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研究成果の概要：悪性水腫を引き起こす Clostridium septicum の主要な病原因子であるα毒素

の心停止機構を自立拍動するラット胎児の初代心筋細胞を用いて分子レベルで解析した。α毒

素添加後に誘導される心筋細胞の急激な収縮停止はα毒素が細胞に結合し、oligomer となり

pore（孔）を形成することにより誘導されることが明らかとなった。気腫疽の原因菌である C. 
chauvoeiの主要な病原因子と考えられているhemolysinはα毒素に比べて細胞致死活性が弱い

が、温度感受性は低くα毒素と異なる機構によって細胞を傷害し病原性を発揮すると考えられ

る。 

 

交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 2,400,000 720,000 3,120,000 

2008 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

 

研究分野：獣医感染症学 

科研費の分科・細目：畜産学・獣医学・応用獣医学 

キーワード：ガス壊疽、気腫疽、クロストリジウム、細胞壊死毒素、心臓、心不全 
 
１．研究開始当初の背景 

ガス壊疽は Clostridium 属のガス壊疽菌群
によって引き起こされる致死性の高い人獣共
通感染症である。ガス壊疽菌は皮膚や腸管の
創傷部位から感染し、血行が遮断され、嫌気
的条件の成立した創傷部深部で増殖して、筋
肉組織や皮下組織へと病巣が拡大する。多種
の毒素･酵素を産生し、組織壊死やガス形成、
さらには毒血症を引き起こす。ヒトのガス壊
疽の原因菌として発生の最も多い C. 
perfringens の主要な病原因子はホスフォリ
パーゼ C活性を有するα毒素である。病原性

との関連については、α毒素は細胞破壊作用
や血管平滑筋の収縮および血小板･白血球の
凝集塊形成による血流障害を引き起こし、そ
の結果、酸素･栄養の輸送遮断により組織壊死
を引き起こす。さらに、好中球の組織定着を
活性化させ、好中球が感染巣の中心部に接近
できず、周辺部に留まることにより、本菌が
壊死組織で激しく増殖し病巣が拡大すること
で死に至る。一方、家畜の悪性水腫の原因菌
でもある C. septicum が産生する主要な病原
因子であるα毒素は酵素活性を持たず、細胞
膜上に pore（孔）を形成して膜を破壊する細



胞壊死毒素（孔形成毒素）である。感染組織
深部において、毒素活性のないα毒素前駆体
として菌体外に分泌され、GPI アンカー蛋白
を受容体として細胞表面に結合した後、蛋白
分解酵素で限定分解を受け、活性型α毒素と
なる。活性型α毒素は脂質ラフトに集積し、
６～７量体のオリゴマーとなり細胞膜上に
pore（イオン透過性チャネル）を形成するこ
とで細胞死を引き起こす。報告者らはこれま
で上記のように C. septicumα毒素の細胞膜
上での分子動態を調べることで、細胞壊死を
起こすメカニズムを明らかにしてきた。その
過程で、α毒素は細胞のラフト分画に存在す
る GPI アンカー蛋白以外に非ラフト分画に存
在する別の分子とも強く結合することを発見
した。この分子のアミノ酸配列を解析した結
果、心筋や骨格筋に多く存在するαアクチン
と一致した。αアクチンは重合することで細
胞骨格形成や筋の収縮運動に関与する重要な
細胞内蛋白である。ヒトにおいては C. 
septicum によるガス壊疽の直接的な死因は
心原性ショックであると考えられている。家
畜においては循環器系へのα毒素の関与は明
らかになっていない。しかしながら、家畜に
対しても突然死を引き起こすことがよく知ら
れていることから、ヒトと同様に心原性ショ
ックを誘導することは十分考えられる。報告
者らはα毒素が心筋細胞初代培養に対して細
胞壊死を起こす前に急速な自立性拍動を停止
させること、灌流ラット心臓を用いた実験で、
接種毒素の濃度依存的に心拍速度が低下およ
び消失することを明らかにした。このことは、
α毒素のαアクチンへの結合が C. septicum
感染症の主要な病態である筋肉壊死と循環器
障害に重大な関連があることを示唆している。
本研究では C. septicumα毒素の心臓に対す
る病原性に焦点を絞り、ガス壊疽における心
原性ショックの病態生理機構を明らかにする。 
 家畜におけるガス壊疽の一つである気腫疽
は我が国において散発的ではあるが発生が絶
えることが無く、届出伝染病に指定されてい
る反芻獣特有の感染症である。その原因菌で
あるC. chauvoeiも細胞壊死毒素（ヘモリジ
ン）を産生することから、このヘモリジンが
気腫疽の主要な病原因子であると考えられて
いる。報告者らは菌培養上清より本毒素の精
製に成功し、精製毒素の各種動物赤血球に対
する溶血活性を比較した。その結果、反芻獣
の赤血球で毒素活性が高く、齧歯類、イヌ、
ウマの赤血球に対してはほとんど活性を示さ
なかった。ヘモリジンの感受性動物が気腫疽
の自然宿主と一致していることは、本毒素が
気腫疽の主要な病原因子である可能性を示唆
している。本研究ではヘモリジンの細胞傷害
機構を明らかにすることにより、気腫疽の明
確な種特異性を含めた発病機構の解明を目指
す。 

 
２．研究の目的 
(1) C. septicumα毒素による心原性ショック
の病態生理機構の解明 
自立収縮するマウス心筋細胞初代培養を用
いて、α毒素が心筋αアクチンに結合した際
のアクチンーミオシン架橋や細胞骨格形成
への直接的作用および心筋収縮に関わるCa2+

放出チャネルとシグナル伝達系への関与に
ついて分子レベルで明らかにする。細胞レベ
ルでの結果をふまえて、α毒素投与後の灌流
心臓からの組織を用いて病理学的および生
化学的解析を行い、収縮変化についての電気
生理学的解析結果と併せて組織あるいは臓
器レベルでの心停止機構を明らかにする。α
毒素とαアクチンのリコンビナントミュー
タント蛋白を作成し、両分子の結合領域を特
定する。 
(2) C. chauvoei ヘモリジンによる細胞傷害
機構の分子レベルでの解明 
 様々な動物種および臓器由来の株化細胞を
用いてヘモリジンの細胞致死活性を解析する
ことで、毒性発現機構の分子レベルでの解析
に用いることができる細胞を選別する。この
感受性細胞を用いて、ヘモリジンが孔形成毒
素であるか否かについて明らかにする。毒素
遺伝子は未だ未同定であることから、ヘモリ
ジン遺伝子のクローニングを行い、他の細胞
壊死毒素遺伝子とアミノ酸配列等を比較する
ことにより、ヘモリジン分子の特徴および細
胞傷害作用に関わる部位の特定を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) ラット胎児心筋初代培養細胞の調製 
 Goshima らの方法を一部修正した方法によ
り心筋細胞の単離を行った。胎齢 16～17 日の
ラット (Wistar) から心臓を取り出し、心房
を除去後、心室を細切した。心室細切片を 15 
ml 遠心管に移し、0.05% collagenase (Type 
IV) を 含 有 す る Hanks’Balanced Solt 
Solution  (Ca/Mg free)-HEPES (10 mM) 7～8 
ml を加え、37℃で 30 分間振盪し消化した。
消化の過程で溶液を新しい溶液に 2度置き換
えた。メッシュサイズ 70 μm のセルストレ
イナーを通して消化後の溶液を全て回収し、
180 xg 、 10 分間、37˚C で遠心し細胞を回収
した。10% FCS 含有 Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium (DMEM) に細胞を懸濁し、直径
35 mm Tissue Culture Dishまたは直径15.5 mm 
4 穴プレートに播いた。5% CO2 存在下、37℃
で１日培養し、翌日培地交換を行いさらに 2
～3日間培養し実験に使用した。 
(2)毒素による心筋細胞拍動リズムへの影響 
①動画の撮影 
 倒立顕微鏡のステージを 37℃に加温した
状態で心筋細胞を静置し、CCD camera で自立
拍動する心筋細胞を撮影した。MTU2400FX 



(Canopus Co., Ltd., Japan) を用いて MPEG
形式（30 フレーム／秒）で動画をデジタル化
して Windows computer に取り込み、テレビ録
画／コントロールソフト FEATHER for USB で
録画・保存した。 
②毒素の添加 
 10% FCS 含有 DMEM 中で自立拍動する培養心
筋細胞の培地を全て回収し、α毒素を 20 
µg/ml あるいは Aerolysin を 50 ng/ml の濃
度で含有する 37℃に保温した DMEM (FCS 
free) に置き換えた。以下の記述におけるα
毒素の添加濃度も全て 20 µg/ml で行った。 
③拍動リズムの解析 
拍動リズムの評価は Yamauchi らの方法に

よるソフトウェアでの解析法に一部修正を加
えた拍動解析ソフト VisoRhythm を用いた。動
画中で心筋細胞が自立拍動している区画 
(150-400 pixels) を任意で選ぶと、その区画
におけるフレーム間の相互相関率が測定され
る。これは、選択した区画内の輝度の経時変
化を表し、心筋細胞の拍動リズムに相当する。
このソフトウェアにより Excel ファイルに
出力されるデータからコレログラムを作成し
た。 
(3) Toxin overlay assay 
  リコンビナントαアクチンを SDS-PAGE 後、
PVDF 膜に電気転写し、5% skim milk で 4℃一
晩ブロッキングした。PVDF 膜をα毒素 (1 
µg/ml) あるいは Aerolysin (5 µg/ml) と室
温で 1 時間反応させた後、0.1% Tween 20 含
有 PBS で 5 分間の洗浄を 3回行った。アフィ
ニティー精製ウサギ抗α毒素 IgG (5 µg/ml) 
あるいはアフィニティー精製ウサギ抗
Aerolysin IgG (5 µg/ml) を一次抗体として
1 時間反応させ、同様に洗浄した。ペルオキ
シダーゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG(1:3000)を二
次抗体として 30 分間反応させ、同様に洗浄し
た。0.5 mg/ml 3,3’-diaminobenzidine (DAB) 
含有 0.55% 過酸化水素水で発色させ、転写膜
を蒸留水で洗浄し反応を停止させた。 
(4)ショ糖密度勾配遠心法による各細胞画分
からのα毒素の検出 
 直径 35 mm Tissue Culture Dish 4 枚に培
養した心筋細胞初代培養にα毒素を添加し、
心筋細胞が拍動を停止するまであるいは 1時
間反応させた。心筋細胞の拍動停止後、直ち
にシャーレを氷上に移すことで細胞膜の流動
性を止め、直ちに細胞を Disposable Cell 
Scraper を用いて回収し、 2,000 xg、5 分間、
4˚C で遠心した。上清を除去後、再度氷冷し
た PBS で懸濁し、2,000 xg、5 分間、4˚C で遠
心した。上清を除去後、1% Triton X-114 お
よび 1% Protease Inhibitor cocktail を含有
す る MBS （ 25 mM 2-(N-Morphorino) 
ethanesulfonic acid (MES), 150 mM NaCl, 2 
mM EDTA）0.5 ml で懸濁し、細胞を可溶化し
た。細胞懸濁液に等量の 80% sucrose 含有 MBS

を加え十分に混和し、40% sucrose 含有試料
としたものを遠心管に移した。30% sucrose
含有 MBS を 3 ml 重層し、さらに 5% sucrose
含有 MBS を 0.5 ml 重層した。25,000 xg、18
時間、4℃で SW60Ti を用いて遠心した後、下
層より 0.5 ml ずつ回収した。すべての分画に
20%トリクロロ酢酸を0.5 ml添加して混和後、
氷上で 1 間静置した。18,000 xg、15 分間、
4˚C で遠心後、上清を除去し、氷冷したエタ
ノールを 0.5 ml 添加し沈殿を十分に懸濁し
た。18,000 xg、15 分間、4˚C で遠心後、上清
を除去し、沈殿を適当量の SDS sample buffer 
に可溶化した。酸性を示すものには適当量の
1 M Tris を加え pH を調整した。 
各分画を SDS-PAGE で泳動後、一次抗体とし

てアフィニティー精製ウサギ抗α毒素 IgG あ
るいはアフィニティー精製ウサギ抗カベオリ
ン IgG を、二次抗体としてペルオキシダーゼ
標識ヤギ抗ウサギ IgG を用い免疫ブロッティ
ングを行った。 
(5)心筋細胞のコレステロール除去 
  直径 35 mm Tissue Culture Dish に培養し
た心筋細胞初代培養を 5 mM の Methyl-β
-cyclodextrin (MCD)を含む DMEM で 37℃、30
分間処理し、細胞膜上のコレステロールを除
去した。コレステロールの除去はコレステロ
ール量測定キット (コレステロール-E-テス
ト) を用いて確認した。コレステロール除去
後の心筋細胞が正常に拍動していることを顕
微鏡での観察により確認した。 
 コレステロール除去細胞およびコレステロ
ール非除去細胞にα毒素を添加し、コレステ
ロール非除去細胞が拍動を停止するまで反応
させた。細胞を回収後ショ糖密度勾配遠心に
より各細胞成分を分画し、免疫ブロッティン
グによりα毒素を検出した。 
(6)毒素のパルミチン酸処理による影響 
 500 µg/mlのα毒素とDMSOに溶解した50 mM
のパルミチン酸を等量混合して 30℃で 10 分
間インキュベートし、パルミチン酸処理毒素
とした。DMSO とα毒素を混合したものを DMSO
処理毒素とし、α毒素を含まない DMSO のみを
陰性対照、α毒素のみを陽性対照とした。心
筋細胞に各毒素サンプルを添加し、顕微鏡下
での観察により毒素添加後から拍動停止まで
の時間を測定した。 
(7)細胞致死活性の測定 

C. Chauvoei hemolysin(以下 c-hemolysin)
の細胞致死活性を MDCK、L929、MDBK、Vero
を 用 い て 測 定 し た 。 c-hemolysin を
1,000ng/ml に調製し、10％FCS 含有 DMEM を用
いて 10 倍階段希釈した。各希釈濃度の
c-hemolysin溶液を96ウェルプレートで培養
した細胞 4ウェルずつに添加し、37℃で 1時
間反応させた。細胞致死活性は MTT 法により
測定した。各濃度 4ウェルの吸光度の平均を
とり、毒素を加えていない時を細胞致死率



0％、細胞を加えていないウェルの吸光度を致
死率 100％として、各濃度における細胞致死
率を算出した。 
(8)赤血球への結合試験 
 c-hemolysin の赤血球に対する結合を調べ
るために、毒素結合試験を行った。0.2％ヒツ
ジ赤血球100μlに最終濃度が400μg/mlにな
るように毒素を加え、4℃もしくは 37℃で 30
分間静置した。等量の 2％ Triton X-100 を加
え、氷上で 1時間静置した後、遠心し可溶性
画分と不溶性画分に分けた。各分画を
SDS-PAGE で泳動し、PVDF 膜に電気転写した膜
をウサギ抗 c-hemolysin IgG を一次抗体とし
て 4℃で一晩反応させた。アルカリフォスフ
ァターゼ標識抗ウサギ IgG を二次抗体として
30 分反応させ、NBT および BCIP 含有 color 
development solution で発色させた。 
(9)その他 
  動物実験は大阪府立大学動物実験計画指針、
「動物愛護および管理に関する基準」および
「実験動物の飼養および保管並びに苦痛の軽
減に関する基準」に準拠し実施した。 
 
４．研究成果 
(1)毒素のαアクチンへの結合能と心筋細胞
に対する拍動停止作用 

毒素添加前の心筋細胞は一定のリズムで同
調して拍動していた (図 1A）。α毒素を心筋
細胞に添加したところ、まず心筋細胞の拍動
リズムが速くなり、その後細胞死が起こる前
に急速に拍動停止に至った。拍動停止に至る
までの収縮の様子は、細胞間の同調性がみら
れた。拍動停止後、拍動の再開は起こらなか
った (図 1B)。α毒素とアミノ酸配列の相同
性が高く、同じ GPI アンカー蛋白を受容体と
する A.hydrophila が産生する溶血毒素
Aerolysin のαアクチンへの結合能を Toxin 

overlay assay により調べた。Aerolysin はα
毒素でみられるようなαアクチンへの結合能
は有していなかった (図 2)。しかしながら、

Aerolysin を心筋細胞に添加したところ、α
毒素と同様に心筋細胞の拍動リズムが速くな
り、その後細胞死が起こる前に急速に拍動停
止に至った (図 1C)。この結果は、α毒素の
心筋細胞αアクチンとの結合が拍動停止にお
ける必須の条件でないことを示している。 

321

37 -

50 -

75 -

100 -

150 -

250 -

kDa

25 -

図2. α毒素及びAerolysinのαアクチンへの結合
1. αアクチン 2. α毒素の結合 ３．Aerolysinの結合

αアクチン

321

37 -

50 -

75 -

100 -

150 -

250 -

kDa

25 -

37 -

50 -

75 -

100 -

150 -

250 -

kDa

25 -

図2. α毒素及びAerolysinのαアクチンへの結合
1. αアクチン 2. α毒素の結合 ３．Aerolysinの結合

αアクチン

(2) ショ糖密度勾配遠心による各細胞分画か
らのα毒素の検出 
心筋細胞拍動停止時の細胞膜上に存在する

α毒素が単量体 (monomer)か、もしくは高分
子複合体 (oligomer) 形成に至っているのか
を調べるため、α毒素添加により拍動停止に
至った心筋細胞を回収し、ショ糖密度勾配遠
心法による解析を行った。拍動停止直後に回
収した心筋細胞において、250 kDa 付近に毒
素 oligomer とみられるバンドが検出された 
(図 3A)。毒素添加 1時間後に回収した心筋細
胞では、拍動停止直後に回収したものと比べ

毒素添加前

0.98

0.985

0.99

0.995

1

time (sec)

c
o
ef
fi
c
i
en
t

0      5       10      15      20      25      30     35  

α毒素添加後

0.98

0.985

0.99

0.995

1

time (sec)

c
o
e
ff

i
ci

e
n
t

0      5      10       15      20      25      30     35

毒素添加

A

B

Aerolysin添加後

0.979

0.984

0.989

0.994

0.999

time (sec)

c
oe
f
f
i
ci
e
n
t

C

図１. 心筋細胞拍動リズムの解析
(A) 毒素添加前
(B) α毒素(20 μg/ml) 

(C) Aerolysin(50 ng/ml)

毒素添加

0      5      10       15      20      25      30     35

毒素添加前

0.98

0.985

0.99

0.995

1

time (sec)

c
o
ef
fi
c
i
en
t

0      5       10      15      20      25      30     35  

α毒素添加後

0.98

0.985

0.99

0.995

1

time (sec)

c
o
e
ff

i
ci

e
n
t

0      5      10       15      20      25      30     35

毒素添加

A

B

Aerolysin添加後

0.979

0.984

0.989

0.994

0.999

time (sec)

c
oe
f
f
i
ci
e
n
t

C

図１. 心筋細胞拍動リズムの解析
(A) 毒素添加前
(B) α毒素(20 μg/ml) 

(C) Aerolysin(50 ng/ml)

毒素添加

0      5      10       15      20      25      30     35

M(kDa)

250

150

100

75

50

37

25

毒素添加１時間後

5 8
ショ糖濃度(%)

0

カベオリン

オリゴマー

図3. ショ糖密度勾配遠心による心筋細胞からのα毒素の検出

拍動停止直後M(kDa)

250

150

100

75

50

37

25

オリゴマー

カベオリン

5 80

ショ糖濃度(%)

A.

B. M(kDa)

250

150

100

75

50

37

25

毒素添加１時間後

5 8
ショ糖濃度(%)

0

カベオリン

オリゴマー

図3. ショ糖密度勾配遠心による心筋細胞からのα毒素の検出

拍動停止直後M(kDa)

250

150

100

75

50

37

250

150

100

75

50

37

25

オリゴマー

カベオリン

5 80

ショ糖濃度(%)

A.

B.



oligomer の形成量が増加していた (図 3B)。
この結果は拍動停止時にα毒素はすでにオリ
ゴマーを形成していることを示しており、心
停止が受容体への結合によるシグナル伝達よ
りむしろ細胞膜上での孔形成が引き金になっ
ていると考えられる。 
 
 (3)拍動停止における心筋細胞コレステロー
ルの影響 

α毒素の oligomer 形成を阻害する目的で、
心筋細胞のコレステロール除去を行った。MCD
処理によりコレステロールを除去した細胞に
α毒素を添加したところ、コレステロール非
除去細胞とほぼ同時に拍動停止に至った。こ
の細胞を回収し、ショ糖密度勾配遠心法によ
る解析を行った。コレステロール除去細胞に
おいても、oligomer のバンドが検出された 
(図 4)。 

 
(4)毒素のパルミチン酸処理による影響 

パルミチン酸処理によりα毒素の pore 形
成を阻害させた時、毒素による拍動停止まで
の時間は、α毒素のみの陽性対照では約 1分
という急速なものであったが、DMSO とα毒素
を混合した DMSO 処理毒素では約 20 分で、拍
動停止時間の延長がみられた。DMSO に溶解し
たパルミチン酸と毒素を混合したパルミチン
酸処理毒素では拍動停止までの時間が約 140
分であり、DMSO 処理毒素と比較しても大幅に
延長し、統計的な有意差も得られた。毒素を
含まないDMSOのみの陰性対照でも約140分で
あり、パルミチン酸処理毒素と有意差はなか
った (図 5A)。 

パルミチン酸処理毒素とパルミチン酸非処
理毒素を添加した心筋細胞をパルミチン酸非
処理毒素で拍動が停止した時点で回収し、界

面活性剤可溶性画分と不溶性画分に分離し、
免疫ブロッティングによりそれぞれの画分か
ら毒素を検出した。パルミチン酸非処理毒素
では可溶性画分に monomer が、不溶性画分に
oligomer が検出された。パルミチン酸処理毒
素では若干の減少がみられたが、パルミチン
酸非処理毒素と同様に可溶性画分に monomer
が、不溶性画分に oligomer が検出された(図
5B)。パルミチン酸処理により拍動停止時間の
大幅な延長が見られたが oligomer 形成は維
持されていたことから、心筋細胞の拍動停止
は pore 形成が引き金となって誘導されるこ
とが明らかとなった。 
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(5)c-hemolysin の細胞致死活性 
 今回調べた４種類の細胞いずれにおいても
α毒素と比較して致死活性は著しく低く、感
受性動物であるウシ腎臓由来の MDBK 細胞で
も他の細胞とほとんど変わりはなかった（表
１）。 
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図4. 心筋細胞からのコレステロール除去による毒素作用への影響
(A) * MCD非処理細胞のコレステロール含有量を100％として、MCD処理細胞のコレステロール含有

率を算出した。
** 毒素添加から拍動停止までに要した時間の平均±標準偏差

(B)MCD処理細胞にα毒素を添加、拍動停止直後に細胞を回収し、α毒素を検出した。
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(6) c-hemolysin の温度感受性 
 c-hemolysin の赤血球膜上でのオリゴマー
形成を c-hemolysin 処理赤血球の可溶化後、
イムノブロッティングで調べた結果、4℃と
37℃のいずれの温度でも赤血球膜の可溶化画
分に毒素の単量体が結合していることが確認



された。また、いずれの温度でもオリゴマー
形成も見られたが、37℃の方がより多く形成
されていた（図 6）。溶血活性(HU50)は 4℃で
38.1μg/ml、37℃で 18.1μg/ml であり、37℃
の方が約 2倍高かった。このことより本毒素
の活性は温度感受性であるが、低温下でも活
性を有し、膜上の可溶性画分で oligomer を形
成することから、oligomer 形成にはコレステ
ロールが必須の条件でないと考えられる。 
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