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研究成果の概要（和文）：	
 毒素原性大腸菌のプロトタイプ菌株である H10407 株の病原プラ
スミド（pEntH10407）の全塩基配列を決定した。解析の結果、pEntH10407は、病原性に関
連する領域、プラスミド複製やメインテナンスに関連する領域、そして、接合伝達に関連する

tra 遺伝子群の領域の 3 つの異なる機能領域から構成されていることが明らかになった。
H10407株は、pEntH10407の接合伝達能が関連して病原性を獲得した可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The complete nucleotide sequence was determined for an Ent 
plasmid (pEntH10407) in enterotoxigenic Escherichia coli H10407. Sequence analysis 
indicated that pEntH10407 contains three distinct major regions: (i) a pathogenicity islet 
containing enterotoxin genes, (ii) a region involved in plasmid replication and maintenance, 
and (iii) a region including tra genes that cause the self-transmissibility. This raises 
possibility that the H10407 strain might have been born by self-transmissibility of 
pEntH10407. 
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 直接経費 間接経費 合	
 計 
２００８年度 1,400,000	
 420,000	
 1,820,000	
 

２００９年度 800,000	
 240,000	
 1,040,000	
 

２０１０年度 600,000	
 180,000	
 780,000	
 

２０１１年度 500,000	
 150,000	
 650,000	
 

２０１２年度 500,000	
 150,000	
 650,000	
 

総	
 計 3,800,000	
 1,140,000	
 4,940,000	
 

 
 
研究分野：細菌学 
科研費の分科・細目：基礎医学・細菌学（含真菌学） 
キーワード：病原細菌・プラスミド 
 
１．研究開始当初の背景 
	
 下痢患者から単離される毒素原性大腸菌
（ETEC）の Entプラスミドには易熱性エン
テロトキシン（LT）、及び、耐熱性エンテロ
トキシン（ST）の両毒素がコードされている
場合と、いずれか一方の毒素がコードされる
場合がある。ヒトの下痢症患者から分離され
た ETECの H10407株は、多くの研究者によ
り研究されてきた ETEC菌株の一つで、Ent

プラスミドと病原性の関連性が最も理解さ
れている菌株の一つである。ETEC H10407
株の Ent プラスミドは、LT と ST の両方の
エンテロトキシンをコードするプラスミド
で、LT、ST のコード領域の塩基配列と構造
が明らかにされている。また、この Entプラ
スミドは、接合による自己水平伝達能がなく、
別の接合性プラスミドの存在下で他の菌へ
水平伝搬されることが実験的に証明されて
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いる。この研究結果は、Entプラスミドが非
病原菌、あるいは、他の病原菌へ水平伝搬さ
れ、新たな下痢原因菌が誕生する危険性を警
告している。しかしながら、Entプラスミド
の水平伝搬による病原因子の拡散に関する
調査研究報告はなく、接合性プラスミド共存
下における Ent プラスミドの水平転移機構
についても詳細は不明である。また、LT、あ
るいは、ST のみをコードする Ent プラスミ
ドにおいては、接合能の有無、あるいは、伝
達性の有無についても明らかではない。さら
に、Entプラスミドが薬剤耐性遺伝子を有す
る報告もあるが、その一般性については不明
である。エンテロトキシン遺伝子をコードす
る Ent プラスミドが ETEC による下痢症、
及び、病原因子の拡散に重要な役割を演じて
いると認識されているにもかかわらず、種々
の疑問点を解明するための Ent プラスミド
の分子レベルでの解析研究は乏しい現状に
ある。ETECの Entプラスミドと病原性の関
連性が最も良く理解されている菌株に
H10407 株がある。H10407 株は、ETEC の
プロトタイプ菌株で、バングラディッシュの
ヒト下痢症患者から単離された菌株である。
本菌株は、病原性に密接に関連する LTと ST
の両エンテロトキシンを産生し、宿主に下痢
を引き起こすことが明らかにされている。ま
た、これらエンテロトキシンは、Entプラス
ミド上にコードされることが示された。さら
に、この Entプラスミドは、自己水平転移能
を有さず、自力では他の細菌宿主へ転移しな
いことが報告された。私は、ETEC菌株のう
ち、病原性と Entプラスミドに関して研究報
告の多い ETEC H10407株に注目、本菌株の
Entプラスミドの全塩基配列の決定に着手し、
その配列決定と解析が進行中である。
H10407株の Entプラスミド上には、以前の
報告に一致して LT と ST の両エンテロトキ
シンがコードされていた。また、予備的なア
ノテーションにおいて、LTと STのコード領
域周辺には多数のトランスポゾンが散在し
て検出された（未公開データ）。さらに、本
プラスミド上には接合転移関連タンパク質
群（Tra）が見出された（未公開データ）。 
	
 一方、下痢症患者から単離される ETEC中
の Entプラスミドは、その分子量に多様性が
報告されている。この多様性は、地理的に異
なる場所でそれぞれの Ent プラスミドが分
子進化のプロセスを経て遺伝学的に進化し
た結果と考えられるが、如何なる遺伝学的進
化の相違が多様性の原因となっているのか
は不明である。これらを明らかにするために
は、Entプラスミドの分子レベルでの比較解
析が有用と考えられるが、その比較解析にお
いて利用可能な基準となる Ent プラスミド
の全塩基配列、及び、その配列解析情報が存
在しない。ETECの Entプラスミドの基準と

なる全塩基配列とその解析情報は、本菌の分
子生物学的病原性、そして、疫学解析におい
て重要な基盤情報になると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
	
 World Health Report 2003としてWHO
によって報告された世界の死因統計で微生
物感染症は、第 1位の死因となっている。下
痢症は、その微生物感染症のうち、肺炎、
AIDS についで多い感染性疾患である。
ETECによる下痢症は、発展途上国での小児
下痢症として多発している。先進国でも旅行
者下痢症として知られ、その下痢症の原因の
30 ~ 60%が ETECであると報告されている。
ETECの下痢因子である LT、そして、STが
Entプラスミドにコードされることから、本
菌の病原性には Ent プラスミドが関連する
ことが示されている。各地で単離される
ETECの疫学的解析において、病原論的な解
析に Ent プラスミドの比較解析が重要であ
ると考えられているが、これまで Entプラス
ミドの全塩基配列は解読されていないため、
基準となる配列情報が存在しない。これは、
ETECのEntプラスミドの分子疫学解析が進
まない大きな原因となっている。一方、プラ
スミドには、自己転移能を有するものも存在
し、これがプラスミドのコードする種々の形
質の伝播に役割を演じている。その形質に病
原因子が含まれる場合、病原性の伝播につな
がる。このことから、Entプラスミドの自己
水平転移能の有無は、病原性伝播に直接関連
するため重要である。しかしながら、Entプ
ラスミドの自己水平転移に関連する因子に
関する分子生物学的情報はなく、その詳細は
不明である。そこで、本研究では、ETECの
病原性について良く研究され、ETECプロト
タイプ菌株であるH10407株のEntプラスミ
ドの全塩基配列を決定、そして、配列解析す
る。また、H10407 株が単離された地域とは
地理的に異なる地域において、ETEC菌株を
単離し、その Entプラスミドの全塩基配列を
決定、それを H10407株の塩基配列と比較す
ることにより、Entプラスミド間の異同、そ
して、特徴を明らかにする。また、配列決定
された Entプラスミドにおいて、自己水平転
移関連分子のコードの有無を調べ、ETECの
病原性伝播性について明きからにする。 
 
 
３．研究の方法 
	
 (1) 毒素原性大腸菌の分離 
	
 便検体中の細菌をBTB寒天培地で培養し、
形成されるコロニーを DHL 寒天培地に接種
して培養した。疑わしいコロニーを釣菌し、
各種生化学試験を行った。 
	
 (2) Entプラスミドの分離 



	
 Luria-bertani（LB）borth で培養した
ETECをアガロースゲルに包埋し、リゾチー
ム、サルコシン、プロテイナーゼ Kで処理し
てアガロースプラグを調製した。得られたア
ガロースプラグ中の DNA は、パルスフィー
ルドゲル電気泳動（PFGE）により分離した。 
	
 (3) Entプラスミドの塩基配列の決定 
	
 ETEC のプラスミドは、Kado と Liu の方法
に準じて菌体から抽出した。パルスフィール
ドゲル電位泳動（PFGE）で分画された Ent プ
ラスミドを Tn5（カナマイシン耐性遺伝子を
含む）でトランスポジションにより標識し、
形質転換された大腸菌 JM109 から標識 Ent プ
ラスミドを精製した。標識 Ent プラスミドを
細断片化し、2	
 kb 付近の断片を平滑化してシ
ョットガンライブラリーを調製した。クロー
ニングされた断片の塩基配列を決定した。解
読された配列断片のアセンブル後に生じる
ギャップは、PCR によるギャップフィリング
で閉鎖した。	
 
	
 (4)Ent プラスミドの接合伝達	
 
	
 供与菌として標識 Ent プラスミドで形質転
換された DH5α、受容菌としては、ナリジク
ス酸耐性大腸菌 DH5α菌株を用いた。供与菌
と受容菌を LB	
 broth 中で混和した後、37˚C
で 12 時間インキュベーションした。インキ
ュベーション後、培養液を選択寒天培地に塗
布し、形成されるコロニー数から接合伝達頻
度を算出した。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 毒素原性大腸菌 H10407 株の Ent プラスミ
ド（pEntH10407）の全塩基配列の決定を行っ
た。標識 pEntH10407（pEntH10407K）は、67,094
塩基対から成る環状プラスミドで、51.2	
 %の
平均 G+C 含量であった。決定された塩基配列
をもとにタンパク質コード領域（ORF）を推
定し、その推定アミノ酸配列の相同検索解析
からコードタンパク質を推定した。その結果、
pEntH10407K は、100 個の ORF が存在し、3 つ
の異なる機能領域、すなわち、エンテロトキ
シン遺伝子が局在する病原性領域、プラスミ
ド複製やメインテナンスに関与するプラス
ミド複製領域、そして、接合伝達遺伝子が存
在する tra領域から構成される機能モザイク
様病原プラスミドであることが明らかにな
った。	
 
	
 pEntH10407K の病原性領域には LT、及び、
ST の両エンテロトキシン遺伝子（eltAB と
estIa）が存在し、eltAB の上流には IS1 と
IS600、eltABと estIaの間には、ISEc8様エ
レメント、estIa の下流には、IS1 が局在し
ていた。また、これらIS以外に eltABと estIa
の周辺にはトランスポザーゼ遺伝子が散在
して存在していた。eltABと estIaの平均 G+C
含量が 37.6	
 %と 30.1	
 %であり、大腸菌の平

均 G+C 含量 50.2	
 %と比較して著しく低いこと
を考慮すると、pEntH10407 は、eltABと estIa
が大腸菌以外の他の細菌からトランスポジ
ションの機序により転移して病原性プラス
ミドへ変化したと推察された。さらに、この
病原性プラスミドへの変化が非病原性大腸
菌から病原性大腸菌への変遷に寄与したと
推察された。また、pEntH10407 の病原性領域
は、その構造から、病原性アイリットを形成
していると推察された。	
 
	
 pEntH10407K のプラスミドの複製領域には、
IncFIIA プラスミドの複製やメインテナンス
に関連するタンパク質が 16 個の ORF によっ
てコードされていた。ｐEntH10407K の複製関
連因子と推定された RepA1、RepA2、RepA3、
RepA4、TapA は、IncFIIA プラスミド、R100
の対応するタンパク質に対して 54〜100%の
アミノ酸配列同一性を示した。また、9	
 bp の
DnaA ボックスと複製オリジン（oriR）は、
repA1 の下流に検出された。pEntH10407K の
推定上の CopA アンチセンス RNA は、R100 の
CopA アンチセンス RNA に対して 90%の塩基配
列同一性を示した。このことから、
pEntH10407 の宿主菌体内でのコピー数は、
R100 のコピー数に類似して、1個、あるいは、
2個であると推察された。	
 
	
 pEntH10407K には、低コピープラスミドの
娘細胞への継承に必須のプラスミド分配シ
ステムが3種類存在していた。1つは、Hok/Sok	
 
であり、R100 の Hok/Sok トキシン・アンチト
キシンシステムに対して高いアミノ酸配列
同一性を示した。次に、ParMRC も R100 のプ
ラスミド分配システムである ParMRC に対し
て高い配列同一性を示した。残りの 1 つは、
StbDE であり、ソンネ赤痢菌の pSS で発見さ
れた推定上のトキシン・アンチトキシンシス
テムである StbDE に対して高い配列同一性を
示した。pEntH10407K の StbDE は、腸管病原
性大腸菌の pB171、腸管出血性大腸菌の
pO86A1のStbDEに対しても高い配列同一性が
認められた。これらのことから、pEntH10407
のこれらプラスミド分配システムは、宿主細
胞内で機能的であると考えられ、宿主細胞内
で Ent プラスミドの安定した保持に寄与して
いると推察された。	
 
	
 pEntH10407K の tra 領域は、典型的な tra
領域をもつ R100 プラスミドの tra 領域と比
較すると、いくつもの tra遺伝子が欠失して
いることから、不完全な tra領域を形成して
いることが判明した。不完全な tra領域にお
いて、tra 遺伝子の欠落している領域には
ISEc8、そして、ISEc8 に高い相同性を示す
ISEc8 様エレメントが挿入されていた。これ
ら IS の挿入は、pEntH10407 の tra 領域にお
ける遺伝子再構成の痕跡と考えられ、これら
の IS による遺伝子再構成が tra 遺伝子欠失
の原因と推察された。また、pEntH10407K の



tra 領域が不完全な tra 領域を形成している
ことは、pEntH10407K の接合転移能が R100 の
それとは異なる可能性を示唆し、pEntH10407
には自己転移能がないと報告されている原
因であると考えられた。	
 
	
 プラスミドの接合伝達の際には、oriTと呼
ばれる領域で二本鎖 DNA にニックが入り、生
じたプラスミド DNA の一本鎖が接合伝達され
る。そこで、pEntH10407K の oriT領域の有無
を調べた。その結果、traMの 463 塩基上流に
oriT 配列が検出された。また、この領域は、
他の接合伝達性プラスミドの oriT 領域の塩
基配列が高度に保存され、R100 の oriT のニ
ッキング領域の配列に完全に一致している
ことが判明した。	
 
	
 pEntH10407K の自己水平転移能について検
討した。R100 の接合伝達頻度（3×10-6）に比
較すると低頻度ではあるが、pEntH10407K は、
3×10-9の頻度で接合伝達が観察された。この
接合伝達は、接合伝達に必須の traA を欠失
させた pEntH10407K∆traA では完全に消失す
ることから、pEntH10407K の自己水平転移は、
不完全な tra領域による接合が関与すること、
そして、traAが必須であると推察された。	
 
	
 次に pEntH10407K と R100 の配列類似性を
調べるため、ドットマトリックス解析を行っ
た。その結果、pEntH10407K は、プラスミド
複製領域、そして、tra 領域において、R100
に対して塩基配列類似性を有することが判
明した。pEntH10407K と R100 の tra領域間で
配列類似性が認められない部分が存在した
が、この部分は、tra遺伝子が ISEc8と ISEc8
様エレメントに置き換わっている領域であ
った。一方、pEntH10407K の病原性領域では
IS1 配列を除き、配列類似性は検出されなか
った。これらのことから、pEntH10407 は、R100
配列をバックボーンとして、種々のトランス
ポゾンによるトランスポジションや組換え
が起こり、特に、病原性領域でのこれらの現
象が原因となって Ent プラスミドへ進化した
と推察された。	
 	
 
	
 以上から、pEntH10407 は、病原性領域、プ
ラスミド複製領域、tra 領域の 3 つの異なる
機能領域から構成されること、プラスミド複
製領域と tra 領域の塩基配列が R100 に類似
していること、そして、R100 配列をバックボ
ーンとして病原性領域が形成されて Ent プラ
スミドへ進化したことが明らかになった。
pEntH10407K の病原性領域以外に病原因子は
コードされておらず、Ent プラスミドの病原
性領域の多様性が、宿主菌の病原性の多様性
に関係していると考えられた。また、
pEntH10407K の自己水平転移能は、他の菌へ
の病原性の転移に関与すると考えられ、病原
性の伝播に関連する重要な機能であると推
察された。	
 
	
 毒素原性大腸菌の下痢因子が Ent プラスミ

ドにコードされること、そして、Ent プラス
ミドの水平転移が病原因子の伝達であるこ
とから、Ent プラスミドの重要性が認識され
ていたが、Ent プラスミドの全塩基配列の決
定、そして、その解析は報告されていなかっ
た。本研究では、毒素原性大腸菌のプロトタ
イプ株であるヒト下痢症患者由来 H10407 株
の Ent プラスミドの全塩基配列を決定し、そ
の解析に基づいた Ent プラスミドの分子生物
学的特徴を世界で初めて報告した。これまで
毒素原性大腸菌の Ent プラスミドの分子疫学
的比較解析のための基準となる情報が存在
していなかったが、本研究で明らかにされた
pEntH10407 の分子生物学的情報は、基準情報
として有用である。これは、日本をはじめ、
世界各国で発生する毒素原性大腸菌による
下痢症において、分子疫学的比較解析、Ent
プラスミドの病原学的解析を可能にする。こ
れらの疫学的情報は、地理的に異なる地域で
発生する毒素原性大腸菌下痢症を分子疫学
的に分類し、そして、本下痢症の予防対策に
有用な情報の提供につながると考える。	
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