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■　緒　言
黄色ブドウ球菌（Ⓢⓣⓐⓟʰⓨˡⓞⓒⓞⓒⓒⓤⓢ ⓐⓤⓡⓔⓤⓢ、ブ菌）は環境中に広く分布し、特にヒトの皮膚、鼻腔などに

常在する。ブ菌は嘔吐毒素である黄色ブドウ球菌エンテロトキシン（Staphylococcal enterotoxins：SEs）
を産生し、ヒトが SEs に汚染された食品を喫食すると 0.5 〜 6h 後に悪心、嘔吐を主徴とする食中毒を
引き起こす 1）。従来型 SEs である SEA 〜 SEE の中では SEA による食中毒が最も多く発生していたが、
近年、多数の新型 SEs（SEG 〜 SElX）が発見されている 2-5）。2000 年 6 月には大阪を中心に乳製品を原
因とする、患者数が 13,420 人におよぶ大規模なブ菌食中毒事件が発生し、本菌が依然として食品衛生
上重要な食中毒起因菌であることが再認識された 6）。この食中毒の原因食品からは従来型 SEs の SEA
のみならず、新型 SEs も検出された。原因食品中の SEA の産生量は従来の食中毒事例よりも少なかっ
たため、新型 SEs の何らかの関与が示唆されている。

そこで我々は、食中毒事例が多い卵加工品における、新型 SEs 産生黄色ブドウ球菌の二次汚染を想
定し、食品内での毒素産生能を含めた挙動を明らかにすることにより衛生管理、食中毒原因物質の検
査への応用が可能となると考えた。

新型 SEs の中で SEG、SEI、SEM、SEN、SEO の SEs 遺伝子は genomic island（νSaβ Type I）上に
コードされ、enterotoxin gene cluster（ⓔɡⓒ）と呼ばれる遺伝子領域を形成している 7）。ⓔɡⓒ 関連 SEs であ
る SEG、SEI は 37℃よりも室温に近い 25℃培養での産生量が多くなるという報告があり、両遺伝子保
有黄色ブドウ球菌による食中毒事例も報告されている。SEG、SEI と同様に ⓔɡⓒ 関連 SEs である SEM、
SEN、SEO についても同様の性質を持つことが考えられる。新型 SEs に実施されたカニクイザルを用
いた嘔吐試験では、特に SEO が 2h 後に 18 回の嘔吐を呈し、SEA に近い嘔吐活性を示した事が報告さ
れているが 8）、SEO の食品中における産生動態は明確にされていないため食中毒への関与は不明であ
る。現在、食品中における SEO の検出方法は確立していないため、我々は Sandwich ELISA 法を確立
し、食品中での挙動を検討した。

■　方　法
1．Sandwich ELISA 法の検討

Sandwich ELISA 法で用いる固層抗体の抗 SEO ウサギ IgG 抗体を 1、10、50、100μg/ml、検出抗体
のビオチン標識抗 SEO IgY 抗体（1.0mg/ml）を×50、100、200、400、STAV⊖HRP1.1mg/ml（Thermo）を
×5,000、10,000、20,000 の濃度で至適濃度を検討した。rSEO を 0、12.5、25、50、100ng/ml に調整
したものを用い標準曲線を作製した。抗 SEO ウサギ IgG の作製はアーク・リソース株式会社に依頼
した。抗 SEO ニワトリ IgY と rSEO は岩手大学の鎌田らが作製したものを使用した。IgY のビオチン
標識は EZ⊖Link Sulfo⊖NHS⊖LC⊖Biotin（Thermo）を用いて実施した。各反応は 37℃で 1h 行い、発色基
質には TMB Substrate Reagent（BD）を、反応停止液には 1N 硫酸（WAKO）を、F96 MAXISORP NUNC⊖
IMMUNO PLATE（Nunc）を用いて、iMark Microplate Reader（Bio⊖Rad）にて 450nm で吸光度を測定し
た。（図 1）

2．液体培地を用いた ⓢⓔⓞ 遺伝子保有黄色ブドウ球菌の SEO 産生量および菌数の測定
本実験で用いた供試菌株の SEs 遺伝子保有状況を表 1 に示した。供試菌株の培養液を 1％Yeast 

Extract 加 BHI broth（YE 加 BHI、BD 社）9ml に 1.0×103 CFU/ml 接種し、37℃と室温に近いと考えられ
る 25℃で 24、48、72、96h 培養し、菌数および SEO 産生量を Sandwich ELISA 法を用いて測定した。
各培養液を 8,900rpm、10min 遠心し、上清を Millex GP 0.22μm（Millipore）で濾過処理した。また、ブ
菌はウサギを含む多くの哺乳類の IgG に結合するプロテイン A を産生し、これが Sandwich ELISA に
おける非特異反応となる。そのため、プロテイン A の影響を除去するために Pierce® ImmunoPure 
Normal Rabbit Serum（NRS）を測定サンプルの 100％量加えて 4℃にて一晩静置し ELISA 用測定サンプ
ルとした。菌数は培養液を希釈し MSEY 寒天培地を用いて算出した。
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3．rSEO の卵加工品からの添加回収試験
Sandwich ELISA 法を用いて卵加工品中の rSEO の回収試験を行った。卵加工品 1g に rSEO を 25、

50ng 添加し 1h 静置後、2 倍量の PBS を加えストマッキングし、8,900rpm、10 分間遠心し、上清液
を 0.22μm フィルター（Millex GP®0.22μm、Millipore）で濾過処理し、測定サンプルとして Sandwich 
ELISA 法で吸光度を測定した。

4．卵加工品を用いた ⓢⓔⓞ 遺伝子保有黄色ブドウ球菌の SEO 産生量および菌数の測定
塩分濃度 0.5％の液卵を作製後、pH を 5.0、6.0、7.0 および 8.0 に調整し卵加工品を作製した。

Hiroshima13 培養液を用いて、各卵加工品 10g に 2.0×103CFU 接種し、37℃と 25℃でそれぞれ 24、
48、72h 培養した。培養終了後、各卵加工品を添加回収試験の処理と同様に実施した後に、NRS を
100％量加えて ELISA 用測定サンプルとして測定した。菌数の算出は卵加工品に 2 倍量の PBS を加え
たものを試料原液として行った。

■　結　果
1．Sandwich ELISA 法の検討

rSEO の濃度を 0、12.5、25、50、100 ng/ml で各試薬の濃度を検討した結果、固層抗体 IgG 抗体
は 50μg/ml、検出抗体のビオチン標識抗 IgY 抗体は×100、STAV⊖HRP は×5,000 の濃度が至適濃度で
あった。（y=0.0038×0.0322、R2=0.9925）

2．液体培地を用いた ⓢⓔⓞ 遺伝子保有黄色ブドウ球菌の SEO 産生量および菌数の測定
Sandwich ELISA を用いた液体培地中での SEO 産生量および菌数の推移を図 2 に示す。37℃培養で

は 3 菌株間における SEO 産生量および菌数の経時的差は認められなかった。24 〜 48h で 3 供試菌株
の菌数は 1.6 〜 5.2×109CFU/ml であり、72h では 9.7×109 〜 1.2×1010CFU/ml に達し 96h では増加が
認められなかった。SEO の産生量は 24h で 1.1 〜 2.8ng/ml でありそれ以降増加は確認できなかった。

25℃培養 24h での菌数は Hiroshima13 は 9.5×108CFU/ml、Saga1 は 5.5×108CFU/ml、Ishikawa2 は
9.4×107CFU/ml であったが、その後、経時的な増殖が見られ、96h では 4.2 〜 5.7×1010CFU/ml まで
増殖が確認された。SEO の産生は、Hiroshima13 は 24h で 3.2ng/ml、48h で 17.8ng/ml、72h で 15.4 
ng/ml の産生が見られた。Ishikawa2 では 72h、96h では共に 13.0ng/ml の産生が見られた。Saga1 は
SEO の産生は確認されなかった。

3．rSEO の卵加工品からの添加回収試験
各種設定条件における卵加工品中の SEO 測定に先立ち、rSEO の添加回収試験を行った。添加量

25ng では 98.0％、50ng では 96.8％の回収率であった。（表 2）

4．卵加工品を用いた ⓢⓔⓞ 遺伝子保有黄色ブドウ球菌の SEO 産生量および菌数の測定
液体培地での結果をもとに、Hiroshima13 を各種設定した卵加工品に接種し、培養した後の SEO 産

生量および菌数を図 3 に示す。 37℃培養での菌数は 24h では pH 5 で 4.0×109CFU/g、pH 6 〜 8 で 6.6
〜 8.5×109CFU/g であった。48h 培養では pH 7 で 1.2×1010CFU/g、pH 8 で 1.1×1010CFU/g と増加が
認められ、72h では pH 5 で 5.9×109CFU/g、pH6 〜 8 で 8.6 〜 9.0×109CFU/g であった。SEO 産生量
は pH5 では 24h で 39.4ng/ml、48h で 8.0ng/ml、72h で 129.4ng/ml、pH 6 では 86.6ng/ml、130.9ng/
ml、172.3ng/ml、pH 7 では 73.7ng/ml、196.6ng/ml、159.4ng/ml、pH 8 では 46.6ng/ml、88.0ng/ml、
176.6ng/ml であった。

25℃培養での菌数は 24h では pH 5 で 7.3×108CFU/g、pH 6 〜 8 で 2.1 〜 3.0×109CFU/g であった。
その後、何れの pH 条件においても経時的な増殖が見られ、72h では pH 5 で 1.1×1010CFU/g、pH 6
〜 8 で 1.8 〜 2.7×1010CFU/g であった。SEO 産生量は pH 5 では 24h で産生は見られず、48h では
20.9ng/ml、72h では 98.0ng/ml、pH 6 では 15.1ng/ml、138.0ng/ml、246.6ng/ml、pH 7 では 0ng/ml、
178.0ng/ml、252.3ng/ml、pH 8 では 19.4ng/ml、149.4ng/ml、263.7ng/ml であった。

■　考　察
近年、黄色ブドウ球菌の保有する SEs が多数存在することが明らかになってきた。保有パターンは

従来型 SEs のみ、新型 SEs のみおよび従来型と新型 SEs 同時保有の 3 パターンに分けられる。従来型
SEs を産生していないブ菌による食中毒は発生しているが、分離菌株について新型 SEs の遺伝子保有
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状況を確認しているのみである。食中毒を引き起こす新型 SEs を産生するブ菌の食品中での挙動を確
認する検査法は未だ確立されていない。2000 年に発生した大規模なブ菌による食中毒では、食品か
ら SEA と新型 SEs が検出されたが、SEA の産生量が 0.4 〜 0.8ng/ml と従来の食中毒事例より非常に低
く、新型 SEs の関与が示唆された。

本研究では新型 SEs の中で SEO に着目し、ⓢⓔⓞ 遺伝子保有ブ菌の卵加工品中における増殖動向およ
び SEO の産生条件の解明を目的として、Sandwich ELISA 法の確立を目的とした。

Sandwich ELISA 法で 37℃と 25℃における SEO 産生量と菌数の違いを確認するために 1％YE 加 BHI
を用いて行った。37℃培養における菌数の増殖は 72 時間でプラトーに達し、毒素産生も 24h の 1.1
〜 2.8ng/ml が最大産生量であった。25℃培養では 37℃よりも菌数、SEO 産生量共に増加する傾向が
見られた。Hiroshima13 は 48h で 17.8ng/ml 産生し、24h よりも 5.5 倍もの増加が見られ、72h では
15.45ng/ml であり、他の株と比較して顕著な産生が見られた。Ishikawa2 は 72h で 13.0ng/ml 産生し
96h においてもそれを維持していた。Saga1 は YE 加 BHI を用いた方法では SEO の産生は確認されな
かった。株による産生性の違いが大きく見られたことから、今後株数を増やして検討していく必要が
あると考えられた。

次いで、卵加工品に Sandwich ELISA 法を応用するに当たり、夾雑物の影響を考慮し rSEO の添加回
収試験を行った。回収率は添加量 25、50ng/g の両方においてそれぞれ 96 と 98％の回収率が得られ、
卵加工品に含まれる夾雑物は Sandwich ELISA に影響を与えないことが確認された。

培地中における SEO の産生性が最も高かったことが確認された Hiroshima13 を用いて、卵加工品中
における各種培養条件における SEO 産生量および菌数の測定を経時的に行った。25℃の 48h 培養で
は 24h 培養と比較し、pH 6 で 9 倍増加の 138.0ng/ml、pH 7 では 84 倍増加の 178.0ng/ml、pH 8 では
7 倍増加の 149.4ng/ml と著しい増加が確認できた。72h 培養では pH 6 〜 8 何れにおいても 200ng/ml
を超える産生量であった。一方、pH 5 においては 48h 迄であれば、pH 6 〜 8 と比較し SEO の産生を
抑制することが出来た。

これらの結果から、ⓢⓔⓞ 遺伝子保有ブ菌に汚染された卵加工品を、25℃の室温に放置した場合、pH 
6 〜 8 の条件であれば、同様の傾向で経時的に増殖を続け食品中の SEO の産生量が増加し、食中毒の
発生に繋がる可能性が示唆された。今後、確認する株数を増やすと共に、卵加工品の塩分濃度などの
条件を設定し検討することにより新型 SEs 産生ブ菌の制御に役立てることができると考える。

■　要　約
卵加工品を原因食品とする新型 SEs 保有黄色ブドウ球菌による食中毒を予防するために、Sandwich 

ELISA 法を開発した。固層抗体に IgG、検出抗体にビオチン標識 IgY を用い、rSEO の回収率は 97％
と夾雑物の影響を受けないことが確認された。ⓢⓔⓞ 遺伝子保有黄色ブドウ球菌の培地を用いた温度別
SEO の産生状況を確認したところ、従来型 SEs 産生試験において用いられる 37℃よりも室温の温度
に近い 25℃での SEO 産生性が高いことが確認された。卵加工品中における Hiroshima13 の挙動は、
37℃と比較し 25℃では 48h 以降に経時的に菌量と SEO が増加し続ける事が確認された。卵加工品に
よる食中毒菌を制御するためには、室温放置をせずに、低温管理が重要であると考えられた。
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表 1　食中毒由来黄色ブドウ球菌の SEs 遺伝子保有状況

表 2　卵加工品中における rSEO の添加回収率
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図 1　Sandwich ELISA 法の操作手順
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図 2　液体培地中における温度別の SEO 産生量および菌数の推移
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図 3　各種条件を設定した卵加工品中における Hiroshima13 の SEO 産生量および菌数の推移
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