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研究成果の概要（和文）：腸管出血性大腸菌(EHEC)の重要な病原因子の一つである志賀毒素2(stx2)はファージ
にコードされている。EHECであるO121のStx2ファージは遺伝的多様性が非常に低いにも関わらず、志賀毒素産生
量には系統と独立な多様性が見られる。そこで染色体ゲノムからstx2産生量を制御する変異をゲノムワイド関連
解析(GWAS)を用いて探索した。日本およびベルギーの59株に対してGWASを用いた結果、47の変異が候補として得
られた。これらはすべて外来性因子に関連しており、O121のstx2産生量の調節には染色体ゲノムではなくその他
のファージが関わっている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Shiga toxin2 (Stx2), one of the major virulence factors of Enterohemorrhagic
 E. coli(EHEC), is encoded by bacteriophage. Although the Stx2-encoding phage of the EHEC O121 has a
 very low genetic diversity, the stx2 production level is variable independent on strains. Then, we 
searched the mutation which regulated the stx2 production level on the chromosome genome using 
genome-wide association study (GWAS). GWAS analysis in 59 strains from Japan and Belgium identified 
47 mutations in the genome. All of these are annotated in mobile element genetic elements. It 
suggests that other phages, rather than chromosomal genomes, may be involved in regulating stx2 
production level of O121.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
O157に代表される腸管出血性大腸菌において、その病原因子である志賀毒素の産生量を制御するメカニズムの一
端を明らかにした。これは、ファージ内の遺伝的多様性が低くstx2産生量の多様性が高いという特徴をもつO121
と、ゲノム情報を大量に解読できる次世代シークエンサーに加えて、大量のゲノム情報から関連する領域を探索
するゲノムワイド関連解析が組み合わさることによって初めて実現可能となった。さらなる詳細な研究やその他
の腸管出血性大腸菌との比較によって、強毒化しやすい大腸菌の特徴を事前に検査することが可能となり、その
潜在的な危険性の評価が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 腸管出血性大腸菌(EHEC)は出血性大腸炎に加え
て、溶血性尿毒素症症候群(HUS)や脳症などの重篤
な合併症を引き起こす。EHEC の最も重要な病原因
子の一つは志賀毒素(Stx)である。Stx は Stx1 と Stx2
に分類され、それぞれに数種類のバリアントが存在
するが、いずれもファージにコードされている。ま
た、Stx2 を産生する菌株の方が重篤な EHEC 感染
症を惹起するリスクが高いと考えられている。代表
的な EHEC である O157 は Stx1 と Stx2 のいずれ
かまたは両方を産生し、Stx2 に関しては Stx2a か
Stx2c のいずれかを産生する。Stx2c の産生量は非
常に低いが、Stx2a 産生量は菌株によって大きく異
なる。Stx2a ファージのサブタイプが Stx2a 産生量
を規定する要素の一つであることが最近示されたが、
同時に宿主菌ゲノムにも Stx 産生量を調節する因子
がコードされている可能性が示唆されている。しか
しその実体は不明である。一方、O157 に次いで感染事例の多い EHEC の一つである O121 で
も同様に Stx2 産生量の多様性が見られるが、産生する Stx はすべて Stx2a タイプであり、各
株の Stx2a ファージのサブタイプもほぼ同一であることが明らかにされている。この知見は、
O121 の Stx2 産生量は宿主菌ゲノム上の要因によって調節されていることを示唆する。 
 近年、次世代シーケンサーを用いて大量のゲノム情報を迅速に得られるようになり、大量の
配列情報を解析するバイオインフォマティクスも急速に進歩している。大量のゲノム情報から
ある形質の原因となる遺伝子を検出する解析手法の一つに、ゲノムワイド関連解析(GWAS)が
ある。GWAS とは表現型と統計的に有意に関連する一塩基多型(SNP)などをゲノムワイドに探
索する手法であり、ヒト遺伝性疾患の責任遺伝子の探索など、様々な真核生物の研究で活用さ
れている。しかし、細菌への応用は世界的にもまだ数例であり、その手法も確立しておらず発
展途上である。GWAS は多様性を示す特定の表現型と関連のある遺伝多型を検出する手法であ
るため、上記の O121 は Stx2 産生量多様性を規定する遺伝子あるいはその変異を宿主ゲノム
から網羅的に探索する上で理想的な対象である。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景を踏まえ、本研究では、細菌における GWAS 解析の手法とパイプラインを確立
し、これを用いて O121 において Stx2 産生量を規定する遺伝子を探索することを目的とした。
病原因子である Stx2 産生量調節機構の解明は、重篤になりうる EHEC の評価やその対策に貢
献する。 
 
３．研究の方法 
（１）サンドイッチ ELISA による Stx2 産
生量の測定 
 Stx2 産生量はこれまでに計測が完了し
ていたが、そのデータについて株ごとに異
なる増殖速度などわずかな条件によって
Stx2 ファージが完全にインダクションさ
れないことが判明したため、マイトマイシ
ン C の濃度や処理時間などの条件を検討
し、ファージが完全にインダクションされ
て Stx2 産生量が安定する条件で一定にし
て計測した。Stx2 産生量として、マイトマ
イシン C 処理によって細胞外にインダク
ションされる量をサンドイッチ ELISA 法
によって測定した。サンドイッチ ELISA
には、Stx1 には結合しない Stx2 特異的な
抗体を用いることで、Stx1 を含まない正確
な Stx2 産生量を測定した。 
 
（２）バクテリア用 GWAS パイプラインの構築 
 GWAS による表現型と有意に関連のある多型の特定は、その手法の登場後、様々な方法が実
装されている。しかしながら、これらはヒトを中心とした二倍体でゲノムサイズの大きな生物
を対象としており、バクテリアのように一倍体でゲノムサイズの小さな生物は想定していない。
これらは組換えのメカニズムや頻度、同じ座位への複数回の変異の導入など、GWAS による多
型の特定が困難となる要素であるが、ヒトをはじめとする二倍体生物では想定されない特徴で
あるため、バクテリアの特徴を考慮した専用の GWAS パイプラインが必要となる。次世代シ



ークエンサーからの配列データをインプットとして、表現型と関連のある k-mer を特定し、そ
のアノテーションを推定するパイプラインを構築した。 
 
（３）O121 への GWAS の適用 
 すでに収集及び次世代シークエンサー
によるシークエンスが終わっている 59 株
の O121 の配列データと（1）で測定した
Stx2 産生量を入力として用い、（2）で構
築したバクテリア用 GWAS パイプライン
によって Stx2 産生量と関連する k-mer 配
列を検出した。O121 のゲノム配列とアノ
テーション情報から k-mer 配列を含む遺
伝子を推定することで、宿主ゲノムがファ
ージ内にコードされる Stx2 産生量を制御
するメカニズムを推定した。 
 
４．研究成果 
（１）サンドイッチ ELISA による Stx2 産
生量の測定 
 人為的なバリエーションの生じにくい
条件を新たに検討するために、系統的に異
なるクレードに属する代表 4 株に対して、
マイトマイシン C の濃度や処理時間を変
えて複数の条件で比較し、Stx2 ファージが
完全にインダクションされていると考え
られる条件を決定した。この新たな条件で Stx2 産生量を測定したところ、これまでの実験で
計測した Stx2 産生量と同程度のバリエーションが見られた。当初の想定通り均一なサブタイ
プのファージから Stx2 産生量のバリエーションが見られたため、GWAS による宿主の染色体
ゲノムからの Stx2 産生量調節領域の推定は可能であると考えられる。 
 
（２）バクテリア用 GWAS パイプラインの構築 
 従来の GWAS では遺伝的多型として一塩基置換（single nucleotide polymorphism; SNP）
を用いていたが、本研究では数 bp の塩基配列のパターンである k-mer の有無を採用した。こ
れによって、挿入や欠失、構造の変化などの多型も検出することが可能となった。この方法の
特徴として、従来の GWAS ではゲノム中に少数しか存在しない SNP のみを用いるのに対して
ゲノム中からすべての数 bp の塩基配列のパターンを取得するため必要となる計算量が非常に
多くなる。ゲノムサイズの大きな真核生物ではこのアルゴリズムは現実的ではないが、バクテ
リアほどの小さいゲノムサイズであれば現実的な時間で計算できた。 
 次世代シークエンサーによる配列データから効率的に GWAS による解析を行い、表現型と
関連のある k-mer とその機能を推定するために既存のソフトウェアを交えてパイプラインを
構築した。具体的には、アセンブルによるゲノムの再構築、k-mer の抽出とカウント、GWAS、
k-mer の位置をゲノム上にマッピング、マッピングした位置およびその周辺の遺伝子を候補と
して取得、パンゲノム解析による使用した全株の遺伝子リストの作成、候補となる遺伝子の有
無の確認、遺伝子内にあった場合は同義/非同義置換やフレームシフトの確認など一連の解析を
簡便に実行できた。将来的にはこれらのパイプラインを公開することで、大腸菌に限らずどの
ようなバクテリアに対しても適用可能となる。 
 
（３）O121 への GWAS の適用 
 上述(1)の Stx2 産生量に対して(2)のパイプラインを適用することで、Stx2 産生量と相関のあ
る k-mer を検出した。幅広い遺伝子を探索しつつ偽陽性を排除するために複数の閾値で検討、
比較したところ、最も厳しい基準では 47 の k-mer が得られた。検出されたすべての k-mer の
ゲノム上の位置情報とアノテーションから候補となる遺伝子の機能を取得したところ、これら
の k-mer をもつ遺伝子はすべてインテグラーゼや IE (insertion elements)など外来性と考えら
れる因子に関連する領域であった。次に厳しい基準では Stx2 産生量と相関のあった k-mer は
242 検出された。これらの k-mer がもつ遺伝子の機能を調べたところ、同様にそのほとんどが
外来性因子であり、特にファージを構成する遺伝子が多く含まれていた。現在のデータセット
とパイプラインでは宿主菌由来の染色体ゲノムからは Stx2 産生量の制御に関わる領域を見つ
けることはできなかったが、一方で Stx2 産生量に Stx2 ファージ以外のファージやその他の外
来性因子が関わっている可能性が示唆された。今後は、サンプル数を増やすことでより精度の
高い GWAS を行っていくことに加え、O121 以外の EHEC である O157 などでも同様に、Stx2
ファージの挿入部位やサブタイプが均一であるサンプルセットでの外来性因子の影響を検討し
ていく。 
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