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県内産牛肉および牛からのベロ毒素

産生性大腸菌 (VTEC)の分離

八柳 潤 斎藤志保子 斎藤博之 佐野 健

森田盛大

秋田県内における EHECの感染源を検討する一環として，県内産牛肉，および県内で飼育されている牛のVTEC

汚染，保菌状況について調査したところ，牛肉162検体中 1検体から VT-1産生VTEC, および県内産牛186頭中 7

頭から VT-2産生VTECかそれぞれ検出された．

牛肉から分離されたVTECはヒトの出血性大腸炎の原因菌と同一の血清型で eaeも保有していたことから， 出血

性大腸炎を惹起し得るものと推察された． このようなVTECにより汚染された牛肉が県内においても EHEC感染源

の一つとなり得ると考えられた従って，牛肉中における VTECの増殖を阻止するような処置，例えば牛肉の取り扱

い温度や保管温度を低く保つことに留意することなどがEHEC感染予防策として有効であろうと考えられた．

これに対して，牛から分離されたVTECの出血性大腸炎起病性は現時点では不明であり，今後検討を要すると考え

られると共に， このことを明らかにすることはEHEC感染予防対策を構築する上でも重要な点であると考えられた．

キーワード： Verotoxin-producingEscherichia coli,県内産牛，県内産牛肉， Escherichiacoli Attaching 

Effacing Gene 

I はじめに

腸管出lill性大腸窟（以下EHECと略）は平成2年10

月に埼玉県の幼稚園で発生した集団中毒事件の原因菌と

して注目を集めた l〉.EHECは培養ベロ細胞を変成さ

せる毒素 (Verocytotoxin以ドVTと略）を産生す

る2). EHECの血泊型としては 0157:H 7が代表的

なものであるが， これ以外の血清型の大腸菌にもVTを

産生するものがあり， ごれらはベロ毒素1庄化性大腸菌

(VTEC)とも呼はれているり

秋田県においても平成3年に 4名，平成 5年に 1名の

散発的EHEC感染者が確認されたその際，分離株の

疫学マーカーについて検討した結果， これらの株は異な

る感染源から散発的に発生した可能性が示唆されたが，

貝体的な感染源は不明であったり

EHECの感染源としては，諸外国において牛肉，生

牛乳など畜産製品が関与することが報告されている．ま

た，牛などの家畜がVTECのキャリアーとなっている

ことも報古されている． 日本国内においても田中たちか

輸入食肉から VTECを分離したほか5），肥育牛などの

家畜からも VTECが分離されており，国内においても

家畜がVTECのキャリアーとなっているものと考えら

れている".

我々は昨年度，秋田県内における EHECの感染源を

知る目的で，秋田市内て市販されていた輸入牛肉からの

VTECの検出を試み，オーストラリア産牛肉 l件から

VT-2産生VTECを分離した？）．今年度は秋田市内

で市販されていた県内産牛肉，および県内産食用牛を対

象としてVTECの検出を試みた． さらしこ，分離された

VTECのヒトに対する病原性や出血性大腸炎起病性の

有無について知るための基礎的検討として， E.coli 

attaching effacing gene（以下 eaeと略）保刊状況等

について調査したので，得られた成績について報告する．
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II 材料と方法

1 `材料

(1) 食肉：表 1に示すように秋田市内のスーパーマー

ケット T店から購入した県内産牛肉162検体， およ

ひ秋田市内のS精肉店から購入した馬肉（海外産）

23検体をVTEC検索対象とした．

(2) 牛：秋田県食肉流通公社に屠殺目的で搬入された

開内牛182頭の直腸スワプについて VTECの検出

を試みた．当該県内産牛の産地別内訳は図 1に示し

た如くであった．

13) 菌株： EHECの標準株には東京都立衛生研究所，

微生物部の工藤泰雄博上から分与されたE.coli 

0157 : H 7 ED L -931株を使用した．また， At-

taching and effacing K coliの標準株には，米

囚マリーランド大学， Centerfor Vaccine devel-

opmentのJamesB. Kaper博士から分与された

E coli E2348/69株を使用した ヒト由来 EHE

c菌株には秋田県で発生した散発4j.例から分離され

たEC -16, E C -20, EC -21, EC -35, EC -



表 1 食肉からのVTEC検索結果

種類 購入年月 検体数

牛肉 '93. 6 30 

牛肉 '93.12~'94. 1 132 

馬肉 '94. 1 23 

52, E C--,.108株（全て血清型O157 : H 7) を使

用した．

2. 方法

(1) 食肉からのVTECの検出と分離：既報のEC

PCR法によった？）．

(2) 牛直腸スワブからのVTECの検出と分離：検体

を接種した EC培地を37℃で培養した以外はEC-

PCR法に準じたり．

(3) Polymerase Chain Reaction (P C R) によ

るeaeおよびEP E C Entero Adherent Factor 

の検出： eae検出用プライマーには，Jerseたちが

クローニング， シーケンスを行い報告した EPEC

のeaeの塩基配夕LJい，およひ Yuたちがクローニ

ング，シーケンスを行い報告した EHECの eae

の塩基配列’)を比較し，オープンリーディングフレー

大腸菌陽性数（％） VTEC検出数

18 (60.0) 1 

43 (32.6) 

゜3 (13.0) 

゜
ム内で塩基配列の相同性が高かった 5'末端から約

2 kbpの領域のうち， 454bpの DNA断片が増幅

されるように設計したものを使用した (EA-1お

よび EA -2). ・. E P E C En tcro Adherent 

Factor（以下EPEC EAFと略）検出用プライ

マーにはJerseたちか報告した EPECEAF検

出用合成オリゴヌクレオチドフ？ローブである EAF

21,およびEAF25の塩基配列］0) の 20baseの領域

を選定したものを使用した (EAF-B, およびE

AF-SR). 本プライマーペアーにより， EPE 

C EAF遺伝子のうち， Nataroたちの報告した

EAFプロープ11)のほほ全領域に該当する約 1Kb 

のDNA断片が増幅された．なお， eaeとEPEC

EAFは本誌別項で述べる混合プライマー PCR

法により検出した．

(4) 分離VTEC菌株の牛化学的性状，薬剤感受性，

プラスミドプロファイル，血清型別：分離VTEC

菌株の生化学的性状，薬剤感受性，プラスミドプロ

ファイルは既報の方法に従い検査した 4）．血清型別

は国立予防衛生研究所，細菌部の田村和満博士に依

顆した．

IlI 結果

1. 食肉からのVTECの分離

表 1に秋田市内で購入した県内産牛肉162検体，およ

び馬肉23検体についての大腸菌，およびVTECの検出

生産地 検体数

県北 5 8 

中央地区 6 4 

県南 4 7 

県内産地不詳 1 3 

合計 1 8 2 

図 1 VTEC検索対象とした牛の生産地，検索頭数
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表2県内産牛，および牛から分雛したVTECの皿清型， Vero毒素産生性

由来 購ん諌年月

牛肉 '93. 6 
牛，県南 '93. 7 
牛，県南 '93. 8 
牛，中央 '93. 8 
牛，県北 '94. 1 
牛，県南 '94. 2 
牛，巾央 '94. 1 
牛，不祥 '94. 1 

血清型

0145 NM 
0168:HB 
028ac:H19 

01:H訂
叫：H21
0160:NM 
091:H8 
015:NM 

VT型 Vero CPE 菌株番号

1 + 9307143-1 
2 + 93081019-1 
2 + 9308301 -13 
2. + 93083118-4 
2 + ・ 9402153-1 
2 + 94021794-1 
2 + 94021相3-2
2 + 94031738-3 

状況を示したなお，馬肉は秋田県内で生産されたもの

は入手し難く，今回検査に供したものは輸入品であった．

6月に購入した梨内産牛肉30検体のうち l8検体

(60%)から大腸菌が検出され，そのうち 1検体から V

TECか検出された． これに対して， 12月から 1月にか

けて購入した製内産牛肉 (6月に購人したものと同一品）

132検体のうち大腸菌が検出されたのは43検体 (32.6%)

であり，同一スーパーマーケットで市販されている1□l-,

生社地の牛肉てあっても購人時期により人腸菌検出率

が異なっていたなお， 12月から 1月に購入した牛肉か

らVTECは検出されなかった． また，秋田市内で購入

した馬肉から VTECは検出されなかった

2. 県内産牛からのVTECの分離

図 1中の表に今回VTECの検索対象とした県内産牛

の地域別検体採取数を，また，図 1中の地図には市町村

別検体数を示した．検索を実施した県内産牛182頭のう

ち7頭からVTECが検出された．牛からのVTEC検

出状況に時期的，地域的なかたよりは認められなかった．

なお，今回VTECが検出された牛は全て秋田県食肉流

通公社における屠殺時の検査で健康I「と判定され，解体

後食用牛肉として流通したものであった．

以上の結果から， VTECを保菌している健康牛か秋

田県内に分布していること，さらにごれらの牛が何らか

の病態を示すものでない限り，食用として流通している

ということか明らかになった．

enc F.PEC EAF 

＼ ノヽ

E. coli E2348/69 AEEC 

E. col; 9307143-I V'l'l•:C VT-I+ 牛肉III火

E. coh 93081019-I VTEC VT-2十 牛由来

E. coli 9308301 -13 VTEC VT-2十 牛由来

E. coh 93邸3[[8-•4 Vl̀I’.(: VT-2十 牛由来

E. coli 9402153-1 VTEC VT-2十 牛由来

E. coh 94021794-1 V'l'FC VT-?.十 牛由米

1'. coli 94021873-2 VTEC VT-2十 牛由米

E. coli EC-16 EHEC VT-!+ VT-2 ヒト由来

E. coli I-.C-20 El •1·:C VT-2 ヒト山米

Ii E. coli EC-2! EHEC VT-I+ VT-2 ヒト由来

r，. co1iドC-35 Elll•:CVT-!+VT-?. ヒト III米

I•:. coli EC-52 EHEC VT--I -1-VT-2 ヒト由来

E. coli EC-108 EHEC VT-1+ VT-2 ヒト由来

E. coli EDL-931 EH!•:CVT--1+ VT-2 ヒI-ii淡

図2 分離VTEC，およびヒト由来のEHECのeac保有状況

表3 県内産牛肉，および牛から分離したVTECの薬剤感受性

TC ST NA ABPC Ct EM SM GM KM CP 

9307143-1 s s s s s s s s s s 
93081019-1 S s s s s s s s s s 
9308301-13 S s s s s s s s s s 
93083118-4 S s s s s s s s s s 
9402153-1 s s s s s s s s s s 
94021794-1 S s s s s s s s s s 
94021873-2 S s s s s s s s s s 
94031738-3 S s s s s s s s s s 

3. 県内産牛肉，および牛から分離したVTECのベロ

毒産生性，血清型

表 2に県内産牛肉，牛から分離したVTEC計8株に

ついてベロ毒素産生性，血清型，および菌株番号を示し

た． これらの株のCAYE培地培養液はすべて，培捉べ

ロ細胞にCPEを惹起した．また， PCR法により，牛

肉から分離された 9307143-1株がVT-1産生遺伝子

を，また牛から分離された 7株が，いずれもVT-2退

伝子を保有していた

これらの VTECのうち，牛肉から分離された

9307143-1株の血清型は，東京都で発生した EHEC

集団感染事例の原因菌の血清型12）と同一であった． これ

に対して，牛から分離された 7株のいずれにもヒトのE

HEC感染事例から分離された原因菌の血清型と一致す

るものは認められなかった．

4.分離VTECのeae保有状況，プラスミドプロファイル

図2に今回牛肉，および牛から分離したVTEC,お

よび秋田県で発生した散発的感染者から分離した EHE

Cの eae保有状況を示した． VTECの中では牛肉か

ら分離された 9307143-1株が eaeを保有していたが，

牛から分離された株はいすれも eaeを保有していなかっ

たこれに対して， ヒト由来のEHECは，米国の共団

事例において分離された EDL-931株を含めて，検討

したすべての株が eaeを保有していた． なお，今回検

討したVTEC, EHE Cのいずれにも EPEC EA 

Fを保有する株は認められなかった．

E. coli K-12 J53 R478 NCTC 50038 

S. cnlecitidis L-156 

E. coli K12 W-677 NR-1 

E. ool;V--517 

E. coli 9307143-1 VTEC VT-1 + 

E. coli 93081019-1 VTEC VT-2+ 

E. co); 9308301-13 VTEC VT--2+ 

E. coli 93083118-4 VTEC VT-2+ 

E. coli 9402153-1 VTEC VT-2+ 

E. rnli 94021794-1 VTEC VT-2+ 

E. coli 94021873-2 VTEC VT-2+ 

E. coli 94031738-3 VTEC VT-2+ 

図3 分離VTECのプラスミドプロファイル
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図3に分離VTECのプラスミドプロファイルを示し

た． 8株のVTECはいずれも 60kb以上の大分子量プ

ラスミドを単独もしくは複数保有していたまた，比

較的分子量の小さいプラスミドを保有している株も認め

られた．

5.分離VTECの薬剤感受性

表3に分離VTECの薬剤感受性を示した．今回分離

した 8株のVTECの中に，表中に示した10種類の常用

抗生物質に耐性を獲得しているものは認められなかった．

IV 考察

平成 2年に埼玉県の幼稚園でEHECの集団感染事例

が発生して園児 2名が死亡して以来八国内においてE

HEC感染症に対する関心が高まった． この事例を契機

として秋田県においても EHECに対する臨床医の関心

が高まり，翌平成 3年に初めてEHECの散発的感染者

が確認されたが， これらの散発事例における EHECの

感染源は不明であった＇）．秋田県における EHECの感

染源を明らかにすることは EHEC感染の予防対策を柚

築する上で重要と考えられたため，我々は，国内外の報

告を検討した上で昨年，秋田市内で市販されていた輸入

牛肉を対象としてVTECの検出を試みた．その結果，

実際にオーストラリア産の牛肉から VTECが検出され，

これらが秋田県内においても EHECの感染源となって

いる可能性が示唆された".今年度は県内産牛肉，県内

の地域によっては生食する習佃かあるとされる馬肉，お

よび県内産肉牛を対象としてVTECの検索を実施した．

検体の牛肉は，昨年の調査において輸入牛肉の大腸菌

検出率が顕著に高かったT店から眺入した．購入時期は

比較的気温の高い 6月，および寒冷な12月から 1月とし

た．同様に牛の直腸スワブも 7から 8月，および 1から

2月に採取した． 6月に購入した牛肉からの大腸菌検出

率は， 12月から 1月にかけて購入した牛肉の約 2倍であ

り，検体の購入時期により大腸菌の検出率が異なる傾向

'が認められた． このことは， I卜肉の取扱い温度，店舗で

の保管温度などの条竹か季節により異なり，その温度条

件の違いにより解体時に牛肉に付着した大腸菌の消長か

影瞥されることに起因するものと推察され， VTECに

関しても一般の大腸菌と同様に，比較的温暖な時期のほ

うが寒冷な時期よりも検出率が高くなることが推測され

た．実際わずかに 1株に過ぎなかったが，我々の成績

でもVTECが検出されたのは 6月に購入した牛肉から

であった．

これに対して， I卜の直腸スワフからのVTEC検出状

況に時期的，地域的なかたよりは認められなかった．

以上のことから，秋田吼内にVTECを保菌している

4が点在しており，それらの牛が解体される時にVTE

Cが牛肉に付着する可能性が考えられ， これがEHEC

の感染経路の一つとなっているものと推察された．今回

牛肉から分離されたVTECは，東京都で発生した集団

事例の原因菌と同一の血清型であったが， このVTEC

ももともと牛に保菌されていたものと推察され，さらに，

このようなVTECが付着している牛肉は実際にEHE

c感染症の原因となり得るものと考えられた． このよう

なことから，牛肉の取扱い温度や保管温度を低くするこ

とに留意することなどにより牛怜］に付芥したVTECの

増殖を防止することがEHEC感染の予防策として有効

である可能性が考えられた．

一方，今回牛から分離されたVTEC7株の血清型は，

すべてヒトの EHEC感染事例から分離された原因菌の

血清型3) とは異なっていた． このような株が実際にヒト

に出血性大腸炎を惹起し得るか否かということは， VT

ECの病原性を理解する上で，また， EHECの感染源

の一つとして牛を位置付け，感染予防対策を構築して行

＜．＿l_．で極めて重要なポイントになるものと考えられた．

VTECが出血性大腸炎を惹起するためにはベロ毒素

を産生することに加えて，当該菌が腸管内に定着するこ

とも重要であると考えられる．近年， EHECに eae

と呼ばれる染色体性遺伝子が存在することが報告されて

いる豆この eaeはEPECにも存在し8），菌の腸管粘

膜 へ の 直 接 接 着 と 絨 毛 の 破 壊 （Attaching and 

Effacing Lesionの形成： A/Eの形成）を司ること

か報告されており">, E PE Cの病原因［の一つである

と考えられている．実際 EI—IE CもEPECと同様に

A/Eを形成することか報告されており， このことがE

HECの病原性発現や出血性大腸炎起病性に重要な役割

を果たしているとの考えもある豆そこで，我々は PC

Rによる eaeの検出法を確立し，今回分離した VTE

Cの eae保有状況について検討したところ，今回牛肉

から分離されたVTEC, およびヒト由来のEHECの

全てか eaeを保有していたのに対して，牛から分離さ

れたVTECはいずれも eaeを保有していないことが

明らかとなった． VTECの eae保釘状況については，

ヒト 1!1来株においては大‘I'か c,acを保有している一方，

牛由来株ではその 1部のみか eaeを保有しているとい

う報告の他汽牛由来株においても大半が eaeを保有

しているという報告もあり汽未だに不明な点が多い．

一方， EHECの培養細胞への付着に関して， 60Md

プラスミドが重要な役割を果たしていると報告されてい

る立実際我々が秋田県の散発事例から分離された EH

ECのプラスミドプロファイルを測定したところ， 1株
を除いて約 90Kbのプラスミドを保有していた 4）．今回

牛肉と牛から分離されたVTECは全て，約 60kbから

約 200Kbのプラスミドを保有しており，これらがVT
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ECの腸管粘膜への付着に関与している可能性が考えら

れるが，現時点ではその実態は不明である．我々はEH

ECの 60Mdプラスミド検出用 DNAプローブの分与

を受け，現在そのシーケンスを決定しているところであ

り，その PCRによる検出法を確立する予定である．今

後，今回分離されたVTECがEHECの 60Mdプラ

スミドのプローブと反応するかどうかについても検討す

る必要があると考えられる．

EHECのA/Eの形成には eae,60Mdプラスミド

に加えて他の遺伝子要素が必要であるとの報告もあり凡

EHECの病原因子に関しての考え方には未だ混沌とし

ている面かある． このことに関する研究は近年ようやく

開始されたばかりである．従って，今回牛から分離され

たVTECか出血↑Il：大腸炎を惹起し得るかどうかについ

ては，現時点では，遺伝子的な検討のみならず，動物の

感染モデル実険系も使用するなどして検討する必要があ

ると考えられる．

以上のように，今回の調査により秋田県内にVTEC

を保歯する牛が点在していること，および県内産牛肉か

VTECに汚染されていることが初めて明らかとなった．

これらのVTECのうち牛肉から分離されたものはヒト

の感染事例から分離されたEHECと同一の血清型であ

り，かつ eaeも保有していたごとから， 出血性大腸炎

の原因菌となり得るものと考えられた．従って， このよ

うな牛肉がEHEC感染症における感染源となり得るこ

と，また，牛肉中においてこのような菌が増殖すること

を阻止する，上述のような処置，さらに，牛肉からの 2

次約染を避けるように生牛肉を扱った調理器貝の消毒に

留恙する等の処置かEHEC感染予防策となり紺ると考

えられた．一方， ごれらに由来する VTECがすべてヒ

トに出血性人:!l悶炎を惹起し得るかどうかということにつ

いては， さらに今後の検討課題として明らかにしていく

べき点であると同恥に， このことはVTEC感染予防対

策を構築する上においても重要と考えられた．
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