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Abstract
We investigated cross-reactivity against Actinobacillus pleuropneumoniae (Ap) serotype 15 strains isolated in

Japan by conducting protection test in mice immunized with porcine pleuropneumoniae vaccine. On conducting
pathogenicity tests in mice using seven strains of Ap serotype 15, we found that six strains showed high
pathogenicity, which was the same as that of Ap serotype 2 strain SHP-1, with a mortality of >80%. The remaining
strain showed low pathogenicity with a mortality rate of approimately 40%. Protection tests in mice vaccinated with
three types of vaccines were conducted using four strains of Ap serotype 15, with the SHP-1 strain of Ap serotype 2
as a positive control.

While the mortality of vaccinated groups challenged with the SHP-1 strain was ≦ 20% and was lower than that of
the control (non-immunized) group (>80%) ; differences in mortality between the vaccinated and control groups
challenged with Ap serotype 15 strains and differences among vaccines, could not be determined. Our results suggest
the necessity for developing new vaccines against Ap serotype 15 because cross-protection could not be ascertained
in mice immunized with preexisting vaccines.

要旨

Actinobacillus pleuropneumoniae の血清型 15（以下、 15 型菌）に同定された国内分離株につい

て、本菌を対象とするワクチンとの交差反応性をマウスの感染防御試験により確認した。15
型菌のマウスに対する病原性を調べた結果、 15 型菌の 7 株中 6 株は、培養菌液の 10 倍希

釈液でのマウスの死亡率が 80%以上であり 2 型菌の SHP-1 株と同程度の病原性を示し、 1 株
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は死亡率が 40%程度であった。マウスに対する死亡率が 80%以上を示した 15 型菌の 4 株及

び陽性対照として 2 型菌の SHP-1 株を攻撃株として、 3 種類のワクチンを用いたマウスの

感染防御試験を実施した。その結果、 SHP-1 株の攻撃に対する免疫群の死亡率は、対照群

に比べて明らかに低く防御効果が確認されたが、 15 型菌の 4 株の攻撃に対しては免疫群と

対照群の死亡率に差は認められず、ワクチン間による差も確認されなかった。以上のこと

から、 15 型菌の国内分離株に対し既存のワクチンでは交差反応が認められず、 15 型菌に対

しては新たなワクチン開発が必要である可能性が示唆された。

緒言

Actinobacillus pleuropneumoniae(以下、 Ap)は、豚胸膜肺炎の原因菌として知られており、 Ap
感染症は国内においても豚の主要な疾病の 1 つとされている。 Ap には１～ 15 型までの血

清型が確認され、国内で分離される Ap は 2 型が最も多く、次いで 1 型、 5 型であること

が知られ、これら 3 血清型が分離株の 8 割以上を占めている（伊藤 2013）。 Ap 感染症の予

防として、国内の分離株の主要な血清型である 1、 2、 5 型に対する効能効果を有するワク

チンが主に市販されている。一方、数は少ないものの主要血清型以外でも国内において分

離される Ap の血清型の種類は増えている。特に Ap の血清型 15（以下、 15 型菌）は 2002
年に提唱された新しい血清型でありオーストラリアを中心に確認されている株だが、国内

でも 2007 年にその存在が初めて報告され(Koyama ら 2007)、その後の調査により 2007 年以

前の分離株においても 15 型菌の存在が確認されている(伊藤 2013)。 2002 年～ 2014 年の間

に動物用医薬品の使用に伴う事故防止・被害対応業務等で収集された Ap 617 株中 15 型菌

は 24 株(3.9%)であり主要な 1、 2 及び 5 型に次いで多く、散発が認められる状況である。

そのため、豚胸膜肺炎に対するワクチンの有効成分は、 1、 2 及び 5 型菌の菌体成分が主で

あり、効能効果の対象となる血清型には、 15 型菌を対象とするものはない。一方、ワクチ

ンには共通的な抗原や毒素を含むものがあり、幅広い血清型菌での交差反応性が期待され

るが、国内で分離された 15 型菌に対する交差性については不明である。そこで今回、各

種ワクチンで免疫したマウスを 15 型菌の国内分離株で攻撃し、ワクチンの交差反応性を

調べた。

Ap 供試株と血清型別： Ap の血清型別は、ゲル内沈降反応（ Suzuki ら 1988； Morioka ら 2016)
及びマルチプレックス PCR（ Turni ら 2014)により実施した。 15 型と同定された株のうち分

離年及び分離地域が異なる 7 株を供試した（ Table1）。菌株の培養には、ハートインフュジ

ョン（以下、HI)培地に鶏血清（ろ過滅菌後、56 ℃ 30 分で非働化したもの）を 5 vol%及び 0.1
w/v%β -NAD 液を 1 vol%で加えたもの又は HI 寒天培地に同濃度の鶏血清及びβ -NAD 液を加

えたものを用いた。

マウスに対する病原性確認：「動物用生物学的製剤基準」（以下、「動生剤基準」という。）

（農林水産省 2002）の豚アクチノバシラス・プルロニューモニエ(1･2･5 型、組換え型毒素）

感染症（アジュバント加）不活化ワクチンの力価試験（以下、 Ap 力価試験）における攻

撃試験に準拠して実施した。 15 型菌の各株を 37 ℃で振とう培養した培養菌液を原液とし、

HI 培地で 10 倍及び 100 倍に希釈後、 10 w/v%ムチン液にてさらに 10 倍希釈したもの（それ

ぞれ最終希釈倍率 100 倍及び 1000 倍）を攻撃菌液とした。各攻撃菌液を 1 群 10 匹の 5 週齢

雌 ddY マウス（日本 SLC(株 )）の腹腔内に 0.5 mL ずつ接種し、接種後 1 週間生死を観察し
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た。接種菌の生菌数の測定は、鶏血清及びβ -NAD を加えた HI 寒天培地を用いて 37 ℃ 24
時間培養後のコロニー数より算出した。 Table2 にその結果を示す。培養菌液の原液の攻撃

菌数は 1.4 ～ 4.2 × 109 CFU/mL であった。マウスに対する病原性は、今回試験に用いた 7 株

のうち 6 株において 100 倍希釈で 90%以上の死亡が確認され、 H24-79 株以外の株について

は、 1000 倍希釈で死亡率が低下し、 H21-86 株及び H25-19 株では 80%未満であった。一方、

H15-22 株については原液を 10%ムチン液にて 10 倍希釈したもの（最終希釈 10 倍）でも確

認したが 10 倍～ 1000 倍のいずれの希釈においても死亡率が 40 ～ 45.5%であり、病原性が

他の株に比べて弱い株であると考えられた。

供試ワクチン：豚胸膜肺炎に対する有効成分の異なる 3 種類のワクチンを用いた。各ワ

クチンの成分や効能効果の対象とする血清型等の概略を Table 3 に示した。なお、各ワクチ

ンの品質検査における力価試験はワクチン B は免疫マウスを用いた感染防御試験であり、

ワクチン A 及び C はそれぞれのワクチンを接種したモルモット又はウサギの抗体測定で実

施されている。

2 型菌を用いた感染防御試験による免疫条件の確認： 15 型菌との交差性を確認する試験

系として、ワクチン B の力価試験法である前述の「動生剤基準」の Ap 力価試験に準拠し

たマウスを用いた感染防御試験の系がワクチン A 及び C においても適用できるか確認する

こととした。試験には Ap 力価試験と同様に３週齢のマウスを１免疫群あたり 30 匹、対照

群 30 匹を用いた。本基準の免疫条件はワクチンをリン酸緩衝食塩液で 20 倍希釈し、その

0.5mL を腹腔内に接種するが、今回使用するワクチンには油性アジュバントの製剤がある

ことからワクチンの希釈は行わず接種量は各製剤の１回あたりの豚への投与量 ( 1dose)の
1/10 量（ 0.1mL 又は 0.2mL)を皮下投与することとした。設定した免疫条件の適否について、

製剤の対象とする共通の血清型である 1、 2 及び 5 型菌のうちマウスを 80%以上死亡させる

菌量が同程度である 2 型菌の SHP-1 株を用いた。 2 型菌 SHP-1 株での攻撃に対し、対照群の

死亡率は 90%以上であったのに対し、免疫群のマウスの死亡率はいずれの製剤においても

20%以下を示した（ Table 4)。「動生剤基準」の Ap 力価試験は、対照群が 80%以上を示した

時に試験群は 20%以下であることが適合条件である。 2 型菌 SHP-1 株の試験結果はワクチン

A 及び C においてもこの条件を満たしていることから、本免疫条件でマウスに免疫を付与

し感染防御試験を実施することで製剤の 15 型菌に対する交差反応性を調べることとした。

15 型菌を用いた感染防御試験： 2 型菌を用いて確認された感染防御試験と同じ系を用いて、

マウスに対して 80%以上の死亡率を示す病原性が確認された 15 型菌のうち H21-77、H21-86、
H22-48 及び H24-79 の 4 株を攻撃株として感染防御試験を実施した。Ap 力価試験の判定では、

対照群の死亡率は 80%以上が死亡した最少の攻撃菌量における試験群の耐過生存を確認す

るとされている。マウスの病原性確認試験の結果より、 15 型菌の攻撃時の最終希釈度は、

対照群の死亡率が 80%以上を満たす最高希釈倍数となるように 100 倍、 400 倍、 1600 倍で実

施することとした。

2 型菌の感染防御試験と同じ条件でマウスをワクチンで免疫し、免疫後 2 週目に 15 型菌

の培養菌液（菌濃度 1.0 ～ 4.2 × 107

CFU/mL（ Table 4))を最終濃度 100 倍、 400 倍及び 1600 倍に希釈したもので攻撃した。 Table 4
に攻撃株の培養菌液の菌数及び攻撃後のマウスの死亡率を示した。 Ap 力価試験の規格で
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ある対照群の 80%以上の死亡率が確認されたのは、 100 倍希釈では 4 株全てであり、 400 倍

希釈では 2 株、 1600 倍希釈では 1 株であった。一方、対照群で 80%以上の死亡が確認され

た場合において免疫群の死亡率が Ap 力価試験の規格である 20%以下を示すものはいずれ

の免疫群において確認されなかった。各ワクチンの対照群と免疫群の死亡率との差は、ワ

クチン B の H24-79 株の 100 倍希釈攻撃時及びワクチン C の H21-86 株の 100 倍希釈攻撃時に

おいて認められた 50%が最大であったが、いずれも他の希釈倍率では明確な差異は認めら

れなかった。

国内で分離された 15 型菌に対する既存のワクチンの交差反応性を調べる目的で、 15 型

菌のマウスに対する病原性及びマウスの感染防御試験の系で検討を行った。マウスにおけ

る感染防御試験が成立するには、対照群の 80%以上を死亡させる病原性の高い株を用いる

必要があることから、 15 型菌のマウスに対する病原性を確認した結果、７株中 6 株は 90%
以上を死亡させる病原性を有する株であることが確認された。各血清型菌株のマウスに対

する致死力について、村松ら(1988)の報告では、 2 型の SHP-1 株は 7.1 logLD50、 5 型の K17 株

が 4.2 logLD50、 1 型の Shope4074 株では 4.0 LD50 と報告している。今回の結果だけでは 15 型株

の LD50 は不明であるが攻撃菌量及びマウスの死亡率の結果からマウスに対する病原性は 1
型の Shope4074 株や 5 型の K17 株よりは弱く 2 型の SHP- 1 株に近いと考えられた。また、今

回マウスに対する死亡率が 40%程度と低かった 1 株については、他の 15 型株が 100 倍希釈

（約 107 CFU/mL)の菌液により 90%以上の死亡率を示したのに対し、 10 倍希釈（ 1.9 × 108

CFU/mL）の菌液でも 40%と低い死亡率であること、また 10 倍～ 1000 倍希釈へと攻撃菌量

を 100 倍に増やしても死亡率が 40 ～ 45.5%と同じであることから他の 15 型株に比べて病原

性が低い株であると考えられた。

マウスに病原性が高いことが確認された株を攻撃菌として、 3 種類のワクチンの感染防

御試験を実施した結果、 15 型菌の 4 株のいずれの攻撃に対してもワクチン免疫群において

対照群との死亡率に明確な差は認められなかった。 Ap の血清型に関与する抗原は莢膜多

糖が主であるが、リポ多糖（ LPS)や外膜タンパク質も知られ、これらの血清型間での類似

性により交差反応を示すことがある。血清型特異抗原としてワクチン A 及び B は 1， 2 及

び 5 型の培養菌液及び菌体を成分とする一方、 Ap の共通成分としてワクチン B 及び C に

は、菌体外膜たん白や菌体外毒素 Apx を含むため交差性が期待されたが、今回 15 型菌に対

する感染防御試験においては明らかな交差反応が認められなかった。その原因は不明であ

るが、最近、菌体外毒素 Apx Ⅲは 2 タイプあり血清型 15 と血清型 2 では異なることが報告

（ To ら 2016）されていることから、今回供試した 15 型菌とワクチンに含まれる成分との

抗原性の相違が影響した可能性が推察される。今回の成績は、マウスを用いた感染防御試

験成績であり対象となる豚での反応は不明であるが、 Tumamao ら(2004)はワクチン C と同

様な成分を含むワクチンを接種した豚の血清について 15 型菌に対して血清学的交差性が

ないことを報告している。これらのことから、 15 型菌による発生農場においては既存のワ

クチン接種では効果がない可能性が高いと考えられ、ワクチンを使用していても豚胸膜肺

炎が発生している場合は、 Ap の分離株の血清型に対応したワクチンや分離株に感受性の

ある抗生物質等の適当な対策を選択する必要がある。国内における Ap の 15 型菌による発

生も増えている（伊藤 2013)ことから、今後、血清型 15 型菌に対する有効な製剤の早期の

開発が望まれる。
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Table.1 List of Actinobacillus pleuropneumoniae  serovar 15 isolates in 2003-2013.

Year of
isolation

Number of
isolates

Name of isolates
Origin

(Prefecture)

2003 3 H15-20,21,22 Ehime
2004 1 H16-6 Ibaraki

H21-77,78 Ibaraki
H21-86 Hokkaido
H22-44,45,46,47 Ehime
H22-48 Kagawa

2012 1 H24-79 Fukuoka
H25-19,21 Chiba
H25-68,69,70,71,72,73,74,75,76 Fukuoka

2010 5

2013 11

2009 3

Table.2 Pathogenicity of Actinobacillus pleuropneumoniae  serovar 15 isolates against mice.

×１0 ×100 ×1000  

H15-22 1.9 x 10
9

40
* 40 45.5 　

H21-77 3.3 x 10
9

NT
** 100 80

H21-86 3.1 x 10
9 NT 100 60

H22-48 4.2 x 10
9 NT 100 90

H24-79 1.8 x 10
9 NT 100 100

H25-19 1.4 x 10
9 NT 90 70

H25-68 2.3 x 10
9 NT 100 80

*Mortality(%)　after challenge.
**Not tested.

Final dilution of culture
Challenge strain

Number of bacteria in
culture(cfu/mL)
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嶋﨑洋子、内山万利子、小島明美、平野文哉、佐々木貴正、永井英貴

ある対照群の 80%以上の死亡率が確認されたのは、 100 倍希釈では 4 株全てであり、 400 倍

希釈では 2 株、 1600 倍希釈では 1 株であった。一方、対照群で 80%以上の死亡が確認され

た場合において免疫群の死亡率が Ap 力価試験の規格である 20%以下を示すものはいずれ

の免疫群において確認されなかった。各ワクチンの対照群と免疫群の死亡率との差は、ワ

クチン B の H24-79 株の 100 倍希釈攻撃時及びワクチン C の H21-86 株の 100 倍希釈攻撃時に

おいて認められた 50%が最大であったが、いずれも他の希釈倍率では明確な差異は認めら

れなかった。

国内で分離された 15 型菌に対する既存のワクチンの交差反応性を調べる目的で、 15 型

菌のマウスに対する病原性及びマウスの感染防御試験の系で検討を行った。マウスにおけ

る感染防御試験が成立するには、対照群の 80%以上を死亡させる病原性の高い株を用いる

必要があることから、 15 型菌のマウスに対する病原性を確認した結果、７株中 6 株は 90%
以上を死亡させる病原性を有する株であることが確認された。各血清型菌株のマウスに対

する致死力について、村松ら(1988)の報告では、 2 型の SHP-1 株は 7.1 logLD50、 5 型の K17 株

が 4.2 logLD50、 1 型の Shope4074 株では 4.0 LD50 と報告している。今回の結果だけでは 15 型株

の LD50 は不明であるが攻撃菌量及びマウスの死亡率の結果からマウスに対する病原性は 1
型の Shope4074 株や 5 型の K17 株よりは弱く 2 型の SHP- 1 株に近いと考えられた。また、今

回マウスに対する死亡率が 40%程度と低かった 1 株については、他の 15 型株が 100 倍希釈

（約 107 CFU/mL)の菌液により 90%以上の死亡率を示したのに対し、 10 倍希釈（ 1.9 × 108

CFU/mL）の菌液でも 40%と低い死亡率であること、また 10 倍～ 1000 倍希釈へと攻撃菌量

を 100 倍に増やしても死亡率が 40 ～ 45.5%と同じであることから他の 15 型株に比べて病原

性が低い株であると考えられた。

マウスに病原性が高いことが確認された株を攻撃菌として、 3 種類のワクチンの感染防

御試験を実施した結果、 15 型菌の 4 株のいずれの攻撃に対してもワクチン免疫群において

対照群との死亡率に明確な差は認められなかった。 Ap の血清型に関与する抗原は莢膜多

糖が主であるが、リポ多糖（ LPS)や外膜タンパク質も知られ、これらの血清型間での類似

性により交差反応を示すことがある。血清型特異抗原としてワクチン A 及び B は 1， 2 及

び 5 型の培養菌液及び菌体を成分とする一方、 Ap の共通成分としてワクチン B 及び C に

は、菌体外膜たん白や菌体外毒素 Apx を含むため交差性が期待されたが、今回 15 型菌に対

する感染防御試験においては明らかな交差反応が認められなかった。その原因は不明であ

るが、最近、菌体外毒素 Apx Ⅲは 2 タイプあり血清型 15 と血清型 2 では異なることが報告

（ To ら 2016）されていることから、今回供試した 15 型菌とワクチンに含まれる成分との

抗原性の相違が影響した可能性が推察される。今回の成績は、マウスを用いた感染防御試

験成績であり対象となる豚での反応は不明であるが、 Tumamao ら(2004)はワクチン C と同

様な成分を含むワクチンを接種した豚の血清について 15 型菌に対して血清学的交差性が

ないことを報告している。これらのことから、 15 型菌による発生農場においては既存のワ

クチン接種では効果がない可能性が高いと考えられ、ワクチンを使用していても豚胸膜肺

炎が発生している場合は、 Ap の分離株の血清型に対応したワクチンや分離株に感受性の

ある抗生物質等の適当な対策を選択する必要がある。国内における Ap の 15 型菌による発

生も増えている（伊藤 2013)ことから、今後、血清型 15 型菌に対する有効な製剤の早期の

開発が望まれる。
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Table.1 List of Actinobacillus pleuropneumoniae  serovar 15 isolates in 2003-2013.

Year of
isolation

Number of
isolates

Name of isolates
Origin

(Prefecture)

2003 3 H15-20,21,22 Ehime
2004 1 H16-6 Ibaraki

H21-77,78 Ibaraki
H21-86 Hokkaido
H22-44,45,46,47 Ehime
H22-48 Kagawa

2012 1 H24-79 Fukuoka
H25-19,21 Chiba
H25-68,69,70,71,72,73,74,75,76 Fukuoka

2010 5

2013 11

2009 3

Table.2 Pathogenicity of Actinobacillus pleuropneumoniae  serovar 15 isolates against mice.

×１0 ×100 ×1000  

H15-22 1.9 x 10
9

40
* 40 45.5 　

H21-77 3.3 x 10
9

NT
** 100 80

H21-86 3.1 x 10
9 NT 100 60

H22-48 4.2 x 10
9 NT 100 90

H24-79 1.8 x 10
9 NT 100 100

H25-19 1.4 x 10
9 NT 90 70

H25-68 2.3 x 10
9 NT 100 80

*Mortality(%)　after challenge.
**Not tested.

Final dilution of culture
Challenge strain

Number of bacteria in
culture(cfu/mL)

Table.3   List of vaccines for porcine pleuropneumoniae  in this study.

Vaccine Active ingredient Adjuvant
Effective serotype

of Ap
Dose and usage

A
Supernatant of culture of Ap strains of serotype

1,2 and 5
Oil 1,2 and 5 1 mL, i.m

*
. 2 times

Inactivated bacterial cells of Ap strains of
serotype 1, 2 and 5

Recombinant nontoxigenic Apx toxin　Ⅰ, Ⅱ and

Toxoid of Apx toxin  I, Ⅱ and Ⅲ

Outer mambrane protein of Ap

* Intramusucular injection.

1 mL, i.m. 2 times

2 mL, i.m. 2 times

Aluminium
hydroxide gel

B

C
Tocopherol

acetate
1,2,5,7,9 and 10

1,2 and 5

Table.4 Protection test of immunized mice with vaccines against Ap serovar 15 strains. 

100 200 400 100 400 1600 100 400 1600 100 400 1600 100 400 1600

90
* 90 100 80 70 80 80 80 50 90 90 70 90 60 60

A 20 0 10 100 100 90 100 50 20 100 80 50 60 80 30
B 20 10 10 90 90 50 60 50 50 100 60 80 40 60 80
C 0 20 0 100 100 100 30 50 10 80 100 50 80 80 40

*Mortality(%)　after challenge.

Final dilution of culture
for challenge

Clallenge strain

Control 　　　　　　

Vaccine 

H21-77

Number of bacteria
in culture　(cfu/mL)

H24-79

1.0 x 10
9

SHP-1

0.2 x 10
9

Serovar 15Serovar 2

1.8 x 10
9

2.7 x 10
9

H22-48H21-86

4.2 x 10
9
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豚胸膜肺炎ワクチン免疫マウスにおける Actinobacillus pleuropneumoniae 血清型 15 の国内分離株に対する交差反応性
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