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研究成果の概要（和文）：腸管出血性大腸菌（EHEC）は、志賀毒素(Stx)や3型分泌系（T3SS）など様々な病原因
子を保持している。ウシが保菌動物であるが、ウシ腸内である選択圧の元に病原因子を蓄積させ出現していると
考えられている。我々はその選択圧を細菌捕食性原生生物であると想定している。本研究では、ウシから経時的
に大腸菌を分離して病原因子の有無を解析したところ、Stxが大腸菌のウシへの定着に役立つことを示唆する結
果を得た。また、ウシの各消化管内では、大腸菌と原生生物が共存していることも明らかにした。さらに、大腸
菌がウシ腸内で蓄積している遺伝子を網羅的に同定した。本成果は、EHEC出現機構の解明につながると期待され
る。

研究成果の概要（英文）：Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) harbors various virulence factors 
such as Shiga toxin (Stx) and type 3 secretion system (T3SS). Cattle are the main carrier of the 
pathogen, and it is believed that the virulence factor accumulates and emerges under selective 
pressure in the bovine intestine. We hypothesize the selective pressure to be a bacteria-predatory 
protist. In this study, we isolated E. coli from cattle over time and analyzed the presence or 
absence of virulence factors, and obtained results suggesting that Stx helps colonize E. coli in 
cattle. We also clarified that E. coli and protozoa coexist in each gut of cattle. Furthermore, we 
comprehensively identified the gene clusters that Escherichia coli accumulated in the bovine 
intestine. This result is expected to lead to the elucidation of the emerging process of EHEC.

研究分野： 細菌学

キーワード： 腸管出血性大腸菌　志賀毒素　３型分泌装置　進化　原生生物　ゲノム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EHEC感染症では、牛肉やウシ糞便で汚染された野菜などが主な感染源となるが、牛生レバーの提供禁止や食肉加
工工程における汚染防止対策の徹底にも拘わらず、毎年3,000人程度の感染者が発生している。EHECの予防に
は、ウシからEHECを排除することが最も効果的であるが、EHECがウシにほぼ無害であること、ウシのEHEC陽性率
が極めて高いことなどから、抗菌薬などによる除菌は現実的ではない。本研究では、ウシ腸内でEHECが出現する
機構の解明につながる成果を得た。今後さらに研究を続ける必要はあるが、将来的にはウシ腸内でEHECの出現を
抑える手法を開発し、安全な食肉を提供することが可能になると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
腸管出血性大腸菌（EHEC）は、臨床的に特に問題となる大腸菌で、出血性大腸炎だけでなく、

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。様々な血清型を示す

EHEC が存在するが、O157 による症例が最も多く、O26、O111、O103、O145、O121 なども増加

傾向にある。EHEC の主な病原因子は、志賀毒素(Stx)と LEE 領域にコードされた 3 型分泌系

（T3SS）であるが、他にも多くの病原因子を有する。各血清型の EHEC は、共通祖先から分岐

後に、独立して同じセットの病原因子をファージによる水平伝播で獲得することで平行進化し

てきたことが明らかとなっている。 

  EHEC はウシが主なキャリアであり、基本的にはウシに無害であるが、ウシにはなぜ EHEC

が常在しているのか、EHEC はどのような大腸菌からどのようにして出現してきたかは不明であ

る。以前、申請者らは、ウシ常在大腸菌（575 株）、ヒト常在大腸菌（362 株）のゲノムを比較し

た結果、(1)ウシ常在大腸菌とヒト常在大腸菌は系統的に異なっていること、(2)ウシ常在菌系統

の様々な亜系統の大腸菌から EHEC の出現が起こっていることを明らかにした。また、(3)Stx や

LEE 陽性株には、他の多くの病原因子も蓄積していることがわかった。LEE 領域の T3SS により

分泌されるタンパク質（effector)は、LEE 領域の７つに加えて、LEE 領域以外に２１種類 (non-

LEE effector)同定されているが、それらは LEE 陽性株のみに存在することが明らかとなった。

non-LEE effectorはファージを介してEHECに持ち込まれているが、LEE陽性株のみに獲得され、

維持される機構や選択圧が存在すると考えられる。また、LEE や Stx とは機能的関連が知られて

いなかった溶血毒（ehxA）、プロテアーゼ（espP）、赤血球凝集素（hes）など、その他の多くの既

知病原因子が LEE 陽性株や Stx 陽性株に偏って分布しており、これらの病原因子の LEE や Stx

との機能的関連が示唆された。

図３に申請者らが提唱する

EHEC の出現プロセスのモデ

ルを示すが、ウシ腸内では、あ

る選択圧の元にファージなど

を介して大腸菌に病原因子が

次々と蓄積し、その病原因子群

が協調して働くことがウシ腸

内での大腸菌の生存に有利に

なっていると考えられる。申請

者らは、その選択圧としてウシの腸内に生息し、細菌を捕食している原生生物であると想定して

いる。 

 一方で、既知病原因子を全く持たないウシ常在大腸菌も多数存在することから、本当にウシ腸

内で病原因子を有することが有利になっているのか？という疑問も存在する。また、以前の解析

では、既知病原因子の分布しか解析していないが、既知の病原因子と共に蓄積している他の遺伝

子も原生生物への抵抗性やヒトへの病原性に重要かもしれないため、その同定も必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、EHEC の出現機構の解明であり、そのために解決すべき課題は以下の３つであ

る。 



 

 

(1) 病原因子を有することがウシ腸内での生育に有利になることの検証 

(2) 病原因子を蓄積させる選択圧の解明（原生生物仮説の検証） 

(3) 既知病原因子と共に蓄積している遺伝子の同定と機能解析 

これらの課題を解決して EHEC 出現機構を解明することで、EHEC の出現を抑制する手法の開

発が可能となり、EHEC感染症の予防につながると期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) 病原因子を有することがウシ腸内での生育に有利になることの検証 

これまでの研究で、ウシ腸内に常在する大腸菌には、志賀毒素や T3SS をはじめ多くの病原因

子が蓄積することが明らかとなっており、これらの病原因子の蓄積が、ウシ腸内での大腸菌の生

息に有利となっている可能性が考えられる。そこで、ウシから経時的に大腸菌を分離し、クロー

ンの識別と病原因子の有無を調べることで、病原因子獲得がウシへの安定的な定着に役立って

いるかどうかを解析した。宮崎県住吉牧場で飼育している黒毛和牛１０頭とホルスタイン１０

頭から１ヶ月おきに９ヶ月間、直腸便を採材した。各便サンプルから 24 株ずつ大腸菌を分離し、

志賀毒素１型（stx1）、２型(stx2)、３型分泌装置(eaeA:マーカー遺伝子)の有無を PCR で調べた。 

(2) 病原因子を蓄積させる選択圧の解明（原生生物仮説の検証） 

ウシの消化管のどの部位に大腸菌が生息しているか、また、各消化管にはどのような原生生物

が生息しているかを解析した。食肉検査所の協力を得て、脱臼により病畜として処理される３頭

のウシ（ホルスタイン２頭と黒毛和牛１頭）の解体作業に立ち会い第１胃、第２胃、第３胃、第

４胃、小腸、大腸から内容物を採材した。各サンプルからビーズ法により DNA を抽出した。16S

のV3-V4領域を増幅し、illumina MiSeqでシーケンスを行った。ホルスタインの１頭については、

HiSeq を用いてメタゲノムショットガンシーケンスを行った。 

各消化管内容物から原生生物の分離を行った。抗菌薬（Amp, GM,)を加えたチョークレー液

（NaCl；100mg, KCl； 4mg, CaCl2；6mg, /L 滅菌水)に検体を懸濁し、大腸菌（コロニーを回収

して 60℃で 1 時間加熱処理したもの）を加えて、暗所で数日室温に放置した。経時的に実体顕

微鏡で観察し、原生生物の増殖を観察した。 

(3) 既知病原因子と共に蓄積している遺伝子の同定と機能解析 

ウシ常在大腸菌には、Stx や LEE と共に多数の病原因子が蓄積しており、それらの病原因子が

強調して働くことでウシ腸内での生存に役立っている可能性が考えられる。また、その結果とし

てヒトへの病原性を進化させていることが示唆されている。これまでは既知の病原因子にのみ

着目していたため、今回、Stx 陽性株や LEE 陽性株に蓄積する遺伝子を網羅的に同定した。これ

までにシーケンス済みの 574 株のウシ常在大腸菌を用いてパンゲノムワイド関連解析(Pan-

genome-wide association study：Pan-GWAS)を行った。アセンブル後のドラフトゲノム配列につい

て、Prokka による遺伝子のアノテーションを行い、Roary によるパンゲノム解析の後、Scoary を

用いた Pan-GWAS解析により Stx 陽性株や LEE 陽性株に偏って分布する遺伝子の同定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 病原因子を有することがウシ腸内での生育に有利になることの検証 

黒毛和牛については、すべての牛から stx1、stx2、eaeA のいずれかを保持する大腸菌が分離さ

れたが、乳牛では半分の５頭から分離された。病原因子陽性の大腸菌が全く検出さなかった牛か

ら、翌月には eaeA 陽性の大腸菌が優勢に検出されるなど、病原因子の有無やその陽性パターン

がダイナミックに変化していることが明らかになった。Stx2 陽性株については、一度定着を始め



 

 

ると継続して分離される傾向にあった。今後はゲノムシーケンスまでを行い、系統関係や他の病

原因子の有無についても検討を行う予定である。 

(2) 病原因子を蓄積させる選択圧の解明（原生生物仮説の検証） 

16S 菌叢解析の結果、いずれのウシにおいても第１胃、第２胃、第３胃、第４胃の菌叢は類似

度が高かったが、小腸と大腸はそれぞれ菌叢が大きく異なっていた。各サンプルについて、大腸

菌の存在割合を調べたところ、第１胃には、３頭とも 0.002%前後の割合で大腸菌が検出された。

第２胃と第３胃では第１胃より割合は低くなったが、第４胃と少量においては大腸菌の割合が

増加した。最も大腸菌が多かった個体では、第

４胃で 0.17%、小腸で 21%の大腸菌が検出され

た。大腸における大腸菌の割合は、３頭のウシ

のそれぞれで 0.002%, 0.021%, 0.032%の存在割

合であった。これらのことから、ウシの消化管

のほぼすべてで大腸菌は検出されるものの小腸

に最も多い傾向があることがわかった。 

 メタゲノムシーケンスのデータから既知の原

生生物のゲノムにマップされるリードを抽出

し、その割合を解析したところ、第１胃と第２

胃では複数の原生生物がより多く検出された。一方で、大腸からは Bigyra 科の原生生物が優勢

に検出された右図。 

 各消化管から原生生物の分離を試みた。消化管内容物の懸濁液中には、原生生物様の形態をし

た細胞が多数観察されたが、大腸菌の死菌を餌にした培養では、増殖が見られなかった。酸素分

圧などの培養条件を検討する必要があると考えられた。 

(3) 既知病原因子と共に蓄積している遺伝子の同定と機能解析 

Stx に関連のある遺伝子の抽出では、95 株の Stx 陽性株と 141 株の Stx 陰性株を対象として、

統計的有意性を示す 342遺伝子が同定された。そのうち、121遺伝子が機能未知であった。機能

既知遺伝子の多くは、ファージやプラスミドの機能遺伝子であったが、既知病原因子としてエン

テロへモリジンと serine protease EspP が含まれていた。 

 LEE 領域と関連する遺伝子の抽出では、48 株の LEE 陽性株と 141 株の LEE 陰性株を対象と

して、334遺伝子が同定された。それらの統計的有意性上位の 118遺伝子について、表に示し

た。これらの遺伝子の中には、予想通り T3SS構成遺伝子や effectorが含まれていた。また、

effector はファージのカーゴ遺伝子（揺りかご遺伝子とも呼ばれるファージが運んでいるファー

ジ機能とは関係ない遺伝子）として大腸菌に持ち込まれているが、興味深いことに GWAS 解析

でもファージのカーゴ遺伝子と考えられるものが多数検出されており、そのうち機能が推定さ

れていない遺伝子が１２個含まれていた（表中の赤で示した）。これらの中には、新たな病原性

遺伝子が含まれている可能性が考えられる。事実、No.35 はアノテーション上では membrane 

protein として記載されており、明確な機能は推定されていないが、最近の論文では lipid A の修

飾を行うことで宿主の炎症反応を抑制することが明らかにされている（Ogawa et al, Cellular 

Microbiology, 2018）。 

今後は抽出した新規病原遺伝子候補１２遺伝子に加えて、パンゲノムワイド関連解析で優位性

を示した機能未知遺伝子の網羅的な機能解析を行う予定である。 

 



 

 

 

(4)結果のまとめと考察 

本研究により、ウシ腸内では、Stx や T3SS といった EHEC の主要病原因子をもつ大腸菌とそれ

らを持たない大腸菌がダイナミックに入れ替わっていることが明らかとなった。一方で、Stx を

持つ大腸菌が定着すると一定期間は継続して分離されることもわかったことから、Stx の存在が

ウシ腸内での大腸菌の生育に優位となっていることを支持する結果となった。また、大腸菌自体

はウシのすべての消化管から検出されており、原生生物も小腸以外の消化管には存在すること

がわかった。今後は、ウシ消化管内容物からの原生生物を分離して、試験管内での共存実験によ

り、Stx や T3SS の役割について検討する必要がある。また、GWAS解析により Stx や T3SS 陽性

大腸菌に蓄積している遺伝子が同定され、その中には新規の病原性関連遺伝子が含まれている

と考えられる。これらの遺伝子について機能解析を行うことで、EHEC の出現機構やヒトへの病

原機構の全容解明につながると期待される。 
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