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研究成果の概要（和文）：病原性大腸菌 O157 は臨床的に最も注意を要する下痢原性の大腸菌で

ある。O157 の主要病原因子の一つは志賀毒素（Stx）であるが、Stx には遺伝的に異なる２種

類の毒素が存在する。いずれの stx 遺伝子もファージ上にコードされている。O157 では、株

間で Stx 産生量に大きな違いが存在することが知られているが、その理由は明確になっていな

い。本研究では、Stx 産生量の違いに起因する遺伝的要因の解明を目指し、Stx ファージの比

較解析を行った。日本各地で分離された約５０株の O157 について、Stx1 と Stx2 産生量を調

べた結果、いずれの Stx についても、株間で産生量にかなりのバリエーションが見られた。各

株の系統解析を行ったが、株の系統と産生量の間には顕著な相関は見られなかった。Stx1 ファ

ージ３つと Stx2 ファージ５つの全ゲノム配列を決定して比較したところ、ファージ間でかな

りのバリエーションがみられたことから、Stx ファージの違いが Stx 産生量に関与している可

能性が示唆された。現在、ファージのタイプと産生量との関係を詳細に解析しているところで

ある。

研究成果の概要（英文）： Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) O157 causes
severe food-borne illness in humans. The key virulence factor of EHEC is Shiga toxins
(Stx1 and Stx2), which are encoded by lambdoid bacteriophages. It is known that
producibility of both Stx1 and Stx2 are diversified among strains, but the reasons remain
obscure. In this study, in order to reveal the genomic context of the diversity of toxin
producibility among O157 strains, we performed fine comparison of Stx phages. Stx1 and
Stx2 production levels among O157 strains isolated in Japan were highly divergent.
We could not found any correlation between toxin producibility and phylogroups of
strains. By comparative genomics, we found high degree of genomic diversity among
Stx phage genomes. Now, we are analyzing correlation between toxin producibility and
Stx phage types.
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１．研究開始当初の背景
EHEC は世界的に重要な病原菌であり、我が
国の感染症法でも EHEC 感染症は第３類に
分類されている。EHEC の主要な病原因子の
１つは志賀毒素（Stx）であり、溶血性尿毒
症症候群や脳症といった重篤な合併症の発
症に深く関与していると考えられている。
Stx には遺伝的に異なる２種類の毒素（Stx1
と Stx2）が存在するが、いずれも AB 型の蛋
白質毒素であり、 RNA N-glycosidase 活性
により、標的細胞の28S rRNAのN-glycoside
結合を加水分解して蛋白質合成を阻害する。
EHEC としては O157 が最も重要であるが、
他の血清型をもった EHEC (non-O157
EHEC)も多数存在し、その症例数は O26、
O111、O103 などを中心に増加傾向にある。
O157 のほとんどは Stx2 を産生し、同時に
Stx1 を産生する株も多い。いずれの Stx 遺伝
子（stx1 と stx2）もファージ上に存在するが、
Stx ファージの配列や染色体挿入部位は、
O157 株間でも様々なバリエーションがある
ことが、申請者らの研究で明らかになってい
る。また、Stx 産生量は、O157 株間で大き
な違いが存在することが知られており、菌株
の毒性の強さに関与すると考えられるが、そ
の原因は明確にはなっていない。

２．研究の目的
（1）Stx 産生量を規定する Stx ファージの遺
伝的特性の解明：低産生株と高生産株由来の
Stx ファージの誘発効率の違い、誘発後の stx
領域の転写様式と転写量の違いを解析する。
この結果とゲノム配列上の違いから、Stx 産
生量の違いを規定する Stx ファージの遺伝的
特性（産生量を規定するゲノム領域とその配
列）を明らかにする。
（2）Stx 産生型識別系の構築：（1）の結果を
基に、低産生株と高産生菌（実際には低産生
性ファージと高産生性ファージ）を効率よく
識別できる PCR プライマーセットを作成す
る。

３．研究の方法
(1)Stx 産生量の比較
日本各地で分離された O157 の 50 株につい
て、マイトマイシン C 存在化と非存在化での
Stx1 と Stx2 産生量を RPLA 法で測定した。

(2)Stx 産生量と菌株系統との関係の解析
各株について、汎用されている２種類の方法
で、系統分類を行い、Stx 産生量と系統との
関係を調べた。

(3)Stxファージの配列決定とアノテーション
Stx ファージ配列を決定する株について、フ
ォスミドライブラリーを作成し、Stx1 及び、
Stx2 ファージ領域をカバーするフォスミド
クローンを選別し、塩基配列を決定すること
によって、各菌株の Stx ファージの全配列を
決定した。Stx ファージのゲノムサイズは 50
〜60 Kb と予想されるため、２つのクローン
で全体をカバーできる。配列決定はランダム
ショットガン法によって行った。配列を決定
し た フ ァ ー ジ に つ い て 、 in silico
molecularCloning ソフトウエア (in silico
biology 社)を用いて、遺伝子の予測とその機
能アノテーションを行った。

(4)Stx ファージの比較解析
配列決定した Stx ファージと既知の Stx ファ
ージについて、dot plot 法を用いて比較解析
した。

４．研究成果
(1)Stx 産生量と系統との関係の解析
Stx1 産生量には株間でバリエーションが存
在したが、多くの株で MMC を加えても産生
量は増加しなかった。また、各株について、
系統解析を行ったが、産生量と系統との相関
はみられなかった。

Stx2 産生量は MMC の添加によりほぼすべ
ての株で飛躍的に上昇した。MMC 添加前と
添加後のいずれにおいても、産生量には株間
でかなりのバラツキがあった。Stx1 産生量と
同様に、Stx2 産生量についても、系統と相関



はみられなかった。

(2)Stx ファージの配列決定と比較解析
Stx1 ファージ３つと Stx2 ファージ５つの全
塩基配列を決定した。配列決定方法は、各株
のフォスミドライブラリーを作成し、PCR に
て stx1もしくは stx2陽性クローンを選別し、
そのクローンのランダムショットガンシー
クエンシングと、プライマーウオーキング法
により、約 60 kb のファージ全長の配列を決
定した。決定したファージ配列について、遺
伝子予測と遺伝子の機能アノテーションを
行い、完全なゲノム情報を得た。
決定した各ファージゲノムの比較を行った
ところ、ゲノム構造や配列に大きなバリエー
ションが存在することが明らかとなった。現
在、産生量とファージタイプとの相関関係を
調べるため、配列決定した各ファージについ
て、約 8kb 単位でファージゲノム全長を増幅
するプライマーセットを作成し、200 株の
O157 について、Stx ファージのタイプを
PCR スキャンニングで解析しているところ
である。ファージタイプと産生量との相関が
得られれば、各ファージの詳細な比較解析を
行い、産生量を規定するファージゲノムの特
徴を明らかする予定である。
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