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新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業 

令和 2年度総括研究報告書 

 

「食品由来感染症の病原体の解析手法及び共有化システムの構築のための研究」 

  

研究代表者   泉谷秀昌   国立感染症研究所細菌第一部第二室長 

  

  

  

研研究究要要旨旨： 

食品由来感染症における病因物質である病原体に対し、分子疫学解析から得られる遺伝

子情報（病原体情報）は、流行株を把握し、感染源を究明し、感染拡大を阻止する上で重要

である。実際の感染症対策および施策にあたっては当該病原体情報を、疫学調査で得られた

情報とともに、効率よく効果的に共有することが肝要である。腸管出血性大腸菌（EHEC）に

対する主たる分子疫学解析手法としては、パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）、IS-

printing system（ISPS）および multilocus variable-number tandem repeat analysis

（MLVA）がある。2018年 6月 29日付で厚生労働省から発出された事務連絡「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 MLVA に統一する方向性

が示された。当該事務連絡に対応し、各ブロックにおいて、MLVA 法に関する研修会、各病

原体解析手法に関する精度管理試験を実施した。また、MLVA 実施にあたってのデータ解析

手法の検討、データベースの構築などを実施した。PFGE、ISPS についても同様に精度管理

及びデータベースの構築を行った。アンケート調査の結果から、MLVA 実施率は 7 割近くに

上昇した。EHEC 分離株の解析から、各地域もしくは全国における流行菌型の解析、広域株

の探知が行われた。得られた情報を関係機関と共有、さらに必要に応じて研究班を通じて全

国的に共有した。個々の集団事例及び広域集団事例への対応などに活用された。全ゲノム解

析を使った MLVA 法の評価、事例対応にあたっての有用性等の評価を行った。収集した菌株

の MLVA データ及び、地衛研から直接送付された MLVA データに関し、食中毒調査システム

NESFD 掲示板への提供を行った。 

 

 

研研究究分分担担者者  

岩渕香織（岩手県環境保健研究センター） 

鈴木 淳（東京都健康安全研究センター） 

山田和弘（愛知県衛生研究所） 

河合高生（大阪健康安全基盤研究所） 

狩屋英明（岡山県環境保健センター） 

濱崎光宏（福岡県保健環境研究所） 

伊豫田淳（国立感染症研究所） 

研究協力者：大西 真、李謙一（国立感染症

研究所）および各地方衛生研究所等関係者 

（各研究分担報告書を参照） 
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AA..  研研究究目目的的  

 食品由来感染症は病原体に汚染された食

品を摂取することによって発生する。代表

的な病原体で毎年流行を繰り返すものとし

て、腸管出血性大腸菌

（enterohemorrhagic Escherichia coli, 

EHEC）がある。EHEC感染症は 3類感染症

の一つであり、年間 3-4千名もの感染者を

出す。溶血性尿毒症症候群などの合併症を

おこし、10名程度の死者が出る年もあ

る。当該病原体には多様なバリアントが存

在し、その流行型は毎年変化している。そ

のなかには複数の自治体をまたいで流行す

る広域株も存在し、その感染源を突き止め

ることは容易なことではない。本研究では

分子疫学解析に関し、その開発・評価・精

度管理、当該解析法に基づく病原体情報の

収集およびデータベース化、ならびに当該

病原体情報の効率的、効果的な共有化を行

うためのシステムの構築を柱としている。

本研究によって流行菌型の把握、ならびに

広域事例における感染源の究明及び感染拡

大の防止に貢献することを目指している。 

 

BB..  研研究究方方法法  

１．日本全国の地方衛生研究所（地衛研）

を６ブロックに分け、各ブロック内の地衛

研で分離菌株（腸管出血性大腸菌 O157

等）に対するパルスフィールドゲル電気泳

動（PFGE）解析、IS-printing system

（ISPS）、multilocus variable-number 

tandem repeat analysis（MLVA）の精度管

理、研修会等を実施した。 

２．平成 21年度に立ち上げた

BioNumericsサーバの運用を見直した。一

部機能を VPSサーバ上に移築し、MLVAシ

ステムの構築を行った。 

３．分担研究者及び研究代表者により、

PFGE、ISPS及び／もしくは MLVAによるデ

ータベース構築を検討した。さらに、デー

タベースを活用して集団発生事例等に対応

した。 

４．EHEC O157、O26、O111（主要 3 血清

群）、O103、O121、O145、O165、O91（追

加 5血清群）関して MLVA を用いた病原体

サーベイランスを検討した。 

５．2018 年 6月 29日付の厚生労働省から

の事務連絡「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」に関連した MLVAデータ授受に関する

整備を行い、定期的に MLVAデータを厚生

労働省に提供、食中毒調査システム

（NESFD）上の掲示板に MLVAリストとして

掲示された。 

６．EHEC O157 株を用いて全ゲノム配列

（whole-genome sequence, WGS）を用いた

解析を実施した。一塩基多型（single 

nucleotide polymorphism, SNP）を抽出し

MLVA法の結果と比較した。集団事例関連

株について WGS解析を行い、他の国内株と

比較した。 

７．EHEC 分子疫学解析の手法について、

地衛研における実施状況を把握するための

アンケートを実施した。 

  

CC..  研研究究結結果果  

１．感染研における研究-1 

2020 年に分離された EHEC について MLVA

および PFGE解析を行い、その型別結果に基

づいて分離株の動向について調べた。PFGE

を用いて 231株の解析を行い、BioNumerics

データベースに登録した。MLVA を用いて
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EHEC O157 1,295 株、O26 459 株、O111 85

株、O103 162株、O121 58株、O145 16株、

O165 4 株、O91 31 株、計 2,110 株を解析

し、それぞれ、555、179、54、52、25、12、

4、27 の型が同定された。O121 を除き、シ

ンプソンの多様性指数（SDI）は 0.944-1と

比較的高かった。5 機関以上で検出された

MLVAコンプレックスもしくはタイプに含ま

れる株は 445 株であった。当該コンプレッ

クスは O157 13 種類、O103 2種類であり、

コンプレックスに含まれない広域タイプは

O157 7種類、O26 1種類、O111 1種類、O103 

1種類、O121 1 種類であった。2018年 6月

29日に厚生労働省から発出された事務連絡

に基づき地研から送付された MLVA データ

の解析を行い、送付された菌株の解析結果

と併せて情報還元・共有を行った。送付され

た MLVA データ処理のため、VPS サーバに

MLVA システムの構築を行った。今後、MLVA

をはじめとした分子疫学解析手法の手技的

側面、データ解析、データの取り扱いといっ

た側面における技術支援、並びに MLVAシス

テムの運用検証など、共有に向け、さらにシ

ステムの検討・改良の必要があると考えら

れた。 

２．北海道・東北・新潟ブロック 

平成 30年 6月 29日付け事務連絡「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に統一化するよう通知が発

出されてから、2年が経過した。本通知も

あり MLVAを導入する地衛研は増えてお

り、令和 2年 12 月現在、北海道・東北・

新潟ブロック内の地衛研では、導入予定の

3 施設を含めると 9施設で MLVA 実施可能

となっている。MLVAの結果の信頼性を確

保するため、ブロック内において精度管理

を実施した。また、ブロック内の EHEC担

当者の連携を深め、感染症・食中毒事例や

検査法等について情報を共有するため地方

衛生研究所全国協議会 Webex会議室を利用

し研修会を 2回開催した。 

各施設により、機器や試薬の安定した条

件をみつけることが信頼性の確保された結

果を得るために重要と言われている。増幅

効率のよい PCR試薬キットにより、判定に

苦慮する「低いピーク」が改善されたと研

修会で報告があり、PCR 試薬により安定し

た MLVAデータが確保されるのであれば、

ひとつ条件として検討されると考えられ

た。 

３．関東・甲・信・静岡ブロック 

食中毒の散在的集団発生（ Diffuse 

outbreak）を早期に探知し拡大防止を行う

ためには、共通原因食品を迅速に特定する

ことが重要である。その手段として患者等

から分離された菌株情報は非常に有用であ

る。関東ブロックでは共通菌株 5株（O157: 

4株、O26: 1 株）を用いて PFGE、ISPS、MLVA

の精度管理を行った結果、いずれも良好な

成績であった。MLVAによる精度管理におい

ては、これまでで最も施設間の一致率が高

い結果となり、年々各施設での手技が定着

していることが確認できた。しかし近年、地

方衛生研究所では担当者の異動が頻繁に行

われていることから、今後も PFGE や MLVA

の検査精度を一定に保つための精度管理が

重要である。 

東京都で検査を実施した O157（203 株）、

O26（17 株）、0111（8 株）の MLVA および

PFGEを実施した結果、O26および O111 は両

者で全ての株が一致したが、O157では PFGE
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が 91 種類の型に、MLVA は 112 種類の型に

分類され、一部に両者で不一致であった菌

株が存在した。両解析法どちらにおいても

疫学調査と一致しない解析結果が得られる

場合があったことから、菌株を対象とした

分子疫学解析結果に加え、保健所等におけ

る聞き取り調査も必要不可欠であるといえ

ることが確認できた。 

【病原体情報の疫学調査への活用例の報告

（以下、追加事例報告等）：東京都】 

４．東海・北陸ブロック 

 EHEC主要 3血清群（O157、O26、O111）に

対する分子疫学解析法である MLVA につい

て、東海・北陸地方 11施設（地方衛生研究

所、保健所及び衛生試験所）のうち既に MLVA

が実施可能な 8 施設を対象に、4 件の EHEC

抽出 DNA を用いて精度管理を実施した。ま

た、愛知県内の中核市 3 市を対象に、実習

を交えた MLVA初期導入研修を実施した。東

海・北陸ブロックで今年度分子疫学手法を

用いて解析した事例の報告を行った。 

1)MLVA精度管理 

各施設から提出された MLVA 実施結果の各

領域のリピート数を比較したところ、概ね

一致した成績が得られており、東海・北陸ブ

ロックの MLVA 法の検査精度は良好であっ

た。しかし、各施設における MLVAで得られ

るピークの高さには大きな差がみられ、判

定に苦慮すると考えられる程度にピークが

低い検体もあった。ピークの高さの施設ご

との差は使用するシークエンサーの違いや

PCR 酵素及びプライマー濃度等の反応時点

での違い等が考えられ、各施設で安定した

結果を得ることを可能にすることは今後の

課題であると考えられた。また、出力したフ

ァイルの貼り付けと結果の確認のみで、入

力ミスや転記ミスといった人的要因のミス

をなくすことが可能な記入用紙の統一は非

常に有用であると考えられた。 

2)MLVA導入研修の実施 

MLVA導入研修会は、参加者に全体的に好評

であった。今後も MLVA に関して、担当者間

での情報共有が重要であり、研修会等の開

催も継続的に必要であると考えられた。 

3)東海・北陸ブロックで分子疫学的解析を

実施した事例 

愛知県で患者が確認された Shigella 

sonnei 集団感染事例について PFGE 解析を

行った。その結果、分離株全てが 95%程度の

相同性があった。 

【追加事例報告等：愛知県】 

５．近畿ブロック 

EHEC の遺伝子型別法である MLVA の地衛

研への導入促進を目的として、平成 30年度

から検討を継続している MLVA 新規解析法

に改良を加え、その有効性を評価した。近畿

ブロック内の研究協力地衛研 10 施設を対

象に結果の信頼性確保のための精度管理を

実施した。また、MLVAに関する Q&A を作成

し、地衛研における MLVA の導入･実施を支

援した。研究協力地衛研 5 施設とともに改

良した MLVA 新規解析法を評価した結果、1

施設を除いて、供試した 83%以上の菌株につ

いて 17 遺伝子座すべてのリピート数を正

確に決定することができた。MLVA新規解析

法は、他施設で作成された bin 設定ファイ

ルをインポートする既存の方法と比較して、

同等以上の精度でリピート数を決定できる

と考えられた。MLVAの精度管理については、

10 施設中 4 施設が配布した 12 株すべてを

正しく解答した一方で、3 施設は 2 株以上

を誤答し、施設間で MLVA の技術レベルに差
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があることが明らかになった。継続的な精

度管理の実施による技術レベルの底上げが

必要であると考えられた。 

６．中国四国ブロック 

食品由来感染症の広域事例発生時には、

症例間の関連性を明らかにするため、各症

例由来株の分子疫学解析結果等を各自治体

が共有し、病原体分離株の比較・解析を行う

ことが感染源特定や拡大防止のために有用

である。そのためには、地衛研における病原

体分離株の分子疫学解析手法の解析精度・

解析能力の向上による精度管理体制の維

持・強化が不可欠である。そこで、中四国ブ

ロック内の地衛研を対象に、EHEC O157 菌

株を用いた ISPS、PFGE 及び MLVA による精

度管理を実施した。その結果、一部の地衛研

を除いて、ほとんどの施設で良好な結果が

得られたが、一部の施設では技術の改善や

工夫、検査結果の適正な点検が必要と思わ

れた。また、MLVAについては、近年、MLVA

を導入する地衛研が増加しており、中四国

ブロックにおける検査精度管理体制の強化

のためには、MLVA で解析を行う地衛研に対

して、本研究成果に基づく継続的な技術的

支援が、必要であると考えられた。 

令和２年度に中四国ブロックで発生した

EHEC による感染事例について、分子疫学解

析結果や疫学情報を収集し、食品保健総合

情報処理システム（NESFD）の全国の MLVA情

報も参考としながら比較調査した。その結

果、同一の MLVA 型の EHEC 菌株による感染

事例が中四国ブロックを含む全国の複数の

自治体で確認されたが、中四国ブロック内

では同一汚染源による腸管出血性大腸菌食

中毒は認められなかった。 

本研究によって EHEC 分子疫学解析手法

である ISPS、 PFGE、MLVAによる中四国ブ

ロックの地衛研のサーベイランス技術水準

の向上に貢献したものと考える。 

【追加事例報告等：島根県】 

７．九州ブロック  

九州ブロックでは、①ISPSによる IS型デ

ータベースの運用、②EHEC検出状況の解析、

③EHEC による集団発生事例の集約及び④精

度管理の 4項目について取り組んだ。 

九州ブロックにおける EHEC O157 の IS型

の登録数は、令和 3年 2月 10日現在で 2,157

件であり、令和 2年度は 101件の登録であっ

た。令和 2年度に九州ブロックで収集された

EHEC は 385 株であった。その O 群血清型の

内訳は O157 が 154株と最も多く、O26 が 81

株、O111 が 14株の順であった。令和 2年度

の EHEC による集団発生事例は 17 事例であ

った。その O 群血清型の内訳は、O157 によ

るものが 7事例と最も多く、O26によるもの

が 6 事例、O103 によるものが 2 事例、O121

によるものが 1事例、血清型別不能によるも

のが 1 事例であった。精度管理は、PFGE を

必須項目とし ISPS及び MLVAについては、そ

れぞれの地衛研の実情に合わせて選択項目

とした。PFGE、ISPS及び MLVAの精度管理に

おいて、一部誤判定がみられた。今後 EHEC

の分子疫学解析手法が MLVA に移行すること、

及び地衛研によっては人事異動等で職員の

入れ替わりにより技術の継承が困難になっ

ていることを考慮すると、MLVA の継続的な

精度管理及び研修が必要と考えられる。 

【追加事例報告等：長崎県、長崎市】 

８．感染研における研究―2 

EHEC のサーベイランスにおける全ゲノム

配列（WGS）解析の有効性を検証するために、

EHEC O157 の WGS解析を行った。2020 年に分
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離された 202株の O157菌株の WGS配列を新

たに解読し、計 1146 株の WGS から単一塩基

多型（single nucleotide polymorphism：SNP）

を抽出した。MLVA と SNP の比較を行ったと

ころ、一部の例外を除き、MLVA で同一型また

は 1 座位のみ異なる型では少数の SNP のみ

認められることが確認された。上記の解析結

果をもとに、2020 年に報告された 3 事例の

MLVA コンプレックスについて WGS 解析を行

い、1178 株分の SNP データベースから近縁

株を抽出した。この結果、2事例ではコンプ

レックスとなった株のみが 10 か所以内の

SNP を有していた。一方、コンプレックス

20c022 では、100 株以上の近縁株が抽出され、

国内で近縁性の高い集団が流行型となって

いることが判明した。 

９．その他 

1)ブロックアンケート結果 

EHECの分子疫学解析手法 PFGE、ISPSおよ

び MLVA について各地衛研での実施状況をア

ンケート形式で情報収集した。回答総数は

71 であった。PFGE 実施率は 83%、ISPS 実施

率は 56%、MLVA 実施率は 66%であった。2018

年と比較し PFGE はほぼ変わらず、ISPSで低

下が、MLVA では増加が見られた（それぞれ

85→83％、84→56％、33→66％）。  

2)MLVA 解析設定ファイルの配布 

 MLVA データ解析にあたり使用するソフト

Genemapperの設定ファイルを 20機関に配布

した。 

3)MLVA解説書の作成 

MLVA に関して理解を広げるため、比較的

平易な「MLVA法解説」を作成し、ホームペー

ジ上に公開した。（別紙参照） 

 

DD..  考考察察  

食品由来感染症において、病因物質であ

る細菌の分離株に対し分子疫学解析手法を

駆使し、菌株間のつながりを明らかにする

こと、そしてその情報を関係機関と共有

し、患者の疫学情報と関連させ、事例対応

に活用していくことは、感染原因の究明や

感染拡大の阻止などの感染症対策を講じる

ために重要な要素である。 

本年度も EHEC分離株の分子疫学解析の結

果から、全国及び各ブロックにおいて流行

菌型の調査がなされ、食中毒などの行政対

応に結び付いた事例が報告された。全体的

に大きな流行株は検出されなかったが、多

くの広域株が検出された。 

EHECにおいてはこれまで PFGE、ISPS、

MLVAが分子疫学解析手法として開発、検

討、使用されてきた。2018年 6月 29日付

に厚生労働省より発出された事務連絡「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、EHEC

病原体解析手法として MLVAに統一し、MLVA

データの感染研への送付と型名付与を行う

（または分離株を送付し MLVA型を取得）と

いう方向性が示された（O157、O26、O111

が対象）。 

本研究のアンケート結果から、地衛研で

は ISPSの実施率の減少、MLVAの実施率の

上昇が観察された。これは上記事務連絡に

よる影響、本研究班及びさまざまな支援に

より、MLVAの普及に向けて地衛研が動いて

いることを示している。MLVAが各地衛研で

導入され、病原体解析手法としてルーチン

的に機能するには、一層の支援が必要と考

えられる。また、データの解析システムの

整備、情報共有に向けたシステム整備等も

必要と考えられる。各試験法の実施状況は
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ブロックごとに様々であり、また地衛研で

は毎年担当者の交代が少なからず発生す

る。本研究班による精度管理の実施、解析

手法の検討、研修会等は、各ブロック及び

地衛研における病原体解析の体制維持、

MLVA 普及に向けた能力向上、問題点の共有

などの観点から重要な位置を占めており、

今後も継続して実施していく必要がある。 

本研究班においては closed network 上に

て病原体情報のデータベースを利用するシ

ステム、すなわちパルスネット、ISPSデー

タベースの構築および運用を進めてきた。

しかしながら、病原体解析手法の MLVAへの

移行が進みつつあり、MLVAのためのシステ

ム構築が必要と考えられる。VPSサーバ上

に MLVA システムを構築し、現在分担研究者

を中心に運用を検討中である。今後ユーザ

ーを増やしていくにあたり、運用面等での

検討を重ねていく必要がある。 

わが国では上記のように MLVAが EHEC分

離株の第一の解析手法として、PFGE、ISPS

が第二の選択肢として活用される方向にな

りつつある。分離菌株の全ゲノム解析を用

い、MLVAの結果と比較することで、MLVAの

評価を行った。ゲノム解析は最も信頼性の

高い病原体解析手法であるが、かかる費用

と時間の関係からルーチン化することは難

しい。しかしながら、蓋然性の高い解析が

可能となり、今後もゲノム解析を使った検

討を続けていくことは現行の病原体サーベ

イランスの性能を理解する点、流行中の病

原体の系統を知る点において重要である。 

 

EE..  結結論論  

病原体の分子疫学解析手法における技術

開発、データの蓄積ならびに情報の共有は

感染症対策において必須である。 

EHEC感染症においては、分子疫学解析手

法として MLVAを導入したことでよりリアル

タイムに近いサーベイランスが可能になり

つつある。2018年 6月に厚生労働省から発

出された事務連絡「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」により病原体解析手法として MLVA

にシフトする方向性が示された。いくつか

の事例では MLVAデータを直接地衛研と感染

研とでやりとりすることで迅速な対応に結

び付いた。本研究班並びに各地衛研におけ

る努力によって MLVAを実施する地衛研が増

えつつある。しかしながら、病原体サーベ

イランス並びに情報共有システム構築に

は、病原体解析手法の普及、整備、精度管

理、データ解析及び共有のためのシステム

構築、技術的及びシステム的問題点の情報

収集など多くの課題があり、今後も各工程

において検討および改善を図っていくこと

が重要である。 

 

FF..  健健康康危危険険情情報報  

特記事項なし 
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2. 李謙一、伊豫田淳、泉谷秀昌、大西

真：2019年に報告された腸管出血性大

腸菌集団感染事例の全ゲノム配列解
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3. Izumiya H, Lee K, Ishijima N, 
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はじめに 

 ここでは腸管出血性大腸菌O157など、多くの細菌に対して使われている

MLVA法（エムエルブイエー法、ムルヴァ法などと呼ばれます）の原理と活用

について比較的わかりやすくまとめました。みなさまのご理解の一助になれば

幸いです。 
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MLVA法とは 

・ Multilocus variable-number tandem-repeat analysisの略です。 

・ 日本語では「反復配列多型解析」と呼びます。 

・ 細菌のゲノムにある短い縦列の繰り返し構造（リピート）に着目した方法

です。 

例：GATATC GATATC GATATC 

この場合、GATATCという 6塩基のリピート単位が 3回繰り返し 

・ ゲノムにはこのようなリピートが複数個所あります。 

・ 複製（菌が増える）時、リピートの伸び縮みが生じます。 

3回から → ［複製］→ 2回になったり、4回になったりします。 

 

 

 

・ リピート数の違いから菌株が同じか違うかを調べます。 

・ MLVA法は菌株が同じか違うかを遺伝子レベルで調べる分子疫学解析手法

の一つです。 
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MLVA法の流れ 

１．菌からDNAを取り出します（DNA抽出）。 

２．抽出したDNAにあるMLVAの標的遺伝子領域（標的遺伝子座）に対応す

るプライマーを使って PCRを行い、標的部分を増幅します。 

３．増幅された PCR産物を電気泳動によって分離します。大きいサイズの産

物は遅く、小さいサイズの産物は速く流れ、検出器で順番に検出されます。

４．検出された産物の大きさから、それぞれの遺伝子座に何個のリピートがあ

るかをわり出します。結果としてリピートの数字の組み合わせが得られます。  
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MLVA法の活用 

得られた数字の組み合わせ（パターン）は同じ大腸菌の中でも異なります。

パターンが近いほど菌同士の由来が近いことを表します。食中毒などの事件が

発生しますと、同じお店、あるいは同じメニューの品を食べた患者さんから同

じパターンを持つ菌（菌株）が採れます。また、原因施設となったお店で使わ

れていた食品からも同じパターンを持つ菌株が取れることがあります。こうし

て関係した人や物から同じパターンの菌株が採れるということは、感染源を強

く示唆することにつながります。 
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MLVA法の活用その２ 

ここではもう少し複雑な例を紹介しましょう。MLVA法で使われている遺伝

子座にはリピート構造があり、これは菌が増える際に変化します。菌は食品の

中でも増えますし、感染した患者さんの中でも増えます。多くの場合、同じ食

中毒の事例の中では患者さん、原因食品から同じパターンの菌株が採れるので

すが、中には菌が増えている間にリピート数が変化したものが採れる場合があ

ります。変化のほとんどは対象遺伝子座のうちの 1つが変わっているだけなの

で、こうした菌株も由来は同じものと判断します。 
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MLVA法の活用その２（続き） 

こうした 1領域だけが違うものを single locus variantと呼びます。先ほどお

話ししましたように、これは菌が増えている間に遺伝子が 1回変化しただけに

すぎないので遺伝的に近いと考えます。こうした類似したパターンの株をまと

めて「コンプレックス」と呼び、これは多くの食中毒事例で観察されます。

MLVAのパターンに基づいて菌株同士の関係性を表すようにしたMinimum 

spanning treeやデンドログラムと呼ばれる図では、コンプレックスに含まれる

菌株は近くに集積してクラスターを形成します。 
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MLVA法の活用その 3 

毎年 3000人以上の人が腸管出血性大腸菌に感染しますが、MLVA法で解析

すると多くのパターンが見られ、その数は 1000ぐらいになります。その 3~4

割がMinimum spanning tree上でクラスターを形成します。この中には食中毒

の株も含まれますが、一見無関係の人の株が含まれることもあります。こうし

た人たちが事件と関係ないかどうかを調べるきっかけにMLVA法が活用され

ることもあります。 

 

  

－ 16 －



MLVA法活用のまとめ 

・ 「患者さんからの菌株と、食品からの菌株が同じ、あるいは同じと考えて

もよいぐらい似ている」とわかることで、その食品を原因とした食中毒で

あることが明確になります。 

・ 食品の原材料、生産環境などを調べて、さらに同じ菌株がとれれば、原因

となった菌がどこから来たのかわかります。（さかのぼり調査と言います） 

・ 同じMLVAパターンの菌に感染した複数の患者さん（クラスター）から何

を食べたか聞き取り調査をします。そこから浮かび上がった共通食品につ

いて、さらにさかのぼり調査をします。こうした調査によってクラスター

を発生させた原因食品がわかることもあります。（疫学調査と言います） 
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疫学調査について 

・ 食中毒において疫学調査は大変重要です 

・ おひとりの情報では原因がわからなくても、何人かの情報をあわせること

で原因がわかることがあります 

・ どこで何を食べたか思い出せましたら調査員にお話しください 

・ ご協力をお願いいたします 
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厚生労働科学研究費補助金 

新興・再興感染症及び予防接種政策推進 研究事業 

 
「食品由来感染症の病原体の解析手法及び共有化システムの構築のための研究」 

 

令和２年度研究分担報告書 

「EHEC分離株の分子疫学解析について」 

 
研究代表者 泉谷秀昌  国立感染症研究所 細菌第一部 

研究分担者  伊豫田 淳  国立感染症研究所 細菌第一部 

研究協力者  李 謙一  国立感染症研究所 細菌第一部 

研究協力者  大西 真  国立感染症研究所 細菌第一部 

研究協力者         地方衛生研究所 

 

研究要旨 2020年に分離された EHECについて MLVAおよび PFGE解析を行い、その型別結果

に基づいて分離株の動向について調べた。PFGEを用いて 231株の解析を行い、BioNumerics

データベースに登録した。MLVAを用いて EHEC O157 1,295株、O26 459株、O111 85株、

O103 162株、O121 58株、O145 16株、O165 4株、O91 31株、計 2,110株を解析し、それ

ぞれ、555、179、54、52、25、12、4、27の型が同定された。O121を除き、シンプソンの多

様性指数（SDI）は 0.944-1と比較的高かった。5機関以上で検出された MLVAコンプレック

スもしくはタイプに含まれる株は 445 株であった。当該コンプレックスは O157 13種類、

O103 2種類であり、コンプレックスに含まれない広域タイプは O157 7種類、O26 1種類、

O111 1種類、O103 1種類、O121 1種類であった。2018年 6月 29日に厚生労働省から発出

された事務連絡に基づき地研から送付された MLVAデータの解析を行い、送付された菌株の

解析結果と併せて情報還元・共有を行った。送付された MLVA データ処理のため、VPS サー

バに MLVAシステムの構築を行った。今後、MLVAをはじめとした分子疫学解析手法の手技的

側面、データ解析、データの取り扱いといった側面における技術支援、並びに MLVAシステ

ムの運用検証など、共有に向け、さらにシステムの検討・改良の必要があると考えられた。 

 

 

A. 研究目的 

 食品由来感染症は病原体に汚染された食

品を摂取することによって発生する。腸管

出血性大腸菌は当該感染症の代表的な起因

菌の一つである。EHEC感染症は 3類感染症

に含まれ、毎年 3-4 千名の感染者が発生し

ている。これらの中には複数の自治体をま

たいで流行する株、広域株も存在し、その感

染源を突き止めることは EHEC 感染症の制

御に重要である。また広域株に限らず、個々

の事例対応においても感染者から分離され

た菌株を比較し、その類縁性を明らかにし

ていくことは必須である。 

EHEC流行菌型の解析、すなわち分子疫学
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解析手法としては、現在パルスフィールド

ゲル電気泳動法（ PFGE）、 IS-printing 

system（ IS-PS）、反復配列多型解析

（ multilocus variable-number tandem 

repeat analysis、MLVA）の 3つの方法が主

に使われている。 

平成 30年 6月 29日に厚生労働省から発

出された事務連絡「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、解析手法の MLVAへの統一

および MLVA データの収集が図られること

となった。 

上記のような技術的、また社会的背景の

中、病原体情報という科学的エビデンスに

基づく事例対応および感染症対策に資する

ため、病原体情報に関する解析手法並びに

情報共有化システムの構築が本研究の目的

である。 

本研究では特に EHEC 感染症の中でも発

生頻度の高い主要 3 血清群（O157, O26, 

O111）、並びに血清群 O103、O121、O145、O165、

O91（追加 5血清群）について、MLVA法を用

いて解析し、類縁菌株の情報取得、複数の機

関で検出される所謂広域株の解析、及び情

報共有について検討を行った。 

 

B. 研究方法 

感染研に送付された腸管出血性大腸菌

2020年分離株に対して MLVA法及び PFGEを

用いた解析を行った。解析結果のデータベ

ース化を BioNumerics (Applied Maths社)

により行った。地方衛生研究所から送付さ

れた MVLA データについても同様にデータ

ベース化を行い、菌株からのデータと合わ

せて比較解析を行った。結果については、電

子メールにより菌株送付機関に還元した。

送付された菌株を解析したデータ、地衛研

から直接送付された MLVA データについて

は定期的に食中毒調査支援システム

(NESFD)において情報共有を行った。 

MLVAについては Izumiyaら(2008、2020)

に記載の遺伝子座を用いて、PFGEについて

は Pulsenet Internationalに準拠した方法

で解析した。 

MLVAデータに関するシステム構築のため

従来の Windowsサーバから VPSサーバに環

境を移行した。 

 

C. 研究結果 

2020 年分離株について、2021 年 2 月 24

日現在の結果を示す。 

1．PFGE 

 231株を解析した。菌株数が多かった O群

（PCR 法による Og を含む。）は O115 が 17

株、O5 が 15株、O186が 15株、O8が 13株、

O128 が 10 株であった。得られた情報を

BioNumericsデータベースに登録した。 

2．MLVA 

EHEC O157 1,295株、O26 459株、O111 85

株、O103 162株、O121 58株、O145 16株

O165 4株、O91 31株、計 2,110株を MLVA

法で解析した。それぞれ、555、179、54、52、

25、12、4、27の型が同定された。各血清群

における Simpson’s Diversity Index（SDI）

は表 1に示すとおりであった。 

表 2に検出株数の多かった型上位 15を示

す。集団事例に関連し、1-2機関のみで検出

された型が 5 種類（20m2053、18m0040、

20m2094、20m0306、15m2189）あった。 

 

3．広域株の解析 

 MLVAでは、得られた型から関連が疑われ
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るタイプ同士をコンプレックスとして包括

している。2020年分離、解析した EHEC株の

うち、5機関以上で検出された MLVAコンプ

レックスもしくは MLVA 型に含まれる株は

445株であった。このうちコンプレックスは

15 種類（O157 が 13 種類、O103 が 2 種類）

であり、コンプレックスに含まれない広域

タイプとしては 11 種類（O157 が 7 種類、

O26が 1種類、O111が 1種類、O103が 1種

類、O121が 1種類）であった。 

 主要な広域株について、週別の検出状況

を図 1に、地理的な分布を図 2に示す。 

 

4. MLVAデータ共有に関する活動 

 複数地研で共通の MLVA タイプもしくは

コンプレックスが検出された場合には、検

出菌株リストおよび MLVA 型間の関係を示

す minimum spanning tree（MST）をまとめ、

関係機関に還元した。上記広域集団事例が

疑われた株については MLVA に関する情報

を全国 6 ブロックの研究分担者を通じて情

報共有を行った 

2018 年 6 月の事務連絡に基づき 2020 年

は 24機関から MLVAデータの送付があり、

590株のデータに型名を付与した。菌株解析

で得られた MLVA データおよび地研から送

付された MLVAデータについては、定期的に

厚生労働省と共有し NESFD の掲示板に供さ

れた。 

上記 590 株のうち、307 株については後

日菌株が送付され、MLVAの結果を還元する

とともに、精度確認についても情報提供し

た。地研での MLVA導入に向け、データ提供、

データの照会、フラグメント解析設定ファ

イルの配布などを行った。 

従来の感染研内 Windows サーバの環境を

VPS サーバに移行した。移行に伴い、

BioNumerics サーバならびに IS-PS システ

ムを終了した。当該環境において IS-PS シ

ステムの一部を利用した MLVA システムの

構築を検討した。本システムは、Webを介し

て MLVAデータを登録、処理し、型名を付与

するための試験システム環境として設計し

た。研究分担者に当該システムの IDを配布

し、システムの試行及び検討を行った。 

 

D. 考察 

 新型コロナウイルス感染症の影響からか、

全体的な菌株数は 2 割ほど減少した。MLVA

法による EHEC分離菌株の解析から、主要 3

血清群 O121を除き、いずれの血清群におい

ても SDI が比較的高かった。検出数上位の

MLVA型では O157が 10種類と高かった。昨

年同様、大規模なクラスターが少なく、小規

模から中規模のクラスターが多数検出され

たことが窺えた。広域株ではないが、集団事

例に関連した型が検出数上位の株で散見さ

れた。 

 広域株は 2-3 週間に集中的に検出された

もの、4週以上にわたって検出されたものと

様々であった（図 1）。これらの地理的分布

も様々であった。 

 2014 年度から稼働し始めた EHEC 主要 3

血清群、並びに 2017年度から導入した追加

5血清群の MLVAの結果から、広域株探知に

加え、集団事例、家族内事例における病原体

情報の一致もしくは類似が認められ、個々

の事例においても有用性が示された。 

MLVAを活用することで迅速に病原体情報

を共有することが期待されている。2018年

6 月の事務連絡に基づき、地研で実施した

MLVAデータを使用した解析、並びに共有が
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開始された。迅速なデータおよび菌株のや

り取りが広域事例の対応に生かされた事例

も見られた。 

VPS サーバに構築中の MLVA システムは、

Web ベースでデータを登録、MLVA 型を付与

する。今後データを受け付けるユーザーを

増やし、その運用を試験し、当該システムを

さらに検証する必要がある。 

 

E. 結論 

EHEC 感染症における MLVA 法を活用する

ことで、より迅速に病原体情報が獲得され、

その情報還元および共有が図られることが

期待される。 

2018年 6月の事務連絡により、MLVA法に

基づく病原体解析手法の統一化、情報共有

に向けた方向性が示された。今後、各地研に

おける導入に向けた支援、試験結果の精度

維持にかかる支援、データ授受に関する検

討、データ共有のあり方などを含め、検討及

び改良を重ねていく必要がある。 

 

F. 健康危険情報 なし 

G. 研究発表 

1) 誌上発表 

1．泉谷秀昌、李謙一、伊豫田淳、大西

真：2019年に分離された腸管出血性大腸菌

のMLVA法による解析。IASR、第41巻、71-

72、2020年5月 

2．Izumiya H, Lee K, Ishijima N, Iyoda 

S, Ohnishi M. Multiple-Locus Variable-

Number Tandem Repeat Analysis Scheme 

for Non-O157 Shiga Toxin-Producing 

Escherichia coli: Focus on Serogroups 

O103, O121, O145, O165, and O91. Jpn J 

Infect Dis. 2020 Nov 24;73(6):481-490. 

2) 学会発表等 

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  
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表 1. 2020年株における MLVA試験菌株数、型数及び Diversity Index 

O群 株数 型数 SDI 

O157 1295 555 0.993 

O26 459 179 0.978 

O111 85 54 0.975 

O103 162 52 0.944 

O121 58 25 0.877 

O145 16 12 0.958 

O165 4 4 1.000 

O91 31 27 0.989 

 

表 2．2020年検出数上位 MLVA型 

MLVA型 O群 VT型 株数 機関 コンプレックス 

1199mm00551133 O157 VT1+VT2 64 24 20c030 

2200mm22005533 O26 VT1 47 1 20c210 

1188mm00004400 O157 VT1+VT2 28 2 
 

2200mm00336688 O157 VT2 27 13 20c041 

2200mm22009944 O26 VT1 25 1 20c209 

2200mm00224455 O157 VT1+VT2 24 4 20c038 

2200mm00110055 O157 VT2 24 10 20c010 

2200mm00224433 O157 VT1+VT2 21 9 20c028 

2200mm00330066 O157 VT2 20 1 20c032 

1166mm44001133 O103 VT1 20 7 20c403 

2200mm00114488 O157 VT2 19 10 20c019 

2200mm00118866 O157 VT1+VT2 19 13 20c023 

1188mm00445500 O157 VT1+VT2 19 4 
 

1177mm55002222 O121 VT2 19 3 
 

1155mm22118899 O26 VT1 19 1 
 

1188mm44000055 O103 VT1 19 9 
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図 1．広域株の検出状況（週別）。点線は送付株全体（縦軸右）。 

 
 

図 2．広域株の地理的分布 

a) O157 VT2 20c010 （27株、10機関） 
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b) O157 VT1+VT2 20c022 （31株、13機関） 

 

 

 

 

c) O157 VT1+VT2 20c023（22株、13機関） 
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d) O157 VT1+VT2 20c030（66株、24機関） 

 

 

 

e) O157 VT2 20c041（29株、13機関） 
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厚生労働省科学研究費補助金 新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業

「食品由来感染症の病原体情報の解析及び共有化システムの構築に関する研究」

(R2-新興行政-一般-001）

研究分担報告書

分担研究課題 「全ゲノム解析による O157の分子疫学的解析」
研究分担者  伊豫田 淳（国立感染症研究所 細菌第一部）

    研究協力者 李 謙一（国立感染症研究所 細菌第一部）、

地方衛生研究所等

研究要旨   
腸管出血性大腸菌（enterohemorrhagic Escherichia coli：EHEC）のサーベイランスにお

ける全ゲノム配列（whole-genome sequence：WGS）解析の有効性を検証するために、EHEC 
O157のWGS解析を行った。2020年に分離された 202株の O157菌株のWGS配列を新
たに解読し、計 1146株のWGSから単一塩基多型（single nucleotide polymorphism：SNP）
を抽出した。multi locus variable tandem repeat analysis（MLVA）と SNPの比較を行った
ところ、一部の例外を除き、MLVAで同一型または 1座位のみ異なる型では少数の SNP
のみ認められることが確認された。上記の解析結果をもとに、2020年に報告された 3事
例の MLVAコンプレックスについて WGS解析を行い、1178株分の SNPデータベース
から近縁株を抽出した。この結果、2 事例ではコンプレックスとなった株のみが 10 か
所以内の SNPを有していた。一方、コンプレックス 20c022では、100株以上の近縁株
が抽出され、国内で近縁性の高い集団が流行型となっていることが判明した。

A. 研研究究目目的的
腸管出血性大腸菌（enterohemorrhagic 

Escherichia coli: EHEC）は食品を媒介とし
て人へ感染し、感染に必要な菌量も少な

いことから、しばしば広域食中毒の原因

となる。現在、同菌感染症の早期検知や原

因の究明を目的としたサーベイランスで

は 、 multi locus variable tandem repeat 
analysis（MLVA）やパルスフィールドゲル
電気泳動（PFGE）法といった分子型別手
法を用いた菌株間の比較が行われている。

近年、高速シークエンサーの実用化によ

り、集団感染等の調査に全ゲノム配列

（whole-genome sequence：WGS）を用いた
解析が取り入れられつつある。これまで

の研究によって、EHEC O157においては
MLVA と single nucleotide polymorphism
（SNP）解析は高い相関性を有することが
示されている。本年度はそれを検証する

ためにより網羅的に国内株の解析を行っ

た。また、これまでに確立した SNPデー
タベースを用いて、2020 年に多数報告さ
れたMLVA型の SNP解析を行い、近縁株
の抽出や関連性の解析を行った。
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B. 研研究究方方法法
2020 年 1 月から 8 月に分離された

EHEC O157 202株（150種のMLVA型）
について、ゲノム DNA 抽出を行い、
Nextera XT DNA Library Prep Kit（illumina）
ま た は QIAseq FX DNA Library Kit
（QIAGEN）を用いてライブラリー調製を
行った。作製したライブラリーを使用し

て、HiSeqX（illumina）によってペアエン
ドシークエンシング（150-mer×2）を行っ
た。得られたショートリードは、これまで

に感染研・細菌第一部で既に解読した計

944株のWGSと合わせ、BactSNPおよび
snippy などを用いた解析パイプラインに
て SNPを抽出し、MLVA型別との比較を
行った。

また、2020 年に分離株数の多かった 3
種の MLVA コンプレックス（20c006, 
20c020, および 20c022）について、これま
でに感染研で SNP情報をデータベース化
した O157計 1178株から近縁な株を抽出
した。先行研究では、集団感染由来株は 0-
7 か所の SNP が存在することが知られて
いるため、20c006および 20c020では SNP
が 10 か所以内の株を抽出した。一方、
20c020では中心となるMLVA（16m0039）
において、同一型でも 14 カ所の SNP が
存在したことから、2020 年に分離された
16m0039 の株から 14 か所以内の SNP が
存在する株を抽出した。

C. 研研究究結結果果
1. 国国内内 EHEC O157 1,146 株株ににおおけけるる
MLVAとと SNP解解析析のの比比較較
国内で 2020 年に分離された EHEC 

O157 計 202 株と 2019 年までに分離され

た 1,146株におけるMLVAと SNP解析と
の比較結果を図 1 に示す。これまでは、
集団感染関連株や分離数の多い MLVA 型
を中心に解析を行ってきたが、本年度は

散発事例（150 種の MLVA 型のうち、70
種は同一型が分離されていない散発事例）

を含めた解析を行い、より網羅的に比較

を行った。MLVAの差異別に見た SNPの
平均値は、同一型、 single locus variant, 
double-locus variant, triple-locus variant（SLV, 
DLV, TLV）でそれぞれ 2，6，12，20であ
り、MLVA で異なる座位が増えるにつれ
て SNPが蓄積する傾向が見られた。一方
で、SLVでも 100か所以上の SNPが存在
する例や、11カ所のMLVA座位が異なる
場合にも SNPが存在しない例も認められ
た。今後、これらの株の関連性や特徴的な

MLVA 座位等について、詳細に検討する
必要がある。

2. 2020年年集集団団感感染染事事例例のの解解析析
EHEC O157 を対象に 2020 年に同一

MLVA型が多数発生した 3種のMLVAコ
ンプレックスについて、これまでに構築

した EHECの SNPデータベースから近縁
株を抽出して解析を行った。

コンプレックス 20c006は、岡山県およ
び栃木県で計 12株が報告され、20m0067
および SLV、DLVからなるコンプレック
スを形成していた。そこで、20m0067の株
（J2020-1）を基準として、SNPが 10か所
以内の株を抽出した。その結果、抽出され

た株はいずれも 20c006に含まれるSLVま
たは DLVであり、株間の SNPは最大で 2
カ所であった（図 2）。
コンプレックス 20c020は、主なMLVA
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型を 20ｍ0041とし、SLVである 20m0198
から構成され、全国的に 17株が報告され
ている。20m0041の菌株を基準に SNPが
10 か所以内の株を抽出したところ、
20m0041 の 2 株を含む計 6 株が抽出され
た。20m0041の菌株間の SNPは 0または
1か所と、非常に近縁であった。その他の
近縁株は、2019 年以前に分離された
MLVA で 1 から 3 座位が異なる株であっ
たが、18か所以上の SNPが存在した（図
3）（近縁株で再解析を行ったために 10か
所以上の SNPが抽出された）。
コンプレックス 20c022は、16m0039を

主なMLVA型とし、全国的に 26株が報告
されている。同 MLVA 型では、同一型で
も 14 カ所の SNP が存在する場合があっ
たことから、データベースから 14か所以
内の SNPが存在する菌株を抽出した。そ
の結果、計 106 株が近縁株として抽出さ
れた（図 4）。これらの菌株には、2013年
分離株から 2020年分離株までが含まれて
おり、最大で MLVA型が 5座位異なる株
が含まれていた。

D. 考考察察
これまでの EHEC O157におけるMLVA

と SNP解析の比較では、集団感染株等の
分離数の多い型を主な対象としてきたが、

本年は散発事例株を含めた解析を行い、

より網羅的にMLVAと SNP解析の比較を
行った。その結果、大部分の菌株間におい

ては、これまでの解析と類似の傾向が見

られた。すなわち、数か月以内に分離され

た同一型および SLVは、最大でも 10か所
程度の SNPのみ有する、という傾向であ
った。しかしながら、SLVでも数十か所の

SNP が存在する事例や、10 座位以上の
MLVA座位が異なっていても SNPが存在
しない事例等の例外的な事例が多く見ら

れた。これらの事例については、特定の座

位が関与している可能性や、異なる座位

のリピート数の差などをより詳細に検討

する必要がある。

2020年に流行したMLVAコンプレック
スの解析では、20c006および 20c020の事
例では、コンプレックスとなった株のみ

が SNPでも近縁株となった。これらの結
果は、MLVAで差異の大きい株間や、分離
日が離れている類似型の株間では、SNP
が多数存在する場合がある、というこれ

までの知見と一致するものであった。

一方 20c022 の事例では、ごく少数の
SNP（<14か所）のみ存在する近縁な集団
が、少なくとも 2013年から国内で継続的
に分離されていることが明らかとなった。

本集団は、今回の解析株の約 9%を占める
ことから、国内 EHEC 制御の上で重要で
あることが示唆された。また、本集団の菌

株については MLVA が類似していても
SNPが多数存在する場合があり、MLVAの
変異速度が遅い可能性がある。

E. 結結論論
本研究では、国内 EHEC O157の網羅的

ゲノム解析によって、MLVAと SNP解析
の関係性がより詳細に明らかとなった。

また、一部で遺伝的近縁性の高い集団が

継続的に国内で流行していることが明ら

かとなった。今後、このような流行型が他

に存在するか探索するとともに、流行型

の由来や分布について明らかにすること

が、より効果的な EHEC 制御につながる
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と考えられる。

F. 健健康康危危険険情情報報
なし

G.  研研究究発発表表
1) 誌上発表
なし

2) 学会発表
なし

H. 知知的的財財産産権権のの出出願願・・登登録録状状況況
1. 特許取得
なし

２. 実用新案登録
なし
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図 1. MLVA と SNPの関連性 
MLVAの異なる座位数別に見た SNPの分布を箱ひげ図で示す。 
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図 2. 20c006における供試菌株のmedian joining tree 
各ノード（丸印）は、各菌株を示し、大きさは株数を反映している。各ノードの結合線を直交する
線は、1本につき 1 か所の SNP を示す。色分けは、MLVA型または 20m0067 と異なるMLVA
座位数を示す。 
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図 3. 事例 B における供試菌株のmedian joining tree 
各ノード（丸印）は、各菌株を示し、大きさは株数を反映している。各ノードの結合線を直交する
線は、1本につき 1 か所の SNP を示す。色分けは、MLVA型または 20m0041 と異なるMLVA
座位数を示す。 
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図 4. 事例 B における供試菌株のmedian joining tree 
各ノード（丸印）は、各菌株を示し、大きさは株数を反映している。各ノードの結合線を直交する
線は、1本につき 1 か所の SNP を示す。色分けは、MLVA型または 16m0039 と異なるMLVA
座位数を示す。
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厚生労働科学研究費補助金（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 
令和 2年度 分担研究報告書 

 
食品由来感染症の病原体情報の解析及び共有化システムの構築に関する研究 

 
 

   研究分担者  岩渕 香織    岩手県環境保健研究センター 
   研究協力者  森本 洋     北海道立衛生研究所 
          小川 恵子    北海道立衛生研究所 
          三津橋 和也   北海道立衛生研究所 
          石黒 真琴    札幌市保健福祉局衛生研究所 
          山上 剛志    青森県環境保健センター 
          髙橋 洋平    青森県環境保健センター 
          橋本 恭奈    青森県環境保健センター 
          今野 貴之    秋田県健康環境センター 
          山下 裕紀    岩手県環境保健研究センター 
          瀬戸 順次    山形県衛生研究所 
          山口 友美    宮城県保健環境センター 
          山谷 聡子    宮城県保健環境センター 
          山田 香織    仙台市衛生研究所 
          賀澤 優      福島県衛生研究所 
          木村 有紀    新潟県保健環境科学研究所 
          須藤 拓大    新潟市衛生環境研究所 
 
研究要旨 
 平成 30年 6月 29日付け事務連絡「腸管出血性大腸菌（以降、EHEC）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
化するよう通知が発出されてから、2年が経過した。本通知もありMLVAを導入する
地方衛生研究所（以下地衛研）は増えており、令和 2年 12月現在、北海道・東北・新
潟ブロック内の地衛研では、導入予定の 3施設を含めると 9施設でMLVA実施可能と
なっている。MLVAの結果の信頼性を確保するため、ブロック内において精度管理を
実施した。また、ブロック内の EHEC担当者の連携を深め、感染症・食中毒事例や検
査法等について情報を共有するため地全協（地方衛生研究所全国協議会）Webex会議
室を利用し研修会を 2回開催した。 
各施設により、機器や試薬の安定した条件をみつけることが信頼性の確保された結

果をだすために重要と言われている。増幅効率のよい PCR試薬（Platinum 
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MultiplexMaster Mix：ThermoFisher）により、判定に苦慮する「低いピーク」が改
善されたと研修会で報告があり、PCR試薬により安定したMLVAデータが確保され
るのであれば、ひとつの条件として検討されると考えられた。 

 
A. 研究目的
ブロック内の 12地衛研で、EHECの

MLVAを実施しているのは 6施設であ
る。加えて、3施設が令和 3年度以降導
入を予定しており計 9施設がMLVA実
施可能となっている。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、ブロック内の EHEC担当者の

連携を深め、事例報告及び検査法につい

て情報を共有するため、研修会を開催し

た。なお、研修会の会場は新型コロナウ

イルス感染症に配慮し、地全協（地方衛

生研究所全国協議会）Webex会議室を
利用し 2回開催した。 

 
B 研究方法 
1.「平成 2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、12施設中 7施設
が参加した。MLVAを実施している
6施設と導入予定の 1施設であっ
た。 

2）試料は、岩手県内で 2020年に分離
された EHEC4菌株（①～④に示
す）の DNA抽出液（抽出キット使
用、濃度は 6～11ng/μL）を、参加
希望の施設に送付した。なお、導入

予定の地衛研 2施設にも確認用の試
料として送付した。 
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、昨
年度と変更した点、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）各施設の結果を国立感染症研究所
（以降、感染研）の結果と比較する

ことで解析した。 
2. 「令和 2年度第 1回北海道・東北・
新潟ブロック EHEC担当者研修会」
の開催 

1）日時： 
令和 2年 12月 2日 11：00～12：00 

2）場所：全地協 Webex会議室 
3）参加者：9地衛研 14名 
4）内容 
①「EHEC分子疫学解析実施状況アン
ケート」のブロック内の回答まとめ 

②「各種 kitによる STEC MLVA 
～各 kit で結果に差が出るか？～」 
北海道立衛生研究所  

三津橋 和也 
---資料 1--- 

3.「令和 2年度第 2回北海道・東北・新
潟ブロック EHEC担当者研修会」の
開催 
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2）場所：全地協 Webex会議室 
3）参加 11地衛研 18名 
4）内容 
①「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 2--- 

②事例発表 
EHECに関する検査法、事例など

について演題を募集し、下記の 2題の
申込があった。 

---資料 3、4--- 
ⅰ「岩手県において散発発生した

O103VT1による EHEC感染症」 
岩手県環境保健研究センター 岩渕 香織  

ⅱ「β－グルクロニダーゼ（GUD）＋
EHEC O157検査における注意点に
ついて」 

 北海道立衛生研究所 三津橋和也 
③アンケート結果報告 
仙台市において、EHEC増菌培養液

の VT遺伝子スクリーニング PCRの
結果は VT1(+)VT2(－)、分離された菌
株は VT1(+)VT2(+)という事例があり、
増菌培養液からも VT2遺伝子を PCR
で検出すべく DNA抽出法やプライマ
ーについて検討したが、簡単で安価に

できる解決策がなく検査法を模索し

ているとの報告があった。そこで、ブ

ロック内地衛研で行っている DNA抽
出法等に解決策があればということ

で増菌培養液の VTスクリーニング法
のアンケートを実施した。回答は別紙 

1のとおり。 
 

※「糞便増菌培養検体からの VT遺伝子
検出スクリーニング検査について」 
仙台市衛生研究所   山田香織 

 ---資料 5--- 
   
C. 研究結果 
1. MLVAの精度管理 
試料①O157VT1VT2、②O157VT2

については、7施設が一致し、感染研の
結果とも一致した。試料③O26VT1と
④O111VT1については、遺伝子座
O157-36が 1施設だけリピート数 6と
回答し、6施設は「－2（ピーク無）」と
報告が異なっていた。感染研の回答は、

「－2」であり、O157-36領域に非特異
ピークが発生しピーク検出と判定した

と考えられた。低いピークでも Binの
範囲にピークが入った場合の判定は難

しいと考えられた。（表 1） 
MLVA 精度管理に係るアンケートで
は、令和元年度と同じく全ての施設で

ポリマーやバッファーなどの消耗品は、

施設内で共有していた。苦慮している

こととして、「非特異ピークの判定」、

「遺伝子の順番が GeneMapperで表示
される順番と感染研に報告する様式と

異なる」、「フラグメント解析の消耗品

を新しい状態に保ちたいが、使用頻度

や予算の兼ね合いもあり難しい。」、

「MLVA 実施の予算、中核市分の菌株
の扱い、分析実施後の結果報告やMST
の説明など、MLVA に関する事項全般
をどのように説明したら行政の感染症

担当者に理解してもらえるか悩んでい

－ 38 －



る。」と検査担当者だけでは解決できな

い問題もあると考えられた。 
2. 「令和 2年度第 1回北海道・東北・
新潟ブロック EHEC担当者研修会」 

1）「EHEC 分子疫学解析実施状況アン
ケート」回答によると、MLVAを導入す
る地衛研が増えているが、PFGE、IS-
PS は引き続き実施されている。また、
現在分担研究者が使用しているWeb上
で MLVA 型を付与される登録システム
については、MLVA 導入の 9 地衛研で
使用の希望があり、システムの利用が

期待される。 
2) 「各種 kitによる STEC MLVA 
～各 kit で結果に差が出るか？～」 

下記の 3つの PCR試薬を比較した結
果、Thermo Platinum Multiplex PCR
はピークが安定して高く検出された。 
① QIAGEN Multiplex PCR Plus 
② QIAGEN Multiplex PCR  
③ Thermo Platinum Multiplex PCR  
※仙台市衛生研究所からも、3つの試薬 
を比較したところ、ピーク低めの

EH111-8、O157-9、O157-34につい
ても安定したピークが立ち上がるとの

報告があった。 
3.「令和 2年度第 2回北海道・東北・新
潟ブロック EHEC担当者研修会」 

1）講演「腸管出血性大腸菌のMLVA
法について」 
基本的なMLVAの原理方法から解析
結果の見方、EHECの発生状況や、広
域散発事例など最新情報について講演

があった。また、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

ことであった。 
2）事例発表 
①「岩手県において散発発生した

O103VT1による EHEC感染症」 
岩手県では 2020年にO103VT1によ
るに EHEC感染症が 74例中 18例報告
された。3、6、7 月の 6 事例について
MLVAは一致（20c401）したが、PFGE
パターンは一致しなかった。ただ全体

的には似ているので、大本は同じでは

ないかと推定された（原因は不明）。 
※仙台市衛生研究所から追加報告 
仙台市と福島県でも O103VT1 によ
る集団感染事例（20c403）があった。 
②「β－グルクロニダーゼ（GUD）＋

EHEC O157 検査における注意点に
ついて」 
北海道では、稀にβ-グルクロニダー

ゼ（GUD）＋の EHEC O157が検出さ
れており（1996年から 2020年まで 17
例）、IS-PS ではバンドが少ない、ラム
ノース非分解等という特徴があり、す

べての株について分子疫学解析等を行

う予定である。他にも生化学的性状が

例外的な EHECも検出されたこともあ
り、それらに対応すべく 1 菌株に糖の
配分も考慮した 8 種類の分離培地を使
っている。 
③「糞便増菌培養検体からの VT遺伝子
検出スクリーニング検査について」 
アンケートの結果、回答のあった地

衛研の増菌培養液からの DNA 抽出法
はアルカリ熱抽出法であった。「スクリ

ーニングであることから VT 遺伝子が
検出できる程度で実施している」「感度

の高いリアルタイムPCRで実施するの
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はどうか」等の意見が出された。 
 

D. 考察 
MLVA精度管理は、ほとんどの施設

が一致する結果となったが、ピークが出

ないローカスに発生した非特異ピークを

ピーク検出と判定した施設があり、bin
の範囲に入った低いピークの判定は難し

いと考えられた。 
昨年度のMLVA技術研修会におい

て、MLVAの判定で共通して苦慮してい
たのが「低いピーク」の判定であった。

増幅効率の高い PCR試薬（Thermo 
Platinum Multiplex PCR kit）を使用す
ることで改善するとの感染研から情報提

供があり、ブロック内地衛研に配布した

ところ、北海道立衛生研究所で、他の

PCR試薬と比較検討し、安定したピー
クが得られたと第 1回研修会で報告があ
った。ブッロク内の地衛研では、PCR
試薬の選択について検討されていくと考

えられた。 
今回、研修会では、培養法の話題と

して「β-グルクロニダーゼ（GUD）＋
EHEC O157の検査法」、PCR法の話題
として「糞便増菌培養検体からの VT遺
伝子検出スクリーニング検査」について

事例発表があった。他地衛研の状況を知

ることができ興味深く有意義であった。

また、EHEC O103VT1について仙台市
と福島県で発生した事例や岩手県内の散

発事例発生の話題では、今後ブロック内

で同時期に発生した場合、由来が同一な

のかなど比較の検査してみてもいいので

はないかという意見が出された。 
今年度の 2回の研修会は、新型コロ

ナウイルス感染症に配慮し全地協の

Webex会議による研修会となった。
Webex会議室の空室状況と出席者の予
定など日程調整は大変であったが、職場

や自宅で参加できる、複数人で参加でき

る、移動の時間が不要など利点も多かっ

た。 
 

E. 結論 
今回、MLVAについてのみ精度管理を

実施した。EHEC分子疫学解析実施状
況アンケートでは、PFGE及び IS-
Printing Systemも利用されている。特
に PFGEは O157、O26、O111以外の
血清型の EHECやサルモネラ属菌など
の食中毒菌において利用されており、今

後、PFGE及び IS-PSについても精度
管理が必要であると考えられた。 

 
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

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
O157VT＆
VT2

7 2 -2 1 4 -2 7 4 9 -2 9 12 8 5 7 5 6 7

② O15７VT2 7 2 -2 1 2 -2 4 7 -2 -2 8 9 12 3 4 5 10 7

6 2 1 1 2 3 8 15 2 10 -2 1 10 2 -2 1 -2 5

1 2 1 1 2 3 8 15 2 10 -2 1 10 2 -2 1 6 5

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

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

※1 O157、O26、O111においてピークの出現頻度が99％以上（2017～2020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

報
告
施
設
数

③

④

O26VT1

O111VT1

ピーク低め

binからずれやすい

※1必ずピーク

※2プラスミド

複数ピーク
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厚生労働科学研究（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業）

食品由来感染症の病原体の解析手法及び共有化システムの構築のための研究 

 

令和２年度分担研究報告書

関東ブロックで分離された食中毒起因菌の分子疫学解析法の検討と 

精度管理に関する研究 

研究分担者  東京都健康安全研究センター  鈴木 淳 

研究協力者  茨城県衛生研究所       石川 加奈子 

       栃木県保健環境センター    江原 栞 

       群馬県衛生環境研究所     中野 剛志 

       埼玉県衛生研究所       佐藤 孝志 

       千葉県衛生研究所       間  京子 

       神奈川県衛生研究所      古川 一郎 

       横浜市衛生研究所       小泉 充正 

       山梨県衛生環境研究所     山上 隆也 

       長野県環境保全研究所     市川 奈緒 

       静岡県環境衛生科学研究所   森主 博貴 

       東京都健康安全研究センター  小西 典子， 齋木 大， 

                      尾畑 浩魅 

研究要旨  

食中毒の散在的集団発生（Diffuse outbreak）を早期に探知し拡大防止を行うためには、共
通原因食品を迅速に特定することが重要である。その手段として患者等から分離された菌

株情報は非常に有用である。関東ブロックでは共通菌株 5株（O157: 4株、O26: 1株）を用
いて PFGE 法、IS 法、MLVA 法の精度管理を行った結果、いずれも良好な成績であった。

MLVA 法による精度管理においては、これまでで最も施設間の一致率が高い結果となり、
年々各施設での手技が定着していることが確認できた。しかし近年、地方衛生研究所では担

当者の異動が頻繁に行われていることから、今後も PFGE 法や MLVA法の検査精度を一定
に保つための精度管理が重要である。

東京都で検査を実施した O157（203株）、O26（17株）、0111（8株）のMLVAおよび PFGE

を実施した結果、O26および O111は両者で全ての株が一致したが、O157では PFGEが 91
種類の型に、MLVAは 112種類の型に分類され、一部に両者で不一致であった菌株が存在し
た。両解析法どちらにおいても疫学調査と一致しない解析結果が得られる場合があったこ

とから、菌株を対象とした分子疫学解析結果に加え、保健所等における聞き取り調査も必要

不可欠であるといえることが確認できた。
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A． 研究目的
感染症や食品媒介感染症発生時に最も重

要なことは、感染源・感染経路の早期特定と

感染拡大防止である。食品の広域流通が行

われる現在は、同一食品を原因として散発

的に異なる地域で食中毒が発生する散在的

集団発生（Diffuse Outbreak）が起こる可能性
が高く、これらを早期に探知することが健

康被害の拡大防止に重要となる。原因食品、

感染経路を特定するためには、患者や調理

従事者、食品等から分離された病原体の詳

細な解析が必要である。サルモネラや腸管

出血性大腸菌（EHEC）による食中毒では症
状も重篤に陥ることがあり、病原体の解析

は特に重要となる。

一方、散発事例など広域に発生する事例

では、異なる検査施設で実施した分子疫学

解析結果を比較し判定する必要があること

から、各施設の検査・解析レベルが一定以上

であることが求められる。このことから、

EHEC共通菌株を使用して PFGE法、IS法、

MLVA 法について各地研の精度管理を実施
した。また、病原体解析に関するアンケート

を実施し、解析の現状と今後の課題につい

て調査した。

B．研究方法
1．共通菌株を用いた精度管理
腸管出血性大腸菌 O157株および O26株

を関東ブロックの 9施設に送付し、PFGE法、
IS 法および MLVA 法の精度管理を行った。

1) 供試菌株
2017年に東京都内で分離された腸管出血

性大腸菌として O157を 4株および 2020年
に分離された 026を 1株の計 5株を供試し
た。

2) PFGE法
国立感染症研究所のプロトコルに従って

実施した。

アガロースゲルの作製：0.7mm プラグキ
ャスターを使用し、1％ SeaKem Gold 
Agarose（LONZA Japan）で作製した。

DNA抽出法：Proteinase K（1mg/mL）、1％
N-lauroylsarcosin-0.5M EDTA（pH8.0）で 50℃、
18～20時間行った。
制限酵素処理：制限酵素 XbaⅠで 37℃、

4時間処理した。

電気泳動用アガロース：電気泳動用アガ

ロースは SeaKem Gold  Agarose（1%）を使
用した。

電気泳動条件：6 V/cm、2.2~54.2秒、20~22
時間、buffer温度 12℃で行った。電気泳動時

間は泳動後のバンドの先端がアガロースゲ

ルの下から 1.0cm～1.5cmになるように調整
した。

サイズマーカー：S. Braenderup H9812株
を XbaⅠで消化したものを用い、泳動用ア

ガロースに入れた。

3) IS-printing System法
各施設で IS法を実施し、想定されるサイ

ズにバンドが認められた場合を「1」、認めら
れない場合を「0」、判定が困難であった場合

を「2」と記載し、その他のエキストラバン
ドが認められた場合には備考欄に記載した。

これらのデータを比較することにより解析

を行った。

4)  MLVA法

 共通菌株から DNAを抽出し、各施設の方
法でMLVA法を実施した。17領域の繰り返
し配列数を算出し、データを送付し比較す

ることで解析を行った。また、MLVA法に関
わる供試菌株の培養方法と遺伝子解析を行
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う上での遺伝子抽出方法、PCR 産物の希釈
倍率等のアンケート調査を実施した。

2．MLVAの解析結果の活用方法に関するア
ンケート

分離菌株の疫学解析に用いられる MLVA
法について、地方衛生研究所での実施状況

を把握する目的で、アンケート調査を実施

した。

3．腸管出血性大腸菌による食中毒・感染症
の発生状況と分子疫学解析が有用であった

事例

 東京都で発生した EHECによる食中毒・
感染症の発生状況をまとめた。また、分子疫

学解析が行政に活用された事例についてま

とめた。

C．研究結果
1．共通菌株を用いた精度管理結果
1) PFGE法
 関東ブロック 10施設において、共通菌株

を用いた PFGE 解析を実施した。参加施設
数は昨年度より 1施設増加した。

PFGE 画像ファイルを用いて各施設の比
較を行った結果、O157の 4株に関しては昨
年同様にいずれの施設ともバンドの分離は

おおむね良好であった。しかし、本年初めて

実施した O26の 1株に関しては、173.4Kb～
398.4Kbの細かい分離（12本）の判定が困難
な施設が認められた（写真 1a、1b）。
2) IS法

 関東ブロック 10施設において、O157の 4
株に対して IS解析を実施した。
 1st primer set では、菌株 No.1、 3、 4の
結果は10施設すべてで一致した。その一方、
菌株 No.2 では、10 施設中 9 施設で 1-03

（742bp）をバンド「無」と判定したが、1施
設は「有」と判定していた。

菌株 No.1および 3は、1.5kbpより大きい
サイズにエキストラバンドが認められる株

であるが、エキストラバンドの報告があっ

た施設は 5施設であった。菌株 No.2の 1-2
と 1-3 の間に存在するエキストラバンドを

報告した施設は 8施設、また 1-14と 1-15の
間に存在するエキストラバンドの報告のあ

った施設は 7施設であった（写真 2、表 2）。
2nd  primer set では、菌株 No.1～4のいず
れも、すべての施設で一致していた。一方、

エキストラバンドの報告は施設によって異

なっており、菌株 No.1、2、3の 1.5kbp付近
にエキストラバンドが認められると報告し

た施設は 4施設であった（写真 3、表 3）。
3) MLVA法

関東ブロック 10施設で、共通菌株 5株に
ついて MLVAを実施し、各領域のリピート
数を比較した。その結果、リピート数が大き

く外れていた施設は認められず、概ね一致

した成績が得られた。

O157菌株 No.1, 2, 3および O26菌株 No.5 
に関しては、10施設で同一の結果となった。
その一方で、菌株 No.4では、17領域中 1領
域に複数のピークが認められることが 5 施
設から報告された（表 4）。

各領域のピークの高さと PCR産物の希釈
倍数を各施設に報告してもらい比較した。

菌株 1と菌株 2の主なピークの高さを表 5
に示した。いずれの菌株でも高いピーク値

では 30,000以上を示す施設がある一方、低

いピーク値では 100 程度であった。この様
に判定する際のピーク値の高さには施設間

で違いが認められた。一般的に PCR産物の
希釈が高いほどピーク値は低い傾向が認め

られたが、いずれの菌株でもリピート数は
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正しく判定されていた。

4）MLVA法に関するアンケート
関東ブロック 11施設を対象に、MLVA法

に供試するテンプレートの作製時の使用培

地、遺伝子解析を行う上での DNA抽出方法、
PCR 産物の希釈倍率等のアンケート調査を
実施した。

供試菌株のテンプレートの作製時の使用

培地は、普通寒天培地が 4 施設、トリプト
ソイ寒天培地が 1 施設、ミューラーヒント
ンⅡ寒天培地が 1施設、LBブイヨンが 1施
設、HI寒天平板が 1施設、TSB培地が 1施

設、そして CT-SMAC または非選択培地
（Mueller Hinton Agarなど）が 1施設であっ
た。

DNA抽出方法に関しては、アルカリ熱抽
出を行っている施設が 6 施設、熱抽出によ

る施設が 2 施設、市販のキットである
InstaGeneを用いている施設が 1施設、コロ
ニーダイレクトが 1施設であった。

PCR 産物の希釈倍率は、10 倍が 1 施設、 
10倍もしくは 20倍が 1施設、20倍および

40倍が 1施設、50倍～100倍が 4施設、約
100倍が 1施設、約 300倍が 1施設、約 500
倍が 1 施設となり、施設によりさまざまで
あった（表 6）。

2．疫学解析状況に関するアンケート結果
 関東ブロック 11施設を対象に、MLVA法
による解析結果の活用に関してのアンケー

ト調査を実施した。

保健所等へ MLVA型を知らせる方法に関

するアンケートでは、成績書を作成し報告

との回答が 7 施設から得られ、このうち 2
施設は電話連絡も行っていた。また、それ以

外に一覧表にまとめ随時還元している、

MLVA 型の集積が見られた時にヒトの疫学

情報と合わせて報告、保健所との共通サー

バに共有ファイルを入れているとの回答も

あった。

MLVA 型を保健所等へ報告している場合
の対象菌株についてのアンケートでは、収

集した菌株は全て MLVA型を報告している
との回答が 7施設と最多で、次に必要に応

じて報告している施設が 3 施設、保健所等
から依頼（問い合わせ）があった場合に報告

との回答が 1施設から得られた。
国立感染研から定期的に提供されるコン

プレックス情報についての活用方法に関す

るアンケートでは、必要に応じて（一部の情

報について）情報共有を図るとの回答が 5
施設から得られた一方で、特に情報提供は

していないという回答が 3 施設から得られ
た。また、一覧表にまとめて随時還元してい

る、保健所との共有フォルダを利用してい

るとの回答もあった（表 7）。
今後、取り組むべき課題について聞いた

ところ、3血清群以外は PFGEを実施してい
ることや技術継承や結果判定における精度

管理が必要、年に数回は集団事例等で PFGE
を行う機会があること、担当者の手技によ

るところが大きく，平準化の必要性がある

という理由から、MLVA 以外に PFGE の精
度管理も引き続き必要と考える施設が 11施

設全てから得られた（表 8）。

3．腸管出血性大腸菌による食中毒・感染症
の発生状況と分子疫学解析が有用であった

事例

1）東京都で発生した腸管出血性大腸菌によ
る食中毒・感染症の発生状況

 2020年に東京都内で分離されたヒト由来
の腸管出血性大腸菌は 305株（2021年 2月
現在）であった。血清群ごとの分離数は
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O157が 203株（66.6％）と最も多く、次い
でO26が18株（5.9％）、O103が16株（5.2％）
等、合計 12 種類の O 血清群に分類された
が、血清型別不能となった菌株が 28 株
（9.2%）で認められた（表 9）。
食中毒と断定されたのは O157が 1事例、

であった。O157による食中毒事例はつけ物

製造施設が原因であり、原因食品はキムチ

であった。O157は VT1および VT2産生株
で血清型が O157：H7 と典型的なものであ
った。

2）分子疫学解析が行政に活用された事例

 2020年 7月に東京都および名古屋市等
で発生したつけ物製造施設で発生した腸管

出血性大腸菌 O157 による食中毒事例にお
いて、東京都では患者、漬物（キムチ）、調

理従事者から O157が検出され、キムチおよ

び東京都と名古屋市の患者から分離した

O157のMLVAパターンは一致したが、調理
従事者から検出された MLVAパターンとは
別なパターンを示した。このことから、本事

例は調理従事者を介した感染事例ではなく、

キムチに用いられていた食材が汚染されて

いた可能性が示唆され、MLVA 法が有効で
あった事例となった（表 10）。

D．考察

腸管出血性大腸菌やサルモネラによる食

中毒では、複数の自治体に患者が発生する

広域事例や、散在的集団発生が起きる可能

性が非常に高い。この様な事例では、分離株

の分子疫学解析が必須であり、各地方衛生

研究所で実施した検査結果をもとに食中毒

の断定を行うことも多い。

分子疫学解析手法としては、様々な方法

が報告されているが、これまで最も一般的

な方法は PFGE 法であった。分解能や再現

性が高く、多くの菌種に用いることができ

るという利点がある。一方、手技が煩雑で結

果が出るまで時間を要することや、異なる

機関で実施した成績を比較することが困難

であるという欠点がある。

2018年 6月、厚生労働省から事務連絡「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」が発出され、腸

管出血性大腸菌 O157、O26、O111を対象と
した分子疫学解析手法は MLVA法に統一す
ることが明記された。全国で実施する分子

疫学解析手法を統一し、国立感染研で付与

される共通型番号で比較することになった

ことから、広域的に発生する Diffuse 
outbreak の探知をより迅速に行うことが可
能となった。

令和 2 年度関東ブロックでは、共通菌株

5株（O157：4株、O26：1株）を用いて PFGE
法、IS 法、MLVA 法の精度管理を行った。
参加施設は関東ブロック 11施設中 10施設
で、昨年度と比較すると 1 施設の増加であ
った。

PFGE 法はいずれの施設ともおおむねバ
ンドの分離が良好で、比較しやすい写真が

得られていた。しかし O26に出現する細か
いバンドの分離が不鮮明な施設や、染色ム

ラが認められた施設もあった。PFGE法は腸

管出血性大腸菌の分子疫学解析のみならず、

サルモネラや毒素原性大腸菌、赤痢菌等広

く用いることができる手法である。今後も

精度管理等を通じて一定水準以上の技術の

維持および技術の継承を続けていかなくて

はならない。

IS 法は全体に良好な成績が得られたが、
菌株に特徴的なエキストラバンドの判定が

困難な施設も認められた。電気泳動の時間

が短いとバンドとバンドの間隔が狭くなっ
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てしまい、判定が困難になってしまう。でき

るだけ長く泳動しバンドとバンドの間を長

くとることが重要である。

近年、IS 法による解析を実際の検体に用
いることは非常に少なくなってきている。

今後も活用する機会は減少していくと考え

られるが、分子疫学解析の 1 手法としてし

ばらくは維持していく必要はあると考えら

れた。

今回実施した MLVA法の精度管理では、
いずれの成績もほぼ一致したが、O157-37領
域では判定が異なる施設が認められた。す

なわち、菌株 No.4の O157-37領域は複数の
ピークが出る株であったが、施設によって

報告の仕方が異なっていた。しかし全ての

施設がリピート数 3、7、15に集約されてお
り、大きく外れる結果は認められなかった。

各領域のピーク値の高さは施設ごとに異

なっており、高いピーク値（30,000以上）が
得られている施設と小さいピーク値（100程
度）との差は非常に大きかった。今回の精度

管理では、小さいピーク値でもリピート数

は正確に判定されていた。しかしノイズと

の区別が難しい場合もあることから、適切

なピーク値（1000～10,000）になるように調
整することも必要である。

MLVA 法は近年導入された新しい解析方

法であるが、各施設、手技、入力等にも慣れ、

安定した成績が得られるようになっている

ことが明らかとなった。

各自治体では、発生した散発事例や集団

事例を対象に分子疫学解析を実施しており、

行政対応へ活用された事例も数多く経験し

ている。

近年、地方衛生研究所では担当者の異動

が頻繁に行われている。今後も PFGE 法や
MLVA 法の検査精度を一定に保つための精

度管理が必要である。

E．結論
今回実施した MLVA法の精度管理では、

いずれの成績もほぼ一致したが１菌株で判

定が異なる施設が認められた。また、複数の

ピークが認められる株の判定は施設によっ

て異なっていたが、いずれも大きく異なる

判定ではなかった。しかし近年、地方衛生研

究所では担当者の異動が頻繁に行われてい

ることから、今後も PFGE法や MLVA法の
検査精度を一定に保つための精度管理が重

要である。

東京都で実施した O157 の 203 株を対象
としたMLVAおよびPFGEの比較結果から、
両解析法どちらにおいても疫学調査と一致

しない解析結果が得られる場合があった。

菌株を対象とした分子疫学解析結果に加え、

保健所等における聞き取り調査も必要不可

欠である。

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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No. 菌株No. 血清型 毒素型
1 EH5664 O157：H7 VT2
2 EH5668 O157：NM VT1+VT2
3 EH5758 O157：H7 VT2
4 EH5890 O157：H7 VT1+VT2
5 EP2513 O26：H11 VT1+VT2

表1. 2020年度パルスネット研究班共通菌株

No.1～4は2019年度と同じ菌株を配布

写真1a. 共通菌株のPFGE解析結果

施設1 施設3 施設4 施設5

施設6 施設7 施設8 施設9

M 1 2 3 4 5 M M 1 2 3 4 5 M M 1 2 3 4 5 M

M 1 2 3 4 5 M M 1 2 3 4 5 M M 1 2 3 4 5 M M 1 2 3 4 5 M
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写真1b. 共通株のPFGE解析結果

施設10 施設11

M 1 2 3 4 5 MM 1 2 3 4 5 M

写真2. IS-printing System解析結果（1st primer set）

菌株1および3：1番目の上 5施設

菌株2：2番目と3番目の間 8施設

菌株2：14番目と15番目の間 7施設

P 1 2 3 4 P M

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Primer No.

施設数
1-01 1-02 1-03 1-04 1-05 1-06 1-07 1-08 1-09 1-10 1-11 1-12 1-13 1-14 1-15 eae 1-16 hly

Size(bp) 974 839 742 645 595 561 495 442 405 353 325 300 269 241 211 185 171 137

菌株1 10 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1
菌株2 9 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1
菌株2 1 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1
菌株3 10 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1
菌株4 10 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1

表2. 各施設で実施したIS-printing System 成績（1st primer set）
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写真3. IS-printing System解析結果（2nd primer set）

菌株1，2，3：1番目の上 4施設

M P 1 2 3 4 P

全ての施設で同じIS型となった。

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Primer No.

施設数
2-01 2-02 2-03 2-04 2-05 2-06 2-07 2-08 2-09 2-10 2-11 2-12 2-13 2-14 2-15 2-16 stx2 stx1

Size(bp) 987 861 801 710 642 599 555 499 449 394 358 331 301 278 240 211 181 151

菌株1 10 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0

菌株2 10 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1

菌株3 10 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0

菌株4 10 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1

表3. 各施設で実施したIS-printing System 成績（2nd primer set）

表4. 共通菌株5株を用いたMLVAの標準化：主なリピート数

＊3,7にもピーク有り

No. 血清型 EH111
-11

EH157
-12

EHC
-1

EHC
-2

O157
-3

O157
-34

O157
-9

O157
-25

O157
-17

O157
-19

O157
-36

O157
-37 施設数

1 O157 2 6 11 5 11 9 13 4 4 7 9 6 10

2 O157 2 4 5 5 18 10 9 2 12 7 4 7 10

3 O157 2 6 11 5 11 9 12 4 4 7 9 6 10

4 O157 2 4 5 4 9 12 17 5 8 6 7 3 5

4 O157 2 4 5 4 9 12 17 5 8 6 7 15* 1

4 O157 2 4 5 4 9 12 17 5 8 6 7 3,15 3

4 O157 2 4 5 4 9 12 17 5 8 6 7 3,7,15 1

5 O26 2 2 8 15 -2 1 9 2 -2 1 -2 -2 10
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表5. 各領域のピークの高さ

施設 希釈倍数 EH111
-11

EH111
-8

EH157
-12 EHC-1 EHC-2 O157-3 O157

-34 O157-9 O157
-25

O157
-17

O157
-19

O157
-36

O157
-37

1 10～20倍 14202 5453 11057 14867 23846 19455 6545 15862 8643 14402 16483 15080 8122
3 50～100倍 2548 4062 2853 5678 6546 5693 2925 3771 2596 2937 4019 4213 2228
4 20倍 7163 15193 12794 6391 21450 7999 11279 18740 3231 13552 8449 18529 5474
4 40倍 1468 2272 4132 1768 6402 3045 3194 5906 943 2540 1156 2591 1094
5 約10倍 12555 25955 25955 6237 32514 7921 17143 7312 32282 21559 5613 32507 32297
6 300倍 1062 118 2889 3189 5647 3888 583 154 1613 1470 2793 3776 1612
7 50～100倍 11932 9301 13952 13865 26356 21027 7838 9084 11316 14884 15004 19003 11915
8 50～100倍 23464 6883 6903 9987 14426 11642 7165 11505 5608 32649 32800 32830 23000
9 約100倍 4322 2627 6263 3841 6290 5573 5057 6358 4319 2072 1843 3265 4140
10 約500倍 2324 573 1558 1815 2187 2087 567 2416 903 3924 4893 5989 3192
11 100倍 1328 1895 2651 2728 4540 3823 2116 4398 1424 1826 2228 2329 1188

菌株No.1

菌株No.2
EH111

-11
EH111

-8
EH157

-12
EHC

-1
EHC

-2
O157

-3
O157-

34
O157

-9
O157
-25

O157
-17

O157
-19

O157
-36

O157
-37

最大 14181 25750 18634 16610 31672 18580 14684 18775 32412 20560 17653 19878 32523
最小 653 156 2175 2208 3848 2480 455 144 1170 949 1660 1606 983

表6. MLVA法に関するアンケート
対象：10施設

1. テンプレート作製時の使用培地について
教えて下さい。

培地 施設数
普通寒天培地 4
トリプトソイ寒天培地 1
ミューラーヒントンⅡ寒天培地 1
LBブイヨン 1
HI寒天平板 1
TSB培地 1
CT-SMACまたは非選択培地 1

2. DNA抽出方法を教えて下さい。

DNA抽出方法 施設数
アルカリ熱抽出 6
熱抽出 2
InstaGene 1
コロニーダイレクト 1

3. PCR産物の希釈倍率を教えて下さい。

希釈倍率 施設数
10倍 1
10または10倍 1
20および40倍 1
50～100倍 4
約100倍 1
約300倍 1
約500倍 1
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表7. 疫学解析結果の活用方法に関するアンケート

1. 保健所等へMLVA型を知らせる方法について教えて下さい。

・成績書を作成し報告 7施設（うち2施設は電話連絡も実施）
・一覧表にまとめ随時還元
・MLVA型の集積が見られた時にヒトの疫学情報と併せて報告
・保健所との共通サーバに共有ファイルを入れている。
・本庁が各保健所へ連絡している。

2. MLVA型報告対象の菌株は？

報告方法 施設数
収集した菌株は全て報告 7
必要に応じて報告 3
問い合わせがあった場合に報告 1

3. コンプレックス情報の還元方法は？

報告方法 施設数

必要に応じてメールをそのまま転送
あるいは一部の内容について情報提供 5

一覧表にまとめて随時還元 1
保健所との共有フォルダを利用 1
本庁が各保健所へ情報を還元 1
特に情報提供はしていない 3

表8. 分子疫学解析を実施する上での課題について

1. 今後、分子疫学解析を実施する上での課題はありますか？

・広域散発を早期に探知するためのネットワークの構築
・PFGE法の精度管理

・O157、O26、O111以外EHECあるいは他の菌種ではPFGEを用いるため。
・結果が担当者の手技によるところが大きく、平準化の必要性があるため。
・技術伝承には精度管理が必要。

・MLVAの実践と情報共有の場
・次世代シーケンサーに関する細菌分野での解析への利用方法の検討。
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血清群 菌株数 （％） 血清群 菌株数 （％）

O157 203 （66.6） O146 4 （1.3）
O26 18 （5.9） O145 3 （1.0）
O103 16 （5.2） O55 1 （0.3）
O121 11 （3.6） O115 1 （0.3）
O111 8 （2.6） O124 1 （0.3）
O91 6 （2.0） OUT 28 （9.2）
O128 5 （1.6） 合計 305

表9. 東京都で分離されたヒト由来腸管出血性大腸菌（2020年）

表10. 分子疫学解析が行政に活用された事例

つけ物製造施設で発生した腸管出血性大腸菌O157による食中毒事例（東京都）

1. 事例の探知
7月10日M区保健所に1名の腸管出血性大腸菌感染症発生届が提出された。
患者は別の区にある施設で製造、販売されたキムチを7月2日から4日にかけて喫食していた。
（第1グループ）

利用日 ：2020年7月2～4日（インターネット購入を含む）
菌検出者数：3名（患者），1名（調理従事者）
原因食品 ：白菜キムチ
原因菌 ：O157:H7（VT1+VT2産生）

グループ 1 2 3 4
キムチ
購入日

7月1日友人が購入
患者へ譲渡 7月3日 インターネット購入

（7月2日，3日）
喫食日 7月2日～4日 7月3日昼食および夕食 7月4日 7月3日～4日

喫食者数 1名 4名（同居の家族3名
および別居の母） 3名 3名

発症日 7月6日 7月4日～7日 7月6日～7日 7月7日～9日
発症者数 1名 3名 3名 3名
O157検出者 1名 1名（別居の母） 1名 無
居住地 東京都 東京都 名古屋市 埼玉県

2. 発生状況

3. 疫学解析結果

患者由来株2株（東京都分離株および名古屋市分離株）
グループ2に残っていた白菜キムチ分離株

MLVA型が一致
食中毒と断定された

調理従事者由来株とはMLVA型は異なっていた。
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分担研究報告書 

 

研究分担 東海・北陸地方 11施設（地方衛生研究所、保健所及び衛生試験所）による MLVA 精度管理

及び分子疫学手法活用に関する研究 

 

研究分担者 山田和弘 愛知県衛生研究所 

研究協力者 髙橋佑太 愛知県衛生研究所 

木全恵子 富山県衛生研究所 
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中根邦彦 岡崎市総合検査センター 

多和田光紀 豊田市衛生試験所 

 

 

研究要旨 

腸管出血性大腸菌（EHEC）3血清型（O157、O26、O111）に対する分子疫学解析法であるMultiple-

Locus Variable numbers tandem repeats analysis（MLVA）法について、東海・北陸地方 11施設

（地方衛生研究所、保健所及び衛生試験所）のうち既に MLVA 法が実施可能な 8 施設を対象に、4 件

の EHEC 抽出 DNA を用いて精度管理を実施した。また、愛知県内の中核市 3 市を対象に、実習を交え

た MLVA 初期導入研修を実施した。東海・北陸ブロックで今年度分子疫学手法を用いて解析した事例

の報告を行った。 

 

１.MLVA 法精度管理 

各施設から提出された MLVA 法実施結果の各領域のリピート数を比較したところ、概ね一致した成績が

得られており、東海・北陸ブロックの MLVA法の検査精度は良好であった。しかし、各施設における MLVA

法で得られるピークの高さには大きな差がみられ、判定に苦慮すると考えられる程度にピークが低い検

体もあった。ピークの高さの施設ごとの差は使用するシークエンサーの違いや PCR 酵素及びプライマー

濃度等の反応時点での違い等が考えられ、各施設で安定した結果を得ることを可能にすることは今後の

課題であると考えられた。また、出力したファイルの貼り付けと結果の確認のみで、入力ミスや転記ミ

スといった人的要因のミスをなくすことが可能な記入用紙の統一は非常に有用であると考えられた。 

２．MLVA 法導入研修の実施 

MLVA導入研修会は、参加者に全体的に好評であった。今後も MLVA法に関して、担当者間での情報共有

が重要であり、研修会等の開催も継続的に必要であると考えられた。 

３．東海・北陸ブロックで分子疫学的解析を実施した事例 

愛知県で患者が確認された Shigella sonnei 集団感染事例について PFGE 解析を行った。その結果、分

離株全てが 95%程度の相同性があった。 
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A．研究目的 

東海・北陸ブロックはこれまでの研究班活動

として、分子疫学手法である pulsed-field gel 

electrophoresis （ PFGE ） 及 び IS-printing 

system（IS-PS）の精度管理を行ってきた。

2018年 6月、厚生労働省から事務連絡「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」（MLVA 事務連絡）が発出

され、腸管出血性大腸菌（EHEC）の遺伝子型別

法を反復配列多型解析法（ Multiple-Locus 

Variable-number tandem repeats Analysis； 

MLVA）に統一することとなり、地方衛生研究所

（地衛研）において MLVA の導入が進められて

いる。MLVA は、繰り返し配列を含む複数の遺

伝子座から得られた PCR 産物について、それぞ

れの分子量に基づいて算出したリピート数を比

較する方法である。数字のみでの比較が可能な

ため、他施設での実施結果と比較が容易といっ

た利点があるが、数字のみの結果を比較するた

め、実施施設での検査の精度が保証されている

ことが必要となる。そこで、今年度の東海・北

陸ブロック研究班活動では MLVA 法を既に導入

している施設及び導入予定の実施可能施設を対

象に、MLVA 法の精度管理を実施することで、

東海・北陸ブロックの検査精度の保持・向上を

目的とした。 

さらに本年度から MLVA 法を導入する予定の

施設に対し、実習を交えた MLVA 初期導入研修

を実施することで、MLVA 法の導入を推進した。

また、東海・北陸ブロックで今年度分子疫学手

法を用いて解析した事例の報告も併せて行った。 

 

B．研究方法 

１. MLVA 法精度管理 

愛知県衛生研究所（愛知衛研）から 7 施設（衛

生研究所 4 カ所、愛知県内中核市保健所若しく

は衛 生 試 験所 3 カ所 ）に 試薬 （ Qiagen 

Multiplex PCR kit）、リピート数未知 EHEC抽

出 DNA （0.5ng/μL）4 検体（O111 1 検体、

O157 2検体及び O26 1検体）、リピート数既

知 EHEC抽出 DNA （0.5ng/μL） 3 検体（O157 

2検体及びO26 1検体）、MLVA実施手順書（別

添）及び MLVA 結果判定用エクセルファイルを

配布した。配布した精度管理株のリピート数を

表 1 及び表 2 に示した。各施設において、配布

DNA に対して MLVA 法を実施し、MLVA 手順書に

従い、GeneMapper からエクスポートした結果

を MLVA 結果判定用エクセルシートに結果を貼

り付け、当所へメールでの返答を依頼した。令

和 2 年 10 月に抽出 DNA 及び試薬を各施設に送

付し、11 月に返信された解析結果を当所にて

まとめた。また、MLVA法に使用する PCR使用機

器、PCR 使用酵素、PCR 産物の希釈倍率等のア

ンケート調査を実施した。アンケートの内容を

表 3 に示す。なお、本研究においては分離菌株

抽出 DNA のみを用いており、患者情報は利用し

ていない。 

 

２．MLVA 法導入研修の実施 

MLVA 法の導入を予定している愛知県内中核

市の 3 施設 4 名を対象として、令和 2 年 6 月

25 日・26 日の 2 日間で、MLVA 導入研修を愛知

県衛生研究所にて開催した。研修は愛知県衛生

研究所職員が講師を担当し、MLVA 法の原理及

び実際の手順に関する講義の後、EHEC 抽出 DNA 

4件を使用した実習を行った。 

 

C．研究結果及び D.考察 

１. MLVA 法精度管理 

各施設から提出された MLVA 法実施結果及び

当所で実施した MLVA 法実施結果の各領域のリ

ピート数を比較した。比較結果を表 4 に示す。

検体 No.1（O111）では 8施設中 1施設で結果が

不一致であった。一致していなかった領域は 

O157-34 であり、7 施設においてリピート 3 と

回答があったところ、不一致であった 1 施設に

おいてはバンドが検出されなかった。検体

No.2（O157）、検体 No.3（O26）及び検体 No.4

（O157）では全施設で結果が一致した。 

bin set のずれがみられたのは 1 施設あり、

目視による修正を実施したと報告があった。ず

れがみられた領域は検体 No.1 の 2 領域（EHC-2

及び EH111-11）、検体 No.2 の 1 領域（EH157-

12）及び検体 No.4 の 1 領域（EH157-12）であ

った。目視による修正後の結果は他施設と一致

していた。各施設における MLVA 法で得られる

ピークの高さには大きな差がみられた。2 領域

（EH111-8 及び O157-9）では、判定に苦慮する
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と考えられる程度にピークが低い検体もあった。

ピークの高さの施設ごとの差は使用するシーク

エンサーの違いや PCR 酵素及びプライマー濃度

等の反応時点での違い等が考えられた。今回の

精度管理においては、ピーク高さの違いによる

判定不一致は見られなかったが、今後、低ピー

クをノイズとして判定することによる誤判定を

してしまう可能性はある。各施設で安定した結

果を得ることを可能にすることは今後の課題で

あると考えられた。 

アンケートの結果を表 6 に示す。PCR 使用機

器は Applied Biosystems Veriti が 4 施設、

BioRad T100 が 1 施設、GeneAmp PCR System 

9700 が 1 施設、SimpliAmp サーマルサイクラー

が 1施設、TaKaRa PCR Thermal Cycler DiceTM 

TP600が 1施設であり、全ての施設で Ramp rate

についての回答はなかった。PCR 使用酵素は

QIAGEN Multiplex PCR kit を使用しているのが

7施設、QIAGEN Multiplex PCR plus kit を使

用しているのが 1 施設であった。PCR 産物の希

釈倍率は 50倍希釈が 2施設、100倍希釈が 5施

設あり、1 施設では 100 倍希釈で実施後、ピー

ク高さを見て希釈倍率を 20 から 50 倍で調整し

ていた。使用シークエンサーは 3500 Genetic 

Analyzer Series が 7 施設、SeqStudio が 1 施

設であった。データ解析時使用 Bin set は全て

の施設において、感染研から配布された Bin 

set を使用していた。陽性コントロールの使用

頻度は毎回使用しているのが 3 施設、結果に違

和感を覚えたときに使用するのが 4 施設、使用

していない施設が 1 施設であった。陽性コント

ロールは自施設での検査精度を確認するうえで

重要となるため、できる限り使用することが望

ましいと考えられる。ピークとして判定する高

さは自施設で閾値を設定して判定している施設

が 3 施設、陽性コントールを参考にする判定す

るとした施設が 2 施設あり、それ以外に波形、

stutter peak、pull-up peak 等から判定してい

る施設や、ピーク高さが低かった場合に再試験

を実施する施設があった。MLVA 法の実施に関

する機器や試薬に関する回答に比べ、判定に関

する回答内容は多岐にわたっており、判定に関

する研修や判定の統一プロトコールの作成等を

することが、今後必要となると考えられた。 

今回の精度管理では MLVA 結果判定用エクセ

ルファイルも同時に配布したため、領域等の転

記ミス等の人的ミスは見られなかった。本ファ

イルではエクセルの VLOOKUP 関数や VALUE 関数

を利用して、GeneMapper での解析結果を MLVA

事務連絡別添 2 ファイル中の領域順へと並べ替

えをしている。エクセルファイルの一部を表 6

に示す。MLVA 法は数字のみでの比較が可能な

方法であるため、入力ミスや転記ミスといった

人的要因のミスをなくすことが重要である。そ

のため、出力ファイルの貼り付けと結果の確認

のみですむ MLVA 結果判定用エクセルファイル

等の記入用紙の統一は非常に有用であると考え

られた。 

以上の結果、ピークの大小の差はあったが、

リピート数が大きく外れていた施設は認められ

ず、概ね一致した成績が得られており、東海・

北陸ブロックの MLVA 法の検査精度は良好であ

ると考えられた。 

 

２. MLVA 導入研修会の実施 

MLVA 導入研修会は、参加者に全体的に好評

であった。特に GeneMapper の使用方法及びデ

ータのエクスポート方法に関する実習が、今後

のためになったとの意見が多く聞かれた。今後

も MLVA 法に関して、担当者間での情報共有が

重要であると考えられた。 

 

３．東海・北陸ブロックで分子疫学的解析を実

施した事例 

愛知県で患者が確認された Shigella sonnei

集団感染事例について PFGE 解析を行った（図

１）。その結果、分離株全てが 95%程度の相同

性があった。 

 

Ｅ．結論 

１. MLVA 法精度管理 

各施設から提出された MLVA 法実施結果の各

領域のリピート数を比較したところ、概ね一致

した成績が得られており、東海・北陸ブロック

の MLVA 法の検査精度は良好であった。しかし、

各施設における MLVA 法で得られるピークの高

さには大きな差がみられ、判定に苦慮すると考

えられる程度にピークが低い検体もあったこと
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から、各施設で安定した結果を得ることを可能

にすることが今後の課題であると考えられた。 

また、出力ファイルの貼り付けと結果の確認

のみで、入力ミスや転記ミスといった人的要因

のミスをなくすことが可能な記入用紙の統一は

非常に有用であると考えられた。 

 

２. MLVA 導入研修会の実施 

MLVA 導入研修会は、参加者に全体的に好評

であった。今後も MLVA 法に関して、担当者間

での情報共有が重要であり、研修会等の開催も

継続的に必要であると考えられた。 

 

３．東海・北陸ブロックで分子疫学的解析を実

施した事例 

愛知県で患者が確認された Shigella sonnei

集団感染事例について PFGE 解析を行った。そ

の結果、分離株全てが 95%程度の相同性があっ

た。 

 

Ｆ．健康危機情報 

なし 

 

Ｇ．研究発表 

論文発表 

なし 

 

学会発表 

なし 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
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表 1 リピート数未知 EHECの MLVA 法におけるリピート数 

 

 

表 2 リピート数既知 EHECの MLVA 法におけるリピート数 

 

 

表 3 MLVA 法に関するアンケート 

 

 

 

  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
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

検体No.1 111 3 1 10 2 -2 8 11 9 6 -2 3 8 2 -2 1 -2 8

検体No.2 157 2 -2 1 7 -2 11 4 -2 -2 18 9 15 5 3 7 6 7

検体No.3 26 2 1 1 2 3 8 23 -2 -2 -2 1 13 2 -2 1 -2 -2

検体No.4 157 2 -2 1 6 -2 3 4 -2 -2 24 9 10 3 6 8 -2 9

No. 血清型

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
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

陽性コントール1 157 2 -2 1 4 -2 5 6 -2 12 -2 9 7 3 9 7 5 3

陽性コントール2 157 2 -2 1 4 -2 5 4 12 -2 13 12 10 5 4 4 12 7

陽性コントール3 26 2 1 1 2 5 3 19 -2 -2 -2 1 9 2 -2 1 -2 -2

血清型No.

PCR使用機器
（Ramp rateを変更した場合はその旨の記載もお願いします）

PCR使用酵素 QIAGEN Multiplex PCR kit
QIAGEN Multiplex PCR plus kit
Platinum™ Multiplex PCR Master Mix
その他

PCR産物の希釈倍率 倍
希釈方法 PCR産物 μL

DW μL
使用シークエンサー
データ時使用Bin 自作Bin

感染研配布Bin
その他

PCの使用頻度 毎回
試薬等を変更したとき
結果に違和感を覚えたとき
その他

ピークとして判定するHight 1000以上
500以上
PCを参考にする
その他

その他の場合

その他の場合

その他の場合

その他の場合
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表 5 MLVA 結果判定用エクセルファイル抜粋 

 

 

表 6 アンケート結果 

 

  

 PCR使用機器 施設数 使用シークエンサー 施設数 ピークとして判定するHight 施設数

Applied Biosystems Veriti 4 3500 Genetic Analyzer 6 500以上 1

BioRad T100 1 3500xL Genetic Analyzer 1 PCを参考にする 2

GeneAmp PCR System 9700 1 SeqStudio 1 その他

SimpliAmpサーマルサイクラー 1 総計 8 　　波形等から確認

TaKaRa PCR Thermal Cycler DiceTM TP600 1 データ解析時使用Bin 施設数 　　200以上

総計 8 感染研配布Bin 8 　　約175

 PCR使用酵素 施設数 総計 8 　　100以上（再試験実施）

QIAGEN Multiplex PCR kit 7 PCの使用頻度 施設数 総計 8

QIAGEN Multiplex PCR plus kit 1 毎回 3

総計 8 結果に違和感を覚えたとき 4

PCR産物の希釈倍率 施設数 その他（使用していない） 1

50 2 総計 8

100 5

20～100 1

総計 8

5
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図１ Shigella sonnei の PFGE図 

noteに記載されているのは国立感染症研究所にて実施した MLVA法の解析結果 
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（別添）MLVA実施手順書（GeneMapper からのデータの Export の手順のみ抜粋） 

・

１．GeneMapper Manager をクリック 

２．Report Settingsのタブに移動 

3．Newをクリック 

4．Genotypeのタブに移動 

5．Sample Name, Marker, Allele1, Allele2, 

Hight1, Hight2 を選択 

注：Number of Allelesは 2にする 

6．選択した項目を移動 
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7．Sample Name, Marker, Allele1, Hight1, 

Allele2, Hight2の順に並べ直す 

 

8．名前を付けて OK を押す（ex. test） 

9．8．で付けた名前が増えたのを確認 

10．Done を押して、GeneMapper Manager を閉じる 

11．新しい Table Setting を作成する 
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15．Export したい Sample を選択し、Report Manager を開

く 

12．Generalのタブで Table Settingに名前を付ける 

13．Sort（Sample name推奨）で mix1及び mix2の

Sampleが同じ並びになるよう設定 

14．12.で設定した Table Setting を選択 
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16．ドロップダウンリストから作成した

Report Setting を選択する 

17．Fileから Export を選択 

18．名前を付けて Tab delimited text で

Export 

－ 78 －



 

Export file（Tab delimited text）を MLVA解析用エクセルファイルに貼り付ける（Sample 48 件

まで貼り付けることが可能）。 

 

19．Report Manager を閉じる。 

Reportの保存は必須ではない。 
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厚生労働科学研究費補助金（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業）

令和 2 年度分担研究報告書

高度解析法の構築と近畿ブロックにおける情報共有体制の構築の検討

研究分担者 河合高生 地方独立行政法人大阪健康安全

基盤研究所

研究協力者 若林友騎、梅川奈央、高橋佑介 地方独立行政法人大阪健康安全

原田哲也、河原隆二、勢戸和子 基盤研究所

石川和彦 滋賀県衛生科学センター

浅井紀夫、小仲兼次 京都府保健環境研究所

渡辺正義 京都市衛生環境研究所

荻田堅一、齋藤悦子 兵庫県立健康生活科学研究所

濱夏樹、野本竜平 神戸市環境保健研究所

横田隼一郎、黒田久美子 姫路市環境衛生研究所

平垣内雅規、平田翔子 尼崎市衛生研究所

福田弘美、岩崎直昭 堺市衛生研究所

吉田孝子 奈良県保健研究センター

池端孝清 和歌山市衛生研究所

庄真理子 和歌山県環境衛生研究センター

研究要旨

腸管出血性大腸菌（EHEC）の遺伝子型別法である反復配列多型解析法（Multiple-Locus 

Variable-number tandem-repeat Analysis；MLVA）の地方衛生研究所（地衛研）への導入促

進を目的として、平成 30 年度から検討を継続している MLVA 新規解析法に改良を加え、

その有効性を評価した。近畿ブロック内の研究協力地衛研 10 施設を対象に結果の信頼性

確保のための精度管理を実施した。また、MLVA に関する Q&A を作成し、地衛研におけ

る MLVA の導入･実施を支援した。研究協力地衛研 5 施設とともに改良した MLVA 新規解

析法を評価した結果、1 施設を除いて、供試した 83%以上の菌株について 17 遺伝子座す

べてのリピート数を正確に決定することができた。MLVA 新規解析法は、他施設で作成さ

れた bin 設定ファイルをインポートする既存の方法と比較して、同等以上の精度でリピー

ト数を決定できると考えられた。MLVA の精度管理については、10 施設中 4 施設が配布

した 12 株すべてを正しく解答した一方で、3 施設は 2 株以上を誤答し、施設間で MLVA

の技術レベルに差があることが明らかになった。継続的な精度管理の実施による技術レ

ベルの底上げが必要であると考えられた。
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A. 研究目的

食品由来感染症において原因菌の分子疫

学解析は行政対応に重要なツールである。

近畿ブロックの地方衛生研究所（地衛研）

では、腸管出血性大腸菌（EHEC）の遺伝子

型別法として、IS-printing System（IS）法お

よびパルスフィールド・ゲル電気泳動

（PFGE）法を共通の解析手法として使用し

てきた。近年、EHEC の遺伝子型別法を反復

配 列 多 型 解 析 法 （ Multiple-Locus 

Variable-number tandem-repeat Analysis ； 

MLVA）に統一する旨が通知されたことを受

け、地衛研において MLVA の導入が進めら

れている。MLVA は、繰り返し配列を含む

複数の遺伝子座から得られた PCR 産物につ

いて、それぞれの分子量に基づいて算出し

たリピート数を比較する方法である。MLVA

の大きな利点の一つは、各実施施設で得ら

れた結果を容易に比較できることにあるが、

このためには各施設で正確にリピート数を

決定できることが大前提となる。通常、各

遺伝子座のリピート数を算出するには、実

際に検査で使用する機器を用いて bin セッ

トを構築することが必須となる。しかし、

bin セットの構築には各遺伝子座について

様々なリピート数を保有する多数の菌株を

解析する必要があるため、これが MLVA 導

入の際の障害の１つになることが多い。

本分担研究では、24 株の参照株の解析結

果から回帰分析を実施し、その分析結果に

基づいてリピート数を決定する、新規のリ

ピート数決定法（新規解析法）の開発を進

めてきた。昨年度の研究では、遺伝子座

EHC-6 は他の遺伝子座と比較して、リピー

ト数を正確に決定できる菌株の割合が低い

ことが明らかになった。遺伝子座 EHC-6 は、

回帰分析に用いた参照株のリピート数の最

小値が 3（塩基長 414 bp）、最大値が 33（塩

基長 684 bp）であり、他の遺伝子座と比較

してリピート数の幅が広い。そのため、直

線回帰では高分子量領域において推定値と

実測値に乖離が生じ、これが精度を低下さ

せる要因であると考えられた。そこで、本

年度はより実測値に適合した回帰モデルと

して、多項式回帰分析を採用し、遺伝子座

EHC-6 の決定精度の改善を試みた。

また、結果の信頼性確保を目的とする

MLVA の精度管理を実施するとともに、

MLVA 実施時に躓きやすいポイントあるい

は悩みやすいポイントをまとめた Q&A を

作成することで、近畿ブロックにおける

MLVA の導入･実施を支援した。

B. 研究方法

1. 供試菌株

自作 bin セットの作成には、地方独立行政

法人大阪健康安全基盤研究所（大安研）で

保存している EHEC 24 株（参照株、表 1）

を使用した。MLVA の精度管理には、大安

研で保存している EHEC 12 株を使用した

（精度管理株、表 2）。新規解析法の評価に

は、各協力地衛研で今年度に収集された菌

株を使用した。

2. MLVA の実施

MLVA は、腸管出血性大腸菌 MLVA ハン

ドブック（O157、O26、O111 編 第一版 （Ver. 

1.2） 2018 年 11 月編 地研協議会 保健情報

疫学部会 マニュアル作成ワーキンググル
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ープ編）を参照して実施した。

3. 遺伝子座 EHC-6 の回帰分析

参照株 24 株のうち増幅産物が得られた 7

株（2020-08、-14、-15、-16、-21、-23、-24）

の泳動データを用いて、単回帰分析と二次

多項式回帰分析を実施した。また、これら

の結果に基づき、それぞれの bin セットを作

成し、過去に大安研で解析した 44 株につい

てリピート数を決定した。

4. 回帰分析に基づく bin セットの作成

MLVA の新規解析法の評価を担う当所（大

安研）ならびに近畿ブロックの地衛研 5 施

設においては、参照株 24 株の DNA を用い

て MLVA を実施し、保有するキャピラリー

式シーケンサーで泳動した際の増幅産物サ

イズを測定した。参照株のリピート数を説

明変数、各施設で泳動した時の増幅産物サ

イズを目的変数として、表計算ソフト Excel

を用いて単回帰分析を実施した。遺伝子座

O157-34 および遺伝子座 O157-19 について

は、リピート数がそれぞれ 1 となる 5 株

（2020-6, -13, -14, -15, -22）および 10 株

（2020-6, -7, -8, -13, -14, -15, -16, -22, -23, -24）

のデータを除いて回帰分析を実施した。遺

伝子座 EHC-6 については、二次多項式回帰

分析を実施した。得られた回帰分析結果に

ついて、回帰直線と回帰係数の有意性の検

定を行い、危険率を 5％として評価した。

回帰直線から得られた各リピート数に応

じて予測される PCR 増幅産物サイズを bin

の中央値とし、binのオフセット値を±1.5 bp

として bin セットを作成した。遺伝子座

O157-34 および遺伝子座 O157-19 のリピー

ト数が 1 の bin は、上述の 5 株および 10 株

の増幅産物サイズの平均値±1.5 bp として

作成した。

5. 自作 bin セットの評価

施設毎に作成した bin セットを自施設の

解析ソフト（GeneMapper）にインポートし、

自作 bin セットとして解析に使用した。また、

平成 30 年に国立感染症研究所（感染研）か

ら分与された bin セットを同様にインポー

トし、感染研 bin セットとして解析に使用し

た。各施設で分離された EHEC O157、O26、

O111 について MLVA を実施し、自作 bin セ

ットおよび感染研 bin セットを用いてリピ

ート数を決定した。リピート数の決定は表 3

の基準に従って実施した。

評価に用いた菌株は感染研に送付し、

MLVA の実施を依頼した。感染研での解析

結果を当該菌株の標準リピート数とし、施

設毎に自作 bin セットあるいは感染研 bin セ

ットを用いて決定したリピート数との一致

率を比較した。

6. MLVA の精度管理

精度管理の対象とした 10 施設に、12 株の

精度管理株から抽出した DNA を送付した。

精度管理株のリピート数を表 2 に示す。各

施設には、遺伝子座毎のリピート数を記入

した判定表の提出を求めた。判定できない

遺伝子座が存在する場合は、その遺伝子座

のリピート数は空欄とし、欄外に判定でき

ない理由を記載することとした。17 遺伝子

座すべてのリピート数を正確に決定できた

場合を正答とみなした。ただし、EQA20-04

の遺伝子座O157-25およびEQA20-11の遺伝

子座 O157-37 については、判定できない理

由が適切に記載されている場合、空欄のま
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までも正答とみなした。

7. MLVA に関する Q&A の作成

近畿ブロックの協力地衛研に対して、

MLVA に関する質問事項をメールで募集し

た。集まった質問事項に回答を加筆し、

MLVA に関する Q&A を作成した。作成した

Q&A を近畿ブロックの協力地衛研にメール

で配布した。

（倫理面への配慮）

本研究で取り扱う菌株および感染者情報

は、感染症の予防及び感染症の患者に対す

る医療に関する法律に基づく調査によって

得られたもので、個人情報は研究参加施設

において匿名化し、厳格に管理保存する。

C. 研究結果

1. 新規解析法の改良

遺伝子座 EHC-6 について、単回帰分析と

二次多項式回帰分析を実施した。増幅産物

が得られた参照株 7 株のデータに基づいて

回帰分析を実施したところ、自由度修正済

み決定係数が単回帰分析では 0.999872、二

次多項式回帰分析では 0.999998 となり、二

次多項式回帰分析を用いることで決定係数

がより 1.0 に近似した。

次に、単回帰分析および二次多項式回帰

分析の結果に基づいて bin セットを作成し、

遺伝子座 EHC-6 のリピート数を決定できた

株数を比較した。過去に大安研で解析した

菌株のうち、遺伝子座 EHC-6 で増幅産物が

得られた 44 株の泳動データを用いたところ、

単回帰分析では 8 株のリピート数を決定で

きなかった（表 4）。リピート数ごとに比較

すると、リピート数が 3〜12 までの菌株は

単回帰分析でリピート数を決定できたもの

の、リピート数が 13の菌株は3株中 1株が、

リピート数が 16〜21 の菌株はすべてがリピ

ート数を決定できなかった。一方、二次多

項式回帰分析を用いた場合は、44 株すべて

のリピート数を決定できた。この結果、遺

伝子座 EHC-6 には、回帰モデルとして二次

多項式回帰を採用することにした。

2. 改良自作 bin セットの評価

当所と研究協力地衛研 5 施設において、

自施設で収集した菌株を用いて MLVA を実

施し、改良した自作 bin セットおよび感染研

binセットを使用してリピート数をそれぞれ

決定した。決定したリピート数が標準リピ

ート数と一致した菌株の割合を表 5 に示し

た。施設No. 4を除く 5施設すべてにおいて、

自作 bin セットを用いることで、供試菌株の

83%以上について 17 遺伝子座すべてのリピ

ート数を決定できた。感染研 bin セットを使

用した際の一致率と比較すると、自作 bin セ

ットの一致率は、感染研 bin セットのそれと

同等以上であった。各 bin セットを用いてリ

ピート数を決定あるいは推定した菌株の割

合を表 6 に示した。

自作 bin セットを使用して解析した場合、

施設 No. 1 では、6 株中 5 株（83%）で 17 遺

伝子座のリピート数はすべて標準リピート

数と一致した。リピート数が一致しなかっ

た 1 株では、決定した遺伝子座 O157-37 の

リピート数は 8 であったが、標準リピート

数は 9 であった。

施設 No. 2 では、30 株中 25 株（83%）で

17 遺伝子座すべてのリピート数が標準リピ

ート数と一致した。自作 bin セットでリピー
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ト数を決定できなかった遺伝子座のうち、

遺伝子座 EHC-1 は近傍の bin からリピート

数を推定できた。しかし、遺伝子座 O157-36、

遺伝子座 O157-37、遺伝子座 EHC-6 では各 1

株ずつについては、自作 bin セットで決定し

たリピート数と標準リピート数に差異が見

られた。すなわち、上記 3 遺伝子座では、

決定したリピート数はそれぞれ、9、6、3 で

あったが、標準リピート数はいずれも「-2」

（増幅なし）であった。また、1 株について

は、遺伝子座 O157-37 で bin セットの範囲外

にピークが検出されたため、リピート数を

決定することができなかった。

施設 No. 3 および No. 6 ではそれぞれ 15

株、33 株を解析し、自作 bin セットの使用

により、全株について 17 遺伝子座すべての

リピート数が標準リピート数と一致した。

施設 No. 4 では 2 株を解析したが、遺伝子

座 EH111-11 および遺伝子座 EH157-12 のリ

ピート数を自作 bin セットで決定できなか

った。しかし、いずれの遺伝子座も近傍の

binからリピート数を推定することは可能で

あった。

施設 No. 5 では、17 株中 16 株（94%）で

自作 bin セットで決定したリピート数は標

準リピート数と一致した。リピート数を決

定できなかった 1 株は、遺伝子座 O157-9 に

おいてピークが bin から外れたものであっ

たが、近傍の bin からリピート数を推定する

ことは可能であった。

遺伝子座 EHC-6 については、6 施設で解

析した合計 121 株のうち 7 株で、増幅産物

が検出された。このうち 6 株は、自作 bin セ

ットを使用して決定したリピート数と標準

リピート数が一致した。結果が一致しなか

った 1 株では、決定したリピート数は 3 で

あったが、標準リピート数は「-2」（増幅な

し）であった。

感染研 bin セットを使用して解析した場

合、4 施設では決定したリピート数が標準リ

ピート数と一致する菌株は 1 株もなく、リ

ピート数が一致した株の割合は、施設 No. 1

の 83%が最大であった。リピート数を決定

できなかった菌株のほとんどは、近傍の bin

からリピート数を推定することが可能だっ

たため、施設 No. 1、No. 2、No. 4、No. 5 に

おいては、それぞれで供試した菌株の 83%、

93%、100%、100%で、決定または推定した

リピート数が標準リピート数と一致した。

また、この 4 施設では、自作 bin セットの範

囲外にピークが検出されたためにリピート

数を決定できなかった施設No. 2の 1株を除

き、感染研 bin セットと自作 bin セットの結

果が一致した。一方、施設 No. 3 および施設

No. 6 においては、感染研 bin セットを用い

て決定または推定したリピート数が標準リ

ピート数と一致した菌株の割合は、それぞ

れ 80%、9%となり、自作 bin セットを用い

た場合のそれと比較して、低い割合であっ

た。

3. MLVA の精度管理

参加した 10 施設の精度管理結果を表 7 に

示す。配布した 12 株すべてで正答が報告さ

れた施設は 4 施設であった。一方、結果に

誤りが認められた 6 施設のうち 3 施設は、2

株以上を誤答した。EQA20-04 は、遺伝子座

O157-25 のリピート数が 16 の株で、感染研

bin セットの範囲外にピークが検出される
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（図 1-1）。この株の遺伝子座 O157-25 につ

いては、2 施設が「-2」（増幅なし）と解答

した。同様に、感染研 bin セットの範囲外に

ピークが検出される EQA20-11 の遺伝子座

O157-37 についても（図 1-2）、3 施設が「-2」

（増幅なし）と解答した。また、EQA20-07

については、10 施設すべてが正しいリピー

ト数を報告したが、3 施設は遺伝子座 EHC-5

について、正答のピークと同時に検出され

る小ピーク（ダブルピーク）に関する記載

がなかった。加えて、遺伝子座 O157-36 と

遺伝子座O157-37 の解答が逆になっている、

「-2」（増幅なし）が正答のところを 2 と解

答しているなど、結果の転記ミスと疑われ

る誤答がいくつか認められた。

4. MLVA に関する Q&A の作成

近畿ブロックの協力地衛研にメールで

MLVA に関する質問事項を募集し、9 施設か

ら計 31 項目の質問を得た。得られた質問を

項目ごとに分類し、Q&A 形式にして回答を

追記した上で、協力地衛研に配布した（別

紙 1）。

D. 考察

平成 30 年度から検討を続けている新規リ

ピート数決定法を改良した。遺伝子座

EHC-6 について、二次多項式回帰分析を用

いてリピート数決定率の向上を試みたとこ

ろ、増幅産物が得られた 7 株中、6 株のリピ

ート数を正確に決定できた。残りの 1 株で

は、感染研の解析結果と一致しなかったが、

リピート数を 3 と決定することができた。

この 1 株については、感染研に菌株を搬送

し、感染研で MLVA を実施するまでの間に

変異が生じ、遺伝子座 EHC-6 のリピート数

が変化した可能性が考えられた。遺伝子座

EHC-6 にピークが出現する保存株を使った

解析において、44 株すべてでリピート数を

決定できたことも踏まえると、本遺伝子座

については、二次多項式回帰分析を用いる

ことでリピート数の決定精度を改善できる

と考えられた。

MLVA のリピート数決定法として、他施

設で作成された bin セットを使用する方法

がしばしば用いられる。この方法は、簡便

であるが、MLVA を実施する施設環境によ

っては bin セットにずれが生じ、リピート数

を正しく決定できない場合がある。本研究

でも、感染研 bin セットを使用した場合、施

設 No. 3～No. 6 では、一部の遺伝子座で bin

セットのずれが生じたために、リピート数

を決定できなかった。一方で、開発した解

析法は、各施設で解析した泳動データを元

に回帰分析を実施して bin セットを作成す

るため、上記のようなずれは生じにくいと

考えられる。実際、施設 No. 4 を除いた 5 施

設では、83%以上の一致率でリピート数を決

定できており、感染研 bin セットを用いた場

合と比べても同等以上の成績が得られた

（表 5）。

施設 No. 4 については、自作 bin セットを

用いた場合、遺伝子座 EH111-11 と遺伝子座

EH157-12 のリピート数を決定できなかった。

これは、bin セット作成のために参照株の

MLVAを実施したときとbinセットの評価の

ために MLVA を実施したときで、泳動距離

に差が生じたことを示唆している。この要

因として、泳動時の気温や使用したポリマ
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ーのロットなど、泳動条件の違いが存在し

たと考えられた。

近傍の bin からリピート数を推定できた

菌株を含めると、施設 No. 1、No. 4、N. 5 で

は、自作 bin セットの結果と感染研 bin セッ

トの結果が一致した（表 6）。施設 No. 3 お

よび No. 6 においては、自作 bin セットの方

が、感染研 bin セットより高い精度でリピー

ト数を推定できており、リピート数を推定

できた菌株を含めた場合も、自作 bin セット

は感染研 bin セットと比較して、同等以上の

成績が得られると考えられた。一方、施設

No. 2 において、bin セットの範囲外にピー

クが出現したためにリピート数を決定でき

なかった株が 1 株報告されており、定期的

に回帰分析に用いる参照株の見直しを行い、

binセットの範囲を拡張することが重要であ

ると考えられた。

MLVA の精度管理結果は、施設ごとの正

答数に差が見られ、近畿ブロック内の地衛

研の MLVA 技術レベルには差があることが

明らかになった。特に、bin セットの範囲外

にピークが出現する場合に判定を誤るケー

スが多かった。感染研から定期的に注意喚

起されているものの、bin セットの範囲外に

ピークが出現する場合があることを改めて

周知する必要があると考えられた。また、

転記ミスが疑われる誤答もいくつか認めら

れており、こうした些細なミスを減らせる

仕組み作りが必要である。ダブルピークが

検出される菌株（EQA20-07）については、

全参加施設が、ピーク高の高いピークを当

該菌株のリピート数として報告した。一方

で、同時に検出される小ピークについては、

記載のない施設が 3 施設あった。このよう

な小ピークに関する情報は、菌株異同の判

断の際に有用な情報となることから、リピ

ート数と併せて報告することが望ましく、

複数ピークが検出される場合の対応につい

て啓発が必要であることが示唆された。参

加した地衛研の中には、MLVA を導入した

直後で実施経験の浅い施設もあったと考え

られることから、検査結果の信頼性確保の

ための精度管理は、今後も継続する必要が

あると考えられた。 

MLVAに関するQ&A作成のために協力地

衛研から質問事項を募集したところ、9 施設

から 31 項目の質問が寄せられた。ピークの

判定基準などの類似した質問事項が複数あ

り、MLVA 実施時に躓きやすいポイントは、

共通していることが明らかになった。本研

究で作成した Q&A は、近畿ブロック内にと

どまらず、MLVA を実施するすべての施設

で活用できると期待される。 

E. 結論

遺伝子座 EHC-6 について、二次多項式回

帰分析を採用することにより、MLVA の新

規解析法のリピート数決定精度が向上した。

他施設で作成した bin セットを使用して解

析する従来法と比較して、開発した新規解

析法は同等以上の精度でリピート数を決定

できると考えられた。

MLVA の精度管理については、参加 10 施

設中 4 施設が配布した 12 株すべてで正しい

解答を報告した一方で、2 株以上を誤答した

施設が 3 施設あり、近畿ブロック内の施設

間で MLVA 技術レベルに差があることが明
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らかになった。継続的な精度管理による技

術レベルの底上げが必要であることが示唆

された。

MLVA に関する疑問点等を近畿ブロック

内の地衛研から募集し、Q&A を作成した。

作成した Q&A は、近畿ブロック以外の地衛

研においても MLVA の導入･実施に役立つ

と期待される。

F. 研究発表

1. 誌上発表

なし

2. 学会発表

なし

G. 知的財産権の出願･登録状況

なし
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図 1-1 精度管理株 EQA20-04のGeneMapperの解析結果（遺伝子座 O157-25）。平

成 30年に配布された感染研 binセットの範囲は、灰色網掛けで表示した。 

 

 
図 1-2 精度管理株 EQA20-11のGeneMapperの解析結果（遺伝子座 O157-37）。平

成 30年に配布された感染研 binセットの範囲は、灰色網掛けで表示した。 
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<<MMLLVVAA 全全般般にに関関すするる QQ&&AA>>  
Q. MLVA の原理はわかりますが、実際には何を測定しているのか、実感としてイメージし

づらいです。 
 
A. 各遺伝子座ごとに非蛍光単一プライマーを使って PCR を実施し、アガロースゲル電気

泳動などで、産物の泳動サイズを 1 つ 1 つ確認してください。次に、蛍光プライマーミ
ックスを用いて Multiplex PCR を実施し、キャピラリー電気泳動後のフラグメント解析
を実施してください。得られた２つのデータを観察し、各遺伝子座についての泳動サイ
ズとピークのサイズを比較することで、MLVA 全体の理解が深まると考えます。また、
複数の菌株について、いくつかの遺伝子座の PCR 産物のダイレクトシークエンスを行
い、塩基配列からリピート数を算出してフラグメント解析データと比較すれば、より理
解が深まるのではないでしょうか。 

 
<<試試薬薬にに関関すするる QQ&&AA>>  
Q. 泳動装置に使用するポリマーは、高温になると劣化が進むと説明書に記載されています。

3500 Genetic analyzer を設置している実験室の温度管理には、何か特別な注意を払う必
要があるでしょうか。 

 
A. 高温になるとポリマーが劣化するのはもちろん、室温が大きく変化することで泳動距離

が変化するため、特に MLVA のようなフラグメント解析を行う場合は、室温を一定に保
つことが望ましいです。Genetic Analyzer を設置する実験室は温度管理を実施すること
を推奨します。大安研森ノ宮センターの場合、冷房により年間を通して 22℃程度に室温
を維持しています。 

 
Q. 泳動時に使用する陰極バッファーのセプタは、バッファーの交換の都度、変えています

でしょうか（当所では、96ウェルのセプタはプレートが変わる毎に変えていますが、陰
極バッファー用は使い回しています）。 

 
A. 大安研森ノ宮センターでは ABI のGenetic Analyzer 3130 を使用しており、陰極バッフ

ァー、96 ウェルのセプタともに、使用後に洗浄して再利用しています。しかし、再利用
を繰り返すと、バッファーコンテナとセプタの密着が弱くなり、外れやすくなります。
シーケンサー作動中にセプタが外れると故障の原因になりますので、セプタが外れやす
くなってきたら新品に交換します。あくまでもセプタは消耗品ですので、繰り返し使用
した際に生じるリスクをご理解の上、再利用してください。 
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Q. ポリマーやバッファーなどのシーケンサーの消耗品は開封後の使用期限が短いので、で
きるだけ試薬が無駄にならないように、検体を溜めて一斉に解析したり、割高ですが 96
ウェル用のポリマーを購入したりしています。検査の運用上で工夫されていることがあ
れば、ご紹介ください。 

 
A. 大安研森ノ宮センター（Genetic Analyzer 3130）の場合、ポリマーは大容量のものを購

入後、チューブに小分け分注して冷蔵保存し、一定期間ごとに少量ずつ交換しています。
バッファーは、サードパーティーの販売する非純正のシーケンスバッファーを使用して
います。また、フラグメント解析とサンガーシーケンスは、同じポリマーとバッファー
を共通で使用しています。 

 
<<GGeenneeMMaappppeerr のの設設定定にに関関すするる QQ&&AA>>  
Q. 当所では、EHEC-MLVA のフラグメント解析の Run Module に、感染研の「Fragment 

Analysis50_POP7_izu」を使用していますが、デフォルトの「Fragment Analysis50_POP7」
と比較すると泳動時間に差がみられます。このことに関して、「 Fragment 
Analysis50_POP7_izu」を使用した方が良い理由、メリットなどはあるでしょうか。 

 
A. 基本的にはどちらの使用でも問題ないと考えます。解析できる塩基長は「Fragment 

Analysis50_POP7」では約 700 bp、「Fragment Analysis50_POP7_izu」では約 1,100 bp
です（大安研森ノ宮センターのGenetic Analyzer 3130 の場合）。遺伝子座 EHC-6 では、
600 bp 以上の位置にピークがまれに出現しますが、これまでに大安研森ノ宮センターで
確認されたピークサイズの最大値は約 630 bp ですので、「Fragment Analysis50_POP7」
でも解析可能と予想します。 

 
Q. GeneMapper で解析する際に Analysis Method の設定に変更を加えているでしょうか。 
 
A. 大安研森ノ宮センターでは、Peak detectorのタブに変更を加えています。デフォルトの

設定ではノイズや非特異ピークも allele として検出されることが多いため、サイズマー
カーに使用する LIZ（オレンジ）を除く蛍光色素の Peak Amplitude Thresholds の数値
をデフォルト値より高く設定しています。Peak Amplitude Thresholds の数値は、本 Q&A
の10頁に記載の方法で決定したCut off値を目安に設定します。その他、Analysis Method
の設定を変更することで、検出する allele の数やピークの形状を指定できますので、各
施設で使用するシーケンサーの特性に合わせて変更してください。  
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<<bbiinn のの調調整整にに関関すするる QQ&&AA>>  
Q. 解析を繰り返すと、初回に MLVA を実施した時よりもピークが左にずれる傾向がみら

れます。どういった理由でピークがずれるのでしょうか。 
Q. 年度初めと年度末では、参照株のピークの位置が bin と少しずつずれてきます。また、

試験株のピークも bin から外れ、「allele:?」と表示されることが徐々に増える気がしま
す。原因と対処法を教えてください。 

 
A. フラグメント解析の泳動距離は、キャピラリーやポリマーを交換した際に変化すること

があります。また、泳動距離は温度によって変化するため、季節の変化によってピーク
位置がずれるケースもあります。ピーク位置のずれによってピークが bin に入らなくな
った際は、bin の位置を調整してください。 

 
Q. bin の調整は、どういったタイミングで行うのでしょうか。また、調整する場合は全領域

を調整するのでしょうか。それとも、該当する領域のみ調整するのでしょうか。 
 
A. bin 調整のタイミングに明確な基準はありません。1 つの目安として、毎回の測定時に、

リピート数既知の菌株 DNA を陽性コントロールとして同時に測定し、その陽性コント
ロールが bin に入らなくなった時に調整することがタイミングの候補に挙げられます。
調整する場合は、bin に入らなくなった遺伝子座のすべてを一律に調整することが望ま
しいと考えます。 

 
＜＜陽陽性性ココンントトロローールルにに関関すするる QQ&&AA＞＞  
Q. 増幅がない領域について、それが希釈過剰や反応効率の悪さ、機器の親和性や試薬の劣

化などによるものではないことを担保するための検査系やコントロールの設定につい
て、良い方法があれば教えてください。 

 
A. 大安研森ノ宮センターでは、毎回の測定時にリピート数既知の菌株 DNA を陽性コント

ロールとして同時に測定し、そのリピート数を正しく決定できることをもって検査系の
精度を担保しています。 

 
Q. O 血清群によってピークが出現しない遺伝子座があります。血清群によって陽性コント

ロールの種類を変える必要があるでしょうか（例えば、O157用、O26用など）。 
 
A. 17遺伝子座すべてについて増幅する陽性コントロールを毎回測定することが理想と考え

ます。このような陽性コントロールは、最低 2 種類の DNA を用いることで準備できま
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す。しかし、4 本キャピラリーのシーケンサーを使用している大安研森ノ宮センターの
場合、陽性コントロールだけで 1 run 分（2 種類のDNA×2 種類の PCR Mix = 4 反応）
を使用することは効率が悪いため、通常はどの血清群の場合でも、EH111-14 および
EH26-7以外の 15遺伝子座の増幅が得られるO157株DNAのみを陽性コントロールと
して使用しています。EH111-14 あるいは EH26-7 の結果に疑義があるなど、反応系に
問題がないことを確認する場合には、これらの 2 遺伝子座が増幅する別の DNA を陽性
コントロールに使用します。 

 
Q. 陽性コントロールのピークがbinからずれた場合、その時の測定のみbinをずらすのか、

それとも「change」で既知のピークに合わせるのか、または測定し直すのか、どのよう
な対応がよいのでしょうか。 

 
A. 陽性コントロールの意義を考えますと、その測定は不成立とみなし、再測定が必要です。

それでも陽性コントロールが bin の範囲から外れてしまう場合は、bin を調整し、陽性
コントロールが正しく決定できる条件に再設定した後に、実際のサンプルを測定すべき
と考えます。 

  
＜＜特特徴徴的的ななピピーーククにに関関すするる QQ&&AA＞＞  
Q. それぞれの血清型で必ずピークが出現する遺伝子座と出現しない遺伝子座を一覧にし

てもらえないでしょうか。 
Q. ダブルピークの出やすい遺伝子座や出にくい遺伝子座は存在するでしょうか。 
 
A. 大安研森ノ宮センターの解析データをまとめました。O 血清群による解析数に差があり

ますので、あくまでも参考データとして活用してください。ダブルピークは、特に EHC-
5 で出現する傾向がありますが、株数が少ないため、こちらも参考程度に考えてくださ
い。 

 
表 1 大安研森ノ宮センターにおける各遺伝子座のピーク出現割合 

 

 

EH111-11 EH111-14 EH111-8 EH157-12 EH26-7 EHC-1 EHC-2 EHC-5
O157 190 100 0 100 100 0 100 100 31
O26 46 100 98 100 100 98 100 100 20
O111 24 100 100 100 100 0 100 100 21

O血清群 株数 各遺伝子座において増幅が見られる株の割合（％）

EHC-6 O157-3 O157-34 O157-9 O157-25 O157-17 O157-19 O157-36 O157-37
O157 8 86 100 95 100 100 100 99 100
O26 28 0 100 100 100 0 100 0 9
O111 92 0 100 100 100 0 100 0 88

O血清群 各遺伝子座において増幅が見られる株の割合（％）
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表 2 大安研森ノ宮センターにおけるダブルピークの出現率と遺伝子座の割合 

 
 
Q. 真のピークとノイズを見分けるに当たって、遺伝子座毎に典型的なピークの特徴（形、

スタッターピークが出やすい、など）や注意点などがあれば、例示していただけないで
しょうか。 

 
A. 遺伝子座 EH111-8 や O157-34 は PCR 増幅効率が悪く、検出される蛍光強度が低い場

合が多いです。遺伝子座 EHC-1 や EHC-5、O157-17 は付加されるアデノシンの数の違
いによる split peak が明瞭に検出されやすく、1塩基違いのピークが 2～3 個連なったよ
うな形状になる傾向があります。スタッターピークに関しては、繰り返し数が非常に大
きな一部の菌株で観察される以外、明瞭なピークとして観察されることは、経験上ほと
んどありません。 

 
Q. False peak について以下のような経験があれば、その対処法を教えてください 
   (1) O26 株の遺伝子座 O157-37 において、ややブロードな false peak が見られました。 
   (2) キャピラリー交換からしばらくの間、すべての蛍光色素（VIC、PET、NED、6-FAM、

LIZ）において、同じサイズに false peak が見られました。 
 
A. (1) ブロードな false peak は血清群 O26 に特有の現象ではなく、アーティファクトによ

るものと考えますが、同様の経験がないので対処法はわかりません。しかしながら、DNA
テンプレートの希釈や DNA 抽出法の変更により改善する可能性がありますので、ご検
討ください。 

   (2) このようなピークは一般に、気泡やポリマーの結晶、細胞残渣（デブリ）などの異
物がキャピラリーに入った場合に観測されます。異物がキャピラリーを通過すると機械
が蛍光と認識し、すべての蛍光色素において同じサイズの false peak が出現します。キ
ャピラリー交換の際に、異物混入の原因となる何かが起こったと想像されます。 

  

遺伝子座名 ダブルピークが
検出される株数

解析株総数（260
株）に占めるダブル
ピーク出現株の割合

EHC-5 14 5.4%
EHC-6 1 0.4%
O157-3 1 0.4%
O157-9 4 1.5%
O157-25 1 0.4%
O157-37 4 1.5%
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＜＜ピピーーククのの判判定定基基準準にに関関すするる QQ&&AA＞＞  
Q. 高さの低いピークについて、ノイズや非特異ピークとの判別に苦慮するケースがありま

す。判別のポイントや追加の確認検査などがあれば、教えてください。 
Q bin にかかるところに比較的小さなピークが出現した場合、判定に悩むことがあります。

例えば、ピークの蛍光強度が 200～300 程度で、それが bin に収まってリピート数が表
示されている場合などです。プライマーダイマーに由来するピークが数十 bp 程度の位
置に明瞭に出現していれば、その遺伝子座では PCR 増幅が行われなかったと考えて、
蛍光強度の低いピークはノイズと判断しています。しかし、ノイズかどうかが判断しに
くい遺伝子座のグループ（蛍光色）があります。EH111-8 が含まれるグループでは、プ
ライマーダイマーに由来するピークが明瞭に観察できるため、それ以外に小さなピーク
が出現してもノイズだとわかりますが、O157-36 の含まれるグループでは未反応のプラ
イマーに由来するピークがわかりにくくてノイズとして拾うことがあります。希釈倍率
を変えて再泳動、場合によっては PCR をやり直して再判定することになるのでしょう
か。ケースバイケースかもしれませんが、ノイズの判定方法を教えてください（段階的
に希釈して、希釈倍率に応じてピークの高さが変われば真のピークとみなし、そうでな
ければノイズと判定するのでしょうか。もしくは、経験に裏付けされた感覚的な判定を
するのでしょうか）。 

 
A. 検出されるピークには、①蛍光の漏れ込み、②ノイズ、③真のピークの３通りが考えら

れます。順に確認を行い、①と②が否定された場合、③の可能性が高いと判断します。
大安研森ノ宮センターでは、以下の手順で①~③を区別しています。 

   ①は、PCR 産物の希釈が不十分な場合など、蛍光強度の高いピークが波長の近い蛍光検
出器へ漏れ込むことで生じます。この場合、各蛍光色素（6-FAM、VIC、NED、PET、
LIZ)の波長と検出器の性質、他の PCR 産物のピーク強度などから、漏れ込みと推定で
きるケースが多いです（図 1）。 

・例 1：遺伝子座 EHC-1 や EHC-2 の蛍光(VIC[Emission wavelength(E): 554nm])
が、6-FAM[E: 520nm]の検出器に漏れ込み、遺伝子座 O157-34 にピークとして検出
される 
・例 2：遺伝子座 O157-37 の蛍光(PET[E: 595nm])が、NED[E: 575nm]の検出器に
漏れ込み、遺伝子座 O157-36 にピークとして検出される。 

   このように、検出される小ピークに近い蛍光波長を有するピークと比較することにより、
ほとんどの小ピークは蛍光の漏れ込みと判断できると考えます。 

   ②については、Height 値の低いピークが、設定した binセットと関連性の低い位置に点
在する場合、あるいは、測定ごとにピークの位置が移動する場合などに、ノイズの可能
性があると判断します。必要に応じて、希釈率を段階的に下げて再泳動し、ピークの位
置が変化するかどうか、あるいは、希釈率に応じてピークの Height値が変動するかどう
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かを基準に、ノイズと真のピークのどちらであるかを判別します。ノイズが頻繁に検出
されて判定の妨げとなる場合は、PCR 産物の希釈倍率を上げる、cut off 値を変更する、
PCR 条件の再検討を行うなど、MLVA 実施条件を見直すことを推奨します。 

   ①蛍光の漏れ込みと②ノイズが否定でき、明瞭なピーク(プライマーダイマーによるもの
を除く)が検出されれば、③真のピークと判定します。確認が必要な場合は、当該遺伝子
座の単一プライマーセットを用いて PCR を実施し、アガロースゲル電気泳動により
PCR 産物のバンドが明確に認められれば、③真のピークであると判断する材料の 1 つに
なります。 

 
 
図１: 各蛍光プライマーに使用する蛍光波長の分布と、検出される蛍光強度のイメージ 

 
 
Q. 当所では現在、2018 年に感染研から配布いただいたパネルと bin セットを使用してい

ます。通常の検査で特に困ることはないのですが、精度管理株の中にはパネルで指定さ
れた領域外にピークが出現して解析できないものがありました。今後、このような菌株
が分離される可能性もあると思います。その際は、検出されたピークが本物かどうか実
際に塩基配列を読むことにより判定し、パネルや bin セットの修正を行うという考え方
でよいでしょうか。 

Q. bin の設定範囲以外にピークが認められた場合は、どのように判断したらよいでしょう
か。 

Q. bin が設定されていない位置に未知のピークが出現した場合は、どのように判定すれば
よいでしょうか。 
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A. はじめに、当該ピークが蛍光の漏れ込みやノイズ、プライマーダイマーでないことを確
認してください。真のピークであることが確認できれば、以下の①、②いずれかの方法
でリピート数を決定してください。  

   ①当該遺伝子座について、非蛍光の単一プライマーセットを用いて PCR を実施し、サ
ンガーシーケンス法で増幅産物の塩基配列を解読してリピート数を算出します。 

   ②近接する既存の bin から比例計算で推定します。近接する既存の bin の位置（サイズ）
と検出されたピークサイズの差を、各遺伝子座の繰り返し単位の塩基長で除算し、その
差分からリピート数を推定します。 

   上記の２つの方法で決定できなかった場合や、算出されたリピート数が小数になった場
合などは、感染研に相談してください。 

   bin セットの範囲外に検出されたピークのリピート数を決定した際は、パネルおよび bin
セットの修正を行ってください。上記のいずれの方法で決定しても問題はありませんが、
決定したリピート数の確度に不安がある場合は、泳動データや菌株を感染研に送付して
確認を依頼することを強く推奨します。 

 
Q. ピークが 2 つ以上認められた場合は、どのように判断すればよいでしょうか。 
Q. 1 つのローカスに複数のピークが検出された場合は、どれを判定に用いればいいのでし

ょうか。 
 
A. Height 値が最も高いピークを、その遺伝子座のリピート数としてください。その際、

Height 値の低いピークも合わせて報告してください。1 遺伝子座においてしばしば 2 つ
以上のピークが認められることがあり、近縁株では、主要ピーク以外のピークのリピー
ト数まで一致する場合があります。また、測定するタイミングによって各ピークの
Height 値の高低が逆転することもありますが、Height 値の低いピークを記録に残すこ
とで、Height値の逆転が起こった際に菌株異同の判断に活用できます。このような情報
は菌株間の関連性を調べる上で有用な手がかりとなるため、大安研森ノ宮センターでは、
主要ピーク以外のピークリピート数を、備考欄に記録しています。 

 
Q. 微妙なピークはどのくらいの Height 値まで採用すればよいでしょうか。 
Q. ピークの Cut off 値の設定方法を教えてください。 
 
A. シーケンサーの種類や希釈条件など、MLVA の実施環境によって蛍光強度が異なるため、

ピークの Height値の基準（Cut off値）を一律に示すことはできません。また、ピーク
の高さについては、同じ施設、同じ実施環境であっても、テンプレート DNA の状態や
PCR の増幅効率、希釈の際の手技のばらつきなどによって、実施の都度に変化する場合
もあります。一方、実施条件を変えない限り、ノイズの高さは測定ごとに大きく変化し
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ません。このことを利用して、各施設でのノイズの高さから Cut off 値の目安を決定す
ることができます。リピート数既知の菌株を何株か泳動し、「増幅産物なし」ということ
が明らかな遺伝子座について、観測されるノイズや非特異ピークの蛍光強度を元に Cut 
off 値の目安を決定してください。 

 
Q. 特定の遺伝子座（EH111-8 など）の蛍光ピーク（真のピーク）が弱く、リピート数を決

定できないことがあります。よい対処法はないでしょうか。 
 
A. 検出される蛍光強度を上げるため、PCR 産物の希釈率を下げて再度キャピラリー電気泳

動を実施してください。複数の株で同様の現象が継続的に認められる場合は、希釈倍率
を検討するか、プライマーミックスを新たに調製する必要があります。なお、増幅効率
の悪い遺伝子座については、プライマー配列や PCR 条件の改良が今後の検討課題と考
えています。 

 
Q. ピークが 2 つの連続した山のような形になり、bin には片方のピークのみ含まれること

があります。allele が表示されることもありますが、「allele：?」と表示される場合もあ
ります。この理由と対処法を教えてください。 

 
A. 塩基長が約 1 bp 異なる連続した 2 つ、もしくは 2 つ以上のピークは、PCR 増幅時に付

加されるアデノシンの数が異なることで生じると考えられています。いずれかのピーク
が bin に含まれていれば、その bin の allele number をリピート数として問題ありませ
ん。 

 
＜＜MMLLVVAA 結結果果にに関関すするる QQ&&AA＞＞  
Q. MLVA の結果を検査成績書に記載する場合、どのように記載すればよいでしょうか。 
 
A. ①MLVA型のみ、②リピート数のみ、③MLVA型とリピート数の両方、いずれの記載で

も問題ないと考えます。ただし、①MLVA 型のみの場合、菌株間の遺伝的距離（異なる
遺伝子座の数）がわからなくなるため、これを補足するための情報を追加することが望
ましいと考えます。例えば、2 つの菌株の MLVA 結果を 20ｍ0001 と 20m0002 と報告
する場合、これだけではこの 2菌株が「何遺伝子座違い」なのかがわからず、近縁な株
かどうかの判断ができません。大安研森ノ宮センターでは、成績書には MLVA 型名のみ
を記載し、補足資料として、MLVA 型間の遺伝的距離がわかるように Minimum 
Spanning Tree を併せて添付しています。 
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Q. 感染研から返却される MLVA 解析結果は、中心となる MLVA 型以外が線で結ばれてい
ることがしばしばあります（下図例）。この Minimum Spanning Tree の解釈について教
えてください。 

 
図 2. 中心となる MLVA 型以外が線で結ばれているMinimum Spanning Tree の例 

 
A. この図において、菌株 A を基準とすると、菌株 B、C、D は菌株 A に対してそれぞれ 1

遺伝子座異なる菌株です。加えて、菌株 B と菌株 Cも互いに 1遺伝子座違いです。菌株
A、B、C の変異箇所が同じ遺伝子座の場合、このような図になります。参考に、図 2の
作成に使用した菌株のリピート数を下表に示します。 

 
表 3. 図 2の Minimum Spanning Tree 作成に用いた菌株のリピート数 

 
 
 
Q. MLVA の結果をもって食中毒事件と断定する場合、リピート数の不一致はいくつまで許

容されますか。 
 
A. 感染源が同一と考えられる事例の調査において、2 遺伝子座異なる菌株が検出されたケ

ースがいくつか報告されています。このため、同一事例であっても 2 遺伝子座程度の変
異は起こりうると考えられています。 

   しかし、この逆は必ずしも成立しません。すなわち、「2 遺伝子座以内の変異であれば、
すべて同一事例である」ということは成立しません。そのため、MLVAの結果を解釈す

菌株

番号

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

A 2 -2 1 6 -2 15 5 -2 -2 11 9 16 16 4 8 5 7

B 2 -2 1 6 -2 15 5 -2 -2 11 9 16 12 4 8 5 7

C 2 -2 1 6 -2 15 5 -2 -2 11 9 16 13 4 8 5 7

D 2 -2 1 6 -2 15 5 -2 -2 11 9 16 16 4 8 5 6
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る際には、絶対的な基準としてリピート数の不一致数を定めることはせず、疫学情報と
MLVA の結果を照らし合わせて妥当性を評価することが必要です。 

   例えば、疫学情報から共通の感染源の存在を疑われた複数患者から 2 遺伝子座違いの菌
株が検出された場合、上述の通り、「もともと同じクローンの菌株に変異が生じた」と考
えて、食中毒事例と断定することは妥当と考えます。一方、患者から分離された菌株の
MLVA 型が完全一致した場合でも、同じ MLVA 型の菌株に別々の要因で感染した可能
性が否定できないので、疫学情報と菌株情報を総合的に判断し、最も妥当な結論を見い
だすことが基本となります。 

   また、いくつかの遺伝子座はプラスミド上に存在していると考えられています。この場
合、複数の遺伝子座のリピート数が一度に変化する可能性があるため、どの遺伝子座に
変異が見られるかを考慮することも必要になります。 

 
＜＜そそのの他他のの QQ&&AA＞＞  
Q. MLVAの結果が特に活用できた事例について、紹介できるものがあれば教えてください。 
 
A. セントラルキッチンを有する同一系列の複数の飲食店で発生した EHEC O157 の食中毒

事例において、MLVA が有効に活用されました。それぞれの店舗で発生した患者は数人
でしたが、セントラルキッチンを介して同じ O157株に感染する機会（可能性）があっ
たこと、患者から同一 MLVA 型の菌株が分離されたことから、食中毒と断定することが
できました。 

 
Q. 今後、IS-printing のように、近畿ブロックの分離菌株の MLVA type のデータベース的

なもの（アリルプロファイルも閲覧可能な）を構築する予定はありますか。 
 
A. Diffuse outbreak の早期探知のため、IS-printingのような MLVA データベースの構築が

必要と考えています。一方で、データベースの有効活用には、協力地衛研担当者の全面
的な協力が不可欠です。今後、アンケートなどを通じて、MLVA データベース構築の必
要性について担当者と意見交換を行いながら、検討を進めたいと考えています。  
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＜＜QQ&&AA 作作成成協協力力施施設設一一覧覧（（5500音音順順））＞＞  
尼崎市立衛生研究所 
大阪健康安全基盤研究所 
京都市衛生環境研究所 
京都府保健環境研究所 
神戸市環境保健研究所 
滋賀県衛生科学センター 
姫路市環境衛生研究所 
兵庫県立健康生活科学研究所 
和歌山市衛生研究所 
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  厚生労働科学研究費補助金（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

令和２年度 分担研究報告書 

     中四国ブロックにおける食品由来感染症の病原体の解析手法及び 

共有化システムの構築のための研究 

 

研究分担者 狩屋 英明     岡山県環境保健センター 

 

研究協力者 山根 拓也     鳥取県衛生環境研究所 

林 宏樹          島根県保健環境科学研究所 

          三瀬 博也     岡山市保健所衛生検査センター 

平塚 貴大      広島県立総合技術研究所保健環境センター 

青田 達明     広島市衛生研究所 

尾羽根 紀子        山口県環境保健センター 

佐藤 豪       徳島県立保健製薬環境センター 

                関  和美          香川県環境保健研究センター 

        浅野 由紀子      愛媛県立衛生環境研究所 

        氏家 絢子        〃  

             矢儀田 優佳       〃 

影山 温子         高知県衛生環境研究所 

尾﨑 早矢香              〃 

                河合 央博      岡山県環境保健センター 

      岡田 達郎         〃 

            中嶋 洋         〃  

 

研究要旨 

食品由来感染症の広域事例発生時には、症例間の関連性を明らかにするため、各症例

由来株の分子疫学解析結果等を各自治体が共有し、病原体分離株の比較・解析を行うこ

とが感染源特定や拡大防止のために有用である。そのためには、地方衛生研究所(地衛

研)における病原体分離株の分子疫学解析手法の解析精度・解析能力の向上による精度

管理体制の維持・強化が不可欠である。そこで、中四国ブロック内の地衛研を対象に、

腸管出血性大腸菌（EHEC）O157 菌株を用いた IS-printing System、パルスフィールド

ゲル電気泳動法（PFGE 法）及び multiple-locus variable-number tandem-repeat 

analysis（MLVA 法）による精度管理を実施した。その結果、一部の地衛研を除いて、

ほとんどの施設で良好な結果が得られたが、一部の施設では技術の改善や工夫、検査結

果の適正な点検が必要と思われた。また、MLVA 法については、近年、MLVA 法を導入す

る地衛研が増加しており、中四国ブロックにおける検査精度管理体制の強化のためには、

MLVA 法で解析を行う地衛研に対して、本研究成果に基づく継続的な技術的支援が、必

要であると考えられた。 

令和２年度に中四国ブロックで発生した EHEC による感染事例について、分子疫学解

析結果や疫学情報を収集し、食品保健総合情報処理システム（NESFD）の全国の MLVA情

報も参考としながら比較調査した。その結果、同一の MLVA型の EHEC菌株による感染事

例が中四国ブロックを含む全国の複数の自治体で確認されたが、中四国ブロック内では

同一汚染源による腸管出血性大腸菌食中毒は認められなかった。 

本研究によって EHEC 分子疫学解析手法である IS-printing System、 PFGE 法、MLVA

法による中四国ブロックの地衛研のサーベイランス技術水準の向上に貢献したものと

考える。 
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A．研究目的 

食品由来感染症の広域的事例が発生

した場合、事例や症例間の関連性を明

らかにするためには、分離株の分子疫

学解析結果の比較・解析が有用であり、

適切に解析を行うには、検査技術の維

持と解析能力・解析精度の向上が不可

欠かつ重要である。このため、中四国

ブロックで各種解析手法の精度管理を

実施した。令和元年度に引き続き令和

２年度も IS-printing System （以下、

IS-PS と言う）、パルスフィールドゲル

電気泳動法（以下、PFGE 法と言う）、

multiple-locus  variable-number 

tandem-repeat analysis（以下、MLVA

法と言う）について、腸管出血性大腸

菌（以下、EHECと言う）O157株を用い

た精度管理を実施するとともに、検査

手法の問題点や改善点の洗い出しなど

を行うことにより解析技術の問題点等

を考察した。また、ブロック内での EHEC

発生事例について、分子疫学解析結果

や疫学情報を収集し、NESFD の全国の

MLVA 情報も参考としながら、関連性や

流行株等を調査し考察した。 

 

B．研究方法 

1．使用菌株（表 1） 

精度管理：ヒト患者等由来 EHEC O157 

菌株番号 1,2,3,4の計 4株を使用した。 

EHEC 感染事例調査：NESFD の全国の

MLVA 情報と令和２年４月から令和３年 1

月までに中四国の地衛研で実施した

IS-PS、PFGE、MLVA法の結果を含む疫学情

報を収集し、比較調査を行った。 

2．分子疫学解析法及び精度管理 

(1) IS-PS 

IS-PS (Version2：TOYOBO 製)を用いて、

取扱説明書に従って実施した。本法の各

プライマーにより増幅される産物は、プ

ライマーセット（1st set 及び 2nd set 

primer）毎に高分子量側から 3 つごとに

区切り、迅速同定キット（Api）の同定コ

ード化にならって、各区分の増幅バンド

について順番に「1」「2」「4」の数字を当

てた。それぞれの産物が増幅された場合、

その数字を区分毎に足してコード化し

（以下、ISコードと言う）、解析を行った。 

(2）PFGE法 

PFGE 法は感染研ニュープロトコール

（詳細は平成 18年度の本報告書に準じた）

に従って実施し、画像解析ソフト

（BioNumerics）を使用して泳動像の解析

を行った。 

(3) MLVA法及び型別 

 MLVA 法は、実施可能な 9 施設で、それ

ぞれの施設のプロトコールにより実施し

た。菌株 3 の領域 EHC-5 はリピート数 8

と 9 のダブルピークが出現し、リピート

数 8 でピークがより高い株を使用した。 

(4) 精度管理 

令和２年度は９施設（（A）～（K），(A)

及び(D)を除く）が参加し、精度管理用の

EHEC菌株 4株(表 1)を各施設に送付して、

解析を行った。IS-PSは 8施設（（B）～（K），

(D)及び(F)を除く）、PFGE法は 8施設（（C）

～（K），(D)を除く）、MLVA法は 9施設（（B）

～（K），(D)を除く）で実施した。IS-PS

は、各 primer setの増幅産物の有無から

作成した IS コード及び泳動像を、PFGE

法は、泳動像と解析ソフトを使用して作

成したデンドログラムを回収し、解析し

た。また、MLVA法は 17遺伝子座のリピー

ト数を比較解析した。 

3．疫学情報の収集と調査 

中四国地域で発生した EHEC感染事例に

ついて、患者等由来株の IS-PSや MLVA法

による解析結果又は PFGE結果を疫学情報

とともに収集し、NESFD の全国の MLVA 情

報も参考として比較・調査した。 

 

C．研究結果 

１．精度管理 

（1） IS-PS による解析 

IS-PSの精度管理は、8施設が参加して

実施した。各施設の ISコードによる解析

結果は表 2 に、泳動像は図 1 に示した。

いずれの施設も適正にバンドが認識でき

ており、概ね良好であった。IS コードは

多くの施設が一致したが、1 施設（I）で

は菌株 4で 1st Primer setの 1-13、1-14、

1-15 の集計にミスがあり、IS コードの
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判定に違いが見られた。 

（2） PFGE法による解析 

PFGE法の精度管理は、8施設が参加し

て実施し、参加した全施設でデンドログ

ラム解析を実施した。各施設の泳動像と

デンドログラム解析結果は、図 2に示し、

結果をまとめたものを表 3に示した。 

ほとんどの施設でおおむね良好な泳動像

が得られた。 

また、デンドログラム解析では、類似

度の最大値は 100%、最小値は 72％であっ

た。菌株 1と 2の類似度は、全施設が類

似度 100％で一致していた。菌株 3と 4

で類似度の順序が施設により異なってい

た。 

（3）MLVA法による解析 

MLVA 法は 9 施設で実施した。9 施設全

て O157 株の 17 か所の遺伝子座について

リピート数を解析した。その結果を、表 4

に示した。施設 J では各菌株の遺伝子座

O157-3 及び O157-36 で他施設とは 1 リピ

ートずつ異なる結果となった。菌株 3 で

は解析領域 EHC-5 はリピート数 8 と 9 の

ダブルピークが出現する株を使用したが、

どの施設も正確にダブルピークを検出し

ていた。 

２．EHEC 感染事例の疫学情報の収集と調

査結果  

 NESFD の全国の MLVA 情報と中四国の地

衛研で実施した IS-PS、PFGE、 MLVA法の

結果を含む疫学情報を収集し、比較調査

を行った。 

 その結果（中四国の状況を表 5、表 6、

表 7、表 8、表 9、図 3に示す）、中四国ブ

ロック内では同一汚染源による広域的な

腸管出血性大腸菌食中毒は認められなか

った。しかし、同一の MLVA型及び同一の

MLVAcomplexの株が、中四国ブロック内及

び他の複数の自治体で検出される事例も

多く見られた。また、中四国ブロック内

のある自治体では EHEC届出数が令和 2年

12月末時点で 100を超えていた。これは、

令和 2年 8月から 10月にかけ当該自治体

で 22 名の O157VT1,2 の MLVA 遺伝子型

20m0245(20c038)を原因とする腸管出血

性大腸菌感染症の多発が要因として考え

られたが、感染源は不明であった。さら

に、症例多発時と同時期に、中四国以外

の 3 自治体計 3 名に同じ遺伝子型菌によ

る事例が見られた。中四国ブロックでは

同一 IS コードだが MLVA 型が違う事例、

同一 MLVA 型だが IS コードが違う事例も

見られた。 

 

D. 考 察 

令和２年度に実施した IS-PS、PFGE 法

及び MLVA法による EHEC O157株を用いた

精度管理では、一部の施設を除いて、多

くの施設で解析結果は良好であった。一

部の施設では他施設と異なる結果となり、

技術の改善及び工夫が必要と思われた。

中四国ブロック全体では、地衛研内での

人事異動もあり、解析技術や解析精度の

維持、向上が継続的に必要であると思わ

れた。IS-PS では、IS コードは多くの施

設が一致したが、1 施設（I）では菌株 4

で 1st Primer set の 1-13、1-14、1-15

の集計の単純ミスによって、IS コードの

判定に違いが見られたものと考えられた。

PFGE 法はほとんどの施設でおおむね良好

な泳動像が得られ、操作手技等の技術の

習熟が進展しているものと考えられた。

MLVA 法について、施設 J では各菌株の遺

伝子座 O157-3及び O157-36で他施設とは

異なる結果となった。この原因について

検討した結果、フラグメント解析の最適

化のため通常のプライマーに数塩基を付

加した Tailed Primer を使用しており、

増幅産物がわずかに大きくなり、Tailed 

Primer を使用したという認識が不足して

いたことが原因ではないかと考えられた。

菌株 3 の解析領域 EHC-5 はリピート数 8

と 9 のダブルピークが出現することを事

前に確認していたが、どの施設も正確に

ダブルピークを検出していた。正確な検

査のために、Binの見直しや設定は適宜行

い、適切に解析できる体制を維持・整備

しておくことが重要であると考えられた。

全国的な MLVA法の導入に係る通知に基づ

いて、各地衛研でも導入が更に進んでい

るが、MLVA 法の導入に関しては十分な研

修、準備が必要であり、今後の導入時や
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担当者の異動時に当たっては技術的支援

や、導入後の精度管理の重要性が示され

た。 

中四国ブロックで本年度発生した EHEC

による感染事例における患者等由来株の

IS-PSや MLVA法による解析結果又は PFGE

結果を疫学情報とともに収集し、また、

NESFD の全国の MLVA 情報も参考として比

較調査を行った。その結果、同一の MLVA

型及び MLVAcomplex の株が、中四国ブロ

ック内の複数の自治体で検出される事例

も多く見られた。しかし、中四国ブロッ

ク内では共通の汚染源による広域的な腸

管出血性大腸菌食中毒の発生はなかった。 

IS コードが同じであっても MLVA 型が

異なる事例や IS コードが異なっても

MLVA型が同じ事例もあった。これは IS-PS

法の鑑別能が MLVAよりも劣ることによる

ものと考えられる。同じ MLVA型菌が検出

されたものの、その疫学的関連性の不明

な事例も多くみられた。以上のことから、

集団事例の探知や感染源の特定のために

は、MLVA 法等による病原体の解析のみで

は、同一感染源による集団事例であると

の結論を出すには十分と言えず、患者等

の喫食調査･行動調査等の疫学調査結果

も十分検討した総合的判断が重要と思わ

れた。 

 

E. 結論 

1．腸管出血性大腸菌 O157 株を用いて、

IS-PS、PFGE 法及び MLVA 法による精度管

理を実施した。PFGE 法では、参加したほ

とんどの施設では概ね良好な結果が得ら

れたが、IS-PS及び MLVA法では一部の施

設で結果が異なった。 

2．IS-PSでは、ISコードは多くの施設が

一致したが、1施設で集計の単純ミスによ

って、IS コードの判定に違いが見られた

ものと考えられた。 

3．MLVA法は、複数の遺伝子座で結果が他

施設と異なる施設があり、この施設では、

Tailed Primer を使用しており、遺伝子

増幅産物が通常のプライマー使用時より

わずかに大きくなり、Tailed Primerを使

用していたという認識不足が、その要因

と考えられた。MLVA 法導入に関して十分

な研修、準備、技術的支援や導入後の精

度管理の必要性が認められた。 

4．集団事例の探知やその感染源の特定の

ためには、病原体のゲノム解析のみなら

ず、患者等の喫食調査･行動調査等の疫学

調査結果も十分検討した総合的判断が重

要と思われた。 

 

F．研究発表 

なし。 
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表 1 精度管理使用 EHEC 菌株 

 
 
 
表 2 IS-PS による解析結果 

 
 
 
 

O群 H型 STｘ型

1 O１５７ 7 1,2 2019　健康保菌者

2 O１５７ 7 1,2 2019　　　患者

3 O１５７ 7 1,2 2019　　　患者

4 O１５７ 7 1,2 2020　　　患者

菌株　No. 由来
血　　清　　型

１ｓｔ
　Primer set

2nd
Primer set

１ｓｔ
Primer set

2nd
　Primer set

１ｓｔ
Primer set

2nd
Primer set

１ｓｔ
　Primer set

2nd
Primer set

A － － － － － － － －
B 717557 611657 717557 611657 316577 011756 317557 211757
C 717557 611657 717557 611657 316577 011756 317557 211757
D － － － － － － － －
E 717557 611657 717557 611657 316577 011756 317557 211757
F － － － － － － － －
G 717557 611657 717557 611657 316577 011756 317557 211757
H 717557 611657 717557 611657 316577 011756 317557 211757
I 717557 611657 717557 611657 316577 011756 317577 211757
J 717557 611657 717557 611657 316577 011756 317557 211757
K 717557 611657 717557 611657 316577 011756 317557 211757

菌株1 菌株2 菌株3 菌株4
施設名
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図１ IS-PS 泳動像   
（B） 

 
 

 
  
SSttdd::Standard DNA, PP:Template Mix, MM:DNA marker 
11:STEC 1, 22:STEC 2, 33:STEC 3, 44:STEC 4 
 
 
(C) 

 

1st Primer Set 2nd Primer Set

１ ２ ３ ４ ５ ６ １ ２ ３ ４ ５ ６

Std 1 2 3 4 P Std 1 2 3 4 P M 
1st set primer mix 2nd set primer mix 
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（E）

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 3 4S P 1 2 3 4S P
 

S：Standard DNA 

1：STEC1 

2：STEC2 

3：STEC3 

4：STEC4 

P：PCR Template Mix 

 

1st set 2nd set

－ 116 －



 

 
 
 
 
 

 
 
（G） 

 
（I） 

 

M M MSt-

M：Marker 
S：Standard DNA
P：Positive control
１１：STEC 1
２２：STEC 2
３３：STEC 3
４４：STEC 4

MM SS １１ ２２ ３３ ４４ PP MM SS 11 22 33 44 PP MM

1st set 2nd set
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（J） 

 
（K） 

 
 

1st set

Std :Standard DNA
1 :STEC1
2 :STEC2
3 :STEC3
4 :STEC4
P :Positive control

   Std                1             2            3             4             P          Std    

2nd set
   Std             1                2            3             4              P           Std    
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図２ PFGE 法による泳動像とデンドログラム解析結果 
（C） 

 
（E） 

 

M 1 2 3 4 M

STEC1
STEC2
STEC3
STEC4

(％) 

SSTTEECC11  

SSTTEECC22  

SSTTEECC44  

SSTTEECC33  

(kbp) 

レーン 1 ： STEC1
2 ： STEC2
3 ： STEC3
4 ： STEC4
M：マーカー

(Salmonella Braenderup H9812 株)
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（F） 
 

 
（G） 

 

MM        11      22        33      44      MM  

11：：SSTTEECC11  
22：：SSTTEECC22  
33：：SSTTEECC33  
44：：SSTTEECC44  
MM：：MMaarrkkeerr  

PFGE-XbaI

1
0
0

9
8

9
6

9
4

9
2

9
0

8
8

8
6

8
4

PFGE-XbaI

20044
20045
20047
20046

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

SSTTEECC11  
SSTTEECC22  
SSTTEECC44  
SSTTEECC33  
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（H） 

  

 
(I) 

 

・継代回数

・使用培地

・培養温度

・培養時間

M      １１ ２２ ３３ ４４ M

MM      SSTTEECC--11    SSTTEECC--22      SSTTEECC--33    SSTTEECC--44      MM 

11--11  11--22      22--11    22--22      33--11    33--22    44--11    44--22 
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（J） 
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（K） 

 
 
表３ PFGE 法によりデンドログラム解析結果 

 

M :Marker(S.Braenderup  H9812)
1 :STEC1
2 :STEC2
3 :STEC3
4 :STEC4

 M   1   2    3   4   M

（A） PFGE実施せず

（B） PFGE実施せず

（C） 菌株1=菌株2－菌株3⇒＞菌株4（100－80%）

（D） PFGE実施せず

（E） 菌株1=菌株2－菌株4 ⇒＞菌株3（100－76%）

（F） 菌株1=菌株2－菌株4⇒＞菌株3（100－82%）

（G） 菌株1=菌株2－菌株4⇒＞菌株3（100－85%）

（H） 菌株1=菌株2－菌株4⇒＞菌株3（100－82%）

（ I ） 菌株1=菌株2－菌株4⇒＞菌株3（100－83%）

（J ） 菌株1=菌株2－菌株3⇒＞菌株4（100－87%）

（K） 菌株1=菌株2 －菌株3⇒＞菌株4（100－72%）

=　：左右の菌株で100%一致

－：左右の菌株でグループ形成
⇒＞：矢印の方向へ類似度が低くなる

施設名 デンドログラム解析結果
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表４ MLVA 法による解析結果 

 

表 5 

施設 F 

 

遺遺　　　　伝伝　　　　子子　　　　座座
EEHH111111--1111 EEHH111111--1144 EEHH111111--88 EEHH115577--1122 EEHH2266--77 EEHHCC--11 EEHHCC--22 EEHHCC--55 EEHHCC--66 OO115577--33 OO115577--3344 OO115577--99 OO115577--2255 OO115577--1177 OO115577--1199 OO115577--3366 OO115577--3377

BB 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
CC 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
EE 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
FF 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
GG 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
HH 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
II 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
JJ 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 11 12 12 8 8 7 4 8
KK 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
BB 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
CC 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
EE 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
FF 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
GG 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
HH 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
II 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
JJ 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 11 12 12 8 8 7 4 8
KK 2 -2 1 4 -2 5 4 9 -2 10 12 12 8 8 7 3 8
BB 2 -2 1 4 -2 7 4 　　8＊ -2 10 12 7 5 11 5 5 7

CC 2 -2 1 4 -2 7 4 　　8＊ -2 10 12 7 5 11 5 5 7
EE 2 -2 1 4 -2 7 4 　　8＊ -2 10 12 7 5 11 5 5 7
FF 2 -2 1 4 -2 7 4 　　8＊ -2 10 12 7 5 11 5 5 7
GG 2 -2 1 4 -2 7 4 　　8＊ -2 10 12 7 5 11 5 5 7
HH 2 -2 1 4 -2 7 4 　　8＊ -2 10 12 7 5 11 5 5 7
II 2 -2 1 4 -2 7 4 　　8＊ -2 10 12 7 5 11 5 5 7
JJ 2 -2 1 4 -2 7 4 　　8＊ -2 11 12 7 5 11 5 6 7

KK 2 -2 1 4 -2 7 4 　　8＊ -2 10 12 7 5 11 5 5 7
BB 2 -2 1 4 -2 6 4 2 9 10 12 10 5 7 6 7 7
CC 2 -2 1 4 -2 6 4 2 9 10 12 10 5 7 6 7 7
EE 2 -2 1 4 -2 6 4 2 9 10 12 10 5 7 6 7 7
FF 2 -2 1 4 -2 6 4 2 9 10 12 10 5 7 6 7 7
GG 2 -2 1 4 -2 6 4 2 9 10 12 10 5 7 6 7 7
HH 2 -2 1 4 -2 6 4 2 9 10 12 10 5 7 6 7 7
II 2 -2 1 4 -2 6 4 2 9 10 12 10 5 7 6 7 7
JJ 2 -2 1 4 -2 6 4 2 9 11 12 10 5 7 6 8 7
KK 2 -2 1 4 -2 6 4 2 9 10 12 10 5 7 6 7 7

＊＊リリピピーートト数数「「99」」ににももピピーーククががああっったたがが、、「「88」」ののピピーーククがが高高いい

SSTTEECC44

菌菌株株 施施設設名名

SSTTEECC11

SSTTEECC22

SSTTEECC33

中四国ブロック患者由来STEC株(2020年度)

県   名 菌株No 発生月 O血清群 H型 VT型
感染研
PFGE型

感染研
MLVA型

感染研
MLVA complex

備考（疫学的関連など）

F 20008 6月 Og182 Hg25 1 解析済

F 20009 6月 111 H- 1・2 20m3009

F 20010 6月 157 7 1・2 16m0034

F 20015 6月 103 2 1 16m4003 20c401 菌株No.20017の家族内事例

F 20016 6月 103 2 1 16m4003 20c401 菌株No.20017の家族内事例

F 20017 6月 103 2 1 16m4003 20c401 家族内事例

F 20018 6月 157 7 1・2 20m0047 20c003

F 20020 7月 26 11 1 13m2015 20c203 菌株No.20017の家族内事例

F 20033 8月 26 11 1 20m2064 20c204 菌株No.20035の家族内事例

F 20034 8月 26 11 1 20m2065 20c204 菌株No.20035の家族内事例

F 20035 8月 26 11 1 20m2040 20c204 家族内事例

F 20039 9月 157 7 2 20m0041 20c020

F 20040 9月 121 19 2 20m5009

F 20041 10月 26 11 1 20m2126 菌株No.20042の家族内事例

F 20042 10月 26 11 1 20m2126 家族内事例

F 20043 10月 103 11 1 20m4035

F 20048 9月 128 Hg2 1・2 解析中

F 20049 11月 121 19 2 20m5015

F 20050 11月 128 45 2 解析中

F 20051 12月 1 20 1 解析中

F 21001 1月 103 2 1 未送付 未送付 未送付
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表６ 

施設 G 

 

 

県   名 菌株No 発生月 O血清群 H型 VT型 ISコード(1st) ISコード(2nd)
感染研
PFGE型

感染研
MLVA型

感染研
MLVA

complex
備考（疫学的関連など）

G 20Y01 3月 O128 H2 1 解析済み

G 20Y02 5月 O157 H7 1+2 015457 311656 20m0048

G 20Y03 5月 O26 H11 1 15m2067

G 20Y04 6月 O157 H7 2 305457 211642 20m0058

G 20Y05 6月 O157 H7 2 305457 211642 20m0058

G 20Y06 6月 O26 H11 1 20m2039 20Y09と家族

G 20Y07 6月 O157 H7 2 305457 211642 20m0058

G 20Y08 6月 O26 H11 1 20m2039 20Y15と家族

G 20Y09 6月 O26 H11 1 20m2039 20Y06家族

G 20Y10 5月 O26 H11 1 20m2046 20Y14と家族

G 20Y11 6月 O26 H11 1 19m2117

G 20Y12 6月 O26 H11 1 20m2039

G 20Y13 6月 O26 H11 1 20m2039

G 20Y14 6月 O26 H11 1 20m2046 20Y10と家族

G 20Y15 6月 O26 H11 1 20m2039 20Y08と家族

G 20Y16 6月 O26 H11 1 13m2027

G 20Y17 6月 O26 H11 1 20m2052

G 20Y18 7月 O157 H7 2 145047 301443 20m0167

G 20Y19 7月 Og172 H25 2 解析済み

G 20Y20 7月 O157 H7 1+2 317577 211756 20m0180

G 20Y21 7月 O157 H7 1+2 317577 211756 20m0180

G 20Y22 7月 O157 H7 1+2 317577 211756 20m0180

G 20Y23 8月 O157 H7 1+2 317157 211756 20m0230 20Y27の家族

G 20Y24 8月 O157 H7 1+2 013057 214447 20m0228

G 20Y25 9月 O157 H7 1+2 013057 214447 20m0228

G 20Y26 9月 O157 H7 1+2 217577 211547 20m0229

G 20Y27 8月 O157 H7 1+2 317157 211756 20m0230 20Y23と家族

G 20Y28 8月 O157 H7 1+2 011057 310047 20m0207 20c026

G 20Y29 8月 O157 H7 1+2 317577 211757 17m0160

G 20Y30 8月 O157 H7 1+2 215457 311656 17m0487

G 20Y31 8月 O157 H7 1+2 317577 211756 16m0093

G 20Y32 10月 O115 H25 2 解析済み

G 20Y33 10月 O103 H2 1 20m4032

G 20Y34 10月 O26 H11 1 20m2111

G 20Y35 11月 O91 H14 1+2 20m8012

家族

同居家族

家族
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表７ 

施設 H 

 

 

 

 

 

 

（R2年度）STEC事例

県名 菌株No 発生月 分類 年代 O型 H型 VT型 感染研MLVA型 備考

H 1 2020年5月 患者 80歳代 121 19 2 18m5007

H 2 2020年6月 患者 40歳代 156 - 1

H 3 2020年7月 患者 30歳代 157 7 1,2 20m0184

H 4 2020年8月 患者 70歳代 157 7 1,2 18m0297

H 5 2020年8月 接触者 60歳代 157 7 1,2 18m0297

H 6 2020年8月 接触者 40歳代 157 7 1,2 18m0297

H 7 2020年8月 患者 10歳代 157 7 1,2 17m0160

H 8 2020年8月 患者 20歳代 157 7 1,2 20m0233

H 9 2020年8月 患者 40歳代 157 7 1,2 20m0233

H 10 2020年8月 患者 70歳代 157 7 1,2 20m0234

H 11 2020年10月 患者 20歳代 157 7 1,2 17m0160

H 12 2020年9月 患者 10歳代 157 7 1,2 17m0160

H 13 2020年10月 患者 30歳代 157 7 1,2 20m0348

H 14 2020年10月 患者 20歳代 157 7 1,2 20m0169

H 15 2020年10月 接触者 20歳代 157 7 1,2 20m0169

H 16 2020年10月 患者 10歳代 111 -/g8 1 20m3039
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表８ 

施設 I 

 

表９ 

施設 I 

 

 

中四国ブロック患者由来STEC株(2020年度)

県   名 菌株番号 発生月 O血清群 H型 VT型
ISコード
(1st)

ISコード
(2nd)

感染研
PFGE型

感染研
MLVA型

感染研
MLVA

complex
備考（疫学的関連など）

I EH20-8 4月 156 25 １ 解析済 保菌者

I EH20-9 6月 26 11 １ 15m2113 20c203 患者

I EH20-10 7月 103 2 １ 20m4022 患者

I EH20-11 7月 103 2 １ 20m4023 患者

I EH20-12 7月 26 11 １ 20m2070 患者（EH200012,13,18は家族）

I EH20-13 7月 26 11 １ 20m2070 患者（EH200012,13,18は家族）

I EH20-14 8月 26 11 １ 13m2015 20c203 患者

I EH20-15 8月 26 11 １ 13m2015 20c203 患者

I EH20-16 8月 157 - 1,2 011057 310047 20m0207 20c026 患者（EH200016,20は姉弟）

I EH20-17 8月 113 21 1,2 解析済 保菌者

I EH20-18 7月 26 11 １ 20m2070 患者（EH200012,13,18は家族）

I EH20-19 8月 157 7 1,2 141047 302447 14m0486 患者

I EH20-20 8月 112ab 19 2 解析済 保菌者（EH200016,20は姉弟）

I EH20-21 9月 157 7 1,2 717555 611657 20m0169 患者

I EH20-22 10月 26 11 １ 20m2105 患者

I EH20-23 11月 157 - 1,2 717557 611657 20m0169 患者

I EH20-24 11月 OUT
-

(Hg8)
１ 解析済 保菌者

I EH20-25 11月 157 7 2 005457 211242 20m0427 患者（EH200025,26は親子）

I EH20-26 12月 157 7 2 005457 211242 20m0427 保菌者（EH200025,26は親子）

I EH20-27 12月 109 21 2 解析中 保菌者

I EH21-1 12月 63 6 2 解析中 保菌者

中四国ブロック患者由来STEC株(2020年度)

EH111
-11T

EH111
-14BB

EH111
-8O

EH157
-12N

EH26
-7D

EHC
-1Q

EHC
-2C

EHC
-5S

EHC
-6U

O157
-3W

O157
-34Y

O157
-9M

O157
-25J

O157
-17Z

O157
-19L

O157
-36AA

O157
-37V

I EH20-9 26 11 2 1 1 2 3 12 15 -2 -2 -2 1 8 2 -2 1 -2 -2

I EH20-12 26 11 2 1 1 2 3 14 14 -2 11 -2 1 8 2 -2 1 -2 4

I EH20-13 26 11 2 1 1 2 3 14 14 -2 11 -2 1 8 2 -2 1 -2 4

I EH20-14 26 11 2 1 1 2 3 12 14 -2 -2 -2 1 8 2 -2 1 -2 -2

I EH20-15 26 11 2 1 1 2 3 12 14 -2 -2 -2 1 8 2 -2 1 -2 -2

I EH20-16 157 - 2 -2 1 3 -2 8 5 -2 11 18 10 14 4 3 11 4 5

I EH20-18 26 11 2 1 1 2 3 14 14 -2 11 -2 1 8 2 -2 1 -2 4

I EH20-19 157 7 2 -2 1 1 -2 7 6 7 -2 -2 9 10 4 3 5 5 -2

I EH20-21 157 7 2 -2 1 4 -2 5 4 -2 -2 9 12 12 8 7 7 3 6

I EH20-22 26 11 2 1 1 2 2 8 14 -2 -2 -2 1 9 2 -2 1 -2 -2

I EH20-23 157 - 2 -2 1 4 -2 5 4 -2 -2 9 12 12 8 7 7 3 6

I EH20-25 157 7 2 -2 1 6 -2 8 4 -2 -2 17 9 7 6 4 6 10 6

I EH20-26 157 7 2 -2 1 6 -2 8 4 -2 -2 17 9 7 6 4 6 10 6

MLVA 遺伝子座

県   名 菌株番号 O血清群 H型
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図 3 

PFGE 解析結果（施設 I） 
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島根県における腸管出血性大腸菌 O157 の分子疫学解析の有用性の検討 
 

研究協力者 島根県保健環境科学研究所 
林 宏樹 

 
研究要旨 

令和 2 年度に島根県内で発生した腸管出血性大腸菌 O157（以下，「O157」という。）

感染症 6 事例 7 株について，IS-printing system（以下，「IS」という。）法及び Multi-locus 
variable-number tandem repeat analysis（以下，「MLVA」という。）法を実施し，分

子疫学解析としての有用性を検討した。その結果，3 事例で MLVA type が一致した。

また，他の 1 事例では，この 3 事例と同一の IS コードを示した一方，MLVA 法では

single-locus variant であった。これらの 4 事例には疫学的関連性は認められず，同一

感染源の暴露を受けたとの判断はできなかった。 
このように散発的に同一タイプの遺伝子型が検出される場合は，詳細な疫学情報の収

集や，より識別能の高い分子疫学解析法について検討が望まれる。 
 
A．研究目的 

令和 2 年度に島根県内で発生した

O157感染症事例について，IS法とMLVA
法による解析結果を比較し，分子疫学解

析としての有用性を検討した。 
 

B．研究方法 
1. 供試菌株 

令和2年度に島根県で届出のあった（令

和 2 年 7 月 17 日から令和 2 年 11 月 13
日の届出まで）O157 感染症 6 事例 7 株を

用いた。 
 

2. 方法 
(1). IS 法 
IS-printing System（東洋紡）の説明書

に記載された方法に準じて実施した。結

果は，プライマーセットごとにスタンダ

ード DNA と比較し，増幅ありを「1」，

増幅なしを「0」と判定，各セットとも増

幅サイズの大きいバンドから順に 3 バン

ドごとに「1」「2」「4」の係数を乗じた数

値を加算し，セット 1，セット 2 の順に

12 桁にコード化（IS コード）した（表 1）。 
 
(2). MLVA 法 

Izumiya らの方法 1)に従い実施した。

18 領域のうち locusO157-10 を除く領域

について解析した。QIAGEN multiplex 
PCR kit（QIAGEN）を使用した PCR 反

応後，3500 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems) 及 び Gene Mapper 
Software ver. 5.0(Applied Biosystems)
を使用してフラグメント解析を行った。 

size marker は，GeneScan 600 LIZ 
Size Standard (Applied Biosystems)を
用いた。 
また，MLVA 情報集計・可視化システ
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ム MLVA-mate に よ り Minimum 
Spanning Tree（MST）を作成し 2)，クラ

スター解析を行った。 
 
C．研究結果 

島根県における令和 2 年度の O157 感

染症の発生は，6 事例 7 件であった。IS
法による解析では，事例 B，C，D 及び F
で同一の IS コードを示し，その他の事例

ではそれぞれ異なる IS コードを示した

（表 2）。 
MLVA 法による解析では，事例 B，C，

D で同一の MLVA type を示し，その他の

事例ではそれぞれ異なるMLVA typeを示

した（表 2，3）。MST 解析について図 1
に示す。  
 
D．考察 

令和 2 年度に島根県で発生した O157
感染症 6 事例のうち，事例 B，C，D 及び

F は IS 法では同一の IS コードを示して

いた。また，MLVA 法では事例 B，C 及

び D で MLVA type が一致しており，これ

らの事例は同一クローン由来の菌株であ

る可能性が示唆された。 
事例 B，C 及び D の発生時期は，1 ヶ

月以内と比較的近かったが，疫学調査で

は関連性は認められなかった。また，事

例 F の発生時期はこれらの事例とは 2-3
ヶ月離れていた。事例 F の株は，MLVA
法による解析で，事例 B，C 及び D の株

と single-locus variant（EHC-1）であっ

たことから，同一の IS コードを示した可

能性が考えられた。本県以外でも，これ

ら 3事例の株と同一 MLVA type の株が散

見されたが，疫学的な関連性は認められ

なかった。 
散発事例間の関連性を見るうえで，IS

法や MLVA 法は優れたシステムであるが，

このような散発事例が発生した際には十

分な疫学情報を入手できない場合があり，

同一感染源の暴露を受けたかどうかを判

断するのは難しい。これらの課題を解決

するには，IS 法や MLVA 法よりも識別能

の高い次世代シーケンサーを用いた分子

疫学解析について検討が望まれる。 
 

E．結論 
1. IS 法や MLVA 法は，疫学的背景の不

明な散発事例間の関連性を見るうえ

で有用な手法である。 
2. IS 法は，迅速かつ簡便に実施できる有

用なタイピング法ではあるが，MLVA
法よりも識別能力が低いことを考慮

して用いる必要がある。 
3. 今後，次世代シーケンサーを用いた分

子疫学解析について検討が望まれる。 
 

F．研究発表 
なし 

 
G．参考文献 
1) Izumiya H, et al. Microbiol Immunol. 

2010;54（10）:596-77. 
2) 南須原亮, 他. 東京都健康安全研究セ

ンター年報 2018;69:279-84.
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表 1 IS 法の増幅バンドサイズ及び判定のコード変換 

 
 
 
 

表 2 供試菌株及び IS 法及び MLVA 法の解析結果 
 

 
 
 
 
 

図 1 MLVA 法による Minimum Spanning Tree 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

1st　set 2nd set
A 1 2020/7/17 2 145047 301142 20m5002 無

B 2 2020/8/15 2 002057 214442 17m0435 有

3 2020/8/17 2 002057 214442 17m0435 有

4 2020/8/20 2 002057 214442 17m0435 無

D 5 2020/9/1 2 002057 214442 17m0435 有

E 6 2020/9/12 1&2 215457 311656 20m0323 無

F 7 2020/11/13 2 002057 214442 20m0223 有

C No.3-4は家族

疫学情報
症状の
有無

事例 No. 届出年月日 VT ISコード MLVA
type

17m0435

20m0223

20m5002
20m0323

1st set primer
primer No. 1-01 1-02 1-03 1-04 1-05 1-06 1-07 1-08 1-09 1-10 1-11 1-12 1-13 1-14 1-15 eae 1-16 hlyA
size (bp) 974 839 742 645 595 561 495 442 405 353 325 300 269 241 211 185 171 139
判定例 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1
係数 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4

7 1 7 5 5 5

2nd set primer
primer No. 2-01 2-02 2-03 2-04 2-05 2-06 2-07 2-08 2-09 2-10 2-11 2-12 2-13 2-14 2-15 2-16 stx2 stx1
size (bp) 987 861 801 710 642 599 555 499 449 394 358 331 301 278 240 211 181 151
判定例 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1
係数 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4

2 1 1 6 5 7

加算

加算

不一致領域数１ 
不一致領域数３～ 
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厚生労働科学研究費補助金 新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業 

「食品由来感染症の病原体の解析手法及び共有化システムの構築のための研究」 

 

 令和 2 年度分担研究報告書 

九州ブロックの菌株解析及び精度管理に関する研究 

―IS 型データベースの運用、EHEC 検出状況、集団発生事例の集約及び精度管理（PFGE、 

ISPS 及び MLVA）― 

 

 

    研究代表者  泉谷秀昌     国立感染症研究所 

研究分担者 濱﨑光宏 福岡県保健環境研究所 

研究協力者 阿部有利 福岡市保健環境研究所 

 藤﨑道子 北九州市保健環境研究所 

 瀧下恵里子 佐賀県衛生薬業センター 

 右田雄二 長崎県環境保健研究センター 

 江原裕子 長崎市保健環境試験所 

 溝腰朗人 大分県衛生環境研究センター 

 前田莉花 熊本県保健環境科学研究所  

 杉谷和加奈 熊本市環境総合センター 

 宮原聖奈 宮崎県衛生環境研究所 

 上村晃秀 鹿児島県環境保健センター 

 大山み乃り 沖縄県衛生環境研究所 

 カール由起 福岡県保健環境研究所 

 片宗千春 福岡県保健環境研究所  

 

要旨 

九州ブロックでは、①IS-printing System（以下「ISPS」という。）によ

る IS 型データベースの運用、②腸管出血性大腸菌（以下「EHEC」という。）

検出状況の解析、③EHEC による集団発生事例の集約及び④精度管理の 4 項

目について取り組んだ。 

九州ブロックにおける腸管出血性大腸菌 O157（以下「O157」という。）

の IS 型の登録数は、令和 3 年 2 月 10 日現在で 2,157 件であり、令和 2 年

度は 101 件の登録であった。令和 2 年度に九州ブロックで収集された EHEC

は 385 株であった。その O 群血清型の内訳は O157 が 154 株と最も多く、腸

管出血性大腸菌 O26（以下「O26」という。）が 81 株、腸管出血性大腸菌 O111

（以下「O111」という。）が 14 株の順であった。令和 2 年度の EHEC による

集団発生事例は 17 事例であった。その O 群血清型の内訳は、O157 による

ものが 7 事例と最も多く、O26 によるものが 6 事例、O103 によるものが 2
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事例、腸管出血性大腸菌 O121 によるものが 1 事例、腸管出血性大腸菌血

清型別不能によるものが 1 事例であった。精度管理は、パルスフィールド・

ゲル電気泳動法（以下「PFGE」という。）を必須項目とし ISPS 及び

Multiple-locus variable-number tandem repeat analysis（以下「MLVA」

という。）については、それぞれの地方衛生研究所（以下「地衛研」という。）

の実情に合わせて選択項目とした。PFGE、ISPS 及び MLVA の精度管理にお

いて、一部誤判定がみられた。今後、EHEC の分子疫学解析手法が MLVA に

移行すること、及び地衛研によっては人事異動等で職員の入れ替わりによ

り技術の継承が困難になっていることを考慮すると、MLVA の継続的な精度

管理及び研修が必要と考えられる。 

 

AA..  研研究究目目的的  

食中毒や感染症等の集団発生事例におい

て、科学的根拠に基づいた感染源及び感染経

路を解明し、原因究明や拡大防止等の行政対

応をすることが求められる。科学的根拠とし

ては、有症者、調理従事者及び推定原因食品

等から分離された病原細菌について、分子疫

学的手法を用いて関連性を鑑別することが

最も一般的である。平成 26 年度以降、O157、

O26 及び O111 に対しては、迅速性と分解能の

両立を目指した遺伝子型別解析方法として、

国立感染症研究所から MLVA により情報還元

が開始された。令和2年11月30日の時点で、

九州ブロックでは MLVA を実施している地衛

研は 5施設であり、ほとんどの地衛研におい

て、EHEC の遺伝子型別解析は PFGE を用いて

実施されている。また、九州ブロックでは、

従来からの PFGE 法と比較して操作が簡便で

迅速性に優れ、デジタル結果が得られるとい

った特徴がある ISPS 法を用いてデータベー

スを構築し、菌株識別のためのデジタル情報

の共有、流行菌株の探知及び監視等を目的に

研究を実施している。本研究では、遺伝子型

別法の信頼性を確保するため、PFGE、ISPS 及

び MLVA の精度管理を実施した。また、EHEC

の検出状況、集団発生事例及び ISPS のデー

タベースの運用状況についても集約した。 

  

BB..  研研究究方方法法  

BB--11..  IISS 型型デデーータタベベーーススのの運運用用状状況況  

 IS 型は、Insertion sequence の分布に由

来する 32 種の増幅バンド（No.1-01～

1-16/2-01～2-16）及び病原性関連遺伝子

（stx1、stx2、eae 及び EHEC-hlyA）の合計 36

種の遺伝子の検出の有無を 1及び 0の 2進数

で置き換えた後、10 進数に再変換した 11 桁

の整数として数値化した。また、得られた 36

種類の遺伝子座のコードから BioNumerics 

Ver.6.6（Applied Maths）を用いて Minimum 

spanning tree（MST）解析を行った。 

 

BB--22..  九九州州ブブロロッッククのの EEHHEECC 検検出出状状況況、、集集団団

発発生生事事例例及及びび分分子子疫疫学学解解析析法法のの実実施施状状況況 

  EHEC の検出状況、集団発生事例及び分子疫

学解析法の実施状況については、九州ブロッ

クの各地衛研から得られた情報を集約した。 

 

BB--33..  精精度度管管理理 

 精度管理は、PFGE を必須項目とし ISPS 及

び MLVA については、選択項目とした。本年
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度の精度管理は、PFGE と ISPS は同じ電気泳

動像を示すが、MLVA では異なる遺伝子型を示

す株を確認することを目的とし、O157 の 4 株

を参加地衛研に配布した（表 1）。PFGE の精

度管理は、配布した 4株のうちの 1株に対す

る関連性を PFGE により明らかにするように

問題を作成した（図 1）。結果は問題に対する

回答と電気泳動写真の提供を受けた。ISPS の

精度管理は、それぞれの遺伝子座の有無と電

気泳動写真の提供を受けた。MLVA の精度管理

は、それぞれのローカスにおけるリピート数

の提供を受けた。試験方法については、各地

衛研が通常行っている方法にて行った。 

 

CC..  研研究究結結果果及及びび考考察察  

CC--11..  IISS 型型デデーータタベベーーススのの運運用用状状況況 

平成 22 年 4 月 1 日から令和 2 年 12 月 28

日までの九州ブロックにおける O157の IS型

の登録数は 2,157 件であり、平成 29 年度以

降は減少傾向にある（表 2）。平成 29 年度以

降、ISPS のデータベースに登録する地衛研が

減少しているためと考えられることから、今

後、ISPS の運用方法について見直す必要があ

ると考えられる。 

登録された 2,157 件の O157 の IS 型数は

402 種類に分類された。最も多く登録されて

いる IS型は「66324257743」で 218株（10.1%）

が九州ブロックの全ての地衛研から登録さ

れた（表 3）。また、MST 解析の結果から、IS

型の O157 が分離された地域による差は認め

られなかったが、分離された時期による偏り

は確認された（図 2.1、2.2）。 

 

CC--22..  九九州州ブブロロッッククのの EEHHEECC 検検出出状状況況 

九州ブロックの地衛研における EHEC の O

群血清型の検出状況について解析した。 

令和2年4月1日から12月28日までに385

株の EHEC 菌株が収集され（表 4）、その主な

O 群血清型の内訳は O157 が 154 株（40.0%）、

O26 が 81 株（21.0%）、O103 が 50 株（13.0%）、

O121 が 25 株（6.5％）、O111 が 14 株（3.6%）

であった。九州ブロックで収集される EHEC

の O 群血清型の内訳に大きな変化は無く、例

年どおり O157、O26、O103 、O121 及び O111

で全体の 8割を占めていた。 

 

CC--33..  EEHHEECC にによよるる集集団団発発生生事事例例  

 令和元年度の EHEC による集団発生事例は

17 事例であった（表 5）。その O 群血清型の

内訳は、O157 によるものが 7事例、O26 によ

るものは 6 事例、O103 によるものが 2 事例、

O121 によるものが 1事例、O型別不能による

ものが 1事例であった。発生場所別は、保育

所及び家庭内であり、例年通り保育所での事

例が多い傾向は変わらなかった。 

 

CC--44．．EEHHEECC のの分分子子疫疫学学解解析析手手法法のの実実施施状状況況  

九州ブロックの地衛研における EHEC の分

子疫学解析手法の実施状況から、PFGEと ISPS

は九州ブロックの全ての地衛研で実施され

ていた。MLVA は令和 2 年 11 月末の段階で 5

地衛研が実施しており、今後、導入予定が 3

地衛研であった（表 6）。導入予定の地衛研に

対し、研究班で研修等の支援を行う必要があ

ると考えられる。 

 

CC--55．．精精度度管管理理（（PPFFGGEE、、IISSPPSS 及及びび MMLLVVAA））  

PFGE の精度管理には 12 地衛研が参加した。

PFGE の写真から制限酵素による消化が不十

分と考えられる地衛研があったが、概ね電気

泳動像は明瞭で手技自体は良好に行われて

いると考えられた（図 3.1 から図 3.12）。問
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題に対する回答のうち、同じ泳動像を示す検

体 1 と検体 3 の関連性については、9 地衛研

で一致した（表 7）。 

ISPS の精度管理には、11 地衛研が参加し

た。今回、精度管理に使用した菌株は、Set-1

の 1-02 と 1-03 の間、Set-1 の 1-09 と 1-10

の間にエキストラバンドが現れる株を選択

した（図 4）。ISPS の精度管理の結果、一部の

地衛研において、誤判定が認められた（表 8.1

から表 8.4）。誤判定の多くはエキストラバン

ドの判定であった。判定の精度を上げるため

には、エキストラバンドの位置を腸管出血性

大腸菌 O157 IS-printing system エキストラ

バンド集 1)で確認することが重要である。 

MLVA の精度管理には 7 地衛研が参加した。

今回、精度管理の菌株は、全て MLVA 型が異

なるものを使用した（表 9）。一部の地衛研に

おいて、EHC-5、EHC-6、EHC-2、O157-34 の各

ローカスで誤判定が認められた（表 10.1 か

ら表 10.4）。MLVA は PFGE と比較して手技が

簡便であるが、使用するキャピラリーやポリ

マーの管理を厳密に行わなければならない

ことが知られている。また、各ローカスでの

出現ピークの判定に一定の知識が必要であ

ることから、今後、研修を実施し技術レベル

の向上に努める必要があると考えられる。 

 

本年度、MLVA の研修を予定していたが、新

型コロナウイルス感染症の流行により研修

会を中止した。 

 

DD..  結結論論  

 九州ブロックにおける O157の IS型のデー

タベースへの登録数は、令和元年度より減少

した。ISPS 及び MLVA 共に PCR をベースとし

た手法であるため、分解能が高い MLVA を実

施する地衛研が増えたためと考えられる。今

後、ISPS の運用方法について検討する必要が

ある。 

 九州ブロックでは PFGE、ISPS 及び MLVA に

ついて、精度管理を行った。いずれの方法で

もほとんどの地衛研において、手技は良好で

あると考えられた。しかし、一部の地衛研に

おいて、人事異動等で職員の入れ替わりによ

る技術の継承が難しくなってきていること

から、継続的な精度管理及び研修等が必要と

考えられる。 

 

EE..  健健康康危危険険情情報報  

  特になし 

  

FF..  研研究究発発表表  

 なし 

GG..  知知的的財財産産権権のの出出願願・・登登録録状状況況  

 なし 

 

HH..  参参考考文文献献  

 1) 腸管出血性大腸菌 O157 IS-printing 

system エキストラバンド集. 厚生労働省

科学研究費補助金 新興・再興感染症及び

予防接種政策推進研究事業（平成 27-29 

年度）「食品由来感染症の病原体情報の解

析及び共有化システムの構築に関する研

究」班作成 

－ 136 －



 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
  

検体1 19EC076 2019 患者 O157:H7 stx1+stx2 19m0534
検体2 19EC077 2019 患者 O157:H7 stx1+stx2 19m0555
検体3 19EC086 2019 患者 O157:H7 stx1+stx2 20m0034
検体4 19EC031 2019 患者 O157:H7 stx1+stx2 16m0399

表1　令和2年度の精度管理に用いたEHEC

試料名 菌株名 分離年 由来 血清型 毒素型
MLVA型

（感染研）

事例
管内の施設で腸管出血性大腸菌O157を原因とする集団感染事例が発生した。また、
同一地域において、当該施設と関連がないと考えられる患者からも腸管出血性大腸
菌O157が検出されている。これらの事例において検出された腸管出血性大腸菌O157
の関連性をPFGEにより明らかにして頂きたい。

回答
該当するものを○で囲んでください。検体1と比較して異なるバンドの本数を記載し
てください。

問1 検体1と検体2は（一致・密接に関係・関係する可能性がある・不一致）
その理由：検体1と検体2はPFGEに於いて 本のバンドが異なる。

問2 検体1と検体3は（一致・密接に関係・関係する可能性がある・不一致）
その理由：検体1と検体3はPFGEに於いて 本のバンドが異なる。

問3 検体1と検体4は（一致・密接に関係・関係する可能性がある・不一致）
その理由：検体1と検体4はPFGEに於いて 本のバンドが異なる。

図1 PFGE精度管理の問題

平成22年度 平成23年度 平成24年度 平成25年度 平成26年度 平成27年度 平成28年度 平成29年度 平成30年度 令和元年度 令和2年度 合計

1 112 48 61 26 28 46 29 26 25 53 37 491

2 50 53 44 24 32 42 35 23 39 37 23 402

3 30 15 12 15 38 46 10 11 20 29 7 233

4 12 12 17 52 28 15 40 23 11 0 0 210

5 23 18 11 28 26 10 25 17 7 27 14 206

6 6 5 4 8 2 7 2 2 2 2 0 40

7 13 16 24 18 11 14 31 14 13 15 14 183

8 16 10 5 30 25 0 0 0 0 0 0 86

9 5 3 7 2 4 5 3 1 4 7 0 41

10 20 17 16 4 3 4 5 1 5 3 2 80

11 19 25 21 15 8 15 16 9 14 11 4 157

12 6 7 7 2 1 0 3 1 0 1 0 28

合計 312 229 229 224 206 204 199 128 140 185 101 2157

表2　九州ブロックの地衛研におけるIS型別登録数

地衛研
IS型別登録数
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順位 IS型別

22 23 24 25 26 27 28 29 30 1 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 66324257743 22 32 4 11 33 50 9 5 12 35 5 38 39 67 7 15 1 27 6 2 7 8 1 218

2 57733536074 3 15 23 8 16 10 27 14 10 6 6 23 33 6 19 21 13 12 2 1 5 3 138

3 30671622280 33 11 1 7 11 2 2 3 2 2 1 31 7 4 1 13 3 2 2 6 6 75

4 66457435083 6 2 9 10 1 5 9 11 17 3 13 9 4 3 19 1 10 2 4 8 73

5 56643812046 31 14 3 13 3 19 17 7 3 6 2 8 1 1 64

6 30653010185 9 4 4 14 6 3 2 4 1 5 3 7 10 4 5 8 4 8 6 2 1 55

7 57733470538 2 12 1 16 5 4 1 5 4 1 13 7 1 19 6 1 1 2 1 51

7 57868549067 4 3 2 15 25 2 20 13 3 6 2 3 1 3 51

9 22081687688 12 2 16 10 15 9 9 3 2 1 1 40

10 66456320969 1 3 5 10 5 5 6 1 1 12 24 1 37

表3　九州ブロックで登録数が多いIS型（登録年度別、登録地衛研別）

登録数

登録地衛研
合計

登録年度
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平成22年度

平成23年度

平成24年度

平成25年度

平成26年度

平成27年度

平成28年度

平成29年度

平成30年度

令和元年度

令和2年度

②57733536074
010100101001101111-
110100100011101011

①66324257743
111100111101101111-
011100100011101111

④66457435083
110100111101111111-
010100100111101111

図2.2 平成22年度以降の九州ブロックのISPSによるMinimum spanning tree（年度別）

⑦57868549067
110100111101111111-
011100100111101011

⑤56643812046
011100110101111111-
011100000011001011

⑦57733470538
010100101001101101-
110100100011101011

③30671622280
000100010000101111-
010100001001001110

⑨22081687688
000100010000101111-
010100001001001010

⑥30653010185
100100001000101111-
110000110001001110

⑩ 66456320969
1100100111101111101
-011000100111101111

O157 O26 O111 O103 O121 O91 O115 O145 O146 O128 O183 O8 O5 その他

1 37 8 2 1 1 3 4 56

2 23 24 1 2 4 2 1 1 1 5 64

3 7 4 2 2 1 1 1 18

4 11 1 5 10 27

5 48 1 5 24 2 1 1 6 88

6 6 17 23

7 14 4 6 7 31

8 7 5 12

9 1 7 1 1 1 1 1 1 2 16

10 2 6 1 1 10

11 4 2 1 1 1 1 2 12

12 0 13 2 8 1 2 2 28

合計 154 81 14 50 25 3 4 3 1 2 2 4 3 39 385

地衛研
O血清型別の分離菌株数

表4　令和2年度に九州ブロックの地衛研で収集されたEHEC株数の集計

計
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地衛研No. 事例No. 血清型 毒素型 発生場所 被験者数 陽性者数

1 1 O157 stx 2 保育所 100 13

2 1 O26: H11 stx 1 保育所 141 17

5 1 O157: H- stx 1+stx 2 保育所 105 4

2 O157: H7 stx 2 保育所 121 23

3 O157: H7 stx 2 保育所 108 8

4 O103: H2 stx 1 保育所 179 14

6 1 O26: H11 stx 1 家族内 4 2

2 O26: H- stx 1 保育所 160 4

3 O121: H19 stx 2 保育所 145 16

7 1 OUT stx 1+stx 2 保育所 39 4

2 O157 stx 1+stx 2 保育所 93 2

8 1 O26: H11 stx 1 家族内 34 2

2 O26: H11 stx 1 家族内 5 2

3 O157: H7 stx 2 家族内 33 3

4 O157: H7 stx 2 家族内 5 2

12 1 O26: H11 stx 1 家族内 2 2

2 O103: H2 stx 1 家族内 2 2

表5　令和2年度に九州ブロックの地衛研で確認されたEHEC集団発生事例数

実施 全株実施
一部の株
に実施

導入予定

PFGE 12 0 12 0

ISPS 12 5 7 0
MLVA 5 4 1 3

表6　EHECの分子疫学解析手法の実施状況（地衛研数）
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関連性
異なる
バンド数

関連性
異なる
バンド数

関連性
異なる
バンド数

1 密接に関係 2 一致 0 不一致 9
2 密接に関係 2 一致 0 不一致 14
3 密接に関係 3 一致 0 不一致 7
4 密接に関係 1 一致 0 不一致 17
5 関係する可能性がある 4 一致 0 不一致 9
6 密接に関係 3 密接に関係 1 不一致 9
7 関係する可能性がある 5 密接に関係 1 不一致 8
8 関係する可能性がある 5 一致 0 不一致 9
9 密接に関係 2 一致 0 不一致 10
10 密接に関係 3 一致 0 不一致 9
11 密接に関係 1 一致 0 関係する可能性がある 4
12 関係する可能性がある 4 密接に関係 3 不一致 12

表7　PFGE精度管理結果

地衛研
問1 問2 問3
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1-
01

1-
02

1-
03

1-
04

1-
05

1-
06

1-
07

1-
08

1-
09

1-
10

1-
11

1-
12

1-
13

1-
14

1-
15

eae
1-
16

hlyA
2-
01

2-
02

2-
03

2-
04

2-
05

2-
06

2-
07

2-
08

2-
09

2-
10

2-
11

2-
12

2-
13

2-
14

2-
15

2-
16

stx2 stx1

1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
2 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
3 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
4 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
5 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
7 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
8 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
9 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
10 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
11 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
12 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1

表8.1　菌株1に対する各地衛研のISPS結果

地衛研
set-1 set-2

1-
01

1-
02

1-
03

1-
04

1-
05

1-
06

1-
07

1-
08

1-
09

1-
10

1-
11

1-
12

1-
13

1-
14

1-
15

eae
1-
16

hlyA
2-
01

2-
02

2-
03

2-
04

2-
05

2-
06

2-
07

2-
08

2-
09

2-
10

2-
11

2-
12

2-
13

2-
14

2-
15

2-
16

stx2 stx1

1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
2 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
3 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
4 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
5 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
7 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
8 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
9 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
10 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
11 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
12 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1

表8.2　菌株2に対する各地衛研のISPS結果

地衛研
set-1 set-2

1-
01

1-
02

1-
03

1-
04

1-
05

1-
06

1-
07

1-
08

1-
09

1-
10

1-
11

1-
12

1-
13

1-
14

1-
15

eae
1-
16

hlyA
2-
01

2-
02

2-
03

2-
04

2-
05

2-
06

2-
07

2-
08

2-
09

2-
10

2-
11

2-
12

2-
13

2-
14

2-
15

2-
16

stx2 stx1

1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
2 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
3 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
4 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
5 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
7 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
8 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
9 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
10 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
11 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1
12 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1

表8.3　菌株3に対する各地衛研のISPS結果

地衛研
set-1 set-2

1-
01

1-
02

1-
03

1-
04

1-
05

1-
06

1-
07

1-
08

1-
09

1-
10

1-
11

1-
12

1-
13

1-
14

1-
15

eae
1-
16

hlyA
2-
01

2-
02

2-
03

2-
04

2-
05

2-
06

2-
07

2-
08

2-
09

2-
10

2-
11

2-
12

2-
13

2-
14

2-
15

2-
16

stx2 stx1

1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1
2 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1
3 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1
4 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1
5 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1
7 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1
8 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1
9 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1
10 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1
11 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1
12 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1

表8.4　菌株4に対する各地衛研のISPS結果

地衛研
set-1 set-2
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検体 MLVA型
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

菌株1 19m0534 2 -2 1 4 -2 6 6 12 11 -2 9 16 3 10 7 5 3
菌株2 19m0555 2 -2 1 4 -2 6 6 -2 11 -2 9 16 3 10 7 5 3
菌株3 20m0034 2 -2 1 4 -2 6 6 12 11 -2 9 10 3 10 7 5 3
菌株4 16m0399 2 -2 1 4 -2 5 4 -2 -2 9 12 12 7 7 6 3 6

表9　精度管理に使用した菌株のMLVA型

地衛研
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

備考

1 2 -2 1 4 -2 6 6 12 11 -2 9 16 3 10 7 5 3
5 2 -2 1 4 -2 6 6 11 11 -2 9 16 3 10 7 5 3
6 2 -2 1 4 -2 6 6 12 11 -2 9 16 3 10 7 5 3
9 2 -2 1 4 -2 6 6 12 11 -2 9 16 3 10 7 5 3
10 2 -2 1 4 -2 6 6 12 11 -2 9 16 3 10 7 5 3
11 2 -2 1 4 -2 6 6 12 11 -2 9 16 3 10 7 5 3

12 2 -2 1 4 -2 6 6 12 11 -2 9 16 3 10 7 5 3

表10.1　菌株1に対する各地衛研のMLVA結果

地衛研
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

備考

1 2 -2 1 4 -2 6 6 -2 11 -2 9 16 3 10 7 5 3
5 2 -2 1 4 -2 6 6 -2 11 -2 9 16 3 10 7 5 3
6 2 -2 1 4 -2 6 6 -2 11 -2 9 16 3 10 7 5 3
9 2 -2 1 4 -2 6 6 -2 11 -2 9 16 3 10 7 5 3
10 2 -2 1 4 -2 6 6 -2 11 -2 9 16 3 10 7 5 3
11 2 -2 1 4 -2 6 6 -2 -2 -2 9 16 3 10 7 5 3
12 2 -2 1 4 -2 6 6 -2 11 -2 9 16 3 10 7 5 3

表10.2　菌株2に対する各地衛研のMLVA結果

地衛研
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

備考

1 2 -2 1 4 -2 6 6 12 11 -2 9 10 3 10 7 5 3
5 2 -2 1 4 -2 6 6 11 11 -2 9 10 3 10 7 5 3
6 2 -2 1 4 -2 6 6 12 11 -2 9 10 3 10 7 5 3
9 2 -2 1 4 -2 6 6 12 11 -2 9 10 3 10 7 5 3
10 2 -2 1 4 -2 6 6 12 11 -2 9 10 3 10 7 5 3
11 2 -2 1 4 -2 6 6 12 -2 -2 9 10 3 10 7 5 3

12 2 -2 1 4 -2 6 6 12 11 -2 9 10 3 10 7 5 3

表10.3　菌株3に対する各地衛研のMLVA結果

地衛研
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

備考

1 2 -2 1 4 -2 5 4 -2 -2 9 12 12 7 7 6 3 6
5 2 -2 1 4 -2 5 4 -2 -2 9 12 12 7 7 6 3 6
6 2 -2 1 4 -2 5 4 -2 -2 9 12 12 7 7 6 3 6
9 2 -2 1 4 -2 5 4 -2 -2 9 12 12 7 7 6 3 6
10 2 -2 1 4 -2 5 5 -2 -2 9 12 12 7 7 6 3 6
11 2 -2 1 4 -2 5 4 -2 -2 9 -2 12 7 7 6 3 6
12 2 -2 1 4 -2 5 4 -2 -2 9 12 12 7 7 6 3 6

表10.4　菌株4に対する各地衛研のMLVA結果
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毒素原性大腸菌 O159 による集団食中毒事例について  
 

長崎県環境保健研究センター 保健衛生研究部 保健科  
〇右田雄二、増輪文治、蔡国喜、浦川美穂、田栗利紹  

 
長崎県五島保健所 衛生環境課  
石原雅行、山下綾香、吉松嗣晃  

 
要旨     
 2019 年 10 月、医療機関から研修会の際に提供された仕出し弁当を喫

食した 10 名中 5 名が下痢症状を呈しているとの情報を保健所が探知した。

検便検査の結果、有症者 3 名および調理従事者 1 名から耐熱性エンテロ

トキシン（ST）産生性の毒素原性大腸菌（ETEC）O159 が分離された。

PFGE 電気泳動による遺伝子型別は完全に一致していた。本事例は飲食

店を原因施設とする集団食中毒事件と判断された。  
 
 
A. 事例の概要  
 2019 年 10 月 19 日、五島保健所管内の

医療機関から食中毒疑いの通報があった。

同保健所の調査によると、10 月 9 日に当

該医療機関で開催された研修会の際に提

供された仕出し弁当を喫食した後、10 月

11 日～13 日にかけて 10 名中 5 名が下痢

症状を呈した。衛生検査所の検査結果で

は、１名の患者から病原性大腸菌 O159
を検出したとの情報を得た。  

これより保健所は有症者 4 名及び調理

従事者 2 名の検便検査を開始した。保健

所では、サルモネラ属菌、黄色ブドウ球

菌、セレウス菌および腸炎ビブリオにつ

いて、当所ではノロウイルス、下痢原性

大腸菌、カンピロバクター属菌及びウエ

ルシュ菌の検査を実施した。検食につい

ては保存されていなかった。  
検査の結果、有症者 3 名および調理従

事者 1 名から ST 毒素産生性の ETEC 
O159 が分離された。その他の病因物質は

検出されなかった。その後、O159 株間の

関連性を確認するためにパルスフィール

ドゲル（PFGE）電気泳動による制限酵

素断片長多型（RFLP）解析を実施した。 
 
B. 検査方法  
1）遺伝子スクリーニングおよび培養  
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 下痢原性大腸菌の検査は、保健所と当

所とで連携して検査した。即ち、搬入前

日に保健所で糞便をトリプチケースソイ

ブロス（TSB）に接種した検体を当所に

持ち込み、37℃、6 時間程度培養した後

にアルカリ熱抽出した増菌液の沈査を用

いて PCR 法による Stx1、Stx2、 invE、

ST および LT 遺伝子の保有の有無をスク

リーニングした。  
 腸管内に常在する大腸菌と識別困難な

下痢原性大腸菌の検査方法は、糞便およ

び増菌培養液を X-MG 培地および DHL
培地で 37℃  20 時間培養後、平板上に形

成された大腸菌様コロニーをディスポニ

ードルで釣菌し、調製済み PCR 反応液に

直接加える Colony-direct PCR 法により

検出を試みた。  
 
2）生化学性状試験  
CLIG、TSI、LIM、VP、シモンズクエン

酸培地にて 37℃  18 時間培養し鑑別試験

を実施した。  
 
3）血清型別試験  
 O 群別試験および H 型別試験は病原大

腸菌免疫血清「生研」により実施した。  
  
4）PFGE 電気泳動による RFLP 解析  
被検菌および Salmonella  Braenderup 
H9812 株を TSB に接種し、増菌液を九

州ブロックマニュアルに準じてサンプル

調製を行った。泳動は CHEFDR-Ⅲを用

いて電圧 6 V/cm、パルスタイム 2.2 – 
54.2 sec、泳動時間 18 時間、バッファー

温度 14℃の条件で実施した。  
 

C．検査結果  
TSB 増菌液による遺伝子スクリーニン

グ試験の結果、有症者 4 名中 3 名および

調理従事者 2 名中 1 名から ST 遺伝子が

検 出 さ れ た た め 、 毒 素 原 性 大 腸 菌

（ETEC）の存在が強く疑われた。その

ため ST 遺伝子陽性者の糞便および増菌

液を培養した X-MG および DHL 平板上

の大腸菌様コロニー（X-MG：濃緑～青

紫 色 、 DHL ： 赤 色 ） に つ い て 、

Colony-direct PCR法による ST遺伝子の

検出を行った。有症者 3 名については、

それぞれ 16 コロニーを検査した中で ST
遺伝子陽性株を検出したが、調理従事者

1 名については検出するまでに 132 コロ

ニーを検査した。  
 このようにして得られた分離株 4 株

（有症者：3 株、調理従事者：1 株）の生

化学性状は、CLIG、TSI、LIM、VP お

よびシモンズクエン酸培地において典型

的な大腸菌の生化学性状を示した。  
O 群別試験および H 型別試験では、い

ずれの株も O159:H20 と同定された。  
 PFGE 電気泳動による RFLP 解析の結

果（図１）では、4 株とも同じ泳動パタ

ーンを示した。  
 
D. 結論および考察  
 2009 年から 2013 年までの国立感染症

研究所の下痢原性大腸菌の集計結果１）に

よると、ETEC は O159、O6、O169 およ

び O148 で全体の 8 割を占め、多様な血

清型が報告されている。本事例では、衛

生検査所の検査結果で有症者 1 名から

O159 が報告されたが、ETEC の産生毒素

（ST および LT）の保有の有無は不明で
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あった。よって、保健所および当所では

ETEC を含む食中毒病因物質の検査を実
施した。  
 本調査の結果、患者 3 名および調理従
事者 1 名から ST 毒素産生性の ETEC 
O159:H20 が分離され、RFLP 解析にお
いて同じ泳動パターンを示した。Tenover
ら２）の分類基準によると同一の感染事例

として扱われる。 
保健所の聞き取り調査によると、仕出

し弁当を提供した店舗において調理した

ものを喫食した他グループには有症者は

みられなかった。さらに O159 が検出さ
れた調理従事者 1 名は日頃から軟便を呈
しており、常在的に本菌を保有していた

可能性がある。 
以上のことから、本調理従事者が仕出し

弁当を作る際に手指を介して O159 を伝
搬させた可能性が高いと考えられた。 
 
E.文献  
１）第 34 回衛生微生物技術協議会レファ
レンスセンター関連会議⑤「大腸菌」資

料（2013 年 7 月、名古屋） 
２） Tenover FC et al.: Interpreting 
chromosomal DNA restriction patterns 
produced by pulsed-field gel 
electrophoresis：Criteria for bacterial 
strain typing . J Clin Microbiol 1995； 

3333：2233―9. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
M   1   2   3   4   M 

Lane 1-3：有症者  

Lane 4：調理従事者  

M：マーカー  (Salmonella Braenderup H9812) 

図１  O159 の RFLP 解析結果（XbaⅠ消化） 
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要旨     
 2019 年 9 月長崎市内の介護老人保健施設の敬老会においてウエルシュ

菌を原因とする食中毒事件が発生した。当該施設が製造した弁当を喫食

した 313 人中 80 人が下痢・腹痛等の症状を呈した。検査した 62 人中 43
人の糞便からウエルシュ菌検出またはウエルシュ菌エンテロトキシン遺

伝子が検出された。共通食である弁当からもウエルシュ菌が検出された

が、市販の免疫血清では血清型別は確定できなかった。パルスフィール

ド電気泳動（ＰＦＧＥ）を実施し、検出菌株の同一性を検索し、疫学解

析の指標とすることができた。  
 
A. 事例の概要  

2019 年 9 月 21 日、長崎市内の介護老

人保健施設の敬老会に参加した施設入所

者、スタッフ、来賓、および慰問団体ス

タッフが腹痛・下痢等の症状を呈した。

共通食は当該施設が製造した弁当のみで

あった。有症者及びスタッフの便 62 検体、

検食 19 検体、ふきとり 7 検体の細菌検査

を実施した。初日に搬入された有症者 8
人についてはノロウイルス検査を実施し

たが陰性であった。  
B. 検査方法  
1.分離培養検査  
  便は 0.5％塩化ナトリウム加 1％ペプ

トン水で 10％乳剤とし、チオグリコール

酸培地、カナマイシン含有ＣＷ寒天培地

を使用し、ウエルシュ菌の分離を行った。

アネロパックケンキ（スギヤマゲン）を

用いて 18～20 時間嫌気培養したＣＷ寒

天培地からレシチナーゼ反応による黄色

を帯びた白濁環をもつ乳黄色の集落を釣

菌した。検食は、 10ｇ採取したものに

PBS90ml を加え、ホモジナイズして試料

とした。  
2.血清型別試験  
 分離された菌の血清型別試験は、耐熱

性Ａ型ウエルシュ菌免疫血清（デンカ生

研）を用いた。  
3. エンテロトキシンの検出およびエン

テロトキシン遺伝子の検出  
 有症者糞便を生理食塩水で 10 倍乳剤

とした遠心上清について、PET-RPLA（デ
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ンカ生研）を用いて、ウエルシュ菌エン

テロトキシンの検出を試みた。また、ウ

エルシュ菌毒素遺伝子検出用プライマー

セット CPE（タカラ）を用いて、ウエル

シュ菌エンテロトキシン遺伝子の確認を

行った。  
4.ＰＦＧＥによる遺伝子解析  
 分離株を GAM ブイヨンで 35℃一晩培

養後、培養液 1000μ l を PBS で洗浄し、

精製水 500μ l に懸濁した。等量の 1％
Seaken Gold Agarose を加えてアガ

ロースブロックを作成した。 1mg/ml 
Lysozyme で 37℃1 時間溶菌、1mg/ml 
ProteinaseK で処理後、PefablocSC で不

活化し、制限酵素 SmaⅠで 30℃16 時間

酵素処理を行った。電圧 6.0V/cm、Intial 
0.5 秒、Final 40.0 秒、19 時間の条件で

泳動した。サイズマーカーは、Salmonella 
BraenderupH9812 を使用し、ＸbaⅠで

処理した。 

Ｃ .検査結果  
 有症者便 36 検体中 34 件、無症状であ

ったが弁当を喫食していたスタッフ便

26 検体中 13 件より、ＣＷ培地でウエル

シュ菌様のコロニーが確認された。ウエ

ルシュ菌様のコロニーをスイープして、

滅菌精製水にとりウエルシュ菌エンテロ

トキシン遺伝子検査を実施したところ、

有症者便 33 件（92％）、無症状者便 10
件（38％）にエンテロトキシン遺伝子が

確認できた。さらに、スイープで陽性と

なった検体から単独コロニーを数個ずつ

純培養し、これについてもエンテロトキ

シン遺伝子の確認を行った。また、有症

者便の 10％乳剤を、PET-RPLA を用いて

ウエルシュ菌エンテロトキシン検査を実

施し、10 検体中 9 件についてエンテロト

キシンが確認できた。  
 検食として、原因と疑われた弁当が搬

入されたが、盛り付けられた弁当のまま

冷凍されたものであった。19 食品に分け

て検査を実施したところ、エビ、レンコ

ン、鮭、鴨、かまぼこ、卵焼き、煮物、

もみじふなど多数の検食から、エンテロ

トキシン遺伝子が検出された。食品は盛

り付け時に接触しているものも多く、解

凍時のドリップに浸っている状態であっ

た。検便からウエルシュ菌が検出され、

当初原因食品として煮物が疑われたが、

2,000cfu/g と汚染菌量が低く、原因食品

の特定には至らなかった。  
 ふきとり検体からは食中毒菌は検出さ

れなかった。  
 また、便や検食より分離されたウエル

シュ菌を市販のキットにより Hobbs 型に

よる血清型別を試みたが、型別不能であ

った。  
 介護老人保健施設入所者 2 名、スタッ

フ 2 名、同一敷地内にあるグループホー

ム入所者 1 名、余興を行った慰問団体ス

タッフ 1 名、検食 2 検体について、ＰＦ

ＧＥによる遺伝子解析を実施した。ＰＦ

ＧＥパターンは、検食 1 検体（No8）を

除きすべて同一であった。（図 1）  
Ｄ .結論  
 健康者でも耐熱性ウエルシュ菌を腸管

内に 15～25％と高率に保菌しており、本

菌による食中毒と決定するには注意が必

要である。  
患者便から高率（92％）にウエルシュ

菌エンテロトキシン遺伝子が確認できた

こと、糞便中からエンテロトキシンが証
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明できたこと、弁当と患者便から検出さ

れたウエルシュ菌がＰＦＧＥにより同一

のパターンを示したことなどから、何ら

かの要因により、ウエルシュ菌に汚染さ

れた弁当を原因とする食中毒であると断

定した。 

本事例では、市販の免疫血清で、血清

型別を確認できなかったが、ＰＦＧＥに

より、検食と患者便のウエルシュ菌の同

一性が推察でき、疫学解析の指標とする

ことができた。  
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図 1 ウェルシュ菌の PFGE 写真  

レーン 1. 老人保健施設入所者Ａ  

レーン 2. 老人保健施設入所者Ｂ  

レーン 3. 老人保健施設スタッフＡ  

レーン 4. 老人保健施設スタッフＢ  

レーン 5. グループホーム入所者  

レーン 6. 慰問団体スタッフ  

レーン 7. 検食（車海老旨煮）  

レーン 8. 検食（紅茶鴨ｼﾞｬﾝﾎﾞ博多巻）  
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