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論 文 の 内 容 の 要 旨

ブドウ球菌エンテロトキシン(以下SEと略す)はブドウ球菌食中毒の原因毒素で､

分子量25～30kDaの単純蛋白質である｡抗原特異性により､これまでSEA～SEE型

に分けられていたが､近年SEG}S日新型エンテロトキシンが報告されて小る｡これ

らのうちSEA型による事例はブドウ球菌食中毒の約90%を占めている｡SEAは食中

毒原性活性を示す他に､スーパー抗原としてT細胞増殖活性および多種類のサイトカ

イン産生誘導活性を有することが知られている｡しかし､SEA分子上におけるこれら

の生物活性部位については十分に明らかにされていない｡そこで本研究では､SEA

分子上の抗原認識部位､催吐活性部位およびインターフェロンーγりFN-γ)産生誘導活

性部位について検討した｡

1.SEA分子上の抗原認識部位の同定

SEA分子上の抗原認識部位(エピトープ)を同定するために､アミノ酸配列の N

末端側から20残基を含むペプチドA-ト12(A-12は13残基)の12種を合成し､ざ

らにそれぞれに対するウサギ抗ペプチド抗休(抗A-1-12抗体)を作製した｡これら

の材料を用いて､抗ペプチド抗体と合成ペプチドおよびSEAとの反応性をそれぞれ

ELISA法により調べた｡その結果､抗ペプチド抗体は各対応する合成ペプチドおよぴ

SEAに対し特異的に反応を示した｡また､ペプチドA-1(アミノ酸配列1"20)､A-5

(81～100)およぴA-8(141～160)は､抗SEA抗体に対し高い反応性を示した｡本結
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黒から､SEA分子上のエピトープは少なくとも3ケ所存在することが考えられた｡

2.スンクスに対するSEAの催吐活性の検討

SEA分子上の催吐作用部位を明らかにするために､最初SEAの催吐活性をスンク

スを用いて検討した｡スンクス(体重40～70g)に各試料0.2mほ経口(p･0)または腹腔

内(i.p)投与し､嘔吐の有無を3時間観察した｡その結果､経口投与ではSEA16･7〃gA(g

で嘔吐(投与70～108分後に1～4回嘔吐)が見られ､そのED50は32.4FJgA(gと算出

された｡他方､腹腔内投与ではSEAl.7FJgA(gで嘔吐(投与65～102分後に1～4回嘔

吐)が観察され､そのED50は3.1pg/kgであった｡なお､SEAの催吐活性は､抗SEA

血清により特異的に中和された｡またSEAによる嘔吐に性差はなく､嘔吐以外､下

痢および死亡は全く観察されなかった｡以上の結果から､スンクスはSEAに対し高

い感受性と特異性を有し､SEAの催吐活性を調べる上､有効であることが分かった｡･

3.･SEAの催吐活性部位の検討

SEAの催吐活性の中和エピトープを調べるため､SEA投与量16.7FJg/kg体重をス▲

ンクスヘの投与により検討した｡中和試験は､SEAと各抗ペプチド抗体(A一ト12抗

体)を37℃､1時間反応後､スンクス腹腔内に投与した｡その時黒､抗ペプチド抗体

A.1_12の全抗休とSEAを反応させたものは､4J6匹が嘔吐を示さず中和された｡こ

れに対し､陰性対照の正常ウサギ血清では6匹中全てが嘔吐を示した｡次に､抗ペプ

チド抗体A･1～12を3つのグループに分けて､SEAと混合させたものでは､抗A-4～9

およぴA-7-12抗体と混合したものに対し中和が見られた｡さらに､抗A-4-12抗体

を3つのグループに分け中和活性を検討した｡抗A-7-9抗体と混合させたもので6

匹中5匹(83.3%)が中和され､他のグループでは中和されなかった｡また抗A-7一■9

抗体は､それぞれ2つの抗体組み合わせた場合および各単一抗体との混合した場合､

いずれも中和活性を示したが､これらの3つの抗体と混合したものより中和活性は弱

かった｡本結果から､SEA分子上のペプチドA-7γ9(121～180番目のアミノ酸配列)

部分は､催吐活性中和エピトープであることが示唆された｡

4.SEAのIFN-γ産生誘導活性部位の検討

SEA分子上の]FN一γ産生誘導活性部位を検討するために､1)C57BL/6マウス脾細

胞とSEAおよび各ペプチド12種を各々37℃､72時間培養し､培養上清中のIFN一

γの産生量をEuSA法により測定した､2)各ペプチドとマウス牌細胞を1時間反応

させた後､SEAを添加し､IFN-γ産生量を測定した(競合結合試験)｡3)SEAと抗

ペプチド血清を37℃､1時間反応させた後､IFN-γ産生量を調べた(中和試験)｡そ

の結果､SEAによるIFN-γの産生量はSEA･量を増加することにより増大し､濃度依

存性が認められた｡また､いずれのペプチドも肝N-γ産生は認められなかった｡競合

結合試験では､ペプチドA-9はSEAに対し高い競合抑制を示し､ペプチド量を増加

することにより､その抑制寧は増大し､濃度依存性が見られた｡この他.に､ペプチド

A-5およぴA-10も､低い抑制効果が見られた｡抗ペプチド抗体による中和試験では､

抗A-1および抗A-9抗体による中和活性が最も高く､この他に抗A-7､抗A-8および
抗A-10抗体にも抑制効果が見られた｡特に､抗A-9抗体による中和は､SEAに対す

る競合抑制試験結果と一致して見られた｡これらの結果から､SEA分子上のA-9部
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位(アミノ酸配列16ト180)はIFN-γ産生誘導活性部位として重要であると推察さ

れた｡また､SEAのアミノ酸配列1～20､121～160および181～200部位は､SEA

のIFN-γ産生誘導活性に関する中和エピトープを含んでいることが考えられた｡

本研究では､SEAの催吐活性試験としてスンクスが有効であることを明らかにし､

本実験動物を用いてSEA分子上の12ト180残基部位が催吐活性の中和エピトープで

あることを示唆した｡またSEA分子上には少なくとも3つのエピトープを有すこと

を明らかにし､さらに1FN-γ産生誘導活性部位としてはアミノ酸配列161-180残基

部位が主であり､この他ト20､12ト160および18ト200残基部位も関与している

と考察された｡以上の成績から､SEA分子上の12ト180残基部位は嘔吐活性およぴ

IFN一γ産生誘導活性として重要であることが明らかになった｡

審 査 結 果 の 要 旨

ブドウ球菌食中毒の原因毒素であるブドウ球菌エンテロトキシン(以下SEと略す)は､

抗原特異性により､これまでSEA-SEl型(F型を除く)に分けられており､その分子

量は25～30kDaの単純蛋白質である｡これらのうちSEA型による事例は､本菌食中毒

の約90%を占めている｡他方､SEAは食中毒原性活性を示す他に､スーパー抗原とし

てT細胞増殖活性および多種類のサイトカイン産生誘導活性を有することも明らかにさ

れている｡しかし､SEA分子上におけるこれらの生物活性部位については十分に明らか

にされていない｡

そこで本研究では､SEA分子上の抗原認識部位､催吐活性部位およびインターフェロ

ンーγ岬N-γ摩生誘導活性部位について検討し､いくつかの新知見を得た｡

1.SEA分子上の抗原認識部位の同定

sEA分子上の抗原認識部位(エピトープ)を同定するために､アミノ酸配列(N末端

側)に順じて20残基を含むペプチドA-ト12(ただしA-12は13残基)の12種を合成

し､これに対するウサギ抗ペプチド抗体(抗A-ト12抗体)を作動した｡これらの材料

を用いて､抗ペプチド抗体と合成ペプチドおよびSEAとの反応性をELISA法で調べた｡

その結果､抗ペプチド抗体は各対応する合成ペプチドおよぴSEAに対し特異的に反応

を示しまたペプチドA-1(アミノ酸配列ト20)､A-5(8ト100)およびA-8(14ト160)は､

抗SEA抗体に対し高い反応性を示した｡

本結果から､SEA分子上のエピトープは少なくとも3ケ所存在することが考えられた｡

2.スンクスに対するSEAの催吐活性の検討

SEA分子上の催吐活性部位を明らかにするために､まず最初に､SEAの催吐活性を

スンクスを用いて検討した｡スンクス(体重40-70g)に各試料0.2m暮を経口(p･0)また

は腹腔内(i.p)投与し､嘔吐の有無を3時間観察した｡その結果､P･0ではSEA16･7IJg/kg

で嘔吐(投与70～108分後にl-4回嘔吐)を示し､そのED50(50%嘔吐量)は32･4〃gA(g

と算出された｡他方､J.pではSEAl.7pgkgで嘔吐(投与65～102分後にl-4回嘔吐)
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を示し､そのED50は3.1pg/kgであった｡さらに､SEAの催吐活性は､抗SEA血清に

より特異的に中和され､しかもSEAによる嘔吐に性差はなく､嘔吐以外､下痢および

死亡は全く観察されなかった｡

本結果から､スンクスはSEAに対し高い感受性と特異性を有し､SEAの催吐活性を

調べる上､有効であることが分かった｡

3.SEAの催吐活性部位の検討

SEAの催吐活性中和エピトープを調べるため､SEA(16.7pg/kg体重)と各抗ペプ≠

ド抗体(A-ト12抗体)を一定時間(37℃､1時間)反応後､スンクス腹腔内に投与し

た｡その結果､抗ペプチド抗体A-ト12の全抗体とSEAを反応させたものでは､6匹中

4匹が嘔吐活性を示さず中和された｡これに対し､正常ウサギ血清では6匹中全てが嘔

吐を示した｡次に､抗ペプチド抗体A-ト12を3つのグループ(抗A-1-4､抗A-5～8､

抗A-9～12)に分けて､SEAと混合させたものでは､抗A-4～9およびA-7～12抗体の2

つグループに対し中和が見られた｡さらに､抗A-4-12抗休を3つのグループに分け中

和活性を検討した結果､抗A-7-9抗体と混合させたものでは6匹中5匹(83.3%)が中

和され､他のグループでは中和されなかった｡また抗A-7-9抗体について､それぞれ2

つの抗体との組み合わせたもの､およびそれぞれ単一抗体と反応させたものでは､いず

れも中和活性を示した｡

本結果から､SEA分子上のペプチドA-7～9(121-180番目のアミノ酸配列部分)は､

催吐活性中和エピトープであることが示唆された｡

4.SEAのIFN-γ産生誘導活性部位の検討

SEA分子上のJFN-γ産生琴導活性部位を検討するために､1)マウス(C57BL/6)脾

細胞とSEAおよび各ペプチド12種をそれぞれ37℃､72時間培養し､その上清中のtF叶

γの産生量をEuSA法により測定した､2)各ペプチドとマウス脾細胞を1時間反応後､

SEAを添加し､-IFN-γ産生量を測定した(競合結合試験)｡3)SEAと抗ペプチド血清を

37℃､1時圃反応後､IFN･γ産生量を調べた(中和試験)｡その結果､SEAを増量する

ことにより肝N一γの産生量は増大を示し､濃度依存性が認められた｡しかし､いずれの

ペプチドに対しても1FN一γ産生は認められなかった｡競合結合試験では､ペプチドÅ-9

はSEAに対し高い競合抑制を示し､ペプチドを増量することにより､その抑制率は増

大し濃度依存性が見られた｡この他に､ペプチドA-5およびA-10も､低い抑制効果が

見られた｡抗ペプチド抗体による中和試験では､抗A-1および抗A-9抗体による中和活

性が最も高く､この他抗A-7､抗A-8および抗A-10抗体にも中和が見られた｡特に､

抗A-9抗体による中和は､SEAに対する競合抑制試験結果と一致して見られた｡

本結果から､SEA分子上のA-9部位(アミノ酸配列161～180)は､IFN-T産生誘導

活性部位として重要であることが推察された｡また､SEAのアミノ酸配列1-20､

121～160およぴ181-200部位は､SEAのIFN-γ産生誘導活性に関する中和エピトー

プを含むことが示唆された｡
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本研究では､SEAの催吐活性試験としてスンクスが有効であることを明らかにし､本

実験動物を用いてSEA分子上の12ト180残基部位が催吐活性の中和エピトープである

ことを示唆した｡またSEA分子上には少なくとも3つのエピトープを有し､さらにJFN-

γ産生誘導活性部位としてはアミノ酸配列16ト180残基部位が主であり､この他ト20､

121-200残基部位も関与していることを認めた｡以上の成績から､SEA分子上の

12ト180残基部位は嘔吐活性および肝N-γ産生誘導活性として重要であることを明ら

かにした｡

以上について､審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位

論文として十分価値あるもの.と認めた｡
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