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研究成果の概要（和文）：　コレラはコレラ菌によって引き起こされる急性の下痢症であり、現在は発展途上国
を中心として第７次パンデミックが猛威を奮っている。本研究ではパンデミックを起こしているコレラ菌の一部
では、ゲノムの中に著しく増加している領域があることを発見し、そのメカニズムを解析した。その結果、近年
のコレラ流行株は、コレラ毒素をコードしている遺伝領域（CTXファージ）の複製能を失っていることや、CTXフ
ァージによってゲノム領域の増加が起こっている可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Cholera is an acute diarrheal disease and remains a major threat to health, 
particularly in developing countries. It is caused by pathogenic strains of Vibrio cholerae 
generated by the lysogenization of filamentous cholera toxin phage CTXΦ. We found that V. cholerae 
epidemic strains possess increased genomic regions. The analysis revealed that recent isolates were 
defective in replicating the CTXΦ prophage genome but instead it was suggested to be involved in 
the increased host’s genome regions. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　現在、コレラは第７次パンデミックが猛威を奮っており、発展途上国を中心として多くの犠牲者を出してい
る。パンデミックが流行を継続している原因の一つとして、コレラ菌が継続的に変化し、常に新たなコレラ菌が
流行していることが考えられる。本研究では、近年のコレラ流行株は、コレラ毒素遺伝子を持つCTXファージが
複製能を失っていることや、CTXファージによってコレラ菌のゲノム領域の増加が起こっている可能性が示され
た。これは、パンデミックの伝播様式を変化させ、コレラ菌の性質を大きく変える可能性があり、パンデミック
を理解する上で重要な知見となった。

※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 
 コレラは現在も世界中の多くの地域で重要な問題であり、年間に 130 万〜400 万人のコレラ患
者が発生し、およそ 10 万人がコレラによって亡くなっている(Ali et al. PLoS-NTD 2015 
9:e0003832)。歴史上、コレラは７回の世界的流行（パンデミック）を起こしているが、第１次
から第６次パンデミックはベンガル地方から発生した。第７次パンデミックに関しても、主に３
回の大きな波となって世界中に広まっているが、その全てがベンガル地方から伝播しているこ
とが報告された(Mutreja et al. Nature 2011 477:462-465.)。したがって、ベンガル地方は常
にコレラパンデミックの震源地であり、この地域で流行しているコレラ菌の変化を詳細に把握
することは、パンデミック全体を理解し、その制圧を目指す上で重要である。 
 そこで私たちは、2007 年から
2014 年までにベンガル地方のコル
カタ市でコレラ患者から分離され
たコレラ菌を、毎年 10 株ずつラン
ダムにピックアップし、計 80 株の
全ゲノム解析を行った。その結果、
コレラ臨床分離株の一部は VSP-II
と呼ばれるゲノム領域を欠損して
いることを発見し、VSP-II 欠損と
流行株の変遷について報告した
(Imamura et al. PLoS-NTD 2017 
11:e0005386)。一方、このゲノム解
析の過程で、一部の株ではゲノム中
の大規模な領域が増加しているこ
とが示唆された（図１）。さらに、
この増加しているゲノム領域は株
によって異なっており、各株に固有
の増加領域を有していた。従来、コ
レラ菌は病原遺伝子の有無や、その
遺伝型を指標にモニターされてお
り、このようなゲノム領域の大規模
な変化が頻繁に起こっていることは知られていない。しかし、ゲノム領域の増加は、病原遺伝子
のコピー数や多様性、そして、菌株の性状に大きく影響する。また、このような変化は、コレラ
菌だけでなく様々な細菌で発生し、進化や感染症の流行に影響している可能性がある。そのため、
このゲノム領域の増加様式やメカニズムを理解することは、コレラパンデミックの全体像を明
らかにし、さらに、病原性細菌の進化や感染症の流行メカニズムに関する知見を得る上でも重要
であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 近年、全ゲノム配列解析は身近な技術となり、様々な研究に用いられている。感染症研究にお
いても、病原体の地理的な分布や由来の理解に大きな成果を上げている(Hu et al. PNAS 2016 
113:E7730-E7739)。しかし、定点における病原体の推移を長期間に渡って調査した例はあまりな
く、本研究は、コレラ流行の体系的な理解に貢献する。また、従来、コレラ流行株の推移は、抗
原型や病原遺伝子の遺伝型を指標としてモニターされてきた。しかし、本研究で、大規模なゲノ
ム領域の増加様式を解析することにより、これまで知られていないコレラ流行株の推移に関す
る知見が得られる。そして、これはコレラパンデミックの全体像を理解する上で欠かせない情報
であり、将来的なコレラ制圧に貢献できる。また、これまで細菌の大規模ゲノム領域の増加と病
原性との関係については、あまり解析がなされていない。しかし、大規模ゲノム領域の増加は、
病原遺伝子のコピー数を増やすだけでなく、余分な遺伝子は自由に変化して新たな機能を持つ
ことが可能になるため、進化上、重要な意味がある。したがって、染色体領域の増加が、病原性
や流行の傾向に影響を与えている可能性は十分に考えられる。また、このような現象は、コレラ
菌のみならず、様々な細菌の環境適応や進化にも関与していると考えられる。そこで本課題では、
コレラ流行株におけるゲノム領域の増加メカニズムを解明することにより、感染症の流行や継
続に関する有用な知見を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究で用いる株は、研究の開始前からドラフトゲノム配列が得られている。しかし、MiSeq
を用いたショートリードの配列データであるため、各株のゲノム配列は 100以上の Contigに分
断されている。特にゲノム上に複数コピーある配列は、その外に Contigが伸長しないため、増
加領域のコピー数や染色体上の位置に関する情報は得られていない。そこで、ロングリードのナ
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図１ リード配列の参照ゲノムへのマッピング
縦軸：リード数（シークエンスされた回数）、横軸：参照株の第一染
色体配列2.96Mbp。参照株のゲノム配列と大規模な差がない株では
平均的なマッピングになるが(A)、一部の株では重複(B)や欠損(C)が
見られた。



 

 

ノポア DNAシークエンシング（Oxford Nanopore Technologies 社）を利用する。この方法は、
装置が小型であるため大きな実験スペースを必要としないなどの利点があるが、最大の特徴は、
リードの長さであり、イルミナ社の MiSeqが 150 bp程度であるのに対し、ナノポアは 200 kbp
以上のリード長を得ることができる。そのため、完全な環状染色体と環状プラスミド配列を取得
することが可能となる。シークエンスエラーの頻度は MiSeqよりも高く、SNP 解析などには MiSeq
の方が適しているが、本研究で用いる株はすでに MiSeq によるドラフトゲノム配列が得られて
いるため、シークエンスエラーは校正することができ、完全ゲノム配列を構築することができる。 
 ゲノム領域が増加した様式として
は、いくつかの可能性が考えられ、そ
のメカニズムも、プラスミド、ファー
ジ 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 、 ICE 
(Integrative Conjugative Element)
など、様々な可能性がある（図２）。
完全ゲノム配列を構築することによ
り、染色体の部分的な増加は、プラス
ミド上に乗っているのか、または、染
色体上であった場合、第一染色体か
第二染色体か、そして、その位置や向
きが明らかになる。そこで、この増加
領域の内部や周辺の配列から、染色
体領域の増加に関与している可能性
のある配列を探索する。例えば、ファ
ージやプラスミド由来の領域や、Transposase、Integrase、Recombinase などが候補となる。こ
れらの外来配列から、プラスミド、ファージ、トランスポゾン、ICEなど、どのような機構で染
色体の部分増加が起こったのかを推定する。 
 
４．研究成果 
本課題では、コレラ流行株特異的に起こっている大規模なゲノム領域の増加について、その原
因を明らかにすることを目的として解析を行なった。コレラの流行地域であるインドのコルカ
タで、コレラ患者から分離したコレラ菌のゲノム解析を行ったところ、一部の株では著しく増加
したゲノム領域が見られたが、その増加様式やメカニズムに関する知見は不明であった。そこで、
ロングリードのゲノム解析によって完全ゲノム配列を構築したところ、第一染色体に７箇所、第
二染色体に４箇所の構造多様性が見つかった（図３）。しかし、増加領域の重複などは起こって
いなかった(Ochi et al. mSphere 
2021 6:e0033721)。また、増加の
観察された 0.4 Mbに渡る領域が
環状化していることが明らかに
なったものの、この領域の切り出
しは起こっていなかった。そのた
め、ゲノム領域の増加は、染色体
上の重複ではなく、コレラ菌のコ
レラ毒素をコードしている CTXΦ
ファージの複製メカニズムであ
る Rolling Circle Replication 
(RCR)による複製の可能性がある
と考えた。RCRでは、ファージゲ
ノムの切り出しは起こらずに、ニ
ックの入った部位から複製され
る。増加ゲノム領域の環状化部位
からも、RCRのニック部位のモチ
ーフ配列が見つかった。これらの
結果から、コレラ流行株の一部で
は、RCRによって染色体の大規模な領域が増加していることが示唆された。そこで、さらに５株
の完全ゲノム配列を構築したところ、近年の流行株はいずれも、CTXΦ領域の構造が第７次パン
デミック初期の流行株とは異なっていることを発見した。さらに、これによりプロファージゲノ
ムを複製することができなくなっていた。これらの結果より、近年のコレラ流行株では、CTXΦ
プロファージゲノムの複製やファージ粒子の放出ができなくなっており、また、RCRによって頻
繁に染色体領域の増加が起こっていることが示唆された。この現象はコレラ流行株の遺伝子組
成を大きく変化させ、また、パンデミックの伝播様式を変えるものでもあるため、病原性やパン
デミックの継続に対して大きな影響を与えているものと考えられる。 
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図２ 染色体重複様式の可能性
コレラ菌は大小、２つの染色体(Chr. 1とChr. 2)を有して

いる（左下）。重複領域（黒）は同じ染色体上（左上）、別
の染色体上（右上）、染色体外（右下）などに重複している
可能性がある。
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V. cholerae N16961 

Ch. 1 (2,961,149 bp)

a. OKA17, 39
Replaced by transposase AB
(3,316 bp to 1,258 bp)

c. OKA39, 49, 51
Insertion
(OKA39 : 150,395 bp)
(OKA49 : 97,814 bp)
(OKA51 : 97,836 bp)

OKA56
Replaced by SXT
(1,874 bp to 76,818 bp)

d. OKA17
Insertion (9,038 bp)

b. OKA49, 51, 56
Replaced by transposase AB
(14,376 bp to 1,258 bp)

e. OKA56
Insertion (14,271 bp)

g. OKA17
Insertion (14,264 bp)

f. OKA17, 39, 49, 51, 56
Translocation (2,743 and 6,930 bp)
(CTXΦ, detailed in manuscript)

図３ コレラ流行株におけるゲノム構造の多様性
2,000 bp以上のゲノム構造多様性に限っても、第一染色体
には７箇所の領域が見つかった(Ochi et al. mSphere 2021)。
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