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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。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 株を選定して完全長ゲノム配列

取得を行った。また、公共データベース上の完全長配列決定大腸菌株（約 株）の中から、 株の 遺

伝子陽性株を抽出し、計 種類の 遺伝子バリアント（ ）を同定した。保有株数の多い主要な

遺伝子バリアントは 、 、 、 、 、 であること、また、それらとは別に 遺伝子の断片

を持つ株が 株存在することを明らかにした。各バリアントの についての解析から、

は などにより不完全であると考えられ、多数の株が保有し配列上完全なバリア

ントは 、 、 の 種類と推定された。これら 種類のバリアントについて、 遺伝子高発現株

を用いて 細胞への細胞障害性の解析、カイコへの病原性評価を実施したがいずれも有意な結果は得られな

かった。 がコードされた挿入配列 は構造的に であることが判明

し、これらのバリアントが今後、ゲノム上でのコピー数増加に関わる可能性が示唆された。配列上完全な

遺伝子バリアントを保有する 株について、共通する病原因子の同定を試みたが、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、共通する遺伝子バリアントや病原関連遺伝子等の同定を行った結果、 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。

．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
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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

査法の開発を最終目標とする。

．研究方法

［１］下痢症患児由来大腸菌株から

の 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

株を収集している。これらの株

を対象に 遺伝子特異的プライマ

ー ペ ア ’

’

’

’ による スクリーニング

を実施し、 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］

法 を用いた

株多様性の検討

項目［１］で同定した 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 、 ’ ’

’ ’

’ ’ の プライマ

ーを用いた により検証した。

［３］

による進化系統解

析

大腸菌のハウスキーピング遺伝子

遺伝子（

）の内部配列を により増幅して

配列決定した後、各配列を連結（計

）して によりマル

チプルアライメントを実施した。そ

の結果を、 を用いて系統解析を

行い、 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（ ）で作成した系統樹から比

較的系統の異なる 株を選定し、

（ ） お よ び

（ ）による完全長ゲノム配

列取得を行った。具体的には

を用

いてゲノム を精製し、

のショットガンフラグメントライブ

ラリー

を 用 い て 作 製 し 、

により解析した。また、長鎖ゲ

ノ ム は

（ ）を用いて精製し、短鎖

を除去したのち、 で解析

した。得られたロングリード配列を

リ ー ド 配 列 と と も に

でハイブリッドア

センブルした。
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［５］公共データベース上に登録さ

れた 遺伝子保有大腸菌株の網羅

的同定

遺伝子の局在を正確に把握す

るため、 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 株（ 年 月現在）

を解析対象とした。既知の 遺伝

子バリアント 種類を とした

解析を行い、遺伝子保有株を

同定した。

［６］同定した 遺伝子保有株（鹿

児島株 株と公共 由来 株、

計 株）に関する 遺伝子バリ

アントの詳細な解析

項目［４］で得られたゲノム配列を

元に、既知の 遺伝子バリアント

との配列比較を行い、それらのゲノ

ム上での局在・コピー数について検

討した。また、 遺伝子はトラン

ス ポ ゾ ン の 一 種 で あ る 挿 入 配 列

の内部にコードされているた

め、 の構造的特徴をもとに転

移能の有無を検討した。

［７］ 遺伝子保有株の進化系統

解析と 遺伝子バリアントの分布

計 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 で

アノテーションした後、 （アミ

ノ酸配列相同性 以上）によりコア

遺 伝 子 の 抽 出 、 ア ラ イ メ ン ト し 、

を用いて系統解析した。系統

樹は

を用いて作成した。同定された

遺伝子バリアントを系統樹上にマッ

プし、系統と分布の関連を解析した。

［ ８ ］ 異 な る 系 統 に 存 在 す る 同 一

遺伝子バリアント周辺のゲノム

構造比較

株のコア遺伝子ゲノム系統解

析結果において、異なる系統に同一

バリアントがあり、その局在がプラ

スミドであったものについて、プラ

スミド構造を比較し、同一プラスミ

ドによる水平伝播の可能性を検証し

た。具体的には各株からバリアンド

が局在するプラスミドの配列を抽出

し 、 の

機能を用いて比較

した。

［９］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。

［ ］集団感染事例由来株に共通す

る 遺伝子バリアントと病原関連

遺伝子の同定

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。

［ ］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

（

） （
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）

（

）

（

） （

） 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。

［ ］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 まで培養し

た。項目［３］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 50µl 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 50µl のみを

細胞へ添加し、上記と同様の処理を

行った。

［ ］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 cells/50µl の菌液を作成し、

シリンジで 50µl ずつ体液内投与

し、 時間後に生死を判定した。

［ ］ 遺伝子保有 ある

いは非保有 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 によるド

ラフトゲノム解析が完了している

株について、既知の 関連病原因

子について 検索を実施し、

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。

．研究結果

［１］下痢症患児由来大腸菌株から

の 遺伝子保有株の同定

による 遺伝子スクリーニ

ングの結果、検証した 株のう

ち 株（ ）において 遺伝

子の保有が確認された。

［２］ 法を用いた株多様性の検

討

同一株の可能性が疑われる 組に

ついて検証した結果、 組が同一パタ

ーンを示したこと。その結果をうけ、

それら 組からそれぞれ 株（計
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株）を以降の解析から除外した。

［３］

による進化系統解

析

項目［１］、［２］で選定した 株

お よ び 参 照 株 と し て 大 腸 菌

の 各 代 表 株 に 関 し て 、

解析を実施した。その結果、

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。

［４］進化系統の異なる鹿児島大保

有 遺伝子保有 株の完全長ゲ

ノム配列解析

と の各リード配列を

ハイブリッドアセンブルした結果、

株の完全長ゲノム配列を取得する

ことが出来た。その他の株について

は、類似したファージなどの挿入が

あったためか、染色体を環状にする

ことが出来なかった。ゲノムサイズ

は約 （平均 ）

であった。

［５］公共データベース上に登録さ

れた 遺伝子保有大腸菌株の網羅

的同定

年 月現在、 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

株のうち、既知の 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 株同定された。

［６］抽出した 遺伝子保有株に

関する 遺伝子バリアントの詳細

な解析

遺伝子バリアントは既知の

種類を含め、計 種類存在すること

が明らかとなった。

各バリアントの遺伝子構造：

は

などにより不完全であると考

えられたが、それ以外は配列上完全

な構造であった。また、 ’末端領域

が完全に欠失している 遺伝子も

見られた。

各バリアントの保有株数：保有株

数 の 多 い 主 要 な バ リ ア ン ト は

（ 株）、 （ 株）、

（ 株）、 （ 株）、 （ 株）、

（ 株）であり、それ以外は 株

未満であった。また、 ’末端領域が

完全に欠失した 遺伝子は 株

で検出された。

各 バ リ ア ン ト の ゲ ノ ム 局 在 ：

は染色体（ 株）およびプ

ラスミド（ 株）のどちらにも多く

局在していたが、それ以外の主要バ

リアントも含めた他のバリアントの

ほとんどが染色体かプラスミドのど

ちらかへの局在を示した。

株あたりの各バリアントのコピー

数： 保有株では、複数コピ

ー保有する株が 株中 株（ ）

存在し、 株で最高 コピー保有す

る株が見られたが、他のバリアント

では、最高でも コピー保有する株

が 株あるいは 株存在するのみで

あった。

各バリアントが存在する挿入配列

の構造：

の 種類のバリアントをコ

ードする は な構造で

あった。それ以外の 種類は の

転移酵素をコードする遺伝子が欠損

しているため機能しない、あるいは

の ’末端や ’末端が欠失してい

た。

［７］ 遺伝子保有ドラフトゲノ

ム解析株の進化系統解析

による解析からコア遺伝子

が 個同定され、アライメント

の結果、 は

個同定された。その結果を基に作成

した系統樹に 遺伝子バリアント
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の分布をマップした。その結果、バリ

ア ン ト の 多 く は 大 腸 菌 の 進 化 系 統

（ ）に偏りなく散

在していることがわかった。また、 ’

末端領域が完全に欠失している

遺伝子は進化系統 と に多くみら

れた。

［ ８ ］ 異 な る 系 統 に 存 在 す る 同 一

遺伝子バリアント周辺のゲノム

構造比較

異なる系統に同一の 遺伝子バ

リアントが検出され、当該バリアン

トがプラスミド上にコードされてい

る場合、プラスミドを介した水平伝

播が想定されるため、その可能性を

確認する目的で該当株のプラスミド

構造を比較した。一例として、バリア

ント は異なる系統に属する 株

が保有し、全てプラスミド上にコー

ドされていることが判明している。

そのため、これら 株において

遺伝子をコードしているプラスミド

の構造比較を行った。その結果、①の

グループに属する 株のプラスミド

は非常に類似性が高いことが判明し

たが、①②③のグループ間では部分

的な類似性しか検出されなかった。

［９］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。

［ ］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。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。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。

［ ］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

種類の 遺伝子バリアント

がコードするアミノ酸配列を比較し

た結果、 を含む 種類は同

じ配列であったが、それ以外は配列

多様性を認めた。このことから、集団

感染事例由来株で保有頻度が高い、

また、全株の中でも比較的保有頻度

の高い に焦点を

当て、その病原性を検討することと

した。 遺伝子バリアント由来蛋

白質の精製・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。

［ ］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 50µl 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。

［ ］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）
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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。

［ ］ 遺伝子保有 ある

いは非保有 の腸管凝集性

大腸菌に特異的な病原関連遺伝子の

検索

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（ 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 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 程度の

遺伝子が 種類同定された。

．考察

本研究では、 遺伝子保有株を

中心に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

し、新規因子に関しては機能解析を

おこない、検出指標に適した病原関

連遺伝子を網羅的に抽出することで、

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行うこと

を目的として研究を進めた。

申請者の研究グループがこれまで

に当大学病院小児科および鹿児島県

内の小児科から収集した下痢症患児

由来大腸菌（ 株）および

デ ー タ ベ ー ス 上 の 大 腸 菌 株 ゲ ノ ム

（ 株）における 遺伝子保

保有頻度の解析から、約 （ 株）

が当該遺伝子を保有していること、

遺伝子バリアントが 種類存

在することを明らかにした。また、計

株の 遺伝子保有大腸菌株に

関して、 種類の遺伝子バリアント

の詳細な解析を行った結果、①保有

株数の多い主要なバリアントは

（ 株）、 （ 株）、

（ 株）、 （ 株）、 （ 株）、

（ 株）であること、②バリアン

ト は欠損してお

り、不完全であると考えられること、

③各バリアントの局在は

を除き、プラスミドあるいは染色体

のいずれかであること、④

を除いて、 株あたりにマルチコピー

存在するバリアントはほとんどない

こと、⑤ ’末端が完全に欠損してい

る 遺伝子を保有する株を含める

と ほ と ん ど の 大 腸 菌 進 化 系 統

（ ）

に偏りなく散在していることがわか

った。加えて、⑥株間のプラスミド比

較から、同一バリアントをコードし

ているプラスミド構造にも共通性が

低いこと、⑦

の 種類のバリアントをコード

する挿入配列 は な構

造であるがそれ以外は欠損しており、

転移能を持たないと考えられること

も明らかとなった。これらのことか

ら、 遺伝子を保有する株を特異

的に検出する疫学マーカーとなる遺

伝子を同定するのは困難であること、

また、単に全ての 遺伝子バリア

ントを同定する現在用いられている

等の検査法では、不完全なバリア

ントも検出してしまうため、実際に

病原性に寄与しているバリアントの

みを識別出来る検査法が必要である

ことが示唆された。また、臨床的・疫

学的に重要なバリアントとそうでな
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いものを識別する必要性もあること

が明らかとなった（今年度中に論文

投稿予定）。

配列上完全な 遺伝子バリア

ントを保有する大腸菌株 株に限

定して解析を進めたが、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は困難であっ

た。そのため、集団感染由来株にさら

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

したところ、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が、

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。

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

研究アプローチを検討する必要があ

ると考えられた。

．結論

本研究により、 遺伝子の多様

性と大腸菌進化系統における分布な

ど、これまで機能を含め不明な点が

多かった 遺伝子の特性を知るこ

とが出来た。しかしながら、機能解析

で は 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る

の病原性について、少なくとも

単独で機能するという知見を得るこ

とは出 来な かっ た 。 遺 伝子 が

の転移と連動して発現する可

能性も考えられることから、今後は

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とともに、

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

築する必要がある。他の病原型も含

め、多様性解析以降の病原性に関す

るデータをまとめて学会発表を行う

とともに、国際科学雑誌での論文化

を進めていく。
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