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研究要旨 大腸菌、レジオネラ属菌の機能的なラボネットワークの構築・改

善点を抽出することを目的とした。大腸菌レファレンスセンターでは、検査に

必要なコントロール株およびDNAの配付を行なった。また、現在実施されて

いる病原体サーベイランスの状況を検証した。レジオネラ・レファレンスセンタ

ーでは、免疫血清の配布を行なった。また、現在実施されているレジオネラ

培養法および迅速検査法の状況把握を行った。多施設における検査の品質

保証を的確に行なうことは必ずしも容易ではない。今後も、問題点の把握とそ

れを解決するための方法を検討していく。 

 

Ａ．研究目的 

大腸菌 

ヒトに下痢を発症させる下痢原性大腸菌は

保有する病原性遺伝子ごとにいくつかのカテ

ゴリーに分類される。このうち、日本国内で死

亡者を含む重症例の原因となっているのが腸

管 出血 性大 腸菌 （ enterohemorrhagic E. 

coli: EHEC）である。原因菌として半数以上を

占めるのが O157 で、O26, O111, O103, 

O145, O121, O165 で重症例由来株のほとん

どを占める （細菌第一部の集計による ）。

EHEC 以外の下痢原性大腸菌カテゴリーに

ついてはEHECと比較して重症例は少ないが、

EHEC とのハイブリッドタイプとして検出される

いくつかのカテゴリー（腸管病原性大腸菌

[enteropathogenic E. coli: EPEC]、腸管凝

集接着性大腸菌[enteroaggregative E. coli: 

EAggEC]）を含む、各病原性遺伝子の検出が

重要である。EHEC を中心とした下痢原性大

腸菌の血清型解析結果に基づいた病原性遺

伝子検出法、血清診断法、および菌分離法に

ついて検査マニュアル化すると共に、それらの

検査に必要なコントロール株等の配布・精度

管理を行う。 



レジオネラ 

病原体サーベイランスとして、臨床分離株の

収集と遺伝子型別を実施する。レジオネラ属

菌検出法の確立と普及のため、外部精度管理

サーベイを実施するための体制作りの支援を

する。L. pneumophila の血清群別をより簡便

に行えるよう市販されていない混合血清を作

製し、レファレンスセンターを通じて全国の地

衛研に配布する。また、自治体におけるレジオ

ネラ検査の状況を明らかにする。 

 

Ｂ．研究方法 

1. 大腸菌血清型別・遺伝子型別 

デンマーク血清学研究所（Staten Serum 

Institut: SSI）あるいはデンカ生研から購

入した血清を用いて実施した。PCR 法は

Iguchi らの方法（J Clin Microbiol. 53(8): 

2427-32. 2015；J Clin Microbiol. 56(6). pii: 

e00190-18. 2018）に従って実施した。 

 

2. レジオネラ SBT 法 

L. pneumophila に つ い て は 、 EWGLI 

(European Working Group of Legionella 

Infections) の 提 唱 す る SBT 

(sequence-based typing)法に従い、flaA、

pilE、asd、mip、mompS、proA、neuA 遺伝

子の一部領域の塩基配列を決定し、遺伝子型

別を行った。 

(http://www.hpa-bioinformatics.org.uk/leg

ionella/legionella_sbt/php/sbt_homepage.

php) 

 

Ｃ．研究結果 

1.1 EHEC 検査マニュアルの改訂 

 「腸管出血性大腸菌（EHEC）検査・診断

マニュアル」の改訂版を作製し、感染研ホ

ームページ上にアップロードした（2017 年

2 月）。 

1.2 EHEC のサーベイランス 

2016-2018 年に細菌第一部で受け付けた

ヒト由来の EHEC は全 8,952 株であり、そ

の分布は、血清群 O157（56.5%）、O26（23．

5%）、O103（4.7%）、O111（3.5%）、O121

（3.2%）、O145（1.6%）、その他（6.9%）

であった。 

1.3 コントロール株の配布 

 下痢原性大腸菌の各カテゴリー（EHEC, 

EPEC, EAggEC, ETEC [enterotoxigenic 

E. coli: 腸管毒素原性大腸菌 ], EIEC 

[enteoinvasive E. coli: 腸管細胞侵入性大

腸菌]）のコントロール株、EHEC のマーカ

ーである志賀毒素遺伝子のサブタイプ検出

用コントロール株（または DNA）の配布を

地方衛生研究所または保健所等へ行った。

配布を行ったいくつかの地研からは、解析

に関するトラブルシューティング、および

解析結果に関する問い合わせを受け付けた。 

1.4 O-/H-genotyping PCR 法の大腸菌サ

ーベイランスへの導入 

 共同研究として他の研究班で開発した大

腸菌 O-/H-genotyping PCR 法（大腸菌の血清

型[O:H 型]を PCR で決定できる手法）を

EHEC のサーベイランスに導入し、抗血清

を用いた型別法との整合性を確認した。

EHEC の国内分離株の一部に抗血清による

型別結果と Og/Hg 型別結果が一致しない菌

株が存在することが判明した。 

1.5 下痢原性大腸菌 EQA （ External 

Quality Assurance）の実施 

 デンマーク血清学研究所（ Statens 

Serum Institut: SSI）がヨーロッパ各国間

で実施している下痢原性大腸菌の EQA 用

菌株（2016 年用）10 株を用いた。感染研

以外で EHEC タイピング用自家抗血清の

準備がある大阪府立公衆衛生研究所（2016

年当時）へ上記の菌株を送付し、EQA を行



ったところ、すべての菌株において生化学

的性状（ソルビトール発酵性, βグルクロニ

ダーゼ活性, ヘモリシン活性）血清型（O:H

型）および病原性遺伝子型の解析結果が感

染研と大阪府ですべて一致し、これらの結

果は SSI から得られた解答と完全に一致し

た。 

 

2.1 レジオネラ・レファレンスセンターにおける

臨床分離株の収集状況 

 レジオネラ・レファレンスセンターにおいて、

2007 年 8 月よりレジオネラ臨床分離株の収集

を行っている。年度毎の衛生微生物技術協議

会研究会のレファレンスセンター関連会議で

報告した 2018 年 3 月までの 3 年間に収集さ

れたレジオネラ属菌臨床分離株は 207 株であ

った。2018 年 3 月末現在で、合計 614 株のレ

ジオネラ属菌臨床分離株が収集できた。L. 

pneumophila が603株（98.2%）で、そのなか

でも L. pneumophila 血清群 1 が多く、全体

の 87%を占めている（表 1）。L. pneumophila

の 603 株は、ST1 から ST2593 まで 235 種類

の遺伝子型に分けら、多様であった。 

2.2 レジオネラ属菌外部精度管理サーベイの

実 施 お よ び 市 販 さ れ て い な い L. 

pneumophila 混合免疫血清の配付 

 レジオネラ属菌外部精度サーベイへの参加

および、L. pneumophila 混合免疫血清の配

付にあたり、レジオネラ・レファレンスセンター

の各支部の担当が取りまとめ等を行なった。外

部精度管理サーベイは、3 年間継続実施され、

70-71 地衛研が参加し（参加機関は一部入れ

替わりがある）、各地衛研で、送付されたサン

プル中のレジオネラ属菌の菌数を求めた。 

2.3 地衛研および保健所におけるレジオネラ

検査の実態調査 

 地衛研の 98%で環境水のレジオネラ培養検

査が実施されていた。地衛研をもたない保健

所設置市の一部は環境水のレジオネラ培養検

査を他機関に委託していた。また、46%の地

衛研で環境水のレジオネラ迅速検査を導入し

ていた。全検体で実施している機関、患者発

生時に実施する機関、再検査に限っている機

関、調査研究としてのみ行っている機関などレ

ジオネラ迅速検査実施状況はさまざまであっ

た。 

 

Ｄ．考察 

2017 年 2 月に更新した「EHEC 検査マ

ニュアル」の記載内容についてトラブルシ

ューティング等を受け付けると共に、コン

トロール株（DNA）の配布等をさらに継続的

に実施する必要がある。加えて、抗血清を

用いた型別法と O-/H-genotyping PCR 法と

の整合性解析から重症例由来の新規 O 群お

よび血清型（O:H 型）について明らかにす

る必要がある。 

 レジオネラ症の感染源となりえる水系施設の

衛生管理状態の把握のために不可欠なレジ

オネラ培養検査は、ほとんどの地衛研で実施

されていた。外部精度管理への継続参加で、

検査精度の向上が認められるが、検査結果が

良好範囲とならない地衛研も一部存在した。ま

た、迅速検査の導入度合いはさまざまであり、

検査精度の担保と種々の検査法活用のため

には、さらなる研修の実施等が必要と考えられ

た。L. pneumophila の遺伝子型とその生息

環境には関連性が見られており、本菌の遺伝

子型別は感染源を推測する手がかりになると

考えられる。分離菌の遺伝子型別の結果を地

衛研から保健所、医療機関に還元することで、

感染源の解明につながることが期待される。 

 

Ｅ．結論 

病原細菌の病原体サーベイランスのため

の機能的なラボネットワークの強化には、



各施設において実施可能な手法の共有と、

技術的継承が必要である。本研究の具体的

実施項目を通じて各担当者間でのコミュニ

ュケーションが維持され、問題点、ニーズ

が明らかになることが期待できる。 
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表 1 収集臨床分離株の内訳   2018 年 3 月末日現在 

L. pneumophila  603株 (98.2%) L. bozemanae   1株 (0.2%) 

 SG1 533株 (86.8%) SG9  8株 (1.3%) L. dumoffii     1株 (0.2%) 

SG2  11株 (1.8%) SG10 3株 (0.5%) L. feeleii       1株 (0.2%) 

SG3 17株 (2.8%) SG12 2株 (0.3%) L. londiniensis  1株 (0.2%) 

SG4  4株 (0.7%) SG13 2株 (0.3%) L. longbeachae  6株 (1.0%) 

SG5 11株 (1.8%) SG14 1株 (0.2%) L. rubrilucens   1株 (0.2%) 

SG6  8株 (1.3%) SG15 1株 (0.2%)  

SG8  1株 (0.2%)  Untypable* 1株 (0.2%)     

計 614株 (100%)  

 *デンカ生研レジオネラ免疫血清ニューモフィラ 1−15群のいずれにも反応しなかった。  


