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研究成果の概要（和文）：新興下痢症起因菌Escherichia albertii (EA)のゲノム情報から病原関連候補因子を
同定し、”アメーバへの感染・増殖機構および病原機構の解明”、”感染源同定や汚染調査に有用な選択的増菌
培養法の開発”を目指した。その結果、本菌のアメーバ内増殖に重要な病原関連因子を同定するとともに、アメ
ーバの細胞質内で増殖を示唆する結果を得た。また、種特異的な細胞表面分子があることを明らかにし、それを
利用した濃縮増菌法を開発して、多数のEA株において本法が有用であることを示した。加えて、本菌の特徴とし
て鞭毛H抗原タイプが4種類あることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Escherichia albertii is a recently recognized human enteropathogen. In this 
study, we performed the functional analysis to identify the mechanism of intracellular-survival in 
Acanthamoeba castellanii of this species and also the virulence mechanism in mammalian cells. In 
addition, we tried to develop effective methods to identify the source of infection and to perform 
the survey of prevalence of this species in the environment.
The results revealed that 1)EACBF1370 protein is important for intracellular survival in A. 
castellanii, 2)we identified the E. albertii-specific surface factor and developed the 
immunomagnetic beads-based concentration and enrichment method for this species, 3)the fliC genes of
 E. albertii were grouped into four clearly distinguishable types designated E. albertii H-genotypes
 (EAHg1-EAHg4).

研究分野： 細菌学

キーワード： Escherichia albertii　アメーバ内増殖機構　菌濃縮法　タイピング　病原性
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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、集団感染の起因菌となっている新興下痢症起因菌E. albertii (EA)について、ゲノム情報および先
行研究の知見を基に解析を進め、本菌の環境（特に水環境）中での生態に関する情報を得ることができ、本菌の
感染経路を推定する上での有用な知見を得ることが出来た。また、本菌による感染事例では、感染源に存在する
菌数が少ないためかその同定に至る例が少ないことが問題であるが、本研究において、EAの表層分子を利用した
菌濃縮法および菌タイピング法を開発し、その有用性も明らかに出来たことで、今後の迅速な感染源同定などに
繋がることが期待される。

※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 

Escherichia albertii は 1991 年にバングラデシュでヒト下痢患者から初めて分離された新興
下痢症起因菌である。欧米での調査で野鳥への病原性が示される一方で、本菌のヒトに対する
病原性は明確にされていなかったが、申請者らは、本菌が重要なヒト下痢症起因菌の一つであ
り、集団感染も引き起こすこと、また志賀毒素を産生する菌株も存在することを世界で初めて
示した。その後、本菌による集団感染事例が国内で次々に報告され、志賀毒素産生株による溶
血性尿毒症症候群の発症も報告された。平成 28 年 11 月に厚生労働省から各都道府県などの衛
生主管部局へ本菌に関する情報提供を依頼する通知が出されるなど、本菌に対して大きな関心
が寄せられている。本菌の病原機構については、腸管病原性大腸菌や腸管出血性大腸菌と共通
の locus of enterocyte effacement (LEE 領域)にコードされた III 型分泌系（LEE-T3SS）を除き、
保菌宿主、環境での分布は不明であり、効率的な分離培養法も確立されていない。 

申請者らは、本菌のゲノム比較解析から、本菌が①大腸菌で”E. coli type III secretion system 
2 (ETT2)”と呼ばれる第２の III 型分泌系（ETT2-T3SS; 大腸菌系統では全ての株において領域
の一部が欠失しているため、機能が失われているとされている）を高度に保存していること、
②通常の培養条件下では運動性を示さないにも関わらず、鞭毛合成系遺伝子群が完全に保存さ
れていることを見いだした。さらに、性状解析により、「低温・低栄養化でのみ運動性を示し」、
「アメーバ内で増殖する」という自然界での生存適応に関連する表現型を見いだした。 

 
２．研究の目的 

本研究では、E. albertii に関する大規模なゲノム比較解析から見いだされたゲノム特性を利
用し、アメーバへの感染・増殖機構および各種病原機構の解明と、本菌の感染経路同定や汚染
調査に有用な選択的 E. albertii 濃縮増菌培養法を確立することを目的として、以下の５項目に
ついて解析を行った。 

（１）アメーバへの感染・増殖機構の解明 
（２）LEE および ETT2 にコードされた T3SS の病原機構への関与 
（３）LEE-T3SSエフェクターホモログ TccP4 の機能解析 
（４）鞭毛抗原(H抗原)の多様性とその多様性を利用したタイピングシステムの開発 
（５）種特異的表面タンパク質を利用した菌濃縮法の開発 
 
３．研究の方法 
（１）アメーバへの感染・増殖に関わる因子の同定 

①ゲノム情報からの候補遺伝子の網羅的抽出 
29 株のゲノム配列について DFAST により遺伝子アノテーションを行い、各株の遺伝子レ
パートリーを同定し、CB9786 株を参照株として遺伝子長が 60%以上でありアミノ酸配列相
同性が 90%以上の保存性を示す遺伝子を網羅的に抽出した。さらに、その中で病原性関連因
子をコードする遺伝子ならびにそのホモログを選定した。 
②機能解析のための遺伝子破壊株の作製 
項目①で同定した病原関連候補因子について、大腸菌で汎用されている遺伝子破壊法であ

る Wanner 法を改良した方法を用いて遺伝子破壊株を作製した。 
③E. albertii のアメーバ内での挙動・増殖部位と感染・増殖に関わる因子の分布に関する解析 
項目②で作成した遺伝子破壊株と野生株を用いて、Acanthamoeba castellanii への感染実験

を行った。感染 24時間後に感染細胞を洗浄して細胞外の菌を除去した後、アメーバを物理
的に破壊して LB寒天培地での形成コロニー数を比較することで、各遺伝子の細胞内生存に
おける働きを検証した。 

（２）LEE および ETT2 にコードされた III 型分泌系の病原機構への関与 
①LEE-T3SS および ETT2-T3SS の遺伝子破壊株の作製 
（１）の項目②と同様の手法により、LEE-T3SS および ETT2-T3SS の構成タンパク質コード
遺伝子 escF および eprJ の遺伝子破壊株を作製した。 
②各種細胞内での挙動に関する解析 
項目①で作成した遺伝子破壊株と野生株を用いて、Caco2 細胞および Acanthamoeba 

castellanii への感染実験を行った。Caco2 細胞については感染 2 時間後に固定、アクチン染
色を行い、attaching and effacing lesion (AE lesion)による強固な付着があるかを検討した。ま
た、A. castellanii については、感染 24 時間後に感染細胞を洗浄して細胞外の菌を除去した
後、アメーバを物理的に破壊して LB寒天培地での形成コロニー数を比較することで、細胞
内生存における働きを検証した。 

（３）LEE-T3SSエフェクターホモログ TccP4 の機能解析 
NCBI等の公共データベースに登録された 243株のE. albertiiのゲノム情報から、LEE-T3SS

により宿主細胞へ分泌され、宿主の細胞骨格改変に関わることが知られている LEE-T3SSエ



 

 

フェクターTccP のホモログ tccP4 遺伝子を新たに同定した。そこで、当該遺伝子破壊株を
作製し、野生株との比較により、Caco2細胞におけるアクチン重合機能への関与を検証した。 

（４）鞭毛抗原(フラジェリン; H抗原)の多様性解析 
NCBI等の公共データベースに登録された 243 株の E. albertii のゲノム情報からフラジェ
リン（H抗原）をコードする fliC 遺伝子の配列を抽出し、種内多様性および大腸菌との種間
多様性を解析した。 

（５）種特異的表面タンパク質を利用した菌濃縮法の開発 
①種特異的表面タンパク質の同定 
（１）の項目①で同定した保存性の高い遺伝子のうち、菌体表面に発現している可能性の高
い B 因子に着目し、抗 B抗体を作製して免疫磁気ビーズを利用した菌体濃縮法の開発を試
みた。 

②免疫磁気ビーズを用いた菌濃縮法の検証 
項目①で構築した菌濃縮法について、47 株の E. albertii を用いてその有用性を検証した。

また、実用化のため、大腸菌との混合菌液からの菌濃縮の可否についても検証した。 
 
４．研究成果 
（１）アメーバへの感染・増殖に関わる因子の同定 

E. albertii に保存性を示す遺伝子が 55 遺伝子同定され、その中に既知の病原関連因子の遺
伝子ホモログを 11個同定した。これらの遺伝子について遺伝子破壊株を試みたところ、A 遺
伝子を含む 4 つの遺伝子破壊株を作製できた。これらについて、アメーバ内での生存増殖試
験を行った結果、A 遺伝子破壊株のみ形成コロニー数が低いことが明らかとなり、アメーバ
内での増殖に本タンパク質が機能している可能性が示唆された。 

（２）LEE および ETT2 にコードされた III 型分泌系の病原機構への関与 
LEE-T3SS および ETT2-T3SS の遺伝子破壊株を用いた感染実験の結果、Caco2 への付着性

には LEE-T3SS が必須であることが明らかとなった。他方、アメーバ内における生存機構に
はどちらの III 型分泌系も影響しないことが明らかとなった。 

（３）LEE-T3SSエフェクターホモログ TccP4 の機能解析 
tccP4 遺伝子を保有する K7756 株について遺伝子破壊株を作製し、Caco2細胞におけるア

クチン重合および AE lesion形成能を検証した。その結果、遺伝子破壊株においてもアクチン
重合および AE lesion の形成が観察された。このことから、TccP4以外にこれらの機能に関連
する因子の存在が示唆された。そのため、現在、K7756 株について全ゲノム配列決定を行い、
他の因子の有無について検証を進めている。 

（４）鞭毛抗原(H抗原)の多様性とその多様性を利用したタイピングシステムの開発 
fliC 遺伝子の多様性解析の結果、E. albertii には 4種類の H抗原遺伝子型（EAHg1-EAHg4）

が存在すること、また、これらは大腸菌のH抗原遺伝子型とは異なることが明らかとなった。
加えて、E. albertii で最も多い遺伝子型は EAHg4 であることも明らかとなった。 

（５）種特異的表面タンパク質を利用した菌濃縮法の開発 
抗 B 因子抗体を用いて検証した結果、E. albertii の濃縮が可能であったことから、本菌が

B 因子結合性因子を菌体表面に発現していることが示唆された。現在、この因子の責任遺伝
子について同定を進めている。また B 因子を用いた免疫磁気ビーズによる菌濃縮法の有用性
について E. albertii 株 47 株を用いて検証した結果、約 80％にあたる 37 株で大腸菌 K-12 株と
比べて強い B 因子結合性を示した。また、総菌数が 1万になるように大腸菌と E. albertii を
異なる比率で混合した菌液からの E. albertii 回収効率を検討した結果、非常に低濃度の菌数
（0.5%）においても効果的に回収出来ることが明らかとなった。これらのことから、本法が
E. albertii 菌濃縮増菌法として有用となることが示唆され、現在、実用化に向けた改良を進め
ている。 
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