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緒論緒論緒論緒論 

 

豚丹毒菌 Erysipelothrix rhusiopathiaeはグラム陽性、非抗酸性、非芽胞形成性の

桿菌で、豚を筆頭にヒトを含む様々な哺乳類、鳥類に病原性を有している。豚丹毒は豚丹

毒菌による豚の全身性感染症であり、その経済的被害の大きさ故に家畜伝染病予防法にお

いて届出伝染病に指定されている。日本国内における豚丹毒の発生は、1960年代に年間数

万頭に達し、1970年代に生ワクチンが普及してからは発生頭数は減少したものの、いまだ

年間 2,000頭前後の発生があり、その発生頭数は横ばいから増加傾向にある（図 1）。 

豚丹毒菌は世界中の土壌や水系、海水中など様々な環境中に分布している[1]。ま

た、豚丹毒菌の宿主域は非常に広く、豚、牛、馬、羊、鶏、七面鳥などの家畜の他に、野

生の哺乳類、鳥類、淡水魚、海水魚、昆虫類からも分離される[1]。豚丹毒菌の最大のレゼ

ルボアは豚であり、健康豚の 30～50 %が扁桃などのリンパ組織に保菌し、糞便、唾液、鼻

汁中に菌を排出している[1,2]。養豚場では持続感染豚から排出された菌が飼育環境中を汚

染し、それが感染源となって豚丹毒が発生すると考えられている。 

豚丹毒菌の豚への感染経路には創傷感染および経口感染がある[1,3]。汚染された

環境からの創傷感染は感染経路の一つと考えられるが、豚丹毒発症豚は必ずしも皮膚に外

傷があるわけではないため、汚染された餌や水からの経口感染が最も一般的な感染経路と

考えられている。しかし、豚丹毒菌が豚の消化管のどの部位から体内に侵入しているのか、

また、正常な粘膜から侵入可能であるかなど未だ不明な点は多い。豚丹毒菌は扁桃に常在

する傾向にあり、また、経口感染実験では扁桃や粘膜関連リンパ組織で菌が感染早期から

検出される[4]ことから、これらの部位が侵入門戸となることが予想されている。 

豚丹毒菌は株間で大きく病原性が異なることが知られている。しかし、豚丹毒菌

の病原性発現機構はほとんどわかっておらず、また、豚丹毒菌が産生する毒素もみつかっ

ていない。これまでにみつかっている病原因子のうちノイラミニダーゼ、莢膜および表層
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タンパク質が重要と考えられている[1,5]。豚丹毒菌の菌体外酵素であるノイラミニダーゼ

は細胞への付着、侵入に関与することが知られており、豚丹毒菌株間のノイラミニダーゼ

産生量と病原性とが相関している[6,7]。また、莢膜の存在は食細胞内での生残性と関係し

ている[8]。さらに、菌体表層タンパク質である RspAおよび RspBは付着因子として働き、

フィブロネクチンやコラーゲン typeⅠ、Ⅳといった細胞外基質に付着することが報告され

ている[9]。 

豚丹毒の病態は多彩で、臨床的には急性型、亜急性型、慢性型に分類される[1]。

急性型豚丹毒では敗血症による発熱、横臥、突然死がおこる。亜急性型では急性型より軽

度な全身症状がみられるが、中でも特徴的なのは皮膚の菱形紅斑である。慢性型では多発

性関節炎や疣贅性心内膜炎がみられるが、死亡率は低く食肉衛生検査時に偶然発見される

ことも多い。急性型豚丹毒の死亡豚では、全身性のうっ血、四肢の浮腫がみとめられ、ま

た、脾腫やリンパ節の腫大、心外膜・消化管漿膜・腎臓の点状～斑状出血が散見される。

組織学的には全身の中～小血管の病変が顕著である。腎糸球体では硝子血栓や菌塞栓が頻

発し、小動脈や小静脈では血栓形成、菌塞栓、血管周囲の単核球浸潤が好発する。これら

の血管病変は皮膚、心臓、肺、肝臓、中枢神経系、骨格筋など多臓器でみとめられ、それ

に伴う出血や梗塞巣も散見される。菌体は血管内やその周囲組織中にみとめられ、また、

しばしば血中のマクロファージ内にも観察される。このように、急性型豚丹毒は血管病変

が特徴的である。そのため、豚丹毒菌の血管親和性は病原性の発現機序を考える上で重要

な因子となる。 

これらの背景をふまえ、本研究では豚丹毒菌の体内への侵入機序と血管親和性に

関わる分子機序を明らかにし、豚丹毒の病態への理解を深めることを目的とした。本論文

は四章から構成される。第一章では、無菌豚への豚丹毒菌経口感染実験で得られた扁桃組

織を病理組織学的に解析し、豚丹毒菌が豚扁桃組織から侵入する機序を考察した。第二章

では豚丹毒菌の新たな病原因子として豚丹毒菌莢膜多糖を修飾するホスホリルコリン
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（PCho）に着目し、その生化学的性状の解析と PCho欠損変異株の作製、病原性試験を行

った。第三章では、莢膜多糖 PCho 残基と豚丹毒菌の血管親和性との関連を明らかにする

ため、豚血管内皮細胞を用いて PCho 欠損変異株の付着試験を行い、豚丹毒菌が血管内皮

細胞に付着する分子メカニズムを検討した。第四章では、第三章で豚血管内皮細胞への付

着に関与することが明らかとなった SpaAタンパク質について、それに結合する血管内皮細

胞の受容体を探索した。 
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図1. わが国の豚丹毒の発生状況（2012年度監視伝染病発生年報より作成）
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第一章第一章第一章第一章 

豚丹毒菌の豚扁桃からの侵入豚丹毒菌の豚扁桃からの侵入豚丹毒菌の豚扁桃からの侵入豚丹毒菌の豚扁桃からの侵入 

 

序論 

 

扁桃は口咽頭粘膜に存在する粘膜関連リンパ組織（MALT）の一種である。口腔や

鼻腔から侵入した異物や病原体を認識する最初の免疫器官として、粘膜免疫おいて重要な

役割を担っている。豚には 5 種類の扁桃が左右一対ずつ存在し、中でも軟口蓋に存在する

口蓋帆扁桃が最もよく発達する[10]。口蓋帆扁桃は多数の陰窩を有しており、その周囲をリ

ンパ濾胞が取り囲む。扁桃陰窩を覆う重層扁平上皮は、口腔の上皮とは異なり、上皮内リ

ンパ球や樹状細胞などを多数含んでおりリンパ上皮と呼ばれている[10]。 

豚の扁桃には多数の常在菌が存在しており、また、Salmonella、 Actinobacillus 

pleuropneumoniae、 Actinobacillus suis、 Haemophilus parasuis、 Streptococcus suis

など、さまざまな病原細菌も扁桃に定着しうる[11-15]。豚丹毒菌についても、健康豚の 30

～50 %が扁桃に保菌していると報告されており[1,2,16]、扁桃は病原細菌の一次増殖や持続

感染の場として利用されている。 

一般的に粘膜上皮は病原体に対しバリアとして働くが、一部の病原細菌にとって

粘膜は体内の侵入経路でもある。腸管粘膜からの細菌の侵入について多くの研究があり、

MALTの一種である回腸パイエル板に存在するM細胞が、Salmonella Typhi、Salmonella 

Typhimurium、Vibrio cholerae、Yersinia enterocolitica、Campylobacter jejuniなど多く

の消化管感染症原因菌の侵入門戸として利用されている[17-21]。一方、扁桃からの病原細

菌の侵入機構はよくわかっていない。豚丹毒菌が経口感染すると、扁桃に菌が感染早期か

ら検出されることから[4]、扁桃は侵入門戸のひとつであると予想される。 
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本章では、豚丹毒菌を経口感染させた無菌豚の扁桃組織を病理組織学的に解析し、

扁桃での定着および組織への侵入機構に関して考察した。 
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材料および方法 

 

1. 動物および感染実験 

子宮摘出法により作出した無菌豚（大ヨークシャー種）2頭を用いた。無菌豚は陽

圧アイソレーター内で、無菌代替乳（SPF-LAC; Weyerhaeuse、Eaton、OH、USA）を用

いて飼育した。国内で使用されている豚丹毒菌生ワクチン株である小金井 65-0.15 株を、

brain heart infusion （Becton, Dickinson and Company、MD、USA）に 0.1%Tween 80

を添加した培地（BHI-T80）で培養し、感染実験に使用した。10日齢の子豚 2頭それぞれ

に 4.2×107 cfuの豚丹毒菌を経口的に混餌投与し、投与 4週後に安楽殺した。口蓋帆扁桃、

肝臓、腎臓、脾臓、肺、心臓、腸管および下顎リンパ節を採材し、組織学的検索に用いた。

また、口蓋扁桃、血液および肘、膝関節液に関して、BHI-T80 寒天培地を用いて生菌数を

計測した。動物実験は動物衛生研究所動物実験倫理委員会の承認を受け、同所動物実験要

領に従い実施した。 

 

2. 病理組織学的検索 

採材した組織は 10%中性緩衝ホルマリンで一晩固定後、定法通りパラフィン包埋

し、厚さ 2 µmの組織切片を作製した。切片についてヘマトキシリン＆エオジン（HE）染

色、グラム染色（Hucker-Conn 法; 武藤化学株式会社、東京）および免疫組織化学を行っ

た。免疫組織化学には一次抗体として、抗 Cytokeratin（CK)18モノクローナル抗体（clone 

CY-90；Sigma-Aldrich、ST. Louis、MO、USA）、抗 CK 5/6モノクローナル抗体（clone D5/16 

B4；DAKO-Japan、京都）およびホルマリン殺菌豚丹毒菌体で免疫した家兎血清を用いた。

10 mM Tris–EDTA 緩衝液 pH 9.0（CK 18および CK 5/6）もしくは 10 mMクエン酸緩

衝液 pH 6.0 (抗豚丹毒菌家兎血清)中で 120℃、10分間のオートクレーブにより抗原賦活し、

1%過酸化水素加メタノール（室温、30 分）による内因性ペルオキシダーゼの不活化、5%
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スキムミルクによるブロッキングを行った。一次抗体と 37℃、60分間反応させた後、二次

抗体として Envision polymer reagent (DAKO-Japan) と 37℃、60分間反応させ、その後、

3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride（DAB）溶液により反応産物を可視化し、ヘマ

トキシリンで対比染色を行った。 

 

3. 免疫蛍光二重染色 

採材した扁桃組織から 15µm厚の未固定凍結切片を作製した。4%パラホルムアル

デヒドで 4℃、20 分間固定し、5% スキムミルクでブロッキングを行った。一次抗体とし

て抗 CK 18モノクローナル抗体および抗豚丹毒菌家兎血清を、二次抗体として FITC標識

抗マウス IgGおよび Alexa Fluor® 546標識抗ウサギ IgG（Invitrogen、Carlsbad、CA、

USA)をそれぞれ 37℃60 分間反応させた。染色した標本は共焦点レーザー顕微鏡

（TCS-SP5；Leica Microsystems、東京）を用いて観察した。 

 

4. 透過型電子顕微鏡観察 

採材した扁桃組織を 2 mm3 大に細切し、リン酸緩衝した 2%グルタルアルデヒド

と 2%パラホルムアルデヒド混合液、続いて 1%四酸化オスミウム溶液で、それぞれ 4℃、2

時間固定した。その後、エタノール系列で脱水、QY-1（日新 EM、東京）で透徹し、樹脂 

（Quetol651； 日新 EM）に包埋した。超薄切片を作製し、酢酸ウランおよびクエン酸鉛

で二重染色を行い、透過型電子顕微鏡（H-7500；日立ハイテク、東京）で観察した。 
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結果 

 

1. 豚丹毒菌の定着 

豚丹毒菌小金井 65-0.15 株を経口感染させた無菌子豚 2 頭に、感染期間 4 週間を

通じて臨床症状はみとめられず、解剖時においても明らかな肉眼病変はみられなかった。

豚丹毒菌の全身への移行を調べるため、口蓋帆扁桃、血液および関節液からの菌分離を行

った。その結果、多数の菌が口蓋帆扁桃から分離され、また、血液および関節液からも少

数の菌が分離された（表 1-1）。 

 

2. 病理組織学的所見 

豚丹毒菌感染豚の病理組織学的所見は 2 頭とも同様であり、口蓋帆扁桃以外の諸

臓器に著変はみとめられなかった。口蓋帆扁桃では、一部の陰窩が拡張し、陰窩腔に食渣

や細胞退廃物が充満していた（図 1-1A、B）。グラム染色では陰窩腔に多数のグラム陽性桿

菌が観察され、一部の菌体は陰窩の上皮様細胞内や陰窩周囲の食細胞内に観察された（図

1C、D）。抗豚丹毒菌血清を用いた免疫組織化学では、グラム染色の所見と同様に陰窩腔に

多数の陽性反応がみられ、一部の陰窩上皮様細胞内および食細胞内にも陽性反応がみとめ

られた（図 1E、F）。 

口蓋帆扁桃表層の上皮は咽頭の上皮と同様、非角化重層扁平上皮である。一方、

扁桃陰窩を覆う上皮は非角化ないし一部角化した重層扁平上皮であり、多数の上皮内リン

パ球や樹状細胞が存在している[10]。重層扁平上皮に特異的な CK 5/6タンパク質に対する

モノクローナル抗体を用いた免疫組織化学解析の結果、扁桃表層上皮および陰窩上皮はど

ちらも陽性であった（図 1-2A、B）。一方、腺上皮や豚の腸管 M 細胞マーカーとして用い

られている CK 18タンパク質に対するモノクローナル抗体を用いた免疫組織化学解析の結

果、扁桃表層上皮には CK 18陽性細胞は観察されず、陰窩上皮にのみ陽性細胞が散見され
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た（図 1-2C、D）。陰窩上皮の CK 18 陽性細胞は類円形、円柱形～網状と多様な形態を呈

し、基底側～表層に散見された。一部の CK 18陽性細胞にはリンパ球が侵入していた（図

1-2D）。 

 

3. 蛍光二重染色 

HE染色で観察された上皮様細胞への豚丹毒菌の侵入を、蛍光二重染色を用いてよ

り詳細に解析した結果、菌体抗原が陰窩腔に面した一部の CK 18陽性上皮細胞内にみとめ

られた（図 1-3）。CK 18陰性の上皮細胞内に豚丹毒菌抗原は確認されなかった。 

 

4. 透過型電子顕微鏡観察 

陰窩腔には多数の菌体が観察され、一部の陰窩表層の上皮細胞内にも菌体が確認

された（図 1-4A）。また、菌体を含む上皮細胞に食細胞が侵入する像も観察された（図 1-4A）。

上皮細胞内で、菌体は電子密度の高い一重膜の膜構造物内にみとめられた（図 1-4B）。菌体

を含む上皮細胞は、周囲の上皮細胞とデスモゾーム構造で接着しており（図 1-4C）、周囲の

扁平上皮細胞と比較するとトノフィラメントに乏しく、細胞表層に微絨毛やmicrofoldはみ

とめなかった。 
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考察 

 

豚丹毒菌は健康豚の扁桃や他のリンパ組織に定着し持続感染することが知られて

おり[1,2]、また、扁桃は豚丹毒菌の体内への侵入門戸のひとつと考えられている[1]。本章

では、国内で使用されている生ワクチン株である豚丹毒菌小金井 65-0.15株を無菌子豚に経

口感染させ、その扁桃組織を組織学的に観察した。その結果、少なくとも接種後 4週の間、

口蓋帆扁桃組織において豚丹毒菌の持続的な感染が確認された。多くの菌は扁桃陰窩腔に

存在し、一部の菌は上皮細胞間や陰窩上皮細胞内、食細胞内にも観察された。これらの所

見から、豚丹毒菌は扁桃陰窩腔内で増殖、定着し、陰窩上皮を通過して組織内へ侵入する

ことが示唆された。 

豚口蓋帆扁桃の陰窩上皮は非角化重層扁平上皮であるが、その中に CK 18陽性の

上皮細胞が混在することがわかった。同細胞は扁桃陰窩上皮に特徴的であり、口咽頭の上

皮には存在しない。また、この CK 18陽性細胞は無菌豚だけでなく、コンベンショナル豚

でも同様に観察された。さらに、蛍光二重染色により、CK 18 陽性上皮細胞に豚丹毒菌が

侵入している像が観察され、CK 18 陰性上皮細胞内には豚丹毒菌抗原はみとめられなかっ

た。これらのことから、CK 18 陽性上皮細胞は豚丹毒菌の扁桃陰窩における主要な侵入門

戸であることが示唆された。 

CK 18タンパク質は豚の回腸パイエル板におけるM細胞のマーカーとして利用さ

れている[22]。M細胞は回腸パイエル板に存在する特殊な上皮細胞で、腸管腔から様々な抗

原を取り込む機能がある[23,24]。取り込まれた抗原は上皮直下に存在する樹状細胞やリン

パ球に認識され、パイエル板において免疫応答が惹起される。一方で、M 細胞は様々な病

原体の侵入門戸ともなっている[25,26]。M 細胞は腸管腔側の細胞表面に丈の低い微絨毛や

microfoldと呼ばれるひだ状構造をもち、また基底側では cytoplasmic pocketと呼ばれる嚢

状に陥入した構造を有し、その中に樹状細胞やリンパ球を容れる。パイエル板以外の粘膜
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関連リンパ組織にも、その形態的特徴から、粘膜上皮内における M細胞の存在が示唆され

ている[27]。扁桃のM細胞についてはブタ、ウサギ、ウマ、ヒトにおいて報告がある[27-30]。

Belzと Heathの論文[28]では、豚の口蓋帆扁桃の陰窩上皮では、非角化扁平上皮細胞、杯

細胞、M細胞が混在し、また、M細胞はパイエル板のものと同様の形態学的特徴を有する

と記述されている。しかし、パイエル板以外の M細胞の抗原取り込み能や、同細胞を介す

る病原体の侵入に関しては未だ不明な点が多い[27]。 

本章の研究で確認された扁桃陰窩の CK 18陽性上皮細胞には必ずしも上皮内リン

パ球の侵入がみとめられず、また、超微形態的に菌を細胞質に含む上皮細胞表面に微絨毛

や microfold の構造もみとめられなかった。ヒトの口蓋扁桃において、CK 18 が陰窩の

reticulated epithelial cellに発現し、また形態的特徴から CK 18はM細胞の特異マーカー

ではないという報告がある[31]。パイエル板 M 細胞のマーカーは動物種ごとに異なり、豚

では CK 18が、マウスではレクチンの Ulex europaeus agglutinin-1（UEA-1）が、ウサギ

では vimentin が主に用いられてきた[22,32,33]。しかし、それらの特異性は低く、パイエ

ル板以外のM細胞の染色性については不明である。最近、マウスおよびヒトのM細胞特異

マーカーとして GP2 が報告された[34]。しかし、本研究で GP2 に対する抗体（clone 

2F11-C3; MBL、名古屋）を用いて豚回腸および扁桃組織を免疫染色したが、豚組織との交

差反応はみられなかった。したがって、本章の研究で確認された扁桃陰窩の CK 18陽性上

皮細胞や電子顕微鏡観察で菌を含む上皮細胞は、豚の扁桃におけるM細胞だとは断定でき

ない。このため、CK 18陽性細胞の抗原取り込み能の確認や、より特異的な豚のM細胞マ

ーカー分子の発見が必要である。 

扁桃陰窩周囲には豚丹毒菌を貪食した多数のマクロファージが観察された。また、

超微形態観察では、豚丹毒菌を細胞質に含む上皮細胞にマクロファージが侵入し、偽足を

伸ばしている像が観察された。これらの所見は、扁桃陰窩上皮組織に常在する樹状細胞や

マクロファージが、CK 18 陽性上皮細胞を通過した豚丹毒菌を直接受け取ることを示唆す



- 13 - 
 

る。透過型電子顕微鏡観察で、食細胞中の豚丹毒菌はその形態を維持した状態で観察され

たことから、食細胞内で生存していると考えられた。また、豚丹毒菌は活性酸素種から身

を守ることで、食細胞中で生存、増殖することが可能であると報告されている[35]。これら

のことは、扁桃陰窩から侵入した豚丹毒菌は食細胞に貪食されたのち、生きたまま所属リ

ンパ節や全身循環に移行可能であることを示唆する。その結果、扁桃に豚丹毒菌を保菌し

た健康豚では、一部の菌は血中や末梢リンパ組織等に潜伏しており、宿主の免疫状態の悪

化に伴い豚丹毒の発症につながることが予想される。 

以上の結果から、経口的に感染した豚丹毒菌は豚の口蓋帆扁桃の陰窩内に定着す

ること、および扁桃陰窩の CK 18陽性上皮細胞が豚丹毒菌の組織への侵入門戸であること

が明らかとなった。豚丹毒菌以外の豚の病原細菌も、扁桃を持続感染の場や組織への侵入

門戸としている[26]。他の病原体も同様に CK 18 陽性上皮細胞を侵入に利用していること

が考えられるため、本研究の結果は、豚丹毒だけでなく様々な感染症の発症機構の解明に

役立つものと思われる。今後、豚丹毒菌の粘膜からの侵入及び感染成立機構のさらなる理

解のためには、豚丹毒菌による CK 18陽性上皮細胞の認識機構、特に、豚丹毒菌の菌体表

層抗原と細胞側レセプターとの相互作用を分子レベルで明らかにする必要がある。 
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要約 

 

扁桃は口腔粘膜に存在する粘膜関連リンパ組織であり、様々な病原体の定着や侵

入門戸となっている。豚丹毒菌は健康豚の扁桃に常在する傾向があり、また、扁桃を組織

への侵入門戸として利用すると予想されている。本章では、豚丹毒菌を経口感染させた無

菌子豚の扁桃組織を病理組織学的に解析し、豚丹毒菌の扁桃での定着および組織への侵入

機構に関して考察した。10 日齢の無菌子豚に豚丹毒菌小金井 65-0.15 株を経口投与し、4

週間後、口蓋帆扁桃および主要臓器を採材した。扁桃組織から多数の菌が、血液や関節液

からも少数の菌が分離されたことから、豚丹毒菌は扁桃に定着し、一部の菌は全身に移行

することが明らかとなった。組織学的には、扁桃陰窩腔に多数の菌が観察され、一部の菌

は陰窩上皮内や実質のマクロファージ内に散見された。豚のパイエル板 M細胞のマーカー

である Cytokeratin（CK）18 に対する免疫組織化学の結果、扁桃陰窩上皮には CK 18 陽

性細胞が散在することがわかった。さらに、二重蛍光染色の結果から CK 18陽性細胞内に

豚丹毒菌抗原が確認された。透過型電子顕微鏡観察では、菌体を細胞質に含む上皮細胞と、

菌を受け取るマクロファージが観察されたが、同上皮細胞には微絨毛やmicrofoldなどのM

細胞の特徴はみとめられなかった。これらの結果から、扁桃陰窩腔が豚丹毒菌の持続感染

の場であり、扁桃陰窩上皮に存在する CK 18陽性細胞が豚丹毒菌の侵入門戸であることが

明らかとなった。 
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A B

C D

E F

図1-1. 豚丹毒菌経口感染無菌子豚の口蓋帆扁桃組織
（A）拡張した陰窩（矢印）。HE染色。Scale bar＝500 µm。（B)細胞退廃物で満たされた陰
窩。HE染色。Scale bar＝100 µm。（C）陰窩。グラム染色。Scale bar＝40 µm。（D）グラ
ム陽性桿菌が食細胞内（矢頭）、上皮様細胞内（赤矢印）にみとめられる。グラム染色。Scale 
bar＝20 µm。（E）抗豚丹毒菌家兎血清を用いた免疫染色。Scale bar＝100 µm。（F）豚丹毒
菌抗原が食細胞内（矢頭）、上皮様細胞内（赤矢印）にみとめられる。抗豚丹毒菌家兎血清を
用いた免疫染色。Scale bar＝10 µm。
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C

B

D

図1-2. 口蓋帆扁桃表層上皮および陰窩上皮の抗サイトケラチン抗体を用いた免疫染色

（A）扁桃表層上皮。抗CK 5/6抗体を用いた免疫染色。Scale bar＝100 µm。
（B）扁桃陰窩上皮。抗CK 5/6抗体を用いた免疫染色。Scale bar＝100 µm。
（C）扁桃表層上皮。抗CK 18抗体を用いた免疫染色。Scale bar＝100 µm。
（D）扁桃陰窩上皮。抗CK 18抗体を用いた免疫染色。Scale bar＝100 µm。
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yz

xz

図1-3. 抗CK18抗体（緑）および抗豚丹毒菌家兎血清（赤）を用いた免疫蛍光二重染色

Zスッタク像。豚丹毒菌抗原（赤、矢印）がCK 18陽性細胞（緑）内にみとめられる。

細い点線：直交する平面が対応する位置。太い点線：陰窩腔と上皮との境界。

Scale bar＝10 µm。
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A B

C

＊＊＊＊

図1-4. 豚丹毒菌感染無菌子豚の扁桃上皮の超微形態像

（A）菌体（矢頭）が上皮様細胞（☆）内と食細胞（＊）にみとめられる。Scale bar＝5 µm。
（B）細胞内の菌体を包む一重膜構造（矢印）。Scale bar＝500 nm。（C）デスモゾーム構造
（矢印）。Scale bar＝1 µm。

☆☆☆☆
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分離菌数 (log10 cfu)

豚 No.1 豚 No.2

口蓋帆扁桃 7.69 7.82

血液 2.04 1.60

肘関節液 不検出 1.00

膝関節液 1.60 不検出

表1-1. 豚丹毒菌実験感染子豚からの分離菌数
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第二章第二章第二章第二章 

豚丹毒菌豚丹毒菌豚丹毒菌豚丹毒菌莢膜多莢膜多莢膜多莢膜多糖のホスホリルコリンによる修飾と病原性への関与糖のホスホリルコリンによる修飾と病原性への関与糖のホスホリルコリンによる修飾と病原性への関与糖のホスホリルコリンによる修飾と病原性への関与 

 

序論 

 

病原体の菌体表層構造物は様々な修飾を受けており、宿主免疫系からの回避や組

織への付着・定着など、感染の成立に極めて重要な役割を果たす。Streptococcus 

pneumoniae、Haemophilus influenzae、Neisseria meningitidis、Neisseria gonorrhoeae、

Pseudomonas aeruginosa、Histophilus somniなど多くの粘膜病原菌では、ホスホリルコ

リン（PCho）が菌体表層を修飾しており、呼吸器や消化管などの粘膜への定着に利用され

ている[36-39]。PChoによる菌体表層の修飾は、H. influenzaeおよび S. pneumoniaeで詳

細に解析されており、H. influenzaeでは LPSが、 S. pneumoniaeでは細胞壁を構成する

リポテイコ酸およびテイコ酸が PCho により修飾されており、宿主細胞への付着や侵入に

関与している[37,40-42]。 

種々の病原菌において、表層構造物の PChoによる修飾には lic遺伝子群が関与し

ている。H. influenzaeではタンデムに配列した licA、licB、licC、licDの 4個の遺伝子が

オペロンを形成し、それぞれコリンの取り込みや転移、リン酸化に関与するタンパク質を

コードしている[37]。一方 S. pneumoniaeでは、lic遺伝子群の間にテイコ酸合成に関わる

3個の遺伝子（tarJ、tarI、tacF）がはさまれており、lic1オペロン（tarI、tarJ、licA、licB、

licC）と lic2オペロン（tacF、licD1、licD2）の二つのオペロンが存在する[43]。これらオ

ペロンから翻訳された遺伝子産物により、テイコ酸合成とテイコ酸への PCho 残基の付与

が一連の合成経路として働いている[42,44,45]。 

豚丹毒菌藤沢株のゲノム解析から、豚丹毒菌にも lic遺伝子が存在し、クラスター
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を形成していることがわかった[46]。さらに、この lic 遺伝子群は莢膜多糖合成に関連する

遺伝子群（cps遺伝子群）の直下流にタンデムに存在していた。これらのことから、豚丹毒

菌の菌体表層に PChoが存在し、その生合成と莢膜多糖の生合成が関連すると予想された。 

莢膜は多くの病原細菌が有する病原因子であり、食細胞による貪食や補体の結合

など、宿主の防御機構を回避する役割を担っている。豚丹毒菌は多糖より構成される莢膜

を有しており、また、cps遺伝子領域へのトランスポゾン挿入により作製された豚丹毒菌莢

膜欠損変異株では病原性が大きく低下する[8]。さらに、同変異株では多形核白血球による

貪食が亢進することも報告されている[8]。したがって、豚丹毒菌においても莢膜は重要な

病原因子であると考えられる。 

    本章では、豚丹毒菌における PCho の存在とその莢膜多糖修飾を明らかにするた

め、豚丹毒菌藤沢株の莢膜多糖について、遺伝学的、生化学的解析を行った。また、豚丹

毒菌の PCho の病原性への関与を調べるため、トランスポゾン挿入による PCho 欠損変異

株を作製し、その生化学的解析および in vivoでの病原性の評価を行った。 
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材料と方法 

 

1. RT-PCR 

藤沢株の全 RNA を RNeasy minikit（Qiagen、Valencia、CA、USA）を用いて

抽出した。抽出した RNAは DNase I（RNase-free；TaKaRa、滋賀）を用いて DNA夾雑

物を除去し、Verso reverse transcriptase（Verso cDNA synthesis kit； ABgene、Epsom、

UK）を用いて cDNA への逆転写を行った。表 2-１に示すプライマーを用いて cDNA を増

幅し、アガロースゲル電気泳動で分離した。それぞれ、逆転写していない RNAを陰性コン

トロールとして用い、ゲノム DNAの混入がないことを確認した。 

 

2. モノクローナル抗体 

豚丹毒菌の莢膜抗原を認識するモノクローナル抗体 clone ER21 [47]および PCho

残基を認識するモノクローナル抗体 clone TEPC-15（Sigma-Aldrich）を用いた。 

 

3. 莢膜多糖の抽出、精製 

ブタの敗血症症例から分離された豚丹毒菌野生株である藤沢株（血清型 1a）[8]か

ら莢膜多糖を精製した。藤沢株は 37℃で BHI-T80培地で培養し、対数増殖期の菌を遠心分

離により回収した。65℃の熱水に懸濁し、20分間撹拌しながら粗莢膜多糖を抽出した。抽

出液は DNase（116 U/ml；Invitrogen）、RNase（500 g/ml；Invitrogen）pronase（1 mg/ml；

Roche、Mannheim、Germany）、N-acetylmuramidase SG（66 U/ml；生化学工業株式会

社、東京）で処理し、トリクロロ酢酸沈殿を行った。さらに、限外濾過により濃縮後、メ

タノール・クロロホルム抽出により脂質成分を除去し、50 mM NaCl を加えた 10 mM 

Tris-HCl (pH 7.5)で透析（セルロース膜；カットオフ分子量＝14,000）した。次に、陰イ

オン交換クロマトグラフィーカラム（DE-52；Whatman、United Kingdom）を用い、50 mM
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から 500 mM NaCl加 Tris-HCl (pH 7.5)で分画溶出した。各分画はフェノール硫酸法で総

糖質量を測定し、ER21を用いてドットブロット法により莢膜多糖の存在を確認した。さら

に、莢膜多糖を含む分画について、ゲル濾過クロマトグラフィーカラム（Sephacryl S-200；

GE Healthcare BioSciences AB、Uppsala、Sweden）を用い、150 mM NaCl加 Tris-HCl 

(pH 7.5)で分画溶出し、総糖質量の測定と、ER21を用いたドットブロット解析を行った。 

 

4. 莢膜多糖の酸化処理 

文献の方法[48]を用いて、莢膜多糖を過ヨウ素酸により酸化した。ゲル濾過クロマ

トグラフィーで分画抽出した各フラクションの莢膜多糖 400 ngを真空中で乾燥し、10 µl

の 20 mM過ヨウ素酸を加えた 50 mM酢酸ナトリウム（pH 4.5）で再懸濁した。暗所で軽

く振とうしながら、1時間室温でインキュベートした。溶媒のみで処理した莢膜多糖を陰性

コントロールとした。 

 

5. 莢膜多糖のホスホリパーゼ C処理 

文献の方法[49]を一部変更し、莢膜多糖をホスホリパーゼ C（PLC）処理した。莢

膜多糖（168 ng）を真空中で乾燥し、0.5%デオキシコール酸（pH 8.0）に再懸濁し、これ

に PLC（1 U；Sigma-Aldrich）を 0.1% 牛血清アルブミン加 10 mM 3,3-ジメチルグルタ

ル酸-水酸化ナトリウムに溶解した液を添加した。37℃で 30 分間インキュベートし、0.2% 

SDS加 1 M Tris-HClを加え、反応を停止させた。溶媒のみで処理した莢膜多糖を陰性コン

トロールとした。 

 

6. ドットブロット法およびウエスタンブロット法 

ドットブロット法では莢膜多糖溶液をナイロン膜（MagnaGraph；Funakoshi、

東京）上にスポットした。ウエスタンブロット法では、莢膜多糖溶液をドデシル硫酸ナト
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リウムポリアクリルアミド電気泳動法（SDS-PAGE）により展開し、PVDF 膜

（Immobilon-P；Millipore、Bedford、MA、USA）に転写した。ナイロン膜および PVDF

膜は 1%スキムミルク-0.05% Tween20 加 PBS でブロッキングし、一次抗体として ER21

もしくは TEPC-15 を、二次抗体として HRP 標識抗マウス IgG + IgM + IgA 重鎖抗体

（Zymed Laboratories、San Francisco、CA、USA）をそれぞれ室温で 60分間反応させ

た。洗浄後、DAB溶液により反応産物を可視化した。 

 

7. トランスポゾン挿入変異株の作製 

トランスポゾン挿入変異株の作製には pMC30 [50]を用いた。藤沢株に pMC30を

電気穿孔法で導入後、1 µg/mlエリスロマイシン加 BHI-T80寒天培地で 28℃で培養し、プ

ラスミドを保持した菌を選択した。生えたコロニーを継代し、1 µg/mlエリスロマイシン加

BHI-T80寒天培地で 40℃で培養し、トランスポゾンがゲノムに転移挿入された菌を選択し

た。生えた各コロニーに対して、表 2-2に示したプライマーを用いて Arbitrary PCR法で

トランスポゾン挿入部周囲の領域を増幅し、シークエンス解析によりゲノム上のトランス

ポゾン挿入部位を決定した。その結果、トランスポゾンが licC-licA遺伝子（ERH_0862）

に挿入された clone 100および licD遺伝子（ERH_0863）に挿入された clone 112を得た。 

 

8. トランスポゾン挿入変異株の表現型解析 

光学顕微鏡による形態観察のため、BHI-T80 培地で培養した藤沢株、clone 100、

clone 112をスライドガラス上に塗抹乾燥し、熱固定後、Favor Gグラム染色キット（日水

製薬、東京）を用いてグラム染色を行った。 

金コロイドを用いた免疫電子顕微鏡解析のため、菌培養液上にコロジオン膜貼付グリッド

（400メッシュ；日新 EM）を載せ、グリッド上に菌を吸着させた。10%FCS加 PBSで洗

浄、ブロッキングし、ER21または TEPC-15と室温で 1時間反応させた。さらに、10 nm
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金コロイド標識抗マウスイムノグロブリン（IgG、IgM、IgA）抗体（BB International、

Cardiff、UK）と反応させた。乾燥後、透過型電子顕微鏡（H-7500）で観察した。 

トランスポゾン挿入変異株の莢膜多糖をウエスタンブロット解析するため、各培

養菌を 65℃の熱水に懸濁し、20分間撹拌しながら粗莢膜多糖を抽出した。これについて上

記と同様の方法で ER21、TEPC-15を用いたウエスタンブロット解析を行った。 

 

9. 病原性試験 

5匹の ddyマウス（雌、6～8週齢；日本 SLC、静岡）に 2.0×108 cfuの藤沢株、

clone 100または clone 112をそれぞれ皮下接種した。接種後 14日までマウスの臨床症状と

生死を観察した。また、2頭のコンベンショナル豚（4週齢）に 3.41×109 cfuの clone 100

を頸部皮内に接種し、接種後 14日まで臨床症状と生死を観察した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 26 - 
 

結果 

 

1. cps-lic遺伝子群の RT-PCR解析 

豚丹毒菌藤沢株のゲノム上では、莢膜多糖の生合成に関わる 7 個の遺伝子がクラ

スター（cps遺伝子群; ERH_855～ERH_861）を形成している[46]。また、PChoの生合成

に関わる lic 遺伝子群（ERH_862～ERH_865; ERH_862: licC-licA、ERH_863: licD、

ERH_864: licB、ERH_865: licC-licA）は cps遺伝子群の直下流に存在する（図 2-1A）。豚

丹毒菌において licA遺伝子と licC遺伝子は融合しており、その遺伝子産物は二つの機能を

有すると考えられる。7組のプライマーセットを用いた RT-PCR解析の結果、cps領域から

lic領域はポリシストロニックな mRNAとして転写されていることがわかった（図 2-1B）。

この結果から、豚丹毒菌藤沢株では cps遺伝子群と lic遺伝子群が一つのオペロンを形成し

ていることが明らかとなった。 

 

2. 莢膜多糖の分離および解析 

粗精製莢膜多糖を陰イオン交換クロマトグラフィーにより分画した結果、0.12 M

から 0.2 M NaClで溶出した分画で総糖質量がピークを示した。豚丹毒菌莢膜抗原を認識す

るモノクローナル抗体 ER21 を用いたドットブロット解析を行い、陽性を示したピーク後

半の分画を回収した（図 2-2A）。さらに、ゲル濾過クロマトグラフィーで精製し、ER21陽

性であった空隙容量付近の分画を回収した（図 2-2B）。得られた分画に対し ER21を用いた

ウエスタンブロット解析を行った結果、17.4 kDa～25.7 kDaの範囲にスメア状に陽性抗原

がみとめられた（図 2-2C）。この泳動パターンは、莢膜多糖精製の各過程（熱水抽出後；

DNase、RNase、pronase、N-acetylmuramidase 処理後；メタノール-クロロホルム処理

後；陰イオン交換クロマトグラフィー後）において同様であった（図 2-2C）。ER21が認識

するエピトープおよび PCho の存在について解析するため、ゲル濾過後の溶出液を酸化処
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理および PLC処理を行い、ドットブロッティングおよびウエスタンブロッティング解析を

行った結果、1,2-ジオールを開裂する酸化処理によって莢膜多糖の ER21の反応性が消失し

た（図 2-2D）。また、PChoを認識するモノクローナル抗体 TEPC-15を用いてウエスタン

ブロット解析を行った結果、ER21陽性バンドと同様の位置に陽性反応が得られた（図2-2E）。

また、PLC処理後の莢膜多糖では TEPC-15に対する反応性が消失した（図 2-2E）。 

 

3. lic領域へのトランスポゾン挿入による変異株の作製と表現型解析 

豚丹毒菌の莢膜多糖および PChoに lic遺伝子群の不活性化がおよぼす影響を調べ

るため、lic 遺伝子群へのトランスポゾン挿入変異株を作製し、その表現型を親株である藤

沢株と比較解析した。まず、藤沢株に対して pMC30を用いてゲノム上の一か所にトランス

ポゾンが挿入された形質転換体を多数構築し、トランスポゾン挿入箇所をシークエンス解

析により決定した。その結果、トランスポゾンが licC-licA遺伝子（ERH_0862）に挿入さ

れた clone 100および licD遺伝子（ERH_0863）に挿入された clone 112を得た。トランス

ポゾン挿入位置を図 2-1A に示す。グラム染色により菌の形態を観察した結果、藤沢株と

clone 100、clone 112とに明らかな相違はみられなかった（図 2-3A）。金コロイド粒子を用

いた免疫電子顕微鏡解析の結果、clone 100、clone 112の菌体表層には藤沢株と同様に ER21

と反応する抗原がみとめられた（図 2-3B）。一方、TEPC-15 と反応する抗原は藤沢株では

菌体表層に多数みとめられたが、clone 100および clone 112ではこの抗原は消失していた

（図 2-3B）。熱水抽出した粗莢膜多糖のウエスタンブロット解析の結果、clone 100と clone 

112の莢膜多糖には TEPC-15と反応するシグナルはみられず、免疫電子顕微鏡解析と同様

の結果が得られた（図 2-4A）。また、ER21を用いたウエスタンブロット解析では、clone 100

と clone 112株の反応パターンは同様であったが、親株と比較して高分子領域にスメアが認

められた（図 2-4B）。 
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4. トランスポゾン挿入変異株の病原性解析 

2.0×108 cfuの藤沢株（マウスに対する LD50 = 101.2）、clone 100および clone 112

をそれぞれ ddy マウスの皮下に接種した。その結果、藤沢株を接種したマウスは 2 日以内

に全頭死亡したのに対し、2 つの PCho 欠損変異株を接種したマウスでは臨床症状なく 14

日間以上生存した。また、4週齢の豚 2頭に 3.41×109 cfuの clone 100を皮内接種した場合

も、臨床症状はなく 14日間以上生存した。 
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考察 

 

PChoは宿主細胞への付着や侵入に関与する病原因子で、様々な病原細菌の表層分

子を修飾している[44]。S. pneumoniaeでは PChoの生合成に関わる lic遺伝子群がテイコ

酸合成遺伝子群とオペロンを形成し、それらの遺伝子産物による一連の酵素反応により、

細胞壁を構成するテイコ酸が PChoにより修飾される[42,43,45]。一方、豚丹毒菌では莢膜

多糖の生合成に関わる cps遺伝子群の直下流に lic遺伝子群が存在する。そこで、豚丹毒菌

の cps 領域から lic領域にかけて RT-PCR により mRNA を解析したところ、cps領域の 7

遺伝子、lic 領域の 4 遺伝子とその下流の eutH 遺伝子（ERH_0866; ethanolamine 

utilization protein gene）がオペロンを形成していることが分かった。このことから、豚丹

毒菌の莢膜多糖の生合成と PCho 残基の生合成が関連して行われることが予想された。ま

た、S. pneumoniae においてエタノールアミンはコリンの代替栄養素として利用されるこ

とが知られている[51]。豚丹毒菌の PCho生合成に関わるオペロンに eutH遺伝子が含まれ

ることから、豚丹毒菌においてもエタノールアミンをコリンの代替物として利用する機構

の存在が示唆される。 

Lachmann と Deicher [52]は豚丹毒菌の表層成分を解析し、分子量 14,000～

22,000 の主要な抗原が莢膜多糖であると報告している。本研究では遺伝学的に予想された

莢膜多糖の PCho による修飾を確かめるため、豚丹毒菌の莢膜多糖を精製し PCho による

修飾の有無を調べた。ウエスタンブロット解析では、精製した莢膜多糖は ER21 と反応す

る 17.4~25.7 kDaのスメア状にバンドとして確認され、また、酸化処理で陽性反応が消失

したことから、ER21 が認識する抗原は多糖であることが確認された。TEPC-15 を用いた

ウエスタンブロット解析では、莢膜多糖の移動度と同様の位置に陽性反応がみとめられ、

この反応は PLC処理により消失した。これらのことから、豚丹毒菌莢膜多糖は PChoで修

飾されていることが明らかとなった。 
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豚丹毒菌細胞壁の構造は、S. pneumoniae を代表とする他のグラム陽性菌とは多

くの点で異なっている。豚丹毒菌のゲノム上には、多くのグラム陽性菌で保存されている

テイコ酸、リポテイコ酸の生合成に関わる遺伝子群やテイコ酸への d-アラニンの取り込み

に関わる dltABCDオペロンが存在しない[46]。S. pneumoniaeに関して、コリンは必須栄

養素であり、テイコ酸の PCho修飾は細胞壁の構造の安定性などに関わっている[53]。エタ

ノールアミンはコリンの代替物としてテイコ酸に取り込まれるが、本来の PCho 残基によ

る様々な生理機能は失われる。例えば、テイコ酸の PCho 残基は細胞分裂時の細胞壁の分

解に関わる酵素（amidase）の結合部位であるため、エタノールアミンでコリンを置き換え

たコリン非依存性変異株では分裂時に細胞壁が分離されず、増殖菌は長い連鎖を呈する

[54-56]。本研究において、豚丹毒菌 lic遺伝子群へのトランスポゾン挿入により PCho残基

を欠損した変異株 clone 100（licC-licA）および clone 112（licD）が作製できた。また、こ

れら PCho 欠損変異株は形態的には親株と同様であり、S. pneumoniae でみられるような

連鎖状の増殖はみられなかった。このことから、豚丹毒菌にとって PCho 残基の有無は生

存や増殖に影響しないことがわかった。さらに、PCho欠損変異株には ER21と反応する莢

膜多糖抗原は残存しているものの、ウエスタンブロット解析で藤沢株と比較して高分子領

域にスメアが認められるなど電気泳動の移動度にわずかな変化が認められた（図 2-4B）。し

たがって、今回作製した豚丹毒菌 PCho欠損変異株における lic領域へのトランスポゾン挿

入はその上流の cps領域の遺伝子発現やその機能には影響しないが、莢膜多糖の維持や莢膜

の高次構造の安定性に PCho残基が必要であることが推察された。 

    PCho は宿主体内での菌の定着や細胞付着に関与する病原因子であることが知ら

れている[44]。豚丹毒菌莢膜多糖 PCho残基の病原性への関与を調べるため、藤沢株と PCho

欠損変異株を用いて病原性試験を行ったところ、マウス、豚ともに PCho 欠損変異株の接

種では臨床症状を示さず、死亡個体も確認されなかった。豚丹毒菌藤沢株は豚に敗血症を

引き起こす強毒株で、1～3 ヵ月齢の豚では 107～108 cfu の皮内接種により、接種後 3～4
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日で敗血症の症状を呈し死亡個体が現れる[57-60]。これらのことから、豚丹毒菌莢膜多糖

の PCho残基は、他の病原体と同様に病原性に関与していることが明らかとなった。 

    本章の研究により、豚丹毒菌の莢膜多糖は PCho で修飾されていること、および

PCho残基は豚丹毒菌の病原性に重要な役割を担っていることが示された。様々な病原細菌

で菌体表層の PCho 残基が粘膜への定着や宿主細胞への付着、侵入に関わると報告されて

いる[40,41,44,61]。豚丹毒菌において莢膜多糖 PCho残基が病原因子としてどのように働く

か、病原性発現機序の解明が必要である。 
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要約 

 

ホスホリルコリン（PCho）は様々な細菌の菌体表層構造物を修飾する病原因子で

あり、PCho 残基の生合成には lic 遺伝子群が関与している。豚丹毒菌藤沢株のゲノム解析

から、豚丹毒菌の lic遺伝子群は莢膜多糖合成に関連する cps遺伝子群の直下流にタンデム

に存在していた。このことから豚丹毒菌の菌体表層に PCho が存在し、莢膜多糖の生合成

に関連することが予想された。そこで、豚丹毒菌莢膜多糖と PCho に関して、遺伝学的、

生化学的解析を行った。その結果、cps遺伝子群と lic遺伝子群はオペロンを形成していた。

また、精製した豚丹毒菌莢膜多糖は抗 PCho 抗体に反応する抗原を含んでおり、ゲノム解

析から予想された通り、豚丹毒菌莢膜多糖は PCho 残基により修飾されていることが明ら

かとなった。また、lic 遺伝子領域へのトランスポゾン挿入によって PCho 欠損変異株を作

製可能した。このことから、PChoは豚丹毒菌の生存に必須ではないことがわかった。この

PCho 欠損変異株では、SDS-PAGE による莢膜多糖抗原の移動度に変化がみとめられたこ

とから、PChoは莢膜多糖の構造維持に関与することが示唆された。また、PCho欠損変異

株は豚、マウスに対する病原性が大きく低下していた。これらの結果から、豚丹毒菌の莢

膜多糖は PChoで修飾されており、PCho残基は豚丹毒菌の病原性に重要であることが明ら

かとなった。 
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図2-1. 豚丹毒菌ゲノムcps-lic領域のRT-PCR解析

（A）cps-lic領域の模式図。矢印はRT-PCR解析に用いたプライマーが対応する位置を示す。

矢頭はトランスポゾン挿入変異株のトランスポゾン挿入部位。

（B） cps-lic領域のRT-PCR解析。レーン上の数字はそれぞれ用いたプライマー名に対応する。
プライマー1F-1Rは23S rRNA遺伝子上に設計した陽性コントロールである。また、各レーン

aはcDNAに対してPCR法で増幅したバンドを示す。bは逆転写前のRNAを、cは鋳型DNAな

しで増幅した陰性コントロール。Mは分子量マーカー。
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図2-2. 豚丹毒菌莢膜多糖の生化学的解析

（A）陰イオン交換クロマトグラフィーの溶出に用いたNaCl濃度と得られた各分画の総糖質

量。XはER21を用いたドットブロット法で陽性を示した分画を表す。

（B）ゲル濾過クロマトグラフィーで得られた各分画の総糖質量。XはER21を用いたドットブ

ロット法で陽性を示した分画を表す。V0は空隙容量を示す。

（C）各抽出段階のCPSに対するER21を用いたウエスタンブロット解析。レーン1は熱水抽出

後、レーン2はDNase、RNase、pronase、N-acetylmuramidase処理後、レーン3はメタノール-

クロロホルム処理後、レーン4は陰イオン交換クロマトグラフィー後の莢膜多糖溶液。

（D）ゲル濾過クロマトグラフィーで得られた各分画の酸化処理とER21を用いたドットブロッ

ト解析。

（E）ゲル濾過クロマトグラフィーで得られた莢膜多糖のPLC処理とウエスタンブロット解析。
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図2-3. トランスポゾン挿入変異株の表現型解析

（A）グラム染色。（B）イムノゴールド電子顕微鏡観察。Scale bar = 200 nm。

藤沢株 clone 100 clone 112

A

B

ER21

TEPC-15

藤沢株 clone 100 clone 112
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図2-4. トランスポゾン挿入変異株莢膜多糖のウエスタンブロット解析

（A）TEPC-15を用いたウエスタンブロット解析。

（B）ER21を用いたウエスタンブロット解析。

114 kDa

84.7 kDa

47.3 kDa

31.3 kDa

25.7 kDa

17.4 kDa

A B



- 37 - 
 

プライマー名 配列 増幅配列のサイズ（bp）

1F 5'-CAA CCT TGC GAA CTG AAA CA-3'

2,594
1R 5'-GGA GTT GGC TTC GTG CTT AG-3'

2F 5'-AGC ATG ATG ACC GAA TCA CA-3'

3,230

2R 5'-TTG CTT GAT ACC ATG CCT CA-3'

3F 5'-AGG GAT GCA TCG TCA CAG TA-3'

3,413
3R 5'-GGC GTA TCA GGA TCA AAT GG-3'

4F 5'-CTT GCG TAT GAC CGC AAT AA-3'

3,489
4R 5'-CTC TGC ACT GTC CGT TCG TA-3'

5F 5'-TGA TCT CGC AAA CGG ACT AA-3'

1,935
5R 5'-AGC CAG CAG TTC TCC CAG TA-3'

6F 5'-CGG AGG GTT TTA TGT TTT CG-3'

3,488
6R 5'-CGT GGA TTT TCG GAA GAA AG-3'

7F 5'-GG CAT CCA CGA TGT TCT TA-3'

2,702
7R 5'-GTG CAA GTG CTT TGT TTC CA-3'

8F 5'-ACG CTA CAC ACG CTC TAG CA-3'

2,807
8R 5'-AAC GGA AGG ATC AAC TGT GG-3'

表2-1. RT-PCR解析に用いたプライマー
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プライマー名 配列

MC270'+N9 5‘-CGCACAGATGCGAAGGGCGANNNNNNNNN-3'

MC270' 5‘-CGCACAGATGCGAAGGGCGA-3'

MC256'+N9 5‘-CAGCCCCGACACCCGCCAACANNNNNNNNN-3'

MC256' 5‘-CAGCCCCGACACCCGCCAACA-3'

表2-2. Arbitrary PCR法およびシークエンス解析に用いたプライマー
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第三章第三章第三章第三章    

豚丹毒菌莢膜豚丹毒菌莢膜豚丹毒菌莢膜豚丹毒菌莢膜 PCho 残基の血管内皮細胞への付着性残基の血管内皮細胞への付着性残基の血管内皮細胞への付着性残基の血管内皮細胞への付着性    

 

序論 

 

急性敗血症型の豚丹毒では、腎糸球体をはじめ全身諸臓器の中小血管において、

微小血栓や菌塞栓、内皮傷害を伴う出血性血管炎などの血管病変がしばしば観察される[1]。

このことから、血管および血管内皮細胞は豚丹毒菌の病原性発現において重要な標的であ

ると考えられる。これまでに、豚丹毒菌が産生する菌体外酵素のひとつであるノイラミニ

ダーゼがラット血管内皮細胞への付着に重要であることが in vitro の実験により報告され

ている[6]が、豚丹毒菌による血管病変形成機序に関しての知見は少ない。 

    菌が宿主細胞に付着するには、菌体表層の付着因子と宿主細胞上の受容体との相

互作用が必要である。第二章において、豚丹毒菌の莢膜多糖は PCho 残基による修飾を受

けていることを明らかにした。これまで、PCho 残基の病原性への関与は S. pneumoniae

や H. influenzae、Neisseria spp.でよく調べられている。これらの細菌において、PCho残

基は宿主の血管内皮細胞や気管支上皮細胞などに発現する血小板活性化因子受容体（PAFR）

を認識して結合し、細胞への付着および細胞内への侵入に関与する[40,41,44,61]。 

    また、PCho残基は宿主細胞を直接認識するだけでなく、菌体表層に発現するコリ

ン結合タンパク質（CBPs）のアンカーとしても働いている。CBPs の多くは C 末端側に

GW リピート構造などのコリン結合領域を有し、非共有結合性に PCho と結合している

[62,63]。S. pneumoniaeは 10～15種類の CBPs を菌体表層に発現しており、その一部の

CBPsは付着因子として病原性に関与することが知られている[53]。一方、豚丹毒菌におい

ては、ゲノム解析の結果、3種類のタンパク質（SpaA、CbpA、CbpB）が GWリピートを
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有しており、それらは CBPsであると予想されている[46]。このうち SpaAタンパク質は古

くから豚丹毒菌の主要防御抗原として知られているが[58,64,65]、その機能や病原性との関

与については明らかとなっていない。 

    第二章で、豚丹毒菌 PCho 欠損変異株はマウスおよび豚に対して病原性が低下し

ていることが示された。このことから、豚丹毒菌の病原性発現機序を明らかにするうえで、

血管病変形成に果たす PCho残基の役割を調べることは重要である。本章では、PCho残基

および PCho残基を介して菌体表層に発現すると予想される SpaAタンパク質に注目して、

その付着因子としての病原性と血管病変形成に果たす役割を明らかとするため、豚丹毒菌

藤沢株および PCho欠損変異株（clone 100、clone 112）の豚血管内皮細胞（PECs）への

付着性を比較解析した。 
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材料と方法 

 

1. 菌株と培養 

豚丹毒菌藤沢株および第二章で作製した PCho 欠損変異株 clone 100、clone 112

を用いた。各菌株は BHI-T80培地（pH 8.0）で 37℃で培養した。 

 

2. PECsの分離と培養 

PECsはコンベンショナル豚（4週齢）の胸部大動脈より分離した。摘出した大動

脈を切り開き、冷 PBSで内腔の血液を洗浄後、大動脈内壁をメスの刃で軽くこすり内皮細

胞を剥離した。剥離した内皮細胞は 10%牛胎子血清と抗生剤（100 units/ml ペニシリン、 

100 µg/ml ストレプトマイシン、0.25 µg/ml アンホテリシン B）を加えた Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium（DMEM-FCS；Invitrogen）中で 37℃、5% CO2の条件で培養

した。増殖した PECsについて対数増殖期の細胞を 3～4日ごとに継代した。増殖した細胞

が内皮細胞由来であることを確認するため、抗von Willebrand factor抗体（DAKO-Japan）

および抗 CD31抗体（GeneTex、Irviine、CA、USA）を用いて免疫蛍光法で染色し、レー

ザー共焦点顕微鏡（TCS-SP5；Leica）で陽性シグナルを確認した。 

 

3. PAFR遺伝子の COS-7細胞株への導入 

PAFR 遺伝子配列にはイントロンが含まれない[66,67]ため、マウスおよび豚の

PAFR遺伝子配列についてそれぞれ J774.1細胞（マウスマクロファージ様細胞株）および

豚末梢血単核球のゲノムを鋳型として PCR法により直接増幅した。用いたプライマーはマ

ウス PAFR（mPAFR）および豚 PAFR（pPAFR）の遺伝子配列（GenBank accession 

number：mPAFR；NW_001030750.1、pPAFR；AF124054）を元に設計した（表 3-1）。

PCRで増幅された断片を制限酵素処理し、pFLAG-CMV4ベクター（Sigma-Aldrich）に組
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み込んだ。COS-7細胞（アフリカミドリザル腎臓由来細胞）を DMEM-FCSを用いて 12 mm

ガラスボトムディッシュで培養し、各コンストラクトを含むプラスミドを

LipofectamineTM LTX reagent（Invitrogen）を用いて COS-7細胞に遺伝子導入した。導

入後 6時間で、遺伝子導入用の培地から DMEM-FCS培地に交換し、さらに一晩培養して

実験に供した。陰性コントロールとして、発現ベクタープラスミドのみを COS-7細胞に導

入したものを用いた。 

 

4. 豚丹毒菌付着試験 

継代数が 3～7回の PECsを 96穴プレート（Sigma-Aldrich）にコンフルエントの

状態まで培養した。豚丹毒菌藤沢株もしくは PCho 欠損変異株を DMEM-FCS に懸濁し、

各ウェルに約 5×105 cfuずつ加えて、37℃で 60分間感染させた。その後、各ウェルを PBS

で 3回洗浄し、付着した菌数を測定するため、96穴プレート内の細胞を回収、BHI-T80培

地で希釈し、BHI-T80 寒天培地に播種した。一晩培養後、生えてきたコロニーを数え、付

着菌数とした。 

    また、PAFRのアンタゴニスト、PCho残基および SpaAタンパク質に対する抗体

を用いて付着阻害実験を行った。96穴プレートに培養した PECsに対して、各用量（0 nM、

10 nM、100 nM、500 nM）の PAFRアンタゴニスト（WEB-2086；Santa Cruz Biotechnology 

Inc、CA、USA）を 30分間作用させ、その後付着実験と同様に菌を感染させた。抗体によ

る付着阻害実験では、抗 PChoモノクローナル抗体（clone TEPC-15）もしくは SpaAタン

パク質で免疫した家兎血清を DMEM-FCSに懸濁した豚丹毒菌と 30分間反応させ、その後

PECsに感染させた。それぞれの陰性コントロールとして正常マウス血清およびウサギ血清

を用いた。PAFRアンタゴニストおよび各抗体濃度は、感染中も同様に保たれるように調整

した。付着した菌数は付着試験と同様に測定した。 

    PAFR 過剰発現細胞への豚丹毒菌の付着を観察するために免疫蛍光染色を行っ
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た。12 mmガラスボトムディッシュに各 PAFR発現ベクターを導入した COS-7細胞を培

養し、1.0×106 cfu/dishの藤沢株をアプライし 37℃で 60分間感染させた。細胞を洗浄後、

4%パラホルムアルデヒドで 4℃10分間固定した。次いで一次抗体として抗豚丹毒菌家兎血

清を、二次抗体として Alexa Fluor® 546標識抗ウサギ IgG（Invitrogen）をそれぞれ 37℃

で 60 分間反応させ染色した。PAFR 遺伝子を導入した COS-7 細胞の染色には、一次抗体

として抗 FLAGモノクローナル抗体（clone M5；Sigma-Aldrich）を、二次抗体として FITC

標識抗マウス IgG（Invitrogen）をそれぞれ 37℃で 60分間反応させた。染色した標本は共

焦点レーザー顕微鏡（TCS-SP5；Leica）を用いて観察した。 

 

5. イムノゴールド電子顕微鏡観察 

藤沢株、clone 100、clone 112を BHI-T80培地で 37℃一晩培養し、培養液上にコ

ロジオン膜貼付グリッド（400メッシュ；日新 EM）を載せ、グリッド上に菌を吸着させた。

10%FCS加 PBSで洗浄、ブロッキングし、SpaAタンパク質の N末を認識するモノクロー

ナル抗体と室温で 1時間反応させた。さらに、10 nm金コロイド標識抗マウスイムノグロ

ブリン（IgG、IgM、IgA）抗体（BB International）を反応させた。乾燥後、透過型電子

顕微鏡（H-7500；日立ハイテク）で観察した。 

 

6. 統計解析 

付着試験および付着阻害試験において、付着菌数は 3～4 ウェルについて計測し、

藤沢株や陰性コントロールの PECsへの付着数に対する割合（%）の平均値±標準偏差で表

記した。また、PAFR遺伝子導入細胞への付着試験に関しては、抗 FLAG抗体陽性細胞 50

個当たりの付着菌数を計測した。それぞれ独立した 3 回の実験を行い、図は最も典型的な

実験結果について示した。有意性を検定するため、多群間の比較には Tukey 法による多重

比較を、二群間の比較には対応のない Studentの t検定を行った。 
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結果 

 

1. 豚丹毒菌の PECsへの付着 

豚丹毒菌 PCho 残基が血管内皮細胞への付着性に関与するかを調べるため、藤沢

株と PCho欠損変異株 clone 100、clone 112の PECsに対する付着性を比較した。その結

果、PCho 欠損変異株の PECs への付着数は藤沢株と比較し有意に減少した（図 3-1A）。

COS-7に対する付着数は、藤沢株と PCho欠損変異株で同等であった。また、藤沢株の PECs

への付着は抗 PChoモノクローナル抗体により有意に抑制された（図 3-1B）。 

 

2. 豚丹毒菌の PECsへの付着における PAFRの関与 

豚丹毒菌の PCho 残基に対する PECs 側の受容体として、PAFR の関与について

調べた。PECs を様々な濃度の PAFR アンタゴニストで処理し藤沢株を感染させた結果、

いずれの濃度でも PECsへの藤沢株の付着は阻害されなかった（図 3-2）。次に、COS-7細

胞に pPAFR もしくは mPAFR を遺伝子導入し、抗 FLAG 抗体を用いて免疫蛍光染色した

結果、細胞膜上に PAFR の発現が確認された（図 3-3A）。同細胞に対して藤沢株の付着を

計測した結果、藤沢株の付着は陰性コントロール細胞と同等であり、pPAFR、mPAFR を

過剰発現させた細胞への特異的な付着はみられなかった（図 3-3B）。 

 

3. 豚丹毒菌の PECsへの付着における SpaAタンパク質の関与 

豚丹毒菌 SpaA タンパク質は C 末端側に GW リピート構造を有しており、CBPs

であると予想されている[46]。免疫電子顕微鏡観察の結果、金コロイドは藤沢株の菌体表層

に散在性に、特に両末端部に多くみとめられた（図 3-4）。一方、PCho欠損変異株の clone 

100および clone 112では菌体表層に金コロイドはみとめられなかった（図 3-4）。そこで、

SpaAタンパク質が豚丹毒菌の PECsへの付着に関与しているかを調べるため、抗 SpaA家
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兎血清を用いて付着阻害実験を行った。その結果、藤沢株の PECs への付着は抗 SpaA 家

兎血清によって阻害されたが、PCho欠損変異株の PECsへの付着は抗 SpaA家兎血清で抑

制されなかった（図 3-5）。 
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考察 

 

PCho残基は粘膜の常在菌や様々な病原菌（S. pneumoniae、 P. aeruginosa、 H. 

influenzae、Neisseria spp. など）の菌体表層構造としてみとめられる。PCho残基は粘膜

への定着、細胞への付着や侵入、宿主免疫機構の攪乱などに関わっており、これらの細菌

の病原性発現に重要な役割を担っている[40,41,61,68,69]。さらに、菌体表層の PCho 残基

は宿主の血管内皮細胞や粘膜上皮細胞の細胞膜上に発現する PAFR と直接結合することが

知られている[70]。S. pneumoniaeでは、in vitro において PCho残基と PAFRの結合によ

り血管内皮細胞や気管支上皮細胞への付着、侵入が亢進すること、in vivoでは PAFRノッ

クアウトマウスの S. pneumoniae に対する感受性が低下することが知られている[40,71]。

一方、H. influenzaeでは、PCho残基と PAFRの結合は、気管支上皮細胞への侵入が亢進

するが、菌の付着には関与しない[41]。また、PAFR は M 細胞を含む腸管上皮細胞にも発

現しており、PAFRアンタゴニストにより M細胞による H. influenzae取り込みが抑制さ

れることが報告されている[72]。このように PCho残基は粘膜病原菌の多くが保有している

病原因子であり、様々な病原性発現機序に関与している。 

本研究では、豚丹毒菌の野生株である藤沢株は PCho欠損変異株と比較し、PECs

への付着能が有意に高かった。さらに、藤沢株の PECs への付着は抗 PCho 抗体により阻

害された。これらの結果から、豚丹毒菌に関しても他の病原細菌と同様に、PCho残基が宿

主血管内皮細胞への付着に重要であることが示された。しかし、藤沢株の PECs への付着

は PAFRアンタゴニストでは阻害されず、また、豚およびマウスの PAFR遺伝子を導入し

た COS-7細胞に対して藤沢株の特異的な付着はみとめられなかった。これらの結果は、豚

丹毒菌の PCho 残基による細胞への付着は、宿主細胞上の PAFR を介したものでないこと

を示している。第二章の結果から、豚丹毒菌では PCho 残基は莢膜多糖を修飾しているこ

とがわかったが、S. pneumoniae では細胞壁上のテイコ酸およびリポテイコ酸を、H. 
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influenzaeでは LPSを、Neisseria gonorrhoeaeでは線毛をそれぞれ PChoが修飾してい

る[36-38]。このように PCho 残基を含む構造物は菌種によって異なっており、これにより

PCho残基の PAFRへの結合性も異なることが推察される。そのため、豚丹毒菌莢膜多糖の

PCho残基が PAFRと立体構造的に結合できない可能性が考えられる。 

PCho残基は様々な菌種で CBPsのアンカーとして利用されている。豚丹毒菌藤沢

株のゲノム上に、コリン結合ドメインである GW リピート構造を有する 3種類のタンパク

質（SpaA、CbpA、CbpB）がコードされている[46]。抗 SpaA モノクローナル抗体による

イムノゴールド免疫電顕解析の結果、SpaAタンパク質は藤沢株の菌体表層に局在している

こと、PCho欠損変異株では菌体表層から消失していることがわかった。また、豚丹毒菌藤

沢株の PECs への付着が抗 SpaA 家兎血清により阻害されることがわかった。これらの結

果から、SpaAタンパク質は豚丹毒菌の莢膜PCho残基に結合して菌体表層に局在すること、

豚丹毒菌の PECs への付着に関与することが明らかとなった。豚丹毒菌の感染防御抗原と

して知られていた SpaAタンパク質の機能や特徴はこれまで不明であったが、本実験の結果

から SpaAタンパク質は CBPsであり、付着因子として働くことが示された。 

S. pneumoniae や H. influenzaeにおいて、PCho残基と PAFRへの結合により

宿主細胞内への菌の侵入が増加することが報告されている[40,41]。野外例の豚丹毒菌感染

豚では血管内皮細胞内への菌の侵入がみられることがある[1]。しかし、in vitroの本実験で

は PECs 細胞質内への豚丹毒菌の侵入はみられなかった。豚丹毒菌は食細胞や第一章で判

明した特殊な上皮細胞など一部の細胞に対して侵入能はみとめられるが、その分子機構は

ほとんどわかっていない。豚丹毒菌の細胞内侵入には、PECsへの付着とは異なるリガンド

/受容体を介した分子メカニズムの存在が推察される。 

本章の研究により、豚丹毒菌藤沢株は PCho 欠損変異株と比較し PECs への付着

性が高く、PCho残基は PECsへの付着に重要であることがわかった。しかし、他の病原細

菌と異なり、豚丹毒菌の PCho 残基と PAFR との直接作用による付着ではなく、CBPs で
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ある SpaAタンパク質を介することが明らかとなった。豚丹毒菌の宿主細胞への付着や侵入

に関して理解を深めるためには、様々な豚丹毒菌体表層のリガンドと宿主細胞の受容体に

よる分子メカニズムの解明が必要と考えられる。 
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要約 

 

急性型豚丹毒では全身の中小血管に血栓、菌塞栓や内皮傷害を伴う血管炎などの

血管病変が観察される。そのため、血管内皮細胞は豚丹毒菌の主要な標的細胞であると予

想される。病原細菌の菌体表層に存在する PCho 残基は、宿主の血管内皮細胞や上皮細胞

などに発現する血小板活性化因子受容体（PAFR）を認識して結合し、細胞への付着に関与

している。第二章で豚丹毒菌莢膜多糖は PCho で修飾されていること、および PCho 欠損

変異株の病原性が低下することが明らかとなった。このため本章では、PCho残基が豚丹毒

菌の血管内皮細胞への付着に果たす役割を明らかとするため、豚血管内皮細胞（PECs）を

用いて in vitroでの付着試験を行った。その結果、PCho欠損変異株は野生株と比較し PECs

への付着能が低下しており、PCho残基は PECsへの付着に重要であることが示された。し

かし、アンタゴニストによる付着阻害試験やPAFR過剰発現細胞に対する付着試験により、

豚丹毒菌の PECs への付着には PAFR を介していないことが示唆された。一方、豚丹毒菌

の SpaAタンパク質は PCho残基に結合するコリン結合タンパク質であり、SpaAタンパク

質に対する抗体により豚丹毒菌の PECs への付着が阻害された。これらの結果から、豚丹

毒菌 PCho 残基は PECs への付着に重要であることがわかった。しかし、他の病原細菌と

異なり、豚丹毒菌の PCho残基と PAFRとの直接作用による付着ではなく、SpaAタンパク

質を介することが明らかとなった。 
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図3-1. 豚丹毒菌の付着および付着阻害試験

（A）豚丹毒菌藤沢株とPCho欠損変異株のPECsおよびCOS-7細胞への付着試験。

各付着菌数は、藤沢株がPECsに付着した菌数に対する割合（平均値±標準偏差）で表し

た。異なる符号のついた値同士は統計学的に有意な差（p < 0.01）がある。

（B）抗PChoモノクローナル抗体（TEPC-15）による付着阻害実験。

各付着菌数は、正常マウス血清添加時の付着菌数に対する割合（平均値±標準偏差）で表
した。*, p < 0.01。
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clone 112

Control
マウス血清
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図3-2. PAFRアンタゴニスト（WEB-2086）による付着阻害試験

各付着菌数は、 PAFRアンタゴニストを含まない条件での付着菌数に対す
る割合（平均値±標準偏差）で表した。
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図3-3. PAFR過剰発現COS-7細胞への付着試験

（A）豚PAFR過剰発現COS-7細胞への藤沢株の付着。細胞の微分干渉像と抗

FLAGモノクローナル抗体（緑）および抗豚丹毒菌家兎血清（赤）を用いた免疫

蛍光染色像の重ね合わせ像。Scale bar = 10 µm。

（B）マウスおよび豚PAFR過剰発現細胞50個あたりの付着菌数（平均値±標準

偏差）。
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藤沢株 clone 100 clone 112

図3-4. 抗SpaAモノクローナル抗体を用いたイムノゴールド免疫電子顕微鏡観察

Scale bar = 200 nm。
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図3-5. 抗SpaA家兎血清による付着阻害試験
付着菌数は、正常家兎血清存在下での藤沢株の付着菌数に対する割合（平均

値±標準偏差）で表した。異なる符号のついた値同士は統計学的に有意な差
（p < 0.01）がみとめられた。

正常家兎血清

抗SpaA家兎血清
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プライマー名 配列

mouse PAFR_F 5'-CCCAAGCTTATGGAGCACAATGGCTCCTTT-3'

mouse PAFR_R 5'-CGGGATCCTTAATTTTTCAGCGACACAATA-3'

porcine PAFR_F 5'-CCCAAGCTTATGGAGCCAAATGATTCCTGG-3'

porcine PAFR_R 5'-CGGGATCCTTTTTGAGGGAATTGACAGGGA-3'

表3-1. PAFR遺伝子のクローニングに用いたプライマー

下線部は制限酵素部位
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第四章 

豚血管内皮細胞における 

豚丹毒菌 SpaA タンパク質に対する受容体の探索 

 

序論 

 

病原細菌の宿主細胞への付着は感染成立において最初の重要なステップである。

細菌の付着には、菌体表層の付着因子と宿主細胞上の受容体の結合が必要となる。細菌の

受容体への結合は、単に菌の細胞表面への定着だけでなく、受容体からのシグナル伝達に

よって誘導される菌の取り込み、免疫応答、炎症反応などを引き起こす[73]。また、付着因

子と受容体の特異的な結合は、その受容体を発現する特定の細胞種に対してのみ起こるの

で、細菌の細胞親和性、組織親和性を規定する決定的な要因となりうる。 

多くのグラム陰性菌と一部のグラム陽性菌では線毛が付着因子として重要な役割

を担っている[73]。また、多くの菌体表層タンパク質についても付着因子としての機能が報

告されている[73]。豚丹毒菌は線毛を欠いているため、主に表層タンパク質が付着因子とし

て働いていると考えられる。これまでに豚丹毒菌の付着因子として RspAおよび RspBが同

定されているが、これらはフィブロネクチンやコラーゲン typeⅠ、Ⅳといった細胞外基質

への付着に関与している[9]。しかし、豚丹毒菌の宿主細胞への付着に関わる因子は未だみ

つかっていない。 

CBPsは C末端側もしくは N末端側に約 20アミノ酸からなる GWモチーフのリ

ピート構造（コリン結合ドメイン）を有する一群のタンパク質である。コリン結合ドメイ

ンが菌体表層の PCho残基と結合することで、CBPsは菌体表層に局在する[62,63]。CBPs

は Staphylococcus aureus や Streptococcus spp. 、 Clostridium spp. 、 Listeria 
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monocytogenesなどのグラム陽性菌に広くみとめられる[53,74-76]。S. pneumoniaeは 10

～15種類の CBPsを有し、細胞壁の生理機能の維持、補体系への干渉、細胞への付着など

多彩な機能を担っている[53]。その中で、PspCは、宿主細胞上の polymeric Ig receptor（多

量体免疫グロブリンレセプター）を介して鼻咽頭上皮細胞への付着に関与することが知ら

れている[77]。 

豚丹毒菌 SpaAタンパク質は菌体表層に発現する主要防御抗原であり、C末端側に

GWモチーフを有する[64]。第三章の結果から、SpaAタンパク質は莢膜 PCho残基と結合

する CBPsであること、また、PECsへの付着に関与する付着因子であることがわかった。

また、藤沢株と PCho欠損変異株の Cos-7細胞への付着には差がなかったことから、PECs

上には SpaAタンパク質に対する特異的な受容体が存在すると考えられた。宿主細胞側の受

容体を特定することは豚丹毒菌の血管への親和性を理解するうえで非常に重要である。そ

こで本章では、プルダウン法によるタンパク質相互作用解析と LC-MS/MS法によるタンパ

ク質同定を行い、SpaAタンパク質に対する PECs上の受容体を探索した。 
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材料と方法 

 

1. リコンビナント SpaA（rSpaA）タンパク質の作製 

豚丹毒菌藤沢株のゲノムから表 4-1に示したプライマーを用いて spaA遺伝子配列

を増幅し、QIAexpress kit（Qiagen）の pQE-30プラスミドにクローニングした。このプ

ラスミドを E. coli M15株（Qiagen）に導入し、1 mMの IPTGを添加し一晩培養した。菌

を遠心回収後、10 mMイミダゾールを含むリン酸塩溶液（50 mM NaH2PO4、300 mM NaCl）

に浮遊した。菌浮遊液を氷中で超音波破砕し、遠心後上清を回収した。得られた上清から、

Ni-NTAアガロース（Qiagen）を用いたアフィニティクロマトグラフィーにより rSpaAタ

ンパク質を精製した。 

 

2. rSpaA吸着ビーズの作製 

精製した rSpaA タンパク質を UltraLink® Biosupport Medium（PIERCE 

Biotechnology、IL、USA）を用いて、ビーズ担体に吸着させた。ビーズと rSpaA タンパ

ク質を 0.6 Mクエン酸ナトリウム中で混合し、室温で 2時間、回転しながら反応させた。

遠心後上清を取り除き、3.0 Mエタノールアミンを加え 2時間反応させ、ビーズの未反応残

基を失活させた。遠心後、rSpaA吸着ビーズは 1.0 M 塩化ナトリウムで洗浄し、PBS中で

保存した。 

 

3. PECsからのタンパク質抽出 

PECs を DMEM-FCS 中で 75mm2フラスコに培養した。PBS で洗浄後、氷冷し

た 0.5 mM塩化マグネシウム、150 mM塩化ナトリウムを加えた Tris塩酸塩緩衝液（TBS）

中で細胞をスクレイパーにより回収した。遠心後、細胞ペレットを 200 mMの 1-O-n-オク

チル-β-D-グルコピラノシド（ナカライテスク、京都）および Protease inhibitor（complete 
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EDTA free；Roche）を加えた TBSで懸濁し、数分おきに撹拌しながら氷上で 40分間反応

させた。遠心後、上清を回収し、PECsからのタンパク質抽出液とした。 

 

4. プルダウン法 

 プルダウン法により rSpaAタンパク質と相互作用する PECsタンパク質を回収し

た。rSpaA吸着ビーズと PECsから抽出したタンパク質溶液とを混合し、4℃で一晩回転し

ながら反応させた。反応後のビーズをカラムに充填し、未反応液を回収した。TBS で洗浄

後、100 mMグリシン塩酸緩衝液（pH 2.5）で rSpAビーズと相互作用したタンパク質を溶

出した。透析により溶出液を PBS にバッファー交換し、AG ガム（第一工業製薬、京都）

を用いて約 1/5に濃縮した。 

 未反応液、洗浄液、溶出液に含まれるタンパク質を SDS-PAGE法で分離した。泳

動後のゲルは 2D-銀染色試薬Ⅱ（コスモバイオ、東京）を用いて銀染色した。また、ウエス

タンブロット法にて SpaAタンパク質の混入を確認した。SDS-PAGE法で溶出液を泳動後、

PVDF 膜（Immobilon-P；Millipore）に転写し、1%スキムミルク加 PBS でブロッキング

した。一次抗体として抗 SpaA家兎血清を、二次抗体として HRP標識抗ウサギ IgG + IgM 

+ IgA重鎖抗体（Zymed Laboratories）をそれぞれ室温で 60分間反応させ、洗浄後 DAB

溶液により可視化した。 

 

5. LC-MS/MSによるタンパク質の同定 

SDS-PAGE法で泳動したゲルからバンドを切り出し、LC-MS/MS解析によりタン

パク質の同定を行った。目的のタンパク質を含むサンプルを trypsinによりペプチド断片に

消化し、それを逆相高速液体クロマトグラフィー（Paradigm MS2；Michrom BioResoueces、

CA、USA）により分離、濃縮し、質量分析計（Q-Tof2；Waters Micromass、MA、USA）

で検出した。質量分析計により得られた質量およびアルゴンガスとの衝突で得られたフラ
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グメントイオンのスペクトルをデータベース検索（Mascot Server；Matrix Science、MA、

USA）し、サンプルに含まれるタンパク質を同定した。 

 

6. 豚丹毒菌感染における PECsアクチン線維の動態解析 

チャンバースライド上に PECs をコンフルエントの状態まで培養し、5.0×105 

cfu/wellの藤沢株、PCho欠損変異株 clone 100または clone 112を DMEM-FCSに懸濁し

感染させた。感染後 1時間および 4時間に細胞を洗浄し、4%パラホルムアルデヒドで 4℃

10 分間固定した。付着した豚丹毒菌は一次抗体として抗豚丹毒菌家兎血清、二次抗体とし

て Alexa Fluor® 546標識抗ウサギ IgG（Invitrogen）をそれぞれ 37℃で 60分間反応させ

染色した。PECsのアクチン線維は Alexa Fluor® 488標識 phalloidin（Invitrogen）を用

いて室温で 20 分間染色した。染色標本は共焦点レーザー顕微鏡（TCS-SP5；Leica）を用

いて観察した。 
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結果 

 

1. PECsタンパク質と rSpaAビーズとの相互作用 

PECs から抽出したタンパク質溶液から、rSpaA と相互作用するタンパク質をプ

ルダウン法により溶出した。溶出液をSDS-PAGEで展開し銀染色を行った結果、約 80 kDa、

約 45 kDaの位置に明瞭な 2本のバンドが確認された（図 4-1A : 矢印）。抗 SpaA家兎血清

によるウエスタンブロット法により、80 kDa付近のバンドはビーズから脱落した SpaAタ

ンパク質であることを確認した（図 4-1B）。 

 

2. LC-MS/MS法によるタンパク質の同定 

45 kDa付近のバンドをゲルから切り出し、LC-MS/MS法によりバンドに含まれる

タンパク質の同定を試みた。サンプルに含まれるタンパク質をペプチドに分解し、

LC-MS/MS 分析で得られたすべてのペプチドのプロダクトイオン測定データを MASCOT

サーバーを用いてNCBInrのデータベースから検索した。その結果、有意なスコア（p < 0.05; 

スコア > 57）を示す豚のタンパク質 2種類（cytoskeletal beta actin, partial; β-アクチン、

および Y box binding protein 1; YB-1）が同定された（図 2）。 

 

3. 豚丹毒菌感染における PECsアクチン線維の動態解析 

プルダウン法による相互作用解析によって SpaA タンパク質がアクチン結合タン

パク質であることが示唆されたため、豚丹毒菌が感染した PECs のアクチン線維を可視化

することで、その動態を調べた。その結果、藤沢株および表層に SpaAを欠く PCho欠損変

異株が付着した PECsでアクチン線維の走行や構造には変化はみられなかった（図 4-3）。 
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考察 

 

第三章の結果から、豚丹毒菌の菌体表層分子である SpaA タンパク質は PECs へ

の付着に関与する付着因子であることがわかった。これを受けて、本章では SpaAタンパク

質が結合する PECs側の受容体の同定を試みた。プルダウン法により rSpaAタンパク質と

相互作用する PECs のタンパク質を回収し、LC-MS/MS 法により解析した結果、β-アクチ

ンと YB-1の二種類の候補タンパク質が同定された。 

YB-1は細胞質内、核内に局在し、DNAやmRNA、および様々なたんぱく質と結

合し、mRNA の転写、翻訳の制御や細胞増殖や分化など多様な細胞内プロセスに関与する

[78]。また、β-アクチンは細胞質内に局在し、細胞骨格の一つであるアクチン線維を構成す

るタンパク質で、全ての細胞に広く分布する。しかし、今回検出された YB-1は、質量分析

で検出したペプチドの coverage率が低く、また、この蛋白質はアクチンと親和性を示す[78]

ことから、SpaAタンパク質と相互作用する PECsタンパク質として YB-1の役割は少ない

と考えられた。今回の実験では SpaAタンパク質と結合する PECsタンパク質としてβ-アク

チンが検出されたが、アクチン線維は、通常、細胞表面には存在しないことから、β-アクチ

ンが PECs上の SpaAタンパク質と結合する受容体であるとは考えにくい。 

本章で豚丹毒菌の付着に関わる PECs 細胞膜上の受容体を同定することができな

かった要因として、SpaAタンパク質に対する受容体が糖鎖である可能性がある。糖鎖は糖

脂質、糖タンパク質の残基として細胞表層に多量に存在しており、E. coli、Streptococcus 

spp.、Pseudomonas spp.、Neisseria spp.など様々な細菌が糖鎖を受容体として粘膜上皮細

胞と結合することが知られている[79]。さらに、これまでに、豚丹毒菌が産生するノイラミ

ニダーゼが血管内皮細胞への付着に重要であるとの報告[6]もあり、SpaAタンパク質はノイ

ラミニダーゼによって脱シアル酸処理された糖鎖を認識する可能性も考えられた。加えて

SpaAタンパク質は他のタンパク質と複合体を形成し、PECsへの付着に間接的に関与して
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いる可能性なども考えられる。今後、豚丹毒菌の付着因子とその受容体を探索するに当た

り、SpaA以外の CBPsである CbpA、CbpBを含む他の表層タンパク質に関して、より詳

細な解析が必要と考えられる。 

本章で得られた結果から、豚丹毒菌 SpaAタンパク質はアクチン結合タンパク質で

ある可能性が示唆された。アクチン線維は種々の細菌の細胞接着、細胞内への侵入、細胞

内での移動に関与することが知られている。例えば、Salmonella spp.はⅢ型分泌装置によ

って細胞内に様々なエフェクターを注入し、アクチン骨格の再構成を誘導して細胞内に侵

入する[80,81]。また、Listeria monocytogenesは菌体後方の一極にアクチンを重合させ、

それを足場に細胞内を移動する[82]。腸管病原性大腸菌は腸上皮細胞膜下にアクチン線維が

集合した台状突起形成を誘導、菌体を細胞と密着させる[83]。これらの細菌と同様、豚丹毒

菌の SpaA タンパク質が宿主細胞のアクチン線維に作用して感染を促進させる可能性があ

る。しかし本章の実験においては、豚丹毒菌を感染させた PECsのアクチン線維には、SpaA

タンパク質の有無にかかわらず、付着した菌体周囲に集合するなどの変化はみられなかっ

た。このため、豚丹毒菌の PECs への付着にアクチン線維は無関係と考えられた。第三章

および本章の実験で、豚丹毒菌が PECs の細胞質に積極的に侵入することを確認できなか

った。しかし、豚丹毒菌の病原性として食細胞内寄生性が重要であることが報告されてお

り[7]、また野外例では豚丹毒菌の血管内皮細胞内への侵入が観察されている[1]ので、SpaA

タンパク質とアクチン線維との相互作用が豚丹毒菌の宿主細胞内での生残性や動態に関与

している可能性はある。SpaAタンパク質のアクチン線維に対する結合の意義は今後の研究

課題である。 
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要約 

 

病原細菌の宿主細胞への付着は感染における重要なステップであり、付着因子と

宿主細胞上の受容体の特異的な結合は、細菌の組織親和性を規定する。第三章で豚血管内

皮細胞（PECs）への付着に関与する因子であることが確認された SpaAタンパク質に関し

て、PECs側の受容体を特定することは、豚丹毒菌の血管親和性を理解するうえで非常に重

要である。本章では、プルダウン法によってリコンビナント SpaAタンパク質と相互作用し

た PECs タンパク質を回収し、LC-MS/MS 法による同定を行った。その結果、SpaA タン

パクと相互作用するタンパク質としてβ-アクチンと Y Box binding protein 1を得た。しか

し、どちらのタンパク質も細胞質内に局在するため SpaAタンパク質の受容体ではないと考

えられた。また、種々の病原細菌は宿主細胞のアクチン線維を細胞への感染に利用してい

るが、豚丹毒菌が付着した PECs のアクチン線維に変化がみとめられなかったため、豚丹

毒菌の PECsへの付着にはアクチン線維の重合は無関係と考えられた。 
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114 kDa

84 kDa

47 kDa

31 kDa

25 kDa

A B

図4-1. プルダウン法によるタンパク質相互作用解析
A SDS-PAGE法。銀染色。
B 溶出液の抗SpaA家兎血清によるウエスタンブロット解析。
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タンパク質名 NCBInr ID 分子量 (kDa) スコア Coverage率

cytoskeletal beta actin gi|45269029 44.763 925 50%

1 AETASTPPAQ APRPCRSAFA AGLHRYQFAM DDDIAALVVD NGSGMCKAGF
51 AGDDAPRAVF PSIVGRPRHQ GVMVGMGQKD SYVGDEAQSK RGILTLKYPI
101 EHGIVTNWDD MEKIWHHTFY NELRVAPEEH PVLLTEAPLN PKANREKMTQ
151 IMFETFNTPA MYVAIQAVLS LYASGRTTGI VMDSGDGVTH TVPIYEGYAL
201 PHAILRLDLA GRDLTDYLMK ILTERGYSFT TTAEREIVRD IKEKLCYVAL
251 DFEQEMATAA SSSSLEKSYE LPDGQVITIG NERFRCPEAL FQPSFLGMES
301 CGIHETTFNS IMKCDVDIRK DLYANTVLSG GTTMYPGIAD RMQKEITALA
351 PSTMKIKIIA PPERKYSVWI GGSILASLST FQQMWISKQE YDESGPSIVH
401 RKCF

Y box binding protein 1 gi|354549569 25.258 66 8%

1 GGDKKVIATK VLGTVKWFNV RNGYGFINRN DTKEDVFVHQ TAIKKNNPRK
51 YLRSVGDGET VEFDVVEGEK GAEAANVTGP GGVPVQGSKY AADRNHYRRY
101 PRRRGPPRNY QQNYQNSESG EKNEGSESAP EGQAQQRRPY RRRRFPPYYM
151 RRPYGRRPQY SNPPVQGEVM EGADNQGAGE QGRPVRQNVY RGYRPRFRRG
201 PPRQRQPRED GNEEDKENQG

図4-2. LC-MS/MS解析によって検出されたペプチドに関するMASCOT検索結果
有意スコア（> 57）が得られた豚のタンパク質。赤字は検出されたペプチド配列。
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図4-3. 豚丹毒菌が感染したPECsのアクチン線維
アクチン線維（緑）、豚丹毒菌（赤）。Scale bar = 20 µm。

非感染コントロール

藤沢株藤沢株藤沢株藤沢株 clone100 clone112

感染後

1時間

感染後

4時間
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プライマー名 配列

BamH1-spaA_F 5‘-CGGGATCCGATTCGACAGATATTTCTGTGA-3'

Hind3-spaA_R 5‘-CCCAAGCTTCTATTTTAAACTTCCATCGTT-3'

表4-1. SpaA遺伝子のクローニングに用いたプライマー

下線部は制限酵素部位
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総括総括総括総括 

 

本研究は、豚丹毒菌の豚体内への侵入経路の解明と組織親和性、特に血管に対す

る親和性を規定する分子機構の解明を目的とし、豚丹毒菌感染豚の病理学的解析および豚

丹毒菌体表層の付着因子を遺伝学的、生化学的、細菌学的に検討し、以下のような成果を

得た。 

第一章では、豚丹毒菌の豚体内への侵入経路に関する検索を行った。豚丹毒菌は

扁桃に常在する傾向にあり、また、経口的に感染させるとすみやかに扁桃などの粘膜関連

リンパ組織に移行する。これらのことから、豚丹毒菌の侵入門戸として扁桃に着目し、無

菌子豚を用いた感染実験を実施し、口蓋帆扁桃を病理組織学的に検索した。その結果、扁

桃組織から多数の菌が、また、血液や関節液からも少数の菌が分離された。このことから

豚丹毒菌は扁桃に定着し、一部の菌は全身に移行することが明らかとなった。組織学的に

は、扁桃陰窩腔内に多数の菌が観察され、一部の菌は陰窩上皮内や実質のマクロファージ

内に散見された。豚のパイエル板M細胞のマーカーである CK 18に対するモノクローナル

抗体を用いた免疫組織化学的解析により、扁桃陰窩上皮には CK 18陽性細胞が散在するこ

とがわかった。さらに、二重蛍光染色により CK 18陽性細胞内に豚丹毒菌抗原が確認され

た。透過型電子顕微鏡観察の結果、菌体を細胞質に含む上皮細胞と、その直下で菌を受け

取るマクロファージが観察されたが、同上皮細胞には微絨毛や microfold などの M 細胞の

特徴はみとめられなかった。これらの結果から、扁桃陰窩腔が豚丹毒菌の持続感染の場で

あり、扁桃陰窩上皮に存在する CK 18陽性細胞が豚丹毒菌の侵入門戸となることが明らか

となった。 

第二章では、豚丹毒菌の宿主細胞に対する新たな付着因子として PCho に着目し

て検索を行った。PCho は様々な細菌の菌体表層構造物を修飾する病原因子であり、PCho

残基の生合成には lic遺伝子群が関与している。豚丹毒菌藤沢株のゲノム解析により、豚丹
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毒菌の lic遺伝子群は莢膜多糖合成に関連する cps遺伝子群の直下流にタンデムに存在する

ことがわかった。このことから豚丹毒菌の菌体表層において PCho と莢膜多糖の生合成が

関連することが予想された。そのため、豚丹毒菌莢膜多糖と PCho に関して、遺伝学的、

生化学的解析を行った。その結果、cps遺伝子群と lic遺伝子群はオペロンを形成していた。

精製した豚丹毒菌莢膜多糖は抗 PCho 抗体と反応する抗原を含んでおり、ゲノム解析から

予想された通り、豚丹毒菌莢膜多糖は PChoにより修飾されていることが明らかとなった。

さらに、lic 遺伝子領域へのトランスポゾン挿入によって PCho 欠損変異株を作製すること

ができた。このことから、PChoは豚丹毒菌の生存には必須ではないことがわかった。また、

PCho 欠損変異株では、SDS-PAGE による莢膜多糖抗原の移動度に変化がみとめられたた

め、PChoは莢膜多糖の構造維持に関与することが示唆された。さらに、PCho欠損変異株

はマウスおよび豚に対する病原性が大きく低下していた。これらの結果から、豚丹毒菌の

莢膜多糖は PChoで修飾されており、PCho残基は豚丹毒菌の病原性に重要であることが明

らかとなった。 

第三章では、豚丹毒菌莢膜多糖の PCho 残基の病原性発現機序として、血管内皮

細胞への付着を検討した。急性型豚丹毒では全身の中小血管に血栓、菌塞栓、内皮傷害を

伴う血管炎などの血管病変が観察される。そのため、血管内皮細胞は豚丹毒菌の主要な標

的細胞であると予想される。病原細菌の菌体表層に存在する PCho 残基は、宿主の血管内

皮細胞や上皮細胞などに発現するPAFRを認識して結合し、細胞への付着に関与している。

第二章で豚丹毒菌莢膜多糖は PCho で修飾されていること、および PCho 欠損変異株の病

原性が低下することが明らかとなった。PCho残基が豚丹毒菌の血管内皮細胞への付着に果

たす役割を明らかにするため、PECsを用いて in vitroでの付着試験を行った。その結果、

PCho欠損変異株は野生株と比較し PECsへの付着能が低下しており、PCho残基は PECs

への付着に重要であることが示された。しかし、アンタゴニストによる付着阻害試験や

PAFR 過剰発現細胞を用いた付着試験の結果から、豚丹毒菌の PECs への付着には PAFR
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を介していないことが示唆された。一方、豚丹毒菌の SpaAタンパク質は PCho残基に結合

するコリン結合タンパク質であり、抗 SpaA タンパク質抗体処理により豚丹毒菌の PECs

への付着が阻害された。これらの結果から、豚丹毒菌の PECs への付着は、他の病原細菌

とは異なり、PCho残基と PAFRとの直接作用による付着ではなく、SpaAタンパク質を介

することが明らかとなった。 

第四章では、豚丹毒菌 SpaAタンパク質と結合する PECs上の受容体を探索した。

病原細菌の宿主細胞への付着は感染において重要なステップであり、付着因子と宿主細胞

上の受容体の特異的な結合は、細菌の組織親和性を規定する。第三章で PECs への付着に

関与する付着因子であることがわかった SpaAタンパク質に関して、PECs側の受容体を特

定することは豚丹毒菌の血管への親和性を理解するうえで非常に重要となる。プルダウン

法によってリコンビナント SpaA タンパク質と相互作用を示した PECs タンパク質を回収

し、LC-MS/MS 法による同定を行った。その結果、SpaA タンパクと相互作用するタンパ

ク質としてβ-アクチンと Y Box binding protein 1を得た。しかし、どちらのタンパク質も

細胞質内に局在するため SpaAタンパク質の受容体ではないと考えられた。また、種々の病

原細菌は宿主細胞のアクチン線維を細胞への感染に利用しているが、豚丹毒菌が付着した

PECsではアクチン線維に変化がみとめられなかったことから、豚丹毒菌の PECsへの付着

にはアクチン線維の重合は無関係と考えられた。 

以上の結果より、豚丹毒菌の体内への侵入経路として、扁桃陰窩上皮に存在する

CK 18 陽性細胞が侵入門戸となること、および豚丹毒菌莢膜多糖は PCho で修飾されてお

り、PCho残基は CBPsである SpaAタンパク質を介して豚丹毒菌の血管内皮細胞への付着

に関与していることが明らかとなった。本研究では豚丹毒菌の血管内皮細胞への親和性を

規定する宿主側の因子を明らかにすることはできなかったが、本研究で得られた一連の知

見は、豚丹毒菌の感染経路や病原性に関わる詳細な分子機序解明の一助となると思われた。 
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