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研究成果の概要（和文）：既知の病原因子が検出されない、もしくは従来の分離同定法で検出できないために、
原因不明として報告された食中毒について、推定原因物質となった4種類の新規病原細菌の解析を実施した。こ
れら4種類の細菌は培養細胞レベルにおける感染様式に類似性は見られず、ゲノム解析によって近縁関係にある
可能性が低いことが示唆された。また、既知の食中毒由来細菌とは異なるメカニズムで病原性を発揮する可能性
が考えられた。
これらの知見は、原因不明の食中毒の解明および検査法・予防対策のための科学的基盤の構築に寄与することが
期待される。

研究成果の概要（英文）：We analyzed 4 kinds of new pathogenic bacteria as a cause substance of 
unknown food-borne infectious disease. These 4 kinds of new pathogenic bacteria did not have any 
virulence factor for well-known food-borne infectious disease or could not be confirmed by a 
conventional identification test. In culture cell level, these 4 kinds of bacteria did not have the 
similarity of the mode of infection. Genomic analysis suggested a possibility that a close relation 
of these bacteria is low. These bacteria may cause the disease by a mechanism different from known 
pathogenic bacteria of food-borne infectious disease. 
These results would contribute to investigation to determine the cause of food-borne infectious 
disease and to prevention of their disease.

研究分野： 細菌学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
背景および研究動向 
近年、毎年１００件前後の原因不明の食中

毒が報告されている。これらの食中毒は、既
知の原因物質が検出されない、または検出さ
れた原因物質による症状が当該食中毒症状
と異なるなどの理由から原因が不明のまま
となっている。日本における食中毒は 1952
年から統計が取られるようになり、現在まで
に様々な原因物質の特定が行われてきた経
緯がある。原因物質には、大きく分けて化学
物質、自然毒、病原体がある。その中でも、
病原体が占める割合は大きく、食中毒原因病
原体を特定することによって、多くの治療
法・予防対策が確立されてきた。現在、ゲノ
ム解析の進歩によって、一部の原因不明の食
中毒については、次世代シーケンサを用いた
メタゲノム解析により原因となる病原体の
推測が可能となりつつある。もっとも最近で
は、ヒラメ喫食による原因不明食中毒等にお
いて、ヒラメサンプルのイルミナ網羅解読に
よる病原体候補検索の結果、新種の寄生虫ク
ドア・セプテンプンクタータが推測され、そ
の後の病原性解析等によって原因物質であ
ることが判明している(①)。これまで、クド
ア属粘液胞子虫はヒトに寄生しないために
公衆衛生的には無害とされてきたのだが、培
養細胞・実験動物等を用いた毒性評価により、
嘔吐・下痢毒性を有することが分かった。さ
らには、検査法・予防対策の確立にまで至っ
ており、クドア・セプテンプンクタータを原
因とする食中毒の発生予防に効果が出始め
ている。 
我々はこれまでに、病原大腸菌をはじめと

する様々な食中毒原因細菌について菌株の
解析を行ってきた。特に、腸管出血性大腸菌、
腸管病原性大腸菌、赤痢菌、サルモネラ属菌
などについては、病原因子の同定と機能解析、
病原性の分子生物学的解析、遺伝学的疫学解
析、共同研究によるゲノム解析等を行い、検
査および治療、予防対策に応用しているとこ
ろである。我々の所属機関には国内で発生し
た食中毒関連株の多くが送付されることか
ら、2011 年 5月にドイツを中心として発生し
た大腸菌O104:H4による大規模なアウトブレ
ークにおいては、日本での発生を監視する目
的で、国内の大腸菌 O104:H4 の分離状況の把
握と病原因子遺伝子の有無を調べた。この大
腸菌O104:H4は腸管出血性大腸菌と腸管凝集
性大腸菌のハイブリッドタイプであり、両者
が保有する病原因子を併せ持つ大腸菌であ
ったため、両病原因子の遺伝子を調べること
が必要であった(②)。幸いにも日本への上陸
はなかったが、この調査の過程で過去には日
本においても同様なハイブリッドタイプの
大腸菌が分離されていたことが明らかとな
った。大腸菌 O104：H4 はいわゆる新規の病
原細菌ではあったが、2 種類の既知の病原大
腸菌のハイブリッドであったため、比較的早
期に対策が取られたと言える。しかしながら、

もし未知の病原因子を保有する新規病原細
菌が出現しているとしていたら、我々にはそ
れを原因とする食中毒に対する早期対応は
不可能である。現在報告されている原因不明
の食中毒には、このような新規病原細菌が原
因となっているケースが存在すると考えら
れる。実際、国内で発生した 2件の原因不明
食中毒について、メタゲノム解析により病原
体候補検索を行った結果、既知の病原因子を
保有しない大腸菌およびシトロバクターが
それぞれの事例の原因となっていることが
推測された。行政的にはこれら２種の細菌が
食中毒の推定原因細菌であることが報告さ
れたが、病原性については評価されていない。
このような食中毒の推定原因細菌について
は、今後の対策のためにも、クドア・セプテ
ンプンクタータの解析と同様に、病原性の評
価を行った後、新規病原細菌として詳細な解
析が必要であると考える。 
 先述のメタゲノム解析により食中毒原

因細菌と推定された大腸菌とシトロバクタ
ーについてゲノム情報を解析した結果、既知
の病原因子を確認することはできなかった
が、（ヒトのみならず動物、植物全般の）病
原細菌に広く分布している III、IV、VI 型分
泌機構関連タンパク質をコードする遺伝子
と一部類似する遺伝子配列の存在を認めた。
これらの分泌機構は、菌体表層に突出した分
泌装置とそれを介して菌体外へ分泌される
特定の分泌タンパク質の総称であり、病原性
の発揮に必須である。我々が確認できた類似
配列は非常に限られた範囲であること、もし
くは遺伝子の相同性が著しく低いことから、
現在報告されている III、IV、VI 型分泌機構
関連タンパク質として分類されるか検証が
必要である。我々はこれまでに、腸管病原性
大腸菌、赤痢菌、サルモネラ属菌の III 型分
泌機構の機能解析を行い、感染メカニズム、
病原性発揮に至るメカニズムを検証してき
た。実験的には、分泌装置について構成タン
パク質をコードする遺伝子の同定や電子顕
微鏡による装置本体の証明、各々の分泌タン
パク質の宿主への作用機序ならびにタンパ
ク質の発現機構について培養細胞、実験動物
を用いて解析している。同様の手法を用いて
新規病原因子の解析を進めることは十分可
能であり、新たな分泌機構の発見につながる
可能性もある。メタゲノム解析により推定さ
れた新規病原細菌はすでに大部分のゲノム
情報が得られていることから、III、IV、VI
型分泌機構関連タンパク質以外にも病原因
子の候補となり得る遺伝子配列の詳細な検
索が行える。病原性の評価とゲノム情報の利
用、この両者を並行して行うことにより新規
病原細菌の解析は飛躍的に進むと考えられ
る。また、ここで得られる解析結果は、原因
不明食中毒の他の事例においてすぐに確認
することができる。例えば、病原因子のうち
１つでも特定することができれば、菌種の同
定を行った後、即座に PCR 等による遺伝子保



有の有無が確認可能である。さらに、嘔吐・
下痢に関連する細胞毒性および細胞付着・侵
入など感染様式が同じであることが確認で
きれば、新規病原細菌として特定することが
でき、検査法・治療・予防対策の確立が進め
られるだろう。 
 
２．研究の目的 
現在、原因不明として報告される食中毒の

推定原因細菌は、既知の原因因子が検出され
ない、または検出された細菌による症状が当
該食中毒症状と異なるなどの理由から病原
細菌としては特定されない。一部の原因不明
食中毒については、メタゲノム解析により従
来の分離同定法で検出できない原因細菌が
推測できるが、病原性評価および病原因子の
同定・解析にまで至る事例は少ない。そこで、
メタゲノム解析等により推定された原因細
菌について、病原性の評価を行うことによっ
て新規の病原細菌として位置づけ、病原因子
の同定・解析、新規病原細菌感染メカニズム
の解明および検査法・予防対策に向けた基盤
的情報を整備することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
推定原因細菌について病原性の評価、評価

方法の確立、ゲノム解析を実施した。 
１）病原性の評価：メタゲノム解析および従
来の分離同定法で推定された原因不明食中
毒の原因細菌について、実際に病原性を保有
するか検証するため、病原性の評価を行う。
臨床症状として食中毒を引き起こすことか
ら、宿主細胞に何らかの影響を与えることが
推測された。したがって、ヒト由来の培養細
胞を用いて感染実験を行い、原因細菌の細胞
毒性および細胞付着・侵入性を検討した。細
胞毒性の評価としては、感染細胞の細胞死お
よび形態異常が認められるか調べた。細胞毒
素の保有・分泌については、菌培養上清およ
び菌体内物質をヒト由来培養上皮細胞各種
に添加し影響を調べることにより確認を行
った。培養上清中への細胞毒素の分泌が認め
られない場合においては、腸管上皮細胞に対
する付着・侵入を行う過程あるいはその後の
増殖によって、腸管上皮細胞を死に至らしめ
る可能性が考えられる。したがって、ヒト由
来培養細胞各種に推定原因細菌を感染させ、
細胞付着・侵入性などの感染様式を調べるこ
ととした。病原性評価方法の確立については、
上記２つの評価から、病原性評価に適した評
価を選択し、その評価方法を最適化した。 
２）ゲノム解析：メタゲノム解析により推定
された原因細菌については大部分のゲノム
情報が得られているが、既知の病原因子は認
められない。既知の病原因子の遺伝子配列と
の類似性が低い可能性もあるため、部分的な
類似配列も探索の対象とした。ゲノム情報が
ないものについては、ゲノム解析を行い、病
原因子の探索を行った。 
 

４．研究成果 
本研究には、原因不明食中毒事例由来 E. 

coli 4 株（E. coli O146（2011）、E. coli O78
（2012）、E. coli O8（2014）、E. coli OUT
（2015））を用いた。 
１）病原性の評価：推定原因細菌は宿主細胞
に何らかの影響を与えることが推測される
ことから、まず始めにヒト由来の培養上皮細
胞を用いて感染実験を行い、原因細菌の細胞
毒性および細胞付着・侵入性を評価した。そ
の結果、これらの原因細菌はこれらの原因細
菌は既知の病原性大腸菌で確認されるよう
な特徴的な付着様式（localized adhesion、
localized adhesion 、 microcolony 
formation）は認められないが、細胞付着・
侵入能を有しない非病原性の大腸菌に比較
すると有意に細胞付着することが認められ
た（図 1）。一方、有意な感染細胞の細胞死お
よび形態異常を認めず、実施した実験条件に
おいては細胞毒性を認めなかった（図 1）。 

図 1  E. coli O146（2011）、E. coli O78
（2012）、E. coli O8（2014）、E. coli OUT
（2015） を HEp-2 細胞に 2 時間４０分感染
させた後、ギムザ染色した。Bars=25μm 
 
２）ゲノム解析：これら大腸菌４株について、
MiSeq、HiSeq、PacBio にてゲノム情報を取得
した。既知の病原性大腸菌（EHEC、EPEC、EAEC、



UPEC、ExPEC）ならびに推定病原大腸菌間に
おける近縁関係を明らかにするため、既知の
病原性大腸菌のゲノム情報と共にSNP解析を
行い、得られた SNPs 情報を元に UPGMA 法に
よるクラスター解析を行った。その結果、推
定病原細菌間における SNP は 40,000SNPs 以
上あり、近縁関係が低い可能性が示唆された。
また、これらの大腸菌は 2つの大きなクラス
ターに分けられ、本研究における新規の推定
病原細菌は同一クラスターに属した。新規の
推定病原細菌は EPEC、UPEC、ExPEC 等が多く
存在するクラスターに属し、ほとんどの EHEC
および EAEC が存在するクラスターとは異な
ることが明らかとなった。また、CLC を用い
て ORF 予測および BLAST 解析を実施し、新規
の推定病原大腸菌間の比較解析を実施した。
しかしながら、現在のところ、既知のならび
に新規の病原因子は確認されなかった。原因
不明食中毒の推定原因細菌について、病原性
の評価ならびにゲノムレベルにおけるクラ
スター解析によって各推定原因大腸菌の新
規病原細菌としての位置づけを行うことが
できた。 
原因不明食中毒の推定原因細菌について、

病原性の評価ならびにゲノムレベルにおけ
るクラスター解析によって各推定原因大腸
菌の新規病原細菌としての位置づけを行う
ことができた。解析を実施した 4種類の新規
病原細菌はいずれも食中毒の推定原因物質
となった可能性が高かったが、培養細胞レベ
ルにおける感染様式に類似性は見られず、ゲ
ノム解析によって近縁関係にある可能性が
低いことが示唆された。これらの知見は、新
規病原細菌の感染メカニズムの解明および
検査法・予防対策のための科学的基盤の構築
に寄与することが期待される。 
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