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はじめに
　鳥型結核菌の一亜種であるMycobacterium avium 
subsp. paratuberculosis（ヨーネ菌）の経口感染による
ヨーネ病は反芻獣の慢性消化器感染症である。牛のヨー
ネ病は法定伝染病の中でも現在最も発生数が多く，年間
約 800 頭以上が摘発淘汰されている。ヨーネ病は潜伏期
間が長く，無症状にもかかわらず排菌する個体も多く，
増体率の低下や搾乳量の低下等による経済的損失は極め
て大きい。しかし，本病の感染・発症機構に関しては不
明な点が多く，ヨーネ菌抗原に対する宿主免疫応答は僅
かな知見しか得られていないのが現状である。牛を用い
たヨーネ菌実験感染は本来の宿主における免疫応答や病
態の解明には必須であるが，牛における本病の潜伏期間

　牛を用いたヨーネ菌実験感染は本来の宿主における免疫応答や病態の解明に必須であ
るが，長い潜伏期間のため研究遂行には長時間を必要とする。そこで，適切な実験小動
物を用いたヨーネ菌の実験感染系の確立と，その実験系を用いた本菌の感染・排菌機構，
本菌に対する宿主免疫応答の解析を試みた。抗酸菌をモルモット腹腔内接種すると 1日
以内に菌は十二指腸に集まり，接種 1日後から排菌が認められ，菌の動態を組織学的に
立証することができた。また，ヨーネ菌腹腔内接種 2か月後のモルモット十二指腸は
肥厚しており，粘膜固有層に顕著な炎症性細胞浸潤が認められ，肉芽腫性病変の形成も
確認された。さらに，ヨーネ菌接種モルモットの十二指腸における発現遺伝子について
DNAマイクロアレイを用いて網羅的に解析したところ，Regenerating islet-derived 3 
gamma などいくつかのヨーネ菌感染に対する宿主病変で特徴的に発現亢進及び低下し
ている遺伝子がみつかった。このように，ヨーネ菌感染の特徴を示唆する病理組織学的，
細菌学的，分子生物学的所見が得られ，個体レベルでの発病機構解明に繋がることが期
待される。
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写真 1. モルモット十二指腸　HE染色 Bar=200μm
左：抗酸菌接種（粘膜固有層の細胞浸潤による肥厚）
右：菌非接種

写真 2. 十二指腸の凍結切片を用いた蛍光顕微鏡観察像 
DAPI 染色　Bar=200μm
矢印：蛍光発色ヨーネ菌
左上側：漿膜側　　右下側：粘膜側
DAPI 染色で細胞核が青く染まり，粘膜固有層に蛍光発
色したヨーネ菌が認められた。図 1. ヨーネ菌接種モルモット腸管における生菌数

は 6か月から数年であり，研究遂行には長時間を必要と
する。そこで，牛に代わる適切な実験小動物を用いたヨー
ネ菌の実験感染系の確立と，その実験系を用いた本菌の
感染・免疫機構の個体レベルでの詳細な解析はヨーネ病
の発病機構の解明の観点から有用な研究戦略と考えられ
る。これまで，実験小動物としてマウス・ラットが用い
られることが多かったが，我々は様々な抗酸菌をモルモッ
トの腹腔内に接種したところ，菌接種 1-2 日後から糞便
中に大量に排菌される現象を見出した。そこで，モルモッ
トを用いたヨーネ菌の実験感染系を確立し，ヨーネ菌の
感染・排菌機構，発病機構，並びに本菌に対する宿主免
疫応答の解析を試みた。さらに，ヨーネ菌以外の抗酸菌
をモルモットに接種した時の宿主反応や免疫応答をヨー
ネ菌感染時のそれらと比較解析することにより，ヨーネ
菌感染の特徴を明らかにした。

方　　法
1） 接種菌の体内動態を探るため，蛍光色素Calcein-AM
で染色したヨーネ菌及び鳥型結核菌の生菌，あるいは
Propidium iodide（PI）で染色した死菌を 108 CFU/ 匹，
8週齢モルモット 3匹ずつ腹腔内接種 1日後剖検し，腸
管を十二指腸から約 15cm間隔で 10 箇所採材し，凍結
切片上の蛍光発色菌を確認する蛍光顕微鏡検査，病理組

織学的検査，抗酸菌共通遺伝子hsp 65 をターゲットとし
た遺伝子検査，及び菌分離培養を行った。
2） ヨーネ菌を 108 CFU/ 匹，4週齢モルモット 3匹ずつ
腹腔内接種 2か月後に剖検し，腸管材料の病理学的検査，
遺伝子検査，菌分離を行った。病変の強い接種 2か月後
の十二指腸について電子顕微鏡観察を実施した。
3） ヨーネ菌以外の抗酸菌（Mycobacterium avium 
subsp. avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. 
bovis  BCG）によるモルモット接種試験を実施し，ヨー
ネ菌接種時と比較検討した。
4）ヨーネ菌を腹腔内接種 2か月後及び菌未接種のモル
モット腸管での遺伝子発現をモルモット遺伝子マイクロ
アレイにより網羅的に解析した。

結　　果
1） 腹腔内接種１日後の体内動態
　ヨーネ菌をモルモット腹腔内に接種 1日後，ヨーネ菌
接種群は菌非接種群と比較して，十二指腸の粘膜固有層
にリンパ球や単球の著しい浸潤による肥厚が認められた
（写真 1）。腸管 10箇所における菌分離及び遺伝子検査で
は，十二指腸において最も多く，結腸末端部及び直腸で
も菌が検出された（図 1）。凍結切片上では，腸管のうち
特に十二指腸に蛍光染色された生菌が多数認められた（写
真 2）。これらと比較して空腸や回腸での菌量及び菌検出
頻度は低い傾向であった。腸管において検出された菌は
生菌接種群の方が死菌接種群より有意に多かった。また，
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写真 3. 十二指腸粘膜固有層における肉芽腫性病変
HE染色　Bar=200μm
マクロファージや形質細胞の集簇と多核巨細胞（矢印）
が認められた。

図 2. 各種抗酸菌接種モルモット腸管臓器の抗酸菌DNA
量比較

鳥型結核菌はヨーネ菌に比べて有意に多い菌数が分離培
養された。

2） 腹腔内接種 2か月後の病態
　臓器の菌量及び菌検出頻度は低下し，接種 2か月後に
はほとんど菌は検出されなくなった。接種 2か月後の病
理学的検査の結果，好酸球，形質細胞，マクロファージ
など炎症性細胞浸潤の顕著な十二指腸粘膜固有層に，複
数の細胞が融合した合胞体巨細胞や多核細胞も認められ，
肉芽腫性病変を形成していた（写真 3）。

3） ヨーネ菌以外の抗酸菌接種による病態との比較
　接種１日後，十二指腸で高頻度に菌分離・検出される
ことは共通であったが，ヨーネ菌接種群は抗酸菌接種群
の中で検出される菌量が少ない傾向にあった（図 2）。
　一方，接種 2か月後では，ヨーネ菌接種群において
最も腸管粘膜の肥厚が顕著に認められた。腸管粘膜固有
層の病理学的病変を比較すると，ヨーネ菌と鳥型結核菌
（M. avium subsp. avium）接種群で，粘膜固有層の炎症
性細胞浸潤による腸管肥厚は十二指腸から回盲部まで強
いが，それ以外の抗酸菌接種群（M. intracellulare , M. 
scrofulaceum, M. bovis  BCG）では，十二指腸に限局し
ていた。

4） 腹腔内接種 2か月後の十二指腸における発現遺伝子
の解析

　DNA マイクロアレイを用いて，最も病変の強い
十二指腸における遺伝子発現解析の結果，ヨーネ菌接

種と菌非接種のモルモット十二指腸を比較すると，全
15,679 遺伝子のうち，シグナルの比率が 8倍以上の亢
進は 2 遺伝子（Regenerating islet-derived 3 gamma, 
Ectonucleoside troiphosphate diphosphohydrolase6），
低下は 2遺伝子（Prostate stem cell antigen precursor, 
Cathepsin E precursor （EC 3.4.23.34）），4倍以上の亢
進は 17遺伝子，低下は 11遺伝子あり，中にはケモカイ
ンの遺伝子も含まれていた。

考　　察
　マウス，ラット，ウサギなど小動物を用いたヨーネ菌
感染実験は多数報告されているが，免疫応答が牛とは異
なる点も指摘されている。今回用いたモルモットは，結
核感染に対して高い感受性を示すこと，病理組織がヒト
のそれと類似することからヒト結核のモデル小動物と
して長年に渡り利用されてきた 1)。さらに我々は，ヨー
ネ菌接種モルモットは，ヨーネ菌抗原刺激により，サ
イトカインのうちインターロイキン 10 の産生が特異的
である実験データを得ている 4)。インターロイキン 10
は，鳥型結核菌と比べてヨーネ菌感染では発現が増強す
ると言われている 7)。今回，モルモット腹腔内に接種さ
れた抗酸菌は１日内に腸管，特に十二指腸で多数検出さ
れ，十二指腸に集まる菌の動態を組織学的に立証するこ
とができた。牛の腹腔内接種試験においても，経口感染
よりかなり早期に排菌してくるという実験データがある
6)。しかし，腹腔に入った菌の大部分は，まず腹腔マクロ
ファージにより大網でトラップされるが，菌がどのよう
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にして腸管まで到達するかは知られていない。十二指腸
に菌が多数検出されたことは，腹腔内への菌接種により，
腹腔マクロファージが接種菌を貪食後，脈管系を通して
十二指腸，あるいは結腸や直腸に移動した可能性も否定
できない。以上から，腹腔内に接種された抗酸菌は短時
間の中に腸管の上端及び下端に運ばれ，それらの部位か
ら体外へ排菌される可能性が示唆された。ヨーネ菌と他
の抗酸菌，生菌と死菌で排菌量に差が認められたが，マ
クロファージによる抗酸菌の貪食機構や腸管からの排菌
機構について今後さらに解析する必要がある。
　抗酸菌の腹腔内接種により短時間で十二指腸に炎症
反応が惹起され，組織に菌が認められなくなった接種
2 か月後でも，炎症反応は継続していた。十二指腸粘
膜固有層の炎症性細胞浸潤は，M. intracellulare，M. 
scrofulaceum 及びM. bovis  BCG接種群において，十二
指腸に限局していた。これに対し，ヨーネ菌接種群及び
遺伝子レベルでヨーネ菌と極めて高い相同性を有する鳥
型結核菌接種群において，十二指腸のみならず空回腸に
もその細胞浸潤は認められた。また，小腸粘膜固有層の
肥厚はヨーネ菌接種群で最も顕著であった。これらの現
象は各抗酸菌種の共通のあるいは異なる感染性，抗原性，
免疫原性によって誘起される宿主応答と考えられる。
　またヨーネ菌腹腔内接種 2か月後には，病変の顕著な
十二指腸粘膜固有層に肉芽腫性病変が形成されており，
腸管の病変形成部位が牛ヨーネ病と異なるのは，動物種
あるいは接種方法によるものと思われる。
　さらに，ヨーネ菌感染による宿主免疫応答の特徴を詳
細に調べるため，DNAマイクロアレイを用いて十二指腸
における遺伝子発現を網羅的に調べた結果，ヨーネ菌接
種十二指腸で特徴的に発現が亢進あるいは低下している
遺伝子の候補が見つかった。近年，DNAマイクロアレイ
を用いたヨーネ菌遺伝子及び宿主側遺伝子の発現解析が
進められている。様々な感染動物種から分離された鳥型
結核菌群の遺伝子発現解析の報告 5) や，ヨーネ菌感染マ
クロファージの遺伝子発現 3) やヨーネ菌感染牛腸管にお
けるサイトカインプロファイルなどの報告 2) はいくつか
あるが，ヨーネ菌感染機構を特徴づける宿主の遺伝子に
関する知見は乏しい。今回，感染宿主病変において全遺
伝子を網羅的に解析することで，新たな宿主側の病原性
や菌の生存に関係する分子や，病態形成に必須の役割を
担う分子などが同定される可能性がある。
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　The aims of this study are to establish a small animal model for the study of Mycobacterium avium subsp.  
paratuberculosis  (MAP) infection, and to elucidate the mechanism of infection and fecal shedding of MAP, 
instead of a time consuming bovine experimental model.  Guinea pigs were inoculated intraperitoneally with 
diff erent species or subspecies of mycobacterium in order to characterize MAP infection.  We have found that the 
inoculated organisms aggregate in the duodenum, and are excreted into feces within 24 hours after inoculation.  
Because it has been reported that the aggregation of macrophages in the tip of intestinal villi of guinea pigs, the 
macrophages ingested organisms seems to be involved in this in vivo  dynamics of inoculated mycobacterium.  
Furthermore, thickening of the duodenum caused by infi ltration with marked infl ammatory cells and granulomas 
in the lamina propria mucosa have been observed after two months in guinea pig infected with MAP.  Besides, 
exhaustive analysis of diff erentially expressed genes in the duodenum from infected and non-infected guinea pigs 
was performed by DNA microarray, and found Regenerating islet-derived 3 gamma which is one of the unique 
host gene expression characteristic for MAP infection.  These histpathological, bacteriological and molecular 
biological results may be useful for understanding mycobacterium infections including MAP.

Summary

Immunological and pathological analyses of Mycobacterium avium 
subspecies paratuberculosis  infection in guinea pigs
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