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研究成果の概要（和文）：Clostridioides difficile感染症（CDI）は、抗菌薬関連下痢症・腸炎の1つであり、
C. difficileが過剰に増殖することにより発症する。従って、原因となるC. difficileのみを特異的に殺菌する
新規治療法の確立が急務である。本研究課題では、その治療候補としてバクテリオファージ（ファージ）に着目
した。ファージは、宿主である細菌に対して特異的に結合し殺菌活性を示す。本課題において、推定した尾部吸
着分子を発現・精製し、C. difficileに対する結合をELISAおよびウェスタンブロットにより解析したところ、
濃度依存的および時間依存的な結合が認められた。

研究成果の概要（英文）：Clostridioides difficile infection (CDI), which is caused by excessive 
proliferation of C. difficile, is one of the antibacterial drug-related diarrhea and enteritis.  
Therefore, it is important to develop a new and specific treatment method for C. difficile 
disinfection.  The current study was focused on bacteriophage (phage) as a potential treatment.  
Phage binds specifically to the host bacterium and generates a bactericidal activity.  In this 
study, the recombinant phage proteins were expressed and purified and the bindings between these 
proteins and C. difficile were examined using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and western 
blot analysis.  The results of the study showed a dose- and a time-dependent binding.

研究分野：病原細菌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Clostridioides difficile感染症（CDI）は、米国では多くの罹患者が報告され、毎年多額な医療コストを費や
している。我が国でも同等またはそれ以上の発生率であると見積られている。また、米国疾病管理予防センター
（CDC）は、C. difficileを“urgent threat”に分類している。このような危機的状況を受け、世界保健機関
（WHO）および厚生労働省では、その対策として抗菌薬以外の方法による治療法等の開発に役立つ研究が推進さ
れている。本研究が発展することにより、バクテリオファージの特性を有効に利用したCDIの新規治療法の開発
につなげることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

  Clostridioides（Clostridium）difficile感染症（CDI）は、抗菌薬の使用等により正常な腸

内微生物叢が乱れ、C. difficileが過剰に増殖することにより発症する。CDIは、欧米では発

生率の高い疾患として認識され、国内でも欧米と同等またはそれ以上に多いと推察される。

特に、高齢者における発生率が高く、再発を繰り返すため治療が難渋する。抗菌薬による

CDIの治療は、多種多様な腸内細菌を死滅させることがある。その結果、腸内環境の回復

に時間がかかり、入院期間の長期化による Quality of Life（QOL）の著しい低下がもたらさ

れる。CDI治療では、バンコマイシンやメトロニダゾールなどの抗菌薬が有効であるが、

有益な腸内微生物叢を撹乱させ、再び CDIが引き起こされることがある。従って、腸内微

生物叢を撹乱せず、原因となる C. difficileのみを特異的に殺菌する CDIの新規治療法の確

立が喫緊である。 

 

 

２．研究の目的 

  本研究課題では、バクテリオファージ（ファージ）の特性を利用した治療の有用性に

着目し、ファージを有効に利用した CDIの新規治療法の確立を目指した。ファージは、宿

主である細菌にのみ特異的に結合し殺菌活性を示す。その特異性は、鍵（ファージ）と鍵

穴（細菌）のように厳密な関係であるが、その宿主認識機構は明らかでない。そこで、ま

ずは、ファージ−宿主間相互作用の本体を十分に理解するため、推定したファージ尾部吸

着分子の C. difficileへの結合性について研究を行った。 

 

 

３．研究の方法 

① 組換えタンパク質の発現・精製 

  C. difficileのバクテリオファージ（ファージ）のゲノム情報を基に、タンパク質の

機能予測解析により数個の遺伝子が尾部吸着分子をコードしていると推察した。そこ

で、まずは 2 つの遺伝子（orfAおよび orfB）について、大腸菌発現系により His 融合

タンパク質（His-ORFA, -ORFB）として発現させた。発現したそれぞれのタンパク質を

アフィニティークロマトグラフィーおよび高速液体クロマトグラフィーにより精製し

た。 

 

② C. difficileの調製 

  C. difficile をブレインハートインフュージョン（BHI）培地を用いて、37℃で一晩

嫌気的に培養した。嫌気培養は、嫌気チャンバー装置を用いて行った。培養液を集菌し



緩衝液で洗浄し、推定した尾部吸着分子の結合性の実験に使用した。 

 

③ C. difficile ペプチドグリカンの精製 

  C. difficile を②と同様の方法で培養し、集菌後、超音波処理により菌体を破砕した。

その破砕液に Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) を添加し、100°Cで 40 分間処理した。本処

理液をプロナーゼにより溶液中に含まれるタンパク質を分解した。また、トリクロロ酢

酸を添加し、100°C で 20 分間処理することで多糖を脱離した。さらに、ジエチルエー

テル処理により脂質を除去しペプチドグリカン（PG）を調製した。 

 

④ 推定尾部吸着分子の C. difficileに対する結合性の解析 

1）グラム染色法 

  96穴マイクロプレートに精製した His融合タンパク質（His-ORFA, -ORFB）を固定

した。これに②で調製した C. difficileを嫌気的条件下で、35℃、30分間反応させた。洗

浄後、C. difficileをグラム染色し、光学顕微鏡によりその結合を観察した。 

 

2) Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)  

  ②と③で調製したC. difficileまたは精製PGを96穴マイクロプレートに固定した。

これに His融合タンパク質（His-ORFA, -ORFB）を 37℃で 1時間、一次抗体（マウス

His Tag モノクロナール抗体）を室温で 1時間、ホースラディッシュ・ペルオキシダ

ーゼ（HRP）標識二次抗体（ヤギ抗マウス IgG）を室温で 1時間反応させた。洗浄後、

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) を添加し発色させ、マイクロプレートリーダーを

用いて吸光度（OD450）を測定した。 

 

3) ウエスタンブロット法 

  ②と③で調製した C. difficile または精製 PG と His 融合タンパク質（His-ORFA, 

-ORFB）を 37℃で 30分間反応させた。反応液を遠心により上清と沈渣に分け、それぞ

れをポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）し、ウエスタンブロット法により

His-ORFAおよび His-OrfBの C. difficileまたは精製 PGに対する結合性を解析した。ウ

エスタンブロット法では、一次抗体（マウス His Tag モノクロナール抗体）、HRP標識

二次抗体（ヤギ抗マウス IgG）を用い、ECL Western blotting detection reagentsにより発

色させた。 

 

 

 

４．研究成果 

  Clostridioides difficileファージのゲノム情報を基に、他のファージのものとの相同性解



析およびタンパク質機能予測解析により、数個の遺伝子が尾部吸着分子をコードしている

と推察した。そこで、まずは 2 つの遺伝子（orfA および orfB）を His 融合タンパク質

（His-ORFA, ORFB）として大腸菌で発現・精製した。その結果、His-ORFA は可溶性タ

ンパク質として精製することができたが、His-ORFB は不溶性画分に移行したため精製す

ることが困難となった。そこで、まずは、精製 His-ORFAについて、C. difficileまたは精製

ペプチドグリカン（PG）に対する結合性を調べた。本結合性の解析は、1) グラム染色法、

2) Enzyme-Linked Immunosorbent Assay（ELISA）および 3）ウエスタンブロット法の 3つ

の手法により行った。グラム染色法においては、His-ORFAに対する C. difficileの結合を示

したが、十分な結合性が認められなかった。その原因は、グラム染色により His-ORFAま

たは C. difficileが脱離している可能性が考えられた。そこで、ELISAにより His-ORFA の

C. difficileまたは精製 PGに対する結合性を調べたところ、His-ORFAは濃度依存的および

時間依存的に C. difficileに結合することが分かった。その結合性を詳細に調べるため、ウ

エスタンブロット法を行った。その結果、His-ORFAは、C. difficileまたは精製 PGに対し

て同様の結合性を示したことから、His-ORFAが PGに特異的に結合することが判明した。

細菌の PG は、様々な成分により構成されている。現在、His-ORFA がどのような成分を

認識しているかを調べるため、解析を進めている。一方、His-ORFB についても同様の結

合性の解析を行ったが、精製濃度が十分ではなかったことから、His-ORFB の発現系を検

討している。 
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