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　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　本邦の動物展示施設では、サル類に人獣共通感染症であるエルシニア症が多発しており、動物飼育

管理上および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。

　本研究は、動物展示施設におけるサル類のエルシニア症の予防に資する研究の一環として、サル類

のエルシニア症について病理学的および疫学的に検索し、その特徴と実態を明らかにするとともに、

エルシニア症予防対策を図る目的で、動物実験および野外臨床実験によってワクチンの開発を試み、

以下の成績を得た。

1．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

　我が国の動物展示施設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を明らかにするた

めに、2000年1月～2008年9月間問に21施設で死亡したサル類390頭を供試検：体として、エルシニア

症の発生状況調査と病理学的検索を行った。その結果、この期間内に14施設で58頭のサル類がエルシ

ニア症で死亡し、そのうち48頭はリスザルSaimiri　spp．であり、これは感染症により死亡したリスザル

105頭の45．7％を占め、エルシニア症がリスザルの主たる死因となっていることを明らかにした。特異

的な臨床症状はなかったが、1歳未満の若齢個体は感受性が高く、ほとんどが突然死していた。

　病理解剖学的には、エルシニア症で死亡したサル類に共通して腸間膜リンパ節の腫大がみられ、特

にリスザルではさらに脾臓、肝臓において針頭大白色結節の形成がみられること、小腸ではバイエル

板に病変が主座することを示した。また、病理組織学的には、これらの臓器において、菌塊を伴う壊

死巣の形成が特徴的病変であることを指摘した。

　また、遡及的研究どして、分離菌種、血清型およびスーパー抗原YPM（施短π∫αρs餌40’κδ〃6κ105お一
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derived　mitogen）の解析が実施されている症例を対象として、それぞれの因子と病理学的所見との関

連を調べたところ、Yersinia　pseudotuberculosis血清型1b、2b、3、4b、6、7およびZθ班6声060〃漉α

03などの菌種と血清型で病変が異なることはなかったが、y：θ漉70001耽α08感染個体では化膿性変

化がより強く、特定の菌種と血清型で病変に差があることを明らかにした。また、スーパー抗原YPM

をコードする鎚〃認遺伝子を保有するy：ρ∫θ認。励召r6π’os∫∫15株と保有しない2株で病変を比較したが

差がなかった。y諮∫痂σの病原性は様々な病原因子が複雑に関与しており、さらに感受性の差は、サル

の種類や年齢、個体の状態によっても左右されるため、その病理像は多様であると考えられた。

2，病原性γεrs’η’aの感染防御抗原に関する研究

　第2章では、エルシニア症に対するワクチン抗原の探索のため、病原性髭繍磁が共通して産生する

病原因子珍短痂αAdhesin　A（YadA）およびy諮∫1z∫αOuter　membrane　Proteins（Yops）に着目し、動

物実験によ6てこれらが病原性距癖痂αの感染防御抗原と成りうるかを検討した。

　供試菌株として｝ζρεθ忽。’幼6螺10諮4bを用い、免疫原として、　YadAを強発現した死菌［Ya（憤群］、

精製Yops［Yop群］、　YadAを発現する37℃培養死菌［37℃群］と、　YadAを発現しない25℃培養死菌

［25℃群］をマウスに皮下あるいは経口接種し、陰性対照群にはPBSを投与した。その後K

ρs餌40励876π’osゼ∫4bの生菌を経口感染させた。その結果、生存率は、　YadA群（皮下）100％、　YadA

群（経口）60％、37℃群（皮下）40％で、YadA死菌に対する血清IgG値は、　YadA群（皮下）で最も

高く、次いで37℃群（皮下）が高く、Yop群や陰性対照群では検出されなかった。一方、　Yopsに対す

る血清lgGは、　Yop群（皮下）でのみ検出された。この実験でYadA死菌の感染防御抗原としての有効

性が示唆されたことから、効果的な接種法と量を検討し、作用機序を明らかにするために、マウスを

用いて、YadA死菌単回皮下接種群、　YadA2回皮下接種群、　YadA2回経口接種群、陰性対照群（PBS投

与）を設定し、免疫原を接種後、同じく生菌を経ロ感染させた。その結果、YadA単回皮下接種群の10

匹中1匹を除く、いずれの免疫賦与群においても、死亡する動物はいなかったものの、体重減少、糞

便中への排菌および病理組織学的病変がみられ、その程度は、YadA2回皮下接種群において最も軽度

であった。

　以上の結果から、マウスにおいてYadA死菌を皮下i接種することで、　Xρ56〃40’〃わ8π〃Jo廊4bの経口

感染による死亡を阻止できることを明らかにした。この機序として、YadAは接着因子としての機能の

他、補体や貧食細胞に対する抵抗性などにも関与する多機i能を有する病原因子であることから、YadA

死菌の皮下接種による全身免疫が賦与され、肝臓、脾臓、腸間膜リンパ節およびバイエル板などの臓

器から、より早期に菌を排除することで、死亡に至る重篤な感染を阻止できたものと考察した。しか

しながら、生存個体において、菌接種後に糞便中に排菌し、臨床症状や病変がみられたことから、今

回用いた接種方法と量では、腸管感染を完全に阻止する十分な腸管局所免疫を賦与できないことがわ

かった。
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3．飼育下リスザルに対する惚耐η1aρsθσdofuberou’os灼ワクチンの臨床実験に関する研究

　第3章では、前章の動物実験によりYadA死菌の感染防御抗原としての有効性が示唆されたことから、

YadA死菌をワクチンとして用いて、リスザルを対象に臨床実験を行った。すなわち、2004年～2009

年の問に、エルシニア症の発生経験をもつ7施設（流行群）と発生のない4施設（非流行群）のりスザ

ル、延べ1092頭にワクチンを皮下接種し、エルシニア症の発生状況と血清抗体の推移を観察した。そ

の結果、ワクチン接種後、7流行群のうち4施設と全ての非流行群でエルシニア症の発生がみられず、

その他の3流行群でも、発生回数および罹患頭数が激減した。血清調査の結果、珍zs∫擁α感染を広く検

出するYop抗体は、流行群では陽性率が高く（67．6～100％）、非流行群では低かった（0～36．4％）。

さらに、流行群であるE施設と非流行群のP施設において、YadAならびにYop抗体の推移を比較した

結果、YadA抗体はいずれの施設でも、ワクチン接種の翌年から陽転した。　Yop抗体は、　E施設では1

歳以上の個体で保有率が高い（85．9％）が、P施設では、成体を含めて多くの個体が陰性であった。

　以上の野外飼育施設における臨床実験により、リスザルへのYadA死菌を用いたXρ∫8z640励θ名α〃os露

ワクチンの有効性を示した。一方、エルシニア症流行施設では、成体におけるYop抗体保有率が高い

が、非流行施設では低かった。これは、流行施設群では、繰り返しy爾禰αの自然感染がおきている

ためと推測した。実際、1流行施設では、毎年ワクチン接種を実施したにもかかわらず、直腸スワブか

ら高率に病原性プラスミドを有するrθ漉7000」∫’∫6α05が分離されたことからも裏付けられた。本章に

おける臨床実験の結果と、2章の動物実験結果も踏まえ、YadA死菌ワクチンは腸管局所の感染を完全

には阻止できないが、肝臓、脾臓およびリンパ節での菌増殖を抑え、ワクチン接種個体においては野

外での距談論の自然感染によって、免疫がさらに強化され重篤な感染が防御されているものと推測

した。

　以上、本研究では、我が国の動物展示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、

疫学的に明らかにし、特に飼育下リスザルでは極めて重要な感染症であることを明らかにした。また、

共同研究者による細菌学的な研究結果を基に動物実験と野外臨床実験を実施し、飼育下りスザルのエ

ルシニア症に有効なワクチン開発を試みた。サル類を含め動物展示施設におけるエルシニア症は、動

物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貴重な知

見を提供しうるものであると考えられる。

　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨
　本邦の動物展示施設では、サル類に人垣共通感染症であるエルシニア症（以下、Y症）が多発して

おり、動物飼育管理上および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Y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。
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　本研究は、動物展示施設におけるサル類のY症の予防に資する研究の一環として、サル類のY症に

ついて病理学的および疫学的に検索し、その特徴と実態を明らかにするとともに、Y症予防対策を図

る目的で、動物実験および野外臨床実験によ’ってワクチンの開発を試みたものである。

　第1章では、我が国の動物展示施設におけるサル類のY症の発生状況と病理学的特徴を明らかにす

るため、2000年1月～2008年9月の間に、21施設で死亡したサル類390頭を供試検：体として、Y症の

発生状況調査と病理学的検索を行った。その結果、この期間内に14施設で58頭のサル類がY症で死亡

し、そのうち48頭はリスザル5αf〃〃’spp．であり、これは感染症により死亡したリスザル105頭の

45．7％を占め、Y症がリスザルの主たる死因となっていることを明らかにした。

　病理解剖学的には、Y症で死亡したサル類に共通して腸間膜リンパ節の腫大がみられ、特にリスザ

ルではさらに脾臓、肝臓において針頭大白色結節の形成がみられること、小腸ではバイエル板に病変

が主座することを示した。また、病理組織学的には、これらの臓器において、菌塊を伴う壊死巣の形

成が特徴的病変であることを指摘した。

　また、遡及的研究として、過去分離菌種、血清型およびスーパー抗原YPM（距癬漁ρs餌40’κわθκ〃。∫蝕

derived　mitogen）の解析が実施された症例を対象として、それぞれの因子と病理学的所見との関連を

調べたところ、％癖π∫σρ56編。’励6κπ10廊血清型1b、2b、3、4b、6、7およびK　6π伽060〃’加03など

の菌種と血清型で病変が異なることはなかったが、｝ζθη’θ7000Z漉。α08感染個体では化膿性変化がより

強く、特定の菌種と血清型で病変に差があることを明らかにした。また、スーパー抗原YPMをコード

する妙〃2A遺伝子を保有するy：ρ∫θ認。’幼θ76κ10sゴ∫15株と保有しない2株で病変を比較したが差がなか

った。珍癖πゴαの病原性発揮には様々な病原因子が複雑に関与しており、血清型あるいはスーパー抗原

など1要因のみで、病変に差が出現しにくいと判断した、さらに宿主要因も重要で、サルの種類や年

齢、個体の状態によっても感受性が異なるため、その病理像は多様であると考えた。

　第2章では、Y症に対するワクチン抗原の探索のため、病原性y爾傭αが共通して産生する病原因子

y酪’，加Adhesin　A（YadA）およびy爾勿如Outer　membrane　Proteins（Yops）に着目し、動物実験に

よってこれらが病原性｝伽禰αの感染防御抗原と成りうるかを検討した。

　供試菌株としてy：ρs劒40’κδθ侶6〃。廊4bを用い、免疫原として、　YadAを強発現した死菌［YadA群］、

精製Yops［Yop群］、　YadAを発現する37℃培養死菌［37℃群］と、　YadAを発現しない25℃培養死菌

［25℃群］をマウスに皮下あるいは経口接種し、陰性対照群にはPBSを投与した。その後K

ρs甜40∫幼θ7cπJosゴ∫4bの生菌を経口感染させた。その結果、生存率は、　YadA群（皮下）100％、　YadA

群（経口）60％、37℃群（皮下）40％で、YadA死菌に対する血清IgG値は、　YadA群（皮下）で最も

高く、次いで37℃群（皮下）が高く、Yop群や陰性対照群では検出されなかった。一方、　Yopsに対す

る血清IgGは、　Yop群（皮下）でのみ検出された。この実験でYadA死菌の感染防御抗原としての有効

性が示唆されたことから、効果的な接種法と量を検討し、作用機序を明らかにするために、マウスを
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用いて、YadA死菌単回皮下接種群、　YadA2回皮下接種群、　YadA2回経口接種群、陰性対照群（PBS投

与）を設定し、免疫原を接種後、同じく生菌を経口感染させた。その結果、YadA単回皮下接種群の10

匹中1匹を除く、いずれの免疫賦与群においても、死亡する動物はいなかったものの、体重減少、糞

便中への排菌および病理組織学的病変がみられ、その程度は、YadA2回皮下接種群において最も軽度

であった。

　以上の結果から、著者はマウスにおいてYadA死菌を皮下接種することで、　rρ∫例40’励θ7c〃。爵4b

の経口感染による死亡を阻止できることを示した。この機序として、YadAは接着因子としての機i能の

他、補体や貧食細胞に対する抵抗性などにも関与する多機能を有する病原因子であることから、YadA

死菌の皮下接種により全身免疫が賦与され、肝臓、脾臓、腸二二リンパ節およびバイエル板などの臓

器から、より早期に菌を排除することで、死亡に至る重篤な感染を阻止できたものと考察した。しか

しながら、生存個体において、菌接種後に糞便中に排菌し、臨床症状や病変がみられたことから、今

回用いた接種方法と量では、腸管感染を完全に阻止する十分な腸管局所免疫を賦与できないことがわ

かった。

　第3章では、前章の動物実験によりYadA死菌の感染防御抗原としての有効性が示唆されたことから、

YadA死菌をワクチンとして用いて、リスザルを対象に臨床実験を行った。すなわち、2004年～2009

年の間に、Y症の発生経験をもつ7施設（流行群）と発生のない4施設（非流行群）のりスザル、延べ

1092頭にワクチンを皮下i接種し、Y症の発生状況と血清抗体の推移を観察した。その結果、ワクチン

接種後、7流行群のうち4施設と全ての非流行群でY症の発生がみられず、その他の3流行群でも、発

生回数および罹患頭数が激減した。血清調査の結果、y爾∫漁感染を広く検出するYop抗体は、流行群

では陽性率が高く（67．6～100％）、非流行群では低かった（0～36．4％）。さらに、流行群であるE施

設と非流行群のP施設において、YadAならびにYop抗体の推移を比較した結果、　YadA抗体はいずれ

の施設でも、ワクチンi接種の翌年から陽転した。Yop抗体は、　E施設では1歳以上の個体で保有率が高

い（85．9％）が、P施設では、成体を含めて多くの個体が陰性であった。

　以上の野外飼育施設における臨床実験により、著者はリスザルへのYadA死菌を用いたr

ρs甜40’励6〆6〃。廊ワクチンの有効性を示唆した。一方、Y症流行施設では、成体におけるYop抗体保有

率が高いが、非流行施設では低かった。これは、流行施設群では、繰り返し距漉短αの自然感染がお

きているためと推測した。実際、1流行施設では、毎年ワクチン接種を実施したにもかかわらず、直

腸スワブから高率に病原性プラスミドを有するy：θ漉箔oco〃’f6α05が分離されたことからも裏付けられ

た。本章における臨床実験の結果と、2章の動物実験結果も踏まえ、YadA死菌ワクチンは腸管局所の

感染を完全には阻止できないが、肝臓、脾臓およびリンパ節での菌増殖を抑え、ワクチン接種個体に

おいては野外でのy薦枷αの自然感染によって、免疫がさらに強化され重篤な感染が防御されている

ものと推測した。
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　以上、本研究では、我が国の動物展示施設におけるサル類のY症の発生実態を病理学的、疫学的に

明らかにし、特に飼育下リスザルでは極めて重要な感染症であることを明らかにした。また、共同研

究者による細菌学的な研究結果を基に動物実験と野外臨床実験を実施し、飼育下リスザルのY症に有

効なワクチン開発を試みた。サル類を含め動物展示施設におけるY症は、動物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Y症の感染予防対策を確立する上で貴重な知見を提供しうるものであると考え

られ、博士（獣医学）の学位を授与するのに値する業績と判定した。
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