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研究要旨  

腸管出血性大腸菌の調査を高度化するためのツール開発を行なった。IS-printing (IS-P)
法はスクリーニング法として各地の地方衛生研究所等で広く使用されているが、現時点

ではO157とO26のみに適用可能である。O121に関しては、参照ゲノムの解析から IS600
と IS629 を主要な IS として同定し、この 2 つを標的候補として決定した。さらに、

ISMapper を用いた本研究で取得した 83 株のゲノム情報を利用し、IS600 と IS629 を

標的とする IS-P 法の有用性が示唆された。O103 に関しては、国内分離株 73 株のゲノ

ム情報を取得し、30 株のゲノム情報を追加取得中である。参照ゲノムの解析では、IS629
が主要な IS であることが判明し、O103 ではこれを標的 IS とすることに決定した。O111
用の IS-P として、計 600 株の O111 株のドラフトゲノム情報を基に、O111 株間におけ

る IS629 挿入部位の多様性を検証し、利用可能であることを見出した。O111 IS-printing
法のプロトタイプを作成し、PCR 条件の至適化を検討した。 

また、迅速・簡易な分子疫学解析法として利用されている PCR based ORF typing（POT）

法改良の検討も行った。データベースからダウンロードしたゲノムデータを比較、検討

し、菌株識別に有効と期待された 35個の ORFについて O157以外の 6血清型の分離株を

用いた調査を行った。6 個の ORF が既存の EHEC 用 POT 法の菌株識別能力向上に寄与す

ることが判明した。 
IS-Pおよび POT 法よりも高精度な手法である、MLVA法の改善も試みた。既存の MLVA法

の対象は EHEC O157, O26, O111に限定されているが、新規に解析遺伝子座を 26箇所選

定し既存法(MLVA17法)に追加することで(MLVA43法)、O103, O121, O145も解析可能と

なった。MLVA43法では加えて O165, O91に関しても解析可能であることが示唆された。 

NESID データと MLVA データを突合させるプログラムの作成と評価、改善案の検討を行

った。また、より迅速な集団発生・広域散発事例の探知を目的として、過去データから

算出したベースラインとの比較により、特異な患者報告数の増加を機械的に探知するシ

ステムの開発も試みた。2017 年のデータについて遡りで調べたところ、年間のアラー

ト発出件数は 30 件であった。アラート検知のアルゴリズムを感度、特異度、即時性の

観点から検証し、改良を検討することが今後の課題である。 

 

 

A. 研究目的 

 食中毒調査においては、迅速な探知が原因食品

を市場から取り除くことにつながるため、全国地

方衛生研究所（地衛研）と国立感染症研究所は

EHEC分離株の分子型別が実施されてきた。各型別

法には時間、労力、解像度、多施設間比較の面で

長所、短所があるため、複数の方法を組み合わせ

て目的に応じて使い分けている。スクリーニング

法として IS-printing (IS-P)法が開発され（Ooka 

et al. J Clin Microbiol 2009, Mainil et al. J 

Appl Microbiol 2011）、解像度は低いが簡便・迅

速・多施設間比較が容易な IS-P法で一致した菌

株は高解像度である PFGE法で確認する手順が広

がった。さらに、高解像度に多検体解析可能な

MLVA法(Izumiya et al. Microbiol Immunol. 2010)

が感染研と一部の地衛研で実施可能となり、IS-P

法と MLVA法との組み合わせが最も迅速に結果が

得られると考えられてきた。しかし、IS-P法は

O157と O26のみに、MLVA法は O157, O26, O111

のみに可能であり、対象の拡大が望まれる。また、

近年、新規簡易迅速型別法(PCR-based ORF typing, 



POT 法)が開発され、様々な病原細菌に応用されて

きた。 

本研究では IS-P法(O111, O103, O121)、EHEC-POT

法については不足するゲノム情報の取得とシス

テムの開発を H30年度までに実施し、H31 年度に

は地方衛生研究所で試行する。MLVA法に関しては、

O103, O121, O145 解析用システムを H29年度に開

発し、H30年度は試行、H31 年度には実用化する。

また、わが国では分子型別法データと疫学情報と

の統合が困難となっているため、分子型別法の結

果と疫学情報を効率良く簡便に統合するシステ

ムも合わせて開発することを目的とした。 

 本総括研究報告書では、分担研究の概要と代表

者が主として進める MLVA 法の対象拡大について

記載する。分担研究の詳細は各分担報告書に詳述

されている。 

 

B. 研究方法 

分担研究の研究方法の詳細は各分担報告書に詳

述されている。 

MLVA 法の対象を広げるための新規プライマーセ

ットの作成について示した。 

(1) 新規解析遺伝子座の選定 

Illumina シークエンサーを用いて O103 28

株,O121 22 株, O145 7 株, O165 4 株, O26 97

株, O111 293株, O157 1株のゲノム DNA配列を

取得し、そのアッセンブルデータを基に、リピ

ート配列部位を検索した。 

 候補遺伝子座に対して PCR 法で増幅反応を確

認し、またリピート数の多様性を基に 26 種類の

解析遺伝子座を決定した。既存の 17 遺伝子座を

解析対象とした MLVA 法 (MLVA17)に新規の遺伝

子座を加えた MLVA43 とした。 

 

(2) 新規解析遺伝子座を用いた MLVA 法の検証 

O103 159 株,O121 58 株, O145 52 株, O165 37

株,O91 43株を MLVA43で解析し、同一株を MLVA17

で解析した結果と比較した。 

 

C. 研究結果 

(1) EHEC O103, O121, O145 解析用システムの開

発 

 EHEC O157, O26, O111用に用いている 17 遺伝子

座を用いた MLVA17法と新規に設定した 26遺伝子

座を加えた MLVA43 法を比較した結果を図１に示

した。MLVA17 の解析結果と比較して、異なる血清

群間の MST上での距離が離れており、血清群特異

的な MLVA型が得られることが示唆された。また、

同一血清群は１あるいは 2のクラスターに収束し、

それぞれのクラスター内の多様性も認められ、良

好な MLVA 法が作成されたことが示唆された。各

血清群の解析株数と MLVA 型数、および多様性指

数を表１に示した。全ての血清群の解析において

MLVA43 法で見出された型数は、MLVA17 法で見出

された型数より多かった。さらに、多様性指数も

より高い値を示した。121および O145を対象にし

た MLVA17 法は多様性指数が 0.9 を下回っていた

が、これらの血清群に対しても MLVA43 法は 0.9

以上の多様性指数を示した。 

  

(2) 2017年分離株を用いた EHEC O103, O121, O145 

MLVA法の検証 

2017 年に国立感染症研究所に分子型別解析依頼

があった、腸管出血性大腸菌 2503株（2017年 11

月 22 日現在）のうち、O103, O121, O145 が 239

株存在した (O103株 = 132株、O121株 = 67株、

O145株 = 40株)。本研究で開発した MLVA法によ

り、それぞれ 43 種 (O103), 29 種(O121), 16 種 

(O145)の MLVA 型に分類された。多様性指数は

0.893 (O103), 0.940 (O121), 0.816 (O145)とな

った。 

 

林による分担研究では O121および O103解析用の

IS-Pの開発が進められた。O121解析用の IS-Pの

開発に関連して、83株のゲノム配列の取得、参照

ゲノムを用いた IS の分布解析がなされた。その

結果、IS600 および IS629 を標的候補とされた。

また、ISMapperを用いたゲノム情報を用いた IS-P

の型別能の検討が行われ、同時に ISMapper の有

用性の検討もなされた。O103 解析用の IS-P の開

発では、73 株のゲノム情報をえて、現在 30 株の

追加解析がなされている。また参照ゲノムの解析

が進められ、IS629 を標的とすることが有効であ

ることが示唆された。 

 

大岡による分担研究では O111解析用の IS-Pの開

発として、 

１） EHEC O111 の IS629 挿入部位の網羅的抽出 
２） EHEC O111の IS629挿入推定部位の詳細な配

列解析 
３） EHEC O111 IS-P 法プロトタイプの作製 

が行われた。 
 

砂川による分担研究では、 

１）NESIDデータと MLVAデータの連携 

２）NESID データを用いた集団発生・広域散発事

例の早期探知 

３）海外における食中毒調査に関する疫学・病原

体情報の連携に関する情報収集 

が行われた。 
 

 

D. 考察 

IS-P法に関しては、EHEC O103, O121および O111



に関しては解析対象とするISの選定がなされた。

また、型別能の評価(O121)、プロトタイプの試

行(O111)が行われた。ISMapper を用いた in 
silico の解析も有効であることが示され、O103

の解析にも応用可能である。 

IS-P 法対象血清群の拡大により、国内で相当数

の患者発生があるにもかかわらず迅速型別手法

が開発されていない EHE O111, EHEC O103と EHEC 

O121 による食中毒調査の迅速化、高度化、効率

化が可能となる。本研究では同時に MLVA 法の対

象拡大で EHEC O103, O121 を含めて、これまで

より広範囲な O 血清群の分子型別が可能となっ

た。しかしながら、地方衛生研究所で実施する

ことは、解析対象遺伝子座が増加したことで現

実的には困難であると想像される。そのため、

スクリーニング法(IS-P法および POT法)の迅速、

簡便な手法の開発の意義は大きい。より多くの

ケースで原因を明らかにすることで、より適切

な食品の取り扱い方法の提案、問題点の抽出が

可能となり、より安全な食品の提供にもつなが

る。さらに、本分担研究の成果や開発戦略は，他

のEHECや他の腸管病原菌の対策や効率的調査法

の開発にも応用できる可能性が高く、食品安全

性確保の推進という観点からも大きな波及効果

が期待される 

同時に、発生動向調査を病原体情報と組み合わ

せて利用するツールの開発も重要である。可能

な限り機械的に（自動的）に集団発生・広域散

発事例の早期探知のためのアラート発出のツー

ル・システムの開発を進めることが重要である。 

 

E. 結論 

分子型別法の開発が３つの手法においてほぼ

計画通り進められた。また、発生動向調査に基づ

いたアラート発出および調査を支援する NESIDデ

ータと MLVA データの連携の２点についてシステ

ム・ツール開発のプロトタイプの開発が進んだ。 
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図１ 新規開発 MLVA43(MLVA17+26)と既存法 MLVA17との比較 

 ２つの MLVA 法で O103, O121, O145, O165, O91株を解析し比較した。解析結果は MST法で描画した。丸が

それぞれの菌株が示す MLVA型で、同一の MLVA型の場合は１つの円が分割して表示した。血清群ごとに色分け

されている。異なる MLVA型との関連は、線の太さと長さで示している 

 

 
表１ 各血清群ごとの MLVA17および MLVA43の解像度の比較 

 

  型数 多様性指数 

 株数 MLVA17 MLVA43 MLVA17 MLVA43 

O103 159 55 66 0.945 0.959 

O121 58 24 34 0.857 0.912 

O145 52 14 23 0.787 0.913 

O165 37 27 33 0.983 0.994 

O91 43 33 38 0.982 0.993 
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