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域 DR1DR2 を欠失させて作出した遺伝子改変株 2336: Δ
DR1DR2 の定着性や肺炎起病性を比較し，IbpA の病原因
子としての重要度の評価を試みた。さらに，DR1DR2 遺
伝子改変株の弱毒生ワクチンへの応用の可能性を考え， 
2336:ΔDR1DR2株の生菌接種に対して防御免疫が誘導さ
れるか否かの解析を行った。

研究の概要

1. マウス接種試験による 2336: Δ DR1DR2 株の病原
性および免疫付与能の評価

　ibpA 遺伝子改変株 2336: Δ DR1DR2 およびその親株で
ある野生株 2336 をマウスに経鼻接種し，病原性や定着性
の比較と免疫付与能の解析を行うことにより，牛感染試
験のための予備的な情報を得るとともに，H. somni 感染モ
デルとしてのマウス利用の可能性を検討した。

1）2336: Δ DR1DR2 株および野生株のマウスにおける呼

吸器定着性の比較

　マウス（ICR，メス，6 ～ 10 週齢）に 2336: Δ DR1DR2
株および 2336 株の生菌懸濁液（1.0 ～ 2.0 × 109CFU/15
μl）を麻酔下で鼻腔内に接種した。接種直後，5 時間後
および 24 時間後にそれぞれ，肺および気管を無菌的に採
材・ホモジナイズ後に希釈培養して，呼吸器内に生残して
いる菌の数を測定した。
　一群 6 匹で 3 ～ 4 回の試験を行った結果，いずれの菌株
も速やかに排除され，接種直後の分離菌数を 100% とした
場合，5 時間後の菌数は 2336 株が 24.3 ± 4.3%，2336: Δ
DR1DR2株が26.8±8.9%であり，24時間後には2336株が
0.0035 ± 0.0017％，2336: Δ DR1DR2 株 0.0058 ± 0.0023%
に減少し，両株間に有意差は認められなかった。また，24
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背景と目的

　Histophilus somni は牛に髄膜脳脊髄炎や肺炎等の様々
な疾病を引き起こす病原細菌として知られている。本菌
の病原因子や発病機構については長らく未解明であった
が，我々は本菌が産生する菌体表面蛋白質のひとつ，高分
子量免疫グロブリン結合蛋白質 immunoglobulin binding 
protein A（IbpA）が，マクロファージ・単球系細胞の貪
食機能を阻害することを，ibpA 遺伝子のほぼ全領域を欠
失させた遺伝子改変株 2336.A1 を用いた実験により見出
した 1）。さらに，この作用は IbpA によるマクロファージ・
単球の細胞骨格形成障害に起因し，また IbpA 内に存在
する二つのダイレクトリピート DR1DR2 領域がその責任
領域であることを，ibpA 遺伝子の一部を欠失させた種々
の改変株および組み換え蛋白質を用いた細胞接種試験に
よって明らかにした 2）。マクロファージ・単球は感染防御
の初期段階で大きな役割を果たす免疫細胞であり，その
機能を抑制し得る IbpA はH. somni の感染成立に関わる
きわめて重要な病原因子であると考えられる。また，本菌
の関与する疾病は日和見・複合感染症としての発生も多
く，こうした病態にも本菌のマクロファージ抑制作用に
よる易感染化が関与している可能性がある。これらの可
能性を明らかにするためには，in vitro の実験に加え，生
体内での IbpA の働きを知るための動物接種による比較
試験が必須となる。そこで本研究では，感染モデル動物と
してのマウス，および本来の宿主である牛を用いて，肺
炎由来の野生株 2336 および 2336 株から貪食抑制機能領
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時間，48 時間後の肺と気管の病理組織学的検査では，い
ずれの群でも化膿性気管支肺炎が認められた。炎症の主
体は好中球で，マクロファージの浸潤は軽度から中程度

（24 時間より 48 時間で増加），免疫染色で好中球・マクロ
ファージともに細胞質内にH. somni 抗原が認められた。
菌の定着性と同様，病理組織学的にも群による顕著な違
いは認められなかった。

2）2336: Δ DR1DR2 株によるマウスへの免疫付与能の

評価

　2336: Δ DR1DR2 株，2336.A1 株および 2336 株を麻酔
下のマウスに鼻腔内接種（1.0 ～ 2.0 × 109CFU/15μl）し
て免疫し，14 日後に 2336 株（1.0 ～ 2.0 × 109CFU/15μl）
を同様に接種して攻撃した。その後、上記 1）と同様に呼
吸器内に生残していた菌数を測定した。
　鼻腔内免疫マウスの肺および気管に生残していた攻撃
菌株の菌数は，攻撃 5 時間後では非免疫群のそれより少な
い傾向にあり，攻撃直後の分離菌数を 100% とした場合，
2336 株免疫マウスで 17.2 ± 8.5%，2336: Δ DR1DR2 株免
疫で 13.5 ± 5.8%，2336A.1 株免疫で 11.8 ± 2.5%，非免疫
で 24.3 ± 5.7% であったが，有意な差異は認められなかっ
た。また、攻撃 24 時間後のそれは 2336 株免疫で 0.00024
±0.00079%，2336:ΔDR1DR2株免疫0.00092±0.00077%，
2336A.1 株免疫で 0.0038 ± 0.0037%，非免疫で 0.0035 ±
0.0018% であり，2336 株および 2336: Δ DR1DR2 株で免
疫したマウスは 2336.A1 株で免疫したマウスより菌がよ
り排除されている傾向にあったが，有意差は認められな
かった。

2. 牛接種試験による 2336: Δ DR1DR2 株の病原性お
よび免疫付与能の評価

　宿主動物である牛を用いた 2336: Δ DR1DR2 および
2336 株による呼吸器への感染実験を行い，それぞれの株
における病原性の比較と免疫付与能の解析を行った。

1）2336: Δ DR1DR2 株および野生株の牛における病原性

の比較

　麻酔下の牛（ホルスタイン，オス，2 ヶ月齢，各群 5 頭）
にファイバースコープを用いて 2336: Δ DR1DR2 株また
は 2336 株 2 × 108CFU を左肺前葉後部気管支内に接種し
た。接種後 7 日間、臨床症状（体温，呼吸数，発咳，全
身状態等をスコア化）を観察して、7 日目に剖検し，肺全
体に占める肉眼的肺炎病変部の割合および，各肺葉にお
ける分離菌数を測定した。その結果，2336: Δ DR1DR2 株

接種牛では 2336 株接種牛よりも臨床病状が明らかに軽減
していた。また，肺全体に占める肉眼的肺炎病変の割合
も，2336: Δ DR1DR2 株接種牛では 2336 株接種牛より低
かった。肺からの分離菌数は個体間のばらつきが大きく，
両株間で有意差は認められなかったが，2336: Δ DR1DR2
株接種牛からの分離菌数は 2336 株接種牛よりもやや少な
く，肺内で菌が広がりにくい傾向にあった。これらのこと
から，2336: Δ DR1DR2 株は 2336 株よりも病原性が低下
していることが示唆された。

2）2336: Δ DR1DR2 株による牛への免疫付与能の評価

　2336:ΔDR1DR2株を牛の気管支内に1回（2×108CFU）
または鼻腔内に 2 回（1 回目：1 × 109CFU，2 回目 =13
日後：5 × 109CFU），各 1 頭に接種し，その後の 2336 株
全菌体抗原に対する血中IgG抗体の推移をELISA法で測
定した。また，最初の免疫から 5 週間後に 2336 株（2 ×
108CFU）を左肺前葉後部気管支内に攻撃接種し，7 日後に
剖検して上記1）と同様に評価を行った。2336:ΔDR1DR2
株を肺葉気管支内接種した牛の 2336 株全菌体抗原に対す
る血清 IgG 抗体価（OD 値）は，接種前の 0.11 から接種 2
週間後で 0.25，3 ～ 4 週間後では 0.36 ～ 0.37 に上昇した。
また鼻腔内接種牛でも接種前の 0.18 から接種 2 週間後で
は抗体上昇は認められなかったものの、接種 3 ～ 4 週間
後では 0.35 ～ 0.38 に達しており，鼻腔内への菌投与でも
気管支内投与と同等の IgG 抗体産生が確認された（図 1）。
攻撃後の臨床スコアおよび肺病変面積は鼻腔内免疫牛よ
りも気管支内免疫牛で低く抑えられたが，今回は各処置
一頭ずつの結果であるため，頭数を増やしての解析が必
要と判断された。

図 1.  2336: Δ DR1DR2 株接種牛における抗H. somni 血
中 IgG 抗体の推移
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残された課題

　マウスを用いた実験では，呼吸器への定着性を菌のク
リアランスで比較しようと試みた。しかしながら，マウ
ス肺からのH. somni の排除は非常に早く，マウスを感染
モデル動物として確立するためには採材時間や接種菌量
等について，さらに適した条件を検討する必要があると
考えられた。本研究の実験条件下では，マクロファージ
機能を抑制しない 2336: Δ DR1DR2 株の方が 2336 株より
早く排除されるのではないかとの仮説に反し，両株間に
有意差は認めらなかった。病理組織学的検索の結果から
も，感染初期に働くマクロファージ以外の免疫機構，特に
好中球による菌の排除が影響しているのではないかと推
察されている。培養細胞を用いたin vitro の実験では，牛
だけでなくマウス由来のマクロファージ系株化細胞でも
IbpAの細胞骨格傷害作用による貪食抑制が確認されてい
るが，生体内でも同様の作用があるのかについては，マク
ロファージだけでなく好中球に対する同様の作用の有無
も含めて，今後検討が必要と考える。
　IbpA には DR1DR2 領域以外にも防御免疫誘導能を有
する領域が同定されており 3）4）5），2336: Δ DR1DR2 株で
はこの領域は保存されていることから，IbpA のほぼ全域
を欠失した 2336.A1 株よりも高い防御免疫誘導能を持つ
ことが考えられる。本研究では明確にそれを示すデータ
が得られたとは言えないが，生菌免疫マウスにおける攻
撃菌の定着性比較においては，有意な差異ではないもの
の，2336.A1 株よりも 2336: Δ DR1DR2 株による免疫マウ
スの方が 24 時間後の生残菌数が少なく，2336 株による免
疫時に近い傾向を示しており，引き続き検討すべき内容
であるものと考えられた。
　これらの結果から本研究では，経気道接種後，呼吸器へ
の生残など、マウスをH. somni の感染モデル動物として
用いるにあたっての予備的なデータは得られたものの，
十分な実験条件の確立にまでは至らなかった。今後，他の
実験用小動物の利用も考慮に入れ，実験モデル動物作成
を目指し検討をしていきたい。
　一方，牛を用いた実験では，IbpA の貪食抑制機能領域
DR1DR2 の欠失により，H. somni の呼吸器への病原性を
低下させることが可能であることが明らかとなった。こ
のことから，DR1DR2 領域は牛体内においてH. somni
の病原因子のひとつとして機能していることが示唆され
た。
　今後の展開としては，弱毒化した 2336: Δ DR1DR2 株
をワクチン株に応用することが考えられるが，そのため
には，さらに実験条件や評価項目を検討し，有効な防御

免疫付与能の実証が必要となる。前述の通り，IbpA には
DR1DR2 領域以外にも防御免疫誘導能を有する領域があ
り，組換え IbpA フラグメントの投与によって，牛にH. 
somni に対する免疫防御能を付与できることが確認され
ている 3）4）5）。今回，牛を用いた免疫試験では，抗体応答
は認められたものの，野生株での攻撃に対する防御効果
については十分なデータが得られておらず，誘導された
抗体の認識する抗原の解析等も含め，更なるデータの蓄
積が必要である。
　Histophilus somni による疾病は，急性経過での死亡例
が多い髄膜脳脊髄炎や混合感染により重篤化若しくは長
期化する肺炎など，大きな経済的損失を招くものである
ため，予防対策が重要視されている。そのため現在，不活
化ワクチンが使用されているが，死亡に至るような重篤
な副反応の報告もあり，また当該ワクチンは筋肉内投与
のため本菌の侵入門戸である粘膜面への免疫誘導は難し
く，感染自体の防御は期待できない。より高い防御効果を
付与しつつも副反応のリスクが低減された新たなワクチ
ン開発を考えるならば，簡便な経鼻投与で粘膜免疫を誘
導可能な弱毒生ワクチンの開発が渇望される。本研究の
結果をもとに，今後も有効な弱毒生ワクチン株の作出を
目指す予定である。
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