
はじめに

国立感染症研究所の役割として、感染症のメカニ

ズムの基礎的研究およびその成果の応用があげられ

ます。昨今はトランスレーショナル・リサーチなる

言葉で、基礎的研究を実用的面に応用することの重

要性が強く叫ばれております。今回の研究成果は、

まさしく基礎的研究成果「ゲノムの多様性」を、分

子疫学的に応用することにより、細菌性腸内感染症

による集団事例を迅速に把握し、その被害を最小限

にとどめることを目指したものです。このような成

果が、小島三郎記念文化賞として認められましたこ

とは、この研究を進めてきたものとして誠に喜びと

するものです。今後とも、国内を初め、国際的ネッ

トワークの構築を推進していくことに努力を傾けた

いと思っております。今までの成果を此処にまとめ

記録に残すとともに、今後とも多くの先生方に更な

るご支援をお願いする次第です。

Ⅰ. 感染症の集団発生と迅速検知

グローバリゼーションの促進により、動物、人お

よび物が大量かつ短時間の間に世界的に移動するよ

うになってきている。感染力の強い病原体に罹患し

たヒトが広域に移動すれば、感染を拡大させる危険

性が高い。また、経口感染症の原因病原体に汚染さ

れた食品や食材が広域に配送され、飲食されれば、

その結果発生した食中毒により、広範なる地域にお

いて多数の罹患者が出ることになる。散在した地域

で、あるいは時間的な差異をもって患者が発生する

ような場合には、各々が共通の原因によって起こっ

ている集団事件、いわゆる“diffuse outbreak”（散在

的集団発生）、であるということの検知までに多く

の時間を要し、被害を拡大させてしまう可能性が高

い。このような状況を未然に防ぎ被害を最小限にく

い止めるためには、感染源の迅速なる把握およびそ

れに対する適切なる対策が要求される。そのために

は原因となる病原体の分離・同定および個々で分離

された病原体間の関連性等に関する科学的データを

集約し、その結果に基づいて疫学的解析を行うこと

が不可欠である。

Ⅱ. 病原体ゲノムの多様性の解析結果と

その利用；パルスネット

各事例の原因である病原体間の関連性を明らかに

するためには、病原体の染色体の構成成分である

DNA配列の多様性を利用した分子疫学的手法が有

用であり、近年多くの病原体解析に用いられるよう

になってきている。種々の病原体のゲノムの全塩基

配列が解読されその情報が集積されるにつれ、例

えばある菌種の同じ血清型に属する菌株間において

すらゲノム上のDNA配列に差異を見いだせることが

判明してきている。つまり“strain to strain difference

（菌株間の差）” を検知できる技術を用いれば、菌株

間のお互いの関連性をより詳細に解析できるわけで

ある。理論的には菌株間の差を検出するにはゲノム

の全塩基配列を決めればよいわけであるが、多数の

菌を短時間に解析する必要がある場合には、経費的

にもまた要する時間的にも現時点においては現実的
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ではない。そこで、より簡便にDNA間の差異を検

出する技術が開発されてきている。主に使用されて

いる方法としては、パルスフィールド電気泳動

〔pulsed-field gel electrophoresis〕（PFGE）, random

amplification of polymorphic DNA（RAPD）, あるい

は amplified fragment length polymorphism（AFLP）

法などがある。数ある方法の中で、現時点において

は PFGE法が菌株間のDNA構成の差を検出するの

に感度的にもまた再現性においても最も優れた方法

であると認識されている。パルスフィールドゲル電

気泳動法を用いての菌株解析ネットワーク（パルス

ネット； PulseNet）は、この PFGE法を用いて、

各地で分離される菌株の関連性をいち早く解析し、

それを疫学分析に利用させるシステムである。

Ⅲ. 腸管出血性大腸菌O157 : H7および

その他の腸内細菌の疫学調査における

PFGE解析の有用性

PFGEによる遺伝型別が、病原菌の疫学マーカー

の一つとしてさまざまな菌種において使われてきてい

るが、特に EHEC（enterohemorrhagic Escherichia

coli；腸管出血性大腸菌）O157に関しては疫学的

解析における有効性が確立しているといえる。我々

は、今までに臨床検体から分離された 10,000株以

上の EHEC O157菌体について PFGE解析を行い、

7,000種類以上の異なるパターンに分けることがで

きることを明らかにしてきている。つまり疫学的に

関連性のないところから分離された株はほとんどが

お互いに異なるパターンを示していることになる

（図1）。EHECの染色体ゲノムはその構成において

不安定であり、菌が分裂し継代を重ねるに従いゲノ

ム構成に変化が生じやすい。その大きな原因の一つ

としては、EHEC O157には多くの（少なくとも 10

以上）バクテリオファージDNAおよび多数の path-

ogenicity Island（病原因子群島）という外来性の遺

伝子群を保持していることが関与している。いくつ

かの EHEC O157について全ゲノムの構成を比較し

てみると、PFGEパターンの差異に、バクテリオ

ファージゲノム自身の構成の多様性、ファージ間の

組み換えによる遺伝子変換、ファージの挿入部位の

変化およびファージに依存した遺伝子欠失等が深く

関与していることが明らかになった。このゲノム構

造の不安定性が、かえって疫学的解析に利用できる

利点になっている；同じ PFGEパターンの菌が複数

の食中毒患者から分離された場合には、原因菌が特

定の食材を汚染してからあまり分裂を繰り返してい

ないこと、つまり同時期に汚染された食材を複数の

患者が喫食した可能性が高いことを示すことにな

る。一方、ゲノム構成が非常に安定な菌の場合には、

どの事例から分離される菌も PFGEパターンが高い

類似性を示すため、疫学的解析にはあまり意義を与

えないことになる。

図1　EHEC O157の PFGEパターン解析によるデンドログラム 
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PFGE解析結果が有用であったいくつかの EHEC

O157の集団事例を示す（表1）。

（1）1997年 3月に関東南部および東海地域におい

て発生した EHEC O157による事例では、患者宅の

残食にあったカイワレ大根から分離された株の

PFGEパターンがこれらの地域における患者から分

離された株の PFGEパターンと一致し、カイワレ大

根が感染源として特定された。

（2）1998年 5月に富山県および首都圏を中心とし

て 7都府県で計 49名の患者が発生した EHEC O157

の事例では、北海道産のイクラから分離された菌の

PFGEパターンがイクラ喫食者の患者から分離され

た株のものと一致した。その結果を受けて、行政的

処置が取られ製造元に残存していた約 200トンのイ

クラが廃棄処分されたため、その後の患者の発生が

阻止された。

（3）2001年 2～ 3月にかけて、滋賀、富山、奈良の

3 県でチェーンレストランのサイコロステーキ

［ビーフ角切りステーキ］を原因食とした EHEC

O157による事例が発生した。

（4）また、同年 3～ 4月にかけては、首都圏を中心

とした 1都 6県において、EHEC O157で汚染され

た牛肉のタタキおよびローストビーフを喫食後、患

者 204名が発生した。

（3）、（4）の事例では、食品と原材料の冷凍輸入牛

肉から EHEC O157が分離され、それぞれの事例内

の患者分離株の PFGEパターンと一致した。以上の

4事例は、患者と食品から EHEC O157が分離され

た珍しい事例であるが、患者の発生が複数の地域に

及んでいることおよび発生に時期的な差があること

から通常の検査のみではお互いの関連性の認知は困

難である。それらは、一見散発的に発生していると

思われるが実際は共通原因によって起こった集団発

生、いわゆる diffuse outbreakといえる。PFGE

ネットワークの最大の利点は、このような diffuse

outbreakの早期発見、およびそれにより被害の拡

大防止を実現できることにある。

Ⅳ. パルスネットの構築

主に diffuse outbreakの迅速検知を目指し、国立

感染症研究所、全国の地方衛生研究所（一部政令指

定都市の保健所を含む）、および厚生労働省を対象

としての PFGEネットワーク（パルスネット）の構

築を図った。PFGEに代表されるような遺伝型別法

においては、現在のところ国際的な標準化は無論の

こと、国内においても解析結果に対しての互換性が

図られていない。そのため国立感染症研究所と地方

衛生研究所との間で方法の精度管理を行ってきてい

る。標準株との比較の上で対象株の PFGE泳動パ

ターンの系統樹を書くことによりお互いの菌株の関

連性を明らかにできる。PFGE解析のプロトコール

の統一、解析機器、試薬等の規格化を行うことによ

り、異なる施設間のデータの再現性の確保、および

その解析結果の比較が可能であることが判明した。

総合的に以下のようなパルスネットの構築を進めて

いる。地方衛生研究所等における分離株の PFGE解

析結果をインターネット経由で国立感染症研究所細

菌第一部に電送する。そこで系統樹等の作成による

画像解析を通し各地で分離されている菌株間の遺伝

学的関連性を明らかにする。その結果と疫学情報と

を総合的に解析し、各事例間の関連性を解明する

（この作業は国立感染症研究所感染症情報センター、

厚生労働省、および各都道府県の疫学担当との連携

になる）。さらに、これらの解析結果をWISH（厚

生労働行政総合情報システム）上の wwwサーバー

表1　パルスネットで解析された主な diffuse outbreaksの例 

Pathogens

EHEC O157 : H7

S. Oranienburg

Shigella sonnei

7
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に転送し、情報の開示を行う。地方衛生研究所およ

び保健所等はWISHを介してその情報を閲覧するこ

とができる。遺伝型が同一と考えられる菌株が複数

の地域から分離されているような状況（diffuse out-

break）が把握できれば、疫学的な調査結果と組み

合わせて迅速な感染源の解明、および感染の拡大防

止に貢献できるだろう。また、将来的には農林水産

省等との連携を計れるようになれば、汚染原因の元

までたどれる可能性がある。国民の健康を守るため

に、省を越えての連携が重要になる。

Ⅴ. 国際的な連携

米国では CDC（Centers for Disease Control and

Prevention）を中心として、米国内のいくつかの州

立公衆衛生研究所、FDA（Food and Drug Adminis-

tration）および USDA（United States Department

of Agriculture）の研究室間で、パルスネットの構

築が行われてきている。年 1回の連絡会議を開催し、

試行錯誤の結果、diffuse outbreakの迅速なる発見

においてかなりの成果を上げるところまできている。

かなりの額の予算が国から提供されており、そのこ

とが当事業を成功させる鍵にもなっている。またカ

ナダ、EUにおいてもパルスネット構築の準備が進め

られている。国際的協力が重要なことは、S. sonnei

汚染による韓国産生牡蠣を原因とする集団事例によ

る韓国NIHとの共同研究、EHEC O157汚染米国産

牛肉による沖縄の集団事件における米国 CDCとの

共同研究を通して明らかになっている。アジアを中

心としたネットワーク化構築に向けて厚生科学研究

費を獲得し、研究班を組織し、2005年 11月に国立

感染症研究所にアジア汎太平洋地域 14カ国が集ま

り会議を開催することになっている（図 2）。食材

の国際的流通が益々盛んになる今後、国を越えての

食を介する感染症の拡大が懸念される。それらに機

能的に対処するためには、国際的なネットワークが

功を奏することになる。国際的なネットワークの構

築に向けての努力が今後さらに展開されていくであ

ろう。その折にはわが国のアジア地区における貢献

が期待されている。
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