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腸管出血性大腸菌の分子疫学的解析における MLVA法の有用性について

今野貴之 八柳潤 齊藤志保子

腸管出血性大腸菌感染症は，感染力が強く，重症化した場合には死に至ることもある重大な細菌感

染症の一つである。そのため，本症の対策では迅速に流行形態を把握し，感染の拡大を防止する必要

がある C 本研究では迅速な分子疫学的解析の手法としての MLVA法の有用性を検討し↑こ検討するに

あたっては，散発感染事例，集団感染事例や集団食中毒事例といった様々な事例に関連した分離株を

供試し， MLVA法の結果を基にした菌型を調査した。その結果， MLVA法によっても集団感染の把握

が可能であること，従来から用いられてきた PFGE法に比べて詳細に感染の流行形態を把握できるこ

と，実際の事例対応においても有用な情報を迅速に把握できることが確認された。これらの結果から，

腸管出血性大腸菌の分子疫学的解析における MLVA法の有用性は極めて高いと考えられた。

1.はじめに

腸管出血性大腸菌（EnterohemorrhagicE.coli : 

EHEC) による感染症は，平成 2年の埼玉県の

幼稚園での集団感染事例，平成 8年の大阪府堺

市での学校給食を原因とした大規模な集団感染

事例を契機にその健康被害の重大性が認識され

て以来，全国各地で集団，散発感染事例が数多

く報告され，現在もなお公衆衛生上の重要な問

題となっている。その症状は，無症候性や軽度

の下痢から，激しい腹痛，頻回の水様便，さら

に著しい血便とともに，有症者の 6~7％におい

て，下痢などの初発症状発現の数日から 2週間

以内に，溶血性尿毒症症候群や脳症などの重篤

な合併症を併発し，死に至る場合もある仄

通常， EHECはそれに汚染された食物などを

経口摂取することによって感染する。 100個程

度の少ない菌数でも感染が成立することから，

ヒトからヒトヘの二次感染も問題となる。その

ため，本症の対策には，原因菌の迅速な分離同

定とともに迅速な分子疫学的解析が求められて

いる。国立感染症研究所においては，広域的集

団感染等への対応を目的として，各地方衛生研

究所の分離株を収集してパルスフィールドゲル

電気泳動法 (PFGE法）で解析するシステム（パ

ルスネット）が構築されている 2¥ 個別の事例

においては，各地方衛生研究所でも PFGE法に

よって集団感染事例の特定や感染経路の推定を

行っていなしかしながら， PFGE法は解析終

了まで一週間近くの時間を必要とすること，多

くの分離株の分類を行うにあたっては，単一の
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制限酵素の切断パターンによる画像の比較解析

だけでは判別できない場合があることなどが課

題となっていた，）

近年， EHECにおいても分子疫学的解析法の

一つとして細菌の DNAに存在する高変異反復

配列を利用した Multiple-LocusVariable-Number 

Tandem-Repeats Analysis (ML VA法）が開発さ

れている 3, 4)。

そこで，迅速な腸管出血性大腸菌の分子疫学

的解析法として MLVA法の有用性を検証する

ため，秋田県内で発生した散発感染事例，集団

感染事例や集団食中毒事例といった様々な事例

に由来した分離株を用いて， MLVA法による分

子疫学的解析を実施した。本報では，これらの

事例の解析結果を中心に，腸管出血性大腸菌の

分子疫学的解析における MLVA法の有用性に

ついて報告する 3

2. 方法

2. 1実験材料

集団感染事例の検討として，平成 18年 5月に

発生した「ふれあい動物イベント」に起因した

集団感染事例由来株 9株を供試した。また，

PFGE法との比較のため，平成 19年 7月から 9

月上旬までに秋田県内で個別の散発感染事例か

ら分離された 18株を供試した。また，実際の事

例対応として，平成 20年 6月に発生した集団食

中毒事例に関連した 26株を供試した。供試菌株

はすべて PCR法等により EHEC0157:H7 VTl, 2 

（＋）であることを確認した。
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2.2実験方法

2.2. 1 PFGE法

PFGE法は，細菌の染色体 DNAの制限酵素処

理断片をアガロースのゲル中で断片（バンド）

の大きさによって分け，多型性解析する手法で

ある。今回は，制限酵素処理に Xbalを使用した

立クラスター解析においては，バンドが 1, 2 

本異なる場合は同系統の菌型として判断した
6) 

2.2.2 MLVA法

MLVA法は，細菌の染色体 DNAもしくはプ

ラスミド DNA上に存在し，高率に変化する

DNAの繰り返し配列の数を比較することで紬

菌を識別する手法である。今回は， Nolleret al. 3・ 

7)および Lindstedtet al. 4)の方法を一部改変して

行った。繰り返し配列は， 0157:H7の染色体上

に存在する 7か所 (VNTR3,VNTR9, VNTRIO, 

VNTR17, VNTR19, VNTR25, VNTR34)とプラス

ミド上に存在する 1か所 (VNTR36) を対象と

して， DNA配列を解析した D DNA配列から各

部分の繰り返し数を算定し， Locuslから Locus8

まで VNTR9-VNTR10-VNTRl 7-VNTR25-VNTR3 

-VNTR34-VNTR l 9-VNTR36の順に表記し立分

離株の MLVA Profileとした。クラスター解析に

おいては， 1か所の Locusのみが異なる場合は

同系統の菌型として判断した。

3. 結果と考察

3. 1平成 18年集団感染事例由来株の分子疫学

的解析

MLVA法による解析を行う上での検討課題

の一つとして，集団感染事例を裏付けできるか

という点があげられる。表 lに示した EC10759

~EC10998は，平成 18年 4月 29日から 5月 8

日にかけて開催された「ふれあい動物イベント」

に起因した集団感染の患者由来の分離株とイベ

ントに出展されていたヤギに由来する分離株で

あるコこれらの分離株は PFGE法ではいずれも

同ーもしくはバンド 1本のみ異なる DNAパタ

ーンを示し（パターン 18A, 18A'), 集団感染

であったことが裏付けされていたことから，こ

れらの分離株を用いて MLVA法の検討を行っ

fこMLVA法では， EC10881を除く 8株の MLVA

Profile 力ゞ 「16-25-7-4-15-11-12-12」, EC10881 
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は Locus2が＋1異なったがそれ以外は一致して

しヽた。

これらの結果から， MLVA法によっても集団

感染の推定が可能であると考えられた。

表 1平成 18年集団感染事例

由来株の分子疫学的性状

分離株 分雌日 PFGEPattern MLVA Profile 偏考

EC10759 5月108 18A 16-25-7 -4-15-11-12-12 

EC10764 5月11日 18A 16•25•7 4•1 5-11 ・12-12

EC10767 5月12日 18A 16-25-7 -4-15-11-12-12 

EC10768 5月12日 18A 16-25-7 -4•1 5-11-12-12 
EC10769 5月12日 18A 16-25-7-4-15-11-12-12 

EC10880 5月23日 18A 16-25-7 -4-15-11-12-12 

EC10881 5月23日 18A' 16-26-7 -4-15-11-12-12 

EC10852 6月 2日 18A 16-25-7 -4-15-11-12-12 

EC10998 7月208 18A 16-25-7-4-15-11-12-12 ヤギ由来

3.2平成 19年散発感染事例由来株の分子疫学

的解析

表 2に示した EC11999~EC12142は，平成 19

年 7月から 9月J:.旬の間に発生した散発感染事

例から分離された株で， PFGE法によって大き

く分けて 3つの流行株があることが示された

が，互いによく似た DNAパターンを示す分離

株も存在し，分類が困難な事例が見受けられた。

これらの事例の流行形態を的確に把握し，適切

な対策に資する情報を提供するには，より迅速

かつ詳細な解析が可能な手法が求められたこと

から， MLVA法の検討を行った。その結果， 7

月下旬に秋田市，大館，由利本荘，湯沢と比較

的広範囲にわたって同じ系統の菌（タイプ 19a)

による事例が発生していたことを確認し，広域

的な集団感染の可能性を示した。 8月から 9月

上旬に大仙を中心に相次いだ感染事例は， PFGE

法で同一の DNAパターンを示していたが，こ

れらの MLVA Profileは非常に近いもののわず

かな変化がみられた（タイプ 19cl,19c2, 19c3, 

19c4),] これは，この地域に侵淫している特定

の菌型が存在し，継続的に感染を引き起こして

いった過程でわずかな変異が生じていったため

ではないかと思われるが，同一の菌の繰り返し

数がどの程度の頻度で変化するかは今後の検討

課題である。また，秋田市で発生した事例の

EC12010（タイプ l9f), EC12021（タイプ 19b),

EC12087（タイプ 19e)や由利本荘で発生した事

例の EC12018 （タイプ 19d), 湯沢で発生した

事例の EC12056（タイプ 19g)には互いにそれ
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以外同一の MLVA Profileを示す菌株がなかっ

たことから，散発的な感染と考えられた a

これらの結果から， MLVA法によってより詳

細な流行形態の把握が可能と考えられ，広域的

な集団感染の早期探知にも有効と考えられた，J

表 2平成 19年散発感染事例

由来株の分子疫学的性状
分埴株 分漏日讐轄保健所 PFGEPattern MLVA P『ofile タイブ

EC12D10 7月24日 秋円市
EC12000 7月20日 秋田市
EC12013 7月25日 大館
EC 12017 7月25日庄利本荘

EC12018 7月25日庄利本荘
EC12022 7月26日秋Fil市
EC12027 7月27日 湯沢
EC12'J35 8月01日 庄 和1本荘
EC11999 7月20日 秋田巾
EC12'J21 7月26日 秋田市
EC12087 8月21日 秋円市
EC12'J56 8月09日 場沢
EC12032 7月31日 大仙
EC12'J76 8月17日大1山
EC12'JOO 8月22日 秋田市
EC12097 8月24日 大仙
EC12130 9月06日 大仙
EC121429月11日 大仙
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3.3平成 20年集団食中毒事例由来株の分子疫

学的解析

MLVA法による解析が，実際の検査に対応で

きるかを検討するため，表 3に示した平成 20

年 6月に秋田市内で発生した集団食中毒事例に

関連して分離された株 EC12721~EC12766を用

いて， MLVA法による解析を行った。検食から

分離された EC12738の MLVA Profile（タイプ

20al)とは 17株が完全に一致した。それ以外で

は， LocusIが＋ 1, Locus2が一 l~+3, Locus8 

が＋ 1異なるサプタイプがみられた（タイプ

20a2~20a7) ,aまた， EC12756は全く異なる

MLVA Profileを示し（タイプ 20b), 食中毒と

は関係のない散発事例であったと考えられた。

以上の結果から，食中毒のような集団感染発

生時にも MLVA法による対応が可能であるが，

一部の Locusにおけるわずかな変化はサプタイ

プとして考慮が必要であることが確認された。

平成 19年の散発感染事例の解析結果において

も，一部地域の分離株の菌型にわずかな変異が

生じており，このような場合には，事例の背景

や PFGE法の結果などを鑑みて，総合的に判断

する必要があると考えられたコ一方， EC12756 

のように発生時期等から集団感染との関連が疑

われ，分離株の関連性を迅速に調査する必要が

求められた際には， MLVA法を用いることで迅

速に関連があるのか判断できることから，極め

て有用であると考えられたっ

この検討により， MLVA法によってリアルタ

イムに菌株の情報を得ることで，即座に保健所

等の関連機関に情報を還元することが可能とな

ることが実証され，患者情報などの事例背景に

科学的な裏付けを与えることで，適切な行政対

応の支援につながるものと考えられた。

表 3平成 20年集団食中壽事例

由来株の分子疫学的性状
分糊椋 分酪日 MLVA Pro/lie タイブ 傭考

EC1カ30 6月27日 11-39-0-6-10-12-14-7 20a1 検貪

EC1カ28 6月26日 12-39-8-6-10-12-14--7 20泣 従業員

EC12721 6月25日 11-38-B-6-10-12-14-7 20お

EC12724 6月25日 11-39-8ふ 10-12-14-7 20a1 

EC1カ25 6月26日 11-39-8-6-10-12-14-7 20a1 

EC1カ36 6月27日 11-39-8ふ 10-12-14-7 2Da1 

EC1'l737 6月27日 11-39-8-6-10-12-14-7 20~1 
EC1カ31 6月27日 11-39-8-6-10-12-14-7 2oa1 

EC1カ32 6月27日 11-39-8-6-10-12-14-7 20al 

EC12739 6月26日 11-39-B-6-10-12-14-7 20a1 

EC1カ40 6月28日 11-40-B-6-10-12-14-7 20叫

EC1カ41 5月28日 11-39-8-6-10--12-14-7 2Da1 

EC1カ42 5月28日 11-41-8-6-10-12-14-7 20あ

EC1カ49 6月30日 11-39--8-6-10-12-14-7 20a1 

EC12751 7月2日 11-39-B-6-10-12-14-7 2Da1 

EC1カ!:2 7月2日 11-42-8-6-10-12-14-7 20a'i 

EC1カ55 7月3日 11-39-B-6-10-12-14-7 2Da1 

EC1 カ~6 7月3日 B-39-11-3- 13- 10-1~ 5 20b 

EC1カ58 7月4日 11-39-8-6-10-12-14 7 20a1 

EC12759 7月4日 11-39-8-6-10-12-14-7 2oa1 

EC1カ61 7月7日 11-40-8-6-10--12-14-7 20叫

EC1刀62 7月 7日 11-39-B-6-10-12-14-7 20a1 

EC1カ63 7月7日 11-39-8-6-10-12-14-B 20a7 

EC12764 7月7日 11-39-8-6-10-12-14-7 2Da1 

EC12765 7月7日 11-39-8-6-10-12-14-7 2Da1 

EC1乞 66 7月7日 11-39-8-6-10-12-14-7 20a1 

4. まとめ

MLVA法を取り入れることで，これまでより

迅速かつ詳細な流行形態の把握が可能となっ

た。また， MLVA法により得られたデータはデ

ジタル化されているため比較解析や精度管理も

容易であり，これまでの方法で課題とされてい

た点を大きく改善することができた。本研究に

より得られた成果を活用することで，今後より

適切な感染症対策への貢献が期待される。
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