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背　　　　　景

現在，鶏サルモネラ症予防のために不活化油性アジュ

バントワクチンの接種が行われている．しかしながら，

養鶏の現場においては，ワクチン接種の安全性，確実

性，省力化の観点からワクチンの卵内接種が注目されて

いる．卵内接種ワクチンの開発において，ワクチン抗原

を羊膜腔内から鶏胚の免疫担当細胞へデリバリーする技

術が重要となるが開発されていない．これまで我々は，

免疫担当細胞への抗原搬送能に優れるリポソームにpH
感受性膜融合能を持たせ，抗原提示細胞内への抗原の内

在化を可能にするデリバリーシステムを構築している．

目　　　　　的

本研究では，免疫担当細胞への抗原搬送能に優れるリ

ポソームに，発育鶏卵の鶏胚を包む羊膜腔内での安定性

を持たせ鶏胚へのワクチネーションを可能にし，鶏サル

モネラ症の予防に効果的な免疫応答を誘導できる卵内接

種用リポソームワクチンの開発を目指した．

材 料 と 方 法

卵黄レシチン（egg PC），ジパルミトイルホスファチ
ジルセリン（DPPS），コレステロール（Chol）あるい
は，ジパルミトイルホスファチジルコリン（DPPC），
DPPS，Cholからなる脂質組成に，サクシニル化ポリグ
リシドール（SucPG）を脂質重量比で30％添加し，マ
ーカーとしてカルボキシフルオレセイン（CF）を封入
した．作製したリポソームを90％羊膜腔液含有PBSに
懸濁し，37℃で2時間反応させ，封入されたCFがどの
程度放出されるかにより安定性を解析し，羊膜腔液内で

安定性を示すリポソームの脂質組成を明らかにした．次

に，羊膜腔液内で安定性を示すリポソームに不活化Sal-
monella Enteritidis（SE）破砕抗原を封入し，卵内接
種リポソームワクチンを作製した．卵内接種リポソーム

ワクチンを SPF発育鶏卵（18日齢）の羊膜腔内に接種
（12.5～375μg SE/50μl）し，孵化率について調べると
ともに，孵化後，4週目と8週目に血清を採取し，SE抗
原に対する抗体（IgG並びに IgA抗体）の誘導の有無に
ついてELISAを用いて解析した．

結　　　　　果

羊膜腔液内で安定性を示すリポソームの脂質組成につ

いて検討した結果，egg PC：DPPS;Chol＝4：1：2
（モル比）並びに egg PC：DPPS;Chol＝2：1：0.5
（モル比）の脂質組成からなるリポソームは，封入して

いる C F を 90 ％羊膜腔液存在下でそれぞれ 20 . 1 ±
1.2％，12.8± 0.3％放出した．一方， egg PC：
DPPS;Chol＝1：1：0.5（モル比）の脂質組成から
なるリポソームにおいては90％羊膜腔液存在下でのCF
の放出量は0％であり，羊膜腔液存在下でよい安定性を

示すことが明らかとなった．羊膜腔液内で安定性を示す

脂質組成のリポソームにSE破砕抗原を封入し卵内接種
リポソームワクチンを作製し，種々のdoseで卵内接種
を行った．その結果，リポソームワクチンの卵内接種に

よる孵化率に対する影響は，いずれのdoseでも認めら
れなかった．孵化後4週目の血清においては25μg/egg
以上の抗原接種量で有意に高い抗 SE抗体価（IgG並び
に IgA抗体）が確認された．さらに，8週目の血清にお
いても有意に高い抗SE抗体（IgG並びに IgA抗体）の
誘導が確認された．

考　　　　　察

今回，羊膜腔液存在下で安定性を示すリポソームの脂

質組成を明らかにすることができた．SE破砕抗原を封
入した羊膜腔液内で安定性を示すリポソーム（卵内接種

リポソームワクチン）は，いずれのdoseでも発育鶏卵
への卵内接種により孵化率に影響を与えることはなかっ

た．このことは，卵内接種リポソームワクチンが発育鶏
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は じ め に

高アンモニア血症の原因となる疾患には，慢性腎不全

や門脈体循環シャントを含む肝疾患の他，尿素代謝異常

などの先天代謝異常症が挙げられるが，ヒト医学ではさ

らに稀な疾患も含まれる．今回我々は原因不明の高アン

モニア血症を呈する猫に対して，長期にわたり各種検査

を実施し，これまでに動物で報告のなかったジヒドロピ

リミジナーゼ（DHP）欠損症を確定診断した．その経
緯及び概要を報告する．

症　　　　　例

雑種猫，年齢不明（推定10歳以上），去勢雄，体重

4.5kg．一過性の流涎と散瞳，呼吸促迫，意識レベルの
低下，攻撃性を認めた．なお，症例は3年前に保護され

た当時より，総胆汁酸は高値でないものの常に高アンモ

ニア血症を呈し，チック様の頭部の揺れが度々見られて

いたため低蛋白食を給餌していた．

検査及び治療経過

アンモニアの軽度高値，総胆汁酸の高値（以前は正常

値）以外の一般検査成績はほぼ全て正常範囲内で，頭部

CT及び門脈造影検査でも異常は認められなかった．
次に尿中代謝産物測定を行ったが診断には至らなかっ

たためタンデムマス分析を行ったところ，高アンモニア

血症を起こす可能性のある22種の先天代謝異常症が除

外された．また，血漿アミノ酸分画検査ではアルギニン

濃度とシトルリン濃度が尿素代謝異常症の鑑別に有用で

あるが，尿素代謝異常症を示唆するような所見は得られ

なかった．しかし，一般食負荷時に再度行った尿中代謝

産物測定では，ウラシルとチミンの増加及びジヒドロウ

ラシルとジヒドロチミンの著増を認めた．これはヒトの

DHP欠損症と同様の結果であることから，同疾患が示
唆された．さらに猫DPYS遺伝子を解析した結果，ヒト
DHP欠損症患者と同様の変異（c1303G＞A）のホモ接
合体であることが判明し，分子レベルでDHP欠損症が
確定診断された．なお，この変異は集団調査（1,000頭）
では認められなかったため，キャリア頻度は極めて低い

ものと考えられた．

現在，初回発作から3年が経過し，高アンモニア血症

の対症療法を行っているが肝性脳症の症状は定期的に見

られている．

考　　　　　察

高アンモニア血症の原因となる疾患の確定は，腎疾患

や肝疾患以外は非常に困難である．また，肝性脳症を呈

する症例に侵襲的な検査が実施しづらいことも診断を困

難にしている．したがってDHP欠損症などの稀な先天
代謝異常症は動物においても一定の確率で潜在してお

り，そのほとんどが診断に至っていないと推測される．

そこで今回実施した尿中代謝産物測定は，非侵襲的かつ

高分解能であるため，DHP欠損症を含む代謝異常症の
診断に有用であると考えられた．本疾患は治療法のない

先天疾患だが，より早期に診断できれば食餌療法などの

適切な処置により重症化を遅らせ，症例のQOLを高め
ることができると思われる．一方，ヒトにおけるDHP
欠損症の報告も非常に稀であるが，動物での報告は本症

例が初めてであり，ヒトのDHP欠損症のモデルとして
も貴重な情報を提供すると期待される．

に対して高い安全性を持つことを示している．その理由

として，1．リポソームを構成する脂質は生体組織に存

在するものであり，生体に対して何ら毒性を持たないこ

と，2．封入されているSE破砕抗原がリポソーム外に漏
れ出ることなく抗原提示細胞に取り込まれていることに

よるものと考えられる．また，卵内接種リポソームワク

チンを卵内免疫した結果，孵化後4週目と8週目に血清

において抗SE抗体（IgG並びに IgA抗体）の誘導が確

認された．このことは，羊膜腔液内で安定性を示す卵内

接種リポソームワクチンが，卵内接種後18日齢の発育

鶏の口から体内に取り込まれ粘膜関連リンパ組織におい

て封入抗原を抗原提示細胞にデリバリーできていること

を示している．本研究の結果から，鶏サルモネラ症に対

する卵内接種用リポソームワクチン開発の可能性が示さ

れた．
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は じ め に

最近，菌体の主要な構成タンパク質であるリボソーム

タンパク質群を，マトリックス支援レーザー脱離イオン

化質量分析法（matrix-assisted laser desorption/
ionization-mass spectrometry：MALDIhMS）により
測定し，得られたマススペクトルのパターンを比較する

ことによって微生物を同定する手法が提案されている．

この手法は，分離菌の生化学的性状検査や16S rRNA遺
伝子塩基配列を用いた従来法に比べ，迅速簡便かつ低コ

ストで行うことが可能である．菌が分離されていればス

ペクトルに基づく同定までに数分しか要さず，さらに，

平板培地に形成された単一コロニー程度の菌体量があれ

ば解析可能で，微生物の生育条件（培地，時間等）によ

って判定結果が影響されにくいという利点もある．現在

細菌，真菌，酵母など3,000種以上のライブラリがある
が，独自に菌株のライブラリを作成して，同定・系統解

析を行うこともできる．そこで我々は，このMALDIh
M Sを用いて重要な食中毒菌を含むカタラーゼ陽性
Campylobacter属菌のライブラリを作成し，菌種レベル
での同定が可能か評価した．さらに，新興感染症として

医療現場で問題となっているが，16S rRNA遺伝子の塩
基配列や生化学的性状検査では同定できない人獣共通感

染症の 1種である Helicobacter cinaediについて，
MALDIhMSの同定・疫学ツールとしての有用性を評価
した．

材 料 及 び 方 法

血液寒天培地で培養したCampylobacter属のC. jeju-
n i，C . c o l i，C . l a r i，C . f e t u s，C . u p s a l i e n s i s，
C. hyointestinalisの基準株について，70％ギ酸とアセ
トニトリルで抽出したタンパク質のマススペクトルを

MALDIhMS（Bruker Daltonics）にて測定した．得ら
れたマススペクトルは，MALDI Biotyper 2.0 software
を用いて解析し，Campylobacter属菌のライブラリを作
成した．当研究室保有のCampylobacter属菌120株の

マススペクトルパターンについて，作成したライブラリ

と照合することによってこれらを同定した．次に，Heli-
cobacter属菌のH. cinaedi，H. bilis，‘H. rappini’，
H. canis，H. mustelae，H. fennelliaes，H. pyloriにつ
いても同様にマススペクトルを取得し，菌種間のスペク

トルパターンを比較した．さらに人の血液，糞便及び

犬，猫，ハムスターの糞便から分離した 7 1 株の

H. cinaediについて，マススペクトルパターンに基づい
た系統解析を行った．

成 績 及 び 考 察

当研究室保有のCampylobacter属菌120株は，以前
16S rRNA遺伝子塩基配列を用いた手法及びMultiplex
PCR法によって同定した株である．これらの株のマス
スペクトルパターンを，今回新たに作成した Campy-
lobacter属菌のライブラリと照合したところ，すべての
株について同じ菌種であると同定できた．即ち，独自に

作成したライブラリを用いた同定方法は，16S rRNA遺
伝子塩基配列を用いた手法及びMultiplex PCR法に代
わる迅速かつ簡便な手法として有効であることが確認で

きた．H . c i n a e d i，H . b i l i s，‘H . r a p p i n i’は，
16S rRNA遺伝子塩基配列において，98％以上の相同
性を示し，さらに生化学的性状が乏しいため，これらを

識別するのが困難であった．しかしながら，H. cinaedi
のマススペクトルパターンは他2菌種と明らかに異なっ

ており，これによりH. cinaediを迅速かつ簡便に同定す
ることが可能になった．またその他のHelicobacter属菌
と鑑別することができた．人，犬，猫，ハムスターから

分離した由来の異なるH. cinaedi 71株の系統解析では，
人由来株と動物由来株で異なるクラスターを形成したこ

とから，有用な疫学ツールとなりうることが示唆され

た．以上の結果から，MALDIhMSを用いることによ
り，カタラーゼ陽性Campylobacter属菌及び人獣共通
感染症の原因菌として重要視されているHelicobacter
属菌の簡易迅速同定が可能であり，診断法としての有用

性が示された．
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