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研究成果の概要（和文）：猫ひっかき病(CSD)原因菌Bartonella henselaeの病原因子VirB5とBepAの各サブタイプに対
するCSD患者ならび健常人の血清反応性を明らかにした。この結果を受けて、VirB5を用いた抗体価測定用ELISA法と血
清型別法を確立した。間接蛍光抗体(IFA)法を基準としたVirB5 ELISA法の感度は72.6%、特異度は99.0%であった。VirB
5抗体陽性例では、血清型別法により患者感染菌株のVirB5型の同定が可能となった。VirB5を用いた血清診断・型別法
はB. henselae感染症の分子疫学研究に有用なツールになるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the seroreactivities of patients with cat scratch 
disease (CSD) and of healthy subjects against the VirB5 and BepA subtypes of Bartonella henselae. We 
developed an ELISA for measurement of anti-VirB5 antibody levels and a serotyping method for the VirB5 
subtype. The sensitivity and specificity of the ELISA relative to an indirect fluorescence antibody (IFA) 
assay were 72.6% and 99.0%, respectively. For patients with positive results for anti-VirB5 antibodies, 
the serotyping method could identify the VirB5 subtype as being the strain causing infection. The VirB5 
ELISA and the serotyping method for the VirB5 subtype are expected to be useful tools for molecular 
epidemiological studies of B. henselae infection.

研究分野： 臨床微生物学

キーワード： 猫ひっかき病　Cat scratch disease　Bartonella henselae　VirB5　ELISA
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１．研究開始当初の背景	 
	 Bartonella	 henselae は猫ひっかき病(Cat	 
scratch	 disease:	 CSD)の主要病原体で、ネ
コからヒトに感染する人獣共通感染症であ
る。本症はリンパ節腫大と発熱を主訴とする
定型例から、リンパ節腫大の認められない重
症な非定型例(不明熱、肝・脾肉芽腫、心内
膜炎、視神経網膜炎、急性脳症など)までそ
の臨床症状は多彩である。本菌は患者からの
分離が極めて困難であるため、その診断には
間 接 蛍 光 抗 体 (Indirect	 fluorescence	 
antibody:	 IFA)法による抗 B.	 henselae抗体
価測定や PCR 法による B.	 henselae 特異 DNA
の検出が行われている。中でも CSD の非定型
例は確定診断が困難であり、血清学的診断に
依存せざるを得ない。しかし、現在の IFA 法
の特異度は高いものの、感度が低く、より高
感度な血清学的診断法の確立が急務である。	 
	 我々はこれまでに、国内の CSD 患者および
ネコ由来 B.	 henselaeを対象に遺伝子解析法
による分子系統解析を行い、本菌の遺伝学的
背景を明らかにしてきた。菌の分離培養が困
難な本症でも遺伝子解析は本菌に関する非
常に貴重な情報を与えてくれるものの、その
解析には本菌 DNA を含むリンパ節等の組織材
料を必要とする。しかしながら、定型的な CSD
では血清学的に診断できる場合は抗菌薬に
よる治療が可能であり、リンパ節切除といっ
た侵襲的な処置を必要とせず、他の疾患との
鑑別が必要な場合にのみ、リンパ節等の組織
材料中の本菌 DNA の検索が行われている。本
研究では、患者血清に注目し、病原因子に対
する抗体をサブタイプ別に検出できれば診
断法の開発と疫学研究の両者に有意義であ
ると考え、これまでに蓄積した本菌の遺伝子
解析データから、サブタイプ間で相同性に大
きな違いを認めた VirB5 と BepA(IV 型分泌装
置構成蛋白とそのエフェクター蛋白)に注目
した。	 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究の目的は、猫ひっかき病(CSD)の原
因菌 B.	 henselae の病原因子 VirB5 と BepA
を用いた抗体価測定用 ELISA 法と血清型別法
を確立し、その有用性を明らかにすることで
ある。本研究では、B.	 henselae の VirB5 と
BepA の各サブタイプの組換え蛋白質を作製
し、VirB5 と BepA の各サブタイプに対する
CSD 患者および健常人の血清反応性を明らか
にし、ELISA 法と血清型別法を確立して、そ
の有用性を検討した。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)	 GST 融合タンパク質の作製	 
	 PCR 法で増幅した目的遺伝子(virB5、bepA)
を pGEX-6P-1(GE ヘルスケア)の Glutathione	 
S-transferase	 (GST)の下流のマルチクロー
ニングサイトに挿入し、GST 融合タンパク質
を発現するプラスミドを作製した。これを大
腸菌 BL21(DE3)に形質転換し、GST 融合タン

パク質の作製に用いた。37℃で一晩前培養し
た菌液を新たな LB 培地に接種し、37℃で 3
時間振盪培養後に IPTG を加えて 20℃で 6 時
間振盪培養して、GST 融合タンパク質の発現
を誘導した。培養液を遠心して集菌し、培養
上清を除き、沈渣を-80℃で凍結した。凍結
し た 沈 渣 を 氷 上 で 解 凍 し 、 EasyLyse	 
Bacterial	 Protein	 Extraction	 Solution	 
(Epicentre)を用いて溶菌し、遠心後、上清
を回収した。Glutathione	 Sepharose	 4B	 (GE
ヘルスケア)の入ったオープンカラム(PD-10	 
empty	 column、GE ヘルスケア)に回収した上
清を加え、4℃、1 時間反応させた。Phosphate	 
buffered	 saline	 (PBS)で洗浄後、溶出液
(50mM	 Tris-HCl,	 20mM 還元型グルタチオン,	 
pH=8.8)を加えて GST 融合タンパク質を溶出
し、回収した。溶出した GST 融合タンパク質
を Amicon	 Ultra-4	 Centrifugal	 Filter	 
Devices	 (ミリポア)を用いてバッファー交換
(50mM	 Tris-HCl	 pH=7.0,	 150mM	 NaCl,	 1mM	 
EDTA)を行った。タンパク質の濃度測定は BCA
法で行い、至適濃度に調整した。	 
(2)	 SDS-PAGE	 
	 精製した組換え蛋白質は 2×サンプルバッ
ファーに溶解し、95℃で 5 分間煮沸後、氷上
で 2 分間急冷したものを SDS-PAGE のサンプ
ルとした。SDS-PAGE は 20mA/ゲルの定電流で
行い、泳動後のゲルを Coomassie	 brilliant	 
blue	 (CBB)染色液で 1 時間振盪後、脱色した。	 
(3)	 Western	 blot	 
	 精製した組換え蛋白質を SDS-PAGE にて分
離後、EzBlot	 Blotting	 Buffer	 (ATTO)を用
いて PVDF 膜に転写した。5%スキムミルクで 1
時間ブロッキングを行った。Tris	 buffered	 
saline	 with	 Tween	 20	 (TBS-T)で洗浄後、1%
スキムミルク TBS-T で 100 倍希釈した血清と
室温で 1 時間反応させた。TBS-T で洗浄後、
1%スキムミルク TBS-T で 800 倍に希釈した
HRP 標識請抗ヒト IgG 抗体を室温で 1 時間反
応させた。検出には DAB	 Metal	 Enhancer	 
(Thermo	 Scientific)を用いた。	 
(4)血清の吸収処理	 
	 1%スキムミルクで 100 倍希釈した血清に過
剰量の GST-VirB5 組換え蛋白質を加えて、
37℃、6 時間の吸収処理後に、Western	 blot
を行った。	 
(5)	 ELISA 法の抗原の作製	 
	 GST-VirB5 融合タンパク質に PreScission	 
protease	 (GE ヘルスケア)を加えて 4℃で 16
時間反応させ、GST タグを切断した。これに
Glutathione	 Sepharose	 4B を加え、遊離した
GST を吸着させ、VirB5 を含む上清を回収し
た。これをゲル濾過カラム(Hiload	 16/600	 
Superdex	 75pg、GEヘルスケア)で精製を行い、
ELISA 法の抗原とした。	 
(6)	 ELISA 法	 
	 炭酸緩衝液(pH9.2)で希釈した抗原タンパ
ク質を 96 穴のマイクロプレートに分注し、
4℃下で一晩固相化した。PBS	 with	 Tween	 20	 
(PBS-T)で洗浄後、5%スキムミルク PBS-T で



ブロッキングを行った。PBS-T で洗浄後、1%
スキムミルク PBS-T で 100 倍希釈した血清を
加え、37℃で 1 時間反応させた。PBS-T で洗
浄後、1%スキムミルク PBS-T で 20,000 倍希
釈した HRP 標識抗ヒト IgG 抗体を加え、37℃
で 1 時間反応させた。PBS-T で洗浄後、OPD
基質液を加えて室温で 10 分間発色させた。
3M 濃硫酸を加えて、発色停止後、492nm で吸
光度を測定した。プレート間差を補正するた
めに各プレートに同一の陽性、陰性コントロ
ールの値を測定し、次式で求めた Index 値を
用いて評価した。ELISA	 Index=(S-N)/(P-N)	 
(S:被験血清、P:陽性コントロール血清、N:
陰性コントロール血清)。本法の臨床的有用
性評価の対象として、健常人 96 例および CSD
疑い患者 189 例(IFA 法陽性 84 例、IFA 法陰
性 105 例)の血清を用いた。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 VirB5 サブタイプに対する CSD 患者およ
び健常人の血清反応性	 
	 リンパ節や膿などの遺伝子解析により感
染菌株の virB5遺伝子型が決定済みの CSD 患
者 19 例と健常人 4 例の血清について、
VirB5-1 型、2 型、3 型を抗原とした Western	 
blot を行った。その結果、19 例中 13 例
(68.4%)で VirB5 に反応を認め、反応性に強
弱はあるものの、全ての VirB5 サブタイプに
反応していた(図１A、B)。患者血清 19 例中 6
例と健常人血清 4 例中 4 例では反応を認めな
かった(図１C、D)。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図１	 Western	 blot による VirB5 サブタイプ
に対する CSD 患者(A〜C)および健常人(D)の
血清反応性の解析	 
レーン 1:GST、レーン 2:GST-VirB5-1 型、レ
ーン3:GST-VirB5-2型、レーン4:GST-VirB5-3
型。左に分子量(kDa)、右に GST−VirB5(◀ ︎)と
GST(◁)の位置を示す。	 
	 
(2)	 BepA サブタイプに対する CSD 患者および
健常人の血清反応性	 
	 リンパ節や膿などの遺伝子解析により感
染菌株の bepA 遺伝子型が同定済みの CSD 患
者 19 例と健常人 4 例の血清について、BepA-1
型、2型を抗原とした Western	 blot を行った。
CSD 患者 19 例中 13 例(68.4%)で BepA との反
応を認めた(図２A〜C)。このうち、BepA-1 型
のみと反応したものが 7 例、BepA-1 型と
BepA-2型とともに反応したものが6例であっ
た。一方、健常人 4 例中 2 例で BepA との交
差反応を認めたため、健常人を追加して解析
したところ、健常人計 16 例中 9 例(56.3%)で
BepA との交差反応を認めた(図２D)。このう

ち、BepA-1型のみと交差反応したものが2例、
BepA-1 型と BepA-2 型とともに交差反応した
ものが 7 例であった。この結果から、BepA は
健常人血清と交差反応することが明らかと
なり、CSD の血清診断に用いる抗原として適
していなかった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図２	 Western	 blot による BepA サブタイプに
対する CSD 患者(A〜C)および健常人(D、E)の
血清反応性の解析	 
レーン1:GST-BepA-1型、レーン2:GST-BepA-2
型、レーン 3:GST。左に分子量(kDa)、右に
GST−BepA(◀ ︎)と GST(◁)の位置を示す。	 
	 
(3)	 VirB5	 ELISA 法の確立	 
	 ELISA 法の抗原には、各サブタイプの
GST-VirB5 融合タンパク質から GST タグを切
断し、ゲル濾過カラムで精製した VirB5 を用
いた。IFA 法陽性 6 例、IFA 法陰性 6 例、健
常人 6 例の血清を用いて、ELISA 法の条件の
検討を行った。健常人 96例の血清を用いて、
本法のカットオフ値(mean+3SD)を設定した。	 
(4)	 VirB5	 ELISA 法の有用性の検討	 
	 CSD疑い患者血清189例(IFA法陽性84例、
IFA 法陰性 105 例)中、VirB5-1 型では 76 例、
VirB5-2 型では 70 例、VirB5-3 型では 71 例
が陽性となり、合わせて 189 例中 79 例が陽
性となった(図３)。IFA 法の結果と比較した
場合、IFA 法陽性 84 例(IFA 法≧1:256)のう
ち、VirB5-1 型では 60 例が、VirB5-2 型と
VirB5-3型ではそれぞれ56例が陽性となった。
一方、IFA 法陰性 105 例(IFA 法＜1:256)では、	 
	 	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図３	 CSD疑い患者および健常人のVirB5抗体
価の分布	 
(A)VirB5-1 型、(B)VirB5-2 型、(C)VirB5-3
型の ELISA	 Index 値をプロットした。カット
オフ値は点線で示す。	 



VirB5-1 型で 16 例、VirB5-2 型で 14 例、
VirB5-3 型で 15 例が陽性となり、合わせて
18例がIFA法陰性ELISA法陽性となる不一致
例であった。これらの不一致例はいずれも臨
床的に CSD が強く疑われる症例であった。ま
た、健常人血清 96 例では、VirB5-1 型と
VirB5-2 型でそれぞれ 1 例がカットオフ値を
上回り陽性となった。IFA 法を基準とした本
法の感度と特異度はそれぞれ、VirB5-1 型で
は71.4%、99.0%、VirB5-2型では66.7%、99.0%、
VirB5-3 型では 66.7%、100%であり、これら 3
種類を合わせると、感度 72.6%、特異度 99.0%
であった。	 
(5)	 IFA 法陰性 ELISA 法陽性となった不一致
例の Western	 blot 法による反応性の検証	 
	 IFA 法陰性 ELISA 法陽性となった患者血清
について、VirB5 との反応性を Western	 blot
法で解析したところ、18 例中 10 例で VirB5
特異抗体を検出した。陽性となった 10 例の
うち、6 例では全てのサブタイプに対する
VirB5 特異抗体を検出し、4 例では 1 つのサ
ブタイプだけに反応を示した。一方、残りの
8 例では、いずれのサブタイプにも反応を示
さず、Western	 blot 法では VirB5 特異抗体を
検出できなかった。	 
	 Western	 blot 法の結果と VirB5	 ELISA	 
Index 値の分布を比較したところ(図４)、
ELISA	 Index 値が 0.4 以上の患者血清ではそ
れぞれ VirB5-1 型では 6 例中 6 例(100%)、
VirB5-2 型では 6 例中 6 例(100%)、VirB5-3
型では 5 例中 5 例(100%)で Western	 blot 法
で特異抗体を検出できた。一方、ELISA	 Index
値0.4未満の患者血清では、それぞれVirB5-1
型では 12 例中 2 例(16.7%)、VirB5-2 型では
12 例中 1 例(8.3%)、VirB5-3 型では 13 例中 4
例(30.8%)でしか特異抗体を検出できなかっ
た。また、Western	 blot 法で 1 つのサブタイ
プだけに反応を示した 4 例のうち、3 例では
反応を示したサブタイプだけが ELISA 法陽性
であった。残る 1 例では、全てのサブタイプ
で ELISA 法陽性であったが、ELISA	 Index 値
が最も高かったサブタイプだけが Western	 
blot 法陽性であった。これらのことから、
Western	 blot 法で VirB5 特異抗体を検出でき
なかった 8 例では、Western	 blot 法の検出感	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図４	 不一致例における VirB5	 ELISA	 Index
値と Western	 blot 法の陽性・陰性例の分布	 
(A)VirB5-1 型、(B)VirB5-2 型、(C)VirB5-3
型の ELISA	 Index 値を、Western	 blot 法陽性
例は●、Western	 blot 法陰性例は□でプロッ
トした。カットオフ値は点線で示す。	 

度が ELISA 法に比べて低いことや抗原の高次
構造の変化が原因であることが推察された。	 
(6)	 血清を用いた VirB5 型別法の確立	 
	 感染菌株の virB5 遺伝子型に一致した
VirB5 サブタイプに対する抗体の存在を明ら
かにするため、各サブタイプの GST-VirB5 組
換え蛋白質で吸収処理した血清を用いて、
Western	 blot 法により各 VirB5 サブタイプへ
の反応性の変化を検討した。	 
	 感染菌株の virB5遺伝子型が 1 型の 5 例で
は、血清を VirB5-1 型の抗原で吸収処理する
と全ての VirB5 サブタイプへの反応が完全に
消失したが、他の VirB5-2 型、VirB5-3 型の
抗原で吸収処理しても VirB5-1 型への反応は
消失しなかった(図５検体 A)。同様に、感染
菌株の virB5遺伝子型が 3 型の 8 例では、こ
れらの血清を VirB5-3 型の抗原で吸収処理す
ると全ての VirB5 サブタイプへの反応が完全
に消失したが、他の VirB5-1 型、VirB5-2 型
の抗原で吸収処理しても VirB5-3 型への反応
は消失しなかった(図５検体 B)。	 
	 このように、VriB5 と反応した 13 例すべて
において、感染菌株と同一の VirB5 サブタイ
プの抗原で血清を吸収処理することで、全て
の VirB5 サブタイプへの反応は完全に消失し
(完全吸収)、感染菌株の遺伝子型と一致した。
この結果は、血清の吸収処理によって感染菌
株の VirB5 型を同定できることを示しており、
血清を用いた VirB5 型別法を確立した。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図５	 血清の吸収処理による VirB5 サブタイ
プへの反応性の変化	 
検体 A:B.	 henselae	 VirB5-1 型に感染した患
者血清、検体 B:B.	 henselae	 VirB5-3 型に感
染した患者血清。レーン 1:GST-VirB5-1 型、
レ ー ン 2:GST-VirB5-2 型 、 レ ー ン
3:GST-VirB5-3 型。	 
	 
	 以上の結果より、本研究では B.	 henselae
の病原因子 VirB5 と BepA の各サブタイプに
対する CSD 患者および健常人の血清反応性を
明らかにし、VirB5 を用いた血清診断・型別
法を確立した。VirB5-1 型〜3 型の抗原の併
用により VirB5	 ELISA 法の感度は 72.6%、特
異度は 99.0%であった。本法は IFA 法の感度
を上回ることができなかったものの、VirB5
抗体陽性例では血清を用いた VirB5 型別法に
より患者感染菌株の VirB5 型の同定が可能と
なった。VirB5 を用いた血清診断・型別法は
B.	 henselae 感染症の分子疫学研究に有用な
ツールになるものと期待される。	 
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