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研究成果の概要（和文）：ウェルシュ菌の病態形成には芽胞が重要である。毒素産生からどのようなシグナルをうけて
芽胞形成に移行する一連の流れを同一株で研究するために新たな株KZ119株を同定した。KZ119株にて様々な変異株を作
成した結果より、既知の調節系によりKZ119株でも遺伝子の発現が調節されていることが明らかとなったが、細胞毒性
を調べた結果、KZ119株には未知の病原因子が存在することが示唆された。また、マイクロアレイデータの解析により
、芽胞形成調節遺伝子virXの発現に複数の二成分制御系が複関与することが示唆され、これらの二成分制御系が何らか
のシグナルを受け取ることで芽胞形成を調節している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：C. perfringens causes clostridial myonecrosis (gas gangrene) and gastrointestinal 
(GI) diseases in humans. C. perfringens spores are considered as the infectious morphotypes for both 
diseases. Despite the importance of spore formation in C. perfringens pathogenesis, the detailed 
mechanism and regulation of sporulation has not yet been defined. Here KZ119 was selected to analyze both 
of regulatory mechanism of toxin genes and sporulation. Cytotoxicity analysis showed that KZ119 has 
stronger cytotoxicity than strain 13. And also cytotoxicity assay using mutant strains showed there might 
be unknown virulence factor in KZ119. So the virulence factor might have important its pathogenesis. From 
the analysis of virX mutant of KZ119, it was identified that virX is negative regulator for sporulation. 
Microarray data showed there are several two-component systems that has a possibility to regulate virX. 
Now we are constructing the mutant strains of these two-component systems.
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１．研究開始当初の背景 
 グラム陽性嫌気性桿菌であるウェルシュ
菌は多数の毒素を産生しその協調作用によ
ってガス壊疽等の特徴ある病態を形成する。
また、本菌は芽胞を形成し、食中毒の原因菌
としても知られる。 
本菌による感染症は、傷口を芽胞が汚染した
り、芽胞に汚染された食品を食べることによ
り始まる。また、食中毒の原因となるエンテ
ロトキシンは、芽胞形成時にのみ産生される
ことが報告されていることから、本菌の感染
症の成立に芽胞は非常に重要であると考え
られる。芽胞は、耐薬品性や耐熱性に優れて
おり、一度、食品中や傷口、医療器具等と汚
染してしまうと、それを完全に除去すること
は困難である。従って、芽胞形成メカニズム
を解析することは、芽胞をターゲットとした
感染症予防の手がかりをつかむために重要
であると考えられるが、芽胞形成の調節メカ
ニズムは不明な点が多い。ウェルシュ菌によ
るガス壊疽は、まず、芽胞が外界から傷口に
入り込み、その芽胞がヒトの体内で増殖に適
した条件になると発芽し、毒素産生を開始す
ることにより引き起こされると考えられる。
ウェルシュ菌の毒素産生調節は二成分制御
系 VirR/VirSシステムによって行われている
ことが明らかとなっている。しかし、これま
での研究では、２つのウェルシュ菌感染症の
初期には芽胞が１つの重要な鍵となってい
ると考えられているにもかかわらず、対数増
殖期に産生される毒素産生調節、いわゆるガ
ス壊疽に関連する毒素遺伝子群の解析と、静
止期におこる芽胞形成の解析は全く切り離
されて考えられ、毒素産生を停止し芽胞形成
に至る過程の研究や、芽胞から発芽して再び
毒素産生を開始する過程についてはほとん
ど研究が進んでいない。特に芽胞形成の引き
金となるシグナルについては、世界的にみて
も研究が進んでいないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
まず、これまでの研究では、毒素産生調節機
構を解析する株と、芽胞形成調節機構を解析
する株は、それぞれ別々の株を用いて行われ
てきたため、毒素産生から芽胞形成までの一
連の流れを研究することはできなかった。そ
こで、１つの株を用いて毒素ならびに芽胞形
成の制御システムの研究を可能にすること
を目的とした。株が選定できれば、その株を
用いて、既知の遺伝子調節機構を確認し、さ
らには、未知の芽胞形成の調節機構を詳細に
解析することを目的として研究を行った。ま
た、毒素産生から芽胞形成への移行メカニズ
ム、特に芽胞形成をはじめるときのシグナル
物質を明らかとし、本菌による感染症の新た
な治療、予防法の手がかりをつかむことを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
まず、一つの株を用いて毒素産生と芽胞形成

の両方を解析するために、ウェルシュ菌保存
株、約 200株の染色体を調整し、毒素遺伝子
のプライマーを用いて PCR を行い、ほぼす
べての毒素遺伝子をもつ株を確認した。ほぼ
全ての毒素遺伝子もつ株に対して、熱を加え
た後にプレートに塗布し、形成されたコロニ
ーをカウントして芽胞形成効率を確認、さら
に、形質転換効率を確認して解析に用いる株
を選定した。この株については毒素遺伝子の
発現をノザン解析により確認し、遺伝子変異
株を相同組み換え法により作製した。変異株
の毒素遺伝子発現をノザン解析により、また
細胞毒性をマウス筋肉細胞を用いて検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1)食中毒株 SM101 株を用いた実験よりウェ
ルシュ菌において、芽胞形成は virX 遺伝子
によって負に調節されていることが明らか
となった。本菌の芽胞形成は、他の芽胞形成
菌であるバシラス属と比べて、その形成効率
が悪いということが知られているが、virX 遺
伝子はバシラス属に存在しないことから、芽
胞形成効率の違いはこの virX 遺伝子が一つ
の要因であることが示唆された。また、virX
遺伝子は、ガス壊疽に関連すると考えられる
毒素遺伝子群を転写レベルで正に調節する
ことから、virX 遺伝子がオンとなっている時
は、芽胞形成が抑制され、毒素遺伝子を正に
調節することで、栄養を獲得し効率よく増殖
できることが考えられた。芽胞形成と毒素産
生の芽胞形成時にのみ産生されるエンテロ
トキシンの産生も virX 遺伝子によって行わ
れていることが明らかとなった。この調節は
複数のシグマ因子の転写調節を通して行わ
れていることが明らかとなった。さらに virX
遺伝子は芽胞形成の鍵となる spo0A遺伝子も
負に調節しており、このことにより芽胞形成
を負に調節していることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)芽胞形成の解析に用いた食中毒株 SM101
株は多くの毒素遺伝子を欠くことから、ウェ
ルシュ菌の保存株の染色体をPCR にてスクリ
ーニングにし、ガス壊疽株 strain13 とほぼ
同じセットの毒素遺伝子をもつ株を選定し、
その株の芽胞形成効率と形質転換効率を確
認した結果、KZ119 株が毒素遺伝子群、芽胞



形成効率、形質転換効率ともにすぐれ、この
株を用いて今後の解析を行うこととした。 
 
(3)KZ119 株を使用するにあたり、この株のゲ
ノム配列の決定を行った。この株は、ゲノム
配列の解析からもガス壊疽株strain 13 とほ
ぼ同じセットの毒素遺伝子を持つことが確
認されたが、strain13 にはない δ-毒素遺伝
子を保有していることが明らかとなった。ま
た、α-毒素遺伝子は２つ存在することが明ら
かとなった。現在２つ目の α-毒素遺伝子につ
いてはその活性を検討中である。 
 
(3)KZ119 株の毒素遺伝子の転写を確認した
ところ、strain13 とほぼ同様の発現パター
ンを示したが、δ-毒素遺伝子の転写はグルコ
ースの添加で抑制されることが明らかとな
り、比較的栄養の乏しい培地で培養したとき
のみ発現されることが明らかとなった。 
 
(4)KZ119 株の病原性をオーストラリアモナ
ッシュ大学との共同研究により動物実験を
用いて検討した。その結果、この株はゲノム
配列が決定しているガス壊疽株 strain13 よ
りも強毒株であることが明らかとなった。 
 
(5)病原性の判定を行うために、これまでは
動物実験を共同研究により行ってきたが、よ
り簡易に病原性の強弱の判定をするために、
細胞培養により病原性の簡易判定を行う系
を確率した。細胞を用いるにあたり、マウス
筋肉細胞 C2C12 とヒト由来 HeLa 細胞を用い
て細胞毒性の検討を行い、ガス壊疽株
strain13 ならびに弱毒株を比較として用い
て病原性の判定を行うことが可能となった。
KZ119 株は strain 13 よりも強い細胞毒性を
示し、この結果は、動物実験と一致すること
を確認した。 
 
(6)KZ119 株を用いて既知の毒素産生調節遺
伝子について、変異株ならびに相補株の作製
を行った。その結果、ガス壊疽株 strain13 と
同様、毒素遺伝子群は VirR/VirS-VR-RNA カ
スケードによって調節されていることが明
らかとなったが、対数増殖期の α-毒素遺伝子
plc の転写調節は strain 13 と比べて KZ119
では弱く、変異株においても転写がかなり残
ることが明らかとなった。逆に κ-毒素遺伝子 
colA の調節は strain 13 よりも強く、KZ119
株の変異株において転写はほとんど見られ
なくなった。KZ119 株に特有の δ-毒素遺伝子
については、このシステムで調節されず、未
知の調節遺伝子で調節されている可能性が
示唆された。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5)これらの変異株を用いてマウス筋肉細胞
C2C12 に対しての細胞毒性を確認した結果、
VirR/VirS 変異株では、培養上清、菌体を加
えた場合どちらも野生株と比べて細胞毒性
が低下したのに対し、VR-RNA 変異株の培養上
清を加えた場合は、KZ119 株と比べて細胞毒
性が増強された。この結果より、KZ119 株に
おいてはVirR/VirS システムによって制御さ
れない未知の何らかの因子が、細胞毒性に関
与している可能性が示唆された。今後は、こ
れらの株を用いた動物実験も行い、細胞毒性
と動物実験の結果が一致するかも確認する
予定である。また、未知の病原因子について
も解析していく予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      変異株の細胞毒性 
  
(6)芽胞形成調節遺伝子である virX遺伝子の
変異株を作製し、芽胞形成効率を確認した結
果、KZ119 株においても食中毒株 SM101 と同
様、virX遺伝子変異株は芽胞形成効率が上昇
し、virX遺伝子が芽胞形成を負に調節してい
ることが明らかとなった。現在、相補株を作
成している。 
 
(7)二成分制御系遺伝子の変異株のマイクロ
アレイ実験の解析により、複数の二成分制御
系が virX 遺伝子の転写調節に関与している
ことが示唆され、これらの二成分制御系が外
界の何らかのシグナルを受け取ることで、
virX 遺伝子の転写を調節し、芽胞形成を調
節している可能性が示唆された。現在、これ
らの二成分制御系遺伝子の変異株を作製中
である。 
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