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研究成果の概要（和文）：溶血性尿毒症症候群を発症した患者から我々が分離した志賀毒素産生性の
Escherichia albertii（EA）はEHECと同様、宿主細胞への強固な接着に必要な病原性遺伝子群であるLEEを保有
する。LEEの重要な発現制御因子として我々が腸管出血性大腸菌（EHEC）において以前に同定したpch遺伝子群
（pchA-E）のうち、上記のEA株にはpchBおよび新規のpchであるpchFが存在した。両者はいずれもEAにおけるLEE
遺伝子発現に重要な役割を担っていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Shiga toxin-producing Escherichia albertii (EA), which we isolated from a 
patient with haemolytic uraemic syndrome, harbour LEE, a group of virulence genes required for 
intimate adhesion to host cells. As important regulators of LEE expression in enterohemorrhagic E. 
coli ( EHEC), we previously identified the pch gene cluster (pchA-E). This study shows that pchB and
 a novel pch, pchF, both play important roles in LEE gene expression in EA, with pchF being the most
 important regulator of LEE expression in EA.

研究分野： 細菌学

キーワード： E. albertii　pch　発現制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
EHEC感染による重症例である溶血性尿毒症症候群（HUS）を発症する年齢は10歳までの小児に最も多い。EHECと
近縁であるが大腸菌とは異なる種に分類されるEscherichia albertii（EA）は、これまでHUSを発症したケース
は報告されていなかった。我々はHUS発症患者から志賀毒素産生性のEAを分離同定し、その病原性に重要と考え
られる細胞接着性にかかわる遺伝子群LEEの発現に必須な遺伝子を同定した。本研究の成果はEHECおよびEAが保
有する病原性遺伝子群の発現制御機構の解明に向けた重要な知見となり、EAの病原性を理解する上で重要な知見
になるものと考えられる。

※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 
腸管出血性大腸菌（enterohemorrhagic Escherichia coli: EHEC）感染によって感染者の 60-70%は激
しい腹痛、下痢、出血性大腸炎を発症し、有症者の 5-7%は重症例である溶血性尿毒症症候群
（hemolytic uremic syndrome: HUS）へ移行する。中でも HUS は 10 歳までの小児に高頻度で発生
し、HUS 発症者の 30-40%は長期間にわたる高血圧、腎臓疾患等の予後不良となることが知られ
ている。HUS の発症は EHEC 感染によるものが最も多いが、大腸菌以外の細菌感染によっても
HUS 発症例が報告されている。大腸菌と近縁であるが異なる細菌種に分類される Escherichia 
albertii（EA）は新規の下痢原性細菌として同定されているが、これまで HUS 発症例は報告され
てこなかった。我々は HUS 患者便から志賀毒素産生性の EA を初めて分離し、その病原性の解
明に着手した。多くの EHEC と同様、EA は宿主細胞への強固な接着に必要な病原性遺伝子群で
ある locus of enterocyte effacement (LEE)を保有する。EHEC における LEE の重要な発現制御因子
として、これまでの我々の研究から、LEE 領域外のプロファージゲノム上にコードされる遺伝子
として pchA-E を同定し、このうち PchA-C が LEE の発現活性化因子であることを明らかにして
きた。 
 
２．研究の目的 
EHEC 同様、EA も LEE を保有することから、宿主細胞の接着には LEE 遺伝子群の機能発現が
必須であるものと考えられた。そこで、EA における LEE 遺伝子群の役割について明らかにする
ために LEE 遺伝子群の発現制御機構を解明することを目的とした。HUS 患者から分離された EA
のゲノム解析から保有する病原性遺伝子のプロファイリングを実施すると共に、保有する病原
性遺伝子の機能解析を進めることを目的とした。併せて、HUS 患者由来の EA 株の病原性を解
析するため、当該株が保有する Stx2f の発現制御についても遺伝学的な解析を行うことを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
1）EA の遺伝子破壊法の確立 
HUS 患者由来の EA 株およびその他の EA 数株を用いた解析から、EHEC を含む大腸菌で使用出
来る遺伝子破壊法（Lambda Red recombination 法）が EA では効率よく働かないことが明らかに
なった。そこでまず、既存の手法について、DNase I インヒビターの添加や培養条件およびアラ
ビノース誘導法について条件検討を実施したが、従来法ではやはり遺伝子破壊がほとんど起こ
らないことが明らかとなった。そこで、効率よく遺伝子破壊株を構築するその他の系を選択する
ことにした。 
2）HUS 由来 EA 株のゲノム解析による pch 遺伝子の同定 
HUS 由来 EA 株のゲノム解析を常法に従って実施した。ゲノム DNA ライブラリーは Nextera XT 
DNA Sample Prep Kit（Illumina）を用いて調製した。プールしたライブラリーは、MiSeq（Illumina）
を用いてマルチプレックスペアエンドシーケンス（300-mer×2）を行った。ショートリードは
SPAdes v.3.13.0 を用いてアセンブルした（研究協力者である国立感染症研究所・細菌第一部の李 
謙一が実施した）。 
3）pch 遺伝子の機能解析 
2）で見出された pch 遺伝子について 1)で確立した遺伝子破壊法を用いて遺伝子破壊を行うと共
に、各種発現ベクターを用いて大量発現あるいはアラビノース等による誘導発現を行い、遺伝子
の機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
1）EA の遺伝子破壊法の確立 
EHEC では大腸菌実験室株を用いた系で確立されたオリジナルの Lambda Red recombination 法に
よる遺伝子破壊法が有効である一方、EA 株では組換え効率が極めて低く、遺伝子によっては破
壊株が構築できないことが明らかとなった、そこで、いくつかの手法を試したところ、Gene 
. 2006 Sep 1:379:109-15. doi: 10.1016/j.gene.2006.04.018.に記述されている手法で遺伝子破壊が効率
よく実施できることを見出した。 
2）HUS 由来 EA 株のゲノム解析による pch 遺伝子の同定 
HUS 由来 EA 株のゲノム解析を常法に従って実施したところ、当該株には EHEC で見出されて
いる pch 遺伝子のうち、pchB が存在することが明らかとなった。加えて、EHEC で見出された
pchA-E とは大きくアミノ酸配列が異なるが Pch をコードしていると考えられる新規の pch 遺伝
子が存在することが明らかとなったため、この遺伝子のアミノ酸配列を用いた系統解析を行っ
たところ、PchA-E とは異なる遺伝系統であることが判明したためこの遺伝子を pchF と命名し
た。この他、EHEC で見出されている PchA-E のうち、PchE をコードする遺伝子がゲノム上に 2
コピー存在することも明らかとなった。すなわち、HUS 患者由来の EA 株には PchB、PchE およ
び PchF をコードする遺伝子が存在した。 
3）pch 遺伝子の機能解析 



1）で記載の遺伝子破壊法を用いて 2）の解析から見出した pchB および pchF の破壊株を構築し
て LEE の遺伝子発現レベルを 3 型分泌蛋白質（EspBAD）の発現量で測定したところ、いずれの
遺伝子破壊株でも LEE の発現が顕著に低下することが見出された。この遺伝子破壊株を低コピ
ーベクターにそれぞれクローニングして各破壊株に導入したところ、pchB および pchF のいずれ
の破壊株も pchB および pchF のいずれの遺伝子によっても相補されることが明らかとなった。
さらに、これらの遺伝子をアラビノース誘導型ベクターにクローニングしたところ、培地中のア
ラビノース量に比例して EspBAD の発現が上昇することが見出された。以上の結果から、pchB
および pchF は EHEC における PchA と同様 EA 株において LEE 遺伝子発現に必須の遺伝子であ
ることが明らかとなった。EHEC では PchA-E のうち、PchABC が Pch として機能しており、PchD
および PchE は LEE 遺伝子発現制御因子としては機能していないことが判明している。そこで、
EA 株で見出された pchE についてマルチコピーベクターにクローニングして LEE への発現の影
響を確認したが、LEE 遺伝子発現への影響は確認されなかった。従って、PchE は EA において
も LEE 遺伝子発現制御には関与していないことが明らかとなった。 
4）HUS 患者由来 EA 株が保有する Stx2f の発現制御の解析 
Stx2f は他の stx 遺伝子同様ラムダ型ファージ上にコードされている。EHEC ではマイトマイシン
（MMC）等の誘導剤存在下で stx ファージの溶菌サイクルへの移行が進み、そのタイミングで
Stx の大量発現が起こる。そこで、HUS 患者由来の EA 株で同様な現象が起こるかどうか確認し
たが、当該 EA 株では MMC 存在下においても Stx2f の誘導発現が起こらないことが明らかとな
った。そこで、大腸菌実験室株（K-12 株）と混合培養を行ったところ、EA の stx2f ファージが
K-12 株へ溶原化した株が得られた。さらに、分離された stx2f 溶原株では MMC の添加によって
溶菌サイクルへの移行が進み、大量の Stx2f が発現することが明らかとなった。K-12 株上の Stx2f
ファージゲノム配列を EA 株上のものと比較したところ、塩基置換は存在しなかった。以上の結
果から、Stx2f ファージの溶菌サイクルへの移行は EA と K-12 株のバックグラウンドの違いによ
るものであることが明らかとなった。 
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