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研究成果の概要（和文）：百日咳で見られる特徴的な咳嗽発作の原因となる病原因子の探索のため、咳嗽発作を
再現する実験動物モデルを作製し、百日咳類縁菌の気管支敗血症菌を用いて咳嗽発作の病原因子の同定と発症メ
カニズムの解析を試みた。その結果、気管支敗血症菌の転写制御因子 cx（仮称）が宿主動物の咳発症に関与す
ることがわかった。さらに cx の下流にある咳誘発に直接関与する因子の探索を行ったところ、ポリシストロニ
ックな領域を含めた47箇所の遺伝子領域を候補として挙げることができ、そのうち cxxb と cxxc（いずれも仮
称）遺伝子存在するオペロンが咳誘発に深く関わっていることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We tried to identify a causative factor of Bordetella pertussis that causes 
paroxysmal coughing in the human infection, whooping cough. For this purpose, we established an 
animal experimental model that replicates coughing similar to that observed in whooping cough by 
using B. bronchiseptica, which is closely related to B. pertussis.  As a result, we found that a 
transcriptional regulator (tentatively named cx) is involved in induction of coughing in animals 
infected with B. bronchiseptica.  　 Furthermore, by seeking the genes, of which expression is 
regulated by cx, we found 47 loci that reside downstream of cx, and of the 47 loci, an operon 
including tentatively-named cxxb and cxxc genes were found to be responsible for the cough 
production. 

研究分野：細菌学

キーワード： 百日咳
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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た。さらに
その研究過程で、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（A株）を
分離することができた。 
 そこで、平成 23−25年度に科学研究費補助
金基盤研究(B)の交付を受けて研究を発展さ
せ、野生株と A 株の全ゲノム配列を解析した
結果、 A 株の cx(Cough X,仮称) 遺伝子には
1塩基の欠失のあることがわかった。野生株
の cx 遺伝子を人為的に欠損させると、野生
株の咳嗽惹起能は著しく低下し、一方 A 株に
野生型 cx 遺伝子を相補すると、 菌の咳発作

惹起能は回復した。cx 遺伝子 は、感染宿主
に咳を惹起するボルデテラ属細菌である百日
咳菌、パラ百日咳菌、気管支敗血症菌全ての
ゲノムにおいて高度に保存されている。これ
らのことは、cx 遺伝子が百日咳症における咳
発作の発症に関与していることを示している。
また、cx 遺伝子を欠失させた気管支敗血症菌
では、 複数の病原因子の発現レベルに著しい
変動が見られた。すなわち、cx 遺伝子産物で
ある CX は複数の既知の病原遺伝子の転写制
御に関わっていると考えられた。  
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、CXの機能を解析すること
により、発作性咳嗽の直接の原因となる細菌
側病原因子の同定と、咳嗽発作の発症メカニ
ズムの解明を目指した。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。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
考えた。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、CX が直接に咳嗽発作に関与し
ている場合と、CX によって転写制御を受ける 
CXX が咳嗽発作に関与している場合の二つの
可能性について検証し、咳嗽発作の原因因子
の同定を目指した。前者の検討においては CX
の組換えタンパク質をラットに鼻腔内投与し
て咳嗽発作の有無を検討し、後者の場合は CX
によって転写制御を受ける遺伝子を網羅的に
解析し、その中から cxx 遺伝子のスクリーニ
ングを目指した。  
 １）CX が直接に咳嗽発作に関与するかどう
かの検討：大腸菌発現系を用いて CX 組換え
タンパク質(rCX)を作製した。さらに rCX を適
当な濃度域でラット鼻腔内投与し、ラットの
咳嗽発作を観察した。 
 ２）CX の下流で転写制御を受け、咳嗽発作
の原因となる CXX の同定(上記実験で CX が
咳嗽の直接原因でないと判断された場合)： 
CXの咳嗽発作への直接関与が否定された場合、
本実験で CX によって 転写制御を受ける咳嗽
因子 (CXX) を探索する。CX 遺伝子が他の遺
伝子の転写を制御することから、気管支敗血
症菌の野生型株で発現が高く、 CX 遺伝子欠
失株で発現の低い遺伝子 cxx を、マイクロア
レイ、iTRAQ などの網羅的解析で野生株と CX
変異株での遺伝子・タンパク発現の差異を精
査し、候補となる遺伝子ピックアップしてそ
れぞれの咳嗽発作への関与を検討した。  
  
４．研究成果 
 １）CX が直接に咳嗽発作に関与するかどう
かの検討：組換えタンパク質 rCX を大腸菌を
用いて産生させ、これを実験動物に投与した



が、咳嗽発作は認められなかった。rCX が本
来の機能を失っている可能性も考えられたが、
後述のように cx 欠損株と野生型株の遺伝子
発現パターンが著しく異なっていることが明
らかになったため、CX が他の遺伝子の転写制
御に関わっていることを重視し、その下流の
遺伝子の探索に研究の焦点を移動させた。 
 ２）CX の下流で転写制御を受けて、咳嗽発
作の原因となる CXX の同定：野生株と cx 欠損
株との間の遺伝子発現パターンをマイクロア
レイで比較検討したところ、cx 欠損株で著し
く発現の低下した 40 程度の遺伝子領域を同
定した。このうち、塩基配列から推定される
機能などに基づいて任意に 24 遺伝子を選び
出し、それぞれの遺伝子の欠損変異株の咳嗽
惹起能を調べた。 
 その結果、3 種の遺伝子の欠損株において
感染動物の咳嗽発作症状の減弱が認められた。
そのうち 1 種の遺伝子欠損株は咳嗽惹起能が
他の 2 種に比べて強く残り、別の 1 種は気道
への定着能が低下していたため、残り 1 種の
遺伝子（CXXa）についてさらに機能解析を行
った。その結果、CXXa 欠損株の感染実験では
咳嗽発作が著しく低下するものの、この株の
菌破砕液の経鼻投与実験では野生型と同程度
の咳嗽発作を示すことがわかった。さらに、
CX 欠損株の菌破砕液も同様に咳嗽発作を起
こした。このことから、CXXa は直接の咳誘発
因子ではないことが示唆された。また CX の
下流を探索する方法で、咳誘発因子の同定に
至らなかったことから、咳誘発因子同定のた
めの方法論を再考する必要が考えられた。そ
こで異なる観点を交えて CX の下流にある咳
誘発因子の探索を行ったところ、ポリシスト
ロニックな領域を含めた 47 箇所の遺伝子領
域を候補として挙げることができ、そのうち
の一箇所のオペロンを欠損させた際に、生菌
および菌体破砕液の経鼻投与での咳誘発能が
著しく低下することを見出した。このオペロ
ンには 2 種の遺伝子が存在（仮に CXXb と 
CXXc とする）することがわかった。 
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