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Escherichia coli 0103 0抗原合成遺伝子オペロンの塩基配列解読と
腸管出血性大腸菌 0103特異的検出・同定 PCR法の開発

八柳 潤 大谷勝実＂ 齊藤志保子今野貴之

E. coli 0103 : H8 H515b株を使用して E.coli 0103 0抗原合成逍伝子オペロン全領域の塩基配列を解読し、 0103

抗原特異的検出・同定 PCR法用プライマーを設計した。 01030抗原合成辿伝子オペロンを含む11,950塩碁の DNA

増幅断片を解析し 0103抗原の生合成に関与していると考えられる 0-antigenflippaseと0-antigen polymerase遺伝

子を特定した。それらの逍伝子を標的とするプライマーセットを設計し、 E.coli 0103 : H8 H515b株、 E.coli 0103: 

H2 P1:1K5株、県内で分離された EHEC0103および 0103以外の血清型の対象株を使用して検討した結果、いずれの

プライマーセットも 0103抗原を特異的に検出• |iil定可能であることが確認された。 0103特異的検出・同定用 PCR法

を確立したことにより、 EHEC0103の検資梢度の向上が期待される。

キーワード： E.coli 0103 0抗原合成遺伝子オペロン、 E.coli 0103 : H8 H515b株、 0-antigenflippase、

0-an tigen polymerase、0103特巽的検出・同定用 PCR法

1 はじめに

腸管出血性大腸菌 (EHEC)はペロ毒索 (VT)を産

生する大腸菌であり、ヒトに下痢、激しい腹痛、出血性

大腸炎、ときに致命的となる溶血性尿縣症症候群や脳炎

を惹起する：）。患者からの分離例が特に多いI{ll消型は

0157: H7であるが、秋田県ではこれまで下痢症患者か

ら 026、0103、0121、091、0111などのIfilii1f型の

EHECも分離されている：）。これらのうち EHEC0103 

による感染事例は1996年に県内での発生が初めて確認さ

れ、国内で初めてとなる報告をして以米 3)、毎年患者の

発生が確認されている。また、 EHEC0121は0157以

外の EHECとしては唯一患者に溶血性尿毒症症候群を

惹起することが確認された 4;。従って、これらの血清型

の EHECを迅速、高梢度に検出・同定することは感染

症対策上も重要である。分離された EHECのIfil消刑を

決定する際には市販の型別用血清キットが汎用されてい

るが、現行のキットには 0103、0121、091用の型別血

消は包含されていないために、当所ではこれらの血消を

WH0の協力研究機関である StatensSerum Institut. 

Copenhagen, Denmarkから輸入している。しかしな

がら、それらの血消は高価であると共に特異性が低いこ

とを経験している。このため、我々は良質の国産型別血

清の市販や、より適切な血消型の決定方法を開発する必

要性を指摘してきた』）。

近年、大腸菌の 0抗原合成迫伝子オペロンの塩騒配

列が解読され、 0121"、0157';)、 0111"、09い抗原を

特異的に検出可能な PCR法が報告されている。当所に

おいてもこれらの PCR法を導入し、これらの EHEC

感染事例発生時の行政検査に応用することにより検査精

度の向上を夷現した。しかしながら、 E.coli 0103 0 

抗原合成遺伝子オペロンの塩拮配列は解読されていない

ため、 0103抗原特異検出用 PCR法は導人できなかっ

た。このため、我々は平成13年度から15年度に実施した

調査研究事業「腸管出血性大腸iiiの感染疫学解明に関す

る調査研究」＂）の中で E.coli 0103 0抗原合成遺伝子オ

ペロンの塩枯配列解読を実施し、 0103抗原特異検出用

PCR法の確立を試みたのでその成果の概要を報告する。

I[方法

1.供試菌株

E. coli O 103 0抗原合成逍伝子オペロンの塩基配列

解読には StatensSerum Institutの Dr.Flemming 

Scheutzから購入した、 E.coli 0103の血清型参照用標

準菌株である E.coli 0103 : H8 H515b株を供試した

（表 l)。設計したプライマーを使用した PCR法の特異

性の確認には表1に示す大腸菌菌株を使用した。

2. E. coli 0103 O抗原合成遺伝子オペロンの増幅

E. coli 0103 : H8 H515b株の染色体迪伝子を High

Pure PCR-Template-Preparation Kit (Roche) によ

り抽出・精製した。精製した染色体迪伝子をテンプレー
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表 1 供試菌株一覧

血消型 菌株番号 人手先 備 考

0103: H8 H515b Statens Serum Institut 血消型参照用標準菌株

0103: H2 PMK5 Dr. E. Oswarcl・') Intimin e型椋準菌株

0103: 1-12 EC281 県内臨床分離株 1996年家族内感染事例

0103 EC3096 県内保l討者分離株 1999年無症状保菌者

0103 EC3647 県内臨床分離株 2000年散発下痢症患者

0103 EC3928 県内臨床分離株 2000年散発下痢症患者

0103 EC4018 県内臨床分離株 2000年家族内感染事例

0103 EC5087 県内臨床分離株 2001年家族内感染事例

0103 EC6121 県内臨床分離株 2002年散発下痢症患者

0103 EC7401 県内臨床分離株 2002年散発下痢症患者

0103 EC7409 県内臨床分離株 2003年散発下痢症患者

0103 EC8960 県内臨床分離株 2003年散発下痢症患者

0121 : HlO 39W Statens Serum Instiiut 血清型参照用標準菌株

0123: I-116 43¥V Statens Serum Institut 血清型参照用標準菌株

091: NM H307b Statens Serum Institut 血清型参照用標準菌株

0145: NM E1385(3) Statens Serum Institut 血消型参照用標準菌株

0153: H7 14097 Statens Serum lnstitut 血清型参照用標準菌株

0165: NM 3866-54 Statens Serum Institut 血清咽参照用標準菌株

OX3 Statens Serum Institul 血消塑参照用標準菌株

026 H19 Dr. E. Os ward" 1 Intimin /3型標準菌株

0157: I-17 EDL931 Dr. Y. Kudoh 

0157: H7 EDL933 Dr. James B. Kaperい 1982年米国集団事例

a) Unite INRA-ENVT de I¥tlicrobiologie Molecularie. Ecole Veterinaire de Toulouse. Cedex. France 

b) Center for Vaccine Development.じniversityof Maryland School of 1vledicine, Baltimore, USA 

トとして、 ExpandLong Template PCR System (Roche) 

により E.coli 0103 0抗原合成逍伝子オペロンを増輻

した。プライマーには当該逍伝子の 5'Conservedregi-

onであるJumpStartと 3'Conservedregionであ

る Gndを標的とする、 Fratamikoらが報告；：した

Jump Start Sens primerと GndAntisens primerを

使用した。

3. E. coli 0103 0抗原合成遺伝子オペロンの塩基配列

解析

E. coli 0103 : HS H515b株の 01030抗原合成辿伝

子オペロン全長を含む DNA増幡断片をテンプレート

として、最初にJumpStart Sens primerとGndAnti-

sens primerを使用したダイレクトシークエンスにより

塩枯配列を解読した。解読された配列に甚づき、約600

塩柚内側に増幅用プライマーを設計した。それらのプラ

イマーを使用して E.coli 0103 0抗原合成遺伝子オペ

ロンを再び増福し、当該プライマーを使用したダイレク

トシークエンスにより塩枯配列を解証した。この方法を

繰り返し、 16回の解析により E.coli 0103 0抗原合成

逍伝子オペロン全領域の塩基配列が解読された。

4. E. coli 0103 0抗原合成遺伝子オペロンの構成遺伝

子の特定

Open Reading Frame (ORF)の特定には DNASIS

software (Hitachi Software Engineering Co.) を使

用した。特定された ORFの塩柚配列を同 softwareに

よりアミノ酸配列に変換した後、 Updatedversion of 

the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

program at the National Center for Biotechnology 

Information server (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

online serachによりコードされているタンパクt1を特
定した。

川結果

Expand Long Template PCR System (Roche) を

使用した PCRにより、 01030抗原合成迫伝子オペロ

ン全長を含む11,950塩括の DNA増幅断片が得られ、そ

の塩枯配列を解析した結果、表2に示す12の ORFが特

定された。これらのうち、 0103抗原の特異的生合成に
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表2 E. coli 0103 0抗原合成迫伝子オベロンの構成退伝子

塩碁番号 ORF名称 遺伝子サイズ

269-1153 ORFl 885 bp 

1150-2022 ORF2 873 bp 

2015-2422 ORF3 408 bp 

2415-2948 ORF4 534 bp 

2960-4066 ORF5 1107 hp 

4054-5319 ORF6 1266 bp 

5323-6309 ORF7 987 bp 

6312-7202 ORF8 891 bp 

7202-8350 ORF9 1149 bp 

8353-9444 ORFlO 1092 bp 

9630-10751 ORFll 1122 bp 

10830-11858 ORF12 1029 bp 

関与している追伝子は ORF6の 0-antigen flippase 

(wzx) とORF9の0-antigenpolymerase (wzy)であ

ると考えられた。実際、 BLASTによる Similarity

searchにおいて、これらの ORFとホモロジーが信jい

辿伝子は検出されなかった。このことから、 WZXの587

bpを椋的とする rfbO103 wzxFプライマーと rfb0103

wzxRプライマーを、また、 wzyの45lbpを椋的とす

るrfb0103wzyFプライマーと rfb0103wzyRプライ

マーを設計して E.coli O 103 0抗原合成辿伝j'・オペロ

タンパク烈C)名称

dTDP-D-glucose 4, 6-dehydratase 

dTDP-glucose pyrophosphorylase 

dTDP-6-deoxy-3, 4-keto-hexulose isomerase 

Butyl transferase 

Amino transferase 

0-antigen flippase 

Glycosyl transferase 

Glycosyl transferase 

0-antigen polymerase 

Glycosyl transferase 

Galactosyl transferase 

UDP-galactose-4-epimerase 

ンの特異的検出 PCR法の開発を試みた。その結果、図

lに示すとおり、いずれのプライマーセットを使用して

もE.coli 0103 : H8 H515b株、 E.coli0103: H2 PMK 

5株および県内で分離された EHEC0103臨床分離株か

ら設計値と同サイズの増幅断片が褐られることが確認さ

れた。これに対して、対象としたその他の血消型の株か

らは妍幅断片が得られなかった。以上の結果は、今回設

計したプライマーセットが EHEC0103の特異的検出・

伺定に実用可能であることを示していた。

図1 wzxおよび wzyを標的とした 0103抗原特異検出・同定 PCR法の特異性 (1.5%Agarose gel) 

0-antigen flippase wzx O-antigen polymerase wzy 

100bp ladder 100bp ladder 
0103-HS H515b 0103:HS H515b 
0103:H2 PMK5 0103・H2 PMK5 
0103:H2 EC281 0103'H2 EC281 
0103 EC3096 0103 EC3096 
0103 EC3647 0103 EC3647 
0103 EC3928 0103 EC3928 

0103 EC4018 0103 EC4018 
0103 EC5087 0103 EC5087 
0103 EC6121 0103 EC6121 
0103 EC7401 0103 EC7401 

0103 EC7409 0103 EC7409 

0103 EC8960 0103 EC8960 

0121:H1039W 0121:HlO 39り

0123:H16 43¥Y 0123:H16 43¥Y 
091:NM H307b 091.NM H307b 
0145:NM E1385(3) 0145:NM E1385(3) 
0153 H7 14097 0153:H7 14097 
0165:NM 3866-54 0 1 6 5 • N u 3866-54 
OX3 OX3 

026 H19 026 H19 

0157 H7 EDL931 0157 H7 EDL931 
0157:H7 EDL933 0157:H7 EDL933 

↑ ↑ 

587 hp 451bp 
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W 考察

EHEC 0103は欧州諸国において以前から下痢症患者

からの分離頻度が高く、溶血性尿毒症症候群を惹起する

ことが報告されている＂）が、国内における分離報告は非

常に少ない。その理由の一つは、 0103型別用血消が市

販されていないために医税機関や臨床検査機関では本歯

を検出することができないことであると推察される。ま

た、型別用血清が市販されていないために、地方衛生研

究所においても 0103の同定は困難である。このように、

現在、国内における EHEC0103の検査体制は整ってい

るとはいいがたい状況にある。従って、国内における本

菌感染者の発生実態は明らかではない。 EHEC0103を

医療機関において検出するための方法としては、検査精

度に大きな問閣があるものの、 EHECが産生するエン

テロヘモリジンを検出する EHT培地を使用するスクリー

ニグ検西方法があるが、スクリーニング陽性となった株

について VT遺伝子の存在を確認する確定検査を実施

する必要がある。秋田県においては、医療機関検査室と

当所の連携が確立されており、 EHT培地スクリーニン

グ検査陽性株については全て当所で VT辿伝子保有の

確認検査を実施している。これにより、秋田県では年間

数事例の EHEC0103感染事例が確認されているc この

ことは、秋田県だけではなく、国内においても EHEC

0103感染事例は発生していることを示唆しており、国

内における本菌の検査体制を整備する必要性がある。分

離された EHECの血清型を決定するための方法として

は、型別用抗血清を使用する免疫学的方法と、最近報告

が散見される〇抗原合成辿伝子オペロンを標的とする

迫伝子学的方法がある。当所においては、すでに 0121へ
01575:、01117:'、09い抗原特異検出・同定用 PCRを

導入し、これらの血清型の EHECの血清型決定に際し

て免疫学的方法と遺伝子学的方法を併用することにより、

検査精度の向上を実現してきた。実際、 EHEC0121の

型別に使用する型別用血消は、 0103型別用血消と同様

に、 StatensSerum lnstitutからの輸入品であり、特

異性に問隠があるが、本怪iの血清型を決定する際に遺伝

子学的方法を併用することにより検査精度が向上するこ

とを確認している。今回、 0103抗原特異的検出・同定

用 PCR法を確立したことにより、 EHEC0103の型別

についても検査梢度が向上するものと推察される。さら

に、この PCR法は国内の地方衛生研究所においても広

く実施可能であることから、各地方衛生研究所における

EHEC 0103の検酉体制の整備にも寄与するものと考え

られる。一方、国内の医旗機関や臨床検査機関において

EHEC 0103等を検査可能とするためには、良囲・安価

な国産型別血消の市販が必須である。
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V まとめ

• E. coli 0103の血清型参照用標準菌株である E.coli 0 

103 : H8 H515b株を使用して E.coli 0103 0抗原合

成辿伝子オペロン全領域の塩甚配列の解読に成功し、

E. coli 0103 0抗原合成遺伝子オペロンが12の ORF

から成ることを明らかにした。

• 0103抗原の特異的生合成に関与すると考えられる

0-antigen flippase (wzx)と0-antigenpolymerase 

畑zy)辿伝子を特定し、 wzxの587bpを標的とする

rfb0103 wzxFプライマーと rfb0103wzxRプライ

マーを、また、 wzyの45lbpを標的とするrfb0103

wzyFプライマーとrfbO103 wzy Rプライマーを設

計した。

• E. coli 0103 : HS H515b株、 E.coli O 103 : H2 PMK 

5株、県内で分離された EHEC0103臨床分離株およ

びその他の血消型の対象株を使用して検討した結果、

いずれのプライマーセットを使用しても 0103抗原を

特楳的に検出・同定可能であることが確認された。

• 0103特異的検出・同定用 PCR法を確立したことに

より、 EHEC0103の検査精度の向上が期待される。

さらに、この PCR法は国内の地方衛生研究所におい

ても広く実施可能であることから、各地方衛生研究所

における EHEC0103の検査体制の整備にも寄与する

ものと考えられる。
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