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研究要旨 
 平成 30年 6月 29日付事務連絡「腸管出血性大腸菌による広域的な感染症・食中毒
に関する調査について」により遺伝子検査手法はMLVA法に統一化するよう通知され
ていることから、北海道・東北・新潟ブロック内の地方衛生研究所における腸管出血性

大腸菌の分子疫学解析法の構築のため、MLVAに特化した精度管理の実施及び技術研修
会を開催した。また研修会において、MLVAトラブルシューティング集が必要との参加
者の一致した見解により、ブロック内の「EHEC MLVAフラグメント解析判定事例集」
案を作成した。 
精度管理は、血清型 VT型の異なる 4株についてMLVAの結果を求め、国立感染症
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研究所における解析結果と比較することで行った。ほとんどが一致する結果となったが、

ピークと判定するべき遺伝子座において、ピーク検出閾値以下であったため「-2（ピー
クなし）」とした施設があった。また、研修会では、MLVA技術研修のほか、「2019年
度の全国のMLVAの検査状況及び広域発生事例等の講演」、「精度管理の結果報告」及
び「事例発表」を行い、情報共有を図った。その中で、MLVA導入後の解析データに対
する細かな疑問に対するトラブルシューティング集作成の要望があった。また、解析デ

ータから検出された Complex等の解釈は、疫学情報を鑑みて総合的な判断が必要であ
ると考えられた。 
 
A. 研究目的
ブロック内の地方衛生研究所（以降、

地衛研）で、腸管出血性大腸菌（以降、

EHEC）のMLVAを実施しているのは 11
施設中 6施設で、3施設が来年度導入予
定である。MLVA導入直後は、解析デー
タを閲覧することに慣れていないことか

ら細かな疑問が生じ、結果に影響するこ

とも考えられる。 
そこで、MLVAの精度確保の取組を促

し信頼性を確保することを目的に、精度

管理を実施した。 
また、MLVA実施に伴う疑問を解決し、

MLVAを実施しない地衛研においては、
国立感染症研究所（以降、感染研）から

送付される結果の解釈の理解を目的に、

総合的なMLVA技術研修会を開催した。 
 

B 研究方法 
1.「令和元年度北海道・東北・新潟ブロ
ックの腸管出血性大腸菌MLVAの精度
管理」の実施 
1）参加は任意とし、7施設が参加した。

MLVAを実施している6施設と来年度
から実施予定の 1施設であった。 

2）試料は、岩手県内で 2018年～2019
年に分離した EHEC4菌株の DNA抽

出液を、参加希望の施設に送付した。 
① O157VT1VT2 
② O157VT2 
③ O26VT1 
④ O111VT1 

3）検査方法は、各施設で実施している
方法で行い、各 17遺伝子座の繰り返
し配列数を報告することとした。 

4）MLVAに使用する試薬や機器、検査
で苦慮していることについてアンケ

ートを実施した。 
5）各施設の結果を感染研の結果と比較
することで解析した。 

2. 「令和元年度北海道・東北・新潟ブロ
ック腸管出血性大腸菌MLVA技術研修
会」の開催 
1）日時： 
令和 2年 1月 16日 13：30～17：15 
令和 2年 1月 17日  9：00～12：00 

2）場所：岩手県環境保健研究センター 
3）参加者：10地衛研 11名 
      岩手県環境保健研究センター 3名 

4）内容 
①「フラグメント解析用ソフトウエア

GeneMapperを用いた腸管出血性大
腸菌のMLVAデータ解析」 
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講師 ライフテクノロジーズジャパン 
草野 順子 

②「腸管出血性大腸菌のMLVA法につ
いて」 
講師 国立感染症研究所 
細菌第一部室長 泉谷 秀昌 
---資料 1-- 

③精度管理の結果報告 
④事例発表 

MLVAを実施しての疑問点、MLVA
の結果が有益だった事例、腸管出血性

大腸菌による集団感染事例などにつ

いて演題を募集し下記の3演題申込が
あった。 
今年度、全国で広域発生した食中毒

疑い事例において、原因食品と推定さ

れたシマチョウの検査を実施した2つ
の地衛研からそれぞれ事例発表があ

った。 
---資料 2-- 

「O157VT2による広域事例における
食品検査について」 
新潟市衛生環境研究所 山本一成 
仙台市衛生研究所   山田香織 
また、今年度からMLVAを実施し、

判定に苦慮する6事例を経験した北海
道立衛生研究所から報告があった。    
---資料 3--- 
「当所におけるMLVA状況とその結
果の共有」 

  北海道立衛生研究所 三津橋和也 
⑤泉谷先生から講評 

 
C. 研究結果 
1. MLVAの精度管理 
①O157VT1VT2については、7地衛研

が一致した。②O157VT2については、
遺伝子座 O157-34が、③O26VT1と④
O111VT1については、遺伝子座O157-34
と遺伝子座 O157-9が 1施設だけ報告が
と異なっていた。（表 1） 
アンケートの結果は、全ての施設でポ

リマーやバッファーなどの消耗品は、施

設内で共有しており、シークエンサーも

共有していることから、使用の日程調整

などに苦慮していた。また、解析データ

の閲覧でも Binからずれる、低いピーク
をピークととるか等苦慮していた。 
2.腸管出血性大腸菌MLVA技術研修会 

1）基本的な GeneMapperの操作につ
いて 

PCを使用しての操作実習はできな
かったが、配布資料に沿って操作の説

明があった。概要は下記のとおり。 
① Binの設定について 

GeneMapperに解析の条件を設定
する必要がある。感染研が専用の解析

ファイルを配布している。すでに解析

してあるので詳細なところまで設定

してある。ただし、装置に多少個体差

があり、微調整が必要な場合もある。

また、古いバージョンである場合コピ

ーできないこともある。Panelファイ
ルとは、各遺伝子座（マーカー、ロー

カスとも）の名前、プライマーについ

ている蛍光色素、リピートサイズから

予想されているサイズの領域の情報

である。Bin Setファイルとは、アレ
ルピークの判定範囲のことでマーカ

ー内にいくつか設定してあるのでBin 
Setと呼ばれる。Analysis Methodに
Bin Setをあてて解析条件を設定する。 
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3500とSeqStudioのbinセットは装
置によって泳動が違うので、別の bin
セットとなる。 
②小さなピークについて 
ピーク検出閾値は、デフォルトで

50に設定されている。設定値を大き
くしてノイズを読むことを避けるこ

とができる。 
増幅効率の高い PCR試薬
（Platinum MultiplexMaster Mix：
TermoFisher）に変えることで、小さ
なピークが改善された。 
③ Binから外れる場合 
サイズから小さく（左に）外れるの

は、ポリマーやキャピラリーなどの消

耗品が劣化し分離能が悪くなって、泳

動が早まることから、サイズが小さく

なることがある。消耗品を確認し、そ

れでも binからずれている場合は既知
のサンプルを流してbinを補正し再設
計する必要がある。 
＜参考＞セプタを使いまわす場合は、

よく洗浄して使用し、定期的に新しい

ものと交換することをお勧めする。キ

ャピラリーの液だれを切る役目をす

るので、キャピラリーの先に汚れが付

きデータに影響を与える。 
2）「腸管出血性大腸菌のMLVA法につ
いて」 
感染研で解析している全国のEHEC

のMLVAについて、広域散発事例など
最新情報について講演があった。主検

査方法については安定した条件をみつ

けることが重要とのことである。また、

菌株解析の結果、解析データから検出

された Complex等の広域事例について

は時期や地域などの疫学情報が合致す

ることが重要であるということである。 
なお、東北地方で赤痢の広域散発事

例が発生したことから、その事例につ

いても情報提供していただいた。2018
年の集団事例と、2019年の東北地方の
散発のMLVA型は同じか 1ローカス違
いで、原因が不明であるので今後も発

生の可能性が危惧されるとのことであ

る。 
3）精度管理の結果報告 
結果について、研修参加者全員で原

因や対策を話し合える場ができた。 
4）事例発表 
新潟市では、シマチョウ 500ｇ検体

が届き、解凍するのを待って 25ｇずつ
採取し 20検体検査を行った。食安監発
1120第 1号（平成 26年 11月 20日発
「腸管出血性大腸菌 O26、O103、O111、
O121、O145及び O157の検査法につ
いて」により増菌培養を、衛生検査指

針により直接塗抹培養検査を実施した。

直接塗抹培養は陰性、増菌培養では 8
件 PCR陽性、そのうち免疫磁気ビーズ
法で 3検体 EHECが分離されたが、
O157は 1検体で、VT1,2だった。感染
研では O157vt2、19m0488と型別され
た。 
仙台市では、2事例の検体が搬入さ

れた。1事例目は陰性、増菌培地はノボ
ビオシン添加と添加しない培地を使っ

て 36℃で培養（損傷菌）し、遺伝子も
菌も陰性であった。検査は終わったが

さらに国立医薬品食品衛生研究所から

アドバイスをもらい蘇生培養を実施

（37℃2時間→42℃培養）した。遺伝
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子は検出されたが、菌は陰性であった。

2事例からは同様に検査し O157vt2が

分離された。シマチョウの免疫磁気ビ

ーズ法は脂が多くて苦労した。自然に

沈んだビーズで検査実施している。 

北海道立衛生研究所からは、これま

で経験したMLVAの 6事例（ダブルピ

ーク、トリプルピーク、Binからのずれ、

新しい Binの作成、低いピーク等）に 

感染研と相談して解決した事例につい

て発表があった。 

情報交換する中、MLVAトラブルシ

ューティング集が必要との参加者の一

致した見解により、ブロック内で

「EHEC MLVAフラグメント解析判定

事例集」案を作成することとなった。

様式は追加できるようパワーポイント

のスライド 1枚に事例をまとめること

とした。様式作成は北海道が担当した。 

---資料 4--- 

D. 考察 

今回初めて、ブロック内でMLVAの

精度管理を行った。感染研における解

析結果と比較し、ほとんどが一致する

結果となったが、ピークと判定するべ

き遺伝子座において、ピーク検出閾値

以下（100と設定）であったため「-2

（ピークなし）」とした施設があった。

そのピークと判定すべき遺伝子座は、

O157-9と O157-34で、O157-34は出

現頻度が 99％以上の遺伝子座であるこ

とから、「-2」とはならない。解析する

うえで、各遺伝子座の特徴を知ってお

くことも重要であると考えられた。 

また、ピークが低い場合、増幅効率

の高いPCR試薬で実施することで改善

するとの感染研から情報提供があった

ので、Platinum MultiplexMaster 

Mix：ThamoFisherを配布し効果を確

認する予定である。 

また、今年 2回目となる技術研修会

は、MLVA導入のための研修のほか、

MLVA導入後苦慮していることに対応

する総合的な研修会を目指した。参加

者の協力のもと、トラブルシューティ

ング集案を作成した。また、今年度発

生した EHECの広域散発食中毒疑い事

例と東北地方において発生した赤痢の

広域散発事例について概要を訊くこと

ができて、有意義な研修会となった。 

 

E. 結論 

今回、MLVAに特化した精度管理の実

施及び技術研修会を開催した。しかし

EHECの分子疫学解析法は PFGE及び

IS-Printing System も利用されている。

特に PFGEは薬剤耐性菌、サルモネラ属

菌やレジオネラ属菌において利用されて

いる。これらの検査法についても、精度

管理が必要であると考えられた。 

また、MLVAについて信頼性の確保さ

れた結果を出すことだけでなく、解析デ

ータから導き出された Complexなどの

解釈についても知っておくべきと考えら

れた。 

 

F. 健康危険情報 

なし 

G. 研究発表  

なし 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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      表1 精度管理結果
EH111
-11

EH111
-14

EH111
-8

EH157
-12

EH26
-7

EHC
-1

EHC
-2

EHC
-5

EHC
-6

O157
-3

O157
-34

O157
-9

O157
-25

O157
-17

O157
-19

O157
-36

O157
-37

MLVA備考

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇
プラスミド プラスミド プラスミド

複数ピーク 複数ピーク 複数ピーク 複数ピーク

ピーク低め ピーク低め ピーク低め

binずれ binずれ

① O157VT1,2 7 2 -2 1 4 -2 5 4 -2 -2 11 11 15 7 9 6 3 6

② O157VT2 6 2 -2 1 1 -2 7 4 7 -2 -2 9 11 4 3 5 5 8

1 2 -2 1 1 -2 7 4 7 -2 -2 -2 11 4 3 5 5 8

③ O26VT1 6 2 1 1 2 3 12 9 -2 -2 -2 1 10 2 -2 1 -2 -2

1 2 1 1 2 3 12 9 -2 -2 -2 -2 -2 2 -2 1 -2 -2

④ O111VT1 6 4 1 5 2 -2 12 9 2 3 -2 3 12 2 -2 1 -2 6 EHC-6:3と10の
ピーク有

11 4 1 5 2 -2 12 9 2 3 -2 -2 -2 2 -2 1 -2 6 EHC-6:3と10の
ピーク有

※1 O157、O26、O111においてピークの出現頻度が99％以上（2017～2018年）の遺伝子座
※2 プラスミドがにあると考えられている遺伝子座

表2 アンケート結果

binからずれやすい

報
告
施
設
数

※1必ずピーク
※2プラスミド
複数ピーク
ピーク低め
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資料 1
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資料 3
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資料 4
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