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研究成果の概要（和文）：2005・2010・2015年の各年に国内で分離されたヒト由来O157株をほぼ網羅する2354株
と1996年から2017年に19都道府県で分離されたウシ由来株271株のドラフト配列を取得し、O157のコアゲノム領
域に存在する全SNPを同定した。これを用いて、高精度系統解析を行った結果、我が国における優勢亜系統の存
在とそのターンオーバーを確認した。また、Stx2ファージの新規サブタイピング法を開発し、各亜系統でのサブ
タイプの違いとサブタイプの変化を明らかにした。現在、臨床情報とゲノム情報の統合等を行い、高リスククロ
ーンの同定と動態解明を進めている。

研究成果の概要（英文）：We sequenced 2,354 clinical O157 strains isolated in 2005, 2010, 2015 in 
Japan, which covered most strains isolated in each year in Japan, and 271 strains that were isolated
 from bovine between 1996 and 2017 in 19 prefectures in Japan. Using the core SNP information 
obtained from these draft sequences, we performed high-resolution phylogenetic analysis and 
identified several sublineages dominating in Japan and the turnovers of the dominant clones or 
sublineages. By developing a novel Stx2 subtyping method, we identified the difference in dominant 
subtype between sublineages and subtype change in several sublineages. We are now performing more 
detailed analyses, including analysis of sublineage specific genes and integrated analyses of 
clinical and bacterial genome information to identify high-risk O157 clones or sublineages and their
 dynamics.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
患者・保菌者から分離されたO157菌株を国レベルで系統的に収集できている国は日本のみであるため、極めて貴
重な情報が得られた。O157の比較ゲノム解析としても世界的に例を見ない規模である。また、我が国における
O157の優勢クローン・亜系統の存在が確認でき、その経年的な変化も確認できたため、現在進行中の解析で、高
リスククローン・亜系統が特定できれば、我が国のO157対策に大きく貢献できる。さらに、今回の解析手法は他
の病原菌にもフィードバックできることから、「日本全域を網羅する病原菌の時空間系統ゲノミクス」という新
たな研究分野を開拓することができ、様々な病原菌・感染症研究に波及効果が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 様々な新興・再興感染症の勃興や耐性菌の出現等により、感染症に対する社会的関心は極め
て高く、医学・公衆衛生学領域での最重要課題の 1つとなっている。代表的な新興感染症であ
る腸管出血性大腸菌（以下、EHEC）感染症は、我が国を含む多くの先進諸国で大きな問題とな
っている腸管感染症であり、下痢・出血性腸炎のほか、溶血性尿毒症症候群（HUS）や脳症など
の生死に関わる合併症を引き起こす。2011 年に富山などで発生した集団感染で改めて認識され
たように、先進国の医療技術をもってしても死亡患者の発生が避けられない腸管感染症である。
2012 年に生レバー喫食禁止等の措置が執られた後も、年間 2500～3000 件の有症事例が発生し
ており、数多くの散発事例に加えて、集団感染も多数発生している。さらに、多数の都道府県
にまたがる集団感染も発生しており、その早期検出も重要となっている。大腸菌 O157 は我が国
でヒトから分離される EHEC の 6～7割を占め、その対策が最も急がれる病原体であり、研究代
表者らによる O157 堺株の全ゲノム解読以降、病原因子の検索や機能解析等、様々な研究が行わ
れてきた。我々の比較ゲノム研究からは、ファージや IS などを介したメカニズムにより、O157
のゲノム構造は驚くほどダイナミックに変化し続けており、多様なゲノムを持った O157 クロー
ンの存在が明らかになっている。一方、O157 の主たる保菌動物はウシ（O157 が病原性を示さな
い）と考えられており、ウシの中で循環している菌株とヒトで問題となる菌株のポピュレーシ
ョンの違いも提唱されているが、詳細は不明である。菌株系統（クレード）の違いによる重症
化率の違いも示唆されているが、精度の高い系統解析は実施されておらず、その詳細は不明で
ある。こういった高リスク系統の同定は極めて挑戦的な研究テーマであるが、その成果はサー
ベイランス態勢の強化などの施策に反映できるため、O157 対策に大きく貢献する。これらの点
を明らかにするためには、以下の 4課題の解決が必要である。課題１：ヒトで問題となってい
る優勢クローン（系統）の同定課題２：優勢クローンの時間的・地理的な変化（優勢クローン
の時空間的ターンオーバー様式）の解明：どのようなタイムスケールで、どのような遺伝的性
状を持った系統が優勢となるのか。課題３：集団感染や重症化しやすい高リスク系統の同定。
課題４：ウシの腸管に常在するポピュレーションとヒト分離系統の関連性の解明：ウシ常在株
がランダムにヒトに感染するのか、ヒトに感染する菌株はヒト腸管でのフィットネスが向上し
た特定系統に属する菌株なのか、そのような系統に特徴的な遺伝的変化は何か。これらの課題
を解決するためには、ヒト由来株だけでなく、ウシ常在株を含め、さらに地域や年度を超えた
大規模ゲノム解析とそこから得られる配列情報を用いた高精度系統解析（時空間系統ゲノミク
ス）に基づいた解析を行う必要がある。このような研究は、従来の技術では不可能であったが、
次世代シーケンサ（NGS）を有効に組み合わることにより実現可能となってきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、全国でヒトおよびウシから分離される大腸菌 O157 の大規模ゲノム解析により、
上記の課題 1～4を解決するとともに、「日本全域を網羅する病原菌の時空間系統ゲノミクス」
と呼べる研究分野を新たに開拓することを目指した。具体的には、以下の 4項目の達成を目指
した。（1）集団感染事例株とウシ感染実験由来株、及び実験室継代株のゲノム解析により、自
然界（ヒト・ウシ腸管内）と実験室内でのゲノム変化と塩基置換速度を決定する（基盤データ
の取得）。（2）2000・2008・2016 年に全国でヒトから分離された O157 全体をほぼカバーする菌
株（約 800 株/年）と国内各地の農場で分離されたウシ由来菌株（600 株）のゲノム解析とゲノ
ムワイドな高精度系統解析により、中・長期的な O157 クローンの時間的・空間的な拡散様式、
優勢クローンの同定、優勢クローンのターンオーバー様式、ウシ常在系統とヒトでの優勢クロ
ーンとの遺伝的関係を解明する [課題 1, 2, 4 に関連]。（3）O157 の最も重要な病原因子であ
る Stx2 の産生量測定と Stx2 ファージのサブタイピングにより、Stx 産生量の高い（病原性ポ
テンシャルの高い）系統の同定と Stx 高産生性を規定する遺伝的要因を解明する [課題 3に関
連]。（4）ゲノム情報・Stx2 ファージ情報等と疫学・臨床情報の統合解析により、集団感染や
重症化のリスクが高い（高病原性）系統とその遺伝マーカーを同定する [課題 3に関連]。 
 
３．研究の方法 
 当初計画では、（1） 解析パイプライン構築と基盤データ取得［試験管内・自然界でのゲノム
変化速度の決定］、(2) 2000/2008/2016 年のヒト分離株とウシ由来株の大規模比較ゲノム解析
と高精度系統解析［中・長期間での時間的・空間的なクローン拡散様式、優勢クローンの同定、
クローンのターンオーバー様式、ウシ常在系統とヒトでの優勢クローンとの関連性などの解明］、
(3) Stx2 産生量測定と Stx2 ファージタイピング［病原性ポテンシャルの高い系統の同定］、(4) 
ゲノム情報・Stx2 ファージタイプと疫学・臨床情報の統合解析［集団感染や重症化リスクの高
い（高病原性）系統の特定とその遺伝マーカーの同定、4 つの項目を実施する予定であった。
このうち、（1）の［試験管内・自然界でのゲノム変化速度の決定］に関しては、解析の中心と
なるウシ感染実験由来株の由来やメタ情報が不明確であることが判明したために、その解析を
中止した。 (2) 2000/08/16 年のヒト分離株とウシ由来株の大規模比較ゲノム解析と高精度系
統解析に関しては、菌株保存の状況から、ヒト分離株については 2005/10/15 年の分離株に変更
した。ウシ分離株については 2005/10/15 年の分離株だけでは十分な菌株数が確保できないない
ことから、1996 以降に分離された菌株を広く解析することとした。変更した。(4)の Stx2 ファ
ージタイピングに関しては、以下に記載するように、PCR によるタイピングからリードマッピ



ングによる方法に変更した。 
 
４．研究成果 
 全ゲノム配列からの正確な１塩基多型（SNP）同定プログラムを開発するとともに、多数のゲ
ノム配列解析用のパイプラインを整備した。また、2005・2010・2015 年の各年に国内で分離さ
れたヒト由来 O157 株をほぼ網羅する 2354 株（各年度；872,652,830 株）と 1996 年から 2017
年にかけて 19 都道府県で分離されたウシ由来株 270 株のドラフト配列をイルミナ HiSeq と
Platanus アセンブラー用いて取得し、上記の SNP 同定プログラムにより O157 のコアゲノム領
域に存在する全 SNP を同定した（一部のシーケンシングカバーレージが低い株は解析から除外）。
また、海外のデータベースに登録されている 800 株のゲノム情報を取得し（分離年,分離地,分
離ソースが明確な株のみ）、同様にコアゲノム領域に存在する全 SNP を同定した。これらの SNP
情報を用いて、高精度系統解析を行った結果、我が国における優勢亜系統の存在とそのターン
オーバーを確認できた。また、HUS 由来菌株が優位に多い亜系統を同定した。さらに、PCR に代
わる Stx2 ファージの新規サブタイピング法（リードマッピングによるタイピング）を開発し、
各亜系統でのサブタイプの違いとサブタイプの変化を明らかにした。なお、Stx2 産生量測定に
関しては、これまで使用してきた測定キットが発売中止となったため、独自に Stx2 濃度測定シ
ステムを開発した。現在、海外の株を追加して（分離年,分離地が明らかな約 1400 株を追加）、
再度高精度系統解析を行うことにより、グローバルな O157 の集団構造に関するさらに正確な情
報を取得するとともに、臨床情報とゲノム情報の統合や上記の新規 Stx2 産生量測定システムを
用いた核亜系統の代表菌株の Stx2 産生量測定を行い、高リスククローン（HUS 由来菌株が優位
に多い亜系統）の動態解明を進めているところであるが、患者・保菌者から分離された O157
菌株を国レベルで系統的に収集できている国は日本のみであるため、本研究により、極めて貴
重な情報が得られた。O157 の比較ゲノム解析としても世界的に例を見ない規模である。また、
我が国における O157 の優勢クローン・亜系統の存在が確認でき、その経年的な変化も確認でき
たため、現在進行中の解析で、高リスククローン・亜系統が特定できれば、我が国の O157 対策
に貢献できると期待される。さらに、今回の解析手法は他の病原菌にもフィードバックできる
ことから、「日本全域を網羅する病原菌の時空間系統ゲノミクス」という新たな研究分野を開拓
することができ、様々な病原菌・感染症研究に波及効果が期待できる。実際に、今回の研究で
確立した研究手法の一部は、我々の研究室で行っている O157 以外の EHEC（O26,O145 など）の
解析に応用でき、それぞれの血清型のゲノム多様性や集団構造の解明に貢献した。 
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