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要旨： 2014 年 8 月，八重山保健所管内 A 保育園において 1 名の腸管出血性大腸菌（EHEC）O111（VT1）患者が発生

した．管轄保健所による保育園の園児，職員及び陽性者の家族を対象とした接触者調査の結果，31 名中 4 名から O111 が

分離された．本事例において分離された 5 株についてパルスフィールドゲル電気泳動法（PFGE）による分子疫学解析を

行ったところ，同一のバンドパターンであった．また，生化学的性状試験を行ったところ CLIG において MUG 陰性，LIM

においてリジンデカルボキシラーゼ陰性，インドール陰性，運動性陰性という非典型的生化学的性状を示した．病原因子

遺伝子検査を行ったところ VT1 及び eae 陽性であった．以上の結果から，本事例は同一保育園における非典型的生化学

的性状を示す O111 集団感染事例と明らかとなった． 
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Ⅰ はじめに 

 大腸菌は，ヒトや動物の腸管内常在菌の一つである．

病原因子の獲得によりヒトに対して病原性を獲得したも

のは下痢原性大腸菌 diarrheagenic E. coli と総称される．

下痢原性大腸菌の中でベロ毒素（VT）を産生するものは

腸管出血性大腸菌 enterohemorrhagic E. coli（EHEC）と呼

ばれ，軽傷の下痢から多量の血液が混じった出血性下痢

や重症化して生命を脅かす溶血性尿毒症症候群（HUS）

や急性脳症を引き起こす 1）．感染症法において 3 類感染

症に分類される． 

 2014 年 8 月に八重山保健所管内 A保育園において非典

型的生化学的性状を示す腸管出血性大腸菌 O111 による

集団感染が発生した．事例の概要と分離された O111 の性

状について報告する． 

    

Ⅱ 方法 

１. 生化学的性状試験 

分離株を DHL（栄研化学株式会社），マッコンキー寒

天培地（栄研化学株式会社），CT-SMAC（栄研化学株式

会社），CT-RMAC（栄研化学株式会社），CT-SBMAC（栄

研化学株式会社）及びクロモアガーSTEC（関東化学株式

会社）に塗抹し，37°C で 18 時間培養し，コロニー性状

を確認した．CLIG（極東製薬工業株式会社），TSI（日水

製薬株式会社），LIM（日水製薬株式会社），シモンズク

エン酸塩寒天培地（栄研化学株式会社）に塗抹し，37°C

で 18 時間培養し鑑別性状試験を行った．また，API20E，

API50CH を用いて同定結果の確認を行った． 

２. 血清型別試験 

O 群別試験，H 型別試験は病原大腸菌免疫血清「生研」

（デンカ生研株式会社）を用いて行った．同様に赤痢菌

免疫血清「生研」（デンカ生研株式会社）を用いて血清型

別試験を行った．また，病原体検出マニュアル「腸管出

血性大腸菌（EHEC）検査・診断マニュアル」2)及び Iguchi

らの報告 3)に示されたO111のO抗原合成遺伝子のプライ

マー配列に従って検出を行った． 

３. 病原因子遺伝子検査 

下痢原性大腸菌の病原因子である VT1，VT2，LT，ST，

ipaH，eae，aggR，astA 及び afaD について PCR 法を行っ

た． 

４. Escherichia albertii（E. albertii）鑑別検査 

E. albertii の暫定的な検出法として示されている 3 種遺

伝子（lysP，mdh，clpX）のマルチプレックス PCR を行っ

た 4, 5, 6）． 
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６. 16S rRNA 遺伝子解析 

 16S rRNA 遺伝子を F プライマー27F（AGAGTTTGAT- 

CMTGGCTCAG）及び R プライマー（CGGTTACCTT- 

GTTACGACTT）を用いて増幅し 7），遺伝子解析装置

Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer（Thermo Fisher 

Scientific 社）を用いて DNA の塩基配列を決定した．得

られた塩基配列を用いて DDBJ（http://www.ddbj.nig.ac.jp）

の Blast 検索を行った． 

７. パルスフィールドゲル電気泳動法（PFGE） 

被検菌及び Salmonela Braenderup H9812 を血液寒天培

地に塗抹し，37°C で 17 時間培養したものを供試菌株と

した．九州ブロックマニュアル 8）を参照して検体の調整

を行い，CHEF DR-III を用いて電圧 6 V/cm，Initial Switch 

time 6.8 s，Final Switch time 35.4 s，Included Angle 120°，

18.1 時間の条件で泳動した． 

 

Ⅲ 結果 

１. 事例の概要 

2014 年 8 月 11 日，八重山保健所管内の B 医療機関

より O111（VT1）患者（1 歳女児）の感染症発生届出

が保健所にあった．同保健所により接触者調査として

届出患者の家族 3 名，同患者が通園する A 保育園 1

歳児クラスの園児 17 名及び職員 4 名の計 24 名の検便

検査を実施した結果，園児 4 名から O111 が分離され

た．なお，新たな陽性者 4 名の家族 7 名の検便検査も

実施されたが全員陰性であった（表 1）．当所では初

発患者株及び接触者調査で分離された 5 株について

生化学的性状試験，ベロ毒素を含む各種病原因子遺伝

子検査，PFGE による分子疫学解析を実施した．同年

9 月 2 日，便検査において O111 感染者全員の連続 2

回の陰性が確認され，本事例は終息した． 

２. 生化学的性状検査 

 分離株 5 株すべて DHL，マッコンキー寒天培地，

CT-SMAC，CT-RMAC，CT-SBMAC，クロモアガー

STEC 平板培地上で典型的な O111 のコロニー性状を

示した．TSI，シモンズクエン酸寒天培地においても

同一の生化学的性状を示したが，一般的な大腸菌と異

なり CLIG において MUG 陰性，LIM においてリジン

デカルボキシラーゼ陰性，インドール陰性，運動性陰

性という非典型的生化学的性状を示した． 

API20E では Citrobacter freundii（%ID 82.7，T 0.84，

非典型反応 CIT 75%，H2S 75%），API50CH では

Escherichia coli 1（%ID 99.6，T 0.78，非典型反応 IND 

93%）と判定された． 

表 1. 接触者の便検査結果 

 

３. 血清型別試験 

 O群別試験では分離株 5 株とも O111 と確認された．

赤痢菌の多価血清に凝集は見られなかった．病原体検

出マニュアル 2）及び Iguchi らの報告 3）それぞれで示

されたプライマーを用いたところ，両プライマーによ

って O111 の O 抗原合成遺伝子が検出された．また，

H 型別試験は運動性陰性のため型別不能であった． 

４ . 病原因子遺伝子検査 

 病原因子遺伝子検査では，分離株 5 株とも VT1 及

び eae が検出され，他病原因子は検出されなかった． 

５ . Escherichia albertii 鑑別検査 

 大腸菌，赤痢菌，E. albertii が増幅する PCR ポジテ

ィブコントロール clpX だけが増幅し，E. albertii 特異

的である lysP 遺伝子及び mdh遺伝子は検出されなかった． 

６. 16S rRNA 遺伝子解析 

16S rRNA 遺伝子解析を行い，得られた塩基配列を用

いて Blast 検索を行ったところ， Escherichia coli 

O111:H- str. 11128 と 99.8%以上の最も高い相同性を

示した（E value = 0.0，1504 塩基中 1502 塩基一致）．

また，O157 や O103 等の E. coli とも同程度の相同性を示

し，Citrobacter freundii とは相同性を示さなかった． 

７. パルスフィールドゲル電気泳動法（PFGE） 

 PFGE による分子疫学解析の結果，分離株 5 株とも

同一パターンを示した（図 1）．Tenover らの判断基

準 9）から本事例は，症例間に疫学的な関連があり，

かつ PFGE 型が同一であるため，同一の集団感染事例

と判断された． 

 

Ⅳ 考察 

本事例は，保健所での検便検査において，O 群別試験

では O111 と判定されたものの，LIM においてリジンデ

カルボキシラーゼ陰性，インドール陰性，運動性陰性を

示し，典型的な性状に合致しないという報告を受けた分

離株が搬入された．当所では，LIM においてリジンデカ

ルボキシラーゼ陰性，運動性陰性の大腸菌株の分離事例

はあるが，インドール陰性は初めてであったため各種追

加試験を行い，確認を行った．その結果，非典型的な生

化学的性状を示す E. coli O111 と判断した． 

検査対象者

（届出患者を除く）
陽性数

園児 17 4

職員 4 0

陽性者の家族 10 0

表1. 接触者の便検査結果
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図 1 分離株 O111の PFGE泳動像（XbaI 消化） 

レーン 1: マーカー（Salmonella Braenderup 

H9812）     

レーン 2: 園児 A（初発患者） レーン 3: 園児 B      

レーン 4: 園児 C       レーン 5: 園児 D        

レーン 6: 園児 E 

 

16S rRNA 遺伝子解析を行ったところ，O111 等の E. coli

と最も高い相同性を示し，Citrobacter freundii とは相同性

を示さなかったことから E. coli と同定した．本事例は，

感染源は不明であるが，PFGE による分子疫学解析の結果

も含めて非典型的な生化学的性状を示す O111 による集

団感染事例であることが明らかとなった． 

 LIM で行う生化学的性状試験は，大腸菌のみならず腸

内細菌科やビブリオ科の一次鑑別試験として重要である．

大腸菌のインドール産生能は E. coli は 98%陽性で，

E. coli inactive でも 80%陽性であり 10），通常インドー

ル陰性株は一次鑑別試験の段階で除外される．インドー

ル陰性の腸管出血性大腸菌 O111 の報告はこれまでな

く，今回の事例は極めて珍しい事例と考えられた．

API20E の結果では Citrobacter freundii と判定されること

からインドール陰性株は誤判定される恐れがあり，今後

LIM において，リジンデカルボキシラーゼ陰性，インド

ール陰性，運動性陰性の大腸菌も視野に入れて分離を進

める必要があると考えられる． 
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