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研究成果の概要（和文）：ヨーネ菌抗原の免疫修飾作用と自己免疫難病クローン病(CD)との関連を皮下、経腸接種の組
み合わせで免疫病理学的に評価した。ヨーネ菌脂質抗原（EV抗原）、EV抗原分画を合成したlipopeptide IIs、全菌体
抗原、可溶化抗原、菌総DNA、マウス腸陰窩細胞抗原の順にCD様病変誘導作用が強かった。EV抗原と牛乳の繰り返し経
口感作はアレルギー症状も惹起した。抗原の繰り返し経腸接種は免疫寛容を誘導した。非IBDの成人の7％がヨーネ菌特
異的IgE抗体を保有していた。ヨーネ菌細胞壁の脂溶性抗原が全層性腸炎惹起作用やアレルギーなど免疫修飾作用を有
す事、その責任分子の構造を明らかにできた。

研究成果の概要（英文）：Role of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) antigen in the host 
immune modification and pathogenesis of IBD was evaluated immune-pathologically. Various Map antigens 
were inoculated by various combination of subcutaneous and/or enteral route. Intensity of inflammation 
were lipophilic surface antigen (EV antigen) was highest and whole and whole-water-soluble antigen, total 
DNA were followed. Continuous oral administration of milk and EV antigen caused allergic symptoms in 3 
weeks.

研究分野： 免疫病理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 1932 年にクローン医師が慢性の全層性腸
炎のカテゴリーを発表した。当時、原因は不
明であるが、肉眼的病変が家畜の慢性下痢性
伝染病のヨーネ病に類似していると報告さ
れた。クローン病(CD)の特徴は皺襞状の粘膜
肥厚、糜爛や縦走潰瘍である。ヨーネ病の粘
膜病変の特徴も皺壁状の粘膜肥厚であるが
通常、糜爛や潰瘍は認められない。さらに、
ヨーネ病腸炎の特徴は粘膜層における類上
皮細胞肉芽腫の粘膜層の著しい増殖と、肉芽
腫を構成する類上皮細胞内での著しいヨー
ネ菌の増殖を特徴とするが、クローン病の肥
厚病変にも類上皮細胞肉芽腫が散見される
ことから肉芽腫性腸炎のカテゴリーに含ま
れる。 
 
(2) 慢性経過と腸病変の肉眼的類似と肉芽腫
の存在からクローン病の原因がヨーネ菌で
あると疑われ、クローン病病変内のヨーネ菌
やヨーネ菌増殖の探索が続けられた。しかし、
抗酸菌染色や免疫組織化学的染色を用いて
もクローン病の病変内にはヨーネ病に見ら
れるような抗酸菌は証明されなかった。一方
で、ヨーネ菌特異的 DNA（IS900 挿入配列）
はPCR法よって数多くの論文で報告された。
牛のヨーネ病においては感染後腸粘膜病変
内で増殖したヨーネ菌は腸の絨毛から糞便
内に排菌されるが、同時期に牛乳中にも排菌
されることが知られている。そのため感染牛
の牛乳中にはヨーネ菌が検出され、それは子
牛への感染源になると同時に生菌や死菌の
人への媒介物となる。日本以外の酪農国のヨ
ーネ病汚染は著しく、ヨーネ菌による乳製品
や肉の汚染は多数の論文で報告されている。 
 
(3) ヨーネ菌の存在を示唆する DNA は PCR
法により CD 病変部などで証明されるものの、
菌体は認めがたいことから担当者らはヨー
ネ病汚染国から輸入される乳製品を介して
人が摂取しているヨーネ菌抗原が宿主の免
疫を修飾して持続的な炎症などを起こして
いる可能性を仮説として立てた。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 本研究の目的はヨーネ菌の有する抗原成
分がマウスやラットにクローン病様の全層
性腸炎を惹起する条件の評価をして、病変誘
導活性の有る抗原を明らかにする。 
 
(2) 抗原の接種ルートや接種回数など、病変
が起こりやすい条件の評価を行うこと。 
 
(3) 病変の免疫病理学的特徴付けを行う。 
 
(4) 病変部で生じている免疫学的変化を分子
生物学的に明らかにすること。 
 
(5) 病変を起こす抗原の化学的構造を明らか

にし、合成して再現性を明らかにする。 
 
(6) 本実験の如く、人が汚染された乳製品を
接種したことによる実際の曝露の免疫学的
証拠を明らかにすることなどである。 
 
３．研究の方法 
(1)抗原： ヨーネ菌細胞壁脂質抗原（以下 EV
抗原）および同死菌の全菌体抗原（FM 抗原）、
同可溶化抗原（SM 抗原）、ヨーネ菌総 DNA、
合成脂質抗原 lipopeptide IIs の作用を評価
した。CD が自己免疫病マウスの腸陰窩細胞か
ら分離精製した腸上皮細胞可溶化抗原の作
用も評価した。 
(2) 感作法：感作法については①皮下接種+
直腸内接種、②皮下接種+直腸内接種 2 回、
③皮下接種+直腸内接種 3回、④皮下接種+腹
腔接種+直腸内接種、⑤皮下接種+EV 抗原腹腔
接種+直腸内接種など。また、EV 抗原と牛乳
の経口感作も行った。 
(3) 解析法：感作7-10日後に直腸内感作し、
最終感作後5日目に剖検を実施して後消化管
および腸間膜リンパ節の炎症反応、細胞性応
答、液性応答の解析をマウス及びラットを用
いて実施した。ホルマリン固定、凍結組織、
血液塗抹、病変部とリンパ組織から総 RNA を
凍結保存した。病理組織学的、免疫病理学的
解析とともに、定量 PCR 法による分子生物学
的解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) もっとも強い炎症を起こしたのはヨー
ネ菌細胞壁の粗精製 EV 抗原で、合成抗原の
作用はやや弱かった。 
結腸の肉眼病変は暗赤色な腸壁の発赤肥厚
（図 1）や腫大であった（図 2）。腸炎が認め
られた場合には腸間膜リンパ節が腫大して
認めやすくなっていた。ラットでは粘膜肥厚
がより顕著に観察された（図 3)。 
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(2)組織病変は固有層の好中球～リンパ球浸
潤（図 4）から糜爛潰瘍（図 5）まで様々で
あった。ラットにも同様な所見が得られた。 

(3)また、EV 抗原を薄層クロマトグラフィー
で分画してヨーネ菌と近縁の鳥型結核菌の
脂質抗原には存在しない特異的な抗原を抽
出して構造を決定し合成を行った。図 6は各
種抗酸菌から抽出した EV 抗原を薄層クロマ
トグラフィーで展開した所見。レーン 5,6 が
ヨーネ菌 EV 抗原で、7-8 の鳥型結核菌、9の
BCG と異なった特異的なスポットが認められ
（図 6）、この脂質がヨーネ病感染牛で抗体産
生を早期に誘導することがわかっている。 

二次元薄層クロマトグラフィーでヨーネ菌
と鳥型結核菌の EV 抗原を展開して比較した
ところ、ヨーネ菌には明らかに他の抗酸菌と
異なる脂質抗原が有ることが明らかになっ
た。この画分を異なったスポットが明らかに
なった（図 7）。 

 
(4)ヨーネ菌の特異的脂溶性抗原の活性は脂
肪酸にペプチドがついたリポポリペプチド
にあることが明らかにされた（図８）。 
（ arachidylD-Phe-N-Me-L-Val-L-Ile-L-Phe
-L-Ala-OH） 
リポペプチドIIsが抗体誘導活性が最も高く、

実験的炎症性腸疾患誘導においても鍵分子
である可能性が示されたことから、炎症性腸
疾患、過敏性腸症候群そしてアレルギーなど
免疫病における本分子の関与を明らかにす
る新たな方向性が示された。クローン病と同
じく自己免疫性難病の多発性硬化症につい
て、同じ抗原を用いてマウスに自己免疫性脳
脊髄炎(EAE)を作ることもできた。 
 
(5) 本研究で用いられたヨーネ菌抗原に対
する日本人の免疫応答性を約126人の日本人
健常者の血漿を用いて各クラスの免疫グロ
ブリンを ELISA 法で調べた所、14%に特異抗
体(IgG)が存在したことからヨーネ菌抗原を
含む食品の継続的摂取により人への曝露が
起こっていることが明らかにできた（図 9a）。
これらの抗体陽性者は杉花粉など呼吸器ア
レルギーの既往症もあった。抗体のクラスは
IgG4 が多かった(図 9b)。 
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マウスのクローン病モデルの分子免疫学
敵解析は継続するが、これまでの研究結果よ
り、ヨーネ菌の細胞壁脂のリポペプチド抗原
は主に乳製品を通じて生体に取り込まれて
消化管を介して生体に様々な免疫修飾作用
を与えて、自己免疫病やアレルギーの発症に
関与していることが強く示唆された。これら
原因不明の免疫病の病理発生機序の解明本
研究は従来知られていなかった新たな方向
性を明示することができた。 
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