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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、昨年度に同定した配列上完全な 遺伝子

バリアントを保有する 株について、各バリアント保有株に共通する

病原因子の同定を試みた。しかしながら、同一バリアントが大腸菌進化

系統に分散して存在することが判明し、共通因子の同定が困難であるこ

とが明らかになった。そのため、特に集団感染事例由来株について、共

通して保有する遺伝子バリアントや病原関連遺伝子等の同定を行い、

遺伝子バリアントに共通性はないものの、 や

などβ ラクタム系に対する耐性遺伝子を保有頻度が高いことを明ら

かにした。また、コピー数の多い臨床的に重要と考えられるバリアント

種類（ ）について、 遺伝子のみの高発現株を

用いて 細胞への細胞障害性の解析を行ったが、有意な病原性は検出

出来なかった。また、試験的に実施したカイコへの感染実験による病原

性評価においても有意な結果は得られなかった。ここで、 遺伝子は

挿入配列である の （ ）遺伝子の内部にコード

されていることから、 が転移する際に の発現と連動して発

現する可能性もあり、今後は の転移条件やそのメカニズム挙動と

併せて病原性を評価する必要がある。また、 遺伝子がゲノム上の他

の因子と協調的に働く可能性についても併せて今後検討する必要がある。
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Ａ．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

中毒予防対策が必要とされている。

ま た 、 腸 管 凝 集 付 着 性 大 腸 菌

（凝集付着性因子 遺

伝子等の保有株）や腸管病原性大

腸菌 （細胞への局在付着性

因子 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、 年度に同定した配

列上完全な 遺伝子バリアント

を保有する 株について、各バ

リアント保有株に共通する病原因

子を同定し、臨床的に重要と考え

られる 遺伝子バリアントにつ

いて機能解析を行うことを目的と

した。

Ｂ 研究方法

［１］配列上完全な 遺伝子保

有 株に共通する因子の同定

昨年度に同定した配列上完全な

遺伝子バリアントを保有す

る 株について、 を用い

た のクラスタリングを行い、

各バ リア ン トに の み共 通な 遺伝

子の抽出を試みた。

［２］集団感染事例由来株に共通

する 遺伝子バリアントおよ

び病原関連遺伝子の同定
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集団感染事例由来株について、

遺伝子バリアントの共通性

およ び共 通 の薬 剤 耐性 遺伝 子や

病原関連遺伝子の同定を試みた。

薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の 同 定 に は

を用いた。

［３］主要 遺伝子バリアント

の機 能解 析 のた め のク ロー ニン

グ

昨年度同定した主要な 遺伝

子バ リア ン トの 機 能を 明ら かに

するため、 プロモーターで制御

可 能 な 発 現 ベ ク タ ー

（ ）

を用い、 末端に タグが付

加されるようクローニングした。

具体的には 、 、 を

それぞれ （

）

（

）

、

（

） 、

（

）

（

）

のプライマーペアを用いて

（ ）で

増幅した。 ベクターお

よび上記の 産物を制限酵素

と で処理し、

（ ）でライゲーションし

た後、コンピテントセル大腸菌

αへ形質転換した。得られた

形質転換体について、ベクター

挿入部位の配列確認を行った後、

各 遺伝子バリアントがクロ

ー ニ ン グ さ れ た ベ ク タ ー を

（ ）を用いて精製し、

ポリメラーゼ遺伝子を持つ

発現用 （ ）

（ ）へ再度形質

転換して、目的タンパクの発現

および機能解析のための形質転

換体を作製した。

［４］培養細胞への感染実験によ

る 遺伝子バリアントの細胞

毒性試験

細胞を 培地、 、

37˚C 条件下で まで培
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養した。項目（ ）で作成した形質

転換体と ベクターのみを入

れた形質転換体（陰性コントロー

ル）を 培地で培養し、 で

蛋白質発現誘導した後、その遠心

上清 µ を 細胞へ添加し

て 時間反応させた。その後、

で細胞剥離

した後、 で洗浄、トリパンブ

ルー 染色 を 行っ て 血球 計算 盤に

より生細胞数をカウントした。ま

た、比較対象として、 培地

µ のみを 細胞へ添加し、上

記と同様の処理を行った。

［５］カイコへの感染実験による

病原性解析法の確立

カイコ（ ）、 系統

を人工飼料である

（日本農産工）を用い、25˚C 条件

下で 齢 日あるいは 日まで飼

育した。 遺伝子バリアントの

形質転換株と大腸菌 非病原

株（陰性コントロール）について

生 理 食 塩 水 を 用 い て

µ の菌液を作成し、

シリンジで µ ずつ体液内投与

し、 時間後に生死を判定した。

Ｃ．研究結果

［１］配列上完全な 遺伝子保

有 株に共通する因子の同定

各バリアントの共通因子の同定

を進めたが、同一バリアントが複

数の 大腸 菌 進化 系 統に 分散 して

存在すること、また、各バリアン

トの 周辺 構 造に も 共通 性が 見ら

れなかったことから、共通因子を

同定することは出来なかった。

［２］集団感染事例由来株に共通

する 遺伝子バリアントおよ

び病原関連遺伝子の同定

株 で は プ ラ ス ミ ド 上 に

遺伝子バリアントが同定さ

れたが、株によりタイプが異なっ

ていた。 株では、染色体

上に を複数コピー保有するも

のが多かったが、プラスミド上の

ものはタイプが異なり、プラスミ

ド構造も異なるものであった（表

）。それ以外の血清型については、

遺伝子バリアントの種類も

多様であり、共通性はみられなか

った（表 ）。また、それらをコー

ドす るプ ラ スミ ド の種 類も 異な

っていた。また、耐性関連遺伝子

については、全ての株ではなく、

その局在も プラスミドとは

異なるものの、β ラクタム系に

対す る耐 性 遺伝 子 の保 有率 が高

かった。

［３］主要 遺伝子バリアント

の機 能 解析 の ため のク ロ ーニ ン

グ

遺伝子バリアント由来蛋白
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質の精製・機能解析を行うため、

末端に タグが付加され

るように ベクターヘのクロ

ーニングを行った。

［４］培養細胞への感染実験によ

る 遺伝子バリアントの細胞

毒性試験

培地に µ の 培地を添

加したものを として生存率

を算定した結果、 ベクター

単体（陰性コントロール）と

遺伝 子バ リ アン ト の形 質転 換体

（過剰発現株）はいずれも 前

後の生存率を示し、細胞毒性に有

意差は見られなかった（図１）。

［５］カイコへの感染実験による

病原性解析法の確立（予備的な解

析）

大腸菌 非病原株（陰性コン

トロール）と 遺伝子バリア

ントの形質転換株（高発現株）は

いずれも生存率が であり、

個の菌数では 遺伝子バ

リア ント に よる 致 死活 性は 見ら

れなかった（表 ）。

Ｄ．考察

本 年 度 実 施 し た 配 列 上 完 全 な

遺伝子バリアントを保有する

大腸菌株 株に関する解析から、

同一バリアントが複数の大腸菌進

化系統に分散して分布すること、

また、同じバリアントでもその周

辺構造に共通性がないことも多い

ことが判明し、各 遺伝子バリ

アントに共通する疫学マーカーと

なる遺伝子の同定が困難であるこ

とが明らかとなった。集団感染由

来株に特化して 遺伝子バリア

ントの共通性の有無や共通する薬

剤耐性遺伝子・病原関連遺伝子の

検索も実施したが、集団感染由来

株が共通して保有する 遺伝子

バリアントの同定することは出来

なかった。また、薬剤耐性遺伝子に

関しては、β ラクタム系に対する

耐性遺伝子の保有頻度が高いこと

が明らかとなったが、全てに共通

するものは見られなかった。

コピー数の多い臨床的に重要と

考えられるバリアントについての

病原性に関する解析では、高発現

株の培養上清を用いた細胞毒性試

験ならびにカイコを用いた感染実

験のいずれにおいても、有意な結

果は得られなかった。しかしなが

ら、 遺伝子は挿入配列である

の （ ）

遺伝子の内部にコードされており、

が転移する際に の発

現と連動して発現する可能性もあ

ること、また、ゲノム上の他の因子

と協調的に働く可能性も否定でき

ないことから異なる研究アプロー
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チを検討する必要がある。

今後は、 遺伝子が の

内部にコードされており、

の転移と連動して発現する可能性

もあるため、 を含めた領域

をクローニングし、転移条件やそ

のメカニズム挙動と併せて病原性

を評価する。また、 遺伝子が

ゲノム上の他の因子と協調的に働

く可能性についても併せて検討し、

同定された場合には新たに疫学マ

ーカーとして追加した検出系を構

築する。

結論

遺伝子陽性大腸菌に関して、

全ゲノム情報を基に、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、配列上完全な

遺伝子バリアントの保有株に共通

する疫学マーカーとなりうる遺伝

子の同定を試みた。しかしながら、

同一バリアントが複数の大腸菌進

化系統に分散して分布すること、

また、同じバリアントでもその周

辺構造に共通性がないことも多く、

共通遺伝子を同定することが出来

なかった。集団感染事例由来株に

特化した 遺伝子バリアントの

共通性の有無や共通する薬剤耐性

遺伝子の解析からも共通して保有

する 遺伝子バリアントの同定

することは出来なかった。重要と

思われるバリアントについては、

遺伝子クローニングを行うまでし

か進まなかったため、また、薬剤耐

性遺伝子に関しては、β ラクタム

系に対する耐性遺伝子の保有頻度

が高いことを明らかに出来た。臨

床的に重要と考えられる 遺伝

子バリアントに関して、培養細胞

およびカイコを用いた病原性に関

する解析では、明確な病原性を検

出することが出来なかった。

遺伝子のバリアント多様性と大腸

菌進化系統における分布の特徴に

関しては、今年度中に研究成果を

国際雑誌等で報告する予定である。

健康危険情報

なし

研究発表

（誌上発表）

（投稿予定）

（学会等発表）
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図 1  HeLa 細胞を用いた細胞毒性試験結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

細細胞胞をを⽤いいたた細細胞胞毒毒性性試試験験
〔培養細胞〕 細胞
〔使⽤菌株〕E. coli astA 過剰発現株

E. coli 空ベクター 陰性コントロール
〔⽅法〕 細胞を 培地 ˚ で に培養

前培養︓菌を 培地で 時間振とう培養
本培養︓菌液を新しい に で植え継ぎ 時間培養

誘導︓ を 添加して 時間発現誘導
菌液を 処理し、遠⼼上清 µを 細胞へ添加して 時間培養

で細胞剥離し で洗浄後、トリパンブルー染⾊
⾎球計算盤で⽣細胞数をカウント “ µ ”処理を として⽣存率を算定

空ベクター株と過剰発現株の細胞⽣存数に差は⾒られなかった。
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表１ 血清型 O166 および O7 株関連の astAおよび薬剤耐性遺伝子分布 

 

表２ それ以外の血清型株の astAおよび薬剤耐性遺伝子分布 

 

表３ カイコ感染実験による病原性解析結果 

 

〔〔 予予備備実実験験〕〕 カカイイココ感感染染実実験験にによよるる病病原原性性解解析析法法のの構構築築

〔使⽤カイコ系統および齢〕カイコ Bombyx mori 系 齢 ⽇ ⽇個体
〔使⽤菌株〕E. coli astA 過剰発現株

S. 株 株（菌⾎症集積事例由来株）
E. coli ⾮病原株 株 陰性コントロール

〔⽅法〕 ⼈⼯飼料を⽤いて、カイコを卵から 齢 ⽇ ⽇まで飼育（ ˚ 条件）
前培養︓感染前⽇に菌株を 培地で⼀晩振とう培養（ ˚ ）
本培養︓新しい 培地に 約 になるよう植え継ぎ、 時間培養
菌液を ⽣理⾷塩⽔で置換し、 µ に希釈

シリンジで µずつ体液内投与
˚ の飼育環境で経過観察し、 時間後に⽣死を判定

⾮病原株
株名 ⽣理⾷塩⽔ プロトタイプ
⽣
死
合計
致死率

S.
astA過剰発現株

E. coli
­
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