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I はじめに

細菌性食中毒の中でブドウ球菌による中毒は，いはゆ

る毒素型食中毒として，ブドウ球菌の産生する腸管毒々

素（エ‘ノテロトキシン）によって起こる。この毒素は，

現在，血清学的にA, B, C, D, Eの5型に分類され

ている。

このプドウ球菌食中毒は，年々増加の傾向のを示して

いるにも拘わらず，現在の検査法では結果の判明する迄

少なくとも48時間要し，スピードと的確性の要求される

衛生行政にとって，必ずしも最適であるとはいいがたい。

又，耐熱性というエンテロトキシンの性質上，一旦ブド

ウ球菌の増殖を許した食品を煮沸などの加熱処理として

も，工‘ノテロトキシンの活性は残存し，食中毒を起こし

得る。その意味でも，推定原因食品から直接エンテロト

キシンを検出することが必要であろう。

本報では，このようなエンテロトキシンを原因食品か

ら迅速且つ的確に検出することを目的として，先ずB型

エンテロトキシン (ETB)の精製法及び検出法につい

て検討したので報告したい。

I 実験材料と実験方法

A ETBの精製法と抗毒素血清作成

I. 使用菌株：都立衛研より分与された S.aureus

C-243株。菌株は半流動寒天培地に接種し， 4°cに保存。

供試する場合はハートインフュージョンプロス (HIB 

）で18時間培養後，スタヒロ 110寒天平板で48時間培養

し， S状コロニーを選択分離し，タネ培養に供した。タ

ネ培養はHI Bで37°c1a時間静置培養。

2. ETB産生培設とETB精製法：使用培地は 3%

ボリペプトン（大五栄養化学）， 3％ラクトアルブミン

水解物（和光）， 0.0001%thiamin, 0.00005%niacinの
液体培地(pH6.8) である。 ETB産生培旋は液体培

地I,500mれこクネ培養菌液lo"¢を接種し， 37°C24時閻，

振巾 5cm,振盪回数110~120回／分の条件で振盪培養し
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た。培義後， 4° C, 5, 000 r. p. m., 30分間遠心した

上清をザイツ炉過器で炉過減菌し，これをETB精製の

出発材料とした。

精製は三つのステップで行なった。すなわち，ステッ

プIはAmberliteC G--soによるカラムクロマトグラ

フィー，ステップJIはセファデックス G—75によるゲル

炉過ステップ直は carboxymethyl (CM)ーセルロ

ーズによるカラムクロマトグラフィーである。最終ステ

ップで得られた精製毒素は2mgずつ凍結乾燥保存し，以

後の実験に供した。

3. 紫外線連続吸収スペクトルの測定：東洋科学ユビ

コン540M型を用い， 280mμで測定した。

4・ タンベク質の定羅： Kabat,E, A, et al(1967D) 

のビュレット法によって 555mμ で比色定量した。

5. B型抗毒素血清：都立衛研より分与されたB型毒

素家免疫血清 l叫を標準抗血清として用いた。自家製の

抗ETB血清は次の如く二種類作成した。

a) ETB精製の出発材料（粗毒素）に対する抗血

清の作成を以下の方法で行った。粗毒素2咸を Freund

の completeadjuvant 2 meでニマルジョン化したも

のを家兎（体重2.5kg)の皮下に注射し 1, 2, 3, 4 

週間目に粗毒素2視（ずつ皮下に追加免疫した。最終免疫

後 1週間目に採血し，この抗血清を精製純化の指標に用

し、た。

b) 前述の方法で精製したETBに対する免疫血清

を作製した。すなわち，最終ステップで得た精製ETB

1 me (0.2mg／叫）をFreundのcompleteadjuvant I 

叫でエマルジョン化したものを家兎（体重2.5kg)の足

眠及び皮下に 1mlずつ接種後，更に2, 3, 4, 5, 6 

，及び 7週間目に Ime (0.2mg/me) ずつ皮下に追加免

疫した。最終免疫後 1週問目に採血した。抗血清ばすべ

て使用時迄，ー20°cに保存した。

6. 寒天ゲル内沈降反応： Ouchterlony法で行なっ

た。ベロナール緩衝液(pHB.6,μ =0.05) にSpecial

No be! Agar (Di foe)を1.5％加えた寒天ゲルを6x7.5 

cmのスライドグラスに6m¢のせて寒天プレートを作っ
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た。ウニル間隔は3疇。ゲル内沈降反応は， 37°C,24時

間及び4°c, 72時間行ない，経時的に沈降線を観察し

た。

7• 免疫電気泳動法：上述の方法で調整した寒天ブレ

ートを用いて行なった。泳動条件は2mA/cm, 1時間

泳動後， 37°C,24時間及び4°c, 72時間，経時的に沈

降線を観察した。

B ETB感作赤血球調製法

Avrameas S • et al (19672))の方法に従った。す

なわち，アルセバー液保存の羊赤血球をリン酸緩衝食塩

水 (PBS,pH7,2)で3回遠心洗浄した沈演血球0,8

寛ヽをPBS(pH7,2) IOmBに再浮遊し， 2,5%glutara 

ldebyde溶液0.7箪¢を加え．室温でゆるやかに攪拌。

つづいて， ETBI算e(2 mg/筑¢)を加え，更に 1時
間攪拌後，牛血清アルプミン (BSA) を0.1％に添加

した PBS(pH7.2)で2,000r.p.m(670><'1), 5 

分間ずつ3回遠心洗浄。最終遠心後．上清を捨て， 0.1

%B  SA-PBSIO況仇こ再浮遊し，窒化ナトリウムを終

末濃度0.01％にして加えたものをETB感作血球として

, 4°C, —20°c 凍結，又は凍結乾燥状態で保存し以下

の実験に供した。

C 間接赤血球姦集 (PHA)試験法

と間接赤血球逗集降止 (PHAI)試験法

l PHA試験法

すべてマイクロクイクー法に従って行なった。すなわ

ちヽu、ブレートを用い， 0.1%BSA-PBSで抗E
TB血清0.025軍ヽを2倍系列希釈した。 この抗ETB血

清はA-5-b項で作製した，精製ETBに対する抗血

清である。続いて， 0,1%BSA-PBSをO.025”¢添加

し，更に 1%ETB感作血球液0.05箪¢加えて振盪し，

31°c, 2~3間静懺後， PHA価を判定した。

2 PHAI試験法

PHA試験法と同様， uヽ、ブレートを用い，先ず，
0.1%BSA-PBSでETB0.025ゴ（20μ 9/”8)を

2倍系列希釈し， PHA抗体4単位／“の抗ETB希釈

血清を0.025“ずつ添加。振盪後， 37°C, 1時問放饂し

てから 1%ETB感作血球液を0.05“加えて，振盪し，

31°c, 2~3時間静置後， PHAI価を判定した。

又，このPHAI試験に用いたETB希釈液と抗ET

B血清とで， Ouchterlony法によるゲル内沈降反応を行

ない，その力価を比較した。

以上の方法に従って，供試検体（種々の培地で培養し

たETB産生培養炉液）中からのETBの検出を検討し

た。

U[実験成積

A ETBの躙罷

S. aureus C—243株の増殖曲線と ETB産生との相関

図1 S. aureus C-243株の増殖曲線とETB産生

o.D. 

”” 1.0 

0.3 

c 
IO lS....  ... 

l:•: ETB.detection 
（凸呻山I←•A 檎）

を図 1に示した。すなわち，対数増殖期から静止期に入

る培養7時間目からETBが検出され始め，少なくとも

24時間目まで検出されたので， 24時間培養のものを毒素

精製の出発材料とした。 pHは培養6~7時間後に最も

低下し，この時点からETBが検出され始めた。

次にETBの精製ステッブは表 1に示す如くである。

表 1

ステッブI

ステップn

ステップ直

プドウ球菌ニンテロトキシンBの精製過程

S. aureus C-243株培養炉液
↓ 

同駄の蒸留水を添加

l H,po、でpH6.3に調整
Amberlite CG-50 l l) ：：訊吸リ着償緩衡液(pH
2) 0.25M NaCl加 0.5M,リ
ン酸緩衡液(pH6.8)で溶出

凍結乾燥濃縮
↓ 

蒸留水添加
↓ 

セファデックスG-75

| 。 .OIM• リン酸緩衡液(pH6.2)
↓ で溶出

CMーセルロース| l)謬茎蘊ン酸緩衡液(pH
2) O.IM,リン酸緩衡液(pH6.
↓ B)Linear gradient elution 
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凍結乾燥濃縮

l 
透析（蒸留水）

I 4 °C, 48時間
↓ 

凍結乾燥保存

図3 ステッブnセフアデックスG-75ゲル病過
o.n. 
(280■,) 

20 

ステップI: C243株の培養炉液l,000”¢に蒸留水1,00 

°“加え， INリン酸でpH6,3に調整した後， 209のA-

mberlite C G-50を0,05M,pH 6,3のリン酸緩衝液

(PB)で平衝化したレジソに加え，室温で30分間撹拌

し， ETBをレジンに吸着させた。 これを2.6x40四カ

ラムに充填して， 400叫蒸留水で洗浄し，その後， 0.25

M NaClを含む0,5MPB (pH6,8)で溶出し， 10“ず

つフラクションを採取した結果，図2に示す如きパクー

ンが得られた。図の斜線部分はOuchterlony法で抗原の

図2 ステップIAmberlite CG—50カラム

クロマトグラフィー

O.D. 
(280..) 

4
 

斜繍部分はOuchterlony法

で沈降帯を形成した分画

2
 

10 15 20 
Tube.No. (1伍Jper tube) 

Column : 2•6 X40(200J) 

Buf. : 0.05M pH6.3 PB 

Elute : 0.5M pH6.8 PB 

Flow : 2 J/  min 
rate 

検出されたフラクションであるが，これをステッブI梢

製として採取した。このステッブで出発材料中のETB

の約80％は回収された。採取画分は混合して，凍結乾燥

した後， 10”¢の蒸留水に溶解した。

ステップI: 2,6:><60c霰カラムにPBS0.01 M, pH 

6.2 で乎衡化したセファデックスG—75をつめ， これに

ステッブIの画分を添加後，同緩衡液でゲル炉過し， 10

“ずつフラクショ‘ノを採取した。溶出曲線は図に示す如

Start : !OJ 
Vol.me 

Bui : O. O!MpH6•2 PB 
Column: 2•6X60...(318-') 
Fl~w : O.SJ/  ml■ 
r•“ 

くであるが，このステッブで， ETBは約60％回収され

た。得られた画分はA-5-a項の粗毒素抗毒素血清に

対して2~3本の沈降線を形成した。

ステッブ直： 2.sx34c軍カラムに PB (O.OIM, pH 

図4 ステッブ置CMセルローズカラムクロマトグ

ラフィー
O.D. 
(-)  

2.0 

F, 

1.0 
•“'•9 

゜

Bu(: 0,OIM団 6・2PB
Column : 2•5 X:l4=(167.t) 
Elute : O.OIM pH6•2 300.t 
0.1 M,,11 6•8 aoo.t 

Unear g,・,,d;ent 

90 79) 

Tu比ぷ 110.,..『t,l,e)

OIM 

Flow : IO.L/11 •>• 
『●9e

6.2) で乎衡化したCMーセルロースを充填し， ステッ

プ1画分の試料を流して， ETBを吸着させ，同緩衡液

で洗い， 280mμ による紫外線吸収が0になったところ

で， 0,0IM,pH6.2のPB300叫と0,1M, pH 6.8のP

B300“とでLineargradient elutionを行なうと，図4

の画分が得られた。三つの画分 (F,, F., F,) をそれ

ぞれ標準抗血清を用いて免疫電気泳動を行なった結果，

いずれもわずかずっe極側にずれて， 1本の沈降線を形
成した。又， Ouchterlony法ではこれら画分のバンドは

連結した。又， A-5-a項の粗毒素抗毒素血清とのゲル

内沈降反応でも 1本の沈降線のみを形成した。そこで，

三つの画分をプールし，凍結乾燥した後，蒸留水9“tこ

溶解し，続いて蒸留水で4°c, 48時間透析した後， 再
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び凍結乾燥して， 4 °Cに保存した。最終標品のETB

回収率は出発材料に対して約36％であった。

B PHA及びPHAI試験成積

先ずETBの至適感作濃度は表2に示す如くであった

〔ETB感作濃度によるPHAパクーン〕

x1, 600 1 3,200 1 6,40。I12,800| 25,600 

I : -I-:I:!: I :I:i 
| -tt | -tt | + | - 1 - | - | 

I ] | : 1 :I口I:I□ | 
すなわち， ETB0.4mg(per 2.5“)で羊赤血球を感作 次に，ステップ置で得られたETBとB型抗毒素血清

した場合， 25,600倍のPHA抗体価を得たので．この抗 (A-5-6項）とによる PHAIボックスバクーンを

原濃度の感作血球を以後の試験に供した。 表3に示した。すなわち， ETB409,600倍希釈液は25,

即 〔PHAI法によるETB検出ベクーン〕

噌 51,200

I _ 1 口I : I 
I -I -I -1 
I -| -I -| 
| -I -| -I 
I -| -| -I 

51,200 I -| -I -1 -1 
水息 I -1 -| -1 -I 
※（抗原原液：精製エンテロトキシンB 2叩／“)

600倍の抗血清のPHAを完全に阻止し，直線的なPH ETBの最小検出濃度は409,600倍であり表4に示すOu-

AIパクーンが得られた。すなわち， PHAI法による chterlony法によるETBの最小検出濃度I,600倍と比較

表4 〔ゲル内沈降反応 (Ouchterlony)によるETB検出パクーン〕

抗：希釈i x1001 200 400 

10 | ttt | -tt |+  | 
I ttt I -tt |+  | 
| -tt | +I + I 
I + I + I + I 
| - I -I -1 
| - | - I - 1 

塩 水息 I- | - 1 - | 
抗原原液： 2叩／111¢精製エンテロトキシ‘ノB

表2

抗体

抗原濃度／2．5“

l.2 叩

希 釈
51,200 食塩水

0.8 

0.4 

0.2 

0.08 

o.o 

102,400 

抗体希釈

X 800 廿 廿

1,600 

3,200 

6,400 

12,800 

25,600 

食一
対
（

塩

抗

廿

204, 800 1409. 600 Iふ昂

I * I 
I * I 
I * I 
I * I 
! + I 
I -I 
I - 1 

| -| 

廿 廿

800 

廿

廿

1,600 

廿 廿

廿

廿

-tt 

＋ 

食
対
（

3,200 

-tt 

廿

佐＿希
X 

20 

40 ＋ 

80 ＋ ＋ 

100 

160 

嘉塩対ほ
,

―

-

.

.

 

—— 
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すると， PHAI試験によるETBの検出感度は明らか

に鋭敏であった。

そこで，試料中のETB検出を4単位のPHA抗体を

用いたPHAI試験とOuchterlony法との二方法で比較

検討した結果表5の成積が得られた。すなわ'b,PHA 

I法によるETBの検出感度はOuchterlony法より8~1

6倍高かった。

表5 ゲル内沈降反応法及びPHAI法によ

る培養炉液中のETB検出感度の比較

試料Jo_uchterlony凶l凝集阻止反応(Bj感度比(B/A)
A I X 80 * I x 1,280 ** 

B I 160 I 2,560 

C

D

E

 

40 

20 

40 

640 

160 

320 

6

6

6

8

8

 

1

1

1

 

＊ 第3表で最適比を示した抗ETB血清(x80)

に対して沈降線を形成する培養炉液の最高希

釈倍数の逆数

** 4単位のPHA抗体を含む抗ETB血清に対
してPHAI陽性を示した培養炉液の最高希

釈倍数の逆数

V 考察

次にETBの検出方法についてみると，抗原蛋白の赤

血球感作方法は， Boyden,S. V. (195!8))等のホルマ

リン，クソニン酸処理方法やAvrameaset al (19692) 

）のglutaraldehydeの処理方法など， 数多く報告され

ているが，我々はglutaraldehyde方法を用いて，簡便

に，安定した感作血球を作製し得た。この感（乍血球液は

長期的な凍結保存や凍結乾燥保存が可能であり，この間

の力価の変動はみられなかった。

PHAI試験の検出感度は表5に見られる様に， Ouc

hterlony法と比較して8~1確f高かったが，プロック用

のPHA抗体を4単位／“のかわりに2単位で使用する

と更に感度が高まる可能性が表3に示すPHAIボック

スパクーンから示唆された。 PHAI法によるETBの

最小検出量は約0,01μ'I/“と計算されるが，これはM

orse,S.A. and Mah,R.A. (19679))のPHAI試験

成積で得た0.4μ g/111¢ よりも高感度であった。 このよ

うにPHAI法はゲル内沈降反応による検出方法 (Fun

gy, D. Y.c. et al, 197110))よりも，迅速且つ鋭敏性と

いう点において優れていることが再確認されたことから

，我々は今後実際の食中毒原因食品からのETB検出を

試みると共に他のA,C, D, E型ニンテロトキシンに

ついても検討していく考えである。

ETB産生培地について， Schantz,E.J. et al (196 

53))は1%NZ-Amine (Sheffield Chem.,Co)と

1 %PHP (Meade Johnson & Co.)の液体培地（P

H6.5),又， Reiser, R.F. and Weiss,K.F. (1969 

4))は3%NZ-Amineと3%PHPの液体培地(pH

6.8)を報告しているが， 我々は上述の方法でETBの

産生を試みた結果，これらに四敵し得るETBが産生さ

れた。そして，対数増殖期から静止期に移項する時期に

ETBが検出され且つこの時期にpHが最も低下した事

はMclean,R. A. et al (1 9685)) やMorse,S.A.et 

al (19696))の報告と一致していた。また，この培養炉

液中のETBの量（85μ g/71!8)はReiser,R.F. et al 

(19694))の報告するものに近い値を示した。

ETB精製方法についてみると， Schantz,E.J. et al 

(19653))はクロマトグラフィー法による精製方法を報

告しているが，我々はこの方法に若干の改良を加えて行

なった結果，上述の如く物理化学的に差異を示す三つの

分画 (F,. F,, F,)が得られたが， これらは免疫学的

（免疫電気泳動法及びOuchterlony法）には同一と考え

られた。この様な事象は寺山 (19717))の報告にも見ら

れ，いわゆるchargeisomerと考えられる。

VIまとめ

プドゥ球菌ETBの精製法と検出法について検討し，

次の結論を得た。

1. S.aureus Cー243株の培養炉液からAmberlite

CG50カラムクロマトグラフィー法，セファデックスG

—75のゲル炉過法及びCMセルローズのカラムクロマト

グラフィー法によって免疫学的に同ーなETBを抽出精

製し得た。 ETBの最終ステッブでの回収率は約36％で

あった。

2. 精製ETBを家兎に免疫しPHA抗体価25,600倍

の抗ETB家兎免疫血清を作成し得た。

3. PHA及びPHAI試験に用いるETB感作血球

はglutaraldehyde処理方法の場合， 0.4mg/2.5111Bの精

製ETBを赤血球に感作して調製する方法が至適であっ

た。又，この感作血球液は凍結あるいは凍結乾燥で長期

問保存しても力価は殆んど低下しなかった。

4. PHA I試験のETB最小検出董は約0.01μ'I/ 

露ヽでOuchterlony法より 8~1確与高感度であり，本法に

よって食中毒原因食品中のETBを検出することが可能

と考えられた。
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