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腸管出血性大腸菌 (EHEC)の感染疫学解明に関する調査研究

八柳 潤 齊藤志保子 今野貴之

2001年から2003年にかけて市販輸入牛肉、県内でと殺されている牛のヒト型 EHEC汚染・保菌実態を調査し、ヒト

由米株と牛由来株の分子疫学的性状を比較した。県内でと殺されている牛や畜産農家における飼育牛がヒト型 EHEC

を保困していること、及び市販食肉がヒト型EHECにより汚染されている事実が明らかとなった。また、感染源全体

に占める割合は小さいと考えられるものの、飼育牛自体も県内における EHEC感染事例における感染源としての意義

を持つものと考えられた。 0121、091、0157、0111抗原特異検出用 PCRを羽人し、 026、0103抗原特異検出用 PCR

の開発に着手した。これらの PCRは、今後、県内における EHEC感染者の診断精度の向上と感染源調査の迅速化・精

度向上に大きく寄与すると考えられた。本研究により県内における EHEC感染源の多様性が示され、県内における

EHECの感染源対策を構築する際には、この感染源の多様性を考慮する必要性があるものと考えられた。
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I はじめに

腸管出血性大腸菌 (EHEC) はベロ粛索 (VT)を産

生する大腸菌であり、ヒトに下痢、激しい腹痛、出血性

大腸炎を、また、時に致命的となる溶血性尿毒症症候群

(HUS)をも惹起する。 EHECには多彩な血清型が報告

されているが、患者からの分離例が特に多い血消型は

0157: H7である。 EHEC0157 : H7は1996年に全国的

に食中謁を惹起して大きな社会問題となった。秋田県に

おいては、 1991年に初めて EHEC0157 : H7による感

染者が確認された”。その後、今日まで15年が経過した

が、この間、 1996年に EHEC感染症が指定伝染病とな

り、 EHEC感染症の感染源、家族内感染の有無などが

詳細に調査される体制が整った。また、給食従事者の定

期検便が法制化され、その検査対象が VT産生菌すべ

てとされたことにより、秋田県総合保健事業団に VT

を対象としたスクリーニング検査体制が構築された。さ

らに、秋田県においては1996年にパルスフィールド電気

泳動 (PFGE) による EHEC分離株の分子疫学的性状

の比較を実施可能な体制が確立され、また、市販の型別

用血消では型別できない EHECの血消型を決定するた

めに、国際大腸菌型別センターとのコンタクトも確保し

た。 EHECの分離同定技術もこの間、大幅に改良され

ており、 EHECの検査技術は1991年当時と比較して長

足の進歩を遂げたといえる。

EHEC感染症対策がこのように充実してきたことに

より、この15年間で秋田県における EHEC感染症の発

生状況、 HUS患者の発生状況、 0157以外の EHEC感

染症発生状況、給食従事者の EHEC感染状況などは次

第に明らかになってきた。しかしながら、 EHECの感

染源に関する知見は EHEC感染症対策においてとりわ

け重要であるにもかかわらず、ほとんど集積されていな

いのが現状である。実際、秋田県で15年間に発生した

EHEC感染事例のなかで、感染源が判明した事例は極

めて少ない。牛は EHECを腸管内に保菌していること

から、 EHEC感染症の感染源として重要であると考え

られている 2)。しかし、県内の肉牛の EHEC保菌率や

県内で発生する EHEC感染事例に牛が実際にどの程度

関与しているかについては、これまで全く明らかにされ

ていない。さらに、県内で市販されている輸入牛肉の

EHEC汚染実態、及び感染源としての意義を示す具体

的データも得られていない。従って、 EHEC感染源対

策に関する科学的根拠は乏しい。

ヒトから分離される EHECは腸管定着因子と考えら

れる eaeA逍伝子 3)、あるいは saa遺伝子いを保有して

いるのに対して、牛から分離される株の大半はこれらの

辿伝子を保有せずこれらの株のヒトに対する病原性には

議論がある。このため、 EHEC感染源の解明を試みる

場合、 eaeAあるいは saa遺伝子を保有する、「ヒト型

EHEC」の存在を指標とする必要がある。

本研究は、 2001年から2003年に市販輸入牛肉、県内で

と殺されている牛のヒト型 EHEC汚染・保菌実態を解

明するとともに、ヒト由来株と牛由来株の分子疫学的性

状を比較検討することにより、県内における EHEC感

染症の感染源としての意義を明らかにすることを目的と

して実施した。
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II 方法

1.牛便からのヒト型 EHECの分離

l)供試検体

秋田県中央食肉衛生検査所の多大な協力により、と

殺された牛の直腸便の提供を受けた。検体数は2001年：

126検体、 2002年： 150検体、 2003年： 176検体、合計

452検体であった。

2) ヒト型EHEC分離方法

ヒト型 EHEC分離・同定方法の概要は図 1のとお

りである。

2.市販食肉からのヒト型 EHECの分離

1)供試検体

小売店で購入した牛肉、計341検体を供試した。そ

の内訳は表 1のとおりである。

2) ヒト型EHEC分離方法

牛便からのヒト型 EHEC分離方法に準じた。検体

量は25g、 BufferedPeptone ¥Vater (BPvV)量は225

mlとした。

3.分離株の分子疫学的性状比較

l)供試菌株

2002年に分離された EHEC0157牛由来株 5株とヒ

卜由来株 9株（図 2)、2003年に分離された EHEC

0157牛由来株 2株とヒト由来株 5株（図 3)、及び

EHEC 0103牛由来株 2株とヒト由来株 3株（図 4)

を供試した。

2)分子疫学的性状比較

分離株の分子疫学的性状比較は、国立感染症研究所

が示した環太平洋パルスネット用のプロトコールに従

い、パルスフィールド電気泳動により行った。得られ

たパターンのクラスター解析と系統樹作成には Finge-

rprintig IIソフトウエアを使用した。

4.牛が感染源と考えられた EHEC感染事例、その他特

記すべき事例の解析

2003年 5月29日に本荘保健所管内で発生した畜産農家

のEHEC026散発感染事例において、飼育牛 7頭の糞

便、飲用水 2検体を対象として感染源調査を実施した。

また、 6月24日に秋田市保健所管内で発生した焼肉店を

原因施設とする EHEC0157食中毒事例について、患者・

保菌者由来株の PFGEパターンを比較した。

図 1 牛便からのヒト型 EHEC分離方法

牛便（キャリープレアー）

CT加 NlacKonkey平板
（適切な糖を添加）

年

2001 

2002 

2003 

計

表 1

USA 

46 

41 

77 

164 

I 
BPW 35℃ 0/N 

CT-mEC 37℃ 0/N 

VT迪伝子スクリーニング

HCI 処理 •DHL 平板

分離株

VT型別、 eaeA、saa検出

uid, rfb, fliC遺伝子確認

免疫磁気ビーズ

血清型別（市販キットで型別不能株は StatensSerum 
Institutに血清型決定依頼）

EHEC検索に供した市販牛肉一覧

検 体 数

ォーストラリア 外国（不明） 国産 計

6 3 55 

18 18 77 

51 45 36 209 

75 48 54 341 
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図 2 ヒト、および牛由来 EHEC0157分子疫学解析結果と供試株一覧 (2002年）

上心“'(T-cl1．士lぷWが直ヽS冷潤I!).燐100.濶
0151 ffGE 0157 PFGE 

| | | I | I 11 I I I 111 I 6822 1-li man H7 1,2 02/07 /23 A KIT A 

l I 
| II | || | 6829枷 manH7 1,2 02/05/25 AKITA 

I I II || 6870出 manH7 12 02/07 /31 0 M組 ARI

I
I I I | 6741恥ineH7 1.2 02/7/1 AKITA 

6965出manH7 1,2 02/08/22 HO NJYO 

I I I 7662加manH7 2 03/3/21 AKITA 

I I I I I I 11 I | I 6740 B:>vine H7 2 02/07/1 NlSHIKI Vil. 
I I I I 6a24知manH7 2 02/7/24 HONJYO 

11 11 | | 11 I I 7496山manH7 202/1/30 TAKANOSUTwn. 

I I 11 I I I 7187恥ineH7 2 02/10/29 WAK AMI Twn. 

I 1111 | II | | II I | | | | | | I II | | 6885加manH7 1,2 02/08/3 AKITA Chuol 

111 11 11 I I I I s742助ineH7 2 02/06/24 Odate 

菌株番号 血清型 VT型 検体受領年月日 由来 管轄保健所・産地

6741 0157: H7 VT-1&2 

6822 0157: H7 VT-1&2 

6829 0157: H7 VT-1&2 

6870 0157: H7 VT-1&2 

6885 0157: H7 VT-1&2 

6965 0157: H7 VT-1&2 

6740 0157: H7 VT-2 

6742 0157: H7 VT-2 

7102 0157: H7 VT-2 

7187 0157: H7 VT-2 

6824 0157: H7 VT-2 

6835 0157: H7 VT-2 

7496 0157: H7 VT-2 

7662 0157: H7 VT-2 

5. EHECの同定に係る検査技術の導入・開発

1) 0抗原合成遺伝子群を標的とした 0抗原特異検

出PCR

秋田県で散発患者からの検出頻度が高い EHEC

01575)、026、01216)、091"、0111B) の分離・同定

の効率化と高精度化、及び血清型別検査精度の向上を

目的として、 0抗原合成遺伝子群を標的とした 0抗

原特異検出 PCRを導入した。
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2002/7/1 牛 秋田市

2002/7/23 散発 秋田市

2002/5/25 散発 秋田市

2002/7/31 散発 大曲

2002/8/3 散発 秋田中央

2002/8/22 家族内 本荘

2002/7/1 牛 西木村

2002/6/24 牛 大館

2002/9/20 牛 湯沢

2002/10/29 牛 若美町

2002/7/24 家族内 本荘

2002/7/25 散発 秋田市

2003/1/30 業態者 鷹巣

2003/3/21 散発 秋田市

2) 2001年に報告された EHECの付着因子 saa

(STEC autoagglutinating adhesin)迫伝子検出用

PCRの導入

HUS患者から分離され、既知付着逍伝子を保有し

ない EHEC0113: H21から新たな腸管付着因子とし

て同定された saa 逍伝子の同定用 PCR~) を導入した。



図3 ヒト、および牛由来 EHEC0157分子疫学解析結果と供試株一覧 (2003年）

―('rd 1.ふ1磁紐儡3冷濶1J).蕩1四
0157 PFGE 0157 PFGE 

I I I I 111 11 11 I I 111111 8157 1-l.1 man H7 1.2 03/08/26 0 M珀 Al:U

I I I I 1111111 I I 111111 8166 H.lman H71.203/08/27HONJYO 
I I I I 11111111 I I 111111 8025 H.lman H71.2 03/07/13TKYKNG DO 

I II I 111111111 1111117975出manH71.2 03/06/24 Ku-eya OB 

I II 1111 111 11 I I 111111 8130出manNM 1,2 03/08/19 AKITA 

111 11 11111111111 11111 I I BD40 B:ivineNM1.203/06/24 HOKKAIDO 

111 11 I 11111 11111 1111 111 8068 B:ivine NM 1.2 03/07 /22 HOKKAIDO 

菌株番号 血清型 VT型 検体受領年月日 由来 管轄保健所・産地

8040 

8068 

8130 

7975 

8025 

8157 

8166 

0157 : N:tvl 

0157: NM 

0157: NM 

0157: H7 

0157: H7 

0157: H7 

0157: H7 

VT-1, 2 

VT-1, 2 

VT-1, 2 

V1,-1, 2 

VT-1, 2 

VT-1, 2 

VT-1, 2 

2003/6/24 

2003/7/22 

2003/8/19 

2003/6/24 

2003/7/13 

2003/8/26 

2003/8/27 

牛

牛

散発

集団

集団

家族内

散発

北海道

北海道

秋田市

大館・秋田市

秋田市

大曲

本荘

図4 ヒト、および牛由来 EHEC0103分子疫学解析結果と供試株一覧 (2003年）

—(Toi I．鳩1絹l紐磁＄丸潤0燐 1四

°’“:)(bd 01田 Xbal

9. ・ ・序． ． ．弓． ． ・用

口
1
2
2
1
3
{
1
6
1
9
 

応

1
9
1
8
1
1
1
1

0
3
0
3
0
3
0
3
0
3
 

•Vne.Vnemaimaimai 
B
O
B
O
H
U
H
U
H
u
 

竺
i
竺
ご

菌株番号 血清型 VT型 検体受領年月日 由来 管轄保健所・産地

7908 

8213 

7409 

7431 

8088 

0103 

0103 

0103 

0103 

0103 

VT-1 

VT-1 

VT-1 

VT-1 

VT-1 

2003/5/22 

2003/9/3 

2003/1/6 

2003/1/9 

2003/8/8 

牛

牛

散発

業態者

業態者

北海道

増田町

秋田市

秋田市

大曲
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m結果

1.牛便からのヒト型 EHECの分離

秋田県中央食肉衛生検査所の協力により提供を受けた

牛の直腸便、合計452検体から分離されたヒト型 EHEC

の一覧を表 2に示した。 2001年の検討では大雄村産牛 1

頭から EHEC026 VT-1が 1株分離されたが、 EHEC

0157、他のヒト型株は分離されなかった。 2002年には

県内各地産の牛 5頭から EHEC0157: H7が分離され、

また、北海道産牛 2頭から付着遺伝子として saaを保

有する EHEC0178: H19が分離された。 2003年には北

海道産牛 2頭から EHEC0157、北海道産牛と増田町産

牛各 1頭から EHEC0103 VT-1、北海道産牛各 1頭か

らEHEC0165 VT-1&2、EHEC0156 : H25 VT-1、
そして saa遺伝子を保有する 0113VT-2が分離された。

これらのうち、県内でヒトから分離例がある血清型は、

026、0157:H7、0103、0156:H25である。ただし、

0156: H25は無症状保菌者からのみの分離である。な

ぉ、 0165は大阪で HUS患者から分離されている EHEC

の血清型であり、 0113はオーストラリアで HUS患者か

らの分離報告がある血清型である。一方、 0178: Hl9 

は県内においてヒトからの分離報告がなく、国内におい

ても分離例がほとんど無い血清型である。今回、 EHEC

0157: H7の保菌率は0.4％であった。以上の結果は、県

内で食肉生産のためにと殺されている牛が実際にヒト型

EHECを保菌していることを示していた。

2. 市販食肉からのヒト型 EHECの分離

市販牛肉から分離されたヒト型 EHEC、及び VTEC

の一覧を表 3に示した。 341検体のうち、 2002年に検討

したオーストラリア産牛肉の 1検体から saa遺伝子を

保有するヒト型株である EHEC0113 : H21 VT-2＋が

分離された。しかし、今回検討した範囲では EHEC

0157、EHEC026など、 eaeA遺伝子を保有し、県内で

表 2 県内のと殺牛の直腸便から分離されたヒト型 EHEC分離株一覧 (2001-2003年）

受領年月日 血清型 VT型 付着遺伝子 産地 菌株番号

2001/7/13 026 VT-1 eaeA 大雄村 EC5337 

2002/7/1 0157: H7 VT-1&2 eaeA 秋田市 EC6741 

2002/7/1 0157: H7 VT-2 eaeA 西木村 EC6740 

2002/6/24 0157: H7 VT-2 eaeA 大館市 EC6742 

2002/9/20 0157: H7 VT-2 eaeA 湯沢 EC7102 

2002/10/29 0157: H7 VT-2 eaeA 若美町 EC7187 

2002/10/29 0178: H19 VT-1&2 saa 北海道 EC7188 

2002/11/12 0178: H19 VT-1&2 saa 北海道 EC7242 

2003/5/21 0113 VT-2 saa 北海道 EC7907 

2003/5/21 0103 VT-1 eaeA 北海道 EC7908 

2003/6/24 0165 VT-1&2 eaeA 北海道 EC8042 

2003/6/24 0157: H7 VT-1&2 eaeA 北海道 EC8040 

2003/7/22 0157 : NM VT-1&2 eaeA 北海道 EC8068 

2003/9/3 0103 VT-l eaeA 増田町 EC8213 

2003/11/25 0156:H25 VT-1 eaeA 北海道 EC8359 

表 3 市販牛肉から分離された EHEC/VTEC分離株一覧 (2001-2003年）

購入年月日 菌種 血清型 VT型 付着迪伝子 由来 菌株番号

2002/11/5 EHEC 0113: H21 VT-2 saa オーストサイコロステーキ EC7206 

2003/11/4 VTEC 02: H25 VT-2 牛ホルモン EC8304 

2003/11/4 VTEC 02: H25 VT-2 牛ホルモン EC8305 

2003/12/1 VTEC 0168: H8 VT-2 牛ホルモン EC8360 

2003/12/8 VTEC Out VT-2 牛ホルモン EC8400 
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散発患者から高頻度に分離される血清型の EHECは検

出されなかった。一方、冷凍牛ホルモンは購入したロッ

トのほとんどすべてが米国産であり、 VT遺伝子保有株

が比較的高頻度に検出されたが、分離株はすべて eaeA、

saa逍伝子のいずれをも保有せず、ヒト型 EHECとは

遺伝子型が異なっていた。これらの株はヒト型 EHEC

と区別して VTECと呼称することとした。

3.分離株の分子疫学的性状比較

図 2に2002年に分離された EHEC0157牛由来株 5株

とヒト由来株 9株の PFGEパターン比較結果を系統樹

として示した。 2002年 7月 1日に秋田市産牛から分離さ

れた EHEC0157 : H7 VT-1&2+ 6741株と2002年 8月

22日に本荘保健所管内で発生した家族内感染事例から分

離された EHEC0157 : H7 VT-1&2+ 6965株が同ーパ

ターンを示し、 2002年 9月20日に湯沢産牛から分離され

たEHEC0157 : H7 VT-2+ 7102株と2002年 7月25日に

秋田市保健所管内で発生した散発患者から分離された

EHEC 0157: H7 VT-2+ 6835株が同一パターンを示し

た。また、ヒト由来株のうち2002年 5月25日に秋田市保

健所管内で発生した散発患者、 7月23日に秋田市保健所

管内で発生した散発患者、 2002年 7月31日に大曲保健所

管内で発生した散発患者から分離された EHEC0157: 

H7 VT-1&2+ 6829株、 6822株、及び6870株のパターン

が同ーであった。なお、これら 3株のパターンと6741/

6965株のパターンの相同性が94％であり、これらの 5株

が同一起源に由来する株のグループに属すると考えられ

た。その他の株のパターンの相同性は最大でも82％であっ

た。

一方、図 3に示すとおり、 2003年に分離された EHEC

0157の患者由来株と牛由来株に同ーパターンを示す株

は認められなかった。また、図 4に示すように、 EHEC

0103のヒト由来株と牛由来株にも同ーパターンを示す

株は認められなかった。

4. 牛が感染源と考えられた EHEC感染事例、その他

特記すぺき事例の解析

事例 1 : 2003年 5月29日に本荘保健所管内で発生した

畜産農家の EHEC026散発感染事例

本荘保健所管内在住の60代女性が2003年 5月29日に

EHEC 026 VT-1+、eaeA＋に感染していることが判明

した。感染源調査として、飲用水 2検体、飼育牛 7頭の

糞便を採取して EHECの検索を実施した。その結果、

飲用水はいずれも EHEC陰性であったが、飼育牛 7頭

のうち下痢症状を示していた子牛の糞便 1検体から

EHEC 026 VT-1+、eaeA＋が分離された。患者由来株

と子牛由来株の PFGEパターンを比較した結果、両者

のパターンが同ーであることが明らかとなった。以上の

結果から、本事例は飼育牛を感染源とする EHEC026 

VT-1+、eaeA＋散発感染事例であると考えられた。

事例 2 : 2003年 6月24日に秋田市保健所管内で発生し

た、焼肉店を原因施設とする EHEC0157: 

H7食中毒事例

大館保健所管内、秋田中央保健所管内、秋田市保健所

管内に在住する患者、計 4名が2003年 6月に相次いで

EHEC 0157 : H7 VT-1&2＋に感染していることが判明

した。患者の行動調査結果から、患者がいずれも秋田市

内にある某焼肉店を利用していたことが判明した。患者

の家族や患者と共通行動をとっていた知人などを調査し

た結果、 2名の無症状保菌者が確認された。分離された

6株の EHEC0157 : H7 VT-1&2＋のPFGEパターンが

すべて同ーであったことから、これらの患者・保菌者は

いずれも同一の感染源に由来する EHEC0157 : H7 

VT-1&2＋に感染していることが明らかとなり、感染者

の行動調査結果と併せて、共通利用施設である某焼肉店

が本事例の原因施設と考えられた。

5. EHECの同定に係る検査技術の導入・開発

1) 0抗原合成迫伝子群を標的とした 0抗原特異検

出PCR

既報に従い、 01575)、026、01216)、091”、0111ぃ

抗原の特異検出用 PCR法を導入し、県内でこれまで

に分離された株や血清型参照株を使用して文献に記載

されたとおりの結果が実際に得られることを確認した。

一方、 026については GenBankに報告されている

026抗原合成逍伝子群（accessionno. AF529080)の

うち、 0-Antigenpolymerase逍伝子 (wzy辿伝子）

領域にプライマーを設計し、県内分離株を使用して

026抗原保有大腸菌が設計とおりの陽性反応を示すこ

とを確認した。この PCR系については検査精度の更

なる検討が今後の課題である。また、 0103について

は0抗原合成追伝子群の塩基配列が報告されていな

かったためにその解読を試み、約12Kbにおよぶ 0103

抗原合成迪伝子群の塩基配列の解読に成功した。

2) saa (STEC autoagglutinating adhesin)遺伝

子検出用 PCRの導入

Patonらが報告 4) した saa遺伝子検出用 PCRを導

人した。 1991年以降に県内で散発患者から分離された

EHECのほとんどすべてが eaeA遺伝子を保有してい

るが、 1997年に本荘保健所管内で発生した家族内感染

事例において、比較的重篤な症状を示した患者から分

離された EHEC0150: H8 VT-2＋は eaeAを保有し

ていなかった。この株について saa逍伝子の有無を

検討した結果、この株は saaを保有することが明ら

かとなった。本研究においても牛便、及び牛肉由来

VT迪伝子保有株について eaeAと共に saa迫伝子の

保有の有無を検討した。
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IV 考察

秋田県では1998年以降、年間約40事例の EHEC感染

事例が発生しているが、これまでに感染源や原因施設が

特定された事例は極めて少ない。 1989年の Karmaliの

総説”のなかで既に、 EHECの Reservoirは牛である

ことが指摘されており、と殺過程で EHECにより汚染

された牛肉が EHECの感染源として重要であると考え

られていた。このような知見に基づいて、我々は1992年

に市販輸入牛肉を対象とした EHECの汚染調査を実施

し、オーストラリア産牛肉から VT-2遺伝子を保有する

株を分離し、秋田市内で市販されている牛肉が実際に

VTECに汚染されていることを示した。また、県内で

飼育されている牛の直腸便を対象として EHECの検索

を実施し、県内で飼育されている牛が VTECを保菌し

ていることも示した 9)。その後、患者から分離される

0157、026、0103などの EHECが腸管定着に関与する

eaeA遺伝子 3)を保有していることが知られるようにな

り、また、患者から分離されるにもかかわらず eaeA逍

伝子を保有しない 0113:H21などの EHECが、 2001年

にPattonらにより saaという新たな腸管定着迪伝子い

を保有していることが示され、 EHECのヒトに対する

病原性とこれらの腸管定着因子の存在が密接に関連して

いると考えられるようになった。これまでの国内外の報

告によると、牛や牛肉から分離される VT迪伝子保有

株の大半がこれらの腸管定着追伝子を保有しない VTEC

であり、これらの VTECがヒトの病原菌としてどのよ

うな意義を持つかについては明らかではない。 eaeAや

saaを保有する EHECを選択的に分離・同定する手法

としては島根衛研の福島ら10)11) 12)が報告した塩酸処理法

とセフィキシム・テルライト (CT)選択剤の使用など

が有効であり、当所においても感染源調査などに応用し

てその有用性を確認している。従って、今回、 2001年か

ら実施した調査ではこれらの選択分離技術を応用し、市

販牛肉と県内でと殺される牛の糞便中の eaeAやsaa保

有 EHECを検索した。なお、 1992年当時は eaeAやsaa

遺伝子の意義が十分認識されるに至らず、かつ、これら

の遺伝子を保有する EHECの選択的な分離方法が開発

されていなかったために、県内で実施した調査において

使用した分離方法は極めてプリミティプな手法であり、

実際に牛肉や牛便から分離された VT遺伝子保有株は

すべて腸管定着遺伝子を保有しない VTECであった。

今回の調査により、県内で食肉生産目的でと殺されて

いる牛がヒトの下痢症から分離されている EHEC026、

0157: H7、0103、及び無症状保菌者から分離されてい

るEHECO 156 : H25を実際に保菌していることが初め

て示され、大阪府で HUS患者から分離されている

EHEC 0165とオーストラリアで HUS患者から分離さ

れている EHEC0113の保菌も確認された。牛がこれら

のEHECを保菌している事実と県内における EHEC患

者発生との関連は必ずしも明白ではない。この点につい

てさらに検討するため、牛からこれらの菌が分離された

時期に県内で発生した患者から分離された菌のうち、牛

由来株と血清型、 VT逍伝子型が一致する株について

PFGEパターンを比較した。その結果、 2002年の 7月

1日に秋田市産牛から分離された EHEC0157: H7 

VT-1&2+ 6741株と 8月22日に本荘保健所管内で発生し

た家族内感染事例から分離された EHEC0157 : H7 

VT-1&2+ 6965株のパターンが同一であること、及び 9

月20日に湯沢産牛から分離された EHEC0157: H7 

VT-2+ 7102株と 7月25日に秋田市保健所管内で発生し

た散発患者から分離された EHEC0157: H7 VT-2+ 

6835株のパターンが同一であることが明らかとなった。

これらの 2事例において、牛とヒトから同一 PFGEパ

ターンを示す EHEC0157 : H7が分離された時期が 1

か月以上、あるいは約 2か月隔たっている点が注目され

る。このことから、以上の結果は県内でと殺された牛が

EHEC患者発生に関与していたことの直接証拠とは必

ずしもなり得ず、むしろ、同一起源から派生した EHEC

が県内でヒトと牛に侵淫している事実を示すものと考え

ることが妥当といえる。なお、 EHEC0103については

検討した範囲で牛由来株とヒト由来株に同一 PFGEパ

ターンを示す株は認められなかった。一方、今回の結果

は牛がと殺される過程で食肉が EHECに2次汚染され

る可能性をあらためて示すものと考えられる。この点に

ついては、食肉生産現場における HACCPシステムの

励行が 2次汚染の発生防止のために極めて有用であると

考えられる。今回、検体の採取・提供に関して全面的に

協力をいただいた秋田県中央食肉衛生検査所は、全国に

先駆けて1999年 8月から HACCPを導入しており、 2

次汚染防止に係る衛生管理は万全の体制が既に構築され

ているといえる。

市販食肉については、ヒトの下痢症から分離されてい

るEHEC026、0157:H7、0103の汚染を直接証明し

得なかったが、オーストラリア産牛肉から EHEC0113: 

H21 VT-2+、saa＋が分離された。 EHEC0113 : H21は

県内で患者からの分離例がないが、このことは 0113の

型別血清が市販されていないために医療機関の検査室で

十分な検索が実施し得ないことに起因するとも考えられ

る。一方、今回の調査で冷凍ホルモンから VTECが高

頻度に分離された。このことは、輸入牛肉のなかでもホ

ルモンが EHECに汚染される可能性が高いことを示唆

するものと推察される。なお、供試した冷凍ホルモンの

産地は、判明した限りにおいて米国であった。一方、秋

田県内においても焼肉店を原因施設とする EHEC集団
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感染事例が発牛している。これまでに発生したl,~大規模

の事例は1999年に横手保健所管内で発生した EHEC

0157: H7を原因とする巾例であったが、今回の検討期

間においても2003年 6月24日に秋田市保健所管内で

EHEC 0157 : H7を原因とする食中粛事例が発生してい

る。また、焼肉店が1原因施設として疑われたものの、事

例との関連を証明するには至らなかった事例としては、

1997年に横手保健所管内で発生した EHEC0157 : I-17 

感染事例、及び2001年に秋田市保健所管内で発生した

HUS発症をともなう EHEC0157 : H7感染事例がある。

焼肉店においては、コストなどの理由により、提供され

る牛肉のなかで輸人牛肉がかなりの比率を占めるであろ

うことを勘案すると、県内における EI-IEC感染事例の

感染源としての輸人牛肉の意義については今後も注Hす

る必要があると考えられるc なお、 2004年は BSE問題

により米国からの牛肉の輸人が停止しているc しかしな

がら、国立感染症研究所の感染症情報には2004年10月現

在における全国の EHEC感染者数が昨年以前の同時期

における患者数とほぼ同数で推移していることが示され

ている。このことは、米国産牛肉の輸人停止が国内にお

ける EHEC患者発生数に顕著な影評を及ぼしていない

ことを示しているものと考えられ、国内における EHEC

感染源の多様性を示唆しているものと推察される。

今回の検討期間中である2003年 5月29日に本荘保健所

管内で飼育牛を憾染源とする畜産農家の EHEC026散

発感染事例が発生した。秋田県においてはこれまで、

1996年に畜産股家における EHECO 103 : H2家族内感

染事例t”、 2000年に飼育牛が感染源と考えられた EHEC

0121家族内感染事例＂：が発生している。これらの事例

はいずれも牛由来株と患者由来株の PFGEパターンが

一致したことにより、牛が感染源と特定された事例であ

る。なお、飼育牛や観光牧場の牛が感染源と特定された

EHEC感染事例は全国的にも散見される。以上の結果

は、感染源全体に占める割合は小さいと考えられるもの

の、飼育牛自体も県内における EHEC感染事例におけ

る感染源としての意義を持つことを示していると考えら

れ、このことも県内における EHEC感染源の多様性を

示すものと考えられる。

本調査研究を遂行する過程で、 EHECの血消型決定

に有用である 0抗原合成逍伝子群を標的とした PCRを

導人しね現在PCR法が報告されている 0抗原は0157、

0111、0121、091、0113、0104であり、今回、これら

のうち 0157、0111、0121、091用 PCRを導入した。

これらの血清型の EHECのうち、 0121と091を刑別す

るための国産型別用血清は市販されていないc そのため、

県内で発生した患者から分離された菌の血消型を決定す

る際には国際大腸菌クレブシェラセンターから輸人した

型別川l[llHiを使用している。しかし、これらの輸入血消

は非特北的凝果反応が強くみられ、検査梢度が国産血消

と比較すると相当低く、検査精度を確保するためには型

別を夷施する担当者に相当の経験が必要である点が問迎

であった。今回、 0121、091、0157、0111抗原特異検

出川 PCRを導人したことにより、これら 4種類の 0抗

原については原理の異なる 2種類の手法により血消型の

決定が"I能となったために、従米と比較して検査梢度の

向上が実現した。さらに、培設液や分離平板に生じた多

数の菌の中にこれら 4種の 0抗原を保有する菌を検出

可能となったことから、感染源調酋などにおいて少数の

閑を分離平板上で検索することも可能となり、感染源調

査などの保i検索についても梢度の向上が実現した。これ

らに加えて、 026抗原合成辿伝子群を標的とした PCR

を確立しつつある。また、 0-Antigenpolymerase辿伝

子や 0-Antigenflipperse追伝子など、 0103抗原に特

異的な逍伝子を特定し、それらを標的とするプライマー

を設計することにより PCR反応系を確立することが今

後の課閣である。今回の調査研究遂行過程で導入したこ

れらの PCRは、今後も県内における EHEC感染者の診

断梢度の向1こと感染源調査の迅速化・精度向上に大きく

窃与すると考えられる。

本調査研究により得られた成績は、県内における

EHEC感染源の多様性を示すものと考えられた。県内

における EHECの感染源対策に取り組む際には、この

感染源の多様性を考慮する必要性があるものと考えられ

た。

V まとめ

・今回の淵査研究により県内で食肉生産目的によりと殺

されている牛や畜産農家における飼育牛がヒト型

EHECを実際に保菌していること、及び市販食肉が

ヒト型 EHECにより汚染されている事実が明らかと

なった。

・輸人牛肉と、と殺牛が実際の EHEC感染事例の感染

源であることは直接証明されなかったが、県内におけ

るEHEC感染源の多様性が示唆された。

・県内における EHECの感染源対策に取り組む際には、

感染源の多様性を考慮する必要性があることが浮き彫

りとなった。

•本研究の当初計画にはなかったが、研究遂行過程にお

ける必要性から 0121、091、0157、0111抗原特異検

出用 PCRを導入した。また、 026、0103抗原特異検

出用 PCRも開発中である。これらの PCRは、今後、

県内における EHEC感染者の診断精度の向上と感染

源謁査の迅速化・精度向上に大きく寄与すると考えら

れる。
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