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研究成果の概要（和文）：　ウェルシュ菌は芽胞のみならず微生物集合体であるバイオフィルムを形成することによっ
て種々の環境ストレスに耐性を獲得している。本研究の微生物の細胞外構造体であるIV型線毛が本菌のバイオフィルム
形成やバイオフィルム形態制御および基質への付着性に関与することが明らかとなった。IV型線毛遺伝子の発現は温度
によって制御されており、宿主体内温度ではその発現が増強し、付着活性が増す一方で、低温条件下ではその発現が減
少し、バイオフィルムマトリクス産生が増強することによってストレス耐性能が上昇した。つまり、本菌は外界の温度
を感知して、IV型線毛の発現を厳密に制御することによって環境適応していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Clostridium perfringens survives antibiotic treatment or oxidative stress through 
the formation of biofilms or spores, but the environmental and regulatory factors involved in the biofilm 
formation remain unclear. Here, we observed that temperature regulates C. perfringens biofilm morphology. 
At 37°C, C. perfringens adhered to the substrate surface and formed a flat, thin biofilm. However, at 
25°C, this bacterium did not adhere and produced a threadlike extracellular matrix, forming a viscous, 
thick biofilm. Adhered-biofilm formation requires pilA2, which encodes a component of type IV pili (TFP). 
TFP expression was activated at 37°C. These results indicate that the morphology of C. perfringens 
biofilm is dependent on temperature through the differential production of extracellular matrix and the 
activity of TFP. Here, we demonstrated that the morphological change of the biofilms via TFP activity 
could play an important role in the pathogenesis of this organism
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１．研究開始当初の背景 
（1）クロストリジウム属細菌と IV 型線毛に
よる付着制御 
IV 型線毛は最も広い細菌種が有する線毛で
あり、近年、グラム陽性偏性嫌気性芽胞形成
性 桿 菌であ る クロス ト リジウ ム 属 菌
(Clostridium)でも発見され、本属細菌の付着
性に関与することが予想された（Varga et al. 
2006. Mol. Microbiol.）。クロストリジウム属
細菌における IV 型線毛の制御は、感染症の
予防及び治療法の開発といった医学面に加
え、バイオリアクターを用いたエネルギーや
有用物質の生産技術の発展といった産業面
にも貢献するものと考えられる。しかし、ク
ロストリジウム属細菌の付着やグラム陽性
菌における IV 型線毛に関する研究は少ない
のが現状である。 
 
（2）温度変化による線毛制御 
 病原細菌における重要な感染シグナルの
一つとして温度変化が挙げられる。つまり、
細菌が環境中に存在する場合、外界の温度は
常温である 25°C 以下である場合が多い一方、
宿主の体内に侵入した場合、37°C 程度に上
昇する。このような温度変化によって毒素を
はじめとした病原性因子は制御されること
が多く知られている。これまでにクロストリ
ジウム属細菌のモデルであるウェルシュ菌
において、IV 型線毛の主要構成成分である
pilin をコードする pilA2 遺伝子の発現が
37°C において上昇し、さらに本菌の非生物
性基質に対する付着性が向上することを見
出した。従ってウェルシュ菌は感染時に繊毛
を積極的に生産することで宿主細胞に付着
及び定着をして、毒素を産生することで病原
性を発揮すると考えられ、温度依存的な線毛
制御は本属細菌の病原性の制御の観点から
重要といえる。 
 
２．研究の目的 
本研究では感染シグナルである温度変化

に応答した IV 型線毛の制御機構を明らかに
する。線毛は細菌が有する細胞外構造であり、
病原細菌が宿主に感染する第一段階である
付着に重要な因子である。これまでにグラム
陽性偏性嫌気性病原細菌において IV 型線毛
が付着性やバイオフィルム形成に重要であ
ることを見出した。さらにその IV 型線毛は
外界の温度に応答して、付着活性が変化する
ことも見出している。温度変化とは細菌が動
物への感染が成立した際の環境変化と類似
していることから、温度依存的な IV 型線毛
制御機構の詳細を明らかにすることによっ
て、細菌の線毛及び付着を標的とした将来的
な感染予防法や治療法の開発の研究基盤を
構築することを目指す。 

 
３．研究の方法 
（1）IV 型線毛 Pilin をコードする pilA2 
mRNA 切断因子の同定 

IV型線毛の主要構成成分をコードするpilA2
遺伝子は 3つの線毛関連遺伝子と共にオペロ
ンとして転写されるが、転写後に pilA2 
mRNA のみが切り出され、蓄積する。一般的
に転写後制御機構は、転写段階の制御よりも
迅速にそして正確に発現量の調節が可能で
あるとされ、線毛の制御重要であると考えら
れる。真正細菌では RNA 切断には特定のリ
ボヌクレアーゼ（RNase）が関与している。
ウェルシュ菌ゲノム情報をもとに推定
RNase をコードする遺伝子を探索し、これら
の遺伝子欠損株を作成する。いくつかの
RNase は生育に必須であり、その遺伝子欠損
株の作成は困難とされる。そこで、ラクトー
ス誘導型のプロモーターを用いることでウ
ェルシュ菌の生育に必須な遺伝子のノック
ダウン（KD）株を作成する。 
 
（2）温度依存的な IV 型線毛制御とバイオフ
ィルム形成の関連 
 多くの細菌で IV 型線毛とバイオフィルム
形成には深い関連が示されている。IV 型線毛
とバイオフィルム形成の関連性を解析する。
IV 型線毛遺伝子およびバイオフィルム形成
に関与する遺伝子の欠損株を用いて 37°C 及
び 25°C 条件下におけるバイオフィルム形態
及び構造を解析する。バイオフィルム構造観
察には共焦点レーザー顕微鏡を用いること
によってバイオフィルムの 3次元構造をとら
える。さらに、付着能が欠失している pilA2
遺伝子欠損株を用いてマイクロアレイ解析
を行い、付着能欠如に付随する遺伝子発現変
動を解析する。これらの解析によって付着と
バイオフィルム形成の関連性を空間的に且
つ遺伝子レベルでも解明する。これにより、
本属細菌のストレス耐性獲得機構の一つで
あるバイオフィルムに関する理解を深める。 
 
４．研究成果 
（1）温度依存的なバイオフィルム構造変化 
ウェルシュ菌バイオフィルム形態が温度

変化（37°C から 25°C）に応答して【付着
型】（図 1）から【薄膜型】（図 2）へと劇的
に変化することを見出した。バイオフィルム
は細菌の抗生物質及び酸化ストレス耐性に
関与することから、ウェルシュ菌バイオフィ
ルムの形態変化は本菌の病原性との深い関
連が示唆される。以上のことから、ウェルシ
ュ菌は宿主体内のような高温条件（37°C）
では線毛を産生して、積極的に宿主細胞に付
着して攻撃する一方、宿主から排出された場
合は低温条件（25°C）を感知し、付着をや
め、細胞外マトリクスを産生して酸素ストレ
スに対応していると考えられる。 
 
（2）IV 型線毛は付着型バイオフィルム形成
に関与する 
 IV型線毛の構成成分である Pilinをコード
する pilA2 遺伝子の欠損株を作成し、バイオ
フィルムの形成実験を行ったところ、pilA2 



欠損株では培養温度に関係なく薄膜型バイ
オフィルムを形成することが明らかとなっ
た。つまり、IV 型線毛による付着はバイオフ
ィルムの構造に大きく影響を与えているこ
とが示唆された。マイクロアレイ解析および
トランスポゾン変異株のスクリーニングを
行い、薄膜型バイオフィルムを構成する細胞
マトリクス産生に必須な遺伝子を同定した。
この遺伝子欠損株では種々のストレスに対
する耐性が低下したことから、同定した遺伝
子は本菌のストレス耐性に深く寄与すると
考えられる。さらに pilA2 遺伝子欠損株のマ
イクロアレイ解析の結果、温度に関係なく上
記のバイオフィルムマトリクス遺伝子の発
現が増強することが明らかになった。つまり、
IV 型線毛の形成が周囲の環境に応答したバ
イオフィルムマトリクス遺伝子の発現制御
およびバイオフィルム構造の決定に寄与す
ることが示唆された。 

図 1．付着型バイオフィルムの 3 次元構造 
 

図 2．薄膜型バイオフィルムの 3 次元構造 
 

（3）pilA2 遺伝子の転写後制御機構の解明 
 RNA の転写後制御にはリボヌクレアーゼ
（RNase）が関与することが知られている。
ウェルシュ菌ゲノム情報より、RNA 分解や
切断に寄与すると予想される遺伝子を抽出
し、その遺伝子の KD 株を作成した。エンド
リボヌクレアーゼをコードすると予想され
る rny遺伝子のKD株を作成したところ、KD
条件では本菌の生育が減衰したところから、
rny がコードする RNase Y は本菌の生育に
寄与すると考えられた。さらに rny KD 株を
用いてマイクロアレイ解析を行ったところ、
ウェルシュ菌の遺伝子発現のおよそ 1 割が
RNase Y に影響を受けることが明らかと
なり、本菌の RNA ターンオーバーに関与
することが明らかとなった。また、RNase 
Y KD 条件では pilA2 の発現が減少したこ
とから、転写後における pilA2 mRNA の切
断およびその蓄積に関与することが判明し
た。さらに RNase Y の発現量に応じて本菌
の付着量が増加することが明らかとなり、
RNase Y を介した pilA2 mRNA の蓄積が
IV 型線毛の形成および本菌の付着の制御
機構の一つであることが示唆された。 
 

図 3．野生株（HN13）および rny KD 株（rny）
の付着量の解析。数字は rny 遺伝子発現の誘
導剤添加量を示す（mM）。 
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