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研究成果の概要（和文）： 鹿や猪における志賀毒素産生大腸菌（STEC）の分布状況を検討し、分離株について
全ゲノムシークエンス解析により病原性を評価した。
鹿の11.0%（70/639頭）、猪の3．3%（16/487頭）からSTECが、鹿の1.1%（7頭）、猪の0.6%（3頭）からO157が分
離された。全ゲノム解析では、O157で5,294,527bp～5,498,450bp、nonO157 STECでは3,769,174～4,961,358bpの
塩基配列が決定され、O157では20～22個、O5,O26では21個、O83で5個、O104で13個の病原関連遺伝子が検出され
たことから、人への病原性を示す可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）： We examined the prevalence of Shiga toxin producing Escherichia coli (STEC)
 among wild deer and wild boar in Japan and evaluated the pathogenicity of the isolates by whole 
genome sequence analysis.
 STEC was isolated from 11.0% of deer (70/639) and 3.3% (16/487)  of the wild boars. Of them, O157 
STEC was isolated from 1.1% (7) of deer  and 0.6% (3) of wild boars. Whole genome sequence analysis 
determined the nucleotide sequences of 5,294,527bp - 5,498,450bp of the O157 strains and 3,769,174 -
 4,961,358bp of the non-O157 STEC strains, and detected 20-22, 21, 5 and 13 pathogenecity-related 
genes from the O157, O5 and O83 and O104 STEC strains, respectively.  These results indicate the  
possibility of the strains to show pathogenicity to humans.

研究分野： 獣医公衆衛生学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、我が国の野生鹿、猪においても、比較的高率にSTECが、低率ながらO157　STECも分布することが
明らかとなった。従来の一義的なSTEC病原性評価に対し、全ゲノム解析による網羅的なゲノム解析法を用いた総
合的解析法を応用することにより、鹿、猪由来STECは人の患者由来株同様に、強い病原性を示す可能性が示唆さ
れた。また、マイナーな血清型のSTEC においても全ゲノム解析を実施し、一部は人に病原性を示す可能性が明
らかとなった。本研究成果は、鹿肉の食用利用において貴重な基礎データとして活用でき、将来的には普段の一
般的な食卓においても、安全・安心な鹿肉の活用に貢献できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
現在わが国では一部の野生動物の生息数が増加し大きな社会問題となっている。このため積

極的な管理捕獲や狩猟が進められている。これに伴い、捕獲した鹿や猪の肉を食用に利用する機
会が増えているが、鹿、猪由来の各種人獣共通感染症に関するリスク評価ならびにリスク管理は、
必ずしも十分行われていない。 
鹿や猪における志賀毒素産生大腸菌（STEC）の分布状況に関する報告は、特にここ数年間で、

欧米から盛んに報告されている。米国、スペイン、ベルギーの各種野生鹿を対象とした調査では、
O157 STEC の保菌率は、0～2.4％と牛に比べて低い。米国では、肥育牛と野生鹿との間で STEC
が伝播する可能性が報告されている。一方、わが国の鹿については、申請者らの研究により、（1）
O157 STEC 保菌率は全体で 2.5％（9/323）であること、（2）鹿は血清型 O157 以外の STEC
（non-O157 STEC）を高率（21.0%）に保菌していること、（3）一部の鹿由来 non-O157STEC
分離株（O5 STEC など）は、病原関連遺伝子保有パターンの解析から、人への病原性を示す可
能性があることを明らかにした。実際に、国内外で野生鹿由来 STEC による集団食中毒事例も
報告されており、野生動物肉を原因とする STEC に対する対策は急務の課題である。 

STEC を含む大腸菌のリスク評価には、菌の検出のみならず分離株の病原性評価が重要で
ある。STEC の病原性評価には、血清型別や系統型別、および志賀毒素産生能や腸管上皮細
胞への接着能など各種病原因子の有無などによって行う。しかし鹿由来 STEC は、これまで
に報告の少ないマイナーな血清型が多く含まれ、既存の方法では型別が困難である。さらに
各種病原因子単独の役割に関する報告はあるが、それらを組み合わせた総合的な病原性評
価が行われていない。これまでに申請者は、24 種類の病原関連遺伝子保有パターンを総合的
に解析する PCR-binary typing system（P-BIT）を開発し、鹿由来 non-O157 STEC 分離株に
応用している。 
次世代シークエンサーを用いた全ゲノムシークエンス（Whole-genome sequencing; WGS）

解析による網羅的なゲノム解析は STEC を含む各種病原細菌の病原性解析、あるいは系統解析
に応用されている。しかしながら、鹿や猪由来 STEC 分離株については、全く検討されていな
い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我が国の鹿、および猪を対象として、STEC、ならびに O157 STEC の分布状況

を検討する。さらに、得られた鹿および猪由来 STEC 分離株について WGS 解析を行い、得ら
れたデータを用いて、（1）in silico serotyping、（2）網羅的病原関連遺伝子の検索を行い、病原
性を評価する。さらに、（3）特に肥育牛と鹿や猪との間で STEC が伝播する可能性を検討する
ため、牧場とその周辺で鹿あるいは猪が捕獲される地域を選定し、当該地域における牛、ならび
に野生鹿あるいは猪由来 STEC を分離し、比較ゲノム解析を行う。  
 
３．研究の方法 
（1）検体の収集：  
2013 年 9 月から 2020 年 3 月にかけて、23 府県の鹿 639 頭、19 府県の猪 487 頭の直腸便を供

試した。各地域の野生鳥獣処理施設等の協力の下、各地域で捕獲された野生鹿、および猪から糞
便を採取した。さらに、我が国の牧場周辺で捕獲された野生鹿や猪と肥育牛を対象とし、鹿、猪
ならびに肥育牛の糞便を採取した。 
 
（2）STEC の分離培養、生化学性状解析 ： 
STEC の分離は、糞便 1白金耳量を直接マッコンキー培地摂取して、37℃、24時間培養した。

STEC を疑うコロニーを回収し、PCR により stx 遺伝子が陽性が確認されたものを STEC とした。 
O157 STEC の分離は、糞便 0.5g 量を 4.5mL のノボビオシン加 mEC 培地に接種して 42℃で 18時

間増菌培養後、クロモアガーO157 培地、CT-SMAC 培地に塗抹し 37℃、24 時間培養した。各培地
上の O157 STEC を疑うコロニーを回収し、PCR により stx 遺伝子が陽性かつ rfbE O157 遺伝子を
保有し、O157 スライドラテックス凝集反応で陽性となった株を O157 と同定した。 
 

（3）系統解析： 
O157 STEC 分離株についてはパルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）解析、LSPA-6 解析、ARMS-

PCR 解析による系統解析を行った。 
 
（4）STEC 分離株の WGS 解析： 
 鹿、および猪由来 O157 STEC、ならびに non-O157 STEC 各分離株について、PFGE 解析を実施
し、分離株の型別を行い、WGS 解析に用いる分離株を選定した。選択した鹿、および猪由来 STEC
分離株について、次世代シークエンサーにより WGS 解析を行った。 
 
（5）WGS データの解析： 
 WGS 解析により得られたデータを用いて、Center for Genomic Epidemiology (SerotypeFinder 
1.1 、VirulenceFinder 1.5、ならびに rResfinder 2.1）等を活用し、各種 in silico 解析を行
った。 



４．研究成果 

（１）我が国の野生鹿、および猪における STEC、および O157 STEC の保菌状況： 

本研究では、鹿の 11.0%（70/639 頭）、猪の 3．3%（16/487 頭）から STEC が分離された。ま

た、鹿の 1.1%（7/639 頭）、猪の 0.6%（3/487 頭）から O157 STEC が分離された。 

 

（２）O157 STEC が分離された猪の由来に関する検討： 

O157 STEC を保菌する猪の捕獲地付

近の農場 Aの牛 1頭からもO157が 1株

分離された。各分離株（鹿由来 9株、猪

由来 3株、牛由来 1株）を PFGE 解析し

た結果、鹿由来株は 5パターン、猪由来

株は全て異なるパターンを示した（右

図）。このうち 1株は、牛由来 1株と一

致した。猪の捕獲地と農場 Aは、直線距

離で 2km と近接し、十分に農場内に侵

入可能であることから、今回分離され

た猪と牛の間で O157 STEC が伝播した

可能性が示唆された。 

 

（３）鹿、および猪由来 O157 STEC 分離株の系統解析： 

LSPA-6 及び ARMS-PCR 解析では、鹿由来１株、猪由来 1株が、出血性下痢症患者由来株が多く

含まれる Clade7 に、鹿由来 8株、猪由来 1株、牛由来 1株は水様性下痢症患者由来株が多く含

まれる Clade12、残る猪由来 1株も、水様性下痢患者由来株が含まれる Clade10 にそれぞれ分類

された。 

 

（４）鹿、および猪由来 O157 STEC 分離株の WGS 解析： 

 これまでに我々が分離した全

ての O157 STEC 分離株（鹿５株、

猪 3 株 ）、 お よ び 鹿 由 来

O5,O26,O83,O104 各 STEC分離株

の WGS 解析では、O157 STEC で

5,294,527bp ～ 5,498,450bp 、

non-O157 STECでは3,769,174～

4,961,358bp の塩基配列が決定

され、O157 STEC では 20～22 個、

O5,O26STEC では 21 個、O83STEC

で 5 個 O104STEC で 13 個の病原

関連遺伝子が検出された（右

表）。 
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