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研究成果の概要（和文）：非定型下痢原性大腸菌であるastA保有大腸菌は、astAを保有する株が必ず下痢原性を
有するわけではなく、病原性株と非病原性株の実態は不明である。健常人由来 astA保有株と下痢症患者由来
astA保有株について、プロテオタイピングとゲノム比較解析により、非定型下痢原性大腸菌のカテゴリーを確立
させることを目的とした。プロテオタイピングでは、病原性の有無、astA保有状況との明かな関連は認められな
かった。ゲノム解析では、特定の病原因子群の保有パターン及びプラスミドが株の病原性へ関与することを示唆
する結果を得た。ゲノム解析の観点からは、非定型下痢原性大腸菌を定義するための標的候補を得ることができ
た。

研究成果の概要（英文）：Atypical diarrheagenic E. coli harboring astA does not always show 
diarrheagenic properties, and the actual status of pathogenic and non-pathogenic strains is unknown.
 We aimed to establish the category of atypical diarrheagenic E. coli by proteotyping and 
comparative genomic analysis of astA-positive strains from healthy individuals and astA-positive 
strains from diarrhea patients. Proteotyping showed no clear association with virulence and astA 
carriage status. Genomic analysis showed a pattern of a specific group of virulence factors, and a 
specific plasmid suggesting a role of the plasmid in strain virulence. In terms of genomic analysis,
 candidate targets for defining atypical diarrheagenic E. coli were obtained.

研究分野： 衛生微生物学

キーワード： 病原性大腸菌　ゲノム　分類

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
下痢原性大腸菌は、腸管病原性大腸菌、腸管出血性大腸菌、腸管毒素原性大腸菌、腸管凝集付着性大腸菌
（EAEC）等に分類されている。astAは、EAECの約50%が保有するが病原性発現には必須ではない。また、astA陽
性大腸菌は、集団食中毒の原因となることがあるが、astAの病原性への直接の関与は不明である。食中毒の原因
と思われる大腸菌が分離された際は、各下痢原性大腸菌の特徴となる病原因子等の保有状況を調べるが、非定型
下痢原性大腸菌は確立されたマーカーがないため、通常の検査では検出できず「原因不明」となることも多いと
思われる。非定型下痢原性大腸菌の定義を明らかにすることは公衆衛生上極めて重要である。

※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 

下痢原性大腸菌は、腸管病原性大腸菌（EPEC）、腸管出血性大腸菌（EHEC）、腸管毒素原
性大腸菌（ETEC）、腸管凝集付着性大腸菌（EAEC）、他の下痢原性大腸菌に分類されている。
腸管凝集付着性大腸菌耐熱性エンテロトキシン（EAST1）をコードする astA は、EAEC が
50%程度の割合で保有するが、EAEC の病原性発現には必須ではなく、「他の下痢原性大
腸菌」の主要な病原因子として知られる（Dubreuil et al., 2019）。定型的下痢原性大腸
菌の病原因子を保有しない astA 保有大腸菌による集団下痢症は、1996 年大阪で発生し
た食中毒事例（患者数 54 名）が初出であり（Nishikawa et al., 1999）。以降、国内では、
astA保有大腸菌による数 10〜数 100人規模の集団感染事例が相次いで報告されている。
2020 年も埼玉県において給食の海藻サラダを原因食とする astA 保有大腸菌（O7）によ
る大規模食中毒（患者数 3,543 名）が発生した。astA 保有大腸菌は、環境中に広範に分
布し、食品や動物から比較的高率に検出される。これらの株が、必ずしもヒトや動物に
下痢原性を有するわけではない。そのため、astA 保有大腸菌の下痢原性大腸菌としての
意義を明らかにすることは、公衆衛生上極めて重要である。 

 
２．研究の目的 

 本研究では、astA 保有大腸菌の全ゲノム系統分類及びプロテオタイピングを行い、各ク
レードに特異的な遺伝子（領域）を抽出し、astA 保有大腸菌を始めとした非定型下痢原性大
腸菌のカテゴリーを確立することを最終目標とした。具体的なアプローチは以下の通りであ
る。 

（1）下痢症患者及び健常人から分離された astA 保有大腸菌を解析に用いた。 
（2）上記株の MALDI-TOF MS によるプロテオタイピングを行う。 
（3）上記株のゲノム配列を決定する。必要に応じて完全長ゲノムを取得する。 
（4）プロテオタイピングもしくはゲノム系統解析によるクレードについて、菌株の由来、培養

細胞への付着能等を指標とした病原性との関連を検討する。 
 以上により、astA 保有大腸菌の下痢原性大腸菌としてのカテゴリーを確立させ、本菌による
食中毒の予防対策及び原因調査へ貢献するための基盤となることを目指す。 

 
３．研究の方法 
（1）菌株 
 大阪市立環境科学研究所で健常人から分離されたastA保有大腸菌18株（Wang et al., 2011）、
1997年から2000年にかけて大阪市内の散発性下痢症患者から分離されたastA保有大腸菌21株
（Nishikawa et al., 2002）を用いた。これら菌株は、予め、Hep-2 細胞を用いた試験で培養細
胞への接着能を検証されているものを用いた。 
 
（2）MALDI-TOF MSによるプロテオタイピング 
 プロテオタイピングは、AXIMA微生物同定システム（島津製作所）を用いて行った。標準寒天
上に生育したコロニーを 4-ヒドロキシケイ皮酸（CHCA）もしくはシナピン酸をマトリクスとし
て用いて前処理し、MALDI-TOF MS解析に供した。得られたスペクトルデータをシステム付属の
ソフトウェア ZARAMISでクラスター解析を行った。 
 
（3）ゲノム配列の決定と解析 
 短鎖配列は、Illumina MiSeqプラットフォームで取得した。長鎖配列取得用の高分子 DNA は、
Mag Attract HMW DNA kit（Qiagen）を用いて調製した。調製した高分子 DNA からライブラリー
を作製し PromethION プラットフォーム（Oxford Nanopore）で長鎖配列を取得した。Unicycler
（version 0.5.0）もしくは Flye（version 2.9.2）で短鎖配列と長鎖配列のハイブリッドアセ
ンブルを行い、Pilon（version 1.24）でポリッシング後、完全長ゲノムを取得した。Clemont の
分類に従い phylogroup を決定した（Beghain et al., 2018）。アノテーションは DDBJ fast 
annotation tool（https://dfast.ddbj.nig.ac.jp）で行い、プラスミド構造の検索は PLSDB
（https://ccb-microbe.cs.uni-saarland.de/plsdb）にて行った。病原因子等の解析は、Center 
for Genome Epidemiology（https://www.genomicepidemiology.org）上のプログラムを用いて行
った。 
 
４．研究成果 
（1）astA 保有大腸菌のプロテオタイピング 
 MALDI-TOF MSにより健常人及び下痢症患者由来astA保有大腸菌のプロテオタイピングを試み
た。定法に従い、サンプルを処理するマトリクスとして CHCA を用いて得られたマススペクトル
のクラスター解析を行ったところ、供試株は大きく 2 つのクラスターに分かれた（図 1）。図 1
赤枠で囲ったクラスターは下痢症患者由来かつ培養細胞への付着陽性の株からなったが、この



ような株は一方のクラスターにも健常人由来
株と混在して存在していた。そこで、CHCA より
も高分子領域の検出感度が高いとされるシナ
ピン酸をマトリクスとして用いたが、クラスタ
ーの形成状況に変化は特に認められなかった。
また、図 1赤枠で囲ったクラスターと、他のク
ラスターに存在する株の間で、実際のマススペ
クトルを比較したが、健常人、下痢症患者由来
株を識別できるピークを同定することはでき
なかった。以上により、プロテオタイピングで
は、患者由来株の一部は、健常人由来株と異な
るクラスターに分けることができたが、両者を
厳密に識別できるピークの同定には至らなか
った。ただし、一定の傾向が認められたことか
ら、検体前処理方法やピーク検出方法を改良することによって、両者の鑑別ができるピークを同
定できる可能性も示唆された。 
 
（2）astA 保有大腸菌のゲノム解析 
 astA 保有大腸菌について、健常人由来 15 株
と下痢症患者由来 9 株について完全長ゲノムを
取得した。今回ゲノムを決定した計 24 株は、
Clemont の phylogroup 分類では A、B1、B2、C、
D、Fに分類され、健常人由来株、下痢症患者由
来株に関わらず、幅広く分類された。これらの
株が保有するプラスミド数および astA 遺伝子
数を表にまとめる。astA 遺伝子は、染色体上、
プラスミド上いずれにも存在するとされている
が、今回の供試株でも同様の結果であり、染色
体上では 0〜6 コピー、プラスミド上には 0〜3
コピーの幅で認められた。プラスミド数及び
astA 遺伝数いずれも健常人由来株、下痢症患者
由来株の間で明らかな差は認められなかった。
astA 以外の病原因子に着目すると、ファミリー
を構成する特定の病原因子のクラスターのう
ち、下痢症患者由来株もしくは細胞付着能を有
する株にのみ認められるクラスターのタイプが
あることが明らかとなった。また、この病原因
子をプラスミド上にもつ株が複数存在し、この
プラスミド上には、他の病原因子のクラスター
も存在することが明らかとなった。2 種類の病
原因子クラスターをもつプラスミドは、分子量
（100 k〜150 k）を始めとした構造が非常に似
通っており、astA 保有大腸菌以外の他の非定型
下痢原性大腸菌も類似のプラスミドを保有していた事例が幾つか確認された。 
 
 以上のように、本課題では、astA 保有大腸菌を始めとした非定型下痢原性大腸菌のカテゴリ
ーを確立させることを目的に研究を行った。研究開始当初の状況通り、astA と病原性との直接
の関係を示すことはできなかったが、astA とは別の病原因子クラスターが非定型下痢原性大腸
菌の病原性の一部に関わっている可能性が示唆された。この病原因子ファミリーは、EPEC、EHEC、
EAEC、ETEC など定型の下痢原性大腸菌検査の際には検出対象となっていない場合が多く、原因
不明であった事例の中に、このような病原因子をもつ大腸菌が原因となっている可能性がある。 
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