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研究成果の概要（和文）：腸管出血性大腸菌O157の主要な病原因子である志賀毒素(Stx)は、真核

生物の28SリボゾームRNAを切断し、タンパク質合成を阻害する。他方、Stxは大腸菌に対しても

毒性を示し、大腸菌K-12株でStxを発現させると増殖が著しく阻害される。申請者は、O157がStx

に対して抵抗性を示すことに着目し、O157のゲノムライブラリー中にK-12へのStx毒性を抑制す

るクローンを見いだし、それらがO157ゲノム上の３つの域に存在することを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Major virulence factor of enterohemorrhagic E. coli is shiga toxin 
(Stx) which inhibits protein synthesis of the host cell by depurinating a specific adenine 
residue of 28S rRNA. The E. coli K-12 also exhibits growth defect by introduction and 
expression of Stx. However O157 strain is resistant to Stx. In this study, from the analysis 
of O157 fosmid clones which confer Stx resistance to K-12, three genomic regions of O157 
genome related to the Stx resistance were identified. 
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１．研究開始当初の背景 
 腸管出血性大腸菌（EHEC）は、先進諸国
で最も大きな問題となっている病原性大腸
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、標的宿主細胞の
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。
これに対して、 non-O157 EHEC では、Stx1
のみを持つ株が多い。また、いずれの Stx 遺
伝子（stx1 と stx2）もプロファージ上に存在
し、水平伝播によって獲得された病原遺伝子
である。1998 年、Suh らは、志賀毒素を大
腸菌実験室株 BL21（K-12 株由来）で発現さ
せると増殖が阻害されること、志賀毒素が真
核生物のリボソームと同程度の活性で大腸
菌 BL21 株のリボゾームにも作用し、タンパ
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ク質合成を阻害することを明らかにし、論文
に発表した（Suh JK et al. Biochemistry. 
37:9394-8, 1998.）。このことから、志賀毒素
は、真核生物だけでなく大腸菌に対しても毒
性を示すことが明らかとなった。一方で、
EHEC が志賀毒素遺伝子を安定的に保持で
きる理由は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 志賀毒素遺伝子のうち、stx2 は自前のプロ
モーター活性がほとんどなく、ファージの誘
導時にファージ後期遺伝子と共に発現され
る。一方、stx1 は、自前のプロモーター活性
が高く、constitutive な発現もあることが知
られている。申請者は、stx1 遺伝子を発現調
節可能なベクターにクローニングし、大腸菌
K-12 株と O157 堺株において、Stx1 の強制
発現実験を行ったところ、大腸菌 K-12 の増
殖は完全に抑えられたが、O157 の増殖には
ほとんど影響しなかった。このことは、O157
は Stx1 に対して何らかの耐性機構を有する
ことを意味する。さらに、申請者は、Fosmid
を用いて O157 堺株のランダムゲノムライブ
ラリーを作成し、大腸菌 K-12 において志賀
毒素の増殖阻害を抑制するクローンを３６
個取得することができた。本研究課題では、
O157 が保有する志賀毒素耐性に関わる遺伝
子を特定し、志賀毒素耐性化のメカニズムを
明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）Fosmid のインサート領域の同定：スク
リーニングにより得た 36 クローンの Fosmid
について、Fosmid DNA を精製した。Fosmid DNA
をテンプレートとして、Fosmid ベクター上の
インサート両端に設計したプライマーを用
いてダイレクトシーケンシングにより、イン
サート両端の配列を決定した。決定した配列
を O157堺株の全ゲノム配列へマッピングし、
クローン化された領域を同定した。 
（２）志賀毒素耐性化の責任遺伝子の特定：
(1)の解析により特定された領域上の遺伝子
を発現ベクターにクローニングし、志賀毒素
耐性化への関与を解析することで、志賀毒素
耐性に関わる遺伝子の特定を試みた。候補遺
伝子のクローニングには、pTB101 と pCL1920
を用いた。各候補遺伝子の発現プラスミドと
志賀毒素発現系を K-12 内で共存させ、志賀
毒素発現条件下での生存を解析した。 
 
４．研究成果 
 K-12 へ志賀毒素耐性を付与した Fosmid ク
ローンのインサートの配列決定とその配列
の O157堺株ゲノム上へのマッピングの結果、
３つのゲノム領域が特定された。領域１は１
２クローン、領域２は１０クローン、領域３
は７クローンの fosmid にクローニングされ

ていた。残りの７クローンは、それぞれ別の
ゲノム領域がクローニングされていた。まず
は、複数のフォスミドにクローニングされて
いた３領域について、詳細な解析を行うこと
にした。 
各領域について、複数のクローンが共通にカ
バーしている領域を調べたところ、領域１は
５遺伝子、領域２は７遺伝子、領域３は４遺 
伝子が共通に含まれている遺伝子として同
定できた。志賀毒素耐性に関わる遺伝子を特
定するため、これらの遺伝子をそれぞれ 
個別に発現ベクターへクローニングするこ
とにした。 
 Stx1 発 現 系 に は pTB101 (high copy 
vector)を使用しているため、志賀毒素耐性
化の候補遺伝子は pBAD33(low copy vector)
でクローニングした。Stx1 発現系と各候補
遺伝子発現系を同時に導入した K-12 形質転
換体を作成し、IPTG の添加による Stx1 高発
現で、生育阻害が生じない株の選択を行った
が、有意に生育阻害が回復した株は得られな
かった。インサートを導入していない pTB101
ベクターのみでも、IPTG 添加で K-12 の生育
阻害が生じていることが発覚したため、Stx1
発現系を pCL1920(low copy vector)へ変更し
たが、このベクターでも IPTG 添加で K-12 の
生育阻害を阻害し、志賀毒素耐性化の原因遺
伝子の特定に至らなかった。今後は、K-12 の
生育を阻害しない Stx1 発現系（染色体組み
込み型の発現系など）を構築すること、志賀
毒素耐性化に複数の遺伝子が関わっている
可能性を考慮して同時に複数遺伝子を発現
する系を構築すること、非コード領域が耐性
化に関わる可能性を検証することなどを行
う予定である。 
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