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腸管出血性大腸菌を中心とした腸管感染菌の病原性ゲノム基盤の
解明と臨床応用

計画研究：応用ゲノム
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＜研究の目的と進め方＞
様々な腸管感染症が世界的に問題となっているが、我が国で最

も大きな問題となっているのは腸管出血性大腸菌（EHEC）感染
症である。本菌は下痢・出血性腸炎だけでなく、溶血性尿毒症症
候群・急性脳症といった致死的な合併症を惹起し、多数の散発例
や大規模な集団感染も引き起こすため、効果的な治療・予防法や
迅速な診断・サーベイランス法の開発が求められる。EHEC は
O157 EHECと non-O157 EHECに大別される。O157 の分離頻
度が高く、ゲノム配列が決定されたこともあって、従来のEHEC
研究はO157 を中心に進められてきたが、non-O157 EHECの分
離頻度も増加しつつあり、その対応も必要となってきている。本
研究では、これまでの O157 堺株の全ゲノム情報に基づいた
O157 の病原性とゲノム多様性の解明をさらに推進するととも
に、non-O157 EHECを解析対象に加え、（1）感染初期過程を中
心とした病原性メカニズムの解明、（2）異なる血清型間や同一血
清型内でのゲノム多様性の解明、（3）病原遺伝子の発現制御機構
の解明に取り組む。また、（4）EHECとは異なる他の病原性大腸
菌や我が国で最も多い食中毒起因菌である腸炎ビブリオとの病原
性の比較解析を行い、EHEC感染症の特性を浮き彫りにする。こ
れらの結果を基に、（5）EHECの新しい分離同定法・サーベイラ
ンス法・治療法・予防法の開発を試みる。さらに、（6）ゲノム解
析に基づく腸内細菌叢の解析を行い、その構成、変動、集団とし
ての機能の解明とEHECなどの腸管病原菌と腸管常在細菌との
相互作用の解明に取り組む。
＜ 2007 年度の研究の当初計画＞
【O157 EHEC】（1）病原性メカニズム： T3SSを中心とした感
染初期機構の解明に重点を置く。エフェクター群の網羅的な解析
により同定されたエフェクターの中から新規性の高いものに焦点
を絞り、遺伝子破壊株を用いた細胞感染実験、局在性解析、Y2H
系を用いた標的蛋白質の検索を行い、その機能を解明する。（2）
病原性発現調節機構： T3SS 発現調節に関与する複数の調節系の
分子機構を、マイクロアレイと調節遺伝子の破壊株・強制発現株
を用いて解析する。さらに病原性制御因子の染色体結合様式をタ
イリングアレイにより解析し、外来性病原遺伝子群の大腸菌固有
の遺伝子システムへの統合様式を解明する。（3）ゲノム多様性：
ゲノム多様性解析の結果を基に開発を行ってきたO157 の迅速菌
株識別システムのキット化と商品化行う。ヒト由来株と環境由来
株を対象とした大規模アレイ解析を進め、その結果を基にO157
の菌株識別・リスク評価が可能な DNA チップを試作する。
【non-O157 EHEC】O157 マイクロアレイを用いたCGHと全ゲ
ノム PCRスキャンニング（WGPS）法よる O26・O111・O103
菌株のゲノム多様性解析の結果をまとめ、論文発表を行う。また、
既に配列決定が終了しているO26・O111・O103 ゲノム配列のア
ノテーション、既知大腸菌ゲノムとの比較解析を終了させ、pan-
EHECアレイを作成する。【他の病原性大腸菌と腸炎ビブリオ】
腸管病原性大腸菌 (EPEC) B171 株と O55:H7 の解析を進める。
B171 株では、菌株特異的領域の選択的な配列解析を行う。O157
の祖先菌株に近いと考えられているO55:H7 では、O55:H7 から
O157:H7 への進化過程の解明を行う。腸炎ビブリオでは、T3SS
を構成する蛋白質の機能を明らかにする。また、２種類のT3SS
によるエフェクター識別機構の解明と各T3SSのエフェクターの
機能解析を進める。【腸内細菌叢の解析】基盤ゲノム・服部研究
班などと共同で、ヒト腸内細菌叢の解析を進める。腸管常在大腸

菌株と病原性大腸菌群との比較解析、２次代謝産物・殺菌物質等
を介した細菌叢構成メンバーとEHECとの相互作用の解析を開
始する。
＜ 2007 年度の成果＞
【EHEC】（1）O157 の病原性メカニズム：新規エフェクターの
うちEHECや EPECに保存性の高いNleH およびEspL2 の解析
を進め、NleH が感染細胞膜の脂質ラフトに局在し、初期免疫応
答を修飾して感染部位の炎症反応を制御すること、EspL2 が細胞
骨格を再編し細胞への付着と集落形成に寄与していることを明ら
かにした。（2）O157 の病原性発現調節機構： LEE遺伝子群の発
現調節に中心的な役割を果たす２つの転写因子が、LEE遺伝子
群だけではなく多くの外来性遺伝子とさらに内在性遺伝子をも制
御していること、両制御因子が染色体に結合して多くの遺伝子の
発現を直接制御し、病原性の発現に中心的な役割を果たしている
ことを明らかにし、論文発表した。腸管内環境因子の一つである
短鎖脂肪酸によりO157 の病原性発現が制御されていることを見
いだした。特定の短鎖脂肪酸に対して特異的な応答系があり、外
来性の病原性転写因子の発現制御が内在性の応答システムと組み
合わされて応答システムが構築されていることが示唆された。
（3）O157 のゲノム多様性： O157 迅速菌株識別法に関しては、
国立感染症研究所と全国の衛生研究所の協力を得て試験運用を行
い、その結果を基に解像度向上のための改変を行った後、
TOYOBOからマーケッティング販売を開始した。（4）non-O157 
EHECのゲノム解析： WGPSと CGH解析が終了し、異なる血清
型間で病原遺伝子を含む遺伝子レパートリーに予想以上の違いが
存在することを見いだし、論文発表を行った。O26・O111・
O103 のゲノムアノーテション、プロファージ領域・IS領域の同
定が終了し、いずれも O157 と同様に多数のプロファージと IS
を有することを明らかにした。【EPEC と腸炎ビブリオ】（1）
EPECの解析：アレイ解析等により、O55:H7 には２系統が存在
することが明らかになったため、２系統のO55:H7 およびO55:H6
の O55 抗原合成領域とその周辺領域のゲノム配列を決定し、比較
解析を行った結果、O55 抗原合成領域含む 40 Kb もの領域が伝達
されたことを明らかにした。B171 株の 10 Kb 以上の菌株特領域
を全て同定し、配列決定によってB171 株の主要な病原遺伝子群
を同定した（2）腸炎ビブリオの解析：T3SS2 の発現制御に関わ
る蛋白質２つを同定した。２つの蛋白質は上流下流の関係にあ
り、全ゲノム中、PAI に存在する遺伝子群のみを特異的に制御し
ていた。【腸内常在菌叢の解析】13 名の腸管フローラのメタゲノ
ム配列の解析を行い、論文発表を行った。腸管常在性の大腸菌株
2株・大腸菌近縁種 1株の配列を決定し、その配列解析が進行中
である。難培養菌 1株の配列決定については、フォスミドライブ
ラリーの作成を行い、これを用いたフィニッシング作業を進めて
いる。
＜国内外での成果の位置づけ＞
病原性大腸菌の外来性転写因子の広範な転写制御ネットワーク

を初めて明らかにしたことには、病原性の発現制御のみならず病
原細菌の出現や進化についての研究においても大きな進展であ
る。病原性の発現制御機構においても、より腸管内環境に近い応
答系の発見など大きな進展があり、国際的にも高いレベルにあ
る。ゲノム多様性解析は国際的にも極めてユニークなものであ
り、O157 迅速菌株識別キットの商品化は応用ゲノムとして重要
な成果である。non-O157 EHECのゲノム解析に関しては、完全
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に世界をリードする立場にある。腸炎ビブリオに関しても、
T3SS を中心とした解析が着々と進み、国際的にも腸炎ビブリオ
研究を先導している。メタゲノム解析による腸内細菌叢の個人間
の比較解析は世界で初の業績である。
＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
全体としては予定通りの進展が見られたが、T3SSエフェクター
の機能解析ではY2H 系などの統一的な手法が適用できず個々に
解析を進めざるをえず、解析対象を絞らざるをえなかった。ヒト
由来・環境由来O157 株を対象とした大規模アレイ解析は、菌株
間の系統関係がはっきりしないと結論が出しにくいことから、中
止した。腸炎ビブリオの２種類のT3SSのエフェクター識別シス
テムの解析については、T3SS2 のエフェクターと結合するシャ
ペロン分子の同定に手間取り、十分な成果を得ることができな
かった。T3SS2は既知のT3SSのいずれからも系統学的に遠く、
シャペロン遺伝子の予測が困難であった。
＜今後の課題＞
（1）O157 T3SS エフェクターの機能解析：エフェクターの機
能は様々なため、ある程度個別に解析を進めざるをえないが、細
胞応答を系統的にモニターする系を確立する必要がある。（2）
O157 T3SS の発現調節：腸管内での病原性発現調節機構を解明
するために、腸内環境因子の検索を進め、嫌気条件と併せて検討
する必要がある。また、病原性発現調節システムの構築分子機構
を解明するためには、外来性染色体における核様体構造形成と外
来因子による改変の分子機構を解明する必要がある。（3）EHEC
のゲノム多様性：O26, O111, O103 と O157 の比較ゲノム論文の
作成を急ぐ。O157 の迅速菌株識別法と同様の識別法を O26, 
O111, O103 についても構築する。現在進行中の既知大腸菌ゲノ
ムとの比較解析と pan- EHECアレイの作成を進める。（5）腸炎
ビブリオの解析：シャペロン遺伝子は PAI 領域に存在すると予
想されるので、今後網羅的なノックアウトによりシャペロン分子
の同定を急ぐ。また、これまでに見いだされたエフェクターの生
物活性の解析と宿主細胞中の標的分子の同定を進めていく。（6）
腸内細菌叢の解析：メタゲノムデータに関しては、もう一段踏み
込んだ組成解析と代謝解析を行う必要がある。現在進行中の腸管
常在性の大腸菌株 2株と大腸菌近縁種 1株の配列解析を早期に終
了する。また、難培養菌 1株のフォスミドライブラリーを用いた
フィニッシング作業を進め、配列決定を終了した後、配列解析を
開始する。また、454 シーケンサーを活用して、主要な腸内常在
細菌の個別ゲノム解析も進める必要がある。
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