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研究成果の概要（和文）：本研究では、大腸菌ST131特異的タンパク質として、7655 m/zを示すE34Aアミノ酸置
換を有するYahOタンパク質(機能不明)、11783 m/zを示す可溶性チトクロームb562(機能不明)、9710 m/zを示す
HdeA(酸ストレス応答に関与)および8351 m/zを示すYjbJタンパク質(機能不明)などが検出された。また、11783 
m/zを示す可溶性チトクロームb562において、ST131細分類Cクレードに特有の配列を発見した。現在のところ機
能不明なYahOや可溶性チトクロームb562はそのタンパク質間相互作用予測解析からバイオフィルム形成に関与し
ている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Escherichia coli ST131-specific proteins were detected, including YahO 
protein with E34A amino acid substitution with 7655 m/z (unknown function), soluble cytochrome b562 
with 11783 m/z (unknown function), HdeA with 9710 m/z (acid stress response related), and YjbJ 
protein with 8351 m/z (unknown function). In addition, we found a sequence unique to ST131 C clade 
in soluble cytochrome b562 with 11783 m/z. The predicted protein-protein interactions of YahO and 
soluble cytochrome b562, whose functions are currently unknown, suggest that they may be related in 
biofilm formation.

研究分野： 臨床微生物学

キーワード： Escherichia coli　sequence type 131　YahO　可溶性チトクロームb562　HdeA　YjbJ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ESBLやカルバペネマーゼを産生するEscherichia coli ST131の世界的なパンデミックが問題視されているが、そ
の原因は未だ明らかになっていない。われわれはST131パンデミックの原因を追究すべく、MALDI-TOF MSを用い
てST131特異的タンパク質を探索した。その結果主に4つのアミノ酸置換をともなうタンパク質を発見した。しか
し、これらの中にはその機能が現在のところ不明なものが多く存在する。今後、これらの機能を明らかにするこ
とにより、薬剤耐性菌が世界的パンデミックを引き起こす原因が追究できる可能性を秘めている。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 基質拡張型 β ラクタマーゼ（ESBL）やカルバペネマーゼを産生する多剤耐性腸内細菌科細菌
は、2002 年以降 Escherichia coli の菌種を中心に病院内のみならず市中においても急増傾向にあ
り（Nicolas-Chanoine MH, et al. Clin Microbiol Rev 2014., Nakamura A, et al. J Infect Chemother 2016.）、
2013 年には米国疾病予防管理センター（CDC）が人類の脅威であるとの警告を発した。また、
このまま薬剤耐性菌が増加し続けると、2050 年には薬剤耐性菌感染症関連死亡率は現在最も死
亡率の高い悪性腫瘍関連死亡率を上回るとの試算も報告されており、今後新たな薬剤耐性菌蔓
延防止策が求められている（The JIM O’Neill commission, UK, 2016.）。この多剤耐性 E. coli 世界
的蔓延の原因は、ST131 クローン（ST131）とよばれる単一クローンの世界的なパンデミックで
あるといわれており、ヒト由来臨床材料より分離される ESBL 産生 E. coli 全体の約 8 割を占め
る。また、ST131 は各種尿路病原因子や薬剤耐性因子を高率に保有しており、難治性尿路感染症
や重症感染症に深く関与しているため、本クローンの重要性が注目されている（Woerther PL, et 
al. Clin Microbiol Rev 2013.）。ST131 が世界的パンデミックを遂げた原因の解明は、将来の薬剤耐
性菌世界的蔓延防止策を講じる上で最重要課題であるが、その原因は未だ明らかになっていな
い。ST131 は自身が世界的パンデミックを成功させ る為に巧みに進化してきた高性能なクロー
ンであり、本クローンの世界的蔓延のメカニズムを解明することは、今後の新たな薬剤耐性菌蔓
延防止策を講じる上で大変重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的はわれわれが MALDI-TOF MS を用いて、これまでに発見してきたいくつかの 
ST131 特異的バイオマーカーピークをタンパク質単離精製および同定し、その機能を解明するこ
とである。今後、これら未同定の ST131 特異的バイオマーカーピークについてタンパク質同定
およびその機能解析を実施することで、ST131 が世界的蔓延を遂げた原因を追究できる可能性を
秘めている。また、今後の世界的蔓延が懸念されている様々な薬剤耐性菌の蔓延を防止するため
の新しいストラテジーを構築することが可能となるため、本研究遂行の臨床的意義は極めて高
い。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究はわれわれがこれまでに MALDI-TOF MS を用いて発見してきた ST131 特異的バイオ 
マーカーピークのタンパク質精製および同定、そしてその特異的タンパク質機能解析のために、
以下の研究を実施した。 
 
1) 各種 ST131 特異的タンパク質の単離精製および同定 
 われわれがこれまでに MALDI-TOF MS を用いて発見した ST131 特異的タンパク質をクルード
な ST131 クローンタンパク質から HPLC によって単離精製した。HPLC 機器は 1220 Infinity LC
（Agilent Technologies）を用い、使用カラムは TSKgel ODS 100V（Tosoh Bioscience）を使用し単
離精製した。精製したサンプルはペプチド分離用 Tricine SDS-PAGE を実施し、切り出したゲル
片はトリプシン消化後、LC-MS/MS によるアミノ酸配列解析を実施した。使用機器は LCMS-IT-
TOF （ 島 津 製 作 所 ） を 用 い た 。 得 ら れ た ペ プ チ ド 情 報 は Mascot Database Search
（http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=MIS）を用いてタンパ
ク質同定を実施した。翻訳後修飾は Mascot Error Tolerant Search を用いた。 
 
2) 同定したタンパク質に対する塩基配列解析 
 同定した各種タンパク質はその遺伝子情報を基に各種プライマーを設計し、PCR ダイレクト
シークエンスにて塩基配列を決定した。その塩基配列情報から ST131 と non-ST131 間の各種タ
ンパク質のアミノ酸配列における相違を検索した。 
 
3) 機能不明なタンパク質に対するタンパク質間相互作用解析 
 各種 ST131 特異的タンパク質同定後、機能不明なタンパク質はそのコーディング遺伝子を高
発現 pET ベクター（Novagene）に遺伝子導入し、ST131 および non-ST131 特異的配列の 2 種類
の GST 融合タンパク質を作製し、タンパク質間相互作用解析を実施した。ベクターは pET-41a
を使用した。 
 
４．研究成果 
 ST131 に特異的ないくつかのアミノ酸変異を伴うタンパク質の抽出に成功した（Nakamura A, 
et al. Sci Rep 2019.［図 1］, Nakamura A, et al. Diagn Microbiol Infect Dis 2015.）。そのなかに、E34A



を有する YahO、7 箇所のアミノ酸変異を有する可溶性チトクローム b562、および Q92K と N94S
を有する HdeA の 3 つが存在し、前者 2 つは現在のところ詳細な機能は不明であるが、各種バイ
オインフォマティクス手法によるタンパク質間相互作用予測によってバイオフィルム形成への
関与が示唆された［図 1］．Kudinha T らは ST131 が他のクローンに比べてバイオフィルム形成能
が高いと報告しているが、近年 Flament-Simon SC らや Surgers L らは全く異なる結果を報告して
おり、その真否は不明のままである（Kudinha T, et al. J Clin Microbiol 2013.，Flament-Simon SC, et 
al. Front Microbiol 2019.，Surgers L, et al. Int J Med Microbiol 2019. ）。一方、HdeA は酸ストレスシ
ャペロンであることは現在知られているが、その詳細な酸ストレス応答へのメカニズムはわか
っていない。われわれは、これらの研究成果より ST131 がヒト腸管内に定着するメカニズムと
して、ST131 は胃酸抵抗性を持ち、容易にヒト腸管内に到達、かつその腸管内でバイオフィルム
を形成し、長期定着している可能性を推測している。 
 ST131 は自身が世界的パンデミックを成功させる為に巧みに進化してきた高性能なクローン
であり、本クローンの世界的蔓延のメカニズムを解明することは、今後新たに出現してくるであ
ろう薬剤耐性菌の蔓延防止策を講じる上で大変重要な課題であるため、引き続きプロテオミク
ス解析を実施していく予定である。 
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図1．各種ST131特異的タンパク質におけるタンパク質間相互作用予測．(A) E. coli K12 MG1655データ
ベース，(B) E. coli CFT073データベース

Gastric acid resistance-
Related proteins cluster
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