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研究要旨 

平成27年度にETEC O169:H41の病原プラスミドの全塩基配列を決定した。その結果、

本プラスミドはRepFIIプラスミドファミリーに属するが、他のRepFIIファミリーのETEC

プラスミドと比較してサイズが大きく、挿入配列の割合が高くプラスミドの安定性に関

する遺伝子が少ないことが明らかになった。このような特性は、本プラスミドがin 

vitroで容易にO169から脱落する原因になっていると推察される。しかし、 O169は四半

世紀に渡り主要なETECの地位を占めており、病原プラスミドを落とさない選択圧が野外

では働いている。本プラスミドには、CS6、CS8-like、K88-like、以上3種類の腸管定着

因子がコードされている。極めて不安定で脱落しやすいプラスミドであるにもかかわら

ずin vivoではよく維持されている理由として、異なる宿主に対応できる定着因子をコ

ードし、O169の感染適応力の増強に本プラスミドが大きく寄与しているためとの仮説を

立てた。3種の定着因子遺伝子を用いて組み換え用菌株TOP10を形質転換し、腸粘膜上皮

細胞に対する付着性と宿主特異性をヒト、ブタ、ウシの培養細胞を用いて検討した。そ

の結果、定着因子K88-like遺伝子で組み換えた株はヒトおよびブタの細胞に強い接着性

を示した。本プラスミドは多様な宿主への感染力をO169に提供することで、野外では保

持されているようだ。ETEC対策にはOne Healthも考慮した検討が必要と考えられる。 
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A.目的 

大腸菌(Escherichia coli) は、恒温動

物の腸内に広く分布しており、ヒトにお

いても出生と同時に腸管内へと急速に広

がり常在菌として定着する(1)。しかしな

がら、大腸菌の一部には特殊な病原因子

によって人に下痢症を起こすものがあり、

行政的には病原大腸菌、学術的には下痢

原性大腸菌（Diarrheagenic E. coli、以

後 DEC と略す）と呼ばれる。 

DEC は、その病原機構に基づいて①腸

管病原性大腸菌（Enteropathogenic E. 

coli、 EPEC）、②腸管毒素原性大腸菌

（Enterotoxigenic E. coli、 ETEC）、③

志 賀 毒 素 産 生 性 大 腸 菌 (Shiga 

toxin-producing E. coli; STEC)、④腸

管侵入性大腸菌（Enteroinvasive E. coli、 

EIEC）、以上４群に長らく大別されてきた

が、2012 年１月からは⑤腸管凝集接着性

大腸菌（Enteroaggregative E. coli、 

EAEC）、も DEC に認定された。他にも分散

接着性大腸菌（Diffusely adherent E. 

coli、 DAEC）、細胞膨化致死毒素産生性

大腸菌(CTEC)、腸管凝集接着性大腸菌耐

熱性腸管毒素（EAST1）遺伝子保有大腸菌

（EAST1EC）、細胞剥脱性大腸菌（CDEC）

など、新たな DEC の候補とされるサブグ

ループが複数存在する。 

このうち ETEC は、大腸菌によるヒト下

痢症の最も一般的な原因菌である (2)。

その主な感染経路は、汚染された水や食

べ物を体内に摂取することであり、1～3

日の潜伏期間を経て水様性下痢を主徴と

する症状を発症する (2)。下痢は菌が産

生するエンテロトキシンの作用によるも

ので、胃腸炎症状は原則として見られな

い (3)。しかしながら、水分や電解質の

喪失による脱水症を引き起こし、死亡す

る場合もある (4)。ETEC は特に発展途上

国において頻発し、EPEC やロタウイルス

そしてクリプトスポリジウムとならぶ主

要な下痢症原因菌である (5)。これらは

5 歳未満で死亡した下痢症患者の半数以

上を占めており、ETEC だけでも年間 2万

人から 7 万 6 千人の乳幼児が死亡する 

(6)。これらの国を訪れる旅行者や軍人に

も下痢症を引き起こすため、いわゆる旅

行者下痢症の原因菌としても知られてい

る。 

ETEC の O169:H41（以後 O169 と略す）

は 1991 年に日本で初めて発見されたが

(7)、以後、O169 感染の報告が日米で相

次ぎ (8-10)、1990 年代には ETEC による

集団感染の多くが本血清型菌によるもの

となった (11)。O169 はエンテロトキシ

ン STp を産生し、腸管定着因子 CS6 を保

有する。また、巨大なプラスミドを有し、

STp もこのプラスミドにコードされてい
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ることが確認された (12)。さらに、O169

は既知の付着因子 CS6 を有しているが、

他のETECでは見られないHEp-2細胞への

強い凝集接着性を示すことが報告された。

その細胞付着像はEAggECのHEp-2細胞へ

の付着像に酷似しているが、EAggEC の凝

集接着に関与する線毛の発現を制御する

遺伝子 aggR を保有していない (12)。

O169 が 1991 年以降急激に広がったこと

から、その腸管定着因子が従来の定説と

は異なる宿主特異性を有する可能性も否

定できない。また、この付着性もプラス

ミドの脱落により喪失することから、付

着因子をコードする遺伝子もプラスミド

上にあり、本菌が未知の定着因子を保有

する可能性が示唆された (12)。 

O169 を試験管内で培養すると、その病

原プラスミドは極めて容易に脱落し、

O169 は細胞付着性も毒素産生性も喪失

する(13)。しかし、O169 は既に四半世紀

以上に渡り主要な ETEC として数多くの

集団発生を起こしており、野外において

はプラスミドを喪失させない選択圧が働

いていると考えられる。一般に、ETEC に

は厳密な宿主特異性があって、ブタやウ

シの ETEC はブタやウシのみに感染し、ヒ

トの ETEC はヒトのみに感染すると考え

られている。しかしながら、昨年度報告

した O169 の病原プラスミド（pEntYN10）

全塩基配列の解析では、CS6 以外に 2 種

の接着因子候補（CS8-like と K88-like）

の遺伝子が新たに発見された。K88-like

の遺伝子はブタ ETEC の腸管定着因子で

ある K88 と一部相同性を有していた 

(13)。そこで、本プラスミドが自身を維

持する遺伝子が少なくin vitroでは脱落

しやすいのにもかかわらず野外で保持さ

れている理由として、これら 3 種の接着

因子が O169 の宿主特異性を広げて感染

の連鎖を保たれやすくすることでプラス

ミドを保持する O169 が優勢を保てるよ

うにし、ETEC O169 の急激な流行を支え

ている、との仮説を立てた (13、14)。 

本研究の目的は、組み換え実験用の大

腸菌株に 3 種の付着因子候補遺伝子それ

ぞれを組み込み、その細胞接着性と宿主

特異性を検討することで、前記の仮説を

検証することにある。 

 

B. 方法 

１．使用菌株 

 下痢症患者の便から独自に分離した

ETEC O169:H41 の YN10 株、大腸菌の実験

室株として One Shot® TOP10 Chemically 

Competent E. coli ( Life technologies )、

Competent-high DH5α（TOYOBO、大阪）

および JM109 (TOYOBO、 大阪)を実験に

供した。 
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２．培養細胞 

 ヒト結腸癌由来の上皮細胞である

Caco-2(15)および喉頭ガン由来の HEp-2

細胞(16)、ブタ小腸由来の上皮細胞であ

る IPEC-1(17)およびブタ空腸由来の上

皮細胞である IPEC-J2(18-20)、ウシ腸粘

膜上皮細胞である BIE(21)について、各

細胞指定の組織培養液を用いて実験に供

した。 

３．プラスミド DNA の抽出 

 O169 の病原プラスミド pEntYN10 は

Plasmid DNA Purification KIT BAC 100

（タカラ）を用いて O169 から抽出回収し

た。クロラムフェニコール耐性遺伝子の

ベクターである pSV28（Cmr）は形質転換

した実験室株を LB ブイヨンに接種し

37℃で振盪培養して菌体を回収後に

QIAprep®Spin Miniprep Kit (QIAGEN)を

用いて抽出した。 

４．In-fusion クローニング 

 接着因子の安定的な発現には、プロモ

ーターより上流の領域も必要なのではな

いかと考え、先行研究(22)にならい、YN10

の CS6 の前後 1500 bp を含んだ領域を挟

み込むプライマーを設計し iProof High 

Fidelity DNA Polymerase (Bio-Rad、 

USA)を用いて増幅した。さらに、

CS8(CFA/III)の前後 1000 bp を含んだ領

域、K88(F4)-like の前後 1000 bp を含ん

だ領域についても同様にプライマーを設

計し増幅した。 

pSV28 を制限酵素 EcoR I-HF® (NEB)

と BamH I-HF® (NEB)で処理し、1%アガロ

ースゲル(SeaKem® Gold Agarose、LONZA、

USA)で泳動してから切り出し Illustra 

GFX PCR DNA and Gel Band Purification 

Kit (GE Healthcare)を用いて精製しベク

ターとした。 

前記の直鎖状ベクターと、同様にアガ

ロースゲルから切り出し精製した標的遺

伝子領域の PCR 産物を混合して

In-Fusion® HD Cloning Kit (TAKARA、 

滋賀)を用いて TOP10 の形質転換を行っ

た。Cm 耐性を獲得して生育したコロニー

を採り、PCR とその産物のシーケンスに

より目的の遺伝子が含まれているか確認

した。 

５．付着性試験 

 10 % ウシ胎児血清加イーグルMEM培地

（EMEM、日水製薬）を用いて 25 cm2のフ

ラスコに細胞がフルシートになるまで培

養した。フルシート後は PBS で洗浄し、

トリプシン処理した後 3 倍に希釈して

継代した。トリプシン処理したフルシー

トの HEp-2 細胞を EMEM 12 ml で懸濁し、

24 穴プレートの各ウェルに 0.5 ml ずつ

分注し、CO2 インキュベータで 48 時間培

養した。その後上清を除き、メチルα－
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D－マンノピラシド(和光純薬)を 0.5%含

む EMEM を 0.5 ml 加えた。供試菌株を培

養した LBブイヨンを 10 µlずつ接種し

(50 倍希釈)、3時間培養した。細胞をメ

タノール固定後、10 %ギムザ液で細胞を

染色し、鏡検した (23)。 

 

C. 結果  

１．ヒト由来の HEp-2 に対する細胞接着

性 

O169野生株がHEp-2細胞に凝集接着の

ような強い接着性を示したのに対し、病

原プラスミド pEntYN10 が脱落した

O169cured 株、実験室株の TOP10 は全く

接着性を示さなかった（Fig. 1）。CS6 遺

伝子を含む領域を組み込んだ pSV28CS6

で形質転換された TOP10CS6 株も、

CS8-like の遺伝子領域を組み込んだ

pSV28CS8-like で 形 質 転 換 さ れ た

TOP10CS8-like 株も、弱い分散接着像を

示すにとどまり、野生株のような接着性

は見られなかった。しかしながら、

K88-like 遺伝子を含む領域を組み込ん

だ pSV28K88-like で形質転換された

TOP10K88-like株は O169野生株と同様の

凝集接着像を示した。 

２．ブタ由来の IPEC-1 および IPEC-J2

に対する細胞接着性 

O169 野生株は、HEp-2 細胞に比べると

弱いものの、IPEC-1 および IPEC-J2 細胞

に対しても凝集接着性を示したのに対し、

実験室株の TOP10、病原プラスミド

pEntYN10 が脱落した O169cured 株、CS6

遺 伝 子 を 含 む 領 域 を 組 み 込 ん だ

pSV28CS6で形質転換されたTOP10CS6株、

CS8-like の遺伝子領域を組み込んだ

pSV28CS8-like で 形 質 転 換 さ れ た

TOP10CS8-like 株、いずれも全く接着性

を示さなかった。しかしながら、K88-like

遺 伝 子 を 含 む 領 域 を 組 み 込 ん だ

pSV28K88-like で 形 質 転 換 さ れ た

TOP10K88-like株は O169野生株に類似し

た接着像を示した（Fig. 2）。 

３．ウシ由来の BIE に対する細胞接着性 

O169野生株はBIEに対しては弱い接着

接着性を示すにとどまり、CS6 遺伝子を

含む領域を組み込んだ pSV28CS6 で形質

転換された TOP10CS6 株も、CS8-like の

遺伝子領域を組み込んだ pSV28CS8-like

で形質転換された TOP10CS8-like 株も同

様に弱い接着性を示した。しかしながら、

K88-like 遺伝子を含む領域を組み込ん

だ pSV28K88-like で形質転換された

TOP10K88-like株は O169野生株以上の凝

集接着像を示した（Fig. 3）。実験室株の

TOP10、病原プラスミド pEntYN10 が脱落

した O169cured 株は全く接着性を示さな

かった。ただし、BIE を用いた接着性試
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験は１回だけの結果であり、再現性を今

後確認する必要がある。 

 

D. 考察 

ETEC は宿主の腸粘膜への定着、

すなわち上皮細胞への接着と局所

での増殖、を果たしながらエンテ

ロトキシンを産生して下痢症を引

き起こす。したがって、接着因子

は極めて重要な病原因子であるが、

Caco-2 細胞が使われるようになる

前は、in vitro での接着試験に有

用な培養細胞はなく (15)、赤血球

凝 集 試 験 (24)や 菌 体 疎 水 性 試 験

(25)などが接着性の指標として使

わ れ て い た 。 そ の よ う な 時 代 に

HEp-2 細胞に凝集接着する ETEC と

して出現した O169 は異色の存在で

あった(12)。 

O169 の病原プラスミド pEntYN10

の全塩基配列を解析したところ、

CS6、  CS8-like、  K88-like の 3

種の定着因子候補遺伝子群を認め

た(13)。ブタ ETEC の定着因子であ

る K88 (別名 F4)は線毛を形成する

が、O169 の電子顕微鏡観察では K88

様の線毛は観察されておらず (12)、

しかも pEntYN10 の K88-like 遺伝

子群には主要線毛サブユニットを

コードする faeG と相同性のある配

列が 2 つ保有される前例のないも

のであった。faeG 配列の系統発生

樹によると、2 つの faeG 遺伝子は、

ブタから分離された大腸菌の faeG

よ り も 、 ヒ ト か ら 分 離 さ れ た

Salmonella enterica serovar 

Infantis の faeG と近いことが分

か っ た  (13)。 こ の こ と か ら 、

pEntYN10 の K88-like がヒトへの

感染のために働いている可能性が

考えられ、実際に今回の組み換え

実験によって K88-like が in vitro

における O169 の特異な接着像を創

り出していることが明らかになっ

た。 

ETEC はヒトのみならずブタやウ

シの下痢症原因ともなる。そのエ

ンテロトキシン LT と ST の毒性は

家畜とヒトに共通のものが多い。

しかし、腸粘膜への定着因子が異

なるため、家畜の ETEC は家畜の間

で、ヒトの ETEC はヒトの間だけで

感染を循環させており相互の行き

来はないとされてきた (3)。しかし

な が ら 、 pEntYN10 の よ う に in 

vitro では脱落しやすいプラスミ

ドが O169 に保たれていると言う事

実は、本菌が常に効率よく感染を
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繰り返し in vivo に保たれている

ことを示唆する。本プラスミド上

にコードされた 3 種の定着因子遺

伝 子 を 使 い 分 け る こ と に よ っ て

O169 が多様な宿主に感染する能力

を得ているとすれば、脱落しやす

いプラスミドが保持され続けるの

も理解できる。K88 はもともとブタ

ETEC の定着因子であり、ヒトに感

染するための CS6 や CS8 などと宿

主に合わせた使い分けを O169 がし

ているとすれば、ETEC 感染症対策

について考えを改める必要も生じ

る。ヒト ETEC の汚染源が本当にヒ

トだけなのか、新しい視点で調べ

直す必要もありそうだ。 

CS6 は、ヒト腸粘膜への定着因子

として有名で ETEC における保有率

も高い。この非線毛性接着因子は

cssA および cssB の 2 つの構造タン

パクから構成されている。アミノ

酸配列の違いにより、cssA は AI、

AII、 AIII の 3 種に、cssB は BI、 

BII の 2 種 に型 別 で きる  (26)。

CS6pEntYN10 の CS6 の cssA は AII

タイプと似ているが 5 つのアミノ

酸変異を持つ新規サブタイプであ

った。cssB は BII タイプと 100%一

致した。 本来、BII は、付着性の

弱いタイプと報告されており、本

菌の強い凝集接着性と合致しない。

しかしながら、O169 には線毛が確

認できなかったため、非線毛性定

着因子の代表ともいえる CS6 をコ

ードする cssA の変異により特異な

細胞接着性が賦与されている可能

性もあると考えていた。しかしな

がら、TOP10CS6 株は O169 と同様の接着

性を in vitro 試験では示さなかった。 

CS8 (別名 CFA/III) も ETEC の代

表的な定着因子であり、線毛を形

成してヒトの腸細胞に特異的に付

着すると報告されている(27、28)。

CS8 の主要構造タンパク質である

CofA は、コレラ菌の主要線毛構成

要素である TcpA と高い構造相同性

を 有 し て い る  (29)。 pEntYN10 の

CofA の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ETEC 

260-1 株 の プ ラ ス ミ ド で あ る

pSH1134 が コ ー ド す る CofA と

73.2%の相同性を有していた (13)。

近年、TcpA タンパク質のうち、あ

る 5 つの残基が、線維状の構造を

構築するために高度に保存されて

いるという報告があり (29、30)、

pEntYN10 の CofA 遺伝子にもこれ

らの残基が保存されていることが

分かった (13)。したがって CS8 と
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しての機能も保持されていると考

えられる。しかし、CS8 抗体を用い

たドットブロットテストでは陰性

であった (12)。アミノ酸配列の違

いから抗体が反応しなかった可能

性が考えられるが、電子顕微鏡観

察でも CS8 様の線毛は観察されて

おらず (12)、O169 の CS8-like 遺

伝子は発現していないか、あるい

は非線毛性の形態をとっているの

であろう。RT-PCR などにより mRNA

の転写が起きているのか今後検討

すべきと考える。 

 

E. 結論 

ETEC O169:H41の病原プラスミド

の全塩基配列を決定したところ、

本菌にはCS6、CS8-like、K88-like、

以上 3種類の 腸 管 定 着 因子 がコー

ドされていることが明らかとなっ

た。極めて不安定で脱落しやすい

プラスミドであるにもかかわらず

維持されている理由として、異な

る宿主に対応できる定着因子をコ

ードし、O169の適応力増強に本プ

ラスミドが寄与しているためかも

しれない。今回、in vitroではあ

るが、K88-like 遺伝子がヒトとブ

タ両方の腸粘膜上皮細胞への付着

性に寄与することが明らかになっ

た。ETECの宿主特異性について固

定観念を取り払って考え直す価値

がありそうだ。  
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