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研究成果の概要（和文）：EHECは、出血性大腸炎に加えて、溶血性尿毒素症症候群(HUS)や脳症などの重篤な合併症の
原因となる。主要な病原因子は、強力な細胞致死活性を示すStxである。stx遺伝子は、ファージにコードされており、
Stx1とStx2が存在するが、Stx2が重症化に強く関与している。本研究では、Stx2ファージの多様性がStx2産生量を規定
することを明らかにし、Stx2ファージが４つのサブタイプに分かれること、そのうちの２つがStx2高産生型ファージで
あることを見いだした。また、O157について、Stx2を高産生する株が含まれる３つのハイリスク系統を同定した。

研究成果の概要（英文）：Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) causes diarrhea and hemorrhagic colitis with 
life-threatening complications, such as hemolytic uremic syndrome. Their major virulence factor is Shiga 
toxin (Stx), which is encoded by bacteriophages. Of the two types of Stx, the production of Stx2, 
particularly that of Stx2a (a subtype of Stx2), is a major risk factor for severe EHEC infections, but 
the Stx2 production level is highly variable between strains. Here, we define four major subtypes of 
Stx2a-encoding phages according to their genomic structure. The subtypes are correlated with Stx2a titers 
produced by the host O157 strains, suggesting a critical role of the phage subtype in determining the 
Stx2a production level. To identify high risk EHEC lineage, we performed genome sequence, high-resolution 
phylogenetic analysis and determination of Stx2 production of 300, 50, and 50 strains of O157, O145 and 
O121, respectively. By this analysis, we identified 3 high risk O157 lineages.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
EHECは、出血性大腸炎に加えて、溶血性尿
毒素症症候群(HUS)や脳症などの重篤な合併
症の原因となる。O157 の血清型をもつ株に
よる症例が最も多いが、O26, O111, O103、
O145、 O121 などの血清型をもつ株
（non-O157 EHEC）の症例も世界的に増加
傾向にある。EHECの主要な病原因子は、強
力な細胞致死活性を示す Stxであり、出血性
大腸炎や HUS、脳症などの発症に関与して
いる。stx 遺伝子は、ファージにコードされ
ており、水平伝播により獲得されている。Stx
にはアミノ酸配列と抗原性が異なる Stx1 と
Stx2が存在し、EHECはそのどちらか一方、
もしくは両方を産生する。疫学的な研究から、
Stx2 が重症化に強く関与していると考えら
れている。 
 EHECでは、血清型だけでなく、系統によ
っても病原性の強さが異なることが指摘さ
れている。また、O157では、Stx2産生量は
株ごとに大きく異なっており、病原性の強さ
との関係が示唆されている。しかし、Stx2
産生量を規定する遺伝要因や、各血清型や各
系統での Stx2 高産生株の分布などは不明で
ある。 
 
２．研究の目的 
EHECの主要な血清型について、大規模な高
解像度系統解析、Stx2ファージサブタイピン
グ、Stx2 産生量定量を行い、Stx2 高産生型
ファージを保有するハイリスク系統の存在
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
ドラフトゲノム配列の取得：ゲノム DNA を
DNeasy kit (Qiagen) を用いて抽出し、
Nextera XT (illumine)でライブラリー調整
を行い、MiSeq を用いて Pair-end シークエン
ス(300bp x2)を行った。得られたリード配列
を platanus assembler（Kajitani, et al. 
Genome Res, 2014）でアセンブルし、ドラフ
トゲノム配列を得た。 
全ゲノム高解像度系統解析：各菌株のドラフ
ト配列のレファレンス配列へアライメント
と SNPs の検出を MUMmer を用いて行った。得
られた SNPs 情報を基に、RAxML を用いて全ゲ
ノム高解像度系統樹を作成した。 
Stx2 ファージサブタイピング：図１に示す
Stx2 ファージの初期遺伝子群に設計したプ
ライマーを用いて、２段階のPCRを行い、Stx2
ファージのサブタイピングを行った（Ogura 
et al, Sci rep, 2015）。 
Stx2 産生量の定量：各菌株を LB 培地で対数
増殖期まで培養し、マイトマイシン Cを添加
し、さらに２時間培養後の培養液をポリミキ
シン B 処理して上清を得た。上清中の Stx2
の定量は VTEC-RPLA 法（デンカ生研）を用い
て行った。 
 
４．研究成果 

 O157 の Stx2 ファージには、顕著なゲノム
多様性が存在することが知られていたが、
我々は、比較ゲノム解析から、Stx2 ファージ
は主に４つのサブタイプに分類されること

を明らかにし、PCR を用いたそのサブタイピ
ング法を確立した（図１A）(Ogura et al, Sci 
rep, 2015)。各サブタイプの Stx2 ファージ
を持つ O157 の Stx2 産生量を比較したところ、
２つのサブタイプ（αとβ）を持つ株の Stx2
産生量が優位に高いことを見いだした（図１
B）(Ogura et al, Sci rep, 2015)。 
 O157 の約 300 株について、ドラフトゲノム
配列を取得し、全ゲノム配列に基づく高解像
度系統解析を行った。また、各菌株の Stx2
ファージサブタイプと Stx2 産生量を定量し
た（図２）。O157 の各系統のうち、Stx2 高産

生型ファージを保有する菌株は３つの系統
に分類された。これらの系統群に属する株は
Stx2 産生量も高い傾向にあることから、病原
性の高いハイリスク系統である可能性が示
唆された。事実、O157 の三大アウトブレイク
(日本の堺市の事例、アメリカのハンバーガ
ー事例とほうれん草事例)を起こした菌株は、
それぞれこの３系統に分類されていた。今後
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図２　O157の高解像度系統樹及び各株のStx2産生量とStx2ファージサブタイプ  



は、さらに解析菌株を増やし、患者の重症度
との関連も明らかにする予定である。 
 O157 以外の血清型については、O145（図 3）
と O121（図４）のそれぞれ約 50 株について、
ドラフト配列の取得、全ゲノム系統解析、
Stx2 産生量の定量を行った。その結果、O145

では、株間の系統や Stx2 産生量に高い多様
性がみられた。一方、O121 では、株間の多様
性が少なく Stx2 産生量は株間で大きな違い
は存在しなかった。現在、各菌株の Stx2 フ
ァージゲノムの配列決定と比較解析を進め
ているところである。今後は、O157 と同様に
患者の重症度も考慮して、各血清型の EHEC
ハイリスク系統の存在を明らかにする予定
である。 
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　  　  　  　  　  Stx2  Clinical symptoms 
Strain Source Stx1 Stx2 subtype Integration site D BD HUS 
3283 Toyama 2011 - + a argW (S) + + - 
3288 Toyama 2011 - + a argW (S) + + - 

111430 Tochigi 2011 - + a argW (S) + + - 
11E032 Fukuoka 2011 - + a argW (S) + - - 
PV11-77 Osaka 2011 - + a argW (S) + - - 

PV11-59 Osaka 2011 - + a argW (S) + + - 
130296 Shimane 2012 - + a argW (S) + + - 
131990 Saitama 2013 - + a argW (S) + + - 
122715 Saitama 2012 - + a argW (S) + + + 
122200 Fukuoka 2012 - + a argW (S) + + - 

131713 Nagasaki 2013 - + a argW (S) + + - 
110509 Fukui 2010 - + a argW (S) + + - 
112716 Nagano 2011 - + a argW (S) - + - 

120517 Shizuoka 2011 - + a argW (S) - + - 
09E126 Fukuoka 2010 - + a argW (S) - - - 
130590 Fukuoka 2012 - + a argW (S) + + - 
12E070 Fukuoka 2012 - + a argW (S) + + - 

PV11-35 Osaka 2011 - + a argW (S) + - - 
12E109 Fukuoka 2012 - + a argW (S) + + - 
5044 Akita 2001 - + c sbcB (L) - - - 

121427 Saitama 2012 + - - - + + - 
10942 Miyazaki 2011 + + a ompW (L) - + - 
112781 Miyazaki 2011 + + a ompW (L) + + - 
12E115 Fukuoka 2012 + + a ompW (L) + + - 

499 Ooita 2008 + + a ompW (L) - - - 
699 Ooita 2011  + - - - + + - 
132418 Kyoto 2013 + - - - + + - 
EH2201 Belgium 2012 - + a yecE (L) - - + 

9793 Akita 2005 + - - - N/A N/A N/A 
112648 Fukushima 2011 + + a yecE (L) - + - 
111698 Nagano 2011 + - - - - + - 

131719 Kawasaki 2013 + - - - + + - 
8100 Akita 2003 + - - - - - - 
1649 Akita 1998 + - - - - - - 
12188 Akita 2007 + - - - N/A N/A N/A 
EH2197 Belgium 2012 + - - - - + - 

1380 Akita 1998 + - - - N/A N/A N/A 
112808 Kanagawa 2011 + + a yecE (L) + + - 
120412 Mie 2011 + - - - + + - 

EH1904 Belgium 2010 - + c sbcB (L) - + - 
EH2246 Belgium 2013 - + a yecE (L) + - + 
EH1992 Belgium 2010 + - - - - - - 
EH1995 Belgium 2010 + - - - - - - 

RM13514 U.S 2010 - + a argW (S) 
12E129 Fukuoka 2013 - + a yecE (L) + + - 
EH1846 Belgium 2009 - + a yecE (L) - + - 
09E025 Fukuoka 2009 - + a argW (S) + + - 

EH2011 Belgium 2011 - + a argW (S) - + - 
112312 Saitama 2011 - + a argW (S) + + - 
EH2085 Belgium 2011 - + a wrbA (S) - + - 

EH2086 Belgium 2011 - + a wrbA (S) - - + 

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000 

Stx2 production  

Stx1 phage Stx2a phage Stx2c phage 

SNP sites: 4,246（/3,839,639）  

argW  

ompW  

yecE  

yecE  

yecE  

yecE  
sbcB  

argW  

argW  

argW  

wrbA  

yecE  

yecE  

N/A; Not applicable 

sbcB  

yecE  

yecE  

図３　O145の全ゲノム系統解析とStx2産生量  
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　  　  　  　  　  　  Stx2 　  Clinical symptom 

Strain 　  　  　  Stx1 Stx2 subtype Integration site 　  D BD HUS 

10902 Akita 2006 − ＋  a argW (S) N/A N/A N/A 

06E050 Fukuoka 2006 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  − 

08E027 Fukuoka 2008 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  − 

2935 Akita 1999 − ＋  a argW (S) N/A N/A N/A 

8048 Akita 2003 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  − 

PV03-14 Osaka 2003 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  − 

10E082 Fukuoka 2010 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  − 

51104 Kanagawa 2005 − ＋  a argW (S) ＋  − ＋  

13518 Akita − ＋  a argW (S) N/A N/A N/A 

453 Ooita 2007 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  - 

463 Ooita 2007 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  − 

11106 Akita 2006 − ＋  a argW (S) N/A N/A N/A 

356 Ooita 2005 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  − 

522 Ooita 2008 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  ＋  

15436 Akita 2012 − ＋  a argW (S) N/A N/A N/A 

635 Ooita 2010 − ＋  a argW (S) ＋  − − 

3896 Akita 2000 − ＋  a argW (S) N/A N/A N/A 

12874 Akita − ＋  a argW (S) N/A N/A N/A 

3417 Toyama 2012 − ＋  a argW (S) − − − 

579 Ooita 2009 − ＋  a argW (S) ＋  − − 

3418 Toyama 2012 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  − 

3105 Akita 1999 − ＋  a argW (S) N/A N/A N/A 

716 Akita 1997 − ＋  a argW (S) -  + -  

11Y11 Yamaguchi 2011 − ＋  a argW (S) ＋  − − 

3350 Toyama 2011 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  − 

PV07-173 Osaka 2007 − ＋  a argW (S) − − − 

07Y06 Yamaguchi 2007 − ＋  a argW (S) − − − 

3725 Akita 2000 − ＋  a argW (S) -  + -  

7982 Akita 2003 − ＋  a argW (S) N/A N/A N/A 

12849 Akita − ＋  a argW (S) N/A N/A N/A 

8243 Akita 2003 − ＋  a argW (S) ＋  − − 

481 Ooita 2007 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  − 

5122 Akita 2001 − ＋  a argW (S) ＋  − − 

6804 Akita 2002 − ＋  a argW (S) ＋  − − 

6998 Akita 2002 − ＋  a argW (S) ＋  − − 

1603 Akita 1998 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  − 

12E092 Fukuoka 2012 − ＋  a argW (S) − − − 

3772 Akita 2000 − ＋  a argW (S) -  -  + 

4164 Akita 2000 − ＋  a argW (S) − − − 

4151 Akita 2000 − ＋  a argW (S) -  -  + 

4237 Akita 2000 − ＋  a argW (S) − − − 

4230 Akita 2000 − ＋  a argW (S) − − − 

707 Akita 1997 − ＋  a argW (S) -  + -  

PV06-102 Osaka 2006 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  − 

12E064 Fukuoka 2012 − ＋  a argW (S) ＋  ＋  − 

PV12-16 Osaka 2012 − ＋  a argW (S) ＋  − − 

3964 Akita 2000 − ＋  a argW (S) N/A N/A N/A 

3993 Akita 2000 − ＋  a argW (S) ＋  − − 

131033 Mie 2013 ＋  ＋  a argW (S) ＋  − − 

131030 Mie 2013 ＋  ＋  a argW (S) ＋  − − 

131032 Mie 2013 ＋  ＋  a argW (S) ＋  − − 

EH0505 Belgium 1998 − ＋  a argW (S) − − ＋  

EH1965 Belgium 2010 − ＋  a argW (S) − − ＋  

EH0787 Belgium 2000 − ＋  a argW (S) − − ＋  

EH0337 Belgium 1996 − ＋  a argW (S) 　  − − ＋  

図４　O121の全ゲノム系統解析とStx2産生量  
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