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研究要旨 

地方衛生研究所（地衛研）で必要性が高いと考えられる腸管出血性大腸菌（EHEC）O157 の

分子疫学解析について、近畿ブロック内で共通の遺伝子型別法を使用するため、IS-printing 

System（IS）法およびパルスフィールド・ゲル電気泳動（PFGE）法の精度管理を実施した。

また、EHEC O157 の発生状況や流行菌型を迅速に把握するため、近畿 IS データベースの充実

と活用を図った。IS 法は、誤判定がみられた年もあったが、精度管理の実施およびエキスト

ラバンド集の情報集約により、エキストラバンド増幅の存在を認識し慎重に判定することを

徹底できた。近畿 IS データベースには 3 年間で 769 株の登録があった。分離年に特徴的で関

連性が強く示唆されるタイプがある一方で、毎年 10 株以上登録されるような IS 型もみられ

た。同一タイプの集積時には、疫学情報や詳細な遺伝子型別結果を情報交換することが重要
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である。PFGE 法は、実施経験の少ない施設で、バンドが不明瞭あるいは未消化バンドが残る

など自動バンド認識が困難な場合があり、技術的な課題が残った。IS 法よりも解析能力が高

く、PFGE 法よりも技術的要因の影響が少ないと考えられる Multilocus variable-number tandem 

repeat analysis（MLVA）法について、地衛研への導入を検討すべきである。 

 

A. 研究目的 

腸管出血性大腸菌（EHEC）感染症では、

全国的に分離株の遺伝子型別が実施されて

おり、近畿ブロックでも、最も届出数の多い

血清群O157についてはスクリーニング法と

して IS-printing System（IS）法を、より詳細

な解析法としてO157以外の血清群でも解析

可能なパルスフィールド・ゲル電気泳動

（PFGE）法を実施している。これらの方法

を 12 箇所の地衛研で共通の遺伝子型別法と

して用いるため、毎年精度管理を実施した。

また、EHEC O157 の発生状況や流行菌型を

迅速に把握するため、IS 法の型別結果を数

値化した近畿 IS データベースの充実と活用

を図った。これらの方法は各自治体で発生し

た様々な事例にも応用し、疫学解析の一助と

した。 

 

B. 研究方法 

1. 供試菌株 

IS 法および PFGE 法の精度管理には、大

阪府で分離された EHEC O157 を使用した。

実施年の分離株から異なる遺伝子型の株を

選択し、所定の菌株搬送容器を用いて研究協

力者に送付した。 

 

2. IS 法の精度管理 

IS 法は、IS-printing System Version 2（東洋

紡）を使用し、電気泳動は説明書に記載の条

件（3%アガロースゲルと 0.5xTBE バッファ

ーを使用）または自動電気泳動装置

（QIAxcel; QIAGEN、MultiNA; 島津製作所）

を用いた。プライマーごとに増幅の有無を「1」

「0」で記入した判定表と電気泳動画像を研

究分担者に送信した。 

 

3. 近畿 IS データベース 

施設ごとに EHEC O157 を収集して IS 法

を実施し、その結果を施設内データベースに

登録した。更新した施設内データベースは研

究分担者およびデータベース管理者に送信

され、データベース管理者はそれらを元にレ

ファレンスデータベースを更新して、最新版

を研究協力者に電子メールで送信した。 

データ入力は、IS法の判定結果に加えて、

菌株番号、血清型、日付（分離日、発症日な

ど）、管轄保健所を必須項目とし、判定結果

は十進法に変換した「IS コード」としてデー

タベース上に表示した。2017 年には、国立感

染症研究所（感染研）で実施している

Multilocus variable-number tandem repeat 

analysis（MLVA）型および感染研番号を追記

でき、感染研 IS パターン番号が表示される

ようバージョンアップを行った（図 1）。 

 

4. PFGE 法の精度管理 

平成 15 年度から使用している「PFGE New 

Protocol-Kinki」に従って実施し、サイズマー

カー（Salmonella Braenderup H9812 PulseNet 

Standard Strain の Xba I 切断）の Band 9 と
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Band 10 が明瞭に 2 本に分かれ、Band 16 が

認識できる電気泳動画像を求めた。画像は

TIFF ファイルにして研究分担者に送信され、

大阪健康安全基盤研究所（旧大阪府立公衆衛

生研究所）で、BioNumerics ver. 6.1（Applied 

Maths）を用いて解析した。 

 

C. 研究結果 

1. 近畿ブロックにおける遺伝子型別実施状

況 

毎年、EHEC の遺伝子型別実施状況に関す

るアンケートを実施した（表 1）。IS 法を実

施している 11 施設では、収集された EHEC 

O157 の全株について解析しており、H29 年

度はこれまで未実施であった 1 施設が精度

管理に参加した。PFGE 法については、精度

管理株および行政対応等で依頼のあった

EHEC またはその他の菌種について実施し

ていた施設が多く、3 施設では EHEC 全株に

ついて解析していたが、2 施設は未実施、1

施設では 3 年間精度管理株のみを実施する

にとどまっていた。MLVA 法を実施していた

施設はなかった。 

 

2. IS 法の精度管理 

1-2 年目は 11 施設、3 年目は 12 施設で実

施した。毎年、陽性バンドとサイズの近いエ

キストラバンドが増幅される株を 1 株使用

したが、2 年目に 2 施設で誤判定が見られた

ほかは、良好な結果であった。また 1 年目は、

試薬のロットによって 1-06 および 2-09 の増

幅が弱い傾向がみられた。陰性と判定した 1

施設ではテンプレートの調整から再実施し

たが、1-06 は陽性と判定されたものの 2-09

は増幅されなかった。 

 

3. 近畿 IS データベース 

2009 年 10 月に開始したデータベースは、

それ以前に分離された株を含めて 3,115株が

登録されており（2018 年 2 月 16 日現在）、

この 3 年間の登録数は概ね減少傾向であっ

た（表 2）。 

2015 年からの 3 年間に登録された主な IS

型を表 3 および表 4 に示したが、感染研 IS

パターン番号 AA705 および AA195、AA024、

AA756 および AA831 はそれぞれ 2015 年、

2016 年および 2017 年に特徴的なタイプで、

分離月も集中していた。ブロック内で疫学情

報や MLVA 型について情報交換した結果、

AA024、AA756 および AA831 は同一の感染

源が強く示唆された。一方で、AA023 および

AA063は毎年多く登録されており、MLVA型

もそれぞれ数タイプに分かれた。AA023 は

2009年から毎年 10〜41株分離されていたが

（図 2）、感染者 10 名以上の集団事例は含ま

れておらず、分離月も毎年 4〜10 か月にわた

っていた。AA063 も、2014 年の保育園集団

事例（19 株）以外は散発または家族・グルー

プ事例であった。データベース全体を見ても、

数年にわたって多数分離されるタイプと、特

定の年だけに集中して分離されるタイプが

みられた（図 2）。 

データベース登録株について、プライマー

ごとの陽性率を調べた（表 5）。病原性関連遺

伝子 stx1、stx2、eae および hlyA の陽性率は

それぞれ 67.1%、98.7%、99.9%および 98.6%

であった。IS の分布に由来するバンドは、セ

ット 1では 1-13と 1-15、セット 2では 2-02、

2-12 および 2-15 で 90%以上を示した。 
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4. IS エキストラバンド集 

2017 年 1 月 8 日時点の近畿 IS データベー

ス登録株 2,914 株のうち、591 株でエキスト

ラバンド欄が入力されていた。このうち、誤

判定の可能性が考えられる増幅サイズにつ

いて IS 型ごとに整理し、登録施設に画像提

供を依頼した。最終的に 39 パターンについ

て、電気泳動画像、電気泳動条件、感染研 IS

パターン番号、判定表、注意点を整理して、

IS エキストラバンド集に提供した。 

 

5. EHEC O157 の PFGE 精度管理 

PFGE の精度管理には毎年 11 施設が参加

した。電送された画像はサイズマーカー株の

画像は概ね条件を満たしていたものの、バン

ドの太さやコントラストは様々であった。制

限酵素による切断が不十分であると推察さ

れるバンドがある、あるいはサイズの小さい

バンドが不明瞭な画像では、菌株ごとの近似

度が 80%程度、あるいはクラスターから外れ

る傾向が見られた。 

 

6. 遺伝子型別法を利用した事例解析 

各自治体で発生した集団感染症や食中毒

について、分離株の遺伝子型別を実施し、聞

き取り調査の結果と合わせて事例間の関連

性や感染経路を解析した。成果の一部は病原

微生物検出情報（IASR）に報告した。 

(1) EHEC O157 広域事例 

2015 年 9 月から 10 月に、飲食チェーン店

である 4 店舗の利用者から複数の下痢症患

者が発生し、7 名から EHEC O157 が分離さ

れた。7 名はそれぞれ別のグループで、全員

「炙りレバー」を喫食していた。患者発生は

6 つの自治体にまたがっており、それぞれの

地衛研で患者分離株を精査したところ、7 株

の EHEC O157 は 3 タイプの遺伝子型に分か

れた。レバーは本社併設のセントラルキッチ

ンで加工して各店舗に卸されており、ロット

によって異なる EHEC O157 に汚染していた

ものと考えられた。（詳細は平成 27 年度報告

書を参照のこと。） 

 

(2) EHEC O157 保育施設集団発生事例 

2015 年 1 月末に端を発した保育園の

EHEC O157 感染症の集団発生事例では、家

族を含め 37 名の感染者が確認された。下痢

や血便など有症状者は 10 名で重症例はなく、

27 名は無症状であった。同一感染源による

感染が疑われる事例であったが、給食保存食

から EHEC は検出されなかった。また、近畿

IS データベースおよび感染研 MLVA データ

ベースにおいて、発生時までの集積データに

は同じタイプの菌株はなかった。感染源の特

定には至らなかったが、おむつ交換やおもち

ゃを介したヒトーヒト伝播が強く示唆され

た。（詳細は平成 27 年度報告書を参照のこ

と。） 

 

(3) 毒素原性大腸菌 O6 食中毒事例 

2014 年 3 月に宿泊施設で腸管毒素原性大

腸菌（ETEC）O6:H16 およびサポウイルス

（SV）による食中毒事件が発生した。患者の

共通食は当該施設で提供した会席料理であ

り、喫食した 17 グループ 258 名のうち 13 グ

ループ 123 名が食中毒様症状を呈した。調査

の結果、患者 19 名及び調理従事者 2 名の便

から ETEC O6（LT, STh）が、患者 36 名及び

調理従事者 1 名の便から SV が検出され、こ

のうち患者 10 名および調理従事者 1 名は両
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方陽性であった。検食からも ETEC O6 が検

出され、これらを病因物質と断定した。ETEC

の PFGE 型別では、患者由来株、従業員由来

株及び食品由来株がほぼ同一のパターンを

示し、感染源が同一であることを裏付けた。

（詳細は平成 27 年度報告書を参照のこと。） 

 

(4) EHEC O26 保育園集団発生事例 

2015 年 6 月、保育園で EHEC O26 の大規

模な集団感染事例が発生した。感染者は、園

児 111 名、職員 10 名、家族 36 名の合計 157

名が確認された。本事例の分離株は同一の

PFGE パターンを示し、同時期に分離された

散発事例由来の 2 株とは異なっていた。感染

者に占める有症者の割合は低く、有症者の症

状も軽かったことが、集団感染発見の遅れや

に二次感染につながったと考えられた。（詳

細は IASR 2016 年 5 月号を参照のこと。） 

 

(5) 焼肉店利用客における EHEC O157 食中

毒事例 

2016年 7月に届出のあった EHEC O157患

者の喫食調査をきっかけに、焼肉店利用客の

集団食中毒事例が明らかになった。7 月上旬

の焼肉店利用客 918 名のうち、調査可能であ

った 290 名（45 グループ）のうち 42 名が発

症していた。焼肉店管轄自治体の分離株はほ

ぼ同一の PFGE パターンを示し、患者発生の

あった他の自治体の分離株とも遺伝子型は

一致していた。当該焼肉店には牛舎や豚舎が

近接しており、飲用水等は井戸水が使用され

ていた。井戸の設置及び管理状況の調査から、

汚染された井戸水が原因であった可能性が

考えられた。（詳細は IASR 2017 年 5 月号を

参照のこと。） 

 

D. 考察 

IS 法は、EHEC O157 の遺伝子型別のスク

リーニング法として有用であり、試薬がキッ

ト化されていることから、地衛研や保健所で

広く使用されている。しかし、平成 27 年度

には、ロットによって特定のバンドの増幅が

弱い傾向がみられ、試薬の不具合が疑われる

結果となった。1-06 と 2-09 は陽性率が 10%

程度と低いため、Template Mix の増幅が弱い

場合でも不具合と認識されてこなかった可

能性があり、陽性株を精度管理に使用したこ

とで問題が明らかになった。IS 法の実施に

あたっては、必ず Template Mix で 18 本のバ

ンドが明瞭に増幅されることを確認し、被検

株で eae など EHEC O157 では必ず陽性とな

るバンドが増幅されない場合は、テンプレー

ト調整から再実施すべきである。 

IS 法のもう一つの問題点として、菌株に

よって誤判定につながるエキストラバンド

が増幅されることがあげられる。近畿ブロッ

クでは、精度管理を通してエキストラバンド

への注意を喚起してきたが、本研究班でエキ

ストラバンド集がまとめられ、さらに正確な

判定が徹底されるものと期待される。 

近畿 IS データベースについては、登録数

は減少傾向であったものの、新しいあるいは

これまで少なかったタイプが一時期に集中

して分離される場合は、関連性が強く示唆さ

れた。毎年 10 株以上登録されるようなタイ

プもあるため判断が難しいが、EHEC 感染症

は共通の感染源であっても散発事例として

探知されることが多く、同一 IS 型の集積時

は積極的な情報交換が望ましい。 

PFGE法は施設によって実施状況に差があ
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り、毎年少ないながらもバンド認識の困難な

画像がみられた。極端に太いバンドや薄いバ

ンド、未消化バンドが疑われるバンドの解消

が課題であり、菌株の濃度やゲルブロックの

大きさを揃える、ゲルブロックを丁寧に洗浄

する、ゲル作製台を水平にするなど、プロト

コールの細部まで忠実に実施することが求

められる。また、使用頻度が少ないとバック

グランドが高くなる（ゲル全体が白っぽくな

る）ことが経験的に知られており、電気泳動

槽やチューブの隅々まで次亜塩素酸ナトリ

ウムで数日かけて洗浄するなど、電気泳動装

置や UV トランスイルミネーター、画像撮影

装置の保守管理も必要である。 

近畿ブロックの地衛研では、本研究により

遺伝子型別法の信頼性を担保し、IS 法は

EHEC O157 のスクリーニング法として、

PFGE法は汎用性の高い詳細な解析法として、

実際の事例解析に活用してきた。厚生労働省

は、EHEC の遺伝子型別は MLVA 法への統

一を図ると発表しており、当研究班はその役

割を終えたと考えられる。しかし、近畿ブロ

ックでは現在 MLVA 法を実施している地衛

研はないことから、各自治体の方針をふまえ、

近畿 IS データベースの運用や精度管理の継

続を検討したい。 

 

E. 結論 

近畿ブロックで、IS 法および PFGE 法を

共通の遺伝子型別法として使用するため、精

度管理を実施し、IS 法では陽性対照の増幅

とエキストラバンドの判定に注意すること、

PFGE法ではプロトコールの忠実な実施が重

要であることを徹底できた。また、近畿 IS デ

ータベースは、共通の感染源が疑われる事例

の探知や、関連性の判断に活用した。これら

の手法は、各地衛研で事例解析に利用され、

行政対応に貢献した。 
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表 参加施設の遺伝子型別実施状況

表 近畿 データベース登録数の推移
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表 近畿 データベースに登録された の主な 型（ 年）

表 の主な 型の判定表

表 におけるプライマーごとの陽性率
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図 近畿 データベース

図 近畿 データベース主な 型の推移
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