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研究成果の概要（和文）：臨床解析によって分類した菌血症、尿路感染症、健常者由来の大腸菌株を用いた解析
において、菌血症由来株に9種類の既知病原遺伝子の優位な保有を認めた。未知病原遺伝子の検索では、新生児
髄膜炎由来大腸菌株について全ゲノムの分析、BLASTおよびPfamデータベースに対する相同性検索を行った。そ
の結果、タンパク質機能が未知で類似の構造モチーフを既知蛋白質に認めない12種類の遺伝子が見つかった。更
に、これらの遺伝子は菌血症、尿路感染症、健常者由来の大腸菌88株において殆ど保有を認めなかった。以上の
結果から、12種類の機能未知遺伝子が大腸菌の血液脳関門の通過に重要な役割を有している可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：In the analysis using Escherichia coli strains derived from bacteremia, 
urinary tract infection, healthy subjects classified by clinical analysis, 9 pathogenic genes 
（fimH, afa, iha, cvaC, kpsMT, ompT, aer, usp, ibeA）were predominantly detected in strains derived 
from bacteremia. In the search of novel pathogenic genes, the analysis of whole genome sequence of 
E. coli strain derived from neonatal meningitis, homology search against BLAST  (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi) and Pfam (http://pfam. sanger.ac.uk/) database were performed. As a result, 
12 genes were found in which protein functions are unknown and similar structural motifs are not 
recognized in known proteins. Furthermore, these genes showed almost no possibility in 88 E. coli 
strains derived from bacteremia, urinary tract infection, and healthy individuals. From these 
results, we suggested that 12 unknown function genes have an important role in the passage of the 
blood brain barrier of E. coli.

研究分野： 臨床微生物学
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１．研究開始当初の背景 
敗血症は、病原体によって引き起こされる全
身性炎症反応症候群（SIRS）と定義され、感
染症が全身に波及した非常に重篤な状態で
あり、無治療ではショック、DIC、多臓器不
全などから早晩死に至る。Bone ら（Chest; 
1992:101:1644）による敗血症病態の提唱以
降、多くの基礎的な病態研究（New England 
Journal of Medicine 2010; 363:689、Nature 
Reviews Microbiology;2010: 8: 93）や細菌学
的研究（Nature Reviews Microbiology; 2011 
:9: 839）がなされてきた。しかし、敗血症の
発症因子に関する研究を、敗血症の発症予測
という観点について、臨床解析による評価を
用いた菌の生体侵襲性を検討した研究はみ
られない。 
 
２．研究の目的 
敗血症は最も重篤な感染状態であるとの

認識から、診断・治療に関する多くの治験が
集積されてきた。しかし、敗血症を発症した
患者の治療成績は決して良好ではない。この
ことから敗血症治療には、感染初期における
敗血症の発症危険度の評価が必要と考えら
れる。この研究では、大腸菌の敗血症発症因
子を検索し、初期感染から敗血症への移行を
予測する方法の確立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）菌血症由来大腸菌 96 株、尿路感染症由
来大腸菌 42 株、健常者由来大腸菌２７株、
合計 165 株の大腸菌について、腸管外病原性
大腸菌の既知病原遺伝子 18 種類（sfa/foc, 
fimH, pap, afa, iha, cvaC, kpsMT, ompT, 
traT, aer, fyuA, iroN, cnf1, hly, ibeA, PAI, 
usp, ETTT）および、３種類の系統分類の指
標遺伝子（chuA, yjaA, TspE4.C2）の保有率
を特異的遺伝子増幅法の Polymerase chain 
reaction（PCR）法によって調べた。そして、
得られた結果について、有意差検定のソフト
ウエア js-STAR version 2.9.9（http://www. 
kisnet.or.jp/nappa/software/star/freq/chisq
_ixj.htm）を用いたカイ二乗検定によって評
価を行った。 
 
（2）敗血症が更に進行した病態が細菌性髄
膜炎であるとの仮定から、細菌性髄膜炎の患
者から分離された大腸菌の全ゲノム遺伝子
を次世代シークエンサーIon PGM(Life 
Technologise)によって分析し、既にゲノム遺
伝子の塩基配列が公開されている非病原性
大腸菌（Escherichia coli K-12 株）の遺伝子
（Accession No. CP000948）および尿路感染
症由来大腸菌（Escherichia coli CFT073）の
遺伝子（Accession No. AE014075）に対して、
次世代データ解析ソフト（CLC Genomics 
Workbench）による遺伝子マッピング解析を
行った。また、細菌性髄膜炎由来の大腸菌株
にのみ保有が認められた遺伝子について、
BLAST（BLAST：http://blast.ncbi.nlm. 

nih.gov/Blast.cgi）による遺伝子配列の相同
性検索を実施した。 
 
（３）アミノ酸配列を指標とした検索として、
Blastp（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Blast.cgi?PAGE=Proteins）、 tblastn
（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?P
ROGRAM=tblastn&PAGE_TYPE=BlastSe
arch）、ExPaSy（https://www.expasy.org/）、 
InterPro（https://www.ebi.ac.uk/interpro/）
を用いたアミノ酸の相同検索を実施した。ま
た、既に立体構造がわかっているデータに対
して、Sequences Annotated by Structure
（SAS：https://www.ebi.ac.uk/thornton 
-srv/databases/sas/）を用いた蛋白質の２次
構造予測および、蛋白質ファミリー・データ
ベースの Pfam 27.0 Sanger institute 
(http://pfam. sanger.ac.uk/)に対する構造モ
チーフの検索を行った。 
 
（4）Pfam データベースに対する構造モチー
フの検索において既知蛋白質と類似した構
造モチーフを認めなかった 12 種類の遺伝子
について、病原性への関与を推定するために
菌血症由来大腸菌 33 株、尿路感染症由来大
腸菌 27 株、健常者便由来大腸菌 28 株におけ
る遺伝子の保有率をPCR法によって調べた。 
 
４．研究成果 
（1）腸管外病原性大腸菌の既知病原遺伝子
の保有率を調べた結果、菌血症由来大腸菌株
は接着遺伝子群（fimH, afa, iha）、細胞保護
遺伝子群（cvaC, kpsMT, ompT）、鉄取込み
遺伝子（aer）、尿路病原性特異蛋白遺伝子
（usp）、組織侵入性遺伝子（ibeA）の 9 種類
の病原遺伝子を優位に保有していた。また、
尿路感染症由来大腸菌株は、接着遺伝子群
（fimH）および溶血毒遺伝子（hly）を優位
に保有していた（表１）。指標遺伝子による
系統分類は表２に示す様に、菌血症由来株に
遺伝子型 B2 が多く、尿路感染症由来大腸菌
株では、遺伝子型 B2 および D、健常者由来
株では遺伝子型 A が優位であった。病原株に
遺伝子型 B2 が優位な結果は、これまでの報
告（Takahashi A., et al Journal of Clinical 
Microbiology 2006, 44, 4589–4592）と一致
していた。このこれらの菌血症由来株に優位
に保有されていた遺伝子を用いて、大腸菌の
血管侵入性スクリーニングに有用な標的遺
伝子の組合せについて解析した。その結果、
aer/iha, pap/iha, pap/cvaC, usp/cvaC, 
aer/cvaC, usp/ibeA の何れかの病原遺伝子の
組合せを保有していた場合の陽性率は、菌血
症由来株（78.1％）、尿路感染症由来株
（23.8％）、健常人由来株（3.7％）と優位な
差を認めた。しかし、これらの既知病原遺伝
子を敗血症の発症予測の主要因子として用
いるには限界があり、敗血症の発症に関与す
る新規病原遺伝子の検索が必要と考えられ
る。 



表１．病原遺伝子保有率の有意差の評価 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

表２．指標遺伝子による系統分類 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）細菌性髄膜炎由来大腸菌株のゲノム遺
伝子のマッピング解析の結果、細菌性髄膜炎
由来大腸菌株のゲノム配列は、K-12 株の
Escherichia coli DH１０B（マップ率：68％）
よりも Escherichia coli CFT073 ゲノム配列
（マップ率：80％）に対して高いマップ率を
示したことから、Escherichia coli CFT073
ゲノム配列をリファレンスとして用いた。
Escherichia coli CFT073 ゲノム配列とのマ
ッピング解析の結果、マッピングされなかっ
た配列の蛋白をコードする配列（オープンリ
ーディングフレーム：ORF）について BLAST
による相同性検索を行った。この検索データ
からファージ、トランスポゾン、プラスミド
複製関連配列（31,802 bp ）および、既知病
原性プラスミドの pUTI89、pECSF1 に相同
性を有する配列（52,691  bp)を除外した結
果、細菌性髄膜炎由来大腸菌に特有な 26 種
類の遺伝子を見出した。これらの遺伝子には、
コードする蛋白質の機能が解明されている
遺伝子が 7 種類（表 3）、解明されていない遺
伝子が 19 種類含まれていた。 
 

表３．機能が解明されている遺伝子 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）蛋白質機能が解明されていない遺伝子
について、アミノ酸配列を指標とした相同性
検索では有意な結果が得られなかった。また、
蛋白質の２次構造予測に基づく SAS 検索ツ
ールでは、核酸またはリン酸エステルを認識
する酵素蛋白が検索されたが、何れも相同性
指標のE-valueが低値を示し相同性が低いと
考えられた。一方、蛋白質の構造モチーフを
対象とした相同性検索では、7 種類の遺伝子
について構造モチーフが類似する既知蛋白
質を認めた（表 4）。しかし、残りの 12 種類
の遺伝子については類似の構造モチーフを
有する既知蛋白質を認めなかった。 
 
表 4．類似の構造モチーフを有する既知蛋白質 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
＊遺伝子は対応する Protein ID で表示 
 
（3）既知蛋白質に類似の構造モチーフを認
めなかった 12 種類の遺伝子の各由来大腸菌
株における保有率は、研究当初の想定とは異
なり菌血症由来大腸菌株、尿路感染症由来大
腸菌株、健常者便由来大腸菌株の何れにおい
ても保有率が極端に低く、細菌性髄膜炎由来
株に特有と考えられる結果を示した。この結
果は今回の研究目的とは異なるが、敗血症の
病態の延長線上に細菌性髄膜炎が位置する
との仮定とは異なり、細菌性髄膜炎に特有の
組織侵襲機構が存在し、対象とした 12 種類
の機能未知遺伝子が大腸菌の血液脳関門の
通過に関する重要な役割を有している可能
性を示している。このことから、今後これら
の機能未知遺伝子の機能を解明する事によ
って、大腸菌の新たな病原因子や感染・発症
メカニズムについての重要な知見が得られ



ると考えられる。 
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