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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

(PS‐T, PS‐U)

 
平成２５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。 

これまでの研究から、腸内フローラにおける優勢菌種である B. thetaiotaomicron が C. difficile の毒
素産生を抑制することを見出している。B. thetaiotaomicron の培養上清を添加した培地で C. difficile
を培養すると Toxin A による HT29 細胞の変性作用および Toxin B による Vero 細胞の変性作用がと
もに抑制されることをこれまでの研究成果として明らかにしている。また、トランスポゾンを用い
た本抑制作用の責任遺伝子の探索の結果、下図に示すようにすべて糖代に関連するものであり、莢
膜多糖、糖加水分解酵素や糖鎖輸送担体構成分子である GcpE などがリストアップされている。特
に莢膜多糖 PS-4（表中では PS-T）合成遺伝子の挿入変異による抑制活性の低下が顕著であり、本
多糖が、C. difficile の細胞毒性に対する抑制効果の主たる要因ではないかと考えている。そこで、
本研究では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C. difficile
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、C. difficile 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、B. thetaiotaomicron の

産生する PS-4 や PS-6 の構成糖が
C. difficile 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。 
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今後の展望 
本事業期間内（平成２２－２５年度）に得られた研究成果を踏まえ，今後の研究発展の展望について記載してく

ださい。図を挿入してもかまいません。 

腸管内常在菌が腸管への病原細菌の定着を阻止することはよく知られており、常在菌との定着部位

および栄養素の競合がそのメカニズムと考えられている。広域抗菌薬の投与は腸管内常在菌のこの

ような病原細菌への防御機構を破綻させ病原細菌の腸管内での過増殖につながるとされている。

我々は腸管内常在菌がこのような競合的阻害に加えて病原細菌の病原因子の発現を積極的に抑制

する機構を有するという仮説のもとに、本事業において研究を進め、ヒト腸内フローラの主要な構

成菌種である B. thetaiotaomicron が C. 

difficile や EHEC O111 の毒素産生を抑制す

る活性を有することを見出した。また、ト

ランスポゾンの挿入変異ライブラリーのス

クリーニングからこの病原体抑制機構の分

子基盤には糖代謝が関連している可能性を

示す結果を得ており、本研究は、これまで

知られていなかった腸内細菌の恒常性維持

機構の解明に結びつく可能性を秘めてい

る。本研究成果は常在菌と病原細菌との相

互作用の分子基盤の解明という学術的な意

義とともに、C.difficile 下痢症の治療法の開

発にとどまらず、EHEC など、他の腸管病

原菌に対する制御法の確立への展開も予定

している。 

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。 

本事業での研究成果をもとに「腸内恒常性維持における腸管内常在菌の糖代謝の役割」との研究課

題で日本学術振興会科学研究費補助金基盤研究(C)に応募し、採択された（研究機関 H26~H28）。 
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BHIS培地で培養したB. thetaiotaomicron の培養上清はEHEC O111 Toyama

株のVero細胞に対する細胞毒性を低下させる。Mはmitomycin C処理。
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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。 

[１] 査読がある原著論文 
1. Tamai E, Yoshida H, Sekiya H, Nariya H, Miyata S, Okabe A, Kuwahara T, Miaki J, Kamitori S. X-ray 

structure of a novel endolysin encoded by episomal phage phiSM101 of Clostridium perfringens. Mol. 
Microbiol., 2014, in press. 

2. Utsunomiya H, Ichinose M, Ikeda K, Uozaki M, Morishita J, Kuwahara T, Koyama AH, Yamasaki H. 
Inhibition by caffeic acid of the influenza A virus multiplication in vitro. Int. J. Mol..Med., 2014, in 
press. 

3. Yoshikawa K, Shimada M, Kuwahara T, Hirakawa H, Kurita N, Sato H, Utsunomiya T, Iwata T, 
Miyatani T, Higashijima J, Kashihara H, Takasu C, Matsumoto N, Nakayama-Imaohji H. Effect of 
Kampo medicine “Dai-kenchu-to” on microbiome in the intestine of the rats with fast stress. J. Med. 
Invest., 60, 221-227, 2013. 

4. Eguchi H, Miyamoto T, Kuwahara T, Mitamura S, Miamura Y. Infectious conjunctivitis caused by 
Pseudomonas aeruginosa isolated from a bathroom. BMC Res Notes. 6, 245, 2013. 

 
 [２] 著書 
なし。 

 

 [３] 招待講演 
○鈴木基生、今大路治之、堀内功典、桑原知己．マウス腸内難培養菌の胞子精製と発芽誘導．第

87 回日本細菌学会総会、ワークショップ「難培養を如何に克服するか」、東京、2014 年 3 月．． 

 

 [４] 学会発表(○は発表者） 
1. ○今大路治之、堀内功典、桑原知己．腸管内常在菌が Clostridium difficile の病原性に与える影

響．第 83 回日本感染症学会西日本地方会、大阪、2012 年 11 月. 
2. ○今大路治之、大岡唯祐、後藤恭宏、成谷宏文、堀内功典、鈴木基生、岡崎勝一郎、林哲也、

桑原知己．Raoultella ornithinolytica における histamine 産生は酸素ストレス耐性に関与する．第

87 回日本細菌学会総会、東京、2014 年 3 月． 
3. ○田川淳平、井上哲圭、佐藤啓子、内藤真理子、中山真彰、中山浩次、桑原知己、大原直也．

Porphyromonas gingivalis における電気穿孔法に適した新規プラスミドベクターの構築．第 87
回日本細菌学会総会、東京、2014 年 3 月． 

4. ○成谷宏文、今大路治之、宮田茂、桑原知己．Novel cloning system of large exogenous DNA as 
artificial chromosome in Clostridium perfringens. 第 87 回日本細菌学会総会、東京、2014 年 3 月．

5. 島本 敏、成谷宏文、桑原知己、島本 整．O1 エルトール型コレラ菌のレトロン-Vc95 内機能

未知遺伝子 orf205 の機能解析．第 87 回日本細菌学会総会、東京、2014 年 3 月． 
6. 堀内功典、今大路治之、鈴木基生、桑原知己．“亜塩素酸水”の殺微生物効果について．第 87

回日本細菌学会総会、東京、2014 年 3 月． 
 
 [５] 産業財産権（特許等） 
なし。 
 
 [６] その他（プロシーディング，査読がない論文，投稿記事等） 
なし。 

 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


