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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、以下各地研）において、 分子疫

学解析法として 、 、 の実施状況調査、 ． 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。

平成 年度

分子疫学解析の実施状況調査

及び は 発生時の分子疫学解析として実施されている。従って

によるデータ共有は可能と考えられる。しかし、 については一部の地研が実施してい

るにとどまり、 による地域データベース作成は困難である。

． 精度管理

過半数の地研で非特異バンドの誤判定または の増幅不良が見られた。安定した結果が得られ

るよう、情報提供などが必要である。

．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

啓蒙活動が必要である。

平成 年度

分子疫学解析の実施状況調査

及び は 発生時の分子疫学解析として実施されている。従って

によるデータ共有は可能と考えられる。しかし、 については一部の地研が実施してい

るにとどまり、 による地域データベース作成は困難である。

． 精度管理

すべての地研から予定どおりの 型が得られた。昨年度多く見られた 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 試薬のロットで試験し

たところ、 の増幅が悪く、ロット間差によるものとみられた。

．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

啓蒙活動が必要である。

平成 年度

． 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、以下各地研）にお

いて、 分子疫学解析法として 、

、 の実施状況調査、 ．

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

平成 年度

分子疫学解析の実施状況調査

各地研に 、 、 の

実施状況をアンケート調査した。調査項目とし

ては実施の有無および実施頻度とした。

． 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 と の間、及び より

やや大きい位置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。データ登録は各

地研が ファイルに入力したデータを一括登

録することとした 図 。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

与した。

平成 年度

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。

平成 年度
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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

平成 年度

分子疫学解析の実施状況調査

各地研における分子疫学解析の実施状況を表

に示す。 については保健所で検査を実施し

ている一地研を除き、全ての地研が 発

生時のみ実施としていた。 について

は一地研を除き全ての地研が全て又は

のみ実施すると回答していた。一方、 は

施設が全株を解析していたが、他の 施設は実

施しないと回答した。

． 精度管理

各地研における の解析結

果は表 のとおりである。 については全て

の地研が正しい結果であった。一方 につい

ては 地研のみ正しい回答が得られ、残る 地研

については何らかの間違いが見られた。間違い

の原因としては と の間の非特異バンド

を と報告した地研が カ所、 を と

報告した地研が カ所あった。 を と報告

した地研においてもキット付属の は全てのバ

ンドがはっきりと確認できた。

各地研における使用機器を表 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

データベースの運用は平成 年 月 日から

開始した。運用に当たっては各地研におけるセ

キュリティーポリシーの確認作業が必要となる

場合があり、地研によって運用開始まで日数を

要することがあった。平成 年 月 日現在、

カ所の地研から 株の の

情報が登録されている。データベース

に登録された 株は 種類の 型に

分かれた。そのうち、 種類の 型で

は複数県からの分離が見られた。

平成 年度

精度管理

各地研における の解析結

果は表 のとおりである。全ての地研が正しい

結果であった。昨年度の精度管理で多々見られ

た の報告は、今年度は見られなかった。

しかし今年度配布した サンプルを昨

年度と同ロットの試薬で確認したところ、 の

増幅が悪かった。

各地研における使用機器を表 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 日から開始したデータベース

の運用は平成 年 月 日で一旦停止し、平成

年 月 日から再開した。平成 年 月

日現在、 つの地研から 株（そのうち、 株

が平成 年度の分離株）の の
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情報が登録されている。データベース

に登録された平成 年度分離の 株は 種類

の 型に分かれた。そのうち、 種

類の 型に分類された 株において、

複数県からの同一 型株の分離が見ら

れた（表 ）。

平成 年度

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

平成 年度

分子疫学解析の実施状況調査

検査を実施していない一地研を除き、全ての

地研で と は実施可能であった。

しかし、その多くは 発生時のみの検査

であり、 対応するには日頃か

らデータを蓄積する必要があることから、各地

研の協力が重要となる。一方 については、

実施している施設は 施設のみであり、地域内

での情報共有は困難である。 データについ

ては今後も感染症研究所経由での情報共有が続

くとみられる。

． 精度管理

非特異増幅が見られる菌株で、誤判定が頻発

する実態が明らかとなった。誤判定した施設の

多くは電気泳動に問題があり、電気泳動のガイ

ドラインを提示する必要があると考えられた。

非特異バンドの誤判定を防ぐには、非特異バン

ドが出現しやすい位置に関する情報提供が必要

である。また今回 のバンドが薄く、” “判

定とした施設が多くあった。 については従来

から増幅が悪いことがあるといわれていたが、

環境の違いや、試薬のロット間差による増幅

効率の違いに加え、精度管理用 調製に問題が

ないか総合的に判断する必要があると考えられ

た。

．地域共有データベース

運用が 月以降と、 シーズン終盤以降の

スタートとなったことから、今年度については

試用版として位置づけられた。データベースに

は必要最小限度のデータしか登録しないことと

したため、セキュリティーポリシー上の問題は

無いと考えている。しかし、データを登録した

のは 地研にとどまっており、今後、地区の集

まりを利用して説明会を開くなど、利用法につ

いて啓蒙する必要があると考えられた。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。

平成 年度

分子疫学解析の実施状況調査

検査を実施していない一地研を除き、全ての

地研で と は実施可能であった。

しかし、およそ半数は 発生時のみの検

査であった。 対応するには日

頃からデータを蓄積する必要があることから、

各地研の協力が重要となる。また、登録のタイ

ミングが遅い傾向にあり、頻繁にデータ登録を

行ってもらうことも今後の課題である。一方

については、実施している施設は 施設の

みであり、地域内での情報共有は困難である。
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データについては今後も感染症研究所経由

での情報共有が続くとみられる。

． 精度管理

今年度の精度管理株は、比較的判定の容易な

ものを送ったこともあり、良好な結果を得た。

また、各施設とも電気泳動の質が向上しており、

良好な判定結果につながったと考えられる。

のバンドが薄くなる問題は発生しなかったが、

試薬のロット間差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。同一 型の株は頻

繁に分離されており、県境をまたいだ感染事例

存在の可能性が示唆されたが、原因調査には結

びつかなかったようである。衛生研究所には実

地調査の権限がないことも多く、容易に調査が

できない実態があると考えられる。また、同一

型株が比較的多く見られることも問

題であり、より菌株識別能力の高い方法による

裏付けが必要と考えられる。同一 パ

ターンの株が見つかった場合、可能な限り速や

かに を行う体制を構築する必要があると考

えられた。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。

平成 年度

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

（＋）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

平成 年度

分子疫学解析の実施状況調査

及び は 発生時の分

子疫学解析として実施されている。従って

によるデータ共有は可能と考えられる。

しかし、 については一部の地研が実施して

いるにとどまり、 による地域データベース

作成は困難である。

． 精度管理

過半数の地研で非特異バンドの誤判定または

の増幅不良が見られた。安定した結果が得ら

れるよう、情報提供などが必要である。

．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

ど啓蒙活動が必要である。

平成 年度

分子疫学解析の実施状況調査

及び は 発生時の分

子疫学解析として実施されている。従って

によるデータ共有は可能と考えられる。

しかし、 については一部の地研が実施して

いるにとどまり、 による地域データベース

作成は困難である。

． 精度管理

全ての施設で良好な結果が得られた。精度管

理を通じて技術水準を保つことが重要である。
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．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。

平成 年度

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

誌上発表

なし

学会発表

１．山田和弘、鈴木匡弘、松本昌門ら 志賀毒

素産生性大腸菌

（ ）法の開発 第 回腸管出血性

大腸菌（ ）感染症研究会 平成 年

月 日～ 日 東京都
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平成 年度

表 腸管出血性大腸菌分子疫学解析実施状況

施設名 備考

１ 集団のみ 集団のみ 実施せず

２ 集団のみ 一部実施 全株実施 は研究班依頼分のみ

３ 集団のみ 全株実施 実施せず

愛知県衛生研究所 集団のみ 全株実施 実施せず は研究として実施

４ 集団のみ 集団のみ 実施せず 今年度は解析実績無し

５ 集団のみ 全株実施 全株実施

６ 集団のみ 集団のみ 実施せず 今年度は解析実績無し

７ 実施せず 実施せず 実施せず

８ 集団のみ 一部実施 実施せず は研究班依頼分のみ

９ 集団のみ 集団のみ 実施せず 今年度は解析実績無し

１０ 集団のみ 集団のみ 実施せず 今年度は解析実績無し

表 精度管理結果

施設名
検体１ 検体 検体

判定エラーの推定原因

○ ○ ○ ○ ○ ○

○ ○ ○ ○ ○ ○

○ ○ ○ ○ 電気泳動時のアプライ量過多疑い

○ ○ ○ ○ ○ 電気泳動距離不足

○ ○ ○

○ ○ ○ ○ ○ 電気泳動距離不足

○ ○ ○

○ ○ ○

○ ○ ○ ○ ○ ○

○ ○ ○

○ 想定どおりの結果を報告

と の間の非特異バンドを と報告
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表 各施設における 実施環境

施設 サーマルサイクラー 電気泳動装置 備考

愛知 テンプレート作成は

使用

関東化学 使用

を に変更

電気泳動装置記載なし

、 、 、

、 、

、

図１ 精度管理用に送付した 株の パターン

ラダーマーカー、 ポジティブコントロール、 検体
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図 クラウドデータベース へのデータ入力方法

画面

をクリック
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をクリック

データのインポート
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データのインポート実行

ログアウト

① ファイル名

を指定し

② 読み込

む
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平成 年度

表 １ 集団のみ 集団のみ 実施せず

２ 集団のみ 全株実施 行政依頼のみ は研究班依頼分のみ

３ 一部実施 全株実施 実施せず

愛知県衛生研究所 集団のみ 全株実施 実施せず は研究として実施

４ 一部実施 一部実施 実施せず 今年度は解析実績無し

５ 集団のみ 全株実施 全株実施

６ 全株実施 全株実施 実施せず

７ 実施せず 実施せず 実施せず

８ 一部実施 一部実施 実施せず は研究班依頼分のみ

９ 一部実施 一部実施 実施せず

１０ 実施せず 実施せず 実施せず

表 各施設における 実施環境

施設 サーマルサイクラー 電気泳動装置 備考

愛知

テンプレート作成は

テンプレート作成は

使用

関東化学 使用

使用

、カラム抽出 使用

、 、 、

、 、

、

表 複数県から検出された パターン

パターン 合計
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図１ 精度管理用に送付した 株の パターン

ラダーマーカー、 ポジティブコントロール、 検体

平成 年度

図 精度管理に用いた 泳動図
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