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研究成果の概要（和文）：壊疽性腸炎の原因であるC型ウエルシュ菌β毒素が、宿主細胞のP2X7受容体に作用し
て毒性を発現することを世界で初めて見出した。本毒素の病原メカニズムと治療応用への研究基盤を確立した。
1) 細胞障害メカニズムの解析：β毒素は、感受性細胞のP2X7受容体に作用後、ATP遊離に関与するパネキシン分
子を介して、細胞に障害を与える。2) 腸管に対する作用：マウス回腸ループテストで本毒素は腸管組織の破壊
を誘導し、これには、P2X7受容体が関与することを明らかにした。3) 治療薬の開発：β毒素のマウス致死活性
と腸管障害作用は、P2X7受容体阻害剤であるBBGの投与で抑制され、治療薬の候補となる。

研究成果の概要（英文）：For the first time, we have found that β-toxin produced by Clostridium 
perfringens type C, which is the cause of necrotizing enteritis, acts on the P2X7 receptor of host 
cells to develop toxicity. In this study, we clarified the pathogenesis of the toxin, and 
established the research base to expand to therapeutic application of this infection. 1) Cytotoxic 
mechanism of β-toxin: After acting on the P2X7 receptor of host cells, it was found that  β-toxin 
damages the cell via the pannexin 1 involved in ATP release. 2)  β-toxin-induced Intestinal injury:
 In the mouse ileal loop test, the toxin induced disruption of intestinal tissue, which revealed 
that the P2X7 receptor is involved. 3) Development of therapeutic agents for the toxin: It was found
 that the mouse lethal activity and enteric injury of β-toxin are suppressed by administration of 
BBG, which is a P2X7 receptor inhibitor, to be candidates for therapeutic agents.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの壊疽性腸炎の原因であるC型ウエルシュ菌β毒素は、日本においては豚などの家畜に感染し、経済的な損
失が懸念されている。本毒素の作用メカニズムが解明されれば、本菌による感染症の克服につながる。本研究で
は、β毒素の細胞障害作用や腸管障害作用を検討し、ATPの受容体の1つであるP2X7受容体に本毒素が作用して、
障害を引き起こすことを明らかにした。さらに、P2X7受容体の阻害薬が、本毒素の作用を抑制することが判明し
た。以上より、本感染症の治療薬に候補が見出され、今後の応用が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 C 型ウエルシュ菌が産生するβ毒素は、致死、壊死活性を有し、本菌による壊疽性腸炎の原
因と考えられている(Toxins. 7, 396 (2015))。国内外でβ毒素の病原性解明の検討はこれまで
ほとんどなく、本毒素が P2X7受容体に作用して病原性を発現する機構の解明は、新規なプロジ
ェクトで、本菌感染症を理解する上に大変、重要である。 
２．研究の目的 
 本研究では、壊疽性腸炎の原因である C型ウエルシュ菌β毒素の病原性発現機構の解明を行
う。β 毒素は免疫細胞や腸管細胞などに対して障害を示すが、病原性との関連は不明である。
最近、我々は、β 毒素の受容体が P2X7受容体であることを報告した(Biochim. Biophys. Acta 
1850, 2159 (2015))。本研究では、β 毒素の P2X7 受容体を介する細胞レベルでの障害作用や
in vivo でのβ毒素の病理組織学的検討、そして、毒素の構造からのアプローチなどから、β
毒素の P2X7受容体を介する病原性発現機構の分子メカニズムを解明する。 
３．研究の方法 
1) β毒素の細胞障害メカニズム：β毒素は、細胞の P2X7受容体に作用して、どのような分子
を介して免疫系細胞に障害を与えるのかを検討する。我々は、予備実験で、本毒素がカスパー
ゼ 1を活性化することを明らかにしているので、本毒素が、いずれのインフラマゾーム経路を
活性化して、細胞障害や炎症を誘導するかを細胞レベルで明らかにする。 
2) β毒素の作用における Pannexin1 の役割： P2X7 受容体と細胞膜上で共役した状態で存在し
ATP の遊離に関与する Pannexin1(Pan1)を介する病原性発現機構の分子メカニズムを解明する
ため、Pan1 阻害剤や Pan1 の siRNA によるノックダウン細胞での毒素の作用に対する効果、β
毒素との共局在を免疫染色で検討する。 
3) β毒素の腸管上皮細胞に対する障害作用：β 毒素は壊疽性腸炎の原因で、本毒素をマウス
腸管に投与すると、著しい出血と腸管上皮細胞の脱落が観察される。一方、P2X7受容体は腸管
上皮細胞に豊富に存在するので、毒素の局在、そして、タイトジャンクションの変化を免疫染
色法で検討する。また、Caco-2 細胞を使用して本毒素の上皮バリアに対する作用を解明する。 
4) β 毒素に対する治療薬の探索：β 毒素の細胞毒性は、P2X7受容体の阻害剤で強く抑制され
た。そこで、本毒素によるマウス致死や腸管障害にこれらの阻害剤が有効であるかどうかを検
討する。さらに、インフラマゾーム経路の阻害剤の効果を検討する。以上より、本毒素の作用
を抑制する治療薬の候補を探索する。 
 
４．研究成果 
1) 細胞毒性メカニズムの 1つとして、本毒素がカスパーゼ 1を活性化することを明らかにし
た。さらに、本毒素の作用は、カスパーゼ 1阻害剤で抑制された。すなわち、本毒素が、イン
フラマゾーム経路を活性化して、細胞障害や炎症を誘導する可能性を明らかにした。今後、本
毒素の作用とインフラマゾーム経路の関連を詳細に検討する。 
2） β毒素の in vivo での作用を解明するため、β毒素によるマウス腸管の病理組織の評価し
た。毒素をマウス回腸ループに投与して、腸管上皮の病理組織学的変化を調べると、腸管上皮
に脱落や出血が、投与量に依存して認められた。更に、免疫蛍光法で本毒素の腸管上皮細胞へ
の結合と P2X7 受容体の局在を観察すると、両者の腸管上皮表面での共局在が認められた。 
3)  P2X7 受容体と細胞膜上で共役した状態で存在し ATP の遊離に関与する Pannexin1(Pan1)を
介する病原性発現機構の分子メカニズムを解明した。β 毒素が Pan1 を介して細胞障害を与え
る機構を明らかにした。β毒素の作用における Pan1 の影響を検討するため、Pan1 阻害剤であ
るカルベノキソロン(CBX)の効果を調べると、本毒素の細胞障害作用は、CBX の存在下で抑制さ
れた。次に、Pan1siRNA による Pan1 のノックダウン細胞では、β毒素の細胞毒性は弱くなり、
また、オリゴマーが抑制された。β毒素は、THP-1 細胞に作用させると、一過性の ATP 遊離を
引き起こし、この作用は、CBX 存在下や Pan1 のノックダウン細胞では認められなかった。さら
に、ATP スカベンジャーであるアピラーゼやへキソキナーゼに存在下では、本毒素の作用が抑
制され、β 毒素にる Pan1 を介する ATP 遊離が本毒素の毒性発現に関与することが判明した。
さらに、遊離した ATP の役割を明らかにするため、少量の ATP を培地に外添加すると、β 毒素
の細胞毒性と細胞でのオリゴマー形成が増強された。以上から、β毒素は、Pan1 を介して毒性
を発現することが判明した 1)。 
4）β毒素をヒト腸管由来細胞である Caco-2 細胞に作用させると、本毒素は細胞膜上でオリゴ
マーとなりポアを形成して、初期には細胞膜の Blebb 形成が認められ、その後、細胞膜破壊が
認めらた。すなわち、本毒素は、腸管細胞に障害を示すことが明らかとなった。そこで、Caco-2
細胞の上皮バリア機能に対するβ毒素の作用を検討するため、Caco-2 細胞の本毒素を添加し
て膜電気抵抗値(TEER)を測定した。その結果、毒素処理後、6時間まで測定したが、TEER の変
化は認められなかった。さらに、タイトジャンクション(TJ)分子である occuldin や claudin
の変化を観察すると、本毒素処理してもこれらのタンパク質の変化は確認できなかった。すな
わち、β毒素は、腸管上皮のバリアー機能には影響を与えず、腸管上皮細胞を破壊することに
障害を示すことが判明した。 
5）β毒素の治療薬の開発を検討するため、P2X7 受容体阻害剤ブリリアントブルーG(BBG)は、
予備実験ではβ毒素のマウス致死活性を抑制した。そこで、β毒素のマウス回腸ループの障
害作用に対する BBG の効果を検討すると、本毒素による腸管障害作用は BBG で抑制された。以



上より、BBG は、本毒素の腸管毒性の抑制することから、本菌による感染症の効果的な治療薬
となることが判明した 2）。 
 
本研究から、ヒトや動物の壊疽性腸炎の原因である C型ウエルシュ菌β 毒素 3）の病原性発現
機構の解明が明らかになった。今後の本感染症解明や治療への応用に大きな貢献があると考え
る。 
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