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I はじめに

大腸閑 0157: H7 (Escherichia coli Serotype 0157 : 

H7) はll易符出血性大腸歯（EnterohemorrhagicE. coli 

EHEC) と呼ばれ，従米から知られていた腸管病原性大

腸菌， ll蒻管組織侵入性大脱菌， ll闊符粛素原性大腸閣とは

異なり比較的最近確認された新たなカテゴリーの病原人：

脱歯である． EHECによる某団中毒例として世界で初

めて知られたのは， 1982年に米国オレゴン州で発牛した

市例であり！），同年，ミシガン州，カナダのオンタリオ州

でも引き続き集団例が確認された＇）Zl.3).この EHECは，

培捉 Vero細胞に蒻性をホす心素 (Vero訂素， Vero

cytotoxin VT) を1的生し叫 この Vero粛索か本歯の病

）泉因了・であると考えられている．ー・」方，血消叩 0157: I-I 

7以外の大)j闊蘭にも本粛索を荏生するものかあることか

ら，これらは Vero折素庄生性大腸IT4(VTEC)とも呼は

れている s). EHECに感染した場合激しい腹痛を伴う出

lfll性大／Jt}炎が荘起され， とくに小児では溶血性尿贔症症

候群 (IIUS) か続発する場合があるなど］憾染病像は一•ム

般に市篤である場合が多い．わが国における EHECの

感染例としては， 1985伸に小林ら円小川ら 8)か少数例を

報告していた程度であり，其団例は知られていなかっ

た．しかし， 1990年 10月に， EI-IECを約因菌とする大規

校な集団例か埼玉県で発牛したこと 9'を契機として，本

蘭が囚内においてもにわかに注日されるようになった．

秋田児内においても埼玉兒の事例を契機に．臨床I区の

EHECに対する関心か恥まり， 1991;,「に人ってから当

所に対して EIIECを疑う操i株の同定依頼か相次いで奇

せられるようになった．その結果，秋田県において初め

て4株の EHECが分離同定されたので，それらの薗株

について得られた知見を帳告する．

If 材料と方法

A.材料

1991年 4月から 12月までの間に， EHEC疑いまたは

病原大腸菌疑いとして医療機関から提出された大腸歯株

36件，および EHEC感染疑いの患者から採取した直腸

スワプなどの糞便材料 27件について EHECを検索し

た．

B.方法

（1) 党便材料からの EHECおよび病原細歯の検出

党便材料は， SorbitolMacConkey寒天平板培地

(Oxoid)に塗抹し， 37℃l夜培養した． Sorbitol非分解

性の白色コロニーを選択し， EHEC疑い株として検角を

実施した．さらに， Salmonella, Shigella, Vibrio, 

Campyrobacterについても，常法＇ 0）に従い分離を試み

た．

(2) 大腸菌株のVI：状検杏

大腸歯の生化学的性状検査は Edwardsand Ewing 

の記戦にもとづいて行った叫

(3) 大lj蒻歯のJfil泊型別

大腸菌の血清型別は市販の診断川免疫血泊（テンカ生

研）を使用し， 0印別については生菌および加熱菌につ

いてスライド凝集法により，またH型別についてはホル

マリン処理蘭について試験管内凝隼法により，それぞれ

行った．

(4) Vero毒素痒生性検査

EHEC疑い株を CAYE培地（n水製薬）に接種し，

37℃l伎振盈培捉した．培捉液を遠心し， 得られた上澄

みをメンブランフィルター (0.211m)によりろ過し，試料

とした． 10倍段階希釈した試料を加えた Vero細胞

(African Green Monkey Kidoney Cells)懸濁液をマイ

クロトレイに接種し， 5%CO,条件下， 37℃で培投した．

7「国細胞変性 (CPE)の発現を観察し，明瞭な CPEの

認められたものを陽性とした．

(5) Polymerase Chain Reaction (PCR) 法による

Vero毒索産牛遺伝子の検出，および Vero毒索の

型）］1J

VT-1, VT-2検出用のプライマーは小林らの報告し

たもの＇？）を使用した．披検閲のテンプレート DNAとし
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ては被検菌を生理食塩に懸濁し，沸騰水中で 5分間加熱

した後氷冷したものを使用した． PCR反応液の組成は，

KC! 50mM, Tris-HCI IOmM (pH9.0), TritonX-100 

0.1% dNTP's 200 μM ea., Primers 0.2 μM ea., MgCI, 2 

mM, Taq DNA Polymerase（クラボウ） 2.5U/50μ1,

tempelate DNA solution 5μ1とし，全量 50μ1で反応を

行った．サーマルサイクラーにはJAPH-90（理工化学

を使用し， Denature94℃l.lmin⇒Annealing 55℃1.6 

min⇒Extension 72℃l.Ominのヒートサイクルを 25サ

イクル行い，目的の追伝子を堺幅した． FinalExten-

sionは72℃ 2.0minとし， StoreTemp.は 4℃とした．

反応終了後，反応液を1.5％アガロース中で電気泳動し，

増幅断片を検出した．

陽性対象には，東京都立衛生研究所微生物部，工藤泰

雄博士から分与された， E.coliSerotype 0157 : H7 EDL 

-931株を使用した．

(6) 薬剤感受性試験

分離 EHECの薬剤感受性は 1濃度ティスク（昭和）を

使川して試験した．薬剤には， Gentamisin, Strepto-

mysin, Tetracycline, Ampicillin, Chloramphenicol, 

Kanamycin, Cefalocin, Nalidixic acid, Sulfameto-

xazole Trimethoprimを使用し，生じた1阻止Plから推

定MICを求めた．それぞれの薬剤について，感受性区

分のうち，マイナスに対応する推定 MICが得られた場

合に，耐性と判定した．

(7) プラスミドブロファイル

分離 EHEC のプラスミドファイルは K~do らの方

法13)の変法叫こより測定した．プラスミド標準株には，

E.coli K-12 W-677 NR-1 (95Kb), E.coli V-517 (2.2 

Kb, 2.8Kb, 3.lKb, 4.0Kb, 5.2Kb, 5.7Kb, 7.4Kb, 60 

Kb), E.coli K-12 J53 R-478 NCTC 50038 (250Kb)を

使用した．なお， E.coliK-12 W-677,および E.coliV 

-517株は，東京医科歯科大学微生物学教室，堀内三古博

士から分与していただいた．

(8) EHECの生物型別

分離 EHECの生物型別は，伊藤らが述べている Kha-

khriaらの型別法町こより行った．培地には， Dulcitol,

Sucrose, Rhamnoseをそれぞれ 1％添加した Andrade

ペプトン水を使用し， 14日間観察した．

m 結果及び考察

表 1にEHECの月別検査数，検脊成組を示した．

EHECは6月， 7月に県北でそれぞれ l株， 8月に本荘

由利で 1株， 10月に仙北で 1株，計 4株分離されたが，

これらの株は全て菌株として同定依勅されたものであっ

た．糞便材料からは， EHECは分離されなかったが， C.

jejuniおよび SalmonellaOSが分離された． C.jejuni 

は， EHEC感染疑い患者の便から比較的高頻度に分離さ

れたことから， EHECとC.jejuniの臨床像がお互いに

類似していることが推察された．分離された EHECの

血清型は全て 0157: H7であった．なお， 表 1には示し

ていないが， 5月に血消型 0157:NMの株 (EC-13)が

分離されたか，当該株は Vero毒索を庄生せず， Vero粛

素産生遺伝子も保有しなかったことから EHECとは同

定しなかった．

表2に， EHEC！慕染者の臨床症状を示した．感染者は

高齢者と幼児であった．症状は，浴血性尿青症症候町が

発症した重篤なものから比較的軽症なものまで様々で

あったが予後は全員良好であった．

分離された EHECのVero毒索産生性を表 3に，また

生化学的性状を表 4に示した． 4株の EHECのうち， 1

株が VT-2のみを産生し， 3株が VT-1および VT-2を

共に産生する株であった．また， これらの株は全て，通

常の大腸I計か 1日以内に分解する Sorbitolを遅れて分

蝉するか，分解しないという性状を示したが，その他は

表 1 腸管出血性大腸菌の月別検査数、及び検査成績

月糞梗朴科（件数）付株（件・煎）検乱EHEC数 鵡嬰 介屋麒 その影膚揖羅薗
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表 2 腸管出血性大腸菌感染者の臨床症状

愚闘 輯 患者年畠 刊 息術諜

6 

“ 
80オ 女 腹痛、直性下爾、発熱 37~33°c

預：睛

7 鯰 1オ ヵ田 批直性大腸炎、急性腎不全、溶i性貧直、溶直性尿
翡岳岳簾屏
憬：樹復

8 1本蝕月 1オ 女 庸直性鵬灸、下崩、発熱 38.1°C
積：輯

lO 鼠 1オ ヵ田 下爾、若干IJ)直便、微熟
濯：日復

表 3 腸管出血性大腸菌のVERO毒素産生性

輝月 か晨應賊 鑓塁 ＼腫0鵡 CPE 汀塁 薗株番号

6 県北 0157:H7 闘 VT-1, VT-2 E C-1 6 

7 

“ 
0157:H? 闘 VT-2 EC-20 

8 材袖flj 0157:H7 闘 VT -l, V T -2 EC-21 

lO 此 0 1 5 7 :廿7 闘 V ↑ -1, VT-2 EC-35 

表 4 胆管出血性大胴菌の生化学的↑lt状

Tests EC-16 EC-20 EC-21 EC-35 Tests EC-16 EC-20 EC-21 EC-35 

TS! A/AG+ A/AG+ A/AG- A/AG+ 0/F (glucose) F F F F 

Motility ＋ ＋ ＋ ＋ NO,-reduction + (1) + (1) + (1) + (1) 
Ox1dase Catalase + (1) + (1) + (1) I-(1) 

VP -(2) -(2) -(2) -(2) Acid from: 

H心(TS!) Glucose + (1) + (1) + (1) + (I) 
Citrate Mucate + (2) + (3) + (2) + (3) 
Christensen + (3) + (3) + (3) + (1) Lactose + (1) + (1) + (1) + (1) 
Simmons -(7) - (7) -(7) -(7) Manni to! + (1) + (1) + (1) + (1) 

Acetate + (2) + (2) I (2) + {l) Sucrose + {2} +(I) + {l) + (1) 
Malonale -(2) -(2) -(2) -(2) Sal1cin -(14) - (14) -(14) -(14) 

Indole + (]) + (1) + (I) + (1) Dulci tol I (2) + (1) + (2) + (8) 
Urease -(4) -(4) -(4) -(4) Inositol -(14) -(14) -(14) -(14) 

IPA -(1) -(1) -(1) -(1) Adonitol -(14) -(14) -(14) -(14) 

PPA ー••(1) -(I) -(I) -(1) Raffinose + (1〉 + (1) + (1) + (1) 
Decarboxylase Sorl>itol + (4) -(14) + (6) ト(9)

Lysine -1-(1) + (1) + (I) + (1) Arabi nose + (1) + (1) + (1) -1-(l) 

Arginine -(4) -(4) -(4) -(4) Rhamnose + (2) + (1) + (2) -(14) 

Ornithine + (1) + (4) + (1) + (1) Xylose + (1) + (1) + (1) + (1) 
ONPG + (1) + (1) + (1) + (1) Trehalose + (1) + (1) + (1) + (1) 
Tartrate + (1) + (1〉 I (1) + (1) Cellobiose -(14) -(14) -(14) -(14) 

（） ：観察期間 （日）
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定型的な大腸菌の性状を示した。なお，これらの株の中

に，表 5に示した抗生物質に対して耐性を獲得している

ものは認められなかった．

表5 腸管出血性大腸菌の薬剤感受件

産 胤 EC-16 EC-20 EC-21 EC-35 

Gentamisin 
Streptomysin 

Tetracycline 
細icilI in 
Chloramphenicol 
Kanamysin 

Cephalocin 

Na! idixic acid 
Sulfa間etoxazole
t Trimethop(i阻

s
s
s
s
s
s
s
s
s
s
 

s
s
s
s
s
s
s
s
s
s
 

s
s
s
s
s
s
s
s
s
s
 

s
s
s
s
s
s
s
s
s
s
 s ：感哩性

これらの EHECの感染源を明らかにすることは，今

後 EHEC感染者の発生を予防する処で極めて直要であ

ると考えられるが，今回の事例は全て散発例であるなど

の理由により，感染源に関する具体的な情報は得られな

かった．このため，これらの EHECの疫学指標を比較

し，株の起源の異同について検討した． EHECの疫学指

標としては，生物型叫プラスミドフ゜ロファイル15)'

ファージ型6)が有用であることがホされている．このう

ち， ファージ型別法は，木だ普及するに全っておらず，

今回は分離株の生物型とプラスミドプロファイルについ

て検討した．表6に示すように今回分離した EHEC

の生物型は， 3株が I型， 1株が皿型であった．一方，分

離株のプラスミドプロファイルは 4株とも全て異なって

いたことから，今回分離された EHECはそれぞれ異な

る起源に由来するものと考えられた．

表6 開管出血性大間菌の生物型、フ゜ラスミド

プロファイル

訊各号 請t應賊 生鱈（Khakhria) 万スミド冗7叶！し

EC-16 

EC-20 

EC-21 

EC-35 

蹂

剥t

闘雌

仙北 II I 

9

,

 

b

b

b

h

 

k

k

k

k

 

5
 

5

5

.

5

 

9

9

3

9

 

3. 5 Kb 

7 0 Kb 

以上の結果から，秋田県内において EHEC感染か発

生していたことか初めて確認された．これらの EHEC

は，異なる起源から散発的に発生したものと推定された

が，具体的な感染諒は不明であった．北米おける出血性

大腸炎では，ハンバーガーなどの肉製品が原因食品と

なっていることが多く 1）， さらに健康L「からも EHEC

が分離されること 15,17)から， EHECの感染源として肉製

品が関与している可能性が考えられている．わが国にお

いても，田中らがオーストラリア産の牛肉およびカナダ

産の豚肉からそれぞれ VTECを検出しており咬輸入食

肉が EHECのキャリアーとなっている可能性が考えら

れる．

今回県内で発生した EHEC感染者は，いずれも高齢

者，もしくは幼児であったことから， EHECの感染力は

比較的弱いものと推察されるが，一旦EHECに感染す

ると，溶血性尿毒症症候群を続発し，感染者が重篤な症

状を呈する場合がある．このため，今後 EHECによる

出血性大腸炎，溶血性尿毒症症候群の発生を予防する目

的で，秋田県内においても EHECの慇染源．分布に関す

る知見を得る必要があるものと考えた．
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