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研究要旨  

 MLVA 法は広域食中毒を迅速に探知する調査手法として有用であり、PFGE

と並行して全国自治体で解析が行われている。しかし、同一食品に由来す

る菌株において、MLVA 型がどの程度一致するかについては、十分な解析が

なされていない。本研究では食品から分離された志賀毒素産生性大腸菌

(STEC)の同一検体由来株間における MLVA 型の多様性を明らかにするため、

検体ごとに分離株の多様性を解析した。腸管出血性大腸菌食中毒事例 D 由

来株 30 株の MLVA 解析の結果、 17 遺伝子座の各リピート数が全株で同一

であった。また、食品 E（国産牛肉）から分離した STEC 0157:H7 30 株の

MLVA 解析の結果、 17 遺伝子座の各リピート数が全株で同一であった。加

えて、食品 F（国産牛肉）から分離した STEC O157:H7 30 株の MLVA 解析

の結果、17 遺伝子座の各リピート数が全株で同一であった。しかし、同一

MLVA 型の菌株であっても、腸管出血性大腸菌用選択分離培地上でのコロ

ニーの生育性に違いが認められ、同一の性質ではないことが示唆された。

患者と同一 MLVA 型の株を食品で調査する際には、株の多様性を想定して

複数の選択分離培地の使用が有用であると考えられる。次年度は、食中毒

原因食品由来株および食品由来株の収集を進め、同一食品検体における

STEC の MLVA 型多様性の解析を進める予定である。  

 

研究協力者 

国立医薬品食品衛生研究所    廣瀬昌平 

 

Ａ．研究目的 

腸管出血性大腸菌の集団感染事

例の発生時には、感染源や感染経路

の把握のため、また散発的集団発生

事例の早期探知のために患者や食

品から分離された菌株の解析が求
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められる。近年では、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（ Microbiol. Immunol., 2010, 

54(10), 569-77）。MLVA 型による広

域食中毒の早期探知には、食中毒事

例の原因食品から分離された株の

MLVA 型の迅速な報告が必須である。

しかし、仮に原因食品中に多様な

MLVA 型の株が存在する場合、 MLVA

解析に供試する株数が少ないと、複

数地域で食中毒事例に関連する同

一 MLVA 型の株を見逃し、広域食中

毒の早期探知に支障をきたす可能

性がある。そのため、昨年度に引き

続き、本研究では食中毒事例から分

離された複数の菌株について MLVA

法による比較解析を行い、多様性を

解析した。また、食中毒事例発生時

に感染源や感染経路を調査・特定す

る際に必要な情報を蓄積するため、

食品由来株を収集し MLVA 解析を行

った。  

 

Ｂ .研究方法  

過去の食中毒事例由来の原因食

品から分離した保存株について、

MLVA 解析を行い患者株との一致率

と多様性について検討した。加えて

国産牛肉から STEC の分離を試み、

同一検体からの分離株について同

様に MLVA 型の多様性を検討した。  

1）菌株  

食中毒事例 D 由来の腸管出血性

大腸菌 O157:H7 を 30 株、食品 E 由

来の STEC O157:H7 (eae 陽性 )を 30

株、食品 F 由来の STEC O157:H7 

(eae 陽性 )を 30 株、合計 90 株を供

試した（表 1）。食中毒事例 D は 2009

年 8 月から 9 月にかけて発生した

腸管出血性大腸菌 O157 による広域

食中毒である。同一系列の飲食店を

利用し、下痢や嘔吐等の症状を呈す

る患者は 16 自治体で 37 名認めら

れた。食品 E 由来株および食品 F 由

来株は国産牛肉の培養液から国衛

研にて分離した。  

2） DNA 抽出  

カジトン培地に保存していた株

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）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)。上記にて抽出した

DNA を鋳型として供試し、 PTC-200 
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Peltier Thermal Cycler （ MJ 

research）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℃の

15 分の熱変性ののち、 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。各遺伝子座ごとの

リピート数を菌株間で比較した。  

4)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、

分離された菌株が保有する Stx サ

ブタイプ（ stx1a, stx1c, stx1d, 

stx2a, stx2b, stx2c, stx2d, 

stx2e, stx2f, stx2g）の型別を実

施した。3)にて抽出した DNA を鋳型

と し て 供 試 し 、 機 器 は PTC-200 

Peltier Thermal Cycler （ MJ 

research) お よ び （ Applied 

Biosystems）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）。 95℃ 15 分、 94℃ 50 秒―

64℃ 40 秒― 72℃ 60 秒 35 サイクル

および 74℃ 3 分で増幅反応させた

後、PCR 産物の有無をアガロースゲ

ル電気泳動にて確認した。  

5)腸管出血性大腸菌用分離培地で

の生育性  

食中毒 D 由来株 30 株、食品 E 由

来株 30 株および食品 F 由来株 30

株をカジトン培地からクロモアガ

ー STEC 培地、セフェキシムおよび

亜テルル酸添加クロモアガー STEC

培地 (CT-クロモアガー STEC)、ソル

ビ ト ー ル 添 加 マ ッ コ ン キ ー 培 地

(SMAC)およびセフェキシムおよび

亜 テル ル 酸 添加 SMAC(CT-SMAC)に

ニードルで少量接種し画線した。画

線した培地を 37℃で 22±2 時間培

養した後にコロニー数をカウント

しコロニー生育状況を観察して比

較した。生育コロニーがない場合を

「非生育」、生育コロニーが 20 個以

下の場合を「生育少数」、生育コロ

ニーが 21 個以上の場合を「生育多

数」と判定した。  

 

Ｃ .研究結果  

食中毒事例 D 由来の腸管出血性

大腸菌 O157 菌株 30 株の MLVA 解析

では、 17 遺伝子座の各リピート数

が全株で同一であった（表 4）。保

有する Stx サブタイプは stx1a お
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よび stx2a であった（表 1）。また、

食品 E 由来の STEC O157 菌株 30 株

でも、 17 遺伝子座の各リピート数

が全株で同一であった（表 5）。保

有する Stx サブタイプは stx2a の

みであった（表 1）。さらに、食品 F

由来の STEC O157 菌株 30 株でも、

17 遺伝子座の各リピート数が全株

で同一であった（表 6）。保有する

Stx サブタイプは stx2a のみであっ

た（表 1）。  

菌株のクロモアガー STEC、CT-ク

ロモアガー STEC、 SMAC および CT-

SMAC 上での生育状況を比較した。

食中毒事例 D 由来の 30 株は、クロ

モアガー STEC、SMAC、CT-SMAC 上で

はほとんどの株で多数のコロニー

の生育が認められたが、 CT-クロモ

アガー STEC 上では 30 株中 16 株で

多数のコロニーの生育が認められ、

残りの 14 株で少数のコロニーの生

育が認められた (図 1)。また、食品

E 由来の 30 株は、クロモアガー STEC、

SMAC、CT-SMAC 上ではほとんどの株

で多数のコロニーの生育が認めら

れたが、CT-クロモアガー STEC 上で

は 30 株中 11 株で多数のコロニー

の生育が認められ、他の 11 株で少

数のコロニーの生育が認められ、残

りの 9 株は非生育であった (図 1)。

さらに、食品 F 由来の 30 株は、ク

ロモアガー STEC、 SMAC 上ではほと

んどの株で多数のコロニーの生育

が認められ、CT-SMAC 上では多くの

株で多数のコロニーの生育が認め

られたが、CT-クロモアガー STEC 上

では 30 株中 7 株で多数のコロニー

の生育が認められ、他の 10 株で少

数のコロニーの生育が認められ、残

りの 13 株は非生育であった (図 1)。 

 

Ｄ .考察  

本研究に供試した STEC は、現在

の MLVA 解析で用いられている 17

遺伝子座の各リピート数が由来ご

とに同一であることが示された。し

かし、複数種類の寒天培地での生育

性を比較すると、その生育状況には

違 い が あ る こ と が 示 さ れ 、 同 一

MLVA 型であっても性質が単一では

ないことが示唆された。このため、

患者と同一 MLVA 型の株を食品で調

査する際には、株の多様性を想定す

ると複数の選択分離培地の使用が

有用であると考えられる。次年度は、

食中毒原因食品由来株および食品

由来株の収集を進め、同一食品内に

おける MLVA 型の多様性の解析を進

める予定である。また、今年度の

MLVA 解析において、通常検出され

るはずの EH111-8 のリピート数が

検出されなかったため、次年度に改

善する予定である。  

 

Ｅ . 結論  

令和 3 年度に MLVA 解析に供試し
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た菌株は、由来ごとに 17 遺伝子座

で各リピート数が同一であった。し

かし、寒天培地上での生育には違い

が認められたことから、 MLVA 型が

同一の菌株でも性質が単一でない

ことが示唆された。次年度は、食中

毒原因食品由来株および食品由来

株の収集を進め、同一食品検体にお

ける STEC の MLVA 型多様性の解析

を進める予定である。  

 

Ｆ. 健康危険情報 

なし 

 

Ｇ. 論文発表 

なし 

 

Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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図 1. 腸管出血性大腸菌用分離培地上での供試菌株の生育性 
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表 1. 供試菌株 

 

 

表 2. MLVA解析用プライマーミックス 

 

 

表 3. Stxサブタイプ型別用プライマー配列 
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表 4. 食中毒事例 D 由来の腸管出血性大腸菌 O157:H7（30株)の MLVA 解析 
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表 5. 食品 E 由来の STEC O157:H7（30株）の MLVA解析 
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表 6. 食品 F 由来の STEC O157:H7(30 株 )の MLVA 解析  
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