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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り，近年，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
れている．平成26年度からは，国立感染症研究所におけ
るEHEC O157，O26，O111のDNA型別解析がPFGE法
から17遺伝子座を対象としたMLVA法に変更された．
今回，当センターにおいても，新たに17遺伝子座を対象
としたMLVA法による解析を導入し，県内で分離され
たEHEC O157，O26，O111について，これまで実施し
ているPFGE法，IS法（O157のみ）に加え， MLVA法に
よる解析を実施し，疫学的解析法としての有用性を比較
した．

材料および方法

1 　供試菌株
　広島県内で分離され，当センターへ搬入されたEHEC 
O157 32株（2013～14年），O26 15株（2013～14年），O111 
18株（2000～13年）を用いた．各菌株および患者の概要
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７地域をA～Gとした．

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，診断した医師は保健所に
全数届出を行う．これにより，毎年3,000～4,000の届出
がされている［１］．患者の主症状は激しい血便と腹痛
で，重症例では溶血性尿毒症症候群（HUS）を引き起
こし，脳症などを併発して死に至ることもある［２］．
全国の地方衛生研究所からの報告によると，EHEC全検
出数におけるO血清群の割合は，2014年はO157が最も
多く，59.2％（1,355/2,289）を占め，次いでO26が21.9％

（502/2,289），O111が５位で3.4％（78/2,289）であった 
［１］．過去５年間（2009～2013年）の報告数をみると，
毎年O157が第１位，O26が第２位を占め，O111が３位
または４位であったことから［３- ７］，これら３群は，
我が国で検出される腸管出血性大腸菌の主要な血清群で
あると言える．
　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の分子疫学的解析法と
して，パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）法が標
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表１　供試菌株および患者の概要
菌株番号 届出年月日 地域 年齢 性別 血清型 毒素型 疫学情報

13-01 2013/ 1/12 A 63 女 O157:H7 VT1,2
13-02 2013/ 1/17 A 41 女 O157:H7 VT1,2 13-01の家族
13-03 2013/ 1/16 A 11 男 O157:H7 VT1,2 13-01の家族
13-04 2013/ 1/16 A 14 男 O157:H7 VT1,2 13-01の家族
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
14-06 2014/ 7/ 8 A 2 男 O157:H7 VT1,2
14-08 2014/ 7/22 A 80 女 O157:H- VT1,2
14-09 2014/ 7/24 D 22 男 O157:H7 VT1,2
14-10 2014/ 7/28 D 16 男 O157:H7 VT1,2
14-12 2014/ 7/30 A 28 男 O157:H7 VT2
14-14 2014/ 8/ 8 A 75 女 O157:H7 VT2
14-15 2014/ 8/21 A 31 女 O157:H7 VT2
14-16 2014/ 8/30 A 72 男 O157:H7 VT1,2
14-21 2014/10/ 3 E 82 女 O157:H7 VT2
13-17 2013/ 7/11 F 28 女 O26:H11 VT1
13-18 2013/ 7/11 F 37 女 O26:H11 VT1
13-23 2013/ 8/10 A 5 男 O26:H11 VT1
13-24 2013/ 8/14 A 29 女 O26:H11 VT1 13-23の家族
13-25 2013/ 8/14 A 1 女 O26:H11 VT1 13-23の家族
13-26 2013/ 8/20 A 3 男 O26:H11 VT1
13-27 2013/ 8/23 A 27 女 O26:H11 VT1 13-26の家族
13-31 2013/ 8/28 A 1 女 O26:H11 VT1 13-26の家族
14-07 2014/ 7/22 F 27 女 O26:H11 VT1
14-11 2014/ 8/ 4 F 22 男 O26:H11 VT1
14-13 2014/ 8/14 F 17 女 O26:H11 VT1
14-17 2014/ 9/20 D 2 男 O26:H11 VT1
14-18 2014/ 9/ 9 D 34 女 O26:H11 VT1 14-17の家族
14-19 2014/ 9/ 9 D 8 男 O26:H11 VT1 14-17の家族
14-20 2014/ 9/12 D 5 女 O26:H11 VT1 14-17の家族
00-9 2000/ 6/22 C 6 女 O111:H- VT1,2
00-23 2000/ 8/ 3 C 4 男 O111:H- VT1
00-28 2000/ 8/19 F 1 女 O111:H- VT1,2
00-29 2000/ 8/25 F 6 女 O111:H- VT1,2 00-28の家族
00-33 2000/ 8/24 A 8 男 O111:H- VT1,2
00-34 2000/ 8/27 A 36 女 O111:H- VT1,2 00-33の家族
01-8 2001/ 5/11 F 2 女 O111:H- VT1,2
02-8 2002/ 5/15 G 2 男 O111:H- VT1,2
05-32 2005/ 8/30 F 1 女 O111:H- VT1
08-8 2008/ 5/20 C 23 男 O111:HUT VT1
08-21 2008/ 7/23 F 21 男 O111:HUT VT1,2
08-62 2008/10/ 1 D 2 女 O111:H- VT1,2
08-64 2008/10/ 6 D 66 女 O111:H- VT1,2 08-62の家族
09-9 2009/ 5/14 F 3 女 O111:HUT VT1,2
09-40 2009/ 9/ 1 F 4 男 O111:HUT VT1
09-42 2009/ 9/ 6 F 5 男 O111:HUT VT1 09-40の家族
13-28 2013/ 9/ 6 E 36 女 O111:H- VT1
13-38 2013/10/31 A 9 男 O111:H- VT1,2
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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Locus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．また，リピート数の相違が
１遺伝子座以内［Single locus variant（SLV）］を同一
コンプレックスとして分類した．

結　　　果

1 ．EHEC O157の解析結果
（ 1 ）PFGE法
　2013から2014年に県内で分離されたEHEC O157 32株
は，PFGE法により20パターンに型別され，５つのクラ
スターを形成した（図１）．接触者，同一家族等の菌株

2 　方法
（ 1 ）PFGE法
　国立感染症研究所の方法［８］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．バンドパターンの相違数が３以内を同一
クラスターとして分類した．

（ 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．

（ 3 ）MLVA法
　Izumiyaら［ ９］ の 方 法 に 従 い，O157-10を 除 い た
17ヶ所のLocusについて解析した．すなわち，QIAGEN 

図１　EHEC O157のPFGEクラスター
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（ 3 ）MLVA法
　EHEC O157 32株は，４種類のMLVA コンプレック
スを形成した．疫学情報から関連のある13-01 ～ 04の４
株（コンプレックス ⅠA），13-07/ -08/ -10 ～ -14/ -16の
８株（ⅠC）は17 ヶ所の遺伝子座のうちリピート数の相
違が１（SLV）以内であり，疫学情報からは関連が不
明な13-06，-09，-15，-35（ⅠB），13-21，-22（ⅠD）が
SLV以内の同一コンプレックスに分類された．

2 ．EHEC O26の解析結果
（ 1 ）PFGE法
　2013年から2014年に分離されたEHEC O26 15株は，

間では，13-01～-04の４株（クラスターⅠa）および13-
07/-08/ -10～-14/ -16の８株（Ⅰe）はPFGEパターンが
完全に一致した．一方，疫学情報では関連が不明な13-
06，-09，-15，-35（Ⅰd），13-21，-22（Ⅰc）及び14-06，
-10，-16（Ib）は３バンド以内の相違で，類似度85％以
内の同一クラスターに分類された（図１）．

（ 2 ）IS法
　EHEC O157 32株は，疫学情報から関連のある13-01
～04の４株，13-07/ -08/ -10～-14/ -16の８株は同一のIS
コードを示した（表２）．また，疫学情報からは関連が
不明な13-19と14-06，13-21と -22および13-34と14-09のIS
コードが一致した．

表２　EHEC O157のMLVA，ISおよびPFGE法による解析結果
菌株
番号

MLVA　リピート数 MLVA
コンプレックス

ISコード PFGE
クラスターO157

-3
O157

-9
O157
-25

O157
-34

EH157
-12

EH111
-11

EH111
-8 EHC-1 EHC-2 EHC-5 O157

-17
O157
-19

O157
-36

O157
-37

EH26
-7

EH111
-14 EHC-6 1st 2nd

13-01 12 9 4 11 4 2 1 5 4 17 7 4 9 6 -2 -2 -2
ⅠA 717577 611557 Ⅰa13-02 13* 9 4 11 4 2 1 5 4 17 7 4 9 6 -2 -2 -2

13-03 12 9 4 11 4 2 1 5 4 17 7 4 9 6 -2 -2 -2
13-04 12 9 4 11 4 2 1 5 4 17 7 4 9 6 -2 -2 -2
13-05 16 11 4 9 6 2 1 5 4 -2 6 6 5 7 -2 -2 -2 105457 311252
13-06 10 12 3 11 4 2 1 6 4 2 7 7 10 8 -2 -2 -2

ⅠB
717577 211657

Ⅰd13-15 10 12 3 11 4 2 1 6 4 2 7 7 11 8 -2 -2 -2
13-09 10 12 3 11 4 2 1 6 4 2 7 7 11 8 -2 -2 -2 717575 211657
13-35 10 12 3 11 4 2 1 6 4 2 7 7 11 8 -2 -2 -2 717555 211657
13-07 18 9 3 9 6 2 1 4 5 -2 5 8 -2 8 -2 -2 -2

ⅠC 341057 310652 Ⅰe

13-08 18 9 3 9 6 2 1 4 5 -2 5 8 -2 8 -2 -2 -2
13-10 18 9 3 9 6 2 1 4 5 -2 5 8 -2 8 -2 -2 -2
13-11 18 9 3 9 6 2 1 4 5 -2 5 8 -2 8 -2 -2 -2
13-12 18 9 3 9 6 2 1 4 5 -2 5 8 -2 8 -2 -2 -2
13-13 19 9 3 9 6 2 1 4 5 -2 5 8 -2 8 -2 -2 -2
13-14 18 9 3 9 6 2 1 4 5 -2 5 8 -2 8 -2 -2 -2
13-16 18 9 3 9 6 2 1 4 5 -2 5 8 -2 8 -2 -2 -2
13-19 11 11 8 12 4 2 1 5 4 11 7 6 3 5 -2 -2 9 717577 611657
13-21 10 13 8 12 4 2 1 5 5 -2 8 6 3 5 -2 -2 -2 ⅠD 717555 611657 Ⅰc13-22 10 13 8 12 4 2 1 5 5 -2 8 6 3 5 -2 -2 -2
13-32 14 9 5 9 6 2 1 10 5 -2 4 7 6 7 -2 -2 -2 305457 611242
13-34 10 14 3 11 4 2 1 6 4 2 7 7 10 8 -2 -2 -2 717557 611657
13-37 12 9 4 11 4 2 1 5 4 7 6 4 9 6 -2 -2 -2 717557 631557
14-06 10 12 6 12 4 2 1 5 5 2 7 6 3 5 -2 -2 11 717577 611657 Ⅰb
14-08 10 14 7 9 4 2 1 9 5 -2 4 10 4 3 -2 -2 -2 311057 310457
14-09 12 9 5 12 4 2 1 6 4 10 6 6 12 7 -2 -2 -2 717557 611657
14-10 13 12 5 11 4 2 1 5 4 -2 10 6 14 7 -2 -2 -2 707557 611657 Ⅰb
14-12 9 20 4 9 6 2 1 12 4 -2 4 7 10 6 -2 -2 -2 245457 611242
14-14 4 -2 3 9 4 2 1 12 5 -2 5 7 6 5 -2 -2 -2 012057 214442
14-15 7 8 3 9 1 2 1 7 5 2 3 5 7 6 -2 -2 -2 114057 303443
14-16 13 11 5 13 5 2 1 6 4 -2 6 6 5 7 -2 -2 -2 317577 211757 Ⅰb
14-21 14 10 4 9 6 2 1 3 5 -2 7 8 -2 9 -2 -2 -2 345457 311652

*太字はsingle locus variantを示す

図２　EHEC O26のPFGEクラスター
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PFGE法により８パターンに型別され，３つのクラス
ターを形成した（図２）．同一家族由来の菌株間では，
13-23/ -24/ -25の３株は１バンド以内の相違で，類似度
95.2％の同一クラスター（Ⅱa），13-26/ -27/ -31の３株

はパターンが一致（Ⅱa），14-17 ～ 20の４株は１バンド
以内の相違で，類似度95.5％の同一クラスター（Ⅱb）
に分類された．一方，13-23 ～ 25と13-26/ -27/ -31は異
なる家族であるが，PFGEパターンが完全に一致した（Ⅱ

表３　EHEC O26のMLVAおよびPFGE法による解析結果
菌株
番号

MLVA　リピート数 MLVA
コンプレックス

PFGE
クラスターO157

-3
O157

-9
O157
-25

O157
-34

EH157
-12

EH111
-11

EH111
-8 EHC-1 EHC-2 EHC-5 O157

-17
O157
-19

O157
-36

O157
-37

EH26
-7

EH111
-14 EHC-6

13-17 -2 9 2 1 2 2 1 7 12 7 -2 1 -2 -2 4 1 -2 ⅡA Ⅱc13-18 -2 9 2 1 2 2 1 7 12 7 -2 1 -2 -2 4 1 -2
13-23 -2 9 2 1 2 2 1 9 16 -2 -2 1 -2 -2 3 1 -2

ⅡB Ⅱa
13-24 -2 9 2 1 2 2 1 9 16 -2 -2 1 -2 -2 3 1 -2
13-25 -2 9 2 1 2 2 1 9 16 -2 -2 1 -2 -2 3 1 -2
13-26 -2 9 2 1 2 2 1 9 16 -2 -2 1 -2 -2 3 1 -2
13-27 -2 9 2 1 2 2 1 9 16 -2 -2 1 -2 -2 3 1 -2
13-31 -2 9 2 1 2 2 1 9 16 -2 -2 1 -2 -2 3 1 -2
14-07 -2 8 2 1 2 2 1 12 14 -2 -2 1 -2 -2 3 1 -2
14-11 -2 10 2 1 2 2 1 8 13 -2 -2 1 -2 -2 3 1 8
14-13 -2 11 2 1 2 2 1 12 15 2 -2 1 -2 2 3 1 17
14-17 -2 11 2 1 2 2 1 8 15 14 -2 1 -2 -2 2 1 -2

ⅡC Ⅱb14-18 -2 11 2 1 2 2 1 8 15 -2* -2 1 -2 -2 2 1 -2
14-19 -2 11 2 1 2 2 1 8 15 14 -2 1 -2 -2 2 1 -2
14-20 -2 11 2 1 2 2 1 8 15 14 -2 1 -2 -2 2 1 -2

*太字はsingle locus variantを示す

図３　EHEC O111のPFGEクラスター

菌株

番号

類似度（%） PFGEパターン (kbp)

Ⅲa

PFGE
クラスター

Ⅲb

Ⅲc

Ⅲd

表４　EHEC O111のMLVAおよびPFGE法による解析結果
菌株
番号

MLVA　リピート数 MLVA
コンプレックス

PFGE
クラスターO157

-3
O157

-9
O157
-25

O157
-34

EH157
-12

EH111
-11

EH111
-8

EHC-
1

EHC-
2

EHC-
5

O157
-17

O157
-19

O157
-36

O157
-37

EH26
-7

EH111
-14

EHC-
6

00-9 -2 8 2 3 2 4 5 7 9 -2 -2 1 -2 9 -2 1 3 Ⅲc
00-23 -2 14 2 3 2 4 5 12 9 -2 -2 1 -2 5 -2 1 3 Ⅲb
00-28 -2 12 2 3 2 4 5 8 8 -2 -2 1 -2 -2 -2 1 3 ⅢA

Ⅲc
00-29 -2 11* 2 3 2 4 5 8 8 -2 -2 1 -2 -2 -2 1 3
00-33 -2 10 2 3 2 4 5 11 9 -2 -2 1 -2 8 -2 1 3 ⅢB00-34 -2 10 2 3 2 4 5 11 9 -2 -2 1 -2 8 -2 1 3
01-8 -2 8 2 3 2 4 5 11 8 -2 -2 1 -2 8 -2 1 3
02-8 -2 12 2 3 2 4 5 14 9 2 -2 1 -2 12 -2 1 3

Ⅲb05-32 -2 13 2 3 2 5 5 13 9 7 -2 1 -2 12 -2 1 3
08-8 -2 14 2 3 2 4 5 16 9 -2 -2 1 -2 10 -2 1 3
08-21 -2 10 2 3 2 4 5 10 8 -2 -2 1 -2 10 -2 1 3
08-62 -2 13 2 3 2 4 5 10 10 9 -2 1 -2 10 -2 1 3 ⅢC Ⅲd08-64 -2 13 2 3 2 4 5 10 10 9 -2 1 -2 10 -2 1 3
09-9 -2 6 2 3 2 3 9 9 11 10 -2 1 -2 11 -2 1 6
09-40 -2 12 2 3 2 4 5 13 9 9 -2 1 -2 6 -2 1 3 ⅢD Ⅲa09-42 -2 12 2 3 2 4 5 13 9 9 -2 1 -2 6 -2 1 3
13-28 -2 9 2 3 2 3 13 9 18 -2 -2 1 -2 9 -2 1 3
13-38 -2 10 2 3 2 4 5 22 10 -2 -2 1 -2 10 -2 1 3
*太字はsingle locus variantを示す
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13-07/-08/ -10 ～ -14/ -16）はPFGE法およびIS法による
解析結果は完全に一致し，MLVA法においてもSLV以
内の相違で，密接に関係していると解釈され，分子疫学
的にも，集団発生の一部であることが示された．一方，
疫学情報からは関連が不明な菌株間では，13-06，-09，
-15，-35は，PFGE法では３バンド以内で，MLVA法で
はSLV以内，IS法では２バンド以内の相違であった．
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，-15は，地域は異なるが近
い時期に分離されている．13-06，-09，-15，-35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．次に，13-21，
-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．また，14-06，
-10，-16はPFGE法では３バンド以内の相違で密接に関
係していると解釈される結果であったが，IS法および
MLVA法では分子疫学的にも不一致という結果であっ
た．これらの株は分離地域や時期も異なることから，疫
学的関連を有する可能性は低いと考えられる．また，IS
法の結果では，疫学情報からは関連が不明の菌株間（13-
19，14-06および13-34，14-09）でISコードが一致したが，
これらは，PFGE法およびMLVA法では不一致という結
果であったため，関係性は低いと考えられる．
　EHEC O26については，2013～14年の２年間に分離
された15株をPFGE法，MLVA法により解析した．そ
の結果，同一家族由来の菌株間（13-23～25，13-26/ 
-27/ -31，14-17～-20）では，PFGE法ではそれぞれ１
バンド以内の相違で類似度も95％以上と高い値であり，
MLVA法においてもSLV以内であった．したがって，
密接に関係していると解釈され，分子疫学的にも，分離
菌株はそれぞれ関係があることが示された．また，疫
学情報からは関連が不明な株について，13-23/ -25と13-
26/ -27/ -31は異なる家族由来であるが，PFGEパターン
が一致し，MLVA法でもSLV以内の同一グループに分
類された．これらの菌株は同地域で近い時期に分離され
ていることから，関係する可能性が示唆された．また，
疫学的関連が不明の13-17，-18についても，PFGEパター
ン，MLVAリピート数が完全に一致しており，同時期
に同地域で分離されていることから，関連している可能
性が高いと考えられた．
　EHEC O111については，2000～13年の14年間に分離
された18株について，PFGE法，MLVA法により解析
を行った．家族内事例（00-28/ -29，00-33/ -34，08-62/ 
-64，09-40/ -42）では，PFGE法では２バンド以内の相
違で類似度は90％以上，MLVA法においてはそれぞれ
SLV以内であったことから，これらの菌株はそれぞれ密
接に関係していることが示された．一方，疫学情報から

a）．また，13-17，-18は疫学情報からは関連は不明であ
るが，PFGEパターンが一致した（Ⅱc）．

（ 2 ）MLVA法
　EHEC O26 15株は，MLVA法により３つのコンプレッ
クスを形成した（表３）．家族内事例（13-23～25，13-26/ 
-27/ -31，14-17 ～ -20）では，それぞれ菌株間のリピート
数の相違が１遺伝子座以内（SLV）であり，同一コンプレッ
クスに分類された（ⅡB）．また，PFGE法での結果と同
様に，13-23 ～ -25と13-26/ -27/ -31は異なる家族であるが，
すべての遺伝子座でリピート数が一致し（ⅡB），疫学的
関連が不明の13-17，-18も完全に一致した（ⅡA）．

3 ．EHEC O111の解析結果
（ 1 ）PFGE法
　2000年から2013年に分離されたEHEC O111 18株は，
PFGE法により13パターンに型別され，４つのクラス
ターを形成した（図３）．家族内事例では，00-28/ -29（Ⅲc）
および00-33/ -34（Ⅲc）はPFGEパターンが一致，09-
40/ -42は２バンドの相違で類似度91.3％（Ⅲa），08-62/ 
08-64は２バンドの相違で類似度90.9％（Ⅲd）の同一ク
ラスターに含まれた．また，疫学情報からは関連が不明
な株については，00-23，02-8，05-32，08-8が３バンド以
内の相違で類似度86.1％の同一クラスター（Ⅲb），00-9，
00-28/ -29，00-33/ -34，01-8が２バンド以内の相違で類
似度90.9％の同一クラスター（Ⅲc）に分類された．

（ 2 ）MLVA法
　EHEC O111 18株は，４種類のコンプレックスを形成
した（表４）．家族内事例の00-28/ -29（ⅢA），00-33/ 
-34（ⅢB），08-62/ 08-64（ⅢC），09-40/ -42（ⅢD）は，
それぞれSLV以内の同一コンプレックスに分類された．
その他，疫学的関連は不明の菌株間では，00-33/ -34
と01-8がリピート数の相違が２遺伝子座 ［Double locus 
variant（DLV）］の関係であったが，その他の菌株では
関連は認められなかった．

考　　　察

　広島県内で分離されたEHEC O157 32株，O26 15株，
O111 18株をPFGE法およびMLVA法により解析した．
O157については，IS法を加えた３法により解析した．
　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，７以上は不一
致と解釈し［10］，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（DLV）
は関係する可能性がある，３以上は不一致と解釈する．
2013 ～ 14年に県内で分離されたEHEC O157 32株は，
疫学情報から関連の認められる菌株間（13-01 ～ -04，
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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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は関連が不明の00-23，02-8，05-32，08-8は，PFGE法に
おいて，関係があると解釈される３バンド以内の相違で
あったが，MLVA法では不一致であった．これらの株
は分離時期が２年以上離れており，地域も異なることか
ら，疫学的関連を有する可能性は低いと考えられる．さ
らに，00-9，00-28/ -29，00-33/ -34，01-8はPFGEパター
ンが２バンド以内の相違であり，00-28/ -29と00-33/ -34
については，分離時期が近いため，関連を有する可能性
も示唆される．また，00-33/ -34と01-8はMLVA法にお
いてもDLVの関係であったことから，遺伝学的には近
縁であると考えられるが，分離時期や地域は離れており，
関連は不明である．
　PFGE法とMLVA法の２法を比較すると，今回の結果
では，同一家族や接触者由来の菌株間ではすべて，密
接に関係していると解釈される結果が得られたことか
ら，疫学的関連が推察されるグループ内では，２法は
同等の解析能力を有していると考えられた．一方，関
連を有する可能性が低い菌株間で，EHEC O157および
O111ではPFGEパターンの相違が３バンド以内であった
が，MLVA法においては関係が示唆される事例が存在
した．それに対し，MLVA法においてSLV以内の株では，
PFGE法でも２バンド以内の相違で関係があると解釈さ
れる結果が得られ，疫学情報ともほぼ一致した．PFGE
法は分子疫学的解析法の標準法であるが，今回の結果で
は，MLVA法の方が，より正確に遺伝学的差異を識別
可能な場合もあると考えられた．分子疫学的解析を行う
際には，疫学情報を十分考慮することが重要であり，必
要に応じて，PFGE法とMLVA法を組み合わせることに
より，より正確な判定をすることが可能であると考えら
れる．また，EHEC O157については，IS法も加えて３
法での比較を行ったところ，IS法では，疫学情報からは
関連が不明で，PFGE法およびMLVA法では不一致と解
釈される菌株間でISコードが一致する事例が２例みられ
た．これらの菌株が関連を有する可能性は低いと考えら
れ，今回の結果からは，IS法は，２法に比べて解析能力
がやや劣ると考えられた． 
　本研究により，当センターにおいてもEHEC O157，
O26，O111に対するMLVA法の有用性が確認された．
MLVA法は，PFGE法に比べ，短時間で結果が得られ，
データを数値化できるため，結果の比較が容易であっ
た．したがって，MLVA法を実施している施設間での
データ共有が可能であり，広域発生事例を探知する上
で優れていると考えられる．IS法が現段階ではEHEC 
O157に限定されるのに対し，MLVA法は，EHECの主
要な３血清群を対象としていることからも，迅速・簡便
で有用な分子疫学的解析法であると考えられた．
　なお，この研究の一部は，平成26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



広島県立総合技術研究所保健環境センター研究報告，No. 23（2015）

14

1995;33(9):2233-2239.


