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［原著］ 

2012～2015 年度に搬入された腸管出血性大腸菌の 

ベロトキシンサブタイプと病原遺伝子及び細胞付着因子の保有状況について 

齋藤 悦子＊ 秋山 由美 荻田 堅一 坂野 桂 二井 洋子 辻 英高

Comparison of Shiga Toxin Subtypes, Virulence Genes, Adhesin Genes Possessed 

in Enterohemorrhagic Escherichia coli Isolated from Humans 

Etsuko SAITO＊, Yumi AKIYAMA, Kenichi OGITA, Katsura SAKANO,

Hiroko FUTAI and Hidetaka TSUJI

Infectious Disease Research Division, Public Health Science Research Center, Hyogo Prefectural 
Institute of Public Health and Consumer Sciences, 2-1-29, Arata-cho, Hyogo-ku, Kobe 652-0032, 
Japan,  

We investigated the subtypes of stx1 and stx2, virulence genes and adhesin genes in Enterohemorrhagic Escherichia 
coli (EHEC) isolated from humans during 2012-2015 in Hyogo prefecture. The subtype stx1a, stx2a, and stx2c were 
primarily found and stx2a and eae were detected together from 2 strains of O157:H7 isolated from patients with HUS.  
Three strains of O26:H11 and 1 O176:H- harbored astA and1 O168:HUT harbored estA1 in addition to astA．The incidence 
of hematochezia in humans infected with EHEC harboring stx2a was higher than stx2c. The distribution of putative 
adhesin genes among EHEC with same serotype showed the same pattern except 1 O26:H11 and espP was predominant 
(69/70), followed by iha (68/70), toxB (67/70) and lpfAO113 (21/70) in eae-positive EHEC. All eae-negative strains harbored 
iha(4/4) and 3 strains harbored lpfAO113.  

Ⅰ はじめに 

腸管出血性大腸菌（Enterohemorrhagic Escherichia 
coli: EHEC）感染症は，「感染症の予防及び感染症の患者

に対する医療に関する法律」で三類感染症に分類され，

ベロ毒素（Shiga-toxin：Stx）により腹痛，下痢，血便な

どの消化器症状や溶血性尿毒素症候群（HUS）など様々

感染症部

＊別刷請求先：〒652-0032 神戸市兵庫区荒田町 2-1-29
兵庫県立健康生活科学研究所 健康科学研究センター 

感染症部 齋藤 悦子 

な症状が引き起こされる.日本では年間3000～4000人程

度のEHEC感染者（患者及び無症状保菌者）が発生して

おり，本県でも年間 100人から 200人程度の患者の届け

出がある．また 2011 年の焼き肉を原因とする事例 1)，

2012 年の白菜浅漬けを原因とする事例 2)，2015 年の冷

やしきゅうりを原因とする事例 3) など，しばしば大規模

な集団食中毒事例も発生している．2011年にドイツで起

こった EHEC によるアウトブレイクの原因となった

O104：H4 は，EHECが通常保有する付着因子インチミ

ン(eae)を持たず，腸管凝集付着性大腸菌（EAEC）が保

有する付着因子 aggR 遺伝子を保有するハイブリッド型

であったことが明らかとなった 4)．このような従来保有
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している因子以外の病原因子が組み合わされた新たな

EHEC の出現に対して，監視体制の強化が必要である．

本稿では 2012～2015 年度に検出された EHEC の血清

型，Stx サブタイプ，病原因子及び付着関連因子の検出

結果について報告する．

Ⅱ 材料と方法 

1．検査材料

2012～2015 年度に管内の医療機関及び健康福祉事務

所で分離されたEHEC249株を用いた．血清型，サブタ

イプ及び病原遺伝子の検索は搬入された全株を対象とし

て実施し，家族や集団事例など，疫学的に関連のある株

は代表株の結果を集計した．付着関連因子の検索は，こ

のうち各血清型を代表する 74株について実施した．

2．疫学調査 

発生状況や症状などの疫学調査は担当健康福祉事務所

で行われた．

3．検査方法

TSI 培地， LIM培地，VP培地で大腸菌の性状を確認

後，病原性大腸菌免疫血清（デンカ生研）を用いてO 及

び H 型別を実施した．DNA 抽出はアルカリ熱抽出法で

行い，stx 検出はプライマーセットEVS， EVT（TaKaRa 
Bio）を用いて行った．

3.1 stx サブタイピング

stx サブタイピングは，デンマーク国立血清研究所の

プロトコール 5) に準じて実施した．

3.2 stx 以外の病原遺伝子の検出

下痢原性大腸菌の病原性に関与する遺伝子12種（stx1，
stx2，stx2f，elt，est，invE，eae，aggR，afaD，astA，
cdt，cnf ）を対象とした 3 セットのマルチプレックス

PCR法を既報 6) の方法で実施した．

3.3 細胞付着性に関与する遺伝子の検出

細胞付着因子をコードする遺伝子 iha，toxB，espP，
lpfAO113，saaについて，既報のプライマー7) を使用して

保有状況を調査した．PCR 反応試薬には GoTaq Hot 
Start Green Master Mix（Promega）を用い，増幅は 94℃
5分の熱変性後，94℃1分，58℃1分，72℃2分の反応を

30 サイクル行い，最終伸長を 72℃5 分とした 8)．iha，
toxB，espPはmultiplex PCRで行った．saa検出はVidal
らの増幅条件で実施した 9)．

Ⅲ 結果及び考察 

1．血清型，stx サブタイプ及び病原遺伝子保有状況

血清型別，stx サブタイピングの結果及び病原遺伝子

保有状況をTable 1に示す．今回供試した株にはヨーロ

ッパでアウトブレイクを起こした O104 のような aggR
保有株はみられなかった．血清型は O157:H7 が 138 株

中82株（59.4%）で最も多く，O26:H11が31株（22.5%），

O157:H-が 12株（8.7%）， O121:H19が 3株（2.2%），

O26:H-が2株（1.4%）であった．138株中134株（97.1%）

が eae を保有しており，eae 非保有株は O91:H21，
O146:H-，O176:H-，O168:HUTそれぞれ1株であった．

sx1サブタイピングでは，stx1cを保有していたO176:H-
1株を除いて全てstx1aに分類された．stx2では stx2a，

O157:H7 82 56 62 28 82
O157:H- 12 9 3 9 12

313131311H:62O
222-H:62O
1112H:301O
111-H:541O
1111-H:111O
33391H:121O
1112H:301O

O91:H21 1 1
11-H:641O

1111-H:671O
1111TUH:861O

Total 138 102 1 70 2 37 1 134 5 1

stx2c stx2g eae astA estA1EHEC from
humans

Number
of strains stx1a stx1c stx2a stx2b

Table 1  Summary of stx subtype pattern and virulence genes distribution 
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stx2cの順に多く，stx2aの単独保有(62株)は stx2c 単独

保有（30株）の 2倍以上となった．O157:H7 7株（8.5%）

が stx2a と stx2c を併せ持っていたが，これに対して

O157:H-では stx2c が stx2a に比較して高率に検出され

た（P<0.01）．
ヒトから検出されることが稀なサブタイプを持つもの

として，O176:H-が stx1c と stx2bを，O146:H-が stx2b
を，O168:HUTが stx2g を保有しており，これらは全て

eae を保有していなかった．O146:H-と O176:H-はどち

らも無症状保菌者からの分離菌株であったが，HUS を

呈した新生児と無症状保菌の母親から stx2b 保有

O146:H28 が，下痢症状を呈するヒトから stx2b 保有

O176:H-が分離されたとの報告もある 10,11)．また stx1c
と stx2bを保有するEHECが鹿の肉，羊・山羊の肉と乳

製品から分離されている 12)．病原遺伝子検索の結果，

O176:H-は下痢原性大腸菌の病原因子の一つである腸管

凝集付着性大腸菌耐熱性エンテロトキシン 1（EAggEC 
heat-stable enterotoxin-1:EAST1）をコードする遺伝子

astA を保有していた．astA保有EHECについてはしば

しば分離され 13,14)，O168:HUT とO26:H11 3株からも

検出された．astA保有大腸菌は健康人からも分離される

ことがあり，EAST1 自体の下痢原性については未だ明

らかではないが，単独保有株による集団事例の発生も複

数報告されている 15,16)．stx2g を保有するO168:HUTは

血便症状を呈する有症者から分離され，病原遺伝子検索

の結果，astA に加えて耐熱性エンテロトキシン STp を

コードする estA1 を保有していた．stx2g は健康牛から

分離されたEHECから発見されたサブタイプであり17)，

多くの株で astA，estA1を保有している 18)．牛から分離

された stx2g 保有O168 が両遺伝子を保有していたこと

が報告されており 19)，今回供試した O168:HUT の結果

と一致していた．またヒトから分離された stx2g 保有

O15からもastAが検出されている（estA1検出未実施）20)．

2． stx サブタイプと血便発症者の割合

stx2 は stx1 より重症化との関連性が高く 21,22)，さら

に stx2 のサブタイプでは stx2a と stx2c がより重症化

した患者から分離されるという報告がある 23)．今回供試

した検体について、stx サブタイプ別の血便発症者の割

合を Table 2 に示した．stx1a と stx2a の組み合わせが

61.4%，次いで stx2aと 2c が 57.1%，stx2aが 55.6%と

なり,stx2aを保有する株で血便発症率が高かった．また，

HUS 発症者由来株 2 株はどちらも stx2a を持つ株であ

り，それぞれ stx1aと 2a，stx2aと 2c を保有していた．

stx2a, stx2c を単独で保有する株について血便発症率を

比較すると，stx2a 保有株は 55.6％（10/18）となり，

stx2c保有株の 33.3%（4/21）より発症率が有意に高かっ

た（P<0.05）．また 138 株についてロジスティック回帰

分析を行った結果，血便発症と stx2a保有の間に関連性

が認められた（P<0.01）．これらの結果は，石川県で分離

されたO157の stx サブタイプと血便，HUS発症との関

連性を解析し，stx2a が stx2c に比較して重症化への関

連性が高く，stx2c のみ保有している株では重症化しに

くいことを示唆した報告 24) と一致するものであった．

EHEC感染症の重症化は stx サブタイプのみならず，そ

の他の病原因子や宿主側の要因などさまざまな要素が関

連していると考えられ，それらと併せさらなる解析が必

要である．

3．付着関連因子の保有状況

EHEC のヒトへの感染成立には腸管上皮細胞への初

期接着に作用する因子が重要と考えられており，ヒトか

ら分離されるEHECの主要血清群の多くは，eae を含む

腸管上皮細胞への定着や宿主への感染成立に関与する遺

伝子が多く存在する病原遺伝子領域 LEE（locus of 
enterocyte effacement）を保有している．LEE陰性株の

ヒトへの感染リスクは高くないと考えられるが，上述し

Table 2  stx subtype pattern and insidence of hematochezia 

stx1a stx2a 27 / 44 (61.4%)
stx1a stx2c 4 / 9 （44.4%）

stx1a 14 / 36 （38.9%）

stx2a stx2c 4 / 7 （57.1%）

stx2a 10 / 18 （55.6%）

stx2c 4 / 21 （33.3%）

stx2b 0 / 1
stx1c stx2b 0 / 1

stx2g 1 / 1
64 / 138 （46.4%）

Combination of stx subtype Incidence of hematochezia
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Number
of strains stx1a stx1c stx2a stx2b

Table 1  Summary of stx subtype pattern and virulence genes distribution 
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Table 3  Distribution of putative adhesin genes  

たように有症者から動物由来株と病原因子プロファイル

が一致する株が分離されることもあることから，eae 以

外の付着関連遺伝子保有状況を含め継続した監視が必要

である．

EHEC の eae 保有の有無及び血清型別の細胞付着因

子の保有状況をTable 3に示す．eae 保有株では 70株中

69 株（98.6%）が espP を，68 株（97.1%）が iha を，

67 株（95.7%）が toxB を，21 株(30%)が lpfAO113を保

有していた．血清型別にみると，同じ血清型の株はO26 
1株を除き同じ保有状況であり，O157：H7及びO157:H-
は全て iha，toxB，espP を保有していた．O26:H11 及

び O26:H-は全て iha，espP，lpfAO113 を保有しており，

17株中 16株（94.1%）が toxBを保有していた．eae 非

保有株では，4株中4株が ihaを，3株（75.0%）が lpfAO113

を保有しており，toxBを保有している株はみられなかっ

た．また今回供試した株には saa保有株はみられなかっ

た．

 今回検索した iha，toxB，espP，lpfAO113，saa は，い

ずれも EHEC を含む大腸菌の腸管上皮細胞への付着に

関連しているとされる因子をコードしており，O157 以

外のEHECでも検出頻度が高いことが報告されている7)．

Iha（IreA homologue adhesin）をコードする ihaは

染色体上にあり，O157：H7の付着因子として発見され 25），

さまざまな血清型の EHEC で広く検出される．iha は

O121:H19 2 株以外の全ての株で陽性となり，eae 陰性

株も全て ihaを保有していた．

toxBはLEEがコードしているⅢ型分泌装置の発現に

関与していることが報告されている．Ⅲ型分泌装置は大

腸菌を含む多くのグラム陰性菌に分布しており，宿主細

胞へ病原因子を輸送する機構として感染に重要な役割を

果たしている 26)．toxB は eae 保有と関連していること

が多く 8)，今回用いたEHEC菌株でも eae 保有株は全て

toxB 陽性であり，eae 非保有株はすべて toxB 陰性とな

った．

EspP（a plasmidic serine protease）をコードする

espPは補体タンパク質を阻害することでEHECの腸管

への定着や腸粘膜からの出血や HUS 発症に関与してい

る可能性が示唆されており 27)，O157:H7に広く分布し，

O26も保有することが報告されている 28)．今回の調査で

は espPをもつ 70株中 3株（O26:H11 1株，O111:H- 1
株，O91:H21 1 株）を除く 67 株は toxB を保有してい

た．toxB と espP は病原プラスミド pO157 にコードさ

れており，これらの遺伝子の発現は密接に関連している

と考えられている 8)．

lpfA O113（lpf: long polar fimbriae）は，LEEを欠失す

る株で高率に検出され，LEE を保有しないEHEC の腸

管上皮への定着に作用していると考えられており，一方

で，LEEを保有するO157:H7以外の血清型のEHECで

も検出されることが報告されている 29)．今回，eae 保有

O157 で lpfAO113を保有するものはなく，O26 などその

他の血清型（21/23）と eae 非保有株（3/4）で陽性とな

り，これらの報告に一致するものとなった．

saaはHUS集団発生時の原因となったLEEを保有し

ない O113:H21 から発見された因子であり，LEE 陰性

EHEC の高病原性株の指標となり得ることが示唆され

ている 30)．今回，eae 陰性株を含む全ての株で saaは検

出されなかった．eae 非保有株 4 株中 3 株は無症状保菌

者由来株であり，HUS 発症者由来株は含まれなかった

O157:H7 38 38 38 38
O157:H- 9 9 9 9
O26:H11 15 15 15 14 15 astA
O26:H- 2 2 2 2 2
O103:H2 1 1 1 1
O145:H- 1 1 1 1
O111:H- 1 1 1 1
O121:H19 2 2 2 2

1112H:301O
Total 70 0 68 69 67 21

O91:H21 1 1 1 1
111-H:641O

O176:H- 1 1 astA
111TUH:861O  astA, estA1

Total 4 0 4 1 0 3

lpfA O113

eae +

eae -

EHEC from humans Number  of
strains saa iha espP toxB
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が，供試した株数が少ないため，さらに検討を重ねる必

要があると考えられる．

これら付着因子の作用については未だ明らかにされて

いないところが多く，さらなる研究が必要と考えられる．

Ⅳ 結 論 

2012～2015 年度に医療機関及び健康福祉事務所で分

離されたEHEC 249株について，stx サブタイピング，

病原遺伝子検索，付着関連遺伝子の保有状況調査を行っ

た．stx1では stx1a，stx2では stx2a，stx2cが高率に検

出された．HUS発症者から分離されたO157 2株はそれ

ぞれ stx1a と 2a，stx2a と 2c を保有していた．eae と

stx 以外の病原遺伝子は，O26:H11 3 株とO176:H- 1株

から astA，O168:HUT から astA と estA1 が検出され

た．stx2a を保有する株に感染した人の血便発症率は，

stx2c 保有株に感染した人に比較して高かった．付着関

連遺伝子保有状況では，同じ血清型の株はO26:H11 1株

を除き同じパターンを示し，eae 保有株は 70株中 69株

espPを，68株が ihaを，67株が toxBを，21株が lpfAO113

を保有しており，eae 非保有株では，4 株中 4 株が iha
を，3 株が lpfA O113を保有していた．今回検索した stx
サブタイプ，病原因子，付着関連因子の継続的な解析は，

EHEC 患者の重症度や感染源等を推察する上で重要で

あると考えられる．
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 今回検索した iha，toxB，espP，lpfAO113，saa は，い

ずれも EHEC を含む大腸菌の腸管上皮細胞への付着に
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が多く 8)，今回用いたEHEC菌株でも eae 保有株は全て

toxB 陽性であり，eae 非保有株はすべて toxB 陰性とな

った．

EspP（a plasmidic serine protease）をコードする

espPは補体タンパク質を阻害することでEHECの腸管

への定着や腸粘膜からの出血や HUS 発症に関与してい

る可能性が示唆されており 27)，O157:H7に広く分布し，

O26も保有することが報告されている 28)．今回の調査で

は espPをもつ 70株中 3株（O26:H11 1株，O111:H- 1
株，O91:H21 1 株）を除く 67 株は toxB を保有してい

た．toxB と espP は病原プラスミド pO157 にコードさ

れており，これらの遺伝子の発現は密接に関連している

と考えられている 8)．

lpfA O113（lpf: long polar fimbriae）は，LEEを欠失す

る株で高率に検出され，LEE を保有しないEHEC の腸

管上皮への定着に作用していると考えられており，一方

で，LEEを保有するO157:H7以外の血清型のEHECで

も検出されることが報告されている 29)．今回，eae 保有

O157 で lpfAO113を保有するものはなく，O26 などその

他の血清型（21/23）と eae 非保有株（3/4）で陽性とな

り，これらの報告に一致するものとなった．

saaはHUS集団発生時の原因となったLEEを保有し

ない O113:H21 から発見された因子であり，LEE 陰性

EHEC の高病原性株の指標となり得ることが示唆され

ている 30)．今回，eae 陰性株を含む全ての株で saaは検

出されなかった．eae 非保有株 4 株中 3 株は無症状保菌

者由来株であり，HUS 発症者由来株は含まれなかった
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