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研究成果の概要： 
 インド、ケニアでの主要な下痢原因菌と考えられる下痢原性大腸菌とコレラ菌について解析
した。下痢症患者便をマッコンキー寒天培地で培養し得られたコロニーからボイルテンプレー
トを作製し Real-time PCR で下痢原性大腸菌の病原因子を網羅的に解析した。インドでは、
ipaH 遺伝子陽性菌（腸管組織侵入性大腸菌）が最も陽性率が高く、次に eaeA 遺伝子陽性菌（腸
管病原性大腸菌）の順であったが、ケニアでは elt 遺伝子陽性菌（腸管毒素原生大腸菌）の陽
性率が最も高く、次に aagR 遺伝子陽性菌（腸管凝集性大腸菌）であった。我が国で陽性率の
高い cdt 遺伝子陽性大腸菌がインドやケニアではあまり検出されなかった。一方、コレラ菌に
関しては、バングラデシュで見つかったハイブリッド型 O1 コレラ菌（エルトールバリアント）
はインドでは 1990 年に既に分離されており 1995 年以降分離された O1 コレラ菌は全てハイブ
リッド型（エルトールバリアント）であることが明らかとなった。ケニアでのコレラの流行で
分離されたコレラ菌もエルトールバリアントであり、エルトールバリアントがアフリカ、ケニ
アでも広く流行に関わっていることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
 ５歳未満児の死亡率を世界レベルで比較
した場合、南アジアとサハラ以南のアフリカ
では、全体の 40%と突出した高さである。そ

の原因となるのは、下痢症や呼吸器疾患等の
細菌性・ウイルス性の感染症である。コルカ
タ地域の重症下痢症患者から分離される原
因菌は、そのほとんどが下痢原性大腸菌とコ



レラ菌である。近年、バングラデシュとモザ
ンビークで古典型とエルトール型の生物学
的性状を併せ持つハイブリッド型の O1 コレ
ラ菌が出現し大きな問題となっている。アフ
リカでは、ここ数年コレラをはじめ下痢症の
流行が多数発生しているが、それらの細菌学
的性状についてはほとんど明らかにされて
いない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、アフリカ特にケニアと南アジ
ア、特にインド、バングラデシュでの新興型
の腸管感染症菌を含む状況を明らかとし、両
地域での分離菌の分子疫学的比較解析を行
うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）下痢原性大腸菌の検出、分離、性状解
析 
①下痢症患者便検体をマッコンキー寒天培
地に植菌し、37˚C で一夜培養した。得られた
コロニーを掻き取りボイルテンプレートを
作製するいわゆるコロニースイープ法によ
る Real-time PCR で下痢原性大腸菌の病原因
子、即ち eaeA（EPEC: 腸管病原性大腸菌）、
ipaH（EIEC: 腸管組織侵入性大腸菌）、elt, 
est（ETEC: 腸管毒素原性大腸菌）、stx1, stx2
（EHEC: 腸管出血性大腸菌）、aggR（EAggEC: 
腸管凝集性大腸菌）遺伝子を検出した。また、
本実験で新たに開発した cdtI-V（CTEC: 細胞
膨化致死毒素産生性大腸菌）遺伝子を検出で
きる Real-time PCR でも調べた。 
 
②PCR が陽性となった検体のコロニースイー
プから再度 L-agar に画線培養し、32P で標識
した各種病原因子遺伝子プローブを用いた
コロニーハイブリダイゼーションにより病
原遺伝子陽性菌を単離した。 
 
③単離菌の生化学的性状試験すなわち、LIM
培地（リジン脱炭酸酵素活性、インドール産
生性能、運動性）、TSI 培地（糖分解能、硫化
水素産生能、ガス産生能）、シモンズクエン
酸培地（クエン酸利用能）に植菌し、培地の
色調の変化等を観察し、大腸菌であることを
確認した。 
 
④大腸菌と確認できた菌について、32P で標識
した当該の遺伝子プローブを用いたコロニ
ーハイブリダイゼーションにより下痢原性
大腸菌の各種病原遺伝子の分布について調
べた。 
 
（２）コレラ菌の分離、性状解析 
①下痢症患者便を TCBS 寒天培地で培養し、
得られた黄色のコロニーをオキシダーゼ試
験等の生化学的性状試験を行った。 

 
②コレラ菌様の性状を示した菌について、O1
又は O139 の抗血清による凝集試験によりコ
レラ菌であること及び血清型を決定した。あ
るいは、コレラ菌（Vibrio cholerae）、腸炎
ビブリオ（V. parahaemolyticus）、バルニフ
ィカス菌（V. vulnificus）を鑑別できるマ
ルチプレックス PCR法でコレラ菌であること
を確認した。さらに生物型を決定するため、
生物学的性状の解析を行った。 
 
③コレラ菌と確認できた菌については、O1 及
び O139 特異遺伝子をプローブとしたコロニ
ーハイブリダイゼーションあるいは O1、O139
の特異遺伝子及びコレラ毒素（ctxA）遺伝子
により血清型を決定した。また、ctxA 遺伝子
が陽性となった菌について、MAMA (Mismatch 
amplification mutation assay)-PCR により、
ctx 遺伝子の型別（エルトール型、古典型）、
rstR 及び tcpA 遺伝子についても同様の型別
をマルチプレックス PCR で確認した。 
 
４．研究成果 
（１）インド・バングラデシュでの下痢症起
因菌に関する分子疫学：インド国立コレラ及
び腸管感染症研究所で集められた下痢症患
者便 762検体から分離された細菌は下痢原性
大腸菌が 46%と最も多く、次いで O1 コレラ菌
の16%であったがO139コレラ菌は全てで陰性
であった。また、下痢症患者便 140 検体をマ
ッコンキー寒天培地で培養し、得られたコロ
ニーを掻き取って、各種下痢原性大腸菌の病
原遺伝子の有無を Real-time PCR で調べた結
果、ipaH 遺伝子が 26%（36 検体）、eaeA 遺
伝子が 15%(21 検体)、elt 遺伝子が 2.1%(3 検
体 ) 、 esth 遺 伝 子 が 1.4%(2 検 体 ) 、
cdt-II/III/V 遺伝子が 0.71%(1 検体)で陽性
となった。一方、aagR、stx1, stx2 及び cdt-I/ 
IV 遺伝子は全く検出されなかった。さらに
PCR で病原因子が陽性となった菌の分離を試
みたところ elt 遺伝子陽性菌が 1 株、elt 遺
伝子陽性菌が 1 株、ipaH 遺伝子陽性菌が 13
株、eaeA 遺伝子陽性菌が 3株分離された。 
 バングラデシュで見つかったハイブリッ
ド型 O1 エルトールコレラ菌は、その後アジ
アのみならずアフリカでも分離され、その詳
細な生物学的性状が解析された。その結果、
現在では従来のエルトール型と古典型に加
え、エルトール型と古典型の生物学的性状を
併せ持つハイブリッド型とエルトール型 O1
コレラ菌で古典型のコレラ毒素を産生する
エルトールバリアントの４種に分類するこ
とを提唱した。インド及びバングラデシュで
分離されたエルトール型 O1 コレラ菌につい
てレトロスペクティブに調べた結果、インド
では既に 1990 年にエルトールバリアントが
出現し、1995 年にはエルトール型から完全に



置き換わっていることを明らかとした。一方、
バングラデシュにおいてもエルトールバリ
アントは 1960 年代に既に分離されており、
2001 以降エルトール型から完全にエルトー
ルバリアントに置き換わっていた。 
 
（２）ケニアでの下痢症起因菌に関する分子
疫学：ナイロビの中央医学研究所で集められ
た下痢症患者便 103検体について、Real-time 
PCR で同様に調べたところ、81%（83 検体）
で elt 遺伝子が、72%（74 検体）で aagR 遺伝
子が、62%（64 検体）で eaeA 遺伝子が、27%
（28 検体）で ipaH 遺伝子が、9.7%（10 検体）
で estp 遺伝子が、6.8%（7 検体）で esth 遺
伝子が陽性となった。また、8.7%（9 検体）
で cdt-I,IV 遺伝子と cdt-II,III,V 遺伝子が
それぞれ陽性となった。これら PCR で陽性と
なった中から、elt 遺伝子陽性菌 10 株、esth
遺伝子陽性菌1株、aagR遺伝子陽性菌30株、
eaeA 遺伝子陽性菌 8株を単離した。ケニアで
は、下痢症に関わる下痢原性大腸菌の割合が
インドよりもはるかに高かった。また、下痢
原性大腸菌のタイプも、ケニアでは LT 陽性
の腸管毒素原性大腸菌が最も高頻度で、次い
で腸管凝集性大腸菌、腸管病原性大腸菌であ
り、インドと多少異なる傾向となった。 
 一方、下痢症患者便検体を TCBS 寒天培地
で培養し黄色のコロニーが得られた 135検体
について解析した結果、99株がO1コレラ菌、
15 株が non-O1/non-O139 コレラ菌であった。
これらコレラ菌の病原因子等を解析した結
果、99 株の O1 コレラ菌全てにおいて生物学
的性状はエルトール型であるが古典型のコ
レラ毒素を産生する典型的なエルトールバ
リアントであった。これらの O1 コレラ菌か
ら 30株をランダムに選び PFGE で解析した結
果、クローナルな２つのグループとこれら２
つのグループとは異なる株が認められた。こ
のことから、ケニアではエルトールバリアン
トの特定の流行株が流行に関与している可
能性が考えられた。しかし、これらの PFGE
パターンはインドで分離された O1 コレラ菌
とは異なっていたことから、ケニアで流行し
ているコレラ菌はインドから持ち込まれた
ものでなく、ケニアあるいはその他の地域に
由来するか、インドから持ち込まれた後変異
によって現在の遺伝子型になった可能性が
考えられた。 
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