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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。 
IS-P に関して、EHEC O121 と O111 用のプロトタイプの検証が、全国地方衛生研究所の

協力で実施された。問題点を抽出し、開発系の改善等を実施した。EHEC O103 用の解

析系を含めほぼ実用化に向けての検証が終了した。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）法の検証も、全国地方衛生研究所

の協力で実施された。O121 及び O157 以外の多様な血清型において D index 0.997
（O111）～0.961 (O145)と良好な菌株識別能力を実現した。全国の地方衛生研究所で実

施可能としていくことで、希な血清型の EHEC 感染症監視に貢献できると期待される。 
IS-P および POT 法よりも高精度な手法である MLVA法も実際に使用し、データの蓄積が

なされた。 

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、2018 年に開発した広

域事例疑い探知システムの改良を行い、2019 年 6 月より本格的に稼働させた。主な改

良点は、2018 年データを用いた試行結果から、発生頻度を考慮しつつ迅速に情報提供

を行うためのアラート閾値を設定したことである。結果として、6月以降に計 4回厚生

労働省の関係部局への情報提供を行い、調査へとつなげることができた。 

 

 

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 H31/R1 年度に地方衛生研究所の協

力で試行し、最終的な系の検証を実施した。MLVA

法に関しては、O103, O121, O145 解析用システム

を H30 年度から実用化されており、そのデータ蓄

積を進めた。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 
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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 法の検証: MLVA 法の対象を広げるための新

規プライマーセット (MLVA43)を利用して、EHEC 

O103, 0121,0145, 0165, 091 計 426 株を解析し、

解像度 Simpson’s 多様性指数(SDI)を求めた。ま

た、H31/R1 年分離株について解析を行い、解像度

を検証した。 

 

C. 研究結果 

(1) MLVA43 法を用いた 2019年分離株の解析 

2019 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2863株のうち、O103, 

O121, O145, O165, O91 が 426 株存在した (O103

株 = 206 株、O121 株 = 81 株、O145 株 = 93 株、

O165 株 = 4 株、O91 株 = 42 株)。MLVA43 法によ

り、各血清群の菌株に対する多様性指数は EHEC 

O103 = 0.878, 0121 = 0.936, O145 = 0.830, O165 

= 0.750, O91 = 0.971 であった（表 1）。2018 年

分離株を用いた解像度の解析と比較して O145 分

離株の解像度が低下したが、これは８月下旬から

９月上旬にかけて東海地方を中心に集積した

19m6006 型 (34 株)によって、見かけ上の解像度

の低下と考えられた。 

感染研に MLVA43依頼があった EHEC菌株の分離日

から感染県受領までの日数を図１に示した。迅速

な解析が可能な MLVA 法であるが、感染研が菌株

を受領するまでの日数が2週間以内に受領される

菌株は 17.7%、4 週間以内のものでも半数にみた

ない(43.3%)。 

 感染研に EHEC分離株の MLVA43 を依頼した施設

は 94 施設であった。一方で、EHEC O157/O26/0111

用の解析手法である MLVA17 法を実施する地方衛

生研究所(計 27 機関) が増加し、2018 年（13 機

関) と比較すると倍増した。2018 年より MLVA デ

ータに基づいた MLVA 型名の付与は感染研で実施

し、地方自治体、厚労省と共有されるようになっ

た。2019 年は O157/O26/O111、計 650株のデータ

の型名付けが感染研でなされた。分離日からデー

タ受領までの日数が４週間以内であったものが

約７割であった(69.8%)。2 週間以内に MLVA デー

タを受付し MLVA 型が共有された菌株数は 36.6%

を占めた。施設毎で感染研へデータを送付するま

での日数は異なることが示された。各施設におい

て菌株を病院・検査会社から入手するまでの手

順・時間が異なることによって、MLVA解析データ

の共有にかかる時間が影響されているのかもし

れない。 

 

林による分担研究では O121および O103解析用の

IS-P(IS-P_O121, IS-P_O103)の開発が進められた。

まず、IS-P_O121 プロトタイプの現場での検証が

実施された。19 の地衛研から協力が得られ、97
事例（154 株）の解析結果を得ることができた。

その結果、 
（1.1）判定ができなかった事例の存在 
（1.2）集団感染事例における不一致例の存在 
（1.3）予想より低い分離解像度 
（1.4）分離結果の判定が困難となる例の存在 
が見出された。 
そこで、ISprinting システムとその開発パイプライ

ンの改善が試みられた 
（2.1）挿入部位選定に使用するプログラムの開発 
（2.2）分離解像度の向上に向けたシステムの改善 
 東京工業大・伊藤研究室と共同で、新たな IS
挿入状況解析プログラムとして IShunter（仮称）

を開発し、標的部位選定に使用する解析プログラ

ムとした。IShunter に変更したパイプラインを使

用し、プロトタイプ検証で明らかとなった問題点

も踏まえて、IS-P_O121 では IS600 と IS629 の標

的部位をそれぞれ 13 箇所ずつ選定し、別々のチ

ューブで反応を行うことに変更した。IS-P_O103
でも、IS-P_O121 プロトタイプの検証結果を踏ま

えて、IS629 の標的部位を 26 箇所選定し、2 チュ

ーブで 13 箇所ずつを解析するように変更した。 
 また、検定使用株の最適化をはかるためにゲノ

ム情報を利用して、O121 は 61 株、O103 は 63 株

を検定に使用することになった。 
 IS-P_O121最終版の開発版として IS600 の 13箇
所と IS629 の 13 箇所を選定した。選定した挿入部

位を使用すると、in silico の検定では、61 株を 54
パターンに分離できる。選定した標的部位につい

て、それぞれ 1 チューブずつで判定するマルチプ

レックス PCR 用のプライマーセットを作成した。

作成したプライマーミックスを用いて実サンプ

ルを用いたマルチプレックス PCR を実施し、バン

ドの増幅具合やバンド間隔などを確認し、さらに

プライマーの変更を行い、最終版を作成した。現

在、変更したプライマーに対する陽性コントロー

ルの作成のみを残す状況となっている。 
 IS-P_O103 最終版の開発として、同様に対象部

位 26 箇所を選定し、13 箇所ずつ判定を行う 2 チ

ューブでのマルチプレックス PCR 用のプライマ

ーセットを作成した。作成したプライマーミック

スを用いて実サンプルを用いたマルチプレック

ス PCR を実施し、バンドの増幅具合やバンド間隔

などを確認したところ、26 箇所のうち 2 箇所が判

定には不適であることが判明した。そこで改めて

他の挿入部位から 2 箇所を選定し直し、最終的な

プライマーセットを作成した。このセットの in 
silico の検定では、63 株を 41 パターンに分離でき

る。現在、変更した標的部位に対する陽性コント

ロールの作成のみを残す状況になっている。 
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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） 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 
２） PCR および泳動条件の再至適化 
３） PCR コントロール DNA の作製 

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 
が行われた。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）および 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。集団事例由来株の解析では、

計 12 事例の解析が行われ、いずれの事例由来株

も同一のバンドパターンを示すことが示された。 
 
 

鈴木による分担研究では non-O157 の腸管出血

性大腸菌（EHEC）の迅速・簡易な分子疫学解析法

として PCR based ORF typing（POT）法改良の検

討を行った。愛知県衛生研究所保有株および感染

症研究所提供株 DNA を使った検討、並びに全国

14 カ所の地方衛生研究所にプライマー、Taq ポリ

メラーゼ、陽性コントロール DNA を送付し、各

地方衛生研究所における保存株を用いた

EHEC-POT 法の評価を行った。解析対象株は

O26  46(44) 株 、 O91  34(31) 株 、 O103 
113(102)株、O111 30(27)株、O121 72(58)株、

O145  97(79)株、O157  202(202)株、O165 
39(35)株、その他 45(40)株の合計 678(618)株のデ

ータが得られた（かっこ内は集団事例を除いた株

数）。EHEC-POT 法によって、O121、O157 を除

く血清型の EHEC を汎用的にタイピングするこ

とができた。 
集団事例（21 事例）由来の 60 株については、

20 事例由来の 57 株では同一集団内で同一 POT
型となった。しかし O121 による 1 事例について

は、3 株中 1 株が異なる POT 型となった。 
 

 

砂川による分担研究では、 

１）MLVA データと NESID データの連携と活用等の

検討 

２）NESID データに基づく広域事例疑いの早期探

知 

が行われた。 
MLVA クラスタの規模別の発生頻度を見ると、規

模が２の事例が最も多く、規模が大きくなるにつ

れて発生頻度は減少した。規模が 9以上で発生頻

度は大きく低下し、11,13,16,17,20,21,23 の規模

の事例がそれぞれ一回ずつであった。規模が 9以

上の事例（計 7回）は、全体の発生回数（84 回）

の約 8%であった。 

アラートのレベルごとの閾値を砂川図１のよ

うに設定した。最も高いレベル 4は、2018 年デー

タを用いた試行では年間の発生回数が5回であり、

このレベルに至った場合は直ちに厚生労働省へ

の情報共有を行うこととした。レベル 2以下の場

合は、内部注意喚起及び監視強化を行うこととし

た。レベル 3は他の情報と合わせて総合的に判断

し、場合によっては厚生労働省への情報共有を行

うこととした。 

 
図砂川１. 各レベルの閾値設定と、2018 年データにおける発生回数 

 
 
2019 年 6 月からこのアラート閾値によりシス

テムを稼働させた結果、アラートレベル１以上が

24 回発生した。うち、最終的にレベル 3 まで至っ

た事例が 3 回、レベル 4 まで至った事例が 2 回発

生した。レベル 3 以上のうち 4 回のアラートで、

厚生労働省（食品監視安全課及び結核感染症課）

への情報提供を実際に行った（O26VT2・第 20 週, 

O145VT2・第 36 週, O157VT1VT2・第 44 週, 

O157VT2・第 46 週）。性別・年齢分布の偏りと直

近の報告の増加傾向を考慮して早めの情報提供

を行うことも可能であった）。 

 

D. 考察 
 
 各地衛研における IS-P_O121 のプロトタイプ検

証により、IS-P システム全体に関する問題点を洗

い出すことができた。改良した IS-P 開発パイプラ

インは一定の精度を維持したまま大部分の作業

をオートメーション化しているため、他の菌での

IS-Pシステムの開発への応用が容易である。また、

この改良過程で開発した IShunter プログラムは、

IS-P システムの開発だけでなく、他の IS 関連研究

にも貢献できると思われる。IS-P システムの開発

に関しては、一部の陽性コントロールの作成のみ

を残すのみの状態であり、新型コロナの問題が落

ち着いた段階でプライマーセット、プロトコル、

陽性コントロールのセットを各地の地衛研へ配

布する予定である。 
 重症合併症を併発する EHEC 食中毒では，集団

+ 1SD以上2SD未満
+ 2SD以上または

２週連続で＋1SD以上

1~９件

10~ 19件
レベル２

3回

レベル３

2回

20件～
レベル２＋

2回

レベル４

5回

ベースラインからの逸脱度

患
者
イ
ベ
ン
ト
数
/週

レベル１

14回
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感染事例を迅速に検出し、原因や感染経路を特定

することが重要であるが、原因や感染経路等が判

明しないケースも多い。本研究で作成した

IS-P_O103 や IS-P_O121 は、他の分子疫学解析手

法や疫学情報と効果的に統合することによって、

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 O103 EHEC と

O121 EHEC による食中毒調査の迅速化、高度化、

効率化に貢献でき、結果として、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つながると期待され

る。また、本研究の開発戦略は、他の EHEC や腸

管病原菌に対する対策や効率的調査法の開発に

も利用できると考えられる。 

 

IS-P_O111 に関しては、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。 

 

O157、O121 を除き多様な血清型の EHEC を

EHEC-POT 法を用いてタイピングすることがで

きた。EHEC-POT 法は特定の血清型に特化せず、

多くの EHEC 分離株に適用することができると

考えられる。 
その一方、O157 及び O121 による分子疫学調

査はできないと考えられた。この研究では O157
を対象血清としなかったため菌株識別能の確保

が十分に行われていない。O157 に関しては

MLVA や IS-printing が普及しているため、新た

な手法の必要性は低いと考えられる。O121 につ

いてはきわめて多様性の少ないグループであり、

POT 法の原理では十分な菌株識別能を実現する

ことはできないと考えられた。MLVA 等、POT
法以外の手法でタイピングする必要がある。 
全国 14 カ所の地方衛生研究所にプライマーセッ

ト及び Taq ポリメラーゼを送付し、検討した結果

全ての施設で良好な PCR 反応結果が得られてい

る。また、ほとんど（21 事例中 20 事例）の集団

事例にいて、同一事例の POT 型は同一となり、

遺伝子型が安定して得られることも確認できた。

このことから EHEC-POT 法は多くの施設で実施

可能であり、大部分の EHEC 血清型のタイピン

グと遺伝子型共有に有効であることが示された。

MLVA が普及している血清型（O157、O26、O111）
以外の diffuse outbreak 監視に EHEC-POT 法は

有効と考えられる。メーカーによるキット販売あ

るいは改良 EHEC-POT 法のプロトコル開示によ

って、全国の地方衛生研究所で実施可能としてい

くことで、マイナーな血清型の EHEC 感染症監

視に貢献できると期待される。。 

 

広域事例疑いを早期に探知することができれば、

事例発生時の初動調査および介入の迅速化が見

込まれ、食品衛生行政上の貢献が期待出来る。

NESID の届出データを用いた広域事例疑いの早期

探知の取り組みにより、2019年においては、広域

事例の疑いとして厚生労働省への情報提供を4回

実施し、複数の自治体に対する喫食状況調査等の

早期の実施に結びつけることができた。また、迅

速探知により早められた調査開始を汚染源の同

定につなげるための全体のスキームについて、関

係機関との調整を含めた検討を行うことも今後

の課題である。 

 

E. 結論 

 IS-P_O121、IS-P_O111 のプロトタイプの各地

の地衛研で検証結果等を基に、問題点の抽出がな

された。IS-P_O121, IS-P_O101 に関しては、開発

用パイプラインを改善し、最終的な解析系の開発

が完了した。また、EHEC-POT 法によって、O121
と O157 を除くほとんど全ての血清型の EHEC
を、実用上問題の無い菌株識別能力で、汎用的に

分子疫学解析できる。全国の地方衛生研究所で実

施可能としていくことで、マイナーな血清型の

EHEC 感染症監視に貢献できると期待される。 
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MLVA43 法および IS-P と POT 法の組み合わせに

おいて様々な施設で解析が可能となり、NESID デ

ータを用いた広域散発事例の早期探知と組み合

わせることで、広域集団事例の発生時にも迅速な

対応の準備が完了したと考えられる。今後、これ

らの解析手法の普及に努めていく必要がある。 
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表 1 2019 年分離株を用いた MLVA43 法の解像度の評価 

 

2019 O157 O26 O111 O103 O121 O145 O165 O91 

菌株数 1497 474 153 206 81 93 4 42 

SDI 0.994 0.977 0.948 0.878 0.936 0.830 0.75 0.971 

2018 O157 O26 O111 O103 O121 O145 O165 O91 

菌株数 1509 576 81 126 148 46 4 27 

SDI 0.993 0.976 0.965 0.794 0.904 0.905 0.75 0.955 

 

MLVA43 法は O157, O26, O111 も解析可能であるため、感染研では O103, O121, O145, O165, O91 を含む 8 つ

の血清群は共通の MLVA43 法で解析をしている。 

下段は 2018年分離株における解像度 
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別紙 3 

厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

食品由来が疑われる有症事案に係る調査（食中毒調査）の迅速化・高度化に関する研究 

分担課題 EHEC O103, O121に対する IS-P法の開発に関する研究 

 

研究分担者 林 哲也 九州大学大学院医学研究院・教授 

      

 

研究要旨  

 IS-printing (IS-P)法は、我々がゲノム情報を利用して独自に開発した迅速かつ簡便な菌

株識別手法である。本法は、施設間での比較も容易なデータを極めて迅速に得られるた

め、スクリーニング法として各地の地方衛生研究所（地衛研）で広く使用されているが、

O157 と O26 のみに適用可能である。そこで本研究では、O121 用及び O103 用の IS-P

法（IS-P_O121 と IS-P_O103）を開発する。本年度は、IS-P_O121 についてはプロトタ

イプを作成し、プライマーセットと陽性コントロールを各地の地衛研に配布して現場で

の試用を依頼した（プロトタイプの検証）。その結果、いくつかの問題点が浮上したの

でその改善に取り組んだ。また、昨年度開発した、最も解像度の高い標的部位を効率的

に選抜できる解析パイプラインにおいて使用していた ISMapper には判定精度の問題が

認められたため、東工大・伊藤研究室と共同で、IS 挿入状況を高精度に判定することの

できる解析プログラムを開発し、パイプライン全体の精度を向上させた。さらに最終的

な IS-P システムを、26 部位を標的とする 2 チューブのマルチプレックス PCR とするこ

とに変更し、分離解像度の向上を目指した。改良した解析パイプラインを用いて

IS-P_O121 と IS-P_O103 の 26 箇所の標的部位を選定し、プライマーセットを作成した。

プライマーセットの最終的な最適化と陽性コントロールの追加作成が残っているが、２

つの IS-P システムがほぼ完成できたといえる。 

 

 

A. 研究目的 

 EHEC 感染症の事例調査のために各種の分子型

別法が開発され、目的に応じて複数の方法が組み

合わせて利用されている。IS-printing (IS-P) 法は、

我々の研究室が独自に開発したゲノム情報を利

用した簡便な菌株識別手法である。本法は、解像

度は低いものの極めて迅速に施設間等での比較

が容易なデータが得られるため、スクリーニング

法として各地の地方衛生研究所（地衛研）で広く

使用されている。また、MLVA 法との組み合わせ

によって、より高精度な分子型別が可能である。

しかし、O157 と O26 のみに IS-P 法は適用可能で

あり、対象を拡大することが望まれる。そこで本

分担研究では、これまでの O157 用と O26 用 IS-P

法の開発経験を活かして、O121 用および O103 用

の IS-P 法（以下、IS-P_O121 と IS-P_O103）を開

発する。 

 

B. 研究方法 

 昨年度までの O121 および O103 の系統解析と

IS 挿入状況の網羅的解析によって、IS-P_O121 に

ついては IS600 と IS629 を、IS-P_O103 について

は IS629 を標的 IS として決定した。また、

IS-P_O121 のプロトタイプを構築し、プライマー

セット、プロトコル、陽性コントロールを作成し

た。これらを踏まえて、以下の開発研究を進めた。 

１．IS-P_O121 プロトタイプの検証 

 作成したプライマーセット、プロトコル、陽性

コントロールを、各地の地衛研に配布し、実際の

菌株を対象とした検証を依頼した。その結果を基

に、作成パイプラインの見直しや標的部位数の変

更含む種々の改良作業を行なった。 

２．IS-P 作成パイプラインの改良 

（1）IS 挿入状況解析プログラムの開発 

 IS の挿入状況については ISMapper を用いて網

羅的に解析していた。しかし、実際の PCR での判

定結果との間に差異があるということ等が判明

したため、より精度の高い解析プログラムの開発

を行った。 

（2）解析パイプラインの変更 

 IS 解析プログラムの変更と標的部位数の変更

に伴い、昨年度に構築した解析パイプラインを変

更した。 

（3）検定使用株の最適化 
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 IS-P開発に使用してきた菌株の中には非常に近

縁の株が含まれており、解像度の検定に問題があ

ること判明したため、近縁菌株を除外して使用菌

株を最適化した。 

３．IS-P_O121 と IS-P_O103 の標的部位の選定と

最終的な IS-P システムの作成 

 上記のパイプラインを用いてマルチプレック

ス PCR 用のプライマーセットを作成した。 

 

 （倫理面への配慮） 

 本分担研究では、分離菌株とそのゲノム情報の

みを扱うため、特別な倫理面での配慮は必要とし

ない。 

 

C. 研究結果 

１．IS-P_O121 プロトタイプの検証 

 IS-P_O121 プロトタイプ（15 箇所の IS-P 標的部

位に対するプライマーセット、プロトコル、陽性

コントロール）を、近年 O121 が分離された地衛

研に配布し、現場での検証を依頼した。19 の地衛

研から協力が得られ、97 事例（154 株）の解析結

果を得ることができた。 

（1）判定ができなかった事例 

 5 事例（7 株）ではバンドが得られなかった。

これまでの解析で、O121 のマイナー系統に属す

る株には IS600 と IS62 が存在しないことから、こ

れらの株はマイナー系統に属する可能性が高い

と判断される。 

（2）集団感染事例における検証結果 

 残りの 92 事例のうち、31 事例が集団感染事例

であり、そのうち 16 事例では事例内でバンドパ

ターンが一致した。残りの事例では同一事例内で

バンドパターンが一致せず、特に 7 事例では、15

箇所の標的部位の中の特定の 1 箇所の判定結果が

異なることが不一致の原因であった。この部位に

ついては、培養中に挿入されている IS が脱落する

ことが我々の別研究で確認されたため、IS-P の標

的部位としては不適切と判定した。 

（3）分離解像度の検討 

 各地衛研で解析された 92 事例での IS-P による

型別パターンは 62 パターンであり、想定よりも

やや低い分離解像度であった。また、IS-P_O121

のプロトタイプ作成に使用した 79 株から抽出し

た DNA を使って実際の PCR 解析を行い、

ISMapper の結果と比較したところ、結果が異なる

挿入部位を多数認め、ISMapper の判定精度に問題

があることが判明した。 

（4）分離結果の判定 

 非特異バンドのためにバンドパターンの判定

で問題が生じた例が多数報告された。これは、

IS-P_O121 では IS600 と IS629 を 1 チューブで同

時に反応させていることが影響していると考え

られた。また、バンドが非常に薄くなる標的部位

があることや、バンドの間隔が狭いために判定が

難しくなっている例も確認された。 

２．ISprinting システムとその開発パイプラインの

改善 

（1）挿入部位選定に使用するプログラムの開発 

 ISMapper の判定精度には問題があることが判

明ため、類似のプログラムである ISseeker を用い

てみたが、ISMapper と同様かそれ以下の結果であ

った。そこで、東京工業大・伊藤研究室と共同で、

新たな IS 挿入状況解析プログラムとして IShunter

（仮称）を開発した。ISMapper、IShunter、PCR

の結果を比較して精度評価を行ったところ、

IShunter は ISMapper と比べて偽陽性・偽陰性判定

が少なく、IS-P 開発に適していることが確認でき

たため、標的部位選定に使用する解析プログラム

を IShunter に変更することとした。 

（2）分離解像度の向上に向けたシステムの改善 

 プロタイプで試行結果を踏まえて、IShunter に

変更したパイプラインを使用し、改めて 15 箇所

の挿入部位を選定したところ、十分な分離解像度

を得ることができないということが判明した。そ

こで、分離解像度を向上させるために標的となる

挿入部位の数を増やすことにした。また、プロト

タイプ検証で明らかとなった非特異バンドの出

現やバンド間隔の狭さといった問題点も踏まえ

て、IS-P_O121 では IS600 と IS629 の標的部位を

それぞれ 13 箇所ずつ選定し、別々のチューブで

反応を行うことに変更した。IS-P_O103 でも、

IS-P_O121 プロトタイプの検証結果を踏まえて、

IS629 の標的部位を 26 箇所選定し、2 チューブで

13 箇所ずつを解析するように変更した。 

（3）検定使用株の最適化 

 O121 については主要系統に含まれる 79 株、

O103については 73株を使用して IS-Pシステムの

開発を進めていたが、系統解析の結果から、SNP

距離が非常に小さい株（非常に近縁の株）が複数

含まれていることが判明した。これらの株では IS

の挿入状況も類似していると推定されるため、解

像度の判定に影響を及ぼす。そこで、SNP 距離が

10 以下となる株をクラスタリングし、同一クラス

タから一株だけを代表株として使用することと

した。その結果、O121 は 61 株、O103 は 63 株を

検定に使用することになった。 

３．IS-P_O121 最終版の開発 

 改良した開発用パイプラインを用いて、IS600

の 13 箇所と IS629 の 13 箇所を選定した。選定し

た挿入部位を使用すると、in silico の検定では、

61 株を 54 パターンに分離できる。選定した標的

部位について、それぞれ 1 チューブずつで判定す
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るマルチプレックス PCR 用のプライマーセット

を作成した。作成したプライマーミックスを用い

て実サンプルを用いたマルチプレックス PCR を

実施し、バンドの増幅具合やバンド間隔などを確

認し、さらにプライマーの変更を行い、最終版を

作成した。現在、変更したプライマーに対する陽

性コントロールの作成のみを残す状況となって

いる。 

４．IS-P_O103 最終版の開発 

 改良した開発用パイプラインを用いて、IS629

の 26 箇所を選定した。選定した挿入部位につい

て、13 箇所ずつ判定を行う 2 チューブでのマルチ

プレックス PCR 用のプライマーセットを作成し

た。作成したプライマーミックスを用いて実サン

プルを用いたマルチプレックス PCR を実施し、バ

ンドの増幅具合やバンド間隔などを確認したと

ころ、26 箇所のうち 2 箇所が判定には不適である

ことが判明した。そこで改めて他の挿入部位から

2 箇所を選定し直し、最終的なプライマーセット

を作成した。このセットの in silico の検定では、

63 株を 41 パターンに分離できる。現在、変更し

た標的部位に対する陽性コントロールの作成の

みを残す状況になっている。 

 

D. 考察 

 各地衛研における IS-P_O121 のプロトタイプ検

証により、IS-P システム全体に関する問題点を洗

い出すことができた。改良した IS-P 開発パイプラ

インは一定の精度を維持したまま大部分の作業

をオートメーション化しているため、他の菌での

IS-Pシステムの開発への応用が容易である。また、

この改良過程で開発した IShunter プログラムは、

IS-P システムの開発だけでなく、他の IS 関連研究

にも貢献できると思われる。IS-P システムの開発

に関しては、一部の陽性コントロールの作成のみ

を残すのみの状態であり、新型コロナの問題が落

ち着いた段階でプライマーセット、プロトコル、

陽性コントロールのセットを各地の地衛研へ配

布する予定である。 

 重症合併症を併発する EHEC 食中毒では，集団

感染事例を迅速に検出し、原因や感染経路を特定

することが重要であるが、原因や感染経路等が判

明しないケースも多い。本研究で作成した

IS-P_O103 や IS-P_O121 は、他の分子疫学解析手

法や疫学情報と効果的に統合することによって、

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 O103 EHEC と

O121 EHEC による食中毒調査の迅速化、高度化、

効率化に貢献でき、結果として、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つながると期待され

る。また、本研究の開発戦略は、他の EHEC や腸

管病原菌に対する対策や効率的調査法の開発に

も利用できると考えられる。 

 

E. 結論 

 IS-P_O121 のプロトタイプの各地の地衛研で検

証結果等を基に、開発用パイプラインを改善し、

最終的なシステムとして、IS-P_O121 と IS-P_O103

のいずれについても、26 部位を標的とした 2 チュ

ーブのマルチプレックス PCR を作成した。現在、

一部の陽性コントロールの作成が残っているが、

作成が完了次第、各地の地衛研へ配布できる状況

となり、本開発研究の目標である IS-P_O121 と

IS-P_O103 はほぼ完成できたといえる。 

 

F. 健康危険情報 
（分担研究報告書には記入せずに、総括 
研究報告書にまとめて記入） 

  

G. 研究発表 

1. 論文発表 

 なし 

2. 学会発表 

1）腸管出血性大腸菌 O121：H19 の乳糖分解性に

関与する遺伝因子の特定, 中村佳司, 谷口愛樹, 

西田留梨子, 後藤恭宏, 小椋義俊, 伊豫田淳, 大

西真, 林哲也, 第 162 回日本獣医学会学術集会, 

2019 年９月 10 日−12 日, 筑波. 

2）谷口愛樹, 中村佳司, 西田 留梨子, 伊豫田淳,

大西真, 大岡唯祐, 小椋義俊, 林哲也：O121:H19 

EHEC 用 IS-printing systemの開発に向けた ISの網

羅的探索と国内分離株での IS 分布状況解析 

、第 93 回日本細菌学会総会、2020 年 2 月 19〜21

日、名古屋 

3）EHEC O121:H19 の継代培養中に生じる乳糖分

解性の変化に関わる遺伝的メカニズムの解明,中

村佳司，谷口愛樹，西田留梨子，後藤恭宏，小椋

義俊， 林 哲也, 第 93回日本細菌学会総会, 2020

年 2 月 19〜21 日、名古屋. 

4）谷口愛樹、中村佳司、伊豫田淳、大西真、大

岡唯祐、小椋義俊、林哲也： 腸管出血性大腸菌

O103:H2 における高精度系統解析と完全長配列決

定株のゲノム構造比較、第 14 回日本ゲノム微生

物学会年会, 2020 年 3 月 6〜8 日、名古屋 

 

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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別紙 3 

厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

令和元年度 分担研究報告書 

 

食品由来が疑われる有症事案に係る調査（食中毒調査）の迅速化・高度化に関する研究 

分担課題 腸管出血性大腸菌 O111に対する IS-printing法の開発に関する研究 

 

 研究分担者 大岡 唯祐（鹿児島大学 大学院医歯学総合研究科・微生物学・講師） 

 研究協力者 磯部 順子（富山県衛生研究所・上席専門員） 

  木全 恵子（富山県衛生研究所・副主幹研究員） 

  原田 哲也（大阪健康安全基盤研究所・主任研究員） 

  若林 友騎（大阪健康安全基盤研究所・研究員） 

  西嶋 駿弥（大阪健康安全基盤研究所・研究員） 

  江藤 良樹（福岡県保健環境研究所・専門研究員） 

      

 

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 
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令和元年度厚生労働科学研究補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

品由来が疑われる有症事案に係る調査（食中毒調査）の迅速化・高度化に関する研究

（H29-食品—一般-001） 

 

迅速化に向けた簡易法の開発—2（EHEC-POT 法） 

 

研究分担者 鈴木 匡弘 藤田医科大学医学部准教授 

研究協力者 

愛知県衛生研究所 生物学部 山田和弘 

秋田県健康環境センター 保健衛生部 樫尾 拓子 

東京都健康安全研究センター 微生物部 食品微生物科 小西 典子 

千葉市環境保健研究所 健康科学課  吉原 純子 

川崎市健康安全研究所  小嶋 由香 

富山県衛生研究所 細菌部 木全 恵子 

石川県保健環境センター 細菌・飲料水グループ 木村 恵梨子 

福井県衛生環境研究センター 保健衛生部  東方 美保 

岐阜県保健環境研究所 保健科学部 野田 万希子 

岐阜市衛生試験所 微生物検査係 信田 充弘 

三重県保健環境研究所 衛生研究室 微生物研究課 永井 佑樹 

大阪健康安全基盤研究所 微生物部細菌課 梅川 奈央 

神戸市環境保健研究所 感染症部 野本 竜平 

島根県保健環境科学研究所 保健科学部 川瀬 遵 

福岡県保健環境研究所 保健科学部 江藤 良樹 

 

研究要旨 

近年 O157 等主要な腸管出血性大腸菌（EHEC）に加え、O103 等かつ

ては希であった血清型の EHEC による感染事例が増加し、分子疫学解析

法を対応させる必要が生じた。従来の EHEC 分子疫学解析法は O157 等

主要な血清型に特化しているため、他の血清型では菌株識別能が不足す

る傾向にあった。そこで O103 等 6 血清型のゲノムデータから、PCR-

based ORF typing 法（POT 法）で検出する ORF を選択し、12-plex PCR 

2 反応系からなる EHEC-POT 法を開発した。O121 及び O157 以外の多

様な血清型において D index 0.997（O111）～0.961 (O145)と良好な菌株

識別能力を実現した。全国 14 カ所の地方衛生研究所に POT 法のプライ
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マーを配布し、性能評価を行った。全ての地方衛生研究所において、良好

な PCR 反応と菌株識別能力が確認された。全国の地方衛生研究所で実施

可能としていくことで、希な血清型の EHEC 感染症監視に貢献できると

期待される。 

 

Ａ．研究目的 

腸管出血性大腸菌（EHEC）は、食品を介

して伝播することが多く、患者の発生が多

地域にまたがることがある。このような

diffuse outbreakにおいては分子疫学解析を

行うことで発生を早期に捕捉し、対策を取

ることが重要である。原因となる EHEC の

血清型としては O157、O26、O111 が代表

的なものであり、IS-printing や multiple-

locus variable-number tandem repeat 

analysis (MLVA)が普及し、迅速な分子疫学

解析が可能となっている。ところが近年、検

出される EHECの血清型として上記以外に

も O91、O103、O121、O145、O165 等が

増加し、従来の IS-printing や MLVA では

菌株識別能力の不足傾向が見られた。その

ため、分子疫学解析法を多様な血清型に対

応させる必要が生じてきた。 

本研究では菌株毎の ORF 保有パターン

を multiplex-PCR で検出し、遺伝子型を決

定する PCR-based ORF typing 法（POT法）

を EHEC に対応させることを目的とした。

POT 法はメチシリン耐性黄色ブドウ球菌

や緑膿菌等で実用化され、院内感染対策に

利用されている分子疫学解析法である。マ

ルチプレックス PCR による ORF の有無を

検出する分子疫学解析法であることから、

短時間で実施可能かつ遺伝子型の比較やデ

ータベース化が容易である特徴を持つ。大

腸菌用の POT 法も開発されているが、薬剤

耐性大腸菌が対象であり、EHEC に対する

菌株識別能はきわめて低い。そこで EHEC 

O26、O111、O91、O103、O121、O145、

O165等を汎用的に識別可能なEHEC-POT

法開発を目指した。 

 

Ｂ．研究方法 

EHEC-POT 法 

EHEC-POT 法の Taq としては Qiagen 

Multiplex PCR kit を Q solution 10%添加条

件で用いた。プライマーはあらかじめ反応

系毎に混合し、終濃度各 0.2μM の条件で

用いた。PCR 反応産物は 4%アガロースゲ

ルで電気泳動し、検出 ORF の有無を泳動パ

ターンから読み取った。遺伝子型の数値化

には PCR反応系毎に検出バンドの有無を 1、

0 に置き換え 2nからなる係数をかけ、足し

算することで検出パターンを数値化し、

POT 型とした。 

 

地方衛生研究所における EHEC-POT 法の

評価 

全国 14 カ所の地方衛生研究所（秋田県健

康環境センター、東京都健康安全研究セン

ター、千葉市環境保健研究所、川崎市健康安

全研究所、富山県衛生研究所、石川県保健環

境センター、福井県衛生環境研究センター、

岐阜県保健環境研究所、岐阜市役所健康部、

三重県保健環境研究所、大阪健康安全基盤

研究所、神戸市環境保健研究所、島根県保健

環境科学研究所、福岡県保健環境研究所）に

プライマー、Taq ポリメラーゼ、陽性コン
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トロール DNA を送付し、各地方衛生研究

所における保存株を用いた EHEC-POT 法

の評価を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究においては患者情報から切り離さ

れた菌株のみを扱うため、倫理上の問題は

発生しない。 

 

Ｃ．研究結果 

検出 ORF 選別の結果、検出候補 ORF の

うち 21 個の ORF を検出することで、O121

及び O157 を除く各血清型で汎用的に利用

可能かつ、十分な菌株識別能が得られるこ

とが判明した。EHEC-POT 法は上記 21 個

の ORF に加え、eae 遺伝子及び大腸菌のマ

ーカーを加えた 12-plex PCR、2 反応系から

なる、検出系となった。 

愛知県衛生研究所保有株および感染症研

究所提供株 DNA 並びに各地方衛生研究所

から O26 46(44)株、O91 34(31)株、

O103 113(102)株、O111 30(27)株、

O121 72(58)株、O145 97(79)株、O157 

202(202)株、O165  39(35)株、その他

45(40)株の合計 678(618)株のデータが得

られた（かっこ内は集団事例を除いた株数）。

集団感染事例を除いた菌株を用いた各血清

型の POT 型の数、及び D index は表 1 の

とおりである。O26、O111、O103、O165

では D index 0.997～0.978 と高い菌株識別

能となった。また。その他の希な血清型では

O152の 1株のみORFが全く検出されずタ

イピング不能であったが、その他の 39 株に

おける D index は 0.993 と、十分な菌株識

別能力を示し、EHEC-POT 法の開発に関与

しなかった分離株においても菌株識別能力

は確保されていた。また、O157 及び O121

を除き、ほとんどの血清型において、特定の

POT 型への極度な偏りは見られなかった。

その一方、O157 では特定の 3 遺伝子型が

全体の 31.7%（202 株中 64 株）を占めてお

り、菌株識別能力の低下に繋がった。また、

O121 においては特定の 2 遺伝子型に全体

の約 8 割（58 株中 45 株）が集中した。

EHEC-POT 法によって、O121、O157 を

除く血清型の EHECを汎用的にタイピング

することができた。 

集団事例（21 事例）由来の 60 株につい

ては、20 事例由来の 57 株では同一集団内

で同一 POT 型となった。しかし O121 に

よる 1 事例については、3 株中 1 株が異な

る POT 型となった。 

 

表 1 各血清型における菌株識別能力 

（同一事例由来株を除く） 

血清型 株数 POT

型数 

D index 

O26 44 36 0.992 

O91 31 21 0.968 

O103 102 58 0.983 

O111 27 26 0.997 

O121 58 11 0.702 

O145 79 40 0.961 

O157 202 66 0.957 

O165 35 25 0.978 

その他 40 35 0.993 

 

 

Ｄ．考察 

O157、O121 を除き多様な血清型の

EHEC を EHEC-POT 法を用いてタイピン
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グすることができた。EHEC-POT 法は特定

の血清型に特化せず、多くの EHEC 分離株

に適用することができると考えられる。 

全国 14 カ所の地方衛生研究所にプライ

マーセット及び Taqポリメラーゼを送付し、

検討した結果全ての施設で良好な PCR 反

応結果が得られている。今回は Taq ポリメ

ラーゼについても同一ブランドの製品を配

布したことから、良好な PCR 結果が得られ

たと考えられる。また、ほとんど（21 事例

中 20 事例）の集団事例にいて、同一事例の

POT 型は同一となり、遺伝子型が安定して

得られることも確認できた。このことから

EHEC-POT 法は多くの施設で実施可能で

あり、大部分の EHEC 血清型のタイピング

と遺伝子型共有に有効であることが示され

た。MLVA が普及している血清型（O157、

O26、O111）以外の diffuse outbreak 監視

に EHEC-POT 法は有効と考えられる。そ

の一方菌株由来の DNA 配布による結果再

現性評価は行わなかったため、今後検討す

る必要があると考えられる。メーカーによ

るキット販売あるいは改良 EHEC-POT 法

のプロトコル開示によって、全国の地方衛

生研究所で実施可能としていくことで、マ

イナーな血清型のEHEC感染症監視に貢献

できると期待される。 

 

Ｅ．結論 

EHEC-POT 法によって、O121 と O157

を除くほとんど全ての血清型の EHEC を、

実用上問題の無い菌株識別能力で、汎用的

に分子疫学解析できる。全国の地方衛生研

究所で実施可能としていくことで、マイナ

ーな血清型の EHEC感染症監視に貢献でき

ると期待される。 

 

Ｇ．研究発表 

 1.  論文発表 

なし 

 2.  学会発表 

 第 23 回腸管出血性大腸菌感染症研究会 

「腸管出血性大腸菌 PCR-based ORF 

Typing（POT）法の改良とその評価」 2019

年 11 月 14 日、15 日（発表日 15 日） 愛

媛県松山市 

 第 93 回日本細菌学会総会 「EHEC-

POT法とMLVA法の菌株識別能力の比較」 

2020 年 2 月 19～21 日（発表日 20 日） 愛

知県名古屋市 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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別紙 3 

厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

令和元年度 分担研究報告書 

 

食品由来が疑われる有症事案に係る調査（食中毒調査）の迅速化・高度化に関する研究 

分担課題 食品媒介感染症・食中毒の疫学調査手法の整備に関する研究 

 

研究分担者 砂川 富正 （国立感染症研究所感染症疫学センター・室長） 

研究協力者 高橋 琢理 （国立感染症研究所感染症疫学センター・主任研究官） 

研究協力者 土橋 酉紀 （国立感染症研究所感染症疫学センター・主任研究官） 

研究協力者 加納 和彦 （国立感染症研究所感染症疫学センター・主任研究官） 

研究協力者 駒瀬 勝啓 （国立感染症研究所感染症疫学センター・再任用研究員） 

研究協力者 髙原 理 （国立感染症研究所感染症疫学センター・非常勤職員） 

研究協力者 神谷 元 （国立感染症研究所感染症疫学センター・主任研究官） 

 

 

研究要旨  

 本分担グループでは、感染症発生動向調査事業（NESID）の患者・病原体データと国

立感染症研究所病原体部が有するより詳細な菌株データ（MLVA データ等）を連携させ

て、統合されたデータの活用方法について検討する。また、NESIDデータに基づく広域

事例疑い探知システムの構築および改良を行い、広域事例の早期探知と情報共有、迅速

な調査へとつなげる方法について検討する。さらに、長期的な視点から、実際の広域事

例の発生要因の調査について、食材そのものを管理する農林部局等との連携が欠かせな

いことが考えられる。具体的に、食品衛生分野における HACCPとの連携、農業分野にお

ける GAPとの連携について、システムを幅広く含めていくための必要な情報を国内外か

ら収集し、実装するシステムに一部具体的に反映させていくことを検討する。 

 本年度は、2018 年に開発した広域事例疑い探知システムの改良を行い、2019 年 6 月

より本格的に稼働させた。主な改良点は、2018 年データを用いた試行結果から、発生

頻度を考慮しつつ迅速に情報提供を行うためのアラート閾値を設定したことである。結

果として、6月以降に計 4回厚生労働省の関係部局への情報提供を行い、調査へとつな

げることができた。アラート閾値については、2019 年データを含む過去のデータを用

いて、より迅速で効果的な閾値の設定を検討する予定である。 

 

 

A. 研究目的 

 腸管出血性大腸菌（EHEC）感染症事例発生時の

調査・対策上の課題として、患者情報（疫学情報）

と病原体情報（菌株情報）の連携が迅速に行えな

いことが従前より指摘されている。本分担グルー

プにおいては、感染症発生動向調査事業（NESID）

の患者データ・病原体（菌株）データと、国立感

染症研究所病原体部が有するより詳細な菌株デ

ータ（MLVAデータ等）を連携させるシステムの開

発を行い、統合されたデータの活用方法について

検討する。 

また、詳細な菌株データが得られていない初期

の段階において、早期に広域事例の疑いを探知す

ることを目的として、過去の報告数データとの比

較から特異的な増加を探知するシステム（広域事

例疑い探知システム）の開発を行う。これにより、

事例発生時の調査及び介入の迅速化が見込まれ、

食品衛生行政上大きな貢献が期待出来る。本年度

は、より迅速かつ効果的に厚生労働省の関係部局

に情報共有することを目標にシステムの改良を

行い、2019年 6月より稼働させた。また、探知後

の情報提供を迅速にするため、解析や作図を自動

化するツールの開発を試みた。 

 

B. 研究方法 

（A）MLVA データと NESID データの連携と活用法

の検討 

 前年度までに開発した突合ツールにより、MLVA

データと NESIDデータの突合を行った。統合デー

タの活用法の検討の一環として、まずは広域の

MLVA クラスタ（同一 MLVA complex の症例群）の

規模別の発生頻度を調べた。簡単のために、ここ

では 2保健所以上にまたがる事例を広域発生と定

義した。MLVAクラスタの規模は、NESIDデータに
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より家族内感染をクラスタ化し、１家族クラスタ

を１としてカウントした。 

 

（B）NESIDデータに基づく広域事例疑いの早期探

知 

前年度までの研究で得られた知見に基づき、ア

ラート閾値の再検討を行った。前年度は、感度と

迅速性を重要視し閾値を低く設定したため、年間

を通して多くのアラートを検知したが、多くはそ

の後の患者数の増加は見られないものであった。

この低めの閾値は、内部への早めの注意喚起とし

ては有用であるものの、厚生労働省等への情報共

有のためには、頻度と特異度の観点から適切では

ないと思われた。また、アラート検知後に具体的

に何例まで増加したら情報共有を行うかの基準

がなかったため、判断に時間を要し、結果的に情

報共有までの時間が長くなったことも課題であ

った。そこで、内部注意喚起用の閾値（感度・迅

速性を重視）に加え、厚生労働省への情報共有を

行うための閾値を新たに設定する必要があると

考えられた。報告数そのものと、過去ベースライ

ンからの逸脱度の２つの指標を組み合わせた段

階的なアラートレベル設定を行い、2018年データ

を用いた試行により得られた発生頻度を考慮し

て、各レベルに至った場合の対応について併せて

検討した。このアラートレベルを用いたシステム

を 2019年 6月より稼働させた。 

 

C. 研究結果 

（A）MLVA データと NESID データの連携と活用等

の検討 

MLVAクラスタの規模別の発生頻度を見ると、規

模が２の事例が最も多く、規模が大きくなるにつ

れて発生頻度は減少した（図 1）。規模が 9以上で

発生頻度は大きく低下し、11,13,16,17,20,21,23

の規模の事例がそれぞれ一回ずつであった。規模

が 9以上の事例（計 7回）は、全体の発生回数（84

回）の約 8%であった。 

 
図 1. 2018 年データにおける MLVA クラスタの規模別発生頻度 

 
 

（B）NESIDデータに基づく広域事例疑いの早期探

知 

アラートのレベルごとの閾値を図１のように

設定した。最も高いレベル 4は、2018年データを

用いた試行では年間の発生回数が 5回であり、こ

のレベルに至った場合は直ちに厚生労働省への

情報共有を行うこととした。レベル 2以下の場合

は、内部注意喚起及び監視強化を行うこととした。

レベル 3 は他の情報と合わせて総合的に判断し、

場合によっては厚生労働省への情報共有を行う

こととした。 

 
図 2. 各レベルの閾値設定と、2018 年データにおける発生回数 
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2019 年 6 月からこのアラート閾値によりシス

テムを稼働させた結果、アラートレベル１以上が

24 回発生した。うち、最終的にレベル 3 まで至っ

た事例が 3 回、レベル 4 まで至った事例が 2 回発

生した。レベル 3 以上のうち 4 回のアラートで、

厚生労働省（食品監視安全課及び結核感染症課）

への情報提供を実際に行った（O26VT2・第 20週, 

O145VT2・第 36 週 , O157VT1VT2・第 44 週 , 

O157VT2・第 46 週）。なお第 20 週の O26VT2 は、

システムがレベル 3として探知する数日前に感染

症疫学センター内の EHEC 監視チームが探知し、

早めの情報共有に至った。レベル 3として探知さ

れた第 36 週の O145VT2 は、報告地分布に偏りが

みられたことを考慮し、情報提供に至った。第 46

週の O157VT2もレベル 3で探知したが、性別・年

齢分布の偏りと直近の報告の増加傾向を考慮し

て早めの情報提供を行った（最終的にはレベル 4

に到達）。 

 

D. 考察 

（A）MLVA データと NESID データの連携と活用法

の検討 

MLVA クラスタの規模別の発生頻度を調べたと

ころ、規模が 9以上の事例の発生回数は 7回（全

体の約 8%）であり、発生頻度の低い稀な事象であ

ると考えられた。これらの事例の迅速な探知と効

果的な注意喚起のための方法論を引き続き考え

ていく必要がある。 
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（B）NESIDデータを用いた広域散発事例の早期探

知 

広域事例疑いを早期に探知することができれ

ば、事例発生時の初動調査および介入の迅速化が

見込まれ、食品衛生行政上の貢献が期待出来る。

NESID の届出データを用いた広域事例疑いの早期

探知の取り組みにより、2019 年においては、広域

事例の疑いとして厚生労働省への情報提供を 4回

実施し、複数の自治体に対する喫食状況調査等の

早期の実施に結びつけることができた。なお、

2019 年に用いたアラート閾値（図 2）は 2018 年

実績に基づく暫定的なものである。感度、特異度、

発生頻度等のバランスを考慮しつつ、より迅速に

探知するための閾値設定の再検討を行う必要が

ある。また、迅速探知により早められた調査開始

を汚染源の同定につなげるための全体のスキー

ムについて、関係機関との調整を含めた検討を行

うことも今後の課題である。 

 

E. 結論 

本分担グループでは、患者（NESID）データと

菌株（MLVA）データの連携とその活用、広域事例

の早期探知と継続的なモニタリング、及び早期の

情報共有を行うためのシステムを構築すること

を目的とし、本年度は、NESID データに基づく広

域事例疑い探知システムの改良を主に行った。改

良版システムを稼働させることにより、いくつか

の事例において迅速な情報提供を行うことがで

きた。 

また、長期的な視点から、実際の広域事例の発

生要因の調査について、食材そのものを管理する

農林部局との連携が欠かせないことが考えられ

る。具体的に、食品衛生分野における HACCPとの

連携、農業分野における GAP との連携について、

システムを幅広く含めていくための必要な情報

を国内外から収集し、実装するシステムに一部具

体的に反映させていくことを検討する。また、実

際の事例を通した改善も重要であり、積極的に対

応していく。 
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