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要  旨 

溶血性尿毒症症候群（HUS）を発症し，腸管出血性大腸菌（EHEC）の感染

が疑われた患者便から，市販の病原大腸菌免疫血清（デンカ生研）には含まれ

ていない，希な O 血清型の EHEC O76：H7 を分離した。しかし，患者便を塗

抹培養した分離培地上の EHEC 様のコロニーは，ほとんどが志賀毒素遺伝子

（stx）陰性の腸管病原性大腸菌（EPEC）O76：H7 であり，感染時に stx 陽性

であった EHEC O76：H7 から Stx ファージが脱落したものと結論づけた。 
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はじめに 

腸管出血性大腸菌（ enterohemorrhagic Escherichia 

coli：EHEC）感染症の主要症状は，腹痛や血便を主徴

とする出血性大腸炎であるが，乳幼児や免疫機能の低

下した高齢者では溶血性尿毒症症候群（ hemolytic 

uremic syndrome：HUS）や脳症などの重篤な合併症を

継発し，死に至ることもある。 

EHEC の最も重要な病原因子とされる志賀毒素

（Shiga toxin：Stx）は，Stx1 と Stx2 に大別され，菌に

よりどちらか一方，もしくは両方を産生する。Stx1 と

Stx2の遺伝子はそれぞれ染色体上にプロファージとし

て溶原化した Stx1 ファージと Stx2 ファージにコード

され，疫学的調査研究から，Stx2 の方が重症化しやす

いと考えられている。 

2017年 6月，EHEC感染が疑われたが便培養で EHEC

が確認できず，原因不明となっていた HUS 患者便の依

頼検査において，PCR 法を活用することで市販の病原

大腸菌免疫血清（デンカ生研）には含まれていない，

希な O 血清型の EHEC O76：H7（stx2/eae 陽性）を分

離することができた。しかし，分離培地上に純培養状

に生育した EHEC様コロニーのほとんどが stx2陰性で

あり，eae のみ陽性の大腸菌 O76：H7 であったことか

ら，腸管病原性大腸菌（enteropathogenic Escherichia 

coli：EPEC）と同定された。 

そこで, 同一血清型を示すこれら 2 種類の下痢原生

大腸菌 O76：H7 が，もともと異なっていたのか，ある

いは Stx2 ファージの脱落によるものかを判断するた

め，細菌学的検討を行った。 

 

材料及び方法 

1 患者情報 

患者は 3歳男子の保育園児で，平成 29年 6月 25日，

朝から保育園に行ったが，胃腸炎症状（粘液・血便 10

回，嘔吐，食欲不振）を呈したため早退した。翌 26

日に近隣の病院を外来受診し入院となった。頻回の血

性下痢，腹痛，及び嘔吐があり，症状の改善がみられ

ないため，28 日に小児 ICU を備えた基幹病院へ転院と

なった。患者は腎機能が徐々に低下し，HUS と判断さ

れた。 

近隣の病院で行われた便培養検査では，ロタウイル

ス，腸管アデノウイルス，及びカンピロバクターは陰

性であった。大腸菌は多数分離されたが，市販の病原

大腸菌免疫血清（デンカ生研）に凝集する血清型の大

腸菌は認められなかった。一方，基幹病院では EHEC 

O157 は陰性と判定された。しかし，培養検査でその他

の検査結果が判明するまでには 1 週間ほど必要であっ
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たため，基幹病院から患者の管轄保健所経由で本研究

所に行政試験検査が依頼された。 

2 検査材料 

患者が最初に受診した病院に保存されていた患者便

と患者便の直接分離培地（ドリガルスキー改良培地及

び S-MAC 寒天培地各 1 枚），及び基幹病院で採取され

た患者血清（第 12 病日）を検査材料とした。 

また，細菌学的検討には，患者便から分離された stx2

陽性の EHEC O76：H7 と stx2 陰性の EPEC O76：H7

を使用した。 

3 検査方法 

1) PCR 法による EHEC のスクリーニング 

搬入された直接分離培地のコロニー密集部をスイー

プし，アルカリ熱抽出法で調整したテンプレート DNA

を用いて，Cebla らの stx1 及び stx2 プライマー1）に

Schmidt らの stx2f プライマー2）を加えて構築した stx- 

PCRを行った。さらに，複数の EHEC様コロニーから，

stx-PCR 及び伊藤らが構築した EpAll-PCR（eae，aggR，

astA，afaD，及び bfpA の各遺伝子を検出）3）を行った。 

同時に搬入された患者便は，クロモアガーSTEC 寒

天培地（関東化学）及び DHL 寒天培地（日水）に画

線培養後，生育した多数の EHEC 様のコロニーについ

て，上記のPCR法でEHECのスクリーニングを行った。 

2) 鑑別培養及び血清型別 

分離培地上の EHEC 様コロニーを釣菌し，常法によ

り TSI，LIM，CLIG，及び TSA の各培地で，鑑別培

養を行った。また，病原大腸菌免疫血清（デンカ生研）

を用いて O 及び H 血清型の同定を試みた。さらに，

Iguchi らが開発した E．coli O-genotyping PCR 法 4）を

用い，O 抗原遺伝子により血清型（Og 型）を決定した。 

3) シークエンス解析による bfpA様 PCRバンドの確認 

EpAll-PCR で bfpA の位置にバンドが検出されたが，

bfpA 陽性の EHEC はこれまで経験がなかったため，

bfpA の単独プライマーで再度 PCR を行ったところ，

バンドは見られなくなった。そこで，EpAll-PCR に用

いる 10 種類のプライマーを 2 種類ずつ組合せて PCR

を行い，bfpA の位置にバンドが検出される組合せを調

べた。また，バンドが検出された PCR 反応液を

ExoSAP-IT（Thermo Fisher Scientific）で精製後，BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit によるダイレクト

シーケンス法で塩基配列を決定（ABI3500 Genetic 

Analyzer）し，BLAST 検索を行った。 

4) 生化学的性状検査 

stx2 陽性と陰性の大腸菌 O76：H7 について，糖分解

試験等を追加し，生化学的性状を比較した。 

5) 薬剤感受性試験 

米国臨床検査標準協会（Clinical and Laboratory 

Standards Institute：CLSI））標準ディスク拡散法 5）に従

い，市販のセンシ・ディスク（日本 BD）を用いて

Kirby-Bauer 法で実施した。使用薬剤はアンピシリン

（ABPC；10μg），セフタジジム（CAZ；30μg），セフ

メタゾール（CMZ；30μg），セフミノクス（CMNX；

30μg），ストレプトマイシン（SM；10μg），エリスロマ

イシン（EM；15μg），テトラサイクリン（TC；30μg），

クロラムフェニコール（CP；30μg），ナリジクス酸

（NA；30μg），シプロフロキサシン（CPFX；5μg），ホ

スホマイシン（FOM；50μg），ST 合剤（ST；23.75μg/1.25 

μg）の 12 剤である。判定は，ディスク添付の判定表

に基づき，阻止円の直径により，感受性（S），中間（I），

及び耐性（R）とした。 

6) パルスフィールドゲル電気泳動（Pulsed-field gel 

electrophoresis：PFGE）解析 

米国疾病予防管理センター（CDC）のパルスネット

の EHEC O157 標準プロトコール 6）に準じ，CHEF-DR 

III システム（Bio Rad 社）で実施した。使用した制限

酵素は XbaI（Takara）である。  

7) 次世代シーケンサー（Next generation sequencer：

NGS）によるフルゲノム解析 

国立感染症研究所細菌第一部に依頼し，MiSeq シス

テム（イルミナ社）により全ゲノムデータを取得し，

Stx2 ファージの挿入部位の検索，病原遺伝子検索，及

び一塩基多形（Single Nucleotide Polymorphism：SNP）

解析等を行った。 

8) EHEC O76 に対する患者血清の抗体価測定 

国立感染症研究所編集の腸管出血性大腸菌検査・診

断マニュアル 7）に従い，マイクロプレート法で O76

抗原に対する患者血清中の凝集抗体価を測定した。 

9) Stx2 ファージの安定性評価試験 

分離された stx2陽性の EHEC O76：H7について，Stx2

ファージの安定性を確認するため，本菌を TSA に培養

し，約 3 ヶ月間室温で保存した。この培地から 1 ヶ月

後，2 ヶ月後，及び 3 か月後にクロモアガーSTEC 寒天

培地で再分離し，それぞれ約 25 コロニーについて stx2

の有無を検査した。 

 

結  果 

1) PCR法によるEHEC等のスクリーニング 

搬入された2枚の直接分離培地のうち，ドリガルス

キー改良培地のコロニー密集部のスイープ試料から，

stx-PCRでstx2の位置にバンドが検出された。そこで，

ドリガルスキー改良培地を中心に，各直接分離培地か

ら複数のコロニーを釣菌し，stx-PCR及びEpAll-PCRを 
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行ったところ，stxはすべて陰性であったが，ほとんど

のコロニーからeae及びbfpAの位置にバンドが検出さ

れた。検査結果の一部を図1に示した。 

また，患者便を培養したクロモアガーSTEC寒天培

地上には，図2のように藤色のEHEC様コロニーが純培

養状に生育したが，これらのコロニーからもstx2のバ

ンドはなかなか検出できなかった。最終的に約250コ

ロニーを検査し，そのうちわずか2コロニーがstx2，eae，

及びbfp陽性と判定された。 

すなわち，この時点では患者便から 2 株の EHEC

（stx2/eae/bfpA 陽性）と多数の EPEC（eae/bfpA 陽性）

が分離されたと判断した。 

2) 鑑別培養及び血清型別 

分離されたstx2陽性株と陰性株（ともにeae及びbfpA

陽性）は，鑑別培養でともに典型的な大腸菌の性状を

示したが, 病原大腸菌免疫血清のO血清に凝集しなか

った。そこで，E．coli O-genotyping PCRを行ったとこ

ろ，ともにOg76と同定された。なお，H抗原はH血清

で型別可能であり，ともにH7と同定された。 

3) シークエンス解析によるbfpA様バンドの確認 

EpAll-PCRでbfpAの位置に検出されたバンドは，

bfpAとastAのリバースプライマー同士で増幅された非

特異バンドであった。PCR産物の塩基配列を決定し，

BLAST検索を行ったところ，IS256 familyのtransposase

の一部であることが判明した。 

4) 生化学的性状検査 

stx2陽性と陰性の大腸菌O76は，表1のとおり同一の

生化学的性状で，ソルボース非発酵性であった以外は

 

図 2 便を培養したクロモアガーSTEC 寒天培地 
クロモアガーSTEC寒天培地上には藤色の EHEC様コロニー
が純培養状に発育した。 
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図 3 分離された大腸菌 O76:H7 の PFGE 像 
：Stx2 陽性株のパターンから変化した部位 

Stx2 陰性株には陽性株と異なる 2 つのパターンがみられた。 
 

  

図 1 EpAll-PCR 法による検出例 
ほとんどのコロニーがら eae と bfpA の位置にバンドが 
検出された。 
 
 

表 1 分離された大腸菌 O76:H7 の生化学的性状 

生化学的 
性状試験 

Stx2 
陽性
株 

stx2 
陰性
株 

生化学的 
性状試験 

Stx2 
陽性
株 

Stx2 
陰性
株 

Indole ＋ ＋ Acid from   
Motility ＋ ＋   Dulcitol ＋ ＋ 
ONPG ＋ ＋   Inositol － － 
β-Glucronidase ＋ ＋   Lactose ＋ ＋ 
Citrate 
 (Simmon's) 

－ －   Maltose ＋ ＋ 

Citrate 
 (Christensen's) 

－ －    Mannitol ＋ ＋ 

H2S － －   Melibiose ＋ ＋ 

Voges-Proskauer － － 
  α-Methyl-D 

-glucoside  － － 

Lysine 
decarboxylase ＋ ＋   L-rhamnose ＋ ＋ 

Ornithine 
decarboxylase － －   D-raffinose  ＋ ＋ 

Arginine 
dihydrolase ＋ ＋   Salicin （＋）  (＋) 

D-glucose, acid ＋ ＋   Amygdalin （＋） （＋） 
D-glucose, gas ＋ ＋   D-sorbitol ＋ ＋ 
Acid from     L-sorbose － － 
  Adonitol － －   Sucrose ＋ ＋ 
  L-arabinose ＋ ＋   Trehalose ＋ ＋ 
  Cellobiose - －   D-xylose ＋ ＋ 
 
 

表 2 分離された大腸菌 O76:H7 の薬剤感受性 

感受性ディスク 
Stx2 
陽性
株 

Stx2 
陰性
株 

 感受性ディスク 
Stx2 
陽性
株 

Stx2 
陰性
株 

ABPC S S TC S S 
CAZ S S CP S S 
CMZ S S NA S S 

CMNX S S CPFX S S 
SM I I FOM S S 
EM R R ST S S 
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す。] 

bfpA 
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afaD 
aggR 
astA 

(kb) 
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通常の大腸菌の性状であった。 

5) 薬剤感受性試験 

stx2陽性と陰性の大腸菌O76は，EMを除くほとんど

の薬剤に感受性であり，表2のとおり同一の感受性パ

ターンを示した。 

6) PFGE解析 

stx2陽性と陰性の大腸菌O76：H7のPFGE像を図3に

示した。両株の泳動パターンは類似していたが，200kb

以上の領域で数バンドの違いがあり，stx2陰性株には

stx2陽性株と異なる2種類のパターンが認められた。 

7) NGSによる全ゲノム解析 

PFGEパターンの異なった3株の大腸菌O76：H7（stx2

陽性株：1株，stx2陰性株：2株）を用いてNGS解析を

行ったところ，stx2陽性株のStx2ファージ組込み部位

はゲノム上のwrbAのローカスであり，stx2の亜型は

stx2aであった。また，stx2陰性の2株はStx2ファージを

含んでいなかった。なお，塩基配列を得ることができ

たStx2ファージの前半部分約45kbpは，2011年にドイ

ツを中心に集団発生を起こしたO104のStx2ファージ

と高い相同性を示した。 

病原因子解析では，stx2陽性株は多数の病原遺伝子

（stx2，astA，cif，eae, ehxA，espA，espF，espI，espJ，

lpfA，nleA，nleB，nleC, tir，toxB）を保有していたが， 

stx2陰性の2株もstx2以外はすべて保有していた。 

さらに，全ゲノムデータからファージや繰返し配列

等を除いたコアゲノムデータを用いてSNP系統解析

を行ったところ，供試した3株間にSNPは全く認めら

れず，系統樹は同一クラスターに分類された。 

以上のことから，stx2陰性2株のPFGEパターンの違

いは解明できなかったものの，stx2陰性株はstx2陽性

株からStx2ファージが脱落した株と推定された。 

8) EHEC O76に対する患者血清の抗体価 

発症時の血清が得られなかったため，基幹病院で採

取された第12病日の血清を用い, 分離された大腸菌 

O76抗原に対する凝集抗体価を測定したところ，1：

640と高い値であった。 

9) Stx2ファージの安定性評価試験 

stx2 陽性 EHEC O76：H7 の Stx2 ファージは予想外に

安定であり，室温で約 3 ヶ月間保存しても，stx2 陰性

EPEC O76：H7 株を得ることはできなかった。 

 

考  察 

今回の事例は，患者が受診した最初の病院で起因菌

が分離されていたにもかかわらず，市販の病原大腸菌

免疫血清に含まれていない血清型であり，さらに培地

上に生育した EHEC 様コロニーのほとんどが，stx 陰性

であったため，原因不明となっていた。しかしながら，

病院，保健所及び本研究所の連携より，希な血清型で

ある EHEC O76 を迅速に検出し，さらに患者血清中の

抗大腸菌O76凝集抗体価が高値であったことと併せて，

EHEC O76：H7（stx2/eae 陽性）が起因菌であると断定

することができた。 

本事例では，EHEC のスクリーニングに用いた

stx-PCR と EpAll-PCR，及び E．coli O-genotyping PCR

が非常に有効であった。まず，stx-PCR でコロニー密

集部のスイープ試料から stx2 が検出されたことで，本

事例が EHEC 感染症であることを確信した。しかし，

分離培地上に生育した EHEC様のコロニーから stx2は

検出されず，EpAll-PCR で eae と bfpA のバンドが検出

されたことから，当初は EPEC との重複感感染を疑っ

た。その後，数多くのコロニーを検査し，stx 陽性のコ

ロニーを検出したが，このコロニーは eae と bfpA も陽

性であった。bfpA 陽性の EHEC は，これまでに分離し

た経験のないものであったが，検査を進めるうちに，

分離された EHEC と EPEC は同じ血清型 O76：H7 であ

り，両者にみられた bfpA 様のバンドはともに非特異バ

ンドであることが判明した。これらのことから，分離

培地上に多数生育した stx2 陰性の EPEC O76：H7 は，

もともと stx2 陽性の EHEC O76：H7 から Stx2 ファー

ジが脱落して生じたものではないかと推測された。さ

らに，本事例の起因菌は，市販の病原大腸菌免疫血清

に含まれていない O 血清型であったが，E． coli 

O-genotyping PCR 法で迅速に O 血清型を同定するこ

とができた。なお，この方法を開発した宮崎大学農学

部・畜産草地学科の井口研究室では現在，E． coli 

H-genotyping PCR 法 8）も開発しており，1 週間程度か

かる大腸菌の H 抗原の同定が数時間で可能である。 

EHEC O76：H7（stx2/eae 陽性）による HUS 事例と

して，伊豫田ら 9）が本事例と同様，分離の難しかった

散発事例を報告している。また，病原微生物検出情報
10，11）によると，2013 年と 2015 年に散発事例が各 1 事

例及び 2015年 8月に山形県の保育所で発生した患者数

7 名（菌陽性者 22 名）の集団事例が記載されている。

このうち，本事例を含め 3 事例で HUS を併発している

ことから，EHEC O76:H7（stx2/eae 陽性）は検出頻度

は低いものの，HUS を起こす可能性のある血清型とし

て注意すべきであろう。 

今回分離培地として，多くの血清型の EHEC が藤色

のコロニーを形成し，EHEC の分離培地として評価の

高いクロモアガーSTEC 寒天培地 12）を使用したところ，

藤色のコロニーが純培養状に生育した。この中には

stx2 陽性の EHEC O76 のコロニーも含まれており分離
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培地として有効であったが，残念ながらそのほとんど

は，stx2陰性の EPEC O76であり，stx2陽性の EHEC O76

との鑑別は困難であった。なお，さまざまな O 血清型

の EHEC 152 株について，市販 EHEC 選択分離培地に

おける生育特性を調べた秋吉ら 13）は 3 株の EHEC O76

を調べ，クロモアガーSTEC 寒天培地には生育しない

血清型として報告した。しかし，彼女らが用いた EHEC 

O76 は 3 株とも stx1 陽性及び eae 陰性の株であり，本

事例の分離株とは病原因子が異なっている。EHEC 

O76 には H 抗原の異なる 2 つの血清型（H7 及び H19）

が報告されていることから，H 抗原が異なっている可

能性もある。また，今回分離された EHEC O76:H7

（stx2/eae 陽性）株はソルボースの発酵性が陰性であ

り，EHEC O111 の分離に用いられているソルボース・

マッコンキー（SBMAC）寒天も有効と思われるが，こ

の培地でも stx2 の有無の鑑別は困難である。 

EHEC から Stx ファージが脱落する現象は，菌株の

継代培養や感染後期の分離培養に伴い発生することが

報告 14~21）されている。感染初期から患者の腸管内で

Stx ファージの脱落が起こったと考えられる事例とし

て，Watahiki ら 22）は 2011 年 4 月から 5 月にかけて富

山県の焼肉チェーン店を中心に発生した O111 を主因

とする食中毒事例を報告している。この事例では，stx2

陽性の EHEC O111 以外に，多くの患者から stx2 陰性

の O111 が分離され，両者の PFGE パターンの類似性

やゲノム解析結果から，stx2 陰性の O111 は，stx2 陽性

の O111 の染色体上に不安定な状態の Stx2 プロファー

ジが存在し，容易に脱落したものと推察している。ま

た，村田ら 23）は山形市内で発生した EHEC O157 によ

る食中毒事例で stx1/stx2 陽性株と stx1 陽性株を分離

したが，両者の PFGE パターンが類似し，stx1/stx2 陽

性株を室温保存することで stx1陽性株が得られ，PFGE

パターンが当初分離された stx1陽性株と一致したこと

から，stx1 陽性株は stx1/stx2 陽性株から stx2 が脱落し

た株であると考えられたと報告している。今回の事例

も，感染初期の便を塗抹した分離培地上には EHEC 様

のコロニーが純培養状に生育していたにも関わらず，

ほとんどが stx2 陰性の EPEC O76 であった。そのため

2 株分離された stx2 陽性 EHEC O76 の Stx2 ファージは

不安定であることが予想されたが，予想外に安定で 3

ヶ月間室温培養しても脱落しなかった。また，PFGE

解析において，stx2 陰性株に認められた stx2 陽性株と

異なる 2 種類のパターンが，どのようなメカニズムで

生じたのかを NGS 解析で解明しようと試みたが，明ら

かにすることはできなかった。今回の事象の解明は今

後の検討課題である。 

本事例で検出された stx2陽性と陰性の大腸菌 O76は， 

EpAll-PCRでともに bfpAの位置に非特異バンドが見ら

れたこと，血清型，生化学的性状，及び薬剤感受性パ

ターンが同一であったこと, さらに PFGE パターンが

類似し，NGS 解析で stx2 以外の病原遺伝子が同一であ

ったこと，及びコアゲノムデータによる SNP 系統解析

で全く SNP が認められなかったことから，stx2 陰性の

EPEC O76：H7 は stx2 陽性の EHEC O76：H7 から Stx2

ファージが脱落した株であると結論づけた。  

このように，ヒト腸管における Stx ファージの脱落

や獲得は，ある程度の頻度で起こっている可能性があ

る。EHEC 感染が疑われ起因菌が検出できなかった際

には，stx や eae 等を検出する PCR 法と分離された

EHEC の O 抗原に対する患者血清中の凝集抗体価測定

検査の併用が有効である。しかしながら，病院の PCR

装置の整備は遅れており，積極的な PCR 装置の導入が

望まれる。 

 

ま と め 

1．PCR 法を用いることで，原因不明であった HUS 患

者便から，病原大腸菌免疫血清には含まれていない，

希な O 血清型の EHEC O76（stx2/eae 陽性）を検出・

分離し，患者血清の O76 抗体価上昇と併せて HUS の

起因菌と断定した。 

2．患者便を画線培養した分離培地上の EHEC 様コロ

ニーは，ほとんどが stx2 陰性の大腸菌 O76（eae 陽性）

であった。 

3．stx2 陽性と陰性の大腸菌 O76 は，同一の生化学的

性状及び薬剤感受性パターンを示した。 

4．PFGE 解析では，stx2 陽性と陰性の大腸菌 O76 は非

常に類似した泳動パターンであったが，stx2 陰性の大

腸菌 O76には stx2陽性株とは異なる 2種類の泳動パタ

ーンが認められた。 

5．NGS 解析では，stx2 陰性の大腸菌 O76 は stx2 ファ

ージを含んでいないことが確認され，さらに，stx2 フ

ァージの有無，PFGE パターンの違いにかかわらず，

コアゲノムの SNP 系統解析で SNP は全く認められな

かったことから，stx2 遺伝子陰性の EPEC O76 は，stx2

陽性の EHEC O76から Stx2ファージが脱落したものと

結論づけた。 

6．EHEC O76：H7 は希な血清型ではあるが，国内で

は本事例を含め散発事例が 3 事例，集団事例が 1 事例

報告されており，このうち 3 事例で HUS を併発してい

ることから、注意すべき血清型であろう。 
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