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研究成果の概要（和文）：本研究ではカンピロバクターがヒト感染過程で顕す遺伝子発現及び腸内細菌叢の動態
を検討し、原因株のゲノム特性等との融合を通じ本菌感染によるヒト病態発現の分子基盤に係る知見の集積を図
ることを目的とした。菌叢解析を通じ、患者腸内細菌叢は検体間で多様性に富み、本菌感染に由る影響は大きく
ないことが示唆された。また原因菌株のWGS解析を通じ、同一起源でも患者間で多くのSNPがみられる事象が確認
された。transcriptome解析を通じ、鞭毛構成遺伝子等の複数遺伝子発現変動が確認され、培養細胞での発現亢
進も認められたことから、本菌感染に伴う病態との関連性を有する遺伝子群と結論づけた。

研究成果の概要（英文）：Here we investigated the dynamics of genetics and microbiota in humans 
following infection with Campylobacter jejuni to better understanding its pathogenesis in human. 
Metagenomic analyses suggested less impact of the Campylobacter infection on the microbiota 
composition. Whole genome sequencing analysis of the causative C. jejuni isolates revealed genomic 
variations even in the case with identical source, suggesting in vivo genomic alteration during 
infection. Transcriptome analyses showed that increased expression of a series of bacterial genes 
both in humans and in vitro cell culture, which were considered to be one of the hallmark for the 
development of Campylobacter infection in humans.

研究分野： 微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
食品媒介性に多発するカンピロバクターによる感染における細菌側因子の挙動に着目した検討を進めた。同研究
を通じ、本菌感染に伴う菌叢への影響は大きくはない可能性が示唆され、菌叢管理による本菌感染症対策の効果
は限定的と推察された。また、食中毒原因菌株のSNP解析結果から、食中毒事例における原因菌株の同一性を判
断する上での指標となるSNP数に関する知見を得ることができ、本菌による食中毒時の集団感染であるかを見極
める際の根拠として活用するための基礎的知見を収集できた。Transcriptome解析では本菌感染時の機能性が示
唆される遺伝子群をスクリーニングでき、診断等でのマーカーとしての活用が期待される。

※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 
 Campylobacter jejuni 及び C. coli による食品媒介性感染症（以後、カンピロバクター食中毒）
は，我が国を含む先進諸国で多発しており，平成 29 年の国内発生件数は 320 件と食中毒病因物
質のうち最多，患者数は 2,315 名とノロウイルスに次いで第二位となっている（厚生労働省・食
中毒統計資料）。近年のカンピロバクター食中毒事例では生食或いは加熱不十分な鶏肉の喫食に
よる事例が多占している。鶏は腸管内に当該菌を持続的に保菌し，食鳥肉として供する過程で可
食部を汚染し，ヒトに感染を顕すため，鶏肉の微生物汚染低減を図るための応用研究が広く推進
されている状況にある。 
このうち，消費段階での本菌感染に対する予防制御策としては，加熱調理の徹底をはじめとし

た消費者啓蒙がなされているが，本菌感染事例は一向に減少を示していない。このことは，特に
消費者への啓蒙普及及び感染制御の推進にあたって，更なる学術的知見の創出が必要不可欠で
あると考えられる。とりわけ，本菌罹患者に関する疫学事象の多くは不明である。本菌罹患は下
痢・発熱等の一般的下痢原性主徴を齎すが，その程度は患者により異なり，更に不顕性患者も一
定数含まれるとされるため，本菌感染に対するヒト宿主の感受性については多様的と解釈され
る。この宿主要因に関する学術的「問い」に係る事項として，米国では本菌感染に関する宿主要
因の検討が行われ，年齢：5 歳以下及び 20-29 歳，性別：男性，職業：食肉・食鳥肉取扱い者，
喫食歴：未殺菌乳や未殺菌上水の飲用，その他：家畜・愛玩動物の飼育歴等が本菌感染に対する
高感受性要因であることが報告されている。こうした宿主要因の探知にあたっては，Case 
control ベースの食品寄与率推定手法が用いられるが，国内では詳細な患者情報が解析されてお
らず，関連する疫学的知見の集積は本食中毒の動向を把握し，対策を講じる上で必要不可欠な事
項と考えられる。 
加えて，ヒトへのカンピロバクター感染が何故下痢原性を誘起するかの学術的「問い」に対す

る答えは未だ導き出されていない。ヒト腸管内には 100 兆個以上もの多様な細菌が分布し，本
菌を含む病原細菌の感染定着を正負両面で変動させる。腸内細菌叢の産生する抑制物質（代謝産
物，バクテリオシン等）や同細菌叢の共存による競合的栄養枯渇，宿主免疫機構の賦活化等はそ
れらの変動要因と目される。実際に，ヒト由来腸内細菌叢を移植したノトバイオートマウスは非
移植個体に比べ有意に本菌感染感受性を亢進することから，カンピロバクターによるヒト病態
発現に腸内細菌叢とのクロストークが介在する可能性が示唆される。本研究では，カンピロバク
ター食中毒患者便検体を研究対象として設定し，同環境に潜む本菌並びに腸内細菌叢の動態を
合わせて探知することにより，この点を解明できるほか，本菌感染成立に必要となる本菌並びに
腸内細菌叢の標的分子の網羅的同定へとつながるとも期待されるものであることから，速やか
に検討を開始すべき項目と位置付けられる。 
この他，本菌感染によるヒトへの健康危害性を図る上では，発症菌数に関する知見も必要不可

欠である。1980 年代に米国で実施された volunteer による経口感染実験により算出された 500
～800CFU との値が現在に至るまでヒトの発症菌数として多くのリスク分析・評価等に活用さ
れているが，より少ない菌数（360CFU）での発症例も示されていることから，下痢原性等の病
態発現は原因菌株により異なるとの想定もされうる状況となっている。しかしながら，これらを
支えうる学術的根拠は得られていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は，本菌が顕す下痢原性発現を裏付ける細菌分子基盤に関する基礎知見の集積を図る
ことを目的とする。 
本菌はヒトに対して下痢原性を顕す一方，多くの動物宿主に対しては不顕性感染を呈する。本

菌の病原性発現機構に関する知見の多くは，実験動物や培養細胞を用いた評価に基づき得られ
ているが，前文の事象を踏まえると科学的根拠には乏しいと考えられる。そのため，本研究では
ヒト臨床検体（発症患者便）を対象として，本菌が同環境中で顕す遺伝子発現動態を把握し，検
体間での疫学情報等を踏まえ，病原発現関連遺伝子群を同定しようとする学術的独自性に富む
計画内容を企図した。本検討により，本菌感染制御に資する標的分子候補の特定がはかられ，予
防・治療策の構築へと波及することが期待される。更に，同一検体に含まれる腸内細菌叢の特性
把握は本菌感染に伴い変動を示す腸内細菌叢の特定へとつながる。これにより得られる知見は，
直接的利用またはプロバイオティクス等としての間接的利用による本菌感染制御策への波及が
期待される創造性を併せ持つ。 
 
３．研究の方法 
本菌の病原因子については，主に培養細胞や動物モデルを用いた予測的評価に留まっており，

予防治療法の構築や疫学知見の更新等，広く公衆衛生学上の意義を有するアウトプットの創出
には感染事象を基にしたデータ創出が不可欠である。本研究では研究実施期間中に本菌発症患
者由来の新鮮便検体を単年度あたり約 15 事例を収集し，原因菌のゲノム特性探知と共に同検体
中で本菌及び腸内細菌叢が顕す遺伝子発現動態をプロファイル化し，疫学情報と融合させるこ



とで，本菌感染に伴うヒト腸管環境での下痢原性発現機構に関する基礎知見の集積を図る。本菌
及び腸内細菌叢の遺伝子発現動態のプロァイル化にあたっては，①本菌によるヒトへの感染を
通じ，下痢原性が顕れる際に発現亢進を示す遺伝子群を Ion GeneStudio S5 system を用いた
RNAseq 解析（以下、メタゲノム解析）を通じた網羅的同定を行った上で，② in vitro 下での本
菌遺伝子発現動態との比較を通じ，ヒト腸管内での病態形成に関連性を示す遺伝子群を抽出す
る。③同検体を構成する腸内細菌叢のプロファイル化を図るため，16S rRNA 菌叢解析を並行的
に実施し，全体のコミュニティ構造を捉える。同解析には 16S rRNA V3-V4 領域を標的とし、Ion 
GeneStudio S5 system を用いて配列データを取得する。④メタゲノム解析結果より各検体にお
ける細菌叢遺伝子発現情報を抽出する。Human HG19 assembly に対する Blast 検索を通じ，ヒト
由来遺伝子を除去後，SOAPdenovo 及び CD-HIT を用いて assembly を行う。その後，non-redundant 
gene を同定するとともに，各遺伝子の機能性及び検体間の系統解析を行う。⑤上記を通じて得
られた感染患者由来腸内細菌叢データは日本人健常者の腸内細菌叢データと比較解析に供する。
菌叢の比較解析にあたっては Shannon diversity index，UniFrac distances，PCoA 解析を実施
する。各事例の原因菌株については，①研究分担者中村博士が分離保管を担当し，②集団感染事
例では，MLST 解析を通じ代表株を選定した上でドラフトゲノム解析に供する。③出力データは
Trimming/Assembly 後、菌株間の系統学的関連性探知に供する。④配列データを RAST に投入し
Annotation 情報を得る。更に，疫学情報としては喫食歴，潜伏期間，症状の重軽等を収集する。
各要因と原因菌株の特性並びに腸内細菌叢との関連性評価には Permutational Multivarate 
Analysis of Variance（PERMANOVA）法を用いる他，Spearman's Rank Correlation Coefficients
を求める。 
 
４．研究成果 
 本研究では，食品媒介性感染症として世界中で猛威を奮うカンピロバクターが，ヒト宿主への
感染過程において顕す遺伝子発現並びに腸内細菌叢に係る動態を発症患者由来検体を研究対象
としてプロファイル化し，患者疫学情報及び原因菌株のゲノム特性と融合させることで，本菌感
染によるヒト病態発現の分子基盤に係る基礎知見の集積を図ることを目的として検討を進めた。 
 本研究では，カンピロバクター食中毒事例検体を対象として，16S rRNA sequencing 解析によ
る腸内細菌叢のプロファイリングを行うと共に，原因菌株の WGS 解析を進めた。更に，ヒト由来
RNA 及び細菌由来リボゾーム RNA 遺伝子を除去した上で，細菌の Transcriptome 解析を進めた。
腸内細菌叢解析結果を統合的に解析することにより、患者腸内細菌叢は検体間での多様性に富
むが，本食中毒菌感染に由る，腸内細菌叢構成への影響は大きくはないことが確認された。 
 食中毒原因菌株に係る WGS 解析を通じて，同一事例の中であっても複数患者間で数十の SNP が
みられることが確認されたほか，一部腸内細菌や phage 由来と推察される遺伝子配列の挿入等
が確認された。また，Transcriptome 解析では RNA 解析結果を得ることができ，鞭毛構成遺伝子
をはじめとする複数の遺伝子の発現変動を確認することができ，同遺伝子は培養細胞を用いた
in vitro 評価系においても発現亢進が認められたことから，本菌感染に伴う病態との関連性を
有する遺伝子群であると結論づけた。 
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