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近年，富山県や北海道で腸管出血性大腸菌（EHEC）
による大規模な集団食中毒事例が発生し，数名の死者が
出るなど社会的に大きな問題となった［1, 2］．ここ数年，
島根県での EHECによる食中毒事件の発生はないが，
2011 年には EHEC O26（O26），2013 年には EHEC 

O111（O111）による感染症事例が発生し，多数の感染
者が確認された（島根県感染症情報センターhttp://

www1.pref.shimane.lg.jp/contents/kansen/topics/

ehec/tp100914.htm）．
EHECのおもな保菌動物は牛や羊などの反芻獣であり

［3］，と畜場における牛枝肉の EHEC汚染は，保菌動物
である牛の糞便によるほか，牛の糞便による体表面の汚
れが汚染要因となるおそれがある．EHEC汚染を防止
するため，牛の保菌率や牛枝肉の汚染状況を把握するこ
とは必要であるが，島根県（県内）のと畜場搬入牛にお
ける EHECの保有状況は，2000 年度に Fukushimaら
［4］が行った調査のみであり，近年の状況はわかってい
ない．そこで，今回，県内のと畜場搬入牛を調査対象と
し，国内で分離頻度の高い O26，O111 及び EHEC 

O157（O157）の保有状況を調査した．また，分離株の

薬剤感受性，病原性関連遺伝子の保有状況について検
討を行うとともに，県内で分離された O157 人由来株及
び牛由来株の分子疫学解析を行ったので，報告する．

材料及び方法

調査期間及び調査対象：2014 年 4～12 月にかけて県
内と畜場に搬入された牛 100 頭を対象とした．なお，
搬入実績の多い県内の 20 の農場を選定し，その農場の
搬入牛から調査対象牛を無作為に抽出した．また，各農
場の調査頭数は搬入頭数に応じて 2～10 頭とした．材
料は同一個体の体表面（肛門周囲部）の拭き取り検体，
直腸便，胆汁及び枝肉（肛門周囲部）の拭き取り検体を
採取し，試験に供した．体表面及び枝肉の拭き取り検体
は，いずれも滅菌綿棒（メンティップ，日本綿棒㈱，東
京）を用いて肛門周囲部の 100cm2 を拭き取った．さら
に，直腸便は肛門から滅菌綿棒を用いてスワブ材料を採
取し，胆汁は胆囊から注射器を用いて約 1mlを無菌的
に採取した．

EHECの分離同定：体表面及び枝肉の拭き取り検体，
直腸スワブ検体，胆汁検体をノボビオシン加mEC培地
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要　　　　　約

島根県内のと畜場に搬入された牛の腸管出血性大腸菌（EHEC）の保有状況を把握するため，20 農場で飼養された
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さらに，IS-Printing systemで，O157 牛由来株と 2014 年に島根県内で分離された人由来株の分子疫学解析を行った．
牛由来株と人由来株の間で同一パターンは確認されなかったが，A農場と B農場の体表面由来株が同一パターンであっ
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system（東洋紡㈱，大阪）を用いて，2 種類のMulti-

plex PCR（First set及び Second set）を取扱説明書に
従って行った．各 setの 18 領域の増幅産物の有無を確
認した後，増幅産物のパターン別に分類した．なお，使
用した菌株は 2014 年に県内で分離された O157 人由来
株と今回分離された牛由来株を用いた．

成　　　　　績

EHEC保有状況：調査した 100 頭中 6 頭（6.0％）の
直腸便及び 4 頭（4.0％）の体表面から EHECが 10 株
分離された（表 1）．しかし，胆汁及び枝肉からは分離
されなかった．なお，1頭は体表面及び直腸便の両方か
ら分離されたが，3頭は体表面のみ，5頭は直腸便のみ
から分離された（表 1）．分離株はいずれも血清型が
O157 であり，O26，O111 は分離されなかった（表 1）．
農場別での直腸便からの O157 分離状況は，20 農場
のうち，5農場（B～F農場）から分離され，農場ごと
の分離率はおのおの 25.0％，14.3％，12.5％，14.3％，
20.0％であった．
月別の O157 の分離状況について直腸便に限ってみる
と，5～8 月の夏季を中心に O157 が分離され，4 月及
び 9月以降は分離されなかった（表 2）．

O157 の薬剤感受性試験の結果：薬剤感受性試験で

（極東製薬工業㈱，東京）10mlに接種し，42℃，24 時
間増菌培養後，アルカリ熱抽出法により DNAを抽出し
た．O157 PCR Screening Set（タカラバイオ㈱，滋
賀）を用いた PCR法によるスクリーニングを行い，ベ
ロ毒素（VT）遺伝子陽性となった検体を CT-SMAC寒
天培地（極東製薬工業㈱，東京）及び ViEHEC寒天培
地（栄研化学㈱，栃木）により 37℃，24 時間培養した．
血清型 O26，O111 及び O157 を疑うコロニーを釣菌し，
TSI培地（栄研化学㈱，栃木），LIM培地（栄研化学㈱，
栃木）及び CLIG培地（極東製薬工業㈱，東京）に接種
し 37℃，24 時間培養後，生化学的性状を確認するとと
もに，普通寒天培地（栄研化学㈱，栃木）にて純培養後，
病原大腸菌免疫血清（デンカ生研㈱，東京）を用いた血
清型別試験（O群抗原・H型抗原）を行った．さらに，
血清型 O26，O111 及び O157 と判定された株について，
逆受身ラテックス凝集反応法（VTEC-RPLA「生研」，
デンカ生研㈱，東京）によりベロ毒素を検出したものを
EHECと同定した．
薬剤感受性試験：分離された EHECの薬剤耐性につ
いて，センシ・ディスク（日本ベクトン・ディッキンソ
ン㈱，東京）を用いて Kirby-Bauer法により実施した．
試験薬剤はアンピシリン（ABPC），カナマイシン（KM），
ストレプトマイシン（SM），テトラサイクリン（TC），
ナリジクス酸（NA），スルファメトキサゾール・トリメ
トプリム合剤（ST），クロラムフェニコール（CP），ホ
スホマイシン（FOM），ノルフロキサシン（NFLX），シ
プロフロキサシン（CPFX），セフォタキシム（CTX），
ゲンタマイシン（GM）の 12 薬剤を用いた．
病原性関連遺伝子の検出：Scheutzら［5］が報告し

た PCR 法 に よ り，stx1（stx1a，stx1c，stx1d） 及 び
stx2（stx2a，stx2b，stx2c，stx2d，stx2e，stx2f，stx2g）を
サブタイプに分類した．さらに，eaeを検出するために，
Patonら［6］が報告した PCR法を行った．
人由来株と牛由来株の分子疫学的解析：IS-Printing 

表 1　分離菌株の血清型，ベロ毒素産生性，病原性関連遺伝子，薬剤感受性試験の結果

菌株 
No. 採取日 品種 性別 農場 検体 血清型 毒素型 

（VT）
病原性関連遺伝子

薬剤耐性
eae stx1 stx2

1 5 月 26日 黒 去 A 体表面 O157:H7 VT2 ＋ － stx2c ABPC
2 5 月 26日 黒 雌 B 体表面 O157:H7 VT2 ＋ － stx2c ABPC
3 5 月 26日 黒 雌 B 体表面 O157:H7 VT2 ＋ － stx2c ABPC
4 5 月 26日 黒 雌 B 直腸便 O157:H7 VT1 ＋ stx1a － ABPC，SM
5 6 月 23日 ホル 去 C 体表面 O157:H7 VT1/2 ＋ stx1a stx2a ABPC
6 6 月 23日 ホル 去 C 直腸便 O157:H7 VT1/2 ＋ stx1a stx2a ABPC
7 7 月 10日 黒 雌 D 直腸便 O157:H7 VT2 ＋ － stx2a ABPC，SM，TC
8 8 月  7 日 黒 去 E 直腸便 O157:H－ VT1/2 ＋ stx1a stx2c
9 8 月  7 日 黒 去 F 直腸便 O157:H7 VT2 ＋ － stx2c
10 8 月  7 日 黒 去 F 直腸便 O157:H7 VT2 ＋ － stx2c

No. 2 と No. 4 は同一牛から分離された株

表 2　直腸便からの O157 月別分離状況

月 検査頭数 分離頭数 分離率

4月 15 0 －
5 月 10 1 10.0％
6 月 10 1 10.0％
7 月 10 1 10.0％
8 月 14 3 21.4％
9 月 10 0 －
10月 11 0 －
11月 10 0 －
12月 10 0 －
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型，薬剤耐性パターンが一致していた（表 1）．A農場
の検体 No. 1（体表面）は，B農場の検体 No. 2（体表面）
及び検体 No. 3（体表面）と同じパターンを示したが，
検体 No. 2（体表面）と同一の牛から採取された検体
No. 4（直腸便）は，異なるパターンを示した．C農場
の検体 No. 5（体表面）と検体 No. 6（直腸便）は同じ
パターンを示した．F農場の検体 No. 9（直腸便）と
No. 10（直腸便）も同じパターンを示した．今回の調査
で分離された O157 牛由来 10 株と人由来 11 株との間で
パターンが一致する株はなかった（表 3）．

考　　　　　察

今回，県内と畜場に搬入された牛のEHEC保有状況を
調査したが，体表面から 4.0％，直腸便から 6.0％の分
離率で O157 が分離された．Fukushimaら［4］は，県
内のと畜場搬入牛の直腸内容物から O157 が 1.5％，
O26 が 3.3％，O111 が 0.2％の分離率であったことを報

は，ABPCの 1 剤耐性が 5 株，ABPCと SMの 2 剤耐
性が 1株，ABPCと SMと TCの 3剤耐性が 1株であっ
た（表 1）．

O157 のベロ毒素産生性：ベロ毒素産生性の結果を表
1に示した．VT1 のみの産生が 1株であり，VT2 のみの
産生が 6株，VT1 及び VT2 の両方を産生した株が 3株
であった．

O157 の eaeの保有及び stxのサブタイピング：eae

の保有状況，stx1及び stx2のサブタイピングの結果を
表 1に示した．すべての分離株で腸管への定着に関与す
る eaeを保有していた．なお，stx1のサブタイプについ
ては，4株が stx1aであった．stx2のサブタイプについ
ては，3株が stx2aであり，6株が stx2cであった（表 1）．

O157 の分子疫学解析：IS-Printing systemによる
増幅産物の有無を表 3に示した．増幅産物のパターンは
牛由来株で 6パターン（C1～C6）に分類された（表 3）．
同一のパターンに分類された株は，すべて血清型，毒素

表 3　O157 人由来株と牛由来株の IS-Printing systemの結果

人 由 来 株

No.
18 領域の増幅産物の有無（First set）1） 18 領域の増幅産物の有無（Second set）1） パター

ン型1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 H1

2 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 H2

3 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 H3

4 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 H3

5 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 H3

6 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 H4

7 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 H5

8 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 H6

9 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 H6

10 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 H7

11 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 H7

牛 由 来 株

No.2）農場
18 領域の増幅産物の有無（First set）1） 18 領域の増幅産物の有無（Second set）1） パター

ン型1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 A 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 C1

2 B 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 C1

3 B 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 C1

4 B 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 C2

5 C 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 C3

6 C 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 C3

7 D 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 C4

8 E 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 C5

9 F 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 C6

10 F 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 C6

1）1：増幅あり  0：増幅なし　　2）下線：体表面由来株　太字：直腸便由来株
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O157 は重症化を引き起こす可能性があると考えられ
た．

O157 牛由来株の IS-Printing systemの増幅産物パ
ターンは 6パターン（C1～C6）に分類され，A農場の
検体 No. 1（体表面），B農場の検体 No. 2（体表面）及
び No. 3（体表面）は同一パターンを示したが，それ以
外については，農場間で同一パターンを示すものはな
かった．また，検体 No. 2 と検体 No. 4（直腸便）は同
一個体の牛から分離されているが，異なるパターンで
あった．したがって，検体 No. 2 は，同一個体の糞便汚
染を受けたのではなく，他の牛の糞便汚染を受けた可能
性が考えられた．このことについては，農場及びと畜場
の係留所で検体 No. 3 の牛との接触の可能性が考えられ
る一方で，A農場と B農場の牛の疫学的関連は係留所
のみであり，A農場の牛（検体 No. 1）が B農場の牛（検
体 No. 2 と検体 No. 3）と係留所で接触した可能性が考
えられた．これは，係留所で牛が接触することによる
O157 交差汚染の可能性を示唆している．
今回の調査では，O157 牛由来株と人由来株との間で

増幅産物のパターンが一致する株はなかった．しかしな
がら，他自治体においては，分子疫学解析により EHEC

牛由来株と人由来株が近縁株と判定され，感染症の原因
究明に結びついた事例（病原体検出情報 http://www.

nih.go.jp/niid/ja/ehec-m/ehec-iasrd/2328 -kj3891.

html）があることから，引き続き，牛から分離される
EHECの保有状況を把握し，人由来株と比較すること
は感染症及び食中毒の原因究明に重要と考えられた．
結論として，県内と畜場で O157 を保有する牛が一定
の割合で存在することが判明したが，分離培養法の検討
や疫学調査を追加した継続調査が必要であると考えられ
た．また，分子疫学解析の結果から，O157 牛由来株と
人由来株との関連は認められなかったが，係留所で牛が
接触することにより O157 の交差汚染が起きている可能
性が示唆された．
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告している．さらに，他自治体のと畜場搬入牛の O157
分離率が直腸便で 6.5％や 11.2％という報告や，体表面
で6.6％という報告がある［7, 8］．一方で，Ezawaら［9］
は約 400 頭の若雌牛を調査し，O157 分離率が 31.7％か
ら 46.3％であったことを報告している．Ezawaら［9］
の検査法は糞便 10gを検体として使用しており，検体
量が多い点が本調査や上述の報告［4, 7, 8］と異なって
いる．さらに，今回 O26 及び O111 は分離されなかっ
たが，Fukushimaら［4］は腸管出血性大腸菌の酸抵抗
性を利用した塩酸処理［10, 11］や増菌培養に TSBを
使用している．検体量や検査法の違いが分離率に影響を
与えている可能性があり，これらについて今後検討する
必要があると思われる．
直腸便からの O157 分離状況を農場別でみると，調査
した 20 農場のうち，5農場に限られていた．検査対象
数が十分ではないためさらなる調査が必要であるが，こ
れら O157 陽性牛が確認された農場には汚染源が存在す
る可能性が高いと考えられた．
本調査で O157 は，5～9 月にかけて分離された．

坂口ら［12］の 3年間にわたる牛の O157 の保有状況調
査では，5～9月の分離数が全体の約 75％と多かったこ
とを報告しており，今回の調査でも同様の傾向がみられ
た．この理由については，気温や湿度の上昇によって細
菌が増殖しやすい状況である可能性が考えられた．ま
た，中澤ら［13］は乾草給餌が濃厚飼料 50％含む通常
飼料給餌に比べ，O157 の排菌数を減少させることを報
告している．一部の農場で O157 が分離されたことも考
慮すると，夏季における農場間の飼養管理に違いがある
かもしれない．これらを明らかにするためには，農場で
の牛の飼養管理方法，気候状況を含めた詳細な調査が必
要と考えられた．
今回分離された O157 は ABPC，SM，TCに薬剤耐
性が確認された．既報［14, 15］でも O157 の耐性率は
45.9～64.3％であり，その多くが ABPC，SM，ジヒド
ロストレプトマイシンに薬剤耐性を示していることか
ら，島根県も既報と同程度に O157 の薬剤耐性化が進ん
でいることが判明した．また，本調査では人の治療で使
用される薬剤（ニューキノロン系や FOM）［16］の耐
性化は認められなかったが，これら薬剤の耐性化も報告
されており［15］，今後も継続した調査が必要であると
考えられた．
今回分離された O157 の病原性関連遺伝子は，腸管粘
膜への付着に関与する遺伝子の一つである eaeをすべて
保有していた［17］．さらに，10 株中 9 株の O157 は，
stx2aと stx2cを保有していた．stx2a，stx2c，stx2dを
保有している EHECは重症患者から分離されることが
あるが［18, 19］，その他の stx2サブタイプはそのよう
な報告はない［20-22］．したがって，今回分離された
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Prevalence and Molecular Epidemiological Analysis of Enterohemorrhagic 
Escherichia coli in Cattle at a Slaughterhouse in Shimane Prefecture, Japan
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SUMMARY

To examine the prevalence of enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) among cattle transpor ted to a 
slaughterhouse in Shimane Prefecture, 100 cows raised on 20 farms were sur veyed between April and 
December 2014.  As a result of the sur vey, 10 EHEC O157 strains were isolated from the rectal feces of six 
cows and the body sur faces of four cows raised on six dif ferent farms (A-F) between May and August.  Of these 
strains, nine car ried either the stx2a or stx2c gene.  In addition, molecular epidemiological analysis was 
conducted in 2014 using the IS-Printing system, resulting in the isolation of cow and human O157 strains in 
Shimane Prefecture.  These strains showed no identical patterns.  However, those isolated from the body 
sur faces of cows from farms A and B exhibited the same patterns.
─ Key words : Cattle, enterohemorrhagic Escherichia coli, IS-Printing system, slaughterhouse, stx.
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