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2.2　検査法

2.2.1　ヒト由来 STEC の解析

2.2.1.1　血清型別試験

　ヒト由来 STEC について，病原性大腸菌免疫血清（デ
ンカ生研）を用いて血清型別試験を実施し，O 血清群（以
下「O」という。）及び H 血清型（以下「H」という。）を
決定した。また，市販血清で同定できなかった菌株の血清
型別試験は , 国立感染症研究所（以下「感染研」という。）
に依頼して実施した。
2.2.1.2　毒素遺伝子及びインチミン遺伝子検出試験

　志賀毒素遺伝子（以下「stx」という。）及びインチミン
遺伝子（以下「eae」という。）の検出は，井口らの報告に
よる PCR 法 1）を参考にし，stx1，stx2 及びeae の 3 種類
の遺伝子を対象としたマルチプレックス PCR 法により実
施した。
2.2.1.3　反復配列多型解析法（multiple-locus variable-

number tandem-repeat analysis 以下「MLVA 法」

という。）による遺伝子型別解析 2)

1　はじめに
　岡山県下で発生した志賀毒素産生性大腸菌（以下

「STEC」という。）感染症の感染源・感染経路の究明と発
生予防を目的として，疫学調査を継続して実施している。
平成 27 年度は，収集したヒト由来株及び牛から分離した
菌株を用いて疫学調査を行ったので報告する。

2　材料及び方法
2.1　菌株及び検体

　平成27年度に県内のヒトから分離されたSTEC（以下「ヒ
ト由来 STEC」という。）57 株（患者（有症者）由来株 38
株，無症状病原体保有者由来株 19 株）を収集し，解析を行っ
た。また，県内の農家が飼育している生後 1 年未満の子牛
22 頭について，月１回，ふん便（床に排せつされた便の上部。
以下「子牛便」という。）を採取し，STEC の分離を行った。
さらに，子牛便は，同一個体について，可能な範囲で継続
して採取し，STEC 保菌状況等について調査を行った。

【調査研究】

感染予防対策に向けたヒト及び環境等における
感染症起因菌の調査（平成27年度）
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要　　旨
　志賀毒素産生性大腸菌（STEC）感染症の感染源・感染経路の究明と発生予防を目的として，平成27年度に県内でヒトから
分離されたSTECの疫学調査を行い，併せて，子牛について保菌調査を実施した。
　収集したヒト由来株57株のうち，O血清群157が40株（70.2％）で最も多かった。また，O血清群157の異なる事例間で，反復配
列多型解析法（multiple-locus variable-number tandem-repeat analysis）の結果，同一の遺伝子型別に分類される等，関連性が
考えられるクラスターが複数見られたが，いずれも疫学的関連性は確認できず，感染源・感染経路の究明には至らなかった。
　子牛における調査では，対象22頭中17頭（77.3％），ふん便55件中35件（63.6％）と，STECが高率に分離された。
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CLIG 寒天培地（極東製薬工業），LIM 培地（日水製薬）
及び ID テスト EB-20（日水製薬）を用いて大腸菌の同定
を行うとともに，病原性大腸菌免疫血清（デンカ生研）を
用いて血清型別試験を行い，O 及び H を決定した。

3　結果及び考察
3.1　岡山県内で分離されたヒト由来 STEC の疫学調査

　平成 27 年度のヒト由来 STEC の月別検出状況を，表１
に示した。
　ヒト由来 STEC は，例年と同様に夏季に多く検出される
傾向が見られ，特に，8 月は 50.9％と最も多く，平成 27 年
度に収集した菌株のうち半数を占めた。
　ヒト由来 STEC の血清型，志賀毒素（以下，「Stx」とい
う。）型及びeae の有無（以下「血清型等」という。）と症
状との関係を，表 2 に示した。
　ヒト由来 STEC は，血清型等から 10 種類に分類された。
O157 は 40 株（70.2％），O26 は 9 株（15.8％）であり，例
年と同様に，この２つの O が全体の 86％を占めた。O157
及び O26 以外では，O8，O103，O111，O121，O130 が検
出された。STEC の腸管付着に関与するeae は，溶血性尿
毒症症候群のリスク因子とされ，STEC の重要な病原因子
であり 3），O8 及び O130 以外のすべての菌株が保有して
いた。eae を保有する STEC の多くは患者（有症者）か
らの分離株であり，eae を保有していない O8:H49（Stx2）
及び O130:H11（Stx2）は無症状病原体保有者からの分離

　O26，O111 及び O157 株については，MLVA 法による
遺伝子型別（以下「MLVA 型」という。）の解析を感染研
に依頼して実施した。
2.2.1.4　IS-printing system（以下「IS 法」という。）によ

る遺伝子型別解析

　O157 株 に つ い て は，IS-printing System（TOYOBO）
を用いて遺伝子型別（以下「IS 型」という。）の解析を実
施した。
2.2.2　子牛便からの STEC 分離及び同定

　子牛便に 4 倍容の 1/15M PBS（pH7.6 自家製）を加え
た懸濁液１mL をノボビオシン加ｍ EC 培地（極東製薬工
業）9mL に接種し，42℃で一晩増菌した。前記 PCR 法
によりstx の検出を行い，stx 検出陽性の検体について，
DHL 寒天培地（日水製薬），EHT 寒天培地（極東製薬工業），
CT-SMAC 寒天培地（MERCK）及びクロモアガー STEC
寒天培地（関東化学）を用いて 37℃ 18 ～ 20 時間 分離培
養を行った。培養後，各培地から疑わしい単独コロニー及
びコロニー密集部分 20 ～ 40 箇所程度をトリプトソーヤ寒
天培地（日水製薬）に釣菌し，37℃ 18 ～ 20 時間培養後，
前記 PCR 法によりstx 及びeae の確認を行った。stx を確
認したコロニー密集部分は，分離した単独コロニーでstx
が確認できなかった場合に，さらに DHL 寒天培地等を用
いて分離培養後，単独コロニーを釣菌しstx 等の確認を行っ
た。
　stx を確認した菌株は，TSI 寒天培地（日水製薬），

表1　ヒト由来STEC月別検出状況

月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月 1月 2月 3月 計
患者(有症者）由来株 1 0 5 6 19 6 1 0 0 0 0 0 38

無症状病原体保有者由来株 1 0 2 2 10 3 0 0 0 0 1 0 19
計 2 0 7 8 29 9 1 0 0 0 1 0 57
％ 3.5 0.0 12.3 14.0 50.9 15.8 1.8 0.0 0.0 0.0 1.8 0.0

表2　ヒト由来STECの血清型・Stx型・eaeの保有と症状との関係

表1　ヒト由来STEC月別検出状況

表3　ヒト由来STECのMLVA型及びIS型
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病原因子の保有と発症の関係を検討する必要があると思わ
れた。
　ヒト由来 STEC の O157 株の MLVA 型及び IS 型，O26
株及び O111 株の MLVA 型について，表 3 に示した。

株であった。一方，株数がそれぞれ 1 株と少ないものの，
O103:H11（Stx1,2）及び O121:H19（Stx2）はeae を保有
しているにも関わらずどちらも無症状病原体保有者からの
分離株であったことから，今後さらに多くの菌株について，

図1　O157株の異なる事例間で同一のMLVA型、MLVAcomp型、IS型に分類されたクラスター
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　子牛 22 頭について，月 1 回，可能な範囲で継続して子
牛便を採取し，STEC の分離を行った。採取期間は，1 回
のみが 6 頭，2 ヶ月継続が 9 頭，3 ヶ月継続が１頭，4 ヶ月
継続が 2 頭，5 ヶ月継続が 4 頭であった。1 回から複数回
子牛便を採取し，そのうち一度でも STEC が分離された子
牛は 17 頭（77.3％）であった。また，子牛便の検体数は延
べ 55 検体であり，そのうち 35 検体（63.6％）から STEC
が分離された。子牛便から分離された STEC は，同一個
体あるいは同一検体から複数の STEC が分離されたものも
含めて 49 株であり，血清型等により 19 種類に分類された。
そのうち O 血清群型別不能（OUT）が 26 株（53.1％）と
半数以上を占めたが，ヒトからの分離頻度が高い O26 が 5
株（10.2％），O103 が 6 株（12.2％）そして，O111 が 4 株（8.2％）
分離された。eae 保有株は 21 株で，O26，O103，O111，
O145 及び OUT: HUT（Stx1）のすべての株と OUT:H-

（Stx1）5 株のうち 4 株が含まれた。また，Stx1 が確認さ
れた STEC 23 株のうち 21 株（91.3％）がeae を保有し，
Stx2 が確認された STEC はすべてeae を保有していない
といった特色のある結果が得られた。
　2 ヶ月以上継続して子牛便を採取できた個体は 16 頭で，
このうち，2 ヶ月以上継続して STEC が分離されたのは，
子 牛 No.3，5，10，11，15，17，18，19，21 及 び 22 の 10
頭であった。子牛 No.5 は O103 :H11（Stx1）eae  + が，子
牛 No.19 では O8:H7（Stx2）eae- が，2 ヶ月継続して分
離される状況が見られ，子牛が何らかの経路により感染
後 , ある程度の間STECを保菌していることが示唆された。
また，子牛 No.5 からは OUT:H21（Stx2）eae- が，子牛
No.15 からは OUT:HUT（Stx2）eae-，そして子牛 No.17

　MLVA 解析では，O157 株は 15 種類，O26 株は 6 種類，
O111 株は 2 種類の MLVA 型に分類された。このうち，家
族内等同一グループ由来株等の疫学的関連性が高い株間で
は，おおむね同一の MLVA 型に分類された。また，O157
株については IS 法を行った結果，12 種類の IS 型に分類さ
れ，MLVA 解析と同様に，疫学的関連性と IS 型に高い相
関が見られた。
　平成 27 年度の特徴として，O157 株の異なる事例間で
MLVA 型及び IS 型が同一であるか，あるいはリピート数
が１遺伝子座で異なるsingle locus variant のMLVA 型（以
下，「MLVAcomp 型」という。）に分類されるクラスター
が複数見られた（図 1）。その中でも，図 1 のⅰ）に示す
O157:H7（Stx1，2）株のクループ事例Ａ及びＢの 2 例，及
び散発事例①～⑤の 5 例の計 7 事例は，同一の MLVA 型

「15m0022」及び IS 型「307577211757」のクラスターに分
類された。これらの発症あるいは分離時期は，3 ヶ月程度
の期間に及んだ。保健所からの疫学情報を解析したとこ
ろ，患者の居住地域はすべて同一地域であったことから何
らかの共通した感染源が疑われたが，それ以外に明確な疫
学的関連性は確認できず，感染源等の究明には至らなかっ
た。感染研では全国で分離された STEC 株を収集し，O26
株，O111 株，O157 株については MLVA 法による解析を
行って，広域発生事例の把握を行っている。その結果，こ
の MLVA 型「15m0022」は，現在のところ，当県外の数
地域で分離されているため，今後の発生動向に注意が必要
であると考えられた。また，図 1 のⅱ）～ⅴ）に示すクラ
スターについても事例間での関連性を調査したが，明確な
疫学的関連性は確認することができなかった。
　STEC の主な遺伝子型別解析法には，パルスフィール
ドゲル電気泳動法（pulsed-field gel electrophoresis　以下

「PFGE 法」という。）, IS 法及び MLVA 法がある。これら
の分離能は , PFGE 法と MLVA 法が同等で，IS 法はこれ
らに比べやや劣ると言われているが 4）, 5），手技が非常に簡
便で迅速に遺伝子解析が行えるといった利点がある。一方，
平成 27 年度の遺伝子解析結果では，IS 型は同一であるが
MLVA 型の異なるパターン（図 1 のⅴ））や，逆に MLVA
法では同じ MLVAcomp 型に分類されたが，IS 型が異な
るパターン（図 1 のⅳ））も確認された。このため，IS 法
は迅速スクリーニング法として使用し，MLVA 法あるい
は PFGE 法を組み合わせて行うことが有効であると思われ
るが，いずれの方法においても，疫学情報に基づいた解析
が必要である。
　子牛便からの STEC 分離状況を表 4 に，分離された
STEC の血清型等を表 5 に，また，子牛毎の STEC 保菌
状況を表 6 に示した。

表 4　子牛便からの STEC 分離状況

表 5　子牛便由来 STEC の血清型・Stx 型・eae の有無
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表 6　子牛毎の STEC 保菌状況
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からは OUT:H21（Stx2）eae-が 2 ヶ月継続して分離された。
これらは，OUT ではあるが H，Stx 型，及びeae  の有無
が一致する STEC，あるいは，OUT:HUT であるが Stx 型
及びeae  の有無が一致する STEC であったが，継続して
分離された株が，それぞれ同一菌株である場合は，同様に，
一定期間の保菌の可能性が考えられた。さらに，子牛 No.5
では OUT:H21（Stx2）eae- が，初回，1 ヶ月後及び 3 ヶ
月後に，子牛 No.21 では，OUT:H-（Stx1）eae  + が 2 ヶ月
及び 4 ヶ月後と間欠的に分離された。これらも OUT であ
るが，間欠的に分離された菌株がそれぞれ同一菌株である
とした場合，子牛の保有する STEC の間欠的な排菌による
ものか，あるいは再感染によるものかは不明であった。
　牛の STEC 感染率は成牛より子牛の方が高いとする報
告がある 6）。我々は，数年にわたり牛のふん便から STEC
の分離を行い，保菌調査を継続して実施してきた。平成
26 年度の調査では，成牛を主とした牛直腸便 456 検体中
55 検体から STEC が分離され，分離率は 12.1％であり 7），
その他の年度の調査でも分離率はおおむね 10 ～ 20％程
度であった。今回，子牛の検査頭数は少なく，かつ排せ
つ後のふん便という良くない条件にもかかわらず，対象
22 頭中 17 頭（77.3％），ふん便 55 件中 35 件（63.6％）と
STEC が高率に分離されたことから，他の報告と同様に牛
の STEC 保菌率は，成牛より子牛の方が高い可能性が示
唆された。また，ヒトからたびたび分離される O26，O103
及び O111 が分離されたことや発症に関わると言われる
eae を保有した STEC が分離されたこと，さらには，子牛
との接触が原因と推定される感染事例が数例報告 8）～ 10）さ
れていることからも，子牛はヒトの STEC 感染症の重要な
感染源の一つとなる可能性が考えられた。
　このことから，子牛の STEC 感染予防あるいは従業員等
への感染予防に，飼育環境の衛生管理の徹底が重要である
と考える。
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