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研究成果の概要（和文）：われわれは、小児の腸管内で腸管凝集性大腸菌EAECなど腸管粘膜に強く付着する大腸
菌が、薬剤耐性遺伝子や病原遺伝子の水平伝播に強く関与しているという仮説のもと、下痢症患児由来大腸菌に
おけるESBL遺伝子・病原遺伝子の分布状況を調べた。その結果、小児の腸管由来大腸菌におけるESBL CTX-M遺伝
子保有頻度は依然として10％前後と高く、髄膜炎リスクを持つK1莢膜遺伝子を保有する大腸菌O1/O18や古典的な
EAEC O111が新たにCTX-M遺伝子を獲得していた。今後病原性の強いESBL産生大腸菌の出現が懸念されるため、小
児腸管由来大腸菌の薬剤耐性と病原性のサーベイランスの継続が必要である。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that adhesive Escherichia coli strains such as 
Enteroaggregative E. coli (EAEC) and uropathogenic E. coli (UPEC) are involved in horizontal 
transfer of antimicrobial resistance genes and virulent genes in the intestine of children, and 
examined E. coli strains isolated from diarrheal children in Kagoshima, Japan, for the presence of 
their genes by PCR. The incidence of strains harbored extended spectrum beta-lactamase (ESBL) CTX-M 
genes remained to be approximately 10%. Especially, we found that E. coli O1/O18 strains with K1 
capsule gene and canonical EAEC O111 strains acquired CTX-M genes, suggesting the emergence of 
hyper-virulent ESBL-producing E coli. The surveillance of virulence and antimicrobial resistance of 
E. coli in the intestine of children.

研究分野： 微生物学

キーワード： 大腸菌　基質特異性拡張型β-ラクタマーゼ　薬剤耐性　カルバペネマーゼ　腸管凝集性大腸菌　バイオ
フィルム　K1莢膜

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小児下痢症患児由来大腸菌を18年にわたり9,000株以上保有し、小児腸管由来のESBL産生菌やEAECを多数保存し
ている施設は世界的にもまれであり、多様な大腸菌を対象とした大規模な解析が可能になるという点で学術的特
色を持つ。また、大腸菌全体を対象に、病原遺伝子と薬剤耐性遺伝子を同時に検討することはこれまでにない試
みであり、大腸菌の付着性と遺伝子水平伝播との関連に着目した点も独創的である。本研究により、薬剤耐性遺
伝子と病原遺伝子の水平伝播の実態を解明でき、急速に進む大腸菌の薬剤耐性化を防止する基盤づくりとなる意
義がある。

※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 
病原性大腸菌は、図 1・2 に示すように尿路病

原性大腸菌（UPEC）や新生児髄膜炎大腸菌
（NMEC）などの腸管外病原性大腸菌（ExPEC）
と下痢原性大腸菌（DEC）に分けられ、DEC はさ
らにたくさんのパソタイプに分類されている。 
基質拡張型 β ラクタマーゼ（ESBL）はほとん

どのセフェム系薬を分解し、2002 年から UPEC 
O25:H4/ST131 クローンを中心に世界的に広が
り、現在ではわが国の大腸菌臨床分離株の 30%弱
が産生している。他にも、プラスミド性 AmpC 型
β-ラクタマーゼやカルバペネマーゼによる耐性
やフルオロキノロン耐性など、大腸菌の薬剤耐性
化は、大腸菌感染症、とくに髄膜炎・敗血症など
重症感染症の治療を困難にしている。 
一方、病原遺伝子の水平伝播も顕著であり、

2011 年に欧州で起きた腸管出血性大腸菌感染症
のアウトブレイクは、腸管凝集性大腸菌 EAEC が
志賀毒素と ESBL を産生するハイブリッド株が
原因だった。他にも腸管凝集性大腸菌（EAEC）
と UPEC のハイブリッド株による尿路感染症の
アウトブレイクなど、これまでの大腸菌のパソタ
イプの枠を越えた新たなハイブリッド株が出現
している。 
われわれは、わが国で 2010 年までに分離され

た EAEC 169 株の系統解析を行い、ESBL CTX-M を産生する UPEC O25:H4/ST131 が 2003 年ご
ろ EAEC の病原プラスミドを獲得し、2007 年をピークに UPEC/EAEC のハイブリッド株として
出現したことを見出し、EAEC の 19%が ESBL を産生することを 2016 年に報告した。EAEC は
特有の線毛 AAF による強い付着性とバイオフィルム形成能を持つが、UPEC O25:H4/ST131 も 1
型線毛によって粘膜細胞に強く付着しバイオフィルムを作る。これらの事実からわれわれは、腸
管粘膜に強く付着しバイオフィルムを形成する大腸菌が ESBL 遺伝子のリザーバーとなってい
るのではないかという着想に至った。 
 
２．研究の目的 
われわれは、経口抗菌薬に曝露することの多い小児の腸管の細菌の gene pool（遺伝子プール）

の中で、EAEC や UPEC など腸管粘膜に強く付着するタイプの大腸菌を中心に、薬剤耐性遺伝子
や病原遺伝子の水平伝播が高頻度に進んでいることが、大腸菌の薬剤耐性化の背景にあるとい
う仮説をたて、以下の 3 点を明らかにすることを目的とした。 
(1) 下痢症患児由来大腸菌における ESBL 遺伝子・病原遺伝子の検出 

2014 年～18 年までの収集株における検出頻度を調べ、これまでの結果とともに 18 年間にわ
たる長期的推移を分子疫学的手法で明らかにする。 
(2) ESBL 産生大腸菌の MLST（multilocus sequence typing）による系統解析 

ESBL 産生株やパソタイプがどのような系統に属し、また変化しているかを明らかにする。 
(3) ESBL 遺伝子や病原遺伝子を媒介するプラスミドの同定と伝播機構の解明 
プラスミドのタイピングと菌株の系統解析から、水平伝播に強く関与するクローンを同定し、

その代表株のゲノム解析を通じて伝播メカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 対象菌株の収集 
鹿児島市内の小児科診療所から通常の診療で鹿児島市医師会検査センターに提出された便培

養検査で検出されたすべての大腸菌 9375 株を対象とする。 
(2) PCR による ESBL 遺伝子・病原遺伝子の検出 

パソタイプ 対象遺伝子 
ESBL  blaCTX-M, blashv 
下痢原性大腸菌（DEC） 
 

EPEC: eae, bfp; ETEC: st. lt; EIEC: ipaH; EHEC, stx1, stx2; DAEC: daa; CTEC: 
cdtB, EAEC: aggR, aatA, aap, aaf aafA, agg3A, hdaA, agg5A, pet, astA, sepA, 
sat, pic, aaiC 

尿路病原性大腸菌（UPEC） S fimbriae (sfa), P-fimbriae (pap), afimbrial adhesin (afa), cytotoxic necrotizing 
factor (cnf1), aerobactin (aer) 

新生児髄膜炎大腸菌（NMEC） K1 莢膜遺伝子 neuC 

(3) O 抗原および H 抗原型の決定 
デンカ生検の「病原性大腸菌免疫血清」と PCR 法による型別決定を合わせて行う。 

(4) バイオフィルム形成能 
バイオフィルム形成能はマイクロタイタープレート法で定量化する。 



(5) 薬剤感受性検査 
ESBL 産生は、AmpC/ESBL 鑑別ディスク（関東化学）で確認する。 

(6) MLST による系統解析 
7 つのハウスキーピング遺伝子（adk,fumC, gyrB, icd, mdh, purA, recA）を PCR で増幅し、シー

クエンスで塩基配列を決定、解析ソフト「MEGA5」を用いた系統解析を行う。 
(7) ESBL 遺伝子や病原遺伝子を持つプラスミドのタイピングとゲノム解析 
 レプリコンタイピングは、PBRT2.0 Kit（コスモ・バイオ）、プラスミドゲノムシークエンスは、
九州大学・医・細菌学教室（林 哲也教授）の協力を得て実施した。 
 
４．研究成果 
(1) ESBL CTX-M 遺伝子陽性株における病原遺伝子の頻度 

CTX-M 遺伝子陽性株の頻度は 2003 年から次第に増加し、2013 年には 10.7％に達し、2016 年
は 8.7%、2018 年は 10.7％だった（図 3）。CTX-M 遺伝子陽性株の中で K1 莢膜の neuC 遺伝子を
保有する株の割合は 15.3％であり、各年の検出大腸菌株における CTX-M 遺伝子と neuC 遺伝子 
を両方保有する株の割合は、2011 年までは 1%未満であったが、2012 年以降は 2013 年の 1.9%を
ピークに 1%を超えていた。K1 陽性大腸菌のうち O1/O18 の株は髄膜炎の原因菌としてよく検出
されるが、2011 年以降、CTX-M 遺伝子を保有する K1 陽性大腸菌 O1/O18 がみられた。これら
の株は、MLST による系統解析で、髄液・血液
由来大腸菌と同じ系統に分布した。したがって、
2011 年以降、髄膜炎リスクを持つ腸管内 K1 大
腸菌 O1/O18 の一部が、CTX-M 遺伝子を獲得し
ていることが明らかになった。2018 年には、
CTX-M 遺伝子陽性株 33 株のうち、EAEC の転
写因子 aggR を 1 株（1.0％）、neuC を 4 株（12％）
が保有していた。以上の結果から、CTX-M 遺伝
子陽性大腸菌の一部は、DEC や K1 莢膜遺伝子
を保有し、今後病原性の高い薬剤耐性菌の出現
が懸念された。 
 
(2) ESBL CTX-M 産生 EAEC 

2011 年から 2016 年に分離された AggR 陽性
の腸管凝集性大腸菌 EAEC 70 株の遺伝的多様性を調べ、2010 年以前と比較した。O 血清型は、
OUT 23 株（32.9%）、O111 14 株（20%） O126 12 株（17%）、O127 5 株（7.1%）、2010 年以前に
多くみられた尿路病原性大腸菌とのハイブリッド株である O25 は 2 株（2.9%）のみだった。線
毛遺伝子 AAF は、O111 が AAF3/5、O126 が AAF2 を保有しており、バイオフィルム形成能の強
い株もみられた。CTX-M 遺伝子保有株の頻度は 12.9%（9/70）であり、O111 で 43%（6/14）と
高く、O127 20%（1/5）、O126 は 0%だった。CTX-M タイプは、CTX-M-14 が 78%（7/9）を占め
た。以上から、ハイブリッド株 O25 は消失し、代わりに古典的な EAEC O111 が新たに CTX-M
遺伝子を獲得したことがわかった。また、新たに CTX-M 陽性 EAEC O127 の出現がみられた。
さらに 2013 年には腸管病原性大腸菌の付着遺伝子 eae をもつ株も出現しており、複数の下痢原
性大腸菌パソタイプに CTX-M 遺伝子が広がっていることも明らかになった。 
 
(3) カルバペネマーゼ IMP-1 遺伝子の水平伝播 
ある小児患者から検出されたカルバペネマーゼ IMP-1産生の腸内細菌科細菌 4株（Enterobacter 

hormaechei, E. cloacae, Klebsiella oxytoca, E. coli）の、プラスミド・レプリコンタイプを調べたと
ころ、すべての菌株が IncL を共通して保有しており、同一の薬剤耐性プラスミドが菌種を超え
て伝播されていることが示唆された。ゲノム解析を実施した結果、共通に保有する IncL タイプ
プラスミド上に、IMP-1 がコードされていることがわかった。またこのプラスミドの塩基配列は、
2013 年に福岡市で検出された IMP-1 産生腸内細菌科細菌の IncL/M プラスミドと一部のギャッ
プ領域を除き 100%一致し、九州地方で同一の IMP-1 遺伝子保有プラスミドが伝播している可能
性が示唆された。 
 
(4) まとめ 
小児の腸管由来大腸菌における ESBL CTX-M 遺

伝子保有頻度は依然として 10％前後と高く、DEC
の病原遺伝子や K1 莢膜遺伝子を同時に持つ株が
増加していることが明らかになった。それらの病
原・薬剤耐性遺伝子の水平伝播において、小児腸管
内でバイオフィルムを作りやすい腸管凝集性大腸
菌 EAEC がリザーバーとなっていることが示唆さ
れた。今後、病原性の強い ESBL 産生菌の出現を
予防するために、小児腸管由来大腸菌のサーベイ
ランスを継続することが重要である。 
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