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研究成果の概要（和文）：我々は本研究においてコレラ菌が保有する二つの環状染色体 [Ch1(3.0 Mb)とCh2(1.0 Mb)]
に加えて、0.9 Mbのレプリコン(Ch3)を保有するコレラ菌O1を3株見出した。Ch3を保有するTSY216株のゲノムと流行型
コレラ菌O1株のものを比較した。両株の染色体は高く保存されていた。一方でCh3は両染色体と共有する領域が存在し
なかった。Ch3には1031個のORFと全20種類のアミノ酸に対応するtRNA遺伝子がコードされていたが、Ch3の起源や機能
については不明である。本研究で示した大規模遺伝子セットの獲得は、新型のコレラ菌 O1の出現の機会を与えるかも
しれない。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found three isolates TSY216, TSY241, and TSY421, of Vibrio chole
rae O1 carrying a 0.9 Mb replicon (Ch3) in addition to the two circular chromosomes, 1 (Ch1; 3.0 Mb) and 2
 (Ch2; 1.0 Mb). The genome of TSY216 carrying the Ch3 was compared with that of epidemic V. cholerae O1. T
he chromosomes 1 and 2 were very similar among TSY216 and other epidemic strains. However, the Ch3 did not
 share any conserved region with Ch1 and Ch2. Ch3 was found to encode 1,031 ORFs and 66 genes encoding tRN
As for 20 amino acids. The origin and function of Ch3 remain unidentifiable. The acquisition of a large-sc
ale gene set of the third replicon may provide an opportunity to result in a new emerging form of V. chole
rae O1.
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１．研究開始当初の背景 
 

申請者は２００５年から２０１０年まで

の間にタイ国内各地より約５００株のコレ

ラ菌Ｏ１を分離し、解析してきた。全ての分

離株はエルトール型の特徴を有するが、コレ

ラ菌の主要病原因子であるコレラ毒素のＢ

サブユニットの塩基配列が古典型の配列と

一致することから、タイ分離株の大多数はエ

ルトール型及び古典型の両特徴を併せ持つ

エルトール変異型である事を結論付けた。現

在アジア・アフリカで猛威を振るっているコ

レラ菌もこの種のいわゆるエルトール変異

型（Ｅｌ Ｔｏｒ ｖａｒｉａｎｔ）である。

さらにパルスフィールドゲル電気泳動（ＰＦ

ＧＥ）解析により、これらのエルトール変異

型株は９つのパルソタイプに分類された。 

パルソタイプＡ６型（ＴＳＹ２１６）はＡ４

型(ＴＳＹ２４０)と比較すると一つのＤＮ

Ａバンドを余分に示した。 

そこで、我々は制限酵素処理を施さないゲ

ノムをＰＦＧＥに４日間かけた。その結果、

パルソタイプＡ４型を示す標準株は２本の

バンドを示す一方で、対象株は３本のバント

を示すことを確認した。 

 パルソタイプＡ６型を示す株は計３株分

離され、いずれもタイミャンマー国境の一つ

の難民キャンプの人々から２０１０年６月

から７月にかけて分離されたものであった。

また、Ｍｕｌｔｉ-Ｌｏｃｕｓ Ｖａｒｉａｂ

ｌｅ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｔａｎｄｅｍ Ｒ

ｅｐｅａｔ Ａｎａｌｙｓｉｓ (ＭＬＶＡ)

の結果は全て１６型であり、クローナリティ

ーを示した。そこで第３のレプリコンの保有

が示唆されるコレラ菌Ｏ１、３株の代表株と

してＴＳＹ２１６株の全ゲノム配列決定を

行い、ゲノム解析を行った。 

 
２．研究の目的 
 
通常コレラ菌は２つの環状染色体を保有

するが、筆者はこれまでに報告のない２つの

染色体に加えてメガベースペアクラスの第

３のレプリコンを保有することが示唆され

るコレラ菌Ｏ１を見出した。そこで当該株の

ゲノム解読を行い、第３のレプリコンについ

ての存在について確認すると共に、当該コレ

ラ菌の特徴について理解する。また、コレラ

菌の適応進化の理解と今後のコレラ対策に

寄与することも目的とする。 

 
３．研究の方法 
 

ゲノム配列決定 

ＴＳＹ２１６株のゲノムＤＮＡを調製し、

ＧＳ ＦＬＸ Ｔｉｔａｎｉｕｍ シリーズ・ 

メイトペア法(８ｋｂ)により塩基配列読み、

クオリティーの低い塩基の除去後に得られ

た４４万リードをＮｅｗｂｌｅｒ（Ｖｅｒ. 

２．６）でアッセンブリした結果、３つの大

きなスキャフォールド得た(カバレッジ ｘ

１８．３)。次に、その３つのスキャフォー

ルドに見出された１１９箇所全てのギャッ

プに対しプライマーを設計し、ＰＣＲによっ

てギャップを含む部分を増幅、そのＰＣＲ産

物を用いてサンガー法(ＡＢＩ ３１３０ｘ

ｌ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ａｎａｌｙｚｅｒ)によ

り塩基配列決定をした。次にこの３つのレプ

リコンに対し、Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅ

ｑのペアエンド解析(１００ ｂｐ)から得た

ＤＮＡ配列データをマッピングし、ＧＳ Ｆ

ＬＸにおいてエラーが生じやすいホモポリ

マー部位の修正と全配列の再確認を行った。 

ゲノミクス解析 

ゲノムのアノテーションはＲＡＳＴ ｓｅ

ｒｖｅｒ (ｖｅｒ.４)及びＭｉｃｒｏｂｉ

ａｌ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ 

Ｐｉｐｅｌｉｎｅ を使用した。比較ゲノム

解析は、ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ Ｍｏｌｅｃｕｌ

ａｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｅ

ｄｉｔｉｏｎ(ｖｅｒ. ５.２.６Ｄ)、ＭＡＵ

ＶＥ (http://gel.ahabs.wisc.edu/mauve/)、



図１ ＴＳＹ２１６株は機能未知の第３の 

レプリコンを保有 

Ｍ Ｅ Ｇ Ａ ６

(http://www.megasoftware.net/)、 Ｔｈｅ 

Ｓ Ｅ Ｅ Ｄ  Ｖ ｉ ｅ ｗ ｅ ｒ 

(http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi) 、

Ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｅ  ｍ ａ ｔ ｃ ｈ ｅ ｒ ) 

(http://www.ige.tohoku.ac.jp/joho/gmPro

ject/gmhomeJP.html)を主に使用した。 

 
 
４．研究成果 
 

コレラ菌Ｏ１ ＴＳＹ２１６株の全ゲノム

解読の結果、３つの環状レプリコン（３，０

５３，２０４ ｂｐ, １，０５１，２８４ ｂ

ｐ、８９６，００６ ｂｐ）を保有すること

が明らかとなった。ＧＣ含量は第１、第２染

色体が４７％程度で他のコレラ菌Ｏ１のゲ

ノムと特に違いはなかったが、第３レプリコ

ンは３７％と極めて低かった(図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ＴＳＹ２１６株とハイチで流行を起こした

株、２０１０ＥＬ-１７８６と比較ゲノムを

行ったところ、第１染色体上のＳＸＴ領域に

おいて違いが認められ、薬剤耐性パタンに相

違があることが示されたが、その他の第１及

び第２染色体の大部分は一致し、ＴＳＹ２１

６株もまたハイチ流行株と同じ第７次世界

流行株であることが示唆された。一方で、第

３レプリコンは第１、第２染色体と相同な部

分は認められなかった（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ＰＦＧＥ Ａ６型を示した３株(ＴＳＹ２

１６、ＴＳＡ２４１及びＴＳＹ４２１)は全

てＭＬＶＡ １６型を示しているが、同時期、

同地域で認められたＭＬＶＡ１６型・ＰＦＧ

Ｅ Ａ４型のコレラ菌Ｏ１を優勢に分離して

いたことから、この優勢型株が第３のレプリ

コンを最近獲得し、拡散したことを想定して

いる (図３)。 

 

 
図３ タイ分離株のＰＦＧＥ及びＭＬＶＡに

よるクラスタ解析の結果と第３レプリコン

を持つ株の分布 

 

第３レプリコンの大部分のＯＲＦｓの機

能は未知であり、また、データベース上のも

のと類似性が低く、由来未知なゲノム配列で

あった。また、ｔＲＮＡは６６個確認され、

２０種類のアミノ酸に対応していた。また、

Ｃｈ３には二つのＨ―ＮＳが見いだされ、一

図２ ＴＳＹ２１６株とハイチ流行株との 

ゲノム比較 



つは Vibrio 属菌種のものと相同性が認めら

れた(図４)。 

 

 

 

 

  Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｆｌｅｘｎｅｒｉ 

２ａ ２４５７Ｔ株に見出されたＩｎｃＨ

Ｉ１プラスミドｐＳｆ－Ｒ２７（１６５ Ｋ

ｂｐ、薬剤耐性遺伝子はない）もＨ-ＮＳ様

タンパク質（Ｓｆｈ）をコードしており、Ｄ

ｏｙｌｅら（２００７、Ｓｃｉｅｎｃｅ）の

論文では、このＳｆｈがＡＴリッチなｐＳｆ

－Ｒ２７プラスミドに結合し、プラスミド全

体の遺伝子発現を抑制しているために新し

い細菌宿主への移行が許容されやすくなる

と論じている。実際にｐＳｆ－２７のＳｆｈ

の遺伝子を破壊するとｐＳｆ－２７上の遺

伝子群の発現が顕著に増加することを彼ら

は示している。Ｃｈ３もまたｐＳｆ－Ｒ２７

と同じような機構を持つがゆえに、０．９Ｍ

ｂという巨大なレプリコンをコレラ菌に獲

得させることを成立させたのではないか、ま

たこのＨ－ＮＳ様タンパク質の遺伝子を破

壊することでＣｈ３の遺伝子発現の抑制が

解除され、顕著な表現型の違いが現れないか

と仮説を立てている。そこでＣｈ３の当該遺

伝子破壊株の作製に現在取り組んでいる。 

Ｃｈ３上に染色体やプラスミドの分配に

関与するｐａｒＡ/Ｂ 遺伝子を認めた。ＴＳ

Ｙ２１６株、ＴＳＹ２４１株、ＴＳＹ４２１

株を３０日間、毎日継代培養し、第３レプリ

コンの消失を調べたが、全てのクローンで維

持されていた。増殖曲線も通常の条件下では

第３レプリコンの有無で相違ないことから、

安定に保持され分配されていることが示唆

された。しかし、４２℃のストレス条件下で

３０日間継代培養することで、一部のクロー

ンから第３のレプリコンが消失した（ＰＣＲ

法及びＰＦＧＥ法で確認）。この第３のレプ

リコンの保有の有無で、表現型の変化につい

て解析を開始した。一定の条件下ではコレラ

毒素産生量に関して、差異は特に認められな

かった。 

この様にコレラ菌による大規模遺伝子セ

ットの獲得があるとすれば、コレラ菌Ｏ１の

ゲノムが劇的に変化し、抗原型や病原性を変

え、新型コレラ菌を生み出す可能性が少なく

とも理論的には示唆される。 
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