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研究成果の概要（和文）： 

 C. difficileは院内感染の主要な病原菌であり、しばしば病院内でアウトブレイクを引き起

こす。しかしながら、C. difficileがどのように病気を引き起こすかは不明のままである。C. 
difficile は鞭毛タンパクのフラジェリンを有するが、C. difficile フラジェリンが発症に関

与する機序について解析を行った。腸管上皮細胞において、C. difficileフラジェリンは、TLR5

を介してNF-kappaB やp38 MAPKを活性化した。また C. difficileフラジェリン刺激により TLR5

を介して炎症性サイトカイン IL-8や CCL20を産生した。さらに C. difficileのトキシン Bと

フラジェリンの両方で刺激を行うと、炎症性サイトカインの産生はさらに亢進した。以上から、

C. difficileフラジェリンは、病態発症に重要な役割を演じていることが示された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

C. difficile is an important pathogen of nosocomial infection, and outbreak of C. 
difficile associated diseases (CDAD) often occurs in hospitals. However, the pathogenesis 
of CDAD remains to be determined. We investigated whether C. difficile flagellin were 
involved in the pathogenesis of CDAD. C. difficile flagellin induced activation of 
NF-kappaB and p38 mitogen-activated Protein Kinase (MAPK) via TLR5, and also promoted 

productions of Interleukin-8 (IL-8) and CCL20 in intestinal epithelial cells via TLR5. 
Pretreatment with toxin B stimulation enhanced production of CCL20 induced by C. difficile 
flagellin by increasing expressions of TLR5 in intestinal epithelial cells. These results 

collectively indicated that C. difficile flagellin plays an important role in the 
pathogenesis of CDAD. 
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１．研究開始当初の背景 

Clostridium difficile は嫌気性グラム陰

性桿菌であり、芽胞を形成するため自然環境

に強く、また病原性が高いため、しばしば入

院患者において腸炎の原因となる。抗菌薬使

用や、高齢者患者が発症のリスクファクター

であり、症状も軽度の下痢症から偽膜性腸炎、

中毒性巨大結腸症など多岐にわたり、死にい
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たることも多い。C. difficile 関連疾患

（ Clostridium difficile assoiated 

disease: CDAD）は、1990 年代前半と比較す

ると、1990 年代後半から近年にかけて増加

傾向であり、同時に重症度・致死率とも上昇

していることが報告されている。2000年に入

り、カナダで C. difficile 感染の大規模な

アウトブレイクが報告され、この際に採取さ

れた検体のうちの多くは、現在では強毒株と

して認められている BI/North American 

Pulsed Field type 1（NAP１）/PCR ribotype 

027 という株であった。それ以降、複数の国

で C. difficile 感染のアウトブレイクが報

告されており、C. difficileは、臨床現場に

おいてきわめて重要な病原体となっている。 

CDAD 発症には、C. difficile が固有に持

つトキシン Aとトキシン Bが病原因子として

重要な役割を占めることがすでに知られて

いる。しかしながら、これらのトキシンに加

え、BI/NAP1/027等の C. difficileの一部の

株に認められるバイナリートキシンという

毒素以外の C. difficile の発現物質につい

ては、 CDAD 発症に関する基礎的研究はなさ

れていない。 

一方、初期免疫を引き起こし、また局所の

炎症を制御するシグナル伝達レセプターの

代表的なものに、Toll-like recepter (TLR)

がある。ヒトでは 10 種類のサブファミリー

があり、それぞれが病原因子を認識する。認

識後、主に MAPKや NF-kappaBを活性化させ、

その結果、炎症性サイトカイン産生を促すこ

とが知られている。C. difficile感染の主座

である大腸腸管上皮においては、TLR5を多く

発現しているが、このリガンドは細菌の鞭毛

の構成成分であるフラジェリンである。実際

に Salmonella typhimurium においては、こ

のフラジェリンが感染成立に重要な役割を

担っていることが報告されているおり、他の

いくつかの菌種においても同様の事実が確

認されている。しかしながら、C. difficile
に発現するフラジェリンが、どのように病態

発症に関与するかについての研究はほとん

どなされていないのが現状であった。 

 

２．研究の目的 

C. difficileトキシン A、トキシン Bとい

う毒素以外で CDAD 発症の原因物質となりう

るタンパク質として、C. difficileフラジェ

リンに着目した。C. difficileフラジェリン

が CDAD 発症に果たす役割を解明することを

目的として研究を行った。 

 

３．研究の方法 

細胞とその培養方法 

HT29 ヒト腸管上皮細胞(ATCC)、Caco-2 ヒ

ト腸管上皮細胞(ATCC) 、HEK293T細胞(ATCC) 

を購入、それぞれ 37°C 5% CO2 環境下で培

養した。極性を持たせない条件では、12ウェ

ルプレートで培養を行った。極性を持たせ単

層化させる（上皮モデル形成）場合は、Caco-2

細胞を半透膜フィルター (BD Biosciences, 

#Cell Culture Insert) 上に 0.8*106/cm2 濃

度で撒き、同様の培養条件で 3週間の培養を

行った。単層化を確認するため、膜電気抵抗

（transepithelial electrical resistance 

(TEER)）を millicel ERS(Millipore)で計測、

400 ohm*cm2を超えた時点で分化が完了し、一

層の単層上皮が形成されたと判断した。 

 

フラジェリンの抽出 

S. typhimurium フラジェリンは InvivoGen

より購入した。C. difficile フラジェリン

は、以下の方法で抽出した。トキシンを産生

しない C. difficile株（ATCC)を購入し、GAM

ブイヨン液体培地を用い、嫌気的に 48 時間

培養した。培養後に液体培地ごと Vortex 

mixer (The Vortex Manufacturing Co.)を用

い 2 分間強力に震盪し、その後 5,000 x g 、

30分間 4°Cの条件下で遠心分離を行い、菌

体を除去した。上澄み液をさらに 25,000 x g 

1 時間 4°C で高速遠心分離し、ペレットを

2mlPBS(pH 7.4)で溶解した。溶解液に抽出し

た鞭毛成分を更に 70 ℃ 20 分間で加熱し、

単量体(フラジェリン)へと変化させた。抽出

した蛋白濃度は Micro BCA Protein Assay Kit 

(Thermo Scientific Pierce Protein 

reagents)を用いて計測した。 

 

SDS-PAGE ・ ウエスタンブロット法 

10-12%(w/v) acrylamide ゲ ル を 用 い て

SDS-PAGE を 行 っ た 。 ゲ ル は Coomassie 

Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad)により染色

を行うか、ニトロセルロース膜への転写後、

ウエスタンブロット法を行った。膜を 3%BSA

を含むブロッキングバッファーで 1時間ブロ

ッキングを行い、その後 1 次抗体・2 次抗体

で各々インキュベートし、引き続いて HRPを

ラベルした抗免疫グロブリン抗体を反応さ

せた。一次抗体として、anti-p38 Ab (Santa 

Cruz Biotechnology) 、 anti-phpspho-p38 

(cell signaling)、anti-ERK1/2 Ab (Santa 

Cruz Biotechnology)、 anti-phospho-ERK1/2 

Ab (Santa Cruz Biotechnology) anti-TLR5 Ab 

(Santa Cruz Biotechnology)を用いた。タン

パク質のバンド検出には Immobilon Western 

Chemiluminescent HRP Substrateを用い、化



 

 

学発光を行った。 

 

HEK293T細胞 への遺伝子導入 

FuGENE 6 transfection reagent (Roche 

Applied Science)を用いてリポフェクション

による遺伝子導入を行った。HEK293T 細胞を

12 wellプレートに 4 x 104 cells/wellで撒

き、実験に用いる cDNA プラスミドを培養開

始後 48時間後に遺伝子導入した。   

 

細胞刺激実験 

HEK293T 細胞に TLR5 vector (InvivoGen)

あるいは control vector (InvivoGen)を遺

伝子導入し、48時間後にフラジェリンを添加

した。刺激時間は 6時間とした。  

HT-29 ・Caco-2 細胞では、培養開始後 48

時間以上経過し、95－100%コンフルエントの

時点で、フラジェリンをそれぞれ培養液に各

濃度で投与した。刺激時間はそれぞれ 5、16

時間とした。細胞表面に発現している TLR5

を中和するため、抗 TLR5 抗体 (InvivoGen) 

10 ng/ml をフラジェリン刺激 1 時間前に投

与、また中和抗体のコントロールとして

human IgA (InvivoGen)10ng/ml を用いた。 

 

デュアルルシフェラーゼアッセイによる 

NF-kappaB 活性の検出 

HEK293T 細胞を 12ウェルプレートに 4.0 x 

104 cells/wellで培養し、48時間後に FuGENE 

6 transfection reagent を用い、NF-kappaB 

reporter plasmid expressing firefly 

luciferase 0.5 µg (Stratagene)、 active 

Renilla luciferase reporter plasmid 

(Promega) 0.05 µg を、LR5 vector 0.05 µg

あるいは control vector 0.05μg と同時に

遺伝子導入した。遺伝子導入後 48 時間目に

フ ラ ジ ェ リン 刺 激 を行 っ た 。 Firefly 

luciferase と Renilla luciferase 活性は、 

Dual-Luciferase Reporter Assay System 

(Promega) と  Genelight55 luminometer 

(Microtech)を用いて計測した。 Relative 

luciferase activity は firefly luciferase 

活性と Renilla luciferase 活性との比率で

示した。 

IL-8、CCL20の産生量の測定 

フラジェリン刺激後、培養液を回収し、解析

まで-80℃で保存した。IL-8、CCL20の産生量

は ELISA 法を用いて測定した。IL-8 産生は 

Pierce Human IL-8 ELISA Kit (Thermo 

Scientific)を、CCL20 産生は Human CCL20 

ELISA Kit (R and D systems)を用いた。 

 
C. difficileトキシン刺激  

C. difficile ト キ シ ン B を  List 

Biological Laboratories, Incより購入した。

トキシン B を 0.25μg/ml の濃度で各培養液

に投与した。  

 

統計処理 

デュアルルシフェラーゼアッセイ 、ELISA

法、SDS-PAGE ウエスタンブロット法での実

験については、すべて 3 標本以上で、3 回以

上の実験を行い、実験間で結果に一貫性があ

ることを確認した。デュアルルシフェラーゼ

アッセイ、ELISA 法で導き出された数値とし

ての結果は、n=3 とし、その平均値と標準誤

差で示した。ELISA 法で検出した 2 標本の差

については One-way ANOVAを行い、有意水準

は 5%未満を有意とした。統計処理には SPSS 

software ver1.01 Windowsを用いた。 

  

４．研究成果 

フラジェリンの抽出 

3.5x109/cfuの C. difficileより 1mgのフ

ラジェリン含有タンパク質を抽出した。抽出

確認のため、 SDS-PAGE を行い、ゲルを

CBB-R250 で染色した。約 39kDa の単一な

C.difficile フラジェリンのバンドを確認し

た（Fig. 1）。この結果は、過去の報告と合

致していた。 

 

Fig. 1 

 
Mはマーカー、Aは S. typhimuriumフラジ

ェリン（約 50kDa）、Bは抽出した C.difficile
フラジェリン(約 39kDa)を示す。 

 

C. difficile のフラジェリンは TLR5 を介し

て、 NF-kappaBを活性化させる 

TLR5 vectorあるいは control vectorを遺

伝子導入した HEK293T 細胞を C. difficile 
フラジェリンで刺激した。その後デュアルル

シフェラーゼアッセイを行った (Fig.2)。

TLR5が遺伝子導入されていないHEK293T細胞

と比較し、TLR5遺伝子導入された HEK293T細

胞において、C. difficileフラジェリン、S. 
typhimurium フラジェリン刺激により、

NF-kappaB 活性が、有意に亢進した。この結

果は、C. difficile フラジェリンは TLR5 を

介して NF-kappaBを活性化させることを示し

ている。 



 

 

 

Fig. 2 

 
 
C. difficileフラジェリンは TLR5を介して、

腸管上皮細胞で IL-8産生を促進する 

HT29 細胞(Fig. 3A)Caco-2 細胞(Fig. 3B)

へ、各濃度の C. difficile フラジェリンで

刺激を加え、IL-8 の産生を測定した。HT29

細胞および Caco-2 細胞において、 C. 
difficile フラジェリン刺激により、濃度依

存的に IL-8 産生が亢進することが確認され

た(Fig. 3A, B)。 

次に HT29 細胞(Fig. 3C)あるいは Caco-2

細胞(Fig. 3D)に、TLR5 中和抗体、あるいは

そのコントロール抗体を添加し TLR5 を中和

後、S. typhimurium フラジェリン 100 ng/ml、

C. difficile フラジェリン 1 mg/ml で刺激

を加え、IL-8産生量を比較検討した (Fig. 3C, 

3D)。TLR5を中和すると、S. typhimurium お
よび C. difficile フラジェリンともに IL-8

産生が有意に低下することが確認された。こ

の結果は、C. difficile のフラジェリンが

S. typhimurium のフラジェリンと同様に

TLR5 を介して IL-8 産生を促していることを

示している。  

  

Fig. 3 

 

 
 

 
C. difficileフラジェリンは TLR5を介して、

腸管上皮細胞で CCL20産生を促進する 

IL-8産生の実験と同様に、C. difficile フ
ラジェリン刺激による CCL20の産生を、HT29

細胞および Caco-2 細胞で検討し、濃度依存

的に CCL20産生が認められることを確認した

(Fig. 4A, 4B)。また C. difficileフラジェ

リンが S. typhimurium フラジェリンと同様

に TLR5 を介して CCL20 産生を促しているこ

とを示した(Fig. 4C, 4D)。さらに上皮化し

た Caco-2細胞で、フラジェリンを下層側（血

管側)より添加することで、血管側へ CCL20 

が産生されることを確認した(Fig4E)。この

結果は、C. difficileフラジェリンが、単層

化した腸管上皮細胞に作用し、活性化するこ

とを示している。 

 

Fig. 4 

 



 

 

 

 
 

C. difficile フラジェリンはｐ38 を活性化

する 

腸管上皮細胞において、C. difficileフラ

ジェリン刺激による MAPK の活性化を検討し

た。C. dificile フラジェリン刺激により、

Caco-2細胞において、p38のリン酸化が確認

された(Fig. 5A)。また S. typhimuriumと同

様に、フラジェリン刺激前に TLR5 中和抗体

を投与すると、C. difficileフラジェリン刺

激による p38リン酸化が抑制されることが確

認された(Fig. 5B)。これは、C. difficile
フラジェリンは、TLR5を介して p38のリン酸

化をもたらすことを示している。 

 

Fig. 5 

 

 
 

 
 

C. difficile トキシン B はフラジェリン刺

激による CCL20産生を促進する 

トキシン B存在下でのフラジェリン刺激に

よるサイトカイン産生に変化が生じるかを

検証した(Fig. 6A, 6B)。Caco-2 細胞に 1 時

間前にトキシン B を添加、1 時間経過後培地

を交換し、C. difficileフラジェリン 1mg/ml

を投与し、16時間後に上清を回収、ELISA法

により IL-8・CCL20 産生量の計測を行った。

Caco-2細胞において、トキシンB存在下では、

フラジェリン刺激に伴う炎症性サイトカイ

ン IL-8 および CCL20 の産生が、トキシンＢ

あるいはフラジェリン単独刺激の際に比べ

て亢進することが確認された。次に、トキシ

ン Bとフラジェリンとが強調して、局所炎症

を増強する理由を調べた。トキシン B刺激に

より Caco-2 細胞で、刺激時間に従い、TLR5

発現が亢進することを証明した（Fig. 6C）。

この結果より、トキシン Bの刺激により、細

胞での TLR5発現が亢進し、その結果 TLR5の

感受性が増し、フラジェリン刺激によるサイ

トカイン産生が亢進したものと予想された。 

 

Fig. 6 
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C. difficile フラジェリンは、TLR5 を介

し、NF-kappaBやｐ38を活性化し、炎症性サ

イトカイン IL-8や CCL20産生が認められた。

C. difficileトキシン Bの存在下では、腸管

上皮細胞において TLR5 発現が亢進すること

により、C. difficileフラジェリン刺激によ

る CCL20産生が増加した。 

以上の結果から、C. difficileフラジェリ

ンは CDAD の発症に重要な働きを担っている

ことが示された。 
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