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研究要旨

保有大腸菌 の病原性究明と分離検出法開発のためゲノ

ム解析と細胞付着因子の特定、および特徴的な性状の探索を試みた。性

状の探索のため薬剤感受性試験、既存選択培地における発育状況等観察、

および による網羅的な炭素源分解能の測定を行

ったが分離検出に有用な性状は確認されなかった。付着因子特定のため

プラスミド導入株の作製と付着性の解析を行った結果、付着に関与する

遺伝子は染色体上に存在している可能性が示唆された。完全長配列を用

いた解析では食中毒事例株にのみ共通する病原性関連遺伝子は検出され

なかったが、系統解析においては、食中毒事例株が共通して に分

類されることが明らかとなり、 が 株における病原性系

統である可能性が示唆された。

研究協力者

国立感染症研究所 窪村亜希子、李 謙一 

地方衛生研究所等 

Ａ．研究目的

人に下痢等の消化器症状を引き

起こす下痢原性大腸菌は、保有す

る病原性因子等によって腸管出血

性 大 腸 菌 （

）、腸管毒

素原性大腸菌（

）、腸管 凝集性大腸菌

（

）等に分類される。 や

では特定の毒素遺伝子、 では

凝集性線毛のレギュレーター遺伝
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子等が分類の指標となる。しかし、

既存の下痢原性大腸菌分類には属

さないものの、集団下痢症事例の

起因菌として分離されることから

病原性が示唆される大腸菌も存在

する。そのうち、

（ ）をコードする遺伝子

（ ）を保有する大腸菌は、複数

の血清型で食中毒起因菌として報

告されている。 保有大腸菌に

ついては多様な血清型の大腸菌か

ら検出されることが知られている

が、前年度までの研究によりこれ

らが系統的に多様であることが判

明している。一方で、 保有大

腸菌の血清型のうち につ

いては、食中毒起因菌として最も

多く報告される血清型であり、さ

らに我々のこれまでの研究により

同血清型の食中毒事例由来株が培

養細胞に付着性を示すことが明ら

かとなった。そのため、本研究では

保 有 大 腸 菌 の う ち 血 清 型

の株に着目し、完全長配

列を使用したゲノム解析および細

胞付着因子の特定による病原性の

究明を行った。さらに、有用な分離

検出法の開発のため特徴的な生化

学的性状の探索も試みた。

Ｂ 研究方法

［１］食中毒由来大腸菌

株の系統解析

事例の食中毒事例由来株を含

む 株の 保有大腸菌

（表 ）の データ、および

公共のデータベース（ 、

）に登録されている同血清型

のシ ーク エ ンス デ ータ を使 用し

てコアゲノムから抽出した に

よる系統樹を作製した。さらに、

ゲノム解析により および各

下痢 原性 大 腸菌 に 関連 する 遺伝

子（ 、 、 、 ）の検出、

（

）による の検出も行った。

［２］完全長ゲノム配列の解析

遺伝子の局在場所の同定や、

特徴 的な ゲ ノム 構 造を 明ら かに

するために、 株および

株の完全長ゲノム配列を

決定した（表 ）。ロングリード

解析のための は、 一晩培

養液から、

を用いて抽出

した。抽出 を用いて

（ ）

にてライブラリー調整を行った。

得ら れた ラ イブ ラ リー のシ ーク

エンス解読を フローセル

および （ ）

にて行った。得られたロングリー

ドおよび、過去に解読したショー
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トリードを用いて、 お

よび を用いたハイブリ

ッドアセンブリを行い、完全長ゲ

ノム配列を決定した。決定した完

全長ゲノム配列を用いて、保有遺

伝子の による比較、

（

）、

薬剤耐性遺伝子の検索（

）

をおこなった。染色体 の

比較は （

）、 が存

在する巨大プラスミド の

比較は、 （

）によっ

て行った。

［３］プラスミド導入株の作製と

細胞付着性の解析

の完全長配列の解析

により確認された のプラ

スミド（ ）、および

のプラスミド（ ）

につい て 、 λ

シス テム に より 各 プラ スミ ドに

カナマイシン（ ）耐性遺伝子を

付与した後、プラスミドの抽出を

行った。抽出したプラスミドをエ

レク トロ ポ レー シ ョン 法に より

細胞非付着性の株（ ）へ導入

し、 添加 培地に塗抹するこ

とで プラ ス ミド 導 入株 のセ レク

ションを行った。作製したプラス

ミド導入株（

、 ）につい

て 細胞での細胞付着性の解析

を行 うこ と で付 着 に関 与す る遺

伝子 がプ ラ スミ ド 上に 存在 する

可能性について評価を行った。

［４］ 解析と遺伝子破壊株

の作製

上記 の解析によって、染色体

上に 付着 関 連遺 伝 子が 存在 する

可能性が示唆されたため、

解析を実施した（図 ）。まず、

についてトランスポゾ

ン（ ）挿入によるランダムな遺

伝子 破壊 株 ライ ブ ラリ ーを 作製

した。作製されたライブラリーを

に懸濁した菌液をサンプルと

して 細胞による付着性試験を

実施した。 時間の感染を行った

後、非付着株を除去するため

で 回洗浄、 添

加に より 取 得し た 細胞 溶解 液を

添加 培地にて ℃で 時

間培養後、取得した菌体から

の抽出を行った。 細胞接種前

のラ ンダ ム 破壊 株 から 抽出 した

サンプルを 、付着性試

験後 に回 収 した 菌 体か ら抽 出し

た サンプルを として

各サンプルについて 解析
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を実 施し シ ーク エ ンス デー タを

取得した。取得した各サンプルの

シークエンスデータを

の染色上から検出された の

遺伝子へマッピングを行い、さら

に を用いた解析

によ りマ ッ ピン グ デー タの 各遺

伝子のカウント数について、遺伝

子サ イズ の 違い に より 生じ る誤

差の修正、および値が に近いほ

ど必 須遺 伝 子で あ る可 能性 を示

す必 須性 指 数の 算 出を 行っ た。

および サンプルの

カ ウ ン ト 数 か ら 各 遺 伝 子 の

の値を算出し、必須

性指 数に つ いて は グラ フ化 する

こと で必 須 遺伝 子 と非 必須 遺伝

子の境界値の推定を行った。

［５］薬剤感受性試験

株の 保有大腸菌株を対

象に の薬剤（表 ）についてデ

ィス ク拡 散 法に て 薬剤 感受 性試

験を実施した。 耐性が確認さ

れた株については、 解析によ

り 産生遺伝子の検出状況の

確認も行った。

［６］生化学的性状試験

株（集発由来株および

非集発由来株）、 株、

株、 につい

て 、 、 、 、 、

クロモアガー 、 、

の各培地に画線塗抹を行い、

発育 状況 や コロ ニ ーの 色調 等観

察 を 行 っ た 。 さ ら に 、

社 の 、

プレートにより 種類の炭

素源利用能の測定を行った。方法

は取扱説明書に準拠し、結果の判

定は プレ ー トリ ー ダー によ る各

ウェ ルの 吸 光度 の 測定 およ び目

視に よる 色 調変 化 の確 認に より

行った。

Ｃ．研究結果

［１］食中毒由来大腸菌

株の系統解析

の抽出結果から最尤法によ

り作製した系統樹、および と

各遺伝子保有状況について図 に

示した。 株は 種類の

に分類されたが、解析を行っ

た多くの株は に分類され、

一方で 事例の食中毒由来株はい

ず れ も に 分 類 さ れ た 。

の系統には日本以外にも

複数 の国 か ら分 離 され た株 が含

まれていた。 および下痢原性

大腸菌（ 、 、 ）に関

連する遺伝子は と

の両 方の 系 統の 株 から 検出 され

た。

［２］完全長ゲノム配列の解析

染色体のサイズは、 で
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は から 、 で

は であった（表 ）。保有

プラスミドは１から 種であり、

全ての菌株において 以上

の巨 大プ ラ スミ ド の保 有が 認め

られた。 遺伝子は染色体また

は巨大プラスミド上に から コ

ピー認められた。 では

保有プラスミド上に多数の

薬剤 耐性 遺 伝子 が 認め られ た。

では染色体上に薬剤耐性遺

伝子が存在した。 の比較を行

ったところ、染色体上に食中毒株

特異 的な 領 域は 認 めら れな かっ

た（図 ）。病原遺伝子島の検索か

らは、莢膜関連遺伝子（ 等）

および 型分泌装置関連遺伝子

群が 外来 遺 伝子 と して 検出 され

た。 を保有するプラスミドの

比較 を行 っ た結 果 、食 中毒 由来

および では類似

した プラ ス ミド を 有す るこ とが

明らかとなった（図 ）。一方、散

発下痢症由来で を有する株

（ ）では、類似したプラ

スミドは認められなかった。同プ

ラスミドに共通する特徴は、 型

分泌装置関連遺伝子群（染色体上

に存在する遺伝子とは異なる）お

よび オペロンの存在であった。

［３］プラスミド導入株の作製と

細胞付着性の解析

の各プラスミド導入

株（ 、

）の 細胞への付

着性 試験 に つい て はい ずれ も非

付着性であった（図 ）。そのため、

付着 に関 与 する 遺 伝子 は染 色体

ゲノ ム上 に 存在 す る可 能性 が示

唆された。

［４］ 解析と遺伝子破壊株

の作製

により取得したシークエ

ンス デー タ につ い て染 色体 ゲノ

ム 上 へ マ ッ ピ ン グ と

による解析を行った。

の値と遺伝子数の

グラフ化により、 と

で差が認められないことから を

示す遺伝子が最も多く（ 種類）

検出された（図 ）。さらに必須

性指 数と 遺 伝子 数 のグ ラフ 化に

より、必須及び非必須遺伝子によ

り示 され る 二峰 性 のグ ラフ から

その最低値の 以上が非必須遺伝

子である可能性が示唆された（図

）。染色体上の の遺伝子

のうち の値が

以下となる遺伝子は 種類、

そのうち必須性指数が 以上の遺

伝子は 種類存在した（図

）。

［５］薬剤感受性試験

保有株 株を対象に 薬

− 119 −



 

剤に 対す る 感受 性 試験 を実 施し

た結果、 については 事

例のうち 事例で同一耐性パター

ンを示した（表 ）。さらに 事例

の食中毒由来株のうち 事例はア

ンピシリン耐性を示し、 耐性

であった 株からは が検

出された。

［６］生化学的性状試験

大腸菌 の各事例株等に

ついて 種類の培地へ画線塗抹を

行い 発育 状 況や コ ロニ ーの 色調

について観察を行った結果、大腸

菌 は 添加培地に発育

しないことが確認され、発育が確

認さ れた 培 地の コ ロニ ーに つい

て特 徴的 な 性状 は 認め られ な か

っ た 。 ま た 、

による炭素源利用能

の測定結果では、 基礎

培地 等へ の 添加 に より 容易 に作

成可 能な 分 離培 地 の開 発を 目的

としているため、炭素源のうち糖

に着目して評価を行ったが、条件

に合うものは確認されなかった。

Ｄ．考察

本研究では 保有大腸菌のう

ち食中毒起因菌として複数回報告

されている血清型である

の株に着目し解析を行った。分離

検出法開発を目的とした特徴的な

性状等探索では、簡便な検出法に

利用可能な性状等は検出されなか

った。一方で、病原性究明を目的と

したゲノム解析や表現型の解析で

は有用なデータを取得することが

できた。

株が示す 結果の

うち が病原性系統である可

能性が示唆された。さらに、昨年度

から実施している細胞付着性の解

析においても、 事例の食中毒事例

由来株（ ）のみが細胞付着性

を示したことも病原性系統を示唆

する裏付けとなっている。また、公

共データベース上の の株に

は、日本以外の複数の国における

分離株が含まれていたことから、

集 団 下 痢 症 の 起 因 菌 と な る

株は国外においても分布

している可能性が示唆された。し

かし、完全長配列によるプラスミ

ドや染色体の比較では、 事例の食

中毒事例由来株のみが共通して保

有する既知の付着関連遺伝子や病

原性関連遺伝子は確認されなかっ

た。そのため、病原性解明や付着因

子特定のためには、検出された既

知の病原性遺伝子の詳細な解析、

あるいは未特定の病原因子にも着

目して解析を続ける必要性がある。

保有大腸菌 の付

着に関与する遺伝子は染色体上に
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存在する可能性が示唆された。し

かし、 の染色体上には

種類の遺伝子が確認され、そ

のうち の値が より

少ない値となる遺伝子は 種

類存在した。付着因子特定を行う

には、今後、抽出した各遺伝子の破

壊株等作製など追加の解析が必要

となってくることから、より可能

性が高い遺伝子を抽出するための

条件設定が重要となる。必須性指

数については、今回の解析により

値が 以上の遺伝子が非必須遺伝

子である可能性が高いことが確認

されたが、 値につい

ては指標となる数値が現時点で存

在しない。しかし、本研究により

が保有する と

のプラスミドは 細胞へ

の付着性には関与していないこと

が示唆されたことから、 デ

ータをこれらプラスミド上の遺伝

子にマッピングし、同様の解析を

行うことで、抽出条件設定に有用

なデータが取得される可能性があ

る。今後、遺伝子破壊株の作製とそ

の解析等により、本菌の付着因子

が特定されれば、各検査機関で利

用可能となる簡便な検出系の確立

が可能となることから、引き続き

解析を行うことが重要であると考

えられる。

結論

血清型が である

陽性大腸菌に着目した解析により、

が病原性系統である可能性

が示唆された。本菌の病原性究明

のためには、引き続き付着因子の

特定や病原性関連遺伝子の詳細な

解析を行う必要性がある。
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図1  BLAST atlas による O166:H15 およびO7:H4 完全長ゲノム配列の比較 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2. astA 保有プラスミドの完全長配列比較 
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図1  BLAST atlas による O166:H15 およびO7:H4 完全長ゲノム配列の比較 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2. astA 保有プラスミドの完全長配列比較 
 

  

 
図 3. Tn-seq解析法を用いた細胞付着因子特定の概要 
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図4. astA保有大腸菌O166:H15 の系統解析と各食中毒事例株の系統 
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図4. astA保有大腸菌O166:H15 の系統解析と各食中毒事例株の系統 
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図 5. JNE21-003（A）および DH10B に JNE21-003のプラスミドを導入した
DH10B/ JNE21-003-1（B）と DH10B/ JNE21-003-2（ ）の  HO
細胞における付着性試験結果 
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図 6 . Tn-seq データを JNE21-003染色体上の遺伝子にマッピング後の各
  t  t/in  t値の遺伝子数（A）、各必須性指数の遺伝子数（B）および
  t  t/in  tが 0.9以下の遺伝子数と合計 
 

 

 

  

output/input 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 合計
遺伝子数 57 2 8 29 8 67 57 128 284 554 1194
EI*8以上の遺伝子数 38 2 7 13 7 44 50 104 268 545 1078
*EI, 必須性指数
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表 . 系統解析に使用した株
分類（株数） ID 血清型 由来
non-EHEC (10) JNE070796 O166:H15 食中毒事例（   ）

JNE070801 O166:H15 食中毒事例（   ）
JNE21-003 O166:H15 食中毒事例（   ）
JNE21-004 O166:H15 食中毒事例（   ）
JNE21-005 O166:H15 食中毒事例（   ）
JNE21-006 O166:H15 食中毒事例（   ）
JNE21-007 O166:H15 食中毒事例（   ）
JNE21-008 O166:H15 食中毒事例（   ）
JNE21-009 O166:H15 食中毒事例（   ）
C123 O166:H15 動物由来

EHEC (5) JNE181928 O166:H15 散発下痢症（宮城 ）
JNE162304 O166:H15 散発下痢症（大阪府）
JNE101305 O166:H15 散発下痢症（愛知 ）
JNE192196 O166:H15 健康者（香川 ）
JNE192777 O166:H15 健康者（山梨 ）
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表3. 薬剤感受性試験に使用した薬剤
略記 薬剤名
AM Ampicillin
ST Sulfamethoxazole and trimethoprim
TC Tetracycline
NA Nalidixic acid
SM Streptomycin
CP Chloramphenicol
GM Gentamicin
CTX Cefotaxime
CFX 　　 Cefoxitin
KM Kanamycin
CPFX Ciprofloxacin
FOM Fosfomycin

表 . 各供試株の薬剤感受性パターンとE BL産生遺伝子
血清型 non-EHEC

/EHEC
自治体 株数 耐性パターン E BL産生遺伝子

O166:H15 non-EHEC    2
non-EHEC    2 AM-ST-TC-NA-SM-GM
non-EHEC    1 AM-ST-TC-NA-SM-GM
EHEC 宮城 他 4
EHEC 山梨 1 AM-ST-TC-NA-SM-CP-CPFX

O7:H4 non-EHEC    2 AM-CTX bla CTX-M

non-EHEC 東京都 1 TC
EHEC 鹿児島 1 AM-ST-TC-NA-SM-CP

O169 :H45 non-EHEC    1 AM
OgGp9:H18 non-EHEC    1
OgGp7 :H6 non-EHEC    1 AM-CTX bla CTX-M
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