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研究成果の概要（和文）：本研究では、４都道府県の衛生研究所で過去に発生した病原因子不明大腸菌が原因と
疑われる集団下痢症事例の13件について調査した。これらの事例で分離された大腸菌149株について、ゲノム配
列を決定し、血清型、シーケンスタイピング、系統解析などを行った結果、７事例において大腸菌が集団下痢症
の原因菌であったと推察された。各事例の株は、異なる血清型に分類され、一部の株では既知の病原因子と高い
相同性を示す遺伝子も検出されたが、ヒトへの病原機構は解明されておらず、さらなる検討が必要である。今後
は、健康保菌者由来の常在大腸菌とのゲノム比較や多くの事例を用いたより大規模な解析が必要であると考えら
れる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated 13 cases of diarrhea outbreaks suspected to 
be caused by Escherichia coli carrying unknown virulence factor that occurred in the past in four 
prefectures. As a result of determining the genome sequence, serotyping, sequence typing, and 
phylogenetic analysis of 149 E. coli strains isolated in these cases, E.coli was presumed to be the 
causative agent of the outbreak in 7 cases. The strains in each case were classified into different 
serotypes, and genes showing high homology to known virulence factors were also detected in some 
strains. In the future, it will be necessary to perform genome comparisons with commensal E. coli 
from healthy carriers and larger-scale analyzes using many cases.

研究分野：細菌学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
各都道府県では、年間数件から数十件程度、病原因子不明の大腸菌が原因と疑われる下痢症事例が発生してい
る。集団発生で複数の患者から同一血清型の大腸菌が分離されるなど、原因菌として強く疑われる事例も少なく
ない。そのため、まだ知られていない新規の病原因子を保有する新型の病原性大腸菌が存在すると考えられる。
原因菌の同定は、原因食材の特定や感染ルートの推定に必須であり、今後の感染防止対策にも重要な情報とな
る。本研究で得られる成果は、感染性下痢症の臨床検査や疫学調査などに大きく貢献できると期待される。

※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 

保健所や衛生研究所における下痢症事例の一般細菌検査では、患者の便からキャンピロバク

ター、サルモネラ、赤痢菌、ビブリオ、エルシニア、大腸菌、ブドウ球菌、セレウス菌、ウエル

シュ菌、ノロウイルス、クドアなどの分離や検出が行われる。このうち、大腸菌以外の微生物に

ついては、腸内の常在菌でないため、分離や検出がされた時点で下痢症の原因菌として確定され

る。しかし、大腸菌に関しては腸内の常在菌でもあるため、その分離だけでは不十分であり、各

病原型の下痢原性大腸菌マーカー遺伝子の検出が必要となる。下痢原性大腸菌は、６つの病原型

に分類されており、保持する病原因子や起こす症状が異なっている（表 1）。下痢症患者から大

腸菌が分離された際は、表１

に示したマーカー遺伝子の検

出が行われ、病原型の決定に

より、下痢の原因菌として確

定診断される。しかし、いず

れのマーカー遺伝子も検出さ

れない場合は、原因菌としては確定できず、原因不明事例として処理される。このような事例は

各地で度々報告されているが、感染源や感染ルートの特定などの原因究明が困難となるため、公

衆衛生上の問題となっている。検査対象外の微生物が原因であった可能性もあるが、分離された

大腸菌がまだ知られていない新規の病原因子を保持する新型の下痢原性大腸菌であることも考

えられる。事実、我々は、以前に４事例の集団下痢症事例から分離された病原因子不明大腸菌の

ゲノム解析を行ったところ、２事例について易熱性エンテロトキシン LT2（遺伝子名: elt2 )を保

持する非典型的な ETEC が原因であったことを見出した。LT1 は ETEC の主要な病原因子であ

るため（表１）、病原性大腸菌マーカー遺伝子に含まれるが、LT2 はヒトへの病原性が未知であ

ったため検査対象外である。また、LT1 と LT2 は 50%程度の相同性しかなく、LT1 検出プライ

マーで LT2 は検出できない。本事例は、LT2 産生大腸菌が原因となった初めての集団下痢症事

例として論文報告した。しかし、他の２事例の分離株では、既知病原因子との相同性検索では病

原因子を見つけることができなかったため、全く新規の病原因子を持つ新規病原型の下痢原性

大腸菌である可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 

本研究では、集団下痢症から原因菌として分離されながらも病原因子が不明な大腸菌につい

て、新規病原因子の同定を行うことを目的とする。各地衛生研究所から原因不明事例で分離され

た大腸菌を収集し、ゲノム解析を行うことで原因遺伝子の特定を目指す。 
  
３．研究の方法 
(1) 原因不明集団下痢症事例の調査と菌株の収集 

国内４つの衛生研究所において、過去に集団下痢症の患者から原因菌として大腸菌が分離さ

れながらも病原遺伝子が不検出のため原因不明となった事例を調査する。それらの事例から原

因菌として分離された大腸菌を収集する。各株からゲノム DNAを抽出し、ライブラリーの調整と

illumina MiSeqによるシーケンスを行う。 
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(２) 病原因子不明大腸菌のゲノム解析 

ドラフト配列の取得と系統解析：リードデータをアセンブルし、遺伝子アノテーションを行う。

パンゲノム解析でコア遺伝子を抽出して、コアゲノム系統樹を作成し、各菌株の系統的特徴を明

らかにする。 

病原遺伝子候補の抽出：病原因子データベース(VFDB)を用いて、各菌株に対して相同性検索を行

い相同性のある遺伝子（アミノ酸配列で identity 30%程度の弱い相同性も含める）を抽出する。

その際、動物や植物に対する病原因子も検索対象とする。 

 
４．研究成果 

(1) 原因不明集団下痢症事例の調査と菌株の収集 

 ４都道府県の衛生研究所で過去の原因不明下痢症事例の記録調査を行った。原因菌として大

腸菌が分離されながら既知の病原因子が検出されなかった事例が合計１３事例存在した。この

内、７事例(No.1, 7, 8, 9, 11, 12, 13)については、多数の患者から同一 O 血清群を示す株が

分離されており、原因菌として強く疑われた。しかし、事例 No.1では、性状の異なる株が２株

存在したため２株

を、No.7では他の O

血清群株も含めた

８株を各衛生研究

所から収集した。そ

の他の５事例では

１株のみを収集し

ている。また、残り

の６事例では（事例

No.2, 3, 4, 5, 6, 

10）、分離株のほと

んどが O 血清群型別不能（OUT）であったため、分離株すべてを収集した。合計で 149株を収集

し、ゲノム DNAを抽出後、イルミナシーケンサーで全ゲノムシーケンスを行った。 

(２) 病原因子不明大腸菌のゲノム解析 

 まず、各株についてゲノムデータを用いて in silico 血清型別を行った。抗血清を使った型別

で O 血清群が決定されていた株については、いずれも同一の O 血清群が同定され、さらにそのす

べてで H 血清群も型別することができた（表２）。主な分離株の O 血清群が OUTであった６事例

のうち、事例 No.6においては、シーケンスを行った 57株中 20株が O81:H27を示し、残りの株

は多様な血清型に分類されたため、O81:H27がこの事例の原因菌株であったと推定された。しか

し、その他の５事例（No.2, 3, 4, 5, 10）については、まとまって同じ血清型を示す株が存在

せず、原因菌株は血清型からは推定できなかった。 

 下図に事例 No.1〜10の株について全ゲノム系統解析と既知病原因子との相同性検索を行った

結果を示す(事例 No.11〜13については解析中)。事例 No.１の株は、２株とも O26:H32の血清型

で ST10に分類された。既知の病原因子である eaeH (Putative attaching and effacing protein 

homolog)と高い相同性を示す遺伝子が検出された。事例 No.2, 3, 4, 5, 10の株は、同一事例

内の株でも異なる STや系統群に分類されており、ほとんどが常在性の大腸菌と考えられたため、

原因菌株の推定は困難であった。事例 No.6の株では、O81:H27の 20株が ST2139に分類され、

１つの系統群を形成したが、既知病原因子と高い相同性のある遺伝子は同定されなかった。また、



 

 

ST5591 に分類される株が９株存在していた。事例 No.7 では、O128:H12（UP129）株が原因菌株

と推定されるが、既知病原因子と相同性の高い遺伝子は存在しなかった。事例 No.8の株は単独

の STに分類され、既知病原因子は検出されなかった。事例 No.9の株は他の複数の事例の株とと

もに ST69に分類され、eaeHと ihaA (adhesin)が検出された。 

 

(３) 結果のまとめと今後の展望 

 本研究で解析した１３事例の集団下痢症事例のうち、事例 No.1, 6, 7, 9, 11, 12, 13 大腸菌が

原因の集団下痢症である可能性が高いと推察された。それぞれ O26:H32, O81:H27, O128:H12, 
O146:H28, O159:H38, O6:H10, O25:H10 の血清型に分類され、ST や系統樹上での位置も異な

る大腸菌であった。既知の病原因子としては、eaeHと ihaAが一部の株で検出されたが、これら

の病原因子のヒトへの病原性は解明されておらず、さらなる検討が必要である。今後は、今回の

７事例由来の菌株と健康保菌者由来の常在大腸菌とのゲノム比較などを行い、下痢症由来株に

偏って分布する遺伝子を抽出し、その機能解析を進める必要があると考えられる。また、さらに

多くの事例を収集し、より大規模な解析に展開することも重要である。 
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