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研究成果の概要（和文）：本研究では嫌気性細菌集団の転写後制御を介した環境適応機構の理解を目指した。ウ
ェルシュ菌は温度（宿主内37°C→環境中25°C）に応答して、転写リードスルーの制御により細胞外マトリクス
遺伝子の発現を調節し、バイオフィルムの形態を変化させることを明らかにした。さらにバイオフィルム中の細
胞は、25°Cに応答して、シアリダーゼ遺伝子など宿主成分の利用に関与する遺伝子のmRNA安定性が増加し、そ
の発現が劇的に上昇することが明らかとなった。ウェルシュ菌は温度を認識し、転写後制御によって、バイオフ
ィルム形態と栄養利用性を調節することによって、迅速に各環境に適応して生存していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to understand the mechanisms of environmental adaptation 
through post-transcriptional regulation in anaerobic bacterial biofilms. We found that in response 
to temperature (37°C in the host to 25°C in the environment), Clostridium perfringens regulate the
 expression of extracellular matrix genes through transcriptional read-through regulation, resulting
 in changes in biofilm morphology. Furthermore, we found that gene expression involved in utilizing 
host components, such as sialidase genes, was up-regulated by stabilization of mRNA in response to 
25°C. C. perfringens could survive by recognizing temperature and rapidly adapting to each 
environment by regulating biofilm morphology and nutrient availability through post-transcriptional 
regulation.

研究分野：分子微生物学

キーワード： バイオフィルム　不均一性　偏性嫌気性細菌　ウェルシュ菌　転写後制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
偏性嫌気性細菌は我々ヒトと深く関与している。一部の偏性嫌気性細菌は食中毒および院内感染や慢性感染を引
き起こす起因菌（ウェルシュ菌、ディフィシル菌）であり、さらに近年腸内細菌叢はヒトの健康と深く関わるこ
とが明らかとなりつつあるが、その多くは偏性嫌気性細菌から構成される。一方で、嫌気性細菌のバイオフィル
ム研究例は限られており、さらに1細胞レベルの遺伝子発現・不均一性の詳細な研究例はほぼない。本申請は、
これまで困難とされていた嫌気性細菌の一細胞遺伝子発現解析を実施し、その環境適応能力と病原性との関連の
一端を明らかにした。本成果は医学的・基礎細菌学的観点からも大きな意義を有すると考えられる。

※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 
 細菌は単細胞であるが、実環境中では集団であるバイオフィルムを形成し生存している。たと
えモノクローナルな細胞から構成されるバイオフィルムであっても、その内部では様々な表現
型を有した細胞が存在し、このような細胞の機能分化・表現型不均一性は集団全体の環境適応や
生残性に寄与することが明らかとなっている。偏性嫌気性細菌はヒトと深く関与しており、一部
の嫌気性細菌は食中毒および院内感染や慢性感染を引き起こす起因菌（ウェルシュ菌、ディフィ
シル菌）である。さらに近年腸内細菌叢はヒトの健康と深く関わることが明らかとなりつつある
が、その多くは偏性嫌気性細菌から構成される。このような偏性嫌気性細菌集団中でも、細胞機
能分化機構が病原性や環境残存性に重要であると考えられるが、研究例は非常に乏しい。嫌気性
細菌による感染症予防・治療法の開発には、そのバイオフィルムと不均一性形成の制御機構の解
明が大きな課題である。 
 
２．研究の目的 
嫌気性細菌のバイオフィルム研究や薬剤耐性に関する研究は、バイオフィルム量や抗生物質
耐性を定量するのみの例が多い。その理由として、遺伝子改変技術が限られていることや一細胞
を計測する技術が乏しいことが挙げられる。特にクロストリジウム属やその近縁種は、病原細菌
や腸内常在細菌を含み、そのバイオフィルム形成・薬剤耐性は感染症・宿主の健康に深く関与す
ると考えられる。しかし、そのバイオフィルム中の 1細胞レベルの遺伝子発現の詳細な研究例は
ほぼない。嫌気条件下では蛍光発色団形成に酸素を必要とする GFP などの蛍光タンパク質を通
常使用することができず、これが偏性嫌気性菌における研究の障壁となっている。 
本研究では嫌気性細菌にも適応可能なレポーターシステムを利用し、これまで困難とされて
いた嫌気条件一細胞解析を実施し、嫌気性細菌バイオフィルム形成機構にアプローチすること
とした。これによって嫌気性細菌が形成するバイオフィルムの環境応答機構とその耐性化・定着
化機構の詳細が明らかにし、嫌気性細菌バイオフィルム研究の基盤構築および感染症の予防及
び産業面の発達に寄与する知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）ウェルシュ菌の温度に応答した環境適応戦略 
 嫌気蛍光タンパク質を用いて細胞外マトリクス遺伝子レポータープラスミドを作製した。レ
ポータープラスミドを導入した野生株を培養し、セルソーターによって細胞集団中より細胞外
マトリクス遺伝子発現が ONおよび OFFの集団を分取した。各亜集団（5×106細胞）より RNA
を抽出し、RNA-seq解析に用いた。 
  
（2）ディフィシル菌における新規抗生物質耐性遺伝子の同定 
 バイオインフォマティクス解析によって薬剤耐性に関連する遺伝子候補を同定した。同定し
た遺伝子に関してディフィシル菌の遺伝子破壊株およびレポーター株を作製し、抗生物質耐性
能および薬剤に対する遺伝子発現量を解析した。 
 
（3）ミュータンス菌における集団中の一部の細胞死に関与する遺伝子の同定 
 ミュータンス菌を培養し、Sytox Green を用いて死細胞を蛍光染色した。セルソーターを用い
て生細胞と死細胞を分取し、各亜集団（1×107細胞）より RNAを抽出し、RNA-seq解析に用い
た。標的遺伝子の欠損株を作製し、死細胞および細胞外 DNA量の測定および、共焦点レーザー
顕微鏡によるバイオフィルム構造とその内部の死細胞の局在を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）ウェルシュ菌の温度に応答した環境適応戦略 
 これまでの研究において、食中毒やガス壊疽の起因菌であるウェルシュ菌（Clostridium 
perfringens)は、温度（37°C：宿主内→25°C：環境中）に応答してバイオフィルムマトリクス遺伝
子の発現を調節することにより、バイオフィルム形態を変化させることが明らかとなっている 
(Obana et al. 2020)。本菌のバイオフィルムマトリクス遺伝子は集団中で二峰性の不均一な発現を
示す。しかし、その不均一性の制御および形成メカニズムは不明であった。これを明らかにする
ために、バイオフィルムマトリクス遺伝子発現が ON および OFF の亜集団をセルソーターによ
って分取し、RNA-seq解析を実施したところ、細胞外マトリクス遺伝子とその下流の遺伝子群が
同時に発現変動していることが明らかになった。さらに詳細な解析の結果、マトリクス遺伝子下
流の二成分制御遺伝子への転写リードスルーが、マトリクス遺伝子発現調節に必要であること
が明らかとなった。  
また、温度に応答して変動している遺伝子群を RNA-seq 解析によって網羅的に同定したとこ
ろ、シアリダーゼ遺伝子など宿主成分の利用に関与する遺伝子が環境中温度（25°C）で発現上昇
することが明らかとなった。さらに、これらの遺伝子の発現は RNAヘリカーゼである CshAを



介した転写後制御によって調節されていることが明らかとなった。 
ウェルシュ菌は温度を認識することによって宿主内外環境を認識し、バイオフィルム形態お
よび栄養利用性を調節することによって各環境に適応していると考えられた。また、転写後制御
が発現調節を媒介することにより、より迅速に環境への応答を加納にしていると予想された。 
 
（2）ディフィシル菌における新規抗生物質耐性遺伝子の同定 
 薬剤耐性菌は人類にとって大きな脅威のひとつであり、これを制御するためには、薬剤耐性機
構の理解が必要となる。ARE-ABCF は、抗菌薬に対する耐性の発現に関係するタンパク質で、
多くの細菌が有している。しかし、それぞれの生物で見いだされる ARE-ABCF 遺伝子配列は多
様であり、その多様性と薬剤耐性の関連については十分に解明されていなかった。 
ディフィシル感染症（Clostridioides difficile infection: CDI）は、抗菌薬使用などによりディフィシ
ル菌が増殖して常在腸内細菌叢が撹乱され、下痢などを発症する感染症である。本研究ではディ
フィシル菌が持つ ARE-ABCF 遺伝子（cplR）が、リンコサミド系とプレウロムチリン系の抗菌
薬に対する薬剤耐性を付与することを明らかにした。また、ディフィシル菌が cplRと同時に、
可動性因子であるトランスポゾン上にコードされる薬剤耐性遺伝子 ermB を持つことによって、
相乗的にリンコサミド系薬剤に対する耐性が上昇することを発見した。さらに cplR遺伝子の発
現は、抗菌薬に応答して誘導されること、およびその誘導は転写後制御機構によって媒介される
ことを明らかにした（Obana et al. 2023）。CDIは、ディフィシル菌が高い抗菌薬耐性を持つため
に発生するもので、多くの場合、抗菌薬の投与によって発生し、慢性感染や院内感染の原因とな
る。特にリンコサミド系抗菌薬の投与は、ディフィシル感染症のリスクファクターの一つして知
られており、ARE-ABCF およびその遺伝子発現制御機構を標的とした予防・治療薬の開発が期
待される。 
 
（3）ミュータンス菌における集団中の一部の細胞死に関与する遺伝子の同定 
 ミュータンス菌（Streptococcus mutans）はスクロース（砂糖）に応答して強固なバイオフィル
ムを歯面に形成し、バイオフィルム中の細菌に由来する乳酸発酵によって歯面の脱灰が引き起
こされる。つまり虫歯（う蝕）はバイオフィルムが媒介する疾患の代表例である。これまでの研
究でバイオフィルム中の底面に局在する一部の細胞において細胞死が引き起こされ、死細胞か
ら放出される細胞外 DNAがバイオフィルム形成を促進することを明らかにしてきた（Nagasawa 
et al. 2020）。一方で、集団中の一部の細胞でのみ細胞死が誘導されるメカニズムは不明であった。 
 本研究では死細胞を特異的に染色する蛍光試薬によって集団中の死細胞をラベルし、セルソ
ーターによって集団中の生細胞と死細胞を分取した。RNA-seq 解析によって生細胞と死細胞の
遺伝子発現を比較することによって細胞死に関連する遺伝子の同定を目指した。RNA-seq 解析
の結果、推定バクテリオシン遺伝子が死細胞で高発現していることが明らかになった。この遺伝
子の破壊株ではバイオフィルム中の死細胞の出現が抑制され、また細胞外 DNAの放出も減少す
ることが明らかになった。本研究の結果より、この推定バクテリオシン遺伝子は新規の細胞死に
関連する遺伝子であることが示された（Nagasawa et al. 2023）。 
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