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研究成果の概要（和文）：乳児ボツリヌス症は、生後1歳未満の乳児がボツリヌス菌の芽胞を経口摂取し、腸管
内で発芽増殖、毒素を産生することで発症する。一方で、健常成人は本菌に感染耐性である。腸内細菌叢が本菌
の感染感受性に関与すると考えられているが、詳細な機構は不明である。本研究では、ボツリヌス菌感染防御を
担う腸内細菌群としてClostridia綱を見出した。さらに、単一で強固な防御効果が得られるClostridia綱腸内細
菌株を同定した。本研究成果は乳児ボツリヌス症発症機構の理解を大きく広げるものである。

研究成果の概要（英文）：Colonization of the host intestines by Clostridium botulinum causes infant 
botulism with severe paralysis. Healthy adults are resistant to C. botulinum infection, whereas 
infants are susceptible. Past studies revealed that adult intestinal microbiota is crucial for 
protection against C. botulinum infection. However, specific bacterial species and the detailed 
mechanism of colonization resistance currently remain unknown. In this study, we found Clostridia is
 responsible for colonization resistance against C. botulinum. Furthermore, we identified single 
Clostridia strain enough to protect against C. botulinum infection. The results of this study expand
 our understanding of the pathogenesis of infant botulism.

研究分野： 細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
乳児ボツリヌス症は、日本においては年間数例と比較的稀な疾患ではあるが、罹患した場合は、治療法が存在し
ない。本疾患の罹患リスクを下げるために、一歳未満の乳児には、ボツリヌス菌芽胞を含んでいる可能性が高い
ことで知られている蜂蜜の摂取を控えるといった予防法が採られているのみである。本感染症を抑制する腸内細
菌が同定できれば、これまでに実現できなかった本疾患の根本的な予防法や治療法を確立するための鍵となる基
礎的知見が得られる。

※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。



様式 C-19、F-19-1（共通） 
 
1. 研究開始当初の背景 
腸管ボツリヌス症は、経口摂取したボツリヌス菌芽胞が腸内で発芽・増殖し、産生される神
経毒素により発症する。本症の疫学的特徴の一つとして、生後およそ 1 歳未満の乳児で多
く見られ（乳児期に起こる場合乳児ボツリヌス症と呼ぶ）、それ以前と以降では報告が非常
に少ないことがある。このことから、成人の腸管には本菌芽胞の感染に対する耐性機構が存
在すると考えられる。成人の感染耐性には発達した腸内細菌叢が関与することが示されて
いる(Wells et al., J. Infect. Dis.146,791,1982)。抗菌薬を大量投与された成人においては本
菌が感染する事例があること（成人腸管ボツリヌス症）、無菌マウスや抗生物質処理マウス
は成獣においてもボツリヌス菌感染感受性であるという過去の研究から、成人の持つ腸内
細菌叢は本菌に対して定着抵抗性(colonization resistance: CR)を有すると考えられている
（Infect. Immun. 25, 653–657. 1979., Infect. Immun. 36, 103–106. 1982.）。しかしながら、
動物モデルを用いたボツリヌス菌感染実験は上記の研究を行った H. Sugiyama らによる
1980 年代の論文以降は全く報告されておらず、本菌に対する CR に寄与する具体的な腸内
細菌（叢）や抑制因子は明らかとなっていない。このような学術的背景の中で、申請者らの
先行研究により、in vitro で腸内細菌によって産生される二次胆汁酸がボツリヌス菌芽胞の
発芽を抑制することを見出していた。一方で、二次胆汁酸等の抑制因子を介さず、腸内細菌
の直接的な競合、腸内細菌による宿主応答などによるボツリヌス菌の排除機構が存在する
可能性についても検討する必要がある。そこで本研究課題では、二次胆汁酸による感染抑制
を in vivo で検証するとともに、二次胆汁酸以外の因子によりボツリヌス菌芽胞の感染抑制
が生じる可能性についても解析を進める。 
 
2. 研究の目的 
本研究の目的は、ボツリヌス菌の腸管感染を制御する腸内細菌を明らかにすることである。
具体的には、ヒト腸内細菌叢のなかで二次胆汁酸産生菌のボツリヌス菌感染抑制における
役割を明らかにすること、腸内細菌の直接的な競合による本菌の感染抑制があるかどうか
を明らかにすることである。これらの知見はこれまで未知であった乳児ボツリヌス症発症
機構の全容解明だけでなく、腸内細菌を利用したボツリヌス菌芽胞を制御する新規の早期
治療法等の開発につながる。 
 
 
3. 研究の方法 
無菌マウス、種々の菌叢(菌株)移植マウスおよび抗菌薬投与マウスに対してボツリヌス菌 A
型 62A 株の芽胞を経口感染させる腸管ボツリヌス症マウスモデルを構築する。本実験系を
用い、ボツリヌス菌の定着量およびボツリヌス症の病態解析に加え、腸内細菌叢のメタゲノ



ム解析、腸内代謝物のメタボローム解析を行い、感染防御に寄与する腸内細菌および分子の
同定を試みる。 
 
4. 研究成果 
(1) 二次胆汁酸による感染抑制の in vivo における検証 
二次胆汁酸の一種である DCA を無菌マウスに飲水投与すると、糞便中の DCA が成人糞便
移植マウス（感染耐性）と同等に検出され、ボツリヌス菌の腸管増殖を顕著に抑制したが、
定着そのものは阻止できず、わずかに発症が遅延するものの全個体が致死となった。ただ
し、この実験では DCA 単剤の効果しか確認できず、実際には LCA などの他の二次胆汁酸
や CA 等の一次胆汁酸との総和としてボツリヌス菌に作用する可能性がある。そこで、二次
胆汁酸が存在しないもののベースとなる一次胆汁酸は十分に存在するマウスとして、既知
の 8 種の腸内細菌のみが定着した ASF マウスを用いることとした。本マウスはボツリヌス
菌感染感受性であることが報告されている。ASF マウスに二次胆汁酸産生菌を追加定着さ
せると、DCA や LCA などの二次胆汁酸が成人糞便移植マウス（感染耐性）と同等以上に
誘導された。しかしながら、糞便中のボツリヌス菌量が減少し発症が遅延するものの、感染
自体を阻止することはできなかった。二次胆汁酸（特に IsoalloLCA）は共生細菌を含むグ
ラム陽性細菌全般に強い増殖抑制作用を持つことが報告されており、腸内細菌の過剰な増
殖を抑制していると考えられる（Nature. 599, 458–464. 2021.）。一方、ボツリヌス毒素はご
く少量でも死に至る強力な神経毒素であり、成人（成獣）ではボツリヌス菌の腸管定着その
ものが完全に阻止されている。このため、二次胆汁酸はボツリヌス菌の腸管増殖を抑制する
作用を有してはいるものの、グラム陽性細菌に対する一般的な抑制作用を逸脱するもので
はなく、感染感受性を決定する因子である可能性は低いと考えられた。以上の結果から、二
次胆汁酸以外の真の責任因子の探索を試みた。 
 
(2) ボツリヌス菌感染感受性を特徴づける腸内細菌叢の解明 
上記の結果から、代謝物などの分子の作用を in vitro でスクリーニングする系と in vivo で
の結果には乖離があり、真のボツリヌス菌防御機構を明らかにするためにはマウスモデル
を用いた探索が必須であると考えられた。そこで、ボツリヌス菌感染感受性を特徴づける腸
内細菌叢の構成を明らかにし、in vivo で感染防御に寄与する腸内細菌を絞り込むという方
針に計画を変更した。まず、異なる日齢の新生仔 SPF マウスの腸内細菌叢を成獣無菌マウ
スに移植し、ボツリヌス菌の感染感受性を比較した。その結果、4 日齢、10 日齢の腸内容物
を移植したマウスは無菌マウスと同様に感染感受性であったのに対し、18 日齢の移植マウ
スは完全な感染耐性となった。そこで、これらの移植マウスの腸内細菌叢を解析したとこ
ろ、感染感受性の腸内細菌叢には Clostridia 綱および Bacteroidia 綱に属する腸内細菌が見
られないことが明らかとなった。これらは乳児には少なく離乳後の大人型の菌叢で増加す
る腸内細菌群として知られる。次に、成獣 SPF マウスに抗菌薬を投与し、その種類による



感染感受性の違いを比較検討した。その結果、アンピシリン、バンコマイシン、メトロニダ
ゾールを投与したマウスは感染感受性であったのに対し、ポリミキシン B またはエリスロ
マイシンを投与したマウスは完全な感染耐性であった。これらのマウスの腸内細菌叢を解
析したところ、感染感受性となるマウスの腸内細菌叢では Bacteroidia 綱ではなく Clostridia
綱に属する腸内細菌が共通して減少していた。そこで、無菌マウスに SPF マウス腸内容物
または成人糞便から作製したクロロホルム耐性菌（CRB: 無菌マウスに移植するとほぼ
Clostridia 綱からなる腸内細菌叢となる）、または Bacteroides 属（Bacteroidia 綱）4 種 4 株
の菌株カクテルを移植したところ、CRB を移植したマウスのみ感染耐性となることを見出
した。以上の結果から、Clostridia 綱に含まれる腸内細菌がボツリヌス菌感染防御を担って
いると考えられた。 
 
（3) ボツリヌス菌感染防御効果を有する腸内細菌の同定 
次に、市販菌株を抗菌薬処理マウスに事前投与し、ボツリヌス菌管防御に寄与する腸内細菌
の同定を試みたところ、強力な抑制効果を持つ Clostridia 綱菌種として Clostridium 
sporogenes を同定した。本菌はボツリヌス菌（グループ 1）と極めて近縁の腸内細菌である
が、二次胆汁酸産生菌ではなく、未知の機構により CR を発揮していると考えられる。C. 
sporogenes を無菌マウスに移植した単独定着マウス、および ASF マウスに追加定着させた
マウスのいずれにおいても完全な感染耐性を示したことから、C. sporogenes は単独でも、
また他の腸内細菌が多量に存在する条件下においても感染防御効果を発揮できることが明
らかになった。次に、C. sporogenes 栄養菌体とボツリヌス菌芽胞を in vitro で共培養した
ところ、ボツリヌス菌の増殖が顕著に抑制された。また、メンブレンチャンバーを用いて C. 
sporogenes 栄養菌体とボツリヌス菌芽胞を隔離して共培養した場合でも増殖が抑制された
ことから、菌体同士が接触している必要はなく、培地を介していると考えられた。C. 
sporogenes の培養上清中ではボツリヌス菌芽胞の増殖は抑制されたが、高濃度培地を添加
すると抑制効果は失われた。このことから、C. sporogenes は抑制因子を分泌しているので
はなく、培地中の成分を消費することで抑制効果を発揮していることが示唆された。実際、
グループ I のボツリヌス菌と C. sporogenes は系統分類的に最も近縁で毒素産生以外の生化
学的性状が一致しており、栄養要求性や発芽に必要な因子はほとんど同じであると予想さ
れる。そこで、C. sporogenes 存在下における腸内環境を明らかにすべく C. sporogenes 単
独定着マウスの盲腸内容物および培養上清のメタボローム解析を行ったところ、無菌マウ
スや未処理培地と比較して共通して増減が認められる分子を多数同定した。特に、C. 
sporogenes の増殖に重要であることが報告されているアルギニンなどのアミノ酸が顕著に
減少しており、栄養競合への関与が示唆された。 
 
研究成果のまとめと展望  
本研究開発課題の結果、ボツリヌス菌感染防御を担う腸内細菌群として Clostridia 綱を見出



した。また、単一菌株で強固な防御効果が得られる Clostridia 綱腸内細菌として、C. 
sporogenes を同定した。本研究課題では具体的な分子メカニズムの解明には至らなかった
が、C. sporogenes 単独定着マウス盲腸内容物のメタボローム解析を元に、今後は分子メカ
ニズムを詳細に解析するとともに、感染感受性のヒト乳児菌叢移植マウスを用いて責任分
子や責任細菌の存在量を検証する必要がある。過去に着目していた二次胆汁酸に関しては
成人の感染耐性を決定する因子である可能性は低いと考えている。しかしながら、二次胆汁
酸産生菌の移植により腸管内でのボツリヌス菌の増殖がある程度抑制され、病態が緩和さ
れる。また、既知の二次胆汁酸産生菌は全て Clostridia 綱に属する。環境中に広く芽胞とし
て存在するボツリヌス菌に対して、Clostridia 綱の近縁菌による競合、二次胆汁酸による増
殖阻害といった複数のステップで強固な感染耐性を維持していると推察される。 
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