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研究成果の概要：動物実験に用いられるマウスやラットの日和見病原体である肺パスツレラ菌

の遺伝学的性質を詳しく調べた。日和見病原体とは健康な動物には病気を起こさないが、抵抗

力のない動物には病気を起こす病原体のことである。その結果、本菌は 3つのグループに大き
く分けられた。その一つについて免疫不全マウスに対する病原性を調べたところ、全身感染を

起こして死亡した。免疫不全マウスとは抵抗力の低下している動物のことで、病原性とは病気

を起こす能力を意味する。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) わが国の実験動物の感染症においては、
センダイウイルスのような病原性の強い病
原体による感染はほとんど認められなくな
った。しかし、それらに代わって病原性が無
いかあるいは弱い日和見病原体による感染
症が問題となってきている。この意味におい
て、げっ歯類であるマウスやラットのパスツ
レラ症の病因である肺パスツレラ Pasteu- 
rella pneumotropica（Pp）は現在のわが国の実
験動物施設において最も問題となっている

微生物の一つである。 
(2) 私達は、多数の Pp 野外分離株および各
国の参照株を収集し、その生物・生化学的性
状および遺伝学的性状を調べた結果、本菌が
諸性状において大きな多様性を有し、その遺
伝学的性状からいくつかのグループに分類
されることを明らかにした。また、マウスに
おける感染実験系を開発し、免疫正常動物で
は不顕性感染にとどまるが、免疫不全動物で
は死亡を伴う肺炎が引き起こされることを
見いだした。 
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２．研究の目的 
 近年、遺伝子組換え等によって免疫不全動
物が多く作出され、その動物における日和見
病原体による感染が動物実験の障害となっ
ている。肺パスツレラ（Pasteurella pneumo- 
tropica）は日和見病原体の代表的な細菌の一
つであり、その病原性が問題となっている。 
私達は、本菌の生物・生化学的性状および

遺伝学的性状から本菌を 4つのグループに分
類し、病原性解析のための実験系を開発した。
そこで、本研究では、性状の異なる本菌の 4
つのグループにおける病原性の差異を知る
ことを目的とする。さらに、より簡便で安価
な病原性検査のための in vivo 実験系を確立
したい。 
 
３．研究の方法 
炭素源とアミノ酸の利用性試験については、
Bromocresol purple semisolid mediumとリ
ジン・アルギニン加水分解用試験培地をそれ
ぞれ用いた。遺伝子配列の決定には、ABI310 
genetic analyzer ま た は 3730XL DNA 
analyzerを用いた。染色体 DNAのサイズ測
定には、制限酵素未処理 DNAを 0.8%アガロ
ースゲル中で 3 V cm-1で 48時間のパルスフ
ィールド電気泳動を行った。毒素の同定につ
いては ATCC 35149 のクローンライブラリ
ーを作製し、コロニーハイブリダイゼーショ
ンでスクリーニングを実施し、遺伝子配列を
決定した後、未解読の部分については
inverse PCRなどで決定した。免疫不全マウ
スに対する病原性については、接種菌として
本菌 ATCC 35149 株 107を用い、動物は 5～6
週齢の♀の NOD/Shi-scidマウスを用いた。 
 
４．研究成果 
肺パスツレラ Pasteurella pneumotropicaの
遺伝的多様性解析 
(1) 生化学的性状 
① アミノ酸、炭素源試験 
 アミノ酸や炭素源などの 6項目について試
験した結果、少なくとも 2つのタイプが存在
し、明確な溶血性を示すラット由来株のすべ
ての株は、Heyl型と同一の性状を示した。 
② 炭素源資化性試験 
 菌株間で著しく利用性が異なる炭素源複
数種を選択し、資化性の違いに基づく解析を
行ったところ、6つのクラスターに分類され
た。 
(3) 遺伝学的性状 
①rpoBの系統樹解析 

RNA polymerase βサブユニットをコー
ドする rpoBの塩基配列を用いた系統樹解析
の結果、5～6 のクラスターに分類されること
がわかった。 
② DNAのサイズ測定 

 パルスフィールド電気泳動を用いて、本菌
の環状ゲノミック DNAのサイズを測定した
ところ、2.3 Mb～3.2 Mbを示し、マウス由
来株よりもラット由来株のほうが大きいこ
と（P＞0.05）が明らかとなった。 
③ 毒素の同定 
 Pasteurellaceae に広く分布する RTX 
toxinに着目し本菌の DNAを分析した結果、
RTX をコードする遺伝子領域と類似した 3
種類の遺伝子配列があることがわかった。ま
た、サザン解析によって、多くの野外株がこ
れら 3種類のRTX toxinのいずれかを保有し
ていることが明らかとなった。 
 これらの得られた結果について、主成分分
析を行うと、本菌は 3つのグループに大別さ
れることがわかった。すなわち、マウス、ラ
ットの宿主に依存するそれぞれのグループ
と両者の由来宿主が混合された 1グループに
分類された。また、これらのグループについ
て、RTX toxinの分布をみてみると、マウス
由来宿主のグループにRTX toxinタンパク質
のうち PnxⅡAをコードする遺伝子を保有し
ている傾向にあることが明らかとなった。 
 
肺パスツレラ Pasteurella pneumotropicaの 
免疫不全マウスに対する病原性 
 細胞表層構造を有するマウス由来宿主の
グループである本菌 ATCC 35149 株を用い
て、重度免疫不全動物である NOD/Shi-scid
に本菌を腹腔内接種を行ったところ、すべて
のマウスが 18時間以内に死亡した。 
 
 病原性を調べるために用いる本菌の菌株
の性状について、形態学的、生物・生化学的
および遺伝学的に総合的かつ詳細に明らか
にできる技術と方法論を持つ研究室は、私達
の研究室を除けば、国内外に存在しない。本
研究では、動物数の削減（Reduction）を意
識してなるべく少ない数の動物を用いるこ
ととしたので、本菌の性状と病原性の関係を
部分的にしか明らかにできなかった。この点
については今後の課題としたい。また、代替
法（Replacement）にも配慮した病変性検査
のための実験系の開発についても、今後の研
究として進めていきたい。 
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