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金沢大学医学系研究科細菌感染症制御学分野

教授 中村信一

唐津忠宏，前側恒男，尾崎栄二郎

クロストリジウム属にはレシチナーゼ産生菌が多数存在する。特に Clostridiumperfringensレシチ

ナーゼ (Cpa:α トキシン)は同菌の主要病原因子でもある。クロストリジウム属レシチナーゼで一次構

造が明らかなのは C.perfringens (Cpa)の他は C.bifermentans (Cbp)とC.novyi (Cnp)の計3菌種

のみである。そこで本研究では種々のクロストリジウム属菌からレシチナーゼ遺伝子のクローニングを行

った。さらに C.sordelliiレシチナーゼ (Csp)については既知のクロストリジウム属レシチナーゼとの

構造および酵素活性，生物活性の比較を行った。その結果， csp遺伝子は 1197ヌクレオチド， 399アミ

ノ酸残基から成っており，成熟タンパクは 371残基で， 28残基のシグナルペプチドを有していることが

明かとなった。 Cspと， Cbp， Cnp， Cpaとのアミノ酸配列同一性は各々 77.4%， 56.7%， 53.4%で特に

Cbpとの聞に高い相向性を有していた。 Cpaの活性を 1とした場合， Cspは，卵黄レシチン水解活性0.38，

p-ニトロフエニルフォスフォリルコリン水解活性 0.08，溶血活性く0.01，マウス致死活性く0.1であり，

溶血，マウス致死活性が弱い点は Cbpに類似していた。クロストリジウム属菌によって引き起されるガ

ス壊痘に対する，効果的な治療法や予防法を確立するためには，さらに様々なレシチナーゼの比較解析が

必要であると考えられた。

KeyWords:ガス壊痘，クロストリジウム属菌，病原性，レシチナーゼ，遺伝子クローニング

緒言:

Clostridium perfringensはαトキシン (Cpa)と呼ばれるレシチナーゼを産生する。これはクロスト

リジウム属菌のレシチナーゼ中では最も詳しく研究されており 16.11酵素学的にはホスホリバーゼ Cに

属する 17.Cpaは動物に対して毒性を持ち， C. perfringensの最も重要な病原因子の一つである 16.17.C. 

perfringens以外のクロストリジウム属菌にもレシチナーゼ産生菌が多数存在するが，その性状や病原性

についてはほとんど解っていない 16.17。クロストリジウム属レシチナーゼで一次構造が明らかなのは

Cpa6・13.18の他は C.bifermentansのホスホリバーゼC(Cbp)18とC.novyiのタイプAホスホリバーゼC

(Cnp)19の計3種類だけである。

C. bifermentansと C.sordelliiは生物学的な性状は似ているが，遺伝学的には別々の菌種である。そ

して， C. sordelliiのレシチナーゼはその分子性状が解析されていないクロストリジウム属レシチナーゼ

の一つでもある。そこで本研究では， C. sordelliiのレシチナーゼ (Csp)を中心に種々のクロストリジウ

ム属レシチナーゼ遺伝子をクローニングし，特に Cspについては既知のクロストリジウム属レシチナー

ゼとの構造および酵素活性，生物活性の比較を行った。

材料と方法:

盆足直盤 レシチナーゼ遺伝子のクローニングには C.sordellii NCIB10717 (ATCC 9714)， C. 
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perfringens KZ 221， C. bifermentans KZ 1012 (SJ2)を主に用いた。その他， C. absonum， C. 

sardinienseについても金沢大学医学系研究科細菌感染症制御学分野保存株を用いてレシチナーゼ遺伝子

のワロ一二ンザを試み1乙。

E.CR 2種類のプライマー， KAG209 (5・TGGGATGGAAAAGATTGATGGAACAGG3')および、KAG210

(5' TTTCTCTTTTC廿 'ATCCACATATTCTTGTATATC3')は Cbp，Cnpおよび Cpaの高度保存領域か

らデザインした。プライマー mF2(5' GAGCTCGTAAAGTGGCCAAATCTAACGT 3・)は pKF3プラス

ミド上の配列に相当する。 KAG211(5' CTGCAGTAGATAGTCCAGGTCATGT 3')， KAG212 (5' 

CCTGTATCTGGGTCAAAGAAATGGTC 3')およびKAG213(5' CTGCAGACAATGAATATGCAGGAA 

C 3・)は各々 csp遺伝子のヌクレオチド 768-792，545-570および 1134-1158の配列に相当する。 PCR

反応は，予備加熱 94'C1分後に， 94'C20秒一60'C15秒一72'C30秒を 30サイクルの条件で行った。

His-tag付加レシチナーゼとタンパク精製 His-tag Cspをコードするプラスミドを構築するために，プ

ライマー KAG243(5・GAGAGGGCCCGCACAMGGGC1TITMGGTATT3' ;下線はヌクレオチド 220-

242に相当)および KAG244(5・GAGAGGTACCTAATTAGTGATGGTGATGGTGATGTTTGTTTATAT

CATAMCTTGATTACCTGAAMTAC 3';下線はヌクレオチド 1424-1459に相当)を用いた PCR増幅

産物を，プラスミド pCRII-TOPOのApaI-KpnI部位にライゲーションした。His-tagCpaとHis-tagCbp 

をコードするプラスミドは，プライマー KAG245(5' GAGAGGGCCCAMTTMCGGGGGATATMAAA 

TGAAAAGAAAGA3・;下線は accessionNo. 032124のヌクレオチド 147-180に相当)およびKAG246

(5・GAGAGGTACCTAATTAGTGATGGTGATGGTGATGI"O寸:ATAl寸:AIAAGTTGAATITCCTGAAAI
CCA 3';下線はヌクレオチド 1329-1361に相当)を用い， C. perfringens KZ 221から増幅した ONA

断片と，プライマー KAG241(5・GAGAGGGCCCGCAATGCMGA:廿i¥GAGGATATIAG3' ;下線は

accession No. AB061869のヌクレオチド 1-25に相当)およびKAG242(5・GAGAGGTACCTAATIAGT

GATGGTGATGGTGATG竹寸i¥TTTAIGTAAIAAGTITCGTIACCTGT3';下線はヌクレオチド 1202-

1231に相当)を用い， C. bifermentans KZ1012から増幅した ONA断片をそれぞれプラスミド pCRIト

TOPOに挿入して作製した。各 His-tagタンパクは， HisTrapカラムおよび MonoQカラム(アマシャ

ムファルマシア)を用いて精製した。

酵素的.牛物的活#劇f 卵黄レシチン水解活性測定は，適宜希釈したサンプルに同量の 10%卵黄溶液

を加えて 37'C3時間保温した後， 620 nmにおける濁度 (00620) を測定することにより行った。 00620

値の 1.0の上昇を， 1卵黄レシチン水解活性単位とした。溶血活性測定は，希釈したサンプルに同量の 1%

マウス全血 PBS溶液を加え(終濃度 0.5%)37'Cで 1時間保温後遠心し，上清の 540nmにおける吸光度

(AS40) を測定することにより， 0.5%マウス血液を 50%溶血させるレシチナーゼ量を求めた。 p-ニトロフ

エニルフォスフォリルコリン (NPPC)水解活性の測定は既報 5に従い，サンプルを 1mLの反応溶液 (20

mM  NPPC， 0.25 M Tris-Cl [pH 7.2J， 60% glycerol)中で 35'C2時間保温後， 410 nmにおける吸光度

仏410) を測定した。モル吸光係数を1.51X 104として生成した pーニトロフェノール量を計算した。

EL益企免疫したマウスの抗体価は en勾市le-linkedimmunosorbent assay (ELISA)により測定した。

プランクの2倍以上の吸光度を示した最大希釈倍数をもって血清サンプルの抗体価とした。

マウスの舟症 4週齢の雄 ddYマウスの皮下に 3回 (0，14， 28日目)，精製レシチナーゼ (2μg/100

μL His-tag Csp， 2μg/100μL His-tag Cbpまたは 0.5μg/100μLHis-tag Cpa)を20μLのアジュ

パント(キアゲン)とともに接種した。血清サンプルを 7，14， 21， 28， 31日目に採取し， ELISA法で

血中抗体価を測定した。 35日目に His-tagCpaのチャレンジを行った。

結果:

レシチナーゼ遺伝子のクローニングまず最初に Cbp，Cnpおよび Cpaのアミノ酸配列を比較し，保存

性の高い領域に PCRプライマー KAG209およびKAG210を設計した (FIG.1， 2)。このプライマーセッ
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トはレシチナーゼ遺伝子中の約 1kbの領域を増幅する。さらに openreading frameの全長をクローニ

ングするために， single specific primer PCRI4を行った (FIG.1)0 FIG. 1は， C. sorde1liiを代表例と

して示してある。 C.sorde1liiの他， C. absonum， C. sardinienseについてもレシチナーゼ遺伝子全長

のクローニングに成功した。

一次棒浩の比齢解析 csp遺伝子は 1，197塩基から成り， 399アミノ酸残基をコードしていた (FIG.2)。

他のクロストリジウム属レシチナーゼとの比較から 3.IRシグナルペプチドと成熟タンパクは各々 28残
基および 371残基と推定された。他のレシチナーゼとの比較解析の結果 (FIG.2， TABLE 1)，アミノ酸

配列全体において， Cspは Cpa(53.4%同一性)や Cnp(56.7%)よりも Cbp(77.4%)と特に類似してい

ることが判明した。 Cspと Cbp間の比較では， N末端側領域と， C末端側領域の同一性は各々 81.7%お

よび 71.8%であった。 4種類のクロストリジウム属レシチナーゼ間の比較では， N 末端側領域が C 末端

側領域よりも相向性が高かった。

醇素話伴および溶IfI1倍些 FIG.3に精製した His-tagレシチナーゼタンパクの SDS-PAGE像を示す。

またTABLE2には，各 His-tagレシチナーゼタンパクの，卵黄レシチン水解活性，溶血活性およびNPPC

水解活性を示す。 His-tagCpaは全ての実験において， His-tag Cspまたは His-tagCbpよりも高い活

性を示した。 His-tagCspおよびHis-tagCbpの卵黄レシチン水解活性は，各々 His-tagCpaの38.2%

および 6.1%であった。同様に NPPC水解活性において， His-tag Cspおよび His-tagCbpの活性は

His-tag Cpaの各々 7.6%および 2.5%であった。 His-tagCpaは29.8ngで50%溶血活性を示したが，

His-tag CspとHis-tagCbpは3μgでも 10%以下の溶血活性しか示さなかった。このことは， His-tag 

Cpaが， His-tag CspやHis-tagCbpの100倍以上の溶血活性を持つことを示していた。

His-t8.fZ レシチナーゼの免疫と His-to.gGDJaチャレンジ His-tagレシチナーゼを免疫したマウスの 31

日目の血中抗体価を FIG.4に示す。抗 His-tagCpa抗体価と，免疫したタンパク (His-tagCspまたは

His-tag Cbp)に対する抗体価の間には，特別な関係は認められなかった。免疫したマウスに His-tagCpa 

によるチャレンジ (5μg，ip)を行った結果 (FIG.4)， His-tag Cbpを免疫したマウスの内 5匹 (n=31)と，

His-tag Cspを免疫したマウスの内 2匹 (n=31)は生き残ったが，統計的な有意差は見られなかった。

一方， His-tag Cpaを免疫したマウス (n=6)は全て生存し，何も免疫しなかったコントロールマウス

(n=10)は全て死亡した。

考察:

本研究では， Cspは構造的，機能的に， Cpaや Cnpよりも Cbpにより類似していることが明かとなっ

た。 Nagahamaら7-10およびGuillouardら2はCpaのアミノ酸残基について， Wl， H68， H126， H136， 

H148， E152が亜鉛分子との結合に， D56とT74が酵素活性に， D130とT272が構造維持にそれぞれ

必須であると報告したが，これらのアミノ酸残基は全て Cbp，Cnp， Cspにも保存されていた (FIG.2)。

このことは，これらのアミノ酸残基がクロストリジウム属レシチナーゼの基本構造や機能の維持において，

重要な役割を持っていることを示している。

Cpaの強力な毒性(溶血毒性や致死毒性)の分子メカニズムを解明するには，有毒および無毒クロスト

リジウム属レシチナーゼの，構造や機能の比較解析が重要である。結晶解析により， Cpaは柔軟なペプ

チドリンカーを介する 2 ドメイン構造を持っていることが明かとなった 110N末端側ドメインは，ホス

ホリバーゼ Cの活性を持っており， C末端側ドメインは，カルシウム依存性にリン脂質に結合すると考

えられている 11.120C末端側ドメインは，スフィンゴミエリナーゼ，溶血，致死活性に必須である 150Jepson 

ら 3は， CbpのN末端側ドメインと， CpaのC末端側ドメインからなるハイブリッド毒素を作製した。

そのハイブリッド毒素は， Cbpよりも高い溶血，致死活性を有していたが， Cpaほどではなかった。 Cpa

のアミノ酸残基， D293， D305， K330は，細胞膜のリン脂質を認識することで，溶血活性，細胞毒性，

筋肉毒性の発現に関与していると考えられていた 20が，本研究の結果，それらのアミノ酸残基は Cspや
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Cbpにも保存されていたため， Cpaの強力な活性には，さらに別のアミノ酸残基が必要であると考えら

れた。

Alape-G ironら lは Cpaのアミノ酸残基， D269， Y275， Y307， Y331， D336が毒性に必要であると

報告した。また Jepsonら 4は， Y331と F334が必須であると報告している。これら 6個のアミノ酸残

基の中で， Y307とD336に相当する残基は Csp，Cbpともに保存されていた。しかし， D269， Y275， 

Y331， F334に相当するアミノ酸残基は， Cspでは各々 y，N， R， 1に， Cbpでは各々 y，N， y， 1に

置換されていた。また， CpaのC末端側ドメインには3箇所のカルシウム結合部位が見い出されており，

各々 Ca1(E32， D269， E271， D336， A337)， Ca2 (D293， N294， G296， D298)， Ca3 (T272， D273， 

N297， D298)と呼ばれている 12。本研究の結果，これら 3つのカルシウム結合部位およびその近傍のア

ミノ酸残基は，基本的には Csp，Cbp， Cnpともに保存されており，毒性の違いが，カルシウムを介し

たリン脂質の認識の違いに起因しているのではないことが示された。

WilliamsonとTitba1l21は，ペプチド Cpa247-370(Cpaの C末端側ドメイン)で免疫したマウスは，

LD1ω の 10倍量以上の精製 Cpaチャレンジや， C. perfringensの生菌感染に抵抗することを示した。本

研究では， His-tag Cbpや His-tagCspで免疫したマウスは， His-tag Cpaの毒性を防御することがで

きなかった。これらのことは， Cspや Cbpと， Cpaの C末端側領域の構造的な違いが， Cpaの致死活性

の防御に重要であることを示している。

以上のことから，様々なクロストリジウム属レシチナーゼの比較解析を行うことが， Cpaに致死活性

を与えている要因を明らかにし， C. perfringensによるガス壊痘に対する，効果的なコンポーネントワ

クチンを開発するために必須であると考えられた。また， C. perfringens以外のクロストリジウム属菌

によって引き起されるガス壊直の治療法開発にも寄与することができると考えられた。
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TABLE 1. Comparison of amino acid sequences of Csp， Cbp， Cpa， and Cnp' 

% Identiザ(N-terminaldomain/C-terminal domain) to: 
Phospho日開路

Csp Cbp C戸 Cnp 

白C白白H1p p p 

77.4 (81.7n1.8) 53.4((558.1/4532) ) 56.7(((55槌99 .8β3.9) 
77.401.7/71.83) ) 53.0 (57.7/46. 54.6 (59.4/48 
53.4σ σ8.1145. 53.0σ(597 •. 47114486 .. 72) ) 

61.9 (68.7β1.37) ) 

56.7 (59.8/53.9) 54.6 61.9 (68.7β1.3) 

• Data for Csp and Cbp are from this study， and data for Cpa and Cnp are from reference 19. 

Phospholi戸時

T:ABLE 2. Enzymatic activities of Cbp， Csp， and Cpa 

E邸 yolk-ph邸内olipidhydr仰sis NP陀 hydrolysis'
(U/mg/rnin) (nmoVmg/min) 

(% activiザrelativeωCpa) (% activiザrelativeωCpa) 

n
v
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n
v
 

白
白
・

q

7.41 :!: 0.13 (6.1) 
122主0.39(1∞) 
46.6 :!: 13.6 (38.2) 
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Do崎 giving50% 
hemoゆ&>(n8fO.2 ml) 
(% activity relative to Cpa) 

>3，叩0(<1)
29.8 (1∞) 
>3，000 (<1) 

. Experirnents were回rrilωoutat least three times， and the numbers are m回n:!: standard deviation. 
・ Experiments明日間riedout at least three times， and the doses which shows 50%恥molysisin the assay wereωIculated. 

KAG209 ___，砂 4-KAG210 

叩 |圃圃圃圃圃圃園三〉

守

‘-KAG213 

〆易;> c..... 

¥ pKF3ノ

守

日G.1. Schematic presentation of the s旬glespecific primer PCR 
凶edto clone the csp gene. A 1・kbpartial fragment of the csp gene was 
amplified from C sordeJlu NCIBI0717 total DNA with KAG2ωand 
KAG210 PCR primers， designed in highly conserved regions among 
白 p，Cnp， and Cpa. Using a H.的dIIIDNA 1ゐraryof C. sordelIu 
NCIBI0717 as a template， PCR was∞nducted with mF2， Iocated on 
pK目， and with KAG212 or KAG213， located on the known 1・kb
合agment.NucJeotide sequen<疋sof the upstream， the known 1・kb，and 
the downstream DNA fragments showed an open reading frame of 
Csp.百lethick arrowed line depicts the csp gene.τ'he fil1ed and open 
areas indicate nucleotide sequ叩 ce・determined(known) and ・・nonde-
termined (u出nown)regions， respectively. 
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KAG209 

一一一一歩
KAG212 

4←一一. .. *w** ***. • *t * *... •••• *. 
Csp WOGKKOGTGTHAL1AEHGLT MLNNOU守口'NEPKP1KQN1E1LNKYLKDLKLGSTFPDYOPN AYDLFQDHFFOPDTGNlIFTL ONKWYVASP1YDTAETQVRK 100 
Cbp .......... .5.......5 ..... .5G..5OQV.D. .K. • .E..白..... ..Y...... ... .Y.. ..Y....... ..1 . .5. .A5Y...... ...... 100 
Cpa . ...1...... .M.V可 .V5I.E...5K...E5VRK.L.. .K割削E.Q....Y....K. . ...Y.. ..W. ...D...5K ..5..L.Y5.P..G.5.I.. 100 
Cnp .......... .SM.Vτ可JAVKV. E. .M5KD. . E1V... FK. .00'悶制KFQ....Y...... . .K..... .W....凶..5K . .L. .L5Y5.K... .5.... 100 

KAG211 
-一一ー惨. .・ ..... .・ ・・・.‘・ ー........合唱骨・・・・・・・.・・ ・・噌・.. 4・・・b .. 

Csp FATLAENEWKKGNYKEATFL LGQG崎町LGDLNTPYHAANVTAVOSPGHVKYETFVENRKE NYALNTAGNDTTQGIYKDAV ANKDFDQWMTQNSVKYAXKA 200 
Cbp .....K...E...F...... ....L............5.. ................E..O ......5.....5.V..E.M E.P5.NK. .....1..，.I. 200 
Cpa .5A. .RY..QR... .Q...Y . .EA. ..F..10.. ..P... .. ...且....F...A.E...Q.K1....CK.NEAF.T.1L K....NA.SKEYARGF. .TG 200 
Cnp .TA. .R. ..E... .EK..WY F. .A. ..F...... ...... .. ...1. .T.. .G.A.K..O Q.RI. .T.1K.NE.F.A..L K.5N. .S.SKEYCKGW. .Q. 200 

-・・・b・・・・ ・・・・ ..... *** ..* …↓… •• ** ***. 
Csp KALVYSHSTM氾剖WDDWDYSGREAIKNSQVCTAGFLYRF1 NEVS 
Cbp ・D........5.5....... ...................M •... 

2; :;!:::.fj32::::?:3fh:Z::::;::::::::Jrr主主主??;?:?ZZ:::::計二15:::はず:::::::?;::
.. .・・ • ....* * ** •• • * 

Csp KNQTDNYILKVKNOVKVNτ'N D1τKYWVRKENRTP15DDWE LSN1KL1SNGKV1LQKDINK VfSGNQVYD1NK 
Cbp R..V... ...T .OGEE.DI. N.SN..1.. .KL. 5...... .. .P.. .A.... .0.0. V.. ..T. .ET. Y... 
Cpa ro5K.T.TF.L.-.ENLK1D..Q!冊1.1..RKY.AF..AYK PE...I.且....VVD....E W1...ST.N.-. 
Cnp A.. E.T. ... I.-KP5IKP5 • .NRM.I. .A. P.. V....K VKG.. V.AD.5.QYE.Q... WIH. .EK. Y..-

.. 一一一一ー

371 
3n 
370 

370 

KAG21 0 

FIG. 2. Amino acid alignment of clostridial phωpholi阿倍fromC sordellii (Csp)， C b俳nnentans(，白p)，Cpe砂仇gens(Cpa)， and C noηi 
(Cnp). Identical amino acid residues and gapped residues are depicted by dots and dashes， respectively.百leresidues conserved in all of the 
phωpholipases are marked with asterisks.τ'he peptide Iinker be!Ween the N-terminal and the C-terminal domains is boxed.τbe Iocation of PCR 
primers is depicted with arrows. Data for Csp and Cbp are from this study， and data for Cpa and Cnp are from reference 35. 
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FIG. 4. Anti加dyresponses of His tag Csp-immunized (1己負)and 
His tag Cbp-inlmunized (right) mice and the result of the His tag Cpa 
challenge. Ttiters for day 31 are presented. Numbers in open circles 
indicate the number of mice that had the indicated titer. Log2 values 
(10-2 anti-His tag Cpa titer) of His tag Cpa-immunized mice were 6 (11 
= 2)，9 (n = 2)， 10 (n = 1)， and 12 (n = 1). In His tag Cpa challenge， 
5μg of Cpa was injected intraperitoneally. AII nonimunized mice (n = 
10) died， and all His tag Cpa-immunized mice surv加ed.The number of 
solid arrowheads indicates the number of survivors. 

FIG. 3. Sodium dodecyl sulfate-polyacxylamide gel electrophoresis 
of His tag Cbp (Iane 1)， His tag Cpa (Iane 2)， and His tag Csp (Iane 3). 
Each pu品edprotein (1時;)was electrophoresed and stained with 
Coomassie brilliant blue R250. M， protein standard marker. 
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