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令和６年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

 

食中毒調査の迅速化・高速化及び広域食中毒発生時の早期探知に資する研究 

研究代表者  明田幸宏  国立感染症研究所  

 

分担研究報告書  

食品関連サンプル由来株の収集、解析  

研究分担者  廣瀬昌平   国立医薬品食品衛生研究所  

 

研究要旨  

本研究では、 2021 年から 2022 年までの間に国内の食肉処理施設 B に

搬入された牛から分離された腸管出血性大腸菌 (EHEC)9 株の血清型およ

び Stx サブタイプを同定し、 MLVA 型を解析した。牛糞便由来 EHEC 株の

血清型は、 O157:H7 が 8 株、 O182:H2 が 1 株であり、 O157 株は 6 種類の

MLVA 型に分類された。同一 MLVA 型の株が同一農場由来の異なる個体か

ら分離されたことから、農場内で複数の個体が同一 MLVA 型の EHEC 株を

保有している可能性が示唆された。食肉処理施設 B から収集した全ての

牛糞便由来 EHEC O157 株は、 stx2c を保有していた。また、令和 5 年度

に収集した食肉処理施設 A 由来の EHEC O157 株（ 33 株）と、施設 B 由来

の O157 株（ 8 株）との MLVA 型比較から、由来施設ごとに異なるクラス

ターが形成される傾向が確認された。これらの知見から、今後の広域的

な食中毒の早期探知には、地域ごとに牛糞便由来 EHEC 株の収集と MLVA

型およびゲノムデータの体系的蓄積が重要であると考えられた。  

 

研究協力者 

国立感染症研究所  泉谷 秀昌 

 

Ａ．研究目的 

腸管出血性大腸菌 (EHEC)による

食中毒は、その届出数や重症度も

相まって日本の食中毒対策として

最も警戒が必要となっている。

EHEC 集団感染事例の発生時には、

感染源や感染経路を把握し、全国

的な感染拡大を予防するために患

者や食品から分離された菌株の迅

速な解析が求められる。近年で
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は、反復配列多型解析法（ MLVA

法）が迅速性、精微性に優れてい

ることから、国内では主に MLVA 法

を用いた解析が行われている。  

EHEC 食中毒の原因として特定さ

れた原因食品としては、牛肉、牛

レバー、チーズなど牛に関連する

食品が多い。 EHEC の主な生息場所

は、ほ乳動物や鳥類の腸管内とさ

れており、家畜の中では特に牛の

腸管や糞便からの分離が多く報告

されている。そのため、糞便を介

した牛肉の汚染やその調理品に残

存した EHEC の食中毒への関連が疑

われている。そこで、本研究で

は、令和５年度に引き続き、食品

関連サンプル由来株として食肉処

理施設に搬入された牛の糞便由来

EHEC 株を収集し、 MLVA 型およびゲ

ノムデータを蓄積することを目的

とした。  

 

Ｂ .研究方法  

１）菌株  

2021 年 10 月から 2022 年 9 月に

国内食肉処理施設 B に搬入された

牛の糞便から分離された EHEC 9 株

を供試した。  

２） DNA 抽出  

カジトン培地に保存した牛糞便

由来株を Tryptone soya agar

（ OXOID）に画線し、 37℃にて 18

時間培養した。滅菌爪楊枝でコロ

ニーを釣菌し、わずかに濁る程度

の量を滅菌蒸留水 100 µl に懸濁し

た。ヒートブロックで 100℃ 10 分

間加熱した後、加熱したサンプル

を氷で急冷し、 10,000×g 10 分間

遠心した上清を DNA 溶液として保

存した。  

３） stx および eae の保有の確認

ならびに O 血清群の決定  

 stx および eae の保有ならび

に主要 7 血清遺伝子型（ O26、

O45、  O103、 O111、 O121、 O145、

O157）をマルチプレックスリアル

タイム PCR によって判定した。プ

ライマーセット、プライマーおよ

びプローブの組み合わせおよび配

列を表 1 に示す。リアルタイム

PCR の反応条件は、95℃で 10 分を

1 サイクル、次いで 95℃で 15 秒、

59℃で１分の組み合わせを 45 サイ

クルとした。いずれかの O 遺伝子

型のプライマーで陽性と判定され

た株は、陽性となった O 群の抗血

清を用いて O 血清群を決定した。

いずれの O 遺伝子型も陰性となっ

た株は、 O-genotyping PCR

（ Iguchi ら、 2015）を用いて O 遺

伝子型を決定し、陽性となった O

遺伝子型の抗血清を用いて O 血清

型を決定した。  

４） H 血清型の決定  
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H-genotyping PCR（ Banjo ら、

2018）を用いて H 遺伝子型を決定

し、陽性となった H 遺伝子型の抗

血清を用いて H 血清型を決定し

た。  

５）生化学性状および運動性試験  

カジトン培地に保存した EHEC 9

株を TSI 培地および LIM 培地に接

種し、 37℃で 24 時間培養し、生化

学性状および運動性を確認した。  

６）マルチプレックス PCR および

増幅産物の MLVA 解析  

２種類のプライマーミックスを

調製した (表２ )。牛糞便由来 EHEC

株の抽出 DNA を鋳型として供試

し、 ProFlex PCR System（サーモ

フィッシャーサイエンティフィッ

ク）を用いてマルチプレックス

PCR 反応を行った。 PCR 反応には

2x QIAGEN Multiplex PCR Master 

Mix（ Qiagen）を使用した。 95℃ 15

分の熱変性後、 95℃ 20 秒― 60℃ 90

秒― 72℃ 60 秒を 30 サイクルの増

幅反応後、 72℃で 10 分間反応させ

た。増幅産物は Applied 

Biosystems SeqStudio Genetic 

Analyzer（サーモフィッシャーサ

イエンティフィック）を用いた高

精度電気泳動によってフラグメン

ト解析を行い、 GeneMapper 

Software 6.0 を用いて各遺伝子座

のリピート数を決定した。遺伝子

座ごとのリピート数を菌株間で比

較した。また、得られたピークデ

ータを基に MLVA 型を決定した。  

７） Stx サブタイプ型別試験  

Scheutz らの PCR 法  (J Clin 

Micro, 2012 50(9)2951) に従

い、牛糞便由来 EHEC 株が保有する

Stx サブタイプ（ stx1a, stx1c, 

stx1d, stx2a, stx2b, stx2c, 

stx2d, stx2e, stx2f, stx2g）の

型別を実施した。２ )で抽出した

DNA を鋳型として供試し、機器は

ProFlex PCR System を使用した。

PCR 反応には HotStarTaq Master 

Mix Kit（ Qiagen）を使用した。

Stx サブタイプ型別用のプライマ

ーを用いた（表３）。  

８）株間の類縁関係解析  

令和５年度に収集した食肉処理

施設 A 由来の牛糞便分離 EHEC 

O157 株 (33 株 :菌株 1、 3 から 13、

15 から 34、 36)と令和６年度に収

集した食肉処理施設 B 由来の牛糞

便分離 EHEC O157 株 (8 株 :菌株 37

から 43、 45)の株間の類縁関係を

明らかにするため PHYLOViZ 

Online を用いて MLVA 解析結果の

各遺伝子座リピート数を株間で比

較し、 Minimum spanning tree

（ MST）を作成した。  

 

Ｃ .研究結果  
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１ )牛糞便由来 EHEC 株の血清型お

よび MLVA 型  

食肉処理施設 B から収集された

牛糞便由来株 9 株は、すべて stx

および eae 陽性であり、血清型は

O157:H7 が 8 株、 O182:H2 が 1 株で

あった（表４）。 MLVA 型は

21m0152、 22m0067 、 22m0603、

22m0604、 22m0605 および 24m0510

の 6 種類に分類された。 22m0603

および 24m0510 は、同一農場由来

の異なる個体から分離された。

O157 株の TSI および LIM 培地での

生化学性状判定結果は、一般的な

大腸菌と同様に乳糖および白糖分

解（＋）、ガス産生（＋）、リジン

（＋）、インドール（＋）および運

動性（＋）であった。 O182 株は、

運動性（ -）であり、その他の性状

は O157 株と同じであった。  

２ )牛糞便由来 EHEC 株が保有する

Stx サブタイプ遺伝子パターン  

保有する Stx サブタイプ遺伝子

のパターンは、 O157 株では全て

stx2c 単独保有であり、 O182 株は

stx1a 単独保有であった（表４）。  

３）由来施設間での菌株の比較  

食肉処理施設 A 由来 EHEC O157

株および食肉処理施設 B 由来 EHEC 

O157 株は概ね別のクラスターを形

成した（図１）。しかし、菌株 13

および菌株 36 など一部の菌株はク

ラスターを超えて混在した。  

 

Ｄ .考察  

本研究では、国内の食肉処理施

設 B から収集された牛糞便由来

EHEC 株 9 株について、血清型、

Stx サブタイプ、 MLVA 解析を実施

し、施設 A 由来株との類縁関係を

明らかにした。施設 B 由来の EHEC

株は主に O157:H7 であり、特に

Stx サブタイプ stx2c を保有する

ことが特徴であった。一方で、

O182:H2 という異なる血清型およ

び Stx サブタイプ stx1a を保有す

る株も確認され、多様な EHEC 株が

存在することが示唆された。 MLVA

解析結果から、施設 B 由来の EHEC

株は 6 つの MLVA 型に分類され、一

部の MLVA 型（ 22m0603 および

24m0510）は同一農場由来の異なる

個体から分離されていることか

ら、特定の農場において複数の個

体間で同一または近縁な株が広が

っている可能性が示唆された。  

MST を用いた MLVA 型の比較で

は、施設 A と施設 B の EHEC O157

株が概ね別のクラスターを形成し

たことから、施設の地域あるいは

農場ごとに偏りがある可能性が推

察された。しかし、一部の株が施

設を超えて混在していたことか

ら、 MLVA のみの情報で分離地域を
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特定することは困難であると推察

された。  

 

Ｅ . 結論  

農場内で同一 MLVA 型の EHEC 株

が複数の個体に存在する可能性が

示唆された。また、 EHEC の MLVA

型には食肉処理施設や農場ごとの

偏りが見られることから、広域的

な食中毒の早期探知を可能にする

ためには、地域ごとに牛糞便由来

株などの EHEC 株を収集し、 MLVA

型およびゲノムデータを体系的に

蓄積することが重要であると考え

られた。  

 

Ｆ. 健康危険情報 

なし 

 

Ｇ. 研究発表 

1. 論文発表 

なし 

2. 学会発表 

・Shouhei Hirose, Hidemasa Izumiya, 

Yoshimasa Sasaki, Yukihiro Akeda and 

Yukiko Hara-Kudo：Multilocus 

variable-number tandem-repeat 

analysis genotype diversity, 

pathogen-related genes and 

antimicrobial susceptibility of 

enterohemorrhagic Escherichia coli 

isolates in the same food sample，

International Association for Food 

Protection Annual Meeting 2024，2024

（令和 6）年 7月 15日，ロサンゼルス． 

 

Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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表１. 腸管出血性大腸菌検出用プライマーセット、プライマーおよびプローブの組み

合わせと配列 
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表２. MLVA解析用プライマーミックス 
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表３. Stxサブタイプ型別用プライマー配列 
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表４. 食肉処理施設 Bから収集した牛糞便由来 EHEC株の分離年月、血清型、MLVA型

および Stxサブタイプ 
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図１．MLVA解析に基づく EHEC株の類縁関係 


