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研究代表者 工藤由起子 国立医薬品食品衛生研究所 
 

総括研究報告書 
 

      研究分担者  西川 禎一  大阪市立大学大学院生活科学研究科 
 

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）

食品での統一的検査法の開発、（2）ヒトの感染に関与する家畜の探索、を実施した。

平成 27 年度に腸管毒素原性大腸菌の主要血清群は O6、O25、O27、O148、O153、O159、

O169 の 7種類であることが明らかになったため、これらを対象として食品での効率的

な試験法を確立することを目的とした。また、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。（１）の研究結果から、腸管出血性

大腸菌の食品での検査法と共通の mEC 培養液を試験に用いることが可能であり、食品培

養液からの易熱性エンテロトキシン遺伝子・耐熱性エンテロトキシン遺伝子を対象とし

た遺伝子スクリーニングの有用性であることが明らかになった。また、主要 7血清群を

対象とした免疫磁気ビーズを開発し、食品、特に野菜からの分離培養での分離の向上効

果が認められた。加えて、腸管毒素原性大腸菌の選択性に優れる抗生物質を加えた分離

培地を使用することが重要であることも示された。（２）の研究において、研究対象と

した腸管毒素原性大腸菌 O169:H41 の保有する CS6、CS8-like および K88-like の

3 種類の腸管定着因子の、ヒト、ブタ、ウシの腸粘膜上皮細胞に対する付

着性と宿主特異性を検討した結果、K88-like 遺伝子で組み換えた株はヒ

トおよびブタの細胞に強い接着性を示し、ヒトとブタ両方への感染力を保

有する可能性が示された。 

 

研究協力者 

坂 瑛里香    大阪市立大学大学院生活科学研究科修士課程 

鄭 冬明     大阪市立大学大学院生活科学研究科修士課程 

大森裕子     大阪市立大学大学院生活科学研究科修士課程 

中臺枝里子    大阪市立大学大学院生活科学研究科准教授 

麻生 久     東北大学大学院農学研究科教授 
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Weiping Zhan   カンザス州立大学獣医学研究科教授 

小西典子     東京都健康安全研究センター  

尾畑浩魅     東京都健康安全研究センター  
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都丸亜希子        国立医薬品食品衛生研究所 

寺嶋 淳  国立医薬品食品衛生研究所 

 

 

A．研究目的 

平成 24 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。 

平成 27 年度には、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腸管毒素原性大

腸菌（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

O6、O25、O27、O148、O153、O159、O169

の７血清群に決定した。これら血清群を

対象にした検査法を確立することにした。

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）が確立されている腸

管出血性大腸菌と、試験手順や培地など

の一部が、共通であれば効率的で効果的

な検査法と考えられ、検討した結果、食

品の増菌培養については共通で行えるこ

とが判明している。ETECの遺伝子検出法、

免疫磁気ビーズや優れる選択分離培地の

開発が必要であるため、平成 28 年にはこ

れらを検討した。本研究によって、食品

での ETEC の国の試験法の策定に貢献し、

諸外国から参照される方法を確立したい。 
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また、平成 27 年度には、食中毒の原

因食品として野菜や水が多いことが明ら

かになった。しかし、食肉の重要性につ

いて家畜の ETEC の保有株を解析するこ

とによって検討することにした。食中毒

と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、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）食品での統

一的検査法の開発（工藤由起子）、（２）

ヒトの感染に関与する家畜の探索（西川

禎一）の２つの分担研究とした。 

 

B．研究方法 

（１）食品での統一的検査法の開発 

１）ETEC O153 の増菌培養法および選択

分離培地の検討 

平成 28年度に ETEC主要７血清群のう

ち O153 以外の６血清群で実施した STEC

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、O153

について検討した。血清群 O153 計 4 株を

modified EC 培地（mEC）に接種し 36℃お

よび 42℃での 18 時間培養の増殖を試験

した。また、ソルビトールマッコンキー

寒天培地（SMAC）、DHL 寒天培地、ドリガ

ルスキー改良培地に画線塗抹し 37℃、20

時間培養した。 

２）新たな ST および LT 遺伝子検出リア

ルタイム PCR 法の検討 

平成 27 年度に検討した Hidaka らの報

告している ST および LT 遺伝子検出リア

ルタイム PCR法（J.Appl.Microbiol., 106, 

410- 420）に加え、新たに他のリアルタ

イム PCR 法の系（West らが報告した STp

遺伝子および LT 遺伝子を標的としたプ

ライマー・プローブ、また、共同研究者

の小西らが選定した STh 遺伝子を標的と

したプライマー・プローブを組合せたマ

ルチプレックス反応）を検討とした。検

出感度の検討として、ETEC の主な血清群

の菌株培養液の希釈菌液をミニトマト、

大根の漬物、根深ネギ、生ワカメなどの

食品培養液に加えた試料を使って検討し

た。また、食品での検出性の検討として、

ミニトマト、大根の漬物、根深ネギ、生

ワカメに 25 g に菌を接種（約 102 cfu/g）

し、増菌培養、遺伝子スクリーニング法、

分離培養法の一連の検査法による本菌の

検出を検討した。 

３）免疫磁気ビーズの自家調製 

予備試験として赤痢菌を用いて磁気

ビーズに感作させる血清量および反応時

間を検討した。次に、これらの結果から

得られた適切な血清量（250 µl 磁気ビー

ズ Dynabeads M-280 に対して 20 µl）お

よび反応時間（２時間）を考慮して、毒

素原性大腸菌の血清群O6、O25、O27、O148、

O153、O159、O169 の計 7血清群について

免疫磁気ビーズを作製した。なお、供試

菌株（生菌）と最も短時間で強い凝集が

認められた市販病原大腸菌免疫血清のロ

ットを選定し、原液のまま免疫磁気ビー

ズ作製用に使用した。各血清群の大腸菌

の 104 から 101 cfu/ml の希釈菌液１ml を

対象に自家調製免疫磁気ビーズを用いて

集菌を行い、集菌したビーズの懸濁液
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（0.1 ml）を平板培地（SMAC、抗生物質

加 SMAC、クロモアガーSTEC 基礎培地、DHL

寒天）に各 10 µl ずつ塗抹し、37℃で 18

～20 時間培養後、各平板培地に発育した

集落数を計測した。 

４）ETEC 主要 7血清群の免疫磁気ビーズ

の感度試験 

食品（生ワカメ、キュウリ、根深ネギ、

オオバ、コネギ）の mEC 培養液 0.9 ml に、

７血清群の菌株の TSB 培養液を希釈して

作製した 10-4～10-7 希釈菌液（約 104 

cfu/ml～102 cfu/ml）0.1 ml を接種して

10-6～10-8 菌液接種食品培養液（約 103 

cfu/ml～101 cfu/ml）を作製した。それら

1 ml に対して、免疫磁気ビーズ 20 µlず

つ加え常法にて免疫磁気ビーズ濃縮液

（0.1 ml）を得た。それを SMAC、抗生物

質加 SMAC およびクロモアガーSTEC 基礎

培地に 10 µl ずつ画線した（免疫磁気ビ

ーズ塗抹法、IMS 塗抹法）。また、SMAC に

直接塗抹法にて画線した。平板培地は 2

枚ずつ画線し、1枚ずつ 37℃および 42℃

で 18～24 時間培養した。ETEC と疑われ

るコロニーを培地から釣菌し、血清凝集

反応試験を行った。 

（２）ヒトの感染に関与する家畜の探索 

１）菌株のアミノ酸配列解析 

ETECO169:H41（下痢症患者由来、YN10

株）など各菌株からプラスミド DNA を抽

出し、シーケンス解析にて 150 のコンテ

ィグ（塩基配列断片群）情報として得た。

アミノ酸配列に基づいた系統発生樹を作

成した。 

２）菌株の付着性試験 

ヒト結腸癌由来の上皮細胞である

Caco-2(15)および喉頭ガン由来の HEp-2

細胞(16)、ブタ小腸由来の上皮細胞であ

るIPEC-1(17)およびブタ空腸由来の上皮

細胞である IPEC-J2(18-20)、ウシ腸粘膜

上皮細胞である BIE(21)について、各細

胞指定の組織培養液に供試菌株の培養液

を接種し、3時間培養後に、細胞をギム

ザ染色した。 

 

C．研究結果 

（１）食品での統一的検査法の開発 

１）ETEC O153 の増菌培養法および選択

分離培地の検討 

供試した 4 菌株すべてが mEC 培地 36℃

および 42℃の両温度にて 10７から 10８ 

cfu/ml に増殖した。また、いずれの分離

平板培地における発育状況に、差は認め

られなかった。 

２）新たな ST および LT 遺伝子検出リア

ルタイム PCR 法の検討 

各濃度に希釈した菌液を接種した食品

培養液からの ST 遺伝子および LT 遺伝子

検出における検出感度は、試験した４食

品すべて、また供試菌株３株すべて、103 

cfu 以上/ml で両遺伝子が検出された。ま

た、食品に接種された 3 菌株は、mEC 培

養液のリアルタイム PCR 検査にて、全食

品からSTおよびLT遺伝子が検出された。

各食品のリアルタイム PCR 検量線を基に、

42℃で20時間培養した後のmEC培養液中

の菌数を算出した結果、いずれの食品で

も、いずれの菌株でも約 108〜約 109 

cfu/ml であった。 
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３）免疫磁気ビーズの自家調製 

予備試験の結果、磁気ビーズに感作さ

せる血清量が 5～100 µl では 101 cfu/ml

まで検出できたが、1～2 µl では 103 

cfu/ml までしか検出できなかった。反応

時間については、15 分では 102 cfu/ml ま

での検出であったが、30 分以上感作させ

た場合には 101 cfu/ml まで検出すること

が可能であった。反応性の強い血清を選

択するために行ったロット間の比較では、

O148、O153、O159、O169 は 2 種類の血清

のいずれにも強い凝集が認められた。O25

と O27 は血清のロットによって凝集の強

さに差が認められた。O6 については全て

の血清と凝集が認められた。これらの結

果を考慮し、使用する血清を選定し免疫

磁気ビーズを作製し、集菌効果を評価し

た。その結果、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、集菌効果は低かっ

た。 

４）ETEC 主要 7血清群の免疫磁気ビーズ

の感度試験 

供試菌株はいずれも、SMAC 上で赤色お

よびクロモアガーSTEC基礎培地上で藤色

のコロニーを形成することを事前に確認

された。 

キュウリ培養液およびオオバ培養液

では、検出された血清群の数は、塗抹し

た各種寒天培地を37℃で培養した場合に、

IMS 塗抹法での抗生物質加 SMAC で全 7血

清群と最も多かった。生ワカメ培養液で

は、塗抹した各種寒天培地を 37℃で培養

した場合に、IMS 塗抹法の抗生物質加

SMACおよび直接塗抹法による抗生物質加

SMAC で全 7血清群と最も多かった。根深

ネギでは、塗抹した各種寒天培地を 37℃

で培養した場合に、IMS 塗抹法で供試し

た SMAC および抗生物質加 SMAC で全 7 血

清群、42℃培養では、IMS 塗抹法で供試

した SMAC およびクロモアガーSTEC 基礎

培地で全 7 血清群と最も多かった。コネ

ギ培養液では、塗抹した各種寒天培地を

37℃で培養した場合に、IMS 塗抹法のク

ロモアガーSTEC基礎培地では全 7血清群

と最も多かった。 

（２）ヒトの感染に関与する家畜の探索 

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、ヒト由来の HEp-2、

ブタ由来のIPEC-1およびIPEC-J2に対す

る細胞接着性を示し、O169 野生株と同様

の凝集接着像を示した。ウシ由来の BIE

に対する細胞接着性には病原プラスミド

は関係なかった。O169 野生株は BIE に対

しては弱い接着接着性を示すにとどまり、

CS6 遺伝子を含む領域を組み込んだ

pSV28CS6 で形質転換された TOP10CS6 株

も、CS8-like の遺伝子領域を組み込んだ

pSV28CS8-like で 形 質 転 換 さ れ た

TOP10CS8-like 株も同様に弱い接着性を

示した。しかしながら、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

O169野生株以上のの凝集接着像を示した。

実験室株の TOP10、病原プラスミド

pEntYN10 が脱落した O169cured 株は全く
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接着性を示さなかった。 

 

D．考察 

（１）食品での統一的検査法の開発 

平成 27 年度の研究において、日本にお

ける ETEC の主要な血清群は O6、O25、O27、

O148、O153、O159、O169 の 7 種類である

ことが明らかとなった。このため、これ

ら７血清群を対象として平成 27 年度お

よび平成 28 年度に研究を行い、これら血

清群は、食品からの腸管出血性大腸菌検

査法と同一の増菌方法（mEC 培地、42℃）

で発育することが判明した。重要な 2 種

類の病原大腸菌検査を同じ培養条件で並

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と思

われる。また、平成 27年度の研究で検討

したリアルタイム PCR とは異なる、新た

に構築した反応系による ST および LT 遺

伝子検出を評価し、菌濃度 103 cfu 以上

／食品培養液 ml で検出でき、平成 27 年

度に報告した Hidaka らのリアルタイム

PCR の検出感度と一致する結果が得られ

た。これら 2 種類の反応系を策定できた

ことは、食品の ETEC 遺伝子スクリーニン

グ検査において、使用可能な検出機器お

よび試薬の選択肢が広がるものと期待す

る。さらに、喫食前に加熱工程を要しな

い食品であるミニトマト、漬物、根深ネ

ギ、生ワカメに ETEC を食品 1g 当たりに

100 cfu 接種し、mEC 培地で 42℃培養後、

新リアルタイムPCRによりST遺伝子およ

び LT 遺伝子が検出され、ETEC が 108 

cfu/mlまで増殖することが検量線から推

定された。今後、10 cfu/g 程度の少ない

菌数汚染を想定した食品からの検査法に

ついて検討する必要がある。加えて、食

品培養液から目的の菌の効率的な検出に

は免疫磁気ビーズ法で集菌する方法が知

られており、本研究においても開発を行

った。まず、磁気ビーズに感作させる血

清量および感作時間の検討を行ない、磁

気ビーズ 250µl当たり血清 20µl、室温で

2 時間反応させる方法とした。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。今後、作製した免疫磁気ビーズ

の保存法やより簡便な集菌効果の確認方

法（感度試験）を検討する必要があると

考えられた。この開発された免疫磁気ビ

ーズ法による ETEC 分離率の向上効果を

確認するために、抗生物質加 SMAC に塗抹

し、37℃および 42℃にて培養し確認した

ところ、両培養温度ともに IMS 塗抹法の

ほうが直接塗抹法よりも検出性が優れる

食品が多かった。特に、37℃培養におい

ては全ての血清群および食品において検

出された。これらのことから、免疫磁気

ビーズ法を行い、抗生物質加 SMAC 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。なお、血清群

O6 では、37℃において直接塗抹法にても

ETEC が十分に分離され、IMS 塗抹法によ

ってむしろ検出性が低下する傾向もみら

れた。また、これまでの研究から、本来
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は STEC の選択分離のための酵素基質培

地であるクロモアガーSTEC基礎培地上で、

ETEC７血清群はいずれも STEC と同様に

藤色のコロニーとして生育することから、

ETECの選択分離培地として大変に有用と

思われる結果を得ていた。このため、IMS

塗抹法にてクロモアガーSTEC 基礎培地、

SMAC および抗生物質加 SMAC を比較した

ところ、クロモアガーSTEC 基礎培地は抗

生物質加 SMAC よりも食品の夾雑菌を抑

制する選択性に乏しいこと示され、選択

性を強めることを検討することによって、

優れた選択分離培地となることが考えら

れた。以上のことから、血清群および食

品を総合的に考えると、免疫磁気ビーズ

法を行い抗生物質加SMAC に塗抹し、37℃

で培養する方法が ETEC の分離に優れて

おり、血清群 O6 では直接塗抹法によって

も優れた結果が得られることが期待され

る。 

（２）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）

食品での統一的検査法の開発、（2）ヒト

の感染に関与する家畜の探索、を実施し

た。平成 27 年度に ETEC の主要血清群は

O6、O25、O27、O148、O153、O159、O169

の 7 種類であることが明らかになったた

め、これらを対象として食品での効率的

な試験法を確立することを目的とした。

また、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。（１）の研究結果から、

腸管出血性大腸菌の食品での検査法と共

通の mEC 培養液を試験に用いることが可

能であり、食品培養液からの易熱性エン

テロトキシン遺伝子・耐熱性エンテロト

キシン遺伝子を対象とした遺伝子スクリ

ーニングの有用性であることが明らかに
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なった。また、主要 7血清群を対象とし

た免疫磁気ビーズを開発し、食品、特に

野菜からの分離培養での分離の向上効果

が認められた。加えて、ETEC の選択性に

優れる抗生物質を加えた分離培地を使用

することが重要であることも示された。

（２）の研究において、研究対象とした

腸管毒素原性大腸菌 O169:H41 の保有す

る CS6、CS8-like および K88-like

の 3 種類の腸管定着因子の、ヒト、

ブタ、ウシの腸粘膜上皮細胞に対

する付着性と宿主特異性を検討し

た結果、K88-like 遺伝子で組み換

えた株はヒトおよびブタの細胞に

強い接着性を示し、ヒトとブタ両

方への感染力を保有する可能性が

示された。本研究では、今後、食品で

の検査法の確立をめざす。また、食中毒

に重要な家畜・食肉についてさらに検討

を進める。 
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平成２８年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

食品での新たな病原大腸菌のリスク管理に関する研究 

研究代表者 工藤由起子 国立医薬品食品衛生研究所 

 

分担研究報告書 

食品での統一的検査法の開発 

研究分担者 工藤由起子  国立医薬品食品衛生研究所  

 

研究要旨 

本研究では、腸管毒素原性大腸菌食中毒発生状況の解析から決定した主要血清群 O6、

O25、O27、O148、O153、O159、O169 を対象として食品での効率的な試験法を確立する

ことを目的とする。本年度は、（１）平成 27 年度検討した 6 血清群に加え血清群 O153

について、mEC 培地での 42℃培養で本菌が十分に増殖すること、また、本菌エンテロト

キシンの LT 遺伝子、ST遺伝子を対象としたリアルタイム PCR 法の食品検体での応用を

検討し、優れた検出感度にて検出されることが確認された。（２）別のリアルタイム PCR

法についても食品培養液中での腸管毒素原性大腸菌の検出を検討した結果、検出感度が

優れ（検出限界：103 cfu/ml）、相関性の高い検量線が作製されたことから定量性にも

優れることが示された。（３）主要 7 血清群を対象とした免疫磁気ビーズの作製方法を

確立し、集菌効果が期待されることが示された。（４）食品、特に野菜からの分離培養

での免疫磁気ビーズ法による腸管毒素原性大腸菌分離の向上効果を検討した。また、腸

管毒素原性大腸菌の選択分離培地の開発を目指して、これまでの研究成果から有用と考

えられた抗生物質を添加したソルビトールマッコンキー寒天培地にて分離性を検討し

た。その結果、免疫磁気ビーズ法および抗生物質を加えた分離培地を使用することによ

って、効率的な腸管毒素原性大腸菌の分離培養法が確立されることが考えられた。本研

究から、腸管出血性大腸菌と同一の条件で増菌培養した後に、リアルタイム PCR 法での

腸管毒素原性大腸菌エンテロトキシンの遺伝子の検出、免疫磁気ビーズ法を組み合わせ

た選択分離培養を行うことが本菌の検出法として優れる方法であると考えられた。 

 

研究協力者   

埼玉県衛生研究所      大塚佳代子、門脇奈津子、星野 梢、大阪美紗 

東京都健康安全研究センター 小西典子、尾畑浩魅、平井昭彦 

東京医科大学        甲斐明美 
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藤沢市保健所        佐藤 健 

倉敷市保健所        杉村一彦 

大分県衛生環境研究センター 成松浩志 

国立医薬品食品衛生研究所   都丸亜希子、寺嶋 淳 

 

A. 研究目的 

平成 24 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が、

腸管出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。腸管毒素原

性大腸菌（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だけでなく、諸外国

からも参照される方法を確立することを

目的とする。平成 27 年度には、ETEC 食中

毒発生状況の解析から主要血清群を O6、

O25、O27、O148、O153、O159、O169 の７

血清群に決定した。血清群 O153 以外の６

血清群を対象に増菌培養法を検討し、培

地、培養温度および培養時間については、

腸管出血性大腸菌の食品での検査法（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およびO157の検査法について」、

平成 27 年 3 月 24 日事務連絡）と共通し

て使用できることを明らかにし、血清群

O153 については今年度（平成 28 年度）に

検討することにした。また、ETEC の病原

因子である耐熱性エンテロトキシン（ST）

および易熱性エンテロトキシン（LT）の

リアルタイム PCR 法による遺伝子検出系

について、平成 27年度検討して良好な検

出感度を有することが示された系に加え

て新たな系も検討することにした。さら

に、今年度は、食品からの腸管出血性大

腸菌(STEC)などの食中毒細菌の試験にお

いて、効率的な検査法のひとつとして用

いられている免疫磁気ビーズ法を応用す

ることを検討することとし、ETEC７血清

群の免疫磁気ビーズを自家作製した。食

品培養液からの ETEC 検出感度を確認する

ことにしたが、免疫磁気ビーズ法でのビ

ーズ濃縮液を ETEC 選択性に優れる分離培

地に塗抹することによって分離効率の向

上を目指すことを考えた。平成 27 年度に

得られた選択性に優れる抗生物質を添加

した分離培地および STEC の分離培地とし

て開発・販売されている酵素基質培地を

供試して、食品からの分離を検討するこ

とにした。 

 

B. 研究方法 

（１）ETEC O153 の増菌培養法および選択

分離培地の検討 

平成 27 年度に ETEC 主要７血清群のう
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ちの O153 以外の６血清群で実施した、

STEC 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、

O153 について検討した。 

１）増菌培養条件の検討 

食中毒事例に由来する血清群 O153 計 4

株を modified EC 培地（mEC）に接種し 36℃

および42℃での18時間培養の増殖を試験

した。 

２）選択分離培地の検討 

上記の 4 株をソルビトールマッコンキ

ー寒天培地（SMAC）、DHL 寒天培地、ドリ

ガルスキー改良培地に画線塗抹し 37℃、

20 時間培養した。 

（２）新たな ST および LT 遺伝子検出リ

アルタイム PCR 法の検討 

１）菌接種食品培養液での ST および LT

遺伝子検出法の検出感度試験 

平成27年度に検討したHidakaらの報告

している ST および LT 遺伝子検出リアル

タイム PCR 法（J.Appl.Microbiol., 106, 

410- 420）に加え、新たに他のリアルタ

イム PCR 法の系を検討した。系の選定と

しては、West らが報告した STp 遺伝子お

よび LT 遺伝子を標的としたプライマー・

プローブ（ Veterinary Microbiology, 

2007, 122,323-331）、また、共同研究者

の小西らが選定した STh 遺伝子を標的と

したプライマー・プローブを組合せたマ

ルチプレックス反応にて行った。反応試

薬は TaqMan Enviromental MasterMix2.0

を使用し反応液を調製した。リアルタイ

ム PCR 機器は ABI ViiA7 を使用し、50℃2

分、95℃10 分の熱変性ののち、95℃15 秒

－60℃１分で 40 サイクルの増幅反応後、

Auto 又は Manual 設定にて解析し Ct 値を

得た。また、菌接種食品培養液からの分

離培養は、DHL 寒天培地などにて行った。 

供試菌株には、平成 27 年度と同様に

O6：HNM、O148:H28、O169:H41 の 3 血清群

の各１株、食品はミニトマト、大根の漬

物、根深ネギ、生ワカメとした。食品を

mEC 培地にて 42℃、20 時間培養した食品

培養液に希釈菌液を接種または食品培養

液にて菌を希釈して菌液を作製した（想

定 108～102 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。 

２）接種食品での ETEC 検査法の検討 

供試菌株および供試食品は、上述の１）

と同一とした。菌株のトリプティケー

ス・ソイ・ブロス（TSB）培養液をリン酸

緩衝希釈水で 10－5希釈し、接種菌液（想

定菌濃度 104 cfu/ml）とし、食品 25g に

接種菌液 250 µlを添加後（想定菌濃度 102 

cfu/g）、mEC 培地 225 ml を加えて１分間

ストマッカー処理し、42℃、20 時間培養

した。各食品の mEC 培養液をアルカリ熱

抽出し、遠心上清をテンプレートとした。

リアルタイム PCR は上述の１）と同一の

マルチプレックス反応で行い、Ct 値を得

た。１）で調製した希釈菌液を接種した

食品培養液のアルカリ熱抽出試料を用い、

n3 にて検量線を作成し、42℃、20 時間培



17 
 

養後の mEC 培養液中の菌数を算出した。 

（３）免疫磁気ビーズの自家調製 

予備試験として赤痢菌を用いて磁気ビ

ーズに感作させる血清量および反応時間

を検討した。市販の免疫血清 1〜100 µl

を磁気ビーズである Dynabeads M-280 に

加え、2時間、室温で反応した。また、磁

気ビーズ 250 µl に対し血清量 10 µl 加え、

室温で感作時間を 15 分〜120 分として反

応した。それぞれの条件で作製した免疫

磁気ビーズを用い、ソンネ赤痢菌の TSB、

37℃培養液を滅菌リン酸緩衝液（PBS）で

階段希釈した菌液（菌数105～101 cfu/ml）

から菌の検出を試み、吸着性を評価した。

次に、これらの結果から得られた適切な

血清量（20 µl）および反応時間（２時間）

を考慮して、毒素原性大腸菌の血清群 O6、

O25、O27、O148、O153、O159、O169 の計

7 血清群について免疫磁気ビーズを作製

した。市販の病原大腸菌免疫血清「生研」

（デンカ生研）の４ロットと供試菌株（生

菌）をスライド凝集法で反応させ、最も

短時間で強い凝集が認められた血清のロ

ットを原液のまま免疫磁気ビーズ作製用

に使用した。大腸菌自家調製免疫磁気ビ

ーズの集菌効果の検証については、各血

清群の大腸菌の TSB 培養液を PBS にて 10

階段希釈し104 ～101 cfu/mlの希釈菌液１

ml を対象に自家調製免疫磁気ビーズを用

いて集菌を行った。集菌したビーズの懸

濁液（0.1 ml）を平板培地（SMAC、抗生

物質加 SMAC、クロモアガーSTEC 基礎培地、

DHL 寒天）に各 10 µl ずつ塗抹し、37℃で

18～20 時間培養後、各平板に発育した集

落数を計測した。 

（４）ETEC 主要 7 血清群の免疫磁気ビー

ズの感度試験 

O6（STh、LT 陽性株）、O25（STh 陽性株）、

O27（STp 陽性株）、O148（STh 陽性株）、

O153（STh 陽性株）、O159（STp 陽性株）、

O169（STp 陽性株）の 7 血清群各 1 株の

ETEC を用いた。供試した食品（生ワカメ、

キュウリ、根深ネギ、オオバ、コネギ）

25 gに mEC培地225 mlをそれぞれに加え、

42℃で20～24時間培養した。各菌株をTSB

にて培養し、その 10-4～10-7希釈菌液（約

104～102 cfu/ml）0.1 ml をそれぞれ食品

培養液 0.9 ml に接種して 10-6～10-8菌液

接種食品培養液（約 103～101 cfu/ml）を

作製した。それら 1 ml に対して、免疫磁

気ビーズ 20 µl ずつをマイクロチューブ

に加え、常法にて免疫磁気ビーズ濃縮液

（0.1 ml）を得た。それを SMAC、抗生物

質加SMACおよびクロモアガーSTEC基礎培

地に 10 µl ずつ画線した（免疫磁気ビー

ズ塗抹法、IMS 塗抹法）。また、SMAC に直

接塗抹法にて画線した。寒天培地は 2 枚

ずつ画線し、1 枚ずつ 37℃および 42℃で

18～24 時間培養した。ETEC と疑われるコ

ロニーを培地から釣菌し、血清凝集反応

試験を行った。 

 

C. 研究結果 

（１）ETEC O153 の増菌培養法および選択
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分離培地の検討 

供試した 4菌株すべてが mEC培地 36℃

および 42℃の両温度にて 107〜108 cfu/ml

に増殖した。また、いずれの分離平板培

地における発育状況に差が認められなか

った。 

（２）新たな ST および LT 遺伝子検出リ

アルタイム PCR 法の検討 

１）菌接種食品培養液での ST および LT

遺伝子検出法の検出感度試験 

各濃度に希釈した菌液を接種した食品

培養液からの ST 遺伝子および LT 遺伝子

検出における検出感度は、試験した４食

品すべて、また供試菌株３株すべてにお

いて 103 cfu 以上/ml で両遺伝子が検出さ

れた。 

２）接種食品での ETEC 検査法の検討 

食品に接種された 3菌株は、mEC 培養液

のリアルタイム PCR 検査にて、全食品か

ら ST および LT 遺伝子が検出された。各

食品のリアルタイム PCR 検量線を基に、

42℃で 20 時間培養した後の mEC 培養液中

の菌数を算出した結果、ミニトマトに接

種した O6株は約 108 cfu/ml、O148 株は約

108 cfu/ml、O169 株は約 108 cfu/ml であ

った。漬物に接種した O6 株は約 108 ～約

109 cfu/ml、O148 株は約 108 cfu/ml、O169

株は約 108 cfu/ml であった。根深ネギに

接種した O6 株は約 108 cfu/ml、O148 株は

約 108 cfu/ml、O169 株は約 108 cfu/ml で

あった。生食用ボイルワカメに接種した

O6 株は約 108 cfu/ml、O148 株は約 108 

cfu/ml、O169株は約 108 cfu/mlであった。 

（３）免疫磁気ビーズの自家調製 

予備試験の結果、磁気ビーズに感作さ

せる血清量が 5～100 µl では 101 cfu/ml

まで検出できたが、1～2 µl では 103 

cfu/ml までしか検出できなかった。反応

時間については、15 分では 102 cfu/ml ま

での検出であったが、30 分以上感作させ

た場合には 101 cfu/ml まで検出すること

が可能であった。反応性の強い血清を選

択するために行ったロット間の比較では、

O148、O153、O159、O169 は 2 種類の血清

のいずれにも強い凝集が認められた。O25

と O27 は血清のロットによって凝集の強

さに差が認められた。O6 については全て

の血清と凝集が認められた。これらの結

果を考慮し、使用する血清を選定し免疫

磁気ビーズを作製し、集菌効果を評価し

た。その結果、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。 

（４）ETEC 主要 7 血清群の免疫磁気ビー

ズの感度試験 

供試菌株はいずれも、SMAC 上で赤色お

よびクロモアガーSTEC 基礎培地上で藤色

のコロニーを形成することを事前に確認

された。 

キュウリ培養液では、塗抹した各種寒

天培地を 37℃で培養した場合では、検出

された血清群の数は、IMS 塗抹法での抗生
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物質加 SMAC では全 7血清群、SMAC では 3

血清群、クロモアガーSTEC 基礎培地では

2 血清群、直接塗抹法による抗生物質加

SMAC では 4 血清群であった。42℃培養で

は、IMS 塗抹法でいずれの培地でも検出さ

れた血清群は 37℃より少なかったが、直

接塗抹法による抗生物質加 SMAC では多か

った（６血清群）。 

生ワカメ培養液では、塗抹した各種寒

天培地を 37℃で培養した場合では、検出

された血清群の数は、IMS 塗抹法の抗生物

質加 SMAC および直接塗抹法による抗生物

質加 SMAC では全 7 血清群、IMS 塗抹法の

クロモアガーSTEC 基礎培地では 3 血清群

から分離されたが、IMS 塗抹法で供試した

SMAC ではいずれの血清群も分離されなか

った。42℃培養では、IMS 塗抹法の抗生物

質加SMACおよびクロモアガーSTEC基礎培

地、直接塗抹法による抗生物質加 SMAC で

は 5血清群であったが、IMS 塗抹法で供試

した SMAC では 1血清群のみであった。 

根深ネギでは、塗抹した各種寒天培地

を 37℃で培養した場合では、検出された

血清群の数は、IMS 塗抹法で供試した SMAC

および抗生物質加 SMAC では全 7 血清群、

IMS 塗抹法のクロモアガーSTEC 基礎培地

および直接塗抹法による抗生物質加 SMAC

では 6 血清群であった。42℃培養では、

IMS 塗抹法で供試した SMAC およびクロモ

アガーSTEC 基礎培地では全 7血清群、IMS

塗抹法の抗生物質加 SMAC では 4 血清群、

直接塗抹法による抗生物質加 SMAC では 3

血清群であった。 

オオバ培養液では、塗抹した各種寒天

培地を 37℃で培養した場合では、検出さ

れた血清群の数は、IMS 塗抹法の抗生物質

加 SMAC では全 7血清群、直接塗抹法によ

る抗生物質加 SMAC では 6 血清群、IMS 塗

抹法の SMAC では 3血清群であり、クロモ

アガーSTEC 基礎培地からは分離されなか

った。42℃培養では、検出された血清群

の数は、IMS 塗抹法のクロモアガーSTEC

基礎培地では 6血清群、IMS 塗抹法の SMAC

および直接塗抹法による抗生物質加 SMAC

では 4血清群であり、IMS 塗抹法のクロモ

アガーSTEC 基礎培地からは分離されなか

った。 

コネギ培養液では、塗抹した各種寒天

培地を 37℃で培養した場合では、検出さ

れた血清群の数は、IMS 塗抹法のクロモア

ガーSTEC 基礎培地では全 7 血清群、IMS

塗抹法の抗生物質加 SMAC では 6 血清群、

IMS 塗抹法の SMAC では 3 血清群であり、

直接塗抹法による抗生物質加 SMAC からは

分離されなかった。42℃培養では、直接

塗抹法による抗生物質加 SMAC では全 7血

清群、IMS 塗抹法のクロモアガーSTEC 基

礎培地では 5 血清群、IMS 塗抹法の SMAC

および抗生物質加 SMAC では 3血清群であ

った。 

 

D.考察 

平成 27 年度の研究において、日本にお

ける腸管毒素原性大腸菌の主要な血清群
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は O6、O25、O27、O148、O153、O159、O169

の 7 種類であることが明らかとなった。

このため、これら７血清群を対象として

平成 27 年度および平成 28 年度に研究を

行い、これら血清群は、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同一の増菌培地

で、同一の培養温度である。そのため、

汚染食品の排除や食中毒発生の未然防止

を図るために実施される市販流通食品の

汚染実態調査において、病原機構の異な

る腸管出血性大腸菌や腸管毒素原性大腸

菌という重要な 2 種類の病原大腸菌検査

を同じ培養条件で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。 

平成 27 年度の研究で検討したリアルタ

イム PCR とは異なる、新たに構築した反

応系による ST および LT 遺伝子検出を評

価した。その検出感度は、マルチプレッ

クス反応で標的の遺伝子を菌濃度 103 cfu

以上／食品培養液 ml で検出でき、平成 27

年度に報告した Hidaka らのリアルタイム

PCR の検出感度と一致する結果が得られ

た。これら 2 種類の反応系を策定できた

ことは、食品の腸管毒素原性大腸菌遺伝

子スクリーニング検査において、使用可

能な検出機器および試薬の選択肢が広が

るものと期待する。 

また、喫食前に加熱工程を要しない食

品であるミニトマト、漬物、根深ネギ、

生食用ボイルワカメに腸管毒素原性大腸

菌を食品 1g 当たりに 100 cfu 接種し、mEC

培地で 42℃培養後、新リアルタイム PCR

により ST 遺伝子および LT 遺伝子が検出

された。一般細菌数および大腸菌群数が

103 cfu/g 以下の食品では腸管毒素原性大

腸菌は mEC 培地 42℃培養で 20 時間後に

108 cfu/ml まで増殖することが検量線か

ら推定された。過去に東京都で発生した

腸管毒素原性大腸菌食中毒において、「ほ

うれん草のピーナツあえ」、「野菜のあえ

もの」、「キムチ」等が原因食品と特定さ

れたことを踏まえ、次年度の研究では野

菜やその加工品、また夾雑菌の多い食品

を供試食品とし、10 cfu/g 程度の少ない

菌数汚染を想定した食品からの検査法に

ついて検討する必要がある。 

食品培養液から目的とする菌を検出す

るには、免疫磁気ビーズ法で集菌する方

法が最も効率がよいことが知られており、

本研究においても開発を行った。まず、

磁気ビーズに感作させる血清量を検討し

たところ、磁気ビーズ 250 µlに対し、最

低 5 µl の市販血清を反応させれば 101 

cfu/ml まで検出できることが明らかとな

った。5 µl以上であれば 100 µlまで血清

量を増やしても、集菌効果に差は認めら

れなかった。次に、血清と磁気ビーズの

感作時間の検討を行った。反応時間 15 分

では 102 cfu/ml までの集菌であったが、

反応時間 30分以降は 101 cfu/ml まで検出

することが可能であった。これら検討結
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果から、毒素原性大腸菌免疫磁気ビーズ

の作製は、磁気ビーズ 250 µl当たり血清

20 µl、室温で 2時間反応させる方法とし

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たが、

本研究で供試した菌株は加熱菌体での凝

集反応ではいずれも凝集が認められるこ

とから、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。今後、

作製した免疫磁気ビーズがいつまで保存

可能であるか、またより簡便な集菌効果

の確認方法（感度試験）を検討する必要

がある。 

免疫磁気ビーズ法によるETEC分離率の

向上効果を確認するために、抗生物質加

SMAC に塗抹し、37℃および 42℃にて培養

し確認したところ、両培養温度ともに IMS

塗抹法のほうが直接塗抹法よりも検出性

が優れる食品が多かった。特に、37℃培

養においては全ての血清群および食品に

おいて検出された。これらのことから、

免疫磁気ビーズ法を行い、抗生物質加

SMAC 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。なお、

血清群 O6では、37℃において直接塗抹法

にても ETEC が十分に分離され、IMS 塗抹

法によってむしろ検出性が低下する傾向

もみられた。この理由として、夾雑菌の

生育が抗生物質加 SMAC 上で抑制されるこ

とに加え、血清群 O6 がこの培地上での生

育に優れるため直接塗抹法でも十分に検

出できることが考えられた。加えて、免

疫磁気ビーズに使用した抗 O6抗体の血清

群 O6菌体との吸着が芳しくないことが考

えられた。また、これまでの研究から、

本来は STEC の選択分離のための酵素基質

培地であるクロモアガーSTEC 基礎培地上

で、ETEC７血清群はいずれも STEC と同様

に藤色のコロニーとして生育することか

ら、ETEC の選択分離培地として大変に有

用と思われる結果を得ていた。このため、

IMS 塗抹法にてクロモアガーSTEC 基礎培

地、SMAC および抗生物質加 SMAC を比較し

たところ、クロモアガーSTEC 基礎培地は

抗生物質加 SMAC よりも食品の夾雑菌を抑

制する選択性に乏しいこと示され、選択

性を強めることを検討することによって、

優れた選択分離培地となることが考えら

れた。以上のことから、血清群および食

品を総合的に考えると、免疫磁気ビーズ

法を行い抗生物質加 SMAC に塗抹し、37℃

で培養する方法が ETEC の分離に優れてお

り、血清群 O6 では直接塗抹法によっても

優れた結果が得られることが期待される。 

 

E. 結論 

本年度は、（１）平成 27 年度検討した

6血清群に加え血清群 O153 について、mEC

培地での 42℃培養で本菌が十分に増殖す

ること、また、本菌エンテロトキシンの

LT 遺伝子、ST 遺伝子を対象としたリアル

タイム PCR 法の食品検体での応用を検討
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し、優れた検出感度にて検出されること

が確認された。（２）検討したリアルタイ

ム PCR 法に加えて、別のリアルタイム PCR

法についても食品培養液中での ETEC の検

出を検討した結果、検出感度が優れ（検

出限界：103 cfu/ml）、相関性の高い検量

線が作製されたことから定量性にも優れ

ることが示された。（３）主要 7血清群を

対象とした免疫磁気ビーズの作製方法を

確立し、集菌効果が期待されることが示

された。（４）食品、特に野菜からの分離

培養での免疫磁気ビーズ法による ETEC 分

離の向上効果を検討した。また、ETEC の

選択分離培地の開発を目指して、これま

での研究成果から有用と考えられた抗生

物質を添加した SMAC にて分離性を検討し

た。その結果、免疫磁気ビーズ法および

抗生物質を加えた分離培地を使用するこ

とによって、効率的な ETEC の分離培養法

が確立されることが考えられた。本研究

から、腸管出血性大腸菌と同一の条件で

増菌培養した後に、リアルタイム PCR 法

での ETEC エンテロトキシンの遺伝子の検

出、免疫磁気ビーズ法を組み合わせた選

択分離培養を行うことが本菌の検出法と

して優れる方法であると考えられた。こ

れらの方法について、今後、複数機関で

の検証が必要である。 

 

F．健康被害情報 

なし 

 

G．研究発表 

１．論文発表 

Hara-Kudo, Y., Konishi, N., Otsuka, K., 

Iwabuchi, K., Kikuchi, R., Isobe, J., 

Yamazaki, T., Suzuki, F., Nagai, Y., 

Yamada, Y., Tanouchi, A., Mori, T., 

Nakagawa, H., Ueda, Y., and Terajima, 

J. An interlaboratory study on 

efficient detection of Shiga 

toxin-producing Escherichia coli O26, 

O103, O111, O121, O145, and O157 in 

food using real-time PCR assay and 

chromogenic agar. Int. J. Food 

Microbiol. 230:81-88, 2016. 

2．学会発表 

森 哲也、長尾清香、岸野かなえ、難波豊

彦、伊藤武、工藤由起子.食品からの腸

管出血性大腸菌検出における DNA 抽出

と遺伝子検出法の検討. 第 111 回 日

本食品衛生学会学術講演会.  平成 28

年 5 月 19、20 日. 東京. 

尾畑浩魅，高橋正樹，河村真保，山本浩

平，山梨敬子，小西典子，平井昭彦，

甲斐明美，貞升健志：自家調製免疫磁

気ビーズ作製法の検討とその応用，第

37 回日本食品微生物学会学術講演会，

2016 年 9月，東京 

大阪美紗、大塚佳代子、星野 梢、門脇奈

津子、榊田 希、小西典子、甲斐明美、

寺嶋 淳、工藤由起子.食品での腸管毒

素原性大腸菌検査法を確立するための

基礎検討.第 112 回日本食品衛生学会. 
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平成 28年 10 月 27-28 日. 函館. 

小西典子、尾畑浩魅、平井昭彦、甲斐明

美、大塚佳代子、寺嶋 淳、工藤由起

子．毒素原性大腸菌による集団および

散発下痢症の特性解析. 第 112 回日本

食品衛生学会. 平成 28 年 10 月 27-28

日. 函館. 

Lee, K., Kobayashi, N., Watanabe, M., 

Sugita-Konishi, Y., Tsubone, H., 

Kumagai, S. and Hara-Kudo, Y.  2016. 

Spread and change in stress 

resistance of Shiga toxin-producing 

Escherichia coli O157 

on food-related fungal colonies, 

International Symposium of 

Mycotoxicology 2016, Tokyo, Japan. 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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平成２８年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

食品での新たな病原大腸菌のリスク管理に関する研究 

研究代表者 工藤由起子 国立医薬品食品衛生研究所 

 

分担研究報告書 

食品での統一的検査法の開発 

研究分担者 工藤由起子  国立医薬品食品衛生研究所  

 

協力研究報告書 

腸管毒素原性大腸菌の検査法の基礎検討３ 

 

 

研究要旨 

腸管毒素原性大腸菌は、食中毒の病因物質のひとつであり、腸管出血性大腸菌と並び、

事件発生の頻度や事件当たりの患者数が多いものの、食品からの検査法は未だ確立されて

いない。本研究では、腸管毒素原性大腸菌の病原因子である毒素遺伝子の検出系を利用し

た、食品からの本菌検出を目指す。H28 年度は、腸管毒素原性大腸菌の主要な血清群のひと

つである O153 の培養条件、及び H27 年度に検討した遺伝子検出系とは異なる新たに構築し

た検出系について基礎データの収集を行った。 

 

 

研究協力者  

   埼玉県衛生研究所   大塚佳代子、門脇奈津子、星野梢、大阪美紗 

 

Ａ．研究目的 

日本では、年間 1,000 件ほどの食中毒

事件が発生し、患者約２万人が食中毒の被

害に遭っている。食中毒の病因物質のひと

つである病原大腸菌は、その病原機構に基

づき少なくとも５つ以上のグループに分

類されている。また、大腸菌はヒトの常在

菌として腸内に定着しており、下痢等を引

き起こす病原性のある大腸菌と鑑別する

ことは難しい。 

病原大腸菌のひとつである「腸管出血

性大腸菌」は、ヒトに重篤な危害を与えた

学校給食による食中毒事例を契機に、平成

９年に食品からの腸管出血性大腸菌検査

法が厚生労働省通知として発出された。そ

の後、近年の患者発生状況を踏まえ、病原

機構を利用した遺伝子スクリーニング検

出法を取り入れ、検出感度・精度を向上さ
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せた検査法へと改良を行い、原因食品の特

定や汚染食品の調査に用いられている。一

方、「腸管毒素原性大腸菌」は、「腸管出

血性大腸菌」と並び食中毒の発生頻度の多

い病原大腸菌であるが、食品からの検査法

は未だ確立されていない。 

本研究では、腸管毒素原性大腸菌の病

原因子である耐熱性エンテロトキシン（ST）

及び易熱性エンテロトキシン（LT）の遺伝

子検出系を利用した、食品からの本菌検出

法の確立を目指し、食品の培養条件、遺伝

子検出系の構築に係る基礎データの収集

を行った。 

 

Ｂ.研究方法 

１．腸管毒素原性大腸菌 O153：H12 の増菌

培養条件の検討 

大分県等で発生した食中毒事例に由来

する菌株番号 O5、菌株番号 K1、菌株番号

K2、菌株番号F1の計4株を供試菌株とし、

mEC 培地（OXOID）における 36℃及び 42℃

での動態を試験した。増殖の有無の確認は、

各菌株をmEC培地に接種し18時間培養後、

培養液 20μL をソルビトールマッコンキ

ー寒天培地（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 基礎培地（関東化

学）に画線塗抹し 37℃、20時間培養した。 

また、培養後の菌数を測定するため、

mEC 培養液はリン酸緩衝希釈水（（株）LSI

メディエンス）で 10 倍階段希釈し、10-4

及び10-5希釈液100μLを Trypticase Soy 

Agar（TSA、BD）各２枚に塗抹し、37℃、

20 時間培養後、平板上に発育したコロニ

ーを計測した。 

供試菌株は、検討にあたり、ST 及び LT

遺伝子の保有状況をコンベンショナル

PCR 及びリアルタイム PCR にて確認した。 

コンベンショナル PCR は、毒素原性大腸

菌（STh gene）One Shot PCR Kit（Takara，

製品コード RR104A）、毒素原性大腸菌（STp 

gene）One Shot PCR Kit（Takara，製品コ

ード RR108A）、毒素原性大腸菌（LT gene）

One Shot PCR Kit（Takara，製品コード

RR109A）を使用した。キット説明書に従い

増幅反応を行った後、ゲル電気泳動にて

各々123bp、131bp、263bp の増幅産物を確

認した。リアルタイム PCR は Hidaka らが

報告した 

（J.Appl.Microbiol.,106,410-420）S 遺

伝子（est STp、est STh）及び LT遺伝子

（elt）を標的とし、マルチプレックス反

応で行った。反応試薬は QuantiTect 

Multiplex PCR Kit（QIAGEN）を使用し、

プライマー終濃度 0.1～0.5μM、プローブ

終濃度 0.1～0.12μM に反応液を調製した。

リアルタイム PCR 機器は ABI ViiA7（ライ

フテクノロジーズジャパン）を使用し、

95℃15 分の熱変性の後、95℃１分、60℃

１分で 40サイクルの増幅反応後、Auto 又

は Manual 設定にて解析し Ct値を得た。 

 

２．ST 及び LT遺伝子検出法の検出感度試

験 

試験の方法を図１に示した。 

H27 年度の研究結果では、主要な O血清
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群間では培養条件による増殖の差異が認

められなかったことから、O6：HNM（菌株

番号 T6，LT 及び ST産生）、 O148:H28（菌

株番号 T11，ST 産生）、O169:H41（菌株番

号 T5、ST 産生）を供試菌株とした。菌株

は Trypticase Soy Broth（TSB、BD）5mL

にて 37℃、16～18 時間培養後、リン酸緩

衝希釈水で10－1〜10－6希釈菌液まで10倍

階段希釈し、原液とともに接種菌液（想定

菌濃度 109～103cfu/mL）とした。 

接種菌液の菌数測定には、10－6希釈菌

液及び10－7希釈菌液100μLをTSA各２枚

に塗抹し、37℃、18～22 時間培養後、平

板上に発育したコロニーを計測した。 

非加熱で摂取される食品であるミニト

マト、大根の漬物、根深ネギ、生わかめを

供試食品とした。食品は滅菌ストマッカー

袋に 25g ずつ採取し、mEC 培地 225mL を加

えて１分間ストマッカー処理し、42℃、20

時間培養して食品培養液を作製した。各食

品培養液0.9mLに接種菌液0.1mLを接種し

て菌接種食品培養液（想定 108～102cfu/mL

食品培養液）を調製した。 

 DNA 抽出はアルカリ熱抽出にて行った。

菌接種食品培養液 100μLは遠心し、沈渣

に 50mM NaOH を 85μL 加え混和後、100℃

10 分間加熱した。冷却後、1M 

Tris-HCl(pH7.0)を 15μL加え、その遠心

上清をリアルタイム PCR のテンプレート

とした。 

リアルタイム PCR は、West らが報告し

た STp 遺伝子及び LT 遺伝子を標的とし

たプライマー・プローブ（Veterinary 

Microbiology, 2007, 122,323-331）、ま

た共同研究者の小西らが選定した STh遺

伝子を標的としたプライマー・プローブ

を組合せたマルチプレックス反応にて

行った。反応試薬はTaqMan Enviromental 

MasterMix2.0（ライフテクノロジーズジ

ャパン）を使用し、表１に従い反応液を

調製した。リアルタイム PCR 機器は ABI 

ViiA7（ライフテクノロジーズジャパン）

を使用し、50℃2分、95℃10 分の熱変性

ののち、95℃15 秒－60℃１分で 40サイ

クルの増幅反応後、Auto 又は Manual 設

定にて解析し Ct 値を得た。 

 

３. 食品からの毒素遺伝子スクリーニン

グ検出法の検討 

 検討の方法を図 2に示した。 

供試菌株及び供試食品は、上述の２.検

出感度試験と同一とした。 

菌株は TSB 5mL にて 37℃、16～18 時間

培養後、リン酸緩衝希釈水で 10－5希釈し、

接種菌液（想定菌濃度 104cfu/mL）とした。 

食品はストマッカー袋に 25g ずつ採取

し、接種菌液 250μL を添加後（想定菌濃

度 102cfu/g）、mEC 培地 225mL を加えて１

分間ストマッカー処理し、42℃、20 時間

培養した。各食品の mEC 培養液をアルカリ

熱抽出し、遠心上清をテンプレートとした。

リアルタイム PCR は上述の 2.と同一のマ

ルチプレックス反応で行い、Ct 値を得た。 

２.の検出感度試験で調製した 10 倍段

階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、n3にて検量線を作成
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し、42℃、20時間培養後の mEC 培養液中

の菌数を算出した。 

食品の一般細菌数及び大腸菌群数測定

には、食品 25g にリン酸緩衝希釈水 225mL

を加え１分間ストマッカー処理し 10-1乳

剤を作製後、10－5まで希釈した。各 10倍

段階希釈液1mLは2枚ずつ標準寒天培地で

混釈し、35℃、48時間培養した。また 10

－1乳剤 1mL は 2枚ずつデスオキシコーレ

イト培地で混釈・重層し、35℃、20 時間

培養後、平板に発育したコロニーを計測し

た。 

 

Ｃ．研究結果 

１. 腸管毒素原性大腸菌血清群 O153 の増

菌培養条件の検討 

供試した 4菌株の増殖結果を表 2に示

した。 

4菌株はすべて、mEC培地36℃及び42℃

の両温度にて７乗から８乗のオーダに増

殖した。 

4 種類の分離平板培地における発育状況

は、差が認められなかった（表 2）。 

 

２．ST 及び LT遺伝子検出法の検出感度試

験 

各濃度に希釈した菌液を接種した食品

培養液からのST遺伝子及びLT遺伝子検出

における検出感度は、試験した４食品すべ

て、また供試菌株３株すべて、103cfu 以

上/mL で両遺伝子を検出できた（表 3）。 

３. 食品からの毒素遺伝子スクリーニン

グ検出による腸管毒素原性大腸菌検出

試験法の検討 

使用した食品の一般生菌数及び大腸菌

群数は、ミニトマト 2.6×103cfu/g 及び

1.7×103 cfu/g、大根の漬物1.4×102cfu/g

及び 0 cfu/g、根深ネギ 2.5×102cfu/g 及

び 0 cfu/g、生食用ボイルわかめ

7.4×102cfu/g及び 1.9×102 cfu/gであっ

た。 

供試した O169（菌株番号 T5）、O6（菌株

番号 T6）、O148（菌株番号 T11）の 3菌株

は、食品 g当たり各々1.2×102cfu、

8.3×10cfu、1.2×102cfu 接種された。 

食品に接種された 3菌株は、mEC 培養液

のリアルタイム PCR 検査にて、全食品から

ST及びLT遺伝子を検出することができた。 

各食品のリアルタイム PCR 検量線を基

に、42℃で 20時間培養した後の mEC 培養

液中の菌数を算出した結果、ミニトマトに

接種した O6 株は約 108cfu/mL（ST 検量線

による算出）、約 108cfu/mL（LT 検量線に

よる算出）に増殖し、O148 株は約

108cfu/mL（ST 検量線による算出）、O169

株は約 108cfu/mL（ST 検量線による算出）

であった。漬物に接種した O6株は約

109cfu/mL（ST 検量線による算出）、約

108cfu/mL（LT 検量線による算出）、O148

株は約 108cfu/mL（ST 検量線による算出）、

O169 株は約 108cfu/mL（ST 検量線による

算出）に増殖した。根深ネギに接種した

O6 株は約 108cfu/mL（ST 検量線による算

出）、約 108cfu/mL（LT 検量線による算出）、

O148 株は約 108cfu/mL（ST 検量線による

算出）、O169 株は約 108cfu/mL（ST 検量線
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による算出）に増殖した。生食用ボイルわ

かめに接種した O6株は約 108cfu/mL（ST

検量線による算出）、約 108cfu/mL（LT 検

量線による算出）、O148 株は約 108cfu/mL

（ST 検量線による算出）、O169 株は約

108cfu/mL（ST 検量線による算出）に増殖

した（図 3～図 18）。 

 

D.考察 

 H27 年度の研究では、日本における食中

毒発生状況資料（厚生労働省 NESFD）を検

索した結果、腸管毒素原性大腸菌を病因物

質とする事例において、発生件数の多い主

要な血清群は O6、O25、O27、O148、O153、

O159、O169 の 7 種類であることが明らか

となった。H27 年度及び H28 年度の研究に

より、これら7種類の血清群は、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同一な増菌

培地で、同一の培養温度である。そのため、

汚染食品の排除や食中毒発生の未然防止

を図るために実施される市販流通食品の

汚染実態調査において、病原機構の異なる

腸管出血性大腸菌や腸管毒素原性大腸菌

という重要な 2種類の病原大腸菌検査を

同じ培養条件で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。 

平成 27 年度の研究で検討したリアルタ

イム PCR とは異なる、新たに構築した反応

系（以後、新リアルタイム PCR）による ST

及び LT 遺伝子検出を評価した。新リアル

タイム PCR の検出感度は、マルチプレック

ス反応で標的の遺伝子を菌濃度 103cfu 以

上／食品培養液 mLで検出でき、平成 27

年度に報告した Hidaka らのリアルタイム

PCR の検出感度と一致する結果が得られ

た。これら 2種類の反応系を策定できたこ

とは、食品の腸管毒素原性大腸菌遺伝子ス

クリーニング検査において、使用可能な検

出機器及び試薬の選択肢が広がるものと

期待する。 

また、喫食前に加熱工程を要しない食品

であるミニトマト、漬物、根深ネギ、生食

用ボイルわかめに腸管毒素原性大腸菌を

食品 1g 当たりに 100cfu 接種し、mEC 培地

で 42℃培養後、新リアルタイム PCR によ

りST遺伝子及びLT遺伝子を検出すること

ができた。 

一般細菌数及び大腸菌群数が 103cfu/g 以

下の食品では腸管毒素原性大腸菌は mEC

培地 42℃培養で 20時間後に 108cfu/mL ま

で増殖することが検量線から推定された。 

 過去に東京都で発生した腸管毒素原性

大腸菌食中毒において、「ほうれん草のピ

ーナツあえ」、「野菜のあえもの」、「キムチ」

等が原因食品と特定されたことを踏まえ、

次年度の研究では野菜やその加工品、また

夾雑菌の多い食品を供試食品とし、

10cfu/g 程度の少ない菌数汚染を想定し

た食品からの検査法について検討する必

要がある。 

 

E.結論 

 腸管毒素原性大腸菌は、腸管出血性大腸



29 
 

菌と並び、食中毒の事件発生頻度や事件当

たりの患者数が多い、重要な食中毒の病因

物質である。 

日本で食中毒の原因となる主要な 7種

類の O血清群について増菌培養条件を検

討した結果、腸管出血性大腸菌と同一な条

件で増殖することが確認され、mEC 培地

42℃培養は病原大腸菌を網羅的に検出す

る有用な増菌培養方法であること、検討し

たリアルタイム PCR は検出感度に優れた

毒素遺伝子検出法であることが判明した。 

 

F.健康危機情報 

  なし 

 

G.研究発表 

大阪美紗、大塚佳代子、星野 梢、門脇

奈津子、榊田 希、小西典子、甲斐明

美、寺嶋 淳、工藤由起子.食品での

腸管毒素原性大腸菌検査法を確立す

るための基礎検討.第112回日本食品

衛生学会. 平成 28年 10月 27-28 日. 

函館. 

 

H.知的所有権の取得状況・登録状況 

なし 
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表 1 プライマー及びプローブの塩基配列と反応液調製 
 

標的遺伝子プライマー等 塩基配列（5’-3’）  容量（μL） 

STh プライマー（10p） aaagtggtcctgaaagcatgaatag 0.5 
   プライマー（10p）   cacccggtacaagcaggatt 0.5 
   プローブ   ( 5p） FAM-Agcaattactgctgtgaattgtgtt-TAMR

A 
0.33 

STp プライマー gcaaaatccgtttaactaatctcaaa 0.5 
   プライマー（10p） acagaaataaaaattgccaacattagc 0.5 
   プローブ   ( 5p） FAM-ttacctcccgtcatgttgtttcacggat-T

AMRA 
0.33 

Lt  プライマー（10p） ccggcagaggatggttacag 0.5 
   プライマー（10p） gaatccagggttcttctctccaa 0.5 
   プローブ   ( 5p） FAM-ttacctcccgtcatgttgtttcacggat-T

AMRA 
0.33 

2×Enviromental Mastermix  12.5 
蒸留水  5.51 

鋳型 DNA  3 
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表 2 供試菌株の性状及び mEC 培地における増殖結果 
 

 
*1 コンベンショナル PCR は、各エンテロトキシンの検出を個別の増幅反応で行う。 
*2 リアルタイム PCR は、各耐熱性エンテロトキシン（ST）の検出に同じ蛍光色素 FAM を使用しているため、マルチプレクス反応系では区別が
できない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

菌株 No. 

毒素産生性 分離平板培地での発育 
mEC 培地中の菌数 
（log cfu/mL） 

ｺﾝﾍﾞﾝｼｮﾅﾙ
PCR*1 

(Oneshot 
STp/STh/LT） 

ﾘ ｱ ﾙ ﾀ ｲ ﾑ
PCR*2 

SMAC 寒天培地 DHL寒天培地 
ﾄﾞﾘｶﾞﾙｽｷｰ 
改良培地 

ｸﾛﾓｱｶﾞｰ STEC
基礎培地 

mEC 培養温度 

mEC 培養温度 mEC培養温度 mEC 培養温度 mEC培養温度 
36℃ 42℃ 

36℃ 42℃ 36℃ 42℃ 36℃ 42℃ 36℃ 42℃ 
O5 STh ST ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＞8.0 ＞8.0 
K1 STh ST ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＞8.0 ＞7.0 
K2 STh ST ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＞8.0 ＞7.0 
F1 STh ST ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＞8.0 ＞7.0 
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表 3 リアルタイム PCR による食品培養液の毒素産生性遺伝子検出感度 

 
*T5（ST 遺伝子保有株）、T6（LT、ST 遺伝子保有株）、T11（ST 遺伝子保有株） 

食品 血清型（菌株 No.） 
検出感度 
（log cfu/mL）  
ST LT 

ミニトマト O169（T5) 約 2.0 － 
 O6(T6) 約 2.0 約 2.0 
 O148(T11) 約 2.0 － 
大根の漬物 O169（T5) 約 2.0 － 
 O6(T6) 約 2.0 約 2.0 
 O148(T11) 約 2.0 － 
根深ネギ O169（T5) 約 3.0 － 
 O6(T6) 約 2.0 約 2.0 
 O148(T11) 約 2.0 － 
生食用ボイルわかめ O169（T5) 約 2.0 － 
 O6(T6) 約 2.0 約 2.0 
 O148(T11) 約 2.0 － 
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図３ ミニトマト O6 による検量線（ST）       図４ ミニトマト O6による検量線（LT） 
 
 
 
 
 
                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ ミニトマト O148 による検量線（ST）   図６ ミニトマト O169 による検量線（ST） 
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図７ 大根漬物 O6による検量線（ST）        図８ 大根漬物 O6による検量線（LT） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９ 大根漬物 O148 による検量線（ST）    図 10 大根漬物 O169 による検量線（ST） 
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図 11 根深ネギ O6による検量線（ST）         図 12 根深ネギ O6 による検量線（LT） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図13 根深ネギO148による検量線（ST）     図14 根深ネギO169による検量線（ST） 
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図 15 ワカメ O6 による検量線（ST）         図 16 ワカメ O6による検量線（LT） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 17 ワカメ O148 による検量線（ST）      図 18 ワカメ O169 による検量線（ST） 
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平成 28年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

食品での新たな病原大腸菌のリスク管理に関する研究 

研究代表者 工藤由起子 国立医薬品食品衛生研究所 

 

分担研究報告書 

食品を対象とした毒素原性大腸菌（ETEC）検出に用いる免疫磁気ビーズ作製方法の検討 

 

研究協力者 東京都健康安全研究センター 小西 典子 

          東京都健康安全研究センター 尾畑 浩魅 

          東京都健康安全研究センター 平井 昭彦 

          東京医科大学        甲斐 明美 

 

研究要旨：食品を対象とした ETEC 検査法は未だ確立されておらず，その検査法の確立が

急務となっている。食品培養液から目的とする菌を検出するには，免疫磁気ビーズ法で集

菌する方法が最も効率の良い方法であると考えられる。しかし最も検出頻度の高い毒素原

性大腸菌 7 血清群に対する免疫磁気ビーズは市販されていないため，これらは自家調製す

る必要がある。そこでこれら大腸菌の検査に用いるための自家調製免疫磁気ビーズ作製方

法について検討した。使用する血清量および反応時間について検討した結果，磁気ビーズ

250μlあたり血清量は最低 5μl，反応時間は室温で 30分以上であれば，検査に使用できる

免疫磁気ビーズが得られることが明らかとなった。 

 作製した免疫磁気ビーズを用いて集菌効果を確認したところ，O27，O148は 100 cfu/ml

まで，O25，O153，O159，O169は 101 cfu/mlまで検出することが可能であった。O6に

ついては 103 cfu/mlと集菌効果は低かった。 

今回の検討から明らかとなった課題は，使用する血清のロットによって凝集反応の強さ

が異なることがあること，菌株によっては生菌で凝集が認められない場合のあることであ

る。生菌で凝集が認められない血清を用いて免疫磁気ビーズを作製しても，集菌効果は低

いことが明らかとなった。今後，作製した免疫磁気ビーズの保存可能な期間，またより簡

便な集菌効果の確認方法（感度試験）を検討する必要がある。 

 

 

A. 研究目的 

 ヒトに下痢症を引き起こす大腸菌は，病

原因子別に少なくとも，病原血清型大腸菌

（EPEC），腸管出血性大腸菌（EHEC），

毒素原性大腸菌（ETEC），組織侵入性大腸

菌（EIEC），腸管凝集付着性大腸菌（EAEC）

の 5 種類と特定の病原因子を保有する「そ

の他の下痢原性大腸菌」に分類されている。

このうちETECによる食中毒は全国で毎年

数事例発生しており，事例数も EHECに次

いで多く報告されている。これら食中毒の

感染源や原因食品を解明するためには，食
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品からETECを検出することが重要である。

しかし食品を対象としたETEC検査法は未

だ確立されておらず，その検査法の確立が

急務となっている。昨年までの本研究で，

ETEC 食中毒の原因菌は O6，O25，O27，

O148，O153，O159，O169の 7血清群が

多く占めていること，原因食品としては野

菜や飲用水が関与している事例が多いこと

が明らかとなった。 

汚染菌量が少なく，目的菌以外の雑菌が

多い食品から上記 7血清群のETECを検出

するためには免疫磁気ビーズ法により目的

菌を集菌することが有効であると考えられ

る。しかし，7 血清群に対する免疫磁気ビ

ーズは市販されていないため，当面は自家

調製する必要がある。そこで今回，免疫磁

気ビーズの作製方法について検討した。更

に大腸菌 7 血清群に対する免疫磁気ビーズ

を作製し，その集菌効果の検討を行った。 

 

B. 研究方法 

1. 免疫磁気ビーズの作製方法に関する検

討 

1）磁気ビーズに感作させる血清量の検討 

 供試菌株は赤痢菌（ソンネ）である。市

販の磁気ビーズ（Dynabeads® M-280 

Sheepanti-Rabbit IgG ： TermoFisher 

SCIENTIFIC 社製，ベリタス社販売）250

μlに対し市販の赤痢菌免疫血清「生研」ソ

ンネ赤痢菌Ⅰ相（デンカ生研）を 1μl，2

μl，5μl，10μl，20μl，50μl，100μl

加えて免疫磁気ビーズを作製した。反応時

間は 2 時間，反応温度は室温である。作製

した免疫磁気ビーズを用い，ソンネ赤痢菌

の TSB，37℃培養液を PBS で階段希釈し

た菌液（菌数 105～101 cfu/ml）から菌の検

出を試みた。 

 

2）血清と磁気ビーズの感作時間の検討 

 磁気ビーズに付属の説明書では，血清と

磁気ビーズの感作時間は 4℃18時間となっ

ているが，現場でより迅速に反応させるこ

とが可能であるかを検討した。磁気ビーズ

250μlに対し血清量 10μl加え，感作時間

を 15分，30分，60分，90分，120分とし

て免疫磁気ビーズを作製した。反応温度は

室温である。作製した免疫磁気ビーズを用

い，各濃度に階段希釈した菌液（菌数 105

～101 cfu/ml）から当該菌の検出を試みた。 

 

2. 毒素原性大腸菌検出法に用いる免疫磁

気ビーズ作製方法の検討 

1）供試菌株 

食中毒患者および散発下痢症患者から分

離された毒素原性大腸菌 O6群（LT＆ST産

生），O25群（ST産生），O27群（ST産生），

O148 群（ST 産生），O153 群（ST 産生），

O159 群（ST 産生），O169 群（ST 産生）

各 1株を供試した。 

 

2）血清の選択 

 血清は市販の病原大腸菌免疫血清「生研」

（デンカ生研）を用いた。使用した血清の

ロット番号は A~Dの 4種類である。これら

4 ロット血清と供試菌株（生菌）をスライ

ド凝集法で反応させ，最も短時間で強い凝

集が認められた血清を免疫磁気ビーズ作製

用に使用した。 

 

3）免疫磁気ビーズの作製方法 

 磁 気 ビ ー ズは Dynabeads® M-280 

Sheepanti-Rabbit IgG （ TermoFisher 
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SCIENTIFIC社製，ベリタス社販売）を使

用した。血清は上記検討で選んだロットの

血清を希釈することなく原液のまま用いた。

血清を磁気ビーズへ感作させる方法の詳細

は別紙 1のとおりである。 

 

3. 大腸菌自家調製免疫磁気ビーズの集菌

効果の検証 

 各血清群の大腸菌を TSBに接種し，37℃，

18～20時間培養を行った。この培養液を滅

菌したリン酸緩衝液（PBS）で 10-5～10-8

まで 10倍階段希釈を行い，菌液の調製を行

った。想定菌数は 104 cfu/mlから 101 cfu/ml

である。希釈した菌液 1mlを対象に自家調

製免疫磁気ビーズを用いて集菌を行い，集

菌したビーズを 10ｍM PBS 0.1mlに懸濁

した。懸濁液を寒天平板（SMAC寒天，抗

生物質加 SMAC寒天，クロモアガーSTEC

基礎培地，DHL寒天）に各 10μlずつ接種

し，塗抹培養後，37℃で 18～20 時間培養

し，各平板に発育した集落数を計測した。 

 

C. 研究結果 

1. 免疫磁気ビーズ作製方法に関する検討 

1）磁気ビーズに感作させる血清量の検討 

 磁気ビーズに感作させた血清量と集菌効

果について検討を行った。血清量が 5，10，

20，50，100μl では 101 cfu/ml まで検出

することができた。平板上に出現した集落

数は，いずれの血清量でも 101 cfu/ml菌液

を用いた場合が数集落，102 cfu/mlでは 10

～99集落，103 cfu/ml菌液では 100集落以

上であった。一方，血清量が 1～2μl では

103 cfu/mlまでしか検出できなかった。 

 

2）血清と磁気ビーズの感作時間の検討 

 磁気ビーズ 250μl に血清 10μl を用い，

反応時間を 15 分，30 分，60 分，90 分，

120 分の 5 段階について免疫磁気ビーズの

感作時間の検討を行った。作製した免疫磁

気ビーズを用いて感度試験を実施した結果，

感作時間 15 分では 102 cfu/ml までの検出

であったが，30分以上感作させた場合には

101 cfu/ml まで検出することが可能であっ

た。 

 

2.  毒素原性大腸菌検出に用いる免疫磁

気ビーズ作製方法の検討 

1）血清の選択 

 市販の病原大腸菌免疫血清（4 ロット）

と各血清群のETECとの凝集反応性をスラ

イド凝集法で確認した。ETEC O148，O153，

O159，O169は 2種類の血清（A，B）に，

いずれにも強い凝集が認められた。O25 と

O27 は血清のロットによって凝集の強さに

差が認められた。すなわち O25ではロット

番号 Aでは凝集が認められたが，Bでは凝

集が認められなかった。また，O27 はロッ

ト番号 A，B とは凝集せず，D とは弱い凝

集であったが，C では強い凝集であった。

またO25ではロット番号Aでは凝集が認め

られたが，Bでは凝集が認められなかった。

O6 については全ての血清と凝集が認めら

れなかった。これらの結果から自家調製免

疫磁気ビーズを作製するための血清はロッ

ト番号 B（O6，O148，O153，O159，O169），

A（O25），および C（O27）を選択した（表

1）。 

 

3. 大腸菌自家調製免疫磁気ビーズの集菌

効果の検証 

1）血清群別検出感度 
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 作製した免疫磁気ビーズの集菌効果の結

果を表 4に示した。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，集菌効果は低

かった。 

 

2）分離平板別発育状況 

 分離平板ごとに検出数をみると，抗生物

質加 SMAC 寒天では他の分離平板と比べ

てやや菌の発育に抑制が認められた。特に

O148，O153 では他の分離平板と比較して

検出感度が低かった。（表 3）。 

 

D. 考察 

 食品培養液から目的とする菌を検出する

には，免疫磁気ビーズ法で集菌する方法が

最も効率がよいと考えられる。厚労省から

の通知法である「腸管出血性大腸菌の検査

法」では，培養液を PCR法でスクリーニン

グしたのち，陽性となった培養液について

免疫磁気ビーズで集菌する方法が記載され

ている。したがって，毒素原性大腸菌の検

査法を構築する上で免疫磁気ビーズ法を用

いた集菌は必須である。しかし，今回検査

対象としたETECの 7血清群に対する免疫

磁気ビーズは市販されていないため，これ

らは自家調製する必要がある。そこで

ETEC の検査に用いるための自家調製免疫

磁気ビーズ作製方法について検討した。 

免疫磁気ビーズの取扱い説明書および国

立感染症研究編集のマニュアルでは血清と

磁気ビーズの反応温度と感作時間は 4℃ 

18 時間とされている。以前行った検討で，

反応温度は室温で問題がないことから，今

回は室温で反応を行った。 

磁気ビーズに感作させる血清量を検討し

たところ，磁気ビーズ 250μlに対し，最低

5μlの市販血清を反応させれば 101 cfu/ml

まで検出できることが明らかとなった。5

μl 以上であれば 100μlまで血清量を増や

しても，集菌効果に差は認められなかった。 

次に血清と磁気ビーズの感作時間の検討

を行った。反応時間を 15分，30分，60分，

90分，120分と変えて免疫磁気ビーズを作

製し，感度試験を行った結果，反応時間 15

分では 102 cfu/mlまでの集菌であったが，

反応時間 30 分以降は 101 cfu/ml まで検出

することが可能であった。これら検討結果

から，毒素原性大腸菌免疫磁気ビーズの作

製は，磁気ビーズ 250μl当たり血清 20μl，

室温で 2時間反応させる方法とした。 

 市販免疫血清は加熱菌を検査対象として

いるが，磁気ビーズ法での集菌は生菌が対

象となっている。そこで生菌を用いて血清

凝集反応を行い，最も短時間で強い凝集が

認められる血清を用いて免疫磁気ビーズを

作製した。今回，4 ロットの血清を用いて

凝集試験を行ったところ，O25と O27はロ

ットによって凝集の強弱が認められた。O6

についてはいずれの血清でも凝集は認めら

れなかった。このように血清のロットによ

って凝集に強弱が認められ，中には生菌で

は凝集が認められないものあった。O6は加

熱菌を用いた凝集反応ではいずれも凝集が

認められることから，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。今回作製した免疫磁気ビーズを用い

て感度試験を行ったところ，O6以外は 100

～101 cfu/ml まで検出することが可能であ

った。 

 今回の検討から明らかとなった課題は，
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使用する血清によって凝集の強さが異なる

ことがあること，菌株によっては生菌で凝

集が認められない場合のあることである。

更に作製した免疫磁気ビーズの保存可能な

期間，またより簡便な集菌効果の確認方法

（感度試験）を検討する必要がある。 

 

E. 結論 

 自家調製免疫磁気ビーズを作製するため

に使用する血清量および反応時間について

検討した。その結果，磁気ビーズ 250μlあ

たり血清量は最低 5μl，反応時間は室温で

30分以上であれば，検査に使用できる免疫

磁気ビーズが得られることが明らかとなっ

た。 

 作製した免疫磁気ビーズを用いて集菌効

果を確認したところ，O27，O148 は 100 

cfu/mlまで，O25，O153，O159，O169は

101 cfu/ml まで検出することが可能であっ

た。しかし，O6については 103 cfu/mlと集

菌効果は低かった。 

今回の検討から明らかとなった課題は，

使用する血清のロットによって凝集反応の

強さが異なることがあること，菌株によっ

ては生菌で凝集が認められない場合がある

ことである。生菌で凝集が認められない血

清を用いて免疫磁気ビーズを作製しても，

集菌効果は低い。今後，作製した免疫磁気

ビーズの保存可能な期間，またより簡便な

集菌効果の確認方法（感度試験）を検討す

る必要がある。 

 

F. 健康危機情報 

 なし 

 

G. 研究発表 

尾畑浩魅，高橋正樹，河村真保，山本浩

平，山梨敬子，小西典子，平井昭彦，甲斐

明美，貞升健志：自家調製免疫磁気ビーズ

作製法の検討とその応用，第 37回日本食品

微生物学会学術講演会，2016年 9月，東京 

小西典子，尾畑浩魅，平井昭彦，甲斐明

美，大塚佳代子，寺嶋 淳，工藤由起子：

毒素原性大腸菌による集団および散発下痢

症の特性解析，第 112 回日本食品衛生学会

学術講演会，2016年 10月，函館 



自家調製免疫磁気ビーズ作製方法 

試薬 

 ・ 病原大腸菌免疫血清（デンカ生研） 

 ・ 磁気ビーズ：Dynabeads® M-280 Sheep anti-Rabbit IgG 

           （TermoFisher SCIENTIFIC社製，べりタス社販売） 

 ・ 0.1％BSA加PBS 

 ・ 10mMPBS（pH7.4） 

 

器具 

 ・ 1.5ml マイクロチューブ 

 ・ 磁気ビーズ集菌用スタンド 

方法 
 

 1. 1.5mlチューブを用意する。 

 2. 磁気ビーズをよく混和し，上記チューブに250μl分注する。 

 3. 0.1％BSA加PBSを1ml加え洗浄する（洗浄1回目）。 

 4. 磁石を用いて磁気ビーズを集めた後，上清を取り除く。 

 5. 0.1％BSA加PBSを1ml加え軽く混和する（洗浄2回目）。 

 6. 磁石を用いて磁気ビーズを集めた後，上清を取り除く。 

 7. 0.1％BSA加PBSを980μl加え，磁気ビーズを再浮遊させる。 

 8. 病原大腸菌免疫血清を20μl加える。 

 9. 室温で2時間，転倒混和させながら磁気ビーズと抗体を反応させる。 

 10. 磁石を用いて磁気ビーズを集め，上清を取り除く。 

 11. 10mM PBS（pH7.4）を250μl加え，再浮遊させる。 

 12. 4℃で保管 

別紙１ 



          

血清群 
血清のロット（デンカ生研） 

A B C D 

O6 - - - - 

O25 ++ - ND ND 

O27 - - +++ + 

O148 +++ +++ ND ND 

O153 +++ +++ ND ND 

O159 +++ +++ ND ND 

O169 +++ +++ ND ND 

表1. 市販血清の凝集反応性 

血清凝集反応は生菌を用い，スライド凝集法で行った。 

表2. 自家調製免疫磁気ビーズの集菌効果 

 SMAC寒天，抗生物質加SMAC寒天，クロモアガーSTEC基礎培地， 
   DHL寒天平板上に発育した集落の平均値 
        1+：1～9個， 2+：10～99個， 3+：100～999個 

              

血清群 
試料液中の菌数（cfu/ml） 

未接種 
104 103 102 101 100 

O6 ND 1+ - - - - 

O25 ≧3+ 2+ 2+ 1+ ND - 

O27 ND ≧3+ 3+ 2+ 1+ - 

O148 ND ≧3+ 2+ 1+ 1+ - 

O153 ≧3+ 3+ 2+ 1+ ND - 

O159 ND ≧3+ 2+ 1+ 1+ - 

O169 ≧3+ 2+ 1+ 1+ ND - 



表3. 自家調製磁気免疫ビーズを用いた毒素原性大腸菌の検出 

          

血清群 
  最少検出菌数（cfu/ml）   

SMAC 
抗生物質加 

SMAC 
クロモアガー 

STEC（基礎培地） 
DHL 

O6 103 103 103 102 

O25 101 101 101 102 

O27 100 100 100 100 

O148 100 102 101 100 

O153 101 102 101 101 

O159 100 101 101 100 

O169 101 101 101 101 

各血清群菌の階段希釈PBS菌液を試料とした 



46 
 

平成２８年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

食品での新たな病原大腸菌のリスク管理に関する研究 

研究代表者 工藤由起子 国立医薬品食品衛生研究所 

 

分担研究報告書 

食品での統一的検査法の開発 

研究分担者 工藤由起子  国立医薬品食品衛生研究所  

 

協力研究報告書 

食品での腸管毒素原性大腸菌の分離培養法の検討 

工藤由起子 

 

研究要旨 

本研究では、（１）腸管毒素原性大腸菌の上位 7血清群の O6、O25、O27、O148、O153、

O159、O169 を対象として、食品、特に野菜からの分離培養における免疫磁気ビーズ法

の効果を検討した。また、（２）腸管毒素原性大腸菌の選択分離培地の開発を目指して、

平成 27 年度の研究成果から有用と考えられた抗生物質を寒天培地に添加し菌の検出性

を検討した。加えて、寒天平板培地の培養温度を 42℃に高めることでの選択性の向上

効果を検討した。その結果、7血清群の免疫磁気ビーズの有用性が確認され、特に、腸

管毒素原性大腸菌の選択性が高い抗生物質を加えた SMAC を組み合わせることで格段に

効率的な腸管毒素原性大腸菌の分離が行えることが期待された。また、42℃での選択培

地の培養は腸管毒素原性大腸菌の生育に抑制的であり、一般的には 37℃での培養が良

いと考えられた。本研究から、免疫磁気ビーズ法および抗生物質を加えた分離培地を使

用することによって、効率的な腸管毒素原性大腸菌の分離培養法が確立されることが考

えられた。

 

研究協力者   

  埼玉県衛生研究所      大塚佳代子、門脇奈津子、星野梢、大阪美紗 

藤沢市保健所        佐藤 健 

倉敷市保健所        杉村一彦 

大分県衛生環境研究センター 成松浩志 

国立医薬品食品衛生研究所  都丸亜希子、寺嶋 淳 
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A. 研究目的 

平成 24 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

たが、腸管出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。腸管

毒素原性大腸菌（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だけでなく、

諸外国からも参照される方法を確立する

ことを目的とする。平成 27 年度には、増

菌培養法を検討し、培地、培養温度およ

び培養時間については、腸管出血性大腸

菌の食品での検査法（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）と共通して使用でき

ることが明らかになった。今年度は、食

品からの腸管出血性大腸菌(STEC)などの

食中毒細菌の試験において、効率的な検

査法のひとつとして用いられている免疫

磁気ビーズ法を ETEC に応用することを

検討することとした。また、免疫磁気ビ

ーズ法の実施とともにビーズ濃縮液を

ETEC選択性に優れる分離培地に塗抹する

ことによって分離効率の向上が考えられ

るため、平成 27 年度に得られた選択性に

優れる抗生物質を添加した分離培地およ

び STEC の分離培地として開発・販売され

ている酵素基質培地を供試して、食品か

らの分離を検討することにした。 

本研究で使用する ETEC7 血清群を対象

とした免疫磁気ビーズは、東京都健康安

全研究センターで自家作製されたものを

使用した。本免疫磁気ビーズの作製につ

いては、別途、報告する（小西典子ら、

協力研究報告「食品を対象とした毒素原

性大腸菌検出に用いる免疫磁気ビーズ作

製方法の検討」）。 

 

B. 研究方法 

（１）各種寒天培地の 36℃および 42℃培

養での ETEC コロニー形態の特徴 

１） 供試菌株 

供試菌株として、O6（4 株）、O25（2 株）、

O27（2 株）、O148（2 株）、O153（32 株）、

O159（3 株）、O169（3 株）の７血清群、

計 49 株の ETEC を用いた（表 1）。 

２） 培養 

室温下でカジトン培地に保存していた

菌株を、ソルビトールマッコンキー（SMAC，

オキソイド）寒天培地 2 枚、クロモアガ

ーSTEC 基礎培地（クロモアガー社）2 枚

に画線した。１枚は 37℃、１枚は 42℃に

て 24 時間培養し、コロニーを観察した。 

（２）ETEC 主要 7血清群の免疫磁気ビー

ズの感度試験 

検出感度を確認するための ETEC は、平

成 27 年度（2015 年度）、食中毒事件詳報

や国立感染症研究所・感染情報センター
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が公表する病原微生物検出情報（IASR、

http://www.nih.go.jp/niid/ja/iasr.ht

ml）から解析して決定した主要 7 血清群

を対象とした。以下に方法を示す。また、

そのフローを図 1に示す。 

１）供試菌株 

供試菌株として、O6（STh、LT 陽性株）、

O25（STh 陽性株）、O27（STp 陽性株）、O148

（STh 陽性株）、O153（STh 陽性株）、O159

（STp 陽性株）、O169（STp 陽性株）の 7

血清群を用いた（表 2）。 

２）供試菌株の培養 

室温下でカジトン培地に保存していた

供試菌 7 株を、それぞれトリプティケー

ス・ソイ・ブロス（TSB、オキソイド） 10 

ml に 1 エーゼ接種し、37℃で 18 時間培

養（約 1.0×109 cfu/ml）した。 

供試菌株の計数には、各血清群の培養

液（約 109 cfu/ml）0.1 ml をリン酸緩衝

生理食塩水（ダルベッコ PBS(-)、日水製

薬）0.9 ml にてそれぞれ 10 倍階段希釈

して 10-6（約 103 cfu/ml）希釈菌液を作

製した。この希釈菌液 0.1 ml を 10 枚の

トリプティケース・ソイ・アガー培地（TSA、

オキソイド）に塗抹し、37℃で 18～24 時

間培養し、コロニー数を計測した。 

３）供試食品 

供試食品は、東京都および埼玉県内の

スーパーマーケットなど小売店で購入し

た生ワカメ（宮城県産）、キュウリ（高知

県産および宮崎県産）、根深ネギ（埼玉県

産）、オオバ（茨城県産）、コネギ（大分

県産）を用いた。 

各食品の一般生菌数および大腸菌群数

の測定をするために、各食品を洗わず、

滅菌したハサミおよびピンセットを用い

て、食品の表面、内部など全体から採取

した。そのうちの 10 g をストマッカー袋

に秤量し、PBS 90 ml を加え 1 分間スト

マッカー処理したもの（10-1 希釈液）を

PBS で 10-2～10-6に 10 倍階段希釈した。

一般生菌数については、各希釈液 0.1 ml

を標準寒天培地（オキソイド）に塗抹し、

36±1℃で 24～48 時間培養し、コロニー

数を計測した。大腸菌群数については、

各希釈液 1 ml をシャーレに分注しデソキ

シコレート寒天培地（日水製薬）で混釈

し、36±1℃で 24～48 時間培養し、コロ

ニー数を計測した。 

４）食品培養液の作製 

３）と同様に食品の全体から採取した

25 g をストマッカー袋に秤量し、室温程

度の mEC 培地(日水製薬）225 ml をそれ

ぞれに加え、ストマッカー処理を 1 分間

行った後、42±1℃で 20～24 時間培養し

た。 

５）試験に用いる ETEC 接種食品培養液の

調整 

２）の各血清群の ETEC 培養液（約 109 

cfu/ml）0.1 ml を PBS 0.9 ml でそれぞ

れ 10-7まで 10 倍階段希釈した。各血清群

の ETEC について、10-4希釈菌液（約 105 

cfu/ml）0.1 ml を、食品培養液 0.9 ml

（合計 1 ml）に接種し 10-5菌液接種食品
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培養液（約 104 cfu/ml）を作製した。同

様にして、各血清群の 10-5～10-7希釈菌液

（約 104～102 cfu/ml）0.1 ml をそれぞれ

食品培養液 0.9 ml に接種して 10-6～10-8

菌液接種食品培養液（約 103～101 cfu/ml）

を作製した。 

６）免疫磁気ビーズ法 

ETEC接種食品培養液中の各血清群を東

京都健康安全研究センターで作製した免

疫磁気ビーズで濃縮した。なお、ビーズ

作製の詳細については小西典子らの協力

研究報告「食品を対象とした毒素原性大

腸菌検出に用いる免疫磁気ビーズ作製方

法の検討」に、別途記載する。 

まず、食品培養液または ETEC 接種食品

培養液（10-6～10-8 菌液接種食品培養液、

約 104～101 cfu/ml）の各 1 ml に対して、

免疫磁気ビーズ 20 µl ずつをマイクロチ

ューブに加え、転倒混和を 2～3 回行い、

10 分間室温で反応させた。これを 10 分

間隔で 30分間反応させた。つぎに、磁気

スタンドにマイクロチューブをセットし、

5 分間静置した。この間、チューブ内壁

の 1 点に磁気ビーズが集まるように、磁

気スタンドごと数回穏やかに転倒混和し

た。スタンドに置いたまま培地を短いト

ランファーピペットで取り除き、新しい

トランファーピペットで PBS を 1 ml を加

え、懸濁した。この PBS で洗う作業は 2

回繰り返し、0.1 ml の PBS に懸濁し、こ

れを免疫磁気ビーズ濃縮液とした。 

７）ETEC 接種食品培養液および免疫磁気

ビーズ濃縮液の選択寒天培地への塗抹・

培養 

ETEC 接種食品培養液を抗生物質加

SMAC 寒天培地 2枚に 10 µl ずつ画線した

（直接塗抹法）。また、免疫磁気ビーズ濃

縮液を SMAC 寒天培地 2 枚、抗生物質加

SMAC 寒天培地 2 枚およびクロモアガー

STEC 基礎培地 2枚の合計 6枚に 10 µl ず

つ画線した（免疫磁気ビーズ塗抹法、IMS

塗抹法）。これら画線した 2枚の培地のう

ち、１枚は 37℃で、もう１枚は 42℃で

18～24 時間培養した。 

８）血清凝集試験 

各寒天培地に生育したコロニーを観察

し、ETEC と疑われるコロニーを培地から

釣菌し、血清凝集反応試験を行った。た

だし、血清群 O6 と O169 については、ETEC

と疑われるコロニーを普通寒天培地や

TSA など非選択培地に植菌し、37℃で 18

～24 時間培養した。培養後、コロニーを

50 µl の PBS に懸濁し、121℃で 1 時間、

オートクレーブで加熱処理を行った。冷

却後、5,000 rpm で 10 分間遠心分離し、

上清を除去し、20 µl の PBS に再懸濁し

た。これを加熱菌体浮遊液として血清凝

集試験を行った。血清には、病原大腸菌

免疫血清「生研」（デンカ生研株式会社）

の O6、O25、O27、O148、O153、O159、O169

を用いた。 

 

C. 研究結果 

（１）各種寒天培地の 36℃および 42℃培
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養での ETEC コロニー形態の特徴 

SMAC およびクロモアガーSTEC 基礎培

地に各供試菌 49株を画線し、36℃および

42℃にて24時間培養した結果を表1に示

す。両培地、両温度条件において、供試

菌株の生育については、1株を除き良好

であった。 

（２）ETEC 主要 7血清群の免疫磁気ビー

ズの感度試験 

１）キュウリ培養液  

塗抹した各種寒天培地を 37℃で培養

した場合では、血清群 O27 および O153 で

は IMS 塗抹法に供試した全 3 寒天培地お

よび直接塗抹法の抗生物質加SMACの4寒

天培地から分離され、血清群 O6 および

O25 では IMS 塗抹法での抗生物質加 SMAC

および直接塗抹法での抗生物質加 SMAC

の 2 寒天培地から、血清群 O148 では IMS

塗抹法でのSMACおよびIMS塗抹法の抗生

物質加 SMAC の 2 寒天培地から分離され、

血清群 O159 および O169 では IMS 塗抹法

での抗生物質加 SMAC のみから分離され

た（表 3）。検出された血清群の数は、IMS

塗抹法での抗生物質加SMACでは全7血清

群、直接塗抹法による抗生物質加 SMAC で

は 4血清群（O6、O25、 O27、O153）、IMS

塗抹法でのSMACでは3血清群（O27、O148、

O153）、IMS 塗抹法でのクロモアガーSTEC

基礎培地では 2血清群（O27、O153）であ

った（表 3）。 

塗抹した各種寒天培地を 42℃で培養

した場合では、血清群 O27 では IMS 塗抹

法に供試した抗生物質加 SMAC、IMS 塗抹

法のクロモアガーSTEC基礎培地および直

接塗抹法の抗生物質加SMACの3寒天培地

から、血清群O153ではIMS塗抹法のSMAC、

IMS 塗抹法の抗生物質加 SMAC および直接

塗抹法の抗生物質加SMACの3寒天培地か

ら分離され、血清群 O6 および O159 では

IMS 塗抹法の抗生物質加 SMAC および直接

塗抹法の抗生物質加SMACの2寒天培地か

ら分離され、血清群 O25 では IMS 塗抹法

の SMAC のみ、血清群 O148 および O169 で

は直接塗抹法の抗生物質加 SMAC からの

み分離された（表 3）。検出された血清群

の数は、直接塗抹法による抗生物質加

SMAC では 6血清群（O6、O27、O148、O153、

O159、O169）、IMS 塗抹法の抗生物質加

SMAC では 4血清群（O6、O27、O153、 O159）、

IMS 塗抹法の SMAC では 2 血清群（O25、

O153）、IMS 塗抹法のクロモアガーSTEC 基

礎培地では 1血清群（O27）のみであった

（表 3）。 

各条件下での寒天培地上の夾雑菌の生

育は、37℃の培養温度条件では、IMS 塗

抹法の抗生物質加 SMAC で抑制された。

42℃の培養温度条件では、37℃より抗生

物質による夾雑菌の増殖は抑制されてい

た。特に、42℃の培養温度条件での IMS

塗抹法の抗生物質加 SMAC の O25、O148 お

よび O169 では、夾雑菌および ETEC、い

ずれのコロニーも検出されなかった。 

２）生ワカメ培養液 

塗抹した各種寒天培地を 37℃で培養



51 
 

した場合では、血清群 O27、O153 および

O169 では IMS 塗抹法に供試した抗生物質

加 SMAC、IMS 塗抹法のクロモアガーSTEC

基礎培地および直接塗抹法の 3 寒天培地

から分離され、血清群 O6、O25、O148 お

よび O159 では IMS 塗抹法の抗生物質加

SMAC および直接塗抹法の抗生物質加

SMACの2寒天培地から分離された（表4）。

検出された血清群の数は、IMS 塗抹法の

抗生物質加 SMAC および直接塗抹法によ

る抗生物質加 SMAC では全 7 血清群、IMS

塗抹法のクロモアガーSTEC基礎培地では

3血清群（O27、O153、O169）から分離さ

れたが、IMS 塗抹法で供試した SMAC では

いずれの血清群も分離されなかった（表

4）。 

塗抹した各種寒天培地を 42℃で培養

した場合では、血清群 O27 および O153 で

は IMS 塗抹法に供試した抗生物質加 SMAC、

IMS 塗抹法のクロモアガーSTEC 基礎培地

および直接塗抹法の抗生物質加 SMAC の

3 寒天培地から分離され、血清群 O6 では

IMS 塗抹法の抗生物質加 SMAC および直接

塗抹法の抗生物質加SMACの2寒天培地か

ら、血清群 O25 および O148 では IMS 塗抹

法の抗生物質加SMACおよびIMS塗抹法ク

ロモアガーSTEC基礎培地の 2寒天培地か

ら、血清群 O159 では IMS 塗抹法の SMAC

および直接塗抹法の抗生物質加 SMAC の

2 寒天培地から、血清群 O169 では IMS 塗

抹法のクロモアガーSTEC基礎培地および

直接塗抹法の 2 寒天培地から分離された

（表 4）。検出された血清群の数は、IMS

塗抹法で供試した SMAC では 1 血清群

（O159）のみであり、IMS 塗抹法の抗生

物質加 SMAC では 5血清群（O6、O25、O27、

O148、O153）、IMS 塗抹法のクロモアガー

STEC 基礎培地では 5 血清群（O25、O27、

O148、O153、O169）、直接塗抹法による抗

生物質加 SMAC では 5 血清群（O6、O27、

O148、O153、O159、O169）であった（表

4）。 

各条件下での寒天培地上の夾雑菌の生

育は、37℃および 42℃の両培養温度条件

で抗生物質による夾雑菌の増殖は抑制さ

れていた。特に、42℃の培養温度条件で

のIMS塗抹法の抗生物質加SMACでは2血

清群（O159、O169）で、夾雑菌およびETEC、

いずれのコロニーも検出されなかった。 

３）根深ネギ培養液 

塗抹した各種寒天培地を 37℃で培養

した場合では、血清群 O25、O27、O148、

O153 および O169 では IMS 塗抹法で供試

した全 3 寒天培地および直接塗抹法の抗

生物質加SMACの4寒天培地から分離され、

血清群O6ではIMS塗抹法で供試したSMAC、

IMS 塗抹法の抗生物質加 SMAC および直接

塗抹法の抗生物質加SMACの3寒天培地か

ら、血清群 O159 では IMS 塗抹法で供試し

た全 3 寒天培地から分離された（表 5）。

検出された血清群の数は、IMS 塗抹法で

供試したSMACおよびIMS塗抹法の抗生物

質加 SMAC では全 7血清群、IMS 塗抹法の

クロモアガーSTEC 基礎培地では 6血清群
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（O25、O27、O148、O153、O159、O169）、

が分離され、直接塗抹法による抗生物質

加SMACでは6血清群（O6、O25、O27、O148、

O153、O169）であった（表 5）。 

塗抹した各種寒天培地を 42℃で培養

した場合では、血清群 O6、O27 および O153

では IMS 塗抹法で供試した全 3 寒天培地

および直接塗抹法の抗生物質加 SMACの 4

寒天培地から分離され、血清群 O25 では

IMS 塗抹法の全 3 寒天培地から、血清群

O148、O159 および O169 では IMS 塗抹法

のSMACおよびIMS塗抹法のクロモアガー

STEC 基礎培地の 2寒天培地から分離され

た（表 5）。検出された血清群の数は、IMS

塗抹法で供試したSMACおよびIMS塗抹法

のクロモアガーSTEC 基礎培地では全 7血

清群、IMS 塗抹法の抗生物質加 SMAC では

4血清群（O6、O25、O27、O153）、直接塗

抹法による抗生物質加SMACでは3血清群

（O6、O27、O153）であった（表 5）。 

各条件下での寒天培地上の雑菌の生育

は、37℃および 42℃の両培養温度条件と

もに夾雑菌数が少なかった。特に、37℃

の培養温度条件での IMS 塗抹法のクロモ

アガーSTEC 基礎培地では 1血清群（O6）、

直接塗抹法の抗生物質加SMACでは2血清

群（O153、O159）で、42℃の培養温度条

件でのIMS塗抹法の抗生物質加SMACでは

3血清群（O148、O159、O169）、直接塗抹

法の抗生物質加SMACでは4血清群（O25、

O148、O159、O169）で、夾雑菌およびETEC、

いずれのコロニーも検出されなかった。 

４）オオバ培養液 

塗抹した各種寒天培地を 37℃で培養

した場合では、血清群 O27 および O148 で

は IMS 塗抹法で供試した SMAC、IMS 塗抹

法の抗生物質加 SMAC および直接塗抹法

の抗生物質加 SMAC の 3寒天培地から、血

清群 O6、O25、O159 および O169 では IMS

塗抹法の抗生物質加 SMAC および直接塗

抹法の抗生物質加SMACの2寒天培地から、

血清群 O153 では IMS 塗抹法の SMAC およ

びIMS塗抹法の抗生物質加SMACの 2寒天

培地から分離された（表 6）。検出された

血清群の数は、IMS 塗抹法の抗生物質加

SMAC では全 7血清群、直接塗抹法による

抗生物質加 SMAC では 6血清群（O6、O25、

O27、O148、O159、O169）、IMS 塗抹法の

SMAC では 3 血清群（O27、O148、O153）

であり、IMS 塗抹法のクロモアガーSTEC

基礎培地からは分離されなかった（表6）。 

塗抹した各種寒天培地を 42℃で培養

した場合では、血清群 O27 および O159 で

は IMS 塗抹法の SMAC、IMS 塗抹法の抗生

物質加 SMAC および直接塗抹法の抗生物

質加 SMAC の 3 寒天培地から、血清群 O6

およびO169ではIMS塗抹法の抗生物質加

SMAC および直接塗抹法の抗生物質加

SMAC の 2 寒天培地から、血清群 O148 お

よび O153 では IMS 塗抹法の SMAC および

IMS 塗抹法の抗生物質加 SMAC の 2寒天培

地から分離されたが、血清群 O25 は全て

の寒天培地からは分離されなかった（表

6）。検出された血清群の数は、IMS 塗抹
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法のクロモアガーSTEC基礎培地では 6血

清群（O6、O27、O148、O153、O159、O169）、

IMS 塗抹法の SMAC では 4 血清群（O27、

O148、O153、O159）、直接塗抹法による抗

生物質加 SMAC では 4 血清群（O6、O27、

O159、O169）であり、IMS 塗抹法のクロ

モアガーSTEC基礎培地からは分離されな

かった（表 6）。 

各条件下での寒天培地上の夾雑菌の生

育は、37℃および 42℃の両培養温度条件

で抗生物質による夾雑菌の増殖は抑制さ

れていた。特に、42℃の培養温度条件で

の直接塗抹法による抗生物質加 SMAC で

は 2血清群（O25、O148）で、夾雑菌およ

び ETEC、いずれのコロニーも検出されな

かった。 

５）コネギ培養液 

塗抹した各種寒天培地を 37℃で培養

した場合では、血清群 O25 および O153 で

は IMS 塗抹法で供試した全 3 寒天培地か

ら分離され、血清群 O6では IMS 塗抹法の

SMAC および IMS 塗抹法のクロモアガー

STEC 基礎培地 の 2 寒天培地から、血清

群 O27、O148、O159 および O169 では IMS

塗抹法の抗生物質加SMACおよびIMS塗抹

法のクロモアガーSTEC基礎培地の 2寒天

培地から分離された（表 7）。検出された

血清群の数は、IMS 塗抹法のクロモアガ

ーSTEC 基礎培地では全 7 血清群、IMS 塗

抹法の抗生物質加SMACでは6血清群（O25、

O27、O148、O153、O159、O169）、IMS 塗

抹法のSMACでは3血清群（O6、O25、O153）

であり、直接塗抹法による抗生物質加

SMAC からは分離されなかった。 

塗抹した各種寒天培地を 42℃で培養

した場合では、血清群 O27 および O153 で

は IMS 塗抹法の SMAC、IMS 塗抹法の抗生

物質加 SMAC および直接塗抹法の抗生物

質加 SMAC の 3寒天培地から、血清群 O148

では IMS 塗抹法の SMAC、IMS 塗抹法のク

ロモアガーSTEC基礎培地および直接塗抹

法の抗生物質加 SMAC の 3 寒天培地から、

血清群O159ではIMS塗抹法の抗生物質加

SMAC、IMS 塗抹法のクロモアガーSTEC 基

礎培地および直接塗抹法の抗生物質加

SMAC の 3寒天培地から分離され、血清群

O25 および O169 では IMS 塗抹法のクロモ

アガーSTEC基礎培地および直接塗抹法の

抗生物質加SMACの2寒天培地から分離さ

れ、血清群 O6 では直接塗抹法の抗生物質

加 SMAC からのみ分離された（表 7）。検

出された血清群の数は、直接塗抹法によ

る抗生物質加 SMAC では全 7 血清群、IMS

塗抹法のクロモアガーSTEC基礎培地では

5血清群（O25、O148、O153、O159、O169）、

IMS 塗抹法の SMAC では 3 血清群（O27、

O148、O153）、IMS 塗抹法の抗生物質加

SMAC では 3 血清群（O27、O153、O159）

であった（表 7）。 

各条件下での寒天培地上の夾雑菌の生

育は、37℃および 42℃の両培養温度条件

で抗生物質による夾雑菌の増殖は抑制さ

れる傾向であった。特に、42℃の培養温

度条件での IMS 塗抹法の抗生物質加 SMAC
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では 4血清群（O6、O25、O148、O169）で、

夾雑菌および ETEC、いずれのコロニーも

検出されなかった。 

６）食品培養液中の夾雑菌の生育 

抗生物質加 SMACでは SMACおよびクロ

モアガーSTEC 基礎培地と比較して、37℃

培養で生ワカメ、オオバで夾雑菌の生育

の抑制が認められ、42℃培養では夾雑菌

の生育していなかった根深ネギを除いて、

全ての食品で夾雑菌の生育の抑制が認め

られた（表 8）。37℃と 42℃培養を比較す

ると、SMAC およびクロモアガーSTEC 基礎

培地では夾雑菌の生育の差が認められな

いが、抗生物質加 SMAC では、キュウリ、

オオバ、コネギで夾雑菌の生育が 42℃培

養で抑制され、抗生物質に加え温度の効

果が認められた（表 8）。 

 

D. 考察 

IMSによるETEC分離率の向上効果を確

認するために、IMS 塗抹法と直接塗抹法

の両方に使用した寒天培地である抗生物

質加 SMAC の結果について、血清群ごとに、

また、培養温度ごとに集計し表 9 に示し

た。血清群 O6 では、37℃においても、両

塗抹法とも非検出であったコネギ以外の

4食品で直接塗抹法のほうが優れており、

42℃培養においても、いずれの食品でも

直接塗抹法にて ETEC が回収され、IMS 塗

抹法によってむしろ検出性が低下し、IMS

による分離率向上の効果は認められなか

った。この理由として、夾雑菌の生育が

抗生物質加 SMAC 上で抑制されることに

加え、血清群 O6 がこの培地上での生育に

優れるため直接塗抹法でも十分に検出で

きることが考えられた。加えて、免疫磁

気ビーズに使用した抗 O6 抗体の血清群

O6菌体との吸着が芳しくないことが考え

られた。他の血清群では、両培養温度と

もに IMS 塗抹法のほうが直接塗抹法より

も検出性が優れる食品が多かった。特に、

37℃培養においては全ての血清群および

食品において検出された。全血清群を総

合すると、IMS を行い、抗生物質加 SMAC

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。 

また、クロモアガーSTEC 基礎培地 は

IMS 塗抹法において使用されたため、IMS

塗抹法に使用された他の 2 種類の寒天培

地である SMAC および抗生物質加 SMAC と

比較することとし、血清群ごとに、また、

培養温度ごとに集計した（表 10-1 および

表 10-2）。37℃培養においては、クロモ

アガーSTEC 基礎培地で ND（ETEC と思わ

れるコロニーがなかったため非分離であ

ったもの）の場合が多く見られ、抗生物

質加 SMAC のほうが ETEC 分離に優れてい

た。その理由として、クロモアガーSTEC

基礎培地は抗生物質加 SMAC よりも食品

の夾雑菌を抑制する選択性に乏しいこと

が考えられた。一方、42℃培養において

は、37℃培養に比べて検出が多少向上す
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る傾向が認められたが、抗生物質加 SMAC

に比べると37℃培養と同様に劣っていた。

42℃培養による ETEC の選択分離は期待

されなかった。なお、SMAC との比較にお

いては、クロモアガーSTEC 基礎培地のほ

うが血清群 O169 において検出性が優れ

ていたが、他血清群では食品によって結

果は異なり総合すると同等程度と考えら

れた。全体的に ETEC の選択分離に有用と

は考えられなかった。今後、選択性を強

めることを検討することによって、優れ

た選択分離培地となることが考えられた。 

また、抗生物資を SMAC に加えることで

の選択性向上の効果を確認するために、

SMAC と抗生物質加 SMAC の結果を、血清

群ごとに、また、培養温度ごとに集計し

た（表 11-1 および表 11-2）。血清群 O169

以外の血清群では、両培養温度ともに抗

生物質を加えることで SMAC に比べてど

の血清群においても検出性が向上する食

品が多く認められた。37℃培養において、

その傾向は強かった。特に、SMAC では ND

（ETECと思われるコロニーがなかったた

め非分離であったもの）であったものが

抗生物質加 SMAC では分離される場合が

多数認められ、本研究で供試された抗生

物質が ETEC 分離に優れた選択性を有す

ることが示された。 

以上のことから、血清群および食品を

総合的に考えて方法を比較したところ

（表 12-1 および表 12-2）、免疫磁気ビー

ズ法を行い抗生物質加 SMAC に塗抹し、

37℃で培養する方法が ETEC の分離に優

れており、血清群 O6 では直接塗抹法によ

っても優れた結果が得られることが期待

される。 

 

E. 結論 

 本研究では、（１）ETEC の上位 7 血清

群の O6、O25、O27、O148、O153、O159、

O169 を対象として、食品、特に野菜から

の分離培養における免疫磁気ビーズ法の

効果を検討した。また、（２）ETEC の選

択分離培地の開発を目指して、平成 27 年

度の研究成果から有用と考えられた抗生

物質を寒天培地に添加し菌の検出性を検

討した。加えて、寒天平板培地の培養温

度を42℃に高めることでの選択性の向上

効果を検討した。その結果、7 血清群の

免疫磁気ビーズの有用性が確認され、特

に、ETEC の選択性が高い抗生物質を加え

た SMAC を組み合わせることで格段に効

率的な ETEC の分離が行えることが期待

された。また、42℃での選択培地の培養

は ETEC の生育に抑制的であり、一般的に

は 37℃での培養が良いと考えられた。本

研究から、免疫磁気ビーズ法および抗生

物質を加えた分離培地を使用することに

よって、効率的な ETEC の分離培養法が確

立されることが考えられた。 

 

F．健康被害情報 

なし 
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表1．各種寒天培地の36℃および42℃培養でのETECコロニー形態の特徴

36℃　　　　　　　　　　　　　　　　　　42℃

血清群（莞。
No．）

クロモアガーSTEC SMAC　　　クロモアガーSTEC SMAC

生育性塁濫　生育性塁濫　生育性芸鎧　生育性空匙

＋　　　3／4　　　　＋　　　3／4　　　　＋　　　4／4　　　　＋　　　2／4

w l／4　　　　w l／4 ＋　　　1／4

w l／4

2／2　　　　＋　　　2／2　　　　＋　　　1／2　　　　＋　　　1／2

＋　　　1／2　　　　＋　　　1／2

2／2　　　　＋　　　2／2　　　　＋　　　2／2　　　　＋　　　1／2

＋　　　1／2

2／2　　　　＋　　　2／2　　　　＋　　　2／2　　　　＋　　　1／2

＋　　　1／2

＋　　　32／32　　　＋　　　32／32　　　＋　　　32／32　　　＋　　　32／32

0159

3／3　　　　＋　　　1／3　　　　＋　　　1／3　　　　＋　　　2／3

＋　　　2／3　　　　＋　　　2／3　　　　＋　　　1／3

0169
遥8，・1／3　・1／3

…詰　・　2／3　・　2／3

＋　　　1／3　　　　十　　　2／3

十　　　　2／3　　　　＋　　　1／3

＋：生育良好、W：少数コロニー生育

S：スムース型、R：ラフ型

4
㈱
6
1
2
．
㌫

60

2
豊
520

2
鵬
咄
720

＋

2
枇
咄

48
10

32638669

（3510

3
．
乱
射

3
㈲
6
2
6
3



表3．ETEC接種キュr）り培養液での各種選択分離培地・培養温度の
組み合わせ条件下における免疫磁気ビーズ法の検出感度の検討結果

37℃　　　　　　　　　　　　　　　　42℃

lMS　　　　　直接法　　　　　　tMS　　　　　直接法

クロモ　　　　抗生物　抗生物

アガー　SMAC　質加　　質加

STEC SMAC SMAC

クロモ　　　　抗生物　抗生物

アガー　SMAC　質加　　質加

STEC SMAC SMAC

06　　　ND ND　　　＋

025　　　ND ND　　　＋

027　　　＋　　　＋　　　＋

0148　　ND　　　＋　　　＋

0153　　　＋　　　＋　　　＋

0159　　ND ND　　　＋

0169　　　ND ND　　　＋

＋　　　　ND ND　　　＋　　　　＋

＋　　　　ND　　　＋　　　ND ND

＋　　　　＋　　　ND　　　＋　　　　＋

ND ND ND ND　　　　＋

＋　　　　ND　　　＋　　　十　　　　＋

ND ND ND　　　＋　　　　＋

ND ND ND ND　　　　＋

ND：ETECと疑われるコロニーがなかったため非分離

IMS：免疫磁気ビーズ塗抹法

直接法：直接塗抹法

菌非接種食品培養液からはいずれの血清群も分離されていない



表4．ETEC接種生ワカメ培養液での各種選択分離培地■培養温度の
組み合わせ条件下における免疫磁気ビーズ法の検出感度の検討結果

IMS　　　　　　直接法

クロモ　　　　抗生物　抗生物

アガー　SMAC　質加　　質加

STEC SMAC SMAC

IMS　　　　　　直接法

クロモ　　　　抗生物　抗生物

アガー　SMAC　質加　　質加

STEC SMAC SMAC

06　　　ND ND　　　＋　　　　＋

025　　　ND ND　　　＋　　　　＋

027　　　＋　　　ND　　　＋　　　　＋

0148　　ND ND　　　＋　　　　＋

0153　　　＋　　　ND　　　＋　　　　＋

0159　　ND ND　　　＋　　　　＋

0169　　　＋　　　ND　　　＋　　　　＋

ND ND　　　十　　　　＋

＋　　　ND　　　＋　　　　ND

＋　　　ND　　　＋　　　　十

＋　　　ND　　　＋　　　　ND

＋　　　ND　　　＋　　　　＋

ND　　　＋　　　ND　　　　＋

＋　　　ND ND　　　　＋

ND：ETECと疑われるコロニーがなかったため非分離

IMS：免疫磁気ビーズ塗抹法

直接法：直接塗抹法

菌非接種食品培養液からはいずれの血清群も分離されていない



表5．ETEC接種根深ネギ培養液での各種選択分離培地・培養温度の
組み合わせ条件下における免疫磁気ビーズ法の検出感度の検討結果

IMS　　　　　　直接法

クロモ　　　　抗生物　抗生物

アガー　SMAC　質加　　質加

STEC SMAC SMAC

lMS　　　　　　直接法

クロモ　　　　抗生物　抗生物

アガー　SMAC　質加　　質加

STEC SMAC SMAC

06　　　ND

O25　　　＋

027　　　＋

0148　　　＋

0153　　　＋

0159　　　＋

0169　　　＋

＋　　　＋　　　　十

十　　　＋　　　　＋

＋　　　＋　　　　＋

＋　　　＋　　　　＋

＋　　　十　　　　十

＋　　　＋　　　　ND

＋　　　＋　　　　＋

＋　　　十　　　十

＋　　　＋　　　＋

＋　　　＋　　　＋

＋　　　＋　　　ND

＋　　　＋　　　＋

＋

ND

＋

ND

十

＋　　　＋　　　ND ND

＋　　　＋　　　ND ND

ND：ETECと疑われるコロニーがなかったため非分離

IMS：免疫磁気ビーズ塗抹法

直接法：直接塗抹法

菌非接種食品培養液からはいずれの血清群も分離されていない



表6．ETEC接種オオバ培養液での各種選択分離培地・培養温度の
組み合わせ条件下における免疫磁気ビーズ法の検出感度の検討結果

37℃　　　　　　　　　　　　　　　　42℃

IMS　　　　　直接法　　　　　IMS　　　　　直接法

クロモ　　　　　抗生物　抗生物

アガt SMAC　質加　　質加

STEC SMAC SMAC

クロモ　　　　抗生物　抗生物

アガー　SMAC　質加　　質加

STEC SMAC SMAC

06　　　ND ND　　　＋

025　　　ND ND　　　＋

027　　　ND　　　＋　　　＋

0148　　ND　　　＋　　　＋

0153　　　ND　　　＋　　　＋

0159　　　ND ND　　　＋

0169　　　ND ND　　　＋

＋　　　　ND ND　　　＋　　　　＋

＋　　　　ND ND ND ND

＋　　　　ND　　　＋　　　＋　　　　＋

＋　　　　ND　　　＋　　　＋　　　　ND

ND ND　　　＋　　　＋　　　　ND

＋　　　　ND　　　＋　　　＋　　　　＋

＋　　　　ND ND　　　＋　　　　＋

ND：ETECと疑われるコロニーがなかったため非分離

IMS：免疫磁気ビーズ塗抹法

直接法：直接塗抹法

菌非接種食品培養液からはいずれの血清群も分離されていない



表7．ETEC接種コネギ培養液での各種選択分離培地・培養温度の
組み合わせ条件下における免疫磁気ビーズ法の検出感度の検討結果

IMS　　　　　　直接法

クロモ　　　　抗生物　抗生物

アガー　SMAC　質加　　算加

STEC SMAC SMAC

lMS　　　　　　直接法

クロモ　　　　抗生物　抗生物

アガー　SMAC　質加　　質加

STEC SMAC SMAC

06　　　　＋

025　　　＋

027　　　＋

0148　　　＋

0153　　　十

0159　　　＋

0169　　　＋

＋　　　ND ND ND

＋　　　＋　　　　ND　　　　＋

ND　　　＋　　　　ND ND

ND　　　＋　　　　ND　　　　＋

十　　　十　　　　ND　　　　＋

ND　　　＋　　　　ND　　　　＋

ND　　　＋　　　　ND　　　　＋

ND ND　　　　＋

ND ND　　　　＋

＋　　　＋　　　　＋

＋　　　ND　　　　＋

十　　　十　　　　十

ND　　　＋　　　　＋

ND ND　　　　＋

ND：ETECと疑われるコロニーがなかったため、非分離

IMS：免疫磁気ビーズ塗抹法

直接法：直接塗抹法

菌非接種食品培養液からはいずれの血清群も分離されていない



表9．ETEC接種各食品培養液での抗生物質加SMACにおける免疫磁気ビーズ法と直接法の検出感度の比較

42℃　　璧　食品　　37℃　．＿＿！空

群　’RE”lMS　直接法IMS　直接法　群　抑‘H IMS　直接法IMS　直捧法
聖l　食品　一・・．一一三二

キュウリ　　＋　　　＋　　　＋

生ワカメ　　＋　　　＋　　　＋

06　根深ネギ　　＋　　　＋　　　＋

オオバ　　＋　　　＋　　　＋

コネギ　　ND ND ND

＋　　　　　　キュウリ　　＋

＋　　　　　　生ワカメ　　＋

＋　　　0153根深ネギ　＋

＋　　　　　　オオバ　　＋

＋　　　　　　コネギ　　＋

キュウリ　　＋　　　＋　　　ND

生ワカメ　　＋　　　＋　　　＋

025　根深ネギ　　＋　　＋　　　＋

＋　　　　＋　　　＋

＋　　　　＋　　　＋

＋　　　　＋　　　＋

ND　　　　＋　　　ND

ND　　　＋　　　＋

ND　　　　　　キュウリ　　＋　　ND　　　＋　　　＋

ND　　　　　　生ワカメ　　＋　　　＋　　　ND　　＋

ND O159根深ネギ　＋　　ND ND ND

オオバ　　＋　　＋　　　ND ND　　　　　　オオバ　　＋　　＋　　　＋　　＋

コネギ　　＋　　ND ND　　＋　　　　　　コネギ　　十　　ND　　　＋　　＋

キュウリ　　＋　　＋　　　＋　　＋　　　　　　キュウリ　　＋　　ND ND　　＋

生ワカメ　　＋　　＋　　　＋　　＋　　　　　　生ワカメ　　＋　　＋　　　ND　　＋

027　根深ネギ　＋　　＋　　　＋　　＋　　0169根深ネギ　＋　　＋　　ND ND

オオバ　　＋　　＋　　　＋　　＋　　　　　　オオバ　　＋　　＋　　　＋　　＋

コネギ　　＋　　ND　　　＋　　＋　　　　　　コネギ　　＋　　ND ND　　＋

キュウリ　　＋　　ND ND　　＋　　IMS：免疫磁気ビーズ塗抹法

生ワカメ　　＋　　　＋　　　＋　　ND　　直接法：直接塗抹法

0148　根深ネギ　＋　　＋　　ND ND ND：ETECと疑われるコロニーがなかったため非分離

オオバ　　＋　　＋　　　十　　ND　　＊：ETEC接種食品（オオバ）培養液の10階段希釈液での

コネギ　　＋　　ND ND　　＋　　　菌が分離された最大希釈段、一5は10－5を示す



表10－1．ETEC接種各食品培養液での各種選択分離培地・培養温度の組み合わせ
条件下における免疫磁気ビーズ法の検出感度の検討結果

37℃　　　　　　　　　　　　　　42℃

sMAC慧恩讐書誌sMAC塩慧

ND　　　　＋

ND　　　　＋

ND　　　　＋　　　　＋

ND ND　　　　＋

＋　　　　＋　　　　ND

ND ND　　　　＋

ND ND　　　　＋

＋　　　　＋　　　　＋

ND ND　　　　＋

ND ND ND

キュウリ　　ND ND

生ワカメ　　ND ND

O25　根深ネギ　　＋　　　＋

オオバ　　ND ND

コネギ　　　＋　　　　＋

＋　　　　　ND　　　　＋　　　　ND

＋　　　　　＋　　　　ND　　　　＋

＋　　　　　＋　　　　　＋　　　　　＋

＋　　　　　ND ND ND

十　　　　　＋　　　　ND ND

キュウリ　　　＋　　　　＋

生ワカメ　　＋　　　ND

O27　根深ネギ　　＋　　　＋

オオバ　　ND　　　＋

コネギ　　　＋　　　ND

十　　　　　＋　　　　ND　　　　＋

＋　　　　　十　　　　ND　　　　＋

＋　　　　　＋　　　　＋　　　　＋

＋　　　　　ND　　　　＋　　　　　＋

＋　　　　　ND　　　　＋　　　　　十

キュウリ　　ND　　　＋

生ワカメ　　ND ND

O148　根深ネギ　　十　　　十

オオバ　　ND　　　＋

コネギ　　　＋　　　ND

＋　　　　　ND ND ND

＋　　　　　＋　　　　ND　　　　十

十　　　　　＋　　　　　＋　　　　ND

十　　　　　ND　　　　＋　　　　＋

＋　　　　　＋　　　　　＋　　　　ND

IMS：免疫磁気ビーズ塗抹法

直接法：直接塗抹法
＊：ETEC接種各食品培養液の10階段希釈液での菌が分離された最大希釈段、
－6は10‾6を示す

菌非接種食品培養液からはいずれの血清群も分離されていない
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表10－2．ETEC接種各食品培養液での各種選択分離培地・培養温度の組み合わせ
条件下における免疫磁気ビーズ法の検出感度の検討結果

37℃　　　　　　　　　　　　　　　42℃

血清群　食品　クロモア
ガー
STEC

sMAC豊富sMAC諾

キュウリ　　＋

生ワカメ　　＋

0153　根深ネギ　　＋

オオバ　　ND

コネギ　　　＋

＋

ND

＋

＋

＋

＋　　　　　ND　　　　＋

＋　　　　　＋　　　　ND

＋　　　　　＋　　　　＋

＋　　　　　ND　　　　＋

＋　　　　　十　　　　十

＋

＋

＋

＋

＋

キュウリ　　ND ND

生ワカメ　　ND ND

O159　根深ネギ　　＋　　　＋

オオバ　　ND ND

コネギ　　　＋　　　ND

＋　　　　　ND ND　　　　＋

十　　　　　ND　　　　＋　　　　ND

＋　　　　　＋　　　　十　　　　ND

＋　　　　　ND　　　　＋　　　　＋

＋　　　　　＋　　　　ND　　　　＋

キュウリ　　ND ND

生ワカメ　　＋　　　ND

O169　根深ネギ　　＋　　　＋

オオバ　　ND ND

コネギ　　　＋　　　ND

＋

＋

＋

＋

＋

ND ND ND

＋　　　　ND ND

＋　　　　＋　　　　ND

ND ND　　　　＋

＋　　　　ND ND

lMS：免疫磁気ビーズ塗抹法

直接法：直接塗抹法
＊：ETEC接種各食品培養液の10階段希釈液での菌が分離された最大希釈段、
－5は10‾5を示す

菌非接種食品培養液からはいずれの血清群も分離されていない



表1ト1．ETEC接種各食品培養液での各種選択分離培地・培養温度の組み合わ
せ条件下における免疫磁気ビーズ法の検出感度の検討結果

血清群　　　食品 抗生物質加
SMAC

抗生物質加
SMAC

06

キュウリ　　　ND

生ワカメ　　　ND

根深ネギ　　　＋

オオバ　　　ND

コネギ　　　　＋

＋　　　　　　　ND

＋　　　　　　　ND

＋　　　　　　　＋

＋　　　　　　　ND

ND ND

＋

＋

＋

＋

ND

025

キュウリ　　　ND

生ワカメ　　　ND

根深ネギ　　　＋

オオバ　　　　ND

コネギ　　　　＋

＋　　　　　　　＋

＋　　　　　　　ND

＋　　　　　　　＋

＋　　　　　　　ND

＋　　　　　　　ND

ND

＋

＋

ND

ND

027

キュウリ　　　　＋

生ワカメ　　　ND

根深ネギ　　　＋

オオバ　　　　＋

コネギ　　　　ND

＋　　　　　　　ND

＋　　　　　　　ND

＋　　　　　　　　＋

＋　　　　　　　＋

＋　　　　　　　＋

十

十

＋

＋

＋

キュウリ　　　　＋

生ワカメ　　　ND

O148　　根深ネギ　　　十

オオバ　　　　＋

コネギ　　　　ND

＋　　　　　　　ND

＋　　　　　　　ND

＋　　　　　　　　＋

＋　　　　　　　十

十　　　　　　　＋

ND

＋

ND

＋

ND

IMS：免疫磁気ビーズ塗抹法

直接法：直接塗抹法
＊：ETEC接種各食品培養液の10階段希釈液での菌が分離された最大希釈段、
－6は10－6を示す

菌非接種食品培養液からはいずれの血清群も分離されていない



表llr2．ETEC接種各食品培養液での各種選択分離培地■培養温度の組み合
わせ条件下における免疫磁気ビーズ法の検出感度の検討結果

血清群　　　食品 抗生物質加
SMAC

抗生物質
加SMAC

0153

キュウリ　　　　＋

生ワカメ　　　ND

根深ネギ　　　＋

オオバ　　　　＋

コネギ　　　　＋

＋　　　　　　　＋

＋　　　　　　ND

＋　　　　　　＋

＋　　　　　　＋

＋　　　　　　＋

＋

＋

＋

＋

＋

0159

キュウリ　　　ND

生ワカメ　　　ND

根深ネギ　　　＋

オオバ　　　ND

コネギ　　　ND

＋　　　　　　ND

＋　　　　　　十

十　　　　　　＋

＋　　　　　　＋

＋　　　　　　ND

十

ND

ND

＋

＋

キュウリ　　　ND

生ワカメ　　　ND

O169　　根深ネギ　　　＋

オオバ　　　ND

コネギ　　　ND

十　　　　　　ND

＋　　　　　　ND

＋　　　　　　＋

＋　　　　　　ND

＋　　　　　　ND

ND

ND

ND

＋

ND

IMS：免疫磁気ビーズ塗抹法

直接法：直接塗抹法
＊：ETEC接種各食品培養液の10階段希釈液での菌が分離された最大希釈段、
－5は10－5を示す

菌非接種食品培養液からはいずれの血清群も分離されていない



表12■1．ETEC接種各食品培養液での各種選択分離培地・培養温度の組み合わせ
条件下における免疫磁気ビーズ法の検出感度の検討結果

IMS　　　　　直接法

血清群　食品
クロモ　　　　抗生物　抗生物

アガー　SMAC　質加　　質加

STEC SMAC SMAC

IMS　　　　　　直接法

クロモ　　　　抗生物　抗生物

アガー　SMAC　質加　　算加

STEC SMAC SMAC

キュウリ　　ND ND　　＋　　　　＋

生ワカメ　　ND ND　　　十　　　　十

06　根深ネギ　ND　　＋　　＋　　　＋

オオバ　　ND ND　　＋　　　＋

コネギ　　＋　　＋　　ND ND

ND ND　　　＋

ND ND　　　＋

＋　　　＋　　　＋

ND ND　　　＋

ND ND ND

＋

＋

＋

＋

＋

キュウリ　　ND ND

生ワカメ　　ND ND

O25　根深ネギ　　＋　　　＋

オオバ　　ND ND

コネギ　　＋　　＋

＋　　　　＋

＋　　　　＋

＋　　　　＋

＋　　　　＋

＋　　　　ND

ND　　　＋　　　ND ND

＋　　　ND　　　＋　　　　ND

＋　　　＋　　　　＋　　　　ND

ND ND ND ND

＋　　　ND ND　　　　＋

キュウリ　　＋　　　＋　　　＋

生ワカメ　　＋　　ND　　＋

027　根深ネギ　　＋　　＋　　＋

オオバ　　ND　　＋　　　＋

コネギ　　＋　　ND　　＋

＋　　　ND　　　＋

＋　　　ND　　　＋

＋　　　　＋　　　＋　　　＋

＋　　　　ND　　　＋　　　＋

ND ND　　　＋　　　　＋

＋

＋

＋

＋

＋

キュウリ　　ND　　＋　　　＋

生ワカメ　　ND ND　　＋

0148　根深ネギ　　＋　　＋　　＋

オオバ　　ND　　＋　　　＋

コネギ　　＋　　ND　　＋

ND ND ND ND

十　　　　十　　　ND　　　＋

＋　　　　＋　　　＋　　　ND

＋　　　　ND　　　＋　　　＋

ND　　　　＋　　　＋　　　ND

＋

ND

ND

ND

＋

IMS：免疫磁気ビーズ塗抹法

直接法二直接塗抹法

＊：ETEC接種各食品培養液の10階段希釈液での菌が分離された最大希釈段、
－6は10‾6を示す

菌非接種食品培養液からはいずれの血清群も分離されていない



表12－2．ETEC接種各食品培養液での各種選択分離培地・培養温度の組み合わせ
条件下における免疫磁気ビーズ法の検出感度の検討結果

37℃　　　　　　　　　　　　　　42℃

血清群　食品
IMS　　　　　直接法　　　　）MS　　　　　直接法

クロモ　　　　抗生物　抗生物　クロモ　　　　抗生物　抗生物

アガー　SMAC　質加　　質加　アガー　SMAC　賞加　算加

STEC SMAC SMAC STEC SMAC SMAC

キュウリ　　＋　　　＋　　　＋　　　＋

生ワカメ　　＋　　　ND　　　＋　　　＋

0153　根深ネギ　＋　　＋　　＋　　　＋

オオバ　　ND　　＋　　　＋　　　ND

コネギ　　＋　　＋　　　＋　　　ND

ND　　　＋　　　＋　　　＋

＋　　　ND　　　＋　　　＋

＋　　　＋　　　＋　　　＋

ND　　　＋　　　＋　　　ND

＋　　　＋　　　＋　　　＋

キュウリ　　ND ND　　＋

生ワカメ　　ND ND　　＋

0159　根深ネギ　＋　　＋　　＋

オオバ　　ND ND　　＋

コネギ　　＋　　ND　　＋

ND ND ND　　　＋　　　　＋

＋　　　　ND

ND　　　　＋

＋　　　ND

ND　　　　＋

＋　　　ND　　　＋

＋　　　ND ND

＋　　　＋　　　＋

ND　　　＋　　　＋

キュウリ　　ND ND　　＋

生ワカメ　　＋　　ND　　＋

0169　根深ネギ　　＋　　＋　　＋

オオバ　　ND ND　　＋

コネギ　　＋　　ND　　＋

ND ND

＋　　　　＋

＋　　　　＋

＋　　　　ND

ND　　　　＋

ND ND　　　＋

ND ND　　　＋

＋　　　ND ND

ND　　　＋　　　　＋

ND ND　　　＋

IMS：免疫磁気ビーズ塗抹法

直接法：直接塗抹法
＊：ETEC接種各食品培養液の10階段希釈液での菌が分散された最大希釈段、
－5は10‾5を示す

菌非接種食品培養液からはいずれの血清群も分離されていない
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分担研究報告書 

ヒトの感染に関与する家畜の探索 

研究分担者 西川禎一 大阪市立大学大学院生活科学研究科 

 

研究要旨 

平成27年度にETEC O169:H41の病原プラスミドの全塩基配列を決定した。その結果、

本プラスミドはRepFIIプラスミドファミリーに属するが、他のRepFIIファミリーのETEC

プラスミドと比較してサイズが大きく、挿入配列の割合が高くプラスミドの安定性に関

する遺伝子が少ないことが明らかになった。このような特性は、本プラスミドがin 

vitroで容易にO169から脱落する原因になっていると推察される。しかし、 O169は四半

世紀に渡り主要なETECの地位を占めており、病原プラスミドを落とさない選択圧が野外

では働いている。本プラスミドには、CS6、CS8-like、K88-like、以上3種類の腸管定着

因子がコードされている。極めて不安定で脱落しやすいプラスミドであるにもかかわら

ずin vivoではよく維持されている理由として、異なる宿主に対応できる定着因子をコ

ードし、O169の感染適応力の増強に本プラスミドが大きく寄与しているためとの仮説を

立てた。3種の定着因子遺伝子を用いて組み換え用菌株TOP10を形質転換し、腸粘膜上皮

細胞に対する付着性と宿主特異性をヒト、ブタ、ウシの培養細胞を用いて検討した。そ

の結果、定着因子K88-like遺伝子で組み換えた株はヒトおよびブタの細胞に強い接着性

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

持されているようだ。ETEC対策にはOne Healthも考慮した検討が必要と考えられる。 
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A.目的 

大腸菌(Escherichia coli) は、恒温動

物の腸内に広く分布しており、ヒトにお

いても出生と同時に腸管内へと急速に広

がり常在菌として定着する(1)。しかしな

がら、大腸菌の一部には特殊な病原因子

によって人に下痢症を起こすものがあり、

行政的には病原大腸菌、学術的には下痢

原性大腸菌（Diarrheagenic E. coli、以

後 DEC と略す）と呼ばれる。 

DEC は、その病原機構に基づいて①腸

管病原性大腸菌（Enteropathogenic E. 

coli、 EPEC）、②腸管毒素原性大腸菌

（Enterotoxigenic E. coli、 ETEC）、③

志 賀 毒 素 産 生 性 大 腸 菌 (Shiga 

toxin-producing E. coli; STEC)、④腸

管侵入性大腸菌（Enteroinvasive E. coli、 

EIEC）、以上４群に長らく大別されてきた

が、2012 年１月からは⑤腸管凝集接着性

大腸菌（Enteroaggregative E. coli、 

EAEC）、も DEC に認定された。他にも分散

接着性大腸菌（Diffusely adherent E. 

coli、 DAEC）、細胞膨化致死毒素産生性

大腸菌(CTEC)、腸管凝集接着性大腸菌耐

熱性腸管毒素（EAST1）遺伝子保有大腸菌

（EAST1EC）、細胞剥脱性大腸菌（CDEC）

など、新たな DEC の候補とされるサブグ

ループが複数存在する。 

このうち ETEC は、大腸菌によるヒト下

痢症の最も一般的な原因菌である (2)。

その主な感染経路は、汚染された水や食

べ物を体内に摂取することであり、1～3

日の潜伏期間を経て水様性下痢を主徴と

する症状を発症する (2)。下痢は菌が産

生するエンテロトキシンの作用によるも

ので、胃腸炎症状は原則として見られな

い (3)。しかしながら、水分や電解質の

喪失による脱水症を引き起こし、死亡す

る場合もある (4)。ETEC は特に発展途上

国において頻発し、EPEC やロタウイルス

そしてクリプトスポリジウムとならぶ主

要な下痢症原因菌である (5)。これらは

5 歳未満で死亡した下痢症患者の半数以

上を占めており、ETEC だけでも年間 2万

人から 7 万 6 千人の乳幼児が死亡する 

(6)。これらの国を訪れる旅行者や軍人に

も下痢症を引き起こすため、いわゆる旅

行者下痢症の原因菌としても知られてい

る。 

ETEC の O169:H41（以後 O169 と略す）

は 1991 年に日本で初めて発見されたが

(7)、以後、O169 感染の報告が日米で相

次ぎ (8-10)、1990 年代には ETEC による

集団感染の多くが本血清型菌によるもの

となった (11)。O169 はエンテロトキシ

ン STp を産生し、腸管定着因子 CS6 を保

有する。また、巨大なプラスミドを有し、

STp もこのプラスミドにコードされてい
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ることが確認された (12)。さらに、O169

は既知の付着因子 CS6 を有しているが、

他のETECでは見られないHEp-2細胞への

強い凝集接着性を示すことが報告された。

その細胞付着像はEAggECのHEp-2細胞へ

の付着像に酷似しているが、EAggEC の凝

集接着に関与する線毛の発現を制御する

遺伝子 aggR を保有していない (12)。

O169 が 1991 年以降急激に広がったこと

から、その腸管定着因子が従来の定説と

は異なる宿主特異性を有する可能性も否

定できない。また、この付着性もプラス

ミドの脱落により喪失することから、付

着因子をコードする遺伝子もプラスミド

上にあり、本菌が未知の定着因子を保有

する可能性が示唆された (12)。 

O169 を試験管内で培養すると、その病

原プラスミドは極めて容易に脱落し、

O169 は細胞付着性も毒素産生性も喪失

する(13)。しかし、O169 は既に四半世紀

以上に渡り主要な ETEC として数多くの

集団発生を起こしており、野外において

はプラスミドを喪失させない選択圧が働

いていると考えられる。一般に、ETEC に

は厳密な宿主特異性があって、ブタやウ

シの ETEC はブタやウシのみに感染し、ヒ

トの ETEC はヒトのみに感染すると考え

られている。しかしながら、昨年度報告

した O169 の病原プラスミド（pEntYN10）

全塩基配列の解析では、CS6 以外に 2 種

の接着因子候補（CS8-like と K88-like）

の遺伝子が新たに発見された。K88-like

の遺伝子はブタ ETEC の腸管定着因子で

ある K88 と一部相同性を有していた 

(13)。そこで、本プラスミドが自身を維

持する遺伝子が少なくin vitroでは脱落

しやすいのにもかかわらず野外で保持さ

れている理由として、これら 3 種の接着

因子が O169 の宿主特異性を広げて感染

の連鎖を保たれやすくすることでプラス

ミドを保持する O169 が優勢を保てるよ

うにし、ETEC O169 の急激な流行を支え

ている、との仮説を立てた (13、14)。 

本研究の目的は、組み換え実験用の大

腸菌株に 3 種の付着因子候補遺伝子それ

ぞれを組み込み、その細胞接着性と宿主

特異性を検討することで、前記の仮説を

検証することにある。 

 

B. 方法 

１．使用菌株 

 下痢症患者の便から独自に分離した

ETEC O169:H41 の YN10 株、大腸菌の実験

室株として One Shot® TOP10 Chemically 

Competent E. coli ( Life technologies )、

Competent-high DH5α（TOYOBO、大阪）

および JM109 (TOYOBO、 大阪)を実験に

供した。 
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２．培養細胞 

 ヒト結腸癌由来の上皮細胞である

Caco-2(15)および喉頭ガン由来の HEp-2

細胞(16)、ブタ小腸由来の上皮細胞であ

る IPEC-1(17)およびブタ空腸由来の上

皮細胞である IPEC-J2(18-20)、ウシ腸粘

膜上皮細胞である BIE(21)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。 

３．プラスミド DNA の抽出 

 O169 の病原プラスミド pEntYN10 は

Plasmid DNA Purification KIT BAC 100

（タカラ）を用いて O169 から抽出回収し

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

した実験室株を LB ブイヨンに接種し

37℃で振盪培養して菌体を回収後に

QIAprep®Spin Miniprep Kit (QIAGEN)を

用いて抽出した。 

４．In-fusion クローニング 

 接着因子の安定的な発現には、プロモ

ーターより上流の領域も必要なのではな

いかと考え、先行研究(22)にならい、YN10

の CS6 の前後 1500 bp を含んだ領域を挟

み込むプライマーを設計し iProof High 

Fidelity DNA Polymerase (Bio-Rad、 

USA)を用いて増幅した。さらに、

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

だ領域についても同様にプライマーを設

計し増幅した。 

pSV28 を制限酵素 EcoR I-HF® (NEB)

と BamH I-HF® (NEB)で処理し、1%アガロ

ースゲル(SeaKem® Gold Agarose、LONZA、

USA)で泳動してから切り出し Illustra 

GFX PCR DNA and Gel Band Purification 

Kit (GE Healthcare)を用いて精製しベク

ターとした。 

前記の直鎖状ベクターと、同様にアガ

ロースゲルから切り出し精製した標的遺

伝子領域の PCR 産物を混合して

In-Fusion® HD Cloning Kit (TAKARA、 

滋賀)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。 

５．付着性試験 

 10 % ウシ胎児血清加イーグルMEM培地

（EMEM、日水製薬）を用いて 25 cm2のフ

ラスコに細胞がフルシートになるまで培

養した。フルシート後は PBS で洗浄し、

トリプシン処理した後 3 倍に希釈して

継代した。トリプシン処理したフルシー

トの HEp-2 細胞を EMEM 12 ml で懸濁し、

24 穴プレートの各ウェルに 0.5 ml ずつ

分注し、CO2 インキュベータで 48 時間培

養した。その後上清を除き、メチルα－
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D－マンノピラシド(和光純薬)を 0.5%含

む EMEM を 0.5 ml 加えた。供試菌株を培

養した LBブイヨンを 10 µlずつ接種し

(50 倍希釈)、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 (23)。 

 

C. 結果  

１．ヒト由来の HEp-2 に対する細胞接着

性 

O169野生株がHEp-2細胞に凝集接着の

ような強い接着性を示したのに対し、病

原プラスミド pEntYN10 が脱落した

O169cured 株、実験室株の TOP10 は全く

接着性を示さなかった（Fig. 1）。CS6 遺

伝子を含む領域を組み込んだ pSV28CS6

で形質転換された TOP10CS6 株も、

CS8-like の遺伝子領域を組み込んだ

pSV28CS8-like で 形 質 転 換 さ れ た

TOP10CS8-like 株も、弱い分散接着像を

示すにとどまり、野生株のような接着性

は見られなかった。しかしながら、

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 O169野生株と同様の

凝集接着像を示した。 

２．ブタ由来の IPEC-1 および IPEC-J2

に対する細胞接着性 

O169 野生株は、HEp-2 細胞に比べると

弱いものの、IPEC-1 および IPEC-J2 細胞

に対しても凝集接着性を示したのに対し、

実験室株の TOP10、病原プラスミド

pEntYN10 が脱落した O169cured 株、CS6

遺 伝 子 を 含 む 領 域 を 組 み 込 ん だ

pSV28CS6で形質転換されたTOP10CS6株、

CS8-like の遺伝子領域を組み込んだ

pSV28CS8-like で 形 質 転 換 さ れ た

TOP10CS8-like 株、いずれも全く接着性

を示さなかった。しかしながら、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 O169野生株に類似し

た接着像を示した（Fig. 2）。 

３．ウシ由来の BIE に対する細胞接着性 

O169野生株はBIEに対しては弱い接着

接着性を示すにとどまり、CS6 遺伝子を

含む領域を組み込んだ pSV28CS6 で形質

転換された TOP10CS6 株も、CS8-like の

遺伝子領域を組み込んだ pSV28CS8-like

で形質転換された TOP10CS8-like 株も同

様に弱い接着性を示した。しかしながら、

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 O169野生株以上の凝

集接着像を示した（Fig. 3）。実験室株の

TOP10、病原プラスミド pEntYN10 が脱落

した O169cured 株は全く接着性を示さな

かった。ただし、BIE を用いた接着性試
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験は１回だけの結果であり、再現性を今

後確認する必要がある。 

 

D. 考察 

ETEC は宿主の腸粘膜への定着、

すなわち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。したがって、接着因子

は極めて重要な病原因子であるが、

Caco-2 細胞が使われるようになる

前は、in vitro での接着試験に有

用な培養細胞はなく (15)、赤血球

凝 集 試 験 (24)や 菌 体 疎 水 性 試 験

(25)などが接着性の指標として使

われて いた 。その ような 時代 に

HEp-2 細胞に凝集接着する ETEC と

して出現した O169 は異色の存在で

あった(12)。 

O169 の病原プラスミド pEntYN10

の全塩基配列を解析したところ、

CS6、  CS8-like、  K88-like の 3

種の定着因子候補遺伝子群を認め

た(13)。ブタ ETEC の定着因子であ

る K88 (別名 F4)は線毛を形成する

が、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 (12)、

しかも pEntYN10 の K88-like 遺伝

子群には主要線毛サブユニットを

コードする faeG と相同性のある配

列が 2 つ保有される前例のないも

のであった。faeG 配列の系統発生

樹によると、2 つの faeG 遺伝子は、

ブタから分離された大腸菌の faeG

よ り も 、 ヒ ト か ら 分 離 さ れ た

Salmonella enterica serovar 

Infantis の faeG と近いことが分

か っ た  (13)。 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。 

ETEC はヒトのみならずブタやウ

シの下痢症原因ともなる。そのエ

ンテロトキシン LT と ST の毒性は

家畜とヒトに共通のものが多い。

しかし、腸粘膜への定着因子が異

なるため、家畜の ETEC は家畜の間

で、ヒトの ETEC はヒトの間だけで

感染を循環させており相互の行き

来はないとされてきた (3)。しかし

な が ら 、 pEntYN10 の よ う に in 

vitro では脱落しやすいプラスミ

ドが O169 に保たれていると言う事

実は、本菌が常に効率よく感染を
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繰り返し in vivo に保たれている

ことを示唆する。本プラスミド上

にコードされた 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

を得ているとすれば、脱落しやす

いプラスミドが保持され続けるの

も理解できる。K88 はもともとブタ

ETEC の定着因子であり、ヒトに感

染するための CS6 や CS8 などと宿

主に合わせた使い分けを O169 がし

ているとすれば、ETEC 感染症対策

について考えを改める必要も生じ

る。ヒト ETEC の汚染源が本当にヒ

トだけなのか、新しい視点で調べ

直す必要もありそうだ。 

CS6 は、ヒト腸粘膜への定着因子

として有名で ETEC における保有率

も高い。この非線毛性接着因子は

cssA および cssB の 2 つの構造タン

パクから構成されている。アミノ

酸配列の違いにより、cssA は AI、

AII、 AIII の 3 種に、cssB は BI、 

BII の 2 種に型別できる  (26)。

CS6pEntYN10 の CS6 の cssA は AII

タイプと似ているが 5 つのアミノ

酸変異を持つ新規サブタイプであ

った。cssB は BII タイプと 100%一

致した。 本来、BII は、付着性の

弱いタイプと報告されており、本

菌の強い凝集接着性と合致しない。

しかしながら、O169 には線毛が確

認できなかったため、非線毛性定

着因子の代表ともいえる CS6 をコ

ードする cssA の変異により特異な

細胞接着性が賦与されている可能

性もあると考えていた。しかしな

がら、TOP10CS6 株は O169 と同様の接着

性を in vitro 試験では示さなかった。 

CS8 (別名 CFA/III) も ETEC の代

表的な定着因子であり、線毛を形

成してヒトの腸細胞に特異的に付

着すると報告されている(27、28)。

CS8 の主要構造タンパク質である

CofA は、コレラ菌の主要線毛構成

要素である TcpA と高い構造相同性

を有している  (29)。 pEntYN10 の

CofA の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ETEC 

260-1 株 の プ ラ ス ミ ド で あ る

pSH1134 が コ ー ド す る CofA と

73.2%の相同性を有していた (13)。

近年、TcpA タンパク質のうち、あ

る 5 つの残基が、線維状の構造を

構築するために高度に保存されて

いるという報告があり (29、30)、

pEntYN10 の CofA 遺伝子にもこれ

らの残基が保存されていることが

分かった (13)。したがって CS8 と



78 
 

しての機能も保持されていると考

えられる。しかし、CS8 抗体を用い

たドットブロットテストでは陰性

であった (12)。アミノ酸配列の違

いから抗体が反応しなかった可能

性が考えられるが、電子顕微鏡観

察でも CS8 様の線毛は観察されて

おらず (12)、O169 の CS8-like 遺

伝子は発現していないか、あるい

は非線毛性の形態をとっているの

であろう。RT-PCR などにより mRNA

の転写が起きているのか今後検討

すべきと考える。 

 

E. 結論 

ETEC O169:H41の病原プラスミド

の全塩基配列を決定したところ、

本菌にはCS6、CS8-like、K88-like、

以上 3種類の腸管定着因子がコー

ドされていることが明らかとなっ

た。極めて不安定で脱落しやすい

プラスミドであるにもかかわらず

維持されている理由として、異な

る宿主に対応できる定着因子をコ

ードし、O169の適応力増強に本プ

ラスミドが寄与しているためかも

しれない。今回、in vitroではあ

るが、K88-like 遺伝子がヒトとブ

タ両方の腸粘膜上皮細胞への付着

性に寄与することが明らかになっ

た。ETECの宿主特異性について固

定観念を取り払って考え直す価値

がありそうだ。  
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Fig. 1．HEp-2細胞（ヒト喉頭ガン由来）に対する細胞接着性：O169野生株（O169 
plasmid+）、病原プラスミド脱落株（O169 plasmid－）、実験室株TOP10、 K88-like遺伝
子で形質転換された株（TOP10+K88-like） ， CS6遺伝子で形質転換された株
（TOP10CS6） ，およびCS8-likeの遺伝子で形質転換された株（TOP10CS8-like） ．	


O169 plasmid+	
 O169 plasmid-	


TOP10CS6	


TOP10	


TOP10CS8-like	


TOP10K88-like	




Fig. 2．IPEC-­‐1細胞（ブタ小腸粘膜上皮由来）に対する細胞接着性：O169野生株（O169 
plasmid+）、病原プラスミド脱落株（O169 plasmid－）、実験室株TOP10、 K88-like遺伝
子で形質転換された株（TOP10+K88-like） ， CS6遺伝子で形質転換された株
（TOP10CS6） ，およびCS8-likeの遺伝子で形質転換された株（TOP10CS8-like） ．	


O169 plasmid+	
 O169 plasmid-	


TOP10CS6	


TOP10	


TOP10CS8-like	


TOP10K88-like	




Fig. ３．BIE細胞（ウシ胎仔十二指腸粘膜上皮由来）に対する細胞接着性：O169野生株
（O169 plasmid+）、病原プラスミド脱落株（O169 plasmid－）、実験室株TOP10、 K88-
like遺伝子で形質転換された株（TOP10+K88-like） ， CS6遺伝子で形質転換された株
（TOP10CS6） ，およびCS8-likeの遺伝子で形質転換された株（TOP10CS8-like） ．	


O169 plasmid+	
 O169 plasmid-	
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