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研究成果の概要（和文）：特にベトナム、日本自然環境からコレラ菌を収集し、比較ゲノム解析を疫学的なアプ
ローチで進めてきた。ベトナムでは、O1, 139株を単離したが、この単離頻度は5%未満で、ほとんどO1, 139株を
得ることは困難であった。また、単離できた株は、コレラ毒素を保有していなかった。ゲノム系統樹から、その
ゲノム配列は、臨床分離株とは大きく異なることが明らかとなった。また、日本分離株では、季節ごとに優先ク
ローンが異なることがわかった。そして、日本で1970年 代に取得した鮎由来のコレラについても比較ゲノム解
析を進め、たった2クローンが日本魚病原因クローンとなっている可能性を見出すことができた。

研究成果の概要（英文）：We have collected Vibrio cholerae bacteria from the natural environment in 
Vietnam and Japan and have used an epidemiological approach for comparative genomic analysis. In 
Vietnam, we isolated O1 and 139 strains, but the frequency of the isolation was less than 5% and it 
was almost impossible to obtain O1 and 139 strains. The strains isolated did not possess cholera 
toxin gene. The genomic phylogenetic tree revealed that its genomic sequence is very different from 
that of the clinical isolates. We also found that the dominant clones in environmental (river) 
isolates in Japan differed from season to season. In addition, we also performed comparative genomic
 analysis of cholera from "ayu" (Japanese) in Japan in the 1970s, and found that only two clones 
were likely to be causative ones of Japanese fish, ayu, disease.

研究分野： 環境遺伝生態学

キーワード： コレラ　比較ゲノム解析　薬剤耐性　ゲノム疫学　CRISPR
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、地理的に隔てられるが、食品の輸入等によるつながりをもつ 3 地域(チリ、ベトナム、日本)にお
ける水環境を研究対象として、コレラ菌のゲノム疫学的な解析を実施した。本菌は自然環境が生息地であること
から、環境からコレラ菌を単離した。単離したコレラ菌は、臨床分離株とはそのゲノム特性が大きく異なってお
り、新しい病原性を生み出す遺伝子プールとなることから、環境分離株研究をさらに推進していく必要がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
われわれヒトをはじめとする生命にとって、水は最も根源的な構成因子のひとつである。良好
な水資源の確保無くして「人類の健康的な生存と繁栄」は考えられない。現代社会において、生
活用水の水源に用いられるのは地表水 (河川、湖沼)、地下水 (井戸) がほとんどであり、極稀に
海洋水がこれに用いられる。大気中を含めて水は常に循環しており、サイクルのいずれかで生じ
た汚染は他の水資源にも影響を及ぼす。したがって安全な水源を確保するためには水源周辺地
域を含めた、広範囲に及ぶ水資源の健全性を確保する必要がある。途上国においては都市部へ人
口が過度に集中化することにより、生活排水が増大し、環境中への放出に伴う水資源の汚染が深
刻化している。飲料に適した安全な水は 地球規模で枯渇寸前と言われており、安定した水資源
の確保は今後世界が直面する課題である。生活排水による水資源の汚染により懸念されること
の 1つが、「微生物汚染による感染症の発生」である。水系感染症と呼ばれる水環境に生息する
微生物に起因する感染症の多くは消化器感染症であり、病原性大腸菌感染や世界的な流行が今
もなお続いているコレラ等が例に挙げられる。水を介した感染症の流行、こと細菌感染症に関し
ては先進諸国では減少しつつあるものの、浄化設備に依存するシステムは完全なものではない。
さらにその老朽化により、新たな汚染発生が心配される地域も存在する。また、近年では、農畜
産、水産養殖ならびにヒトにおける抗生物質の濫用とそれに伴う薬剤耐性菌の増加がやはり途
上国を中心に生じている。環境中における薬剤耐性菌の増加はヒトの病原細菌感染の遺伝子供
給源となることが懸念されているが、実際の環境中における生態系への影響等は未知数である。
そのため、薬剤耐性菌に対する重点的なサーベイランスと環境中における細菌同士の相互作用
や病原因子の動態解析などの基盤的研究の推進が求められる。また、我が国は有数の食品輸入国
でもあり、微生物に汚染された食品の流入による感染症発生は常に懸念されるが、その発生は検
疫システムによって水際で抑制されている。しかし、検疫における培養法や拡散検出法(PCR、
LAMP 等)による病原体の検出では、VNC と呼ばれる培養できない細菌群の存在や、未知遺伝
子の検出が困難であるため、そこに生息する微生物の全体像を把握することは不可能である。実
施者らが業績を上げてきた微生物ゲノム解析法の発展は大多数の培養不能細菌群を定量的に評
価し、詳細なゲノム解析から未知遺伝子を含むゲノム変動を明らかにすることが可能な段階に
まで進んでいる。そのため、環境評価をゲノム学的に行うことは、我々の生息する環境の衛生学
的頑健性を高めるために直接的かつ現実的な方策であると考える。また、ゲノム情報は世界中の
あらゆる場所においてリアルタイムでの共有が可能であり、かつ標準化された比較対象として
簡便に用いることができる。以上を鑑み、本研究において「地球規模での水資源の衛生微生物学
的安全性を保証する」ことに資する環境微生物ゲノム解析研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
以下を解明すべく本研究課題に取り組んできた。地理的に隔てられるが食品の輸入等による
つながりをもつ 3地域、チリ、ベトナム、日本における水環境中に生存する微生物叢の全体像、
ヒトの健康安全性への直接的な脅威となる可能性が示唆されている薬剤耐性遺伝子の拡散状況、
病原微生物 Vibrio 属細菌のゲノム多様性とその環境中における生態を明らかにする。研究期間
を通じて、上記 3 地域を対象とした I) 環境水中の微生物叢構成細菌の量的解析、II) 自然環境
に存在する薬剤耐性遺伝子の分布と量的解析、III) Vibrio属細菌の全ゲノム解析、IV) 水平遺伝
子伝達とそれに対する細菌の備える免疫機構(CRISPR/Cas)との相関の結果と考えられるゲノ
ム変動、ならびに菌数制御機構等の解析を行う。4年間という研究期間に検体収集と解析を行う
ことにより、その変動を経時的にモニタリングする。同時に水の微生物学的安全性を長期的に維
持することを念頭に研究者ネットワークの構築、ゲノム情報データベースの構築を明確なアウ
トプットとする。また、Vibrio属細菌のなかでもコレラ菌(V.cholerae)は、これまで度々世界的
な流行を起こしている臨床的にも非常に重要な病原細菌である。そこで、本研究ではさらに、環
境中における生態から流行株に至るプロセスをゲノムレベルで明らかにする。また、現在コレラ
に対しては 2 種類の経口ワクチンが利用されており、ある程度の予防効果を示している。しか
しながら、いずれも大流行を引き起こす O1型に特異的なワクチンとなっており、その他の血清
型には無効である。そのため、得られた多数のコレラ菌株のゲノム情報を基に、網羅的な遺伝子
解析を行い、様々なコレラ菌血清型に共通する新たなワクチン開発に有用な遺伝子を同定・検証
する。 
本研究は研究フィールドを、我が国の主要な水産物輸入相手国であるチリ、ベトナム、そして、
日本に設定している。これらの地域は、「輸入される水産物の安全を生産段階で評価する」目的
に適した地域である。申請者らが構築してきた、メタゲノム解析を駆使したゲノム解析技術と量
的評価手法を用いて、本研究では、環境微生物の大部分を占める難培養菌に対して各地域の微生
物群集の全体像と、ヒトの健康に影響を及ぼすと考えられる薬剤耐性遺伝子群の動態を明らか
にする。加えて、病原細菌の Vibrio 属細菌にも同様の方法を用いることで環境中における病原
微生物のゲノム生態等を明らかにすることに特色をもつ。機構に関する知見は非常に限定され
ているが、未解析の培養不能な細菌群が両者に深く関与することで微生物生態系が維持されて
いると予想される。さらに、本研究の主要な解析対象とするコレラ菌は、水系感染を介する下痢
症感染症として重要な病原細菌であり、本研究開始の前年度発足した AMEDの中核の一つであ
る「新興・再興感染症制御プロジェクト」においても重要な位置づけとなっている。早急な国内
外のサーベイランスの整備に加え、ワクチン開発を含む更なる基盤的研究が求められている。こ



のことから、本研究がもたらす成果は、微生物生態系維持機構を解明する 端緒になることに加
え、構築するゲノムデータベースは今後他の地域における同様の微生物学的評価のプラットホ
ームとして活用することで、学術的・予防医学的な意義をさらに深化するものと考えた。 
 
３．研究の方法 
上記の目的を達成するため、以下の 4 項目について特に解析を加えた。 

I) 環境水 DNA検体の 16SrDNAメタゲノム解析による構成細菌群の量的構成の解明、II) 環境水
DNA検体を用いた定量 PCRによる薬剤耐性遺伝子の分布の解明、III) 環境水より V. cholerae
ならびに近縁の Vibrio属細菌を培養法により分離し、全ゲノム情報を取得、IV) 比較ゲノム解
析による、(IV-a) 薬剤耐性遺伝子拡散に関わる遺伝子伝達因子の多様性解明、(IV-b) 細菌の獲
得免疫を規定する CRISPR 領域の配列解析による各菌株の持つ免疫機構と水平遺伝子伝達の相
関の定性的解明、(IV-c) 網羅的遺伝子 探索によるコレラワクチン開発に応用可能な新規有用
遺伝子の同定と検証。以下に、さらに当初の予定を解説する。 
1)各調査研究実施国における環境水の採取について。環境水の採取は各国にて 10検体ずつ、チ
リ(テムコ周辺、アンタファガスタ周辺各 5 ヶ所)、日本(愛媛漁港、東京湾、神戸港を予定)、ベ
トナム(北部ナムディン省チュクニン郡近郊 10 ヶ所)にて行う。同時に水温、塩濃度、溶存酸素
濃度等の基礎デー タの収集を行う。 
2) 各検体からの細菌 DNA 抽出およびメタゲノム解析 
各水検体を 0.22μmメンブレンを用いて濾過し、細菌群をメンブレンに付着させ、 Power Water 
DNA Isolation kitを用いて DNAを抽出する。抽出した DNAを用いて、16S rRNA遺伝子の可変
領域を含む 460 bpを PCRにて増幅する。増幅産物を次世代シークエンサーMiSeqにて解析し、
環境水に存在する細菌群の構成を可能な限り種レベルで半定量的に解明する。以上の解析はす
べて Illumina 社公開の 16S rRNA菌叢解析プロトコールに準拠する。 
 3) V.choleraeならびに Vibrio属細菌の分離およびゲノム配列取得・系統解析各水検体を用い
て、V. choleraeおよび Vibrio属細菌の分離を行う。TCBS培地を用いた選択培養、分離コロニ
ーの NaCl感受性による再スクリーニング、PCR 法を用いた分離菌株の菌種同定を行う。同時に
各株のゲノム DNAを抽出後、MiSeqを用いてゲノム配列情報を取得する。さらに、全ゲノム SNP(一
塩基多型)を用いた高精度系統解析を行い、環境中の Vibrio属細菌の系統関係を明らかにする。 
4） 調製した DNA検体を用いて、定量 PCRによる薬剤耐性遺伝子の量的解析と分布の解析を行
う。定量 PCRは水産養殖で検出頻度の高い種々の薬剤耐性遺伝子(tet(M), sul2, floRなど)お
よび臨床分野で注目されるカルバペネム耐性遺伝子について行う。特にカルバペネム耐性遺伝
子が検出された場合には、耐性菌株分離を行い、より詳細な分布を明らかにする。さらに同種間、
異種間の遺伝子伝達に関与するファージ、プラスミド等の伝達因子の同定を行う。 
5）取得したゲノム配列を用いて CRISPR 領域の遺伝子配列解析より、それぞれの菌株のもつ免
疫機構と水平遺伝子伝達の相関の定性的解析を行う。また、収集したコレラ菌株のゲノム配列情
報を基にアライメントを実施し、全株のゲノムに共通な領域を抽出する。抽出された領域におい
て、特に膜タンパク質や表層抗原に関連する遺伝子に着目し、ワクチン開発に応用可能な候補遺
伝子を網羅的に探索する。同定した候補遺伝子の過剰発現株を作製し、分担研究者である村瀬の
先行研究で確立した「外膜小胞の過剰産生法」を用いて、様々なコレラ血清型株に対応する免疫
原性成分を有した外膜小胞を精製する。実際に O1型以外のコレラ菌に対しても有効なワクチン
開発に応用できるかについては、培養細胞における精製外膜小胞の取り込み効率や動物実験等
を考慮した段階的な研究を行っていく必要があるため、今後の課題として検討する。  
 
４．研究成果 
これまでに、赤潮原因藻類に関わる微生物の総体（ホロビオーム）を構成する微生物の中でも、
特に海洋細菌と赤潮原因藻の単離方法の確立・標準化を終了した。チリ国において本手法を用い
ることで海洋細菌の単離を行い、海洋細菌は 269株を単離した。さらに、日本では藻類に接着し
ていた細菌株 15株と海洋環境から単離したビブリオコレラ菌 38株、ブラジルからも 15株、チ
リでも 15株の海洋環境から単離したビブリオ細菌からのゲノム配列を取得した。また、日本に
おいては、愛媛において、自然環境におけるビブリオコレラの分布、多様性調査を行った。また、 
以下に、その特定遺伝子の検出を現場で検出可能な簡易キットシステム一式（スーツケースラボ）
の開発を行った。 
愛媛における自然環境におけるビブリオコレラの分布、多様性調査について。サンプリング：

松山市近郊の汽水域および沿岸 10か所にて 3 月、5-9 月および 11 月にサンプリングを行った。
採取した水サンプルを現場で 10 倍濃度のアルカリペプトン水に加え最終濃度を 1%とし、室温で
実験室に持ち帰った後 37℃、17-18時間培養し Vibrio属細菌を選択増菌した。V. choleraeの
分離：選択増菌した培養液の一部から total DNA 抽出を行い、これをテンプレートとして toxR
遺伝子をターゲットとした V. cholerae特異的 PCRにより V. choleraeの検出を行った。陽性
を呈したサンプルの一部を Vibrio 属細菌の選択培地である TCBS 寒天培地上へ塗り広げ、ショ
糖分解能を示したコロニーをターゲットに toxR 遺伝子の保有を再度確認 16S rRNA 遺伝子配列
決定により V. choleraeと確定した。分離した V. choleraeについて、PCR法により血清型 O1, 
O139型チェックおよび毒素遺伝子 ctxAの有無を確認した。またそれぞれの株から全 DNAを抽出
し、イルミナ社の HiSeqを用いた全ゲノム配列決定に供した。3 月、5 月から 9 月および 11 月に



松山市沿岸および河川 10地点で採水を行い V. choleraeの検出を試みた結果、水温が 20℃以上
であった 6 月から 9 月は 10地点中 8地点以上から V. choleraeが分離された。一方、3 月およ
び 11 月は 10地点の最高水温がそれぞれ 18.5℃および 19.3℃であり、いずれの月も 1地点のみ
が陽性であった。我が国のコレラ患者報告数について、国立感染症研究所の感染症発生動向調査
年報をもとにデーターが存在する 1999年以降について集計した結果、愛媛県におけるコレラ患
者は 2005年に報告された 1 件を最後に現在まで 0 件であった。V. choleraeは松山市沿岸およ
び河川水中の微生物群集を構成する種として常在していると考えられた。また調査対象とした
10地点は合計 7回のサンプリングにおける分離頻度によって、7 割以上の高頻度分離地点、約 5
割の中頻度地点および一度のみ検出された低頻度分離地点に分類され、それぞれ 1地点、8地点
および 1地点が該当した。採取した環境水の電気伝導度と分離頻度の関連はみられなかったが、
V. cholerae の分離頻度は地点によって異なっていた。分離した 38 株はいずれも血清型 O1，
O139 には該当せずまた毒素遺伝子 ctxA も保有していなかったことから、食中毒原因菌となる
non-O1/non-O139タイプ（ナグビブリオ）であることが明らかになった。さらにパルスフィール
ドゲル電気泳動法（PFGE 法）により、分離株のゲノタイピングを行いその多様性を解析した結
果、分離時期および採水地点の異なるサンプルから年単位で季節ごとに繰り返し分離される 3つ
のゲノタイプが存在することが明らかになった。このうちゲノタイプ 1 は低水温期を含む長期
間にわたり広範囲から分離された。今回分離した 38株について現在全ゲノム配列を解析中であ
るが、ゲノムレベルでの解析でも同様の傾向がでることが明らかとなった。松山市沿岸および重
信側流域の 10 地点から得られた V. cholerae 株は毒素遺伝子 ctxA を保有しない non-O1/non-
O139 タイプであった。本タイプは食中毒原因菌であるため、今後本菌の環境中における年間の
現存量の変化を把握する必要がある。当研究における予備的検討からフィルター上に採捕した
細菌の全 DNAを用いた qPCRでは V. choleraeは検出限界以下となることが予想され、今後、検
出感度を高めることが可能な培養法と PCR 法を組み合わせた MPM-PCR 法による定量を検討する
必要がある。松山市沿岸および重信川流域の比較的限られた範囲内でも、V. choleraeの分離頻
度はサンプリング地点によって大きく異なることが明らかになった。このようなホットスポッ
ト出現のメカニズムの解明は今後の課題であり、ヒト由来の V. cholerae の影響が無視できる
非流行地は適していると考えられる。分離株の解析により、同一のゲノタイプを持つ株が年間を
通じて松山市沿岸および重信河川に分布することが強く示唆された。現在、得られた全ての株に
ついて全ゲノム情報の詳細を確認中であり、今後得られた配列の比較解析結果から、環境中に長
期間広い範囲に分布する V. cholerae株の特徴を明らかにする予定である。 
特定遺伝子の検出を現場で検出可能な簡易キットシステム一式（スーツケースラボ）の開発状
況について。携帯型実験装置「スーツケースラボ」のプロトタイプを民間企業と共同で開発し、
国内での使用、プロジェクトチーム内でのトレーニングを実施し、チリに持ち込んだ。このプロ
トタイプで可能実施項目は以下の通りである：冷却しながらの試薬、試料運搬（0℃と 4℃）、採
水、φ10 um、φ0.2 umフィルターを用いた海水の吸引・ろ過、細胞破砕、簡易 DNA 抽出、LAMP
法（特定遺伝子を検出可能）、遠心分離 (420-950 x g for 1.5 ml, 450-1,000 x g for 2 ml)、
顕微鏡観察（x 800）、である。また、これらの項目を実施可能とするために以下の 43個の機材
をスーツケースに入れ込んでいる：ファンネル、ファンネル固定器、20 μl ピペット、200 μ
l ピペット、顕微鏡本体、セルカウンター、マッシャー、UVランプ、スポイト、ホモジナイザー
ペッスル、ピンセット、PC、ペリスタリックポンプ、保冷ボックス、海水サンプリング用容器、
Thermostatic color sensor、0.2 μmフィルター、Microcentrifuge、Nylon mesh sieve  (10 
μm)、手つきビーカー、カウンター、等である。現在は、LAMP法（特定の藻類を検出）をするこ
とまでが可能であり、収集する微生物のゲノム解析や、ホロビオーム解析はできない。そこで、
これを可能とするために携帯可能な DNA シーケンサーと無菌操作可能な折りたたみブースを取
り込むことでゲノム解析が可能な改良版スーツケースラボの作製を進めている（その他、モバイ
ルバッテリーや強力な細胞破砕を可能とするビーズビーターも取り込む）。その他の今後の予定
としては、引き続き赤潮原因藻類ホロビオーム構成微生物の単離・同定を継続するとともに、取
得したゲノム配列の比較解析を続け、赤潮藻類に影響を与える因子（相互作用因子）の同定を進
めるとともに、その特定遺伝子の検出を現場で検出可能な上述したスーツケースラボに組み込
み、使用する予定である。そして、海洋赤潮とコレラを始めとした病原細菌、抗生物質耐性菌の
動態解析に応用したい。 
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