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研究要旨 
食品由来感染症の分子疫学解析手法について、分子疫学解析結果を用いたデータベース

構築や広域事例発生時の活用に向け、平成 27 年度から 29 年度に、中四国ブロックの地方

衛生研究所を対象に、腸管出血性大腸菌 O157 株を用いて、IS-Printing System（IS-PS）、
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。IS-PS では、多くの施

設で良好な結果が得られたが、一部の施設で誤判定が見られた。これらはバンド位置の確

認ミス（本来検出されるバンドとエクストラバンドの異同判定ミス）や低分子量側のバン

ドが薄くなりバンドの見落とし等が多かった。PFGE 法でも、多くの施設で良好な結果が

得られたが、一部でスメアとなり解析不能となったところや、低分子量側のバンドが不明

瞭となったところがあった。デンドログラム解析では、検査実施者によるバンド位置指定

の差等により、施設間で類似度の順序が異なる傾向が見られた。IS-PS 及び PFGE 法は、

鮮明で判別可能な泳動像が得られるように技術を習得・維持し、慎重な解析が必要である

と思われた。また、MLVA 法では、毎年、一部の施設でリピート数が異なる遺伝子座が見

られ、今後、その要因を解明するとともに、一層の精度向上の必要性を感じた。また、中

四国地域の EHEC 感染事例について分子疫学解析結果等疫学情報を収集して解析を行っ

た。複数の県で同一の分子疫学解析結果となる菌株が毎年検出されたが、疫学情報が少な

くそれらの事例間の疫学的な関連性は、ほとんどが不明であった。有意義に活用できるデ

ータベースを構築するには、精度の高い分子疫学解析結果だけでなく、有益な疫学情報を

いかに取り込むか検討することも今後の課題と思われる。 
 
 
A．研究目的 
食品由来感染症の広域事例が発生した場

合、事例間の関連性を明らかにするために

は、事例由来株の分子疫学解析結果を共有

し、比較・解析することが有用である。そ

こで、事例由来株の分子疫学解析結果等情

報を共有して相互に利用可能にし、広域事

例の探知さらには感染源の究明、感染拡大
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防止に役立てるデータベースを構築し、効

率的かつ効果的に当該情報を共有するシス

テムの開発を目指している。広域事例発生

時にデータベースや分子疫学解析結果を活

用するには、検査技術や解析精度の維持・

向上が不可欠かつ重要である。このため、

中四国ブロックの地方衛生研究所を対象に、

腸管出血性大腸菌 O157 株を用いた IS-
printing System（以下、IS-PS と言う）、

パルスフィールドゲル電気泳動法(以下、

PFGE 法と言う)、さらに multiple-locus 
variable-number tandem-repeat analysis
（以下、MLVA 法と言う）の精度管理を実

施するとともに、中四国ブロック内での

EHEC 発生事例について分子疫学解析結

果等疫学情報を収集し、関連性などの解析

を行い、データベース構築や広域事例の対

応に向けた検討を行った。 
 

B．研究方法 
平成 27 年度から平成 29 年度に、岡山県

環境保健センターから年度ごとに EHEC
O157 菌株 5 株を参加施設に配布し、IS-PS、
PFGE 法及び MLVA 法による精度管理を

実施した。また、中四国地域で発生した

EHEC 感染事例について、患者等由来株の

IS-PSやMLVA法による解析結果を菌株情

報とともに収集し、比較・解析した。 
IS-PS は、IS-printing System 

（Version2：TOYOBO 製)を用いて、取

扱説明書に従って実施した。本法の各プラ

イマーにより増幅される産物は、プライマ

ーセット（1st set 及び 2nd set primer）
毎に高分子量側から 3 つごとに区切り、

迅速同定キット（Api）の同定コード化に

ならって、各区分の増幅バンドについて順

番に「1」「2」「4」の数字を当てた。それ

ぞれの産物が増幅された場合、その数字を

区分毎に足してコード化（以下、IS コー

ドと言う）し、解析を行った。PFGE 法

は、感染研ニュープロトコール（詳細は平

成１8 年度の本報告書に準じた）に従って

実施し、画像解析ソフト（BioNumerics）
を使用して泳動像の解析を行った。MLVA
法は、実施可能な一部の施設で、それぞれ

の施設のプロトコールにより実施した。ま

た、MLVA 型別は、すべての施設が菌株

を国立感染症研究所に送付して、実施し

た。 
精度管理は、IS-PS は、IS コード及び泳

動像を、PFGE 法は、泳動像と解析ソフト

を使用して作成したデンドログラムを回収

し、解析した。また、MLVA 法は各遺伝子

座のリピート数を比較解析した。 
 

C．研究結果 
１．精度管理 
（1）平成 27 年度の結果 

IS-PS の精度管理は、10 施設が参加して

実施した。多くの施設の結果は一致したが、

3 施設（（A）、（G）、（H））では IS コードの

一部が他の施設と異なった（表 1）。泳動像

は、1st 及び 2nd set primer の低分子量の

バンドが薄い施設と、低分子量のバンド領

域が濃くはっきりしていた施設に分かれ、

泳動像がややスメアになった施設もあった

（図１）。PFGE 法の精度管理は、9 施設が

参加して実施した。ほとんどの施設が良好

な PFGE 泳動像を示したが、施設（A）は

菌株 No1878 のみスメアとなり、解析不能

であった（図 2）。デンドログラム解析の結

果は、菌株 No1872 が No1878、1884、1882
に類似度の高い a タイプと、No1873 に類

似度の高い b タイプに分かれた（図 3）。
MLVA法の精度管理は4施設が参加して実

施した（3 施設は 17 遺伝子座を、1 施設は
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9 遺伝子座についてリピート数を解析）。菌

株 No1873、1878、1884 は各施設の結果が

一致していたが、菌株 No1872 は O157-9
が施設（I）で、菌株 No1882 は O157-17, 
O157-36, O157-19, O157-37 が施設（F）で
他の施設と結果が異なった（表 2）。 
（2）平成 28 年度の結果 

IS-PS の精度管理は、10 施設が参加して

実施した。多くの施設の解析結果は一致し

ていたが、3 施設（（E）、（H）、（J））では

いずれも 1st set primer の増幅産物につい

て、IS コードの一部が他の施設と異なった

（表 3）。PFGE 法の精度管理は、9 施設が

参加して実施し、ほとんどの施設が良好な

泳動像を示した（図 4）。デンドログラム解

析を実施した 8 施設の結果では、類似度の

順序のパターンは 2 グループに分かれた

（表 4）。菌株 No1950 と 1951 は疫学的に

関連のある株であり、7 施設の解析結果が

類似度 100％で一致したが、1 施設は 98%
であった。MLVA 法の精度管理は、4 施設

が参加して実施した（3 施設は 17 遺伝子座

を、1 施設は 9 遺伝子座についてリピート

数を解析）。2 施設（（D）、（E））の解析結果

は一致していたが、施設（F）は 2 つの、施

設（I）では 4 つの遺伝子座について解析結

果の異なる菌株があった（表 5）。これら以

外の遺伝子座の解析結果は、各施設とも一

致していた。 
(3)平成 29 年度の結果 

IS-PS の精度管理は、10 施設が参加して

実施した。泳動像はいずれの施設もバンド

が認識でき、概ね良好であった。IS コード

は多くの施設が一致したが、3 施設（（A）、
（H）、（J））では 1st set primer の IS コー

ドが他施設とは異なった（表 6）。これは、

1st set primer の菌株 B の｢1-06｣、菌株 E
の「1-10」、さらに「hlyA」の判定に違いが

見られたことによるものであった。PFGE
法の精度管理は、9 施設が参加して実施し

た。泳動像は、鮮明さ（解像度）等の影響

もあるが、一部の施設で、54.7Kb（マーカ

ーの上から 15 本目のバンド）付近より下

側の低分子量側のバンドが不明瞭であった

が、その他の施設は概ね良好であった（図

5）。目視によりバンドパターンを比較した

ところ（54.7Kb 以上のバンドで比較）、若

干異なる菌株 B,D があったが、1 バンド違

いの差異であった。他の菌株ではすべての

施設で同一のバンドパターンを示した。ま

た、デンドログラム解析を実施した 8 施設

の結果では、類似度の順序は、各施設さま

ざまで 6 パターンとなった（表 7）。MLVA
法は 4 施設で実施した（3 施設は 17 遺伝子

座を、1 施設は 9 遺伝子座についてリピー

ト数を解析）。菌株 C の「O157-34」では施

設（D）が、そして菌株 C 及び E の「O157-
9」では施設（I）が他施設とは異なるリピ

ート数となった（表 8）。その他の遺伝子座

では、リピート数は一致した。 
 
２．中四国地域の EHEC 感染事例発生状況

と解析結果 
（1）平成 27 年度の結果 
患者等由来 EHEC  O157 株 111 株の疫

学情報を収集し解析した。（表 9）その結果、

7 種類の IS コードの株が複数の県から分

離された。同一 IS コード株のうち、集団事

例、家族内事例等の疫学的に関連のある事

例においては、同一の MLVA 型あるいは 
MLVA complex を示した。散発事例におい

ても同一の IS コードでかつ MLVA 型が一

致する株があったが、これらについては疫

学的な関連は不明であった。 
（2）平成 28 年度の結果 
患者等由来 EHEC 288 株の疫学情報を

－ 78 －



 

 
 

収集し解析した。EHEC O26 株について

は、同一の MLVA 型及び MLVA complex
の株が、複数県で 1 種類分離された（表

10）。EHEC O157 株については、7 種類

の IS コードの株が複数の県から分離され

た（表 11）。このうち、同一 IS コード株

で、疫学的な関連性が確認された事例にお

いては、同一の MLVA 型あるいは MLVA 
complex を示したが、集発関連株の一部の

株では、1st set primer による IS コード

の一部や MLVA 型が他の関連株と異なっ

ていた。散発事例においても同一の IS コ

ードでかつ MLVA 型が一致する株があっ

たが、これらについては疫学的な関連は不

明であった。 
（3）平成 29 年度の結果 
患者等由来EHEC 184株の分子疫学解

析結果等疫学情報を収集し解析した。その

結果、複数の県で同一の MLVA 型あるいは

MLVAcomplex となる株が検出され、O26
株では 1 種類、O157 株では 4 種類検出さ

れたが、事例間での疫学的な関連について

は不明であった（表 12）。また、O157 株の

IS-PS では、複数の県で同一の IS コードと

なった菌株が、6 種類検出された（表 13）。
同一 IS コードとなったグループのうち１

つのグループ（グループ③）は、すべて同

一の MLVAcomplex となったが、その他の

グループでは、異なる MLVA 型あるいは

MLVAcomplex が含まれた。同一 IS コード

となった事例間でも、疫学的な関連につい

ては不明であった。 
 
D 考 察 
平成 27 年度～29 年度に、IS-PS、PFGE

法及び MLVA 法による EHEC O157 株を

用いた精度管理を実施した。その結果、多

くの施設で解析結果は良好であったが、一

部の施設では他施設と異なった結果となり、

解析技術の習熟や精度の維持・向上の必要

があると思われた。IS-PS では、低分子量

側のバンドが薄くなりバンドを見落とす、

増幅産物のバンド位置の確認ミス（本来検

出されるバンドとエクストラバンドの異同

判定ミス）が多く、コード化のミスによる

誤判定も見られた。これらを改善するため

には、適切な濃度のテンプレートを調整し、

本来明確に出現するバンドが薄くなること

を防ぐ、泳動距離の長いゲルを使用し、バ

ンドの間隔を延ばすことでバンド位置を正

確に確認する等工夫が必要と考えられた。

また、IS-PS は、増幅の弱いバンドの判定

が検査実施者によって異なる場合があるた

め、IS コードの情報だけで比較するのでは

なく、泳動像と併せたバンドの有無の確認

が必要と思われた。PFGE 法では、どの施

設もおおむね良好な泳動像を示したが、一

部でスメアとなり解析不能となったところ

や、低分子量側のバンドが不明瞭となった

ところがあった。また、デンドログラム解

析では、検査実施者によりバンド位置の指

定の差等により、施設間で類似度の順序が

異なる傾向が見られた。PFGE 法はバンド

位置の指定が異なることで解析結果に影響

する。このため、サンプル菌液の濃度調整、

制限酵素による消化反応、さらには染色等

を確実に行って、鮮明で判別可能な泳動像

が得られる技術を習得・維持し、加えて慎

重な解析が必要であると思われた。MLVA
法は、中四国ブロックでは現在 4 施設が実

施しており、この 4 施設が精度管理に参加

した。その結果、いずれの年度でも一部の

施設でリピート数が異なる遺伝子座が見ら

れたが、その要因は不明であった。MLVA
法は、各遺伝子座のリピート数を基に型別

する方法であるため、今後、特に多施設の
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MLVA法の結果を集約したデータベースを

構築するには、この要因を解明し、精度を

向上させる必要があると思われる。MLVA
法は、分離能が高くかつ短時間で結果が出

せる等の利点があり、また、平成 29 年度か

ら、国立感染症研究所においては O157、
O26、O111 に加えて、O91、O103、O121、
O145、O165 の血清群についても解析を実

施しており、多くの血清群について解析が

可能となった。今後ますます MLVA 法の利

用度が高くなることが予想され、MLVA 法

の導入を検討する施設も増加することが考

えられるため、このような施設に対する精

度向上のための技術的支援が重要である。

いずれの分子疫学解析法においても、精度

管理を実施することで、いくつかの問題点・

改善点が明らかとなった。今後も解析技術

等の維持や解析精度の向上、さらには最適

な解析条件の提示等に向け、精度管理を実

施する必要があると考える。 
中四国地域の EHEC 感染事例について

分子疫学解析結果等疫学情報を収集して解

析を行った。その結果、複数の県で同一の

分子疫学解析結果となる菌株が毎年検出さ

れたが、同一の分子疫学解析結果となった

事例間の疫学的な関連性は、ほとんどが不

明であった。疫学的な事例解析には、分子

疫学解析結果に加えて、詳細な疫学情報の

収集とそれに基づく解析が必要である。そ

のため、広域事例発生の迅速な探知、感染

源の究明や感染拡大防止対策の事例対応に

活用できるデータベースの構築が重要であ

る。今後は、精度の高い分子疫学解析によ

る結果と有益な疫学情報をいかに取り込む

かを検討する必要があると思われた。 
 
E 結論 
１．平成 27 年度～平成 29 年度に、IS-PS、

PFGE 法及び MLVA 法の精度管理を実施

した。いずれの方法においても、概ね良好

な結果が得られたが、一部の施設では結果

が異なり、解析技術の習熟や精度の維持・

向上の必要があると思われた。 
２．精度管理の実施により、精度向上に関

する問題点・改善点がいくつか明らかとな

った。今後も引き続き精度管理を実施し、

問題点・改善点の洗い出しが必要と考えら

れた。 
３．広域事例発生の迅速な探知、感染源の

究明や感染拡大防止対策の構築等、事例へ

の対応に活用できるデータベースを構築す

るには、精度の高い分子疫学解析による結

果だけでなく、有益な疫学情報をいかに取

り込むか検討することも今後の課題と思わ

れた。 
 
F．研究発表 
なし。 
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表１ EHEC O157 株の IS-PS による精度管理結果（平成 27 年度） 
 

 
 
図１ IS-PS の泳動像の一例 （平成 27 年度） 
施設（H） 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

M Marker 
S   Standard DNA 
P    Template Mix 
No.1   1872 
No.2   1873 
No.3   1878 
No.4  1882 
No.5   1884 
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図２ EHEC O157 株の PFGE 法による精度管理結果の一例（平成 27 年度） 
施設（A） 

 
 
図３ EHEC O157 株の PFGE 法による精度管理結果 デンドログラム解析（平成 27 年

度） 
 

 

 

① STEC 1872 O157:H7 
② STEC 1873 O157:H－ 
③ STEC 1878 O157:H7 
④ STEC 1882 O157:H7 
⑤ STEC 1884 O157:H7 
M：マーカー 

(a タイプ) 6 施設 

(ｂタイプ) 2 施設 
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表３ EHEC O157 株の IS-PS による精度管理結果（平成 28 年度） 
 

 

 
図４ EHEC O157 株の PFGE 法による精度管理結果の一例（平成 28 年度） 
施設（C） 

 
 
 
 
 
 

施設
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表４ EHEC O157 株の PFGE 法による精度管理結果 デンドログラム解析（平成 28 年

度） 

 
 
表５ EHEC O157 株の MLVA 法による精度管理結果(平成 28 年度) 
 

 
プライマー使用のため、 つずつ異なっている。

 

＃１
菌株No施設

施設 菌株No
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表６ EHEC O157 株の IS-PS による精度管理結果（平成 29 年度） 
 

 
 
図５ EHEC O157 株の PFGE 法による精度管理結果の一例（平成 29 年度） 
施設（C） 
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表７ EHEC O157 株の PFGE 法による精度管理結果 デンドログラム解析（平成 2９
年度） 
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表９ 中四国地域で同一 IS コードの EHEC O157 株が複数の県から分離された事例（平

成 27 年度） 
 

 
 
 
表１０ 複数県で発生した EHEC  O26 の同一 MLVA 型、MLVAcomplex 株による事例

（平成 28 年度） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1912,1914は家族

15Y05-15Y11の接触者
家族と親戚（集発）

4,5は家族

施設関連

4月 家族

SE15014他 施設（集発）、家族、散発

備考

家族

SE15014等関連施設（集発）

7－8月

発生月

8－9月

IS-printing systemコード
毒素型 MLVA型 菌株番号血清型

県名 菌株No 発生月 O血清群 H型 VT型 MLVA型 備考（疫学的関連など）

患者家族
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表１１ 複数県で発生した EHEC O157 の同一 IS コード株による事例（平成 28 年度） 
 

 
 

：IS コード、MLVA 型、MLVA complex が一致 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

県   名 菌株No 発生月 O血清群 H型 VT型 ISコード(1st) ISコード(2nd) MLVA型 備考（疫学的関連など）

沖縄サトウキビジュース集発関連株

13ｍ0625 16ｃ026

推定感染地域：C

①

沖縄サトウキビジュース集発関連株（No9の
家族）

沖縄サトウキビジュース集発関連株（16-11
の家族）

②

③

④ 16Y04の家族

⑤

Gの同一店舗で喫食歴有り。原因不明。

⑥
患者No162086の家族

⑦

－ 90 －



 

 
 

 
表１２ 複数県で発生した EHEC の同一 MLVA 型あるいは MLVAcomplex 株による事例

（平成 29 年度） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

－ 91 －



 

 
 

 
表１３ 複数県で発生した EHEC O157 の同一 IS コード株による事例（平成 29 年度） 
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