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1．（藁）neral　Introduction

1．1　1nfec廿on　with　Shiga　toxin・producjng酷面θ沈血a　oo左in　human

1．1．1　Prevalence　of　Shiga　toxin・producing＆（～加ηぬヨo〔2〃’in　human

　　　Shiga　toxin・producing泓（ぬθη伽a　oo〃θ（STE　C）is　de丘ned　by　its　ab丑ity　to　produce

Shiga　toxin（Stx），　which　is　also　caled　Vbro　toxin（VT），　that　is　cytotoxic　tD　Vbro　ce皿s．　This

pathogen　was　f走rst　described　by　Konowalchukθ6証in　Canada　in　1977（84）．　The　ftrst　fbod

poisoning　outbreak　caused　by　STEC　was　reported　in　1982　in　the　U．S．A．　In　th治outbreak，

Rieyθ6認isola艶d　an　Eα必’0157：H7　s加ain　as　a　new㎞d　of　bac艶ha切cause出arrhea

（136）．Symptoms　associated　with　this　orgar血sm　were　quite　severe　with　abdomjnal

cramps，　bloody　diarrhea，　and　hemolytic　ure血c　syndrome（HUS）．0’Brienθ‘a1（119）

丑）und　that．E　oo〃’0157：H7　reported　by　R丑ey　neutrahzed　by　an　antitoxin　to　Shiga　toxin

produced　by飾穿磁～伽θη㎞8θtype　1．　This丘nding　was　quite　unique　at　that　time　as

the　tDxins　produced『by　two　d憾erent　bacterial　species　were　immunologicaly　relate　d　each

other　Subsequentl翼successive　mass　outbreaks　occ㎜ed　in　Canada，　the　U．S．A，　Europe，

and　AustTaha（119，133）．　The丘rst　mass　outbreak　in　Japan　resulted　fヒom　STE　C　O　145：H－

contamination，　which　developed　in　an　elementary　school　in　Tbkyo　in　1984．Howeve鴨

STEC　was　widely　recognjzed　throughout　Japan　when　two　ch丑dren（hed　in　a　mass

outbre誼that　occ㎜ed血a㎞derga舳血Urawa　in　1990（1）．　In　1996，　successive　mass

outbreaks　occ㎜ed，　invol血g　over　11，000　human　cases　and　12　deaths　in雌erent
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prefbctures　in　Jap　an．　One　of　these　outbreaks　caused　by　contaminate　d　school　lunches　in

47p血n町schools　in　Sakai　City　resulted　in　an　outbreak　on　an㎜precedented　scale　in

the　world，　involving　more　than　6，000　chidren（105，182）．　Subsequend￥alaw　that　al

cases　of　STEC　infbction　must　be　reported　was　estabhshed　in　1999　in　Japan，　and　since

that　time，3，000・4，500　persons　i漉cted　with　STE　C　have　been　o伍cialy　reported　a㎜ualy

1．1．2C㎞cal　ma曲stadons血h㎜an　in色ctio畑th　STE　C

　　　STEC　can　cause　c㎞c訓man亜stations　of　a　broad　spec加㎜raゆg丘om

asymptomatic　to　death血h㎜ans．　Most　cases　present　wa鱒血arrhea　without血元her

comph．cations．　However，　some　patients　progress　to　bloody（harrhea　or　hemorrhagic　cohtis．

5－10％patients　with　hemorrhagic　cohtis　may　pro　gress　to　h色一thre　atening，　HUS　or

thrombocytoper血c　purpura（TTP）（1，77，113，136，182，178），　and　may　be　accomp　anie　d　by

long－term　sequelae（56）．　Although　the　kidneys　are　fヒequent　targets，　a　wide　range　of

organs，　including　the　central　nervous　system，　the　lungs，　p　ancreas，　and　he　art，　may　be

af色ct£d．　Chidren　less　than　5　years　old　and　the　elderly　are　most　susceptible　to　severe

comphca廿ons（58，175）．

　　　Most　aspects　of　bloody　diarrhea　and　HUS　appeaヱto　be　attributable　to　the　action　of

Stx　on　vascular　endothehal　cels，　and　throm『botic　microangiop　athy　is　a　central艶ature　of

the　disease（134）．　This　is　evident　in　the　lesions　and　symptomatology　of　the　STE　C

associa艶d出seases　in　a血als　and　h㎜ans．　Bloody出狙hea　is　associated　with　lesions　in

smal　blood　vessels　in　the　colon．　The　HUS　is　associated　with　renal　glomerular　lesions

2



that　are　due　to　damage　tD　endothehal　cels，　which　become　swolen　and　detach丘om　the

basement　membrane．　Fib血thrombi　develop，　and　there　is　nε㎜owing　or　occlusion　of　the

capinary　lumen．　The　compromise　in　the　blood　supply　to　the　glomeruh　is　the　major

contributor　to　loss　of　kidney　fUnction，　but　damage　to　glomerular　epithehal　and　proximal

tub皿ar　epitheh㎜may烈so　con面bute　to　ki（hey　damage．

1．1．3　　Classi丘cation　of　STE　C　by　serotyping

　　　STE　C　have　been　characte血ze　d　by　serotyping　which　is　used　extensively　tD　cat£gohze

五Zoo必’strains（143）．　The　serotype　of　an．亙oo〃’isolate　is　based　on　the　O（Ohne）antigen

determined　by　the　polysacchahde　porUon　of　cel　wal　lipopolysacchahde（LPS）and　H

（Hauch）an廿gen　determined　by且agela　protein．　Many　serotypes　of　STE　C　have　been

isolated　fセom　humans　with　disease（16，143），　however，　less　than　100groups，　such　as

O157，026，0103，0111，0121，0145，　are　responsible　fbr　the　majo1乖y　of　cases（58）．

Association　of　serotypes　with　diseases　of　varying　severity　tn　humans　and　with　sporadic

diseases　or　outbreaks　has　led　to　the　proposal　that　STE　C　is　classi丘ed　into　5

serop　athot即es，　A　to　E（79）．　Seropatho帥e　A　cons掩ts　of　O　157：H7　and　O　157：㎜，　and

these　serotypes　were　considered　to　be　most　vh！ulent．　Seropathotype　B　consists　of

O26：H　11，0103：H2，0111：㎜，0121：H19，　and　O145：㎜，　and　they鍵e　s㎞丑漁he

STEC　O　157　in　causing　severe　diseases　and　outbreaks　but　occur　at　lower丘equency

Serop　athotype　C　consists　of　serotypes　that　are　infヒequently　imphcate　d　in　sporadic　HUS

but　are　not　associated　with　outbreaks　and　include　O91：H21　and　O　113：H21．
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Seropathotype　D　is　composed　of　numerous　serotypes　that　have　been　imphcated　in

sporadic　case　of（harrhea，　and　Seropathotype　E　is　composed　of　many　STE　C　serotypes

that　have　not　been㎞phcated血出sease血humans．　Thus，0157：H7撒e　the　most

血1portant　serotypes　because　of　its　high　fヒequency　and　severe　virulence（58）．

1．20veMew　of　the　pr㏄ess　of　STE　C血飴c廿on　in　humans

1．2．1　　1ntest血al　coloni乙ation　by　STEC

　　　Colonization　of　the　intestLne　and　damage　due　to　toxins　is　considered　tD　be　the　djsease

process．　Colonization　is　the　process　by　which　STE　C　overcome　host　de艶nse　mechanisms

and　estabhshes　itself　in　the　intestine．　Gas加c　acidity　is　an　important　host　defbnse

mechanism　in　the　gastrointestinal　tract，　but　acid　resistance　is　a　genera1距ature　of　E　oo左σ

（52，87）and　has　been　demonstrated丑）r　O　157（110）and　other　STEC　serotypes（87，176）．

STEC　O　157：H7　has　been　shown　to　survive　in　aci（hc　f〕ods　such　as　apple　juice　and　salami

and　to　be　capable　of　causing　disease　in　humans　who　have　ingested　low　numbers　of　the

bacteria（7，163）．　However，　there　is　considerable　strain－tn・stlain　vahation　within　this

sero帥e．　E）中osure伽e狙y　aci㎝c　en珈o㎜ents　induces　an　acid加lerance　response，

which　enhances　resistance　to　more　acidic　pH（39）．

　　　Adherence　tD　intβsttnal　epithehal　cels　is　an　early　fbature　of　STE　C　i皿艶ction．　The

patterns　of　attachment　and　interaction　between　STE　C　and　epithehal　cens　are　markedly

d遡erent　betweenθ∂θpositive　andθ喫θ・negative　STE　C．
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1．2．2　Adherence　to　intestinal　epithehal　cels　ofθヨθpositive　STE　C

　　　Theθヨθpositive　STE　C　colonizes　the　intestinal　mucosa　and　induce　s　a　characterisUc

histop　athological　lesion　re」農）rred　to　as　attaching　and　ef魚cing（A刀E）lesions（74，113）．　The

A∠Elesion　is　charactehzed　by　ef〔acement　of　microv皿i　and　bacterial　adherence　to　the

epithehal　cel　membrane．　Attached　b　acteria　stimulate　host　cel　actin　polymerization

acc㎜皿ation，　resulting血araised　attachment　pedestal（28）．

　　　Although　the　AE　lesion　is　not　essenU曲r　bloody伽hea　and　HUS　in　h㎜ans，　the

vast　majority　of　strains　imphcate　d　in　these　syndromes　areθ3θpositive（52）．　Thus，　most

STE　C　areθヨθpositive，　and　the　combined　presence　ofθヨθand　8齪2　genes　is　an　important

predictor　of　HUS（47）．　Theθ∂θ・positive　STE　C　possess　a　pathogenicity　island　ca皿ed　the

locus　of　enterocyte　ef飴cement（LEE），　which　encodes　the　bacterial　protejns　necessary　fbr

董）rmation　of　the　AE　lesion．　The　LEE　of　STEC　is　conserved　in　enteropathoger且c　Eα必゜

（EPEC）as　wel，　and　it　is　wel　known　that　the　presence　of　the　LEE　is　stlongly　associated

with　disease（6，56，153）．　The　IIEE　of　STEC　O　157：H7　is　43　kb　jn　size　and　contains　an

additional　7．5　kb　prophage　sequence　comp　are　d　with　EPE　C　strains．　The　role　of　this

additional　sequence　is　not　clearly　de丘ned．　The　LEE　is　composed　of　at　least　41　d盤rent

genes　organized　into　three　major　regions；①atype皿secretion　system（TTSS）that

exports　ef｛bcter　molecules；⑪an　adhesion　caHe　d　inthnin　and　its　translocate　d　receptDr，

Tir，　which　is　translocated　into　the　host　cel　membrane　by　the　TTSS；and（血）several

secreted　proteins（Esp）as　a　p　art　of　TTSS，　which　are　important　in　mod雌cation　of　host　ce皿

signal　transduction　during　the丘）rmation　ofA∠E　lesions（95，127）．
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　　　Furthermore，　the　LEE　is　organized　into　5　major　polycistronic　operons　cale　d　LEE　l　to

I」EE5．　The　products　ofthe　IEE　are　a　type　III　secretion　apparatus（11EEI　to　IEE3）；a

protein　translocation　system（LEE4）；an　adherence　system　consisting　of　an　outer

membrane　protein　caned　inti血n　or　E　ae（亙αλ〃’attaching　and　ef飴cing　protein）and　its

recepto鵯translocated血t血1血receptDr（T血），　both　encode　d　by　I」EE5；and　ef驚ctor　prote血s

that　are　translocated　by　the　secretlon　system．　The　secretion　apparatus　is　a　molecular

syringe　structure，　and　it　begins　inside　the　bacterial　cytoplasm，　extends　through　the　i皿ner

and　outer　membranes，　and　passes　through　the　host　ceU　membrane．　Secreted　proteins　are

transfbrred丘om　the　b　acterial　cytoplasm　to　the　host　ce皿through　this　structure．　The

secreted　protetns　encoded　by　the　LEE　include　Tir，　mitochondrion－associated　protein，

EspF（亙α必secreted　protein　F），　Esp　G，　EspH，　and　EspZ．　A　number　of　nonLEE・encoded

protetns　are　also　translocat£d　by　the　IIEE　secretion　apparatus（6）．　The　TIR　protein　is

inserted　into　the　host　cel　membrane　and　it　acts　as　the　receptDr丘）r　inti血n　on　the

bacterial　surface，　but　certain　host　cel　compounds　also　bind　int血tn．　The　TIR　and　other

secreted　pro艶血s　ac廿va艶an㎜ber　of　signahng　cascades　that　res皿t　in　rearrangement　of

the血testinal　epithehal　cel　architecture　and　j皿changes　in　the　cell　physiolo　gy

1．2．3　Adherence　to　j皿testinal　epithehal　cels　ofθ∂σnegative　STE　C

　　　Much　less治kno㎜about　adherence　ofθ∂θnegative　STEC．　Dytocθ6　al

investigated　at尤achment　of　anθヨθ・negative　STE　C　of　serotype　O　113：H21　to　cultured

epithehal　cels（｝IEp－2）and　to　rabbit　intestine加四’フo（43）．　They　showed　that　there　were
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areas　of　microvilus　ef飴cement　beneath　the　orgar血sm　but　that　the　cytoskeletal

rearrangement　characteristic　of　the　AE　lesion（hd　not　develop．　Vidalθ6証showed　that

the　STEC　strain　472・1　adhered　to　epithehal　cels　in　anθ∂θindependent　matter　and　that

5乙～∂and、ρβz1・ゴb　6　participate　d　in　this　adhesion　process（171）．　The．亙oo〃’0104：H4　strain

causing　a　large　outbreak　of　HUS　and　bloody（harrhea　in　Germany　in　May　and　June，

2011，possessed　an　unusual　combination　of　pathoger直c　fbatures　typical　of

ent£roaggregative　E　oo〃’（EAggEC）together　with　the　capacity　tD　produce　Shiga　tDxin

（144）．

1．3　Shiga　toxh1

1．3．1　　　Shiga　toxin－types

　　　Shiga　toxin　is　the　critical　virulence　factor　in　STEC　diseases．　Two　types　of　Stx，　ca皿ed

Stx　l　and　Stx2，　were　originally　recognized．　Stx　l　and　St）魂are（壮晩rent　imm㎜olo鎮cal又

whereas　they　have　the　same　toxin　activi砿spec雌cany　inhibition　of　protein　synthesis

（143，157）．The　Stx　l　molecule　is　a　highly　conserved　structure　that　is　identical　to　that　of

Shiga　toxin　ofαL～蜜a〃ヨo佃θη㎞ヨθt阻）e　1（68，69，118，159）．　Recentl又variants　of　Stx　1，

caled　Stxlc　and　Stxld，　were　reported（185，24）．　In　contrast，　there　are　many　variants　of

Stx2，　named　Stx2c，　Stx2d，　Stx2d－activatable，　Stx2e，　and　Stx2£Stx2g　that　d艶r　in　theh！

biological　activity　and　association　with　disease（24，50，146）．

　　　The　5砿耽gene　was丘）und　at　s血旺arly　low丘equencies（about　5％）in　isolates　fヒom
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patients　with　HUS　and丘om　patients　with　diarThea　examined　the　association　of　5厩2

gene　v鍵ian船with出sease　in　626　STE　Cおola船s倉om　h㎜ans（50）．　Fne面chθ6∂1

determined　thatβ故2げand　5祝2θwere　associate　d　with　m且d　disease　or　asymptomatic

carriage，　were　produced　byθ3θ・negative　strains，　and　were　never　present　in　268　STEC

isolates　fヒom　patients　with　HUS（50）．

1．3．2　　　Shiga　toxin－structuTe　and　role

　　　Al　Stx　molecules　have　an　AIB5　s廿ucture，　a　heterohexamer　in　which　l　A　subur血t（～

32kD　a）is　noncovalently　associated　with　a　pentamer　of　B　subunits（～7．7kD　a　each）．

Although　they　possess　the　same　mechanism　of　action，　there　is　on］y　55％identity　hl

amino　acid　sequence　between　the　A　subunits　of　Stx　l　and　Stx2．　The　A　subunit　possesses

enzymatic　activity　that　enables　the　toxin　tD　cleave　a　spec迂1c　adenine　base　fヒom　the　28　S

rRNA　and　there『by　prevent　protein　synthesis．　ApoptDsis　may　fblow　the　inhibition　of

protein　synthesis　as　a　result　of　ribocytotoxic　stress　response（152）or　it　may　develop

rapidly　due　to　signahng　by　Stx（32，50）．

　　　The　B　subur血ts　bind　to　specj血c　glycohpid　receptors　on　the　sur」〔吾ce　of　cels，　pernゴtting

internahzation　of　the　toxin　molecule．　The　Stx　toxins　bind　to　globotriaosylceramide（Gb　3）．

The　Stx2e　imphcated　in　edema　disease　of　pigs，　uses　globotetraosylceramide（Gb4）as　its

prefbrred　receptor，　but　it　can　also　bind　Gb3．

　　　Folowing　binding　of　toxin　to　its　receptor，　Stx　is　taken　up血to　the　cel　1）y

receptDr－mediate　d　endocytosis（140，141）．　Binding　of　Stx　induces　signahng　that　resulte　d
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in　Syk　activation　and　an　increase　in　Stx　entry　into　the　cell．　TLe　tox血thus　appears　to

regulate　its　entry　into　cels．　There　is　evidence　of　an　associaUon　of　Stx2　with　a　higher　risk

of　developjng　HUS　and　the　presence　of　bothθ∂θand　5故2血an　STE　C捻olate　is

considered　to　be　a　pre（hctor　of　HUS（18，47）．　It　is　not㎞own　whether　the　association　of

Stx2　with　HUS　is　the　result　of　the　action　of　Stx20r　whether　Stx2　is　simply　a　marker　fbr

血creased㎝sease　seve晦However，　S認is　about　1，000廿mes　more船虹c舳㎜an

renal　microvascular　endothehal　ce皿s　than　Stx　1（99，150）．

1．3．3　　Shiga　toxin－fUnction

　　　It　has　been㎞o㎜that　Shiga　to虹n　inhibits　protein　synthes捻in　eukaryoUc　cels　by

inhibiting　elongation魚ctor　1（EF・1）－dependent　arninoacyl－tRNA　binding　to　60S

ribosomal　subur且ts（21）．　I　garashiθ6∂1　demonstlated　that　not　or且y　Stx　l　but　also　Stx2

inactivated　60S　ribosomal　subunits　and　j皿hibite　d　EF－1・dependent　a血noacyl・tRNA

binding　in　eukaryotic　cels（66，121）．　Further，　they　also　demonstrat£d　that　Stx　l　and　Stx2

exhibited　an　RNA　N－glycosidase　activity　and　cleave　d　the　N－glycosidic　bond　of　the

adenosine　residue　at　spec澁c　position　of　the　28S　ribosomal　RNA　of　60S　ribosomal

subunit．

1．3．4　　Shiga　toxin－expression

　　　The　oveMew　of　the　expression　of　the　shiga　toxin　has　been　summarized　by　Wagnerθ6

6～1and　Shiml医uθ6　a∠V▽6　jntroduce　it　here（172，150）．
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　　　The　8次1　and　8∠x2　genes　are　located　on　the　genomes　of　resident　prophages（caled

Stx・encoding　phage　or　Stx・converting　phage）of　theλfam丑y　immediately　do㎜stream　of

the　phage　late　promot£rs（ρR，）．　The　production　of　Stxl　and　Stx2　is　closely　related　tD

induction　of　the　Stx・encoding　phage．　Stx－encod血g　phages　are　relate　d　to　theλphage，

which　is　wel　characterized　in　both　its　genome　arrangement　and　transcnption　p　atterns．

The　p　atterns　of　transcription　initiating　at，2ρL　and　20R，　is　shown　below

　　　In　the　lysoger盛c　state　of　theλphage，　the　repressor（d）siences　the　transcription　of

most　phage　genes．　Removal　of　repression，　which　can　occur　when　DNA　damage　activates

the　bacterial　SOS　response　causing　RecA－mediated　cleavage　of　the　repressor，　leads　to　a

cascade　ofregulatory　events　beginning　with　expression　of　the　N　transcripUon

antitermination　protein．　Tbr血nator　read－through　mediated　by　the　N　protein　results　in

expression　of　delaye　d　eaα！ly　genes　that　encode　pro　ducts　involve　d　in　rephcation　and

prophage　excision，　as　wel　as　the　Q　antitermination　protein．　Q　acts　at　a　sit£，　qut，　within

the　phage　late　promoter，諏・，　mod鄭ng　RNA　polymerase　to　a　highly　processive　f）rm　that

reads　through　do㎜stTeam　termtnators．　Thus，　lat£gene　expression　by　lam『bdoid

prophages　is　a　consequence　of　prophage　inducUon．謝1　andθ鼠2　genes　are血㎜d　withhl

the　late　operons　of　the　Stx－encoding　phages，　suggesting　that　they　tTanscribe　fヒom　the　lat£

phage　promoter　along　with　lysis　genes　and　morphogenesis　genes　fblowing　prophage

血duction（130）．

　　　Then，　Stx・encoding　phage　genome　is　excised　in　the　fbrm　of　cychc　DNA丘om　STE　C

genome　by　the　recombinant　gene　products（108）．　The　cychc　phage　genome　is　amphfied
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dramaticaly　by　the　reproduction　gene　products，　and　consequentlX　Stxs　are　produce　d　in

large　quantities，　as　wel　as　the　head　protein　and　ta皿piece　protein　of　the　phage．　A　large

number　of　phage　particles　are丘）rmed　of　a　large　quantity　of　head，　ta丑piece　protein　and

phage　geno血c　DNへand　the　phage　particles　are　released　into　the　extracelular．　Then，　at

the　same　time，　Stxs　are　also　released．　However，　most　Stx2　toxins　are　released　into　the

extracelular　by　this　mechar直sm，　but　most　Stx　l　tDxins　are　kept　in　the　bacterial　cels

without　being　released．　This　depends　on　the　d櫛erence　of　the　promoters　f）r　Stx　l　and

Stx2　expression　in　Stx・encoding　phages．

　　　For　Stx1，　there　are　two　promoters　located　on　the　upper　stream　ofθ薩1　gene；one　is

the　late　phage　promoter，　and　the　other　is　Stx　l　promoter　However，　bo七h　promot£rs　act　at

the　same　tjme　in　only　about　5％of　STE　C，　and　in　about　95％of　STE　C，　or且y　Stx　l　promoter

acts．　The　transcription　staエting　fヒom　Stxl　promoter　stops　at　the　terminator　located　on

the　upper　stream　of　the　phage　lysis　gene．　Therefbre，　this　cascade　f㎞shes　without

transcription　of　the　phage　lysis　gene，　af旋）r　the　8なゾgene　is　transcribed．　Consequentl5ろin

most　STEC，　Stxl　production　and　phage　lysis　are　not　expressed　at　the　same　t㎞e，　and

Stx　l　does　not　release　into　the　extracenular．

　　　On　the　other　hand，　Stx2・encoding　phage　has　no　spec廿ic　promoter　fbr　transcription　of

8齪gene，　therefbre　the　transcription　duri皿g　prophage　induction　of　the　Stx・encoding

phage　was　important童）r　Stx2　expression（172）．　The　transcnption　fbr　Stx2　expression　is

started　fヒom　the　phage　late　promoter　Subsequentl又3～詫2　genes，　phage　lysis　gelle，　and

phage　structural　gene　located　in　the　downstream，　are　transcribed　during　phage
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induction．　ConsequenUXθ底2　gene　and　a　phage　lysis　gene　are　included　in　the　same

transc即tion　unit，　and　Stx　production　and　phage　lysis　occuf　at　the　same　time，　and　Stx2

is　released　into　the　extracelular．

　　　Thus，　these　d価erences　in　the　mechar近sms　of　gene　expression　between　8旗1　and　8祝2

in　STE　C　also　may　contribute　to　the　d雌rence　in　locahzation　between　Stx　l　and　Stx2．

Furthermore，　in　Stx2　release　fヒom　STE　C，　Shinlizuθ6ヨ1　determlned　that　another　speci丘c

Stx2　release　system，　in　ad（htion　with　the　specific　inducUon　of　the　Stx2－encoding　phage，

are　involve　d　in　Stx2　release　fヒom　STE　C（150）．　This　Stx2　release　system　strictly

recogr且zed　the　serine　31　residue　of　the　B　subunit　of　Stx2　in　STEC，　but　the　equipment

involved　in　the　system　is　not　yet　clear．

　　　The　gene　arrangements　around　8紐and　5厩2　genes　of　Stx・encoding　phages　in　STE　C

are　s血皿ar，　but　their　high・expression　conditions　reporte（lly　are　somewhat　d漁rent

（25，26，38）．Stx2　production　is　activate　d　by　phage・inducing　agents，　such　as　mitomycin　C，

whie　Stx　l　production　is　increased　under　low－iron　conditions（25，26）．

1．4　0ther　virulence　factors　of　STEC

　　　Typical　v廿ulence　factors　of　STE　C　are　the　Stxs　and　the　IEE－encoded　ef飴ctors，　in

addition，　the　products　of　several　genes　on　the　vhulence　plasmid　and　on　the　chromosome

have　been　suggeste　d　to　play　a　role　in　virulence．　These　products　hlclude　adhesins，　toxins，

proteases，　iron　acquisition　systems，　LPS，　and　flageltn．　The　nonfimbrial　adhesins　include

Ef瓠，　chromosomal　Iha（iron・regulated　gene　A　homologue），　outer　membrane　protein　A
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（OmpA）（Tbrres　and　Kaper，2003），　STE　C　autoagglutinating　adhesion（Saa），　and

plasmid・encode　d　TbxB（160，125，162）．　The　Efa　1（EHE　C魚ctor　fbr　adherence）has

homology　with　TbxB，　and　is　fbund　in　EPE　C　as　wel　as　EHE　C．　This　adhesj皿was　detected

in　a　cl血ical　STE　C　O　111：H・isolate．　The　E魚I　adhesin　is㎞o㎜to　contdbute　to

colonizaUon　of　the　bovine　intestine（154）．　The］［ha　is　an　outer　membrane　protein　with

homology　to　iron・re　gulated　gene　A　of励吻oゐαb蝦that　is　widely　disthbuted　among

STE　C　serotypes（161，164）．　The　outer　membrane　protein　A　is　an　adhesin　fbr　O　157：H7

cels．　The　Saa（125）is　produced　by　strains　of　certain　serotypes　of　LEE－negative　STE　C

（e．g．，0113：H21　and　O91：H2），　including　some　strains　that　have　been　isolated　fセom

patients　with　HUS．　This　adhesion　may　be　important　in　colonization　of　cattle．　Jbnkinsθ6

認showed　that　the　gene　f〕r　Saa　was　signi血cantly　more　associated　with　STE　C丘om　cattle

than　with　those　fヒom　humans（70）．　The願bxB　protein，　which　has　homolo　gy　with

伽拗’㎜雌掘θto）dns　A　and　B，　was　shown　to　contribute加adherence　of　EHE　C　to

epithehal　cels．　The　gene　fbr叩oxB　is　present血awide　range　of　STE　C　serotypes（161，164）．

　　　The　f㎞Lbrial　a（lhesins　include　long　polar　fhnbriae（Lpf）（41，165，166，167），　SfaA（153），

StpA（49），　and　StcA（153）．　Long　polar　fimbhae　are　encoded　by　2　regions　of　the　O　157：H7

chromosome　and　are　highly　relatBd　to　the　long　polar　fimbriae　of　52加oηθ〃ヨ

Typh廿nuhum．蕗（カθη励汐α2〃’0113：H21　has　only　a　single　copy　of　the　lpf　operon．

However，　recent　studies　cast　doubt　on　the　hkehhood　that　Lpf　are　virulence　factDrs丘）r

STEC．

　　　Although　the　critical　i【nportance　of　Shiga　toxin血the　p　atho　genesis　of　STE　C　diseases
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is　wel　estabhshed，　there　are　other　toxins　produced　by　STE　C　that　may　play　roles　hl

disease．　Cytolethal　distending　toxin（CDT）was　detecte　d　in　a　smal　proportion　of

θヨσnegative　STE　C　and　was　associated　with（hsease（12）．　More　recently　the　toxin　was

reporte　d　jn　O　157：H－STE　C（11）．　The∂8血4　gene　fbr　enteroaggregative、配oo〃9　heat－stable

enteroto虹n（EAST　1）is魚㎜d　in　O　157：H7　STE　C（142）．　This　gene　is　present　in　a　wide

range　of出arrheagenic亙o伽f　h㎜an　and　a㎡mal　oゆs．　The　contnbu廿on　of　E弼T　l

to　STE　C　disease　is　not㎞o㎜but　it　has　the　potential　to　contribute　to　watery（haπhea．

The　plasmid－encoded　hemolysin（Ehly）is　produced　by　bothθ∂θpositive　andθヨθnegative

STEC．　Among　s圃ns丘om　h㎜ans　in　Finland，92％of　theθ御osi廿ve　STEC　were

positive童）r　enterohemolysin　compared　with　35％of　theθθθne　gative　strains（46）．

Subtiase　cyU）toxin　is　a　recently　discovere　d　toxin　that　has　homology　with　subtiase　of

励（溜召8a刀伽ヨαb（126）．　It　was　produced　by　anθヨθ・negative　O　113：H21　STEC　stlain，　and

the　gene　was　detβcte　d　in　a　high　percentage　of　other　STE　C　strains．　The　toxin　was　lethal

丑〕rmice　and　induce　d　microvascular　thヱombosis　and　necrosis　in　several　organs　including

the　kidneys　in血ce．　The　toxin　has　an　A1：B5　structure，　is　a　se血e　protease，　and　may

contribute　to　pathogenesis　of　disease．

　　　Several　other　proteases　are　produced　by　STE　C，　and　their　activities　suggest　that　they

could　contribute　to　disease（22，23，57）．　These　activities　jnclude　mucinolysis，　cleavage　of

coagulation　fhctor　V　de　gradation　of　apohpoproteins，　re　ducing　activi砿and　adherence．

The　StcE　product　is　suggested　to　play　a　major　role　of　pathogenesis．　The　plasmid　encoded

type　2　secretion　system　may　conthbute　to　vtrulence　thヱough　its　secretion　of　StcE（145）．
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The　role　of　H7　flagenin　is　to　induce　an　i㎡1ammatDry　response．　A　H21　flagelin　also　play　a

role　in　virulence，　albeit　through　d描erent　mechanisms．　Rogersθ6認showe　d　that　a盒゜O

deletion　mutant　of　anθ2θ一negative　O　113：H21　STE　C　was　less　virulent　in　a’ mouse　model

of　i㎡ection（137）．　Some　serotypes　of　STEC　such　as　O5：NM，　have　a　urease－positive

phenotype（62，51）．　Urease　could　be　involved　in　acid　resistance　or　cytotoxicity加卿o．

1．5　Source　of　STEC　inf∋ction　in　hulnan　and　transn盛ssion　route　of　STEC

1．5．1　　Various　transmission　routes

　　　In　U．SA，　the　most丘equent　rou艶of　STE　C　O　157：H7　i曲c廿ons　is切a　cons㎜ption　of

contaminated丘）od　and　water（133）．　Contaminated　beef　product，　especiany　undercooked

脚dbee£has　been　the　most　co㎜on　ve㎞cle血spora唖c　cases　and　outbre誼s　of　STEC

O157血俺ction．　Beef　products　may　become　contaminated　du血g　slaughte鶏where　fbcal

contamination　of　the　carcasses　may　occur．　Su『bsequent　process　of　beef　may　trans免r

pathogens　fヒom　the　surface　of　the　meat　to　the　interior　Therefbre，　if　ground　beef　is

incompletely　cooked，　the　bacteria　can　suMve．

　　　There　are　a　variety　of　contaminated　fbod　vehicles　other　than　ground　beef　that　have

been　hnke　d　to　STE　C　O　157　incidences，　including　unp　asteurize　d　m且k，　dr血king　water，

salami，　beefjerk又and丘esh　produce　such　as　lettuce，　radish　sprouts，」〔士esh　spinach，　and

apple　cider　The　largest　outbrealk　of　STE　C　O　157　i皿fbction　in　47　prirnary　schools　in　Sakai

cit私Osaka，　Jap　an，　involving　more　than　6，000　chidren，　was　suspected　to　have　come　fセom
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radish　sprout　contamination（1996）（37，105，182）．

　　　Howeve鴨it　can　also　be　spread　directly　fヒom　person　to　person，　particularly　in　chid

day－care魚ciHties，　fセom　a血nal　to　person，　and丘om　envhionment　to　person．　Ir㎡bctions

have　been　doc㎜en艶d丘om　people纐sit血g　pett血g　zoos，　d血y㎞ms，　or　camp　grounds

where　catUe　have　previously　grazed（95，158，64，173）

　　　Of　the　3500utbreaks　reporte　d　to　the　CD　C丘om　1982　to　2002，　the　determine　d

廿ans血ssion　rou艶s　were魚odborne（52％），㎜kno㎜（21％），　person・to・person（14％），

waterborne（9％），　and　animal　contact（3％）（95）．　These　various　transmission　routes　can　be

explained　by　the　very　low　i㎡ectious　dose（～50　CF〔J）of　STE　C　O　157：H7．

　　　STE　C　i皿愈ection　can　be　very　serious，　or　fata1，　and　consequently　such皿ness　must　be

prevented．　Re　duction　of　STE　C　O　157　contamination　of　beef　products　wi皿re　duce　the　risk

of㎡ectionωcons㎜ers．　Such　reductions　of　the　po艶nti訓nsks　of　consuming

contaminated　beef　products　has　to　be　achieved　by　good　hygine　practices　by　both

producers（farm　level，slaughterhouse　level，　and　tre　atment　of　end－products）and

cons㎜ers（educa廿on　and　pro“血g　adequa艶i㎡ormation　on　proper　han血g　of魚ods）

（37）．

1．5．2　　CatUe　as　a　reservoir　of　STEC

　　　STEC　can　be魚und丘om　n㎜erous　a血1訓species（10），　but　ruminan柚ave　been

identi五ed　as　a　major　reservoir　of　STE　C　that　are　highly　virulent　to　humans，　in　particular

STE　C　O　157．　Cattle　are　considered　to『be　the　most　important　source　of　human血爺ections
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with　STEC　O　157，　being　asymptomatic　excretors　of　the　orgar虹sm，　which　is　a　tTansient

member　of　the廿normal　gut　micro且ora．　Studies　conducte　d　with　exper㎞ental　in免ctions

have　con血med　that　STE　C　O　157　sheddtng　is　longer　and　more　intense　in　calves　than　in

adult　catde（74）and　that　it　largely　increases　afヒer　weaning（136）．

　　　Studies　on　the　presence　of　STE　C　in　cattle　have　been　per｛brmed　worldwide（28，57，95）．

In　North　America，　cattle　are　of　most　sign皿cance　as　a　reservoir　of　STE　C，　whereas，　in

co㎜tries　such　as　Austraha，　sheep　are　of　i翼eater　significance．　In　North　Amehca，　STE　C

have　been　isolated　both丘om　beef　cattle　and　dairy　catUe（33，42）．　Hancockθ6∂1　reported

the　isolation　of　STE　C　O　157　fヒom　O．28％of　dairy　cattle（8．3％of　the　tested　herds）and　fヒom

O．71％of　beef　catde（16％of　the　herds）（59）．　In　Austlaha，θ旗genes　were　present　in　16．7％

of色cal　samples　fヒom　daily　cattle（34）and　STEC　O157　and　STEC　O26：Hll　were　isolatBd

食om　1．9　and　1．7％of　the　samples　respectively　In　Jap　an，8放genes　were　detected　in　the

色ces　of　46％of　tested　calves，66％of　he雌）rs　and　69％of　cows（83）；STEC　O26，0111　and

O157　were　isolat£d　in　90f　the　78　herds　tested（11．5％）．　In　Europe，　studies　on　STE　C　fbcal

shedding　have　been　per血rmed　ln　many　co㎜t血es，　ranging食om　2．8％of　the　tested

antmals　in　the　UK（189）tD　75％in　Norway（169）．　The　lsolation　rate　of　STEC　O　157　fヒom

ar盛mals　ranging丘om　O2％in　France（129）to　16．6％in　Italy（20）．　In　the　studies　by　Blanco

θ孟ヨ1in　Spain，　the　main　STE　C　serogroups　isolated　were　O8，020，022，077，0113，0126

and　O　162（14）．　Most　of　the　isolates　were　negative貴）r　theθ2θgene（14，15）．　STE　C

belonging　to　serogroups　other　than　O　157　can　fセequendy　be　isolated丘om　young　calves

with　dia1Thea（88）．
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　　　Howeve鴨the　results　of　the　investigations　on　the　prevalence　of　STE　C　and／or　STE　C

O157　in　cattle　are　clearly血且uenced　by　the　samphng　and　detection　methods　adopted．　It

is　d皿cult　to　determine　whether　the　results　reporte　d　re且ect　true　d描erences　in

color丘zation　rates　or　are　the　consequence　of　the　d漁erent　methodologies　adopted．

Therefbre，　tD　evaluate　these　results，　it　is　necessary　to　p　ay　attention　to　the　sampling　and

detection　methods　adopte　d．

1．5．3　0ther　ruminant　species　as　a　reservoir　of　STE　C

　　　STE　C　exists　also　in　the　intestine　of　other　ruminants　such　as，　sheep，　goat，　and　deer

STE　C，　including　O　157　and　other　serotypes　associated　with　human血色ctions　such　as

O91，0128　and　O　146，　have　been丘equently　isolated丘om　the　intestinal　content　of　sheep

（63，169）．STE　C　O　157　has　also　been丘）und　in　both　meat　and　n1丑k（31）and　sheep　are　now

considered　as　an　impo枕ant　reservo廿魚r　h㎜an　in免cdon　in　some　co㎜thes　such　as

Austraha（17）．　STE　C　O　157　has　also　been　isolated丘om　goats（131），　and　goat　milk　has

been　associated　with　an　outbreak（13）．　Smal　ruminant且ocks　may　also　have　a　relevant

role血sprea曲g　STE　C　contam血ation　in　the　e曲o㎜ent（65，122）．　STE　C　O　157　has

been　repeatedly　isolated　fセom　deer（135）and　the　consumption　of　deer　ver直son　has　been

associated　with　human　in免ctions（82，132）．

1．5．4　Non　rumtnant　an㎞als　as　a　reser▽oir　of　STEC
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　　　STEC　have　also　been　recovered　fセom　pigs，　horses，　dogs，　and　birds．　In　pigs，　the　STEC

serotypes　that　are　usualy　detected　are　associated　with　edema（hsease　and　are　spec皿c　fbr

pigs．　Although　pigs　are　not　considered　to　be　a　major　source　of　STE　C　O　157　i皿6ection　and

other　STEC　associa艶d　with　h㎜an　in色ctions，　STE　C　O　157　have　been　isola艶d丘om　pigs．

　　　STE　C　have　also　been　isolated　fピom　birds．　The　isolation　of　STEC　O　157（174）and

non・0157　STEC（101）fセom　seagul　droppings　has『been　reported．　The　seaguns　were　not

considered　as　a　true　reservoir　of　STE　C　but　rather　as　potential　vectors　fbr　thetr

ピhssemination．　STE　C　strains　producing　a　palticular　variant　of　Stx2，　designate　d　Stx2£

have　been　fヒequently　isolated　fセom色ral　pigeons（107，146）．　It　is　d血cult　to　estabhsh

whether　Sxt2fproducing　stTains　may　represent　a　cause　of　avian　disease　or　even　a

potential　health　hazard　fbr　humans．　Pigeons　seem　to　be　a　natural　reservoir丑）r　these

particular　STE　C　strains，　which　could　be　host　adapted．

1．5．5　Shedding　and　persistence

　　　STE　C　O　157　naturaly　colonizes　the　gastroi皿testtnal　tracts　of　cattle，　and　the

lymphoid姫cle・dense　mucosa　at　the艶rm血al　rect㎜，　c出ed　the　recωan証j㎜c廿on

（RAJ）mucosa，　is㎞o㎜as　a　p血cip　al　site　of　colonization　in　cattle（96，114）．

　　　Three　distinct　patterns　of五Z　oo〃90157：H7　carriage　jn　cattle　have　been　descri止）ed

previously（95）．　First，　ar血nals　can　be　transiently　culture　positive」br　sholt　durations　of　a

免wdays　and　are　considered　passive　shedders　and　are　Hkely　not　color盛zed　at　the　RAJ

mucosa．　Second，　cattle　can　be　colonized　and　shed　the　bacteria　f）r　an　average　of　l　month
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and　typicaly　not　longer　than　2　months．　Thtrd，　a　fbw　rare　animals　are　colonized　fbr　a　long

duration　and　shed　the　bacteria　fヒom　3　to　12　months　or　longer　This　ur血que　situation，　in

which　a艶w　a血nals　develop　long－duration　colonization（＞2　months）with．E　oo五9

0157：H7，　is　hkely　due　to　bacterial　association　at　the　RAJ　mucosa；howeve鴨it　may　be　due

to　unique　colonization　by　the　bacteria　at　a　site（s）in　addition　to　the　RAJ　mucosa．

　　　In　a　recent　study　conducted　on　a　breeding　f註rm　in　Japan（179），色cal　shedding　of

EHE　C　O　157　and　EHE　C　O26　persisted　up　to　t£n　weeks　and　three　weeks，　respectively

The　magnitude　of　fbcal　shedding　was　around　104　cftゾgram　fbr　STE　C　O　157　and　102

c創gram五〕r　STEC　O26．　McDowelθ6∂1　have　shown　that　STEC　appear　to　be　wel

adapted　to　suMve　in　an㎞al艶ces，　where　they　can　remain　viable　fbr　periods　ranging

丘om　several　weeks　to　many　months（104）．　Some　strains　of　STEC　can　persist　many　years

in　a　same　cattle　herd，　and　that　could　explain　the　role　of　cattle　as　a　reservoh！．　Moreover，

intToductions　of　new　STE　C　strains　via　fbeds　and　dri㎡king　wat£r　are　always　possible（61）．

The　importance　of　the　farm　environment　as　a　potential　souヱce　or　reservoir　of　STE　C　O　157

has　been　extensively　addressed．　In　the　USA　a　same　we皿一identified　STE　C　O　157　strain

persis船d血a㎞m　e曲o㎜ent偽r　more　than　two　ye鍵s（147）．　The　strain　was冶ola艶d

丘om　catde　but　also　fヒom　other　animals　such　as　birds　or　fhes，　and　fヒom　fbeds　and

dr血king　water　The　persistence　of　STE　C　in　calves　kept　in　a　cowshed　might　result　fヒom

continuous　contact　between　the　a舳aB　an梛or　with　the廿en血o㎜ent，　that　anow

re　gUlε皿i　re・infbCtiOn．

　　　When　cattle　fbces　contaminated　e】くperimenta皿y　with　108　cfしソgram　of　STE　C　O　157
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were　kept　on　the　s曲ce　of　gra血g　and，　the　O　157　n㎜bers　decreased　by　4．（レ5．O　log10

c蜘am　wit㎞150　days，　but　the　organism　was　st皿de艶ctable　in　the　s㎜ounding　soi魚r

up　to　99　days（19）．　Persistence　of　STE　C　in　the　soi（54，55）favors　the　infection　of　catUe

and　makes　en舳㎜ent瓠expos肛e　a　risk魚ctor魚r　h㎜an㎡ection（35，65，122，155）．

　　　Age，　diet，　and　immunity　of　individual　cattle　could　also　potentialy　af旧ect　b　acterial

colonization．　Cray　and　Moon　reporbed　that　calves　she　d　Eα2〃’0157：H710nger　than

adult　ca㎝e頭ven　the　same　level　of互α必゜0157：H7　inoc皿㎜s（36）．

　　　Reducjng　the　level　of　carriage　of亙oo〃°0157：H7　in　catUe，　as　a　major　source　of　Eα2〃°

0157：H7　in免ction，　wo皿d　play　a　key　role　in　decreasing　the血k　of　h㎜an漉c廿on．

Animal　wastes　and　ef且uents丘om餅血ng　operaUons，　including　manure　and　slurdes，

are丘equently　apphed　as　a　l匪）rtihser　to　land　used　f～）r　crop　or　s丑age　production　and　cat七le

grazing．　In　such　cases，　appropriate　han（lhng　of　these　products　is　necessary　to　control　the

spread　ofpo艶n制y　present　STEC　and　l血it　the　hsks　ofh㎜an　in免c廿on（60，67）．　Cattle

manure　composting『befbre　its　spread　onto　land　may　re　duce　the　risk　of　transmission　of

STE　C　through　contaminated　ve　getables（72，73，100）．　Cattle　husbandry　is　hkely　the　major

so肥ce　of　en宙o㎜ental　contamina廿on　with　STE　C．　However，　it　should　ako　be

considered　that　the　presence　of　STE　C　may　result　fヒom　throwing　out　conta血nated

wastewaters　of　human　origin（86）or　spreading　contaminated　sewage－sludge　onto　the

land（170）．

1．5．6 Envh℃nmental　survival
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　　　STEC　O　157：H7　can　s画ve　and　persist血n㎜erous　e曲℃㎜ents　such　as　soi，

wate鴨and　fbod　as　wel　as　in　animεd　reservoirs．　STE　C　O　157：H7　has　been　shown　to

survive丘）r　a　year　in　manure－treated　soi　and丘）r　21　months　in　raw　manure　that　had　not

been　composted（71）．　Composting　manure　is　ef色ctive　in　destroying　STE　C　O　157：H7，　if　the

temperature　is　maintained　above　50℃丑）r　6　days．　STE　C　O　157：H7　can　survive血）r　a　long

time　in　wate鵯especialy　at　cold　temperatures．　Water　trough　se（㎞ents　contaminate　d

with　bovine　fbces　can　serve　as　a　long－term（＞8　months）reservoir　of亙oo五’0157：H7，　and

the　surviving　b　acteria　in　contaminate　d　troughs　is　a　source　of　in色ction（90）．　Barkerθ6∂1

showed　that亙oo〃ゆ0157：H7　s個ves　and　rephcates　in．40ヨ鉱ろa」乙ηoθ加1）oクρ加卵（5）．．4。

．ρ碓ρ加8浸is　a　common　environmental　protozoan　that　is　widely（hs1血bute　d　in　soi，　wate鵯

and　fbcal　sluny．　Thus，　it　can　be　an　ef丘cient　transmission　vehicle　of　STEC　O　157：H7　in

these　environments．

　　　Tb　suMve　in　varied　environments，　STE　C　O　157：H7　requires　the　abihty　to　adapt　to

variations　or　extreme　changes　in　temperature，　pH，　and　osmolarity　conditions　commonly

encoun．tered　in　nature．

　　　These　environmental　adaptations　of　STE　C　O　157：H7　play　an　important　role　in　the

persist£nce　and　dissemination　of　this　microorganism　on　fhrms　and　the　increasing

transfbr　fセom　cattle　to　cat尤le．　In　ad（htion，　the　ab丑i右y　to　suMve　outside　the　host　reservoir

increases　the　nsk　that　the　pathogen　may　contaminate　crops　and　produce　via　bovine

manure　contamination，㎞gation　with　contaminate　d　water，　or　direct　contact　with

infbcte　d　ar血als（103）．
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1．6　0ver軸ew　of　my　thesis

1．6．1　Backgro㎜d

　　　In　Miyaz血Pre艶cture血Japan　where　this　study　was　carried　out，　many　h㎜an

STE　C㎡ections　have　occ㎜ed　recently　During　10　ye肛s丘om　2000　to　2009，　STE　C

patients　have　been　reported　of且cia皿y　between　39　and　132　evely　year．　The　dominant

serotype　of　human－origin　STE　C　in　Miyazaki　is　O　157，　and　chr直cal　mar曲stations　vary

丘om　no　symptoms　to　serious　systemic　comphcations　such　as　HUS．

　　　On　the　other　hand，　Miyazaki　is　an　area　where　the　production　of　hvestock丑）r　meat　is

very　prol雌c　and　many　catde　are　bred．　It　is　wel㎞own　that　cattle　are　reservo廿s釦r

STE　C　O　157　which　is　an　important　pathogen　of　STE　C　in色ction　in　human．　Misawaθ6証

detected　8訣genes　by　P　CR　in　76．3％of　calves　in　Miyazaki（106）．

1．6．2　0verview　of　my　thesis

　　　The　goal　of　this　study　is　to　better　understand　STEC血色ctions　and　to　apply　my

results　to　preventive　measure　against　STE　C　outbreaks．　In　this　studX　the丘）lowtng　two

researches　were　carrie　d　out．

　　　The　airn　of　this血st　research　is　to　clar晦the　factors　af色cting　pathoger丘city　of　STE　C

O157　strains丘）r　a　better　understanding　of（1iversity　of　symptoms　includin　g　severe

symptoms　such　as　HUS　and　encephahtis．　For　this　aim，　STEC　O　157　strains　isolated　in

Miyazaki　Prefbcture　were　examined丘）rβ誼genotypes，　the　amount　of　Stxs，　the
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8加spe面c　mRNA　expression，　DNA　fingerp血ting　patterns　of　STE　C　O　157　strains，　and

analysis　in　correlation　with　chnical　manj色stations　of　STE　C　O　157　infbctions．　Based　on

the　results，　the　relationship　between　8齪genotype　and　p　atho　ger丘city　fbr　humans　in

STEC　O　157　s舳1s　was　stu出ed．　Ths　research　is　s㎜m血ed　in　chap艶r　2　in　th沁thesis．

　　　The　aim　of　the　second　research　is　to　j皿vestigate　distnbution　pattern　of　STE　C　O　157

epidemiolo　gicaly　in　the　cattle　population　which　has　been　prolific，　and　to　clar雌the

epide血olo　gical　relationship　between　STE　C　O　157　in　the　cattle　pop　ulation　and　in　human

population．　For　this　aim，　the　8自r　genotype　distribution　of　cattle　origin　O　157　strains　in　the

Myazaki　region　was　s㎜eyed　and　compared　with　that　of　stlains　fセom　humans　who　are

hving　in　the　s　ame　area．　Furthermore，　the　relationship　between　O　157　strains　o1重ginating

in　human　and　cattle　was　investigatBd　by　two　molecular　tech皿iques，　pulsed－field　gel

electrophoresis　analysis（PFGE）（102）and　insertion　sequence（IS）printing　analysis（124）．

This　rese鍵ch　is　s㎜m漉ed血chapter　3　in　t㎞s　thesis．
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2．The　role　of　Stx2　variants　in　STE　C　O　157　infbctions　in　human

Rebtionsh重p　betweenβなgenotyp　e　and　p　athogenicity　fbr　humans血

　　　　　　　　　　　　　　　　　STEC　O　157　strains
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2．1　1ntroduction

　　　Shiga　toxin（Stx）－producing　1殆（カθハ吻盈ω〃’（STE　C）is　an　emerging　p　atho　gen　of

signi丘cant　cl㎞cal　and　pubhc　health　concern　that　causes　various　symptoms　such　as

曲hea，　hemo皿ha頭c　coh廿s，　and　hemol如c一肥emic　syn血ome（HUS）血h㎜ans（26）．

Recently，　many　human　STEC　i㎡ections　have㏄c㎜ed　in　Japan，　and　this　has　become　an

i皿1portant　pubhc　health　issue．

　　　Vanous　fhctors，　such　as　type　of　toxin，　dose　of　bacteria，　and　age　of　humans　i㎡ected，

influence　the　diversity（severity）of　symptoms　caused　by　STE　C　i㎡ection．　Shiga　toxtns

（Stxl　and　Stx2）have　a　prominent　role　in　the　pathogenesis　of　STE　C　and　are　classj血ed

with　their　res面ctive　variants　according　to　the　nomenclature　proposed　by　Calderwoodθ6

∂1（27）．Stx　1・related　toxins（or　Stx　vadants）include　Stx　1，　Stx　l　c，　and　Stx　l　d，　whereas

Stx2　Telated　toxins（or　Stx2　variants）include　Stx2，　Stx2c，　Stx2d，　Stx2e，　Stx2£and　Stx2g

（117，143，156）．These　toxi皿s　are　encoded　by　genes　designated　8副，8畠ゴ（ろ8訣148姻

5故地5～沈245砿2a　5峨and　5峨respectively．　Some　reports　indicate　that　Stx　type（or

5なgenetype）is　associated　with　the　virulence　level　of　STE　C（45，50，53）．

　　　In　Miyazaki　Pre色cture　in　Japan，　many　human　STE　C　infections　have㏄c㎜ed

recently，　and　stDckbreeding　is　proh五c　in　this　area．　Misawaθ6証detected　5自r　genes　by

PCR　in　76．3％of　calves　in　Miyazaki（106）．　The　do血nant　serotype　of　human・origin　STE　C

in　Myazaki　is　the　O　157　which　is　one　most　associated　with　epidemic　cases．

　　　The　aim　of　this　study　is　to　exa血ne　why　in振ected　people　with　STE　C　O　157　develop
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va血ous　clinical　manifestations　including　severe　symptoms　such　as　HUS　and　encephahtis．

For　this　a血1，　STE　C　O　157　strains　isolated　in　Miyazaki　Pre色cture　were　examined丑）r　5紐

geno帥es，　the　amo㎜t　of　Stxs，　theθあrspec皿c　mRNA　e）Φression，　DNA血gerprinting

patterns　of　STE　C　O　157　strains，　and　the　result潟were　analysed　in　correlation　with　chnical

man挽stations　of　STE　C　O　157　i皿色ctions．

2．2．Materials　and　methods

22．1　Bacterial　stra血s　and　suhl　ects

　　　STEC　O157　strains　comprising　211isolates　from　210　human　fbcal　samples

colle　cted　in　2000－2008　and　8　isolates　fヒom　8　cattle艶cal　samples　colected　in　2008－2009

in　Myaz曲pre免ctロe，　were　used血ths　study．　H㎜an　samples　were　denved丘om　145

0ccurrences；these　occulrences　comprised　8　group　outbreaks（n＝39　isolates），26　fam丑y

outbreaks（n＝60），52　sporadic　diarrhea　cases（nニ53），　and　59　healthy　carriers（n＝59）

（Table　1）．　The　strains　were　used　fbr　8故genotype　analysis，　quantitative　analysis　of　tDxin

using　reversed　passive　latex　agglutination（RPLA）and　Vero　cel　assay，　mesurement　of

5鼠2related　mRNA　expression，　genomic　DNA　analysis　using　p　ulsed－field　gel

electTophoresis（PFGE），　and　analysis　in　co皿elation　with　chnical　ma㎡estations．

2．2．2　　1solation　of　STE　C　serotype　O　157　strains
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　　　蕗（ぬθηと血aoo〃°（互oo左‘）strains　were　isolated丘om免cal　samples　with　selective

media　of　CT－SMAC（Oxoid　Ltd．，　H㎜psh血e，　England），　CHROMagar　O　157　TAM

（CHROMagar，　Paris，　France），　and　D肌（Nissui　Pharmaceutical　Co．，　Lt（1，　Tokyo，　Japan）．

The　detecdon　of　Stxs　was　per飴㎜ed　by　detectingβなgenes　using　P　CR。

　　　SE　C　isola艶s　were　sero帥ed輌th　co㎜erci訓踊6　an廿sera（De血a－se止en㏄．，

Ltd．，　Tokyo，　Japan）．　Possession　ofθ2θgene　was　also　conftrmed　jn　a皿0157　strains　using

PCR（9）．

2．2．3　PCR

　　　Detection　and　typing　of　8紐gene　was　perlbrmed　by　P　CR，　as丘）lows：Aboied

bacterial　supernatant（DNA　solution）was　added　to　P　CR　reagent　including　10×PCR

bu伍er，　dNTPs，　appropnate　p血ers，　Ta血Ra　Ex　Taq（Tal（aRa　Bio　Inc．，　Shiga，　Jap　an），

and皿廿apure　water　in翻vol㎜e　of　25皿，釦lowed　by　amp雌cation釦r　25　cycles　using

athermal　cycler（PE　APPhed　Biosystems　9700，　Foster　City，　CA　USA）（75，40，112，168，181）．

The　ampli五cation　products　were　electrophoresed　on　a　2％agarose　gel（NuSieve　3：1

Agarose；Cambrex　Bio　Science　Rocldand，　Inc．，　Rockland，　ME，　USA）and　visuahzed　using

aUV　trans皿uminator　after　ethi（hum　bromide　staining．　P血ers，　Probes，　and　rest【icUon

enZymes　used　in　this　study　were　shown　in　Table　2．

2．24　Typing　of　8旗genes

　　　Detection　of　5血genes　was　perfbrmed　by　PCR　screening　as　described　by
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Karch　and　Meyer（75）．　This　PCR　strategy　can　detect　5な1，θ孟鵡8右【2ヒ，θ放245譲2b，

and　8鼠28　but　notθ故2f（146）．　Inabihty　to　detect　5岨Uoes　not　seem　to　be　a　serious

epidemiologic　problem，　since　detection　of　STE　C　O　157　strain　carryjng　the　8喚ene　has

never　been　reported．

　　　Typing　of　theβなgenes　was　perfbrmed　by　PCR　as　descri『bed　by　Nakaoθ6ヨ1

（112），and　each　strain　was　classified　into　5旗1，8孟認and　three　8薩2variant　groups

（、9ご文20，5孟X2鳳or　8故26）．　To　distinguish　between　8砿2ヨ刀618臨2　variants（θ孟x27一ヨ

and　8飯27一ゐ），　PCR　and　subsequent　restriction　fragment　length　polymorphism

（RFIP）analysis　using　three　restriction　enzymes，盈θIII，。〈必11，　and　Eθヨ1（TaKaRa

Bio　Inc．，　Shiga，　Japan），　was　perfbrmed　according　to　the　method　reported

previously（168）．　Furthermore，　Sabletθ6∂1　reported　that　8孟文27－∂could　be　further

divided　into　two　groups，5薩2曲a　and　5訣2ご（40）．　For　this　distinction，　we

perfbrmed　PCR－RFLP　analysis　using　the　restriction　enzyme盈oRV（TaKaRa

Bio）．

2．2．5　Bacterial　preparation　f）r　RPLA，　V6ro　cel　assay，　andθ～盟related　mRNA

measurement

　　　For　RPLA　and　the　V6ro　cel　assay，　bact£na　were　grown　with　starting　concentrations

at　around　107　cftゾ㎞1　in　CAYE　brothΦenka　Seiken　Co．　Ltd．，　Tokyo，　Japan）at　37°C　w此h

sh曲g，　and　were即o㎜to　2．4×108－6．6×108　c創ml　upω24　hours．　The　cult㎜e　was

fUrther　incubated　fbr　30　min　in　the　presence　or　absence　of　polymyxin　B（ftnal
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concentration　of　5000U／㎡D．　Culture　supernatants　were　then　obtained　by　cent㎡Ugation

（13，00085血n）and　f且tered　through　O．22－pm　pore　size　membrane　f皿ter　units

（㎜ex・GV；㎜pore，　Be曲rd，酷，　USN．　The趾rate　was　used　as　the　Stx　extract血r

RPLA　and　the　V6ro　cel　assay．

　　　Forθ砿2related　mRNA　measurement　and　RPLA　carded　out　at　the　same　time，

bacte副cult肥es　were群o㎜in　CAYE　broth　with　starting　concentrations　at　9×104　to

1．1×105cf肋nl　at　37°C　with　shaking　fbr　2，4，5，6，7，8，9，0r　24　h．　Total　RNA　was

extracted　and　pu㎡ied　fヒom　O．5　ml　of　each　bacterial　culture　using　the　RNA　protBct

Bacteria　Reagent（Qiagen，　Tokyo，　Japan）according　to　the　manufacturer’s　instTuctions．

DNA　was　removed　fセom　total　RNA　samples　via　DNase　I（RNase・fセee，　TaKaRa　Bio　Inc．，

Shiga，　Jap　an）（hgestion，　and　21110f　each　total　RNA　sample　was　reverse　transcribed

usjng　the　High　Capacity　cDNA　Reverse　Transcription　Kit（Apphe　d　Biosystβms）．　Ahquots

（2亘Dof　the　resulting　cDNA　samples　were　used　as　templates　fbr　real－t㎞e　PCR．

2．2．6　RPI」A

　　　Stx　l　and　Stx2　were　quantitated　usi皿g　a　Commercial　RPLA　test　kit（VTE　C－RPLへ

Denka　Seikenα）．　Ltd．，　Tokyo，　Jap　an），　according　to　the　manu魚cturer’s　instructions（76）．

Bnefly，　serial　two－f〕ld　d丑utions　of　Stx　extract　fヒom　l　to　10240r　2048　times（25　pD　were

mixe　d　with　equal　volumes　of　latex　particles　sensitjze　d　with　rabbit　polyclonal　anti・Stx　l

IgG　or　anti－Stx21gG　in　96－wel　V－bottom　microtiter　plates．　The　plates　were　incubated　at

room　temperature　and　examine　d丘）r　latex　agglutination丑）r　20一24　hours．　The　titers　of
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Stx　l　and　Stx2　were　expressed　as　the　reciprocal　of　the　highest　d丑ution，　where“xl’was

used　as　a　unit　of　diution，　that　caused　agglut血ation　by　the　respective　latex　reagent．

2．2．7　Vero　ce皿assay

　　　Stxl　and　Stx2　were　quantitated　using　the　Vero　cel　assay　method　reported　by

Kar舳θ酬78）．　Bne且y，1．5×104　Vero　cens　in　Eagle　MEM　me出㎜（1001①（Niss血

Pharmaceu翻（⊃o．Ltd．）cont舳g　10％翻bo血e　ser㎜αCN　Biome面cal　Inc．，

Auヱora，　OH，　USA）were　inoculated　into　each　wel　of　96・wel　microtiter　tissue　culture

plates　and　culture　d　at　35°C　in　a　5％CO2　atmosphere．　A氏er　24　hours　of　incubation，

two・f）ld　d丑utions　of　the　Stx　extract（100111）were　added　to　the　V6ro　cel　monolayers　in

each　wel　and　the　plates　were　fU瓦her　incubated　under　the　same　con（htions．　A丘er　three

days　of　incubation，　viabihty　of　cens　was　examined　afしer　sta血ing　with　crystal　violet．　The

cytoto）dc　titer　was　expressed　as　the　reciprocal　of　the　highest　diution，　where“ズ’was　used

as　a　unit　of　diution，　that　k皿ed　50％of　the　cels　in　the　monolayer（CD50）．

2．2．8　Real－time　P　CR

　　　恥a1・t㎞e　PCR　was　per飽㎜ed　using　the　7500　Fast　Real－time　PCR　System（Apphed

Biosystems）according　to　the　Taqman　P　CR　method　described　by　Nielsenθ6証to

measureθ砒2　related　mRNA　levels（115）（Table　2）．　Brie且y，　Real・time　P　CR　assays　were

c翻ed　out　in　20皿vol㎜es　cont血g　2皿of艶mpla船DNA　600hM　of　each　p血er，

200nM　of　each　probe，　and　the　TaqMan　Universal　Master　Mix（Apphe　d　Biosystems）
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using　the　7500　Real　Time　P　CR　System（Apphed　Biosystems）．　Thermal　cychng　consisted

of　two血itial　steps，50°C　f）r　2min　and　95°C　fbr　10min，　which　were　fblowed　by　40　cycles

of　95°C丑）r　15　sec　and　60°C丘）r　1血n．　The　amounts　of　5～沈2related　mRNAs　were

calculat£d　based　on　co皿esponding　standard　cur▽es　that　were　generated　from　PCR

amph五cation　of　geno血c　DNA丘om　one　STE　C　isolate（absolute　quan面cation）

（30，44，115）．Nielsenθ6∂1　reported　that　these　primers　and　probes　could　identt取，　but　not

d漁eren廿ate　between，　al　8祝2vahants　except　8砿2a

　　　To　accurately　assess　the　d廿丑erences　in　8～盟related　mRNA　expression　among　STE　C

strains，　we　made　relative　quant雌ca廿ons；this　method　no㎜汕zes　e）Φression　values　of

the　target　gene　using　expression　of　a　housekeeping　mRNA（an　internal　standard）in

RNA　samples（40）．　The　6酸1　gene，　which　encodes　the　EF－Tu　elongation魚ctor　of　protein

synthesis－an　abundant　cenular　housekeeping　protein　in　Eα2】奮一was　used　as　an

internal　standard（148，149，183）．　Primers　and　a　probe丘）r孟αが1　real－time　P　CR　were

prep　are　d　using　the　method　reported　by　Sabletθ‘認with　the　f）lowing　changes；the

f〕rward　primer　wasヱη6㎡14F（CATGGTTGATGACGAAGAGCTG），　the　reverse　primer

was加6雌1（坦（CACGCTCTGGTTCCGGAAT）（40），　and　a　new　probe，6α盈1（正，　was

designed（FAM・CGAT　CGTT　CGTGGTT　CTGCTCTGAA－TAMURA）（Table　2）．　Re　a1－time

PCR飾r　8齪2and　6㎡1　was　pe面㎜ed　in　paralel　in　separate　we皿s　of　the　same　m江［ti－wel

plate．　The　amounts　of　8血2　related　and　6α幽mRNAs　were　calculate　d　based　on

corresponding　standard　curves　that　were　generate　d　fヒom　each　P　CR　amphfication　of

genomic　DNA　fヒom　one　STE　C　isolate（40，44）．
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2．2．9　PFGE

　　　PFGE　was　perfbrmed　according　to　the　protocol　used　by　the　PFGE－based　national

network　set　up　to　mor直tor　the　spread　of　O　157　in　Jap　an（102）．　Briefly，　bacterial　cultures

gro㎜in　Trypto・Soya　Broth（Nissui　Pharmaceutical　Co．，　Ltd．）at　37°C　fbr　16－18　hours

were　embedded　in　agarose　plugs　and　were　treated　with　Proteinase　K（1mgやlug，　Wako

Puヱe　Chemical　Industries，　Ltd．，　Osaka，　Japan）．　A仕er　removing　Proteinase　K　geno血c

DNA　embedded　in　plugs　were　digested　with　30　U　of　restnc廿on　enZyme乃紐（Boehringer

Mannheim，　Ma㎜heim，　Germany）overnight　at　37°C．　Agarose　geB（1％SeaKem　Gold

Agarose；Cambrex　Bio　Science　Rockland，　Inc．）were　electrophoresed　using　a　CHEF　DR

III　apparatus（Bio－Rad　LaboratDries，　Richmond，　CA　USA）under　the丘）lowing

conditions：0．5×Tns・Borate－EDTA　buf丑er　at　14°C，6Wcm丘）r　20　hours，　with　a㎞early

ramped　switching　t㎞e丘om　2．2　to　54．2　sec．　Images　of　gels　stained　with　ethidium

bromide　were　analyzed　using　Fingerprtnting　H　sofヒware（Bio－Rad　Laboratories）．

2．3　Results

23。1θ㈱no帥es　in　STEC　O157治ola船s食om　h㎜an

　　　All　of　211　strains　were　investigated，　consequently，θ紐，8螺andθ祝2じwere

detected　but　8～冗24θ～翅e　and　5麟vere　not　detecte　d（Table　1）．　In　practice，　the

combjnation　of　the　se　three　genes　generated丘ve　genotypes：8な2　alone（hereafter　5幽，

θ鼠艶alone（here　afterθ認ヒ），　bothθな1　and　8認（hereafヒer　8譲飴幽，　both　3齪and　5認0
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（hereafしer　8な据就2∂，　and　both　8∠x2　and　8血翫（hereafter　8～泌∠x2∂．　The　two　most

丘equent　genotypes　were　8齪1冶～沈2（det£cted　in　92　isolates；43．6％）and　5砿20（detected　in

74isolates；35．0％）．　The　8螺5眺畝C　and　8血1冶砒20　were　detBcte　d　in　27（12．8％），9

（4．3％），and　9　isolates（4．3％），　respectively（Table　1）．　Consequently，128　isolates（60．7％）

ca㎡ed　5血2　genes，　alone　or　in　a　combination　with　otherθ紐genes，　and　83　strains（39．3％）

possessed　8血20　genes，　but　not　8厩2　genes．　No　strain　possessing　only　8島ゴgene　was　seen

in　the　present　study．

2．3．2　Relationship　between　5孟x　genotypes　of　isolate　s　and　chnical　man曲stations　in

humans

　　　The　relationship　between　3齪genotypes　of　isolates　and　chnical　man挽stations　of　the

i㎡ected　people治shown　in　Fig．1A　HUS　were　caused　by　three　5自r　genotypes（7／7　cases）

一
謝」碓～認5姻5眺砿2a　Most　ofbloody　diarrhea　also　caused　these　three　genotype

strains（46／49cases），　and　the　other　three　bloody　diarrhea　cases（3／49cases）were　caused

by　the　8底20　genotype　strains．　One　of　these　three　5姻o　genotype　strains　was　a　unique

stlain　that　showed　a　high　Stx2　toxin　titer（≧1024x）by　RPLへunhke　the　otherθ猛20

genotype　strains．　In　contrast，　the　people　infected　with　8姻じgenotype　strahls（71／74

strains），　with　the　exception　of　the　above　three　cases，　and　al　of　8な蕗認o　genotype

strains（9／9　strains）presented　m丑d　symptoms　such　as　watery（harrhea，　stomachache，　or

were　asymptomatic．　The　genotype　caused　mass　outbreaks　were　8齪胎雄2（5　cases）and

8詫～（2cases）in　Myazaki　in　2000・2008（data　not　shown）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　34



　　　The　relationship『between　age　and　chnical　symptoms　is　also　shown　in　Fig．1B，1C　and

Table　3．　The　fセequency　of　developj皿g　severe　symptoms　such　as　HUS　or　bloody　diarrhea

was　higher　at　46．4％in　O・9　year　old　patients　than　9．6％in　100r　more　year　old　p　atients．

The丘equency　of　asymptomatic　carriers　and　non－bloody　p　atients　was　higher　at　90．4％血

100r　more　year　old　patients　than　53．6％in　O・9　year　old　patients（翠＝36．2）．

　　　Taken　to　gether　these　fi皿d血gs　indicate　d　that　people　infecte　d　with　8紐carrying

strains（8超8∠x狛砿2　and　8眺認じgenotypes）developed　HUS　or　bloody　diarrhea　with

higher］丘equency　than　people　withθ認ocarrying　strains　withoutθ留（θ幽o　and

5訣ヱ冶祝20genotype）（茅＝36．9），　and　that　young　age　of　patient　was　a　hsk　factDr丘）r

developing　severe　symptoms．

2．3．3Stx廿ters　dete㎜ined　by　RPLA　in　extracts　of　strains　represent血g　the丘ve　8旗

genotypes

　　　The　amount　of　Stx　was　det£rmined　by　RPLへand　the　relationsh章p　between　8血

genotype　and　their　toxic　activities　was　investigat£d．　The　RPI．A　Stx　titers　fbr　the　64

representative　isolates　of　the　cases　in　2000・2003　are　shown　tn　Table　4．　Using　Stx　l

reagent，　polymyxin　B（an　antibio廿c　that　releases　the　8偽fセom　the　periplasmic　space　of

bad£ria　and　incre　ases　spec皿c　activi砂of　tox血extracts）一㎜treate　d　cultures　of　isolates

canytng　theβ齪gene　showed　low　Stx　1－RPLA　titers（8－64x），　whereas　al　extract潟of

polymyx±n　B－treate　d　cultules　of　them　showed　high　titers（256－1024x）．

35



　　　Using　Stx2　reagent，　RPLA　titers　in　strains　carryingθ厩2　without　8就2ごwere

signi血cantly　d雌brent丘om　those　carrytng　8勉without　5姻as丘）lows：isolates　with

5譲20nly　genotypes（such　as　5薩2　andθ齪1冶瑠）showed　high　Stx2　titers　of≧64－1024x．

By　contrast，　isolates　with　8姻oonly　genotypes（such　as　5∠x20　and　8故1冶厩2ヒ）showe　d　low

Stx2　RPLA　titers　of　1・32x，　except　one　isolate　with　a　remarka『bly　high　Stx2　RPLA　titer　of

≧1024x．　The　mean　titer　of　Stx2c　was　about　1／320f　the　mean　titer　of　Stx2，　if　the　8～詫20

strain　with　a　remarkably　high　Stx2　RPLA　titer　was　excluded　fヒom　the　analysis．　Little

d漁rence　was　observed　between　polymyxin　B－treatBd　and・non－tTeatβd　cult1皿es．

2．3．4　Stx　titers　detem立ned　by　Vero　cen　assay　in　extracts　of　strains　repre　senting　the　five

8訣genotypes

　　　Vero　cel　assay　which　was　a　standard　detection　method　fbr　Stxs，　was　also　pehbrmed

to　evaluate　the　relationship　between　pathogenicity　and　5訣genotypes．　The　Stx　activity

measured　by　Vero　cen　assay　fbr　the　54　isolates　of　the　cases　in　2000－2003　is　shown　in

Table　4．　By　this　assay，　extracts　of　the　318～翅6　genotype　isolates　had　an　average　of

eight－fbld　lower　titer　than　did　extTacts　of　the　twoθ～沈2　genotype　isolat£s（210－215四．

214and　217）．　When　polymyxin　B　was　not　treated（Stx　l　titers　might　be　low，　therefbre，　total

toxin　titer　seems　to　be　less　af喉ected　by　Stx　1），　the　8鼠蕗故2　and　8訣2冶厩2∂genotype

strains　showed　the　titers　of　215－21g　and　21〈L216，　respectively．　In　addition，　among　the丘ve

d梱erentθなgenotypes，8認6　genotype　was　associate　d　with　the　lowest　cytotoxicity，
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except丘）r　one　isolate　with　a　remarkably　high　titer．　Thus，　the　V6ro　cel　cytotoxicity（CD　50）

varied　depending　on　the　Stx　type（i．e．　Stx　1，　Stx2，　Stx2c）．

　　　On　the　other　hand，　a　shght　d艶rence　was　observed　between　Stx　extracts　of

polymyxin　B－treated　and－non・treated　isolat£s，　in　the　isolates　belonging　to　genot馴pes

carrying　5～短gene，　such　as　the　5血蕗厩2（215－219→216－219）and　8自r蕗認o　genotypes

（214－216→216＿218）．

　　　By　comparing　the　RPLA　titer　with　the　Vero　cel　cytotoxicity　Uter，　the　Stx2　RPLA

titer　was　shown　to　correlated　we皿with　the　Vero　cel　cytotDxicity，　and　above　al，　when

Stxl　level　was　low（which　was　the　case　when　STE　C　cultures　were　not　treated　with

polymyxtn　B）（r＝0．82）（Fig．2）．

2．3．5The㎞e廿cs　of　8齪2rela艶d　mRNA　e即ression　and　to）血production　in　t㎞ee

STE　C　O　157　strains．

　　　The㎞e廿cs　of　8齪2rela艶d　mRNA　e即ression血three　s励1s－a　8血2　strain，　a

8勉strain，　and　aβな飴血2　strain－were　compared　to　assess　the　d漁rence　of　toxin

production　between　8認o　and　8齪2（absolute　quanti丘cation）（Fig．3）．　T』ese　three　strains

were　a　8故2　strain　derived　fヒom　a　patient　with　bloody　diarrhea　in　2007，　a　8故2ヒstrain

derived丘om　a　healthy　carrier　in　2008，　and　a　8故殆厩2　strain　derived　fヒom　a　patient　with

bloody血㎜hea血2007．　Increases血the　n㎜ber　of　bac艶na　were　simiar　between

cultures，　regardless　of　strain　genotype，　duhng　the　24　h　af柱）r　j皿oculation．　In　contrast，

8砿2related　mRNA　expression　varied　among　the　stTains．　In　the　5な2　and　5な蕗な2
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strains，　mRNA　expression　reached　a　peak　value　6　h　afヒer　inoculation，　but　in　the　5砿20

stra血e）qpression　peaked　5　h　afber　inoculation；expression血each　strain　did　not　increase

thereafter．　The　peak　value　in　the　8砿2　and　5な蕗∠x2　stlains　were　4｛bld　and　8・貴）1d　greater，

respectively，　than　that　in　the　8認o　strain．

　　　The　Stx2・related　toxin　titer　in　each　strain　began　to　increase　4　h　after　bacterial

inoculation　and　reached　a　peak　90r　more　hours　afヒer　inoculation．　The　peak　toxin　titers　of

the　5厩2　and　8∠x1冶薩2　strains　were　256x，　but　that　of　the　8幽o　stTain　was　16x．　The　peak

value　of　toxin　titer丑）r　8厩2　and　8故蕗鼠2　stlains　was　16・fbld　greater　than　that　of　the

5泌strain．

23．6　Compahson　of　5砿2－related　mRNA　expression　and　toxin　production　among　STE　C

O157　isolates

　　　The　STE　C　O　157　strains　used　j血this　examination（n＝33）include　24　strains　isolated

duhng　2000・2008　and　one　strain　in　2010（this　stTain，　No．1in　Fig．4，　was　not　included　in

‘㌔acterial　strains　described　in　the　section　of　Material　and　methods”，　and　this　was　added

only釦r　this艶st．）丘om　h㎜an，　and　8　s廿ains　isola艶d丘om　cattle　d㎞g　2008－2009．

Expression　of　8紐related　mRNA　in　the　33　isolates，　which　represented　five（雌erent

genotypes，　was　me　asure　d　by　relative　quantitative　real－time　P　CR（Fig．4）．　The　mean

value　of　8底2Telate　d　mRNA　e琴pression　in　isolates　with　a　genotypes　that　include　the　5な2

gene（i．e．，8～躍8齪胎～認8眺血26　strains）were　not　sign雌cantly（1血erent　fヒom　one

another，　and　the　mean　values　of　isolates　with　genotypes　that　included　the　8祝20　gene，　but
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did　not　include　8畝（i．e．，θ∠x20　strains（except　No．29）and　8な2冶厩20　strains）were　not

also　sign雌canUy　d遡erent　fセom　one　another．　Interesttngly，　the　isolates　with　genotypes

that　includedθ雄2　had　sig㎡icantly　higher　3留related　mRNA　expression　than　isolates

with　geno破pes　that　included　8認q　but　not　8薩2（t　test，　p＝6．08E－08）；only　one　isolate，

which　had　the　3厩20　genotype　and　a　remarkably　high　level　of　8認related　mRNA　did　not

食皿in　this　p　attern．　The　mean　value　of　the　toxin　titer　of　the　8認inclusive　isolates　was

about　10・」bld　higher　than　that　of　strains　with　genotypes　that　includedθ認4　but　not　3認．

For　each　genotype，　mRNA　expression　in　the　isolatBs　vahed　within　a　relatively　narrow

range，　with　one　notable　excepdon，止e　5泌st舳deschbed　previously．　Furthe㎜ore，

ibr　each　genotype，　no　d漁rence　in　mRNA　expression　was　evident『between　isolates　of

cattle　origin　and　those　of　human　ong立n．

　　　St翅・relate　d　to）dn　production　in　culture　of　the　33　isolates　was訓so　de㎏㎜i皿e　d　using

RPLA（Fig．4）．　Isolates　with　5紐inclusive　genotypes（i．e．，8姻8訣殆姻and　8故2倉認o

strains）had　high　Stx2　titers　ranging　fセom　32x　to　1024x．　In　contrast，　al　isolates，　but　one，

with　genotypes　that　included　5畝but　notβ詫2（i．e．，3認6　and　8故蕗認o　strains）had

low　Stx2　titers　that　ranged　fヒom　lx　to　32x．　The　mean　titer　of　the　8認inclusive　strains

was　about　40・f〕ld　higher　than　the　mean　titer　of　the　strains　that　included　8玩24　but　not

θ鼠2if　the　8厩20　strain　with　remarkably　high　8加related　mRNA　expre　ssion　and　high

toxin　titer　was　excluded　fヒom　the　analysis．

　　　The　one　exception　was　the　3∠x20　stlain　that　showed　a　remarkably　high　Stx2　RP工A

titer　and　8砿2related　mRNA　expression　des面bed　in　the　section　of　2．3．3and　2．3．4．　Both
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8厩2ヒmRNA　expression　and　the　RPLA廿ter　in　this　stTain　were　sig㎡icantly　higher

（about　100－fbld　and　1000－f）ld，　respectively）than　the　mean　values　measured　in　other

θ畝stTains．

　　　Interestingly，　the　8訣殆㍍20　strains　had　shghtly　lower　titers　than　the　8認o　stlains．

2．3．7　DNA　finger　p血ting　patterns　of　STEC　O　157　isolates　by　PFGE　analysis

　　　DNA　ftngerp血t　p　atterns　by　PFGE　analysls　fbr　the　65　causative　strains　fセom　64

0cc㎜ences血2000－2003証e　shown　in　Fig．5．　We血st　used　PFGE　to　analyze

epidemiological　relevancy，　but　then　we　fbu皿d　that　PFGE　ident㎡ied　clusters　which　were

highly　correlated　with　pathogenic　genotype．　The　STE　C　O　157　strains　were　divided　into

large丑）ur　clusters　designated　A，　B，　C，　and　D，　with　one　exception．　The　clusters　bore　some

relationship　to　5旗genoちypes．　Clusters　A　and　C　maihly　compr曲ed　stlains　with　8訣艶

genotype　and　Cluster　D　ma皿y　comprised　strains　with　5な胎訣2　genotype．　Cluster　B

comprised　stTains　with　various　genotypes　includingθ螺8～泌∠x24　and　3故2冶薩2ヒIn

this　way，　the　PFGE　pat力ern　clustβrs　were　closely　ass㏄iated　with　8訣genotype．

2．4　D沁cussion

　　　In　the　present　study，　fiveθ自r　genotypes（8超8孟泌C　8血蕗畝，8な殆姻4　and

8厩鈴～沈2∂were　detected　in　211isolates丘om　Miyazaki　Pre色cture　and　the　most　common

wereθ∠x狛砿2　and　8血20（43．6％and　35．0％，　respectively）．　The　high　fヒequent　detections　of
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5舐」旋ヲ∠x2　andβ勉strains　seem　to　be　the　characteristics　in　some　particular　countries　in

the　world（Table　5）（92，111，117）．　In　Japan，　a　simiar　survey　had　been　carrie　d　out　in

Osaka（111，117）．8自d冶砒2　strains　were　detected　at　high　fヒequency　in　both　areas，　but

8泌strains　were　detected　more　dominantly　in　Miyazaki　than　in　Osaka．5働～励was

prevalent　in　Fh且and　and　Argent血a，　ur曲e血Miyazaki（128，45，96）．

　　　The　genotypes　of　causative　strain　in　group　and　fhmiy　outbreaks，　and　sporadic　cases

were　5紐据螺8畝8眺砿20　andβ畝whereas　genotypes　mainly　fbund　in　healthy

carries　were　8認o　and　8故ノ冶厩2a　In　addition，　people　in色cte　d　with　5認carrying　stTains

（θ畝3誼蕗詫2and　8眺姻じgenotypes）developed　HUS　or　bloody　diarrhea　with　higher

丘equency　than　people　with　8認ocarryi皿g　strains　without　5認gene（3認o　and

8訣」佑姻ogenotypes）（翠＝36．9）（Fig．1）．　Then，　of　9　people　infected　with　the　strains

carrying　the　5紐蕗肋genotype，7people　were　asymptoma廿c　and　2　people　presented

water　diarrhea．　Therefbre，5薩1　seems　to　have　lower　virulence丘）r　humans．　This丘nding

was　consistBnt　with　the　reports　by　Boerhnθ6認（18）and　Sie　glerθ6認（151）．　Accordingly，

we　con丘rmed　that　8詑genotype　was　one　of　the　important　risk魚ctors　of　d臨ease　severity，

and血曲er，　that　pathogenici㈱h㎜ans　was　higher魚r　the　8齪2血clu血g　geno帥e

isolates　than　theθ～励genotype　isolates，　as　supported　by　previous　reports，　Nishikawaθ6

∂1（117）and　Frie　dhchθ6認（50）．

　　　Friedhchθ62Z（50）have　shown　thatθ認∂治the　or且y　5～沈2variant　associate　d　with

HUS，　but　the　nsk　of　developing　HUS　was　sign雌cantly　lower　afber血蘇ection　with

3鼠⑳『bear㎞Lg　STE　C　strains　than　a仕er　in免ction　with　8紐bear血g　STE　C　strains．　Eklund
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θ孟証and　Friedrichθ6認fbund　that　5訣2ヶbear血g　STE　C　in」〔bctions　can　progress　to　H〔∫S

（45，50）．Taken　together，　these　results血dicate　that　patients　infected　with　8認o　genotype

strains　also　are　at　some　risk　of　developing　severe　symptoms．

　　　RPLA　is　commohly　used　as　a　quantitative　method　to　estimate　the　amo㎜t　of　tox血

proteins．　However，　this　method　js’based　on　antigen・antibody　reaction．　Theref）re　cross

reaction　is　obser▽ed　between　Stx2　and　Stx2c．　Anti・Stx21atex　reagent　react潟with　Stx2c

but　it　was　30一丘〕ld　less　sensi廿ve　to　pur血ed　Stx2c　proteins　than　those　of　Stx2（76）．　Thus

RPLA　cannot　dete㎜ine　the　amount　of　each　variant　toxin　precisely．

　　　Vero　cel　assays　are　a　wel－known　and　standard　method　used　to　quant脅Stxs．　This

study　showe　d　that　the　V6ro　cel　cytotoxicity（CD　50）vahed　depending　on　the　Stx　types．　In

the丘ve　d面erentθ齪genotype　strains（θ畝8猛2c5訣蕗畝5放胎砿2照刀ゴ5旛底20），

most　ofθ厩20　strains　showed　lower（ytotDxicity　on　Vbro　cels　than　other丑〕ur　genotype

st疋ains．　Lindgrenθ6認showed　that　puri五ed　Stx2vhb（apProximately　5　P　9／CD　50），　which

has　B　subunit　sequences　that　are　identical　to　those　of　Stx2c，　is　approxiエnately　100－fbld

less　reactive　than　pur岨ed　Stx2（apProximately　500　P　9／CD　50）on　Vero　cels；this

di晩rence　is　due　tD　lower　a伍nity　of　Stx2vhb　f）r　the　glycohpid　receptDr　Gb　3　that　is　caused

by　one　amino　acid（雌ierence　in　the　B　sub㎜its　of　Stx2vhb　and　St）魂（93）．　Other

researchers　showed　that　the　B　subunit　of　Stx　det£rmined　relative　cytotDxic　speci丘city，

and　theref～）re，　the（hf丘｝rence　in　cytotoxicity　should　be　due　to（hf色rence　in　either　receptor

af匝立ty　or　specificity（123，139，177）．　Hence，　in　this　study，　the魚ctor　causing（hf蘇erence　in

cytotoxicity　among　d幽rent　Stx　type　stTains　is　hkely　to　be　Stx　composition，　but，　in
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ad（h廿on，　the　amo㎜t　of　toxin　can　be　nominated　as　one　of　theぬctors．　However，　it　might

be　d雌cult　to　comp　are　the　amount　of　toxin　production　in　strains　that　produce（1雌erent

type　of　toxins，　due　to（雌erence　in　either　receptor　af面ty　or　speci丘city　caused　by　the

composition　of　vahants．

　　　Here，5～紐related　mRNA　was　quantified　to　compare　the　amount　of　Stx2－relat£d

toxins　produced　by　O　157　stTains　of　d温erent　genotypes．θ認and　8砿20　spec雌c　mRNA

can　be　quan面ed加gether　us血g　t㎞method　because　a　co㎜on　p飢of曲ndθ畝

mRNAs　is　used　as　a　target　sequence　fbr　real・time　PCR（115）．　Based　on　measufements　of

5な2related　mRNA　expressed　in　cultures　of　each　of　330157　isolates，8留related　mRNA

expression　in　8彪｝inclusive　isolates（i．e．，8耀θ血蕗姻and　3∠x2台砿20　stTains）was

signi丘cantly　higher　on　average　than　that　in　isolates　with　genot皿）es　that　includedθ砿痴

but　not　8認（i．e．，5認o　andθ訣蕗認o　strains）．　This　ftnding　strongly　indicated　that　O　157

strains　with　a　genotype　that　included　5～次2produced　more　toxin　than　those　with　a

genotype　that　includedθ認4　but　not　8認．

　　　However，　the　5紐related　mRNA　expression　levels　did　not　necessarily　correlate　with

toxhl　titers『by　RPLA　in　the　sameθなgenotype　strains．　These　variations　aエe　possibly　due

to　d艶rences　in　mRNA　ha廿li免，　translation　ef丘ciency，　or　d温erences　in　experimental

conditions　used　fbr　each　of　assays．　However，　the　variations　between　mRNA　and　toxin

production　levels　do　not　af色ct　the　conclusion　drawn　fヒom　these　data．

　　　Our　results　were　consistent　with　those　of　Zhangθ6証（184，186）．　They　divided　E　oo〃°

0157：H7　stlains　into　three　major　genetic　hneages，　hneage（L）1（which　includes　strains
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with　the　8左【2　gene），　Hπ1（which　includes　stlains　with　the　3厩20r　8懲認o　genes），　and

HI（which　includes　str血s　with　the　3祝2∂gene），　and　showed　that　H　and　L皿l　strains

produced　sii面canqy　higher　leve嬉of　8∠x2　and／or　8～沈20　mRNA　than　HI　str血s（P＝

8．83E－03　and　P＝8．74E－04，　respec廿vely）．　Moreover，　they　showe　d　that　the　H　strains

produce　sign雌cantly　higher　levels　of　3砿2　and／or　8砿20　mRNA　than　mI　strains（P＝

7．11E－03）；they　also　showed　that　H　and　HπI　strains　are　more　fヒequenUy　associated

with　human（hseases　than　are　HI　strains．　Their　class皿cation（hneage）seems　to　d漁er

丘om　ouf　class雌cation（8齪genotype）；however，　both　systems　are　highly　dependent　on　the

θ訣2genotype．　Our　results　were　thought　to　be　comparable　with　their　results．　The　strains

withθ厩2inclusive　genotypes　clearly　expressed　more　8孟120　related　mRNA（and　also

toxtn）than　the　strains　with　genotypes　that　j皿cluded　8故ぬbut　not　8畝This（雌erence

must講ect　p　athoge血ci砂to　h㎜ans；neve曲eless，　it　is　not　c㎜ently　lmovm　whether　the

levels　of　toxin　produc廿on　observed加四9血りcorrespond　to　the　amount　of　toxin　produced加

卿．Thus，　it　was魚㎜d　that　the　amount　of　tox血producUon　might　be　one　of　the魚ctors

that　cause　d面erences　in　p　athogenicity　among　d面erent　genotype　O　157　strains．

　　　From　the　above，θ齪genotype，　c1㎞cal　man並estations，3鼠2　specjfic　mRNA

expression，　and　PFGE　were　wel　correlated　with　each　other，　and　were　aもo　suggest£d　tD

be　co皿elated　with　pathogenecity，　and　therefbre，　determining　the　3島r　genotype　of　STE　C

O157　might　be　helpfUl　in　assessing　the　r冶k　of　development　of　severe　symptoms．

　　　Another　interesting丘nding　was　the　high　levels　of　tDxin　production　in　a　8姻o　STE　C

O157　strain．　In　general，　the　5猛200157　strains　expressed　less　3血20　spec雌c　mRNA　and
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showed　lower　toxin　titers．　In　this　strain，　both　5血2∂mRNA　expression　and　the　RPLA

titer　were　sign廿icantly　higher（about　100一丘）ld　and　1000－fbld，　respective】け）than　the　mean

values　measured　in　other　8砿20　strains．　The　patient　in醸ected　with　this　stlain　developed

bloody（harrhe　a；there丘）re，　this　strain　was　apparendy　more　p　athogenic　than　other　5～励

strains；but　reason　fbr　the　high　level　of　toxin　production　is　unknown．　However，　only　one

such　stlain　was　isolatβd；theref〕re，　the　probabihty　of　detecttng　such　a　strain　is　very　low．

　　　However，　the　pathoger血city　of　STEC　fbr　humans　is　complex　and　depends　on　the

v廿ulence　characteristics　of　the㎡ecting　STE　C　strajn　and　host魚ctors（such　as　age），

although　Stxs　are　the　major　virulence　fhctors．　In　this　study，　the　data　fヒom　the　patientls

ages　and　symptDms　in（hcated　that　the　young　age　of　patient　was　a　risk　factor　fbr

developing　severe　symptoms．　Accordingly，　the　risk　f）r　developing　serious　symptoms

should　be　evaluated　in　consideration　of　various魚ctors，　such　as　8自r　genotype，θ喫θgene，

entβrohemolysin，　subtilase　cytotoxin　and　age　of　host（45）．

　　　In　conclusion，　STE　C　O　157　strains　are　the　most　important　p　athogens　in　human

STE　C　i皿6ectious　diseases，　with　regard　to　both　severity　of　c㎞ical　symptoms　and　disease

incidence．0157　strains　that　produce　Stx2－related　toxins　are　reported　to　be　more

commor且y　associated　with　serious（hseases　than　isolates　producing　Stx1．　Based　on

analysis　ofθ故genotype，　measurements　of　8眈2　spec雌c　mRNA　expression，　clusters

identified　by　PFGE　using　restriction　enzyme　2防喫1，　and　chnical　mar㎡bstations，　we丘）und

that　results　of　these　fbur　analyses　were　correlated　wel　each　other，　and　were　also

suggested　to　be　correlated　with　p　athogenesis．　There丑）re，8なgenotype　was　one　of　the
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important　r拍k　factors　of　disease　severity　and　determining　theθなgenotype　of　the

bacteria　might　be　helpfUI　in　assessing　the　nsk　of　developing　severe　symptoms　in　STE　C

O157　i㎡ection．　In　addition，　these　results　indicated　that　8姻εgenotype　was　less　virulent

than　other　5認genotypes，　as　supported　by　previous　reports（45，50）．

　　　We　also化und　that　measurement　ofθなrelated　mRNA　expression　accurately　might

re且ect　the　toxin　production　level　among　STE　C　strains；fUrthermore，　expression　levels　in

5加rela船d　mRNA　co皿d　be　usedωassess　pathogenici砂in　h㎜ans．

　　　In　this　study，　we　fbund　one　8麓20　strain　that　produced　a　remarkably　high　level　of

toxin，　and　the　pa廿ent　infected　with　this　strain　developed　bloody　diarrhea．　Accordingly，

cau廿on　is　warranted　in　cases　where　in〔醸ectlons　are　caused　byθ厩200157　strains　or　8血2

0157strainS．
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2．5Tables　and五gures

Table　l　ST£C　OI57董sQlates　f士om　hulnan　used　in　thls　study

A．ε㍑genotypes　and重solated　years

Year 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 Total

3乙rgenotype AB AB AB AB　A　　B AB A　B A　B A　B A B

3蹴2

3な1／＆∫x2

5亡じ2！く∫孟κ2c

傭2ご

ε㍑1∠∫㍑2ご

0（0）

3（3）

0（0）

20（17）

2（2）

0（0）

5（4）

1（1）

13（11）

0（0）

0（0）

1（1）

0（0）

6（5）

1（1）

1（1）

17（9）

0（0）

5（5）

董（1）

1ヰ

1

玉＊

1

0

（1）

（1）

（1）

（1）

（0）

5（1）

12（7）

2（2）

5（3）

2（1）

3（3）

26（13）

2（2）

9の
2（2）

15（4）

17（13）

2（2）

6（6）

1（1）

2（1）

10（8）

1（1）

9（4）

0（0）

　　串27

92

9ホ

74

9

（11）

（59）

（9）

（59）

（8）

tota1 25（22）　　　19（16） 8（7）　　　24（16）　　4　　（4）　　26（14）　　42　（27）　　　41（26） 22（14） 211　（146）

A：No．of　STEC　O157　iso三ates丘oml　persons，

B．No．　ofrepreselltat三ve　strains　ofSTEC　O　157丘om　cases

＊：One　strain　with　3な2　genotype　alld　olle　strain　with　3㍑2な鷹2ごgenotype　were　isolated　ffom　the　san｝e　individlla1．

B．Origins

Human　orig重n　strains　in　2000－2008 No．of　strains

Total　of　O　157　stralns（People）

Causative　strains（Cases）

（S◎urces＞

　　　Gr◎up　outbreaks

　　　Fam昼y　outbreaks

　　　Sporadic　cases

　　　Healthy　carriers

211（210）

146（145）

39（8cases）

60（26cases）

53（52cases）

59（59cases）

Cattle　ori’in　strains叢n　2008－2009 No．of　strains

Total　of　O　157　strains　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8

（Sources）

　　　Fecal　sam　les　in　slau『hterhouse，2007－2009　　　　8
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Table　2．　P血ners　and　probes　f～）r　PCRs　and　real　time　PCR

A．PCR　and　RFLP

Pr㎞er　pails貴）r血di（測5㍍gene 丑㎎et　gene Stze（bp）of　PCR　product Refヒ㎜ce

aPCR　fbr　debection　ofa皿3跳genes

　MKl　TrrACGAJA　GAC　TI℃τ℃G　AC［

　MK2　CAC　AIATへAArrA【T　TCG　CT℃

b．PCR　to　d騰5㍍9㎝les　into舐1，舐2

　Stxl－F［

　Stxl－R

　Stx2司F［

　Stx2－R

　GI－F［

　Gl－R

　Gl’革［

　Gl’－R

　G2－F［

　G2－F

　G3－F［

　G3－R

　G46F［

　G4－R

］

釜課二罵霊犠G］

盤澱膿購無論］

凝認簿器器籍A］

提繋盤鷲鼎悪浅］

諾畿濫灘瓢欝G］

瓢撒盟瓢瀦叢㏄］

瓢器郁需置誕器］

5氏1　　3氏2　5玩20

5跳2冨　5加2ε　舐29

伽1

5厩2

5加20group

飲2凶ogmup

5配2と1gro叩

5励『gmup

識2εgmup

228

505

969

470

370

302

773

901

（75）

（181）

（181）

（ll2）

（ll2）

（ll2）

（ll2）

（ll2）

B．PCR　and　subsequent　RHP　analysis

1㎞er　pahs　fbr　PCR

aPCR　and　RFLP　fbr　5な2　vadant

［VT2℃　　AAG　AAG　ArG　TrrArG　GCG　GTVT2－d　CAC　GAATCA　Gσ「㎜GCC　T℃］

　　　　　　　P舳c的ds肱）s　offゆentS　PI℃du㏄d

T㎏就　　　Sセe（bp）of　　　　　by　digesαon　with】℃s面ction　enzyme：

gene　　　PCR　produ〔元　　　・醗ノ1　　　　　2惣α1　　　　伽皿

Re魚爬nce

　舐2

8加20敏2ソ勿

　舐2励ろ

285

285

285

285

285

159，126

216，69

136，80

216，69

285

161，124

161，124

（168）

b．PCR　and　RFIP　fbr．5配20

丁魂et　　　Size（bp）of

9㎝e　　PCRpmduσt

by　diges廿on　with　Ies面σ巨on　en卿e：

　　　　　EooRV

R£色㎎nce

　伽2－F　GAr〔K3CGG工℃CAITArC［

舐2－R　CGGTAGAAAG工ArHてπrG

］ εα20

傭2v勿

529

529

329，200

529

（40）

C．Real．血1e　PCR

P【㎞1erpahs　f～）r　hldica副5玩gene 丁加get　gene Size（bp）of　PCRproduct Refヒ㎜ce

a．Real　t㎞e　PCR最）r　5庇2－1℃㎞d敦）xh1

b．Real廿me　PCR　f～）r　t㎡A．（intem創釧andaKl）

［潴姻gF　　CAr（紐TrGArGACGAAGAGCTG溺ψ1gR　　CACGCTCTGGTrCCGGAAT姻PK）be　　CGATCGTTC（汀（iiGTrCT㏄TCTGAA］一

107

200

（ll5）

　（40）

（40）

（Ihs働dy）
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A．All　isolates（n＝211）

Asymptomatic
　　　（105）

ロβ譲殆猛2

　　　　　　　HUS（7）

　　　　　　　｛
　　　　　　　　5　1　1
　　　　　　　　＼＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Bloody

　　　　　　　　　　　　　　　　　30　　　　　diarrhea　etc

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（49）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10

　　　　　　　　　　　　塑
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　24

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Watery

　　　　　　　　　　　　19　　　　　　　　diarrhea

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　etc（50）

【コβ翻～　　■β協留0　　口5認〇　　四β譲1／診留0

B．Isolates　fピom　O－9　years　old　persons

　　（n＝97）

AsynlptOlnatic

　　（21）

　　　　　1

　　　　10

watery

d㎞hea　etc
（31）

11搾

〃、。

　HUS（7）

　　／1

Bloo（ly

diarrhea　etc
（38）

A8ymptomatic
　　　（84）

C．Isolates　fヒom　100r　more　years　old

　　persons（n＝114）

Bloody
d巳anphea　etc
（11）

5

watery
dianhea　etc
（19）

Fig．1　Relationship　betweenθなgenotyp　e　of　STE　C　O　157　strajns　and

　　　　　　　c㎞ical　manj免stations　in　humans
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Fig．2

　　倉om　isolates　not　treatcd　with　polymyxin　B．

20　　　　　　　　　25　　　　　　　　210　　　　　　　215　　　　　　　　220　　　　　　　225

　　　　　　　　　　　　Vero　cell　cytotoxicity　titer

O　Stx2c（32　samples）　　　　●St）d／Stx2（14　Samples）　　　　▲Stヌ2（2　Samples）

◇　Stx2／Stx2　c（2　samples）　　×　Stx　1／Stx2c（4　samples）

Relation　between　Stx2　RPLA　titer　and　V6ro　cell　cytotoxicity　of　extracts
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1．E＋09

1．E＋08

1．E＋07

1．E＋06

1．E＋05

1．E＋04

1．E＋03

1．E＋02

1．E＋01

1．E＋00

0 2

ノ
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’盛

，1σ

4
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ε］一一一ロー一魁一一圃’

　α　　　　　蕊

’愈一一「鉦

丈｝一一〇一一く）

5 6 7

　　　　X）一一〇

カ

8 9 24

Number　of　bacteria
　　　　　（Cfu／mI）

5醒variant　spec市c

mRNA（Copy／μ1）

Toxin　titer　by　RPLA

using　Stx2　reagent（x）

Culture　time（h）

一
ロト5わ（ユ／3わ（2

一盒一5亡x2 一〇－5t￥2c

Fig．3．　The㎞etics　of　8認related　mRNA　expression　and　toxin　production　in　STE　C

c皿tures．　The　sm皿dot色d　hne即aphs　show　the　n㎜ber　of　bacbeha．　The㎞e即aphs

show　the　amounts　of　8∠x2　and　8厩20　mRNA　measured　by　real－time　PCR．　The　long

dotted　hne　i騨aphs　show　the　amo㎜ts　of　Stx2　and　Stx2c　measured　by　RPLんThree

bacterial　strains　are　a　5故Z舎留（口　），　a　3齪（蕊）and　a　8認o　genotype　strain（0）．
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Fig．4．　E）q〕ressions　of　3α2－related　mRNA　and　productions　of　Stx2　related　toxins　in　33　STEC　isolates．

Bar　graphs　show　the　relahve　amounts　of　5就2　and　5底20　mRNA　to妬4　mRNA　measured　by　real－t㎞e

PCR　in　bacterial　c皿tures　a食er　6　hour　incubadon　of　the　5就2（【』），5かα5就20（一），5α1な跳2

（＝），5認o（匡），漁1細ogen卿e　s蜘囮）伽剛te　sq冊c（□）㎞出c雄es血e
Stx2　and　Stx2　Ute㎎measured　by　RPLA　in　ba（沈erial　cultures姐er　24　hour　lncubadon．　HUS：Hemoly口c

uremic　syn（虻ome，　BD：Bloody　diarrhe灸WD：Watery　diaIrheζNone：As獅ptomadc
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3．Ep　ide血ological　relationship　between　human　and　Cattle

　　　　　　　　　　　　　　in　STEC　O　157　hl飴ction

Moleculal　epidemiological　ana］yses　of　STE　C　O　157：且7∠H一

　　　　　　　　　　　血human　and　cattle　isolates
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3．1　1ntroduction

　　　Shiga　toxin（Stx）－producing旋o乃θ盟励姦oo11（STEC）is　an　emerging　pathogen

of　significant　clinical　and　public　health　concern　that　causes　various　symptoms，

such　as　diarrhea，　hemorrhagic　colitis，　and　hemolytic・uremic　syndrome（HUS），　ill

humans（143）．　Various　factors　inf［uence　the　diversity　of　symptoms　caused　by

STEC　strains，　and　the　Stx　type（gene　alleles　are　designated　as　8放genotypes）is

the　most　important　of　these　factors．　The　dominant　serotype　of　STEC　of　human

origin　in　Japan　is　O157，　and　many　O157　strains　have　been　reported　to　produce

three　distinct　toxins，　Stx1，　Stx2，　and　Stx2c（40，168）．　In　humans，　Stx2Telated

toxins　are　more　commonly　associated　with　serious　disease　than　are　Stx1－related

toxins（18，80，150，151）．　Some　reports　indicate　that　the　Stx　type（θ放genotype）is

associated　with　the　virulence　of　STEC（53），　and　further　suggest　that　Stx2　is　more

virulent　to　humans　than　Stx2c（50，80，117）．

　　Cattle　are　thought　to　be　a　major　reservoir　of　STEC　and　often　carry　STEC　in

their　intestinal且ora（59）．　Humans　are　occasionally　infbcted　with　STEC　O157

through　the　ingestion　of　contaminated『beef　and　related　fbod　products（120，138），　or

by　direct　contact　with　infbcted　animals　or　with　environmental　materials，　such　as

soil，　water，　vegeta『bles，　and　farm　equipment（109，173）．　Therefbre，　cattle　in艶cted

with　STEC　might　be　one　of　a　source　of　infbction丘）r　humans；this　also　means　that

the　8齪genotypes　present　in　cattle　must　af艶ct　the　degree　of　seriousness　of　the

human　infbctious　disease（50，80，117）．

　　　In　second　chapter，　we　reported　theβ訣genotype　distribution　of　STEC　O157

strains　isolated丘om　people　in　the　Miyazaki　area　of　Japan，　where　stockbreeding
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is　common；we　showed　that　a　strain　carrying　only　8血【2ごwas　prevalent　there，　as

well　as　a　strain　carrying　8旗1冶故2（80）．　Some　studies　have　reported　diffbrences血

the　genoちype　and　virulence　of　STEC　O157　strains　from　human　patients　and　cattle

（4，89，116）．

　　　The　purpose　of　this　study　was　to　survey　the　8訣genotype　distribution　of

STEC　O157　strains　isolated　from　cattle　in　the　Miyazaki　region，　and　to　compare

them　with　O157　strains　f士om　humans　who　are　living　in　the　same　area．

Furthermore，　we　evaluated　molecular　epidemiologically　whether　human　O157

infbctions　were　actually　caused　by　O157　strains　originating　in　cattle．　We

perfbrmed　two　molecular　epidemiological　techniques，　pulsed・field　gel

electrophoresis　（PFGE）analysis　（80）and　insertion　sequence　（IS）printing

analysis（124），　to　analyze　O　157　strains　derived　ffom　humans　and　cattle．

3．2Materials　and　methods

32．1　Bacterial　Strains

　　　STEC　O　157　strains（n＝268）comprising　211　isolates　from　210　human　fbcal

samples　collected　in　2000－2008，　and　57　isolates　from　57　cattle　samples　collected　in

1991－2009，were　analyzed　in　the　present　study（Table1，6）．　Human　samples　were

derived　from　1450ccurrences　from　2000　to　2008　in　Miyazaki　Pre艶cture，　Japan；

these　occurrences　comprised　eight　group　outbreaks（n＝39　isolates），26　family

outl〕reaks　（n＝60），52　sporadic　diarrhea　cases　（n＝53），　and　59　healthy　carriers

（n＝59）．Cattle　samples　were　derived　from　57　individual　healthy　animals；the
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samples　comprised　9　swab　samples　from　carcass　surfaces　and　48　fbcal　samples

collected　in　slaughterhouses　and　farms　from　1991　to　2009　in　Miyazaki（Table　6）．

All　211　strains　were　used　fbr　5飯genotyping　and　quantitative　analysis　of　Stxs

using　reversed　passive　latex　agglutination（RPLA）．　The　clinical　manifbstations　in

210STEC　O157・infbcted　people　were　also　investigated．

　　　Additionally，　fbr　genomic　analysis　using　PFGE　and　O1571S　printing，　a

collection　of　175　strains　which　comprised　118　isolates　of　human　origin（the　total　of

each　representative　isolate　in　5　group　cases，23　family　cases，44　sporadic　cases，46

healthy　carriers）and　57　isolates　of　cattle　origin　was　used．　．

32．2　Detection　and　typing　ofθなgenes

　　　PCR　screening血）r　detection　of　8～宏genes　and　typing　of　theθ激genes　were

perfbrmed　as　described　in　the　second　chapter（40，75，81，93，112，146）．

3．2．3　PFGE

　　　PFGE　was　per丘）rmed　according　to　the　procedure　described　previously　in　the

second　chapter（81，102）．

3．2．4　1S・printing　analysis

　　　IS－printing　analysis　was　perfbrmed　using　a　commercial　multiple　PCR－based

typing　method　kit　fbr　STEC　O157　strains　based　on　the　variable　location　of

insertion　sequence　IS629（IS－printing　System，　TOYOBO　Co．，　Ltd．，　Osaka，　Japan）

according　to　the　manufacturer’s　instructions（124）．
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3．2．5　Quantitative　RPLA

　　　STEC　O157　bacteria　were　incubated　at　37°C　with　shaking　fbr　24　h　in　CAYE

broth（Denka　Seiken　Co．　Ltd．，　Tokyo，　Japan），　and　treated　with　polymyxin　B（final

concentration　of　5000　U／ml）．　Culture　supernatants　were　used　as　the　Stx　extracts

fbr　RPLA丑）r　quantification　of　Stxl　and　Stx2．　RPLA　was　perfbrmed　using　a

commercial　RPLA　kit　（VTEC・RPLA，　Denka　Seiken）　according　to　the

manufacturer’s　instructions（76）．　The　titers　of　RPLA　fbr　Stxl　and　Stx2　were

expressed　as　the　reciprocal　of　the　highest　dilution（used‘‘x”as　a　unit　of　dilution）

that　caused　agglutination　by　the　respective　latex　reagent．

3．3　Results

3．3．1Frequency　ofθ譲genotypes　of　STEC　O　157　strains　isolated血om　humans　and

cattle

　　The　3左r　genotypes　of　211　strains　isolated　from　humans　and　those　of　57　strains

isolated　from　cattle　are　shown　in　Fig．6．　Both　isolates　were　classified　into　five

genotypes　each，　but　the　genotypes　fbr　each　group　were　dif艶rent．　In　human

isolates，5齪1冶孟認5孟畷3～カ【鮪孟詔o，8譲2ヒ，　andθ畠ゴ冶～カ【乳were　detected，　and　in

cattle　isolates，8台r1冶孟畷θ孟銘θな翫，8～宏1冶故2¢and　5激1　were　detected．

　　In　humans，5旗1冶な2　and　8な艶genotypes　were　the　most　prevalent，　accounting

fbr　43．6％　and　35．1％　of　the　isolates，　respectively，　and　5孟畷　5な％功【2ヒ～　and

θ旗1冶あ【艶genotypes　accounted五）r　12．8，4．3，　and　4．3％，　respectively，　of　all　strains．

In　cattle，5譲20　was　the　most　prevalent　genotype　and　accounted　fbr　47．4％of
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isolates．　The　other　genotypes，θな1冶孟認5解5自r1冶旗亀and　8訣1，　accounted　fbr

29．8，8．8，7．0，and　7．0％，　respectively．

　　　In　addition，　we　con丘rmed　that　every　O　157　stlain　used　produced　Stx　q．e．，　a　toxin　tit沿r

by　RPLA）which　was　corresponded　to　each　8飯genotype．

3．3．2　Molecular　epidemiology

　　　To　investigate　the　potential　epidemiological　relationship　between　STEC　O　157

isolates　derived　from　humans　and　those　derived　from　cattle，　a　collection　of　175

strains　which　comprised　118　isolates　of　human　origin　and　57　isolates　of　cattle

origin　was　analyzed　by　PFGE．　Furthermore，　to　investigate　the　epidemiological

correlations　with　isolates　f士om　other　areas　in　Japan，16　publically　available　O　157

PFGE　patterns　distributed　widely　throughout　Japan　during　2005・2008　were　used．

The　publically　available　PFGE　patterns　are　published　on　the　internet　at　the

National　Institute　of　Infbctious　Diseases　website，　and　the　strains　associated　with

these　publically　available　PFGE　patterns　are　ljユ（ely　to　be　8譲．Z冶～沈2　strains　based

on　their　PFGE　patterns．　However，　the　strain　genotypes　are　not　published　on　the

we『bsite．

　　　The　isolates　were　divided　into　six　groups　based　on　genotype　as　fbllows　and

were　analyzed：A，5齪1冶孟銘B，8薩20；C，8認D，8故鈴～宏2δE，8～燵1冶薩20；and　F，

8齪1．In　several　groups，　there　were　some　correlations　among　the　patterns　from

human　isolates，　those　f士om　cattle　isolates，　and　the　pu『blically　available　patterns．

Strains　that　showed　high　homology（＞95％identity　by　PFGE　pattern）were

analyzed　further　by　IS　printing　to　confirm　the　genetic　similarity．　The　PFGE

patterns　could　be　organized　into　dendograms　with　clusters（strain　groups　which

showed　similar　patterns　with　each　other），　sub・clusters（smaller　clusters　within　a
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strain　cluster）marked　by　lower　case　letters，　and　sets（groupings　within

sub・clusters　in　which　all　strains　share　an　identical　PFGE　pattern），　as　shown　in

Fig．7－A－F．

A．θな1／9薩2genotype　strains

　　PFGE　patterns　of　64θ旗1屈x2　strains　including　47　human　isolates　and　17

cattle　isolates，　and　16　pu『blically　available　PFGE　patterns，　were　compared．　They

were　divided　into　14　small　clusters　each　of　which　consisted　of　2　to　17　strains（Fig．

7A）．

　　Six　isolates　with　the　same　PFGE　and　IS　printing　patterns　in　the　A・n

sub－cluster　were　from　cattle　from　the　same　farm．　Among　the　six　isolates，　one

strain　was　isolated　first，　and　after　about　80　days，　five　strains　were　isolated　from

且ve　separate　cattle　on　that　same　farm．

　　Notably，　there　was　no　human　isolate　with　100％identity　to　a　cattle　isolate　by

both　PFGE　and　IS　printing．　In　the　A・fsub－cluster，　two　cattle　isolates　showed　the

100％identity　by　both　PFGE　and　IS　printing，　and　they　also　had　high　homology

（＞95％identity　by　PFGE）with　five　human　isolates．

　　In　contrast，　PFGE　patterns　from　human　isolates　in　fbur　sets　of　each　of　the　A－a，

・b，・e，and・f　sub・clusters，　were　very　similar　to　publically　available　PFGE　patterns

from　the　strains　collected　throughout　Japan．　Specifically，　the　isolation　year　of　the

isolates　in　each　set　in　the　A・a　and　A－e　sub－clusters　was　the　same．　However，　we

could　not　perfbrm　further　comparisons　between　these　strains　by　IS　printing，

because　the　strains　associated　with　the　publically　available　PFGE　patterns　were

not　available．
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B．8孟銘ogenotype　strains

　　The　PFGE　patterns　of　77θ厩20　genotype　strains，　those　of　50　human　isolates

and　27　cattle　isolates，　are　shown　in　Fig．7B．　These　patterns丑）rmed　three　large

clusters　and　three　smaller　clusters．　Each　large　cluster　included　isolates　from

cattle，　patients，　and　healthy　carriers．

　　Cattle　strains　in　one　set　in　the　B－j　subcluster　were　isolated　at　widely

separated　time　points（1998　and　2008）．

　　Comparing　cattle　isolates　and　human　isolates，　there　were　no　strains　with

PFGE　patterns　and　IS　patterns　with　100％identity，　but　l　l　of　27　cattle　isolates

（41％）showed　high　homology（＞95％identity　by　PFGE）with　human　isolates　in

each　of　the　B－a，・c，・d，・£－g，・h，・i，　and・j　sub・clusters　as　fbllows．　The　cattle　isolates

in　1998・2001　showed　high　homology　with　the　human　isolates　in　2000・2008　in　each

of　the　B・a，・c，・d，－f　and・j　sub・clusters．　The　cattle　isolate　in　2007・2008　showed　high

homology　with　the　human　isolates　in　2000・2003　and　2008　in　each　of　the　B－9，－h，－i

and－j　sub－clusters．　In　contrast，　many　strains　isolated　from　cattle　since　2007

seemed　to　show　low　homology　to　isolates血om　humans（B・n，－p，・q，・r，　and－s

sub・clusters）．

C．8孟短～genotype　strains

　　The　PFGE　patterns　of　125な2　strains（7　human　isolates　and　5　cattle　isolates）

are　shown　in　Fig．7C．　There　are　no　strains　that　both　PFGE　patterns　and　IS

patterns　accorded　between　human　isolates　and　cattle　isolates，　but　three　strains　in

the　C・a　sub・cluster　showed　high　homology（＞95％identity　by　both　PFGE　and　IS

printing）with　each　other．
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D．5右【鈴台【乳genotype　strains

　　Acomparison，　of　the　PFGE　patterns　among　six　8故2捨な2ごstrains，　all　isolated

from　humans，　is　shown　in　Fig．7D．　Each　overall　PFGE　pattern　was　unique．

E．8齪．Z冶放2∂genotype　strains

　　Acomparison　of　the　PFGE　patterns　of　128齪1冶訣20　strains，　including　eight

human　isolates　and　fbur　cattle　isolates，　is　shown　in　Fig．7E．　No　PFGE　pattern

丘om　a　human　isolate　had＞95％identity　to　a　pattern　from　a　cattle　isolate．

F．θ自r．Z「genotype　strains

　　No　8な1　strain　was　isolated　from　humans　during　this　study．　The　PFGE

patterns　of　fbur　cattle　isolates　are　shown　in　Fig．7F．　Each　overall　PFGE　pattern

was　unlque・

3．4　Discussion

　　　Considering　the　relationship　between　8～放genotypes　and　symptoms，　our　study

in　second　chapter，　suggested　the　fbllowing．　STEC　O157　strains　carrying

genotypes　that　include　the　8孟⊃【20　gene　without　the　8孟x2　gene（i．e．，5左【翫or

5～燵．1冶～霊2ヒgenotype）tend　to　show　low　pathogenicity；in　contrast，　strains　with　the

8孟x2　gene（i．e．，　8齪1冶畝　　θ孟綴　　or　θあ【鮪訣翫　genotype）tend　to　show　high

pathogenicity　in　humans（80，50，117）．　Furthermore，　most　human　infbction　cases

involving　8訣20　genotype　strains　were　asymptomatic（520f　74　strains，70％）or

presented　mild　symptoms（190f　74　strains，26％），　but　30f　74　people　infbcted　by

θ譲2ごgenotype　strains（4％）developed　serious　symptoms　such　as　bloody　diarrhea，
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and　one　strain　derived　from　one　of　these　three　patients　showed　a　very　high　toxin

titer　by　RPLA，　a　high　Vero　cell　cytotoxicity　and　a　high　expression　of　5孟x2Lrelated

mRNA（Fig．1，2，4，　Table　4）．　Other　researchers　have　reported　thatθ訣翫genotype

strains　can　cause　HUS（45，50）．　As　described　above，　the　8放20　genotype　strain

generally　seems　to　be　less　virulent，『but　we　must　not　ignore　that　it　may　cause

severe　symptoms．　The　report　showed　by　Nakamulaθ6証are　consistent　with　our　data

（111）．They　have　shown　that　most　isolates　from　patients　with　serious　symptoms

possess　only　the　5譲2　gene，　in　contrast，　most　O157　strains　isolated　fヤom　bovines

（possessing　only　the　3訣27加（i．e．，8～宏2ヒ）gene）might　not　readily　cause　disease　in

humans．　However，　they　noted　that　caution　is　necessary　because　1丑oo．互strains

carrying　5故2曲∂（i．e．，θ厩2∂were　also　isolated　from　patients　with　HUS．

　　　Previously，　we　showed　that　theθ飯乳genotype　was　a　common　5齪genotype　of

STEC　O157　isolated丘om　persons　living　in　Miyazaki（80）．　Miyazaki　is　an　area

where　the　production　of　livestock　fbr　meat　is　very　prolific　and　many　cattle　are

bred．　These　cattle　are　a　reservoir　fbr　STEC　O157，　and　thus　might　be　one　of　the

important　sources　of　infbction　to　humans（2，58）．　In　this　study，　among　8訣

genotypes　of　STEC　O157　isolates　from　humans，　the　8孟x20　genotype　strain

accounted　fbr　35％．　In　cattle，　the　8譲2ごgenotype　was　the　most　prevalent　at　47％

（270f　57　strains）．　This　prevalence　in　cattle　isolates　resembled　findings　from　other

areas　in　Japan，　in　China，　and　in　Denmark（111，187，116）．　Taken　together，　the

frequency　of　8故翫genotype　strains　isolated丘om　both　humans　and　cattle　was

signi且cantly　higher　than　other　genotype　strains　in　Miyazaki　area．

　　　Here，　we　investigated　whether　molecular　epidemiologic　correlations　based　on

PFGE　analysis　and　IS　printing　analysis　between　8齪2ごgenotype　strains　from

cattle　and　humans　were　evident（Fig．7B）．　No　strain　isolated　from　humans　showed
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100％identity　according　to　both　PFGE　patterns　and　IS　printing　patterns　with　any

cattle　isolates；therefbre，　we　concluded　that　no　cattle　strains　analyzed　in　this

study　were　clear　candidates　fbr　human　infbction．

　　　However，41％of　the　strains　with　8～オ【翫genotypes　isolated　from　27　animals（11

0f　27　strains）were　highly　homologous（＞95％identity）as　fbllows；the　first，

homology　was　recognized　among　some　strains　isolated　from　cattle（1998・2001）

and　from　humans（2000－2008）．　The　second，　high　homology　was　recognized　in　some

strains　isolated　from　cattle（2007・2008）and　from　humans（2000・2003　and　2008）

significantly　separated　in　time，　as　shown　in　Fig．7B．　These　results　suggested　that

strains　showing　those　patterns　had　been　preserved　in　cattle，　people，　or　their

surrounding　environment　continuously　fbr　more　than　several　years，　and　there

must　have　been　some　opportunities　to　transfbr　to　humans　directly　or　indirectly

from　them．

　　　In　addition，　both　PFGE　and　IS　printing　pattern　of　the　strain　isolated　from

cattle　in　2008　accorded　with　those　isolated　from　dif飽rent　cattle　in　1998，　although

it　is　unknown　whether　the　farms　where　the　two　cattle　herds　were　bred　is　the　same．

This　suggests　that　the　strain　represented　by　these　patterns　might　have　survived

and　was　preserved　in　environments　surrounding　the　cattle　from　1998　to　2008．

　　As　described　above，　we　supposed　that　some　STEC　strains　carrying　8旋20　could

survive　long・term　in　the　gastrointestinal　tracts　of　cattle　or　in　the　breeding

environment，　and　might　have　an　opportunity　to　infbct　people　through　various

routes　of　in」農）ction．　This　is　consistent　with　other　reports（48，91，94），　although　none

of　them　mention　the　8放genotypes　of　the　bacteria．　Ezawaθ6∂1　assumed　that

EHEC　O157　did　not　remain　in　individual　cattle丘）r　long　periods，　but　contaminated

farms　long・term　due　to　repeated　infbction（48）．　LeJeuneθ6　al　isolated　EHEC
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0157exhibiting　indistinguishable　PFGE　patterns　from　a　fbedlot　over　several

years，　and　continued　to　isolate　it　from　this　and　another　fbedlot　in　the　same

geographic　area，　suggesting　that　a　certain　type　of　strain　might’be　adapted

predominantly　either　to　survival　and　persistence　in　the　fbedlot　environment　or　to

colonization　of　the　bovine　gastrointestinal　tract（91）．　Other　studies　have　shown

that　some　clones　can　survive　over　a　period　of　at　least　17　months　in　the　same　farm

or　survive　over　a　period　of　at　least　7　months　in　the　same　animal，　indicating　that

less　prevalent　clones　may　represent　only　transient　episodes　of　contamination

（94，29）．

　　　There　are　many　reports　that　fbund　direct　and　indirect　transmission　of　STEC

O157　strains　from　cattle　to　humans　in　infbction　cases　by　molecular

epidemiological　methods（58，98，120，138），but　not　so　many　reports　that　mentionedθ齪

genotype　of　the　causative　O　157　strain，　even　if　a　causative　organism　was　a　virulent

genotype，　such　as　5孟銘　θ齪1冶畝　and　8左【鈴台【2ヒ．　Several　cases　of　suspected

infbction　from　cattle　by　STEC（5故鮪故20　genotype）to　humans　were　reported　by

Aspanθ6∂1　in　Sweden（3）．　Whereas，　there　is　no　report　demonstrating

transmission　ofθ～次艶genotype　O157　strains　from　cattle　to　humans　by　molecular

epidemiological　methods．　In　the　present　study，　we　compared　8功【2b　genotype　O　157

strains　derived　from　cattle　with　humans　by　PFGE　and　IS　printing　techniques，

and　fbund　that　there　were　some　relations　among　them．　Cattle　seemed　to　be　a

possible　source　fbr　the　8放乳genotype　strains　as　well　asθ孟泌possessing　genotype

O157　strains．

　　　The　pathological　effbcts　of　8故20　genotype　strain　seem　to　be　mild　or

asymptomatic，　and　therefbre，　the　detection　of　this　genotype　might　be　dif且cult　in

contrast　to　other　genotype　strains　that　cause　severe　symptoms　in　humans．　In　this
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study，　only　fbod　handlers　and　patientsl　families　were　used　as　healthy　carriers；

however，　when　a　5な翫genotype　O157　strain　was　detected　randomly　in　such　a

healthy　carrier，　the　same　organism（clone）was　occasionally　detected　in　family

members（data　not　shown）．　This　suggests　thatθ孟x20　genotype　O　157　strains　may

spread　person－to－person　without　being　noticed．　Because　surveys　of　STEC　O　157　in

healthy　persons　are　rarely　per丑）rmed　in　Japan，　it　is　very　hard　to　detect　5譲2ご

genotype　bacterial　infbctions　from　reservoirs，　and　might　be　dif且cult　to　find　an

expansion　of　cryptic　infbction　in　healthy　carriers．

　　　In　contrast，　among　the　strains　isolated　from　cattle　after　2007，　some　8放翫

strains　showed　very　low　homology　to　isolates　f士om　humans　and　other　cattle．　This

suggests　that　some　STEC　O157　strains　might　have　been　newly　imported　from

other　regions　when，　fbr　example，　calves　were　brought　to　local　farms　from　other

parts　of　the　country，　or　occasionally　from　a　fbreign　country，　and　raised　over　one　or

two　years　until　they　became　adults，　a　cycle　that　is　repeated　every　two　or　three

years・

　　　The　genotypes　that　contain　the　5孟痘2　allele－5自d冶孟鵡8孟娼and　8譲鈴故翫一

might　cause　severe　symptoms　in　humans，　and　these　three　genotype　strains

accounted　fbr　61％of　all　isolates　in　total．　In　cattle，5な1冶孟認and　3孟認isolates

represented　39％of　all　isolates　in　total　of　both　genotypes　in　the　present　study．　The

appearance　of　cattle　that　carry　O157　strains　with　these　genotypes　at　high

frequency　may　affbct　the　development　of　serious　symptoms　in　human　infbctions．

The　importation　of　calves　suspected　to　be　O157－contaminated　from　other　areas

every　several　years　fbr　breeding　might　be　one　cause　fbr　the　increased　frequency　of

these　genotypes．　Actually，　six　strains　from　cattle　from　the　same　farm　sampled　in

2008，including　one　strain　isolated　at　first　and　five　other　strains　isolated　after
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about　80　days，　showed　the　same　PFGE　and　IS　printing　patterns．　These　results

suggested　that　the　STEC　O157　infbction　spread　from　the　first　animal　to　other

animals　and　persisted　on　the　farm．　When　we　compared　PFGE　and　IS　printing

patterns，　the　cattle　and　human　origin　isolates　that　showed　high　homology（＞95％

identity　by　PFGE　and　IS　printing）with　each　other　were　recognized　in　one

sub・cluster　ofβ訣1／紘x2　strains（Fig，7A－f）and　the　other　one　sub－cluster　of　5薩2

strains（Fig．7C・a）．　The　fi皿ding　suggests　the　possib丑ity　that　these　possibly　high　virulent

genotype　strains血ght　trans艶r　fヒom　catUe　to　human．　However，　on　the　whole，　a　close

connection　was　not　recognized　so　much　between　these　genotype　strains　isolated

from　cattle　and　humans．

　　Comparing　PFGE　patterns　of　5齪1冶故2　genotypes　of　cattle　isolates　and　human

isolates，　with　publically　available　PFGE　patterns　from　strains　throughout　Japan，

showed　that　some　patterns　distributed　throughout　Japan　correspond　to　patterns

丘om　isolates，　from　patients，　and　from　healthy　carriers　in丘）ur　sets（Fig．7A；A・a，　b，

e，and　f　sub－clusters）．　These　results　suggested　that　someθ旗1屈）【2　strains　might

have　spread　throughout　Japan　via　the　circulation　of　meat　and　related　fbod

products．

　　In　the　present　study，　a　survey　of　STEC　O157　strains　was　carried　out五）r　cattle

and　humans，　including　healthy　carriers　who　lived　in　the　same　geographic　area，

and　8齪genotypes　of　the　isolated　strains　were　determined　by　the　molecular

techniques．　In　both　cattle　and　humans，8故20　genotype　strains　were　isolated　f士om

healthy　carriers　frequently；however，　this　genotype　was　isolated　from　a　fbw

patients　showing　severe　symptoms．　This　is　the　first　report　showing　that　8～急【翫

genotype　O157　is　widely　distributed　in　both　cattle　and　humans　in　Miyazaki

Prefbcture，　and　that　there　is　a　correlation　between　these　two　as　demonstrated　by
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molecular　epidemiology．

　　In　conclusion，　STEC　O157　strains　are　the　most　important　pathogens　in　human

STEC　infbctious　diseases，　both　in　terms　of　severity　of　clinical　symptoms　and

frequency　of　incidence．　Based　on　an　analysis　of　the　8齪genotypes　of　211causative

O157　strains　and　the　symptoms　of　210　infbcted　people，　the　prevalent　genotypes　in

isolates　in　this　area　were　the　8旗1冶臨2（44％）and　5孟x20　genotypes（35％），　and

furthermore，　strains　with　theθ孟蜴8な1冶孟銘or　8鼠鈴わ【2ヒgenotypes　tended　to　be

more　virulent　than　strains　with　theθ左【2ヒor　8旗1冶舐2ヒgenotypes　in　humans．

Cattle　are　clearly　important　as　environmental　reservoirs　of　STEC．　The　8～沈2∂

genotype　was　the　most　prevalent，　accounting血）r　47％of　all　isolates　derived　from

cattle　in　this　area．　PFGE　and　IS　printing　analysis　showed　that　some　genetic

patterns　of　θあ【涜　genotype　strains　are　likely　preserved　in　cattle　or　their

surrounding　env±ronment　fbr　more　than　several　years．

　　　Generally，　the　virulence　to　humans　of　these　5訣2c　strains　is　mild，　and

there丘）re　most　of　the　8齪2c　genotype　strains　would　not　readily　contribute　to

serious　disease　or　mass　outbreaks．　However，　we　should　still　be　cautious　with

3な涜genotype　strains　because　of　the　occasional　occurrence　of　severe　symptoms　in

human　and　the　appearance　of　a　high・toxin　producing　strain．　Furthermore，　it　may

be　a　public　health　concern　that　these　strains　have　been　transfbrred　as　infbctions

from　cattle　to　humans　through　various　routes，　and　then　spread　person－to－person

without　being　noticed．　Accordingly，　caution　is　warranted　fbr　infbctions　by　5祝20

genotype　O　157　strains，　in　addition　to　8孟x2Lpossessing　genotype　O157　strains（81）．
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3．5　Tables　and　figures

Table6 STEC　O157　sもrains　used　in　this　study

Human　origin　straills　in　2000－2008
No．of　strains（No．　of

　people　or　cases）

Total　of　O　157　strains（People）

Total　of　causative　strains（Cases）

　　（Sources）

　　　　　Group　outbreaks

　　　　　Family　outbreaks

　　　　　Sporadic　cases

　　　　　Healthy　carriers

211（210）

146（145＞

39（8cases）

60（26cases）

53（52cases）

59（59cases）

Cattle　origin　strains　in　1991－2009 No．of　strains

Total　of　O　157　strains　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　57

　　（Sources）

Fecal　samples沁slaughもerhouse，1991

Fecal　samples　in　slaughもerhouse，2007－2009

Fecal　samples　inεa翌ms，1998・2001

Swab　samples　in　slaughterhouse，1998・2000

　1

41

　6

　9

Table　7　　STEC　O　157　isolates　f虻om　cattle　used　in　this　st貸dy

　　　Year

stx　genotype

　　　　　　1998－
1991
　　　　　　2001

2007 2008 2009 TotaI （％）

5訣1

5飯2

5ねr1∠ヲ鼠2

3～宏％臨20

5故翫

θ島ゴ冶薩20

1

1

4

8

2

4

2

2

5

9

12

1

1

4

1

4

5

17

　0

27

4

（7．0％）

（8．8％）

（29．8％）

（0．0鴨）

（47．4％）

（7．0踊）

Total 1 15 6 29 6 57 （准00覧）

72



Human

Cattle

92（44％）
ヒ罫

　窯7毒，’ 74（35％） （211straills）

（57strains）

　　　　　0％　　　　　　　　20％　　　　　　　40％　　　　　　　60％　　　　　　　80％　　　　　　　100％

　　　　　　　口8齪1冶認　じ】8詫～　■5註％認0　口5耀0　国5齪」Z冶認0　團8齪1

Fig．6　Frequency　of　5島r　genotypes　in　STEC　O　157　human　and　cattle　islates
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4．Conclusion

　　　The　airn　of　this　study　is　to　clarHンthe　factors　af偽cttng　pathogenicity　of　STE　C　O　157

strains魚r　a　better㎜derstan（hng　of（hversity　of　symptoms　inclu（hng　severe　sylnptoms

such　as　HUS　and　encephahtis（丘rst　research）．　In　addition，　we　also　airned　tD　clar晦the

epidemiological　relationship　between　STE　C　O　157　in　the　cattle　pop　ulation　which　had

been　prohfic　and　STEC　O　157　in　human　population（second　research）．

　　　In　the丘rst　research，　the　211　stlains　isolated　fヒom　humans　were　fbund　to　carry　the

丘）lowing　8紐genes（3廃r　genotype）：5薩Z　and　8加～（θ台【殆畝92　strεdns，43．6％），8認o

alone（8認¢74　strains，35．1％），θ詫2　alone（β姻27　stTains，12．8％），3紐and　3認o

（8訣1冶眈2C　9　strains，4．3％2　andβ～沈2　andθ厩2ヒ（3故2倉砿駒9stTains，4．3％）．　No　stlaill

carried　the　8島ゴgene　alone．　The　high］丘equent　isolation　of　3故」乙舎認and　5姻o　genotypes

seemed　to　be　the　characteristic　in　some　particular　countries　in　the　world．　In　Japan，　a

simiar　sl皿vey　had　been　carried　out　in　Osaka．3血蕗猛2strains　were　detectBd　at　high

丘equency　in　both　areas，　but　5砿20　strains　were　detecte　d　more　dominantly　in　Miyazaki

than　in　Osaka．5血2舎厩翫was　prevalent　j皿F血land　and　Argentina，　unlfke　in　Miyazaki

（128，45，96）．

　　Based　on　analysis　of　8旗genotype　and　chnical　man晩stations，8厩2Telated　tDxins

seemed　to　be　more　virulent　thanβ旗1　Telated　toxins，　as　supported　by　previous　reports

（18，151）．Genera取the　virulence　of　the　strains　car頃ng　8鼠20　but　not　3厩2　was　m丑d，　and

therefbre　most　of　these　strains　would　not　readiy　contribute　to　serious　disease．　Since　2000
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to　2008，　there　have　been　no　mass　outbreaks　caused　byθ厩乳strains　in　Miyazaki．

Meanwhie，　we捻olated　an　ur直que　8証艶strain　fヒom　a　patient　who　developed　bloody

diarrhea．　The　isolatB　was　capable　of　developing　cyU）toxicity丘）r　cultured　cels　as　a

collsequence　of　producing　remarkably　a　large　amount　of　toxin．　These　results　indicate

that　a　caution　is　warranted　f）r血蘇ecUons　caused　by　8厩200157　strains，　in　addition　to

O157　strains　with　genotypes　that　include　dθ砿2　gene．

　　　By　the　dendrogram　of　geno血c　DNA　by　PFGE　using　restriction　enzyme島紐，　we

newly　fbund　that　clusters　ident血ed　by　Xろ直［－PFGE，8齪genotypes　and　chnical

ma㎡estations（p　athogenesis　of　the　b　acteria）were　correlate　d　wel　each　other

　　　RPLA　and　Vbro　cel　assays　might　not　measure　the　precise　amount　of　each　toxin

variant，　due　to（壮伍erence　in　either　receptor　af〔血ity　or　speci且city　caused　by　d出脈erence　in

the　composition　of　variants．　In　contrast，　real・t㎞e　PCR　which　used　a　common　part　of

8～民2and　3厩20　mRNAs　as　a　target　sequence　can　quant壇both　8紐and　5砿2ぴspec孟c

mRNA　and　can　corり’ecture　toxin　production　levels丘om　3齪Telated　mRNA　expressions．

Based　on　measurements　of　8～紐related　mRNA　expressed　in　cultures　of　each　of　330157

isolat£s，8就2relate　d　mRNA　expression　in　3厩2inclusive　isolates　G．e．，3楓5自d冶畝and

5眺厩26strains）was　signl薗cantly　higher　on　average　than　that　in　isolates　with

geno嚇）es　that　included　8認q　but　not　8詫2（i．e．，3厩2ヒand　5故胎認o　strains）（p＜0．01）．

This血ding　strongly　indicated　that　O　157　stra血s　with　a　genotype　that　includedθ留

produced　more　toxin　than　those　with　a　genotype　that　included　5厩24　but　not　3猛2

　　　From　the　above，　we　have釦und　that　seve晦of　symp加ms　in　h㎜an　STEC　O157

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　77



血fections　is　closely　related　to　8なgeno嚇）es，　and　that　one　reason　to　cause　severe

symptom　is　the　amount　of　toxin　produced　by　each　3なgenotype　strain．

　　　　In　the　second　research，　the　57　catUe　isolates　ca1Tiedθ訣Z魯認（17　strains，29．8％），

8詫2（5strains，8．8％），8孟認o（27　strains，47．4％），8故抽孟泌o（4　strains，7．0％）andβ齪1

genotypes（4　stlains，7．0％）．　No　st－ain　carrie　d　the　5眺孟詫20　genotype　stlain．8厩艶was

the　most　prevalent　genotype　j皿isolates　derived　fセom　catde．

　　　PFGE　and　IS　p血ting　analysis　of　57　cattle　isolates　and　118　representative　isolat£s　of

human　ol重gin　cases　showed　the　possibility　that　some　genetic　patterns　of　3詑20　genotype

s画ns　had　been　presewed血catUe　or　the廿s㎜oun血g　en血o㎜ent魚r　more　than

several　years，　and　that　the　st舳s　c蜘g　those　pat艶rns　were　transmit艶d加h㎜ans，

although　the　time　and　the　route　were　unknown．　Whereas，4PFGE　p　atterns　of　8な蕗厩2

geno帥e　strains　isola艶d丘om　h㎜an　were　ve取si曲r加each　pubhc皿y　avaiable

PFGE　patterns　fヒom　the　st－ains　colected　throughout　Japan，2005－2008，　respectively

These丘n（hlgs　indicate　the　possibi［ity　of　spreading　of　8訣飴血2　genotype　throughout

Jap　an　via　the　distribution　of　meat　and　related　fbo　d　products．

　　　S㎜up　my　m血p曲血conclusion，　t㎞study　demons廿a艶d　that　seve晦of

symptoms　is　closely　related　to　8左r　genotypes　in　human　STE　C　O　157　infもctions，　and　that

the　severity　of　the（hsease　might　be　regulated　by　the　amount　of　toxin　produced　by　each

5数genotype　strain，　although　the　amo㎜t　of　toxin　might　be　one　of　several魚ctors魚r

developing　severe　symptoms．　AccordinglX　the　determination　of　the　5なgenotype　is

helpfUl　to　assess　the　risk　of　developing　severe　symptDms　in　STE　C　O　157　i皿6ection．
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　　Cattle　is　thought　to　be　a　major　reservoir　of　STEC．　In　Miyazaki　area，

stockbreeding　is　proh丘c　and　many　cattle　have　been　breeding，　and　the　5厩2ヒgenotype　was

the　most　prev訓ent帥e血both　catUe　O　157　isola艶s　and　h㎜an　O　157　isola船s．1セsults　of

PFGE　and　IS　printlng　analysis　suggested　that　some　strains　carrying　8猛2じhad　been

hkely　preserved　in　cattle　or　their　s㎜ounding　environment　fbr　a　long　period，　and　during

these　penods，　they　might　have　opportunities　fbr　transmission　tD　people　thfough　some

㎞dof　rou艶s．　D廿ect　or　in盃rect加ans血ssions　to　human丘om　ca枕1e　an梛or　iお

surrounding　envhionment　are　suggested，　as　wel　as　transmission　to　human　fヒom

contaminated　fbod（丘esh　meat　of　catUe）．　It　may　be　a　pubhc　health　concern　and　caution　is

warranted．

79



5．Acknowledgments

　　　First　of　all，　I　must　tell　most　acknowledgment　to　my　adviser　and　chair　of　my

experiments，　Dr．　Y．　Goto　in　the　faculty　of　Vbterinary　Microbiology　in　University

Miyazaki，　fbr　giving　the　opportunity　fbr　this　stud又fbr　various　supports　in　the

course　of　the　experiments，　and蛋）r　valuable　suggestions　in　the　manuscript．

Ithank　sincerely　Dr．　T．　Haga　in　Veterinary　Microbiology　in　University　Miyazaki，

Dr．　K．　Maeda　and　Dr．　H．　Iwata　in　Yamaguchi　University，　fbr　many　valuable

advices　and　supports．　I　also　thank　Dr．　Sueyoshi　in　University　Miyazaki　fbr　his

kind　supply　of　valuable　E　ooカ’strains　and　in血）rmation．　Furthermore，　I　thank　Dr．

Amoako　fbr　critical　reading　of　the　manuscript　and　helpful　comments．

　　　Iwould　like　to　thank　Ms．　Okada　in　the　Miyazaki　Pre艶ctural　Institute　fbr

Public　Health　and　Environment，　Mr．　Ono　in　the　Hyuga　Meat　Inspection　Center，

ML　Iwashita　and　Ms．　Kurogi　in　the　Tsuno　Meat　Inspection　Center，　fbr　their

cooperation　in　this　study．

　　　Ithank　my　coworkers　in　the　Miyazaki　Pre艶ctural　Institute　fbr　Public　Health

and　Environment　fbr　their　many　supports．

　　　Finall又Iwould　like　to　thank　my　husband　and　sons　fbr　sincere　supports．

80



6．Refもrences

1．Akashi，　S．，　Joh，　K．，　Tsuji，　A．，　Ito，　H，　Hoshi，　H．，　Hayakawa，　T．，　Ihara，　J．，　Abe，　T．，

　　Hatori，　M．，　Mori，　T．　and　Nakamura，　T．1994．　A　severe　outbreak　of　haemorrhagic

　　colitis　and　haemolytic　uraemic　syndrome　associated　with泓oゐθη’盈∫∂oo五〇157：H7　in

　　Japan．五7ロz　6Z」Pθ（力冶な153：650・655．

2．Akiba，　M．，　Masuda，　T．，　Sameshima，　T．，　Katsuda，　K．　and　Nakazawa，　M．1999．

　　Molecular　typing　of．1％oゐθη’訪姦oo五〇157：H7（H・）isolates　from　cattle　in　Japan．

　　1乃ワf飽1η∫01」乙η炬oゑ122：337・341．

3．Aspan，　A．　and　Eriksson，　E．2010．　Verotoxigenic挽oゐθ刀励fa　oo五〇157：H7　from

　　Swedish　cattle；isolates　ffom　prevalence　studies　versus　strains　linked　to　human

　　ir曲ctions・A　retrospective　study，βMO陥乙1～θθ，6：7．

4，Baker，　D，　R，　Moxley，　R．　A．，　Steele，　M．　B．，　Lejeune，　J，　T，，　Christopher・Henr血ngs，　J．，

　　　Chen，　D，　G．，　Hardwidge，　P．　R，　and　Francis，　D。　H，2007，　Dtfferences　in　vtrulence

　　among旋oゐθzたゐ∫∂oo110157：H7　strains　isolated丘om　humans　during　disease

　　outbreaks　and　from　healthy　cattle．4ρp1．亙餌励oη．、協αo加0173：7338・7346．

5．Barker，　J．，　Humphrey，　T，　J，　and　Brown，　M．　W，1999，　Survival　of．酷盈θヱ効Za　ooコ〃’

　　0157in　a　soil　protozoan：implications　fbr　disease，1粥必‘αo加01五θ66．173：

　　291・295，

6，Barba，　J、，　Bustamante，　V，　H．，　Flores・Valdez，　M．　A．，　Deng，　W．，　Finlay，　B。　B．　and

　　Puente，　J．　L．2005．　A　positive　regulatory　loop　controls　expression　of　the　locus　of

　　Enterocyte　effacement－encoded　regulators　Ler　and　GrlA，♂　β∂06θ刀わ1　187：

　　7918・7930，

7，Bell，　B，　P．，　Goldofし，　M．，　Grif伍n，　P．　M，　Davis，　M，　A．，　Gordon，　D，　C．，　Tarr，　P．1．，

　　Bartleson，　C．　A．，　Lewis，　J．　H．，　Barrett，　T．　J．　and　Wells，　J．　G，1994．　A　multistate

　　outbreak　of盈（ぬθ刀ヒゐfa　oo五〇157：H7・associated　bloody　diarrhea　and　hemolytic

　　uremic　syndrome　from　hamburgers．」膨4272：1349・1353．

8．Bertin，　Y。，　Boukhors，　K，　Pradel，　N．，　Livrelh，　V．　and　Martin，　C．2001．　Stx2　subtyping

　　of　Shiga　toxin・producing恥oゐθη励姦oo五’isolated　fセom　cattle　in　France：Detection　of

　　anew　Stx2　su『btype　and　correlation　with　additional　vtrulence　factors．♂　α‘η，

　　ノレ五’αりわjo139：3060・3065．

9．Beutin，　L．，　Aleksic，　S．，　Zimmermann，　S．　and　Gleier，　K．1994．　Virulence　factors　and

　　phenotypical　traits　of　verotoxigenic　strains　of五冶oゐθ刀θ盈∫θooゐ’isolated　from　human

　　patients　in　Germany．∬4診（Z必゜αo加011≧ηヱηαη01183：13・21．

10．Beutin，　L．，　Geier，　D．，　Steinruck，　H．，　Zimmermann，　S．　and　Scheutz，　F．1993．

　　Prevalence　and　some　properties　ofverotoxin（Shiga－like　toxin）・producing泓o乃θ刀盈f∂

81



　　　oo五in　seven　d面erent　species　ofhealthy　domestic　animals．♂6五刀、」必’αo加0131：

　　　2483・2488．

11．Bielaszewska，　M．，　Sinha，　B，　Kuczius，　T．　and　Karch，　H．2005．　Cytolethal　distending

　　　toxin　from　Shiga　toxin・producing恥dらθ刀’ヒろ∫∂oo五〇157　causes　irreversible　G2／M

　　　arrest，　inhibition　of　proljferation，　and　death　of　human　endothelial　cells．1h企o差

　　　1血2ヱηzz12．73：552－562．

12．Bielaszewska，　M．，　Fel，　M．，　Greune，　L．，　Prager，　R，　Fruth，　A．，　Tschape，　H．，　Schmidt，

　　　M．A．　and　Karch，　H．2004．　Characterization　of　cytolethal　distending　toxin　genes　and

　　　expression　in　shiga　toxin　producing．醜6ゐθ17°盈f∂oo五strains　of　non・0157　serogroups．

　　　1々飴06．1由刀ワzzz1，72：1812・1816，

13．Bielaszewska，　M．，　Janda，　J．，　Blahova，　K．，　Minarikova，　H．，　Jikova，　E，　Karmali，　M．　A．，

　　　taubova，　J．，　Sikulova，　J．，　Preston，　M．　A．，　K上akhria，　R，　Karch，　H，　Klazarova，　H．　and

　　　Nyc，0，1997，　Human．醜oゐθ刀’盈∫∂oo110157：H7　infbction　associated　with　the

　　　consumption　of　unpasteurized　goat’s　milk，瓦ρ∫ゴθヱ加01．伍漁06．119：299・305．

14，Blanco，　M．，　Blanco，　J．　E，　Blanco，　J．，　Gonzalez，　E．　A．，　Mora，　A．，　Prado，　C．，　Fernandez，

　　　L，Rio，　M．，　Ramos，　J．　and　Alonso，　M．P．1996．　Prevalence　and　characteristics　of

　　　泓o乃θ17’訪f∂ooゐ’serotype　O　157：H7　and　other　verotoxin・producing　E，　ooLZI　in　healthy

　　　cattle，．琢）∫詫ヱηfoヱ1h炬o孟117：251・257．

15．Blanco，　M．，　Blanco，　J．　E．，　Blanco，　J．，　Mora，　A．，　Prado，　C．，　Alonso，　M，　P．，　Mourino，　M．，

　　　Madrid，　C．，　Balsalobre，　C．　and　Juarez，　A．1997．　Distribution　and　characterization　of

　　　魚ecal　verotoxin・producingヱ殆（ぬθ刀盈∫θoo／1（VTEC）isolated　from　healthy　cattle，陥ゑ

　　　ノレ乃’αり乃fo154：309・319．

16．Blanco，　M、，　Blanco，　J．　E．，　Mora，　A．，　Dahbi，　G．，　Alonso，　M，　P．，　Gonzalez，　E．　A．，

　　　Bernardez，　M，1，　and　Blanco，　J，2004．　Serotypes，　virulence　genes，　and　intimin　types

　　　of　Shiga　toxin（verotoxin）・producing旋oゐθ刀励∫∂oo五isolates　from　cattle　in　Spain

　　　and　identi丘cation　of　a　new　intimin　variant　gene（θ∂θ・xi）．♂α加．」協αり加0142：

　　　645・651．

17．Blanco，　M．，　Blanco，　J，　E．，　Mora，　A．，　Rey，　J，，　Alonso，　J．　M．，　Hermoso，　M．，　Hermoso，　J．，

　　　Alonso，　M．　P．，　Dahbi，　G．，　Gonzalez，　E．　A．，　Bernardez，　M．1．　and　Blanco，　J．2003．

　　　　Serotypes，　vtrulence　genes，　and　intimin　types　of　Shiga　toxin（verotoxin）・producing

　　　　五冶oゐθ178己ろf∂　ooll　isolates　from　healthy　sheep　in　Spain．」：　｛勉の刀．ノレ乃9αり、ろfo1　41：

　　　　1351－1356，

18，Boerhn，　P．，　McEwen，　S．　A．，　Boerhn・Petzold，　F．，　Wison，　J．　B．，　Johnson，　R．　P．　and

　　　Gyles，　C．　L，1999，　Associations『between　virulence　factors　of　Shiga　toxin・producing

　　　奮oゐθ刀゜盈f∂oo五and　disease　in　humans．♂α加．」協αo加0137：497－503．

19．Bolton，　D．　J．，　Byrne，　C．　M．，　Sheridan，　J．　J．，　McDowel，　D．　A．　and　Blair，1．　S．1999．

82



　　　The　survival　characteristics　of　a　non・toxigenic　strain　of．酷oゐθ刀゜ヒろfa　ooゐθ0157：H7．

　　　」：ノ毎2メ）1」駈砒）∠届0186：407－411，

20．Bonardi，　S．，　Maggi，　E．，　Bottarelh，　A．，　Pacciarini，　M．　L．，　Ansuini，　A．，　Vellini，　G．，

　　Morabito，　S，　and　Caprioh，　A．1999，　Isolation　ofverocytotoxin・producing　1弛（ぬθη励fθ

　　　oo五〇157：H7　from　cattle　at　slaughter　in　Italy，レわ乙．脇αり加0167：203・211．

21，Brown，　J．E．，　Obrig，　T，　G．，　Ussery，　M．　A．　and　Moran，　T．　P．1986．　Shiga　toxin　ffom

　　　5ゐ勾θヱ左～　oレ8θη6θ172θ　1　inhil）its　protein　synthesis　in　reticulocyte　lysates　by

　　　inactivation　of　aminoacyl・tRNA　binding．晒8αり乃．盈飴og．1：325－334．

22．Brunder，　W．，　Schmidt，　H．　and　Karch．　H．1996．　KatP，　a　novel　catalase・peroxidase

　　　encoded　by　the　large　plasmid　of　enterohaemorrhagicヱ殆oゐθzたゐ∫∂oo五〇157：H7．

　　　ノレ乃ραりわジ01142：3305・3315．

23．Brunder，　W．，　Schmidt，　H，　and　Karch．　H．1997．　EspP，　a　novel　extracellular　serine

　　　protease　of　enterohaemorrhagic．酷oゐθ刀励姦ooカ’0157：H7　cleaves　human

　　　coagulation　factor　V，躍∂1泌‘αり加0124：767・778，

24．Burk，　C．，　Dietrich，　R．，　Acar，　G．，　Moravek，　M．，　B故lte，　M，　and　Martlbauer，　E．2003．

　　　Identi丘cation　and　characterization　of　a　new　variant　of　Shiga　toxin　l　in疎oゐθ17’ぬ2

　　　　00ヱ10NT：H190f　bovine　origin，♂α加，．泌’αo加0141：2106・2112．

25．Calderwood，　S，　B．　and　Mekalanos，　J，　J，1987，　Iron　regulation　of　Shiga・like　toxin

　　　expression　in．酷oゐθ」ロ‘訪姦oo万is　mediated　by　the　fur　locus．♂動06θ刀b1169：

　　　4759・4764．

26．Calderwood，　S．　B，　Auclair，　F．，　Donohue・Rolfb，　A．，　Keusch，　G．　T，　and　Mekalanos，　J，　J，

　　　1987．Nucleotide　sequence　of　the　Shiga・hke　toxin　genes　of茄（治θ」ロ’己ろf∂oo五．みoo、陥以

　　ノ1α～d6ヒゴ、乙棚84：4364・4368．

27，Calderwood，　S，　B．，　Acheson，　D，　W．　K，　Keusch，　G．　T．，　Barrett，　T，　J．，　Grif丘n，　P．　M．，

　　　Strockbine，　N，　A．，　Swaminathan，　B．，　Kaper，　J，　B，　Levine，　M．　M．，　Kaplan，　B．　S．，

　　　Karch，　H，，　OBrien，　A．　D．，　Obrig，　T，　G．，　Takeda，　Y．，　Tarr，　P．1．　and　Wachsmuth，1．　K．

　　　　1996．Proposed　new　nomenclature　fbr　SLT（VT）family．．4躍．～わ囎，62：118・119。

28．Caprioli，　A．，　Morabito，　S．，　Brugさre，　H．　and　Oswald，　E，2005，　Enterohaemorrhagic

　　旋oゐθ刀肋姦oo五t　emerging　issues　on　vtrulence　and　modes　of　transmission．レ紘」醸θθ．

　　　36：289・311．

29，Carlson，　B．　A．，　Nightingale，　K。　K．，Mason，　G．　L．，　Ruby，　J，　R．，　Choat，　W，　T．，　Loneragan，

　　　G．H．，　Smith，　G，　C．，　Sofbs，　J，　N．　and　Belk，　K．　E．2009．．酷o乃θ刀励fa　oo五〇157：且7

　　　strains　that　persist　in　fbedlot　cattle　are　geneticaly　related　and　demonstrate　an

　　　enhanced　ability　to　adhere　to　intestinal　epithelial　cells．4ρP1．翫～四｝ro刀．ノレ乃’αro、ろ∫0175：

　　　5927・5937．

30．Cebula，　T．　A．，　Payne，　W，　L．　and　Feng，　P．1995．　Simultaneous　identi丘cation　of　strains

83



　　　of．酷oゐθ刀盈f∂oo五serotype　O　157：H7　and　their　Shiga・like　toxin　type　by　mismatch

　　　amphfication　mutation　assay・multiplex　PCR，♂α加．」必9αり加0133：248・250．

31，Chapman，　P．　A．，　Siddons，　C．　A．，　Cerdan　Malo，　A．　T．　and　Harkin，　M，　A．2000．　A　one

　　　year　study　of挽oゐθ乃ヒゐf∂oo五〇157　in　raw　beefand　lamb　products．瓦ρガθ1加01、伍炬o乙

　　　124：207・213，

32．Cherla，　R．　P．，　Lee，　S．　Y．　and　Tesh，　V，　L，2003．　Shiga　toxins　and　apoptosis．㎜

　　　ノレ乃’（γと）ムZo11ンθ66．228：159・166．

33．Cho，　S．，　Bender，　J．　B．，　Diez・Gonzalez，　F．，　Fossler，　C．　P．，　Hedberg，　C．　W．，　Kaneene，　J．

　　　B．，Ruegg，　P．　L．，　Warnick，　L．　D．　and　Wells，　S．　J．2006．　Prevalence　and

　　　characterization　of旋訪θ刀ヒん∂oo五〇157　isolates　from　Minnesota　dairy　farms　and

　　　county魚irs．」：丑）o（ノ乃ro乙69：252・259．

34，Cobbold，　R．　and　Desmarchelier，　P，2001．　Characterisation　and　clonal　relationships　of

　　　Shiga・toxigenic．酷oゐθ刀9訪f∂oo五（STEC）isolated　from　Australian　datry　cattle．レ紘

　　　ノレ乃‘αro乃∫0179：323・335．

35．Crampin，　M．，　Wilshaw，　G．，　Hancock，　R．，　Djuretic，　T．，　Elstob，　C，，　Rouse，　A．，　Che　asty，

　　　　T，and　Stuart，　J，1999，0utbreak　of泓oゐθ17’也ろ∫∂ooヱ10157　infbction　associated　with　a

　　　　music　fbstival，刃砿♂α加，』必8㎝oん01、血企06，刀2’5．18：286・288．

36，Cray，　W，　C，　Jr，　and　Moon，　H．　W，1995．　Experimental　infbction　of　calves　and　adult

　　　　cattle　with．酷oゐθη励f∂ooゐ゜0157：H7，4即1互ητη’10η、丑必’αり加0161：1586・1590．

37．de　Bore，　E．　and　Heuvelink，　A，　E，2001．　Foods　as　vehicles　of　VTEC　infbction，

　　　pp181・200．1b：Verocytotoxigenic．配ooゐ゜（Duf6y，　G．，　Garvey，　P．　and　McDowell，　D，　A，

　　　eds．），　Food＆Nutrition　Press，　Inc．，　Trumbul，　Connecticut，　USA，

38，de　Grandis，　S．，　Ginsberg，　J．，　Toone，　M．，　Climie，　S．，　Friesen，　J，　and　Brunton，　J．1987，

　　　Nucleotide　sequence　and　promoter　mapping　of　the．酷oゐθ刀励fθ60コゐ’Shiga・like　toxin

　　　operon　of　bacteriophage　H・19B．♂、醜～06θLz7bヱ169：4313・4319，

39．de　Jonge，　R，　Takumi，　K．，　Ritmeester，　W，　S．　and　van　Leusden，　F．　M．2003．　The

　　　adaptive　response　ofヱ殆oゐθ」勲凱800五〇157　in　an　envtronment　with　changing　pH．♂

　　々2コ01ノレ乃’αり乃fo194：555・560．

40．de　Sablet，　T．，　Bertin，　Y．，　Vareile，　M．，　Girardeau，　J．　P．，　Garrivier，　A．，　Gobert，　A，　P．

　　And　Martin，　C．2008．　D艶rential　expression　of　stx2　variants　in　Shiga

　　toxin・producing．醜oゐθ17盈姦oo五belonging　to　seropathotypes　A　and　C．ノ匠た70加oノ∂g7

　　　154：176－186．

41．Doughty，　S．，　Sloan，　J．，　Bennett・Wood，　V．，　Robertson，　M．，　Robins・Browne，　R，　M，　and

　　Hartland　E．　L．2002．　Identification　of　a　novel　fimbrial　gene　cluster　related　to　polar

　　丘mbriae　in　locus　of　enterocyte　effacement・negative　strains　of　enterohemorrhagic

　　旋oZ～θ17’としろ∫800ヱ孟1血ノ㊨o‘．1血2刀2　z1η．70：6761・6769．

84



42．Dunn，　J，　R．，　Keen，　J．　E．　and　Thompson　R．　A．2004，　Prevalence　of　Shiga・toxigenic

　　挽oゐθ17°乱ろ∫∂ooLZ10157二且7　in　adult　dairy　cattle．ノ11η，「レわゑノレ1診6乙ノ1θεoo　224：1151・1158．

43，Dytoc，　M，　T．，　Ismaih，　A．，　Ph且pott，　D．　J．，　Soni，　R，　Brunton，　J．　L．　and　Sherman，

　　P，M．1994．　Distinct　binding　properties　ofθ∂θA・negative　verocytotoxin・producing

　　1殆o乃θ刀ヒ血200五〇fserotype　O　113：H21．」伍炬o乙伽1η召刀．62：3494－3505．

44．1星oo五〇157：H7　Sakai　genome　project．旋oゐθ刀’訪姦oo万0157：H7．

　　http：〃genome．bio．titech．ac．jp／bacteria／o　157／

45．Eklund，　M．，　Leino，　K．　and　Siitonen，　A，2002．　Clinical　1％（治θ加ゐ姦oo乃’strains

　　carryingθ訣genes：θなvariants　andθ加positive　virulence　profiles．♂〇五ヱ1．ノレ乃’αり乃fo1

　　　40：4585・4593，

46．Eklund，　M，　Scheutz，　F．　and　Siitonen，　A．2001．　Clir江cal　isolates　of　non・0157　Shiga

　　toxin・producing　1殆oゐθη励姦oo」ゲserotypes，　vtrulence　characteristics，　and　molecular

　　profiles　of　strains　of　the　same　serotype，♂α加、」必’αo茄0139：2829・2834．

47，Ethelberg，　S．，　Olsen，］K．　E．，　Scheutz，　F．，　Jensen，　C．，　Schielerup，　P．，　Enberg，　J．，

　　Petersen，　A．　M．，　Olesen，　B，　Gerner・Smidt，　P．　and　Molbak，　K．2004．　Virulence　factors

　　fbr　hemolytic　uremic　syndrome，　Denmark．　Eヱηθ塚1ねノ∂06、1冶．10：842・847．

48，Ezawa，　A．，　Gocho，　F．，　Saitoh，　M．，　Tamura，　T．，　Kawata，　K．，　Takahashi，　T．　and　Kikuchi，

　　　N，2004，Athree・year　study　of　enterohemorrhagic　2％oゐθ刀肋f∂oo万01570n　a　farm　in

　　　Japan．♂「レわ6、ノレあ6Z　6をゴ66：779・784．

49．Friedrich，　A．　W．，　Nierhoff，　K，　V．，　Bielaszewska，　M．，　Melmann，　A．　and　Karch，　H，

　　　2004，Phylogeny，　chnical　associations，　and　diagnostic　utility　of　the　pihn　subunit　gene

　　　（s丘）A）of　sorbitol・fbrmenting，　enterohemorrhagic盈oゐθzたゐ姦ooゐ’0157：H－．♂α加、

　　ノレ乃ραりわfo」乙42：4697・4701．

50，Friedrich，　A，　W．，　Bielaszewska，　M，　Zhang，　W，　L．，　Pulz，　M，　Kuczius，　T．，　Ammon，　A．

　　　and　Karch，　H．2002．旋o乃θ17励f800五harboring　Shiga　toxin　2　gene　variants：

　　frequency　and　association　with　chnical　symptoms．。π、乙η拒o乙1冶．185：74・84．

51．Friedrich，　A．　W．，　Lukas，　R，　Mellmann，　A．，　Kock，　R，　Zhang，　W．，　Mathys，　W．，

　　Bielaszewska，　M．　and　Karch，　H．2006．　Urease　genes　in　non・0157　Shiga　toxin－

　　producing盈（ぬθ刀ヒん∂oo五t　Mostly　silent　but　valuable　markers　fbr　pathoger且city．

　　　伽’刀．ノレゐのαり乃jo1．Z之～炬06、12：483・486．

52．Fukushima，　H．，　Hoshina，　K。　and　Gomyoda，　M．2000．　Selective　isolation　ofθaθ一

　　positive　strains　of　shiga　toxin・producing　Egoゐθ」町ヒゐ∫∂oo五．」：0左11、ノレ乃’αりわfo138：

　　　1684・1687．

53．Fuller，　C，　A．，　Pellino，　C．　A．，　Flagler，　M，　J，．　Strasser，　J．　E．　and　Weiss，　A．　A．2011．

　　　Shiga　toxin　subtypes　display　dramatic　diffbrences　in　potency．乃2漁06，12η1ηα刀．

　　　79：1329・1337．

85



54．Gaghardi，　J．　V。　and　Karns，　J，　S．2000，　Leaching　of泓oゐθ刀゜盈∫θooヱ10157：H7　in

　　　Diverse　sois　under　various　agricultural　management　practices．4ρ1ρ1　E刀吻o刀、

　　　ノレ乃’㎝つ乃fo166二877－883．

55．Gagliardi，　J．　V．　and　Karns，　J，　S．2002．　Persistence　of．酷oゐθzzヒ血a　ooヱ10157：H7　in

　　　soil　and　on　plant　roots．．翫7加o刀．ノレ行’αro乃fo14：89・96．

56．Grif丘n，　P，　M，　and　Tauxe，　R．　V．1991．　The　epidemiology　of　infbctions　caused　by

　　恥oゐθ刀’訪∫θoo五〇157：H7，0ther　enterohemorrhagic　E．　oo五；and　the　associated

　　hemolytic　uremic　syndrome．瓦ρ∫dθヱ加01刃θ7．13：60・98．

57．Grys，　T．　E．，　Siegel，　M．　B．，　Lathem，　W．　W．　and　Welch，　R．　A．2005．　The　StcE　protease

　　　contributes　to　intimate　adherence　of　enterohemorrhagic．酷oゐθ刀ヒんヨoo五θ0157：H7　to

　　　host　cells。1η炬06．加1η乙1」ロ，73：1295・1303．

58．Gyles，　C．　L，2007．　Shiga　toxin－producing旋oゐθη励姦oo五t　an　overview．♂ノ1ηfヱη．5厩

　　85：E45・62．

59．Hancock，　D．　D．，　Besser，　T，　E．，　Kinsel，　M．　L，　Tarr，　P．1．，　Rice，　D，　H，　and　Paros，　M．　G，

　　　1994．The　prevalence　of泓6必θ17bろf∂　oo五〇157．H7　in　datry　and　l）eef　cattle　in

　　Washington　State，動f∂6加o〃漉o乙113：199・207，

60，Hancock，　D，　D．，　Rice，　D．　H．，　Herriot，　D．E．，　Besser，　T．　E．，　Ebel，　E，　D，　and　Carpenters，

　　　L，V，1997，　Effbcts　offarm　manure・handling　practices　on　1殆oゐθ刀ヒん∂oo五〇157

　　　prevalence　in　cattle．　eノ：」Fbo∂F」P泊o乙60：363・366，

61．Hancock，　D．，　Besser，　T．，　Lejeune，　J．，　Davis，　M，　and　Rice，　D，2001．　The　control　of

　　VTEC　in　the　animal　reservoir，．血6．♂17boゴ泌’αo加0166：71・78，

62．Heimer，　S．　R．，　Welch，　R．　A．，　Perna，　N．　T．，　Posfai，　G．，　Evans，　P，　S．，　Kaper，　J．　B．，

　　Blattner，　F．　R．　and　Mobley，　H，　L．2002．　Urease　of　enterohemorrhagic旋訪θ刀励∫∂

　　　ooコμEvidence」良）r　regulation　by　fur　and　a　trans・acting　factor，、lh危o乙．丘η1ηαη、70：

　　　1027・1031．

63．Heuvelink，　A．　E．，　van　den　Biggelaar，　F．　L．，　de　Boer，　E．，　Herbes，　R．　G．，　Melchers，　W．　J。，

　　Huis　in’t　Veld，　J．　H．　and　Monnens，1，　A．1998．　Isolation　and　characterization　of

　　verocytotoxin・producing．酷o乃θ刀∂訪姦oo五〇157　strains　from　Dutch　cattle　and　sheep．♂

　　　0∠～弛～．ノレ乃の㎝）乃jo136：878・882．

64．Heuvelink，　A．　E．，　van　Heerwaarden，　C，，　Zwartkruis－Nahuis，　J．　T，　van　Oosterom，

　　R．，Edhk，1（．，　van　Duynhoven，　Y．　T．　and　de　Boer，　E．2002．．酷oゐθ17‘盈姦oo五〇157

　　in色ction　associated　with　a　petting　zoo．瓦ρ∫ゴθヱ加011h炬o乙129：295・302，

65，Howie，　H．，　Mukerjee，　A．，　Cowden，　J．，　Leith，　J．　and　Reid，　T．2003．　Investigation　of　an

　　outbreak　of旋oゐθη゜訪∫∂oo万0157　infbction　caused　by　environmental　exposure　at　a

　　scout　camp．瓦ρfdθヱ加01．伍漁oゑ131：1063・1069．

66．Igarashi，　K．，　Ogasawara，　T．，　Ito，　K．，　Yutsudo，　T．　and　Takeda，　Y．1987．　Inhibition　of

86



　　　elongation　factor　1・dependent　aminoacyl・tRNA　binding　to　ribosomes　by　Shiga・1fke

　　　toxin　I（VT1）from．酷oゐθ乃励fa　oo五〇157：H7　and　by　Shiga　toxin．、朋M9泌’αり加01

　　　五θ6オ．44：91・94．

67．Islam，　M．，　Morgan，　J．，　Doyle，　M．　P．　and　Jiang，　X．2004．　Fate　of　j恥oゐθη励200五

　　　〇157：H7　in　manure　compost・amended　soi　and　on　carrots　and　onions　grown　in　an

　　　environmentally　controlled　growth　chamber，♂万bo∂「乃o乙67：574・578．

68．Jackson，　M．　P，　Newland，　J．　W．，　Holmes，　R．　K．　andαBrien，　A．　D，1987．　Nucleotide

　　　sequence　analysis　of　the　structural　genes　fbr　Shiga・like　toxin　I　encode　d　by

　　　bacteriophage　933J　from恥oゐθηヒゐf∂oo五泌゜αo乃．盈～始og．2：147・153．

69．Jackson，　M．　P．，　Neil，　R．　J．，σBrien，　A．　D．，　Holmes，　R．　K．　and　Newland，　J．　W．1987．

　　Nucleotide　sequence　analysis　and　comparison　of　the　structural　genes　fbr　Shiga・like

　　toxin　I　and　Shiga・hke　toxin　II　encoded　by　bacteriophages　from五みoゐθ刀励∫∂oo五933．

　　　1η㎜ノレ乃’αro乃fo、五θ甜．44：109・114，

70，Jenkins，　C．，　Perry，　N。　T．，　Cheasty，　T．，　Shaw，　D．　J．，　Franke1，　G．，　Dougan，　G．，　Gunn，　G．

　　　J．，Smith，　H，　R．，　Paton，　A．　W，　and　Paton，　J，　C，2003，　Distribution　of　the　3θθgene　in

　　　strains　of　Shiga　toxin・producing恥oゐθ刀励姦ooヱ10fhuman　and　bovine　origins，。πα∠η．

　　　ノレ乃’αり∠うfoL∠41：1775・1778．

71．Jiang，　X．，　Morgan，　J，　and　Doyle，　M，　P，2002，　Fate　of．酷（ぬθη肋∫∂oo五〇157：H7　in

　　　manure・amended　soil，ノやiρ1亙η吻oη．、妨’αo加0168：2605・2609，

72．Jiang，　X．，　Morgan，　J．　and　Doyle，　M．　P，2003．　Fate　of恥oゐθz1励姦ooゐ’0157：H7　during

　　　composting　of　bovine　manure　in　a　laboratory・scale　bioreactor，♂ノ7boゴノ㍗o差66：25・30．

73，Jiang，　X．，　Morgan，　J，　and　Doyle，　M，　P，2003．　Thermal　inactivation　of．酷訪θ四盈f∂

　　　oo110157：H7　in　cow　manure　compost．♂∫boゴみo孟66：1771・1777．

74，Kaper，　J．　B．，　Nataro，　J．　P，　and　Mobley，　H，　L．2004．　Pathoger亘c．酷oゐθ加ゐfa　oo五．轍ゑ

　　　1～θ耽ノレ乃’αro、ろjo12：123・140．

75．Karch，　H．　and　Meyer，　T．1989．　Single　primer　pah！fbr　amphfying　segments　of　distinct

　　　Shiga－like・toxin　genes　by　polymerase　chain　reaction．♂　α加．泌ヒ70加oヱ　27：

　　　2751・2757．

76．Karmali，　M，　A．，　Petric，　M．　and　Bielaszewska，　M．1999．　Evaluation　of　a　microplate

　　latex　agglutination　method（Verotox・F　assay）fbr　detecting　and　characterizing

　　verotoxins（Shiga　toxins）in．醜o、ろθ1ゴ己ろf200五．　eノ：0左11、ノレ乃‘αro、ろ∫0137：396・399。

77．Karmali，　M．　A．，　Steele，　B，　T．，　Petric，　M，　and　Lim，　C，1983．　Sporadic　cases　of

　　haemolytic・uraemic　syndrome　associated　with　faecal　cytotoxin　and　cytotoxin・

　　producing　Egoゐθ刀゜とゐZ∂ooゐ9　in　stools．五θ刀oθ61：619－620．

78，Karmali，　M．　A．，　Petric，　M．，　Lim，　C．，　Fleming，　P．　C．，　Arbus，　G．　S．　and　Lior，　H．1985，

　　The　association　between　idiopathic　hemolytic　uremic　syndrome　and　infection　by

87



　　　verotoxin－producing」酷o乃θ11z9己ろf200］1｝1，ノ：1々漁o乙凸b，151：775－782．

79．Karmali，　M，　A．，　Mascarenhas，　M．，　Shen，　S．，　Ziebell，　K，　Johnson，　S．，　Reid・Smith，　R．，

　　　Isaac・Renton，　J．，　Clark，　C．，　Rahn，　K．　and　Kaper，　J，　B．2003．　Association　of　genomic　O

　　　island　1220f茄oゐθη励f800五EDL　933　with　verocytotoxin・producing恥oゐθ17励姦oo五

　　　seropathotypes　that　are　hnked　to　epidemic　and／or　serious　disease．♂α∠刀．泌’αり加01

　　　41：4930－4940．

80．Kawano，　K，　Okada，　M．，　Haga，　T．，　Maeda，　K．　and　Goto，　Y．2008．　Relationship

　　　　between　pathogenicity　fbr　humans　andβ訣genotype　in　Shiga　toxin・producing

　　　　挽oゐθ17’己ろf∂ooヱ1　serotype　O　157，」9zlz　J：α12．ノレ乃’αり乃fo11乞！飴o孟刀1b，27：227・232．

81．Kawano，　K．，　Ono，　H．，　Iwashita，0．，　Kurogi，　M．，　Haga，　T．，　Maeda，　K．　and　Goto，　Y，

　　　2011，θ齪genotype　and　molecular　epidemiological　analyses　of　Shiga　toxin・producing

　　　挽oゐθ刀肋∫∂oo110157：H7／H－in　human　and　cattle　isolates，19砿♂αh、」必’αo加01

　　　1h」危o乙1方b．［Epu『b　ahead　ofprint］．

82．Keene，　W．　E，　Sazie，　E．，　Kok，　J．，　Rice，　D．　H．，　Hancock，　D．　D．，　Balan，　V，　K．，　Zhao，　T，

　　　and　Doyle，　M．　P．1997．　An　outbreak　of　1弘盈θ加ゐf∂ooコゐ90157：H7　infbctions　traced　to

　　jerky　made　from　deer　meat，競4、277：1229－1231，

83，Kobayashi，　H．，　Shimada，　J．，　Nakazawa，　M．，　Morozumi，　T．，　Pohjanvirta，　T，　Pelkonen，

　　　S，and　Yamamoto，　K．2001．　Prevalence　and　characteristics　of　shiga　toxin・producing

　　　1殆oゐθ刀’盈∫∂oo五‘1釜om　healthy　cattle　in　Japan，4ρρ1互η四塗oη．．協αり加0167：484・489，

84．Konowalchuk，　J，，　Speirs，　J，1，　and　Stavric，　S．1977，　Vero　response　to　a　cytotoxin　of

　　　泓（治θ刀肋f∂oo左Ir㎡bct，　Immun，18：775・779，

85．Kulkarrd，　H．，　Goldwater，　P，　N．，　Martin，　A，　and　Bettelheim，　K，　A．2002，凸oゐθ加ゐfθ

　　　oo五10’group　serological　responses　and　clinical　correlations　in　epidemic　HUS　patients．

　　　6bヱη］ρ，」㎞1ηz11201ノレ五αり乃∫01．Zkz炬06，」乙ηb，25：249・268，

86，Kurokawa，　K，　Tani，　K，　Ogawa，　M．　and　Nasu，　M．1999．　Abundance　and　distribution

　　　of　bacteria　carryingε11宏Z　gene　in　natural　river　water．五θ6ゑ4ρLρ1ノ堕’αり加0128：

　　　405・410．

87．Large，　T，　M，，　Wal上，　S，　T．　and　Whittam，　T．　S。2005．　Variation　in　acid　resistance

　　　among　shiga　toxin・producing　clones　of　pathogenic旋oゐθηヒゐf∂oo五4ρρ1　Eη四’照oη，

　　ノレ凸’αro、ろ［Zo171：2493・2500．

88．Lee，　J．　H．，　Hur，　J．　and　Stein，　B．　D．2008．　Occurrence　and　characteristics　of

　　　enterohemorrhagic疎oゐθ加ゐfθooゐ’026　and　O　111in　calves　associated　with　diarrhea．

　　　レわ6．67：176：205・209．

89．Lee，　K，　French，　N．　P．，　Hara・Kudo，　Y．，　Iyoda，　S．，　Kobayashi，　H．，　Sugita・Konishi，　Y．，

　　Tsubone，　H，　and　Kumagai，　S，2011．　Multivariate　analyses　revealed　distinctive

　　fbatures　dt伍erentiating　human　and　cattle　isolates　of　Shiga　toxin・producing

88



　　　五冶oゐθ刀ヒん乞～oo五〇157　in　Japan，♂〇五ヱ1．ノレ乃‘αり乃∫0149：1495・1500．

90．LeJeune，　J，　T．，　Besser，　T，　E．　and　Rancock，　D．　D．2001．　Cattle　water　troughs　as

　　　reservoirs　of」酷oゐθ1ゴと≧ろfθoo五〇157，ノ4ρ区）1扱27z｝ヒ）11．ノレ乃’αro25foLZ　67：3053・3057．

91．LeJeune，　J．　T．，　Besser，　T，　E．，　Rice，　D．　H．，　Berg，　J，　L．，　Stilhorn，　R，　P．　and　Hancock，　D．

　　　D．2004．Longitudinal　study　of　fbcal　shedding　of．醜（ぬθ刀ヒゐfθoo五〇157：H7　in　fbedlot

　　　cattle：predominance　and　persistence　of　spect丘c　clonal　types　despite　massive　cattle

　　　population　turnover．毒～』ρ1．翫四｝roη．ノレ乃’αro乃∫0170：377・384．

92．Leotta，　G．　A．，　Miiwebsky，　E．　S，，　Chinen，1．，　Espinosa，　E．　M．，　Azzopardi，　K．，　Tennant，

　　　S．M．，　Robins・Browne，　R．　M，　and　Rivas，　M．2008．　Characterisation　of　Shiga　toxin・

　　　producing旋oゐθ乃’訪f∂ooレ西’0157　strains　isolated　from　humans　in　Argentina，

　　　Austraha　and　New　Zealand．梛0、泌のαり加018：46．

93．Leung，　P．　H．　M．，　Petris，　J．　S．　M．，　Ng，　W．　W．　S．，　Robins－Browne，　R，　M．，　Bettelheim，

　　　K．A．　and　Yam，　W．　C．2003．　A　newly　discovered　verotoxin　variant，　VT2g，　produced　by

　　　bovine　verocytotoxigenic恥oゐθzzヒろfa　ooLZ∠4ρP1盈27z‘1り11，ノ泌‘αり乃jo169：7549・7553．

94，Liebana，　E．，　Smith，　R．　P．，　Batchelor，　M．，　Mc上aren，1．，　Cassar，　C．，　Clifしon・Hadley，　F，

　　　A．and　Paiba，　G．　A．2005．　Persistence　of泓oゐθ17セゐfθoo110157　isolates　on　bovine

　　　魚rms　in　England　and　Wales．♂αη，、M｝’㎝o加0143：898・902．

95．Lim，　J，　Y，，　Yoon，　J．　and　Hovde，　C．　J．2010．　A『brief　overview　of旋（必θηヒろZθoo五

　　　〇157：H7　and　its　plasmid　O　157，♂泌’αり加01茄06θo加0120：5・14，　Review

96．Lim，　J，　Y．，　Li，　J，，　Sheng，　H，，　Besser，　T，　E．，　Potter，　K．　and　Hovde　C，　J．2007，

　　　旋oゐθ刀9訪姦oo五〇157：H7　colonization　at　the　rectoanal　junction　of　long・duration

　　　culture・positive　cattle．4ρ』ρ1、醗～7z∂1ro12，ノレ乃’αりわ∫0173：1380・1382．

97，Lindgren，　S．　W．，　Samuel，　J，　E．，　Schmitt，　C．K，　and　OIBrien，　A．　D，1994．　The　spec皿c

　　　activities　of　Shiga・1ike　toxin　type　II　（SI」T・II）　and　SI」T・II・related　toxins　of

　　　enterohemorrhagic泓o乃θη励f∂oo五dif｛br　when　measured　by　Vero　cel　cytotoxicity

　　　but　not　by　mouse　lethality．1h漁oゑ互01ηαη．62：623・631．

98．Louie，　M．，　Read，　S．，　Louie，　L．，　Ziebel，　K．，　Rahn，　K，　Borczyk，　A．　and　Lior，　H，1999．

　　　Molecular　typing　methods　to　investigate　transmission　of魯oゐθ加んθoo五〇157：H7

　　　from　cattle　to　humans，瓦ρ∫dθ加jol　lh艶o乙123：17・24．

99，Louise，　C．　B．　and　Obrig，　T．　G．1995．　Specific　interaction　of旋oゐθ17ヒゐ姦oo五

　　　〇157：H7・derived　Shiga・hke　toxin　II　with　human　renal　endothehal　cells．♂1h炬oゑ刀冶．

　　　172：1397－1401．

100，Lung，　A．　J．，　Lin，　C．　M．，　Kim，　J．　M．，　Marshall，　M．　R．，　Nordstedt，　R，　Thompson，　N．P．

　　　and　Wei，　C．1，2001．　Destruction　of旋酌θη8訪∫a　oo五〇157：H7　and血加o刀θ」殆

　　　Enteritidis　in　cow　manure　composting．♂Fbo∂「乃o乙64：1309・1314．

101．Makino，　S．，　Kobori，　H．，　Asakura，　H．，　Watarai，　M．，　Shirahata，　T．，　Ike　da，　T．，　Take　shi，

89



　　　K．and　Tsukamoto，　T，2000．　Detection　and　characterization　of　Shiga　toxin・producing

　　　擁oゐθ刀励Z200五from　seaguls．瓦ρ∫dθ1加011ね飴06，125：55－61．

102．Matsumoto，　M．，　Suzuki，　Y．，　Nagano，　H，　Yatsuyanagi，　J．，　Kurosawa，　H．，　Kobayashi，

　　　K．，Yamaoka，　K，　Horikawa，　K．，　Kudaka，　J．，　Terajima，　J．，　Watanabe，　H．　and

　　　Miyazaki，　Y．2005．　Evaluation　of　pulsed・field　gel　electrophoresis　analysis　perfbrmed

　　　at　selected　prefbctural　institutes　of　pubhc　health　fbr　use　in　PulseNet　Japan．ゆ刀、♂

　　　1｝2炬06．1万θ．58：180・183，

103．Maule，　A．2000．　Sur▽ival　of　verocytotoxigerUc泓（ぬθ加ゐ姦oo五〇157　in　soi，　water

　　　and　on　surfaces，βヌ1η』ρ．5わ1r．5boノ勾フLρ1ノレ乃’αりわ∫0129：71S－78S．

104．McDowel，　D．　A．　and　Sheridan，　J．　J．2001．　pp．279－304．　Survival　and　growth　of

　　　VTEC　in　the　environment．1b：Verocytotoxigenic　E　oo五（Dufiy，　G．，　Garvey，　P，　and

　　　McDowell，D．　A．　eds．），Food＆Nutrition　Press，　Inc，　Trumbul，　Connecticut．

105，Michino，　H．，　Araki，　K，，　Minami，　S．，　Takaya，　S，，　Sakai，　N．，　Miyazaki，　M，，　Ono，　A．　and

　　　Yanagawa，　H．1999．　Massive　outbreak　of．酷oゐθ刀励f∂oo五〇157：H7　infbction　in

　　　schoolchidren　in　Sakai　City，　Japan，　associated　with　consumption　of　white　radish

　　　sprouts．ノ11η．・ノ：・動∫dθ1z～jo1150：787・796．

106，Misawa，　N，，　Sueyoshi，　M．，　Uemura，　R．，　Kakemizu，　Y．，　Kawashima，　K．，　Nagatomo，　H．，

　　　Kondo，　F．，　Murakami，　T，　and　Takahashi，　Y．2000．　Ef色ct　of　bicozamycin　on　the

　　　eradication　of　Shiga　toxin・producing．酷oゐθ17’と玩～f∂oo］ム’in　calves，ノレ6’αりゐfo1」乙歴～ヱηぴ1201

　　　44：891・896．

107．Morabito，　S．，　Del「Omo，　G．，　Agrimi，　U．，　Schmidt，　H．，　Karch，　H．，　Cheasty，　T．　and

　　　Caprioh，　A．2001，　Detection　and　characterization　of　Shiga　toxin・producing

　　　Ego乃θ1ッ’己ろ∫a　ooL乃’in　fbral　pigeons，レわ‘ノレ乃’αroわjo182：275－283，

108．MUhldor艶r，1．，　Hacker，　J．，　Keusch，　G．　T．，　Acheson，　D．　W．，　Tschape，　H．，　Kane，　A．　V．，

　　　Ritter，　A．，　Olschlager，　T，　and　Donohue・Rolfb，　A，1996．　Regulation　of　the　Shiga・like

　　　toxin　II　operon　in疎oゐθ17’己ろf∂oo1孟、Zね拒oム1左～1z～z1刀．64：495・502．

109．Mukherjee，　A．，　Cho，　S．，　Sche丑el，　J．，　Jawahir，　S．，　Smith，　K．　and　Diez・Gonzalez，　F．

　　　2006．Soil　survival　of魯oゐθ刀’盈∫∂oo五〇157：H7　acqutred　by　a　chid　from　garden　soi

　　　recently　fbrtiized　with　cattle　manure．♂4ρレρ1．泌゜αo」うfo1101：429・436．

110．Murinda，　S．　E，　Nguyen，　L，　T．，　Landers，　T．　L．，　Draughon，　F．　A．，　Mathew，　A．　G．，

　　　Hogan，　J，　S．，　Smith，　K．　L．，　Hancock，　D．　D．　and　Ohver　S．　P．2004．　Comparison　of

　　　挽oゐθη助f∂ooゐ’isolates　from　humans，血〕od，　and　farm　and　companion　animals　fbr

　　　presence　of　Shiga　toxin・producing　E　oo五virulence　markers．アbo励oヱηθP2訪og，、01b．

　　　1：178。184．

111．Nakamura，　H．，　Ogasawara，　J，，　Kita，　T，，　Hase，　A，　and　Nishikawa，　Y．2008．　Typing　of

　　　　Stx2　genes　of　1殆oゐθzたんa　ooゐ’0157　isolates　from　cattle．ゆη．♂1b飴o乙1冶．

90



　　　　61：．251・252．

112．Nakao，　H，，　Kimura，　K．，　Murakami，　H．，　Maruyalna，　T．　and　Takeda，　T．2002．

　　　　Subtyping　of　Shiga　toxin　2　variants　in　human・derived　Shiga　toxin・producing

　　　　泓oゐθ11ヒゐ姦ooll　strains　isolated　in　Japan，瀦左η1ηα刀01ノレ須9（1，ノレ乃8αりゐfo1　34：

　　　　289・297．

113．Nataro，　J．　P．　and　Kaper，　J．　B．1998，　Diarrheagenic」晒oゐθ刀θ盈f∂oo五α加，泌゜αり加01

　　　　1～θπ11：142・201．

114．Naylor，　S，　W．，　Low，　J．　C．，　Besser，　T．　E．，　Mahajan，　A．，　Gunn，　G．　J．，　Pearce，　M．　C．，

　　　　McKendrick，1．　J．，　Smith，　D．　G．　E．　and　Gally，　D．　L．2003．　L、ymphoid　fbllicle・dense

　　　　mucosa　at　the　terminal　rectum　is　the　principal　site　of　colonization　of

　　　　enterohemorrhagic旋o乃θ刀励姦oo110157：H7　in　the　bovine　host，」乙η炬oゑ1≧η加αη．71：

　　　　1505・1512，

115，Nielsen，　E，　M，　and　Andersen，　M．　T，2003，　Detection　and　characterization　of

　　　　verocytotoxin・producing泓oゐθ刀セ五1’θoo五by　automated　5’nuclease　PCR　assay．。Z

　　　　O乃力、ノレ乃゜αりわfo141：2884・2893．

116．Nielsen，　E．　M．　and　Scheutz，　F，2002．　Characterisation　of．醜o乃θη紬抜ooゐ’0157

　　　　isolates　from　Danish　cattle　and　human　patients　by　genotyping　and　presence　and

　　　　variants　of　virulence　genes，距6、ノレ乃’αro乃jo188：259・273，

117，Nishikawa，　Y．，　Zhou，　Z，，　Hase，　A．，　Ogasawara，　J．，　Cheasty，　T，　and　Haruki，　K，2000．

　　　　Relationship　of　genetic　type　of　Shiga　toxin　to　manifbstation　ofbloody　diarrhea　due　to

　　　　enterohemorrhagic旋oゐθ刀’盈姦oo五serogroup　O　157　isolates　in　Osaka　City，　Japan．」

　　　　α｝2ノレ乃’㎝」うjoLZ　38：2440・2442，

118，0’Brien，　A．　D，　and　Holmes，　R．　K．1987．　Shiga　and　Shiga・hke　toxins．泌’αo窃01　Eθア．

　　　　51：206・220，

119，0’Brien，　A．D．，　Lively，　T．A．，　Chen，　M．E．，　Rothman，　S．W．　and　Forma1，　S．B．1983．

　　　　泓（ぬθ刀励∫∂oo110157：H7　strains　associated　with　hemorrhagic　cohtis　in　the　United

　　　　States　produce　a　5ゐ∫81θ」盛oレβθ刀6θ17乞～θ1（Shiga）・hke　cytotoxin．五∂ηoθ6i：702．

120，01Brien，　A．　D，　Melton，　A．　R，　Schmitt，　C．　K．，　McKee，　M．　L．，　Batts，　M．　L、．　and　Griffin，

　　　　D，E．1993．　ProfUe　of．酷o乃θ1ゴぬゑ　oo五‘0157二H7　pathogen　responsible　fbr

　　　　hamburger・borne　outbreak　of　hemorrhagic　cohtis　and　hemolytic　uremic　syndrome

　　　　in　Washington．♂α∠η．泌‘αりわfo131：2799・2801．

121．Ogasawara，　T．，　Ito，　K，　Igarashi，　K．，　Yutsudo，　T．，　Nakabayashi，　N．　and　Takeda，　Y．

　　　　1988．Inhibition　of　protein　synthesis　by　a　Vero　toxin（VT20r　Shiga・hke　toxin　II）

　　　　produced　by薦oゐθ刀゜訪f∂ooヱ10157：H7　at　the　level　of　elongation　factor　1・dependent

　　　　aminoacyl・tRNA　binding　to　ribosomes．。雌αり乃．ぬ飴og．4，127・135，

122．Ogden，1．　D．，　Hepburn，　N．　F．，　MacRae，　M，　Strachan，　N．　J．，　Fenlon，　D．　R．　and

91



　　　　Rusbridge，　S．　M．　and　Pennington，　T．H．2002．上ong・term　surワival　of　1殆（治θη励Z∂oo万

　　　　01570n　pasture　fblowing　an　out『break　associated　with　sheep　at　a　scout　camp．．乙θ6乙

　　　4ρメ）1ノレ乃’αり乃jo134：100・104．

123，0ku，　Y．，　Yutsudo，　T．，　Hirayama，　T．，σBrien，　A．　D．　and　Takeda，　Y．1989．　Purt且cation

　　　　and　some　properties　of　a　Vero　toxin　from　a　human　strain　of旋oゐθη肋∫∂oo五that　is

　　　　immunologicaly　related　to　Shiga・hke　toxin　II（VT2）．泌’αo乃．ぬ～治og．6：113・122．

124．Ooka，　T．，　Terajima，　J．，　Kusumoto，　M．，　Iguchi，　A．，　Kurokawa，　K．，　Ogura，　Y．，

　　　　Asadulghani，　Md．，　Nakayama，　K，　Murase，　K．，　Ohr且shi，　M．，　Iyoda，　S．，　Watanabe，　H．

　　　　and　Hayashi，　T．2009．　Development　of　a　multiplex　PCR－based　rapid　typing　method

　　　　fbr　enterohemorrhagic泓o乃θ刀゜訪fa　oo五〇157　strains．♂　α加．皿’αり加0147：

　　　　2888・2894．

125．Paton，　A．　W．，　Srimanote，　P．，　Woodrow，　M．　C，　and　Paton，　J。　C．2001．　Characterization

　　　　of　Saa，　a　novel　autoagglutinating　adhesin　produced　by　locus　of　enterocyte

　　　　effacement・negative　Shiga・toxigenic　1殆oゐθ刀励∫∂oo五strains　that　are　vtrulent　fbr

　　　　humans．、乙η炬06、加加πη．69：6999・7009．

126．Paton，　A．　W．，　Srimanote，　P．，　Talbot，　U，　M．，　Wang，　H．　and　Paton，　J，　C，2004．　A　new

　　　　魚miy　ofpotent　AB5　cytotoxins　produced　by　Shiga　toxigenic．酷oゐθ刀’訪f∂oo五♂琢ρ、

　　　　漉d200：35・46．

127，Perna，　N，　T、，　Mayhew，　G．　F．，　Posfai，　G．，　Elliott，　S．，　Donnenberg，　M．　S．，　Kaper，　J，　B，

　　　　and　Blattner，　F．　R．1998．　Molecular　evolution　of　a　pathogenicity　island　f士om

　　　　enterohemorrhagic泓oゐθη’bろ冶ooゐ’0157：H7，1h炬o乙1≧η1ηαη．66：3810・3817，

128．Pi6rard，　D，，　Muyldermans，　G．，　Moriau，　L，，　Stevens，　D．　and　Lauwers，　S．1998．

　　　　Identification　of　new　verocytotoxin　type　2　variant　B・subunit　genes　in　human　and

　　　　ani皿aL酷盈θが盈姦oo五isolates．♂α加，、泌’αり加0136：3317・3322，

129．Plunkett，　G，　III，　Rose，　D．　J．，　Durfbe，　T．　J．　and　Blattner，　F．　R．1999，　Sequence　of　Shiga

　　　　toxin　2　phage　933W　from」醜dうθ加血∂oo五〇157：H7：Shiga　toxin　as　a　phage

　　　　late・gene　product．♂1ヲ206θ17b1181：1767・1778．

130．Pradel，　N．，　Livrelli，　V．，　De　Champs，　C．，　Palcoux，　J．B，　Reynaud，　A．，　Scheutz，　F．，　Sirot，

　　　　J．，Joly，　B，　and　Forestier，　C．2000．　Prevalence　and　characterization　of　Shiga

　　　　toxin・producing旋oゐθ刀励f∂oo万isolated　from　cattle，　fbod，　and　children　during　a

　　　　one－year　prospective　study　in　France，61：0五η．ノレZ｝’αり乃jo138：1023・1031．

131．Pritchard，　G．　C．，　Wilshaw，　G．　A．，　Bailey，　J，　R．，　Carson，　T．　and　Cheasty　T．2000．

　　　　Verocytotoxin・producing恥oゐθ刀゜とゐ∫∂oo五〇1570n　a　farm　open　to　the　public：

　　　　outbreak　investigation　and　longitudinal　bacteriological　study．　レわ乙　」配θo，　147：

　　　　259・264．

132．Rabatsky－Ehr，　T．，　Dingman，　D．，　Marcus，　R，　Howard，　R，］［血nney，　A．　and　Mshar，　P．

92



　　　　2002．Deer　meat　as　the　source　fbr　a　sporadic　case　of．酷oゐθ刀励∫a　oo五〇157：H7

　　　　infbction，　Connecticut，．亙1ηθ1g．乙漉o孟．Z万b，8：525・527，

133．Rangel，　J．　M．，　Sparling，　P．　H．，　Crowe，　C．，　Grif五n，　P．　M．　and　Swerdlow，　D．　L．2005．

　　　　Epidemiology　of旋oゐθ刀゜訪f200五〇157：H70utbreaks，　United　States，1982・2002．

　　　　石！1ηθ1g．1｝2企o乙」砺β．11：603・609．

134．Ray，　P，　E．　and　Liu，　X．　H．2001．　Pathogenesis　of　Shiga　toxin・induced　hemolytic

　　　　uremic　syndrome．2％凶2紘抽p加0116：823・839．

135．Renter，　D．　G．，　Sargeant，　J．　M，　Hygnstorm，　S．　E，　Hoffman，　J．　D．　and　Gilespie，　J．R．

　　　　2001．泓oゐθη∂訪∫θoo五〇157：H7　in　free・ranging　deer　in　Nebraska．♂防7記一Z冶，37：

　　　　755・760．

136．Riey，　L．　W，　Remis，　R，　S．，　Helgerson，　S．　D．，　McGee，　H．　B，　Wels，　J．　G．，　Davis，　B．　R，

　　　　Hebert，　R，　J．，　Olcott，　E．　S．，　Jonson，　L．　M．，　Hargrett，　N．　T，　Blake，　P．　A．　and　Cohen，　M．

　　　　L．1983，Hemorrhagic　colitis　associated　with　a　rare」恥oゐθ刀ヒゐ∫∂oo五serotype．　N

　　　　亙乙～8ゾ」：ノレ1診dl，308：681・685，

137，Rogers，　T．　J．，　Paton，　J，　C．，　Wang，　H．，　Talbot，　U，　M．　and　Paton，　A．　W，2006．　Reduced

　　　　vtrulence　of　an」配10　mutant　of　Shiga・toxigenic旋oゐθ刀ヒ血ヨooヱ10113：H21．．伍炬o孟

　　　　1左～1ηロ12．74：1962・1966，

138，Sakai，　T，，　Tanabe，　S，，　Hashida，　M．，　Ohmae，　H．　and　Kitahori，　Y．2010，　Multiple・locus

　　　　variable・number　tandem　repeat　analysis　of　enterohemorrhagic．酷oゐθη’盈姦oo12°

　　　　0157in　outbreak　of　fbod　poisoning　caused　by　fbrmed　beef　chunk　steaks．。加η．♂

　　　　1｝2函06．．乙々’8．63：152・153

139．Samue1，　J，　E，　Perera，　L．　P．，　Ward，　S．，01Brien，　A．　D，　Ginsburg，　V，　and　Krivan，　H．　C．

　　　　1990，Comparison　of　the　glycolipid　receptor　speci丘cities　of　Shiga・like　toxin　type　II

　　　　and　Shiga・li【e　toxin　type　II　variants，」乙o地o‘．1≧ロ1ηz1η．58：611・618，

140．Sandvig，　K，　Spisberg，　B，　Lauvrak，　S．　U．，　Torgersen，　M．　L．，　Iversen，　T．　G．　and　van

　　　　Deurs，　B．2004．　Pathways　fbnowed　by　protein　toxins　into　cels．1滋♂Mθdノ泌’αり加01

　　　　293：483・490．

141．Sandvig，　K．　and　van　Deurs，　B．2002．　Membrane　traf且c　exploited　by　protein　toxins．

　　　　∠4刀12ロ、」配θ7．6わ∬ノワθ耽＆‘0118：1・24。

142．Savarino，　S．　J．，　McVeigh，　A．，　Watson，　J．，　Cravioto，　A．，　Mohna，　J．，　Echeverria，　P．，

　　　　Bhan，　M．　K，　Levine，　M．　M．　and　Fasano，　A．1996．　Enteroaggregative旋盈θη肋泊oo五

　　　　heat・stable　enterotoxin　is　not　restricted　to　enteroaggregative　E．　ooヱ∠」：．乙ロ距o乙凸b．

　　　　173：1019・1022．

143．Scheutz，　F，　and　Strockbine，　N，　A，（2005）：、酷oゐθ加ゐ∫∂．　p．607・624，、伍GM．　Garrity

　　　　（ed．），　Bergey’s　manual　of　Systematic　Bacteriology．　Springer　Science＋Business

　　　　Media，　Inc．，　New　York，

93



144．Scheutz，　F．，　Nielsen，　E．　M．，　Frimodt・M②ler，　J．，　Boisen，　N，，　Morabito，　S．，　Tozzoli，　R．，

　　　　Nataro，　J．　P．　and　Caprioh，　A．2011．　Characteristics　of　the　enteroaggregative　Shiga

　　　　toxin／verotoxinproducing泓6治θ17’訪∫θooゐ’0104：H4　strain　causing　the　outl〕reak　of

　　　　haemolytic　uraemic　syndrome　in　Germany，　May　to　June　2011．　Euro　Surveill．

　　　　Available　online：http：／／www，eurosurve皿ance．org／16：pii＝19889．

145．Schmidt，正【．，　Henkel，　B．　and　Karch，　H．1997．　A　gene　cluster　closely　related　to　type　II

　　　　secretion　pathway　operons　of　gram－negative　bacteria　is　located　on　the　large　plasmid

　　　　of　enterohemorrhagic泓訪θ」ロ’酌fθoα〃’0157　strains，㎜ル乃’αり加01五θ6ゑ48：

　　　　265・272．

146．Schmidt，　H．，　Schee£J．，　Morabito，　S．，　Caprioh，　A．，　Wieler，　L．　H．　and　Karch，　H．2000，

　　　　Anew　Shiga　toxin　2　variant（Stx20　from旋oゐθ加血∂oo五8　isolated　from　pigeons．

　　　　ノ4ρP11乃ワ7z勿刀．ノレ乃゜㎝わfo166：1205・1208，

147，Shere，　J．　A．，　Bartlett，　K．　J，　and　Kaspar，　C．　W．1998，　Longitudinal　study　of

　　　　泓（治θz1‘磁∂oo五〇157：H7　dissemination　on　fbur　dairy　farms　in　Wisconsin，助p1

　　　　銑～7z｝roη．ノレ乃’αり」うjo164：1390・1399．

148．Sheridan，　G，　E．，　Szabo，　E．　A．　and　Mackey，　B．　M，1999．　Ef飴ct　of　post・treatment

　　　　holding　conditions　on　detection　of加丑1　mRNA　in　ethanol・treated．酷oゐθ刀9盈f800左

　　　　implications　fbr　RT・PCR・based　indirect　viabiity　tests，．乙θ彪4ρ1ρ1泌゜αり窃0129：

　　　　375・379．

149，Sheridan，　G．　E．，　Masters，　C，1．，　Shalcross，　J．　A．　and　MacKey，　B，　M，1998．　Detection

　　　　of　mRNA　by　reverse　transcription・PCR　as　an　indicator　of　viabiity　in．酷oゐθ乃励姦

　　　　oo五cels．ノ毎～レρ1動7z｝roη、ノレ乃9αroわ∫0164：1313・1318．

150．Shimizu，　T．，　Ohta，　Y．　and　Noda，　M．2009．　Shiga　toxin　2　is　speci丘cally　released　from

　　　　bacterial　cells　by　two　dif色rent　mechanisms，」励oゑ五η加z1η．77：2813・2823．

151，Siegler，　R．　L，　Obrig，　T．　G．，　Pysher，　T．　J．，　Tesh，　V，　L．，　Denkers，　N，　D．　and　Taylor，　F．　B．

　　　　2003，Response　to　Shiga　toxin　l　and　2　in　a　baboon　model　of　hemolytic　uremic

　　　　syndrome．　Pb（カ’θ血ハ㊨iρゐ10118：92－96．

152．Smith，　W．　E，　Kane，　A．　V．，　Campbel1，　S．　T．，　Acheson，　D．　W．，　Cochran，　B．　H．　and

　　　　Thorpe，　C．　M．2003．　Shiga　toxin　l　triggers　a　ribotoxic　stress　response　leading　to　p38

　　　　and　JNK　activation　and　induction　of　apoptosis　in　intestinal　epithelial　cels．．伍漁oゑ

　　　　」Zか2ヱη乙～刀、71：1497・1504．

153．Spears，　K．　J．，　Roe，　A．　J．　and　Galy，　D，　L．2006．　A　comparison　of　enteropathogenic　and

　　　　enterohaemorrhagic　1殆oゐθη励姦oαム゜pathogenesis，1㎜㎜゜αり窃01五θ甜，255：

　　　　187・202．

154．Stevens，　M，　P．，　van　Diemen，　P．　M，　Frankel，　G．，　Ph皿ips，　A．　D．　and　Wallis，　T．　S，2002．

　　　　Efa　l　influences　colonization　of　the　l〕ovine　intestine　l〕y　shiga　toxin・producing

94



　　　　旋oゐθ17’としろL∠∂oo五serotypes　O5　and　O　111．」乙ロ炬o乙1左ロ1ηα12．70：5158・5166．

155．Strachan，　N，　J．，　Fer且on，　D，　R，　and　Ogden，1．　D．2001．　Model」ing　the　vector　pathway

　　　　and　in色ction　of　humans　in　an　environmental　outbreak　of茄oゐθη’盈fθoo五〇157．

　　　　1πZ脇ノレ乃’01ro乃ゴ011ンθ66．203：69・73．

156．Strauch，　E．，　Schaudinn，　C．　and　Beutin，　L．2004，　Ftrst・time　isolation　and

　　　　characterization　of　a　bacteriophage　encoding　the　Shiga　toxin　2c　variant，　which　is

　　　　globally　spread　in　strains　of疎oゐθ刀‘oゐ∫∂oo五〇157．　Infbct　Immun．72：7030・7039．

157．Strockbine，　N．　A．，　Marques，　L．　R．，　Newland，　J．　W．，　Smith，　H．　W．，　Holmes，　R．　K．　and

　　　　O’Brien，　A．　D．1986．　Two　toxin・converting　phages　from旋oゐθ刀’訪f∂ooゐ’0157：H7

　　　　strain　933　encode　antigenicaly　distinct　toxins　with　simiar『biologic　activities．

　　　　1血1急06．1血2刀コα刀．53：135・140．

158，Sugiyama，　A．，　Iwade，　Y．，　Akachi，　S．，　Nakano，　Y．，　Matsuno，　Y．，　Yano，　T，，　Yamauchi，

　　　　A，，Nakayama，0．，　Sakai，　H．，　Yamamoto，　K，　Nagasaka，　Y，，　Nakano，　T．，　Ihara，　T．

　　　　and　Kamiya，　H．2005．　An　outbreak　of　Shigatoxin・producing泓oゐθ刀盈姦oo11

　　　　0157：H7　in　a　nursery　school　in　Mie　Prefbcture，。伽、♂1励oム．薦，58：398・400，

159．Takao，　T．，　Tanabe，　T．，　Hong，　Y．　M．，　Shimonishi，　Y．，　Kurazono，　H．，Yutsudo，　T．，

　　　　Sasakawa，　C．，　Yoshikawa，　M．　and　Takeda，　Y．1988，　Identity　of　molecular　structure

　　　　of　Shiga・like　toxin　I（VT1）from泓oゐθ刀‘己ろ姦ooヱ10157：H7　with　that　of　Shiga　toxin，

　　　　ノ堕’αroわ，1『と～乙ろ08r，5：57・69，

160，Tarr，　P，1，，　Bige，　S，　S，，　Vary，　J，　C，　Jr，，　Jelacic，　S，，　Habeeb，　R．　L．，　Ward，　T．　R．，　Baylor，

　　　　M，R．　and　Besser，　T．　E．2000，　Iha：Anovel疎oゐθ刀’磁∂oo五〇157：H7adherence・

　　　　confbrring　molecule　encoded　on　a　recently　acqutred　chromosomal　island　of

　　　　conserved　structure．．Zk～函06．血ヱηひη，68：1400・1407．

161．Tatarczak，　M，，　Wieczorek，　K，，　Posse，　B，　and　Osek，　J，2005．　Identification　of　putative

　　　　adhesin　genes　in　shigatoxigenic泓o乃θ刀励∫∂ooll　isolated　from　diffbrent　sources．

　　　　　17わ6．ノレ五〇1り、ろfoヱ110：77・85．

162．Tatsuno，1．，　Horie，　M，　Abe，　R．，　Mnd，　T，　Makino，　K．，　Shinagawa，　H．，　Taguchi，　H．，

　　　　Kamiya，　S，，　Hayashi，　T．　and　Sasakawa，　C．2001．6α沼gene　on　pO1570f

　　　　enterohemorrhagic恥oゐθη9ヒゐf∂ooヱ2’0157：H7　is　requtred　fbr　full　epithelial　cel

　　　　adherence　phenotype．」丘～」倉o孟1左～ヱη召η、69：6660・6669．

163．Tilden，　J．　Jr．，　Young，　W．，　McNamara，　A．　M．，　Custer，　C．，　Boesel，　B，　Lambert・Fair，　M．

　　　　A．，Majkowski，　J，，　Vugia，　D．，　Werner，　S．　B．，　HoUingsworth，　J．　and　Morris，　J．　G．　Jr．

　　　　1996．Anew　route　of　transmission　fbr泓oゐθ刀盈f∂oo君Infbction　f士om　dry　fbrmented

　　　　salami．．4加．♂Pα乃五θo旋∂1訪86：1142・1145．

164，Toma，　C．，　Martinez　Espinosa，　E．，　Song，　T．，　Miliwebsky，　E，　Chinen，1．，　Iyoda，　S．，

　　　　Iwanaga，　M．　and　Rivas，　M．2004．　Distribution　of　putative　adhesins　in　d邸erent

95



　　　　seropathotypes　of　Shiga　toxin－producing泓oゐθ17θbろf∂oo1～1，ノ：OL’11、ノレ乃’αり、ろfo1　42：

　　　　4937－4946．

165．Torres，　A，　G．　and　Kaper，　J．　B．2003．　Multiple　elements　controlling　adherence　of

　　　　enterohemorrhagic茄oゐθη’ごゐ∫∂ooll　O　157：H7　to　HeLa　cels．」伍函oゑ」丘ηヱη召刀．71：

　　　　4985・4995．

166．Torres，　A．　G．，　Giron，　J．　A．，　Perna，　N．　T．，　Burland，　V．，　Blattner，　Fl．　R，　Avelino－Flores，

　　　　F．and　Kaper，　J．　B．2002．　Ident遣cation　and　characterization　of∠ρ粥00Z2』瓦a

　　　　fimbrial　operon　of　enterohemorrhagic五冶（必θ刀ヒゐ姦ooゐ’0157：H7，．伍地o乙1盈ηα刀．70：

　　　　5416・5427．

167．Torres，　A．　G，，　Kanack，　K．　J．，　Tutt，　C．　B．，　Popov，　V．　and　Kaper，　J．　B．2004．

　　　　Characterization　of　the　second　long　polar（上P）丘mbriae　of．酷oゐθ刀励∫θooヱ10157：H7

　　　　and　distribution　of］』P　fimbriae　in　other　pathogenic　1丑oo五strains．．㎜泌゜αo加01

　　　　」乙θ甜、238：333・344．

168，Tyler，　S，　D．，　Johnson，　W．　M．，　Lior，　H．，　Wang，　G，　and　Rozee，　K．　R，1991，　Identt伍cation

　　　　of　verotoxin　type　2　variant　B　subunit　genes　in泓oゐθη励f∂ooll　by　the　polymerase

　　　　chain　reaction　and　restriction　fragment　length　polymorphism　analysis，♂α∠刀，

　　　　ノレ乃’ozりわジ0129：1339・1343，

169。Urdahl，　A，　M．，　Beutin，　L，　Skjerve，　E．，　Zimmermann，　S．　and　Wasteson，　Y，2003，

　　　　Animal　host　associated　dif艶rences　in　Shiga　toxin・producing擁oゐθ刀’己ろ姦oo万

　　　　isolated　f士om　sheep　and　cattle　on　the　same　farm，♂4ρρ1泌“αり茄0195：92・101，

170．Vernozy・Rozand，　C．，　Montet，　M，　P．，　Lequerrec，　F．，　Seri皿on，　E，　T皿y，　B，，　Bavai，　C．，

　　　　Ray・Gueniot，　S．，　Bouvet，　J．，　Mazuy・Cruchaudet，　C，　and　Richard，　Y，2002．

　　　　Prevalence　of　verotoxin・producingヱ殆oゐθ乃励f∂oo11（VTEC）in　slurry，　farmyard

　　　　manure　and　sewage　sludge　in　France，。π4ρp1必’αり加0193：473・478．

171．Vidal，　M，，　Prado，　V．，　Whitlock，　G．　C．，　Solari，　A．，　Torres，　A．　G．　and　Vida1，　R．　M．2008．

　　　　Subtractive　hybridization　and　identification　of　putative　adhesins　in　a　Shiga

　　　　toxin・producingθ2θ・ne　gative　1殆oゐθLz7ヒ菰∂oo五ノレ乃’αり、翻oノと）邸154：3639・3648．

172．Wagner，　P．　L．，　Neely，　M．　N．，　Zhang，　X．，　Acheson，　D．　W，　K，，　Waldor，　M．　K．　and

　　　　Friedman，　D，1．2001．　Role　fbr　a　phage　promoter　in　Shiga　toxin　2　expression　from　a

　　　　pathogenic」配90Z～θ1！たゐf∂ooヱ1　strain．，ノ：」暁～06θ17ヒ）1183：2081・2085．

173．Waguri，　A．，　Sakuraba，　M．，　Sawada，　Y．，　Abe，　K，　Or虹shi，　M．，　Tanaka，　J．，　Kudo，　Y．　and

　　　　Saito，　K，2007．　Enterohemorrhagic泓oゐθ刀’訪∫∂oo五〇157　ir㎡bction　presumably

　　　　caused　by　contact　with　infbcted　cows，　Aomori　Prefbcture，幽p∂刀、，ゆ刀．♂」伍漁06、1冶，

　　　　60：321・322．

174．Wallace，　J．　S．，　Cheasty，　T，　and　Jones　K．1997．　Isolation　of　Vero　cytotoxin－producing

　　　　旋oゐθ刀’訪f∂oo五〇157　from　wild　btrds，♂4ρp1泌’㎝o乃jo182：399・404．

96



175．Watanabe，　H．，　Terajima，　J，，　Izumiya，　H．，　Wada，　A．　and　Tamura，　K．1999．　Molecular

　　　　analysis　of　enterohemorrhagic疎o乃θ刀励∫300ゐ’isolates　in　Japan　and　its　apphcation

　　　　to　epidemiological　investigation．　Pb（舳血」血乙41：202・208．

176．Waterman，　S．　R．　and　Small，　P．　L．1996．　Characterization　of　the　acid　resistance

　　　　phenotype　and　rPoS　aleles　of　shiga・1ike　toxin・producing　Egoゐθ1フ’訪∫θooL左1k～漁o乙

　　　　血～皿π112．64：2808・2811．

177．Weinstein，　D．　L．，　Jackson，　M，　P，，　Perera，　L．　P．，　Holmes，　R．　K．　and　O’Brien，　A．　D．1989，

　　　　In　vivo　fbrmation　of　hybrid　toxins　comprising　Shiga　toxin　and　the　Shiga・Hke　toxins

　　　　and　role　of　the　B　subunit　in　locahzation　and　cytotoxic　activity．2鮫ノ∂06加1z～πη57：

　　　　3743－3750．

178．Wehnder・Olsson，　C．　and　Kaijser，　B．2005．　Enterohemorrhagic旋盈θz1θぬa　oo五

　　　　（EHEC）．5乞2．ηd♂」励6孟1冶．37：405・416．

179．Widiasih，　D，　A。，　Ido，　N．，　Omoe，　K．，　Sugii，　S，　and　Shinagawa，　K．2004．　Duration　and

　　　　magnitude　of　faecal　shedding　of　Shiga　toxin・producing泓o乃θ加ゐ∫∂oo五from

　　　　naturaly　infbcted　cattle．．琢）fdθ1ηjo1．Z乞～炬06，132：67・75．

180，Wray，　C，，　McLaren，1．　M．　and　Carrol，　P．　J．1993，、醜誼θ刀’ぬ∂oo五isolated　from　farm

　　　　ar曲als　in　England　and　Wales　between　1986　and　1991，％孟．配θα133：

　　　　439・442，

181．Yamasaki，　S．，　Lin，　Z．，　Shirai，　H．，　Terai，　A，　Oku，　Y．，　Ito，　H．，　Ohmura，　M．，　Karasawa，

　　　　T．，Tsukamoto，　T．，　Kurazono，　H．　and　Takeda，　Y．1996．　Typing　ofverotoxins　by　DNA

　　　　colony　hybridization　with　poly・and　oligonucleotide　probes，　a　bead・enzyme・hnked

　　　　immunosorbent　assay，　and　polymerase　chain　reaction．㎜’αり加oム伽ヱηπη0140：

　　　　345・352，

182．Yoh，　M，　Aoki，　T．，　Akao，　M．，　Sakaue，　Y．，　Tsubura，　E．　and　Honda，　T．1997．　Report　of

　　　　questionnaire　about　enterohemorrhagic．酷oゐθ刀励∫∂ooヱノ゜cases　caused　in　the　area

　　　　including　Sakai　City　in　1996．．盈～113θη8ゐo艀」をz1盈～33ゐf　71：1144・1154．（in　Japanese）

183．Yokota，　T．，　Sugisaki，　H．，　Takanami，　M．　and　Kazi－o，　Y．1980．　The　nucleotide　sequence

　　　　of　the　cloned　6zz∠ヨgene　of．薦6ゐθ17°とか看ooヱ∠σθηθ．12：25・31．

184．Zhang，　Y．，　Laing，　C．，　Zhang，　Z．，　Halewell，　J．，　You，　C．，　Ziebel1，　K，　Johnson，　R．　P．，

　　　　Kropinski，　A．　M．，　Thomas，　J．　E．，　Karmali，　M，　and　Gannon，　V．　P．　J．2010．　Lineage

　　　　and　host　source　are　both　correlated　with　levels　of　Shiga　toxin　2　production　by

　　　　旋oゐθ刀’己ろ∫∂ooゐ゜0157：H7　strains．4ρρ1互η四塗oη．」必θαりわ∫0176：474・482．

185．Zhang，　W．，　Bielaszewska，　M．，　Kuczius，　T．　and　Karch　H．2002．　Identi五cation，

　　　　characterization，　and　distribution　of　a　Shiga　toxin　l　gene　variant　（8齪（1∂）in

　　　　茄oゐθ刀゜oんθoo五strains　isolated　from　humans，♂α加，』必’αo加0140：1441－1446．

186．Zhang，　Y．，　Laing，　C．，　Steele，　M，　Ziebel，　K，　Johnson，　R．，　Benson，　A．　K．，　Taboada，　E．

97



　　　　and　Gannon，　V．　P，　J．2007，　Genome　evolution　in　major薦oゐθ刀励∫800ヱ10157：H7

　　　　hneages，」8MOσθη01ηjo鼠8：121．

187．Zheng，　H．，　Jing，　H．，　Wang，　H．，　Xia，　S．，　Hu，　W．，　Cui，　S．，　Bi，　Z，，Yang，　J．，　Pang，　B．，　Zhao，

　　　　G．，Zhang，　J．，　Li，　H．　and　Xu，　J，2005．5譲2曲∂is　the　dominant　genotype　of　Shiga

　　　　toxin・producing．1％oゐθηヒゐf∂oo五θ0157：H7　isolated　ffom　patients　and　domestic

　　　　animals　in　three　regions　of　China．必゜αりわfo1五η1ηα刀0149：1019－1026．

98



学　位　論　文　要　旨

氏名　　河野喜美子

題目：志賀毒素産生性大腸菌0157の病原性およびヒト・牛分離株間の疫学的関連に関す

　　　　　る研究

Studies　on　the　virulence　of　Shiga　toxin・producing蕗oゐθ1ゴo血姦oo］び0157　and

on　the　epidemiologic　relationship『between　human　and　cattle　isolates

　志賀毒素（Stx）産生性大腸菌（STE　C）0157が産生する志賀毒素（Stx）の型（Stx型，遺伝子

は鉱￥genotype）は、感染者の重症化に関連する要因の一つと考えられる。本研究では、まずStx

型と病原性との関連を明らかにする目的で、2000年～2008年に宮崎県で発生した145事例の感

染者から分離したSTEC　O　157211株の3齪genotypeを決定し、これらの5齪genotypeと、症

状、菌の遺伝子パターン（パルスフィールドゲル電気泳動解析：PFGE、　IS・printing　analysis：IS）、

毒素産生量（逆受身ラテックス凝集試験：RP五A、　Vbro細胞法）、および5齪特異的mRNA発現量

との関連を調べた。次に、STEC　O157の牛分離株とヒト分離株の疫学的関連性についても調べ

た。

　感染者から分離した211株の5なgenotypeは、5故1冶齪2が43．6％、5譲20が35．8％、5砿2が

12．8％、5譲％訣20および5齪1冶跳20が4．3％の5typeに分類された。5齪1冶齪2株や5跳20株が

高頻度で分離されるのは一部の国の特徴と思われた。日本では、大阪で同様の調査が行われてお

り、5齪1冶齪2株は両地方で高頻度に分離されたが、5跳20株は宮崎の方が高い頻度で分離された。

　5齪genotypeと感染者の症状との比較結果から，5齪2関連の毒素が5齪1関連の毒素に比べヒ

トへの病原性が強いこと、さらに5齪2保有株（5螺5齪1冶齪2鉱撚譲2∂は非保有株（θ齪20，

5訣1冶齪2∂より血便や溶血性尿毒症症候群（HUS）などの重篤な症状を呈する頻度が高いことが判

明した。また5譲20株に感染した74名のうち3名は血便を起こしたが、感染者のほとんどは、無

症状又は軽い下痢症状の後、回復した。しかし、血便患者の一人から高い毒素活性を示す5齪20

株が分離され、5譲20株であっても高い毒素産生性を有する場合があり、8故2保有強毒株同様、

注意が必要であると考えられた。

　0157分離株のPFGEによる遺伝子パターンのデンドログラムにおいて、そのクラスターは5旗

genotypeと関連が見られた。従ってPFGEのクラスターは症状（病原性）とも関連すると考え

られた。

　RPLAおよびベロ細胞法で各株の毒素産生量を調べたところ、5齪2保有株は非保有株より産生

量が多いことが分かった。しかしこれらの方法によるStx2とStx2cの測定値は、毒素の構造の違

いによるレセプターへの特異性又は親和性の違いが測定反応に影響している可能性も考えられ、

正確な毒素量を反映していることが確認できない。そこで5齪2とθ旗20の共通配列部分を標的に

したリアルタイムPCRにより5故2関連毒素特異的mRNAの発現量を測定しStx2関連毒素の産

生量を推定した。mRNAの発現量は8訣2保有株の方が非保有株より有意に高く（1〆0．01）、すな

わち、前者は後者より毒素産生量が多いと推定された。



　以上のことから、症状の重症化はSTECの保有する5叡genotypeと密接に関連し，その一因は

毒素産生量であることが示された。

　宮崎県は畜産業が盛んで多くの牛が飼育されている。また牛が0157を保有していることはよ

く知られている。そこで本県在住の患者から分離された株と本県で飼育されている牛由来の0157

株の疫学的関連性を調べた。まず、宮崎県の食肉検査所に出荷された牛のと体拭き取りおよび便

から57株を得た。各株の5齪genotypeを調べたところ、5砿20が47％（27株）、5齪1冶齪2が30％（17

株）、残る13株は5故2（5株），5齪1冶跳20（4株），および5齪1（4株）で、θ齪20genotypeが最も高率

に検出された。

　これらの牛分離株57株と、ヒト分離株211株のうち疫学的関連性を有しない118株をPFGE

およびISにより遺伝子解析した結果、牛分離5誼20株の27株中11株が、ヒト分離5融20株と

95％以上の相同性を示した。このことから、5譲20株は、牛またはその環境で長期間保持され、時

期や経路は不明ながらヒトに感染したものと推定される。一方、5齪1冶齪2株のなかにもヒト株と

牛株で95％以上の相同性が認められるものがあったがそれは1パターンのみであった。また興味

あることに、2005年～2008年に我が国の広域で分離された株のPFIGEパターンのうち4パター

ンが、宮崎在住のヒト分離株のそれと一致した。このことから、5譲1冶齪2保有株は、食品などの

流通により日本の各地域に広がっている可能性が考えられた。

　以上をまとめると、本研究により、ヒトのSTEC　O157感染症において、症状の重症化はSTEC

の保有する8齪genotypeと密接に関連し、その一因は毒素産生量であることが示された。従って、

5誼genotypeを同定することは，予後を判断するための有用な手段になると考えられる。

　畜産の盛んな本地方において、牛由来株のなかで最も優勢な5齪2genotype株が、ヒト由来株

においても優勢であることが判明した。また、分子疫学的解析により、STECが、牛またはその

環境で長期間保持され、時期や経路は不明ながらヒトに感染したと推測される例が、特に5跳20

genotype株で認められた。従って、畜産が盛んな地方においては、食品からの感染やヒト・ヒト

感染の他に、牛やその周囲の環境からの直接的、間接的感染も考えられ、公衆衛生上注意する必

要がある。


