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百日咳起因菌の感染によって誘導される特異抗体の検索
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百日咳患者血清または感染動物血清を使用し、百日咳菌およびパラ百研究成果の概要：
日咳菌の感染によって誘導される抗体応答を解析した。二次元電気泳動とウエスタンブロッテ
ィングによって、百日咳菌の感染時に特異的に認識される抗原３分子と、パラ百日咳に認識さ
れる抗原１０分子を検出した。それらの分子は全て現行のワクチンに含まれていないことから、
ワクチン接種者と患者を鑑別できる改良型血清診断法に使用可能と考えられた。
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１．研究開始当初の背景
百日咳百日咳は咳を主症状とする呼吸

器感染症であり、百日咳菌またはパラ百日
咳菌の感染によって引き起こす。病名どお
り、患者は長期（2 週～数ヶ月）にわたる咳
発作を呈する。過去、百日咳は小児の病気
と考えられがちであったが、近年の調査に
よって年齢を問わず感染、発症する病気で
あると認識されている。約 60 年前に始まる
ワクチンの開発普及によって百日咳の死者
数、古典的典型的症例数は激減した。この
ためワクチンが普及した先進国では、近年

まで百日咳はまれな病気となったと信じら
れてきた。さらに既存ワクチンが典型的百
日咳症例を激減させたことも合わさり、百
日咳に対する関心は薄れ、研究者の激減と
医師の診断スキル低下を招いた。しかし 1990
年前後から百日咳は先進国を中心に再び患
者数、死者数を増やし始め、米国において
は年を追うごとに最高記録が更新され続け
ている。この現象は先進的で詳細な疫学調
査の行われたほぼすべての国で観測されて
いる。近年の百日咳で特筆すべきことは、
現在の百日咳はワクチン接種歴のある青年



や成人にも感染し、発症させると言うこと
である、この現象は従来見られなかったも
のであり、ワクチンの使用やサーベイラン
スを含む百日咳感染制御の大きな転換点に
さしかかっているとの認識が世界的なコン
センサスとなっている。百日咳の伝染性の
高さを考慮すると、適切なサーベイランス、
ワクチン、早期診断の充実無くては再興を
押さえ込むことはできない。

現在のサーベイランスと診断に関する
もっとも大きな問題は、百日咳には未だク
リアカットな感染検出法（および診断法）
がないということである。菌の分離は非常
に高い習熟が必要であり、ほとんどの検査
室では困難である。また抗生物質を既に投
与された患者からは菌分離は不可能となる。
PCR は感度は高いものの、培養と同様の問
題をはらんでいる。現行の ELISA 法はワク
チン抗原に対する抗体を検出するため、ワ
クチン接種者と百日咳感染者を区別するこ
とができない。このようにクリアな診断法
がないという問題は、百日咳の診断を難し
くし、結果として百日咳の検出感度の低下
を起こしている。これは感染制御を不能に
し、再興の土台を形作っている。

２．研究の目的
血清診断法は生菌が消失した後も診断

が可能であること、多くの医療機関で実行
可能なフォーマットであることから有用と
考えられる。しかし現行の血清診断法はワ
クチンに含まれる抗原成分に対する抗体を
指標としているため、ワクチン接種者と感
染者の鑑別ができない。本課題では現行の
特異性に欠ける血清学的診断法を改善し、
正確な疫学調査に寄与する基盤データを提
供することを目的として、百日咳関連菌の
感染によって特異的に誘導される免疫応答
を解析した。

３．研究の方法
百日咳菌の菌体および分泌タンパク質

を二次元電気泳動法を使用して展開し、展
開された全てのタンパク質を PVDF または
ニトロセルロース膜に転写した。一方、培
養法によって診断が確定した百日咳患者の
血清をワクチン抗原で吸収処理した。その
血清を使用して上記膜を染色し、ワクチン
抗原を除く感染特異抗原を検出した。検出
された特異抗原を TOFF-MS にて解析し、百
日咳菌ゲノムデータベースから各タンパク
質を特定した。

パラ百日咳菌感染特異的抗原の解析に
関しても同様の手法で行った。ただしパラ

百日咳菌感染患者血清が期間中に入手でき
なかったため、マウス経鼻感染モデルを使
用してパラ百日咳菌を感染させたマウスの
血清を使用した。

同定された抗原の内、パラ百日咳菌の
産生する繊維状赤血球凝集素についてはド
ミナントエピトープ部位の解析を行った。
当該分子を N 末側から４ドメイン（B0/R1,
B1/R2, R2/B2, C）に分けて組換えタンパク
質を作成し、それぞれについて感染マウス
血清の反応性を確認した。

４．研究の成果
特異抗体検出系（二次元電気泳動、ウ

エスタンブロッティングおよびプロテオミ
クス解析）の最適化を行い、成功した。そ
の後感染者血清または感染動物の血清を使
用して感染特異抗体が認識する抗原の特定
を試みた。その結果、百日咳菌感染者の血
清が特異的に認識する百日咳菌タンパク質 3
分子および繊維状赤血球凝集素関連抗原を
含むパラ百日咳菌タンパク質 10 分子を同定
した。検出された抗原の性状をデータベー
ス解析し、感染特異性の点で特に有望と考
えられる分子（百日咳菌関連 3 分子および
パラ百日咳菌関連 7 分子）を確認した（表
1）。

表 1. 感染回復期血清が認識する特異抗原

各抗原の遺伝子をクローニング後、組
み換えタンパク質を調製し、それらが患者
または感染動物によって認識され、血清診
断用抗原の候補となりうることを確認した。

パラ百日咳菌の産生する繊維状赤血球
凝集素は百日咳菌のものと非常に高い相同
性を有するにも関わらず、パラ百日咳菌感
染特異性が高かった。このためそのドミナ
ントエピトープの解析を試みた。ドミナン

産生菌 名称または機能

百日咳菌 ヒートショックタンパク質

百日咳菌 ATP合成酵素

百日咳菌 ペプチダーゼ

パラ百日咳菌 線毛構成タンパク質

パラ百日咳菌 オートトランスポーター

パラ百日咳菌 リポタンパク質

パラ百日咳菌 ＤＮＡ結合タンパク質

パラ百日咳菌 外膜タンパク質

パラ百日咳菌 細胞壁結合タンパク質

パラ百日咳菌 繊維状赤血球凝集素



トエピトープは繊維状赤血球凝集素の分泌
部分Ｃ末側（C ドメイン）に存在し（図 1.）、
その部位は百日咳菌とパラ百日咳菌から得
られた繊維状赤血球凝集素の間でアミノ酸
配列の相違が際だっていた。この部位は百
日咳起因菌 2 菌種を鑑別しうる血清診断に
使用できる可能性が高いと考えられた。

図 1. パラ百日咳菌の繊維状赤血球凝集素に
対する感染回復期血清の反応. ドメイン構造
は Kajava, A.V. et al. Mol Microbiol 42:
279-292, 2007 を参照した。
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