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研究成果の概要： 
 
 腸管出血性大腸菌に対する簡便・迅速な PCR-restriction fragment length polymorphism
（PCR-RFLP）法を国立感染症研究所において PFGE で異なるクローンとして型別された

EHEC O157、O26、O111 及びその他の血清型を用いて評価した。その結果、O157 に対して

はほぼ満足の得る結果が得られたが、その他の血清型では特異性に問題があり、新たなプライ

マーの設計が必要であった。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）
法は、特殊な機器と熟練を要するなどのデメ
リットもある。しかも一度に多検体を処理で
きないことから、堺市で発生したような集団
事例が発生した場合感染源や感染経路の特
定に迅速性が欠けるなどの問題もある。それ
ゆえ、PFGE に代わるより簡便で迅速な分子
疫学的解析法の開発が望まれていた。我々は、
腸管出血性大腸菌（EHEC）の志賀毒素（Stx）
ファージのゲノムを解析し、既に明らかとな

っていた Stxファージゲノムの全塩基配列と
比較し解析した。その結果、stx 遺伝子の上
流に最も多様性のある領域（領域 V）を見い
だし、この領域 V を PCR で増幅して制限酵
素で切断し、切断断片の多系を比較するとい
う PCR-restriction fragment length 
polymorphism（PCR- RFLP）法を開発した
（ Shima et al., J. Clin. Microbiol., 
42:5205-5213, 2004）。この PCR-RFLP 法は
簡便で迅速に EHEC の分子疫学的解析が行
えるだけでなく、EHEC の in vivo や in vitro
におけるクローナルターンオーバーによる



PFGE パターンの変化に対しても影響を受
けないという利点を有していた（Shima et 
al., FEMS Microbiol. Lett., 257: 124-131, 
2006. Shima et al., J. Clin. Microbiol., 44: 
3963-3968, 2006 ）。しかしながら、本
PCR-RFLP 法の評価は当研究室で保管して
いた限られた EHECO157 と non-O157 の
EHEC 株を用いたものであり、O157 では
204 株中 202 株で PCR 産物が得られ、24 タ
イプに分類できたが、non-O157 では、50 株
について調べ PCR 産物が得られた割合は、
約 50% 程度 と低 かっ た。 そこ で、 本
PCR-RFLP 法を実際の現場で用いる為には、
系統だった EHEC 株を用いて評価する必要
があると考え、本実験を着手した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、国立感染症研究所（感染研）
との共同で、感染研における PFGE 解析で異
なるクローンとして同定された EHEC 株を
用いて、本 PCR-RFLP 法の評価を行うこと
を目的とした。また、さらなる塩基配列の解
析及びデータバンクにおける Stxファージの
塩基配列の情報を基に、新たな PCR-RFLP
法のプライマーを設計し、血清型にとらわれ
ずより精度の高い PCR-RFLP 法を確立する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 感染研で PFGE により異なるクローンと
型別された O157、100 株（Stx1 単独陽性株、
5 株、Stx2 単独陽性株、46 株、Stx1/Stx2 両
陽性株、49 株）、O26、50 株（Stx1 単独陽
性株、48 株、Stx1/Stx2 両陽性株、2 株）、
O111、10 株（Stx1 単独陽性株、6 株、
Stx1/Stx2 両陽性株、4 株）、それ以外の血清
型 40 株（Stx1 単独陽性株、20 株、Stx2 単
独陽性株、14 株、Stx1/Stx2 両陽性株、6 株）
について、既に報告したプロトコール
（Shima et al., J. Clin. Microbiol., 42: 
5205-5213, 2004）に従い、PCR-RFLP 法に
よる解析を行った。得られた PCR 産物の特
異性を確認するため、図１に示したように領
域 V の下流の PCR プライマー（RV-R）と相
補的な PCR プライマー（RV-RF）を設計し、
Stx1A あるいは Stx2A と結合できる PCR プ
ライマー（Stx1A-R 又は Stx2-R）を用いた
PCR を行った。特異的な PCR 産物が得られ
なかった場合は、既に報告されている Stx フ
ァージの領域 V に相当する領域から新たな
PCR プライマーを設計し、PCR を行った。
また、得られた PCR 産物の塩基配列を解析
し、あるいは得られた塩基配列を基にさらに
上流の塩基配列をゲノムウォーキング法に
より解析した。得られた塩基配列とデータベ

ースに登録されている Stxファージのゲノム
配列からPCR-RFLP法の新たなPCRプライ
マーを設計した。この新たな PCR プライマ
ーと感染研での分離株を用いて、再度評価し
た。 
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図１．PCR-RFLP 及び特異性を調べるためのプ
ライマー結合領域 
RV-Fと RV-Rは PCR-RFLP用に領域Vを増幅す
るためのもの。RV-RFと Stx1A又はStx2Aは、
PCR 産物の特異性を確認するための PCR プラ
イマー 
 
４．研究成果 
 
 感染研で PFGE により型別された O157、
100 株、O26、50 株、O111、10 株及びそれ
以外の血清型の EHEC40 株について、まず
領域 V を増幅するための PCR を行った。そ
の結果、O157 では 100 検体中 95 検体で、
O26 では、50 検体中 48 検体で、O111 では
10 検体中 5 検体で、それ以外の血清型では
40 検体中 19 検体で PCR 産物が得られた（表
１）。得られた PCR 産物の特異性を確認する
ために、図１に示したように領域 V を増幅す
る時に用いた下流の PCR プライマーの相補
的な配列、すなわち、逆向きに結合するプラ
イマーを上流の PCR プライマー（RV-RF）
として設計し、下流の PCR プライマーを
stx1A あるいは stx2A 遺伝子と結合できるも
の（Stx1A-R 又は Stx2A-R）とし、これらの
プライマーセットを用いた PCR を行った。
その結果、O157 では、95 検体（stx1 は 53
検体中 48 検体で、stx2 は 90 検体中 88 検体：
両陽性検体 41 を含む）で得られた PCR 産物
は特異的であることが確認できた。しなしな
がら５つの stx1 ファージと２つの stx2 ファ
ージで増幅産物が得られず、３検体で非特異
な増幅が見られた。 
 O26 について同様に調べたところ、48 検
体中 47 検体（stx1 は 47 検体中 47 検体で、
stx2 は 2 検体中 0 検体で）で、得られた PCR
産物の特異性が確認できたが、全てが stx1
由来であり、stx2 では特異的な増幅産物は得
られなかった。また、48 検体全てで非特異な
増幅産物が見られた。O111 に関しては、22
検体中 4 検体（stx1 は 0/4、stx2 は 4/4）で、



PCR 産物の特異性が確認できたが全てが
stx2 由来であり stx1 では特異的な増幅産物
は得られなかった。また非特異な増幅産物も
３検体でみられた。 
 O157/O26/O111 以外の血清型の EHEC で
は、19 検体中 10 検体（Stx1 は 12 検体中 9
検体で、Stx2 は 8 検体中 1 検体で）で PCR
産物の特異性が確認できたが、11 検体で非特
異な増幅産物も得られた。 
 O111 の stx1 ファージに対して特異的な増
幅産物が全く得られなかかったことから、デ
ータバンクに登録されている stx1 ファージ
の塩基配列を基に、新たな２種類（ARF-1, 
ARF-2）の PCR プライマーを設計し、O111 の
stx1 ファージについて PCR を行った。その結
果、AFR-1 で 6 検体、ARF-2 で残りの 4検体
で特異的な PCR 産物が得られ、非特異な増幅
産物は得られなかった。さらにARF-1とstx1A
に結合できるプライマーを用いて O26、
O157/O26/O111以外のEHECを用いてPCRを行
ったところ、PCR 産物は全く得られず本 PCR
は、O111 に特異的であることがわかった。一
方、ARF-2 と stx1A に結合できるプライマー
を用いた場合には、O111 以外にも O26 等の血
清型で特異的な PCR 産物が得られた。 
 また領域 Vを標的とした PCR で得られた
PCR 産物を制限酵素消化したところ、O157 が
49 タイプに、O26 は 8 タイプに、O111 は 4 タ
イプに、O157/O26/O111 以外は 17 タイプに型
別された。O157 については、PFGE と比べて
解像度はやや落ちるものの、PFGE 法を補完す
る方法としては簡便・迅速性から有益である
と考えられた。O111 に対するプライマーを再
設計した実験結果から、EHEC に存在する Stx
ファージの領域 Vの構造は、ある程度血清型
と相関性がある結果が得られた。今後、各種
血清型の Stx ファージのゲノム構造の解析、
特に領域 Vの解析を進めることで、血清型に
とらわれず全ての EHEC に適用な可能な
PCR-RFLP 法の構築に向けて取り組んで行く
予定である。 
 
表１.腸管出血性大腸菌の血清型別の
PCR-RFLP 陽性率と型別数 

血清型 株数 PCR-RFLP
陽性数
(型別数) 

陽性率
(%) 

O157 100 95 (49) 95 

O26 50 48 (8) 96 

O111 10 5 (4) 50 

その他 40 19 (17) 48 

合計 200 167 84 
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