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牛は志賀毒素産生性大腸菌（Shiga toxin-producing

Escherichia coli : STEC）の主要な保菌動物である［1,

2］．牛から人への感染は主としてSTECに汚染された牛

肉等を介した経口感染によるが，近年，牛とのふれあい

イベントによるSTEC感染症の報告が相次いでいる（病

原微生物検出情報）．これらの事例では，牛糞便由来の

STECに汚染された体表等との直接接触による感染であ

ったと推察されている．しかしながら，STECの第一胃

内保菌状況［2, 3］や，と畜場搬入牛の舌スワブからの

STEC分離報告（大分県食肉衛生検査所平成22年度事

業概要）から推察すると，第一胃内に保菌されたSTEC

が反芻に伴って間歇的あるいは持続的に口腔内に出現す

ることで，舌との接触や唾液を介して人がSTECに感染

する可能性は十分考えられる．実際，海外では牛におけ

るSTECの口腔内保菌が確認されているが［1］，国内で

は牛口腔内のSTEC保菌状況を調査した報告はない．

そこでわれわれは，山口県内で飼養される子牛の口腔

内における STEC保菌状況を4年間にわたって調査し，

その保菌状況並びに分離株の血清型及び産生する志賀毒

素（Shiga toxin : Stx）の毒素型及びサブタイプを明ら

かにした．さらに，近年，人や家畜由来大腸菌のキノロ

ン系薬剤等に対する耐性化が問題視されていることか

ら，分離株の各種薬剤に対する感受性についても調査・

検討した．

材 料 及 び 方 法

供試材料： 2006～2009年の各9～11月に，山口県

内のA肥育農場に導入された牛200頭（50頭/年）を対

象とした．200頭のうち，12カ月齢未満（子牛）が186

頭（平均58日齢），12カ月齢以上（成牛）が14頭（平

均81カ月齢）であった．牛の口腔内をふき取りキット

（ふきとりエースL，栄研化学譁，栃木）で拭い，付属の

PBSに十分懸濁し，検査開始まで冷蔵保管した．

増菌培養：①2006年及び2007年に採取された検体に

ついては，検体の PBS懸濁液20m lをノボビオシン加

mEC培地（NmEC，栄研化学譁，栃木）200mlに接種

し，42℃，24時間の選択増菌培養を行った．②2008年

及び 2009 年に採取した検体は，検体の P B S懸濁液

20m lをトリプトソーヤブイヨン（TSB，日水製薬譁，

東京）200mlに接種し，37℃，18時間増菌培養後，そ

の10mlをNmEC 100mlに接種し，42℃，24時間の選

択増菌培養を行った．
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要　　　　　約

2006～2009年に，山口県内A農場で飼養される子牛の口腔内における志賀毒素産生性大腸菌（STEC）の保有状況

を検討した．186頭のうち24頭（12.9％）から27株のSTECが分離され，O群型は，O26が13株と最も多く，次いで

型別不能株（OUT：5株），O8（4株），O111（3株），O119（2株）であった．12薬剤による薬剤感受性試験の結果，

24株（89％）が供試した1剤以上に耐性を示し，O8の4株とO111の1株はシプロフロキサシンに，O26の1株はホス

ホマイシンに耐性を示した．O26及びO111分離株のパルスフィールドゲル電気泳動解析の結果，各血清型の中で同一

あるいは非常に類似したパターンを示す株がみられたことから，農場内で由来の同じ株が個体間で水平伝搬した可能性

が示唆された．―キーワード：子牛，口腔，志賀毒素産生性大腸菌（STEC）．
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STECの分離培養：血清群O157，O26及びO111に

ついては，①，②の増菌培養液をそれぞれの免疫磁気ビ

ー ズ （ Dynabeads anti-E. coli O157， Dynabeads

EPEC/VTEC O26，Dynabeads EPEC/VTEC O111，

譁ベリタス，東京）を用いて濃縮し［4, 5］，その25μl

をセフィキシム・亜テルル酸カリウム（CT, Oxoid

LTD, England）加マッコンキーソルビトール寒天培地

（日水製薬譁，東京）及びクロモアガー O 1 5 7T A M

（CHROMagar, France）（以上 O157分離用），CT加

1％ラムノース加マッコンキー寒天培地及び CT加 Vi

RXO26（栄研化学譁，東京）（以上O26分離用），CT加

1％ソルボース加マッコンキー寒天培地（O111分離用）

上に画線塗抹後，37℃，24時間培養した．その他のO

血清群の大腸菌については，NmEC増菌培養液の1白

金耳量をXMhG寒天培地（日水製薬譁，東京）上に画

線塗抹後，37℃，24時間培養した．おのおのの平板上

のSTECを疑うコロニーを8個以上釣菌し，ミュラーヒ

ントン寒天培地（MHA, Oxoid LTD, England）に純培

養した．純培養株をCAYE培地（自家調製）に接種して

37℃，24時間振盪培養後，逆受身ラテックス凝集反応

法（VTEC-RPLA「生研」，デンカ生研譁，東京;RPLA

法）によりStx産生を確認した．

菌種同定及び血清型：Stx産生株について，グラム染

色及びTSI寒天培地（極東製薬工業譁，東京），LIM培

地（極東製薬工業譁，東京），SIM培地（栄研化学譁，

栃木）に接種して生化学性状を確認後， I D テスト

EBh20（日水製薬譁，東京）を用いて大腸菌であること

を確認した．血清型は市販血清（デンカ生研譁，東京）

を用いて添付の説明書に従いO群，H抗原を決定した．

各検体分離株のうち，同一血清型を示した株は1検体に

つき代表1株を選択し，以降の試験に用いた．

増菌培養液中のstxの検出： 2008年及び2009年の検

体については，②の増菌培養液200μlから市販キット

（ QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen Sciences,

U.S.A.）を用いてDNAを抽出し，市販の stx1，2検出

用プライマーセット（EVC-1&2 primer set，タカラバ

イオ譁，滋賀）を用いたPCR法を行った．

stxサブタイピング及びeaeの検出：市販キットを用

いてDNA抽出後，Scheutzら［6］のPCR法により stx

のサブタイプ（stx1a，1c，1d，stx2a～ 2g）を決定し

た．また，eaeはNarimatsuら［7］の primer（mSK1/

eaekas_1）を用いたPCR法により検出した．

パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）解析：制限

酵素 XbaI（Roche, Germany）を用いて PFGE解析を

実施した［8］．得られた泳動像から解析ソフト（Molec-

ular Analyst Finger printing PLUS Ver : 3 software,

Bio-Rad, U.S.A.）を用いてデンドログラムを作成し，

90％以上の相同性を示した株を遺伝的に近縁な株とみ

なした．

薬剤感受性試験：薬剤感受性キット（センシ・ディス

ク，日本ベクトン・ディッキンソン譁，東京）を用いて

KirbyhBauer法により実施した．供試薬剤は，腸管出

血性大腸菌の治療に用いられるシプロフロキサシン

（CPFX），ホスホマイシン（FOM）に加え，アンピシリ

ン（ABPC），セファゾリン（CEZ），セフォタキシム

（CTX），ストレプトマイシン（SM），カナマイシン

（KM），ゲンタマイシン（GM），クロラムフェニコール

（CP），テトラサイクリン（TC），ナリジクス酸（NA）

及びスルファメトキサゾール・トリメトプリム合剤

（ST）の12種類を用いた．

成　　　　　績

口腔内のSTEC保有状況：表1に示すとおり，子牛

186 頭のうち24頭（12 .9 ％）から STECが分離され，

成牛からは分離されなかった．陽性2頭（いずれも2008

年）から2種類及び3種類の血清型のSTECが同時に分

離され，24頭から27株が得られた．そのうちO26が13

株と最も多く，次いでO群型別不能株（OUT）が5株，

O8が4株，O111が3株，O119が2株であった．また

増菌培養液中の stx陽性率は52％（2008年）及び32％

（2009年）であった．

分離株のStx産生性と遺伝子サブタイプ及び eae保

子牛の口腔内におけるSTEC保有状況

74日獣会誌　67 73～78（2014）

表 1　牛口腔内のSTEC分離状況及び分離株の血清型 

 2006 成牛（81カ月） 14 NT 　0 0 
  子牛（104日） 36 NT 　2（5.6） 2 O26:H11/NM（2） 
 2007 子牛（39日） 50 NT 　0 0 
 2008 子牛（69日） 50 26（52） 11（22.0） 14 OUT:H16（5），O8:H19（4），O26:H11（2）， 
       O119:H4/NM（2），O111:HUT（1） 
 2009 子牛（34日） 50 16（32） 11（22.0） 11 O26:H11（9），O111:HNM（2） 

1）子牛：12カ月齢未満　　成牛：12カ月齢以上 
2）PCR法による NmEC増菌培養液中の stx陽性数　　NT：未実施 
3）NM：非運動性　　UT：型別不能 

STEC分離 
調査年 　成牛/子牛1） 

（平均日/月齢） 
stx陽性数2） 
（％） 

検体数 
陽性数（％） 株数 血清型（株数）3） 



有状況：O26の13株，O119の2株及びO111の3株中

1株はStx1産生株で，そのサブタイプはいずれも1aで

あった．O8 の4株とOUTの5株は Stx2 産生株で，そ

のサブタイプはO8が 2aであったが，OUTは 2aと 2g

であった．また2009 年に分離されたO111 の 2 株も

Stx1 産生株であったが，そのサブタイプは 1aと 2aで

あった（表2）．

eaeの保有状況は，O26とO111のすべての株は陽性

であったが，O8，O119，OUTのすべての株は陰性で

あった．

PFGE解析：O26（13株）とO111（3株）のデンド

ログラムを図に示す．O26 は5種類（C26a～C26e），

O111は2種類（C111a，C111b）のクラスターを形成

した．O26，O111の分離年の異なる株はそれぞれ個別

のクラスターを形成した．またOUT（5株），O8（4株）

及びO119（2株）についてはそれぞれ同一あるいはき

わめて類似した PFGEパターンを示した（データ未掲

載）．

分離株の薬剤感受性： 24株（89％）が1剤以上に耐

性を示した（表3）．供試薬剤別の耐性率は，TCが59％，

S Mが 48 ％，C Pが 48 ％，A B P Cが 26 ％，K Mが

26％，STが22％，NAが19％，CPFXが19％，CEZ

が11％，GMが4％，FOMが4％であり，CTX耐性株

は認められなかった．また，O8の4株及びO111の1株

はCPFX耐性であり，O26 の 1 株は FOM耐性であっ

た．

考　　　　　察

本研究により，県内の1肥育農場に飼養される子牛の

12 .9 ％はその口腔内に STECを保有していることが判

明した．分離株のうち，OUTを除く4 種のO血清群

（O26，O8，O111，O119）はいずれも国内で人から分

離された事例があることから，今後牛との接触が疑われ

るSTEC感染症が発生した際には，口腔内に保菌されて

亀山光博　矢端順子　野村恭晴　他
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表 2 　分離されたSTECのStx産生能，stxサブタイプ及
びeae保有状況 

 O26:H11 12 2006（1）， 1 1a ＋ 
   2008（2）， 
   2009（9） 
 O26:HNM 1 2006（1） 1 1a ＋ 
 O8:H19 4 2008（4） 2 2a － 
 O111:HNM 2 2009（2） 1 1a＋2a ＋ 
 O111:HUT 1 2008（1） 1 1a ＋ 
 O119:H4 1 2008（1） 1 1a － 
 O119:HUT 1 2008（1） 1 1a － 
 OUT:H16 5 2008（5） 2 2a＋2g － 

　1）RPLA法　　2）PCR法 

　stx2）

サブタイプ 
　Stx1）

産生能 
eae 2） 分離年 

（株数） 
分離 
株数 血清型 

1009080 分離年 血清型1） stxサブタイプ クラスター 

2006 

2006 

2009 

2008 

2008 

2009 

2009 

2009 

2009 

2009 

2009 

2009 

2009

O26:H11 
O26:HNM 
O26:H11 
O26:H11 
O26:H11 
O26:H11 
O26:H11 
O26:H11 
O26:H11 
O26:H11 
O26:H11 
O26:H11 
O26:H11

1a
1a
1a
1a
1a
1a
1a
1a
1a
1a
1a
1a
1a

1009080 分離年 血清型1） stxサブタイプ クラスター 

2009 

2009 

2008 

O111:HNM 
O111:HNM 
O111:HUT 

1a＋2a

1a＋2a

1a

C26a

C26b

C26c

C26d

C26e

C111a

C111b

（A） 

（B） 

図　STEC O26 13株（A）とO111 3株（B）のPFGEによるクラスター解析
90％以上の相同性を示した株を破線で囲んだ．

1）NM：非運動性　UT：型別不能



いるSTECも考慮して疫学調査を進める必要があると考

えられた．また本研究では1歳以上の成牛からはSTEC

は分離されなかった．成牛は2006年に14頭についての

み実施したにすぎないため，今後はさらに多くの成牛に

ついて口腔内保菌調査を行う必要があると思われた．

口腔拭い液の増菌培養法に関して，2006～2007年の

検体では1段階増菌法を用いたが，分離培地上の大腸菌

の発育自体が悪かったことから，2008～2009年の検体

には2段階増菌法を用いたところ，大腸菌の十分な発育

が認められ，かつ STEC分離率は0～4％から22％に

上昇した．牛口腔内は pHが8.5前後と高く［9］，栄養

分も少ないことから大腸菌が生残する上で不利な環境で

あり，菌数も腸管内に比べ少なく，菌の活性も低下して

いると考えられる．したがって，口腔内から効率的に

STECを分離するためには，TSB等の非選択培地による

1次増菌培養を行った後に，NmECによる選択増菌培養

を行うことが有効であると思われる．

本研究で分離された S T E Cの s t xサブタイプには，

1a，2a，1a＋2a，2a＋2gの4パターンが認められた．

国内では人と牛由来STECでは1a，2a，2c，1a＋2a，

1a＋ 2c，2a＋ 2cの6 パターンが主流であるとされ

［10］，本研究の結果とはOUTが保有する 2a＋ 2gを除

き同様の傾向であった．

O111の3株のうち2株は stx1aに加えて stx2aも保有

していたにもかかわらず，RPLA法では Stx2 は検出さ

れなかった．この理由として，Kusumotoら［11］の報

告による stx内への ISの挿入などが考えられる．

intimin蛋白をコードする eaeは，人由来 STEC株の

大部分が保有し［10］，腸管粘膜への付着に関与する主

要な遺伝子の一つであるといわれている．本研究で分離

されたO26とO111は eae保有株であったため，これら

の株が人に感染した場合，病原性を示す可能性がある．

またO8の4株，O119の2株並びにOUTに属する5株

（計 11 株，41 ％）は eae非保有株であった．牛由来

STECの eae保有率は低いことが報告されている［10 ,

12］．これまで eae非保有株は人に病原性は示さないと

考えられていたが，下痢症患者やHUS患者から eae非

保有株が分離されること［13］や intimin以外の接着因

子（Saa等）も病原因子である可能性が報告［14］され

ていることから，近年では eae非保有株も人に病原性を

示すものがあると考えられている．今後，牛由来株を含

む eae非保有株の人に対する病原性発現機構について詳

細な解析を行う必要があると思われる．

O26とO111のPFGE解析では，2009年に分離され

た O26 の 9 株は，2 株を除き同一か非常に類似した

PFGEパターン（C26d）を示した．さらに，このクラ

スターC26dに属する7株のうち，6株はCP耐性，1株

はSMとCP耐性であり，やはり類似した耐性パターン

を示したことから，農場内で同じ由来の株が個体間で水

平伝搬した可能性が考えられた．また分離年の異なる株

はそれぞれ別個のクラスターを形成したことから，農場

内で同一株が定着して起こった持続的な感染ではなく，

由来の異なるSTECを保有した子牛が年度ごとに農場に

導入されたことが原因と考えられる．

薬剤感受性試験の結果，89％の株が供試したいずれ

かの薬剤に耐性を示し，特に SMとTCの2剤の耐性率

が高かった．過去の牛由来株の薬剤耐性率（31～71％）

と比べて高率であったが，SM，TCの耐性率はほぼ同様

の傾向であった［15, 16］．またニューキノロン系である

CPFX耐性株が5株，FOM耐性株が1株認められた．

両抗菌剤は国内では人のSTEC感染症の治療に用いられ

ることから，これらの耐性菌が人に感染した場合には治

療が困難となる可能性が考えられる．このため，今後も

継続して牛由来STEC耐性株の動向を注視し，拡散を防

止するとともに，耐性機構を解明する必要がある．

牛は体表等さまざまな部位にSTECを保有しているこ

とから［1］，接触によっても人に感染することがある．

実際に，本県においても2012 年に牛との接触による

STEC O26感染事例が発生している（病原微生物検出情

報）．本研究により，子牛は口腔内に STECを保菌して

いることが明らかになったことから，牛とのふれあいイ

ベントや牛の飼育に際しては，舐められない，触れた後

は必ず手を洗う等の十分な感染防止対策を講ずる必要が
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表 3　分離株の薬剤感受性 

血清型 分離 
株数 

耐性株数 
（％） 

　耐性パターン1） 
（株数） 

1）ABPC：アンピシリン　CEZ：セファゾリン　SM：ス
トレプトマイシン　KM：カナマイシン　GM：ゲン
タマイシン　TC：テトラサイクリン　CP：クロラム
フェニコール　NA：ナリジクス酸　CPFX：シプロフ
ロキサシン　FOM：ホスホマイシン　ST：スルファ
メトキサゾール・トリメトプリム合剤 

ABPC・SM・KM・GM・
TC・CP・ST（1） 
ABPC・SM・KM・TC・
CP・ST（1） 
SM・CP（1） 
SM・FOM（1） 
CP（6） 
TC（5） 
ABPC・CEZ・SM・TC・
CP・NA・CPFX・ST（2） 
ABPC・CEZ・SM・TC・
CP・NA・CPFX（1） 
ABPC・SM・TC・CP・
NA・CPFX（1） 
ABPC・SM・KM・TC・
NA・CPFX（1） 
SM・KM・TC（2） 
SM・KM・TC・ST（2） 

O26:H11/NM 
 

 
 
 
 
 

OUT:H16 
O8:H19 
 

 
 
 
 

O111:HUT/NM 
 

 
O119:H4/UT 

計 

13 
 
 
 
 
 
 
5 
4 
 
 
 
 
 
3 
 
 
2 

27

10（76.9） 
 
 
 
 
 
 

5（100） 
4（100） 

 
 
 
 
 

3（100） 
 
 

2（100） 

24（88.9） 



あると考えられる．

本研究は，2006～2009年に実施された「山口県動物由来感

染症予防体制整備事業」の一環として行われたものである．

本稿を終えるにあたり，stxサブタイプの陽性コントロール
D N A を分与していただいた国立感染症研究所細菌第一部　
伊豫田淳博士に深謝する．
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Prevalence of Shiga Toxin-Producing Escherichia coli in the Oral Cavity of Calves
Raised in Yamaguchi Prefecture
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and Masaaki TOMITA

＊ Department of Health Science, Yamaguchi Prefectural Institute of Public Health and Envi-
ronment, 2h5h67 Aoi, Yamaguchi, 753h0821, Japan

SUMMARY

During the period from 2006 to 2009, the prevalence of shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) in the
oral cavity of calves raised at Farm A in Yamaguchi Prefecture was examined.  STEC was isolated in 24 out of
186 oral samples (12.9%).  Among the 27 strains of the 24 positive samples, the predominant O serogroup was
O26 (13 strains), followed by O untypeable (5 strains), O8 (4 strains), O111 (3 strains) and O119 (2 strains).
The strains’ antimicrobial susceptibility to 12 different drugs resulted in 24 strains (89%) being resistant to one
or more drugs.  Among the resistant strains, four O8 and one O111 strains showed resistance to ciplofloxacin,
whereas one O26 strain was resistant to fosfomycin.  From the results of a pulsed-field gel electrophoresis
analysis on the O26 and O111 strains, several strains in each serogroup showed identical or similar patterns,
indicating that horizontal transmission of the same clones had occurred among the calves at the farm. 
― Key words : calf, oral cavity, shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC).
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