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研究成果の概要（和文）：ウェルシュ菌は、ヒトフィブロネクチン(Fn)分子に結合する。この菌の自己溶解酵素
Autolysin(Acp)がFn結合活性を持つこと、 acp遺伝子の相補実験からウェルシュ菌のFnレセプターであることが
明らかとなった。glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）も Fnとプラスミノーゲンに結合するこ
とが示された。他のFn結合タンパク質FbpCとFbpDはウェルシュ菌のFn結合に関与しないことが示された。線毛に
ついては、その構成タンパク質CppA, CppBがsortase Cによってどのように連結するか、その過程を模式的に示
すことができた。

研究成果の概要（英文）：Clostridium perfringens cells bind to the human fibronectin (Fn) molecules. 
Autolysin (acp), an autolysing enzyme of this bacterium, has Fn-binding activity, and the 
complementation experiments of the acp gene have revealed that it is the Fn receptor of Clostridium 
perfringens. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was also shown to bind Fn and 
plasminogen. Other Fn-binding proteins, FbpC and FbpD, were shown not to be involved in Welsh Fn 
binding. However, FbpD was suggested to have peptidoglycan-degrading activity. As for the pili, the 
process of lineage formation by its compotent proteins, CppA and CppB, and the sortase C that links 
them, is schematically shown.

研究分野：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
ウェルシュ菌（Clostridium perfringens）は、ヒトにガス壊疽と食中毒を引きおこす病原菌である。この細菌
は、創傷感染する際、まずフィブロネクチンなどの細胞外マトリックスタンパク質に結合することが必要にな
る。今回の科学研究費の支援によって、我々は、ウェルシュ菌の菌体表層に存在するフィブロネクチンレセプタ
ータンパク質が、自己溶解酵素オートリシンであることを見出した。さらに他の付着因子と考えられている線毛
の形成過程を模式的に示した。これらの発見は、ウェルシュ菌の宿主組織への付着のメカニズムを明らかにする
もので学術的に意義があると考えられた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  病原細菌は、宿主細胞に付着して増殖し、感染巣（コロニー）を形成した後、その細菌が産
生する毒素や侵襲性により、感染症を引き起こす。よって感染症が成立するためには、病原細
菌の細胞への付着を担う付着（定着）因子が重要であることが認知されている。 
  ウェルシュ菌(Clostridium perfringens) は、ヒトにガス壊疽と食中毒をもたらすグラム陽性偏
性嫌気性の細菌である。我々は、ウェルシュ菌菌体に細胞外マトリックスタンパク質の一つで
あるフィブロネクチン(Fn) が結合すること、複数の Fn結合タンパク質(Fbp) が、この細菌の
粗細胞壁画分に存在することを明らかにした［Katayama, S., et al. Acta Medica Okayama. 60(6): 
351-355. 2006.］。そして、今までにこの細菌から多数の Fbpを分離・同定してきた。これらの
タンパク質には FbpA (fbpA;CPE0737), FbpB(fbpB;CPE1847) [Katayama, S., et al. Anaerobe 15:155-
159. 2009.］, FbpC (fbpC;CPE0625), FbpD (fbpD;CPE0630)［Katayama, S., et al. Int. J. Anal. Bio-Sci. 
3(1):1-9. 2015.］, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gapC; CPE1304), 溶菌酵素 Autolysin 
(acp; CPE1231)［Matsunaga, N., Katayama, S., et al. Anaerobe 51:124-130. 2018.］が含まれる。これ
らの複数のタンパク質のどれが、付着因子としてはたらくかは全く不明であった。 
 もう一つの付着因子の候補として線毛が注目されていた。ウェルシュ菌の場合、従来から
type IV線毛の存在が知られていたが、我々はそれとは別の線毛が存在することを示し、その主
要な線毛構成タンパク質 CppA (cppA;CPE0156)の立体構造を明らかにした［Tamai, E., Katayama, 
S., et al. Acta Cryst. D75:718-732. 2019.］。この線毛の形成メカニズムについては、全く不明であ
った。 
 
２．研究の目的 
(1)今までにいくつかの Fbpは見出されているが、これらのどのタンパク質が、ウェルシュ菌
菌体表面に存在し、実際に Fn分子の菌体への結合に貢献しているのか明らかにした。 
 
(2)新しく見出された線毛の構成タンパク質には、CppAと CppBの 2つが存在する。CppAが
主要なタンパク質で、CppBが先端に存在していることが、他のグラム陽性細菌の線毛研究か
ら推測された。線毛変異体を用いてその形成メカニズムを明らかにした。 
 
３．研究の方法 
(1)FbpC, FbpD欠損株と相補株の作製  
in-frame deletion法 (Nariya, H., et. al. Appl Environ Microbiol 2011. 77 : 1375-1382.)を用いてウェル
シュ菌 HN13（13 ΔgalK ΔgalT）株の fbpC遺伝子と fbpD遺伝子の両方の遺伝子を欠失した株
(HN13 ΔfbpC ΔfbpD)を作製した。次に、ウェルシュ菌－大腸菌のシャトルベクターである
pJIR418に fbpC遺伝子と fbpD遺伝子をクローニングした。このプラスミド pfbpC fbpDを
HN13 ΔfbpC ΔfbpD株に形質転換して相補株とした。 
 
(2)GAPDH欠損株の作製 
前述の in-frame deletion法を用いて glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）をコー
ドする gapC遺伝子の欠失をウェルシュ菌で試みたが、成功しなかった。GAPDHが、解糖系の
酵素の一つであり、欠失すると菌が死んでしまうためと考えられた。 
 
(3)オートリシン欠損株と相補株の作製 
ウェルシュ菌のオートリシンの解析が、Camiadeらによってなされ、彼らのグループによりオ
ートリシン欠損株(13 acp::erm)株が作製された［Camiade, E., et al. J. Bacteriol. 192:2373-2384. 
2010.］。この欠損株は、パリ・パスツール研究所の Bruno Dupuy博士から分与していただい
た。欠失したオートリシン(acp)遺伝子の相補プラスミド(pacp)は、キシロース誘導型プロモー
ターを持つ pXC［Nariya, H., et al. Appl. Environ. Microbiol. 77:1375-1382. 2011.］に acp遺伝子を
クローニングすることによって作製した。エレクトロポレーション法により、形質転換を行っ
て相補株(13 acp::erm/pacp)を得た。 
 
(4)ウェルシュ菌の Fn結合能の測定 
ウェルシュ菌の Fn結合能は ELISAによって行った。対数増殖期のウェルシュ菌（OD600 = 
0.5）をマイクロプレートのウェルに固着させ、ウシ血清アルブミン(BSA)でビオチン標識した
Fnを結合させた。HRP-streptoavidinと反応させたのち、2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothazoline-6-
sulfonic acid)で発色させ、吸光度(A405)を測定した。pacp上の acp遺伝子の発現誘導は、4%キシ
ロースを培養時に培地中に加えることにより行った。 
 
(5)ウェルシュ菌線毛構成蛋白質の抗体作製 
ウェルシュ菌の線毛形成メカニズムを明らかにするためには、線毛構成タンパク質 CppAと
CppBの抗体が必要になる。それぞれのタンパク質を大量精製してウサギに接種して、抗血清を
得た。抗 CppA抗体はすでに得られていた［Tamai, E., Katayama, S., et al. Acta Cryst. D75:718-



732. 2019.］が、今回の研究では、抗 CppB抗体を作製した。精製したこれらの抗体を共に
western blottingに用いた。 
 
４．研究成果 
(1)ウェルシュ菌菌体上の FbpC, FbpDの Fn結合能 
ウェルシュ菌 HN13 ΔfbpC ΔfbpD株の菌体への Fn結合量をビオチン化 Fnを用いた ELISAで調
べたところ、野生株(HN13)とほぼ同じ量で差が認められなかった。相補株(HN13 ΔfbpC 
ΔfbpD/pfbpC fbpD)株においても同様であった。このことから、FbpCと FbpDは、Fn結合活性
を有するものの、ウェルシュ菌菌体への Fn分子の結合には関与していないことが明らかとな
った。 
 
(2)GAPDHの Fnレセプターとしての可能性 
ウェルシュ菌の glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）は、解糖系の酵素の一つで
あるとともに、Fn分子やプラスミノーゲンと結合するタンパク質として認識されてきた
［Matsunaga, N., et al. Anaerobe. 51:124-130. 2018.］。GAPDHは菌体表層にも存在し、自己溶解酵
素オートリシン(Acp)と相互作用することが示唆されている。しかしながら、本当にそのような
はたらきがあるのか、Fnレセプターとして機能するのかは、GAPDHの欠損株が得られていな
いため証明できていない。本研究でも、GAPDHをコードする gapC遺伝子の欠失を試みたが、
失敗に終わった。GAPDHがウェルシュ菌の生存に関わるため欠失株が得られないと考えられ
た。 
 
(3)オートリシンの Fn結合能 
最初に、ウェルシュ菌の自己溶解酵素オートリシン(Acp)が Fn結合活性を有しているかどうか
を抗 Acp-CD (catalytic domain)抗体を用いて western blotting法で調べた。(図 1) Acpは Fn結合活
性を持っていることと、ウェルシュ菌の細胞壁内のタンパク質には、Fn結合タンパク質が複数
含まれていることが、明らかになった(図 1B)。Acp欠損株(13 acp::erm)では、バンドは認めら
れない。 

 

図 1 (A)細胞壁から抽出されたタンパク質と組換え Acpタンパク質の抗 Acp-CD抗体を用いた western 
blottingのパターン。(B)最初に膜上のタンパク質に Fnを結合させ、抗 Fnモノクローナル抗体 HB91を用
いて western blottingを行ったパターン。Acpのバンドが＊で示されている。(C)Fnを結合させずに同様の
実験を行った。この場合、ほとんどバンドは見られない。 
 
(4)オートリシン欠損株と相補株の Fn結合能 
Acp欠損株(13 acp::erm)株では、ウェルシュ菌菌体への Fn結合量が減少した。4%キシロース存
在下では、Fn結合量は、野生株(13)と同等にまで回復した(図 2A)。このことから、オートリ
シンは、ウェルシュ菌菌体表面に存在し、Fnレセプターとしてはたらくことが明らかになっ
た。 

 
図 2 (A)ウェルシュ菌 13株、13 acp::erm株、13 acp::erm/pacp株、13 acp::erm/pXC株の Fn結合量 (B)抗
13株抗体で反応させた ELISAの結果。どの菌株もプレート上の菌量には差がないことが確認された。デ
ータは平均値± SD (n = 3)で示している。 *, p < 0.01 



 
(5)ウェルシュ菌の線毛形成のメカニズムの解明 
ウェルシュ菌の新たに見出された線毛の構成タンパク質は CppAと CppBの 2つである。これ
らのタンパク質がどのように繋がって線毛を形成するのかは不明であった。抗 CppA抗体と抗
CppB抗体を作製し、これらの遺伝子の様々な変異株を用いて線毛の western blottingを行っ
た。その結果から、sortase Cという酵素が、ペプチドグリカン層内で最初に CppBを CppAに
つなげ、その分子に次々と CppAがつながるといった線毛形成メカニズムが明らかになった
（図 3）。 

 

図 3ウェルシュ菌線毛形成のメカニズムを示した模式図。CpSrtCは sortase Cである。 
 
(6)結論 
ウェルシュ菌は、ヒトの細胞外マトリックスタンパク質の一つであるフィブロネクチン(Fn)分
子に結合する。その Fnレセプターとして自己溶解酵素であるオートリシンがはたらくこと
が、本研究で明らかとなった。ウェルシュ菌が宿主の組織に結合する際にオートリシンが貢献
していると考えられ、本研究で得られた知見がこの菌による感染症発生メカニズムの解明の一
助になると考えられた。 
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