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研究代表者 李 謙一 （国立感染症研究所 細菌第一部） 
 
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の
代表株の完全長ゲノム配列を決定するとともに、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。また、EHECのWGS解析を行う自動化パイプライン
の確立を行った。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
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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 
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. 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。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。 
 
3. 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3）のWGSをMiSeq
（Illumina）によるペアエンド解析（300
×2 bp）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、既報の方法
（Leeら 2017. Front. Microbiol. 8.）で
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。 
 
4. 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 O69-9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10株
(表4)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O69-9株を用いて、両者による解析結
果の比較を行った。また、BLASTをもと
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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. 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
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。 
 
3. 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3）。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3）。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 
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6および図2）。
国内分離株のコアゲノム SNP系統解析を
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7）。 
また、病原性遺伝子および薬剤耐性遺伝
子の分布を調べた結果、1型志賀毒素
（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 
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。 
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2. 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。
この結果をもとに、cgMLST解析と、別事
業で開発した病原性遺伝子等の検出を行
うプログラムを統合し、自動的に病原性遺
伝子検出やMLSTなどを行う解析パイプ
ラインを確立した。 
 
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。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。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欠失試験でもち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。また、自動解析パ
イプラインの確立によって、EHECのゲノ
ム解析および情報の共有化が容易となり、
これまでより精度の高いサーベイランス
につながると考えられる。 
 
Ｆ．健康危険情報 
なし 
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表 1. mutS 欠失頻度測定に用いたプライマー 

  
Primer Target gene Sequence (5' → 3') Amplicon size (bp) Reference
mutS-F mutS ATGAGTGCAATAGAAAATTT 951a this study
mutS-R1 ATCGCGCACTGGCATATGCA this study
mutS-F1 ACCCGCGTGTTGCTTGAGCG 1611 this study
mutS-R TTACACCAGACTCTTCAAGCGATAAA this study
LP30 stx1 CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG 348
LP31 CACCAGACAATGTAACCGCTG
LP43 stx2 ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG 584
LP44 GCGTCATCGTATACACAGGAGC
aExpected size in EHEC O157 Sakai

Cebula et al., J.
Clin. Microbiol.,
1995, p248-250
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表 2. アセンブラー別のドラフトゲノム統計量の比較 

 

  

Serotype Strain Statistics a5-miseq Platanus SPAdes
No. of contigs 285 918 279
Largest contig 224,285 70,162 274,329
Total length 5,546,492 5,153,567 5,427,786
GC (%) 50.6 50.8 50.5
N50 59,185 12,636 91,514
No. of contigs 220 1,138 244
Largest contig 266,864 48,488 224,910
Total length 5,536,382 5,202,592 5,424,078
GC (%) 50.5 51.0 50.5
N50 102,360 9,603 105,136
No. of contigs 205 810 245
Largest contig 278,076 65,675 282,947
Total length 5,620,003 5,285,318 5,492,102
GC (%) 50.5 50.6 50.4
N50 95,769 18,116 112,155
No. of contigs 240 949 298
Largest contig 233,668 74,228 230,709
Total length 5,774,041 5,426,394 5,640,933
GC (%) 50.5 50.7 50.4
N50 85,581 14,860 96,948
No. of contigs 266 520 291
Largest contig 239,463 151,002 230,459
Total length 5,788,789 5,587,039 5,697,461
GC (%) 50.4 50.3 50.4
N50 63,142 38,866 104,236
No. of contigs 170 463 266
Largest contig 425,834 160,850 426,152
Total length 5,390,950 5,158,973 5,281,975
GC (%) 50.5 50.4 50.5
N50 138,303 54,581 134,860
No. of contigs 161 422 218
Largest contig 322,740 129,437 319,751
Total length 5,371,528 5,166,136 5,265,524
GC (%) 50.4 50.4 50.4
N50 127,612 44,439 134,860
No. of contigs 144 355 223
Largest contig 436,921 229,130 435,274
Total length 5,365,043 5,292,171 5,260,459
GC (%) 50.4 50.4 50.4
N50 161,233 84,618 134,860
No. of contigs 148 357 217
Largest contig 442,834 257,870 434,980
Total length 5,324,964 5,255,106 5,220,650
GC (%) 50.5 50.5 50.5
N50 148,043 97,486 134,860
No. of contigs 151 447 226
Largest contig 435,449 152,402 435,193
Total length 5,356,998 5,192,610 5,259,933
GC (%) 50.4 50.4 50.4
N50 161,602 35,235 134,860

150373

150400

141341

21

8

16

150174

aSequence data was obtained from Ishijima et al. 2017. Sci Rep 7:43136. for
O26 and Lee et al. 2017. Front. Microbiol. 8. for O121.

O26:H11a

O121:H19

150616

25

1
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表 3. 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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表 5. アセンブラー別の cgMLST結果の比較 

 

ST No. of nulla ST No. of null ST No. of null

O26b 1 44911 - 1 -c 32 - 3
8 44928 44928 5 - 58 44928 5
16 44914 44914 0 - 15 44914 0
21 44924 44924 0 - 23 44924 0
25 44920 - 164 - 18 44920 1

O121 141341 46459 - 21 - 9 46459 1
150174 46487 - 19 - 6 46487 1
150373 46499 46499 1 - 17 46499 1
150400 46502 - 2 - 9 46502 1
150616 46492 - 8 - 14 46492 1

aNumber of null alleles, ドラフトゲノム中で相同な配列が存在しなかったアリールの数

cNo known ST was assigned

bSequence data was obtained from Ishijima et al. 2017. Sci Rep 7:43136. for O26 and Lee et al. 2017. Front.
Microbiol. 8. for O121.

Serogroup
ST in
EnteroBase

a5-miseq Platanus SPAdes
Strain
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表 6. 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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表 7. 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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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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図 2. EHEC O69 NIID150949 株の完全長ゲノム配列 
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