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EHEC O157 のゲノムは大腸菌に共通の基本骨格と主
に外来性遺伝子からなる O157 特異的な領域からなり，
後者には病原因子の他に多くの可動性遺伝因子が含ま
れている 1）。ファージや挿入配列（insertion sequence：
IS）などの可動性遺伝因子は，一般に細菌が毒素などの
病原因子や薬剤耐性因子を獲得するために重要な役割を
果たすと考えられているが，さらに，進化系統解析と
詳細な比較ゲノム解析を組み合わせた近年の研究によ
り，特に IS629 がゲノム構造の変化を引き起こすことで
O157 ゲノムが多様性を獲得することがわかってきた 2）。
なお，このことを利用した新たな分子疫学的解析技術と
して，O157 ゲノム上に多数存在する IS629 の分布パター
ンをマルチプレックス PCR により解析する IS-printing
法が実用化されている 3）。IS-excision enhancer（IEE）
は細菌ゲノムからの IS の切り出しを促進する新規タン
パク質であり，O157 においては IEE と IS629 転移酵素

（transposase：TPase）が協働することでゲノムからの
IS629 の切り出しおよび数タイプに分類されるゲノム欠
失が引き起こされることから，O157 ゲノムが IS を介し
て多様性を獲得する際にも IEE が重要な役割を果たす
と考えられる 4）。

IS の研究は古くから行われており，ドナー DNA（転
移元）から切り出された IS 分子が別の場所に転移する
メカニズムの理解は進んでいる 5）。その一方で，IS が切
り出された後に残されるドナー DNA は何らかの方法で
修復されることが予想されるものの，そのメカニズムは
未だに解明されておらず，IEE の発見により今ようやく
ブラックボックスを開こうという段階にある。IS の切
り出しが起こる（切り出しが起こっても菌が生存してい
る）ためにはドナー DNA すなわちゲノムの修復が不可
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背景と目的
腸 管 出 血 性 大 腸 菌（enterohemorrhagic Escherichia 

coli：EHEC）による感染症は，日本を含む多くの国で
大きな問題となっている。EHEC は血性下痢と激しい腹
痛を主症状とする出血性大腸炎を惹起するが，本菌が特
に恐ろしいのは，極めて少ない菌量で感染が成立し，溶
血性尿毒症症候群や脳症など生死に関わる重篤な合併症
を数％の頻度で引き起こすことである。EHEC は人にも
動物にも感染するが多くの家畜には病原性を示さず，特
に本菌を保有する健康な牛を起点とする食品汚染が社会
において深刻な問題となっている。

1996 年には大阪府堺市において 6,000 人以上に及ぶ大
規模な EHEC O157 集団感染事例が発生，さらに全国各
地で様々な規模の流行が多発し，一種のパニック状態に
陥った。最近でも 2011 年には富山県など複数の県にわ
たって EHEC O111 および O157 による集団感染事例が
発生したほか，同年ドイツでは非典型的な EHEC O104
による大規模な集団感染事例が発生し，国内外で死者を
含む多数の感染者が出たことは記憶に新しい。富山県の
事例は従来の EHEC 感染症に比べて感染者の重症化率
が高い点が特徴的であり，またドイツの事例では典型的
な EHEC とは異なる腸管付着因子を保有する新型，す
なわち種類の異なる大腸菌とのハイブリッド型と考えら
れる菌が原因であった。これらの事例は，進化の過程で
ゲノムが多様性を獲得し，さらには新たな病原因子の遺
伝子を獲得することで，より病原性の高い EHEC が出
現していることを示唆する。
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欠であり，そこに IEE が関与すると考えられる。しか
し IEE 産生遺伝子（iee）は O157 のゲノム解析で初め
て塩基配列が明らかになった遺伝子であり，データベー
ス上に IEE と明確な類似性を有する既知タンパク質は

（2013 年 7 月現在においても）存在しないため，IEE の
生物学的な機能は全く不明である。本研究では，細菌の
細胞内で IEE が担っている役割を解明するための第一
段階として，IEE タンパク質の性状を明らかにすること
を目的とした。

研究の概要
1.	タンパク質タグの付加が IEEに与える影響の解析

マルトース結合タンパク質（MBP），グルタチオン -S-
トランスフェラーゼ（GST），FLAG などは他の分子と
の特異的親和性を利用したアフィニティタグとして用い
られ，タグをつけたタンパク質の単離精製，固定化，他
分子との相互作用の解析など，タンパク質の機能解析に
おいて強力なツールとなる。IEE の細胞内での機能を解
明するに当たり，まずはこれらのタンパク質タグの付加

が IEE と，IEE との相互作用が予想される IS629 TPase
の生理的あるいは物理化学的性質に与える影響について
検討した。

ドナープラスミドからの IS629 の切り出しが起こると
宿主大腸菌の薬剤耐性が変化する既報の IS 切り出し効率
測定法 6）を利用して，IEE または IS629 TPase へのタン
パク質タグ（N 末端 MBP，N 末端 GST，N 末端 FLAG，
C 末端 FLAG の 4 種類） の付加が大腸菌 K-12 株にお
ける IS 切り出し効率に与える影響をそれぞれ評価した

（図 1A）。その結果，これら 4 種類のタグを IEE に付加
しても，タグを付加しない場合と同等の IS 切り出し効率
が確認されたが，IS629 TPase についてはいずれのタグ
を付加した場合も顕著な IS 切り出し効率の低下がみられ
た （図 1B）。少なくとも IS 切り出しに関しては，IEE の
活性はタグ付加の影響を受けず，IS629 TPase の活性は
末端に付加したタグにより阻害されることが判明した。
IS629 の切り出し （および転移） には IS 両末端への IS629 
TPase の結合が必要であるが，その複合体形成を TPase
末端に付加したタグが阻害した可能性が考えられる。

図 1．IEE および IS629 TPase へのタグ付加の影響
（A）ドナープラスミドからの IS629 の切り出しが起こると宿主大腸菌の薬剤耐性がテトラサイクリン（Tc）耐性か
らアンピシリン（Ap）耐性に変化するため，Tc 耐性コロニーに対する Ap 耐性コロニーの出現率が IS 切り出し効率
となる。（B）左側に IEE または IS629 TPase に付加したタンパク質タグの種類および位置，右側に大腸菌 K-12 株に
おける IS 切り出し効率を表す。＊：菌の発育不良のため IS 切り出し効率を測定できなかった。
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IEE および IS629 TPase は溶解度が低く，in vitro 解
析に必要な大量のタンパク質を得るために過剰発現させ
ると凝集し，不溶性になるため解析に使用できない。一
般に，N 末端 MBP や N 末端 GST などの付加によりタン
パク質が可溶性になる場合があることが知られているた
め，N 末端 MBP を付加した IEE および IS629 TPase に
ついて，大腸菌で過剰発現させ，アミロース担体を用い
たアフィニティ精製を行った。図 2 に示す通り，IS629 
TPase は N 末端 MBP の付加により発現したタンパク質
の大半が培養上清すなわち可溶性画分に存在し，アフィ
ニティ精製後も可溶性を維持することができた。一方で，
IEE はタグ付加によっても溶解性が改善されず，発現し
たタンパク質のほぼ全量が不溶性画分に存在した。

タンパク質タグの付加により，IEE は生理的性質（IS
切り出し効率）は維持されるが物理化学的性質すなわち
溶解性は改善されず，IS629 TPase は逆に溶解性は改善
されるが生理的性質が低下した。これらの結果は，タ
グを付加した精製タンパク質を用いた IEE および IS629 
TPase のin vitro 機能解析は困難であることを示唆する。

2.	不溶性画分からのリフォールディング
凝集した不溶性のタンパク質が溶解性および生理的性

質を回復するためには，リフォールディングと呼ばれる

タンパク質本来の高次構造の再生が必要となる。通常，
タンパク質のリフォールディングは，高濃度の変性剤に
より可溶化された変性タンパク質溶液の希釈により達成
される。透析などの操作により変性剤は変性効果がなく
なる程度にまで希釈され，その過程で変性タンパク質の
自発的な折りたたみ （フォールディング） が行われる。
変性剤として尿素，塩酸グアニジン，各種界面活性剤な
どについてスクリーニングした結果，N- ラウロイルサ
ルコシンを用いることで野生型の（タグを付加していな
い）IEE および IS629 TPase を可溶性タンパク質とし
て精製することができた（図 3）。ただし，両者ともに
精製タンパク質の安定性が低く，特に IEE は可溶性の
維持に 20％濃度以上のグリセリンが必要であった。す
なわち，様々な酵素活性の測定や相互作用の検出など，
タンパク質の in vitro 機能解析における各種の反応を阻
害する可能性が高い溶液組成でなければ可溶性の維持が
困難であった。

残された課題
本研究で明らかになったように，IEE の生物学的な機

能を解明するためには，大腸菌の細胞内で維持できる程
度の発現量で検討可能な手法を用いて機能解析を行う必
要がある。例えば，DNA マイクロアレイを用いた網羅
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図 2．N 末端 MBP を付加した IS629 TPase の溶解性
レーン M，サイズマーカー； レーン 1，培養上清（可溶
性画分）； レーン 2，培養時の不溶性画分； レーン 3，ア
ミロース担体を用いたアフィニティ精製後のタンパク質
溶液。

図 3. 不溶性画分からのリフォールディングにより得られ
た IEE および IS629 TPase
レーン M，サイズマーカー； レーン 1，IS629 TPase； 
レーン 2，IEE。
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的な遺伝子発現解析を行い，IEE や IS629 TPase，ある
いは IS の転移に関連する宿主因子などの遺伝子発現に
連動して発現量が変化する遺伝子群を特定することによ
り，細菌における IEE の役割を（IS の切り出しに特化
して関与する因子としてだけでなく）ゲノムのメンテナ
ンスや細胞分裂など総合的な DNA 修復システムに関わ
る可能性も含めて幅広く検討することができると考えら
れる。また，IEE はタンパク質タグを付加しても生理的
性質が変化しないことから，ChIP-seq（ChIP-chip）や
プルダウンアッセイなどを用いた相互作用解析も有効で
あり，細胞内で IEE と結合するタンパク質または核酸

（の配列）を探索することで IEE の機能を理解すること
ができると予想される。現在，平成 24 ～ 26 年度科研費

（基盤 C）を獲得し，DNA マイクロアレイを用いた網羅
的な遺伝子発現解析を進めている。

IS の切り出しにおいてドナー DNA が修復されるメカ
ニズムは，長年にわたる IS 研究の歴史において現在に
至るまで未解明の課題である。IS がドナー DNA すなわ
ちゲノムから切り出される際に修復が行われなければ，
細菌は生存することができない。IEE を産生する EHEC
において IS の転移を介してゲノムが多様化しているこ
とは，換言すれば IS が切り出される際に IEE が行う修
復によってゲノム構造が維持された結果である。EHEC
は食品媒介性の深刻な人獣共通感染症を引き起こす。将
来，本研究を含む一連の成果と，EHEC の病原性解析や
疫学研究を組み合わせた応用研究により，EHEC がゲノ
ムに数多くの IS を保有することや IEE を産生すること
のメリットとデメリットがみえてくるはずであり，そこ
で得られた知見を EHEC の制御技術の開発に発展させ
ることが可能となるかもしれない。
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