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研究成果の概要（和文）：猫ひっかき病（CSD）の病原菌であるBartonella henselaeをCSD患者血清を用いたIgM
ウエスタンブロット（IgM-BW）解析から得られた4群パターンのうち、特に10kDa付近はCSD患者血清全体の60％ 
に検出される。10kDaは抗原となる蛋白質としては分子量が小さいためLPSの可能性がある。そこでB. henselae
からLPSを抽出しIgM-WBを行うとLPSの反応は見られなかった。しかし、十分な抽出ではなかった可能性があり今
後の検討が必要である。また、質量分析により検出された抗原候補蛋白質の合成を行なっており、同定を現在進
めている。

研究成果の概要（英文）：Among the four group patterns obtained from the IgM Western Blot (IgM-WB) 
analysis using sera from patients with cat scratch disease (CSD), caused by the pathogen Bartonella 
henselae, a band around 10 kDa was detected in 60% of the CSD patient sera. Since 10 kDa is a small 
molecular weight for a protein to serve as an antigen, it could potentially be lipopolysaccharide 
(LPS). Therefore, we extracted LPS from B. henselae and conducted IgM-WB, but no reaction to LPS was
 observed. However, there is a possibility that the extraction was insufficient, and further 
investigation is required. Additionally, we are currently synthesizing and identifying the candidate
 antigen proteins detected by mass spectrometry.

研究分野：臨床微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
わが国のネコの飼育数は1000万頭であり、疫学的調査の結果B. henselae感染率は10％であることから少なくと
も100万頭の保菌が考えられる。また、ヒトへの感染はノミが媒介しており年間1万人は感染していることが推測
されている。これらのことから市中医療機関で容易に検出できるCSD検出キットの開発と予防法としてワクチン
の開発は急務である。検出では急性期に検出することが重要となるため感染初期に出現するIgMの抗原を同定す
る必要がある。今回の研究成果は質量分析により得られた抗原候補のうち合成できた蛋白質に関しては抗原候補
から除外することができたため、LPSの解析も含め後一歩のところまで来ている。

※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 
（１）Bartnella henselaeは猫ひっかき病（CSD）の病原菌で、ネコからヒトに感染する人獣共
通感染症である。本症は局所リンパ節腫脹を主訴とする定型例からリンパ節腫大を認めない全
身性の重症な非定型例（不明熱、視神経網膜炎、急性脳症、肝・脾肉芽腫、心内膜炎など）まで、
その臨床像は多彩である。わが国では年間 1万人以上が罹患していると推測され、CSDは決し
て稀な感染症ではない。昨今のペットブーム(特にネコ)に伴い、疑診例は増加の一途を辿ってお
り、2010年以降申請者らへの CSD診断依頼が年間 100件以上送られてくる。わが国のネコの
飼育数はおよそ 1000万頭以上（一般社団法人ペットフード協会令和元年度調べ）であるにもか
かわらず、ネコに対する B. henselae感染予防策は全く講じられておらず、感染者が増大してお
り、ペットネコやヒトへのワクチン開発が求められている。一方、CSD診断は間接蛍光抗体（IFA）
法で B. henselae抗体価測定する血清学的診断が世界的標準検査法であるが、感度が低いため偽
陰性例が多い。これまで、B. henselae IgM抗体陽性血清のWB解析は従来の検出条件では不適
切であり、IgM陽性血清解析に関する詳細な報告は無い。 
（２）世界的にも我々以外に CSD患者血清（特に IgM抗体）に反応する抗原をウエスタンブロ
ット法（WB）で検出できる研究機関は文献上報告がない。特に、感染症の急性期に産生される
IgMは、IFA法で CSD陽性であった血清は B. henselae菌体を用いたWBでバンドが 100％検
出されるが、健常人血清にはほとんど検出されない。さらに、検出される蛋白質は分子量ごとに
およそ 10kDa、30kDa、40kDおよび 70kDaの 4群のパターンが認められた。これら 4つの検
出率がそれぞれおよそ 30～50％以上であることから、統計学上 CSD 特異的な反応であり、他
の感染症における交差反応はなく、4群のうち何れかが検出されれば CSDと診断できることを
報告した。したがって、CSD 患者血清と反応するバルトネラ菌の蛋白質を同定できるのは我々
のみである。 
 
２．研究の目的 
わが国で CSD鑑別診断が行えるのは申請者らのグループのみである。必然的に、CSD疑いのあ
る患者検体の多くが送られて来る状態にあり、1～2 日で確定診断を行っている。ペットブーム
と重なるように CSD症例は急増しており、飼い猫に B. henselae感染が広まっていることが危
惧される。本研究の目的はバルトネラから抗原となり得る蛋白質を同定し、その抗原蛋白質を用
いた CSD鑑別診断キットとネコに対するワクチンを開発することである。つまり、ヒトへの B. 
henselae感染（CSD）の診断と感染防御を実現することである。さらに、山口大学には AIとシ
ステムバイオロジーを両輪として推進する AIシステム医学･医療研究教育センター（ASIMEC）
があり、診療をサポートする AIシステムを構築することで、早期の予測的診断に基く予防的介
入の実施などを図っている。そこで、ASIMEC を介してこれら抗原情報を広く公開し、かつ抗
原試料を提供する、いわゆる『抗原バンク』を開設すれば、CSD 研究のみならず公衆衛生的観
点からも国内外に CSDを啓発できるのではないかと考えた。 
 
３．研究の方法 
CSD抗原の新たな同定法の確立および抗原蛋白質合成 
現在保存しているすべての CSD 患者血清から独自の改良 WB で検出した抗原となる B. 
henselaeの蛋白質を以下の手技手法で行った。 
（１）申請者らは免疫沈降法を新たに構築し（詳細は論文掲載のため不記載）、特異度の高い蛋
白質をすべて抽出した。 
（２）抽出した蛋白質を SDS-PAGE電気泳動を行い免疫沈降に用いた CSD患者血清を 1次抗
体としてWB法を行う。検出された分子量と照らし、銀染色した SDS-PAGEのポリアクリルア
ミドゲルに検出した個所を切り取り、質量分析を行った。 
（３）質量分析で選出された蛋白質遺伝子を PCR 法で増幅し、無細胞蛋白質合成を行なった。 
（４）精製蛋白質を CSD患者血清のWB法で評価した。 
（５）B. henselaeはグラム陰性桿菌である。したがって外膜に LPSを有している。10kDa付
近は LPSの可能性があるため、LPS抽出キットにより LPSを抽出した。LPSが抽出されるこ
とを SDS -PAGEを銀染色し確認した。この抽出した LPSを CSD患者血清のWB法で評価し
た。 
 
４．研究成果 
（１）患者血清を用いた免疫沈降は血清中に複数の抗体が雑多にあるため非常に難しいことが
知られているが、我々が独自に考案した免疫沈降法により蛋白質は複数得られるものの目的と
する抗原の抽出ができた。（図１）これにより目的とする抗原を効率よく得られ、質量分析の試
料として使用することが可能となった。また、この手法は二次元電気泳動のような特殊な過程を
踏む必要が無く、より簡便であるため、その他の感染症にも応用可能である。 
 



（２）図１の銀染色と CSD患者血清を用いた IgM-
WB を参照し、抗原バンドを切り取り質量分析にか
けた。その結果 107の遺伝子候補が検出された。そ
のうち最も検出頻度が高いアサインから上位 10 遺
伝子を候補として抽出した。（各遺伝子の詳細は論文
掲載のため不記載） 
 
（３）これらの遺伝子は大腸菌由来の無細胞蛋白質
合成によって作製した。これら 10遺伝子のうち６遺
伝子は蛋白質合成されたものの CSD 患者血清を用
いた IgM-WB解析では全て検出されなかった。合成
ができなかった４遺伝子のうち２遺伝子は蛋白質合
成前の鋳型 DNA 合成あるいは mRNA 合成ができ
ず確認ができなかった。残りの２遺伝子は,鋳型はで
きたものの蛋白質合成ができなかった。前者の原因
としてプライマーデザインに問題があることが考え
られる。後者は遺伝子の長さが大き過ぎことである。
質量分析で検出された遺伝子は 10kDa 程度の遺伝
子ではなく 100kDaを超えるものであった。質量分
析から検討を重ねてきたが、アサインから考えると
この遺伝子の可能性は非常に高いことがわかった。
今回用いた大腸菌リボゾームは蛋白質合成が困難な
配列がある可能性があること。もう一つは合成でき
る分子量に限界があることである。この問題を解決
するためコムギ由来の無細胞蛋白質合成がある。特
徴として種に関係なく蛋白質合成が可能であるこ
と。分子量の大きさに左右されないことが挙げられ
る。したがって、今後コムギ由来無生物蛋白質合成キ
ットを用いて抗原候補蛋白質を合成し IgM-WBによ
り同定する予定である。 
 
（４）一方、B. henselaeはグラム陰性桿菌であり、
外膜にLPSを有している。CSD患者血清のうち 60％
が 10kDa 付近であることから LPS である可能性が
否定できない。したがって、LPS 抽出キットを用い
て LPSを抽出し銀染色により確認した（図２）。さら
に CSD 患者血清を用いた IgM-WB 解析の結果抗原
として検出が見られなかった。しかしながら、LPS抽
出量としては少なく反応するには十分な量で解析ができていなかった可能性も否定できない。
したがって、LPSの検討も今後行う予定である。 
 
猫ひっかき病は発熱や有痛性のリンパ節腫脹を呈する定型例 80％と肝・脾肉芽種や視神経網膜
炎などの非定型例 20％である。昨年、山口大学医学部附属病院では劇症な悪性リンパ腫疑いで
搬送されたが病理診断において CSD が疑われた。われわれはこの患者血清を CSD 診断のゴー
ルドスタンダードである間接蛍光抗体法（IFA）を行なった結果、力価が非常に高かったためCSD
陽性と診断となった。このように CSDの診断は除外診断も含め非常に重要である。抗原を同定
することにより市中の医療機関において簡便に検査できる検査キットの開発は急務である。さ
らに、免疫力が弱い小児や高齢者の感染が多いこともありワクチン開発が求められる。今回の研
究手法は様々な感染症において抗原を同定する方法として免疫沈降法を開発した。今回蛋白質
合成において予定通りには同定できなかったが、この点を克服すれば CSD迅速診断および CSD
ワクチンができ感染予防が可能となる。 
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