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研究要旨  

腸管出血性大腸菌（EHEC）感染症は、溶血性尿毒症症候群や脳症などの重症合併症

を発症するリスクの高い感染症であり、多数の集団感染事例を含めて毎年 3,500-4,000例

の報告されている。これまで様々な行政対応がなされてきたものの、原因や感染経路等

が判明しないケースも多数存在する。毎年報告される血清型は O157 が中心であり、次

いで O26, O103, O111などの報告数が多いが、それ以外の血清型も増加している。我々

はこれまでに EHEC O157 ゲノムにおいて挿入配列 IS629の局在が株間で多様である点

を利用し、簡便迅速菌株識別システムとして、検査現場での利用も可能な O157 IS-

printing 法を開発してきた。本研究では、そのシステムを応用して、EHEC O111につい

て IS-printing 法を開発することを目指した。 

本年度は、参照株である 11128株の IS629挿入部位を標的として昨年度までに作製し

た O111 IS-P 法プロトタイプを改良して最終的なプライマーセット（FS, RS ver.2 の 2セ

ット）を構築した。また、各標的領域の PCR 産物をプラスミドへクローニングし、PCR

の陽性コントロール DNA として作製し、それらを用いた PCR 条件および PCR 産物の

泳動条件の至適化を行った。プライマーセットと PCR陽性コントロール DNA を協力機

関に試用版として配布し、分離株および集団感染事例由来株を用いて、各機関の設備に

よる有効性を検討した。 

 

 

A. 研究目的 

生死に関わる重症合併症を発症するリスクの

高い EHEC による食中毒調査において，様々な

集団感染事例を特定し、その原因を明確にする

ことで、様々な衛生規範、基準の作成、改訂につ

ながってきた。しかしながら、EHEC感染症の報

告数は 3,500-4,000例と依然として多数にのぼり、

血清型も O157 が中心となるものの、O26, O103, 

O111などの報告数も多く、原因や感染経路等が

判明しないケースが多数残されている。EHEC感

染症の事例調査のために、これまで各種分子型

別法が開発され、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が、中でも、解像度は

低いものの極めて迅速に比較的容易なデータが

得られるスクリーニング法である IS-printing 法

(IS-P 法)と多検体処理が容易な高解像度解析法

である MLVA 法との組み合わせが最も効果的と

されている。しかしながら、IS-P 法は O157 と

O26 のみに適用可能であり、分離頻度の比較的

高い O111 や O103 についてはまだ存在しない。 

本研究では、O111 について、菌株識別解像度

の高い IS-P法を開発し、臨床検査の現場で安定

した結果が得られるように反応系の最適化を行

うことを最終目標とする。 

 

 

B. 研究方法 

１） O111 IS-P 法プロトタイプからのプライマー

選別および改良 

H29-30 年度の研究で、参照株 11129 株の

IS629 挿入部位の情報を基に O111 IS-P 法プ

ロトタイプ（FS1-3, RS1-3 の 6 プライマーセ

ット[標的部位、計 52か所]）の構築が完了し
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た。また、平成 27-29年度 感染症実用化研究

事業「ゲノム解析に資する下痢原性細菌感染

症サーベイランスの強化及びゲノム解析を

利用した迅速診断法の開発に向けた研究（感

染研・伊豫田淳代表）」で取得された O111 600

株のドラフトゲノム情報（イルミナ MiSeqデ

ータ）を基に行った高精度系統解析により選

定した 206株を用いてプロトタイプの検定を

行い、菌株識別解像度が高くなる標的領域を

選定し FS, RS ver.1 の 2 セット（標的部位、

計 24か所）を構築した。本年度は、菌株識別

解像度の低い系統について解像度を上げる

ため、それらの系統に特異的に存在する

IS629 挿入部位を標的部位としたプライマー

を FS, RS プライマーセットに新たに追加し

た。 

 

２） PCR および泳動条件の再至適化 

PCR には KOD-Multi&EPI（東洋紡）を用

い、PCR 反応液の組成は計 15 µl (鋳型 DNA 

1µl、外部プライマーミックス[各 5 µM] 0.75 

µl、IS629内部プライマー[50 µM] 0.75 µl、2ｘ

PCR buffer 7.5µl、MilliQ 水  4.7 µl、KOD-

Multi&EPI 酵素 0.3µl）、PCR プログラムは

94˚C 2min、30サイクル（98˚C 10秒、58˚C 30

秒、68˚C 1分）で PCR 機器として Biometra社

の T-professionalを用いて行った。菌株からの

鋳型 DNA 調整は、アルカリボイル法を用い

た。電気泳動は 1.5-3.0 %の濃度で Agarose S

（ニッポンジーン）in 0.5 x TBE バッファーお

よび NuSieveTM 3:1アガロース in 0.5 x TBE バ

ッファーを用い泳動機器として MyRun を使

用し、PCR反応液 1 µlを泳動するという条件

で実施した。 

 

３） PCR コントロール DNAの作製と精度管理 

項目 1）で作製した ver.2 プライマーセッ

トに用いた各標的領域（計 24 領域）につい

て、各標的部位の外部プライマーと IS629内

部プライマーを用いて KOD-Multi&EPI 酵素

で PCR増幅し、PCR purification kit（Qiagen）

で精製した。DNA Ligation Kit（Mighty Mix; 

Takara）を用いて T-vector pMD20 プラスミド

（Takara）へクローニングし、コンピテント

セル DH5α（Takara）へ形質転換した。形質

転換された株から各標的領域を含むプラス

ミドをそれぞれ QIAprep Spin Miniprep kit を

（Qiagen）用いて精製した。精製したプラス

ミド DNA を鋳型として当該プライマーペア

による PCR 増幅を行い、標的サイズの PCR

増幅産物が得られることを確認した。 

 

４） 協力機関へのプライマーセットおよびコン

トロール DNA の配布 

項目 1）および項目 3）で作製した O111 IS-

P 法プライマーセット（FS ver.2, RS ver.2の 2

セット）と PCRコントロール DNA を協力機

関である富山県衛生研究所、大阪健康安全基

盤研究所、福岡県保健環境研究所の 3機関へ

送付し、実際の分離株（異なる事例由来株お

よび集団感染事例由来株）を用いて、個々の

機関が使用している PCR 機器や泳動機器を

用いて検討し、機器の違いによる増幅効率や

泳動像の差異を検証した。 

 

（倫理面への配慮） 

該当しない。 

 

 

C. 研究結果 

１） O111 IS-P 法プロトタイプからのプライマー

選別および改良 

前年度に構築した FS1-3について、解像度

が高くなるよう選定した 12 か所の標的 IS 挿

入部位のうち 2か所については、ver.1プライ

マーセットにおいて PCR 増幅サイズが類似

しているため、増幅サイズが異なるようにプ

ライマーを再設計した。また、2 か所につい

ては、その利用により菌株識別解像度に影響

が少ないため、プライマーセットから除いた。

RS1-3 についても、FS1-3 と同様、ver.1 プラ

イマーセットにおいて PCR 増幅サイズが類

似しているため、増幅サイズが異なるように

プライマーを再設計した。また、2 か所につ

いては、その利用により菌株識別解像度に影

響が少ないため、プライマーセットから除い

た。 

FS, RSの ver.1プライマーセットについて、

前年度に 200株のドラフトゲノム情報を基に

菌株識別解像度の向上に繋がる株および系

統特異的な IS629挿入部位について、全ゲノ

ム配列決定株 11128株のゲノム情報から推定

される挿入部位周辺にプライマーを設計し、

挿入部位の配列を決定した。そのうち、特に

菌株識別解像度の向上に繋がる 4領域を選定

した。前述の FS, RS ver.1 プライマーセット

において除去したプライマーの PCR 増幅バ

ンドサイズと入れ替える形で新たに 4領域を

検出可能なプライマーを設計し、それらを加

えたものを FS, RS ver.2 プライマーセットと

した。また、この 2プライマーセットを用い

て系統の離れた 206株について解析を行った
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結果、113パターンに分かれる（図 1）ことを

確認した。 

 

２） PCR および泳動条件の再至適化 

項目 1）でプライマーの入れ替えを行った

ことにより、PCR および PCR 増幅産物の電

気泳動の条件を再検討した。PCR条件につい

ては、前年度に構築した至適条件で問題なく

機能したが、電気泳動条件については、1.5-

3.0%のゲル濃度で検討を行い、MyRun による

電気泳動では 1.5%で最も明確な泳動像が得

られることが明らかとなった（図 2）。 

 

３） PCR コントロール DNAの作製 

項目１）で作製した FS ver.2, RS ver.2プラ

イマーセットに含まれる計 24 か所の IS629

挿入部位について、クローニングベクター

pMD20へクローニング、精製した。標的部位

のうち 1か所は形質転換株の増殖効率が悪か

ったため、大量培養し Plasmid Midi kit（Qiagen）

を用いて精製した。クローニング成否の確認

は、各精製プラスミドについて標的部位を増

幅したプライマーを用いて行ったが、いずれ

も単一バンドのみ検出されたことから、FS 

ver.2 および RS ver.2 のそれぞれの鋳型 DNA

となるよう、各精製プラスミドを各20ng/µlに

なるよう混合した。 

 

４） 協力機関におけるプライマーセットおよび

コントロール DNA の検討 

FS ver.2および RS ver.2 プライマーセット

を用い、協力 3 機関（A, B, C）において、臨

床分離株と PCRコントロールDNAを用いた

PCR および泳動に関する検討を実施した。 

機関 A：散発事例由来株 10 株および 3 つの

集団感染事例由来株（事例①6株, 事例②6株, 

事例③6株）の計 28株（表 3）を用いて検討

した。Mupidを用いた泳動では、3％ゲルでバ

ンドの識別が容易であることが分かった。

PCR コントロール DNAの結果から、FS ver.2

では 4F（644bp）と 5F（620bp）、RS ver.2 で

は 1NR（986bp）と 2NR（887bp）のバンドが

それぞれ判別しにくいという結果であった。

また、RS ver.2では 5R（637bp）と 9R（306bp）

の増幅効率が悪かった。散発事例由来株では、

全ての株で異なるバンドパターンが得られ

た（図 3a）。また、集団感染由来株では 3 事

例ともに同一バンドが検出された（図 3b）。 

機関 B：散発事例由来株 12 株および集団感

染事例由来 3株の計 15株（表 4）を用いて検

討した。PCR コントロール DNAの結果から、

FS ver.2 では 4F（644bp）と 5F（620bp）、RS 

ver.2では 1NR（986bp）と 2NR（887bp）のバ

ンドがそれぞれ判別しにくいという結果で

あった。また、RS ver.2 では 5R（637bp）と

9R（306bp）の増幅効率が悪かった。散発事例

由来株では、3 株が同じバンドパターンであ

ったが残りは異なるパターンとなった（図

4a）。また、集団感染由来株では 3事例ともに

同一バンドが検出された（図 4a）。また、 

Mupid を用いた泳動では 3%ゲルでバンドの

識別が容易であった（図 4a, b）。 

機関Ｃ：散発事例由来株 21 株および 8 つの

集団感染事例由来株（8事例, 計 25株）の計

46株（表 5）を用いて検討した。PCR コント

ロール DNA の結果から、FS ver.2 では 4F

（644bp）と 5F（620bp）、RS ver.2 では 6R

（502bp）と 7R（475bp）のバンドがそれぞれ

判別しにくいという結果であった。また、RS 

ver.2では 5R（637bp）と 9R（306bp）の増幅

効率が悪かった。散発事例由来株では、3 組

計 8株が同じバンドパターンを示し、バンド

が検出されない株も 2 株（O111 であること

を確認済み）存在した（図 5a, 表 4）。また、

集団感染由来株では 8事例ともに同一バンド

が検出された（図 5b, 表 4）。またMupid -exU

（Mupid）を用いた泳動では 1.5%で良好な結

果が得られた。 

マイクロチップ電気泳動 MultiNA を用いた

機関 B による検討：通常のゲル電気泳動と同

様、FS ver.2では 4F（644bp）と 5F（620bp）、

RS ver.2では 1NR（986bp）と 2NR（887bp）、

6R（502bp）と 7R（475bp）のバンドがそれぞ

れ判別しにくいことが明らかになった（図 6）。

しかしながら、RS ver.2の 6R（502bp）と 7R

（475bp）については、菌株により判別できる

場合もあり、株間で IS 挿入部位に多様性が

ある可能性が示唆された（図 7）。 

 

 

D. 考察 

本年度は、昨年度までに作製した 6 本の PCR

からなるプロトタイプ（FS1-3, RS1-3）からプラ

イマーを選別し、最終版として FS ver.2, RS ver.2

の 2 プライマーセットを構築した。また、PCR

コントロール DNA として、各プライマーペアの

PCR 増幅産物をクローニングして混合したポジ

ティブコントロール DNA とセットで配布する

ことにより、PCR および泳動が機能しているこ

とを容易に確認できるものとした。協力機関に

よる試用の結果、PCR 機器により増幅効率に違

いが出ること、また、泳動機器の違いにより泳動
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パターンが異なることなどの問題点が見られた

ことから、本セットの実用化には、プライマーセ

ットの微修正（プライマー配列や各プライマー

の混合比）や泳動機器の違いを考慮した精度管

理が必要と考えられる。マイクロチップ電気泳

動装置 MultiNA を用いた解析においてバンドサ

イズが異なるプライマーがあることから、株間

で IS挿入部位の配列に多様性がある場合もあり、

増幅産物を判別しやすいサイズに変更するなど

の工夫も必要と考えられる。また、3機関で使用

された株において、散発事例由来株でも同じパ

ターンを示す株があり、加えて 2 株で全くバン

ドが検出されなかったことから、今後 PFGE や

ドラフトゲノム解析などによりこれらの株の類

似度や系統関係を調べ、必要に応じてプライマ

ーセットの改良を行う必要がある。なお、集団感

染事例由来株では、全ての事例で同じバンドパ

ターンを示したことから、本プライマーセット

が集団感染の検出や菌株識別にある程度有用性

があることが示された。 

 

 

E. 結論 

O111 IS-P法プロトタイプを改良し、FS ver.2 

RS ver.2 の 2 プライマーセットを構築した。菌

株識別解像度は 206株を 113パターンに分類す

るにとどまったが、同じパターンを示す株がゲ

ノム高精度系統解析で比較的近縁の株である

こと、また、3 つの協力機関で実施した試用に

より、本システムが集団感染検出および菌株識

別能において有用である可能性が示唆された。

しかしながら、使用する機器の違い等により条

件を検討する必要があるなど、改良の余地があ

ることも明らかとなった。今後、プライマーセ

ットや PCRコントロールDNAの微修正と条件

の再至適化を行い、最終的に検査現場で利用可

能な O111 IS-P 法を完成するとともに研究成果

を学術論文として公表する予定である。 

 

 

F. 健康危険情報 

国民に至急知らせた方がよい情報に該当す
るものはない。 

 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

なし 

 

2. 学会発表 

なし 

 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 

なし   

 

2. 実用新案登録 

なし   

 

3. その他 

なし   
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表 1 FS ver.2, RS ver.2 プライマー情報 

 

  FS ver.2 

 

  RS ver.2 

※NF, NR：Ver.2で新たに追加した標的部位に対するプライマー 

     ※プライマー配列については未発表データのため非公開 

 

 

表 2 使用した PCRおよび電気泳動機器 
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表 3 機関 Aの解析株情報 

 

 

表 4 機関 Bの解析株情報 ●：同じバンドパターン 

 

 

Ｏ１ 1853 111 ＮＭ

Ｏ２ 1882 111 ＮＭ

Ｏ３ 1883 111 ＮＭ

Ｏ４ 1884 111 ＮＭ

Ｏ５ 1885 111 ＮＭ

Ｏ６ 1886 111 ＮＭ

Ｏ７ 2695 111 ＮＭ

Ｏ８ 2701 111 ＮＭ

Ｏ９ 2702 111 ＮＭ

Ｏ１０ 2703 111 ＮＭ

Ｏ１１ 2704 111 ＮＭ

Ｏ１２ 2705 111 ＮＭ

Ｏ１３ 3188 111 ＮＭ

Ｏ１４ 3190 111 ＮＭ

Ｏ１５ 3192 111 ＮＭ

Ｏ１６ 3195 111 ＮＭ

Ｏ１７ 3196 111 ＮＭ

Ｏ１８ 3197 111 ＮＭ

2000

2006

2011

集
団
感
染
事
例
③

集
団
感
染
事
例
②

集
団
感
染
事
例
①

菌株名 分離年 Ｏ Ｈ

1581 1998 111 ＮＭ

2151 2002 111 ＮＭ

2320 2004 111 ＮＭ

2429 2005 111 28

3002 2008 111 ＮＭ

3041 2009 111 ＮＭ

3111 2010 111 ＮＭ

3497 2013 111 ＮＭ

3703 2015 111 ＮＭ

3713 2015 111 ＮＭ

S1

No.

S2

S3

S10

S9

S8

S7

S6

S5

S4

集団感染

事例 

散発事例株 
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表 5 機関 Cの解析株情報 

 

 

  

集団感染① 

集団感染② 

集団感染③ 

集団感染④ 

集団感染⑤ 

集団感染⑥ 

集団感染⑦ 

集団感染⑧ 

散発事例株 

：それぞれ同じバンドパターン 
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図 1  FS ver.2, RS ver.2プライマーセットによる 206株による PCR結果のデンドログラム 

206 株 2プライマーセットによる結果から、113パターンに分類された。 

 

 
 

 

図 2  FS ver.2, RS ver.2プライマーセットによる PCRおよび泳動条件の検討  

PCR 条件は昨年度と同様であり、全てのバンド（各 12本）が検出された。また、MyRunによる泳動結果

から、NuSieve 3:1 および Agarose S のどちらにおいても、1.5%ゲルにおいてバンドの識別が容易であった。 

 

NuSieve3:1
1.5%, 60 min

NuSieve3:1
1.5%, 80 min

NuSieve3:1
2.0%, 60 min

NuSieve3:1
2.0%, 80 min

NuSieve3:1
2.5%, 80 min

NuSieve3:1
3.0%, 80 min

Marker (M): 100bp ladder
NuSieve 3:1 (in 0.5 x TBE)

FS RSM M FS RSM M FS RSM M FS RSM M FS RSM M FS RSM M

AgaroseS
1.5%, 60 min

AgaroseS
1.5%, 80 min

AgaroseS
2.0%, 60 min

AgaroseS
2.0%, 80 min

NipponGene Agarose S (in 0.5 x TBE)

FS RSM M FS RSM M FS RSM M FS RSM M

PCR 15µl scale
template DNA (positive control DNA) 1

primer F or R mix ( 5 µM) 0.75

primer IS629INside R or F ( 50µM) 0.75
2 x PCR buffer 7.5

D.W. 4.7

KOD-Multi&EPI 0.3   

total 15

PCR program 3 step

1 94˚C 2 min

2 98˚C 10 sec
3 58˚C 30 sec

4 68˚C 1 min [step2-4: 25 cycles]

PCR T-professional (Biometra)

1.5-3.0 % in 0.5xTBE

:     1. NuSieve 3:1 (Lonza)

2. Agarose S (Nippon Gene)
Marker :  100 bp ladder

MyRun

1
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図 3  機関Ａの PCRおよび泳動結果 

a）散発事例株（10 株）での ver.2 プライマーセットの検討：10 株のデータから同じバンドパターンを示

す株は見られなかった。また、ゲル濃度の比較から、Mupidを用いた場合、3%ゲルの解像度が比較的高い

ことが明らかとなった。 

 
 

b）集団感染事例由来株（3事例, 各 6株）での ver.2プライマーセットの検討：3事例全てで集団感染事例

株では同じバンドパターンを示した。 

 

：620bpと 644bpの

バンドが重なる 

：306bp, 637bpの 

バンドが薄い 

：986bpと 887bpの

バンドが重なる 
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図 4 機関 Bの PCRおよび泳動結果 

a) 散発事例株 12株のうち、3株が同じバンドパターンを示した。また、集団感染由来株（3株）は 

同じバンドパターンを示した。 

b) 1.5%アガロースを用いた泳動結果：3%と同条件の泳動では 500bp以下のバンドが流れきってしま

った。 

：同じバンドパターン 

FS ver.2 

RS ver.2 

FS ver.2 
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図 5 機関 Cによる PCRおよび泳動結果 

a) PCR 結果の一部：1.5%ゲルで良好な泳動結果が得られた。 

 

b) 集団感染由来株（事例②, 事例⑤）の結果 

 

 

M 39 M19 20 23 27 28 38 40 41 45 PC

FS ver.2

RS ver.2

A Agarose S 3.0% ,  60

PCR : Veriti (Applied Biosystem)
: Mupid-exU (Mupid)

•

• 100V 80min

• 1.5%

1% NuSieve GTG 0.5% Seakem GTG

• 0.5 TBE

•

• GelRed 30min

• 30min

：620bpと 644bpの

バンドが重なる 

：306bp, 637bpの 

バンドが薄い 

：502bpと 475bpの

バンドが重なる 

M M M7 8 9 10 11 12 23 24 25 PC

• 7-12 : 1999

• 23-25 : 2007FS ver.2

RS ver.2

2 5
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図 6 機関 BによるMultiNAを用いた解析結果 1 
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図 7 機関 BによるMultiNAを用いた解析結果 2 

 

 
 


