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研究要旨 
 
 
Ａ．研究目的 

腸管出血性大腸菌（enterohemorrhagic 
Escherichia coli: EHEC）は人に下痢など
を主徴とする感染症を起こす食中毒細菌
である。同菌感染症の重症例では血便や
溶血性尿毒症症候群を経て死に至らしめ、
国内では年間3,000名以上の感染症患者
が報告されることから公衆衛生上の脅威
となっている。同菌は菌体の抗原性によ
って多数のO血清群に分けられ、重症患者
から分離される株の9割以上がO157、
O26、O111、O103、O121、O145、O165
（以下、メジャー血清群）に属する。一方
で、O69、O5、O76、O177といった血清
群でも、感染者の重症化が一定数存在す
ることが我々のこれまでの研究から明ら
かになっている。現在当研究所では、地方
衛生研究所等から送付されたEHECにつ
い て 、 multiple-locus variable number 
tandem repeat analysis（MLVA）法やパル
スフィールドゲル電気泳動（PFGE）法と
いった分子型別手法を用いたサーベイラ
ンスによって、集団感染の検出や伝播経
路の解明を試みている。 

EHEC感染症の多くは、汚染食品が原因
であると考えられるが、現在ほとんどの
事例において原因食品は特定されていな

い。近年実用化されつつある全ゲノム配
列（whole genome sequence: WGS）をサ
ーベイランスに用いれば、より高精度の
型別および系統情報から原因食品および
伝播経路の推測を行うことが可能となる。
そこで本研究では、WGSを用いたEHEC
サーベイランスの実用化を目指し、次の3
点の研究を行った：1) 菌株及び汚染食品
保存中に出現する高率変異株（mutS欠失
株）の頻度および欠失機構の解明、2) 非
メジャー血清群（O69など）のEHECの完
全長ゲノム配列の決定およびSNP解析手
法の確立、3) WGSの自動解析パイプライ
ンの構築。これらの研究から、効率的・高
精度なEHECサーベイランスおよび地方
衛生研究所等とのWGS情報共有化の仕組
みを構築し、食中毒事例における原因究
明および食品の安全確保に資することを
目的とした。 
 
Ｂ．研究方法 
1. mutS欠失機序の解明 

EHEC O157、O111およびO113の各血
清群の1株について、単一コロニーを
37°Cで一晩培養後、室温、－４°Cおよ
び－80°Cで保存した。これらの培地 10 
μlを1か月後および6か月後に採取し、段
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階希釈後、LB寒天平板に塗抹した。出現
コロニーを100株釣菌し、mutSの全長お
よびstx遺伝子を対象としたPCR（表1）に
よって、両遺伝子の欠失を確認した。 
 
2. 非メジャー血清群の解析 

国内において重症例が報告され、EHEC
の病原性に重要なIII型分泌装置を有する
EHEC O69 NIID150949株の完全長ゲノ
ム配列の決定を試みた。まず、M9最小培
地で37°C、16時間培養後にQIAGEN 
Genomic-tip 100/G を用いてDNAを抽
出した。抽出DNAをPacBio RSIIシークエ
ンサーを用いてロングリードシークエン
ス解析を行った。得られたロングリード
配 列 に よ る de novo ア セ ン ブ リ は 、
Hierarchical Genome Assembly Process 3 
(HGAP3)およびUnicycler v.0.4.4 (Wick 
et al., PLoS Comput Biol, 2017.)を用いて
行った。また、国内で分離されたEHEC 
O69、計6株 の系統解析を 行うため に
MiSeq（Illumina）による全ゲノムのペア
エンド解析（300×2 bp）を行った。得ら
れたショートリードを用いてコアゲノム 
SNP解析を行った。その際、参照配列とし
て、EHEC O157 Sakaiの完全長ゲノム配
列または本研究で完全長ゲノム配列を決
定したNIID150949を用いて、両者による
解析結果の比較を行った。 
 
3. WGSを用いたEHECサーベイランス法
の確立 

ドラフトゲノムからコアゲノムMLST
（cgMLST）を簡便・迅速に行う事ができ
る解析パイプラインをlocal BLASTおよ
びPerlを使用して構築した。また、in silico 
でのribosomal MLSTおよびcgMLST解析
の結果は、de novo アセンブラーソフト
ウェアによって大きく異なる。そこで、
cgMLST解析に適したアセンブラーの検
討を行った。EHEC O26およびO121の10

株（表2）について3種（SPAdes v.3.11.1、
A5-miseq v.20160825 お よ び Platanus 
v.1.2.4）のアセンブラーでコンティグを
作製し、コンティグ長などの統計値を集
計すると共にcgMLSTを行った。この結
果 を EnteroBase 
(https://enterobase.warwick.ac.uk/) に
よるcgMLST結果と比較した。 
 
Ｃ．研究結果 
1. mutS欠失機序の解明 

1か月後および6か月後の保存菌株から
は、いずれの株においてもmutSおよびstx
の欠失は認められなかった。 
 
2. 非メジャー血清群の解析 

ロングリードシークエンサーから得ら
れたリードをアセンブルした結果、完全長
ゲノム配列として5.6 Mbの染色体および
3種のプラスミド（それぞれ96.6, 8.3, 6.7 
kb）を得ることができた（表3および図1）。
国内分離株のコアゲノム SNP系統解析を
行 っ た 結 果 、 NIID150397 お よ び
NIID150949株は参照株に関わらず2か所
のSNPのみ存在し、関連性の高い株であ
ることが示唆された（表4）。一方で、他
の株間は66か所以上のSNPが存在し、直
接的な関連性は低いことが示唆された。ま
た 、 参 照 株 と し て 同 一 血 清 型 の
NIID150949を用いた際には、O157 Sakai
を用いた際より多くのSNPが検出可能で
あった。 
 
3. WGSを用いたEHECサーベイランス法
の確立 

3種のアセンブルによって得られたコ
ンティグ（ドラフトゲノム）を比較した結
果、コンティグ数及び最大コンティグ長は
A5-miq お よ び SPAdes で 同 等 で あ り 、
Platanusでは他の2種のアセンブラーに劣
っていた（表2）。総塩基長、GC割合およ
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びN50の値はいずれのアセンブラーも同
等であった。cgMLSTの結果をアセンブラ
ー別に比較したところ、SPAdesでは9株で
EnteroBaseによる結果と一致したのに対
して、A5-miseqおよびPlatanusではそれ
ぞれ4および0株のみの一致であった（表
5）。相同配列が存在しなかったアリール
の数は、SPAdesが株によって0-5であった
のに対して、他のアセンブラーではより多
くのアリールがドラフトゲノム中に存在
しなかった。 
 
Ｄ．考察 
1. mutS欠失機序の解明 

現時点での研究期間（6か月間）では使
用した3菌株で、mutS遺伝子の欠失が認め
られなかった。今後、培養開始から1年お
よび1年半の時点でも同様の試験を行い、
同遺伝子の欠失状況を確認する予定であ
る。一方、他の集団感染事例由来株の中に
は1年程度の保存でmutS欠失が起こるこ
とが示唆される株があり、今後そのような
株でも同内容の試験を予定している。 
 
2. 非メジャー血清群の解析 

EHEC O69の1株について完全長ゲノム
配列を決定した結果、コアゲノムおよび
96.6kbのプラスミドはEHEC O26:H11と
相同性が高く、他のプラスミドはその他の
EHECのプラスミドと相同性が高いこと
が明らかとなった。今後、ドラフトゲノム
では全長の解析が困難なStxファージや
locus of enterocyte and effacement領域に
ついて、他のEHECと比較解析を行うこと
で同血清型の病原性を明らかになること
が期待される。コアゲノム SNPを用いた
系統解析からは、国内分離株から遺伝的に
非 常 に 近 縁 な 株 （ NIID150949 お よ び
NIID153097）が見つかった。両者のSNP
の差異（2か所）は、先行研究から、同一
の感染源も示唆される。両株は同一の自治

体で分離日も3日しか離れていないこと
から、同一の感染源が疑われる。その他の
株間ではSNPの差異は大きく、直接的な
関連性は低いと考えられた。また、SNP解
析の際に同一血清型の株を参照株として
用いることによって、より多くのSNPが
検出され解析の精度を高めることができ
た。 
 
3. WGSを用いたEHECサーベイランス法
の確立 

cgMLSTを含む、自動解析パイプライン
確立のために、まずより信頼性の高いアセ
ンブラーの検討を行った。この結果、
SPAdesを用いることによって、より信頼
性の高いドラフトゲノムを得ることが確
認できた。今後は同アセンブラーを用いた
ドラフトゲノムを使用し、in silicoでの病
原遺伝子検出やMLSTおよびrMLSTを行
える解析パイプラインの確立を目指す。 
 
Ｅ．結論 

今までに報告されていなかったEHEC 
O69の完全長ゲノム配列を決定したこと
は、WGSを用いたサーベイランスの高精
度化とともに同血清型の病原性解明につ
ながると考えられる。本年度確立した
cgMLST解析パイプラインは、実用的な
サーベイランスツールとなることを目指
し、今後病原遺伝子検出などの機能を搭
載することを計画している。 
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表2. EHEC O69 NIID150949株 コンプリートゲノム配列の概要

Statistics Chromosome Plasmid 1 Plasmid 2 Plasmid 3

Total Length (bp) 5,587,898 96,568 8,284 6,673

GC Content (%) 50.7% 48.0% 44.0% 50.2%

N50 5,587,898 96,568 8,284 6,673

No. of CDSs 5,404 99 8 8

No. of rRNA 22 0 0 0

No. of tRNA 98 0 0 0

No. of CRISPRS 2 0 0 0

Coding Ratio (%) 86.70% 78.70% 46.10% 61.80%
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図2. EHEC O69 国内分離株のcore genome SNPによる最尤法系
統樹. (A)参照配列にEHEC O157 Sakaiを用いた場合および(B)参
照配列にEHEC O69 NIID150949を用いた場合.
図中の数字は1000回試行時のブートストラップ値を示す.
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