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研究成果の概要（和文）：我々は、緑膿菌が発現するV抗原（PcrV）とIII型分泌タンパク質（ExoU）に特異的な
抗体を定量化し、血清学的免疫応答を評価することに着目した。マウスに数種の緑膿菌株を気管内感染させ、8
週間にわたって抗原特異的抗体価を定量化した。亜致死量の緑膿菌PA103を気管内感染させたところ、マウスの
体温が低下した。PcrVおよびExoUに対するIgGおよびIgAの血清力価は8週間にわたり上昇せず、IgM力価は最初4
週間上昇し、その後低下した。PcrVおよびExoUに対する特異的な抗体は、産生することが困難であると考えられ
る。したがって、緑膿菌の主要な分泌タンパク質に対するIgM発現が重要である。

研究成果の概要（英文）：We focused on quantifying antibodies specific to the V antigen (PcrV) and 
type III secretory protein (ExoU) expressed by P. aeruginosa to evaluate the serological immune 
response. We intratracheally infected male ICR mice with several P. aeruginosa strains and 
quantified antigen-specific antibody titers across 8 weeks. Intratracheal infection of P. aeruginosa
 PA103 at a sublethal dose decreased the body temperature of mice. The IgG and IgA serum titers 
against PcrV and ExoU did not increase over 8 weeks, and the IgM titer initially increased for 4 
weeks and then decreased. Specific antibodies against PcrV and ExoU may be difficult to produce 
naturally. Therefore, the IgM expression against major secretory proteins of P. aeruginosa is 
critical.

研究分野： 感染症

キーワード： 抗体価　V抗原　自然免疫　緑膿菌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今後、緑膿菌肺感染に対する免疫反応をin vivoで調べることで、抗体療法のメカニズム解明、ワクチン開発、
最適な投与経路の決定などに役立てることができる。今回の結果から、亜致死量の緑膿菌感染症に対しては、
IgGやIgAよりもIgMの発現が重要であることが明らかになった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

細菌感染症に対する抗生剤の不適切な使用は、薬剤耐性グラム陰性桿菌による医療関連感染

症をもたらし、現在では医療機関外での市中感染型の薬剤耐性感染症が増加している。その薬剤

耐性菌の広がりは深刻で、2050 年には年間死亡者数が悪性腫瘍をこえると予測されている。こ

うした状況をふまえて、我が国において厚生労働省より薬剤耐性対策として「薬剤耐性（AMR）

対策アクションプラン」が取りまとめられた。その戦略の中に新たなワクチン研究開発や薬剤耐

性感染症に対する新たな予防・診断・治療法等の研究開発が推進されている。 

 したがって薬剤耐性菌による問題に対して普及啓発・教育、抗生剤使用量の動向調査、感染予

防、抗菌薬の適正使用に加えて患者の免疫力を高める受動免疫としての抗体療法や能動免疫で

あるワクチン療法の開発が強く求められている。 

 

２．研究の目的 

近年の高齢化社会、高度な医療処置に伴う日和見感染症など感染症対策は重要性を増してい

る。このような背景から従来の抗生剤には頼らない方法で、免疫力を高める新しい治療法の開発

が求められている。我々の研究では、緑膿菌に対する新たな抗体療法・ワクチン療法の基礎研究

をふまえて、緑膿菌感染の自然免疫における PcrV 抗体価の経時的解析と最適な獲得免疫の判定

基準の検討に取り組む。 

 

３．研究の方法 

1．遺伝子組み換え緑膿菌 V 抗原タンパクの作成 

 緑膿菌 V抗原遺伝子を PCR 法にて増幅し、大腸菌遺伝子組み換え発現ベクターに組み込み、そ

の後大腸菌 M15 株に導入する。V 抗原タンパク保有大腸菌 M15 株を Luteria Bertani 培地で培養

し、Isopropylβ-D-1-thiogalactopyranoside により発現誘導を行う。遠心分離後に得られた菌

体を破砕し、固定 Niイオンクロマトグラフィーカラムへ吸着させ、緑膿菌 V抗原タンパクを抽

出する。この抽出液をリン酸緩衝液で透析処理し、その後エンドトキシン吸着カラムを使用する。

得られた V 抗原タンパクをドデシル硫酸ナトリウム−ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-

PAGE）にて分子量を確認する。 

 

2．緑膿菌性肺炎モデルによる PcrV 抗体価の経時的解析 

 マウスに対して吸入麻酔薬を用いて全身麻酔下で亜致死量の緑膿菌 PA103 株を気管内に投与

する。緑膿菌投与後 10 日ごとに計 6 回を行う。尾静脈より 10μl 採血を施行し、間接的 ELISA

法にて血清抗 PcrV 抗体価を測定する。プレートをコーティングする抗原には遺伝子組換え PcrV

（rePcrV）、一次抗体には採取した血液の希釈液、二次抗体には Anti-Mouse IgG-Peroxidase 

antibody produced in rabbit を用いる。発色液は TMB-ELISA Substrate Solution を、発色停

止液に 0.5M H2SO4を用い、プレートリーダにて 450nm の吸光度を測定する。  

 

 

 

 

 



４．研究成果 

遺伝子組み換え V抗原タンパク（PcrV ）と PA103、PcrV 抗原

を持たない PA103 株を用いて実験を行った。（図 1）上記の緑膿

菌株を使用し、緑膿菌感染後 4 時間で、PA103 グループの体温

は著しく低下し（P < 0.05）、その後回復した（図 2）。PAO1 感

染後の体温低下は見られず、非細胞毒性表現型と一致している。

気管内投与後、死亡したマウスはいなかった。PcrV および ExoU

に対する血清 IgG および IgA 抗体価は、全群で 8 週間にわたっ

て上昇は見られなかった。しかし、PcrV および ExoU に対する

血清 IgM 値は、当初 4週間増加し、その後、全群で 5週間後に

減少した（図 3）。      

図 1 緑膿菌株のタンパク発現 

 

 

図 2 緑膿菌 PA103 または PAO1 を気

管内投与した6匹のマウスの感染後

の体温。体温は感染後 24 時間モニ

ターした。*P < 0.05, PAO1 グルー

プと比較。 

 

 

 

図 3 主要分泌タンパク質に対する抗

PcrV-IgG/IgM/IgA および抗 ExoU-

IgG/IgM/IgA 血清力価。マウスに生理

食塩水または亜致死量の緑膿菌

PA103またはPAO1を 0日目と 28日目

に 2 回気管内投与した。末梢血は 56

日目まで毎週採取した。希釈した血清

を酵素結合免疫測定に使用し、吸着

450nm の光学密度を測定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

緑膿菌の主要な分泌タンパク質を中和する IgG および IgA の産生は、免疫学的記憶との関連

は報告されておらず、分泌タンパク質に対する抗体を産生することは宿主にとって最適ではな
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い可能性が示唆された。緑膿菌感染時に生じる免疫応答が宿主の免疫学的記憶に影響を与える

かどうかについては、さらなる研究が必要である。PAO1 チャレンジに反応して PcrV と ExoU に

対する抗体の力価が上昇したことは、IgM が緑膿菌の糖鎖抗原に反応したことを示していると考

えられる。IgM は主に細菌感染に対する一次免疫応答で機能し、保護免疫応答は糖鎖抗原に向け

られる。したがって、このことは、緑膿菌の主要な分泌タンパク質に反応するオプソニン抗体と

防御抗体は、IgG や IgA ではなく、IgM であることを示すと考えられる。我々の研究にはいくつ

かの限界があった。第一に、我々の検査は、PAO1 とともに緑膿菌の PA103 株に限定されていた

ことである。第二に、血清抗体価は吸光度を測定することで評価されたが、吸光度が極めて低い

ため、わずかな吸光度の上昇でも有意差が生じる可能性があり、その後の統計解析を複雑にして

いる。今後、緑膿菌肺感染に対する免疫反応を in vivo で調べることで、抗体療法のメカニズム

解明、ワクチン開発、最適な投与経路の決定などに役立てることができる。今回の結果は、亜致

死量の緑膿菌感染に対して、IgM の発現が IgG や IgA よりも重要であることを強調するものであ

る。 
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