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研究成果の概要（和文）：大腸菌8,729株（2001～2016年）から腸管凝集性大腸菌（EAEC）301株を検出した。
2010年まではEAEC O25がESBL遺伝子CTX-Mと尿路病原性大腸菌の付着因子を高率に保有していた。系統解析では
遺伝的多様性が著明で、各O血清群でクラスターを形成していた。2011年以後は、本来のEAEC O111がCTX-Mを獲
得しており、さらに髄膜炎の病原因子K1莢膜の遺伝子を持つEAECも出現した。本研究で明らかになった遺伝的多
様性は新規EAEC検査法開発の基盤となるとともに、バイオフィルムを形成するEAECが小児腸管内で病原遺伝子と
薬剤耐性遺伝子のリザーバーになる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Total of 211 strains were identified E.coli as EAEC from among total of 8,
729 E. coli isolated from diarrheal children from 2001 to 2016. EAEC O25 dominantly harbored both 
antibiotics-resistance gene CTX-M and adhesion gene of uropathogenic E. coli. EAEC showed 
significant genetic diversity by linage analysis and formed cluster of each O serotype. Although 
EAEC defined strong biofilm formation (BF), some of EAEC strains showed week BF and emerged since 
2011. Traditional EAEC O111 acquired CTX-M gene and some of EAEC strains acquired K1 (neuC) gene, 
which gene were harbored high frequency among neonatal meningitis E. coli.  The results of this 
study showed the significant genetic heterogeneity of remarkable EAEC clinical strains. In addition,
 EAEC may play a role of reservoir of antibiotics-resistant genes and virulence gene of E. coli, 
because strong aggregation and BF of EAEC may facilitate horizontal transfer of virulence and 
antibiotics-resistant genes in the intestine of children.

研究分野：大腸菌の病原因子

キーワード： EAEC　aggR　ESBL　CTX-M
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１．研究開始当初の背景 

enteroaggregative Escherichia coli (EAEC)

は、強いバイフィルム形成能を特徴とし、わ

が国でも小児の下痢原性大腸菌の中で最も

多く分離される新興病原菌である。近年、志

賀毒素、基質拡張型βラクタマーゼ（ESBL）、

尿路病原性大腸菌の病原因子などを持つ

EAEC が出現し注目されているが、通常の細

菌検査室ではEAECの同定が困難であるため

臨床現場では十分認識されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は腸管凝集性大腸菌（EAEC）の凝集

関連因子の同定と新規検査法の開発を目的

とする。EAECはわが国でも小児の下痢原性

大腸菌の中で最も多く分離される新興病原

菌である。近年、志賀毒素、基質拡張型βラ

クタマーゼ（ESBL）、尿路病原性大腸菌の病

原因子などを持つ EAEC が出現し注目され

ているが、通常の細菌検査室では EAECの同

定が困難であるため臨床現場では十分に認

識されていない。転写調節因子 AggR遺伝子

を保有する typical EAEC (tEAEC)は aggR

をマーカーとしてPCRで検出可能であるが、

aggRを保有しない atypical EAEC (aEAEC)

も多数存在する。本研究では、小児下痢症患

児由来大腸菌から分離した EAEC の病原遺

伝子の分子疫学的解析や系統解析を通じて

新たな凝集関連因子を同定し、EAECを一般

臨床検査室で容易に検出できる検査を確立

すること目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1) 鹿児島市内の小児科診療施設で細菌性

下痢症と診断され、鹿児島市医師会検査セン

ターに提出された便から検出された大腸菌

8,729株を対象とした。平成 27年度は大阪公

衆衛生研究所で分離された EAEC も含めて

解析した。下痢原性大腸菌の付着因子や毒素

遺伝子、尿路病原性大腸菌の病原遺伝子、

ESBL遺伝子について報告されたプライマー

を利用してmultiplex PCRを行った。テンプ

レートとなる DNA は加熱遠心後上澄みを用

い、96穴マイクロタイタープレートによる多

検体を対象としたPCRシステムを利用した。

血清型はデンカ生研の「病原性大腸菌免疫血

清」や「K抗原免疫血清」を用いたが、PCR

法による型別決定も同時に行った。細胞付着

能は HEp-2 細胞付着試験、バイオフィルム

形成はマイクロタイタープレート法で定量

化した。(2) 得られた EAECのMLSA (multi 

locus sequence analysis)による系統解析を

行った。7 つのハウスキーピング遺伝子を

PCRで増幅し、シークエンス(ABI capillary 

sequencers)で塩基配列を決定、解析ソフト

「Mega5」を用いた系統解析により系統樹を

作成した。PCRによる系統群の決定も行った。 

(3) 分離された EAEC について、MLSA 

(multi locus sequence analysis)による系統

解析を行った。7 つのハウスキーピング遺伝

子を PCR で増幅し、シークエンスで塩基配

列を決定、解析ソフト「Mega5」を用いた系

統解析により系統樹を作成した。PCRによる

系統群の決定も実施した。 

 
４．研究成果 

(1) 2010 年までに鹿児島県で収集した腸管

凝集性大腸菌(EAEC)（typical EAEC169株

と atypical EAEC44 株）および大阪府立公

衆衛生研究所で分離された typical EAEC 31

株の計 244株を対象とし、各株の O・H血清

群を決定し、病原遺伝子分布状況を PCR で

検索、さらに MLSA（multilocus sequence 

analysis）による系統解析を行った。その結

果、typical EAECでは O111・O25・O126・

O86 などがみられ、付着因子 AAFの I から

V のうちいずれかの遺伝子を保有していた。

O untypable の typical EAEC や atypical 

EAECでは、既知の付着遺伝子の検出率は低

かった。EAEC O25の多くは、尿路病原性大

腸菌（UPEC）の付着因子遺伝子 afaB とと



もに ESBL 遺伝子 CTX-M-14 を高率に保有

していた。系統解析では、EAECは A、B1、

B2、Dの 4系統群に広く分布し遺伝的多様性

が著明であり、O血清群ごとにクラスターを

形成していた。EAEC O25は、尿路病原性大

腸菌などの腸管外病原性大腸菌が含まれる

カテゴリーB2 に属しており、ESBL 産生菌

として世界的に蔓延しているO25:H4:ST131

クローンと同じ H4と ST131を示した。（図

1）このクローンは鹿児島県で 2003年に突然

出現しており、それ以前から見られていた

EAEC O111・O126には ESBL産生菌がみら

れなかったことから、UPEC O25:H4:ST131

が CTX-M-14 とともに新たに EAEC 病原プ

ラスミドを獲得して出現したと推定された。

また、大阪由来株のうち O111 1株と O86 2

株にも ESBL産生菌（CTX-M-14/15）が確認

され、これらは従来の EAECが CTX-M遺伝

子を持つプラスミドを獲得したものと考え

られた。 

 

(2) 2011年から 2013年までに収集された大

腸菌 1,280株から typical EAECをスクリー

ニングし、この EAEC 株について O・H 血

清群を決定、病原遺伝子分布状況を PCR で

検 討 し 、 MLST (multilocus sequence 

analysis)による系統解析を行った。その結果、

EAEC58 株が検出され、2010 年までに多く

検出された O25は 3株のみで、O111・O126・

O127・O158・O86などがみられた。付着線

毛は、2010年までは AAF Iや Vが多くみら

れていたが、2011 年以降 AAF III の遺伝子

を最も多く保有していた。EAECの特徴であ

るバイオフィルム形成能を検討した結果、

biofilm index（BI）が 0.2以上の株は EAEC

の染色体上の病原遺伝子を多く保有してい

たが、BIが 0.2未満の株では尿路病原性大腸

菌（UPEC）の付着因子を保有している株が

多くみられた。また、基質拡張型βラクタマ

ーゼ CTX-M 遺伝子を保有している株は

O111だけに見られ、多くが BI 0.2以上の株

であった（図 2）。このことから、EAECは強

いバイオフィルム形成能を特徴とする大腸

菌であるが、2011年以降、バイオフィルム形

成能の低い EAECが出現し、その特徴が変わ

ってきていることが分かった。また、本来の

EAECである O111が CTX-M遺伝子を獲得

していること、さらにその CTX-M遺伝子タ

イプは海外に多い 15 や 1 なども増加してい

ることが確認された。 

(3) 2014 年から 2016 年に収集した大腸菌

1,214 株についてこれまでと同様に typical 

EAECをスクリーニングし、病原遺伝子の分

布状況を検討した。その結果、EAEC14株が

検出されたがこれまでよりも低い検出頻度

であった。2010年まで多数を占めた O25は

1株も見られず、EAECの典型的なタイプで

ある O111が 1株、O126が 6株、その他 O1

が 1株、UTが 6株であった。付着線毛は、

2010 年までは AAF I や V が多く、その後

AAF IIIを多く保有していたが、2014年以降

は O1株以外全ての株が AAF IIを保有して

いた。EAECの特徴であるバイオフィルム形



成能を検討した結果、これまで O126 の

EAEC株はEAECの染色体上の aaiCを保有

し biofilm index (BI)が 0.2以上と強いバイオ

フィルム形成能を示す株であったが、今回は

O1株以外の全ての株がaaiCを保有していた

にもかかわらず BIが 0.2以下だった。また、

CTX-M 遺伝子を保有する株は O111 と UT

の 3 株で、すべて BI が 0.2 以上の株であっ

た。新生児髄膜炎の原因となる大腸菌

（NMEC）の多くが保有する K1莢膜遺伝子

の neuC は、O126 と O1 の 2 株が保有して

いた。NMECの原因となる大腸菌の多くはO

血清型が 1 や 18 であることが知られている

が、今回検出された O1株は neuCを保有し

ていたが aaiCや EAECの既知の線毛遺伝子

が検出されず、BI も低い値であった。一方

O126株は aaiC、AAF IIを保有し BIが高い

値を示し強いバイオフィルム形成を示す株

であった。2014年以降 EAECの検出頻度は

低下していたが、本来の EAECが CTX-M遺

伝子だけでなく K1 莢膜遺伝子も獲得してい

ることが分かった。 
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