
厚生科学研究費補助金（新興・再興感染症研究事業）

分担研究報告書

研究分担 東海・北陸地方 施設（地方衛生研究所及び衛生試験所）による 精

度管理および情報共有に関する研究

研究分担者 松本昌門 愛知県衛生研究所

研究協力者 山田和弘 愛知県衛生研究所

木全恵子 富山県衛生研究所

木村恵梨子 石川県保健環境センター

岩崎理美 福井県衛生研究所

柴田伸一郎 名古屋市衛生研究所

野田万希子 岐阜県保健環境研究所

信田充弘 岐阜市衛生試験所

永井佑樹 三重県保健環境研究所

山本新也 豊橋市保健所衛生試験所

中根千鶴 岡崎市総合検査センター

多和田光紀 豊田市衛生試験所

研究要旨

東海・北陸地方 施設（地方衛生研究所、及び衛生試験所）に対して、 精度管

理、 ．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、 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。

． 精度管理

最も多く認められた誤りは検体①の と の間に出現するエクストラバンドで 施設で

（＋）と解釈していた。今回の検体は 量が通常の倍量であったため、全体にバンドが太くス

メアーとなり 検体でバンドの有無の確認が困難であった施設があった。また、 のバンドが確

認できなかった施設があった。これは試薬のロットによる増幅効率の違いが強く示唆された。今

後、ブロック内の研修会等でフィードバックを行いたい。

．地域共有データベース

月から運用開始され、腸管出血性大腸菌シーズンをカバーすることができた。平成 年度は過

去 年間に比べより多くの株数が登録された。今後、データベースの活用法など啓蒙活動が必要で

あると思われる。クラウドデータベースによる情報共有は、データ登録さえすれば、瞬時にデータ

共有でき、管理者の負担が少ないメリットもあることから、今後の情報共有ツールとして重要であ

ると考えられた。
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．研究目的

腸管出血性大腸菌（ ）は死亡に至ること

もある腸管感染細菌として、公衆衛生上対策を

必要とする主要な病原体の一つである。 は

いわゆる食中毒の原因菌であると共に、食品を

介した 例も報告されている。

は散発事例に紛れることが多

く、発見が困難であるため、対策には迅速な分

子疫学解析と、情報共有が重要となる。東海・

北陸地方では従来情報共有が十分ではなく、

の把握に問題があった。かつ

て分子疫学解析手法がパルスフィールドゲル電

気泳動法（ ）に限られていた時は、分子疫

学情報を共有するためには、複雑な パター

ンの比較を行う必要があり、迅速な情報共有は

事実上不可能であった。しかし近年 による

の分子疫学法として

（ ）及び代表的な血清型の分子疫学

解析手法として

が登場し、迅速

性に加えデータベース化しやすい環境が整って

きた。そこで本研究では東海・北陸地方 施設

（地方衛生研究所、及び衛生試験所）に対して、

精度管理、 ．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、

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。

．研究方法

精度管理

愛知県衛生研究所から各地研に 株

からカラム精製した  を送付し、

解析結果を送付してもらった。その際、解析に

使用したサーマルサイクラー、電気泳動装置、

アガロース、電気泳動条件等についての調査を

行った。なお、送付した 検体のうち、検体番

号①については の上に非特異バンドが検出

される株であった（図 。

．地域共有データベース

各地研におけるデータ登録及びデータ閲覧の

利便性を考慮し、クラウドデータベースサービ

スである （サイボウズ、東京）を利用し

た の情報共有システム構築を行った。登録

情報としては施設名称、菌株の分離年月日、

の結果、及びその他の項目として非特異バン

ドを入力可能とした。登録したデータは直ちに

反映され、各ユーザーが確認可能となる。また、

の遺伝子型は視認性向上のため、 桁毎に

進法に変換したコード番号を付与し、運用し

ている。

（倫理面への配慮）

分離菌株についての研究を行い、患者情報は

利用しない。データベース構築に当たっては患

者情報を登録しない。

．研究結果

精度管理

各地研におけ の解析結果は 検体全て正

解が 施設、 検体正解が 施設、 検体正解、

正解なしが各 施設であった。最も多く認めら

れた誤りは検体①の と の間に出現

するエクストラバンドを （＋）と解釈したも

ので 検体正解の 施設を含む 施設で認められ

た。

正解が 検体の施設では全体にバンドが太くス

メアーとなり 検体でバンドの有無の確認が困

難であった。正解なしの施設では 検体全てで

のバンドが確認できなかった。

各施設における各施設における 実施環境を

表 に示す。各地研で様々なサーマルサイクラ

ーが使われていた。電気泳動装置については

ブランドのミニゲル電気泳動装置が多かっ

たが、一部バイオラドの を使用して

いる地研も見られた。アガロースについては添

付文書どおりとした地研が カ所と最も多かっ

た。

．地域共有データベース

平成 年 月から開始したデータベースの運

用は平成 年 月で一旦停止し、平成 年 月

から再開した。平成 年 月 日現在、 つの

施設から 株の の 情報が登録

されている。

．考察

精度管理

最も多く認められた誤りは①の と

の間に出現するエクストラバンドで 施設で
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（＋）と解釈していた。このエクストラバン

ドは比較的頻繁に認められることからをブロッ

ク内の情報共有をスス進める必要がある。

施設では全体にバンドが太くスメアーとなり

検体でバンドの有無の確認が困難であった。今

回の検体は 量が通常の倍量であったため、

増幅量が多くなりバンドが太くなったと思わ

れる。一部の施設では添加する検体量を半量に

したり、泳動する 産物を希釈する等して良好

な泳動図を作成していた。今後、当該施設には

平成 年 月に開催される東海・北陸微生物部

会でフィードバックを行いたい。

他の 施設では のバンドが確認できなか

った。 増幅不良はこれまで多々指摘されて

いた。また、他施設でも バンドが薄いので

試薬のロットによる増幅効率の違いが強く示唆

された。

．地域共有データベース

月から運用開始され、 シーズンをカバー

することができた。平成 年度は過去 年間に

比べより多くの株数が登録された。今後、デー

タベースの活用法など啓蒙活動が必要であると

思われる。クラウドデータベースによる情報共

有は、データ登録さえすれば、瞬時にデータ共

有でき、管理者の負担が少ないメリットもある

ことから、今後の情報共有ツールとして重要で

あると考えられた。

Ｅ．結論

精度管理

エクストラバンド、 増幅不良等の認識、

適切な泳動図を得るための知識を得るために継

続的な精度管理が重要である。

．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 の情報

共有を試みた。データベースの活用法などに課

題が残る。

Ｆ．健康危機情報

なし

Ｇ．研究発表

論文発表

なし

学会発表

なし

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況

なし
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図 精度管理に用いた 泳動図

－ 53 －



表１
各施

設に
おけ

るP
CR

実施
環境

施設
テン

プレ
ート

作成
方法

5%キ
レッ

クス
で熱

抽出
アル

カリ
熱抽

出 （
50m

M 
Na

OH
に菌

を懸
濁 

→ 
ボイ

ル1
0分

 →
 1M

 Tr
is-

HC
l(p

H7
.0)添

加 
→ 

遠心
上清

をテ
ンプ

レー
トに

使用
）

添付
文書

どお
り

添付
文書

推奨
法（

アル
カリ

溶解
法）

添付
文書

どお
り

サー
マル

サイ
クラ

ー機
種名

T1
00 

サー
マル

サイ
クラ

―（
バイ

オ・
ラッ

ド）
PC

Rシ
ステ

ムP
roF

lex
IS-

prin
ting

 PC
R反

応ボ
リュ

ーム
μ

μ
μ

μ
μℓ

アガ
ロー

スの
種類

及び
濃度

3%N
usi

eve
GT

G：
Se

eke
mG

TG
＝2

：1
3% 

Aga
ros

e K
AN

TO
 HC

 in 
0.5

×T
BE

3% 
Nu

Sie
ve 

GT
G ：

 Se
aKe

m G
TG

 = 
2 ：

 1
ゲル

濃度
3%　

　　
Nu

Sie
ve 

GT
G :

 Se
aKe

m G
TG

 = 
 2 

: 1 
 

3％
アガ

ロー
ス（

Ｎｕ
ｓｉｅ

ｖｅ　
ＧＴ

Ｇ：
Ｓｅ

ａＫ
ｅｍ

　Ｇ
ＴＧ

=2：
1）

電気
泳動

槽の
種類

Mu
pid

 ミニ
ゲル

泳動
槽

i-M
upi

d J
 ミニ

ゲル
泳動

槽（
コス

モ・
バイ

オ）
Mu

pid
-21

 ミニ
ゲル

泳動
槽（

コス
モバ

イオ
）

コス
モバ

イオ
㈱　

ｉ－
Ｍｙ

Ｒｕ
ｎⅡ

　
電気

泳動
電圧

・時
間

100
V、

60分
前後

（dy
eの

泳動
状況

で変
動）

100
V　

70分
135

Ｖ　
135

分
泳動

バッ
ファ

ー
0.5

×T
BE

0.5
×T

BE
0.5

×T
BE

0.5
×Ｔ

ＢＥ
その

他
TaK

aRa
の6

×D
yeを

使用

施設
テン

プレ
ート

作成
方法

送付
され

たサ
ンプ

ルを
その

まま
テン

プレ
ート

とし
て使

用し
た

当所
では

、単
離コ

ロニ
ーか

ら熱
抽出

法に
より

テン
プレ

ート
DN

Aを
作成

して
いま

す。
添付

文書
通り

添付
文書

どお
り

サー
マル

サイ
クラ

ー機
種名

PC
Rシ

ステ
ムP

roF
lex

IS-
prin

ting
 PC

R反
応ボ

リュ
ーム

μ
μ

添付
文書

通り
μℓ

アガ
ロー

スの
種類

及び
濃度

Nu
Sie

ve 
GT

G:S
eaK

em
 GT

G=
2:1

　3
％

Nu
sie

ve 
3:1

 Ag
aro

se、
 3%

添付
文書

通り
3％

アガ
ロー

ス（
Ｎｕ

ｓｉｅ
ｖｅ　

ＧＴ
Ｇ：

Ｓｅ
ａＫ

ｅｍ
　Ｇ

ＴＧ
=2：

1）
Nu

sie
ve 

3:1
アガ

ロー
ス　

3%
電気

泳動
槽の

種類
コス

モバ
イオ

㈱　
ｉ－

Ｍｙ
Ｒｕ

ｎⅡ
　

電気
泳動

電圧
・時

間
100

V　
75分

100
V・

60分
100

V 4
0分

135
Ｖ　

135
分

泳動
バッ

ファ
ー

0.5
％T

BE
添付

文書
通り

0.5
×Ｔ

ＢＥ
その

他
サン

プル
およ

びポ
ジコ

ン1
uLに

て泳
動

－ 54 －


