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研究成果の概要（和文）：ヒト腸内常在菌であるBacteroides thetaiotaomicron（BT）の培養上清にはClostridium di
fficile （CD）の細胞毒性を抑制する作用がある。そのBT由来の責任分子を同定するため、Tn4351挿入変異ライブラリ
ーを作製し、CDの細胞毒性抑制効果を消失したクローンを検索した。その結果、菌体外多糖の輸送や莢膜合成遺伝子に
トランスポゾンが挿入された変異株ではCDの細胞毒性に対する抑制作用が減弱しており、BTの産生する多糖がCDの病原
性を減弱する作用を有していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Human intestinal symbiont, Bacteroides thetaiotaomicron (BT) showed inhibitory eff
ect in its culture supernatant against the cytotoxicity of Clostridium difficile (CD). Screening of Tn4351
 insertion mutant library of BT identified the mutants that lost the inhibitory effect on CD cytotoxicity.
 In these mutants, Tn4351 was inserted into the genes for polysaccharide transport or capsular polysacchar
ide biosynthesis. These results indicate that the polysaccharides produced by BT play roles in the inhibit
ion of CD cytotoxicity.
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１．研究開始当初の背景 
ヒトの腸管内には多種多様な細菌が定着し
ており、腸内フローラと呼ばれる常在細菌叢
を形成している。偏性嫌気性グラム陰性桿菌
である Bacteroides 属は腸内フローラを構成
する最優勢菌群の一つでありヒトや動物の
大腸に分布する。Bacteroides属は敗血症や腹
腔内膿瘍、虫垂炎など嫌気性菌感染症の原因
となる日和見感染菌でもあるが、近年
Bacteroides属と宿主との共生に関する分子メ
カニズムに大きな関心が寄せられており、
Bacteroides fragilis (B. fragilis)の産生する莢膜
多糖(PSA)が腸管免疫組織における Foxp3 陽
性制御性Tリンパ球を誘導することにより炎
症反応を抑制すること(Mazmanian SK et al., 
Nature 2008)、また、B. thetaiotaomicron が
Paneth細胞からの抗菌ペプチド(angiogenin-4)
の産生を促進すること (Hooper LV et al., Nat. 
Immunol. 2003)が報告されている。さらに、
詳細な分子メカニズムは明らかになってい
ないが B. thetaiotaomicron の培養上清には腸
管出血性大腸菌 O157の志賀毒素遺伝子 Stx2
の発現を抑制する活性があることが報告さ
れている(de Sablet T et al., Infect. Immun. 
2009)。以上の背景から、腸管内常在菌である
Bacteroides属が病原細菌に対してその病原性
の発現を抑制する機構を有すると考えられ
る。腸内フローラの構成菌群の中には
Clostridium perfringens や Clostridium difficile
など毒素産生能を有するものが存在するが、
正常な腸内フローラにおいて病原性を示す
ことはない。しかしながら、広域抗菌薬の投
与による腸内フローラの破綻を契機として
壊死性腸炎や偽膜性大腸炎を発症すること
がある。特に C. difficile関連下痢症（偽膜性
大腸炎を含む）は世界的に病院内で蔓延しつ
つある感染性下痢症であり欧米において大
きな問題となっている (Kelly CPet al., N Engl 
J Med. 2008) 。C. difficile関連下痢症は抗菌薬
の長期投与などにより腸内フローラが破綻
し抗菌薬に耐性かつ毒素産生性の C. difficile 
が大腸内で増加することにより起きるとさ
れている。近年、C. difficile関連下痢症の罹患
率と死亡率が著しく上昇しており、米国では
年間 250,000 件を超える症例が報告され、そ
の医療費は年間約 10 億ドルに達している 
(Daniel E et al., Clin. Microbiol. Rev. 2005)。ま
た、偽膜性大腸炎を起こす C. difficileはエン
テロトキシンとサイトトキシン（ToxinAおよ
び Toxin B）を産生するが、近年これら毒素
を大量に産生する強毒株 (toxin type Ⅲ 
NAP1/027 株)が出現し、院内でのアウトブレ
イクについても多数報告されている。C. 
difficileは嫌気性菌でありながら、芽胞を形成
するため環境中で長期にわたり生存するた
め院内感染対策が難しく、特に高齢者を主と
した医療施設では対策の難しい大きな問題
として認識されている。 
 
２．研究の目的 

我々は B. thetaiotaomicronの培養上清中に C. 
difficile の細胞毒性を減弱させる作用がある
ことを見出している。本研究では B. 
thetaiotaomicronが有する C. difficileに対する
の毒素産生抑制機構の詳細を解明し、得られ
た結果をEHECなど他の腸管病原性細菌に対
する拮抗作用の解明にも展開し、腸内菌の糖
代謝が病原性抑制という腸内恒常性維持に、
どのようなメカニズムで関与しているのか
を明らかにする。。 
 
３．研究の方法 
（１）CD 毒素抑制作用の消失したトランス
ポゾン挿入変異株の解析 

BT の野生株に見られた CD の溶菌抑制や
毒素産生に対する抑制作用をグラム染色や
qPCR, ELISA, Western blotting 法で解析する。
また、SusC/D, Glycosyl hydrolase, Glycosyl 
transferase family のタンパク質に関してはそ
れらの基質特異性をデータベース上から推
定し、対応する基質を用いて検証する。 
（２）CD 毒素抑制因子をコードする遺伝子
の欠失株の検証 
候補遺伝子群の欠失株を作製し、in vitroお
よび in vivoにおいてそれら菌株の CDの病原
性に対する効果を検証する。 
（３）CD毒素抑制因子の合成系の構築 
莢膜多糖は BT において目的の莢膜多糖 1
種のみを発現する変異体から精製する。その
他の抑制分子は大腸菌内で大量発現させ、当
該タンパク質を精製する。 
（４）精製抑制因子の解析と検証 
精製した抑制因子を用いて in vivoでその効
果を検証する。また、目的莢膜多糖の精製が
可能な場合は構成糖を分析し、特徴を明らか
にする。 
 
４．研究成果 
我々はヒト腸内常在菌である Bacteroides 

thetaiotaomicron (BT)が偽膜性大腸炎の起因
菌である Clostridium difficile (CD)の毒素産生
を抑制することを見出した。CD はエンテロ
トキシンである Toxin Aとサイトトキシンで
ある Toxin Bを保有し、それぞれ HT-29細胞
と Vero 細胞特異的に細胞変性効果を示す。
CDと BTを混合培養し、得られた混合培養上
清を HT-29 細胞または Vero 細胞に接種して
細胞毒性を評価した結果、BTは CDの両細胞
に対する細胞毒性を減弱させた。したがって
BTは CDの Toxin Aおよび Toxin B両毒素に
よる細胞毒性を抑制する因子を保有するこ
とを明らかにした。CD の細胞内で合成され
た両毒素は、TcdEタンパク質による自己溶菌
作用によって細胞外へ放出される。混合培養
時における CD のグラム染色像をみると BT
との混合培養においてのみ溶菌が抑制され
ていたことから、BTが CDの溶菌を阻害する
ことで細胞外への毒素の放出を抑制してい
ると考えられた。また BT の培養上清中には
溶菌抑制作用だけでなく、CD の毒素合成を



阻害する作用をもつ生理活性物質が存在す
ることも見出している。加熱あるいは分子量
に基づき分画した BT の培養上清で CD を培
養した結果、BTの Toxin A抑制因子は耐熱性
であり、抑制活性の大部分は 100 kDa以上の
分画に存在していた。 
次に、我々が開発した改良形質転換法 

(Ichimura, M. et al., Appl Environ Microbiol, 
2010.) を用いて BTのトランスポゾン挿入変
異ライブラリーを作製し、責任遺伝子群を同
定することを試みた。このトランスポゾン挿
入変異ライブラリーを用いてスクリーニン
グを行った結果、CD の Toxin A による細胞
毒性を抑制できなくなったクローンでは菌
体外多糖の結合や取り込みに関与する外膜
タンパク質(SusC/D family) や多糖の分解酵
素や糖転移酵素(Glycosyl hydrolase, Glycosyl 
transferase family) の遺伝子にトランスポゾ
ンが挿入されていた。BT のゲノム上には
PS-Tから PS-Zまで 7種類の莢膜多糖生合成
領域(Capsular polysaccharide synthesis: PS)が
存在し、細胞内で合成された莢膜多糖は脂質
担体 C55を介して細胞外へと輸送される。特
定の莢膜多糖生合成領域 (PS-Tおよび PS-U) 
やC55構成分子の遺伝子gcpEにトランスポゾ
ンが挿入されている変異体では、CDの Toxin 
Bによる細胞毒性を抑制できなくなっていた。
これらの結果から、CD の細胞毒性に対する
抑制作用には BT の糖代謝が関与している事
が示唆された。一方で、糖代謝におけるどの
ような中間代謝分子が CDの溶菌を阻害し、
毒素の発現を抑制しているのかに関しては
十分な結果を得ていないが、腸管感染症の制
御に常在菌由来の多糖が重要な役割を果た
している可能性が示唆された。 

BTのCDの細胞毒性に対する抑制効果が in 
vivoでも認められるか否かを検討するため、
無菌マウスの腸管に BT と CD を同時に定着
させ、マウスの死亡率、盲腸内 Toxin Bの定
量、および盲腸内容物のグラム染色像を比較
した。BT は野生株と昨年度のスクリーニン
グにより得られた莢膜多糖  (PS-4)欠損株
（CD の細胞毒性抑制効果を消失した変異
株）を用いた。その結果、BTの野生株と CD
を共感染させた群では 80%が生存したのに
対し、PS-4の欠損株を投与した群の生存率は
20%であり、BTの CDの細胞毒性に対する抑
制効果が in vivoにおいても認められた。この
結果は、また、莢膜多糖 PS-4がこの抑制作用
に関与していることを示している。これらの
群において盲腸内での Toxin B量を ELISA法
により定量した結果、BTの野生株と CDを共
感染させた群の Toxin B 量は PS-4 欠損株と
CD を共感染させた群と比較して有意に低か
った。盲腸内のグラム染色像を比較すると、
BTの野生株と CDを共感染させた場合、CD
はグラム陽性に保たれる菌体が多く、PS-4欠
損株と共感染させた場合には CDの多くの菌
体がグラム陰性（赤く染まる）に染色された。
このことは、BTの PS-4が CDの自己融解を

抑制することにより Toxin Aや Toxin Bの遊
離を抑えている可能性が考えられた。 
最後に、どのような糖が本細胞毒性抑制効
果に関与しているのかを推測するため、13種
類の糖をそれぞれ 0.5%濃度になるように CD
の培養液中に添加し、細胞増殖および毒素産
生量を比較した。すると興味深いことに添加
する糖により、CD の培養上清中の HT29 細
胞毒性に違いが認められた。Glucose, Xylose, 
Fructose, Mannoseに細胞毒性抑制効果を認め
た。また、増殖については、Glucose, Xylose, 
Fructose, Mannose, Glucosamine, Fucoseを添加
した場合、Fucoseは陰性対照と同様に溶菌を
示す OD590の低下が認められたが、その他の
糖については OD590の低下が認められず、溶
菌が抑制されていると考えられた。したがっ
て、BT の産生する PS-4 や PS-6 の構成糖が
CD の溶菌を抑制することにより、本菌の細
胞障害性毒素の遊離を抑えていることが示
唆された。これら莢膜多糖の構造解析により、
C. difficile 関連下痢症の治療薬の開発につな
がる知見が得られるものと考えられる。本研
究の成果は、C. difficile 関連下痢症や EHEC
感染症の新規予防法の開発のみならず、腸管
免疫学、臨床栄養学など、幅広い医学分野に
対する波及効果を持つと考える。 
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