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研究成果の概要（和文）：本研究では、ウエルシュ菌感染による敗血症性ショック誘導メカニズムを明らかにす
ることを目的として、ウエルシュ菌感染に対するToll様受容体4 (TLR4)の役割の解明、DNAマイクロアレイを用
いた網羅的なα毒素の作用機構の解明、α毒素によるTLR4活性化メカニズムの解明などについて検討した。その
結果、ウエルシュ菌の感染によって、宿主では炎症関連遺伝子や、毛細血管の保護や再生に関与する遺伝子の発
現が増加すること、また、α毒素が宿主で好気的なエネルギー産生機構に関与する遺伝子群の発現を誘導するこ
とを見出した。さらに、θ毒素及びα毒素は協調的に作用してTLR4を活性化することが判明した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the mechanism of septic shock induced 
by Clostridium perfringens infection and the role of Toll-like receptor 4 (TLR4) in Clostridium 
perfringens infection, comprehensively detect the host-α-toxin interaction using DNA microarray, 
and investigate the elucidation of the mechanism of  TLR4 activation by α-toxin. As the results, it
 was demonstrated that infection with Clostridium perfringens increases the expression of 
inflammation-related genes and genes involved in capillary protection and regeneration in the host, 
and that alpha-toxin increases genes involved in the aerobic energy production. Furthermore, theta 
toxin and alpha toxin were found to act cooperatively to activate TLR4.

研究分野：細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で示したA型ウエルシュ菌と宿主との相互作用に着目した研究は世界的にも前例がほとんど無く、学術的
にも極めて独創性が高いと考えられる。また、本研究で実施した研究手法は、さまざまな病原細菌の研究に応用
可能で、発症や進行の機構が不明な細菌感染症の進行メカニズムの解明に寄与する可能性がある。このように、
本研究の成果は、細菌感染症に対する新規な研究領域を開拓し、発症機序解明や治療に大きく貢献するものと期
待する。

※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 
 A型ウエルシュ菌は、創傷感染して重篤な疾患であるガス壊疽（致死率はエボラ出血熱に匹
敵する７０％）を引き起こす。本感染症のアウトブレイクは、しばしば報告され、2008年の中
国•四川大地震では、実に 35000人ものガス壊疽患者が報告され、本邦においても大規模な震災
時に発症が懸念されている。本感染症は外傷を受けてわずか数時間で発症し、局所の筋組織壊
死が急速に拡大し、敗血症性ショックに陥り患者が短期間で死亡する。しかしながら、この発
症メカニズムは不明で有効な治療戦略は見出されていない。このように、本感染症への対策は
急務な課題である。これまでに我々は、A 型ウエルシュ菌の主要な病原因子である毒素が、
LPSによる敗血症性ショックを著しく亢進し、本毒素が敗血症性ショックの発症に関与するこ
とを世界で初めて発見した。しかしながら、その詳細な機構は不明であり、研究のさらなる進
展が期待されていた。 
 
２．研究の目的 
 ウエルシュ菌感染により敗血症性ショックが誘導される機構に関して、我々は、本菌が産生
する毒素が TLR4 を過剰に活性化して宿主免疫を暴走させ、敗血症性ショックを誘導する可
能性を報告していた。本研究の目的は、毒素による敗血症性ショックの誘導機構の解明を行
い、本感染症の有効で新規な治療戦略を見出すことである。この目的を達成するため、本研究
では、ウエルシュ菌感染に対する TLR4の役割、DNAマイクロアレイを用いた網羅的な毒素
の作用機構の解明、毒素による TLR4 活性化メカニズム、ウエルシュ菌感染に対する TLR4
阻害剤の治療効果などについて検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、以下の(1)から(4)の方法で研究を実施した。 
 
(1) ウエルシュ菌感染に対する TLR4の役割の検討 
 先行研究では、マウスを用いた実験で、毒素が TLR4 アゴニストである LPS による敗血症
を悪化させた。一般に、TLR4 はグラム陰性菌の LPS を認識して宿主の防御に働くが、この受
容体の過剰な活性化はサイトカインストームを惹起し、敗血症性ショックの原因となる。一方、
グラム陽性菌であるウエルシュ菌感染に対する TLR4 の役割や、本菌による敗血症性ショック
への TLR4 の関与は不明であった。そこで、ウエルシュ菌感染に対する TLR4 の役割を明らか
にするため、C3H/HeNマウス (野生型 TLR4)や C3H/HeJマウス (機能欠損の変異型 TLR4)にウ
エルシュ菌を筋肉内投与し、マウスの生存率、炎症性サイトカインの産生量、ガス壊疽の進行
度を比較し、ウエルシュ菌感染に対する TLR4の役割について検討した。 
 
(2) DNAマイクロアレイを用いた網羅的な毒素の作用機構の解明 
C3H/HeNマウスや C3H/HeJマウスに野生型の A型ウエルシュ菌、または、毒素遺伝子を遺伝
子操作で欠損した毒素欠損株を感染させ、感染部位での宿主の遺伝子発現を DNAマイクロア
レイにより網羅的に解析した。 
 
(3) 毒素による TLR4活性化メカニズムの解明 
 先行研究により、ウエルシュ菌毒素が TLR4のアゴニストであることが報告されていた。
毒素が TLR4 の過剰な活性化を誘導する機構を解明するため、TLR4 を発現するヒト臍帯静脈
内皮細胞 (HUVECs)を毒素及び毒素で共処理し、様々なサイトカインの産生増加を ELISA法
で定量した。 
 
(4) ウエルシュ菌感染に対する TLR4阻害剤の治療効果 
 毒素による TLR4 の過剰な活性化が、ウエルシュ菌感染時の敗血症性ショックを誘導する
と考えられ、TLR4 阻害剤が本菌による敗血症性ショックを抑制する有効な治療薬として期待
される。そこで、毒素及び毒素で共処理した HUVECs に TLR4 阻害剤  (TAK-242 や
TLR4-IN-C34など)を添加し、炎症性サイトカインの産生量を測定し、ウエルシュ菌が産生する
外毒素による TLR4 の活性化に対する阻害剤の効果を検討した。ウエルシュ菌感染に対する
TLR4阻害剤の治療効果について考察した。 
 
４．研究成果 
 ウエルシュ菌感染後にマウスの生存を観察すると、C3H/HeN マウスと比較して C3H/HeJ マ
ウスの生存率が優位に低く、ウエルシュ菌感染に対する感受性が亢進した (図 1)。また、感染
モデルマウスの大腿筋では、C3H/HeN マウスと比較して C3H/HeJ マウスでの生菌数が高く、
筋組織の傷害も強かった。次に、感染モデルマウスの大腿筋での G-CSF の産生を定量すると、
C3H/HeN マウスではウエルシュ菌の感染に依存して G-CSF が顕著に増加したが、C3H/HeJ マ



ウスではその増加は限定的であった。また、C3H/HeNマ
ウスではウエルシュ菌の感染に依存して脾臓の好中球数
が顕著に増加したのに対し、C3H/HeJ マウスではその増
加は限定的であった。以上の結果より、TLR4はウエルシ
ュ菌感染時にG-CSFの産生を亢進して好中球の産生を促
進し、自然免疫を強化すると考えられる。すなわち、TLR4
は宿主の免疫を強化してウエルシュ菌を排除し、宿主の
生体防御に関与することが判明した。 
 上記の実験で、ウエルシュ菌感染に対して TLR4 が宿
主防御に働くことが確認されたため、本菌感染時には
TLR4が活性化され、この活性化が過剰になると敗血症性
ショックが惹起されると推察された。また、先行研究で
は、毒素は LPS による敗血症を悪化させることが報告
されていた。そこで、毒素による TLR4の活性化を in vivoで確認し、さらに本毒素の作用機
構を解明するため、C3H/HeNマウスや C3H/HeJマウスに野生型の A型ウエルシュ菌、または、
毒素遺伝子を遺伝子操作で欠損した毒素欠損株を感染させ、感染部位での宿主の遺伝子発現
を DNAマイクロアレイにより網羅的に解析した。野生型の A型ウエルシュ菌に感染したマウ
スでは、未感染のコントロールと比較して、Interleukin 1 beta、C-X-C motif chemokine ligand 1 
(Cxcl1)、Cxcl2、S100 calcium binding protein A9など、炎症に関連する遺伝子の発現増加が多数
認められた (図 2)。また、興味深いことに、血管新生や血管内皮細胞の機能に関与する
Cysteine-rich angiogenic inducer 61や Apolipoprotein L domain containing 1の発現増加が認められ
た。これまでに、毒素が血管内皮細胞を傷害することが報告されており、これらの遺伝子の
発現増加は、血管内皮細胞の傷害に対する宿主の防御機構である可能性が考えられる。また、
Gene set enrichment analysis (GSEA)では、本菌に感染したマウスで脂肪酸の代謝に関与する遺伝
子群の発現が減少することが判明した。さらに、野生株と毒素欠損株との比較では、野生株
で骨格筋の分化に関与するMyogeninや、ストレスに応答して細胞を保護する Heat shock protein 
beta-1などの発現増加が認められた。これらの遺伝子の発現増加は、毒素による筋組織の破壊
に対する宿主の防御機構となっている可能性が考えられる。また、これらのマウスでの GSEA
では、野生株感染マウスでミ
トコンドリア関連遺伝子群
や ATP 合成に関連する遺伝
子群の発現増加が認められ
た。これまでに、毒素が末
梢の循環障害を引き起こし、
虚血を誘導することが報告
されており、これらの遺伝子
の発現増加は、虚血やこれに
続く ATP 産生の低下に対す
る宿主の防御機構となって
いる可能性が考えられる。こ
のように、本研究では、A型
ウエルシュ菌の感染に対す
る様々な宿主応答が発見さ
れ、網羅的に毒素の作用機
構について検討することが
できた。 
 α毒素による TLR4活性化メカニズムの解明では、HUVECsを θ毒素及び α毒素で共処理す
ると、様々なサイトカインの産生が増加し、これらの毒素が協調的に作用して TLR4 を活性化
することが判明した。一方、ウエルシュ菌感染に対する TLR4 阻害剤の効果を検討すると、一
般的な TLR4阻害剤 (TAK-242や TLR4-IN-C34）は、θ毒素や α毒素による TLR4の活性化を抑
制せず、治療効果は認められなかった。 
 以上より、毒素は極めて巧妙な機構で炎症を誘導し、本菌による感染症を進行させること
が明らかとなった。一方で、本研究では、本菌によるガス壊疽に有効な治療薬シーズの発見に
は至らず、今後の検討課題とする必要がある。また、本菌による感染症の進行機構を解析する
ことは、新たな病原細菌の感染メカニズムの解明や治療薬の開発にも有効であると期待される。 
 

Il1b: Interleukin 1 beta 
Cxcl1: C-X-C motif chemokine ligand 1 
Cxcl2: C-X-C motif chemokine ligand 2 
S100a9: S100 calcium binding protein A9 

図2. ウエルシュ菌感染による炎症関連遺伝子の発現増加 

0 2 4 6 8 10 12 14
0

20

40

60

80

100

C3H/HeN (n = 45)
C3H/HeJ (n = 45)

Days

S
ur

vi
va

l(
%

)

P = 0.048

図1. TLR4がウエルシュ菌感染後の 
　　　生存率に与える影響 
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