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は じ め に 

 当所では，腸管出血性大腸菌感染症事例におい

て，分離菌株間の遺伝子型を比較する目的でパル

スフィールドゲル電気泳動法 (PFGE)による疫学解

析を実施してきた。現在，全国レベルで系統樹等

の作成による画像解析を通じて，各地で分離され

ている菌株間の遺伝学的関連性を明らかにするこ

とを目標としたパルスネットシステムが試行中で

あり，当所でもそのための画像解析ソフトの実用

性を検討している。今回，市内で分離した腸管出

血性大腸菌O157およびO26について解析を行うと

ともに，パルスネット上で全国の分離株との遺伝

子的な関連性の確認を行ったので報告する。 

 

方 法 

1 材料 

 平成 14 年に広島市で分離した腸管出血性大腸 

菌 O157 5 株，O26 9 株を供試した。 

2 PFGE 

菌液 150μl の遠心沈渣をアガロースブロック 

に包埋し，キット(Bio Rad)を用いて溶菌，タン 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

パク分解などの処理を行った後，制限酵素 XbaＩ

(TaKaRa)により染色体DNA を切断した。電気泳動

は Gene Path(Bio Rad)を用い，1％アガロース

ゲルで行った。泳動は国立感染症研究所の条件に

準じて,電圧6V/cm，パルスタイム4～8秒，9時間，

8～50 秒,13 時間を組み合わせ,バッファー温度は

12℃で行った。泳動後，エチジウムブロマイドで

ゲルを染色し，紫外線照射下で写真撮影を行った。 

3 系統樹の作成 

PFGE で得られた画像をもとに，解析ソフト

Finger Printing II(Bio Rad)を用いて系統樹

を作成した。 

 

結 果 

1 広島市の腸管出血性大腸菌感染症発生状況

(平成 14 年) 

平成 14 年に広島市では腸管出血性大腸菌感染

症は年間を通じ13 事例が発生した。これを表１に

示した。内訳は，家族内3 事例，散発10 事例で，

集団事例はみられなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表１ 広島市で発生した腸管出血性大腸菌感染症(平成 14 年) 

事例 No 区分 発症日 年齢 性別 血清型 毒素型 備考 

 1 散発 14.2.10   2 男 O157:H7 VT2 保育園児 

 2 散発 14.5.14   4 男 O26:H11 VT1 幼稚園児 

 3 散発 14.5.26   5 男 O111:H- VT1,2 幼稚園児 

 4 家族 A 14.6.18  11 男 O111:H- VT1,2 小学生 

 4 家族 A  無  65 男 O111:H- VT1,2 (祖父) 

 5 散発 14.7.9   1 女 O26:HUT VT1  

 6 家族 B 14.7.13   1 男 O26:HUT VT1  

 6 家族 B 14.7.13  23 女 O26:HUT VT1 (母) 

 7 散発 14.8.27  12 女 O157:H7 VT2 小学生 

 8 散発 14.9.5   1 女 O26:H11 VT1  

 9 散発 14.9.10  55 女 O26:H11 VT1 病院勤務 

１0 散発 14.10.16  23 男 O157:H7 VT2 会社員 

１1 散発 14.10.12  15 女 O157:H7 VT2 中学生 

１2 家族 C 14.11.18   3 男 O26:H- VT1  

１2 家族 C 14.11.27   5 男 O26:H- VT1 (兄) 

１2 家族 C 14.11.25   1 男 O26:H- VT1 (弟) 

１3 散発 14.12.6  28 女 O157:H7 VT2  

 



O157 が 5 事例から 5 株，O26 が 6 事例から9 株，

O111 が 2 事例から 3 株の計 17 株が分離された。

全国の発生状況と同様にO26 事例の増加傾向がみ

られた。 

2 広島市分離 O157 株の解析結果 

 5 事例から分離した 5 株は全て異なる泳動パタ

ーンを示し，遺伝子的相同性は83～90％であった。

これを図1 に示した。このことから，これらの事

例は感染源が異なるものと考えられた。 

3 広島市分離 O26 株の解析結果 

6 事例のうち 2 事例は家族への二次感染が疑わ

れた(事例 6,12)。家族間の分離株は，いずれも同

じパターンで 100％の相同性を示し，同一由来の

株と考えられた。6 事例間では，いずれも異なる

泳動パターンを示し，相同性は80～92％であった。 

これを図2 に示した。以上の結果から，これらの

事例は感染源が異なるものと考えられた。 

4 パルスネットによる全国分離株と広島市分離

株の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本市で分離したO157 3 株およびO26 6 株と， 

全国分離株との比較をパルスネット上で行った結

果，100％の相同性を示す株はみられなかった。し

かし，O157 では関西圏で分離された株と90％程度，

またO26 では関西圏や岡山で分離された株と85～

90％，広島県分離株と 90～98％の相同性を示す,

系統的に類似した株がみられた。 

パルスネットシステムは，異なる地域の分離株

間の遺伝子的特徴の比較を可能とし，分散型集団

感染事例(diffuse outbreak)の発見に有用であ

る１）。さらに今後電送比較システムが確立される

と，迅速な疫学調査への利用が可能となり，汚染

源の早期究明に寄与するものと思われる。 
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図 2 広島市で分離された腸管出血性大腸菌 O26 の系統樹 
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図 1 広島市で分離された腸管出血性大腸菌 O157 の系統樹 
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