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第 1 章 序論 

 

背景  

腸管病原菌は下痢症などの腸管症状を引き起こす病原菌であり、食中毒等の集団発

生を引き起こし、社会的な問題になることがある。代表的な腸管病原菌には、我が国

においても 1990 年代に甚大な被害を経験した腸管出血性大腸菌（1）や、細菌性食中

毒の原因菌として最も検出率の高いカンピロバクター（2）、細菌性赤痢の原因菌であ

る赤痢菌（3）、現在 7 回目の世界的流行が発生しているコレラ菌（4）などが含まれる。

これらの腸管病原菌が集団感染発生を起こした際には感染経路・原因食品の特定のた

め、喫食調査や渡航調査といった疫学調査や分子疫学解析が行われる。分子疫学解析

とは菌株が保有するゲノムの特徴を検出し菌株を特定（菌株識別、あるいは遺伝子型

別分類という）することで、病原体伝播の解析をすることである。分子疫学解析を行

うことで伝播の順序は分らないが、菌株の異同や遺伝的バックグラウンドがわかり、

感染経路・原因食品の特定のための科学的根拠を提供することができる。  

 

これまでの分子疫学解析法の限界  

 分子疫学解析法としては従来、パルスフィールドゲル電気泳動（pulsed-field gel 

electrophoresis, PFGE）法が多用されている。PFGE 法はゲノム DNA を制限酵素で切断

し、その断片の電気泳動パターンにより菌株の遺伝子型を決定する方法である。PFGE

法は菌株識別能力が高く、再現性があることから、多くの菌種で菌株識別の定法とし

て用いられている（5）。しかし、PFGE 法はパルスフィールドゲル電気泳動装置などの

高額で特殊な装置が必要であり、作業が煩雑で作業者の熟練を要することから実施で

きる施設が限られている。また、複雑なバンドパターンの比較による判定が必要であ

ることに加え、PFGE パターンは変化しやすく同一集団感染由来株であっても時間経過

に伴いバンドパターンが変化していることが多い。そのため主観的な要素が入りがち

であり、異なる時刻、または別の施設で得られた PFGE 解析の結果を比較することで、
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複数の分離株の遺伝子型が同等か否かを判定することは非常に困難である。さらに

PFGE 法は結果が出るまでに菌株分離同定後 1 週間程度の時間がかかり、検査結果が出

たときにはすでに感染拡大が終了していることが多い。  

このような PFGE 法の問題点を克服するために、様々な分子疫学解析法が開発され

てきた。既存の分子疫学解析法の長所及び短所を表 1 にまとめた。Randomly amplified 

polymorphic DNA（RAPD）法は任意に設計したプライマーを用いて PCR を行い、得ら

れたバンドパターンにより菌株を識別する方法である（6）。標的 DNA の予備知識を必

要とせず、全ての微生物で使用可能という利点があるが、再現性に乏しくバンドパター

ンが一定でないため、他の実験室で得られた結果と比較することは難しい（7）。

Amplified fragment length polymorphism（AFLP）法は制限酵素で断片化したゲノムフラ

グメントにアダプター配列を結合させ、アダプター配列を標的とした PCR を行い、得

られたバンドパターンを比較することで菌株識別を行う方法である（8, 9）。菌株識別

能も高く、RAPD 法と同様に標的 DNA 配列の情報が必要ないが、手技が煩雑で時間が

かかることに加え、使用する試薬が非常に高価であるという欠点がある（7）。繰り返

し配列を検出することによる菌株識別法（multilocus variable number tamdem repeats 

analysis（MLVA）等）は汎用性高く検出系を設計できる（10, 11）が、タイピング結果

の読み取りにはわずかなバンドサイズの違いを正確に決定する必要があり、誤判定を

引き起こしやすい。また使用する繰り返し配列の種類や位置を標準化しなければ、全

施設で統一プロトコールを作成するのが難しい。挿入配列を用いて菌株識別をする方

法（insertion sequence typing）は、ゲノム中に多コピー存在する移動性の挿入配列（IS）

の有無を確認することによるタイピング方法である（7）。この方法は迅速に実施でき、

結果の比較も容易という利点はあるが、多コピーの挿入配列を保有する菌種またはク

ローンに限られ、例えば大腸菌では腸管出血性大腸菌 O157 や O26 などといった特定

のクローンのみしか実現できない（12, 13）。加えてそれぞれのクローン毎に検出位置

を設定する必要があり、汎用性のあるプライマーを設計することはできないという問

題点がある。Multilocus sequence typing（MLST）法は 7 カ所のハウスキーピング遺伝
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子の塩基配列についてシークエンス解析することで、sequence type （ST）を決定し、

近縁な ST の集団を clonal complex （CC）としてまとめることで、同一の遺伝的バッ

クグラウンドを持つ株を識別可能な方法である（14-17）。しかし、多検体のシークエ

ンス解析にはコスト、時間、労力がかかる。また、MLST 法はクローン分類を目的と

しているため、同一クローン内の菌株識別には、さらに別の方法を用いる必要がある。  

 

表 1 既存の分子疫学解析法の長所及び短所 

 

本研究の目的及び課題  

このようにそれぞれの分子疫学解析法に特徴があり、解決すべき問題点が残されて

いる。そのため、より簡便かつ迅速に遺伝子型別分類することができる方法の開発が

強く望まれている。これらの問題点を解決すべく新規分子疫学解析法の開発を目指し

た。新規分子疫学解析法に求められるものは大きく分けて以下の 5 点である。  

1．特殊な装置を必要としない   

2．既存の方法と同等の菌株識別能があり、相関性が見られる  

3．迅速に結果が得られる  

4．多検体処理も可能である  

5．数値化により情報共有が簡単にできる  

本博士論文では上記 1 から 5 を検証するにあたって、①腸管出血性大腸菌 115 株及

び院内感染等で問題となっている第 3 世代セファロスポリン耐性を獲得した基質特異

性拡張型β-ラクタマーゼ産生大腸菌を含む臨床分離株 80 株、②カンピロバクター臨

長所 短所

ほぼ全ての菌種に使用できる コスト・労力がかかる

高い菌株識別能力 特殊な機器が必要、比較が困難

ほぼ全ての菌種に利用可能 標準化が難しい

PCRを用いた単純で安価な方法 再現性が悪く、比較が困難

ほぼ全ての菌種に使用できる コスト・労力がかかる

高い菌株識別能力 特殊な機器が必要

識別能力が高い 標準プロトコールの決定が難しい

安価、迅速性がある 誤判定を引き起こしやすい

安価、迅速性がある 菌種が限られる

結果の比較が容易 標準化が難しい

ほぼ全ての菌種に使用できる コスト・労力がかかる

結果の比較が容易 菌株識別能に劣る

randomly amplified  polymorphic DNA(RAPD) typing

multilocus variable number tandem repeats analysis(MLVA)

multilocus sequence typing(MLST)

分子疫学解析法

amplified fragment length polymorphism(AFLP)

pulsed field gel electrophoresis(PFGE)

Insertion sequence typing
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床分離株 65 株を本実験に供し、実際の現場においても適用可能となりうるかの評価を

行い、実用化の促進を念頭において研究を遂行した。具体的にはこれら 1 から 5 の要

求を満たす分子疫学解析法として利用可能な方法として以下に示す仮説を立てた。ゲ

ノム情報より適切なオープンリーディングフレーム（ORF）を選出し、選出した ORF

の有無（プラスマイナス）をマルチプレックス PCR で調べる。通常の電気泳動後、ORF

の有無を数値化することであると考えた。即ち、特殊な機器などを必要とせず、菌株

識別能力にも優れ、多検体処理も容易で、迅速に結果が得られる。得られた遺伝子の

プラスマイナスを数値へと変換することで情報も簡単に共有できる。そこで本博士論

文で提案した分子疫学解析法の開発を、集団発生が起きると社会的にも被害の大きい

腸管出血性大腸菌が含まれる大腸菌と、我が国において 2003 年以降細菌性食中毒で最

も発生件数が多い病原菌であるカンピロバクターについて行い、集団感染発生時の汚

染源や原因食品の特定や感染管理等がスムーズに行えるように開発法の性能評価を

行った。  

本論文では第 2 章で大腸菌の新規分子疫学解析法の開発を「大腸菌の迅速簡便な分

子疫学解析法の研究」として、第 3 章でカンピロバクターの新規分子疫学解析法の開

発を「カンピロバクターの分子疫学解析法」の研究として章立てて記述することにす

る。  
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第 2 章 大腸菌の迅速簡便な分子疫学解析法の研究 

 

1 節 大腸菌のクローン大別法の開発と評価 

2-1-1 諸言 

大腸菌はヒトや動物の腸管正常細菌叢の一つであるが、その一部のクローンは病原

性が高く、消化管症状や尿路感染症、時には敗血症をはじめとした侵襲性感染症の起

炎菌となる（18）。腸管病原性大腸菌とされるグループだけでも数十種類の血清型が挙

げられ、血清型が異なる株はクローンが異なることが多い。また、抗菌薬剤耐性を獲

得したクローンも見いだされ医療現場において問題となっている（19-21）。このよう

に大腸菌には、多様な遺伝的バックグラウンドの株が存在するため、感染症や集団感

染の原因となった株の遺伝子的な特徴付けには、どのようなクローンに分類される株

であるかを決定することも重要となる。  

現在使用されているクローン分類法である multilocus sequence typing（MLST）法は 7

カ所のハウスキーピング遺伝子の塩基配列を読むことで sequence type (ST)を、近縁な

ST の集団を集めることで clonal complex (CC)を決定する方法である（22, 23）。MLST

法は結果を数値として得られるためデータの比較が簡単であるが、実施にはシークエ

ンス解析が必要であり、多検体処理の際にコスト・時間がかかるといった問題点があ

る。さらに、大腸菌では phylogenetic group と呼ばれる系統解析も行われる。Phylogenetic 

group の決定には chuA、yjaA、TspE4.C2 と呼ばれる 3 つの遺伝子を検出し、その保有

パターンから系統解析する（24, 25）。しかし phylogenetic group 解析は病原性に関連し

た 4 つのグループに大分類することを目的としており、分子疫学解析としては補助的

な役割にとどまる。  

抗菌薬耐性を獲得したクローンのうち、特に問題となっているのが基質特異性拡張

型β－ラクタマーゼ（ESBL）を産生する大腸菌である。ESBL はクラス A β-ラクタ

マーゼの遺伝子に変異が起こり、セフォタキシム（CTX）やセフタジジム（CAZ）等

の第三世代セファロスポリン系薬剤を含む種々のβ -ラクタム系抗生物質を分解する
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能力を獲得したβ-ラクタマーゼのことである(58, 59)。第三世代セファロスポリン系薬

剤は、第一世代、第二世代よりも抗菌範囲が広くなっており、グラム陰性桿菌に対し

ても抗菌力が増している薬剤であるため、第一選択薬として使用されることが多い抗

菌薬である。その薬剤に耐性を持つ菌の蔓延は、治療方針等の観点からも非常に大き

な問題となる。我が国における健常者の ESBL 産生大腸菌保有率は現在数％程度であ

るが、今後 ESBL 産生大腸菌の保有率の増大に伴い院内感染・医療現場での感染拡大

が危惧されている。さらに世界的には広く蔓延している地域もあり（26-31）、その動

向を調べる上でクローンの識別は重要な意義がある。また、集団感染発生時に迅速に

流行クローンであるか否かを知ることも重要である。そのため、MLST 法のように増

幅産物の塩基配列を決定する方法ではなく、簡便にクローンを識別する方法が求めら

れている。  

本研究では大腸菌において genomic islet を構成する ORF の保有パターンを検出する

ことにより、遺伝子型を決定することでクローン大別が可能になると仮説を立てた

（32-34）。Genomic islet とは、細菌のゲノム同士を比較した場合に、5 kbp 程度、また

はそれ以下の大きさで配列が異なる部分であり、ゲノム全体に散在している。個体の

生存確率に影響せず、進化の過程で取り残されたものと考えられる。具体的にはデー

タベース上に蓄積されつつある大腸菌の遺伝子情報を比較し、clonal complex を反映す

る遺伝子、つまりは genomic islet を構成する ORF を複数個選択、検出し、それらの遺

伝子をマルチプレックス PCR で増幅した後、増幅産物の塩基配列を決定することなく、

通常の電気泳動により遺伝子産物の泳動パターンを比較することにより大腸菌のク

ローンを識別することが可能だと考えた。しかし、自然界に存在する大腸菌のゲノム

は多様であり、実用的な検出 ORF 数でクローンを大別する方法が実現可能か否かは明

確ではなかった。そのため genomic islet の分布パターンを検出することによってクロー

ン大別が可能であるという仮説を立証するため、ESBL 産生大腸菌を含む臨床分離株を

本実験に供し、開発を行った。さらに開発法と MLST 法を比較することにより、開発

法の性能評価を行った。  
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2－1－2 大腸菌クローン大別法の開発 

(1)材料及び方法 

使用菌株 

健常人及び食中毒関連事例より分離された大腸菌 16 株、ESBL 産生大腸菌 9 株、毒

素原性大腸菌（ETEC） 1 株、腸管出血性大腸菌（STEC） 7 株（O157 4 株、O26 2 株、

O111 1 株）の計 33 株を用いた（表 2）。  

 

表 2 ORF スクリーニングの使用菌株 

 

 

  

No. Strain Name O ST CC 備考 No. Strain Name O ST CC 備考

1 04N061 1 38 38 ESBL
(a)
産生 18 12A049 UT 538 538

2 11A026 1 59 59 19 11A018 UT

3 12A008 UT 648 ESBL
(a)産生 20 12A001 1 95 95

4 12A007 153 68 ESBL
(a)
産生 21 12A034 18 95 95

5 11A016 UT 155 155 22 12A095 1 95 95

6 11A030 UT 348 156 23 11A003 74 135

7 12A038 UT UT ESBL
(a)産生 24 11A013 74

8 12A140 UT 57 350 ESBL
(a)産生 25 12A012 1

9 12A166 UT 2172 26 12A162 18

10 12A185 148 94 448 ETEC
(b) 27 00-059 157 STEC

(c)

11 07N742 25 10 10 ESBL
(a)
産生 28 02-051 157 STEC

(c)

12 09N348 UT 131 ESBL
(a)産生 29 06-021 157 STEC

(c)

13 11A041 25 131 ESBL
(a)
産生 30 10-098 157 11 11 STEC

(c)

14 12A131 UT 131 31 08-011 26 STEC
(c)

15 12A138 UT ESBL
(a)産生 32 12-109 26 21 29 STEC

(c)

16 12A125 6 73 73 33 08-027 111 16 29 STEC
(c)

17 12A102 UT 357

(a) ESBL: extended spectrum beta lactamase、基質特異性拡張型β－ラクタマーゼ

(b) ETEC: enterotoxogenic Escherichia coli、毒素原性大腸菌

(c) STEC: Shiga toxin-producing Escherichia coli、腸管出血性大腸菌
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DNA 抽出 

全ての株を、Tris-EDTA 緩衝液 100 μL（pH8.0）に McFarland1 程度になるように懸濁

し、10 分間 95 ℃でインキュベートし、1 分間 16000 ×g で遠心分離した。上清を PCR

のためのテンプレートとして使用した。  

 

クローン大別のための ORF スクリーニング 

大腸菌及び赤痢菌 3 株（E.coli 55989 (Genbank Accession No. CU928145、ST678)、Sakai 

(Genbank Accession No. BA000007、ST11)、S. flexneri 2457T (Genebank Accession No. 

AE014073、ST245)）の全ゲノム塩基配列をインターネットデータベース（National Center 

for Biotechnology Information (NCBI)：http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome）より取得し、

MBGD web site （http://mbgd.nibb.ac.jp/）にて相互比較した。クローン大別に利用可能

と考えられる染色体上の genomic islet を構成する ORF 候補として、比較に利用した 3

株中いずれか 2 株が保有しているもの、またはいずれか 1 株のみが保有しているもの

をあわせて 24 個を選別した（表 3 ORF No. GI_01－24）。選別した 24 個の ORF につい

て PCR 用プライマーを設計し、ORF 保有状態を PCR 増幅の有無を指標として調査し

た。PCR は  PCR 反応緩衝液（Mg
2+

 1.5 mM）、dNTP(それぞれ 0.2 mM)、2 pmol の各プ

ライマー、0.4 単位の Taq DNA ポリメラーゼ（コスモバイオ社製、東京、日本）及び

テンプレート 2 μL を含む総容量 20 μL の系で行った。PCR の反応条件は 94 ℃での熱

変性を 30 秒間、60 ℃でのアニーリングを 30 秒間、72 ℃での伸長反応を 30 秒間、こ

れを 1 サイクルとし、30 サイクル行った。その後、サンプルがサーマルサイクラーか

ら除去されるまで 4 ℃で保持した。PCR 産物は 2％アガロースゲル（タカラバイオ株

式会社、大津、日本）を用いて 0.5×TBE 中 100 V で 30 分間電気泳動した後、UV トラ

ンスイルミネーター下で臭化エチジウムにより可視化した。  

しかし、ESBL 産生大腸菌に多い ST 型である ST131 の分離能が不十分だったため、

さらに大腸菌 3 株（NA114(Genbank Accession No. CP002797、ST131)、LF82(Genbank 

Accession No. CU651637、ST135)、ABU 83972(Genbank Accession No.CP001671、ST73)）
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の全ゲノム塩基配列をインターネットデータベースより取得し、MBGD web site にて相

互比較し、genomic islet を構成する ORF の候補をさらに 8 個を選択し（表 3 ORF No. 

GI_25－32）、同様に ORF 保有状態を PCR 増幅の有無を指標として調査した。PCR の

反応条件は先と同様の条件で行った。  

 

表 3 スクリーニングに使用した ORF 

 

 

マルチプレックス PCR による選択 ORF の検出 

スクリーニングの結果から選出した 10 個の ORF（表 3 ORF No. GI_01、ORF No. GI_02、

ORF No. GI_03、ORF No. GI_06、ORF No. GI_13、ORF No. GI_17、ORF No. GI_27、ORF 

No. GI_28、ORF No. GI_29、ORF No. GI_31）に対してマルチプレックス PCR で検出可

能にするために、プライマーの再設計を行った。さらに、大腸菌のマーカーとして uidA

遺伝子（35）、及び yhbX 遺伝子を、遺伝子型大分類としての phylogenetic group を決定

する ORF（chuA、yjaA、TspE4.C2）（24）を組み込み、大腸菌のクローン大別用に 14-plex 

PCR の反応系を作製した。uidA 遺伝子は β‐グルクロニダーゼをコードする遺伝子で

あり、yhbX 遺伝子（例えば E. coli 55989 株の EC55989_3592 に相当）は、hydrolase を

コードする遺伝子である。この 2 つの遺伝子のうち、いずれか一方は大腸菌に普遍的

ORF No. ORF name ORF No. ORF name ORF No. ORF name

GI_01 EC55989_0018 GI_13 EC55989_0636 GI_25 ECNA114_0007

GI_02 ECS0053 GI_14 EC55989_0699 GI_26 ECNA114_0140

GI_03 EC55989_1089 GI_15 ECS2436 GI_27 ECNA114_1457

GI_04 EC55989_1577 GI_16 EC55989_2719 GI_28 ECNA114_4208

GI_05 ECS4300 GI_17 ECS4731 GI_29 ECNA114_0460

GI_06 EC55989_4085 GI_18 EC55989_4374 GI_30 ECABU_c34730

GI_07 EC55989_0068 GI_19 EC55989_0830 GI_31 LF82_085

GI_08 EC55989_0189 GI_20 ECS0914 GI_32 LF82_248

GI_09 EC55989_1649 GI_21 ECS3904

GI_10 EC55989_1821 GI_22 ECS4280

GI_11 ECS4528 GI_23 ECS4827

GI_12 EC55989_4248 GI_24 EC55989_4548
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に見出されるので、大腸菌を識別する共通マーカーとして用いることができる（36）。

この反応系を MLST 相当のクローン大別が可能な Islet Pattern 法（IP 法）とした（表 4）。 

 

表 4 Islet Pattern 法（IP 法）で使用した ORF 及びプライマー 

 

 

（2）結果 

24 個の候補 ORF のうち、１つの ORF では同一 ST 間で保有に差が生じた（ORF No. 

GI_11）が、残りの 23 個の ORF では ST と相関が見られた。ESBL 産生大腸菌に多い

ST 型である ST131 の分離能の向上のために選出した 8 個の ORF（表 3 ORF No. GI_25

－32）の中には、先に選出した 24 個の ORF では識別できなかった ST 型を識別可能に

する ORF が 4 個存在した（ORF No. GI_27、ORF No. GI_28、ORF No. GI_29、ORF No. 

GI_31）。これらの結果より合計 32 個の ORF の中から、10 個の ORF を選出し、クロー

ン大別法に利用することとした（表 5）。  

 

 

 

multi ORF No. ORF name amplicon size coefficient Forward Primer Reverse Primer

uidA GCAAAGTGTGGGTCAATAATCAG ACCATCAGCACGTTATCGAATC

EC55989_3592 CAGAGTGATCCGGATGAAGTTG CGAAAAGCGGATTGCGAG

2 ECNA114_4208 510 512 TTGACTGCATTTCGTCGCC TTCCTGCACTGACAATGGC

3 EC55989_4085 433 256 GACATTGGTAGAGGGGATTGG GAGTTACATTTGGCTTACGGC

4 EC55989_0018 377 128 CTGCGATAAATTTCACCATTCC TGGTTCCTGACTCCTGTATCG

5 ECNA114_1457 339 64 GCGGCGAATGCAAGTTTCT GTGATCGAGCGCCTGATTAAG

6 EC55989_1089 274 32 TCAGCCGCAGCCAGTGAAAC GTTATCCACCGCCAGGAAG

7 LF82_085 241 16 TTCCTGCCTGTGTGAGTTTG GATTTTCGCGTGGAGTCG

8 ECS4731 209 8 CATTGCCGACATTACGCC TTTCCACCATGCAGTCGCC

9 ECS2436 191 4 TGGTAGTGAAATTCGGATAAGAGG TTTGAATCGCAGCAAAAATG

10 ECNA114_0460 162 2 ATCTGCAAATCCGCCGTC GAAATCTTGCATCGTAATCGC

11 ECS0053 148 1 GCCGCGTTTCCCTTTGTTAT GCCGTCTACCAGTAAAAGGATTG

12 chuA 124 GACCTTCAGCATTACTGTATGGC CCGCCAGTACCAAAGACAC

13 yjaA 101 CGCCAATTTCTTTGTTGCAG TATCCATACGTTTTGCTGGC

14 TspE4.C2 80 GTAATGTCGGGGCATTCAG AAACGCGGGTAGATATTCAGAC

1 652
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表 5 選出 ORF のスクリーニング結果 

 

 

2－1－3 大腸菌クローン大別法の性能評価 

（1）材料及び方法 

使用菌株 

開発法の性能評価には ESBL 産生大腸菌 19 株（CTX-M-1 group 産生 6 株、CTX-M-2 

group 産生 3 株、CTX-M-9 group 産生  10 株)、STEC 3 株、ETEC 2 株、2004 年から 2012

年の間に健常人より分離された大腸菌  51 株、環境由来株 1 株、食品由来株 4 株の計

80 株（表 6）を用いた。  

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

04N061 11A026 12A008 12A007 11A016 11A030 12A038 12A140 12A166 12A185 07N742 09N348 11A041 12A131 12A138 12A125 12A102

1 1 UT 153 UT UT UT UT UT 148 25 UT 25 UT UT 6 UT

UT UT 6 51 28 UT UT UT 28 4 UT 5 12 4

38 59 648 68 155 348 UT 57 2172 94 10 131 131 131 73 357

38 59 155 156 350 448 10 73

ORF No. ORF name

GI_01 EC55989_0018 + + + + + + + + + + - - - - - - -

GI_02 ECS0053 + + + - - - - - - - - + + + + + +

GI_03 EC55989_1089 - - - - + + + + + + + - - - - - -

GI_06 EC55989_4085 - - - - - + - - - - + - - - - - -

GI_15 ECS2436 + + + + + + + + + - - - - - - - -

GI_17 ECS4731 + + + + - - + + - - + + + + + + +

GI_27 ECNA114_1457 - - + - - - - - - - - + + + + - +

GI_28 ECNA114_4208 - - - - - - - - - - - + + + + - -

GI_29 ECNA114_0460 - - - - - - - - - - - + + + + - -

GI_31 LF82_085 - - - - - - - - - - - - - - - + -

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

12A049 11A018 12A001 12A034 12A095 11A003 11A013 12A012 12A162 00-059 02-051 06-021 10-098 08-011 12-109 08-027

UT UT 1 18 1 74 74 1 18 157 157 157 157 26 26 111

4 4 7 7 UT 12 12 UT UT 7 7 7 7 NM 11 NM

538 95 95 95 135 11 21 16

538 95 95 95 11 29 29

ORF No. ORF name

GI_01 EC55989_0018 - - - - - - - - - + + + + + + +

GI_02 ECS0053 + + + + + + + + + + + + + - - -

GI_03 EC55989_1089 - - - - - - - - - + + + + + + +

GI_06 EC55989_4085 - - - - - - - - - + + + + + + +

GI_15 ECS2436 - - - - - - - - - + + + + + + +

GI_17 ECS4731 + + + + + + + + + + + + + - - -

GI_27 ECNA114_1457 + + - - - - - - - - - - - - - -

GI_28 ECNA114_4208 - - - - - - - - - - - - - - - -

GI_29 ECNA114_0460 - - + + + + + + + - - - - - - -

GI_31 LF82_085 - - - - - + + - - - - - - - - -

No.

Strain Name

O

CC

H

ST

CC

No.

Strain Name

O

H

ST
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表 6 IP 法の性能評価に使用した菌株 

 

 

MLST 法  

MLST 分析は Warwick Medical School のプロトコール（http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/）

に従って行い、7 か所のハウスキーピング遺伝子(adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA, recA)

を PCR で増幅後、シークエンス解析をすることで ST を決定した。関連 ST のクラスタ

リング（CC の決定）は eBURST プログラム（http://www.mlst.net/）を用いて行った。  

 

IP 法  

IP 法は PCR 緩衝液（Mg
2+

 3 mM）2 μL、dNTP ミックス（それぞれ 0.2 mM）、1 単位

の FastStart Taq DNA ポリメラーゼ（Roche Diagnostics, Mannheim、Germany）、および 2 

pmol の各プライマー（表 4）、テンプレート DNA 2 μL を含有する総容量 20 μL の系で

実施した。反応条件は 94 ℃で 4 分間、初期変性の後、94 ℃での熱変性を 30 秒間、60 ℃

でのアニーリングを 30 秒間、72 ℃での伸長反応を 120 秒間、これを 1 サイクルとし、

30 サイクル反応させ、72℃で 7 分間の最終伸長を行った。サンプルがサーマルサイク

ラーから除去されるまで 4 ℃で保持した。PCR産物は 4％アガロースゲル（KANTO HC、

関東化学株式会社、東京、日本）を用いて 0.5×TBE 中 120 V で 60 分間電気泳動した。 

No. of isolates

CTX-M-1 group 6

CTX-M-2 group 3

CTX-M-9 group 10

3

2

56

Total 80

(a) ESBL: extended spectrum beta lactamase、基質特異性拡張型β－ラクタマーゼ

(b) ETEC: enterotoxogenic Escherichia coli、毒素原性大腸菌

(c) STEC: Shiga toxin-producing Escherichia coli、腸管出血性大腸菌

(d) 健常者由来株51株、食品由来株4株、環境由来株1株

ESBL
(a)産生大腸菌

Others
(d)

ETEC
(c)

STEC
(b)
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PCR の結果は、目的のサイズのバンド（各 ORF に対応するバンドおよびポジティブ

コントロールに対応するバンド）が増幅していれば 1、増幅が見られない場合を 0 とし

て 2 進法のコードを作成した（バイナリーコード）。作成したバイナリーコードを 10

進数に変換し、遺伝子型コード（IP スコア）を得ることで、クローン大別を行った（表

7、図 1）。例えば図 1 の No.1 の株では multi ORF No. 2 の ECNA114_4208 から順に（＋）、

EC55989_4085（－）、EC55989_0018（－）、ECNA114_1457（＋）、EC55989_1089（－）、

LF82_085（－）、ECS4731（＋）、ECS2436（－）、ECNA114_0460（＋）、ECS0053（＋）

となり、これを 1、0 の 2 進数コードとすると 1001001011 となる。このコードを 10 進

数へと変換、つまりは次式のような計算を行い、

512×1+256×0+128×0+64×1+32×0+16×0+8×1+4×1+2×1+1×1=587 という IP スコアが得ら

れる。各 IP スコアは、0（0000000000）から 1023（1111111111）の範囲内の数値で表

現される(32)。  

また phylogenetic group の決め方は文献 24 に従い、chuA 遺伝子、及び yjaA 遺伝子が

共に陽性ならば phylogenetic group B2、chuA 遺伝子陽性、yjaA 遺伝子陰性ならば

phylogenetic group D、chuA 遺伝子陰性、TspE4.C2 遺伝子陽性ならば phylogenetic group 

B1、chuA 遺伝子、及び TspE4.C2 遺伝子が共に陰性ならば phylogenetic group A とした。

例えば、図 1 の No.1 の株の phylogenetic group は multi ORF No. 12 の chuA 遺伝子から

順に（＋）、yjaA 遺伝子（＋）、TspE4.C2（＋）であることから、phylogenetic group B2

となる。  
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表 7 IP 法の代表株の結果と IP スコアへの変換例 

 

 

 

図 1 代表株と陽性対照の IP 法の泳動図 

IP score は multi ORF number 2 から 11 によって作成する。multi ORF number 1 は大腸菌識別マー

カーであり、multi ORF number 12 から 14 は phylogenetic typing に用いる。  

M:50bp DNA Ladder (Dye Plus) （タカラバイオ株式会社）；PC：陽性対照  

  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 UT 131 + + - - + - - + - + + + + + 1001001011 587 B2

2 1 95 + - - - - - - + - + + + + + 0000001011 11 B2

3 157 11 + - + + - + - + + - + + - - 0110101101 429 D

4 26 21 + - + + - + - - + - - - - - 0110100100 420 A

Binary code IP score
Phylogenetic

group

multi ORF number
No. O ST
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（2）結果 

MLST 法  

大腸菌 80 株は MLST 法で 41 ST 型に分類された。ESBL 産生株のうち CTX-M-1 group

産生 6 株は ST57、ST2003、ST2172 が 1 株ずつ、ST648 が 3 株に、CTX-M-2 group 産生

3 株は ST10、ST38、ST131 に、CTX-M-9 group 産生 10 株は ST38、ST95、ST405 が 1

株ずつ、ST68 が 2 株、ST131 が 5 株に分類された。今回供試した大腸菌 80 株の中では

ST131 が 8 株と最も多く、ST357（7 株）、ST95（6 株）の順で多く識別された。MLST

法で既存の ST 型に型別できなかった株が 7 株存在した（表 8）。  

 

IP 法  

IP 法で 26 IP 型に分類された。ESBL 産生株のうち CTX-M-1 group 産生 6 株は IP ス

コア 44、141、164、221 が 1 株ずつ、IP スコア 205 が 2 株に、CTX-M-2 group 産生 3

株は IP スコア 141、300、523 に、CTX-M-9 group 産生 10 株は IP スコア 11 が 1 株、

IP スコア 140、141 が 2 株ずつ、IP スコア 587 が 5 株に分類された。今回供試した大腸

菌 80 株の中では IP スコア 73 及び IP スコア 420 が 9 株ずつで最も多く、IP スコア 164

及び IP スコア 587 が 7 株ずつで次いで多く分離された。IP 法では少なくともいずれか

2 つの ORF は検出できており、全ての ORF が検出できず型別不能となる株は存在しな

かった（表 8）。ESBL 産生大腸菌によく見られる ST131 は全て IP スコアが 512 以上と

なった。また、IP スコア 141 に分類された 6 株中 5 株は異なる ST 型（ST38、405、2003）

であったが ESBL を産生していた。  

 

IP 法と MLST 法の比較  

IP 法と MLST 法はおおよその相関関係のある結果を示した。同一 ST 型で異なる IP

スコアが含まれたのは ST131(IP スコア 523、587)、ST648（IP スコア 205、221）の 2

つであった。これらの IP スコアは 1 バンド違いであった。一方、同一 IP スコアで異な

る ST 型が含まれたのは IP スコア 27（3 株、ST135、ST420）、IP スコア 73（9 株、ST357、
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ST538）、IP スコア 140（3 株、ST68、ST362）、IP スコア 141（6 株、ST38、ST59、ST405、

ST2003）、IP スコア 164（7 株、ST155、ST472、ST607、ST1795、ST2172、ST2768）、

IP スコア 420（9 株、ST16、ST21、ST101、ST130、ST191、ST348、ST1056、ST2166、

ST2175）、IP スコア 428（4 株、ST218、ST697、ST2345）の 7 IP スコアであった。  

 

表 8 IP 法と MLST 法の比較 

 

  

9 11 25 27 41 44 73 75 89 140 141 160 164 172 173 205 221 237 300 329 396 420 428 429 523 587

10 1 1

11 1 1

16 1 1

21 1 1

38 3 3

57 1 1

59 1 1

68 2 2

69 4 4

73 4 4

94 1 1

95 6 6

101 1 1

117 1 1

130 1 1

131 1 7 8

135 2 2

155 1 1

191 1 1

218 1 1

348 1 1

352 1 1

357 7 7

362 1 1

405 1 1

420 1 1

472 1 1

538 2 2

607 1 1

648 3 1 4

697 1 1

1056 1 1

1193 1 1

1795 1 1

1873 1 1

2003 1 1

2166 1 1

2172 1 1

2175 1 1

2345 1 1

2768 1 1

UT 1 1 2 1 1 1 7

Total 1 6 4 3 1 1 9 1 1 3 6 1 7 2 1 3 1 1 1 1 4 9 4 1 1 7 80

ST
IP_Pattern

Total
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2-1-4 考察 

大腸菌のクローン大別は特に薬剤耐性菌で重要となる。現在クローン識別に使用さ

れている MLST 法では ST 型は 5000 程度存在するが、流行・蔓延しているのは一部の

クローン（例えば ESBL 産生大腸菌に多く、院内感染等集団発生の問題となることが

知られている ST131（phylogenetic group B2）や ST69（phylogenetic group D）など）で

あることが知られている（37）。表 8 に示された結果から考察すると ST131 に識別され

たクローンは IP 法で全て IP スコアが 512 以上となり、簡便に識別が可能であった。使

用した菌株数が 8 株と少ないため、さらなる検討の余地は残されているが、IP 法に使

用している multi ORF No.2（ECNA114_4208）が ST131 の特異的マーカーとなる可能性

が考えられた。また、ST95 （IP スコア 11）、ST69（IP スコア 396）、ST73（IP スコア

25）では MLST 法と IP 法が 1 対 1 の関係となっていた。ST95 には血清型 O1 や O18

の株が含まれ、一般には常在菌によく見られる ST 型であるが、尿路感染症や新生児髄

膜炎の原因となる株も存在している。また、ST73 には尿路感染症を引き起こす株が含

まれることが知られている(22)。本研究で開発した IP 法は ORF 10 個の有無によるタイ

ピング法なので 1024 パターン（2 の 10 乗）にしか識別できないため、MLST 法の約

5000 の ST 型全てを識別することは不可能である。しかし、ST131、ST69 や ST95 といっ

た感染症を引き起こす可能性のある重要な ST 型は確実に識別可能であり、クローン大

別を行う際の識別能は純分であると考えられた。さらには MLST 法で ST 型が決まらな

かった株も IP 法では識別できたことより、IP 法では新規 ST 型もおおまかに分類する

ことが可能であると考えられた。  

IP 法には病原性の大分類である phylogenetic group を決める遺伝子を検出するプライ

マーを組み込んである。Phylogenetic group は疫学的には補助的な役割にとどまってい

るが、クローン識別と phylogenetic group を同時に決定できることは、大腸菌の流行等

を調べる上で非常に有用であると考えられた。  

IP スコア 141 に分類された 6 株中 5 株は異なる ST 型であったが ESBL を産生して

いた。ESBL をコードする遺伝子はプラスミド上にあるとされており、IP スコアにより
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ESBL をコードするプラスミドが導入されやすい大腸菌のクローンを探す方法として

利用できる可能性が示唆された。また、同一 ST 型で異なる IP スコアが含まれた ST 型

も存在し、選択した genomic islet に不安定な部分のある可能性があった。これらはさ

らに供試菌株数を増やし、検討の必要があると考えられた。  

本研究で開発した IP 法は感染症を引き起こす恐れのある重要な ST 型の識別が可能

であり、さらに MLST 法で型別不能となった株も識別が可能であった。また、バイナ

リータイピング法を用い 1 系統のマルチプッレクス PCR でクローンを大別できること

から、既存のクローン識別法である MLST 法に比べコスト、時間、労力を大幅に削減

することができた。さらに IP 法は phylogenetic group も同時に判別できるため、クロー

ン情報に加え病原性の大分類も知ることができ、疫学情報としての活用の範囲を広げ

ることができると考えられた。今後、供試株数を増やし、MLST 法との相関や genomic 

islet の安定性調査など、さらなる検討の余地も残しているが、これらのことから IP 法

は大腸菌のクローン大別法として有効な方法であり、今後 ESBL 産生大腸菌等の薬剤

耐性大腸菌のサーベイランスにおいて使用可能であると考えられた。  
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2 節 腸管出血性大腸菌の分子疫学解析法の開発と評価 

2-2-1 諸言 

志賀毒素を産生する腸管出血性大腸菌（STEC）は病原性が高く、出血性大腸炎など

の消化管症状や溶血性尿毒素症候群（HUS）などを引き起こす。我が国においても 1990

年代に O157 の集団感染が発生し、死者を出すなど大きな被害をもたらした（38）。近

年でも 2011 年に北陸地方で O111、2012 年に札幌で O157 の集団感染が発生し、社会的

にも大きな問題になっている（39-41）。このように STEC は集団感染の原因となるのだ

が、散発的に見られる下痢症などからも分離されるため、集団感染発生時には感染ルー

トの特定や、感染規模の確定を行うために、分子疫学解析が必要となる。  

一般に STEC の分子疫学解析には、パルスフィールドゲル電気泳動(PFGE)法が用い

られる。PFGE 法は菌株識別能力の高さや疫学情報とよい一致を示すことから菌株識別

法の定法として用いられている。しかし、PFGE 法は特殊な装置が必要であること、時

間がかかること、手技が煩雑であること、および他施設との比較が困難であることな

どの課題が残っている。これらの課題の解決のために、分離割合の多い O157 や O26

に対しては、種々の分子疫学解析法が開発されている。日本でよく用いられるのは挿

入配列を用いて菌株識別をする方法である（12, 13）。この方法は大腸菌ゲノム中に多

コピー存在する移動性の挿入配列（ IS）の内側と外側にプライマーを設計し、マルチ

プレックス PCR で IS の有無を確認することによるタイピング方法である。特殊な装置

の必要もなく、迅速に結果が得られるという利点はあるが、この方法は多コピーの挿

入配列を保有する血清型に限られ、血清型毎に検出位置を設定する必要がある。その

ため、汎用性のあるプライマーを設計することはできず、全ての血清型の STEC を菌

株識別することはできない。世界的には multilocus variable number tamdem repeats 

analysis（MLVA）法が迅速性や高い菌株識別能、PFGE 法と相関関係がみられることか

ら、今後 PFGE に変わるタイピング法となる可能性があるとされている（50）。しかし、

MLVA 法はタイピング結果の読み取りにはわずかなバンドサイズの違いを正確に決め

る必要があり、誤判定を引き起こしやすい。また、使用する繰り返し配列の数や位置
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も現在までに標準的に決まっておらず、血清型毎に繰り返し配列の数や位置を決めな

ければならない。  

近年酵素基質培地の開発等もあり（51, 52）、O157・O26 以外の血清型の分離割合が

増加してきている。そのため、血清型に依存せずに利用ができ、PFGE 法よりも迅速に

同等の結果が得られる分子疫学解析法の必要性が高まってきている。  

本研究では STEC において genomic island を構成する ORF の保有パターンを検出す

ることにより、菌株識別が可能になると仮説を立てた（32-34）。Genomic island とは 5

～100 個の外来遺伝子からなる遺伝子クラスターのことであり、溶原ファージや病原ア

イランド、耐性アイランドに加え機能が不明なものが含まれる。個々の genomic island

はモザイク状に ORF が組み合わされ、ORF の構成に多様性が見られる場合が多い。具

体的にはデータベース上に蓄積されつつある大腸菌の遺伝子情報を比較し、菌株識別

に利用可能な遺伝子、つまりは genomic island を構成する ORF を複数個選択、検出し、

それらの遺伝子をマルチプレックス PCR で増幅した後、増幅産物の塩基配列を決定す

ることなく、通常の電気泳動により遺伝子産物の泳動パターンを比較することにより、

STEC の菌株識別が可能だと考えた。しかし、自然界に存在する大腸菌のゲノムは多様

であり、実用的な検出 ORF 数でクローンを大別する方法が実現可能か否かは明確では

なかった。そのため genomic island を構成する ORF の分布パターンを検出することに

よって菌株識別がが可能であるという仮説を立証するため、日本において分離頻度の

高い 7 つの血清型（O157、O26、O111、O103、O121、O145、O165）の STEC を本実験

に供し、新規分子疫学解析法の開発を行った。さらに開発した方法と STEC の分子疫

学解析として最も一般的な方法である PFGE 法をそれぞれの血清型毎に比較すること

で、開発法の性能評価を行った。  
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2-2-2 腸管出血性大腸菌菌株識別法の開発 

（1）材料及び方法 

使用菌株 

ORF スクリーニングには食中毒関連事例より分離された STEC 12 株（O157 6 株、O26 

4 株、O111 2 株）を用いた（表 9）。  

 

表 9 ORF スクリーニングに使用した腸管出血性大腸菌使用菌株 

 

 

DNA 抽出 

全ての株を、Tris-EDTA 緩衝液 100 μL（pH8.0）に McFarland1 程度になるように懸濁

し、10 分間 95 ℃でインキュベートし、1 分間 16000×g で遠心分離した。上清を PCR

のためのテンプレートとして使用した。  

 

菌株識別のための ORF スクリーニング 

大腸菌及び赤痢菌 3 株（E.coli 55989 (Genbank Accession No. CU928145)、Sakai 

(Genbank Accession No. BA000007)、S. flexneri 2457T (Genbank Accession No. AE014073)）

No. Strain Name O H stx1 stx2

1 00-059 157 7 + +

2 00-179 157 - + +

3 02-051 157 7 - +

4 04-085 157 7 + +

5 06-021 157 7 + +

6 10-098 157 7 + +

7 07-005 26 11 + -

8 08-011 26 NM + +

9 10-117 26 11 + -

10 12-109 26 11 + -

11 08-027 111 NM + -

12 10-086 111 - + +
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の全ゲノム塩基配列をインターネットデータベース（NCBI）より取得し、MBGD web 

site にて相互比較した。菌株識別に利用可能と考えられる染色体上の genomic island を

構成する ORF 候補として、比較に利用した 3 株中いずれか 2 株が保有しているもの、

またはいずれか 1 株のみが保有しているものをあわせて 72 個を選別した（表 10）。  

 

表 10 選出した genomic island を構成する ORF 

 

 

選別した 72 個の ORF について PCR 用プライマーを設計し、PCR 増幅の有無を指標

ORF No. ORF name ORF No. ORF name ORF No. ORF name

GP_01 ECS1592 GP_25 ECS1663 GP_49 EC55989_3400

GP_02 EC55989_0314 GP_26 ECS1933 GP_50 EC55989_3509

GP_03 EC55989_0762 GP_27 S2103 GP_51 S4832

GP_04 EC55989_0766 GP_28 EC55989_2188 GP_52 ECS5305

GP_05 ECS1102 GP_29 S0913 GP_53 EC55989_4972

GP_06 ECS1937 GP_30 EC55989_2641 GP_54 EC55989_5004

GP_07 EC55989_1406 GP_31 S3222 GP_55 ECS0797

GP_08 ECS1662 GP_32 EC55989_3396 GP_56 ECS0813

GP_09 EC55989_2104 GP_33 EC55989_4041 GP_57 EC55989_1022

GP_10 EC55989_2129 GP_34 EC55989_4278 GP_58 ECS1516

GP_11 ECS2927 GP_35 EC55989_4963 GP_59 ECS2171

GP_12 ECS1597 GP_36 EC55989_4969 GP_60 EC55989_1399

GP_13 EC55989_3358 GP_37 S0692 GP_61 ECS5272

GP_14 EC55989_3371 GP_38 EC55989_0685 GP_62 EC55989_2099

GP_15 EC55989_4034 GP_39 EC55989_0805 GP_63 EC55989_2256

GP_16 EC55989_4038 GP_40 ECS1564 GP_64 EC55989_2311

GP_17 EC55989_4941 GP_41 ECS1694 GP_65 ECS3501

GP_18 EC55989_4958 GP_42 ECS2283 GP_66 ECS5304

GP_19 EC55989_0547 GP_43 S1482 GP_67 ECS0288

GP_20 S0497 GP_44 EC55989_1636 GP_68 S4314

GP_21 ECS2996 GP_45 ECS2792 GP_69 EC55989_4878

GP_22 EC55989_0799 GP_46 EC55989_2249 GP_70 EC55989_4903

GP_23 ECS1299 GP_47 ECS1176 GP_71 EC55989_5006

GP_24 EC55989_1258 GP_48 ECS1301 GP_72 ECS4458
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として ORF 保有状態を調査した。PCR は  PCR 反応緩衝液（Mg
2+

 1.5 mM）、dNTP(そ

れぞれ 0.2 mM)、2 pmol の各プライマー、0.4 単位の Taq DNA ポリメラーゼ（コスモバ

イオ社）及びテンプレート 2 μL を含む総容量 20 μL の系で行った。PCR の反応条件は

94 ℃での熱変性を 30 秒間、60 ℃でのアニーリングを 30 秒間、72 ℃での伸長反応を

30 秒間、これを 1 サイクルとし、30 サイクルで行った。その後、サンプルがサーマル

サイクラーから除去されるまで 4 ℃で保持した。PCR 産物は 2％アガロースゲル（タ

カラバイオ株式会社）を用いて 0.5×TBE 中 100 V で 30 分間電気泳動した後、UV トラ

ンスイルミネーター下で臭化エチジウムにより可視化した。  

菌株識別能が不十分であったため、さらに STEC O157 4 株（EC4115 (Genbank 

Accession No. CP001164）、EDL933 (Genbank Accession No. AE005174）、Sakai (Genbank 

Accession No.BA000007)、TW14359 (Genbank Accession No. CP001368)）の全ゲノム塩基

配列をインターネットデータベース（同上）より取得し、MBGD web site にて相互比較

し、さらなる候補 ORF として 24 個を選別した（表 11 ORF No. GP_73－ORF No. GP_96）。

プライマー設計後、ORF 保有状態を調査した。PCR の反応条件は先と同様の条件で行っ

た。  
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表 11 菌株識別能を向上させるために追加選択した genomic island を構成する ORF 

 

 

さらに菌株識別能を高めるために、選択した ORF 保有パターンが同じ 9 株について、

次世代シークエンサーを用いて、全ゲノム解析を行った。得られた全ゲノムデータの

検討・比較を行い、さらなる候補 ORF として 7 個を選別した（（表 11 ORF No. GP_97

－ORF No. GP_103）。プライマー設計後、ORF 保有状態を調査した。PCR の反応条件

は先と同様の条件で行った。  

 

ORF No. ORF name ORF No. ORF name

GP_73 ECH74115_3039 GP_97 00-059_ORF_4091224

GP_74 ECH74115_2899 GP_98 12-163_ORF_264991

GP_75 ECH74115_3056 GP_99 13-181_ORF_832681

GP_76 Z2415 GP_100 13-189_ORF_714587

GP_77 ECH74115_3024 GP_101 13-200_ORF_4852662

GP_78 Z2404 GP_102 13-206_ORF_1448707

GP_79 Z1432 GP_103 13-206_ORF_1454802

GP_80 ECH74115_3237

GP_81 ECH74115_3569

GP_82 ECH74115_3238

GP_83 ECS1189

GP_84 Z1797

GP_85 ECS1190

GP_86 ECH74115_2877

GP_87 Z1456

GP_88 ECH74115_1791

GP_89 ECH74115_2915

GP_90 Z2384

GP_91 ECS1527

GP_92 ECH74115_1860

GP_93 Z1854

GP_94 Z3358

GP_95 ECH74115_1587

GP_96 Z3362
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マルチプレックス PCR による選択 ORF の検出 

スクリーニングの結果から選出した 11 個の ORF（表 10 ORF No. GP_10、ORF No. 

GP_30、ORF No. GP_65、表 11 ORF No. GP_76、ORF No. GP_79、ORF No. GP_84、ORF 

No. GP_85、ORF No. GP_86、ORF No. GP_95、 ORF No. GP_97、ORF No. GP_101）に

対してマルチプレックス PCR で検出可能にするために、プライマーの再設計を行った。

さらに、大腸菌のマーカーとして uidA 遺伝子（35）、及び yhbX 遺伝子を、STEC 識別

用には志賀毒素遺伝子（stx1 及び stx2 遺伝子）とインチミン遺伝子（eae 遺伝子）を組

み込み、14-plex PCR の反応系を作製した。この反応系を腸管出血性大腸菌 PCR based 

ORF typing（STEC-POT）法とした（表 12）。  

 

表 12 STEC PCR based ORF typing（STEC-POT）法で使用した ORF 及びプライマー 

 

 

  

multi ORF No. ORF name amplicon size coefficient Forward Primer Reverse Primer

uidA GCAAAGTGTGGGTCAATAATCAG ACCATCAGCACGTTATCGAATC

EC55989_3592 CAGAGTGATCCGGATGAAGTTG CGAAAAGCGGATTGCGAG

2 ECS1190 527 1024 GTGCATGAGAAAAAGCCCG ACCCAATAATCGCAATCCTGTTC

3 Z2415 418 512 GGAAAGTGAAAAAGGACAGAGCC GCGAATACCAGCACGTTTTAC

4 Z1432 356 256 GAATGCCATGTTGCTGAACTG GCTTCACTTTGTTCCCAAAACC

5 ECS3501 324 128 GCACACAAGGTATCGGGGAAAT CTTAACAGTGCGTGACCAGG

6 ECH74115_1587 286 64 GGTTAACAATGCAATTAGCCAG TTTAACCACTTCCCTTTTAAGCC

7 EC55989_2129 248 32 CAGGATCAACTGGTTATCGGTG TTGAATTTCTGGCGGTAGG

8 Z1797 211 652 AAGAACGGCATACTATGATCTGG CTTCGGCGCTGCTATTG

9 EC55989_2641 174 8 AATGCCTGTTTTCTGGAGATTC TTTGTTTCCATTCCTGTAACCAC

10 ECH74115_2877 156 4 TCCAGTATCAGGAAGAGTGTGAC GAGACTGACCGCGACTCAT

11 13-200_ORF_4852662 140 2 CAGCGGAGATGGAAACCTATATG ATATTCCTGCATGACGCCAGC

12 00-059_ORF_4091224 121 1 TGGACATCCTTTCATGGCTG GCACGGGGTACGGATAAAAA

stx2 TTTCCATGACAACGGACAGC ATGATGAAACCAGTGAGTGACG

stx1 ATCGCTTTGCTGATTTTTCAC TCCCTGCAACACGCTGTAAC

14 eae 83 CAGGCTTCGTCACAGTTGC CCGTCAAAGTTATTACCACTCTGC

1

13

652

99
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（2）結果 

72 個の候補 ORF のうち、同一血清型の菌株間で保有状態に差異が見られた ORF は 6

個のみであった（表 10 ORF No. GP_06、ORF No. GP_10、ORF No. GP_26、ORF No. GP_30、

ORF No. GP_62、ORF No. GP_65）。STEC の菌株識別能向上のために選出した 24 個の

候補 ORF のうち、17 個の ORF については保有状態に菌株間で差が見られたが、4 個

の ORF は全ての株が保有しておらず（表 11 ORF No. GP_73, GP_81, GP_82, GP_89）、3

個の ORF は同一血清型の菌株間で保有状態に差異が見られなかった（表 11 ORF No. 

GP_80, GP_91, GP_93）。これらの結果から STEC の菌株識別に有効だと考えられる 9

個の ORF を選択した。さらに次世代シークエンサーによる全ゲノム解析より得られた

7 個の候補 ORF のうち、菌株識別能の向上が見込まれた ORF は 2 個（表 11 ORF No. 

GP_97、ORF No. GP_101）のみであった。これらの結果より合計 108 個の genomic island

を構成する候補 ORF の中から、11 個の ORF を選出し、菌株識別法に利用することと

した（表 13）。  

 

表 13 選出 ORF のスクリーニング結果 

 

  

Strain Name 00-059 00-179 02-051 04-085 06-021 10-098 07-005 08-011 10-117 12-109 08-027 10-086

O 157 157 157 157 157 157 26 26 26 26 111 111

H 7 - 7 7 7 7 11 NM 11 11 NM -

ORF No. ORF name

GP_10 EC55989_2129 + + + + + - + + + + + +

GP_30 EC55989_2641 + + + - - - + + + + - +

GP_65 ECS3501 + + - + + + - + + + + +

GP_76 Z2415 + + - + + + + - + + + -

GP_79 Z1432 + - + + + + - - - + - -

GP_84 Z1797 + - - + - - - - - - - -

GP_85 ECS1190 - - - + + + - - - - + +

GP_86 ECH74115_2877 - + - - - - + + + + + +

GP_95 ECH74115_1587 - - - - - - + - + - - +

GP_97 00-059_ORF_4091224 + - + - + + + + - + - +

GP_101 13-200_ORF_4852662 - - + - - + - + - + - -



 29 / 66 

 

2-2-3 腸管出血性大腸菌菌株識別法の性能評価 

（1）材料及び方法 

使用菌株  

開発法の性能評価には 2000 年から 2014 年に分離された STEC 115 株(O157 52 株(う

ち集団感染由来株 1 事例 4 株)、O26 40 株(同 2 事例 26 株)、O111 10 株(同 1 事例 5 株)、

O103 5 株、O121 4 株、O145 2 株、O165 2 株)を用いた（表 14）。  

 

表 14 STEC-POT 法の性能評価に使用した腸管出血性大腸菌使用菌株 

 

 

PFGE 法  

PFGE 法は、基本的には鈴木らの方法に従って行った（53）。 制限酵素は XbaI を用

い、スイッチング時間は 2.2 秒から 52.4 秒とし、6V/ cm で 20 時間泳動した。系統樹は

BioNumerics ver.6.1（Applied Maths NV、Keistraat、Sint-Martens-Latem、Belgium）用い

て描いた。ペアワイズ比較はダイスの相関係数を用いて行い、UPGMA クラスタリング

アルゴリズムを用いてクラスター分析を行った。バンド分析のための optimization 及び

position tolerance の両方を 1.5％に設定し、PFGE 分析の相同性についてのカットオフ値

を 95％とした。  

  

O serotype No. of isolates

26 40

103 5

111 10

121 4

145 2

157 52

165 2

Total 115
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STEC-POT 法  

STEC-POT 法は PCR 緩衝液（Mg
2+

 3 mM）2 μL、dNTP ミックス（それぞれ 0.2 mM）、

1 単位の FastStart Taq DNA ポリメラーゼ（Roche Diagnostics）、および 2 pmol の各プラ

イマー（表 12）、テンプレート DNA 2 μL を含有する総容量 20 μL の系で実施した。反

応条件は 94 ℃で 4 分間、初期変性の後、94 ℃での熱変性を 30 秒間、60 ℃でのアニー

リングを 30 秒間、72 ℃での伸長反応を 120 秒間、これを 1 サイクルとし、30 サイク

ル反応させ、72℃で 7 分間の最終伸長を行った。サンプルがサーマルサイクラーから

除去されるまで 4 ℃で保持した。PCR 産物はの 4％アガロースゲル（KANTO HC、関

東化学株式会社）を用いて 0.5×TBE 中 120 V で 60 分間電気泳動した。  

PCR の結果は、目的のサイズのバンド（各 ORF に対応するバンドおよびポジティブ

コントロールに対応するバンド）が増幅していれば 1、増幅が見られない場合を 0 とし

て 2 進法のコードを作成した（バイナリーコード）。作成したバイナリーコードを 10

進数に変換し、遺伝子型コード（STEC-POT スコア）を得ることで、菌株識別を行っ

た（表 15、図 2）。例えば図 2 の No. 1 の株では multi ORF No. 2 の ECS1190 から順に

（＋）、Z2415（＋）、Z1432（＋）、ECS3501（＋）、ECH74115_1587（－）、EC55989_2129

（－）、Z1797（－）、EC55989_2641（－）、ECH74115_2877（－）、13-200_ORF_4852662

（＋）、00-059_ORF_4091224（＋）となり、これを 1、0 の 2 進数コードとすると

11110000011 となる。このコードを 10 進数へと変換、つまりは次式のような計算を行

い 、 1024×1+512×1+256×1+128×1+64×0+32×0+16×0+8×0+4×0+2×1+1×1=1923 と い う

STEC-POT スコアが得られる。各 STEC-POT スコアは、0（00000000000）から 2047

（11111111111）の範囲内の数値で表現される（32）。  
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表 15 STEC-POT 法の代表株の結果と STEC-POT スコアへの変換例 

 

 

図 2 代表株と陽性対照の STEC-POT 法の泳動図 

STEC-POT score は multi ORF number 2 から 12 によって作成する。multi ORF number 1 は大腸菌

識別マーカーであり、multi ORF number 13 は志賀毒素遺伝子、multi ORF number 14 はインチミ

ン遺伝子である。  

M:50bp DNA Ladder (Dye Plus) （タカラバイオ株式会社）；PC：陽性対照  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 13-198 157 7 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 11110000011 1923
2 13-199 157 7 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 11110000011 1923
3 13-200 157 7 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 11110000011 1923
4 13-163 157 7 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 00011100100 228
5 13-195 157 7 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 00011101100 236
6 02-051 157 7 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 00100101011 299
7 12-163 157 7 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 11110110011 1971
8 12-164 157 7 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 01011100110 742
9 12-171 157 7 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 01110111001 953

10 12-101 26 11 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 01110101111 943
11 12-103 26 11 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 01110101111 943
12 12-117 26 11 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 01110101111 943
13 13-238 26 11 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 01011101001 745
14 13-240 26 11 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 01011101001 745
15 13-251 26 11 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 01011101001 745
16 08-011 26 NM 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 00010101111 175
17 12-147 26 11 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 00010101101 173
18 13-154 26 11 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 01010001000 648
19 08-014 111 - 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 11010110100 1716
20 08-026 111 - 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 11010110100 1716
21 08-027 111 NM 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 11010110100 1716
22 10-086 111 - 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 10011101110 1262
23 14-004 111 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 11110111100 1980

24 PC - - 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11111111111 2047

Binary code
STEC_POT

 scoreNo.
Strain

name
O H

multi ORF No.
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タイピングデータの比較  

各血清型について STEC-POT スコアは BioNumerics ver.6.1 を使用して、PFGE 法と比

較した。菌株識別能力を評価するために、血清型 O157 については互いに関連のない 2

株をタイピングした時に異なる株であると判定される確率である Simpson’s index（D 

index）を Hunter と Gaston の式に従って STEC-POT 法と PFGE 法でそれぞれ計算した

（42）。  

 

（2）結果  

PFGE 法  

STEC O157 52 株は PFGE 法で 26 遺伝子型に識別された。散発事例より分離された

と考えられる 44 株より求めた D index は 0.957 であった（図 3）。集団感染事例由来か

ら分離された 4 株は、同一の PFGE 型を示した（図 3 ボックス内）。O26 40 株は PFGE

法において、13 遺伝子型に識別された（図 4）。集団感染事例由来から分離された 1 事

例由来 16 株は同一の PFGE 型を示したが、1 事例由来 10 株では 2 つの PFGE 型に識別

された（図 4 下段ボックス）。O111 は 5 遺伝子型に分類され、集団感染事例由来 5 株

は同一の PFGE 型を示した（図 5 ボックス内）。  
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図 3 O157 における PFGE 法のクラスター解析 
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図 4 O26 における PFGE 法のクラスター解析 
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図 5 O111 における PFGE 法のクラスター解析 

 

 

 

図 6 O157、O26 及び O111 以外の腸管出血性大腸菌における PFGE 法のクラスター解析 
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STEC-POT 法  

STEC115 株は STEC-POT 法において 41 遺伝子型に分類され、各血清型でスコアは独

立であった（表 16）。血清型毎にみると O157 52 株は 18 遺伝子型に識別された。単一

の株が含まれる STEC-POT スコアは 7 種類あり、STEC-POT スコア 228 となった株が

12 株と最も多く、次いで STEC-POT スコア 953 となった株（8 株）が多く分離された。

O157 52 株中散発事例より分離されたと考えられる 44 株より求めた D index は 0.918

であった。  

O26 は 9 遺伝子型、O111 は 5 遺伝子型に分類され、その他の血清型も今回使用した

株は全て STEC-POT 法でタイピングが可能であった。集団感染事例由来から分離され

た O157 1 事例 4 株、及び O26 2 事例 26 株、O111 1 事例 5 株は、それぞれの事例で同

一の STEC-POT スコアを示した（図 3, 4, 5 ボックス内）。  
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表 16 STEC-POT 法の結果 

 

  

26 103 111 121 145 157 165

49 2 2
100 1 1
162 1 1
164 1 1
173 1 1
175 1 1
228 12 12
230 1 1
236 4 4
299 2 2
488 1 1
493 1 1
544 3 3
546 1 1
571 2 2
592 1 1
624 1 1
648 2 2
674 1 1
685 2 2
692 2 2
740 1 1
742 2 2
745 19 19
749 3 3
761 1 1
922 1 1
923 1 1
943 10 10
947 1 1
952 2 2
953 8 8
955 3 3

1262 1 1
1716 5 5
1921 1 1
1923 5 5
1953 3 3
1969 2 2
1971 2 2
1980 1 1

Total 40 5 10 4 2 52 2 115

POT score
O serotype

Total
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STEC-POT 法と PFGE 法の比較  

STEC-POT 法と PFGE 法は各血清型において、おおよそ相関関係のある結果を示した

（図 3－6）。菌株識別能は O157 では PFGE 法が高かったが、O26 や O111 では PFGE

法と同等の菌株識別能を示した。O157 において 2 株以上の株を含む PFGE 型は 10 個

あり、そのうち 6 つの PFGE 型は STEC-POT スコアと一致し、残りの 4 つの PFGE 型

には 2 から 4 種類の STEC-POT スコアを含んでいた。同一 PFGE 型で STEC-POT スコ

アが違う株は血清型 O157 でのみ見られ、O26 及び O111 では見られなかった。一方、

同一 STEC-POT スコアで PFGE 型が異なる株は O157 では 8 個の STEC-POT スコア

（STEC-POT スコア：228、230、952、953、955、1969、1971）で、O26 では 4 個の STEC-POT

スコア（STEC-POT スコア：685、745、749、943）で見られた。O157 で分離割合の多

かった STEC-POT スコア 228（12 株）及び 953（8 株）に識別された株のみでクラスター

解析をすると、相同性はそれぞれ 82.43％、84.05％であった。  

 

2-2-4 考察 

 これまでに STEC O157 の菌株識別法は種々開発されてきた（55）。近年、世界的に

O157 以外の血清型の分離割合が増加してきており、全ての血清型の STEC の菌株識別

を行える方法が求められていた。本研究で開発した STEC-POT 法は 11 個の ORF の有

無による菌株識別法であり、O157 以外の腸管出血性大腸菌で多くを占める血清型であ

る O26、O111、O103、O121、O145、O165 についても、PFGE 法と同等の菌株識別能

を保持しつつ菌株識別が可能であった。PFGE 法の系統樹解析によると STEC-POT 法の

菌株識別能力はおおよそ 85％の相同性なると考えられた。今回 PFGE 法の判定は相同

性 95％で同じ菌株（PFGE 型）として扱っているので、STEC-POT 法は PFGE 法よりも

菌株識別能が劣る結果となったが、本来 PFGE 法の判定は疫学情報を加味した上で、

バンドの差異によって判定する（54）。同一 STEC-POT スコアで PFGE 型が異なった株

はバンドの差異は 4 本以内であり、これは疫学情報を加味した際には同一事例と判断

できる差の内であった。そのため STEC-POT 法の D index はやや PFGE 法よりも低く
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なったが、菌株識別能は同等だと考えられた。  

また、腸管出血性大腸菌は、同一汚染食品が広範囲に流通した結果、一見散発事例

と思われる同時多発的な集団事例（diffuse outbreak）を起こすことも知られている（56、

57）。今回供試した菌株は全て愛知県内で分離されており、分離日が近い株も存在する

ため、diffuse outbreak 由来の株も D index の算出に使用している可能性がある。そのた

め PFGE 法、STEC-POT 法ともに D index がやや低い数字（D index 0.957、0.918）になっ

たと考えられた。  

 O26 の集団感染事例由来株は STEC-POT 法では全て同一の株として識別されたが、

PFGE 法では 1 つの事例は 2 つの遺伝子型に識別されてしまった。PFGE 法は数値化が

できないため、目視によるバンドパターンの確認が必要となる。このような結果となっ

た場合は菌株を並べての再泳動を行うのだが、PFGE 法の再泳動は時間がかかり、現実

的ではない。また、STEC-POT 法は PFGE 法よりも迅速に結果を得られることで、警鐘

を早期に鳴らすことができるため、集団発生事例の早期終息や diffuse outbreak の早期

感知が期待できる。これらのことから、迅速に数値として結果を得ることができる

STEC-POT 法はアウトブレイク調査において PFGE 法よりも優れていると考えられた。 

今回使用した菌株では全て型別が可能であったが、O157、O26、O111 以外の血清型

の腸管出血性大腸菌は供試株数が少なかったため、今後ウシやブタより分離された菌

株や、さらなる多くの血清型で菌株識別が可能かを検討する必要があると考えられた。 

今回開発した STEC-POT 法は 1 系統のマルチプレックス PCR だけで菌株識別が可能な

迅速、簡便なタイピング法である。今回調査した全ての血清型（O157、O26、O111、

O103、O121、O145、O165）において菌株識別が可能であり、それぞれの血清型で PFGE

法と相関関係が見られた。また STEC-POT 法は全ての血清型において集団感染由来株

で同一遺伝子型のみが確認できた。このように迅速性、簡便性に加え菌株識別能にお

いても、PFGE 法と同等以上の結果が得られる STEC-POT 法は全ての血清型の腸管出血

性大腸菌のアウトブレイクの際に第一選択として利用可能であり、今後、腸管出血性

大腸菌のサーベイランス調査に使用できる有効な方法であると考えられた。   
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第 3 章 カンピロバクターの分子疫学解析法の研究 

1 節 諸言 

日本において 2003 年以降カンピロバクター感染症は細菌性食中毒で最も発生件数が

多い病原菌であり、そのうち Campylobacter jejuniが、約 9割と大部分を占めている（43）。

カンピロバクター感染症の感染ルートは、加熱が不十分な鶏肉、汚染された水や野菜

の接触、または感染したヒト及びペットの糞便との接触によるものが多いとされる

（44）。これらのうち、家禽はヒトにおけるカンピロバクターの主な感染源であると考

えられている。しかし、カンピロバクター症のほとんどは散発事例であり、感染経路

を追跡することは難しい。  

表現型及び遺伝子型タイピング方法は多くの場合、種や亜種レベルで細菌を区別し、

感染源や感染経路を特定するために使用されている。血清型別は良好な再現性を示し

ているが、高価な試薬を必要とし、型別不能株の割合が高いという問題点がある。  

血清型別の型別能力が貧しいため、これまでに種々の C. jejuni の分子疫学解析法が

開発されてきた（45）。例えば、PFGE 法は周知の技術であり、疾病管理予防センター

（CDC）によって、C. jejuni のサブタイピングのための標準化されたプロトコールの一

つが公開されている。PFGE 法は C. jejuni を識別する非常に有用な方法であるが、時間

がかかること、手技が煩雑であること、低いスループットレベル、および他施設との

比較が困難であることなどの課題がある（46）。さらに、いくつかの C. jejuni では、特

定の制限酵素で処理した際に DNA が分解してしまい PFGE 法でタイピングができない

ことがある（47）。そのため、PFGE 法は日常的に行われるサーベイランスでは使用さ

れていない。  

PCR binary typing（P-BIT）法は、近年報告されたカンピロバクターのためのタイピ

ング方法であり、PFGE 法とほぼ同等の識別能を有している（47）。P-BIT 法はカンピ

ロバクターのゲノム中に分布する 18 の可変要素（細胞表面、運動性、毒素産生に関与

する遺伝子等）の有無によるタイピング方法であり、これらの要素はコアゲノムの構
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成要素ではなく、病原因子と関連しているとされる。Cornelius により報告された P-BIT

法は、18 モノプレックス PCR を用いて構築されている。  

本研究では、P-BIT 法を低コストで簡便な方法へと変換するために、18 個のモノプ

レックス PCR から 2 系統のマルチプレックス PCR で検出を可能とするために改良を

行った。その後、マルチプレックス P-BIT（mP-BIT）法を PFGE 法の結果（使用制限

酵素は SmaI または KpnI）と比較をし、mP-BIT 法が地域的、時間的に離れた場所にお

いても菌株識別能を維持しているか、また C. jejuni の日常的なサーベイランスとアウ

トブレイクの調査のために使用可能かを評価した。  

 

2 節 カンピロバクターの分子疫学解析法の開発と評価 

（1）材料及び方法 

使用分離株 

2011 年から 2013 年の間、愛知県で分離された C. jejuni 65 株（散発事例由来株 62

株、食中毒事例由来株 3 株）を用いた。  

 

DNA 抽出 

全ての株を、Tris-EDTA 緩衝液 100 μL（pH8.0）に McFarland1 程度になるように懸濁

し、10 分間 95 ℃でインキュベートし、1 分間 16000 ×g で遠心分離した。上清を PCR

のテンプレートとして使用した。  

 

mP-BIT 法 

モノプレックス PCR からマルチプレックス PCR へと改良を行うために、論文記載の

18 のプライマーセットのうち 7 つのプライマーを変更した(表 17) （47）。  
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表 17 マルチプレックス P-BIT 法で使用したプライマー 

 

 

代表分離株 8 株の P-BIT 型は、論文記載のプライマーを用いてモノプレックス PCR

で確認した。モノプレックス PCR は PCR 反応緩衝液（Mg
2+

 1.5 mM）、dNTP(それぞれ

0.2 mM)、2 pmol の各プライマー、0.4 単位の Taq DNA ポリメラーゼ（コスモバイオ社）

及びテンプレート 2 μL を含む総容量 20 μL の系で行った。PCR の反応条件は 94 ℃で

の熱変性を 1 分間、60 ℃でのアニーリングを 1 分間、72 ℃での伸長反応を 1 分間、

これを 1 サイクルとし、35 サイクルで行った。その後、サンプルがサーマルサイクラー

から除去されるまで 4 ℃で保持した。 PCR 産物は 2％アガロースゲル（タカラバイオ

株式会社）を用いて 0.5×TBE 中 100 V で 30 分間電気泳動した後、UV トランスイルミ

ネーター下で臭化エチジウムにより可視化した。  

結果を比較した後、マルチプレックス PCR 用プライマー及び C. jejuni の陽性対照と

して馬尿酸分解酵素をコードする遺伝子（hipO 遺伝子）のプライマーを各プライマー

の最終濃度が 0.2 μM となるように混合した（表 17）。マルチプレックス PCR は QIAGEN

マルチプレックス PCR キット（Qiagen 社、東京、日本）を用いて取扱説明書に従って

行った。PCR 反応は 95 ℃で 15 分間、初期変性の後、94 ℃での熱変性を 15 秒間、60 ℃

でのアニーリングを 90 秒間、72 ℃での伸長反応を 90 秒間、これを 1 サイクルとし、

Primer mixture

 number

ORF

number
target gene

PCR amplicon

size(bp)
coefficient Forward primers Reverse Primers Reference

mix1 1 CJE1500 545 256 ACGATTTCGTTTTCCCTAAACTC AGGACTAAAATCCCCATAAGGATAA 47

2 CJE1733 447 128 GATGTATCCGCCTTTGGCTA GGGTTCTTGTTATAAAGCCCATT 47

3 virB8/comB1 345 64 AATGGATATGAGAGCCGATGA AGCTCCATTGGTATAAAATCAAAAA this study

4 Cj1135 303 32 TTAGAATTTGCAAAACGCAAAG ATCTTCCCTACCCCAGCCTA 47

5 Cj1136 252 16 TGGTTTGACCATGCTTGTATTT CAAAACCATGCCAAAATGAA 47

6 cfrA 203 8 AGCAGGGATAAGCCCTCTTG AGCGATCTATTTGCCAYTCG 47

7 Cj0265 175 4 AAGCGAAAATAACAGGGTTTTGC GCTTACCTTATCCCATTTGCCA 47

8 maf5/pseE 146 2 TTGGGGCTAGACGATTATGG TGAGAATGTGTTTGCCCATC this study

9 Cj0008 100 1 AGTCCTGAAGCGTTTGCTGT TATATGCGGACTCTGGATGC this study

10 hipO 76 - GGAAAAACAGGYGTTGTGG CATCCATATCTGCACGAAGTC this study

mix2 1 cgtA 555 256 CCTTTGAATCCTTGGGCTTT TGAAGAAAAACTTTGTTTTGTTGCT 47

2 tetO 448 128 TTTCCCGTTTATCACGGAAG CAAGCAATATTTCCCGCTGT 47

3 flgE2 354 64 TAACGCGAAAGGACAAGGAC TCTGTAGTACCATCGGCATTATC this study

4 gmhA2 289 32 TAGCAGGAAATGGTGGCAGT GCTTGCAAGAAAAACCTTTACC this study

5 Cj1321 249 16 TTTATACATCCTCAATCTTTTGTTTCA GCAAGGCAACAGGCTAACTC 47

6 wlaN 209 8 AGCATTAGAAAGTTGCATTAACCA AAAACATGATATAAGGTGAAGTTGC this study

7 panB 181 4 ATGGATGAAATGTTGATTTTTACC CGATTTCTATACCCCCTTCCA this study

8 Cj0423 148 2 GCAAGTGGCGGGTCTATTT CAAGCCAAACAATAATAGTCCAA 47

9 Cj0122 103 1 CGAGGGTTCAATAGAAGATAAGC CCAACGAGGGTGTTTAGCAT this study

10 hipO 76 - GGAAAAACAGGYGTTGTGG CATCCATATCTGCACGAAGTC this study
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30 サイクル反応させ、72 ℃で 10 分間の最終伸長を行った。サンプルがサーマルサイ

クラーから除去されるまで 4 ℃で保持した。PCR 産物は、4％アガロースゲル（KANTO 

HC、関東化学株式会社）を用いて、0.5×TBE 中 120 V で 60 分間電気泳動した。2 系統

のプライマーミックスによる PCR の結果は、それぞれ、アンプリコンの有無に応じて

1 または 0 でスコア化した。菌株識別を容易にするために、作成したバイナリーコード

は、係数を乗じて 10 進数に変換した（mP-BIT スコア）（表 17, 18、図 7）。mP-BIT ス

コアは 0-0（000000000-000000000）から 511-511（111111111-111111111）の範囲内の数

値で表現される(32)。  
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表 18 代表 11 株の結果と mP-BIT スコアへの変換例 

 

 

 

図 7 代表 11 株と陽性対照の mP-BIT 法の泳動図 

mP-BIT score は Mix1 及び Mix2 の ORF 1 から 9 によって作成する。ORF 10 は C. jejuni のマー

カーである。Lane1 から Lane11 は表 18 の検体であり、Lane12 は陽性対照である。  

M:100bp DNA Ladder (Dye Plus) （タカラバイオ株式会社）  

  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

CJ13A-1-1 - + - - - + - + - + - + - + + - + + + + 010001010-010110111 138-183

CJ13A-2-2 - + - - - + - + - + - + - + + - + + + + 010001010-010110111 138-183

3302 + + - - - + - - - + + - - + - - + - - + 110001000-100100100 392-292

3311 - - - + + + + + - + - + + + + + + + + + 000111110-011111111 62-255

3317 - + - - - + - - - + - + - + - - + + + + 010001000-010100111 136-167

3325 - - - - - + + + + + + + - + + - + + + + 000001111-110110111 15-139

3330 - - - - - + - - - + - + + + - - + - - + 000001000-011100100 8-228

3344 - - + - - + + + + + - - - + + - + + + + 001001111-000110111 79-55

3352 - - - - - + - + - + - + - + + + + + + + 000001010-010111111 10-191

3395 - + - + + + - + - + + - - + + - + - - + 010111010-100110100 186-308

3398 + + - - - + - - - + - - - + - - + - + + 110001000-000100101 392-37

Isolate No.
ORF number (mix1) ORF number (mix2)

Binary code mP-BIT score
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PFGE 法 

PFGE 法は、基本的には松本らの方法に従って行った（43）。 制限酵素は SmaI また

は KpnI を用い、6 V/ cm で 20 時間泳動した。スイッチング時間は SmaI を使用した際

には 6.8 秒から 38.4 秒、KpnI を使用した際には 5.2 秒から 42.3 秒とした。SmaI または

KpnI をそれぞれ単独で使用した PFGE パターンに加え、SmaI と KpnI を組み合わせた

分析（SmaI/ KpnI 遺伝子型）も行った。SmaI、KpnI 及び SmaI/ KpnI 遺伝子型での系統

樹は BioNumerics ver.6.1（Applied Maths NV）を用いて作成した。ペアワイズ比較はダ

イスの相関係数を用いて行い、UPGMA クラスタリングアルゴリズムを用いてクラス

ター分析を行った。バンド分析のための optimization 及び position tolerance を 1％に、

PFGE 分析の相同性についてのカットオフ値を 90％に設定した（48）。  

 

タイピングデータの比較 

mP-BIT のデータは BioNumerics ver.6.1 を使用して、PFGE 法と比較した。菌株識別

能力を評価するために、互いに関連のない 2 株をタイピングした時に異なる株である

と判定される確率である Simpson’s index（D index）を Hunter と Gaston の式に従って計

算した（42）。  

 

（2）結果 

mP-BIT 法 

代表分離株 8 株では、論文記載のプライマーを用いたモノプレックスの PCR と今回

作成したプライマーを用いたマルチプレックス PCR で同様の結果が得られた。散発事

例由来 62 株は 40 mP-BIT タイプに識別された（表 19、図 8）。このうち、27 タイプは

単一の C. jejuni が含まれ、mP-BIT スコアが 15-55 に識別された株が 6 株と最多であっ

た（表 19）。  mP-BIT 法の D index は 0.980 であった。食中毒事例由来から分離された

3 株は、同じ mP-BIT スコアを示した（CJ13A-1-1、CJ13A-1-2、CJ13A-2-2、mP-BIT ス

コア：138-151）（図 8 ボックス内）。  
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表 19 散発事例由来 62 株の mP-BIT 法の結果 

 

 

PFGE 法 

散発事例由来 62 株は、SmaI を用いた PFGE 法で 40 遺伝子型（D index 0.975）、KpnI

を用いた PFGE 法で 42 遺伝子型（D index 0.987）に識別された。SmaI と KpnI を組み

合わせた分析では 48 SmaI/ KpnI 遺伝子型、D index 0.990 となった（図 7）。48 SmaI/ KpnI

遺伝子型のうち 39 SmaI/ KpnI 遺伝子型が、単一の分離株を含んでいた。5 つの  SmaI/ 

KpnI 遺伝子型は 3 株、4 つの SmaI/ KpnI 遺伝子型は 2 株の分離株を含んでいた。食中

毒事例由来から分離された 3 株は、同一の PFGE パターンを示した（CJ13A-1-1、

CJ13A-1-2、CJ13A-2-2）（図 8 ボックス内）。  

  

mP-BIT score Number of isolates

15-55 6

62-127 4

15-439 3

62-255 3

0-260 3

11-183 2

11-55 2

126-127 2

138-55 2

186-159 2

58-191 2

58-239 2

62-191 2

Others
(a) 27

(a)Othersにはそれぞれ1株ずつ27のmP-BITスコアが含まれている
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図 8 SmaI/ KpnI 遺伝子型を用いた PFGE 法のクラスター解析 
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mP-BIT 法と PFGE 法の比較 

mP-BIT 法と PFGE 法はおおよそ相関関係のある結果を示した。 mP-BIT 法の識別能

力（D=0.980）は、SmaI（D=0.975）、または KpnI（D=0.987）を単独使用した PFGE 法

と同等の菌株識別能を示した。9 つの SmaI/ KpnI 遺伝子型は、複数の分離株を含んで

おり、そのうち 4 つの  SmaI/ KpnI 遺伝子型は  mP-BIT タイプと一致した。残りの 5 つ

の SmaI/ KpnI 遺伝子型のうち 3 つは単一の標的遺伝子（tetO 遺伝子）のみ異なる 2 つ

の  mP-BIT タイプを含んでいた。一方で 3 つの mP-BIT スコアに識別された 13 株

(mP-BIT スコア：62-127、4 株、mP-BIT スコア：62-255、3 株、mP-BIT スコア：15-55、

6 株)は異なる SmaI/ KpnI で遺伝子型を示した。この 3 つの mP-BIT タイプの分離株の

SmaI/ KpnI 遺伝子型における相同性は、それぞれ 77.94％、80.96％及び 77.13％であっ

た。  

 

3 節 考察 

PFGE 法の課題の解決を目的とする新規 PCR タイピング方法には、comparative 

genomic fingeprinting（CGF）法や P-BIT 法が開発されている(46, 47, 49)。これらのバイ

ナリータイピング法は細菌遺伝子の有無を調べることによるタイピング法であり、短

時間かつ低コストで実行でき、菌株識別能力が高く、データベース作成が簡単である

といった利点がある。  

バイナリータイピング法の一つである CGF 法は、高い菌株識別力（D index 0.994）

を示すが、実施には 5 プレックス PCR を 8 反応も行われなければならない（49）。

Cornelius らが報告した P-BIT 法は C. jejuni ゲノムの比較分析によって 68 個の ORF を

抽出し、菌株識別を行う方法である。最終的には 18 個の ORF まで絞られたが、検出

はモノプレックス PCR によるものであった（46）。これらの PCR タイピング法は手間

や時間がかかるため、本研究では P-BIT 法に 2 点の改良を加えた。まず、マルチプレッ

クス PCR システムを構築することを可能にするために、P-BIT 法の一部のプライマー

を変更した。このマルチプレックス PCR システム、mP-BIT 法は、96 ウェル PCR プレー
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トを使用して、一度に 48 株までテストすることができるため、非常に効率的となった。

さらに C. jejuni のマーカーとして hipO 遺伝子を検出するプライマーを組み込み、菌株

識別と同時に C. jejuni の菌種同定を可能にした。オリジナルの P-BIT 法は C. jejuni と

Campylobacter coli の両方の遺伝子型を決定することができるが、菌種のマーカー遺伝

子は含まれていないため、種を区別するには追加の検査を必要とする（47）。本研究で

は、代表株においてオリジナルの P-BIT 法と mP-BIT 法で同じ結果を得た。したがって、

mP-BIT 法は、迅速、かつ簡便で容易であり、マルチプレックス PCR システムになっ

たことにより、低コストで行うことができるようになる。言い換えれば、mP-BIT 法は

所要時間、簡便さ、およびコストに関して C. jejuni の他の PCR タイピング方法よりも

優れていると考えられる。  

また、mP-BIT 法は SmaI または KpnI を単独使用した PFGE 法と同等の菌株識別能を

持っており、異なる地域や異なる時系列の株においても菌株識別能が保持されていた。

SmaI/ KpnI 遺伝子型における系統樹解析によると、mP-BIT 法の菌株識別能力は約 80％

程度の相同性になると考えられる。C. jejuni の PFGE 法を CDC プロトコールで行う際、

制限酵素の第一選択は SmaI であり、KpnI は第二選択の制限酵素として推奨されてい

る。したがって、mP-BIT 法は SmaI または KpnI を単独使用した PFGE 法と同等の菌株

識別能を有しているので、集団発生時に迅速に結果を提供するために、より効果的に

使用することができると考えられる。  

mP-BIT 法に含まれている 2 つの標的遺伝子（tetO 遺伝子、virB8/ comB1 遺伝子）は

プラスミド上にコードされている。  散発事例由来 62 株における tetO 遺伝子、及び

virB8/ comB1 遺伝子の保有率は、それぞれ 33.8％（22/62）、4.6％（3/62）であった。プ

ラスミド上にコードされた遺伝子は、長期間のサーベイランスにおいてプラスミドの

脱落により失われる危険性がある。 tetO 遺伝子は、プラスミド損失が起こりにくいよ

うな短期の疫学的研究においては重要なマーカーであると考えられていた（47）。また、

GenBank に登録されているプラスミドのうち、1 つのプラスミドにしか virB8/ comB1

遺伝子は登録されておらず、C. jejuni はこの遺伝子をあまり保有していないと考えられ



 50 / 66 

 

ていた（47）。しかし、今回の研究では短期間における散発事例より分離された C. jejuni

の中で tetO 遺伝子、または virB8/ comB1 遺伝子が唯一の差異となっている株がみられ

た。そのため、プラスミド上にコードされている tetO 遺伝子、及び virB8/comB1 遺伝

子は、疫学的マーカーのために適切であるかどうかをさらに検討する必要性がある。  

今回作成した mP-BIT 法は P-BIT 法の 18 の標的遺伝子を 2 系統のマルチプレックス

PCR システムに組みこんだものである。18 のモノプレックス PCR を 2 系統のマルチプ

レックス PCR へと変換することで、mP-BIT 法は簡便、迅速、かつ効率的な C. jejuni

の菌株識別方法となった。mP-BIT 法は C. jejuni の第一選択として利用可能なタイピン

グ法であり、今後の C. jejuni のサーベイランスやアウトブレイクの調査のために使用

することができると考えられた。   
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第 4 章 総括 

 

今回の研究では選択した ORF の有無をマルチプレックス PCR で増幅した後、増幅産

物の塩基配列を決定することなく、通常の電気泳動により遺伝子産物の泳動パターン

を比較することによる 3 種類の迅速かつ簡便な菌株識別法を開発した。開発した方法

は実際の臨床分離株を用いて、実際の現場で使用可能かの評価を行った。  

 

1．大腸菌のクローン大別法（Islet Pattern 法：IP 法）  

IP 法は 1 系統のマルチプレックス PCR で genomic islet を構成する ORF の有無を検

出し、数値化することでシークエンス解析なしに大腸菌のクローン大別をする方法で

ある。全てのクローンを識別することはできないが、感染症を引き起こす可能性のあ

るクローンや ESBL 産生菌として蔓延しているクローンの識別が IP 法の開発により既

存のクローン大別法である MLST 法に比べ短時間、低コストで実現可能となった。さ

らに、IP 法はクローン大別と同時に phylogenetic group も決定することができるため、

IP 法を行うことで MLST 法よりも多くの菌株解析情報を得ることができるようになっ

た。MLST 法よりも短時間・低コストでより多くの分子疫学解析情報を取得でき、でー

たの持ち運びも容易な IP 法は大腸菌のクローン大別法として有効な方法で考えられた。 

 

2．腸管出血性大腸菌の菌株識別法（STEC PCR based ORF typing 法：STEC-POT 法）  

STEC-POT 法は 1 系統のマルチプレックス PCR で genomic island を構成する ORF の

有無を検出し、数値化することによる STEC の菌株識別法である。実際の臨床分離株

（O157、O26、O111、O103、O121、O145、O165）を用いた実験の結果より、調査し

た全ての血清型において菌株識別が可能であった。また、STEC の菌株識別に一般的に

使用される PFGE 法と相関関係が見られ、集団感染由来株で同一遺伝子型のみが確認

できた。さらに、STEC-POT 法は PFGE 法と異なり、結果を数値として迅速に得ること

ができる。そのため、他施設との比較が容易となり、diffuse outbreak のような広域で
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発生している集団発生を早期に検知可能である。PFGE 法よりも短時間かつ容易に結果

を得ることができ、データの比較・共有が容易な STEC-POT 法は STEC のアウトブレ

イク調査に利用可能な方法であると考えられた。  

 

3．カンピロバクターの菌株識別法（マルチプレックス P-BIT 法：mP-BIT 法）  

mP-BIT 法は 18 のモノプレックス PCR を 2 系統のマルチプレックス PCR へと改良し

た方法である。実際の臨床分離株を用いた実験の結果より、mP-BIT 法と PFGE 法はお

およそ相関関係のある結果を示しており、識別能力（D index 0.980）は、SmaI（D index 

0.975）、または KpnI（D index 0.987）を単独使用した PFGE 法と同等の菌株識別能を示

した。さらにはさらに C. jejuni のマーカーとして hipO 遺伝子を検出するプライマーを

組み込み、菌株識別と同時に C. jejuni の菌種同定を可能にした。PFGE 法よりも簡便、

迅速、かつ効率的な菌株識別法である mP-BIT 法は今後の C. jejuni のサーベイランスや

アウトブレイクの調査のために使用することができる方法であると考えられた。  

 

これらの方法は全て特殊な装置を必要とせず、上記に示したようにこれまでに使用

されていたクローン大別法及び菌株識別法よりもコスト・時間を大幅に削減すること

ができる新規の分子疫学解析法である。また、本研究で開発した方法は全て結果を数

値化することで他施設との比較が簡単に行えるようになっている。これは 1 章にあげ

た新規分子疫学解析法に求められる 5 点の要求をみたすものである。  

新規分子疫学解析法を利用することにより、集団感染等の早期感知が可能になるこ

とが期待される。また、開発法は得られた情報の共有・集積が簡便であるため、集団

感染調査だけでなくサーベイランス調査にも利用可能である。サーベイランス調査に

よる菌株情報の集積がスムーズになることで、食中毒や感染症の予防として活用され

るようになることが期待される。  

今回、開発した大腸菌のクローン大別法及び腸管出血性大腸菌の菌株識別法はその

有用性が認められ、愛知県と中部大学との共同特許として出願した（「大腸菌の遺伝子
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型タイピング法及びこれに用いるプライマーセット（特願 2014-175414）」）。また 2014

年 12 月現在、1 社より実施許諾申請があり、今後商品化されることが見込まれる。商

品化されることにより、試薬の組成変動による誤判定の減少し、利用施設が増加して

いくと思われる。そのため今回開発した IP 法及び STEC-POT 法は今後、大腸菌の分子

疫学解析法の第一選択となると考えられる。  

また、赤痢やコレラといった腸管病原菌は現在の日本では分離件数が減少している

が、世界的には猛威を振るっている国も存在する。今回の研究で得た知見をもとに、

分子疫学解析法及び公衆衛生の発展のために、さらなる腸管病原菌の菌株識別法を開

発が可能であると考える。  
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