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研究成果の概要（和文）：大腸菌O157の3種類のStx2ファージについて、大腸菌K-12溶原株を作成し、細胞性粘
菌に感染させた。しかし、細胞粘菌の生育には全く影響しなかった。O157親株も毒性を示さなかったため、アメ
ーバーを用いて同じ実験を行ったが、全く毒性がなかった。過去の報告と異なり、本研究では、O157は原生生物
に無害であることが明らかとなった。今後は、異なる原生生物を用いた解析を行う。また、大腸菌O26には、環
境中において、Stx2ファージの高頻度な感染と脱落が繰り返し起きていることが明らかとなった。環境中では、
Stx2獲得が有利に働く選択圧の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We constructed three Stx2 phage lysogenes of Escherichia coli K-12 and the 
lysogenes were infected to Dictyosteluim discoideum AX2. But growth of D. discoideum was not 
affected by the infection of the lysogens at all. Even original O157 strains were not toxic to D. 
discoideum. Furthermore, inconsistent with several previous studies, we found that infection of O157
 strains was not toxic to Acanthamobae castellanii. It is thought that another model protist is 
required for this analysis. We also showed that the recent and repeated acquisition of the stx2 are 
occurred in multiple lineages of O26. This suggest the presence of selective pressure to accumulate 
Stx2 in E. coli O26 in environment. Protist that colonize in bovine intestine is thought to be one 
of the candidates of the selective pressure.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
O157を中心とする EHECは、下痢・出血
性大腸炎に加えて、溶血性尿毒素症症候群

(HUS)や脳症などの重篤な合併症を惹起する。
EHECの主な病原因子は Stxであり、抗原性
の異なる Stx1と Stx2が存在する。それぞれ
にバリアントが存在するが、ヒト感染症で問

題となるのは Stx1a, Stx2a, Stx2cである。
いずれの Stxもファージにコードされている
が、我々は、Stx ファージに高度なゲノム多
様性が存在すること、Stx ファージの種類に
よって宿主菌の Stx産生量が異なることを明
らかにしてきた。Stx1a, Stx2a, Stx2cファー
ジはそれぞれゲノム構造や性質が全く異な

るファージである。Stx1aと Stx2cファージ
のゲノム多様性は低く、宿主菌の Stx産生量
も総じて低い。これに対し、Stx2aファージ
は多様性が高く、主に 4つのサブタイプに分
けられるが、サブタイプによって宿主菌の

Stx産生量が規定される。ヒトへの EHEC感
染症では、Stx2産生性が重症化に深く関与す
ることが知られており、Stx2の産生量を規定
する要因の解明は重要な課題である。 
しかし、何故、このように多様な Stxファ
ージが存在するのかは不明である。我々は、

EHEC には通常数十のファージが共感染し
ており、それらの相互作用や組換えが新しい

ファージを生み出す原動力となっているこ

とも示してきたが、環境中には何らかの選択

圧が存在し、これが Stxファージの多様化に
係わっているはずである。EHECのヒト感染
は一過性であり、ウシが自然宿主である。Stx
が原生生物に強い毒性を示すことから、Stx
の本来の標的は、ウシ腸管などに存在する大

腸菌の捕食者（原生生物など）である可能性

が考えられる。また、Stx は大腸菌にも毒性
を示すうえに、Stx ファージの誘導は宿主大
腸菌の溶菌を引き起こす。これらのことから、

EHECの原生生物に対する抵抗性獲得と Stx
ファージ獲得によるリスクのトレードオフ

が Stx多様化の要因となっている可能性が強
く示唆される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ファージ-大腸菌-原生生物

というエコシステムの観点から Stx ファー

ジの進化を捉えることにより、その多様化

機構の解明に挑む。まず、Stx1a, Stx2a, 

Stx2cの各ファージを大腸菌K-12株に感染さ

せ、各溶原株を原生生物と共培養することで、

性質の異なる各Stxファージがどのように宿

主菌の生存に寄与するかを明らかにする。 

また、現在、症例数が増加傾向にあり、O157

についで症例数の多いEHECO26について、Stx

ファージの伝播状況を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
ヒトに病気を起こす EHEC は Stx1a, Stx2a, 

Stx2c ファージのいずれか一つ、もしくは複

数を同時に保持する。各 Stx ファージはファ

ージ誘導効率、宿主溶菌効率、宿主 Stx 産生

量などの性質が異なる。また、Stx2a ファー

ジには少なくとも4つのサブタイプが存在す

る。Stx ファージの多様性の生物学的な意義

を、同一の遺伝的背景で解析するため、それ

ぞれを大腸菌 K12株に感染させた各 Stxファ

ージの K12 溶原株の作成を試みた。各溶原株

について、原生生物存在下で大腸菌の生存に

どのように寄与するかを解析した。さらに、

大腸菌 O26における Stxファージの伝播の状

況を調査した。 

(1)各 Stx ファージ溶原株の作成： Stx1a フ

ァージ（１種類）、Stx2a ファージ（4種類）、

Stx2c ファージ（1種類）を解析対象とした。

それぞれのファージ粒子を ファージの誘発

剤であるマイトマイシン C（MMC）を添加した

O157 各株の培養液から精製し、大腸菌 K12 へ

感染させ、溶原株を作成した。溶原株の Stx

ファージ挿入部位が親株と同じであること

を PCR で確認した。また、ファージ全長(約
60 kb)を５セグメントに分けた PCR スキ
ャニングプライマーを用いて、溶原株ファ

ージに組換え等の変化が起こっていないこ

とを確認した。 

(2)各 Stx ファージ溶原株の Stx 産生量の定

量：対数増殖機後期に、MMC を添加し、3 時

間後の Stx 産生量を VTEC-RPLA キット(デン

カ生研)を用いて測定した。 

(3)大腸菌—原生生物共培養系の確立：細胞性

粘菌(Dictyostelium discoideum AX2 株)をナ

ショナルバイオリソースから購入した。

Klebsiella aerogens 株を餌として継代培養

し、安定に共培養できる実験環境を構築した。

また、アメーバ(Acanthamobae castellanii 

ATCC50492)株についても同様に共培養系を

構築した。 



(4)各 Stx ファージ溶原株の原生生物抵抗性

試験：各 Stx ファージ溶原株を K12 野生株と

等量混合して、原生生物共培養系で試験した。 

(5)大腸菌 O26 における Stx ファージ伝播の

解析：約 500 株の大腸菌 O26 について、高解

像度系統解析、分岐年代推定、Stx ファージ

の分布を解析した。 

 

４．研究成果 

Stx1ファージ、Stx2cファージ、4種類
の Stx2a ファージ（Stx2a_, Stx2a_, 
Stx2a_, Stx2a_について、同じ遺伝的バ
ックグラウンド下でファージ比較を行うた

め、各ファージの大腸菌 K-12 溶原株の作
成を試みた。各 Stx ファージをもつ O157
菌株から、マイトマイシン Cにより誘導さ
れるファージライセートを調整し、大腸菌

K-12株へ感染させた。Stx2a_, Stx2a_, 
Stx2a_の各ファージについては、多数の
溶原株が取得できた。取得できた溶原株に

ついて、ファージの挿入部位が親株と
同じであること、ファージの構造に変化が

起こっていないことをそれぞれ PCR と
Long PCRにより確認した。 
一方、Stx1、Stx2c、Stx2a_の各ファー
ジについては、プラークが形成されなかっ

た。実験系をスケールアップし、繰り返し

行ったところ、いずれも数個の溶原株を得

ることができた。しかし、いずれの溶原株

も挿入部位が親株と異なっている、もしく

は、ファージ構造に変化が生じているなど

の問題が生じていた。これらのファージは、

ファージの誘導効率が低いファージであり、

強制的にファージ溶原株を作成しようとし

たことで、他のファージと組換わったキメ

ラファージとなっていることが推察された。

親株として他の O157 株を用いて繰り返し
実験を行ったが、同じ結果であった。この

作業に研究期間の多くを費やした。 
作成できた Stx2a ファージの 3 種類
（Stx2a_については株の親株から作
成）について、Stx2産生量を親株と比較し
た（図１）。MMC非添加の状態では、すべ
ての Stx2ファージにおいて、Stx産生量は

親株の方が高かった。これは、自然なファ

ージの誘導効率が親株である O157 の方が
高いことを示している。一方、MMC 添加
時では、両者にあまり差は見られなかった。

いずれの Stx2 ファージ溶原株においても
Stx2の十分な産生が確認できた。 
原生生物との共培養系を構築した。原生

生物としては、取り扱いが容易であり、凍

結保存が可能な細胞性粘菌(Dictyosteluim 
discoideum AX2株)を用いた。NBRPの細胞
性粘菌プロジェクトが実施しているトレー

ニングコースを受講し、基本的な培養技術

を取得した。ラボ内での培養系を確立し、

K. aerogensとの２員培養系も問題なく実施
できる実験環境を構築した。さらに、アメ

ーバ(Acanthamobae castellanii ATCC50492)

株についても同様に共培養系を構築した。 
細胞性粘菌について、Stx2 ファージ溶原

株を餌の K. aerogens と 50%の割合で混ぜ

て、共培養系に加えたところ、予想に反し

て、細胞性粘菌の生存には全く影響しなか

った。そこで、親株である O157 堺株、大腸

菌 K-12 株を餌として共培養を行ったとこ

ろ、細胞性粘菌は大腸菌 K-12 株をほとんど

捕食しないことが分かった（図２）。さらに、

驚いたことに、O157 堺株を積極的に捕食し

た。 



過去の報告では、アメーバやゾウリムシ

などの原生生物に、O157 など志賀毒素を産

生する大腸菌を餌として与えると死亡する

ことが知られている。細胞性粘菌に関して

は、何らかの機構で志賀毒素からの毒性を

回避している可能性が考えられた。そこで、

アメーバを用いて同様の実験を行った（図

３）。その結果、細胞性粘菌の場合と同様に、

アメーバーも大腸菌 K-12 をあまり捕食せ

ず、O157 堺株を積極的に捕食し、しかも死

滅することなく増殖を続けることが明らか

となった。本研究では、過去の報告と異な

り、志賀毒素を産生する大腸菌が原生生物

に毒性を示さないことが明らかになった。

今後は、精製した志賀毒素を直接原生生物

へ投与するなどして毒性を確認する。また、

本研究で使用した原生生物は、EHEC が生息

する環境であるウシの胃腸内には存在しな

い。ウシの胃や腸に実際に生息する原生生

物を用いた解析が必要であると考えられた。 

 最後に大腸菌 O26 間における Stx の伝

播を解析した。O26 の優勢系統では、Stx1

が安定的に保持されているのに対し、Stx2

ファージは、様々な亜系統の株に散発して

存在していた（下図）。このことから、Stx2

ファージの O26 への高頻度な感染と脱落が

自然界で繰り返し起きていることが推察さ

れた。大腸菌 O26 もウシが自然宿主である

ため、ウシ腸内では、Stx2 獲得が有利にな

る何らかの選択圧の存在が改めて確認され

た。 
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