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ブドウ球菌食中毒は, 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 (SEs) によって引き起こ

される食品内毒素型食中毒の一つである [1-4]. 本食

中毒は世界中で発生している食品衛生および公衆衛生

上重要な食中毒であるにも関わらず完全な抑止ができ

ていない. 日本においても, 1990年以降, 毎年数十件

の事例の発生と数百人の患者に被害が及んでおり, こ

の数は同時期に発生した腸管出血性大腸菌を原因とす

る食中毒よりも多い (厚生労働省 食中毒統計調査,

http://www.mhlw.go.jp/toukei/list/112-1.html). 2000

年には関西地方を中心として低脂肪乳を原因とした被

害者数13,400名に及ぶ世界最大のブドウ球菌食中毒事

例も発生している [5]. このようにブドウ球菌食中毒

は重要な食品衛生上の危害因子の一つであるが, 未だ

十分な科学的知見が得られているとは言い難い.

2001年に最初の黄色ブドウ球菌の完全なゲノム配列

が報告されて以降 [6], 分子生物学的な手法を用いた

分子疫学解析が急速に発展してきた. これにより, 黄

色ブドウ球菌に起因する多様な疾病は単一の菌株によ

るものではなく, 特定疾病に対して遺伝学的に均一な

クローンが存在することが明らかになった [7-12].

特に黄色ブドウ球菌によるヒトの感染症では, 各クロー

ンの病原性解析が進展している. しかし, 黄色ブドウ

球菌による疾病の中でもブドウ球菌食中毒に関連する

クローンの報告はなく, その病原性 (食中毒原性) 解

析も行われていない. したがって, 本研究では, ブド

ウ球菌食中毒の抑止に有用な科学的基盤を確立するた

めに, 食中毒原性クローンの同定とその特性解析を行った.

第１章 食中毒分離株の分子疫学解析に有用な新規遺

伝学的解析手法の確立

黄色ブドウ球菌のクローン解析に関わる疫学解析手

法としてStaphylococcal chromosome cassette mec

(SCCmec) 型別が汎用されているが, この手法は本

菌のメチシリン耐性に関わるgenomic elementsの解

析であり [13], メチシリン耐性黄色ブドウ球菌

(MRSA) にのみ適応可能な解析手法である. しかし,

ブドウ球菌食中毒分離株のほとんどはメチシリン感受

性黄色ブドウ球菌 (MSSA) であり [14,15], この手

法は適さない. したがって, 食中毒由来株でも応用可能

な新規のgenomic elementsの解析手法として, MSSA

/MRSAを問わずほとんどの黄色ブドウ球菌が保有

する Staphylococcus aureus pathogeicity islands
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黄色ブドウ球菌のクローン解析ではStaphylococcal chromosome cassette mec (SCCmec)型別が汎用され

ているが, 本手法はメシチリン感受性黄色ブドウ球菌(MSSA)が多い食中毒由来株の分子疫学解析には不適

であった. そこで食中毒由来株のクローン解析に適した手法としてgenomic elements-scanningを確立し, 標

準菌株および臨床分離株での解析が可能なことを確認した. 分子疫学的解析を用いて食中毒由来株とその他の

株の遺伝学的背景を比較すると, コアグラーゼ型, SE/SEl型ならびにclonal complex(CC)の存在の比率に違

いがあることが判明した. さらに食中毒由来で最も高頻度に存在したCC81に分類された全ての株のゲノム構

成の解析では, 大きく２つの型 (サブタイプ1およびサブタイプ2) に分類できることが明らかになった. これ

らのうち食中毒由来CC81は全てサブタイプ1に分類された. なお, このクローンはブドウ球菌エンテロトキシ

ンAの高い産生性を示し, これが高食中毒原性に関わっていると推定された.
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(SaPIs) などを対象とした新規解析手法 (genomic

elements-scanning法) の確立を行った.

本手法はSaPIsの他に食中毒の原因となるSEs遺伝

子が存在するファージやトランスポゾン, enterotoxin

gene cluster(egc)も含め合計９領域について, 長鎖

DNAの正確な増幅が可能なlong-accurate polymerase

chain reaction (LA-PCR)を行うものである. 黄色ブ

ドウ球菌集団を網羅的に解析可能なプライマーを設計

し, LA-PCRによる増幅・解析を行った.

標準菌株であるN315株はゲノム上の44’領域にSaPI

(SaPIn1) が挿入されており [6], この領域を解析す

るプライマーを用いると20kbp弱のバンドが検出され

た (図１A). 一方, 他の領域では４kbp以下の増幅

産物が得られた. 44’領域の増幅産物のHindIII消化

後の泳動像 (図１B) では, in silico予測と一致する

３種類のサイズのHindIII消化断片 (8,225bp, 6,473bp,

1,700bp) が確認された. in silico解析より6,473bpの

消化断片にはsecが存在することが予測され, 特異的

プローブを用いたサザンハイブリダイゼーション解析

により本断片中にsecが検出された (図１C). SaPIs

以外のgenomic elementsについても同様に標準菌株

であるN315株とMW２株 [16] での特異的プライマー

とLA-PCRを用いた増幅と解析を行った. N315株は

egcとφSa3n, MW２株はseh関連トランスポゾンと

φSa3mw2をそれぞれ保有する. これらの領域を増幅

し, 制限酵素処理を行った結果 (図２) は, in silico

での予測 (表１) と一致した. このことから, 本手法

は標準菌株の解析に有効であると考えられた.

次に, genomic elementsの保有状況が不明である

臨床分離株を用いた解析を行った. 供試した食中毒由

来, 鼻腔由来, 感染症由来の計10株の解析結果を表２

に示す. 全ての株の全ての領域において, genomic

elementsの挿入の有無と挿入がある場合にはその型

別を行えることを確認した. また, SaPIのうちデータ

ベース上に存在しない増幅産物では, 塩基配列の決定

により, 新規SaPIの存在 (図３) が明らかになった

[ Accession number： AB704539 ( SaPIivm60 ) ,

AB704540 (SaPIhhms2), AB704541 (SaPIj11), AB

716349 (SaPIivm10), AB716350 (SaPIishikawa11),

AB716351 (SaPIno10), AB716352 (SaPIhirosaki4)].

さらに, これらのSaPIsにはSaPIの基本骨格となる遺

伝子群が保存されていた [17-22].

以上の成績から, 本章で新たに確立したgenomic

elements-scanning法は黄色ブドウ球菌の遺伝学的解

析に応用可能と考えられた.

第２章 Genomic elements-scanning法を用いた食中

毒原性クローンの探索

本章では, 第１章で確立した遺伝子型別法を用いて,

日本における食中毒原性クローンの探索と遺伝学的特

徴の解明を行った. 供試菌株として, 我国で分離され

た黄色ブドウ球菌506株 (食中毒42株, ヒト鼻腔329株,

ヒト感染症85株, 環境50株) を使用した. 遺伝子型別

として, Coagulase (Coa) 型別 [23], SE/SE like

toxin (SEl) 型別 [24], Multilocus sequence typing

[25], genomic elements-scanningを行った.

Coa型別において食中毒由来株の70%以上がCoaVII

型に分類されたが, 非食中毒由来株でCoaVII型に分

類された株の割合は35%以下であった (図４). 食中

毒分離株のCoa型が特定の型に集積することが知られ

ており [23, 26-28], 本研究でも同様にVII型への集積

が見られた. SEs型別において, 食中毒ではsea, seb,
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図１ N315株におけるSaPIs解析. A：全６カ所のSaPIs挿入領域の解析. 8’､ 9’､ 18’､ 19’､ 44’､ 49’はそ
れぞれSaPIs挿入領域の8’､ 9’､ 18’､ 19’､ 44’､ 49’を示す. M：マーカー(λ-HindIII digest (Takara)).
B. 44’領域増幅産物のHindIII消化断片の泳動像. 矢頭１－３は消化断片１－３を示す. M：マーカー(λ-HindIII
digest (Takara)). C. sec特異的DNAプローブを用いたSouthern hybridization. 矢頭２は消化断片２を示す.
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図２ MW２株およびN315株における３種のgenomic elements挿入領域における増幅産物の制限酵素処理. φSa3
は長大なため, ３領域 (Left, Center, Right) に分割して解析. A. トランスポゾン (MW2), B. egc (N315), C.
φSa3 Left (MW2とN315), D. φSa3 Center (MW2とN315), E. φSa3 Right (MW2とN315), M：1kbpLadder.
白矢頭：不明瞭なDNA断片. 500bp以下のDNA断片は確認困難.

表１ N315株およびN315株における各増幅genomic elementsの消化DNA断片長 (bp)

表２ 本章で使用した株のgenomic elementsプロファイリング
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seh, sek, seqの陽性率が40%以上を示したが, 非食中

毒由来株では20%以下であった (図５). SEAは最も

嘔吐活性が強く重要な毒素として知られている [29].

また, 他の多くのSEとは異なり, 増殖曲線の全ての

段階, 特に培養初期の少ない菌数でもその発現が認め

られ [30,31], 食品中では一週間に渡りその発現が維

持されることが報告されている [32]. このような性質

のためSEAは食中毒において最も重視されているが,

本研究でも同様に高い陽性率を示したことは重要な所

見であった. Multi locus sequence typing (MLST)
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図３ 本研究で同定した７種の新規SaPIs. Lysogen: 溶原化その遺伝子制御に関わる遺伝子. Replication: 複製に関
わる遺伝子, Phage interference: ファージ干渉に関わる遺伝子. Package: ファージ様粒子へのパッケージン
グに関わる遺伝子, 黒矢印 (seb, sek, seq, ear ): 病原因子遺伝子

図４ 各種分離株におけるコアグラーゼ型の存在頻度｡ 食中毒：
n=42, 鼻腔：n=329, 感染症：n=85, 環境：n=50
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ではclonal complex 81 (CC81) に分類される株が食

中毒由来で過半数 (54.8%) を占めたが, 非食中毒由

来株では３%以下であった (図６). 第１章で確立した

genomic elements-scanning法による解析では, CC81

には遺伝子型とgenomic elementsの保有状況の異な

る２つのサブタイプが存在していた (図７, 表３).

サブタイプ１はCoaVII型で, SEAとSEBの両方もし

くは片方が陽性で, genomic elements としてseh関

連トランスポゾンを必ず保有し, 一部の株はsea関連

ファージ, seb関連SaPIsを保有していた. 一方, サ

ブタイプ２はCoaVI型でseaとseb陰性で, genomic

elements としてegcを必ず保有し, １株はsec関連

SaPIsを保有していた. これらのうち, 食中毒由来CC

81は全てサブタイプ１であった. また, seaを保有す

る複数のCCsにおけるブドウ球菌エンテロトキシンA

(SEA) 産生量は, CC81サブタイプ１で有意に高いこ

とが判明した (図８).

CC81はMW２などのUSA400クローンが存在する

CC１に近縁なグループに位置する [16]. しかし, こ

のクローンではMW２が保有するgenomic elements

のうち９'のgenomic element typeA, sehトランスポ

ゾン, プロファージは共通のものを保有していたが,

他のSaPIsの保有状況は異なっていた. この事実から,

CC81が本食中毒原性クローンと共通の祖先から派生
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図５ 各種分離株におけるSEs/SElsの陽性頻度. 食中毒：n=42, 鼻腔：n=329,
感染症：n=85, 環境：n=50

図６ 各種分離株における各CCsの存在頻度. 主要な11のCCsを選び, 図に示す.
食中毒：n=42, 鼻腔：n=329, 感染症：n=85, 環境：n=50
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し枝分かれしたグループであることが推測された. ま

た, φSa3mw2はSEA高産生性プロファージであるこ

とが知られており [33], このプロファージの獲得が,

本クローンのSEA高産生性と食中毒原性に関与して

いると考えられた.
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図７ CC81に分類される集団に存在する２種のサブタイプと各ゲノム構成. 各サブタイプとそのゲノム上に存
在するgenomic elementsを示す. サブタイプ1：n=32､ サブタイプ2：n=2. 白: 各サブタイプに分類され
る株の全てが保有するgenomic elements, 黒：各サブタイプに分類される株のうち一部の株が保有する
genomic elements. 各genomic elements上SEs/SElsを ( ) 内に示す.

表３ CC81に存在する２つのサブタイプ
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総 括

本研究により, 近年の日本におけるブドウ球菌食中

毒の原因となる食中毒原性クローンとしてCC81サブ

タイプ１が同定された. この所見は今後の食中毒事例

分離株の疫学解析や食中毒防除を行う際の科学的情報

として重要であり, 食品を取り巻く環境中における本

クローンの包括的調査が汚染源の摘発や食品への付着

経路の解明に寄与できると考えられた. したがって,

現在広く普及している一般的な衛生対策に加え, 食中

毒原性クローンであるCC81サブタイプ１を標的とし

た疫学解析を組み合わせた食品衛生対策の確立が, 食

中毒の効果的な抑止に有用であると考えられた.
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