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研究要旨 

腸管出血性大腸菌（enterohemorrhagic Escherichia coli: EHEC）は、大規模な集団
感染を起こしうるため、全国的なサーベイランスが行われている。本研究では、全ゲノ
ム配列（whole genome sequence: WGS）を用いたEHECにおけるサーベイランス体制
の実用化を目指し、SNP解析に影響を与える因子の解析および非メジャー血清群の解析
を行った。mutSの欠失頻度測定では、室温での1年間の保存において同遺伝子の欠失は
認められなかったが、stx遺伝子は最大で16.7%の頻度で脱落していた。同一患者におけ
るSNP蓄積頻度の推定を行ったところ、0-７か所のSNPが認められ、既報の塩基置換速
度の推定よりも高い値が出ることが示された。非メジャー血清群の解析として、O69計
10株のWGS解析を行った結果、複数のクローナルな集団が見出された。以上の結果から、
WGSを用いたEHECサーベイランスにおける基盤となるような知見が得られたといえ
る。 
 
 
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
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株）の頻度および欠失機構の解明、2) 同
一患者から分離された菌株における塩基
置換速度の測定、3) 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。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 

計10株のEHEC（O157, 4株; O111, 5株; 
O113, 1株）について、単一コロニーを
37°Cで一晩培養後、室温および－80°C
で保存した。これらの培地 10 μlを1か月、
6か月および12か月後に採取し、段階希釈
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. 同一患者由来EHECの解析 

国内で同一患者から分離された計20事
例のEHEC計42株（表2）のWGSをMiSeq
（Illumina）によるペアエンド解析（300 
bp×2）にて行った。得られたショートリ
ードを、O157についてはEHEC O157 
Sakai株、その他のO群についてはEHEC 
O26 11368株を参照配列とし、snippyソフ
トウェアを用いてSNP解析を行った。得
られたSNPと分離日の情報から、塩基置
換速度の推定を行った。 
 
3. 非メジャー血清群の解析 

国内で分離されたEHEC O69、計10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 
bp×2）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O69-9を用
いて、両者による解析結果の比較を行っ
た。また、BLASTをもとにした自動解析
パイプラインを確立し、保有病原性遺伝
子などの解析を行った。 
 
Ｃ．研究結果 
1. mutS欠失機序の解明 

いずれの保存期間においても、mutSの
欠失は認められなかった。1年間室温保存
した3株からは2.1～16.7%の頻度でstx2が
脱落していた。凍結保存株ではstx2の脱落
は認められなかった。 
 
2. 同一患者由来EHECの解析 

同一患者から分離されたEHECのSNP
解析を行った結果、0－7か所のSNPが存
在することが明らかとなった（図1）。さ
らに、分離日の間隔から塩基置換速度を推
定した結果、0－0.35か所/日と推定された
（表2）。保有遺伝子の解析では、主にプ
ラスミド上に存在する病原性遺伝子に保
有/非保有の多型が認められた（表2）。こ
れは、プラスミドの脱落によると考えられ
る。また、染色体上に存在すると考えられ
る遺伝子の多型も認められた。このうち、
nleCおよびtccPは、ファージ上に存在する
エフェクター遺伝子であり、ファージの脱
落や獲得によって保有プロファイルが変
化することが示唆された。 
 
3. 非メジャー血清群の解析 

国内分離株10株について、SNP解析を
行った結果、O157 Sakai株を参照配列とし
て行った場合のSNP数の平均値は26か所
であったのに対し、O69-9株を参照配列と
して用いた場合の平均値は178であった
（表3）。 

また、病原性遺伝子および薬剤耐性遺伝
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子の分布を調べた結果、志賀毒素1型
（stx1a）、III型分泌装置(eae等)および関
連エフェクター（nleA等）、鉄獲得関連遺
伝子(irp2)および亜テルル酸耐性遺伝子
（terE）を共通して保有することが判明し
た。一方、espPやkatPといった病原プラス
ミドに存在する遺伝子については多型が
認められた（表4）。 
 
Ｄ．考察 
1. mutS欠失機序の解明 

現時点での研究期間（1年間）では使用
した10菌株で、mutS遺伝子の欠失が認め
られなかった。しかしながら、stx2の脱落
が認められたことから、保存菌株の変化が
生じていることが示された。今後は、さら
に長期間の培養での変化や、変化しやすい
と考えられるプラスミドの脱落状況など
を調べる必要がある。 
 
2. 同一患者由来EHECの解析 

同一患者由来株のSNP解析の結果、0－
7か所のSNPが認められた。これは、集団
感染内では最大で7か所程度のSNPが認
められるという先行研究（Leeら, 2017. 
Front. Microbiol. 8., Holmesら, 2015. J 
Clin Microbiol 53:3565-73.）の結果と一致
する。しかしながら、塩基置換速度を推定
した結果は、最大で年間128か所のSNPが
蓄積するというものであった。大腸菌にお
ける塩基置換速度の推定は、複数が報告さ
れているが、いずれも年間1-2か所程度で
あり、この値と大きく離れる。これは、近
縁株のみで解析を行ったことによって、
SNP数が多めに算出されたと考えられる。
さらに、同一株であってもわずかな多様性
が存在する集団であることも理由である
と考えられる。 

 
3. 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

配列を決定して、SNP解析の参照配列と
して用いた結果、遠縁な株を参照配列とし
て用いるよりも詳細な系統解析が可能と
なった。例えば、O69-5とO69-8,9および
10株の間には、O157を参照配列とした場
合には2または3か所のSNPのみ認められ、
クローナルな菌株であることが示唆され
た。しかしながら、O69を参照配列とした
場合には16または18か所のSNPが存在し、
遺伝的な距離がある程度離れていること
が明らかとなった。さらに、O69にはO26
などと類似した病原プラスミドが存在し
ているが、株によって保有の差があること
が明らかとなった。今回の菌株では、症状
との明確な関連性は認められなかったが、
今後分離される株については、病原プラス
ミドの検出を積極的に行い、症状等との関
連性について明らかにする必要がある。 
 
Ｅ．結論 

本研究では、stx2の欠失頻度や同一患者
由来株でのSNP蓄積速度など、サーベイ
ランスにおいて基盤となる知見が得られ
た。また、同一患者由来株およびO69国内
由来株のいずれにおいても病原プラスミ
ドの多型を示唆する知見が得られた。こ
れは、分離時に既に病原プラスミドを保
有していなかった可能性と、保存中に脱
落した可能性が考えられる。このため、
mutS欠失試験で用いた保存株等を用いて、
プラスミドの脱落頻度を測定することも
有用と考えられる。 
 
Ｆ．健康危険情報 
なし 
 
Ｇ．研究発表 
1.  論文発表 
なし 
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表 2. 用いた同一患者由来株とゲノム解析によって得られた塩基置換速度および保有状

況に多型が認められた遺伝子 

 

 

 

  

(/day) (/year) 染色体上 プラスミド上 薬剤耐性遺伝子
P01 B1 O146:H21 2 0

P02 B1 O26:H11 3 0.02-0.05 9.0-18.9 cba, celb
bla CTX-M,
bla TEM, mph(A)

P03 B1 O26:H11 2 0.02 8.5 gad,nleC
ehxA,espP,katP,
toxB

P04 E O157:H7 2 0 0
P05 B1 O26:H11 2 0.09 31.3
P06 B1 O26:H11 2 0.05 17.0 gad
P07 C OUT:H11 2 0.03 10.4
P08 B1 O26:H11 2 0.03 9.4

P09 B1 O26:H11 2 0.35 127.8
cba,ehxA,espP,k
atP,toxB

P10 E O145:H28 2 0.31 112.3 tccP espP,katP,toxB
P11 E O145:H28 2 0 0 tccP cba
P12 E O145:H28 2 0 0
P13 E O145:H28 2 0 0 tccP ehxA
P14 E O145:H28 2 0 0 cba

P15 E O145:H28 2 0 0 tccP
aadA,dfrA12,
sul

P16 E O145:H28 2 0.08 28.1 tccP
P17 B1 O26:H11 2 0.08 28.1 toxB
P18 B1 O26:H11 2 0 0
P19 B1 O26:H11 2 0 0 tccP cba,ehxA,etpD
P20 E O157:H7 3 0 0 ehxA,cba

多型が認められた遺伝子
血清型Phylogroup患者ID 株数

塩基置換速度
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図 1. 同一患者由来株における分離日の間隔と SNP 数の関連性を示した散布図 
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表 3. 参照配列に EHEC O157 Sakai 株または O69-9 株を用いた際のコアゲノム中の

pairwise SNP 数 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
O157 Sakai

1
2 14
3 7 11
4 35 43 36
5 30 38 31 35
6 38 46 39 29 38
7 6 16 9 37 32 40
8 30 38 31 35 2 38 32
9 30 38 31 35 2 38 32 0
10 31 39 32 36 3 39 33 1 1
11 4 12 5 33 26 36 6 26 26 27

O69-9
1
2 71
3 206 223
4 83 78 235
5 197 214 257 226
6 243 260 195 272 294
7 59 88 223 100 214 260
8 191 208 251 220 16 288 208
9 191 208 251 220 16 288 208 0
10 193 210 253 222 18 290 210 2 2
11 69 84 221 96 208 258 86 202 202 204

No. of pairwise SNP
菌株名参照株
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