
熊本大学学術リポジトリ

Kumamoto University Repository System

Title 新興感染症菌ヘリコバクター・シネディの主要抗原とそ

の感染疫学に関する研究

Author(s) 岩下, 博文

Citation

Issue date 2008-03-25

Type Thesis or Dissertation

URL http://hdl.handle.net/2298/11104

Right



  学位論文

Doctor’s Thesis

新興感染症菌ヘリコバクター・シネディの主要抗原とその感染疫学に関する研究

（Study on the major antigen of an emerging pathogen Hθ〃ooわao亡θr o〃7∂θd／and

             its epidemiology）

 岩下博文
Hirofumi lwashita

熊本大学大学院医学教育部博士課程

 臨床医科学専攻消化器内科学

指導教員

        赤池 孝章  教授
 熊本大学大学院医学教育部博士課程病態制御学専攻微生物学

        佐々木裕  教授
熊本大学大学院医学教育部博士課程臨床医科学専攻消化器内科学

2008年3月



学 位 曇△
口冊 文

Doctor’s Thesis

論文題名 新興感染症菌ヘリコバクター・シネディの主要抗原とその

    感染疫学に関する研究
（Study on the major antigen of an emerging Pathogen〃θ1／ooか∂o亡θr

   o1〃ヨθoヴ and its epidemiology）

著者名 岩下博文
Hirofhmi Iwashita

指導教員名 微生物学分野   赤池孝章教授
消化器内科学分野佐々木裕教授

審査委員名 免疫識別学分野

病態情報解析学分野

細胞病理学分野

消化器外科学分野

西村泰治教授
安東由喜雄教授
竹屋元裕教授
馬場秀夫教授

2008年3月



要旨

【目的1Hε1∫ωわααθ7 c二二はヒトやその他の動物の腸管や肝臓から検出される腸

肝ヘリコバクター（enterohepatic H8〃coわαo卿species）に属し、1984年にヒトへの感染

が初めて確認された新興感染症菌である。H磁α爾感染の報告例はほとんどが目和

見感染症であった。最近我々は、整形外科術後発症したEc加αθの菌血症・蜂窩織炎

U症例を経験した。これらの患者には明らかな免疫異常はなく、これまで報告され

ている11伽α鋤感染症例とは明らかに異なっていた。E伽αα〃は通常の微好気培

養での増殖効率が悪いため培養による検出が難しく、さらに血清診断法も確立され

ていないため、感染経路などの疫学や感染病態については不明な点が多い。そこで

本研究では、E伽αθ諺の病原性および疫学的特性を明らかにするために、今回我々

が経験したHo加αθ読菌血症・蜂窩織炎の症例の分析、分離菌の分子疫学的解析を行

うと共に、ヒト感染におけるEc加αθ訪主要抗原蛋白質遺伝子の同定を行った。さら

に大腸菌を用いた発現系により得られた同主要抗原組換え蛋白質を用いて、ウエス

タンプロットおよびELISAによるH伽αθ4∫の血清診断法を確立し、 E c’ηαθ訪の感

染疫学に関する解析を行った。

夏方法】整形外科術後に菌血症・蜂窩織炎を発症した11例の患者の血液培養・便培

養から得られた臨床分離菌について、16S rRNAおよび乃Ψ60遺伝子の塩基配列を決

定し、1艶1∫60肋。妙属菌株内における系統分類学的解析を行った。また、パルスフィ

ールドゲル電気泳動によるゲノムDNAの制限酵素断片パターンの解析および

random ampliHed polymorphism DNA解析により標準株および分離株のゲノムの類似

性を調べた。H伽昭漉主要抗原の同定では、まず、 E伽αθ読のゲノムDNA断片

をプラスミドに組み込んだライブラリーを作製し、これを大腸菌に導入した。形質

転換した大腸菌コロニーをE伽昭訪菌体ライセートで免疫したウサギ血清を使って

イムノスクリーニングすることにより、主要抗原蛋白質を発現しているクローンを

単離した。同蛋白質遺伝子の塩基配列を決定し、大腸菌にてHi s－tag組換え蛋白質を

発現させた。さらにニッケルアフィニティーカラムで精製した組換え蛋白質を用い

てEc加αθの感染患者や対照群の血清抗体の検出を行った。

【結果と考察】菌血症・蜂窩織炎患者から分離された細菌は、16S rRNA塩基配列

の解析から丑。’ηα¢読と同定された。分離された13株は16S rRNA、御60の遺伝子

解析、および、パルスフィールドゲル電気泳動により、近縁の2グループに分類さ

れた。また、H6加αθ諺臨床分離株から作製した遺伝子ライブラリーのイムノスクリ

ーニングにより、感染者の血清が強く反応する30kDaの主要抗原蛋白質をコードす
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る遺伝子を同定した。これをもとに作製した組換え蛋白質は、ウエスタンプロット

において、H6吻鋤感染患者血清と強力な免疫反応性を示した。また、この組換え

蛋白質を用いたELISAでは、 H o伽鋤感染患者の血清は、他のグループ（健常人、

H〃107∫感染者、および新生児）と比較して、有意に高い抗体価を有していた。しか

し、健常人やπ〃107’感染者の中にも、少数の割合（35人中3人）で本抗原に対す

る中等度以上の抗体価を有するものが見られ、E伽α鋤の既往感染やキャリアーで

ある宿主が存在する可能性が示唆された。

【結論】H伽α磁感染症はこれまで考えられていたような稀な日和見感染症ではな

いと考えられる。今回私が同定したE伽αθ漉主要抗原を血清診断に応用することに

より、H伽αε訪感染症の疫学・病態解明が期待される。
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第1章 研究の背景と目的

L1新興感染症菌玩漉。肋漉ア6ゴ欄ε漉の特徴

（a）1琵〃coゐαc詑7 c’παε漉とは

 1983～1984年に、シアトルの性感染症クリニックで同性愛者（ホモセクシュアル）

男性の直腸からの病原体検出を大規模に行った際に、従来知られている多数の病原

体のほか、既知のC加4ヅ。伽θ7とは分類上異なるが性状の似ているらせん状細菌が

高頻度に検出された（Quinn et al．1984）。これらのらせん菌は、消化管症状のあるホ

モセクシュアルの男性らから高頻度（26／158，16％）に分離同定され、一方、無症状の

ホモセクシュアル男性のグループからはそれより低頻度（6／75，8％）に分離され、無

症状の異性記者男女からは分離されなかった（0／150）。Fennellらはこれら細菌を

Cα〃鰐10わαc’ε7－like organisms（CLOs）と呼称し、 CLO－1、 CLO－2、 CLO－3に分類した

（Fennell et al．1984）。その後、 CLO－1はCc∫ηαθ4∫、 CLO－2はC声ηη8〃’αθと名づけら

れ、σα〃卿10∂α6∫θ7属に編入された（Totten et a1．1985）。“o∫ηα鋤”とはラテン語で「ホ

モセクシュアルの」を意味する形容詞句である。その後、1989年にGoodwinらによ

って初めて1％1∫60肋。彪7属が提唱され（Goodwin et al．1989）、1991年のVandammeら

によるCα㎎：ヅ。肋。彪7属菌を中心とした大幅な改編が行われた際にこのCd〃αε訪は

C声朋θ1伽θとともにCα〃4ッ10∂αo紛属からHε〃ooわα傭7属に移行され、現在に至って

いる（Vandamme et a豆．1991）。

 なお、現在、∬θ1∫ooゐαo欝属の所属菌種は23種類以上あるとみられ、コンセンサス

が得られている菌種をまとめたものを、次頁の表1に示した。1％〃co二二r伽αθ諺は

腸管に棲息する旋1∫coδα6’θr属菌の1種である。これら腸管棲息型の地〃ooわαo研は

数が多いが、中には胆汁耐性で、胆管・肝臓に侵入し炎症を起こし得ると推定され

ている菌種もあり似励5，耳。α廊，E熊ρ磁。〃5，Ep〃〃α初〃2）、これらをまとめて腸肝

Bθ1∫ooわαc’ε7（enterohepatic」％〃60二二r species）と呼称することが多い。これに対して、

胃に棲息すると考えられる」％1ゴ60わα’θr属菌を胃飽1∫oo肋。’θ7（gastdc 1％1∫oo肋。’θ7

species）と呼び、この代表的な菌種が、 H〃107∫である。
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表1 肋伽。肋。∫ε7属細菌の分類

Species Natum1 host

Gastric

Enterohepa髄c

Hα0加0ηγ0ん5

Hα〃mガ
E6∫2702θ70刀∫

丑μゴ∫

E〃2〃5’ε1αθ

丑〃10ガ

H5α10〃軍0η施

Eゐ∫1’5

Hoαηα鹿η5∫5

Hωη∫5

丑。’παε漉

Eo乃01θの凋飽5

Eノ診η〃ε〃∫αθ

H8伽泌αη∫

H乃｛蓼2α’∫o〃3

H〃2θ50C7’0θ∫07〃〃2

且〃2〃716加7〃〃2

1孟Pα〃2廓θη∫3

Hp〃〃07〃〃2

Hア0鹿η∫∫〃〃1

H〃rq野0配〃〃2

π卿〃0η∫（：麗5

Hw∫η 乃α〃2θη5∫5

cheetah

hamster

dog

cat， do9

飴rret

年毎man， rhesus macaque

dog

mouse， do9， human

huma血
do9， human

血uman， hamster

hamster

h“man
mouse
mouse
hamster

mouse rat
     ，

bird swine
   ，

chicken human
      ，

mouse
rat

mouse
human

Sohlick and Schauer．απ1匝。ア。伽’Rεッ14＝59－97，2001．をもとに改変．
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（b）E伽αε漉の宿主と病原性

 H伽α鋤は主に腸管に棲息すると考えられている。ヒトへの感染に関しては、腸

炎や直腸炎を呈しているホモセクシュアル男性らの直腸から最初に分離されて以来、

腸炎患者の糞便からの分離報告が多い（Grayson et al．1989；Tee et al．1987）。本菌によ

る菌血症については、1984年に、結核に罹患した2人のホモセクシュアル男性のケ

ースレポートが最初の報告である（Pastemak et al．1984）。当時はまだ、菌種名が確定

しておらずCLO－1と記載されていた。この例では発熱を主症状とし、消化管症状は

ないものの便培養がなされていないため、消化管感染の有無は不明である。発熱の

原因は結核菌よりむしろ本菌であると著者らは考察している。また、1987年には、

acqu董red immunodeficiency syndrome（AmS）に罹患した29才のホモセクシュアル男性

における110∫二二の菌血症の症例が報告された（Cimolai et a1。1987）。この患者は発

熱に加え血便を呈し本菌との関連も推定されたが、便培養からは本菌は検出されな

かった（ただし、培養法に問題があったと著者らは考察している）。さらに1987年に

はHc∫ηα鋤とE声ηηθ〃∫αθの2つの菌種による菌血症を続けて起こしたHIV（human

immunode丘ciency virus）陽性（AmSは発症していない）両性愛者（バイセクシャル）

男性の症例が報告された（Ng et al．1987）。以後、腸炎患者の腸管（糞便）、あるいは

発熱患者の血液からのH伽α鋤の検出が散発的に報告されている（Grayson et al．

1989；Vandamme et al．1990；Decker et al．1992；Mammen et al．1995）。これらの報告から、

H伽αθ読は腸管から血管に侵入し、菌血症を起こすものと推察される。この特徴は

他のenterohepatic species（H 6αη∫5， H面目θ〃ぬのにおいても報告されているが

（Leemann et al。2006；Hsueh et al．1999）報告症例数は圧倒的にE6∫澱ε漉に多い。さら

に、この血管侵襲性は、Gα〃鰐10わααθ7属細菌でもしばしば認められる特徴である。

 菌血症例では発熱（38～39℃台）が主症状であるが、腸管感染以外にも様々な部位

での蜂窩織炎や関節炎を伴っていることが多く、また、本誌による髄膜炎を発症し

た新生児の髄液からの分離例（Orlicek et錘．1993）や関節炎を呈した男性の膝関節液

からの分離例もあり（Lasry et al．2000）、菌血症の原発感染巣あるいは菌血症を介した

二次感染巣としてこれらの諸病態は重要である。

 菌血症の症例集積報告としては、1982年忌ら1990年まで米国のCenters fbr Di sease

Control（CDC）で確認された23例をまとめたKiehlbauchらの報告（22例：血液から分

離1例：糞便から分離）がある（Kiehlbauch et al．1994）。この報告は特に蜂窩織炎との

関連性に着目しており、24才から82才の感染患者（平均44才，83％が男性）のうち、

43％の症例で蜂窩織炎が確認されており、しかも再発率が56％（5／9例）と高かった。

67％が明らかなimmunocompromised host（HIV感染陽性、肺癌、結腸癌、肝硬変、糖

尿病など）であり、その他ではアルコール依存症の症例もあった。HIV陽性は45％の

症例でみられた。消化管症状（腹痛，下痢など）は43％の症例に認められている。
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 また、1984年から1994年までの症例報告と自験例7例を加えたBu㎜Lanらの報告（全

18例）によるとσ3umlan et a1．1995）、自験7例中、6例はH【V感染のあるホモセクシュ

アル男性で1例がアルコール依存症の女性であり、うち、4例に蜂窩織炎が、2例に関

節炎が認められている。その他の集積症例検討から、本菌による菌血症は、何らか

の基礎疾患（A皿）S、癌）による免疫能力の低下した症例に多いことがわかる。ただ

し、基礎疾患を伴わないimmunocompetent host｝こ発症した菌血症の報告もあり（Lasry

et al．2000；Vandamme et al．1990）、特に最近、48歳の明らかな免疫異常のない男性に

発症したHoゴ〃αθ4’による心室細動を伴った心筋心膜炎が報告され、注目されている

（Lewis et al．2007）。

 一方、E伽αα〃は、ヒト以外でも様々動物（サル，ハムスター，イヌ，ネコ，キツ

ネ，ラット，パンダ）の腸管（糞便）からの分離が報告されており（Femandez et a1．

2002；Flores et al．1990；Fox et al。2001；Gebhart et al．1989；Ki eh蓋bauch et a1．1995；Solni ck

and Schauer 2001）、自然界での保有宿主域はHε〃co肋惚7属の中では比較的広い。一般

にこれらの動物では、腸炎を呈することが多いが、ハムスターにおいては症状を有

することなく腸管に存在し、主要な自然宿主（あるいはキャリアー）の一つと認識さ

れている（Gebhart et a1．1989）。

 この様に、本菌感染症は新興感染症であると同時に、かつ人畜共通感染症として

位置づけられている。

（c）πc伽ε漉の検出・培養同定について

 上述したように、H伽αα〃やH声朋θ1伽θは1日来は、同じように腸管に棲息すると

考えられているCα〃鰐10bα惚r属に分類されていた。微好気培養が必要な点など、培

養法でもCα塑ylo6αo研と共通する部分も多く、分離培養にCo塑ylo肋。’ε7用の血液寒

天培地が用いられている。例えば実際の糞便培養にあっては、これら腸管棲息型の

Hε〃ooわα6∫θrはCα〃4ヅ。肋漉7と混在して培養されることになるが、一般的に

σα㎎zylo肋6’ε7が2～3日でコロニーを形成するのに対し、Hθ1∫oo肋。’θ7はそれより発育が

遅く、5～6日を必要とする場合が多い。このことは培養検査でこれらenterohepatic

Hθ1∫coわααθ7が見落とされる要因の一つとなっている。また、分離された菌種の同定

も難しい場合が多く、生化学的な検査だけでは確定に至らないことが多い。且。加αθ4∫

を含めたenterohepati c Hθ1∫ooわα6’θ7 speciesは16S rRNA遺伝子配列やDNA－DNAハイブ

リダイゼーションなどのゲノム解析により最終的に同定されている報告が多い。こ

の様に本菌は臨床検体に存在していても見過ごされる場合があることに加え、同定

に特殊なゲノム検査技術を必要とするため、通常の臨床検査では分離同定が難しい

細菌である。また、病原菌と、しての認識度が低いこともあり、これまで注目されて

こなかった。
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 一方、培養法による検出が難しいことと関連して、それ以外の方法として

polymerase chain reaction（PCR）法を用いてenterohepatic 1髭1’ooわαc’θ7 speciesのDNA

を検出した報告が散見される。例えば、胃生検組織から属特異的プライマーを用い

て16S rRNA遺伝子配列部分を増幅し、E c∫〃αθd∫のそれとほぼ一致したサンプルがあ

ったとする報告（Pena et al．2002）がある。この報告は胃粘膜組織に本菌が存在する

可能性を示唆している。H〃107∫はウレアーゼを有し、胃酸を中和することにより胃

内での生息が可能であるが、ラレアーゼ陰性であるE伽α鋤が胃に生息するとすれ

ばそのメカニズムは興味深い。ただし分離培養による検出と違い、PCR法での検出

は生きた菌の存在を必ずしも示しておらず今後さらなる検討を必要とする。

（のこれまで報告された石【6伽ε漉の血清免疫学的研究について

 Floresらは、本菌の全菌体ライセートを抗原どして、本証感染症患者13例（直腸感

染患者：11例，菌血症患者：2例）の血清および本菌免疫ウサギの血清との反応をウエ

スタンプロットを行って解析し、本返蛋白質中におけるいくつかの抗原の存在を確

認した（Flores et al．1989）。その結果、13例全員の血清において96、64、59、47、41 kDa

の抗原が、10例の血清においてはさらに29kDaの抗原、7例の血清においてはさらに

12．4kDaの抗原がそれぞれ程度の差はありながらも検出された。また、対照者（健康

人）血清においては、10例全てにおいて59kDaと64 kDaの抗原が弱いながら検出さ

れた。うち3人の対照者血清においてはさらに96kDaまたは47 kDaの抗原が、1例の対

照者血清ではさらに96kDaと29 kDaの2つの抗原が弱く検出された。これらの結果を

まとめたものを表2に示した。免疫ウサギ血清における反応ではこれらを含む約10個

の抗原が確認された。これら結果から、Floresらは、少なくとも6つ（29～96 kDa）の

抗原が混晶ヒト感染患者で抗原となり得るがそれぞれの抗原に対する抗体価は患者

間で大きなバラツキがあること、さらに対照者の中に同属菌への感染既往があるか

他菌種との交差反応を示している可能性があると結論づけている。しかしながら、

ヒト感染におけるE伽αθ訪の特異的な主要抗原は未だに同定されていない。

（e）E6’π喫漉の遺伝子情報

 本部は、現在、全体のゲノム情報がなく、16S rRNAと数種類の遺伝子のみが公開

されている。例えば（】α〃4ヅ。肋αθ7やenterohepatic Hθ〃coδαc卿の多く（且勿ρα”c〃5， H

わ∫1∫5，Hρ〃110γ〃〃2， H cαη∫5）が産生する毒素であるcytolethal distending toxin（CDT）の

遺伝子をHc’ηαθ諺も有していることが報告されている（Taylor et al．2003）。ちなみに、

Hε伽。ゐα6欝属細菌の中で全ゲノム情報が公開されている菌種は、今のところ、H

αo加。ηycん5（GenBank accessi on no． AM260522， Eppinger et al。2006）， Hρyloガ（GenBank

accession no． AEOOO511；CPOOO241；AEOO1439）， H勿ρα’∫o〃5（GenBank accession no．

                  13



AEO 17125， Suerbaum et al．2003）の3菌種のみである。

表2 ウエスタンプロットによるπ6伽ε読抗原蛋
    白質の解析（F置oresらによる）

抗原蛋白

質（kDa）

H．o∫ηαθ4’一h㎡bcted

 patients（13例）

7／13   3／13   3／13

Controls（10例）

1／10   3／10   6／10

96

64

59

47

41

29

12．4

○

○

○

○

○

0
0

○

○

○

○

○

○

○

○

○

＊

0

0
＊

0
0

Flores et al．〃ψcf加5159：635－640，1989．をもとに作成．○のサイ

ズの蛋白質のバンドが認められた．＊はこれらいずれか（96また

は47kDa）の蛋白質1つと反応したことを示す．
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L2研究の目的

 2004年から2005年にかけて、熊本市の熊本整形外科病院において、整形外科手術

後の患者に菌血症を伴う蜂窩織炎が連続して発症するという小規模のアウトブレイ

クがあり、我々はその疫学的調査および病原性解析を行った。血液培養にて11例に

グラム陰性らせん状桿菌が検出され、16S rRNA遺伝子配列や標準株とのDNA－DNA

ハイブリダイゼーションの結果によってHo伽θ読と同定した（Kitamura et al，2007）。

 我々が経験した事例は、①整形外科手術後平均1ヶ月後に、菌血症（敗血症）と、

手術を受けた側の四肢（術創とは離れた部位）に蜂窩織炎を発症する、②明らかな免

疫異常がない（immunocompetent）宿主において発症している、③同一医療機関で短

期間に集中して発生しているアウトブレイクである、という点が世界的に見てもユ

ニークであった。しかし、Hd澱θ訪感染症は、感染経路などの感染疫学や病原性、

そして感染に伴う宿主の免疫反応など不明な点が多いのが現状である。さらに前述

のごとく、丑伽αθ読感染症が人畜共通感染症であることや、院内感染・目和見感染

の多様化に伴って、今後感染の拡大が危惧されている。

E伽α8めは、上述したように培養検出の難しい菌の一つであり、適切な培養・同

定技術の開発が望まれている。臨床検査室における市販のガスパックを用いた通常

の微好気培養法では、これまでその多くが見過ごされてきた可能性が高い。実際、

我々は、上記11症例と同様の症状・臨床経過を示しH伽αε諺感染が疑われたにも

かかわらず培養検査で本菌が検出されなかったいくつかの症例を経験した。さらに、

これらの症例の血清には、本菌の菌体ライセートを抗原とするELISA（enzyme4inked

immunosorbent assay）において抗体価の上昇していたケースがみられた（Kitamura et

al．2007）。

 この様な知見を踏まえ、本研究では、未だ不明な点が多いH伽αθ47の病原性発現

のメカニズムおよび感染疫学的特性を解明することを目指し、以下の解析を行った。

（1）

（2）

Eo伽8の菌血症・蜂窩織炎の症例の分析、分離菌の分子疫学

ヒト感染におけるH6加αε4∫主要抗原蛋白質の同定

（a）Hc加αθ諺遺伝子ライブラリー作製と主要抗原遺伝子の同定

（b）主要抗原組換え蛋二二の作製とそれを応用した血清学的検査の確立

（c）H伽αθ訪の感染疫学
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第2章 材料および方法

2．1試薬

試薬は全て特級以上のグレードのものを使用した。

2．2血液または糞便からの細菌の培養と同定

 発熱と蜂窩織炎を呈した患者から、10mlの血液（動脈または静脈）を無菌操作に

て血液培養ボトルに採血し、自動分析装置BD BACTEC PIus Aerobic／F system（Becton

Dickinson社）を使用して培養した。同システムにより陽性と判定された試料は、培

養液の一部を、σo〃卿10わα6’θ7羊血液寒天培地（Becton Dickinson社）に植菌し、高湿

度、水素含有微好気環境（キャンピパウチシステム，Becton Dickinson社）、370C、で

3～5日間培養した。コロニーを形成した菌はグラム染色性と形態を観察した。糞便か

らの細菌の培養も、血液からの試料と同様の方法で、Cα〃4ヅ。肋伽r羊血液寒天培地

により培養を行った。らせん状のグラム陰性菌と確認された細菌は、遺伝子解析（以

下2．3～2．6参照）により菌種：を同定した。

2．3臨床分離株の菌種の同定

Ed〃αθ4’標準株（CCUG 18818T）、 E，oαη∫∫（NCTC l2379T）および今回得られた臨

床分離株から、DNAを抽出し（Marmur l 961）、 photobiotinによりラベルした後、定量

的マイクロプレートDNA－DNAハイブリダイゼーション法（Ezaki et a1．1989）により、

菌種を同定した。

2．416S rRNAと乃電ρ60の遺伝子配列を使用した系統分類学的解析

 患者血液または糞便から得られた且。伽ε訪臨床分離株の16S rRNAと勾♪60の遺

伝子配列を特異的プライマーを使ったPCRによって増幅し（Ezah et al．1994；

Kawamura et al．1995；Mikkonen et al．2004）、塩基配列をDye Te㎜inator Reacton Kit

（Applied biosystems社）および自動DNAシーケンサー（モデル3100， Applied

Biosystems社）を使って決牢した。それぞれの分離株について、16S rRNA遺伝子で

は約1，430bp、ゆ60遺伝子では約530 bpの塩基配列を決定した。これらの塩基配列

をもとにした近縁の菌種の検索では、FASTA Search System（DNA DataBank of Japan

（DDBJ）， http：〃www．ddbj．nig．acjp， Pearson and Lipman 1988）を使用した。 DDJ：B、
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GenBankおよびEuropean Molecular BiologヲLaboratoly（EMBL）のデータベースから

得た」％1∫ooわαc碑属の近縁の菌種の16S rRNA遺伝子およびゅ60遺伝子の配列をも

とに、CLUSTAL－Xソフトウェア（Thompson et al．1994）を使って各株間の系統分類

学的関係を解析した。系統樹はTreeViewソフトウェア（Page l 996；Pearson and Lipman

1988）を使って作成した。

2．5パルスフィールドゲル電気泳動を使ったゲノムダイビング

 パルスフィールドゲル電気泳動（pulsed一負eld gel electrophoresi s， PFG：E）によるE

伽αθ読標準株および臨床分離株のゲノムDNAの制限酵素断片パターンを解析した

（Oh㎞su et al．2004）。まず菌体をリゾチーム、 sodium dodecyl sulfate（SDS）、およびプロ

テアーゼKによって溶解し、ゲノムDNAを制限酵素⑫dにより切断した。CHEE－DR

IIIシステム（Bio－Rad社）を使って、パルス時間5．3～34．9秒の直線的増加で6V／cm

の電場で20時間、140Cにおいて1％アガロースゲル電気泳動を行い、 DNAを分離し

た。λDNAラダー一（New England Biolab s社）をDNAサイズマーカーとして用いた。

ゲルはエチジウムブロマイドによる染色後、紫外線による蛍光によりDNAを可視化

し写真撮影した。各菌株のゲノムDNAのバンドパターンについては、撮影した写真

を元にして、視覚的に類似性を解析した。

2．6Random ampli伽d polymorphism I）NAによる解析

Random ampli飾d polymorphi sm DNA（；RAPD）による解析を既報（Akopyanz et al。

1992；Burucoa et a1．1999）に準じて行った。∬θ〃oo肋伽7属菌のRAPDダイビングのた

めに2つのプライマー（プライマー1281［5’一AAC㏄G CAA－3’】，プライマー1283

［5’一㏄GATC CCC A－3’］）を使い、 PCRは以下の反応液組成で行った。

テンプレートDNA （～20 ng／μ1）

10×PCR buffer（20 mM MgCl）

2．5mM dNTPs

4μMプライマー
Ex－Taq DNAポリメラーゼ（5 U／腸1）（Takara社）

水

 1μ1

 5μ1

2．5μ1

 5μ1

0．5μ1

36μ1

計 50μ1
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PCR反応条件は以下のように行った

iiil霧〕1磯

liil il P騰

PCR反応後、1．0％アガロースゲル電気泳動と、エチジウムブロマイドによる染色

を行い、フィンガープリント解析を行った。

2．7免疫学的解析に用いた細菌株

 E伽αθ読菌体ライセ」トを抗原として用いるELISA、ウエスタンプロッティング

では、臨床分離株として得られたH伽αε漉を使用した。予備実験において、遺伝子

的に異なる2つのクローン、すなわち前期のアウトブレイクの株（株番号923，表3）、

後期のアウトブレイクの株（株番号1035，表3）を比較したところ、同様の反応性を

認めたため、その後の実験（遺伝子ライブラリーの作製，ウサギの感作など）には、

株番号1035の菌株を使用した。

 また、その他の菌株として、H〃107∫ATCC 43504、 H勿ρ磁ω5 PAGU 604（LMG

16316）（河村好章教授から分与）、（】α〃四ylo肋。’θ々⑳η∫（臨床分離株，正木孝之博士から

分与）を主にウエスタンプロッティングに用いた。

2．8π6伽ε4冨の保存と液体培養

 2．2～2．6により一度分離培養・同定したHo加αε4∫菌株の保存は、プレメディアHK

半流動培地（極東製薬）を用いて行った。平板培地から保存を行う場合は、コロニー

を白金耳から直接または綿棒を使って（滅菌生理食塩水で懸濁）集菌したものをス

ポイドで取り、半流動培地の表面から5～7mmの深さに接種した。半流動培地から継

代する場合は、直接スポイドで取り同様に接種した。継代頻度は1ヶ月に1～2度と

し、保存温度は37℃、5％CO2で行った。保存状態からの平板培地による増菌は、上

述（2．2参照）のように（】α〃2”10わαc’θ7羊血液寒天培地（Becton Dickinson社）へ植菌し、

370C、高湿度で水素を含む微好気環境（キャンピパウチシステム， Becton Dlckinson社）

で3～5日間培養し行った。また、凍結保存する場合は、液体培養により得られた菌

18



を遠心（2，000Xg）により集菌し、さらに生理食塩水で2回洗浄した後、滅菌10％ス

キムミルクで懸濁し、迅速に一80℃にて保存した。

 また、液体培養は、Gα㎜10わαo’θ7ヒツジ血液寒天培地（Becton Dickinson社）で微

好気状態（キャンピパウチシステム，Becton Dickinson社）で培養した菌体を生理食

塩水に懸濁し、ブレインハートインヒュージョン液体培地に植菌した。これをデシ

ケーター内に収めた後、適度な微好気環境が得られるよう、真空ポンプで大気を1

回吸引し、混合ガス（H2：10％， CO2：10％， N2：80％）に置換し、370Cで3～6目培養し

た。

2．9抗πc伽8の菌体および抗πc伽副主要抗原蛋白質抗血清の作製

 丑伽αθ読に対する抗血清作製には、ウサギ（日本白色種，オス）を使用した。

σα〃鰐10δαo妙羊血液寒天培地（Becton Dickinson社）にて培養し遠心（6，000×g）に

より回収したHc伽84∫菌体をphosphate－buf℃ered saline（PBS， pH 7．4）に懸濁（2．O x

109CFU／m1）し、超音波破砕（Insonicator 201M Kubota，200ワット・20分）すること

により且。吻θ訪霊菌体ライセートを調製した（Goto et a1．1999）。得られた菌体ライ

セート（500μg蛋白質）をFreund’s complete a（加vantと混合してウサギに皮下注射し、

その後2週間おきに同抗原（50μg蛋白質）をFreund’sincomplete a（加vantとともに2

回追加接種した。最初の接種の6週間後に全採血を施行した。

 H伽αε訪主要抗原の組換え蛋白質（以下2．17参照）に対するウサギ抗血清もこれ

とほぼ同様の方法で作製した。初めに、抗原蛋白質（480μg，PB Sに溶解）をFreund’s

complete a伽vantと混合してウサギに皮下注射した後、 Freund’s incomplete a両uvant

とともに3回の追加接種を2週間おきに行い、最初の接種から7週間後に全採血を

施行した。

2．10ヒトπc伽α〃感染患者、疑感染者および対照群血清

 E伽αα〃に感染した患者（感染確認三二1年経過した患者を含む）および感染が

疑われた患者の血清は、熊本整形外科病院において採取された。対照群（コントロー

ル）として、年齢・性別をマッチングさせた熊本整形外科病院入院患者（それぞれ入

院時に採取）の血清を使用した。また、H〃107’感染者血清および1歳未満の新生児

の血清（西園晃教授より分与）、さらに健康ボランティア血清（熊本大二二生物学分

野関係者）をコントロールとして使用した。これら血清は実験に供するまで一800Cに

て凍結保存した。

 ヒト血清の採取と分析については、熊本大学大学院医学薬学研究部等倫理委員会
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での承認を得て、その倫理規定とガイドラインに従って、患者や対照群の人々の同

意を文書で得た上で実施した。

2．11πc伽8ゐ全二二抗原を用いたウエスタンプロッティング

 2。9に述べた方法で調製したE伽αθd∫菌体ライセート（6．5μg蛋白質／レーン）を

15％SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－polyaclylamide gel electrophoresis，

SDS－PAGE）に供した。蛋白質の分子量マーカーとしてPrestained Protein Ladder

（Invitrogen社）を使用した。サンプルは0．1Mdithiothreitol（DTT）含有SDSサンプル

バッファー（0．04％プロモフェノールブルー，20％glycerol，10％SDS含0．25 M

Tds－HCI pH 6．8）に懸濁し、20 mA定電流で電気泳動を行った。

 泳動終了後、セミドライプロッティング法（BE－330，バイオクラフト社）にてエレ

クトロトランスファーを行った。転写膜はpolyvinylidene nuoride（PVDF）膜

（Immobilon P， Millipore社）を使用した。転写は100 mAで1時間行った。転写した

PVDF膜を5％スキムミルク含有0．1％Tween 20－Tris－buffbred saline（0．15 M NaCl，10

mM Tds－HCI pH 7．6）（T－TBS）に浸して室温、1時間もしくは40C、一晩のブロッキン

グを行った。1次抗体としてウサギ血清（抗E伽αθ読ライセートまたは抗組換え蛋

白質血清；非感作血清，各1，000～625，000倍希釈）あるいは、ヒト血清（11d槻θ4’感

染患者および各種コントロール血清，1，500倍希釈）と室温で1時間反応させた。その

後T－TBSで3回洗浄した後、ペルオキシダーゼ標識ヒツジ抗ウサギIgG抗体（Santa

Cmz社）またはペルオキシダーゼ標識ヒツジ抗ヒトIgG抗体（シグマ社）と反応させ

た。さらにT－TB Sで3回洗浄し、 ECL PIus system（GE Healthcare社）を使用して、化

学発光のシグナルをLAS 1000UV mini（フジフィルム社）を用いて検出した。さらに、

バンドの濃さを、Multi Gauge V3．0画像解析ソフトウェア（フジフィルム社）を使っ

て数値化した。

2．12Ec加α澄全三体抗原を用いたEHSA解析

 2．9に述べた方法で調製したH6∫澱ε4∫菌体ライセートから15，000×g、40Cで10

分遠心した上清（ライセートの可溶性画分）を調製し、その後、リポポリサッカライ

ドを除くためにTdton－Xl14によって処理し（Liu et al．1997）、さらに限外濾過膜

（Milllpore社，100 kDa cut）を使って低分子蛋白質を除いた画分を最終的にELASAの

固相化抗原として使用した。96ウェルのマイクロプレート（Nunc社）に、0，1M炭酸

バッファー（pH 9．6）で希釈した50μ1（0．0625μg蛋白質量／ウェル）の且。∫ηαθ4∫抗原

を40Cで一晩、固相化し、0．05％Tween 20－PBS（T－PBS）で3回洗浄し、0．5％ゼラチ
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ンT－PBSにより室温で1．5時間のブロッキングを行った。 T－PBSで3回洗浄した後、

400倍希釈ヒト血清（π．c加αε4∫感染患者， E〃107’感染者，年齢・性別をマッチング

させた対照群，および新生児の血清）50μ1と室温で1時間反応させた。T－PBSで洗浄

した後、ペルオキシダーゼ標識ヒツジ抗ヒトIgG抗体（シグマ社）と室温で1時間反

応させた後、T－PBSで洗浄した。｛》phenylenediamine dihydrochlodde（OPD， Wako社）

一H202発色液を100μ1を加えて発色反応を行い、2．OM硫酸50μ1を加えて反応を停止

し、その後マイクロプレートリーダー（Bio－Rad社， Model 680）で490 nmの吸光度値

を測定した。

2．13πcf〃αα露遺伝子ライブラリーの作製

 ブレインハートインヒュージョン液体培地で培養した（2．8参照）E伽αθの菌体か

らDNeasy Tissue Kit（Qiagen社）を用いてDNAを抽出した。このゲノムDNAを制限

酵素1伽4m（Takara社）によって処理後、0．7％アガロースゲル電気泳動にて分離し

た4～12kbpの領域の断片を、 QIAEx II Gel Extraction Kit（Qiagen社）によって精製し

た。このDNA断片を予め1伽4111で切断したプラスミドpBluescdpt SK＋（Invitrogen

社）にライゲーション（Ligation－Convenience Kit，ニッポンジーン社）した。ライゲーー

ション反応物を、大腸菌ElectroMax DH 10B T lファージレジスタントコンピテントセ

ル（Invitrogen社）にエレクトロポレーション法（ジーンパルサー， Bio－Rad社）によ

り導入、形質転換した。大腸菌は100μg／mlアンピシリンおよび50μg／m1

5．bromo－4－chloro－3－indoxyl－D－galactopyranoslde（X－Gal）を含有したLuda－Bertahi（LB）

平板培地上で370C、14～16時間培養した。ゲノムDNAを含むプラスミドを有するコ

ロニーはX－galの発色（青色）がないことにより選別した。

 なお、遺伝子組換え実験に関しては、熊本大学での機関承認を得た上で、熊本大

学および国の定める遺伝子組み換え生物等安全管理規則に基づき行った。

2．14石【伽㏄の主要抗原蛋白質のイムノスクリーニング

 丑伽αθのの主要抗原蛋白質遺伝子を同定するために、抗H伽臨めウサギ血清を

使ってH伽昭の遺伝子ライブラリーのイムノスクリーニングを行った。

 すなわち前述（2．13）の方法で培養した大腸菌のコロニーをニトロセルロース膜

（Hybond－C Extra， GE Healthcare社）に写し取り、ライセートバッファー（150 mM NaC1，

5mM MgC12，1．5％bovine serum albumin（BSA），1μg／ml pancreatlc DNase I，40μg／ml

lysozyme含100 mM Tds－HCI pH 7．8）に14～20時間、室温で浸して溶菌を行った

（Sambrook and Russe112001）。その膜をT－TBSで数回洗浄した後5％スキムミルク含有
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T－TBSで室温、1時間もしくは40C、一晩のブロッキングを行った。その後、抗H

6伽θ4∫ウサギ血清（10，000倍希釈）と室温で1時間反応させた。その後T－TBSで3

回洗浄し、ペルオキシダーゼ標識ヒツジ抗ウサギIgG抗体（Santa Cruz社）と室温で

1時間反応させた。さらにT－TB Sで3回洗浄した後、 ECL， Plus System（GE Healthcare

社）を用いてHyperHlm TMECL（GE Healthcare社）上で抗原蛋白質を発現しているク

ローンのシグナルを検出した。これにより得られたシグナル陽性コロニーを選択し、

2次スクリーニングを行った。すなわち、形質転換体の大腸菌クローンをそれぞれ3

m1の100μg／mlアンピシリン含有LB液体培地にて370C、12～16時間培養し、菌体を

集記し、PBS中で超音波破砕したライセートをウエスタンプロッティングにて解析

した。この際、1次抗体は抗丑。加αθ漉ウサギ抗血清およびH伽αθ読感染患者血清（そ

れぞれ、10，000倍、1，500倍希釈）を使用し、2次抗体としてペルオキシダーゼ標識

ヒツジ抗ウサギIgG抗体またはペルオキシダーゼ標識ヒツジ抗ヒトIgG抗体を使用

した。ECL Plus Systemにより免疫反応後の蛋白質を検出することによりHo∫ηα励

の主要抗原をコードする遺伝子を含む4つのプラスミドクローン（クローン3－1，8－2，

9－5，10－2）を同定し回収した。

2．15耳。伽αガ抗原遺伝子の塩基配列の決定

 クローニングしたEcゴ〃αθ諺抗原発現大腸菌クローンからプラスミドを抽出し

（QIAprep Spin Miniprep Kit， QIAGEN社）、制限酵素（5加1（Takara社）ゐゆ〃皿

（Takara社））反応物のアガロース電気泳動を行うことにより、プラスミドのインサー

ト偉伽α励ゲノムDNA）の大きさを調べた。インサートが確認でき、さらに最も

ヒトHc∫澱θ4’感染者との免疫反応性が高い30 kDaの抗原蛋白質遺伝子を含むと考

えられたクローン9－5を選択し、完全長の塩基配列解析へ進めた。配列の決定は、

BigDye Te㎜inator v1．1Cycle Sequence Kit（Applied Biosystems社）を用いたdideoxy法

により、自動DNAシーケンサー（A：BI PRISM310 Genetic Analyzer， Applied Biosystems

社）を用いて行った。4，000bp以上の長い塩基配列となるため、いくつかの1伽4 m

切断断片にわけて配列解析をする方法と、判読できた配列を元に新たなプライマー

を設定し、未判読部分を解析する方法を使い、最終的にプラスミドに含まれるゲノ

ム断片の完全長の配列決定を行った。判読したDNA配列についてはNational Center

fbr Biotechnology Infbrmati on（NCBI）のB：LASTプログラムによる相同性検索および

ドメイン検索（Conserved Dommain Search）を行うと共にopen reading flame（ORF）推

定プログラム（h枕p：〃www．ncbi．nlmnih．gov／gorfアgor£html）を用いてORFを推定した。

 また、推定されたアミノ酸配列について、グラム陰性菌のリボ蛋白質のシグナル

ペプチドを推定するプログラム‘LipoP’（http：〃www。cbs．dtu4k／servicesZLipoP／）
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（Juncker et a1．2003）を用いた解析を行った。

2．16石【伽αα〃抗原蛋白質発現ベクターの作製

 クローン9－5のORFsの一つが、30kDaの主要抗原蛋白質をコードしている領域と

推定されたため、本実験においてはこの蛋白質をHcMAP（旦e1∫oo肋。’θ70’ηαθ4∫鯛or

旦ntigenic protein）30と呼ぶことにした。このORFをクローン9－5プラスミドからPCR

により増幅した。N末端側にHi sを10個付加した組換え蛋白質（Hi s－MAP30）を作製

するため、下記配列のプライマーを使用した。

5’一ggg⊆⊆垂gggccatcatcatcatcatcatcatcatcatcacATGAAAAAGTTACTTGCTTTA－3’（fbrward）

5’一ccgg旦塑TTAAAATGCAGGAACTATTTC－3’（reverse）

 上の配列において、アルファベットの大文字は、判読したクローン9－5由来の配列

（fbrward， N末端側；reverse， C末端側）である。小文字は制限酵素翫。 I（fbrward側，下

線部）および1ヲα〃2H I（reverse側，下線部）サイトを含めた配列であり、また、 fbrward

側プライマーは10個の田sが付加されるようにデザインした（二重下線）。

 また、PCRは以下に示す反応系で行った。

テンプレートDNA（クローン9－5）（200 ng／μ1）

10×PCR buffer fbr KOD（＋）（Toyobo社）

2mM dNTPs
25mM MgSO4
10匪Msenseプライマー（fbrward，上記）

10μMan廿senseプライマー（reverse，上記）

KoD plus DNAポリメラーゼ（Toyobo社）

水

 1μ1

 5μ1

 5μ1

 2μ1
0．75μ，1

0．75μ1

 1μ1
34．5μ1

計 50μ1

PCR反応サイクルは以下のように行った。

940C
940C

550C

689C
680C

2分
15秒

30秒
1分

5分

〕一
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 増幅したPCR産物は1物。 I（Takara社）とBα〃2H I（Takara社）で処理（37。C，2時間）

し、発現ベクターpET3d（Novagen社）に組込み、2．15と同様の方法で塩基配列を確

認し、抗原蛋白質発現プラスミドpET3d－10×His－HcMAP30を得た。

2．17E‘伽ε諺抗原組換え蛋白質の発現と精製

 大腸菌BL21 Star（DE3）pLysS（Invitrogen社）に、 pET3d－10×｝丑s－HcMAP30をヒート

ショック法で導入・形質転換した。この大腸菌を370C、3時間培養し、 Lacプロモー

ターにより制御されているHcMAP30遺伝子の発現を誘導するため、 isopropy1

1－thio一β一D－galactoside（IPTq l mM）を添加し、さらに3時間培養して組換え蛋白質を

発現させた。1L培養（LB培地）後の二三 （湿重量5g）はうイセートバッファー25

ml（8 M urea加100 mM NaH2PO4，10 mM Tds－HCI pH 8．0）に懸濁した後、室温で1．5

時間混和、溶解し、全島体ライセートとした。これを15，000×g、20分遠心し、上清

を。．45μmのフィルター（Millipore社）に通したサンプルを、Ni－NTA Agarose（Qiagen

社）4mlと混ぜて、室温で2時間混和し結合させた。この混合液を、ポリエチレン製

カラム（フナコシ社）4本につめてニッケルアフィニティカラムを4本作製した。4

mlの洗浄バッファー（8 M urea加100 mM NaH2PO4，10 mM Tds－HCI pH 6．3）でそれ

ぞれ2回洗浄し、バッファー1（8Murea lOO mM NaH2PO4，10mM Tds－HCI pH5．9；1m藍

×2）、バッファー2（8Murea加100 mM NaH2PO4，10mM Tris－HCI pH4．5；1ml×4）の2

段階で溶出した。非吸着画分、溶出二分1（バッファー1）、2（バッファー2）を

SDS－PAGEにより分析した。 SDS－PAGEで純度を確認した後、溶出分画をまとめて

PBS（pH 7．4）で透析し凍結保存した。

2．18E8伽α距抗原組換え蛋白質を用いたウエスタンプロッティング

 精製した組換え蛋白質Hi s－HcMAP30について、ウエスタンプロッティングを行っ

た。SDS－PAGEにて泳動した蛋白質量は、0．6μg／レーンとし、2．11と同様、1次抗体

に様i々なヒト血清またはウサギ血清、2次抗体にペルオキシダーゼ標識ヒツジ抗ウサ

ギIgG抗体（Santa Cmz社）またはペルオキシダーーゼ標識ヒツジ抗ヒトIgG抗体（シ

グマ社）を用いた。また、三二αθのおよび他の類縁の細菌（π〃107∫，H勿ρ磁。〃∫， C

／4〃ηりの菌体ライセート（6．5μg／レーン）を同時に泳動してウエスタンプロッティ

ングを行った。なお、三体ライセートは2．9、2．11と同様に、それぞれ固形培地で培

養した菌体を回収し、PBSで懸濁したものを、超音波破砕し調製した。

 ウエスタンプロッティング後のPVDF膜からの抗体のストリップは、 WB stripping

soluti on（ナカライテスク社）によって、室温で15分間浸して行った。
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2．19Ec伽αガ抗原の免疫沈降

 抗HcMAP30ウサギ抗血清（2．9参照）から、Sepharose CL－4B（GE Healthcare社）お

よびHis－HcMAP30固相化アフィニティカラム（HiTrap NHS－activated HP column， GE

Hearthcare社）を用いて、特異的抗Hi s－HcMAP30抗体を精製した。この抗体を用い

た免疫沈降によりE伽αε漉二二ライセートから主要抗原の単離を以下の方法で行っ

た。

 一体をプロテアーゼインヒビターカクテル（Roche社）および1mM
phenylmethanesulfbnyl fluorideを含んだライセートバッファー（150 mM NaC1，1mM

EDTA，1％Tdton－X 100含50 mM軍s－H：Cl pH 7．4）に懸濁、超音波破砕し、15，000×g、

20分間遠心し上清を回収した。この菌体ライセート（65μg）に、50μ1のProtein AIG

PIus Agarose（Santa Cruz社）を加え40Cで30分間の混和を行い、2，000×g、1分遠心

し、抗体非依存性の吸着蛋白質をを除去した。この上清に5μgの抗且is－HcMAP30

抗体またはコントロールとして5μgのウサギ非感作IgG（Santa Cruz社）を加え、4。C

で4時間、混和を行った。この後、1，000×g、30秒で遠心し、上清を注意深く除き、

沈殿をライセートバッファーで4回洗浄し、非特異的吸着を除いた。この抗原抗体

複合物を吸着した沈殿アガロースにSDSサンプルバッファー（2．11参照）を加え、

990Cで3分煮沸を行った後、2，000×g、1分間遠心し上清をSDS－PAGEおよびヒト

H伽αθ4’感染患者血清を用いたウエスタンプロッティング解析へ供し、バンドを検

出した。

2．20Ec∫槻ε4冨抗原組換え蛋白質を用いたELISA解析

 Eo’ηαε‘力三体抗原を用いた場合と同様に（2．12参照）、0．1M炭酸バッファー（pH

9．6）に希釈した組換え蛋白質His－HcMAP30（2μg／m1）を96穴マイクロプレート

（Nunc社）1ウェルあたり100μ1（0．2μg！ウェル）入れ、40Cで一晩の固相化を行った。

その後、洗浄バッファーT－PBSで3回洗浄し、1％BSA添加T－PBSにより室温で

1．5時間のブロッキングを行った。さらにT－PBSで3回洗浄した後、200倍希釈ヒト

血清100・μ1と370Cで1時間反応させた。 T－PBSで洗浄した後、ペルオキシダーゼ標

識ヒツジ抗ヒトIgG抗体（シグマ社）と370Cで1時間反応させた。 OPD（Wako社）

一H202発色液を100μ1を加えて発色反応を行い、2．OM硫酸50μLを加えて反応を停止

し、その後マイクロプレートリーダーで490nmおける吸光度値を測定した。
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第3章 結果

3．1症例解析

 熊本整形外科病院（204床）において、2004年6月から2005年3，月の10ヶ月間に

ll例のHc加αθ訪菌血症・蜂窩織炎患者が発生した。その臨床的特徴を表3にまとめ

た。男性2例、女性9例で、年齢は22才から79才（平均65．5才）であった。患者は

それぞれ様i々な整形外科手術から8日～I13日経過後に、突然の発熱（最高体温の平

均値：38．90C）と蜂窩織炎を発症した。発熱時の血液培養（7例が動脈、4例が静脈）か

ら、グラム陰性らせん状桿菌が検出され（図1）、最終的に、16S rRNAの遺伝子配列

などによって且。加αα〃と同定した（後述）。また、11例のうち2例（症例9と11）は

便培養からも同菌が検出され、遺伝子学的に血液から検出された菌のものと一致し

たが、この2例には下痢などの消化管症状はみられなかった。

 蜂窩織炎を発症した全例において、手術創には感染の徴候はなく、手術した部位

から離れた部位に蜂窩織炎による炎症所見を認めた。蜂窩織炎の特徴として、非特

異的で境界不明瞭なサーモンピンク色の比較的平坦な発赤・腫脹であり、局所の熱

感・自発痛・圧痛を認めた。多発性に蜂窩織炎を起こした患者もみられた。図2に

示した症例は、65才女性で、左上腕骨近位端骨折および左擁骨骨折に対する手術を

施行し、術後18日目に突然の発熱（39℃）とともに、同時に前胸部・左上腕・肘壷

にうすいサーモンピンク色の蜂窩織炎を認めた（表3，症例1）。興味深いことに、蜂

窩織炎を発症した部位は、冷庵（アイスバッグによる冷却）を行った部位と一致する

ことが多かった。図3にmagnetic resonance imaging（MRI）による蜂窩織炎の診断例

を示す。この症例は58才男性で、左の下腿と上腕に同日に蜂窩織炎を発症したが、

左踵骨および左上腕骨の手術を別々の日に施行されていた（それぞれ蜂窩織炎発症

の42日前と28日前）。図3Aは下腿の蜂窩織炎の写真を示しており（手術部位である

踵骨とは離れている）、図3Bには同部位のMRIを、健側と並列して示しているが、

健側と比較すると、患側である左側下腿の皮下に広がる明瞭な炎症所見（T2強調画

像にてhigh intensity area）が確認できる（表3，症例6）。

 これらの症例の背景については、明らかな免疫不全を認めず、免疫抑制剤の投与

を受けた患者もいなかった。3例が高血圧を基礎疾患に持つが、手術当時の血圧のコ

ントロールは良好であり、その他入院時の身体所見、血液検査等で、手術に関連し

た所見（骨折など）以外で明らかな異常所見を認めなかった。また、本菌感染がしば

しば報告されているホモセクシュアル男性はいなかった。感染源となり得るペット

の飼育歴は全ての患者で認められなかった。手術の対象になった整形外科的疾患は、

骨折6例（1例は22才男性で開放骨折）、変形1生膝関節症4例、腰椎ヘルニア1例だ

                  26



表3E伽αε読菌血症・蜂窩織炎患者の臨床的特徴のまとめ“

親箏）筋 分離株  病
番号  棟 診断

     手術後

繋織      （日）
蜂窩織炎
の部位 碧謡（蕊跳墓 讐薦 遺撃血榊

1   65   F  923

2

3

4

5

6

7

8

71 F  377

68   F  944

22  M  409

76   F  う

717

58  M  う

わ

7th レHF＆RF

7th LH

7th L－HF

Ju且一19－04

Jul－01－04

Jul－21－04

5th R－FeF， TF＆FiF Aug－09－04

7th R－OA

6th レOA

6th L－HF

6th L。CF

79   F  lO35，14 6血 R－HF

896

70   F  643

6t虹 R－CF

6th  L－TF＆F辺

9   ，72   F  56，361  6th R－TF＆FiF

1062F1007 6th R－OA

ll  77  F  545，892 6t血 R－OA

Jul－Ol－04

Sep－15－04

Oct－28－04

Oct－28－04

Dec－24－04

Jan－20－05

Jan－17－05

Feb－01－05

Feb－18－05

Mar－10－05

18

8

21

18

12

10

28

42

L＿Foream1＆
chest

Back

L－Upper arm

R－Leg

13，160

12，600

18，420

18，880

R－Lateral thigh   14，830

L－Medial thigh

L－Upper arm

レLeg

l13   R－UpPer arm

42

56

8

11

31

R－Leg

レLeg

R－Leg

R－Thigh

R－Thigh

15，120

10，470

13，300

5，540

7，250

10，230

6，140

15，790

12．3  ＋

13．5

12．3  ＋

13．7

19．3

22．0  一

14．9  ＋

5．6  ＋

0．6

6．0

10．2

18．7

19．2

ND

M）

ND

ND

ND

ND

十

十

＋  SBTPC

一  IPMICS

CTM

SBTPC

IPMICS

CTM

一  CTM

CTM

SBTPC

SBTPC

CTM

CTM

SBTPC

CTM

Feb－23－05

ND

Mar－04－05

ND

Ju1－Ol＿05

ND

Feb－25－05

ND

Feb－09－05

ND

ND

Feb－21－05

Mar－08－05

Mar－17－05

“略語：M，男性；F，女性；CF，踵骨；FeF，大腿骨骨折， FiF：腓骨骨折；HF，上腕骨骨折；RF，黒熱骨折；TF，脛骨骨折；LH，腰椎椎間板ヘルニア；OA，変形性膝関節症， R，右；L，

左；CRP，C一反応性蛋白質；ND，未施行；SBTPC，sultamicillin tosylate；CTM，cefbti㎜hydrochloride， IPMICS，imipenemlcilastatin sodium． b細菌の分離同定に成功したが途中

で発育不良となり絶えた株．
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つた。

 患者のうち2例（症例5と7）は時期をずらして2回、別部位の手術を施行されて

おり、その都度に術肢の近い部位に蜂窩織炎を発症している。

 血液学的および生化学的検査所見として、発熱時の白血球数、CRP値、赤沈値の

上昇を認めた。ほとんどの症例において、手術日から1週間以上経過して術創は完

全に治癒した時点で発熱しており、この様な発熱や炎症所見は手術と直接の関連は

ないものと考えられた。

 治療経過としては、全例、抗生剤の経静脈投与が有効であり、投与後数日で、発

熱・蜂窩織炎等の症状および炎症反応に関連した検査所見の改善を認めた。しかし、

lI例中4例で蜂窩織炎の再発を認めた。ただし、再発の際は、臨床所見、検査所見

いずれにおいても最初の蜂窩織炎よりも病勢は軽度であった。例えば症例6は外来

経過観察中の半年の間に5回もの蜂窩織炎の再発を認めたが、再発を繰り返すうち

に、無治療で自然治癒する傾向がみられた。

    図1患者の血液から分離・培養された細菌のグラム染色写真
グラム陰性らせん状桿菌が確認される。ゲノム解析の結果、H伽αe47と同定された。
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        図2症例1の多発性蜂窩織炎の肉眼所見
左上腕骨近位端骨折（A，レントゲン写真）および左擁骨骨折に対し手術を施行後18

日目に発熱（39℃）、同時に前胸部（B）、左上腕（C）、肘部（D）に、多発性に蜂窩織

炎を発症した。蜂窩織炎はうすいサーモンピンク色で平坦であり熱感、自発痛、圧
痛を認めた。

29



撫

             図3症例6の蜂窩織炎、
（A）蜂窩織炎の肉眼所見：交通事故による左踵骨骨折にて手術施行後6週間後に、同

  側の、手術部位より離れた左ふくらはぎに蜂窩織炎を発症した。

（B）同症例の下肢MRI所見：T2強調画像にて、蜂窩織炎の部位に一致して、びまん
 性にhigh intensity areaを認め、皮下組織の炎症を示唆する所見を呈した。
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3．2細菌の培養と分離

 11症例の血液培養は全てBD BACTEC PIus Aerobic／F system（Becton Dickinson社）

で培養後4～7日後に陽性と判定され、顕微鏡的検査によってグラム陰性のらせん状

桿菌が観察された（図1）。培養ボトルから平板培地（σα〃4ヅ。わαo’θr羊血液寒天培地，

Becton Dickinson社）を用い、サブカルチャー（微好気培養）を行った。本菌のコロニ

ーの性状は、平板一面にフィルム状に発育する傾向がみられた（図4）。

 また、2例の患者では、便培養からも、同様のらせん菌が検出されたが（表3，症

例9とlD、これらの患者には下痢などの腸炎症状は認めなかった。

            図4πc’παα距のコロニー

π伽αε訪のコロニー（微好気培養4日目）。一面に三体を塗布したが、薄く膜を張っ

たようなフィルム状のコロニー（thin spread colony）が形成されている。
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3．3細菌の同定と系統分類学的解析

 11例全ての分離菌は、16S rRNA塩基配列からHc∫ηαα〃と非常に高い（99．3％以上）

相同性を示した。他の菌種では98．5％以下であった（図5）。DNA－DNAハイブリダイ

ゼーション法では、代表的な2つの臨床分離株が（症例2，5）、E伽α励標準株（CCUG

18818T）と82％以上の高い相同性を示し、πc伽θ訪と同定された（表4）。

 16S rRNAおよび乃夢60遺伝子の塩基配列をもとに、臨床分離株の系統分類学的解

析を行った。16S rRNAの系統樹上では、 E c加αθ4∫標準株と全ての臨床分離株は1つ

のクラスターに分類され、さらに臨床分離株は2つのサブクラスターに分類できた

（図5A）。第1のクラスターには、4つの株が分類され（症例1～4）、これらは、最初の

時期のアウトブレイクで分離された株であった。第2のクラスターにはその他の6

つの株が分類され（症例5，7～11）、こちらは後期のアウトブレイクで分離された株で

あった。E伽αθ訪の標準法は、系統樹上でこれらの間に位置していた。

 乃Ψ60遺伝子系統樹解析でも同様に、標準株と臨床分離株は1つのクラスターに分

類され、さらに2っのサブクラスターに分類されたが、これらに分類される株の関

係は16S rRNAによる解析結果と同じであった（図5B）。

 PFGEの結果を図6に示す。臨床分離株とH伽αθ訪標準株（S1）を比較すると、

重複したパターンもあるが、臨床分離株ではいくつかの高分子バンド（112．Okb以上）

が認められ、また、逆にいくつかの中分子バンド（48．5～112．Okb）が標準株において

のみ認められた。最初のアウトブレイク株（症例1～4）と後期のアウトブレイク株

（症例5，7～11）の間にもパターンの違いが認められた。

 また、RAPDの結果においても、それぞれの菌株間のグループのパターン分類につ

いてPFGEと同様の結果となった（図7）。
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図5πc伽ε漉臨床分離株とその標準株および類縁菌株ゲノムの系統分類学的
                         解析

且伽αθ訪臨床分離株の16S rRNA（A）と畑60（B）の遺伝子配列をFASTA探索シス
テムによって解析した。これらHo’ηoα〃臨床分離株と1％11coわαc∫θ7属菌株の系統学

的解析を、16日目rRNA遺伝子配列（1，430 bp領域）と乃卿60遺伝子配列（530 bp領域）を

もとに、DDJB、 GeneBank、 EMBLのデータベースを用いて行った。臨床分離株の

16S rRNAおよび卿60の遺伝子配列のGenBank accession numberは括弧内に表示し
た。
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表4標準株と代表的な2つのEc伽ε漉臨床分離菌株を用いた1）NA－DNAハイブリダイゼーショ．ン

％homology fbr
 π伽αθ訪T

％homology fbr

丑伽αθ読（症例2）α

％homology fbr

π伽αθ訪（症例5）α ％homology fbr
  πoαηゴ∫T

Optimal Stringent

conditi ons conditi ons

Optimal Stringent

conditions conditions

6ptimal Stringent

conditi ons conditions

Optimal Stringent

conditi ons conditions

Ho加αα旋CCUG18818T

亙。加αθ諺（症例2）α

πo加αθ読（症例5）〃

Hoαη∫5 NCTC 1237gT

Salmon DNA

100．0

82．9

101。6

9．5

0．0

100。0

81．8

99．9

4．4

0．0

108．0

100．O

lO3．4

10．7

0．0

106．1

100．0

100．6

5．4

0，0

94．0

82．3

100．0

9。1

0．0

89．9

76．4

100。0

4．3

0．0

7，4

5．7

7．6

100。0

0．0

3．7

2，7

3．8

100．0

0．0

ρ症例番号は表3のそれと対応している
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前期アウトブレイク株 後期アウトブレイク株

購
症例番号  1  2  3  4  5  7  8  9  9’ Sl S2

Kb

雪94．0・

噛45．5・

1305・

112．0・

97．o・

82．0・

63．5・

48、5・

33．5・

15．o・

図6勘dによって消化したEc伽84mNA断片のPFGEフィンガープリント
臨床分離株とH伽α励標準株（CCUG 18818T）（S1）のPFGEパターンを比較すると、

類似しているが、臨床分離株ではいくつかの高分子バンド（112．Okb以上）が認めら

れ、また、逆にいくつかの中分子バンド（48。5～112．Okb）が標準株においてのみ認め

られた。さらに、臨床分離株のPFGEパターンはHoαη∫5標準株（NCTC 12379T）（S2）

とも異なっている。加えて、前期のアウトブレイク株（症例1～4）と後期のアウトブ

レイク株（症例5，7～9，9’）の間にもパターンの違いが認められた。臨床分離株は9’

以外は全て血液培養から得られた分離株で、9’は便培養から得られたものである。症

例番号は表3の番号と対応している。
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前期アウト

ブレイク株 辮姦 購
症例番号 1 2 3 4 5 7 8 引 S2

    Prl㎜■1281
5，胴AAC GCG CAA C・3，

   Pril㎜r．1283
5㌔6C6A’「CCCCA邑3，

bP

2000
1500
1000

500

卵

2000
1500
1000

500

         図7且。伽ε読臨床分離株のRAPD解析
実験に使ったプライマーは図左に表示した。S1：Ho伽α〃標準株（CCUG18818T）；S2：

Hoαη’5標準株（NCTC 12379T）。 PFGE（図6）と類似した各細菌株間のパターンの違

いが示された。すなわちE伽αθ読臨床分離株は標準株（S1）と類似しているが多少

異なっており、また、Hoαηゴ5標準株とは明らかに異なっている。加えて、前期のア

ウトブレイク株（症例1～4）と後期のアウトブレイク株（症例5，7，8）の間にもパタ

ーンの違いが認められる。全て血液培養から得られた分離株で、症例番号は表3の

番号と対応している。
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3．4小括1

以上の結果から、以下のことが示された。

1）2004年から2005年にかけて、整形外科手術後に発症した菌血症・蜂・窩織炎lI例

 の院内感染（アウトブレイク）を経験し、その臨床疫学的解析を行った。

2）患者は全℃明らかな免疫異常がなく、また、本菌感染の危険因子とされるホモセ

 クシュアル男性もいなかった。全例において予後は良好で、抗生剤の経静脈投与

 による治療が有効であったが、再発・反復例も36％にみられた。

3）菌血症・蜂窩織炎患者の血液および便培養から分離された細菌は、16S rRNA解析

 やDNA－DNAハイブリダイゼーションの結果よりHε1∫co肋。’8ア。∫槻θ4∫と同定した。

 分離された13株は16S rRNA、ゆ60の遺伝子解析、および、 PFGFやRAPD解析

 により近縁の2つのグループに分類された。

4）2つの異なった遺伝型のグループは、それぞれ異なった時期に異なった病棟フロア

  一より分離され、今回のアウトブレイクは単一のクローンに由来するものではな

  く、アウトブレイク期間に第1（前期）のグループが第2（後期）のグループに置

  き換わったものと考えられた。
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3．5ウエスタンプロッティングによる血清抗L肋伽8漉抗体の解析

 πc伽鋤に対する宿主の免疫応答を解析するために、且。∫ηαθ読臨床分離株由来抗

原と患者あるいは対照群の血清との反応をウエスタンプロッティングにより解析し

た。本項以下の実験において使用した血清サンプルの種類について表5にまとめた。

 まず、表3のEdηαθ漉感染者（11例）のうち血清が得られたもの（8例分，症例番

号1，3，5，6，7，9，10，11）について、Hc∫ηoθ訪うイセートを抗原とし、ウエスタンプ

ロッティングを行った（図8A）。各レーンの番号は症例番号（表3）と対応している。

Eo伽ε訪うイセートで免疫したウサギ血清との反応も同時に解析した。E伽αθ漉

感染患者血清との反応において、30kDaの強い陽性バンドが認められた（症例1，3，6，

7，9）。特に症例7はこの抗原に対し顕著な反応を示した。また、患者血清サンプル全

てにおいて50－100kDaに比較的強い複数のバンドが検出された。これらの反応性（出

現するバンドの位置、強さ）は免疫したウサギ血清を使った結果と類似していた。

 一方、対照群（H〃10ガ感染者，年齢・性別マッチング対照群，健康ボランティア

対照群）の血清を用いて同様の解析を行った場合の反応を図8B～Dに示した。 H

6∫澱e41感染者と異なり、対照群においては30 kDa蛋白質に対する反応性は33例中

30例において陰性であった。弱～中等度の反応を示した3例は、H〃ア。ガ感染者のグ

ループのサンプル1、年齢・性別マッチング対照群のサンプル8、健康ボランティア

群のサンプル5であった。50～100kDaの複数のバンドに関しては対照群全体を通し

て比較的高頻度に認められた。

3．6ウエスタンプロッティングによるEc’παε漉主要抗原蛋白質の特定

 以上の結果を踏まえ、さらにE伽α励主要抗原を特定するために、次の実験を行

った。Ec伽εのうイセートと免疫ウサギ血清とのウエスタンプロッティングを、

 （1）抗原（H伽αθ読ライセート）を段階希釈した場合（図9A）

 （2）抗体（免疫ウサギ血清）を段階希釈した場合（図9C）

とで行い、より少ない抗原または抗体の量で反応する抗原蛋白質のバンドの検出を

試みた。ウエスタンプロッティングのバンドは画像解析ソフトにより数値化した（図

9B， D）。その結果、30kDa蛋白質が最も高い反応性を示し、本菌の主要抗原であると

考えられた。
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表5 実験で使用したヒト血清

患者の種類
人数

（人）

        性別
年齢（平均）
       男  女 （才）

      （人） （人）

関連する表または図

H伽αθ訪感染患者a

H。伽励感染患者b

且伽αθ訪疑感染者

E〃10ガ感染者

年齢・性別マッチング対照群

健康ボランティア対象群

新生児

11

1

4

10

9

16

6

58～79（69。6）

82

71～77（75．0）

37～69（48．2）

57～81（70．6）

21～40（27．4）

0（0）

1

8

1

13

2

7

1

4

2

8

3

3

表3，図8，10，18，19

図21（患者5）

図21（患者1～4）

図8，10，18，19

図8，10，18，19

図8，・18（14人分を使用），19

図10，19（5人分を使用）

a今回のアウトブレイクで得られたサンプル b散発的症例
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図8π6∫朋ε諺感染者血清、対照群血清および抗Ecゴ朋α〃ウサギ血清を用いた

  E6伽α〃ライセートのウエスタンプロッティング
且。加αθ漉ライセート（6．5μg蛋白質／レーン）を泳動し、転写したメンブレンと各種

血清と反応させた。ウサギ血清は10，000倍希釈、ヒト血清は1，500倍希釈で使用し

た。AのHc伽θ訪うイセート免疫ウサギ血清と、感染者ヒト血清は且。加αθ読の蛋

白質に対して類似した反応を示し、特に症例7では顕著な反応が認められた。特異
的な30kDaのバンドを矢印で、高分子（50～100 kDa）の複数のバンドを角括弧で示

した。一方、対照群（B～D）に関しては、全体的に反応性が低いが、30kDa蛋白質に

対して弱～中等度の反応を示す例もあった（33例中3例）。Aの左端に蛋白質のCBB

染色を示した。蛋白質の分子量サイズ（kDa）は各パネルの左端に表示した。 Aのレ

ーン番号は表3の症例番号に対応している。
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 図9ウエスタンプロッティングによる石【c伽麟主要抗原蛋白質の特定
（A）Eo∫ηαθのうイセートを5倍段階希釈し（最も左のレーン：1．3F9蛋白質量）、且

 o∫ηα8読ライセート免疫ウサギ血清（1，000倍希釈）と反応させた。

（B）Aの4つの抗原（P30、 P60、 P65、 P90）について、画像をもとにデンシトメトリ

  一によってバンドの濃さを数値化した。Pの後の数字は分子量サイズを示す
 （kDa）。

（C）免疫ウサギ血清を5倍段階希釈（5，000～625，000倍）し、それぞれEd〃αθ読ライ

 セート（6．5F9蛋白質量）と反応させた。

（D）Bと同様にCのバンドの濃さを数値化した。

 分子量サイズ（kDa）を右端に表示した（A， C）。
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3．7πc2欄εの全島体抗原によるヒト血清のELISA解析

 各種ヒト血清中の11伽αθ訪抗体価を、Ho伽θ4∫ライセートを滴滴化したマイク

ロプレートを使用したEHSAにより解析した（図10）。且伽αθ訪感染患者の血清は、

他の対照群と比較して有意に高いHc∫澱εの抗体価を示した。E伽αε読感染患者の

中で特に強い抗体価を示す3例（症例6，9，7）は、同じくEo加αθ41ライセートを抗

原としたウエスタンプロッティング（図8A）において30 kDaの蛋白質のバンドを強

く示す3例と一致していた。また、年齢・性別マッチング対照群の中で比較的高い

抗体価を示すもの（サンプル番号7，8，9）は図8Cにおいては、高分子の蛋白質のバ

ンドが他よりやや強く検出されており、またサンプル8は30kDaのバンドが認めら

れていた。番号は表3の症例番号および図8の番号（症例番号，サンプル番号）と対

応させている。

15

t2

言 α9

馨

蓉。．6

0．3

0

     ★索       
 「一一一索一「
  ★嚢 「一    一

6●

18

3●

・絡8

1●

50

了●

   の

…跨1

   。 霧重

  図10EHSAによるEc’κααガライセートに対する血清中抗体価の測定
且。加αε読感染患者は対照群（E〃10rゴ感染者、年齢・性別マッチング対照群、新生

児）と比較して有意に高い値を示した。図中の番号は、表3の症例番号、図8のレー

ン番号（症例番号、サンプル番号）と対応させている。対照群では本ELISAで高値
を示したサンプル番号のみ表示した。 ＊P＜0．05；＊＊P＜0．Ol．
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3．8石【伽αε読遺伝子ライブラリーの作製

 E伽αθ漉の主要抗原蛋白質遺伝子をクローニングするために、H伽αθ訪遺伝子ラ

イブラリーを構築した。

 まず、H c伽θ訪菌体からDNAを抽出し、制限酵素H加4mで部分切断した（図11）。

4～12kbpのDNA断片が得られる最適な酵素量（比）を決め、大量スケールで実際に、

DNAの任意の大きさへの切断・分離・回収を行った。その後、このEc∫ηαθ漉のDNA

断片（4～12kbp）とプラスミドベクター（pBluescdpt SK＋）をライゲーションし、これ

を大腸菌に導入し、Hc加αε4∫遺伝子ライブラリーを作製した。

3．9E6∫〃αα〃主要抗原蛋白質のイムノスクリーニング

 ここで構築したE伽αθ訪遺伝子ライブラリーから、抗π伽αε漉ウサギ血清を使

ってイムノスクリーニングを行った6その結果の一部を図12に示した。強いシグナ

ルを示した大腸菌コロニーのうち、図に示したクローン3－1、8－2、9－5、10－2はウエ

スタンプロットによる2次スクリーニングにおいてもウサギおよびヒト抗Hc伽θ訪

血清と反応性を示した（図13）。

 図13に示すように、それぞれのクローンはおのおの、29kDa、30 kDa、45 kDa、

50kD、80 kDa（矢印）の抗原性のある蛋白質を発現していた（10－2は50 kDaと80 kDa

の2つ）。この中でクローン9－5が発現する蛋白質（30kDa）はウサギ抗血清、感染患

者血清の両方とも強い反応を示し、さらに丑伽αθ4’の菌体ライセート中の30kDa

の抗原蛋白質と同じ電気泳動度を示した（図13）。よってこのクローン9－5に目的の

主要抗原の遺伝子が含まれていると考えられた。そこでさらにクローン9－5について

DNA配列解析を行った。
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         図llE6∫欄α露ゲノムDNAの部分切断
液体培養したHo’〃αθ訪から抽出したゲノムDNAを制限酵素H∫η4111と37℃、2時

間反応させたものを0．7％アガロース電気泳動にて確認した。各レーンには0．4μg

のDNAが含まれており、それぞれ図に示した量（U：unit）の1伽4111と反応させてい
る。赤矢印のレーンが、最適な部分切断（partial digestion）が得られるEc加αθ4mNA

と五伽4111の比を示している。左はDNAサイズマーカー（kbp）。
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抗且。加αθ4∫ウサギ血清を用いてHc∫ηαθ訪発現ライブラリーからの主要抗原蛋白質

のイムノスクリーニングを行った。任意のゲノムDNA断片（4～12 kbp）をライゲー

ションしたプラスミドを導入した大腸菌のコロニーをニトロセルロース膜に写し取
り、ライセートバッファーに室温で14～20時間、浸して溶菌を行い、その後、H 6∫澱θ4’

免疫ウサギ血清（10，000倍希釈）と反応させた。ペルオキシダーゼ標識2次抗体と反

応後ECL Plus systemを用いてフィルムに感光させシグナルを検出した。上図はその

例を示す。バックグラウンドと比較して強いシグナルを示したクローンを抗原蛋白

質を含む候補として選択した。このスクリーニングで得られたこれらクローンは、

引き続きウエスタンプロットによる2次スクリーニングで解析した。図の4つのク
ローン（34，8－2，9－5，10－2）は2次スクリーニングによってHdηαθ4∫免疫ウサギおよ

びH伽αα〃感染患者血清と強い反応性を示すことが確認された（図13）。
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     図132次スクリーニング（ウエスタンプロッティング）
図12で得られた抗且伽αθめウサギ血清と反応性の高い大腸菌4クローンのウエス
タンプロットのデータ。各大腸菌クローンのライセート（6．5μg蛋白質／レーン）と免

疫ウサギ（10，000倍希釈，A）及びヒトHc伽8の感染患者血清（1，500倍希釈，B）とを

反応させた。positive contro1としてHd槻θ訪うイセート（6．5μg蛋白質／レーン）も同

時に泳動した。複数の免疫反応性のある蛋白質バンドが認められたが（矢印）、クロ

ーン9－5で抗Ho加αθ4∫ウサギ血清・H伽αθ4’感染患者血清両方において強い反応性

のあるバンド（赤矢印）が認められ、Ho’ηoθd’のうイセート中の30kDa蛋白質と同

じサイズであった。
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3．10Ecfπαα距抗原蛋白質（HcMAP30）の塩基配列およびアミノ酸配列決定

 図14にクローン9－5中の、30kDaのEo’〃αθ読主要抗原蛋白質（HcMAP30）をコ

ードしていると推定される配列を示した。この遺伝子は塩基配列として開始コドン

（ATG）から停止コドン（TAA）までの計822 bpのORFであり、この遺伝子によって

翻訳される推定アミノ酸配列も同時に示した（273アミノ酸）。また、N末端の数個

上流にあるリボソーム結合部位（ribosome binding site， rbs）（Shine and Dalgamo 1974）

と推定される配列も図中に表示した。この273個のアミノ酸配列に関し、グラム陰

性菌のリボ蛋白質のシグナルペプチドを推定するプログラム‘LipoP’
（http：〃www。cbs．dtu．dk／services／LipoP／）を用いた解析を行ったところ、17Glyと18Cysの

間でシグナルペプチダーゼIIによって切断されるリボ蛋白質であることが推定され

た。このDNA配列についてはGenBankに登録した（GenBank accession No． AB365645）。

 また、BLASTを用いたアミノ酸配列の相同性検索にて判明した最も相同性の高い

蛋白質は、H勿ρα〃6〃5の29 kDaの蛋白質（HH O713， GenB面k accession No．

AAP77310）であった（一致率：77．3％）。その他、50％程度の相同性を有する蛋白質がい

くつか判明したが、そのうち臨床的にも重要性の高いものとして、H〃10r’の29 kDa

の蛋白質（HP 1564， GenBank accession NαAADO8604）とも相同性が比較的高いこと

がわかった（一致率：56．3％）。図15にこれら3つの配列の比較を示した。さらに、

NCBIのConserved Domain SearchによるとこのHcMAP30のアミノ酸配列は

ABC－type metal ion transport systemに関連した蛋白質と近い配列であることがわかっ

た。HH O713は“conserved hypothetical protein， similar to E〃107’putative outer

membrane protein（HP 1564）”と記載されているが、機能の詳細は不明であり、HP 1564

はouter membrane proteinと推定されている。

 上述した：LipoPを用いた解析やConserved Domain Searchの結果より、HcMAP30は

ABC－type metal ion transport systemに関連した膜蛋白質（リボ蛋白質）であると推定

された。
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3．11HcMAP30の発現ベクターの作製

 目的の30kDa蛋白質をコードしていると考えられるORFをPCRで増幅し発現プ

ラスミドpET3dに組み込み、大腸菌のpETシステムにて組換え蛋白質Hi s－HcMAP30

を発現させた。目的の蛋白質は前述の2．17における溶出画分2に回収されているこ

とを確認した。培養1しで蛋白質収量がおよそ9．6 mgであった。図16にニッケルア

フィニティカラムを用いた組換え蛋白質の発現（A）およびその免疫反応性（ウエス

タンプロッティング，B）を示す。精製した蛋白質は、ウエスタンプロッティングに

おいてE伽αθ4噛体ライセートで免疫したウサギの血清と強く反応することを確認

した。

3．12HcMAP30と菌体内主要抗原との同一性の確認

 組換え蛋白質HcMAP30と菌体の内因性蛋白質抗原との同一性を調べるために、本

蛋白質と同時にHc伽θの、H〃10r∫、E熊ρα漉〃5、Cノ砂〃ゆの菌体ライセートを

SDS－PAGE上で泳動し、各種抗血清と反応させたウエスタンプロッティングの結果

を図17A～Cに示す。約31 kDaの組換え蛋白質（Hi s－HcMAP30）は抗H c加α励ウサ

ギ血清だけでなくヒトH伽αα距感染患者血清によっても強く検出された（図17A，

B）。他の菌体ライセート仮〃10r’，H熊ρ副。〃∫， Cノ⑳〃1）との反応では、高分子の蛋

白質のバンドのいくつかが比較的弱く検出されている（図17A， B）が、 HcMAP30に

近い分子サイズのバンドは、ウサギ血清によるH勿ρα’∫6〃5の約29kDaのバンドを除

いては検出されなかった。His－HcMAP30のバンドは30 kDa主要抗原の位置よりやや

高分子側の位置に検出されているが、これはHis－Tagによる分子量の増加分と推察さ

れる。この2つの蛋白質の同一性を確認するため、メンブレンAの抗体をストリッ

プし、Cで使用したところ、同じ位置にバンドが検出されたことから、間接的に同一

性が確認された。さらに、免疫沈降およびウエスタンプロッティングを行ったとこ

ろ（図17D）、抗HcMAP30抗体により、Ho∫槻α〃菌体ライセートから30 kDaの蛋白

質が特異的に回収されることがわかった。以上の知見から、HcMA：P30と内因性30

kDa抗原蛋白質の同一性が証明された。
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       図16組換え蛋白質皿is－HcMAP30の発現・精製

（A）ニッケルアフィニティカラムを用いたHis－HcMAP30の精製の過程のサンプルを

  SDS－PAGEで解析したものである。 W：全菌体ライセート、S：可溶性画分、非吸

  着：ニッケルアフィニティカラム非吸着画分、溶出：ニッケルカラム吸着・溶出

  溜分2。赤矢印は約31kDaの組換え蛋白質（日s－HcMAP30）を示す。青矢印は同

  蛋白質の2量体と考えられる。IPTGは、プラスミド中のHi s－HcMAP30遺伝子

  の発現を促進する物質である。

（B）溶出した蛋白質をPB sで透析し、段階希釈した精製Hi s－HcMAP30をsDs－PAGE

  で解析したものと、ウエスタンプロッティングによって抗H伽αε漉ウサギ血清

 （5，000倍希釈）との反応性の確認を行ったものである。
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 図17HcMAP30および各種菌体ライセートのウエスタンプロッティング
（A）抗且。’ηαθ読ウサギ血清（耳。∫ηαθd∫菌体ライセート免疫ウサギ血清，15，000倍希

  釈）との反応

（B）Hc∫澱鋤感染患者血清（1，500倍希釈）との反応

（c）抗Hi s－HcMAP30ウサギ血清（Hi s－HcMAP30免疫ウサギ血清，15，000倍希釈）と

  の反応
  Hi s－HcMAP30，0．6μg／レーン；各種際菌株の菌体ライセート中蛋自質，65 Fg／レ

  ーン．Aの左にSDS－PAGEのCB：B染色を示す。 Aで使用したPVDF膜は抗体を
  ストリップした後、Cのリプローブに使用した。黒矢印：HcMAP30，白矢印：

  His－HcMAP30を示す。

σ））免疫沈降を使ったライセート中の主要抗原蛋白質の検出。Ho加αθ訪の菌体ライ

  御隠ト（65Fg）を、抗His－HcMAP30抗体または非感作ウサギIgG（o．5 Fg）と5

  時間、4℃で反応させ、抗体が結合した蛋白質をProtein AIG PLUS一アガロースに

  より回収した後、H伽αθの感染患者血清を使ったウエスタンプロッティングに

  供した。抗His－HcMAP30抗体による免疫沈降反応物は、 H c加αθ47感染患者の血

  清と反応し、そのバンドの分子サイズはπc∫〃αθ4∫菌体ライセート（6．5F9／レー

  ン）中の主要抗原と同じであることが確認された。
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3．13His－H：cMAP30ウエスタンプロッティングによるヒト血清石【c∫朋ε読抗体の

解析

 組換え蛋白質（Hi s－HcMAP30）を抗原とした、患者および対照群血清のウエスタン

プロッティングの結果を図18に示す。Ec加αθ読感染患者の血清は、8例中3例（症

例6，7，9）が強い反応を示し、3例（症例1，3，11）が中等度の反応、1例が（症例5）弱

く、残り1例（症例10）はほとんど反応がなかった（矢印）。一方、対照群において

は、E〃Zoガ感染者のサンプル1と、年齢・性別マッチング対照群のサンプル8が弱

～中等度の反応を示し、健康ボランティア群のサンプル5が比較的強い反応を示した

（矢印）ことを除いて、それ以外の全ての対照群血清（30／33例、90．9％）はほとんど

反応を認めなかった。

 先に示したH伽αθのの菌体ライセートを抗原としたウエスタンプロッティング

（図8）と、組換え蛋白質を抗原としたウエスタンプロッティング（図18）とを比較す

ると、前者において認められていた高分子のバンドが後者においては認められず、

H伽αθの感染の有無をより特異的に判定できる抗原であると評価できる。また、30

kDaの主要抗原蛋白質（図8，矢印）に対する反応性を比較すると、非常に類似した

相関が認められ、本組換え蛋白質が主要抗原蛋白質と同一のものであることがここ

でも確認できる。特に、Hc∫〃αθ漉感染患者の症例7は、菌体中の30 kDa蛋白質およ

び本組換え蛋白質の両者に対して、非常に強い反応を示した（図8，18矢印）。逆に、

Eo∫〃αα〃感染患者の症例10は、この両蛋白質に対しほとんど反応しなかった。対照

群に関しては、Hi s－HcMAP30に反応を示す3例（H〃107ゴ感染者のサンプル1，年齢・

性別マッチング対照群のサンプル8，健康ボランティア群のサンプル5）は、やはり

三体ライセート中の30kDaに対しても弱～中等度の反応を示していた（図8）。

 以上より、本組換え蛋白質は主要抗原蛋白質と同一のものであり、しかもこれを

応用することで、より特異的なH伽αθ訪感染症の評価が可能になるものと考えられ

た。

3．14HcMAP30 EHSAによるヒト血清Ec’παε漉抗体の定量的解析

 そこで、His－HcMAP30を固相化したマイクロプレートによるELIsAを実施した。

図19にその結果を示す。π伽α鋤感染患者群は、対照群（H〃10ガ感染者，年齢・

性別マッチング対照群，健康ボランティア対照群，新生児）と比較して、有意に（P＜

0．05）高い抗体価を有した。本ELISAで非常に高い抗体価を示したHdηαθd∫感染患

者の症例6、7、9は、同じくHi s－HcMAP30を抗原としたウエスタンプロッティング

においても他より明らかに強い反応を示しており、またELISAにて最も低い抗体価
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を示した症例10はウエスタンプロッティングにおいても同様に反応性が患者中で最

も弱かった（図18A）。さらに、対照群に関しては、 H〃10ガ感染者グループのサン

プル1、年齢・性別マッチング対照群のサンプル8、健康ボランティア群のサンプル

5（35人中3人）が本ELISAで比較的高い抗体価を示したが（図19）、いずれもウエス

タンプロットにおいて他より強い反応性が確認されている（図18B～D）。この様に、

本His－HcMAP30固相化ELIsAにおける抗体価は、Hi s－HcMAP30やHc∫槻θ4’ライセ

ートを抗原としたウエスタンプロッティングの主要抗原蛋白質バンドの強さと相関

することが確認された（図8，18，19）。

 一方、Ed澱θ読ライセート抗原を固相化したELIsA（図10）と、 His－HcMAP30を

用いた本ELISA（図19）と比べると、後者の方が、対照群（特に年齢・性別マッチン

グ対照群）における抗体価が低く、特異度（speci丘city，真の陰性を陰性と評価できる

率）において優れていると考えられた。これは、H伽αθのうイセートを抗原とした

EHSAの場合、ウエスタンプロットで認められた高分子蛋白質に対する反応性が

ELISAの値に反映されるためと考えられる（図10）。

 His－HcMAP30－ELIsAを用いて解析したH c加αθ読感染患者の抗体価と、血清採取

日における発症後の日数との関係を図20に示す。症例1と症例6は表3に示した血

清採取日の後にも追加の血清が得られたのでそれを加えて推移を表示した。発症か

ら血清採取までの日数は、7日から365日とバラツキがある。抗体価は1～3ヵ月後に

ピークになり、その後低下する傾向が見られた。

 また、今回のアウトブレイクの約1年後に散発的に発症したH伽αθ訪菌血症の症

例があった。その症例は、明らかな免疫異常が認められない82才女性で、腰椎化膿

性脊椎炎の手術を施行した1週間後に発熱し、血液培養からHo加αθ訪が検出された

（表5）が、明らかな蜂窩織炎は認められなかった。なお、化膿性脊椎炎の原因菌は不

明であった。この患者も他の患者同様、抗生剤治療で症状は改善した。発症時から

の時間を経て数回採取された血液が得られたため、His－HcMAP30－ELIsAにより、抗

体価の経時的変化を検討した（図21、患者5）。さらに、手術後に蜂窩織炎の所見を

呈したが、血液培養にて菌を証明できなかった症例（本菌感染の疑診例）が複数あ

り、そのうち4症例についても（表5参照）抗体価推移を検討した（図21，患者1～4）。

その結果、これら5症例はいずれも、血液培養で菌が証明された確診例を含め、そ

れぞれ程度の差はあるものの、経時的に明確な抗体価の上昇が確認された。
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   図18組換えHis－HcMAP30を抗原としたウエスタンプロッティング
Ho∫〃αε訪感染患者血清（A）または対照群血清（B～D）と組換え蛋白質His－H：cMAP30

（0．6ドg1レーン）との反応。レーン番号（症例番号，サンプル番号）は、表3、図8，10

の症例番号およびサンプル番号と対応している。また、全ての血清は1，500倍希釈で
使用した。
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       図19組換えHis－HcMAP30を抗原としたELIsA
Ho吻ε4’感染患者血清（n＝8）の抗体価は他の対照群血清［H〃Zoア∫感染者（n＝10）、

年齢・性別マッチング対照群（nニ9）、健康ボランティア対照群（n＝16）および新生児

（nニ5）］と比較して有意に高い値を示した。図中の番号は、表3、図8、10、18の症例

番号およびサンプル番号と対応している。＊LP＜0．05。
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          図20感染患者の抗体価と発症後日数
Ec伽θ4’感染患者の正hs－HcMAP30－ELISAによる血清抗体価と発症後日数との関係。

図中の番号は、表3、図8、10、18、19の症例番号と対応している。症例1と症例6
に関しては血清採取時期の離れた血清のサンプルが得られた（1’，6’：それぞれ赤矢

印で推移を表示）。また、青矢印は全体的な抗体価の推移を表示した。
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図21E6伽ε読感染患者および疑感染患者における抗McMAP30抗体価の推移
且。’ηαθ4’感染患者および感染が疑われた患者のHcMAP30に対する抗体価の時間推

移。0日ははじめて蜂窩織炎（患者1～4）または発熱（患者5）が確認された時点を示

す。患者1～4はE伽αθ諺の典型的な感染症状があったにもかかわらず、菌が検出さ
れなかった疑診例である。一方、患者5は血液培養によりH伽αα〃が同定された（散

発例）。
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3．15小括2

以上の結果から、以下のことが示された。

1）∬訪60加。欝伽αθ読感染患者の血清と対照群の血清、さらに11伽αα方菌体ライセ

 ートで免疫したウサギの血清を用いたウエスタンプロット解析により、Hc∫ηαθ諺

 の30kDaの蛋白質が、ヒト感染において最も免疫反応性の高い抗原であることを

 見出した。

2）上記抗原を同定するために作製したH伽α励遺伝子ライブラリーのイムノスク

 リーニングにより、感染者の血清が強く反応する30kDaの主要抗原蛋白質をコー

 ドする遺伝子を同定した。

3）2）の遺伝子をもとに作製した組換え蛋白質（HcMAP30）は、ウエスタンプロット

 解析において、π伽αθ訪感染患者血清と強力な免疫反応性を示した。また、免疫

 沈降法による解析から、クローニングした遺伝子がコードする蛋白質（HcMAP30）

 は、1）のEo’槻θ訪うイセート中の30kDa蛋白質と一致することが示された。

4）HcMAP30を用いたELISAでは、 H伽α鋤感染者の血清は、他のコントロールグ

 ループ（健常人、π〃107∫感染者、および新生児）と比較して、有意に高い抗体価

 を有していた。しかし、新生児を除いたコントロールの中にも、一部に（35人中3

 人）抗体価上昇を示す例が存在することがわかった。

5）今回確立した本主要抗原（HcMAP30）を用いたウエスタンプロットおよびELISA

 による血清診断法は、Eo勿。θ読感染症の臨床診断法および疫学研究の手段として

 有用であると考えられた。
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第4章 考察

4．1Ec伽ε諺感染発症の背景

 Ho伽θd’が発見された1980年始めから今日までになされた疫学的調査や症例報

告によると、丑伽α鋤感染の発症には、免疫不全状態やH【V感染またはホモセクシ

ュアリティなどの危険因子の存在が指摘されている。（Bu㎜an et a1．1995， Cimolai et a1．

1987；Fennell et al。1984；Fox 2002；Ng et al．1987；Sacks et al．1991；Simons et al．2004；

Solnick and Schauer 2001；Sullivan et al．1997；Tee et al．1996；Weir et al．1999）。

 山本では、2003年に初めて、腎移植後で免疫抑制剤使用中の29才の男性の且

。伽θ漉菌血症が報告された（Murakami et al．2003）。この患者は消化管症状や、蜂窩

織炎・関節炎を伴わず、症状は発熱（390C）のみであった。また、縦隔リンパ節転移

を伴う肺小細胞癌の化学療法中に、2度にわたりH伽αθ訪菌血症を来たした46才男

性の症例も報告されている（Nishine et al．2007）。この患者においては消化管症状はな

いものの糞便から同菌が検出されている。その他、国内の学会における症例報告で

も、血液からの分離例（菌血症・敗血症）が散見される。例えば、悪性リンパ腫の化

学療法中の症例や、腎不全のため維持透析中の症例などである。また、非常に興味

深いことに、同じ病室で化学療法を施行中の男性肺癌患者2例に続けて起こった丑

伽αθ4∫菌血症の報告例では、2例の患者から分離されたHo伽θ4∫はPFGEの結果か

ら単一クローンであることが判明し、院内感染が強く疑われたとされている（日本臨

床微生物学会，2005年）。上述した報告例はいずれも、immunocompromi sed hostある

いは何らかの重大な基礎疾患をもつ患者に発生している例がほとんどである。

 2007年には、日本におけるEc加αθ漉の血液からの分離状況が報告された

（Matsumoto et al．2007）。その結果、16，743検体中、 H 6∫ηαε諺が分離された例は6検

体であり、これは検体全体の0．06％、血液培養陽性の検体（2，718検体）に対する割

合では0．22％であり、本菌が分離された検体は癌や腎不全、外科手術後などの基礎

疾患を有する症例に由来するものと報告されている。Matsumotoらは、血液からE

dm麟が分離される頻度は極めて少ないものの、特にimmunocompromised hostにお

いては菌血症の重要な原因菌であると結論している。

 今回の我々の事例は、全て整形外科手術後に菌血症と蜂窩織炎を発症していたこ

と、ホモセクシュアリティや免疫不全状態および基礎疾患といった危険因子のない、

いわゆるlmmunocompetent hostに発症していたこと、同一の医療機関内で連続的に

11例もの症例（回診例を含めると20例程度）が発生しているアウトブレイクである

こと、が世界的に見ても極めてユニークであると考えられる。
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4．2E伽αε漉分離株の分子疫学と感染経路

 本事例は同一病院で、同一菌による感染症が短期間に数多く発生している点から、

院内感染による小規模のアウトブレイクであったといえる。今回の一連の臨床分離

株は、系統分類学的解析により大きく2つのグループに分類された。第1の分離株

グループは2004年の6月から9，月に主に7階病棟で得られ、第2の分離株グループ

は、2004年10，月から2005年3月に主に6階病棟で得られた（表3）。従って今回の

アウトブレイクは単一のクローンによるものではなく、アウトブレイク期間に第1

（前期）の株が第2（後期）の株に置き換わったと考えられる。1つの株が別の株に置

き換わったメカニズムは不明だが、第一に遺伝子変異が起こった可能性、第二に2

個のクローンが患者や病院職員に同時あるいは別々に存在していた可能性が上げら

れる。そして、それぞれのクローンが比較的限られた環境で数ヶ月の間に連続して

広がったものと推定される。国内での院内感染例の個発話については既に述べたが、

国内外でこれまでこの様なアウトブレイクの報告は知られていない。

 この疫学的事実と、全例が整形外科手術後の発症であることを考えると、今回の

アウトブレイクが、医原性のもの、あるいは、H吻昭のに汚染された院内環境もし

くはキャリアー（患者や医療従事者）に起因する可能性がある。そこで、熊本整形外

科病院においてE伽ααカの疫学調査のため前向き調査（プロスペクティブサーベイ

ランススタディ）、および感染防止対策を実施した。H伽αα〃は経口感染すると推定

されるため、貯水タンク等の培養検査を行った。また、外科器具や、病室内で看護

に使う用具（アイスバッグやタオルなど）についてスワブカルチャーなどを実施し

た。さらに、院内にE伽αθ諺のキャリアーがいないか調査する目的で、院内の入院

患者の他、医師、看護師、理学療法士など患者と密接に関わりのあった医療従事者

の便の培養を広範囲に行なった。しかし、これら全ての培養検査において、心高αθ4’

は検出されなかった。従って、本アウトブレイクの感染源と感染経路は依然として

明らかではない。しかし、感染患者11例中2例において、便培養から菌が検出され

ていることから、いずれかの患者がキャリアーとして保有していた菌が経口的に広

がったことが推定された。

 ところで、このアウトブレイクが終息した約1年後に、腰椎化膿性脊椎炎の手術

後の82才女性の血液からH6∫ηαθ4∫が分離された（表5，図21）。この症例は抗生剤

の変更後に発生している点や明らかな蜂窩織炎を認めない点など、これまでに述べ

てきたアウトブレイク症例とは相違点のある散発例であるが、同一病院内での発生

であり、我々は、引き続き、H伽αθめの疫学的調査（院内職員・対照群）を行って

いくことにしている。
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4．3ヒト以外のπc伽ε諺の自然宿主

 忌詞は、イヌ、ネコ、ハムスターなどのペットや家畜からも分離培養され、人畜

共通感染菌としての側面を有している．（Fernandez et al．2002；Flores et al．1990；Fox et

a1．2001；Gebhart et al．1989；Kieh輩bauch et al．1995；Solnick and Schauer 2001）。例えば、2

つの市販元（6つの離れた地域にまたがる）から得られた健康なハムスターの便を調

査したところ、72匹中54匹（75％）から本菌が分離同定され、ハムスターにおいて

は正常細菌叢を形成しており、ヒトに対する感染源となり得る可能性が指摘されて

いる（Gebhart et al．1989）。その後実際に、ペットのハムスターがヒトに対する感染源

と考えられた事例も報告されている（Orlicek et al．1993）。しかし、今回経験した事例

では、ハムスターを含めたペットの飼育歴はll例の症例のいずれにおいても認めら

れなかった。

4．4E伽α罐感染の発症病理

 今回の症例ではほとんど全て、手術部位と同誌に蜂窩織炎を発症している（表3）。

その要因としては、術後の面子に部分的な血流障害があり、血管内皮への菌の吸着・

侵入を起こしやすくした可能性がある。加えて、蜂窩織炎は全て術部位とは離れて

おり、しかも手術部位の創傷が完全に治癒した後に発症していることから術創感染

とは考えにくい。実際、蜂窩織炎は術肢のクーリングのためにアイスバッグで冷や

した部位に起こる傾向が認められた。冷署法によって局部の血流障害が惹起された

ことや、血液中あるいは組織中の酸素分圧が低下したことが本菌の定着と発育を促

進したものと考えられる。興味深いことに、手術部位の冷署法を止めた時期以降に

蜂窩織炎の院内発症が終息に向かったという事実があり、このことも上記の考察を

支持するものである。同一のクローンが同じ患者の血液と便から検出されている症

例が2例みられたことから、手術によって外因的に感染がおこった可能性よりも、

むしろ、経口感染した菌がまず腸管内に定着し、手術のストレスなどが要因となっ

て、血管内に侵入し、菌血症を起こしたものと推察される。さらに蜂窩織炎は、菌

血症を背景として、局所の冷却が危険因子となって発症したものであろう。

 腸管以外の内臓感染として、慢性の腸炎・肝炎を呈したサル（rhesus monkey）の剖

検組織（結腸・肝臓・腸管膜リンパ節組織）から本菌が分離同定されたという例が

あり、腸炎以外に肝炎との関連が示唆されている（Fox et al．2001）。ヒトの肝炎との

関与を示唆する報告は現在までになされていないが、且d槻ε読の肝指向性は今後の

重要な課題であると考えられる。

 今回の自験例11例中で明らかな消化管症状をを呈したのは1例（下痢，症例1）の
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みで、しかもその症例の便培養から本丁は検出されなかった。逆に、便培養でE

伽αθ漉が検出された症例（症例9，11）においては消化管症状は認めず、便からの本

四の分離と、消化管症状とは必ずしも相関していなかった。なお、今回の症例では

いずれも、蜂窩織炎以外に明らかな合併症は認められず、肝炎を併発した例などは

なかった。

 腸管感染と菌血症との因果関係については、生後12～25才のサル（pig－tailed

macaque）を用いた経口感染実験の報告（Flores et al．1990）がある。この報告では経

口感染をうけた4匹全例において、血液および糞便から本菌が分離され、うち2匹

は、水三二と軟便といった消化管症状に加え、低血圧、努力様呼吸や傾眠傾向など

敗血症を示唆する臨床症状を呈したことが記載されている。さらに便培養での菌の

検出は少なくとも3週間以上続いたとされ、丑。∫ηαθめが消化管に感染した後、菌血

症さらには敗血症を起こす可能性が示唆されている。

4．5石【c伽α距感染の治療と予後

 本事例の臨床経過に関しては、広域スペクトルのペニシリン系・セフェム系抗生

剤が全ての症例で有効であり（表3）、速やかに発熱・蜂窩織炎の自他覚所見は沈静化

に向かった。諸家の症例報告においても、本菌は多くの抗菌剤に感受性を有し、様々

なものが使用されている。本感染症は、菌血症・敗血症例であっても重篤な例は少

なく、抗菌剤投与で治癒するものがほとんどで、死亡例は未だ報告されていない。

治療効果は、ペニシリン系、テトラサイクリン系、アミノグルコシド系が、セフェ

ム系やニューキノロン系に勝るとする報告もあるが（Kiehlbauch et al．1994）、菌株や

症例によっても違いがあり、未だ定説は得られていないのが現状である。一方、こ

の様に抗菌剤の治療効果が高いにも関わらず、高頻度（37％）に蜂窩織炎の再発が経

験された（表3）。本論感染症の再発例は、これまでにも特に免疫不全症例で多く報告

されているが（Kiehlbauch et al．1995）、今回の我々の症例には明らかな免疫不全はな

かったため、再発は且。三三の病原性に依存した特徴の一つであると考えられる。

また、蜂窩織炎が同じ部位に再発する傾向が強く、このことは、抗生剤治療後もE

c伽θめが組織中に潜伏感染している可能性を示しているのかもしれない。なお、症

例7において、再発の前後に得られた菌株の抗生剤感受性を比較するとどちらも幅

広い感受性を示しており、再発は抗生剤の耐性化に起因するものではない。

4．6ヒト感染におけるEc伽ε漉主要抗原蛋白質の同定

この細菌がこれまでヒト感染症の原因菌としての認知度が低かった理由の一つに、
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その最適な培養方法が確立されていないことが挙げられる。実際、本研究中でも、

サブカルチャーを行う際に、同じ条件でプレートに二二しても、うまく生える場合

と生えない場合があり、この細菌の培養の難しさを実感した。さらに、今回のアウ

トブレイク期間中にも、11症例以外に、同様の蜂窩織炎・発熱を起こしたものの血

液培養または便培養からは菌が検出されなかった症例がみられた（表5，図21）。これ

らの症例中にも、π伽α麟菌体ライセートおよび組換え抗原を使用したEHSAの抗

体価の高い症例が含まれており、これらは血清診断上は感染例であったと考えられ

る（図21）。

 従って今後、一般細菌検査におけるより確実な培養法の確立が望まれると同時に、

血清学的診断法の確立が本感染症の診断において非常に重要であるといえる。

 私は、ヒトH伽αθ訪感染患者および対照群の血清における反応性の結果（図8）お

よび抗原・抗体の希釈実験（図9）の結果より、30kDa抗原が最も反応性の高い蛋白

質であると結論した。実際に、イムノスクリーニングおよびクローニングによって

得たE6’ηαθ読遺伝子がコードする30 kDaの蛋白質（HcMAP30）は、 H o∫〃。θの感染

患者血清およびπ伽αθの免疫ウサギ血清と、非常に強い免疫反応性を示した（図13，

16，17，18）o

 一方、Floresらは、 H伽αθ4∫の感染患者と免疫ウサギの血清を使ってウエスタンプ

ロッティングによる抗原の検出を行い、96、64、59、47、41、29、12．4kDaの蛋白質

を抗原として示した（Flores et al．1989）。彼らの記載している29 kDaの蛋白質は今回

私が証明した30kDa抗原（H：cMAP30）と同じものであると推測される。彼らは59 kDa

と64kDaの抗原がもっとも広範囲のサンプルで認められたと記載し、30kDa（29kDa）

抗原には注目していない。しかし、60kDa（59 kDa）と65 kDa（64kDa）の抗原は、私

の解析では、対照群にも多く検出されており、取払感染症に特異的に関連する抗原

ではないものと考えられる（図8）。一方、サルを用いた経口の感染実験（Flores et al．

1990）では、本菌を抗原としたウエスタンプロットで、90日後の血清が29kDaの蛋

白質と最も強い反応を示したことが確認されている。

4．7患者血清抗体価の変動と時間的推移

 血清が得られ、抗体価を測定できた8例の感染患者のうち、1例の血清はH伽αθ正

子体ライセート中の30kDa蛋白質とほとんど反応せず（図8，症例10）、別の2例は

反応が弱かったが（図8，症例5，11）、この反応性の低さは組i換え蛋白質HcMAP30を

用いたウエスタンプロッティング（図18）およびELISA（図19）においても概ね一致

していた。また、対照血清群を用いた実験でも、二二ライセートを用いたウエスタ

ンプロッティングにおける30kDaのバンドの強さと（図8）HcMAP30を用いたウエ
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スタンブロッティング（図18）および：E：LISA（図19）の結果にも相関性が認められた。

全てのH伽αθ4∫感染者の血清がある1っの抗原蛋白質に対し一様な反応性を示さな

いことについては、①抗原に対する宿主の免疫応答の多様性、すなわち特定の抗原

に対する反応性の個体間の違い、②血清採取の時期の違いによるもの、つまり感染

症の経過における抗体上昇の程度・種類の差、の2点が関与していると考えられる。

図21では、血液培養陽性者および感染が強く疑われる患者の発症時点からの抗体価

の推移を示している。これによると、仮にこれら全員が感染していると仮定した場

合、一定の上昇傾向は認められるとはいえ、明らかにこの蛋白質に対して反応性に

違いが認められる。これは、一部にはこの菌の感染が初回感染か否かといったこと

も関与しているかもしれない。

 HcMAP30以外の抗原については、例えばクローン9・5以外に、別の抗原蛋白質を

コードしているクローンを3個回収しており（図13）、それらの遺伝子配列解析も現

在行っている。それらの抗原蛋白質のDNA配列を決定し、同様に組換え蛋白質とし

て発現させ、免疫学的反応を検討することも今後の重要な課題の一つである。感染

者血清との反応性が強いものでなくとも、特異性の改善という観点からは貴重な抗

原となるかもしれない。

Ho加αεの感染患者におけるHcMAP30血清抗体価の長期間にわたる推移に関して

は、各患者血清における発症からの血清採取までの時期一と抗体価の関係を調べるこ

とで評価ができる（表3，図20）。発症から20日～120日の患者血清が最も抗体価が高

く、120日以降は減少する傾向がみられた（図20，症例6，7，9）。従って感染後、1～3

カ月で抗体価はピークを迎えその後低下するものと考えられる。実際に症例1と症

例6に関しては同一人における時間経過による抗体価の下降傾向（数ヶ月以降）が認

められていることからもこの様な抗体価の推移が示唆される。

4．8主要抗原蛋白質の遺伝子配列から推定される性質

 私が主要抗原として同定したこの30kDaの蛋白質（HcMAP30）は、遺伝子の塩基

配列および推定アミノ酸配列（図14）から、丑h｛脚’∫c麗の29kDaの蛋白質（GenBank

accession no．AAP77310：HHO713）と最も相同性が高いことがわかった。この29 kDa

の蛋白質の機能についてははっきりわかっていないが（conserved hypothetical

protein）、データベース上の記載によれば、 H〃107∫のouter membrane proteinと推定

される蛋白質（GenBank accession noAADO8604：HP 1564）と類似性があり、確かにこ

れら3種類のアミノ酸配列は互いに比較的高い相同性が認められた（図15）。

 また、HcMAP30はグラム陰性菌のリボ蛋白質を推定するプログラム（LipoP，

Juncker et al，2003）による解析において、17番目のGlyと18番目のCysとの問でシ
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グナルペプチダーゼIIで切断されるリボ蛋白質であることが示唆された。グラム陰

性菌のリボ蛋白質は、前駆体蛋白質として生成された後、N末端の疎水性のシグナル

ペプチドがプロテアーゼにより切断され、アシル化されたCys残基を介して細胞膜

にアンカゴすることが知られており（Hayashi and Wu 1990， Sankaran and Wu 1994）、

HcMAP30の膜局在が推定された。さらに、蛋白質のドメインの類似性の解析（NCBI

Conserved Domain search）により、HcMAP30のアミノ酸配列は“A：BC－type metal ion

transport system， peゆ1asmic component／surfねce antigen”のドメインと類似性がみられ、

これらの結果から、HcMAP30は細菌のAB C－type metal ion transport systemに関連し

ている膜蛋白質（リボ蛋白質）と推定された。この様な膜蛋白質が宿主により効率よ

く認識され主要な抗原となることは比較的理にかなったことかもしれない。

4．9Ec伽α〃主要抗原蛋白質の免疫交差性

  且勿ρ傭ω3の図体ライセートと抗E伽αε諺ウサギ血清とのウエスタンプロッ

ティングでは、E勿ρ磁。〃5の高分子蛋白質（50～100 kDa）に強い反応、29 kDa蛋白

質に弱い反応が認められた（図17A）。また、抗His－HcMAP30ウサギ血清を用いたウ

エスタンプロッティングでは、H勿ρα二一菌体ライセート中の29 kDa蛋白質に中程

度の反応が認められた（図17C）。このことは、 HcMAP30とH勿ρ磁。〃5の29 kDaの

蛋白質との交差反応性を示しており、これはHcMAP30遺伝子と相同性の高いE

吻襯。〃5遺伝子が存在することからも支持される（図15）。高分子の蛋白質について

は、抗π伽αθのウサギ血清ではπ〃10ガ、H勿ρα漉〃5、 Cノψη∫の蛋白質と交差反

応性が認められている（図17A， B）が、抗His－HcMAP30ウサギ血清では反応が顕著

に少なかった。また、ヒトE伽αε4∫感染患者の血清は丑勿ρα’∫o〃5の29kDa蛋白質

とは反応しなかった（図17）。このことはHcMAP30が特異的抗原としてHo伽θ漉感

染の血清学的検査に有用であることを示している。

 E勿磁。〃3に関しては、複数の研究者がとヒトの疾病との関連性について示唆し

ており、例えば、子供の炎症性腸疾患症例の大腸組織のDNA抽出物から三山ρ副ω5

の16S rRNA遺伝子配列を検出した報告（Vorobj ova et al．2006）や高点♪傭。％5の菌体

抽出物を抗原としたEHSAにおいて慢性肝臓疾患の患者の群が対照群と比較して高

値であったとする報告（Zhang et al．2006）などがある。しかし、一般的にはH

勿ρ認。〃3はマウスの肝炎の病原体として知られており（Fox et al．1994）、ヒトの検体か

ら培養によって分離された報告はない。むしろ、今回の知見は、これまでの且乃卿認。〃5

の菌体抽出物などを抗原としたELISAがE伽αθ4∫感染の影響を受けている可能性を

示唆している。

 最近、Cノφ〃η’とギラン・バレー症候群との関連性（Speed and Cavanagh l984；

                  65



Nachamkin 1997）やH〃107∫と特発性血小板減少性紫斑病（Gasbarrini et a1．1998；

Kohda et al．2002）、さらにE〃10ア∫と冠動脈（動脈硬化）疾患（Osawa et al．2001）と

の関連性が指摘されている。従ってH伽αθ漉とこれら同属・類縁属菌種との交差反

応性に加え、Eo加αθのの強い血管侵襲性から、様々な自己免疫疾患や動脈硬化に丸

払感染症が関与している可能性も示唆される。今後、本研究によって確立したEHSA

などの血清学的アブp一チを且伽αα〃と自己免疫疾患や動脈硬化との関連性を探る

疫学研究として展開していきたい。

4．10組換え蛋白質を抗原としたEHSAの有用性

 本研究と同様、H訪oo肋。欝やσα〃繊ylo肋αεr属菌の抗原を組換え蛋白として精製し

ELISAに応用した報告もみられる（Bumens et al．1995；Feng et al．2002，2004；Kendall et

al．2004；Livingston et al．1999；Tummuru et al．1993）。これらEHSAは三体ライセートを

用いたELISAより特高度に勝っていることが示されている。実際今回の研究におい

ても組換え蛋白質を抗原として用いたEHSA（図19）では且伽αα〃の菌体ライセー

トを用いたEHSA（図10）の場合より、対照群血清の値がより低く抑えられているこ

とから、特異度が改善していると考えられる。

 組換えHcMAP30を抗原としたEHSAにおいて（図19）、感染患者8例の血清抗体

価は、臨床症状出現（発症日）から血清採取までの期間が7日から1年と幅があるも

のの、対照群と比較して有意に高い値が得られた（P＜0．05，図19）。このELISAにお

ける抗体価（図19）とウエスタンプロッティング（図8，18，19）の相関関係はH

o伽θ4∫感染患者と対照群両方において確認されることから、HcMAP30を使用した

ELISAはEo吻θ4∫感染の血清診断法として有用であると考える。また、今回の研究

により、疑感染者において、本組換えH：cMAP30－ELISAによって有意な抗体価上昇を

確認できた（図21）。このことは、典型的な臨床所見を示す症例においては、培養で

本菌が証明できない場合でも、本研究で開発したEHSAを用いることによってH

o加αθ4’感染を診断することが可能であることを示している。

 今回、本ELISAにより、本蛋白質抗原に対する中等度以上の抗体価を有する健常

人が8．6％（35例中3例）存在することがわかった（図19）。比較的高い抗体価を有す

る例が対照群の中にも認められたことは、不顕性感染（潜伏感染）やキャリアーの存

在を示唆するものである。そして、E伽αεd1がこれまで考えられていたような稀な

細菌ではなく、日常的にヒトに病原性を発揮し得る細菌として我々人間社会に予想以

上に広がっていることを示している。今後、本ELISAによる大規模スクリーニング

を展開することによりH伽αθ4∫感染の実態がさらに明らかになるものと期待される。
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第5章 結語

 新興感染症菌の一つであるπc吻α〃は、AID Sなど免疫不全状態にある患者に菌

血症をおこす日和見感染菌の一つとして知られていた比較的稀な細菌である。今回、

明らかな免疫不全のない患者に連続して発症した本菌の菌血症・蜂窩織炎に関し、

その症例解析および臨床分離菌の分子疫学的解析を行った。さらに、Ed槻θ読の主

要抗原として30kDa蛋白質を同定し、その組換え蛋白質を用いたウエスタンプロッ

トおよびELISAによる血清学的検査法を確立した。この方法は丑6’ηαθ訪感染の臨

床診断法としての応用のみならず、未だ不明な点の多いH伽αθ読感染症の疫学・病

態解明のための有用な手段となることが期待される。
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