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研究成果の概要（和文）：医療関連感染の一つであるClostridium difficile感染症(CDI)の新たな予防法として、定着
因子ワクチンを考え、毒素非産生性C. difficile膜画分(ntCDMF)を調製し、CDIワクチン候補とした。まず、培養細胞
を用いたin vitro実験系において、ntCDMFの有用性が示された。次に、マウス及びハムスターを用いたin vivo実験系
での効果を調べたところ、in vitro同様in vivoにおいてもntCDMFの効果が認められた。これらの結果から、ntCDMFがC
DIワクチンとして有用であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Diarrhea and pseudomembrane colitis caused by Clostridium difficile infection 
(CDI) is a global health concern because of the high recurrence rate after standard antibiotic therapy. 
Vaccination presents a powerful countermeasure against disease recurrence. In this study, mice vaccinated 
with the nontoxigenic C. difficile membrane fraction (ntCDMF) generated a marked immune response to the 
antigen, as demonstrated by the serum IgG and intestinal fluid IgA levels. Significantly, pretreatment 
with harvested IgG- and IgA-containing fluids was sufficient to prevent in vitro adhesion of C. difficile 
to Caco-2 cells. Furthermore, it was examined whether ntCDMF has an effect on in vivo situation. The 
number of C. difficile in feces of mice that were immunized by ntCDMF decreased than that of control 
mice. The survived number of hamsters that were immunized by ntCDMF was more than that of control 
hamsters. These results highlight the potential of ntCDMF as a vaccine candidate for CDI.
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１．研究開始当初の背景 
Clostridium difficileは、抗菌薬関連下痢症・
腸炎の主要な原因菌である。ヨーロッパやア
メリカなどの先進国では、1980 年代から院
内感染の原因菌としてC. difficileに注目して
いるため、医療関係者の認知度は高く、入院
患者に対し、C. difficile感染症と予防につい
て適切な説明が行われている。さらに、C. 
difficile感染症対策や C. difficile研究も活発
に行われている。しかし、それでも未だに
C. difficile感染症をコントロールすることは
できていない。一方、わが国においては、1980
年代からC. difficileの病原性に関する研究は
行われているが、臨床応用に繋がる成果は得
られていない。そのため、医療関係者の認知
度は低く、多くの医療施設で C. difficile感染
症対策が行われていない。しかしながら、C. 
difficile 感染症の重症例では大腸全摘などの
腸切除を行わなければならないことや死亡
例の報告も稀ではないため、本菌の対策は急
務であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
C. difficle 感染症をコントロールするために
は解決しなければならない問題点が３つあ
る。これらは積極的に C. difficile感染症対策
を行っている欧米でさえ、未だに C. difficile
感染症をコントロールできていない理由で
ある。①医療施設内環境問題：C. difficileは、
芽胞産生能を有するため、アルコールやクロ
ルヘキシジン等の一般的な消毒薬に耐性を
示す。また、偏性嫌気性菌であるが、好気的
環境や乾燥状態に曝されても死滅しないた
め、医療施設内の環境整備が困難である。②
耐性株問題：C. difficile感染症の治療は、原
因と思われる抗菌薬の投与を中止すること
であるが、それでも症状が改善しない場合、
症状が軽度から中程度の場合はメトロニダ
ゾール、重症の場合はバンコマイシンの投与
による治療を行う。しかし、近年、バンコマ
イシン低感受性C. difficileの出現が報告され
た。③再発問題：C. difficile感染症は、再発
する症例が非常に多い。つまり、バンコマイ
シン等での治療後、再び C. difficileを獲得し
てしまい、再感染することや、治療で完全に
除去できなかった芽胞状態のC. difficileが治
療後に増殖することにより再燃することが
ある。これらの問題点を解決する新しい対策
として、本研究ではワクチンに着目した。C. 
difficile は、芽胞状態の菌を経口的に獲得す
ることにより、体内に取り込まれ、腸管内に
定着する。腸内細菌叢が正常に保たれている
場合、腸管内に定着した C. difficileは芽胞状
態のままで増殖しないため、消化管症状を引
き起こすことはない。しかし、抗菌薬等の使
用により、正常な腸内細菌叢が乱された場合、
C. difficile は増殖を始め、毒素を産生する。
消化管症状はこの毒素により引き起こされ
る。ゆえに、ワクチンとして、毒素をホルム
アルデヒドで無毒化したトキソイドが考え

られるが、トキソイドにはホルムアルデヒド
による変性が元に戻り再び毒素活性を有す
ることになる可能性がある。そこで本研究で
は、C. difficileが腸管に定着することを阻害
するワクチンを開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
⑴ In vitro実験 
① 毒 素 非 産 生 性 C. difficile 膜 画 分
(nontoxigenic C. difficile membrane 
fraction: ntCDMF)の調製 
毒素非産生性C. difficile JND13-23を培養し、
菌体を回収した後、超音波破砕を行った。そ
の後、遠心分離及び超遠心分離を行い、膜画
分を得た。回収した分画が膜画分であること
を確かめるために、膜タンパク質の一つであ
る SleB のペプチド抗体を作成し、western 
blotを行った。 
 
②マウスの免疫 
2 週間毎に 3 回、マウスに ntCDMF をアジ
ュバントと共に皮下投与し、3 回目の投与か
ら 2 週間後に全採血し、血清を得た。また、
全採血後、腸管を取り出し、腸液を回収した。 
 
③血清及び腸液の抗体価測定 
血清及び腸液の抗 ntCDMF抗体価は ELISA
法を用いて測定した。 
 
④培養細胞への C. difficile付着 
C. difficileの培養細胞への付着はヒト腸管由
来培養細胞株であるCaco-2を用いて行った。
血清及び腸液の効果を調べる場合には、血清
及び腸液で C. difficileを処理した後、Caco-2
と共培養させた。 
 
⑵In vivo実験 
①投与方法の比較 
⑴-②と同様のスケジュールでマウスを免疫
し、血清及び腸液を回収した。投与方法は、
皮下投与、経口投与、経直腸投与、経鼻投与
の 4つの方法を用いた。 
 
②C. difficileのマウス腸管への付着 
⑴-②と同様のスケジュールで経直腸投与に
てマウスを免疫した。抗菌薬で腸内細菌叢を
乱した後、C. difficileを経口投与した。その
後、7日間に 1度、28日目まで糞便中に排出
される C. difficileを計数した。 
 
③致死活性 
⑴-②と同様のスケジュールで経直腸投与に
てハムスターを免疫した。抗菌薬で腸内細菌
叢を乱した後、C. difficile を経口投与した。
投与後 7日目まで生死を観察した。 
 
４．研究成果 
⑴In vitro実験 
①SDS-PAGE及び western blot 
C. difficile JND13-23の膜画分が回収できて



いるかを確認するために SDS-PAGE 及び
western blotを行った。 
 
図 1 
    <SDS-PAGE>       <Western blot> 
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M: 分子量マーカー (下から 15, 20, 25, 37, 
50, 75, 100, 150, 250 kDa), 1: 超音波破砕後, 
2: 遠心分離後上清, 3: 超遠心分離後上清, 4: 
超遠心分離後沈殿 , 5: 培養上清 ; western 
blotの 1次抗体には抗 SleB抗体を使用。 
 
超遠心後の沈殿物は多くのタンパク質を含
み、超遠心後上清に比べ、膜タンパク質のひ
とつである SleB のバンド強度が高いことか
ら、この画分を膜画分として以後の研究に用
いることにした。 
 
②培養細胞への C. difficileの付着 
①で得られた膜画分でマウスを免疫し、得ら
れた血清及び腸液がC. difficileの培養細胞へ
の付着を阻害することができるか調べた。 
 
図 2 
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血清(A)および腸液(B)と C. difficile を 37℃
で 1時間反応させた後、C. difficileと Caco-2
を共培養し、Caco-2 へ付着した C. difficile
菌数を計数した。□:コントロールマウス、■:
免疫マウス 
 
ntCDMF で免疫したマウスの血清および腸
液で処理した C. difficileは、コントロールマ
ウスの血清および腸液で処理した C. difficile
に比べ、Caco-2への付着数が少なかった。こ
れは免疫マウスの血清や腸液中に C. difficile
の腸管細胞への付着を妨げることのできる
抗体が存在することを示している。 
 

⑵In vivo実験 
①投与方法の比較 
腸管でのC. difficileの付着が最も阻害できる
投与方法を探すため、皮下投与、経口投与、
経直腸投与、経鼻投与で免疫した後、血清中
の抗 ntCDMF IgG および腸液中の抗
ntCDMF IgAを測定した。 
 
図 3 
 (A)      (B) 
 
 
 
 
 
 
(A)血清中の抗 ntCDMF IgG、(B)腸液中の抗
ntCDMF IgA 
 
4つの方法を比較したところ、血清 IgGは皮
下投与が最も高い抗体価を示したが、腸液
IgAは経直腸が最も高かった。よって以後の
実験は経直腸投与を用いることにした。 
 
②C. difficileのマウス腸管への付着 
ntCDMF で免疫したマウスの腸管にどの程
度 C. difficileが付着するのかを調べた。 
 
図 4 
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(A)C. difficile JND13-22、 (B)C. difficile 
VPI10463 を経口投与した後、7 日ごとに糞
便中の C. difficile菌数を計数した。実線: コ
ントロールマウス、破線: 免疫マウス 
 
免疫マウスとコントロールマウスは共に糞
便中のC. difficile菌数が時間経過と共に減少
したが、減少率が異なり、28日後はコントロ
ールマウスの糞便中の C. difficile 菌数は約
106 CFU/gであったのに対し、免疫マウスで
は約 104 CFU/gであった。よって in vivoに
おいても ntCDMFの効果が示された。 
 
③致死活性 
C. difficileによる死亡率が ntCDMFを免疫
することによってどの程度下がるのかをハ
ムスターを用いて調べた。 
 
図 5 
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(A)C. difficile JND13-22、 (B)C. difficile 
VPI10463を経口投与した後、生死を 7日間
観察した。黒線: 免疫ハムスター、灰色線: コ
ントロールハムスター 
 
図 5より、コントロールハムスターが観察中
にすべて死亡したのに対し、免疫ハムスター
は 3割程度が生存した。これにより ntCDMF
が間接的にC. difficileの致死作用を防ぐこと
ができることが示された。 
本研究の結果から、ntCDMFは CDI ワクチ
ンとして有用であることが示された。 
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