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食中毒菌由来膜小胞の放出および毒性発現に対する食品成分の影響
静岡県立大学 食品栄養環境科学研究院

島村　裕子

 

1. 研究の目的と背景
黄色ブドウ球菌 (Staphylococcus aureus) は，食品中

で増殖する際に毒素を産生し，毒素型食中毒を引き起こ
す 1．近年，S. aureus は，直径 20 ～ 220 nm の球状の
膜構造体である膜小胞 (membrane vesicles) に毒素など
の病原因子を内包して分泌することが明らかにされてい
る 2．膜小胞に内包された毒素は，宿主の標的細胞へ濃縮
された状態で到達することが予想される．しかし，食環境
中における膜小胞の挙動は不明な点が多く，膜小胞中に病
原因子が内包されるメカニズムは明らかになっていない．
S. aureus の増殖や病原因子発現を変動させる食品含有成
分は，膜小胞中の病原因子の量および質的変化を誘導する
可能性が考えられる．先行研究において，S. aureus が産
生する毒素である staphylococcal enterotoxin A (SEA) 
と結合する植物由来成分の探索を行い，いくつかのポリ
フェノールに毒素産生，または毒素活性を阻害する効果が
あることを見出している 3, 4．また，経皮感作による卵ア
レルギーの発症にS. aureus が関連していることが示唆さ
れている 5．

そこで，本研究では，ポリフェノールや鶏卵由来タンパ
ク質などの食品含有成分共存下でS. aureus を培養し，膜
小胞の放出や膜小胞に内包される毒素などの病原因子およ
びその病原性の量および質的変化について解析した．本研
究の成果より，将来的には，S. aureus の膜小胞の放出や
膜小胞への病原因子の内包を介した毒素型食中毒の新たな
制御策を見出すことを目指す．

2. 研究の方法
2-1. 試料

食品含有成分のうち，ポリフェノールとして，緑茶に
含まれる (-)-epigallocatechin gallate ( 純度 99.0%，以
下 EGCG; 富士フイルム和光純薬株式会社 )，リンゴに
含まれる proanthocyanidin ( アップルフェノン，以下
AP; ニッカウヰスキー株式会社 )，柑橘類の果皮に含まれ
る nobiletin (NOL)，また，鶏卵由来タンパク質として，
卵白に含まれる ovalbumin ( 重量パーセント ≥100%，
OVA; 富士フイルム和光純薬株式会社 ) を試験に供し
た．AP の組成は，単量体 ( エピカテキンまたはカテキ
ン，分子量 288) 12.4 ％，二量体 ( プロシアニジン B1

または B2，分子量 576) 11.1 ％，三量体 ( 分子量 864) 
12.3 ％，四量体 ( 分子量 1152) 8.7 ％，五量体 ( 分子量 
1440) 5.9 ％，六量体以上 ( 分子量 1728 以上 ) 25.8 ％
であった．NOL は，静岡県立大学薬学部の管敏幸先生よ
り供与を受けた．

2-2. S. aureus 由来膜小胞の調製
食品含有成分を添加した brain heart infusion (BHI) 

培地でS. aureus C-29 ( ヒト分離株 6) を培養した．得
られた培養上清を遠心式限外ろ過フィルターユニット 
(Amicon Ultra; メルクミリポア ) を用いて 100 kDa で
カットオフした後，超遠心分離 (150,000 × g，3 h) し
て膜小胞 ( 沈殿画分 ) を分離した．

2-3. 膜小胞に内包される病原因子の病原性の変化
膜小胞に内包される病原因子の量および質的変化を評価

するとともに，得られた膜小胞を表皮角化細胞株 (HaCaT
細胞 ) またはラット好塩基球性白血病細胞 (RBL-2H3 細
胞 ) に添加して，炎症誘導能の変動を評価した．さらに，
各膜小胞中の内包成分を nano-LC-MS/MS を用いて解析
した．

3. 研究内容
3-1. S. aureus ( 菌体 ) の性状に対する食品含有成分の 

影響
S. aureus 菌体の遺伝子発現と膜小胞の性状との関係を

明らかにするために，食品含有成分を添加した BHI 培地
でS. aureus C-29 を培養し，SEA 産生量および病原因子
関連遺伝子 (icaA およびhlb) 発現量について解析した．

3-2. S. aureus 由来膜小胞の性状に対する食品含有成分
の影響

SEA 産生量および病原因子関連遺伝子発現量を変動さ
せた濃度で食品含有成分を添加した培地でS. aureus を培
養し，膜小胞を調製した．膜小胞の性状として，粒子径 
( 動的光散乱法 )，SEA 内包量 (Western blot) について
調べた．EGCG，AP および NOL を添加して調製した膜
小胞については，HaCaT 細胞に暴露し，膜小胞が誘導す
る炎症関連遺伝子 (IL-1βおよび IL-6) の発現量の変動に
ついて調べた．また，RBL-2H3 細胞に OVA を添加して
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調製した膜小胞を暴露し，アレルギー関連遺伝子 (HDC， 
FcεR1α，TNF-α および IL-4) の発現量の変動について
検討した．さらに，各膜小胞の内包タンパク質の変化につ
いて SDS-PAGE および nano-LC-MS/MS を用いて解析
した．

4. 研究の実施経過・考察
4-1. S. aureus の性状に対する食品含有成分の影響

食品含有成分を添加した BHI 培地でS. aureus を培
養し，SEA 産生量および病原因子関連遺伝子発現量に
ついて解析した．その結果，EGCG，AP および NOL
は，SEA 産生 (Figure 1) および病原因子関連遺伝子発現 
(Figure 2) を有意に減少させたが，OVA は増加させた．
そこで，以降の実験では，菌体の性状に変化が認められた
濃度 (EGCG および NOL: 0.3 mM，AP: 0.3 mg/mL お
よび OVA: 15 mM) でS. aureus を培養し，膜小胞を調
製することとした． 

Figure 1. �Effect of food components on staphylococcal enterotoxin A (SEA) production by Staphylococcus 
aureus.
(A) EGCG，(B) AP，(C) NOL，(D) OVA. 
Values are relative to SEA production of control (0 mM or 0 mg/mL food components). Error bars show standard 
error. * p <0.05 vs Control (n=3)

Figure 2. Effect of food components on the expression of virulence factors of Staphylococcus aureus.
Upper: the expression of icaA, lower: the expression of hlb. 
(A) EGCG (0.3 mM)，(B) AP (0.3 mg/mL)，(C) NOL (0.3 mM)，(D) OVA (15 mM). 
Values are relative to mRNA expression of control (0 mM or 0 mg/mL food components). Error bars show 
standard error. * p <0.05 vs Control (n=3)
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4-2. S. aureus 由来膜小胞の性状に対する食品含有成分
の影響

異なる増殖段階 ( 培養 6，17 および 24 時間 ) のS. 
aureus の培養上清より膜小胞を調製したところ，培養
17 時間で調製した膜小胞で最も安定性が高いことが示唆
された (data not shown)．そこで，以降の実験では，培
養 17 時間後の上清から膜小胞を調製することとした．S. 
aureus 由来膜小胞の粒子経に対する各試料の影響を調べ

たところ，OVA を添加して調製した膜小胞では粒子径が
増大したが，その他の試では粒子径分布に変化は認められ
なかった (Figure 3)．膜小胞の SEA 含有量を調べたとこ
ろ，EGCG，AP および NOL では有意に減少し，OVA
では増加した (Figure 4) ことから，菌体の SEA 産生量 
(Figure 1) と膜小胞中の SEA 内包量は相関しないことが
示唆された． 

Figure  3. Effect of food components on the particle size of membrane vesicles from Staphylococcus aureus.
(A) EGCG (0.3 mM)，(B) AP (0.3 mg/mL)，(C) NOL (0.3 mM)，(D) OVA (15 mM). Control: 0 mM or 0 mg/mL food 
components.

Figure 4. �Effect of food components on the amount of staphylococcal enterotoxin A (SEA) in the membrane 
vesicles (MVs) derived from Staphylococcus aureus.
(A) EGCG (0.3 mM)，(B) AP (0.3 mg/mL)，(C) NOL (0.3 mM)，(D) OVA (15 mM). Values are relative to SEA content 
of control MVs (0 mM or 0 mg/mL food components). Error bars show standard error. * p <0.05 vs Control (n=3)

 
4-3. S. aureus 由来膜小胞の炎症誘導能に対する食品含

有成分の影響
HaCaT 細胞に各膜小胞を暴露したところ，EGCG お

よび AP では，膜小胞により発現が誘導された IL-1βお
よび TNF-α，NOL では IL-8 の発現を有意に抑制した 
(Figure 5)．また，OVA を含む培地で培養して得られた
膜小胞を RBL-2H3 細胞に暴露したところ，アレルギー関
連遺伝子である HDC，FcβR1αおよび TNF-αの発現量
の増加が認められたが，IL-4 の発現量に変動は認められ
なかった (Figure 6)．

4-4. S. aureus 由来膜小胞中のタンパク質内包量に対す
る食品含有成分の影響

膜小胞中のタンパク質内包量に対する影響を調べたと

ころ，EGCG，AP または NOL 存在下で調製した膜小
胞では，複数の内包タンパク質のバンドが減弱し，OVA
ではタンパク質のバンドが増強した (Figure 7)．各膜
小胞中で内包量が減少または増加したタンパク質につい
て，nano-LC-MS/MS を用いて解析した．EGCG およ
び AP 存在下で培養したS. aureus 由来膜小胞で減弱した
タンパク質として，血液凝固作用を有する病原因子の一
つであるスタフィロコアグラーゼ (staphylocoagulase)7, 8 

およびスタフィロキナーゼ活性を増強させる酵素である
エノラーゼ (enolase)9 が同定された．エノラーゼは，S. 
aureus の細胞壁表面に発現し，宿主のプラスミノーゲ
ンの受容体として機能することで，スタフィロキナーゼ
活性を増強させ，S. aureus の宿主細胞への付着を促進
させることが報告されている 9．これらの結果は，膜小
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胞がS. aureus の宿主への感染を支持しており，EGCG
および AP は，間接的にS. aureus による感染を抑制で
きる可能性が示唆された．また，AP および NOL の存
在下で培養したS. aureus 由来膜小胞で減弱したタンパ
ク質として，バイオフィルム形成時に発現量が増加す
ることが報告されているアルコールデヒドロゲナーゼ 
(alcohol dehydrogenase) および L- 乳酸デヒドロゲナー
ゼ (L-lactate dehydrogenase)，が同定された．OVA 存
在下で培養したS. aureus 由来膜小胞で増強したタンパク

質として，オルニチンカルバモイルトランスフェラーゼ 
(ornithine carbamoyltransferase)，アルコールデヒド
ロゲナーゼ (alcohol dehydrogenase) および L- 乳酸デ
ヒドロゲナーゼ (L-lactate dehydrogenase)，が同定さ
れた．膜小胞は，自身がバイオフィルムの骨格であるマト
リックスとして機能すると考えられており 10，AP および
NOL の添加は，バイオフィルム形成の抑制につながる可
能性が示唆された． 

Figure 5. � Effect of food components on the expression of inflammation-related genes in membrane vesicles 
(MVs) derived from Staphylococcus aureus.
(A) EGCG (0.3 mM)，(B) AP (0.3 mg/mL)，(C) NOL (0.3 mM). 
Values are relative to mRNA expression of control (PBS). MVs: 0 mM or 0 mg/mL food components. Error bars show 
standard error. * p <0.05 vs MVs (n=3), ** p <0.01 vs Control or MVs (n=3)

Figure 6. �Effect of OVA on allergy-related gene expression in membrane vesicles (MVs) derived from 
Staphylococcus  aureus.
(A) HDC，(B) FcεR1α，(C) TNF-α，(D) IL-4. 
Values are relative to mRNA expression of MVs single exposure. Error bars show standard error. * p <0.05 vs MVs (n=3)

  5. 研究から得た結論
本研究では，S. aureus 由来膜小胞の性状および炎症誘

導に対する食品含有成分の影響について解析し，EGCG，
AP および NOL はS. aureus 由来膜小胞の病原性を抑制
し，OVA は病原性を増強させることを明らかにした．こ
れらの結果より，EGCG，AP および NOL などのポリフェ
ノールは，S. aureus 由来膜小胞中の炎症に関わる物質の

内包量を減少させる可能性が示唆された．本研究の成果お
よび今後の更なる研究により，ブドウ球菌食中毒に関与す
るS. aureus 由来膜小胞の性状に変化を及ぼす要因を見出
すことにより，新しい制御メカニズムによる食中毒制御法
の開発が期待される． 
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Figure 7.  �Effects of food components on cargo proteins of membrane vesicles (MVs) derived from 
Staphylococcus  aureus.

(A) EGCG (0.3 mM)，(B) AP (0.3 mg/mL)，(C) NOL (0.3 mM)，(D) OVA (15 mM). Control: MVs prepared in medium 
without added food components. The arrows indicate the expression of upregulated protein bands. This protein 
bands were excised and identified using nano LC–MS/MS analysis.

6. 残された問題、今後の課題
OVA を添加して調製した膜小胞では，SEA 内包量が

増加したことから，膜小胞中に SEA を選択的に内包して
いる可能性が示唆された．膜小胞に高濃度の SEA が含ま
れている場合，少量の食品でも摂取すると食中毒を引き起
こす可能性がある．今後，膜小胞への病原性因子の選択的
取り込みに影響を与える未知の因子やその作用機序につい
て解明する必要がある．また，本研究では，膜小胞を培養
上清の量で補正したが，膜小胞の数では補正しなかったこ
とから，膜小胞の炎症誘導抑制能の違いは，膜小胞の数が
異なることが原因である可能性がある．さらに，膜小胞中
の炎症誘導に関与する分子を確認するための更なる研究が
必要である．
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