
Ⅰ. 緒言

病原細菌には、宿主のマトリクスタンパクの
一つであるフィブロネクチン（Fn）を結合する
ものがあり1-5)、それらは菌体表層にFn結合タン
パク（Fbp）を持っている。Fnは、220 kDaのポ
リペプチド鎖２本からなる糖タンパクで、血漿
中や細胞表面、細胞外マトリクスなどに存在す
る。Fnは、type I、type II、type IIIと呼ばれる三

種類のモジュールが複数個連なった分子形態を
有し、様々な分子と相互作用して創傷治癒や病
原細菌の感染に関与することが知られている6)。
Clostridium perfringens（ウェルシュ菌）は、ガ
ス壊疽や食中毒の原因菌として知られているグ
ラム陽性有芽胞嫌気性菌であり7)、菌体表層にFn
が結合することがわかっている8)。最近、他菌の
Fbp遺伝子の相同性より、ウェルシュ菌のFbpと
考えられるタンパクをコードする二つの遺伝子
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Summary The Clostridium perfringens strain 13 genome contains two genes (CPE0737: fbpA and

CPE1847: fbpB) that encode the fibronectin (Fn)-binding proteins (FbpA and FbpB). C. perfringens

bound to immobilized Fn, which was inhibited by the presence of either recombinant FbpA (rFbpA)

or recombinant FbpB (rFbpB). The results of an enzyme-linked immunosorbent assay and a flow

cytometry showed no clear evidence of the expression of these Fbps on the bacterial surface.

However, rFbps not only bound to the bacterial surface but also drove the pre-bound Fn from it,

suggesting a competitive binding between Fbps and Fn to an unknown Fn-receptor expressed on the

bacterium. Those results suggest that these Fbps may play a role in dissemination of the bacterium by

promoting the dissociation of Fbps adhering to the tissue by virtue of Fn.
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fbpA（CPE0737）、fbpB（CPE1847）が見出され
た9)。fbpA、fbpB遺伝子は、ガス壊疽患者から分
離されたウェルシュ菌３株すべてで発現してい
た。組み換えタンパクrFbpAおよびrFbpBは、プ
レートに乾燥固定した菌とFnの結合を阻害した
10)。rFbpA、rFbpBはいずれもFnのtype III1-C部位
に結合すること、しかも血清Fn中の１％のFn分
子にしか結合しないことがわかった11)。今回、
FbpA、FbpBがウェルシュ菌の菌体表層に局在
するか否かを調べると共に、これらFbpが菌と
Fnの結合を阻害するメカニズムについて検討し
た。

Ⅱ. 方法と材料

1. rFbpAおよびrFbpB 
ウェルシュ菌strain13の遺伝子fbpA、fbpBに

His-tagをコードする配列を付加したものをpET16-
b vectorに組み込み、大腸菌に発現させた10)。

2. Fnの精製
ヒトプール血清よりゲラチンセファロースカ
ラムを用いてFnを精製した。カラムからの溶出
は4 M尿素を含む10 mMベロナール緩衝生理食
塩水（VBS：pH 7.3）で行なった。

3. 抗rFbpA、抗rFbpBポリクローナル抗体の作製
rFbpA、rFbpBをフロイト完全アジュバントと
共に、マウスおよびウサギに免疫した。二次免
疫後、採血により得た血清を抗Fbp血清として
用いた。ウェルシュ菌strain 13をFrench press
（10,000 p.s.i.）で溶菌し、遠心後の沈殿をウサギ
に免疫して抗ウェルシュ菌血清（抗st13抗体）
を得た。

4. ウェルシュ菌の培養および乾燥固定菌プレー
トの作製
ウェルシュ菌strain 13をGifu anaerobic medium

（GAM培地）により嫌気条件でOD600＝0.5になる
まで培養を行なった。菌を洗浄後、リン酸緩衝
生理食塩水（PBS：pH 6.8）に浮遊（OD600＝0.3）
させ、それをEIAプレートの各ウェルに100μlず
つ注ぎ、37℃で一晩乾燥固定した。

5. ビオチン化

Fn、rFbpA、rFbpB、ウェルシュ菌は、0.1 mM
biotinamidohexanoic acid 3-sulfo-N-hydroxysuccin-
imide ester sodium salt含有VBSに１時間反応する
ことでビオチン化した。反応後、液量の1/5量の
0.5 Mトリス‐グリシン緩衝液（pH 7.5）を加え
１時間反応させ、desalting columnまたは遠心に
より、結合していないビオチンを取り除いた。

6. rFbpAおよびrFbpBによる固相化Fnへの菌の結
合阻害
Fn（1μg）をコーティングしたEIAプレート

の各ウェルに、0.1％ウシ血清アルブミン（BSA）
を含むPBSに浮遊させたビオチン化菌浮遊液
（OD600＝0.3）100μlの中に一定量のrFbpA、
rFbpBを共存させ１時間反応させた。反応後、
各ウェルを0.02％Tween 20含有PBS（PBST）で
洗浄後、HRP標識streptavidinを反応させ、発色
液（0.91 mM 2,2'azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid)、0.04％H2O2、0.1 M citrate、pH
4.1）を100μl加えて発色させ、波長405 nmにお
ける吸光度を測定した。

7. ELISA
乾燥固定菌プレートの各ウェルに、250倍希釈
抗血清100μlを反応させた。PBSTで洗浄後、
HRP標識抗マウスIgG反応させ、発色液を加え、
波長405 nmにおける吸光度を測定した。

8. FACS解析
菌浮遊液に抗st13、抗rFbpA、抗rFbpB、コン

トロール用血清を反応させた後、FITC標識抗ウ
サギIgG抗体を反応させ、FACS caliburで測定し
た。

9. 菌体へのrFbpA、rFbpBの結合実験
乾燥固定菌プレートの各ウェルに、0.1％BSA
を含むVBS（BVBS）に溶解した1μgのビオチ
ン化rFbpAあるいはビオチン化rFbpBを反応させ
た。PBSTで洗浄後、HRP標識streptavidinを反応
させ、発色液を加え、波長405 nmにおける吸光
度を測定した。

10. 菌体に結合したFnに対するFbpA、FbpBの影
響
乾燥固定菌プレートの各ウェルに、BVBSに
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溶解した1μgのビオチン化Fnを反応させた。
PBSTで洗浄後、BVBSに溶解したrFbpA、rFbpB
を一定量反応させた。反応後、PBSTで洗浄し、
HRP標識streptavidinを反応させ、発色液を加え、
波長405 nmにおける吸光度を測定した。

Ⅲ. 結果

1. rFbpAおよびrFbpBによる固相化Fnへの菌の結
合阻害
ビオチン化菌は固相化したFnに有意に結合

した。この系にrFbpAあるいはrFbpBを共存さ
せると、菌の結合は濃度依存的に抑制された
（Fig. 1）。

2. FbpA、FbpB表出の有無
抗rFbpA、抗rFbpB血清を用いてELISAを行っ
た。乾燥固定したウェルシュ菌に対して、抗
FbpA、抗FbpB抗体の結合は認められなかった
（Fig. 2A）。また、FACSによる解析でも、菌体
表面に対する抗FbpA、抗FbpB抗体の結合は検
出できなかった（Fig. 2B）

3. 菌体表層に結合するrFbpA、rFbpBとFnの相互
作用
rFbpA、rFbpBはFnと菌の結合を阻害する

（Fig. 1）。当初、この阻害は菌体上のFbpAおよ
びFbpBと、共存させたrFbpA、rFbpBが競合阻害
したものだと考えた。しかし、菌体表層にFbpA
およびFbpBが検出できなかったことから（Fig.
2A、Fig. 2B）、それらが菌体上のFnレセプター
である可能性は低くなった。そこで、ビオチン
化rFbpAおよびビオチン化rFbpBを菌体表層に反
応させたところ、いずれも有意に結合すること
が明らかになった（Fig. 3）。さらに、rFbpAま
たはrFbpBを加えることにより、あらかじめ菌
体に結合していたビオチン化Fnの結合量を減少
させた（Fig. 4）。

Ⅳ. 考察

FbpAおよびFbpBはleader sequenceを持たず、
膜貫通部分と思われるアミノ酸配列も持たない。
そして、LPXTG配列などの細胞壁への結合に必
要とされる特殊なアミノ酸配列も持たない
（PSORT Prediction, http://psort.ims.u-tokyo.ac.
jp/form.html）。また、菌体表層に、FbpA、FbpB
は検出されなかった（Fig. 2A、Fig. 2B）。これ
らの事実は、FbpA、FbpBが菌体上に表出して
いないことを示唆している。
固相化Fnへの菌の結合がrFbpAおよびrFbpBに
よって阻害された（Fig. 1）。これは生体内で結
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Fig. 1 Inhibition of the binding of biotinylated C. perfringens to Fn by rFbps. Binding of biotinylated C. perfringens to Fn
was measured in the presence of the indicated doses of rFbpA, rFbpB. A microplate well was coated with either BSA
or Fn. Biotinylated C. perfringens (st13) was then added in the presence of the indicated dose of rFbps. Binding 
of C. perfringens was estimated by the A405 value determined during a colorimetric assay. All assays were 
performed in triplicate. Statistical significance (P < 0.05, P < 0.01) compared to the control was assessed by Student's
two-tailed t-test and is indicated by an asterisk, double asterisk, respectively.



合組織のFnに菌が付着するのを、FbpAおよび
FbpBが阻害することを示唆している。この阻害
が起こる原因として、Fnに直接rFbpA、rFbpBが
結合して阻害したことによるものか、あるいは
菌体上のFnレセプターにFnが結合するのを
rFbpA、rFbpBが競合し阻害したことによるもの
であると考えられた。rFbpA、rFbpBは血清Fnの
約1%程度を占める特殊なFn分子にしか結合しな
い11)。しかし、その特殊なFn分子も、それ以外
のFnも菌体表層には同様に結合する事が明らか
になった（結果不掲載）。よって、固相化した

Fnおよび菌体上に結合したFnの大部分には
rFbpA、rFbpBは結合しないと考えられる。ま
た、驚いたことに、菌体表層にrFbpA、rFbpBが
特異的に結合すること（Fig. 3）、さらには、あ
らかじめ菌と結合していたFnが、後から加えた
rFbpAおよびrFbpBによって遊離することが明ら
かになった（Fig. 4）。以上のことから、固相化
Fnと菌の結合を阻害するメカニズムは、菌体表
層のFnレセプター上でFnとrFbpA、rFbpBが競合
するためだと考えられ、今後より詳しく調べて
ゆく必要がある。
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Fig. 2 Reactivity of anti-Fbp polyclonal antibodies towards C. perfringens. (A) The wells coated with either C. perfringens
or rFbps were incubated with 100μl of 250-fold diluted anti-Fbp sera. After washing, the wells were reacted with
HRP-conjugated anti-mouse IgG and were then subjected to a colorimetric assay. All assays were performed in tripli
cate. (B) C. perfringens were reacted with anti-rFbpA, anti-rFbpB, anti- C. perfringens strain 13 (anti-st13) and control
sera (shown by a dotted line). The negative control, during which cells were reacted without serum, is indicated by
a solid line. After washing, the cells were reacted with FITC-conjugated anti-rabbit IgG and measured by FACS
calibur.



Fnは創傷を受けた組織に結合し、繊維芽細胞
などを接着させる働きをもつことが知られてい
る。ウェルシュ菌はこれら損傷部位のFnに結合
し、感染巣を形成すると考えられる。菌の増殖
に伴って引き起こされる溶菌などにより、菌体
外へ放出されたFbpAおよびFbpBが、一旦Fnに
結合した菌を剥がす事になるであろう。このこ

とにより、組織に付着した菌が遊離し、播種や
感染巣の拡大につながると考えられる。

Ⅴ. 結語

今回、FbpAおよびFbpBがウェルシュ菌の表
層に表出していないことが示唆された。また、
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Fig. 3 Reactivity of rFbps with C. perfringens. The wells coated with ether C. perfringens or BSA were incubated with 1
μg of biotinylated rFbps. After washing, HRP-streptavidin was added. All assays were performed in triplicate. 
Statistical significance (P<0.01) compared to the contorol was assessed by a Student's two-tailed t-test and is indicated
by a double asterisk. 

Fig. 4 Effect of the added rFbps to the bound Fn on C. perfringens. The wells coated with C. perfringens strain 13 (st13)
were incubated with 1μg of biotinylated Fn. After washing, the wells were incubated with 1μg or 14μg of Fbps.
After washing, HRP-streptavidin was added. Biotinylated Fn binding was calculated as the A405 value determined
during a colorimetric assay. All assays were performed in triplicate. Statistical significance (P<0.05, P<0.01) 
compared to the contorol was assessed by a Student's two-tailed t-test, and is indicated by an asterisk and a 
double asterisk, respectively.



FbpAとFbpBは菌体と結合したFnを剥がすこと
がわかった。今後、これらの現象が、ウェルシ
ュ菌の病原性にどのように関わるかをより詳し
く調べていく必要がある。
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