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平成２４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。 

これまでの研究成果により、腸内常在菌叢を構成する主要な菌種である Bacteroides 
thetaiotamicron (BT)が Clostridium difficile (CD)の細胞毒性を抑制することが明らかとなってい

る。また、昨年度は、BT においてトランスポゾン (Tn4351) がゲノムにランダムに挿入され

た変異ライブラリーのスクリーニングを行い、莢膜多糖合成や糖加水分解酵素の遺伝子にトラ

ンスポゾンが挿入した変異株では抑制効果が消失することを明らかにした。この結果は BT の

糖代謝産物が CD の細

胞毒性に対する抑制

作用に関与している

可能性が考えられた。

本年度はこの 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、図 2 に示すように、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（図 2 左下の青

く染まる菌体）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。 
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図1. BTのCDの細胞毒性に対する抑制作⽤

図2. BTのCDの細胞毒性に対するin vivoでの効果



 
今後の研究計画 
平成２４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。 

平成 25 年度は BT の CD の細胞毒性に対する抑制作用のメカニズムを解明するために以下の研究

を行う。 
1. PS-4 の精製と構造決定 

BT は 7 種類の莢膜多糖を合成することが知られているため、PS-4 以外の 6 種の莢膜多糖の合

成遺伝子領域を欠損させた変異株を作製する。この変異株より莢膜多糖を精製し、その構成糖

や構造を決定する。 
2. CD の細胞毒素に対する抑制作用のメカニズムの解明 

(1) PS-4 の自己融解阻害作用 
無菌マウスへの接種実験において、BT の野生株が CD の自己融解を阻害している可能性が

示唆されたため、PBS-0.05% Triton-X 中での autolysis assay を行い検討する。 
(2) 毒素の自己分解誘導作用 

CD の ToxinA と Toxin B は自身の cysteine protease 活性により自己消化を受け、細胞内で活

性ドメインが遊離する。PS-4 またはその構成糖が ToxinA および Toxin B の自己分解を誘

導するか否かを recombinant ToxinA および Toxin B を用いて検討する。 

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。 

メンバーの市村 穣（徳島大学大学院医学研究科・博士後期課程 4 年、香川大学医学部分子微生物

学にて受入れ）が関連研究課題により日本学術振興会特別研究員（DC2）に採用された。 
 

 



 
研究業績 
本研究に関連した，平成２４年度中の発表した，[１] 査読がある原著論文（Corresponding Author には*印を付す。），

[2] 著書，[3] 招待講演，[4] 学会発表（発表者には○印），[5] 産業財産権（特許等），[6] その他（プロシーディン

グ，査読がない論文，投稿記事等）を通し番号を付して記入してください。本事業の参加者にはアンダーラインを

引いてください。記入欄が足りない場合は，用紙を追加してください。 
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