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（要旨） 

病原大腸菌による食中毒事件の多くは腸管出血性大腸菌(EHEC)によるものである。食中毒事件において大腸菌の検

査は不可欠であるが，健康人から病原大腸菌の血清型別と一致するものが数多く検出され，検査結果に混乱をきたして

いる。近年，腸管上皮細胞への付着因子が病原性発現に重要な意味をもつという論文が報告されている。そこで腸管病

原性大腸菌および腸管凝集接着性大腸菌の病原性関連遺伝子と考えられている eaeA，bfpA，aggR，astA 遺伝子につ

いて，これら因子の評価を目的に健康人 172 名の保有状況を調査した。その結果，EHEC 保菌者 25 名のうち 24 名が

eaeAを保有しており，EHECと eaeAに強い関連性が見られた。EHEC以外の検体からは eaeAが 4件，astAが 5件

検出された。不顕性感染者からの感染拡大，食中毒未然防止のために大腸菌保菌者の O血清型にとらわれない病原因子

を調査することの必要性を感じた。 
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1 はじめに  
 病原大腸菌は発生の機序により，毒素原性大腸菌

(Enterotoxigenic E.coli:ETEC)，腸管組織侵入性大腸

菌 (Enteroinvasive E.coli:EIEC)，腸管病原性大腸菌

(Enteropathogenic E.coli:EPEC)，腸管出血性大腸菌

(Enterohemorrhagic E.coli:EHEC)，腸管凝集接着性

大腸菌(Enteroaggregative E.coli:EAggEC)の 5 つに

大別される。 

 これらの大腸菌による食中毒事件は年間 30～40 件発

生し，その多くは EHECである 1)。ETEC，EIEC，EHEC

は病原因子は明らかであるが，EPEC，EAggEC の病原

性は明らかではない。食中毒事件において大腸菌の検査

は不可欠であるが，健康人から分離される大腸菌も病原

大腸菌の血清型別に一致するものが数多く検出され，検

査結果に混乱をきたしている。近年，腸管上皮細胞への

付着因子が病原性の発現に重要な意味をもつという論文

2)～4)が報告されている。そこで EPEC の細胞局在付着性

に関連する eaeA，bfpA，EAggEC の細胞凝集付着性に

関連する aggR，EAggEC が産生する耐熱性毒素に関与

する astA の 4 遺伝子について，健康人と EHEC 発症者

の保有状況を比較し，これら因子の評価をする目的で調

査した。 

 

2 対象および検査方法 
2.1 対 象  

2011 年 3 月から 11 月に，宮城県内で採取された 1 歳

から 86 歳の健康人 172 名の糞便を検体とした。この研

究における健康人とは，家族の中に EHEC の感染者が

いるが本人には症状がない人 (以下 EHEC 感染者家族

等)160 名，食中毒事件時の非発症者 (以下食中毒関係者) 

12 名をいう。対照として EHEC 発症者 20 名の糞便も

検体とした。 

2.2 方 法   

2.2.1 ETEC，EHEC の PCR スクリーニング 

糞便を滅菌綿棒で採りmEC培地(日水製薬)10mlに接

種し，37℃で一夜培養した。残りはシードスワブ１号(栄

研化学)にグリセリンを 10%に加え－80℃で保存した。

この培養液 1ml から遠心分離によって集菌し滅菌蒸留

水で 2 回洗浄したものを 95℃6 分加熱後，10,000rpm，

1 分間遠心分離し上清をテンプレートとした。ベロ毒素

（VT）遺伝子，易熱性毒素（LT）遺伝子および耐熱性

毒素（ ST）遺伝子の検出用プライマーはおのおの

EVC-1・EVC-2，ELT-1・ELT-2 および ESH-1・

ESH-2(TAKARA)を用いた。テンプレートは puRe Taq 

Ready-To-Go PCR Beads（GE ヘルスケアバイオサイ

エンス）を使用して調製し，94℃1 分，55℃1 分，72℃1

分(35 サイクル)の条件で増幅(Applied Biosystems 社

製 2720 サーマルサイクラー)した。増幅後は電気泳動，

エチジウムブロマイドで染色し，検出されたバンドを解

析した。 
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表１ 使用したプライマーの塩基配列と増幅サイズ 

 

2.2.2 EPEC,EAggEC のスクリーニング 

付着に関する因子を特異的に検出する eaeA ，bfpA, 

aggR と EAST を検出する astA のプライマーを用い，

2.2.1 と同一のテンプレートを試料とし，94℃30 秒，

55℃1 分，72℃30 秒(30 サイクル)の条件でマルチプラ

イマーPCR を実施した。使用したプライマーは表 1 に示

した。 

2.2.3 PCR 陽性検体からの菌分離 

スクリーニングで標的遺伝子が検出された場合，グリ

セリン加シードスワブ 1 号から直接 DHL 寒天培地（栄

研化学）に画線塗抹した。37℃で 24 時間培養し，発育

したコロニーの中から大腸菌が疑われるものを 10～30

個釣菌し，各々を 95℃6 分加熱後，10,000rpm1 分遠心

分離し上清をテンプレートとし PCR で当該遺伝子の保

有の有無を調べた。大腸菌の同定には，TSI 寒天培地（栄

研化学），LIM 培地（栄研化学）を用いた。O 血清型別

は病原大腸菌免疫血清 1号セット（デンカ生研）を用い，

スライド凝集法で行った。このセットで型別不能のもの

を OUT とした。H 血清型別はクレイギー管入り HI 半

流動培地（自家調製）を 3～5 回通過させた後，病原大

腸菌免疫血清 2 号セット（デンカ生研）を用い試験管凝

集法で実施した。分離された大腸菌は表 1 に示した単独

用プライマーを用いて PCR を実施し，再度保有病原遺

伝子を確認した。VT 陽性検体では VT 型の確認も行っ

た。 

2.2.4 EHEC 発症者からの付着性関連遺伝子 PCR スク

リーニング 

対照実験として EHEC 発症者から分離された大腸菌

20 株の付着性関連遺伝子を表 1 にある混合用プライマ

ーを使って 2.2.2 と同様の方法で PCR を実施した。 

 

3  結果 

3.1 PCR 陽性検体のスクリーニング結果 

mEC からの PCR スクリーニング検査結果は，VT 陽

性 27 件，eaeA 陽性 15 件，bfpA 陽性 1 件，aggR 陽性  

3 件，astA 陽性 21 件であった（表 2） (重複を含む)。 

LT，ST 陽性検体はなかった。VT 陽性検体はすべて

EHEC 感染者家族等からの検体で，食中毒関係者からの

検体はなかった。 

表 2 ｍEC からの病原遺伝子検出結果

病原遺伝子 全体
EHEC感染
者家族等

食中毒関係者

total 172 160 12
VT 27 27 0
LT 0 0 0
ST 0 0 0

eaeA 15 14 1
bfpA 1 1 0
aggR 3 3 0
astA 21 20 1

 

3.2 分離菌株の病原遺伝子保有状況 

EHEC 25 株，EPEC4 株，EAggEC5 株が分離できた。

単独プライマーで再度保有病原遺伝子を確認したところ，

EHECでは VT1陽性が 16株(O26:HNM 7株，O26:H11 

5 株，O55:H7  2 株，O103:H2  1 株，O103:H11  1 株)，

VT2 陽性が 7 株(O121:H19 6 株，OUT:H21 1 株)，

対象 Name Sequence(5'to3') Product size(bp)

混合用プライマー

EHEC VT EVC-1/2(TAKARA) 171

ETEC LT ELT-1/2(TAKARA) 263
ST ESH-1/2(TAKARA) 131

EPEC mSK1 CCGGCACAAGCATAAGC

eaekas_a TGGCAAAATGATCTGCTG

bfpAk_multi_S2 CTAAAATCATGAATAAGAAATACGA
bfpAk_multi_A2 GTTGCAAGACTAACACATGC

EAggEC aggRk_multi_S4 GCGATACATTAAGACGCCTA

aggRk_multi_A4 AAAGAAGCTTACAGCCGATA
EAST-S1 GCCATCAACACAGTATATCC

EAST-AS2 GAGTGACGGCTTTGTAGTCC

単独用プライマー

EHEC VT1 EVT-1/2(TAKARA) 349
VT2 EVS-1/2(TAKARA) 404

EPEC EA-1 AAACAGGTGAAACTGTTG

EA-2 CTCTGCAGATTAACCTCTGC

EP-1 AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC
EP-2 GCCGCTTTATCCAACCTGGTA

EAggEC aggRks1 GTATACACAAAAGAAGGAAGC

aggRks2 ACAGAATCGTCAGCATCAGC

EASTOS1 GCCATCAACACAGTATATCCG
EASTOAS2 CGCGAGTGACGGCTTTGTAG

aggR 254

astA 109

astA 109

eaeA 454

bfpA 330

eaeA 310

bfpA 394

aggR 254
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VT1.2 陽性が 2 株(O157:H7  1 株，O145:HNM  1 株)

であった。付着性関連遺伝子は eaeA のみが検出され

EHEC25 株のうち 24 株に保有が認められた (表 3) 。

EPEC は eaeA 陽性が 4 株(O86a:H6 1 株，O142:H34  

1 株，O115:HUT  1 株，OUT  1 株)EAggEC では astA

陽性が 5 株(O20:H41  2 株，O74:H6  1 株，OUT 2

株)であった。 (表 4) 。 

表 3 EHEC 分離株の付着遺伝子保有状況 

eaeA bfpA aggR astA

O26:HNM 7 1 7
O26:H11 5 1 5

O55:H7 2 1 2
O103:H2 1 1 1

O103:H11 1 1 1
O121:H19 6 2 6

OUT:H21 1 2
O157:H7 1 1,2 1

O145:HNM 1 1,2 1

計 25 24 0 0 0

付着遺伝子
分離菌 分離数 VT型

 

表 4 EPEC，EAggEC 分離株の付着遺伝子保有状況 

eaeA bfpA aggR astA
EPEC O86a:H6 1 1

O142:H34 1 1

O115:HUT 1 1
OUT 1 1

EAggEC O20:H41 2 2
O74:H6 1 1
OUT 2 2

検出数 9 4 0 0 5

付着遺伝子
分離株 分離数

 

3.3  EHEC 発症者からの付着性関連遺伝子 PCR スクリ

ーニングの結果 

症状のある VT 陽性検体 20 件の付着因子は eaeA 19

件，aggR 1 件であった。(表 5) 

表 5 EHEC 発症者の付着遺伝子保有状況 

eaeA bfpA aggR astA

O26:H11 2 1 2
O26:HNM 2 1 2

O26:H51 1 1 1
O91:HNM 1 1 1
O103:H2 4 1 4

O103:H11 1 1 1
O55:H7 1 2 1

O121:H19 3 2 3
O157:H7 1 2 1
O157:H7 4 1,2 4

合計 20 19 0 1 0

血清型 検体数 VT型
付着遺伝子

 

 

4 考察とまとめ 

本研究では病原遺伝子を検出する方法としてｍEC 増

菌培地からマルチプレックス PCR でスクリーニングを

実施後，陽性検体を直接塗抹することで菌分離を行った。

その結果，24 検体中 9 検体(37.5%)から菌分離ができ，

菌分離には本手法が効率的であると考えられた。しかし，

mEC からのテンプレート作成のため，エキストラバン

ドが多く出現した。今後プライマー設計や増幅条件を検

討することが必要と感じた。 

 今回保有を確認した 4 遺伝子中 eaeA,astA 以外の

bfpA ,aggR は菌を分離することができず，VT 保有の有

無にかかわらず，比較することが出来なかった。 

eaeA を保有するものは分離できた菌株中 EPEC，

EAggEC では 44.4%(4/9)で，EHEC の 96%(24/25)よ

り低かった。一方 astA は EHEC では保有が認められな

かったが EPEC，EAggEC では 55.6%(5/9)の保有が認

められた。 

VT と eaeA の関連性は血清型 O26，O111，O157 及

び O103 の VT 陽性株では症状の有無にかかわらず

eaeA を保有していることが知られている 4)～6)。今回の

結果もそれを裏付ける結果となった。さらに，これら以

外の血清型の EHEC について調査したところ，O55，

O121， O145 保菌者からも eaeA の保有状況が確認さ

れた。eaeA はインチミンが腸粘膜上皮細胞と結合する

際に必要な遺伝子であり，VT 遺伝子はインチミンがな

ければ腸管内に定着できず腸管内を一過性に通り過ぎる

のみであると考えられている 6)。そのため VT の毒素，

病原性発現には eaeA が関与していると考えられている。

しかし，今回の研究では VT かつ eaeA を保有するが，

発症しないグループが認められた。2 つの因子が存在す

るが，なんらかの理由で症状が現れなかったと考えられ，

VT かつ eaeA を保有する検体が病原性を発現するには

さらに別の因子の関与があるものと推察された。対照実

験として，症状がある EHEC について付着因子関連遺

伝子の保有状況を調べたが，aggR 陽性が 1 件検出され

たのを除き症状がない場合と同様の結果となり，付着因

子関連遺伝子と EHEC の発病についての因果関係を明

らかすることは出来なかった。 

EPEC，EAggEC 陽性検体では付着因子関連遺伝子保

有状況を他文献 7)~11)と比較したところ，有意な差は認

められなかった。今後，さらに他の因子などについても

調査していく必要があると考える。 

平成 20 年に給食従事者等の検便検査法が変わり，

O157 等指定されていた数種の EHEC から，すべての

VTEC 遺伝子をもつ大腸菌保菌者を陽性とすることに

なった 12) 。宮城県では平成 19 年までは年間 20 数の事

例数であったものが，平成 20年以降には 60事例を超え，

無症状の EHEC 感染者の存在が発症者の 2 倍以上であ

ることがわかっている。不顕性感染者からの感染拡大，

食中毒未然防止のために，大腸菌保菌者の O 血清型にと

らわれない病原因子を調査していくことの必要性がある

と思われる。 

2011 年にはドイツを中心に EU で 3,000 人以上が感

染する O104:H4 感染症の大流行があった。原因菌は，

EHEC と EAggEC の性状を持つ複合型の新型大腸菌で

あることが判明した 13)~15)。菌は常に変異し，病原性も
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変化している。今後も新たな病原因子を獲得した病原性

大腸菌が出現する可能性もあり，検査に携わる者として

注意を払っていく必要があると考える。 
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