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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 28 年度までに、腸管毒素原性大腸菌（ETEC）

の主要血清群 O6、O25、O27、O148、O153、O159、O169 の 7 種類であるこ

と、これらを対象とした食品での効率的な試験法を確立するために増菌培

養法、免疫磁気ビーズ法、分離培養法、遺伝子検査法について優れた方法

を検討し、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をしてきた。（１）の研究結果から、前年度

から継続して免疫磁気ビーズ試薬作製法、各種 ST・LT 遺伝子検出リアル

タイム PCR 法、の応用性を検討し幅広い条件が設定された。また、最終的

確認試験としての多数の試験研究機関の参加によるコラボレイティブ・ス

タディの実施し、食品での ETEC の優れた検査法が確立された。（２）の

研究において、ETEC O169 の定着因子遺伝子をヒト、ブタ、ウシの培養細

胞を用いて検討した結果、定着因子 K88-like 遺伝子で組み換えた株はヒ

トのみならずブタとウシの腸粘膜上皮細胞にも強い接着性を示した。本プ

ラスミドは多様な宿主への感染力を O169 に提供することで、野外では保

持されている可能性が示された。 

 

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 
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中台（鹿毛）枝里子 大阪市立大学大学院生活科学研究科 

和田崇之    長崎大学 
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麻生 久    東北大学大学院農学研究科 

Weiping Zhan    カンザス州立大学獣医学研究科 

岩渕香織    岩手県環境保健研究センター 

土屋彰彦    さいたま市健康科学研究センター   
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山崎匠子      杉並区衛生検査センター 
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磯部順子      富山県衛生研究所 

永井祐樹      三重県保健環境研究所 

吉田孝子      奈良県保健研究センター 

平塚貴大      広島県立総合技術研究所保健環境センター 

森 哲也      一般財団法人 東京顕微鏡院   

甲斐明美      公益社団法人 日本食品衛生協会  

稲垣俊一      横浜検疫所 輸入食品検疫検査センター 

白石祥吾      神戸検疫所 輸入食品検疫検査センター 

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 28 年度までに、腸管毒素原性大腸
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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、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、これらを検討した。H29

年度は、食品での検査法を確立するため

に各種手法の優れた方法を組み合わせて

多機関によるコラボレイティブ・スタデ

ィを実施し評価することとした。昨年ま

での研究で、ETECの主要 O血清群は、O6、

O25、O27、O148、O153、O159 および O169

の計７血清群であり、そのうちの O148 お

よび O159 を代表的血清群に選定して試

験を行うこととした。そこで、大容量の

免疫磁気ビーズを作製し、作製方法の詳

細なマニュアルを作成した。また、免疫

磁気ビーズの使用期限を検証した。さら

に、ETEC 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、各種機

器や試薬を組み合わせて、高感度の検出

系を広く検討した。これらの方法を含め、

ETECの食品からの検出法の確立を目指し、

増菌培養法、免疫磁気ビーズ法、分離培

養法、遺伝子検出法等を組み合わせて、

一連の試験法としてコラボレイティブ・

スタディを実施した。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。 

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。H28 年度

までに ETEC O169 の各種動物由来の腸管

上皮細胞への接着因子の研究を進めてき

たが、今年度は、これまでの試験で強い

付着像を示した接着因子 K88-like に対

するモノクローナル抗体の作製を試みた。

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。 

 

B．研究方法 

（１）食品での統一的検査法の開発 

１）ETEC の免疫磁気ビーズ作製方法の検

討と食品での有効性の検討 

コラボレイティブ・スタディに使用する

ために必要な血清群 O148 および O159 に

ついて各 10 ml の免疫磁気ビーズを作製

した。大腸菌 O148 および O159 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、これを用
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いて自家調製免疫磁気ビーズの回収性を

確認した。また、4℃の冷蔵下で約 1年間

保存し、集菌効果を確認した。分離平板

培地として、SMAC 寒天、抗生物質加 SMAC

寒天、クロモアガーSTEC（基礎培地）、DHL

寒天を使用した。 

２）ST および LT 遺伝子検出リアルタイ

ム PCR 法の検討 

DNA 抽出はアルカリ熱抽出にて行い、

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、Frydendahl ら(STp

遺伝子)、共同研究者の小西らが(STh 遺

伝子)、および West ら(LT 遺伝子)の各プ

ライマー・プローブを参照してシンプレ

ックス反応およびマルチプレックス反応

にて行った。また、インターナル・コン

トロール（IC）を加えたマルチプレック

ス反応も行った。蛍光標識プローブには、

5’末端（蛍光ラベル）は FAM を、3'末端

（クエンチャー）は TAMRA、QSY または

BHQ とした。検出機器には、ABI ViiA7、

7500、LC480、Takara Dice Ⅱおよび Dice 

Ⅲを使用した。O6：HNM、O148:H28、

O169:H41 の計 3株を供試し、接種菌液（想

定菌濃度 106～103 cfu/ml）を作製した。

非加熱で接種されるミニトマト、大根の

漬物、長ネギ、生わかめの mEC 培地での

食品培養液 0.9 ml に接種菌液 0.1 ml を

接種して菌接種食品培養液（想定105～102 

cfu/ml 食品培養液）を調製した。 

３）食品での ETEC の検査法のコラボレイ

ティブ・スタディ 

13 試験検査機関において、試験対象２

血清群（第１回；血清群 O159 STh 陽性、

第２回；O148 STp&LT 陽性）を２回に分

けて実施された。ETEC 接種のキュウリ、

長ネギを検体とした。mEC 培地を加え

42℃にて 22±2 時間培養し、培養液をア

ルカリ熱抽出法に供した。得られた DNA

液をリアルタイム PCR（ST 遺伝子および

LT 遺伝子を検出）に用いた。また、培養

液を免疫磁気ビーズ法に供し、濃縮液を

SMAC、クロモアガーSTEC、抗生物質加SMAC、

抗生物質加クロモアガーSTECに画線した。

培養後、生育したコロニーを観察し免疫

血清またはラテックス凝集試薬にて凝集

反応を確認した。結果は集計され、検出

方法間の有意差検定（Tukey-Kramer 法で

解析）にて解析された。 

（２）ヒトの感染に関与する家畜の探索 

ヒト結腸癌由来の上皮細胞である

Caco-2 および喉頭ガン由来の HEp-2 細胞、

ブタ小腸由来の上皮細胞である IPEC-1

およびブタ空腸由来の上皮細胞である

IPEC-J2、ウシ腸粘膜上皮細胞である BIE

について、各細胞指定の組織培養液に

ETECO169:H41（下痢症患者由来、YN10株）

の培養液を接種し、細胞をギムザ染色し

た。細胞を溶解させ、接着していた生菌

の数を算定した。また、K88-like の特異

的な付着性に関与すると推察される遺伝

子 faeG1 と faeG2 の塩基配列に基づきア

ミノ酸 9個分の合成ペプチドを抗原とし

てモノクローナル抗体を作製し、免疫電

顕、ウエスタンブロット、凝集反応試験

を行った。 

 

C．研究結果 
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（１）食品での統一的検査法の開発 

１）ETEC の免疫磁気ビーズ作製方法の検

討と食品での有効性の検討 

作製した自家調製免疫磁気ビーズの集

菌効果、O148 および O159 はともに 100 

cfu/ml まで検出可能であった。1 年間冷

蔵保存した免疫磁気ビーズでも保存後で

は血清群 O6 は 104 cfu/ml までの検出で

あったが、O25 および O159 は 102 cfu/ml

まで、O27、O148、O153、O169 は 101 cfu/ml

まで検出が可能であった。 

２）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（STp および STh）遺伝

子および LT 遺伝子検出における最少検

出菌濃度は、４種類の全食品で試験した

３種の検出機器および供試菌３株すべて、

いずれのクエンチャー（TAMRA、BHQ）で

も 103 cfu 以上/ml であった。また、IC を

加えたマルチプレックス反応試験では、

長ネギ培養液からの ST（STp および STh）

遺伝子および LT 遺伝子検出における最

少検出菌濃度は、５種の検出機器および

供試菌３株すべて、いずれのクエンチャ

ー（BHQ、QSY）でも 103 cfu 以上/ml であ

った。IC もすべての反応において検出さ

れた。 

３）食品での ETEC の検査法のコラボレイ

ティブ・スタディ 

血清群 O159 では、検出感度は、ST・LT

遺伝子検出リアルタイム PCR 法(IC を含

む)では、高菌数接種においては、キュウ

リおよび長ネギともに 1.000 であった。

低菌数接種においては、いずれの検体で

も 0.974 であった。直接塗抹法では、高

菌数接種においては 0.897 以上、低菌数

接種においては、0.846 以上であった。

免疫磁気ビーズ法では、高菌数および低

菌数接種においては、いずれの検体でも、

分離に用いた２種類の寒天培地で 0.974

以上であった。統計解析を行った結果、

直接塗抹法の SMAC および ST・LT 遺伝子

検出リアルタイム PCR 法(IC を含む)の

Auto 解析は、他の多くの方法より有意に

検出率が低かった。 

血清群 O148 では、検出感度は、ST・LT

遺伝子検出リアルタイム PCR 法(IC を含

む)では、高菌数接種においては、キュウ

リ検体では、1.000、長ネギ検体では、

0.769であった。低菌数接種においては、

キュウリ検体では、0.923 であり、長ネ

ギ検体では、0.590 であった。 

直接塗抹法では、高菌数接種において

は、キュウリ検体では、SMAC で 0.615、

それ以外で 1.000 であった。長ネギ検体

では、SMAC で 0.231、それ以外で 0.462

以上であった。低菌数接種おいては、キ

ュウリ検体では、SMAC で 0.641、それ以

外で 0.872 以上であった。長ネギ検体で

は、0.154〜0.333 であった。免疫磁気ビ

ーズ法では、高菌数接種おいては、キュ

ウリ検体では 1.000、長ネギ検体では

0.744 であった。低菌数接種おいては、

キュウリ検体では 0.872、長ネギ検体で

は 0.385 であった。統計解析を行った結

果、直接塗抹法の SMAC は、他の多くの方

法より有意に検出率が低かった。 
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（２）ヒトの感染に関与する家畜の探索 

ヒト、ブタ、ウシ由来の腸粘膜上皮細

胞に対する接着性を試験した結果、顕微

鏡観察では 28 年度に報告したのと同様

にO169とTOP10K88-like株のみが強い付

着像を示した．TOP10K88-like を抗原と

してモノクローナル抗体を作製し、FaeG1

で 1 クローン、FaeG2 で 2 クローンのモ

ノクローナル抗体産生細胞を得ることが

できた．しかし、抗体を使った免疫電顕、

ウエスタンブロット、凝集反応試験では、

今回作製したモノクローナル抗体は K88

様定着因子と特異的に反応するものでは

ないことが示唆された。 

 

D．考察 

（１）食品での統一的検査法の開発 

１）ETEC の免疫磁気ビーズ作製方法の検

討と食品での有効性の検討 

大量の免疫磁気ビーズの作製および集

菌効果の検討を行ったところ、小分けし

て作製し、最終的に 1つにまとめて良く

攪拌することで、感作される抗体量が均

一な自家調製免疫磁気ビーズが作製され、

O148および O159のいずれの血清群も 100 

cfu/ml まで検出された。免疫磁気ビーズ

を自家調製後、いずれの血清群も 1オー

ダー程度検出率が落ちている成績であり、

1年間程度は使用できるものと考えられ

た。 

２）ST および LT 遺伝子検出リアルタイ

ム PCR 法の検討 

リアルタイム PCR の精度を確保するた

めに、16SrRNA を標的とした IC を加えた

マルチプレックス反応による遺伝子検出

法を検討した。国内で汎用されている主

要な検出機器を使用したリアルタイム

PCR は、BHQ および QSY のいずれのクエン

チャーとの相性が良く、ETEC を接種した

食品培養液中の最少菌検出濃度は 103 cfu

以上/ml であり、検出感度に優れた。ま

た、ICもすべての反応で検出され、本試

験で設定したプライマー、プローブ、反

応条件は、食品の ETEC 検査法におけるス

クリーニング検査として有用であること

が確認された。 

これまでの３か年の研究では、リアル

タイム PCR による ETEC 検出おいて①

Hidaka らのプライマー・プローブ（クエ

ンチャーMGB）、②Frydendahl ら・小西

ら・West らのプライマー・プローブ（ク

エンチャーTAMRA）、③ Frydendahl ら・

小西ら・West らのプライマー・プローブ

（クエンチャーBHQ）、④ Frydendahl ら・

小西ら・West らのプライマー・プローブ

（クエンチャーQSY）、⑤IC を付加した

マルチプレックス反応、といった複数の

反応系を検討し、いずれも標的遺伝子を

最少菌濃度 103 cfu 以上/mlで検出できた。

これら各種の反応系や各種の検出機器を

用いた方法による検出法を提示できたこ

とは、使用可能な検出機器および試薬の

選択肢が広がり、食品の ETEC 遺伝子スク

リーニング検査の実用性が高まるものと

期待する。 

３）食品での ETEC の検査法のコラボレイ

ティブ・スタディ 

ETEC O6、O25、O27、O148、O153、O159
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および O169 の計７血清群を対象とした

食品での検査法の確立のために、13試験

検査機関によるコラボレイティブ・スタ

ディを行った。本コラボレイティブ・ス

タディでの試験法は、mEC 培地中での

42℃での増菌培養法、免疫磁気ビーズ法

と各選択分離培地の組み合わせによる分

離培養法および遺伝子検出法で構成され

た。食品検体には、ETEC の食中毒の原因

食品として野菜や水が多いことがいわれ

ていることから、ETEC の食中毒の原因食

品であった長ネギ、また、腸管出血性大

腸菌の食中毒の原因食品として報告があ

るキュウリを選定した。また、３試験研

究機関で実施した先行研究にて、主要７

血清群のうち本コラボレイティブ・スタ

ディに供試しなかった５血清群について

も野菜などの多種の食品に菌を接種して

各種検出法を検討した。その結果、優れ

ることが判明した検査法を採用してコラ

ボレイティブ・スタディの試験を構成し

た。試験の結果、菌数が一桁のレベルで

あっても高率に検出されることが判明し

た。また、ST・LT 遺伝子検出リアルタイ

ム PCR 法(ICを含む)のほうが免疫磁気ビ

ーズ法よりも検出性が優れていることが

示され、リアルタイム PCR 法をスクリー

ニングに使用し、陽性であった検体を免

疫磁気ビーズ法に供することで効率的な

試験が行えるものと考えられた。さらに、

本コラボレイティブ・スタディで設定し

た釣菌するコロニー数（３コロニー）以

上に釣菌することによって直接塗抹法お

よび免疫磁気ビーズ法の検出感度が向上

する可能性が考えられ、試験の際には、

釣菌するコロニー数も重要であると思わ

れる。全体的に ST・LT 遺伝子検出リアル

タイム PCR法(IC を含む)よりも直接塗抹

法および免疫磁気ビーズ法のほうが検出

率の低い傾向にあることから、遺伝子検

出によって陽性であった検体について、

直接塗抹法および免疫磁気ビーズ法を行

い、より多くのコロニーを釣菌すること

で、効率的に検出されることが考えられ

た。 

本コラボレイティブ・スタディでは、

mEC 培地（42℃）での増菌培養法、免疫

磁気ビーズ法、選択分離培地の組み合わ

せによる分離培養法および遺伝子検出法

によって ETEC の比較的高率な検出が認

められた。 

（２）ヒトの感染に関与する家畜の探索 

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。しかし、pEntYN10 のように in 

vitro では脱落しやすいプラスミド上に

コードされた CS6、 CS8-like、 K88-like

の 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

る能力を得ていることも考えられる。                

K88-like 抗原を簡便に検出したり、そ

の菌体における局在や宿主細胞との結合

に重要なエピトープを決定したりする目
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的で今回はモノクローナル抗体の作製を

試みた．しかしながら、免疫電顕でもウ

ェスタン・ブロッティングでも明瞭な反

応が出ず、凝集試験によって K88-like で

組み替えた菌体のみならず TOP10 自体と

も反応していることが判明した．抗原と

して作製した合成ペプチドと同様の抗原

を TOP10 が保有している可能性を予想せ

ず、合成ペプチドを用いた ELISA と

TOP10K88-like の凝集試験でクローンの

選別を進め、陰性対照として TOP10 を凝

集試験に置いていなかったことが失敗の

原因である．基本に立ち返り、再度挑戦

する予定である．   

  

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 28 年度までに、腸管毒素原性大

腸菌（ETEC）の主要血清群 O6、O25、O27、

O148、O153、O159、O169 の 7 種類である

こと、これらを対象とした食品での効率

的な試験法を確立するために増菌培養法、

免疫磁気ビーズ法、分離培養法、遺伝子

検査法について優れた方法を検討し、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

いて解析をしてきた。（１）の研究におい

て、① 免疫磁気ビーズを小分けして作製

し、最終的に 1 本にまとめることで、感

作される抗体量が均一な回収率に優れる

大量の免疫磁気ビーズが作製された。ま

た、作製した免疫磁気ビーズの保存性を

検討し、1 年間程度は使用できるものと

考えられた。② ST・LT 遺伝子検出リア

ルタイム PCR 法について、検出機器、プ

ローブ3'末端に付加するクエンチャーお

よび IC との適合性を検討した。国内で広

く使用されている５種類の検出機器及び

２種類のクエンチャーを用いたリアルタ

イム PCR では、ICを含むマルチプレック

ス反応条件にて ETEC の標的遺伝子 ST

（STp、STh）および LT が最小菌濃度 103 

cfu 以上/ml で検出された。③ コラボレ

イティブ・スタディでは、ETEC が総じて

比較的高率に検出されることが確認され

た。食品の増菌培養液がリアルタイムPCR

法で ST または LT 遺伝子陽性になった場

合、培養液を選択分離培地に塗抹するか、

主要 O 血清群（７種）の免疫磁気ビーズ

法を行い、濃縮液を分離培地に塗抹し培

養して ETEC を分離することが、食品の試

験法として優れると考えられた。（２）の

研究において、ETEC O169 の定着因子遺

伝子をヒト、ブタ、ウシの培養細胞を用

いて検討した結果、定着因子 K88-like 遺

伝子で組み換えた株はヒトのみならずブ

タとウシの腸粘膜上皮細胞にも強い接着

性を示した。本プラスミドは多様な宿主

への感染力を O169 に提供することで、野

外では保持されている可能性が示された。 

  

F．健康危険情報 

なし 

 

G. 研究発表 
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平成２９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 

病原大腸菌（下痢原性大腸菌）の一種である腸管毒素原性大腸菌（ETEC）は、東南

アジアなどに海外渡航し、本邦への帰国時または帰国後に下痢を発症する海外渡航下痢

症の原因として知られている。本菌は、主に不衛生な水や非加熱の野菜などの摂取によ

って食中毒を引き起こす。また、渡航歴のない患者も報告されており、国内での集団食

中毒も例年発生している。このため、汚染食品の調査や汚染制御を行う必要があるが、

ETECの食品での検査法は日本および米国やEUなど諸外国でも本菌特異的な検出法は策

定されていない。そのため、本研究では ETEC の食品での検査法を確立することをため

に、昨年から継続している（１）免疫磁気ビーズ試薬作製法の検討、また、（２）各種

ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法の検討、さらに（３）最終的確認試験としての

多数の試験研究機関の参加によるコラボレイティブ・スタディの実施を行った。その結

果、作製した免疫磁気ビーズ試薬が優れた回収率を示し、検討した ST・LT 遺伝子検出

リアルタイム PCR 法が感度に優れることが明らかになった。また、ETEC の食品での各

種検査法を一連の試験法として構成したコラボレイティブ・スタディでは、優れた試験

法が確立されたことが示された。 

 

研究協力者   

岩手県環境保健研究センター       岩渕香織 

さいたま市健康科学研究センター     土屋彰彦 

埼玉県衛生研究所            大塚佳代子、大阪美紗、門脇奈津子 

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 

杉並区衛生検査センター         山崎匠子 

静岡市環境保健研究所          和田裕久 
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富山県衛生研究所            磯部順子 

三重県保健環境研究所          永井祐樹 

奈良県保健研究センター         吉田孝子 

広島県立総合技術研究所保健環境センター 平塚貴大 

一般財団法人 東京顕微鏡院       森 哲也 

公益社団法人 日本食品衛生協会      甲斐明美 

横浜検疫所 輸入食品検疫検査センター  稲垣俊一 

神戸検疫所 輸入食品検疫検査センター  白石祥吾 

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 

病原大腸菌（下痢原性大腸菌）の一種

である腸管毒素原性大腸菌（ETEC）は、

東南アジアなどに海外渡航し、本邦への

帰国時または帰国後に下痢を発症する海

外渡航下痢症の原因として知られている。

本菌は、主に不衛生な水や非加熱の野菜

などの摂取によって食中毒を引き起こす。

また、渡航歴のない患者も報告されてお

り、国内での集団食中毒も例年発生して

いる。このため、汚染食品の調査や汚染

制御を行う必要があるが、ETEC の食品で

の検査法は日本および米国や EU など諸外

国でも本菌特異的な検出法は策定されて

いない。病原大腸菌の一種で最も重篤化

する腸管出血性大腸菌では、日本および

諸外国において検査法が設定されており、

腸管出血性大腸菌の重要な病原因子であ

る Vero toxin (VT)遺伝子（または志賀毒

素遺伝子、stx）の有無を食品培養液から

検出することによって腸管出血性大腸菌

の汚染の有無のスクリーニングが行われ

ている。また、感染の多い O 血清群４〜

６種類を対象にしており、VT 遺伝子スク

リーニングで陽性になった検体について

主要な O 血清群を対象に遺伝子検出を２

次スクリーニングとして行っている。こ

の方法を参考にして、ETEC での主要な O

血清群を決定し、それらを対象とした食

品での検査法を確立するために各種手法

の検討を行い、優れた方法を組み合わせ

て多機関によるコラボレイティブ・スタ

ディを実施し評価することとした。昨年

までの研究で、ETEC の主要 O 血清群は、

O6、O25、O27、O148、O153、O159 および

O169 の計７血清群であり、そのうちの

O148およびO159を代表的血清群に選定し

て試験を行うこととした。そこで、大容

量の免疫磁気ビーズを作製し、作製方法

の詳細なマニュアルを作成した。また、

免疫磁気ビーズの使用期限を検証した。

さらに、ETEC 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、各
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種機器や試薬を組み合わせて、高感度の

検出系を広く検討した。これらの方法を

含め、ETEC の食品からの検出法の確立を

目指し、増菌培養法、免疫磁気ビーズ法、

分離培養法、遺伝子検出法等を組み合わ

せて、一連の試験法としてコラボレイテ

ィブ・スタディを実施した。 

 

B. 研究方法 

（１）ETEC の免疫磁気ビーズ作製方法の

検討と食品での有効性の検討 

１）免疫磁気ビーズの作製 

コラボレイティブ・スタディで用いる

ETEC の血清群である O148 と O159 の血清

を用いた。血清は市販の病原大腸菌免疫

血清「生研」（デンカ生研）を使用した。

より抗体価の高い血清を選択するために、

2 種類の異なるロット番号の血清

（31-5126、28-4021）を用い、供試菌株

（血清群 O148（ST 産生）および O159（ST

産生）を各 1 株）と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。 

磁気ビーズは Dynabeads® M-280 Sheep 

anti-Rabbit IgG （ ThermoFisher 

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

の血清を原液のまま用いた。 

各血清群あたり 10 ml の免疫磁気ビー

ズを作製した。抗体の感作方法は「免疫

磁気ビーズ作製マニュアル」に従って実

施した。 

コラボレイティブ・スタディに使用す

るために必要な免疫磁気ビーズは合計

10ml であった。一度に大量の免疫磁気ビ

ーズを作製すると、磁気ビーズと抗体が

均一にならず、ビーズ 1 個当たりに感作

される抗体量に差が生じることが懸念さ

れた。そこで Dynabeads® M-280 Sheep 

anti-Rabbit IgG を 1.5 ml マイクロチュ

ーブに 250 µl ずつ 40 本に分注し、それ

ぞれに血清を加えて感作させる方法で作

製した。磁気ビーズに抗体を感作し、PBS

に再浮遊させた自家調製免疫磁気ビーズ

は、最終的に 1 本にまとめ、良く混和し

て均一化してから集菌効果の検討に用い

た。 

大腸菌 O148 および O159 を TSB に接種

し、37℃、18～20 時間培養した。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。希釈した菌液 1 ml を対象

に自家調製免疫磁気ビーズを用いて集菌

操作を行い、最終的に 10 mM PBS 0.1 ml

に懸濁後、懸濁液 10 µl ずつを 2 枚の普

通寒天平板に滴下し、塗抹分離を行った。

37℃で 18～20 時間培養後、各平板に発育

した集落数を計測し、集菌効果を確認し

た。 

２）自家調製免疫磁気ビーズの保存性に

関する検討 

自家調製した免疫磁気ビーズの使用期

限を検証するために、作製した免疫磁気
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ビーズを4℃の冷蔵下で約1年間保存した

後、集菌効果を調べた。 

O6、O25、O27、O148、O153、O159、O169

の 7 血清群に対する免疫磁気ビーズを「免

疫磁気ビーズ作製マニュアル」に従って

作製した。その後、4℃の冷蔵庫に 1年間

保存した。 

1 年間冷蔵保存後の自家調製免疫磁気

ビーズを用いて集菌効果を確認した。使

用した分離平板は、SMAC 寒天、抗生物質

加 SMAC 寒天、クロモアガーSTEC（基礎培

地）、DHL 寒天である。 

（２）ETEC の検査法の基礎検討 

遺伝子スクリーニング検出において、

①内部コントロール（IC）の追加、②ク

エンチャーの比較、③国内で広く使用さ

れている検出機器の比較を主眼に検討し

た。 

１）リアルタイム PCR 試料の調製 

食中毒事例に由来する O6：HNM（LT お

よび STh 産生）、O148:H28（STh 産生）、

O169:H41（STp 産生）の計 3 株を供試し、

接種菌液（想定菌濃度 106～103 cfu/ml）

を作製した。 

供試食品は、非加熱で接種されるミニ

トマト、大根の漬物、長ネギ、生わかめ

とし、滅菌ストマッカー袋に 25g ずつ採

取したのち、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

培養して食品培養液を作製した。食品培

養液 0.9 ml に接種菌液 0.1 ml を接種し

て菌接種食品培養液（想定 105～102 cfu/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い、リ

アルタイム PCR のテンプレートとした。 

２）リアルタイム PCR の反応条件および

解析 

リアルタイム PCR は、Frydendahl らが

報告した STp 遺伝子（Mol.Cell.Probes, 

2001,15,151-160）、共同研究者の小西ら

が選定した STh 遺伝子、および West らが

報告した LT 遺伝子（Vet. Microbiol., 

2007, 122,323-331）を標的とした各プラ

イマー・プローブを参照してシンプレッ

クス反応およびマルチプレックス反応に

て 行 っ た 。 反 応 試 薬 は TaqMan 

Enviromental MasterMix2.0 を使用し、プ

ライマー終濃度 0.16～0.2 µM、プローブ

終濃度 0.06～0.1 µM となるよう調製した。 

検出機器は ABI ViiA7、7500、LC480、

Takara Dice Ⅱおよび Dice Ⅲ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 または Manual 設定にて解析し

Ct 値（LC480 の場合は Cp 値）を得た。 

３）クエンチャー（TAMRA および BHQ）の

比較 

各種の標的毒素遺伝子（STp、STh、LT）

検出用の蛍光標識プローブには、5’末端

（蛍光ラベル）は FAM を 3'末端（クエン

チャー）は TAMRA または BHQ とした。 

使用した検出機器は、ABI ViiA7、7500、

LC480 の３機器とし、菌接種ミニトマト等

４食品培養液についてシンプレックス反
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応試験により最少検出菌濃度（検出感度）

の算出および検量線を作成した。 

４）IC を加えたマルチプレックス反応試

験 

各種の標的毒素遺伝子検出用の蛍光標

識プローブには、5’末端（蛍光ラベル）

は FAM を、3'末端（クエンチャー）は QSY

または BHQ とした。この QSY は TaqMan の

クエンチャーのひとつとして新たに開発

されたものであり、その適合性について

BHQ クエンチャーの検出感度との比較に

より評価した。なお、前述の「３）クエ

ンチャーの比較」において、クエンチャ

ー（TAMRA、BHQ）の種類による検出感度

に差が認められなかったことから、本試

験での対照クエンチャーは BHQ のみとし

た。また、菌接種食品培養液についても、

前述の「３）クエンチャーの比較」にお

いて４種類の食品に差がなかったことか

ら、過去に食中毒事件の原因食品であっ

た「長ネギ」に限定し、新たに菌接種食

品培養液を調製後、そのアルカリ熱抽出

試料はリアルタイム PCR のテンプレート

に供した。 

使用した検出機器は、ABI ViiA7、7500、

LC480、DiceⅡおよびDiceⅢの5機器とし、

シンプレックス反応試験で得られたデー

タにより最少検出菌濃度（検出感度）の

算出および検量線を作成した。また、平

成26年 11月 20日付け食安監発1120第 3

号の厚生労働省通知「腸管出血性大腸菌

O26、O103、O111、O121、O145 及び O157 

の検査法」に示された 16SrRNA 遺伝子を

検出する IC を加え、マルチプレックス反

応で菌接種長ネギ培養液について検出感

度の算出を行った。 

（３）食品での ETEC の検査法のコラボレ

イティブ・スタディ 

１）コラボレイティブ・スタディの概要 

参加機関数：13試験検査機関、実施回

数：２回（第１回；血清群 O159 STh 陽性、

第２回；O148 STp&LT 陽性）、試験食品検

体（キュウリ、長ネギ）とした。 

２）コラボレイティブ・スタディ用検体

の作製 

国立衛研にて市販のキュウリ（国産）

および長ネギ（国産）を購入し、検体と

して使用した。事前に ST 遺伝子および LT

遺伝子陰性であることを試験し確認した。 

食品を冷蔵保存し、検体が試験に使用

される日に標準寒天にて一般生菌数を、

クロモアガーECC にて大腸菌群数、大腸菌

数を測定した。各回につき、1食品あたり、

高菌数接種（25 cfu/25 g）検体 39 検体、

低菌数接種（5 cfu/25 g）検体 39 検体、

非接種用検体 39 検体（計 117 検体）、す

なわち 2食品あたり計 234 検体、加えて、

陽性用検体 13 検体（長ネギのみ設定）の

計 247 検体を作製した。 

各機関につき、検体 19袋の間に小型温

度記録計（サーモマネジャー）を挟んで

バイオセーフティー対応 2次容器に入れ、

冷蔵にて送付した。 

３）コラボレイティブ・スタディの試験
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実施手順 

 1 日目  

検体入りのストマッカー袋にあら

かじめ室温（20℃位）以上に温めた

mEC 培地 225 ml を加え、１分間のス

トマッカー処理を行い、42±１℃、22

±2 時間培養した。 

 2 日目  

培養液 10 ml をディスポチューブ

に取り、そこからリアルタイム PCR

用に 0.1 ml を１本、直接培養法用に

1.0 ml、免疫磁気ビーズ法に 1.0 ml

を 1 本ずつ測り取った。 

10 µlずつ各分離培地（SMAC、クロ

モアガーSTEC、抗生物質加 SMAC、抗

生物質加クロモアガーSTEC）2 枚に接

種し画線した。コロニーが多く出現す

るように画線した。その後、37±１℃

にて 18〜24 時間培養した。 

免疫磁気ビーズ液 25 µlに 1.0 ml

培養液を加え、デンカ生研を参照した

以下の方法に従い免疫磁気ビーズ濃

縮法を行った。最終浮遊液は 0.1 ml

とした。10 µlずつ各分離培地２枚に

接種し画線した。コロニーが多く出現

するように画線した。その後、37±

１℃にて 18〜24 時間培養した。 

培養液 0.1 ml をマイクロチューブ

に移し、以下のアルカリ熱抽出法にて

DNA を抽出した。抽出作業を始めたら、

中断することなく速やかに行った。 

ST・LT遺伝子検出リアルタイムPCR

法（インターナルコントロール：IC

を含む）の反応試薬組成は計 25 µl

とし（詳細略）、DNA 抽出液 5 µlを加

えた。 

反応条件:50℃２分、95℃10 分とし、

95℃15 秒、60℃１分を 40 サイクル 

使用機器:ABI7500（7500fast を使用

時はstandard chemistryに設定する） 

判定：リアルタイム PCR の解析を行い、

Ct 値が得られている場合を陽性とし

た。なお、解析は機器のオート設定お

よびマニュアル設定（Threshold 

Line；0.25、baseline；Auto）の２種

類で Ct 値を解析した。 

1 検体につき 2反応行った。反応時

にはアルカリ熱抽出物の代わりに滅

菌蒸留水などを用いて陰性コントロ

ールを設定した。Positive control

は、第１回では O159（STh 陽性）、第

２回では O148（STp&LT 陽性）を使用

した。 

 3 日目  

直接塗抹法および免疫磁気ビーズ

法について、各平板培地を観察し、各

種類の平板培地（２枚）から疑われる

コロニー3個を釣菌した。 

各平板培地上での典型的コロニー

の色は、SMAC では、一般的大腸菌と

同様に赤色のコロニーを形成し、クロ

モアガーSTEC では、腸管出血性大腸

菌と同様の藤色のコロニーを形成し

た。また、必要に応じて追加で釣菌し
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た。それらを普通寒天培地等に接種し

37±１℃にて 18〜24 時間培養した。 

 4 日目  

普通寒天培地等に生育したコロニ

ーを免疫血清（O148 および O159）に

て凝集反応を確認した。加熱菌体での

凝集試験が望ましいが、今回は生菌で

の特異的凝集（自己凝集しない）が判

定できた場合は加熱菌体での凝集を

確認しなくても良いとした。 

試験終了後に、結果表に記入した試

験結果およびリアルタイム PCR のラ

ンファイル（sds形式またはeds形式）、

各検体に添付された小型温度記録計

（サーモマネジャー）および検体送付

缶（梱包付属品も含む）を返送した。 

国立衛研にて試験結果を集計後、

Outlier 機関の検定および検出方法

間の有意差検定を行った。いずれの

検定においても、一元配置分散分析

を行い、事後解析として、多重比較

である Tukey-Kramer 法で解析を行っ

た。いずれの検定も有意水準は両側

5％とした。 

 

C. 研究結果 

（１）ETEC の免疫磁気ビーズ作製方法の

検討と食品での有効性の検討 

１）免疫磁気ビーズの作製 

大腸菌 O148 および O159 の診断用免疫

血清（デンカ生研）の各 2 ロットのいず

れの血清も短時間に強い凝集が認められ、

凝集反応性に差は認められなかった。今

回はロット番号 31-5126 血清を用いて免

疫磁気ビーズの調製を行った。 

作製した自家調製免疫磁気ビーズの集

菌効果、O148 および O159 はともに 100 

cfu/ml まで検出可能であった。以前に検

討した結果と同等の成績であったことか

ら、作製した自家調製免疫磁気ビーズは

性能に問題がないことが確認できた。 

２）自家製免疫磁気ビーズの保存性に関

する検討 

作製した免疫磁気ビーズの使用期限を

検証するために、1年間保存した免疫磁気

ビーズを用いて集菌効果を検討した。保

存後では血清群 O6は 104 cfu/ml までの検

出であったが、O25 および O159 は 102 

cfu/ml まで、O27、O148、O153、O169 は

101 cfu/ml まで検出が可能であった（表 3

および表 4）。 

1 年間冷蔵保存した免疫磁気ビーズを

用いて集菌操作を行い、各分離平板上に

出現した菌の発育状況を調べた。分離平

板別に最小検出菌数を比較した結果、供

試した各血清群の大腸菌は、いずれの分

離平板でも発育は良好であった。分離平

板ごとに発育した菌数を比較すると、O25、

O153、O159 では抗生物質の入っていない

SMAC 寒天、クロモアガーSTEC（基礎培地）、

DHL 寒天のいずれ平板でも同じような発

育状況（菌数）であったが、抗生物質の

入っている SMAC 寒天では 1オーダー程度

低い菌数であった。全体的にも抗生物質
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の入っている SMAC 寒天上での発育は、や

や抑制傾向であった。 

（２）ETEC の検査法の基礎検討 

１）クエンチャー（TAMRA および BHQ）の

比較 

各濃度に希釈した菌液を接種した食品

培養液からの ST（STp および STh）遺伝子

および LT 遺伝子検出における最少検出菌

濃度は、４種類の全食品で試験した３種

の検出機器および供試菌３株すべて、い

ずれのクエンチャー（TAMRA、BHQ）でも

103 cfu 以上/ml であった。 

２）IC を加えたマルチプレックス反応試

験 

IC を加えたマルチプレックス反応試験

では、長ネギ培養液からの ST（STp およ

び STh）遺伝子および LT 遺伝子検出にお

ける最少検出菌濃度は、５種の検出機器

および供試菌３株すべて、いずれのクエ

ンチャー（BHQ、QSY）でも 103 cfu 以上/ml

であった。IC もすべての反応において検

出された。 

リアルタイム PCR で得られた Ct値と長

ネギ培養液中の菌濃度を基に、クエンチ

ャー別並びに検出機器別および菌株別に

検量線を作成した。 

（３）食品での ETEC の検査法のコラボレ

イティブ・スタディ 

１）血清群 O159 の結果 

低菌数接種が 7.4 cfu/25 g、高菌数接

種は 37.0 cfu/25 g であった。 

全機関について、ほぼ 0.5℃から 5.0℃

に保たれて各機関に配送された。増菌温

度は、おおよそ 41℃から 43℃であった。 

検出感度は、ST・LT 遺伝子検出リアル

タイム PCR 法(IC を含む)では、高菌数接

種においては、キュウリおよび長ネギの

いずれの検体でも Auto 解析およびマニュ

アル解析ともに 1.000 であった。低菌数

接種においては、いずれの検体でも 0.974

であった。 

直接塗抹法では、高菌数接種において

は、キュウリ検体では、分離に用いた４

種類いずれの寒天培地でも 1.000 であっ

た。長ネギ検体では、SMAC 以外の３種類

の培地で 1.000、SMAC で 0.897 であった。

低菌数接種においては、キュウリ検体で

は、SMAC 以外の３種類の培地で 0.974、

SMACで0.949であった。長ネギ検体では、

SMAC 以外の３種類の培地で 0.974、SMAC

で 0.846 であった。 

免疫磁気ビーズ法では、高菌数および

低菌数接種においては、いずれの検体で

も、分離に用いた２種類の寒天培地で

0.974 以上であった。 

統計解析を行った結果、キュウリ検体

では、ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR

法(IC を含む)の Auto 解析は、直接塗抹法

のクロモアガーSTEC および抗生物質加

SMAC、ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR

法（IC を含む）のマニュアル解析よりも

検出率が有意に低かった。長ネギ検体で

は、直接塗抹法の SMAC および ST・LT 遺

伝子検出リアルタイム PCR 法(IC を含む)
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の Auto 解析は、直接塗抹法の SMAC 以外

の培地、免疫磁気ビーズ法の両培地、ST・

LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法(IC を

含む)のマニュアル解析よりも検出率が

有意に低かった。 

２）血清群 O148 の結果 

低菌数接種が 4.1 cfu/25 g、高菌数接

種は 20.5 cfu/25 g であった。 

全機関について、ほぼ 0℃から 8.0℃に

保たれて各機関に配送された。増菌温度

は、おおよそ 41℃から 43℃であった。 

検出感度は、ST・LT 遺伝子検出リアル

タイム PCR 法(IC を含む)では、高菌数接

種においては、キュウリ検体では、Auto

解析およびマニュアル解析ともに 1.000

であったが、長ネギ検体では、いずれの

解析においても 0.769 であった。低菌数

接種においては、キュウリ検体では、い

ずれの解析においても 0.923 であり、長

ネギ検体では、いずれの解析においても

0.590 であった。 

直接塗抹法では、高菌数接種において

は、キュウリ検体では、SMAC で 0.615、

SMAC 以外の３種類の寒天培地において

1.000 であった。長ネギ検体では、抗生物

質加 SMAC で 0.641、抗生物質加クロモア

ガーSTEC で 0.513、クロモアガーSTEC で

0.462、SMAC で 0.231 であった。低菌数接

種おいては、キュウリ検体では、SMAC で

0.641、SMAC 以外の３種類の培地において

0.872 以上であった。長ネギ検体では、抗

生物質加 SMAC で 0.333、抗生物質加クロ

モアガーSTEC で 0.308、SMAC で 0.179、

クロモアガーSTEC で 0.154 であった。 

免疫磁気ビーズ法では、高菌数接種お

いては、キュウリ検体では、抗生物質加

SMAC と抗生物質加クロモアガーSTEC とも

に 1.000 であり、長ネギ検体では、２種

類の寒天培地のいずれも 0.744 であった。

低菌数接種おいては、キュウリ検体では、

２種類の寒天培地のいずれも 0.872、長ネ

ギ検体では、0.385 であった。 

統計解析を行った結果、キュウリ検体

では、直接塗抹法の SMAC は、直接塗抹法

の SMAC 以外の培地、免疫磁気ビーズ法の

両培地、ST・LT 遺伝子検出リアルタイム

PCR 法(IC を含む)のいずれの解析よりも

検出率が有意に低かった。長ネギ検体で

は、直接塗抹法の SMAC は、免疫磁気ビー

ズ法の両培地および ST・LT 遺伝子検出リ

アルタイム PCR 法(IC を含む)のいずれの

解析よりも検出率が有意に低く、直接塗

抹法のクロモアガーSTEC は、ST・LT 遺伝

子検出リアルタイム PCR 法(IC を含む)の

マニュアル解析よりも検出率が有意に低

かった。 

 

D.考察 

（１）ETEC の免疫磁気ビーズ作製方法の

検討と食品での有効性の検討 

現在、EHEC の検査に用いる免疫磁気ビ

ーズは、複数種類が市販されているが、

ETEC の血清群（O6、O25、O27、O148、O153、

O159、O169）を検出するための免疫磁気
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ビーズは、市販されていない。そこで複

数機関で一斉検出するコラボレイティ

ブ・スタディに提供するために免疫磁気

ビーズの作製および集菌効果の検討を行

った。そこで 250 µlずつ小分けして作製

し、最終的に 1 つにまとめて良く攪拌す

ることで、感作される抗体量が均一であ

る自家調製免疫磁気ビーズを作製するこ

とができた。調製した免疫磁気ビーズの

性能を評価するために、菌液を用いた集

菌を行い集菌効果の検証を行った結果、

O148、O159のいずれの血清群も100 cfu/ml

まで検出できたことから、作製した自家

調製免疫磁気ビーズは問題がないことが

確認できた。 

作製した自家調製免疫磁気ビーズの保

存性を検討するために、作製後 4℃の冷蔵

庫で 1 年間保管した自家調製免疫磁気ビ

ーズを用いて、集菌効果の検証を行った。

作製直後のデータと比較すると、いずれ

の血清群も 1 オーダー程度検出率が落ち

ている成績であった。しかし、リアルタ

イム PCR 法の検出感度を 103 cfu/ml とし

ており、いずれも 103 cfu/ml 菌液を用い

た場合は集菌効果が認められることから、

免疫磁気ビーズを自家調製後、1年間程度

は使用できるものと考えられた。 

分離平板ごとに菌株の発育状況を比較

すると、抗生物質が入っていない培地と

比較して抗生物質を添加した培地では 1

オーダー程度発育した菌数が少なかった。

食品由来の夾雑菌を抑制するには非常に

有効であるが、同時に目的菌も多少の抑

制がかかることが明らかとなった。汚染

菌量が少ない場合や損傷菌等を考慮する

と、抗生物質を添加している培地として

いない培地を必ず併用する必要があると

考えられた。 

（２）ETEC の検査法の基礎検討 

リアルタイム PCR の精度を確保するた

めに、16SrRNA を標的とした IC を加えた

マルチプレックス反応による遺伝子検出

法を検討した。国内で汎用されている主

要な検出機器を使用したリアルタイム

PCR は、BHQ および QSY のいずれのクエン

チャーとの相性が良く、ETEC を接種した

食品培養液中の最少菌検出濃度は 103 cfu

以上/ml であり、検出感度に優れた。また、

IC もすべての反応で検出され、本試験で

設定したプライマー、プローブ、反応条

件は、食品の ETEC 検査法におけるスクリ

ーニング検査として有用であることが確

認された。 

これまでの３か年の研究では、リアル

タイム PCR による ETEC 検出おいて①

Hidaka らのプライマー・プローブ（クエ

ンチャーMGB）、②Frydendahl＆小西＆

West らのプライマー・プローブ（クエン

チャーTAMRA）、③Frydendahl＆小西＆

West らのプライマー・プローブ（クエン

チャーBHQ）、④Frydendahl＆小西＆West

らのプライマー・プローブ（クエンチャ

ーQSY）、⑤IC を付加したマルチプレック

ス反応、といった複数の反応系を検討し、
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いずれも標的遺伝子を最少菌濃度 103 cfu

以上/ml で検出できた。これら各種の反応

系や各種の検出機器を用いた方法による

検出法を提示できたことは、使用可能な

検出機器および試薬の選択肢が広がり、

食品の ETEC 遺伝子スクリーニング検査の

実用性が高まるものと期待する。 

（３）食品での ETEC の検査法のコラボレ

イティブ・スタディ 

ETEC O6、O25、O27、O148、O153、O159

および O169 の計７血清群を対象とした食

品での検査法の確立のために、13 試験検

査機関によるコラボレイティブ・スタデ

ィを行った。ETEC と同じく病原大腸菌の

一種である腸管出血性大腸菌を参照し、

既に確立され通知されている食品での腸

管出血性大腸菌の検査法の通知（「食品か

らの腸管出血性大腸菌 O26、O103、O111、

O121、O145 及び O157 の検査法」平成 26

年 11 月 20 日付け食安監発 1120 第１号）

を参考にして同様の増菌培養法および分

離培養法を利用し、また、遺伝子スクリ

ーニングの考え方も取り入れて、効果的

かつ効率的な検査法とすることとした。

本コラボレイティブ・スタディでの試験

法は、mEC 培地中での 42℃での増菌培養

法、免疫磁気ビーズ法と各選択分離培地

の組み合わせによる分離培養法および遺

伝子検出法で構成された。食品検体には、

ETEC の食中毒の原因食品として野菜や水

が多いことがいわれていることから、

ETEC の食中毒の原因食品であった長ネギ、

また、腸管出血性大腸菌の食中毒の原因

食品として報告があるキュウリを選定し

た。また、３試験研究機関で実施した先

行研究にて、主要７血清群のうち本コラ

ボレイティブ・スタディに供試しなかっ

た５血清群についても野菜などの多種の

食品に菌を接種して各種検出法を検討し

た。その結果、優れることが判明した検

査法を採用してコラボレイティブ・スタ

ディの試験を構成した。 

検出感度は、高菌数接種（20.5〜37.0 

cfu/25 g）では、キュウリでの血清群 O148

では直接塗抹法の SMAC以外の全ての方法、

血清群 O159 では全ての検出方法で 1.000

であった。長ネギでの血清群 O159 では直

接塗抹法の SMAC 以外の全ての方法で

1.000 であった。本研究での高菌数接種レ

ベルの菌数であれば高率に ETEC が検出さ

れることが判明した。しかし、長ネギで

の血清群 O148 では、最も高い感度が ST・

LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法(IC を

含む)の 0.69 であった。低菌数接種（4.1

〜7.4 cfu/25 g）では、キュウリでの血

清群 O148 では ST・LT 遺伝子検出リアル

タイム PCR 法(IC を含む)で 0.923、直接

塗抹法の SMAC で 0.641、それ以外の培地

で0.872以上、免疫磁気ビーズ法で0.872、

血清群 O159 ではいずれの方法でも 0.949

以上であった。長ネギでの血清群 O148 で

は ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法

(IC を含む)で 0.590、免疫磁気ビーズ法

で 0.385、直接塗抹法で 0.154〜0.333 で
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あった。血清群 O159 で ST・LT 遺伝子検

出リアルタイム PCR 法(IC を含む)で

0.974、免疫磁気ビーズ法は 0.974 以上、

直接塗抹法の SMAC では 0.846、それ以外

の培地で 0.974 であった。これらのこと

から、菌数が一桁のレベルであっても高

率に検出されることが判明した。また、

ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法(IC

を含む)のほうが免疫磁気ビーズ法より

も検出性が優れていることが示され、リ

アルタイム PCR 法をスクリーニングに使

用し、陽性であった検体を免疫磁気ビー

ズ法に供することで効率的な試験が行え

るものと考えられた。さらに、本コラボ

レイティブ・スタディで設定した釣菌す

るコロニー数（３コロニー）以上に釣菌

することによって直接塗抹法および免疫

磁気ビーズ法の検出感度が向上する可能

性が考えられ、試験の際には、釣菌する

コロニー数も重要であると思われる。 

全体的に ST・LT 遺伝子検出リアルタイ

ム PCR 法(IC を含む)よりも直接塗抹法お

よび免疫磁気ビーズ法のほうが検出率の

低い傾向にあることから、遺伝子検出に

よって陽性であった検体について、直接

塗抹法および免疫磁気ビーズ法を行い、

より多くのコロニーを釣菌することで、

効率的に検出されることが考えられた。 

本コラボレイティブ・スタディでは、

mEC 培地（42℃）での増菌培養法、免疫磁

気ビーズ法、選択分離培地の組み合わせ

による分離培養法および遺伝子検出法に

よって ETEC の比較的高率な検出が認めら

れた。 

 

E. 結論 

本年度は、（１）免疫磁気ビーズを小分

けして作製し、最終的に 1 本にまとめる

ことで、感作される抗体量が均一な回収

率に優れる大量の免疫磁気ビーズが作製

された。また、作製した免疫磁気ビーズ

の保存性を検討し、1年間程度は使用でき

るものと考えられた。（２）ST・LT 遺伝子

検出リアルタイム PCR 法について、検出

機器、プローブ 3'末端に付加するクエン

チャーおよび IC との適合性を検討した。

国内で広く使用されている５種類の検出

機器及び２種類のクエンチャーを用いた

リアルタイム PCR では、IC を含むマルチ

プレックス反応条件にて ETEC の標的遺伝

子 ST（STｐ、STh）および LT が最小菌濃

度 103 cfu 以上/ml で検出された。（３）コ

ラボレイティブ・スタディでは、ETEC が

総じて比較的高率に検出されることが確

認された。食品の増菌培養液がリアルタ

イム PCR 法で ST または LT 遺伝子陽性に

なった場合、培養液を選択分離培地に塗

抹するか、主要 O 血清群（７種）の免疫

磁気ビーズ法を行い、濃縮液を分離培地

に塗抹し培養して ETEC を分離することが、

食品の試験法として優れると考えられた。 

 

F．健康危険情報 

なし 
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G．研究発表 

１．論文発表 

工藤由起子. 腸管出血性大腸菌による食

中毒発生と食肉汚染状況について．感

染と消毒. Vol. 24, No. 1, p72-76, 

2017. 2017 年 5 月発行 幸書房.  

Terajima, J., Izumiya, H., Hara-Kudo, 

Y., Ohnishi, M. Shiga toxin 

(verotoxin)-producing E. coli and 

foodborne disease: A Review. Food 

Safety. Vol. 5, No. 2, 35-53, 2017. 

工藤由起子、寺嶋 淳. 冷凍メンチカツ

の加熱調理による腸管出血性大腸菌の

殺菌条件の検討. 食品衛生研究．

67(9)：7-13, 2017 年９月号.  

 

2．学会発表 

大阪美紗、大塚佳代子、門脇奈津子、榊

田希、小西典子、小俣浩魅、甲斐明美、

寺嶋淳、工藤由起子. 食品からの腸管

毒素原性大腸菌検出におけるリアルタ

イム PCR 法の検討.第 38 回日本食品微

生物学会.平成 29 年 10 月 5、6 日．徳

島． 

工藤由起子、田中恵美、都丸亜希子、寺

嶋 淳. 冷凍メンチカツを原因とする

腸管出血性大腸菌 O157 食中毒発生と

その要因である加熱調理方法での菌数

減少の検証.第 113 回日本食品衛生学

会学術講演会. 平成 29 年 11 月 9、10

日．東京． 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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平成２９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４ 

 

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。H29 年度は、これまでに構築した遺伝子検

出系においてクエンチャーの種類及び国内で汎用される検出機器の種類について、その

検出感度を比較すると共に、内因性コントロール（IC）を追加し精度を高めた実用性の

ある試験法へと展開した。  

 

研究協力者  

   埼玉県衛生研究所   大塚佳代子、大阪美紗、門脇奈津子 

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 

平成 29 年度は、遺伝子スクリーニング

検出において、①内部コントロール（IC）

の追加、②クエンチャーの比較、③国内で

広く使用されている検出機器の比較を主

眼に検討した。 

１．リアルタイム PCR 試料の調製 

食中毒事例に由来する O6：HNM（菌株番

号 T6，LT 及び STh 産生）、O148:H28（菌株

番号 T11，STh 産生）、O169:H41（菌株番号

T5、STp産生）の計3株を供試菌株とした。

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10－3から10－6希釈菌液ま

で 10 倍階段希釈し、接種菌液（想定菌濃

度 106～103cfu/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。 

供試食品は、非加熱で接種されるミニ

トマト、大根の漬物、長ネギ、生わかめと

し、滅菌ストマッカー袋に 25g ずつ採取し

たのち、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。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 105～102cfu/mL 食品培

養液）を調製した（図 1）。 

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。 

 

２．リアルタイム PCR の反応条件及び解析 

リアルタイム PCR は、Frydendahl らが

報告した STp 遺伝子（Mol.Cell.Probes, 

2001,15,151-160）、共同研究者の小西らが

選定した STh 遺伝子、及び West らが報告

したLT遺伝子（Veterinary Microbiology, 

2007, 122,323-331）を標的とした各プラ

イマー・プローブを参照してシンプレック

ス反応及びマルチプレックス反応にて行

った。反応試薬は TaqMan Enviromental 

MasterMix2.0（サーモフィッシャーサイエ

ンティフィック）を使用し、プライマー終

濃度 0.16～0.2μM、プローブ終濃度 0.06
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～0.1μM となるよう表１及び表２に従い

調製した。 

検出機器は ABI ViiA7（サーモフィッシ

サーモフィッシャーサイエンティフィッ

ク）、7500（サーモフィッシャーサイエン

ティフィック）、LC480（ロシュ・ダイアグ

ノスティックス）、Dice Ⅱ（タカラバイオ）

及び Dice Ⅲ（タカラバイオ）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（LC480 の場合は Cp値）を得た。 

 

３. クエンチャー（TAMRA 及び BHQ）の比

較 

 各種の標的毒素遺伝子（STp、STh、LT）

検出用の蛍光標識プローブには、5’末端

（蛍光ラベル）は FAM を 3'末端（クエン

チャー）は TAMRA 又は BHQ とした。 

使用した検出機器は、ABI ViiA7、7500、

LC480 の３機器とし、菌接種ミニトマト等

４食品培養液についてシンプレックス反

応試験により最少検出菌濃度（検出感度）

の算出及び検量線を作成した。 

 

４. IC を加えたマルチプレックス反応試

験 

 各種の標的毒素遺伝子検出用の蛍光標

識プローブには、5’末端（蛍光ラベル）

は FAM を、3'末端（クエンチャー）は QSY

又は BHQ とした。この QSY は TaqMan のク

エンチャーのひとつとして新たに開発さ

れたものであり、その適合性について BHQ

クエンチャーの検出感度との比較により

評価した。なお、前述の「1.クエンチャー

の比較」において、クエンチャー（TAMRA、

BHQ）の種類による検出感度に差が認めら

れなかったことから、本試験での対照クエ

ンチャーは BHQ のみとした。また、菌接種

食品培養液についても、前述の「1.クエン

チャーの比較」において４種類の食品に差

がなかったことから、過去に食中毒事件の

原因食品であった「長ネギ」に限定し、新

たに菌接種食品培養液を調製後、そのアル

カリ熱抽出試料はリアルタイム PCR のテ

ンプレートに供した。 

使用した検出機器は、ABI ViiA7、7500、

LC480、DiceⅡ及び DiceⅢの 5 機器とし、

シンプレックス反応試験で得られたデー

タにより最少検出菌濃度（検出感度）の算

出及び検量線を作成した。また、平成 26

年 11 月 20 日付け食安監発 1120 第 3 号の

厚生労働省通知「腸管出血性大腸菌 O26、

O103、O111、O121、O145 及び O157 の検

査法」に示された 16SrRNA 遺伝子を検出す

る IC を加え、マルチプレックス反応で菌

接種長ネギ培養液について検出感度の算

出を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

１. クエンチャー（TAMRA 及び BHQ）の比

較 

各濃度に希釈した菌液を接種した食品培

養液からの ST（STp 及び STh）遺伝子及び
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LT 遺伝子検出における最少検出菌濃度は、

４種類の全食品で試験した３種の検出機

器及び供試菌３株すべて、いずれのクエン

チャー（TAMRA、BHQ）でも 103cfu 以上/mL

であった。（表 3、表 4）。 

 

２．IC を加えたマルチプレックス反応試

験 

ICを加えたマルチプレックス反応試験

では、長ネギ培養液からの ST（STp 及び

STh）遺伝子及び LT遺伝子検出における最

少検出菌濃度は、５種の検出機器及び供試

菌３株すべて、いずれのクエンチャー（BHQ、

QSY）でも 103cfu 以上/mL であった。IC も

すべての反応において検出された（表 6）。 

リアルタイムPCRで得られたCt値と長

ネギ培養液中の菌濃度を基に、クエンチャ

ー別並びに検出機器別及び菌株別に検量

線を作成した（表 5、図 2－図 33）。 

 

D.考察 

 過去の食品での新たな病原大腸菌のリ

スク管理に関する研究において、日本にお

ける食中毒発生状況資料（厚生労働省

NESFD、平成 20 年～27 年）を分析した結

果、腸管毒素原性大腸菌（以下、ETEC）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 種類であることを

報告した。また、これらの血清群を対象と

した食品からの効率的な試験法を策定す

る目的で、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

培地及び同一の培養温度で ETEC が発育す

ることも明らかにした。また、腸管出血性

大腸菌検査法で導入されている検査手法

と同様に、遺伝子スクリーニング検査の有

用性や免疫磁気ビーズ検査による菌分離

の向上も確認できた。 

平成 29 年度は、リアルタイム PCR の精

度を確保するために、16SrRNA を標的とし

た IC を加えたマルチプレックス反応によ

る遺伝子検出法を検討した。国内で汎用さ

れている主要な検出機器を使用したリア

ルタイム PCR は、BHQ 及び QSY のいずれの

クエンチャーとの相性が良く、ETEC を接

種した食品培養液中の最少菌検出濃度は

103cfu以上/mLであり、検出感度に優れた。

また、IC もすべての反応で検出され、本

試験で設定したプライマー、プローブ、反

応条件は、食品の ETEC 検査法におけるス

クリーニング検査として有用であること

が確認できた。 

これまでの３か年の研究では、リアルタ

イム PCR による ETEC 検出おいて①Hidaka

らのプライマー・プローブ（クエンチャー

MGB）、②Frydendahl ＆小西＆West らのプ

ライマー・プローブ（クエンチャーTAMRA）、

③Frydendahl ＆小西＆West らのプライ

マー・プローブ（クエンチャーBHQ）、④

Frydendahl ＆小西＆West らのプライマ

ー・プローブ（クエンチャーQSY）、⑤IC

を付加したマルチプレックス反応、といっ

た複数の反応系を検討し、いずれも標的遺
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伝子を最少菌濃度 103cfu 以上/mL で検出

できた。これら各種の反応系や各種の検出

機器を用いた方法による検出法を提示で

きたことは、使用可能な検出機器及び試薬

の選択肢が広がり、食品の ETEC 遺伝子ス

クリーニング検査の実用性が高まるもの

と期待する。 

 

E.結論 

 平成 29 年度は、検出機器、プローブ 3'

末端に付加するクエンチャー及び IC との

適合性を調べた。国内で広く使用されてい

る５種類の検出機器及び２種類のクエン

チャーを用いたリアルタイム PCR は、IC

を含むマルチプレックス反応条件にて

ETEC の標的遺伝子 ST（STｐ、STh）及び

LT を最小菌濃度 103cfu 以上/mL で検出で

きた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F.健康危険情報 

  なし 

 

G.研究発表 

大阪美紗、大塚佳代子、門脇奈津子、榊田

希、小西典子、小俣浩魅、甲斐明美、

寺嶋淳、工藤由起子，食品からの腸管

毒素原性大腸菌検出におけるリアルタ

イム PCR 法の検討．第 38 回日本食品微

生物学会．平成 29年 10 月 5、6 日．徳

島 
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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（シンプレックス反応） 
 
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-TAMRA 又は BHQ 0.33 
STp プライマー（10p） gcaaaatccgtttaactaatctcaaa 0.5 
   プライマー（10p） acagaaataaaaattgccaacattagc 0.5 
   プローブ   ( 5p） FAM-ttacctcccgtcatgttgtttcacggat-TAMRA 又 は

BHQ 
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-tagcaggttccccaccggatcacc-TAMRA 又は BHQ 0.33 
2×Enviromental Mastermix  12.5 
蒸留水  6.17 
鋳型 DNA  5 
 
 
表 2 プライマー及びプローブの塩基配列と反応液調製（マルチプレックス反応） 
 
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-BHQ 又は QSY 0.3 
STp プライマー（10p） gcaaaatccgtttaactaatctcaaa 0.5 
   プライマー（10p） acagaaataaaaattgccaacattagc 0.5 
   プローブ   ( 5p） FAM-ttacctcccgtcatgttgtttcacggat- BHQ 又は QSY 0.3 
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-tagcaggttccccaccggatcacc- BHQ 又は QSY 0.3 
16SrRNA プライマー（20p） cctcttgccatcggatgtg 0.2 
   プライマー（20p） ggctggtcatcctctcagacc 0.2 
      プローブ ( 5p） HEX-gtggggtaacggctcacctaggcgac- BHQ 又は QSY 0.5 
2×Enviromental Mastermix  12.5 
蒸留水  2.7 
鋳型 DNA  5 
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表 3 各種食品培養液を対象としたシンプレックス反応におけるリアルタイム PCR の検量線
（TAMRA） 
 

食品の種類 

検出機器 供試菌株 
標的遺伝
子 

R2 検量線式 

最小検出菌
濃度 
（log 
cfu/mL） 

ミニトマト 7500 O6 STh 0.988 y=-3.355x+45.5 1.9 
  O148 STh 0.996 y=-3.276x+44.262 2.1 
  O169 STp 0.996 y=-3.427x+43.414 2.1 
  O6 LT 0.990 y=-3.334x+45.245 1.9 
 ViiA7 O6 STh 

0.989 
y=-3.5715x+47.75
54 

1.9 

  O148 STh 
0.995 
y=-3.2501x+46.37
98 

3.1 

  O169 STp 
0.996 
y=-3.3363x+43.48
22 

2.1 

  O6 LT 
0.992 
y=-3.6379x+45.64
22 

1.9 

 LC480 O6 STh 
0.987 
y=-3.0963x+43.88
5 

2.9 

  O148 STh 
0.997 
y=-3.3443x+45.63
9 

2.1 

  O169 STp 0.993 y=-3.374x+43.638 2.1 
  O6 LT 

0.994 
y=-3.1973x+44.28
2 

1.9 

大根の漬物 7500 O6 STh 0.990 y=-3.258x+44.256 1.9 
  O148 STh 0.992 y=-3.276x+45.045 2.1 
  O169 STp 0.998 y=-3.349x+43.648 2.1 
  O6 LT 0.985 y=-3.237x+44.799 1.9 
 ViiA7 O6 STh 

0.995 
y=-3.2687x+46.41
39 

1.9 

  O148 STh 
0.993 
y=-3.4778x+45.24
46 

3.1 

  O169 STp 
0.998 
y=-3.5559x+48.56
51 

2.1 

  O6 LT 
0.997 
y=-3.3151x+43.94
81 

1.9 

 LC480 O6 STh 
0.990 
y=-3.0607x+43.71
7 

1.9 

  O148 STh 
0.999 
y=-3.3493x+45.86
4 

2.1 

  O169 STp 
0.998 
y=-3.3945x+44.08
7 

2.1 

  O6 LT 
0.993 
y=-3.1417x+43.84
8 

1.9 
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長ネギ 7500 O6 STh 0.990 y=-3.308x+45.138 1.9 
  O148 STh 0.994 y=-3.351x+45.837 2.1 
  O169 STp 0.988 y=-3.553x+44.1 2.1 
  O6 LT 0.992 y=-3.319x+43.974 1.9 
 ViiA7 O6 STh 

0.993 
y=-3.3613x+48.41
68 

2.9 

  O148 STh 
0.991 
y=-3.4002x+47.96
61 

2.1 

  O169 STp 
0.992 
y=-3.5817x+45.63
04 

2.1 

  O6 LT 
0.994 
y=-3.4970x+45.39
90 

1.9 

 LC480 O6 STh 0.984 y=-3.234x+46.042 1.9 
  O148 STh 

0.999 
y=-3.3887x+46.17
5 

2.1 

  O169 STp 
0.991 
y=-3.2413x+43.06
9 

2.1 

  O6 LT 0.990 y=-3.554x+46.456 1.9 
生わかめ 7500 O6 STh 0.988 y=-3.494x+45.877 1.9 
  O148 STh 0.993 y=-3.415x+45.307 2.1 
  O169 STp 0.996 y=-3.369x+43.701 2.1 
  O6 LT 0.992 y=-3.302x+45.875 1.9 
 ViiA7 O6 STh 

0.986 
y=-3.6125x+46.94
18 

1.9 

  O148 STh 
0.994 
y=-3.4884x+47.91
41 

2.1 

  O169 STp 
0.997 
y=-3.3449x+43.61
69 

2.1 

  O6 LT 
0.989 
y=-3.6262x+45.27
28 

1.9 

 LC480 O6 STh 
0.982 
y=-3.5103x+45.37
1 

1.9 

  O148 STh 
0.994 
y=-3.2997x+45.06
1 

2.1 

  O169 STp 0.994 y=-3.369x+43.887 2.1 
  O6 LT 0.984 y=-3.341x+45.445 1.9 
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表4 各種食品培養液を対象としたシンプレックス反応におけるリアルタイムPCRの検量線（BHQ） 
 

食品の種
類 

検出機器 供試菌株 
標的遺伝
子 

R2 検量線式 

最小検出菌濃
度 
（log 
cfu/mL） 

ミニトマ
ト 

7500 O6 STh 
0.988 y=-3.355x+45.5 

1.9 

  O148 STh 0.996 y=-3.276x+44.262 2.1 
  O169 STp 0.996 y=-3.427x+43.414 2.1 
  O6 LT 0.990 y=-3.334x+45.245 1.9 
 ViiA7 O6 STh 

0.988 
y=-3.447x+45.819
9 

1.9 

  O148 STh 
0.996 
y=-3.2593x+46.05
64 

2.1 

  O169 STp 
0.991 
y=-3.3023x+44.22
5 

2.1 

  O6 LT 
0.988 
y=-3.6105x+45.08
49 

1.9 

 LC480 O6 STh 
0.986 
y=-3.4869x+45.20
4 

1.9 

  O148 STh 
0.997 
y=-3.2227x+44.03
2 

2.1 

  O169 STp 0.998 y=-3.3283x+43.26 2.1 
  O6 LT 

0.989 
y=-3.0927x+43.73
9 

1.9 

大根の漬
物 

7500 O6 STh 
0.990 y=-3.258x+44.256 

1.9 

  O148 STh 0.992 y=-3.276x+45.045 2.1 
  O169 STp 0.998 y=-3.349x+43.648 2.1 
  O6 LT 0.985 y=-3.237x+44.799 2.9 
 ViiA7 O6 STh 

0.996 
y=-3.2839x+45.99
49 

1.9 

  O148 STh 
0.996 
y=-3.4186x+44.64
91 

2.1 

  O169 STp 
0.994 
y=-3.3453x+46.70
89 

2.1 

  O6 LT 
0.998 
y=-3.3767x+44.47
55 

1.9 

 LC480 O6 STh 0.998 y=-3.153x+43.622 1.9 
  O148 STh 

0.997 
y=-3.4313x+45.71
2 

2.1 

  O169 STp 
0.997 
y=-3.4002x+44.16
5 

2.1 

  O6 LT 
0.993 
y=-3.0207x+43.09
9 

2.9 
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長ネギ 7500 O6 STh 0.990 y=-3.308x+45.138 1.9 
  O148 STh 0.994 y=-3.351x+45.837 2.1 
  O169 STp 0.988 y=-3.553x+44.1 2.1 
  O6 LT 0.992 y=-3.319x+43.974 1.9 
 ViiA7 O6 STh 

0.988 
y=-3.3798x+46.57
72 

1.9 

  O148 STh 
0.989 
y=-3.3503x+47.39
36 

2.1 

  O169 STp 
0.992 
y=-3.5248x+45.30
49 

3.1 

  O6 LT 
0.994 
y=-3.4985x+45.03
65 

1.9 

 LC480 O6 STh 0.992 y=-3.402x+46.055 1.9 
  O148 STh 

0.999 
y=-3.4043x+45.93
8 

2.1 

  O169 STp 
0.992 
y=-3.2617x+43.27
7 

2.1 

  O6 LT 
0.989 
y=-3.4343x+44.92
3 

1.9 

生わかめ 7500 O6 STh 0.988 y=-3.494x+45.877 1.9 
  O148 STh 0.993 y=-3.415x+45.307 2.1 
  O169 STp 0.996 y=-3.369x+43.701 2.1 
  O6 LT 0.992 y=-3.302x+45.875 1.9 
 ViiA7 O6 STh 

0.986 
y=-3.5022x+46.60
68 

1.9 

  O148 STh 
0.992 
y=-3.3767x+46.84
3 

2.1 

  O169 STp 0.991 y=-3.359x+43.784 2.1 
  O6 LT 

0.986 
y=-3.6175x+45.34
49 

1.9 

 LC480 O6 STh 
0.984 
y=-3.2437x+44.93
4 

1.9 

  O148 STh 
0.991 
y=-3.3253x+44.76
7 

2.1 

  O169 STp 
0.994 
y=-3.3313x+43.77
3 

2.1 

  O6 LT 
0.969 
y=-3.0463x+41.77
2 

1.9 
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表5 長ネギ培養液を対象としたシンプレックス反応におけるリアルタイムPCRの検
量線 
 
クエンチャ
ーの種類 

検出機器 供試菌株 標的遺伝子 R2 検量線式 

BHQ 7500 O6 STh 0.996 y=-3.419x+45.838 
  O148 STh 0.972 y=-3.304x+45.346 
  O169 STp 0.996 y=-3.448x+44.186 
  O6 LT 0.995 y=-3.385x+43.578 
 ViiA7 O6 STh 0.998 y=-3.402x+46.377 
  O148 STh 0.997 y=-2.973x+45.458 
  O169 STp 0.991 y=-3.221x+43.420 
  O6 LT 0.972 y=-3.059x+42.884 
 LC480 O6 STh 0.995 y=-3.210x+44.768 
  O148 STh 0.999 y=-2.640x+43.179 
  O169 STp 0.982 y=-3.437x+43.937 
  O6 LT 0.999 y=-3.480x+44.939 
 DiceⅡ O6 STh 0.988 y=-3.225x+44.85 
  O148 STh 0.962 y=-2.922x+44.51 
  O169 STp 0.985 y=-3.170x+43.78 
  O6 LT 0.995 y=-3.037x+43.09 
 DiceⅢ O6 STh 0.981 y=-2.635x+43.05 
  O148 STh 0.975 y=-3.071x+46.55 
  O169 STp 0.984 y=-3.098x+43.62 
  O6 LT 0.968 y=-2.994x+43.39 
QSY 7500 O6 STh 0.978 y=-3.032x+43.362 
  O148 STh 0.978 y=-2.777x+42.734 
  O169 STp 0.990 y=-3.296x+44.044 
  O6 LT 0.974 y=-3.137x+44.049 
 ViiA7 O6 STh 0.996 y=-3.115x+44.436 
  O148 STh 0.995 y=-3.237x+45.888 
  O169 STp 0.983 y=-3.248x+42.598 
  O6 LT 0.989 y=-3.198x+43.879 
 LC480 O6 STh 0.995 y=-3.610x+46.862 
  O148 STh 0.998 y=-2.705x+43.647 
  O169 STp 0.996 y=-3.270x+43.330 
  O6 LT 0.998 y=-3.370x+44.489 
 DiceⅡ O6 STh 0.995 y=-2.928x+44.00 
  O148 STh 0.994 y=-3.188x+46.39 
  O169 STp 0.989 y=-3.212x+44.16 
  O6 LT 0.980 y=-2.995x+43.31 
 DiceⅢ O6 STh 0.989 y=-3.250x+45.70 
  O148 STh 0.994 y=-2.859x+45.31 
  O169 STp 0.965 y=-3.066x+43.84 
  O6 LT 0.990 y=-2.633x+42.01 
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表 6 長ネギ培養液を対象とした IC 含有マルチプレックス反応における検出感度 
 
クエンチャーの種
類 

検出機器 供試菌株 標的遺伝子 
最少検出菌濃度
（log cfu/mL） 

BHQ 7500 O6 STh/LT 2.0 
  O148 STh 3.2 
  O169 STp 2.0 
 ViiA7 O6 STh/LT 2.0 
  O148 STh 2.2 
  O169 STp 2.0 
 LC480 O6 STh/LT 2.0 
  O148 STh 2.2 
  O169 STp 2.0 
 DiceⅡ O6 STh/LT 2.0 
  O148 STh 2.2 
  O169 STp 2.0 
 DiceⅢ O6 STh/LT 2.0 
  O148 STh 2.2 
  O169 STp 2.0 
QSY 7500 O6 STh/LT 2.0 
  O148 STh 2.2 
  O169 STp 2.0 
 ViiA7 O6 STh/LT 2.0 
  O148 STh 2.2 
  O169 STp 2.0 
 LC480 O6 STh/LT 2.0 
  O148 STh 2.2 
  O169 STp 2.0 
 DiceⅡ O6 STh/LT 2.0 
  O148 STh 2.2 
  O169 STp 2.0 
 DiceⅢ O6 STh/LT 2.0 
  O148 STh 2.2 
  O169 STp 2.0 
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BHQ（7500：ABI） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 長ネギ O169 による検量線（ST）      図 3 長ネギ O6による検量線（ST） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 長ネギ O148 による検量線（ST）      図 5 長ネギ O6による検量線（LT） 
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BHQ（ViiA7：ABI） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 長ネギ O169 による検量線（ST）      図 7 長ネギ O6 による検量線（ST） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 長ネギ O148 による検量線（ST）            図 9 長ネギ O6 による検量線（LT） 
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BHQ（DiceⅡ：TAKARA） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10 長ネギ O169 による検量線（ST）      図 11 長ネギ O6 による検量線（ST） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12 長ネギ O146 による検量線（ST）      図 13 長ネギ O6 による検量線（LT） 
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BHQ（DiceⅢ：TAKARA） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 14 長ネギ O169 による検量線（ST）      図 15 長ネギ O6 による検量線（ST） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 16 長ネギ O148 による検量線（ST）      図 17 長ネギ O6 による検量線（LT） 
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QSY（7500：ABI） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 18 長ネギ O169 による検量線（ST）     図 19 長ネギ O6 による検量線（ST） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 20 長ネギ O148 による検量線（ST）      図 21 長ネギ O6 による検量線（LT） 
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QSY（ViiA7：ABI） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ｖ 

 

 

 

 

 

 

図 22 長ネギ O169 による検量線（ST）     図 23 長ネギ O6 による検量線（ST） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 24 長ネギ O148 による検量線（ST）      図 25 長ネギ O6 による検量線（LT） 
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QSY（DiceⅡ：TAKARA） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図26 長ネギO169による検量線（ST）        図27 長ネギO6による検量線（ST） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図28 長ネギO148による検量線（ST）        図29 長ネギO6による検量線（LT） 
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QSY（DiceⅢ：TAKARA） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 30 長ネギ O169 による検量線（ST）      図 31 長ネギ O6 による検量線（ST） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 32 長ネギ O148 による検量線（ST）       図 33 長ネギ O6 による検量線（LT） 
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平成２９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と作製

した免疫磁気ビーズの有効性の検討 

 

研究要旨 

食品を対象とした ETEC 検査法の有効性を確認するために，複数の施設で一斉に検

出を試みるコラボレイティブスタディを実施することになった。そこでコラボレイティ

ブスタディに用いる免疫磁気ビーズ作製方法を検討し，集菌効果の検証を行った。大量

の免疫磁気ビーズを作製する時は，一度にまとめて作製すると磁気ビーズと血清（抗体）

が均一にならず，磁気ビーズ 1個当たりに感作される抗体量に差が生じることが懸念さ

れたことから，250μl ずつ小分けして作製し，最終的に 1 本にまとめて良く攪拌する

ことで，感作される抗体量が均一である自家調製免疫磁気ビーズを作製することができ

た。作製した自家調製免疫磁気ビーズは，O148および O159いずれの血清群の大腸菌

も 100 cfu/mlまで検出できたことから，作製した自家調製免疫磁気ビーズは問題がない

ことが確認でき，コラボレイティブスタディ参加 13機関に 700μlずつ配布した。 

作製した自家調製免疫磁気ビーズの保存性を検討するために，作製後 4℃で 1年間冷

蔵保管して，集菌効果の検証を行った。作製直後のデータと比較すると，いずれの血清

群も 1 オーダー程度検出率が落ちている成績であったが，いずれも 103 cfu/ml 菌液を

用いた場合は集菌効果が認められることから，調製後 1年間程度は使用できるものと考

えられた。 

 

研究協力者  

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 

公益社団法人日本食品衛生協会  甲斐明美 
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A. 研究目的 

 ヒトに下痢症を引き起こす大腸菌は，

主に5種類に分類されている。すなわち，

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）

および腸管凝集付着性大腸菌（EAggEC）

である。更に，特定の病原因子（afa，

astA，CDTなど）を保有するが，上記 5

種類に分類されない「その他の下痢原性

大腸菌」も分類されている。全国で発生

する食中毒のうち，下痢原性大腸菌によ

る事例は毎年 20～50事例程度である。 

一方，厚生労働省による食中毒統計で

は「腸管出血性大腸菌」と「その他の病

原大腸菌」として統計がとられているた

め，全国で発生する EHEC 食中毒の状

況を把握することは容易であるが，

ETEC による食中毒発生数は，「その他

の病原大腸菌」として統計がとられてい

るため，正確に把握することは難しい。 

昨年までの本研究で，全国および東京

都で発生した ETECによる食中毒・集団

および散発下痢症事例について詳細な

解析を行った。その結果，ETEC食中毒

の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，原因となっ

た大腸菌の血清群は O6，O25，O27，

O148，O153，O159，O169の 7血清群

が多く占めていることが明らかとなっ

た。 

これら食中毒の感染源や原因食品を

さらに解明するためには，食品から

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

立が急務の課題となっている。 

今回，食品を対象とした ETEC検査法

の有効性を確認するために，複数の施設

で一斉に検出を試みるコラボレイティ

ブスタディを実施することになった。そ

こでコラボレイティブスタディに用い

る免疫磁気ビーズ作製方法を検討し，集

菌効果の検証を行った。更に作製した免

疫磁気ビーズの使用期限を検証するた

めに，作製後 4℃で約 1年間保存した自

家調製免疫磁気ビーズを用いて集菌し，

作製直後の集菌効果と比較した。 

またこれまでの検討で得られた知見

を基に，自家製免疫磁気ビーズの作製方

法について，詳細なマニュアルを作製し

た。 

 

B. 研究方法 

1.  コラボレイティブスタディに使用

する免疫磁気ビーズの作製 

1）供試菌株 

 O148群（ST産生）およびO159群（ST

産生）を各 1株ずつ用いた。 

2）血清の選択 

 コラボレイティブスタディで用いる

ETECの血清群であるO148とO159の

血清を用いた。血清は市販の病原大腸菌

免疫血清「生研」（デンカ生研）を使用
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した。より抗体価の高い血清を選択する

ために，2 種類の異なるロット番号の血

清（31-5126，28-4021）を用い，供試菌

株（生菌）と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 

Sheep anti-Rabbit IgG（ThermoFisher 

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

ットの血清を原液のまま用いた。 

各血清群あたり 10mlの免疫磁気ビー

ズを作製した。抗体の感作方法は，別添

の「免疫磁気ビーズ作製マニュアル」に

従って実施した。 

4）自家調製免疫磁気ビーズの集菌効果

の検討 

 大腸菌 O148 および O159 を TSB

に接種し，37℃，18～20時間培養した。

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。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操作を行い，最終的

に 10mM PBS 0.1mlに懸濁後，懸濁液 

10μl ずつを 2 枚の普通寒天平板に滴下

し，塗抹分離を行った。37℃で 18～20

時間培養後，各平板に発育した集落数を

計測し，集菌効果を確認した。 

 

2.  自家調製免疫磁気ビーズの保存性

に関する検討 

自家調製した免疫磁気ビーズの使用

期限を検証するために，作製した免疫磁

気ビーズを 4℃の冷蔵下で約 1年間保存

した後，集菌効果を調べた。 

1）各血清群に対する免疫磁気ビーズの

作製と保存 

O6，O25，O27，O148，O153，O159，

O169の 7血清群に対する免疫磁気ビー

ズを別添の「免疫磁気ビーズ作製マニュ

アル」に従って作製した。その後，4℃

の冷蔵庫に 1年間保存した。 

2）保存後の自家調製免疫磁気ビーズを

用いた集菌効果の検証 

 1 年間冷蔵保存後の自家調製免疫磁気

ビーズを用いて 1-4）と同様の方法で集

菌効果を確認した。使用した分離平板は，

SMAC寒天，抗生物質加 SMAC寒天，

クロモアガーSTEC（基礎培地），DHL

寒天である。 

 

C. 研究結果 

1.  コラボレイティブスタディに使用

する免疫磁気ビーズの作製 

1）血清の選択 

大腸菌 O148および O159の診断用免

疫血清（デンカ生研）の各 2ロットにつ

いて，生菌を用いたスライド凝集反応を

行った成績を表 1に示した。いずれの血

清も短時間に強い凝集が認められ，凝集

反応性に差は認められなかった。今回は

ロット番号 31-5126 血清を用いて免疫

磁気ビーズの調製を行った。 

2）免疫磁気ビーズの作製方法 

コラボレイティブスタディに使用す
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るために必要な免疫磁気ビーズは合計

10ml であった。一度に大量の免疫磁気

ビーズを作製すると，磁気ビーズと抗体

が均一にならず，ビーズ 1個当たりに感

作される抗体量に差が生じることが懸

念された。そこで Dynabeads® M-280 

Sheep anti-Rabbit IgGを 1.5mlマイク

ロチューブに 250μlずつ 40本に分注し，

それぞれに血清を加えて感作させる方

法で作製した。磁気ビーズに抗体を感作

し，PBSに再浮遊させた自家調製免疫磁

気ビーズは，最終的に 1本にまとめ，良

く混和して均一化してから集菌効果の

検討に用いた。 

3）作製した免疫磁気ビーズの集菌効果

の検証 

 作製した自家調製免疫磁気ビーズの

集菌効果の結果を表 2 に示した。O148

およびO159はともに 100 cfu/mlまで検

出可能であった。以前に検討した結果と

同等の成績であったことから，作製した

自家調製免疫磁気ビーズは性能に問題

がないことが確認できた。 

 

2. 自家製免疫磁気ビーズの保存性に

関する検討 

1）冷蔵保存した自家調製免疫磁気ビー

ズを用いた集菌効果 

作製した免疫磁気ビーズの使用期限

を検証するために，1 年間保存した免疫

磁気ビーズを用いて集菌効果を検討し

た。免疫磁気ビーズを作製直後に実施し

た集菌結果を表 3に，免疫磁気ビーズを

4℃の冷蔵下で約 1 年間保存した後行っ

た集菌結果を表 4に示した。保存後では

血清群 O6は 104 cfu/mlまでの検出であ

ったが，O25およびO159は 102  cfu/ml

まで，O27，O148，O153，O169は 101  

cfu/ml まで検出が可能であった（表 3，

および表 4）。 

2）分離平板別発育状況 

1 年間冷蔵保存した免疫磁気ビーズを

用いて集菌操作を行い，各分離平板上に

出現した菌の発育状況を調べた。分離平

板別に最小検出菌数を比較した結果，供

試した各血清群の大腸菌は，いずれの分

離平板でも発育は良好であった（表 5）。

分離平板ごとに発育した菌数を比較す

ると，O25，O153，O159では抗生物質

の入っていない SMAC 寒天，クロモア

ガーSTEC（基礎培地），DHL 寒天のい

ずれ平板でも同じような発育状況（菌数）

であったが，抗生物質の入っている

SMAC 寒天では 1 オーダー程度低い菌

数であった。全体的にも抗生物質の入っ

ている SMAC 寒天上での発育は，やや

抑制傾向であった。 

 

D. 考察 

食品培養液から ETEC を検出するた

めには，リアルタイム PCR 法を用いて

毒素遺伝子をスクリーニングし，陽性と

なった検体を対象に免疫磁気ビーズを

用いて集菌する方法が最も効率が良い

方法である。現在，EHECの検査に用い

る免疫磁気ビーズは，複数種類が市販さ

れているが，ETECの血清群（O6，O25，

O27，O148，O153，O159，O169）を

検出するための免疫磁気ビーズは，市販
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されていない。そこで複数機関で一斉検

出するコラボレイティブスタディに提

供するために免疫磁気ビーズの作製お

よび集菌効果の検討を行った。1 血清群

あたり 10mlと大量の自家調製免疫磁気

ビーズを作製する必要があったが，まと

めて一度に大量の免疫磁気ビーズを作

製すると，磁気ビーズと血清が均一にな

らず，磁気ビーズ 1個当たりに感作され

る抗体量に差が生じることが懸念され

た。そこで 250μl ずつ小分けして作製

し，最終的に 1つにまとめて良く攪拌す

ることで，感作される抗体量が均一であ

る自家調製免疫磁気ビーズを作製する

ことができた。調製した免疫磁気ビーズ

の性能を評価するために，菌液を用いた

集菌を行い集菌効果の検証を行った結

果，O148，O159 のいずれの血清群も

100 cfu/mlまで検出できたことから，作

製した自家調製免疫磁気ビーズは問題

がないことが確認できた。コラボレイテ

ィブスタディでは各機関に 700μl ずつ

13か所に配布した。 

作製した自家調製免疫磁気ビーズの

保存性を検討するために，作製後 4℃の

冷蔵庫で 1年間保管した自家調製免疫磁

気ビーズを用いて，集菌効果の検証を行

った。作製直後のデータと比較すると，

いずれの血清群も1オーダー程度検出率

が落ちている成績であった。しかし，リ

アルタイム PCR 法の検出感度を 103 

cfu/mlとしており，いずれも 103 cfu/ml

菌液を用いた場合は集菌効果が認めら

れることから，免疫磁気ビーズを自家調

製後，1 年間程度は使用できるものと考

えられた。 

分離平板ごとに菌株の発育状況を比

較すると，抗生物質が入っていない培地

と比較して抗生物質を添加した培地で

は 1オーダー程度発育した菌数が少なか

った。食品由来の夾雑菌を抑制するには

非常に有効であるが，同時に目的菌も多

少の抑制がかかることが明らかとなっ

た。汚染菌量が少ない場合や損傷菌等を

考慮すると，抗生物質を添加している培

地としていない培地を必ず併用する必

要があると考えられた。 

 

E. 結論 

大量の免疫磁気ビーズを作製する時

は，一度にまとめて作製すると磁気ビー

ズと血清（抗体）が均一にならず，磁気

ビーズ1個当たりに感作される抗体量に

差が生じることが懸念された。そこで，

250μlずつ小分けして作製し，最終的に

1 本にまとめて良く攪拌することで，感

作される抗体量が均一である自家調製

免疫磁気ビーズを作製することができ

た。作製した自家調製免疫磁気ビーズの

集菌効果を検討した結果，O148，O159

いずれの血清群も100 cfu/mlまで検出で

きたことから，作製した自家調製免疫磁

気ビーズは問題がないことが確認でき

た。コラボレイティブスタディでは各機

関に 700μlずつ 13か所に配布した。 

作製した自家調製免疫磁気ビーズの

保存性を検討するために，作製後 4℃の

冷蔵庫で 1年間保管した自家調製免疫磁

気ビーズを用いて，集菌効果の検証を行
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った。作製直後のデータと比較すると，

いずれの血清群も1オーダー程度検出率

が落ちている成績であったが，いずれも

103 cfu/ml菌液を用いた場合は集菌効果

が認められることから，免疫磁気ビーズ

を自家調製後，1 年間程度は使用できる

ものと考えられた。 

抗生物質が入っている分離平板は，夾

雑菌を抑制するには非常に有効である

が，同時に目的菌も多少の抑制がかかる

ことが明らかとなった。汚染菌量が少な

い場合や損傷菌等を考慮すると，抗生物

質を添加している培地としていない培

地を必ず併用する必要があると考えら

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F. 健康危険情報 

 なし 

 

G. 研究発表 

準備中 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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別添 

免疫磁気ビーズ作製マニュアル 

試薬 
・血清：病原大腸菌免疫血清（デンカ生研）あるいは同等品 

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

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

       ＃DB11203  Dynabeads® M-280 Sheep anti-Rabbit IgG（2ml） 

        ＃DB11204  Dynabeads® M-280 Sheep anti-Rabbit IgG（10ml） 

 

・.0.1％ BSA加 PBS 

① PBSの作製 

NaH2PO4・H2O   0.157ｇ 

Na2HPO4・12H2O   1.98g 

NaCl          8.1ｇ 

D.W. 900mlに溶解させオートクレーブ滅菌する。 

 

②  1％BSA溶液の作製 

BSA（SIGMA® ALBUMIN，BOBINE ＃A-2153，あるいは同等品）  1ｇ 

   D.W. 100mlに溶解させる。 

   このとき，無理に溶かすと泡立ってしまうので，一晩冷蔵庫内に放置してゆっくり 

溶かす。溶解後ろ過滅菌する。 

 

③ ①と②を合わせる。 

  

・10mM PBS（pH7.4） 

  Phosphate Buffered Saline tablet（Shigma #P4417-100TAB，あるいは同等品） 

 

器具 
・ 1.5ml マイクロチューブ 

・ 磁気ビーズ分離用磁石 

DynaMag-2 （ThermoFishier SCIENTIFIC社製，べりタス社販売）＃DB12321 

マグネチックスタンド（デンカ生研）＃240125 

その他同様の機器 

・ 攪拌器（チューブローテーターなど） 
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作製方法 
 

1. 1.5mlマイクロチューブを用意する。 

2. Dynabeads® M-280 Sheep anti-Rabbit IgGをよく混和し，1.5mlマイクロチューブに

250μl 分注する。 

3. 0.1％ BSA加 PBSを 1ml加え軽く転倒混和する（洗浄 1回目）。 

4. 磁気ビーズ分離用磁石を用いて磁気ビーズを集めた後，上清を取り除く。 

磁気ビーズを吸い取らないように注意する。 

5. 磁気ビーズ分離用磁石から外し，0.1％ BSA加 PBSを 1ml加え軽く転倒混和する（洗

浄 2回目）。 

6. 磁気ビーズ分離用磁石を用いて磁気ビーズを集めた後，上清を取り除く。 

磁気ビーズを吸い取らないように注意する。 

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. 攪拌器（ローテーターなど）を用いて，室温で 2時間，転倒混和させながら磁気ビーズ

と血清（抗体）を反応させる。 

10. 磁気ビーズ分離用磁石を用いて磁気ビーズを集め，上清を完全に取り除く。 

11. 10mM PBS（pH7.4）を 250μl加え，磁気ビーズを再浮遊させる。 

12. 4℃で保管する。 
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平成２９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検査法のコラボレイティブ・スタディによる評価 
 

研究要旨 

腸管毒素原性大腸菌の食品での検査法を確立するために、13 試験研究機関の参加のもとコ

ラボレイティブ・スタディを実施した。高菌数接種検体（20.5-37.0 cfu/25g）では、血清群

O159 を接種したキュウリおよび長ネギ、また血清群 O148 を接種したキュウリにおいては、

直接塗抹法での SMAC 以外のいずれの方法でもほぼ全検体から接種菌が検出された。低菌数接

種検体（4.1-7.4 cfu/25g）では、血清群 O159 を接種したキュウリおよび長ネギ、また血清

群 O148 を接種したキュウリにおいては、SMAC 以外のいずれの方法でもほぼ９割の検体から

接種菌が検出された。血清群 O148 を接種した長ネギにおいては、遺伝子検出法で約６割の検

体から対象毒素遺伝子が検出され、直接塗抹法で抗生物質添加の分離培地においては約２割、

抗生物質非添加の分離培地においては約２割での検出であったが、免疫磁気ビーズ法を行っ

た場合は約４割に改善された。これらのことから、抗生物質添加の分離培地または免疫磁気

ビーズ法を使用することによって分離率が向上することが示された。また、ST・LT 遺伝子検

出リアルタイム PCR 法(IC を含む)では、分離培養法よりも概ね検出率が高い結果が得られ、

スクリーニング法として優れていることが示された。  
 

研究協力者 

岩手県環境保健研究センター  岩渕香織 
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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 

病原大腸菌（下痢原性大腸菌）の一種で

ある腸管毒素原性大腸菌（ETEC）は、東南ア

ジアなどに海外渡航し、本邦への帰国時また

は帰国後に下痢を発症する海外渡航下痢症

の原因として知られている。本菌は、主に不

衛生な水や非加熱の野菜などの摂取によっ

て食中毒を引き起こす。また、渡航歴のない

患者も報告されており、国内での集団食中毒

も例年発生している。このため、汚染食品の

調査や汚染制御を行う必要があるが、ETEC

の食品での検査法は日本および米国や EU な

ど諸外国でも本菌特異的な検出法は策定さ

れていない。病原大腸菌の一種で最も重篤化

する腸管出血性大腸菌では、日本および諸外

国において検査法が設定されており、腸管出

血性大腸菌の重要な病原因子である Vero 

toxin (VT)遺伝子（または志賀毒素遺伝子、

stx）の有無を食品培養液から検出すること

によって腸管出血性大腸菌の汚染の有無の

スクリーニングが行われている。また、感染

の多い O 血清群４〜６種類を対象にしてお

り、VT 遺伝子スクリーニングで陽性になっ

た検体について主要な O 血清群を対象に遺

伝子検出を２次スクリーニングとして行っ

ている。この方法を参考にして、ETEC での

主要な O血清群を決定し、それらを対象とし

た食品での検査法を確立するために各種方

法の検討を行い、優れた方法を組み合わせて

多機関によるコラボレイティブ・スタディを

実施し評価することとした。先行研究にて、

主要 O血清群は、O6、O25、O27、O148、O153、

O159 および O169 の計７血清群であり、それ

らは mEC 培地中で 42℃にて良好に増殖する

ことが確認されている。本研究では、そのう

ちのO148およびO159を代表的血清群に選定

して試験を行った。また、保有する病原因子

には耐熱性エンテロトキシン（ST：ヒト由来

株から発見された STh およびブタ由来株か

ら発見された STp）および易熱性エンテロト

キシン（LT）があり、それらの遺伝子を遺伝

子検出の対象としてリアルタイム PCR 法を

検討し決定した。ただし、LT のみを保有す

る菌株は少ないため本研究では STh 保有株

および STp&LT 保有株を供試した。 

 

B．研究方法 

（１）コラボレイティブ・スタディの概要 

1．参加機関数：13 試験検査機関 

岩手県環境保健研究センター、さいたま

市健康科学研究センター、埼玉県衛生研

究所、東京都健康安全研究センター、杉

並区衛生試験所、財団法人 東京顕微鏡

院、静岡市環境保健研究所、富山県衛生

研究所、三重県保健環境研究所、奈良県

保健研究センター、広島県立総合技術研

究所保健環境センター、横浜検疫所輸入

食品検疫検査センター、神戸検疫所輸入

食品検疫検査センター 

2．実施回数：２回  

試験対象血清群：第１回；血清群 O159 

STh 陽性（平成 29 年 7月 24 日月曜日検

体着）、第２回；O148 STp&LT 陽性（8月

29 日火曜日検体着） 

3．試験食品検体：キュウリ、長ネギ  

１機関につき、血清群ごとにキュウリ

９検体（高菌数接種３検体、低菌数接種

３検体、非接種３検体）、長ネギ９検体
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（高菌数接種３検体、低菌数接種３検体、

非接種３検体）、長ネギの陽性 1 検体の

計１９検体とした。 

4．試薬等の事前配布と準備  

１）各機関で必要な機器および器具等 

恒温器（42±１℃、37±１℃） 

ABI リアルタイム PCR（機種 ABI PRISM 

7500 または 7500fast） 

免疫磁気ビーズ法に必要なマグネット

スタンド 

マイクロチューブ（遺伝子抽出用、免

疫磁気ビーズ法） 

スライドグラス（血清凝集確認用） 

普通寒天培地、トリプティケース・ソ

イ・アガー（TSA）など釣菌用の非選択

培地 

シャーレ（各回につき、SMAC 培地用 38

枚、クロモアガーSTEC 基礎培地用 38

枚、抗生物質加 SMAC 培地用 76 枚、抗

生物質加クロモアガーSTEC 培地用 76

枚を自家調製） 

チップ 

ネジ口チューブ（増菌液-80℃保存用） 

検体配布用のバイオセーフティー容器

を国立医薬品食品衛生研究所（国立衛

研）に送付 

２）配付試薬等 

国立衛研から各機関担当者に送付

した。到着後、直ちに試薬配付リスト

（mEC、SMAC、クロモアガーSTEC 基礎

培地、抗生物質水溶液、アルカリ熱抽

出用試薬、リアルタイム PCR 用試薬）

と照合し、試薬の配送状態の不備や不

足等の有無を連絡した。 

３）事前の試薬調製 

mEC 培地を作製した。また、抗生物

質加 SMAC 培地、抗生物質加クロモアガ

ーSTEC 培地（通常販売時にクロモアガ

ーSTEC に添付されるサプリメントは

本研究では不使用）の作製では 52℃く

らいに冷却した後に１L あたり室温に

戻した各培地用の抗生物質水溶液（１ 

ml）を添加した。十分に撹拌後、シャ

ーレ１枚あたり18〜20 mlを分注した。

なお、抗生物質水溶液は国衛研から配

布し、調製説明書に従って培地に添加

して、各培地を作製した。そのほかに

クロモアガーSTEC 基礎培地、SMAC 寒天

培地を作製した。 

４）事前の確認事項 

ABI リアルタイム PCR（機種 ABI 

PRISM 7500 または 7500fast）の稼働、

操作方法の確認を行った。なお、

Threshold Line を各機器のオート設定

およびマニュアル設定（Threshold 

Line；0.25、baseline；Auto）の 2 種

類で Ct 値を解析した。 

機器設定：蛍光検出の target は、

FAM-BHQ ラベル（STh、STp、LT）につ

いては「FAM-none」、HEX-BHQ について

は「HEX-none」に設定した。 

５）陽性コントロールについて 

陽性用検体にはあらかじめ 100 

cfu/g の濃度で、各回の検体に接種さ

れた ETEC 株を接種した。 

（２）コラボレイティブ・スタディ用検体の

作製 

1．検体 

国立衛研にて市販のキュウリ（国産）

および長ネギ（国産）を購入し、検体と



62 
 

して使用した。事前に ST 遺伝子および

LT 遺伝子陰性であることを試験し確認

した。 

食品を冷蔵保存し、検体が試験に使用

される日に標準寒天にて一般生菌数を、

クロモアガーECC にて大腸菌群数、大腸

菌数を測定した。各回に使用する菌株に

つき、1食品あたり、高菌数接種用検体

39 検体、低菌数接種用検体 39 検体、非

接種用検体 39 検体（計 117 検体）、すな

わち 2 食品あたり計 234 検体、加えて、

陽性用検体 13 検体（長ネギのみ設定）

を準備（計 247 検体）した。 

2．接種菌液の調製 

室温下でカジトン培地に保存した菌

株（第１回は O159、第２回は O148）を

TSB 10 ml に 1 白金耳植菌し、37℃で 18

時間培養した（7月 22 日（土）15:00 ま

たは 8 月 27 日（日）14:00 開始）。7 月

23 日（日）9:00 または 8月 28 日（月）

8:00 に希釈を開始した。100 ml 容の三

角フラスコに PBS を 54 ml 採り、培養液

を 6 ml 加えてスターラーで 1 分間混和

した。同様に 10-7まで 10 倍階段希釈し

た。ただし、株によってさらに希釈し、

調製した。その後、低菌数用に 10 ml、

高菌数用に 40 ml 分取した。低菌数接種

検体（O159 は 7.4 cfu/25 g、O148 は 4.1 

cfu/25 g）には接種菌液 0.1 ml、高菌

数接種検体（O159 は 37 cfu/25 g、O148

は 20.5 cfu/25 g）には接種菌液 0.5 ml

ずつ菌液を接種して食品に馴染ませた。

接種菌数を確認するために、接種菌液を

TSA 78 枚に 0.1 ml ずつ塗抹し、37℃で

24 時間培養した。 

陽性用検体には 10-4希釈液を 0.1 ml

接種した（O159 は 12,300 cfu/25 g、O148

は 4,440 cfu/25 g） 

3．検体の調製 

菌液接種前日（第１回 7月 22 日（土）、

第２回 8 月 27 日（日））にストマッカ

ー袋に試験検体を 25 g 採り、4℃で保存

した。菌非接種の検体については空気を

抜いてストマッカー袋上部をヒートシ

ールし、4℃で保存した。上記に記載の

菌接種の際も、できるだけクーラーボッ

クス内で取り扱った。菌液接種は袋の口

を広げて検体に接種菌液を 0.1 ml また

は 0.5 ml を接種し、空気を抜いて上部

をヒートシールした。 

4．検体の送付 

検体 19 袋の間に小型温度記録計（サ

ーモマネジャー）を挟んでバイオセーフ

ティー対応2次容器および3次容器に入

れた。3次容器とジュラルミンケースの

間に保冷剤を３個入れ、これらをゆうパ

ック（冷蔵）にて送付した。 

（３）コラボレイティブ・スタディの試験実

施手順（図１） 

 1 日目  

1 回目は月曜、2回目は火曜に検体着 

検体に添付の小型温度記録計（サー

モマネジャー）は常に検体とともに取り

扱った。 

検体入りのストマッカー袋にあらか

じめ室温（20℃位）以上に温めた mEC 培

地 225 ml を加え、１分間のストマッカ

ー処理を行い、42±１℃、22±2 時間培

養した。 

 2 日目  
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フィルターがないため食品片が多少

入ることはやむを得ないが、できるだけ

混入しないように培養液の食品片が少

ないところから採取した。培養液 10 ml

をディスポチューブに取り、そこからリ

アルタイム PCR 用に 0.1 ml を１本、直

接培養法用に 1.0 ml、免疫磁気ビーズ

法に 1.0 ml を 1 本ずつ測り取った。残

りは冷蔵保管し、当日使用の予備とした。

また、別のディスポチューブ（ポリプロ

プレン製など）に培養液 10 ml を取り直

ちに冷凍保存（-80℃）し、翌日以降の

予備培養液とした。小型温度記録計（サ

ーモマネジャー）はこの段階で室温に置

き、容器返送時に返送した。予備培養液

（10 ml）は別途連絡があるまで保存し

た。  

1．直接塗抹法： 

10 µl ずつ各分離培地（SMAC、クロ

モアガーSTEC、抗生物質加 SMAC、抗生

物質加クロモアガーSTEC）2 枚に接種

し画線した。コロニーが多く出現する

ように画線した。その後、37±１℃に

て 18〜24 時間培養した。 

2．免疫磁気ビーズ法： 

免疫磁気ビーズ液 25 µl に 1.0 ml

培養液を加え、デンカ生研を参照した

以下の方法に従い免疫磁気ビーズ濃縮

法を行った。 

各チューブの洗いは1.0 mlの洗浄液

（PBS または滅菌生理食塩水）を用い

た。最終浮遊液は 0.1 ml とした。10 µl

ずつ各分離培地２枚に接種し画線した。

コロニーが多く出現するように画線し

た。その後、37±１℃にて 18〜24 時間

培養した。 

［デンカ生研操作法を参照］ 

1) 25 µlをマイクロ遠心チューブに滴

加した。  

2) 検体 1 ml をマイクロ遠心チューブ

に採取した。 

3)マイクロ遠心チューブの蓋を閉め数

回転倒混和した後、室温にて約 10分ご

とに数回転倒混和を繰り返しながら

30 分間反応した。 

4)磁石スタンドにマイクロ遠心チュー

ブを挿入して 5 分間静置し、マイクロ

遠心チューブの内壁に磁気ビーズを集

めた。この間、マイクロ遠心チューブ

を挿入したままスタンドを数回穏やか

に転倒し、マイクロ遠心チューブ内壁

の 1 点に磁気ビーズが集中するように

した。  

5)マイクロ遠心チューブを磁石スタン

ドに挿入したまま蓋を開け、ピペット

を用いて上清を注意深く取り除いた。

この時、磁気ビーズを吸入しないよう

に注意した。  

6)マイクロ遠心チューブを磁石スタン

ドから外した後、滅菌リン酸塩緩衝塩

化ナトリウム液又は滅菌生理食塩液 

１ ml をマイクロ遠心チューブに滴加

し、磁気ビーズを懸濁した。 

7)上記 4)〜6)の操作を再度繰り返し

て磁気ビーズを洗浄した。 

8)マイクロ遠心チューブをスタンドか

ら外した後、滅菌リン酸塩緩衝塩化ナ

トリウム液又は滅菌生理食塩液 0.1ml

をマイクロ遠心チューブに滴加した。

磁気ビーズを懸濁して菌濃縮液とし、
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分離培地に画線した。  

3．DNA 抽出および ST・LT 遺伝子検出リ

アルタイム PCR 法（インターナルコント

ロール：IC を含む）： 

培養液0.1 mlをマイクロチューブに

移し、以下のアルカリ熱抽出法にて

DNA を抽出した。抽出作業を始めたら、

中断することなく速やかに行った。 

［アルカリ熱抽出法］ 

培養液 0.1 ml を 10,000Xg、10 分間遠

心し、上清を取り除いた沈渣に滅菌した

50 mM NaOH を 85 µl 添加して再浮遊さ

せ、100℃で 10分間加熱し冷却後、滅菌

した１M Tris-HCl(pH 7.0) 15 µl で中

和した。それを遠心（10,000Xg、10 分

間）し上清を検体とした。アルカリ存在

下では DNA が分解しやすいため、抽出後

は氷上で静置し速やかに中和した。直ち

に使用しない場合には0〜4℃で保存し、

４時間以内に使用した。時間内にリアル

タイム PCR を行えない場合は、-80℃に

て保存し、翌日以降にリアルタイム PCR

に使用した。使用後、残ったアルカリ熱

抽出物を国立衛研より連絡があるまで

−80℃にて保存した。 

［ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR

法（インターナルコントロール：IC を

含む）］ 

反応試薬組成は以下の計 25 µl とし、

DNA 抽出液 5 µl を加えた。 

・ 2 × Master Mix (Environmental 

Mastermix) 12.5 µl 

・プライマー 

STh-F (10 µM)、STh-R (10 µM)、STp-F (10 

µM)、STp-R (10 µM)、LT-F(10 µM)、

LT-R(10 µM)を 各 0.5 µl 

16SRna-F (20 µM)、16SRna-R (20 µM) 各

0.2 µl  

[配列] 

STh-F: 5’- aaa gtg gtc ctg aaa gca tga 

ata g-3’  

STh-R: 5’- cac ccg gta caa gca gga 

tt-3’ 

STp-F: 5’- gca aaa tcc gtt taa cta atc 

tca aa-3’ 

STp-R: 5’- aca gaa ata aaa att gcc aac 

att agc-3’ 

LT-F: 5’- ccg gca gag gat ggt tac 

ag-3’ 

LT-R: 5’- gaa tcc agg gtt ctt ctc tcc 

aa-3’ 

16SrRNA-F: 5’-cct ctt gcc atc gga tgt 

g-3’ 

16SrRNA-R: 5’-ggc tgg tca tcc tct cag 

acc-3’ 

・プローブ 

STh-P (5 µM) FAM-BHQ ラベル、STp-P (5 

µM)FAM-BHQ ラベル、LT-P (5 µM) FAM-BHQ

ラベルを 各 0.3 µl 

16SrRNA-P (5 µM) VIC-BHQラベル 0.5 µl  

[配列] 

STh-P: 5’-FAM– agc aat tac tgc tgt 

gaa ttg tgt t-BHQ1-3’ 

STp-P: 5’-FAM- tta cct ccc gtc atg 

ttg ttt cac gga t-BHQ1-3’ 

LT-P: 5’-FAM- tag cag gtt tcc cac cgg 

atc acc-BHQ1-3’ 

16SrRNA-P: 5’-HEX-gtg ggg taa cgg 

ctc acc tag gcg ac-BHQ1-3’ 

・D.W. 2.7 µl 
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反応条件:50℃２分、95℃10分とし、95℃

15 秒、60℃１分を 40サイクル 

使用機器:ABI7500（7500fast を使用時

は standard chemistry に設定する） 

判定：リアルタイム PCR の解析を行い、

Ct値が得られている場合を陽性とした。

なお、解析は機器のオート設定およびマ

ニュアル設定（Threshold Line；0.25、

baseline；Auto）の２種類で Ct 値を解

析した。 

1 検体につき 2反応行った。反応時に

はアルカリ熱抽出物の代わりに滅菌蒸

留水などを用いて陰性コントロールを

設定した。Positive control は、第１

回では O159（STh陽性）、第２回では O148

（STp&LT 陽性）を使用した。 

 3 日目  

分離菌の確認： 

直接塗抹法および免疫磁気ビーズ法

について、各平板培地を観察し、各種類

の平板培地（２枚）から疑われるコロニ

ー3個を釣菌した。 

各平板培地上での典型的コロニーの

色は、SMAC では、一般的大腸菌と同様

に赤色のコロニーを形成し、クロモアガ

ーSTEC では、腸管出血性大腸菌と同様

の藤色のコロニーを形成した。また、必

要に応じて追加で釣菌した。それらを普

通寒天培地等に接種し 37±１℃にて 18

〜24 時間培養した。選択培地上のコロ

ニーから直接に血清試験は行わなかっ

た。 

前日に実施されなかったリアルタイ

ム PCR はこの日に実施した。 

  4 日目  

分離菌の確認： 

普通寒天培地等に生育したコロニー

を免疫血清（O148 および O159）にて凝

集反応を確認した。加熱菌体での凝集試

験が望ましいが、今回は生菌での特異的

凝集（自己凝集しない）が判定できた場

合は加熱菌体での凝集を確認しなくて

も良いとした。 

結果記入表には、疑われるコロニーが

なく凝集試験をしなかった場合は「NT」

と記載した。 

前々日に実施されなかったリアルタ

イム PCR はこの日に実施した。 

 

試験終了後： 

結果表に記入した試験結果およびリ

アルタイム PCR のランファイル（sds 形

式または eds 形式）を、事務連絡担当者

にメールにて返送した。また、各検体に

添付された小型温度記録計（サーモマネ

ジャー）および検体送付缶（梱包付属品

も含む）を試験終了後、着払い（クロネ

コヤマト）にて返送した。予備培養液お

よびアルカリ熱抽出物を再試験の依頼

や事務連絡担当者への送付に備え、廃棄

の依頼が届くまで保管した。 

国立衛研にて試験結果を集計後、

Outlier機関の検定および検出方法間の

有意差検定を行った。いずれの検定にお

いても、一元配置分散分析を行い、事後

解 析 と し て 、 多 重 比 較 で あ る

Tukey-Kramer 法で解析を行った。いず

れの検定も有意水準は両側 5％とした。 

 

C．研究結果 
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（１）血清群 O159 

１）検体 

供試した検体の一般生菌数は、長ネギ

で 1.3×107 cfu/g、キュウリでは 9.3×

106cfu/g であった。大腸菌群数は、長ネ

ギで 3.4×104 cfu/g、キュウリでは 1.0

×103 cfu/g であった。大腸菌は、長ネ

ギおよびキュウリともに検出されなか

った（＜10 cfu/g）。 

検体への接種菌液の菌数測定のため

に低菌数用菌液を TSA に塗抹した結果、

低菌数接種が 7.4 cfu/25 g であった（表

１）。この 5 倍量を高菌数用菌液とした

ことから、高菌数接種は 37.0 cfu/25 g

であった。 

２）検体の輸送および増菌培養での温度 

全機関について梱包後に温度は速や

かに 10℃程度に下がり、その後徐々に

低下し、輸送時の温度はほぼ 0.5℃から

5.0℃に保たれて各機関に配送された

（図２）。到着後、梱包されたまま試験

開始まで保管され、梱包から約 28.5 時

間後までに開梱し増菌培養された。増菌

温度は全機関でおおよそ 41℃から 43℃

であった。 

３）陽性用検体への菌の接種  

陽性用検体（長ネギ）の接種菌数は検

体あたり 4.4×103 cfu/25 g であった。

いずれの機関においても、直接塗抹法、

免疫磁気ビーズ法および ST・LT 遺伝子

検出リアルタイム PCR 法(IC を含む)の

いずれの解析においても陽性であった。 

４）ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR

法(IC を含む)での検出結果 

Auto 解析の結果、キュウリ検体にお

いては、高菌数接種では、全機関で３検

体全てが陽性であった。低菌数接種では、

13 機関中１機関で３検体中１検体から

検出されなかったが、他機関では３検体

全てが陽性であった。陽性用検体の Ct

値は、約 14〜18 であった。菌非接種で

は、５機関で３検体中１〜３検体が陽性

であり、Ct 値は約 36〜39 であった。 

長ネギ検体においては、高菌数接種で

は、全機関で３検体全てが陽性であった。

低菌数接種では、13 機関中１機関で３

検体中１検体から検出されなかったが、

他機関では３検体全てが陽性であった。

陽性用検体の Ct値は、約 15〜22 であっ

た。菌非接種では、８機関で３検体中１

〜３検体が陽性であり、Ct 値は 36〜39

であった。 

マニュアル解析（threshold line 0.25

設定）では（表２）、菌接種検体の判定

結果は Auto 解析の結果と変わらなかっ

た。菌非接種では、全機関で全検体が陰

性であった。 

なお、同時に測定した IC では、Auto

解析（表３）では、全機関で全検体とも

陽性であったが、マニュアル解析

（threshold line 0.25 設定）では、全

機関で全検体とも陰性であった。 

５）直接塗抹法での検出結果 

キュウリ検体においては、高菌数接種

では、全機関で 4 種類の全ての培地

（SMAC、クロモアガーSTEC、抗生物質加

SMAC、抗生物質加クロモアガーSTEC）で

３検体全てから検出された（表４）。低

菌数接種では、13 機関中２機関で 4 種

類の全ての培地または SMAC のみで、３
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検体中１検体から検出されなかったが、

他機関では 4 種類の全ての培地におい

て３検体全てから検出された。非接種で

は、全機関で検出されなかった。 

長ネギ検体においては、高菌数接種で

は、13 機関中２機関において SMAC で３

検体中２検体から検出されなかった（表

４）。低菌数接種では、３機関において

SMACで３検体中１検体から検出されず、

１機関において SMAC で３検体全てから

検出されず、クロモアガーSTEC、抗生物

質加 SMAC および抗生物質加クロモアガ

ーSTECで１検体から検出されなかった。

非接種では、全機関で検出されなかった。 

６）免疫磁気ビーズ法での分離結果 

キュウリ検体においては、高菌数接種

では、全機関で２種類のいずれの培地

（抗生物質加 SMAC と抗生物質加クロモ

アガーSTEC）で３検体全てから検出され

た（表４）。低菌数接種では、13機関中

１機関において２種類のいずれの培地

で３検体中１検体から検出されなかっ

た（表４）。非接種では、1 機関におい

て抗生物質加 SMAC で３検体中１検体か

ら検出され、３機関において抗生物質加

クロモアガーSTEC で３検体中１～２検

体から検出された。２機関において抗生

物質加クロモアガーSTEC で３検体中１

検体から検出され、1機関において抗生

物質加クロモアガーSTEC で３検体中２

検体から検出された。 

長ネギ検体においては、高菌数接種で

は、全機関で、２種類のいずれの培地で

３検体全てから検出された（表４）。低

菌数接種では、1機関において抗生物質

加 SMAC で３検体中１検体から検出され

なかった。非接種では、1機関において

抗生物質加クロモアガーSTEC で３検体

中１検体から検出された。 

直接塗抹法・免疫磁気ビーズ法と分離

培地の組み合わせを比較すると、キュウ

リ検体および長ネギ検体のいずれの検

体においても、直接塗抹法の SMAC では、

それ以外の組み合わせに比べて釣菌し

たコロニー数に対する陽性コロニー数

の割合が低かった（表４）。 

７）検出感度と特異性 

血清群 O159 の結果を検出方法別に感

度および特異性を算出した（表５）。 

各方法の感度は、ST・LT 遺伝子検出

リアルタイム PCR 法(IC を含む)では、

高菌数接種においては、キュウリおよび

長ネギのいずれの検体でも Auto 解析お

よびマニュアル解析ともに 1.000 であ

った。低菌数接種においては、いずれの

検体でも 0.974 であった。なお、ICは、

両菌ともに両解析において全検体が

1.000 であった。 

直接塗抹法では、高菌数接種において

は、キュウリ検体では、分離に用いた４

種類いずれの寒天培地（SMAC、クロモア

ガーSTEC、抗生物質加 SMAC、抗生物質

加クロモアガーSTEC）でも 1.000 であっ

た。長ネギ検体では、SMAC 以外の３種

類の培地で 1.000、SMAC で 0.897 であっ

た。低菌数接種においては、キュウリ検

体では、SMAC 以外の３種類の培地で

0.974、SMAC で 0.949 であった。長ネギ

検体では、SMAC 以外の３種類の培地で

0.974、SMAC で 0.846 であった。 
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免疫磁気ビーズ法では、高菌数接種に

おいては、いずれの検体でも、分離に用

いた２種類の寒天培地（抗生物質加SMAC

と抗生物質加クロモアガーSTEC）のいず

れも 1.000 であった。低菌数接種におい

ては、キュウリ検体では、２種類の寒天

培地のいずれも 0.974 であり、長ネギ検

体では、抗生物質加クロモアガーSTEC

で 1.000、抗生物質加 SMAC で 0.974 で

あった。 

特異性は、ST・LT 遺伝子検出リアル

タイム PCR 法(IC を含む)において、キ

ュウリ検体では、マニュアル解析で

1.000 であり、Auto 解析で 0.923 であっ

た。長ネギ検体では、マニュアル解析で

0.974、Auto 解析で 0.667 であった。な

お、IC は、いずれの検体でも 1.000 で

あった。直接塗抹法において、キュウリ

検体では、抗生物質加クロモアガーSTEC

以外の3種類の培地で1.000であったが、

抗生物質加クロモアガーSTEC で 0.974

であり、長ネギ検体では、全４種類の培

地で 1.000 であった。免疫磁気ビーズ法

において、キュウリ検体では、抗生物質

加 SMAC で 0.974 あり、抗生物質加クロ

モアガーSTEC で 0.897 であった。長ネ

ギ検体では、抗生物質加 SMAC で 1.000

あり、抗生物質加クロモアガーSTEC で

0.974 であった。 

統計解析を行った結果、Outlier の機

関はなかったため、全機関のデータを用

いて検出方法間の有意差検定を行った。

ただし、ST・LT 遺伝子検出リアルタイ

ム PCR 法(IC を含む)の IC 検出について

は、ST および LT が陰性の場合に IC が

陽性であれば反応系としては正しく実

施されたことがわかり、真の陰性（偽陰

性ではない）ことが確認できるために設

定しているため、統計解析には含めなか

った。キュウリ検体では、ST・LT 遺伝

子検出リアルタイム PCR 法(IC を含む)

の Auto 解析は、直接塗抹法のクロモア

ガーSTEC および抗生物質加 SMAC、ST・

LT遺伝子検出リアルタイムPCR法(ICを

含む)のマニュアル解析よりも検出率が

有意に低かった。長ネギ検体では、直接

塗抹法の SMAC および ST・LT 遺伝子検出

リアルタイム PCR 法(IC を含む)の Auto

解析は、直接塗抹法の SMAC 以外の培地、

免疫磁気ビーズ法の両培地、ST・LT 遺

伝子検出リアルタイム PCR 法(IC を含

む)のマニュアル解析よりも検出率が有

意に低かった。 

 

（２）血清群 O148 

１）検体 

供試した検体の一般生菌数は、長ネ

ギで 3.0×107 cfu/g、キュウリでは 1.0

×107cfu/g であった。大腸菌群数は、長

ネギで8.2×103 cfu/g、キュウリでは7.8

×103 cfu/g であった。大腸菌は、長ネ

ギおよびキュウリともに検出されなか

った（＜10 cfu/g）。 

検体への接種菌液の菌数測定のため

に低菌数用菌液を TSA に塗抹した結果、

低菌数接種が 4.1 cfu/25 g であった（表

６）。この 5 倍量を高菌数用菌液とした

ことから、高菌数接種は 20.5 cfu/25 g

であった。 

２）検体の輸送および増菌培養での温度 
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全機関について梱包後に温度は速や

かに 10℃程度に下がり、その後徐々に

低下し、輸送時の温度はほぼ 0℃から

8.0℃に保たれて各機関に配送された

（図３）。到着後、梱包されたまま試験

開始まで保管され、梱包から約 28.5 時

間後までに開梱し増菌培養された。増菌

温度はほとんどの機関で 41℃から 43℃

であった。 

３）陽性用検体への菌の接種  

陽性用検体（長ネギ）の接種菌数は検

体あたり 1.2×104 cfu/25 g であった。

いずれの機関においても、直接塗抹法、

免疫磁気ビーズ法および ST・LT 遺伝子

検出リアルタイム PCR 法(IC を含む)の

いずれの解析においても陽性であった。 

４）ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR

法(IC を含む)での検出結果 

Auto 解析の結果、キュウリ検体にお

いては、高菌数接種では、全機関で３検

体全てが陽性であった。低菌数接種では、

13 機関中３機関で３検体中１検体から

検出されなかったが、他機関では３検体

全てが陽性であった。陽性用検体の Ct

値は、約 13〜22 であった。菌非接種で

は、６機関で３検体中１〜３検体が陽性

であり、Ct 値は約 28〜39 であった。長

ネギ検体においては、高菌数接種では、

13 機関中６機関で３検体中１〜３検体

から検出されなかったが、他機関では３

検体全てが陽性であった。低菌数接種で

は、13 機関中９機関で３検体中１〜３

検体から検出されなかったが、他機関で

は３検体全てが陽性であった。陽性用検

体の Ct 値は、約 14〜37 であった。菌非

接種では、６機関で３検体中１〜３検体

が陽性であり、Ct 値は約 33〜39 であっ

た。 

マニュアル解析（threshold line 

0.25 設定）の結果（表７）、キュウリ検

体においては、高菌数接種では、Auto

解析と同様に全機関で３検体全てが陽

性であった。低菌数接種では、13 機関

中４機関（Auto 解析では 3 機関）で３

検体中１検体が陰性であったが、他機関

では３検体全てが陽性であった。陽性用

検体のCt値は、約13.6〜19.1であった。

菌非接種では、２機関で３検体中２〜３

検体が陽性であり、Ct値は約 32〜37 で

あった。長ネギ検体においては、高菌数

接種では、Auto 解析と同様に 13機関中

６機関で３検体中１〜３検体が陰性で

あったが、他機関では３検体全てが陽性

であった。低菌数接種では、13 機関中

10 機関（Auto 解析では９機関）で３検

体中１〜２検体が陰性であったが、他機

関では３検体全てが陽性であった。陽性

用検体の Ct 値は、約 17〜39 であった。

菌非接種では、３機関で３検体中１検体

が陽性であり、Ct 値は約 37〜40 であっ

た。 

なお、同時に測定した IC では、血清

群 O159 と同様に、Auto 解析（表８）で

は、全機関で全検体とも陽性であったが、

マニュアル解析（threshold line 0.25

設定）では、全機関で全検体とも陰性で

あった。 

５）直接塗抹法での検出結果 

キュウリ検体においては、高菌数接

種では、13 機関中７機関において SMAC
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で３検体中１～３検体から検出されな

かった（表９）。低菌数接種では、８機

関において SMAC で３検体中１～３検体

から、５機関においてクロモアガーSTEC

で３検体中１検体から、５機関において

抗生物質加 SMAC で３検体中１検体から、

５機関において抗生物質加クロモアガ

ーSTEC で３検体中１検体から検出され

なかった。非接種では、全機関で検出さ

れなかった。 

長ネギ検体においては、高菌数接種

では、13 機関中 12 機関において SMAC

で３検体中１～３検体から、10 機関に

おいてクロモアガーSTEC で３検体中１

～３検体から、８機関において抗生物質

加 SMAC で３検体中１～３検体から、９

機関において抗生物質加クロモアガー

STEC で３検体中１～３検体から検出さ

れなかった（表９）。低菌数接種では、

12機関において SMAC で３検体中１～３

検体から、13 機関においてクロモアガ

ーSTEC で３検体中１～３検体から、11

機関において抗生物質加 SMAC で３検体

中１～３検体から、12 機関において抗

生物質加クロモアガーSTEC で３検体中

１～３検体から検出されなかった（表

９）。非接種では、全機関で検出されな

かった。 

６）免疫磁気ビーズ法での分離結果 

キュウリ検体においては、高菌数接

種では、全機関で２種類のいずれの培地

（抗生物質加 SMAC と抗生物質加クロモ

アガーSTEC）で３検体全てから検出され

た（表 17）。低菌数接種では、13 機関中

５機関において２種類のいずれの培地

で３検体中１検体から検出されなかっ

た（表９）。非接種では、全機関で検出

されなかった。 

長ネギ検体においては、高菌数接種

では、13 機関中６機関において抗生物

質加 SMAC で３検体中１～３検体から、

６機関において抗生物質加クロモアガ

ーSTEC で３検体中１～３検体から検出

されなかった（表９）。低菌数接種では、

11機関において抗生物質加 SMACで３検

体１～３検体から、11 機関において抗

生物質加クロモアガーSTEC で３検体中

１～３検体から検出されなかった。非接

種では、1機関において抗生物質加 SMAC

で３検体中１検体から検出された。 

直接塗抹法・免疫磁気ビーズ法と分

離培地の組み合わせを比較すると、キュ

ウリ検体および長ネギ検体のいずれの

検体においても、直接塗抹法の SMAC で

は、それ以外の組み合わせに比べて釣菌

したコロニー数に対する陽性コロニー

数の割合が低かった（表９）。 

７）検出感度と特異性 

血清群 O148 の結果を検出方法別に感

度および特異性を算出した（表 10）。 

各方法の感度は、ST・LT 遺伝子検出

リアルタイム PCR 法(IC を含む)では、

高菌数接種においては、キュウリ検体で

は、Auto 解析およびマニュアル解析と

もに 1.000 であったが、長ネギ検体では、

いずれの解析においても 0.769 であっ

た。低菌数接種においては、キュウリ検

体では、いずれの解析においても 0.923

であり、長ネギ検体では、いずれの解析

においても 0.590 であった。なお、IC
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は、両菌ともに両解析において全検体が

1.000 であった。 

直接塗抹法では、高菌数接種において

は、キュウリ検体では、SMAC で 0.615、

SMAC 以外の３種類の寒天培地（クロモ

アガーSTEC、抗生物質加 SMAC、抗生物

質加クロモアガーSTEC）において 1.000

であった。長ネギ検体では、抗生物質加

SMAC で 0.641、抗生物質加クロモアガー

STEC で 0.513、クロモアガーSTEC で

0.462、SMAC で 0.231 であった。低菌数

接種おいては、キュウリ検体では、SMAC

で 0.641、SMAC 以外の３種類の培地にお

いて 0.872 以上であった。長ネギ検体で

は、抗生物質加 SMAC で 0.333、抗生物

質加クロモアガーSTEC で 0.308、SMAC

で 0.179、クロモアガーSTEC で 0.154 で

あった。 

免疫磁気ビーズ法では、高菌数接種お

いては、キュウリ検体では、抗生物質加

SMAC と抗生物質加クロモアガーSTEC と

もに 1.000 であり、長ネギ検体では、２

種類の寒天培地のいずれも 0.744 であ

った。低菌数接種おいては、キュウリ検

体では、２種類の寒天培地のいずれも

0.872、長ネギ検体では、0.385 であっ

た。 

特異性は、ST・LT 遺伝子検出リアル

タイム PCR 法(IC を含む)において、キ

ュウリ検体では、マニュアル解析で

0.897 であり、Auto 解析で 0.769 であっ

た。長ネギ検体では、マニュアル解析で

0.923、Auto 解析で 0.744 であった。な

お、IC は、いずれの検体でも 1.000 で

あった。直接塗抹法において、いずれの

検体、いずれの培地でも 1.000 であった。

免疫磁気ビーズ法において、キュウリ検

体では、２種類いずれの培地でも 1.000

であったが、長ネギ検体では、抗生物質

加クロモアガーSTEC で 1.000 あり、抗

生物質加 SMAC で 0.974 であった。 

統計解析を行った結果、Outlier の機

関はなかったため、全機関のデータを用

いて検出方法間の有意差検定を行った。

キュウリ検体では、直接塗抹法の SMAC

は、直接塗抹法の SMAC 以外の培地、免

疫磁気ビーズ法の両培地、ST・LT 遺伝

子検出リアルタイム PCR 法(IC を含む)

のいずれの解析よりも検出率が有意に

低かった。長ネギ検体では、直接塗抹法

の SMAC は、免疫磁気ビーズ法の両培地

および ST・LT 遺伝子検出リアルタイム

PCR 法(IC を含む)のいずれの解析より

も検出率が有意に低く、直接塗抹法のク

ロモアガーSTEC は、ST・LT 遺伝子検出

リアルタイム PCR 法(IC を含む)のマニ

ュアル解析よりも検出率が有意に低か

った。 

 

D．考察 

ETEC O6、O25、O27、O148、O153、O159 お

よび O169 の計７血清群を対象とした食品で

の検査法の確立のために、13 試験検査機関

によるコラボレイティブ・スタディを行った。

ETEC と同じく病原大腸菌の一種である腸管

出血性大腸菌を参照し、既に確立され通知さ

れている食品での腸管出血性大腸菌の検査

法の通知（「食品からの腸管出血性大腸菌O26、

O103、O111、O121、O145 及び O157 の検査法」

平成26年 11月 20日付け食安監発1120第１
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号）を参考にして同様の増菌培養法および分

離培養法を利用し、また、遺伝子スクリーニ

ングの考え方も取り入れて、効果的かつ効率

的な検査法とすることとした。本コラボレイ

ティブ・スタディでの試験法は、mEC 培地中

での 42℃での増菌培養法、免疫磁気ビーズ

法と各選択分離培地の組み合わせによる分

離培養法および遺伝子検出法で構成された。

食品検体には、ETEC の食中毒の原因食品と

して野菜や水が多いことがいわれているこ

とから、ETEC の食中毒の原因食品であった

長ネギ、また、腸管出血性大腸菌の食中毒の

原因食品として報告があるキュウリを選定

した。また、３試験研究機関で実施した先行

研究にて、主要７血清群のうち本コラボレイ

ティブ・スタディに供試しなかった５血清群

についても野菜などの多種の食品に菌を接

種して各種検出法を検討した。その結果、優

れることが判明した検査法を採用してコラ

ボレイティブ・スタディの試験を構成した。 

その結果、検出感度（表５、10）は、高

菌数接種（20.5〜37.0 cfu/25 g）では、キ

ュウリでの血清群 O148 では直接塗抹法の

SMAC 以外の全ての方法、血清群 O159 では全

ての検出方法で 1.000 であった。長ネギでの

血清群O159では直接塗抹法のSMAC以外の全

ての方法で 1.000 であった。本研究での高菌

数接種レベルの菌数であれば高率に ETEC が

検出されることが判明した。しかし、長ネギ

での血清群 O148 では、最も高い感度が ST・

LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法(IC を含

む)の 0.69 であった。低菌数接種（4.1〜7.4 

cfu/25 g）では、キュウリでの血清群 O148

では ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法

(IC を含む)で 0.923、直接塗抹法の SMAC で

0.641、それ以外の培地で 0.872 以上、免疫

磁気ビーズ法で 0.872、血清群 O159 ではい

ずれの方法でも 0.949 以上であった。長ネギ

での血清群 O148 では ST・LT 遺伝子検出リア

ルタイム PCR 法(IC を含む)で 0.590、免疫磁

気ビーズ法で 0.385、直接塗抹法で 0.154〜

0.333 であった。血清群 O159 で ST・LT 遺伝

子検出リアルタイム PCR 法(IC を含む)で

0.974、免疫磁気ビーズ法は 0.974 以上、直

接塗抹法の SMAC では 0.846、それ以外の培

地で 0.974 であった。これらのことから、菌

数が一桁のレベルであっても高率に検出さ

れることが判明した。 

しかし、長ネギでの血清群 O148接種では、

キュウリまたは長ネギの O159 接種と比べて、

検出感度が低い結果であった。この理由とし

て、菌の死滅や増菌培地中での増殖が抑制さ

れたことが考えられた。長ネギの白い部分に

は、抗菌作用が知られているアリシンが多く

含まれることが知られており、裁断した長ネ

ギに菌液を接種し保管・輸送を経て試験開始

まで 24 時間以上が経過したため、長時間に

わたりアリシンに菌が曝された状態となっ

た。このため、接種した少量の菌がアリシン

の影響を受けて死滅した可能性がある。しか

し、本コラボレイティブ・スタディの約３か

月後に長ネギでの血清群 O148 の死滅につい

て検証したが、本コラボレイティブ・スタデ

ィと同程度の菌数でも十分に増殖し、再現性

は認められなかった。長ネギの生産地や季節

が違うため、アリシンの含有量が異なる可能

性も考えられた。 

ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法(IC

を含む)で検出されたが、免疫磁気ビーズ法

で検出されない検体は、血清群 O159 では、
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長ネギ検体の低菌数接種において１機関で

抗生物質加 SMAC での３検体中 1 検体(表２、

４)、血清群 O148 では、キュウリ検体の低菌

数接種において１機関で２種類いずれの培

地でも３検体中１検体、長ネギ検体の低菌数

接種の１機関で２種類いずれの培地でも３

検体中２検体、計４検体であった(表７、９)。

逆に、免疫磁気ビーズ法で検出されても ST・

LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法(IC を含

む)で検出されないものは、血清群 O159 では、

長ネギ検体の低菌数接種において１機関で

ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法(IC を

含む)で３検体中１検体であった(表２、４)。

血清群 O148 では該当する検体はなかった。

これらの結果から、ST・LT 遺伝子検出リア

ルタイム PCR 法(IC を含む)のほうが免疫磁

気ビーズ法よりも検出性が優れていること

が示され、リアルタイム PCR 法をスクリーニ

ングに使用し、陽性であった検体を免疫磁気

ビーズ法に供することで効率的な試験が行

えるものと考えられた。ST・LT 遺伝子検出

リアルタイムPCR法(ICを含む)で検出され、

直接塗抹法および免疫磁気ビーズ法で検出

されない検体では、増菌培地中で増殖はして

いるにもかかわらず分離されないというこ

とから、本コラボレイティブ・スタディで設

定した釣菌するコロニー数（３コロニー）以

上に釣菌することによって直接塗抹法およ

び免疫磁気ビーズ法の検出感度が向上する

可能性が考えられた。試験の際には、釣菌す

るコロニー数も重要であると思われる。なお、

リアルタイム PCR 法のマニュアル解析は、

Auto 解析よりも有意に検出感度が高かった

ことから、ここではマニュアル解析での結果

について考察した。また、O148 接種検体に

ついては、ST・LT 遺伝子検出リアルタイム

PCR法(ICを含む)が陽性であった検体のDNA

抽出液について、STp および LT 遺伝子の各

遺伝子のみを対象にしたリアルタイム PCR

検出系を後日実施し、両遺伝子が増幅してい

ることが確認された（詳細略）。 

ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法(IC

を含む)での、解析方法による Ct 値を比較し

た。血清群 O159 の Auto 解析での Ct 値は低

菌数接種および高菌数接種を総合して、キュ

ウリ検体で 14〜16 であり、長ネギ検体で 15

〜20 であり、マニュアル解析での Ct 値（表

２）は、キュウリ検体で 18〜21、長ネギ検

体で 19〜23 であった。血清群 O148 の Auto

解析での Ct 値は、キュウリ検体で 14〜19、

長ネギ検体で 15〜30 であり、マニュアル解

析での Ct値（表７）は、キュウリ検体で 16

〜18であり、長ネギ検体で18〜36であった。

長ネギ検体の Ct 値の幅はキュウリに比べて

大きいが両血清群、いずれの解析においても

Ct 値は低菌数接種および高菌数接種で差は

なった。このことから、本研究で設定した増

菌培養によって、接種菌は十分に増殖したこ

とが示された。 

ST・LT 遺伝子検出リアルタイム PCR 法(IC

を含む)の特異性については、血清群 O159 の

非接種での偽陽性の検体（表２）は、マニュ

アル解析では、キュウリ検体および長ネギ検

体ではいずれも検出されなかったが、Auto

解析では、キュウリ検体で８検体、長ネギ検

体で 13 検体であった。血清群 O148 の非接種

での偽陽性の検体（表７）は、マニュアル解

析では、キュウリ検体で５検体、長ネギ検体

で３検体であり、Auto 解析では、キュウリ

検体で９検体、長ネギ検体で 10 検体であっ
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た。両血清群および両解析法いずれにおいて

も、マニュアル解析のほうが Auto 解析より

偽陽性の検出数が少なかった。このことから、

マニュアル解析のほうが特異性の高いこと

が示され、また統計解析の結果からもマニュ

アル解析のほうが有意に特異性の高いこと

が示された(表 10)。 

血清群 O159 および O148 の ST・LT 遺伝子

検出リアルタイムPCR法(ICを含む)のICは、

蛍光値ΔRnが 0.25以上にならない試薬組成

の設定であるため、マニュアル解析

（Threshold line: 0.25）では全て検出され

なかったが、Auto 解析では適切に解析され

ていた（表３、８）。ST・LT の検出について

はマニュアル解析（Threshold line: 0.25）

で判定し、陰性の場合は IC が検出されてい

ることを Auto 解析にて行う必要がある。 

全体的に ST・LT 遺伝子検出リアルタイム

PCR 法(IC を含む)よりも直接塗抹法および

免疫磁気ビーズ法のほうが検出率の低い傾

向にあることから、遺伝子検出によって陽性

であった検体について、直接塗抹法および免

疫磁気ビーズ法を行い、より多くのコロニー

を釣菌することで、効率的に検出されること

が考えられた。 

非接種検体で遺伝子検出法および免疫磁

気ビーズ法の両方またはいずれかで試験対

象血清群が陽性になる検体が認められた。そ

の場合、遺伝子検出法では２反応のうちの１

反応が大きな Ct 値を示して陽性になること

が多く、免疫磁気ビーズ法では濃縮液を塗抹

した２種類の寒天培地の両方が陽性になる

ことがほとんどであった。検体作製前に食品

が試験対象血清群に自然汚染されていない

ことを確認したが、食品での自然汚染には偏

りが考えられるため検体採取部の違いによ

る結果の違いはあり得る。このため、自然汚

染の対象菌を検出した可能性は否定できな

いが、試験操作における微量の交差汚染や検

体の取り違いも発生したものと考えられる。 

本コラボレイティブ・スタディで使用さ

れた mEC 培地（42℃）での増菌培養法、免疫

磁気ビーズ法、選択分離培地の組み合わせに

よる分離培養法および遺伝子検出法によっ

て ETEC の比較的高率な検出が認められた。 

 

E．結論 

本コラボレイティブ・スタディでは、ETEC

が総じて比較的高率に検出されることが確

認された。食品の増菌培養液がリアルタイム

PCR法で STまたは LT遺伝子陽性になった場

合、培養液を選択分離培地に塗抹するか、主

要 O血清群（７種）の免疫磁気ビーズ法を行

い、濃縮液を分離培地に塗抹し培養してETEC

を分離することが、食品の試験法として優れ

ると考えられた。 

 

F．健康危険情報 
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図１ 腸管毒素原性大腸菌O159、O148の検査法のコラボレイティブ・スタディ 

42±１℃22± 2時間増菌 

食品25gにmEC培地225mlを添加（２日目） 

DNA抽出（アルカリ熱抽出）n1 
-80℃保存 （３日目） 

リアルタイムPCR法 
（３～５日目のいずれかの日） 

直接法（３日目） 

培養液 0.1 mlを各1本 
合計19本 

培養液 1.0 mlを各1本 
合計19本 

疑われるコロニーを普通寒天培地に
分離（４日目） 

判定（血清凝集）（５日目） 

培 養 液（３日目） 

血清群O159 血清群O148 

長ネギ 高菌数 ３ 
 低菌数 ３ 
 非接種 ３ 
 陽性検体 １ 

キュウリ 高菌数 ３ 
 低菌数 ３ 
 非接種 ３ 

当日 発送 

検体数(計19) 検体数(計19) 

１日目 調製 

免疫磁気ビーズ法 
（３日目） 

平板へ画線 （３日目） 

判定 
＋(Ct値）またはー  

• SMAC   n2   
• クロモアガーSTEC n2 
• 抗生物質加SMAC n2  
• 抗生物質加クロモ 
 アガーSTEC n2  

37 ± 1℃ 18〜24時間 

37 ± 1℃18〜24時間 

• STh遺伝子（FAM） n2 
• STp遺伝子（FAM） n2 
• LT遺伝子（FAM） n2 
• IC（HEX） n2 
を測定 

• 抗生物質加SMAC n2  
• 抗生物質加クロモ 
 アガーSTEC n2  

長ネギ 高菌数 ３ 
 低菌数 ３ 
 非接種 ３ 
 陽性検体 １ 

キュウリ 高菌数 ３ 
 低菌数 ３ 
 非接種 ３ 
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図2 血清群O159　接種検体（キュウリ、長ネギ）の輸送及び増菌培養における温度変化
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図3 血清群O148　接種検体（キュウリ、長ネギ）の輸送及び増菌培養における温度変化
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表 1　試験検体における血清群O159接種菌数

7 6 9 7 5

7 10 11 3 4

10 6 10 12 6

6 9 5 3 6

6 5 9 10

3 6 9 7

8 3 9 8

7 9 11 10

9 11 6 6

7 11 8 6

8 10 7 8

7 7 1 8

9 8 7 3

8 4 9 6

5 10 4 10

8 10 5 6

4 12 4 4

7 11 9 8

6 11 9 7

11 7 11 9

平均

低菌数

高菌数
* 低菌数用接種菌液

平板培地あたりのコロニー数
*

7.4 cfu/25g

37.0 cfu/25g

7.4



表 2　血清群O159検体でのリアルタイムPCR法によるST・LT遺伝子の検出結果 （Threshold Line; Manual）

機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① － ND ① ＋ 13.7 ① ＋ 14.5
② － ND ② ＋ 14.3 ② ＋ 14.5
① ＋ 16.4 ① － ND ① ＋ 14.8
② ＋ 16.5 ② － ND ② ＋ 14.7
3/3 ＋ 17.0 ① － ND ① ＋ 14.6
② ＋ 17.2 ② － ND ② ＋ 14.5
① － ND ① － ND ① － ND
② － ND ② － ND ② － ND
① － ND ① ＋ 14.4 ① ＋ 15.7
② － ND ② ＋ 14.6 ② ＋ 15.8
① ＋ 16.5 ① ＋ 14.1 ① － ND
② ＋ 16.3 ② ＋ 15.1 ② － ND
① ＋ 15.6 ① － ND ① － ND
② ＋ 16.0 ② － ND ② － ND
① ＋ 17.3 ① ＋ 14.7 ① ＋ 15.5
② ＋ 17.4 ② ＋ 14.5 ② ＋ 15.5
① ＋ 15.8 ① ＋ 14.7 ① ＋ 15.4
② ＋ 15.9 ② ＋ 14.7 ② ＋ 15.0
① ＋ 17.8 ① ＋ 16.2 ① ＋ 15.6
② ＋ 17.6 ② ＋ 15.9 ② ＋ 15.5
① ＋ 17.2 ① ＋ 15.5 ① ＋ 15.1
② ＋ 17.4 ② ＋ 15.8 ② ＋ 15.3
① ＋ 17.3 ① ＋ 16.5 ① ＋ 17.4
② ＋ 17.3 ② ＋ 16.8 ② ＋ 17.5
① － ND ① － ND ① ＋ 16.5
② － ND ② － ND ② ＋ 16.5
① － ND ① － ND ① － ND
② － ND ② － ND ② － ND
① ＋ 17.0 ① ＋ 16.0 ① － ND
② ＋ 17.3 ② ＋ 16.5 ② － ND
① － ND ① ＋ 16.3 ① － 16.5
② － ND ② ＋ 15.9 ② ＋ 16.6
① ＋ 17.6 ① － ND ① － ND
② ＋ 17.6 ② － ND ② － ND
① ＋ 17.2 ① ＋ 16.0 ① － 15.8
② ＋ 17.0 ② ＋ 16.0 ② ＋ 16.2
① ＋ 18.0 ① ＋ 15.2 ① ＋ 14.9
② ＋ 17.8 ② ＋ 14.8 ② ＋ 14.9

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

1 2 3

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① ＋ 14.4 ① ＋ 14.9 ① ＋ 15.5
② ＋ 14.3 ② ＋ 15.1 ② ＋ 15.5
① － ND ① ＋ 15.4 ① － ND
② － ND ② ＋ 15.5 ② － ND
① ＋ 14.4 ① － ND ① ＋ 14.7
② ＋ 14.3 ② － ND ② ＋ 14.5
① － ND ① － ND ① ＋ 15.8
② ＋ 38.0 ② － ND ② ＋ 15.7
① ＋ 38.1 ① ＋ 16.6 ① ＋ 14.6
② － ND ② ＋ 16.7 ② ＋ 14.6
① ＋ 15.6 ① － ND ① ＋ 15.6
② ＋ 15.8 ② － ND ② ＋ 15.4
① ＋ 15.2 ① ＋ 15.4 ① ＋ 15.3
② ＋ 15.1 ② ＋ 15.5 ② ＋ 14.9
① ＋ 14.8 ① ＋ 15.4 ① － ND
② ＋ 14.5 ② ＋ 15.6 ② － ND
① ＋ 14.6 ① ＋ 15.3 ① － ND
② ＋ 14.5 ② ＋ 15.4 ② － ND
① ＋ 15.9 ① ＋ 16.5 ① － ND
② ＋ 15.8 ② ＋ 16.6 ② － ND
① － ND ① － ND ① ＋ 16.3
② － ND ② － ND ② ＋ 16.0
① ＋ 15.7 ① ＋ 17.3 ① ＋ 15.8
② ＋ 15.6 ② ＋ 17.2 ② ＋ 16.0
① ＋ 16.5 ① ＋ 17.4 ① ＋ 15.5
② ＋ 16.2 ② ＋ 17.4 ② ＋ 15.8
① ＋ 15.5 ① ＋ 17.3 ① － ND
② ＋ 15.6 ② ＋ 17.1 ② － ND
① ＋ 17.5 ① ＋ 17.2 ① － ND
② ＋ 17.4 ② ＋ 16.9 ② － ND
① ＋ 16.4 ① ＋ 16.6 ① ＋ 15.4
② ＋ 16.4 ② ＋ 17.0 ② ＋ 15.6
① － ND ① － ND ① ＋ 15.6
② － ND ② － ND ② ＋ 16.0
① － ND ① － ND ① ＋ 16.2
② － ND ② － ND ② ＋ 16.3
① ＋ 15.9 ① ＋ 15.7 ① ＋ 16.0
② ＋ 15.9 ② ＋ 15.6 ② ＋ 16.3

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

4 5 6

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① ＋ 16.0 ① ＋ 16.4 ① ＋ 15.9
② ＋ 16.1 ② ＋ 16.5 ② ＋ 16.0
① ＋ 15.2 ① ＋ 15.9 ① － ND
② ＋ 15.3 ② ＋ 16.2 ② － ND
① － ND ① － ND ① － ND
② － ND ② － ND ② － ND
① ＋ 15.7 ① ＋ 16.7 ① － ND
② ＋ 16.1 ② ＋ 16.6 ② － ND
① ＋ 16.0 ① ＋ 16.1 ① ＋ 15.7
② ＋ 15.9 ② ＋ 16.4 ② ＋ 15.6
① － ND ① ＋ 15.9 ① ＋ 15.8
② － ND ② ＋ 16.2 ② ＋ 15.1
① － ND ① ＋ 15.9 ① ＋ 17.3
② － ND ② ＋ 16.1 ② ＋ 17.8
① ＋ 15.4 ① － ND ① ＋ 16.5
② ＋ 15.4 ② － ND ② ＋ 16.3
① ＋ 15.8 ① － ND ① ＋ 17.0
② ＋ 15.7 ② － ND ② ＋ 17.0
① ＋ 16.5 ① ＋ 16.3 ① ＋ 16.8
② ＋ 16.6 ② ＋ 16.2 ② ＋ 17.0
① ＋ 16.2 ① － ND ① ＋ 17.2
② ＋ 16.2 ② － ND ② ＋ 17.0
① ＋ 16.7 ① － ND ① ＋ 16.5
② ＋ 16.6 ② － ND ② ＋ 16.5
① ＋ 16.1 ① ＋ 15.9 ① ＋ 16.6
② ＋ 16.3 ② ＋ 15.9 ② ＋ 16.9
① － ND ① ＋ 16.4 ① ＋ 16.7
② － ND ② ＋ 16.3 ② ＋ 16.6
① ＋ 15.9 ① ＋ 16.7 ① － ND
② ＋ 16.2 ② ＋ 16.3 ② － ND
① ＋ 16.4 ① ＋ 16.5 ① ＋ 17.0
② ＋ 16.3 ② ＋ 16.4 ② ＋ 16.9
① － ND ① ＋ 16.4 ① － ND
② － ND ② ＋ 16.3 ② － ND
① － ND ① － ND ① － ND
② － ND ② － ND ② － ND
① ＋ 15.2 ① ＋ 16.5 ① ＋ 15.3
② ＋ 15.2 ② ＋ 16.4 ② ＋ 15.9

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

7 8 9

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① ＋ 17.1 ① ＋ 16.0 ① － ND
② ＋ 15.3 ② ＋ 14.7 ② － ND
① ＋ 16.4 ① ＋ 14.6 ① － ND
② ＋ 16.2 ② ＋ 14.8 ② － ND
① － ND ① ＋ 14.7 ① ＋ 15.9
② － ND ② ＋ 14.6 ② ＋ 16.5
① ＋ 15.3 ① － ND ① ＋ 16.7
② ＋ 15.8 ② － ND ② ＋ 17.3
① ＋ 15.0 ① － ND ① ＋ 16.2
② ＋ 15.3 ② － ND ② ＋ 17.0
① － ND ① ＋ 15.0 ① － ND
② － ND ② ＋ 14.9 ② － ND
① － ND ① ＋ 15.5 ① ＋ 16.2
② － ND ② ＋ 15.3 ② ＋ 16.9
① ＋ 15.8 ① － ND ① ＋ 17.7
② ＋ 15.9 ② － ND ② ＋ 18.1
① ＋ 15.4 ① ＋ 15.5 ① ＋ 18.0
② ＋ 15.1 ② ＋ 15.4 ② ＋ 17.0
① ＋ 16.5 ① － ND ① ＋ 21.0
② ＋ 16.3 ② － ND ② ＋ 21.5
① ＋ 15.7 ① ＋ 15.8 ① ＋ 18.0
② ＋ 15.3 ② ＋ 15.6 ② ＋ 18.4
① ＋ 16.0 ① ＋ 16.6 ① ＋ 20.9
② ＋ 15.5 ② ＋ 16.7 ② ＋ 21.0
① ＋ 15.7 ① ＋ 16.3 ① － ND
② ＋ 15.3 ② ＋ 16.2 ② － ND
① － ND ① － ND ① ＋ 19.2
② － ND ② － ND ② ＋ 19.5
① － ND ① ＋ 16.5 ① ＋ 19.2
② － ND ② ＋ 16.3 ② ＋ 19.3
① ＋ 15.7 ① － ND ① ＋ 18.4
② ＋ 15.4 ② － ND ② ＋ 18.7
① ＋ 16.1 ① － ND ① － ND
② ＋ 15.9 ② － ND ② － ND
① － ND ① ＋ 16.4 ① － ND
② ＋ 39.0 ② ＋ 16.2 ② － ND
① ＋ 16.0 ① ＋ 16.1 ① ＋ 17.7
② ＋ 15.6 ② ＋ 16.1 ② ＋ 18.3

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

10 11 12

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値

① ＋ 15.6
② ＋ 15.7
① － ND
② － ND
① － ND
② － ND
① ＋ 15.5
② ＋ 15.7
① － ND
② － ND
① ＋ 15.9
② ＋ 16.0
① ＋ 15.3
② ＋ 15.2
① ＋ 16.8
② ＋ 16.9
① ＋ 15.7
② ＋ 15.8
① － ND
② － ND
① － ND
② － ND
① － ND
② － ND
① ＋ 17.4
② ＋ 17.5
① ＋ 18.1
② ＋ 18.0
① ＋ 18.0
② ＋ 18.0
① ＋ 17.0
② ＋ 17.3
① ＋ 18.3
② ＋ 18.2
① ＋ 17.4
② ＋ 17.2
① ＋ 16.9
② ＋ 16.8

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない
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検体番号

キュウリ

キ-1

キ-2

キ-6

キ-7

キ-8

キ-3

キ-4

キ-5

キ-9

長ネギ

ネ-1

ネ-2

ネ-3

ネ-4

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）

ネ-8

ネ-9

陽性コン
トロール

ネ-5

ネ-6

ネ-7



表 3　血清群O159検体でのリアルタイムPCR法によるIC遺伝子の検出結果 （Threshold Line; Auto）

機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① ＋ 15.9 ① ＋ 14.0 ① + 14.2
② ＋ 15.9 ② ＋ 14.0 ② + 14.3
① ＋ 14.1 ① ＋ 15.3 ① + 14.1
② ＋ 14.0 ② ＋ 15.4 ② + 14.2
① ＋ 14.3 ① ＋ 17.5 ① + 14.3
② ＋ 14.4 ② ＋ 17.8 ② + 14.5
① ＋ 13.7 ① ＋ 19.2 ① + 18.4
② ＋ 13.9 ② ＋ 19.2 ② + 20.5
① ＋ 14.3 ① ＋ 15.2 ① + 15.4
② ＋ 14.2 ② ＋ 15.3 ② + 15.4
① ＋ 13.9 ① ＋ 15,4 ① + 16.3
② ＋ 13.9 ② ＋ 14.8 ② + 16.4
① ＋ 13.5 ① ＋ 17.8 ① + 18.8
② ＋ 13.7 ② ＋ 18.6 ② + 25.3
① ＋ 14.1 ① ＋ 14.6 ① + 15.2
② ＋ 14.2 ② ＋ 15.2 ② + 19.7
① ＋ 13.7 ① ＋ 14.5 ① + 14.8
② ＋ 13.6 ② ＋ 15.0 ② + 17.5
① ＋ 14.9 ① ＋ 15.3 ① + 15.2
② ＋ 14.7 ② ＋ 15.0 ② + 15.0
① ＋ 14.8 ① ＋ 15.4 ① + 14.6
② ＋ 14.7 ② ＋ 14.9 ② + 14.7
① ＋ 14.1 ① ＋ 16.3 ① + 15.7
② ＋ 14.1 ② ＋ 16.2 ② + 15.9
① ＋ 14.9 ① ＋ 17.6 ① + 15.4
② ＋ 14.9 ② ＋ 17.4 ② + 16.0
① ＋ 15.1 ① ＋ 17.7 ① + 17.7
② ＋ 15.3 ② ＋ 17.8 ② + 17.8
① ＋ 14.0 ① ＋ 17.6 ① + 15.9
② ＋ 14.1 ② ＋ 16.2 ② + 16.8
① ＋ 14.6 ① ＋ 15.9 ① + 15.8
② ＋ 14.7 ② ＋ 16.2 ② + 15.7
① ＋ 14.4 ① ＋ 17.7 ① + 20.2
② ＋ 14.5 ② ＋ 17.4 ② + 21.1
① ＋ 14.7 ① ＋ 15.4 ① + 15.3
② ＋ 14.5 ② ＋ 15.7 ② + 15.5
① ＋ 14.9 ① ＋ 14.7 ① + 14.7
② ＋ 14.9 ② ＋ 14.9 ② + 14.8

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

1 2 3

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① + 17.1 ① + 15.4 ① + 13.4
② + 16.6 ② + 15.0 ② + 13.4
① + 19.4 ① + 15.1 ① + 21.2
② + 18.3 ② + 15.3 ② + 21.9
① + 16.2 ① + 20.5 ① + 14.1
② + 16.3 ② + 20.3 ② + 14.3
① + 19.3 ① + 16.0 ① + 14.5
② + 19.0 ② + 15.7 ② + 14.8
① + 24.1 ① + 15.0 ① + 14.0
② + 24.3 ② + 14.7 ② + 14.5
① + 17.6 ① + 22.1 ① + 14.3
② + 17.2 ② + 22.1 ② + 15.2
① + 17.2 ① + 15.5 ① + 14.5
② + 19.5 ② + 15.3 ② + 14.8
① + 16.6 ① + 16.1 ① + 19.9
② + 16.7 ② + 15.2 ② + 20.7
① + 17.0 ① + 15.3 ① + 17.7
② + 16.2 ② + 15.4 ② + 18.3
① + 17.2 ① + 15.6 ① + 15.8
② + 17.2 ② + 15.5 ② + 15.6
① + 18.1 ① + 17.0 ① + 14.6
② + 19.2 ② + 17.4 ② + 14.5
① + 16.7 ① + 16.4 ① + 14.5
② + 18.0 ② + 16.5 ② + 14.4
① + 17.4 ① + 16.3 ① + 14.7
② + 17.2 ② + 17.0 ② + 14.5
① + 17.3 ① + 16.9 ① + 16.1
② + 17.0 ② + 16.9 ② + 16.5
① + 18.3 ① + 16.0 ① + 16.4
② + 17.7 ② + 16.4 ② + 16.4
① + 16.9 ① + 16.1 ① + 15.0
② + 17.3 ② + 15.5 ② + 15.1
① + 19.9 ① + 16.4 ① + 14.8
② + 19.3 ② + 16.4 ② + 14.7
① + 17.9 ① + 16.2 ① + 14.5
② + 17.9 ② + 16.0 ② + 14.5
① + 16.7 ① + 14.6 ① + 14.4
② + 16.5 ② + 15.0 ② + 14.6

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

4 5 6

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① + 13.6 ① ＋ 16.0 ① + 13.1
② + 13.6 ② ＋ 15.5 ② + 13.2
① + 13.7 ① ＋ 15.9 ① + 16.0
② + 13.4 ② ＋ 15.5 ② + 15.9
① + 14.7 ① ＋ 23.1 ① + 16.2
② + 14.7 ② ＋ 23.7 ② + 16.1
① + 13.7 ① ＋ 15.3 ① + 15.3
② + 13.7 ② ＋ 15.5 ② + 15.4
① + 13.4 ① ＋ 15.5 ① + 12.1
② + 13.3 ② ＋ 15.5 ② + 12.2
① + 18.4 ① ＋ 15.5 ① + 13.3
② + 18.4 ② ＋ 15.5 ② + 13.2
① + 19.6 ① ＋ 15.1 ① + 12.9
② + 19.6 ② ＋ 15.2 ② + 13.4
① + 13.3 ① ＋ 23.1 ① + 13.3
② + 13.2 ② ＋ 22.9 ② + 13.0
① + 13.7 ① ＋ 14.8 ① + 14.0
② + 13.8 ② ＋ 15.1 ② + 13.9
① + 14.0 ① ＋ 15.3 ① + 13.1
② + 14.1 ② ＋ 15.2 ② + 13.4
① + 13.9 ① ＋ 17.0 ① + 14.1
② + 13.8 ② ＋ 16.7 ② + 14.2
① + 14.0 ① ＋ 19.3 ① + 13.4
② + 14.0 ② ＋ 19.1 ② + 13.5
① + 13.9 ① ＋ 16.5 ① + 13.6
② + 13.9 ② ＋ 17.1 ② + 13.7
① + 15.2 ① ＋ 16.0 ① + 13.3
② + 15.2 ② ＋ 16.9 ② + 13.3
① + 13.9 ① ＋ 15.5 ① + 15.8
② + 13.9 ② ＋ 15.4 ② + 16.0
① + 14.0 ① ＋ 15.6 ① + 14.3
② + 14.0 ② ＋ 15.4 ② + 14.3
① + 18.2 ① ＋ 15.5 ① + 15.3
② + 18.2 ② ＋ 15.7 ② + 15.2
① + 15.6 ① ＋ 17.0 ① + 16.0
② + 15.6 ② ＋ 16.5 ② + 16.0
① + 13.3 ① ＋ 15.2 ① + 13.7
② + 13.3 ② ＋ 15.1 ② + 13.9

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

7 8 9

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① ＋ 14.5 ① ＋ 14.9 ① + 23.1
② ＋ 14.0 ② ＋ 14.1 ② + 22.8
① ＋ 13.6 ① ＋ 14.0 ① + 24.8
② ＋ 13.6 ② ＋ 14.0 ② + 24.8
① ＋ 16.9 ① ＋ 14.2 ① + 16.2
② ＋ 16.9 ② ＋ 14.0 ② + 15.4
① ＋ 13.9 ① ＋ 18.2 ① + 16.0
② ＋ 13.9 ② ＋ 18.2 ② + 15.8
① ＋ 13.9 ① ＋ 14.1 ① + 15.9
② ＋ 13.8 ② ＋ 13.7 ② + 15.4
① ＋ 16.0 ① ＋ 14.3 ① + 19.0
② ＋ 16.0 ② ＋ 14.2 ② + 21.4
① ＋ 18.2 ① ＋ 14.2 ① + 16.1
② ＋ 18.6 ② ＋ 14.1 ② + 16.6
① ＋ 14.1 ① ＋ 17.5 ① + 16.9
② ＋ 14.1 ② ＋ 17.0 ② + 17.6
① ＋ 13.7 ① ＋ 14.1 ① + 15.6
② ＋ 13.8 ② ＋ 14.2 ② + 15.7
① ＋ 14.2 ① ＋ 15.5 ① + 19.2
② ＋ 14.0 ② ＋ 15.5 ② + 18.4
① ＋ 13.6 ① ＋ 14.4 ① + 17.0
② ＋ 13.7 ② ＋ 14.9 ② + 17.7
① ＋ 14.0 ① ＋ 15.9 ① + 19.4
② ＋ 13.9 ② ＋ 16.0 ② + 19.0
① ＋ 13.7 ① ＋ 16.0 ① + 21.1
② ＋ 13.5 ② ＋ 16.1 ② + 21.2
① ＋ 15.7 ① ＋ 16.0 ① + 17.9
② ＋ 15.3 ② ＋ 15.6 ② + 17.4
① ＋ 14.7 ① ＋ 14.6 ① + 17.3
② ＋ 14.2 ② ＋ 14.8 ② + 17.5
① ＋ 13.6 ① ＋ 15.3 ① + 17.7
② ＋ 13.7 ② ＋ 15.2 ② + 17.6
① ＋ 14.1 ① ＋ 16.3 ① + 20.0
② ＋ 14.0 ② ＋ 16.2 ② + 20.0
① ＋ 14.6 ① ＋ 16.0 ① + 18.7
② ＋ 14.2 ② ＋ 15.9 ② + 18.2
① ＋ 13.8 ① ＋ 15.3 ① + 18.3
② ＋ 13.4 ② ＋ 15.0 ② + 17.7

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

10 11 12

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値

① + 14.4
② + 14.2
① + 15.6
② + 15.6
① + 16.5
② + 15.7
① + 14.3
② + 14.4
① + 16.5
② + 16.7
① + 14.4
② + 14.4
① + 13.9
② + 14.1
① + 15.3
② + 15.0
① + 14.0
② + 14.1
① + 16.7
② + 16.8
① + 17.5
② + 16.8
① + 18.3
② + 18.5
① + 15.3
② + 15.0
① + 15.3
② + 15.8
① + 16.0
② + 15.7
① + 14.9
② + 14.9
① + 15.9
② + 16.1
① + 14.9
② + 14.8
① + 14.5
② + 14.7

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない
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検体番号

キュウリ

キ-1

キ-2

キ-3

キ-4

キ-5

キ-6

キ-7

キ-8

キ-9

長ネギ

ネ-1

ネ-2

ネ-3

ネ-4

ネ-5

ネ-6

ネ-7

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）

ネ-8

ネ-9

陽性コン
トロール



表 4　血清群O159直接塗抹法・免疫磁気ビーズ法によるコロニー分離結果の合計

SMAC クロモアガーSTEC 抗生物質加SMAC
抗生物質加クロモア

ガーSTEC
抗生物質加SMAC

抗生物質加クロモア
ガーSTEC

接種：低菌数 98/123 120/120 120/123 118/120 120/120 118/120

：高菌数 110/123 121/123 122/123 121/123 122/123 123/123

非接種 0/117 0/30 0/109 3/33 3/76 6/36

接種：低菌数 72/123 120/123 120/123 120/123 118/120 122/123

：高菌数 86/123 123/123 123/123 123/123 120/123 122/123

非接種 0/120 0/22 0/108 0/28 0/83 1/40

366/729 484/541 485/709 485/550 483/645 492/565

陽性コロニー数／釣菌したコロニー数

直接塗抹法 免疫磁気ビーズ法

合計

キュウリ

長ネギ



表 5 血清群O159の検出方法の感度と特異性

キュウリ 長ネギ

低菌数
a

高菌数
a 低菌数 高菌数

Real-time PCR

ST・LT検出 (Threshold；Auto) 0.974b 1.000 0.974 1.000 0.923C 0.667

(Threshold；0.25) 0.974b 1.000 0.974 1.000 1.000C 0.974

IC検出 (Threshold；Auto) 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

(Threshold；0.25) 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

直接塗抹法

SMAC 0.949 1.000 0.846 0.897 1.000 1.000

クロモアガーSTEC 0.974 1.000 0.974 1.000 1.000 1.000

抗生物質加SMAC 0.974 1.000 0.974 1.000 1.000 1.000

抗生物質加クロモアガーSTEC 0.974 1.000 0.974 1.000 0.974 1.000

総合 0.974 1.000 0.974 1.000 0.974 1.000

免疫磁気ビーズ法

抗生物質加SMAC 0.974 1.000 0.974 1.000 0.974 1.000

抗生物質加クロモアガーSTEC 0.974 1.000 1.000 1.000 0.897 0.974

総合 0.974 1.000 1.000 1.000 0.872 0.974

a 低菌数：7.4 CFU/25g、高菌数：37 CFU/25g

b 陽性検体数／総検体数

c 陰性検体数／総検体数（ただし、IC検出では陽性検体数／総検体数）

感度 特異性

キュウリ 長ネギ方法



表 6　試験検体における血清群O148接種菌数

4 2 8 4 2

1 6 4 1 8

2 4 2 3 4

5 3 1 5 2

4 7 4 7

2 2 8 10

3 7 3 6

2 3 7 3

4 4 1 3

0 9 8 4

2 4 3 6

3 3 2 4

6 8 5 7

2 2 3 4

1 5 6 8

7 4 5 2

4 4 4 3

1 2 4 8

2 0 7 6

3 4 3 6

平均

低菌数

高菌数

* 低菌数用接種菌液

平板培地あたりのコロニー数*

4.1 cfu/25g

20.5 cfu/25g

4.1



表 7　血清群O148検体でのリアルタイムPCR法によるST・LT遺伝子の検出結果 （Threshold Line; Manual）

機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① ＋ 15.0 ① － ND ① ＋ 19.3

② ＋ 15.0 ② － ND ② ＋ 19.4

① ＋ 15.5 ① － ND ① ＋ 18.9

② ＋ 14.6 ② － ND ② ＋ 18.9

① ＋ 14.9 ① ＋ 19.7 ① ＋ 17.3

② ＋ 15.3 ② ＋ 19.9 ② ＋ 17.3

① － ND ① ＋ 18.9 ① ＋ 17.6

② － ND ② ＋ 19.0 ② ＋ 17.8

① － ND ① ＋ 18.9 ① ＋ 18.2

② － ND ② ＋ 19.1 ② ＋ 18.2

① － ND ① ＋ 18.5 ① － ND

② － ND ② ＋ 18.4 ② － ND

① ＋ 13.8 ① － ND ① － ND

② ＋ 13.6 ② － ND ② － ND

① ＋ 17.5 ① － ND ① － ND

② ＋ 17.3 ② － ND ② － ND

① ＋ 17.7 ① ＋ 19.2 ① ＋ 18.1

② ＋ 17.8 ② ＋ 19.3 ② ＋ 18.1

① ＋ 17.7 ① － ND ① － ND

② ＋ 17.8 ② － ND ② － ND

① ＋ 33.4 ① ＋ 35.5 ① － ND

② ＋ 32.7 ② ＋ 35.7 ② － ND

① ＋ 18.3 ① － ND ① － ND

② ＋ 18.3 ② － ND ② － ND

① ＋ 36.8 ① － ND ① － ND

② ＋ 37.0 ② － ND ② － ND

① ＋ 22.2 ① － ND ① ＋ 23.6

② ＋ 22.4 ② － ND ② ＋ 23.6

① ＋ 22.2 ① ＋ 29.8 ① ＋ 25.5

② ＋ 22.2 ② ＋ 29.8 ② ＋ 25.6

① － ND ① － ND ① ＋ 36.6

② － ND ② － ND ② ＋ 37.0

① ＋ 20.8 ① － ND ① ＋ 29.9

② ＋ 20.8 ② － ND ② ＋ 29.8

① － ND ① － ND ① － ND

② － ND ② － ND ② － ND

① ＋ 14.7 ① ＋ 17.9 ① ＋ 17.4

② ＋ 14.7 ② ＋ 18.1 ② ＋ 17.4

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

1 2 3

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① ＋ 13.5 ① ＋ 15.6 ① ＋ 13.6

② ＋ 13.5 ② ＋ 15.4 ② ＋ 13.6

① ＋ 33.9 ① － ND ① ＋ 13.6

② ＋ 33.3 ② － ND ② ＋ 13.7

① ＋ 13.6 ① ＋ 14.1 ① － ND

② ＋ 13.6 ② ＋ 14.2 ② － ND

① ＋ 13.9 ① ＋ 15.3 ① － ND

② ＋ 13.9 ② ＋ 15.0 ② － ND

① ＋ 28.2 ① ＋ 34.9 ① － ND

② ＋ 28.4 ② ＋ 35.1 ② － ND

① ＋ 14.5 ① ＋ 15.7 ① ＋ 13.2

② ＋ 14.8 ② ＋ 15.7 ② ＋ 13.7

① ＋ 30.5 ① ＋ 17.4 ① ＋ 13.6

② ＋ 30.4 ② ＋ 17.4 ② ＋ 13.7

① ＋ 13.2 ① － ND ① ＋ 13.2

② ＋ 13.3 ② － ND ② ＋ 13.7

① ＋ 13.1 ① － ND ① ＋ 13.9

② ＋ 13.1 ② － ND ② ＋ 13.7

① ＋ 36.9 ① － ND ① ＋ 25.4

② － ND ② － ND ② ＋ 25.3

① － ND ① ＋ 36.0 ① ＋ 19.2

② － ND ② ＋ 37.0 ② ＋ 19.0

① － ND ① ＋ 22.3 ① ＋ 14.5

② － ND ② ＋ 22.3 ② ＋ 14.6

① － ND ① ＋ 17.0 ① － ND

② － ND ② ＋ 17.0 ② － ND

① ＋ 34.9 ① － ND ① － ND

② ＋ 36.6 ② － ND ② － ND

① － ND ① － ND ① － ND

② － ND ② － ND ② － ND

① － ND ① － ND ① － ND

② － ND ② － ND ② － ND

① － ND ① － ND ① － ND

② － ND ② － ND ② － ND

① － ND ① － ND ① － ND

② － ND ② － ND ② － ND

① ＋ 14.0 ① ＋ 16.9 ① ＋ 13.6

② ＋ 14.6 ② ＋ 17.1 ② ＋ 13.8

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

4 5 6

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① － ND ① ＋ 17.7 ① ＋ 14.1

② － ND ② ＋ 18.0 ② ＋ 14.1

① － ND ① ＋ 18.1 ① ＋ 14.0

② － ND ② ＋ 18.2 ② ＋ 14.2

① ＋ 17.9 ① － ND ① ＋ 15.6

② ＋ 18.0 ② － ND ② ＋ 15.3

① ＋ 17.9 ① － ND ① ＋ 14.2

② ＋ 18.1 ② － ND ② ＋ 14.3

① － ND ① － ND ① ＋ 13.8

② － ND ② － ND ② ＋ 14.0

① ＋ 17.6 ① － ND ① － ND

② ＋ 17.6 ② － ND ② － ND

① ＋ 17.9 ① ＋ 17.3 ① ＋ 13.9

② ＋ 17.8 ② ＋ 17.6 ② ＋ 13.7

① ＋ 18.2 ① ＋ 18.2 ① ＋ 32.3

② ＋ 18.5 ② ＋ 18.5 ② ＋ 32.4

① ＋ 17.6 ① ＋ 16.9 ① － ND

② ＋ 17.5 ② ＋ 16.7 ② － ND

① ＋ 23.3 ① ＋ 19.0 ① ＋ 17.4

② ＋ 23.2 ② ＋ 18.9 ② ＋ 17.6

① － ND ① ＋ 21.3 ① ＋ 15.9

② － ND ② ＋ 21.2 ② ＋ 15.9

① － ND ① － ND ① ＋ 19.0

② － ND ② － ND ② ＋ 19.0

① － ND ① － ND ① － ND

② － ND ② － ND ② － ND

① ＋ 35.6 ① ＋ 23.0 ① ＋ 18.5

② ＋ 35.8 ② ＋ 22.9 ② ＋ 18.5

① ＋ 37.0 ① ＋ 21.2 ① － ND

② ＋ 34.9 ② ＋ 21.2 ② － ND

① ＋ 36.1 ① － ND ① － ND

② ＋ 35.0 ② － ND ② － ND

① ＋ 36.8 ① ＋ 19.7 ① ＋ 18.4

② － ND ② ＋ 19.6 ② ＋ 18.4

① ＋ 18.8 ① ＋ 19.1 ① － ND

② ＋ 18.9 ② ＋ 19.2 ② － ND

① ＋ 19.4 ① ＋ 17.6 ① ＋ 16.4

② ＋ 19.7 ② ＋ 17.4 ② ＋ 16.5

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

7 8 9

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① － ND ① ＋ 18.9 ① ＋ 18.9

② － ND ② ＋ 18.6 ② ＋ 19.2

① ＋ 15.6 ① － ND ① ＋ 20.3

② ＋ 15.3 ② － ND ② ＋ 20.1

① ＋ 14.9 ① － ND ① ＋ 19.5

② ＋ 15.0 ② － ND ② ＋ 19.5

① － ND ① － ND ① ＋ 22.2

② － ND ② － ND ② ＋ 20.3

① － ND ① － ND ① ＋ 19.6

② － ND ② － ND ② ＋ 20.0

① ＋ 14.7 ① ＋ 19.2 ① － ND

② ＋ 14.6 ② ＋ 19.2 ② － ND

① ＋ 14.6 ① ＋ 19.6 ① － ND

② ＋ 14.7 ② ＋ 19.4 ② － ND

① ＋ 14.4 ① ＋ 19.9 ① ＋ 19.7

② ＋ 14.6 ② ＋ 19.3 ② ＋ 19.9

① ＋ 14.8 ① ＋ 18.8 ① － ND

② ＋ 15.0 ② ＋ 18.9 ② － ND

① － ND ① － ND ① ＋ 26.0

② － ND ② － ND ② ＋ 23.4

① ＋ 15.9 ① － ND ① ＋ 20.7

② ＋ 16.0 ② － ND ② ＋ 20.4

① ＋ 19.1 ① － ND ① － ND

② ＋ 18.7 ② － ND ② － ND

① ＋ 19.6 ① － ND ① － ND

② ＋ 19.5 ② － ND ② － ND

① ＋ 27.2 ① ＋ 31.5 ① ＋ 19.7

② ＋ 27.3 ② ＋ 31.7 ② ＋ 19.8

① － ND ① ＋ 25.4 ① － ND

② ＋ 37.0 ② ＋ 25.2 ② － ND

① ＋ 23.4 ① － ND ① － ND

② ＋ 23.3 ② － ND ② － ND

① ＋ 17.4 ① － ND ① － ND

② ＋ 17.4 ② － ND ② － ND

① － ND ① ＋ 25.8 ① ＋ 20.8

② － ND ② ＋ 25.7 ② ＋ 20.2

① ＋ 13.4 ① ＋ 19.1 ① ＋ 18.4

② ＋ 13.4 ② ＋ 18.9 ② ＋ 18.4

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

10 11 12

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値

① ＋ 13.6

② ＋ 13.8

① ＋ 14.0

② ＋ 14.0

① － ND

② － ND

① ＋ 14.4

② ＋ 14.4

① － ND

② － ND

① ＋ 13.7

② ＋ 13.9

① ＋ 37.1

② － ND

① － ND

② － ND

① ＋ 14.3

② ＋ 14.5

① － ND

② － ND

① ＋ 14.4

② ＋ 15.4

① － ND

② － ND

① ＋ 22.4

② ＋ 22.3

① － ND

② － ND

① － ND

② － ND

① ＋ 19.1

② ＋ 19.2

① － ND

② － ND

① ＋ 21.4

② ＋ 21.4

① ＋ 15.9

② ＋ 16.0

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

13

検体番号

キュウリ

キ-1

キ-2

キ-6

キ-7

キ-8

キ-3

キ-4

キ-5

キ-9

長ネギ

ネ-1

ネ-2

ネ-3

ネ-4

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）

ネ-8

ネ-9

陽性コン
トロール

ネ-5

ネ-6

ネ-7



表 8　血清群O148検体でのリアルタイムPCR法によるIC遺伝子の検出結果 （Threshold Line; Auto）

機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① ＋ 13.3 ① ＋ 15.8 ① ＋ 16.0

② ＋ 13.3 ② ＋ 15.9 ② ＋ 16.4

① ＋ 13.4 ① ＋ 15.9 ① ＋ 15.2

② ＋ 13.4 ② ＋ 16.2 ② ＋ 15.2

① ＋ 14.0 ① ＋ 15.2 ① ＋ 14.6

② ＋ 14.0 ② ＋ 15.0 ② ＋ 14.8

① ＋ 13.2 ① ＋ 15.4 ① ＋ 15.4

② ＋ 13.2 ② ＋ 15.4 ② ＋ 15.5

① ＋ 15.1 ① ＋ 15.8 ① ＋ 15.7

② ＋ 15.1 ② ＋ 16.0 ② ＋ 15.9

① ＋ 14.6 ① ＋ 15.7 ① ＋ 16.4

② ＋ 14.8 ② ＋ 15.9 ② ＋ 16.6

① ＋ 14.1 ① ＋ 14.9 ① ＋ 16.7

② ＋ 14.1 ② ＋ 15.1 ② ＋ 16.9

① ＋ 15.6 ① ＋ 15.9 ① ＋ 16.4

② ＋ 15.3 ② ＋ 16.3 ② ＋ 16.6

① ＋ 15.9 ① ＋ 15.1 ① ＋ 15.4

② ＋ 16.0 ② ＋ 15.7 ② ＋ 15.5

① ＋ 15.2 ① ＋ 15.2 ① ＋ 19.0

② ＋ 15.2 ② ＋ 15.5 ② ＋ 18.8

① ＋ 15.6 ① ＋ 16.2 ① ＋ 16.6

② ＋ 15.2 ② ＋ 15.8 ② ＋ 16.6

① ＋ 15.4 ① ＋ 17.9 ① ＋ 16.4

② ＋ 15.5 ② ＋ 17.9 ② ＋ 16.5

① ＋ 15.9 ① ＋ 19.0 ① ＋ 16.5

② ＋ 16.1 ② ＋ 18.2 ② ＋ 16.7

① ＋ 16.2 ① ＋ 18.8 ① ＋ 16.9

② ＋ 16.2 ② ＋ 19.6 ② ＋ 17.0

① ＋ 16.6 ① ＋ 17.0 ① ＋ 16.9

② ＋ 16.5 ② ＋ 16.9 ② ＋ 17.0

① ＋ 16.2 ① ＋ 17.1 ① ＋ 17.2

② ＋ 16.1 ② ＋ 17.2 ② ＋ 17.2

① ＋ 16.1 ① ＋ 16.4 ① ＋ 17.6

② ＋ 16.1 ② ＋ 16.2 ② ＋ 17.6

① ＋ 16.0 ① ＋ 16.4 ① ＋ 16.5

② ＋ 15.6 ② ＋ 16.6 ② ＋ 16.4

① ＋ 15.6 ① ＋ 14.4 ① ＋ 14.9

② ＋ 15.6 ② ＋ 14.5 ② ＋ 14.8

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

1 2 3

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① ＋ 14.4 ① ＋ 16.0 ① ＋ 15.0

② ＋ 14.5 ② ＋ 15.3 ② ＋ 15.0

① ＋ 15.7 ① ＋ 15.9 ① ＋ 14.8

② ＋ 15.2 ② ＋ 15.6 ② ＋ 15.1

① ＋ 14.0 ① ＋ 14.4 ① ＋ 15.5

② ＋ 13.9 ② ＋ 14.3 ② ＋ 15.4

① ＋ 14.6 ① ＋ 15.2 ① ＋ 15.0

② ＋ 14.3 ② ＋ 15.0 ② ＋ 15.4

① ＋ 14.8 ① ＋ 16.4 ① ＋ 15.9

② ＋ 15.1 ② ＋ 16.2 ② ＋ 16.2

① ＋ 14.1 ① ＋ 16.1 ① ＋ 14.2

② ＋ 14.8 ② ＋ 16.0 ② ＋ 14.9

① ＋ 14.9 ① ＋ 16.8 ① ＋ 14.4

② ＋ 15.3 ② ＋ 16.5 ② ＋ 14.9

① ＋ 13.5 ① ＋ 15.4 ① ＋ 14.0

② ＋ 13.7 ② ＋ 14.6 ② ＋ 14.7

① ＋ 13.6 ① ＋ 15.5 ① ＋ 14.9

② ＋ 13.5 ② ＋ 15.5 ② ＋ 15.0

① ＋ 17.0 ① ＋ 17.3 ① ＋ 16.2

② ＋ 21.0 ② ＋ 17.4 ② ＋ 16.0

① ＋ 18.5 ① ＋ 16.4 ① ＋ 15.8

② ＋ 18.8 ② ＋ 17.1 ② ＋ 15.8

① ＋ 16.5 ① ＋ 18.9 ① ＋ 14.9

② ＋ 16.7 ② ＋ 19.0 ② ＋ 15.0

① ＋ 17.5 ① ＋ 17.0 ① ＋ 16.2

② ＋ 17.4 ② ＋ 17.0 ② ＋ 16.1

① ＋ 16.7 ① ＋ 20.5 ① ＋ 17.3

② ＋ 16.9 ② ＋ 20.5 ② ＋ 16.8

① ＋ 17.0 ① ＋ 18.0 ① ＋ 16.7

② ＋ 17.0 ② ＋ 18.2 ② ＋ 16.7

① ＋ 16.9 ① ＋ 20.7 ① ＋ 16.1

② ＋ 16.9 ② ＋ 20.9 ② ＋ 16.0

① ＋ 17.2 ① ＋ 17.0 ① ＋ 16.0

② ＋ 16.9 ② ＋ 17.1 ② ＋ 16.1

① ＋ 18.1 ① ＋ 17.2 ① ＋ 15.8

② ＋ 18.1 ② ＋ 17.1 ② ＋ 15.8

① ＋ 14.4 ① ＋ 16.0 ① ＋ 15.0

② ＋ 14.4 ② ＋ 16.3 ② ＋ 15.3

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

4 5 6

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① ＋ 18.0 ① ＋ 14.5 ① ＋ 13.5

② ＋ 18.0 ② ＋ 14.8 ② ＋ 13.4

① ＋ 17.4 ① ＋ 15.6 ① ＋ 13.6

② ＋ 17.4 ② ＋ 15.8 ② ＋ 13.7

① ＋ 17.8 ① ＋ 14.7 ① ＋ 14.6

② ＋ 17.7 ② ＋ 15.1 ② ＋ 14.5

① ＋ 18.3 ① ＋ 14.2 ① ＋ 13.6

② ＋ 18.3 ② ＋ 14.8 ② ＋ 13.6

① ＋ 16.6 ① ＋ 16.0 ① ＋ 13.3

② ＋ 16.6 ② ＋ 16.1 ② ＋ 13.5

① ＋ 18.9 ① ＋ 15.8 ① ＋ 14.5

② ＋ 18.8 ② ＋ 16.1 ② ＋ 14.6

① ＋ 18.0 ① ＋ 13.9 ① ＋ 13.0

② ＋ 18.0 ② ＋ 14.6 ② ＋ 13.2

① ＋ 18.8 ① ＋ 14.7 ① ＋ 13.0

② ＋ 18.8 ② ＋ 15.1 ② ＋ 12.9

① ＋ 17.3 ① ＋ 14.2 ① ＋ 13.6

② ＋ 17.3 ② ＋ 14.0 ② ＋ 13.9

① ＋ 18.5 ① ＋ 16.1 ① ＋ 14.8

② ＋ 18.5 ② ＋ 16.0 ② ＋ 15.0

① ＋ 19.5 ① ＋ 16.7 ① ＋ 14.3

② ＋ 19.5 ② ＋ 16.3 ② ＋ 14.5

① ＋ 20.4 ① ＋ 16.9 ① ＋ 15.1

② ＋ 20.4 ② ＋ 16.3 ② ＋ 15.2

① ＋ 19.4 ① ＋ 17.4 ① ＋ 15.5

② ＋ 19.4 ② ＋ 16.8 ② ＋ 15.5

① ＋ 19.0 ① ＋ 15.6 ① ＋ 14.7

② ＋ 19.1 ② ＋ 15.6 ② ＋ 14.8

① ＋ 18.9 ① ＋ 16.6 ① ＋ 15.3

② ＋ 18.9 ② ＋ 16.6 ② ＋ 15.4

① ＋ 19.1 ① ＋ 16.2 ① ＋ 15.6

② ＋ 19.3 ② ＋ 16.4 ② ＋ 15.7

① ＋ 20.8 ① ＋ 16.6 ① ＋ 15.2

② ＋ 20.9 ② ＋ 16.2 ② ＋ 15.2

① ＋ 18.9 ① ＋ 15.5 ① ＋ 15.1

② ＋ 19.0 ② ＋ 15.8 ② ＋ 15.0

① ＋ 20.6 ① ＋ 15.2 ① ＋ 15.6

② ＋ 20.7 ② ＋ 14.9 ② ＋ 15.6

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

7 8 9

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値 ＋/－ Ct値

① ＋ 15.1 ① ＋ 15.9 ① ＋ 15.4

② ＋ 15.5 ② ＋ 15.2 ② ＋ 16.1

① ＋ 14.0 ① ＋ 16.6 ① ＋ 16.6

② ＋ 13.9 ② ＋ 16.4 ② ＋ 16.5

① ＋ 14.7 ① ＋ 15.0 ① ＋ 16.2

② ＋ 14.7 ② ＋ 15.0 ② ＋ 16.3

① ＋ 15.3 ① ＋ 17.0 ① ＋ 19.4

② ＋ 15.4 ② ＋ 17.0 ② ＋ 16.6

① ＋ 14.5 ① ＋ 15.9 ① ＋ 16.6

② ＋ 14.7 ② ＋ 15.9 ② ＋ 16.9

① ＋ 14.3 ① ＋ 15.7 ① ＋ 18.8

② ＋ 14.6 ② ＋ 15.4 ② ＋ 17.6

① ＋ 14.1 ① ＋ 15.9 ① ＋ 17.3

② ＋ 14.0 ② ＋ 15.8 ② ＋ 18.0

① ＋ 13.9 ① ＋ 15.9 ① ＋ 16.1

② ＋ 14.3 ② ＋ 14.9 ② ＋ 16.3

① ＋ 13.9 ① ＋ 15.0 ① ＋ 16.2

② ＋ 13.9 ② ＋ 15.0 ② ＋ 15.9

① ＋ 16.5 ① ＋ 17.2 ① ＋ 22.5

② ＋ 16.1 ② ＋ 17.2 ② ＋ 17.8

① ＋ 14.8 ① ＋ 16.9 ① ＋ 17.2

② ＋ 14.7 ② ＋ 17.4 ② ＋ 16.9

① ＋ 15.9 ① ＋ 17.9 ① ＋ 18.8

② ＋ 15.7 ② ＋ 18.3 ② ＋ 18.0

① ＋ 15.9 ① ＋ 17.6 ① ＋ 17.8

② ＋ 15.6 ② ＋ 18.0 ② ＋ 17.9

① ＋ 15.3 ① ＋ 16.9 ① ＋ 17.0

② ＋ 15.5 ② ＋ 17.2 ② ＋ 17.0

① ＋ 16.3 ① ＋ 16.9 ① ＋ 18.8

② ＋ 16.3 ② ＋ 17.1 ② ＋ 17.6

① ＋ 16.1 ① ＋ 17.0 ① ＋ 20.5

② ＋ 15.8 ② ＋ 17.1 ② ＋ 19.2

① ＋ 15.8 ① ＋ 17.3 ① ＋ 19.2

② ＋ 15.7 ② ＋ 17.3 ② ＋ 17.7

① ＋ 15.8 ① ＋ 17.8 ① ＋ 18.0

② ＋ 15.5 ② ＋ 17.5 ② ＋ 17.2

① ＋ 14.0 ① ＋ 16.3 ① ＋ 15.2

② ＋ 14.3 ② ＋ 16.2 ② ＋ 15.2

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

10 11 12

検体番号 検体番号 検体番号

キュウリ

キ-1 キ-1 キ-1

キ-2 キ-2 キ-2

キ-3 キ-3 キ-3

キ-4 キ-4 キ-4

キ-5 キ-5 キ-5

キ-6 キ-6 キ-6

キ-7 キ-7 キ-7

キ-8 キ-8 キ-8

キ-9 キ-9 キ-9

長ネギ

ネ-1 ネ-1 ネ-1

ネ-2 ネ-2 ネ-2

ネ-3 ネ-3 ネ-3

ネ-4 ネ-4 ネ-4

ネ-5 ネ-5 ネ-5

ネ-6 ネ-6 ネ-6

ネ-7 ネ-7 ネ-7

ネ-8 ネ-8 ネ-8

ネ-9 ネ-9 ネ-9

陽性コン
トロール

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）



機関番号

検体 ＋/－ Ct値

① ＋ 14.2

② ＋ 14.2

① ＋ 14.1

② ＋ 13.9

① ＋ 16.7

② ＋ 16.6

① ＋ 15.1

② ＋ 15.1

① ＋ 16.3

② ＋ 16.1

① ＋ 13.2

② ＋ 13.3

① ＋ 15.7

② ＋ 15.4

① ＋ 15.0

② ＋ 15.1

① ＋ 14.4

② ＋ 14.5

① ＋ 15.7

② ＋ 15.6

① ＋ 14.7

② ＋ 17.7

① ＋ 18.0

② ＋ 17.3

① ＋ 17.4

② ＋ 17.3

① ＋ 16.6

② ＋ 15.6

① ＋ 16.5

② ＋ 16.9

① ＋ 16.4

② ＋ 16.1

① ＋ 16.2

② ＋ 16.2

① ＋ 16.1

② ＋ 15.9

① ＋ 16.0

② ＋ 15.6

高菌数接種 低菌数接種

 ＋: 陽性、 －： 陰性 Ct値： 検出サイクル数 ND：検出されない

13

検体番号

キュウリ

キ-1

キ-2

キ-3

キ-4

キ-5

キ-6

キ-7

キ-8

キ-9

長ネギ

ネ-1

ネ-2

ネ-3

ネ-4

ネ-5

ネ-6

ネ-7

非接種（ただし、陽性コ
ントロールは除く）

ネ-8

ネ-9

陽性コン
トロール



表 9　血清群O148直接塗抹免疫磁気ビーズ法によるコロニー分離結果の合計

SMAC
クロモアガー

STEC
抗生物質加

SMAC
抗生物質加クロモア

ガーSTEC
抗生物質加

SMAC
抗生物質加クロモア

ガーSTEC

接種：低菌数 50/123 97/112 101/123 103/116 103/123 107/120

：高菌数 49/120 119/122 113/123 122/123 122/123 120/123

非接種 0/108 0/31 0/117 0/32 0/97 0/41

接種：低菌数 13/117 16/34 37/118 34/79 49/115 49/89

：高菌数 18/120 42/53 66/120 58/76 86/114 91/101

非接種 0/116 0/24 0/114 0/30 2/95 0/32

130/704 274/376 317/715 317/456 362/667 367/506

陽性コロニー数／釣菌したコロニー数

直接塗抹法 免疫磁気ビーズ法

合計

キュウリ

長ネギ



表 10 血清群O148の検出方法の感度と特異性

キュウリ 長ネギ

低菌数a 高菌数a 低菌数 高菌数

Real-time PCR

ST・LT検出 (Threshold；Auto) 0.923b 1.000 0.590 0.769 0.769C 0.744

(Threshold；0.25) 0.923b 1.000 0.590 0.769 0.897C 0.923

IC検出 (Threshold；Auto) 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

(Threshold；0.25) 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

直接塗抹法

SMAC 0.641 0.615 0.179 0.231 1.000 1.000

クロモアガーSTEC 0.872 1.000 0.154 0.462 1.000 1.000

抗生物質加SMAC 0.897 1.000 0.333 0.641 1.000 1.000

抗生物質加クロモアガーSTEC 0.897 1.000 0.308 0.513 1.000 1.000

総合 0.872 1.000 0.333 0.641 1.000 1.000

免疫磁気ビーズ法

抗生物質加SMAC 0.872 1.000 0.385 0.744 1.000 0.974

抗生物質加クロモアガーSTEC 0.872 1.000 0.385 0.744 1.000 1.000

総合 0.872 1.000 0.385 0.744 1.000 0.974

a 低菌数：　4.1 CFU/25g、高菌数：　20.5 CFU/25g

b 陽性検体数／総検体数

c 陰性検体数／総検体数（ただし、IC検出では陽性検体数／総検体数）

方法

感度 特異性

キュウリ 長ネギ
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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 

(食中毒調査における食品中の病原大腸菌の統括的検査法の開発に関する研究) 

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てプラスミドの

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

ながら，  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のみならずブタとウシの腸粘膜上皮細胞に

も強い接着性を示した．本プラスミドは多様な宿主への感染力をO169に提供する

ことで，野外では保持されている可能性があり，ETEC対策にはOne Healthも考慮

した検討が必要と考えられる． 

  

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 
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中台（鹿毛）枝里子 大阪市立大学大学院生活科学研究科 准教授 

和田崇之 長崎大学 准教授 

麻生 久 東北大学大学院農学研究科 教授 

Weiping Zhan カンザス州立大学獣医学研究科 教授 

 

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
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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

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 EAECの HEp-2細

胞への付着像に酷似しているが，EAEC

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，この接着性もプラス

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，27年度に

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)． 
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本研究の目的は，組み換え実験用の大腸

菌株に3種の接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．従来の付着性試験で

は培養細胞への菌の接着状況を顕微鏡観

察することで接着性を定性的に評価して

きたが，今年度は定量的に調べるため付

着菌数を測定した．さらに，昨年度の試

験で強い付着像を示した接着因子

K88-likeに対するモノクローナル抗体の

作製を試みた． 

 

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 )， O169の接着因子である

CS6、K88-likeおよび CS8-likeの各遺伝子

で TOP10を形質転換した株を実験に供

した． 

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．付着性試験 

 25 cm2のフラスコに細胞がフルシート

になるまで HEp-2，IPEC-1，そして BIE

を培養した．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

ートの細胞を培養液 12 mlで懸濁し，予

め直径 13 mmの丸形カバーグラスを入れ

た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

－D－マンノピラシド(和光純薬)を 0.5%

含む細胞培養液を 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)．また，付着

菌数測定用のウェルからは丸形カバーグ

ラスをピンセットで取り出し，滅菌 PBS

中で振り動かして洗浄，これを 3本の

PBS容器中で連続した．洗浄済みのカバ

ーグラスを 1% Tween80溶液に浸けて細

胞を溶解させ，PBSで段階希釈した．ス

パイラルプレート法で寒天培地に塗布し，

37℃で一晩培養した．翌日コロニー計数

を行い接着していた生菌の数を算定した． 

４．モノクローナル抗体の作製 
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 K88-likeの特異的な付着性に関与する

と推察される遺伝子 faeG1と faeG2の塩

基配列に基づきアミノ酸 9個分の合成ペ

プチドを抗原としてラットの後足裏に接

種し、約 3週間飼育後に腸骨リンパ節を

取り出した。細胞融合により、ハイブリ

ドーマを作製した。96ウェルプレートで

培養し、抗原と反応する抗体を産生する

細胞をELISA法と凝集反応試験により選

別した。スクリーニングにより、抗体の

産生が確認された細胞群を限界希釈、シ

ングルコロニーとなるまで培養し、

ELISA法でモノクローナル抗体が作製さ

れていることを確認し、以降の実験で利

用した． 

５．免疫電顕 

 供試菌は，O169および O169cured，

Top10，K88-like組込み株を使用した．親

水化処理した炭素膜グリッドに菌懸濁液

をのせて吸着させた後，1% TritonX-100 

で菌体の中身を抜いた．2% BSAで 10倍

希釈した 1次抗体および金コロイドで標

識した抗ラット 2次抗体と 1時間反応さ

せ，2% モリブデン酸アンモニウムで染

色し，乾燥後，電子顕微鏡で観察した． 

６．ウエスタンブロット 

 供試菌は Buffered Peptone Waterで 16

時間培養後，超音波処理破砕によりタン

パクを回収し，SDS-PAGE（12.5%）を行

った．1次抗体として作製したモノクロ

ーナル抗体，2次抗体として HRP標識さ

れた抗ラット IgG抗体を用いた．検出に

は ECL Prime Western Blotting Detection 

Reagentを用いた． 

７．凝集反応試験 

 供試菌は Luria Brothで 16時間培養後，

1%ホルムアルデヒド添加生理食塩水で

処理し，実験に供する際にはホルムアル

デヒド添加生理食塩水を除き，生理食塩

水で再懸濁した．96ウェルプレートにモ

ノクローナル抗体を段階希釈し，死菌懸

濁液を加え，室温で一晩静置した． 

 

C. 結果  

１．ヒト，ブタ，ウシ由来の腸粘膜上皮

細胞にに対する接着性 

28 年度に顕微鏡観察で判定した結果

が今回の定量試験でも再確認された．す

なわち，O169野生株と K88-like遺伝子を

含む領域を組み込んだ pSV28K88-like で

形質転換された TOP10K88-like 株は，付

着試験後のヒト由来 HEp-2細胞，ブタ由

来 IPEC-1 細胞，ウシ由来 BIE 細胞から

107前後の菌が回収された．一方，病原プ

ラ ス ミ ド pEntYN10 が 脱 落 し た

O169cured株，実験室株の TOP10 ，CS6

遺 伝 子 を 含 む 領 域 を 組 み 込 ん だ

pSV28CS6 で形質転換された TOP10CS6
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株，ならびに 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 株は 1-2 桁低い菌数に

とどまった（図 1-3）．ただし，ブタ由来

IPEC-1 細胞では病原プラスミドを喪失

した O169curedと TOP10CS6株もやや高

い菌数を示し，O169cured 株はウシ由来

BIE 細胞でも他と比べて高い菌数を示し

た．しかしながら，顕微鏡観察では 28

年度に報告したのと同様に O169 と

TOP10K88-like 株のみが強い付着像を示

した． 

２．モノクローナル抗体の作製 

ELISA法による抗体産生チェックにお

いて，抗 FaeG1 として 29 個，抗 FaeG2

として 25 個の陽性サンプルが確認され

た．これらについて，TOP10K88-like を

抗原として凝集反応試験を行ったところ，

それぞれ 2 個ずつの陽性が確認された．

これらを限界希釈し，シングルコロニー

となるまで培養を繰り返し，再び ELISA

法によりスクリーニングを行った結果，

FaeG1で 1クローン，FaeG2で 2クロー

ンのモノクローナル抗体産生細胞を得る

ことができた． 

３．免疫電顕 

菌体間で金コロイド数に有意な差は見

られず，抗 K88-like抗体が強く反応して

いる様子は見られなかった（図 4）． 

４．ウエスタンブロッティング 

ハウスキーピングの DnaK を 1 次抗体

とした試験では，有効なバンドを確認す

ることができた．続いて，定着因子が発

現していることを確認するため抗CS6抗

体を 1 次抗体とした試験を行い

TOP10CS6 で有効なバンドを確認できた．

実験手技と定着因子の発現確認ができた

ため，抗 K88-likeモノクローナル抗体を

利用した試験を行ったが３クローンいず

れの抗体も明瞭なバンドを生じさせなか

った． 

５．凝集反応試験 

3 種のモノクローナル抗体いずれもが

TOP10K88-like を凝集したが，本来陽性

と期待される O169 では確認できなかっ

た．そこで，念のためにネガティブコン

トロールの Top10を調べたところ陽性反

応が見られた．このことから，今回作製

したモノクローナル抗体はK88様定着因

子と特異的に反応するものではないこと

が示唆された． 

 

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
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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 fa eG 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． fa eG 配

列の系統発生樹によると， 2 つの

fa eG 遺伝子は，ブタから分離され

た大腸菌の fa eG よりも，ヒトから

分 離 さ れ た Sa lmonella  enter ica  

serovar Infantis の fa eG 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推

察された．実際に３種の各遺伝子

で組み換えた TOP10 株を用いた実

験によって定性的にも定量的にも

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

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
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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

調べ直す必要がありそうだ．  

K88-like 抗原を簡便に検出したり，そ

の菌体における局在や宿主細胞との結合

に重要なエピトープを決定したりする目

的で今回はモノクローナル抗体の作製を

試みた．しかしながら，免疫電顕でもウ

ェスタン・ブロッティングでも明瞭な反

応が出ず，凝集試験によって K88-likeで

組み替えた菌体のみならず TOP10 自体

とも反応していることが判明した．抗原

として作製した合成ペプチドと同様の抗

原を TOP10 が保有している可能性を予

想せず，合成ペプチドを用いた ELISAと

TOP10K88-like の凝集試験でクローンの

選別を進め，陰性対照として TOP10を凝

集試験に置いていなかったことが失敗の

原因である．基本に立ち返り，再度挑戦

する予定である． 

 

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，ブタおよびウシの腸粘膜

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

え直す価値があると考える．  
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図１．ヒト上皮細胞HEp-2 への付着菌数 (n=5) 
p<0.05：O169 と CS6 の間、K88-like と O169 non plasmid, CS6, CFA/Ⅲ-like の間 
p<0.01：O169 と O169 non plasmid, Top10, CFA/Ⅲ-like の間、 
K88-like と Top10 の間  
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図２．ブタ上皮細胞 IPEC-1 への付着菌数 (n=3) 
p<0.05：O169 と Top10, CFA/Ⅲ-like の間、K88-like と O169 non plasmid, Top10, CFA/Ⅲ-like の間 
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図３．ウシ上皮細胞 BIE への付着菌数 （n=3） 
p<0.05：O169 と CS6, CFA/Ⅲ-like の間、O169 non plasmid と Top10, CFA/Ⅲ-like の間 
p<0.01：O169 と Top10 の間、K88-like と Top10, CS6, CFA/Ⅲ-like の間 
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図４．免疫電顕 金コロイド計数結果 （n=3） 
抗 FaeG1，抗 FaeG2，両抗体同時に反応させた結果を示している。 
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