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研究要旨 

本研究では、黄色ブドウ球菌が産生するブドウ球菌エンテロトキシン A

（SEA）の加熱による抗原性および嘔吐活性の変化を解析し、食中毒調査

における市販キットの信頼性を評価するとともに、ブドウ球菌食中毒事

例株の遺伝的背景を明らかにすることを目的とした。SEA を 100℃で最大

12 時間加熱し、構造安定性を SDS-PAGE で、検査キットでの検出性を

VIDAS で、嘔吐活性をコモンマーモセットへの経口投与試験で評価し

た。その結果、SDS-PAGE では 4 時間加熱後もバンドが確認されたが、

VIDAS での検出値は加熱時間の延長とともに著しく低下し、4 時間加熱後

には検出限界以下となった。30 分間加熱した SEA を投与したマーモセッ

トで嘔吐は認められなかった。また、食中毒由来株 44 株のコアグラーゼ

型別・ドラフトゲノム配列に基づく系統解析・SE/SEl 遺伝子の保有パタ

ーン解析を実施した。その結果、特定の sequence type（ST）、コアグラ

ーゼ型および SE/SEl 遺伝子保有パターンの組み合わせが存在することが

明らかとなり、特に ST6・コアグラーゼ IV 型の sea、selx および sel26

を保有する株が最も多く、次いで ST1 および ST81 が多かった。食品、ヒ

トおよび動物由来株と食中毒事例株との SE/SEl 遺伝子保有率の比較で

は、SEA 遺伝子保有率が食中毒事例株で突出して高かったことから、ブ

ドウ球菌食中毒の原因物質としての SEA の重要性があらためて示され

た。SEA 遺伝子がコードされるプロファージφ Sa3 配列は、ST、コアグラ

ーゼ型および SE/SEl 遺伝子保有パターンの組み合わせと強く関連してお

り、系統的な遺伝子伝播が起きていることが示唆された。 
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Ａ．研究目的 

⻩ ⾊ ブ ド ウ 球 菌 が 産 ⽣ す る ブ ド
ウ 球 菌 エ ン テ ロ ト キ シ ン
(SEs/SEls)は 、嘔 吐 型 ⾷ 中 毒 を 引 き
起 こ す 。SEs は 、抗 原 性 の 違 い に よ
り SEA か ら SEl33 ま で 30 種 類 以
上 が 報 告 さ れ て い る 。⽇ 本 の ブ ド ウ
球 菌 ⾷ 中 毒 は 、SEA を 原 因 と す る 事
例 が 最 も 多 い 。⾷ 中 毒 事 例 の 原 因 物
質 を SEs で あ る と 同 定 す る た め に
は 、 ⾷ 品 検 体 か ら SEs を 検 出 す る
⽅ 法 が 最 も 有 効 で あ る 。SEA は 耐 熱
性 が ⾼ い こ と が 知 ら れ て い る が 、抗
原 性 の 失 活 と 嘔 吐 活 性 の 失 活 の 関
連 性 は 明 ら か に な っ て い な い 。その

ため、本研究では、加熱処理による

SEA の抗原性の低下と嘔吐活性の

消失の相関について、市販の SEs 検

出キットと嘔吐モデル動物を用い

て解析し、ブドウ球菌食中毒検査の

信頼性を確認することを目的とし

た。また、食中毒を高頻度に発生し

得る遺伝的背景を有する高食中毒

原性菌株群を明らかにするため、ブ

ドウ球菌食中毒事例由来株のドラ

フトゲノムを取得し、系統解析を実

施した。  
 

Ｂ．研究方法  

（１）加熱後 SEA の市販キットでの

検出性 

１)加熱処理  

組換え大腸菌 を用いて精製し た

SEA を 200 µg/mL に希釈し、100℃

で 1、2、4、 6、 8 および 12 時間加

熱した。易熱性タンパク質の対照と

して牛血清アルブミン（ BSA）を同

様に加熱した。SEA を 4℃で静置し

た検体を陰性対照群とした。各検体

は-80℃に保存した。 

２）加熱後 SEA の構造安定性解析 

加熱した SEA および BSA を SDS-
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PAGE 泳動用のサンプルバッファー

と混合し、95℃で 5 分間加熱し、20 

µL を SDS-PAGE で泳動した。泳動後

のゲルを Simply Blue SafeStain

（Invitrogen）で染色した。 

３）加熱後 SEA の VIDAS での検出性

解析 

加熱した SEA を VIDAS 抽出緩衝液

で 10 倍から 200,000 倍希釈し、

VIDAS SET2 試薬ストリップのサン

プル用ウェルに注入し、mini VIDAS

にセットし TV 値を測定した。また、

SEA を VIDAS 抽 出 緩 衝 液 で 0.5 

ng/mL、1.0 ng/mL および 2.0 ng/mL

に 希 釈 し た 。 こ れ ら の 希 釈 液 を

VIDAS SET2 キットを用いて mini 

VIDAS で測定し、得られた TV 値か

ら検量線を作成した。検量線を用い

て TV 値から SEA 濃度を算出した。

また、加熱後 SEA の検出下限値を 1 

ng/mL とした。加熱後 SEA の検出下

限値は、VIDAS SET2 キットの TV 値

の検出下限値（0.13）から検量線を

用いて SEA 濃度を算出し、加熱後の

検体の最小希釈倍率 10 倍を掛けて

算出した。 

（２）加熱後 SEA の嘔吐活性の解析 

SEA の嘔吐活性は、小型霊長類コモ

ンマーモセットを用いた経口投与

試験で評価した。（１）の方法で SEA 

100 µg を 100℃で 30 分間および 60

分間加熱した。加熱後 SEA および非

加熱 SEA 100 µg をマーモセットに

経口投与し、投与後 5 時間観察し、

嘔吐の有無を評価した。 

（３）食中毒事例由来株の生化学的

解析および全ゲノム解析 

１）菌株 

ブ ド ウ 球 菌 食 中 毒 事 例 由 来 株

44 事例由来 44 株を供試した。 

２）コアグラーゼ型別解析 

供試 菌 株 を ブレインハー トイ

ンフュージョン培地（ BHI）に接種

し、37℃で 18 時間培養した。培養

液を遠心して上清を回収し、コア

グラーゼ I から VIII 型の免疫ウ

サギ血清（デンカ）と 37℃で 1 時

間反応させた。正常ウサギ血漿を

添加し、37℃で 48 時間まで凝固反

応を観察し、供試菌株のコアグラ

ーゼ型を決定した。 

３）DNA 抽出 

供試菌株を BHI に接種し、37℃

で 18 時間培養した。 QIAamp DNA 

mini kit（ Qiagen）を用いて培養

液から DNA を抽出した。 

４）全ゲノム配列を用いた系統解

析 

３ ） で 抽 出 し た DNA か ら

Illumina DNA Prep 

Tagmentation(Illumina) を 用 い

て ラ イ ブ ラ リ ー を 調 整 し 、

MiniSeq(Illumina)で 全 ゲ ノ ム 配

列を取得した。得られた配列デー
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タを CLC genomics workbench で

ア セ ン ブ リ し 、 Center for 

Genomic Epidemiology

（ http://www.genomicepidemiol

ogy.org/）で sequence type（ST）

を決定し、各 ST の分布を PHYLOViZ

で 図 示 し た 。 ま た 、 blastn で

SE/SEl 遺伝子（sea、seb、sec、

sed、 see、 seg、 seh、 sei、 sej、

sek、 sel、 sem、 sen、 seo、 sep、

seq、ser、ses、set、selu、selv、

selw、selx、sey、selz、se01、se02、

sel26、sel27、sel28、sel29、sel30、

sel31、sel32、sel33、tst）の保

有パターンを解析した。SE/SEl 遺

伝子配列は、Dicks らの配列を採

用 し た （ Dicks et al, J 

Bacteriol, 2021）。更にアセンブ

リし た ド ラ フ ト ゲ ノ ム を用いて

core genome SNP 解析を実施した。

解析結果を IQ-TREE で系統樹とし

て出力した。 

５）菌株由来間の保有 SE/SEl 遺

伝子の保有率の比較  

pubMLST から黄色ブドウ球菌食

品由来株（158 株）、ヒト由来株

（ 2,649 株 ） お よ び動物由 来 株

（1,390 株）のドラフトゲノムデ

ー タ を 収 集 し 、 ４ ） と 同 様 に

SE/SEl 遺伝子の保有状況を検出

した。各 SE/SEl 遺伝子の保有率を

本 研 究 で収集し た 食 中 毒 事 例 株

と比較した。 

６）プロファージφ Sa3 配列の

系統解析 

SEA 遺伝子はプロファージ領域

（φ Sa3）にコードされている。

SEA 遺伝子周囲のゲノム配列を菌

株間で比較するため、SEA 遺伝子

を保有する食中毒事例株（26 株）

のドラフトゲノムからφ Sa3 配列

を抽出し、NJ 法による系統樹を作

成し た 。 ま た 、 配 列 の相同性 を

Easyfig で図示した。 

 

Ｃ．研究結果 

（１）加熱後 SEA の市販キットでの

検出性 

SEA は、100℃で 30 分間加熱後

には SDS-PAGE ではっきりとバン

ドが確認され（図１ A）、VIDAS で

の定量値は  86 µg/mL であった

（図２）。100℃で１時間加熱後に

は、SDS-PAGE ではっきりとバンド

が確認されたが（図１ A）、VIDAS で

の定量値は 10 µg/mL であった（図

２）。100℃で 4 時間加熱後には、

SDS-PAGE ではバンドが確認され

たが（図１ A）、VIDAS では検出限

界以下となった（図２）。4℃条件

では、12 時間静置しても SDS-PAGE

でのバンドは変化せず、VIDAS で

の定量値は減少しなかった。 BSA

は、100℃で 2 時間加熱後には SDS-
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PAGE でのバンドが確認されなか

った（図１B）。 

（２）加熱後 SEA の嘔吐活性失活 

30 分間加熱後の SEA を投与した

マーモセット 5 匹および 60 分間加

熱後の SEA を投与したマーモセッ

ト 4 匹は、嘔吐を認めなかった（表

１）。 

（３）食中毒事例由来株の生化学的

解析およびゲノム解析 

cgSNP による系統解析で食中毒

事 例 株 は複数の 大 ま か なクレー

ドに分類された（図３）。各クレー

ド内では ST とコアグラーゼ型の

組み合わせは共通していた。食中

毒事例株のうち、最も多い ST は

ST6 であり、その全てが CoaIV 型

であった。次いで ST81、ST1 およ

び ST8 が多く、ST81 および ST1 は

全て CoaVII 型、ST8 は全て CoaIII

型 で あ っ た 。 上 記 の 菌 株 群 は

cgSNP による系統解析においてそ

れぞれ同一のクレー ド に 分布し

た。また、各クレード内の SE/SEl

遺 伝 子 の 保 有 パ タ ー ン を図示し

た結果、各クレード内で類似した

SE/SEl 遺伝子の保有パターンを

示した。ST、コアグラーゼ型およ

び SE/SEl 遺伝子保有パターンの

組 み 合 わ せ と して最 も多か っ た

のは ST6・ CoaIV 型の sea、selx、

sel26 保有株であり、次いで ST1・

CoaVII 型の sea、seh、sek、seq、

selx、sel26 保有株および ST81・

Coa VII 型の sea、seh、sek、seq、

selx、sel26 保有株であった。各

クレー ド内で 菌 株 由 来 事 例 の発

生年、発生地域、患者数および原

因食 品 に偏りは 認 め ら れ な か っ

た。SE/SEl 遺伝子の菌株由来ごと

の比較では、食中毒事例株の SEA

遺 伝 子 保 有率が そ の他由 来 株 に

比べて突出して高かった（図４）。

一方で、食中毒事例株の SEG、SEI、

SEM、SEN、SEO、SElU、SElV および

SElW 遺伝子保有率はその他由来

株よりも低かった。また、φ Sa3 配

列 の相同性 に 基 づいて食 中 毒 事

例株の系統樹を作成した結果、同

一 ST の菌株群は概ね同一クレー

ドに分布した（図５）。strain11 の

φ Sa3 配列はその他の ST1 および

ST1slv 群のものとは大きく異な

っていた。 

 

Ｄ．考察  

本研究により、SEA の熱安定性

お よ び 検 出方法間 の感度差異が

示された。SEA は 100℃で 30 分間

の 加 熱 に おいても 構 造 が比較的

安定であり、SDS-PAGE では明瞭な

バンドが検出されたが、市販の免

疫測定キット（VIDAS）による定量

値は 200 µg/mL から 86 µg/mL へ
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と低下した。これは、加熱により

SEA の抗原性が部分的に失活し、

特異抗体と の 結 合能が減弱し た

ためと考えられた。さらに 1 時間

の 加 熱 で は 定量値 が 大幅に減少

し、4 時間の加熱で VIDAS では検

出限界以下となったが、SDS-PAGE

で は引き続きバ ン ド が 確 認 さ れ

た。このことから、抗原性に依存

している 市 販 キ ッ ト に よ る 検 出

は、熱変性によって抗原部位が損

傷す る と 定量性 が 著 し く損な わ

れることが示された。一方、4℃で

12 時間静置した場合には SEA の構

造 お よ び 抗 原 性 は 安 定 していた

ことから、低温環境では SEA が安

定であることが再確認された。ま

た、生物学的活性評価において、

100℃で 30 分以上の加熱処理を施

した SEA は、コモンマーモセット

で の 嘔 吐 活 性 が 認 め ら れ な か っ

た。過去の報告では、121℃で 28

分間加熱した SEA においてもネコ

で の 嘔 吐 活 性 が 残 存 し て い た

（ Bennett R et al., 1987）。こ

れらの結果の違いは、SEA 加熱時

の溶媒条件、試験個体数の不足あ

るいは動物モデルに お け る感受

性 の違いなどの影響が考えら れ

た。そのため、加熱後 SEA の残存

嘔 吐 活 性 の詳細な 検討の た め に

は 加 熱条件お よ び動物実 験条件

の再検討が必要と考えられた。食

中毒事例株のゲノム解析では、食

中事例株が一定の ST、コアグラー

ゼ型および SE/SEl 遺伝子保有パ

ターンの組み合わせを形成し、各

クレー ド内に類似し た 組 み 合 わ

せ が多く 分布す る こ と が 明 ら か

となった。特に、ST6-CoaIV 型の

sea、selx、sel26 を保有する株が

最も多く検出され、次いで ST1 お

よび ST81 において共通の遺伝子

セットが認められた。これらの特

徴的 な 遺 伝 子 セ ッ ト は 特 定 のク

レードに分布しているが、地域や

食 品種類など特 定 の因子 と 関連

しなかったことから、 ST6-CoaIV

型 などの 食 中 毒 事 例 を引き起こ

しやすい菌 株群は 存在す る が日

本 に お け る ブ ド ウ 球 菌 食 中 毒 事

例 は 特 定 の環境や食 品 に 限 定 さ

れず広く 分散して発生 している

ことが示唆された。 selw および

sel26 の配列は、同遺伝子名で複

数の 配 列 がデー タベース上に登

録されており、混乱が生じている。

本研究では Dicks らが登録してい

る配列を採用したが、今後既報と

比較・引用する際に留意が必要で

ある。SE/SEl 遺伝子の菌株由来ご

と の比較で は 、 食 中 毒 事 例 株 の

SEA 遺伝子保有率が著しく高かっ

た。一方で、食中毒事例株の SEG、
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SEI、SEM、SEN、SEO、SElU、SElV

および SElW 遺伝子保有率がその

他由来株よりも低かった。SEG、

SEI、SEM、SEN および SEO が霊長

類に対す る 嘔 吐 活 性 を 有 す る こ

とは報告されており、これらの SE

遺 伝 子単独保 有 株 に よ る 食 中 毒

事例も報告されている。日本で食

中 毒 を引き起こ しやすい菌 株 系

統が SEA 産生株に大きく偏ってい

ることが推測されたが、今後も継

続して事例株の SE/SEl 遺伝子保

有 パ タ ー ン を 解 析 していく必要

があると考えられた。φ Sa3 配列

は、同一クレード内で概ね共通し

ており、系統的な遺伝子伝播が起

きていることが示唆された。一方

で、一部の菌株（strain11）のφ

Sa3 配列が他の ST1 群と明確に異

なっていたことから、異なる ST 株

か ら の 遺 伝 子水平 伝播や変異の

可能性が示唆された。今後、各菌

株の SEA 産生量を比較し、遺伝子

型プロ ファイルと の 関連を 解 析

する必要があると考えられた。 
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図１ SEA の耐熱性評価 
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図２  加熱による SEA の抗原性低下 
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図４  菌株由来ごとの SE/SEl 遺伝子保有率  
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図５  φ Sa3 配列の比較  

  



 15 

 

表１ 加熱後 SEA のマーモセットに対する嘔吐活性 

 

 

 


