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C l o s t ridi u m d iffi cil e の 産生す る易熱性細胞毒素の

部分精製と生物学的活性

金沢大学医学部小児科学教室 ( 主任: 谷 口 昂教授)

岩 城 進

( 昭和5 7 年9 月 6 日受 付)

Cl o s t ri d i u m d iffi cil e に よ る下 痢発症の機序 を解明 す る た め に
,

そ の毒素の精製が 試み られた
. C .

d iffi cil e A T C C 1 7 8 5 9 をb r a i n h e a rt i n fu si o n b r o th で 大気下37
0

C 5 日間の 静置培養 を行 い
,

その 上 清を

粗毒素液 と して 実験 に 供 した
･ 粗毒素液は濃縮後, 細胞 ( Yl a d r e n a l c ell

,
H el a c ell) へ の c y t o p a thic

ef f e ct ( 以下 C P E と略) 活性物質の 部分精製 を行っ た
･

こ の 毒素 に よ る細胞形態変化 を追求 し
, 下痢発症

の 機序 に関 して興味あ る事 実を認め た . 即 ち
,
粗毒素液の S e p h a d e x G 2 0 0 カ ラ ム に よ る ゲル ろ過後C P E

活性を も つ 画分を di e th yl a m i n o e th yl c ell u l o s e カ ラ ム に か けて, 0 ･1 M N a C l での溶 出画分 (画分Ⅰ)

と 0 ･ 1 M ～ 1 ･ O M N a C l で の直線勾配 溶出画分 (画分ⅠⅠ) に 分離 し, そ れ ぞ れの C P E 活性 を細胞形態学的

に みる と
,

画分Ⅰ は 5 分間接触法で H el a c ell へ の C P E を認め ず Y l a d r e n al c ell へ の C P E を認め
, 且

つ その C P E は円形細胞化で 培地交換 に よ り細胞の 復元 を認 め る とい う c yt o t o n i ci ty 型を示 したが, 画分II

は 5 分間接触法で 両細 胞 へ の C P E を認め
,

か つ その C P E は濃縮核, 細胞剥離
,
細胞締化 で培地交換によ

り細胞 の復元 を認 めな い と い う c yt o t o x i cit y 型 を示 した . ま た
, 画分 Ⅰは Y l a d r e n al c ell で c y cli c A M P

産出作用 を認め,
i n v i v o 系 と して の ウ サ ギ小腸結無ル ー プ法 で水様透明の 体液貯留, 乳飲 み マ ウ ス法で体

液貯留を認 めた
.

一 方画分ⅠⅠは ウサ ギ小腸結染 ル
ー

プ法で 血 液混入 の 暗赤色体液貯留を認 め
, 乳飲みマ ウ

ス 法で の体液貯 留と Yl a d r e n a l c ell で の c y cli c A M P 産出作用 は認 めな か っ た
.

ま た さ らに
, 両者とも

56
0

C 30 分加熱に よ り毒素活性 の失活を認 め る とい う 易熱性と マ ウ ス 致死 性(前者が 後者よ り大) を認めた .

これ らか ら
, 感染 した C ･ diffi cil e の 産生す る c y t o t o n i cit y と c y t o t o x i ci t y の 2 つ の型 の毒素に よ り臨床

像が修飾 され る可鎗 性が 示唆 され る
.

K e y w o r d s C ･ diffi cile t o x in , H e a t l a b ile t o x in
,
C y t o t o ni cit y t y p e ,

C y t o t o x icit y t y p e
,
C y clic A M P .

ハ ム ス タ
ー

の クリ ン ダ マ イ シ ン に 起因す る腸炎は C .

d iffi cil e が腸内に異常増殖 し該菌の外毒素 に よりひきお

こ さ れ る と いう こと が
,
B a rtl e tt ら

1)
8こより報告さ れた .

その 後更に , 人 の抗生剤に よ る偽膜性腸 炎や重 症下痢

症 に C . dif fi cil e t o x i n が 証明さ れ る と い う 報告が なさ

れ るよ う に な っ た
2) ～ 8)

.
こ の毒素 は易熱性 で, H el a c ell

と F L c ell
,
Y l a d r e n al c e11 の細胞変性を ひ きお こ し

9)
,

ウサ ギ皮膚 の血 管透過性 を高め
,

ウ サギ 小腸結染 ル ー

プ法 と乳飲 み マ ウス 法で 各々 の小腸 内に 体液貯留 をひ

き お こ し , 毒素の 静脈内投与 に よ り マ ウ ス を致死 に 至

ら しめ る と い っ た性状が 知 られ るよう に な っ た
10l - 1 2 1

以 上 の 種 々 の 作用 を示 す毒素の 本態 を明 らか に するた

め に C . diffi c il e t o x i n の 精製が進 め られ,
R olf ら

m )
は

単 一

の 毒素成分を報 告し て い るが
, 最近 T a yl o r ら

川は

2 種類の 毒素 を報告 して お り, そ れ らの 分子量も推定

さ れ る よう に な っ た .

著者も C . d iffi cil e t o x i n 精製の 過程で 2 つ の易熱性

細胞毒素を見出 し, その 生物学的活性 をS a c k ら
13
切5

分間接触法 を
一

部修正 し て比 較検討 した
.
各毒素の Yl

a d r e n al c ell と H el a c ell に 対す る態度に 差異を認め ,

P a rti al P u rific a ti o n a n d B i ol o gi c al C h a r a c t e ris ti c s of H e a t L a bil e C y t o t o xi n of

C lo s h idi u m D 析cil e
. S u s u m u I w a ki

,
D e p a r t m e n t of P e di a t ri c s ( D i r e c t o r : P r of .

N ･

T a ni g u c hi)
,
S ch o ol of M ed ici n e , K a n a z a w a U ni v e r sit y .
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且つその差異とin v i v o で の 病原性 を調 べ , 興味あ る

事実, 特に ウサ ギ小腸結染ル ー プ法 で の貯留体液の性

状と乳飲みマ ウス で の 体液貯留, Y l a d r e n al c ell で の

cy clic A M P 産出に 差異を見出 したの で
, 若干の 考察

を加えこ こに 報告す る
.

材 料 及 び 方 法

Ⅰ . 試供菌模

試供菌株は金沢大学医学部微 生物学教 室 (西 田尚紀

教風 中村信
一 助教授) よ り分与 を受 け た C ･ d iffi cil e

3 株( A T C C 1 78 5 9
,

K Z 5 7
,

K Z l Ol) で あ る .

ⅠⅠ.

ⅠⅠ
.
毒素の 精製法 ( Fi g . 1 )

1 . 前培養

嫌気培養装置( トミ ー 精エ : N 29 0 % ,
C O 2 5 % , H 2

5 %) 内で b r ai n h e a rt i n f u si o n ( B B L ) (以下 B H I

と略) a g a r で 48 時間培養 した C . d iffi cil e の 単 一 集落

を, 中試験管に 10 m l あ て分注し た B H I b r o th へ 1 白

金耳接種し
, 前記嫌気培養装置内で 37

0

C 1 2 時間静置培

養した.
こ の培養液を毒素産生用 培地 へ の接種 菌液と

した.

2 . 毒素液の 作製

B H I b r oth を 2 0 m l 用試験管270 本に 約15 m l ずつ

分注し た. 各々 に シ リ コ ン 栓(信越ポ リ マ
ー

k k ) を し
,

121
0

C 1 5 分加熱に より滅菌 し, その 後直ち に水道水で急

速冷却した
.
これ ら に 前培養 した 菌液 0 . 2 m l ずつ を接

種し
,
3 7

0

C 5 日間特に 嫌気性の 処理 を行 わ ず大気下 で

静置培養した . 培養液3 . 2 1 を 4
0

C で 1 2 0 0 0 × g 1 5 分間

遠心し
, 得られ た上 清 を0 . 4 5 u m m e m b r a n e fil t e r

( M illi p o r e C o r p :
,
B e d f o r d

,
M a s s .) で ろ過 し菌体

成分を除去した
.

これ を粗毒素液と した .
こ の 内, 毒

素の 精製 に は A T C C 1 78 5 9 株の み を用 い た
.

3 . 毒素の 精製

粗毒素液を透析膜 ( p o r e si z e : 1 5 Å
,

ビス キ ン グ
,

白井松器機k k
, 東京) 内に 入 れ

,
室温風で 約 10 分 の

1 墓に 濃縮した .
つ しゝ で 70 % ( W / V) 飽和硫安液 で 12

時間塩析後,
4

0

C で 1 2 0 00 × g 15 分間遠心 し
, 沈澱 部分

を集めた . こ れ を0 . 1 M T ri s
- H C l b u ff e r - 0 . 2 M

N a C l
, p H 8 . 0 で 4 8 時 間 透 析 後 M i n i - C o n

B 15 ( A m i c o n C o r p : , L e x i n g t o n
,
M a s s .) で 5 m l

以内に濃縮し
,
再び同透析液で 24 時間透析 し約 7 . O m l

を得た.

1 ) S e ph a d e x G 2 0 0 カ ラ ム に よ るゲ ル ろ過

前記約7 ･O m l をS e ph a d e x G 2 0 0 カ ラム (¢5 .0 ×

90 c m 沌 用い 0 . 1 M T ri s - H C l b u ff e r
-

0 .2 M N a C l
,

p H 8 ･0 に よ りゲル ろ過 した
.

ろ過液 を 1 本 10 m l の 画

什ヒして順 次試験 管に 分 注 し各々 の 画分 に つ い て c y t o t

7 1 5

p a thi c eff e c t ( 以下 C P E と略) (後記) と蛋白濃度を

調べ
, C P E 活性 を認 める 画分 を集めた

.

2 ) D i e th yl a m i n o e th yl
-

C ell ul o s e カ ラム に よ る ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

前記の ゲ ル ろ過 に より得られた C P E 活性画分液合計

1 00 m l を M i n i
-

C o n B 15 で約 2 m l に濃縮後, 0 . 1 M

T ri s - H C l b u ff e r - 0 . 1 M N a Cl
, p H 8 .0 で 24 時間透

析 し約3 . O m l を得た . これ を同緩衝 液使用 の D E A E

c ell u l o s e カ ラ ム に か け , 3 m l づ つ 分取 し, 蛋白濃度 を

各々 の 画分に つ い て測定 した
. 蛋白濃度が認め られ な

く なる まで溶 出 した後 , 更に 0 .1 M
～

1 . O M N a C l(0 . 1

M T ri s
- H Cl b u ff e r , p H 8 . 0) での 直線勾配をか け,

3 m l づ つ 分取 し, 蛋白濃度が再び認 めら れ なくな るま

で 溶出 した . 以上 に よ り得られ た画分の 各々の C P E 活

性を調べ
,
C P E 活性画分を部分精製さ れた 毒素と し

,

他の生物学的活性を測定 した .

III . C . d if fi cil e t o xi n の 生 物学的活性測 定法

1 . 細胞変性効果の検定

H A M F
-

1 2 培地 (日水) に牛血 清 ( GI B C O) 1 2 .5

% ( Ⅴ/ V) , 牛胎 児血清 ( GI B C O ) 2 .5 % ( Ⅴ/ V) ,
カ

ナ マ イ シ ン 10 0 〝g/ m l , 重曹0 . 0 8 % ( W / V) 添加 した

組織培養用 培地 を用 い Yl a d r e n al c e11 と H el a c ell の

継代培養 を行っ た
.

こ れ らの 細胞 を各々 96 穴組織培養

用 マ イ ク ロ プ レ
ー

ト ( F a l c o n Pl a sti c s
,
東京) に 移 し

,

5 % 炭酸ガス 恒温器内で 37
0

C で 1 8 ～ 2 4 時間培養し, 単

一

層 に な っ た と こ ろで 検定に供 した . 毒素液は p H 7 .2
,

0 .1 5 M の 燐酸緩 衝生理 食塩水 ( p h o s p h a t e b u ff e r e d

s ali n e
, 以 下 P B S と略) で倍々 希釈 した もの を用 い

,

次の 2 種類 の 方法 に よ り C P E を検定した .

1 ) 5 分間接触法

S a c k ら
1 3) の方法 を

一

部修正 して C P E の検定 を行 っ

た
9)

. 即 ち
,
各 々12 J (1 の 毒素希釈液 をマ イ ク ロ プ レ ー

ト上 で 均 一 層 に な っ た 各々 の 組織培養細胞の 上 に注ぎ
,

5 分 後培養細胞 を P B S で 洗浄しその後直ちに前記組織

培養用培地 を添加 し,
5 % 炭酸ガ ス 恒温器内で 37

0

C で

培養 を続 け
,
2 4 時間後倒立顕微鏡下で その 形態変化を

観察 した
1 4) 1 5)

2 ) 2 4 時間混合培養法

毒素希釈液 を培養組織細胞の 上 に 注 ぐま で は前法と

同様で ある が , その 後 は その まま 5 % 炭酸ガ ス 恒握器

内で 37
0

C で培養 を続け
,
2 4 時間後倒 立顕微鏡下 で その

形態変化 を観察 した .

5 分間接触法,
2 4 時間混 合培養法とも 活性の 強 さ は

50 % C P E を起 こ す の に 要する希釈魔の 逆数( r e ci p r o
-

c al o f c yt o t o x i n dil u ti o n (l o g 2 ) , 以下 R C D と略)

で 表現し た
.

2 .
マ ウ ス 致死活性
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毒素液0 . 2 5 m l を体重 25 g 前後の D D Y 系雌 マ ウス

に 尾静脈注射 を行い
,
4 8 時間後 マ ウ ス致死 の有無を観

察し た . 判 定は毒素 サ ン プル 1 種 に つ き 3 匹の マ ウス

を使 い 2 匹 以上 の 致死 を認め た場合 を陽性 と し , 活性

度は マ ウ ス 致死 の最小量 ( m i n i m a l l eth al d o s e
,
以下

M L D と略) で 表現 した
.

3 . ウサ ギ小腸結勢ル ー プ法 (il e al l o o p t e st
,
以 下

I L T と略)

D e ら
16)

の 方法を 改変 した 渡部ら
17) の 方法 に従 っ た .

即 ち
, 体重 1 . 5 ～ 2 . O k g の 雄 白ウサギ を実験 2 日前より

絶食 と し水分だ けは その ま ま与 え た
.

チ オ ペ ン タ
ー ル

N a ( ラ ボナ ー ル
,

⑧ タナ ベ) の 静脈麻酔下 で開腹 し,

回腸 の 虫垂 の 結合部よ り 30 c m 口吻側で 結致 しその場

所 を起点 と して 10 c m の ル ー プを作 り
, 各ル ー

プ間に

5 c m の間隔を設けて順次 口吻側に 向っ てル ー プを作製

した
.
それ ら のル ー

プ に 毒素液 1 . O m l 注入 後腸管 を腹

腔に 戻 し, 腹膜, 筋層, 皮膚 の順に 各々 縫合 した . 約

= n c u b a t i o n i n B H = b r o t h f o r

城

18 時 間後屠殺 し, 再 び開腹後腸管 を取 り出して各ル ー

プ毎 に 切 り離 しそ の 重量 を測定 した
･ 長さ あたりの電

量 比 (g/ c m ) を算出 し 0 ･ 2 以 上 を陽性と した.

4 ･ 乳飲 み マ ウス の 体液貯留法 (s u c kli n g m o us e

a s s a y)
1 8)1 9)

生後 4 日以 内の 乳飲 み マ ウ ス に 毒素液0 .1 m l を22

G の サ
ー フ ロ

ー 留置針 (テ ル モ ジ ャ パ ン kk
,
東京) に

より 経口 的 に 注入 した .
5 時間後開腹して 小腸内の体

液貯留を み た
. 判定は貯留部分 の 小腸重量 と全身の 重

量比 を算出 して 0 . 06 以上 を陽性と した
.

5 ･ Y l a d r e n al c ell 接触 に よ る c y cli c A M P の測

定

Y l a d r e n al c e11 を 50 m l 用 プ ラス チ ッ ク製培養瓶(ヌ

ン ク社 - 14 6 1) に 培養 し単
一

層 に な っ たと ころで検定

に 供 した
. 毒素液 は Yl a d r e n al c ell 上 に注い だ場合,

3 ～ 4 時間 で 細胞形態変化 ( 円形細胞化 又 は濃縮核
,

細胞 剥離, 細胞縮化) を認め る よう に 希釈したものを

5 d a Y S a t 3 7
0
c

↓
C e n t r i f u g a t i o n a t 1 2 0 0 0 ×

g f o r 1 5 m i n a t 4 0
c

I
U l t r a f i l t r a t i o n o f t h e L s u p e r n a t a n t t h r o u g h a O . 4 5 1｣ m

m e m b r a n e f i l t e r

l
C o n c e n t r a t i o n o f t h e f i l t r a t e d f l u i d i n O . 4 5 リm d i a l y s i s

m e m b r a n e s b y s e t t i n g■ e l e c t r i c f a n s i n m o t i o n

a t r o o m t e m p e r a t u r e

P r e c i p i t a t i o n b Y 7 0 % ( W / V ) ( N f㍉) 2 S O ヰ S a t u r a t i o n o v e r n i g h t

a t 4
0
C

↓
C e n t r i f u g a t i o n a t 1 2 0 0 0 ×

g f o r 1 5 m i n a t 4
0
C

｡ i ai s i s

l

O f t h e s e d i m e n t f o r 2 d a y s a t 4
O
C i n O . 1 M T r i s

-

H C l b u f f e r
- 0 . 2 M N a C l

, P H 8 ･ 0

C o n c e n t r a t i o n t h r o u g h M i n i - C o n B 1 5

l
D i a l Y S i s f o r 2 4 h a t 4 0 C i n O . 1 M T r i s

- H C l b u f f e r
- 0 . 2 M

G ei t i l t r a t i ｡ n ｡ n a C ｡ 1 ｡ m n ( 5 . ｡ b y , ｡ ｡ m , ｡ f S e p h a d e x ｡ 2 ｡ ｡

W i t h O . 1 M T r i s
- H C l b u f f e r

- 0 . 2 M N a C l
, P H 8 . 0 ′

a s t h e e l u a n t

P o 0 1 i n g o f t h e t o x i c f r a c t i o n s o n Y l a d r e n a l a n d

H e l a c e l l s

I
C o n c e n t r a t i o n t h r o u g h M i n i - C o n B 1 5

l
D i a l Y S i s f o r 2 4 h a t 4

0
C i n O . 1 M T r i s

- H C l b u f f e■r
-

0 .
1 M N a C l

,

p H 8 . 0

l
C h r o m a t o g･ r a P h y o n a c 0 l u m n ( 2 . O b y 5 0 c m ) d i e t h y l a m i n o e t h y l -

c e l l u l o s e w i t h O . 1 M T r i s
- H C l b u f f e r

- 0 . 1 M N a C l ′

P H 8 . 0 , f 0 1 l o w i n g a l i n e a r N a C l g r a d i e n t f o r

e l u t 土o n

F i g ･ 1 . P u rifi c a ti o n a n d f r a cti o n a ti o n o f Cl o s trtd i u m d m cil e t o x in .
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7 1 7

使 用 した .
Y l a d r e n al c ell 上 に 前記希釈毒素液 0 . 5 m l

を注ぎ, 5 分後毒素液 を吸引し, 直ち に P B S で洗浄後

組織培養用培地 5 m l 添加 した こ の 培養瓶 を密栓 し
,

3 7
0

C で再 び培養 した
. 培養瓶は 15 個用 い て 行 っ た . 毒

素液 を注ぐ前と
,

毒素液を注い だ後慣を追 っ て 1 時間

毎12 時間目まで 1 ケずつ 培養瓶 を取り出し各々 の時間

に 次 の 操作 を行 っ た
.
5 m l の 培地 を吸引後4

0

C に 冷却

した エ タ ノ
ー ル 5 m l を培養瓶の 中に加 え

, 直ち に機械

的に 細胞 を剥が した後 これ を100
0

C の熱湯内へ 3 分間つ

け
,

その 後室温 中に放置 した .
これ を温度が室温程度

に 下降した後 に 400 ×g l O 分間遠心 して上 清と 沈澱 に

分離 し, 下記の ごとく c y cli c A M P を測定 した .

1 ) 上清 は
,
水分 を 50

0

C で蒸発させ
, 残 っ た 固形分

に 0 . 0 5 M s o d i u m a c e t a t e b u ff e r (p H 4 .0) 2 .O m l

を加 え室温 に 20 ～ 30 分放置 した .
こ れ を Y A M A S A

C y cli c A M P A s s a y K it ( R I 法) ( ヤ マ サ 醤油k k
,
束

京) を用い
,

そ の c y cli c A M P の量 を測定 した
2O)

.

2 ) 沈澱は 0 . 1 N N a O H 2 . O m l を加 え,
その 蛋白

童を牛ア ル ブ ミ ン を コ ン ト ロ ー ル と して 280 n m の 吸

光度 に よ り測定 した
.

蛋白量あた り の C y Cli c A M P の量 は1 ) と 2 ) よ り

得られ た数値の 比と して算 出し
,
単位 はpi c o m ol/ m g

p r ot ei n と した .

F i g . 3 , C h r o m a t o g r a ph y o f th e f r a c ti o n s r a n gi n g b e t w e e n N o . 1 4 a n d N o . 2 3 i n th e

S e ph a d e x G 2 0 0 c ol u m n ( Fi g . 2) o n a c ol u m n (2 .O b y 5 0 c m ) o f d i e th yl a m i n o eth yl
-

C ell ul o s e .

A li n e a r g r a d i e n t of N a C I w a s u s e d f o r el u ti o n . S y m b oI s : ▲ ｢ ▲
,

a b s o r b a n c e a t 28 0 n m ;
･ " ･

- ,
N a C l n o r m ality ; ● -

●
,
r e Ci p r o c al o f c y t o t o x i n d il u ti o n (l o g 2)b y 2 4h mi Ⅹe d c ult u r e

m eth o d ( Y l a d r e n al c ell a n d H el a c ell); (}
-

0
,

r e Ci p r o c al of c y t o t o x in dil u ti o n (l o g 2)b y

5 m i n a git a ti o n m e th o d ( Y l a d r e n al c ell); ○ - ○
,

r e Ci p r o c al o f c y t o t o xi n dil u ti o n (l of 2)b y

5 m i n a gi t a ti o n m e th o d ( H el a c ell) .



F i g . 4 a . E ff e c t o n H el a c ell s o f C . d 郷 cil e c u lt u r e filt r a t e s b y 24 h m i x e d c ult u r e m e th o d . A
,

n e g a ti v e c y t o t o x i n s h o w i n g n o c h a n g e f r o m c o n t r oI c ell s ; B
,
C y t O t O X i ci ty t y p e p r o d u ci n g

C ell d e a th m a n if e s t e d b y p y k n o ti c n u cl ei ,
l o s s o f a d h e r e n c e a n d c ell sh r

･

i n k a g e .
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Fig ･ 4l〕. E ff e c t o n Y l a d r e n al c ell s o f C . diqi cil e c ul t u r e fil t r a t e s b y 5 m i n a gi ta ti o n m e th o d .

A
,

n e g a ti v e c y t o t o x i n s h o w i n g n o c h a n g e f r o m c o n t r oI c e 11 s ; B
,

C y t O t O n i ci ty t y p e

P r O 〔l u ci n g n u m e r o u s r o u n d e d c e11 s wi th o u t l o s s o f a d h e r e n c e .
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成 績

Ⅰ . S e p h a d e x G 2 0 0 カ ラ ム の ゲ ル ろ過 に よ る画分 の

成績

C
.
d iffi cil e ( A T C C 1 7 8 5 9) を B H I b r o th で特 に 嫌

気性の処理 を行わず大東下 37
q

C 5 日 間静置培 養 し, 培

養液 3 . 2 1 を得た .
こ れ を遠心と フ ィ ル タ

ー

ろ過 に よ る

菌体成分除去後, 濃縮, 塩析, 透析 に より 7 . O m l を得

た
.

これ をS e ph a d e x G 20 0 カ ラム を使 い 0 ･ 1 M T ri s

-

H Cl b u ff e r - 0 .2 M N a C l
, p H 8 . 0 で ゲル ろ過 し,

得られた 画分の各々 に つ き C P E 活性と蛋白濃度を測定

した
. ( Fi g . 2 ) .

その結 果,
N o .1 4 ～ N o .2 6 の画分に

C P E 活性が ある こ とが次 の如く判明 した .

1 . 2 4 時間混合培養法 に よる 2 種の 細胞の C P E

城

Y l a d r e n a l c ell と H el a c ell の 2 種 の細胞 を用い24

時間混合培養法で C P E を検定 した
- その結果, 両者と

も 形態変化 は濃縮 核, 細胞剥離
, 細胞線化で

,
P B S で

洗浄 し組織培養用 培地 を添加 し培養 を続けても復元傾

向を 認め な い と い う c yt o t o x i cit y 型
1 4) 1 5)

で あっ た(Fig .

4 a) . 変性 の 開始 は画分に よ り異な るが
, 早いものは

接触後 30 分より始 まり R C D は各 々12 ～ 1 8 時間後に最

大値 を認め た
.

また
,

こ の C P E は毒素液を56
0

C 30 分

加熱 す る こ とに よ り失活 した .

2 . 各画分毎の R C D と蛋白濃度

R C D は ピ ー クが 1 峰性 ( N o .1 4 ～ N o .2 6 の画分) に

認め ら れ
, 最大は N o ･1 9 の 画分 に R C D 1 7 を認めた .

蛋白濃度は ピ ー

クが 3 峰性 に認め られ , 最大は N o .1 6 の

画分に ab s o r b a n c e 2 ･ 3 6 を示 し
, 且 つ R C D の 1 峰性ピ

T a b l e l . S e v e r al ch a r a c t e ri sti c s o f C di#i cile A T C C 1 7 8 5 9 c yt o t o x i n . F r a cti o n s o f N o . 12

a n d N o ■ 6 5 0 f p a rti all y p u rifi e d C ･ dim cil e c yt o t o x i n o n a c ol u m n o f D E A E c e11 u l o s e (F i g .

3) w e r e u s ed . R C D
,

r e Ci p r o c al o f c y t o t o x i n d il u ti o n .

F r a c t l o n N 0 . 1 2 N 0 . 6 5

N o r m a l i t y o f N a C l

f o r e l u t ⊥o n 土n D E A E

C e l l u l o s e c 0 1 u m n

0 . 1 M 0 . 4 5 M

R C D ( l o g 2 ) b y
土n Y l a d r e n a l i n H e l a 土 n Y l a d r e n a l 1 n E e l a

C e l l s C e l l s C e l l s C e l l s

`

. 曇

~

●

. , .
輌 .

● ● 8 8 1 6 1 6

6 1 1 0 9

p r o t e i n c o n c e n tぐ
b

…呈
r

誓言冒≡3 0 .
2 5 0 . 3 0

工n a c t 土v a t 土o n w ⊥t b h e a t 土n g

a t 5 6
0

C f o r 3 0 m l n .

( + ) ( + )

虻土n i m a l l e t h a l d o s e ⊥n

m o u s e . R C D ( 1 0 g l O)

3 1

工1 e a l l o o p t e s t

a c t 土Ⅴ土t y i n r a b b 土t

●

R C D ( 1 0 g l O ) 3 3

m a C r O S C O P I C a P P e a r a n C e W a t e r y t r a n S p a r e n t d a r k c 0 1 0 r l 土q u l d

O f i n t e s t i n a l l e s i o n 1 i q u 土 d W i t h b l 0 0 d

S u c k l 土n g m o u s e a s s a y

･ R C D ( 1 0 g l O ) 0 ′心2 1 e t h a l
1 e 七h a l

■

R C D ( 1 0 g l O ) 3
W a t e r y t r a n S P a r e n t

1 土q u l d
n o c h a n g e

C Y C l i c A M P p r o d u c t i o n

i n Y l a d r e n a l c e l l s

p o s l t 土v e n e g a t 土v e



C l o st rid i u m diffi cil e 毒素の 部分精製と 生物学的活性

ー クに属した .
ま た , 総蛋白量は 547 ･ 7 5 m g で

,
N o ･

1 4
～ 甑 2 6 の 画 分集計 蛋 白量 は 94 ･8 6 m g で 全体 の

17 .3 % に 相当した
･

ⅠⅠ.
p E A E c e 仙l o s e カ ラム に よ る 成績

次に S e p h a d e x G 2 0 0 カ ラ ム を使 っ て得 られた C P E

演性大なる部分( N o ･1 4 ～ N o ･2 6 の 画分) を更 に D E A E

c elI ul o s e カ ラム を用 い て分画 を試 み た
.

ま ず0 ･ 1 M

N a Cl (0 ･ 1 M T ri s
- H C l b uff e r

, p H 8 ･ 0) で溶 出し
,

っ いで D E A E c ell ul o s e カラム 吸着部分を 0 ･ 1 M ～ 1 ･ O

M N a C l の 直線勾配 で溶出 した
.

こ れ に より 得ら れ た

画分の 各々 に つ き C P E 活性 と 蛋 白濃 度 を 測定 し た

(Fi g . 3 ) . C P E 活性 は Yl a d r e n a l c ell と H el a c ell

を用い
,
24 時間混合培養法と5 分間接触法 で検定した

･

その結果,
2 種類の C P E 活性が あ る画分が次 の如く判

明した.

1 . 0 . 1 M N a C l で の 溶出画分

1) 2 4 時間混合培乗法に よ る 2 種の 細胞 の C P E

Y l a d r e n al c ell と H el a c ell に 有意差 を認 め な か っ

た . 即ち
, 両細胞 とも R C D は ピ ー ク を 1 峰性 に 認 め最

大は N o .1 2 の 画分 に R C D 8 を認め
,
形態変化 は C yt O

-

t o x i city 型で あ っ た .

2 ) 5 分間接触法に よ る 2 種の 細胞の C P E

Y l a d r e n a l c ell に 有意差 を認 め た
.

N o .1 2 の 画分で

ほYl a d r e n al c ell で R C D 6 ,
H el a c ell で R C D l

を認め た . そ して N o .1 2 画分の 2 .5 倍希釈液 5 分間接

触法で H el a c ell へ の C P E を認め な い 条件 に よ る Yl

ad r e n al c ell の 形態変化は∴接触 4 時間後 よ り出現 し,

1 8 時間後に完全に 円形細胞化し たが
,
P B S で洗浄後組

織培養用培地 を添加 し培養す る と
,
復元傾 向を認め た .

これは大腸菌毒素で い われ て い る c yt o t o n i ci ty 型1 4)1 5】

を示し
,
C yt O t O X i city 型 と は明 らかに 異 な っ て い た( Fi g .

4 b) .

3 ) 蛋白濃度は ピ ー ク を1 峰性に認め最大は N o .1 2 の

画分で ab s o r b a n c e O . 2 5 を示 し
,
R C D の ピ

ー

ク に ほぼ

1-
･

致してい た .

2 . (j . 1 M ～ 1 .O M N a C l の 直線勾配 で の 溶出画分

1 ) 2 4 時間混合培養法に よる 2 種 の 細胞の C P E

Y l a d r e n al c ell と H el a c ell に 有意差 を認め な か っ

た
. 即ち

, 両細胞 とも R C D は ピ ー ク を 1 峰性 に 認 め
,

最大は N a C I N o r m alit y O . 4 5 M に 位置 す る N o .6 5 画

分でR C D 1 6 を認め
, 形態変化は cy t o t o x i c ity 型で あ

っ た .

2 ) 5 分間接触法に よる 2 種の 細胞 の C P E

Y l a d r e n a l c ell と H el a c ell に 有意差を認 めな か っ

た
. 即ち

, 両細胞とも R C D は ピ
ー

ク を 1 峰性に 認 め
,

厳木ほ N o .6 4 の 画 分 で Yl a d r e n a l c ell が R C D l O を ,

H el a c ell が R C D 9 を認 め
, 形態変化 は cy t o t o x i cit y

72 1

型で あ っ た .

3 ) 蛋白濃度 は ピ ー

ク を 4 峰性 に 認め, 最大 は第3

ピ ー ク に属する N o .72 画分 で ab s o r b a n c e O .8 5 を示 し

た . 第 2 の ピ
ー

ク a b s o rb a n c e (2 8 0 m rn ) = 0 .3 0 は R C D

の ピ ー ク に ほ ぼ
一 致 して い た .

0 .1 M N a C l で の溶出画分と 0 . 1 M ～ 1 . O M N a C l

の 直線勾配で の溶出画分の両者 と も
,
5 6

0

C 3 0 分加熱す

る こ と に よ り C P E 活性が 失宿 した .

ⅠⅠⅠ
. そ の 他 の 生物学的活性

以上
,

C . diffi cil e t o x in の精製過程で 2 画分の 易熱

性 C P E 活性 を見 出し, 各々 の 代表として N o .1 2 と N o .

6 5 の画分を 用 い 他の 生物学的活性 を測定 した ( T a bl e

l ) .

1 . マ ウス 致死活性

D D Y 系雌 マ ウ ス を用い 尾静脈注射に よる マ ウス 致死

Fi g . 5 . G r o s s a p p e a r a n c e
,
1 8 h a ft e r i nj e c ti o n

,
O f

l o o p s of r a b bit s m all i n t e sti n e i s ol a t ed b y

li g a tu r e s a n d i nj e c te d w i th p a rti all y p u rifi e d C .

d # cil e c y t o t o x i n o n a c o l u m

p
o f D E A E

c ell ul o s e ( Fi g . 3) . A , th e l o o p l nj e c t e d w ith

C y t O t O X i n o f f r a c ti o n N o . 1 2 c o n t ai n l n g W a t e r y

t r a n s p a r e n t liq u id ; A
'

,
th e I o o p l nj e c t ed w ith

c y t o t o x i n o f f r a c ti o n N o . 1 2 p r e h e a t e d a t 5 6
0

C

f o r 3 0 m i n s h o w i n g n o c h a n g e ; B
,

th e l o o p

l nj e c t e d w ith c yt o t o x i n of f r a c ti o n N o . 6 5

c o n t a in i n g d a rk c ol o r li q u id w ith bl o o d ; B
'

,

th e l o o p i nj e c t e d w ith c yt o t o x i n o f f r a c ti o n N o .

65 p r e h e a t e d a t 5 6
0

C f o r 3 0 m i n sh o w i n g n o

Ch a n g e ; C
,

n e g a ti v e c o n t r ol .
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F i g . 6 . I n t e sti n e s o f s u c k l in g mi c e i n o c u l a t ed 5 h p r e vi o u sl y w i th p a rti all y p u rifi e d C .

diGq cile c y t o t o x i n o n a c ol u m n o f D k A E c ell u l o s e ( F i g . 3) . A
,
th e i n t e sti n e i n o c u l a t ed w ith

C yt O t O X i n o f f r a c ti o n N o . 1 2 s h o w i n g p o si ti v e c h a n g e
, di st e n ti o n w i th cl e a r fl u id ; B

,
th e

i n t e sti n e i n o c ul a t e d w i th c yt o t o x in o f f r a c ti o n N o . 6 5 sh o w i n g n e g a ti v e c h a n g e
,

n O

d i st e n ti o n c o n t a i n i n g d a r k e r c ol o r fl ui d d u e t o th e n o r m a l c o n t e n t o f bil e .

O t 2 3 4 5 6 7 8 8 】O l l t 2

Fi g . 7 . C y cli c A M P i n Y l a d r e n al c ell s t r e a t ed

wi th p a rti all y p u rifi e d C . d m cil e c y t o t o x in o n

a c ol u m n o f D E A E c ell u l o s e ( Fi g . 3) . S y m b oI s :

0 - 0
,
f r a c ti o n N o . 1 2 ; ○

-

○
, f r a cti o n N o . 6 5 ;

※
,
b e gi n n l n g p Oi n t of c yt o p a thi c e ff e c t .

活性 の 測定を行 っ た . その 結果
,
N o ユ2 の 画分は 10

3

倍

希釈まで マ ウ ス 致死活性 を認め, N o .6 5 の 画分は 10 倍

希釈まで 認め た
.

2 . ウサ ギ小腸結染 ル ー プ法

体重 1 .5 ～ 2 . O k g の雄 白ウ サギ を用 い て小腸結染ル

ー プ法 に よ る毒素活性 を調 べ た
. 両者 とも 10

3

倍希釈ま

で 体液貯留 を認めたが性状が 異な り
,
N o .1 2 の 画分は血

液 を全く含 まない 水棟性の 貯留液を認め
,
N o 蘭 画分は

血 液混入 の 暗赤色貯留液を認 めた (Fig . 5 ) .

3 . 乳飲 み マ ウ ス の体液貯留法

胃内 へ 経 口的注 入 に よ り腸内の 体液貯留を調べ た
.

その 結果,
N o .1 2 と N o .6 5 の 画分 両者とも 10

2

倍希釈ま

で乳飲み マ ウ ス の 致死 を認 めた が, 10
3 倍希釈では両者

と も乳飲み マ ウ ス の 致死 を認め な か っ た
.

そして
,
前

者 に の み 体液貯留 を認め た (F ig . 6 ) .

4 . C y cli c A M P ( Fi g . 7 )

Y A M A S A C y cli c A M P A s s a y K it ( RI 法) を用

い Y l a d r e n al c ell 接触 に よ る c y cli c A M P の 上昇を

調 べ た . その 結果, N o .
1 2 の 画分 に の み有意な増加を認

め た
. 即 ち

,
3 時間半頃に Y l a d r e n al c ell が円形細

胞化 し
,

その 頃か ら c y cli c A M P が 急激に 増加しばし

め
,
5 時間め よ り な だ らか な増加と か わり 12 時間れ■ノ

c y cli c A M P の 量は 38 pi c o m ol/ m g p r o tei n を示し

た .

一 方 N o .6 5 の 画分は C P E を認めたが有意な増わ踏

認 め ず12 時間目 の c y cli c A M P の 量 は8 pi c o m ol

m g p r o t ei n を示 した
.

以 上 に よ り , 2 画分 の 易熱性 の C P E 活性は,
i n vi v ()

で も 同様 に 異る毒素活性 を有し且 つ C y Cli c A M F
) 献 1



C l o s t ri di u m d iffi cil e 毒素の 部分精製と 生物学的活性

Fi g . 8 .
G r o s s a p p e a r a n c e , 1 8 h a ft e r i nj e cti o n

,
Of

l o o p s of r a b b it s m all i n t e sti n e i s ol a t e d b y

lig a tu r e s a n d i nj e c t e d w ith c r u d e t o x i n o f C ･

d # cil e . A
,
th e l o o p i nj e c t e d w ith c r u d e t o x i n

of C . d # cile K Z 5 7 c o n t a i ni n g w a t e r y t r a n s-

p a r e n t li q uid ; B
,
th e l o o p i nj e ct e d w ith c r u d e

t o x i n o f C . d # cil e K Z l O I c o n t ai n i n g d a r k

c ol o r liq u id w ith b l o o d ; C
,
n e g a ti v e c o n t r ol ･

の差異をも有して い る こ と が判明し た . ま た , 予 備実

験的に K Z 5 7 株と K Z lO l 株の 粗毒素液 1 . O m l を用 い

ウ サギ小腸結染ル ー プ法 を行 っ た . そ の 結果 N o ユ2 と

N o .6 5 画分に よるもの と同様に 前者に 血 液を含まない 水

様性の 体液貯留を認め
,

後者に 血 液混入 の 暗赤色体液

貯留を認める成績 を得 た ( Fi g .
8 ) .

考 察

人の 抗生 剤 に よ る 偽膜性腸 炎 や 重症 下 痢症 に C
.

diffi cil e t o x i n 証明 の 報告がなされ るよ うに な っ てか ら
,

組織培養細胞の 変性 致 死 を指 標 と し て C . d iffi cil e

to x iIl の精製が進 めら れ
, 性状に 関 して もか な り詳 しく

報告され るよう に な っ た
1 0 ト 1 2)

. ま た
, 本来の 病原 性を

反映してい るi n v i v o 系 を併用 し て の 毒素活性の 検討

もきれる よう に な っ た
.

しか し
, その 下 痢発症 の 機序

に関して は解明 が 行わ れ て い な い
.

この研究で は
,

ま ず C . d iffi cil e を B H I b r o th で特

に練気性の処理 を行わず 大気下 37
0

C 5 日 間の 静置培養

7 23

を行い
,
こ れ に よ り毒素産生を容易に した

.
また

,
K Z 5 7

株と K Z l O l 株の 粗毒素液 を用 い IL T を施行す ると,

C P E はと も に R C D 8 に もか か わらず, 前者に よ り水様

性の 貯留液 を認め後者に よ り血液棍入 の 暗赤色貯留液

を認 めた
. 株の 相違 に よ り性状の 異な る体液貯留 を認

める と い う この 事実に着眼 し,
E s c h e ri c hi a c oli の t o x i c

p r o d u ct s の 差異 に よ っ て異なる細胞形態変化2 4)
を示 す

2 種の 細胞 ( Y l a d r e n al c ell
,
H el a c ell) を指標 と し

て , C . diffi cil e ( A T C C 1 7 8 5 9) の 粗毒素液 の 部分精製

を行 っ た
.
その 結果

,
D E A E c ell ul o s e カラ ム に より 0 . 1

M N a C l で の 溶出画分と 0 . 45 M N a C l で の溶出画分

の 2 つ に 分れ て 毒素画分が得 られ
,

惹起さ せ る細胞形

態変化の差異 と して前者は c yt ot o n i city 型 を示 し, 後

者は c y t o t o x i ci ty 型 を示 した
.

また 前者に の み c y cli c

A M P の 有意な産 出誘導能 を認 めた. 即ち, C y t O t O ni cit y

型 を示 す毒素が Yl a d r e n al c ell 表面の r e c e pt o r に 結

合 し, その 内側 の ad e n yl a t e c y cl a s t を活性化 し A T P

か ら c y cli c A M P を合成 し
2 1)

, その 結果in vi v o で は

IL T で の 水様性体液貯留と s u c k li n g m o u s e a s s a y で

の 体液貯留 を認め る も の と思わ れ る .
こ の反応 は易熱

性の 点で も E . c oli の h e a t - l a b il e t o x i n ( 以下 E . c oli

, L T と略) に 類似す るが
,
E . c oliT L T の 場合は s u c k l -

i n g m o u s e a s s a y で 体液貯留を認め な い と い う点 で こ

の 毒素 と異 な る .

一 方 c y t o t o x i ci ty 型 を 示 す 毒素 は

c y cli c A M P に 関与 しな い 細胞致死性で , その 結果in

v i v o で はI L T で 血液混入 の暗赤色体 液貯留を認めるが

s u c k li n g m o u s e a s s a y で 体液貯留 を認めない もの と思

わ れ る
.

S u c k li n g m o u s e a s s a y
1 8)

は従来 E . c o li の h e a t
-

st a b l e t o x i n ( 以下 E . c ol 卜 S T と略; E . c oli- L T と

異な り作用 機序 に c y cli c A M P の 関与を認め ない) の

検定 に用 い られ て お り ,
E c ol 卜 L T に は体液貯留を

認 め ない が
,

h e a t l a b il e t o x i n で も C . diffi cil e t o x i n

の 場合は c y cli c A M P が関与 し て い るも の に 体液貯留

が認 めら れ た こ と は
,
E . c oli- L T と C . diffi cil e t o x i n

の 作用 機序に 異 なる 点の ある こ と を推察させ る . ま た
,

マ ウ ス致死活性は cy t o t o n i cit y 型と c y t o t o x i cit y 型 の

い ず れで も認 め るが
,
C P E 値の 低 い 前者の 方に 高く認

めた .
こ の こ と か ら も 両者各々異な る機序で マ ウ ス 致

死 活性 を示 す も の と思 われ る
.

い ず れ に せ よ , 我々 の

と ころ に 認めた N o .12 と N o .6 5 の C . d iffi cil e t o x i n は

上 野 らの D - 1 と D - 2 t o x i n
1 2 )

, T a yl o r らの P e a k I

と p e a k II t o x i n
l l ) の 各 々 に 近 い と 思 われ る が

, 若干

異 なる 部分(例 えば N o .6 5 t o x i n の I L T 油性 の 残存)

も観察され た .
こ れ は部分精製の 各段階に 用 い られ た

方法の 菱,
また は使周 薗株の 差に よる も の か も しれ な

い が
,

さ ら に 今後, 検討の 余地 を残 して い る .
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S e p h a d e x G 20 0 に よる ゲ ル ろ過後の 毒素 は cy t o -

t o x i cit y 型を示 したが
,

これ は c y t o t o x i cit y 型 の C P E

活性が c y t o t o n i cit y 型の よ り強力なた め, C yt O t O n i cit y

型 の C P E 活性が マ ス ク さ れ た も のと 考え ら れ る
.
す な

わ ち
,

さ ら に D E A E c ell u l o s e カ ラム で分画す る と
,

C yt O t O n i cit y 型 と c yt o t o x i ci ty 型 を示 す 2 種 の C P E

活性画分に 分離され
,
しか も前者が後者 よりも R C D が

大 なる こ と か ら もう か が われ る .

また
,
ⅩZ 5 7 株 と K Z l O l 株 の株の相異に よるI L T で

の 体 液貯 留 の 差 異 は cy t o t o n i cit y 型 と c y t o t o x i cit y

型の う ち ど ちらが 優位 を 占め るか に よ り説明 しう るよ

う に 思われ る
.

同様 な 意味 で
, 抗 生 剤 に よ る 下 痢発 症 時 に

,
C .

dif fi cil e t o x i n を認 め た 場合
,1 水様性下痢 を 認め る

e n t e r o c oliti s か 粘 血便 混入 の 下 痢 を認 め る p s e u d o ･

m e m b r a n o u s c oliti s か あ るい は両者の混 在か は
,
C y t O

-

t o n i cit y 型と c yt o t o x i cit y 型 の う ち ど ちらの 毒素産生

が 優位 を占 める か に よ り規定 され る 可能性が 示 唆さ れ

る .

結 論

Ⅰ
.

C . dif fi cil e ( A T C C 1 7 8 5 9) を B H I b rムth で特

に 嫌気性の 処理 を行わず大気下 37
0

C 5 日 間静 置培養

し,
これ より得た粗毒素液 を濃縮後 S e ph a d e x G 20 0 カ

ラム で ゲ ル ろ過 した . 得 られ た各々 の 画分につ き
,

Y l

a d r e n a l c ell と H el a c ell を用 い 24 時間混合培養法で

C P E 活性 を調べ る と ,
い ずれ も 1 峰性 の ピ

ー

ク を認 め

且 つ C yt O t O X i cit y 型を示 した
.
こ の C P E 活性大 なる画

分 を集め
,

更 に D E A E c ell ul o s e カ ラ ム を用 い て分画

を試み た . まず0 . 1 M N a Cl で 溶出 し
,

つ い で 0 . 1 M

～ 1 . O M N a C l の 直線勾配 で 溶出 した .
こ れ に よ り得

られた各々 の 画分に つ き再び両細胞 を用 い C P E 活性 を

測定した
.
2 4 時間混合培養法で はい ずれも c y t o t o x i city

型 を示 した が
,

5 分間接触法で は 0 .1 M N a C l で の 溶

出画分は cy t o t o ni cit y 型 を示 し
,
0 .1 M ～ 1 . O M N a C I

の 直線勾配で の 溶出画分は c yt o t o x i cit y 型 を示 した .

また両 C P E 活性とも 5 6
0

C 3 0 分加熱に よ り失活 した
.

そ こで こ の 2 つ の 易熱性 C P E 活性の代 表画分を用 い 他

の 生物学的活性 を比較検討 し次の 成績 を得た .

1 ) マ ウス 致死性 は
,

C y t O t O n i cit y 型 毒素分画(以 下

C y t O t O ni cit y 型と略) と c y t o t o x i cit y 型毒素分画 ( 以

下 c y t o t o x i cit y 型と略) の 両者 に 認め るが
, 前者に よ

り高か っ た .

2 ) ウサ ギ小 腸結勢 ル ー プ法は c yt o t o n i ci ty 型 に 血

液混入 を認め ない 水様性の 体液貯留を認め た が
, C yt O

･

t o x i ci t y 塑 に 血液混入 の 暗赤色体液貯留を認 めた
.

3) 乳飲み マ ウ ス法 に よる体 液貯留 は, C y t O t O ni ci ty

城

型 に の み認 めた
.

4 ) Y l a d r e n al c ell に よ る c y cli c A M P 産出は

C yt Ot O n i cit y 型 に の み有意な増加 を認め た
.

II ･ C ･ di ffi cil e の K Z 5 7 株と K Z lO l 株の粗毒素液
を用 い ウサ ギ小腸結敢 ル ー

プ法 を行う と
, 前者に血液

を含ま な い 水様性体液貯留 を認 め
, 後者に血液浪人の

暗赤色体液貯留を認 め た
･

こ れ らの 成績か ら
, 感染し

た C ･ d if fi cil e の 産生 毒素が c y t o t o n i cit y 型と cyt o
･

t o x i cit y 塾の どち らの活性を多く示 す か に より瀾 床像

が 修飾さ れ る可能性が 示唆さ れ る .
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