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研究成果の概要（和文）：百日咳菌感染における咳嗽発作の発症機構を解明する目的で、百日咳類縁菌である気管支敗
血症菌を用いた感染モデルを作製した。本感染モデルは、500cfu（生菌数）の投与で百日咳に似た咳嗽発作を再現する
ことができる。このモデルでは、高菌量の百日咳菌の経鼻投与でも咳嗽発作が再現できた。種々の気管支敗血症菌の遺
伝子変異株を用いて咳嗽症状の解析を行う過程で、咳嗽発作惹起能のきわめて弱い自発変異株を分離することに成功し
た。本変異株と野生株の全ゲノム配列を比較したところcrg1と名付けた遺伝子が咳嗽発作に関与していることがわかっ
た。今後は咳嗽発作機構解明に向けてcrg1遺伝子の性状と機能を解析する予定である。

研究成果の概要（英文）： To understand the mechanism of paroxysmal cough observed in whooping cough, Borde
tella pertussis infection, we established an animal model that reproduce the paroxysmal cough by using B. 
bronchiseptica, which is closely related to B. pertussis.  This model animal showed coughing after intrana
sal infection by 500 cfu of B. bronchiseptica. In the course of analyzing the B. bronchiseptica infection,
 we succeeded in isolating a mutant strain that did not induce coughing in the model animal. A comparison 
of the genomes of the mutant strain and the parental wild type strain revealed a single-base insertion in 
a gene designated crg1. A strain deficient in crg1 was found not to cause the paroxysmal cough in the anim
als, showing that crg1 might be involved in the paroxysmal cough. Further work is in progress to character
ize the crg1 gene.  
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１．研究開始当初の背景 
  百日咳は百日咳菌 (Bordetella 
pertussis）の上部気道感染によって起こる伝
染性の疾病である。患者は本症で特徴的な発
作性の咳嗽により無呼吸状態に陥るため、チ
アノーゼや痙攣さらには脳症を起こし、重篤
な場合は死に至る。WHOによると、本疾患
により毎年世界で約20万人-30万人が死亡し
ている。主に発展途上国での乳幼児感染が最
も問題視されているが、先進国においても乳
幼児期に接種したワクチン効果の減弱した
青年期の感染や、ワクチン成分と抗原性の異
なる抗原変異株の出現で罹患者数が増加し
ており、いわゆる再興感染症の一つに挙げら
れている。百日咳は古くから知られた病気で
あるが、その感染成立機構はほとんどわかっ
ていない。現行のワクチンは一定の予防効果
を期待できるが、感染成立機構が不明なため
に、ワクチン成分（百日咳毒素や繊維状赤血
球凝集素）が主要防御抗原として有効な理由
も不明である。この事実は抗原変異株の蔓延
が憂慮されている将来に、大きな不安材料を
与えている。また、百日咳で見られる発作性
咳嗽は患者に多大な負荷を強い、ときに死因
に直結するが、その発症機構も不明である。
そのため、臨床現場では発作性咳嗽には対症
療法を持って処置せざるを得ないのが現状
である。 
 百日咳の感染・発症機構の解析が進展しな
い理由に、百日咳菌がヒトに特化した病原細
菌であるために、感染動物モデルを確立し難
いという問題が挙げられる。そこで、百日咳
菌感染のモデル菌として、哺乳動物に広範な
宿主域を持つ近縁種の気管支敗血症菌（B. 
bronchiseptica）がよく利用されている。百
日咳菌と気管支敗血症菌は相同性の高い一
連の病原因子の遺伝子を共通して保有して
おり、両菌ともそれぞれの宿主に経気道的に
感染し、咳嗽発作を引き起こす。これまで報
告されてきた百日咳関連の感染動物モデル
にはマウスが用いられてきているが、いずれ
も投与菌数がきわめて多いことや感染が短
期間で終息すること、また咳嗽などの症状の
発現に乏しいことなどから、病状を正確に再
現するモデルとは言い難かった。一方、申請
者らは気管支敗血症菌と種々の動物の組み
合わせで、改めて本菌の感染実験スクリーニ
ングを行い、少ない投与菌数で一定期間の感
染が成立しかつ咳嗽を再現する、という条件
を満たす感染動物モデルを作製することに
成功し、さらに咳嗽発作の定量化観察の方法
を考案した（未発表）。この動物モデルでは、
多量の百日咳菌による感染においても同様
の咳嗽発作が見られることも確認している
（ただし感染の維持はできない）。 
 
２．研究の目的 
  本研究の目的は百日咳の主症状である
発作性咳嗽の発症機構を解明することであ
る。百日咳は百日咳菌の上部気道感染によっ

て起こるヒトの呼吸器感染症である。発作性
咳嗽は無呼吸状態から痙攣さらには脳症を
起こして罹患者を死に至らしめる、本症重篤
化の原因症状である。これまでに、申請者ら
は咳嗽発作を再現する動物感染モデルを確
立して咳嗽を客観的に定量化することに成
功し、さらに咳嗽発作を起こさない自発性変
異株を得ることができた。これらの成果を基
礎に、発作性咳嗽の原因となる細菌側病原因
子を同定するとともに、その機能と宿主応答
を解析し、咳嗽発作発症機構の全貌を解明す
る。本研究の成果をもって申請者は、咳嗽の
原因療法の開発を通じて百日咳患者の負荷
を軽減し本症の死亡率を低下させることに
貢献できると考える。 
 
３．研究の方法 
  申請者らは、気管支敗血症菌感染の動物
モデルを用いて種々の条件で実験を繰り返
した。その過程において、感染は成立するが
宿主の咳嗽発作を起こさない自発性変異株
を偶発的に見出すことができた（未発表、右
図）。この成果を基礎に、以下のよう項目に
ついてそれぞれ研究を実施した。 
 １．感染動物モデルの咳嗽発作の観察デー
タの収集 
 本研究で用いる気管支敗血症菌の感染モ
デルを用いて、鼻腔、上部気道、下部気道お
よび肺に定着した気管支敗血症菌数 （CFU, 
Colony Forming Unit）を経時的に測定して
菌の消長を調べるとともに、同時に咳嗽発作
の程度（一定時間における咳の回数）も経時
的に調べた。 
 
２．咳発作を起こさない気管支敗血症菌変異
株（ΔC 株）の変異遺伝子のクローニング 
 ΔC 株と親株間での遺伝子の相違を明ら
かにするために、両株の全ゲノム配列を決定
した。配列の異同を精査することによって、
ΔC株で変異のある遺伝子を検索した。 
 
４．研究成果 
 1．感染動物モデルの咳嗽発作の観察デー
タの収集 
 気管支敗血症菌を動物に感染させ、咳嗽発
作症状を観察した。2 種の異なる菌株（S798
株と RB50 株）を 500 cfu/動物の菌量で経鼻
感染させたところ、両菌株とも感染 5日以内
の動物に咳嗽症状を起こした。観察期間にお
ける平均咳嗽回数は両菌株とも同程度（~150
回/30 分）であった。ここで用いた動物種を
自然宿主としない百日咳菌を高菌量
（100,000,000 cfu/動物）で投与したところ、
菌は一週間以内に排除されたが、感染 5日か
ら咳嗽発作が認められた。気管支敗血症菌の
菌体破砕液を 5日間連続投与しても、咳嗽発
作が認められたが、加熱処理した菌体破砕液
は咳発作を起こさなかった。また、既知の病
原因子遺伝子を欠失させた変異株はいずれ
も咳嗽発作を起こした。また、 気管支敗血



症菌と百日咳菌をそれぞれ動物に感染させ、
経日的に動物気道をを取り出し組織切片を
作製して顕微鏡観察を行った。その結果、気
管支敗血症菌の感染した気道組織では免疫
細胞の浸潤が見られて明らかな炎症像を示
したのに対し、百日咳感染の気道では明らか
な細胞浸潤は認められなかった。 
 
２．咳嗽発作を起こさない ΔC株の変異遺伝
子のクローニング 
 気管支敗血症菌の ΔC 株と野生型株の全
ゲノム配列を決定し、その異同から ΔC株に
特有の変異遺伝子を探索したところ、3 種の
遺伝子に変異のあることがわかった。野生型
株のこれらの遺伝子をそれぞれ人為的に欠
失させて、咳嗽発症能を調べたところ、これ
らのうち１遺伝子（crg1: cough-relating 
gene）を欠失させると、咳嗽発作が起こらな
いことがわかった。 
crg1 の塩基配列と先行研究の結果から 
crg1 は、種々の遺伝子の発現を制御する因子
であることが推定できた。 crg1 を人為的に
欠失させたΔcrg1 株を作製し、動物感染実
験に供したところ、Δcrg1 株は ΔC 株と同
様に動物に咳嗽発作を起こさないことがわ
かった。次に crg1 の下流で発現制御を受け、
かつ咳嗽発作に関与する遺伝子を探索する
ために、 Δcrg1 株と野生型株の遺伝子発現
パターンをマイクロアレイによって比較し
た。任意に設定した基準に従って、野生型株
で発現するが Δcrg1 株で発現しないと考
えられた遺伝子を 40 遺伝子程度リストアッ
プした。それぞれの遺伝子の欠損変異株をさ
らに作製し、現在、それぞれの咳嗽惹起能を
調べているところである。 
 
 本研究により、世界に先駆けて、百日咳菌
や気管支敗血症菌などのボルデテラ属細菌
の咳嗽発作惹起能に関わる細菌側要因に遺
伝子レベルで迫ることができた。今後は 
crg1 の下流の遺伝子を解析し、それぞれの機
能を解析することにより、咳嗽発作の原因と
なる病原因子の同定を目指し、その成果を基
礎に咳嗽発作の発症メカニズムを解明する
予定である。 
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