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研究成果の概要（和文）：　アルゼンチンの患者，特にHUS患者から分離されたEHECはO157、O145でstx2aとstx2c、eae
、astA遺伝子が陽性であった。牛からも同様の性状を有する菌が分離された。一方、タイでは患者から分離されたEHEC
の約75%がstx1、eae遺伝子陽性のO111あるいはeae陰性のO145で、牛から分離されたEHECの多くもeae遺伝子陰性のO145
か7種類の主要なO血清型以外であった。アルゼンチンでHUS等重症患者が多い理由として、eaeやstx2a/stx2cに加えast
A遺伝子も関係している可能性が考えられた。実際EAST1が乳飲みマウスで液体貯留を起こすことも確認した。

研究成果の概要（英文）：Characteristic of EHEC isolated from patient with diarrhea, particularly HUS 
patient in Argentina, was O157 and O145 with stx2a and/or stx2c, eae and astA genes. EHEC strains having 
similar characteristic were also isolated from cattle in Argentina. On the other hand, about 75% of EHEC 
strains isolated from patients with diarrhea in Thailand were stx1 and eae-positive O111 and eae-negative 
O145. A number of eae-negative O145 and O serogroups other than the major 7 serogroups of EHEC such as 
O26, O103, O111, O121, O145, O157, and O165, were isolated form cattle in Thailand. The reason why EHEC 
strains in Argentina are associated with more severe complications such as HUS in comparison to those in 
Thailand may be due to the presence of astA gene in addition to stx2a and/or stx2c and eae in major O 
serogroups. Indeed, EAST1 chemically synthesized was shown to cause fluid accumulation in suckling mice.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 腸管出血性大腸菌（EHEC）は、牛等の反
芻動物の腸管に生息していることから牛が
人への感染源となる。人が感染すると水様下
痢を、重症化するとや血性下痢や出血性大腸
炎のみならず、特に小児や老人では溶血性尿
毒症症候群（HUS）や脳症を発症し、死に至
る場合もある。しかし、我が国を始めとする
欧米では EHEC の集団食中毒や重症例が多
数報告されているが、タイなどの熱帯・亜熱
帯地方では牛から EHEC が分離されるもの
の下痢症患者からはほとんど分離されず、分
離されても重症患者でなく水様下痢症患者
からである。一方、アルゼンチンは、EHEC
による下痢症患者が多く、世界で小児のHUS
の発生率が最も高いことが知られている。 
 
２．研究の目的 
 なぜ、タイでは EHEC が牛から分離され
るが、下痢症患者からあまり分離されず、重
症患者もでないのか？一方、アルゼンチンで
は、なぜ、HUS 等重症患者が多数発生する
かについて、それぞれの国の牛、患者から分
離される EHEC の細菌学的性状を比較する
ことにより、重症化に関わる EHEC の特徴
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）牛から EHEC の分離 
 アルゼンチンの283頭の牛から直腸スワブ
検体を採取し、Tryptic Soy Broth (TSB)培
地で増菌培養後、志賀毒素 1型（stx1）と志
賀毒素 2型（stx2）遺伝子を増幅できるマル
チプレックス PCRにより stx1 と stx2 遺伝子
を検出した。PCR で stx1 または stx2 遺伝子
が陽性となった検体からMacConkey寒天培地
あるいはクロモアガーSTEC で大腸菌を分離
し、32P で標識した stx（1 と 2）遺伝子プロ
ーブを用いたコロニーハイブリダイゼーシ
ョンにより stx 遺伝子を検出し、EHEC を分離
した。 
 タイの284頭の牛からも同様の方法でEHEC
を分離した。 
 
（２）患者検体から EHEC の分離 
 下痢症患者便からMacConkey寒天培地を用
いて EHEC を分離した。疑わしきコロニーを
PCR 法で stx1 あるいは stx2 遺伝子の有無を
確認した。 
 
（３）分離菌の血清型 
 分離菌の O血清型は、特異 O抗血清による
凝集反応、または EHEC で主要な 7種類（O26、
O103、O111、O121、O145、O157、O165）の O
抗原遺伝子に特異的なPCR法により決定した。 
 
（４）stx 遺伝子型とサブタイプの決定 
 分離した EHEC を stx1 遺伝子と stx2 遺伝
子を一度に検出できるマルチプレックス PCR
法で stx 遺伝子型を決定した。さらに stx2

遺伝子と同定されたものについてサブタイ
プ特異的 PCR により stx2e、stx2f、stx2g を
決定し、stx2a から stx2d の 4 種類のサブタ
イプは、stx2A と stx2B 遺伝子の一部を増幅
できる PCR法で増幅し得られた PCR産物の塩
基配列を解析することにより決定した。 
 
（５）病原因子プロファイル 
 分離した EHEC について下痢原性大腸菌が
保有する stx以外の病原遺伝子 16種類（eae、
bfpA、EAF、hlyA、saa、lpfA0113、iha、eha、
efaA1、est、elt、astA、Eagg、invE、cnf、
cdt）の全てあるいはその一部の分布につい
てコロニーハイブリダイゼーションによっ
て解析した。 
  
４．研究成果 
（１）アルゼンチンの牛からの EHEC の分離
と分離菌の細菌学的性状解析 
 PCR 法により 283 頭の牛糞便から stx 遺伝
子を検出し、90 検体で陽性となり、32%の陽
性率であった。stx 遺伝子が陽性となった 90
検体から、45 株の EHEC が分離できた。45 株
中 O157（eae+）が 3株、O145（eae+）が 1株、
OUT で eae 遺伝子陽性が 1 株あった。予想に
反して牛糞便中のEHEC陽性率は32%と高くな
かった。一方、重症患者から分離されている
O157 (stx2、eae、astA+)や O145(stx2、eae、
astA+)が、それぞれ 2株、1株分離された。 
 
表１．アルゼンチンの牛由来 EHEC の性状 
0 血清型 株数 Stx 型 病原因子 
O157 1 1/2a/2c eae、astA 
O157 1 2a/2c eae, astA 
O157 1 1 eae 
O145 3 2a eae, astA 
O91 2 1/2a/2d saa, lpfA 
O8 1 1/2a saa, lpfA 
08 1 2a/2d lpfA 
O116 1 2a/2d Nothing 
O153 1 1/2a/2d saa, lpfA 
O153 1 2a/2d lpfA 
O153 1 2c lpfA 
O rough 2 2a/2d lpfA 
O rough 1 2c lpfA 
O rough 1 1/2a/2d saa, lpfA 
O rough 1 2g eae 
O rough 1 2g lpfA, astA 
O rough 1 2g astA 
OUT 8 2c lpfA 
OUT 4 2a lpfA 
OUT 1 2b/2c/2g lpfA 
OUT 3 2a saa, lpfA 
OUT 1 1/2a/2c saa, lpfA 
OUT 1 1/2a saa, lpfA 
OUT 1 2g lpfA, astA 
OUT 1 1/2c lpfA 
OUT 1 1 lpfA, astA 
OUT 1 1 lpfA, hlyA 



 一方、stx2 のサブタイプとして stx2a と
stx2c が多く検出されたが、stx2d や stx2g
も検出された。 
 
（２）タイの牛由来 EHEC の分離と分離菌の
細菌学的性状 
 PCR 法により 284 頭の牛糞便から stx 遺伝
子を検出し 168 検体で陽性となり、59%の陽
性率であった。stx遺伝子が陽性となった168
検体から 40 株の EHEC が分離できた。 
 
表２−１．タイの牛由来 EHEC の性状 
O血清型 株数 Stx 型 病原因子 
O157 2 2c eae, astA 
O157 1 2d eae, astA 
O145 9 2a saa, lpfA 
O145 5 2c saa, lpfA 
O145 5 2d saa, lpfA 
O145 4 1 saa, lpfA 
O145 3 2a Nothing 
O145 1 2a/2c saa, lpfA 
O103 2 1 eae, astA 
OUT 2 1 saa, lpfA 
OUT 1 2a/2d saa, lpfA 
OUT 1 2a eae, astA 
 
表２−２．タイの牛由来 EHEC の性状 
O血清型 株数 Stx 型 病原因子 
O145 5 2c saa, lpfA 
O145 4 1/2c/2d saa, lpfA 
O145 4 2a/2c saa, lpfA 
O145 3 2a saa, lpfA 
O145 2 2c lpfA 
O145 2 2b Nothing 
O145 2 1 saa, lpfA 
O145 1 1 lpfA 
O145 1 2a/2b Nothing 
O145 1 2a/2d Nothing 
O145 1 2c/2d saa, lpfA 
OUT 6 2c saa, lpfA 
OUT 1 2a/2c eae, astA 
OUT 1 1/2d saa,lpfA, hlyA 
OUT 1 1/2a/2d lpfA 
OUT 1 1/2c/2d eae, saa, lpfA 
OUT 1 2d saa 
OUT 1 2g lpfA 
OUT 1 1/2a/2c saa, lpfA 
OUT 1 1/2a saa, lpfA 
OUT 1 2a/2b Nothing 
OUT 1 2d saa, lpfA 
OUT 1 1 lpfA 
OUT 1 2a/2c lpfA,EAF,astA 
OUT 1 2a lpfA,EAF,astA 
 
 表２−１に示したように、タイの牛由来
EHEC の特徴として、ヒトへ重症化を引き起こ
す O157(stx2、eae、astA+)も存在したが、stx
遺伝子のサブタイプは stx2a でなく stx2c と
stx2d であった。また、O145 が多数分離され

たが、stx1、stx2a、stx2c、stx2d 等、様々
なサブタイプが見つかった。一方、全てで eae
遺伝子陰性であった。eae 遺伝子陽性の O103
も分離されたが、stx1 保有株であった。 
 さらに、牛から分離した EHEC 45 株につい
ても同様に性状を調べたところ、半分以上の
26 株が O145 で、全てが eae 遺伝子陰性であ
った。また、stx 型も stx1 や stx2e を除く
stx2a から stx2g までの 6 種類のサブタイプ
の全てが検出された。 
 2 株で eae 遺伝子が陽性となったが、全て
の株が EHEC で主要な 7 種類の O 血清型に型
別されなかった。astA 遺伝子陽性株も OUT の
3株のみであった。 
 
（３）アルゼンチンの患者から分離された
EHEC の細菌学的性状 
 アルゼンチンの患者から分離された EHEC 
24 株（HUS 患者の家族からの分離株 2株を含
む）は、O157、O145、O111 と EHEC の主要な
O血清型でかつ全てeae遺伝子陽性であった。
しかし、stx 型は、O157 と O145 が stx2a と
stx2c の両方あるいはどちらかが陽性であっ
たが、O111 は全て stx1 遺伝子のみ陽性であ
った。特に HUS 患者由来株は、stx2a と stx2c
の両遺伝子陽性株が 90%を占めた。O111 の 1
株を除き患者由来株の全てで astA 遺伝子陽
性であり、astA も重症化に関わっている可能
性が考えられた。 
 
 表３．アルゼンチンの患者由来 EHEC の細菌
学的特徴 
O 血清型/病型 株数 Stx 型 病原因子 
O157/HUS 7 2a/2c eae, astA 
O157/HUS (F) 1 2a/2c eae, astA 
O157/BD 3 2a/2c eae, astA 
O157/BD 1 2a eae, astA 
O157/D 1 2a eae, astA 
O157/NA 1 2a eae, astA 
O145/HUS 2 2a/2c eae, astA 
O145/HUS 1 2a eae, astA 
O145/D 2 2a eae, astA 
O145/D 1 2c eae, astA 
O111/HUS (F) 1 1 eae 
O111/BD 1 1 eae, astA 
O111/D 1 1 eae, astA 
O111/NA 1 1 eae 
（F）:HUS 患者の家族からの分離株 
NA: 不明 
 
（４）タイの患者から分離された EHEC の細
菌学的性状 
 タイの患者から分離された EHEC 13 株の O
血清型は、O111 が 7株と最も多く、O157、O145
がそれぞれ 3 株であった。O145 以外は全て
eae, astA 遺伝子が陽性であった。Stx 型は、
O111 が全て stx1 遺伝子のみ陽性、O157 は
stx2c、O145 は stx1 と stx2c 遺伝子の両陽性
であったが、重症患者由来株が保有する１つ
である stx2a は全てで陰性であった。牛由来



株で 2株、患者由来株で EAF 陽性となった株
が 1 株あったが、EAF 陽性となった意義につ
いては不明であり、今後解析して行く必要が
ある。 
 
表４．タイの患者由来 EHEC の細菌学的特徴 
O血清型 株数 Stx 型 病原因子 
O111/D 6 1 eae, astA, lpfA 
O111/D 1 1 eae, EAF, astA, 

lpfA 
O157/D 3 2c eae, astA 
O145/D 3 1/2c saa, lpfA 
 
（５）まとめ 
 重症患者が多数報告されているアルゼン
チンで分離される EHEC の特徴として血清型
は O157 と O145 で、病原因子としては stx2a
と stx2c、eae と astA 陽性であった。また、
牛からも同様の EHEC が分離された。 
 一方、タイにおいては、患者から分離され
た EHEC の特徴として O111 で stx1 陽性菌が
多く、eae 遺伝子陰性の O145 であった。牛か
ら O157 が分離されているものの stx2a 陽性
菌はなく stx2c または stx2d 陽性菌であった。
さらに、eae 遺伝子陰性の O145 が多数分離さ
れた。一部の菌で Stx の産生量を調べたとこ
ろ、アルゼンチンの株では 10-800 ng/mL で
あったのに対し、タイの株では 10-300 ng/mL
と少なかった。また、化学合成した EAST1 が
乳飲みマウスで腸管内液体貯留が認められ
た。EAST1 と Stx2 の両毒素が存在することが
高病原性に関わっている可能性が考えられ
た。この点については今後さらに詳細に調べ
て行く必要がある。以上より、これら EHEC
の O血清型や病原因子プロファイルの違いが
アルゼンチンでの高病原性、タイでの低病原
性に関係している可能性が考えられた。 
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