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研究成果の概要（和文）：I型細胞膨化致死毒素（CDT-I）はラムダ様ファージにコードされ、Stx2同様にファージ誘導
がCDT-I産生に関与する可能性がある。申請者は、CDT-Iファージ誘導レベルが宿主によって異なり、その違いが宿主大
腸菌の血清型と相関していることを見出した。本研究では、その制御因子の同定を試みた。CDT-Iファージの安定性を
制御する宿主因子を同定するには至らなかったが、CDT-Iファージ誘導がRecA依存経路により制御され、(2) intra-pro
phage interactionが宿主の血清型によるCDT-Iファージの安定性の違いに関与している可能性を示すといった多くの知
見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Cytolethal distending toxin (CDT-I) produced by Escherichia coli is encoded on 
lambdoid phage, and its phage induction is associated with the toxin production. We found that the 
induction level of CDT-I phage is different among the strains, and correlated with O serogroup of host E. 
coli including O127 and O142. The present study tried to identify the host factor which regulate CDT-I 
phage induction. Finally although we could not identify it during this research period, new findings 
could be obtained: (1) CDT-I phage induction is occurred in a RecA dependent pathway, and (2) 
intra-prophage interaction could be involved in the different CDT-I phage induction between 
CDT-I-producing E. coli O serogroups O127 and O142.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
大腸菌が産生する毒素として細胞膨化致
死毒素（以下 CDT）があり、アミノ酸配列お
よび遺伝子局在の違いにより 5 種の CDT
（CDT-I～CDT-V）が報告されている。CDT
を産生する大腸菌は、下痢症だけでなく腸管
外感染症へ関与することが複数の疫学調査
により示唆されている。インドにおいて小児
下痢症患者を対象にして行われた疫学調査
では、CDT-I高産生株が血性下痢患者から分
離され、CDT-I産生量の違いが患者の重篤度
に関与する可能性を示す報告もなされた。一
方、CDTは DNase活性を有し、紫外線やピ
ロリ菌が産生する毒素（CagA, VacA）同様に
宿主細胞の細胞周期に障害を与えるため、長
期的には発癌との関係も疑われていること
から、CDTの病態との関係、CDT産生大腸
菌における CDT 発現機構の解明が課題とな
っている。申請者らは大腸菌が産生する 5種
の CDTの内、臨床報告が最も多い CDT-Iが
ラムダ様ファージにコードされることを世
界に先駆けて報告した。更に、下痢症患者よ
り分離した CDT-I産生性大腸菌（CTEC-I）
の菌株コレクションを用いた分子疫学的解
析により興味深い知見を得た。具体的には、
CDT-I ファージを誘導できる大腸菌の内、
O127はマイトマイシンC (MMC)存在下での
み CDT-I ファージ粒子を産生するのに対し、
O142ではMMC非存在下でもCDT-Iファー
ジ粒子を産生することを見出した。また、
種々の解析により O127 と O142 が同一の
CDT-Iプロファージを保有するにも関わらず、
それらが異なる制御を受け、その制御因子が
宿主側に存在することを見出した。また、そ
の因子が CDT-I 産生にも関与する可能性を
見出した。 
 
２．研究の目的 
 重篤な病態に関与する可能性のあるCDT-I
の毒素産生および毒性発現機構を解明すべ
く、本研究では、CDT-Iプロファージの安定
性が宿主の血清型により異なる原因を明ら
かにすることを目的とし、ファージ側へのア
プローチとして（1）CDT-I ファージ誘導に
関与する遺伝子領域の O 血清群間での比較
解析、宿主側へのアプローチとして（2）CDT-I
フ ァ ー ジ 誘 導 経 路 の 同 定 、（ 3 ）
restriction-modification system (R-M 
system)の CDT-Iファージ誘導への関与、（4）
遺伝子変異ライブラリを用いた未知遺伝子
の同定、（5）intra-prophage interaction の
CDT-Iファージ誘導への関与、についてそれ
ぞれ解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) CDT-Iプロファージゲノムの Regulation
領域の比較解析 
 O血清群が O127および O142のそれぞれ
4株を供した。CDT-Iプロファージの遺伝子
多型を解析できる PCR-RFLP 法（論文執筆

中）により Integration～Regulation に関わ
る遺伝子群を PCR で増幅し、約 14.7 kb の
シークエンスを行った。得られた配列のアラ
イメントを作成し、O血清群間での比較解析
を行った。 
 
(2) CDT-Iファージ誘導への RecAの関与 
 Suicide vector (pWM91)を用いた相同組
換えにより、CTEC-I O142の recA遺伝子欠
損株（ΔrecA）を作製した。相補株として、
野生株の recAを pBR322に挿入した組換え
プラスミドを作製し、ΔrecA変異株に導入し
た。これらをMMC 存在下あるいは非存在下
で培養し、濾過滅菌した培養上清をファージ
液、E. coli 実験室株をレシピエント大腸菌と
してプラークアッセイを行った。 
 
(3) R-M system の遺伝子型別 
 大腸菌で報告されている I型 R-M system
をコードする遺伝子群  (EcoAI, EcoBI, 
EcoEI, EcoKI, EcoR124I) の内、Genebank
より抜き出したhsdS遺伝子を元にPCRプラ
イマーを設計し、各 hsdS 遺伝子特異的な
PCR を構築した。構築した PCR を用いて
CTEC-I株が保有する R-M system遺伝子の
型別を行った。また、いくつか菌株を選択し、
R-M system遺伝子群のシークエンス解析を
行った。 
 
(4) CTEC-Iの遺伝子変異ライブラリ作製 
 1株の CTEC-I O142を用いてトランスポ
ゾン導入遺伝子変異ライブラリを作製した。
作製した変異ライブラリについて、プラーク
ア ッ セ イ に よ り CDT-I フ ァ ー ジ の
spontaneous inductionが消失するクローン
を探索した。同定されたクローンについては、
変異遺伝子同定のための最初のステップと
して上記の PCR-RFLPに供試した。 
 
(5) Intra-prophage interactionの関与 
 Genebankより大腸菌で報告されているラ
ムダ様ファージの cI遺伝子を抜き出し、分類
した。各 cI遺伝子型特異的な遺伝子断片を作
製した後、32P標識遺伝子プローブを作製し、
CTEC-I 株に対してコロニーハイブリダイゼ
ーション法により各 cI 遺伝子の有無を調べ
た。 
 
４．研究成果 
(1) CDT-Iプロファージゲノムの比較解析 
 CTEC-I O127 および O142 をそれぞれ 4
株ずつ実験に供試し、CDT-Iファージ誘導を
制御する Regulation 領域の塩基配列を決定
した。A株が保有する CDT-Iファージをプロ
トタイプとして比較解析したところ、O127
の B 株において putative replicon protein 
(ORF46) に 1 塩基変異（G118S）、O142 の
2株において antirepressor (cII, ORF44) に
おいて 1塩基変異（G57V）が認められたが、
O127 の 2 株、O142 の 1 株では同一の配列



を有していた。即ち、CDT-I ファージの
spontaneous inductionの違いを決定づける
SNPsがO群血清型間で認められないことか
ら、spontaneous induction の違いは、CDT-I
ファージではなく、本ファージを保有する宿
主に起因することが確認できた。 
 
(2) CDT-Iファージ誘導経路の解析 
 ファージ誘導には RecA依存経路と非依存
経路（DsrA-RcsA 経路等）がある。CDT-I
ファージの誘導経路を決定するため、保有す
る CTEC-I株の内、唯一遺伝子操作が可能な
CTEC-I O142 C株の recA遺伝子欠失変異株
（ΔrecA）を作製した。結果として、ΔrecA
変異株では、MMC 存在下・非存在下いずれ
においても CDT-I ファージ誘導は消失した。
しかし、ΔrecA変異株に recA遺伝子を導入
した相補株においては、CDT-Iファージ誘導
が復帰した。即ち、CDT-I ファージ誘導は
RecA 経路によって起こっていることが明ら
かになった。 
 
(3) R-M systemの遺伝子型別 
 各 hsdS遺伝子増幅 PCRを行ったところ、
全ての CTEC-I株が EcoR124I型の hsdS遺
伝子を保有した。更に、O127 および O142
から 2株ずつ選択し、R-M system遺伝子群
をシークエンスした。O127 の 2 株は、同じ
く O127である E2348/69由来の配列と同一
であった。一方、O142 株の 2 株は、それと
は遺伝子構造が異なり、また当該遺伝子群が
プラスミド上に存在する EcoR124I型である
ことが明らかになった。 
 
(4) CDT-I ファージ誘導に関与する宿主遺伝
子の探索 
 Genebankに登録されている既報のcI遺伝
子の系統樹を作成したところ、23種類に分類
できることが明らかになった。これら 23 種
類に対する 32P標識遺伝子プローブを作製し、
CTEC-Iにおける cI遺伝子（ラムダ様ファー
ジ）の保有状況を調べた。O127（n=7）およ
び O142（n=8）は、それぞれ 6~7 種および
2~4種の cI遺伝子陽性であり、O127の方が
多種類のラムダ様ファージを保有している
ことが明らかになった。更に、全ての O127
が共通して保有するcI遺伝子が4種類存在し
た。即ち、O127 の CTEC-I 株が保有する
CDT-I プロファージ以外のプロファージが
CDT-Iファージの誘導に抑制的な作用をもつ
可能性が示された。 
 
本研究では、CDT-Iファージが RecA依存
経路を介して誘導されていることが明らか
にした。外来遺伝子に対する宿主の強い
restriction により、O127 において既存の方
法では遺伝子操作できないという障害に阻
まれ、研究期間内に CDT-Iファージ誘導、特
に spontaneous inductionが宿主大腸菌の O
群血清型によって異なる責任遺伝子を特定

するには至らなかったが、この現象を解明し
ていくための多くの新知見を得ることがで
きた。現在、O127 における遺伝子操作法を
探索中であり、方法を確立でき次第、各候補
遺伝子の欠損株を作製・評価し、CDT-Iファ
ージ誘導機構、CDT-I発現との関連について
解明していく予定である。 
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