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研究要旨 
 食品中の病原大腸菌（下痢原性大腸菌）の検査法を開発するために、分担研究（１）食中毒・感
染症事例由来株の特性解析（２）食品での統一的検査法の開発、（３）ヒトの感染に関与する家畜の
探索、を実施した。（１）の研究において、①東京都で発生した腸管毒素原性大腸菌（ETEC）下痢症
では血清群 O6、O25、O27、O148、O159、O169 が主要であること、②散発下痢症患者の多くはインド、
インドネシア、中国等海外渡航の関連が考えられること、③食品での検査に免疫磁気ビーズ法が有
用なこと、④原因食品として野菜を使用した食品が多いこと、が明らかになった。また、（２）の研
究において、①ETEC 食中毒発生状況を解析し、上位 7血清群の O6、O25、O27、O148、O153、O159、
O169 が本菌の主要血清群であり、東京都の主要血清群の全てが含まれていること、②腸管出血性大
腸菌の食品での検査法との共通である mEC 培地での 42℃培養が優れることが判明し、また、検出率
を向上させる選択性のある分離平板培地が開発されたこと、③ ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR
法について、国内で広く使用されている５種類の検出機器及び２種類のクエンチャーを用いたマル
チプレックス反応条件にて ETEC の標的遺伝子 ST（STp、STh）および LT が最小菌濃度 103 cfu 以上/ml
で検出され、検出感度に優れた毒素遺伝子検出法であることが判明したこと、④コラボレイティブ・
スタディでは、ETEC が総じて比較的高率に検出され、食品の増菌培養液がリアルタイム PCR 法で ST
または LT遺伝子陽性になった場合、培養液を選択分離培地に塗抹するか、主要 O血清群（７種）の
免疫磁気ビーズ法を行い、濃縮液を分離培地に塗抹し培養して ETEC を分離することが、食品の試験
法として優れると考えられたこと、が明らかになった。さらに、（３）の研究において、食中毒の原
因食品として食肉の重要性を検討するために家畜から分離株について解析をした。ETEC O169 の定着
因子 K88-like 遺伝子で組み換えた株はヒトのみならずブタとウシの腸粘膜上皮細胞にも強い接着性
を示した。本プラスミドは多様な宿主への感染力を O169 に提供することで、野外では保持されてい
る可能性が示された。 
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Weiping Zhan                      カンザス州立大学獣医学研究科 
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A. 研究目的 

2012 年に感染症報告数集計において、下

痢原性大腸菌（食中毒統計の病原大腸菌）の

分類が新たな分類に改訂された。この新たな

病原大腸菌の分類は、その判定のための病原

因子またはマーカーが明示され、患者から分

離された大腸菌株の病原大腸菌としての同

定・判定が行いやすくなった。このため、食

中毒事例での原因食品や汚染食品の調査に

有用な方法が必要とされる。しかし、腸管出
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血性大腸菌以外の病原大腸菌についての食

品での検査法は、これまで、国内外ともにあ

まり検討されておらず、早急な確立が求めら

れている。 

食中毒統計における病因物質「その他の病

原大腸菌」のうちの腸管毒素原性大腸菌

（ETEC）による食中毒の発生は、年間の事例

数は数件程度であることが多いが、多くの集

団事例が報告され、患者数の多い事例が発生

することが少なくないことが知られている。

しかし、食品での検査法が確定されていない

ため、原因食品の調査や流通食品の汚染調査

などにおいて有用な方法が求められている。

なお、腸管出血性大腸菌については、既に食

品での検査法（食安監発 1120 第１号 平成

26年11月20日発 「腸管出血性大腸菌O26、

O103、O111、O121、O145 及び O157 の検査法

について」、平成 27 年 3 月 24 日事務連絡）

が通知されており、試験手順や培地などの一

部が、この検査法と共通であれば効率的で効

果的な検査法と考えられる。ETEC はその病原

性が明確であり、新たな病原大腸菌の判断基

準に沿った食品での検査法を確立し、国の試

験法の策定に貢献する。また、諸外国から参

照される方法を確立したい。また、検査の対

象として重要と考えられるヒトの感染に関

与する家畜・食品群についても、ヒトと家畜

での共通の病原因子を明らかにすることに

よって解明したい。 

研究組織としては、（１）食中毒・感染症

事例由来株の特性解析（小西典子、平成 27

年度のみ）、（２）食品での統一的検査法の開

発（工藤由起子）、（３）ヒトの感染に関与

する家畜の探索（西川禎一）の３つの分担研

究とした。 

（１）小西は、厚生労働省食中毒統計や詳

細な事例解析を行っている東京都の疫学デ

ータなどから ETEC による食中毒および下痢

症発生状況を解析し、本菌の主要血清群を考

察した。また、（２）工藤は、腸管出血性大

腸菌の食品での検査法との共通性を考慮し、

増菌培養法および選択分離培地、本菌の病原

因子であるエンテロトキシン（易熱性エンテ

ロトキシン；LT、耐熱性エンテロトキシン; ST）

の遺伝子を対象としたリアルタイム PCR 法を

検討した。また、免疫磁気ビーズや優れる選

択分離培地の開発を検討した。さらに、食品

での検査法を確立するために各種手法の優

れた方法を組み合わせて多機関によるコラ

ボレイティブ・スタディを実施し評価した。

（３）西川は、血清群 O169 の菌株について、

病原プラスミドの全塩基配列を決定し異な

る宿主に対応できる定着因子に関して検討

した。 

 

B. 研究方法 

（１）食中毒・感染症事例由来株の特性解析 

東京都における ETEC による集団下痢症の

発生状況（1966 年から 2014 年）および分離

株の特徴を解析した。また、散発下痢症患者

（2012 年から 2014 年）から分離された大腸

菌 1,063 株について毒素産生性、血清型など

の特徴を解析した。さらに、ETEC 食中毒事例

での食品を対象とした本菌の検出状況につ

いて解析した。加えて、過去に発生した集団

下痢症事例で食品から ETEC が検出された事

例について解析した。 

（２）食品での統一的検査法の開発 
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１）ETEC 食中毒における主要血清群およ

び関連する食品群の解析 

食中毒統計、食中毒事件詳報や病原微生

物検出情報（IASR）による情報から ETEC

の主要血清群や関連する食品群を解析し

た。また、食中毒事件詳報の一部不明な点

は各自治体に問い合わせて情報収集を行

った。 

２）増菌培養法および選択分離培地の検討 

腸管出血性大腸菌の食品での検査法と

の共通性を考慮した増菌培養法および選

択分離培地を検討した。増菌培養として、

modified EC 培地（mEC、OXOID）中での 36℃

および 42℃で培養した。また、分離培地

としてソルビトールマッコンキー寒天培

地（SMAC、OXOID）、DHL 寒天培地（栄研化

学）、ドリガルスキー改良培地（栄研化学）、

クロモアガーSTEC 培地（関東化学）を検

討した。また、選択剤として有用な物質を

検挙して新たな選択分離培地の選定を行

った。 

３）ST および LT遺伝子検出リアルタイム

PCR 法の検討 

食品でのSTおよびLT遺伝子検出法の検

出感度を試験した。検体（ミニトマト、大

根の漬物、長ネギ、生わかめ）の mEC 培地

中での培養液に ETEC を接種した（ETEC108

～102 cfu/ml 食品培養液）。これらからア

ルカリ熱抽出にて DNA 抽出を行った。ST

遺伝子（est STp、est STh）および LT 遺

伝子（elt）を標的としたリアルタイム PCR

法を Hidaka ら（マルチプレックス反応、

J. Appl. Microbiol., 2009, Vol. 106, 

p410-420）、または Frydendahl ら(STp 遺

伝子、Mol. Cell. Probes, 2001,Vol. 15, 

p151-160）、共同研究者の小西ら（STh 遺

伝子）、Westら（LT遺伝子、Vet. Microbiol., 

2007, Vol. 122, p323-331）の方法を参照

してシンプレックス反応およびマルチプ

レックス反応にて行った。各種クエンチャ

ーおよび各種機器において検討した。また、

ETEC を食品 25 g に接種（想定菌濃度 102 

cfu/g）し、mEC 培地中にて 42℃、20 時間

培養した。培養液 20 µlを、クロモアガー

STEC 培地、SMAC、DHL 寒天培地、ドリガル

スキー改良培地に画線塗抹し、培養し、菌

を分離した。さらに、検出感度試験で作製

した 10 倍階段希釈菌液接種の食品培養液

のアルカリ熱抽出試料を用い、各３回の測

定にて検量線を作成し、42℃20 時間培養

した mEC 培養液中の菌数を算出した。 

４）免疫磁気ビーズの自家調製 

市販の免疫血清（大腸菌 O6、O25、O27、

O148、O153、O159、O169）20 µlを磁気ビ

ーズである Dynabeads M-280（250 µl）に

加え、2時間、室温で反応した。大腸菌自

家調製免疫磁気ビーズの集菌効果の検証

を 104～101 cfu/ml の希釈菌液を用いて検

討した。また、菌液接種食品培養液（約

103～101 cfu/ml）を供試した検討も行った。 

５）食品での ETEC の検査法のコラボレイ

ティブ・スタディ 

13 試験検査機関によって、２回（第１

回；血清群 O159 STh 陽性、第２回；O148 

STp&LT 陽性）実施し、試験食品検体をキ

ュウリおよび長ネギとした。高菌数接種

（25 cfu/25 g）検体、低菌数接種（5 cfu/25 

g）検体、非接種用検体および陽性用検体



6 
 

（長ネギのみ設定）を小型温度記録計を挟

んでバイオセーフティー対応容器に入れ、

冷蔵にて送付した。コラボレイティブ・ス

タディの試験実施手順は、1日目に、検体

入りのストマッカー袋に、mEC培地を加え、

42±１℃、22±2 時間培養した。2日目に、

培養液を分離培地（SMAC、クロモアガー

STEC、抗生物質加 SMAC、抗生物質加クロ

モアガーSTEC）に接種し画線し、培養した。

免疫磁気ビーズ濃縮法を行い分離培地（抗

生物質加 SMAC、抗生物質加クロモアガー

STEC）に画線し培養した。また、培養液

0.1 ml をアルカリ熱抽出法にて DNA を抽

出し、ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR

法（インターナルコントロール：IC を含

む）に供試した。3 日目に、 直接塗抹法

および免疫磁気ビーズ法について、各種類

の平板培地から疑われるコロニー3個を釣

菌し、普通寒天培地にて培養した。4日目

に、普通寒天培地等に生育したコロニーを

免疫血清（O148 および O159）にて凝集反

応を確認した。試験終了後に、結果表に記

入した試験結果およびリアルタイム PCR

のランファイル（sds形式または eds形式）、

各検体に添付された小型温度記録計およ

び検体送付缶を返送した。試験結果を集計

後、Outlier 機関の検定および検出方法間

の有意差検定を行った。 

（３）ヒトの感染に関与する家畜の探索 

下痢症患者の便から独自に分離した ETEC 

O169:H41の YN10株とETEC O159の IND株 を

実験に供した。いずれの株も毒素遺伝子であ

る est (STp)を保持していた。  

ヒト結腸癌由来の上皮細胞である Caco-2 

および喉頭ガン由来の HEp-2 細胞 、ブタ小

腸由来の上皮細胞である IPEC-1 およびブタ

空腸由来の上皮細胞である IPEC-J2、ウシ腸

粘膜上皮細胞である BIE について、各細胞指

定の組織培養液を用いて実験に供した。接着

性試験では、培養細胞に供試菌株を接種し 3

時間培養した。細胞をメタノール固定後、10 %

ギムザ液で細胞を染色し、鏡検した。 

ETEC O169 YN10 株の培養液からプラスミ

ドを抽出し、アガロースゲル電気泳動によっ

て染色体 DNA と分離した。クロラムフェニコ

ール耐性遺伝子のベクターであるpSV28（Cmr）

は形質転換した実験室株から抽出した。プラ

スミドのシーケンス解析は、タカラバイオに

委託し、シーケンサー（FLX System; 454 Life 

Sciences、Roche Applied Science、Branford、

CT）を用いた解析により 150 のコンティグ（塩

基配列断片群）情報として得た。 

YN10 株の CS6 の前後 1500 bp を含んだ領域

および CS8(CFA/III)の前後 1000 bp を含んだ

領域、K88(F4)-like の前後 1000 bp を含んだ

領域についてプライマーを設計し増幅し、ベ

クターとした。標的遺伝子領域の PCR 産物を

用いて TOP10 の形質転換を行った。Cm耐性を

獲得して生育したコロニーを採り、PCR とそ

の産物のシーケンスにより目的の遺伝子が

含まれているか確認した。 

タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 （ Cording 

sequence；CDS）の抽出はアノテーション用

パイプライン Microbial Genome Annotation 

Pipeline (MiGAP)を用いて行った。すべての

塩基配列とアノテーション結果を DNA Data 

Bank of Japan (DDBJ)に登録した（Accession 

No. AP014654）。 
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塩基配列から推定されたアミノ酸配列の

類似度は、EMBOSS needle program をウェブ

サ イ ト EMBL-EBI (http://www.ebi.ac. 

uk/Tools/psa/)で用いることで比較した。 

Molecular Evolutionary Genetics Analysis 

(MEGA) 6.06.41 を使用した 500 レプリケーシ

ョンブートストラップ分析(500 replicate 

bootstrap analysis) お よび近隣結合法

(Neighbor-Joining method with a poisson)

を使用して系統樹を作成した。 

モノクローナル抗体の作製のために、遺伝

子 faeG1 と faeG2 の合成ペプチドをラットに

接種し、約 3週間後に細胞融合し、ハイブリ

ドーマを作製した。抗原と反応する抗体を産

生する細胞を選別した。モノクローナル抗体

が作製されていることを確認し、以降の実験

で利用した。 

免疫電顕での観察のために、親水化処理し

た炭素膜グリッドに菌懸濁液（O169 および

O169cured、Top10、K88-like 組込み株）をの

せて吸着させた後、1 次抗体および金コロイ

ドで標識した抗ラット 2 次抗体と反応させ、

2% モリブデン酸アンモニウムで染色し、乾

燥後、電子顕微鏡で観察した。ウエスタンブ

ロットでの解析のために、供試菌を超音波処

理破砕しタンパクを回収し、SDS-PAGE（12.5%）

を行った。1 次抗体として作製したモノクロ

ーナル抗体、2 次抗体として HRP 標識された

抗ラット IgG抗体を用いた。凝集反応試験は、

96 ウェルプレートにモノクローナル抗体を

段階希釈し、1%ホルムアルデヒド添加生理食

塩水で処理した死菌懸濁液を加え、室温で一

晩静置して行った。 

 

C. 研究結果 

（１）食中毒・感染症事例由来株の特性解析 

東京都における ETEC による集団下痢症は、

1991～2000 年には非常に多く発生している

が、2001 年以降はやや減少傾向であった。O6、

O25、O27、O148、O159、および O169 の 6 血

清群で全体の 86.3％を占めていた。患者の多

くはインド、インドネシア、中国等海外渡航

の関連が考えられた。食中毒事例での保存検

体を mEC 培地での 37℃および 42℃での 2 段

階増菌法に、また、毒素遺伝子検出や自家調

製 O148 免疫磁気ビーズでの濃縮法に供した

結果、ネギまたはネギが使用された食品から

ETECO148（ST 産生）が分離された。 

東京都における ETEC 食中毒の原因食品は

野菜関連が 4 事例、1 事例は杏仁豆腐であっ

た。 

（２）食品での統一的検査法の開発 

１）ETEC 食中毒における主要血清群およ

び関連する食品群の解析 

全国の食中毒では患者数が 300 人また

は 500 人を超える事例の報告も珍しくな

かった。また、ETEC の血清群を解析した

結果、O148、O6、O159、O169、O25、O153、

O27 が上位 7血清群であり、これらが主要

血清群と考えられた。さらに、ETEC 食中

毒では、原因食品は野菜が最も多く、半数

以上を占め、次に水が多かった。 

２）増菌培養法および選択分離培地の検討 

供試した株すべて、mEC 培地にて 37℃お

よび 42℃で増殖した。 

供試した株はすべて、SMAC、DHL 寒天培

地、ドリガルスキー改良培地に生育し、培

地間での発育状況の優劣は認められなか
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った。また、選択剤として有用な物質の候

補が見出された。 

３）ST および LT 遺伝子検出リアルタイム

PCR 法の検討 

供試したいずれの食品、菌株においても、

いずれのリアルタイム PCR 系（クエンチャ

ーの種類を含む）においても、103 cfu 以

上/ml の検出感度で STおよび LT遺伝子が

検出された。また、各食品のリアルタイム

PCR 検量線を基に、菌を接種した食品を

mEC 中にて 42℃で 20 時間培養した培養液

中の菌数を算出した結果、2.1×108〜

1.1×109 cfu/ml であった。 

４）免疫磁気ビーズの自家調製 

免疫磁気ビーズを作製し、集菌効果を評

価した結果、O27、O148、O159 は 100 cfu/ml

まで、O25、O153、O169 は 101 cfu/ml まで

検出可能であった。しかし、O6 は 103 

cfu/ml までの検出であり、集菌効果は低

かった。また、いずれの食品でも、免疫磁

気ビーズ法によって分離率が向上した。 

５）食品での ETEC の検査法のコラボレイ

ティブ・スタディ 

血清群 O159 の結果では、低菌数接種が

7.4 cfu/25 g、高菌数接種は 37.0 cfu/25 

g であった。検出感度は、ST・LT 遺伝子検

出リアルタイム PCR 法(IC を含む)では、

高菌数接種においては、キュウリおよび長

ネギのいずれの検体でも Auto 解析および

マニュアル解析ともに 1.000 であった。低

菌数接種においては、いずれの検体でも

0.974 であった。直接塗抹法では、高菌数

接種においては、キュウリ検体では、分離

に用いた４種類いずれの寒天培地でも

1.000 であった。長ネギ検体では、SMAC 以

外の３種類の培地で 1.000、SMAC で 0.897

であった。低菌数接種においては、キュウ

リ検体では、SMAC 以外の３種類の培地で

0.974、SMAC で 0.949 であった。長ネギ検

体では、SMAC 以外の３種類の培地で 0.974、

SMAC で 0.846 であった。免疫磁気ビーズ

法では、高菌数および低菌数接種において

は、いずれの検体でも、分離に用いた２種

類の寒天培地で 0.974 以上であった。統計

解析を行った結果、キュウリ検体では、

ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法(IC

を含む)の Auto 解析は、直接塗抹法のクロ

モアガーSTEC および抗生物質加 SMAC、

ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法（IC

を含む）のマニュアル解析よりも検出率が

有意に低かった。長ネギ検体では、直接塗

抹法の SMAC および ST・LT 遺伝子検出リア

ルタイムPCR法(ICを含む)のAuto解析は、

直接塗抹法の SMAC 以外の寒天培地、免疫

磁気ビーズ法の両寒天培地、ST・LT 遺伝

子検出リアルタイム PCR 法(IC を含む)の

マニュアル解析よりも検出率が有意に低

かった。 

血清群 O148 の結果では、低菌数接種が

4.1 cfu/25 g、高菌数接種は 20.5 cfu/25 

g であった。検出感度は、ST・LT 遺伝子検

出リアルタイム PCR 法(IC を含む)では、

高菌数接種においては、キュウリ検体では、

Auto 解析およびマニュアル解析ともに

1.000 であったが、長ネギ検体では、いず

れの解析においても 0.769 であった。低菌

数接種においては、キュウリ検体では、い

ずれの解析においても 0.923 であり、長ネ
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ギ検体では、いずれの解析においても

0.590 であった。直接塗抹法では、高菌数

接種においては、キュウリ検体では、SMAC

で 0.615、SMAC 以外の３種類の寒天培地に

おいて 1.000 であった。長ネギ検体では、

抗生物質加 SMAC で 0.641、抗生物質加ク

ロモアガーSTEC で 0.513、クロモアガー

STEC で 0.462、SMAC で 0.231 であった。

低菌数接種においては、キュウリ検体では、

SMAC で 0.641、SMAC 以外の３種類の培地

において 0.872 以上であった。長ネギ検体

では、抗生物質加 SMAC で 0.333、抗生物

質加クロモアガーSTEC で 0.308、SMAC で

0.179、クロモアガーSTEC で 0.154 であっ

た。免疫磁気ビーズ法では、高菌数接種に

おいては、キュウリ検体では、両寒天培地

で 1.000 であり、長ネギ検体では、両寒天

培地で 0.744 であった。低菌数接種におい

ては、キュウリ検体では、両寒天培地で

0.872、長ネギ検体では、0.385 であった。

統計解析を行った結果、キュウリ検体では、

直接塗抹法の SMAC は、直接塗抹法の SMAC

以外の寒天培地、免疫磁気ビーズ法の両寒

天培地、ST・LT 遺伝子検出リアルタイム

PCR 法(IC を含む)のいずれの解析よりも

検出率が有意に低かった。長ネギ検体では、

直接塗抹法の SMAC は、免疫磁気ビーズ法

の両寒天培地および ST・LT 遺伝子検出リ

アルタイム PCR 法(IC を含む)のいずれの

解析よりも検出率が有意に低く、直接塗抹

法のクロモアガーSTEC は、ST・LT 遺伝子

検出リアルタイム PCR 法(IC を含む)のマ

ニュアル解析よりも検出率が有意に低か

った。 

（３）ヒトの感染に関与する家畜の探索 

１）pEntYN10 の全塩基配列解析 

pEntYN10 は、全長 145,082 bp で、GC 含

量は、46.15 %であった。本プラスミドに

は、incFII グループの repA1 と repA2 複

製遺伝子がコードされており、pEntYN10 

プラスミドは、RepFII プラスミドファミ

リーに属することが分かった。  

２）pEntYN10 上の定着因子遺伝子 

pEntYN10は、推定定着因子として、CS6、

CS8(CFA/III)-like、 K88(F4)-like の 3

遺伝子群を保有していた。CS6 の構造サブ

ユニットの 1つである CssA は、既知のも

のと比較して 5つのアミノ酸変異を持っ

ていた。CS8 の主要構造サブユニットと

73.2%の相同性を有していた。 

K88(F4)-like 遺伝子は、主要構造サブ

ユニットとされる、faeG が 2 つコードさ

れていた。faeGの配列の系統発生樹では、

これらの 2つの faeG は、他の大腸菌株よ

りもSalmonella Infantisのものと近かっ

た。 

３）O159 IND 株の定着因子の検討 

アノテーションにより pEntYN10 は、3

つの推定定着因子、CS6、CS8（CFA/III）

およびK88 (F4)-likeを保有することが分

かった。O159 IND も pEntYN10 と同じ

CS8-likeおよび K88-like 遺伝子を保有し、

K88-like は pEntYN10 の K88-like と 99%

一致していることがわかった。 

４）ヒト、ブタ、ウシ由来の腸粘膜上皮細

胞に対する接着性 

光学顕微鏡観察だけではなく、接着して

いる菌を回収し培養法で菌数を算定した
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定量試験でも接着性が再確認された。すな

わち、O169 野生株と K88-like 遺伝子を含

む領域を組み込んだ pSV28K88-like で形

質転換された TOP10K88-like 株は、付着試

験後のヒト由来 HEp-2 細胞、ブタ由来

IPEC-1 細胞、ウシ由来 BIE 細胞から 107

前後の菌が回収された。一方、病原プラス

ミド pEntYN10 が脱落した O169cured 株、

実験室株の TOP10、CS6 遺伝子や CS8-like

の遺伝子領域で形質転換された株は 1-2

桁低い菌数にとどまった。 

５）モノクローナル抗体の作製 

ELISA法による抗体産生チェックにより、

抗 FaeG1 として 29 個、抗 FaeG2 として 25

個の陽性サンプルが確認された。 

TOP10K88-likeを抗原としてこれらの凝

集反応試験を行ったところ、それぞれ 2個

ずつの陽性が確認された。これら４サンプ

ルを限界希釈し、FaeG1 で 1 クローン、

FaeG2 で 2クローンのモノクローナル抗体

産生細胞を得ることができた。 

６）モノクローナル抗体の特異性 

免疫電顕、ウエスタンブロッティングお

よび凝集試験に適用したところ、特異的な

反応はみられなかった。  

 

D. 考察 

（１）食中毒・感染症事例由来株の特性解析 

東京都で発生した集団および散発下痢症

事例では、ETEC の血清群 O6、O25、O27、O148、

O159、O169 が多く、食品を対象とした検査法

の検討は、これらを対象とすることが妥当で

あると考えられた。また、散発患者の多くは

下痢の発症前にインド、インドネシア、中国

等への海外渡航が認められ、これらの国では

生水や加熱されていない食品の摂取には注

意が必要である。また、これらの地域から輸

入される食品も、本菌に汚染されている可能

性が考えられる。ETEC を検出した事例の原因

食品をみると、野菜を使用した食品が多いこ

とから、輸入野菜について特に注視が必要と

思われる。食中毒事例での原因食品（カット

ネギ等）の究明では、増菌培養液を PCR 法で

ST 毒素遺伝子をスクリーニングし、培養液か

ら O148 の分離を行うことができた。また、

免疫磁気ビーズ法によって、検出が可能とな

った検体もあり、今後の検査法の参考になる

と考えられた。 

（２）食品での統一的検査法の開発 

過去の国内における食中毒では、O 血清群

O6、O25、O27、O148、O153、O159、O169 によ

る事件の発生が多いこと、食中毒原因食品と

して野菜・その加工品や水が重要であり、そ

れらの汚染経路として人、環境・水、調理場

での二次汚染が考えられた。これらのことは

（１）の研究での東京都内の解析結果とほぼ

一致していた。また、海外渡航での感染事例

も国内での発生事例での血清群と重なるこ

とから、海外渡航者が患者または健康保菌者

として国内での汚染経路の一端となってい

ることも、考えられた。さらに、ETEC の感染

が発生している地域で生産された農産物な

ど輸入食品が汚染経路の一端となっている

ことも推察される。 

本菌の主要血清群の増菌培養について検

討し、mEC 培地、42℃で発育することが判明

した。本培養条件は、すでに通知で示されて

いる食品からの腸管出血性大腸菌検査法と
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同一な増菌培地で、同一の培養温度である。

そのため、市販食品の汚染調査において、病

原機構の異なる複数の病原大腸菌検査を並

行して行うことができ、検査の効率性を高め、

また検査費用の削減にもなる。また、ST およ

び LT 遺伝子検出のためのリアルタイム PCR

法として、①Hidaka らのプライマー・プロー

ブ（クエンチャーMGB）、②Frydendahl ら・

小西ら・West らのプライマー・プローブ（ク

エンチャーTAMRA）、③ Frydendahl ら・小西

ら・West らのプライマー・プローブ（クエン

チャーBHQ）、④ Frydendahl ら・小西ら・West

らのプライマー・プローブ（クエンチャー

QSY）、⑤IC を付加したマルチプレックス反

応、といった複数の反応系を検討し、いずれ

も標的遺伝子を最少菌濃度 103 cfu 以上/ml

で検出された。これら各種の反応系や各種の

検出機器を用いた方法による検出法を提示

できたことは、使用可能な検出機器および試

薬の選択肢が広がり、食品の ETEC 遺伝子ス

クリーニング検査の実用性が高まるものと

期待する。さらに、対象血清群の免疫磁気ビ

ーズ自家調整法を確立した。感作される抗体

量が均一な自家調製免疫磁気ビーズが作製

され、O148 および O159 のいずれの血清群も

100 cfu/ml まで検出された。免疫磁気ビーズ

を自家調製後、保存性を検討した結果、1年

間程度は使用できるものと考えられた。なお、

血清群 O6は他 6血清群と比して、検出感度

が弱い結果が示され、今回用いた O6 は K抗

原がリッチな株であった可能性が示唆され

た。分離培地については、ETEC の選分離培地

の開発を行い、適した抗生物質と添加量を見

出した。菌接種食品培養液を用いて検討した

ところ免疫磁気ビーズ法を行い、抗生物質加

SMAC およびクロモアガーSTEC に塗抹して

37℃で培養することによって、食品培養液中

の ETECが約 104 cfu/mlの濃度以上であれば、

ETEC を分離することが可能であることが示

された。最終的に ETEC O6、O25、O27、O148、

O153、O159 および O169 の計７血清群を対象

とした食品での検査法の確立のために、13 試

験検査機関によるコラボレイティブ・スタデ

ィを代表血清群として O148 および O159を対

象として行った。本コラボレイティブ・スタ

ディでの試験法は、mEC 培地中での 42℃での

増菌培養法、免疫磁気ビーズ法と各選択分離

培地の組み合わせによる分離培養法および

遺伝子検出法で構成された。試験の結果、菌

数が一桁のレベルであっても高率に検出さ

れることが判明した。ST・LT 遺伝子検出リア

ルタイム PCR 法をスクリーニングに使用し、

陽性であった検体を免疫磁気ビーズ法に供

することで効率的な試験が行えるものと考

えられた。また、試験の際には、釣菌するコ

ロニー数も重要であると思われた。 

（３）ヒトの感染に関与する家畜の探索 

ETEC は宿主の腸粘膜上皮細胞への接着と

局所での増殖を果たしながらエンテロトキ

シンを産生して下痢症を引き起こす。これま

でに、下痢症患者から分離された ETEC 

O169:H41 の病原プラスミド pEntYN10 には

CS6、CS8-like、K88-like の 3 種類の腸管定

着因子がコードされていることを明らかに

した。ヒトの感染には CS6 や CS8 が定着因子

として働くことが知られているが、K88 はも

ともとブタ ETEC の定着因子でありヒト ETEC

からは検出されない。また、ブタ ETEC の定
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着因子である K88 が線毛を形成するのに対し、

O169の電子顕微鏡観察ではK88様の線毛は観

察されておらず、しかも K88-like 遺伝子群

はヒト由来Salmonella株の faeGと相同性が

高い配列を 2つ保する前例のないものであっ

た。このことから、pEntYN10 の K88-like が

ヒトへの感染のために働いている可能性が

考えられ、実際に今回の組み換え実験によっ

て K88-like が in vitro における O169 の特

異な接着像を創り出していることが明らか

になった。3種の定着因子遺伝子を使い分け

ることによって O169 が多様な宿主に感染す

る能力を得ている可能性が考えられる。   

 

E. 結論 

食品中の病原大腸菌（下痢原性大腸菌）の

検査法を開発するために、分担研究（１）食

中毒・感染症事例由来株の特性解析（２）食

品での統一的検査法の開発、（３）ヒトの感

染に関与する家畜の探索、を実施した。（１）

の研究において、①東京都で発生した ETEC

下痢症では血清群 O6、O25、O27、O148、O159、

O169 が主要であること、②散発下痢症患者の

多くはインド、インドネシア、中国等海外渡

航の関連が考えられること、③食品での検査

に免疫磁気ビーズ法が有用なこと、④原因食

品として野菜を使用した食品が多いこと、が

明らかになった。また、（２）の研究におい

て、①ETEC 食中毒発生状況を解析し、上位 7

血清群の O6、O25、O27、O148、O153、O159、

O169 が本菌の主要血清群であり、東京都の主

要血清群の全てが含まれていること、②腸管

出血性大腸菌の食品での検査法との共通で

あるmEC培地での42℃培養が優れることが判

明し、また、検出率を向上させる選択性のあ

る分離平板培地が開発されたこと、③ ST・

LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法について、

国内で広く使用されている５種類の検出機

器及び２種類のクエンチャーを用いたマル

チプレックス反応条件にて ETEC の標的遺伝

子 ST（STp、STh）および LT が最小菌濃度 103 

cfu 以上/ml で検出され、検出感度に優れた

毒素遺伝子検出法であることが判明したこ

と、④コラボレイティブ・スタディでは、ETEC

が総じて比較的高率に検出され、食品の増菌

培養液がリアルタイム PCR 法で ST または LT

遺伝子陽性になった場合、培養液を選択分離

培地に塗抹するか、主要 O血清群（７種）の

免疫磁気ビーズ法を行い、濃縮液を分離培地

に塗抹し培養して ETEC を分離することが、

食品の試験法として優れると考えられたこ

と、が明らかになった。さらに、（３）の研

究において、食中毒の原因食品として食肉の

重要性を検討するために家畜から分離株に

ついて解析した。ETEC O169 の定着因子

K88-like 遺伝子で組み換えた株はヒトのみ

ならずブタとウシの腸粘膜上皮細胞にも強

い接着性を示した。本プラスミドは多様な宿

主への感染力を O169 に提供することで、野

外では保持されている可能性が示された。 
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