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緒　　　言

　腸管出血性大腸菌（EHEC）感染症は，感染症法に
より三類感染症に分類され，診断した医師は直ちに届
出を行わなければならない．これにより，毎年 3,000 ～
4,000 の患者が報告されている［１］．患者の主症状は激
しい血便と腹痛で，重症例では HUS や脳症などの合併
症を引き起こし死に至る場合もある［２］．また，全国
の地方衛生研究所から報告された EHEC 全検出数にお
ける O 血清群の割合は，2013 年は O157 が 52％，O26
が 25％，O111 が 7.2％である［１］．広島県においても，
2013 年に当センターに搬入され，解析した EHEC のう
ち，O157 が 59％を占め，分離頻度の最も高い血清群で
あった．
　集団感染事例等の発生時には，感染源や感染経路の把
握のために，食品や患者由来の菌株の解析が求められる．
また，散在的集団発生事例の早期探知にも分子疫学的解
析は重要である．EHEC O157 の分子疫学的解析法とし
ては，パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）法が標
準法として用いられているが，操作が煩雑，解析に時間
を要する等の問題がある．そこで，近年では，迅速性・
簡便性に 優れた IS-printing system（IS）法や Multi-
locus variable-number tandem repeat analysis（MLVA）
法が導入されつつある［３，４］．今回，我々は 2013 年

に県内で分離された EHEC O157 について，これまで当
センターで実施している PFGE 法，IS 法に加え，新た
に MLVA 法を実施し，疫学的解析法としての有用性の
検討を行ったので報告する．

材料および方法

1 　供試菌株
　2013 年１月から 12 月に広島県内で分離され，当セン
ターへ搬入された EHEC O157 23 株を用いた．各菌株
の概要を表１に示した．県内８ヶ所の保健所管轄区域の
うち，菌株が搬入された３地域を A，B，C とした．

2 　方法
（ 1 ） PFGE 法
　国立感染症研究所の方法［５］に準拠した．制限酵
素は Xba I（TaKaRa）を用い，電気泳動は BIO-RAD 
CHEF MAPPER（BioRad） を 用 い て ６V/cm， パ ル
スタイム 2.16-63.8 秒，14℃の条件で 18 時間行った．
PFGE パターンの解析は，BioNumerics Ver.6.6（Applied 
Maths）を用い，Dice および UPGMA によりクラスター
解析を行った．また，国立感染症研究所による解析結果
を参照し，PFGE Type No.（TN）を表記した．
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（ 3 ） MLVA 法
　Izumiya ら［６］の方法に準じ，表２に示したプライ
マーを用いて，９ヶ所の遺伝子座について解析を行っ
た．QIAGEN Multiplex PCR Kit（QIAGEN） を 用 い
て各検体２セットの PCR 反応を実施し，3500 Genetic 
Analyzer（Applied biosystems）および Gene Mapper 
Software ５（Applied biosystems）を用いてフラグメ
ント解析を行った．Fragment size marker は GeneScan 
600 LIZ Size Standard v2.0（Applied biosystems） を

（ 2 ） IS 法
　IS-printing system（東洋紡）を用い，取扱説明書に
従って実施した．判定は，２種類のプライマーセット（1st 
set，2nd set）ごとに，増幅ありを「１」，増幅なしを「０」
とし，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て，
１st set，２nd set の順に並べ，12 桁の IS コードとした．

表 1　EHEC O157 菌株の概要
菌株番号 届出年月日 地域 年齢 性別 血清型 毒素型 備考

13-01 2013/ 1/12 A 63 女 O157:H7 VT1,2 13-02, 03, 04 の接触者
13-02 2013/ 1/17 A 41 女 O157:H7 VT1,2 13-01 の接触者
13-03 2013/ 1/16 A 11 男 O157:H7 VT1,2 13-01 の接触者
13-04 2013/ 1/16 A 14 男 O157:H7 VT1,2 13-01 の接触者
13-05 2013/ 3/21 B 17 女 O157:H7 VT2
13-06 2013/ 4/16 A 8 女 O157:H7 VT1,2
13-07 2013/ 6/13 A 78 男 O157:H7 VT2 13-08, 12 と関連有
13-08 2013/ 6/18 A 80 女 O157:H7 VT2 13-07, 12 と関連有
13-09 2013/ 6/27 B 41 男 O157:H7 VT1,2
13-10 2013/ 6/28 A 13 女 O157:H7 VT2 13-11, 13, 14 の接触者
13-11 2013/ 6/29 A 7 女 O157:H7 VT2 13-10 の接触者
13-12 2013/ 6/29 A 91 女 O157:H7 VT2 13-07, 08 と関連有
13-13 2013/ 7/ 1 A 45 女 O157:H7 VT2 13-10 の接触者
13-14 2013/ 7/ 1 A 27 女 O157:H7 VT2 13-12 と関連有
13-15 2013/ 7/ 4 A 11 男 O157:H7 VT1,2
13-16 2013/ 7/ 5 A 16 男 O157:H7 VT2 13-10 の接触者
13-19 2013/ 8/ 1 A 38 男 O157:H7 VT1,2
13-21 2013/ 8/ 7 A 11 男 O157:H7 VT1,2
13-22 2013/ 8/13 A 2 女 O157:H7 VT1,2
13-32 2013/ 8/31 A 19 女 O157:H7 VT2
13-34 2013/10/ 3 A 3 女 O157:H7 VT1,2
13-35 2013/10/ 8 A 21 男 O157:H7 VT1,2
13-37 2013/10/29 C 32 男 O157:H7 VT1,2

表 2　MLVA 法に用いた Locus 及びプライマー

Locus Sequence (5’-3’) Concentration
(µM) Dye Repeat 

size (bp) Offset

Mix1 O157-3 F GGCGGTAAGGACAACGGGGTGTTTGAATTG 0.04 NED 6 323
R GAACAACCTAAAACCCGCCTCGCCATCG 0.04

O157-9 F GCGCTGGTTTAGCCATCGCCTTCTTCC 0.04 VIC 6 465
R GTGTCAGGTGAGCTACAGCCCGCTTACGCTC 0.08

O157-25 F GCCGGAGGAGGGTGATGAGCGGTTATATTTAGTG 0.04 PET 6 110
R GCGCTGAAAAGACATTCTCTGTTTGGTTTACAC 0.04

O157-34 F TGTTACCAACGCGAAGCTAACAAG 0.04 6-FAM 18 141
R AGGCATTAATAGCAGATGTTC 0.08

Mix2 O157-10 F CAAACTTTACTGTTCATTTCTACAGTCTC 0.04 VIC 6 350
R AGGTATTATAAGGGGCTTAAAGATAAAAG 0.08

O157-17 F GCAGTTGCTCGGTTTTAACATTGCAGTGATGA 0.04 VIC 6 121
R AGAAATGGTTTACATGAGTTTGACGATGGCGATC 0.04

O157-19 F GCAGTGATCATTATTAGCACCGCTTTCTGGATGTTC 0.04 NED 6 273
R CGGGCAGGGAATAAGGCCACCTGTTAAGC 0.04

O157-37 F AATCAGAGCGGCAGGAAAAAGAAGA 0.04 PET 6 84
R GGGCTTCTGTCTTTTCAGACCTG 0.04

O157-36 F GGCGTCCTTCATCGGCCTGTCCGTTAAAC 0.04 NED 7 102
R GCCGCTGAAAGCCCACACCATGC 0.04
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らに，13-09 は -06 および -15（PFGE TN: i49）と１バ
ンド違いで類似度 97.6％，13-35 は２バンド違いで類似
度 92.0％であった．

2 　IS 法による解析結果
　EHEC O157 23 株は，IS 法により 11 のコードに分類
され，PFGE タイプによる分類と完全に一致した（表３）．
同一 PFGE タイプで異なる IS コードを示す株，あるい
は同一 IS コードで異なる PFGE タイプを示す株は認め
られなかった．また，IS コードが「341057-310652」の
13-07，-08，-10 ～ -14，-16 のグループでは，すべての菌
株で１st プライマーセットの高分子量の位置にエキス
トラバンドが認められた．

3 　MLVA 法による解析結果
　解析した９ヶ所の遺伝子座のうち，相違する部位が１

〔single locus variant（SLV）〕以内を同一クラスターと
すると，８のクラスターに分類された（図２，表３）．
　疫学的関連の疑われる菌株については，PFGE 法によ
り同一パターンを示した 13-01 ～ -04（PFGE TN: i12）
の４株間では，O157- ３の遺伝子座で１リピート（13-02），
O157-10 で１リピート（13-04）の相違が１株ずつに認め
られたが，同一クラスター（Ⅳ）に分類された．また，

使用した．また，代表的なフラグメントについて，Big 
Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied 
biosystems）を用いてシークエンスを行い，各遺伝子座
のリピート数を確認した．なお，フラグメント解析に
よりピークが認められない場合は，「- ２」とした．次
に，BioNumerics Ver.6.6（Applied Maths）を用いて，
categorical coefficientおよびUPGMAによりクラスター
解析を行い，クラスターごとに，I ～Ⅷの番号を付けた．

結　　　果

1 　PFGE 法による解析結果
　EHEC O157 23 株は，PFGE 法により 11 パターンに
分類された（図１，表３）．接触者等の疫学情報から関
連の疑われる菌株間では，13-01 ～ -04 の４株（PFGE 
TN: i12）および 13-07，-08，-10 ～ -14，-16 の８株（PFGE 
TN: g501）は PFGE パターンが一致した．
　一方，疫学情報では関連性が認められなかった株のう
ち，13-06 と -15（PFGE TN: i49），13-21 と -22（PFGE 
TN: i399）のパターンが一致した．また，13-37 は 13-01
～ -04（PFGE TN: i12）と PFGE タイプは異なるが，パ
ターンは４バンド違いで，類似度は 90.5％であった．さ

表 3　EHEC O157 の PFGE, IS, MLVA 法による解析結果

菌株
番号

PFGE
Type No.

IS コード MLVA repeat-numbers MLVA
クラスター1st 2nd O157-

3
O157-

9
O157-

25
O157-

34
O157-

10
O157-

17
O157-

19
O157-

37
O157-

36
13-01 12 9 4 11 27 7 4 6 9 Ⅳ
13-02 i12 717577 611557 13** 9 4 11 27 7 4 6 9
13-03 12 9 4 11 27 7 4 6 9
13-04 12 9 4 11 28 7 4 6 9
13-37 i440 717557 631557 12 9 4 11 28 6 4 6 9
13-32 i393 305457 611242 14 9 5 9 33 4 7 7 6 Ⅵ
13-19 i206 717577 611657 11 11 8 12 8 7 6 5 3 Ⅷ
13-21 i399 717555 611657 10 13 8 12 29 8 6 5 3 Ⅶ
13-22 10 13 8 12 29 8 6 5 3
13-06 i49 717577 211657 10 12 3 11 29 7 7 8 11 Ⅰ
13-15 10 12 3 11 32 7 7 8 11
13-09 i197 717575 211657 10 12 3 11 27 7 7 8 11
13-35 i603 717555 211657 10 12 3 11 30 7 7 8 11
13-07 18 9 3 9 16 5 8 8 -2 Ⅲ
13-08 18 9 3 9 16 5 8 8 -2
13-10 18 9 3 9 16 5 8 8 -2
13-11 g501 341057* 310652 18 9 3 9 16 5 8 8 -2
13-12 18 9 3 9 16 5 8 8 -2
13-13 19 9 3 9 16 5 8 8 -2
13-14 18 9 3 9 16 5 8 8 -2
13-16 18 9 3 9 16 5 8 8 -2
13-05 i48 105457 311252 16 11 4 9 37 6 6 7 5 Ⅴ
13-34 i348 717557 611657 10 14 3 11 26 7 7 8 10 Ⅱ

＊　高分子量にエキストラバンド有
＊＊太字は single locus variant を示す
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図 1　EHEC O157 の PFGE クラスター
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図 2　EHEC O157 の MLVA クラスター
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13-07，-08，-10 ～ -14，-16（PFGE TN: g501）の８株間
では，１株（13-13）のみ O157-3 の遺伝子座で１リピー
ト異なっていたが，その他は完全に一致し，すべての株
が同一クラスター（Ⅲ）に分類された．
　一方，疫学情報から関連性が認められなかった株に
ついて，PFGE 法および IS 法で同一タイプを示した株

（13-21，-22 あるいは 13-06，-15）は，１遺伝子座以内の
相違で，同じクラスター（ⅦあるいはⅠ）に分類された．
その他，PFGE 法および IS 法では異なるパターンを示
した株のうち，13-37 は 13-04 と１遺伝子座，13-01，-03
と２遺伝子座違いであり，13-09 と -35 は 13-06，-15 と
１遺伝子座違いであった．

考　　　察

　2013 年に広島県内で分離された EHEC O157 23 株に
ついて，PFGE 法，IS 法，MLVA 法により解析した．
　疫学情報から関連が疑われる 13-01 ～ -04 および 13-
07，-08，-10 ～ -14，-16 の２グループ間では，それぞれ，
PFGE タイプと IS コードが一致し，MLVA 法では，１
遺伝子座，１リピート以内の相違であった．国立感染症
研究所の示した分類では，PFGE 法においては，バンド
の相違数が０の場合は一致，２- ３は密接に関係，４- ６
は関係する可能性があると解釈し［７］，MLVA 法にお
いては，相違する部位数が０の場合は一致，１（SLV）
は密接に関係，２は関係する可能性があると解釈するこ
とから，これらのグループの菌株は，それぞれ集団発生
の一部である可能性が高いと考えられた．
　次に，疫学情報からは関連性の認められなかった株で
は，13-37 が 13-01 ～ -04 と MLVA 法では２遺伝子座以
内の違い，PFGE 法では４バンド違いであった．これら
は分離時期が９ヶ月以上離れており，地域も異なるが，
何らかの関連を有している可能性も考えられる．
　また，13-06，-09，-15，-35 については，MLVA 法で
は１遺伝子座違い，PFGE 法および IS 法では，２バン
ド以内の相違で，類似度も高かった．13-06，-15，-35 は
同一地域で分離された株であるが，分離時期は離れてお
り，13-09 と -15 は，地域は異なるが近い時期に分離さ
れている．これらの株は，解析結果からは遺伝学的に近
縁であることが推察されるため，広域散在発生の可能性
も考えられる．
　その他，13-21 と -22 は，PFGE タイプ，IS コード，
MLVA リピート数のいずれも完全に一致しており，分
離時期も近いことから，関連を有する可能性が高いと考
えられた．
　以上のことから，３法による EHEC O157 の解析結果
はほぼ一致し，MLVA 法が PFGE 法および IS 法と同
様に，分子疫学解析法として有用であることが確認さ

れた．一方，PFGE パターンが完全に一致した場合でも
MLVA 法ではリピート数に若干の相違が認められたこ
とや，MLVA 法で１または２遺伝子座違いであっても，
PFGE パターンが異なる場合も存在したことから，結果
の解釈は，疫学情報等を加味し，総合的に判断する必要
があると考えられる．
　IS 法については，同一 IS コードで異なる PFGE パター
ンを示す株の存在が以前から報告されているが［８］，
今回供試した菌株では，IS 法による分類結果は PFGE
タイプによる分類と完全に一致し，IS 法が，PFGE 法
に比べて迅速・簡便な分子疫学的解析法であることが確
認された．また，13-07，-08，-10 ～ -14，-16 のグルー
プでは，すべての菌株に共通して，１st プライマーセッ
トの高分子量の位置に明瞭なエキストラバンドが認めら
れた．2012 年に北海道で発生した O157 集団感染事例由
来株は，IS 法においてエキストラバンドを有すること
が特徴であったことが報告されているが［９］，同様に，
エキストラバンドも集団発生時には有用な情報となり得
ることが示唆された．
　本研究により，当センターにおいても MLVA 法の有
用性が確認され，PFGE 法，IS 法，MLVA 法の３法は
同等の型別能を有していると考えられた．迅速性・簡
便性に優れた IS 法と MLVA 法，現在の標準法である
PFGE 法の３法を必要に応じて併用することにより，菌
株間の関連性をより明確にすることが可能となると考え
る．
　なお，この研究の一部は，平成 25 年度厚生労働科学
研究「病原体解析手法の高度化による効率的な食品由来
感染症探知システムの構築に関する研究」において実施
した．
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