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研究要旨	

食品中の食中毒細菌の制御法の確立のための研究を、新興食中毒細

菌、特に Escherichia	albertii	および Arcobacter 属菌を対象にして実

施した。分担研究（１）E.	albertii の制御法の確立では、①食品での

検査法には、mEC および NmEC 中での 42℃増菌培養、DHL 等の分離培地、

感度に優れ nested	PCR 法が優れること、②鶏肉（内臓肉を含む）での汚

染実態、広い食品群での調査の必要性、人からの分離が認められるこ

と、③発症菌量推定のために原因食品中の菌数定量法が確立可能なこ

と、が明らかになった。また、（２）E.	albertii の感染性・病原因子の

解明では、①全ゲノム情報を基にして E.	albertii に保存されている遺

伝子群を網羅的探索、②機能解析のために遺伝子破壊株の作製、③配列

保存性の高い診断疫学マーカー候補遺伝子を計 9 遺伝子同定した。さら

に、（３）A.	butzleri の制御法の確立では、①選択分離培地として 5－

フルオロウラシルもしくは CAT サプリメントを添加したアルコバクター

基本寒天培地が優れること、②A.	butzleri、 A.	cryaerophilus、 A.	

skirrowii の 3 菌種を明確に同定するマルチプレックス PCR が高感度で

あること、③Arcobacter 属菌定量のための最確数法が確立可能なことが

明らかになった。	
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Ａ．研究目的	

新たな食中毒細菌（流行株などを

含む）が流行し、定着する場合があ

るが、流行前に対策をとり制御する

ことが重要である。近年、国内外で

Escherichia	albertii の病原性、特

に下痢原性が周知され、海外では食

中毒発生リスクが懸念されているが、

既に日本では 2003 年以降に食中毒

が発生し、患者数 200 人以上の事例

も報告されている（日本食品微生物

学会雑誌 34;151-157,	2017）。また、

Arcobacter 属 菌は胃腸炎患者の便

からしばしば分離されており、食中

毒との関連性が示唆されている。特

に、Arcobacter	butzleri は、食中毒

原因菌としての可能性が示唆されて

いる。これら２菌種に着目し、食品

中の食中毒細菌の制御法の確立のた

めの研究を行うこととした。	

研 究 組 織 と し て は 、（ １ ）

Escherichia	albertii の制御法の確

立（工藤由起子）、（２）Escherichia	

albertii の感染性・病原因子の解明



 

 

（ 大 岡 唯 祐 ）、 （ ３ ） Arcobacter	

butzleri の制御法の確立（大西貴弘）

の３つの分担研究から構成した。	

まず、E.	 albertii についてであ

るが、本菌は、腸管病原性大腸菌

(EPEC)や腸管出血性大腸菌(EHEC)と

類似した病原因子を保有するが、細

胞侵入性を示すこと、集団感染事例

が多いなどの点で、感染性や病原機

構などが異なる可能性が示唆されて

おり、さらなる研究が求められてい

る。また、本菌の発症菌量や主要な

汚染食品は不明であり、解明が求め

られている。食中毒の原因食品とし

て、複合調理食品の他に井戸水もあ

り、動物からの水の汚染が考えられ

る。また、ニワトリ、ブタ、ウシ、アヒル

な ど 家 畜 の 保 菌 が 報 告 さ れ て い る

（Epidemiol.	Infect.	144;	45-52,	

2016）。これらのことから、食肉など

食品での汚染実態の解明を行い、汚

染が起こりやすい食品群を明らかに

する必要がある。加えて、それら食

品群での E.	 albertii の挙動を確認

する必要がある。しかし、それらに

必要な食品の検査法は知られていな

い。国内外での食品での検査法は大

腸菌の検査法に準拠した培地が各試

験者によって用いられており、食品

培養液に適した遺伝子検出法も系統

立てては検討されていない。日本に

おいて E.	 albertii 食中毒が発生し

ているが、原因食品が特定された事

例は少ない。このため、原因食品特

定に対応する E.	 albertii の検査法

を確立することが求められている。

さらに、食中毒の基礎的情報でもあ

る E.	 albertii の発症菌量を明らか

にすることが必要であるが、これま

でに食中毒での原因食品中の菌数が

測定された報告はない。これらの課

題について研究を進めることによっ

て食中毒の予防対策の提案を行うこ

とが可能になると考え、本研究を実

施する。	

平成 30（ 2018）年度には、工藤は、

［１］食品での検査法の検討を行い、

その結果を踏まえながら［２］食品

（主に食肉）等での汚染実態調査お

よび［３］発症菌量推定のためのプ

ロトコル作成を行うこととした。ま

た、大岡は、より効果的な食中毒調

査および予防対策の実現に必要な遺

伝子検査法の開発につながることを

期待し、本菌の感染性や病原機構を

理解することによって、より効果的

に検出できる指標遺伝子配列を見い

だす研究を実施することとした。［１］

全 ゲ ノ ム 情 報 を 基 に し た E.	

albertii に 保存されている遺伝子

群の網羅的探索、［２］病原性・代謝

系に関する機能解析のための候補遺

伝子の破壊株作製、［３］配列保存性

の高い診断疫学マーカー候補遺伝子

の抽出、を実施した。	

次に、A.	 butzleri についてであ



 

 

るが、本菌はグラム陰性のラセン桿

菌で鞭毛をもち運動性を有する。こ

のような性質に加え、他の生化学性

状や培養条件も Campylobacter 属菌

と類似しており、特に C.	 coli とは

生化学性状的には区別することがで

き な い 。 こ の よ う な こ と か ら

Arcobacter 属菌が Campylobacter 属

菌として誤同定され、Campylobacter

の事例として処理されている可能性

が示唆されている。このことは、

Arcobacter 属 菌が食中毒の原因菌

であるかどうかについての結論が出

ていない原因の一つとして考えられ

る。また、もう一つの理由として、

Arcobacter 属 菌に対する検査は通

常の検査項目に入っていないため、

Arcobacter 属 菌が関与している事

例が発生しても見逃される可能性が

高いことが挙げられる。本研究では、

Arcobacter 属 菌の食中毒への関与

について検討する。そのために、肉

類、野菜、魚介類など様々な食品に

おける汚染実態の調査、地方衛生研

究所と協力し、Campylobacter 食中

毒 発 生 時 に 患 者 便 か ら の

Arcobacter 属菌の検出、Arcobacter

属菌の制御法の検討、以上の三点に

ついて研究を行う。平成 30（ 2018）

年度には、［１］継代培地および分離

培地の検討、［２］マルチプレックス

PCR の検討、［３］最確数法の確立、

［４］Arcobacter 属菌分離プロトコ

ルの作成、実施した。	

	

B．研究方法	

（１）Escherichia	albertii の制

御法の確立	

［１］食品での検査法の開発	

１）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計

46 株を供試して検討した。さら

に、その他の選択分離培地を検討

するために、E.	albertii の各種

生化学性状を試験した。	

２）Nested	 PCR の食品培養液で

の 感 度 を 検 討 し た 。 Ooka ら

（ Genome.	 Biol.	 Evol.,	 2015,	

7(12),	 3170-3179 ） が 報 告 し た

nested	 PCR （ 検 出 対 象 ： E.	

albertii  EACBF2103 お よ び

EACBF2104 遺伝子）を参照し、酵

素および反応条件を変更した系を

使用した。鶏肉培養液にて 4 株の

菌液を 10 倍階段希釈し、菌接種鶏

肉培養液（想定 106～ 102	 cfu/mL	

鶏肉培養液）を調製した。これを

アルカリ熱抽出法に供試し、得た

DNA 抽出物を nested	 PCR に供試

し、アガロースゲル電気泳動法に

て増幅物の有無を判定し、感度を

確認した。また、各種濃度の菌液

を接種した鶏肉を mEC および NmEC

にて増菌し、その培養液について

も同様に nested	PCR に供試し、感



 

 

度を確認した。	

３）増菌培養および分離培養条

件を、E.	 albertii を接種した鶏

肉（想定 103～ 102	cfu/25	g 鶏肉）

を供試して検討した。過去に食品

から E.	albertii の分離に成功し

た検査で使われていた buffered	

peptone	water（ BPW）に加え、mEC

および NmEC の計 3 種類の増菌培

養液を実施し比較した。分離培地

には、DHL および 1%ラムノース・

1%キシロース添加 DHL（糖 DHL）を

使用した。	

［２］食品（主に鶏肉）等におけ

る汚染実態	

１）鶏肉（内臓肉を含む）での汚

染実態調査を行った。検体に 3 ま

たは 9 倍量の mEC を加えて 1 分間

ストマッカー処理し、42℃にて 22

±2 時間培養した。その培養液を

前述の nested	 PCR 供試して対象

遺伝子の増幅を判定した。また、

DHL にて乳糖非分解コロニーを分

離した。	

２）多様な食品・環境検体での汚

染実態調査およびヒト由来検体で

の調査を、地方自治体の協力機関

にて、鶏肉を含んだ食品検体 486

検 体 と 水 および土壌の環境検体

10 検体の計 496 検体、ヒト便検体

（5,026 検体）を供して行った。	

［３］発症菌量推定のための検

査法の確立と協力体制	

［１］にてまとめた鶏肉での E.	

albertii 検査法を MPN３本法によ

る定量検査に応用できるか検討

した。鶏肉検体に菌を接種（想定

400	cfu/10	g	鶏肉）し、mEC およ

び NmEC にて乳剤を作製し、MPN 法

で 培 養した各試験管の培養液を

nested	PCR	、DHL での培養に供試

し、MPN 値を算出した。また、E.	

albertii 食 中毒が発生した場合

に原因食品中の菌数測定が迅速

に行えるように、乳糖非分解、キ

シロース非分解等を指標とした E.	

albertii 同 定プロトコルおよび

必要試薬を地方自治体の研究協

力者に配布した。	

（２）Escherichia	albertii の感

染性・病原因子の解明	

［１］全ゲノム情報を基にした E.	

albertii に 保存されている遺伝

子群の網羅的探索	

こ れ ま で に 取 得 し て い る E.	

albertii 株の全ゲノム情報、NCBI

データベースを基に計 55 株の遺

伝子レパートリーを同定、また、

同定された遺伝子群のうち、他の

Escherichia 属細菌に存在しない

遺伝子群も併せて検索した。	

［２］病原性・代謝系に関する機

能解析のための候補遺伝子の破

壊株作製	

項目［１］で同定した種特異的遺

伝子のうち、種特異的病原性およ



 

 

び代謝関連候補を含む 13 遺伝子

および機能未知であるが保存性

の高い 7 遺伝子（計 20 遺伝子）の

遺伝子破壊株作製を試みた。遺伝

子破壊には、大腸菌で汎用されて

いる Wanner 法を採用し、全ゲノム

配列決定株である CB9786 株およ

びトリ由来株である NIAH_Bird3

株を対象とした。	

［３］配列保存性の高い診断疫学

マーカー候補遺伝子の抽出	

Escherichia 属 細菌および近縁

菌種のゲノム塩基配列との比較を

行い、E.	albertii	CB9786 株にの

み存在する配列を取得した。次に、

E.	albertii	55 株のゲノム情報に

対して、塩基配列保存性が 99%以

上であるものを診断疫学マーカー

候補遺伝子とした。	

（３）Arcobacter	butzleri の制御

法の確立	

［１］継代培地および分離培地の検

討	

標 準 株 と し て 、 A.	 butzleri

（ ATCC49618）、A.	cryaerophilus

（ ATCC43158 ）、 A.	 skirrowii

（ ATCC51400）を準備した。それ

ら菌株の継代に用いる培地の検

討を１）ATCC が菌株分与時に推

奨しているブルセラ寒天培地、

２）Campylobacter 属菌の継代に

用いられるミューラーヒントン

寒天培地、３）トリプトソイ培地

に 5％の馬血液を加えた血液寒

天培地、４）アルコバクター基本

寒天培地の 4 種類の培地で行っ

た。また、Arcobacter 属菌の分

離培養に用いる選択培地の検討

を行った。文献で報告されてい

る Arcobacter 属菌の選択剤のう

ち 0.005％ 	 5－フルオロウラシ

ル、CAT サプリメント、CCDA サプ

リメントを検討した。	

［２］マルチプレックス PCR の検討	

A.	butzleri、A.	cryaerophilus、

A.	 skirrowii を同時に検出でき

るマルチプレックス PCR は Houf

ら の 方 法 （ FEMS	 Microbiol.	

Letter,	 2000,	 193(1),	 89-94）

を改良して使用した。PCR 産物を

1.5％ ア ガ ロ ー ス ゲル電気泳動

で分離し、641	 bp のバンドを確

認できた場合に A.	skirrowii 陽

性、401	 bp のバンドを確認でき

た場合に A.	butzleri 陽性、257	

bp のバンドを確認できた場合に

A.	 cryaerophilus 陽性とした。

次に本 PCR 法の感度を検討した。

0.005％ 	 5－ フルオロウラシル

を添加したアルコバクター基本

培地 225	 mL に A.	 butzleri、 A.	

cryaerophillus が存在しないこ

とがあらかじめわかっている鶏

肉 25	g を加え、ストマッカー処

理し、乳剤を作製した。この乳剤

に既知の菌数の A.	 butzleri も



 

 

しくは A.	 cryaerophillus の菌

液を加え撹拌後、この乳剤から

DNA を抽出し、本 PCR 法を行った。

また、C.	jejuni および C.	coli

から抽出した DNA をテンプレー

トとして本 PCR の特異性を確認

した。	

［３］最確数法の確立	

本 年度に検討した培地や選択

剤を用いて、Arcobacter 属菌定

量のための最確数法（３本法）を

検 討 し た 。 増 菌 培 地 と し て

0.005％ 	 5-フルオロウラシルを

添加したアルコバクター基本培

地を用い、分離培地として CAT サ

プリメントを添加したアルコバ

クター基本寒天培地を用いた。

今回確立した Arcobacter 属菌に

対する最確数法を用いて鶏肉 11

検体（産地の内訳は国産 10 検体、

ブ ラ ジ ル 産 1 検 体 ） 中 の

Arcobacter 属菌の定量を試験的

に行った。なお、ブラジル産は冷

凍処理されていたが、他の検体

の冷凍処理の有無は不明であっ

た。検体の種類はもも肉 6 検体、

もも肉（ひき肉）１検体、むね肉

１検体、むね肉（ひき肉）１検体、

ササミ 1 検体、不明 1 検体であ

った。	

［４］Arcobacter 属菌分離プロト

コルの作成	

次 年度以降、研究協力機関に

Campylobacter 食 中 毒発生時に

患者便から Arcobacter 属菌の分

離を行っていただくが、そのた

めのプロトコルを作成した。	

	

C．研究結果	

（１）Escherichia	albertii の制

御法の確立	

［１］食品での検査法の開発	

１）供試した全 46 株は、mEC お

よび NmEC 中で 36℃および 42℃

の両方の温度帯で増殖した。ま

た、分離培地上のコロニーは、ソ

ルビトールマッコンキー寒天培

地（SMAC）上で株によって赤色ま

たは無色であり、クロモアガー

STEC 基礎培地（CHSTEC）上で特

徴的な藤色の発色を示さなかっ

た。DHL、糖 DHL、 1%メリビオー

ス・1%ラムノース・1%キシロース

添加 DHL 上で、多くの株が無色

のコロニーを形成した。45 株は、

TSI で斜面部赤色、高層部黄色、

硫化水素非産生を示し、それら

のうちの 44 株はガス産生であっ

た。また、供試した 46 株はすべ

て LIM でリジンデカルボキシラ

ーゼ陽性、インドール陽性、運動

性陰性であった。	

２）Nested	PCR 法の感度の検討

を行った。各種濃度の菌を接種

した鶏肉培養液で実施したとこ

ろ 、 2nd	 PCR で は 0.1 ～ 6.3	



 

 

cfu/PCR	 tube で遺伝子を検出し

た。1st	PCR は 2nd	PCR よりも 10

～ 1,000 倍感度が低かった。次に、

鶏肉に菌を接種し、modified	EC

培地（mEC）およびノボビオシン

加 mEC	 （ NmEC）で培養した培養

液を供試したところ、接種菌数

が 0.5～ 21.4	cfu/25	g で遺伝子

が検出された。 1st	 PCR と 2nd	

PCR の間に検出感度の違いはほ

とんどなかった。	

３）鶏肉での増菌培養および分

離培養条件の検討をしたところ、

mEC および NmEC では、buffered	

peptone	water（ BPW）と比べて乳

糖非分解の無色コロニーが少な

かった。さらに、mEC および NmEC

での増菌培養を比較した結果、

42℃の方が後の分離率が高かっ

た。また、NmEC の方が分離率が

高い傾向であった。DHL および糖

DHL での分離培養を比較した結

果、糖 DHL の方が分離率が高い

傾向であった。	

［２］食品（主に鶏肉）等における

汚染実態	

１）鶏肉（内臓肉を含む）での

汚染実態調査を行った結果、鶏

肉 118 検体および内臓肉 165 検

体計 283 検体を試験したところ、

鶏肉 2 検体（陽性率 2%）および

内臓肉 30 検体（陽性率 18%）で

PCR が陽性であった。また、PCR

陽性の内臓肉 7 検体から 37 株の

E.	albertii を分離した。	

２）多様な食品・環境検体計 496

検体のうち食品 2 検体から E.	

albertii を分離した。ヒト便検

体（5,026 検体）を調査し、2 検

体 (0.04%) か ら 3 株 の E.	

albertii を分離した。	

［３］発症菌量推定	

鶏肉における MPN 法の検討の結

果、mEC と NmEC にて増菌した場合

の PCR 結果に基づく MPN 値はそれ

ぞれ 240 および 460	(MPN/10	g)と

なり、接種菌数（202	 cfu/10	 g）

の 1.0 および 2.3 倍であり、菌数

の差は 10 倍（1 桁）以内であった。

接種菌数をおおよそ反映した MPN

値であった。なお、全ての nested	

PCR 陽性試験管の培養液から E.	

albertii が分離された。この結果

をふまえ、食中毒原因食品中の E.	

albertii の 菌数測定フローチャ

ートを作成し、地方自治体との協

力体制を構築し、本菌同定プロト

コルおよび必要試薬を配布した。	

（２）Escherichia	albertii の感

染性・病原因子の解明	

［１］全ゲノム情報を基にした E.	

albertii に保存されている遺伝

子群の網羅的探索	

E.	 albertii に保存性される遺

伝子が 55 遺伝子同定され、その中

には宿主細胞接着への関与が考



 

 

えられる繊毛タンパク、蛋白分解

酵素、III 型分泌装置により宿主

細胞へ分泌されるエフェクター

のホモログ、細胞膨化致死毒素な

ど既知の病原関連因子の遺伝子

ホモログが 9 個、また、フマル酸

代謝や基質輸送に関わる遺伝子

群などの遺伝子ホモログが 2 個、

加えて、機能未知の遺伝子も数多

く含まれていた。	

［２］病原性・代謝系に関する機能

解析のための候補遺伝子の破壊

株作製	

CB9786 株と NIAH_Bird_3 株につ

いて、遺伝子破壊株の作製を試み

た。しかしながら、本解析で用い

た E.	albertii 株は 2 株ともプラ

スミドや組換え用 PCR 産物などの

DNA 取込効率が低いためか、破壊

株の作製に時間を要し、現在のと

ころ、NIAH_Bird3 株において病原

関連候補因子を中心に 6 遺伝子の

破壊株作製を完了している状況

にある。	

［３］配列保存性の高い診断疫学マ

ーカー候補遺伝子の抽出	

E.	albertii に特異的な領域と

して、まず当研究グループで実施

した 29 株の比較解析から、118 領

域（計 71,280	 bp）を抽出してお

り、本研究ではそこに含まれる 34

遺伝子を解析対象とした。NCBI デ

ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ た E.	

albertii	 26 株に対して、blastn

に よ り 各 遺伝子の保有および配

列保存性を確認した。その結果、

全 55 株に共通し、99%の配列保存

性を示す遺伝子を計 9 遺伝子同定

した。	

（３）Arcobacter	butzleri の制御

法の確立	

［１］継代培地および分離培地の検

討	

ブルセラ寒天培地、血液寒天培

地およびアルコバクター基本寒

天 培 地 上 で は A.	 butzleri、 A.	

cryaerophilus、 A.	 skirrowii の

3 菌種ともには良好に発育した。

ミューラーヒントン寒天培地で

は A.	 skirrowii お よ び A.	

cryaerophilus の発育は悪かった。

試験の簡便化を考え、アルコバク

ター基本寒天培地を継代培地と

して使用することにした。選択分

離培地としては、 5－フルオロウ

ラシルもしくは CAT サプリメント

を添加したアルコバクター基本

寒天培地上で 30℃、2 日間、好気

培養したところ、3 菌種とも発育

が良好であった。CCDA サプリメン

ト （ 培 地 500	 mL に 対 し て

Cefoperazone	 16	 mg 、

Amphotericin	B	5	mg）添加では、

A.	 cryaerophilus お よ び A.	

skirrowii の発育は不良であった。	

［２］マルチプレックス PCR の検討	



 

 

標準株の DNA を使用し、今回検

討したマルチプレックス PCR を行

っ た と こ ろ 、 A.	 butzleri 、 A.	

cryaerophilus、 A.	 skirrowii の

3 菌種を明確に同定することがで

きた。本 PCR 法の感度を検討し、

乳剤中に 100 から 200	 cfu/mL の

Arcobacter 属 菌が存在すれば検

出できた。なお、C.	 jejuni およ

び C.	coli から抽出した DNA をテ

ンプレートとして本 PCR を行って

も陽性にならなかった。	

［３］最確数法の確立	

Arcobacter 属菌定量のための最

確数法（３本法）には、増菌培地

として 0.005％ 	 5-フルオロウラ

シルを添加したアルコバクター

基本培地を用い、分離培地として

CAT サプリメントを添加したアル

コバクター基本寒天培地を用い

方法を確立した。最確数法の試験

管を 30℃、48 時間、好気培養後、

各試験官から培養液を 0.1	 mL を

取り、アルカリ熱抽出法でテンプ

レートを作製し、これをマルチプ

レ ッ ク ス PCR に 供 試 し 、

Arcobacter 属菌の検出を行う。陽

性となった試験管数をもとに A.	

butzleri、 A.	cryaerophilus、 A.	

skirrowii それぞれの最確数を算

出する。さらに、マルチプレック

ス PCR で陽性になった試験管の培

養液を分離培地に塗抹し、 30℃、

48 時間、培養する。単離した集落

から DNA を抽出し、マルチプレッ

クス PCR を行う。PCR が陽性の場

合、カタラーゼ試験、オキシダー

ゼ試験、馬尿酸の加水分解試験、

グラム染色を行い、最終的に菌種

を同定する。同定した菌株は冷凍

保存する。	

こ の 方 法 に て 、 鶏 肉 中 の

Arcobacter 属 菌の定量を試験的

に 行 っ た 。 11 検 体 す べ て で A.	

butzleri、A.	cryaerophilus のい

ずれか、もしくは両方が検出され

た。死菌由来の DNA を検出してい

る可能性があるため増菌培養前

の乳剤から DNA	 を抽出しマルチ

プレックス PCR を行っても検出で

きなかった。A.	skirrowii はすべ

ての検体で検出されなかった。菌

数は 102－ 104	MPN/100	g に集中し

て い た 。 A.	 butzleri で 103	

MPN/100	ｇを超えたのは 1 検体だ

け で あ っ た の に 対 し て 、 A.	

cryaerophilus では 4 検体が 103	

MPN/100	 ｇ を 超 え て お り 、 A.	

butzleri よ り も A.	

cryaerophilus の菌量の方が多い

傾向がみられた。鶏肉の部位やひ

き肉であるかどうかなどで菌数

に差は認められなかった。また、

冷凍処理が行われていた検体か

ら も A.	 butzleri 、 A.	

cryaerophilus が検出された。	



 

 

［４］Arcobacter 属菌分離プロト

コルの作成	

研究協力機関が Campylobacter

食 中 毒 発 生 時 に 患 者 便 か ら

Arcobacter 属 菌の分離を行うた

めのプロトコルを以下の様に作

成した：分離培地として CAT サプ

リ メ ントを添加したアルコバク

ター基本寒天培地を用い、これに

患者便を塗抹後、30℃、48 時間、

好 気 培 養 を 行 う 。 培 養 後 、

Campylobacter 様コロニーを 10 個

選択し、アルカリ熱抽出法もしく

は熱抽出法で DNA を抽出し、マル

チプレックス PCR を行う。陽性の

菌株は国立医薬品食品衛生研究

所に送付してもらいさらに性状

を解析する。	

	

D．考察	

（１）Escherichia	albertii の制

御法の確立	

食品での検査法の開発では、腸管

出血性大腸菌の食品での検査法と

の共通性を考慮し検討した。増菌培

養法として、mEC および NmEC 中で

の 42℃培養が E.	 albertii にも適

用できることが判明した。しかし、

腸管出血性大腸菌の食品での検査

法で利用している分離培地である

0.05	mg/L セフィキシム・2.5	mg/L

亜テルル酸加 CHSTEC（ CT-CHSTEC）

および CT-SMAC は、E.	albertii の

分離には有用でないことが明らか

になった。そこで、適切な分離培地

を選定するために、E.	albertii 分

離株の生化学性状を改めて試験し、

乳糖、ラムノースおよびキシロース

非分解性が E.	 albertii に共通し

た性状であることが判明し、この生

化学性状が分離培地および同定の

指標として有用であると考えられ

た。そこで、食品からの E.	albertii

分離培地には DHL を使用すること

にし、乳糖非分解のコロニーを分離

し、その株のキシロース分解性をキ

シロース添加アンドレイドペプト

ン水にて判定することにした。	

食品培養液での E.	 albertii	 の

スクリーニングに供試する nested	

PCR	 （ Ooka らの方法）を改変し、

TaKaRa	Ex	Taq を用いた系として検

出感度を確認したところ、鶏肉培養

液を用いた検討では 1st	 PCR で

11.5～ 152.5	 cfu/PCR	 tube、 2nd	

PCR で 0.1～ 6.3	cfu/PCR	tube とな

り、1st	PCR でも十分な感度を示し、

2nd	 PCR では感度が 10～ 1000 倍以

上高まることが示された。また、E.	

albertii を接種した鶏肉を mEC お

よび NmEC で培養した場合での検討

では、検出感度は 49.7〜 0.5	cfu/25	

g であり、鶏肉 25	 g あたりに数十

の E.	 albertii	 が汚染している場

合は 1st	 PCR でも十分に検出可能

であり、2nd	PCR を必ずしも実施し



 

 

なくても検出結果にあまり影響が

ないことも示された。	

菌 接 種 鶏肉を用いて増菌培養お

よび分離培養条件を検討したとこ

ろ、BPW 中での増菌培養は分離の際

に E.	 albertii に似たコロニーが

多数生育し	 E.	 albertii コロニー

の判別が難しく、mEC および NmEC 中

での増菌培養が優れていることが

示された。また、増菌温度は、37℃

よりも 42℃の方が E.	 albertii 分

離陽性率が高かったため、腸管出血

性大腸菌の食品での検査法と共通

である mEC および NmEC 中での 42℃

培養が適用できることが判明した。

しかし、mEC と NmEC の比較では、

NmEC がより優れていた。DHL と糖

DHL の比較では、糖 DHL がより優れ

ていたが、糖 DHL を調製するために

は 2 種類の糖の溶液を作製し、それ

らをフィルターろ過滅菌する必要

があるため、実際の検査の現場で使

用する際には培地調製の手間等も

考慮する必要がある。状況によって

は、DHL の方が活用しやすいことが

考えられた。以上の結果を以下の研

究にも応用した。	

鶏肉（内臓肉を含む）での汚染実

態調査では、鶏肉および内臓肉の両

方から PCR によって E.	 albertii

が検出された。特に、内臓肉では、

複数の検体から E.	 albertii を分

離したため、過去の報告（Asoshima	

et	 al.,	 Jpn.	 J.	 Infect.	 Dis.,	

2015,	68,	248-250;	Maeda	et	al.,	

J.	Vet.	Med.	Sci.,	2015,	77(7),	

871-873;	Wang	et	al.,	Epidemiol.	

Infect.,	2016,	144,	45-52）と同

様に、鶏の保菌が示唆された。	

多様な食品・環境検体での汚染実

態調査では、市販食品の本菌汚染率

は極めて低いものの、E.	albertii

に汚染されているものも存在する

ことが判明した。広い対象について

引き続き汚染実態を調査する必要

があると考えられる。ヒト由来株で

の調査では、陽性検体数は少ないも

のの、E.	albertii がヒト便から分

離された例もあった。本菌は、従来、

Hafnia、ボイド赤痢菌血清型 13、あ

るいは大腸菌として同定されてい

た菌株から構成されているため、同

定が難しい。そのため、自治体等検

査機関で乳糖非分解かつ非運動性

の腸内細菌が得られた際には本菌

を疑う必要がある。	

発症菌量を推定するためには、E.	

albertii 食中毒が発生した際に迅

速に対象食品中の菌数を測定する

必要がある。本研究によって、鶏肉

を対象とした E.	 albertii の菌数

測定の方法を確立した。今後、他の

食品も対象とする場合には、本試験

法を応用することが可能である。E.	

albertii 食中毒事例の報告数は少

ないため、本研究の 3 年間通して行



 

 

う予定を立てている。今後、さらに

地方自治体の協力を得て全国的な

協力体制を構築したい。	

（２）Escherichia	albertii の感

染性・病原因子の解明	

本年度実施した E.	 albertii	 55

株に対する遺伝子レパートリー解

析から、本菌特異的な遺伝子群を

55 遺伝子同定することが出来た。

今後、これらの遺伝子破壊株を作製

し、培養細胞への感染実験を行うこ

とにより、病原性や代謝系など本菌

の特性を明らかに出来ると考えら

れる。なお、遺伝子破壊株の作製に

関しては、DNA 取込および組換え効

率が低いことから、現在のところト

リ由来株である NIAH_Bird3 株に限

定されており、ヒト由来株での作製

には成功していない。今後はヒトへ

の病原性解析のため、ゲノム情報を

取 得 し て い る ヒ ト 下 痢 症 由 来 E.	

albertii 保有株の中から DNA 取込

効率の高い株を選定し、破壊株の作

製ならびに機能解析を進める必要

がある。	

また、診断疫学マーカー候補遺伝

子については、E.	albertii に共通

であり、かつ、配列保存性が極めて

高い遺伝子を 9 個同定することが

出来た。次年度以降、これらの遺伝

子について診断疫学マーカーとし

ての適性を調べるため、食品や動物

由来株を対象とした検出プライマ

ーによる PCR 増幅確認と増幅産物

の配列決定を実施する。	

（３）Arcobacter	butzleri の制御

法の確立	

本研究の目的は、Arcobacter 属菌

の食中毒事例への関与を明らかに

することである。本年度は培地や検

出法、定量法など今後の研究で用い

る基礎的な内容を検討した。検討に

あたっては、研究協力機関における

省力化を図るために比較的簡便で

かつ市販されている試薬を使用し

た。検討の結果、作業の簡便性を考

慮して継代培地はアルコバクター

基本培地を使用することとした。こ

の培地はペプトン、イーストエクス

トラクト、食塩からなる単純な培地

であるが、Arcobacter 属菌の発育

に適したペプトンが使用されてい

る。また、活性炭や血液を使用しな

いため Campylobacter 属菌が発育

しにくいという特徴も持つ。	

Arcobacter 属菌に対する選択剤

に関しても多くのものが報告され

ているが、基本的な選択剤として利

用されている 5-フルオロウラシル、

Campylobacter 属 菌 の分離に用い

られている CAT サプリメントが優

れていた。ただし、CAT サプリメン

トは高価なため、5－フルオロウラ

シルを増菌培地で用い、その後の分

離培地に CAT サプリメントを使用

することにした。鶏肉を検体として



 

 

増菌培養を行った場合、これら増菌

培地と分離培地の組み合わせで、夾

雑菌の発育を効果的に抑えられる

ことが判明した。	

食品からの Arcobacter 属菌の検

出には、マルチプレックス PCR（ A.	

butzleri、 A.	 cryaerophilus およ

び	 A.	skirrowii を対象）での遺伝

子検査法で行い、あわせて分離培地

を用いて菌分離を行うこととした。

マルチプレックス PCR は Houf らの

方法をもとに、条件を最適化して使

用した。本マルチプレックス PCR は、

増菌培養液 1	mL 中に 100～ 200	cfu

の菌が存在すれば検出できるため、

増菌培養後の検出には十分な検出

感度を有していると思われた。	 	

今 回 検 討 し た 内 容 を ま と め 、

Arcobacter 属菌に対する最確数法

にて試験的に市販の鶏肉における

Arcobacter 属菌の定量を行った。

そ の 結 果 、 す べ て の 検 体 か ら

Arcobacter 属菌が検出され、2 検体

を 除 き A.	 butzleri お よ び A.	

cryaerophilus が 同 時に検出され

たことから、これらはニワトリにお

ける常在菌であることが示唆され

た。A.	 skirrowii が鶏肉から検出

されることは既に報告されており、

今回本菌が検出できなかった原因

として、最確数法を試験管 1 本あた

り培養液 1	mL で行ったため検出感

度が低下した可能性が考えられる。

次年度からの本試験では定法どお

り試験管 1 本あたり培養液 10	 mL

で行い検討する予定である。	

今回の鶏肉からの定量では、すべ

ての検体で Arcobacter 属菌のマル

チプレックス PCR が陽性となった。

しかし、陽性になった試験管から分

離培養を行っても、すべての検体で

菌分離を行えたわけではなかった。

このため菌分離ができなかった試

験管では、死菌の DNA を PCR が検出

している可能性も考えられた。しか

し、増菌培養前の乳剤から DNA を抽

出してマルチプレックス PCR を行

っても陽性とならないことから、そ

の可能性は低いと思われる。現時点

では、おそらく培養液中の菌数が少

ないのが原因ではないかと考えて

いる。マルチプレックス PCR 陽性の

試験管に関しては、培養日数を延ば

すことによって菌分離率が上昇す

るか検討を行う予定である。	

供試した鶏肉のうち、ブラジル産

の 1 検体が冷凍処理済みであった

が、この検体からも A.	butzleri お

よび A.	cryaerophilus が検出され

た。このことから Arcobacter 属菌

は冷凍条件でも長期間生存できる

可能性が示唆された。食品中におけ

る Arcobacter 属菌の増殖挙動や、

生存性などは次年度以降さらに検

討する予定である。	

次 年 度 以 降 、 研 究 協 力 機 関 に



 

 

Campylobacter 食 中 毒発生時に患

者便から Arcobacter 属菌の分離を

行っていただくために分離手順プ

ロトコルを作成した。今回のプロト

コルでは CAT サプリメントを添加

したアルコバクター基本寒天培地

で分離を行うこととした。しかし

CAT サプリメントの選択性は良い

が、夾雑菌の発育を完全に抑えるこ

とはできない。そのため本プロトコ

ルでは Campylobacter 様集落を 10

個選択して PCR で鑑別することに

した。今後、Arcobacter 属菌の代謝

性状などがさらに解析されれば、そ

れらをもとに鑑別の容易な培地を

作製できるかもしれない。	

	

E．結論	

食品中の食中毒細菌の制御法の確

立のための研究を、新興食中毒細菌、

特 に E.	 albertii	 お よ び

Arcobacter 属 菌を対象にして実施

した。分担研究（１）E.	albertii の

制御法の確立では、①食品での検査

法には、mEC および NmEC 中での 42℃

増菌培養、DHL 等の分離培地、感度に

優れる nested	 PCR 法が優れること、

②鶏肉（内臓肉を含む）での汚染実

態、広い食品群での調査の必要性、

人からの分離が認められること、③

発症菌量推定のために原因食品中の

菌数定量法が確立可能なこと、が明

らかになった。また、分担研究（２）

E.	 albertii の感染性・病原因子の

解明では、①全ゲノム情報を基にし

て E.	 albertii に保存されている遺

伝子群を網羅的探索、②機能解析の

ために遺伝子破壊株の作製、③配列

保存性の高い診断疫学マーカー候補

遺伝子を計 9 遺伝子同定した。さら

に、分担研究（３）A.	butzleri の制

御法の確立では、①選択分離培地と

して 5－フルオロウラシルもしくは

CAT サプリメントを添加したアルコ

バクター基本寒天培地が優れること、

②A.	butzleri、 A.	cryaerophilus、

A.	skirrowii の 3 菌種を明確に同定

するマルチプレックス PCR が高感度

であること、③Arcobacter 属菌定量

のための最確数法が確立可能なこと

が明らかになった。本研究では、E.	

albertii	 および A.	 butzleri の制

御のために必要な食品での検査法確

立を行い、重要な汚染食品群の解明、

食品中での制御法確立、食中毒発生

時の原因食品探索および感染菌量の

解明につなげる研究を進めていきた

い。	
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