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研究要旨： 

食品由来感染症における原因物質である細菌やウイルスが保有する病原体情報、すなわ

ち分子疫学解析から得られる遺伝子情報は、疫学情報とともに、流行株を把握し、感染原因

を究明し、感染拡大を阻止する上で重要である。実際の感染症対策および施策にあたっては

当該病原体情報を効率よく効果的に共有することが肝要である。腸管出血性大腸菌（EHEC）

に関し、パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）、IS-printing systemおよび multilocus 

variable-number tandem-repeat analysis（MLVA）の各解析法について検討、データベース

の構築、精度評価などを行った。IS 法は現在地方衛生研究所（地衛研）において最も精力

的に活用されている方法であることが示された。精度管理の実施を通して明らかとなった

IS法における判定補助のため、エキストラバントなど泳動像に係る情報収集を行った。PFGE

は感染研および各地衛研で、MLVA は主として感染研で実施されており、各地域もしくは全

国的な広域株の把握、集団事例への対応などに活用された。広域株に関する情報共有は電子

メールによる回覧および食中毒調査システム NESFD掲示板など活用した。 

ウイルスでは、カリシウェブから発展させた下痢症ウイルス分子疫学データベースツー

ルである、GatVirusWeb（GVW）の改良、安定稼働を推し進めた。これまでに約 10万件のデ

ータを収集した。OS 改訂に伴う対応を行った。検索ツールおよび情報取得環境の改善を行

った。ロタウイルス RNA-PAGE のバンドパターンから分類アルゴリズムを開発し、GVW への

実装を検討した。 

 

 

研究分担者 

グループ１： 

熊谷優子（秋田県健康環境センター） 

平井昭彦（東京都健康安全研究センター） 

鈴木匡弘（愛知県衛生研究所） 

勢戸和子 （大阪府公衆衛生研究所） 

中嶋 洋 （岡山県環境保健センター） 

世良暢之 （福岡県保健環境研究所） 

伊豫田淳 （国立感染症研究所） 

研究協力者：大西 真、石原朋子、李謙一

（国立感染症研究所）および各地方衛生研

究所等関係者 （各研究分担報告書を参照） 

グループ２： 

片山和彦 （北里大学） 

－ 1－



三瀬敬治 （札幌医科大学） 

 

A. 研究目的 

 食品由来感染症において、細菌では腸管

出血性大腸菌（EHEC）などが、ウイルスで

はノロウイルスなどが毎年流行を繰り返し

ている。これらの病原体には多様なバリア

ントが存在し、その流行型は毎年変化して

いる。本研究では分子疫学解析の開発・評

価・精度管理、当該解析法に基づく病原体

情報の収集およびデータベース化、ならび

に当該病原体情報の効率的、効果的な共有

化を行うためのシステムの開発を柱として

いる。本研究によって流行株の把握、なら

びに広域事例における感染源の究明及び感

染拡大の防止に貢献することを目指してい

る。 

B. 研究方法 

 対象となる病原体別に本研究班を 1)細

菌、2)ウイルスの二グループに分け、それ

ぞれの班を中心に病原体検査法の開発、評

価及びネットワークの構築を行う。各グル

ープでの研究方法について以下に述べる。 

1)細菌グループ；a)日本全国の地方衛生

研究所（地研）を６ブロックに分け、各ブロ

ック内の地研で分離菌株（腸管出血性大腸

菌 O157 等）に対する PFGE解析及び O157に

ついては IS-printing system（IS法）の精

度管理を継続した。b) 平成 22 年度に立ち

上げた BioNumerics サーバーの環境整備を

継続した。c) EHEC O157の IS 法オンライ

ンデータベースに関しては、平成 23年度ま

での厚生労働科学研究事業で構築してきた

データベースを基盤に、データの拡充を行

った。d) 分担研究者の統括ブロックにおい

て、発生事例に応用した PFGE 或いは IS 法

によるデータベース構築を検討もしくは継

続した。さらに、データベースを活用して集

団発生事例等に対応した。e) EHEC O157、

O26、O111に関して multilocus variable-

number tandem-repeat analysis（MLVA）に

よる解析の運用を検討した。f) PFGE、IS法

等の得られた結果を迅速に共有するため、

電子メール配信および食中毒調査システム

（NESFD）掲示板を使用した。 g) EHEC分子

疫学解析の手法について、地衛研における

実施状況を把握するためのアンケートを実

施した。 

2)ウイルスグループ； 

 ロタウイルス（RV）は二本鎖 RNA で構

成される 11 本の遺伝子分節をゲノムとし

て有する。RV感染患者の便検体から RNAを

抽出し、マイクロチップ電気泳動装置

MultiNAを用いて分離した。得られたバンドパ

ターンの画像と electrophoregram（泳動波形

とピーク位置が示されたグラフ）の蓄積を行

った。すべての検体について、次世代シーケ

ンスシステムを用いたウイルスゲノムの塩基

配列解析を行い、遺伝子型を決定してパター

ンライブラリーに蓄積した。相関値の算出は、

泳動パターンの長鎖部分（上部）、中鎖部分

( 中 部 ) 、 短 鎖 部 分 （ 下 部 ） に 分 け 、

electrophoregramのフィッティング処理を行

った後、その相関係数をそれぞれ算出した。 

 オンライン下痢症ウイルスデータベース

（GatVirusWeb）の構築、改良及び維持管

理を行う。ユーザーから提案される改良案

等の案件に関して、データベースウェブサ

イトに搭載を行い、テストドライブにてパ

ブリックベーター版をユーザーに評価させ

る。実際のユーザーからのリクエストをウ
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ェブサイトに併設している掲示板を通じて

入手し、リクエストを反映させつつウェブ

サイトの充実を図る。さらに、現状のユー

ザーを把握するため、アクセスモニターを

施行し、利用状況に応じたウェブ管理、改

変を実施する。 

  

C. 研究結果 

細菌グループ； 

１．感染研における研究 

BioNumerics(BN) serverによるオンラ

インシステムのデータベースの継続的な運

用を行った。2016年に分離された EHECに

ついて MLVA および PFGE解析を行い、その

遺伝子型別に基づいて分離株の動向につい

て調べた。EHEC O157 1397株、O26 607

株、O111 57株について MLVA 法を用いて

解析し、それぞれ、527、196、29 のタイ

プが同定された。このうち、2株以上検出

された型は O157 で 190（36%）、O26で 92

（47%）、O111で 11（38%）であった。解

析した EHEC 株のうち、5地研以上で検出

された MLVA コンプレックスもしくはタイ

プに含まれる株は 668 株であった。当該コ

ンプレックスは O157 20種類、O26 1種類

であり、コンプレックスに含まれない広域

タイプは O157で 1種類、O26で 1種類で

あった。複数の地研で同一の MLVA型を示

す株、もしくはコンプレックスに含まれる

株が検出された場合には関係機関、もしく

は研究分担者を介して情報を提供し注意喚

起を行った。広域株には集団事例に関連す

るものも含まれたが、一方で疫学的な関連

性が不明の株もあり、今後も引き続き病原

体情報の迅速な提供、共有について検討の

必要があると考えられた。 

2016年に国内で分離された腸管出血性

大腸菌（EHEC）についてパルスフィールド

ゲル電気泳動（PFGE）解析を行い、そのパ

ターンに基づいて各 O群における分離株の

動向について調べた。EHEC O157の 429

株、O26の 183株については、それぞれ

296、146種類のサブタイプが付与され

た。O157、O26、O111以外の O群の EHEC

のうち、検出頻度の高い O群として、O103

は 57種類、O121は 25種類、O145は 19種

類、O91は 17種類、O115は 8種類、O128

は 9種類、O8は 10種類の PFGEパターン

が確認された。これらの PFGEパターンの

うち、5つの O群（O103、O121、O145、

O115、O5）において、2ヶ所以上の地方衛

生研究所等で検出された同一 PFGEパター

ンが 13種類確認された。 

２．北海道・東北・新潟ブロック 

北海道・東北・新潟ブロック内の分子疫

学的解析法の検査精度向上と病原体情報の

共有化システム構築を目的として、腸管出

血性大腸菌（EHEC）O157 IS-Printing 

Systemについてブロック内の地方衛生研

究所 11施設の精度管理を実施した。さら

に、ブロック内での情報共有化システム構

築の基礎的検討として、各県で分離された

菌株の IS-Printing Systemのデータを集

積し発生パターンを調査した。また、平成

28年度は冷凍メンチカツを原因食品とす

る食中毒が広域に発生し、ブロック内でも

患者発生が確認された。その際、IS-

Printing Systemによる解析が、関係機関

との情報共有に有用であった。 

【病原体情報の疫学調査への活用例の報告

（以下、追加事例報告等）：秋田県】 

３．関東・甲・信・静岡ブロック 
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精度管理は、検査・解析レベルの維持、向

上を目的として実施される。平成 28年度も

共通菌株を用いて PFGE 法、IS 法の精度管

理を行った結果、いずれも良好な成績であ

った。しかし、PFGE法では画像が若干不鮮

明なもの、IS法ではエキストラバンドの報

告が無いものがあった。 

アンケート調査の結果、各施設では分子

疫学解析を行政活用した事例を数多く経験

しており、他施設との共同により広域事例

を明らかにした事例も多くあることが判明

した。 

IS 法および MLVA 法の導入と手技の統一

を目的として、標準プロトコルの作成につ

いて検討を行った。 

【追加事例報告等：東京都、千葉県、横浜市

など】 

 

４．東海・北陸ブロック 

 東海・北陸地方 11施設（地方衛生研究所、

及び衛生試験所、以下各地研）において、1. 

分子疫学解析法として PFGE、IS-printing 

system、MLVA の実施状況調査、2．IS-

printing精度管理、3．地域共有データベー

ス構築を行い、分子疫学解析の解析精度を

高めると共に、地域間でのスムーズな情報

共有により、diffuse outbreakなどの公衆

衛生上の脅威を迅速に把握するシステムの

構築を目指す。 

1.分子疫学解析の実施状況調査 

PFGE 及び IS-printing は outbreak 発生時

の分子疫学解析として実施されている。従

って IS-printing によるデータ共有は可能

と考えられる。しかし、MLVA については一

部の地研が実施しているにとどまり、MLVA

による地域データベース作成は困難である。 

2．IS-printing精度管理 

すべての地研から予定どおりの IS-

printing型が得られた。昨年度多く見られ

た hly の増幅不良は見られなかった。今年

度の精度管理サンプルを昨年度使用した

IS-printing 試薬のロットで試験したとこ

ろ、hlyの増幅が悪く、ロット間差によるも

のとみられた。 

3．地域共有データベース 

クラウド型データベースを用いた IS-

printingの情報共有を試みた。データベー

スの活用法など啓蒙活動が必要である。 

 

５．近畿ブロック 

 腸管出血性大腸菌 O157 の遺伝子型別法

である IS-printing System（IS）法および

パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）法の

信頼性確保のため精度管理を実施するとと

もに、近畿 ISデータベースを活用して、流

行株の探知や複数の自治体にまたがる事例

の解析を行った。IS法の精度管理では 11施

設中 2 施設で誤判定があり、正確な判定に

は、18本の陽性対照バンドが十分な間隔で

識別できる電気泳動画像と慎重な判断が必

要であることを再認識した。PFGE法の精度

管理については概ね良好な結果であったが、

画像によっては解析困難な部分があり、未

消化バンドや薄いバンドあるいは極端に太

いバンドの解消が課題である。近畿 ISデー

タベースへの登録は昨年より減少したが、7

月には感染研 ISパターン番号 AA024が急増

した。ブロック内の情報交換により、一部の

感染者については 7 月 2 日および 7 月 8 日

に同一施設を利用しており、感染研 MLVAタ

イプも一致することが判明した。これまで

のデータの蓄積から、IS法は菌株によって
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エキストラバンドが増幅されることがわか

っており、近畿 IS データベース登録株につ

いてエキストラバンド情報を整理した。判

定に影響があると考えられるサイズのエキ

ストラバンドは、セット 1、セット 2合わせ

て 22か所に 643 本が登録されていた。特に

運動性陰性株（O157:HNM）は、セット 1 で

約 800bp のエキストラバンドが増幅される

ことが多く、1-03 との判別に注意が必要で

あると考えられた。 

６．中国四国ブロック 

 食品由来感染症の広域発生事例において

は、事例由来株の分子疫学解析結果等を共

有・比較する必要がある。このため、中四

国地域の各施設における分子疫学解析手法

の技術の維持と解析精度の向上や、将来的

に解析データや疫学情報を用いたデータベ

ースを構築し利用可能にすることを目的と

して、腸管出血性大腸菌( EHEC ) O157菌

株を用いた IS-printing System、パルス

フィールドゲル電気泳動法( PFGE法 )及

び multiple-locus variable-number 

tandem-repeat analysis（MLVA 法）によ

る精度管理を、実施した。その結果、多く

の施設が良好な結果であったが、一部施設

では検査法の改良・工夫や技術の習熟が必

要と思われた。 

平成 28年度に中四国地域で発生した

EHECによる感染事例について、IS-

printing system等による分子疫学解析デ

ータや疫学情報を収集し解析した結果、7

種類の ISコードの菌による感染事例の発

生が、複数の県で確認された。このうち、

疫学的な関連が確認された 2事例を含めて

5事例では、MLVA 法による解析結果も一致

していた。広域発生事例の疫学解析に重要

である分子疫学解析結果等を用いたデータ

ベース構築に向け、今後さらに分子疫学解

析技術の維持・向上が重要になるものと思

われる。 

【追加事例報告等：鳥取県、島根県、広島

県、広島市、山口県、香川県、高知県】 

 

７．九州ブロック  

九州地区では、1．IS-printing System（以

下、IS法とする）による IS型別データベー

スの運用、2．腸管出血性大腸菌（以下、EHEC）

検出状況の解析、3.EHEC による集団発生事

例の集約、4．精度管理(IS法、PFGE)及び 5．

IS 法で発生したエキストラバンド情報の集

約の 5項目について取り組んだ。 

九州地区における腸管出血性大腸菌 O157

（以下 O157EHEC）の IS型別の登録数は平成

28年 12月現在で 1602 件（平成 22 年度 312

件、平成 23 年度 229 件、平成 24 年度 229

件、平成 25 年度 224 件、平成 26 年度 206

件、平成 27年度 204件及び平成 28年度 198

件）であり、毎年 200件前後の登録で推移し

ている。九州地区で平成 28 年度に収集され

た EHEC は 471 株であった。その内訳は、

O157EHECが 227株、O26 EHECが 164株、O111 

EHECが 18株、O103 EHECが 17株、O121 EHEC

が 9 株、O91 EHEC が 6 株、O145 EHEC が 6

株、その他の血清型が 16 株及び血清型別不

能が 8 株であった。九州地区は非 O157EHEC

の占める比率 48.2%であり、本研究で

O157EHECに加えて非 O157EHECの情報収集に

も積極的に取り組んでいる成果が現れてい

るものと思われた。平成 28年度の O157EHEC 

及び 非 O157EHEC による集団発生事例は 11

事例であった。その内訳は、O157EHECによる

ものが 5事例で、O26EHECによるものが 6事
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例であった。精度管理では昨年度に引き続き

IS 法、PFGE について実施した。IS 法では、

エキストラバンドがある菌株で誤判定がみ

られた。PFGEでは、泳動は概ね良好に行われ

ていたが、11 地衛研の各担当者が判定した

バンド数で、全 4株一致した地衛研は 1地衛

研のみであった。ほとんどの地衛研が 0～3

本相違であり、昨年度と比べると相違数が少

なくなっていた。一致しなかったのは、バン

ドの濃淡やバックグラウンドに差がみられ

たこと、担当者によりバンドの有無の判定に

差があることが原因と考えられた。 

  

８．ブロックアンケート結果 

EHECの分子疫学解析手法 PFGE、IS法およ

び MLVA について各地衛研での実施状況をア

ンケート形式で情報収集した。PFGE 実施率

は 74%で、このうち（ほぼ）全株試験してい

る地衛研は 34%であった。同様に、IS法実施

率は 88%（うち全株試験は 68%）、MLVA実施

率は 15%（うち全株試験は 80%）であった。

全体としては昨年度と変わらなかったが、な

かには実施状況に変化が見られた地衛研も

あった。 

 

ウイルスグループ； 

ロタウイルス（RV）は二本鎖 RNA で構成

される 11本の遺伝子分節をゲノムとして

有する。RV感染患者の便検体から抽出し

た RNAをポリアクリルアミドゲルで電気泳

動（RNA-PAGE）すると、その分子量や二次

構造の違いにより各分節を分離・検出する

ことが可能である。この泳動パターンは遺

伝子型や株によって異なるため、検体間の

ウイルスの類似性を推定する事も可能であ

る。我々は、RNA-PAGEによるパターン分

類をマイクロチップ電気泳動装置 MultiNA

に適応させ、MultiNA泳動パターンフィッ

ティング解析によって算出される相関係数

を用いた株分類法の開発を進めている。本

研究班では、このパターンフィッティング

ソフトウェアと標準株のパターンをウェブ

ページ上に公開し、全国の地方衛生研究所

からアクセスしてオンラインでロタウイル

スの遺伝子型分類、株分類が可能なシステ

ム構築を進めた。 

 ロタウイルス遺伝子データベースおよび

遺伝子型判定システムを CaliciWebに加

え、新たに GatVirusWebとして運用するべ

く Web siteの構築、維持、開発を行う。

具体的には、これまで運用してきたカリシ

ウイルスデータベース＆配列検索システム

に、NoroNet norovirus genotyping 

systemへのリンクを加え、さらにロタウ

イルスでは、RNA-PAGEによるパターン分

類をマイクロチップ電気泳動装置 MultiNA

に適応させ、MultiNA泳動パターンフィッ

ティング解析によって算出される相関係数

を用いた株分類法の搭載準備を進めた。本

年度は過去三年間で倍増したデータに対応

し、今後搭載されるロタウイルスのパター

ンフィッティングソフトウェアへの対応へ

も対応するため、サーバー環境の刷新を行

った。 

 

D. 考察 

食品由来感染症の病因物質である細菌や

ウイルスの病原体情報、すなわち分子疫学

解析によって得られる遺伝子等の情報は、

患者の疫学情報とともに、感染原因究の明

や感染拡大の阻止などの感染症対策を講じ

るために重要な要素である。 
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分子疫学解析による得られた病原体情報

を具体的な対策に結び付けるために、当該

病原体情報を共有化することも重要な工程

の一つである。 

本研究班においては closed network上に

て病原体情報のデータベースを利用するシ

ステム、すなわちウイルスでは

GatVirusWeb、細菌ではパルスネットの構築

および運用を進めた。また、細菌グループ

ではより迅速かつ積極的に病原体情報を共

有すべく、電子メールおよび NESFD掲示板

等などのルートも情報共有のあり方の一つ

として推し進めた。今後もこれらの情報共

有システムを継続的に運用し、システムの

向上につなげることが重要である。 

本年度も病原体情報から全国および各ブ

ロックならびに各自治体において流行把握

ならびに食中毒および行政指導などの行政

対応に結び付いた事例報告がなされた。報

告にはメンチカツ喫食による広域事例等も

含まれた。事例対応については日頃からの

検査体制および病原体情報の共有化システ

ムの整備があって初めて可能となるため、

継続的な運用が必要である。 

解析手法のアンケートから、現在 EHEC 

O157の解析において IS法が重要な位置を

占めていることが示唆された。一方で、各

ブロックにおける精度管理の結果から泳動

像の判定、エキストラバンドの取り扱いな

どに関して、問題点も指摘された。IS法は

市販キット化されているが、電気泳動等の

使用機器によって結果の判定に影響が出る

ことが示された。IS 法について泳動像の判

定精度を向上・維持するため、エキストラ

バンドに関する情報収集を行った。収集し

た情報を集約し、利用可能な形にすること

が重要である。 

地衛研では担当者の交代も頻繁にあるた

め、解析技術の精度維持は病原体情報ネッ

トワークの構築に不可欠な要素である。そ

のためには、本研究のような継続した精度

管理の運用が必要と考えられる。 

MVLAを導入したことでよりリアルタイム

に近いサーベイランスが可能になりつつあ

る。MLVAは IS法と同様、結果がデジタル

形式なので情報共有がしやすい。いくつか

の地衛研においては MLVAが実施されてお

り、今後感染研の結果と照合するととも

に、データをやり取りすることで病原体情

報の収集ならびに共有化が一層早められる

ことが期待される。 

一方で、類似株をまとめた MLVAコンプレ

ックスが複雑なものもあった。地域別、型

別の検出状況の整理を行ったが、情報提供

の仕方については今後も検討の余地がある

と考える。 

ロタウイルス RNA-PAGEは迅速かつ簡便な

ロタウイルスの解析法として本研究班の前

身より検討を始めた新規システムである。

本解析法は糞便から直接かつ迅速に泳動パ

ターンを取得し、細菌の分子疫学解析にお

ける PFGE法のように泳動パターンを比較す

ることでデータベース化を図れる手法であ

る。MultiNAを用いることで泳動パターン

の安定化を図りラボ間アッセイを可能にし

た。泳動パターンの解析ツールを開発し、

株判定システムの正答率を実用レベルにし

た。 

ノロウイルス、サポウイルスなどのカリ

シウイルスに特化した CaliciWebから、他

の下痢症ウイルス情報も統合した

GatVirusWebの構築を進めている。上記ロ
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タウイルス RNA-PAGE 法の実装に向けて準備

を始めた。ウイルス遺伝子データベースは

年々増加の一途をたどっている。GVWでも

同様であり、病原体情報を収集するオート

パイロットプログラムにより、データベー

ス上にはこれまでに 8万以上のデータが収

集されている。より効率よく目的とする遺

伝子を検索できるようにするためのプログ

ラムの改善を図っている。今後も国内外の

下痢症ウイルス情報共有の重要な場として

機能を充実させていく予定である。 

 

E. 結論 

病原体情報取得のための技術開発、デー

タの蓄積ならびに情報の共有は感染症対策

において必須である。 

EHEC感染症においては病原体の解析手

法も主要な 3種類の技術（PFGE、IS、MLVA

法）を含めて多様化してきており、それぞ

れの分解能、利便性、迅速性等の特徴を把

握することは、病原体情報の事例対応への

活用に重要である。 

よりリアルタイムに近い事例探知および

解析に向けて、その精度を確保すべく精度

管理およびそれに基づくデータベースの構

築、さらに効果的な情報共有が重要であ

る。情報共有のあり方も含め、各々の解析

手法に係る各工程において検討および改善

を図っていくことが重要である。 

ウイルスの GatVirusWeb（前

CaliciWeb）では、広範なウイルスを対象

に病原体情報の収集及び解析プログラムの

実装などが進められている。新たな機能と

して RNA-PAGE法によるロタウイルスデー

タベースの搭載が視野に入ってきた。 
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