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序論 

下痢原性大腸菌はヒトに下痢や嘔吐などの消化器症状を発症させる大腸菌の

総称であり、発症機序や保有する病原性関連遺伝子等により腸管凝集性大腸菌

（Enteroaggregative Escherichia coli, EAEC）、腸管病原性大腸菌

（Enteropathogenic E. coli, EPEC）、腸管出血性大腸菌（Shiga toxin‐

producing E. coli, STEC）、腸管毒素原性大腸菌（Enterotoxigenic E. coli,  

ETEC）、腸管侵入性大腸菌（Enteroinvasive E. coli, EIEC）などに分類され

る(1, 2)。下痢原性大腸菌は、その分類ごとに複数の特異的な O:H 抗原が報告

されていることから、分離同定には簡便で迅速性の高い O血清型別がよく用い

られている。しかしながら、近年、下痢原性大腸菌のうち EAEC および EPEC に

ついては、実際には O血清型に多様性があること報告された(3, 4)。また EAEC

および EPEC はいずれも病原性の発現には細胞への付着が重要となる。しかし、

細胞付着性を確認するための細胞付着性試験には、手技が煩雑であること、検

査結果を得るまでに数時間または数日を要すること、多くの株数を対象に検査

を行う施設では実施が難しいことなどの問題があった。そのため、EAEC および

EPEC は分離同定が困難な下痢原性大腸菌であった。 

EPEC は 1945 年に小児の下痢症として初めて報告され、その後も約 30 年間は

主に途上国における小児科領域の下痢症の原因微生物として知られていた(5)。

O:H 血清型別技術の発展に伴い、EPEC の分離同定は O:H 血清型に基づき行われ

てきた。しかしながら、1995 年にサンパウロで開かれた第２回 EPEC 国際シンポ

ジウムにおいて「腸管細胞に attaching and effacing lesion (A/E 障害)を起

こし、志賀毒素を産生しない下痢原性大腸菌」と決定した(2)。さらに 1998 年

に Natero らは不明瞭であった EPEC 病原性の機序について、小腸粘膜上皮細胞

への接着と粘膜上皮細胞の微絨毛を破壊することで A/E 障害を起こすこと、さ



らに A/E 障害の形成に重要な遺伝子として染色体上に存在する外膜蛋白質イン

チミンの遺伝子（eae）を示した(1, 5)。これにより EPEC の分離同定は、遺伝

子検査と細胞付着性等の表現型により同定されることとなるが、遺伝子検査技

術の発展に伴い eae を保有する大腸菌の事例が多く報告されるようになったこ

とから、EPEC は下痢症の小児のみならず成人や健康者からの分離も報告される

ようになった(6, 7)。  

EAEC については、1979 年に Cravioto らが実施した EPEC の調査において、そ

の細胞付着形態からEPECや既知の下痢原性大腸菌に分類できない大腸菌として

示され、1987 年の Nataro らの追加調査によって新たな分類として正式に報告さ

れた(8, 9)。EAEC の細胞付着形態は、EPEC や STEC が示す局在性付着（localized 

adherence, LA）とは異なり、「レンガを積んだ （stacked brick）」と比喩さ

れる特徴的形態である凝集性付着（aggregative adherence，AA）を示す。また

EAEC が細胞への付着に必要な線毛遺伝子として凝集性付着線毛遺伝子

（Aggregative adherence fimbrie, AAF）があり、現在、そのバリアントは AAF/

Ⅰ～Ⅴまでの 5つの型が報告されている(10, 11)。EAEC が保有するプラスミド

である pAA 上に存在する aggR は AAF やその他の病原性遺伝子等の総合的制御因

子であり、EAEC の病原性発揮に重要な遺伝子であることから、近年 EAEC 分離同

定を行う際の指標として多く用いられる(10, 12)。EAEC についても以前は、途

上国における小児の長引く下痢症の原因菌として知られ、さらに HIV 感染者な

どの免疫力の低下を伴う疾患を持つ場合は、重篤な症状となることもある(2, 

13)。近年では先進国や途上国、さらには成人や小児に関わらず分離報告があり、

また先進国においても海外渡航歴のある下痢症患者からETECに次いで多く分離

されるなど旅行者下痢症としても認知されるようになった(14)。 



さらに EAEC は食中毒原因微生物としても複数報告されるようになり、2011

年にドイツで発生したフェヌグリーク種子の汚染を原因とする、患者3,922名、

死者 47 名となる大規模な食中毒では、EAEC と STEC のハイブリッド型の大腸菌

O104:H4 が原因微生物として報告されている(15, 16)。さらにこの株は基質特異

性拡張型βラクタマーゼ（extended-spectrum β- lactamase, ESBL）を保有し

ていたことにより第 3世代セファロスポリンに耐性を示した。このハイブリッ

ド型の大腸菌 O104:H4 は原型となる EAEC がファージ感染によりベロ毒素産生性

を獲得したことで、EAEC の強力な細胞付着性とベロ毒素産生性を併せ持つ強毒

株となったことが解明されている。実際、O104:H4 の O:H 抗原有する STEC の報

告は少ないが、EAEC では複数報告される(2, 12, 17)。また、2008 年のイタリ

アにおいては O92：H33 による食中毒が、2013 年の韓国においては O血清型と H

抗原ともに型別不能である EAEC による食中毒が発生するなど、EAEC においては

多様な血清型が先進国や途上国に関わらず下痢症の原因微生物として報告され

るようになったものの、国内における流行状況や O:H 型の調査をした報告は少

ない(18, 19)。 

EAEC の ESBL 保有率は他の下痢原性大腸菌に比べ有意に高いことが報告され

ている(12)。薬剤耐性は世界的な問題として認知されつつあり、2015 年の世界

保健機関（World Health Organization、WHO）の総会において「薬剤耐性対策

グローバル・アクションプラン」が採択されたことで、WHO は加盟各国に対して

2 年以内に自国の行動計画を策定するよう求めた(20)。この「薬剤耐性対策グ

ローバル・アクションプラン」では動物において発生した薬剤耐性菌が人にも

影響していることが明らかになったとして、いわゆる”One Health”の視点が

強調された。2016 年には、国内においても厚生労働省が「薬剤耐性

（Antimicrobial resistance, AMR）対策アクションプラン」を発表した(21)。



その中において大腸菌は薬剤耐性の指標細菌として用いられ、畜産分野で使用

量の多いテトラサイクリンや、2006 年に食品安全委員会がヒトの医療上きわめ

て高度に重要とランク付けした第 3 世代セファロスポリンに対する大腸菌の耐

性状況について示した(22)。EAEC は、海外の調査において ESBL 遺伝子の保有率

に加えアンピシリンやテトラサイクリンなど複数の薬剤耐性率についても他の

下痢原性大腸菌より高値を示すことが報告され、さらに Mostafa らの調査にお

いては多剤耐性率が高いことも示されていることから、病原性のみならず薬剤

耐性の観点においても重要である(23, 24)。 

我が国における下痢原性大腸菌の流行状況は、厚生労働省が行っている感染

症サーベイランスシステム(National Epidemiological Surveillance of 

Infectious Diseases, NESID)の病原体検出報告により、保健所や地方衛生研究

所等からの報告が集計されることで行われている。地方衛生研究所における下

痢原性大腸菌の検査は主に、国内で市販される 43 種類の病原大腸菌免疫血清に

より特定される O血清型から下痢原性大腸菌の分類を推測後、病原毒素や病原

遺伝子等を検出するための検査を行うことで分離同定されてきた。以前は、EAEC

が下痢原性大腸菌分類に含まれておらず、EPEC の報告については O血清型によ

り分離同定されたものであり eae の検出は必須ではなかった。しかしながら近

年、遺伝子検査が常態的に実施されるようになったことで、O血清型から EPEC

であると同定した大腸菌であっても eae を保有しない株が存在することや、新

たにaggRを保有している大腸菌による食中毒が国内においても報告されるよう

になった。そこのような事例を鑑み、2012 年に国立感染症研究所は感染症サー

ベイランスシステムの病原体検出報告の下痢原性大腸菌分類や指標を変更し、

EAECおよびEPECともにそれぞれに特定の遺伝子を分離同定の指標として示した

(25)。しかし、遺伝子を指標として分離される EAEC および EPEC は、地方衛生



研究所における食中毒等の調査対象者のうち消化器症状を示さない非発症者や

調理従事者など、健康者の検便検体からも分離され、その解釈が困難となった。 

国内の薬剤耐性菌サーベイランスについては、2000 年から厚生労働省が開始

した院内感染対策サーベイランス（Japan Nosocomial Infections Surveillance, 

JANIS）があり、主に医療機関においてヒトから分離される細菌を対象に薬剤耐

性菌の集計を行っている(26)。JANIS の検査部門における第 3世代セファロスポ

リン耐性大腸菌の分離率は 2013 年には 1.4 %であったが 2017 年には 2.35 %へ

と微増している(27)。家畜から分離される細菌については動物由来薬剤耐性菌

モニタリング（Japanese Veterinary Antimicrobial Resistance Monitoring 

System, JVARM）が知られている。JVARM レポートにおいて、大腸菌の第 3世代

セファロスポリン耐性は減少傾向にあるものの、2014 年から 2015 年の JVARM レ

ポートでは肉用鶏のテトラサイクリン、アンピシリンおよびナリジクス酸の耐

性率においては今もなお 42.5-49.0 %と高値であることが示されている。しかし

ながら、いずれも下痢原性大腸菌について集計を行ったデータは含まれていな

い(28)。 

薬剤耐性に関与する因子として、特にグラム陰性菌においてはインテグロン

が知られている(29, 30)。インテグロンは 1989 年に Hall らによって初めて報

告された可動因子である(31)。インテグロンは 3’側保存領域（3’-conserved 

segment, 3’-CS）に存在する intI が薬剤耐性遺伝子などの遺伝子カセットを

可動領域に取り込み、上流に存在する強力なプロモーターにより取り込んだ遺

伝子を発現させる(32)。intI はその配列の違いにより intI1 から intI4 に分け

られ、それぞれの遺伝子の存在によりクラス１からクラス４までのインテグロ

ンに分類され、大腸菌を含む腸内細菌科においては主にクラス１インテグロン

が検出される(32)。Phongpaichit らの調査においては大腸菌の 51 %から intI1



が検出され、インテグロンを保有する大腸菌は、インテグロンを保有しない大

腸菌に比べ複数の薬剤に対し有意に高い耐性を示すと報告している(33)。さら

にLeversteinらはインテグロンを保有する大腸菌は多剤耐性傾向が強いことを

示した(34)。しかしながら、インテグロン可動領域に含まれる遺伝子カセット

を検出した報告は少ない。さらに Partridge らは IS1、IS26、ISEcp1c および

IS6100 などの small mobile element がインテグロンの 3’-CS に挿入されるこ

とで、3’-CS が欠損しているインテグロンが存在すると報告している(29)。3’

-CSが欠損したインテグロンにおいてはPCR法による可動領域の遺伝子増幅が困

難であり、遺伝子増幅を認めないインテグロンについては可動領域部分の薬剤

耐性遺伝子等の遺伝子カセットは不検出としている報告もある(35)。しかし、

実際はその可動領域に薬剤耐性遺伝子等の遺伝子カセットが含まれている可能

性があるものの十分な調査は行われていない。それゆえ、保有するインテグロ

ン内部の薬剤耐性遺伝子と薬剤耐性の表現型との関連性は不明瞭である。 

本研究においては、第一章で遺伝子を指標として分離される EAEC および EPEC

の分離状況やその病原性について調査を行った。第二章では、O血清型別不能で

ある EAEC の O 抗原の特定と第 3世代セファロスポリンを含む 12 種類の薬剤耐

性状況について調査を行った。第三章では下痢原性大腸菌全体の薬剤耐性状況

に加え、インテグロンの保有状況とインテグロン内部に含まれる薬剤耐性遺伝

子について調査を行った。 



第1章 腸管凝集性大腸菌および腸管病原性大腸菌の分離率および細胞付着性試

験と細胞付着関連遺伝子等の検出による病原性の検討 

第 1節 緒言 

下痢原性大腸菌のうち、腸管凝集性大腸菌（Enteroaggregative E. coli, EAEC）

や腸管病原性大腸菌（Enteropathogenic E. coli, EPEC）は、以前は途上国に

おける小児下痢症の起因菌として認識されていた(36-38)。しかしながら EAEC

と EPEC は、O血清型別試験において多様な血清型が報告されており、O血清型

により EAEC または EPEC であることを推定するのが困難である。さらに同定の

ために実施される病原性の発現に重要な細胞付着性を確認するための細胞付着

性試験は、その手技自体が煩雑であることや検査結果を得るまでに長い時間を

要する。そのため、多くの株数の検査を行っている検査施設においてEAECやEPEC

は、分離同定が困難な下痢原性大腸菌であった(2-4)。しかしながら、遺伝子検

査技術の発展に伴い、EAEC や EPEC の病原性やその関連遺伝子が複数報告される

ようになり、1990 年代にそれぞれ分離同定のための定義が報告されるようにな

った(1, 2)。さらに近年では、先進国においても渡航歴を有する下痢症患者か

らEAECの分離が報告されるようになったことから旅行者下痢症の起因菌として

も認知されるようになり、EPEC においても食中毒や散発下痢症等の原因菌とし

て報告されている(14, 18, 19, 39)。 

国内においては、2012 年に国立感染症研究所は、感染症サーベイランスシス

テムの EAEC および EPEC における分離同定の指標としてそれぞれ aggR や eae な

ど特定の遺伝子を示した(25)。感染症サーベイランスシステムにおける下痢原

性大腸菌検査は、従来、市販される数種類の病原大腸菌免疫血清により特定さ

れる O血清型からどの下痢原性大腸菌分類に該当するか推定し、必要に応じて

毒素やその遺伝子の検出を行ってきた。しかし、EAEC については下痢原性大腸



菌分類に規定されておらず、EPECについてはeaeの検出は必須ではなかった(40, 

41)。1990 年代頃から、地方衛生研究所においても遺伝子検査が常態的に実施さ

れるようになったことで、O血清型により EPEC であると同定した大腸菌であっ

ても eae を保有しない株の存在や、新たな食中毒起因菌として aggR を保有する

大腸菌の存在が認知されるようになった(41-43)。このような事例を鑑み、厚生

労働省が実施する感染症サーベイランスシステムの病原体検出報告の下痢原性

大腸菌の検出法や分類について変更が行われた。しかし、遺伝子を指標として

分離同定される EAEC および EPEC は、地方衛生研究所における食中毒等の調査

対象者のうち消化器症状を示さない非発症者や調理従事者など、健康者の検便

検体からも分離され、その解釈が困難となった。 

そこで第一章では、遺伝子を指標として分離同定される EAEC および EPEC の

流行状況および病原性について確認するため、2012 年から 2013 年に搬入された

ヒトの検便検体から EAEC および EPEC の分離を行い、分離された菌株について

細胞付着性試験および病原性関連遺伝子の検出により病原性の検討を行った。 



第 2節 材料および方法 

2－1 供試検体 

2012 年 4 月から 2013 年 12 月までに川崎市健康安全研究所（川崎、日本）に

搬入された検便検体のうち大腸菌様コロニーが分離可能であった 1,029 名（細

菌性腸管感染症患者 108 名とその接触者 436 名、および食中毒関連 485 名）の

検便を供試検体とした。この細菌性腸管感染症患者とは、腸管出血性大腸菌ま

たは腸チフスの患者であり、食中毒関連においては EAEC または EPEC が原因と

される食中毒事例は含まれていない。細菌性腸管感染症患者のうち下痢や嘔吐

等の消化器症状を有していた 88 名に加え、食中毒関連において有症者または患

者と記載されていた 259 名の合計 347 名を「有症者」とした。さらに細菌性腸

管感染症患者の接触者や細菌性腸管感染症患者であっても消化器症状を発症し

なかった 456 名、および食中毒関連において健康者または調理従事者と記載さ

れていた 226 名の合計 682 名を「健康者」とした(表１)。 

2－2 EAEC および EPEC の分離同定  

検体を deoxycholate-hydrogen sulfide-lactose (DHL) 寒天培地に直接塗抹

し 37℃一晩培養後、濃厚発育部分のスイープをサンプルとした polymerase 

chain reaction (PCR) 法をスクリーニングとして実施し、eae および aggR の検

出を行った(44)。大腸菌の DNA は、滅菌蒸留水 100μL に菌体を懸濁した菌液を

100℃で 5分間加熱した後、10000×g で 5 分間遠心することにより得られた菌液

の上清を使用した。スクリーニングにて陽性であった検体については、同じ平

板培地から大腸菌様コロニーを 3～5 コロニー釣菌し、それぞれ triple sugar 

iron (TSI) および lysine indole motility (LIM) 培地に接種後 37℃一晩培養

を行った。TSI および LIM 培地で大腸菌の生化学的性状を確認後、各菌株につい



て同じプライマーを用いて PCR 法により eae および aggR の検出を再度行った。

陰性であった場合は、別のコロニーを TSI および LIM 培地へ接種し直して再検

を行い、陽性であった場合はその菌株のうち他の大腸菌病原関連遺伝子（stx, 

stp, sth, elt, invE および ipaH）が陰性であった株をそれぞれ EPEC または EAEC

と同定した（図１）。 

2－3 O 血清型別 

 分離された EAEC および EPEC 菌株については、病原大腸菌免疫血清（デンカ、

東京、日本）の 43 種類（O1, 6, 8, 15, 18, 20, 25, 27, 26, 28ac, 29, 44, 55, 

63, 78, 86a, 111, 112ac, 114, 115, 119, 124, 125, 126, 127a, 128, 136, 142, 

143, 144, 146, 148, 151, 152, 153, 157, 158, 159, 164, 166, 167, 168 お

よび 169）の O血清を用いて、添付の取扱説明書に準拠しスライド凝集法により

O 血清型の同定を行った。 

2－4 H 抗原の特定 

EAEC および EPEC 菌株について Prager ら(45)の PCR-RFLP（restriction 

fragment length polymorphism）法により H 抗原型の特定を行った。すなわち、

2種類のプライマーセットを用いて PCR 法を行い、得られた増幅産物にそれぞれ

異なる制限酵素（RsaI, CfoI）を添加し、37℃で 4時間インキュベート後に電

気泳動により得られた切断パターンの組み合わせから H抗原の特定を行った。 

2－5 細胞付着性関連遺伝子の検出 

EAECおよびEPEC株について、細胞付着に関連する遺伝子の検出を行った。EAEC

については凝集性付着線毛（aggregative adherence fimbriae, AAF）遺伝子で



ある AAF/I～V の保有を確認するため、それぞれ aggA (AAF/I）, aafA (AAF/II), 

agg3A (AAF/III）, agg4A (AAF/IV)および agg5A (AAF/V)について PCR 法によ

り検出を行った(10, 11)。EPEC については収束線毛遺伝子である bfp（bundle 

forming pili）の検出を PCR 法にて実施した(44)。なお、EPEC は bfp の有無に

より typical-EPEC と atypical-EPEC に区別される。 

2－6 HEp-2 細胞による細胞付着性試験 

EAECおよびEPEC菌株についてHEp-2細胞を用いた細胞付着性試験を実施した。

EPEC については CVD（Center for Vaccine Development）法により細胞付着性

試験を実施した。すなわち、HEp-2 細胞を 10 % fetal bovine serum(FBS)加

Dulbecco’s modified eagle medium（DMEM）で 37℃、5 % CO2存在下で 50～70 ％ 

confluence になるよう培養し、FBS-free DMEM で 1 回洗浄、1 % D-mannose 加

DMEM、および供試菌を 107/mL 程度になるよう接種し、1,000×gで 1分間遠心後、

37℃で 1時間、5 %CO2存在下で培養した。培養後、リン酸緩衝食塩水（phosphate 

buffered saline, PBS）で 3回洗浄し、再度 1 % D-mannose 加 DMEM を加え、さ

らに 37℃で 3時間、5 %CO2存在下で培養した(46)。EAEC については、HEp-2 細

胞を 90 %confluence で使用し１回目の菌培養後の PBS による洗浄を 6回実施す

る UTH（University of Texas Medical School and School of Public Health）

法により細胞付着性試験を実施した(47)。いずれも最終培養後に PBS にて 6回

洗浄し、メタノール固定およびギムザ染色後に鏡検を行った。鏡検では細胞へ

の付着の有無、およびEAECにおいては凝集性付着（aggregative adherence, AA）、

EPEC においては eaeを有する腸管出血性大腸菌（Shiga toxin-producing E. coli,

STEC）においても同様に認められる局在性付着（localized adherence, LA）に

ついて確認した。 



2－7 病原性関連遺伝子の検出およびインチミン遺伝子型別 

EAEC 菌株については、EAEC の病原性に関連がある毒素として astA（EAEC heat 

stable toxin, EAST-1）を PCR 法により検出を行った(44)。EPEC については、

外膜蛋白質のインチミン（intimin）の遺伝子型別を Ramachandran らの報告(48)

の PCR-RFLP 法に準拠し、実施した。すなわち、4つの primer を用いて実施した

PCR法により得られる1つの増幅産物（840～880bp）を10μLずつ3つに分注し、

それぞれ AluI, RsaI および HhaI の制限酵素を添加し、37℃で 4時間インキュ

ベート後に電気泳動により得られた切断パターンの組み合わせからインチミン

遺伝子型の特定を行った（図 2 A）。 



第 3節 実験結果 

3－1 EAEC および EPEC の分離率 

供試検体 1,029 検体から EAEC が 32 検体、EPEC が 30 検体から分離され、分離

率はそれぞれ 3.1 %および 2.9 %であった（表 2）。EAEC および EPEC の有症者と

健康者の分離率は 2.2-3.4 %であり、いずれも健康者の分離率で高値を示した。

なお、スクリーニング陽性であった全ての検体から EAEC または EPEC が分離可

能であったが、EAEC と EPEC が共に検出された検体は無かった。 

3－2 O 血清型と H抗原型 

EAEC の血清型別を実施した結果、32 株のうち 8株（25.0 %）が 6種類の O血

清型（O126 が 3 株、O44, O55, O86, O127 および O153 が 1 株ずつ）に型別され、

残り 24 株（75.0 %）は O血清型別不能（O-untypable, OUT）であった。EAEC の

H 抗原型において、32 株が 8種類の H抗原型に型別され、H27 が 13 株で最も多

く、次いで H34 が 9 株、H18 が 3 株、H21 および H33 が 2 株、H2、H8 および H10

が 1 株であった。EPEC の O 血清型別については、30 株のうち 9株（30.0 %）が

8種類の O血清型（O124 が 2 株、O15, O55, O63, O114, O125, O145 および O164

が 1 株）に型別され、残り 21 株（70.0 %）が OUT であった。EPEC の H 抗原型は、

30 株が 14 種類の H抗原型に型別され、H6（5 株）が最も多く検出され、次いで

H8 や H31 などに型別された(表 3)。 

3－3 EAEC の細胞付着率および病原性関連遺伝子の検出 

細胞付着性試験では EAEC32 株中 16 株（50.0 %）が凝集性付着（Aggregative 

adherence, AA）を示した（図 3A）。毒素遺伝子である astA は 20 株（62.5 %）

から検出され、凝集性付着線毛遺伝子（AAF）は 32 株中 30 株（93.8 %）から、



aggA，aafA, agg3A, agg4A および agg5A のいずれか 1つが検出された。検出さ

れた各遺伝子から最も多い AAF 型は AAF/Ⅲで 10 株、次いで AAF/Ⅰが 9株、AAF/

Ⅱが 6株、AAF/Ⅳが 4株、AAF/Ⅴが 1株であった。特定の O血清型や検出遺伝

子の違いにより細胞付着率に大きな差は認められなかった（表 4）。 

3－4 EPEC の細胞付着率および病原性関連遺伝子とインチミン型の検出 

  細胞付着性試験では EPEC30 株中 1 株（3.0 %）で局在性付着（Localized 

adherence, LA）が認められた（図 3B）。さらに EPEC に特異的ではないが大腸菌

において稀に認められる散在性付着（Diffuse adherence, DA）を示す株も 1株

検出された。細胞の付着に関与する bfp は全株で陰性であり、いずれも

atypical-EPEC であった。またインチミン型別では 30 株で 9 種類のインチミン

型が検出され、最も多く検出されたインチミン型は intimin-ε, θの 5 株であ

り、次いで intimin-α2, β, ζ, ιが 4株ずつ、intimin-λが 2 株、intimin-

κ, ξが 1株ずつであった（図 2 B, 表 5）。



第 4節 考察 

EAEC および EPEC の分離率は、海外の報告に比べ低値を示したものの、本研究

においても症状の有無に関わらずいずれも 3 %程度(2.0-3.4 %)であった。海外

における調査のうち、本研究と同様に O血清型に依らず大腸菌病原遺伝子の検

出を行った調査においては、症状の有無に関わらず 4.0-14.8 %程度で検出され

ている。特に途上国や小児を対象とした調査において高値を示し、また健康者

については他の下痢原性大腸菌より高率に分離されることも報告されている(6, 

7, 49, 50)。本研究においては有症者より健康者の方がわずかに高い分離率を

示したが、有症者の示す消化器症状の起因菌となっている細菌が EAEC や EPEC

の分離に影響を与えた可能性も考えられた。本研究において、国内においても

EAECおよびEPECは検査対象者の症状の有無に関わらず同等の割合で分離される

ことが示された。国内における同様の調査は少なく、大分県および東京都で実

施された健康者または有症者のみを対象とした調査において、分離率は本研究

と同様の値を示しており、さらに健康者の分離率は他の下痢原性大腸菌より高

い値であったことが報告されている(51, 52)。 

本研究において EAEC および EPEC のいずれも半数以上の株で OUT となったこ

とから、国内で市販される O血清のみで EAEC や EPEC を推測または特定するこ

とは困難であると考えられた。大腸菌の O血清型は、その型から大腸菌の病原

性が推測されるとともに、地方衛生研究所においては食中毒や感染症の発生機

序の特定においても重要な情報の１つとなる(1, 2)。さらに、海外で同様の 43

種類の免疫血清により O血清型別を行った調査においても、EAEC および EPEC の

いずれも半数以上の株で OUT となったことから、海外と同様の結果であったと

考えられる(12, 37)。しかしながら、本研究において EAEC は EPEC に比べ検出

された H抗原型の種類が少なく、OUT であっても同じ O抗原型が複数含まれる可



能性が示唆された。EPEC は病原性に関連があるとされる O：H型が複数報告され

ており、本研究においてもそれらの報告と同じ O血清型（O55、O125）が検出さ

れたが H抗原は異なり、いずれも細胞付着性が認められなかったことから、O:H

の組み合わせの重要性を認識した(1, 2)。また、EPEC のうち細胞に付着を示し

た 2株（LA と DA）はともに OUT であったが、いずれも intimin-βであった。イ

ンチミン型についてはその型により病原性に差があるという報告があり、STEC

のうち溶血性尿毒症症候群（hemolytic uremic syndrome，HUS）を発症させる

危険性が高いなど高病原性があると認識されている O157 や O145 はいずれも

intimin-γであり、O26 はいずれも intimin-βである(53-55)。今回の研究にお

いては細胞付着性を示した株数が少ないことから、今後も検討が必要ではある

が、EPEC における病原性の検討や、さらには OUT である株から得られる情報の

１つとしても intimin 型の特定は有用であると考える。 

EPEC の病原性発揮には細胞への付着が重要である(1)。実際、EPEC が原因と

推測される患者から分離されたEPEC株について細胞付着性試験を実施した調査

においては、多くの株で LA を示している(51, 56)。さらに bfp を保有する

typical-EPEC より bfp を保有しない atypical-EPEC の方が病原性が低いことも

知られている(1, 39)。本研究において分離された EPEC は全て atypical-EPEC

であり、LA を示した株はわずか１株（3.0 %）のみであったことから、今回分離

された EPEC が病原性を有する可能性は低いと考えられた。一方で、EAEC の病原

性についても細胞付着性は重要であり、本研究結果における細胞付着率は50.0 %、

細胞付着関連遺伝子である AAF 遺伝子は 93.8 %、病原毒素遺伝子である astA は

62.5 %から検出されたことから、EAEC は EPEC に比べ病原性を有する可能性が高

いことが示唆された。 



第 5節 結語 

EAEC および EPEC は、健康者または本菌が原因と特定されない場合の有症者に

おいても同様の割合で分離され、健康者における分離率は他の下痢原性大腸菌

よりも高値であること考えられた。また、いずれも多くの株が OUT となったこ

とから、国内で市販される大腸菌免疫血清により EAEC および EPEC の分離を行

う事は困難であると考えられた。EPECのうちLAを示したのはわずか1株（3.0 %）

であり、全ての株が atypical-EPEC（bfp 陰性）であったことから、本研究で分

離されたEPECが病原性を有する可能性は低いことが示唆された。しかしながら、

EAEC については、EPEC に比べ病原性を有する可能性が高いことが示唆され、分

離同定された場合には疫学情報を加味した解釈が重要であると考えられる。 



図 1. 腸管凝集性大腸菌および腸管病原性大腸菌分離同定のフローチャート 

検便検体を DHL 寒天培地に塗抹 

DHL の濃厚発育部分のスイープから 

DNA 抽出し eae, aggR 検出(スクリーニング)

同じ DHL培地上のコロニー(3-5 コロニー)を

TSI・LIM 培地に釣菌 

PCR 陽性 

陰性と判定 

PCR 陰性 

大腸菌の性状を確認後、 

TSI 上の菌体から DNA 抽出し eae, aggR 検出

eae または aggR 陽性であったコロニーにつ

いて他の大腸菌病原遺伝子の検出 

他の大腸菌病原因子が陰性であったコロニ

ー(検体)を EAEC または EPEC 陽性と判定 

PCR 陽性 

PCR 陰性 

他の下痢原性大腸菌 

PCR 陽性 

PCR 陰性 



図 2. 腸管病原性大腸菌の分離同定のインチミン遺伝子型別法と結果 

（A）インチミン型別のフローチャート 

 赤矢印はプライマー（reverse primer はインチミン型により異なる 3種類の

配列を使用） 

（B）制限酵素切断後の泳動像（B-1, AluI による切断画像；B-2, RsaI による

切断画像; B-3, HhaI による切断画像） 

 M, 100bpマーカー; Lene-1, 2, 3, 7, intimin-ε; Lene-4, intimin-ι; Lene-5, 

intimin-α2; Lene-6, intimin-β; Lene-8, intimin-ζ



図 3. 腸管凝集性大腸菌および腸管病原性大腸菌の HEp-2 細胞による細胞付着

性試験 

（A）腸管凝集性大腸菌の凝集性付着、（B）腸管病原性大腸菌の局在性付着

A B 



表 1. 供試検体の有症者および健康者の由来および検体数

Patient Contact person
Symptomatic 88 0 259 347

Asymptomatic 20 436 226 682

Total 108 436 485 1029

Bacterial diarrhea Food poisoning Total



表 2. 腸管凝集性大腸菌および腸管病原性大腸菌の分離率 

EAEC: Enteroaggregative Escherichia coli, EPEC: Entropathogenic E. coli

Symptomatic (n = 346) Asymtomatic (n = 683)

EAEC 10 (2.9) 22 (3.2) 32 (3.1)

EPEC 7 (2.0) 23 (3.4) 30 (2.9)

No. (%) of positive
TotalPathogen



表 3. 腸管凝集性大腸菌および腸管病原性大腸菌の O:H 抗原型 

EAEC, enteroaggregative Escherichia coli; EPEC, enteropathgenic Escherichia coli; OUT, 

O-untypable 

O:H type No. of
EAEC strains

No. of
 EPEC strains

O15:H21 1
O44:H18 1
O55:H12 1
O55:H21 1
O63:H6 1
O86:H27 1
O114:H30 1
O124:H14 2
O125:H49 1
O126:H27 3
O127:H21 1
O145:H47 1
O153:H2 1
O164:H51 1
OUT:H6 4
OUT:H8 1 4
OUT:H9 2
OUT:H10 1
OUT:H11 1
OUT:H18 2
OUT:H21 2
OUT:H27 9
OUT:H30 2
OUT:H31 4
OUT:H33 2
OUT:H34 9
OUT:H45 1
OUT:H51 1
Total 32 30



表 4. 腸管凝集性大腸菌（EAEC）32 株の O：H型、遺伝子検査および細胞付着性

試験結果 

UT, untypable; AA, aggregative adherence; NA, non-adherent

O-type H-type Status AAF astA HEp-2 adhesion

44 18 Healthy Ⅱ ＋ AA
55 21 Healthy Ⅳ － NA
86 27 Healthy Ⅳ － NA

126 27 Healthy Ⅱ ＋ NA
126 27 Healthy Ⅱ ＋ AA
UT 10 Healthy Ⅰ － AA
UT 27 Healthy Ⅰ ＋ AA
UT 27 Healthy Ⅰ ＋ NA
UT 27 Healthy Ⅱ ＋ AA
UT 27 Healthy Ⅱ ＋ NA
UT 27 Healthy Ⅳ － NA
UT 33 Healthy Ⅰ － AA
UT 33 Healthy ― － AA
UT 34 Healthy Ⅲ ＋ NA
UT 34 Healthy Ⅲ ＋ AA
UT 34 Healthy Ⅲ ＋ AA
UT 34 Healthy Ⅲ ＋ NA
UT 34 Healthy Ⅲ ＋ AA
UT 34 Healthy Ⅲ ＋ AA
UT 34 Healthy Ⅲ ＋ AA
UT 34 Healthy Ⅲ ＋ AA
UT 34 Healthy Ⅲ ＋ NA
126 27 Patient Ⅱ ＋ NA
127 21 Patient Ⅴ － AA
153 2 Patient Ⅲ ＋ NA
UT 8 Patient ― ＋ NA
UT 18 Patient Ⅰ － NA
UT 18 Patient Ⅳ － NA
UT 27 Patient Ⅰ － NA
UT 27 Patient Ⅰ － AA
UT 27 Patient Ⅰ ＋ NA
UT 27 Patient Ⅰ － AA



表 5. 腸管病原性大腸菌（EPEC）30 株の O:H 型、遺伝子検査および細胞付着性

試験結果

UT, untypable; NA, non-adherent; LA, localised adherence; DA, diffuse adherence 

O-type H-type Status bfp 
intimin
type HEp-2 adhesion

63 6 Healthy － α２ NA
UT 6 Healthy － α２ NA
125 49 Healthy － α２ NA
UT 9 Healthy － β NA
UT 11 Healthy － β LA
15 21 Healthy － β NA
UT 21 Healthy － β DA
UT 8 Healthy － ε NA
UT 8 Healthy － ε NA
114 30 Healthy － ε NA
UT 30 Healthy － ε NA
UT 31 Healthy － ζ NA
UT 31 Healthy － ζ NA
UT 31 Healthy － ζ NA
UT 8 Healthy － θ NA
UT 21 Healthy － θ NA
UT 51 Healthy － θ NA
UT 6 Healthy － ι NA
UT 8 Healthy － ι NA
145 47 Healthy － ι NA
UT 45 Healthy － κ NA
124 14 Healthy － λ NA
124 14 Healthy － λ NA
UT 6 Patient － α２ NA
UT 30 Patient － ε NA
UT 31 Patient － ζ NA
55 12 Patient － θ NA

164 51 Patient － θ NA
UT 9 Patient － ι NA
UT 6 Patient － ξ NA



第 2章 腸管凝集性大腸菌の O:H抗原と薬剤耐性状況の確認および分子疫学解析

による検討 

第 1節 緒言 

EAEC の O 抗原は多様性を有することが知られ、近年海外では O1 から O181 ま

での O血清を用いた調査が行われている。しかしながら 2004 年のブラジルでは

O86:H11 が、2012 年のマリでは O99:H33 が最も多い血清型であるなど、調査ご

とに有意となる O血清型は異なっていた(17, 57)。2011 年にドイツを中心とし

て発生した死者 47 名の大規模食中毒は、EAEC と STEC のハイブリッド型である

大腸菌 O104:H4 が原因微生物として報告されており、さらに本菌は基質特異性

拡張型βラクタマーゼ（extended-spectrum β- lactamase, ESBL）遺伝子も保

有していたことが知られている(15, 16)。O104 の抗原型については、下痢原性

大腸菌のうち EAEC の調査において複数報告があるが STEC では稀であり、実際、

このハイブリッド型強毒株の発生は EAEC がベロ毒素産生性（stx）を獲得した

ことに起因していると報告されていることからも流行する EAEC の O抗原型の把

握は重要である(2, 12, 17)。国内の調査においては、国内で一般的に市販され

る 43種類の O血清に該当しない、いわゆる OUT の EAEC が多く報告されている。

本研究の第一章においても EAEC の 75 %が OUT となるなど、網羅的に O抗原を調

査した報告は少なく、国内に分布する EAEC の O抗原は十分に把握されていない。 

EAEC の薬剤耐性率や ESBL 遺伝子保有率は、他の下痢原性大腸菌に比べ高い値

を示すことが海外の調査により示されている(12, 23, 24)。ESBL 遺伝子が関与

する第 3世代セファロスポリン耐性については、2006 年に食品安全委員会がヒ

トの医療上きわめて高度に重要とランク付けしている(22)。さらに、2015 年に

世界保健機関（World Health Organization、WHO）は「薬剤耐性対策グローバ

ル・アクションプラン」を示したことで、世界的にも薬剤耐性が注目されてい



る(20)。2016 年には厚生労働省が「薬剤耐性（Antimicrobial resistance, AMR）

対策アクションプラン」を発表し、国内においても薬剤耐性や、耐性菌が動物

から人へ伝播する可能性が懸念されることから One Health 概念への関心が高ま

った(21)。AMR 対策アクションプランの冒頭部分である「我が国における薬剤耐

性の現状とその課題」においても代表的なものとして大腸菌の第 3世代セファ

ロスポリン耐性状況が示めされている。しかしながら、第一章の調査から有症

者のみならず健康者からも一定の割合で分離されるEAECの薬剤耐性状況につい

ての報告は少ない。 

そこで第二章では、OUT 株の EAEC について O抗原型の特定を行うことで EAEC

の O:H 型の流行状況や病原性、および第 3世代セファロスポリンを含む 12 種類

の薬剤に対する薬剤感受性状況について調査を行うとともに、分子疫学解析に

よる検討を行った。 



第 2節 材料および方法 

2－1 供試菌株 

前章で使用したEAEC 32株に2013年から2014年に分離された8株を追加した、

EAEC 40 株を供試菌株とした。40 株のうち 23 株は健康者の検体から、17 株は

EAEC が原因微生物であると特定されないが下痢等の消化器症状を示す有症者の

検体から分離された株であった。分離同定は第一章で示した方法（図１）に準

拠して実施した。 

2－2 O 抗原の特定 

病原大腸菌免疫血清（デンカ、東京、日本）の 43 種類の O血清を用いてスラ

イド凝集法により O 血清型の特定を行った。O血清型別不能であった株につい

ては E. coli O-genotyping PCR（ECOG-PCR）（宮崎大学、宮崎、日本）を用いて

22 種類の multiplex PCR を実施し、遺伝子検査による O抗原型（Og）の特定を

行った(58)。各菌株の DNA は、QIAamp DNA Stool Mini Kit （Qiagen, Hilden, 

Germany）を用いて付属の説明書に準拠し抽出を行った。 

2－3 H 抗原の特定 

Prager ら(45)の示す 2セットのプライマーと制限酵素（RsaI, CfoI）を使用

した PCR-RFLP 法を実施し H 抗原型の特定を行った。PCR サンプルは 2－2で抽

出した DNA を用いた。 

2－4 細胞付着性試験 

HEp-2 細胞を用いて UTH 法により細胞付着性試験を実施し、付着形態が AA を

示す株の確認を行った。また、付着が認められなかった株は NA（non adherent）



と判定した(47)。 

2－5 バイオフィルム形成試験 

細胞付着性との関連性が示されているバイオフィルム形成試験をAlbertらの

方法に準拠し実施した(2, 59)。すなわち DHL 寒天培地で一晩培養後に形成され

たコロニーを 5mL のミュラーヒントン液体培地（関東化学、東京、日本）に接

種し、37℃ で 20 時間、80rpm で振盪培養後に培養液表面部分管壁のバイオフィ

ルム形成を確認し、形成されたバイオフィルムの厚さにより強陽性（＋＋）、陽

性（＋）に評価し、形成が認められない場合は陰性（－）と判定した。 

2－6 薬剤感受性試験 

薬剤感受性検査は Clinical and Laboratory Standard Institute（CLSI）の

M100-S25 に準拠し、BD センシ・ディスク（日本 BD、東京、日本）を用いてディ

スク拡散法により実施した(60)。供試薬剤は、アンピシリン（ampicillin, ABPC)、

セフォタキシム（Cefotaxime, CTX)、ST 合剤（sulfamethoxazole-trimethoprim, 

SXT)、テトラサイクリン（tetracycline, TC）、ストレプトマイシン（streptomycin, 

SM）、ゲンタマイシン（gentamicin, GM)、カナマイシン（kanamycin, KM)、シ

プロフロキサシン（ciprofloxacin, CPFX)、ノルフロキサシン（norfloxacin, 

NFLX)、ナリジクス酸（nalidixic acid, NA）、クロラムフェニコール

（chloramphenicol, CP）、ホスホマイシン（fosfomycin, FOM）の 12 種類とし

た。 

2－7 ESBL 遺伝子の検出および同定 

第 3世代セファロスポリンである CTX に耐性を示した株については、ESBL の



遺伝子として blaCTX、blaTEMおよび blaSHVの検出を PCR 法にて行った(61, 62)。各

菌株の DNA は、QIAamp DNA Stool Mini Kit（Qiagen, Hilden, Germany）を用

いて付属の説明書に準拠し抽出を行った。さらに各遺伝子が陽性であった株に

ついては、ダイレクトシークエンスにより塩基配列を決定後、遺伝子のアミノ

酸配列が示されるウェブサイト(http://www.lahey.org/Studies/)によりバリ

アントの決定を行うことで、再度 ESBL 遺伝子であるか確認を行った。 

2－8 マルチローカスシークエンスタイピング 

 ABPC, SXT および TC の 3 薬剤全てに耐性を示した株については、マルチロー

カスシークエンスタイピング（MLST）を Wirth らの方法を用いて実施した(63)。

すなわち、ハウスキーピング遺伝子である adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA

および recA を PCR 法により増幅後、ダイレクトシークエンスで塩基配列を決定

し、MLST のデータベース（https://enterobase.warwick.ac.uk/）からそれぞれ

の遺伝子の配列の差異をパターン化（alleles）した後、7つの alleles の組み

合わせからシークエンスタイプ（ST）、および類似する複数の ST グループの総

称である STcomplex（STcplx）を決定した。 



第 3節 実験結果

3－1 O:H 抗原型 

40 株のうち 12 株が血清による O型別が可能であり、8種類（O126 が 3 株、O127

と O86 が 2 株、O44, O55, O111, O125 および O153 が 1 株）の O血清型に分類さ

れた。OUT であった残り 28 株については、ECOG-PCR キットにより O抗原遺伝子

の検出を行い、24 株が 10 種類（Og99, Og131 および Og176 が 5 株、Og130 と Og92

が 2 株、Og6, Og15, Og65, Og86 および Og175 が 1 株）の O抗原型に分類された

（表 6）。遺伝子検査においても特定の O抗原に分類不可能であった 4株のうち

2株は、複数の O抗原の可能性を含むことからグループとして示されている

OgGP9 （Og17, Og44, Og73 または Og106）に分類され、残り 2株は遺伝子検査

においては増幅バンドが確認されなかったことから O抗原特定不可能（OgUT）

であった。 

H 抗原の結果については、EAEC 40 株から H抗原が 10 種類検出され、O抗原の

結果と合わせることで 20 種類の O:H の組合せが確認され、O99:H10 および

O131:H27 が 5 株で最も多く、次いで O176:H34（4 株）、O126:H27（3 株）であっ

た。 

3－2 細胞付着性とバイオフィルム形成試験結果の比較 

 細胞付着性試験の結果、40 株のうち 20 株が AA を示した。バイオフィルム形

成試験では強陽性（＋＋）を示した株が 20 株、陽性（＋）が 11 株、バイオフ

ィルムの形成を認めなかった株が 9株認められた（図 4）。細胞付着性試験とバ

イオフィルム形成試験を比較した結果を表 7に示した。 



3－3 薬剤感受性試験と ESBL 遺伝子保有状況 

40 株に対して 12 の薬剤を用いて薬剤感受性試験を行った。供試した 12 薬剤

のうち 1 株以上に耐性を示した薬剤は 9 薬剤あり、耐性率は ABPC が最も高く

82.5 %、次いで SXT と TC が 52.5 %であった(表 8)。これら 3薬剤全てに耐性で

あった株は 19 株確認された。また、CTX 耐性であった株は 3株（7.5 %）認めら

れ、それらの株について ESBL 遺伝子の検出を行った結果、3株全てから blaCTX-M

が、1 株から blaTEMが検出された。検出された各遺伝子についてシークエンス解

析により各遺伝子のバリアントを確認した結果、blaTEMは blaTEM-1に分類されたこ

とからESBL遺伝子ではないことが確認され、blaCTX-Mは blaCTX-M-14が 2株、blaCTX-M-15

が 1 株に分類された。 

3－4 マルチローカスシークエンスタイピング 

3－3から ABPC, SXT および TCの 3薬剤に耐性であった 19株について MLST を

実施した結果、ST34（STcplx 10）が 5株、ST130（STcplx 31）および ST5533

（STcplx 無し）が 4株ずつ、ST10（STcplx 10）が 3株、ST31（STcplx 31）、ST394

（STcplx 394）および ST3032（STcplx 無し）が 1株ずつ分類された。なお ST5533

は、ST10 とは fumC のみが異なる single locus variant（SLV）であることから、

19 株のうち 12 株（63.2 %）は ST10、または ST10 cplex や ST10 と SLV である

など、ST10 と関連性のある ST であった（表 9）。 



第 4節 考察 

本研究において O104:H4 の EAEC は検出されなかったものの、主に検出された

O:H 抗原型（O99:H10, O131:H27 および O176:H34）の EAEC はいずれも食中毒原

因微生物または散発下痢症患者からの分離報告がある。O99:H10 などの H10 を示

す EAEC については、Nataro らが OUT：H10 を病原性と関連している EAEC の O:H

型の１つであると示しており、実際、日本において OUT:H10 の EAEC による食中

毒の発生報告がある(1, 64)。O131:H27 および O176:H34 については、Nataro ら

の報告では示されていないが、海外において散発下痢症患者からの分離報告が

あることから、市内で流行していたこの 3つの O:H が病原性を有する可能性が

示唆された(65, 66)。また、本研究結果において同じ O:H 型であっても細胞付

着性の有無に違いが認められたことから、O:H の組み合わせのみで病原性を判断

することは困難であると考えられた。一方で、バイオフィルム形成試験におい

て強陽性（＋＋）を示した株の 75.0 %が AA を示した。しかし、陽性（＋）を示

した株で AA を示したのは 36.4%であったことから、バイオフィルム形成試験結

果については、その厚さにより段階的に判定を行うことで EAEC の細胞付着性、

つまりは病原性の推定が可能であると考える。 

ヒトから分離される EAEC の一部と国内農場、特に肉用鶏から分離される大腸

菌の薬剤耐性パターンや ST は類似していることが示された。ESBL 遺伝子保有率

については、2013 年の中国（40.7 %）や 2014 年のエジプト（78.3 %）など海外

の調査結果に比べ低くいことが示唆された(12, 24)。しかしながら ABPC, SXT

および TC の 3 薬剤については、海外の報告と同様に本研究においても高い耐性

率を示した(12, 49)。当該 3薬剤（ABPC, SXT および TC）については、JVARM に

おいて、国内農場、特に肉用鶏で用いられる主な抗菌薬であり、分離される大

腸菌の耐性率が高いことも示されている(28)。MLST の結果については、海外の



調査においても、EAEC の多くが ST10 または ST10 cplx であることが示されてい

る(67, 68)。さらに国内の調査においても、比企らが肉用鶏から分離される大

腸菌の多くは ST10 であったことを示していることなどから、ヒトから分離され

る EAEC のうち、それらの 3薬剤に耐性を示す EAEC については農場に分布する

大腸菌との関連性が示唆された(69)。 



第 5節 結語 

2012 年から 2014 年に分離された EAEC の主な O:H の組合せは、O99:H10, 

O131:H27 および O176:H34 であったが、いずれの O:H 型においても食中毒や散発

下痢症等の患者からの分離報告があることから、症状の有無に関わらずヒトが

保菌する EAEC においては病原性を有する可能性が示唆された。また O:H 型から

細胞付着性を推定することは困難であるが、段階的に評価を行ったバイオフィ

ルム形成試験結果は有用であると考えられた。薬剤耐性試験で高い耐性率を示

した ABPC, SXT および TC は、農場、特に肉用鶏で使用される主な抗菌薬であり、

これら 3薬剤全てに耐性を示した株の MLST から ST10 や ST10cplx などが複数検

出されたことなどから、ヒトから分離される EAEC の一部においては、肉用鶏で

分離される大腸菌との関連性が示唆された。 



図 4. 腸管凝集性大腸菌のバイオフィルム形成試験結果 

矢印はバイオフィルムを指示、（A）強陽性（＋＋）、（B）陽性（＋）および（C）陰性

B CA



表 6. 川崎市内で分離された腸管凝集性大腸菌 40 株の O:H 抗原型 

O44 H18 1
O55 H21 1
O86 H27 1
O86 ND 1
O111 H21 1
O125 H8 1
O126 H27 3
O127 H21 2
O153 H2 1
Og6 H18 1
Og15 H12 1
Og65 H12 1
Og86 H27 1
Og92 H33 2
Og99 H10 5
Og130 H27 2
Og131 H27 5
Og175 H27 1
Og176 H33 1
Og176 H34 4
OgGP9 H18 2
OgUT H10 1
OgUT H36 1

O-serotyping
(n =12)

O-genotyping
(n =28)

No. of
strains

Og, O-genotype; OgGP9, OgGP9 represented O serogroups O17,
O44, O73, and O106; OgUT, Og-untypable; ND, not detected.

O-serotyping/
genotyping O-type H type



表 7. 細胞付着性試験およびバイオフィルム形成試験の結果 

AA: Aggregative adherence, NA: Non-adherent 

- + ++
AA 20 1 4 15
NA 20 8 7 5

Total 40 9 11 20

Cell
adhesion

No. of
strains

Biofilm score



表 8. EAEC40 株の薬剤感受性試験結果 

Antimicrobial agent

Ampicillin 33 (82.5)
Sulfamethoxazole-trimethoprim 21 (52.5)
Tetracycline 21 (52.5)
Nalidixic acid 16 (40.0)
Streptomycin 14 (35.0)
Chloramphenicol 7 (17.5)
Cefotaxime 3 (7.5)
Gentamicin 2 (5.0)
Norfloxacin 1 (2.5)
Ciprofloxacin 0 (0)
Kanamycin 0 (0)
Fosfomycin 0 (0)
Imipenem 0 (0)
Meropenem 0 (0)

No. (%) of resistance strains



表 9. アンピシリン、ST 合剤およびテトラサイクリンの 3薬剤全てに耐性を示

した腸管凝集性大腸菌のシークエンス型(ST)と ST complex 

ST complex ST 
No. of  

strains 

10 34 5 

 10 3 

31 130 4 

 31 1 

394 394 1 

none 5533* 4 

 3032 1 

*ST10 と fumC のみが異なる single locus variant 



第3章 各下痢原性大腸菌の薬剤耐性状況と次世代シークエンサー等により検出

されるインテグロン内部の薬剤耐性遺伝子の比較検討 

第 1節 緒言 

 薬剤耐性に関与する因子として、インテグロンが知られている(29, 30)。イ

ンテグロンは、intI により薬剤耐性遺伝子を取り込み、強力なプロモーターに

よって取り込んだ遺伝子を発現させる(32)。それゆえ、インテグロンを保有す

る株は、インテグロンを保有しない株に比べ高い薬剤耐性を示し、また腸内細

菌科細菌の多剤耐性に強く関与していることも知られている(33, 34)。インテ

グロンの構造は、5’側保存領域（5’-conserved segment, 5’-CS）、可動領域

および 3’側保存領域（3’-conserved segment, 3’-CS）の 3つの領域からな

り、intI は 5’-CS に存在する(32)。IntI はその配列の違いにより intI1 から

intI4 まで分類されるが、大腸菌からは主に intI1 が検出される(32)。Liu らは

インテグロンを保有する大腸菌が、インテグロンを保有しない大腸菌に比べ有

意に高い割合で多剤耐性を示すと報告している(70)。さらに Phongpaichit らは

インテグロンを保有する大腸菌の方がそうでない大腸菌に比べ有意に薬剤耐性

数が高いことを示した(33)。すなわち、インテグロンは大腸菌の薬剤耐性にお

いて重要な役割を果たしていると考えられている。 

下痢原性大腸菌におけるインテグロン保有状況やその可動領域に含まれる遺

伝子カセットについて調査した報告は少ない。大腸菌については、韓国で行っ

た調査において 14.5 %から intI1 が検出され、インテグロン内部から主に

dfrA17-aadA5 の薬剤耐性遺伝子が検出されている(71)。下痢原性大腸菌につい

ては Shahcheraghi らがイランで分離される EPEC のインテグロン内部の遺伝子

カセットを調査し、aadA と dfrA のみが検出されている(72)。さらに一部のイン

テグロンでは、その 3’-CS 部分に insertion sequences（IS）やトランスポゾ



ンが挿入されたことにより3’-CSが欠損した不完全型インテグロンが存在する

(29)。このような 3’-CS が欠損した不完全型のインテグロンにおいては PCR 法

による可動領域の遺伝子増幅が困難であり、遺伝子増幅を認めないインテグロ

ンについては可動領域の遺伝子カセットを不検出としている報告もある(35)。

それゆえ、下痢原性大腸菌におけるインテグロンの保有状況に加え、保有する

インテグロン内部の薬剤耐性遺伝子と薬剤耐性の表現型との関連性も不明瞭で

ある。 

 そこで第三章では、下痢原性大腸菌の各分類について薬剤耐性状況の調査を

行い、第二章では検討できなかった EAEC と他の下痢原性大腸菌の薬剤耐性率等

について比較を行うとともに、3’-CS 部分が欠損した不完全型インテグロンを

含むインテグロンの検出と可動領域部分に含まれる遺伝子カセットを確認する

ことで下痢原性大腸菌が示す薬剤耐性との関連性について検討を行った。 



第 2節 材料および方法 

2－1 供試菌株 

2012年から2014年までに分離された下痢原性大腸菌162株を供試菌株とした

（表 10）。各下痢原性大腸菌の株数は EAEC が 40 株、EPEC が 37 株、STEC が 83

株、腸管毒素原性大腸菌（Enterotoxigenic E. coli, ETEC）が 2 株であった。

なお STEC の 83 株のうち 51 株は市内医療機関で分離された株であり、残り 32

株は川崎市健康安全研究所で分離された株であった。なお、EAEC の 40 株は第二

章の供試菌株と同じ株を使用した。他の下痢原性大腸菌の分離についても第一

章と同様の方法で分離し、STEC および ETEC の同定には市販のプライマーセット

（ELT-1/-2, EVC-1/-2；タカラバイオ、草津、日本)を使用した PCR 法を添

付の取扱説明書に準拠し実施した。 

2－2 薬剤感受性試験 

薬剤感受性検査は CLSI の M100-S25 に準拠し、BD センシ・ディスク（日本 BD、

東京、日本）を用いてディスク拡散法により実施した(60)。供試薬剤は、第二

章と同様の 12 薬剤（ABPC, CTX, SXT, TC, SM, GM, KM, CPFX, NFLX, NA, CP お

よび FOM）に加えカルバペネム系抗菌薬であるイミペネム（imipenem, IMP）お

よびメロペネム（meropenem, MEPM）を加えた 14 薬剤とした。なお EAEC 40 株

のカルバペネム系抗菌薬を除いた12薬剤の結果については第二章の結果を引用

した。さらに、β-ラクタム系（ABPC, CTX, IMP および MEPM）、アミノグリコシ

ド系（SM, KM および GM）、キノロン系（NA, CPFX および NFLX）、テトラサイク

リン系（TC）、クロラムフェニコール系（CP）、および ST 合剤（ST）の 6系統に

含まれる各薬剤のうち 1薬剤以上に耐性を示す系統が 3系統以上認められた場

合を多剤耐性とした。 



2－3 ESBL 遺伝子の検出および同定 

第 3世代セファロスポリンである CTX に耐性を示した株については、ESBL の

遺伝子として blaCTX、blaTEMおよび blaSHVの検出を PCR 法にて行った(61, 62)。各

菌株の DNA は、QIAamp DNA Stool Mini Kit（Qiagen, Hilden, Germany）を用

いて付属の説明書に準拠し抽出を行った。さらに各遺伝子が陽性であった株に

ついては、ダイレクトシークエンスにより塩基配列を決定後、各 ESBL 遺伝子分

類のアミノ酸配列が示されるウェブサイト(http://www.lahey.org/Studies/)

によりバリアントの決定を行った。なお、EAEC 40 株については第二章の結果を

引用した。 

2－4 インテグロン保存領域に関する遺伝子の検出 

全供試株についてインテグロンの 5’-CS にある intI1、および 3’-CS にある

sul1, qacEΔ1 の 3 つの遺伝子のを PCR 法にて検出を行った(73)。大腸菌の DNA

は、滅菌蒸留水 100μL に菌体を懸濁後 100℃で 5分間加熱し、遠心により得ら

れた菌液の上清を使用した。なお intI1 が陽性であった株をインテグロン陽性

株とし、そのうち 3’-CS にある 2つの遺伝子（sul1, qacEΔ1）がともに検出

されないインテグロンを不完全型インテグロンとした。 

2－5 サンガーシークエンス解析による遺伝子カセットの検出 

インテグロン陽性であった株については、Karczmarczyk らの示すプライマー

を用いてインテグロンの稼働領域部分の増幅を行い（図 5）、ダイレクトシーク

エンスにて配列を確認後、BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)検索

にて相同性の確認と ResFinder プラットフォーム



(http://genomicepidemiology.org/)により薬剤耐性遺伝子の特定を行った

(73-75)。 

2－6 次世代シークエンサーによる遺伝子カセットの検出および 3’-CS 部

分の検討 

2－5 において PCR の増幅を認めなかった株、すなわち不完全型のインテグロ

ンであった株については、菌株から抽出したDNAを次世代シークエンサー（NGS）

に供試し、全ゲノム解析により遺伝子カセットの検出を行った。DNA は

Trypticase Soy Broth（日本 BD、東京、日本）で 15 時間培養した菌液を 70 ℃、

2時間加熱することで抽出を行った。抽出した DNA を国立感染症研究所の病原体

ゲノム解析センターに送付し NGS による解析の実施を依頼した。ライブラリー

の調製は Nextera XT DNA Library Prep Kit (Illumina, San Diego, CA, USA)

により行い、Illumina NextSeq によりシークエンスを行った。データの解析と

結果の共有は国立感染症研究所の病原体ゲノム解析センター黒田先生が開発し

た Genapid-J（https://gph.niid.go.jp/genepid-j/）により行った。 

2－7 統計学的処理 

各下痢原性大腸菌における intI1 保有の有無による各薬剤の耐性率の比較を

Fisher の直接確率検定にて行い、P = 0.05（両側検定）を有意水準とした。 



第 3節 実験結果 

3－1 薬剤感受性試験および ESBL 遺伝子の検出 

下痢原性大腸菌 162 株の薬剤感受性試験を行った。供試した 14 薬剤のうち

CPFX, FOM, IMP および MEPM は全ての株で感受性を示し、残りの 10 薬剤につい

ては 1株以上に耐性株が認められた（表 11）。そのうち ABPC は 50 株（30.9 %）

で最も多く耐性が認められ、次いで TC が 39 株（24.1 %）、SXT が 28 株（17.3 %）

であった。CTX は EAEC の 3 株以外では EPEC の 2 株で耐性が認められ、うち 1株

から blaCTX-M-14が検出された。各下痢原性大腸菌の薬剤耐性率等の比較から、EAEC

は 10 薬剤のうち 7薬剤で他の下痢原性大腸菌より高い耐性率を示し、さらに多

剤耐性率も他の下痢原性大腸菌に比べ高値を示した。 

3－2 intI1、sul1 および qacEΔ1 遺伝子保有状況 

162 株のうち 27 株で intI1, sul1 および qacEΔ1 のうち 1つ以上の遺伝子が

検出された。そのうち 13 株は 3つの遺伝子が全て検出され、2株は intI1 およ

び qacEΔ1 が検出されたが、12 株は inti1 のみで不完全型のインテグロンとし

て検出された。各下痢原性大腸菌のインテグロン保有率（intI1 陽性率）は EAEC

が最も高く 50.0 %、次いで EPEC が 13.5 %、STEC が 2.4 %であり ETEC は不検出

であった（表 12）。 

3－3 各下痢原性大腸菌のインテグロン保有状況と薬剤耐性率との比較 

各下痢原性大腸菌のインテグロン保有状況と薬剤耐性率について比較した結

果、下痢原性大腸菌においては 7薬剤（ABPC, SXT, TC, NA, SM, CP および GM）、

EAEC においては 5薬剤（ABPC, SXT, TC, NA および SM）でインテグロン保有株

がインテグロン非保有株に比べて有意に高い耐性率を示した（図 6、表 13）。ま



た、各下痢原性大腸菌におけるインテグロン保有状況と耐性を示した薬剤数を

確認すると、最も株数の多い耐性薬剤数はインテグロン非保有株では耐性薬剤

数は 0（全て感受性）であったのに対し、インテグロン保有株は不完全型であっ

ても 4～5薬剤と高値を示していた（表 14）。 

3－4 インテグロン内部に含まれる薬剤耐性遺伝子および不完全型インテグ

ロンの 3’-CS 部分の構造解析 

インテグロンの保有が認められた 27 株のうち intI1 のみが陽性であった 12

株については NGS に供試し、残り 15 株はサンガーシークエンス法によりインテ

グロン内部の薬剤耐性遺伝子の確認を行った。27 株から 9 種類の遺伝子が検出

され、それぞれトリメトプリム耐性（dfrA1, dfrA5, dfrA12, dfrA14 および

dfrA17）、アミノグリコシド耐性（aadA1, aadA2 および aadA5）、またはβ-ラク

タム系抗菌薬耐性（blaOXA-1）に関与する遺伝子であった（図 7 A, B）。さらに、

NGSに供試した12株の不完全型インテグロンの3’-CS部分について確認を行う

と、いずれも sul1 や qacEΔ1 は検出されず、IS26（6 株）、IS1（5 株）、または

transposon Tn3（1 株）が検出された（図 7 B）。 



第 4節 考察 

本研究においても EAEC の薬剤耐性率や ESBL 遺伝子保有率は他の下痢原性大

腸菌に比べ高い値であり海外の研究報告と同様の結果を得ることができたが、

EAEC の ESBL 遺伝子保有率については海外の結果（40.7-78.3 %）に比べ低い値

であった(12, 24)。さらに本研究により、図 6から下痢原性大腸菌においても

インテグロン保有株の方が薬剤耐性数が高く、供試した 14 薬剤のうち 7薬剤で

有意に高い耐性率を示した。海外で大腸菌を対象に行われた調査においても有

意に高い耐性を示す薬剤として ABPC, SXT, TC および SM などが示されており本

研究と同様であったと考えられる(33, 70, 71)。しかしながら、インテグロン

保有率は下痢原性大腸菌ごとに差が認められ、特に EAEC の保有率は高く、さら

に EAEC はインテグロン保有の有無により ABPC, SXT および TC を含む 5薬剤に

おいて有意に高い耐性率を示した。第二章においても EAEC と国内農場との関連

性を示唆する結果が示されたが、本研究により EAEC のうち特にインテグロンを

保有する株について関連性が強いこと考えられた(28, 69)。 

インテグロンの可動領域に含まれる遺伝子カセットは、主にアミノグリコシ

ド耐性遺伝子（aadA）とトリメトプリム耐性遺伝子（dfrA）の 2種類のみであ

り多様性が低いことが示唆された。大腸菌を対象としたインテグロンの遺伝子

カセットの調査においても主にこれらの遺伝子が検出されているが、下痢原性

大腸菌においても同様であることが確認された(70, 71, 73)。また、3’-CS が

欠損しているか否かに関わらずインテグロンがその可動領域に取り込む遺伝子

カセットに大きな差は認められないかった。しかしながら、図 7から実際の薬

剤耐性パターンと検出された遺伝子カセットでは多様性に差があり、インテグ

ロンがその可動領域に取り込んだ薬剤耐性遺伝子が薬剤耐性の表現型として与

える影響は限局的であると考えられた。 



NGS を用いた不完全型インテグロンの確認は有用であった。NGS により解析を

行った不完全型インテグロンの全ての株から遺伝子カセットを検出することが

可能であり、さらに 3’-CS 部分に IS や transposon Tn3 が存在していることが

確認された。Partridge らの調査においても 3’-CS 欠損型のインテグロンは

IS6100, IS1 および IS26 の挿入により生じたと報告しており(29)、本研究にお

いは IS1, IS26 および transposon Tn3 の挿入により欠損が生じたものと考えら

れた。さらに、本研究において最も多く検出された遺伝子カセットは dfrA14 と

dfrA17 の単体であったが、インテグロンのデータベースである Integrall 

(http://integrall.bio.ua.pt/)において、それらの遺伝子カセットの登録は少

ない。dfrA14 や dfrA17 については主に NGS の解析により不完全型インテグロン

から検出された配列であったことからも、特定が困難な遺伝子カセットである

と考えられた。 



第 5節 結語 

本研究により、下痢原性大腸菌においてもインテグロン保有株の方が薬剤耐

性率が高いことが示された。下痢原性大腸菌の各分類の薬剤耐性率の比較によ

り、EAEC は他の分類に比べ多剤耐性率や ESBL 遺伝子保有率が高いことが確認さ

れた。さらに、インテグロンを保有する EAEC は ABPC, SXT および TC を含む 5

薬剤で有意に高い耐性を示したことから、国内農場、特に肉用鶏から分離され

る大腸菌との関連性が示唆された。さらにインテグロン保有株は、3’-CS が欠

損した不完全型インテグロンであっても、その可動領域に含まれる薬剤耐性遺

伝子の種類に大きな相違はないが、いずれも多様性が低く、またその薬剤耐性

パターンからインテグロンが取り込んだ薬剤耐性遺伝子による表現型への影響

は限局的であると考えられた。  



図 5. サンガ―シークエンス解析によるインテグロン可動領域の遺伝子カセッ

ト検出のフローチャート 

青矢印はプライマー、点線は増幅された遺伝子を示す（増幅サイズ(bp)は可動

領域内の遺伝子カセットの数と種類により異なる）  

※インテグロン１例



図 6. 下痢原性大腸菌 162 株のインテグロン保有株と非保有株の薬剤耐性率の比較 

*は Fisher の直接確率検定にて有意差が認められた薬剤（P < 0.05） 

（左）インテグロン陽性株（27 株）の薬剤耐性率、(右)インテグロン陰性株（135 株）の薬剤耐性率 



図 7.  2012 年から 2014 年に分離されたヒト由来の各下痢原性大腸菌から分離されたインテグロン可動領域に含まれる薬剤

耐性遺伝子と薬剤耐性状況



EAEC, enteroaggregative Escherichia coli; EPEC, enteropathogenic E. coli; STEC, Shiga toxin-producing E. coli; CTX, cefotaxime; 

SXT, sulfamethoxazole-trimethoprim; S, streptomycin; C, chloramphenicol; K, kanamycin; AM, ampicillin; NA, nalidixic acid; TC, 

tetracycline. 

（A）PCR 産物のシークエンス解析により特定した完全型インテグロン内部の遺伝子カセット配列と対応する薬剤耐性パター

ン、（B）次世代シークエンサーを用いた解析により特定した不完全型インテグロン内部の遺伝子カセット配列と対応する薬

剤耐性パターン 



表 10. 2012 年から 2014 年にヒトから分離された下痢原性大腸菌 162 株 

Pathogenic
categories

No. of
strains Origin O-serogroup Isolation Year

Symptmatic patient
(n = 17)

86 (n = 1), 111 (n = 1), 125 (n = 1),
126 (n = 1),  127 (n = 2), 153 (n =
1), OUT (n = 10)

2012–2014

Asymptmatic carrier
 (n = 23)

44 (n = 1), 55 (n = 1), 86 (n = 1),
126 (n = 2),  OUT (n = 18)

2012–2014

Symptmatic patient
(n = 12)

55 (n = 1), 114 (n = 1), 164 (n = 1),
OUT (n = 9)

2012–2014

Asymptmatic carrier
(n = 25)

15 (n = 1), 63 (n = 1), 124 (n = 2),
125 (n = 1), 145 (n = 1), 167 (n = 1),
OUT (n = 18)

2013–2014

Symptmatic patient
(n = 68)

26 (n = 3), 103 (n = 3), 111 (n = 4),
145 (n = 2), 157 (n = 54), 165 (n =
1), 186 (n = 1)

2012–2014

Asymptmatic carrier
(n = 15)

26 (n = 3), 157 (n = 12) 2012–2014

ETEC 2 Asymptmatic carrier
(n = 2)

148 (n = 1), 169 (n = 1) 2013–2014

EAEC, enteroaggregative Escherichia coli ; EPEC, enteropathgenic Escherichia coli ; STEC, shiga
toxin-producing Escherichia coli ; ETEC, enterotoxigenic Escherichia coli ; OUT, O-untypable.

EAEC 40

EPEC 37

STEC 83



表 11. 2012 年から 2014 年に分離されたヒト由来の各下痢原性大腸菌 162 株の各

種薬剤に対する耐性率と多剤耐性率 

EAEC EPEC STEC ETEC Total (DEC)
(n = 40) (n = 37) (n = 83)  (n = 2) (n = 162)

Ampicillin 33 (82.5) 7 (18.9) 9 (10.8) 1 (50.0) 50 (30.9)
Sulfamethoxazole-trimethoprim 21 (52.5) 4 (10.8) 2 (2.4) 1 (50) 28 (17.3)
Tetracycline 21 (52.5) 7 (18.9) 10 (12.0) 1 (50.0) 39 (24.1)
Nalidixic acid 16 (40.0) 5 (13.5) - 2 (100) 23 (14.2)
Streptomycin 14 (35.5) 4 (10.8) 8 (9.6) 1 (50.0) 27 (16.7)
Chloramphenicol 7 (17.5) 4 (10.8) 2 (2.4) - 13 (8.0)
Gentamicin 2 (5.0) - - - 2 (1.2)
Cefotaxime 3 (7.5) 2 (5.4) - - 5 (3.1)
Norfloxacin 1 (2.5) - - - 1 (0.6)
Kanamycin - 2 (5.4) 3 (3.6) - 5 (3.1)
Ciprofloxacin, fosfomycin, imipenem,
or meropenem

- - - - -

Phenotype of multidrug resistance 21 (52.5) 7 (18.9) 3 (3.6) 1 (50.0) 32 (19.8)

Antibiotics

EAEC, enteroaggregative Escherichia coli ; EPEC, enteropathgenic Escherichia coli ; STEC, shiga toxin-
producing Escherichia coli ; ETEC, enterotoxigenic Escherichia coli ; DEC, diarrheagenic Escherichia coli .



表 12. 2012 年から 2014 年に分離されたヒト由来の各下痢原性大腸菌 162 株の

インテグロン保有状況（％）と各遺伝子検査結果 

EAEC EPEC STEC ETEC Total (DEC)

(n = 40) (n = 37) (n = 83)  (n = 2) (n = 162)
Integron positive† 20 (50.0) 5 (13.5) 2 (2.4) 0 (0) 27 (16.7)
    intI1 +qacEΔ1 +sul1 9 2 2 0 13
    intI1+qacEΔ1 2 0 0 0 2
    only intI1 9 3 0 0 12
β-lactamase genes
  bla CTX-M-14 2 1 0 0 3

   bla CTX-M-15 1 0 0 0 1
 bla TEM-1 1 1 0 0 2

Detected genes

EAEC, enteroaggregative Escherichia coli ; EPEC, enteropathgenic Escherichia coli ; STEC, shiga
toxin-producing Escherichia coli ; ETEC, enterotoxigenic Escherichia coli ; DEC, diarrheagenic
Escherichia coli .
†Defined as intI1  positive strains.



表 13. 2012 年から 2014 年に分離されたヒト由来の各下痢原性大腸菌 162 株におけるインテグロン検出状況と各種薬剤に対

する耐性率 

Antibiotics
Integron +
(n = 20)

Integron ˗
 (n = 20)

Integron +
 (n = 5)

Integron ˗
 (n = 32)

Integron +
 (n = 2)

Integron ˗
(n = 81)

Integron +
(n = 0)

Integron ˗
(n = 2)

Integron +
(n = 27)

Integron ˗
 (n = 135)

Ampicillin 20 (100)‡ 13 (65.0) 3 (60.0)‡ 4 (12.5) 1 (50.0) 8 (9.9) - 1 (50.0) 24 (88.9)§ 26 (19.3)
Sulfamethoxazole-trimethoprim 18 (90.0)§ 3 (15.0) 3 (60.0)‡ 1 (3.1) 1 (50.0)‡ 1 (1.2) - 1 (50) 22 (81.5)§ 6 (4.4)
Tetracycline 18 (90.0)§ 3 (15.0) 3 (60.0)‡ 4 (12.5) 1 (50.0) 9 (11.1) - 1 (50.0) 22 (81.5)§ 17 (12.6)
Nalidixic acid 13 (65.0)‡ 3 (15.0) 2 (40.0) 3 (9.4) - - - 2 (100) 15 (55.6)§ 8 (5.9)
Streptomycin 11 (55.0)‡ 3 (15.0) 2 (40.0) 2 (6.3) 2 (100)‡ 6 (7.4) - 1 (50.0) 15 (55.6)§ 12 (8.9)
Chloramphenicol 6 (30.0) 1 (5.0) 2 (40.0) 2 (6.3) 1 (50.0)‡ 1 (1.2) - - 9 (33.3)§ 4 (3.0)
Gentamicin 2 (9.52) - - - - - - - 2 (7.4)‡ -
Cefotaxime 1 (10.0) 2 (10.0) - 2 (6.3) - - - - 1 (3.7) 4 (3.0)
Norfloxacin 1 (5.0) - - - - - - - 1 (3.7) -
Kanamycin - - 1 (20.0) 1 (3.1) 1 (50.0) 2 (2.5) - - 2 (7.4) 3 (2.2)

Phenotype of multidrug resistance† 19 (95.0)‡ 2 (10.0) 4 (80.0)‡ 3 (9.4) 1 (50.0) 2 (2.5) - 1 (50.0) 24 (88.9)‡ 8 (5.9)

†Defined as resistance to three or more classes of  antimicrobials.
‡Denotes significantly higher rate of resistance to antibiotics for integron-positive isolates compared with integron-negative isolates (p  < 0.05)
§Denotes significantly higher rate of resistance to antibiotics for integron-positive isolates compared with integron-negative isolates (p  < 0.001)

EAEC, enteroaggregative Escherichia coli ; EPEC, enteropathgenic Escherichia coli ; STEC, shiga toxin-producing Escherichia coli ; ETEC, enterotoxigenic Escherichia coli ; DEC,
diarrheagenic Escherichia coli.

EAEC* EPEC* STEC* ETEC* Total (DEC)



表 14. 2012 年から 2014 年に分離されたヒト由来の各下痢原性大腸菌の薬剤耐性数とインテグロン保有状況 

None One Two Three Four Five Six
Intact integron

EAEC* 11 0 1 0 0 5 3 2
EPEC* 2 0 0 0 0 1 0 1
STEC* 2 0 1 0 0 0 0 1
ETEC* 0 0 0 0 0 0 0 0

Subtotal 15 1 (7%) 2 (13%) 0 0 6 (40%) 3 (20%) 3 (20%)

Truncated integron
EAEC 9 0 0 0 1 2 5 1
EPEC 3 0 0 0 1 1 1 0
STEC 0 0 0 0 0 0 0 0
ETEC 0 0 0 0 0 0 0 0

Subtotal 12 0 0 0 2 (16.7) 3 (25.0) 6 (50.0) 1 (8.3)

EAEC 20 6 6 5 1 1 1 0
EPEC 32 25 2 2 1 1 0 1
STEC 81 66 6 7 1 1 0 0
ETEC 2 0 1 0 0 0 1 0

Subtotal 135 97 (71.6) 15 (11.1) 14 (10.4) 3 (2.2) 3 (2.2) 2 (1.5) 1 (0.7)

162 98 (60.5) 17 (10.5) 14 (8.6) 5 (3.1) 12 (7.4) 11 (6.8) 5 (3.1)Total

†A total of 14 antimicrobials were tested (ampicillin, sulfamethoxazole-trimethoprim, tetracycline, nalidixic acid, streptomycin,
chloramphenicol, gentamicin, cefotaxime, norfloxacin, kanamycin, ciprofloxacin, fosfomycin, imipenem, and meropenem).

EAEC, enteroaggregative Escherichia coli ; EPEC, enteropathgenic Escherichia coli ; STEC, shiga toxin-producing Escherichia coli ;
ETEC, enterotoxigenic Escherichia coli .

Presence of integrons Intact/truncated
integron and pathotype

No. of
strains

Number (%) of antibiotics to which each strain showed resistance†

Strains with integrons

Strains without
integrons



結論 

本研究では我が国においてヒトから分離される EAEC と EPEC の分離状況や、

各下痢原性大腸菌の薬剤耐性率を明らかにし、さらにインテグロンが薬剤耐性

に与える影響について調べた。 

まず第一章では、2012 年から 2013 年までに搬入されたヒト由来便検体を健康

者または本菌が原因とは特定されていない有症者に分類し、EAEC および EPEC の

分離率や病原性等について調査を行った。第二章では EAEC 40 株を供試菌株と

して、O:H 型別の特定、薬剤耐性状況の確認と MLST による分子疫学解析を実施

した。第三章においては、下痢原性大腸菌の薬剤耐性状況と保有するインテグ

ロン、およびそれに含まれる薬剤耐性遺伝子について検討した。 

以上の検討結果から、1）EAEC および EPEC のヒトからの分離率はいずれも同

程度であるが EAEC の方が病原性を有する可能性が高く、健康者からの分離率は

他の下痢原性大腸菌に比べ高い、2）EAEC については薬剤耐性率が他の下痢原性

大腸菌に比べ高く、さらに EAEC の一部は国内肉用鶏から分離される大腸菌に由

来する可能性があり、3）下痢原性大腸菌の薬剤耐性についてはインテグロン保

有株の方が有意に高いが、インテグロンが内部に取り込んだ薬剤耐性遺伝子に

よる影響は限局的であることが示唆された。従って、本研究は我が国において、

ヒトから分離される下痢原性大腸菌のうち極めて知見が少なかったEAECおよび

EPEC の流行状況について明らかにするのみならず、EAEC が病原性を有する可能

性についても示した。また同時に、EAEC と国内肉用鶏から分離される大腸菌と

の関連性や、下痢原性大腸菌の薬剤耐性状況およびインテグロンの薬剤耐性へ

の影響についても示し、今後の地方衛生研究所において食中毒等の検査結果を

解釈する際や、我が国においても対策が求められている薬剤耐性菌について、

その解明の一助となりうる重要な研究であったと考える。  
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