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研究成果の概要（和文）：C.difficileは抗菌薬関連した下痢症の原因菌の一つで、腸管内で毒素を産生し腸炎
を起こす。近年、高病原性株の出現により、重症例や治療後の再発が世界的問題となっている。本研究では、C.
 difficileの発症メカニズムおよび新たな治療法の開発のため、毒素産生を制御するクオラムセンシング機構の
agr lociについて遺伝学的解析を行ったところ、遺伝的多様性を有していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：C. difficile is the causative agent of antibiotic-associated diarrhea. 
Toxins produced by C. difficile are essential virulence to cause enteritis. In recent years, the 
emergence of hypervirulent strains has become a global problem. In this study, we found that the agr
 quorum-sensing mechanism that regulates toxin production has genetic diversity.

研究分野： 医学

キーワード： C. difficile　クオラムセンシング　agr　accessory gene regulator
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化や医療の高度化でC.difficile感染症の再発や重症化は今後も世界的問題になると考えられる。本研究で
示されたC. difficileの主たる病原因子である毒素の産生制御機構が遺伝的多様性を有していることは、菌株に
よって発症要因が異なる可能性を示した点で学術的意義がある。本知見は毒素産生をターゲットとした治療薬開
発に貢献する可能性を秘めている。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

Clostridioides difficile（CD）による感染症（CDI）は、抗菌薬使用による腸内細菌叢の

攪乱とともに腸管内で増殖した毒素産生可能な CDが分泌する毒素の腸管障害によって下痢

など腸管症状が引き起こされる疾患である。近年、欧米において毒素産生能が高い強毒型 CD

が流行し、重篤な患者が院内ならびに市中で増加し社会的問題となっている。CDI の治療で

は、CD を殺菌する抗菌薬が投与されるが、その抗菌薬への耐性化や腸内細菌叢の新たな乱

れが生じるリスクがあり、新たな治療法開発が望まれた。 

 

２．研究の目的 

黄色ブドウ球菌で研究が進んでいる Accessory gene regulator (Agr)クオラムセンシング

機構は、主に自身と同種の菌密度を自ら感知すること で Autoinducer peptide(AIP)を分泌

し、病原因子発現の自己調整を図るシステムである。 近年、CDの Agr クオラムセンシング

機構が、実験株を用いた基礎的研究から毒素産生を制御することが報告された。本研究では、

C. difficile の Agr クオラムセンシング機構に着目し、本システム関連遺伝子の多様性に

ついて、これまで十分に検討されていない臨床分離株を用いた分子疫学的調査を行うとと

もに、微生物学的作用機序の解明を目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）臨床分離株の agr loci と MLST の関連  

申請者らの施設ですでに MLST タイピングされ保存されている toxigenic と nontoxigenic

両菌株を用い、agr loci タイプに特異的なプライマーを設計し、PCR 法で各遺伝子の有無を

調べ、MLST との関連を検証した。 

（２）agr タイプと C. difficile 感染症の臨床像の関連の検討 

CDI 重症度と agr loci タイプとの関連を検証する後ろ向き観察研究を申請者らの施設で分

離された菌株を用いて行った。 

（３）GenBank 上に登録されたゲノムデータを用いた in silico 解析 

GenBank 上に登録された whole genome sequence のうち、agr loci を持つと推定されるも

のを抽出し、agr の亜型と構成遺伝子 A、B、C、D 別に推定されるアミノ酸配列のグループ

分けと配列の比較を行った。 

（４）agrＤノックアウト株作成 

Agr によるクオラムセンシング機構を解明するため、すべての agr タイプが有し AIP をコー

ドする agrD のノックアウト株の作成に着手した。近年使用されるゲノム編集法である

CRISPR-Cas9 システムを用い、既報に従い相同組み換え修復用の遺伝子を agrD ORF 外の両

端 1kb と guide RNA を CRISPR-Cas9 ベクターに組み込んだ。このベクターを E. coli CA434

株に導入後、その形質転換体と接合することにより CD630 および強毒株である R20291 に導

入し、cas9 発現を誘導して agrD ノックアウト株を選択する。 

 

４．研究成果 

（１）C. difficile の agr1 locus はすでに基礎的研究が行われている CD630 株の agrB1 と

agrD1 の遺伝子情報を、agr2 locus は R20291 株の agrB2, agrD2, agrC2, agrA2 の遺伝子

情報をテンプレートとして、nucleotide BLAST データベース上に登録がある C. difficile

の全ゲノムデータの中で相同性が高いシークエンスを検索した。結果、agr2 には大きく分



けて２つのタイプが見いだされた。２つは高病原性株の R20291 と相同性が高い agr2 を

agr2R、toxin	A 欠損の毒素産生株として知られる M68 の agr2と相同性が高い配列を agr2M

と命名した。Agr１を含めた３つのタイプに特異的なプライマーを設計し、臨床分離 C. 

difficile 株 133 例をタイピングしたところ、agr1 のみが 44 株、agr1 と agr2R 保有が 61

株、agr1 と agr2M 保有が 26 株、いずれも検出されない株が 2株あった。MLST（Multilocus 

sequence typing）を用いた系統樹解析との関連を検討したところ、agr2R は主に Clade 1

または Clade 2 に、agr2M は Clade 4 のみにみられた。agr1 は大半の株が保有しているが、

いずれの agr も検出されなかった 2 株は Clade C-I と C-III であった。いずれの agr も検

出されなかった株は非毒素産生株であったが、他の agr タイプでは毒素産生株、非毒素産生

株ともにみられることがわかった。 

（２）臨床的検討も行ったが３つの agr タイプと重症度との関連性は見られなかった。ただ

し、本研究では各タイプの症例数が少なく、また重症例も少なかったため、今後より多くの

症例での検証が必要である。 

（３）agr1、agr2M、agr2R の３つのタイプをさらに解析するため、GenBank 上に登録された

whole genome sequence のなかで、agr loci を持つと推定されるものを抽出し、agr の亜型

と構成遺伝子 A、B、C、D別に推定されるアミノ酸配列のグループ分けと基準株（Agr1_D と

Agr1_B は CD630、Agr2R_D・B・C・Aは R20291、Agr2M_D・B・C・Aは M68）との比較を行っ

た。 Agr1 は、Dにはアミノ酸が 48個中 1つ違う亜型が存在した。Bはアミノ酸 192 個中で

最大 11 個が異なるものを含め 7 つの亜型が存在した。さらに、frameshift に伴う stop 

codon が出現する配列が 3 種類見られた。Agr2R は、D で 2 種類、C で 6 種類の基準株と同

じ長さのアミノ酸配列が推定された。Bと Aでは完全な長さで Bで 6種類、Aで 2種類の亜

型がみられ、frameshift に伴う stop codon が出現するものがそれぞれに 1 種類あった。

Agr2M では、基準株と同じ長さのアミノ酸配列が Dが 1種類、Bが 2種類、Cが 2種類、Aが

3種類に分類された。Cではframeshiftに伴うstop codonが出現するものが1種類あった。 

以上のように、agr1, agr2R, agr2M のいずれも Dのアミノ酸配列には多様性がほとんどな

かった。このことから、C. difficile の agr に由来する Quorum sensing は菌株を問わず同

じものである可能性が示唆された。 

（４）agr の機能解明をすすめるため、CRISPR-Cas9 システムを用いた agrD 欠損株の作成に

着手した。本研究期間中にプラスミドベクターの構築を終えたが、本研究期間中に変異株の

完成には至らなかった。 
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