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＊SusC/SusD は、糖加水分解酵素遺伝子群とクラスターを形成
している場合が多く、協調的に機能していると考えられる。

Gene 機能
Sus C* 外膜タンパク質 (糖の結合)
Sus D* 外膜タンパク質 (糖の認識)
GH‐X* 糖加水分解酵素
GT‐Y* 糖転移酵素
PS‐T

莢膜多糖生合成領域
PS‐U

Gcp E
イソプレノイドリン酸合成
（多糖細胞外輸送担体C55構成分子）

細胞毒性阻害
・溶菌抑制
・毒素産生阻害

表１ CDの細胞毒性抑制を担うBTの責任遺伝子群

C.difficile （CD）

莢膜多糖生合成領域
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平成 23 年度研究成果概要 
研究成果概要についてわかりやすく記載してください。できるだけ，図を挿入してください。すでに当該年度に

外部に発表を行った成果については，研究業績欄の業績番号と対応させてください。 

偏性嫌気性グラム陰性桿菌である Bacteroides（バクテロイデス）属細菌はヒトや動物の腸内フローラ

における優勢菌群である。Bacteroides は敗血症や腹腔内膿瘍、虫垂炎といった嫌気性菌感染症の原因と

なるが、近年、Bacteroides とヒトとの共生システムに大きな関心が寄せられている。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（上図）。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（右図表）。 

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。 
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トランスポゾン挿入変異ライブラリーの作製 CDとの混合培養

生細胞染色を行い、細胞毒性を
抑制できなくなったBT のクローン
を選択する。転移性遺伝子であるトランスポゾンを形質転換

すると染色体上に変異がランダムに導入される。



 
今後の研究計画 
平成 23 年度に得られた研究成果を踏まえ，今後の研究計画について具体的に記載してください。図を挿入して

もかまいません。 

近年、Bacteroides fragilis (BF)が産生するある種の莢膜多糖（PS A）が腸管粘膜固有層において制御性

Ｔ細胞を誘導し、腸炎を抑制することが報告され (Strober, W. et al., Nat. Medicine. 2010)、Bacteroides が
産生する多様な菌体外多糖に大きな関心が寄せられている。Bacteroides の莢膜多糖のうち構造決定がな

されているのは BF が産生する 2 種の多糖のみである。BT の莢膜多糖の構造は未知であり、生体内にお

ける機能も明らかになっていない。我々は Bacteroides 属細菌の遺伝子改変技術および解析技術を確立し

ており、BT 由来の莢膜多糖の役割について解析できる環境にあるが、現時点においては BT の CD に対

する細胞毒性抑制作用を確認しているのは試験管内での混合培養系のみであるため、ハムスターを用い

た偽膜性大腸炎疾患モデルにおいても BT が CD の毒性を抑制できるか否かについて検討することを今

後計画している。また、トランスポゾン挿入変異ライブラリーのスクリーニングによりピックアップし

た BT の有する CD の細胞毒性抑制因子の生産に関わる遺伝子の欠失株を作製する。さらに、候補因子

の大腸菌での大量発現と精製、BT からの候補莢膜多糖の精製を行い、候補遺伝子の欠失株や精製分子

を用い in vitro および in vivo の実験において以下の項目を検証する（下図）。これらの研究により、腸

細菌の産生する多糖の宿主に対する有益作用の分子メカニズムの解明を目指す。 
 
a) 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。 
b) 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。 
c) 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。 
d) 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。 
e) マイクロアレイ解析 

CD と精製した抑制因子を混合後、total RNA を精製し、マイクロアレイ解析を行い病原菌側の反応を

調べることにより毒素産生抑制メカニズムを明らかにする。 

特記すべき事項 
本研究に関する受賞（学生対象の賞も含む）・プレスリリース・大型外部資金獲得につながった等，特記すべき

事項があれば記述してください（ささいなことでもかまいません）。本欄は必須ではありませんので，「該当なし。」

でも可ですが，できるだけ記載してください。 

本研究プロジェクトで得た成果をもとに競争的外部資金（上原生命記念財団研究推進特別奨励金：

400 万円）を獲得した。 

 

in vivo （ハムスター偽膜性大腸炎モデル）での解析
・生存率
・組織学評価
・生菌数測定
・糞便中の毒素定量

精製抑制因子に対するCD の反応解析

・CD と精製抑制因子を混合し、Total RNA を抽出する
→ マイクロアレイ解析

欠失変異株と精製抑制因子の検証

CD とBT 野生株または候補遺伝子挿入変異株との混合培養
・生菌数測定
・形態観察（グラム染色）
・毒素定量（qPCR, Western blotting, ELISA）

候補遺伝子として決定する

候補遺伝子欠失変異株の作製と抑制因子合成系の構築

大腸菌内での再合成
・精製 GH‐X, GT‐Y →酵素活性測定

BT 内での再合成
・精製PS‐T, 精製PS‐U →構成糖の解析

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 欠失株の作製
・ΔSusC, ΔSusD, ΔGH‐X, Δ GT‐Y, ΔGcpE, ΔPS‐T, ΔPS‐U
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