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eaeとEAFを同時に検出することか可能なPCR法を開発した．散発下痢患者， ド水などの環境，家畜から分離し

た大腸園31株について本法により eaeとEAFの保有状況を調査したところ， 7株が eaeを保有する AEECと同定

され， うち 1株がEAFを保有していた． さらに，医療機関の細菌検査室において，原因細菌不明と判定された散発下

痢患者の直腸スワプ50検体を対象にしてAEECの検索を実施したところ， 2検体からAEECが検出された（検出率

4 %).今後，原因細困不明の食中毒事例においてAEECの関与かあるかどうか検討するなと‘，秋田県内における A

EEC感染症の実態をさらに調査する必要があるものと考えられた．

キーワード： Alt.achingand Effacing Escherichia coli, E. coli Allaching and Effacing Gene (eae), 

E. coli Enteroadherence Factor (EAF), PCR 

I はじめに

ヒトに下痢を惹起する店原性入腸菌のうち，出素原'IIl・

大腸圏（ETEC),組織侵入性大腸菌 (EIEC) に

関しては病／j且因子かほとんど明らかにされており，腸管

出血性大腸菌 (EHEC)についてもベロ毒素と呼ばれ

る菌体外毒人を産ルすることが病）泉因子の一つとなって

いると考えられている．国立予防衛生研究所，細菌部の

伊藤たちは， これら 3種頬の病原性大腸圏の同定を谷易

かつ確実にする目的で，それらの菌が保有する病原因f

をコードする遺伝子をターゲットとし， しかも混合プラ

イマー法によりこれらの病原性大腸菌を同時に同定する

ことが可能なPCR法を確立し，普及させた刈 この混

合プライマー PCR法により ETEC, EI EC, EH 

ECの同定は極めて手軽に実施可能となったことから，

これらの病）京性大腸菌感染症の実浬は今後急速に明らか

にされていくものと考えられる．一方，病原血清型大腸

保i(EPEC)については．病l以囚子か最近まで明らか

でなかったが， Moonたち 2)により EPECがヒトお

よひ動物の感染モデルにおいて Attaching and 

Effacing lesion (A/E)と呼ばれる特徴的な組織障

古を肱濱に、捻起することかヤ齢告され， このことがEPE

Cの病原t生と深くかかわっているものと考えられたな

お， A/Eを惹起する大腸菌は AttachingEffacing 

E.coli (AEEC)と呼ばれている． Knuttonたち 3)

はFluorescenceactin staining test (FAS)という，

培養細胞を使）IJしたA/E形成能試験法を確立したが，

比較的繁雑な方法であり，手軽に実施できないという難

点があった．

Jerseたち 4)は， TransposonMutagenesisの手法
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を使用してEPECのA/E形成に関与する遺伝子をク

ローニング．塩基配列を決定してE.coli八ttaching

and Effacing gene (eae) と名付けた． さらに，

Donnenberg、たち 5) は Positive-selectionSuicide 

Vectorを使用して， DeletionMutantを作成する手

法により， eaeかA/Eの形成に関与していることを確

認した

以［のように， eaeかEPECの病原性に深く関与

している可能性が報告され，その塩基配列が明らかになっ

たことから，我々は eaeを検出するPCR法を試みた．

また，従来からEPECが培養細胞に付着する際に必要

であるとされていたプラスミド性遺伝子も (EPEC 

Adherence Factor : EA F)を検出するPCR法も試

み， eaeとEAFを混合プライマーPCR法により同時

に検出することに成功したので，その概要について報告

する．また，県内の定点病院で原因細菌不明とされた散

発下痢症患者の直腸スワフを対象としてAEECの検出

を試みた成績について併せて報告する．

II 方法

1.菌株： AEECの栖準株には，米国マリーランド大

学， Centerfor Vaccine DevelopmentのJamesB. 
Kaper博士から分与された EP.ECStrain E2348/69 
(0127: H 6)を使用した EAFの陽性対照には E23

48/69に加えて，同博士から分与されたEAFプロープ

がクローニングされたプラスミド，pJPN16で形質転

換された E.coli HBlOl (HB101/pJPN16)を使用

したまた，当所において保存されていた散発下痢症患

者，下水などの環境，家畜から分離された各種の血清型



の大腸菌株（表1)計31株を eae保有状況調査に供し

た．

2.混合プライマーPCRによる eae/EAFの同時検

出

(1) eae検出用プライマー： EPECの eaeの塩基

配列 4），およびEHECの eaeの塩基配列”を比

較したところ，オープンリーディングフレーム内で

両者の塩基配列の一致率は5'末端から 2000bpの

領域においては98.5％であったのに対して，それ以

降3'末端までの 823bpの領域においては38.3%

であったことから， 5' 未端から 2Kbpの領域か

eaeのconservedlesionであるものと考えられた．

従って， eae検出用プライマーは eaeの5' 末

端近傍の 454bpの断片が増幅されるように設計し

た (EA-1, EA-2). 

(2) EAF検出用プライマー：Jerseたちが報告した

EAF検出用合成オリゴヌクレオチドプローブであ

るEAF21,およびEAF25の塩某配列8)に従い，

それぞれ 20bのプライマーを設計した (EAF -

B, EAF-SR).本プライマーペアーにより，

HB101/pJPN16をテンプレートとした際，

Nataroたちか報侶した EAFプロープ6)に該当

する約lKbpの増幅断片が得られた．

(3) 混合プライマー PCR法： PCRは既報の方

法 9)に準じて実施した． EA-1, EA-2, EA 

F-B, EAF-SRの各プライマーは1.0μM

の濃度で使用し，温度サイクルは Denature: 94℃ 

30sec., Annealing : 56℃ 60sec., Extension : 

cae EAF 

＼ ／ 

IIII 1卜1:I iヽ " 
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72℃ 60sec.として， 25サイクル反応を実施した．

3. 直腸スワブからのAEECの検出：既報のEC-P

CR法10)に準じて実施したが，直腸スワブを接種した後

のEC培地の培養温度は37℃とした．

皿 結果および考察

1. eaeおよびEAFの検出

図1に示すように， E2348/69株をテンプレートとし

た場合， EA-1, EA-2のプライマーペアーでは

454bpの増幅断片が（レーン 2), またEAF-B, E 

AF-SRのプライマーペアーでは約 1Kbpの増幅断

片が（レーン 1)それぞれ褐られた． さらに， これら 2

糾のプライマーペアーを混合した系においては 454bp,

および約 1Kbpの増幅断片が同時に褐られた（レーン

3). また， HB101/pJPN16株をテンプレートにした

場合には， EAF-B, EAF-SRのプライマーペアー

を使用した系，および混合プライマー系で約 1Kbpの

増幅断片が認められた．以上の結果から，混合プライマー

PCR法により eaeとEAFが同時に検出可能である

ことか示されたなお，データは不さないが，本PCR

法により，秋田県内で発生したヒトの散発事例から分離

されたEHECにおいても caeか検出されたが， それ

らのうちいずれからもEAFは検出されなかった．

2. 分離大腸菌株の eae, EA F保有状況

表 1に示す大腸菌31株のうち， eaeを保有していたの

はEC-18, EC-34, EC-39, EC-41, EC-43, 

EC-49, EC-51の7株であり， EAFを保有してい

たのはEC-34のみであった． これら 7株の eaeを保

プライマー
菌株

EAF-B, EAF-SR E2348/69 

EA-l,EA-2 E2348/69 

EAF-B, EAF-SR, EA-1, EA-2 E2348/69 

El¥F-B, EAF-SR HB101/pJPN16 

EA-1, EA-2 I-IBl01/pJPN16 

EAF-B, EAF-SR, EA -1, EA -2 HB101/pJPN16 

図1 PCRによるeaeとEAFの検出
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菌株番号 血清型

表 1 供試菌株とeae,およびEAFの保有状況

由来 eae EAF 菌株番号 血清型 由来 eae EAF 

EC-8 028: H21 環境

EC-10 028: H42 環境

EC-13 0159: NM 散発下痢

EC-14 0111 : H21 散発下痢

EC-15 0115: NM 散発下痢

EC-17 01:NM 散発下痢

EC-18 020: HUT 散発下痢 ＋ 

EC-19 018: H42 散発下痢

EC-23 0168 : HUT 散発下痢

EC-25 018: NM 散発下痢

EC-26 0143: HUT 散発下痢

EC-27 020: Hll 散発下痢

EC-28 020: H11 散発下痢

EC-29 018: H5 散発下痢

EC-30 0111: Hll 散発い痢

EC-31 0126: H12 散発下痢

EC-33 0136: H51 散発下痢

EC-34 0153 : H21 散発下痢

EC-39 0128 : H2 散発下痢

EC-41 0153: H21 散発下痢

EC-42 028: HUT 散発下痢

EC-43 0128 : H2 散発下痢

EC-44 0126 : H27 散発下痢

EC-45 0126 : H21 散発下痢

EC-47 016: HUT 散発下痢

EC-48 0148 : HUT 散発下痢

EC-49 026: Hll 家蓄

EC-51 0128. H2 散発下痢

EC-53 0111: H21 散発下痢

EC-54 018: NM 散発下痢

EC-55 0128 : H12 散発下痢

＋
 

+
+
+
 
＋ 

＋

＋

 

有していたAEECの血清型の内訳は， 0128 : H 2が

3株， 0153:H21が2株， 020:HUT, 026: Hll 

がそれぞれ1株であった．なお，従米EPECの血清型

に属するとされていた0111:Hll, 0111 •日21, 018 _ 

NMなどは eaeを保有していなかった．

3.散発下痢症患者直腸スワブからのAEECの検出

感染掟サーベイランス事業において定めた定点病院に

おいて散発下痢症患者から採取した直腸スワブのうち，

病院の臨床検査室て細菌検査を実施し，最終的に原因細

菌不明と判定されたものを50検体分与を受け， AEEC

の検索を試みたところ， 2検体からAEECが検出され

た（検出率4%).なお，患者の年齢性別，症状等に

関する帖報は入手しなかった．分離したAEECのうち，

1株は血清型OUT:H21であり，市販の血清型別キッ

トではO型別が不能であった． また， もう 1株は0, H 

ともに市販のキットでは型別不能であった

以上のように混合プライマーPCl<法により eae, E 

Aドを検出することか可能となった．我々か選択したター

ゲットは eaeのうち Conservedlesionに該当すると

考えられるため， AEEC株間での塩基配列の相同性は

高く，従って eaeの検出率は高いものと柑測される．

しかしながら，我々のPCR法で得られた結果と表現形

質との比較検討は実施していないため，今後PCRの結

果と FASの結果を比較検討し， eaeの検出率を確認す

る必要があるものと考えられた．

Knuttonたちは11)EF EC血清型に属する大腸菌の

うち， FASが陽性となるのは一部の歯株てあり， A/

E形成能を保有するのはそのFAS陽性の株であること，

また， EAFを保有するものはFAS陽性株のごく一部

であることを報告している．我々が分離株について検討

した成紬においても， eae陽性閑株7株のうちEAFを

保有していたのはEC-34株1株のみであった． これら

のことから， AEECの同定に際してはEAFではなく，

eaeを検出するか， もしくはその表現形質てあるFAS

を指標とするのが適切であると考えられた

今回，我々か分離株で検討した成績でに従来EPE

Cであるとされてきた血清型である0111:Hll, H21, 

018: NMなどに属する株は eaeを保有していなかっ

た．今回，テータは示していないが，我々が検討した範

囲ではこれらの株に EnteroaggregativeE. coli Heat-

stable Enterotoxinを産生するものがあることが認め

られた． このことは，従来、血清型からEPECとされ

てきた 1群の中に病原因子の異なる菌種が混在している

ことを小すものであると考えられた．さらに， EPEC 

とされている菌群の中に，木発見の病原因—fを保有する

菌種が存在している可能性も否定できないなど， EPE 

Cの病原機構を理解するためには今後さらに研究が必要

であると考えられた．

今回，我々は秋田県内の散発下痢症患者からAEEC

が分離されたことを初めて明らかにし，その分離率は4

％であった．一方，我々が実施した平成2年度，および

3年度の感染症サーベイランス病原検出の成績を総合す

ると急性胃腸炎，大腸炎，下刷症からの病原細菌分離率

は約7％てあった． これらのことから．下痢症などの原
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因菌としてAEECが重要な位置を占めているものと推

察され， さらに，病因物質不明の食中毒においてもAE

ECが関与する可能性が考えられるなど，今後，秋田県

におけるAEEC感染症の実態についてさらに検討する

必要があるものと考えられた．
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