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諸礼

　距7∫吻如属菌は、腸内細菌科に属するグラム陰性、通性嫌気性の

桿菌で、ヒト、動物および環境由来の挽ア5肋如は、現在14菌種に分

類されている［121，173，174，178］。そのうち、ヒトと動物に病原性を有す

るのは、ペストの原因となるyθr5ゴ所oρε5”5、食中毒起因菌として知ら

れているK8雇e70co1〃’cαおよび肝臓や脾臓に結核結節に類似した

病変を形成することから、仮性結核菌ともいわれている｝㌃

p∫ε〃40’励θr側103’3の3菌種がある。後二者は、ペストとは区分されて

病原性γθ7∫’所αと呼ばれており、ヒトや動物に急性腸管感染症を引き

起こす人獣共通感染症の原因となる［106］。また、両者による感染症

は、総称してエルシニア症と呼ばれている［155］。幽幽とも腸内細菌科

に属しながら、至適発育温度は28℃付近で、4℃以下でも発育可能

な低温発育性を有する病原菌として知られている［102］。

　rθ雇θ70001〃加αは、通常0抗原による血清型別がなされ、現在

51の0血清群に分けられており、このうちヒトに病原性を示すのは03、

04／32、05／27、08、09、013a、013b、O18、020および021の9血

清群が知られている。この中でも特に03、05／27、08および09は、ヒト

や動物からの検出頻度が高く、代表的な病原性血清群とされている

［44，97，155］。03、05／27および09は世界的に広く分布が報告されて

いるのに対し、08は近年までほぼ北米に限局して分布が報告され、北

米でのみ分離される病原性血清型の04／32、013a、013b、O18、

020、021とともに“American　strains”と呼ばれている［92，155］。しかし、
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1989年忌、日本で捕獲されたノネズミの糞便から分離されて以来、散

発的に08によるヒトの感染例が報告されており［71，80，81，151］、さらに

最近では、ヨーロッパでもヒトの感染例が報告されている［145，157］。08

は、03、05／27および09に比べると病原性が強く、マウスに実験的に

経口感染させると、その他の血清型では不顕性感染するだけであるが、

08ではほぼ100％近い個体が敗血症を起こし死亡するといわれている

［27，119，156】。一方、rρ∫ε〃40’〃6θrc配05’∫は、1～15群の血清群

に群別され、そのうち1、2、4および5群はさらに数晶群に分けられてお

り、現在までのところ、21の血清群が知られている［55，197］。このうち1

～6、10および15群が病原性を有するとされている。ヨーロッパでは、1a

および3回分離頻度が高いのに対して、日本では多様な血清型が分

離されており、ヒトからは4b、5aおよび5bが、動物では1b、2b、3、4b、

5a、5b、6などが分離されている［45，l17，197］。

　ヒトが病原性rε75切如に感染すると、一般的には発熱、下痢および

腹痛などの胃腸炎症状を示すが、病原性｝㌃θ配e70co1〃’oαのうち、

最も強毒な血清型である08やrρ∫碑40’〃わθro〃10∫’5による感染症

では、胃腸炎に留まらず、敗血症のような全身症状を示すことも珍しく

ない［44，45］。しかし、ヒトの感染例では両菌種とも多彩な臨床症状を

示し、年齢や患者の基礎的疾患の有無などの要因により異なることが

知られており、一般的に幼児や老人などの免疫が不十分な患者では

感受性が高く、症状や病変が重篤になる傾向にある［88】。小児では

急性胃腸炎になることが多いが、年齢が上昇するにつれて腸間膜リン

パ節炎や回腸末端炎などの回盲部に限局した病変を呈するようにな
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る［186，188］。その他、発疹、関節炎、急性腎不全などの原因となるこ

とがある［54，196］。動物では感染宿主域が非常に広く、家畜、愛玩

動物および野生動物にまでおよび、種類としては哺乳類から鳥類や爬

虫類と広域で、現在までに延べ110種類以上の動物種から分離され

ている［54，59，103，116，159】。しかし、動物では多くが不顕性感染で、

発症例は比較的少ない［l17］。ヒトおよび動物の感染例では、糞便と

ともに環境中に排泄された菌が食物や飲み水を汚染し、これを介して

経口感染することが多い［51，63，179］。家畜では、ブタから高率に病原

性γθ75ゴη如が分離され、代表的な保菌動物として知られている

【38，46］。1983年から1984年にかけての、全国の食肉衛生検査所で

の9423頭の腸内容物を調査した研究では、rθη’ε70co1’∫∫cαは

ll．8％の陽性率であり、rρ5επ40砲δθrcμ1’∫’5も約2％の割合で検出

されている［117］。ブタは両菌に感染してもほとんど臨床症状を示さずに

不顕性感染を示し、感染後42日間、糞便中への排菌が持続するこ

とが報告されている［53】。その他、ヒツジとヤギも病原性γθr5’所αを保

菌することがあり、発症例も散発的に報告されている

［140，158，168－170］。また、ヒツジとウシでは、馬面による死流産の報告

もみられる［30，31，65，89，110，136，209】。愛玩動物では、イヌとネコが両

菌を糞便中に排泄することが知られており、イヌで6～8％、ネコでは1～

3％の割合で分離され、ネコの糞便が環境水や土壌を汚染した例も報

告されている［15，43，48，52，116，196，211］。野生動物では、アカネズミ

やヒメネズミ、ヤチネズミなどのノネズミやドブネズミ、クマネズミなどのげっ

歯類の保菌率は、調査に差はあるが3～35．2％の割合で両面が高率
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に分離されており、自然界における病原性γε7∫三二属菌の主要な保

菌動物として知られている［47，49，50，51，71，82，215］。その他の野生動

物では、分離頻度はいずれの調査でも5％未満と低いが、サル類、シカ、

イノシシ、ノウサギなど多くの動物種から分離されている［44，45，198］。

我が国では、タヌキNアC’θアε観θ5ρ70Cン0η0∫4θ∫の保有率が高く、

Fukushimaらの調査では164頭中23頭（14．0％）からr

p∫θμ40’励θア。〃10∫’∫が分離されており、自然界の重要な保菌動物で

あることが報告されている［47，50］。また、欧米諸国では、鳥類が野生

げっ歯類と並んでyθア3’η如属菌の代表的な保菌動物とされており、ヨ

ーロッパでは野菜や水を汚染してヒトへの感染源となることが報告され

ている［18，78，98，99，111，117］。しかし、我が国では、野鳥からγe75加’α

属菌が分離されることは少なく［117］、アオジE〃2δ8酉zα3ρ040cε助α1α、

バクセキレイMo’αc∫〃αα乃α1〃gεη∫からそれぞれ5．3％、1．4％の割合

でrρ5θ〃40’〃加70〃105’5が分離された例［62】や、カルガモオηα∫

ρoεdlo7乃．yηc肋からのrθ〃’θ70001∫∫∫cα05／27の分離例（検出率

1．2％）、カモメLα耀5sp．からしρ5θ〃40吻δθrc〃105’5が分離された例

（1．3％）［94］、動物園で捕獲されたカラスCo7v〃3　sp．から4．8％の割合

でrρ3θ〃40吻δθrc〃10∫∫∫が分離された報告例［135］など少数があるの

みである。また、飼育下烏類におけるエルシニア症による死亡例も少数

報告されている［68，69，153］。

　rθ7∫’η’αの病原因子としては、約45メガダルトン（Md）の病原性プ

ラスミドDNAにコードされているものと、染色体DNAにコードされている

ものがあるが、その病原性は特に病原性プラスミドに規定されており、病
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原性プラスミドの自然脱落とともに病原性は失われる［33，44，45］。現

在までに明らかになっている病原因子として、病原性プラスミド上では、

腸管上皮細胞への付着、マクロファージの食作用の阻害と食細胞内

での殺菌作用に対する抵抗性などに関与すると考えられている菌体

外膜タンパク質であるYadA（rε7∫’η如Adhesin　A）［35，36］、詳細な作

用は未だ不明な部分が多いが、少なくとも11種類のアoρ遺伝子によ

り生成、分泌され、マクロファージによる食食作用の抑制などに関与す

るYops（yεr∫’η’αOuter　Membrane　Proteins）［32，101］、Yopsの産生

やプロセッシング、排泄に関与するYsc（Yop　secretion）［34］、Yopsの

産生を調整するタンパク質であるLcr（10w　calcium　response）［175］な

どがある。一方、染色体DNAにコードされているものとしては、宿主上

皮細胞への接着と侵入に関与する菌体外膜タンパク質である

Invasin［22】やAi1（Attachment　invasion　locus）［13］、病原性との関

係は詳しく調べられていないが、補体や白血球の活性を阻害すること

が知られているLPS（lipopolysaccharide）［ll］などがある。染色体

DNA上には、これらの他にもrθη’e70co〃”cα08では、鉄と親和性

の高い菌体外膜タンパクの産生性をコードする遺伝子を保有している

ことが知られており、08同様マウスに対して強い病原性をもつLρθ∫∫’∫

と｝孔ρ5θ〃40砲加70〃105ゴ5にも存在することが知られているが、病原性

の弱い03、05／27および09にはみられない［24］。また、r

ρ3θ〃40’〃δθ7c〃10∫’5の一部の菌株は、T細胞の過剰活性化やサイト

カインの過剰産生を誘導するスーパー抗原である｝乙

ρ∫θ〃40∫励87c〃10∫∫∫一derived　Mitogen（YPM）を産生することが知られ
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ている［3，201］。このような多数の病原因子の発現が、様々に調節、制

御され、病原性を発揮すると考えられている。さらに、いくつかの病原因

子の発現調節機構は、温度、pH、Ca2＋の存在などによって調節され

ており、プラスミド性の病原因子は、37℃で発現するが、25℃では発現

しない［44，45，152］。

　動物ではほとんどの種類は不顕性感染するが、サル類は例外的に

感受性が高く、特に欧米と日本で多くの集団発生が報告されている

［7，12，16，17，19，23，28，39，42，70，75，90，91，100，109，112，118，120，126，14

1－143，148，154，164，184，202，204，205，208】。感受性を示す種類は極め

て多岐にわたり、雨滴類のキツネザル類［17］やショウガラゴ（Gα1αgo

5θηθgα1εη5’∫）［28，112］から、広鼻猿類（新世界ザル）

［7，12，16，23，39，141，142，154，184，204］や狭鼻猿類（旧世界ザル）

［19，75，91，109，118，120，126，142，148，164］、さらには、類人猿（テナガザ

ル、チンパンジー）［70，126，202］など、多くのサル類が病原性rθ75’η’α

に対して感受性を有しており、特に我が国では、｝㌃

ρ3θπ40’励θ7c〃10∫細による感染致死例が、様々な種類の飼育下サル

類に多発している［42，70，75，91，100，l18，126，154，202，204］。また、多く

は動物園での発生であるが、アメリカの霊長類研究センターや大学の

繁殖施設でもエルシニア症が流行し、問題となったことがある

［7，19，23，148，164，184］。動物園などの飼育施設では、エルシニア症の

集団発生により、短期間のうちに複数の種ならびに多数の個体が死

亡することがあるため、ときにサル類飼育個体群の維持が困難になるこ

とが問題となっている。しかし、サル類のエルシニア症に関する報告は、

6



単一の飼育施設を対象とした報告や症例報告に留まっており、従来、

動物展示施設において、死亡個体の詳細な病理学的および微生物

学的な検索が不十分なため、サル類のエルシニア症の病態および発

生状況の把握が進んでおらず、適切な対策が立てられていないのが現

状である。

　動物園などで飼育されているサル類は希少な動物種が多く含まれ、

霊長類のすべての種は、「絶滅のおそれのある野生動植物の種の国

際取引に関する条約（ワシントン条約）：CITES」の付属書1または■

にリストアップされており、保護対象となっている。また、国際自然保護

連合（IUCN）内の種保存委員会（SSC）のPrimate　specialist　group

の報告によると、634種類の種または亜種のうち、303種類（47．8％）が

絶滅危惧種に指定されている［123］。さらに我が国では、「感染症の予

防及び感染症の患者に対する医療に関する法律」により、2000年以

降、サル類の輸入は原則禁止となり、2005年7月からは、厚生労働

大臣および農林水産大臣が指定した試験研究機関または動物園の

みに輸入が制限され、輸入可能地域も米国、中国、インドネシア、フィ

リピン、ベトナム、スリナム、ガイアナ、カンボジアの8力国に限定されてい

る［124］。以上のように、サル類は物理的、経済的さらには法的にも入

手が困難なことが多いことから、サル類のエルシニア症の発生予防は、

動物飼育施設における飼育管理上の喫緊の課題となっている。さらに、

エルシニア症は人獣共通感染症であることから、飼育下サル類におけ

るエルシニア症の発生予防対策を図ることは、公衆衛生上の観点から
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も重要な問題であるが、依然として適切な対策が確立されていないの

が現状である。

　本研究では、我が国のサル類飼育施設におけるエルシニア症の発

生予防対策を図る研究の一環として、飼育施設におけるサル類のエ

ルシニア症の発生状況を調査し、その特徴を病理学的および疫学的

に明らかにするとともに、その感染防御対策を図る目的で、動物実験

および野外臨床実験によって、エルシニア症の予防に有効なワクチン

の開発を試みた。第1章では、我が国の飼育施設で発生したエルシニ

ア症により死亡したサル類の病理学的特徴を整理し、その中でも特に

症例数が多いリスザルに着目して、病原性と菌種、血清型および保

有病原遺伝子との関連を検討した。第2章では、サル類のエルシニア

症の発生予防のための有効なワクチン抗原の探索のため、｝㌃

ρ∫ε〃40’幼θ70〃10∫’∫の感染防御抗原について検討し、マウスを用いて

感染防御実験を行った。第3章では、飼育下リスザルを対象として、｝こ

ρ5e〃40砲漉7cμ10515ワクチンの野外臨床実験を実施し、その有効性

や作用機序について検討するとともに、血清調査を行い、リスザルのエ

ルシニア症の流行機序の解明を試みた。
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第1章　我が国の動物園におけるサル類のエルシニア症の発生状況と

病理学的特徴

第1節　序論

　我が国では、これまでに病原性rθr3吻如、特に｝㌃

ρ∫θ〃40∫〃うθrc〃10∫’∫によるサル類の感染致死例が多数報告されてお

り、サル類飼育管理上の大きな問題となっている
［42，70，75，91，100，118，126，154，202，204］。しかし、これらの報告はいず

れも症例報告のみで、エルシニア症の病態は詳細に把握されていない。

さらに、分離菌の血清型や保有病原因子と病原性との関連について

はほとんど検討されておらず、我が国の飼育下サル類におけるエルシニ

ア症の発生実態は未だに不明な点が多い。

　本章では、飼育下サル類のエルシニア症の発生予防対策を図るた

めの研究の一環として、我が国の飼育施設におけるサル類のエルシニ

ア症の発生状況を遡及的に調査し、サル類のエルシニア症の病理学

的特徴を整理した。さらに、サル類の種類、年齢、分離菌の菌種、血

清型および保有病原遺伝子の種類による病態の相違を明らかにする

ために、病理学的所見とサル類の種類や年齢、分離菌の菌種、血清

型ならびに保有病原遺伝子との関連を検討した。

第2節　材料および方法
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2－1 供試検体

　2000年1月～2008年9，月の間に、国内のサル類を飼育する21

施設で死亡し、麻布大学病理学研究室で病性鑑定を行った飼育下

サル類390頭（Table　1）を対象とした。なお、リスザルはリスザル属

（εα∫痂r∫spp．）に分類され、コモンリスザル（3．50細rθ鰐）の他、ボリビ

アリスザル（3．わ01’v’θη3’5）、セアカリスザル（ε．oθア3’θ4’）など計5種が

含まれるが、我が国で主として飼育されているりスザルはコモンリスザルと

ボリビアリスザルの2種である。本研究で供試されたリスザルは、ほとんど

がコモンリスザルとボリビアリスザルであったが、一部でコモンリスザルとボ

リビアリスザルの混血個体が含まれていたため、これらを総称して特に

断りのない限り、リスザルと表記した。

2－2発生状況調査（遡及的研究）

上記期間内における390頭のサル類を対象として、死因を再評価し

た。肉眼所見と病理組織学的所見から感染症を疑う症例のうち、細

菌感染症や敗血症の症例は、さらにエルシニアに対する免疫染色を

実施するとともに、特殊染色（グラム染色、ギムザ染色、PAS反応等）

により、その他の感染症の有無を確認した。エルシニア症の診断は、サ

ル類のエルシニア症に関する成書または総説の記載に基づき、臨床

症状と経過、病理学的検索ならびに微生物学的検索を組み合わせ

て行った［1，9，10，57，60，78，134］。また、臓器や糞便の採材ができず、ホ
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ルマリン固定材料からの病理検査のみとなった症例は、発生状況、肉

眼所見、病理組織学的所見ならびに免疫組織化学的検索によって

診断した。さらに、各飼育施設における発死個体の死亡年月日、性

別、年齢、体重、臨床症状を調査し、それらとエルシニア症の発生との

関連を検討した。

　臓器または糞便からの病原性γθr5吻如の分離、同定は、共同研

究者である東京農工大学獣医衛生学教室の林谷秀樹准教授に依

頼し、以下に記載した方法で行われた。死亡したサルから無菌的に採

材した肝臓、脾臓、小腸、大腸および腸間膜リンパ節などの各臓器あ

るいは糞便は、9倍量の滅菌PBSに懸濁し、Irgasan－Novobiocin

（IN）平板培地（OXOID　Ltd．，　Basingstoke，　Hampshire，　England）

に塗抹した。さらに、PBS懸濁液は4℃で3～4週間低温増菌し、水酸

化カリウムを用いたアルカリ処理後にIN平板培地に塗抹した。　IN平

板培地は、いずれも25℃で48時間培養した。さらに、r875’η’α属菌を

疑うコロニーから釣菌し、それをtrypticase　soy　agar（TSA）平板培地

（Becton，　Dickinson　and　Company，　Franklin　Lakes，　New　Jersey，

U．S．A．）を用いて純培養後、TSI寒天培地（日水製薬株式会社，東

京，以下，日水）、LIM培地（日水）および尿素培地（栄研化学株式

会社，東京）を用いて生化学性状試験を行った。rε7∫加融属菌と同

定された菌株は、Wautersら［207］の方法に従い、菌種まで同定した。

さらに、rρ∫θ〃40∫〃わθ7c〃105’sまたはrθη’θ7000〃〃coと同定された

菌株は、偽結核菌群別用免疫血清またはエルシニア・エンテロコリチ

カ0群別用免疫血清（いずれもデンカ生研，東京）をそれぞれ用いて、
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スライド凝集反応により血清群別を行った。また、リスザルから分離され

たrρ5θ〃40’めθア。μ10∫∫513株について、PCR法を用いた病原遺伝

子の検索を、東京農工大学獣医衛生学教室の林谷秀樹准教授に

依頼した。Iwataら［87］の方法に従い、病原性プラスミドのマーカーとし

てv’7F遺伝子、染色体DNA上に存在し、rρ5ε〃40’〃わε7cμ10∫’∫に

特異的で、腸管粘膜上皮への侵入に関与する功v遺伝子およびスー

パー抗原であるrθr∫∫η’αρ5例40砲6eア。〃105’∫一derived　Mitogen

（YPM）のサブタイプYPMa、YPMbおよびYPMcをそれぞれコードする

yp〃M、アρ〃2βおよびアρ彫C遺伝子ならびにHigh－pathogenicity

island（HPI）に存在し、鉄規定タンパク質をコードしている∫rp2遺伝

子を標的遺伝子とした。

2－3病理学的検索

死亡した個体は死後、可能な限り早急に飼育施設あるいは麻布大

学病理学研究室へ冷蔵で搬送後、病理解剖による肉眼的観察を

行った。剖検時に、腸管（小腸、盲腸、結腸）、バイエル板、腸間膜リ

ンパ節、肝臓および脾臓を含む全身諸臓器を10％中性緩衝ホルマリ

ンで24時間以上浸漬固定し、常法に従ってパラフィン包埋を行い、3

～4黙m切片を作成、その後、Hematoxylin－eosin（HE）染色およびグ

ラム染色を実施した。さらに、免疫組織化学的検索のために、3～4μm

のパラフィン切片を、剥離防止を目的としてシラン（3－aminopropyl

triethoxysilane；東京化成工業，東京）コーティングスライドに接着
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させ、37℃インキュベーターに48時間以上入れ、充分に乾燥させた。

切片はキシレンで脱パラフィン後、下降アルコール系列により再水和し、

水道水で流水洗後、蒸留水に浸漬した。内因性ペルオキシダーゼを

失活させるために0．3％過酸化水素加メタノールに浸漬し、50％エタノ

ールを通して流水洗した後、蒸留水に浸し、PBS（0．OIM

Phosphate－buffered　saline，　pH7．4）で5分間、3回洗浄した。抗原

賦活化のために0．2％トリプシン溶液で37℃、30分間処理し、室温に

戻した後、PBSで5分間、3回洗浄した。非特異反応阻止のために、

湿潤箱中の切片に5％スキムミルク（和光純薬，大阪）を滴下し、20

分間処理した。スキムミルクをPBSにより除去した後、湿潤箱に切片を

静置し、一次抗体として、偽結核菌群船用免疫血清01群、2群、3

群、4群、5群、6群ならびにカクテル抗体（デンカ生血，東京）および

エルシニア・エンテロコリチカ0段別用免疫血清Ol・2群混合、03群、

05群、08群、09群ならびにカクテル抗体（デンカ生初，東京）を用い

た。予備試験の結果、抗原性賦活化のための前処理として、37℃の

ウォーターバスを用いて湿潤南中のスライドグラスに0．2％トリプシン溶液

（Trypsin，和光純薬，大阪）を滴下し、30分間反応させ、一次抗体

を1％BSA（ALBUMIN，　BOVINE，　SIGMA，　St．　Louis）加PBSで400

倍希釈し、湿潤箱中で4℃、一晩反応させるのが適当と判断されたの

で、この条件で反応を実施した。翌日、切片を室温に戻した後、PBS

で5分間、3回洗浄し、酵素標識二次抗体としてヒストファインシンプ

ルステインMAX－PO（MULTI）（ペルオキシダーゼ標識抗マウスIgGポ

リクローナル抗体およびペルオキシダーゼ標識抗ウサギlgGポリクローナ
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ル抗体，ニチレイ，東京）をマウントし、室温で60分間反応させた。

PBSで5分間、3回洗浄した後、抗原抗体反応の可視化のために、

発色基質に0．05Mトリス塩酸緩衝液（pH7．6）により希釈した3－3’ジア

ミノベンチジン四酸塩に、0．04％過酸化水素水を加え、室温で1～5

分間浸漬し、発色させた。発色終了後、切片を水道水で流水洗、蒸

留水に浸漬し、対比染色として、マイヤーのヘマトキシリン単染色を施

した。陽性対照として、コモンリスザルに｝㌃ρ∫ε〃40∫励θ7cμ105’∫血清

型4bおよびrεη’ε70co〃〃。α血清型08を実験的に経口感染させ

て作出した典型的な病原性距7∫掬如による急性感染症個体の小腸

および肝臓の切片を用いた。また、陰性対照には、一次抗体の代わり

にPBSを使用した。

第3節　結果

3－1　エルシニア症の発生状況

2000年1．月～2008年9月の間に病性鑑定を行った動物飼育施

設21施設のサル類390頭のうち、14施設で30事例のエルシニア症

の発生があり、延べ58頭のサル類がエルシニア症と診断され、死亡し

た（Table　2，3）。その内訳は、類人猿として、ボルネオオランウータン

（POη90〃9初αθμ∫〃9溺αθ麗3）1例、アジルテナガザル（Hア10わα’ε5

0g’1’5）2例、旧世界ザルとして、ブラッザモンキー（C87coρゴ酌εc鋸

ηθg1θc摺5）2例、マントヒヒ（P叩’o肋醒04rアα5）2例、新世界ザルとし



て、シロガオサキ（P励θdαρ励θdα）2例、リスザル（∫如〃2’酉

∫c’〃rθ〃5）48例、原話類としてエリマキキツネザル（70rεo如

vα戸ego如）1例など、極めて多岐の種類にわたってエルシニア症がみら

れたが、リスザルが58頭中48頭（82．8％）と圧倒的に症例数が多かっ

た。このため、リスザルのエルシニア症を別の項目で詳細に解析した。ま

た、同一施設で反復してエルシニア症が発生している施設もみられ、A

施設では調査期間中に4回、B施設では6回、E施設では5回、F

および1施設ではそれぞれ2回のエルシニア症の発生があった（Table

3）。さらに、2002年12月から2003年1月にかけてF施設ではコモン

リスザルとアジルテナガザル、2005年1月にはL施設でマントヒヒとアジ

ルテナガザル、2005年3月にはM施設でエリマキキツネザルとシロガオ

サキなど、同時期に複数種のサルがエルシニア症で死亡した事例もあ

った（Table　3）。なお、2003年7月にH施設で死亡したリスザルでは、

微胞子虫であるE〃。θρぬα1∫’ozooηc〃η’o〃1’の混合感染事例があった

が、その病変は軽度であり、その他の症例では、混合感染はみられな

かった。

　ボルネオオランウータンからはrρ∫ε〃40∫〃δθ70〃105’54b、アジルテナ

ガザルからはreη’θroco1ゴ’jcα08およびγ．ρ5ε〃do’π∂θrcπ105∫∫3、

ブラッザモンキーからはrρ5εμ40’幼θ7c〃10∫’54bおよび6、マントヒヒか

らはrρ∫εμ40’励ε7c〃105’53、シロガオサキおよびエリマキキツネザルか

らはKρ∫8〃40砲わε70〃103’51b、リスザルからはしp∫θ〃40’〃δε70〃105’∫

lb、2b、4b、6および7、reη’θ70001∫”oα03と08など、複数の菌種

および様々な血清型が分離された（Table　3）。エルシニア症発生事例
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の国内分布を調査したところ、本州、四国、九州のいずれの地方おい

ても様々な血清型が確認されたが、関東地方では｝乙

p5θ〃40’〃δθrc〃103’54bが、九州地方ではrρ5θ〃40’〃δθ7cπ105∫31b

が多く分離される傾向にあった（Figure　1）。また、同一の飼育施設で

も、流行の時期によって分離される菌種や血清型が異なり、E施設で

はりスザルからy．ρ3eμ40’〃加7c〃105’∫lb、4b、7ならびにr

θη’θrocolf’∫cα03などが分離された（Table　3，　Figure　l）。

3－2　病理学的所見

　Table　4，5に、サル類のエルシニア症の肉眼所見と病理組織学的

所見を整理した。なお、肉眼所見、病理組織学的病変および免疫染

色結果は、以下のように評価を行った。肉眼病変と病理組織学的病

変は、著変なし（一）、軽度（＋）、中等度（＋＋）、高度（＋＋＋）の四

段階に分類した。また、免疫染色結果は、陰性（一）、弱陽性（＋）、中

等度の陽性（＋＋）、強陽性（＋＋＋）の四段階として評価した。

　主たる肉眼病変は、腸管（小腸、盲腸、結腸）、小腸バイエル板や

盲腸、結腸の孤立リンパ小節などの腸管関連リンパ組織、腸間膜リン

パ節、脾臓および肝臓に認められた。腸病変は、リスザルでは、小腸の

バイエル板に一致した病変がみられ、その部位の腫大、出血、粘膜の

潰瘍や偽膜形成、ときに結節を形成し、重篤な例では穿孔や周囲の

腸管あるいは腸間膜リンパ節との癒着を伴っていた（Figure　2A，2C）。

その他の部位の小腸粘膜にも粟粒大白色病変やび漫性出血が高

16



頻度で観察された（Figure　2A，2C）。一方、リスザル以外のサルでは

小腸病変はほとんど観察されず、ボルネオオランウータン、アジルテナガ

ザルなどの類人猿では、腸病変は回盲結口部付近の結腸と盲腸に

主座しており、孤立リンパ小節に一致したクレーター状の潰瘍形成や

出血がみられ、高度な例ではその他の大腸粘膜にも潰瘍が形成され、

粘膜は菲薄化し、周囲の腸管や盲腸部リンパ節との癒着を伴って膿

瘍を形成していた（Figure　2B，5D）。一方、旧世界ザルのブラッザモン

キー、マントヒヒでは、結腸に軽度の偽膜性病変が観察され、孤立リン

パ小節に一致した潰瘍の形成、ときに出血輪を伴っていた。腸間膜リ

ンパ節は、全ての症例で腫大していた（Figure　2C，2D，4A）。腸間膜

リンパ節の病変の程度は、サル類の種類による差はなく、病変が高度

になるにつれて念珠状の腫大、出血、多発性白色結節形成、膿瘍

形成がみられ、重篤な例では周囲の腸管と高度に癒着していた。脾

臓病変の程度は、種類により様々で、マントヒヒでは肉眼的に目立った

変化はみられなかったが、その他のサル類では脾腫がみられ、加えてリ

スザル、シロガオサキでは針頭大の白色結節形成（Figure　3A）、ブラッ

ザモンキー、エリマキキツネザルでは針頭大～粟粒大の白色結節形成、

ボルネオオランウータンとアジルテナガザルでは、大豆大のより大型化し

た黄白色結節が多発しており、ときに膿瘍を形成していた（Figure

3B）。しかし、アジルテナガザルのrθη’ε70σo〃’∫oα08感染症では、

脾臓は腫大しているだけで、結節性病変はみられなかった。肝臓病変

は、マントヒヒ、ブラッザモンキー（2例中1例）では肉眼的に病変は観

察されなかったが、ブラッザモンキー（2例中1例）、原猿類のエリマキキ
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ツネザル、新世界ザルのリスザルおよびシロガオサキでは腫大がみられ、

針頭大～粟粒大の白色結節が全葉に散在あるいは密発しており、類

人猿のボルネオオランウータン、アジルテナガザルではより大型の黄白

色結節が多発し、結節が癒合して大型の膿瘍を形成していた

（Figure　3C，3D）。K、ρ5θ〃40’πδθrcμ10∫’∫3とrθη’θ70co1〃’cα08

が分離されたアジルテナガザルの肝臓病変を比較すると、08では膿瘍

がより大型で、ゴルフボール大の膿瘍が多数形成されていた（Figure

3D，5C）。その他の病変として、体表リンパ節（下顎リンパ節、腋窩リン

パ節、浅頚リンパ節、鼠径リンパ節）およびその他のリンパ節（胃リンパ

節、膵十二指腸リンパ節、腎門部のリンパ節）の腫大がみられ、類人

猿ではいずれの症例においても黄色透明の腹水の貯留がみられた。

病理組織学的には、上記の臓器に、様々な程度に山塊を含む大小

の壊死巣、好中球やマクロファージの浸潤、高度な例では器質化や

膿瘍形成がみられた。肝臓、脾臓は、肉眼的に、大型の結節が形成

されていた類人猿では、中心部の壊死が高度で、好中球や核破砕物

が大量にみられ、その周囲を取り囲むように多数の菌塊みられた。一

方、小型の結節がみられた、その他のサル類では、中心部に菌塊と核

破砕物が存在し、周囲に少数の好中球浸潤を伴う比較的小型の壊

死巣が多発性に観察された（Figure　6）。脾臓、腸間膜リンパ節、バイ

エル板および孤立リンパ小節などのリンパ装置では、主としてリンパ洞に

病変が観察されるとともに、リンパ濾胞が縮小し、一塊を含む壊死巣に

置換されていた（Figure　6C，6D，7）。腸病変は、腸粘膜上皮細胞の

壊死、脱落、一部で絨毛の消失がみられ、リスザルでは特にバイエル
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板や孤立リンパ小節などのリンパ装置に一致して粘膜の病変がみられ

た（Figure　7A，7B）。肝臓、脾臓では論旨を含む壊死巣の他、マクロ

ファージの浸潤がみられ、ときに肉芽腫の形成が観察された。重篤な

症例では、肺や腎臓、骨髄などの臓器でも菌塊を含む壊死巣がみら

れた。類人猿あるいはその他のサル類でも、成熟した個体では、病変

は大型化あるいは陳旧化し、膿瘍を形成する傾向にあった。

0群二一免疫血清を用いた免疫組織化学的検索の結果、1頭の

マントヒヒを除く全ての症例で、微生物学的に分離された菌種や血清

型に一致した陽性像が得られた（Figure　7C，8B）。症例あるいは同一

の症例でも臓器によっては、その他の血清型による交差反応性が様々

な程度にみられたが、発色強度、発色時間などにより、免疫染色によ

る血清型の判定は可能であった。しかし、2002年12月にB施設で死

亡した1頭のコモンリスザル、2005年12月にE施設で死亡した1頭

のボリビアリスザルは、ホルマリン固定材料のみの検索であり、さらにホル

マリン固定時間が長時間に及んだため、免疫染色の発色が弱陽性で

あった。2005年1月にL施設で死亡した1頭のマントヒヒでは、病理

組織学的に菌数が非常に少量で、臓器の死後変化の進行により、

免疫染色結果が不明瞭であった。

3－3　リスザルのエルシニア症の発生状況

サル類のエルシニア症の発生状況を調査した結果、上述のようにリス

ザルの症例が圧倒的に多かったことから、リスザルに着目して、より詳細
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に解析を行った。2000年1月～2008年9，月の間に国内飼育施設で

死亡し、当研究室で病性鑑定を行ったりスザル240頭について遡及

的調査を実施した結果、感染症は105例（43．8％）みられ、その内訳

はエルシニア症48例（45．7％）、細菌性肺炎23例（21．9％）、トキソプ

ラズマ症13例（12．4％）、その他の感染症（クレブシエラ、パスツレラ、大

腸菌、黄色ブドウ球菌など）21例（20．0％）で、リスザルの感染症のうち、

エルシニア症は半数近くを占めていた（Figure　10）。さらに、国内飼育

施設18施設のうち、10施設で、25事例のエルシニア症の発生を確認

した。エルシニア症の発生時期は10～1月が14例（56．0％）、2～5月

が8例（32．0％）、6～9月が3例（12．0％）で、夏季には少なく、春先か

ら冬にかけて発生が集中している傾向にあった（Figure　ll）。エルシニ

ア症で死亡した48頭のリスザルのうち、オス23頭（47．9％）、メス24頭

（50．0％）、不明1頭（2」％）で、性差はみられなかった。年齢は1歳未

満23例（47．9％）、2～4歳15例（31．2％）、成体7例（14．6％）、不明

3例（6．3％）で、4歳未満の若齢個体における発症が圧倒的に多かっ

た（Figure　12）。臨床症状は突然死28例（58．3％）、衰弱13例

（27．1％）、食欲低下3例（6．3％）、下痢5例（10．4％）、頚部腫大2

例（4．2％）、嘔吐1例（2．1％）、分娩後死亡1例（2．1％）で（Figure

13）、半数以上の症例が突然死であり、衰弱、下痢がみられた個体も

ほとんどが抗生物質投与、補液、保温等の治療に反応せず、短期間

のうちに死亡していた。エルシニア症の原因となった菌種の内訳は、免

疫組織化学的検索あるいは微生物学的検索でエルシニア症と診断

した25例のうち、23例がrρ58〃40’〃わθrc〃105∫∫・2例がL
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θη’θ70CO1〃’Cαであった。血清型の内訳は、rρ∫θ〃40’〃わθroμ105’∫

1bが9例（36．0％）、4bが7例（28．0％）、6が2例（8％）、2bおよび7

がそれぞれ1例（4％）、不明が3例（12％）、Lθη∫e7060〃〃’oαは、03

と08がそれぞれ1事例（4％）ずつであった。

　PCR法による病原遺伝子の保有状況調査の結果、リスザルから分

離されたrρ5ε〃40’始θ7cπ105’513例全例が、血清型に関わらず、

病原性プラスミドのマーカーであるv’7F遺伝子と腸管粘膜上皮への

侵入に関与する肋v遺伝子を保有し、12例では、スーパー抗原活性

を有するYPMをコードするアρ〃M遺伝子を保有していた。しかし、YPM

のその他のサブタイプであるアρ〃沼およびアρ〃2C遺伝子ならびに鉄規定

タンパクをコードしている’7p2遺伝子はいずれの症例からも検出されな

かった。

3－4　リスザルのエルシニア症の病理学的所見

リスザルのエルシニア症の病理学的所見をTable　6に整理した。その

結果、脾臓病変は、脾腫が90．7％（43例中39例）、白色結節形成

が55．8％（43例中24例）みられ、肝臓では腫大が83．7％（43例中36

例）、白色結節形成が46．5％（43例中20例）、腸間膜リンパ節は腫

大が97．6％（42例中41例）、白色結節形成が35．7％（42例中15

例）みられた。腸病変は、小腸では小腸粘膜の粟粒大白色病変また

は偽膜形成が77．5％（40例中31例）、出血あるいは潰瘍が47．5％

（40例中　19例）、小腸バイエル板の腫大または白色結節形成が
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92．1％（38例中35例）、出血および潰瘍を伴う腫大が71．1％（38例

中27例）みられ、大腸では盲腸・結腸粘膜の粟粒大白色病変または

偽膜形成が26．3％（38例中10例）、出血または潰瘍が7．9％（38例

中3例）、大腸孤立リンパ小節の腫大が54．1％（37例中20例）、出

血および潰瘍を伴う腫大が37．8％（37例中14例）みられた（Table　6）。

その他、体表およびその他のリンパ節の腫大、白色結節形成または膿

瘍形成が7例、腎臓の白色結節形成または膿瘍形成が4例、肺の

白色結節形成または膿瘍形成が2忌みられた。病変と分離された菌

種および血清型との関連を検討したところ、Lρ5εμ40砲加7側105’5の

各血清型とrθη’θ70‘01”∫oα03感染症では、諸臓器の結節性病

変は、臓器の腫大を伴っていずれも小型で多発しており、病変に差が

質的および量的にもみられなかった。さらに、スーパー抗原であるアρ〃M

遺伝子が陰性であった1例について、その他の12例の陽性例と比較

した結果、同等の病変が観察され、違いはなかった。しかし、L

θη’εアooo1〃’cα08感染症では、脾臓、肝臓および腸間膜リンパ節の

ような好発臓器の他、肺、腎臓にも病変が形成され、｝㌃

p5θ〃40佃∂θア。〃10∫ゴ5感染症と比較すると、結節性病変はいずれも大

型で、膿瘍を形成していた。特に、腸間膜リンパ節の膿瘍化が顕著で、

周囲の腸管と高度に癒着していた（Figure　4，5）。さらにr

εη’ε70001’”oα08感染症では、頚部膿瘍を伴う頭頚部リンパ装置

（扁桃、下顎リンパ節など）にも及ぶ病変が5例中3例でみられた

（Figure　4D，5A，5B）。

　病理組織学的に、Lp∫θ〃40砲わθ7c〃10∫ゴ5の各血清型とL
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ε〃’εアoco1’”cα03感染症では、いずれも壊死が強く、多数の菌塊を

伴い、好中球等の炎症性細胞反応は軽度で、肉眼所見と同様、菌

種や血清型、アρ〃M遺伝子保有の有無による差はみられなかった。

　病変部にみられた菌塊は、H．E．染色では弱好塩基性～塩基性、

グラム染色で陰性を示す桿菌で、短径と長径にあまり差がない小桿菌

の形態を示した。また、抗酸菌（チールネルゼン）染色では弱抗酸性を

示した。また、2003年7月にH施設で死亡した4頭のリスザルでは、

病変部に観察された菌体の一部は、山回塩基性の穎粒状または大

型球形～不整形でamorphousな形状を示し、直径4～5μm程度の

スフェロブラスト様の形態や、幅1～2μmで、長さ5～40μm程度の細

長いフィラメント状の形態が観察され、これらと小桿菌との中間的な形

態を示す面体もみられた。これらの出訴あるいは散在性にみられた菌

体は、偽結核菌群山用免疫血清01群を一次抗体として用いた免

疫染色で強陽性を示し、微生物学的検索の結果、L
ρ∫θπ40’〃δθ7c〃105’31bが分離された。しかし、2005年8月にK施設

で死亡した1頭のコモンリスザルのように、エルシニア症に典型的な肉

眼および病理組織学的所見を示し、病理組織学的にグラム陰性小

桿菌の存在が確認できて、さらに免疫染色で抗｝㌃
p∫θ〃40’励εア。〃10∫’51群：免疫血清に陽性であったにも関わらず、微

生物学的に菌分離ができなかった例や、2002年12月にB施設で死

亡した1頭のコモンリスザルや2005年12月にE施設で死亡した1

頭のボリビアリスザルのように、免疫染色結果が不明瞭な例も少数みら

れた。前者は、特に抗生物質を投与された個体でみられ、後者では、
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ホルマリン固定液に長期間浸漬あるいは固定の処理が不適切な症例

でみられた。

rρ58㍑40’〃わθroμ10∫’5およびrθη’θ7000〃〃。α03感染症では病

理組織学的に、壊死が強く、好中球、マクロファージの浸潤は比較的

軽度であったが、rεη’θroco1’∫’cα08感染症では好中球の浸潤が

高度で、化膿性変化がより強く観察された（Figure　8，9）。さらに、r

ρ5θ〃40’〃δθ70〃10∫’5に比べ、rθη’θroco1∫∫’oα08では大きな菌塊は

少なく、リンパ節で比較的多くの菌塊がみられたが、肝臓や脾臓ではほ

とんど観察されなかった。また、rθ配θroco〃’foα08では脾臓、腎臓、

肺等に観察された大型の結節は膿瘍膜を形成し、膿瘍を形成するこ

とが多く、病変は陳旧化していた。さらに、｝孔ρ5θμ40伽ゐθ7c配05’∫感

染症では、扁桃にまで病変が及ぶことはまれであったが、L

θη’θア。ご01f〃。α08では、病理組織学的に検索した全例（3例中3

例）で、扁桃および下顎腺リンパ節などの頭頚部リンパ節にまで及ぶ

病変が観察された（Figure　8C，8D）。

第4節考察

　我が国のサル類飼育施設21施設で、2000年1月～2008年9月

の間に病性鑑定を行った飼育下サル類390頭のうち、14施設で延べ

30事例のエルシニア症の流行があり、死亡したサル類は8種類、58頭

に達した。これらのサル類からは、病原性γθア∫ゴη毎が微生物学的に分

離され、病理学的にも以前にエルシニア症と診断されているサル類の
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報告例［1，9，10，57，60，78，134］と所見が一致したため、これらのサルはエ

ルシニア症により死亡したと考えられた。これらのエルシニア症感染事

例は、関東から中国地方、四国や九州地方に位置するサル類飼育

施設で発生しており、我が国の広い範囲で、飼育下サル類にエルシニ

ア症が流行していることが明らかになった（Figure　l）。また、エルシニア

症の発生状況調査の結果、A施設では4回、B施設では6回、E施

設では5回、Fおよび1施設ではそれぞれ2回の集団発生が反復して

発生していたことが確認された（Table　3）。Kageyamaらは、1976年か

ら1999年の24年間に、京都大学霊長類研究所において、r

ρ5θ〃40’励ε7c配。∫’∫感染症の流行が10回発生しており、パタスモン

キーE7ア所70cθ蝕5　p躍α5やアカゲザルMαcαcα濯〃1α〃αなどのサル

類5種類8頭が死亡したことを報告している［91］。同様に、Hiraiらは、

日本モンキーセンターで、9年間連続してパタスモンキーがr

p5θπ40’〃δθア。μ105’31bに感染し、合計41頭が死亡したことを報告し

ている［75］。さらに国外においても、Jersey動物園では、1981年～

2001年の間に、マーモセット科のサル類合計35頭がエルシニア症によ

り死亡していることが報告されており［1］、エルシニア症は国内外間わず、

同一の飼育施設で繰り返し流行している。さらに、今回の調査で、反

復してエルシニア症が発生しているB施設では、兄

ρ5θ〃40∫励θroμ10∫’∫lb、2bおよび6が、E施設ではし

p5εμ40’〃δθ7cπ105’51b、4b、7およびrθη’εroco1〃～cα03が、F施

設ではrρ∫碑40’μδε7c〃105’34bとrθ醒ε7000〃”cα08が分離さ

れており、同一施設内においても、流行の時期によって、異なる菌種お
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よび血清型によるエルシニア症が発生していることが明らかとなった

（Table　3）。この結果は、ヒトのエルシニア症の患者から分離される血清

型と一致しており、ヒトにおいても、欧米ではrρ5θ〃40’励θ70〃10∫131a、

3およびrθη’θrooo1〃’cα09の分離頻度が高いのに対して、我が国

ではrρ∫ε〃40∫μ6θ7c躍。∫’∫1b、2b、3、4b、5a、5bなど様々な血清型

が分離されている【44，45，117，197】。

　サル類のエルシニア症の感染源としては様々な要因が考えられるが、

エルシニア症の発生には保菌動物との直接的あるいは間接的な接触

が必要である［44，45，116，196，214］。多くのサル類飼育施設では、屋

外にサルの展示および運動設備を有しており、これらの屋外飼育施設

周辺に生息するノネズミやタヌキ、野鳥などの野生の保菌動物から、直

接あるいは間接的に病原性rε75肋如が感染している可能性が考えら

れる。12年間に、レッサーガラゴGα1αgo　3εηθgα1εη5’5やブラッザモン

キーなど合計2種類3頭のサル類がエルシニア症で死亡した王子動

物園の調査では、飼育施設内で捕獲したドブネズミ、クマネズミなどの

げっ歯類の腸内容物から45％の割合でγθ7∫肋如一派が検出されてお

り、動物飼育施設内におけるエルシニア症の感染経路として、げっ歯

類が重要な役割を有することが指摘されている［125】。さらに、丸山らの

報告でも、動物園のサル類に発生した｝乙ρ∫θ〃40吻δεア。〃10∫’5感染

症の集団発生において、施設内のげっ歯類がキャリアとして重要な役

割を果たしていると指摘している【118］。本研究では、5頭のコモンリス

ザルと1頭のアジルテナガザルのL8η’870001’”oα08感染症の集団

発生を確認した際に、共同研究者である東京農工大学獣医衛生学
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教室林谷秀樹准教授らとともに、飼育施設の疫学調査を実施した。

その結果、同一施設内で捕獲したクマネズミRα〃μ∫7α〃〃3や死亡個

体と同居しているサル類の糞便を採鼓して細菌検査を実施したところ、

発症個体と同居しているリスザル45山中17頭（37．8％）、クマネズミ33

頭中5頭（15．2％）およびリスザル飼育舎から、見物客が通る道路を隔

てて約50mのところで飼育されているその他のサル類18種20頭中の

うち、チンパンジー、サバンナモンキー、ブラッザモンキー、三蓋クイザルな

ど4頭（20．0％）からrθη’θroco1’∫1cα08が分離された。さらに、これら

の分離菌株をパルスフィールドゲル電気泳動法（Pulsed　field　gel

electrophoresis：PFGE）、リボダイビング法、プラスミドDNAの制限酵

素切断解析（Restriction　endonuclease　analysis　of　plasmid

DNA：REAP）などにより分子遺伝止別を行い、それらの疫学的関連

性を検討した結果、飼育下サル類、クマネズミから分離されたr

ε配θ70co〃”cα08は、いずれも同じ遺伝子型を示し、これらの分離菌

株は、1989年に新潟県の浅草岳で捕獲されたアカネズミオρ04ε〃2〃5

∫ρθo∫o∫〃∫やヒメネズミオpo48〃耀∫α7gε所ε〃5などのノネズミの直腸内

容から分離されたLθ雇θroco1ゴ’∫cα08と遺伝子型パターンが類似し

ていた［86］。これらのことから、我が国における飼育下サル類の病原性

yε7∫∫η如の感染源として、飼育施設周辺に生息するドブネズミ

Rα’伽∫ηorv8gゴ。〃5、クマネズミあるいはノネズミなどのげっ歯類が重要

であると考えられる。さらに、病原性　γθ7∫加如は主たる感染経路が経

口感染であることから、餌や水が感染源の一つとして重要であり、ヨー

ロッパでは野鳥の糞便に汚染された野菜の摂食による感染や、その他
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の保菌動物の糞便が食品や飲水を汚染してヒトに感染する例が多数

報告されている［51，63，111，179］。以上のことから、飼育施設内のげっ

歯類が感染源となっている可能性が高く、げっ歯類の糞便中に排泄

された菌が、餌や水を二次汚染することが感染経路として重要であると

考えられる。いずれにしても、我が国の広い範囲において、飼育施設で

サル類のエルシニア症が繰り返し流行しており、また、エルシニア症に感

染したサル類は糞便中に多量の菌を排出することが知られているため、

施設内を濃厚に汚染し、その他の飼育動物にも感染が広がることが

危惧される［7，204】。特に感受性が高いと考えられるリスザルは、他のサ

ル類より、1つの群における飼育頭数が多い傾向にあり、感染が拡大

したときの被害は甚大である。さらに、サル類に限らず、動物園では多

種類の動物種で集団発生の報告もあるため［10，134，137，208］、

rθr5加噛癖菌の施設内への侵入、蔓延阻止には十分に注意する必

要がある。飼育施設のエルシニア症で問題となるのは、自験例におい

ても、飼育施設内の清浄化や保菌動物の侵入防止ならびに餌への

二次汚染防止などの発生予防対策を講じてはいるものの、流行が繰

り返されている点である。感染源や感染経路を確定することは困難で

あり、それらを特定した報告例もほとんどないのが現状であるが、有効な

対策を立てるためには、速やかな感染源、感染経路の特定が必要で

ある。エルシニア症は人獣共通感染症であることから、公衆衛生学的

な観点からも、飼育施設におけるサル類のエルシニア症の発生予防対

策を早急に確立することが必要である。

　サル類は一般的に病原性yθ75直直に対して感受性が高く、その種
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類も、原猿類のキツネザル類［17］やショウガラゴ（Gα1αgo

∫εηθgα1θη5’5）［28，112］から、広義猿類（新世界ザル）

［7，12，16，23，39，141，142，154，184，204］や狭鼻猿類（旧世界ザル）

［19，75，91，109，118，120，126，142，148，164］、さらには、類人猿（テナガザ

ル、チンパンジー）［70，126，202］など、多岐にわたっている。今回の調

査でも同様で、原猿類のエリマキキツネザルから新世界ザルのリスザル

やシロガオサキ、旧世界ザルのマントヒヒとブラッザモンキー、さらに類人

猿のアジルテナガザルとボルネオオランウータンなど8種類58頭で、サ

ル類のエルシニア症を確認した。この中ではりスザルが58頭中48頭を

占めていたが、これは、リスザルを飼育する施設数や、1群あたりの飼育

頭数が多いことと関係があるかもしれない。

　サルの種類による病理像の違いを検討した結果、腸において最も顕

著に、病変の分布とその程度に違いがみられた。腸病変は、新世界ザ

ルのリスザルでは、小腸に主座しており、特にバイエル板に一致した病

変がみられた。バイエル板は軒並み腫大して赤色を呈し、粘膜面には

白色の偽膜が付着していた。高度な例ではその部位の小腸粘膜が穿

孔していた。さらに、バイエル板以外の小腸粘膜にも針頭大～粟粒大

の白色病変が多数散在しており、ときに出血を伴っていた。一方、アジ

ルテナガザルやオランウータンなどの類人猿では、小腸に著変はなく、

回盲結口部付近の盲腸と結腸に主座していた。盲腸、結腸上部の

粘膜は壊死が高度で菲薄化し、膿瘍化した盲腸部の腸間膜リンパ

節と高度に癒着していた。旧世界ザルのブラッザモンキーやマントヒヒは

類人猿と同様、主病変は結腸にみられたが、壊死の程度はより軽度
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で、孤立リンパ小節に一致したクレーター状の潰瘍性病変が散在して

いた。肝臓と脾臓はいずれの種類でも腫大がみられ、結節性病変が多

発していたが、マントヒヒでは微細な病変がみられたのみで明らかな結節

はみられなかった。結節性病変の大きさは、新世界ザルのリスザルとシ

ロガオサキでは針頭大、エリマキキツネザルとブラッザモンキーはやや大

きくて針頭大～粟粒大で、類人猿のアジルテナガザルとボルネオオラン

ウータンでは、大豆大の大型な黄白色結節が多発しており、特に類人

猿では結節の辺縁が不整形で、結節が癒合し、大型の膿瘍を形成し

ていた。腸間膜リンパ節の病変（腫大、結節形成）は、いずれのサル類

の種でも病変に差がみられず、リンパ濾胞が縮小しており、主としてリン

パ洞内に菌塊を伴う壊死巣が多発していたが、類人猿では、盲腸部

の腸間膜リンパ節が膿瘍化して、周囲の腸管と高度に癒着していた。

その他、類人猿ではいずれの種類でも黄色透明の腹水が大量に貯留

していたが、その他の種類では腹水の貯留はみられなかった。

　多数の症例が検索できたりスザルでは、48頭のうち、1歳未満の幼

獣が47．9％を占めていた。バイエル板を含む小腸病変は、1歳未満の

個体で特に顕著にみられ、バイエル板の高度な出血、小腸粘膜にび

漫性白色病変や偽膜がみられた。しかし、リスザルでも年齢が高い個

体や抗生物質を投与していた個体では、その他のサル類と同様、小

腸病変はほとんどみられず、バイエル板も軽度に腫大して潮紅するのみ

で、病変は軽度であった。肝臓と脾臓の結節性病変は、1歳未満の

若齢個体では針頭大の微細な結節が多発していたのに対し、年齢が

高くなるにつれて、粟粒大のより大型で、辺縁が不整形な結節がみら
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れた。また、抗生物質を投与していた個体でも同様であった。ヒトのエル

シニア症では、rθη’θrooo〃∫∫6αとrP58〃40’励θ70μ10∫∫3感染症は

ほぼ共通した病変を形成するといわれ、多彩な症状を示すが一般的

に、①急性胃腸炎型、②回盲部病変型（終末回腸炎、腸間膜リンパ

節炎および虫垂炎型）、③結節性紅斑型、④関節炎型、⑤敗血症

型の5型に大別されている［132，186－188］。そのうち、年少児は急性

胃腸炎型が多いが、年齢が高くなるにつれて回盲部に限局した病変

がみられるようになり、肝膿瘍を伴うことが知られている。病原性

γεr5肋’oの侵入門戸は主に小腸バイエル板であることから、バイエル板

が発達する若齢時では感受性が高いが、加齢とともにバイエル板は退

縮することから、成人では抵抗性が強いといわれている。さらに、免疫の

幼弱な乳幼児や老人では、敗血症に至ることが多いとされている。サル

類の中では、リスザルはほとんどが突然死であり、集団発生も多いこと

から、特に感受性が高いと考えられ、エルシニア症の病態も、年少児や

乳幼児に多い急性胃腸炎型や敗血症型に一致していた。一方、アジ

ルテナガザルやボルネオオランウータンなどの類人猿では、回盲部に限

局した病変や肝膿瘍が観察されたことから、その感受性は、比較的抵

抗性の強い成人と類似していると考えられた。橋崎らも、チンパンジー

の｝㌃ρ∫θ〃40’〃δθ70〃10∫f3感染症の症例について、成人との類似性を

指摘している［70］。また、サルの種類に関係なく、年齢が高くなるにつ

れて、腸病変は軽度になり、腸間膜リンパ節、肝臓や脾臓に病変が主

にみられた。以上のことから、飼育施設数や飼育頭数が多いことを考

慮したとしても、リスザルは病原性距r∫’所αに対して感受性が高いと考
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えられた。リスザルが本来生息している南米などの熱帯地域では、もとも

と病原性距7∫’η如が分布しておらず、ヒトや動物から分離されることは

ほとんどないことから［37］、この種のサルは自然界では病原性rε75’η如

に接触する機会がなかったために、病原性rθ7∫切盛に対して抵抗性

が低いものと思われた。実際、我が国ではりスザルと同様、マカカ属のニ

ホンザルMαcαcα∫μ50飢αが多頭飼育され、飼育施設数、飼育頭数と

もに多いが、エルシニア症の発生は我が国で1施設の報告があるのみ

であり［91］、今回の調査でも期間中に40例の病性鑑定を行ったが、

エルシニア症は1例もみられなかった。これらのことから、国内で飼育さ

れているニホンザルについては、今後、血清調査を実施し、yθr5’η如の

浸淫状況を調査する必要があると考えられる。一方、リスザルと同様、

南米の熱帯地域に生息するマーモセット・タマリン類は、海外ではエル

シニア症が多数報告されているが［1，12，16，39，184］、国内では、飼育

頭数は比較的多いにも関わらず、これまで報告例はなく、今回の調査

でも21頭の病性鑑定を実施したが、エルシニア症は確認されなかった。

国内で飼育されているマーモセット・タマリン類ではエルシニア症が確認

されなかったことから、今後、疫学調査、血清学的検索および病性鑑

定を継続していくことにより、この種のサルの感受性について、明らかに

していく必要があると思われた。今回の調査により、サルの種類や年齢

によるエルシニア症の病変の違いは、ヒトと同様、免疫能の差に関連す

るものと考えられたが、今後さらに症例を収集し、検討していく必要があ

ると思われた。

　次に、今回の調査で多数の症例を確認したリスザルに着目して、分
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離された菌種、血清型ならびに保有病原遺伝子の種類と、病原性と

の関連を病理学的に詳細に検討した。その結果、｝乙

ρ5θ〃40’〃わεア。〃105∫3の各血清型（1b，2b，4b，6，7）およびX

θ〃’ε70001f”oα03感染症では、いずれも小腸バイエル板および盲腸

や結腸の孤立リンパ小節の腫大、その部位に一致した粘膜の潰瘍、

肝臓と脾臓の腫大および多発性白色結節形成、腸間膜リンパ節の

腫大などがみられ、病理組織学的には、それらの臓器に皇国を含む

壊死巣、腸では特にリンパ装置に一致して粘膜の壊死、脱落、潰瘍

が観察された。一方、rθη’ε7000〃”cα08感染症では、上記の病変

に加え、下顎リンパ節、扁桃などの頭頚部リンパ装置にも及ぶ病変が

特徴的で、また脾臓、腎臓、肺など各臓器に形成される結節はより大

型で、膿瘍を形成していた。また、病理組織学的にも｝㌃

θη’θアooo1〃’cα08感染症では好中球の浸潤が強く、化膿性変化が

rρ∫θμ40’励θrc〃105∫5感染症よりも高度であった。さらに、X

ρ∫θμ40’〃δε7Cμ10∫’5感染症は1歳未満の幼獣から成体まで様々であ

ったのに対し、y．θη’θ7060〃”cα08感染症の集団発生時には、50

頭のうち5頭のリスザルが死亡し、死亡個体はいずれも1歳未満で、

体重300g以下の幼獣であった。さらに、rρ5θ〃40∫励ε7c〃105∫5感染

症では、その半数以上が突然死であり、臨床症状は殆ど観察されな

かった。一方で、rθη’θアooo〃〃。α08感染症では死亡個体を含め、

飼育リスザル50頭中20頭（40．0％）で下痢が観察され、3頭（6．0％）

で頚部の腫大が観察された。さらに、Xρ5例40∫〃δθア。π105’∫3とr

θη’εアoco1”∫oα08感染症がみられたそれぞれ1例のアジルテナガザル
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の肝臓病変を比較しても、｝乙p∫θ〃40’〃δθ7c〃10∫’∫3よりもし

θη’ε70co1〃∫oα08感染症で死亡した個体の方がより大型の膿瘍を

形成していた。以上のことから、サル類に対しては、｝㌃ε屠θアoco1’”cα

08はrρ∫例40’励θア。〃105’∫よりも病原性が低い可能性が考えられた。

しかし、rθη’εアoco1〃’oα08感染症は今回、1回の集団発生が確認

されたのみで、動物での発生例はこれまで報告されていないことから、今

後、より詳細に検討していく必要があると考えられる。特に、頭頚部リン

パ装置に及ぶ病変が特徴的であったことから、侵入門戸としての扁桃

の可能性を検討する必要がある。一方、rθη∫θ70co1”∫cαの中で08

よりも病原性が低いとされている03の1症例では、X
p5ε〃40∫μδθ7c〃105∫5と同等の病変が観察された。しかし、γ，

θ〃’ε70co1〃’‘003の症例は分娩後の衰弱個体における発症例であ

り、妊娠および分娩による体力消耗と免疫の減弱により、易感染状態

にあったと考えられた。このため、エルシニア症の発症や病変の重篤度

は、菌種や血清型に加え、個体の免疫力や飼育個体群の免疫状態

にも左右されると考えられた。

　γθ75∫η如の病原性は、ヒトでも動物でも一般的に、｝乙

ρ5釧40’〃∂θ70〃105’∫のほうがしεη’8rooo1”foαよりも若干強いとされて

いるが、rθη∫e70001’”oαの中でも08は例外で、r

、ρ∫ε露。’励εrcπ10∫ゴ5と同等の病原性を有すると言われている［113，177］。

我が国で分離されるrp5θ〃40’〃わεア。〃10∫’5のほとんどは、スーパー抗

原活性を有するYPMを産生する株であることが知られている

［2，55，213】。Yoshinoらの患者からの分離株を用いた研究では、極東
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ロシアの100％、日本の95％の株がYPMを保有していたのに対して、ヨ

ーロッパ由来株は17％の保有率であった［213］。我が国のヒトにおける

rρ5θ〃40砲わθrcμ103’∫感染症は、発疹、結節性紅斑、咽頭炎、苺

舌、四肢末端の落屑、リンパ節の腫大、肝機能低下、敗血症など

様々な症状の他、川崎病や急性間質性腎炎による急性腎不全の合

併など、下痢や腹痛などの胃腸炎症状が主体の欧米の症例と比較し

て、多彩で複雑な臨床症状を呈し、これらとYPMとの関連性が指摘さ

れている［3，201］。細菌が産生する外毒素であるスーパー抗原は、黄

色ブドウ球菌のToxic　Shock　Syndrome　Toxin－1（TSST－1）や

Staphylococca1　Enterotoxin（SE）、連鎖球菌のStreptococcal

Pyrogenic　Exotoxin（SPE）などの総称で、毒素性ショック症候群や

狸紅熱などの原因となり、スーパー抗原を産生する細菌による感染症

では、発熱、皮膚の発赤と落屑、多臓器障害などの共通した全身症

状がみられる［193］。我が国におけるrρ5θ〃40∫〃わε7c〃10∫’5感染症の

多彩な症状や合併症に、YPMによるT細胞やマクロファージの過剰な

活性化、それによるサイトカインの過剰な産生が関与していると考えら

れている［186，188］。実際、Ueshibaらの調査でも、胃腸炎症状の患

者よりも全身症状を示す患者のほうが、YPM保有率が高かったことを

報告しており、Abeらも、胃腸炎症状のみをもつ患者よりも、全身症状

を示す患者のほうが、抗YPM－IgG抗体価が高く、さらに急性期血清

中のIL－12、IFN一γ、TNF一α、IL－6などの炎症性サイトカインの濃度が

有意に高値を示し、末梢血でVβ8陽性T細胞が増加していたと報告

している［2，203］。さらに、Kanoらは、BALB／cマウスに精製したYPMを
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静脈内投与すると、24時間以内に86％が死亡し、1～4時間以内の

極めて早；期から血中のIFN一γやT：NF一αなどのサイトカインが上昇する

ことを報告している［96】。今回、リスザル由来13株のr

ρ∫ε〃40’励e7c〃10∫f∫の病原遺伝子保有状況を調査した結果、12株

（85．2％）がYPMのサブタイプのうち、スーパー抗原活性を有する

YPMaをコードするアρ〃M遺伝子を保有していた。一方、y．

εη’θroco1〃’cαは、YPMのようなスーパー抗原を産生することが知られ

ていない。以上のことから、リスザルにおけるrρ5θ〃40ω加70配。∫’∫と

r8η∫ε70co1〃’oα08の病原性の違いは、スーパー抗原産生性の有

無によるものと考えられた。しかし、YPMa陰性であったりスザルの1症例

では、YPMa陽性の症例と、肉眼および病理組織学的に、病変に違

いはみられなかった。我が国のリスザルの｝㌃ρ5e〃40伽∂e7c〃10∫’∫に対

する感受性の高さは、患者の症例と同様に、スーパー抗原であるYPM

が関与している可能性がある。今後、リスザルのエルシニア症における

YPMと臨床症状や病変との関連性について、YPMに対する血清調

査や詳細な病理学的検索、微生物学的検索により検討していく必

要があると思われた。

　γε75’ηfo属菌はグラム陰性桿菌であり、大きさは0．5～0．8×1～2μm

であることから長径と短径の差が小さい小桿菌である［44，45］。そのため、

病理組織学的には、菌塊は好塩基性で微細な桿菌の集合として観

察される。しかし、今回の調査で、肉眼的には典型的なエルシニア症

であるが、病理組織診断が困難な症例がいくつかのりスザルでみられた。

そのような症例の病理組織学的病変は、全身諸臓器の壊死性炎が
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みられ、肝臓や脾臓の壊死巣の中心部あるいは周辺に弱好塩基性

で、微細穎粒状を呈するamorphousな集塊や、大型球形の構造物

の集塊がみられた。また、小腸粘膜表面には多数のフィラメント状を呈

する、一見真菌様の形態を示す病原体が観察された。これらの病原

体はPAS反応に陰性～強陽性と様々であるが、グラム染色ではいずれ

も陰性を示した。以上のことから、病理組織学的には確定診断ができ

なかった。最終的にこのような症例は、免疫組織化学的検索および微

生物学的検索によりr875肋直属が分離されたことから、多様な形態を

示すLρ5θ〃40∫励θ7c〃10討∫がみられたエルシニア症と診断した。ヒトで

は、特にβラクタム系抗生物質などの広域スペクトルを有する抗生物質

を投与することにより、グラム陰性桿菌がフィラメント化、あるいは風船状

球状化（スフェロブラスト化）することが知られている［95］。細菌の細胞

膜表面には、細胞壁合成に関与する複数の合成酵素があり、それら

を総称してペニシリン結合蛋白（penicillin－binding　proteins：PBPs）

と称されている。βラクタム系抗生物質は、グラム陰性菌のPBPsと結合

することによって、細胞壁の合成を阻害する。抗生物質投与によるグラ

ム陰性桿菌の形態の多様化は、抗生物質の作用による溶菌過程を

反映しており、フィラメント化は細菌の隔壁形成不全により菌体が著し

く延長した所見を、スフェロブラスト化は細胞壁の形成不全により菌体

が球状化した所見を反映している［95］。今回のリスザルの症例でも、セ

ファゾリンやアモキシシリンなどのβラクタム系抗生物質を投与していたこ

とが明らかとなっており、抗生物質投与により菌の形態が多様化したと

考えられた。細菌が抗生物質投与によりスフェロブラストに形態変化を
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起こすと、薬剤に抵抗性を有することが知られており、薬剤耐性化が

日和見感染症の原因となることが指摘されている［181－183］。さらに、

抗生物質の作用で三体の細胞壁が破壊され、グラム陰性桿菌の国

体表面からエンドトキシン（内毒素）であるリボ多糖

（Lipopolysaccharide：LPS）が大量に放出されて、エンドトキシンショッ

クが誘発されることがある［206】。実際、リスザルの症例でも、抗生物質

投与歴があり、菌の形態が多様化していた症例では、血汐症や腎臓

に点状出血が多発しており、糸球体毛細血管に硝子血栓が多発し

ていたことから、エンドトキシンあるいは敗血症性ショックから播種性血

管内凝固症候群（DIC）に陥り、死亡したと思われる症例もみられた。

以上のことから、サル類に抗生物質を投与する際には薬剤の効果の

判定に注意が必要であるとともに、抗生物質投与歴のあるサル類の病

性鑑定を実施するときには、細菌の形態の多様化や日和見感染症、

エンドトキシンショックなどを考慮に入れて慎重に病理学的診断を行う

必要があると思われる。

　今回の調査で、48例のリスザルのエルシニア症のうち1例から、L

ρ5θ〃40砲δεア。〃10画5血清群7が分離された。本血清型は、これまでに

我が国のイヌ、タヌキ、ノネズミ、ヒミズなどの野生動物や環境水から少

数分離されているが、いずれも病原性プラスミドを保有せず、血清群

8，9ならびに11～14と同様、非病原性の血清群と考えられてきた

［45，49，55，127，213］。しかし、今回の調査により、r

ρ5θ〃40砲加7c〃10討∫7による動物の感染致死事例が世界で初めて確

認され、7群の一部の菌株も病原性を有することが明らかになった。r
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ρ58〃40’〃6εrcμ103’∫7感染症により死亡したリスザルは、体重380g、

メスの1歳未満の個体で、衰弱しているところを発見され、隔離、保温

を実施して治療を試みたが翌日死亡した。肉眼所見としては、腸間膜

リンパ節、肝臓および脾臓の腫大、脾臓の多発性白色結節形成、バ

イエル板の軽度の腫大、小腸粘膜に粟粒大の白色結節が確認され、

その他の病原性を有する血清型による死亡例と、病変に差はみられな

かった。さらに、Iwataらの研究では、本分離菌株も、その他の病原性

を有する血清型と同様、病原性プラスミドを保有し、スーパー抗原であ

るYPMaを産生する強毒株であった［87］。これらのことから、今回リスザ

ルから分離された7群の菌株は、rρ5例40’舶θ70〃105∫51bや4bなど、

その他のリスザルにおける主要な病原性血清群と同程度の病原性を

保有していると考えられた［131］。

　さらに今回、Lθ〃’θ70co1醒。α03感染症によりリスザル1頭が死亡

し、rθη’87000〃”oα08感染症により同時期に同じ施設で、リスザル

5頭とアジルテナガザル1頭が相次いで死亡した。Kθη’θ70001〃’cα

03は、世界的に分布しており、ヒトの患者からの分離頻度は最も高く、

Lεη∫ε7000〃’∫cαの中では一般的な血清型である［40，54，116，160］。

しかし、｝孔ρ∫θ〃40’〃わθ70〃105ゴ∫より病原性は低く、主に幼児が感受性

を示し、症状も下痢などの急性胃腸炎症状を示すのみである［441。動

物でも同様で、Xθη∫8アooo〃”cα03はブタからの分離率が高く、調査

によっては100％の保菌率であったという報告もあるが、ブタは感染して

も症状を示さず、豚肉がヒトへの主要な感染源となっている

［40，43，54，116］。また、イヌの保菌率も高く、5～6％の保菌率であったと
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いう報告もあり、ヒトへの感染源となることが指摘されている

［44，52，59，211］。一方、サル類は病原性γθ7∫∫η’α属菌の中でも弱毒

であるγ．eη’θroco1∫〃。α03や05／27にも感受性を有し、ヨーロッパ諸

国やアメリカでは、これらの血清型によるサル類の感染死亡例が報告さ

れているが［17，39，143］、我が国ではサル類におけるrεη’θ70co1〃’cα

感染死亡例はこれまで1例しか報告されておらず、その血清型も明ら

かになっていない［126］。

　一方、rεη∫θ70001’〃。α08は、動物からはこれまで、北米の健康な

キツネ、ヤマアラシの糞便から分離されているだけで［159］、ヒトの症例も

北米を中心に報告されてきた［92，155］。しかし、近年になって我が国に

おいてもヒトの感染例が散発的に報告されており、また健康なノネズミの

糞便からも分離されている［71，80，81，151］。さらに、最近になってヨーロ

ッパでもヒトの感染例が報告されている［145，157］。rθ所θ70co〃’∫oα

08は、Kθ〃’θ70001∫∫∫cαの中で最も病原性の強い血清型で、ヒトに対

しては、｝乙ρ3例40紐6ε7c〃105∫5と同等の病原性を有するといわれてい

る［177］。しかし、動物での08による感染例、致死例はともにこれまで

報告はなく、今回の事例が世界で初めてのrθη’θ70σ01〃’oα08によ

る動物の感染致死事例となった［130］。本研究により、我が国では弱

毒な03のみならず、強毒な08による飼育下サル類の感染死亡例も

確認したことから、今後、サル類の飼育にあたっては、｝㌃

ρ3θ〃40砲ゐθrc〃105’3のみならず、Z8η∫θroco1〃’cαによるエルシニア症

にも注意を払っていく必要があり、さらに症例を集めて、鑑別診断に有

用な病理像を明らかにしていく必要があると思われた。さらに、もはや北
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米に限局した分布とは言えなくなった08による集団感染例を確認した

ことから、公衆衛生上の観点からも今後、十分に注意すべき病原体で

あると考えられる。

　サル類のエルシニア症は臨床症状に特異性がなく、多くは突然死

で発見されるため、異常に気付かず、診断が遅れることが多い。さらに、

感染したサルの糞便から大量の菌が排出され、飼育群の多数の個体

に感染が早急に広がる傾向にあるため、気付いたときには手遅れとなる

ことが多いのが現状である。このため、動物園などの飼育施設で飼育さ

れているサル類が死亡し、剖検により小腸バイエル板や盲腸、結腸の

孤立リンパ小節の腫大、腸間膜リンパ節の腫大、脾腫、肝臓や脾臓

に多発性白色結節などがみられた際は、エルシニア症を疑い、病理組

織学的検査および微生物学的検査を実施すべきであり、生存個体に

ついても、糞便検査と行うとともに抗生物質を投与し、飼育施設の消

毒を徹底すべきである。通常の細菌検査では、37℃で細菌の分離培

養がなされることが多いが、病原性rθr∫肋如の場合、発育速度が遅い

ことから、37℃培養ではその他の細菌の発育によって、γθ樗加如のコロ

ニーが不明瞭になることが多く、rεr5加如の至適発育温度は28℃付

近である［44，45，54，102］。このため、通常の細菌検査では見過ごされ

る可能性が高い。さらに、抗生物質を投与していると菌分離が困難な

例が多く、実際、今回の調査でも病理学的にエルシニア症が疑われた

が、微生物学的に病原性y875加’αが分離できなかった事例もあったこ

とから、実際にはより多くのエルシニア症の発生があると考えられる。我

が国のサル類から分離される病原性rθ75加如の菌種、血清型はヒトと
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同様、極めて多様であり、また、病原性とそれらとの関連やYPMなどの

病原因子との関連も不明な点が多い。また、多くの動物展示施設で

は、これらのサル類を屋外施設で飼育し、見物客が容易に同一空間

で直接あるいは間接的に接触可能なふれあい方式で展示されている

施設もあることから、人獣共通感染症の原因となる病原性γθ7∫吻海に

ついては今後も十分に注意すべき病原体であり、サル類のエルシニア

症に対して効果的な感染予防対策を講じていく必要がある。サル類の

エルシニア症は、下痢などの臨床症状に乏しく、多くは突然死で発見

されること、屋外で飼育されることが多く、保菌動物と考えられるクマネ

ズミやドブネズミ、ノネズミなどの侵入や餌の汚染を防ぐことが非常に困

難であることから、サル類のエルシニア症の発生を予防するためには、エ

ルシニア症に対する効果的なワクチンを開発する必要があると思われ

る。
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Table 1. Number of monkeys examined from 2000 to 2008

Suborder Parvorder Superfamily Species of monkey
Number of

 Sam les
Strepsirrhini

Haplorhini Platyrrhini

Catarrhini Cercopithecoide

Hominoidea

Lemur(Vdrecia spp. and Lemur spp.)

Loris (A67cticebus spp.)

Common squirrel monkey (SZximiri sciureus)

Bolivian squirrel monkey (S27imiri boliviensis)

Squirrel monkey (Sbimiri spp.)

Marmoset (Callithrix spp. and Stigttinus spp.)

White-faced saki (Pithecia pithecia )

Tufted capuchin (Cebus apella)

Spider monkey (Ateles spp.)

Owl monkey (Aotus trivirgatus)

Japanese monkey (MZzcaca.fiiscata)

Crab-eating monkey (MZ7caca.fascicularis)

Hamadryas baboon (Papio hamadyas)
De Brazza's guenon (Cercopithecus neglectus)

Lesser spot-nosed monkey (Cercopithecus petaurista)

Mandri11 (Mbndrillus sphinx)

Colobus (Colobus spp.)

Gibbon (Ilylobates spp.)

Bornean orang-utan (Pongo lrygmaeus pygmaeus)

chimpanzee (Pan trogloclytes)

Westernlowland ori11a Gorilla orilla orilla

16

2

207

42

22

21

2

7

4

1

40
1

5

2

2

1

 1
5

 1
7

 1
Total 390
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Table 2. Number of monkeys that died of Yersiniosis from 2000 to 2008

Suborder Parvorder Superfamily Species of monkey

Number of
deaths due to

 Yersiniosis

Strepsirrhini

Haplorhini Platyrrhini

Catarrhini Cercopithecoide

Hominoidea

Lemur(Vbrecia spp. and Lemur spp.)

Common squirrel monkey (Stiimiri sciureus)

Bolivian squirrel monkey (Saimiri boliviensis)

Squirrel monkey (S2iimiri spp.)

White-faced saki (Pithecia pithecia )

Hamadryas baboon (Papio hamacb:yas)

De Brazza's guenon (Cercopithecus neglectus)

Gibbon (Ilylobates spp.)

Borneanoran-utan Pono maeus maeus

1

37

5

6

2

2

2

2

1

Total 58
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Table 3. Summary of Yersiniosis in monkeys from 2000 to 2008

Case No. Institutions Species of monkey
Number of

  deaths
Date

Yersinia species

 and serotypes

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

1
1
12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

A
B
A
C
D
E
B
F

B
G
E
H
I

J

K
G
I

B
L

A
M

E

K
E
B
B
E
F

A
N

Commonsquirrelmonkey (Saimirisciureus)

Commonsquirrelmonkey (Saimirisciureus)
Commonsquirrelmonkey (Sbimirisciureus)

Commonsquirrelmonkey (Sbimirisciureus)
Commonsquirrelmonkey (S22imirisciureus)
Bolivian squirrel monkey (Sdimiri boliviensis)

Commonsquirrelmonkey (Sbimirisciureus)

Commonsquirrelmonkey (SZ2imirisciureus)
Agile gibbon (hlylobates agilis)

Commonsquirrelmonkey (Saimirisciureus)
Squirrel monkey (SZximiri spp.)

Bolivian squirrel monkey (SZiimiri boliviensis)

Squirrel monkey (Saimiri spp.)

Commonsquirrelmonkey (Saimirisciureus)

Bornean orang-utan (Pongo xrygmaeus pj"gmaeus)

Commonsquirrelmonkey (Saimirisciureus)

De Brazza's guenon (Cercopithecus neglectus)

Commonsquirrelmonkey (Stiimirisciureus)

Commonsquirrelmonkey (Sbimirisciureus)

Hamadryas baboon (Papio hamadyas)
Agile gibbon (IEZ)21obates agilis)

Commonsquirrelmonkey (Stiimirisciureus)
Ruffed lemur (Vbrecia variegata)

White-faced saki (Pithecia pithecia )

Bolivian squirrel monkey (Sbimiriboliviensis)

Commonsquirrelmonkey (Sbimirisciureus)
Bolivian squirrel monkey (Sbimiri boliviensis)

Commonsquirrelmonkey (Stximirisciureus)

Commonsquirrelmonkey (SZiimirisciureus)
Bolivian squirrel monkey (Stiimiri boliviensis)

Commonsquirrelmonkey (Saimirisciureus)
Commonsquirrelmonkey (SZzimirisciureus)

DeBrazza's uenon Cerco ithecusne lectus

3

4

2

l

5

1

1

5

1

1

2

1

4

2

1

2

1

1

1

2

1

2

1

2

1

1

1

1

1

1

2

2

1

2000 .12

2000. 1

2001. 1

2001. 10

2002. 4

2002. 5

2002. 12

2002. 12

2003. 4

2003. 4

2003. 4

2003. 6

2003. 7

2003. 11

2003. 11

2003. 12

2004. 3

2004. 12

2005. 1

2005. 1

2005. 1

2005. 2

2005. 3

2005. 3

2005. 5

2005. 8

2005. 12

2005. 12

2006. 4

2007. 2

2007. 5

2008. 1

2008. 9

    XYp 1
Yp lb
    XYp 1
Yp 4b

Yp 4b

Yp 4b
Yp X

Ye 08
Ye 08
Yp 6
    XYp 1
Yp 7

Yp lb

Yp 4b

Yp 4b

Yp 4b
    XYp 1
Yp 4b
Yp lb

 Yp 3

 Yp 3

Yp lb

Yp lb
Yp lb

Ye 03
    XYp 1
Yp X

Yp 2b

Yp 6

Yp lb

Yp 4b

 Yp
Y6

X Diagnosed by immunohistochemistry without cultivation.

Yp, Z pseudotuberculosis; Ye, M enterocolitica
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Fig. 2. Gross lesions ofthe bovvel and mesenteric lymph nodes. In

squirrel monkeys, bowel lesions are mainly in the small intestine,

with swelling and hemorrhage ofthe Peyer's patches in particular IAI;

on the other hand, other monkey species show multiple ulcers mainly

in the coRon and cecum [BI. Svvollen mesenteric lymph nodes are

common lesions in alll monkey species IC, D]. [A] Small intestine ofa

squirrel monkey (YP 6), Bany 1 cm. IB] CoRon mucosa ofthe agile

gibbon (YP3), Ba4 3 cm. (C] Mesenteric lymph nodes ofa squirrel

monkey (YP6), BaB 1 cm. [D] Mesenteric lymph nodes ofthe baboon

(Yp3), Bap 1 cm.
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Fig. 3. Gross lesions ofthe spleen and liven Multiple white or

yellowish nodules are formed in the spleen and liven Notice that

nodules are larger in the agile gibbon and orangutan than in the

squirrel monkey. IA} Spleen and liver ofa squirrel monkey (Yp lb),

Ba4 2 cm. (B] Spleen ofthe orangutan (Yp4b), Bag 3 cm. IC] Liver

ofa squirrel monkey (Yp6), Ba4 1 cm. IDI Liver ofthe agile gibbon

(Yp3), Bap 1 cm.
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Fig. 4. Gross lesions ofYersiniosis infected by Z enterocotitica 08 in

squirrel monkeys. Abscess formation in multiple organs occurs more

in Z enterocotitica 08 infection than in Y pseudotuberculosis infection.

(Al Mesenteric Jymphatic abscess with intestinal adhesion fixed with

formalin, Bag 1 cm, Insert: Cross-section of mesenteric lymph nodes

and intestine. IB] Pulmonary abscess, Ba4 1 cm. IC] Renal abscess

fixed with formalin, Bag O.5 cm. [Dl Svvellings oflymph nodes in the

head and neck area, Ba4 1 cm.
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Fig. 5. Gross lesions ofYersiniosis infected by Y enterocolitica 08

in the squirrel monkey and agile gibbon. Abscess formation

th roughout the lymph nodes in the head and neck area is

predominant. Similarly, abscesses are much larger in Ilersinia

enterocolitica 08 infection than in Y pseudotubercutosis infection

in the agile gibbon. [A] Head and neck area fixed with formalin,

Ba4 1 cm. (Bl Cut surface of IA), Ba4 1 cm. (C] Liver ofthe agile

gibbon, Bany 3 cm. (D} Ileocecal area ofthe agile gibbon, Ba4 3 cm.
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Fig. 6. Histopathological lesions of Yersiniosis infected by Y

pseudotubercutosis ofthe liver and spleen. There is multifocal

necrosis with Earge bacterial colonies, and few neutrophils infiltrate

into the liver and spleen. IAI Hepatic focal necrosis ofthe orangutan

(Yp4b), HE, X 200. IB] Hepatic focal necrosis ofa squirrel monkey

(Yp4b), HE, X 100. ICI Splenic focal necrosis ofthe ruffed lemur

(Yplb), HE, × 40. ID] Splenic focal necrosis ofa squirrel monkey
(Yp4b), HE, X 100.
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Fig. 7. Histopathological lesions ofthe intestine and mesenteric

lymph nodes in Yersiniosis infected by Y pseudotubercutosis. Major

intestinal lesions in apes are found in the colon and cecum near the

ileocecal area. On the other hand, in squirrel monkeys, they are found

in the small intestine, especially associated with Peyer's patches. IAI

Colon ofthe agile gibbon (YP3), HE, × 40. [Bl Peyer's patches in the
ileum ofa squirrel monkey (YP6), HE, X 40. IC] Mesenteric lymph

nodes ofa squirrel monkey (Yp4b), HE, × 40, Insert:
Immunohistochemistry to Z pseudotubercutosis using

anti-Z pseudotuberculosis sera.

>- 4



IA)

IC]

IB]

{D]

t 'lt'

7'

aZei (

tt"
. -

"
F-t "'

i'

9

"

               Areas of multifocal necrosis in Z enterocolitica

08 infections are more intensive suppurative changes than in Y

pseudotuberculosis. Moreove4 it is pathognomonic throughout the

lymph nodes in thearea ofhead and neck. (Al Liver ofa squirrel

monkey, HE, × 100. (Bl Liver ofthe agile gibbon, HE, X 40, Insert:
Immunohistochemistry to M enterocolitica 08 using anti-Y

enterocolitica 08 sera. [Cl Mandibular lymph node ofa squirrel

monkey, HE, × 40, Insert: Laryngopharynx including the mandibular
lymph node ofa squirrel monkey, HE, loupe. IDI 'Ibnsils ofa squirrel

monkey, HE, X 100.

Fig. 8. Histopathological lesions ofYersiniosis infected with M

enterocotitica 08.
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Fig. 9. Histopathological lesions of Yersiniosis infected with Z

enterocolitica 08 in the intestine. Neutrophil infiltrations are more

predominantthan in Y pseudotubercutosis. Intestinal mucosa is

necrotic to all layers. IA] Ileum ofa squirrel monkey, HE, X 100,

Insert: Higher magnification ofthe bacterial colonies. (Bl Cecum

and neighboring lymphatic organs ofa squirrel monkey, HE, × 100,
Insert: Adhesive mesenteric lymphadenitis involving the intestine,

HE, loupe. IC] Cecum ofthe agile gibbon, HE, X 100, Insert:

Adhesive enteritis in the ileocecal area, HE, loupe. (Dl

Immunohistochemistry to M enterocolitica 08 using anti-M

enterocotitica 08 sera of (Cl, X 100.

>- 6



va

z
`:

2
s
H
;
z

      18

      16
                                            i Yersiniosis
      14

      12

       8

                                              pneumoma       4
                                            i Othe infections
       2

       o

          OO OI 02 03 04 05 06 07 08

                             Year

Fig. 10. Frequency ofdeaths from infeetious disease in squirrel monkeys by year.
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Fig. 11. Frequency ofdeaths from Yersiniosis in squirrel monkeys by month.
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第2章　病原性距7∫加番の感染防御抗原に関する研究

第1節　序論

　第1章の調査成績から、病原性γθ73肋如が我が国のサル類飼育

施設において、全国的に広く浸淫しており、多くの施設では、反復して

エルシニア症が飼育下サル類に流行していることが明らかになった。病

原性髭r5肋如は、極めて多くの種類の家畜や愛玩動物、野生動物

に保菌されており、さらに、河川水や井戸水などの環境中にも広く分

布することが知られている【54，55，59，103，116，159］。特に、我が国にお

いては、ノネズミやクマネズミ、ドブネズミなどの野外に生息するげっ歯類

が、病原性γθ75ゴη’oの重要な保菌動物となっていることが報告されて

いる［47，49，50，51，71，82，215］。第1章の調査成績でも、K

θη’θ70co1’”cα08感染症の集団発生の際に、リスザルやアジルテナ

ガザルから分離された菌株と同じ遺伝子型を示す菌株が、施設内のク

マネズミから分離されたことから、今回の調査におけるサル類のエルシニ

ア症の事例でも、げっ歯類が飼育施設内での病原性rθ掴加如の伝

播に関わっている事例があったことが示された。多くの飼育施設では、

サル類は夜間を除いて、日中は屋外の放飼場で飼育されていることが

多いため、保菌動物となるげっ歯類の侵入阻止や餌への二次汚染を

完全に防止することは困難で、さらに、ほとんどの事例で感染源が特

定されることはないことから、飼養管理を徹底することだけでは、サル類

のエルシニア症の発生を予防することはできないと考えられる。実際、第
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1章のエルシニア症の発生状況調査において、サル類のエルシニア症

が流行している施設では、上記の飼育管理対策に加え、施設内の清

浄化の徹底や、定期的な抗生物質の投与などを実施しているにも関

わらず、依然としてエルシニア症が流行しているのが現状である。サル

類のエルシニア症は、臨床症状に特異性がなく、ほとんどが突然死で

発見されることから、異常の発見が遅れることが多く、さらに、発症した

サルから排泄された糞便を介して他個体への伝播が急速に進行する

ことから、サル類のエルシニア症を効果的に予防するには、有効なワク

チンを用いてサル類の病原性距r∫ゴη如に対する感受性を低下させる

ことが最も効果的と考えられる。

　rρ5θπ40伽わε7c〃105’5あるいはy．θη’θroco1’”ooを用いたワクチン

に関する報告はいくつかみられるが、その多くは、γεア5∫η如属菌の交差

抗原性を利用した、ペストの原因であるKp85”∫に対するワクチン開

発に関する研究や［14，190，191】、γθア3’η如の組織侵入性を利用して、

rθr5’η’αの病原因子であるYopsを宿主細胞に注入するための装置

である皿山分泌装置（Type皿secretion　system：TTSS）に外来抗原

遺伝子を挿入した、外来抗原に対するワクチンに関する研究がほとん

どである［5，171，194，195］。また、rθア5∫η’αのワクチンに関する研究のほと

んどは、病原性プラスミドであるpYVを脱落した株や、YopsやTTSSに

変異を有する株を用いた弱毒生ワクチンを使用したものである

［8，21，108，128，129，150，161，194，195］。しかし、弱毒化した生ワクチンを使

用した場合、病原性が復帰する危険性があり、また、免疫力の低下し

た個体への接種は不可能であり、十分な個体管理が必要で、さらに・
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ワクチンの保存方法に注意が必要である［41】。多頭飼育されることが

多い飼育下サル類に対して野外で用いるには、個々の個体管理が十

分に行えない状況が多いことから、保存に安定性があり、免疫力が低

下した個体に対しても安全な、死菌あるいはサブユニットワクチンなどの、

不活化ワクチンを使用することが望まれる。

　病原性γθ7∫吻如の死菌を用いたワクチンに関する実験としては、

Uchidaら［200］やKanekoら［93］による、加熱死菌やホルマリン不活化

死菌を用いたマウスに対する実験があり、死菌接種後に生菌を経口

接種することで、糞便中への排菌を阻止したという報告はあるが、感染

致死を阻止する、効果的で実用的なワクチンの報告はない。サル類に

対しては、Bielliら［12］によるy．　p3θ〃40’〃うθ7cμ105’5の死菌を用いた、

シルバーマーモセット（Cα〃”加’κα79εη’α’α）やジェフロワマーモセット

（Cα〃〃加’κ9εo∬roアf）、ゲルディモンキー（Cα〃’〃2／co　goε14’∫）などに

対する、動物園におけるワクチネーションの報告があるが、抗体産生を

促したという記載があるのみで、エルシニア症の流行を阻止する十分な

効果が得られていない。

　当研究室における予備的研究で、馬場らは、｝乙
ρ5θ〃40’励ε70〃105’54bから精製したYopsと、25℃で培養後、ホルマ

リンで不活化した死菌（25℃死菌）を免疫原として、それぞれ1頭ずつ

のりスザルに皮下接種および経口接種した後に、r
p∫θ〃40’励ε7c〃105∫34bの生菌を経口接種した結果、Yopsに対する

血清抗体価の上昇はみられたものの、いずれの個体も生菌接種後7

～11日の間に死亡した［6］。感染実験に使用した頭数が少なかったも
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のの、リスザルでは、通常の培養温度である25℃では病原性プラスミド

が発現しないことから、25℃死菌やYopsでは、rε75’η’α感染による死

亡を阻止できない可能性が示唆された［6］。また、共同研究者である

岩田ら［84】の実験では、YadAを免疫原として、マウスに皮下接種した

結果、YadAを菌体表面に強く発現させたホルマリン不活化死菌を皮

下接種したマウスでは、26匹中19匹（73．1％）が、YadAを強く発現し

た菌体を超音波破砕、超遠心することで精製したYadAを含む膜分

画を皮下投与したマウスでは、7匹中7匹（100％）が、病原性

γεr5’η’αの経口感染から耐過生残し、YadAがr

ρ5θ〃40’めθア。〃10討8の重要な感染防御抗原となっている可能性が示

唆された［84］。

　病原性r875幅出は、ヒトや動物に経口感染し、小腸粘膜のバイエ

ル板上の特殊な上皮である濾胞被蓋上皮間に散在する、M細胞と

呼ばれる特殊な上皮細胞に接着し、そこからバイエル板内に侵入して

増殖することが知られている［67］。YadAは、病原性rεr∫’η’αの外膜に

存在する線毛タンパク質であり、宿主上皮細胞への接着と侵入に関

与する付着因子で、感染の初期段階において重要な役割を果たして

いる。さらに、バイエル板や腸間膜リンパ節、脾臓ならびに肝臓などの

臓器に侵入後も、これらの感染組織において補体の殺菌作用や食細

胞の食菌作用への抵抗性に関与し、菌の組織内への侵入を促進す

るだけでなく、病変形成にも関与している多機能タンパク質である

［35，36］。細菌が宿主細胞に接着、定着するための病原因子である

接着因子は、グラム陰性菌であるE．oo1’のPapGやHαε〃20助〃鋸
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’η∫1〃εηzoθのHifE、グラム陽性菌であるSmP妙10coccμ5α〃7θ〃5の

FndAやFndB、ε’アθρ∫ococc〃5ρηθ〃〃20η如εのPsaAなど、様々な細

菌が保有する重要なタンパク質であり、宿主へ感染する初期段階に作

用することから・ワクチン候補物質として、注目されている［104，105，212】。

YadAは、感染の初期段階において重要な役割を果たす病原因子で

あり、YadAが発現し、宿主細胞へ接着することによってはじめて、Yops

やその他の病原因子が、宿主細胞内へ注入されることが可能となる。

さらに、YadAは好中球の貧食作用および補体の殺菌作用に対する

抵抗性や、自己凝集性を有している多機能タンパク質であることから、

YadAに対する抗体が産生されることにより、病原性アθr∫加’αの初期の

侵入や増殖のみならず、バイエル板や腸間膜リンパ節、脾臓および肝

臓などの感染組織における炎症反応の抑制に対する効果も期待され、

病原性γεr5’η’αの感染防御抗原として重要であると考えられる［36］。

しかし、YadAの機能は詳細に明らかにされておらず、実際に感染防御

効果を詳細に検討した報告は見当たらない。

　本章では、サル類のエルシニア症のコントロールを目的とした有効な

ワクチンの開発ならびにワクチン開発のための基礎的研究として、病原

性γe75吻如に対して、実験動物の中では比較的感受性が高く、容易

にエルシニア症を発症し、死亡することが知られているマウスを用いて、｝孔

ρ∫釧40’始θ70〃105∫∫の感染防御抗原について病理学的および免疫

学的に検討した。

なお、本章におけるマウスを用いた動物実験は、麻布大学動物実験

委員会の承認を得て行った（承認番号100506－1）。
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第2節　材料および方法

2．1供試菌株

供試菌株として、後述するYadAを菌体表面に強く発現した死菌の

作製およびSDS－PAGE、ウェスタンプロッティングによるYadAの発現の

確認には、エルシニア症により死亡したリスザルから分離された｝㌃

p5ε露。’〃δεア。π10∫’5血清群4bNPOI1001株を用いた。また、マウスを

用いた感染実験には、大阪大学微生物病研究所から分与された、｝乙

ρ∫ε〃40’励ε7c〃105’5血清群4bRIMD2503048株を用いた。使用し

た菌株は、lwataら［84］の方法を参考にしてPCRを行い、病原性プラ

スミドのマーカーであるv’アF遺伝子、腸管粘膜上皮への侵入に関与

する加v遺伝子ならびにスーパー抗原活性を有するYPMaをコードする

アρ雇遺伝子を保有する強毒心であることを確認した。

2－2　YadAを強く発現した培養菌のホルマリン不活化全菌体死菌

（YadA死菌）の作製

YadA死菌の作製は、堀坂［77］および岩田【84］の方法に従い、以

下のように行った。供試菌株を、BHI液体培地10m1に接種して25℃

で24時間前培養した後、その培養液10mlをRPMI　I640液体培地

（日水，東京）500mlに接種し、37℃で18時間振塗培養した。あわせ
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て、菌の培養温度によるYadA発現の程度を比較するため、25℃で振

盤培養を行った。その後、ホルムアルデヒドの濃度が1％となるように、培

養液にホルムアルデヒド液（和光純薬，大阪）を加え、室温で24時間

反応させて菌を不活化した後、8，000rpmで遠心分離し、滅菌生理

食塩水に浮遊させる作業を3回繰り返すことにより為体を洗浄し、

YadA死菌を得た。

2－3SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）およびウェスタ

ンプロッティングによるYadA発現の確認

上記に記載した方法で作製したYadA死菌を、10μg／mlとなるように

電気泳動用のサンプル調整用バッファー（EzApply；ATTo，東京）に

懸濁し、沸騰温浴中で5分間加熱することにより、菌体からタンパク質

を抽出した。YadAを含むタンパク質抽出液は、ポリアクリルアミド・プレ

キャストゲル（e－PAGEL；ATTO，東京）に5μ1ずつアプライし、20mA、

80分間、室温の条件で、ミニスラブ電気泳動装置（パジェラン；

ATTO）を用いてSDS－PAGEを行った。電気泳動後、0．25％

Coomassic　brilliant　blue　R－250（和光純薬，大阪）を含む染色液

を用いてタンパク質染色を行い、バンドの確認をした。なお、分子量マ

ーカーとしてSDS－PAGE用マーカーであるSeeBlue　Plus2　Pre－stained

Standard（Invitrogen，　U．S．A。）を用いた。さらに、電気泳動が終了

したゲルは、mini　trans－blot　electrophoretic　transfer　cell（Bio－Rad，

東京）を用い、氷水中にて0．05A、30Vで1晩反応させ、
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polyvinylidene　difluoride（PVDF）膜（NEN　Life　Science　Product，

U．S．A）に転写させた。転写膜は10％スキムミルクを含むTBS－T

（20mM　Tris－HCI［pH　7．6］，135mM　NaCl，0．1％Tween　20）を用い、

軽く振塗しながら室温で1時間ブロッキングし、次いでTBS－Tで希釈し

た一次抗体を加え、室温で1時間、ローチーターを用いて回転させな

がら反応させた。なお、一次抗体として、rρ3θ㍑40’励θ70π105∫∫4bに

経口感染させ、血清抗体価の上昇を確認したラット（F344／N）の血清

と糞便、YadA分画を皮下投与することにより免疫したウサギ抗血清、

さらに抗血清から精製したウサギIgGを用いた。ウサギ抗血清からの

IgGの精製は、Affi－Gel　ProteinA　MAPS　I【Kit（Bio－Rad，東京）を

用いて、製品の使用説明書に従い、アフィニティクロマトグラフィーによ

って精製した。一次抗体の希釈は予備実験により、血清は4，000倍、

糞便は9倍量のPBS－Tで懸濁して3000rpm、20分間遠心した上清

を、0．45Fmのメンブレンフィルターで濾過して用いた。その後、転写膜

はTBS・Tで10分間、3回洗浄し、TBS－Tで希釈した二次抗体を加

えて1時間、ローチーターで回転振塗しながら室温で反応させた。二

次抗体は、一次抗体にラットの血清を用いた場合は、ペルオキシダー

ゼ標識ヤギ抗ラットlgG抗体（KPL，　U．S．A．）、ラットの糞便を用いた場

合はペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ラットIgA抗体（KPL，　U．S．A．）、ウサ

ギに対してはペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギIgG抗体（KPL，

U．S．A．）を、それぞれ4，000倍、2，000倍、4，000倍に希釈して用いた。

二次抗体を反応させた転写膜はTBS－Tでさらに10分間3回洗浄後、

化学発光検出試薬（ECL　plus；GEヘルスケア・ジャパン，東京）を用
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い、製品の使用説明書にしたがって、化学発光法により、YadAタンパ

ク質を検出した。

2．4供試動物

供試動物として、病原性γθ7∫加比の感染実験に用いられることが多

く、典型的な｝㌃P∫ε〃40紐わε7cπ10討5による急性感染症の病変を再現

しやすいSPF、3週齢のマウス（BALB／c）、雄（日本SLC，浜松）を用

いた。各マウスは、オートクレーブにより滅菌したソフトチップ（日本SLC，

浜松）を床敷にしたマウス用プラスチックケージで飼育し、1週間の検

疫ならびに馴化期間を設け、1日1回ないし2回、異常の有無を観察

した。1ケージにつき5匹のマウスを収容し、それぞれのマウスに、オート

クレーブで滅菌した固形飼料（実験動物用飼料MF；オリエンタル酵

母，東京）と滅菌蒸留水を不断給与し、また、検疫期間中に全ての

マウスについて、糞便中に距ア3’η如属菌が存在しないことを、CIN寒

天培地で確認した。

2－5免疫原接種と感染実験プロトコール

　YadAの感染防御効果を検討するために、以下の3通りの実験を

実施した。

【実験1】

YadA死菌を含む様々な免疫原を接種した後に、生菌を経口接種
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することで、それぞれの感染防御効果について比較した。病原性

γθア∫’η’αの重要な病原因子であるYadAやYopsなどをコードしている

プラスミド性の病原因子は、37℃で発現し、γθr5’η如属菌の通常の培

養温度である25℃では発現しないことが知られている［44，45，152］。そ

のため、免疫原として、1．二二表面にYadAを強く発現した死菌

（YadA死菌）、2．通常の液体培地を用いて、37℃で培養した死菌

（YadA低発現；37℃死菌）、3．25℃で培養した死菌（25℃死菌）なら

びに4．粗精製Yopsを用い、陰性対照群として免疫原の代わりに、

5．PBSを投与した。　YadA死菌は、上述の方法で作製し、37℃死菌お

よび25℃死菌は、以下に記載した方法で作製した。供試菌株を、

BHI液体培地10mlに接種して25℃で24時間前培養した後、その

培養i液10mlをBHI液体培地500mlに接種し、37℃死菌は37℃で、

25℃死菌は25℃で18時間振回培養した。その後、ホルムアルデヒドの

濃度が1％となるように、培養液にホルムアルデヒド液（和光純薬，大

阪）を加え、室温で24時間静置して菌を不活化した後、8，000rpmで

遠心分離し、滅菌生理食塩水に浮遊させる作業を3回繰り返すこと

により菌体を洗浄し、それぞれ37℃死菌と25℃死菌を得た。また、

Yopsは下記の方法で精製した。　Heesemannらの方法［72］を参考にし

て、供試菌をBrain　Heart　lnfusion（BHI）液体培地（BD，　U．S．A．）

に接種し、25℃で24時間振回培養（120rpm）による前培養後、20倍

量のBHI液体培地に接種した。　BHI液体培地は37℃で90分振回

培養（120rpm）後、0．45戸mメンブレンブイルター（Millipore，　U・S・A・）

で濾過滅菌したEthylene　glycol－bis（β一aminoethylether）
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一N，：N，Nl，N1－tetraacetic　acid（EGTA；和光純薬，大阪）を10mM

になるように添加し、さらに、37℃で90分間振塗培養（120rpm）後、

2，000rpmで30分遠心分離し、その上清を0．45μmメンブレンフィルタ

ーで濾過した。濾過上清は硫酸アンモニウム（和光純薬，大阪）を

40mg／mlになるように添加してよく混合した後、2，000　rpmで30分間

遠心分離し、上清を捨てて沈殿物を得た。沈殿物は蒸留水に溶解し、

Spect・a／P・・aCE　M・mb・an・　MWCO・10000　（Spect・um⑪

Laboratories　Inc．，　Rancho　Dominguez，　California，　U．S．A．）で一

晩透析後、真空凍結乾燥装置を用いて24時間凍結乾燥した。

　YadA死菌、37℃死菌および25℃死菌は、抗原の濃度が、皮下接

種は100mg／ml、経口接種は500mg／mlとなるように滅菌生理食塩水

で調整した。一方、Yopsは、抗原であるタンパク質を濃縮して精製して

いるため、死菌の10分の1量とし、皮下接種は10mg／ml、経口接種

は50mg／mlとなるように滅菌生理食塩水で調整した。一方、陰性対

照群には免疫原の代わりにPBSを投与した。マウスの導入から1週間

の検疫、順化期間を設け、その1週間後に免疫原を接種した。それぞ

れの免疫原を、5匹ずつのマウスに1週間間隔で2回、皮下接種およ

び経口接種し、さらにその1週間後に、Kρ5θμ40’〃δεア。〃105’54b生

菌を経口接種した。生菌の接種は、供試菌株をTSA平板培地により

25QCで24時間静置培養し、投与病数が109／0．2m1となるようにPBS

（pH7．2）で調整した菌液0．2mlを、胃ゾンデを用いて胃内に接種した。

免疫原初回接種時、免疫原接種から1週間後ならびに2回目の接

種から1週間後に、マウスの尾静脈より採血を行い、血清を遠心分離
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により採崩し、使用するまで一80℃で凍結保存した。血清は、後述する

方法によりELISAを実施し、各免疫原接種後のYadA死菌ならびに

Yopsに対する血清抗体の推移を観察した。生菌接種後は1日2回、

臨床徴候の観察を行い、死亡の有無を確認した。死亡個体について

は、ただちに病理解剖を行い、肉眼観察のあと、病理組織学的検索

のために全身諸臓器を10％中性緩衝ホルマリン液に浸漬固定した。

その後、第1章2－3に記載したようにHE切片を作成し、あわせて、r

ρ∫θ〃40’励θア。〃103’∫4bに対する免疫染色を実施し、病変を観察する

とともに菌の増殖を病理組織学的に観察した。

【実験2】

YadA死菌を免疫原として接種することで、γ．ρ∫例40’励εrc〃10∫’∫

感染症による死亡を阻止できるのかをより詳細に観察するために、マウ

スを各群10匹ずっとし、以下のように4つのグループに分け、それぞれ

に免疫原としてYadA死菌を、陰性対照群にはPBSを投与した。1．

YadA死菌瀬瀬皮下接種群、2．　YadA死菌2回皮下接種群、3．

YadA死菌2回経口接種群、4．　PBS皮下投与群（陰性対照群）。

マウスは、導入から1週間の検疫、順化期間を設け、その1週間後に

免疫原を接種した。YadA死菌は、皮下接種群は100mg／ml、経口

接種群は500mg／mlの濃度になるように滅菌生理食塩水で希釈し、

その0．2m1をマウスに接種した。2回接種群はさらに1週間後に再度

YadA死菌を接種し、最終の免疫から1週間後に、r
ρ∫θ〃40’始θ70〃10∫’54b生菌を経口接種した。生菌の接種は、供試

菌株をTSA平板培地により25℃で24時間静置培養し、投与品数が
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109／0．2m1となるようにPBS（pH7．2）で調整した菌液0．2mlを、胃ゾン

デを用いて胃内に接種することにより行った。生菌接種後3日、7日、

14日および14日目以降は7日ごとに、糞便を採画し、排菌量を経時

的に計測した。採取した各糞便は、9倍量の滅菌PBSに入れ、マイク

ロチューブ用ホモジナイザーペッスル（テックジャム，大阪）を用いて懸濁

した後、PBSにより10倍段階希釈して、YERSINIA　Selective

Supplement（OXOID，　England）を添加したCIN平板培地に接種し、

菌の定量を行った。さらに、生菌の経口接種後0日、7日および7日

以降は7日ごとに体重を測定して体重の推移を確認するとともに、1

日2回、臨床徴候の観察を行い、死亡の有無を確認した。死亡個体

は、ただちに病理解剖を行い、肉眼観察のあと、病理組織学的検索

のために全身諸臓器を10％中性緩衝ホルマリン液に浸漬固定した。

さらに、非免疫群のマウスが半数死亡した時点で、各YadA死菌接種

群のマウスのうち半数を、イソフルランの吸入による深憂雨下で全採血

を行い、安楽死後に剖検を実施し、実験1と同様に病理組織切片を

作成し、病変の比較を行った。

【実験3】

YadA死菌を免疫原として接種した後に、rρ∫θ〃40∫励ε7c〃10∫’∫4b

生菌を経口接種して、経時的に各臓器における病変および菌量の比

較を行い、YadAの感染防御効果を観察するために、マウスを以下の

ように各15長ずつ、3つのグループに分け、それぞれにYadA死菌ある

いはPBSを投与した。1．　YadA死菌皮下接種群、2．　YadA死菌経

口接種群、3．PBS皮下投与群（陰性対照群）。マウスは、導入から
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1週間の検疫、順化期間を設け、その1週間後に免疫原を接種した。

YadA死菌の濃度は実験1，2と同様、皮下接種群は100mg／ml、経

口接種群は500mg／mlの濃度になるように滅菌生理食塩水で希釈し、

その0．2mlをマウスに接種した。皮下接種群は、初回の接種から21

日後にYadA死菌を再度接種し、経口接種群は、初回の接種から1

週間ごとにさらに2回経口接種した。最終の免疫から、皮下接種群は

21日後、経口接種群は28日後にrρ∫8〃40’励εア。〃103’∫4b生菌

を経口接種した。なお、陰性対照群はYadA死菌の代わりにPBSを

投与した。生菌は、実験2と同様の方法で、投与菌数が109／0．2mlと

なるようにPBS（pH7．2）で調整した菌液0．2mlを、胃ゾンデを用いて胃

内に接種した。生菌の経口接種から8時間、24時間、3日、5日、7

日後に、それぞれ3匹ずつのマウスを、イソフルランの吸入による深麻酔

下で全採血を行い、安楽死後に剖検を実施した。剖検時に糞便、バ

イエル板、腸間膜リンパ節、脾臓および肝臓を山回し、9倍量の滅菌

PBSに入れ、マイクロチューブ用ホモジナイザーペッスルを用いて懸濁し

た後、PBSにより10倍段階希釈して、CIN平板培地に接種し、菌の

定量を行った。YadA死菌初回接種時、1週間後ならびに2回目の

接種の1週間後に、尾静脈より採血を行い、血清を採取した。また、

生菌接種後は、剖検時に採取した全血を用いて、遠心分離によって

血清を採取し、使用するまで一80℃に保存した。さらに、YadA死菌の

初回接種から0日、7日、14日、28日、42日および生菌接種7日

後に糞便を採堅し、使用するまで一80℃に保存した。糞便は、それぞ

れのマウスをオートクレーブ滅菌したケージに入れ、排泄した糞便を採
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取した。凍結保存した血清と糞便は、以下に記載した方法でELISA

を行い、抗体の測定を実施した。また、剖検時に・脾臓・肝臓・小腸・

盲腸、結腸、バイエル板および腸間膜リンパ節を含む全身諸臓器を

採材して、実験1と同様の方法でHE切片の作成および免疫染色を

行い、病変の経時的な比較および菌の動態を観察した。

2．6EIISAによる血清ならびに糞便中の抗体測定

上記の実験1で採材し、凍結保存した血清および実験3で採材し

た血清と糞便を用いて、ELISAにより経時的に抗体を測定した。抗原

として、血清はYadA死菌とYops、糞便についてはYadA死菌を用い、

血清はlgG、糞便はIgAを測定した。　YadA死菌は、上記に記載した

方法で作製し、予備試験の結果、160F9／mlが最も適当な抗原濃度

であると判断したため、0．05M炭酸緩衝液（pH9．2）で希釈した。Yops

は、上述した方法で精製し、抗原量は、250F9／mlの濃度になるように

0．05M炭酸緩衝液（pH9．2）で希釈した。

　　ELISAは、以下に記載した通りに行った。希釈した抗原液は、

ELISA用96穴マイクロプレート（Nunc，　Roskilde，　Denmark）の各ウェ

ルに50μ1ずつ分注し、4℃で24時間静置し・ウェルに抗原を吸着させ

た。次に、各ウェルの抗原液を除去し、被検溶液中の蛋白質が非特

異的にプレートに結合するのを阻止するため、10％BSA

Diluent／Blocking　Solution（KPL，　U．S．A．）を蒸留水で10倍に希

釈して各ウェルに300ド1ずつ分注し、室温で15分間反応させた後・
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反応液をウェルより除去した。

　供試血清は、56℃で30分間処理して這出化し、予備試験の結果、

40倍希釈が最も適当だと判断されたので、この濃度になるようにWash

solution（KPL，　U．S．A．）で希釈した。次に、抗原を吸着させたマイク

ロプレートに、供試血清を各ウェルに50F1ずつ入れ、室温で1時間反

応させた。その後反応液を捨て、Wash　solution（KPL，　U．S．A．）で4

回洗浄した。なお、供試血清は1検体にっき4ウェルを用いた。糞便は、

9倍量のWash　solution　（KPL，　U．S．A．）で希釈後、プロテアーゼイン

ヒビターであるHalttm　Protease　Inhibitor　Single－Use　Cocktai1（サー

モフィッシャーサイエンティフィック，U．S．A．）を添加し、2，000rpmで30

分遠心した上清を、0．45μmメンブレンフィルターを用いて濾過滅菌し

てから使用した。糞便は血清と同様に、1検体につき50μmずつ4ウェ

ルに分注し、室温で1時間反応させ、Wash　solution（KPL，　U．S．A．）

で4回洗浄した。その後、固相化抗原プレートの各ウェルに、血清の

場合は10％BSADiluent／Blocking　Concentrateで1，000倍希釈し

たペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウスIgG抗体（AbD，　U．K．）を、糞便

の場合はペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウスIgA抗体（サーモフィッシ

ャーサイエンティフィック，U．S．A．）を50μ1ずつ加え、室温で1時間反

応させた後、反応液を捨て、Wash　solutionで5回洗浄した。次に、

発色基質としてABTS（2・2’一azino－di［3－etylbenzthiazoline

sulfonate］）溶液（KPL，　U．S．A．）を50μ1ずつ分注し、20分間室温で

静置後、MTP－120マイクロプレートリーダー（コロナ電気株式会社，茨

城）を用いて、波長405nmでの吸光度をOptica1　Density（OD）値と
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して測定した。供試血清および糞便のOD値は、4ウェルのOD値の平

均値を用いた。

2－7病理学的検索

全てのマウスについて、病理解剖による肉眼的観察を行った。剖検

時に、腸管（小腸、盲腸、結腸）、バイエル板、腸間膜リンパ節、肝臓

および脾臓を含む全身諸臓器を、病理組織学的検索のために10％

中性緩衝ホルマリンで浸漬固定し、第1章2－3に記載した方法でパラ

フィン切片を作成、その後、H．E．染色を実施した。さらに、偽結核菌

陸別用免疫血清04群を一次抗体として、免疫染色を行った。

2－8統計学的解析

2幽間の平均値の差の検定は、Microsoft　Office　Exce12007を用

いて、Studentのt検定を行った。なお、有意水準は5％とした。

第3節　結果

3－l　YadAを菌体表面に強く発現した菌の作製

SDS－PAGEにより、YadAの分子量である約150kDa付近に強いバン

ドを確認した（Figure　lA）。さらに同バンドは、ウェスタンプロッティングに
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より、rρ∫ε躍。吻うθrc〃10∫∫∫4b感染ラットの血清と糞便、YadA分画

で免疫したウサギの抗血清およびアフィニティー精製したYadAに対す

るウサギIgGに陽性を示した（Figure　l）。なお、ラットの血清と糞便、ウ

サギ血清を用いた場合は、YadA以外のタンパク質に対しても陽性が

みられたが、アフィニティー精製したウサギのlgGでは、YadAに対するシ

ングルバンドのみが検出された。また、菌の振塗培養温度条件による

YadA発現の比較では、25℃よりも37℃で振盤培養した方が、より強く

バンドが検出された（Figure　l）。

3－2生菌接種後の臨床徴候および死亡状況（実験1，2）

　実験1では免疫原として、1．YadA死菌、2．37℃死菌、3．25℃死

菌、4．Yopsならびに5．PBS（陰性対照群）を各5匹ずつのマウスに皮

下接種あるいは経口接種した後、Lρ5θμ40’〃わεア。〃10∫’54bの生菌

を経口接種して、臨床徴候および死亡状況を観察した。その結果、

生菌接種後、3日目から全体に毛並みの悪化が観察され、軟便を排

泄する個体がみられた。毛並みの悪化はYops接種群と陰性対照群

で特に高度であった。しかし、動きは全体に活発であった。その後、経

時的に動きが悪化し、6日目にYopsを皮下接種したマウスのうち1匹

（20．0％）が死亡した（Figure　2）。7日目には、37℃死菌を皮下接種し

たマウスの1匹が死亡した。この時点で、他の全ての生残マウスは、い

ずれの群も毛並みが悪く、軟便または下痢を排泄し、動きも不活発で

うずくまる状態が多かった。8日目には、陰性対照群の3匹（60．0％）、
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Yops皮下接種群の2匹（40・0％）・25℃死菌経口接種群の2匹

（40．0％）が死亡した。9日目は、陰性対照群の2匹が死亡し、陰性

対照群は100％が死亡した。同様に、10日目までにはYops皮下接種

群と25℃死菌経口接種群の全てのマウスが死亡した。さらに、ll日目

までには37℃死菌経口接種群と25℃皮下接種群のマウスが全て死

亡した。また、14日目までにはYops経口接種群のマウスが全て死亡し

た。YadA死菌を接種したマウスでは、経口接種したマウスが9日と12

日目にそれぞれ1匹死亡したが、皮下接種したマウスは全匹が耐過し

た。なお、死亡したマウスはいずれも、死亡する直前まで毛並みが悪く、

うずくまる状態が多く、動きはほとんど観察されなかった。最終的に、耐

過生残したマウスはYadA死菌皮下接種群5匹中5匹（100％）、

YadA死菌経口接種群5匹中3匹（60．0％）、37℃死菌皮下接種群

5匹中2匹（40．0％）となった（Figure　2）。15日目の時点で、YadA死

菌皮下接種群のマウスは食欲が回復し、動きも活発であったが、YadA

死菌経口接種群および37℃死菌皮下接種群の生残マウスは、毛並

みが悪く、動きも鈍い状態であった。

　次に、実験2において、1群10匹ずつのマウスにそれぞれ、YadA死

菌単回皮下接種、2回皮下接種、2回経口接種により免疫を賦与し

た後に、109のrρ∫8〃40’〃δβア。〃105’54bの生菌を経口接種して、臨

床徴候の観察と死亡状況を比較した。生菌接種の2日後までは、い

ずれの群のマウスにも異常はみられなかったが、3日後からいずれの群

においても、やや軟便を示す個体がみられはじめた。4、5日後からは全

体に食欲が低下し始め、毛並みが悪い個体が目立ちはじめた・6日
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後は、さらに動きが鈍くなり、特にPBSを投与した陰性対照群で顕著

であった。さらに7日後、陰性対照群の1匹が死亡した。その他の生

存個体も、摂餌、飲水はほとんどなく・糞便の排泄は少量で・動きも

鈍く、うずくまっていた。その他の免疫原接種群のマウスもやや動きが

鈍く、食欲も低下傾向にあった。8日目、陰性対照群の2匹と単回皮

下接種群の1匹が死亡し、9日目はさらに陰性対照群の4匹が死亡

した。生菌接種11日後から、陰性対照群以外のマウスでは食欲が戻

り始め、動きが活発になり始めた。一方、陰性対照群は全体に毛並み

が悪く、食欲もほとんどなかった。15日後、陰性対照群の1匹が死亡

した。18日目以降は、陰性対照群の生存個体（2匹）も毛並みが良く

なり、食欲、動きも回復し始めた。それ以降は、いずれの群のマウスも、

異常はみられなかった。感染に耐過生残したマウスは、2回皮下接種

群と2回経口接種群で10匹中10匹（100％）、単回皮下接種群で

10匹中9匹（90％）、陰性対照群で10匹中2匹（20％）となった

（Figure　5）。

3－3生菌接種後の体重の推移と糞便への排菌状況（実験2）

1群10匹ずつのマウスにそれぞれ、YadA死菌を単回皮下接種、2

回皮下接種および2回経・擁により免疫を賦与した後に・1・9の

D，，。4伽δ…〃1・・∫・4bの生菌を経・接種し・0日・7日・14日・

21日、28日後に体重を測定した。あわせて、3日、7日、14日、21日、

28日、35日後にそれぞれ糞便を採取し、糞便中への排菌状況を観



察した。その結果、体重の推移はいずれの群のマウスも同様の傾向を

示し、生菌接種の7日後には体重が減少し、14日後まで低かったが、

14日以降は増加傾向にあった。しかし、陰性対照群の体重の減少が

最も顕著で、単回皮下接種群と2回経口接種群は中程度、2回皮

下接種群は最も軽度であった（Figure　6）。7日目以降、28日目まで、

陰性対照群はその憶いずれの免疫原接種群よりも有意に体重が減

少した（p＜0．05）。免疫原接種群では、7日目の時点で、単回皮下接

種群は、2回皮下接種群および経口接種群に比べて有意に体重が

減少したが（p＜0．05）、2回皮下接種群と経口接種群では有意な差

はなかった。また、14日以降28日目までは、2回皮下接種群は、2回

経口接種群および単願皮下接種群よりも有意に体重が増加したが

（p＜0．05）、単回皮下接種群と2回経口接種群では有意な差はみら

れなかった。生菌接種後の糞便中への排菌は、3日から14日後にか

けては、いずれの群のマウスも大量の排菌（7．1～7．510gCFU／g）がみ

られ、有意な差はみられなかった（Figure　7）。陰性対照群は、21日後

においても大量の排菌がみられたが（7．310gCFU／g）、単回皮下接種

群と2回経口接種群の排菌量はやや減少し始め（6～7．210g

CFU／g）、2回皮下接種群では有意に減少していた（p＜0．05；5．3～6

10gCFU／g）。28日後には、2回皮下接種群の全てのマウスの排菌が

終了し、2回経口接種群では5匹中3匹、単回皮下接種群では5

匹中2匹の排菌の終了を確認した。一方、陰性対照群の生存した2

匹のマウスは、28日後においても7．310gCFU／9の排菌がみられた。35

日後には、単回皮下接種群、2回経口接種群の全てのマウスの排菌
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が終了し、陰性対照群のマウスはそれぞれ6．2、6．310gCFU／gの排菌

がみられ、42日後には陰性対照群のマウスも排菌が終了した。

3－4生菌接種後の各臓器における菌数の経時的変化（実験3）

YadA死菌を皮下接種、経口接種ならびにPBSを投与した各誌15

匹ずつのマウスに、免疫原を接種して免疫を賦与後、｝乙

ρ∫ε〃40’〃δθro〃10∫’54b生菌を経口接種し、経時的に脾臓、肝臓、

腸間膜リンパ節、バイエル板および糞便を採取して、各臓器の菌数を

測定した（Figure　8－12）。バイエル板、糞便からは、いずれの群におい

ても、生菌接種8時間後から菌が検出されたが、陰性対照群が最も

菌量が多く、YadA死菌皮下接種群が最も少量であった。また、YadA

死菌経口接種群は、その中間であった。バイエル板では、8時間後に

おいては、皮下接種群と経口接種群は陰性対照群と比較して有意

に菌量が少なかったが（p＜0．05）、経口接種群は、皮下接種群よりも

有意に菌量が多かった（p＜0．05）。24時間、3日および5日後では、

皮下接種群と経口接種群で有意な差はなかった。糞便においては、5

日目まではいずれの群でも有意な差は認められなかったが、7日後から

は、皮下接種群と経口接種群で菌数の減少を確認し、一方で、陰性

対照群では菌数に変化はなく、多量の虚数を確認した（p＜0．05；

Figure　ll，12）。腸間膜リンパ節では、陰性対照群では8時間後から

菌が検出されたが、皮下および経口接種群では3日後から検出され

た。3日目の時点では、いずれの群でも菌量に有意な差はみられなかっ
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た。免疫原接種群における忌数は、特に経口接種群よりも皮下接種

群において、5日後をピークに7日後には減少したが、陰性対照群は7

日後まで菌数が増加していた（P＜0．05；Figure　10）。肝臓と脾臓では、

免疫群接種群は24時間後まで菌が検出されなかったが、陰性対照

群からは24時間後から菌を確認した。また、免疫群接種群では、5日

後をピークに7日後には減少していたが、陰性対照群では7日後まで

増加していた（Figure　8，9）。脾臓では、3日目において、陰性対照群

よりも皮下および経口接種群で有意に減少していたが（p＜0．05）、皮

下接種群と経口接種群では有意な差はみられなかった。しかし、5日

および7日目では、皮下接種群は経口接種群よりも有意に忌数が減

少した（p＜0．05）。肝臓では、3日および5日目の時点で、皮下接種

群は経口接種群と陰性対照群よりも有意に忌数が少量であったが

（p＜0．05）、経口接種群と陰性対照群では菌数に差はみられなかった。

7日目では、経口接種群は陰性対照群よりも有意に菌数が減少した

（p＜0．05）。

3－5YadA死菌および生菌接雨後の血清IgGと糞便中IgAの経時

的変化（実験1，3）

　実験1では、免疫原として1．YadA死菌、2．37℃死菌、3．25℃死

菌、4．Yopsならびに5．PBS（陰性対照群）を各5匹ずつのマウスに1

週間間隔で2回皮下接種ならびに経口接種した。免疫原初二三二

時、1週間後および免疫原の再接種から1週間後に、血清を採取し、
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ELISAによりYadA死菌ならびにYopsに対する血清抗体を測定した。

その結果、YadA死菌に対する血清lgG値は・YadA死菌を皮下接

種したマウスで最も高く、37℃死菌を皮下接種したマウスでは中程度

であった（ともにp＜0．05）。また、YadA死菌経口接種群、37℃死菌経

口接種群、25℃死菌皮下接種群では軽度の反応がみられた

（P＜・．・5）．一方、Y・P・皮下接種群・Y・P・経・接種群ならびにPBS

を投与した陰性対照群では、YadA死菌に対する血清IgGは検出さ

れなかった（Figure　3）。Yopsに対する血清IgGは、Yopsを皮下接種

したマウスでのみ検出され、その他のマウスでは、いずれの群もYopsに

対する血清IgGはほとんど検出されなかった（Figure　4）。

　次に、実験3のマウスについて、YadA死菌を接種してから、生菌接

種後7日目まで、経時的に血清と糞便を良材し、ELISAにより抗体

の測定を行った。抗原として、血清についてはYadA死菌とYops、糞

便についてはYadA死菌を用い、血清はIgG、糞便はlgAを測定した。

YadA死菌に対する血清IgGは、免疫原を接種した群ではいずれも

YadA死菌接種後、漸増し、生菌の経口接種後も軽度に上昇した。

陰性対照群では、生菌接種後に軽度の上昇を確認したが・その程度

は免疫原接種群よりもわずかであった（Figure　13）。YadA死菌皮下

および経口接種群は、免疫原接種から7日後、陰性対照群では、生

菌接種8時間後から、未処置対照群のマウスより有意に抗体の上昇

を確認した（P＜・．・5）．また、その程度1ま・皮下接種群が最も有意に

上昇し、次に経口接種群、陰性対照群の順であった。Yopsに対する

血清lgGは、いずれの群においても、Y・dA死菌接種後は上昇しなか



つたが、生菌の接種7日後から有意に上昇した（p＜0．05；Figure　l4）。

なお、陰性対照群は7日までに全て死亡したため・7日後の血清IgG

は測定できなかった．Y・dA死劇こ対する糞便中lgAは・免疫原接種

群ではいずれもY。dA死菌接種から7日後には上昇し・その程度は皮

下接壌よりも経・接種群で有意に高かった（P＜…5）・生菌接種

後は、陰性対照群を含む全ての群で・糞便IgAの上昇を確認した

（Figure　l5）。

3。6YadA死菌および生菌接種後の病理学的変化（実験2，3）

実験2で、1群10匹ずつのマウスにそれぞれ、YadA死菌単回皮下

接穏2回皮下接種および2回経・接種により免疫を賦与し・陰性

対照群にはPBSを投与した後に、109のrp∫8〃40’励θア。〃105∫54b

の生菌を経口接種し、経過を観察した結果、9日目に陰性対照群の

半数のマウスが死亡したため、生菌接種1・日後に・各Y・dA死菌接

種群のマウスの半数ずつを解剖し、病変の比較を行った・その結果・

脾臓、バイエル板、腸間膜リンパ節の腫大が全ての群のマウスでみられ

た（Figu，e　l6）．陰性対照群では、死亡した全てのマウスの肝臓と脾

臓に、多発性白色結節の形成を認めた（Fig・・e　16A）・Y・dA死菌経

。接種群では、5匹中4匹（8・％）の月卑臓・2匹（4・％）の肝臓に多発

性白色結節形成がみられた（Fig・・e　16B）・単回皮下接種群では・4

匹中1匹（25％）の肝臓と脾臓に多発性白色結節形成がみられた・

＿方、2回皮下旧邸では、結節性病変1まいずれの臓器にもみられ



なかった（Figure　16C）。肉眼で観察された結節性病変は・病理組織

学的に、大型の菌塊を多数含む壊死巣であった。陰性対照群の死

亡したマウスは、いずれの個体もバイエル板は、菌塊を含む壊死組織

によってほぼ置換されており、その他の小腸、盲腸および結腸の粘膜

上皮細胞も壊死、剥脱し、粘膜固有層にも好中球の浸潤や壊死巣

がみられた。脾臓、腸間膜リンパ節では、リンパ濾胞は高度に縮小して

リンパ球数は減少し、肝臓、脾臓、腸間膜リンパ節では、菌塊を含む

高度な壊死巣が多数みられた。YadA単磁皮下接種群、2回皮下接

種群および経口接種群では、肉眼で観察された結節性病変以外に

は、病理組織学的に、病変に違いはみられなかった。これらの免疫原

接種群では、諸臓器に好中球の浸潤を伴う大小の壊死巣がみられた

が、単離はほとんどみられず、免疫染色で数個の菌が病変内に確認さ

れるのみであった。その他、糞便中への排菌状況を確認していた、免

疫原注隠隠各5匹、陰性対照群2匹の生存個体については、42日

後に糞便への排菌が全個体で終了したことから、その1週間後に安

楽殺を行い、肉眼観察および病理組織学的に検索した。その結果、

YadA死菌理博皮下接種群の1匹を除く全ての個体で、肉眼および

病理組織学的に、いずれの臓器にも密訴はみられなかった。しかし、単

回皮下接種群の1匹では、肝臓に約4mm大の、周囲組織との境界

明瞭な白色結節がみられた。病理組織学的には、中心部に壊死組

織と菌塊、その周囲に好中球とマクロファージ、ときに多核巨細胞が少

数散在し、さらにその周囲を、紡錘形の核を有する線維芽細胞および

膠原線維が被包化し、膿瘍を形成していた（Figure　l7）。



　実験3では、YadA死菌を皮下接種、経口接種ならびにPBSを投

与した各日15匹ずつのマウスに、免疫原を接種して免疫を賦与後、

rρ3ε〃40’励θrc〃105∫∫4b生菌を経口接種し、8時間、24時間、3

日、5日および7日後にそれぞれ3匹ずつ剖検を行い、病理組織学

的検索を行うとともに、抗rρ5ε〃40細わe7cπ105’∫4群抗体を用いた免

疫染色により菌の動態を観察した。その結果、全体を通して、YadA

死菌接種群、陰性対照群ともにほぼ同時期に、｝乙
ρ∫θ〃40’励θrc〃105’3感染による病変の形成、諸臓器における菌の増

殖を認めたが、その程度はYadA死菌皮下接種群、経口接種群、陰

性対照群の順に軽度であった。いずれの群においても、生菌接種8時

間後から、バイエル板を構成する粘膜上皮細胞（濾胞被蓋上皮）およ

び上皮直下の固有層において、核濃縮や核崩壊などのアポトーシス

像がみられ、経時的に病変の程度が強くなっていた（Figure　l8）。抗r

ρ∫例40∫〃加ro〃10∫∫∫4群免疫血清を用いた免疫染色では、YadA皮

下接種群の3匹中1匹を除くその他の全個体で、粘膜上皮内および

上皮直下の固有層に1～数個の菌の侵入が確認できた（Figure　l8）。

生菌接種24時間後には、皮下接種群の3匹中2匹を除く全個体

の濾胞被蓋上皮直下の固有層において、比較的小さな菌塊がみら

れ、その周囲を好中球と少数のマクロファージが囲んでいた。また、

YadA死菌経口接種群の3匹中1匹と陰性対照群の全ての個体で、

濾胞被蓋上皮の軽度の崩壊、脱落が観察され、経時的に病変は悪

化した（Figure　l9）。腸間膜リンパ節は、いずれの個体も濾胞が発達

し、リンパ洞内にリンパ球、形質細胞およびマクロファージが中程度浸
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潤し、少数の好中球がみられた。免疫染色では、陰性対照群の3匹

中1匹の肝臓と脾臓および腸間膜リンパ節に、少数の菌がみられた。

生菌接種3日後は、バイエル板濾胞被蓋直下にみられた菌塊を含む

壊死巣が大型化し、好中球、マクロファージなどの浸潤数が増加し、よ

り高度な病変を形成していた。バイエル板の病変は、YadA死菌皮下

接種群よりも、経口接種群と陰性対照群で特に高度であった

（Figure　20）。また、バイエル板以外の小腸粘膜固有層にも、無心を

含む壊死巣がみられ、固有層にはび心性に、少数のリンパ球、形質

細胞および好中球が浸潤していた。さらに、経口接種群と陰性対照

群のそれぞれ1匹ずつの結腸孤立リンパ小節に、菌塊を含む壊死巣

がみられた（Figure　20）。腸間膜リンパ節では、皮下接種群の1匹を

除く全ての個体で、好中球の浸潤を伴う菌の増殖が確認され、経口

接種群と陰性対照群では、壊死巣の形成を認めた（Figure　21）。脾

臓の病変は、皮下接種群と経口接種群では赤身髄に好中球の浸潤

が少数みられるだけであったが、陰性対照群は全ての個体で、菌塊を

含む、フィブリンの析出を伴う微小な壊死巣がみられた。肝臓は、皮下

接種群と経口接種群では病変がみられなかったが、陰性対照群の3

匹中2匹に少数の菌を含む壊死巣がみられた（Figure　21）。生菌接

種5日後では、皮下接種群のバイエル板にみられた菌塊の大きさは縮

小していたが、経口接種群と陰性対照群は3日目と変わらず、大型の

菌塊がみられた（Figure　22）。皮下接種群では、腸間膜リンパ節と脾

臓に少数の菌を含む壊死巣がみられ、肝臓にも微小壊死巣が散見さ

れた。免疫染色では、肝臓の壊死巣内にも少数の菌が確認できた。
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その他、結腸や盲腸の粘膜固有層に微小な壊死や好中球の浸潤が

みられた。経口接種群と陰性対照群の腸問膜リンパ節・脾臓および

肝臓でも比較的小型の菌塊を含む壊死巣がみられ・その程度は皮下

接種群と同程度か、やや高度であった（Figure　22）・免疫染色では・

腸間膜リンパ節、脾臓および肝臓で、皮下接種群よりも経口接種群

と陰性対照群において、より多数の菌を確認した。また、陰性対照群

では、単細胞にび息出の脂肪変性がみられた。生菌接種7日後、皮

下接種群のバイエル板では、壊死性病変はみられず、免疫染色でも

菌は確認されなかった．また、アポトーシスや好中球の浸潤の程度も軽

減された（Figure　23）。腸間膜リンパ節には全ての個体で壊死巣がみ

られたが、肝臓と脾臓では3病中2匹で、好中球や壊死巣が縮小し、

菌もほとんどみられなかった。経口接種群では、バイエル板の菌塊を含

む壊死巣は3匹中1匹にみられるのみであったが、肝臓と脾臓、腸間

膜リンパ節には全ての個体で菌塊を含む壊死巣がみられた（Figure

23）。陰性対照群は、7日目に3匹全てが死亡したため、死後に病理

組織学的検索を実施した。陰性対照群では、小腸はバイエル板を中

心に大型の菌塊を伴う高度な壊死がみられた。特にバイエル板は、壊

死組繍こよってほぼ置換されていた．肝臓、腸間膜リン・櫛にも菌塊

を含む高度な壊死巣がみられ、腸間膜リンパ節と脾臓はリンパ濾胞が

縮小してリンパ球数が減少し、それぞれリンパ洞、赤二三内に大量の

菌塊がみられた（Fig。，e　24）．その他、肺や腎臓の間質の毛細血管

内に、菌塊が鋳型のように充満してレ・た．また・全身諸臓器に高度な

うっ血がみられた。



第4節　考察

　病原性γθ75加緬が共通して産生する菌体外膜タンパク質である

YadAを強く発現するLρ5θ〃40’〃加7cπ105’∫4bを培養して、

SDS－PAGEおよびウェスタンプロット法により、YadAタンパク質の検出を

行った。SDS－PAGEでは、RPMI　1640液体培地で37℃振塗培養を

行うことで、YadAの分子量である約150kDa付近に強くバンドが強く

検出され、以前の報告と一致した［77］。今回、25℃で振盈培養を実

施した結果、25℃の温度条件でも、YadAが少量ではあるが発現して

いることが明らかになった。また、ウェスタンプロッティングにより、YadA分

画で免疫したウサギ抗血清と、アフィニティー精製したウサギIgGを一

次抗体としてYadAタンパク質を検出した結果、YadA特異的なバンド

が検出された。さらに、y．ρ5θ〃40’〃δεrc〃105’34bに実験感染させたラ

ットの血清と糞便を用いてウェスタンプロッティングを行った結果、それ

ぞれYadAを認識するIgG抗体およびIgA抗体を検出できた。　YadA

は、病原性rεr∫加如を37℃で培養した時に、その菌体表面に強く産

生されるスパイク状の線毛タンパク質であり、頭部（head　domain）、頚

部（neck　domain）および脚部（stalk　domain）の3つの領域から成る、

いわゆる“棒付きキャンディー”状の構造をしており、150～240kDaの3

量体ポリマーを形成している［36，76］。それぞれの単量体は、40～

50kDaより成っているため、今回の実験でも、SDS－PAGEおよびウェスタ

ンプロッティングにより、150kDa部分のみならず、40～50kDa付近にも
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複数のバンドが検出された。また、今回の実験により、Z

ρ∫θ〃40’めθ7c〃10∫ゴ∫4bに実験感染させたラットの血清と糞便から、そ

れぞれYadAに対するIgGおよびlgAを検出することができたことから、

rp5θ〃40’励θro〃103∫∫4b感染症の際には、全身免疫のみならず、腸

管における局所免疫も誘導されていることが明らかとなった。

　今回の実験ならびに堀坂ら［77］の以前の実験から、病原性

y8r∫’η加にYadAを強く発現させるには、RPMI　1640液体培地を用い

て、37℃で振盤培養した時に強く発現することが分かった。25℃培養

では発現が弱く、37℃でも静置培養ではYadAはほとんど発現しない。

YadAは、病原性rεr5’η如が宿主細胞内に侵入、増殖する時に重要

な役割を果たしているが、宿主である哺乳類の細胞の培養に適した培

地であるRPMII640液体培地で、さらに宿主の体温に近い37℃で振

駒培養した時に最も強く発現されるという現象は、病原性距73’η’oの

経口感染におけるYadAの役割のみならず、アθ75加’αの生体内での増

殖機序や感染様式などを解明していく上で興味深い知見であり、今

後、そのメカニズムの解明を図る必要があると考えられる。

さらに、本章では、病原性γθ75切懸が共通して産生する病原因子で

あり、接着因子として知られているYadAに着目し、YadAが感染防御

抗原として機能しているかについて、マウスを用いて検討した。免疫原

として、YadAを導体外膜表面に強く発現したホルマリン不活化死菌

をマウスに皮下、あるいは経口接種して免疫を賦与した後、｝㌃

ρ3例40切るθ7c〃10∫’∫4bの生菌を経口接種し、経過を観察して、

YadA死菌が感染防御に働くのかを観察した。

90



はじめに、実験1では、免疫原として、1．YadA死菌、2．37℃死菌、

3，25℃死菌、4．Yopsならびに5．PBS（陰性対照群）を各5匹ずつの

マウスに皮下接種ならびに経口接種した後、｝乙ρ5θ〃40∫〃δθκ昭05’5

4bの生菌を経口接種して、臨床徴候および死亡状況を観察した。そ

の結果、6日目にYopsを皮下接種したマウスのうち1匹（20．0％）が死

亡し、7日目には、37℃死菌を皮下接種したマウスの1匹（20．0％）が

死亡した。8日目には、陰性対照群の3匹（60．0％）、Yops皮下接種

群の2匹（40．0％）、25℃死菌経口接種群の2匹（40．0％）が死亡した。

9日目は、陰性対照群の2匹が死亡し、陰性対照群は100％が死亡

した。同様に、10日目までにはYops皮下接種群と25℃死菌経口接

種群の全てのマウスが死亡した。さらに、11日目までには37℃死菌経

口接種群と25℃皮下接種群のマウスが全て死亡した。また、14日目

までにはYops経口接種群のマウスが全て死亡した。YadA死菌を接

種したマウスでは、経口接種したマウスが9日と12日目にそれぞれ1

匹死亡したが、皮下接種したマウスは全匹が耐過した。最終的に、耐

過生残したマウスはYadA皮下接種群5匹中5匹（100％）、YadA経

口接種群5匹中3匹（60．0％）、37℃皮下接種群5匹中2匹

（40．0％）となった（Figure　2）。15日目の時点で、YadA皮下接種群の

マウスは食欲が回復し、動きも活発であったが、YadA経口接種群およ

び37℃死菌皮下接種群の生残マウスは、毛並みが悪く、動きも鈍い

状態であった。しかし、耐過生残したマウスでも、生菌接種21日目で

は全ての個体が糞便中に排菌しており、35日目でも排菌をしている個

体がみられたことから、糞便への排菌は長期間みられることが明らかとな
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つた（データなし）。以上の実験結果から、YadA死菌の皮下接種によ

り、Kρ∫θ〃40’〃わεrc〃103’∫4b感染による致死を100％阻止できること

が明らかとなった。また、YadA死菌の経口接種では、5壷中2匹

（40．0％）が死亡したことから、経口接種では効果が不十分であること

が分かった。また、病原性プラスミドが発現する37℃で培養した死菌で

は、皮下接種では5匹中3匹（60．0％）が死亡し、経口接種では

100％が死亡したことから、YadAを強く発現させたほうが、γ．

ρ5θ〃40’〃bε7‘〃105’∫4b感染による致死に対して有効であることが確

認できた。さらに、25℃で培養した死菌と精製したYopsでは、皮下接

種でも経口接種でも、いずれも100％のマウスが死亡したため、これらの

免疫原ではrρ5召〃40’〃δ8ア。〃10∫’54b感染による致死を阻止できな

いと思われた。

次に、実験2において、マウスをYadA単回皮下接種群、2回皮下

接種群：、2回経口接種群および陰性対照（非免疫）群に分け、YadA

死菌（陰性対照群はPBS）を1週間間隔で2回ないし1回接種した

1週間後に、生菌を経口接種し、臨床症状、糞便への排菌、体重の

推移および死亡率を比較した。その結果、生菌接種後、陰性対照群

では7日～15日の間に10匹中8匹（80％）のマウスが死亡したのに

対して、免疫原接種群では、8日目にYadA単回皮下接種群の10

匹中1匹（10％）が死亡したのみで、2回皮下接種および経口接種し

たマウスは全匹死亡しなかった（Figure　5）。しかし、臨床徴候の発現

は、いずれの群のマウスにも同様に観察され、食欲低下、軟便または

下痢、動きの減退、毛並みの悪化などがみられた。体重の減少は全て
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の群で同様の推移を示したが、その程度は陰性対照群が最も有意に

減少しており、単回皮下接種群、2回経口接種群は中程度・2回皮

下接種群が最も軽度であった（Figure　6）。一方、糞便への排菌は・3

日～14　日の間は、いずれの群のマウスも大量の排菌（7・1～7・5109

CFU／g）がみられた（Figure　7）。その後、徐々に糞便への排菌量が減

少していったが、2回皮下接種群が最も早くて28日・島回皮下接種

群と2回経口接種群では35日、陰性対照群は42日目に排菌が終

了した。以上の結果から、YadA死菌の皮下あるいは経口接種におい

ても、｝㌃ρ∫ε〃40∫励θ76〃103’5の感染を完全には免れることはできないと

考えられた。しかし、陰性対照群と比較すると、体重の減少の程度は

軽度で、早期に糞便への排菌が終了したことから、YadA死菌を接種

することによって、腸管から菌がより早期に排除され、全身に移行する

菌が減少することにより、重篤なγθ75∫η如感染による死亡を免れたと考

えられた。Kaneko［93］およびUchida［199，200］らは、rθ瞬εroco1〃’cα

のホルマリン死菌をマウスに経口接種した後に、生菌を経口接種する

ことで、糞便への排菌を減少させ、腸管定着を抑制したと報告してい

る。それらは、今回の実験結果と一致しており、以前の報告では、腸

管定着の阻止に未知の抗原が関与しているとされていたが［93］、今回

の実験結果によって、YadAを強く発現した死菌を免疫原として接種

すると、糞便への排菌がより早期に終了したことから、腸管への定着阻

止に、YadAが機能している可能性が考えられた・L
ρ∫例40’〃わθ70μ105f∫は経口感染することから、YadA死菌の皮下接種

によって全身免疫を誘導するよりも、経口接種によって腸管局所の粘
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膜免疫と全身免疫の双方を誘導させたほうが、感染に対して有効に

作用すると考えられたが、今回の実験の結果では、経口接種群よりも

皮下接種群のほうが、体重の減少は緩やかで、糞便への排菌量も少

なく、より早期に排菌が終了した。そのため、今回の実験結果からは、

皮下接種のほうが有効であると思われた。一般的に、死菌やサブユニ

ットワクチンなどのような不活化ワクチンの経口接種では、胃や腸の胃

酸や消化酵素による消化作用を受けて抗原が変性し、免疫性が低

下あるいは消失するという欠点があることが知られている［122］。そのため、

今回の実験では、皮下接種よりも経口接種の抗原濃度を高くした（そ

れぞれ、100mg／m1、500mg／m1）が、それでも腸管局所に到達できる有

効な抗原としては不十分であったと考えられた。今後は、抗原濃度をよ

り詳細に検討して、皮下および経口接種を行うとともに、腸管ループ法

などを用いて、YadA死菌が胃酸や消化酵素による作用を受けないよう

に、バイエル板に直接的に免疫を賦与して、詳細に観察する必要があ

ると思われる。

　陰性対照群の半数（10匹中5匹）以上のマウスが死亡した時点で、

免疫原接種群のマウスの半数を解剖し、病変の比較を行った結果、

脾臓、バイエル板、腸間膜リンパ節の腫大は全ての群でみられた。結

節性病変は、死亡した陰性対照群の肝臓と脾臓では全ての個体で

観察されたが、YadA死菌経口接種群では、5匹中4匹（80％）の脾

臓と2匹（40％）の肝臓に、単記皮下接種群では、4匹中1匹（25％）

の肝臓と脾臓にみられた。一方、2回皮下接種群では、結節性病変

はいずれの臓器にもみられなかった。病理組織学的に、これらの結節
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性病変は、大型の膝節を多数含む壊死巣であり、陰性対照群の死

亡したマウスは、いずれの個体もバイエル板は、菌塊を含む壊死組織

によってほぼ置換されており、その他の小腸、盲腸および結腸の粘膜

固有層にも好中球の浸潤や壊死がみられた。脾臓、腸間膜リンパ節

では、リンパ濾胞は高度に縮小してリンパ球数は減少し、肝臓、脾臓、

腸間膜リンパ節では、菌塊を含む高度な壊死巣が多数みられた。一

方、YadA転回皮下接種：群、2回皮下接種群および経口接種群で

は、肉眼で観察された結節性病変以外には、病理組織学的に、病

変に違いはみられず、これらの免疫原接種群では、諸臓器に好中球

の浸潤を伴う大小の壊死巣がみられたが、菌塊はほとんどみられず、免

疫染色で数個の菌が病変内に確認できるのみであった。死亡した陰

性対照群のマウスでは、全身諸臓器における菌塊を伴う壊死性病変

が顕著で、肺や腎臓の毛細血管内にも菌塊が鋳型のように充満して

いたことから、諸臓器で増殖した菌が血中に移行し、敗血症を起こし

て死亡したと考えられた。以上の結果から、YadA死菌の接種によって、

全身感染は阻止できないが、諸臓器における菌の増殖を抑制し、それ

によって重篤な感染による死亡を免れることができると考えられた。また、

YadA死菌は、経口よりも皮下接種のほうが有効で、さらに1回よりも2

回接種したほうがより効果があることが明らかとなった。

　次に、全ての個体について、糞便への排菌の終了を確認した42日

後から1週間後に、全ての耐過生残マウスの安楽殺を行い、肉眼観

察および病理組織学的に検索した結果、YadA死菌単射皮下接種

群の1匹を除いて、陰性対照群の2匹を含む全ての個体で、肉眼お
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よび病理組織学的に、いずれの臓器にも病変はみられなかった。しかし、

単回皮下接種群の1匹では、肝臓に約4mm大の白色結節がみられ、

病理組織学的には、中心部に壊死組織と菌塊、その周囲に好中球

とマクロファージ、ときに多核巨細胞が少数散在し、さらにその周囲を、

紡錘形の核を有する線維芽細胞および膠原線維が被包化し、膿瘍

を形成していた。以上の結果から、YadA死菌の接種により、L

p5θ〃40伽6θ7cμ10∫’3感染による致死は阻止できるが、ときに肝臓など

の臓器に膿瘍を形成することにより、長期間菌を保菌する可能性があ

ることが示唆された。

　次に、実験1において、免疫原として1．YadA死菌、2．37℃死菌、

3．25℃死菌、4．Yopsならびに5．　PBS（陰性対照群）を1週間間隔

で2回皮下接種ならびに経口接種し、ELISAによりYadA死菌ならび

にYopsに対する血清抗体を測定した。その結果、YadA死菌に対す

る血清IgG値は、YadA死菌を皮下接種したマウスで最も高く、37℃

死菌を皮下接種したマウスでは中程度の上昇が観察された。また、

YadA死菌経口接種群、37℃死菌経口接種群、25℃死菌皮下接

種群では軽度の上昇がみられた。一方、Yops皮下接種群、Yops経

口接種直ならびにPBSを投与した陰性対照群では、YadA死菌に対

する血清IgGは検出されなかった（Figure　3）。YadA死菌を皮下接種

したマウスでは100％耐過生残し、YadA死菌経口接種、37℃死菌皮

下接種群ではそれぞれ60．0％、40．0％が耐過した。その一方で、その

他の免疫原を接種したマウスは100％死亡したが、これらの群ではいず

れも、YadA死菌に対する血清IgGの反応が乏しかったことから、r
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ρ3ε〃40∫μδε7cμ105’34b感染による死亡を阻止するためには、十分な

量のYadAに対する血清IgGが産生されている必要があると考えられ

た。Yopsに対する血清IgGは、Yopsを皮下接種したマウスで高い上

昇が観察されたが、その他のマウスでは、いずれの群もYopsに対する

血清IgGはほとんど上昇しなかった（Figure　4）。以上のことから、Yops

に対する血清IgGは、rP58〃40’〃∂ε70〃105’54b感染の死亡を阻止

するのに重要でない可能性が示唆された。

　次に、YadA死菌を2回皮下および経口接種することでそれぞれ免

疫を賦与した後に、γ．ρ∫θ〃40畑漉ア。躍。∫’5生菌を経口接種してから、

8時間、24時間、3日、5日、7日ごとにマウスを安楽殺し、経時的に

各臓器における菌量、血清および糞便中抗体の推移、病理学的変

化を観察した。その結果、YadA死菌に対する血清IgGの推移は、

YadA死菌を接種した7日目から増加を確認してその後、漸増したが、

その程度は経口接種群よりも、皮下接種群で顕著であった。陰性対

照群では、生菌接種24時間後から徐々に上昇したが、わずかに上昇

したのみであった（Figure　13）。Yopsに対する血清IgGは、YadA死菌

を接種した後は上昇しなかったが、生菌接種　7　日目に上昇した

（Figure　l4）。YadA死菌に対する糞便中IgAは、YadA死菌を接種

したマウスでは、いずれも7日後から上昇し、その程度は皮下接種群よ

りも経口接種群で高かった。また、生菌接種後は、陰性対照群を含

む全ての群で、糞便中のIgAの上昇を確認した（Figure　15）。以上の

結果から、YadA死菌の皮下あるいは経口接種により、YadA死菌に

対する血清IgGと糞便IgAが産生されていることが確認された。また、
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YadA死菌の接種によっては、Yopsに対する血清抗体は産生されない

ことが明らかとなった。

　各臓器における経時的な菌数の変化は、はじめにバイエル板から菌

が検出され、次に腸間膜リンパ節で増殖後、肝臓と脾臓で菌が検出

され、その傾向はいずれの群においても同様であったが、各臓器におけ

る菌量はいずれも陰性対照群で最も多く、経口接種群は中程度、皮

下接種群は最も少なかった。また、観察期間において、陰性対照群は

各臓器の電量が減少することはなかったが、YadA死菌を接種した群

では、バイエル板、腸間膜リンパ節、脾臓、肝臓ともに3日あるいは5

日に呼量のピークに達した後、7　量目には減少していたが、減少の程

度は経口接種群よりも皮下接種群で顕著であった（Figure　8－12）。こ

れらの結果は、経時的な病理学的変化とも一致していた。病理組織

学的にも同様に、いずれの群においても全体を通して、｝孔

ρ3ε〃40’〃加7cμ10∫ゴ∫感染による病変の形成、諸臓器における菌の増

殖を認めたが、その程度はYadA死菌皮下接種群、経口接種群、陰

性対照群の順に軽度であった。病理組織学的には、生菌接種8時

間後から、バイエル板を構成する濾胞被蓋上皮への菌の侵入を確認

し、粘膜上皮細胞や上皮直下の固有層の細胞に、アポトーシス像が

みられた。その後、腸間膜リンパ節、脾臓、肝臓の順番に菌の増殖、

病変の形成がみられたが、壊死巣や高爽の大きさはいずれもYadA死

菌を接種したマウスでは陰性対照群よりも小型であった。さらに、陰性

対照群の死亡したマウスでは、これらの病変に加え、肺や腎臓などの

毛細血管内にも菌が鋳型のように増殖しており、全身の血管内に好
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中球が多数観察されたことから、敗血症により死亡したと考えられた。

　これらの結果から、上記の実験2の結果と合わせると、YadA死菌の

接種により、バイエル板、腸間膜リンパ節、脾臓、肝臓における菌の増

殖を阻止することはできないが、その増殖を抑制することで、菌をより早

期に排除することができ、死亡を免れたと考えられた。YadA死菌の皮

下接種により、糞便への排菌がみられたことから、腸管感染を阻止する

ことはできないが、死亡は100％免れることが明らかとなったので、今後、

ワクチンとして有効に活用できる可能性が示された。YadAがどの程度

感染防御に関わっているかについては、今後さらに、YadAを精製して

より詳細に検討する必要があると思われる。YadAの精製については、

Heesemann［72］および岩田［84】らが、菌体を超音波により破砕後、超

遠心により、YadAを含む膜分画の回収を行っているが、ワクチンの抗

原として有効な量を精製するには、菌を大量に培養する必要があるた

め、より効率の良い精製方法を検討する必要があると考えられる。

YadAタンパク質を精製する方法として、今後、大腸菌を用いたタンパ

ク質発現系や、コムギ胚芽を用いた無細胞タンパク質合成系などを用

いて、効率良くYadAを精製する方法を検討し、YadAの詳細な役割

を解明するとともに、YopsやYPMなど、その他の重要な病原因子との

関連も明らかにしていく必要がある。

　病原性r875’所αは様々な病原因子を保有しているが、ワクチンとし

て有効な感染防御抗原として、Yopsの分泌に関わる訟訴分泌装置

の一部を構成するLcrVが重要な役割を果たしていることを指摘する

報告が、主として：Kρθ∫∫’∫に関連してみられる［4，107，147］。しかし、大
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腸菌を用いてリコンビナント合成したLcrVを実験的にマウスに投与す

ると、マクロファージ表面のToll－like　receptor（TLR）一2を介して

Interleukin（IL－10）の産生を誘導するとともに、TNF一αの産生を抑制

することにより、宿主の免疫機能が抑制されることが報告されており、

LcrVをワクチンとして使用する場合には、副作用が懸念される

［20，162，163］。一方、YadAには、LcrVの免疫抑制作用のような副作

用の報告はみられず、今回の実験で、マウスにYadA死菌を皮下ある

いは経口接種しても、臨床徴候に異常はみられなかった。また、YadA

と同様、宿主細胞への接着に関与する病原因子であるlnvasinの発

現は、肝臓と脾臓における菌の増殖を抑制するが、その程度は低く、

病変形成はほとんど抑制しないことが報告されている［79］。さらに、馬

場らのりスザルを用いた実験では、Yopsを免疫原としてリスザルに皮下

接種してもエルシニア症の発症を抑えることができなかった［6］。YadAは、

感染の初期段階において重要な役割を果たす病原因子であり、

YadAが発現されることによってはじめてYopsやその他の病原因子が、

宿主細胞へ注入されることが可能になり、さらに、YadAは好中球の国

里作用や補体の殺菌作用に対する抵抗性や自己凝集性など多くの

機能を有していることから、YadAに対する抗体が産生されることにより、

病原性y875加ぬの初期の侵入や増殖のみならず、バイエル板、腸間

膜リンパ節、脾臓および肝臓などの感染組織における炎症反応の抑

制および菌の増殖に対する効果も期待され、YadAは病原性rθr5’π’α

の感染防御抗原として重要であると考えられる［36］。

　近年の研究では、細菌感染症を予防する効果的なワクチン抗原の
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候補の一つとして、感染の初期段階すなわち、宿主細胞への付着と

増殖の段階における防御が重要であると考えられており、病原性

yθ75’η’oのYadAのような細菌の接着因子を標的としたワクチン開発

が研究されている［212］。しかし、現在明らかになっているYadAの生物

学的な役割に関する知見の多くは、｝乙θ配θroco1’〃。αによるものがほと

んどであり、Kρ3θ〃40’〃δθ70〃103’∫のYadAについては、r

8雇θ70co1加ooと同様の多機能を有する病原因子であることは知られ

ているが、詳細は不明な点も多く［36］、一方、rρε5’∫3のYadAは、そ

の遺伝子が存在するものの、フレームシフト変異によって、機能していな

い偽遺伝子であることが分かっている［149，167】。YadAとInvasinを欠

損した変異株を用いた以前の研究では、rθη∫θ7000〃”oαのdouble

mutant株は非病原性であったが、Lρ5θμ40’π∂εア6μ10∫’5のdouble

mutant株は野生型よりも病原性が強かったという報告がある［149］。一

方、Hanらは、Lρ3ε〃40’〃わθ70〃10∫’5のdouble　mutant株の病原性

は、野生型と同等であったと報告しており、YadAやlnvasinとは異なる

病原因子が関与していると考えられている［64］。岩田らの実験では、｝乙

p5ε〃40’始θrc〃10∫f51bと4bならびにrθη’θアoco1〃∫cα08の3菌株

から作製したYadA膜分画を、それぞれワクチンとしてマウスに皮下投

与し、他の菌株との間で交差免疫が成立するかを検討した結果、供

試した菌株間では強い交差免疫が認められたとしている［84］。さらに、

堀坂らの研究でも、Lθη’θ70601〃’oα08のYadA分画から作製した

ウサギ抗血清を用いたウェスタンプロッティングの結果、他の血清型や

菌種に対しても、交差反応性が観察されている【77］。一方、病原性｝孔
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θ〃’θアooo1〃’cαの複数の血清型について、YadAに対するモノクローナ

ル抗体やポリクローナル抗体を作製して交差反応性を検討した結果、

各血清型のYadAは、血清群特異的であったとする報告もみられる

［166，171】。YadAの疎水性領域であるhead　domainの構造は、菌種

や血清型間でほぼ同一であるが、親水性領域であるstalk　domainは

菌種や血清型により多様な構造を示すことが知られている［36，166］。

YadAのhead　domainは、菌種や血清型でほぼ同一の構造であり、岩

田や堀坂らの研究により、YadAの共通抗原としての可能性が示唆さ

れた［36，77，84］。また、病原性yεア5∫η’αの感染の際に、YadAに対す

る血清抗体が産生されていることも報告されている［56，67，165］。以上

のことから、YadAは病原性rθ73’η如の感染防御抗原となっている可

能性が示唆され、エルシニア症の予防に有効なワクチンを開発するた

めには、YadAに着目して、今後さらに検討していく必要があると考えら

れた。
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s.c. mouse, X 400, Insert: Higher magnification of bacilli (arrows).
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Fig. 19. Histopathological lesions ofthe Peyer's patches in YadA-

vaccinated and negative control mice following oral

administration of Z pseudotubercutosis 4b after 24 hours.

(A) Peyer's patches ofa 'YadA s.c. mouse, HE, X 400. (Bl

Immunohistochemistry to bacterial colonies in the subepithelium

of follicle-associated epithelium using anti-M pseudotubercutosis

sera of (Al, X 400. [C] Bacterial colonies vvith epithelial

desquamation in Peyer's patches ofa YadA p.o. mouse, HE, X200.
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Fig. 20. Histopathological lesions ofthe intestine in YadA-

vaccinated and negative control mice following oral

administration of M pseudotuberculosis 4b after 3 days.

(A] Peyer's patches ofa YadA s.c. mouse, HE, × 100. IBI
Peyer's patches ofa negative control, HE, X 100. {Cl Small

intestine ofa negative control, HE, × 200. (Dl Solitary lymphatic

nodule in the colon ofa YadA p.o. mouse, HE, × 200.
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Fig. 21. Histopathological Resions of other than intestinal

organs in iYadA-vaccinated and negative control mice

fo11ovving oral administration of M pseudotuberculosis 4b

after 3 days.

IAI Focal necrosis with bacterial colonies in the mesenteric lymph

nodes ofa YadA p.o. mouse, HE, X 200. [B] Focal necrosis in the

liver with small bacterial colonies (arrow) of a negative control,

HE, X 400. ICI Focal necrosis with bacilli (arrows) in the spleen of

a negative control, HE, × 400. (Dl Immunohistochemistry to
bacterial colonies in the spleen using anti-Z pseudotuberculosis

sera of(C), X 400.
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Fig. 22. Histopathological lesions in YadA-vaccinated and

negative control mice fo11owing oral administration

of M pseudotuberculosis 4b after 5 days.

(Al Peyer's patches ofa YadA s.c. mouse, HE, X 200. [Bl

Peyer's patches ofa negative control, HE, × 100. [C] Focal
necrosis with small bacterial colonies (arrows) in the spleen of

a YadA s.c. mouse, HE, × 200. ID] Focal necrosis vvith bacterial
colonies (arrows) in the spleen ofa negative control, HE, X 200.
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Fig. 23. Histopathological lesions in "YadA-･vaccinated and

negative control mice fo11owing oral administration

of M pseudotuberculosis 4b after 7 days.

IA] Peyer's patches ofa 'MadA s.c. mouse, HE, X 200. [B]

Peyer's patches ofa YadA p.o. mouse, HE, X 200. (Cl Focal

necrosis in the liver ofa 'lrladA s.c. mouse, HE, × 200, Insert:

Immunohistochemistry to bacterial colonies in the spleen using

anti-Z pseudotuberculosis sera, X 400. (D] Focal necrosis in the

liver ofa YadA p.o. mouse, HE, × 200, Insert: Higher
magnification of focal necrosis vvith bacterial colonies in the liveL
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Fig. 24. Histopathological lesions in negative control

mice fo11ovving oral administration of M pseudotubercutosis

4b after 7 days.

IA] Peyer's patches, HE, X 100. IBI Immunohistochemistry

to bacterial colonies in the Peyer's patches using anti-M

pseudotuberculosis sera, X 100. (C) Severe necrosis with large

bacterial colonies and reduction of lymphatic follicles in the spleen,

HE, X 100. ID) Severe necrosis with bacterial colonies

and reduction of lymphatic follicles in the mesenteric lymph

nodes, HE, × 100.
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第3章飼育下リスザルに対するyε’∫加加ρ∫8μ40伽δe7c〃’o∫’∫ワク

チンの臨床実験に関する研究

第1節　序論

　第1章の調査成績から、病原性rθr5肋如が我が国のサル類飼育

施設に広く浸淫しており、また、多くの施設では反復してエルシニア症

が流行し、エルシニア症によるサル類の感染致死例が多発していること

が明らかになった。そして、エルシニア症により死亡したサル類58頭中

48頭がリスザルであり、リスザルの感染症の症例105頭のうち45．7％が

エルシニア症であったように、我が国ではりスザルが病原性γε75’η如に

対して特に感受性が高く、全国的にエルシニア症が流行している。

　リスザルは、真猿亜目Haplorhini野咲下目Catarrhiniオマキザル

科Cebidaeに属する新世界ザルで、南米のボリビア、ペルー、ブラジル

のアマゾン川上流から中流およびコロンビアのオリノコ川上流域、パナマ

からコスタリカに至る中央アメリカの熱帯降雨林に群れを形成して生息

している［180］。その愛らしい容姿と行動、温和な性格から、動物園に

おける展示用や愛玩用として我が国では広く飼育されている。動物園

では、10数頭～100頭以上で多頭飼育されることが多く、また、来客

者がリスザルと接触が可能なふれあい方式で展示されていることもある。

エルシニア症の発生には、保菌動物との何らかの直接的あるいは間接

的な接触が必要であるが、リスザルの飼育形態として一般的に、夜間

を除いて、日中は屋外の放飼場で飼育されていることが多く、飼育施
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設の構造上、病原性アθア∫∫痂αを保菌すると考えられる鳥類やげっ歯

類が侵入しやすく、糞便などの感染源による汚染を防ぐのも困難であ

る。リスザルは本来、南米の熱帯地域に生息することから、冬期には寒

冷対策が必要で、寒冷に暴露されると、ストレスにより抵抗力の低下が

生じ易い［126］。加えて、この時期、低温増殖菌であるrε7∫肋fα属菌

は、長く感染性を有して環境中に生息することが可能であるため、感

染の危険性が高くなる［102】。

　リスザルのエルシニア症は、ほとんどが突然死であり、臨床症状に特

異性がなく、異常を確認した時点ですでにかなり重篤化しており、治療

の猶予のない場合が多い。さらに、リスザルに病原性rθ75駒引が感染

すると、糞便中に大量の菌が排菌されるため、一度エルシニア症が発

生すると集団感染を起こし、かつ致死率が高いため被害が甚大になる。

エルシニア症が流行している飼育施設では、施設内の清浄化を徹底

し、保菌動物の侵入および汚染物質（保菌動物の糞、糞に汚染され

た食物や水）の混入の阻止、さらに飼育動物に定期的に抗生物質の

投与も行っているが、エルシニア症は依然として流行している。このため、

サル類のエルシニア症を効果的に予防するには、有効なワクチンを用い

て、サル類の病原性距7討η如に対する感受性を低下させることが最も

効果的と考えられる。そして、ヨーロッパの動物園では、サル類に、Z

p5θμ40伽δθ7碑10∫’5の死菌を用いたワクチネーションを試みているが、

エルシニア症の予防に有効．ではなかった［12］。

　以上のことから、リスザルのエルシニア症をコントロールするためには、

感染予防に効果的なワクチン開発が欠かせないと考えられる。そこで、
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第2章の実験結果および共同研究者である東京農工大学獣医衛生

学研究室の林谷秀樹准教授らの実験より、病原性アθ75功如が共通

して産生する菌体外膜タンパク質である距r∫∫η’αadhesin　A（YadA）が、

rρ∫ε〃40’励ε7c〃105’3の重要な感染防御抗原となっており、ワクチン

として有効である可能性が示唆されたので、YadA死菌を免疫原とした

臨床実験を計画した。

　本章では、飼育施設におけるリスザルのエルシニア症の流行を抑え

ることを目的として、YadAを事体表面に強く発現したr

ρ5θ〃40’励θ7c〃105∫5ホルマリン不活化全菌体抗原（YadA死菌）をワ

クチンとしてリスザルに皮下接種する臨床実験を行った。あわせて、血

清調査により、我が国の飼育下りスザルにおける病原性rεr∫吻如の浸

淫状況を明らかにするとともに、血清抗体の経時的な推移や、ワクチン

接種前後のエルシニア症の発生状況などから、YadA死菌のワクチンと

しての有効性を検討し、さらに、リスザルのエルシニア症の流行機序の

解明を試みた。

　なお、調査の実施にあたっては、事前に飼育施設に対して、調査研

究のための協力依頼をし、承諾を得た上で実施した。

第2節　材料および方法

2－1動物

我が国でリスザルを飼育している施設のうち、エルシニア症が流行して
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いる8施設ならびにこれまでエルシニア症の発生がない3施設で飼育さ

れているりスザル、さらに、リスザルの原産国の一つである南米のスリナム

共和国から輸入され、法定検疫直後のリスザル飼育群を対象とした

（Table　2）。

2－2ワクチンの作製

リスザルに接種するワクチンは、YadAを菌体表面に強く発現した

rρ∫θ〃40∫〃∂θ7c〃10∫’54bのホルマリン不活化全菌体（YadA死菌）

を用いた。ワクチンの作製は、第2章2－2に記載した方法で行い、

100mg／ml（wet　weight）の濃度になるように滅菌生理食塩水で希釈

した。

2－3ワクチン接種および採血

　麻酔による嘔吐を防ぐために、ワクチンを接種する前日は、できる限

りあらかじめ絶食を行った。リスザルを捕獲後、イソフルランによる吸入

麻酔下で、ワクチンであるYadA死菌を0．2ml皮下接種した。その際に、

マイクロチップリーダーによる個体判別を行うとともに外景検査を実施し、

特に削痩や下痢の有無などを確認した。また、大腿静脈から採血を

行うとともに、シードスワブγ1号（栄研化学，東京）を用いて直腸から

便を採取した。さらに、マイクロチップが挿入されていない個体について

は、個体識別のため背部肩甲骨付近の皮下にマイクロチップの挿入
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を行った。採取した血液は遠心分離により血清を採取し、使用するま

で一80℃で保存した。

2－4EHSAによる血清抗体価の測定

　ワクチン接種時に採取した血清あるいは冷凍保存されていたりスザ

ルの血清を用いて、2002年～2009年の間に、12施設で飼育されてい

る合計1387頭のリスザルについて、Yopsに対する血清抗体を測定し

た（Table　1）。後述するカットオフ値にもとづいて施設ごとの血清抗体

の保有状況を明らかにし、エルシニア症の流行施設と非流行施設で

の血清抗体保有率を比較した。また、個体情報が把握されており、年

齢が明らかなE施設とA施設のリスザルについては、年特別に血清抗

体保有状況を調査した。さらに、エルシニア症の流行しているE施設と

エルシニア症がこれまで流行していないP施設の一部のリスザルについ

ては、YadA死菌に対する血清抗体を測定し、ワクチン接種後の血清

抗体の経年的推移を観察した。E施設は、2003年生まれの5頭なら

びに2004年生まれの6頭の、2003年～2009年までの血清を検査対

象とした。なお、このうち2頭については2008年に、貧血により黄疸を

呈して分娩後に死亡したので、2009年の血清は9検体となった。P施

設は、成体5頭の2005年～2007年と2009年の血清および2006

年生まれの1個体については2007年と2009年、2007年生まれの1

個体については2009年の血清を対象とした。また、成体の1頭が

2008年に死亡しているので、2009年の血清は合計6検体となった。
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　ELISAは、いずれも、第2章2－6に記載した方法で実施し、波長

405nmでの吸光度をOptical　Density（OD）値として測定した。なお、

YadA死菌は160Fg／m1の濃度になるように0．05M炭酸緩衝液

（pH9．2）で希釈し、Yopsは250μg／mlの濃度になるようにPBS

（pH7．2）で希釈した。二次抗体として、1，000倍希釈したペルオキシダ

ーゼ標識Protein　G（KPL）を用いた。また、供試血清のOD値は、1

団体につき3コ口ルのOD値の平均値を用いた。

2－5カットオフ値の算出

病原性距73’〃ぬが分布していない地域である、南米のスリナム共和

国から輸入された直後のリスザル血清93検体を陰性対照として用い、

YopsおよびYadAに対するカットオフ値を算出した。カットオフ値は、

Iwataら［85］の方法を参考にして、OD値の平均値および標準偏差を

算出し、平均値に標準偏差の3倍を加えた値をカットオフ値とした。そ

して、カットオフ値より高いOD値を示した供試血清を抗体陽性、低い

OD値を示した血清を抗体陰性と判定した。

2－6糞便からのr8’∫加晦悪癖の分離

　ワクチン接種時にシードスワブγ1号（栄研化学）を用いて採材した

直腸便から、rθ75’η∫α属菌の分離、培養を試みた。なお、2004年から

2007年までのスワブについては東京農工大学獣医衛生学教室の林
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谷秀樹准教授に依頼し、2008年以降のスワブについては、麻布大学

病理学研究室で実施した。

　直腸便中の距73切如属菌の確認は、第1章2－2に記載した方法

で実施し、スワブをIN培地に直接塗布し、25℃で48時間、静置培養

を行った。さらに、スワブをPBS（pH7．2）中に懸濁して、4℃で3～4週

間低温増菌し、水酸化カリウムを用いたアルカリ処理後にIN平板培

地に塗布した。IN培地上に距7∫一如属菌を疑うコロニーの発育が認

められた場合は、第1章2－2に記載した方法で菌種の同定と血清型

別を実施した。

2－7エルシニア症の発生状況調査

YadA死菌をワクチンとして接種した11のリスザル飼育施設について、

ワクチン接種後の死亡個体を検索し、エルシニア症の発生の有無を

観察した。病理解剖により、エルシニア症の他、感染症を疑う肉眼所

見がみられた場合は、小腸、バイエル板、腸間膜リンパ節、肝臓、脾

臓および直腸内容等を採卜し、微生物学的に検索を行うとともに、病

理組織学的検索および免疫染色により、エルシニア症かどうかを確認

した。

さらに、エルシニア症が反復して流行しており、その対策に苦慮してい

るE施設ならびにA施設を対象として、これまでにおけるエルシニア症

の詳細な発生状況の聞き取り調査を実施し、ワクチンの効果について

検討した。
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2-8 統計学的解析

2群間の平均値の差の検定は、 MicrosoftOffice Excel 2007を用

いて、 Studentの t検 定 を 実 施 し た。なお、有意水準は 5%とした。

第 3節結果

3・1 ワクチン接種状況

リスザルへの YadA死菌の皮下接種は 、飼育施設によってワクチンを

接種した年に違いはあるが 、l年のみの接 種から 、6年 間毎 年 l回の

接種を実施した施設まで、 2004年 -----2009年で合計 1092頭に達した

(Table 2)。

3・2 スリナム共和国から輸入された直後のリスザルの Yopsならびに

YadAに対する抗体保有状況およびカットオフ値

Figure 1と2に、スリナム共和国から輸入した直後のリスザル血清 93

検体の 、OD値 の分布を示した。OD値は 、いずれも低い値で、 Yopsは

0.023-----0.156、YadA は 0.029-----0.101 の 範 囲 に 分 布 し、それぞれ平

均値 は 0.052、0.069となり 、標準 偏 差は 0.023、0.013と算出された。
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したがってカットオフ値は、 Yopsは O.121、YadAは O.108となった よっ

て、 Yopsに対する血清抗体は O.1 2 1以上が抗体陽性、 O.1 2 1未満を

抗体陰性とし (Figure1)、YadAは 0.108以 上 が 抗 体 陽 性 、 0.108未

満を抗体陰性とした (Figure2)。

3・3 飼育下リスザルの Yop抗体保有状況

ワクチン接種 時に採取した血清あるいは冷凍保存されていたリスザ

ルの血清を用いて 、2002年'""'-'2 009年の間に、 12施設で飼育されてい

る合計 1387頭のリスザルの Yopsに対する 00値を測定した。我が国

で飼育されているリスザルの Yopsに対する 00値を飼育施設別にみる

と、エルシニア症の経験のある 8施 設ではいずれも OD値は高く、カット

オフ値以上であった (Figure3)。一方 、南 米スリナムから輸入された直

後のリスザル群 (R)を含む、エルシニア症の経験のない 4つの施設では

OD値は全体的に低く 、P 施 設を除いていずれもカットオフ値以下であ

った。各飼育施設における抗体陽性率は 、エルシニア症の経験のある

施設では 62.5'""'-'100%と高い陽性率であったのに対して、エルシニア症

の経験のない施設は 0'""'-'36.4%であり 、Yops抗体陽性率は、エルシニ

ア症の経験のある 8施 設よりも有意に低かった (p<0.05;Table 3)。

3・4 年齢別に よる Yop抗体保有状況

飼育頭数が多く 、個 体識別によ り飼育群の年齢が把握できている E
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施設と A 施設のリスザルにおける、年齢別の Yopsに対する抗体保有

状況を 調査した。その結果、 E施設では 2005年 "-'2009年の聞に、抗

体陰性個体は 10.5"-'38.9%の割合で推移し、そのうち l歳 未 満 の 幼

若個体の占める割合は成体よりも有意に多く、 36.0"-'100%で、全体

では 71.0%であった (Figure 4)。ま た 、 成 体 に お け る 抗 体 陽 性 率 は

71.0%"-'100%の割合で推移し、 l歳未満の個体と比較して抗体陽性

率は有意に高かった (p<0.05)。以上のことから、 E施設では l歳未満

の幼若個体における抗体陽性率は低いが、成体になると陽性率が高

くなることがわかった。

また 、その傾向は A 施設でも同様で、 2005年 "-'2009年の聞に、抗

体 陰性個体は 2.9"-'29.2%の害Ij合で推移し、そのうち l歳未満の個体

の占 める割合は 71.4"-'100%で、全体では 80.0%であった (Figure5)。

一方 、成体における抗体陽性率は 97.6"-'100%で、 E 施設と同様 、l

歳未満の個体では有意に抗体陽性率が低く 、成体における抗体陽

性率が高かった (p<0.05)。

3・5 E施設におけるリスザルの Yop抗体の経年的推移

個体情報が 把 握されており 、飼育頭数も多く、毎年継続して Yops

に対す る抗体価が測定できた E施設に着目して、 Yop抗体価の経年

的な推移を観察した。その結果、 2003"-'2009 年までの聞に、 Yops に

対 する血中抗体を陽性のまま維持した個体は 64.8"-'84.1%の割合で

みられ、陰性から陽転した個体は 2.4"-'28.2%、陰性を維持した個体
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は 2.4""'22.4%、陽性から陰転し た 個 体 は 1.2""'3.7%の割合でみられ

た (Figure6)。全体を通して、陽性から陰転する個体はほとんどみられ

なかった 。また 、 陰 性 か ら 陽 転 する個体が多い年は、陰性を維持する

個体が少なく、陽転する個体が少ない年は、陰性を維持する個体が

多くみられた。

上記 3-4 の結果と合わせると、成体では、ほとんどの個体が血清抗

体陽性であり、一方、 l 歳未 満における抗体陰性率は高いが、多くの

個体は、 2 歳以上になると血清抗体が陽転することが明らかとなった。

また、一度陽性になると陰性になることは少なく、 Yopsに対する血清抗

体は長期間維持されている可能性が示唆された。

3・6 E施設 と P施設における Yopsおよび YadAに対する血清抗体

の 経年的推移

エルシニア症の発生のある E施設と 発 生 の な い P施設のリスザルにつ

いて、 Yopsならびに YadA に対する血清抗体価を測定し、ワクチン接

種後の抗体の推移を比較した。

その結果、 E 施設ではいずれの個体も 、ワクチン初回接種時の l歳

未満の時点では Yops ならびに YadA 抗体は保有していなかった

(Figure 7)。しかし、ワクチン抗原である YadAに対する抗体は、いずれ

もワクチンを接種した翌年の 2歳 以降から陽性に転じた (Figure 7)。

一方、 Yops に対しては、個体によるぱらつきが大きいが、ワクチン接種

開始 2年目の時点で、 11頭中 7頭は陰性であった。しかし、 4年目以
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降は、いずれの個体も陽性となった (Figure7)。

P 施設においても、ワクチン初回接種時はいずれの個体も Yops と

YadAに対する抗体は保有していなかった (Figure8)0 YadAに対する

抗体は、 l個体を除き 、2年目に陽性に転じ、 2 年目に陰性だった個

体も 3年目には陽性となった (Figure 8)0 Yopsに対しては、個体によ

るぱらつきが大きいが、 l頭を除き、 2005年 '"'-'2007年まではいずれの個

体も陰性であったが、 2009 年ではすべての個体が陽性となった

(Figure 8)。

3-7 各飼育施設 に お け る ワ ク チ ン接種前後のエルシニア症 の発生状

況と直腸からの Yersinia属菌の分 離 状 況

エルシニア症が流行している 7施設と、エノレシニア症が発生したことの

ない 4施設について、飼育施設によってワクチンを接種した年に違いは

あったが、 2004年 '"'-'2009年の聞に 延べ 1092頭のリスザノレに YadA死

菌をワクチンとして皮下接種した。その結果、ワクチネーション開始後は、

エルシ ニ ア 症 の発生は激減し 、エノレシニア症流行群の 7施設中 4施

設と、すべての非流行施設で 、エルシニア症の発生はみられなかった。

ワクチネーション後にエノレシニア症のみられた 3施設 (A，E， F)において

も、エルシニア症の発生回数と，種患頭数は激減したが 、E 施設と A 施

設については後述する。また、 F施設については、 2007年に 2頭のリス

ザルがエノレシニア症により死亡した。しかし、これらのサルはいずれもワク

チン未接種で、 Yopsに対する血清抗体陰性の個体であった。
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調査期間中に、直腸スワブから Yersinia属菌の分離を試みた結果 、

E 施設と A 施設を除き、いずれの施設からも Yersinia属菌は分離さ

れなかった。

E施設と A 施設におけるエルシニア症の発生状況および直腸スワプ

からの Yersiniα属菌の分離状況は 、以下の通りである。

【E施設 ]

E施設は約 100頭前後のリスザルを飼育している。E施設では、 1983

年から 2004年までの 22年間に、細菌検査によってエルシニア症と確

定診断された事例は、リスザルを含む各種飼育動物において 、過去 6

回発生している。さらに、剖検所見に基づいてエノレシニア症を疑う症例

を加えると 、ほぼ毎年のようにエルシニア症が流行していると推察される

(Figure 9) 0 2002 年 5 月 に 成 体 の l 頭が死 亡 し、 y.

pseudotuberculosis 4bが分離されている。また、 2003年 6月には 1

歳未満の個体がエルシニア症で死 亡 し、y. pseudotuberculosis 7が

分離されている [1 3リ。なお、この個体の 2003 年の Yop 抗体価は

0.005で、抗体 陰 性 で あ っ た。

この施設では 2004 年からワクチン接種を開始し、それ以降毎年、ワ

クチン接種を行っている 。なお 、頭数が多く 、ワクチンの作製量に限界

があるため、こ の 施 設 で は 前 年 の抗体調査で抗体価の低い個体と 、

前年に生まれた l歳未満の幼若個体にワクチンを接種している。

ワクチン接種を開始した 2004年以降は、 2005年 '"'""'2007年の聞にそ

れぞれ l頭ずつがエルシニア症により死亡した (Figure 9) 0 2005年の
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死亡個 体は 成体で、分娩直後の衰 弱 個 体 で の 感 染 致 死 例 で あ り 、 Y

enterocolitica 03が分離された。2006年の死亡個体は l歳未満(ワ

クチン未接種)で、 Y.pseudotuberculosis (細菌培養実施せず、免疫

染色で判定)、 2007年の死亡個体は l歳未満(ワクチン未接種)で、

Y. p s e u d 0 t u b e r c u 1 0 s i s 1 bが分離された。また、 2009年の調査時には、

96頭中 10頭 (10.4%)の直腸スワブから Y. e n t e r 0 c 0 1 i t i c a 0 5が分

離され、これらの菌株は 37
0C培養時に自己凝集性を有し、さらに、病

原性プラスミドのマーカーである virF 遺伝子を標的遺伝子とした PCR

法によって、病原性プラスミドを保有する病原性株であることが分か っ

た (Figure 10)。また、分離された 10頭のうち、 4頭は l歳未満、 3頭

は 2.........4歳の若齢個体、 3頭は成体で 、 成 体 の l頭は前年の Yopsに

対する血清抗体は陰性であった (Table 4)。リスザノレの糞便から病原

性を有する Y. enterocolitica 05 が分離されたことから、全頭に抗生

物質を予防的に投与 する とと もに 経過を観察したが、下痢などの症状

を示す個体はみられず、エルシニア症で死亡した個体も確認されなか

った。

[A施設 ]

およそ 50頭前後のリスザルが飼育されている。この施設では 1985年

頃にエルシニア 症 の 集 団 発 生 が みられ、それ以降、断続的に発生して

いる。そのため、定期的に抗生物質を投与している。1999年 12月まで

定期的に実施していた抗生物質の投与を一旦中止した際、その 3 ヶ

月後の 2000年 3月 (6か月齢)、 6月 (2歳)と 12月(年齢不明)に、
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エルシニア症によりそれぞれ1頭が死亡した。さらに、2001年1月にも

2頭（3歳、5か月齢）がエルシニア症で死亡した。その後、2005年から

ワクチン接種を開始したが、2005年のワクチン接種の際にも、調査の

時期と重なってエルシニア症の集団発生がみられた。2005年2月半調

査の際には、飼育リスザル46頭中8頭（17．4％）の直腸スワブからr

p∫θ〃40’〃わθ70〃10∫’51bが分離され、うち2頭（1歳未満と成体）が死

亡した。2006年、2007年および2009年にエルシニア症で死亡したリ

スザルはみられなかったが、2008年1月と5，月にエルシニア症でそれぞ

れ1頭（いずれも1歳未満でワクチン未接種）が死亡した。

第4節　考察

我が国のサル類飼育施設におけるリスザルのエルシニア症の流行を

抑えることを目的として、病原性yθ7∫吻如が共通して産生する菌体外

膜タンパク質であるYadAを菌体表面に強く発現した
rρ5θ〃40∫励ε7c〃103’54bのホルマリン不活化全菌体抗原（YadA死

菌）を作製し、そのワクチンとしての有効性を明らかにするために、2004

年～2009年の間に延べ1092頭の飼育下りスザルを対象としてYadA

死菌ワクチンの野外臨床実験を実施した。さらに、飼育施設における

リスザルに対する病原性rε75一如の浸淫状況およびエルシニア症の流

行メカニズムを明らかにし、ワクチンの効果を評価するため、延べ1387

頭のリスザルの血清を用いて、病原性rε75肋如に対する血清抗体調

査を実施した。
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里

　はじめに、リスザル飼育施設における病原性rθ75’η如の浸淫状況を

明らかにするために、病原性rθr∫」η如が共通して産生する病原因子

であるYopsに対する血清抗体を測定し、抗体保有状況を調査した。

なおYopsは、ヒトや動物において、病原性rθr3加如に対する抗体を

広く検出でき、かつ検出感度や特異性が高い抗原であることが既に報

告されている［73，144，146，176，192］。さらに、病原性γθr3’η’αに感染し

ている患者では、その菌種や血清型の種類に関わらず、血清中に、

Yopsに対する抗体を検出できることが報告されている［115】。リスザルに

おける血清抗体調査の結果、エルシニア症の発生経験をもつ8施設

では、いずれも血清抗体保有率は高く（62．5～100％）、一方、これまで

エルシニア症が発生したことのない4施設では、全体にYopsに対する

OD値は低く、ほとんどがカットオフ値以下であった。また、ELISAに使

用しているYop抗原は、γ．ρ3θ〃40’〃δεア。μ105’∫4bから精製して抗原

としているが、エルシニア症が流行している施設で、｝乙

ρ5θ〃40’励8ro躍05’54bが分離されたことのないA施設（1b）、B施設

（1b、2b、6）およびH施設（1b）でも、Yop抗体を検出することが可能で

あった。エルシニア症の流行がない0、P、QおよびRの4施設で飼育さ

れているりスザルのうち、Yopsに対する抗体を保有していたのは、0、P

およびQ施設で飼育されている、それぞれ3頭（27．3％）、8頭（36．4％）、

2頭（18．2％）であり、R施設は南米のスリナム共和国から輸入された飼

育群であるが、この施設ではYop抗体を保有する個体はみられなかっ

た。0施設で抗体陽性を示した3頭のうち、2頭はエルシニア症が流行

しているE施設から以前に導入した個体であり、1頭は同様にK施設

135



から導入された個体であった。また、PとQ施設で陽性を示した個体は

いずれも成体であった。

　以上のことから、Yopsを用いたELISAによる血清検査は、リスザル

に対しても、病原性rθr5加如に対する抗体を広く検出でき、以前に病

原性yθ7∫∫η如に感染したことがあるかどうかを判定するのに有用である

と考えられた。

E施設とA施設のリスザルについて、年齢別にYops抗体の保有状

況および経年的な変化を調査した結果、いずれの施設でも、1歳未満

の個体で抗体陰性率が高く、2年目以降に多くは陽転する傾向にあ

り、成体における抗体陽性率が高かった。1歳未満の幼若個体で抗

体保有率が低いことは、病原性rθア5肋如に対する感受性が高い事実

を支持する結果であった。以上のことから、エルシニア症の発生を阻止

するためには、1歳未満の幼若個体へ、ワクチンによって免疫を賦与す

ることが特に重要であると考えられた。YadA死菌の皮下接種により、

有効な抗体価がどの程度の期間維持されるのかは、今後検討してい

く必要があると思われる。

エルシニア症の発生のあるE施設と発生のないP施設のリスザルにつ

いて、YopsならびにYadAに対する血清抗体価を測定し、ワクチン接

種後の抗体の推移を比較した結果、いずれの施設においても、ワクチ

ン初回接種時ではYopsおよびYadAに対する血清抗体はともに陰性

であったが、ワクチンとして接種しているYadAに対する血清抗体は、ワ

クチンを接種した翌年には、P施設の1頭を除いていずれの個体も陽

性に転じた。一方、Yopsに対する血清抗体は、個体により様々であっ
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たが、E施設では2年目に11頭中4頭が陽転し、4年目には全頭が

陽性となった。P施設では、2005年～2007年までは1頭を除いて

Yops抗体は陰性であったが、2009年には全頭が陽性となった。　P施

設では、これまでリスザルにエルシニア症の流行はなかったが、1992年

にシロテテナガザルとブラッザモンキーに｝㌃ρ∫鍬40伽δεア。〃10∫∫∫感染

症が発生している［126］。さらに、本施設において1990年に村田らによ

って実施された調査では、飼育施設内で捕獲したドブネズミ、’クマネズ

ミなどめげっ歯類の腸内容物から45％の割合で距r∫’η如属菌が検出

されており、動物飼育施設内におけるエルシニア症の感染経路として、

げっ歯類が重要な役割を有することを指摘している［125］。そのため、P

施設でも野生げっ歯類等が病原性γθア5’η如を保菌しており、2008年

～2009年の間にリスザル飼育群に暴露されていた可能性が考えられ

た。

　エルシニア症の流行を阻止するために、施設内の清浄化や抗生物

質の予防的投与を実施しているにもかかわらず、リスザルにエルシニア

症が発生して対策に苦慮しているE施設とA施設について、ワクチン

接種後におけるエルシニア症の発生状況を調査した結果、ワクチンを

接種してからは、エルシニア症の発生回数および罹患頭数は激減し、

死亡個体も、1歳未満のワクチン未接種個体や分娩等による衰弱し

た個体に限られていた。さらに、これまでエルシニア症が発生していたそ

の他の4施設でも、ワクチン接種後はエルシニア症が発生することはな

かった。以上のことから、YadAは病原性rer5’η如の感染防御抗原と

なっており、エルシニア症による感染致死を防御するのに有効であると
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考えられた。E施設における血清調査の結果から、ワクチンとして接種

しているYadAに対する血清抗体は、ワクチン接種後陽性となるが、病

原性γεア5fηfαの感染を広く検出するYopsに対する血清抗体は、

YadAの接種によって上昇せず、個体により時期は様々であるが、成体

になると殆どの個体が陽性となった。さらに、2009年の調査時に、E施

設のリスザル96頭中10頭（10．4％）から、病原性プラスミドを保有する

Lθη’θ70001’”cα05が分離されたにも関わらず、下痢などの症状を

呈する個体はみられず、エルシニア症の流行もなかった。また、第2章

において、マウスに対してYadA死菌を用いて実施した感染防御実験

でも、YadA死菌による皮下接種によって免疫を賦与しても、生菌の経

口接種から28日後の時点でも糞便中に排菌を認めた。以上のことか

ら、YadAの皮下接種により、病原性γθ73’η’αの感染による症状の発

現や死亡を阻止することはできるが、病原性rεr3∫η如の主たる感染経

路は経口感染であることから、YadA死菌の皮下接種では、腸管にお

ける十分な局所免疫が誘導できず、腸管感染は阻止できないと考えら

れた。リスザルから分離されたrρ∫ε〃∫o∫〃6θ7c〃103∫∫は、92．3％が

YPMを産生する低毒株であったが、我が国の環境中には、YPMを産

生しない、病原性の低い｝乙ρ5θ〃50∫〃δθ7c〃10∫’5も広く分布しているこ

とが報告されている［55］。また、リスザルの糞便から、病原性γθ7∫∫η如

の中でも弱毒とされているrθη’θ7000〃”oα05が10．4％の割合で分

離されたが、発症例、致死例ともにみられなかった。以上のことから、

YadA死菌をワクチンとして皮下接種したリスザル飼育施設では、YadA

死菌の接種により、病原性γθ75巨獣の感染による症状の発現や死亡
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を防ぐとともに、病原性の低い弱毒のアθ7∫’所。の自然感染が繰り返し

発生することによって免疫が強化され、重篤な感染によるエルシニア症

の発症を防御するために有効なYadA抗体が維持されている可能性

が示唆された。

　エルシニア症が流行しているE施設やA施設では、ワクチン接種後、

エルシニア症の発生は激減し、YadA死菌はワクチンとして有効である

と考えられるが、1歳未満のワクチン未接種個体には、依然としてエル

シニア症が発生し、死亡している。また、現在のところ、リスザルにYadA

死菌を皮下接種するために、リスザルを捕獲して、吸入麻酔などの処

置を行う必要があり、捕獲や麻酔等により事故死する事例もあることか

ら、今後はワクチンの接種がより簡便で、安全性が高い経ロワクチンの

開発が望まれる。現在、従来の皮下あるいは筋肉内投与する注射型

ワクチンよりも、鼻に噴霧あるいは経口的に接種することにより、呼吸器

あるいは消化管の粘膜を介して効果的に吸収される粘膜ワクチンが世

界的に注目され、研究されている［133，189］。従来の注射型ワクチンは、

全身投与であることから、全身免疫のみしか誘導されないが、経口ある

いは経鼻投与による粘膜ワクチンの場合、粘膜の局所免疫と全身免

疫を双方に誘導できる二段構えのワクチンとして、今後開発が期待さ

れている［185］。特に、腸管感染症や肺炎などのような粘膜感染を引

き起こす感染症に対しては、粘膜ワクチンの開発が望まれている。しか

し、死菌あるいはサブユニットワクチンなどのような不活化ワクチンの場合、

抗原として認識され、樹状細胞のような抗原提示細胞に取り込まれる

前に、消化酵素や粘液などの作用によって不活化されることが問題と
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なり、効果的な粘膜ワクチン開発の障壁となっている［122］。第2章に

おいてマウスを用いた感染防御実験でも、YadA死菌の皮下接種と経

口接種を比較した結果、皮下接種のほうが体重の減少の程度、全身

諸臓器における菌の増殖や病変形成の程度は軽度であったことから、

経口接種の場合、十分な量の抗原を接種しても、効果が不十分であ

ると考えられる。そこで、粘膜局所における抗原特異的IgAの誘導を

効果的に増強する粘膜免疫活性化因子として、コレラ毒素や大腸菌

の易熱性毒素などのような粘膜アジュバントなども開発され、研究され

ている［29］。さらに近年、このような粘膜ワクチンとして、遺伝子組み換

え技術を応用し、ワクチン抗原を米などのような植物に発現させた植物

生産型ワクチンが注目さ・れている［58，216］。今後は、リスザルに対しても、

エルシニア症の流行を防止するために、安全で効果的な粘膜ワクチン

を開発していく必要があると考えられる。
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Table 1. Number ofanimals in which antibody titers to Yops were measured

Institution

       Number of squirrel monkeys measured the antibody titers to Yops

  2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Total

E

A
D
K
I

F

H
B

  bND
ND
15

ND
ND
ND
ND
14

103

ND
19

ND
ND
ND
ND
ND

106

ND
ND
ND
ND
26

19

ND

113

46

ND
7

ND
27

ND
ND

113

34

ND
8

ND
27

ND
ND

111

33

ND
12

13

ND
ND
ND

105

48

ND
12

ND
ND
ND
ND

96

55

ND
12

ND
ND
ND
ND

747

216

34

51

13

80

19

14

o
P

Q
R

ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND

ND
5

ll

93

11

5

ND
70

ND
6

ND
ND

ND
6

ND
ND

ND
6

ND
ND

11

28

11

163

Subtotal 29 122 151 302 268 175 171 169 1387

alnstitutions E, A, D, K, I, F, H, and B had episodes ofyersiniosis in the past, vvhereas institutions O, P, Q, and

R had no yersiniosis. Institution R is a squirrel monkey colonyjust after importation from Suriname.

bND, Not Done.
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Table 2. Number ofanimals in which YadA-expressed formalin fixed vaccines

were immunized

Number of squirrel monkeys immunized with vaccines

     alnstitution Year Tota1

2004 2005 2006 2007 2008 2009

E

A
D
K
I

F

H

42

NDb
13

ND
9

25

19

68

46

14

7

11

27

ND

70

34

15

8

21

30

ND

98

33

ND
12

13

32

ND

82

48

ND
l2

9

ND
ND

96

55

ND
12

ND
ND
ND

456

216

42

51

63

114

19

o
P

Q
R

ND
ND
ND
ND

ND
5

11

ND

11

5

ND
ND

11

6

ND
70

ND
6

ND
ND

ND
6

ND
ND

22

28

11

70

Subtotal 108 189 194 275 157 169 1092

alnstitutions E, A, D, K, I, F, and H had episodes ofyersiniosis in the past, whereas

institutions O, P, Q, and R had no yersiniosis. Institution R is a squirrel monkey colony

just after importation from Suriname.

bND, Not Done.
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Fig. 1. Antibody titers to Yops of 93 animals just after importation from Suriname. The

vertical dashed tine represents the cut-off point, which was calculated as 3 standard

deviations (SD) from the mean ofthis group.
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Fig. 2. Antibody titers to YadA of93 animalsjust after importation from Suriname.

The vertical dashed line represents the cut-off point, which was calculated as 3 standard

deviations (SD) from the mean of this group.
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結語

　動物園などの動物展示施設では、様々な動物、特にサル類に、人

獣共通感染症であるエルシニア症（yθ75肋如ρ5例40∫励θrc〃105’5およ

びL8配8roco1加。αによる感染症）が多発し、動物飼育管理上のみ

ならず公衆衛生上の重要な問題となっているが、従来、我が国の動

物展示施設において、死亡個体の詳細な病理学的および微生

物学的検索が不十分なため、サル類のエルシニア症の病態お

よび発生状況の把握が進んでおらず、適切な対策が立てられてい

ないのが現状である。そのため本研究では、飼育施設におけるエルシニ

ア症の発生予防対策を図る研究の一環として、サル類のエルシニア症

の発生実態を病理学的および疫学的に明らかにするとともに、その流

行阻止のためのワクチン開発を目的として、マウスを用いて感染防御

実験を行った。さらに、飼育施設におけるエルシニア症の感染予防対

策を図る目的で、複数の飼育施設で飼育されているりスザルを対象と

して、距ア∫吻如ρ5θ〃40砲δθ7鍬10∫’5ワクチンの野外臨床実験を実施し、

以下の成績を得た。

　第1章では、2000年1月～2008年9月の間に、我が国のサル類

を飼育する21施設において死亡し、麻布大学病理学研究室で病性

鑑定を行った飼育下サル類390頭を供試検体として、エルシニア症の

発生状況を遡及的に調査し、サル類の種や年齢による病変の比較お

よび分離菌の菌種や血清型、保有病原遺伝子と病原性との関連に

ついて検討し、病理学的特徴を明らかにした。その結果、調査期間中
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に、サル類飼育施設14施設において、8種類58頭のサルがエルシニ

ア症で死亡した。種の内訳は、類人猿のボルネオオランウータン、アジ

ルテナガザル、旧世界ザルのブラッザモンキー、マントヒヒ、新世界ザル

のシロガオサキ、リスザル、原猿類のエリマキキツネザルなど、多岐の種

類にわたってエルシニア症がみられたが、58頭中48頭（82．8％）はりス

ザルであった。これらのサル類は、延べ30回のエルシニア症流行事例

により死亡し、そのうち28回はrρ5θ〃40∫励θア。〃105’5、2回はr

θ配θ70001〃ゴ。αによるものであった。微生物学的に菌種、血清型が明

らかとなった22事例の内訳は、rp5θ〃40’〃δero〃105’54bが8例

（36．4％）、rρ5θ〃40’〃わε7c〃105∫31bが6例（27．3％）、L

ρ∫θπ40’〃わθ70躍。∫ゴ56が3例（13．6％）、rρ5θ〃40’励ε7c〃10∫’52b、

3、7およびKθη’8rooo11〃‘α03と08がそれぞれ1例（4．5％）ずつで

あった。この結果は、欧米と比較して、我が国のヒトの患者から分離さ

れる多様な血清型と一致していた。｝孔ρ38〃40鍬δθ70〃10∫’57は、これ

まで非病原性の血清群とされていたが、今回、7群による動物の感染

致死事例が世界で初めて確認し、今回分離された7群がその他の病

原性血清群と同等の病原性を保有していることが明らかになった。さら

に、reη’θアooo〃’∫cα03によるサル類の死亡例を国内で初めて確認

し、また、Lθη’ε7000〃∫’cα08による動物の感染、致死事例を世界で

初めて確認した。

　サル類のエルシニア症の共通した病変として、腸間膜リンパ節の腫

大、脾腫および多発性白色結節形成が観察され、サルの種類に関わ

らず、年齢が高くなるにつれて病変は大型化、陳旧化し、膿瘍を形成
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する傾向にあった。腸病変は、新世界ザルのリスザルでは、バイエル板

の腫大を伴う小腸病変が顕著であり、類人猿では、盲腸部リンパ節の

膿瘍化を伴い、回盲結口部付近の盲腸と結腸に主座していた。また、

旧世界ザルのマントヒヒやブラッザモンキーでは、結腸に軽微な病変が

観察されたのみであった。肝臓と脾臓は、リスザルでは小型の針頭大

白色結節が多発していたが、類人猿の結節性病変はより大型で、膿

瘍を形成していた。また、旧世界ザルではほとんど著変はみられなかっ

た。以上の病変は、リスザルでは、感受性が高いヒトの乳幼児や年少

児の病態と類似し、類人猿はより抵抗性が強い、成人にみられる肝膿

瘍を伴う回盲部病変型と一致していた。一方、旧世界ザルのマントヒヒ

やブラッザモンキーでは病変は目立たず、結腸にクレーター状の潰瘍

性病変が少数観察されるのみで、肝臓と脾臓の結節性病変もほとん

ど観察されなかった。また、リスザルでも抗生物質を投与していた個体

では、バイエル板の病変は、わずかに腫大し潮紅するのみで、典型的な

エルシニア症の病変を形成しない症例もみられた。抗生物質を投与し

ていた個体からの距75功如属菌の分離はときに困難で、肉眼および病

理組織学的にエルシニア症を疑い、免疫染色でγθ75肋如を検出して

も、微生物学的にγθ75加如属菌が分離されない事例もあったことから、

実際には、我が国の飼育施設に、さらに広く病原性距75加如が浸淫

していると考えられる。以上のことから、発死サルに腸間膜リンパ節の腫

大や脾腫がみられたときには、エルシニア症を疑い、慎重に診断を行う

必要があると考えられる。

　菌種・血清型ならびに保有病原遺伝子の種類による病変の相違
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を検討した結果、rρ3θ〃60∫〃δθ70〃10∫∫5の各血清型（1b、2b、3、4b、

6および7）とrθη’ε70co1’”coO3では病変に違いはみられなかった。

しかし、rρ∫θ〃40’励θ7c〃10∫∫5感染症と比べて、rθη’θアooo1〃’oα

08感染症では、化膿性変化が強く、頚部膿瘍を伴う大型の膿瘍を

諸臓器に形成していた。また、前者では下痢などの症状が観察される

ことは少なく、半数以上の症例が突然死であるのに対して、後者の例

では、リスザル50頭中20頭（40．0％）で下痢が確認されたことから、サ

ル類に対しては、Zθη’θroco1〃∫oαのうちで最も強毒とされる08よりも

Lρ3ε〃40吻わθ7c配05∫5の方が、病原性が強いと思われた。また、その

要因として、我が国を含む極東地域で分離される｝乙
ρ5θ〃40∫〃加ア。〃103’3が’ ﾛ有しているスーパー抗原であるYPM産生性

の違いによる可能性が示唆された。しかし、｝㌃ε醒θ70001加。αのうちで

弱毒である03の1症例は、Kp∫ε〃40’始θ70π10∫’5感染症と同等の

病変が観察された。03の症例は、分娩直後の衰弱状態での発症で

あったことから、妊娠により免疫が低下していたために、容易に発症し

易い状態であったと考えられる。リスザルから分離された｝孔

ρ3e〃40伽δεro〃105∫5について、PCR法により病原遺伝子の保有状況

を調査した結果、13株中全例が、病原性プラスミドのvかF遺伝子と

腸管粘膜上皮への侵入に関与する加v遺伝子を保有し、12株では、

スーパー抗原活性を有するYPMaをコードするアρ〃M遺伝子を保有し

ていた。スーパー抗原であるYPMaは、我が国を含む極東地域で分離

されるy．ρ∫θ〃40顔δθ7c〃103∫5から高率に分離される一方、ヨーロッパ

ではその分離率は低い。ヒトの症例では、欧米と比較して我が国のヒト
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のエルシニア症が、胃腸炎に留まらずに多彩な症状を呈することに、

YPMaが関与していることが指摘されている。しかし、〃〃M陰性であっ

た1例のリスザルでは、アp〃M遺伝子を保有するその他の12症例と同

等の病変が観察され、病変に違いはみられなかった。以上のことから、

サル類のエルシニア症の発症は、菌種や血清型ならびにyρ〃M遺伝

子の有無による相違だけでなく、サル類の種や年齢、個体の状態や基

礎的疾患の有無などによる免疫能の差にも左右されるものと考えられ

た。

　今回の調査の結果、リスザルは病原性rθr調〃如に対して特に感受

性が高いことが明らかとなった。リスザルは、飼育施設数および1群あた

りの飼育頭数がともに多いこととも関連があるかもしれないが、リスザルと

同様、我が国で多数飼育されているニホンザルでは、エルシニア症の報

告はこれまで1例しかなく、自験例でも40頭の病性鑑定を実施したが、

エルシニア症は確認されなかった。また、欧米諸国ではりスザルと同様、

新世界ザルのマーモセットやタマリン類も感受性が高く、多くの感染例

が報告されているが、今回の調査では、これらのサル類にエルシニア症

は確認されなかった。以上のことから、サル類の種や年齢によって病原

性rθr3∫所αに対する感受性は異なり、また複数の菌種および様々な

血清型が分離され、またその病原遺伝子の保有状況も様々であること

から、今後も症例を蓄積し、サル類の種による感受性の違いおよびそ

の病態の比較、分離菌の菌種、血清型および保有病原因子による

病変の違いを明らかにしていく必要がある。さらに、飼育下サル類のエ

ルシニア症の感染メカニズムを解明するために、疫学調査を継続してい
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く必要がある。

　第2章では、サル類のエルシニア症のコントロールを目的とした、有

効なワクチンの開発ならびにワクチン開発のための基礎的研究として、

病原性γε7∫加如が共通して産生する菌体外膜タンパク質である

rθr3ゴη’αAdhesin　A（YadA）に着目して、YadAが病原性γεr5’η’αの

感染防御抗原として機能しているかどうかについて、マウスを用いて感

染防御実験を行って検討した。

　まず、3週齢の雄、BALB／cマウスに免疫原として、1．Yops、2．37℃

培養死菌（YadA低発現）、3．25℃培養死菌（YadA、Yops発現な

し）、4。YadA死菌（YadA強発現）、5．　PBS（陰性対照群）を1週間

間隔で2回、皮下あるいは経口接種（各群5匹）し、さらにその1週間

後に109のrρ5θ〃40’〃ゐε7cπ105’54b生菌を経口接種した。その結

果、9日目に陰性対照群、10日目にYops皮下接種群と25℃死菌

経口接種群、11日目に37℃死菌経口接種群と25℃死菌皮下接種

群、14日目にYops経口接種群の全頭が死亡した。一方、YadA死

菌皮下接種群5匹中5匹（100％）、YadA死菌経口接種群5匹中

3匹（60％）ならびに37℃死菌皮下接種群5匹中2匹（40％）が感染

に耐過し、生残した。免疫原接種後の血清抗体の測定の結果、

YadA死菌に対する血清IgGは、YadA死菌皮下接種群、37℃死菌

皮下接種群、YadA死菌経口接種群と37℃死菌経口接種群および

25℃死菌皮下接種群の順に、経時的に血清抗体の上昇が確認され

たが、Yops経口および皮下接種群と陰性対照群では血清抗体は検

出されなかった。Yopsに対する血清IgGは、Yops皮下接種群でのみ
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検出された。以上の結果から、YadA死菌を免疫原として皮下接種す

ることで、rρ5θ〃40’励θ7cμ105ゴ5感染による死亡を100％免れることが

明らかとなった。また、死亡を阻止するには、YadA死菌に対する血清

抗体が上昇している必要があり、Yop抗体のみでは死亡を阻止できな

いことが明らかとなった。】乙ρ∫θ〃40鍬わθrc〃105f5は経口感染することか

ら、免疫原を皮下接種することにより全身免疫を誘導するよりも、経口

接種することで、腸管の局所免疫と全身免疫の双方を誘導させたほう

が効果的であると考えられたが、YadA死菌の経口接種では、効果が

不十分であった。その原因として、胃酸や消化酵素により、抗原認識

部位であるバイエル板に到達する抗原量が少なくなったと考えられた。

　次に、YadA死菌に着目してより詳細に感染防御実験を行った。マ

ウスを各群10匹ずつ、1．YadA死菌単回皮下接種、2．　YadA死菌2

回皮下接種、3．YadA死菌2回経口接種および4．陰性対照群

（PBS投与）に分け、単回接種群は死菌接種1週間後に生菌接種、

2回接種群は1週間間隔で2回接種し、その1週間後に生菌を経

口接種した。その結果、陰性対照群の10匹中8匹（80％）、単回皮

下接種群の10匹中1匹（10％）が死亡したが、2回皮下接種群およ

び2回経口接種群は100％耐過生残した。対照群の半数が死亡した

時点で、各免疫原接種群の半数ずつを解剖し、病変を比較した結

果、バイエル板、腸間膜リンパ節および脾臓の腫大はいずれの群でも

全例で確認されたが、結節性病変は、対照群全例の肝臓と脾臓、単

回皮下接種群4匹中1匹（25％）の肝臓と脾臓、2回経口接種群5

匹中4匹（80％）の脾臓および5匹中2匹（40％）の肝臓にみられた。
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一方、2回皮下接種群では、結節性病変はいずれの臓器にも観察さ

れなかった。生菌接種後、3日目から全ての群のマウスに毛並みの悪

化、軟便あるいは下痢の排泄が認められたが、体重の減少および糞便

中への排菌量は、2回皮下接種群、2回経口接種群と単二皮下接

種群、陰性対照群の順に軽度であった。以上の結果から、YadA死

菌の皮下接種では、100％死亡を免れることができ、肝臓や脾臓に結

節性病変が観察されなかったが、体重の減少や糞便中への菌の排泄

は認められたことから、感染を完全には阻止できないと考えられた。その

原因として、YadA死菌は皮下接種であることから、腸管局所における

粘膜免疫の誘導が不十分であると考えられる。

　次に、YadA死菌を2回皮下あるいは経口接種により免疫を賦与

後、生菌を経口接種して、経時的（8h、24h、3日、5日、7日）に各臓

器における病変、菌の動態ならびに忌数の推移を観察した。その結果、

病変形成、菌の動態、菌数の推移は、いずれの群でも同様の経過で

観察されたが、その程度は、YadA皮下接種群、YadA経口接種群、

陰性対照群の順に軽度であった。生菌接種7日目では、YadA死菌

皮下接種群では病変が軽減され、菌もほとんど検出されなかったが、

YadA死菌経口接種群と陰性対照群では、病変が観察され、菌も多

数検出された。以上の結果から、YadA死菌の皮下接種により、y．

ρ∫θ〃40’〃∂ε70〃105’5の経口感染による死亡を100％阻止できることが

明らかとなり、YadA死菌の有効性が示された。しかし、皮下接種による

全身投与であることから、腸管での局所の感染は阻止できず、毛並み

の悪化、体重減少、食欲低下、下痢などの臨床症状が観察され、陰
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性対照群と比較して軽度ではあったが、バイエル板を含む腸管、腸間

膜リンパ節、脾臓および肝臓に菌塊を含む壊死性病変が観察された。

しかし、YadA死菌の皮下接種により、上記の臓器から、より早期に菌

を排除することで病変が軽減され、重篤な感染による死亡を免れたと

考えられた。今後は、YadAによる感染防御効果をより詳細に観察する

ため、YadAを効果的に精製する方法を検討していく必要がある。さら

に、皮下接種では腸管局所の感染を完全には防御できないことから、

腸管局所ならびに全身免疫における二段構えの免疫を誘導できる、

効果的な経ロワクチンを開発していく必要があると考えられる。

　第3章では、YadA死菌をワクチンとして用いて、飼育下リスザルを対

象に、複数の飼育施設においてrρ5θ〃40砲わεアC〃105∫∫ワクチンの野

外臨床実験を実施した。2004年～2009年の間に、エルシニア症が流

行している7施設と発生のない4施設のリスザル延べ1092頭に、年1

回ワクチンを皮下接種した。あわせて、血清調査により、飼育下リスザ

ルにおける病原性距73吻緬の浸淫状況を明らかにするとともに、血清

抗体の経時的な推移や、ワクチン接種前後のエルシニア症の発生状

況などから、YadA死菌のワクチンとしての有効性を検討し、さらに、リス

ザルのエルシニア症の流行機序の解明を試みた。

　はじめに、リスザル飼育施設における病原性rθr∫肋緬の浸淫状況

を明らかにするために、病原性rθr∫肋如が共通して産生する病原因

子であるYopsに対する血清抗体を測定し、抗体保有状況を調査し

た。その結果、エルシニア症の発生経験をもつ8施設では、いずれも血

清抗体保有率は高く（62．5～100％）、一方、これまでエルシニア症が
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発生したことのない4施設では、いずれもYopsに対するOD値は低く（0

～36．4％）、抗体保有率は、エルシニア症流行施設よりも有意に低か

った（p〈0．05）。

　次に、エルシニア症流行施設であるE施設とA施設のリスザルにつ

いて、年齢別にYop抗体の保有状況および経年的な変化を調査した

結果、いずれの施設でも、1歳未満の個体で抗体陰性率が高く、2年

目以降に多くは陽転する傾向にあり、成体における抗体陽性率は1

歳未満の個体に比べて、有意に高かった（p〈0．05）。エルシニア症が

流行しているE施設と流行のないP施設のリスザルについて、Yopsな

らびにYadAに対する血清抗体価を測定し、ワクチン接種後の抗体の

推移を比較した結果、いずれの施設においても、ワクチン初回接種時

ではYopsおよびYadAに対する血清抗体はともに陰性であったが、

YadAに対する血清抗体は、ワクチンを接種した翌年には、P施設の1

頭を除いていずれの個体も陽性に転じた。一方、Yopsに対する血清

抗体は、個体により上昇する時期や値が様々であり、E施設では2年

目に11頭中4頭が陽転し、4年目には全頭が陽性となった。P施設

では、2005年～2007年までは1頭を除いて、成体を含めてYops抗

体は陰性であったが、2009年には全頭が陽性となった。

　ワクチン接種を開始した結果、エルシニア症が流行している7施設

のうち4施設と全ての非流行群では、エルシニア症の発生はなかった。

また、エルシニア症の発生があった3施設でも発生回数および罹患頭

数は激減し、発症個体は、分娩直後の衰弱個体の1頭を除いて、1

歳未満のワクチン未接種あるいは血清抗体陰性の個体に限られてい
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た。また、E施設では、2009年のワクチン接種時に、リスザル96頭中

10頭（10．4％）から、病原性プラスミドを保有するrθη’θ70co〃〃。α05

が分離されたにも関わらず、下痢などの症状を呈する個体はみられず、

エルシニア症の流行もなかった。

　以上の結果から、YadA死菌は、飼育下りスザルのエルシニア症の

発生を予防するのに有効であると考えられた。第2章の実験結果とあ

わせると、ワクチンは皮下接種であるため、病原性距7∫’ηぬの全身感

染による致死を防ぐことはできるが、主たる感染経路は経口感染である

ことから、腸管における局所免疫は十分に誘導されず、腸管感染は完

全には阻止できないと考えられた。リスザルから分離された1乙

ρ∫θ〃50’〃わθ70〃10∫’5は、92．3％がアρ〃M遺伝子を保有する強直株で

あったが、我が国の環境中には、アp〃M遺伝子を保有しない、病原性

の低いKρ5θ〃∫o畑6θ7c〃105’5も広く分布していることが知られており、

本研究でも、ワクチンを接種している1施設でリスザルの糞便から、病

原性rεr3∫η如の中でも弱毒とされているrθη∫εroco〃〃。α05カミ

10．4％の割合で分離されたが、発症例、致死例ともにみられなかった。

以上のことから、YadA死菌をワクチンとして皮下接種したリスザル飼育

施設では、YadA死菌の接種により、病原性γθr∫’η∫αの重篤な感染

による敗血症化および致死を防ぐとともに、病原性の低い弱毒の

距75ゴη’αの自然感染によって、エルシニア症の発症を防御するために

有効な血清抗体が維持されている可能性が示唆された。本研究によ

り、YadA死菌が、リスザルに対する病原性rθr5∫η∫αのワクチンとして有

効であることが示されたが、飼育施設におけるワクチネーションを実施す
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るためには、サル類を捕獲して、吸入麻酔などの処置を行う必要があり、

捕獲や麻酔等により事故死する危険性がある。今後はワクチンの接種

がより簡便で、安全性が高い経ロワクチンの開発が望まれる。

　本研究では、現在ほとんど研究されていない我が国の飼育施設に

おけるサル類のエルシニア症の発生実態を、病理学的、疫学的および

免疫学的に明らかにして、その基礎的な知見を集積し、飼育下リスザ

ルのエルシニア症の発生予防に有効なワクチンの開発を試みた。飼育

下サル類のエルシニア症は、サル類飼育管理上の重要な問題である

のみならず、公衆衛生上の観点からも看過できない問題であり、本研

究で得られた成果は、動物だけでなく、ヒトのエルシニア症の感染予防

対策を確立する上でも貴重な知見を提供しうるものであると考える。
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