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研究要旨： 

多様な血清群で構成される赤痢菌のすべてに効果を示すワクチンは実用化されていない。分

担者は、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３種類の赤痢菌に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。こ

れまで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、病原遺伝子の一部を欠損させ弱毒化し

たものである。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は宿主の免疫から逃

れていることが考えられる。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

病原性発現調節に抑制的な役割を果たしてい

ることを報告してきた。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

が野生型よりも増大し、通常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、TTSS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

rpoSやrpoEというシグマ因子の発現に必須で



 

あり、赤痢菌以外のサルモネラ、コレラ、レ

ジオネラではhfq欠損株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

ストレス条件下で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

様に動物実験では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、

この病原蛋白の発現量が増加しながら、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

原量が多いためワクチン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

価することは難しい。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

モルモットの腸管でも赤痢を発症させること

ができることが示された[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、良好な結果が得られた。

今年度はワクチンの弱毒化の評価と、他の血

清型の赤痢菌に対する効果、論理的背景を明

らかにするため、血清中の赤痢菌に対する抗

体の検出を試みた。 

 

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。動物実験はNICEDの動物実験

施設のP２A区画で飼育、感染実験を行った。  

感染実験はモルモットの結索した大腸ルー

プに１x 109個の菌を接種し、６時間、２４時

間後に組織をゲンタマイシン-PBSで洗浄し、

ホモジェネートした組織をプレートに撒いて

コロニー数をカウントした。 

乳飲みマウスモデルは６週令の母マウスを

１x 107個の菌で１週おきに計４回経口免疫し

35日−40日後に交尾させ、56日−61日後に乳飲

み子マウスに１x 109個のS.flexneri Type 3a, 

S.flexneri Type 6,S.boydii Type 4を経口投

与し症状を観察した。 

 ウエスタンブロット：ワクチンで免疫した

モルモット血清を57℃30分加熱で非働化し、

１％ホルマリンで固定した大腸菌株BL21で２

回吸収処理した後、1000倍で使用した。ブロ

ットはS.sonneiの野生型、invE、spa-ipa 

(TTSS全領域)、virG (icsA)、icsP欠損株を１

０％ゲルで泳動した。 

（倫理面への配慮）他に代替手段のない動物

実験は動物愛護に配慮し、苦痛軽減のため全

てケタミン・キシラジンで麻酔を行い、動物

の固定は最小限にとどめた。感染動物に対し

ては人道的エンドポイントを設定した。 

  

C. 研究結果    

  

  Hfq変異による弱毒化の効果を観察するた

め、野生型とワクチン候補株をモルモットの

結索した大腸に投与した。24時間後の観察で

は、ワクチン投与部位に炎症と血性の液体貯

留は見られず(図１A)、上皮の顕微鏡観察でも

組織の正常な腺管構造が保たれていた(図１



 

B)。組織への菌の侵入は6時間後ではワクチン

株の方が高く、24時間後では野生型の方が高

い傾向が見られた(図１C)。これはワクチン株

の方が早く組織に侵入するがその後の増殖が

進まないことを示唆する。 

 多種類の血清型に対する効果を観察するた

め、乳飲みマウスモデルを用いて３種類の血

清型の赤痢菌に対する効果を判定した。その

結 果 S.flexneri ６ 型 に 対 し て 80 ％ 、

S.flexneri３a型に対して75％、S.boydii４型

に対して75％の効果が認められた（表１）。こ

れは異種の血清型で母マウスを免疫し、その

母乳の免疫グロブリンで間接的に仔マウスを

防御する系であることを考えると、高い値を

とっていると考えられ、赤痢菌群に対する共

通な免疫グロブリンが誘導されていることを

示唆した。 

 免疫後の血清で菌体の凝集反応を調べると、

免疫に用いた S.flexneriに2aは凝集し、

S.sonneiに対しては凝集能がない。ところが、

S.sonneiと血清を混ぜたものを加温したとこ

ろ、補体系の作用で菌体が破壊された(図３)。

この結果は菌体を破壊する補体複合体をリク

ルートする抗体が存在することを強く示唆し

ている。 

 そのため、免疫血清を用いて赤痢菌蛋白に

対するウエスタンブロットを行った。もとも

と血清にはグラム陰性菌に対する非特異的な

抗体が多く存在するため、大腸菌実験室株

BL21で吸収を行い、免疫前血清でシグナルが

完全に消失するのを確認した。 

 この条件では免疫後血清でも４本のバンド

のみが検出された。このうち２本のバンドは

病原性のマスターレギュレーターであるinvE

の欠損株で消失することから、赤痢菌特異的

な病原蛋白と考えられた。40ｋDa付近のバン

ドはspa-ipa (TTSS全領域)欠損株で消失する

ことからIpaBと考えられ、95kDaのバンドはサ

イズからSenA蛋白の可能性が高く、どちらも

外膜蛋白ではなく、分泌されるエフェクター

蛋白であることが報告されている(図４)。 

 抗体が菌体に結合し補体の働きで破壊され

ることを考えると、菌の外膜蛋白に対する抗

体の存在が予想されるが、ウエスタンブロッ

トでは、抗原量が少なく測定感度以下であり、

外膜抗原は高感度の免疫蛍光顕微鏡で検出す

る必要があると考えられた。 

  

Ｄ．考察 

 大腸ループのマクロな観察ではワクチン株

は病原性をほとんど示さないように見えた。

一方、組織から回収した菌のカウントではワ

クチン株は感染初期に野生型よりも高い効率

で組織に侵入していることが示された。これ

は炎症が軽いにも関わらず、効果が見られる

ワクチン株の免疫提示に役立っていると考え

られた。 

 乳飲みマウスモデルでは、異なる3種類の血

清群の赤痢菌に対して75−80％の効果を認め

た。乳飲みマウスモデルは母体から授乳を介

した間接的な免疫作用を観察するため、この

値が、十分に高いか、不完全と見なすかは、

腸管感染モデルでの効果がすでに示されてい

るSd1並びに、S.sonneiの観察も平行して行う

必要があると考えられる。  

 血清による菌体の破壊は菌表面の外膜蛋白

に対する抗体の存在を強く示唆した。

Protective antigenの存在を示すために行っ

たウエスタンブロットでは病原蛋白のバンド

は２つしか存在せず、そのどちらもが分泌型

の蛋白であることが予想された。これはウエ

スタンブロットではProtective antigenが測



 

定感度以下、もしくはSDSによる変性状態では

血清中の抗体に反応しないことを示唆してい

る。 

 そのため、抗モルモット蛍光抗体を用いた

菌体の免疫染色を行う予定である。具体的に

は病原蛋白を発現しないS.sonneiのinvE欠損

株で一般的な細菌の外膜蛋白を吸収する。ま

た、具体的にどの蛋白に対する抗体が出来て

いるか調べるため、S.sonneiのIII型分泌装置

遺伝子群、 virGならびにicsP遺伝子の欠損株

で吸収した血清を用いてこれらの外膜蛋白に

対する抗体が出来ていることを証明する予定

である。これまでの結果から、少なくとも

S.sonneiでは複数の膜蛋白に対する抗体が検

出されており、血清型の壁を超えた抗体が産

生されている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の欠損変異株の効果を判定し

た。過去に行われた角結膜炎・腸管感染モデ

ルと同様にhfq欠損株は乳飲みマウスモデル

で、母乳免疫を誘導し血清型が異なる3種類の

赤痢菌に対して有意なワクチン効果を示した。

また、モルモットの腸管ループモデルでも病

原性が減弱していることが示された。ワクチ

ン効果の論理的背景を明らかにするため、赤

痢菌外膜蛋白に対する抗体を検出する系を作

製した。 

 

 

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） 
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3月26-28日タワーホール船堀：Bacterial 

cytoskeleton RodZ and virulence gene 

expression of Shigella type III secretion 
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