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　人に感染し出血性腸炎や出血性尿毒症症候群
Hemorrhagic　Uremic　Syndro皿e（HUS）を起こす志賀

毒素産生性大腸菌Shiga　toxin－producing恥。乃θr1o物σ01’

（STEC）には，様々な血清型が知られている1＞．日本にお

いて高い頻度でみられる0血清型は0157であり，検出

STEC株の約70％を占める．また026（約20％）や0111

（約4％）が比較的高い検出率を示している．0157，026

及び0111の3種の0血清型（以下，代表血清型）で分離

STECのほとんどが占められているa3）．その他の0血清

型は，日本においてはまれであったの．しかし，最近当所

に搬入されるSTEC菌株には，代表血清型以外の様々な血

清型が認められるようになった．代表血清型以外の血清型

の菌株は，生化学性状，志賀毒素（以下，STX）型ならび

にその鋸遺伝子に多様性が認められることから，腸管出

血性大腸菌検査を実施する上で注意が必要である．

　今回，当所に平成18，19年度に搬入された代表血清型以

外の血清型を示す菌について各種性状を検討したので報告

する．

材料及び方法

1．使用菌株

　使用した菌は0128（2株），0121（6株），0103（2株），

063（1株）の4血清型計11株を用いた．それぞれ北海道内

の事例から得た菌株であった．送付された菌株は単コロニー

を得た後，各種試験に供した．0血清型ならびにH血清

型は病原大腸菌免疫血清「既発」（デンカ生研（株）製）を

用い，使用説明書に従って試験を行った．

2．Polymerase　Chain　Reaction（PCR）による病原性遺

　　伝子等確認試験

1）DNAの抽出
　菌株はトリプトソイブイヨン培地を用いて35℃で一夜培

養した．菌体を遠心分離して集菌した後，DNeasy　Blood

＆Tissue　Kit（QIAGEN製）を用い，使用説明書に従い

DNAを抽出した．

2）プライマー

　瞭1及び瞭2などの臨遺伝子や病原性に関与するその他

の遺伝子を検出するためのプライマーをTable　1に示した．

Table　l　Primers　Used　in　This　Report

Target　gene／s Forward Reverse Ampricon　size　Reference

3㍑c

∫㍑1

3㍑2

∫㍑2，5㍑2c，5㍍2∂L（珊α，

3な240〃ηご

3㍑2θ

5㍑〃

α1ε

励頭

θggR

α3直4

GAGCGAAATAATTTATATGTG
GAAGAGTCCGTGGGATTACG
TTCGGTATCCTATTCCCG

AATACATTATGGGAAAGTAATA

CCTTAACTAAAAGGAATATA
AGATTGGGCGTCATCACTGGTTG
GCTTAGTGCTGGTTTAGGAT
AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC
GTATACACAAAAGAAGGAAGC
GCCATCAACACAGTATATCC

TGATGATGGCAATTCAGTAT
AGCGATGCAGCTATTAATAA
TCTCTGGTCATTGTATTA

TAAACTGCACTTCAGCAAAT

CTGGTGGTGTATGATTAATA
TACTTTAATGGCCGCCCTGTCTCC
CTCTGCAGATTAACCTCTGC
GCCGCTTTATCCAACCTGGTA
ACAGAATCGTCAGCATCAGC
GAGTGACGGCTTTGTAGTCC

518bp

130bp

471bp

256bp

230bp

428bp

591bp

254bp

326bp

106bp

16

17

18

5

19

6

20

20

20

20
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3）PCR
　Taq　DNAポリメラーゼはEx　Taq（TaKaRa　Bio製）

を用い，使用説明書に従い反応液を調製した．PCR反応

条件は以下のとおりである．すなわち，94℃の前加熱を5

分間行った後，熱変性94℃1分間，アニーリング55℃！分

間，伸張反応72℃1分間を1サイクルとして，この増幅反

応を30回繰り返し，最後に72℃7分間の反応を行った．

PCR反応液は，臭化エチジウム添加2％GTGアガロース

ゲルに供して電気泳動した後，UV照射下で増幅DNAの

確認を行った．

4）PCR－Random　Fragment　Length　Polymorphism

　　（RFLP）

　Table　1に示したプライマーを使用し増幅したDNA産

物は制限酵素処理した後，PCR－RFLPに供し蹴遺伝子の

多型解析を行った．すなわち，Pi6rardθ碩乙‘）のプライマー

を用いて増幅したDNAはHαεIIIならびにPv〃H
（TaKaRa　Bio製）を用い，　Sc㎞idtθ’αバのプライマー

による増幅DNAはEoo　RV（TaKaRa　Bio製）を用い，

最終制限酵素濃度が1Unit／μしになるよう調製した．反応

液中で37。C，30分間インキュベートした．制限酵素処理液

は臭化エチジウム添加2％GTGアガロースゲルで電気泳

動し，UV照射下でDNA断片の比較解析を行った．

3．形態及び生化学性状

　最初に，　菌株をCHROMAgar　O157TAM培地
（CHROMAgar製）ならびにTricoro1培地（（株）エルメッ

クス製）の酵素基質培地に画線塗抹後培養しコロニーの形

態を観察した．

　次に，生化学性状試験には，TSI培地（Merck製），

LIM培地，　VP半流動培地，シモンズクエン酸培地（栄研

化学（株）製）及びCLIG培地（極東製薬工業（株）製）を使

用した．糖からの酸産生能は，乳糖ならびに白糖を1％添

加したフェノールレッドブイヨン培地（Merck製）に菌株

を接種後35℃で21日間培養して酸産生能を観察した．β一

ガラクトシダーゼ試験（ONPG試験）は菌苔を適宜滅菌

生理食塩水に懸濁し，ONPGディスク（Biom6rieux製）

を添加後35℃で2時間インキュベートし判定した．

4．Reversed　Passive　Latex　Agglutination　（RPLA）法

　　ならびにイムノクロマト法によるSTXの確認　　、

　菌株のSTX産生性は，　RPLA法とイムノクロマト法を

用いて確認した．RPLAはVTEC－RPLA（デンカ生研（株）

製）を，イムノクロマトはデュオパスベロトキシン

（Merck製）を用い，いずれも使用説明書に従い試験を実

施した．

5．パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）

1）プラグ作成

　単コロニーから菌をLB　broth（BD－Difco製）に接種

し，37。Cで24時間培養した．培養液を0．5mL採取し遠心分

離した．上清を除き，尊体を1×Tris－EDTA　buffer（10

mM　Tris－HCI［pH8．0コ・1mM　EDTA［pH8．0］）（TE

buffer）に懸濁し遠心分離した．この操作を3回繰り返し，

菌体を洗浄した．最終的に上清を除いた菌体をTE　buffer

150μしに再懸濁し，これに50℃に保温した1．2％［WIV］メ

ガベースアガロース（BIO－RAD製）を等量混和しプラグ

を作成した．固化したプラグは2mしのリゾチーム溶液

（0．5M－EDTA［pH8．0］，　Lysozyme［3皿9／mL］）に移し，

37。Cで6時間振とう（70　rev／min）しながらインキュベー

トした．プラグをリゾチーム溶液から取り出し，プロテイ

ナーゼK溶液（0．5mM－EDTA［pH8．0］，　Proteinase　K

［1mg／mL］，1％［WIV］1＞Llauroylsarcosine）に入れ，

振とう（70rev／min）しながら55。Cで一晩インキュベート

した．インキュベーション後，プラグは2mM　Pefabloc

溶液（Roche　Diagnostics製）に移し室温で30分間酵素失

活を行った．その後，TE　bufferで2回洗浄し，制限酵素

bufferで平衡化を行い，．肪α1，β1η1による処理（50　U／

プラグ）を37℃で16時間行った．

2）PFGE及び泳動像の分析

　PFGEにはCHEF－DR■（BIO－RAD製）を用いた．適

切な大きさに切ったプラグを1％［WIV］Seake皿Goldア

ガロース（TaKaRa　Bio製）ゲルに包埋し，0．5×Tris－

Borate－EDTAバッファー中で，バッファー温度14℃，パ

ルスタイム22秒から54．2秒目電圧200V，泳動時間21時間の

条件で泳動を行った．電気泳動後，ゲルを臭化エチジウム

（1μg／mL）で染色し，紫外線照射下で観察した．　PFGE

法により得たDNA切断パターンはPHOTODYNE（Atto

製）を用いてTIFFファイル化した．次いでBioNumerics

ver．4，0（Applied　Math製）を用いてDice法により解析

した．なお，クラスター分析には，Tolerance　1．2％の条

件でUnweighted　Pair　Group　Method　with　Arithmetic

Average法を用いた．

結果及び考察

1．生化学性状及び分子疫学解析

　血清型ならびに生化学性状をTable　2に示した．

　0128：H2株は北海道内でも散発例が認められた．平成

18年は，1カ月以内の期間に比較的距離が近い2カ所で発

生した．当所での検査では，生化学性状はガス産生能がや

や異なる以外ほぼ同一であった（Table　2）．分子疫学解

析を行い菌株の相同性を検討した結果，0128：H2分離心

は異なる起源であることが推定された（Fig．1）．

　家族内事例から分離された0121：H19株は，4株すべ

てが混合3ならびに0114単味血清に軽い凝集性が認めら

れた．このことから当所の保存菌株の0114（？）：H19

（1997年臨床株）．2株を再検査したところ，血清型は0121：

H19であった．保存菌株を対照株とし0121：H19株6株を

比較した．分離株の4株はTSI高層斜面培地で斜面部が強

くないものの赤色を呈し，乳糖・白糖からの酸産生が弱い

株であることが示唆された（Table　2）．乳糖・白糖おの

おの単独の基質を用いて酸産生能を確認したところ，乳糖

は翌日陽性反応が，自糖は10日後陽性反応が認められた

（Table　2）．マッコンキー寒天培地に分離菌株を画線塗抹
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Table　2　Biochemical　Characters　of　STEC　Isolates

Colony　color TSI LH CLIG　　Acid　from

No．　Sample　No．　Serovar　Shiga　tox血type →
〉
ζ

コ，

8
容

一

1麟蹄琵811鵡1
1　　sp／07－4　0128　H2　STX1＆STX2　血digo　blue

2　　sp／07－4　0128　H2　STX1＆STX2　indigo　blue

blue

blue
A／A

AIA
十十　　　十　　　十　　　十

＋W　　＋　　＋　　＋

＋　　　＋　K／A＋w　＋　　＋　　＋

＋　一　＋　K／A　＋　＋　　＋　　＋

3　sp／07－27　0121　H19

4　　　sp／07－27　　0121　H19

5　　　sp／07－27　　0121　H19

6　　　sp／07－27　　0121　H19

7　　　sp／97a　　　O121　H19

8　　sp／97a　O121　H19

STX2
STX2
STX2
STX2
STX2
STX2

indigo　blue

indigo　blue

indigo　blue

血digo　blue

血digo　blue

indigo　blue

blue

blue

blue

blue

blue

blue

KIA　一　＋　＋

KIA　　　＋　＋

KIA　　　＋　＋＋

KIA　　　＋　＋＋

AIA　一　＋＋　＋

KIA　　　＋　＋

＋w　一　＋　一　＋wK／A　一

＋w　　　＋　　　＋wKIA　一

＋w　　　＋　　　＋wK／A

＋w　　　＋　　　＋wKIA　一

＋　　　＋　一　＋　KIA

＋　一　＋　　　＋wKIA　一

＋10

＋10

＋10

＋10

9　　　sp／07－36　　0103　H2

10　sp／07－36　0103　H2

STXl
STX1

indigo　blue　indigo　blue　AIA　一　＋＋　＋　＋　＋　　　＋　一　＋　K／A　一　＋w　＋　　＋

血digo　blue　iエ1digo　blue　A／A　　　＋　　＋　＋　＋　一　＋　　　＋　KIA＋w＋w　　＋　　＋

11　　sp／07－26　　063　H6 STX2 indigo　blue blue AIA 十十　　　十　　　十　　　十 十 ＋　KIA　一　＋w　＋　　＋

TAM：CHROMAgar　O157TAM，　H2S：hydrogen　sulfide　test，　Gas：gas　producing，　Lys㎞e：1ysine　decarboxylase　test，　Indole：血dole　test，

VP：Voges　Proskauer　test，

SC：S㎞on’s　ci杜ate　ut皿ity　test，肌G：methy1㎜be蜘1一β一D－gluc畑dase　test

Table　3　Genetic　Characters　and　Shiga　Toxh　Type　of　STEC　lsolates

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PCR
No．　Sample　No．　Serovar
　　　　　　　　　　　　　　　　stx　and　other　gene／s　harbored

Shiga　toxin　type
RPLA ㎞皿oc㎞omatograph

STX1 STX2 STX1 STX2
1

2

sp／07－4　　0128　H2

sp／07－4　　0128　H2

3α1，3孟κ24－oμ曜

5㍑1，5㍑24－oμ雇

STX1＆STX2
STX1＆STX2

十

十

十

十

十

十

3

4

5

6

7

8

sp／07－27　0121　H19

sp／07－27　0121　H19

sp／07－27　　0121　H19

sp／07－27　　0121　H19

sp／97a　　　　O121　H19

sp／97a　　O121　H19

5α2，εαθ

5な2，εαε

8批2，εαθ

8批2，θαθ

3批2，εoθ

3㍍2，θαθ

STX2
STX2
STX2
STX2
STX2
STX2

十

十

十

十

十

十

9

10

sp／07－36　　　0103　H2

sp／07－36　　0103　H2

3抗1，εαε

3㍍1，εαε

STXl
STX1

十

十

十

十

11 sp／07－26 063　H6 3㍑4θαθ，α3翻 STX2 十W

RPLA：Reversed　Passive　Latex　Agglutination　test，十w：weakly　positive

0128＝H2　isolates

　　M鵠

　　窒

刃

M1

0121＝H19　isolates

醐
露

7

6

二
二

曝

諺

M倒

葺

石

妻

P縫　口
　　灘鱒灘筆

　　書llll

　　Blll
　　　ll　9

　　薯幡奪塾

　　馨鱈n
　　　lll口

毒．雪・｛騰

駆
藝亨

91建駿
馨尋’て鵬犠・1

0舞燈奪

蓼導愈
　レ髄．
　塾　　　　　　・　　．L
　「　　　　　　　　　．　　　　’

　M1：Sヨわノ770ηθ伯Braenderup　H9812　after　restriction　digestion　with　Xわヨ1，

　M2：Lambda　Ladder
　1－2＝sp！07－4　isoIates，3－6＝sp／07－27　isolates，7－8＝control　strain　（sp／97a）

Fig．　1　　PFGE　Pattern　of　STEC　O128：H2　and　O121：H191solates

培養したところ，コロニーは帯褐白色を示し，ONPG試

験では弱い陽性反応を示した（Table　2）．従って，分離

株は乳糖からの酸産生は弱く，白糖は遅分解であったこと

が確認された．対照株では白糖からの酸産生が陰性であっ

た．保存株2株のうち1株はONPG試験が陽性でTSI培

地の斜面部は酸性化し黄色を呈した．他の1株はONPG

試験が弱い陽性のため，TSI培地の斜面部は赤色を呈した．

血清型0121：H19の6株について，　PFGEによる分子疫

学分析を行い菌株の相同性を検討した結果，07年の分離株

は同一起源である可能性が示唆された（Fig．1）．

　なお，家族内事例発生から分離された0103：H2株と

063：H6株の菌株について，基本的生化学性状が大腸菌の

ものと一致していることが認められた．

　2000～2006年の7年間に自治体から国立感染症研究所に

報告のあった13，007株のSTECにおける0血清型別占有

率は0128，0121，0103，063はそれぞれ0．18％，0．89％，

0．89％，0．09％であった3＞．代表血清型及びOUT以外は

いずれも0血清型別占有率は1％以下であり，STEC検

査でまれに検出されるものと考えられる．しかし，これら

の中には重篤な症状を示すものもあり，今後，検査法の検
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討をはじめ，症例からの分離や媒介物のモニター等広範な

調査が必要と考えられる．

2．病原遺伝子ならびにSTX型

　5孟x遺伝子等のPCR結果ならびにRPLA及びイムノク

ロマト法によるSTX検査結果をTable　3に示した．0121：

H19株は8孟x2を保有し，　RPLAならびにイムノクロマト法

でもSTX2陽性であった．0103：H2は3㍑1を保有し，

RPLAならびにイムノクロマト法でもSTX1陽性であった．

一方，0128：H2株は瞭1及び諏2のvariantである瞭2

4側〃’を保有・し，STX型もSTX！及びSTX2陽性と判定さ

れた．しかし，STX2についてはイムノクロマト法では陽

性になったものの，RPLA法では陽性を示さなかった．

063：H6株は灘2のvariantである瞭4を保有し，　STX2

陽性であった．イムノクロマト法では反応は弱いものの陽

性であったが，RPLA法では陽性を示さなかった．θαθ遺

伝子は0128：H2株を除くすべての菌株に，α3胡遺伝子は

063：H6株のみにみられた．

　傭遺伝子は互いに血清学的に交差しない瞭1及び廊2が

知られるが，いずれもvariantが報告されている．特に

3孟x2は遺伝子配列の相同性が60％程度のvariantが多数確

認されている8・9）．3孟x240襯遺伝子が確認された0128：H2

株は，当所保存株の中にも5な240〃班遺伝子保有株が多く，

また，海外でも蹴240襯遺伝子保有株が知られている澗．

今回，鷹240卿’遺伝子はSchmidtθ’α∠のプライマーの

使用とイムノクロマト法により検出されたが，STX検査

において使用説明書に従って実施したRPLA法では検出

されなかった．また，各地で検出された063菌株は，（1）

063：H6，　STX2産生，3な孝（十），θαε（十），（2）063：

HNM，　STX2産生，瞭4（十），θαε（十），（3）STX2産

生性063とそれぞれ特徴のある菌株であった11幽12）．いずれ

の063菌株もSTX2を産生している．しかし，当所で検査

した菌株ではRPLA法によるSTX2検出が困難なものがあっ

た．これらのことから，適切なプライマー選択とイムノク

ロマト法併用がSTX検出にあたって：重要であると考えら

れる．

　0121：H19及び0103：H2は，ともに東北地方で1990年

代後半に確認されている’3－15＞．これらは，いずれも牛との

関連が示唆されている．今回の再検査で，北海道において

も過去に分離されていたことが明らかになった．0121：

H19は感染者に重篤な症状を惹起することが報告されてい

ることから，酪農人口の大きい北海道では，感染に至る経

路を究明し感染予防対策をとることが必要であると考えら

れる．

　現在，STECの検査は主に0157のみ，もしくは0157と

026を対象とする検査が行われているが，今後はまれに検

出される血清型をも念頭にいれて検査することが肝要であ

ろう．集団事例発生時には，大量の試料を迅速に検査する

ことが求められる．また，散発事例でも迅速な検査が求め

られることから，あらかじめ並variant株の存在を考慮

に入れた試験系を組み立てることが重要であると考えられ

る．
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