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研究要旨  

Escherichia albertii による食中毒の制御のために、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こと、

E. albertii 原因食品特定に対応する食品での検査法を確立すること、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を

目標に研究を行った。［１］食品等における E. albertii 汚染実態調査：

鶏肉を含む複数の食品や、環境水を含む複数の環境検体から本菌が分離さ

れ、環境を介して食品が汚染される可能性が示された。ヒトからも本菌が

分離され、潜在的に保菌しているヒトがいる可能性が示された。［２］食

品での E. albertii 分離培地の検討：乳糖、白糖、ラムノースおよびキシ

ロース非分解性の性質を利用し、ラムノース・キシロース添加 MAC および

ラムノース・キシロース添加 DHL が鶏肉中の E. albertii 分離には有用で

あることが明らかになった。［３］ E. albertii 特異的リアルタイム PCR

開発の検討： E. albertii に特異性が高いリアルタイム PCR のプライマー

およびプローブセット 1 組が選定された。［４］発症菌量推定のための調

査： E. albertii 食中毒発生時に原因食品を特定し、食品中の本菌の菌数

測定のプロトコル、試薬を新規の協力機関に配布した。これら成果を踏ま

えて、令和２年度にはさらに各項目の研究を発展させ、地方自治体との連

携も広げる。  
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Ａ．研究目的  

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）。しかし、本菌

の主要な汚染食品や汚染環境、また、

本菌の発症菌量は不明であり解明

が求められている。食中毒の原因食

品としては、複合調理食品や井戸水

があり、動物からの水の汚染が考え

られる。家畜としては、ニワトリ、

ブタ、ウシ、アヒルなどの保菌が報

告されており（ Epidemiol. Infect., 

2016, 144 45-52）、食肉からの分離

として、鶏肝臓（ Asoshima et al., 

Jpn. J. Infect. Dis., 2015, 68, 

248-250; Maeda et al., J. Vet. Med. 

Sci., 2015, 77, 871-873）、鶏肉、

豚肉、マトン、アヒル肉（ Wang et al.,
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Epidemiol. Infect., 2016, 144, 

45-52）が報告されている。平成 30

年度の本研究事業では、鶏肉および

鶏内臓肉から本菌特異的遺伝子が

検出され、また、その一部検体から

は本菌が分離されている。食肉以外

の食品として、レタス（ Fiedler et 

al., Genome Announc., 2018, 6）

やダミエッタ・チーズ（ Saad et al., 

J. Am. Sci., 2012, 8, 333-341）

からの本菌分離の報告もある。平成

30 年度の本研究事業では、多様な

食品を検体としたところ、一部の食

品から本菌が分離された。これらの

ことから、食肉を含む多様な食品や

水での汚染実態の調査を行い、汚染

に関連する食品群や水の重要性を

明らかにする必要がある。  

また、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

による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く、

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、また、平成 30 年度（ 2018）

年度の研究成果を発展させて、令和

元年（平成 31、 2018）年度には、

［１］食品等における E. albertii

汚染実態調査、［２］食品での E. 

albertii 分離培地の検討、［３］

E. albertii 特 異的 リア ルタ イム

PCR 開発の検討、［４］発症菌量推

定のための調査、を行った。  

［ １ ］ 食 品 等 に お け る E. 

albertii 汚染実態調査では、平成

30 年度と同様に地方自治体と協力

し、同様の方法にて多様な食品・環

境検体・ヒトおよび牛の便検体から

本菌の分離を行った。［２］食品で

の E. albertii 分離培地の検討では、

平成 30 年度の本研究事業では、優

れた増菌培養法（ mEC および NmEC

を用いた 42℃培養）と合わせて、

乳糖・ラムノース・キシロース非分

解 性 の 性 質 を 利 用 し た ラ ム ノ ー

ス・キシロース添加 DHL（乳糖・白

糖含有）が有用であることが明らか

になったが、さらに、白糖分解性の

E. albertii が少なからず存在する

ことも明らかになったため、DHL と

同様に腸内細菌系の病原細菌に汎
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用されるマッコンキー寒天培地（乳

糖含有・白糖不含）についても、ラ

ムノース・キシロースを加えた応用

が可能であるか検討した。［３］E. 

albertii 特異的リアルタイム PCR

開発の検討では、平成 30 年度の本

研究事業において、本研究事業の大

岡 唯 祐 研 究 分 担 者 の 報 告 し た

EACBF2103 および EACBF2104 遺伝子

を 検出 対象 とした nested PCR 法

（ Ooka et al., Genome. Biol. 

Evol., 2015, 7(12), 3170-3179）

について、本研究の目的に沿った使

用が可能であることを菌株での特

異性や食品での検出感度が確認さ

れた。また、これを使用して食品（主

に食肉）等での汚染実態調査を実施

し、食品での検出に有用であること

が判明している。しかし、電気泳動

法を要しないために結果を得るま

での時間が短縮され るリアルタイ

ム PCR 法が食品検査でも近年使用

されており、 nested PCR 法と同等

以上の特異性と感度を有する系の

開発を試みた。［４］発症菌量推定

のための調査では、食中毒発生時に

喫食量が推定されることによって

発症菌量が考察可能となることを

期待して、平成 30 年度と同様の手

法を協力地方自治体に示した。なお、

調査結果については、協力研究報告

書には示さず本分担 研究報告書に

示した。  

 

Ｂ .研究方法  

［１］食品等における E. albertii

汚染実態調査  

地方自治体の協力機関と協力し、

食肉を含んだ食品検体 723 検体と

環境検体 159 検体の計 882 検体を

収集、試験した。また、計 40 検体

のヒトおよびウシ便検体を試験し

た。食品検体および環境検体は、

BPW または mEC 等で増菌し、その

培養液を通常の試験法で使用する

培地（マッコンキー寒天培地、DHL

等）で培養し、乳糖非分解の菌株

を E. albertii であるか確認を行

った。ブドウ糖分解、硫化水素非

産生、非運動性、キシロース非分

解の株を nested PCR の 1st PCR

に供試し、 E. albertii であるか

判定した。便検体については、増

菌培養せずに同様に実施した。  

［２］食品での E. albertii 分離

培地の検討  

E. albertii６株の菌液を 10 倍

階段希釈（想定 104～ 10 3 cfu/mL）

し、鶏肉 25g に接種（想定 10 3～

102 cfu/25g 鶏肉）した。次いで、

modified EC 培地（ mEC）およびノ

ボビオシン加 mEC 培地（ NmEC）225 

mL を加えて 42℃にて 22±2 時間培

養した。この培養液を、マッコン
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キー寒天培地（ MAC）、E. albertii

がラムノースおよびキシロースお

よびメリビオース非分解である報

告（ Hinenoya et al., Int. J. Med. 

Microbiol., 2017, 307(8), 

564-571）を参考にして、1%ラムノ

ース・ 1%キシロース添加 MAC（糖

MAC）、 DHL 寒天培地（ DHL）およ

び 1%ラムノース・1%キシロース添

加 DHL（糖 DHL）に画線し、37℃に

て 18 時間培養した。生育したコロ

ニーのうち、1 条件につき 24 コロ

ニ ー の 乳 糖 非 分 解 コ ロ ニ ー を

nested PCR（ Ooka et al., 2015）

の 1st PCR を基本としたコロニー

PCR にて E. albertii であるか確

認した。  

［３］ E. albertii 特異的リアル

タイム PCR 開発の検討  

大 岡 唯 祐 研 究 分 担 者 が 同 定 し

た 9 個の E. albertii 特異的遺伝

子（遺伝子Ａ～遺伝子 I）を設計

対象遺伝子とした。研究室に保存

している食中毒等事例由来株 21

株、他由来株 17 株の合計 38 株お

よ び National Center for 

Biotechnology Information（ NCBI）

に 登 録 さ れ て い る E. albertii 

75 株と合わせ、合計 113 株につい

て比較的 SNP の少ない遺伝子配列

領域（ 392 bp）を選定し、プライ

マーおよびプローブセット候補 2

組（ EA_rt1 および EA_rt2）を設計

し、これらのオリゴを合成した。

プローブの蛍光標識には FAM を選

択した。  

次に、プライマーおよびプロー

ブのリアルタイム PCR 反応溶液中

の 至 適 濃 度 を 検 討 し た 。 E. 

albertii の type strain（ NBRC 

107761）の DNA を抽出し、 2×10 6 

copy/μ L の濃度の DNA 抽出液およ

びその希釈液（ 2×104～ 0.2 copy/

μ L）をテンプレートとし、プライ

マーの終濃度を 0.1 μ M〜0.9 μ M、

プ ロー ブの終 濃度を 0.05 μ M〜

0.25 μ M で組み合わせて、 TaqMan 

Environmental Master Mix 2.0 を

用い、50℃ 2 分および 95℃ 10 分の

熱変性ののち、 95℃ 15 秒－ 60℃ 1

分を 45 サイクル増幅反応させ、Ct

値を蛍光強度を指標にして、プラ

イマーおよびプローブの至適濃度

を決定した。  

さらに、リアルタイム PCR の特

異性について検討した。食中毒等

の事例由来株および他由来株の合

計 42 株の E. albertii に加え、

Escherichia coli 、 Escherichia 

fergusonii 、 Hafnia alvei 、

Shigella boydii 、 Shigella 

dysenteriae、 Shigella sonnei な

ど合計 24 菌種、 27 株について、

前述の検討で得られた優れた条件
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にてリアルタイム PCR を実施した。

３反応のうち１反応でも蛍光が検

出された場合は陽性と判定した。  

［４］発症菌量推定のための調査  

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

び必要試薬を準備した。  

 

Ｃ．研究結果  

［１］食品等における E. albertii

汚染実態調査、  

食品検体 723 検体のうち鶏肉を

含む 7 検体から E. albertii の遺

伝子が検出され、そのうち 6 検体

から E. albertii が分離された。

また、環境検体 159 検体のうち 9

検体から E. albertii の遺伝子が

検出され、そのうち 2 検体から E. 

albertii が分離された。ヒト便検

体 35検体およびウシ便検体 5検体

の合計 40 検体を調査し、ヒト便検

体 4 検体から 5 株の E. albertii

が分離された。  

［２］食品での E. albertii 分離

培地の検討  

MAC お よ び 糖 MAC で の E. 

albertii 分離を検討したところ、

本菌を接種した鶏肉の mEC 中での

42℃増菌培養液からは供試した本

菌 6 株中 5 株、NmEC 中での培養液

からは全 6 株について分離が認め

られた。また、分離陽性であった

菌株における平均分離陽性率は、

mEC 増菌培養では MAC で 65.3%、糖

MAC で 83.3%、 NmEC 増菌培養では

MAC で 92.4%、糖 MAC で 100%であ

った。  

［３］ E. albertii 特異的リアル

タイム PCR 開発の検討  

供試した E. albertii 全 38 株

において遺伝子配列の約全長が得

られた遺伝子は、遺伝子 A のみで

あった。NCBI に登録されている合

計 75株の遺伝子 Aの登録配列を得

て、合計 113 株の遺伝子配列を解

析し、比較的 SNP の少ない遺伝子

配列領域（ 392 bp 中に 19 か所の

SNP）を対象にプライマーおよびプ

ローブ候補の設計が可能であった。

産物長が 150 bp および 97 bp の 2

組のプライマーおよびプローブセ

ット候補（ EA_rt1 および EA_rt2）

が得られた。  

検出感度が高く、かつ蛍光強度

が十分得られたリアルタイム PCR

条 件 は 、 プ ラ イ マ ー の 終 濃 度 が

EA_rt1 および EA_rt2 で共に 0.3 

μM、プローブの終濃度が EA_rt1

では 0.1 μM、EA_rt2 では 0.15 μ M

であった。決定したプライマーお

よびプローブ濃度から、EA_rt1 お
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よび EA_rt2 の反応溶液組成を確

定した。  

リアルタイム PCRの特異性を試

験 し た と こ ろ 、 供 試 し た 全 E. 

albertii 株 は 、 EA_rt1 お よ び

EA_rt2 共に陽性となった。しかし、

その他の細菌種は、EA_rt2 で全て

陰 性と なった が、 EA_rt1 で は、

Enterobacter aerogenes 、

Escherichia hermannii、Shigella 

boydii 、 Shigella sonnei 、

Yersinia enterocolitica の 5 菌

種が陽性となった。  

［４］発症菌量推定のための調査  

令和元年度から新規に参加す

る地方自治体の研究協力者に本菌

同定プロトコルおよび必要試薬を

配布した。また、地方自治体（秋

田県）で発生した 1 事例について、

試験可能な食品が残っていなかっ

たため、測定はできなかった。  

 

D.考察  

［１］食品等における E. albertii

汚染実態調査  

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。また、

過去の食中毒事例で野菜サラダと

ニガナの白和えが原因食品と特定

され、井戸水も汚染源として推定

されている。今回試験した環境検

体からも E. albertii が分離され

たため、環境を介して食品が汚染

される可能性も考慮する必要があ

る。今後、分離株の病原性解析な

どにより、ヒトへの感染性を評価

することが重要と考えられる。ま

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。また、ヒト便の調査で

は E. albertii が分離された例も

あったことから、本菌が、従来、

Hafnia alvei、ボイド赤痢菌血清

型 13、あるいは大腸菌として同定

されており同定が難しいことも考

えると、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。  

［２］食品での E. albertii 分離

培地の検討  

E. albertii 接種鶏肉を用いて

分離培地を検討したところ、 mEC

中にて 42℃で増菌培養した場合

には、 MAC と糖 MAC のどちらの分

離培地でも、供試した 6 株中 1 株

で E. albertii が分離されなかっ

た。一方、NmEC 中にて 42℃で増菌

培養した場合には、いずれの分離

培地でも 6 株全てが分離され、MAC

と糖 MAC に差は認められなかった。
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平成 30年度の DHLを基礎とした培

地での成績と比較解析したところ、

DHL および MAC の両方で、キシロ

ースおよびラムノースを添加した

方がより分離成績に優れていた。

特に、NmEC 中にて 42℃で増菌培養

し、糖 MAC にて分離培養した場合

は、供試した 6 株の全て、釣菌し

た合計 144 コロニーの全てが E. 

albertii であったため、鶏肉を対

象とした場合には、最も優れた増

菌および分離培養法の組み合わせ

であると考えられた。過去に分離

された E. albertii の中には、白

糖分解性の性状を示す株が報告さ

れており（ Hinenoya et al., Int. 

J. Med. Microbiol., 2017, 307(8), 

564-571）、 DHL の組成には、乳糖

の他に白糖も含まれるため、白糖

分解の性状を示す E. albertii を

食品から分離するためにも、白糖

を含まない糖 MAC は有用であると

考えられた。なお、増菌培養につ

いては、NmEC が優れていることが

示 さ れ た が 、 mEC で も 平 均 E. 

albertii 分離陽性率が 65%を超え

ているため、著しく分離率が低い

とは評価し難く、腸管出血性大腸

菌の食品での検査法との共通性も

考えて、mEC および NmEC 中の両方

が適用可能と考えられた。  

以上の結果から、鶏肉からの E. 

albertii 分離方法をまとめ、次年

度には、遺伝子検出法と組み合わ

せて、食品での検査法を検討した

い。  

［３］ E. albertii 特異的リアル

タイム PCR 開発の検討  

特異性試験の結果から、EA_rt1

において E. albertii 以外の菌株

DNA も増幅されたため、特異性が

低いと考えられた。一方、非特異

的反応が認められず、特異性の高

い EA_rt2 のプライマーおよびプ

ロ ー ブ セ ッ ト を 暫 定 的 な E. 

albertii 特異的リアルタイム PCR

候補とした。今後、インターナル

コ ン ト ロ ー ル と し て 細 菌 共 通 の

16S rRNA 遺伝子の増幅試薬も加え

て、リアルタイム PCR の系の構築

が必要である。また、食品培養液

中の E. albertii 検出を想定した

試験によって検出感度の確認が必

要 で あ る 。 最 終 的 に は 、 E. 

albertii を 接 種 し た 食品 検 体 を

増菌培養して、そこから検出し、

実試験での応用性も確認したい。  

［４］発症菌量推定のための調査  

食 中 毒 事 例 で の 検 体 の 確 保 が

困難なこともあるため、さらに、

多くの地方自治体と協力していく

ことが重要であると考える。  

 

E.結論  
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鶏肉を含む食品から E. albertii

が検出され、鶏が保菌する可能性が

示された。他の食品についてもさら

に調査が必要と考えられた。ヒトか

ら分離されたことから、集団食中毒

事例以外にも、散発性食中毒事例や、

不顕性感染など潜在的に保菌して

いるヒトがいる可能性が示された。

また、食品での E. albertii 分離培

地として、乳糖、ラムノースおよび

キシロース非分解性の性質を利用

し、ラムノース・キシロース添加

MAC およびラムノース・キシロース

添加 DHL が鶏肉中の E. albertii

分離には有用であることが明らか

になった。来年度には、有用な増菌

培養法（ mEC および NmEC を用いた

42℃培養）および遺伝子検出法と組

み合わせ、食品からの E. albertii

の検出と分離について検討する。特

に 、 本 研 究 で 開 発 さ れ た E. 

albertii 特異的リアルタイム PCR

を応用し、食品での試験法を確立す

る。また、汚染の考えられる食品群

での E. albertii の挙動を確認する

必要がある。今後、食品を用いた検

討 等を 重ね 、新 たな E. albertii

特異的遺伝子検出法の確立を目指

したい。それら成果を踏まえて、培

養法および遺伝子検出法を含む 1

連の試験として、 E. albertii の食

品での試験法を提案したい。発症菌

量推定については、今後も多くの地

方自治体と協力する。  
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