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研究成果の概要（和文）：　ウエルシュ菌が産生する下痢症を起こす新規毒素であるBECおよびBEC産生性ウエル
シュ菌について研究を進めた。
　既知のエンテロトキシン(CPE）遺伝子とBEC遺伝子を同時に検出できる遺伝子検出系を構築し、日常の食中毒
検査に応用した。本検査法は当所のホームページや論文等で情報発信するとともに、地方衛生研究所を中心とす
る施設に対して陽生コントロールの配布や技術を支援した。
　BECはBECaとBECbの２成分で構成されており、これまでにBECbが下痢症の主因であることが明らかとなってい
る。本研究ではBECbに対する毒性発現機構の詳細を明らかにする第一段階として、培養細胞アッセイ系を確立し
た。

研究成果の概要（英文）：BEC (Binary Enterotoxin of Clostridium perfringens) is a novel enterotoxin 
causing diarrheal disease for human. In this study, BEC and BEC-producing C. perfringens were 
investigate. 
CPE (Clostridium perfringens Enterotoxin) has been known as a cause of human diarrhea. A simple 
method detecting becAB genes and cpe gene simultaneously was developed in this study and was applied
 to routine inspection for foodborne outbreaks in our institute (Osaka Institute of Public Health). 
This method is opened in home page of our institute. And our institute provided positive control and
 technical supports of this method to the facilities for clinical examination mostly regional 
institute of health.
BEC is composed two components, BECa and BECb. We have ever unraveled BECb is the main cause of this
 diarrheal disease. As the first step to elucidate the action of BECb some assays used cultured 
cells were developed in this study. 

研究分野：食品微生物学、細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究において地方衛生研究所をはじめとする食中毒菌の検査を実施する機関において、簡便にBEC遺伝子を
検出できる遺伝子検出系を構築した。この方法は従来のCPE遺伝子保有ウエルシュ菌に対する遺伝子検査と同様
の労力でBEC遺伝子保有ウエルシュ菌の確認が同時にできる。2018年には新たに発生したBEC遺伝子保有ウエルシ
ュ菌による食中毒の検査においても利用された。
　また、BECの毒性発現機構の詳細は不明であり、本菌による食中毒の全容を明らかにするために、これを解明
することが社会的かつ学術的にも必要である。本研究において培養アッセイ系を構築したことは毒性発現機構を
解明する第一のステップである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 ウエルシュ菌は食中毒の原因菌の一種であり、これまでウエルシュ菌エンテロトキシン（CPE: 
Clostridium perfringens Enterotoxin）がヒトに下痢症を起こす必須の毒素と考えられてい
た。ところが、我々はウエルシュ菌による食中毒が強く疑われるにもかかわらず、CPE が検出
されない食中毒事件を経験し、これらの事例から分離されたウエルシュ菌からヒトに下痢症を
起こす新規毒素 BEC(Binary Enterotoxin of Clostridium perfringens または Clostridium 
perfringens Binary Enterotoxin)を同定した（文献１）。 
 BEC は BECa と BECb で構成され、ウエルシュ菌が産生するイオタ毒素やボツリヌス菌が産生
する C2毒素などとともに ADP リボシル化２成分毒素に分類される。これまでに、下痢症の主因
となるのは BECb であり、BECa は BECb の液体貯留活性を高めることを明らかにした。一方で、
BEC の詳細な毒性発現機序や食中毒事件を発生させるメカニズムは不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は新規毒素である BEC の毒性発現機序や食中毒の発生機構を明らかにすることを目的
として実験を進めた。 
 
３．研究の方法 
① BECb の各種動物の赤血球に対する溶血活性 
ヒツジ、ウマ、モルモット、ウサギ、ニワトリの赤血球に対するトリプシン処理した BECb の
活性を評価した。各赤血球は PBS を用いて 5%に希釈して使用した。毒素を接種後、37℃で 1時
間反応させ、540nm で吸光度を測定した。1% Triton X-100 を作用させた赤血球を溶血対照
（100%）とし、PBS を作用させた赤血球を非溶血対照（0%）として毒素の溶血活性を測定し
た。 
② BECb の各種培養細胞に対する生物活性 
各種培養細胞（A431, A549, Caco2, HCT-8, HeLa, Hep2, MDCK, T84, Vero）に対する BECb の
活性を評価した。細胞は 96 ウェルプレートで培養し、トリプシン処理した BECb を最終濃度が
1000ng/mL となるように接種した。37℃、5%CO2条件下で 4時間反応させたのち、LDH の放出と
WST-8 の還元を指標として細胞毒性を評価した。 
③ BECb の Caco2 細胞に対する生物活性 
 Caco2 細胞に対する BECb の活性について評価した。トリプシン処理した BECb を最終濃度 10, 
20, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000 ng/mL となるように細胞へ接種した。37℃、5%CO2条件下
で 4時間反応させたのち、LDH の放出を指標として細胞毒性を評価した。 
 
４．研究成果 
① BECb の各種動物の赤血球に対する溶血活性 
 5 種類の哺乳動物に対する赤血球溶血性を評価したが、BECb はこれら赤血球に対する溶血性
を示さなかった（図 1）。 
② BECb の各種培養細胞に対する生物活性 
 BECb は A431, Caco2, MDCK 細胞はに対して非常に強く毒性を示し、これらに次いで T84, 
HCT-8, Hep2 細胞に対する活性が強かった。一方で、実施した条件において、A549 細胞に対す
る毒性は弱く、HeLa, Vero 細胞に対する毒性は確認されなかった（図 2）。これらの結果は
LDH アッセイおよび WST-8 アッセイでほとんど同様であった。 

           
       図 1 BECb の赤血球に対する溶血活性      図 2 BECb の培養細胞に対する生物活性 
 



 
 BEC の類似毒素であるイオタ毒素の b成分(Ib)は多く
の培養細胞に対して生物活性を示さず、A431, A549 細
胞に対して細胞毒性を示すことが報告されている（文
献２）。一方で、今回 BECb は Caco2, MDCK 細胞に対し
て強い細胞毒性を示したが、A549 細胞に対してはほと
んど細胞毒性を示さなかった（図３）。この結果によ
り BECb は Ib と異なるメカニズムによって毒性を発現
する可能性が示唆された。 
③BECb の Caco2 細胞に対する生物活性        図３ BECb と Ib の培養細胞に対する 
BECb は Caco2 細胞に対して濃度依存的に活性を示し、      生物活性の比較 
その 50%効果濃（EC50）はおよそ 300ng/mL と考えられ 
た（図４）。
④BECa/b 遺伝子と CPE 遺伝子を同時に検出する遺伝子
検出系の構築と食中毒検査への応用 
BECa/b 遺伝子と CPE 遺伝子を同時に検出できる遺伝子
検出系を構築した（文献３）。この方法は当所での食
中毒検査に応用するとともに、その他の地方衛生研究
所にも技術支援を実施している。このほかに、分析機
器を用いて BEC 毒素を半定量的に検出する系を構築し
た。 
 
                                               図４. BECbのCaco2細胞に対する活性の 
                                                          濃度依存性 
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