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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  大岡唯祐    鹿児島大学大学院医歯学総合研究科 

 伊豫田 淳 国立感染症研究所 細菌第一部 

 大西貴弘    国立医薬品食品衛生研究所 

 

研究要旨 

食中毒原因細菌の検査法の整備のための研究について、特に、astA（腸管凝集付着性

大腸菌耐熱性エンテロトキシン 1；EAST1 をコードする遺伝子）保有大腸菌等の病原大

腸菌を中心に４研究分担者にて実施した。分担研究（１）病原大腸菌食中毒の食品検査

法確立では、astA 保有大腸菌の食品検査法について、食品培養液からの astA 検出性に

優れる既存のコンベンショナル PCR を明らかにし、それを増菌培養法および分離培養法

と組み合わせて多種類の食品にて有用な方法を検討した。また、食品の効率的な検査に

貢献するリアルタイム PCR での対象遺伝子配列を検討し検出系を複数設計した（２）病

原大腸菌の検出指標遺伝子および病原性発現解析では、35種類の遺伝子バリアント（V1-

V35）について、①保有株数の多い主要なバリアントの種類、②欠損して機能しないと

思われるバリアント、③各バリアントの局在や株あたりのコピー数、④大腸菌進化系統

における astA 遺伝子保有株の分布、⑤各バリアントをコードする挿入配列 IS1414の構

造などが明らかとなった。（３）病原大腸菌食中毒事例株の解析では、EAST1 の発現解析

として、ウェスタンブロッティングによる検出手法を確立し、有症例由来大腸菌におい

てEAST1ペプチドの発現を確認した。培養細胞感染試験では、O166:H15および OgGp9:H18

において細胞接着性が認められた。全ゲノム配列解析では、有症事例株間の関連性は見

出されず、astA陽性大腸菌は系統的に多様であることが判明した。（４）食品中の病原

大腸菌の汚染実態および制御法では、astA 遺伝子保有大腸菌を中心とした病原大腸菌

の食品での汚染実態調査を行った結果、鶏肉、豚内臓肉、輸入オクラ、輸入ベビーコー

ンで astA 保有大腸菌の汚染が強く認められ、これらの食品が食中毒予防のための最重

要食品になると思われる。また、（５）緊急的追加研究として、令和３年６月に富山市

内小学校等給食で提供された牛乳による大規模食中毒の原因物質が「病原大腸菌

OUT(OgGp9):H18（疑い）」とされたが、本菌の病原性について引き続き検討を行った。 
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Ａ．研究目的 

近年、病原大腸菌を原因とする

食中毒が多発しており、令和 2 年に

は、給食センターで調理した学校給

食を喫食した小中学生の児童生徒

等 2,958 人の患者をともなう astA

（腸管凝集付着性大腸菌耐熱性エ

ンテロトキシン 1 ；EAST1 をコー

ドする遺伝子）保有大腸菌による大

規模食中毒が発生した。astA 保有

大腸菌による食中毒は毎年発生が

続いており、患者が 100 人を超える

事例も多く、食中毒予防対策が必要

とされている。また、腸管凝集付着

性大腸菌（細胞への凝集付着性因子

遺伝子 aggR に加えて astA 保有株

も含む）や腸管病原性大腸菌（細胞

への局在付着性因子：eae 等保有株）

による食中毒の発生も続いている。

これらの病原大腸菌による食中毒

では、原因食品が不明であることが

多く、喫食状況の解析から特定の日

時に提供された食事や弁当などの

喫食が原因として判明しても食品・

食材が明らかになることはまれで

ある。これらの病原大腸菌の食品等

の検査法は国内外で確立されてお

らず、一般的な大腸菌の検査法を用

いて実施されることが多く、適切ま

たは効率的な検査法が実施されて

いないことが危惧される。このため、

本研究では増菌培養法、分離培養法、

遺伝子検出法を主にして病原大腸

菌に適する効率的かつ特異的な検

査法を開発する。特に遺伝子検出法

については、これら病原大腸菌の病

原性発現について解析を行い、検出

指標となる病原因子を既知に加え

新規因子を含め検討する。また、こ

れら病原大腸菌の食中毒事例にお
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ける菌株の病原因子遺伝子等の解

析および精査を行う。さらに、これ

ら病原大腸菌の食品等への汚染状

況、食品の汚染経路等は明らかにな

っていない。このため、食品等での

汚染実態を明らかにし、制御法を検

討する。これらの研究について、分

担研究（１）病原大腸菌食中毒の食

品検査法確立、（２）病原大腸菌の

検出指標遺伝子および病原性発現

解析、（３）病原大腸菌食中毒事例

株の解析、（４）食品中の病原大腸

菌の汚染実態および制御法にて実

施する。 

さらに、令和３年６月に富山市

において、市内の小学校や保育所等

での給食に提供された牛乳によっ

て 1,800 人を超える患者を伴う食

中毒が発生し、この原因物質の究明

における検査により、主要な病原因

子 を 保 有 し な い 大 腸 菌 OUT 

(OgGp9):H18 が分離され、この大腸

菌が原因物質として疑われた。本菌

の病原性の解明についての研究を

令和３年度に緊急的追加研究とし

て開始し、令和４年度も継続して実

施した。 

 

Ｂ.研究方法 

（１）病原大腸菌食中毒の食品検

査法確立 

［１］ astA 特異的 PCR 法の検討 

2 種類の食品のノボビオシン加

mEC（ NmEC）増菌培養液から DNA を

抽出し、4 種類（ Yamamoto ら、他）

の astA 特異的コンベンショナル

PCR 法（以下、astAPCR）を試験し

プライマーを検討した。次に、上

記の 食 品 培 養 液 を 各 種 分 離 培地

に画線して得たコロニーから DNA

を抽出し、astAPCR（ Yamamoto ら）

を Quick Taq 等の 3 種類の酵素に

て試験した。また、分担研究者の

大西の試験にて astA 特異的バン

ドが確認され た 食 品 検体に つ い

て、①astA 保有大腸菌分離陰性グ

ル ープお よ び ② 分 離陽性グル ー

プに分け、astAPCR（ Yamamoto ら、

他）に供試した。さらに、astA 保

有大腸菌を含む細菌 26 種 41 株の

astAPCR（ Yamamoto ら、Quick Taq

使用）における特異性および食品

を用いた感度を試験した。 

［２］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立 

試験検体の astA 確認試験では、

36 食品 144 検体を供試した。検体

25 g 入りストマッカー袋を 20 袋

（ =20 検体）用意し、4 検体は mEC

中にて培養し、抽出 DNA を astAPCR

（ Yamamoto ら、QuickTaq 使用）に

供試した。 4 検体ともに astAPCR

陰性の食品は、残りの 16 検体につ

いて、添加回収試験を行ない、1 検
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体以上が astAPCR 陽性の食品は、

自然汚染検体での試験を行った。

添加回収試験では、astA 保有大腸

菌（ 2 株）を各接種菌数レベル（低

菌数接種： 10 CFU、中菌数接種：

50 CFU、高菌数接種：100 CFU）に

調製し、16 検体へ接種した。各 8

検体を mEC および NmEC 中で培養

し、astAPCR を実施した。検体培

養液を薬剤 C 添加ソルビトールマ

ッコンキー寒天培地（ C-SMAC）、

クロモアガー基礎培地（ CHSTEC）

お よ び 薬 剤 C 添 加 CHSTEC（ C-

CHSTEC）に画線し、C-SMAC では赤

色、その他は藤色のコロニーを最

大 3 個選択し astAPCR を実施した。

自然汚染試験では、astA 保有大腸

菌 を添加せずに上記の試験を 実

施し、各条件につき最大 10 個のコ

ロニーを試験した。 

［３］ astA 特異的リアルタイム

PCR 法の開発 

集団食中毒事例由来の astA 保有

大腸菌株の astA の遺伝子多型（バ

リアント）を特定した。 7 株は分

担 研 究 者 の 伊 豫 田 か ら 配 列が提

供され、他 7 株は国衛研にて取得

し た 配 列 を 分 担 研 究 者 の 大 岡が

解析した。また、astA の各種バリ

ア ン ト リファレンス配 列 の共通

配 列 にプライマー お よ びプロ ー

ブ候補を設計した。その際、大岡

からバリアント X は astA として

機 能 し て い な いことが予想され

るとの情報を得たため、バリアン

ト X が検出対象から除外される候

補も設計した。設計した候補につ

いて、腸管出血性大腸菌 ESC425 株

や Escherichia albertii EA40 株

を含む 26 菌種、32 株の特異性を

試験した。また、シーケンスによ

り ESC425 および EA40 の astA バ

リアントを特定した。 

（２）病原大腸菌の検出指標遺伝子

および病原性発現解析 

［１］鹿児島大保有 astA 遺伝子保

有 31 株の完全長ゲノム配列解析 

昨年度、ドラフトゲノム配列を

取得し た下痢症患児 由来大 腸 菌

株 31 株について、 MinION を用い

た完全長ゲノム 配 列 の取得を行

った。 

［２］同定した astA 遺伝子保有株

（鹿児島株 31 株と公共 DB 由来

713 株、計 744 株）に関する astA

遺伝子バリアントの詳細な解析 

項目（1）で得られたゲノム配列

を元に、既知の astA 遺伝子バリア

ントとの配列比較を行い、それら

のゲノム上での局在・コピー数な

ど詳細な解析を行った。 

［３］astA 遺伝子保有株の進化系

統解析と astA 遺伝子バリアント

の分布  
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り ESC425 および EA40 の astA バ

リアントを特定した。 

（２）病原大腸菌の検出指標遺伝子

および病原性発現解析 

［１］鹿児島大保有 astA 遺伝子保

有 31 株の完全長ゲノム配列解析 
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取得し た下痢症患児 由来大 腸 菌

株 31 株について、 MinION を用い

た完全長ゲノム 配 列 の取得を行

った。 

［２］同定した astA 遺伝子保有株

（鹿児島株 31 株と公共 DB 由来

713 株、計 744 株）に関する astA

遺伝子バリアントの詳細な解析 

項目（1）で得られたゲノム配列

を元に、既知の astA 遺伝子バリア

ントとの配列比較を行い、それら

のゲノム上での局在・コピー数な

ど詳細な解析を行った。 

［３］astA 遺伝子保有株の進化系

統解析と astA 遺伝子バリアント

の分布  

 
 

計 744 株についてコア遺伝子を

用いたゲノム系統解析を行い、同

定された astA 遺伝子バリアント

を系統樹上にマップし、系統と分

布の関連を解析した。 

［４］異なる系統に存在する同一

astA 遺伝子バリアント周辺のゲ

ノム構造比較  

異なる系統に同一バリアントが

あり、その局在がプラスミドであ

ったものについて、プラスミド構

造を比較し、同一プラスミドによ

る水平伝播の可能性を検証した。 

［５］主要 astA 遺伝子バリアント

の機能解析 

主要な astA 遺伝子バリアントで

ある prototype, V6, VX, V27 に

関する機能解析のため、発現制御

可 能 な 発 現 ベ ク タ ー pTEBA

（ BioDynamics Laboratory Inc.）

にクローニングした。 

［６］ aggR 遺伝子保有 (typical)

あ る い は 非 保 有 (atypical)の 腸

管 凝 集 性 大 腸 菌 に 特異的 な 病 原

関連遺伝子の検索  

以前の研究においてドラフトゲ

ノム解析が完了している 31 株に

ついて、既知の EAEC 関連病原因子

の 遺 伝 子スクリ ーニングを 実 施

した。 

（３）病原性大腸菌食中毒事例株の

解析 

［１］ EAST1 発現解析  

EAST1 の発現解析を SDS-ポリア

クリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）

お よ びウェスタ ンブロッティン

グによって行った。供試菌株とし

て、食中毒由来 astA 陽性大腸菌を

主 と し た 、 5 血 清 型 （ O7:H4, 

166:H15, 169:H45, OgGp7:H6, 

OgGp9:H18）計 7 株を用いた。 

［２］培養細胞を使用した astA 陽

性大腸菌の表現型の解析  

培養細胞を使用して細胞侵入性、

細胞傷害性 お よ び 細胞接着 性 の

解析を行った。対象株は上記 1 と

同じ astA 陽性大腸を使用した。 

［３］ゲノム解析  

過去に発生した食中毒事例株を

中心に 11 種類の血清型の astA 陽

性 大 腸 菌 に つ い て 全ゲノム 配 列

解析を解読した。得られたデータ

から、系統解析および保有する遺

伝子の網羅的な検出を行った。 

（４）食品中の病原大腸菌の汚染実

態および制御法に関する研究 

[１ ]検体  

調査に使用した検体は、神奈川県

内のスーパーマーケットおよび小

売店で購入した。検体は購入後、4℃

で保管し、 24 時間以内に試験に供

した。 

[２ ]検査手順  

検体 25ｇに mEC 培地を 225 mL 加
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え、ストマッカー処理し、42℃、22

〜 24 時間、増菌培養を行なった。

培養液から DNA を抽出しスクリー

ニング PCR を行い、大腸菌の病原因

子の検出を行なった。スクリーニン

グ陽性の場合、増菌培養液をクロモ

アガーECC に塗抹し、単離したコロ

ニーの病原因子を PCR で再確認し

た。さらに病原因子を確認できた菌

株が大腸菌であることを確認し、カ

ジトン培地に接種し、保管した。 

[３ ]O 遺伝子型別  

 LB 培地で培養した菌体から、ア

ルカリ熱抽出法で DNA を抽出し、井

口らの方法（ J. Clin. Microbiol., 

2015, 53, 2427-32  ）に従い、PCR

によって O 遺伝子型別を行った。

（５）富山市の学校給食を原因とし

て集団食中毒由来大腸菌の病原性

に関する研究 

本食 中 毒 で 原 因 食 品 で あ る牛乳

および患者便から分離された大腸

菌 OUT(OgGp9):H18 の完全長ゲノム

の取得および詳細なゲノム解析、患

者便メタゲノム解析等を行った。 

 

Ｃ．研究結果   

（１）病原大腸菌食中毒の食品検

査法確立 

［１］ astA 特異的 PCR 法の検討 

プ ラ イ マ ー の 検 討 で は 、

Yamamotoらの PCR 法で陽性または

陰性の判定が容易であった。酵素

の検討では、 Quick Taq を用いた

場合 に非特異的反応が認め ら れ

なかった。①astA 保有大腸菌分離

陰性のグループでは、Yamamoto ら

の PCR 法では判定が容易であり、

②分離陽性のグループでは、全検

体が全 PCR 法陽性であった。特異

性試験では、astA 保有大腸菌 11

株のみ astAPCR 陽性であった。ま

た 、 検 出 限 界 は 3.0～ 5.1 log 

CFU/mL であった。 

［２］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立 

試験検体の astA 確認試験では、

48/144 検体（33.3%）が astA 陽性

で あった 。添加回収試験で は 、

astA 陽性コロニーが分離された

検体の割合は、低菌数接種群（ 7-

18 CFU/ 25 g）では mEC で 67.5%、

NmEC で 72.5%、中菌数接種群（30-

93 CFU/25 g）および高菌数接種群

（105-307 CFU/25 g）では、mEC お

よび NmEC ともに 100%であった。

NmEC 培養の C-SMAC の組み合わせ

の 分 離陽性 率が他の 組 み 合 わ せ

よりも低かった。自然汚染検体で

の試験では、 mEC で 41/48 検体、

NmEC で 36/48 検体が astA 陽性で

あった。 

［３］ astA 特異的リアルタイム

PCR 法の開発 
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単一のバリアントのみ保有する

株は 14 株中 6 株、2 種類のバリア

ントを保有する株は 7 株、3 種類

のバリアントを保有する株は 1 株

で あ り 、 最 も 多 く の 株 が

prototype（ 4 株）を保有していた。

全 astA バリアントの検出を目的

と し たプライマー お よ びプロ ー

ブセット 7 種類およびバリアント

X 以外の全 astA バリアントの検出

を目的 と し たプライマー お よ び

プローブセット 4 種類を設計した。

特異性試験では、EA40 株は設計し

た全 11 種類のリアルタイム PCR

法で陽性であり、ESC425 は全 astA

バ リ ア ン ト の 検 出 を目的 と し た

プライマー お よ びプロ ーブセッ

トでのみ陽性となった。その他、

26 菌種 30 株はいずれの PCR 法で

も陰性であった。遺伝子シーケン

スでは、EA40 は prototype、ESC425

はバリアント X と同定された。 

（２）病原大腸菌の検出指標遺伝子

および病原性発現解析 

［１］鹿児島大保有 astA 遺伝子保

有 31 株の完全長ゲノム配列解析 

解析した 31 株中 18 株の完全長

ゲノム配列を取得することができ

た。 

［２］同定した astA 遺伝子保有株

（鹿児島株 31 株と公共 DB 由来

713 株、計 744 株）に関する 35 種

類の astA 遺伝子バリアントの詳

細な解析 

35 種類の遺伝子バリアント（V1-

V35）について、詳細な配列解析を

実施した。その結果、①保有株数

の多い主要なバリアントが 5 種類

（V22、prototype、V6、V27、V12、

V7）であること、②V7, V15, V22, 

V33 は欠損していること、③各バ

リアントの局在は prototype を除

き、プラスミドあるいは染色体の

いずれかであること、④ prototype

を除いて、1 株あたりにマルチコ

ピー存在するバリアントはほとん

どないこと、⑤ほとんどの大腸菌

進化系統に astA 遺伝子保有株が

存在すること、⑥ prototype, V2, 

V7, V31, V32 をコードする挿入配

列 IS1414 はだけが intact な構造

であることが明らかとなった。 

［３］astA 遺伝子保有株の進化系

統解析と astA 遺伝子バリアント

の分布  

バリアントの多くは大腸菌の進

化系統（A,B1, B2, C, D, E）に偏

りなく散在していることがわかっ

た。また、5’末端領域が完全に欠

失している astA 遺伝子は進化系

統 A と E に多くみられた。 

［４］異なる系統に存在する同一

astA 遺伝子バリアント周辺のゲ

ノム構造比較  
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異なる系統に同一の astA 遺伝子

バリアントが検出され、当該バリ

アントがプラスミド上にコードさ

れている場合、プラスミドを介し

た水平伝播が想定されるため、該

当株のプラスミド構造を比較した。

その結果、系統の近い株ではプラ

スミド構造が類似していたが、系

統の遠い株間ではプラスミド構造

の類似性が部分的にのみ同定され

た。 

［５］主要 astA 遺伝子バリアント

の機能解析 

35 種類の astA 遺伝子バリアント

がコードするアミノ酸配列を比較

した結果、 prototype を含む 7 種

類は同じ配列であったが、それ以

外は配列多様性を認めた（図 7）。

このことから、集団感染事例由来

株で保有頻度が高い、また、全株

の 中 でも比較的 保 有頻度 の高い

prototype, V6, V27 に焦点を当て、

その病原性を検討するため、T7 誘

導性発現プラスミドである pETBA

ベクターにクローニングした。 

（３）病原性大腸菌食中毒事例株の

解析 

［１］ EAST1 発現解析  

ウェスタ ンブロッティングの結

果、供試した astA 陽性大腸菌 11 株

と陽性対照の合成 EAST1 ペプチド

において、EAST1 の質量約 4.1kDa 付

近でシグナルが確認された。 

［２］培養細胞を使用した astA 陽

性大腸菌の表現型の解析  

行った試験条件では、細胞侵入性

および細胞傷害性は認められなか

っ た 。 細 胞 接 着 性 試 験 で は

O166:H15 または OgGp9:H18 が CHO

および INT407 細胞へ接着すること

が 確 認 さ れ た 。 O7:H4 お よ び

O169:H45 ではいずれの細胞におい

ても細胞接着性は認められなかっ

た。 

［３］ゲノム解析 

系統解析の結果、 9 件の事例から

分 離 さ れ た 26 株 は 6 種 の

Phylogenetic group（A, B1, B2, F, 

D, E）に分類され、いずれも事例間

の関連性は低いことが示唆された。

また相模原市の食中毒疑い事例で

分離された 9 株については 4 種の

Phylogenetic group（A, B1, B2, 

F）に分類された。 

（４）食品中の病原大腸菌の汚染実

態および制御法に関する研究 

[１ ]輸入野菜における汚染 

調査に用いた生野菜は 24 種類、

211 検体、冷凍野菜は、16 種類、

41 検体であった。冷凍野菜では全

て の 検体がスクリ ーニング陰性

となった。 

ベビーコーンは 29 検体中、スク

リ ーニングで陽性 に なった の は

− 10 −



 
 

異なる系統に同一の astA 遺伝子

バリアントが検出され、当該バリ

アントがプラスミド上にコードさ

れている場合、プラスミドを介し

た水平伝播が想定されるため、該

当株のプラスミド構造を比較した。

その結果、系統の近い株ではプラ

スミド構造が類似していたが、系

統の遠い株間ではプラスミド構造

の類似性が部分的にのみ同定され

た。 

［５］主要 astA 遺伝子バリアント

の機能解析 

35 種類の astA 遺伝子バリアント

がコードするアミノ酸配列を比較

した結果、 prototype を含む 7 種

類は同じ配列であったが、それ以

外は配列多様性を認めた（図 7）。

このことから、集団感染事例由来

株で保有頻度が高い、また、全株

の 中 でも比較的 保 有頻度 の高い

prototype, V6, V27 に焦点を当て、

その病原性を検討するため、T7 誘

導性発現プラスミドである pETBA

ベクターにクローニングした。 

（３）病原性大腸菌食中毒事例株の

解析 

［１］ EAST1 発現解析  

ウェスタ ンブロッティングの結

果、供試した astA 陽性大腸菌 11 株

と陽性対照の合成 EAST1 ペプチド

において、EAST1 の質量約 4.1kDa 付

近でシグナルが確認された。 

［２］培養細胞を使用した astA 陽

性大腸菌の表現型の解析  

行った試験条件では、細胞侵入性

および細胞傷害性は認められなか

っ た 。 細 胞 接 着 性 試 験 で は

O166:H15 または OgGp9:H18 が CHO

および INT407 細胞へ接着すること

が 確 認 さ れ た 。 O7:H4 お よ び

O169:H45 ではいずれの細胞におい

ても細胞接着性は認められなかっ

た。 

［３］ゲノム解析 

系統解析の結果、 9 件の事例から

分 離 さ れ た 26 株 は 6 種 の

Phylogenetic group（A, B1, B2, F, 

D, E）に分類され、いずれも事例間

の関連性は低いことが示唆された。

また相模原市の食中毒疑い事例で

分離された 9 株については 4 種の

Phylogenetic group（A, B1, B2, 

F）に分類された。 

（４）食品中の病原大腸菌の汚染実

態および制御法に関する研究 

[１ ]輸入野菜における汚染 

調査に用いた生野菜は 24 種類、

211 検体、冷凍野菜は、16 種類、

41 検体であった。冷凍野菜では全

て の 検体がスクリ ーニング陰性

となった。 

ベビーコーンは 29 検体中、スク

リ ーニングで陽性 に なった の は

 
 

19 検体（ 41％）で、4 検体（14％）

から菌分離を行うことができた。

検出された病原遺伝は astA、bfpB、

stx 2 であった。分離株からは astA

だけが分離された。 

オクラは 36 検体中、スクリーニ

ングで陽性になったのは 11 検体

で、5 検体（14％）から菌分離を行

うことができた。検出された病原

遺伝は astA、 estla であった。 

豚内臓肉は 40 検体中、スクリー

ニングで陽性になったのは 29 検

体（ 73％）で、21 検体（53％）か

ら菌分離を行うことができた。検

出された病原遺伝子は astA、eae、

stx 2 などであった。astA と eae が

同時に陽性 に な る 検体が多く認

められた。しかし、分離された菌

株は全て astA 単独で保有してい

るものだけだった。 

[２ ]分離菌株の O 遺伝子型別  

2021 年度および 2022 年度の汚

染実態調査から、牛由来 11 株、鶏

肉由来 51 株、豚肉由来 36 株、野

菜由来 16 株、魚由来 6 株、計 120

株が分離された。分離された型別

は合計 65 種類あった。最も多かっ

たのが、型別不能で 17 株（14.3%）、

次いで、Og8 が 8 株（ 6.7%）、Og88 

が 7 株（5.8%）,OgGp9 が 4 株（3.3%）

と多く分離された。 

鶏肉からは、51 株が分離された。

最も多かったのが型別不能で 8 株

（15.7％）、次いで Og88 が 3 株

（5.9％）分離された。 

豚肉からは 36 株が分離された。

最も多かったのが型別不能で 5 株

（13.9％）であった。次いで Og88

お よ び Og8 が そ れ ぞ れ 4 株

（11.1％）で、OgGp15 は 3 株 (8.3％）

分離された。 Og15 および Og71 は

2 株 (5.6％）ずつ分離された。こ

のうち、 OgGp15 および Og71 は本

調査 で は豚肉か ら の み 分 離され

た。 

野菜からは 16 株が分離された

（表 16）。最も多かったのが型別

不能で 3 株 (18.8％）であった。ま

た、 OgGp9 は 2 株分離された。 

魚からは 5 株が分離された（表

17）。 OgGp12 は 2 株 (33.3％）分

離され、魚からのみ分離された。 

（５）富山市の学校給食を原因とし

て集団食中毒由来大腸菌の病原性

に関する研究 

得られた結果については、別途報

告する。 

 

D.考察  

（１）病原大腸菌食中毒の食品検

査法確立 

ヒトに病原性を示す astA 保有大

腸 菌 の 解 明が求め ら れ て い る と

ころだが、食中毒事例が発生した
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際に 有 用 な 検 査 法 を示すことが

重要と考える。 

［１］ astA 特異的 PCR 法の検討 

供試するプライマーによって検

出結果が異なって い た理由 と し

て、供試した食品中の astA 遺伝子

のバリアントによって、PCR の検

出 性が異な る可能 性 や非特異的

反応の可能性が考えられた。判定

が容易であった Yamamotoらの PCR

法 を 用 い て酵素を 検 討 し た とこ

ろ、 Quick Taq を使用した際に判

定が容易であったため、Quick Taq

を使用 し改め てプライマー を 検

討したところ、astA 保有大腸菌が

分離陰性の検体中に Yamamoto ら

の PCR 法陰性の検体が存在し、こ

の検体の他の PCR 法では結果が陽

性であったため、 Yamamoto らの

PCR 法を用いることでバンドの薄

い陽性検体数が減り、判定が容易

に な る と 考 え ら れ た 。 ま た 、

Yamamotoらの PCR 法の特異性およ

び感度は優れていた。 

［２］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立 

市販食品が astA 保有大腸菌に比

較的高頻度 に汚染され て い る可

能性が示された。添加回収試験の

増菌培地については、中菌数接種

群および高菌数接種群では、 mEC

および NmEC ともに 100%であった

ため、mEC と NmEC はどちらも astA

保 有 大 腸 菌 の 分 離 に 有 用 で あ る

と考えられた。分離培地について

は、astA 陽性コロニーが分離され

た 検体の割合 は C-SMAC よ りも

CHSTEC および C-CHSTEC で高い傾

向であったため、astA 保有大腸菌

の 分 離 で は 、 CHSTEC お よ び C-

CHSTEC が望ましいと考えられる。

30 CFU/25 g 以上の接種菌数であ

れば、本研究の一連試験法でほぼ

確実に astA 保有大腸菌の分離が

期待できることが示された。 

［３］ astA 特異的リアルタイム

PCR 法の開発 

機能している astA を効率よく検

出することが、食品から astA を検

出する上で重要である。astA の全

バ リ ア ン ト を 検 出 す る案お よ び

astA として機能していないこと

が予想されるバリアント X 以外の

全 バ リ ア ン ト を 検 出 す る案を そ

れぞれ複数設計した。今後、さら

なる特異性試験、感度試験などの

検討を重ねる必要がある。さらに、

astA は他の細菌種でも検出され

るため、大腸菌の同時検出につい

ても考慮したい。 

（２）病原大腸菌の検出指標遺伝子

および病原性発現解析 

本年度実施した 35 種類の遺伝子

バリアントの詳細な解析から、①
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の 分 離 で は 、 CHSTEC お よ び C-

CHSTEC が望ましいと考えられる。

30 CFU/25 g 以上の接種菌数であ

れば、本研究の一連試験法でほぼ

確実に astA 保有大腸菌の分離が

期待できることが示された。 

［３］ astA 特異的リアルタイム

PCR 法の開発 

機能している astA を効率よく検

出することが、食品から astA を検

出する上で重要である。astA の全

バ リ ア ン ト を 検 出 す る案お よ び

astA として機能していないこと

が予想されるバリアント X 以外の
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検討を重ねる必要がある。さらに、

astA は他の細菌種でも検出され

るため、大腸菌の同時検出につい

ても考慮したい。 

（２）病原大腸菌の検出指標遺伝子

および病原性発現解析 

本年度実施した 35 種類の遺伝子

バリアントの詳細な解析から、①

 
 

主 要 な バ リ ア ン ト は V22 、

prototype、V6、V27、V12、V7 であ

ること、②バリアント V7, V15, 

V22, V33 は欠損していること、③

各バリアントの局在は prototype

を除き、プラスミドあるいは染色

体 の い ず れ か で あ る こ と 、 ④

prototype を除いて、1 株あたりに

マルチコ ピ ー 存 在 す る バ リ ア ン

トはほとんどないこと、⑤ほとん

どの大腸菌系統に astA 遺伝子保

有 株が存 在 す ることが明 ら か に

なった。これらのことから、astA

遺 伝 子 を 保 有 す る 株 を 特異的 に

検 出 す る疫学マーカー と な る 遺

伝 子 を同定す る の は困難で あ る

こと、現在用いられている PCR 等

の検査法では、臨床的に重要なバ

リ ア ン ト を識別出来な いことが

示唆された。また、⑥ prototype, 

V2, V7, V31, V32 をコードする挿

入配列 IS1414 以外は欠損してお

り、転移出来ないことが判明した。

今後は、構造的に intact なバリア

ン ト の 中 で 高 い 保 有 率 を 示 す

prototype など主要なバリアント

を中心とした機能解析をすすめ、

臨床的 に重要 な バ リ ア ン ト を 特

異的 に 検 出 できる 検 出 系 の構築

を行う必要がある。 

（３）病原性大腸菌食中毒事例株の

解析 

ウェスタンブロッティングの解

析結果からいずれの astA 陽性大

腸菌株も EAST1 を産生している可

能性が示唆された。また、培養細

胞への感染実験では、O166:H15 と

OgGp9:H18 において、培養細胞へ

の接着性を明らかにした。astA 陽

性大腸菌の系統解析からは、事例

間の関連性は低く、様々な系統の

菌が有 症例に関与し て い ること

が示唆された。相模原市の食中毒

疑い事例では、健常者や食品から

も種々の astA 陽性大腸菌が分離

されたことから、同菌は広く分布

することが示唆された。 

（４）食品中の病原大腸菌の汚染実

態および制御法に関する研究 

輸入野菜の調査から、ベビーコ

ーンとオクラにおける astA 陽性

率が高いことが明らかになった。

特 に ベビー コ ー ン で はスクリ ー

ニング検査での陽性率が 40％を

超えており、重度の汚染が示唆さ

れた。ベビーコーン、オクラの産

地は 主 に タ イ とフィリ ピ ン で あ

ったが、産地の衛生状態と関連し

て い る かどうか は 明 ら か に でき

なかった。また、ベビーコーンや

オクラで はほとんど分 離 株 を得

ることができなかったが、豚内臓

肉では 53％の検体から、分離株を

得ることができた。このことから、
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豚内臓肉を汚染している astA 保

有株の菌量は、野菜のそれより多

いことが示唆された。 

これまでの調査から、鶏肉、豚内

臓肉、オクラやベビーコーンなど

で astA 保有株の汚染が強く認め

られた。しかしながら、これらの

食品を原因とする astA 保有大腸

菌 に よ る 食 中 毒 事例は あ ま り 発

生していない。今後、astA の機能

を明らかにし、食中毒発生におけ

る astA の役割を明らかにしてい

く必要があると考えられた。 

 2 年間の汚染実態調査で得られ

た分離株の O 遺伝子型別を行った

が、非常に多くの型に分かれ、特

定の傾向は認められなかった。こ

の結果から、astA をはじめとする

病原遺伝子の保有状況と特定の O

遺 伝 子型と の関連性 は認め ら れ

なかった。Og8 や Og88 は以前から

報告されているとおり、豚肉や鶏

肉で多く認められた。また、鶏肉、

豚肉などでは、それぞれの食品だ

けから複数分離されてる Og 型が

存在する。これらのことから Og 型

は、特定の病原遺伝子との関連よ

りも、汚染している食品の種類に

よ り依存 し て い る可能 性が示唆

された。 

（５）富山市の学校給食を原因とし

て集団食中毒由来大腸菌の病原性

に関する研究 

結果と合わせて、別途報告する。 

 

E.結論  

分 担 研 究 (１ )病 原 大 腸 菌 食 中 毒

の食品検査法確立では、 Yamamoto

らの astA 特異的 PCR 法プライマー

セットを Quick Taq にて使用する

が結果判定が容易であり、特異性お

よび感度に優れることが示された。

この方法を用いて食品検査法を検

討したところ、astA 保有大腸菌が

原因と疑われる食中毒事例対応の

際は、増菌培地として mEC を優先し

て選択し、可能であれば NmEC の併

用 も 考 慮 し 、 分 離 培 地 と し て

CHSTEC および C-CHSTEC を選択する

ことで分離効率が向上すると考え

られた。また、開発した astA 特異

的リアルタイム PCR 法候補につい

ては、食品への応用性の検討が必要

と考えられた。分担研究（２）病原

大腸菌の検出指標遺伝子および病

原性発現解析では、astA 遺伝子陽

性大腸菌に関して、全ゲノム情報を

基に、保存性が高く検出指標に適し

た病原関連遺伝子の同定を目指し

て解析を進めた。今年度は、昨年度

に同定した 35 種類の astA 遺伝子

バリアントに関する特性解明を中

心に解析を実施し、その結果、重要

なバリアントを同定した。次年度は
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CHSTEC および C-CHSTEC を選択する

ことで分離効率が向上すると考え

られた。また、開発した astA 特異

的リアルタイム PCR 法候補につい

ては、食品への応用性の検討が必要

と考えられた。分担研究（２）病原

大腸菌の検出指標遺伝子および病

原性発現解析では、astA 遺伝子陽

性大腸菌に関して、全ゲノム情報を

基に、保存性が高く検出指標に適し

た病原関連遺伝子の同定を目指し

て解析を進めた。今年度は、昨年度

に同定した 35 種類の astA 遺伝子

バリアントに関する特性解明を中

心に解析を実施し、その結果、重要

なバリアントを同定した。次年度は

 
 

これら astA 遺伝子の高発現株を用

いて、その病原機構への関与につい

て機能解析を行い、その研究成果を

学会および国際雑誌等で報告する

ことを目指す。分担研究（３）病原

大腸菌食中毒事例株の解析では、全

ゲノム配列解析によって、astA 陽

性大腸菌は系統的に多様であるこ

とが明らかとなった。本年度に確立

した EAST1 検出手法や培養細胞接

着性試験等を用いて、同菌の病原性

に関わる因子をより詳細に検討す

る必要がある。分担研究（４）食品

中の病原大腸菌の汚染実態および

制御法では、2 年間の汚染実態調査

から astA 大腸菌の汚染は、鶏肉、

豚内臓肉、輸入オクラ、輸入ベビー

コーンで強く認められた。astA 保

有大腸菌対策を行う場合には、これ

らの食品は食中毒予防のための最

重要食品になると思われる。一方で、

astA の食中毒への関与には、不明

な点が多く残されている。今後、研

究が進み astA の機能が明らかにな

ることを期待したい。2 年間の汚染

実態調査から得られた分離株の O

遺伝子型と特定の病原遺伝子保有

状況との間に関連性は認められな

かった。O 遺伝子型は汚染している

食品の種類により依存している可

能性が示唆された。 

また、緊急的追加研究として、富

山市大規模食中毒の原因物質が「大

腸菌 OUT(OgGp9):H18（疑い）」とさ

れたが、本菌の病原性について引き

続き検討を行った。 

 

F.健康危険情報  

なし 

  

G.研究発表 

（誌上発表） 

Hirose, S., Nakamura, Y., Arai, S., 

and Hara-Kudo, Y. Development of a 

selective enrichment medium for the 

detection of Escherichia albertii in 

foods and the analysis of a 

foodborne infection. Foodborne 

Pathogens and Disease 19(10), 704-

712, 2022. 

Arai, S., Ooka, T., Shibata, M., Nagai, 

Y., Tokoi, Y., Nagaoka, H., Maeda, 

R., Tsuchiya, A., Kojima, Y., Ohya, 

K., Ohnishi, T., Konishi, N., 

Ohtsuka, K., and Hara-Kudo, Y. 

Development of a novel real-time 

polymerase chain reaction assay to 

detect Escherichia albertii in 

chicken meat. Foodborne Pathogens 

and Disease 19(12), 823-829, 2022. 

廣瀬昌平、大屋賢司、吉成知也、大

西貴弘、工藤由起子、水上克己、

鈴木富勝、瀧波賢治、李謙一、伊

豫田淳、明田幸宏、八幡裕一郎、
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土橋酉紀、砂川富正．富山市集団

食 中 毒 の 原 因 食 品 か ら の 原 因物

質調査 . 病 原微生物検 出情報 . 

43(10), 15-16, 2022. 

（学会等発表） 

新井沙倉、土井りえ、小西典子、尾

畑浩魅、榊田希、甲斐明美、廣瀨

昌平、工藤由起子 . 食品からの

Escherichia albertii 検出のた

めの特異的リアルタイム PCR 法の

検討 . 第 43 回日本食品微生物学

会学術総会 . 令和 4 年 9 月 29-30

日．東京  

榊田希、尾畑浩魅、小西典子、土井

りえ、新井沙倉、甲斐明美、廣瀨

昌平、工藤由起子 . 食品を対象と

した Escherichia albertii 分離

培養法の検討 . 第 43 回日本食品

微生物学会学術総会 . 令和 4 年 9

月 29-30 日．東京  

山谷聡子、今野貴之、山中拓哉、床

井由紀、栁本恵太、小嶋由香、髙

橋直人、小林章人、松永典久、齊

木大、土井りえ、新井沙倉、廣瀨

昌平、工藤由起子 . Escherichia 

albertii の食品での試験法のコ

ラボレイティブ •スタディによる

評価（１） . 第 43 回日本食品微

生物学会学術総会 . 令和 4 年 9 月

29-30 日．東京  

栁本恵太、松永典久、小林章人、髙

橋直人、小嶋由香、床井由紀、山

谷聡子、山中拓哉、今野貴之、土

井りえ、齊木大、新井沙倉、廣瀨

昌平、工藤由起子 . Escherichia 

albertii の食品での試験法のコ

ラボレイティブ •スタディによる

評価（２） . 第 43 回日本食品微

生物学会学術総会 . 令和 4 年 9 月

29-30 日．東京  

廣瀬昌平、小西典子、佐藤実佳、鈴

村恭平、尾畑浩魅、大塚佳代子、

後藤慶一、甲斐明美、新井沙倉、

工藤由起子 . 食品・環境検体中で

の Escherichia albertii の挙動

解析 . 第 43 回日本食品微生物学

会学術総会 . 令和 4 年 9 月 29-30

日．東京  

新井沙倉、小西典子、尾畑浩魅、工

藤由起子 . 野菜における腸管毒

素原 性 大 腸 菌 の 検 出 と型別を目

的としたリアルタイム PCR 法の検

討 . 第 118回日本食品衛生学会学

術講演会 . 令和 4 年 11 月 10-11

日．長崎  

小西典子、榊田希、新井沙倉、尾畑

浩魅、土井りえ、廣瀨昌平、甲斐

明美、工藤由起子 . 食品を対象と

した Escherichia albertii の効

率的な検出法に関する検討 . 第

118 回日本食品衛生学会学術講演

会 . 令和 4 年 11 月 10-11 日．長

崎  

小嶋由香、今野貴之、山中拓哉、床
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村恭平、尾畑浩魅、佐藤実佳、後

藤慶一、甲斐明美、新井沙倉、工

藤由起子 . 食品・環境検体中での

Escherichia albertii の挙動解

析 . 第 118回日本食品衛生学会学

術講演会 . 令和 4 年 11 月 10-11

日．長崎  

工藤由起子、新井沙倉、廣瀬昌平 .

新 興 食 中 毒 細 菌 Escherichia 

albertii. 第 96回日本細菌学会

総会 . 令和 5 年 3 月 16-18 日．

兵庫  

廣瀬昌平、中村由紀子、新井沙倉、

工 藤 由 起 子 . 食 品 中 の

Escherichia albertii を検出す

る た め の 選 択 増 菌 培 地 の 開 発 . 

第 96 回日本細菌学会総会 . 令和

5 年 3 月 16 -18 日．兵庫  

新井沙倉、高橋直人、床井由紀、小

林章人、松永典久、山中拓哉、今
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昌平、工藤由起子 . 食品における

Escherichia albertii 検出法の
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会 . 令和 5 年 3 月 16 -18 日．兵

庫  

大岡唯祐、後藤恭宏、林哲也、西順

一郎 . 大腸菌における astA 遺伝

子 バ リ ア ン ト の同定お よ び そ の

分布 . 第 96 回日本細菌学会総会 . 

令和 5 年 3 月 17 日 .兵庫  

 

H.知的所有権の取得状況・登録状況  

なし 
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緊急的追加研究（令和３年度からの継続） 

報告書  

 

 

富富山山市市のの学学校校給給食食をを原原因因ととししたた集集団団食食中中毒毒  

由由来来大大腸腸菌菌のの病病原原性性にに関関すするる研研究究  

 

 

 

 

 

 

 

工藤 由起子 





 

 

令和４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） 

食中毒原因細菌の検査法の整備のための研究 

研究代表者 工藤由起子 国立医薬品食品衛生研究所 

 

緊急的追加研究(令和３年度からの継続）報告書 

 

富山市の学校給食を原因とした集団食中毒由来大腸菌の病原性に関する研究 

 

研究要旨   

令和３年 6 月に富山市で発生した学校給食を原因とした患者数 1,800 人

以上の大規模食中毒において、原因食品である牛乳および患者便から分離

された大腸菌 OUT（O 抗原遺伝子型 OgGp9）:H18 について、病原性を解明す

るために令和３年度に多角的に解析した。令和４年度には、病原因子を解

明するために完全長ゲノムの取得と詳細なゲノム解析、複合感染としての

可能性を検証するために患者便メタゲノム解析等を行った。 

 

研究協力者  

富山市保健所 瀧波賢治、鈴木富勝、水上克己 

国立感染症研究所 明田幸宏、伊豫田  淳、李  謙一、窪村亜希子 

富山県衛生研究所    大石和徳、木全恵子、磯部順子、綿引正則 

国立医薬品食品衛生研究所 大屋賢司、大西貴弘、廣瀬昌平 

 

Ａ．研究目的  

令和３年 6 月に富山市で学校給食を原

因とした患者数 1,800 人以上の大規模食

中毒が発生した。富山市保健所の調査から

原因食品として牛乳が特定されたが、牛乳

から主な食中毒細菌やウイルスは検出さ

れなかったため、当該保健所から国立医薬

品食品衛生研究所衛生微生物部に原因物

質調査が依頼された。調査の結果、食中毒

発生に関与する提供日の牛乳および多く

の患者検体で、血清型 OUT（O 血清型別不

能）:H18であり、O抗原遺伝子型別でOgGp9

の大腸菌が分離された。この大腸菌の動物

モデル試験、ゲノム解析等の結果から、病

因物質は「大腸菌OUT（OgGp9）:H18（疑い）」

と報告された（廣瀬ら、病原微生物検出情

報、2022）。しかし、本大腸菌の病原性に

ついての解明を引き続き行うことが求め

られており、厚生労働省食品監視安全課と

調整し、当研究事業において研究を実施す
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ることにした。 

 

Ｂ.研究方法   

（１）富山市事例大腸菌株の完全長ゲノ

ム取得および保有プラスミドの解析 

本 事 例 牛 乳 由 来 大 腸 菌 OUT

（OgGp9）:H18 ESC818株の完全長ゲノム

を取得するために、長鎖ゲノム DNA を調

製し PromethION（Oxford Nanopore）を用

いてロングリード配列を取得し、昨年度

取得したショートリード配列と併せてハ

イブリッドアセンブルを行った。また、

DFAST でアノテーションされたプラスミ

ド上の coding sequence（CDS）を BLASTP

解析しキュレーションを行った。 

（２）TypeⅢ分泌系の病原因子遺伝子群

ETT2発現の確認 

本食中毒事例の原因食品由来株（TC49）、

患者由来株（TC78）、完全な ETT2 を保有

し、その機能解析が報告されている大腸

菌 042（EAEC O44:H18）株を供試した（鹿

児島大学医学部 西 順一郎先生から供

与された）。供試菌株の LB 培地培養液か

ら RNA 抽出および cDNA 合成をおこなっ

た。プライマー設計を行い qRT-PCR を確

立した。PCR 産物の定量はインターカレー

ターTBGreenの蛍光強度測定で、PCR 反応

の特異性は PCR 産物の融解曲線による確

認を行った。各検体について RNA 希釈列

（RNA 40ng, 10 ng, 2.5 ng, 0.625 ng）

相当の cDNAについて n=2で qRT-PCRを行

った。qRT-PCRの結果について、レファレ

ンス遺伝子 rpoA を用いたΔΔCt 法によ

る相対定量を行った。ΔΔCt 法は標的遺

伝子とレファレンス遺伝子の増幅効率が

同等である場合有効である。このため、測

定した Ct 値のΔΔCt 法での有効性を検

証するデータクリーニングを以下のよう

に行った。相対増幅効率ΔCt（標的遺伝子

の Ct平均値-レファレンス遺伝子 rpoAの

Ct 平均値）を RNA 希釈列の対数値につい

てプロットし、回帰式を求めた。これらの

ΔCt 値と RNA 希釈列に対する回帰式の傾

きが 0.1 未満の場合を、各 RNA 希釈列に

おける相対増幅効率ΔCt が同等であると

し、標的遺伝子の Ct 平均値を有効した。

外れた場合は各Ct測定値について検証し

た。各遺伝子の mRNA は 042 株の mRNA 量

を１とする相対定量値で示した。 

（３）細胞傷害性試験 

HeLa 細胞を使用し、陽性対照として

EHEC O157:H7 Sakai 株、陰性対照として

JM109 株を供試した。被検菌を LB ブロス

で一晩振とう培養後、超音波破砕を行い、

0.2 μmフィルターでろ過を行い、抽出液

とした。この抽出液を培養細胞に 10 

µl/well 接種し、Cell Counting Kit-8

（Dojindo）による生細胞数の測定、また

は Cytotoxicity LDH Assay Kit-WST

（Dojindo）による細胞傷害性の測定を行

った。生細胞数の測定では、菌液を接種し

ていないウェルの細胞数を 100%として評

価を行った。細胞傷害性の測定では菌液

を接種していないウェルの細胞に Lysis 
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Ｂ.研究方法   
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の Ct平均値-レファレンス遺伝子 rpoAの

Ct 平均値）を RNA 希釈列の対数値につい
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し、標的遺伝子の Ct 平均値を有効した。
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HeLa 細胞を使用し、陽性対照として
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とした。この抽出液を培養細胞に 10 
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った。生細胞数の測定では、菌液を接種し

ていないウェルの細胞数を 100%として評

価を行った。細胞傷害性の測定では菌液

を接種していないウェルの細胞に Lysis 

 

Buffer を添加することで放出される LDH

の値を 100%として評価した。 

（４）食品工場従事者および有症者由来

便のメタゲノム解析 

食品工場従事者（サンプル番号 F5、E. 

coli OgGp9 分離なし）および有症者（F54、

E. coli OgGp9 分離あり）の便検体を材料

として、ショットガンメタゲノム解析を

行った。便サンプル 250 mg から、QIAamp 

PowerFecal Pro DNA Kit（QIAGEN）を用

いて DNA を抽出した。抽出 DNA を用いて

QIAseq FX DNA Library Kit（QIAGEN）に

てライブラリー調製を行った。ライブラ

リーについて、HiSeqX（Illumina）を用い

て 150 bp×2 のシークエンス解析を行っ

た。得られたリードをトリミング後、

Kraken2 (https://ccb.jhu.edu/ 

software/kraken2/)を用いて、属レベル

での存在比を明らかにした。 

また、メタゲノム解析結果の確認として、

以下のプライマーペアを用いて PCR を行

っ た ： 大 腸 菌 特 異 的 (gyrB-

F,AGTGATCATGACCGTTCTGCA;gyrB- R, TTTG 

TTTTGTCCATGTAGGCGTTCA)、Campylobacter

属菌特異的(MD16S1Upper,ATCTAATGGCTT 

AACCATTAAAC; MD16S2Lower, GGACGGTAACT 

AGTTTAGTATT)、および C. jejuni および

C. coli 特異的（C412F,GGATGACACTTTTC 

GGAGC;C1228R,CATTGTAGCACGTGTGTC）。 

さらに、便サンプル中大腸菌における、

事例株（E. coli OgGp9）の頻度を推定す

るために、事例株ゲノムを非病原性株（E. 

coli MG1655）と共通する領域および共通

しない領域に分け、前者を大腸菌に共通

する領域、後者を事例株特異的領域とし

た。すなわち、事例株（Ec5）ショートリ

ードを MG1655 配列にマッピング後、マッ

ピングされた領域のアセンブリ後に得ら

れた配列大腸菌共通領域（4.2 Mb）、マッ

ピングされなかった領域のアセンブリ後

に得られた配列を事例株特異領域（0.9 

Mb）とした。次に、メタゲノム解析から得

られたリードから、BLAST を用いて上記の

配列と類似したリード（120 bp 以上のア

ラインメント、95%以上の類似性）を抽出

しカウントした。 

 

Ｃ．研究結果  

（１）本事例大腸菌株の完全長ゲノム取

得および保有プラスミドの解析 

ESC818 株の環状化した完全長ゲノムを

取得し、本株ゲノムは 4,971,560 bp の染

色体と103,988 bpのプラスミド一本から

なることが明らかとなった（表１）。昨年

度実施した本株ドラフトゲノムの系統比

較に用いた代表的な大腸菌株のゲノムと

比較すると、本株染色体ゲノムの CDS は

4,498、rRNAは比較対照とした他の大腸菌

株と同じ 22、tRNAは腸管凝集付着性大腸

菌（EAEC）042 株と同じ 93であった。本

株プラスミドの CDS は 106 であった（表

１）。 

また、プラスミドを解析した結果、複製

起点は IncFIB 及び Col の 2 種が検出さ
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れ、薬剤耐性遺伝子は検出されなかった。

病原因子のクラスターが 2 種類コードさ

れていることが明らかとなった。 

（２）TypeⅢ分泌系の病原因子遺伝子群

ETT2発現の確認 

TC49 は、glyU、selCに、EAEC 042のこ

れらの Type Ⅲ分泌系の遺伝子クラスタ

ーとそれぞれ 98％、95％の高い相同性を

示す塩基配列を保有していた（図 1）。 

ETT2遺伝子群 eicA 、air、eprH、eilA、

eivA について qRT-PCR による検出系を確

立した。mRNA 発現量の定量については、

eicA 、air、eprH の RNA40ng当量におけ

るΔCt 値(平均値)は 9.8－12.5 であり、

ΔCt 値のほとんどは有効であった（図２）。

一方、eilA、eivAの mRNA 40ng当量にお

けるΔCt 値は 14.5-15.3であり、mRNA 量

が、eicA 、air、eprH の 1/4～1/8 以下と

少なく、ΔCt 値の多くは採用できなかっ

た。また、LB 培地、0.2%グルコース加 LB-

DMEM(1:1)双方において TC49・TC78 の air、

eprH の mRNA 相対発現が 042 株に比べて

軽度（13％～47％）減少した（図２）。し

かし、eicAについては TC49、TC78 の mRNA

相対発現量は042株に比べて大きく（83％

～96％）減少した。また、0.2%グルコース

加 LB-DMEM(1:1)での eilA の mRNA 量の増

加は検出されなかった。 

（３）細胞傷害性試験 

非病原性株であるJM109株の抽出液と比

較した際に、事例株の抽出液では生細胞

数および細胞傷害性いずれにおいても顕

著な差は認められなかった（図３）。 

（４）食品工場従事者および有症者由来

便のメタゲノム解析 

メタゲノム解析の結果、サンプル F5 で

は Bifidobacterium 属菌が、F54 では

Phocaeicola 属菌が最も高い頻度で検出

された（図４）。Escherichia 属菌の割合

は、F5では 0.02％、F54では 3.6%であっ

た。また Campylobacter 属菌が F5 では

0.03％、F54 では 0.06％の割合で検出さ

れた。その他の病原体（細菌、ウイルス、

寄生虫）特異的な配列は検出されなかっ

た。本結果を確認するために、E. coli、

Campylobacter属菌、C. jejuniおよび C. 

coli 特異的プライマーを用いて PCR を行

った。その結果、いずれのサンプルからも

E. coli 特異的産物は検出されたが、

Campylobacter属菌、C. jejuniおよび C. 

coli 特異的産物は検出されなかった。メ

タゲノムリードから大腸菌特異的な配列

を抽出した結果、いずれのサンプルにお

いても、大腸菌共通配列に類似したリー

ドの割合は約 80%、事例株特異配列に類似

したリードの割合は約 20%であった。この

割合は、事例株ゲノムの割合と類似して

いたことから、両サンプル中に存在する

大腸菌の大部分は事例株であることが示

唆された。 

 

D.考察 

（１）本事例大腸菌株の完全長ゲノム取

得および保有プラスミドの解析 
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唆された。 

 

D.考察 

（１）本事例大腸菌株の完全長ゲノム取

得および保有プラスミドの解析 

 

今年度は、牛乳由来 ESC818株の完全長

ゲノムを取得した。昨年度取得したドラ

フト配列では同定された rRNA数は 3であ

ったが、完全長ゲノムでは他の大腸菌株

と同じ 22であることが示され、より正確

なゲノム解析を実施できる環境が整った。

さらに、ESC818 株は病原因子のクラスタ

ーを２種類コードする特徴的なプラスミ

ドを保有することが明らかとなった。現

在、特にプラスミドに注目し in vitro及

び in vivoの系で大腸菌OUT (OgGp9):H18

の病原性について解析を進めている。 

（２）TypeⅢ分泌系の病原因子遺伝子群

ETT2発現の確認  

本研究で解析した領域にコードされる

複数の遺伝子は mRNAが検出され、遺伝子

として機能していることが示された。し

かしながら eilA、eivA の mRNA 発現を定

量できなかった。この原因として eilA、

eivAは mRNA発現量が少なく、qRT-PCRの

定量性を確保できるダイナミックレンジ

内に入らなかったためと考えられた。ま

た、0.2%グルコース加 LB-DMEM(1:1)での

eilA の発現上昇が検出できなかった。

eilA は mRNA 量が少なく qRT-PCR で安定

した定量性が得られなかった。Foxらはこ

の原因として eilA の mRNA の不安定さ等

をあげている。本研究において mRNAの相

対定量が可能であった eicA 、air、eprH

の３つの遺伝子は他のT3SS病原因子との

比較から、それぞれ chaperone、adhesin、

typeⅢ分泌装置の inner membrance ring

の構成タンパク質の機能を有すると推測

されている。042 株と比べて食中毒由来株

（TC49・TC78）の air、eprH の mRNA発現

は軽度減少し、eicAは 10 分の 1と大きく

低下していることが判明した。 

（３）細胞傷害性試験 

事例株における培養細胞への傷害性試

験では、実施した条件では顕著な傷害性

は認められなかった。今後、他種の細胞を

用いるなどして、本菌の病原性を明らか

にする必要がある。 

（４）食品工場従事者および有症者由来

便のメタゲノム解析 

メタゲノム解析では、大腸菌および

Campylobacter 以外の既知の病原体の情

報は得られなかった。Campylobacterにつ

いては、PCRで特異配列が増幅されなかっ

たため、メタゲノム解析結果では非特異

的な配列を検出したと考えられる。この

ため、大腸菌以外が食中毒の原因である

証拠は得られなかった。一方、F54のメタ

ゲノム解析でより高い頻度で大腸菌が検

出されたことは、分離培養の結果（F5 で

大腸菌非分離、F54 で分離）と一致した。

また F5のサンプルでは、頻度が低いなが

らも事例株特異的配列が認められたこと

から、サンプルを採取した食品工場従事

者も事例株を保有していたことが示唆さ

れた。 

 

E.結論 

大腸菌OUT (OgGp9):H18の病原性を解明
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するために、今年度は、本菌の完全長ゲノ

ムを取得し、病原因子のクラスターを２

種類コードする特徴的なプラスミドを保

有することが判明した。今後、in vitro

および in vivo の系で本菌の病原性につ

いて解析を進める予定である。また、ETT2 

Type Ⅲ分泌系が機能しているか否かの

解析の必要性が明らかになった。さらに、

本菌の病原性に関わる特徴を明らかにす

るために培養細胞への傷害性の有無を測

定したが、顕著な傷害性は見出されなか

った。加えて、本事例無症者および有症者

の便検体をショットガンメタゲノム解析

した結果、大腸菌以外の既知の病原体は

検出されず、メタゲノムリード中の大腸

菌特異的配列を抽出し解析した結果、  

いずれのサンプルにおいても事例株が優

占して存在することが示唆された。 

 

F.健康危険情報 

なし 

 

G.研究発表 

（誌上発表） 

廣瀬ら．富山市集団食中毒の原因食品か

らの原因物質調査. 病原微生物検出情

報. 43(10), 15-16, 2022. 
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 図１ 食中毒由来株 TC49 と 042の ETT2遺伝子群の塩基配列の相同性  
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        図２  ETT2遺伝子 RNA発現量の菌株巻の比較 

 

 
 

図３ HeLa細胞を使用した細胞傷害性試験結果 

（A）Cell Counting Kit-8 による生細胞数測定、（B）Cytotoxicity LDH Assay Kit-WST

による細胞傷害性測定 
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      図４ ショットガンメタゲノム解析による菌属別の存在比   

 

 

 

 

表 1 ESC818株及び他の大腸菌株ゲノムの概要 
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分担研究報告書 

病原大腸菌食中毒の食品検査法確立 

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 

病原大腸菌の食品での検査法確立のために、大規模食中毒の発生してい

る astA 保有大腸菌を対象に研究を実施した。［１］astA 特異的 PCR 法の

検討：既存のコンベンショナル PCR について食品培養液からの astA 検出

性を検討し、Yamamoto らのプライマーセットと Quick Taq の組み合わせ

の系が判定が容易で、特異性および感度が優れることが示された。［２］

astA 保有大腸菌の食品検査法の確立：増菌培養法、分離培養法、遺伝子

検出法を組み合わせて本菌に適する効率的な検査法を検討し、mEC また

は NmEC での増菌培養、選択剤添加分離培地での分離培養によって astA

保有大腸菌接種食品（30 CFU 以上）全検体から本菌が分離されることが

示された。［３］astA 特異的リアルタイム PCR 法の開発：食品の効率的な

検査に貢献するリアルタイム PCR での対象遺伝子配列を検討し、プライ

マーセット、プローブを複数設計した。今後、特異性および感度を検討

し、最も優れたものについて食品への応用性を評価する必要性が考えら

れる。３つの研究によって以上の研究結果を得た。ヒトに病原性を示す

astA 保有大腸菌の解明が求められているところだが、本研究では食中毒

事例が発生した際に有用な検査法を示すことが重要と考える。 

 

 

研究協力者 

宮城県保健環境センター   佐藤千鶴子、山谷聡子 

埼玉県衛生研究所    土井りえ、貫洞里美  

東京都健康安全研究センター  小西典子、尾畑浩魅、齊木  大 

さいたま市健康科学研究センター  土屋彰彦、曽根美紀  

川崎市健康安全研究所   小嶋由香、湯澤栄子、荒木靖也  

福井県衛生環境研究センター  横山孝治  

姫路市環境衛生研究所   新免香織  

− 33 −



（公社）日本食品衛生協会   甲斐明美  

鹿児島大学    大岡唯祐  

国立感染症研究所   伊豫田  淳、李  謙一  

国立医薬品食品衛生研究所 大西貴弘、廣瀬昌平、新井沙倉  

 

Ａ．研究目的 

近年、病原大腸菌を原因とする

食中毒が多発しており、令和 2 年

には、給食センターで調理した学

校給食を喫食した小中学生の児童

生徒等 3,453 人の患者をともなう

astA（腸管凝集付着性大腸菌耐熱

性エンテロトキシン 1 ； EAST1 を

コードする遺伝子）保有大腸菌に

よ る 大 規 模 食 中 毒 が 発 生 し た 。

astA 保有大腸菌による食中毒は毎

年発生が続いており、患者が 100 人

を超える事例も多く、食中毒予防

対策が必要とされている。病原大

腸菌による食中毒では、原因食品

が不明であることが多く、喫食状

況から特定の日時の食事などが原

因として判明しても食品・食材が

明らかになることはまれである。

これらの病原大腸菌の食品等での

検査法は国内外で確立されておら

ず、適切または効率的な検査法が

実施されていないことが危惧され

る。食中毒細菌の食品汚染菌数は

低いとされており、培養時に食品

由来微生物の増殖が食中毒細菌の

増殖を抑制し、検出が困難なこと

が考えられるため、適切な検査法

が原因食品究明には重要である。

このため、本研究では増菌培養法、

分離培養法、遺伝子検出法を主に

して病原大腸菌の効率的かつ特異

的な検査法を開発するすることを

目的として、以下の３つの研究を

実施した。［１］astA 特異的 PCR 法

の検討では、既存のコンベンショ

ナル PCR について食品培養液から

の astA 検出性を検討することとし

た。［２］astA 保有大腸菌の食品

検査法の確立では、増菌培養法、分

離培養法、遺伝子検出法を組み合

わせて本菌に適する効率的な検査

法を検討することとした。［３］

astA 特異的リアルタイム PCR 法の

開発では、食品の効率的な検査に

貢献するリアルタイム PCR での対

象遺伝子配列を検討することとし

た。 

 

Ｂ.研究方法 

［１］astA 特異的 PCR 法の検討 

プライマーの検討では、ベビー

コーンおよびオクラ各 25 g をノ

ボビオシン加 mEC（NmEC）中にて
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42℃で培養した。各食品増菌培養

液 0.1 mL から DNA を抽出し、4 種

類（ Ito ら、Hidaka ら、Muller ら

および Yamamoto ら）の astA 特異

的コンベンショナル PCR 法（以下、

astAPCR）を試験した。 

酵素の検討では、上記にて調製

したオクラ培養液を Tryptic soy 

agar(TSA)お よ び ク ロ モ ア ガ ー

STEC 基礎培地（CHSTEC）に画線し

培 養 し た 。 コ ロニー密集部か ら

DNA を抽出し、astAPCR（Yamamoto

ら）を AmpliTaq、Ex Taq および

Quick Taq にて試験した。 

次に、分担研究者の大西が昨年

度報告したスクリーニング PCR 法

にて astA 特異的バンドが確認さ

れた検体について、① astA 保有大

腸 菌 分 離陰性グル ー プ お よ び②

astA 保有大腸菌分離陽性グルー

プ に 分けた 。 食 品 培 養 液 の抽出

DNA を astAPCR（ Ito ら、Muller ら

および Yamamoto ら、Quick Taq 使

用）に供試した。 

特異性の検討では、astA 保有大

腸菌を含む細菌 26 種 41 株を TSB

中 で 培 養 し 、 DNA を 抽 出 し 、

astAPCR（Yamamoto ら、Quick Taq

使用）に供試した。感度の検討で

は、astA 保有大腸菌 4 株を TSB 中

で培養した。食品（豚肉、エビお

よびベビーコーン）検体 25 g を 

modified EC 培地（mEC）225 mL 中

で培養した。この食品培養液にて

astA 保有大腸菌の増菌培養液を

10 倍階段希釈し、 DNA を抽出し、

astA PCR（Yamamoto ら、Quick Taq

使用）に供試した。 

［２］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立 

（１）試験検体の astA 確認試験

では、鶏肉ミンチ、豚肉スライス、

豚肉ミンチ、牛肉スライス、エビ、

オクラ、キュウリおよびモヤシの

合計 36 食品 144 検体を供試した。

検体 25 g 入りストマッカー袋を

20 袋（検体 1〜 20）用意した。4 袋

は mEC 225 mL 中にて培養し、培

養液各 0.1 mL から DNA を抽出し、

astAPCR（Yamamoto ら、QuickTaq

使用）を実施した。 

供試した 4 検体ともに astAPCR

陰性の食品は、残りの 16 検体に

ついて、（２）astA 保有大腸菌の

添加回収試験を行なった。集団食

中毒事例由来 astA 保有大腸菌 2

株および豚肉スライス、牛肉スラ

イス、エビ、オクラ、キュウリお

よ びモヤシ を供試し た 。 菌株を

TSB 中にて培養し、10 - 7希釈液 0.1 

mL を TSA に塗抹し、接種菌数を算

出した。冷蔵保管していた検体 25 

g 入りストマッカー袋 16 袋に各

接種菌数レベル（低菌数接種：10 
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CFU、中菌数接種：50 CFU、高菌数

接種：100 CFU）用希釈菌液 0.1 mL

を接種した。各 8 袋に mEC および

NmEC225 mL を加え培養した。 DNA

抽出および astAPCR は（１）と同

様に実施した。検体培養液を各 2

枚の薬剤 C を添加したソルビトー

ル マ ッ コ ン キ ー 寒 天 培 地 （ C-

SMAC）、CHSTEC および薬剤 C を添

加した CHSTEC（C-CHSTEC）に画線

し、培養した。C-SMAC では赤色、

その他は藤色のコロニーを最大 3

個選択し、CHSTEC に単離し藤色を

呈し た コ ロニー は熱抽出 法 に て

DNA を抽出し、astAPCR を実施し

た。PCR 陽性コロニーを TSI 寒天

培地（TSI）および LIM 培地（ LIM）

に接種、培養した。 

（１）にて 4 検体のうち 1 検体

以上が astAPCR 陽性の食品は、（３）

astA 保有大腸菌自然汚染検体で

の試験を行った。鶏肉ミンチ、豚

肉ミンチ、牛肉スライスおよびオ

クラを供試した。食品の増菌培養

以降は（２）と同様に実施した。

ただし、最大 10 個のコロニーを

選択した。 

［３］ astA 特異的リアルタイム

PCR 法の開発 

集団食中毒事例由来の astA 保有

大腸菌株(14 株 )のバリアントの

特定では、 7 株は分担研究者の伊

豫田から配列が提供され、他 7 株

は、国衛研にて試験した。菌株を

TSB 中で培養し、DNA を抽出し、ラ

イブラリーを調整し、 MiniSeq に

て配列取得した。分担研究者の大

岡が解析した。また、astA の各種

バリ ア ン ト リファレンス配 列 に

ついて、astA 遺伝子の上流から下

流までの領域を抜き出し、アライ

メントし、共通配列にプライマー

およびプローブ候補を設計した。

また、大岡からバリアント X は

astA として機能していないこと

が予想さ れ る と の情報を 得 た た

め、バリアント X が検出対象から

除外される候補も設計した。特異

性試験では、各種食中毒細菌など

の 26 菌種、32 株を供試した。こ

れらは、腸管出血性大腸菌 ESC425

株や Escherichia albertii EA40

株が含まれた。菌株を TSB 中で培

養 し 、 DNA を 抽 出 し 、 astAPCR

（Yamamoto ら）を実施した。また、

設計した Assay 1〜 11 のプライマ

ー お よ び プ ロ ー ブ に て リ ア ル タ

イム PCR を実施した。さらに、

ESC425 および EA40 の 2 株は遺伝

子 シ ーケンスに て 配 列決定 しバ

リアントを特定した。 

 

Ｃ．研究結果 

［１］astA 特異的 PCR 法の検討 
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プ ラ イ マ ー の 検 討 で は 、

Yamamoto らの PCR 法は濃いバン

ドの 検 体 ま た は陰性 検 体 の み で

あり、他の PCR 法は PCR 陽性検体

の 中 に薄いバンドの 検 体 も 存在

した。 

酵素の検討では、Quick Taq を用

い た場合 に非特 異 的反応 が認め

られず、陽性コントロールの濃い

バンドが確認されたが、他の酵素

で は非特 異 的反応や陽性 コ ン ト

ロ ー ル のバンドが薄い場合 が観

察された。 

①  astA 保有大腸菌分離陰性の

グループでは、Muller らと Ito ら

の PCR 法では薄いバンドの検体も

存 在 し た が 、 こ れ ら の 検 体 は

Yamamoto らの PCR 法ではバンド

が 確認さ れ な か っ た 。一方、②

astA 保有大腸菌分離陽性のグル

ープでは、全検体が全 PCR 法陽性

となった。 

特異性試験では、astA 保有大腸

菌 11 株は astAPCR 陽性であり、

その他の菌株は全て PCR 陰性であ

った。また、検出限界は 3.0～ 5.1 

log CFU/mL であった。 

［２］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立 

（１）試験検体の astA 確認試験

では、144 検体中 48 検体（33.3%）

が astA 陽性であった。 

（２）astA 保有大腸菌の添加回

収試験では、astA 陽性コロニーが

分離された検体の割合は、低菌数

接種群（ 7-18 CFU/ 25 g）では mEC

で 67.5%、NmEC で 72.5%であった。

増 菌 培 地 と 分 離 培 地 の 組 み 合 わ

せは、NmEC 培養の C-SMAC が最も

低く（ 50%）、mEC および NmEC 培養

の C-CHSTEC が最も高かった（ 65%）。

中菌数接種群（30-93 CFU/25 g）

では、mEC および NmEC ともに 100%

であった。増菌培地と分離培地の

組み合わせは、NmEC 培養の C-SMAC

が最も低く（ 67.5%）、その他の組

み合わせは約 100%であった。高菌

数接種群（ 105-307 CFU/25 g）で

は、いずれの増菌培地と分離培地

の組み合わせも 100%であった。 

（３）astA 陽性大腸菌自然汚染検

体での試験では、mEC で 41/48 検

体、NmEC で 36/48 検体が astA 陽

性であった。astA 陽性コロニーが

分離された検体の割合は、mEC で

52.1%、NmEC で 41.7%であった。増

菌 培 地 と 分 離 培 地 の 組 み 合 わ せ

は、NmEC 培養の C-CHSTEC が最も

低く（ 27.1%）、mEC 培養の C-CHSTEC

が最も高かった（ 45.8%）。 

［３］astA 特異的リアルタイム

PCR 法の開発 

バリアントの特定に供試した 14

株のうち、単一のバリアントのみ
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保有する株は 6 株、 2 種類のバリ

アントを保有する株は 7 株、3 種

類のバリアントを保有する株は 1

株 で あ り 、 最 も 多 く の 株 が

prototype（ 4 株）を保有していた。

バリ ア ン ト間でミスマ ッチが少

ない astA 遺伝子の上流から下流

までの領域に全 astA バリアント

の 検 出 を目的 と し た プ ラ イ マ ー

およびプローブセット 7 種類およ

びバリアント X 以外の全 astA バ

リ ア ン ト の 検 出 を目的 と し た プ

ライマーおよびプローブセット 4

種類を設計した。特異性試験では、

Yamamoto らのコンベンショナル

PCR 法では、EA40 株のみ陽性であ

り、その他の株は全て陰性であっ

た。一方、EA40 株は、設計した全

11 種類のリアルタイム PCR 法で

陽性であり、ESC425 は全 astA バ

リ ア ン ト の 検 出 を目的 と し た プ

ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ セ ッ ト

でのみ陽性となった。その他、26

菌種 30 株はいずれの PCR 法でも

陰性であった。遺伝子シーケンス

では、EA40 は prototype、ESC425

はバリアント X と同定された。 

 

D.考察  

astA 保有大腸菌のヒトに病原性

を 示 す株と 示 さ な い株がある こ

とが考えられるが、本研究では食

中 毒 事 例 が 発 生 し た 際 に 有 用 な

検 査 法 を 示 す こ と が 重 要 と 考 え

る 。 ま た 、他分担研 究 者 に よ る

astA 保有大腸菌および関連の大

腸 菌 の 解析に よ っ て 解 明 に つ な

が る知見が 得 ら れ る こ と が期待

される。 

［１］astA 特異的 PCR 法の検討 

供試するプライマーによって検

出結果が異なることが判明した。

その理由として、供試した食品中

の astA 遺伝子のバリアントによ

って、PCR の検出性が異なる可能

性や非特 異 的反応 の可能性 が 考

え ら れ た 。 判 定 が 容 易 であっ た

Yamamoto らの PCR 法を用いて酵

素を検討したところ、Quick Taq

を使用 し た 際 に 判 定 が 容 易 であ

ったため、Quick Taq を使用し改

め て プ ラ イ マ ー を 検 討 し た と こ

ろ、astA 保有大腸菌が分離陰性の

検体の中に Yamamoto らの PCR 法

陰性の検体が存在し、この検体の

他の PCR 法では結果が陽性であっ

たため、Yamamoto らの PCR 法を用

い る こ と でバンドの薄い陽性 検

体数が減り、判定が容易になると

考えられた。また、Yamamoto らの

PCR 法の特異性および感度が優れ

ることが示された。 

［２］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立 
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市販食品が astA 保有大腸菌に比

較的高頻度 に汚染さ れ て い る可

能性が示された。増菌培地につい

ては、astA 陽性コロニーが分離さ

れた検体の割合は、低菌数接種群

では mEC より NmEC がやや高い傾

向であった。なお、中菌数接種群

および高菌数接種群では、mEC お

よび NmEC ともに 100%であった。

以上から、mEC と NmEC はどちらも

astA 保有大腸菌の分離に有用で

あると考えられた。一方で、astA

保 有 大 腸 菌自然汚染検 体 で の試

験では、NmEC での増菌培養と C-

SMAC での分離培養の組み合わせ

は、食品によっては、その他の組

み 合 わ せ と比較し てやや劣る 結

果が認められたことから、分離培

地によっては astA 保有大腸菌の

分 離 に 適 さ な い 選 択 剤 の 組 み 合

わせがあることが推測された。分

離培地については、供試検体のう

ち、astA 陽性コロニーが分離され

た 検 体 の割合 は C-SMAC よりも

CHSTEC および C-CHSTEC で高い傾

向であった。また、astA 保有大腸

菌自然汚染検体での試験でも、概

ね同様の傾向であった。以上から、

astA 保 有 大 腸 菌 の 分 離 で は 、

CHSTEC および C-CHSTEC が望まし

いと考えられる。中菌数接種群お

よび高菌数接種群では、astA 陽性

コ ロニー が 分 離 さ れ た 検 体 の割

合 は 100% で あ っ た た め 、 30 

CFU/25 g 以上の接種菌数であれ

ば、本研究の一連試験法でほぼ確

実に astA 保有大腸菌の分離が期

待できることが示された。 

［３］astA 特異的リアルタイム

PCR 法の開発 

機能している astA を効率よく検

出することが、食品から astA を

検出する上で重要である。分担研

究者の大岡からバリアント X は

astA として機能していないこと

が予想さ れ る と の情報を 得 た た

め、astA の全バリアントを検出す

る案およびバリアント X 以外の全

バリ ア ン ト を 検 出 す る案をそれ

ぞれ複数設計した。今後、astA 特

異的リアルタイム PCR 法の特異性

を精査するためには、個々のバリ

ア ン ト の 代 表株を シ ーケンスに

より選出する必要がある。また、

感 度試験や食 品 へ の 応 用 性 に つ

いても検討を重ねる必要がある。

さらに、astA は他の細菌種でも検

出されるため、大腸菌の同時検出

についても考慮したい。 

 

E.結論  

様々な夾雑菌が存在する食品に

おいて、Yamamoto らのプライマー

セットを Quick Taq にて使用する

− 39 −



PCR 法が、PCR 産物の電気泳動に

よ る 判 定 に お い て陽性 ま た は陰

性の判定が容易であり、特異性お

よ び 感 度 に 優 れ る こ と が 示 さ れ

たため、その方法を用いて複数の

自治体 と 食 品 検 査 法 を 検 討 し た

ところ、astA 保有大腸菌を 30 CFU

以上を食品 25 g に接種し、mEC ま

たは NmEC にて増菌培養し、C-SMAC、

CHSTEC および C-CHSTEC にて分離

培養する条件では、供試した全て

の検体で astA 保有大腸菌が分離

された。本研究での分離率の差を

考慮すると、astA 保有大腸菌が原

因と疑わ れ る 食 中 毒 事 例 対 応 の

際は、増菌培地として mEC を優先

して選択し、可能であれば NmEC の

併用 も 考慮し 、 分 離 培 地 と し て

CHSTEC および C-CHSTEC を選択す

る こ と で 分 離 効 率 が向上 す る と

考えられる。今後さらに多機関に

て検討を重ね、食品における astA

保 有 大 腸 菌 検 出 法 と し て 今 後提

案したい。また、astA 特異的リア

ルタイム PCR 法の候補を複数設計

したため、今後特異性および感度

を検討し、最も優れたものについ

て 食 品 へ の 応 用 性 を 評 価 す る 必

要性が考えられる。 
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食中毒原因細菌の検査法の整備のための研究 

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 

病原大腸菌食中毒の食品検査法確立 

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 

astA 特異的 PCR 法の検討 

 

研究要旨 

astA 保有大腸菌の検出への既存の astA 特異的コンベンショナル PCR 法

の応用を検討した。その結果、Yamamoto らの PCR 法におけるプライマーを

用いた場合、電気泳動での目的の PCR 産物のバンドの判定が容易であった。

また、反応酵素として、Quick Taq を用いた場合に、非特異的反応由来の

バンドが認められず、目的の PCR 産物のバンドが明瞭であった。この条件

にて、食中毒事例由来の astA 保有大腸菌、astA 保有大腸菌以外の食中毒

由来細菌および食品由来細菌を供試した特異性試験では、astA 保有大腸

菌のみ陽性となり、astA 非保有大腸菌を含むその他の細菌では全て陰性

であった。食品を用いた感度試験では、食品培養液 1 mL 当たりの astA 保

有大腸菌数が概ね 5.0 log CFU 未満において検出されたため、食品中の病

原細菌を検出する目的での使用に適当であると考えられた。以上より、食

品を対象とした astA 遺伝子の検出では、Yamamoto らの PCR 法におけるプ

ライマーおよび Quick Taq を酵素として用いることで効率的な試験が実

施可能と推測された。但し、本方法はコンベンショナル PCR 法であるため、

迅速性を改善するためにはリアルタイム PCR 法が必要であると考えられ

る。 

 

研究協力者 

国立医薬品食品衛生研究所  大西貴弘、廣瀬昌平、新井沙倉 
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Ａ．研究目的 

食品における培養法では、食品

由来微生物の増殖によって食中毒

細菌の増殖が抑制され、分離が困

難な場合がある。さらに、食中毒細

菌の食品汚染菌数レベルは低いこ

とが予想される。そのため、対象の

食中毒細菌特異的な遺伝子検出法

と培養法を組み合わせることによ

って、効率良く試験を実施するこ

とが重要である。そこで本研究で

は、既存の astA 特異的遺伝子検出

法について調査した。特に多数の

報告があるコンベンショナル PCR

法に着目し、astA 保有大腸菌を食

品から検出するために適した条件

について検討することを目的とし

た。 

 

Ｂ .研究方法 

（１）既存の astA 特異的 PCR 法の

プライマーの検討 

既存の astA 特異的 PCR 法が複数

存在するため、それらの食品での

応用性について検討した。 

１）astA 特異的 PCR 法の文献調

査  

既存の astA 特異的 PCR 法に関

する文献を調査した。また、各自

治体に業務にて使用している方

法を問い合わせ、7 自治体から寄

せられた回答とあわせ、情報収

集を行なった。 

２）食品検体  

市販の国産ベビーコーン 1 検

体（ベビーコーン 1）および国産

オクラ 2 検体（オクラ 1 および

オクラ 2）を供試した。 

３）食品の増菌培養 

各食品について、 25 g をそれ

ぞれ 3 枚のストマッカー袋に量

りとった（ n3）。ノボビオシン加

mEC（ NmEC、栄研化学）225 mL を

加え、ストマッカー処理を 1 分

間行った後、42℃にて 22 時間培

養した。 

４）DNA 溶液の調製およびコンベ

ンショナル PCR 法 

各食品増菌培養液 0.1 mL か

ら ア ル カ リ 熱 抽 出 法 に よ っ て

DNA を抽出した。この培養液から

抽出した DNA に対して 4 つの文

献（ Ito らの方法、Hidaka らの方

法 、 Muller ら の 方 法 お よ び

Yamamoto らの方法）を参照した

プ ラ イ マ ー 4 セ ッ ト を 用 い て

astA 特 異 的 コ ン ベ ン シ ョ ナ ル

PCR 法を実施した（表 1）。なお、

Hidaka らの方法はプローブも含

めたリアルタイム PCR 法として

報告されているが、本試験では

プライマーのみを用いて検討し

た。また、カジトン培地に保存し

ている astA 保有大腸菌株 1 エー
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ゼを TSB 10 mL に接種し、 37℃

にて 18 時間培養した。培養液 0.1 

mL から熱抽出法によって DNA を

抽出し、陽性コントロールとし

て供試した。コンベンショナル

PCR 試薬には、TaKaRa Ex Taq（タ

カラバイオ）を用いた。機器は

ProFlex PCR System（サーモフィ

ッシャーサイエンティフィック）

を使用した。TaKaRa Ex Taq での

反応条件は、 98℃ 10 秒間、 98℃

10 秒間－ 55℃30 秒間－72℃１分

間の 30 サイクル、 72℃ 1 分間と

した。上記にて調製した希釈 DNA

溶液をコンベンショナル PCR 法

では 2.5 µL 加えた。 

（２）astA 特異的コンベンショナ

ル PCR 法の酵素の検討 

１）食品培養液 

（１）での３）で調製したオク

ラ 2 の培養液 1 および 3 を供試

した。 

２）分離培養法 

オクラ 2 の培養液 1 を Tryptic 

soy agar (TSA、 BD)およびクロ

モアガー STEC 基礎培地（CHSTEC、

クロモアガー社製造、関東化学

販売）に、オクラ 2 の培養液 3 を

TSA に画線し、 37℃にて 22 時間

培養した。 

３）DNA 溶液の調製およびコンベ

ンショナル PCR 法 

分離培地のコロニー密集部を

Sweep し、熱抽出により DNA を抽

出、Yamamoto らの astA 特異的コ

ンベンショナル PCR 法を実施し

た（表 1）。陽性コントロールと

して、上記（１）４）にて調製し

た DNA を供試した。PCR 酵素を検

討するため、AmpliTaq Gold（サ

ーモフィッシャーサイエンティ

フィック）、TaKaRa Ex Taq およ

び Quick Taq HS DyeMix（東洋

紡）の 3 種類の酵素を供試した。

また、プライマー終濃度が 0.2 

µM となるよう調製した。機器お

よび Ex Taq での反応条件は、上

記の通り実施した。Quick Taq で

の反応条件は、94℃2 分間、94℃

30 秒間－ 55℃30 秒間－68℃１分

の 30 サイクル、 68℃ 5 分間とし

た。AmpliTaq での反応条件は、

95℃ 10 分間、95℃30 秒間－ 55℃

30 秒間－72℃１分の 30 サイク

ル、 72℃2 分間とした。 

（３）Quick Taq を使用た astA 特

異的コンベンショナル PCR 法のプ

ライマーの検討 

（２）にて検討し決定した Quick 

Taq を用い、（１）にて検討した Ito

らの方法、Muller らの方法および

Yamamoto らの方法のプライマー

について改めて検討した。 

１）供試 DNA 
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分担研究者の大西が昨年度に

報告した食品における astA 保有

大腸菌の汚染実態調査にて供試

した食品培養液の抽出 DNA を使

用した。汚染実態調査のスクリ

ーニング PCR 法（ Muller らの

Multiplex PCR 法）にて astA 特

異的バンドが確認された検体に

ついて、① astA 保有大腸菌分離

陰性グループ：釣菌した 20 コロ

ニーのうち astA 保有大腸菌が分

離 さ れ な か っ た 検 体 お よ び ②

astA 保有大腸菌分離陽性グルー

プ： astA 保有大腸菌が分離され

た検体、の 2 グループに分けた。

両グループともに多様な食品を

選択し、その DNA を下記の PCR

法へ供試した。 

２）コンベンショナル PCR 法 

（１）での４）にて記載の Ito

ら、Muller らおよび Yamamoto ら

の astA 特異的コンベンショナル

PCR 法を実施した。酵素は、（２）

での３）にて記載の Quick Taq を

用いた。陽性コントロールとし

て、上記（１）４）にて調製した

DNA を供試した。 

（ ４ ） Quick Taq を 使 用 し た

Yamamoto らの PCR 法における特

異性の検討 

（１）〜（３）にて検討した結果

優れていた PCR 法の条件について

特異性を検討した。 

１）菌株  

食品由来細菌および食中毒事

例由来の astA 保有大腸菌を含む

細菌 26 種 41 株を供試した（表

２）。 

２） DNA 溶液の調製  

-80℃ に 冷 凍 保 管 さ れ て い る

菌株 1 エーゼを TSB 5 mL に接種

し、 37℃にて 18 時間培養した。

菌培養液を NucleoSpin Tissue

キット（タカラバイオ）を用いた

DNA 抽出に供試した。抽出 DNA の

濃度を Quantus（プロメガ）によ

って測定した。抽出 DNA 溶液を

滅菌 DW にて 2 ng/µL の濃度に希

釈した。この希釈 DNA 溶液をテ

ンプレートとした。 

３）astA 特異的コンベンショナ

ル PCR 法の特異性試験 

（ １ ） で の ４ ） に て 記 載 の

Yamamoto らの astA 特異的コン

ベンショナル PCR 法を実施した。

酵素は、（２）での３）にて記載

の Quick Taq を用いた。陽性コ

ントロールとして、上記（１）４）

にて調製した DNA を供試した。 

（ ５ ） Quick Taq を 使 用 し た

Yamamoto らの PCR 法における感

度の検討 

（１）〜（３）にて検討した結果

優れていた PCR 法の条件にて感度
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を検討した。astA 保有大腸菌は幅

広 い 食 品 か ら 分 離 さ れ て い る た

め、複数種の食品からの培養液を

利用した。 

１）菌株  

集 団 食 中 毒 事 例 由 来 の astA

保有大腸菌 4 株（AST19、AST46、

AST73 および AST205）を供試し

た。 

２）食品検体  

市販の国産豚肉、輸入エビお

よび国産ベビーコーン（ベビー

コーン 3）を供試した。 

３） DNA 溶液の調製  

カジトン培地に保存している

4 株の 1 エーゼ（10 µL）をそれ

ぞれ TSB 10 mL に接種し、 37℃

にて 18 時間培養した。各食品検

体を 25 g 採取し、modified EC

培地（mEC、日水製薬）225 mL を

加えて 1 分間ストマッカー処理

し、 42℃にて 22±2 時間培養し

た。この食品培養液にて astA 保

有大腸菌 4 菌株の増菌培養液を

10 倍階段希釈し、菌接種鶏肉培

養液（想定 8～3 log cfu/mL 食

品培養液）を調製した。菌接種食

品培養液各 100 µL を上記アルカ

リ熱抽出法に供試した。抽出 DNA

を下記 PCR 法のテンプレートと

した。 

４）コンベンショナル PCR 法 

（ １ ） で の ４ ） に て 記 載 の

Yamamoto らの astA 特異的コン

ベンショナル PCR 法を実施した。

酵素は、（２）での３）にて記載

の Quick Taq を用いた。各 3 反

応実施した。陽性コントロール

として、上記（１）４）にて調製

した DNA を供試した。 

 

Ｃ．研究結果 

（１）既存の astA 特異的 PCR 法の

プライマーの検討 

各種 PCR 法の電気泳動像から、

バンドの濃さなどの判定し易さ

を含め結果とした（表３）。ベビ

ーコーン 1 の培養液 1 および 2

では、4 種類の PCR 法いずれも陽

性であり、そのバンドの濃さは

陽性コントロールと同等であっ

た。Ito らの PCR 法はオクラ 1 の

培養液 3 以外全て PCR 陽性とな

った。 Hidaka らの PCR 法では、

オクラ 1 およびオクラ 2 の培養

液 2 以外が PCR 陽性となり、

Muller らの PCR 法はオクラ 1 の

培養液 1、3 およびオクラ 2 の培

養液 2 以外が PCR 陽性となった。

Yamamoto らの PCR 法はベビーコ

ーン 1 の培養液 1 および 2 以外

全て PCR 陰性となった。 

（２）astA 特異的コンベンショナ

ル PCR 法の酵素の検討 
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各種 PCR 法の電気泳動像から、

バンドの濃さの程度を判定した

（表４）。AmpliTaq を用いた場合、

3 種類のいずれの DNA でも非特

異的反応は認められなかったが、

陽性コントロールでのバンドは

他の 2 つの酵素よりも薄かった。

ExTaq を用いた場合、3 種類のい

ずれの DNA でも非特異的反応が

強く認められ、陽性コントロー

ルでは濃いバンドが確認された。

Quick Taq を用いた場合、3 種類

のいずれの DNA でも非特異的反

応は認められず、陽性コントロ

ールでは濃いバンドが確認され

た。 

（３）Quick Taq を使用した astA

特異的コンベンショナル PCR 法の

プライマーの検討 

① astA 保有大腸菌分離陰性グ

ループでは 8 食品、② astA 保有

大腸菌分離陽性グループでは 5

食品を対象とした（表５）。各種

PCR 法の電気泳動像から、バンド

の 濃 さ の 程 度 を 判 定 し た 。 ①

astA 保有大腸菌分離陰性のグル

ー プ で は 、 豚 レ バ ー 検 体 は

Muller らの PCR 法陽性の一方、

Ito らの PCR 法では薄いバンド

が確認され、Yamamoto らの PCR

法ではバンドが確認されなかっ

た。また、オクラ 3 の検体では

Ito ら の PCR 法 陽 性 の 一 方 、

Muller らの PCR 法では薄いバン

ドが確認され、Yamamoto らの PCR

法ではバンドが確認されなかっ

た。一方、② astA 保有大腸菌分

離陽性のグループに含まれる 5

つの抽出 DNA は、いずれも供試

した 3 種類の PCR 法陽性となっ

た。 

（ ４ ） Quick Taq を 使 用 し た

Yamamoto らの PCR 法における特

異性の検討 

astA 保有大腸菌 11 株は、astA

特異的コンベンショナル PCR 法

陽性であった（表２）。その他の

菌株では、供試した 30 株全て

PCR 陰性であった。 

（ ５ ） Quick Taq を 使 用 し た

Yamamoto らの PCR 法における感

度の検討 

3 反応中 3 反応陽性の場合に

陽性と判定し、最も希釈された

陽性となった最大希釈段を検出

限界とした。供試した 4 菌株の

結果を総合すると、検出限界は

豚 肉 と エ ビ で は 5.3 ～ 590 

CFU/PCR tube（ =3.0～ 5.1 log 

CFU/mL）、ベビーコーンでは 29～

490 CFU/PCR tube（ =3.8～ 5.0  

log CFU/mL）であった（表 6）。

AST205 ではいずれの食品でも検

出 限 界 が お お む ね 5.0 log 
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CFU/mL であった。AST19、AST46

および AST73 の 3 株では、検出

限界は豚肉とエビでは 5.3～ 17 

CFU/PCR tube（ =3.0～ 3.1 log 

CFU/mL）、ベビーコーンでは 29～

45 CFU/PCR tube（ =3.8～4.0 log 

CFU/mL）であった。 

 

Ｄ．考察  

文献調査では、既存の astA 特異

的 PCR 法が多数存在することが判

明した。その中で、4 種類のプライ

マーセットを用いたコンベンショ

ナル PCR 法について食品培養液由

来の DNA を用いて増幅性を確認し

たところ、PCR 法によって検出結果

が異なることが判明した（表３）。

その理由として、astA 遺伝子には

多数のバリアントが報告されてい

る。そのため、供試した食品中の

astA 保有大腸菌の astA 遺伝子の

バリアント型によっては、PCR の検

出性が異なる可能性が考えられた。

また、食品は多様な細菌種が含ま

れているため、それらの細菌が保

有している遺伝子配列と PCR 法の

プライマー配列が似ていた場合に

非特異的反応が生じた可能性も考

えられた。コンベンショナル PCR 法

では、電気泳動のバンドが薄いと

判定が困難となる。そこで、PCR 陽

性と PCR 陰性の判定が容易であっ

た Yamamoto らの PCR 法のプライマ

ーについて、さらに検討を進める

こととした。 

Yamamoto らの PCR 法が陰性の食

品培養液を分離培地へ画線し、生

育したコロニーをかき取って抽出

した DNA について 3 種類の酵素を

用いて Yamamoto らの PCR 法を検討

したところ、Quick Taq では陽性コ

ントロールのバンドが濃くかつ非

特 異 的 反 応 が 確 認 さ れ な か っ た

（表４）。一方、その他の 2 種類の

酵素では、非特異的反応が観察さ

れたもしくは陽性コントロールの

バンドが他の酵素よりも薄かった。

そのため、Yamamoto らの PCR 法の

プライマーを Quick Taq にて反応

させる条件が食品の PCR 法として

比較的優れると考えられた。 

Quick Taq を使用した 3 種類の

プライマーセットでの astA 特異的

コンベンショナル PCR 法の検討で

は、astA 保有大腸菌が分離陽性の

検体からは 3 種類の PCR 法のいず

れも陽性であったが、astA 保有大

腸菌が分離陰性の検体のうち 2 検

体はその他の PCR 法では陽性また

はバンドが薄く見える程度であっ

たが Yamamoto らの PCR 法は陰性で

あった。食品を対象とした病原細

菌の試験では、PCR 法が陽性にもか

かわらず分離培養法が陰性の場合、
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その PCR 法の結果が偽陽性ではな

いかと疑われる場合がある。本試

験の結果から、Yamamoto らの PCR

法を用いることでバンドの薄い陽

性検体が観察される数が減り、結

果として判定が容易であることが

予想された。 

Yamamoto らの PCR 法について食

品から分離される複数の菌株を用

いて試験したところ、astA 保有大

腸菌のみ陽性となり、特異性に優

れることが判明した（表２）。また、

食品を用いた感度では、3 種類の食

品とも検出限界が約 5 log CFU/mL

未満となり、コンベンショナル PCR

としては比較的優れると考えられ

た。AST205 を除く 3 株の試験結果

では、約 10 倍感度が向上した。

AST205 は、いずれの食品でも検出

限界値が他の株よりも高かったた

め、DNA 抽出効率が他よりも低いな

どの原因が考えられた。 

 

E.結論  

様々な夾雑菌が存在する食品に

おいて、Yamamoto らのプライマー

セットを Quick Taq にて使用する

PCR 法が、PCR 産物の電気泳動によ

る判定において陽性または陰性の

判定が容易であり、特異性および

感度に優れることが示された。そ

のため、今後食品を対象に astA 遺

伝子を検出する場合にはコンベン

ショナル PCR 法ではこの方法が効

率的な試験に有用と考えられた。 
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表1. 既存のastA 特異的PCR法

Assay プライマー 産物
(bp)

引⽤ 本試験
での検討

EASTOSl: GCCATCAACACAGTATATCCG 109 有
EASTOAS2: CGCGAGTGACGGCTTTGTAG
EAST-1S : GCCATCAACACAGTATATCC* 88 ー
astA-150R: TTCCATGACACGAAGCGCAG
MP-astA-F: TGCCATCAACACAGTATATCCG 102 有
MP2-astA-R: ACGGCTTTGTAGTCCTTCCAT
F: GCCATCACAGTATATCCG 108 ー
R: GCGAGTGACGGCTTTGTAGT 
EAST11-a: CCATCAACACAGTATATCCGA 111 有
EAST11-b: GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT
EAST-1S: GCCATCAACACAGTATATCC 106 ー
EAST_AS: GAGTGACGGCTTTGTAGTCC
astA-61f: ATGCCATCAACACAGTATATCCG 111 有**
astA-171r: CGCGAGTGACGGCTTTGTA
astA-pro: (VIC) CATCCAGTTATGCATCGTG (MGB)
astAkReal_s: RCATCCAGTTATGCATCGTG 88 ー
astAkReal_a: TCAGGTCGCGAGTGACG
astAk_TET/BHQp: (Cy3) TGCGCTTCGTGTCATGGAAGGACTA (BHQ2)

*Yatsuyanagiらのプライマー
**コンベンショナルPCRの条件にて、astA-61fおよびastA-171rのみ供試し検討

コンベンショナル
PCR法

リアルタイム
PCR法

Hidaka et al., J. Appl. Microbiol. 106:
410‒420, 2009

Ito et al., Microbiol.
Immunol.58(8):467-473, 2014

H21年度細菌研修（初級者対象）遺伝
⼦検査法

Kawase et al., Jpn. J. Infect. Dis. 71:
79‒84, 2018

Ruttler et al., BIOCELL 30(2):301-308,
2006

Yatsuyanagi et al., JCM 40(1): 294-
297, 2002

Yamamoto and Echeverria., Infect.
Immun. 64(4):1441-1445, 1996

Muller et al., Appl. Environ. Microbiol.
73(10):3380-3390, 2007
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表2. ⾷品由来細菌および⾷中毒細菌におけるastA 特異的PCR法による検出結果

Arcobacter butzleri 1 0
Arcobacter cryaerophilus 1 0
Arcobacter skirrowii 1 0
Bacillus cereus 1 0
Campylobacter coli 1 0
Campylobacter jejuni 1 0
Citrobacter freundii 1 0
Enterobacter cloacae 1 0
Enterobacter aerogenes 1 0
Escherichia albertii 1 0
Escherichia coli
      Type strain 1 0
   astA 保有⼤腸菌 11 11
Escherichia fergusonii 1 0
Escherichia hermannii 1 0
Hafnia alvei 1 0
Klebsiella oxytoca 1 0
Morganella morganii subsp. Morganii 1 0
Proteus mirabilis 1 0

Salmonella enterica subsp. enterica
serover Typhimurium

1 0

Shigella boydii 4 0
Shigella dysenteriae 2 0
Shigella flexneri 1 0
Shigella sonnei 1 0
Staphylococcus aureus 1 0
Vibrio parahaemolyticus 1 0
Yersinia enterocolitica 1 0
Yersinia pseudotuberculosis 1 0

合計 41 11
*YamamotoらのastA 特異的コンベンショナルPCR法をQuickTaqを⽤いて試験した

菌種 供試菌
株数

コンベンショナル
PCR法陽性株数*
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表 3. ⾷品培養液の各種 astA 特異的 PCR 法の結果 

 
*ポジコンと同等のバンドを+++とした 
**薄いバンドを±とした 
 
 
 
表 4. 各種酵素を⽤いた astA 特異的 PCR 法の結果

 
*Yamamoto らの astA 特異的コンベンショナル PCR 法を試験した 
**Tryptic soy agar 上のコロニーを Sweep し、PCR を実施した 
***クロモアガーSTEC 基礎培地上のコロニーを Sweep し、PCR を実施した 

Ito Hidaka Muller Yamamoto
ベビーコーン 1 +++** +++ +++ +++

2 +++ +++ +++ +++
3 + + + −

オクラ1 1 ± − − −
2 ± − ± −
3 − − − −

オクラ2 1 ++ + ± −
2 + − − −
3 ++ + + −

⾷品 培養液番号
コンベンショナルPCR法

特異的

バンド

⾮特異的

バンド

特異的

バンド

⾮特異的

バンド

特異的

バンド

⾮特異的

バンド

オクラ2 1 TSA** ー ー ー ＋＋＋ ー ー

1 CHSTEC*** ー ー ー ＋＋＋ ー ー

3 TSA ー ー ー ＋＋＋ ー ー

陽性コントロール ＋＋ ー ＋＋＋ ー ＋＋＋ ー

検体
培養液

番号

コンベンショナルPCR法の酵素*

AmpliTaq ExTaq Quick Taq分離

培地
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表 5. 汚染実態調査の astA スクリーニング試験陽性⾷品検体における各種コンベンショナ
ル PCR 法の結果 

 
* 酵素は QuickTaq を使⽤した 
** 電気泳動での PCR 産物のバンドが濃い場合を+とした 
*** 電気泳動での PCR 産物のバンドが薄い場合を±とした 
 
 
 
表 6. ⾷品を⽤いた astA 特異的コンベンショナル PCR 法*の検出限界 

 
*Yamamoto らの astA 特異的コンベンショナル PCR 法を QuickTaq を⽤いて試験した 

Ito Muller Yamamoto
若鶏もも⾁（国産） ＋** ＋ ＋
豚レバー（国産） ±*** + -
⽜シマチョウ（北海道、解凍） ＋ ＋ ＋
バナメイエビ（解凍） ＋ ＋ ＋
⽣真さば2枚おろし（北海道） ＋ ＋ ＋
オクラ3（フィリピン） + ± -
オクラ4（フィリピン） ＋ ＋ ＋
ベビーコーン2（タイ） ＋ ＋ ＋
若鶏もも⾁(国産、⽪なし) ＋ ＋ ＋
豚レバー（国産） ＋ ＋ ＋
和⽜せんまい（国産） ＋ ＋ ＋
すずき切り⾝ ＋ ＋ ＋
オクラ5（タイ） + + +

⾷品（産地や状態）グループ
コンベンショナルPCR法*

①astA保有⼤腸菌
分離陰性

②astA保有⼤腸菌
分離陽性

豚⾁ エビ ヤングコーン

AST19 3.0 3.0 3.9
AST46 3.1 3.1 3.8
AST73 3.5 3.5 4.0
AST205 5.1 5.1 5.0

検出感度 (log CFU/mL)
astA 保有⼤腸菌株
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分 担 研 究 報 告 書  
病原大腸菌食中毒の食品検査法確立 
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協 ⼒ 研 究 報 告 書  
astA 保有大腸菌の食品検査法の確立 

 

研究要旨 

近 年 、⽇ 本 で は 、腸管凝集付着性大腸菌耐熱性エンテロトキシン 1 をコ

ードする遺伝子である astA を保有する大腸菌による大規模食中毒が発生

している。し か し 、astA 保有大腸菌の食品等の検査法は国内外で確立され

ておらず、本菌による食中毒事例では、原因食品が不明であることが多い。

そこで、原 因 ⾷ 品 特 定 に 対 応 す る た め 、 ⾷ 品 中 の astA 保 有 ⼤ 腸 菌 を 効 率
的 に 分 離 す る た め の 培 養 法 の 確 ⽴ を ⽬ 的 に 、多 種 類 の ⾷ 品 に 本 菌 を 接 種 し
て 検 討 し た 結 果 、本菌 が 30 CFU/25 g 以上の汚染であれば、クロモアガー

STEC 培地および薬剤 C 添加クロモアガーSTEC 培地での分離培養によって、

供試した全ての検体で本菌が分離されることが明らかになった。 

 

研究協力者 
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Ａ．研究目的 近 年 、⽇ 本 で は 、腸管凝集付着性
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大腸菌耐熱性エンテロトキシン 1

をコードする遺伝子である astA を

保有する大腸菌による大規模食中

毒が発生している。食中毒細菌の食

品検査では、培養法によっては食品

由来細菌が優勢に増殖し、対象とな

る食中毒細菌の分離が困難な場合

がある。そのため、食中毒の原因食

品究明には、対象となる食中毒細菌

に適した培養法の選択が重要であ

る。そこで、本研究では、増菌培養

法、分離培養法を主にして病原大腸

菌に適する効率的かつ特異的な検

査法について多様な食品への応用

性を評価するために、5 試験機関に

て各種試験条件を設定し検討した。

なお、astA 保有大腸菌の増菌培養

の温度条件については事前に検討

し、37℃より 42℃が優れているこ

と確認して本研究に採用した。また、

分離培地であるソルビトールマッ

コンキー寒天培地およびクロモア

ガーSTEC 培地への薬剤 C 添加濃度

は、昨年度の検討結果等をふまえて

決定した。 

 

Ｂ．研究方法 

本研究では、 8 種類 36 食品を対

象に試験検体の astA 保有を PCR で

確認した（図 1）、astA 陰性であれ

ば astA 保有大腸菌の添加回収試験

を（図 2）、astA 保有検体陽性であ

れば自然汚染検体での試験を行っ

た。（図 3）。 

（１）試験検体の astA 確認試験   

１）食品検体 

食肉として鶏肉ミンチ 2 食品、

豚肉スライス 10 食品、豚肉ミン

チ４食品および牛肉スライス４

食品、海産物としてエビ７食品、

野菜としてオクラ 6 食品、キュ

ウリ 2 食品およびモヤシ 1 食品

を供試した。 

検体（550 g 以上）を滅菌トレ

ーなどの上で細切した後に均一

化し、検体 10 g を量り取ったス

トマッカー袋を 1 袋と検体 25 g

を量り取ったストマッカー袋を

20 袋（検体 1〜 20）用意した。各

食品の一般生菌数、大腸菌数お

よび大腸菌群数を計測するため

に、各食品 10 g をストマッカー

袋に秤量し、滅菌リン酸緩衝食

塩水（滅菌 PBS） 90 mL を加え 1

分間ストマッカー処理した乳剤

（10 - 1 希釈液）を PBS 9 mL で 10

倍希釈して 10- 2～ 10 - 6 希釈液を

調製した。各希釈液 0.1 mL を標

準寒天培地に塗抹し、36±1℃、

48 時間培養した。同時に各希釈

液 0.1 mL を XM-G 寒天培地に塗

抹し、36±1℃、18～ 22 時間培養

した。培養後の XM-G 寒天培地の

青（青〜青紫）および赤（ピンク
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〜赤紫）コロニー数を計測し、そ

れぞれの食品 1 g あたりの大腸

菌数および大腸菌群数を算出し

た。また、標準寒天培地のコロニ

ー数を計測し、食品 1 g あたり

の生菌数を算出した。 

２）培養および astA 特異的 PCR

法 

上記の 20 袋のうち 4 袋へ室温

に戻した mEC 培地 225 mL を加え、

ストマッカー処理を 1 分間行っ

た後、42±1℃にて 20〜 22 時間培

養した。残りの 16 袋は冷蔵にて

保管した。検体培養液各 0.1 mL

から 10,000×g 10 分間遠心して

上清を除き、50 mM NaOH を 85 µl

添加して再浮遊させた。100℃で

10 分間加熱し、冷却後、1M Tris-

HCl(pH 7.0) を 15 µl 添加して

中和した。10,000×g 10 分間遠

心し、得られた上清約 100µl を

テンプレート DNA とし、astA 特

異 的 コ ン ベ ン シ ョ ナ ル PCR 法

（ Yamamoto ら、以下 astA 特異的

PCR 法）を実施した（ n2）。 PCR

試薬には、QuickTaq（東洋紡）を

用いた。Foward プライマーとし

て 5'-CCATCAACACAGTATATCCGA-

3'を、Reverse プライマーとして

5'-  GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT-3’

を終濃度 0.2 µM となるよう調製

して用いた。反応条件は 94℃ 2 分

の 熱 変 性 の の ち 、 94℃ 30 秒 －

55℃ 30 秒－68℃１分を 30 サイ

クル繰り返し増幅反応させ、最

後に 68℃ 5 分とした。PCR 産物を

アガロースゲル電気泳動し、バ

ンドを確認した。 

供試した 4 検体ともに astA 特

異的 PCR 法で astA 陰性の食品は、

残りの 16 検体について、（２）

astA 保有大腸菌の添加回収試験、

を行った。なお、複数食品につい

て同時に astA 確認試験を行い、

4 検体全て陰性の食品が複数あ

った場合、それらの食品から選

択し、（２）astA 保有大腸菌の

添加回収試験、を行った。 

また、4 検体のうち 1 検体以上

が astA 特異的 PCR 法で astA 陽

性の食品は、（３）astA 保有大

腸菌自然汚染検体での試験、を

行った。なお、４検体のうち１検

体以上陽性の食品が複数あった

場合は、陽性検体数が最も多い

食品を選択し、（３）astA 保有

大腸菌自然汚染検体での試験、

を行った。 

（２）astA 保有大腸菌の添加回収

試験  

高菌数接種群（100 CFU/25 g）と

して 2 種類 3 食品、中菌数接種群

（50 CFU/25 g）として 3 種類 5 食

品および低菌数接種群（10 CFU/25 
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g）として 5 種類 5 食品を供試し

た。菌を接種した各食品を 2 種類

の増菌培地中で培養し、その培養

液を PCR 法および３種類の分離培

地 を 用 い た 分 離 培 養 法 に 供 試 し

た。 

１）菌株  

集団食中毒事例由来株である

astA 保有大腸菌 O7:H4(AST19)お

よび O166:H15(AST204)の 2 株を

供試した。 

２）食品検体 

豚肉スライス 3 食品 48 検体、

牛肉スライス 2 食品 32 検体、エ

ビ 3 食品 48 検体、オクラ 3 食品

48 検体、キュウリ 1 食品 16 検体

およびモヤシ 1 食品 16 検体の計

208 検体を供試した。 

３）接種菌液の調製  

各 試 験 研 究 機 関 に お い て 、

astA 保有大腸菌菌株保存のカジ

トン培地から 1 エーゼ（10 µL）

を Tryptone soya broth (TSB、

OXOID) 10 mL に接種し、37℃に

て 18 時間培養した。増菌培養液

を滅菌 PBS にて 10 - 1 から 10 - 7 ま

で 10 倍階段希釈し、10 - 7 希釈液

0.1 mL を 10 枚の Tryptic soy 

agar (TSA、OXOID)に塗抹し、37℃

にて 18～ 24 時間培養した。TSA

のコロニー数を計測し、接種菌

数を算出した。この作業を繰り

返し実施し、TSB 中にて 18 時間

培養した場合の菌数を計算し、

低菌数接種として 10 CFU/25 g、

中菌数接種として 50 CFU/25 g、

高菌数接種として 100 CFU/25 g

となるように希釈倍率を試験機

関ごとに決定した。なお、接種菌

数測定のために、各接種菌液 0.1 

mL を 10 枚の TSA に塗抹し、37℃

にて 18～ 24 時間培養した。TSA

のコロニー数を計測し、接種菌

数を算出した。 

４）食品検体への astA 保有大腸

菌接種および培養 

検体 25 g を量り取ったストマ

ッカー袋 16 袋に各接種菌数レベ

ル用希釈菌液 0.1 mL を接種した。

菌を接種した後、ストマッカー

袋の外側から手でなじませ、8 袋

に modified EC 培地（ mEC、日水

製薬）および別の 8 袋にノボビ

オシン加 mEC（ NmEC、栄研化学）

225 mL を加え、ストマッカー処

理を 1 分間行った後、 42℃にて

20〜 22 時間培養した。 

５）培養液からの DNA 抽出およ

び astA 検出  

４）の各増菌培養液 0.1 mL か

ら（１）の２)と同様の条件で DNA

を抽出し、astA 特異的 PCR 法に

供した。1 検体につき 2 反応実施

した。 
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６）分離培養 

分離培養法では、ソルビトー

ルマッコンキー寒天培地 (SMAC、

OXIOD)に薬剤 C を添加した SMAC

（C-SMAC）、 クロモアガーSTEC

基礎培地（CHSTEC、クロモアガー

社製造、関東化学販売）および薬

剤 C を添加した CHSTEC（C-CHSTEC）

を用いた。４）の検体培養液を各

2 枚の C-SMAC、CHSTEC および C-

CHSTEC に画線し、37℃にて 20 時

間培養した。各寒天培地に生育

したコロニーを観察し、 C-SMAC

では赤色のコロニー、CHSTEC お

よび C-CHSTEC では藤色のコロニ

ーを各培地あたり最大 3 個選択

し、CHSTEC に単離して、37℃に

て 20 時間培養した。培養後にコ

ロニーの色を判定し、藤色を呈

し た コ ロ ニ ー に つ い て ７ )コ ロ

ニーの astA 保有確認を行った。 

７）コロニーの astA 保有確認  

６）で継代培養後に CHSTEC 上

で 藤 色 を 呈 し た コ ロ ニ ー を

TE(pH 8.0)100 µl に懸濁し 、

100℃ 10 分間加熱した。加熱した

サ ン プ ル を 氷 で 急 冷 し 、

10,000×g 10 分間遠心した上清

を DNA テンプレートとし、（１）

の２）と同様の条件で astA 特異

的 PCR 法を 1 検体につき 1 反応

実施した。 

８）生化学的性状の確認  

（２）の７）で astA 陽性とな

っ た コ ロ ニ ー を TSI 寒 天 培 地

（TSI、日水製薬）および LIM 培

地（ LIM、日水製薬）に接種し、

37℃にて 18 時間培養した。培養

後にブドウ糖分解能、乳糖白糖

分解能、L-リジン脱炭酸能、イン

ドール産生性および運動性を判

定し、生化学的性状が接種菌株

と同一であることを確認した。 

（３）astA 保有大腸菌自然汚染検

体での試験  

astA 陽性の４種類６食品を供試

した。各食品を２種類の増菌培地

中で培養し、その培養液を PCR 法

お よ び ３ 種 類 の 分 離 培 地 を 用 い

た分離培養法に供試した（図 3）。 

１）食品検体 

鶏肉ミンチ 2 食品 32 検体、豚

肉ミンチ 2 食品 32 検体、牛肉ス

ライス 1 食品 16 検体およびオク

ラ 1 食品 16 検体の計 96 検体を

供試した。 

２）食品検体の培養 

検体 25 g を量り取ったストマ

ッカー袋 16 袋のうち 8 袋に mEC

を、および別の 8 袋に NmEC 225 

mL を加え、ストマッカー処理を

1 分間行った後、 42℃にて 20〜

22 時間培養した。 

３）培養液からの DNA 抽出およ
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び astA 検出  

（２）の５）と同様に実施した。 

４）分離培養 

２）の検体培養液を各 2 枚の

C-SMAC、CHSTEC および C-CHSTEC

に画線し、37℃にて 20 時間培養

した。各寒天培地に生育したコ

ロニーを観察し、C-SMAC では赤

色のコロニー、CHSTEC および C-

CHSTEC では藤色のコロニーを各

培地あたり最大 10 個選択し、

CHSTEC に単離し、37℃にて 20 時

間培養した。培養後に藤色を呈

したコロニーから DNA を熱抽出

した。 

５）コロニーの astA 保有確認  

（２）の７）と同様に実施した。 

６）生化学的性状の確認  

（３）の４）で単離したコロニ

ーのうち、astA 特異的 PCR 法で

陽性となったコロニーを TSI 寒

天培地および LIM 培地に接種し、

37℃にて 18 時間培養した。培養

後にブドウ糖分解能、乳糖白糖

分解能、L-リジン脱炭酸能、イン

ドール産生性および運動性を判

定して大腸菌の生化学性状と一

致することを確認した。 

 

Ｃ．研究結果  

（１）試験検体の astA 確認試験   

１）食品中の生菌数、大腸菌群数、

大腸菌数  

本研究にて供試した 8 種類の

食品において、生菌数は豚肉ミ

ンチで最も高く 7.1 から 8.1 Log 

CFU/g であった（表 1）。鶏肉ミン

チ、豚肉スライス、牛肉スライス、

エビ、オクラ、キュウリおよびモ

ヤシの生菌数は、3.0 Log CFU/g

以上であった。 

大腸菌群数は豚肉ミンチで最

も高く 3.5 から 7.7 Log CFU/g

であった（表 1）。鶏肉ミンチ、

豚肉スライス、牛肉スライス、エ

ビ、オクラ、キュウリおよびモヤ

シでも大腸菌群数が検出された。

大腸菌は、豚肉スライス、豚肉ミ

ンチ、オクラ、キュウリ検体の一

部でのみ検出され、その他の食

品では検出限界（2 Log CFU/g）

以下であった（表 1）。 

２）astA 陽性検体数  

供試した 36 食品 144 検体のう

ち、 48 検体（33.3%）が astA 陽

性であった。astA 陽性検体は、

鶏肉ミンチ 2 食品 8 検体、豚肉

スライス 4 食品 12 検体、豚肉ミ

ンチ 4 食品 14 検体、牛肉スライ

ス 2 食品 7 検体、オクラ 3 食品 7

検体であった。検体が astA 陽性

であることと生菌数、大腸菌群

数および大腸菌数に関連性は認

められなかった（表 1）。 
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（２）astA 保有大腸菌の添加回収

試験  

１）接種菌数  

添加回収試験で食品に接種し

た astA 保有大腸菌菌数は、低菌

数接種群で 7-18 CFU/25 g、中菌

数接種群で 30-93 CFU/25 g、高

菌数接種群で 105-307 CFU/25 g

であった。 

２）astA 保有大腸菌接種の食品

培養液からの astA 検出  

本研究に供試した低菌数接種

群の 5 種類 5 食品（豚肉スライ

ス、エビ、オクラ、キュウリおよ

びモヤシ：各１食品）、中菌数接

種群の 3 種類 5 食品（豚肉スラ

イス：2 食品、牛肉スライス：１

食品、オクラ：2 食品）および高

菌数接種群の 2 種類 3 食品（牛

肉スライス：１食品、エビ：2 食

品）は、全ての増菌培地で astA

陽性であった（表 2）。 

３）astA 保有大腸菌の分離 

低菌数接種群では、釣菌コロ

ニーに対する astA 陽性コロニー

の割合は、増菌培地での合計は

mEC で 70%、NmEC で 65%であった。

増菌培地と分離培地の組み合わ

せは、NmEC 培養の C-SMAC が最も

低く 46.7%であり、 NmEC 培養の

CHSTEC が最も高く 91.9%であり、

C-SMAC よりも CHSTEC および C-

CHSTEC で比較的高い傾向であっ

た（表 2）。また、低菌数接種検

体のうち、astA 陽性コロニーが

分離された検体の割合は、増菌

培地では mEC で 67.5%、 NmEC で

72.5%であった。増菌培地と分離

培地の組み合わせは、 NmEC 培養

の C-SMAC が最も低く 50%であり、

mEC および NmEC 培養の C-CHSTEC

が最も高く 65%であった。 

中菌数接種群では、釣菌コロ

ニーに対する astA 陽性コロニー

の割合は、増菌培地での合計は

mEC で 92.5%、NmEC で 84.7%であ

った。増菌培地と分離培地の組

み合わせは、NmEC 培養の C-SMAC

が最も低く 60.8%であり、mEC 培

養の CHSTEC が最も高く 100%であ

った（表 2）。また、中菌数接種

検体のうち、astA 陽性コロニー

が分離された検体の割合は、増

菌培地では mEC および NmEC とも

に 100%であった。増菌培地と分

離培地の組み合わせは、 NmEC 培

養の C-SMAC が最も低く 67.5%で

あり、その他の組み合わせは約

100%であった。 

高菌数接種群では、釣菌コロ

ニーに対する astA 陽性コロニー

の割合は、いずれの増菌培地と

分離培地の組み合わせも 100%で

あった（表 2）。また、高菌数接
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種検体のうち、astA 陽性コロニ

ーが分離された検体の割合も全

ての組み合わせで約 100%であっ

た。 

（３）astA 陽性大腸菌自然汚染検

体での試験  

１）増菌培養液からの astA 検出  

供試した検体は、 mEC で 48 検

体中 41 検体が astA 陽性であり、

NmEC で 48 検体中 36 検体が astA

陽性であった（表 3）。 

２）astA 保有大腸菌の分離 

釣菌コロニーに対する astA 陽

性コロニーの割合は、増菌培地

での合計は mEC で 25.6%、NmEC で

8.7%であった。増菌培地と分離

培地の組み合わせは、 NmEC 培養

の C-CHSTEC が最も低く 8.2%であ

り、 mEC 培養の CHSTEC が最も高

く 29.8%であり、mEC が比較的高

い傾向であった（表 3）。また、

供試検体のうち astA 陽性コロニ

ーが分離された検体の割合は、

増菌培地では mEC で 52.1%、NmEC

で 41.7%であった。増菌培地と分

離培地の組み合わせは、 NmEC 培

養の C-CHSTEC が最も低く 27.1%

であり、 mEC 培養の C-CHSTEC が

最も高く 45.8%であった。 

 

Ｄ．考察  

astA 確認試験に供試した食品検

体の 33.3%が astA 陽性であったこ

とから、市販食品が astA 保有大腸

菌に比較的高頻度に汚染されてい

る可能性が示された（表１）。また、

各食品検体の生菌数、大腸菌群数お

よび大腸菌数と astA 保有大腸菌汚

染に関連性は確認されなかった（表

１）。 

増菌培地については、添加回収

試験の釣菌コロニーに対する astA

陽性コロニーの割合を比較すると、

低菌数群および中菌数接種群では

mEC と NmEC が同等か NmEC よりも

mEC がやや高い傾向であった。一方

で、供試検体のうち、astA 陽性コロ

ニーが分離された検体の割合は、低

菌数接種群では mEC より NmEC がや

や高い傾向であった。なお、中菌数

接種群および高菌数接種群では、

mEC および NmEC ともに 100%であっ

た。以上から、 mEC と NmEC はどち

らも astA 保有大腸菌の分離に有用

であると考えられた。一方で、astA

保有大腸菌自然汚染検体での試験

では、釣菌コロニーに対する astA

陽性コロニーの割合が mEC で 25.6%、

NmEC で 8.7%であったことから、供

試食品中の astA 保有大腸菌と夾雑

菌の組み合わせによっては、 NmEC

での増菌が分離に適さない場合が

あることが示された。 NmEC に選択

剤として添加されているノボビオ
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シンが astA 保有大腸菌の増殖を抑

制、あるいは夾雑菌の増殖を促進す

る可能性が推測された。また、NmEC

での増菌培養と C-SMAC での分離培

養の組み合わせは、食品によっては、

その他の組み合わせと比較してや

や劣る結果が認められたことから

（詳細略）、 分 離 培 地 に よ っ て は

astA 保有大腸菌の分離に適さない

選択剤の組み合わせがあることが

推測された。以上の結果から、原因

として astA 保有大腸菌が疑われる

食中毒事例対応の際は、増菌培地と

して mEC を優先して選択し、可能で

あれば NmEC の併用も考慮すること

が望ましいと考えられる。 

分離培地については、添加回収

試験の釣菌コロニーに対する astA

陽性コロニーの割合を比較すると、

C-SMAC よ り も CHSTEC お よ び C-

CHSTEC で高い傾向であった（表 2）。

供試検体のうち、astA 陽性コロニ

ーが分離された検体の割合の比較

でも同様の傾向であった。また、

astA 保有大腸菌自然汚染検体での

試験でも、概ね同様の傾向であった

（表 3）。以上の結果から、astA 保

有大腸菌の分離では、CHSTEC およ

び C-CHSTEC が望ましいと考えられ

る。なお、SMAC 上では大腸菌群と

astA 保有大腸菌が類似した赤色コ

ロニーを形成するため判別が困難

であることが、分離率低下の原因で

あると推察された。その他の分離培

地についても今後検討していく必

要がある。 

中菌数接種群および高菌数接種

群では、供試検体のうち astA 陽性

コロニーが分離された検体の割合

は 100%であった。このことから、30 

CFU/25 g 以 上 の 接 種 菌 数 であれば、

本 研 究 の ⼀ 連 試 験 法 で ほ ぼ 確 実 に
astA 保有大腸菌の分 離 が 期 待 で き
る こ と が ⽰ さ れ た 。  
 

E.結論  

astA 保有大腸菌を 30 CFU/25 g

以上を食品に接種し、 mEC または

NmEC に て 増 菌 培 養 し 、 C-SMAC、

CHSTEC および C-CHSTEC にて分離培

養する条件では、供試した全ての検

体で astA 保有大腸菌が分離された。 

本研究での分離率の差を考慮す

ると、astA 保有大腸菌が原因と疑

われる食中毒事例対応の際は、増菌

培地として mEC を優先して選択し、

可能であれば NmEC の併用も考慮し、

分離培地として CHSTEC および C-

CHSTEC を選択することで分離効率

が向上すると考えられる。本研究に

て検討した各種条件については、さ

らに多機関にて検討を重ね、食品に

おける astA 保有大腸菌検出法とし

て今後提案したい。 
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図 1 試験検体の astA 確認試験 

  

（１）試験検体のastA 確認試験

１
日
目

2
日
目

食品500 gを均一にし、食品各25 g入袋を20袋用意

4袋へmEC 225 mLを添加

42±１℃ 20〜22時間増菌

陰性(4袋とも)

それぞれ培養液10mLを分注

astA n2

培養液 0.1 mL各1本

コンベンショナルPCR法 (Yamamotoら)

DNA抽出（アルカリ熱抽出） n1
-20℃ 保存

astA保有大腸菌
1エーゼを

TSB 10 mLへ接種

37±１℃ 18時間

増菌

陽性（4袋のうち1袋以上）

16袋は冷蔵保管

（２）astA保有大腸菌の添加回収試験 （３）astA保有大腸菌の自然汚染検体
での試験

− 67 −



 

 

図 2  astA 保有大腸菌の添加回収試験  

  

（２）astA保有大腸菌の添加回収試験

3
日
目

4
日
目

それぞれ培養液10 mLを分注（使用後、冷蔵）

astA n2

培養液 0.1 mL各1本

コンベンショナルPCR法 (Yamamotoら)

DNA抽出（アルカリ熱抽出）n1
-20℃ 保存

分離培養 平板へ画線

• 薬剤C添加SMAC               n2
• クロモアガーSTEC          n2
• 薬剤C添加クロモアガーSTEC   n2

37 ± 1℃
20時間

判定 +(または-)

判定 +または-

クロモアガーSTECに画線

（コロニー単離）

DNA抽出(熱抽出）、 -20℃保存

astA n1
コンベンショナルPCR法 (Yamamotoら)コロニーの確認

37 ± 1℃

20時間

5
日
目

8袋へmEC225 mL添加

16袋 各10 CFU/25 g

42±１℃ 20〜22時間増菌

8袋へNmEC225 mL添加

2
日
目

6
日
目

7
日
目

8
日
目

9
日
目

確認後の培地は冷蔵保管

37 ± 1℃
18時間

TSIおよびLIMへ接種

37 ± 1℃

18時間

性状確認

各培地種類につき大腸菌様

コロニー3つを選択

接種菌液・ 10-6,10-7希釈液

(10-100 CFU/mL）

SMAC：赤、クロモアガーSTEC：藤

冷蔵保管していた16袋astA保有大腸菌培養液

10-1〜10-7希釈
0.1 mL

判定 +のみ

藤色コロニーのみ

判定 +のみ
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図 3 astA 保有大腸菌の自然汚染検体での試験  

 

  

3
日
目

4
日
目

それぞれ培養液10 mLを分注（使用後、冷蔵）

astA n2

培養液 0.1 mL各1本

コンベンショナルPCR法 (Yamamotoら)

DNA抽出（アルカリ熱抽出）n1
-20℃ 保存

分離培養 平板へ画線

• 薬剤C添加SMAC            n2

• クロモアガーSTEC         n2
• 薬剤C添加クロモアガーSTEC  n2

37 ± 1℃
20時間

判定 +または-

判定 +または-

DNA抽出(熱抽出）、 -20℃保存

astA n1
コンベンショナルPCR法 (Yamamotoら)

コロニーの確認

37 ± 1℃

20時間

5
日
目

（３）astA保有大腸菌の自然汚染検体での試験

陽性袋のみ画線も可

42±１℃ 20〜22時間増菌

8袋へmEC225 mL添加 8袋へNmEC225 mL添加

2
日
目

8
日
目

9
日
目

確認後の培地は冷蔵保管

37 ± 1℃ 

18時間

クロモアガーSTECに画線
（コロニー単離）

各培地種類につき大腸菌様

コロニー10個を選択

冷蔵保管していた16袋

SMAC：赤、クロモアガーSTEC：藤

藤色コロニーのみ

判定 +のみ

6
日
目

7
日
目

37 ± 1℃
18時間

TSIおよびLIMへ接種

性状確認

菌株のカジトン培地への保存

最大10コロニーずつプール可能
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表 1 食品検体の astA陽性数、生菌数、大腸菌群数および大腸菌数 

 

  

⾷品検体のastAPCR陽性数、⽣菌数、⼤腸菌群数および⼤腸菌数

⽣菌数 ⼤腸菌群 ⼤腸菌

鶏⾁ミンチ 4/4 2 4.5-4.8 2.0-3.1 <2

豚⾁スライス 0/4 6 3.0-4.8 <2-3.8 <2-2.7

1/4-4/4 4 4.1-4.9 2.3-3.5 <2

豚⾁ミンチ 2/4-4/4 4 7.1-8.1 3.5-7.7 <2-6.5

⽜⾁スライス 0/4 2 4.9-5.4 <2 <2

3/4-4/4 2 5.6-7.3 < 2-6.9 < 2

エビ 0/4 7 3.0-6.4 <2-3.1 <2

オクラ 0/4 3 5.9-7.1 5.5-7.0 <2

1/4-4/4 3 5.1-6.4 3.4-5.9 <2-3.3

キュウリ 0/4 2 6.0-6.3 3.1-4.3 <2-2.5
モヤシ 0/4 1 7.4 7.2 < 2

合計
48/144
(33.3)

36 3.0-8.1 <2-7.7 <2-6.5

*２検体は⽣菌数、⼤腸菌群数および⼤腸菌数試験を未実施

⾷品の種類
astA陽性
検体数

/4検体(%)
⾷品数

菌数 (Log CFU/g)
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表 2  astA 保有大腸菌の添加回収試験  

 

 

 

表 3  astA 保有大腸菌の自然汚染検体での試験  

 
 

 

 

 

 

 

TM-

SMAC
CHSTEC

TM-

CHSTEC
合計

TM-

SMAC
CHSTEC

TM-

CHSTEC
合計

mEC
40/40

（100）

72/118

(61.0)

68/83

(81.9)

75/106

(70.8)

215/307

(70.0)

24/40

(60.0)

25/40

(62.5)

26/40

(65.0)

27/40

(67.5)

NmEC
40/40

（100）

56/120

(46.7)

68/74

(91.9)

71/106

(67.0)

195/300

(65.0)

20/40

(50.0)

25/40

(62.5)

26/40

(65.0)

29/40

(72.5)

mEC
40/40

（100）

97/120

(80.8)

120/120

(100)

116/120

(96.7)

333/360

(92.5)

39/40

(97.5)

40/40

(100)

40/40

(100)

40/40

(100)

NmEC
40/40

（100）

73/120

(60.8)

114/120

(95.0)

118/120

(98.3)

305/360

(84.7)

27/40

(67.5)

39/40

(97.5)

40/40

(100)

40/40

(100)

mEC
24/24

（100）

72/72

(100)

72/72

(100)

72/72

(100)

216/216

(100)

24/24

(100)

24/24

(100)

24/24

(100)

24/24

(100)

NmEC
24/24

（100）

72/72

(100)

72/72

(100)

72/72

(100)

216/216

(100)

24/24

(100)

24/24

(100)

24/24

(100)

24/24

(100)

接種菌数

レベル

**豚⾁スライス（2⾷品）、⽜⾁スライス、オクラ（2⾷品）
***⽜⾁スライス、エビ（2⾷品）

菌数レベル：低は7-18 CFU/25 g、中は30-93 CFU/25 g、⾼は105-307 CFU/25 g
*豚⾁スライス、エビ、オクラ、キュウリ、モヤシ

表２ astA保有⼤腸菌の添加回収試験

⾷品
増菌

培地

陽性検体

数/供試検

体数

astA陽性コロニー数
/釣菌コロニー数(%)

astA陽性コロニーが分離された検体数
/供試検体数(%)

5種類

5⾷品*

3種類

5⾷品**

2種類

3⾷品

***

低

中

⾼

表３ astA保有⼤腸菌の⾃然汚染検体での試験

C-

SMAC
CHSTEC

C-

CHSTEC
合計

C-

SMAC
CHSTEC

C-

CHSTEC
合計

mEC
41/48

(85.4)

79/410

(19.3)

122/410

(29.8)

114/410

(27.8)

315/1,230

(25.6)

19/48

(39.6)

21/48

(43.8)

22/48

(45.8)

25/48

(52.1)

NmEC
36/48

(75.0)

33/350

(9.4)

26/318

(8.2)

27/326

(8.3)

86/994

(8.7)

14/48

(29.2)

16/48

(33.3)

13/48

(27.1)

20/48

(41.7)

陽性検体数

/供試検体

数

*豚⾁ミンチ（2⾷品）、鶏⾁ミンチ（２⾷品）、オクラ、⽜⾁スライス

４種類

６⾷品

*

⾷品
増菌

培地

astA 陽性コロニー数

/釣菌コロニー数 (%)

astA 陽性コロニーが分離された検体数

/供試検体数 (%)
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研究要旨 

astA 保有大腸菌の食品での検査法として、リアルタイム PCR 法の開発

が期待されている。また、近年 astA の遺伝子多型（バリアント）が明ら

かになっているため、本研究では、astA のバリアントに着目して、リア

ルタイム PCR 法のプライマーおよびプローブ候補を新規に設計した。そ

の結果、astA の現在判明している全バリアントを検出するプライマーお

よびプローブセット案と astA として機能していないことが予想される

バリアント X（大岡らの解析）以外の全バリアントを検出するプライマー

およびプローブセット案をそれぞれ複数設計した。それらは、astA 陰性

の各種食中毒細菌や食品由来細菌を増幅しなかったことから特異性が高

いことが示された。今後は、各バリアントの増幅性を確認し、感度につ

いても評価を進めたい。 
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国立医薬品食品衛生研究所    廣瀬昌平、新井沙倉 

 

Ａ．研究目的 

astA 保有大腸菌の食品での検査

法として、astA 遺伝子特異的な遺

伝子検出法が有用であると考えら

れ、コンベンショナル PCR 法やリア

ルタイム PCR 法が既に複数報告さ
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れている。特に、様々な細菌が混在

する食品から astA 保有大腸菌を検

出するためには、特異性が高く迅速

な判定が可能なリアルタイム PCR

法のプローブ法の活用が適してい

ると考えられる。 

一方で、astA 遺伝子には、その

遺伝子配列の違いから複数の遺伝

子多型（バリアント）が報告されて

いる（ Silva et al., BMC Microbiol. 

2014, 14:135; Maluta et al, FEMS 

Microbiol. Lett. 2017, 364:6）。

分担研究者の大岡の解析では、全バ

リアントの中には astA として機能

していないことが予想されるバリ

アントも存在することが示されて

い る （ 詳 細 略 、 Personal 

communication）。そこで本研究では、

日 本 の 集 団 食 中 毒 事 例 由 来 株 の

astA バリアントを同定し、それら

のバリアントを包括的に検出可能

なリアルタイム PCR 法を新規に開

発することを目的とした。 

 

Ｂ.研究方法 

（１）集団食中毒事例由来 astA 保

有大腸菌のバリアントの特定  

１）菌株  

astA 保有大腸菌による集団食

中毒事例由来株 14 株を供試した

（表１）。 

２）astA 配列取得  

14 株のうち 7 株については、

分担研究者の伊豫田から MiSeq

（イルミナ）にて取得した配列

が提供された。その他 7 株につ

いては、国衛研にて以下の方法

に て 配 列 取 得 し た 。 菌 株 を

Tryptone soya broth (TSB、オ

キソイド)中で 37℃にて 18 時間

培 養 し た 。 こ の 菌 培 養 液 を

NucleoSpin Tissue キット（タカ

ラバイオ）を用いて DNA を抽出

し、抽出 DNA の濃度を Quantus

（プロメガ）によって測定した。

Nextera XT DNA Library Prep キ

ット（イルミナ）または Illumina 

DNA prep キット（イルミナ）を

用いてライブラリーを調整した。

ラ イ ブ ラ リ ー の サ イ ズ は

TapeStation（アジレント・テク

ノ ロ ジ ー ） を 用 い て 確 認 し 、

MiniSeq にて配列取得した。 

３）バリアントの特定  

得られた配列は、分担研究者

の大岡が astA の各種バリアント

リファレンス配列と照合、バリ

アントを特定した。 

（２）プライマーおよびプローブ設

計領域の選定  

astA の各種バリアントリファ

レンス配列について、astA 遺伝

子の上流および下流を含めた領

域を抜き出し、アライメントした。
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ラバイオ）を用いて DNA を抽出

し、抽出 DNA の濃度を Quantus

（プロメガ）によって測定した。

Nextera XT DNA Library Prep キ

ット（イルミナ）または Illumina 

DNA prep キット（イルミナ）を

用いてライブラリーを調整した。

ラ イ ブ ラ リ ー の サ イ ズ は

TapeStation（アジレント・テク

ノ ロ ジ ー ） を 用 い て 確 認 し 、

MiniSeq にて配列取得した。 

３）バリアントの特定  

得られた配列は、分担研究者

の大岡が astA の各種バリアント

リファレンス配列と照合、バリ

アントを特定した。 

（２）プライマーおよびプローブ設

計領域の選定  

astA の各種バリアントリファ

レンス配列について、astA 遺伝

子の上流および下流を含めた領

域を抜き出し、アライメントした。

 

各種バリアントで共通した配列

について、プライマーおよびプロ

ーブを設計可能な領域とした。 

（３）プライマーおよびプローブ候

補の設計 

プライマー等設計支援ソフト

ウェアである Primer3（ http://b

ioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/）

にてプライマーおよびプローブ

候補を設計した。設計されたプラ

イマーおよびプローブ候補を as

tA リファレンス配列と比較し、

設計したプライマーおよびプロ

ーブ候補配列の末端に１塩基多

型が存在しない候補を選定した。

また、分担研究者の大岡から、as

tA を保有する腸管出血性大腸菌

の多くがバリアント X の astA を

保有することおよびバリアント

X の配列は astA として機能して

いないことが予想されるとの情

報を得たため、バリアント X が検

出対象から除外されるプライマ

ーおよびプローブ候補も設計し

た。選定されたプライマーおよび

プローブ候補のオリゴを合成し

た。なお、プローブは、FAM の蛍

光標識を選択した。 

（４）特異性試験  

１）菌株  

各種食中毒細菌や食品由来細

菌の合計 26 菌種、32 株を供試し

た（表１）。これらは、腸管病原

性大腸菌（ EPEC）および腸管出血

性大腸菌（ EHEC）の各 1 株、大腸

菌 と 近 縁 の Escherichia 

albertii の標準株（ JCM  17328T）

お よ び 散 発 下 痢 症 患 者 由 来 株

（ EA40）が含まれた（表１）。 

２） DNA 溶液の調製  

菌株を TSB 中で 37℃にて 18 時

間 培 養 し た 。 こ の 菌 培 養 液 を

NucleoSpin Tissue キットを用

いた DNA 抽出に供試した。抽出

DNA の濃度を Quantus によって測

定した。抽出 DNA 溶液を滅菌蒸

留水（ DW）にて 2 ng/μL の濃度

に希釈した。この希釈 DNA 溶液

をリアルタイム PCR のテンプレ

ートとした。 

３）astA 特異的コンベンショナ

ル PCR 法 

Yamamoto らの方法のプライマ

ーを用いて astA 特異的コンベン

ショナル PCR 法を実施した（表

２）。陽性コントロールとして、

astA 保有大腸菌の培養液から熱

抽出した DNA を供試した。コン

ベ ン シ ョ ナ ル PCR 試 薬 に は 、

Quick Taq HS DyeMix（東洋紡）

を⽤いた。反応条件は、94℃2 分

間、94℃30 秒間－55℃30 秒間－

68℃１分の 30 サイクル、 68℃5

分間とした。 
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４）リアルタイム PCR 法 

設計した Assay 1〜11（表２）

のプライマーおよびプローブに

てリアルタイム PCR をそれぞれ

行った。リアルタイム PCR 試薬

に は 、 TaqMan Environmental 

Master Mix 2.0（サーモフィッ

シャーサイエンティフィック）

を用いた。上記にて調製した希

釈 DNA 溶液を 5 µl 加えた。 1 つ

の DNA 溶液につき 2 反応実施し

た。機器は QuantStudio 3 また

は QuantStudio 5（サーモフィッ

シャーサイエンティフィック）

を使用した。50℃2 分および 95℃

10 分の熱変性ののち、95℃15 秒

－60℃1 分を 40 サイクル増幅反

応させた。2 反応中 2 反応陽性の

場合に陽性と判定した。 

（５）遺伝子シーケンスによる配列

決定  

供試した 28 株のうち、E. coli 

ESC425 および E. albertii EA40

の 2 株について、上記にて抽出

した各 DNA を鋳型として供試し、

Silva らのシークエンス用プラ

イ マ ー （ Silva et al., BMC 

Microbiol. 2014, 14:135）にて

PCR 反応による増幅を行った（表

２）。PCR 反応には、TaKaRa Ex Taq

（タカラバイオ）を使用した。ま

た、プライマーの終濃度を 0.4 

µM に調製した。98℃10 秒の熱変

性ののち、 98℃10 秒－50℃5 秒

－72℃90 秒を 35 サイクルの増

幅反応後、 72℃で 5 分間反応さ

せた。PCR 産物を電気泳動した。

ExoSAP-IT PCR Product Cleanup 

Reagent（サーモフィッシャーサ

イエンティフィック）によって

PCR 産物を精製した。精製 PCR 産

物 を BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit（サーモフ

ィッシャーサイエンティフィッ

ク）を用いた cycle sequencing

に供試した。Cycle sequencing

には、上記 PCR 反応と同一のプ

ラ イ マ ー を 用 い た 。 Cycle 

sequencing 産物は、エタノール

沈殿にて精製した。遺伝子配列

は 、 Applied Biosystems 

SeqStudio Genetic Analyzer（サ

ーモフィッシャーサイエンティ

フィック）を用いた遺伝子シー

ケンスにて決定した。決定した

配列について、astA リファレン

ス配列と比較した。 

 

Ｃ.研究結果 

（１）集団食中毒事例由来 astA 保

有大腸菌のバリアントの特定  

１）バリアントの特定  

供試した 14 株のうち、単一の

バリアントのみ保有する株は 6
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sequencing 産物は、エタノール
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は 、 Applied Biosystems 

SeqStudio Genetic Analyzer（サ

ーモフィッシャーサイエンティ

フィック）を用いた遺伝子シー

ケンスにて決定した。決定した

配列について、astA リファレン
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Ｃ.研究結果 

（１）集団食中毒事例由来 astA 保

有大腸菌のバリアントの特定  

１）バリアントの特定  

供試した 14 株のうち、単一の

バリアントのみ保有する株は 6

 

株あり、2 種類のバリアントを保

有する株は 7 株、3 種類のバリア

ントを保有する株は 1 株であっ

た（表１）。最も多くの株が保有

するのは、prototype（ 4 株）であ

った。 

（２）プライマーおよびプローブ設

計領域の選定  

バリアント間でミスマッチが

少ない astA 遺伝子の上流および

下流までの範囲をプライマーお

よびプローブ設計可能範囲と選

定した（図 1）。 

（３）プライマーおよびプローブ候

補の設計 

全 astA バリアントの検出を目

的としたプライマーおよびプロ

ーブセットを 7 種類（Assay 1、

Assay 2、Assay 3、Assay 4、Assay 

5、Assay 6 および Assay 9）およ

びバリアント X 以外の全 astA バ

リアントの検出を目的としたプ

ライマーおよびプローブセット

を 4 種類（Assay 7、Assay 8、

Assay 10 および Assay 11）設計

した（表２）。 

（４）特異性試験  

Yamamoto らのコンベンショナ

ル PCR 法では、E. albertii EA40

株のみ陽性であり、その他 26 菌

種 31 株は全て陰性であった（表

１）。 

供試した E. albertii EA40 株

は、設計した全 11 種類のリアル

タイム PCR 法で陽性となった（Ct

値：15.6〜19.0）。また、Assay 1

〜 Assay 6 および Assay 9 におい

て、 E. coli ESC425 株は陽性と

なった（Ct 値：20.6〜32.6）。特

に、Assay 6 では、 ESC425 株の

Ct 値が 20.6 と最も低かった。そ

の他、 26 菌種 30 株はいずれの

PCR 法でも陰性であった。 

（５）遺伝子シーケンスによる配列

決定  

E. albertii EA40 は、astA リ

フ ァ レ ン ス 配 列 の 中 の

Prototype と 100%配列が一致し

たため、prototype と同定された

（図２）。また、E. coli ESC425

は、バリアント X と 100%配列が

一致したため、バリアント X と

同定された。 

 

Ｄ .考察  

astA については、その病原性が

現時点で明確になっておらず、過去

には astA 保有大腸菌が様々な食品

から検出されたと報告されている

（濱﨑ら、腸管病原性大腸菌の検出

方法に関する研究、平成 20 年度福

岡県保健環境研究所年報）。そのた

め、機能している astA を効率よく

検出することが、食品や患者から
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astA を検出する上で重要である。

本研究の過程で、分担研究者の大岡

から astA 保有の腸管出血性大腸菌

の多くがバリアント X の astA を保

有すること、さらに、バリアント X

の配列からこのバリアントは astA

として機能していないことが予想

されるとの情報を得た。その情報を

参考に、astA の全バリアントを検

出するプライマーおよびプローブ

セット案とバリアント X 以外の全

バリアントを検出するプライマー

およびプローブセット案をそれぞ

れ複数設計した。 

本研究にて、集団食中毒事例由

来株の astA のバリアントを同定し

たが、種類の異なる複数のバリアン

トを複合的に保有する株が半数以

上を占めていた。今後、開発してい

る astA 特異的リアルタイム PCR 法

の特異性を精査するためには、個々

のバリアントの代表株を選出し、そ

の株を用いた特異性試験を実施す

る必要がある。そのためには、1 種

類の astA バリアントを保有する各

バリアントの代表株を決めるため

にシーケンス反応による astA の配

列決定が必要である。次に、十分な

特異性を示したプライマーおよび

プローブセット案について、食品を

用いた感度試験を実施する必要が

ある。ゲノム上に複数の astA をコ

ードする株や astA をコードするプ

ラスミドを複数個保有する株も存

在するため、供試する菌株の選定に

は注意を要することが予想される。

さらに、実際の食品への応用性につ

いても、培養法の利用と併せて検討

を重ねる必要がある。 

また、本研究では astA 保有大腸

菌の食品での検査法の確立を最終

目 的 と し て い る が 、 本 試 験 で E. 

albertii が astA を保有していたよ

うに、astA は他の細菌種でも検出

される可能性がある。astA 保有大

腸菌が原因と予想される食中毒事

例の検査の際には、astA の検出に

加えて大腸菌も同時に検出するこ

とが求められる可能性がある。 

 

Ｅ .結論  

astA の現在判明している全バリ

アントを検出するプライマーおよ

びプローブセット案とバリアント

X 以外の全バリアントを検出する

プライマーおよびプローブセット

案をそれぞれ複数設計した。今後、

これらの特異性および感度を検討

し、最も優れたものについて食品へ

の応用性を評価する必要性が考え

られる。 

 

Ｆ .健康危険情報 

なし 
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図1. astA特異的リアルタイムPCR法のプライマーおよび
プローブ設計可能領域

論⽂投稿の都合により、
配列は伏せさせていた

だきます
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表1. 開発したリアルタイムPCRの特異性試験へ供試した菌種と結果

Assay 1 Assay 2 Assay 3 Assay 4 Assay 5 Assay 6 Assay 7 Assay 8 Assay 9 Assay 10 Assay 11
Arcobacter butzleri 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Arcobacter cryaerophilus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Arcobacter skirrowii 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus cereus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Campylobacter coli 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Campylobacter jejuni 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Citrobacter freundii 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacter cloacae 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacter aerogenes 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Escherichia albertii

EA1T 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EA40 1 1 1 (18.0) 1 (15.7) 1 (18.3) 1 (17.6) 1 (16.2) 1 (17.7) 1 (15.6) 1 (18.0) 1 (19.0) 1 (17.7) 1 (18.7)

Escherichia coli
ESC67 (EPEC) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ESC425 (EHEC) 1 0 1 (29.8) 1 (29.7) 1 (32.6) 1 (32.6) 1 (29.5) 1 (20.6) 0 0 1 (28.4) 0 0

Escherichia fergusonii 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Escherichia hermannii 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hafnia alvei 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Klebsiella oxytoca 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Morganella morganii subsp. Morganii 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Proteus mirabilis 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Salmonella enterica subsp. enterica seroverTyphimurium 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Shigella boydii 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Shigella dysenteriae 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Shigella flexneri 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Shigella sonnei 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vibrio parahaemolyticus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Yersinia enterocolitica 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Yersinia pseudotuberculosis 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
* YamamotoらのPCR法をQuickTaqにて試験した
**Duplicateしたwellの平均Ct値

菌種
供試
株数

リアルタイムPCR陽性数 (Ct値**)コンベンショナル
PCR陽性数*
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表2. 供試したastA 特異的PCR法のプライマーおよびastA 特異的リアルタイムPCR法のプライマーおよびプローブ候補

名称 ⽬的
プライマーおよびプローブ
（蛍光およびクエンチャー標識）

産物
(bp)

Yamamotoらの astA の検出 EAST11-a: CCATCAACACAGTATATCCGA 111
コンベンショナルPCR法 EAST11-b: GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT
Assay 1 全astA バリアントの検出

Assay 2 全astA バリアントの検出

Assay 3 全astA バリアントの検出

Assay 4 全astA バリアントの検出

Assay 5 全astA バリアントの検出

Assay 6 全astA バリアントの検出

Assay 7 バリアントX以外の
全astAバリアントの検出

Assay 8 バリアントX以外の
全astAバリアントの検出

Assay 9 全astA バリアントの検出

Assay 10 バリアントX以外の
全astAバリアントの検出

Assay 11 バリアントX以外の
全astAバリアントの検出

Silvaらのシーケンス反応 astA のシーケンス反応 EAST13a: AGAACTGCTGGGTATGTGGCT 281
EAST12b: CTGCTGGCCTGCCTCTTCCGT

論⽂投稿の都合により、
配列等は伏せさせていた

だきます
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研究要旨  

astA 遺伝子（腸管凝集付着性大腸菌耐熱性毒素をコード）保有大腸菌

を中心とした種々の病原性大腸菌について“効果的な検出法の確立”およ

び“病原因子の組み合わせによる重症化リスクの解明”を目的として研究

を進めた。R4 年度は、昨年度にドラフトゲノム配列を取得した astA 遺伝

子陽性 31 株について、 astA 遺伝子のゲノム局在を明らかにするため、完

全長ゲノム配列の取得を試みた。また、NCBI 等公共データベース登録株

から同定したされた完全長ゲノム配列決定大腸菌株（約 9,000 株）の中か

ら同定した 713 株の astA 遺伝子陽性株について、本解析で同定した 31 株

と併せて解析し、35 種類の astA 遺伝子バリアントを同定した。これら 35

種類のバリアント（V1-V35）について詳細な配列解析を実施した結果、保

有株数の多い主要な astA 遺伝子バリアントは V22（ 218 株）、prototype（ 145

株）、V6（ 68 株）、V27（ 46 株）、V12（ 36 株）、V7（ 12 株）であった。ま

た、それらとは別に astA 遺伝子の断片を持つ株が 349 株存在した。各バ

リアントの intactness についての解析から、V7, V15, V22, V33 は premature 

stop codon などにより機能しない可能性が示唆された。これらの結果、機

能する可能性があり、多数の株に保有されるバリアントは prototype、V6、

V27 の 3 種類と考えられた。これとは別に、astA 遺伝子がコードされてい

る挿入配列 IS1414 の intactness に関する解析から、prototype, V2, V7, V31, 

V32 がコードされた IS1414 は構造的に intact であることが判明し、これ

らのバリアントが今後、ゲノム上でのコピー数増加に関わる可能性が示唆

された。これらのことから、今後、注意すべき astA 遺伝子バリアントは

prototype、V6、V27 と考えられた。今後はこれらのバリアントについて、

機能解析を実施し、検査現場における重要性を確認する予定である。  
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A．研究目的  

近年、病原大腸菌を原因とする

食中毒が多発しており、令和 2 年に

は、学校給食を喫食した小中学生の

児童生徒等 2,529 人の患者をとも

なう astA 遺伝子保有大腸菌による

大規模食中毒が発生した。astA 遺

伝子保有大腸菌による食中毒は毎

年発生が続いており、患者が 100 人

を超える事例も多く、食中毒予防対

策が必要とされている。また、腸管

凝集付着性大腸菌[EAEC](凝集付着

性因子: aggR 遺伝子等の保有株 )や

腸管病原性大腸菌[EPEC](細胞への

局在付着性因子:eae 遺伝子等の保

有株 )による食中毒の発生も続いて

いる。これらの病原大腸菌による食

中毒においては、原因食品が不明で

あることが多く、感染源 (食材や食

品)が明らかになることはまれであ

る。これらの病原大腸菌の食品等の

検査法は国内外で確立されておら

ず、一般的な大腸菌の検査法を用い

て実施されることが多く、効率的な

検査法が実施されていないことが

危惧される。食中毒細菌の食品汚染

菌数レベルは低いことがいわれて

おり、その食中毒細菌に適した検査

法が原因食品究明には重要である。 

本研究では、ゲノム情報を基に

各病原型に保存性の高い病原関連

遺伝子を同定する。その際、既知の

病原因子だけでなく、新規因子の同

定も試みる。病原因子の発現解析お

よび機能解析をおこない、検出指標

に適した病原関連遺伝子を既知・新

規因子を含め検討する。以上のよう

な研究を進めることにより、遺伝子

検出法を主とした病原性大腸菌の

効果的検査法の開発を目指す。 

本年度は、R3 年度ドラフトゲノ

ム配列を取得した 31 株および公開

データベース上に登録された astA

遺伝子保有完全長ゲノム配列決定

株 713 株について、astA 遺伝子の

特徴など大規模ゲノム比較解析を

行い、検出系構築のための疫学マー

カーとなりうる遺伝子選定と病原

機構を解析することを目的とした。 

 

B．研究方法 

（１）鹿児島大保有 astA 遺伝子保

有 31 株の完全長ゲノム配列解析 

昨年度ドラフトゲノム配列を取

得した 31 株について、ドラフトゲ

ノム配列では astA 遺伝子の局在

な ど 詳 細 な 解 析 を 行 え な い こ と

が 判 明 し た た め 、 MinION

（ Nanopore）を用いた完全長ゲノ

ム配列の取得を試みた。具体的に

は、 NucleoBond HMW DNA（ Takara 

Bio）を用いて長鎖ゲノム DNA を精

製し、短鎖 DNA を除去したのち、

MinION で解析した。得られたロン

グリード配列を MiSeq リード配列

とともに unicycler-v0.4.8 でハ
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イブリッドアセンブルした。 

（２）同定した astA 遺伝子保有株

（鹿児島株 31 株と公共 DB 由来

713 株、計 744 株）に関する astA

遺伝子バリアントの詳細な解析 

項目（1）で得られたゲノム配列

を元に、既知の astA 遺伝子バリア

ントとの配列比較を行い、それら

のゲノム上での局在・コピー数に

ついて検討した。また、astA 遺伝

子 は ト ラ ン ス ポ ゾ ン の 一 種 で あ

る挿入配列 IS1414 の内部にコー

ドされているため、IS1414 の構造

的 特 徴 を も と に 転 移 能 の 有 無 を

検討した。 

（３）astA 遺伝子保有株の進化系

統解析と astA 遺伝子バリアント

の分布  

計 744 株についてコア遺伝子を

用いたゲノム系統解析を行った。

進化系統解析は、各ゲノム配列を

DFAST でアノテーションした後、

Roary（アミノ酸配列相同性 80%以

上）によりコア遺伝子の抽出、ア

ライメントし、iqtree を用いて系

統 解 析 し た 。 系 統 樹 は iTOL 

(https://itol.embl. de)を用い

て作成した。同定された astA 遺伝

子 バ リ ア ン ト を 系 統 樹 上 に マ ッ

プし、系統と分布の関連を解析し

た。 

（４）異なる系統に存在する同一

astA 遺伝子バリアント周辺のゲ

ノム構造比較  

744 株のコア遺伝子ゲノム系統

解析結果において、異なる系統に

同一バリアントがあり、その局在

が プ ラ ス ミ ド で あ っ た も の に つ

いて、プラスミド構造を比較し、

同 一 プ ラ ス ミ ド に よ る 水 平 伝 播

の可能性を検証した。具体的には

各 株 か ら バ リ ア ン ド が 局 在 す る

プ ラ ス ミ ド の 配 列 を 抽 出 し 、

GenomeMatcher3.04 の

CompareSequences 機 能 を 用 い て

比較した。 

（５）主要 astA 遺伝子バリアント

の機能解析 

項目（ 3）で同定した主要な astA

遺伝子バリアントの機能を明ら

かにするため、 T7 プロモーター

で 制 御 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー

pTEBA（ BioDynamics Laboratory 

Inc.）にクローニングした。具体

的には prototype, V6, VX, V27

を そ れ ぞ れ astA_P_V6-F(5'-

GGGGCATATGCCATCAACACAGTATAT

CCGAAGGCCCGCATCCAGTTATGCAT

CGTGCATATGGTGCGCAACAGC-

3')/astA_P-R(5'-

GGGGGAATTCAGGTCGCGAGTGACG

GCTTTGTAGTCCTTCCATGACACGAA

GCGCAGGCTGTTGCGCACCATATG-

3')[for prototype], astA_P_V6-F/astA_v6-

R(5'-

GGGGGAATTCAGGTCGCGAGTGACG
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GCCTTGTAGTCCTTCCATGACACGAA

GCGCAGGCTGTTGCGCACCATATG-

3')[for V6], astA_v27-F(5'-

GGGGCATATGCCATCAACACAGTATAT

TCGGAGACCCACATCCAGTTATGCAT

CGTGCATATGGTGCGCAACAGT-3')/ 

astA_v27-R(5'-

GGGGGAATTCAGGTCGCGAGTGACGG

CTTTGTAGTCCTTCCATGACACGAAGC

GCAGACTGTTGCGCACCATATG-3')[for 

V27]の プ ラ イ マ ー ペ ア を 用 い て

KOD -Multi & Epi（ Toyobo）で PCR

増幅した。 pTEBA ベクターおよび

上記の PCR 産物を制限酵素 EcoRI

と NdeI で処理し、 DNA Ligation 

Kit  Ver.2.1(Takara)で ラ イ ゲ

ー シ ョ ン し た 後 、 E. coli Zip 

BL21(DE3) （ BioDynamics 

Laboratory Inc.）へ形質転換し、

目 的 タ ン パ ク の 発 現 お よ び 機 能

解 析 の た め の 形 質 転 換 体 を 作 製

した。 

 

Ｃ．研究結果 

（１）鹿児島大保有 astA 遺伝子保

有 31 株の完全長ゲノム配列解析 

MiSeq と MinION の各リード配列

を ハ イ ブ リ ッ ド ア セ ン ブ ル し た

結果、18 株の完全長ゲノム配列を

取得することが出来た。その他の

株については、類似したファージ

などの挿入があったためか、染色

体 を 環 状 に す る こ と が 出 来 な か

った（表 1）。 

（２）同定した astA 遺伝子保有株

（鹿児島株 31 株と公共 DB 由来

713 株、計 744 株）に関する 35 種

類の astA 遺伝子バリアントの詳

細な解析 

各バリアントの遺伝子構造：V7, 

V15, V22, V33 は premature stop 

codon などにより機能しないと考

えられたが、それ以外は intact な

構造であった。また、5’末端領域

が完全に欠失している astA 遺伝

子も見られた（図 1）。 

各バリアントの保有株数：保有

株 数 の 多 い 主 要 な バ リ ア ン ト は

V22（218 株）、prototype（145 株）、

V6（ 68 株）、V27（ 46 株）、V12（ 36

株）、V7（12 株）であり、それ以外

は 10 株未満であった（表 2）。ま

た、5’末端領域が完全に欠失した

astA 遺伝子は 349 株で検出され

た。 

各 バ リ ア ン ト の ゲ ノ ム 局 在 ：

prototype は染色体（ 76 株）およ

びプラスミド（ 76 株）のどちらに

も多く局在していたが、それ以外

の 主 要 バ リ ア ン ト も 含 め た 他 の

バ リ ア ン ト の ほ と ん ど が 染 色 体

か プ ラ ス ミ ド の ど ち ら か へ の 局

在を示した（表 2）。 

株あたりの各バリアントのコピ

ー数：prototype 保有株では、複

数コピー保有する株が 145 株中 41
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株（28%）存在し、1 株で最高 11 コ

ピー保有する株が見られたが、他

のバリアントでは、最高でも 2 コ

ピー保有する株が 1 株あるいは 2

株存在するのみであった（表 2）。 

各バリアントが存在する挿入配

列 IS1414 の構造：prototype, V2, 

V7, V31, V32 の 5 種類のバリアン

トをコードする IS1414 は intact

な構造であった。それ以外の 30 種

類は IS の転移酵素をコードする

遺 伝 子 が 欠 損 し て い る た め 機 能

しない、あるいは IS の 5’末端や

3’末端が欠失していた（図 2）。 

（３）astA 遺伝子保有株の進化系

統解析と astA 遺伝子バリアント

の分布  

Roary による解析からコア遺伝

子が 1,600 個同定され、アライメ

ントの結果、 informative SNP は

42,536 個同定された。その結果を

基に作成した系統樹に astA 遺伝

子 バ リ ア ン ト の 分 布 を マ ッ プ し

た。その結果、バリアントの多く

は大腸菌の進化系統（A,B1, B2, C, 

D, E）に偏りなく散在しているこ

とがわかった（図 3）。また、5’末

端 領 域 が 完 全 に 欠 失 し て い る

astA 遺伝子は進化系統 A と E に多

くみられた（図 4）。 

（４）異なる系統に存在する同一

astA 遺伝子バリアント周辺のゲ

ノム構造比較  

異なる系統に同一の astA 遺伝子

バリアントが検出され、当該バリ

ア ン ト が プ ラ ス ミ ド 上 に コ ー ド

されている場合、プラスミドを介

した水平伝播が想定されるため、

そ の 可 能 性 を 確 認 す る 目 的 で 該

当 株 の プ ラ ス ミ ド 構 造 を 比 較 し

た。一例として、バリアント V24

は異なる系統に属する 7 株（図 5）

が保有し、全てプラスミド上にコ

ー ド さ れ て い る こ と が 判 明 し て

いる。そのため、これら 7 株にお

いて astA 遺伝子をコードしてい

る プ ラ ス ミ ド の 構 造 比 較 を 行 っ

た（図 6）。その結果、①のグルー

プに属する 5 株のプラスミドは非

常 に 類 似 性 が 高 い こ と が 判 明 し

たが、①②③のグループ間では部

分 的 な 類 似 性 し か 検 出 さ れ な か

った。 

（５）主要 astA 遺伝子バリアント

の機能解析 

35 種類の astA 遺伝子バリアン

ト が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 を

比較した結果、 prototype を含む

7 種類は同じ配列であったが、そ

れ以外は配列多様性を認めた（図

7）。このことから、集団感染事例

由来株で保有頻度が高い、また、

全 株 の 中 で も 比 較 的 保 有 頻 度 の

高い prototype, V6, V27 に焦点

を当て、その病原性を検討するこ

ととした。本年度は、高発現させ

− 91 −



た 状態で 細 胞障害性 や 細 胞侵入

性 な ど 病 原 性 の 有 無 を調べ る た

め、これらバリアントを T7 誘導性

発現プラスミドである pETBA ベク

ターにクローニングし、そのタン

パク質発現を確認した。 

（倫理面への配慮） 

  該当しない。 

 

D．考察  

本年度実施した 744 株の astA

遺伝子保有大腸菌株に関する 35

種 類 の 遺 伝 子 バ リ ア ン ト の 詳 細

な解析から、①保有株数の多い主

要なバリアントは V22（218 株）、

prototype（145 株）、V6（ 68 株）、

V27（ 46 株）、V12（ 36 株）、V7（12

株）であること、②バリアント V7, 

V15, V22, V33 は欠損しており、

機能しないと考えられること、③

各バリアントの局在は prototype

を除き、プラスミドあるいは染色

体 の い ず れ か で あ る こ と 、 ④

prototype を除いて、1 株あたりに

マ ルチコ ピ ー 存 在 す る バ リ ア ン

トはほとんどないこと、⑤ 5’末端

が完全に欠損している astA 遺伝

子 を 保 有 す る 株 を 含 め る と ほ と

んどの大腸菌系統に astA 遺伝子

保 有 株 が 存 在 す る こ と が 明 ら か

に な っ た 。 こ れ ら の こ と か ら 、

astA 遺伝子を保有する株を特異

的 に 検 出 す る 疫 学 マ ー カ ー と な

る 遺 伝 子 を 同 定 す る の は困難で

あること、また、単に全ての astA

遺 伝 子 バ リ ア ン ト を 同 定 す る 現

在用いられている PCR 等の検査法

では、機能しないバリアントも検

出してしまうため、実際に病原性

に寄与し て い る バ リ ア ン ト の み

を識別 出 来 る 検 査 法 が 必 要 で あ

る と 考 え ら れ る 。 加 え て 、 ⑥

prototype, V2, V7, V31, V32 の

5 種類のバリアントをコードする

挿入配列 IS1414 は intact な構造

で あ る が そ れ 以 外 は 欠 損 し て い

る た め 転 移 能 を 持 た な い と 考 え

られることが判明した。このこと

から、今後、転移等により菌株間

で 伝 播 し て い く 可 能 性 が 高 い バ

リ ア ン ト は 限 定 さ れ る こ と も 明

らかとなった。 

今後は、構造的に intact なバ

リ ア ン ト の 中 で 高 い 保 有 率 を 示

す prototype など主要なバリアン

トを中心として、病原性への関与

メ カ ニズム に つ い て 機 能 解 析 を

進め、どのバリアントが臨床的に

重要であるかを明らかにし、それ

ら の バ リ ア ン ト を 特 異 的 に 検 出

で き る 検 出 系 の 構 築 に繋げる 必

要がある。 

 

E．結論  

astA 遺伝子陽性大腸菌に関して、

全ゲノム情報を基に、保存性が高く
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検出指標に適した病原関連遺伝子

の同定とそれを利用した効果的検

査法の開発を目指して解析を進め

た。今年度は、昨年度に同定した 35

種類の astA 遺伝子バリアントにつ

いて、その分布やコピー数、ゲノム

局在、転移能などの特性解明を中心

に解析を実施し、その結果、重要な

バリアントとそうでないものを識

別する必要性があることを明らか

にした。また、astA 遺伝子が大腸

菌進化系統のほぼ全てに分布して

いることが明らかとなったことか

ら、astA 遺伝子保有株を検出する

疫学マーカーとなる遺伝子の同定

は困難であることが示唆され、た。

本年度、重要と思われるバリアント

については、遺伝子クローニングを

行うまでしか進まなかったため、次

年度はこれら astA 遺伝子の高発現

株を用いて、その病原機構への関与

について機能解析を行い、その研究

成果を学会および国際雑誌等で報

告することを目指す。 

 

F．健康危険情報  

国民に至急知らせた方がよい情

報に該当するものはない。 

 

G．研究発表  

（誌上発表） 

なし 

（学会等発表） 

大岡唯祐、後藤恭宏、林哲也、西

順一郎 . 大腸菌における astA 遺

伝子バリアントの同定およびそ

の分布. 第 96 回日本細菌学会総

会 . 令和 5 年 3 月 17 日 .兵庫  

 

H．知的財産権の出願・登録状況  

（予定を含む。） 

 

１．特許取得 

なし 

 

２．実用新案登録 

  なし 

 

３．その他  

  なし 
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[前回報告から修正] Intactness of the astA variants

truncated astA (349 strains)
GGGGCGAATTTCTGGTTCAATGTGCTGACTGAACTGAAAAACCGCGGTCTGAACGATATCCTCATCGC
CTGTGTGTATGGCCTGAAAGAATTCCCGGAGGCCCGCATCCAGTTATGCATCGTGCATATGGTGCGCA
ACAGCATGCGCTTCGTGTCATGGAAGGAATACAAAGCCGTCACTCGCGACCTGA

variant 33 (4 strains)

GTAATTTTATTACAAAAGGCGACAACTACCTTGAAAAACGCCGCCAAACTGCGATCGATTCAGATGCC
ATTTTGCACCATCAACACAGTATATCCGAAGGCCCGCATCCAGTTATGCGTCGTGCATATGGTGCGCA
ACAGCCTGCGCTTCGTGTCATGGAAGGACTACAAGGCCGTCACTCGCGACCTGA

variant 22 (217 strains)

CTGACTGAACTAAAAAACCGCGGCCTGAACGATATTCTCATAGCCTGTGTCGACGGGCTGAAAGGCTT
CCCGGACGCTATCAACACGGTGTATCCGGAAGCCCGCATCCAGCTGTGCATCGTGCATATGGTGCGCA
ACAGCCTGCGGTTCGTTTCCTGGAAGGACTACAAAGCCGTCACCCGCGACCTGA

variant 7 (12 strains)

ATGCCATCAACACAGTATATCCGAAGGCCCGCATCCAGTTATGCATAGTGCATATGGTGCGCAACAGT
CTGCGCTTCGTGTCATGGAAGGACTACAAAGCCGTCACTCGCGACCTGA

intact astA (117 bp, 38 amino acids)[prototype]
ATGCCATCAACACAGTATATCCGAAGGCCCGCATCCAGTTATGCATCGTGCATATGGTGCGCAACAGC
CTGCGCTTCGTGTCATGGAAGGACTACAAAGCCGTCACTCGCGACCTGA

35種類のvariantのうち、v7, v15, v22, v33は不完全なため機能しないと考えられる。
また、349株はtruncatedしたastA遺伝⼦を保有している。

variant 15 (9 strains)

TGCCATCAACACAGTATATCCGAAGGCCCGCATCCAGTTATGCATCGTGCATATGATGCGTAACGGCC
TGCGCTTCGTATCATGGAAGGACTACAAAGGCGTCACTCGCGATCTGA

図 1 astA遺伝子バリアントの intactness 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 astA遺伝子バリアントをコードする挿入配列 IS1414 の構造比較 

 

 

 

 

[前回報告] Intactness of IS1414 (1314 bp, IS256 family)

transposase astA

transposase astA

intact

transposase astA

transposase astA

N-ter or
C-ter
truncated

tnp
disrupted
or 

Premature
stop codon

(prototype, v2, v7, v31, v32)

転移しうるIS1414を保有するvariantは5タイプのみ

5種類

25種類

5種類
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図 3 大腸菌進化系統における astA遺伝子バリアントの分布  

 

 

図 4 大腸菌進化系統における 5’末端が完全に欠失している astA遺伝子の分布 

 

[前回報告]⼤腸菌進化系統におけるastA vatiantsの分布

GCA 014109285.1 ASM1410928v1 2

GCA 014109685.1 ASM1410968v1 2

GCA 014109545.1 ASM1410954v1 2

GCA 014109625.1 ASM1410962v1 2

GCA 001677495.1 ASM167749v1 2

GCA 001678965.1 ASM167896v1 2

GCA 001679985.1 ASM167998v1 2

GCA 002951715.1 ASM295171v1 2

GCA 013371685.1 ASM1337168v1 2

GCA 002787935.1 ASM278793v1 2

GCA 003031735.1 ASM303173v1 2

GCA 016944775.1 ASM1694477v1 2

GCA 013201195.1 ASM1320119v1 2

GCA 013899645.1 ASM1389964v1 2

GCA 012044775.1 ASM1204477v1 2

GCA 002165095.2 ASM216509v2 2

GCA 010092405.1 ASM1009240v1 2

GCA 011067085.1 ASM1106708v1 2

GCA 018279085.1 ASM1827908v1 2
GCA 013371725.1 ASM1337172v1 2
GCA 009905135.1 ASM990513v1 2

GCA 012974525.1 ASM1297452v1 2
GCA 013742135.1 ASM1374213v1 2
GCA 013797825.1 ASM1379782v1 2
GCA 013741855.1 ASM1374185v1 2astA 09531 S6 2GCA 004924355.1 ASM492435v1 2GCA 018323825.1 ASM1832382v1 2GCA 012516455.1 ASM1251645v1 2GCA 013899145.1 ASM1389914v1 2GCA 013899245.1 ASM1389924v1 2GCA 013899225.1 ASM1389922v1 2GCA 002741275.1 ASM274127v1 2GCA 003399775.2 ASM339977v2 2GCA 013813735.1 ASM1381373v1 2GCA 013813895.1 ASM1381389v1 2

GCA 013824535.1 ASM1382453v1 2
astA 10877 S18 2

GCA 001901145.1 ASM190114v1 2
GCA 001901165.1 ASM190116v1 2
GCA 001901215.1 ASM190121v1 2
GCA 001901065.1 ASM190106v1 2
GCA 001901105.1 ASM190110v1 2

GCA 002741475.1 ASM274147v1 2

GCA 002952695.1 ASM295269v1 2

GCA 001900595.1 ASM190059v1 2

GCA 013891895.1 ASM1389189v1 2

GCA 003956445.1 ASM395644v1 2

GCA 003956465.1 ASM395646v1 2

GCA 003956425.1 ASM395642v1 2

GCA 003956285.1 ASM395628v1 2

GCA 000725265.1 ASM72526v1 2

GCA 018884265.1 ASM1888426v1 2

astA 09339 S4 2

GCA 019843995.1 ASM1984399v1 2

GCA 002741355.1 ASM274135v1 2

GCA 003956165.1 ASM395616v1 2

GCA 904831825.1 L3 E36 ETEC 2

GCA 018884345.1 ASM1888434v1 2

GCA 002214745.2 ASM221474v2 2

GCA 003491165.1 ASM349116v1 2

GCA 001886895.1 ASM188689v1 2

GCA 003433275.1 ASM343327v1 2

GCA 008064975.1 ASM806497v1 2

GCA 002220215.1 ASM222021v1 2

GCA 013899925.1 ASM1389992v1 2

GCA 013900045.1 ASM1390004v1 2

GCA 013900105.1 ASM1390010v1 2

GCA 015571755.1 ASM1557175v1 2

GCA 013749975.1 ASM1374997v1 2

GCA 013883815.1 ASM1388381v1 2

GCA 013884015.1 ASM1388401v1 2

GCA 013884935.1 ASM1388493v1 2

GCA 013885335.1 ASM1388533v1 2

GCA 013601135.1 ASM1360113v1 2

GCA 016925095.1 ASM1692509v1 2

GCA 020683085.1 ASM2068308v1 2

astA 10091 S11 2

GCA 013813585.1 ASM1381358v1 2

GCA 013922565.1 ASM1392256v1 2

astA 12240 S30 2

GCA 003019195.1 ASM301919v1 2

GCA 012934675.1 ASM1293467v1 2

GCA 015241535.1 ASM1524153v1 2

GCA 016803875.1 ASM1680387v1 2

GCA 014904145.2 ASM1490414v2 2
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図 5 大腸菌進化系統におけるバリアント V24（7 株）の分布 

 

 

図 6 バリアント V24 保有株（7 株）の astA 遺伝子をコードするプラスミドの比較 
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図 7 35 種類の astA遺伝子バリアントのアミノ酸配列比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

49種類のastAバリアントのアミノ酸配列マルチプルアライメント

︓集発株で⾼頻度に検出

︓全株で⾼い保有頻度

︓集発株で低頻度に検出

︓不完全なバリアント
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V9        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTRPSLST                                                                                                                      38
V14        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTRSSLAT                                                                                                                      38
V27        1 MPSTQYIRRPTSSYASCIWCATVCASCHGRTTKPSLAT                                                                                                                      38
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v2        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWYATACASCHGRTTEPSLAT                                                                                                                      38
V34        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHERTTKPSLAT                                                                                                                      38
V25        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTKPSLAT                                                                                                                      38
prototype       1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTKPSLAT                                                                                                                      38
V12        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTKPSLAT                                                                                                                      38
V31        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTKPSLAT                                                                                                                      38
V10        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTKPSLAT                                                                                                                      38
V11        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTKPSLAT                                                                                                                      38
V24        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTKPSLAT                                                                                                                      38
V23        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTKPSLAT                                                                                                                      38
V8        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTKPSLVT                                                                                                                      38
V16        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTKPSLAA                                                                                                                      38
V1        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCTTACASCHGRTTKPSLAT                                                                                                                      38
V5        1 MLSTQYIRRPASSYASCICCATACASCHGRNTKPSLAT                                                                                                                      38
V21        1 MSSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTKPSLAT                                                                                                                      38
V35        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATTCASCHGRTTKPSLAT                                                                                                                      38
V15        1 MPSTQYIRRPASSYASCI-CVTACASYHGRTTKASLAI                                                                                                                      37
V7        1 MPSTQYIRRPASSYA-CIWCATVCASCHGRTTKPSLAT                                                                                                                      37
V3        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWRATACASCHGRTTKQSLAT                                                                                                                      38
V17        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWRATACASYHGRTTKPSLAT                                                                                                                      38
V13        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTKLSLAT                                                                                                                      38
V20        1 MPSTHYIRRPASSYASCIWCATACASCHGRTTKPSLAT                                                                                                                      38
V4        1 MPSTQYIRRPASSYASCIWCATACASCHGGTTKPSLAT                                                                                                                      38
V18        1 MPSTPYIRSPASSYASCIWCATACISCHGGTTKPSLAT                                                                                                                      38
V19        1 MPSTPYIRSPASSYASCIWCATACISCHGGTTKSSLAT                                                                                                                      38
V22        1 TLSTRCIRKPASSCASCIWCATACGSFPGRTTKPSPAT                                                                                                                      38

V6        1       38
V33        1       38
V9        1       38
V14        1       38
V27        1       38
V28        1       38
V29        1       38
V32        1       38
V26        1       38
v2        1       38
V34        1       38
V25        1       38
prototype       1       38
V12        1       38
V31        1       38
V10        1       38
V11        1       38
V24        1       38
V23        1       38
V8        1       38
V16        1       38
V1        1       38
V5        1       38
V21        1       38
V35        1       37
V15        1       37
V7        1       38
V3        1       38
V17        1       38
V13        1       38
V20        1       38
V4        1       38
V18        1       38
V19        1       38
V22        0  1297437786
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表 1 鹿児島大保有 astA遺伝子陽性 31 株のゲノム解析 

 
 

 

 

 

 

 

 

strain

name

No. of

pair reads

sequence

 coverage

No. of scaffolds

(>300 bp)

total length (bp)

(>300 bp) MinION summary segments(plasmid) chromosome plasmid

K9228 711,916 64 464 5,512,493 incomplete 114(2) (5,411,025)
P1(7,110), P2(1,552),

P3(1,542)

K9291 748,626 72 238 5,036,673 incomplete 40(3) (4,857,237)
P1(82,496), P2(57,930),

P3(6,991)

K9331 726,842 63 69 4,838,693 incomplete 5(1) (4,753,093) 90,597

K9339 677,580 56 102 5,131,569 complete 3(2) (4,969,156) P1(157,892), P2(4,237)

K9510 863,364 78 202 4,722,680 complete 4(3) 4,633,118
P1(73,912), P2(12,323),

P3(4,286), P4(1,506)

K9531 653,133 56 189 5,229,048 ND

K9550 836,644 72 182 5,219,273 complete 4(3) 5,073,586
P1(84,605), P2(80,948),

P3(1,563)

K9867 726,685 60 75 5,254,186 complete 2(1) 5,140,777 P1(118,404)

K9910 650,356 53 122 5,378,142 incomplete 36(1,1[34]) 5,098,104
P1(114,332),

P2(145,344)

K10091 430,407 38 198 5,120,336 ND

K10101 961,440 90 144 4,959,481 complete 4(3) 4,704,007
P1(136,087),

P2(113,511), P3(4,072)

K10309 800,943 62 139 5,179,214 complete 3(2) 4,973,135 P1(194,881), P2(8,598)

K10593 796,607 62 176 5,412,244 complete 4(3) 5,281,511
P1(122,613), P2(8,4739,

P3(1,551)

K10737 763,669 66 67 5,163,106 incomplete 20 (5,189,509) -

K10876 935,021 68 299 6,059,351 complete 11(10) 5,651,975

P1(123,757),

P2(92,955), P3(82,373), 

P4(74,020),

P5(8,910), P6(6,773),

P6(5,588), P7(2,312),

P8(2,096), P9(1,552)

K10877 786,642 61 156 5,234,515 incomplete 14(3) (5,070,516)
P1(143,174), P2(6,880),

P3(4,051)

K10987 800,648 65 107 5,075,336 complete 4(3) 4,935,575
P1(134,342), P2(7,175),

P3(2,750)

K10989 693,342 62 64 5,008,825 complete 4(3) 4,911,639
P1(61,597), P2(31,764),

P3(3,373)

K11244 702,871 61 106 5,115,318 complete 3(2) 4,856,975 P1(204,139), P2(73,876)

K11407 611,343 51 130 5,369,318 incomplete 17(2) (5,085,938) P1(169,559), P2(90,876)

K11421 414,786 39 77 4,929,648 complete 3(2) 4,812,164 P1(108,823), P2(64,402)

K11469 1,034,279 96 116 4,936,622 complete 2(1) 4,803,443 P1(145,610)

K11627 758,454 64 192 5,064,133 complete 2(1) 4,872,138 P2(145,092)

K11797 732,321 61 62 5,160,203 incomplete 17 (5,167,532) -

K11974 619,202 53 85 5,142,029 complete 4(3) 4,944,009
P1(151,495),

P2(47,686), P3(2,257)

K12120 741,686 65 584 5,378,463 incomplete 58(?) 4,801,605 12 plasmids

K12196 802,784 67 99 5,081,272 complete 4(3) 4,884,269
P1(113,228),

P2(84,629), P3(5,687)

K12240 788,968 66 108 5,087,851 complete 4(3) 4,765,535
P2(155,152),

P2(117,468), P3(48,425)

K12343 841,346 73 26 4,790,472 incomplete 13(1) (4,802,616) P1(3,597)

incomplete 33 (?) (5,041,144) 8 plasmids

complete 6(5) 5,007,961

P1(162,983),

P2(81,415), P3(3,257),

P4(2,873), P5(1,622)

5,486,044

K9559 821,188 70 102 5,266,830

K10443 861,337 68 282
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表 2 744 株における astA遺伝子バリアントの保有株数・局在・コピー数 

 

 

 

 

chromosome plasmid (both) not
identified

prototype 145 76 76 11 4 41 11
1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 1 0 1 0 0 0 1
5 0 0 0 0 0 0 0
6 68 67 1 1 1 1 3
7 12 12 0 0 0 0 1
8 1 1 0 0 0 0 1
9 5 0 5 0 0 0 1

10 1 1 0 0 0 0 1
11 2 0 2 0 0 0 1
12 36 36 0 0 0 0 1
13 2 2 0 0 0 0 1
14 9 9 0 0 0 0 1
15 9 0 9 0 0 1 2
16 2 1 1 0 0 0 1
17 2 0 2 0 0 0 1
18 3 0 3 0 0 2 2
19 2 0 2 0 0 0 1
20 1 0 1 0 0 0 1
21 4 1 3 0 0 1 2
22 218 216 2 0 0 1 2
23 2 0 2 0 0 2 2
24 7 0 7 0 0 0 1
25 4 0 4 0 0 0 1
26 1 0 1 0 0 0 1
27 46 45 1 0 0 0 1
28 2 2 0 0 0 0 1
29 9 9 0 0 0 0 1
30 0 0 0 0 0 0 0
31 1 1 0 0 0 0 0
32 1 1 0 0 0 0 0
33 5 5 0 0 0 0 1
34 1 0 0 0 1 0 0
35 1 0 1 0 0 0 0

localization number of strains
with

multicopies

maximum
copies

number
of strains

（前回報告）各バリアントの保有株数と局在（chromosome or plasmid）

︓ IS1414がintact (転移可)︓不完全なastA遺伝⼦バリアント ︓保有株が多いastA遺伝⼦バリアント
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病原性大腸菌食中毒事例株の解析 

研究分担者 伊豫田 淳  国立感染症研究所  
 
 

研究要旨 

astA 保有大腸菌の病原性等の特徴を明らかにするために、astA がコ

ードする EAST1 の発現解析、培養細胞感染試験、および有症事例株を対象

にした全ゲノム配列解析を行った。EAST1 の発現解析では、ウェスタンブ

ロッティングによる検出手法を確立し、有症例由来大腸菌 O7:H4 および

O166:H15 において EAST1 ペプチドの発現を確認した。培養細胞感染試験

では、O166:H15 および OgGp9:H18 において CHO および INT407 細胞への接

着性が認められた。全ゲノム配列解析では、有症事例株間の関連性は見出

されず、astA 陽性大腸菌は系統的に多様であることが判明した。今後、こ

れら多様な系統の astA 陽性大腸菌の EAST1 発現や共通する病原性因子等

について究明する必要がある。 

 

研究協力者 

国立感染症研究所        窪村亜希子、李 謙一 

地方衛生研究所等 

                                                                           

Ａ．研究目的 

人に下痢等の消化器症状を引き

起こす下痢原性大腸菌は、保有す

る病原性因子等によって腸管出血

性大腸菌（enterohemorrhagic 

Escherichia coli: EHEC）、腸管凝

集性大腸菌（enteroaggregative 

E. coli: EAEC）等に分類される。

EHEC では志賀毒素遺伝子、EAEC で

は凝集性線毛のレギュレーター遺

伝子等が分類の指標となるが、既

知のいずれの病原型にも属さない

大腸菌が下痢症患者から分離され

ることがある。このうち、EAEC 

heat stable toxin（EAST1）をコ

ードする遺伝子（astA）は既知の

病原性遺伝子を保有しないが下痢

症を起こしたと推定される大腸菌
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や、一部の EHEC からも検出される

ことが分かっている。前年度の研

究で、EHEC に広く astA が分布す

ることが明らかとなったが、定性

および定量的な発現解析の知見は

ごく限られている。そこで、ウェ

スタンブロッティングによる

EAST1 検出系の確立を試みた。 

また、astA 陽性大腸菌の病原性

およびゲノムの特徴を明らかにす

るために、主に国内集団感染事例

関連株を用いて培養細胞への感染

実験およびゲノム系統解析を行っ

た。 

 

Ｂ .研究方法 

（１）EAST1 発現解析 

EAST1 の発現解析を SDS-ポリア

クリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）

と ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に

よって行った。供試菌株として、

食中毒由来 astA 陽性大腸菌を主

とした、5 血清型（O7:H4, 166:H15, 

169:H45, OgGp7:H6, OgGp9:H18）

計 7 株を用いた（表 1）。加えて、

JNE21-003 （ O166:H15 ） お よ び

JNE22-001（O7:H4）について、astA

配 列 お よ び プ ロモー タ ー領域を

pGEM-T Easy Vector Systems

（ Promega）を使用してクローニ

ングし、同プラスミド（pGEM-astA）

を親株に導入した。これらの株に

ついても本解析に供試した。なお、

JNE21-003 は、染色体上とプラス

ミド上に異なる配列の astA が存

在し た た め 、それぞれ を pGEM-

astA1 および pGEM-astA2としてク

ローニングを行った。各菌株から

作 製 し た SDS-PAGE サ ン プ ル を

Peptide-PAGE mini（TEFCO）に添

加し、 Tris/Tricine/SDS Buffer 

（ Bio-Rad）を使用して泳動を行

った。その後、Immun-Blot PVDF 

0.2μ m メンブレン（ Bio-Rad）に

転 写 し 、 Anti-EAST1 Rabbit 

Polyclonal Antibody（ Avantor-

VWR）で標識を行った。ウェスタン

ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 陽 性 対照と し

ては合成した EAST1 ペプチド、陰

性対照としては大腸菌実験室（非

病原性）株である JM109 株を使用

した。 

（２）培養細胞を使用した astA 陽

性大腸菌の表現型の解析 

培養細胞を使用して細胞侵入性、

細 胞傷害性 お よ び 細 胞 接 着 性 の

解析を行った。対象株は上記 1 と

同じ astA 陽性大腸を使用した。細

胞 侵 入 性 は HEp-2 細 胞 に 約

1.0×10 7 の菌を接種、1 時間培養

後に PBS で 3 回洗浄し、50 μ g/ml 

ゲンタマイシン加 DMEM 培地を加

え 1 時間培養することで細胞外の

菌を殺菌した。その後、PBS で 3 回
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や、一部の EHEC からも検出される

ことが分かっている。前年度の研

究で、EHEC に広く astA が分布す

ることが明らかとなったが、定性

および定量的な発現解析の知見は

ごく限られている。そこで、ウェ

スタンブロッティングによる

EAST1 検出系の確立を試みた。 

また、astA 陽性大腸菌の病原性

およびゲノムの特徴を明らかにす

るために、主に国内集団感染事例

関連株を用いて培養細胞への感染

実験およびゲノム系統解析を行っ

た。 

 

Ｂ .研究方法 

（１）EAST1 発現解析 

EAST1 の発現解析を SDS-ポリア

クリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）

と ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に

よって行った。供試菌株として、

食中毒由来 astA 陽性大腸菌を主

とした、5 血清型（O7:H4, 166:H15, 

169:H45, OgGp7:H6, OgGp9:H18）

計 7 株を用いた（表 1）。加えて、

JNE21-003 （ O166:H15 ） お よ び

JNE22-001（O7:H4）について、astA

配 列 お よ び プ ロモー タ ー領域を

pGEM-T Easy Vector Systems

（ Promega）を使用してクローニ

ングし、同プラスミド（pGEM-astA）

を親株に導入した。これらの株に

ついても本解析に供試した。なお、

JNE21-003 は、染色体上とプラス

ミド上に異なる配列の astA が存

在し た た め 、それぞれ を pGEM-

astA1 および pGEM-astA2としてク

ローニングを行った。各菌株から

作 製 し た SDS-PAGE サ ン プ ル を

Peptide-PAGE mini（TEFCO）に添

加し、 Tris/Tricine/SDS Buffer 

（ Bio-Rad）を使用して泳動を行

った。その後、Immun-Blot PVDF 

0.2μ m メンブレン（ Bio-Rad）に

転 写 し 、 Anti-EAST1 Rabbit 

Polyclonal Antibody（ Avantor-

VWR）で標識を行った。ウェスタン

ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 陽 性 対照と し

ては合成した EAST1 ペプチド、陰

性対照としては大腸菌実験室（非

病原性）株である JM109 株を使用

した。 

（２）培養細胞を使用した astA 陽

性大腸菌の表現型の解析 

培養細胞を使用して細胞侵入性、

細 胞傷害性 お よ び 細 胞 接 着 性 の

解析を行った。対象株は上記 1 と

同じ astA 陽性大腸を使用した。細

胞 侵 入 性 は HEp-2 細 胞 に 約

1.0×10 7 の菌を接種、1 時間培養

後に PBS で 3 回洗浄し、50 μ g/ml 

ゲンタマイシン加 DMEM 培地を加

え 1 時間培養することで細胞外の

菌を殺菌した。その後、PBS で 3 回

洗浄し、1% Triton X を加え細胞

溶解後、LB 寒天平板に塗抹し、細

菌数を計数した。侵入性試験の陽

性 対 照 と し て は Salmonella 

enterica serovar Typhimurium 

SL1344 株および 14028s 株を、陰

性 対 照 と し て は EHEC O157:H7 

Sakai 株用いた。細胞傷害性につ

いては HeLa 及び Vero 細胞を使用

した。対象は各血清型の食中毒由

来 astA 陽性大腸菌に加え、1 で作

製した pGEM-astA 導入株、対照と

して EHEC O157:H7 Sakai 株およ

び JM109 株とした。各細胞に各菌

株抽出液を接種し、Cell Counting 

Kit-8（ Dojindo）で生細胞数の測

定を行い、菌液を接種していない

ウェルの細胞数を 100%として評

価を行った。細胞接着性は HEp-2, 

HeLa, CHO および INT407 細胞を使

用した。対象株は各血清型の astA

陽性大腸菌に加え、CHO 細胞を使

用した試験のみ血清型 O166:H15

の EHEC 4 株 （ JNE181928, 

JNE162304, JNE192196, 

JNE192777）も供試した。試験方法

は一晩培養菌液を約 100 MOI とな

るよう各細胞に接種し 1%マンノ

ースを加えた各細胞培養液で 3 時

間培養を行った。その後、 PBS に

て 3 回洗浄し、メタノール固定と

ギムザ染色を行った後、顕微鏡観

察を行った。 

（３）ゲノム解析 

過去に発生した食中毒事例株を

中心に、11 種類の血清型の astA 陽

性大腸菌を全ゲノム配列解析に供

試した（表 2）。これらの菌株につ

い て 、 全 ゲ ノ ム 配 列 を 解 読 し 、

BactSNP および snippy などを用い

た解析パイプラインにて SNP を抽

出し、系統解析を行った。さらに食

中毒由来 astA 陽性大腸菌株につい

ては WGS データの解析により保有

する遺伝子の網羅的な検出を行っ

た。 

 

Ｃ．研究結果  

（１）EAST1 発現解析 

ウェスタンブロッティングの結

果、供試した astA 陽性大腸菌 11

株と陽性対照の合成 EAST1 ペプチ

ド に お い て 、 EAST1 の 質 量 約

4.1kDa 付近でシグナルが確認さ

れ、陰性対照の JM109 株ではシグ

ナルが見られなかった（図 1）。 

（２）培養細胞を使用した astA 陽

性大腸菌の表現型の解析 

細胞侵入性試験では、供試した

astA 陽性大腸菌 11 株においては

陰性対照である Sakai 株に比べて

顕著な侵入性 は 認 め ら れ な か っ

た。細胞傷害性試験では、HeLa 細

胞 を使用し た 試 験 で非病 原 性 株
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である JM109 株との間に大きな差

は認められなかった（図 2A）。ま

た、Vero 細胞を使用した試験では

野生株と pGEM-astA 導入株との比

較を行ったが、大きな差は認めら

れなかった（図 2B）。細胞接着性

試験では OgGp7:H6 の血清型の株

（ JNE21-011 ） に つ い て HEp-2, 

HeLa および CHO 細胞を使用して試

験を行ったところ、細胞剥離が確

認された。残りの 4 つ血清型の 9

株については、HEp-2 および HeLa

細 胞 を使用し た 試 験 で は い ず れ

の 株も検討し た条件で は 細 胞 接

着性は認められなかった（表 3）。

CHO および INT407 細胞を使用した

試験では血清型が O166:H15 また

は OgGp9:H18 である 5 株が細胞へ

の接着性を示したが、残りの 2 つ

の血清型（O7:H4, O169:H45）に属

する 4 株は検討した条件ではいず

れ に お い ても細 胞 接 着 性 は 認 め

られなかった。EHEC O166:H15 4

株についても CHO 細胞を使用して

同条件で試験を行ったが、細胞接

着性は認められなかった。 

（３）ゲノム解析 

系統解析により 9 件の事例から

分 離 さ れ た 26 株 は 6 つ の

Phylogenetic group（A, B1, B2, 

F, D, E）に分類され、いずれも事

例 間 の 関 連 性 は低い こ と が示唆

された（図 4）。また相模原市の食

中毒疑い事例で分離された 9 株に

つ い て は 4 種 の Phylogenetic 

group（A, B1, B2, F）に分類され

た。O166:H15 の系統解析結果では、

3 件の食中毒事例株は最小で 130

か所の SNP が認められ、関連性が

低いことが見出された（図 5）。ま

た、O166:H15 の EHEC 5 株のうち

4 株は astA 陽性であり、食中毒由

来 astA 陽性大腸菌 9 株とは隣接

した系統であった。また、 WGS デ

ー タ 解 析 に より網羅的 に 遺 伝 子

を検出した結果では、CHO 細胞へ

の 接 着 が 認 め ら れ た 血 清 型

（O166:H15, OgGp9:H18）の株にの

み保 有 が 認 め ら れ る 接 着 因 子 は

検出されなかった。 

 

D.考察  

astA 陽性大腸菌の病原性につい

ては未だ不明瞭な部分が多く存在

するが、本研究では食中毒由来株を

研究対象とすることで、病原性究明

を試みた。ウェスタンブロッティン

グの解析結果からいずれの astA 陽

性大腸菌株も EAST1 を産生してい

る可能性が示唆された。しかし、細

胞傷害性試験では、検討した条件で

は EAST1 による傷害性を示す結果

を得ることができなかった。EAST1

の病原性への寄与については、今後
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別の手法で検証する必要がある。 

細胞接着性試験では、O166:H15

と OgGp9:H18 は CHO および INT407

細胞への接着性を示した。O166:H15

はこれまで、複数の事例で食中毒の

起因菌として報告されている。細胞

への接着性は同血清型の病原性に

関与している可能性があると考え

られるが、本研究では接着因子の特

定には至らなかった。接着因子を同

定し、検出するための系が確立され

れば、地方衛生研究所等に有用な情

報を還元することが可能となるこ

とから、今後、接着因子を明らかに

することは重要であると考えられ

る 。 供 試 菌 株 の う ち 、 OgGp7:H6

（ JNE21-011）は、感染実験で細胞

剥離が確認された。同株は、細胞剥

離に関与するとされる溶血素遺伝

子（hlyA）を保有していた。hlyA の

病原性への関与は不明であるが、今

後検証する必要がある。 

astA 陽性大腸菌の系統解析から

は、事例間の関連性は低く、様々な

系統の菌が有症例に関与している

ことが示唆された。相模原市の食中

毒疑い事例では、健常者や食品から

も種々の astA 陽性大腸菌が分離さ

れたことから、同菌は広く分布する

ことが示唆された。O166:H15 株に

着目した解析では、供試した EHEC

と non-EHEC の 株 は い ず れ も

Phylogenetic group E に属したが、

3 件の食中毒事例由来株は同一の

系 統 で あ っ た 。 食 中 毒 事 例 株 と

EHEC では、CHO 細胞への接着性は異

なることから、これらの違いに着目

することで食中毒等の集団感染を

起こす astA 陽性大腸菌の病原性に

ついて解析できる可能性が示唆さ

れた。 

 

E.結論  

全 ゲ ノ ム 配 列 解 析 に よ っ て 、

astA 陽性大腸菌は系統的に多様で

あることが明らかとなった。本年度

に確立した EAST1 検出手法や培養

細胞接着性試験等を用いて、同菌の

病原性に関わる因子をより詳細に

検討する必要がある。 

 

F. 健康危険情報  

なし 

 

G. 研究発表 

（誌上発表） 

なし 

（学会等発表） 

なし 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況  

なし 
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（A）                                 (B) 

 
 
 

(C) 

図 1. SDS-PAGE ゲル染⾊像（A）とウェスタンブロッティング（B）の 
結果および各レーンの添加サンプル（C） 
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図 2. HeLa (A) および Vero (B) 細胞における細胞傷害性試験結果 
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図 3.  CHO 細胞（A）および INT407 細胞（B）への細胞接着性 

試験結果 

  

JNE21-003 (O166:H15)     JNE21-012 (OgGP9:H18)    JNE20-002 (O7:H4) 

JNE21-003 (O166:H15)     JNE21-012 (OgGP9:H18)    JNE20-002 (O7:H4) 
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図 4. astA陽性⼤腸菌におけるコアゲノム SNP を⽤いた最尤法系統樹 
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図 5. O166:H15 におけるコアゲノム SNP を⽤いた最尤法系統樹 
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表1. EAST1発現解析に⽤いた菌株
ID ⾎清型 由来 プラスミド
JNE20-002 O7:H4 埼⽟県
JNE21-003 O166:H15 埼⽟県
JNE21-009 O166:H15 姫路市
JNE21-010 O169:H45 姫路市
JNE21-011 OgGp7:H6 姫路市
JNE21-012 OgGp9:H18 姫路市
JNE22-001 O7:H4 東京都
JNE21-003 O166:H15 埼⽟県 pGEM-astA1
JNE21-003 O166:H15 埼⽟県 pGEM-astA2
JNE22-001 O7:H4 東京都 pGEM-astA
JNE21-003 O166:H15 埼⽟県 pGEM
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表2. ゲノム解析に⽤いた菌株
⾎清型 ID 由来
O7:H4 JNE20-002 埼⽟県

JNE20-003 埼⽟県
JNE20-005 埼⽟県
JNE20-006 埼⽟県
JNE22-001 東京都

O8:H8 JNE22-017 相模原市
O53:H4 JNE22-008 相模原市

JNE22-009 相模原市
O63:H6 JNE22-019 相模原市
O166:H15 JNE070796 熊本県

JNE070801 熊本県
JNE101305 愛知県
JNE162304 ⼤阪府
JNE181928 宮城県
JNE192196 ⾹川県
JNE192777 ⼭梨県
JNE21-003 埼⽟県
JNE21-004 埼⽟県
JNE21-005 埼⽟県
JNE21-006 埼⽟県
JNE21-007 埼⽟県
JNE21-008 埼⽟県
JNE21-009 姫路市

O169 :H45 JNE21-010 姫路市
OgGp3(O118/O151):H40 JNE22-011 相模原市

JNE22-015 相模原市
OgGp7 :H6 JNE21-012 姫路市
OgGp9:H18 JNE21-011 姫路市
OX19:H16 JNE22-013 相模原市

JNE22-022 相模原市
OUT:H45 JNE22-014 相模原市
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表3. 細胞接着性試験結果

HEp-2 HeLa CHO INT407
JNE070796 O166:H15 ー* NT ＋ ＋
JNE21-003 O166:H15 ー ー ＋ ＋
JNE21-005 O166:H15 ー NT ＋ ＋
JNE21-007 O166:H15 ー NT NT NT
JNE21-009 O166:H15 ー ー ＋ ＋
JNE21-012 OgGp9:H18 ー NT ＋ ＋
JNE20-002 O7:H4 ー ー ー ー
JNE20-003 O7:H4 ー NT NT NT
JNE20-005 O7:H4 ー NT ー ー
JNE20-006 O7:H4 ー NT NT NT
JNE22-001 O7:H4 ー NT ー ー
JNE21-010 O169:H45 ー ー ー ー
JNE21-011 OgGp7:H6 CD CD CD NT
*+, 付着あり;  －, 付着なし; NT, not tested; CD, cell detaching

細胞種ごとの付着性⾎清型株名
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分担研究報告書 

食品中の病原大腸菌の汚染実態および制御法 

研究分担者 大西貴弘  国立医薬品食品衛生研究所  
 

研究要旨 

astA 遺伝子保有大腸菌を中心とした病原大腸菌の食品への汚染状況お

よび汚染経路等には不明な点が多く残されている。これらを明らかにする

ために食品における病原大腸菌の汚染実態調査を行った。今年度は、昨年

度の調査で特徴的な汚染が認められた輸入野菜、豚内臓肉を中心に調査を

行った。その結果、輸入野菜の内、ベビーコーン、オクラのスクリーニン

グ PCR で astA が高率に検出された。また、豚内臓肉でも高率に astA が陽

性になった。豚内臓肉では、eae、stx 2 などの astA 以外の病原遺伝子も高

率に検出された。豚内臓肉からは高率に菌株が分離され、汚染菌量が他の

食品に比べて多いことが示唆された。分離株の O 遺伝子型別の結果、最も

多かったのが型別不能であった。次いで、Og8、Og88 が多く分離された。

しかし、保有病原遺伝子と O 遺伝子型別との間には関連性は認められず、

むしろ汚染食品との間に関連性が認められた。2 年間の汚染実態調査の結

果から、鶏肉、豚内臓肉、オクラ、ベビーコーンで astA 保有大腸菌の汚

染が強く認められた。astA 保有大腸菌対策を行う場合には、これらの食品

が食中毒予防のための最重要食品になると思われる。 

 

 

Ａ．研究目的 

下痢原性大腸菌はその発症メカ

ニズムや保有する病原因子によっ

て、腸管出血性大腸菌（EHEC）、腸管

病原性大腸菌（EPEC）、腸管侵入性

大腸菌（EIEC）、腸管毒素原生大腸

菌（ETEC）、腸管凝集付着性大腸菌

（EAggEC）などに大きく分けられる。

しかし、これらの分類に属さない下

痢原性大腸菌による食中毒事例が

多発している。特に astA（EAST1：

腸管凝集付着性大腸菌耐熱性エン

テロトキシン 1）保有株による事例

の増加が著しく、対策が求められて

いる。しかしながら、astA 保有株

をはじめ多くの下痢原性大腸菌の
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汚染食品が明らかになっていない。

このため、効果的な食中毒予防対策

の確立が困難になっている。効果的

な予防法を確立するためには、汚染

食品、汚染経路を明らかにする必要

がある。これまでに astA 保有大腸

菌の汚染調査が行われているが、検

体数が少なかったり、対象食品に偏

りがあったりするものが多く、未だ

に astA 保有大腸菌の汚染経路につ

いては不明な点が多く残されてい

る。そこで、昨年度は astA 保有大

腸菌をはじめとする下痢原性大腸

菌の大規模な汚染実態調査を行な

った。その結果、鶏肉から astA 保

有大腸菌が高率に分離されること

が明らかになった。さらに、豚肉、

特に豚肉の内臓肉で astA 保有大腸

菌の汚染が高率に認められる傾向

があった。さらに、オクラやベビー

コーンをはじめとする輸入野菜で

も astA 保有大腸菌の汚染が認めら

れる傾向にあった。しかしながら、

昨年度の調査では、豚肉内臓肉、輸

入野菜に関して、十分な検体数の調

査を行うことができなかった。そこ

で、今年度は豚肉内臓肉、輸入野菜

に焦点を絞り、下痢原生大腸菌の汚

染実態調査を継続すると共に、昨年

度からの調査で食品から分離した

大腸菌株の O 遺伝子型別を行い、型

別の傾向を解析した。 

 

Ｂ．研究方法  

[１]検体  

調査に使用した検体は、神奈川県

内のスーパーマーケットおよび小

売店で購入した。検体は購入後、

4℃で保管し、24 時間以内に試験

に供した。 

[２]検査手順  

昨年度と同様の手順で検査を行

った（図１）。検体 25 g を無菌的

にストマッカー袋に採取した。mEC

培地（栄研化学）を 225 mL 加え、

２分間、ストマッカー処理した。

その後、ストマッカー袋ごと 42℃、

22〜 24 時間、増菌培養を行なった。

培養後、培養液からアルカリ熱抽

出法で DNA を抽出した。抽出した

DNA をテンプレートとして、スク

リーニング PCR を行い、大腸菌の

病原因子の検出を行なった。何ら

かの病原因子が検出された場合、

クロモアガーECC（CHROMagar）3 枚

に増菌培養液を塗抹し、 37℃、24

時間培養した。スクリーニング PCR

で、病原因子が検出されなかった

場合、試験はここで終了した。培

養が終わったクロモアガーECC か

ら、大腸菌を示す青いコロニーを

TSA 寒天培地に塗抹し、コロニー

PCR によって病原因子を再度確認

した。コロニーを塗抹した TSA 寒

− 120 −



天培地は 37℃、24 時間培養後、

４℃で保管した。コロニーPCR に

よって病原因子を確認できた菌株

は、TSI 培地（栄研化学）、API（ビ

オメリュー）、AXIMA 微生物同定シ

ステム（島津製作所）などで大腸

菌であることを確認し、カジトン

培地に接種し、保管した。 

[３]スクリーニング PCR 

大 腸 菌 の 病 原 因 子 の 検 出 は 、

Müller らの方法（Appl. Environ. 

Microbiol, 2007, 73, 3380-3390）

を改良したマルチプレックス PCR

法で行った。このマルチプレック

ス PCR で対象とした遺伝子を表１

に示す。マルチプレックス PCR は、

200μ L の反応チューブで行った。

反応液は、 Quick Taq HS Dye Mix 

12.5μ L、それぞれのプライマー

（表 2）を 0.2 µM ずつ、 DNA テン

プレート  2 µL から成り、PCR グレ

ードの精製水で最終容量を 25 µL

に調整した。反応は、94℃、2 分の

後、94℃、30 秒、63℃、30 秒、68℃、

1 分 30 秒のサイクルを 30 回繰り

返し、最後に 68℃、５分の反応を

行った。反応終了後、PCR 産物 10

μ L を２％のアガロースゲルを用

いた電気泳動で分離した。ゲルを

SYBR safe gel staining

（ThermoFisher Scientific）で染

色後、特異的なバンド（表 2）を確

認し、遺伝子の有無を調べた。 

escV（ LEE 領域のマーカー）が陽

性となった場合、eae 特異的 PCR を

行い、eae の保有を確認した。プラ

イ マ ー （ Hidaka et al.; J. 

Applied. Microbiol., 2009, 106, 

410-420 ） は eae-F (5 ’ -

CCGATTCCTCTGGTGACGA-3’)と eae-

R（ 5’-CCACGGTTTATCAAACTGATAACG-

3’）を用いた。反応液は、Quick Taq 

HS Dye Mix 12.5 µL、プライマー

（eae-F および eae-R）それぞれを

0.2 µM ずつ、 DNA テンプレート 2 

µL から成り、PCR グレードの精製

水で最終容量を 25 µL に調整した。

反応は、94℃、2 分の後、94℃、30

秒、 55℃、 30 秒、 68℃、1 分のサ

イクルを 30 回繰り返し、最後に

68℃、５分の反応を行った。反応後、

PCR 産物 10 µL を２％のアガロー

スゲルを用いた電気泳動で分離し

た 。 ゲ ル を SYBR safe gel 

staining （ ThermoFisher 

Scientific）で染色後、 591 bp の

バンドを確認できた場合 eae 陽性

と判断した。 

[４ ]O 遺伝子型別 

LB 培地で培養した菌体から、ア

ルカリ熱抽出法で DNA を抽出し、

井 口 ら の 方 法 （ J. Clin. 

Microbiol., 2015, 53, 2427-

32  ）に従い、PCR によって O 遺
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伝子型別を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

[１]輸入野菜における汚染 

今回の調査では、輸入生野菜と輸

入冷凍野菜に関して調査を行った。

調査に用いた生野菜は 24 種類（表

3）、211 検体、冷凍野菜は、16 種

類、 41 検体（表 4）であった。生

野菜では、アボガド、オクラ、パプ

リカ、ベビーコーン（ヤングコー

ン）、レモングラスで何らかの病原

遺伝子がスクリーニング陽性とな

った。冷凍野菜では全ての検体が

スクリーニング陰性となった。 

ベビーコーンは 29 検体調査した

（表 5）。主な産地はタイ、フィリ

ピンであった。29 検体中、スクリ

ーニングで陽性になったのは 19

検体（ 41％）で、4 検体（14％）か

ら菌分離を行うことができた。検

出された病原遺伝は astA、 bfpB、

stx 2 であった。分離株からは astA

だけが分離された。 

オクラは 36 検体調査した（表 6）。

主な産地はタイ、フィリピンであ

った。 36 検体中、スクリーニング

で陽性になったのは 11 検体（ 30％）

で、5 検体（14％）から菌分離を行

うことができた。検出された病原

遺伝は astA、estla であった。陽

性率や保有病原遺伝子に関する産

地による特定の傾向は認められな

かった。 

パプリカは 20 検体調査した（表

7）。主な産地は韓国であった。パプ

リカでは 20 検体中、スクリーニン

グで陽性になったのは 1 検体（ 5％）

で、1 検体（ 5％）から菌分離を行

うことができた。検出された病原

遺伝は astA のみであった。 

アボガドは 18 検体調査した（表

8）。主な産地はペルーなどの南米

の国々であった。アボガドでは 18

検体中、スクリーニングで陽性に

なったのは 1 検体（ 6％）で、1 検

体（ 6％）から菌分離を行うことが

で き た 。 検 出 さ れ た 病 原 遺 伝 は

astA のみであった。 

豚内臓肉は 40 検体調査した（表

9）。主な産地は 2 検体を除いて国

産であった。 40 検体中、スクリー

ニングで陽性になったのは 29 検

体（ 73％）で、21 検体（ 53％）か

ら菌分離を行うことができた。検

出された病原遺伝は astA、 eae、

stx 2 などであった。astA と eae が

同時に陽性になる検体が多く認め

られた。しかし、分離された菌株は

全て astA 単独で保有しているも

のだけだった。 

スプラウトは 30 検体調査した

（表 10）。1 検体を除いて国産であ

った。 30 検体中、スクリーニング
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で陽性になったのは 2 検体（ 7％）

で、1 検体（ 3％）から菌分離を行

うことができた。検出された病原

遺伝は astA であった。 

[２]分離菌株の O 遺伝子型別 

2021 年度および 2022 年度の汚染

実態調査から、牛由来 11 株、鶏肉

由来 51 株、豚肉由来 36 株、野菜

由来 16 株、魚由来 6 株、計 120 株

が分離された（表 11、12）。分離さ

れた型別は合計 65 種類あった。最

も多かったのが、型別不能で 17 株

（ 14.3%）、 次 い で 、 Og8 が 8 株

（ 6.7% ） 、 Og88 が 7 株

（ 5.8%） ,OgGp9 が 4 株（ 3.3%）と

多く分離された。品目別に見てみ

ると、牛肉からは 11 株分離された

（表 13）。分離された型別は 11 種

類で、すべて 1 株のみの分離であ

った。本調査で牛肉からのみ分離

された型別は 5 種類あった。 

鶏肉からは、 51 株が分離された

（表 14）。最も多かったのが型別不

能で 8 株（15.7％）、次いで Og88

が 3 株（ 5.9％）分離された。Og108、

Og11、 Og21、 Og29、 Og8、 Og86、

Og8+Og76 は 2 株（ 3.9％）ずつ分離

された。Og108、Og11、Og21、Og29、

Og8+Og76 は鶏肉からのみ分離され

た。 

豚肉からは 36 株が分離された

（表 15）。最も多かったのが型別不

能で 5 株（13.9％）であった。次

いで Og88 および Og8 がそれぞれ 4

株（11.1％）ずつで、OgGp15 は 3

株 (8.3％）分離された。Og15 およ

び Og71 は 2 株 (5.6％）ずつ分離さ

れ た 。 こ の うち、 OgGp15 お よ び

Og71 は本調査では豚肉からのみ分

離された。 

野菜からは 16 株が分離された

（表 16）。最も多かったのが型別不

能で 3 株 (18.8％）であった。また、

OgGp9 は 2 株分離された。 

魚からは 5 株が分離された（表

17）。OgGp12 は 2 株 (33.3％）分離

され、魚からのみ分離された。 

 

Ｄ．考察  

輸入野菜の調査から、ベビーコー

ンとオクラにおける陽性率が高い

ことが明らかになった。特にベビー

コーンではスクリーニング検査で

の陽性率が 40％を超えており、重度

の汚染が示唆された。ベビーコーン、

オクラの産地は主にタイとフィリ

ピンであったが、今回検出された汚

染が、産地の衛生状態と関連してい

るかどうかは明らかにできなかっ

た。また、astA 保有株が環境中に存

在しているのか、オクラやベビーコ

ーンの収穫の過程で、ヒトなどを介

して汚染が発生しているのか、汚染

防止のために今後調査を行う必要
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性があると考えられた。一方、輸入

冷凍野菜からは、冷凍オクラを含め、

病原遺伝子を検出できなかった。冷

凍野菜は製造過程で、洗浄や加熱等

の処理が行われているため、検出率

が低下したものと考えられた。また、

今回の調査では、ベビーコーン、オ

クラ以外に、豚内臓肉で astA 保有

株の汚染が強く認められた。また、

野菜とは異なり eae や stx 2 などの

遺伝子も同時に検出された。また、

ベビーコーンやオクラではほとん

ど分離株を得ることができなかっ

たが、豚内臓肉では 53％の検体か

ら、分離株を得ることができた。こ

のことから、豚内臓肉を汚染してい

る astA 保有株の菌量は、野菜のそ

れより多いことが示唆された。 

スクリーニング検査では、astA 以

外の複数の遺伝子が陽性になって

いる検体が存在しているが、分離さ

れる菌株はほぼ astA を単独で保有

している株ばかりであった。これは

昨年度の調査でも認められた現象

である。菌分離の過程で、astA 以外

の病原遺伝子が脱落するためなの

か、それとも、増菌培養液中に複数

の菌株が混在していたためなのか

は不明である。今後さらなる調査が

必要であると思われる。 

昨年度、今年度の調査から、鶏肉

や豚内臓肉、オクラやベビーコーン

などで astA 保有株の汚染が強く認

められた。しかしながら、これらの

食品を原因とする astA 保有大腸菌

による食中毒事例はあまり発生し

ていない。今後、astA の機能を明ら

かにし、食中毒発生における astA

の役割を明らかにしていく必要が

あると思われる。 

2 年間の汚染実態調査で得られ

た分離株の O 遺伝子型別を行った。

今回の調査では、増菌培養液のスク

リーニングで astA 以外の病原遺伝

子が検出されたが、分離株では astA

以外の病原遺伝子はほとんど認め

られなかった。このため、分離株は

astA 単独保有株ばかりとなった。こ

れら分離株の O 遺伝子型別を行っ

たが、非常に多くの型に分かれ、特

定の傾向は認められなかった。この

結果から、astA をはじめとする病原

遺伝子の保有状況と特定の O 遺伝

子型との関連性は認められなかっ

た。Og8 や Og88 は以前から報告さ

れているとおり、豚肉や鶏肉で多く

認められた。また、Og8 や Og88 は正

肉からよりも、内臓肉の様なやや衛

生的でない食肉から分離される傾

向が認められた。また、鶏肉、豚肉

などでは、それぞれの食品だけから

複数分離されてる Og 型が存在する。

これらのことから Og 型は、特定の

病原遺伝子との関連よりも、汚染し
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ている食品の種類により依存して

いる可能性が示唆された。 

 

Ｅ．結論  

2 年間の汚染実態調査から astA

大腸菌の汚染は、鶏肉、豚内臓肉、

オクラ、ベビーコーンで強く認めら

れた。astA 保有大腸菌対策を行う場

合には、これらの食品は食中毒予防

のための最重要食品になると思わ

れる。一方で、astA の食中毒への関

与には、不明な点が多く残されてい

る。今後、研究が進み astA の機能

が明らかになることを期待したい。 

2 年間の汚染実態調査から得られ

た分離株の O 遺伝子型と特定の病

原遺伝子保有状況との間に関連性

は認められなかった。O 遺伝子型は

汚染している食品の種類により依

存している可能性が示唆された。 

 

Ｆ．健康危険情報  

なし 

 

Ｇ．研究発表 

１．論文発表 

なし 

２．学会発表 

なし 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

なし
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検体 25g＋mEC 培地 225mL 

42℃、22 時間 培養 

アルカリ熱抽出法により DNA 抽出 

マルチプレックス PCR によって

病原遺伝子のスクリーニング 

何らかの遺伝子が検出された場合、

クロモアガー ECC3 枚に塗沫する 

37℃、24時間 培養 

青色コロニー40 個を分離する 

病原遺伝子の再確認 

生化学性状（TSI 培地、API） 

菌株の保存 

図１ 検査手順 
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表表１１  ススククリリーーニニンンググ対対象象遺遺伝伝子子  
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標的遺伝子 配列（5’→3’） 

増幅産物

サイズ

（bp） 

濃度 

（μM） 

escV ATTCTGGCTCTCTTCTTCTTTATGGCTG 
544 0.2 

CGTCCCCTTTTACAAACTTCATCGC 

bfpB GACACCTCATTGCTGAAGTCG 
910 0.2 

 CCAGAACACCTCCGTTATGC 

stx1 GATGTTACGGTTTGTTACTGTGACAGC 
244 0.2 

 AATGCCACGCTTCCCAGAATTG 

stx2 GTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAG 
324 0.2 

 AGCGTAAGGCTTCTGCTGTGAC 

elt GAACAGGAGGTTTCTGCGTTAGGTG 
655 0.2 

 CTTTCAATGGCTTTTTTTTGGGAGTC 

estIa CCTCTTTTAGYCAGACARCTGAATCASTTG 
157 0.2 

 CAGGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG 

estIb TGTCTTTTTCACCTTTCGCTC 
171 0.2 

 CGGTACAAGCAGGATTACAACAC 

invE CGATAGATGGCGAGAAATTATATCCCG 
766 0.2 

 CGATCAAGAATCCCTAACAGAAGAATCAC 

astA TGCCATCAACACAGTATATCCG 
102 0.2 

 ACGGCTTTGTAGTCCTTCCAT 

aggR ACGCAGAGTTGCCTGATAAAG 
400 0.2 

 AATACAGAATCGTCAGCATCAGC 

uidA ATGCCAGTCCAGCGTTTTTGC 
1487 0.2 

 AAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTG 

表表２２  ススククリリーーニニンンググ PPCCRR 用用ププラライイママーー  
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表 3 汚染実態調査に使⽤した⽣野菜 
品名  
アカワケギ にんにくの芽 
アスパラガス パプリカ 
アボカド ﾌﾞﾗｳﾝﾏｯｼｭﾙｰﾑ 
オクラ ベビーキャロット 
かぼちゃ ベビーきゅうり 
サヤエンドウ ベビーコーン 
シーアスパラガス ライム 
しょうが レモン 
スナップエンドウ レモングラス 
チコリ ⽟ねぎ 
トレビス ⼈参 
にんにく ⻘とうがらし 

 

  

冷凍アスパラガス 

冷凍いんげん 

冷凍えだまめ 

冷凍オクラ 

冷凍からし菜 

冷凍カリフラワー 

冷凍グリーンピース 

冷凍コーン 

冷凍さといも 

冷凍スナップエンドウ 

冷凍タマネギ 

冷凍ねぎ 

冷凍ピーマン 

冷凍ブロッコリー 

冷凍ほうれん草 

冷凍れんこん 

表４ 汚染実態調査に使⽤した冷凍野菜 

品名 
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表５ ベビーコーン（ヤングコーン）の汚染状況 
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表６ オクラの汚染状況 
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表７ パプリカの汚染状況 
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表８ アボガドの汚染状況 
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表９ 豚内臓⾁の汚染状況 
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表 10 スプラウトの汚染状況 
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表 11 分離株の O 遺伝⼦型別 
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Og 1 
Og 119 
Og 126 
Og 130 
Og 132 
Og 142 
Og 145 
Og 150 
Og 159 
Og 160 
Og 166 
Og 170 
Og 171 
Og 177 
Og 180 

Og 183 
Og 23 
Og 25 
Og 28ab 
Og 33 
Og 35 
Og 36 
Og 4 
Og 40 
Og 49 
Og 51 
Og 52 
Og 53 
Og 54 
Og 6 

Og 74 
Og 78 
Og 82 
Og 84 
Og 91 
Og 93 
Og Gp10 
Og Gp14 
Og Gp7 

表 1２ 分離株の O 遺伝⼦型別（1 株のみ分離） 

O 遺伝⼦型 
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*：今回の調査で⽜⾁だけから分離された O 遺伝⼦型 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 13 ⽜⾁分離株の O 遺伝⼦型別 
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*：今回の調査で鶏⾁だけから分離された O 遺伝⼦型 
 

表 14 鶏⾁分離株の O 遺伝⼦型別 
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*：今回の調査で豚⾁だけから分離された O 遺伝⼦型 
 

 

 

表 15 豚⾁分離株の O 遺伝⼦型別 
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*：今回の調査で野菜だけから分離された O 遺伝⼦型 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 16 野菜分離株の O 遺伝⼦型別 
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*：今回の調査で⿂だけから分離された O 遺伝⼦型 
 

表 17 ⿂分離株の O 遺伝⼦型別 
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