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〔研究の概要〕 

Clostridioides difficile 感染症（CDI）は、C. difficile が原因で引き起こされる難治性の下痢症・腸炎である。

我々は、C. difficile を特異的に殺菌する手法として、バクテリオファージ（ファージ）および蛍光プローブ IR700 に

着目した。ファージは、特定の細菌にのみ結合する特徴を有する。一方、IR700 は、近赤外光を殺菌レーザー

に変換することで、様々な病原体に強い殺菌活性を示す。そこで、我々は、これらの分子を融合させた新しい狙

撃分子を考案した。本研究において、まずは、推定したファージ由来結合分子（CDPX、CDPY）を発現・精製し

た。これらの分子は、C. difficile に対して結合が認められたが、菌株間の特異性が認められなかった。その特異

性には、複数のタンパク質が関わっていることが示唆された。 

 

〔研究経過および成果〕 

Clostridioides difficile 感 染 症 （ CDI ） は 、 C. 

difficile が原因で引き起こされる難治性の下痢症・腸

炎である 1 。CDI の治療には抗菌薬が用いられるが、

再発を繰り返し治療が難渋することがある。抗菌薬で

は、C. difficile のみを特異的に死滅させることは困難

であり、腸内の有益な細菌までも死滅させる。そこで、

我々は、C. difficile のみ特異的に殺菌する手法を開

発するために、バクテリオファージ（ファージ）に着目

した。ファージは、特定の細菌にのみ結合する特徴を

有する。その特異性は、菌株を認識することができる

ファージ尾部が重要な役割を担っている。一方で、申

請者らが着目した蛍光プローブ IR700 は、近赤外光

を殺菌レーザーに変換することで、様々な病原体に

強い殺菌活性を示す。そこで、我々は、これらを融合

させた新しい狙撃分子を考案した。本研究テーマで

は、まずは、C. difficile に特異的な結合分子を同定

することとした。 

C. difficile に特異的に感染するファージ A のゲ

ノム解析から、他のファージのゲノム上の遺伝子との

相同性およびタンパク質機能予測解析により 2, 3、2個

の遺伝子（cdpX および cdpY）がファージ尾部の結合

分子をコードしていると推察した。そこで、これらの遺

伝子を人工合成し、大腸菌に組換えタンパク質として
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発現し、アフィニティーカラムにより可溶性タンパク質

として精製することができた。 

    精製 His-CDPX と His-CDPY について、C. 

difficile ま た は粗細胞壁に 対 す る 結 合 性 を

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay（ELISA）およ

びウエスタンブロット法により解析した。両タンパク質

ともに C. difficile PCR-リボタイプ（RT）027 株に対して

濃度依存的および時間依存的に結合が認められた。

ま た 、ウエスタ ン ブ ロッ ト法 に よ る解析で は 、

His-CDPX は、C. difficile RT 027 またはその粗細胞

壁に 対 し て 結 合 す る こ と が判明 し た 。 一 方 で

His-CDPY は、C. difficile RT 027 に対して結合性を

示したが、粗細胞壁においては、上清および沈渣とも

にシグナルが検出されなかった。同様に、2種類の結

合タンパク質についてC. difficileの他の菌株（RT 001、

RT 017、RT 018、RT 027、RT 060）に対する結合性も

調べたが、いずれも株間に対する結合の有意差が認

められなかった（図 1）。このことは、Bacillus subtilis フ

ァージおよび Lactococcus lactis ファージで報告され

ている尾部の 3 次元構造解析から、ファージの尾部

先端は複数のタンパク質で構成することで特異性を

示すことが予想され、1 種類のタンパク質では特異性

が低いことが推察される 5, 6。そこで、さらに C. difficile

に特異的な結合分子を同定するため、隠れマルコフ

モデルを用いた遺伝子機能予測解析を行うと、C. 

difficile ファージ A のゲノム上には、新たに細菌の結

合に関与する遺伝子群が推定された。今後、これら

の遺伝子を個々に発現・精製し、C. difficileへの結合

性を調べる必要がある。C. difficile に対して特異的な

結合分子を同定した後、本結合分子との IR700 の連

結を検討し、近赤外光による C. difficile への殺菌活

性を検証する。今回実施した研究成果から得られた

問題点を解決することにより、C. difficile 感染症の原

因となる C. difficile を特異的に殺菌する狙撃分子の

創出が期待される。 
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図 1 ELISA による結合分子の C. difficile に対する結合性 
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