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研究要旨

遺伝子（腸管凝集付着性大腸菌耐熱性毒素をコード）保有大腸菌を

中心とした種々の病原性大腸菌について“効果的な検出法の確立”および

“病原因子の組み合わせによる重症化リスクの解明”を目的として研究を

進めた。 年度は、これまでに収集した下痢症患児由来大腸菌（ 株）

の 中 か ら 遺 伝 子 陽 性 株 を 株 同 定 し 、

（ ）による系統解析の結果から、系統の異なる 株を選定し

て によりドラフトゲノム配列を取得した。また、 等公共データ

ベースに登録された完全長配列決定大腸菌株（約 株）の中から、

株の 遺伝子陽性株を同定した。これら、計 遺伝子保有株、前述

の 株と併せた解析により、 種類の 遺伝子バリアントを同定した。

現在、これら 遺伝子バリアントについて発現およびその機能の違いを

含めた病原機構の詳細解明を進めている。腸管凝集性大腸菌（ ）につい

ては、以前の研究において、下痢症患児由来大腸菌の中から同定していた

遺伝子保有・非保有の腸管凝集性大腸菌の中から 解析により選

定した系統の異なる 株を選定し、 によるドラフトゲノム解析を実

施していた。そのデータの中から、付着因子である線毛について、既知のも

のとの遺伝子ホモログを 種類同定した。今後、この 種について、その

機能解析を進める。

．研究目的

近年、病原大腸菌を原因とする

食中毒が多発しており、令和 年に

は、学校給食を喫食した小中学生の

児童生徒等 人の患者をとも

なう 遺伝子保有大腸菌による

大規模食中毒が発生した。 遺伝

子保有大腸菌による食中毒は毎年

発生が続いており、患者が 人を

超える事例も多く、食中毒予防対策  
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が必要とされている。また、腸管凝

集付着性大腸菌 [EAEC](凝集付着性

因子 : aggR 遺伝子等の保有株 )や腸

管病原性大腸菌 [EPEC](細胞への局

在付着性因子 :eae 遺伝子等の保有

株 )による食中毒の発生も続いてい

る。これらの病原大腸菌による食中

毒においては、原因食品が不明であ

ることが多く、感染源(食材や食品)

が明らかになることはまれである。

これらの病原大腸菌の食品等の検

査法は国内外で確立されておらず、

一般的な大腸菌の検査法を用いて

実施されることが多く、効率的な検

査法が実施されていないことが危

惧される。食中毒細菌の食品汚染菌

数レベルは低いことがいわれてお

り、その食中毒細菌に適した検査法

が原因食品究明には重要である。 

本研究では、ゲノム情報を基に

各病原型に保存性の高い病原関連

遺伝子を同定する。その際、既知の

病原因子だけでなく、新規因子の同

定も試みる。病原因子の発現解析お

よび機能解析をおこない、検出指標

に適した病原関連遺伝子を既知・新

規因子を含め検討する。以上のよう

な研究を進めることにより、遺伝子

検出法を主とした病原性大腸菌の

効果的検査法の開発を目指す。 

本年度は、申請者らが既に収集

済み の 下 痢 症 患 児 由 来 大 腸 菌 (約

3,000 株 )を対象に、astA 遺伝子の

PCR スクリーニングを実施し、astA, 

eae, aggR 遺伝子陽性株を網羅的に

同定する。astA 遺伝子陽性株につい

て は 、 Multi-locus sequence 

analysis (MLSA)による系統解析を

行い、作成した系統樹を基にゲノム

解析に使用する株を 30 株程度選定、

MiSeq によりドラフトゲノム配列を

取得する。また、NCBI など公開デー

タベース上に存在する大腸菌ゲノ

ム配列情報から astA, eae, aggR 遺

伝子保有株のゲノム配列を網羅的

に取得する。前述の株と併せて大規

模ゲノム比較解析を行い、各病原型

で保存性の高い病原関連候補遺伝

子群を網羅的に抽出し、各病原型の

疫学マーカーとなりうる遺伝子を

選定することを目的とした。 

 

B．研究方法 

（1）下痢症患児由来大腸菌株からの

astA 遺伝子保有株の同定 

申請者の研究グループでは当

大 学 病院小 児科お よ び鹿児島県

内の小児科から、下痢症患児由来

の大腸菌株の収集を進めており、

現在までに約 3,000 株を収集して

いる。これらの株を対象に astA 遺

伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー ペ ア

(EAST1-F: 5’ -GCCATCAACACAGTA 

TATCC -3’; EAST1-R: 5’ -

GAGTGACGGCTTTGTA GTCC-3’)によ

る PCR スクリーニングを実施し、
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astA 遺伝子の保有頻度の検討お

よび保有株の同定を行った。 

（2）Random amplified PCR  

polymorphic DNA 法 (RAPD)を用いた

株多様性の検討  

項目（1）で同定した 194 株のう

ち、同一株の可能性が疑われる株

（同一日、同一病院からの分離株）

に つ い て 、 P1254 (5’ -

CCGCAGCCAA-3’), P1290 (5’ -

GTGGATGCGA-3’), P1252 (5’ - 

GCGGAAATAG-3’)の 3 プライマー

を用いた RAPD により検証した。 

（3）multi-locus sequence 

 analysis (MLSA)による進化系統解

析 

大腸菌のハウスキーピング遺伝

子 7 遺伝子（adk, gyrB, mdh, fumC, 

recA, purA, icd,; http://mlst. 

ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli）の内部配

列を PCR により増幅して配列決定

した後、各配列を連結（計 3,423 

bp）して clustalW によりマルチプ

ルアライメントを実施した。その

結果を、MEGA6 を用いて系統解析

を行い、Neighbour-joining 法によ

り系統樹を作成した。 

（4）進化系統の異なる株のドラフト

ゲノム解析 

項目（2）で作成した系統樹から比

較的系統の異なる 31 株を選定し、

MiSeq（Illumina）によるドラフトゲ

ノム配列取得を行った。具体的には

DNeasy Blood and tissue kit 

(Qiagen)を用いてゲノム DNA を精

製し、250-300 bp のショットガン

フラグメントライブラリーNextera 

XT DNA Sample Prep kit 

(Illumina)を用いて作製し、MiSeq

により解析した。得られたリード配

列は platanus_b_v1.3.1 を用いて

アセンブルした。 

（5）公共データベース上に登録され

た astA 遺伝子保有大腸菌株の網

羅的同定 

astA 遺伝子の局在を正確に把握

するため、NCBI データーベース上

に登録された完全長配列が決定さ

れた大腸菌株 9,065 株（2021 年 12

月現在）を解析対象とした。既知

の astA 遺伝子バリアント 9 種類

を query とした blastn 解析を行

い、遺伝子保有株を同定した。 

（ 6）抽出した astA 遺伝子保有株に

関する astA 遺伝子バリアントの

詳細な解析 

申請者が新たに決定したゲノム

解析株 31 株および NCBI データベ

ースから抽出した 713 株について、

既知の astA 遺伝子バリアントと

の相同性や局在、また、そのコピ

ー数について検討した。 

（7）astA 遺伝子保有ドラフトゲノム

解析株の進化系統解析 

ドラフトゲノム解析を行った 31

株と NCBI データベースから抽出
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した 713 株について、コア遺伝子

を用いたゲノム系統解析を行った。

進化系統解析は、各ゲノム配列を

DFAST でアノテーションした後、

Roary（アミノ酸配列相同性 80%以

上）によりコア遺伝子の抽出、ア

ライメントし、iqtree を用いて系

統 解 析 し た 。 系 統 樹 は iTOL 

(https://itol.embl. de)を用い

て作成した。 

（ 8）aggR 遺伝子保有 (typical)ある

いは非保有 (atypical)の腸管凝集

性大腸菌に特異的な病原関連遺伝

子の検索  

以前の研究において MiSeq によ

るドラフトゲノム解析が完了して

いる 31 株について、既知の EAEC

関連病原因子について tblastx 検

索を実施し、EAEC に共通するある

いは保存性の高い病原関連遺伝子

群の同定を行った。 

 

C．研究結果 

（1）下痢症患児由来大腸菌株からの

astA 遺伝子保有株の同定 

PCR による astA 遺伝子スクリー

ニングの結果、検証した 2,970 株

のうち 194 株（7.1%）において astA

遺伝子の保有が確認された。 

（2）RAPD 法を用いた株多様性の検討  

同一株の可能性が疑われる 47 組

について検証した結果、5 組が同

一パターンを示したこと。その結

果をうけ、それら 5 組からそれぞ

れ 1 株（計 5 株）を以降の解析か

ら除外した。 

（3）multi-locus sequence 

 analysis (MLSA)による進化系統解

析 

項目 (1), (2)で選定した 189 株

お よ び 参 照 株 と し て 大 腸 菌

phylogroup の各代表株に関して、

MLSA 解析を実施した。その結果、

astA 遺伝子保有株は大腸菌進化系

統の中で幅広い系統に存在してい

ることが明らかとなった（図 1）。 

（4）進化系統の異なる株のドラフト

ゲノム解析 

ドラフトゲノム解析の結果概要

を表 1 に示した。300 bp 以上の

scaffoldを総計したゲノムサイズ

は約 4.72 -5.51 Mb（平均 5.12 Mb）

であった。 

（5）公共データベース上に登録され

た astA 遺伝子保有大腸菌株の網

羅的同定 

2021 年 12 月現在、NCBI データ

ベース上に登録されていたゲノム

完全長配列が決定された大腸菌株

9,065 株のうち、既知の astA 遺伝

子バリアントもしくはそのホモロ

グを保有する株が 713 株同定され

た。 

（ 6）抽出した astA 遺伝子保有株に

関する astA 遺伝子バリアントの

詳細な解析 
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申請者が新たに決定したゲノム

解析株 31 株について、astA 遺伝

子バリアントの局在等の詳細を調

べた結果、プラスミド由来配列上

に存在するものと染色体由来配列

上に存在するものが検出され、そ

れ以外に contig が短すぎるため

に局在未同定のものも複数みられ

た。この局在未同定のものについ

ては、ゲノム上に同型のバリアン

トが複数存在するためと考えられ

た。NCBI データベースから抽出し

た 713 株では、染色体上、プラス

ミド上に astA 遺伝子バリアント

が局在していたが、バリアント型

ごとに染色体とプラスミドの分布

が異なるといった共通性は見られ

なかった。また、コピー数は 1 コ

ピーの株から最大 10 コピー保有

する株まで様々であった。ドラフ

トゲノム配列のみ取得した株につ

いては、コピー数の同定には至ら

なかった。解析の結果、astA 遺伝

子バリアントは既知の 8 種類を含

め、計 35 種類（図 2）存在するこ

とが明らかとなった。 

（7）astA 遺伝子保有ドラフトゲノム

解析株の進化系統解析 

Roary による解析からコア遺伝子

が 1,600 個同定され、アライメント

の結果、informative SNP は 42,536

個同定された。その結果を基に作成

した系統樹から、下痢症患児由来株

でドラフトゲノム解析を行った株が

幅広い系統にまんべんなく分散し、

系統間の偏りがないことが明らかと

なった（図 3, 4）。 

（ 8）aggR 遺伝子保有 (typical)ある

いは非保有 (atypical)の腸管凝集性

大腸菌に特異的な病原関連遺伝子の

検索  

EAEC の病原因子として知られて

いる凝集接着関連プラスミド（ pAA 

プラスミド）や線毛、各種毒素などに

ついて、その保有状況を調べた結果、

多くは線毛と毒素を少なくとも 1 つ

ずつ保有していることが分かった。

しかしながら、ドラフトゲノム配列

情報しかないため、当該遺伝子の局

在（例えば、同じプラスミド上に複数

の病原因子が存在するなど）に関し

ての情報を得ることは出来なかった。

また、線毛に関しては、既知のものと

アミノ酸配列相同性が 50-70%程度の

遺伝子が 3 種類同定された。 

（倫理面への配慮） 

  該当しない。 

 

D．考察  

本年度実施した下痢症患児由来

大腸菌（2,970 株）および NCBI デー

タ ベ ー ス 上 の 大 腸 菌 株 ゲ ノ ム

（9,065 株）における astA 遺伝子

保保有頻度の解析から、約 7.5%（907

株）が当該遺伝子を保有しているこ

と、さらに保有株は大腸菌進化系統
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の中で偏りがないことが明らかと

なった。加えて、astA 遺伝子バリア

ントが 35 種類存在し、その分布も

染色体とプラスミドでバリアント

による局在に差が見られないこと、

コピー数も株により多様であるこ

とも明らかとなった。これら astA

遺伝子バリアントの機能について、

実際の分離株を用いた実験を実施

予定であるが、今回行った 31 株の

ドラフトゲノム配列では、astA 遺伝

子のコピー数や局在の詳細まで把

握することが出来なかった。そのた

め、現在、MinION（Nanopore）を用

いて全ゲノム配列決定にむけた解

析を進めており、各株における astA

遺伝子に関する詳細を明らかにし、

機能解析へ繋げる予定である。ゲノ

ム情報を利用した疫学マーカーと

なりうる病原関連遺伝子の同定に

ついては、本年度の解析により、

astA 遺伝子保有株が多様な系統に

分布していることが判明したため、

全株に共通の因子を同定するのは

困難と思われた。そのため、系統ご

とに保存性の高い遺伝子を抽出し、

それらの組み合わせを利用した検

出系の構築を進める。それらが新規

因子の場合は、分離株を用いて当該

遺伝子の破壊株などを作製し、機能

解析を行う。 

また、EAEC に関しては、既知の

病原関連因子と相同性を示す遺伝

子を複数同定した。今後、これらの

遺伝子について新規病原関連遺伝

子の可能性を含め、今後、その病原

機構への関与を明らかにするため、

培養細胞に対する野生株と遺伝子

破壊株の感染実験やタンパク質局

在についての解析を進める。 

 

E．結論  

E. albertii の病原性大腸菌の各

病原型について、ゲノム情報を基に、

保存性が高く検出指標に適した病

原関連遺伝子の同定とそれを利用

した効果的検査法の開発を目指し

て解析を進めた。今年度は、臨床分

離株、保菌株における各病原型株

（主に astA 遺伝子保有株と EAEC）

の分布と既知の病原因子レパート

リーのの特性解明を中心に解析を

実施した。特に astA 遺伝子保有株

の解析では、そのの多様性や分布、

株間でのコピー数の違いなど、機能

を明らかにする上で検討すべき事

項が数多く同定された。次年度は、

MinION による全ゲノム配列情報の

取得を進め、より詳細な情報を基盤

として astA 遺伝子を含む病原関連

因子の機能解析を行うとともに、疫

学マーカーとなりうる遺伝子群の

同定を進め、その研究成果を学会お

よび国際雑誌等で報告することを

目指す。 
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F．健康危険情報  

国民に至急知らせた方がよい情報

に該当するものはない。 

 

G．研究発表  

１．論文発表  

なし 

２．学会発表  

なし 

 

H．知的財産権の出願・登録状況  

（予定を含む。） 

 

１．特許取得 

なし 

 

２．実用新案登録 

  なし 

 

３．その他  

  なし 
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図3. コア遺伝子を用いたastA遺伝子保有株（907株）の進化系統樹
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図2. 同定された35種類のastA遺伝子バリアントのマルチプルアライメント

論⽂投稿の都合に
より配列は伏せさ
せていただきます
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図4. コア遺伝子を用いたastA遺伝子保有株（907株）の進化系統樹
（拡大図）

青字は大腸菌進化系統のphylogroupを示している。
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表1. MiSeqを用いたastA遺伝子保有大腸菌31株の
ドラフトゲノム解析結果の概要
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