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研究成果の概要（和文）： 
 ５種類ある大腸菌の細胞膨化致死毒素（Ec-cdtI-V）遺伝子と赤痢菌の Sh-cdt遺伝子のうち、
Ec-cdtI、Ec-cdtIV と Sh-cdt 遺伝子はラムダ様ファージ上に存在した。Ec-cdtV 遺伝子は P2
ファージとラムダ様ファージ遺伝子に挟まれていた。Ec-cdtIIIは、プラスミド上に存在したが、
Ec-cdtIIの上流・下流には水平伝播に関わる遺伝子は見いだせなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 There are five variants of Escherichia coli cytolethal distending toxin (Ec-cdtI-V) 
genes and a cdt (Sh-cdt) genes in Shigella spp. Ec-cdtI, Ec-cdtIV and Sh-cdt genes are 
located on lambdoid phages while Ec-cdtV genes are surrounded by genes related to P2 
and lambdoid phages. Ec-cdtIII genes are located on plasmid, however, no genes was 
found, which are related to horizontal gene transfer, in the upstream and downstream 
regions of Ec-cdtII. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞膨化致死毒素（cytolethal distending 
toxin: CDT）は、HeLa細胞等の感受性細胞
を膨化させ最終的に致死させる毒素である。
CDTは、A、B、C、3つのサブユニットから
なり、B サブユニットが DNase 活性を有す
る毒性本態であり、A、C サブユニットがレ
セプターへの結合及び B サブユニットの細
胞内への挿入に関わっていると言われてい

る。CDTの病原性については、不明な点も残
されているが重症化や感染の持続等に関わ
っていると言われている。 
 CDT は大腸菌で少なくとも 5 種類のバリ
アント（I~V）が報告されている。さらに、
赤痢菌、カンピロバクター属菌、ヘリコバク
ター属菌、軟性下疳菌や歯周病菌など粘膜局
所で感染する様々なグラム陰性菌で相同性
が異なるが類似の活性を示す多種類の CDT

機関番号：２４４０３ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：２００９ ～ ２０１１ 

課題番号：２１５９０４８７ 

研究課題名（和文） 赤痢菌と大腸菌が保有する細胞膨化致死毒素遺伝子の水平伝播に 

 関わる遺伝学的解析 

研究課題名（英文） Genetic analysis of horizontal gene transfer of cyto lethal  

  distending toxin (cdt) gene in Shigella spp. and Escherichia coli 

研究代表者  

 山崎 伸二（YAMASAKI SHINJI） 

 大阪府立大学・大学院生命環境科学研究科・教授 

 研究者番号：７０２２１６５３ 

 
 



 

 

が見つかっている。しかしながら cdt遺伝子
の水平伝播機構については、大腸菌の
CDT-IIIが接合伝達性のプラスミドにコード
されていること及び我々が見いだした
CDT-I がラムボイドファージ上にコードさ
れていること以外は明らかとなっていなか
った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、赤痢菌や大腸菌の産生する
CDTが、ファージにコードされている可能性、
あるいはそれぞれの cdt遺伝子の上流・下流
の塩基配列を解析し、cdt 遺伝子の水平伝播
に関わる可能性について解析することを目
的とした。また、CDT-I ファージ上に CDT
以外の病原因子もコードされていたことか
ら、Cif等 CDT以外の病原因子を保持してい
るかどうかについても調べた。 
 
３．研究の方法 
（１）プラークアッセイ： 
 cdt遺伝子が陽性となった各種赤痢菌（S. 
dysenteriae、S. flexneri、S. boydii、S. 
sonnei）及び大腸菌をマイトマイシン C存在
下で培養し、得られた培養上清を大腸菌 C600
株に感染させ、プラーク形成能を調べた。 
 
（２）各種病原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試験： 
 cdt遺伝子が陽性となった赤痢菌及び大腸
菌を、ニトロセルース膜を載せた L-Agar 上
で培養し、アルカリ処理等を施した後、32P
で標識した各種遺伝子プローブを用い、ハイ
ストリンジェンシー下でコロニーハイブリ
ダイゼーションを行った。 
 
（３）PCR-RFLP 解析 
 CDT-I ファージの塩基配列を基に、CDT-I 
ファージの全ゲノムを 8つの領域（1: 
Integration/Unknown, 2: Regulation, 3: 
Regulation/Lysis, 4: Head, 5, 6. 7: Tail 
& Tail fiber, 8: Virulence）に分け PCR で
増幅した。鋳型として、CDT-I ファージを大
腸菌 C600 株に溶原化させた株を用いた。
CDT-I ファージが誘導されなかった株につい
ては野生型の大腸菌を用いて行った。得られ
た PCR 産物を各種制限酵素で消化しその多型
を比較した。 
 
（４）塩基配列の解析 
 cdt遺伝子及びその上流・下流について得
られた PCR 産物の塩基配列を解析した。PCR
産物が得られなかった場合は、ゲノムウオー
キングによって塩基配列を決定した。 
 
（５）CDT-I プロファージの挿入部位の決定： 
誘導型の CDT-I ファージの挿入部位が prfC

遺伝子であったので、prfC 遺伝子を挿入部位
として決定できる PCR プライマーを設計し、
挿入部位の確認を行った。挿入部位が prfC
遺伝子で無かった場合は、ゲノムウオーキン
グ法で CDT-I プロファージの挿入部位を決定
した。 
 
４．研究成果 
（１）CDT ファージの誘導： 
cdt 遺伝子が陽性となった赤痢菌及び大腸菌
の CDT が誘導能のあるファージ上にコードさ
れているかをプラークアッセイで調べた。そ
の結果、赤痢菌と CDT-I 産生性の大腸菌以外
では、CDT ファージは誘導されなかった。一
方、CDT-I ファージは、eae 遺伝子陽性で、
EPEC の O 血清型に属する大腸菌 O127 と O142
でのみ誘導された。 
 
（２）cdt遺伝子陽性菌の病原因子の分布： 
 興味深いことに、CDT-I ファージ上に見い
だされた cif及び nleH遺伝子は、eae遺伝子
陽性菌でのみ見いだされた。一方、２種類あ
る細胞壊死因子（CNF1 と CNF2）のうち、cnf1
は、Ec-cdtIあるいは Ec-cdtIV遺伝子陽性菌
でのみ見いだされ、cnf2遺伝子は Ec-cdtIII
又は Ec-cdtV遺伝子陽性菌でのみ見いだされ
た。従来、cnf2 遺伝子は、Ec-cdtIII遺伝子
陽性菌のみで報告されていたが、Ec-cdtIII
と Ec-cdtVの型別がうまく行われず、Ec-cdtV
での報告が無かった可能性が考えられた。 
 
（３）PCR-RFLP による CTD ファージの多様性
解析： 
 CDT-I ファージが誘導された株と、CDT-1
ファージが誘導されなかった株を含め合計
35 株について PCR-RFLP 解析を行い、得られ
た結果を比較した。その結果、CDT-I ファー
ジが誘導された株では、領域 1から領域 8 ま
で全てで予想どおりの大きさの断片が増幅
された。しかし、２株において領域 2-4 が増
幅されないか、領域 2-6 で増幅されなかった。
一方、CDT-1 ファージが誘導されなかった株
でも、O142 と EPEC の血清型に属し全ての領
域で増幅断片が得られるものもあった。しか
し、ほとんどの株で増幅断片が得られなかっ
たが、領域 4-7 で数株増幅断片が得られ、領
域 8 では 13 株で増幅断片が得られた。赤痢
菌では、別途プライマーを設計し、 S. 
dysenteriae 5 株の Sh-cdt 遺伝子の上流約
10 Kb を LA-PCR で増幅し、得られた PCR 産物
を制限酵素で切断したところ同じ RFLP パタ
ーンを示した。他の赤痢菌では、PCR 産物が
得られないか、非特異の PCR 産物しか得られ
なかった。Ec-cdt1以外のバリアントでは PCR
産物は全く得られなかった。 
 
（４）cdt 遺伝子の上流・下流の塩基配列の



 

 

解析及び CDT-I プロファージの挿入部位： 
 Ec-cdt遺伝子の上流・下流の塩基配列を解
析したところ、上流域では EHEC、UPEC、APEC
や赤痢菌で見つかっているファージ関連蛋
白をコードした遺伝子が見いだされた。一方、
下流域においてはプロファージの挿入サイ
トである serU 遺伝子に続き、大腸菌の染色
体 DNA の配列が得られたが、異なる２つのタ
イプがあった。 
 さらに、バングラデシュの下痢症患者から
分離された CDT 産生性大腸菌が、Ec-cdtI/IV
のキメラ毒素遺伝子を保持していることが
明らかとなった。すなわち、cdtA 遺伝子は
Ec-cdtI遺伝子と相同性が高く、cdtB/C遺伝
子は Ec-cdtIV 遺伝子と相同性が高かった。
さらに cdtA 遺伝子の上流は Ec-cdtI 遺伝子
と相同性が高く、cdtB/C遺伝子は、下流にお
いても Ec-cdtIV 遺伝子と高い相同性を示し
た。 
 赤痢菌は、PCR-RFLP で PCR 産物が得られた
ものは PCR 産物の塩基配列を解析し、PCR 産
物が得られなかったものは新たに PCR プライ
マーを設計して、得られた PCR 産物の塩基配
列を決定した。両法で PCR 産物が得られなか
ったものは、ゲノムウオーキングで Sh-cdt
遺伝子の上流・下流の塩基配列を解析した。
その結果、5株の赤痢菌では Sh-cdt遺伝子の
上流約 10 kb の領域に EHEC や EPEC で見いだ
されているファージ関連遺伝子（宿主特異性
蛋白、膜蛋白前駆体、尾部組み立て蛋白）に
加え、IS の挿入が認められた。この領域は、
Ec-cdtI/IV遺伝子上流と比較して約 50%から
65%の相同性があり、特にファージ尾部蛋白
をコードする遺伝子領域や Lom 遺伝子では
80%以上の相同性があった。下流にはシトク
ロームをコードした遺伝子とその中に 2種類
の異なる IS が挿入されていることがわかっ
た。別途 PCR 産物が得られた 1株の赤痢菌の
Sh-cdt 遺伝子の上流約 5 kb を解析したとこ
ろ、ファージ関連遺伝子（宿主特異性蛋白、
膜蛋白前駆体、尾部組立て蛋白）や IS の挿
入が認められた。一方、ゲノムウオーキング
で解析した 1 株は Sh-cdt 遺伝子の上流の配
列は読めなかったが、下流域は IS629 様の配
列が認められた。 
 CDT-I プロファージの挿入部位を決定した
ところ、CDT-I ファージが誘導されたもので
は全て、prfC 遺伝子であった。一方、CDT-I
ファージが誘導されず、領域 1-8 のいずれか
の領域が増幅された株あるいはどの領域も
増幅されなかった株の挿入部位は serU 遺伝
子であった。いくつかの株では、prfC、serU
遺伝子以外の可能性を示したが、挿入部位を
決定できなかった。 
 
（５）まとめ 
 Ec-cdtIと Ec-cdtIV遺伝子の上流・下流は

ラムダ様ファージ関連遺伝子が見いだされ
たが、Ec-cdtII遺伝子上流・下流は水平伝播
に関わる遺伝子は見いだされなかった。
Ec-cdtIIIはプラスミド上に存在し、Ec-cdtV
の上流・下流には P2 ファージとラムダ様フ
ァージ関連遺伝子が見いだされた。 
 一方、赤痢菌の Sh-cdt 遺伝子は Ec-cdtI
遺伝子と相同性が高く、その上流・下流はラ
ムダ様ファージ関連遺伝子や様々な IS が見
いだされた。以上の結果より大腸菌及び赤痢
菌の cdt 遺伝子は Ec-cdtII を除き、ファー
ジあるいはプラスミドを介して大腸菌及び
赤痢菌に広まった可能性が考えられた。 
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