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研究成果の概要（和文）：宿主は、細菌感染に対して好中球の産生を亢進し対抗するが、一部の細菌感染は致死
的である。我々は、ウエルシュ菌が感染したマウスや、α毒素を投与したマウスでは成熟好中球が減少すること
を発見した。また、本菌の感染は末梢の成熟好中球を減少させた。骨髄細胞をα毒素で処理すると、脂質ラフト
が変化し、好中球の分化が抑制された。脂質ラフトの阻害剤を処理した骨髄細胞では、好中球の分化が抑制さ
れ、脂質ラフトの阻害がα毒素による好中球の分化抑制に関与することが示唆された。以上の結果より、ウエル
シュ菌α毒素は好中球の分化を阻害し宿主免疫を障害する、本菌の新しい免疫回避機構が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Granulopoiesis is accelerated to suppress bacteria during infection, but 
some bacteria can still cause life-threatening infections. The mechanism behind this remains 
unclear. In this study, we found that mature neutrophils in bone marrow cells (BMCs) were decreased 
in Clostridium perfringens-infected and virulence factor α-toxin-injected mice. C. perfringens 
infection interfered with the replenishment of mature neutrophils into peripheral circulation. 
Treatment of BMCs with α-toxin (phospholipase C) blocked neutrophil differentiation accompanied by 
modification of lipid rafts. Since treatment with methyl-β-cyclodextrin, a lipid raft-disrupting 
agent, impaired neutrophil differentiation, the alteration of lipid rafts by α-toxin might be 
involved in the impairment of granulopoiesis. These results suggest that C. perfringens α-toxin 
impairs neutrophil differentiation, which provides new insight to understand how pathogenic bacteria
 evade the host immune system.
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１．研究開始当初の背景 
A型ウエルシュ菌は、創傷感染して重篤な疾
患であるガス壊疽を引き起こす病原細菌で
ある。2008 年の中国•四川大地震では、実に
35000人もの被災者がガス壊疽感染症を発症
した。本邦においても大規模な震災が懸念さ
れており、ガス壊疽への対策と予防は急務な
問題である。本感染症は外傷を受けてわずか
数時間で発症し、局所の筋組織壊死が引き起
こされる。そして、病巣は急速に拡大し、抗
菌薬の投与で制御できない敗血症が惹起さ
れ、48時間以内に患者が急死するといった劇
的な経過をたどる。このように、A型ウエル
シュ菌によるガス壊疽は非常に予後の悪い
感染症であるが、感染メカニズムが不明であ
るため、本感染症に対する有効な治療戦略は
見出されていなかった。 
 
２．研究の目的 
A型ウエルシュ菌によるガス壊疽は急速に進
行することから、私は、本菌が宿主からの免
疫を回避している可能性を考えた。そこで、
このようなウエルシュ菌の免疫系からの回
避機構を解明し、新たな治療戦略を提唱する
ことを本研究の目的とし、本菌の感染や、産
生された毒素による宿主の自然免疫の変化、
主に好中球の産生変化について検討した。 
 
３．研究の方法 
1) ウエルシュ菌（野生株や毒素欠損株）を
C57BL/6マウスの下肢骨格筋に投与し、ウエ
ルシュ菌感染モデルマウス（ガス壊疽モデ
ル）を作製した。本菌を感染させたマウスの
骨格筋を採取し細胞懸濁液を調製した後に、
これに含まれる好中球数を、抗 Ly-6G 抗体
（好中球に特異的に反応）を用いたフローサ
イトメトリー法により定量し、感染部位への
好中球の集積を測定した。また、体内より好
中球を特異的に除去する抗 Ly-6G 抗体を投
与したマウスに本菌を感染させ、感染した大
腿筋の懸濁液を調製し、これに含まれるウエ
ルシュ菌の生菌数をコロニーカウント法で
測定し、ウエルシュ菌に対する好中球の役割
を検討した。 
 
2) マウス大腿骨より骨髄細胞を採取し、こ
れに毒素を添加しインキュベーションした。
その後の骨髄細胞は、蛍光標識された抗
CD11b 抗体、抗 Ly-6G/Ly-6C (Gr-1)抗体、
抗 CD117 (c-Kit)抗体で適宜染色し、フロー
サイトメーターを用いた解析により、骨髄細
胞 に 含 ま れ る 骨 髄 芽 球 (c-Kit+/Gr-1low/ 
CD11b+)、桿状核球 (c-Kit-/Gr-1low/CD11b+)、
及び分葉核球 (Gr-1high/CD11b+)を定量し、
毒素がそれぞれの細胞に与える影響を評価
した。 
 毒素は、スフィンゴミエリナーゼ活性や
ホスホリパーゼ C活性を有している。そこで、
酵素活性を示さない変異型毒素（H148G）
の好中球に対する作用を、上述の方法により

検討した。野生型毒素と変異型毒素の好中
球に対する作用の比較から、本毒素の酵素活
性の役割を考察した。 
  
3) 野生型及び毒素欠損型ウエルシュ菌感
染モデルマウスより採取した骨髄細胞に含
まれる骨髄芽球、桿状核球、及び分葉核球を
それぞれ定量し、骨髄中での好中球の分化に
与える影響を解析した。両者の比較から、ウ
エルシュ菌感染時の骨髄細胞の変化や毒素
の役割を検討した。また、毒素を静脈内投
与したマウスより骨髄細胞を採取し、毒素
が骨髄内で好中球の分化に与える影響を解
析した。 
 
4) 骨髄細胞を、脂質ラフトの構成因子であ
る GM1 ガングリオシド (GM1)に特異的に
結合する蛍光標識 Cholera toxin B subunit 
(CTB)で染色し、骨髄芽球、桿状核球、及び
分葉核球での GM1 発現をフローサイトメト
リー法により測定した。また、毒素処理や
ウエルシュ菌感染による好中球での GM1 の
発現変化を測定した。さらに、脂質ラフトの
阻 害 剤 で あ る Methyl--cyclodextrin 
(MCD)で処理した骨髄好中球の分化の程度
を、CD11b及び Gr-1の発現を指標に測定し
た。 
 
４．研究成果 
1)野生株に感染した骨格筋では、毒素欠損
株に感染した骨格筋と比較して、Ly-6G+の好
中球数が優位に少なかった。また、このとき
の生菌数をコロニーカウント法で測定する
と、毒素欠損株は野生株と比較して感染部
位での生菌数が顕著に少なかった。これらの
結果より、毒素欠損株の排除に好中球が関
与し、野生株では、産生された毒素が好中
球による自然免疫を障害することが示唆さ
れた。そこで、体内より好中球を特異的に除
去する抗 Ly-6G 抗体を投与したマウスに本
菌を感染させ、大腿筋の懸濁液に含まれるウ
エルシュ菌の生菌数を測定し、ウエルシュ菌
に対する自然免疫における好中球の役割を
検討した。その結果、野生株に感染した骨格
筋では、コントロール抗体投与群と抗 Ly-6G
抗体投与群で同程度の生菌数が検出され、
毒素欠損株に感染したマウスでは、抗 Ly-6G
抗体の投与により生菌数が顕著に増加する
ことが分かった。すなわち、本来は好中球が
ウエルシュ菌の排除に関与するものの、本菌
の産生する毒素が好中球による自然免疫機
能を障害することが判明した。 
 
2)マウス大腿骨より骨髄細胞を採取し、これ
を毒素で 24時間処理し、種々の好中球を定
量したところ、毒素処理により、分葉核球
が顕著に減少することが分かった。一方、
毒素は骨髄芽球や桿状核球には影響しなか
た。この結果は、毒素処理した細胞のギム
ザ染色像でも確認された。次に、酵素活性を



示さない変異型毒素（H148G）を用いて同
様の検討を行ったところ、H148G は分葉核
球を減少させないことが分かった。これらの
結果より、毒素は酵素活性依存的に分葉核
球を特異的に減少させることが判明した。 
 
3)野生型のウエルシュ菌に感染したマウス
より採取した骨髄細胞には骨髄芽球や桿状
核球はコントロールマウスと同程度含まれ
ていたが、分葉核球が顕著に減少していた。
また、毒素欠損型ウエルシュ菌に感染した
マウスでは、この分葉核球の減少は抑制され
ていた。さらに、毒素を静脈内投与したマ
ウスより骨髄細胞を採取し、毒素が骨髄内
で好中球の分化に与える影響を検討したと
ころ、本毒素の投与マウスでは分葉核球が顕
著に減少することが分かった。これらの結果
より、ウエルシュ菌より産生された毒素が
骨髄で好中球の分化を抑制し、分葉核球を減
少させることが明らかとなった。 
 
4) 骨髄細胞を、脂質ラフトの構成因子であ
る GM1 ガングリオシド (GM1)に特異的に
結合する蛍光標識 Cholera toxin B subunit 
(CTB)で染色し、骨髄芽球、桿状核球、及び
分葉核球での GM1 発現をフローサイトメト
リー法により測定すると、好中球の分化に伴
って GM1 の発現量が減少することが分かっ
た。この結果は、好中球の分化に脂質ラフト
が関与することを示唆している。また、毒
素処理やウエルシュ菌感染による好中球で
の GM1の発現変化を測定した結果、毒素処
理やウエルシュ菌感染により好中球での
GM1発現が顕著に増加することが分かった。
さらに、脂質ラフトの阻害剤である MCD
で処理した骨髄好中球の分化の程度を測定
すると、MCDが好中球の分化を阻害するこ
とが判明した。以上の結果より、正常な骨髄
細胞では脂質ラフトが好中球の分化に対し
て何らかの機能的な役割を果たしているの
に対して、ウエルシュ菌が感染した宿主内で
は、産生された毒素が好中球の脂質ラフト
を障害し、好中球の分化が抑制されることが
示唆された。 
 
 今回、ウエルシュ菌感染時に、毒素がエ
フェクターとして働いて骨髄好中球の分化
を抑制し、宿主免疫系に障害を与える新しい
免疫回避機構の存在を明らかにした。この機
構は、本感染症の急速な進行を促進すると考
えられる。この新しい宿主免疫回避機構の発
見により、ウエルシュ菌感染症に対する新規
な治療戦略の開発への応用が期待される。 
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