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研究要旨  

腸管出血性大腸菌（Shiga toxin-producing Escherichia coli : STEC）は牛が腸管内

にしばしば保菌していることが知られており，食肉や二次的に汚染した多様な食材や食

品が STEC 食中毒の感染源となっている。したがって，汚染源となり得る牛の STEC

保菌状況を知ることは STEC感染症の制御にも極めて有効な情報と考えられる。 

本研究では 2020 年の 5月から 2021 年 7月までに岩手県の食肉処理場に搬入された

牛 591 頭および豚 178 頭の直腸便における STEC について stx 遺伝子の PCR スクリ

ーニングを行い対象牛・豚の STEC 保持状況を調査した。分離できた STEC について

凝集試験または Og-typing PCR法にて O抗原型，Og型を調べた。また PCRによって

stx サブタイプ，病原性因子遺伝子を調べた。さらに，薬剤感受性試験を実施し株の薬

剤耐性について調査し，パルスフィールドゲル電気泳動法によって遺伝的類似性を比較

した。 

 

A. 研究目的 

 STEC 感染症は，感染症法において三

類感染症として規定され全数把握疾患と

なっている。本疾患は食品由来感染症と

して特徴づけられるものの，原因となる

食品は非常に多様であり，主たる保菌動

物である牛の腸管内容物による二次的な

汚染を含め汚染源は広範な食品・食材に

及んでいる。汚染経路も複雑であるがゆ

えに，STEC 食中毒の原因究明は困難な

場合が多く，原因が明らかになることは

稀である。牛が主たる保菌動物であるこ

とから，汚染源となり得る牛の STEC 保

菌状況を知ることは STEC 感染症の制御

にも極めて有効な情報と考えられる。一

方で豚の STEC 保菌状況については報告

が少なく，その実態については不明な部

分が残る。本研究では，さまざまな農場に

由来する牛及び豚が搬入される食肉処理

場において両者の大腸内容物を調べるこ

とでSTEC保菌状況を明らかにし，STEC

感染症由来の菌株との比較を行うことで，

原因となる STEC の動向を把握すること

で STEC 感染症の制御に資する情報を得

ることを目的とする。 
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B. 研究方法 

（１）STECの分離収集 

2020 年 5 月から 2021年 7月までに岩

手県の食肉処理場に搬入された，北日本 6

道県で飼育されていた牛 591 頭及び豚

178頭の直腸便を材料とした。糞便サンプ

ル 1 g をノボビオシンナトリウム（ナカ

ライテスク，日本）20 mg/L を添加した

mEC培地(日水製薬，日本) 9 mLに接種

し，ボルテックスで混和した後 42℃，16

時間振盪培養した。培養後，培養液 7 mL

を 15 mLチューブに移して 3,000 rpm，

10分間遠心分離した。遠心分離後，上清

を捨てた沈査に 6 mLの PBSを加えて懸

濁し 3,000 rpm，1分間遠心分離して夾雑

物を除いた。その後，上清から 5 mL採取

し，3,000 rpm，10分間遠心分離した。上

清を捨て，沈渣を 450 µLの PBSで再懸

濁し，一部をコロニーPCR用ストックと

してマッコンキー寒天培地(日水製薬，日

本)に画線し，37℃，一晩培養した。残り

の沈渣から以下の方法で DNA を抽出し

た。懸濁液をマイクロチューブに移して

15,000 rpm，10分間遠心分離した。上清

を捨てた沈渣に 100 µLの 25 mM NaOH

を加え再懸濁し，95℃，5分でヒートブロ

ックによる熱処理をした。熱処理後，8 µL

の 1M Tris-HCl (pH 8.0) を加えて，

15,000 rpm，10分間遠心分離し，得られ

た上清を回収し抽出 DNAとした。 

抽出 DNA をテンプレート DNA とし，

stx1, stx2を検出する PCRをサーマルサ

イクラー（GeneAtlas G02, astec, 日本）

を用いて行った。本 PCRには酵素として

KAPA Taq ReadyMix(KAPA 

Biosystems, マサチューセッツ州)もしく

は KAPA Taq Extra HS 

ReadyMix(KAPA Biosystems, マサチュ

ーセッツ州)，プライマーとしてCebulaら

の設計した stx1 および stx2 に特異的な

LP30 / LP31 (stx1), LP43 / LP44 (stx2)

を使用した（表 2）［Cebula et al., 1995］。

反応液組成及び反応条件は以下のとおり

である。 

PCR反応液(25 µL) 

2×KAPA Taq (Extra HS) Ready Mix  

12.5 µL 

Water                      11.0 µL 

Forward Primer            0.25 µL 

Reverse  Primer           0.25 µL 

Template  DNA            1.0 µL 

 

反応条件 

95℃  3分間 

94℃  20秒間 

58℃  20秒間 

72℃  30秒間 

72℃  30秒間 

 

PCR後，増幅産物をサブマリン型電気

泳動装置（Mupid-2 plus，タカラバイオ，

日本）を用いて 100V，30〜40 分間の条

件で， 2%アガロースにより電気泳動を

行った。泳動バッファーとして 1×TAE緩

衝液，分子量マーカーとして 100 bp DNA

パーソナルマーカー（eurofins, ルクセン

ブルク）を用いた。stx1及び stx2が陽性

となった検体についてコロニーPCRを以

下の手順で実施し STEC 株を分離した。

前項でマッコンキー寒天培地に画線した

ストックから新たなマッコンキー寒天培

地にコロニーができるように播種し 37℃，

25サイクル 
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一晩培養した。培地上に得られたコロニ

ーを PCR反応液に釣菌し，懸濁した。釣

菌した懸濁液から一部を LB 寒天培地 

(Becton Dickinson，ニュージャージー州)

に接種後 37℃，一晩培養して STEC分離

株のストックとした。残りの懸濁液はそ

のまま PCR 反応させた。PCR 条件は前

項と同様である。得られた各 STEC 分離

株の DNA を以下の方法で抽出した。LB

寒天培地のストックから新たな LB 寒天

培地全面に播種し，37℃で一晩培養した。

培養後，菌体を 1.5 mLチューブに分注し

た TE buffer 1 mLに懸濁し，100℃，15

分間加熱した後，18,000×g，5分間遠心

分離した。上清を別のチューブに移し，抽

出 DNA とした。超微量分光光度計

（ NanoDrop One ， Thermo Fisher 

Scientific，マサチューセッツ州）で抽出

DNA の濃度を測定し，約 10 ng/µL にな

るよう TE buffer で希釈し，これをテン

プレート DNAとして用いた。 

（２）分離株の性状解析 

Stx 陽性株について，PCR による毒素の

サブタイピング，O抗原の決定，病原性因

子遺伝子の検出，薬剤感受性試験及びパ

ルスフィールドゲル電気泳動法（PFGE）

を用いて詳細な性状解析を行った。 

1-1 毒素のサブタイピング 

Scheutz1)らの方法に準じて stxサブタ

イプを決定した。PCR 反応で stx1 陽性

となった検体に対して さらに s tx1a，

stx1c，stx1d を特定するプライマーで

PCR反応を行った。stx2 陽性となった検

体に対しては stx2a，stx2b，stx2c，stx2d，

stx2e，stx2f，stx2g を特定するプライマ

ーで PCR 反応を行った。PCR 反応液組

成及び PCR 条件は以下のとおりである。 

・ stx1a, stx1c, stx1d, stx2b, stx2c, 

stx2e, stx2f, stx2g の PCR 反応液 (20 µ 

L) 

HotStarTaq (Q IAGEN) 10 µL 

Water   4 .5 µL 

Forward primer  0.25 µL 

Reverse primer  0.25 µL 

Template DNA  5 .0 µL 

・stx2aの PCR 反応液 (20 µL) 

HotStarTaq   10 µL 

Water   4.25 µL 

Forward primer1  0.25 µL 

F orward primer2  0.25 µL 

Reverse primer  0.25 µL 

Template DNA  5.0 µL 

・stx2dの PCR 反応液（20 µ L) 

HotStarTaq   10 µL 

Water   4.0 µL 

Forward primer  0.25 µL 

Reverse primer1  0.25 µL 

Reverse primer2  0.25 µL 

Reverse primer3  0.25µL 

Template DNA  5.0 µL 

・stx1a, stx1c, stx1d, stx2b, stx2e, 

stx2f, stx2gの PCR 反応条件 

95℃  15 分間 

94℃  5 0 秒間 

64℃  40 秒間   35サイクル 

72℃  1 分間 

72℃  3 分間 

・stx2a, stx2c, stx2dの PCR反応条件 

95℃  15 分間 

94℃  50 秒間 

6 6℃  40 秒間   35サイクル 

72℃   1 分間 
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72℃   3 分間 

PCR 反応後，増幅産物を TAE buffer 

を用いて 2%アガロースにより電気泳動

を行った。 

 

1-2 O抗原の決定 

単離した stx遺伝子陽性株については，

以下の手順で O 抗原を決定した。まず，

stx遺伝子陽性コロニーのストックを100 

µL の PBS に懸濁し，LB 寒天培地上で 

コンラージ棒を用いて塗り広げ 37℃，1 

晩培養した。培養後マッチ棒の頭 3～5倍

程度の菌体を回収し 3 mL の生理食塩液 

を入れた小試験管で懸濁した。懸濁液を

121℃，15 分間高圧蒸気滅菌をした後，

900×g で 20 分間遠心分離して沈査を回

収した。沈査を 0 .5 mL の生理食塩液で

懸濁し凝集反応用の抗原液として用い

た 。スライドグラスを数区画に分け，区

画毎に大腸菌セット病原大腸菌免疫血清 

「生研」デンカ生研）の混合血清 1 滴を

滴加した。試料が自己凝集をおこしてい

ないことを確認するため 1 区画に対照と

して混合血清の代わりに生理食塩液を 30 

µL滴下した。調製した抗原液の各検体 10 

µL を混合血清及び生理食塩液に滴加し

た。ピペットチップを用いて検体と混合

血清及び生理食塩液をよく混和させた。

スライドグラスを前後に傾斜させながら 

1 分間反応させて凝集の有無を目視で蛍

光灯の透過光下で観察した。各血清との

反応で 1 分間以内に透明な背景に凝集塊

が生じる強い凝集が観察されたものだけ

を陽性とし 1 分以降に遅れて出現する凝

集塊や乳白色の背景に凝集塊が観察され

た微弱な凝集は陰性とした。混合血清で

陽性と判断された場合，その混合血清を

構成する単味血清を用いて凝集試験を 

行った。いずれの混合血清及び単味血清

も陰性となった検体は大腸菌セット病原

大腸菌免疫血清に含まれる O 群には該当

しないと判定し，単独の単味血清が陽性

となった検体のみをその単味血清名を O 

群と判定した。 

凝集試験で凝集塊が認められなかった 

検体に対しては Og typing PCR2)によっ

て O 抗原の遺伝子を同定し Og 抗原とし

た。 stx 遺伝子陽性検体のコロニーを 1 

mLの LB brothに接種し 37℃，1晩培養

した。100 µLの培養液を 10,000×gで 10

分間遠心分離し上清を捨て得られた沈査

に 1000 µLの TE bufferを加えて懸濁し

た。 懸濁液を 100℃，10分間加熱した後

10,000×gで 10分間遠心分離し，上清を

別のチューブに移し DNA テンプレート

とした。20種類のマルチプレックス PCR 

により Og 抗原を特定した。PCR 反応液 

組成及び PCR 条件は以下のとおりであ

る。 

・PCR 反応液 30 µ L) 

5 × K APA Taq Extra buffer no Mg 

(KAPA)           6.0 µL 

Water           14.42 µL 

Primer Mix       3.52 µL 

MgCl2 (KAPA)     3.0 µL 

dNTP mix (KAPA)  0.9 µL 

KAPA Taq DNA polymerase (KAPA)  

0.16 µL 

Template DNA     2.0 µL 

・PCR 反応条件 

94℃， 1分間 

94℃， 30秒間 
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58℃， 30 秒間     25サイクル 

72℃， 1 分間 

72℃， 2 分間 

 

1-3 病原性因子遺伝子の検出 

病原性因子遺伝子として stx1, stx2, 

eae, fliC, hlyA, rfbE の 6 種類を Bai ら

の方法に準じたマルチプレックス PCR

により検出した［Bai et al., 2010］。前項

で調整したDNAをテンプレートDNAと

した。50 µM の各プライマー（12 種類）

を等量ずつ混和したものをプライマーミ

ックスとした。各プライマーの配列は表 6

に示した。PCR反応液組成および PCR条

件は以下の通りである。 

PCR反応液(20µL) 

10×PCR buffer, -Mg (Invitrogen，カ

リフォルニア州)             2.0 µL 

MgCl2 (Invitrogen，カリフォルニア州)                

3.0 µL 

Primer Mix               1.92 µL 

dNTP mix (Invitrogen，カリフォルニ

ア州)                       0.48 µL 

Taq DNA polymerase (Invitrogen，カ

リフォルニア州)             0.5 µL 

Water                    11.1 µL 

Template  DNA           1.0 µL 

 

PCR反応条件 

94℃   5分間 

94℃  30秒間 

58℃  30秒間   25サイクル 

72℃  75秒間 

68℃   7分間 

 

1-4 薬剤感受性試験  

 ディスク拡散法により各株の薬剤感

受性を調べた。分離した stx 陽性コロニ

ーを LB 寒天培地上に塗り広げ 37℃，一

晩培養した。培養後，菌体を小試験管に分

注した滅菌生理食塩水 1 mL に懸濁し

McFarland Standard 0.5（bioMérieux，

フランス）と同等の濁度になるよう目視

で調整した。これを菌液とした。菌液に滅

菌綿棒を浸し，余液を管壁で取り除いた

後，感性ディスク用培地N（日水製薬，日

本）に綿棒で菌液を平板を約 60°ずつ回転

させながら 3 回塗抹した。菌液を接種し

た平板を 3〜5分静置した後，ディスクデ

ィスペンサー（Becton Dickinson，ニュー

ジャージー州）でディスクを 1 枚の平板

あたり 2〜3 枚ずつ置いた。15 分以内に

培地に蓋をして逆さにし，37℃で 16〜18

時間培養した。培養後，形成された阻止円

の直径をmm単位で測定し，S（感受性），

I（中間耐性），R（耐性）を判定した。 

ディスクはセンシディスク（Becton 

Dickinson，ニュージャージー州）のアン

ピシリン 10（ABPC），セファゾリン 30

（CEZ），セフォタキシム 30（CTX），

ゲンタマイシン 10（GM），カナマイシン

30（KM），テトラサイクリン 30（TC），

ナリジクス酸 30（NA），シプロフロキサ

シン 5（CPFX），クロラムフェニコール

30（CP），SXT（ST）を用いた。S, I, R

の判定基準は CLSI のディスク法の判定

基準に従った［CLSI, 2021］。 

 

1-4 パルスフィールドゲル電気泳動

（PFGE） 

遺伝的異同を判定するため単離された

全ての株について PFGEを行なった。 
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LB 寒天培地に保存した菌体を少量か

き 取 り ， 滅 菌 蒸 留 水  200 µL に

McFarland Standard 3.0 と同等の濁度

となるよう目視で調整しながら懸濁した。

懸濁液に，TBE に溶かした 1% SeaKem 

Gold Agarose (Lonza，スイス) 液 200 

µL を加えて混ぜ，プラグモールド

(BioRad，カリフォルニア州)へ流し込み

固化させ，プラグとした。固まったプラグ

を，proteinaseK を含む菌体処理溶液 1 

mLが入った Sterile Tube (SARSTEDT，

ドイツ)に移し，50℃で一晩振盪した。菌

体処理溶液の組成は以下のとおりである。 

 

・菌体処理液(16 mL) 

proteinaseK (Sigma-Aldrich，ミズーリ

州)      0.016g （最終濃度 1 mg/mL） 

N-Lauroysarcosine (Sigma-Aldrich, 

ミズーリ州)   0.16g （最終濃度 1%） 

0.5M EDTA pH8.0         16mL 

 

菌体処理後，プラグをシャーレへ取り

出し，カバーガラスを用いて 1.5 mm 程

度になるようプラグを切断し，プラグ断

片とした。プラグ断片を 4mM Pefabloc 

SC(AEBSF) in TE 500 µLに移し，50℃

で 15~20 分間振盪（40min-1）し，洗浄

した。洗浄後，4mM Pefabloc SC(AEBSF) 

in TEを新しい液に交換し，同じ条件で振

盪して再度洗浄した。続いて，4mM 

Pefabloc SC(AEBSF) in TE を捨て，TE 

buffer 1 mL に交換し，15 分以上氷上に

て平衡化した。TE bufferを捨て，酵素処

理の前段階として SURE/Cut Buffer H 

for Restriction Enzymes(Sigma-Aldrich, 

ミズーリ州)  200 µLに交換し，氷上で35

分以上インキュベートした。SURE/Cut 

Buffer H for Restriction Enzymes を捨

て， 20 unitsの制限酵素 XbaI を含む反

応液 100 µL に交換し，37℃で一晩振盪

した。4mM Pefabloc SC(AEBSF) in TE

及び XbaI 反応液の組成は以下のとおり

である。 

 

・4mM Pefabloc SC(AEBSF) in TE (15 

mL) 

100mM Pefabloc SC (Sigma-Aldrich, 

ミズーリ州)              0.0144 g 

TE (pH8.0)            14.9856 mL 

 

・XbaI 反応液 (1.5 mL) 

XbaI (Sigma-Aldrich, ミズーリ州 )               

30 µL 

H buffer (Sigma-Aldrich, ミズーリ州)            

147 µL 

滅菌蒸留水             1323 µL 

 

DNA サイズマーカーである CHEF 

DNA Size Standard Lambda 

ladder(BioRad, カリフォルニア州)をシ

ャーレへ取り出し，カバーガラスで約 2 

mm の短冊状に切断し使用した。コーム

にマーカーと制限酵素処理をしたプラグ

を静置し，プラグに付着した余分な

Buffer をキムワイプ（Kimberly Clark, 

テキサス州）で取り除いた後，数分間乾燥

させた。プラグを貼り付けたコームをゲ

ル作成台にセットし， 1% SeaKem Gold 

Agarose in TBE 100 mLを流し込んだ。

ゲルが固まるまで 20～30 分間静置した。

水準器を用いて泳動槽が水平になるよう

に調整した。また 2.2 L の 0.5×
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TBE(BioRad，カリフォルニア州)を泳動

buffer とした。固まった泳動用ゲルを泳

動槽に設置し，再び水平になるように調

整した。泳動条件は 6.0 V/cm，スイッチ

時間 2.2(initial sw time)-54.2(final sw 

time)秒，buffer 温度 14℃，泳動時間 22

時間，ポンプの循環速度 100 とした。電

流は最初 90～100 mA，最終的には 150 

mAとなるように調整とした。泳動装置は

CHEF-DRⅡシステム（BioRad，カリフォ

ルニア州） を用いた。泳動後，ゲルを染

色し，イルミネーターにて泳動像を確認

した。 

 

C. 研究結果 

1． 牛及び豚直腸便サンプル における 

STEC スクリーニング及び分離 

 牛の直腸便 591検体のうち stx1または

stx2 が陽性を示した検体は 140 検体

（23.7%）であった。140検体のうち，27

検体（4.6%）は stx1のみ，89検体（15.1%）

は stx2のみ，24検体（4.1%）は stx1お

よび stx2について陽性を示した。 

stx 陽性を示した 140 検体についてコロ

ニーPCRを実施し，STEC株を分離した。

140検体のうち，全体の 5.9%，陽性検体

の 25%に当たる 35 検体から 39 株の

STEC が分離された。39 株のうち 10 株

は stx1のみ，19株は stx2のみ，10株は

stx1 および stx2 陽性であった。39 株に

ついて，各株における性状解析および

PFGEの結果を表 1－牛，図 1－牛に示し

た。 

豚直腸便178検体のうち stx1または stx2

について陽性を示した検体は 87 検体

（48.9%）であった。87検体のうち，3検

体（1.7%）は stx1のみ，81検体（45.5%）

は stx2のみ，3検体（1.7%）は stx1およ

び stx2について陽性を示した。 

stx 陽性を示した 87 検体についてコロニ

ーPCRを実施し，STEC株を分離した。

87検体のうち，全体の 8.4%，陽性検体の

17%に当たる 15 検体から 16 株の STEC

が分離された。16株は全て stx2のみ陽性

であった。16株について，各株における

性状解析およびPFGEの結果を表1－豚，

図 1－豚に示した。 

 

2． stxサブタイプの特定 

牛では，コロニーPCRにより分離された

39株について stx subtyping PCRを実施

した。stx1陽性を示した 20株は全てサブ

タイプ stx1a に属した。stx2 陽性を示し

た 29 株は stx2a, 2c, 2d のいずれかまた

は複数を有しており，stx2b, 2e, 2f, 2gを

有する株は検出されなかった。stxサブタ

イプの組み合わせとして 1a/2a：2 株，

1a/2d：4株，1a/2a/2c：２株，1a/2a/2d：

1株，1a/2c/2d：1株，2a/2c：2株，2a/2d：

1株，2c/2d：2株，2a/2c/2d：2株が得ら

れた。豚では，コロニーPCRにより分離

された 16 株について stx  subtyping 

PCRを実施したところ，全ての株が stx2

のみ陽性であったため stx2のサブタイプ

についてのみ調べた。結果，16 株全て

stx2e陽性を示し，stx2a, 2b, 2c, 2d, 2f, 

2gを有する株は検出されなかった。 

 

3． 凝集試験または O抗原遺伝子の有無

を標的とした PCR による O抗原（Og抗

原）の特定 

牛では，コロニーPCRにより分離された
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39株について抗病原性大腸菌血清を用い

た免疫血清凝集試験を行った。凝集試験

で O 抗原が決定されたのは O136：5 株，

O8：4株，O157：2株，O103：１株の 12

株であった。凝集試験で O 抗原が決定さ

れなかった 27 株は Og-typing PCR によ

って Og型が決定された。最も多かったの

は Og113：7株で， Og22：6株，Og116：

4株，Og2, 50：2株と続いた。他に Og136，

Og103，Og117, 107，Og117, 107+Og179，

Og130，Og163，Og171，Og183 が 1 株

ずつ検出された。表１－牛 

豚では，コロニーPCRにより分離された

39株について抗病原性大腸菌血清を用い

た免疫血清凝集試験を行った。凝集試験

で O 抗原が決定されたのは O136：5 株，

O8：4株，O157：2株，O103：１株の 12

株であった。凝集試験で O 抗原が決定さ

れなかった 27 株は Og-typing PCR によ

って Og型が決定された。最も多かったの

は Og113：7株で， Og22：6株，Og116：

4株，Og2, 50：2株と続いた。他に Og136，

Og103，Og117, 107，Og117, 107+Og179，

Og130，Og163，Og171，Og183 が 1 株

ずつ検出された。表１－豚 

 

4． 病原性因子遺伝子の検出 

牛では，コロニーPCRにより分離された

39 株について，6 種類（stx1, stx2, eae, 

fliC, hlyA, rfbE）の病原性因子遺伝子の

保有状況を調べた。39株のうち各遺伝子

について陽性を示したのは stx1：20 株，

stx2：29株，eae：4株，fliC：5株，hlyA：

23 株，rfbE：2 株であった。eae を有し

た株は O103株，Og136株，O157株，計

4株であった。fliCを有した株はOg22株，

Og113 株，O157 株，計 5 株であった。

hlyA を有した株は O103 株，Og116 株，

Og130株，O136または Og136株， O157

株，Og163株，Og2, 50株，OgUT株，計

23株であった。rfbEを有した株は O157

株のみであった。表１－牛 

豚では，コロニーPCRにより分離された

16株について病原性遺伝子の保有状況を

調べた。16株全てで stx2は検出されたも

のの，他の 5 種類の病原性遺伝子は検出

されなかった。表１－豚 

 

5． 薬剤感受性試験 

牛では，コロニーPCRにより分離された

39 株について，10 種類（ABPC, CEZ, 

CTX, GM, KM, TC, NA, CPFX, CP, ST）

の薬剤に対する感受性を調べた。全ての

薬剤に対して感受性であった株は4株で，

他の 35 株は単一または複数の薬剤に対

して中間耐性または耐性を示した。35株

のうち複数の薬剤に対して中間耐性また

は耐性を示した株は 20株であった。中間

耐性または耐性を示した株が多かった薬

剤は TC，ABPC，KM，CPで，KMにつ

いては半分以上（28株）が中間耐性であ

った。また CP耐性を示した 8株のうち 3

株は ABPCと TC，4株は TCについても

耐性を示した。一方，CEZ，CTX，NAに

ついては全てまたはほとんどの株が感受

性を示した。表１－牛 

豚では，コロニーPCRにより分離された

16株について，感受性を調べた。全ての

薬剤に対して感受性であった株は無く，

全ての株が単一または複数の薬剤に対し

て中間耐性または耐性を示した。16株の

うち複数の薬剤に対して中間耐性または
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耐性を示した株は 15株であった。中間耐

性または耐性を示した株が多かった薬剤

は ABPC，ST，KM，TCで，これらの薬

剤に対して半分以上の株が耐性または中

間耐性を示した。また，KMについては感

受性を示した株は認められなかった。一

方，CEZ，CTX，NAについては全ての株

が感受性を示した。表１－豚 

 

6． PFGEの結果 

牛では，コロニーPCR で得られた 39 株

について PFGE を実施した。得られた泳

動像は図 1－牛に示した。 

Og113の 7株は PFGEにより 3グループ

（a, b, c）に分類された。グループ aを構

成する株番号 1，2の株は同一農場内の別

個体から得られた株であった。個体はど

ちらも去勢された黒毛和種であった。グ

ループ aは PFGEパターンとともに解析

した全ての性状も同じ結果を示した。グ

ループ b を構成する株番号 3，4，7 の株

はそれぞれ別の都道府県から得られた株

であった。個体はいずれも去勢された黒

毛和種であった。性状について 7 番の株

のみ stx2c，fliCを保有していた点や薬剤

耐性，中間耐性を示す薬剤の種類につい

て差異が見られたものの，stx1a/2d を有

していた点，ABPC と TC に耐性を示し

た点は共通していた。グループ c を構成

する株番号 5，6の株は同一農場内の別個

体から得られた株であった。個体はどち

らも雌の交雑種であった。5番は stx2c/2d

を保有していたのに対し 6 番は

stx2a/2c/2dを保有していた点で差が見ら

れたが，保有していた病原遺伝子や薬剤

耐性を示した薬剤は共通していた。 

O136 または Og136 を示した 6 株のうち

3 株で同一 PFGE パターンが確認された

（グループ d）。グループ dを構成する株

番号 11，12，13の株は同一都道府県内の

2農場から得られた株であった。個体はい

ずれも雌の交雑種であった。薬剤耐性に

ついて 11，12 は KM に中間耐性を示し

たが，13は感受性であった点で差異が見

られたが，stxサブタイプや保有していた

病原遺伝子については共通していた。 

Og22 の 6 株のうち 2 株で同一 PFGE パ

ターンが確認された（グループ e）。個体

はどちらも雌であり，一方は黒毛和種，一

方は交雑種であった。グループ e を構成

する株番号 14，15の株は異なる都道府県

から得られた株であった。グループ e は

PFGE パターンとともに解析した全ての

性状も同じ結果を示した。 

Og116の 4株のうち 2株で同一 PFGEパ

ターンが確認された（グループ f）。グル

ープ fを構成する株番号 25，26の株は同

一農場内の別個体から得られた株であっ

た。個体はどちらも去勢された交雑種で

あった。薬剤耐性について 25 は KM に

対して中間耐性であったのに対し 26 は

感受性であった点で差異が見られたが，

stx サブタイプや保有していた病原因子

遺伝子，耐性を示した薬剤については共

通した結果が得られた。図 1－牛 

豚では，コロニーPCR で得られた 16 株

について PFGE を実施した。得られた泳

動像は図 1－豚に示した。 

O8またはOg8の 13株から 2つの PFGE

パターンの同一なグループ（g，h）に分類

された。グループ g は株番号 1〜3（表 1

－豚）の 3 株で構成された。薬剤感受性
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について ABPC，STに耐性，KMに中間

耐性を示した点は共通であったが，TCに

1番は耐性を示したのに対し 2，3番は中

間耐性であった点，GMに１，3番は感受

性を示したのに対し 2 番は中間耐性であ

った点で差異が見られた。グループ h は

株番号 4〜7 の 4 株で構成された。4，5，

6 番は薬剤感受性の結果は全て共通して

いたが，7 番のみ ABPC と ST に対し感

受性を示した点で他の 3 株と異なってい

た。 

 

D. 考察 

本研究では牛の直腸便 591 検体及び豚

の直腸便 178検体より STECを分離しそ

の株について性状解析した。 

まず牛では，検体における stx のスクリ

ーニングにおいて 23.7%に当たる 140 検

体で stx1，stx2のいずれかまたは複数が

陽性を示した。 

李らの報告において国内 7 地域 15 県

の 110農場から収集した 551の牛糞便検

体のPCRによる stx陽性率は 24.1%（133

検体）とされており 1)，本研究ではこれに

近い結果が示された。本研究で対象とな

った牛は北日本 6 道県に限定されていた

が，李らの報告の結果と stx 陽性率に大

きな差がないことから，STEC の保有に

地域差はなく，北日本 6 道県の牛でも国

内の他の地域と同様の STEC 保菌率であ

ると考えられる。 

本研究では凝集試験法または Og-

typing PCR法で O抗原型，Og抗原型を

決定し，4 種類の O 抗原型と 12 種類の

Og型が検出された。最も得られた株数の

多かったO型，Og型はOg113であった。

O26，O103，O111，O121，O145，O157

は国内におけるヒト由来腸管出血性大腸

菌の主要な O 抗原とされているが 2)，こ

のうち本研究で検出されたのは O103，

O157の 2種類のみであった。また stxの

サブタイプと病原性因子遺伝子（stx1，

stx2の他に，eae，fliC，hlyA，rfbE）を

PCRで調べた結果，検出されたサブタイ

プは stx1a，stx2a，stx2c，stx2dの 4種

類であった。FAO/WHO STEC Expert 

Groupの報告では，HUSなどの重篤な病

態と関連している stx サブタイプは

stx1a，stx2a，stx2c，stx2d の 4 種類で

あり，加えて eae の存在が病原性に大き

く関与するとしている 3)。また Ethelberg

らは特に stx2と eaeの両方を保有するこ

とが HUS を引き起こす重要な因子であ

るとしている 4)。本研究で得られた株のう

ち，eaeを保有した株は O103株，Og136

株，O157株であったが，stx2もともに保

有していたのは O157 株のみであった。

O157 株は今回調査した病原因子遺伝子

を全て保有していた。以上より，本研究で

得られた STECの分離株のうち，O157株

は高い病原性を有している可能性がある

と考えられた。Og113 については stx の

他に hlyA を有する株が 2 株検出された。

O113 は牛検体から分離される株の O 抗

原型として最も一般的であるとされてお

り 5), 6)，今回はこれを支持する結果が得ら

れた。Karmali らによる血清型を用いた

STEC病原性の疫学的分類では，O113の

一部はまれに HUS 散発例から検出され

るグループ C に分類されており 7)，実際

にヒト臨床例から検出される例や HUS

を引き起こす例も報告されている。1999
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年の Patonらによって報告された，O113

が HUSを引き起こした例では，原因株は

eae を欠損していた 8)。また 2012 年の

Monaghan らは臨床例から分離された

O113 株は hly を保有していたとしてい

たと報告している 6)。以上より本研究で得

られたOg113株の中にヒトに対して病原

性を有する株が含まれている可能性は否

定できない。ただし本研究で調べられた

病原因子の数は stx を除いて 4 種類であ

り病原性を断定するには不十分であった

可能性が高い。特に大腸菌の接着に関わ

る因子は病原性の決定に重要であり，saa

や iha など eae 以外にも複数調べる必要

があると考えられる。調査する病原性因

子を増やすことで O157 以外の株の病原

性が明らかになることも十分に考えられ

る。 

本研究で得られた株の O 抗原型，Og 型

と stx サブタイプについて，同じ O 抗原

またはOg型を示した株では共通の stxサ

ブタイプを保有している例が見られた。

Og113 に分類された 7株は全て stx2d を

有しており，O136，Og136を示した 6株

は全て stx1aを有していた。O113につい

ては共通して stx2d を有しているという

報告が複数存在する 6), 9)。今回の結果は O

抗原型と stx サブタイプにはある程度の

相関があるとする説を支持するものとな

った。stxサブタイプと病原性の関連が指

摘されていることから，O抗原型と stxサ

ブタイプの相関が明らかになることで O

抗原型のみでの信憑性の高い病原性の推

測ができるようになる可能性が考えられ

る。 

薬剤感受性について，テトラサイクリ

ン，アンピシリン，クロラムフェニコール，

ST合剤の順に耐性を示した株が多く，カ

ナマイシンでは 28 株が中間耐性を示し

た。テトラサイクリン，アンピシリン，サ

ルファ剤，カナマイシンは牛での使用量

の多い抗菌薬である 10)。これら 4 剤につ

いては抗菌薬使用量の多さが原因となり

耐性菌が認められたと考えられる。一方

でクロラムフェニコールについては使用

実態が無いのにも関わらず耐性菌が複数

認められた。クロラムフェニコール耐性

を示した株はアンピシリン，テトラサイ

クリンについても耐性を示している株が

多く，原田らの報告ではクロラムフェニ

コール耐性が他薬剤によって共選択され

ている可能性が指摘されている 11)。した

がって今回検出されたクロラムフェニコ

ール耐性はアンピシリンやテトラサイク

リンによって共選択されたものと考察さ

れた。このように抗菌薬の乱用は使用し

ていない薬剤に対する耐性菌の出現も促

進すると考えられるため，抗菌薬の慎重

な使用が引き続き求められる。 

STECの主要6抗原に分類されるO103，

O157 の株はどの薬剤に対しても耐性を

示さなかった。また 3 剤以上耐性を示し

た株は 39株中 4株であった。ヒトの医療

に重要とされる第三世代セファロスポリ

ンのセフォタキシムやフルオロキノロン

系薬剤のシプロフロキサシンについては

全てまたはほとんどの株が感受性を示し

た。以上のことから，薬剤耐性のみについ

て考えるとヒトの医療に由々しき影響を

与えうるような STEC の薬剤耐性状況で

はないと言える。STEC における薬剤耐

性菌の出現状況が悪化しないよう，抗菌
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薬の慎重な使用に加え定期的なモニタリ

ングも求められる。 

PFGE では個体，農場，都道府県をま

たいで同一泳動パターンの株が得られた。

調査した遺伝子の保有状況や薬剤感受性

については差異が見られたが，PFGE パ

ターンが同一であった株は由来が同じま

たは比較的近縁であった可能性が高いと

考えられる。今回の結果より農場内のみ

ならず農場，都道府県をまたいで菌株が

拡散している可能性が示唆された。今回

拡散していることが確認された菌株は比

較的病原性が低いと考えられるものであ

ったが，高病原性の STEC が同様に拡散

した場合，食中毒リスクが上昇する可能

性が考えられる。菌株の拡散状況につい

てモニタリングを継続するとともに拡散

経路を解明することで食中毒予防に貢献

するものと考えられる。一方で PFGEで

は株の遺伝的近縁性をある程度予測する

ことが限界であり，詳細な遺伝的近縁性

を判断するにはMLVA法など別の方法に

より分子疫学的解析を強化することや全

ゲノムシークエンスが必要である。STEC

分離株の解析情報と菌株に関する疫学情

報を組み合わせることで，食中毒予防に

向けたより信頼性の高い情報提供が可能

になるものと考えられる。 

一方，豚検体における stx1，stx2のス

クリーニングでは48.9%に当たる87検体

で stx1，stx2のいずれかまたは複数が陽

性を示した。また陽性になった 87検体の

うち 84 検体は stx2 陽性であった。また

STEC株分離率は 8.4%であった。 

日本における豚糞便から分離された

STEC について，木島らは STEC 分離率

14%，小林は stx 陽性率 4.9%と報告して

いる 12), 13)。一方，アメリカでは Chaらの

縦断的コホート研究で調査期間中に

68.3%の豚から少なくとも 1 回は STEC

が検出され，Remfry らはリアルタイム

PCR による調査で stx 陽性率 70.1%であ

ったと報告している 14), 18)。本研究では分

離率はそれほど高くなかったものの，こ

れまで国内で報告されてきた健康な豚の

stx陽性率よりも高い数値となった。アメ

リカでは先述のように高い STEC 陽性率，

分離率が報告されており，国内では 1999

年に中沢らによって健康な豚から

O157:H7の分離が確認されているため 15)，

引き続き国内の豚の STEC 陽性率につい

て調査する必要があると考える。分離率

が低かった理由としては前章のⅣで述べ

たようにバックグラウンドの微生物が多

かった可能性があること，目的の大腸菌

がVBNCの状態であった可能性があるこ

と，手技的な問題が挙げられる。 

本研究で分離された 16 株は全て stx2e

を保有していた。また 16株中 13株は O8

または Og8 に分類され，他に Og100，

Og180，Og不明が 1株ずつ得られた。豚

では Stx2e産生性 STECによる浮腫病が

知られている。浮腫病が発生するために

は Stx2e産生性 STECが小腸に移行し，

定着することが前提条件となる 16)。

Parmaらはアルゼンチンにおける調査で

O8，O138，O139が浮腫病と関連してい

ると報告している 17)。以上のことから今

回得られた株は小腸に定着することなく，

不顕性感染としてあるいは正常細菌叢の

一部として豚に保菌されていた浮腫病原

因菌であったと推測される。またアメリ
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カにおける Remfry らの報告では O8 が

豚で最も頻繁に分離されており，今回の

結果と一致した 18)。よって日本でも同様

に O8 が豚で最も一般的な O 抗原型であ

ると推測される。 

一方でヒト食中毒における主要 6 抗原

とされる O 抗原型は本研究では豚から分

離されなかった。病原性因子についても

eaeや hlyAといった遺伝子は検出されな

かった。Friedrichらによると stx2eはヒ

トの下痢症に関連している可能性はある

がHUSとの関連はないとされるため 19)，

本研究で豚より分離された株はヒトに重

篤な病態をもたらす可能性は低いと考え

られる。一方，緒言でも述べたように下痢

症や HUS 患者から Stx2e 産生株が検出

された例もあることから，病原性因子に

ついてさらに調査するなどヒトへの影響

についてはさらなる検討が必要であると

考えられる。 

薬剤感受性試験ではアンピシリン，ST合

剤，カナマイシン，テトラサイクリンにつ

いて耐性または中間耐性を示す株が多数

得られた。本研究で薬剤感受性試験に使

用した薬剤では，テトラサイクリン（オキ

シテトラサイクリン），トリメトプリム，

アンピシリン，スルファモノメトキシン

水和物，カナマイシンの順に実際の使用

量が多い 10)。したがって今回得られた結

果については抗菌薬の使用量の多さが原

因となり耐性菌が認められたと考えられ

る。一方，ヒトの医療に重要とされる第三

世代セファロスポリンのセフォタキシム

については全ての株が感受性を示した。

フルオロキノロン系薬剤のシプロフロキ

サシンについては中間耐性を示した株が

認められたものの耐性を示した株は認め

られなかった。以上のことから薬剤耐性

のみについて考えると牛と同様にヒトの

医療に由々しき影響を与えうるような

STEC の薬剤耐性状況ではないと言える。 

PFGEの結果，同一 PFGEパターンを示

したグループが 2 グループ検出された。

検出された２グループはそれぞれ同一農

場由来と推測され，このことから農場ご

とに STEC 保菌状況には差があると推察

される。農場や都道府県をまたいで同一

株と疑われる株が拡散しているかについ

て調査するためには，検体の由来農場に

ついて把握すること，調査を継続し検体

数を増やすことが必要と考えられる。 
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E. 結論 

本研究では牛の直腸便 591 検体及び豚

178 検体より STEC を分離しその株につ

いて性状解析した。 

牛では，stx陽性率は 23.7%となり，35

検体から 39 株が分離された。病原因子，

薬剤感受性の観点から公衆衛生学的に対

応が求められるような菌株の検出は少数

にとどまった。一方，農場や都道府県をま

たいで拡散している遺伝学的に近縁と考

えられる菌株が検出された。 

豚では，stx陽性率は 48.9%となり，15

検体から 16株が分離された。得られた株

は全て浮腫病原因 STEC と考えられる株

であり，公衆衛生学的に迅速な対応が求

められるような菌株は検出されなかった。

また，本研究で得られた牛由来 STEC と

豚由来 STEC を比較した結果，菌株の性

状に関して共通点よりも相違点の方が多

く認められた。豚由来 STEC について由

来農場の情報を収集する他，調査を継続

し結果を蓄積することが必要であると考

える。豚由来 STEC について日本国内に

おける報告は限られているため本調査を

継続することは STEC 食中毒の原因究明

に大きく貢献すると期待される。また牛

由来 STEC との比較により拡散経路の解

明の一助になると考えられる。 

 

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 

・和賀萌美，品川正臣，山田翔子，山﨑朗

子，寺嶋淳．岩手県の食肉処理場に搬入さ

れた牛の直腸便における志賀毒素産生性

大腸菌の性状解析 第 42 回日本食品微

生物学会学術総会(WEB 開催) 令和 3 年

9月 21日（火）〜10月 20日（水） 

41



 

 

H 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 

なし 

2. 実用新案登録 

なし 

3. その他 

なし 

 

 

 

42



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

stx1 stx2 fli-C eae rfbE hlyA ABPC CEZ CTX GM KM TC NA CPFX CP ST

1 200915 1a/2d × Og113 A 29-15 黒毛和種 去勢 ○ ○ × × × × R S S S I R S S S S a

2 200915 1a/2d × Og113 A 30-3 黒毛和種 去勢 ○ ○ × × × × R S S S I R S S S S a

3 210405 1a/2d × Og113 B 27-5 黒毛和種 去勢 ○ ○ × × × × R S S I I R I S S R b

4 210405 1a/2d × Og113 C 30-2 黒毛和種 去勢 ○ ○ × × × × R S S S I R S S S S b

5 210609 2c/2d × Og113 D 25-3 交雑種 雌 × ○ × × × ○ S S S S I S S S S S c

6 210609 2a/2c/2d × Og113 D 26-4 交雑種 雌 × ○ × × × ○ S S S S I S S S S S c

7 210714 1a/2c/2d × Og113 E 27-14 黒毛和種 去勢 ○ ○ ○ × × × R S S S S R S S S S b

8 200703 1a O136 ー F 64-1 黒毛和種 雌 ○ × × × × ○ S S S S I S S S S S

9 210205 1a O136 ー ○ × × × × ○ S S S I I S S S S S

10 210205 1a × Og136 ○ × × ○ × ○ S S S S S R S S S S

11 210609 1a O136 ー ○ × × × × ○ S S S S I S S S S S d

12 210609 1a O136 ー ○ × × × × ○ S S S S I S S S S S d

13 210623 1a O136 ー H 26-13 交雑種 雌 ○ × × × × ○ S S S S S S S S S S d

14 200610 2d × Og22 I 26-14 黒毛和種 雌 × ○ × × × × S S S S I S S S S S e

15 200703 2d × Og22 J 28-27 交雑種 雌 × ○ × × × × S S S S I S S S S S e

16 200703 2c × Og22 K 25-2 交雑種 雌 × ○ × × × × S S S S I R S S S S

17 210405 2d × Og22 C 29-16 黒毛和種 去勢 × ○ × × × × S S S I I S S S S S

18 210714 2c/2d × Og22 E 27-14 黒毛和種 去勢 × ○ ○ × × × R S S S S R S S R S

19 210714 1a/2a/2c × Og22 L 26-1 交雑種 去勢 ○ ○ ○ × × ○ S S S S I S S S S S

20 200703 2a/2d O8 ー F 37-16 黒毛和種 雌 × ○ × × × ○ S S S S I S S S S S

21 210205 2c O8 Og8 × ○ × × × × S S S S S S S S S S

22 210205 2c O8 Og8 × ○ × × × × S S S S S S S S S S

23 210405 1a/2a/2c O8 Og8 N 26-14 交雑種 雌 ○ ○ × × × ○ S S S S I S S S S S

24 210609 2a/2c × Og116 O 24-5 交雑種 雌 × ○ × × × ○ S S S I I S S S R S

25 210623 2a × Og116 H 26-5 交雑種 去勢 × ○ × × × ○ S S S S I R S S R S f

26 210623 2a × Og116 H 25-28 交雑種 去勢 × ○ × × × ○ S S S S S R S S R S f

27 210714 2a/2c × Og116 L 25-27 交雑種 去勢 × ○ × × × ○ S S S S S R S S R S

28 200731 2a × Og2,50 P 27-4 交雑種 去勢 × ○ × × × ○ S S S I I S S S S S

29 210714 2a/2c/2d × Og2,50 Q 26-19 交雑種 雌 × ○ × × × ○ S S S S I R S S R S

30 200731 1a/2a O157 Og157 R 25-21 交雑種 去勢 ○ ○ ○ ○ ○ ○ S S S S S S S S S S

31 210714 1a/2a/2d O157 ー L 26-7 交雑種 去勢 ○ ○ ○ ○ ○ ○ S S S S I S S I S S

32 200703 1a O103 Og103 K 25-12 交雑種 雌 ○ × × ○ × ○ S S S S I S S S S S

33 210609 1a × Og117,107 ○ × × × × × R S S S S R S R R R

34 210609 1a × Og117,107+Og179 ○ × × × × × R S S S I R S R R R

35 200915 2a × Og130 T 189-24 黒毛和種 雌 × ○ × × × ○ S S S S I S S S S S

36 210609 1a/2a × Og163 U 155-25 黒毛和種 雌 ○ ○ × × × ○ S S S S I S S S S S

37 200731 2c × Og171 P 27-21 交雑種 去勢 × ○ × × × × S S S S I S S S S S

38 210405 1a × Og183 C 29-30 黒毛和種 去勢 ○ × × × × × R S S S I I S S S S

39 210205 2a × OgUT V 27-6 交雑種 去勢 × ○ × × × ○ S S S I R S S S S S

Og-typing株番号
採材日

（年月
stx O抗原

D 25-24 交雑種 雌

農場 齢（月-日） 品種 性別 PFGE

G 27-27 交雑種 去勢

病原性因子 薬剤耐性

M 71-15 黒毛和種 雌

S 28-17 黒毛和種 去勢

表－１（牛） 
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表－１（豚） 

stx1 stx2 fli-C eae rfbE hlyA ABPC CEZ CTX GM KM TC NA CPFX CP ST

1 210727 2e ー Og8 × × ○ × × × R S S S I R S S S R g

2 210727 2e O8 ー × × ○ × × × R S S I I I S S S R g

3 210727 2e ー Og8 × × ○ × × × R S S S I I S S S R g

4 210727 2e O8 Og8 × × ○ × × × R S S S I S S S S R h

5 210727 2e O8 Og8 × × ○ × × × R S S S I S S S S R h

6 210727 2e O8 Og8 × × ○ × × × R S S S I S S S S R h

7 210727 2e ー Og8 × × ○ × × × S S S S I S S S S S h

8 210419 2e ー Og8 × × ○ × × × S S S S I I S I S S

9 210419 2e ー Og8 × × ○ × × × R S S I I R S S R I

10 210419 2e O8 Og8 × × ○ × × × R S S I I S S I S R

11 210419 2e ー Og8 × × ○ × × × R S S S I R S S R S

12 210727 2e ー Og8 × × ○ × × × S S S I R R S S R R

13 210727 2e ー Og8 × × ○ × × × R S S S I R S I I R

14 210727 2e ー Og100 × × ○ × × × S S S I I R S I S R

15 210727 2e ー Og180 × × ○ × × × R S S S R I S S S R

16 210727 2e ー OgUT × × ○ × × × R S S R R R S I S S

PFGE
病原性因子 薬剤耐性

株番号
採材日

（年月
stx O抗原 Og-typing
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図１－牛 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１－豚 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a a b b c  c  b             d  d  d  e  e                                      f   f 

1   2   3  4   5   6   7 8  9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23  24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 

No.

PFGE Group

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

No.

g   g   g   h   h   h  h  

PFGE Group

45


