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研究成果の概要（和文）：　ウェルシュ菌は食中毒の原因菌であり、腸管内で産生するエンテロトキシン（CPE）が食
中毒の発生に必須と考えられていた。我々はCPE非産生ウェルシュ菌が原因と強く疑われる食中毒を2事例経験し、分離
株を解析した。本研究において、我々は新型エンテロトキシンを同定し、BEC（binary enterotoxin of Clostridium p
erfringens）と命名した。また、BECの遺伝子検出系を構築し、食中毒検査に応用した。

研究成果の概要（英文）： Clostridium perfringens is a causative agent of food-borne gastroenteritis which 
for C. perfringens Enterotoxin (CPE) produced in intestinal tract has been considered an essential factor.
 We experienced two outbreaks of food-borne gastroenteritis in which non-CPE producers of C. perfringens w
ere strongly suspected to be the cause and analyzed the clinical isolates. In this study, we identified a 
novel enterotoxin and named BEC (binary enterotoxin of C. perfringens). In addition, we developed detectio
n method for becAB gene and applied to routine test of food-borne gastroenteritis.
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１．研究開始当初の背景 
 ウェルシュ菌は汚染食品の喫食後、腸管
内でエンテロトキシン（CPE）を産生して
下痢を起こす。しかし近年、CPEを産生し
ないウェルシュ菌による食中毒事例が報告
され（東京都健康安全研究センター、http: 
//www.tokyo-eiken.go.jp/topics/clostridiu
m/index.html）、ウェルシュ菌新型エンテ
ロトキシンの存在が示唆されていた(食品
由来感染症と食品微生物 387-388（中央法
規）)が毒素は未同定であった。 
 申請者らは 2009年と 2010年に、疫学的
にエンテロトキシン非産生性ウェルシュ菌
が原因と考えられる２件の食中毒事例を経
験した。分離菌株の培養上清の下痢原性を
証明したのち、下痢原性を指標に新型エン
テロトキシンの精製を行った。単一バンド
を確認した精製毒素の N 末端アミノ酸配
列解析および分離菌株ゲノム DNA の次世
代シークエンサー解析によって、下痢原性
毒素の候補としてウェルシュ菌イオタ毒素
b 成分と相同性を有するタンパク（後に
BECb と命名）の ORF を特定した(BEC: 
binary enterotoxin of Clostridium 
perfringens)。この ORFの近傍にイオタ毒
素 a 成分と相同性を有する ORF を確認し
た（この ORF がコードするタンパクを
BECaと命名）。 
 以下、命名前の実験においても、便宜上、
BECa（becA）および BECb（becB）とし
て説明を行う。 
 
２．研究の目的 
 本研究は食中毒の原因菌と考えられる
CPE 非産生ウェルシュ菌から新型エンテ
ロトキシンを同定することを目的とする。
また新型エンテロトキシンの迅速な検出系
を構築して食中毒検査に応用することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
①組換え毒素の作製 
 BECaおよびBECbそれぞれについて組
換え毒素を作製した（rBECaおよび
rBECb）。pGEXベクターシ系を用いて
GST融合タンパクとして毒素を発現し、
GST融合タンパク精製カラムによって精
製した。精製された GST融合毒素はトロ
ンビン処理によって GSTを切断し、GST
融合タンパク精製カラムのフロースルーを
回収することで GSTを除去した。精製毒
素は希釈を行い、サックリングマウス試験、
ADPリボシル化活性の確認および Vero細
胞の形態変化の観察に供試した。 
 

②becB欠損株の作製 
 TargeTron gene knockout system 
(Sigma)を使用してbecB欠損株の作製を行
った。pJIR750aiを使用し、becB suicide 
plasmidを作製し、製造者のマニュアルに従
ってbecB欠損株を作製した。 
 
③サックリングマウス試験 
 各希釈段階の毒素液を 0.1ml / 匹、経胃
投与で哺乳マウスに接種した。26℃で４時
間経過後、全体重および腸管の重量を測定
した。FA比（fluid accumulation ratio）
の計算は以下の式で行った。 
 FA比=腸管重量/（全重量-腸管重量） 
 
④ADPリボシル化活性の確認 
 組換え毒素のアクチンに対する ADP リ
ボシル化活性を確認した。毒素 300μgと非
筋肉精製アクチン２μg を 10 M のビオ
チン標識 NAD あるいは非標識 NAD+と
ともにバファー（20 mM Tris-HCl at pH 
7.5, 1 M dithiothreitol, 40 M ATP, 40 

M CaCl2, and 5 M MgCl2）中で 37℃、
60分間反応させた。3×SDS サンプルバッ
ファーを反応液に加え 95℃、5分間の処理
によって反応を停止した。反応液は
SDS−PAGE に供試し、銀染色を行った。
また、SDS-PAGE 後のタンパクは PVDF
膜 に 転 写 し 、 horseradish 
peroxidase-conjugated streptavidin によ
ってビオチン標識 ADP リボシル化アクチ
ンを検出した。 
 
⑤Vero細胞の形態変化 
 コラーゲンコートされたスライドグラス
を 24ウェルプレートの各ウェルに設置し、
各ウェルに 2×104のVero細胞を接種した。
細胞は 10％の牛胎児血清の入った
Dulbecco’s modified Eagle medium 
(DMEM)で培養した。組換え毒素は細胞へ
の接種前にトリプシン処理を行った。毒素
は rBECa、rBECb それぞれ単独接種と
rBECaおよび rBECbの同時接種を行った。
3 時間後固定し、Alexa 594- conjugated 
wheat germ agglutinin (Invitrogen)、
Alexa 488-conjugated phalloidin 
(Invitrogen) 、 Hoechst 33258 (Life 
Technologies)によって蛍光染色を行った。
同様に毒素を接種し、ギムザ染色を行った。 
 
４．研究成果 
 本研究において、人の下痢症の新規原因
物質として新型エンテロトキシンを同定し、
BEC (binary enterotoxin of C. 
perfringens)と命名した。 
 becAB 遺伝子に対する検出系を構築し、
検査へ応用した。 
 
 
 



以下、実験結果について詳しく解説する。 
 
①組換え毒素の液体貯留活性 
 rBECb は単独で濃度依存的に液体貯留
活性を示したが、rBECaは単独で液体貯留
活性を示さなかった。（図１-A） 
 BECb 100ng（単独で液体貯留活性を示
さない）に、BECaを加えて接種すると液
体貯留活性が観察された。BECb 500ngの
接種においても、BECaが加わることで液
体貯留活性が増強された。（図１-B） 
 よって BECb が液体貯留活性における主
体的な役割を果たし、BECaは補助的な働
きをすると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 1-A）組換え毒素の液体貯留活性 
        単独接種 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 1-B）組換え毒素の液体貯留活性 
        混合接種 
 
②becB欠損株の液体貯留活性 
 CPE 非産生ウェルシュ菌食中毒の分離
株である OS1の、becB欠損株ΔOS1becB
を作製した。ΔOS1becBでは液体貯留活性
が消失した。（図-2） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図-2）becB欠損株の液体貯留活性 

③ADPリボシル化活性の確認 
 rBECaは ADPリボシル化活性を示した
が、rBECbは示さなかった。（図-3） 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  （図-3）ADPリボシル化活性 
 
④Vero細胞の形態変化 
 rBECa、rBECb それぞれ単独で細胞の
形態変化は観察されなかった。rBECa と
rBECbを同時に接種したとき（BECa/b）、
細胞の円形化が観察された（図-4上段：蛍
光染色、下段：ギムザ染色） 
 
 
 
 
 
 
 
 
     （図-4）Vero細胞の形態変化 
 
⑤その他 
 本研究で調査した、2事例の菌株の Sma
Ⅰ、ApaⅠ処理によるパルスフィールドゲ
ル電気泳動像は事例内の分離菌株で一致し
たが、事例間では異なる泳動パターンを示
した。一方、becAB遺伝子が位置していた
プラスミドは 2事例間でほとんど同じであ
った。異なる系統の菌株に同じプラスミド
が存在していたことから、水平伝搬によっ
て becAB 遺伝子が拡散する可能性が示さ
れた。 
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