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研究要旨： 

毒素蛋白を免疫源としたトキソイドを除いて、多様な血清型で構成される病原菌群に共通に

効果を示すワクチンは実用化されていない。分担者は基礎的な研究から、赤痢菌群に共通する病

原蛋白の発現が増加する一方、ストレス応答の低下により病原性が低下する変異体を分離した。

これが血清型を超えた防御効果を示すユニバーサル・ワクチンとして利用できないか調べるため、

アジアの感染症担当研究機関とのラボラトリーネットワークを活用し、モルモットの腸管感染モ

デルを初めて開発したインド国立コレラ・腸管感染症研究所との共同研究を行った。S.flexneri

で作製したワクチン候補株は、病原性が高度に減少する一方、血清型が異なる強毒株である志賀

菌(S.dysenteriae type 1)並びに現在の流行株である S.sonnei に対し明確な防御効果が認めら

れた。 

 

A.研究目的 

細菌性赤痢は東南アジアを中心に年間９

千万人近くが罹患し、小児を中心に約４０万

人が犠牲になっていると推定されている。赤

痢に対して、種々のワクチン候補が開発され、

トライアルが行なわれている。これらのワク

チン株は赤痢菌に代謝系の変異を導入して弱

毒化したものか、赤痢菌の病原遺伝子を欠損

させ弱毒化したものである。一般的な細菌に

対するワクチンと同様にワクチン株と同じ血

清型の菌には防御効果は認められるものの、

血清型が異なる赤痢菌に対しては無効で、汎

赤痢菌群に有効なワクチンは開発されていな

い[1]。 

その理由として抗原性の高い血清型特異的

な表面抗原に対する抗体価は上昇するが、赤

痢菌群に共通な病原蛋白抗原は宿主の免疫か

ら逃れている機構が考えられる。ワクチン開

発という側面から赤痢菌の病原性発現機構の

基礎的な解析は重要であり、分担者は細菌の

RNA結合蛋白として知られているHfqが赤痢菌

の病原性発現調節に重要な役割を果たしてい

ることを報告した。赤痢菌でhfq遺伝子の欠損

株を作製したところ、その病原性に必須な

Type III Secretion system (TTSS)の発現が

脱抑制され、TTSSが発現しない低温や低浸透

圧の条件でもその発現が起こることが分かっ

た。また、通常TTSSが発現する高温(37℃)で

はその発現が増大することで、HeLa細胞に対

する侵入性が野生型の5〜30倍以上に増加す

ることが示された[2]。 

一方、Hfqは細菌のストレス応答に関わる遺

伝子群の転写因子であるrpoSやrpoEというシ

グマ因子の発現に必須であり、赤痢菌以外の



 

病原細菌であるサルモネラ、コレラ、レジオ

ネラのhfq欠損株では動物に対する病原性が

低下することが報告されている。これは病原

性よりもストレス条件下の生存性が低下して

いることが原因と考えられ、赤痢菌のhfq欠損

株も同様に動物実験における病原性が低下し

ていた[2]。逆にワクチンとしての利用を考え

るならば、病原蛋白の発現量が増加するにも

関わらず、生存性が低下しているhfq欠損株は、

貧食細胞で殺菌されやすく、免疫担当細胞に

提示される抗原量が多いため、生ワクチンと

して効果が高い可能性がある。 

分担者はこれまで、S.flexneri血清型２a

のhfq欠損株を用いてS.sonneiに対するワク

チン効果をモルモットの角結膜炎モデルで評

価し有意な防御能を認めた。一方、感染の場

が腸管である赤痢菌に対して眼球の感染で評

価することは困難であった。赤痢菌はこれま

で、腸管感染の動物実験系が確立していなか

ったが、近年、胃酸を抑制し、盲腸を結索す

ることでモルモット腸管でも赤痢を発症させ

ることができる[3]。当研究ではこの方法を開

発したインド国立コレラ・腸管感染症研究所

(NICED)のDr. Koleyらと共同で実験を行い、

S.sonneiのみならず、志賀毒素遺伝子を持ち

毒性が強い志賀菌(S.dysenteriae Type 1, 以

下Sd1と表記)に対する効果を調べた。 

 

B.研究方法 

ワクチン候補株とコントロールの野生型株

は、細菌第一部よりインド国立コレラ腸管感

染症研究所(NICED)に分与した。実験に先立っ

て、NICEDの実験動物倫理審査委員会の審査を

受け承認された。実験はNICEDの動物実験施設

のP２A区画で飼育、感染実験を行った。  

 経口免疫系の再実験として３群計１８匹の

６週齢モルモットに、ワクチン候補株である

S.flexneri 2aのhfq欠損変異株を１×107個

（６頭）、コントロールとしてS.flexneri 2a

の野生型１×106個（６頭）、およびPBS（６頭）

を１週間隔で計4回、経口カテーテル下で胃に

投与した(図1)。免疫終了後、開腹下で結腸に

Sd1株１×109個を投与したのち、閉腹し48時

間症状を観察した。 

 

C. 研究結果    

 これまで行った予備実験では野生型菌を用

いたコントロール群に１×107個の野生型菌

を経口投与したところ、全頭が赤痢症状で死

亡したためオーバードーズと考えられた。今

年度に行った再実験では野生型株は10％に減

量し１×106個の投与とし、ワクチン候補株は

これまで通り１×107個を１週間隔で計4回、

経口カテーテル下で胃に投与した(図１)。 

 Hfq変異による弱毒化は初回免疫時のバイ

タルサインに明確に現れた。今回は野生型投

与群に死亡例は無かったが炎症反応を伴う下

痢が激しく、39.5℃付近の体温上昇と10％近

い体重の減少が観察された。対照的にワクチ

ン投与群は野生型菌の10倍の菌量が投与され

ているにも関わらず実質的に無症状であった

(図２)。 

 初回免疫後ワクチン株接種群は有意な症状

を示さなかったが血清中のtotal IgGは４週

目までに野生型投与群と同レベルまで誘導さ

れた。またワクチン投与群では液性免疫の誘

導を示すインターフェロンγが免疫期間にわ

たって増加しており、有効に免疫が誘導され

ている可能性が示唆された(図３)。 

 免疫終了後、開腹下で結腸にSd1株１×109

個を注入したのち、閉腹し48時間症状を観察

した。 PBS投与群は６頭すべてが血性下痢を



 

発症し48時間以内に死亡した。ワクチン投与

群は６頭中１頭（16％）が水様性下痢を発症

したが、血性下痢と比較して症状は非常に軽

微であり、死亡例はなかった。野生型投与群

も同様に６頭中２頭（33％）が水様性下痢を

発症し死亡例はなかった（表１）。 

 感染後3日間定量した便中の菌量はPBS投与

群と比較して免疫群では1000倍以上少なく、

期間を通じて減少傾向であった。大腸組織へ

のコロナイゼーションも免疫群が有意に少な

く、その中でもワクチン投与群方が菌量が少

ない結果が得られた（図４）。 

 感染後の大腸の組織像はPBS投与群では上

皮構造が破壊され、血性下痢に伴う赤血球が

粘膜筋板付近まで認められた。ワクチン及び

野生型投与群は正常であったが上皮細胞の液

包の発達が目立ち水様下痢に伴う粘液分泌の

増加が予想された（未掲載）。 

  

Ｄ．考察 

 平成24年度に新たに送付したワクチン株は

その保存・分離方法を徹底したため、その後

の実験では安定した効果を示した。今年度は

最終的な実験として経口での免疫効果を観察

した。  

 初回免疫時の観察ではワクチン株は１０倍

量での免疫でも症状を起こさないこと、体

温・体重の推移からも、明らかにhfq変異によ

って病原性が減弱していることが示された。

また、今年度は血清中のサイトカインの測定

を積極的に行い、血中IgGとIFN-γの推移から

免疫群、特にワクチン接種株で有効に免疫が

獲得されていることが示された。 

 結果的に経口でのワクチネーションでも血

清型が異なる志賀菌Sd1に対しても同様なワ

クチン効果があることが示された。 

 これまでの結果から、少なくとも臨床的に

重要なSd1と現在での流行株であるS.sonnei

に関してこのワクチンは血清型の壁を超えた

免疫を誘導するポテンシャルが高い可能性を

示している。  

 

Ｅ．結論 

汎赤痢菌群に効果があるワクチンの候補

として、赤痢菌の病原性発現に関わるRNA結合

蛋白遺伝子hfqの欠損変異株を用いて、モルモ

ットで効果を判定した。過去に行われた角結

膜炎モデルと同様にhfq欠損株は免疫時の症

状が軽く、全身的な免疫を誘導し血清型が異

なる志賀菌Sd1に対してワクチン効果が再現

された。 

 

Ｆ．健康危機情報 

緊急性をもって報告すべき内容は特になし。 

 

Ｇ．研究発表（発表誌名巻号・頁・発行年等） 

１.論文発表 なし 

２.学会発表  

○Mitobe J, Yamamoto S, Watanabe H, and 

Ohnishi M.第86回日本細菌学会総会 2013年

3 月 18-20 日 幕 張 メ ッ セ ： Bacterial 

cytoskeleton RodZ and virulence gene 

expression of Shigella type III secretion 

system. 

 

○Mitobe J, Yamamoto S, and Yanagihara I 

2013 June.4-8 3rd Conference on regulating 

with RNA in bacteria. Wurzburg, Germany. : 

Multimer formation of bacterial 

cytoskeletal protein RodZ.   
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表１ 

Immunogen Challenged 

Strain 

Number 

of animal 

Water 

diarrhea 

Bloody 

diarrhea 

% of 

death 

Control 1 

PBS 

 

Sd1 

 

6 

0% 

(0/6) 

100% 

(6/6) 

100% 

(6/6) 

VACCINE 

 

 

Sd1 

 

6 

16% 

(1/6) 

0% 

(0/6) 

0% 

(0/6) 

Control 2 

Wild-type 

 

Sd1 

 

6 

33% 

(2/6) 

0% 

(0/6) 

0% 

(0/6) 
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