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はじめに

腸管出血性大腸菌感染症発生者数は、1996 年に日本国
内で腸管出血性大腸菌 O157 が大流行した後も減少する
ことなく、ここ 10 年間では毎年 3～ 4千人もの腸管出血
性大腸菌感染症届出がなされている 1）。
2009 年 8 ～ 9 月にかけて、ステーキチェーン Aとの関
連が疑われる腸管出血性大腸菌 O157:H7 ベロ毒素 1およ
びベロ毒素 2産生株（O157 VT1+  VT2+）の感染症事例が、
複数の都府県・自治体において発生した。また発症に強
く関連していると推測された8月3日製造の角切りステー
キ肉が 8月 17 日～ 26 日に中国・四国地方を含む関西方
面へ出荷され、8月 16 日～ 9 月 2 日に当該ステーキを喫
食することによる食中毒事例が奈良県、滋賀県、広島県、
広島市、東大阪市においてそれぞれ発生した 2）。
2009 年 9 月 21 日付けで医療機関から管轄する保健所
に届出があった腸管出血性大腸菌 O157 感染患者の父親、
母親、および兄の検便を行ったところ、父親および兄か
ら O157 VT1+  VT2+が分離された。また、症状のなかっ
た父親が、ステーキチェーン A関連店舗で喫食していた

ことがわかった。
そこで、当該事例と広域散発事例との関連性について
検討するため、詳細な患者および家族の喫食状況、発症
状況等の事例調査を行った。さらに、腸管出血性大腸菌
O157 の標準的解析法であるパルスフィールドゲル電気泳
動（PFGE）および近年開発された IS-printing systemを
用いて分子疫学解析を行い、奈良県で分離されたステー
キチェーン A関連のヒト由来株 3株と当該事例で分離さ
れた患者、父親および兄の 3株とを比較・検討した。また、
IS-printing systemについての有用性を考察した。

材料と方法

1．事例調査
山城南保健所が患者家族に 8月～ 9 月にかけての患者
および家族のステーキチェーン A関連店舗来店状況、角
切りステーキ喫食状況、および発症状況について聞き取
り調査を行った。

2．パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）
勢戸らの手法 3）により、Tryptic Soy Broth（Becton 

Dickinson製）で 36℃、一晩培養した表 1の菌株を用いて
PFGEを行った。XbaI（30 units/sample）（ロッシュ・ダ
イアグノスティックス製）および BlnI（40 units/sample）
（ロッシュ・ダイアグノスティックス製）の制限酵素を用
いて、37℃、2 時間消化処理を行った。電気泳動は、
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BioRad CHEFF-DRII（BioRad製）を使用し、TBE Buffer

（0.5M Tris, 0.45M Boric acid, 0.005M EDTA）を用いて、6 
V/cm,スイッチングタイム2.0-54.2 秒、泳動時間18.0時間、
12.5℃の条件で実施した。泳動終了したゲルをエチジウ
ムブロマイド染色し、紫外線照射下でバンドを検出した。
結果は写真から検体ごとの泳動パターンを比較・検討し
た。分子量マーカーは Salmonella Braenderup H9812 を
XbaIにより同様に処理して用いた。

3．IS-printing system

大岡ら 4）により開発された IS-printing system（version2）
（TOYOBO）を用い、キット添付の取扱説明書に従って試
験を行った。DNAの抽出には、表 1の菌株を SMac寒天
培地（OXIOD製）に画線塗抹し、36℃、24 時間培養し
たコロニーを用いた。電気泳動は説明書の推奨どおり 3 %
アガロース（NuSieve GTG Ararose（Lonza製）、Seakem 

GTG Agarose（Lonza製）を重量比 2:1 で使用）ゲルを用
い、約 1時間泳動し、エチジウムブロマイド染色後、紫
外線照射下でバンドを検出した。各検体について規定分
子量サイズ位置でのバンドがあれば1、なければ0として、
セットごとに 18 桁数字を分子量サイズの大きい順にら列
して結果を示した。

結果と考察

事例調査及び 2種類の検査法による検査結果と考察について
当該事例の詳細な事例調査結果を表 2に示す。患者は
父親と兄の 3人でステーキチェーン店に来店し、その際、
患者と兄のそれぞれが角切りステーキの肉片を一口喫食
していた。また、母親は 3 人とは別の日に同じステーキ
チェーン店で角切りステーキを喫食し、その 4日後から軽
い下痢等の症状を呈していた。しかし、通常は腸管出血性
大腸菌 O157 の潜伏期は 3 ～ 5 日程度であるにもかかわ
らず 5）、患者は喫食後 2週間してから発症したこと。また、
O157VT1+  VT2+の検出された兄も喫食後 10 日間発症は
見られず、さらに喫食後下痢を呈した母親からは O157 
VT1+  VT2+を検出しなかったことから、患者の発症の原
因が喫食した角切りステーキそのものによる可能性につ
いて事例調査のみでは判断できないと結論した。
腸管出血性大腸菌 O157 は PFGE等の遺伝子学的手法
を用いることにより高い確率で菌株の関連性を議論でき
る 6）。本ステーキチェーン関連事例についても PFGEの
泳動パターンは一致することが報告されている 2）。また、
大岡ら 4）により開発された IS-printing systemは菌株間の
ゲノム構造多型に大きく関与している挿入因子の分布の

表 1. 疫学解析に供した腸管出血性大腸菌 O157:H7 菌株一覧

菌株番号 由来 備考
No1 ヒト糞便 奈良県分離ステーキチェーンA関連株
No2 ヒト糞便 奈良県分離ステーキチェーンA関連株
No3 ヒト糞便 奈良県分離ステーキチェーンA関連株
No4 ヒト糞便 山城北保健所分離患者（8才）株 9/16 採取
No5 ヒト糞便 山城北保健所分離患者父親（42才）株 9/23 採取
No6 ヒト糞便 山城北保健所分離患者兄（11才）株 9/23 採取

表 2. 患者および家族のステーキチェーン A関連店舗への来店状況、角切りステーキ喫食状況および発症状況

　月　日 患者 父親＊ 母親 兄＊＊

8 月 28日 ステーキチェーン店来店
（角切りステーキ喫食）

8月 30日 ステーキチェーン店来店
（角切りステーキ一口喫食）

ステーキチェーン店来店
（角切りステーキ喫食）

ステーキチェーン店来店
（角切りステーキ一口喫食）

9月始め 3～ 4日下痢
9月 9日 回復 下痢
9月 11日 回復
9月 13日 腹痛・下痢・発熱
9月 14日 受診・整腸剤処方
9月 16日 血便、再受診、検便
9月 20日 O157 VT1+ VT2+ 検出

届出、保健所調査、
家族検便実施

9月 26日 O157 VT1+ VT2+ 検出
9月 27日 0157 VT1+ VT2+ 検出 0157 VT1+ VT2+検出せず

　＊父親は無症状病原体保有者
＊＊兄は病原体検出時点では症状無し
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表 3.　IS-printing systemによる解析結果

1 st set　のバンド番号
菌株番号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

No1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1
No2 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1
No3 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1
No4 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1
No5 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1
No6 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1

2 nd set　のバンド番号
菌株番号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

No1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1
No2 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1
No3 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1
No4 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1
No5 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1
No6 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1

菌株番号は表 1のとおり
（規定分子量サイズにバンドがある場合を 1、無い場合を 0と表記）

 　　　　　　XbaⅠ処理　　　　　　 　　　　　BlnⅠ処理　　　　　

図 1　腸管出血性大腸菌 O157 菌株のパルスフィールドゲル電気泳動パターン
XbaⅠ処理、BlnⅠ処理ごとにレーン番号は表 1の菌株番号を示す。（Marker は Salmonella Braenderup H9812 を用いた）
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違いを利用した腸管出血性大腸菌 O157 解析方法であり、
実用上優れた分子疫学解析法と評価されている。末永ら 7）

や金子ら 8）は PFGEと IS-printing systemとの解析結果が
異なるケースを報告し、清水ら 9）は PFGEと IS-printing 

systemを併用することにより、更に詳細な疫学解析が可
能であるとしている。本事例においても PFGEおよび
IS-printing systemを併用した遺伝子解析を行った。ステー
キチェーン A関連ヒト由来株 No1 ～ No3 の 3 株および、
当該事例で分離した No4 ～ No6 の 3 株について、XbaI

および BlnIで処理した PFGEの結果を図1に示す。また、
IS-printing systemの結果を表 3に示す。XbaI、BlnIいずれ
の制限酵素で処理した場合も No1 ～ No6 の各バンドの数
および位置は同一であり、6株の泳動パターンは完全に一
致した。さらに、IS-printing system解析では、1st set primer 

mixの系は6株全て110100111100111101 になり、また、2nd

set primer mixの系でも 6株全て 011100100111101111 と
なった。
いずれの解析方法によっても 6株は全て同じ関連の株
であると判定できる。したがって、当該事例もステーキ
チェーン Aで提供された角切りステーキが原因食品と疑
われる広域散発事例の一つであると判断した。しかし、
事例調査の結果を考慮すると、患者の発症は本人が食し
た角切りステーキが直接の原因ではなく、家族からの二
次感染によると考察するほうが妥当と考えられる。母親
の症状が回復した直後、兄が下痢を呈し、兄が回復した
2日後に患者が発症した。また、患者の発症は母親の回
復した 5日後にも当たる。一般に発症時に排菌量が多く
なる 10）ことから、本事例においては母親から兄に感染し、
兄から患者へ感染したか、あるいは、母親から直接感染
したものと考えられる。いずれにせよ家族内感染の疑い
が残る事例である。
本調査研究における遺伝子解析には PFGEおよび

IS-printing systemを用いた。いずれの解析方法を用いて
も 6株が同一由来であるとする結果が得られた。

PFGEではゲルブロック作製から結果判明までに 24時
間以上の時間を要するが、IS-printing systemは DNAの抽
出開始から約 4時間後に結果が得られる。また、通常の
PCR装置があれば実施可能であり、結果はバンドの有無の
みで判断できること等から、本事例のように PFGEで解析
を行っても IS-printing systemで解析を行っても同じ結論が
得られるケースでは、迅速な感染経路解明が望まれる腸管
出血性大腸菌 O157 感染症事例のスクリーニング手段とし
て IS-printing systemが有用であると考えられる。
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