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研究成果の概要（和文）：ウェルシュ菌芽胞の細胞接着を分子レベルで解析することで、芽胞の知られざる生物
機能を明らかにすることを目指した。
腸管上皮細胞Caco-2とウェルシュ菌を共培養し、細胞へ接着した芽胞数をCFU法で定量化したところ、菌の増殖
に伴い形成された芽胞が細胞へ順次接着することが示唆された。そこで芽胞を分離調製しCaco-2細胞へ作用させ
たところ、定量的に有意な細胞接着が確認され、また形態学的にも多数の芽胞が細胞表面に接着することが、透
過型・走査型電子顕微鏡により確認できた。芽胞と細胞接着には定着因子とレセプターの結合が介在する可能性
が示唆されたが、この点は今後の検討課題である。

研究成果の概要（英文）：We have tried to evaluate the adherence of Clostridium perfringens to human 
intestinal epithelial cells. In this study, we established an in vitro adherence assay and examined 
the adherence of spores of C. perfringens to human intestinal Caco-2 cells. Adherences of spores 
both of strain SM101 (a derivative of FBI strain NCTC8798) and of strain NCTC8239 (FBI strain) were 
observed within 15 minutes, and reached plateau at 60 min after inoculation. Scanning Electron 
microscopy and transmission electron microscopy revealed tight association of spores on the surface 
of Caco-2 cells. On the other hand, the adherence of vegetative cells both of the strains could not 
be confirmed by the same procedures. The results suggest that C. perfringens spores adhere to 
intestinal epithelial cells in vivo, although its biological significance remains to be determined.

研究分野： 細菌学
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１．研究開始当初の背景 
（１）ある種の細菌は、生存に望ましくな
い環境に置かれたとき「芽胞」へ変化する。
芽胞は厚い芽胞壁に被われた粒子で、熱や
乾燥、化学物質に対する耐性が強い。芽胞
は悪環境で生き残った後、次に増殖に適し
た環境に移動し再び発芽・増殖する。 
 
（２）ヒトや動物に病原性を持つ芽胞形成
菌は、宿主体内で芽胞化することが特徴と
して挙げられる。環境に十分量の芽胞を排
出するためには体内で十分芽胞を形成する
時間が必要で、そのため宿主内で停留する
ための定着因子を必要とする。また環境に
出た芽胞が再び宿主に感染するためには、
芽胞が食品のような「ベクター」に結合す
る必要がある。しかしこれまで定着や吸着
を可能にする定着因子／接着因子はまった
く明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、感染成立における芽胞の意義を
実験的に証明するため、食中毒の原因とな
るウェルシュ菌を使って次の 2 点を明らか
にする。まず消化管への定着の有無を実験
モデルで確認する。次に芽胞が細胞へ接着
する際に関与する因子を特定する。これら
分子の存在を明らかにすることで、芽胞の
多機能性を証明することを目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）芽胞の細胞接着の確認	
 
①共培養系での接着	
 
ウェルシュ菌（SM101 株）の前培養液を
Caco-2 を培養した培養したウェル内に接
種、CO2 インキュベータ内で培養した。経
時的に培養上清中の栄養型菌数と芽胞数を
CFU 法で計測すると共に、細胞を洗浄後回
収して、付着した栄養型菌数、芽胞数を算
出した。	
 
②調製芽胞の接着	
 
Duncan	
 Strong 培地で培養した菌液から
polyethylene	
 glycol を用いた 2 層分配法
にて芽胞を分離、これを滅菌超純水に懸濁
して芽胞溶液とした。Caco-2 細胞培養液へ
これを加え、経時的に細胞を洗浄、洗浄後
の細胞を回収して、付着芽胞数を CFU 法で
計測した。	
 
（２）芽胞の接着像の電子顕微鏡観察	
 
①走査型電子顕微鏡観察	
 
ウェルシュ菌あるいは芽胞を作用させた細
胞は、洗浄後、グルタルアルデヒドで前固
定、オスミウム酢酸で後固定し、脱水、乾
燥、蒸着を経て観察した。	
 
②透過型電子顕微鏡	
 
ウェルシュ菌あるいは芽胞を作用させた細
胞は洗浄後、グルタルアルデヒド−ルテニウ
ムレッドで前固定、オスミウム酢酸で後固
定したのち、脱水、包埋して、定法に従い
染色して顕微鏡観察を行なった。	
 

	
 
４．研究成果	
 
（１）ウェルシュ菌の細胞への接着の定量	
 
①共培養系での細胞接着	
 
共培養系ではウェルシュ菌は培養液中で増
殖し、培養 8 時間後には芽胞を形成した。細
胞へ接着した栄養型菌は培養 3時間目から検
出され、時間の経過とともにその数は増加し
た。芽胞も培養 8 時間目から細胞へ接着した
数が検出され、時間の経過とともにその数は
増加した。しかし、培養 12 時間を経過する
と、芽胞形成に伴い産生されたエンテロトキ
シンの影響により細胞が障害を受け、それ以
降の計測はできなかった。検出された付着菌
数を定量化すると、栄養型菌数、芽胞数とも
に、細胞へ接着した数は最大で Caco-2 細胞
102あたり 0.1〜1 個で、その数はあまりに少
なかった。	
 

	
 
②調製芽胞の細胞接着	
 
調製芽胞を Caco-2 細胞へ作用させたところ
（MOI=0.5）、経時的に細胞接着が認められた。
その数は作用 1 時間後に最大に達し、Caco-2
細胞 102あたり 4 個程度であった。	
 

	
 
	
 
一方、光学顕微鏡下で確認した細胞接着芽胞
数は 1 細胞あたり少なくとも 10 を超えると
見積もられたため、この結果は芽胞の接着数
を正しく反映していないと考えられた。そこ
で、細胞へ接着した栄養型菌、芽胞を電子顕
微鏡で確認することにした。	
 
	
 



（２）接着芽胞の電子顕微鏡観察	
 
①走査型電子顕微鏡	
 
調製芽胞を Caco-2 に作用させ（MOI=5）、走
査型電子顕微鏡で観察すると、細胞表面に多
数の芽胞が接着している像が認められた。	
 
	
 

	
 
②透過型電子顕微鏡	
 
調製芽胞を Caco-2 に作用させ（MOI=5）、透
過型電子顕微鏡で観察すると、細胞表面に多
数の芽胞が接着している像が認められた。芽
胞と細胞の接着面は Caco-2 細胞から伸びた
微絨毛様構造が直接接触しているように見
えた。	
 

	
 
（３）考察	
 
今回の研究により、ウェルシュ菌芽胞が腸管
上皮細胞株 Caco-2 と直接接着することが電
子顕微鏡レベルで明らかになった。このよう
に、ウェルシュ菌芽胞が腸管上皮細胞へ接着
することを電子顕微鏡レベルで形態学的に
示した研究は、知る限りこれまで報告されて
いなかった。今回の研究成果により、使用し
た菌株の芽胞表面には exosporium 層は存在
せず、おそらく coat 蛋白が直接細胞表面蛋
白と結合しているか、芽胞表面の疎水性状が、
細胞膜の疎水性脂質と相互作用している可
能性が疑われる。本研究で使用した菌株が
Caco-2 細胞へ付着することを示唆する先行
研究によると、この芽胞と細胞の結合に疎水
性は大きく関与しないと報告している。考え
併せると、芽胞表面には接着因子が存在し、
細胞上のレセプターと結合している可能性
が強く示唆される。今後、これら因子につい
て同定し、結合の生物学的意義について解明

することが望まれる。	
 
走査型電子顕微鏡観察の結果、細胞には多数
の芽胞が結合していることが示されたにも
かかわらず、CFU 法による定量化ではわずか
な芽胞の存在しか検出できなかった。これは、
細胞へ接着した芽胞は何らかの原因により
発芽増殖することが抑制されている可能性
を示唆する。今後この点も追求して芽胞と腸
管上皮細胞との相互作用の全体像について
理解することが望まれる。	
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