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研究成果の概要（和文）：ヒトのみに特異的に感染する百日咳菌の病原性を解析できる感染動物モデルを作製するため
、百日咳菌と同属細菌で遺伝子の多くを百日咳菌と共有し、かつ種々の実験動物に感染する気管支敗血症菌のゲノム断
片を百日咳菌に導入して、実験動物に感染する百日咳菌を作出することを計画した。本課題では、その第一段階として
百日咳菌で安定維持される人工染色体の作製を試みた。百日咳菌由来のプラスミドを改変する方法と、大腸菌人工染色
体を改変する方法の、2種の方法で作製したベクターはいずれも百日咳菌中で安定に維持されたが、長鎖 DNA 断片 (30
 kbp ~) の挿入効率が低かった。現在この点について、改良を試みている。

研究成果の概要（英文）：Bordtella pertussis is known as a human-specific pathogen. In this study, we 
attempted to generate a mutant strain of B. pertussis that infects a variety of experimental animals, 
which should facilitate analyses of pathogenicity of this bacterium. For this purpose, we prepared 
bacterial artificial chromosomes (BACs) that could be maintained in B. pertussis by improving a B. 
pertussis-derived plasmid or BAC for E. coli. Both the vectors generated by these distinct strategies 
were found to be stably maintained in B. pertussis, but did not carry a long DNA fragment (30 kbp~), the 
limitation which should be overcame in the future. Our final goal is to establish animal infection models 
of B. pertussis that carries the plasmid harboring DNA fragments derived from B. bronchiseptica with a 
wide host range.

研究分野：細菌学
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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。
これまでは優れたワクチンの普及により流
行が抑えられていたが、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、その感染成立メカニズムはほと
んどわかっていない。さらに、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メカニズ
ムも不明である。 
百日咳の原因となる百日咳菌の自然宿主は
ヒトに限られるため、感染動物モデルが成立
し難い。現在のところマウスへの大量菌投与
の実験系が最も広く利用され、感染病態の解
析が進められている。しかし、１）自然環境
ではあり得ない大量の菌数が感染成立に必
要である、２）マウスの上部気道には求心性
神経が分布していないため咳発作（咳反射）
はそもそもマウスでは起こらない、３）その
ため感染度の軽重を肺の炎症度と個体の生
死で判定するが、通常の百日咳感染では肺の
炎症まで進行するものは稀であり、また感染
が直接の原因となって患者が死ぬこともな
い。すなわち、百日咳のマウスモデルは実験
の便宜上作製されたものであり、実際の百日
咳感染を再現するものではない。このため、
マウスモデルを用いた解析結果を百日咳の
感染病態の理解に結びつけることは非常に
難しい。 
 一方、申請者らは百日咳菌の近縁種である
気管支敗血症菌の少量（~10 cfu）を幼齢ラッ
トに経鼻投与すると、気道に容易に定着増殖
し、しかも咳発作を惹起することを確認した。
この定着増殖と咳発作は、まさしく百日咳の
感染成立過程と病態を再現するものである。
大量の百日咳菌を幼齢ラットに経鼻投与し
ても感染は持続せず、菌は 15 日以内に排除
された。気管支敗血症菌は百日咳菌と同じボ
ルデテラ属の病原細菌で、多くの病原因子を
百日咳菌と共有しているが、百日咳菌とは異
なり多種類の哺乳動物に感染することがで
きる。また、全ゲノム配列解析の結果から、
両菌の祖先種は気管支敗血症菌に近く、そこ
から多数の遺伝子の転移と欠失が繰り返さ
れて百日咳菌が系統分化したと推定されて
いる。また、百日咳菌で特異的に獲得された
明らかな遺伝子領域はみられない。これらの
知見を合わせて、申請者は、気管支敗血症菌
の遺伝子を百日咳菌に相補することで、気管
支敗血症菌のように広い宿主域を持つ百日
咳菌を作製できる可能性を考えた。 

 
２．研究の目的 
 本研究課題では、気管支敗血症菌のゲノム
断片ライブラリを導入した百日咳菌をラッ
ト感染モデル系に感染させ、定着増殖した菌
を回収することによって、ラット感染性を相
補する遺伝子を解析する。さらに同定した遺
伝子を恒常的に百日咳菌に相補して、ラット
に感染できる組換え百日咳菌を作出する。本
研究成果により、ラット感染性を相補する遺
伝子が同定されれば、その機能を解析するこ
とにより、宿主特異性を決定する細菌側因子
の解析という新たな研究領域が展開できる。
また、ラットに感染する百日咳菌が作出でき
た場合、それらの菌を利用した百日咳の動物
感染モデルが確立でき、病態を再現する動物
モデルを用いた百日咳症の解析がはじめて
可能になる。すなわち、１）細菌の宿主特異
性はどうして決まるのか？という細菌学上
の古くからの課題に解析の糸口を与えるこ
とができる、２）百日咳症の真の動物モデル
の作製に結びつく、というふたつの展開が本
研究課題成果として期待できる。 
 宿主特異性の成立メカニズムは細菌学上
の古くからの問題である。本研究でラット感
染性を 百日咳に相補する遺伝子が同定され
た場合、その解析を通じてこの問題に理解の
糸口を与えることになるインパクトは大き
い。また一方で、本研究計画は必ずしも成功
が約束されたものではなく、実施のためには
新しい材料や方法を導入しなければならな
い。例えばラット感染モデルで定着増殖と咳
発作を指標に感染を評価する方法は申請者
ら独自の方法であるし、スクリー ニングの
ために大きなゲノム断片を百日咳菌に導入
するための方法論も模索しなければならな
い。このような付随的な課題の解決も、本研
究の重要な目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）百日咳菌で使用可能な人工染色体ベク
ターの開発 
 百日咳菌にラット感染性を付与するため
に気管支敗血症菌のゲノム断片を導入する
ことが、本研究課題の最初の行程となる。こ
の際、ゲノム上でどのように分布した、どれ
くらいの数の遺伝子がラット感染に必要な
のか予想できないので、できるだけ大きなゲ
ノム断片を百日咳菌に導入することが、この
研究の成功率を上げるための重要な問題と
なる。以上の課題を前提に新たに 100kb 超の
断片を挿入可能で、複製、分配と低コピー数
での維持が可能である細菌人工染色体ベク
ターの開発を以下の 2通りの方法で試みた。 
① 百日咳菌プラスミドpBP136の改変による
百日咳菌人工染色体ベクター（pMIN136 系）
の構築 
 pBP136 は約 41kb の百日咳菌由来プラスミ
ドであり、薬剤耐性遺伝子を保持しないが 50
世代にわたり安定に維持される。多くのグラ



ム陰性菌で複製可能な IncP-1βプラスミド
の一種であり、また自己伝達性プラスミドで
ある。そこで、接合伝達に関わる領域（tra, 
trb）を欠損させ、低コピー複製に関わる領
域（trfA, oriV）と安定維持に関わる領域(ccr, 
par)を残し、さらに三親接合のための oriT
を導入した最小プラスミド（pMIN136T）の構
築を行った。この pMIN136T を三親接合によ
り百日咳菌に導入した。三親接合はヘルパー
株を用いた標準法に従った。 
②大腸菌人工染色体BACの改変による百日咳
菌人工染色体ベクター(BpBAC)の構築 
 pBeloBAC11 は大腸菌人工染色体の一種で
ある。大腸菌の中ではコピー数が１に保たれ
るため、100kb 超の長鎖 DNA のクローニング
に適している。しかし、BAC は大腸菌でのみ
複製可能である。そこで、pBeloBAC11 と前述
した pBP136 の複製機構を組み合わせること
で、大腸菌人工染色体を百日咳菌内で複製可
能になるように新たなベクターと組換え百
日咳菌の開発を試みた。まず、pBeloBAC11 に
百日咳菌で機能する複製起点 oriV を新たに
導入した。さらに、安定維持機構を付与する
ために toxin-antitoxin 領域 parDE を導入し
た。この改変 pBeloBAC11 を BpBAC と命名し
た。次に、ゲノムに oriV と相互作用する複
製因子 trfA を導入した百日咳菌（Bp-trfA）
を作製した。この BpBAC ベクターを三親接合
によって組換え百日咳菌Bp-TrfAに導入した。 
③ pMIN136系ベクターとBpBACの百日咳菌内
での維持効率の検討 
 pMIN136 系ベクターが百日咳菌内で安定維
持されるか否かを解析した。pMIN136T を導入
した百日咳菌を薬剤非存在下で液体培養を
繰り返した後に、ボルデテラ属選択培地に撒
布し、100 コロニーをプラスミド選択培地に
再度塗布し、プラスミドを持つ百日咳菌の割
合を算出した。次に、BpBAC を導入した
Bp-trfA も同様の手法によってプラスミドを
持つ菌体の割合を算出した。 
 
（２）pMIN136T と BpBAC を用いたゲノムライ
ブラリーの作製 
 上記（１）で作製した２種類の人工染色体
ベクターを用いて、気管支敗血症菌ゲノムラ
イブラリーの作製を行った。ゲノムライブラ
リー構築の前に、pMIN136T のクローン選別の
ためのLacZ遺伝子を導入した（pMIN136Tlac）。
ゲノムライブラリーの作製に用いる気管支
敗血症菌のゲノムは以下のように調整した。
低融点アガロースと気管支敗血症菌懸濁液
を混合しアガロースプラグを得た。アガロー
スプラグを溶菌処理し、制限酵素 BamHI 処理
を適切な時間処理した後にパルスフィール
ド電気泳動によって 50-150kb、150-250kb、
250kb 以上のアガロースを切り分け、アガラ
ーゼ処理しそれぞれのサイズのゲノムDNA溶
液を分取した。それぞれのゲノムサイズの
DNA 溶液と BamHI 処理、続いて脱リン酸化処
理した pMIN136Tlac あるいは BpBAC を混合し、

ライゲーション反応を行った。ライゲーショ
ン反応液を HST08（takara）にエレクトロポ
レーションによって形質転換し、X-gal によ
る blue-white selection によってゲノム挿
入クローンを選別した。ゲノム挿入クローン
の獲得効率、挿入断片の長さを考慮し、作製
した人工染色体ベクターが気管支敗血症菌
ゲノムDNAによるゲノム相補に有効であるか
検討を行った。 
 
（３）長鎖 DNA 挿入プラスミドの百日咳菌体
内での維持効率の検討 
 上記（２）で得られた長鎖 DNA 挿入プラス
ミドを百日咳菌に三親接合によって導入し、
前述と同様の手法によってプラスミドを持
つ菌体の割合を算出した。 
 
（４）pMIN136T の動物感染時の維持効率の検
討 
 pMIN136T がラット感染中でも安定に維持
されるか否か検討するために、pMIN136T を導
入した百日咳菌をラットに感染させた（108 
cfu/rat）。感染３日後と感染９日後にラット
気道から回収された菌をボルデテラ属選択
培地に撒布し、生育した 100 コロニーをプラ
スミド選択培地に再度塗布し、プラスミドを
持つ百日咳菌の割合を算出した。 
 
４．研究成果 
（１）百日咳菌で使用可能な人工染色体ベク
ターの開発 
 pBP136 を改変して作製した pMIN136T は大
腸菌および百日咳菌内で複製可能であるこ
とが明らかになった。このことから、今回導
入した trfA遺伝子とoriVは大腸菌と百日咳
菌での複製のために十分に機能したことが
考えられた。百日咳菌における pMIN136T の
維持率は 100%であった。pBeloBAC11 を改変
して作製した BpBAC は、野生型百日咳菌への
導入は起こらなかったが、trfA 発現百日咳菌
（Bp-trfA）への導入に成功した。また、
Bp-trfAにおけるBpBAC の維持率は100%であ
った。以上のことから、pMIN136TおよびBpBAC
は百日咳菌内で低コピー複製と安定維持を
示すことが明らかになった。 
（２）pMIN136T と BpBAC を用いたゲノムライ
ブラリーの作製 
 pMIN136Tlac と BpBAC を用いて、気管支敗
血症菌のゲノムDNAをパルスフィールド電気
泳動によって分画し、50-150kb、150-250kb、
250kb 以上のゲノムを用いたライゲーション
を行った。pMIN136TlacおよびBpBAC双方で、
50-150kb のゲノムを使用した場合のみゲノ
ム挿入クローンが得られた。このゲノム挿入
クローンをランダムに８個選び出し、挿入断
片の平均長を計算した結果、pMIN136Tlac の
場合は平均 29.3kb、BpBAC の場合は平均
23.2kb であった。最も長い挿入断片は
pMIN136Tlac の場合は 60kb、BpBAC の場合は
49kb であった。挿入ゲノムの平均長が短いこ



と、長いゲノム断片を用いた場合にクローン
が得られなかったことから、物理的なダメー
ジが無いゲノムDNAを調整するなどの改良が
必要と思われた。 
（３）長鎖 DNA プラスミドの百日咳菌体内で
の維持効率の検討 
 30.2kb の挿入断片を持つ pMIN136T を百日
咳菌に導入し、維持効率を解析した。その結
果、30.2kb の挿入断片が存在しても 100%の
維持効率であることが明らかにあった。また、
28.5kbの挿入断片を持つBpBACをBp-trfAに
導入した。その結果、28.5kb の挿入断片を含
む BpBAC は 100%の維持効率を示した。（１）、
（２）の結果と合わせて、pMIN136T と BpBAC
は、低コピー複製・安定維持・長鎖 DNA 導入
を可能とすることが明らかになり、百日咳菌
人工染色体ベクターとして働くことが示唆
された。 
（４）pMIN136T の動物感染時の維持効率の検
討 
 pMIN136T を導入した百日咳菌をラットに
感染させ、感染３日後および９日後に気道か
ら回収される菌体数は野生型百日咳菌と同
等であった。さらに、回収された菌体のプラ
スミド保持率は 100%であった。この結果は、
pMIN136T が動物感染中でも安定維持機構が
働いていることを意味している。  
 以上の研究成果から、pMIN136T と BpBAC は
百日咳菌人工染色体ベクターとして働き、こ
のベクターを用いることでラット感染中も
長鎖外来DNAを維持可能であることが示唆さ
れた。作製したゲノムライブラリーは、挿入
断片が短く、ゲノム DNA の調整方法やエレク
トロポレーション条件に改良を行う必要が
ある。より長鎖 DNA を含むゲノムライブラリ
ーの作製が目下の課題である。それが作製で
きた場合、ラット感染系と組み合わせること
で、宿主特異性に関わるゲノム領域を同定す
ることが期待される。 
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