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要  旨 

 腸管出血性大腸菌の感染事例での分子疫学解析を行い関連性を検討した。対象は 2021 年１月から 

12月に香川県内で分離された腸管出血性大腸菌、O26：10株、O157：5株、O8：2株、O63：1株、

O81：１株、O91:１株、O93:1株、O 型不明：1株を用いた。O26、O157はパルスフィールドゲル電気泳

動法（Pulsed-field gel electrophoresis：PFGE法）、反復配列多型解析法（Multiple locus 

variable-number tandem-repeat analysis, MLVA法）を、その他のO群型はPFGE 法にて検討を行っ

た。発生状況は、散発が11事例、家族内感染が1事例、同一施設利用者内感染2事例で、家族内感

染、同一施設利用者内感染において関連性が見られた。また、散発事例間での関連性は認められなかっ

た。 

 

キーワード：分子疫学解析 腸管出血性大腸菌 PFGE 法 MLVA 法 

 

Ⅰ はじめに 

腸管出血性大腸菌感染症は、「感染症の予防及び感染症

の患者に対する医療に関する法律」の３類感染症に分類

され、診断した医師の全数届出が義務付けられている。

また、疫学調査を行うことは、感染の原因究明や拡大防

止、再発防止のために大変重要である。腸管出血性大腸

菌の分子疫学解析にはパルスフィールドゲル電気泳動法

（Pulsed-field gel electrophoresis：PFGE法）が広く

用いられてきた。しかし、解析に時間がかかることなど

の問題点がある。近年、分解能、迅速性に優れた分子疫

学解析法として、反復配列多型解析法（Multiple locus 

variable-number tandem-repeat analysis, MLVA法）が

用いられるようになっている。MLVA法はゲノム上の反復

配列の多形性を利用する方法で、反復配列領域をPCR で

増幅し得られた増幅産物の大きさから繰り返し配列のコ

ピー数を決定し、複数の反復配列領域のコピー数の差異

から菌株間の異同を調べる方法である。また、MLVA法は

数値化するため、機関間での比較も容易であるといった

利点がある。当センターでは2019年から腸管出血性大腸

菌O157、O26、O111について従来法のPFGE法に加えMLVA

法での分子疫学解析を行っている。 

今回、2021年に香川県内で分離された腸管出血性大腸

菌について PFGE 法、MLVA 法を用いて分子疫学解析を行

ったので報告する。 

 

Ⅱ 方法 

１  対象 

2021 年１月から 12 月に香川県内で分離された腸管

出血性大腸菌 22 株（O26：10株、O157：5株、O8：2株、

O63：1株、O81：１株、O91:１株、O93:1株、O 型不明：

1株）を対象とし、O26、O157については、PFGE 法とMLVA 

法を、その他の血清型は、PFGE 法を実施し分子疫学解析

を行った。 

２  PFGE法 

2004年に国立感染症研究所で示された方法１）に従い実

施した。供試菌をトリプトソーヤブイヨン「ニッスイ」

(日水製薬)で 36℃18 時間培養した培養液を用いてアガ

ロースブロックを作成し、制限酵素 XbaⅠを用いて、37℃

18 時間振とうし、消化反応させた。分子量マーカーは、

Salmonella Braenderup H9812を同様に処理した。電気

泳動は、Bio Rad CHEF-DRⅢ Systemを使用し、TBE Buffer 

を用いて６V/cm、スイッチングタイム2.2-54.2秒、泳動

時間19時間、Buffer温度 14℃の条件で実施した。解析

は BioNumrics v7.6(インフォコム)を用いて、類似係数 

Dice、デンドログラム型 UPGMA、トレランス設定は最適

化 0％、トレランス 1.0％でデンドログラムを作成した。 
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３  MLVA法 

腸管出血性大腸菌 MLVA ハンドブック２）に従い実施し

た。DNA抽出はアルカリ熱抽出法により行った。抽出した

鋳型を用い、解析対象とする17か所の遺伝子座の領域に

ついて、２種類のマルチプレックスPCR で増幅した。電

気泳動はSeqStudio Genetic Analyzer （ThetmoFisher）

を用いた。また、国立感染症研究所より検査結果をもと

に得られる統一的な記号(MLVA型)の付与、およびコンプ

レックス解析結果(MLVAcomplex)の提供を受けた。国立感

染症研究所では、リピート数が1遺伝子座において異な

るSingle Locus Variant（SLV）など、関連性が推測され

る型を complexとしてまとめる様式をとっている３）。 

 

Ⅲ 結果 

１ O26事例 

事例概要及びMLVA解析結果を表1に、PFGE法解析結果

を図1に示した。2月から7月の間に10株搬入され、そ

の中に同居家族内感染が１事例(事例1)と同一施設(施設

A)利用者内感染１事例(事例2)が含まれていた。事例1は

MLVA Typeは一致、PFGE法解析でも同一group(a)に分類

された。事例2はMLVA法では5株のうち4株は一致、１

株はSLV であり、この5株は同一complex(21c203)であ

った。またPFGE法解析でも同一group(b)に分類された。 

２ O157事例 

事例概要及びMLVA解析結果を表2に、PFGE法解析結果

を図2に示した。5月に1株、9月に4株搬入され、その

中には同一施設(施設 B)利用者内感染 1 事例(事例３)含

まれており、MLVA型は一致し、PFGE法解析でも類似度は 

100％で同一group(c)に分類された。 

３ O8事例 

 

事例概要を表3に、PFGE法解析結果を図3に示した。

8月と12月に1件ずつ発生した散発事例でありPFGE法

は異なるバンドパターンであった。 

４ その他の血清型事例 

事例概要を表 4 に示した。1 月に O63：1 株、10 月に

O93：1株、O81：１株、O91：１株、O型別不明株：1株の

計5 株であった。すべて散発事例由来無症状保菌者から

の分離株であった。PFGE法解析結果は比較するものがな

いのでデータを蓄積した。 

 

Ⅳ 考察 

１ O26事例 

事例１は家族内感染で、MLVA type、PFGE group共に一

致しており、家族間で感染したものと考えられる。事例

2については、MLVA解析では5株中4株は一致、1株は

SLV であった。これらは同一 complex(21c203)であり、

PFGE 解析でも同一 group であったことより同じ保育施

設(施設 A)内で幼児が感染し、同園に通う幼児及び職員

に感染を起こしたと考えられる。また、国立感染症研究

所の解析によるとcomplex(21c203)は北海道、東北新潟、

関東甲信越、東海北陸、近畿、中国四国の広いブロック

に渡る22機関で分離された広域complexである 4)が関連

性は不明である。 

２ O157事例 

事例 3 は同じ保育施設(施設 B)に通う幼児２名かが感

染した事例であった。MLVA type、PFGE group共に一致

し、保育施設内で感染したと考えられる。 

３ O8事例 

２株とも勤務先での定期検便で判明した散発事例由

来であり、PFGE 法解析でも関連性は認められなかった。 
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表１ O26事例 

菌株番号
事例
No.

発生月 年齢
O血
清群

H型 VT型
MLVA
type

MLVA
comp

PFGE
group

疫学情報

EH21-02 2月 0-4歳 26 11 1 21m2004 a 患者、同居家族
EH21-03 3月 50歳代 26 11 1 21m2004 a 保菌者、同居家族
EH21-04 3月 0-4歳 26 11 1 21m2004 a 保菌者、同居家族
EH21-05 3月 0-4歳 26 11 1 21m2004 a 保菌者、同居家族
EH21-07 6月 20歳代 26 11 1 21m2045 保菌者(散発)
EH21-08 7月 0-4歳 26 11 1 21m2042 21c203 b 患者
EH21-09 7月 0-4歳 26 11 1 21m2042 21c203 b 患者
EH21-10 7月 0-4歳 26 11 1 21m2042 21c203 b 保菌者、接触者
EH21-11 7月 50歳代 26 11 1 21m2049 21c203 b 保菌者、接触者
EH21-12 7月 0-4歳 26 11 1 21m2042 21c203 b 保菌者、接触者

2

1

 

 

図１ O26事例のPFGE法解析結果 

 

表２ O157事例 

菌株番号
事例
No.

発生月 年齢
O血
清群

H型 VT型
MLVA
type

MLVA
comp

PFGE
group

疫学情報

EH21-06 5月 60歳代 157 7 1，2 21m0041 21c013 患者(散発)
EH21-13 9月 0-4歳 157 － 1，2 21m0175 c 患者(散発)
EH21-14 9月 0-4歳 157 － 1，2 21m0175 c 保菌者、接触者

EH21-16 9月 5-9歳 157 － 1，2 20m0078 患者(散発)
EH21-17 9月 70歳代 157 7 2 21m0313 患者(散発)

3
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図２ O157事例のPFGE法解析結果 

 

表３ O8事例 

菌株番号 事例No. 発生月 年齢
O血
清群

H型 VT型 eae
PFGE
group

疫学情報

EH21-15 8月 50歳代 8 19 2 - 患者(散発)
EH21-22 12月 50歳代 8 19 2 - 保菌者(散発)

 

 

 

図３ O8事例のPFGE法解析結果 

 

 

 

表４ その他のO群事例 

菌株番号 事例No. 発生月 年齢
O血清
群

H型 VT型
PFGE
group

疫学情報

EH21-01 1月 20歳代 63 6 2 保菌者(散発)
EH21-18 10月 40歳代 93 28 2 保菌者(散発)
EH21-19 10月 60歳代 UT 19 2 保菌者(散発)
EH21-20 10月 30歳代 81 21 1，2 保菌者(散発)
EH21-21 10月 20歳代 91 ー 1 保菌者(散発)

 

 

 

Ⅴ まとめ 

2021 年 1月から12月の間に搬入された腸管出血性大

腸菌の菌株は、O26：10株、O157：5株、O8：2株、O63：

1株、O81：１株、O91:１株、O93:1株、O型不明：1株で

あった。家庭内感染が１事例4 株、保育施設での感染が

２事例７株であった。同一事例でのMLVAパターンは一致

もしくは同一complexであった。同一事例でのPFGEパタ

ーンも一致もしくは類似性が高かった。また、散発事例

の菌株間で MLVA 解析、PFGE 解析での類似性が高い菌株

は確認されなかった。疫学調査、MLVA解析、PFGE解析で

の結果が一致した。また、事例２はMLVA解析の結果、北

海道、東北新潟、関東甲信静岡、東海北陸、近畿、中国四
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国の広いブロックに渡る 22 機関で分離された広域

complex(21c203)に含まれることが判明した。MLVA 法を

導入することで、より迅速な菌株解析と広域株の探知が

可能となった。 
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