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研究成果の概要（和文）：ウェルシュ菌(Clostridium perfringens)は、ヒトにガス壊疽と食中毒をひき起こす
グラム陽性細菌である。本研究では、ウェルシュ菌菌体がヒトフィブロネクチン(Fn)分子内のモジュールIII9と
III10を認識して結合することを明らかにした。このことはこの細菌がフィブロネクチン結合タンパク質(Fbp)を
菌体表層に有することを示している。実際にこの細菌の細胞壁中からFbpC (CPE0625) , FbpD(CPE0630), 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; CPE1304)などのFbpを分離・同定することができた。

研究成果の概要（英文）：Clostridium perfringens is a Gram-positive, spore-forming anaerobic 
bacterium, causing gas gangrene and food poisoning in humans and animals. It is thought that C. 
perfringens entering the wound binds to human fibronectin (Fn) molecules in connective tissue, and 
colonizes.
In this work, it was shown that C. perfringens cells bound to III9 and III10 fragments of Fn. This 
suggests that the bacterium retains fibronectin-binding protein(s) (Fbp) on the cell surface. In 
fact, some Fbps were isolated by treating the cell with endolysin, a cell wall degrading enzyme. 
Some of these proteins were identified as FbpC (56 kDa; CPE0625), FbpD (45 kDa; CPE0630), and 
glyceraldehyde -3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; CPE1304). It was also shown that GAPDH binds to 
autolysin (Acp; CPE1231), a lytic enzyme present on the cell surface. These results suggest that 
many proteins might be involved in the Fn binding of C. perfringens cells.

研究分野：細菌学

キーワード： Clostridium perfringens　fibronectin (Fn)　Fn-binding protein（Fbp)　GAPDH　autolysin (Acp)
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ウェルシュ菌(C. perfringens)によるガス壊疽の発生は少ないが、急速に敗血症まで進行し致死的となることが
ある。その侵入門戸は、傷口である。侵入した細菌は、結合組織内の Fnを認識し結合することにより定着する
と考えられる。この定着の分子メカニズムは今までほとんど不明であった。本研究の成果により、ウェルシュ菌
は、Fn分子の一部分を特異的に認識しており、その認識には、菌体表層に存在する複数のFbpが関わっている可
能性が明らかとなった。さらに、どのFbpがウェルシュ菌の定着に主要な貢献をするのか明らかになれば、この
感染症に対する防御の具体的なアイデアが生まれることに繋がると考えている。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 
フィブロネクチン（Fn）とは、ヒトを含む動物の血漿、細胞表層、結合組織に存在する 450 
kDaの糖タンパク質で、細胞を接着・伸展させるうえで重要な役割を果たしている。この
タンパク質には、コラーゲンやインテグリンなどの結合組織内タンパク質の他、多くの細
菌が結合する。細菌の Fnへの結合はフィブロネクチン結合タンパク質(Fn-binding protein; 
Fbp)を介して行われる。病原細菌であるブドウ球菌やレンサ球菌の Fbpの研究では、感染
巣の形成や細胞への侵襲性、宿主防御機構からの逃避にこのタンパク質が寄与しているこ
とが明らかになっている。 
私たちは、ヒトにガス壊疽と食中毒を引き起こすウェルシュ菌（Clostridium perfringens）
菌体に Fnが結合することを初めて明らかにした。（Katayama, S., et. al. Acta Medica Okayama. 
2006. 60：351-355.）また、ウェルシュ菌のゲノム配列から、２つの Fbp（FbpA: CPE0737, FbpB: 
CPE1847）を見出した(Katayama, S., et. al. Anaerobe 2009. 15：155-159.)。しかし、これらの
タンパク質をコードする遺伝子を欠失した ΔfbpA ΔfbpB株は依然として Fn分子を結合した。
さらにFbpAとFbpBはほとんど菌体表層に表出していないことが明らかになった (山崎ら 
生物試料分析 2010. 33 :173-178.)。以上のことから、ウェルシュ菌が FbpA, FbpBとは別に
Fbpを菌体表層に発現しているのではないかと考え、その探索のため研究を立ち上げた。 

 
２．研究の目的 
 
ウェルシュ菌には Fn分子が結合する。しかし、Fn分子のどこに結合しているかは明確で
はなかった。まず、ウェルシュ菌が Fn 分子のどの領域を認識し、結合しているのか明ら
かにすることにした。次に、ウェルシュ菌のペプチドグリカン層を溶菌酵素エンドリシン
Psmで分解した後、溶出したタンパク質を調べると Fn 結合活性をもつ Fbp が複数存在し
ていることがわかった。そこで、それぞれのタンパク質を同定し、その構造と機能を調べ
ることにした。 

 
３．研究の方法 
 
１）ウェルシュ菌菌体への Fn断片の結合 
Fnは、2量体の糖タンパク質でその分子中に Type I, Type II, Type IIIモジュールを複数持
っている（図１）。体対数増殖期のウェルシュ菌 HN13 ΔfbpA ΔfbpB株をマイクロタイター
プレートに固定した後、Fn分子の一部分を断片化したビオチン標識組換えタンパク質を結
合させた。それぞれの Fn断片の結合力は、ELISA法により評価した。 
 
２） Fbpタンパク質の同定 
体数増殖期のウェルシュ菌をバクテリオファージ由来の溶菌酵素エンドリシンPsmで処理
し、細胞壁からタンパク質を抽出して TCA沈澱後、SDS-PAGEにかけた。ビオチン化 Fn
を用いた ligand blotting法により 56 kDa, 45 kDa, 40 kDaの Fbpが検出された。これらのタ
ンパク質を LC-MS/MSにかけ，ウェルシュ菌ゲノム解析のデータと照らし合わせて、それ
ぞれのタンパク質をコードする遺伝子を検索した。 
 
３）欠失変異株の作製 
in-frame deletion法 (Nariya, H., et. al. Appl Environ Microbiol 2011. 77 : 1375-1382.)を用い
てウェルシュ菌 HN13（13 ΔgalK ΔgalT）株の fbpC遺伝子と fbpD遺伝子の欠失株を作製
した。 
 
４）Fbpの Fn結合活性 
それぞれの Fbpをコードする遺伝子をウェルシュ菌 13株の染色体 DNAを鋳型として用
いて PCR後、pET11aまたは pET16a等の大腸菌発現ベクター(Novagen)にクローニング
した。His-tagを利用して組換えタンパク質を精製し、ビオチン化 FnをELISA法や ligand 
blotting法を用いて結合させて Fn結合活性を調べた。 
 
４．研究成果 
 
１）Fn分子内のウェルシュ菌の結合部位 
ウェルシュ菌は、ヒトの Fnに結合するが、コラーゲンには結合しない(Hitsumoto, Y., et al. 
Anaerobe 2014. 25 : 67-71.)。Fn分子はコラーゲン結合部位を持っていてコラーゲンに結合
する。面白いことに、ウェルシュ菌は、コラーゲンに結合した Fn に結合できることが分
かっていた。そこで、本研究では、まず、Fn分子中のどの部分がウェルシュ菌との結合に
関わっているのか調べた。その結果、Type IIIモジュールの III9断片と III10断片（図 1）が
有意にウェルシュ菌 HN13 ΔfbpA ΔfbpB株に結合した。このことから、ウェルシュ菌表層に
は、Fn分子を特異的に認識する Fn結合タンパク質が FbpA, FbpB以外に存在すると考え



られた。 
 

                        図 1. フィブロネクチン（Fn）分子の構造 
 
２）ウェルシュ菌のペプチドグリカン層に存在する Fbp 
ウェルシュ菌は、グラム陽性菌なので、菌体表層には、厚いペプチドグリカン層が存在す
る。この層をエンドリシン Psmで分解し、菌体表層中のタンパク質を抽出した。得られた
タンパク質をビオチン化した Fn 分子を用いて Ligand blotting をしたところ、いくつかの
Fbpを見出すことができた。それらのタンパク質はいくつか同定された（表 1）。 
 

表 1.ウェルシュ菌 HN13株ペプチドグリカン層から抽出した Fbp 
＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿ 

Protein name           Molecular weight   Gene 
＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿ 
hypothetical protein   56 kDa      CPE0625 
hypothetical protein      45 kDa    CPE0630 
glyceraldehyde-3-phosphate           CPE1304 

                  dehydrogenase (GAPDH)   40 kDa       gapC 
＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿ 

 
    ３）FbpCと FbpD 

Fbpとして発現量が多かったのが、機能不明のタンパク質 56 kDa, 45 kDaであった。これ
らのタンパク質をそれぞれ FbpC, FbpDと命名した。それぞれのタンパク質のモチーフを調
べてみると、N末端領域に cell wall-binding repeatsと C末端領域に zinc carboxypeptidase と
bacteriophage peptidoglycan hydrolaseのモチーフを持っていた（図 2）。しかし、黄色ブドウ
球菌の Fbp 等で見られる Fn-binding repeat は見出せなかった。またウェルシュ菌 HN13 
ΔfbpC ΔfbpD株では、Fnの結合量に変化は認められなかった（Katayama, S., et al. unpublished 
data）ことから、ウェルシュ菌の Fn結合に FbpCと FbpD はあまり貢献していないことが
わかった。その本来の機能については、現在解析を進めている。 

 
 
 
             

 

 

 

 

 

 

 
 

            図 2.FbpCと FbpDのモチーフ 
       SSDB motif searchによる。□は、signal peptideを示す。 

 

 



 
   ４）GAPDHの Fn結合活性と局在 
ウェルシュ菌の菌体表層に発現量が少ないが、40 kDaの Fbpが認められた。このタンパク
質の同定を行うと glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)であることが分かった。
GAPDH は、解糖系の酵素の一つであるが、その組換えタンパク質は、弱いながら Fn を結
合することが明らかになった。また、抗 GAPDH抗体で菌体への Fn結合を阻害することが
できた。この酵素が、本当にウェルシュ菌の菌体表面に存在するかどうかフローサイトメト
リーで調べたところ、菌体表層に GAPDHが存在することが明らかになった。 
 
   ５）GAPDHのオートリシンとの結合 
解糖系の酵素の一つである GAPDHが、細胞外にどのようなプロセスで分泌されるかは、未
だ明らかになっていない。GAPDHが、菌体表層に存在するには、何らかの菌体表層タンパ
ク質に結合する必要がある。黄色ブドウ球菌での報告(Ebner, P., et al. 2016. Infect Immun 84 : 
1672-1681.)から、GAPDH は、溶菌酵素オートリシンに結合している可能性が示唆された。
ELISA法と ligand blotting法で調べてみると組換え GAPDHは、オートリシン(CPE1231)の
活性ドメイン、Fnとプラスミノゲンに結合した。ラミニンとゲラチンには結合しなかった。
以上のことから、GAPDHは、オートリシンに結合することで、ウェルシュ菌菌体表面に表
出していると考えられた。そして、Fn やプラスミノゲンといった宿主のマトリックスタン
パク質と結合することによりウェルシュ菌菌体を宿主組織に定着させ、さらに血餅を溶解さ
せていると推察された。実際、オートリシン欠損株では、ウェルシュ菌菌体への Fn結合が
減少することが示された（Katayama, S., et al. unpublished data）。 
 
６）結論 
ウェルシュ菌は、傷口から侵入し、ヒトの Fn 分子の III9と III10領域を認識し結合する。Fn
分子の菌体への結合には、菌体表層に存在する GAPDHと溶菌酵素オートリシンが関わって
いることが、本研究で示唆された。このような知見により、ウェルシュ菌の宿主内での定着・
増殖に関するメカニズムが明らかになって行くと期待している。 
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