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食食中中毒毒原原因因細細菌菌のの検検査査法法のの

整整備備ののたためめのの研研究究
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令 和 ５ 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

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、 （腸

管凝集付着性大腸菌耐熱性エンテロトキシン ； 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、 保有大腸菌の食

品検査法について、食品培養液からの 検出性に優れるリアルタイム

法を開発した。また、検出に優れる増菌培地と分離培地を検討した。

（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、集団感染

由来株に特化した 遺伝子バリアントの共通性の有無などは見出せな

かったがβ ラクタム系に対する耐性遺伝子を高頻度に保有することを明

らかになった。臨床的に重要と考えられるバリアントに関する病原性解析

では、さらなる研究アプローチの必要性が示された。（３）病原大腸菌食

中毒事例株の解析では、 保有大腸菌の食中毒由来株にのみ共通する

既知の付着関連遺伝子や病原性関連遺伝子は確認されなかったが、付着に

関与する遺伝子は染色体上に存在する可能性が示唆された。（４）食品中

の病原大腸菌の汚染実態および制御法では、昨年度の汚染実態調査で汚染

率の高かった鶏肉、豚内蔵肉、外国産オクラ、外国産ヤングコーンを対象

に調査を行った。（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 （疑い）」とされたが、本菌の病原性について付着因

子や菌体外分泌機構がコードされたプラスミドなどが本菌の病原性に寄

与することが示された。
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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 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 人の患者をともなう

（腸管凝集付着性大腸菌耐熱性エ

ンテロトキシン ； 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。 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 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 に加えて 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： 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

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
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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 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

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年度に続き令和５

も継続して実施する。

Ｂ 研究方法

［１］病原大腸菌食中毒の食品検

査法確立

（１） 保有細菌の性状等の

解析

菌種未同定の 保有細菌を

（

）によって菌種同定した。

次に、シーケンスにて 保有細

菌の バリアントタイプを特

定し、 つの既報の 特異的コ

ンベンショナル 法での検出性

を比較した。また、各種βラクタ

ム系薬剤や薬剤 添加クロモアガ

ー 培地（ ）にて 保

有大腸菌の生育を検討した。

（２） 特異的リアルタイム

法の開発

昨年度作製しさらに改変した

つの のうち配列上完全な

バリアントの増幅性に優れ、

かつ、より新規性に優れた

を選択した。また、 保有細菌

を供試し、選定された とイ

ンターナルコントロール（ ）を

組み合わせたリアルタイム 法

の特異性を試験した。さらに、感

度試験では、集団食中毒事例由来

保有大腸菌を用いて菌株の

み に て 試 験 し た 場 合 と 各 種 食 品

培 養 液 に て 菌 株 を 希 釈 し た 場 合

の検出限界を求めた。

（３） 保有大腸菌の食品検査

法の確立

①試験検体の 確認試験では、

モヤシ 食品の各検体 入
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袋について らの 特

異的 法（ ）を試験した。

② 保有大腸菌の添加回収試

験では、モヤシ 検体に集団食中

毒事例由来株菌液（中菌数および

高菌数）を接種し、 または

中で培養し、 を実施した。

検体培養液を薬剤 添加ソルビト

ー ル マ ッ コ ン キ ー 寒 天 培 地 （

）、 および薬剤 添加

（ ）に画線し、大

腸菌様コロニーに を実施

した。③食品中での 保有大腸

菌の選択分離培地の検討では、②

の モ ヤ シ 培 養 液 を 各 種 β ラ ク タ

ム系薬剤添加 に画線し培

養後の生育コロニーを確認した。

④ 特異的リアルタイム 法

を用いた菌数推定では、集団食中

毒 事 例 由 来 株 と 各 種 食 品 培 養 液

にて菌接種食品培養液を調製し、

に供試した。菌数と

値から検量線を作製し、令和

年度の各種食品培養液中の

保有大腸菌数を算出した。⑤自然

汚 染 検 体 分 離 株 の 遺 伝 子 性 状 解

析では、令和４年度に各種食品か

ら分離された 保有細菌株に

つ い て 菌 種 同 定 お よ び 各 種 遺 伝

子型別等を行った。

（４）腸管出血性大腸菌の食品で

の検査法

食品での検査法として通知され

ている方法（通知法）に記載の試

薬やメーカー名等について、現在

も入手可能であるか、また後継品

が販売されているかを調査した。

［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）配列上完全な 遺伝子保

有株に共通する因子の同定

配列上完全な 遺伝子バリア

ントの保有株 株について、

を用いた のクラスタリン

グを行い、共通因子の同定を試み

た。

（２）集団感染事例由来株に共通

する 遺伝子バリアントおよ

び病原関連遺伝子の同定

集団感染事例由来株について、

遺伝子バリアントの共通性

および を用いて共

通の薬剤耐性遺伝子や病原関連遺

伝子の同定を行った。

（３）主要 遺伝子バリアント

の 機 能 解 析 の た め の ク ロ ー ニ ン

グ

機能解析および 蛋白質の

機能解析のため、配列上完全なバ

リアントについて 末端に タ

グを付加できる ベクターへ

のクローニングを行った。

（４）培養細胞への感染実験によ

る 遺伝子バリアントの細胞
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汚 染 検 体 分 離 株 の 遺 伝 子 性 状 解

析では、令和４年度に各種食品か

ら分離された 保有細菌株に

つ い て 菌 種 同 定 お よ び 各 種 遺 伝

子型別等を行った。

（４）腸管出血性大腸菌の食品で

の検査法

食品での検査法として通知され

ている方法（通知法）に記載の試

薬やメーカー名等について、現在

も入手可能であるか、また後継品

が販売されているかを調査した。

［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）配列上完全な 遺伝子保

有株に共通する因子の同定

配列上完全な 遺伝子バリア

ントの保有株 株について、

を用いた のクラスタリン

グを行い、共通因子の同定を試み

た。

（２）集団感染事例由来株に共通

する 遺伝子バリアントおよ

び病原関連遺伝子の同定

集団感染事例由来株について、

遺伝子バリアントの共通性

および を用いて共

通の薬剤耐性遺伝子や病原関連遺

伝子の同定を行った。

（３）主要 遺伝子バリアント

の 機 能 解 析 の た め の ク ロ ー ニ ン

グ

機能解析および 蛋白質の

機能解析のため、配列上完全なバ

リアントについて 末端に タ

グを付加できる ベクターへ

のクローニングを行った。

（４）培養細胞への感染実験によ

る 遺伝子バリアントの細胞

 
 

毒性試験

項目（３）で作成した形質転換体

（高発現株）について、 細胞

を用いた毒性試験を行った。

（５）カイコへの感染実験による

病原性解析法の確立

カイコを用いて感染実験により

項目（３）で作成した形質転換体

（高発現株）の病原性解析を実施

した。

［３］病原性大腸菌食中毒事例株の

解析

（１）全ゲノム配列（ ）による

系 統 解 析 お よ び 完 全 長 ゲ ノ ム 配

列の解析

株 の 保 有 大 腸 菌

の 、および公共のデ

ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ て い る 同

血 清 型 の シ ー ク エ ン ス デ ー タ を

使用して 抽出による系統樹の

作 製 と

（ ）による の特定を

行った。さらに、 株の

（非集発由来 株含む）および

株の について完全長ゲノム

配列の決定を行い、本配列を用い

て、保有遺伝子の による比

較、 、薬剤耐性遺

伝子の検索を行った。

（２）細胞付着因子の特定

食中毒由来 株（

）のプラスミドを細胞非付着

性 株 に 導 入 し た 株 の 細 胞 付 着 性

の解析を行った。さらに、本菌に

つ い て ト ラ ン ス ポ ゾ ン を 用 い た

網羅的な遺伝子破壊株を作製し、

当 該 破 壊 株 に よ る 付 着 性 試 験 前

後の菌体から抽出した の

データを比較し、付着に関与

する遺伝子の特定を試みた。

（３）特徴的な生化学的性状の探

索

薬剤感受性試験（ 薬剤）、既

存の分離選択培地（ 種類）によ

る 発 育 状 況 等 観 察 、

による炭素源利用能

の測定（ 種類）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、 ℃で保管し、 時間以内に

試験に供した。

（２）最確数法による汚染菌量の

推定

最確数法による 保有大腸菌

の計数は、検体 ｇに 培地

（栄研化学）を 加え、これ

を 倍乳剤とし、５本法で行っ

た。 ℃、 時間、培養を行なっ

た培養液から を抽出し を

行い、 と の両方が検出
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された試験管を陽性とした。陽性

となった試験管の数から、 保

有大腸菌の汚染菌量を推定した。

（３）オクラにおける増殖挙動の

解析

オクラ１本につき１× の

オクラ由来 保有大腸菌を接

種し、乾燥後、 ℃、 ℃、 ℃に

保管した。経時的にオクラを取り

出し、菌数を計測した。

［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 の染色体および

プラスミドを、代表的な病原性大腸

菌ゲノムと比較し、付着因子など病

原性に関連する領域を でア

ライメントを作成し で可

視化した。また、プラスミド脱落株

の病原性をマウス腹腔内接種にて

評価した。加えて、本菌の 遺

伝子発現や細胞付着性について検

討した。

Ｃ．研究結果

［１］病原大腸菌食中毒の食品検

査法確立

（１） 保有細菌の性状等の解

析

多くの株は、 にて

大 腸 菌 と 同 定 さ れ る も 、

、 、および

菌株も含まれた。

保有大腸菌では、少なくとも タ

イプの バリアントが確認さ

れた。既報の 特異的コンベン

ショナル 法では大腸菌以外の

細菌も検出された。選択分離培地

の検討では、いずれの選択分離培

地でも供試菌株は と同色

のコロニーを形成した。

（２） 特異的リアルタイム

法の開発

配列上完全な バリアントの

検 出 性 お よ び 新 規 性 に 優 れ る

について、以降の試験

を実施した。特異性試験では、配

列上完全な バリアント保有

大腸菌のみが にて

および の両方が陽性であった。

感度試験では、いずれの条件でも

検出限界が であ

り、検量線の近似曲線は、

であった。

（３） 保有大腸菌の食品検査

法の確立

①試験検体の 確認試験では、

全モヤシ検体が 陰性であっ

た。② 保有大腸菌の添加回収

試験では、 陽性コロニーの割

合は、 培養の が低く、

培養の および 培
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に関する研究
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原性に関連する領域を でア

ライメントを作成し で可

視化した。また、プラスミド脱落株

の病原性をマウス腹腔内接種にて

評価した。加えて、本菌の 遺

伝子発現や細胞付着性について検

討した。

Ｃ．研究結果

［１］病原大腸菌食中毒の食品検

査法確立

（１） 保有細菌の性状等の解

析

多くの株は、 にて

大 腸 菌 と 同 定 さ れ る も 、

、 、および

菌株も含まれた。

保有大腸菌では、少なくとも タ

イプの バリアントが確認さ

れた。既報の 特異的コンベン

ショナル 法では大腸菌以外の

細菌も検出された。選択分離培地

の検討では、いずれの選択分離培

地でも供試菌株は と同色

のコロニーを形成した。

（２） 特異的リアルタイム

法の開発

配列上完全な バリアントの

検 出 性 お よ び 新 規 性 に 優 れ る

について、以降の試験

を実施した。特異性試験では、配

列上完全な バリアント保有

大腸菌のみが にて

および の両方が陽性であった。

感度試験では、いずれの条件でも

検出限界が であ

り、検量線の近似曲線は、

であった。

（３） 保有大腸菌の食品検査

法の確立

①試験検体の 確認試験では、

全モヤシ検体が 陰性であっ

た。② 保有大腸菌の添加回収

試験では、 陽性コロニーの割

合は、 培養の が低く、

培養の および 培

 
 

養の が高かった。③食

品中での 保有大腸菌の選択

分離培地の検討では、供試した

種 類 の 選 択 分 離 培 地 は 夾 雑 菌 の

コロニー生育を抑制しなかった。

④ 特異的リアルタイム 法

を用いた菌数推定では、定性試験

で 陽性の培養液のうち、分離

陽 性 培 養 液 お よ び 分 離 陰 性 培 養

液でそれぞれ 保有大腸菌数

が約 および約

であった。⑤自然汚染検

体からの 保有細菌の分離株

の遺伝子性状解析では、全て大腸

菌と同定された。 由来株と

由来株で同一の 抗原遺伝子型

の株が分離された食品と、 由

来株と 由来株で異なる 抗

原 遺 伝 子 型 の 株 が 分 離 さ れ た 食

品が確認された。特に、鶏肉ミン

チ由来株では、集団食中毒事例株

と同じ に該当するも

のもあった。また、代表株はいず

れも 単独保有株であり、少な

くとも 種類の バリアント

を保有していた。

（４）腸管出血性大腸菌の食品で

の検査法

通知法に記載の試薬等の一部の

販売が終了されており、リアルタ

イム 機器に後継機が販売され

ていること等を確認した。

［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）配列上完全な 遺伝子保

有株に共通する因子の同定

を用いた のクラスタ

リングの結果、同一バリアントが

複数の大腸菌進化系統に分散して

存在すること、また、各バリアン

トの周辺構造にも共通性が見られ

なかったことから、共通因子を同

定することは出来なかった。

（２）集団感染事例由来株に共通

する 遺伝子バリアントおよ

び病原関連遺伝子の同定

集団感染由来株が共通して保有

する 遺伝子バリアントの同

定することは出来なかったが、薬

剤耐性遺伝子に関しては、β ラク

タム系に対する耐性遺伝子の保有

頻度が高いことを明らかに出来た。

（３）主要 遺伝子バリアント

の機能解析のためのクローニング

機能解析の準備として 末端に

タグが付加できる ベ

クターへのクローニングを行った。

（４）培養細胞への感染実験によ

る 遺伝子バリアントの細胞

毒性試験

ベクター単体（陰性コント

ロール）と 遺伝子バリアント

の形質転換体（過剰発現株）との

比較の結果、 細胞に対する細
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胞毒性に有意差は見られなかった。

（５）カイコへの感染実験による

病原性解析法の確立

項目（３）で作成した形質転換体

（高発現株）の感染によるカイコ

の感染 時間後の生存率は

であり、非病原大腸菌 株との

差は見られなかった。

［３］病原性大腸菌食中毒事例株の

解析

（１）全ゲノム配列（ ）による

系 統 解 析 お よ び 完 全 長 ゲ ノ ム 配

列の解析

株のうち解析を行った

多くの株は に分類されたが、

食中毒由来株はいずれも

に分類された。完全長配列の解析

では、 と は類似し

た プ ラ ス ミ ド の 保 有 が 確 認 さ れ

たが、保有遺伝子比較では食中毒

由 来 株 に の み 特 異 的 な 領 域 は 認

められなかった。

（２）細胞付着因子の特定

プラスミド導入株の解析により、

付 着 に 関 与 す る 遺 伝 子 は 染 色 体

上 に 存 在 し て い る 可 能 性 が 示 唆

された。 データは染色体上

の の遺伝子にマッピングす

る こ と で 各 遺 伝 子 の カ ウ ン ト 数

を取得し、さらに必須性指数の算

出も行った。付着性試験後でカウ

ン ト 数 が 減 少 し て い た 遺 伝 子 は

種類存在した。

（３）特徴的な生化学的性状の探

索

保有大腸菌 の簡便

な 分 離 検 出 法 開 発 を 目 的 と し て

各項目を実施したが、利用可能な

特徴的性状は確認されなかった。

［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）食品中の 保有大腸菌の

汚染菌量の推定

今回は鶏肉、豚内蔵肉、外国産オ

クラ、外国産ヤングコーン、それ

ぞれ 検体を対象に、最確数法を

用いて 保有大腸菌の汚染菌

量の推定を行った。

鶏肉は 検体中 検体（ ％）

が陽性となった。 検体は 〜

であった。 検体

は 定 量 限 界 値 以 上 （ 1.6×10

）であった。陽性検体中、

％の検体の汚染菌量は 〜

の範囲に分布していた。

豚内蔵肉は 検体中 検体

（ ）が陽性となった。汚染菌量

は 〜 の範囲であ

った。陽性検体中、 ％の検体の

汚染菌量は 以下で

あった。

オクラは 検体中 検体（ ％）

が陽性となった。汚染菌量の範囲

は 〜 であった。
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汚染菌量は均一に分布していた。

ヤングコーンは 検体中 検

体（ ％）が陽性となった。汚染

菌量の範囲は 〜定量限界値以

上であった。陽性検体の ％は

以下の汚染菌量であ

った。残りの ％の汚染菌量は

以上であった。
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解析
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後から菌数が減少し、培養 日目

には、菌は検出されなくなった。

［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

大腸菌 が分子量

約 の大プラスミドを有して

おり、付着因子および菌体外分泌機

構がコードされていた。また、菌体

外分泌機構は、染色体上にも存在し

ていることが示された。プラスミド

脱落株を作製し、マウスに腹腔内接

種した結果、 が死亡し、プラス

ミド保有株では 死亡であった。

加えて、本菌の 遺伝子発現や

細胞付着性が に起因する

ことが示された。

考察

［１］病原大腸菌食中毒の食品検

査法確立

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

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） 保有細菌の性状等の解

析

既存の 特異的コンベンショ

ナル 法では一部の 保有

大 腸 菌 の 検 出 性 が 低 く そ の 他 細

菌 が 検 出 さ れ る こ と が 示 さ れ た

ため、 保有大腸菌特異的な遺

伝 子 検 出 法 の 開 発 が 重 要 と 考 え

られた。

（２） 特異的リアルタイム
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法の開発

配列上完全な バリアント特

異的 において、 お

よび の両方が増幅される場合

が 保有大腸菌陽性と判定さ

れると考えられた。また、

は検出性および定量性に優れ

ることが示された。

（３） 保有大腸菌の食品検査

法の確立

モヤシからの 保有大腸菌の

検出には、 および また

は の組み合わせが適す

ると考えられた。リアルタイム

では、 保有大腸菌の分離の

ためには、増菌培養液中に

程度の菌数が必要と示唆

された。増菌培地ごとに増殖しや

す い 菌 株 の 存 在 が 示 唆 さ れ た た

め、食中毒事例の原因物質調査に

おいては および を併用

することで、より効率に 保有

大 腸 菌 が 分 離 さ れ る と 考 え ら れ

た。

（４）腸管出血性大腸菌の食品で

の検査法

通知法記載の機器や試薬等の一

部 が す で に 入 手 困 難 と な っ て い

る現状が明らかとなった。また、

通 知 法 で は 遺 伝 子 検 出 法 の 検 出

限界を 以上と示さ

れている。今後は、現状販売され

ているリアルタイム 法の後継

機器を用いて、各種遺伝子検出法

の 検 出 限 界 が 定 め ら れ た 値 を 満

た し て い る か を 確 認 す る 必 要 が

あると思われた。

［２］病原大腸菌の検出指標遺伝子

および病原性発現解析

配列上完全な 遺伝子バリア

ントを保有する大腸菌株 株に

関する解析では、各 遺伝子バ

リ ア ン ト に 共 通 す る 疫 学 マ ー カ

ー と な る 遺 伝 子 の 同 定 が 困 難 で

あることが明らかとなった。集団

感染由来株に特化した 遺伝

子 バ リ ア ン ト の 共 通 性 の 有 無 や

共通する薬剤耐性遺伝子・病原関

連遺伝子の検索の結果、集団感染

由来株が共通して保有する

遺 伝 子 バ リ ア ン ト の 同 定 す る こ

とは出来なかったが、β ラクタ

ム 系 に 対 す る 耐 性 遺 伝 子 を 高 頻

度 に 保 有 す る こ と を 明 ら か に 出

来た。臨床的に重要と考えられる

バ リ ア ン ト に 関 す る 病 原 性 解 析

では、高発現株の培養上清を用い

た 細 胞 毒 性 試 験 な ら び に カ イ コ

を 用 い た 感 染 実 験 の い ず れ に お

いても、有意な結果は得られず、

病 原 性 に 関 し て 異 な る 研 究 ア プ

ロ ー チ を 検 討 す る 必 要 が あ る こ

とが明らかとなった。

［３］病原性大腸菌食中毒事例株の
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解析

株のうち が病原

性 系 統 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ

た。しかし、食中毒由来株にのみ

共 通 す る 既 知 の 付 着 関 連 遺 伝 子

や 病 原 性 関 連 遺 伝 子 は 確 認 さ れ

なかった。一方で、付着に関与す

る 遺 伝 子 は 染 色 体 上 に 存 在 す る

可能性が示唆された。しかし、染

色体上には もの遺伝子が存

在し、そのうち の比較解析

に お い て カ ウ ン ト 数 が 減 少 し た

遺伝子は 種類も存在した。し

かし、本解析により各遺伝子のデ

ータ（カウント数や必須性指数）

が取得されたことから、付着因子

の 特 定 の た め に は こ れ ら の デ ー

タを活用するなど、引き続き解析

を 行 う こ と が 重 要 で あ る と 考 え

られる。

［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

食品における 保有大腸菌の

汚染菌量を明らかにするために、

昨 年 度 の 汚 染 実 態 調 査 で 汚 染 率

の高かった鶏肉、豚内蔵肉、外国

産オクラ、外国産ヤングコーンを

対象に調査を行った。調査食品全

体 で み る と 汚 染 菌 量 は ほ と ん ど

の検体で 〜 範囲

であった。鶏肉１検体とヤングコ

ーン 検体だけが定量限界値以上

（1.6×10 ）であった。

鶏 肉 は 昨 年 度 ま で の 調 査 結 果 と

同様に汚染率が高く、また今回の

調 査 で 汚 染 菌 量 も 高 い こ と が 明

らかになった。これらの結果から、

鶏肉は一般的に 保有大腸菌

に 汚 染 さ れ て い る も の と 考 え ら

れた。 保有大腸菌に対策を考

える場合、鶏肉は最も優先して対

応 し な け れ ば な ら な い 食 品 で あ

ると考えられた。豚肉内蔵肉も汚

染 率 は 高 か っ た が 、 汚 染 検 体 の

％は 以下であり、

鶏 肉 と 比 べ る と 汚 染 菌 量 は 低 か

った。しかし、一部の検体では

を超えているため、注意

が必要である。オクラは検体ごと

に汚染菌量が分散しており、汚染

菌 量 に 特 定 の 傾 向 は 認 め ら れ な

かった。ヤングコーンは汚染検体

の ％が 以下の汚

染菌量出会ったが、残りの汚染検

体は を超えており、

２ 検 体 は 定 量 限 界 値 を 超 え て い

た。この結果から、ヤングコーン

は 検 体 に よ っ て 汚 染 菌 量 が 大 き

く異なることが示唆された。検体

に よ っ て 汚 染 菌 量 が 多 い 場 合 が

あるので、ヤングコーンを調理す

る場合は、十分に加熱を行う必要

があると考えられた。

オクラとヤングコーンのうち、
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オ ク ラ は 生 や 浅 漬 け で 喫 食 す る

ため、オクラにおける 保有大

腸 菌 の 増 殖 に つ い て 検 討 を 行 っ

た 。 今 回 の 結 果 か ら 、 オ ク ラ を

℃ 以 下 の 環 境 で 保 管 す れ ば 、

保有大腸菌の増殖を抑制で

きることが明らかになった。オク

ラにおける 保有大腸菌の汚

染菌量の推計から、市販されてい

る オ ク ラ か ら 最 高 ×

の 保有大腸菌が汚

染していると考えられる。オクラ

１本に換算すると、約 ×

の汚染があると考えられる。一方、

増殖挙動の解析から、保管温度が

高いと、オクラ１本あたり約

まで増殖できることが示

唆される。このことから、市販の

オクラも保管温度が高ければ、オ

ク ラ 上 の 菌 数 の 増 加 の 可 能 性 が

あると考えられた。

［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

本 菌 の 染 色 体 ゲ ノ ム と 他 の 病 原

性大腸菌染色体ゲノムの詳細な比

較解析により見いだされた領域は、

主要ではないものの病原性に関与

する領域であり病原性に関与する

ことが考えられた。また、付着因子

や菌体外分泌機構をコードする大

プラスミドを有しており、この脱落

株を用いたマウス腹腔内接種では、

死亡率が半分に減少することから、

病原性に強く関与していることが

明らかになった。加えて、 遺伝

子の発現や付着因子 の病

原性への関与についても知見が得

られた。

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 、 既 報 の

特異的コンベンショナル

法では特異性が低いことが示され

た。そこで、配列上完全な バ

リアント特異的リアルタイム

法を新規に開発した。 保有大

腸菌を特異的かつ高感度に検出す

る本リアルタイム 法は、多様な

夾雑菌を含む食品での検査におい

て、 保有大腸菌汚染食品の検

知と分離株の 保有確認への活

用に有用と考えられた。また、

保有大腸菌の増菌培地として

および が有用であることが示

唆された。 保有大腸菌が原因

と疑われる食中毒事例調査の際は、

および を併用することで

保有大腸菌をより効率に分離

が可能であると考えられた。さらに、

腸管出血性大腸菌の本研究にて、現

状に即した通知法改定案を作成す

る必要性が考えられた。分担研究
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［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、

遺伝子陽性大腸菌に関して、検出指

標の同定と検査法の開発を進めた。

しかしながら、同一バリアントが大

腸菌進化系統に散在しており、共通

遺伝子を同定出来なかった。集団感

染事例株ではβ ラクタム系耐性遺

伝子を高頻度に保有していた。また、

病原性について、 単独での機

能は見られなかった。今後は

遺伝子が他の因子と協調的に働く

可能性を検討するともに、新たな検

出指標を追加した検出系を構築す

る。分担研究［３］病原大腸菌食中

毒 事 例 株 の 解 析 で は 、 血 清 型 が

である 陽性大腸菌に

着目した解析により、 が病

原性系統である可能性が判明した。

本菌の病原性究明のためには、引き

続き付着因子の特定や病原性関連
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明らかになった。この結果から、こ
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腸菌 （疑い）」とさ

れたが、本菌の病原性について検討

を行い、本菌が保有するプラスミド

が病原性に関与していることが明

らかになった。

健康危険情報

なし

研究発表

（誌上発表）
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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 ５ 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 月に富山市で発生した学校給食を原因とした患者数 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 （ 抗原遺

伝子型 ） について、病原性を解明するために令和３・４年度に多角的な解析

を行い、完全長ゲノムの取得と詳細なゲノム解析、患者便メタゲノム解析等を行った。令

和５年度には、付着因子や菌体外分泌機構がコードされたプラスミド等が本菌の病原性

に寄与することが明らかになった。

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、齋藤和輝、木全恵子、磯部順子

国立医薬品食品衛生研究所 大屋賢司、西角光平、廣瀬昌平、大西貴弘

Ａ．研究目的

令和３年 月に富山市で学校給

食を原因とした患者数 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 （ 血清型別不能）

であり、 抗原遺伝子型別で

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
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結果から、病因物質は「大腸菌

（ ） （疑い）」と報告され

た（廣瀬ら、病原微生物検出情報、

）。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ることにし

た。

Ｂ 研究方法

［１］富山市事例大腸菌株のゲノ

ムおよびプラスミドの解析

本 事 例 牛 乳 由 来 大 腸 菌

（ ） （ 株）の染色

体およびプラスミドを、代表的な

病原性大腸菌ゲノムと比較した。

染 色 体 お よ び プ ラ ス ミ ド 上 の 付

着 因 子 な ど 病 原 性 に 関 連 す る 領

域を、 を用いて各株ゲノ

ムから抽出し、 でアライメ

ントを作成し で可視化し

た。また、増菌培地での継代によ

っ て プ ラ ス ミ ド 脱 落 株 を 作 製 し

た。プラスミド脱落株と元株につ

い て ゲ ノ ム 配 列 間 の 単 一 塩 基 多

型（ ）解析を に

て行った。 株、プラスミド

脱 落 株 、 非 病 原 性 大 腸 菌

（ ）を マウスに腹

腔内接種し、 日間生死を観察し

生存率を求めた。実験は、国立医

薬 品 衛 生 研 究 所 動 物 実 験 委 員 会

の 承 認 を 得 て 行 っ た （ 承 認 番 号

）。

［２］プローブを用いた絶対定量

系による および 遺伝子

発現量の定量

本食中毒原因食品由来株（ ）、

患者由来株（ ）、完全な

を保有し、機能解析が実際に行わ

れ て い る 腸 管 凝 集 付 着 性 大 腸 菌

（ を供試した。 液体

培 地 を 用 い た 各 供 試 菌 株 の 培 養

液から 抽出および 合成

を行った。プライマーおよびプロ

ーブはウェブサーバ上の

にて設計した。検量線作成には、

標的遺伝子全長を にて合成し、

段階希釈した を用いた。各

産物における および コ

ピー数は、検量線を用いて算出し

た。

［３］細胞傷害性試験

富山市食中毒事例から分離され

た大腸菌 の病原性解析

のため、付着因子の特定および保

有する百日咳様毒素（ ）の解析

を行った。食中毒由来株の付着因

子特定のため、プラスミドの各領

域 の 破 壊 株 作 製 と 細 胞 付 着 性 の

解析を行い、その結果から確認さ

れ た 付 着 に 関 与 す る 可 能 性 の あ

る 遺 伝 子 に つ い て 破 壊 株 と 相 補
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株 を 作 製 し 再 度 付 着 性 の 解 析 を

行った。さらに、保有する百日咳

様毒素遺伝子 の破壊株を作製

し、本菌株感染時の 細胞の形

態的変化の確認、および 細胞

から抽出した を用いて 補

体 発現量を測定し野生株

と比較を行った。

Ｃ．研究結果

［１］富山市事例大腸菌株のゲノ

ムおよびプラスミドの解析

株染色体ゲノム環状地図

を 他 の 病 原 性 大 腸 菌 株 染 色 体 ゲ

ノムと比較したところ、 や尿

路原性大腸菌（ ）と共通して

保 存 さ れ て い る 領 域 が 数 カ 所 見

いだされた（図１）。また、

株は分子量約 の大プラス

ミド を有しており、付着

因 子 お よ び 菌 体 外 分 泌 機 構 が コ

ードされていた（図２）。プラスミ

ド 上 の 付 着 因 子 お よ び 菌 体 外 分

泌機構コード領域の構造は、腸管

毒素原性大腸菌（ ）の保有す

る プ ラ ス ミ ド 上 の 構 造 と 類 似 し

ていた。（図３および４）。また、

菌体外分泌機構は、染色体上にも

存在していることが示された（図

４）。 解析の結果、 株と

プラスミド脱落株ゲノム間の

は であり、継代によって染色体

ゲ ノ ム に 変 異 が 入 っ て い な い こ

とが確認された（データ示さず）。

非病原性大腸菌 、 株、

プ ラ ス ミ ド 脱 落 株 を マ ウ ス に 腹

腔内接種した結果、 株接種マ

ウスは全数生存し、 株接種

マウスは全数死亡した。また、プ

ラ ス ミ ド 脱 落 株 接 種 マ ウ ス の 死

亡率は であった。

［２］プローブを用いた絶対定量

系による および 遺伝子

発現量の定量

各株において、 および

遺伝子の がそれぞれ検出さ

れた。 あたりのコピー

数は、各株間で同等であった（図

５）。

［３］細胞傷害性試験

プラスミド上に存在する オ

ペ ロ ン を 含 む 領 域 を 破 壊 し た 株

が細胞非付着性を示した。そのた

め 破壊株と相補株を作製し、

各 株 の 付 着 性 解 析 か ら 相 補 株 の

みが付着性を示した。野生株で認

められた 細胞の形態的変化は

破壊株では認められなかった。

さらに、 発現量は野生株にのみ

有意な上昇が認められた。（図６）。

考察

［１］富山市事例大腸菌株のゲノ

ムおよびプラスミドの解析
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令 和 年 度 ま で の 成 果 で 、

株は病原性大腸菌の主要

な病原因子はもたないものの、系

統的には や と近縁であ

ることが示されている。 株

染 色 体 ゲ ノ ム と 他 の 病 原 性 大 腸

菌 染 色 体 ゲ ノ ム の 詳 細 な 比 較 解

析により見いだされた領域は、主

要 で は な い も の の 病 原 性 に 関 与

する領域であり、 や腸管出血

性大腸菌（ ）には存在しなか

った。また、 株は、付着因

子 や 菌 体 外 分 泌 機 構 を コ ー ド す

る 大 プ ラ ス ミ ド を 有 す る こ と も

明らかとなった。 株をマウ

ス に 腹 腔 内 接 種 す る と 接 種 マ ウ

スは 死亡し、 株が病原

性を有することが示された。プラ

スミド脱落株の接種では、死亡率

は であった。プラスミド脱落

株と 株間の 解析の結

果、プラスミド脱落株の染色体に

は 変 異 が 入 っ て い な い こ と が 確

認 さ れ た こ と か ら 、 プ ラ ス ミ ド

は、 株の病原性に

強 く 関 与 し て い る こ と が 明 ら か

になった。

［２］プローブを用いた絶対定量

系による および 遺伝子

発現量の定量

これまで、 の相対定量系

では および 遺伝子の

発現量が定量できなかった。

遺伝子については、 ら

も同様に、 遺伝子領域を保有

する大腸菌において、相対定量系

では 遺伝子の が定量で

きないことを報告している。この

理由として、 遺伝子の発現量

が極めて低いことや、 が不安

定であること等が考えられる。本

解析において、絶対定量系によっ

て 遺伝子における が検

出された。このことから、遺伝子

と し て 機 能 し て い る こ と が 考 え

られたため、今後は 遺伝子

群 の 本 菌 の 病 原 性 へ の 関 与 に つ

いて解析する。

［３］細胞傷害性試験

本菌の細胞付着性は オペロ

ンがコードする付着因子

に起因すると考えられた。また、

は 細胞の形態的変化や炎

症 誘 発 に 寄 与 し て い る 可 能 性 が

示唆された。

結論

大腸菌 の病原

性を解明するために、今年度は、

本 菌 の 染 色 体 ゲ ノ ム を 詳 細 に 解

析し、主要ではないものの病原性

に 関 与 す る 領 域 を 有 す る こ と が

明らかになった。また、付着因子

や 菌 体 外 分 泌 機 構 を コ ー ド す る
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［２］プローブを用いた絶対定量

系による および 遺伝子

発現量の定量

これまで、 の相対定量系

では および 遺伝子の

発現量が定量できなかった。

遺伝子については、 ら

も同様に、 遺伝子領域を保有

する大腸菌において、相対定量系

では 遺伝子の が定量で

きないことを報告している。この

理由として、 遺伝子の発現量

が極めて低いことや、 が不安

定であること等が考えられる。本

解析において、絶対定量系によっ

て 遺伝子における が検

出された。このことから、遺伝子

と し て 機 能 し て い る こ と が 考 え

られたため、今後は 遺伝子

群 の 本 菌 の 病 原 性 へ の 関 与 に つ

いて解析する。

［３］細胞傷害性試験

本菌の細胞付着性は オペロ

ンがコードする付着因子

に起因すると考えられた。また、

は 細胞の形態的変化や炎

症 誘 発 に 寄 与 し て い る 可 能 性 が

示唆された。

結論

大腸菌 の病原

性を解明するために、今年度は、

本 菌 の 染 色 体 ゲ ノ ム を 詳 細 に 解

析し、主要ではないものの病原性

に 関 与 す る 領 域 を 有 す る こ と が

明らかになった。また、付着因子

や 菌 体 外 分 泌 機 構 を コ ー ド す る

 

大 プ ラ ス ミ ド を 有 す る こ と も 明

らかとなった。この株はマウスに

腹 腔 内 接 種 す る と 接 種 マ ウ ス は

死亡し、病原性を有すること

が示されたが、プラスミド脱落株

では死亡率が半分になり、このプ

ラ ス ミ ド が 病 原 性 に 強 く 関 与 し

ていることが明らかになった。

また、 遺伝子発現量の定量

を 絶 対 定 量 系 に よ っ て 検 出 可 能

であることが示され、遺伝子とし

て 機 能 し て い る こ と が 示 唆 さ れ

た。さらに、本菌の細胞付着性は

オペロンがコードする付着因

子 に起因すると考えられ、

が 細胞の形態的変化や炎

症 誘 発 に 寄 与 し て い る 可 能 性 が

示唆された。

以上のように、富山市の学校給

食を原因とした集団食中毒由来

大腸菌の病原性に付着因子や菌

体外分泌機構をコードするプラ

スミド等が寄与することが明ら

かになった。

健康危険情報

なし

研究発表

（誌上発表）

 

（投稿中）

知的所有権の取得状況・登録状況

なし
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図 富山市食中毒由来大腸菌株と関連株の染色体比較

図２ 富山市食中毒由来大腸菌株と関連株のプラスミド比較
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図 富山市食中毒由来大腸菌株と関連株の染色体比較

図２ 富山市食中毒由来大腸菌株と関連株のプラスミド比較

 

E.coli  OUT(OgGp9):H18
pESC818

ETEC株 (Plasmid)

Sequence
identity

図３ プラスミド上の付着因子コード領域のゲノム比較

図４ 菌体外分泌機構コード領域のゲノム比較
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図５ プローブを用いた絶対定量系による および 遺伝子発現量の定量

（２連で行った実験より得られた測定値から平均値±標準偏差を算出した。３回の

独立した実験を行い、その代表的なデータを示す。）

富山株の 細胞付着像 富山株の菌液を接種した 細胞

 
富山株の 破壊株の菌液を接種した 細胞

図６ 細胞での菌の付着性および形態的変化
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図５ プローブを用いた絶対定量系による および 遺伝子発現量の定量

（２連で行った実験より得られた測定値から平均値±標準偏差を算出した。３回の

独立した実験を行い、その代表的なデータを示す。）

富山株の 細胞付着像 富山株の菌液を接種した 細胞

 
富山株の 破壊株の菌液を接種した 細胞

図６ 細胞での菌の付着性および形態的変化
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分 担 研 究 報 告 書

病病原原大大腸腸菌菌食食中中毒毒のの食食品品検検査査法法確確立立

工藤 由起子





令和５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

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 保有大腸菌を対象に研究を実施した。［１］ 保有大腸菌

の性状等の解析： のバリアントの多様性を解析した。また、

保有であるが大腸菌以外の細菌の同定と既存の 法での検出性を検

討した。［２］ 特異的リアルタイム 法の開発では、 のバ

リアントのうち完全な配列を有するものを対象としたリアルタイム

を開発した。［３］ 保有大腸菌の食品検査法の確立では、昨年

度の補足として一部検体を用いて増菌培養法、分離培養法を総合して

評価した。ヒトに病原性を示す 保有大腸菌の解明が求められてい

るところだが、これらの３つの研究では食中毒事例が発生した際に有

用な検査法につながる重要な成果が得られたと考える。また、腸管出

血性大腸菌食中毒の原因食品の特定に必要な検査法について［４］腸

管出血性大腸菌の食品での検査法では、既存の通知法記載の試薬や機

器の変更の必要性について検討した。

研究協力者

宮城県保健環境センター 山口友美、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
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川崎市健康安全研究所 小嶋由香、荒木靖也

鹿児島大学 大岡唯祐

国立医薬品食品衛生研究所 大西貴弘、大屋賢司、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 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 人の患者をともなう

（腸管凝集付着性大腸菌耐熱

性エンテロトキシン ； 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 。

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 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、

分離培養法について昨年度まで取

り組んできたが、今年度は遺伝子

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

ることを目的として、以下の３つ

の研究を実施した。［１］ 保有

大腸菌の性状等の解析では、

のバリアントの多様性を解析した。

また、 保有であるが大腸菌以

外の細菌の同定と既存の 法で

の検出性を検討した。［２］ 特

異的リアルタイム 法の開発で

は、 のバリアントのうち完全

な配列を有するものを対象とした

リアルタイム を開発した。［３］

保有大腸菌の食品検査法の確

立では、昨年度の補足として一部

検体を用いて増菌培養法、分離培

養法を総合して評価した。

また、腸管出血性大腸菌食中毒

の原因食品の特定に必要な検査法

について［４］腸管出血性大腸菌の

食品での検査法では、既存の通知

法記載の試薬や機器の変更の必要

性について検討した。
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Ｂ 研究方法

［１］ 保有細菌の性状等の

解析

菌種未同定の 保有細菌

株 を

（ ）に

よって菌種同定した。次に、 株

の 保有大腸菌における

バリ アン ト タイ プ を特 定す るた

め、既報の のシークエンス

用プ ライ マ ーを 活 用し て配 列を

決定し、 種類の リファレ

ンス配列と比較した。同 保

有大腸菌について、 つの既報の

特異的コンベンショナル

法での検出性を比較した。また、

において大腸菌以

外の 細菌 と 同定 さ れた 菌株 につ

いても バリアントタイプの

特定および既報の 特異的コ

ンベンショナル 法での検出性

を試験した。さらに、 保有大

腸菌 の選 択 分離 培 地の 検討 のた

めに、各種βラクタム系薬剤や薬

剤 を組み合わせて添加した

種 類 の ク ロ モ ア ガ ー 培 地

（ ）を調製し、集団食中毒

事例 由来 株 コロ ニ ー生 育を 確認

した。

［２］ 特異的リアルタイム

法の開発

昨年度作製した 以外の

バリ アン ト 特異 的 なプ ライ マー

お よ び プ ロ ー ブ セ ッ ト 候 補

（ 、 、 お

よび ） 種類を基本とし

て、 、 および の配列を

非検 出に す るた め にプ ロー ブの

配列を修正（ 、 、

および ）し

た。次に、代表 バリアントタ

イプとして 、 および 保

有大 腸菌 株 にお け る検 出性 を試

験し、 つの のうち増幅性

に優れ、かつ、より新規性に優れ

た を以降の検討に用いた。

また、 保有大腸菌 株およ

び 保有大腸菌以外の 保

有細菌（ 、

お よ び

）を供試し、

選定された とインターナル

コントロール（ ）を組み合わせ

たリアルタイム 法の特異性を

試験した。さらに、感度試験では、

集団食中毒事例由来の 保有

大腸菌 株を用いて菌株のみにて

試験 した 場 合の 検 出限 界と 食品

（豚肉スライス、エビおよびベビ

ーコーン）培養液にて菌株を希釈

した 場合 の 検出 限 界を それ ぞれ

求めた。
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［３］ 保有大腸菌の食品検査

法の確立

（１）試験検体の 確認試験

では、モヤシ 食品の検体

入りストマッカー袋を 袋用意

した。 袋について 中にて増

菌培養後に らの 特

異的 法（ ）陰性を確認

した。

（２） 保有大腸菌の添加回

収試験では、 検体に中菌数（約

）および高菌数（約 ）

に希 釈し た 集団 食 中毒 事例 由来

株菌液を接種した。各 袋に

および を加え培養し、

を実施した。検体培養液

を薬剤 添加ソルビトールマッコ

ンキー寒天培地（ ）、

お よ び 薬 剤 添 加 （

）に画線し、大腸菌様コロ

ニーを最大 個選択し を

実施した。

（３）食品中での 保有大腸

菌の 選択 分 離培 地 の検 討 で は、

（２）のモヤシ培養液をセフィキ

シム添加 、セフスロジン添

加 、セフィキシムおよびセ

フスロジン添加 に画線し、

培養した。培養後の生育コロニー

の色や生育状態を確認し、（２）と

同様に 保有大腸菌を分離し

た。

（４） 特異的リアルタイム

法を用いた菌数推定では、集

団食中毒事例由来株 株の培養液

を 陰性の各種食品 培養

液にて 倍階段希釈し、菌接種

食品培養液を調製し、

に供試した。各菌接種食品培養液

に添加した菌数と得られた 値

から検量線を作製した。令和

年度に抽出した について上記

にて 作製 の 検量 線 を用 いて 各培

養液中の 保有大腸菌数を算

出した。

（５）自然汚染検体からの

保有 細菌 の 分離 株 の遺 伝子 性状

解析では、令和４年度に各種食品

から分離された 保有細菌

株について およ

び 抗原遺伝子型および 抗原遺

伝子 型解 析 を実 施 し代 表株 を選

定した。次に、代表株の各種病原

因子を検出し、保有する バ

リアントを特定した。

［４］腸管出血性大腸菌の食品で

の検査法

通知法記載の遺伝子検出法、培

養法 およ び その 他 試薬 やメ ーカ

ー名等について、通知法に記載さ

れて いる 内 容が 現 在も 入手 可能

であるか、また後継品が販売され

ているかを調査した。
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Ｃ．研究結果

［１］ 保有細菌の性状等の解

析

供試菌株のうち

株を除く 株は大腸菌と同定さ

れ、各 株は および

、 株は最も一致率

が高い菌種としては

と同定された。 保有大腸菌で

は、少なくとも タイプの

バリアントが確認され、一部の株

は、複数のバリアントタイプ保有

株、 プライマーにて増幅され

ない 株ま た は新 た なバ リア ント

保有 株で あ った 。 次に 、既 報の

特異的コンベンショナル

法での 保有大腸菌の検出性

を比較したところ、いずれも供試

した つの 法陽性であったが、

らの 法では 保

有の 株はバンドが薄かった。一

方、 保有大腸菌以外の細菌で

は、 は複数のバリア

ント タイ プ を保 有 して おり 、

は プライマーに

て増幅されず、 は複数

のバ リア ン トタ イ プ保 有 株 また

は新 たな バ リア ン ト保 有 株 であ

った。また、 は つ

法のいずれも陽性であったが、

他 株はいずれかの 法で陰性

また はバ ン ドが 薄 い結 果で あっ

た。 保有大腸菌の選択分離培

地の検討では、セフィキシム添加

、セフスロジン添加

およ びセ フ ィキ シ ムお よび セフ

スロジン添加 では、供試

菌株 の い ず れも コ ロニ ーを 形成

し、 と同様のコロニー色を

示した。薬剤 添加培地では、い

ずれの培地も 保有大腸菌の

コロニー生育が抑制された。

［２］ 特異的リアルタイム

法の開発

、 、

および のいずれにおい

ても、配列上不完全な バリ

アントタイプである 保有株は

陰性であった。一方、 お

よび では、 保有株

および 保有株が同程度の

値を示したが、 および

では、 保有株の

値と 保有株の 値とに大き

な差が認められたため、

および は検出性が劣る

と考えられた。 および

のうち新規性に優れる

について、以降の試験

を実施した。特異性試験に供試し

た 保有大腸菌 株中

株は において お

よび が増幅されたが、 保有

の 株は が増幅されるも
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が増幅されなかった。また、その

他 の 保 有 細 菌 で は 、

および は

いずれも が増幅されるも

が増 幅さ れ なか っ た。 また 、

は、 が増幅される

も は増幅されなかった。感度

試験では、菌株のみを用いた場合、

い ず れ の 菌 株 で も 検 出 限 界 が

であり、検量線の

近似曲線は、 であった。一

方、食品を用いた場合は、いずれ

の食品でも検出限界が

であり、検量線の近似曲線

は、 であった。

［３］ 保有大腸菌の食品検査

法の確立

（１）試験検体の 確認試験

では、全モヤシ検体が 陰性

であった。

（２） 保有大腸菌の添加回

収試験では、釣菌コロニーに対す

る 陽性コロニーの割合は、

と で同等もしくは で

高く、増菌培地と分離培地の組み

合わせでは、 培養の

が低く、 培養の および

培養の が高かった。

（３）食品中での 保有大腸

菌の選択分離培地の検討では、供

試した 種類の選択分離培地は

保有大腸菌以外の青色コロニ

ーの生育を抑制しなかった。

（４） 特異的リアルタイム

法 を 用 い た 菌 数 推 定 で は 、

保有大腸菌の菌数は、概ね接

種菌 数お よ び分 離 結果 を反 映し

ていた。各培養液の平均菌数は、

定性試験で 陽性の培養液の

うち、 保有大腸菌が分離され

た培 養液 お よび 分 離さ れな かっ

た 培 養 液 で そ れ ぞ れ 約

および約 で

あった。

（５）自然汚染検体からの

保有 細菌 の 分離 株 の遺 伝子 性状

解析では、全て大腸菌と同定され

た。 由来株と 由来株で同

一の 抗原遺伝子型の株が分離さ

れた食品と、 由来株と 由

来株で異なる 抗原遺伝子型の株

が分離された食品が確認された。

特に、鶏肉ミンチ由来株は多様な

抗原遺伝子型で構成されており、

年姫路市食中毒事例株と同

じ に該当するものも

あった。また、代表株はいずれも

単独保有株であり、 種類の

バリアントを単独保有ある

いは 複数 の バリ ア ント を同 時保

有していた。

［４］腸管出血性大腸菌の食品で

の検査法

抽出キットおよびリアルタ
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イム 法および

法の

いず れ も 通知 法 に 記載 の キ ット

が現 状 で も販 売 さ れて い る こと

を確認した。また、通知法に記載

され て い るタ カ ラ バイ オ お よび

のリアルタ

イム 機器に後継機が販売され

ていることを確認した。通知法に

記載されている リアル

タイ ム 濁 度測 定 機 器の う ち 現状

販 売 さ れ て い る 機 器 は

のみであった。増菌

用培地である の販売元として

通知 法 に 記載 さ れ てい る メ ルク

は、その後販売を終了しており、

通知法記載の 寒天培地は、

名称変更されていた。さらに、一

部の 製 造 販売 元 名 や試 薬 は 名称

変更されていたことを確認した。

考察

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。昨年度に既存の 法のうち

比較 的優 れ る方 法 が明 らか にな

ったが、今年度の検討では特異性

など 十分 で はな い こと が明 らか

になり、今年度開発したリアルタ

イム の有用性が高いと考えら

れた。また、他分担研究者による

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。腸管出血性大腸菌の食品

での検査法については、今後、見

直し が必 要 であ る こと が判 明し

た。

［１］ 保有細菌の性状等の解

析

既存の 特異的コンベンショ

ナル 法では一部の 保有

大腸菌は検出されない、またはバ

ンド が薄 く 検出 性 が低 いこ とが

本 研 究 に て 示 さ れ た 。 一 方 、

属細菌や

属細菌の一部も既報の 特異

的遺 伝子 検 出法 の いず れか では

陽性となることが示されたため、

保有大腸菌特異的な遺伝子

検出 法の 開 発が 重 要と 考え られ

た。

［２］ 特異的リアルタイム

法の開発

本研究にて開発した

では、配列上不完全な バリ

アントタイプである および

および が

保有する が増幅されないこ

とが示された。一方、

は、 にて が増幅さ
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れるも は増幅されなかったた

め、 において およ

び の両方が増幅される場合を

保有大腸菌陽性と判定する

ことが適していると考えられた。

感度試験では、菌株のみを用いた

場合 と食 品 を用 い た場 合の 両方

で検出限界が で

ある ため 検 出性 に 優れ るこ とが

示され、かつ、検量線の近似曲線

は、 と高い直線性を示す

ことため、定量性にも優れること

が示された。

［３］ 保有大腸菌の食品検査

法の確立

モヤシからの 保有大腸菌の

検出には、 および ある

いは の組み合わせが適

していると考えられた。選択分離

培地への選択剤として、セフィキ

シム およ び セフ ス ロジ ン添 加培

地を検討したが、今回試験したモ

ヤシ では こ れら 薬 剤の 顕著 な有

用性は認められなかった。リアル

タイム での推定菌数は、概ね

接種 菌数 お よび 分 離結 果を 反映

した菌数を示し、 保有大腸菌

の分離のためには、増菌培養液中

に 程度の菌数が必

要と示唆された。豚肉ミンチ由来

株は、 と で株の 抗原遺

伝子 型構 成 が異 な って いた こと

から、増菌培地ごとに増殖しやす

い菌 株が 存 在す る こと が示 唆さ

れた。そのため、食中毒事例の原

因物質調査において 保有大

腸菌を疑う場合は、増菌培地とし

て および を併用するこ

とで、 保有大腸菌をより効率

に分 離が 可 能で あ ると 考え られ

た。

［４］腸管出血性大腸菌の食品で

の検査法

通知法記載の機器や試薬等の一

部が すで に 入手 困 難と なっ てい

る現状が明らかとなった。また、

通知 法で は 遺伝 子 検出 法の 検出

限界を 以上と示さ

れている。今後は、現状販売され

ているリアルタイム 法の後継

機器を用いて、各種遺伝子検出法

の検 出限 界 が定 め られ た値 を満

たし てい る かを 確 認す る必 要が

あると思われた。

結論

様々な夾雑菌が存在する食品に

おいて 保有大腸菌を特異的

に検出するためには、本研究にて

検討した既報の 特異的コン

ベンショナル 法では特異性が

低いことが示された。そこで、大

腸 菌 が 保 有 す る 配 列 上 完 全 な

バリアントタイプを特異的
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に増幅するリアルタイム 法を

開発した。 保有大腸菌を特異

的か つ高 感 度に 検 出す る本 リア

ルタイム 法は、多様な夾雑菌

を含 む食 品 での 検 査に おい て、

保有大腸菌汚染食品の検知

と分離株の 保有確認への活

用に有用と考えられた。

また、 保有大腸菌の増菌培

地として および が有用

であることが示唆された。一部の

食品では、 よりも が望ま

しいが、増菌培地ごとに増殖しや

すい 菌株 の 存在 が 示唆 され たこ

とから、 保有大腸菌が原因と

疑われる食中毒事例調査の際は、

および を併用すること

で 保有大腸菌をより効率に

分離が可能であると考えられた。

さらに、腸管出血性大腸菌の本

研究にて、通知法記載の機器や試

薬等 の一 部 がす で に入 手で きな

い状況にあるため、食品衛生検査

の現場での活用性を向上すべく、

現状 に即 し た通 知 法改 定案 を作

成する必要性が考えられた。

健康危険情報

なし

研究発表

（誌上発表）

新井沙倉、溝腰朗人、佐伯美由紀、

木全恵子、栁本恵太、原田誠也、

山谷聡子、床井由紀、福留智子、

長岡宏美、山田香織、濵 夏樹、

山中拓哉、土屋彰彦、浅野由紀子、

中村由紀子、松永典久、髙良武俊、

今野貴之、小西典子、土井りえ、

廣瀨昌平、工藤由起子．食品およ

− 41 −



び 環 境 水 か ら の

分離法の検討および分

離株の解析 日本食品微生物学

会雑誌 印刷中  

（学会等発表）

工藤由起子．

の汚染状況及び検査法について

シンポジウム を

含め た 病原 大 腸菌 によ る 食中 毒

の発生と検査体制 衛生微生物技

術協議会第 回研究会 令和

年 月 日 岐阜

令和 年 月 日

カリフォルニア

新井沙倉，廣瀨昌平，池田伸代，門

口真由美，有川衣美，溝腰朗人，

新免香織，横山孝治，土井りえ，

齊木大，大西貴弘，工藤由起子

食品における 特異的コンベ

ンショナル 法の検討 第

回日本食品微生物学会学術総会

令和 年 月 日 大阪

廣瀨昌平，新井沙倉，山谷聡子，貫

洞里美，齊木大，曽根美紀，荒木

靖也，土井りえ，尾畑浩魅，土屋

彰彦，小嶋由香，大西貴弘，工藤

由起子 食品中の 保有大腸

菌の効率的な増菌および分離培

養法の検討 第 回日本獣医

学会学術集会 令和 年 月

日 大阪

曽根美紀，尾畑浩魅，山谷聡子，貫

洞里美，荒木靖也，土屋彰彦，小

西典子，土井りえ，小嶋由香，廣

瀨昌平，新井沙倉，大西貴弘，工

藤由起子 保有大腸菌自然

汚染食品での増菌および分離培

養法の検討 第 回日本食品微

生物学会学術総会 令和 年 月

日 大阪

荒木靖也，新井沙倉，小西典子，土

井りえ，山谷聡子，土屋彰彦，小

嶋由香，尾畑浩魅，貫洞里美，曽

根美紀，廣瀨昌平，大西 貴弘，工

藤由起子 保有大腸菌接種

食品での増菌および分離培養法

の検討 第 回日本食品微生物

学会学術総会 令和 年 月

日 大阪

新井沙倉，溝腰朗人，佐伯美由紀，

木全恵子，栁本恵太，原田誠也，

山谷聡子，土屋彰彦，床井由紀，

福留智子，長岡宏美，山田香織，

濵夏樹，山中拓哉，小西典子，土

井りえ，廣瀨昌平，工藤由起子
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食 品 お よ び 環 境 等 に お け る

の汚染実

態調査 第 回日本食品衛生学

会学術講演会 令和 年 月

日 東京

貫洞里美，尾畑浩魅，荒木靖也，曽

根美紀，山谷聡子，土井りえ，小

西典子，小嶋由香，土屋彰彦，新

井沙倉，廣瀨昌平，大西貴弘，工

藤由起子 食品からの 保有

大腸 菌 分離 の ため の培 養 法の 検

討 第 回日本食品衛生学会学

術講演会 令和 年 月 日

東京

山谷聡子，廣瀨昌平，小西典子，土

屋彰彦，小嶋由香，土井りえ，尾

畑浩魅，曽根美紀，荒木靖也，貫

洞里美，新井沙倉，大西貴弘，工

藤由起子 保有大腸菌の食

品か ら の分 離 方法 の検 討 およ び

分離株の解析 第 回日本食品

衛生学会学術講演会 令和 年

月 日 東京

知的所有権の取得状況・登録状況

なし
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令 和 ５ 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

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

保 有 細 菌 の 性 状 等 の 解 析

研究要旨

集団食中毒事例や散発下痢症等の多様な由来の 保有大腸菌が保

有する のバリアントタイプを解析した。その結果、少なくとも

タイプの多様なバリアントタイプを保有していることが明らかとなった。

次に、複数の既報の 特異的コンベンショナル 法を用いて

保有大腸菌の検出性を検討した。その結果、 特異的コンベンショナ

ル 法の一部では、大腸菌が保有する バリアントの一部のタイプ

が検出されないことが示された。なお、 保有大腸菌以外の 保

有細菌についても同様に試験したところ、本研究にて 属細菌

や 属細菌も検出されることが示された。そのため、既報の

特異的コンベンショナル 法は、本研究では特異性が低いと考え

られた。今後は、特異性が高く、コンベンショナル 法よりも検出感

度が優れる 特異的リアルタイム 法などが有用と考えられた。ま

た、 保有大腸菌の選択分離培地について、複数の添加剤を用いて検

討したところ、 保有大腸菌の生育が良好な複数の選択分離培地が選

定された。今後、食品中の 保有大腸菌の検出に本選択分離培地が有

効であるかを食品を用いてさらに検討予定である。

研究協力者

埼玉県衛生研究所 土井りえ、貫洞里美

鹿児島大学 大岡唯祐

国立医薬品食品衛生研究所 大屋賢司、廣瀬昌平、新井沙倉
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Ａ．研究目的

食品からの病原微生物の検出を

目的とした培養において、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

が予想されるため、検出が困難で

ある。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、集団食中

毒事例などの多様な由来の 保

有大腸菌等細菌について保有する

の遺伝子多型（バリアント）

タイプを タイプの全バリアント

（詳細略、 ）

の中から特定し、既報の 特異

的遺伝子検出法での検出性を調査

することを目的とした。また、より

効率の良い分離培養法の検討のた

めに、添加剤を加えた選択分離培

地の有用性についても検討するこ

とを目的とした。

Ｂ 研究方法

［１］菌株を分離した地方自治体

において、菌種未同定の 保有

細菌の菌種同定

（１）供試菌株

菌株を分離した地方自治体にお

いて、菌種未同定の散発下痢症

事例由来株 株、 保有大腸

菌以 外の 病 原体 が 原因 の感 染症

事例由来株 株、無症状保菌

者 由 来 株 株 お よ び の

の合

株を供試した。

（ ２ ）

（ ）に

よる菌種同定

菌株を標準寒天培地に画線後、

℃で ± 時間培養した。生育

した コロニー

を校正用に供試した。菌種同定の

ためのマトリックス剤は、トリフ

ルオロ酢酸、アセトニトリル、エ

タノール、蒸留水を ： ： ：

の割合で混合した溶媒にα シ

ア ノ ヒ ド ロ キ シ け い 皮 酸

（ 、富士フイルム和光純薬株

式会社）を の割合で溶

解し、調製した。選定したコロニ

―を滅菌爪楊枝で釣菌し、分析用

のサ ンプ ル プレ ー トの ウェ ルに

塗布した。コロニーを塗布したウ

ェルにマトリックス剤 1 µ を滴

下し、数回ピペッティングし、ク

リーンベンチ内で風乾した。校正

用の は、マト

リックス剤の量を 0.5 µ に変更
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し、同様に実施した。プレート上

の試 料が 十 分に 乾 燥し たこ とを

確認し、 TOF MS AXIMA®シ

リーズ （株式会社島津

製作所）と AXIMA®微生物同定シス

テム ™（株式会社島津製作

所）を用いて菌種を同定した。

［２］多様な由来の 保有大腸

菌における バリアントタイプ

の特定と既報の 特異的コンベ

ンショナル 法での検出性

（１）供試菌株

保有大腸菌が原因となった

集 団 食 中 毒 事 例 事 例 由 来 株

株、 保有大腸菌が原因と

推定される散発下痢症 事例由

来株 株、 保有大腸菌以外

の病原体が原因の感染症 事例

由来株 株および無症状保菌者

由来株 株の合計 株を供試し

た。なお、この 株には、［１］

（２）において大腸菌であること

が確認された菌株を含む。

（２） 溶液の調製

菌 株 を

（ ）中で ℃にて 時間培養

した。培養液 から熱抽出

法によって を抽出した。

（３ ）遺 伝 子シ ー ケン スに よる

配列決定

シ ー ク エ ン ス 用 プ ラ イ マ ー

（

）（表１）にて

反応による増幅を行った。

反応には、 （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。 ℃ 秒の熱変性ののち、

℃ 秒－ ℃ 秒－ ℃ 秒

を サイクルの増幅反応後、 ℃

で 分間反応させた。 産物を

電 気 泳 動 し た 。

（サー

モフ ィッ シ ャー サ イエ ンテ ィフ

ィック）によって 産物を精製

し た 。 精 製 産 物 を

（サーモフィッシ

ャーサイエンティフィック）を用

いた に供試し

た。 には、上記

反応と同一のプライマーを用

いた。 産物は、

エタノール沈殿にて精製した。遺

伝子配列は、

（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、 リファレンス配列

と比較した。

（４） 特異的コンベンショナ

ル 法

つの 特異的コンベンショ
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ナル 法（ らの 法：

、 らの 法：

、

らの 法：

および ら

の 法：

）を参照した

特異 的プ ラ イマ ー セッ トを 用い

てコンベンショナル 法を実施

した（表１）。なお、 らの

法では、 を含む多様な病

原因子を検出対象としていた。コ

ンベンショナル 試薬には、

（東洋紡）

を 用 い た 。 機 器 は

（サーモフィッシャーサイ

エンティフィック）を使用した。

反応条件は、 ℃ 分間、 ℃

秒間－ ℃ 秒間－ ℃１分の

サイクル、 ℃ 分間とした。

上記にて調製した希釈 溶液を

コンベンショナル 法では

µL 加えた。 産物の有無とその

濃さを判定し、 らの方法で

は、検出された各種遺伝子特異的

産物のバンドサイズから保有

する 病原 遺 伝子 に つい て判 定し

た。

［３］ 保有大腸菌以外の

保有細菌種における バリアン

トタイプの特定と既報の 特異

的コンベンショナル 法での検

出性

（１）供試菌株

［１］（２）で同定した結果大腸

菌ではない 保有細菌合計

株を供試した。その詳細は、散発

下痢症 事例の患者由来株 株、

保有大腸菌以外の病原体が

原因の感染症 事例由来株 株

（無 症状 保 菌者 か らの 分離 株、

年に患者から分離された株、

年に患者から分離された株

および 年にスワブから分離

された株）である。

（２） 溶液の調製

上記 研究方法［２］（２）と

同様に実施した。

（３ ）遺 伝 子シ ー ケン スに よる

配列決定

上記 研究方法［２］（３）と

同様に実施した。

（４） 特異的コンベンショナ

ル 法

上記 研究方法［２］（４）と

同様に実施した。

［ ４ ］ 保 有 大 腸 菌 に お け る

バリアントタイプおよびコン

ベンショナル プライマーの配

列の比較

研究方法［２］（４）にて
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特異的コンベンショナル 法の

バンドが薄かった株について、そ

の株が保有する バリアント

タイプを 研究方法［２］（３）

の結果から抽出した。当該バリア

ントについて、各種 法のプラ

イマ ー配 列 と遺 伝 子配 列を 比較

し、 法での検出性に影響を与

える原因を推定した。

［５］ 保有大腸菌の選択分離

培地の検討

（１）供試菌株

保有大腸菌が原因となった

集団 食中 毒 事例 由 来株 の中 から

異なる事例由来の 保有大腸

菌 株を供試した。

（２）各種選択分離培地の検討

菌株を 中で ℃にて 時

間培養した。この 培養液を、

クロモアガー 培地（クロモア

ガー社製造、関東化学販売）およ

びクロモアガー 培地に添付

の添 加剤 は 使用 し ない クロ モア

ガー 基礎培地（ ）、

アンピシリン添加 、

セ フ ィ キ シ ム 添 加

、 セフタジディム

添加 、 セフスロジ

ン添加 、 セフィキ

シムおよび 薬剤 添加

、 セフスロジンお

よび 薬剤 添加 、

セフィキシムおよび

セ フ ス ロ ジ ン 並 び に

薬剤 添加 、

セフィキシムおよび

セフスロジン添加 に画線

し、 ℃にて 時間培養した。

Ｃ．研究結果

［１］菌株を分離した地方自治体

において、菌種未同定の 保

有細菌の菌種同定

供試した散発下痢症由来株 株

のうち 株、 保有大腸菌以

外の 病原 体 が原 因 の感 染症 由来

株 株のうち 株および無症状

保菌者由来株 株は と同

定された。散発下痢症由来株の

株は 、

保有 大腸 菌 以外 の 病原 体が 原因

の感染症由来株 株のうち 株は

と同定さ

れ、他 株は、 に備え付け

られ てい る デー タ セッ トと の一

致率が高くないものの、最も一致

率が高い（ 〜 ）菌種としては、

であった。

［２］多様な由来の 保有大腸

菌における バリアントタイプ

の特定と既報の 特異的コンベ

ンショナル 法での検出性

（１ ）遺 伝 子シ ー ケン スに よる

配列決定
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保有大腸菌が原因となった

集団食中毒事例由来株 株にお

いて、以下の少なくとも 種類の

バリアントタイプが検出さ

れた。 保有株は 株、

保有株は 株、 保有株は

株、 保有株は 株および複

数の バリ ア ント タ イプ を 保 有す

る株が 株であった。 保有

大腸 菌が 原 因と 推 定さ れる 散発

下痢症由来株 株において、以

下の少なくとも 種類の バ

リア ント タ イプ が 検出 され た。

保有株は 株、 保

有株は 株、 保有株は 株、

保有株は 株、 保有株は

株、 プライマーにて増幅し

なかった株が 株、複数のバリア

ントタイプを保有する株が 株お

よび これ ま での 報 告に はな い新

たなバリアントが 株であった。

保有大腸菌以外の病原体が

原因の感染症由来株 株におい

て、以下の少なくとも 種類の

バリアントタイプが検出さ

れた。 保有株は 株、

保有株は 株、 保有株は

株、 保有株は 株、 保有株

は 株、 保有株は 株、 保

有株は 株、 保有株は 株、

保有株は 株、 保有株は

株、 保有株は 株、複数の

バリ アン ト タイ プ を保 有す る株

が 株およびこれまでの報告には

ない新たなバリアントが 株であ

った。無症状保菌者由来株 株に

おいて、以下の少なくとも 種類

の バリアントタイプが検出

された。 保有株は 株、

保有株は 株、 保有株は

株であった。

（２） 保有大腸菌の既報の

特異的コンベンショナル

法での検出性

各種コンベンショナル 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。集団食中毒事例由来株 株

は、試験した 種類の 特異

的コンベンショナル 法いずれ

も 株とも 陽性であった

が、内 株は らの

法では、バンドが薄かった（表２）。

散発下痢症由来株 株は、試験

した 種類のコンベンショナル

法のいずれも 陽性であ

ったが、内 株は らの

法 に て バ ン ド が 薄 か っ た 。

保有大腸菌以外の病原体が

原因の感染症由来株 株は、試

験した 種類の 特異的コン

ベンショナル 法のいずれでも

陽性であったが、 ら

の 法では 株はバンドが薄か
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った。無症状保菌者由来株 株は、

いずれも試験した 種類の

特異的コンベンショナル 法の

いずれでも 陽性であった。

なお、 らの 法にて検

出さ れる 多 様な 病 原因 子に つい

ては、 保有大腸菌が原因とな

った集団食中毒事例由来株 株、

保有大腸菌が原因と推定さ

れる散発下痢症由来株 株、

保有 大腸 菌 以外 の 病原 体が 原因

の感染症由来株 株は に加

えて も陽性であった。また、

保有大腸菌が原因と推定さ

れる散発下痢症由来株 株は、

に加えて および も

陽性であった。その他 株につ

いては、 らの 法に含ま

れる病原因子のうち のみ陽

性であった。

［３］ 保有大腸菌以外の

保有細菌種における バリアン

トタイプの特定と既報の 特異

的コンベンショナル 法での検

出性

（１ ） 遺 伝 子シ ー ケン スに よる

配列決定

散 発 下 痢 症 患 者 由 来 の

は、複数のバリアントタ

イプを保有していた。 保有大

腸菌 以外 の 病原 体 が原 因の 感染

症に て無 症 状保 菌 者か ら分 離 さ

れた は、 プラ

イマーにて増幅されず、 年に

患者から分離された

の 株は、複数のバリアントタイ

プを保有し、 年に患者から分

離された および

年 に ス ワ ブ か ら 分 離 さ れ た

の 株は、これまでの報

告に はな い 新た な バリ アン トを

保有していた。

（２） 保有細菌の既報の

特異的コンベンショナル 法で

の検出性

年に患者から分離された

株は、 らの 法、

ら の 法 お よ び

らの 法にて

陽性および らの 法に

て陰性であった（表３）。 年

に 患 者 か ら 分 離 さ れ た

株は、 らの 法

および らの 法にて

陽性、 らの

法 に て 陽 性 も バ ン ド が 薄 く 、

らの 法にて陰性で

あった。 年にスワブから分離

された 株は、 種類

の 特異的コンベンショナル

法のいずれでも 陽性で

あったが らの 法に

て バ ン ド が 薄 か っ た 。

の 株は、 らの
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法にて 陽性、 ら

の 法にて陽性もバンドが薄く、

ら の 法 お よ び

らの 法では陰性で

あった。 の 株は、

試験した 種類の 特異的コ

ンベンショナル 法のいずれで

も 陽性であった。

［ ４ ］ 保 有 大 腸 菌 に お け る

バリアントタイプおよびコン

ベンショナル プライマーの配

列の比較

らの 法にてバンド

が薄かった 保有大腸菌が原

因と なっ た 集団 食 中毒 事例 由来

株 株、 保有大腸菌が原因と

推定される散発下痢症由来株 株

および 保有大腸菌以外の病

原体が原因の感染症由来株 株は、

いずれも を保有しており、そ

の配列と のプライマー

とを比較したところ、フォワード

プライマーに のミスマッチ

が存在した（表４）。

［５］ 保有大腸菌の選択分離

培地の検討

クロモアガー 培地に付属の

添加剤を加えた培地では、コロニ

ーの発育が抑制された（表５）。一

方、添加剤を加えない で

は、供試した 株中 株が藤色

のコロニーを形成し、 株は白色

コロニーを形成し、 株はやや藤

色の白色コロニーを形成した。ア

ンピシリン添加 では、

の株がコロニーを形成せず、セフ

タジディム添加 では、

の株 がコ ロ ニー を 形成 しな かっ

た。セフィキシムおよび薬剤 添

加 、セフスロジンおよび薬

剤 添加 、セフィキシムお

よびセフスロジン並びに薬剤 添

加 では、いずれの株もコ

ロニーを形成したものの、 の

株は微小なコロニーを形成した。

セフィキシム添加 、セフス

ロジン添加 およびセフィ

キシ ムお よ びセ フ スロ ジン 添加

では、いずれの株もコロニ

ーを形成し、 と同様のコロ

ニー色を示した。

Ｄ．考察

本研究によって、 保有大腸

菌は少なくとも 種類の多様な

バリアントタイプを保有して

おり、 株の中に複数種類のバリア

ントタイプを保有する株も存在す

ることが示された。さらに、 保

有大腸菌が保有する バリアン

トには少なくとも タイプあるが、

一部の 保有大腸菌は既存の

特異的コンベンショナル

法では検出されない、またはバン
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ドが薄く検出性が低いことが本研

究にて示された。一方、 保有

大腸菌以外の細菌に着目すると、

本研究によって、 属細

菌や 属細菌の一部も既

報の 特異的遺伝子検出法のい

ずれかでは陽性となることが示さ

れた。そのため、 保有大腸菌

を標的とした試験では、分離培地

上に形成された大腸菌様コロニー

について、 や 培地などを用

いて大腸菌の基本的な生化学性状

を確認することが必要と考えられ

た。なお、 属細菌と同

定または推定された 株について

は、本研究事業の 年度分担研究

報告書１（３）「 保有大腸菌の

食品検査法の確立に関する研究」

にて、 培地上に青色コロニ

ーを形成した 株と同一であった。

食品中には 属細菌も含

めた多様な夾雑菌が存在している

ものの、過去に食中毒の原因とし

て報告された 保有細菌は大腸

菌のみである。そのため、 保

有大腸菌特異的な遺伝子検出法の

開発が重要と考えられた。

ま た 、 多 様 な 添 加 剤 を 用 い て

保有大腸菌特異的分離培地に

ついて検討したところ、セフィキ

シム添加 、セフスロジン添

加 およびセフィキシムおよ

びセフスロジン添加 の 種

類の分離培地では 保有大腸菌

のコロニーが十分に発育し、発色

性も添加剤なしの培地と同様であ

った。今後、食品検体を用いて、こ

れら分離培地の有用性について検

討する必要があると考えられた。

結論

様々な夾雑菌が存在する食品に

おいて 保有大腸菌を特異的に

検出するためには、本研究にて検

討した既報の 特異的コンベン

ショナル 法では特異性が低い

ため、 保有大腸菌が保有する

特異的遺伝子検出法を検討す

る必要があると考えられた。また、

菌株を用いた試験において、

保有大腸菌の培養に適した選択分

離培地が選定された。今後、食品中

の 保有大腸菌の検出に有用か

の検討を食品を用いて実施予定で

ある。

健康危険情報

なし

研究発表

（誌上発表）
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知的所有権の取得状況・登録状況
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表１. 本試験にて試験した PCR 法

表２. 各種 astA 特異的コンベンショナル PCR 法での astA 保有大腸菌の検出
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表 3. 各種 astA 特異的コンベンショナル PCR 法での各種 astA 保有細菌の検出

表 4. Yamamoto らの PCR 法にて v27 の検出性が低い大腸菌株の理由について
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表 5.集団食中毒事例由来の astA 保有大腸菌代表株の各種添加剤加選択分離培地での生育
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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

協 力 研 究 報 告 書

特 異 的 リ ア ル タ イ ム 法 の 開 発

研究要旨

これまでに示されている の の遺伝子多型（バリアント）の中

でも、配列上完全な 遺伝子のバリアントタイプを特異的に増幅する

リアルタイム 法の開発を検討した。複数設計したプライマーおよび

プローブ候補の中からより検出性に優れる候補を選定し、特異性を試験

した。その結果、開発したリアルタイム 法は、配列上不完全な

バリアントタイプ保有大腸菌株や大腸菌以外の細菌種は増幅しないこと

が示された。また、複数の 保有大腸菌が原因となった集団食中毒事

例由来株を用いて検討した感度試験では、菌株のみ供試した場合と食品

培養液も併せて供試した場合の両試験において、検出感度が優れること

が示された。 保有大腸菌を特異的かつ高感度に増幅する本リアルタ

イム 法は、多様な夾雑菌を含む食品での検査において、 保有大

腸菌による汚染食品の検知と分離株の 保有確認への活用に有用と

考えられた。そのため、今後の食中毒事例発生時における本リアルタイ

ム 法の活用が期待されると考えられた。

研究協力者

鹿児島大学 大岡唯祐

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

保有大腸菌の食品での検査

法として、 遺伝子特異的な遺

伝子検出法が有用であると考えら
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れ、コンベンショナル 法やリ

アルタイム 法が既に複数報告

されている。特に、様々な細菌が混

在する食品から 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

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、 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）タイプが報告

されている（

）。分担研究者の大岡の

解析では、今回対象とした タイ

プの全バリアントの中には開始コ

ドンの変異や 配列中への終始

コドンの挿入などによって配列上

不完全な バリアントも存在す

ることが示されている（詳細略、

）。また、

昨年度までの本研究において、日

本の集団食中毒事例由来株は多様

なバリアントタイプを保有してい

ることが示された。さらに、昨年度

の報告では、配列上不完全な

バリアントタイプとして のみ

が報告されていたが、その後、 、

および についても同様に

配列上不完全であることが予想さ

れると分担研究者の大岡から指摘

された。そこで本研究では、 、 、

および 以外の配列上完全

な バリアントタイプを特異的

に検出するリアルタイム 法を

開発することを目的とした。なお、

本 研 究 で は 、 予 備 試 験 に て 各 種

の検出性に差が認められる

こ と が 予 想 さ れ た 配 列 上 完 全 な

バリアントタイプである

および を保有する 保有大

腸菌株を活用した。

Ｂ 研究方法

［１］プローブ候補の設計

昨年度作製した 以外の

バリアント特異的なプライマーお

よびプローブセット候補（ 、

、 および ）

種類を基本として、 、 およ

び の配列を非検出にするため

にプローブの配列を修正した。な

お、新しいプローブを用いた配列

上完全な バリアントタイプを

検出対象するリアルタイム 法

候補を以下 、 、

および とし

た。

［２］ 、 および 保有株に

おける特異性試験と の選定

（１）供試菌株

本報告書の 病原大腸菌食中

毒の食品検査法確立（１）「 保
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有大腸菌の性状等の解析」におい

て、配列上不完全な バリア

ントタイプである を保有する

と特定された 保有大腸菌お

よび予備試験にて各種 の検

出性 に差 が 認め ら れる こと が予

想された配列上完全な バリ

アントタイプである および

を保有すると特定された

保有大腸菌の合計 株を供試した。

（２）リアルタイム 法

、 、

および について、それ

ぞれ に特 異 的な プ ライ マー およ

びプ ロー ブ を用 い て以 下の 分量

に て 反 応 試 薬 を 調 製 し た 。 ×

（サーモフィッシャーサ

イエンティフィック）15 µL、

µM フォワードプライマー0.9 µL、

10 µM リバースプライマー0.9 µL、

菌株の熱抽出 溶液 µL、滅菌

蒸留水 7.3 µL の合計 30 µL とし

た。機器は または

（サーモフィッシ

ャーサイエンティフィック）を使

用した。 ℃ 分および ℃ 分

の熱変性ののち、 ℃ 秒－ ℃

分を サイクル増幅反応させ

た。検討した つの のうち

増幅性に優れ、かつ、より新規性

に優れた を以降の検討に用

いた。

［３］多様な由来の 保有大腸

菌における での検出

（１）供試菌株

本報告書の 病原大腸菌食中

毒の食品検査法確立「 保有大

腸菌の性状等の解析」において、

大腸菌と同定され、保有する

バリアントが特定された

保有 大腸 菌 が原 因 とな った 集団

食中毒事例 事例由来株 株、

保有大腸菌が原因と推定さ

れる散発下痢症 事例由来株

株、 保有大腸菌以外の病原体

が原因の感染症 事例由来株

株および無症状保菌者由来株 株

の合計 株を供試した。

（２）リアルタイム 法

菌株の熱抽出 を 研究方

法［２］ 、 および 保有

株における特異性試験と の

選 定 に て 検 討 し 決 定 し た

に供試した。前述の 研究

方法［２］（２）と同様の試薬組

成に加え、既存の 遺伝

子特 異的 な プラ イ マー およ びプ

ロ ー ブ （

）

をインターナルコントロール（ ）

として加えた の方法にて

試験した。なお、［２］（２）と

同様 の 機 器 およ び 反応 温度 条件
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にて試験した。 値が得られた場

合を陽性と判定した。また、陰性

の結果が得られた場合には、その

株の保有する バリアントタ

イプを考察した。

［４］ 保有大腸菌以外の

保有細菌種における で

の検出

（１）供試菌株

本報告書の 病原大腸菌食中

毒の食品検査法確立「 保有大

腸菌の性状等の解析」において、

大腸 菌以 外 の細 菌 種と 同定 され

た 保有細菌合計 株を供試

した。その詳細は、散発下痢症

事 例 の 患 者 由 来

株、無症状保菌者由来

株 、

年 に 患 者 か ら 分 離 さ れ た

株、 年

に 患 者 か ら 分 離 さ れ た

株および 年にス

ワブから分離された

株である。

（２）リアルタイム 法

上記 研究方法［３］（２）

と同様に実施した。

［５］ 保有大腸菌の菌液を用

いた の感度試験

（１）供試菌株

保有大腸菌集団食中毒事例

由来の本菌 株（ 、 、

および ）を供試した。

なお、昨年度の本研究の遺伝子解

析によって、 バリアント保有

コピー数は および で

は コピー、 では コピー

および では コピーであ

ることが明らかになっている。

（２） 溶液の調製

カジトン培地に保存された菌株

エーゼ分（10 µL）を

に接種

し、 ℃にて 時間培養した。こ

の菌培養液 を × に

て 分間遠心し、沈渣に滅菌リ

ン酸緩衝食塩水（滅菌 ）

を加え、混和した溶液を原液とし

た。それを滅菌 にて から

まで 倍階段希釈し、 か

ら の希釈溶液（想定 ～

）の各 100 µL を以下に示

すアルカリ熱抽出法に供試した。

菌培養液 100 µL を × に

て 分間遠心し、沈渣に

を 85 µL 加え混和後、 ℃

にて 分間加熱した。冷却後、

（ ）を 15 µL 加え、

× にて 分間遠心し、そ

の上清を 溶液として保存した。

抽出 を下記 法のテンプレ

ートとした。

（３）リアルタイム

前述の 研究方法［３］（２ と
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同様に を実施した。各

につき 反応実施し、 反応

中 反応で 遺伝子が増幅さ

れた 最も 菌 数が 少 ない 段階 を検

出限界とした。

［６］食品培養液を用いた

の感度試験

（１）供試菌株

前述の 研究方法［４］（１ と

同様に 保有大腸菌 、

、 および の

株を供試した。

（２）食品検体

各 検体の市販の国産豚肉スラ

イス、輸入冷凍むきエビおよび国

産ベビーコーンを供試した。

（３） 溶液の調製

カジトン培地に保存している

株の エーゼ（ 0 µ ）をそれぞ

れ に接種し、 ℃にて

時間培養した。また、各食品検

体を 採取し、 培

地（ 、日水製薬） を加

えて 分間ストマッカー処理し、

℃にて ± 時間培養した。こ

の食品培養液にて 保有大腸

菌 菌株の増菌培養液を 倍階

段希釈し、菌接種食品培養液（想

定 ～ 食品培養液）

を調製した。この菌接種食品培養

液各 µ を上記アルカリ熱抽

出法に供試した。抽出 を下記

法のテンプレートとした。

（４）リアルタイム

前述の 研究方法［３］（２ と

同様に を実施した。各

につき 反応実施し、 反応

中 反応で 遺伝子が増幅さ

れた 最も 菌 数が 少 ない 段階 を検

出限界とした。

Ｃ．研究結果

［１］プローブ候補の設計

、 、 および 以外の

バリアントタイプに共通す

る遺 伝子 配 列を 確 認し 検討 し た

ところ、一部の配列を混合塩基と

するプローブを設計した。（表１）。

［２］ 、 および 保有株に

おける特異性試験と の選定

、 、

および のいずれにおい

ても、配列上不完全な バリ

アントタイプである 保有株は

陰性であった。一方、 お

よび では、供試した株

のうち 保有株および 保有

株の 株では、同程度の 値

（ ）を示したが、

および では、 保

有株の 値（ ）と

保有株の 値（ ）とに

大きな差が認められた（図１）た

め、 および に
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おける配列上完全な バリア

ント タイ プ の検 出 性が 劣る と考

えられた。 はフォワード

プラ イマ ー およ び プロ ーブ を新

規に設計したが、リバースプライ

マー に は 過 去に 報 告が ある 既存

の配 列を 活 用し て いた もの であ

る。一方、 は、フォワ

ードプライマー、リバースプライ

マー およ び プロ ー ブ の いず れも

新規 に設 計 した も ので あっ たた

め、新規性に優れる に

ついて、以降の試験を実施した。

［３］多様な由来の 保有大腸

菌における での検出

集団食中毒事例由来株 株、

散発下痢症由来株 株、および

無症状保菌者由来株 株のいずれ

も において およ

び の両方が増幅された（表２）。

保有大腸菌以外の病原体が

原因の感染症由来株 株のうち

株は および の両方が

増幅され、他 株は が増幅さ

れるも が増幅されなかった。

これら 株の保有する バリ

アントタイプは であった。

［４］ 保有大腸菌以外の

保有細菌種における で

の検出

株および

株はいずれも が増

幅されるも が増幅されなか

った（表３）。また、

は、 が増幅されるも は増

幅されなかった。

［５］ 保有大腸菌の菌液を用

いた の感度試験

を コピー保有する菌株

を供試した場合、最も菌濃

度が低い希釈段である

（ ）にお

いて 反応中 反応で 遺伝

子を増幅し（表４）、検量線の近似

曲線は、 を示した（図

）。同じく を コピー保有

する菌株 を供試した場合、

最も 菌濃 度 が低 い 希釈 段で ある

（

）において 反応中 反応で

遺伝子を増幅し（表４）、検

量線の近似曲線は、 を

示した（図 ）。また、 を コ

ピー保有する菌株 を供試し

た場合、最も菌濃度が低い希釈段

で あ る （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

４ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。さら

に、 を コピー保有する菌株

を供試した場合、最も菌濃

度が低い希釈段である

（ ）にお
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いて 反応中 反応で 遺伝

子を増幅し（表４）、検量線の近似

曲線は、 を示した（図

）。

［６］食品培養液を用いた

の感度試験

豚肉の培養液を用いて検討した

ところ、 を コピー保有する

菌株 を供試した場合、豚肉

培養 液中 で 最も 菌 濃度 が 低 い希

釈段である （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。同じ

く を コピー保有する菌株

を供試した場合、豚肉培養

液中 で最 も 菌濃 度 が低 い希 釈段

で あ る （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。また、

を コ ピ ー 保 有 す る 菌 株

を供試した場合、豚肉培養

液中 で最 も 菌濃 度 が低 い希 釈段

で あ る （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。さら

に、 を コピー保有する菌株

を供試した場合、豚肉培養

液中 で最 も 菌濃 度 が低 い希 釈段

で あ る （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。

エビの培養液を用いて検討した

ところ、 を コピー保有する

菌株 を供試した場合、エビ

培養 液中 で 最も 菌 濃度 が低 い希

釈段である （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。同じ

く を コピー保有する菌株

を供試した場合、エビ培養

液中 で最 も 菌濃 度 が低 い希 釈段

で あ る （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。また、

を コ ピ ー 保 有 す る 菌 株

を供試した場合、エビ培養

液中 で最 も 菌濃 度 が低 い希 釈段

で あ る （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。さら
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に、 を コピー保有する菌株

を供試した場合、エビ培養

液中 で最 も 菌濃 度 が低 い希 釈段

で あ る （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。

ベビーコーンの培養液を用いて

検討したところ、 を コピー

保有する菌株 を供試した場

合、ベビーコーン培養液中で最も

菌 濃 度 が 低 い 希 釈 段 で あ る

（ ）

において 反応中 反応で

遺伝子を増幅し（表５）、検量線の

近似曲線は、 を示した

（図 ）。同じく を コピー

保有する菌株 を供試した場

合、ベビーコーン培養液中で最も

菌 濃 度 が 低 い 希 釈 段 で あ る

（ ）

において 反応中 反応で

遺伝子を増幅し（表５）、検量線の

近似曲線は、 を示した

（図 ）。また、 を コピー

保有する菌株 を供試した場

合、ベビーコーン培養液中で最も

菌 濃 度 が 低 い 希 釈 段 で あ る

（ ）

において 反応中 反応で

遺伝子を増幅し（表５）、検量線の

近似曲線は、 を示した

（図 ）。さらに、 を コピ

ー保有する菌株 を供試し

た場合、ベビーコーン培養液中で

最も 菌濃 度 が低 い 希釈 段で ある

（

）において 反応中 反応で

遺伝子を増幅し（表５）、検

量線の近似曲線は、 を

示した（図 ）。

Ｄ．考察

本研究にて開発した

では、配列上不完全な バリア

ントタイプである を保有する大

腸菌株は増幅されないことが示さ

れた。また、大腸菌以外の 保

有細菌のうち、 およ

び についても、

において は増幅されない

ことが示された。一方、

は、 の が増幅され

るも は増幅されなかった結果で

あったが、 として採用した

遺伝子特異的なプライマーお

よびプローブは、大腸菌を検出す

る目的で開発されていた。そのた

め、 において およ

び の両方が増幅される場合を

保有大腸菌陽性と判定するこ

とが適していると考えられた。本

研 究 に て 開 発 し た リ ア ル タ イ ム
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法は、 のうち大腸菌保有

の配列上完全な バリアント特

異的な増幅が可能であることが示

唆された。今後、本研究の供試菌株

が保有しなかった種類の バリ

アントタイプについて、その配列

を合成し、特異性試験によって検

出性を検討する必要があると考え

られた。

また、保有する バリアント

タイプの種類やコピー数が異なる

株の 保有大腸菌を用いた感

度試験では、検出限界が

以下といずれの株でも検出

性に優れることが示された。また、

増 幅 曲 線 の 近 似 式 が い ず れ も

を示しており、高い直線性

を示すことから、定量性にも優れ

ることが示された。 保有大腸

菌 菌株および 種類の食品の増

菌培養液を用いて感度を検討した

ところ、いずれの食品および菌株

でも検出限界が 以

下であり検出性に優れることが示

された。また、増幅曲線の近似式が

いずれも が 以上を示して

おり、高い直線性を示すことから、

食品培養液を用いた場合でも定量

性にも優れることが示された。そ

のため、開発した 特異的リア

ルタイム 法は、食品培養液中

の 保有大腸菌を優れた感度で

増幅することが示された。

結論

大腸菌が保有する配列上完全な

バリアントタイプを特異的に

増幅するリアルタイム 法を開

発した。 保有大腸菌を特異的

かつ高感度に検出する本リアルタ

イム 法は、多様な夾雑菌を含

む食品での検査において、 保

有大腸菌汚染食品の検知と分離株

の 保有確認への活用に有用と

考えられた。そのため、今後の食中

毒事例発生時における本リアルタ

イム 法の活用が期待される。

健康危険情報

なし

研究発表

（誌上発表）

新井沙倉、溝腰朗人、佐伯美由紀、

木全恵子、栁本恵太、原田誠也、

山谷聡子、床井由紀、福留智子、

長岡宏美、山田香織、濵 夏樹、

山中拓哉、土屋彰彦、浅野由紀子、

中村由紀子、松永典久、髙良武俊、

今野貴之、小西典子、土井りえ、

廣瀨昌平、工藤由起子．食品およ

び 環 境 水 か ら の

分離法の検討および分

離株の解析 日本食品微生物学

− 67 −



 

会雑誌 印刷中

（学会等発表）

新井沙倉，廣瀨昌平，池田伸代，門

口真由美，有川衣美，溝腰朗人，

新免香織，横山孝治，土井りえ，

齊木大，大西貴弘，工藤由起子

食品における 特異的コンベ

ンショナル 法の検討 第

回日本食品微生物学会学術総会

令和 年 月 日 大阪

新井沙倉，溝腰朗人，佐伯美由紀，

木全恵子，栁本恵太，原田誠也，

山谷聡子，土屋彰彦，床井由紀，

福留智子，長岡宏美，山田香織，

濵夏樹，山中拓哉，小西典子，土

井りえ，廣瀨昌平，工藤由起子

食 品 お よ び 環 境 等 に お け る

の汚染実

態調査 第 回日本食品衛生学

会学術講演会 令和 年 月

日 東京

知的所有権の取得状況・登録状況

なし

− 68 −



図 1. 機能しないバリアントを含む一部のバリアント保有株の各種 Assay における蛍光プロット像
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図 2. 各種 astA 保有大腸菌の培養液希釈段を用いた際の Assay 11r の astA の検量線
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図 3. 各種食品培養液と各種 astA 保有大腸菌培養液の希釈段を用いた際の Assay 11r
の astA の検量線
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表 1. 供試した 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

表 2. 多様な astA 保有大腸菌の Assay 11r での検出性

表 3. 各種 astA 保有細菌の Assay 11r での検出性
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表 4. astA 保有大腸菌の培養液希釈段を用いた際の Assay 11r の astA の検出限界

表 5. 各種食品培養液と astA 保有大腸菌の培養液希釈段を用いた際の Assay 11r の astA の
検出限界
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令 和 ５ 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

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

保 有 大 腸 菌 の 食 品 検 査 法 の 確 立

研究要旨

近年、腸管管凝集付着性大腸菌耐熱性毒素遺伝子（ ）保有大腸菌

による大規模食中毒が日本各地で発生しているが、食品等での検査法は

国内外で確立されていない。 保有大腸菌による食中毒の早期の原因

究明には、適切な検査法の開発が必要不可欠である。そこで、昨年度に

引き続き、食品中の 保有大腸菌を効率的に分離するための培養法の

確立を目的に増菌培地および選択分離培地の有用性を比較した。その結

果、増菌培地として と はどちらも 保有大腸菌の分離に有

用であるが、一部食品では の方がより適することが明らかとなった。

また、選択分離培地に添加する選択剤として、セフィキシムおよびセフ

スロジンの有用性を 保有大腸菌を添加した食品を用いて検討した

が、これら薬剤の顕著な有用性は認められなかった。さらに、 保有

大腸菌による自然汚染食品から分離された 保有大腸菌株について、

各種遺伝子解析を実施したところ、分離株の 抗原遺伝子型および 抗

原遺伝子型が多様であった。なお、一部の食品由来株は、 由来株と

由来株とで菌株の 抗原遺伝子型の構成が異なっていたため、増菌

培地ごとに増殖しやすい菌株が存在することが示唆された。以上から、

保有大腸菌が原因と疑われる食中毒事例調査の際は、 および

を併用することで、 保有大腸菌をより効率に分離が可能である

と考えられた。
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宮城県保健環境センター 山口友美、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、荒木靖也

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  

近年、腸管管凝集付着性大腸菌

耐熱性毒素遺伝子（ ）保有大腸

菌による大規模食中毒が日本各地

で発生している。 保有大腸菌

による食中毒は原因食品が不明で

あることが多く、また、食品等での

検査法は国内外で確立されていな

い。そのため、 保有大腸菌によ

る食中毒の早期の原因究明には、適

切な検査法の開発が必要不可欠で

ある。本研究では、昨年度に引き続

き、 保有大腸菌の食品での検

査法に有用な増菌培養法や分離培

養法の検討および食品中の 保

有大腸菌の各種遺伝子解析の実施

を目的とした。

Ｂ．研究方法

［１］ 保有大腸菌添加回収試

験の追加試験

令和４年度に実施した 保有

大腸菌添加回収試験の追加試験を

実施した。

（１）試験検体の 確認試験

１）食品検体

モヤシ３食品を供試した。検

体（ 以上）を滅菌トレー

の上で細切した後に均一化し、

検体 を量り取ったストマ

ッカー袋を 袋と検体 を

量 り 取 っ た ス ト マ ッ カ ー 袋 を

袋（検体 〜 ）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 をストマ

ッカー袋に秤量し、滅菌リン酸

緩衝食塩水（滅菌 ） を

加え 分間ストマッカー処理し

た乳剤（ 希釈液）を

で 倍希釈して ～

希 釈 液 を 調 製 し た 。 各 希 釈 液

を標準寒天培地に塗抹

し、 ± ℃、 時間培養した。

同時に各希釈液 を

寒天培地に塗抹し、 ± ℃、

～ 時間培養した。培養後の

寒天培地の青（青〜青紫）

および赤（ピンク〜赤紫）コロ

ニー数を計測し、それぞれの食
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Ａ．研究目的  

近年、腸管管凝集付着性大腸菌

耐熱性毒素遺伝子（ ）保有大腸

菌による大規模食中毒が日本各地

で発生している。 保有大腸菌

による食中毒は原因食品が不明で

あることが多く、また、食品等での

検査法は国内外で確立されていな

い。そのため、 保有大腸菌によ

る食中毒の早期の原因究明には、適

切な検査法の開発が必要不可欠で

ある。本研究では、昨年度に引き続

き、 保有大腸菌の食品での検

査法に有用な増菌培養法や分離培

養法の検討および食品中の 保

有大腸菌の各種遺伝子解析の実施

を目的とした。

Ｂ．研究方法

［１］ 保有大腸菌添加回収試

験の追加試験

令和４年度に実施した 保有

大腸菌添加回収試験の追加試験を

実施した。

（１）試験検体の 確認試験

１）食品検体

モヤシ３食品を供試した。検

体（ 以上）を滅菌トレー

の上で細切した後に均一化し、

検体 を量り取ったストマ

ッカー袋を 袋と検体 を

量 り 取 っ た ス ト マ ッ カ ー 袋 を

袋（検体 〜 ）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 をストマ

ッカー袋に秤量し、滅菌リン酸

緩衝食塩水（滅菌 ） を

加え 分間ストマッカー処理し

た乳剤（ 希釈液）を

で 倍希釈して ～

希 釈 液 を 調 製 し た 。 各 希 釈 液

を標準寒天培地に塗抹

し、 ± ℃、 時間培養した。

同時に各希釈液 を

寒天培地に塗抹し、 ± ℃、

～ 時間培養した。培養後の

寒天培地の青（青〜青紫）

および赤（ピンク〜赤紫）コロ

ニー数を計測し、それぞれの食

 

品 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 あたりの生菌

数を算出した。

２）培養および 特異的

法

上記の 袋のうち 袋へ室温

に戻した 培地 を加

え、ストマッカー処理を 分間

行った後、42±1℃にて 〜

時間培養した。残りの 袋は

冷蔵にて保管した。検体培養液

各 から × 分

間遠心して上清を除き、

を 85 µ 添加して再浮遊

させた。 ℃で 分間加熱し、

冷却後、

を 15 µ 添加して中和した。

× 分間遠心し、得ら

れた上清約 µ をテンプレ

ート とし、 特異的コン

ベンショナル 法（

ら、以下 特異的 法）

を実施した（ ）。 試薬には、

（東洋紡）を用いた。

プライマーとして

を 、

プライマーとして

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 ℃

分の熱変性ののち、 ℃ 秒－

℃ 秒－ ℃１分を サイ

クル繰り返し増幅反応させ、最

後に ℃ 分とした。 産物

をアガロースゲル電気泳動し、

バンドを確認した。

（２） 保有大腸菌の添加回

収試験

１）菌株および接種菌液の調製

集団食中毒事例由来株である

保有大腸菌 （

および （ の

株を供試した。

保有大腸菌菌株保存のカ

ジトン培地から エーゼ（ 0 µ ）

を 、

に接種し、 ℃に

て 時間培養した。増菌培養

液を滅菌 にて から

まで 倍階段希釈し、 希釈

液 を 枚の

、 に塗抹

し、 ℃にて ～ 時間培養

した。 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、 中

にて 時間培養した場合の菌

数を計算し、中菌数接種として

、高菌数接種とし

て となるように

希釈倍率を決定した。なお、接

種菌数測定のために、各接種菌
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液 を 枚の に塗抹

し、 ℃にて ～ 時間培養

した。 のコロニー数を計測

し、接種菌数を算出した。

２）食品検体への 保有大

腸菌接種および培養

検体 を量り取ったストマ

ッカー袋 袋に各接種菌数レ

ベル用希釈菌液 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、 袋に 培地

（ 、日水製薬）および別の

袋にノボビオシン加 （ 、

栄研化学） を加え、スト

マッカー処理を 分間行った後、

℃にて 〜 時間培養した。

３）培養液からの 抽出およ

び 検出

２）の各増菌培養液 か

ら［１］（１ ２）と同様の条件

で を抽出し、 特異的

法に供した。 検体につき

反応実施した。

４）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 、

に薬剤 を添加した

（ ）、 クロモアガー

基礎培地（ 、クロモアガ

ー社製造、関東化学販売）およ

び薬剤 を添加した （

）を用いた。２）の検体

培 養 液 を 各 枚 の 、

および に画線

し、 ℃にて 時間培養した。

各 寒 天 培 地 に 生 育 し た コ ロ ニ

ーを観察し、 では赤色の

コ ロ ニ ー 、 お よ び

では藤色のコロニーを

各培地あたり最大 個選択し、

に単離して、 ℃にて

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

コロニーについて以下の

保有確認を行った。

継代培養後に 上で藤色

を 呈 し た コ ロ ニ ー を

8.0)100 µ に懸濁し、 ℃

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 テンプ

レートとし、［１］（１）２）

と同様の条件で 特異的

法を 検体につき 反応実施し

た。

５）生化学的性状の確認

４）で 陽性となったコロ

ニーを 寒天培地（ 、日水

製薬）および 培地（ 、日

水製薬）に接種し、 ℃にて

時間培養した。培養後にブドウ

糖分解能、乳糖白糖分解能、

リジン脱炭酸能、インドール産
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で を抽出し、 特異的
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反応実施した。

４）分離培養
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ルマッコンキー寒天培地 、

に薬剤 を添加した

（ ）、 クロモアガー

基礎培地（ 、クロモアガ

ー社製造、関東化学販売）およ

び薬剤 を添加した （

）を用いた。２）の検体

培 養 液 を 各 枚 の 、

および に画線

し、 ℃にて 時間培養した。

各 寒 天 培 地 に 生 育 し た コ ロ ニ

ーを観察し、 では赤色の

コ ロ ニ ー 、 お よ び

では藤色のコロニーを

各培地あたり最大 個選択し、

に単離して、 ℃にて

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

コロニーについて以下の

保有確認を行った。

継代培養後に 上で藤色

を 呈 し た コ ロ ニ ー を

8.0)100 µ に懸濁し、 ℃

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 テンプ

レートとし、［１］（１）２）

と同様の条件で 特異的

法を 検体につき 反応実施し

た。

５）生化学的性状の確認

４）で 陽性となったコロ

ニーを 寒天培地（ 、日水

製薬）および 培地（ 、日

水製薬）に接種し、 ℃にて

時間培養した。培養後にブドウ

糖分解能、乳糖白糖分解能、

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。

［２］食品中での 保有大腸菌の選

択分離培地の検討

（１）供試菌株

集団食中毒事例由来株である

保 有 大 腸 菌

を供試した。

（２）モヤシ培養液中での各種選

択分離培地の検討

［１］（２）２）で得られた培

養液を、 セフィキシム

添加 、 セフスロ

ジン添加 、 セ

フィキシムおよび セフ

スロジン添加 に画線し、

℃にて 時間培養した。培養

後の生育コロニーの色や生育状

態を確認し、その後、［１］（２）

２）から５）と同様に 保有

大腸菌を分離した。

［３］ 特異的リアルタイム

法を用いた 保有大腸菌添加

食品培養液中の 保有大腸菌

数推定および菌数比較

（１）食品培養液での 特異

的リアルタイム 法の検量線

作成

１）供試菌株、食品培養液検体

および 溶液の調製

集団食中毒事例由来株である

保有大腸菌 （

および （ の

株を供試した。

令和４年度に実施した 保

有 大 腸 菌 の 添 加 回 収 試 験 で

陰性となった各種食品（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 培養液を供試した。

カジトン培地に保存している

株の エーゼ（ 0 µ ）をそれ

ぞれ に接種し、 ℃

にて 時間培養した。各種食

品の 培養液にて 保有

大 腸 菌 株 の 増 菌 培 養 液 を そ れ

ぞれ 倍階段希釈し、菌接種

食 品 培 養 液 （ 想 定 ～

食品培養液）を調製し

た。菌接種食品培養液各 µ

を 上 記 ア ル カ リ 熱 抽 出 法 に 供

試した。抽出 を下記 法

のテンプレートとした。

２）リアルタイム

本 報 告 書 の １ 病 原 大 腸 菌 食

中毒の食品検査法の確立（３）

「 特異的リアルタイム

法の開発」にて設計した 特

異 的 リ ア ル タ イ ム

のプライマーおよびプロー

ブにてリアルタイム を実施

した。リアルタイム 試薬に

は 、
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（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 溶液を µ 加えた。 つ

の 溶液につき 反応実施し

た。機器は また

は （サーモフィ

ッ シ ャ ー サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ

ク）を使用した。 ℃ 分およ

び ℃ 分の熱変性ののち、

℃ 秒－ ℃ 分を サイ

クル増幅反応させた。各菌接種

食 品 培 養 液 に 添 加 し た 菌 数 と

得られた 値から検量線を作

成した。

（２）添加回収試験での食品培養

液中の菌数の推定

令和４年度に実施した 保

有大腸菌（ および ）

添加回収試験の検体培養液（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）から抽出し保存していた

について［３］（１）２）と

同様に のプライマー

お よ び プ ロ ー ブ に て リ ア ル タ

イム を実施した。［３］（１）

で 得 ら れ た 検 量 線 を 用 い て 各

培養液中の菌数を算出した。

［４］自然汚染検体分離株の遺伝子

性状解析

（１）分離株の菌種同定

１）供試菌株

令和４年度に豚肉ミンチ、鶏

肉 ミ ン チ お よ び オ ク ラ か ら 分

離された 保有細菌 株

お よ び

を供試した。

２）菌株同定試験

菌株を標準寒天培地に画線後、

℃で ± 時間培養した。マ

ススペクトル校正用の

はカジトン培地から

ニードルを用いて接種し、標準

寒天培地に画線後、 ℃で ±

時間培養した。培養後、生育

し た コ ロ ニ ー を 校 正 用 に 供 試

した。菌種同定試験で使用した

マトリックス剤は、トリフルオ

ロ酢酸、アセトニトリル、エタ

ノール、蒸留水を ： ： ：

の割合で混合した溶媒にα

シアノ ヒドロキシけい皮酸

（ 、富士フイルム和光純薬

株式会社）を の割合

になるように溶解させ、調製し

た。選定したコロニ―を滅菌爪

楊枝で釣菌し、分析用のサンプ

ル プ レ ー ト の ウ ェ ル に 塗 布 し

た。コロニーを塗布したウェル

にマトリックス剤 1 µl を滴下

し、数回ピペッティングをし、

ク リ ー ン ベ ン チ 内 で 風 乾 さ せ

た。校正用の
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離された 保有細菌 株
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を供試した。
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菌株を標準寒天培地に画線後、

℃で ± 時間培養した。マ

ススペクトル校正用の

はカジトン培地から

ニードルを用いて接種し、標準

寒天培地に画線後、 ℃で ±

時間培養した。培養後、生育

し た コ ロ ニ ー を 校 正 用 に 供 試

した。菌種同定試験で使用した

マトリックス剤は、トリフルオ

ロ酢酸、アセトニトリル、エタ

ノール、蒸留水を ： ： ：

の割合で混合した溶媒にα

シアノ ヒドロキシけい皮酸

（ 、富士フイルム和光純薬

株式会社）を の割合

になるように溶解させ、調製し

た。選定したコロニ―を滅菌爪

楊枝で釣菌し、分析用のサンプ

ル プ レ ー ト の ウ ェ ル に 塗 布 し

た。コロニーを塗布したウェル

にマトリックス剤 1 µl を滴下

し、数回ピペッティングをし、

ク リ ー ン ベ ン チ 内 で 風 乾 さ せ

た。校正用の

 

は マ ト リ ッ ク ス 剤 の 量 を

µl に変更し、同様の作業を実施

した。プレート上の試料が十分

に 乾 燥 し た こ と を 確 認 し 、

TOF MS AXIMA®シリーズ

（株式会社島津製作

所）と AXIMA®微生物同定システ

ム ™（株式会社島津製作

所）を用いて菌種を同定した。

（２）分離株の 抗原遺伝子型お

よび 抗原遺伝子型解析

１）供試菌株

（４）１）の菌種同定試験で大

腸菌と同定された菌株 株を

供試した。

２） 遺伝子型別および 遺伝

子型別

供試菌株を に培養し、生

育 し た コ ロ ニ ー を

8.0)100 µ に懸濁し、 ℃

分間加熱した。加熱したサンプ

ルを氷で急冷し、 ×

分間遠心した上清を テンプ

レートとし、井口らの方法（

）に従い、 によって

抗原遺伝子型別を行った。ま

た 、 ら の 方 法 （

）に従い、 によっ

て 抗原遺伝子型別を行った。

（３）分離株の病原性因子関連遺

伝子の解析

１）供試菌株

（１）の菌種同定試験で大腸

菌と同定された菌株のうち、各

食品由来の 抗原遺伝子型およ

び 抗原遺伝子型代表株 株

を供試した。

２）病原性因子関連遺伝子の検

出

［４］（２）で抽出した テ

ンプレートを用いて、病原性因

子関連遺伝子を実施した。大腸

菌の病原因子の検出は、Müller

ら の 方 法 （

）を改良したマルチプレッ

クス 法で行った。このマル

チプレックス では、 、

、 、 、 、 、

、 、 、 およ

び を対象とした。マルチプ

レックス は、 μ の反応

チューブで行った。反応液は、

μ

、それぞれのプライマーを

µM ずつ、 テンプレート 2 µL

から成り、 グレードの精製

水で最終容量を 25 µL に調整し

た。反応は、 ℃、 分の後、

℃、 秒、 ℃、 秒、 ℃、

分 秒のサイクルを 回繰

り返し、最後に ℃、５分の反
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応を行った。反応終了後、 産

物 μ を２％のアガロースゲ

ルを用いた電気泳動で分離し、

特異的なバンドを確認し、遺伝

子の有無を調べた。

（４）分離株が保有する バ

リアントの解析

１）供試菌株および 溶液の

調製

［４］（１）の菌種同定試験で

大 腸 菌 と 同 定 さ れ た 菌 株 の う

ち、各食品由来の 抗原遺伝子

型および 抗原遺伝子型型代表

株 株を供試した。

供試菌株を 中で ℃にて

時間培養した。培養液

から熱抽出法によって を抽

出した。

２ ） 遺 伝 子 シ ー ケ ン ス に よ る

配列決定

［４］（４）２）にて抽出した

各 を鋳型として供試し、シ

ー ク エ ン ス 用 プ ラ イ マ ー

（

）にて 反

応による増幅を行った。 反

応には、 （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。 ℃ 秒の熱変性の

のち、 ℃ 秒－ ℃ 秒－

℃ 秒を サイクルの増幅

反応後、 ℃で 分間反応させ

た。 産物を電気泳動した。

（サーモフィッ

シャーサイエンティフィック）

によって 産物を精製した。

精 製 産 物 を

（サーモフィッ

シャーサイエンティフィック）

を用いた に

供試した。 に

は、上記 反応と同一のプラ

イ マ ー を 用 い た 。

産物は、エタノール

沈殿にて精製した。遺伝子配列

は 、

（ 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、 リフ

ァレンス配列と比較した。

Ｃ．研究結果

［１］ 保有大腸菌添加回収試

験の追加試験

（１）試験検体の 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モヤシ３

食品において、生菌数、大腸菌

− 82 −



 

応を行った。反応終了後、 産
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［４］（１）の菌種同定試験で

大 腸 菌 と 同 定 さ れ た 菌 株 の う

ち、各食品由来の 抗原遺伝子

型および 抗原遺伝子型型代表

株 株を供試した。
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［４］（４）２）にて抽出した

各 を鋳型として供試し、シ

ー ク エ ン ス 用 プ ラ イ マ ー

（

）にて 反

応による増幅を行った。 反
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バイオ）を使用した。また、プ
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調製した。 ℃ 秒の熱変性の
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℃ 秒を サイクルの増幅

反応後、 ℃で 分間反応させ

た。 産物を電気泳動した。

（サーモフィッ

シャーサイエンティフィック）

によって 産物を精製した。

精 製 産 物 を

（サーモフィッ

シャーサイエンティフィック）

を用いた に

供試した。 に

は、上記 反応と同一のプラ

イ マ ー を 用 い た 。

産物は、エタノール

沈殿にて精製した。遺伝子配列

は 、

（ 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、 リフ

ァレンス配列と比較した。

Ｃ．研究結果

［１］ 保有大腸菌添加回収試

験の追加試験

（１）試験検体の 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モヤシ３

食品において、生菌数、大腸菌

 

群 数 お よ び 大 腸 菌 数 は そ れ ぞ

れ 、

および検出限界（

）以下であった。

２） 陽性検体数

モヤシ３食品は全て 陰性

であった。

（２）接種菌数

添加回収試験でモヤシに接種

した 保有大腸菌菌数は、中

菌数接種群で 、高菌

数 接 種 群 で お よ び

であった。

（３） 保有大腸菌接種の食

品培養液からの 検出

本研究に供試した中菌数接種

群のモヤシ１食品および高菌数

接種群のモヤシ２食品は、全て

の増菌培地で 陽性であった。

（４） 保有大腸菌の分離

中菌数接種のモヤシ１食品で

は、釣菌コロニーに対する

陽性コロニーの割合は、 と

ともに 程度であった（表

１）。増菌培地と分離培地の組み

合わせでは、釣菌コロニーに対

する 陽性コロニーの割合が

培養の が最も低く、

培養の が最も高く

程度であった。また、中菌数

接種検体のうち、 陽性コロ

ニーが分離された検体の割合は、

増菌培地別では で 程度、

で 程度であり、増菌培

地と分離培地の組み合わせでは、

培養の が最も低く

、 培養の および

培養の が最も高く

程度であった。

高菌数接種のモヤシ２食品で

は、釣菌コロニーに対する

陽性コロニーの割合は、 で

以上、 で 未満であっ

た（表１）。増菌培地と分離培地

の組み合わせでは、釣菌コロニ

ーに対する 陽性コロニーの

割合が２食品とも 培養の

が最も低く、 培養およ

び 培養の および

が最も高かった。また、

高菌数接種検体のうち、 陽

性コロニーが分離された検体の

割合は、２食品とも増菌培地別

では で 、 では

程度であり、増菌培地と分離培

地の組み合わせでは、 培養

の が２食品とも最も低く、

培 養 お よ び 培 養 の

および が最も高

かった。加えて、１食品では、

培養の も高かった。

令和４年度の結果と合計する

と、中菌数接種の食品では、釣菌

コロニーに対する 陽性コロ
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ニーの割合は、 と でと

もに 程度であり（表２）、増

菌培地と分離培地の組み合わせ

では、 培養の が最も

低く 程度、 培養の

が最も高く 程度であった。ま

た、中菌数接種検体のうち、

陽性コロニーが分離された検体

の割合は、増菌培地別では と

でともに 程度であり、

増菌培地と分離培地の組み合わ

せでは、 培養の が最

も 低 く 程 度 、 培 養 の

およ び 培養 の

が最も高く 程度であ

った。また、高菌数接種の食品で

は、釣菌コロニーに対する

陽性コロニーの割合は、 と

でともに 以上であり、

増菌培地と分離培地の組み合わ

せは、 培養の が最も

低く、 培養の および

が最も高かった。また、

高菌数接種検体のうち、 陽

性コロニーが分離された検体の

割合は、増菌培地別では と

ともに 以上であり、増

菌培地と分離培地の組み合わせ

は、 培養の が最も低

く、 培養の および

培養の が最も高か

った。

［２］食品中での 保有大腸菌の選択

分離培地の検討

陽性コロニーが分離され

た検体の割合は、 培養の

セフィキシム添加 、

セフスロジン添加 、

セフィキシムおよび

セフスロジン添加 で

全て であり、 培養の

セフィキシム添加 で

、 セフスロジン添加

および セフィキ

シムおよび セフスロジン

添加 で 程度であった。

供試した 種類の選択分離培地で

は、 保有大腸菌以外の青色コ

ロニーの生育が抑制されず、培地

上の生育コロニーの様子は［１］

（４）の と概ね同様であっ

た。

［３］ 特異的リアルタイム

法を用いた 保有大腸菌添加

食品培養液中の 保有大腸菌

数推定および菌数比較

特異的リアルタイム 法

で算出された 値と菌数の検量

線は、各食品培養液中で直線性を

示した（図１）。検量線を用いて算

出した 保有大腸菌の菌数は、

概 ね 接 種 菌 数 お よ び 分 離 結 果 を

反映していた（図２ ４）。各培養

液の平均菌数は、 保有大腸菌
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ニーの割合は、 と でと

もに 程度であり（表２）、増

菌培地と分離培地の組み合わせ

では、 培養の が最も

低く 程度、 培養の

が最も高く 程度であった。ま

た、中菌数接種検体のうち、

陽性コロニーが分離された検体

の割合は、増菌培地別では と
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った。
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および セフィキ

シムおよび セフスロジン

添加 で 程度であった。

供試した 種類の選択分離培地で

は、 保有大腸菌以外の青色コ

ロニーの生育が抑制されず、培地

上の生育コロニーの様子は［１］

（４）の と概ね同様であっ

た。

［３］ 特異的リアルタイム

法を用いた 保有大腸菌添加

食品培養液中の 保有大腸菌

数推定および菌数比較

特異的リアルタイム 法

で算出された 値と菌数の検量

線は、各食品培養液中で直線性を

示した（図１）。検量線を用いて算

出した 保有大腸菌の菌数は、

概 ね 接 種 菌 数 お よ び 分 離 結 果 を

反映していた（図２ ４）。各培養

液の平均菌数は、 保有大腸菌

 

が分離され た培養 液 で 約

であり、 保有大腸菌が

分 離 さ れ な か っ た 培 養 液 で 約

であった。培地別の培

養液の平均菌数は、 保有大腸

菌が分離された 培養液と

培養液でともに約

であり、 保有大腸菌が分離さ

れなかった 培養液と 培

養液でともに約 で

あった。食品別の 保有大腸菌

が 分 離 さ れ た 培 養 液 の 平 均 菌 数

は、豚肉スライス、牛肉スライス

およびエビで約 、オ

クラおよびキュウリでは約

、 モ ヤ シ で は 約

であり、 保有大腸菌が

分 離 さ れ な か っ た 培 養 液 の 平 均

菌数は、オクラおよびモヤシで約

であった（図２ ４）。

ま た 、 モ ヤ シ で の 接 種 菌 数 別 の

保有大腸菌が分離されなか

った培養液の平均菌数は、低菌数

接種群および中菌数接種群で約

、高菌数接種群で約

であった。

［４］自然汚染検体分離株の遺伝子

性状解析

（１）分離株の菌種同定

供試した 保有菌 株は、

全て と同定された。

（２）分離株の 抗原遺伝子型お

よび 抗原遺伝子型解析

オクラ由来株では、 と

で株の 抗原遺伝子型構成が同

一であった。豚肉ミンチ由来株

は、 と で株の 抗原遺

伝子型構成が異なり、検体間で

も 抗原遺伝子型が異なってい

た（表３）。鶏肉ミンチ由来株で

は、 と で一部重複する

抗原遺伝子型も存在し、多様な

抗原遺伝子型で構成されてお

り、検体間で と のみ

共通であった。また、鶏肉ミンチ

由来の 株 株のうち

株は、 年姫路市食中毒事例

株と同じ であり、残

りの２株および鶏肉ミンチ２由

来の 株は、 とは異なる

抗原遺伝子型の株であった。鶏

肉ミンチ 由来の 株は、

年埼玉県食中毒事例株の血清型

（ ）とは異なる 抗原遺伝

子型であった。鶏肉ミンチ 由

来の 株は、腸管毒素原性

大 腸 菌 で 高 頻 度 に 分 離 さ れ る

ではなく であった。

（３）分離株の病原性因子関連遺

伝子の解析

供試した 株は、本研究にて

供試した 法にて試験した病

原性因子の中ではいずれも

のみを単独で保有する株であっ
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た（表４）。

（４）分離株が保有する バ

リアントの解析

供試した 株は、 種類のバ

リアント（ 、 、 、

、 、 、 、

）を単独で保有あるい

は複数のバリアントを同時に保

有していた（表５）。

Ｄ．考察

モヤシでの 保有大腸菌添加

回収試験において、増菌培地につい

ては、釣菌コロニーに対する

陽性コロニーの割合を比較すると、

中菌数接種群では と が同

等であったが、高菌数接種群では、

よりも が高い傾向であっ

た。分離培地の組み合わせによって

は、 培養の で 陽

性コロニーが全く検出されなかっ

たが、 培養の および

では の割合で検出され

たことから、モヤシからの 保

有大腸菌の検出には、 および

あるいは の組み合

わせが適していると考えられた。令

和４年度の結果と合わせた全食品

の合計では、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 陽性コロニーの割合を比

較すると、 と が同等か

よりも がやや高い傾向であっ

た。また、 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 より がやや高い傾向

であり、中菌数接種群および高菌数

接種群では、 よりも がや

や高い傾向であった。以上から、

と はどちらも 保有大腸

菌の分離に有用であるが、モヤシの

ように が適さない食品では、

を選択する必要があると考え

られた。

選択分離培地への選択剤として、

セフィキシムおよびセフスロジン

添加培地を検討した。 陽性コ

ロニーが分離された検体の割合は、

セフィキシムおよびセフスロジン

添 加 培 地 と 薬 剤 の 添 加 が な い

で同等であったことから、

これら薬剤の顕著な有用性は今回

試験したモヤシでは認められなか

った。

リアルタイム での推定菌数

は、概ね接種菌数および分離結果を

反映した菌数を示し、 保有大

腸菌の分離に一定の菌数が必要で

あることが示唆された。一方で、モ

ヤシ培養液中の 保有大腸菌菌

数を比較すると、低および中菌数接

種群よりも高菌数接種群で菌数が

低い傾向が認められた。モヤシの生

菌数および大腸菌群数は、それぞれ

− 86 −



 

た（表４）。

（４）分離株が保有する バ

リアントの解析

供試した 株は、 種類のバ

リアント（ 、 、 、

、 、 、 、

）を単独で保有あるい

は複数のバリアントを同時に保
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Ｄ．考察
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よりも が高い傾向であっ

た。分離培地の組み合わせによって

は、 培養の で 陽

性コロニーが全く検出されなかっ

たが、 培養の および

では の割合で検出され

たことから、モヤシからの 保

有大腸菌の検出には、 および

あるいは の組み合

わせが適していると考えられた。令

和４年度の結果と合わせた全食品

の合計では、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 陽性コロニーの割合を比

較すると、 と が同等か

よりも がやや高い傾向であっ

た。また、 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 より がやや高い傾向

であり、中菌数接種群および高菌数

接種群では、 よりも がや

や高い傾向であった。以上から、

と はどちらも 保有大腸

菌の分離に有用であるが、モヤシの

ように が適さない食品では、

を選択する必要があると考え

られた。

選択分離培地への選択剤として、

セフィキシムおよびセフスロジン

添加培地を検討した。 陽性コ

ロニーが分離された検体の割合は、

セフィキシムおよびセフスロジン

添 加 培 地 と 薬 剤 の 添 加 が な い

で同等であったことから、

これら薬剤の顕著な有用性は今回

試験したモヤシでは認められなか

った。

リアルタイム での推定菌数

は、概ね接種菌数および分離結果を

反映した菌数を示し、 保有大

腸菌の分離に一定の菌数が必要で

あることが示唆された。一方で、モ

ヤシ培養液中の 保有大腸菌菌

数を比較すると、低および中菌数接

種群よりも高菌数接種群で菌数が

低い傾向が認められた。モヤシの生

菌数および大腸菌群数は、それぞれ

 

から 、 から

と高かったことから、

食品中の夾雑菌が 保有大腸菌

の増殖に影響する可能性が考えら

れた。

食品から分離された 保有大

腸菌の 抗原遺伝子型および 抗

原遺伝子型および保有する バ

リアントは多様であった。豚肉ミン

チ由来株は、 と で株の

抗原遺伝子型構成が異なっていた

ことから、増菌培地ごとに増殖しや

すい菌株が存在することが示唆さ

れた。そのため、食中毒事例の原因

物質調査において 保有大腸菌

を疑う場合は、増菌培地として

および を併用することで、

保有大腸菌をより効率に分離

が可能であると考えられた。

結論

保有大腸菌が原因と疑われ

る食中毒事例調査の際は、増菌培地

として および が有用であ

ることが示唆された。一部の食品で

は、 よりも が望ましいが、

増菌培地ごとに増殖しやすい菌株

の存在が示唆されたことから、

および を併用することで、

保有大腸菌をより効率に分離

が可能であると考えられた

健康危険情報  

なし

研究発表

（誌上発表）

なし

（学会等発表）  

廣瀨昌平，新井沙倉，山谷聡子，

貫洞里美，齊木大，曽根美紀，

荒木靖也，土井りえ，尾畑浩

魅，土屋彰彦，小嶋由香，大西

貴弘，工藤由起子 食品中の

保有大腸菌の効率的な増菌

および分離培養法の検討 第

回日本獣医学会学術集会 令和

年 月 日 大阪  

曽根美紀，尾畑浩魅，山谷聡子，

貫洞里美，荒木靖也，土屋彰

彦，小西典子，土井りえ，小嶋

由香，廣瀨昌平，新井沙倉，大

西貴弘，工藤由起子 保有

大腸菌自然汚染食品での増菌お

よび分離培養法の検討 第 回

日本食品微生物学会学術総会

令和 年 月 日 大阪

荒木靖也，新井沙倉，小西典子，

土井りえ，山谷聡子，土屋彰

彦，小嶋由香，尾畑浩魅，貫洞

里美，曽根美紀，廣瀨昌平，大

西 貴弘，工藤由起子 保有

大腸菌接種食品での増菌および
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分離培養法の検討 第 回日本

食品微生物学会学術総会 令和

年 月 日 大阪

貫洞里美，尾畑浩魅，荒木靖也，

曽根美紀，山谷聡子，土井り

え，小西典子，小嶋由香，土屋

彰彦，新井沙倉，廣瀨昌平，大

西貴弘，工藤由起子 食品から

の 保有大腸菌分離のための

培養法の検討 第 回日本食

品衛生学会学術講演会 令和

年 月 日 東京

山谷聡子，廣瀨昌平，小西典子，

土屋彰彦，小嶋由香，土井り

え，尾畑浩魅，曽根美紀，荒木

靖也，貫洞里美，新井沙倉，大

西貴弘，工藤由起子 保有

大腸菌の食品からの分離方法の

検討および分離株の解析 第

回日本食品衛生学会学術講演会

令和 年 月 日 東京  

知的所有権の取得状況・登録状況

なし

− 88 −



 

分離培養法の検討 第 回日本
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培養法の検討 第 回日本食

品衛生学会学術講演会 令和

年 月 日 東京

山谷聡子，廣瀨昌平，小西典子，

土屋彰彦，小嶋由香，土井り

え，尾畑浩魅，曽根美紀，荒木

靖也，貫洞里美，新井沙倉，大

西貴弘，工藤由起子 保有

大腸菌の食品からの分離方法の

検討および分離株の解析 第

回日本食品衛生学会学術講演会

令和 年 月 日 東京  

知的所有権の取得状況・登録状況

なし

図 保有大腸菌添加回収試験食品における 特異的リアルタイム 法の

検量線
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図 保有大腸菌添加回収試験豚肉スライスおよび牛肉スライス培養液中の

保有大腸菌菌数の推定

該当なし 該当なし
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図 保有大腸菌添加回収試験豚肉スライスおよび牛肉スライス培養液中の

保有大腸菌菌数の推定

該当なし 該当なし

図 保有大腸菌添加回収試験オクラおよびキュウリ培養液中の 保有大

腸菌菌数の推定

該当なし
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図 保有大腸菌添加回収試験モヤシおよびエビ培養液中の 保有大腸菌

菌数の推定

該当なし
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図 保有大腸菌添加回収試験モヤシおよびエビ培養液中の 保有大腸菌

菌数の推定

該当なし

表１ 保有大腸菌添加回収試験のモヤシにおける追試結果

表２ 令和４年度および令和５年度の 保有大腸菌添加回収試験の総合結果

論文投稿前のため、

詳細な結果は

伏せさせていただきます。

論文投稿前のため、

詳細な結果は

伏せさせていただきます。
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表３ 保有大腸菌食品分離株の 抗原遺伝子型および 抗原遺伝子型
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表３ 保有大腸菌食品分離株の 抗原遺伝子型および 抗原遺伝子型 表４ 保有大腸菌食品分離株が保有する病原因子関連遺伝子
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表 保有大腸菌食品分離株が保有する バリアント
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表 保有大腸菌食品分離株が保有する バリアント

 
 

 

令 和 ５ 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

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

腸 管 出 血 性 大 腸 菌 の 食 品 で の 検 査 法

研究要旨

腸管出血性大腸菌の食品での検査法は、平成 年に通知されている

が、年月の経過とともに、記載されている機器や試薬の入手が困難にな

っているものも見られる。このため、現状に即した機器や試薬を調査す

ることが必要とされている。本研究で調査した結果、いくつかの販売中

止品や終売になる機器があることが判明した。

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

Ａ．研究目的

腸管出血性大腸菌は、病原大腸

菌の中で最も病原性が高く、食中

毒の発生が注視されている原因物

質であり、食品での検査法は、「食

品からの腸管出血性大腸菌 、

、 、 、 及び

の検査法」（食安監発 第 号、

事務連絡平成 年３月 日、以

下通知法）に通知されている。腸管

出血性大腸菌食中毒の発生は、毎

年報告があり、報告数の大きな減

少も認められていない。このため、

食品での検査の機会は多く、その

方法は重要とされている。前述の

通知法に記載されている機器や試

薬が年月の経過とともに入手が困

難になっているものも見られるた

め、本研究では、現在販売されてい

る機器や試薬を調査した。

Ｂ 研究方法
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［１］遺伝子検出法について

通知法記載の遺伝子検出法に

ついて、機器や試薬などが現在

も入手可能であるか、また後継

のものが販売されているかを調

査した。

［２］培養法について

通知法記載の培養法について、

培地などが現在も入手可能であ

るか、また後継のものが販売さ

れているかを調査した。

［３］その他の試薬等について

遺伝子検出法や培養法以外に

使用する試薬やメーカー名等に

ついて、通知法に記載されてい

る内容が現在も入手可能である

か、また後継のものが販売され

ているかを調査した。

Ｃ．研究結果

［１］遺伝子検出法について

（１） 抽出法

抽出キットに関しては、通

知法に記載のキットが現状でも

販売されていることを確認した。

（２）ベロ毒素遺伝子および 抗

原遺伝子を検出するキット

リ ア ル タ イ ム 法 お よ び

（ ）法のいず

れも通知法に記載のキットが現

状でも販売されていることを確

認した。

（３）リアルタイム 法の機

器

通 知 法 に 記 載 さ れ て い る

Ⅱ： Ⅱの販売は終了

さ れ て お り 、 後 継 機 と し て

Ⅲ お よ び

Ⅳが販売されていることを確認

した。なお、通知法記載の

Ⅱは、 年にサポートが終了

さ れ る 。 ま た 、

のリアルタイム

機器についても、後継機として

リアルタイム

システムシリーズが販売されて

い る こ と を 確 認 し た 。 な お 、

、

および の各種機器はいずれ

も販売およびサポートが終了し

ていた。

（４） 法の機器

通 知 法 に 記 載 さ れ て い る

リアルタイム濁度測定

機器 および （栄

研化学）は販売およびサポート

が終了しており、現状販売され

ている機器としては通知法記載

の （栄研化学）のみ

であった。
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［２］培養法について

増菌用培地である の販売元

として通知法に記載されているメ

ルクは、その後販売を終了してい

た。また、通知法記載の 寒

天培地は、アキュレート

寒天培地へ名称変更されていた。

［３］その他の試薬等について

（１）製造販売元名

和光純薬株式会社は富士フィ

ルム和光純薬株式会社へ、日水

製薬株式会社は島津ダイアグノ

スティクス株式会社へ、デンカ

生研株式会社はデンカ株式会社

へそれぞれ名称変更されていた。

（２）試薬

血 清 型 別 試 薬 で あ る 大 腸 菌

検出試薬「 」は、大腸菌

検出キット「 」へ名称を

変更していた。さらに、 確認

試験にて記載の スクリー

ン ベロトキシンは、販売が終了

していた。

Ｄ．考察

通知法記載の機器や試薬等の一

部がすでに入手困難となっている

現状が明らかとなった。また、通知

法では遺伝子検出法の検出限界を

以上と示されている。

今後は、現状販売されているリア

ルタイム 法の後継機器を用い

て、各種遺伝子検出法の検出限界

が定められた値を満たしているか

を確認する必要があると思われた。

結論

本研究にて、通知法記載の機器

や試薬等の一部がすでに入手でき

ない状況にあるため、食品衛生検

査の現場での活用性を向上すべく、

現状に即した通知法改定案を作成

する必要性が考えられた。

健康危険情報

なし

研究発表

（誌上発表）

（学会等発表）

工藤由起子．

の汚染状況及び検査法について

シンポジウム を
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含め た 病原 大 腸菌 によ る 食中 毒

の発生と検査体制 衛生微生物技

術協議会第 回研究会 令和

年 月 日 岐阜

知的所有権の取得状況・登録状況

なし
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病病原原大大腸腸菌菌のの検検出出指指標標遺遺伝伝子子おおよよびび病病原原性性発発現現解解析析

大岡 唯祐
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分 担 研 究 報 告 書

病 原 大 腸 菌 の 検 出 指 標 遺 伝 子 お よ び 病 原 性 発 現 解 析

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

研究要旨

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。 年度は、昨年度に同定した配列上完全な 遺伝子

バリアントを保有する 株について、各バリアント保有株に共通する

病原因子の同定を試みた。しかしながら、同一バリアントが大腸菌進化

系統に分散して存在することが判明し、共通因子の同定が困難であるこ

とが明らかになった。そのため、特に集団感染事例由来株について、共

通して保有する遺伝子バリアントや病原関連遺伝子等の同定を行い、

遺伝子バリアントに共通性はないものの、 や

などβ ラクタム系に対する耐性遺伝子を保有頻度が高いことを明ら

かにした。また、コピー数の多い臨床的に重要と考えられるバリアント

種類（ ）について、 遺伝子のみの高発現株を

用いて 細胞への細胞障害性の解析を行ったが、有意な病原性は検出

出来なかった。また、試験的に実施したカイコへの感染実験による病原

性評価においても有意な結果は得られなかった。ここで、 遺伝子は

挿入配列である の （ ）遺伝子の内部にコード

されていることから、 が転移する際に の発現と連動して発

現する可能性もあり、今後は の転移条件やそのメカニズム挙動と

併せて病原性を評価する必要がある。また、 遺伝子がゲノム上の他

の因子と協調的に働く可能性についても併せて今後検討する必要がある。

− 103 −



 

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 年

には、学校給食を喫食した小中学

生の児童生徒等 人の患者を

ともなう 遺伝子保有大腸菌に

よ る 大 規 模 食 中 毒 が 発 生 し た 。

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 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

（凝集付着性因子 遺

伝子等の保有株）や腸管病原性大

腸菌 （細胞への局在付着性

因子 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、 年度に同定した配

列上完全な 遺伝子バリアント

を保有する 株について、各バ

リアント保有株に共通する病原因

子を同定し、臨床的に重要と考え

られる 遺伝子バリアントにつ

いて機能解析を行うことを目的と

した。

Ｂ 研究方法

［１］配列上完全な 遺伝子保

有 株に共通する因子の同定

昨年度に同定した配列上完全な

遺伝子バリアントを保有す

る 株について、 を用い

た のクラスタリングを行い、

各バ リア ン トに の み共 通な 遺伝

子の抽出を試みた。

［２］集団感染事例由来株に共通

する 遺伝子バリアントおよ

び病原関連遺伝子の同定
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集団感染事例由来株について、

遺伝子バリアントの共通性

およ び共 通 の薬 剤 耐性 遺伝 子や

病原関連遺伝子の同定を試みた。

薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の 同 定 に は

を用いた。

［３］主要 遺伝子バリアント

の機 能解 析 のた め のク ロー ニン

グ

昨年度同定した主要な 遺伝

子バ リア ン トの 機 能を 明ら かに

するため、 プロモーターで制御

可 能 な 発 現 ベ ク タ ー

（ ）

を用い、 末端に タグが付

加されるようクローニングした。

具体的には 、 、 を

それぞれ （

）

（

）

、

（

） 、

（

）

（

）

のプライマーペアを用いて

（ ）で

増幅した。 ベクターお

よび上記の 産物を制限酵素

と で処理し、

（ ）でライゲーションし

た後、コンピテントセル大腸菌

αへ形質転換した。得られた

形質転換体について、ベクター

挿入部位の配列確認を行った後、

各 遺伝子バリアントがクロ

ー ニ ン グ さ れ た ベ ク タ ー を

（ ）を用いて精製し、

ポリメラーゼ遺伝子を持つ

発現用 （ ）

（ ）へ再度形質

転換して、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。

［４］培養細胞への感染実験によ

る 遺伝子バリアントの細胞

毒性試験

細胞を 培地、 、

37˚C 条件下で まで培
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養した。項目（ ）で作成した形質

転換体と ベクターのみを入

れた形質転換体（陰性コントロー

ル）を 培地で培養し、 で

蛋白質発現誘導した後、その遠心

上清 µ を 細胞へ添加し

て 時間反応させた。その後、

で細胞剥離

した後、 で洗浄、トリパンブ

ルー 染色 を 行っ て 血球 計算 盤に

より生細胞数をカウントした。ま

た、比較対象として、 培地

µ のみを 細胞へ添加し、上

記と同様の処理を行った。

［５］カイコへの感染実験による

病原性解析法の確立

カイコ（ ）、 系統

を人工飼料である

（日本農産工）を用い、25˚C 条件

下で 齢 日あるいは 日まで飼

育した。 遺伝子バリアントの

形質転換株と大腸菌 非病原

株（陰性コントロール）について

生 理 食 塩 水 を 用 い て

µ の菌液を作成し、

シリンジで µ ずつ体液内投与

し、 時間後に生死を判定した。

Ｃ．研究結果

［１］配列上完全な 遺伝子保

有 株に共通する因子の同定

各バリアントの共通因子の同定

を進めたが、同一バリアントが複

数の 大腸 菌 進化 系 統に 分散 して

存在すること、また、各バリアン

トの 周辺 構 造に も 共通 性が 見ら

れなかったことから、共通因子を

同定することは出来なかった。

［２］集団感染事例由来株に共通

する 遺伝子バリアントおよ

び病原関連遺伝子の同定

株 で は プ ラ ス ミ ド 上 に

遺伝子バリアントが同定さ

れたが、株によりタイプが異なっ

ていた。 株では、染色体

上に を複数コピー保有するも

のが多かったが、プラスミド上の

ものはタイプが異なり、プラスミ

ド構造も異なるものであった（表

）。それ以外の血清型については、

遺伝子バリアントの種類も

多様であり、共通性はみられなか

った（表 ）。また、それらをコー

ドす るプ ラ スミ ド の種 類も 異な

っていた。また、耐性関連遺伝子

については、全ての株ではなく、

その局在も プラスミドとは

異なるものの、β ラクタム系に

対す る耐 性 遺伝 子 の保 有率 が高

かった。

［３］主要 遺伝子バリアント

の機 能 解析 の ため のク ロ ーニ ン

グ

遺伝子バリアント由来蛋白
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質の精製・機能解析を行うため、

末端に タグが付加され

るように ベクターヘのクロ

ーニングを行った。

［４］培養細胞への感染実験によ

る 遺伝子バリアントの細胞

毒性試験

培地に µ の 培地を添

加したものを として生存率

を算定した結果、 ベクター

単体（陰性コントロール）と

遺伝 子バ リ アン ト の形 質転 換体

（過剰発現株）はいずれも 前

後の生存率を示し、細胞毒性に有

意差は見られなかった（図１）。

［５］カイコへの感染実験による

病原性解析法の確立（予備的な解

析）

大腸菌 非病原株（陰性コン

トロール）と 遺伝子バリア

ントの形質転換株（高発現株）は

いずれも生存率が であり、

個の菌数では 遺伝子バ

リア ント に よる 致 死活 性は 見ら

れなかった（表 ）。

Ｄ．考察

本 年 度 実 施 し た 配 列 上 完 全 な

遺伝子バリアントを保有する

大腸菌株 株に関する解析から、

同一バリアントが複数の大腸菌進

化系統に分散して分布すること、

また、同じバリアントでもその周

辺構造に共通性がないことも多い

ことが判明し、各 遺伝子バリ

アントに共通する疫学マーカーと

なる遺伝子の同定が困難であるこ

とが明らかとなった。集団感染由

来株に特化して 遺伝子バリア

ントの共通性の有無や共通する薬

剤耐性遺伝子・病原関連遺伝子の

検索も実施したが、集団感染由来

株が共通して保有する 遺伝子

バリアントの同定することは出来

なかった。また、薬剤耐性遺伝子に

関しては、β ラクタム系に対する

耐性遺伝子の保有頻度が高いこと

が明らかとなったが、全てに共通

するものは見られなかった。

コピー数の多い臨床的に重要と

考えられるバリアントについての

病原性に関する解析では、高発現

株の培養上清を用いた細胞毒性試

験ならびにカイコを用いた感染実

験のいずれにおいても、有意な結

果は得られなかった。しかしなが

ら、 遺伝子は挿入配列である

の （ ）

遺伝子の内部にコードされており、

が転移する際に の発

現と連動して発現する可能性もあ

ること、また、ゲノム上の他の因子

と協調的に働く可能性も否定でき

ないことから異なる研究アプロー
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チを検討する必要がある。

今後は、 遺伝子が の

内部にコードされており、

の転移と連動して発現する可能性

もあるため、 を含めた領域

をクローニングし、転移条件やそ

のメカニズム挙動と併せて病原性

を評価する。また、 遺伝子が

ゲノム上の他の因子と協調的に働

く可能性についても併せて検討し、

同定された場合には新たに疫学マ

ーカーとして追加した検出系を構

築する。

結論

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、配列上完全な

遺伝子バリアントの保有株に共通

する疫学マーカーとなりうる遺伝

子の同定を試みた。しかしながら、

同一バリアントが複数の大腸菌進

化系統に分散して分布すること、

また、同じバリアントでもその周

辺構造に共通性がないことも多く、

共通遺伝子を同定することが出来

なかった。集団感染事例由来株に

特化した 遺伝子バリアントの

共通性の有無や共通する薬剤耐性

遺伝子の解析からも共通して保有

する 遺伝子バリアントの同定

することは出来なかった。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、また、薬剤耐

性遺伝子に関しては、β ラクタム

系に対する耐性遺伝子の保有頻度

が高いことを明らかに出来た。臨

床的に重要と考えられる 遺伝

子バリアントに関して、培養細胞

およびカイコを用いた病原性に関

する解析では、明確な病原性を検

出することが出来なかった。

遺伝子のバリアント多様性と大腸

菌進化系統における分布の特徴に

関しては、今年度中に研究成果を

国際雑誌等で報告する予定である。

健康危険情報

なし

研究発表

（誌上発表）

（投稿予定）

（学会等発表）
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図 1  HeLa 細胞を用いた細胞毒性試験結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

細細胞胞をを⽤いいたた細細胞胞毒毒性性試試験験
〔培養細胞〕 細胞
〔使⽤菌株〕E. coli astA 過剰発現株

E. coli 空ベクター 陰性コントロール
〔⽅法〕 細胞を 培地 ˚ で に培養

前培養︓菌を 培地で 時間振とう培養
本培養︓菌液を新しい に で植え継ぎ 時間培養

誘導︓ を 添加して 時間発現誘導
菌液を 処理し、遠⼼上清 µを 細胞へ添加して 時間培養

で細胞剥離し で洗浄後、トリパンブルー染⾊
⾎球計算盤で⽣細胞数をカウント “ µ ”処理を として⽣存率を算定

空ベクター株と過剰発現株の細胞⽣存数に差は⾒られなかった。
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表１ 血清型 O166 および O7 株関連の astAおよび薬剤耐性遺伝子分布 

 

表２ それ以外の血清型株の astAおよび薬剤耐性遺伝子分布 

 

表３ カイコ感染実験による病原性解析結果 

 

〔〔 予予備備実実験験〕〕 カカイイココ感感染染実実験験にによよるる病病原原性性解解析析法法のの構構築築

〔使⽤カイコ系統および齢〕カイコ Bombyx mori 系 齢 ⽇ ⽇個体
〔使⽤菌株〕E. coli astA 過剰発現株

S. 株 株（菌⾎症集積事例由来株）
E. coli ⾮病原株 株 陰性コントロール

〔⽅法〕 ⼈⼯飼料を⽤いて、カイコを卵から 齢 ⽇ ⽇まで飼育（ ˚ 条件）
前培養︓感染前⽇に菌株を 培地で⼀晩振とう培養（ ˚ ）
本培養︓新しい 培地に 約 になるよう植え継ぎ、 時間培養
菌液を ⽣理⾷塩⽔で置換し、 µ に希釈

シリンジで µずつ体液内投与
˚ の飼育環境で経過観察し、 時間後に⽣死を判定

⾮病原株
株名 ⽣理⾷塩⽔ プロトタイプ
⽣
死
合計
致死率

S.
astA過剰発現株

E. coli
­
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病病原原大大腸腸菌菌食食中中毒毒事事例例株株のの解解析析

伊豫田 淳





 

令 和 ５ 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

分 担 研 究 報 告 書

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

保有大腸菌 の病原性究明と分離検出法開発のためゲノ

ム解析と細胞付着因子の特定、および特徴的な性状の探索を試みた。性

状の探索のため薬剤感受性試験、既存選択培地における発育状況等観察、

および による網羅的な炭素源分解能の測定を行

ったが分離検出に有用な性状は確認されなかった。付着因子特定のため

プラスミド導入株の作製と付着性の解析を行った結果、付着に関与する

遺伝子は染色体上に存在している可能性が示唆された。完全長配列を用

いた解析では食中毒事例株にのみ共通する病原性関連遺伝子は検出され

なかったが、系統解析においては、食中毒事例株が共通して に分

類されることが明らかとなり、 が 株における病原性系

統である可能性が示唆された。

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 （

）、腸管毒

素原性大腸菌（

）、腸管 凝集性大腸菌

（

）等に分類される。 や

では特定の毒素遺伝子、 では

凝集性線毛のレギュレーター遺伝
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子等が分類の指標となる。しかし、

既存の下痢原性大腸菌分類には属

さないものの、集団下痢症事例の

起因菌として分離されることから

病原性が示唆される大腸菌も存在

する。そのうち、

（ ）をコードする遺伝子

（ ）を保有する大腸菌は、複数

の血清型で食中毒起因菌として報

告されている。 保有大腸菌に

ついては多様な血清型の大腸菌か

ら検出されることが知られている

が、前年度までの研究によりこれ

らが系統的に多様であることが判

明している。一方で、 保有大

腸菌の血清型のうち につ

いては、食中毒起因菌として最も

多く報告される血清型であり、さ

らに我々のこれまでの研究により

同血清型の食中毒事例由来株が培

養細胞に付着性を示すことが明ら

かとなった。そのため、本研究では

保 有 大 腸 菌 の う ち 血 清 型

の株に着目し、完全長配

列を使用したゲノム解析および細

胞付着因子の特定による病原性の

究明を行った。さらに、有用な分離

検出法の開発のため特徴的な生化

学的性状の探索も試みた。

Ｂ 研究方法

［１］食中毒由来大腸菌

株の系統解析

事例の食中毒事例由来株を含

む 株の 保有大腸菌

（表 ）の データ、および

公共のデータベース（ 、

）に登録されている同血清型

のシ ーク エ ンス デ ータ を使 用し

てコアゲノムから抽出した に

よる系統樹を作製した。さらに、

ゲノム解析により および各

下痢 原性 大 腸菌 に 関連 する 遺伝

子（ 、 、 、 ）の検出、

（

）による の検出も行った。

［２］完全長ゲノム配列の解析

遺伝子の局在場所の同定や、

特徴 的な ゲ ノム 構 造を 明ら かに

するために、 株および

株の完全長ゲノム配列を

決定した（表 ）。ロングリード

解析のための は、 一晩培

養液から、

を用いて抽出

した。抽出 を用いて

（ ）

にてライブラリー調整を行った。

得ら れた ラ イブ ラ リー のシ ーク

エンス解読を フローセル

および （ ）

にて行った。得られたロングリー

ドおよび、過去に解読したショー
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トリードを用いて、 お

よび を用いたハイブリ

ッドアセンブリを行い、完全長ゲ

ノム配列を決定した。決定した完

全長ゲノム配列を用いて、保有遺

伝子の による比較、

（

）、

薬剤耐性遺伝子の検索（

）

をおこなった。染色体 の

比較は （

）、 が存

在する巨大プラスミド の

比較は、 （

）によっ

て行った。

［３］プラスミド導入株の作製と

細胞付着性の解析

の完全長配列の解析

により確認された のプラ

スミド（ ）、および

のプラスミド（ ）

につい て 、 λ

シス テム に より 各 プラ スミ ドに

カナマイシン（ ）耐性遺伝子を

付与した後、プラスミドの抽出を

行った。抽出したプラスミドをエ

レク トロ ポ レー シ ョン 法に より

細胞非付着性の株（ ）へ導入

し、 添加 培地に塗抹するこ

とで プラ ス ミド 導 入株 のセ レク

ションを行った。作製したプラス

ミド導入株（

、 ）につい

て 細胞での細胞付着性の解析

を行 うこ と で付 着 に関 与す る遺

伝子 がプ ラ スミ ド 上に 存在 する

可能性について評価を行った。

［４］ 解析と遺伝子破壊株

の作製

上記 の解析によって、染色体

上に 付着 関 連遺 伝 子が 存在 する

可能性が示唆されたため、

解析を実施した（図 ）。まず、

についてトランスポゾ

ン（ ）挿入によるランダムな遺

伝子 破壊 株 ライ ブ ラリ ーを 作製

した。作製されたライブラリーを

に懸濁した菌液をサンプルと

して 細胞による付着性試験を

実施した。 時間の感染を行った

後、非付着株を除去するため

で 回洗浄、 添

加に より 取 得し た 細胞 溶解 液を

添加 培地にて ℃で 時

間培養後、取得した菌体から

の抽出を行った。 細胞接種前

のラ ンダ ム 破壊 株 から 抽出 した

サンプルを 、付着性試

験後 に回 収 した 菌 体か ら抽 出し

た サンプルを として

各サンプルについて 解析
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を実 施し シ ーク エ ンス デー タを

取得した。取得した各サンプルの

シークエンスデータを

の染色上から検出された の

遺伝子へマッピングを行い、さら

に を用いた解析

によ りマ ッ ピン グ デー タの 各遺

伝子のカウント数について、遺伝

子サ イズ の 違い に より 生じ る誤

差の修正、および値が に近いほ

ど必 須遺 伝 子で あ る可 能性 を示

す必 須性 指 数の 算 出を 行っ た。

および サンプルの

カ ウ ン ト 数 か ら 各 遺 伝 子 の

の値を算出し、必須

性指 数に つ いて は グラ フ化 する

こと で必 須 遺伝 子 と非 必須 遺伝

子の境界値の推定を行った。

［５］薬剤感受性試験

株の 保有大腸菌株を対

象に の薬剤（表 ）についてデ

ィス ク拡 散 法に て 薬剤 感受 性試

験を実施した。 耐性が確認さ

れた株については、 解析によ

り 産生遺伝子の検出状況の

確認も行った。

［６］生化学的性状試験

株（集発由来株および

非集発由来株）、 株、

株、 につい

て 、 、 、 、 、

クロモアガー 、 、

の各培地に画線塗抹を行い、

発育 状況 や コロ ニ ーの 色調 等観

察 を 行 っ た 。 さ ら に 、

社 の 、

プレートにより 種類の炭

素源利用能の測定を行った。方法

は取扱説明書に準拠し、結果の判

定は プレ ー トリ ー ダー によ る各

ウェ ルの 吸 光度 の 測定 およ び目

視に よる 色 調変 化 の確 認に より

行った。

Ｃ．研究結果

［１］食中毒由来大腸菌

株の系統解析

の抽出結果から最尤法によ

り作製した系統樹、および と

各遺伝子保有状況について図 に

示した。 株は 種類の

に分類されたが、解析を行っ

た多くの株は に分類され、

一方で 事例の食中毒由来株はい

ず れ も に 分 類 さ れ た 。

の系統には日本以外にも

複数 の国 か ら分 離 され た株 が含

まれていた。 および下痢原性

大腸菌（ 、 、 ）に関

連する遺伝子は と

の両 方の 系 統の 株 から 検出 され

た。

［２］完全長ゲノム配列の解析

染色体のサイズは、 で
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は から 、 で

は であった（表 ）。保有

プラスミドは１から 種であり、

全ての菌株において 以上

の巨 大プ ラ スミ ド の保 有が 認め

られた。 遺伝子は染色体また

は巨大プラスミド上に から コ

ピー認められた。 では

保有プラスミド上に多数の

薬剤 耐性 遺 伝子 が 認め られ た。

では染色体上に薬剤耐性遺

伝子が存在した。 の比較を行

ったところ、染色体上に食中毒株

特異 的な 領 域は 認 めら れな かっ

た（図 ）。病原遺伝子島の検索か

らは、莢膜関連遺伝子（ 等）

および 型分泌装置関連遺伝子

群が 外来 遺 伝子 と して 検出 され

た。 を保有するプラスミドの

比較 を行 っ た結 果 、食 中毒 由来

および では類似

した プラ ス ミド を 有す るこ とが

明らかとなった（図 ）。一方、散

発下痢症由来で を有する株

（ ）では、類似したプラ

スミドは認められなかった。同プ

ラスミドに共通する特徴は、 型

分泌装置関連遺伝子群（染色体上

に存在する遺伝子とは異なる）お

よび オペロンの存在であった。

［３］プラスミド導入株の作製と

細胞付着性の解析

の各プラスミド導入

株（ 、

）の 細胞への付

着性 試験 に つい て はい ずれ も非

付着性であった（図 ）。そのため、

付着 に関 与 する 遺 伝子 は染 色体

ゲノ ム上 に 存在 す る可 能性 が示

唆された。

［４］ 解析と遺伝子破壊株

の作製

により取得したシークエ

ンス デー タ につ い て染 色体 ゲノ

ム 上 へ マ ッ ピ ン グ と

による解析を行った。

の値と遺伝子数の

グラフ化により、 と

で差が認められないことから を

示す遺伝子が最も多く（ 種類）

検出された（図 ）。さらに必須

性指 数と 遺 伝子 数 のグ ラフ 化に

より、必須及び非必須遺伝子によ

り示 され る 二峰 性 のグ ラフ から

その最低値の 以上が非必須遺伝

子である可能性が示唆された（図

）。染色体上の の遺伝子

のうち の値が

以下となる遺伝子は 種類、

そのうち必須性指数が 以上の遺

伝子は 種類存在した（図

）。

［５］薬剤感受性試験

保有株 株を対象に 薬
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剤に 対す る 感受 性 試験 を実 施し

た結果、 については 事

例のうち 事例で同一耐性パター

ンを示した（表 ）。さらに 事例

の食中毒由来株のうち 事例はア

ンピシリン耐性を示し、 耐性

であった 株からは が検

出された。

［６］生化学的性状試験

大腸菌 の各事例株等に

ついて 種類の培地へ画線塗抹を

行い 発育 状 況や コ ロニ ーの 色調

について観察を行った結果、大腸

菌 は 添加培地に発育

しないことが確認され、発育が確

認さ れた 培 地の コ ロニ ーに つい

て特 徴的 な 性状 は 認め られ な か

っ た 。 ま た 、

による炭素源利用能

の測定結果では、 基礎

培地 等へ の 添加 に より 容易 に作

成可 能な 分 離培 地 の開 発を 目的

としているため、炭素源のうち糖

に着目して評価を行ったが、条件

に合うものは確認されなかった。

Ｄ．考察

本研究では 保有大腸菌のう

ち食中毒起因菌として複数回報告

されている血清型である

の株に着目し解析を行った。分離

検出法開発を目的とした特徴的な

性状等探索では、簡便な検出法に

利用可能な性状等は検出されなか

った。一方で、病原性究明を目的と

したゲノム解析や表現型の解析で

は有用なデータを取得することが

できた。

株が示す 結果の

うち が病原性系統である可

能性が示唆された。さらに、昨年度

から実施している細胞付着性の解

析においても、 事例の食中毒事例

由来株（ ）のみが細胞付着性

を示したことも病原性系統を示唆

する裏付けとなっている。また、公

共データベース上の の株に

は、日本以外の複数の国における

分離株が含まれていたことから、

集 団 下 痢 症 の 起 因 菌 と な る

株は国外においても分布

している可能性が示唆された。し

かし、完全長配列によるプラスミ

ドや染色体の比較では、 事例の食

中毒事例由来株のみが共通して保

有する既知の付着関連遺伝子や病

原性関連遺伝子は確認されなかっ

た。そのため、病原性解明や付着因

子特定のためには、検出された既

知の病原性遺伝子の詳細な解析、

あるいは未特定の病原因子にも着

目して解析を続ける必要性がある。

保有大腸菌 の付

着に関与する遺伝子は染色体上に
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存在する可能性が示唆された。し

かし、 の染色体上には

種類の遺伝子が確認され、そ

のうち の値が より

少ない値となる遺伝子は 種

類存在した。付着因子特定を行う

には、今後、抽出した各遺伝子の破

壊株等作製など追加の解析が必要

となってくることから、より可能

性が高い遺伝子を抽出するための

条件設定が重要となる。必須性指

数については、今回の解析により

値が 以上の遺伝子が非必須遺伝

子である可能性が高いことが確認

されたが、 値につい

ては指標となる数値が現時点で存

在しない。しかし、本研究により

が保有する と

のプラスミドは 細胞へ

の付着性には関与していないこと

が示唆されたことから、 デ

ータをこれらプラスミド上の遺伝

子にマッピングし、同様の解析を

行うことで、抽出条件設定に有用

なデータが取得される可能性があ

る。今後、遺伝子破壊株の作製とそ

の解析等により、本菌の付着因子

が特定されれば、各検査機関で利

用可能となる簡便な検出系の確立

が可能となることから、引き続き

解析を行うことが重要であると考

えられる。

結論

血清型が である

陽性大腸菌に着目した解析により、

が病原性系統である可能性

が示唆された。本菌の病原性究明

のためには、引き続き付着因子の

特定や病原性関連遺伝子の詳細な

解析を行う必要性がある。
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図1  BLAST atlas による O166:H15 およびO7:H4 完全長ゲノム配列の比較 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2. astA 保有プラスミドの完全長配列比較 
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図1  BLAST atlas による O166:H15 およびO7:H4 完全長ゲノム配列の比較 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2. astA 保有プラスミドの完全長配列比較 
 

  

 
図 3. Tn-seq解析法を用いた細胞付着因子特定の概要 
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図4. astA保有大腸菌O166:H15 の系統解析と各食中毒事例株の系統 
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図4. astA保有大腸菌O166:H15 の系統解析と各食中毒事例株の系統 
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図 5. JNE21-003（A）および DH10B に JNE21-003のプラスミドを導入した
DH10B/ JNE21-003-1（B）と DH10B/ JNE21-003-2（ ）の  HO
細胞における付着性試験結果 
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図 6 . Tn-seq データを JNE21-003染色体上の遺伝子にマッピング後の各
  t  t/in  t値の遺伝子数（A）、各必須性指数の遺伝子数（B）および
  t  t/in  tが 0.9以下の遺伝子数と合計 
 

 

 

  

output/input 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 合計
遺伝子数 57 2 8 29 8 67 57 128 284 554 1194
EI*8以上の遺伝子数 38 2 7 13 7 44 50 104 268 545 1078
*EI, 必須性指数

− 126 −



 

 

 
 

 

 

 

  

表 . 系統解析に使用した株
分類（株数） ID 血清型 由来
non-EHEC (10) JNE070796 O166:H15 食中毒事例（   ）

JNE070801 O166:H15 食中毒事例（   ）
JNE21-003 O166:H15 食中毒事例（   ）
JNE21-004 O166:H15 食中毒事例（   ）
JNE21-005 O166:H15 食中毒事例（   ）
JNE21-006 O166:H15 食中毒事例（   ）
JNE21-007 O166:H15 食中毒事例（   ）
JNE21-008 O166:H15 食中毒事例（   ）
JNE21-009 O166:H15 食中毒事例（   ）
C123 O166:H15 動物由来

EHEC (5) JNE181928 O166:H15 散発下痢症（宮城 ）
JNE162304 O166:H15 散発下痢症（大阪府）
JNE101305 O166:H15 散発下痢症（愛知 ）
JNE192196 O166:H15 健康者（香川 ）
JNE192777 O166:H15 健康者（山梨 ）
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表3. 薬剤感受性試験に使用した薬剤
略記 薬剤名
AM Ampicillin
ST Sulfamethoxazole and trimethoprim
TC Tetracycline
NA Nalidixic acid
SM Streptomycin
CP Chloramphenicol
GM Gentamicin
CTX Cefotaxime
CFX 　　 Cefoxitin
KM Kanamycin
CPFX Ciprofloxacin
FOM Fosfomycin

表 . 各供試株の薬剤感受性パターンとE BL産生遺伝子
血清型 non-EHEC

/EHEC
自治体 株数 耐性パターン E BL産生遺伝子

O166:H15 non-EHEC    2
non-EHEC    2 AM-ST-TC-NA-SM-GM
non-EHEC    1 AM-ST-TC-NA-SM-GM
EHEC 宮城 他 4
EHEC 山梨 1 AM-ST-TC-NA-SM-CP-CPFX

O7:H4 non-EHEC    2 AM-CTX bla CTX-M

non-EHEC 東京都 1 TC
EHEC 鹿児島 1 AM-ST-TC-NA-SM-CP

O169 :H45 non-EHEC    1 AM
OgGp9:H18 non-EHEC    1
OgGp7 :H6 non-EHEC    1 AM-CTX bla CTX-M

− 129 −



分 担 研 究 報 告 書

食食品品中中のの病病原原大大腸腸菌菌のの汚汚染染実実態態おおよよびび制制御御法法

大西 貴弘
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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

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てきた。今年度は、

昨年度の調査で特徴的な汚染が認められた鶏肉、豚内臓肉、オクラ、ヤ

ングコーンにおける汚染菌量を最確数法で推計するとともに、オクラに

おける 保有大腸菌の増殖挙動について検討した。その結果、食品

の種類によって汚染率は様々であったが、汚染菌量は食品の種類に関わ

らず、概ね約 以下であった。オクラに 保有大腸菌を

接種したところ、 ℃培養では菌数の一時的な増加が見られた。 ℃培

養ではオクラ上の菌数の増加は認められなかったが、培養開始時の菌数

を長期間維持した。 ℃培養では培養 日後には菌は検出されなくなっ

た。以上の結果から、オクラにおける 保有大腸菌の増殖を抑制す

るためには ℃以下の環境に保管する必要があることが明らかになっ

た。

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（ ）、腸

管病原性大腸菌（ ）、腸管侵入

性大腸菌（ ）、腸管毒素原生大

腸菌（ ）、腸管凝集付着性大腸

菌（ ）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

（ ：腸管凝集付着性大腸菌耐
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熱性エンテロトキシン ）大腸菌に

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、

保有大腸菌をはじめ多くの下

痢原性大腸菌の汚染食品が明らか

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。昨

年度までの研究で、鶏肉、豚内蔵肉、

外 国 産 オ ク ラ 、 ベ ビ ー コ ー ン で

保有大腸菌が高率に検出され

ることを明らかにした。今年度は、

これらの食品における 保有大

腸菌の汚染菌量の測定を行った。

また、オクラにおける 保有大

腸菌の増殖挙動を解析し、 保

有大腸菌の増殖を阻害できるオク

ラの保管温度について考察した。

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、 ℃で保管し、 時間以内に

試験に供した（表１〜５）。

［２］最確数法による汚染菌量の

推定

最確数法による 保有大腸菌

の計数を以下の手順で行った（図

１）。検体 ｇを無菌的にスト

マッ カー 袋 に採 取 した 。こ れに

培地（栄研化学）を 加

え、１分間、ストマッカー処理し

た。これを 倍乳剤とした。

倍乳 剤を 増 菌培 地 でさ らに 希釈

し、 倍乳剤を作製した。最確

数法は 本法で行い、試験管１本

あたり 倍乳剤 、 倍乳

剤 および に増菌培地

を加えて最終 にした。各濃

度に つき 試 験管 ５ 本ず つ用 意し

た。 ℃、 時間、培養を行ない、

培養後、培養液からアルカリ熱抽

出法で を抽出した。抽出した

をテンプレートとして、スク

リーニング を行い、大腸菌の

指標としての と の検出

を行った（図２）。 と の

両方 が検 出 され た 試験 管を 陽性

とし、陽性となった試験管の数か

ら、 保有大腸菌の汚染菌量を

推定した。

［３］オクラにおける増殖挙動の

解析

培地 に１エーゼの菌

を接種し、 ℃、 時間培養した。

菌液をよく撹拌し、 を

に加え、よく撹拌した（１

× ）。滅菌したトレイに

オクラを並べ、オクラ１本につき

菌液 µ （１× ）を接種
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し、乾燥した。オクラをストマッ

カー袋に入れ、ヒートシールした

後、ストマッカー袋を ℃、 ℃、

℃に保管した。経時的にストマ

ッカー袋を取り出し、 倍量の

培地を加えた。２分間、スト

マッカー処理し、乳剤１ ｍ と

９ ｍ を混合した。以下、同

様に段階希釈を行った。各希釈段

階 ｍ をそれぞれ 枚のクロ

モアガー に接種した。 ℃、

時間培養後、コロニーを計数し

た。

Ｃ．研究結果

［１］食品中の 保有大腸菌の

汚染菌量の推定

今回は鶏肉、豚内蔵肉およびひ

き肉、外国産オクラ、外国産ヤン

グコーン、それぞれ 検体、ま

た、その他野菜 検体を対象に

（表１〜５）、最確数法を用いて

保有大腸菌の汚染菌量の推

定を行った（図 〜図 ）。

鶏肉は 検体中 検体（ ％）

が陽性となった（表 ）。 検体は

〜 であった。

検 体 は 定 量 限 界 値 以 上

（1.6×10 ）であった

（図 ）。陽性検体中、 ％の検体

の汚染菌量は 〜

の範囲に分布していた。全検体で

の 汚 染 菌 量 の 平 均 は

、陽性検体における汚

染菌量の平均は

であった（表 ）。

豚内蔵肉およびひき肉は 検体

中 検体（ ）が陽性となった

（表 ）。汚染菌量は 〜

の範囲であった（図 ）。

陽性検体中、 ％の検体の汚染菌

量は 以下であった

（図 ）。全検体での汚染菌量の平

均は 、陽性検体に

お け る 汚 染 菌 量 の 平 均 は

であった（表 ）。

オクラは 検体中 検体（ ％）

が陽性となった（表 ）。汚染菌量

の範囲は 〜 で

あった（図 ）。汚染菌量は均一に

分布していた。全検体での汚染菌

量の平均は 、陽性

検体 にお け る汚 染 菌量 の平 均は

であった（表 ）。

ヤングコーンは 検体中 検

体（ ％）が陽性となった（表６）。

汚染菌量の範囲は 〜定量限界

値以上であった（図 ）。陽性検体

の ％は 以下の汚

染菌量であった。残りの ％の汚

染菌量は 以上であった。全検

体 で の 汚 染 菌 量 の 平 均 は

、陽性検体における汚

染菌量の平均は
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であった（表 ）。

鶏肉、豚肉、オクラ、ヤングコー

ンについては、食品ごとに陽性率

に変化が見られたが、汚染菌量は

概ね 〜 範囲であ

った（図５）。また、冷凍処理の有

無と 汚染 菌 量と の 間に 関連 性は

認められなかった。

オクラ、ヤングコーン以外の野

菜として、アスパラガス、アボガ

ド、いんげん、かぼちゃ、ごぼう、

スナップエンドウ、トレビス、ニ

ンニクの芽、パプリカ、ホワイト

アスパラガス、芽キャベツを計

検体調査したが、全検体で定量限

界値未満であった。

［２］オクラにおける増殖挙動の

解析

オクラにオクラ由来の 保有

大腸菌を接種し、 ℃、 ℃、 ℃

で培養し、７日までの菌数を測定

した。各温度で 回繰り返し実験

を行った。オクラ１本あたり

接種したが、菌液を乾燥さ

せたのち菌数を測定すると約

〜 に低下した。

℃で培養した場合、培養 日

目まで菌は増殖し、約

に達した。その後、菌数はやや減

少したが 〜 を培養

日目まで維持した（図 ）。

℃で培養した場合、菌数はほ

とんど変化せず、培養 日目でも

約 〜 を維持した（図

）。

℃で培養した場合、培養開始直

後から菌数が減少し、培養 日目

には 、菌 は 検出 さ れな くな った

（図 ）。

Ｄ．考察

食品における 保有大腸菌の

汚染菌量を明らかにするために、

昨年度の汚染実態調査で汚染率の

高かった鶏肉、豚内蔵肉およびひ

き肉、外国産オクラ、外国産ヤング

コーンを対象に調査を行った。調

査食品全体でみると汚染菌量はほ

とんどの検体で 〜

範囲であった。鶏肉１検体とヤン

グコーン 検体だけが定量限界値

以上（1.6×10 ）であっ

た。鶏肉は昨年度までの調査結果

と同様に汚染率が高く、また今回

の調査で汚染菌量も高いことが明

らかになった。この結果から、鶏肉

は一般的に 保有大腸菌に汚染

さ れ て い る も の と 考 え ら れ た 。

保有大腸菌対策を考える場合、

鶏肉は最も優先して対応しなけれ

ばならない食品であると考えられ

た。豚肉も汚染率は高かったが、汚

染検体の ％は 以

下であり、鶏肉と比べると汚染菌
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量は低かった。しかし、一部の検体

では を超えている

ため、注意が必要である。オクラは

検体ごとに汚染菌量が分散してお

り、汚染菌量に特定の傾向は認め

られなかった。ヤングコーンは汚

染検体の ％が 以

下の汚染菌量であったが、残りの

汚染検体は を超え

ており、 検体は定量限界値を超え

ていた。この結果から、ヤングコー

ンは検体によって汚染菌量が大き

く異なることが示唆された。しか

し、陽性検体だけの平均汚染菌量

をみると、鶏肉と同様、非常に高い

結果となった。陽性率は鶏肉と比

べると低いが、検体によって汚染

菌量が多い場合があるので、ヤン

グコーンを調理する場合は、十分

に加熱を行う必要があると考えら

れた。また、ヤングコーンに見られ

る汚染菌量のばらつきの原因がど

のようなものであるか、明らかに

することができれば、ヤングコー

ンをはじめその他の野菜における

下痢原性大腸菌の自然汚染の予防

等に有用であると考えられた。

オクラとヤングコーンのうち、

オクラは生や浅漬けで喫食するた

め、オクラにおける 保有大腸

菌の増殖性について検討を行った。

今回の結果から、オクラを ℃以

下の環境で保管すれば、 保有

大腸菌の増殖を抑制できることが

明らかになった。オクラにおける

保有大腸菌の汚染菌量の推計

結果から、市販されているオクラ

には最高 × の

保有大腸菌が汚染していると考え

られた。オクラ１本に換算すると、

約 × ２ の汚染があると推

計された。一方、増殖挙動の解析か

ら、保管温度が高いと、オクラ１本

あたり約 まで増殖でき

ることが示唆された。このことか

ら、市販のオクラも保管温度が高

ければ、オクラ表面で菌が増殖す

る可能性があると考えられた。ま

た、今回の研究では、オクラ 本に

つき１× の 保有大腸

菌を接種したが、乾燥後、すぐに菌

数 を 測 定 し た 結 果 、 〜

に菌数が低下していた。乾

燥に伴い、死滅した可能性が示唆

された。

結論

今回の結果から、鶏肉、豚内蔵肉

およびひき肉、オクラ、ベビーコー

ンの汚染菌量が明らかになった。

こ の 結 果 か ら 、 こ れ ら の 食 品 は

保有大腸菌の汚染率だけでな

く、汚染菌量も高いことが明らか

になった。 保有大腸菌対策を
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行う場合には、これらの食品が最

重要食品になると考えられた。

オクラにおける 保有大腸菌

の増殖挙動の解析から、保管温度

が適切でなかった場合、オクラの

表面でも十分に増殖、生残できる

ことが明らかになった。オクラは

海外から輸入されているものが多

く、輸入過程の温度管理が適切で

ないと、食中毒の原因になる可能

性があることが示唆された。
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図１ 最確数による汚染菌数の推定
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図 および 検出のための 法
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図 鶏肉および豚肉における 保有大腸菌の汚染菌量
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図 オクラおよびヤングコーンにおける 保有大腸菌の汚染菌量
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図 保有大腸菌の汚染菌量（まとめ）
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図 オクラにおける 保有大腸菌の増殖（ ℃）

（○： 回目、□： 回目、△： 回目）
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図 オクラにおける 保有大腸菌の増殖（ ℃）

（○： 回目、□： 回目、△： 回目）
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図 オクラにおける 保有大腸菌の増殖（４℃）

（○： 回目、□： 回目、△： 回目）
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品名 産地 冷凍状況 購入日

若鶏もも肉 国産 不明 2023/1/19

若鶏ムネこま切 国産 不明 2023/1/30

鶏モモ親子丼用 国産 不明 2023/2/2

若鶏手羽小間肉(ﾑﾈ） 国産 不明 2023/2/6

鶏むね小間切れ 国産 不明 2023/2/9

鶏むねひき肉 国産 不明 2023/3/16

若鶏肝 タイ 冷凍 2023/4/17

鶏バックリブ 国産 不明 2023/4/17

若鶏小間切れ 国産 不明 2023/4/20

鶏レバー 国産 不明 2023/4/27

鶏ムネ小間切れ 国産 不明 2023/4/27

若鶏レバー 国産 不明 2023/5/15

若鶏もも角切り ブラジル 冷凍 2023/5/15

鶏レバー 国産 冷凍 2023/5/18

若鶏手羽先 国産 不明 2023/5/18

親鶏ムネモモ角切り 国産 不明 2023/5/18

若鶏砂肝 国産 不明 2023/5/22

若鶏ささみ 国産 冷凍 2023/5/22

若鶏はらみ 国産 不明 2023/5/22

若鶏やげん軟骨 国産 不明 2023/5/25

鶏むねｶﾚｰ用 国産 不明 2023/5/25

鶏もも角切り 国産 冷凍 2023/5/25

鶏砂肝 国産 不明 2023/5/30

鶏ささみ 国産 不明 2023/5/30

鶏むねひき肉 国産 冷凍 2023/5/30

若鶏手羽中 国産 不明 2023/5/31

若鶏もも 国産 不明 2023/5/31

鶏ヤゲン軟骨 ブラジル 冷凍 2023/5/31

鶏モモ 国産 不明 2023/6/5

鶏むね 国産 不明 2023/6/5

鶏肝(肝臓､心臓) 国産 不明 2023/6/5

若鶏手羽中ハーフ 国産 不明 2023/6/8

若鶏ヒザ軟骨 国産 冷凍 2023/6/8

鶏モモ タイ 冷凍 2023/6/8

若鶏ムネミンチ 国産 不明 2023/6/8

表１ 保有大腸菌汚染菌量推定に用いた鶏肉検体
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品名 産地 冷凍状況 購入日

豚レバー 国産 不明 2023/1/26

豚赤身ひき肉 国産 不明 2023/1/30

豚ハツスライス 国産 不明 2023/2/2

豚ひき肉 国産 冷凍 2023/2/6

豚レバー 国産 不明 2023/2/6

豚小間切れ 国産 不明 2023/2/13

豚レバー 国産 不明 2023/2/16

豚タン 国産 不明 2023/2/20

豚こま切れ 国産 不明 2023/3/1

豚ひき肉 国産､メキシコ 冷凍 2023/3/9

豚肩うす切り 国産 不明 2023/3/16

豚レバー 国産 不明 2023/4/10

豚切り落とし 国産 不明 2023/4/10

豚ハツスライス 国産 不明 2023/5/15

豚ミンチ 国産,メキシコ 冷凍 2023/5/15

豚小間切れ 国産 不明 2023/5/18

豚赤身ひき肉 国産 冷凍 2023/5/18

豚レバー 国産 不明 2023/5/18

豚モモ一口カツ用 国産 不明 2023/5/22

豚肩切り落とし カナダ 不明 2023/5/22

豚レバー 国産 不明 2023/5/22

豚レバー 国産 不明 2023/5/25

豚あらびき肉 国産 不明 2023/5/25

豚モモ極うす切り 青森 不明 2023/5/25

豚ロースうす切り 国産 不明 2023/5/30

豚タン 国産 不明 2023/5/30

豚ハラミ 国産 不明 2023/5/30

豚こま切れ 国産 不明 2023/5/31

豚レバー 国産 不明 2023/5/31

豚ひき肉 国産 冷凍 2023/5/31

豚ロース切り身 アメリカ 不明 2023/6/5

豚ハツ 国産 不明 2023/6/5

豚バラ焼肉用 デンマーク 冷凍 2023/6/5

豚小間切れ カナダ 不明 2023/6/8

豚粗挽きミンチ 国産 不明 2023/6/8

表２ 保有大腸菌汚染菌量推定に用いた豚肉検体
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品名 産地 冷凍状況 購入日

豚レバー 国産 不明 2023/1/26

豚赤身ひき肉 国産 不明 2023/1/30

豚ハツスライス 国産 不明 2023/2/2

豚ひき肉 国産 冷凍 2023/2/6

豚レバー 国産 不明 2023/2/6

豚小間切れ 国産 不明 2023/2/13

豚レバー 国産 不明 2023/2/16

豚タン 国産 不明 2023/2/20

豚こま切れ 国産 不明 2023/3/1

豚ひき肉 国産､メキシコ 冷凍 2023/3/9

豚肩うす切り 国産 不明 2023/3/16

豚レバー 国産 不明 2023/4/10

豚切り落とし 国産 不明 2023/4/10

豚ハツスライス 国産 不明 2023/5/15

豚ミンチ 国産,メキシコ 冷凍 2023/5/15

豚小間切れ 国産 不明 2023/5/18

豚赤身ひき肉 国産 冷凍 2023/5/18

豚レバー 国産 不明 2023/5/18

豚モモ一口カツ用 国産 不明 2023/5/22

豚肩切り落とし カナダ 不明 2023/5/22

豚レバー 国産 不明 2023/5/22

豚レバー 国産 不明 2023/5/25

豚あらびき肉 国産 不明 2023/5/25

豚モモ極うす切り 青森 不明 2023/5/25

豚ロースうす切り 国産 不明 2023/5/30

豚タン 国産 不明 2023/5/30

豚ハラミ 国産 不明 2023/5/30

豚こま切れ 国産 不明 2023/5/31

豚レバー 国産 不明 2023/5/31

豚ひき肉 国産 冷凍 2023/5/31

豚ロース切り身 アメリカ 不明 2023/6/5

豚ハツ 国産 不明 2023/6/5

豚バラ焼肉用 デンマーク 冷凍 2023/6/5

豚小間切れ カナダ 不明 2023/6/8

豚粗挽きミンチ 国産 不明 2023/6/8

表２ 保有大腸菌汚染菌量推定に用いた豚肉検体

品名 産地 冷凍状況 購入日

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/1/19

オクラ タイ 非冷凍 2023/1/26

オクラ タイ 非冷凍 2023/1/30

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/2/2

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/2/6

オクラ タイ 非冷凍 2023/2/9

オクラ タイ 非冷凍 2023/2/13

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/2/16

オクラ タイ 非冷凍 2023/2/20

オクラ タイ 非冷凍 2023/2/21

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/2/28

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/3/1

オクラ タイ 非冷凍 2023/3/1

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/3/6

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/3/9

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/3/13

オクラ タイ 非冷凍 2023/3/13

オクラ タイ 非冷凍 2023/3/16

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/3/16

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/4/10

オクラ タイ 非冷凍 2023/4/20

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/4/20

オクラ タイ 非冷凍 2023/4/20

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/4/24

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/4/24

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/4/24

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/4/24

オクラ タイ 非冷凍 2023/4/24

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/4/27

オクラ タイ 非冷凍 2023/4/27

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/4/27

オクラ タイ 非冷凍 2023/4/27

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/5/9

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/5/9

オクラ フィリピン 非冷凍 2023/5/9

表３ 保有大腸菌汚染菌量推定に用いたオクラ検体
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品名 産地 冷凍状況 購入日

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/2/9

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/2/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/2/28

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/3/1

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/3/6

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/3/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/3/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/3/16

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/10

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/10

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/10

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/17

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/17

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/17

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/17

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/20

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/20

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/24

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/9

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/9

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/9

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/11

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/11

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/11

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/11

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/11

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/11

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/15

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/15

表４ 保有大腸菌汚染菌量推定に用いたヤングコーン検体
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品名 産地 冷凍状況 購入日

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/2/9

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/2/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/2/28

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/3/1

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/3/6

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/3/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/3/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/3/16

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/10

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/10

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/10

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/13

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/17

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/17

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/17

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/17

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/20

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/20

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/4/24

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/9

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/9

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/9

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/11

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/11

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/11

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/11

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/11

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/11

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/15

ヤングコーン タイ 非冷凍 2023/5/15

表４ 保有大腸菌汚染菌量推定に用いたヤングコーン検体

品名 産地 冷凍状況 購入日

アスパラガス メキシコ 非冷凍 2023/2/9

ﾎﾜｲﾄｱｽﾊﾟﾗｶﾞｽ ペルー 非冷凍 2023/2/16

にんにくの芽 中国 非冷凍 2023/2/16

アスパラガス メキシコ 非冷凍 2023/2/20

スナップエンドウ グアテマラ 非冷凍 2023/2/21

にんにくの芽 中国 非冷凍 2023/2/21

パプリカ ﾆｭｰｼﾞｰﾗﾝﾄﾞ 非冷凍 2023/2/28

アボカド メキシコ 非冷凍 2023/2/28

いんげん オマーン 非冷凍 2023/3/1

アスパラガス メキシコ 非冷凍 2023/3/1

いんげん オマーン 非冷凍 2023/3/6

芽キャベツ メキシコ 非冷凍 2023/3/6

アボカド メキシコ 非冷凍 2023/3/9

いんげん オマーン 非冷凍 2023/3/9

アスパラガス メキシコ 非冷凍 2023/3/9

ゴボウ 中国 非冷凍 2023/3/9

トレビス アメリカ 非冷凍 2023/3/13

にんにくの芽 中国 非冷凍 2023/3/16

かぼちゃスライス ﾆｭｰｼﾞｰﾗﾝﾄﾞ 非冷凍 2023/3/16

表５ 保有大腸菌汚染菌量推定に用いたその他野菜検体
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表 保有大腸菌の汚染状況

１ 定量下限値未満の検体の汚染菌量を 、定量上限値以上の

検体の汚染菌量を として計算した
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令和６年３月２９日 
                                       

 厚生労働大臣  殿 
                                                                                              
                                       
                              機関名 国立医薬品食品衛生研究所 
 
                      所属研究機関長 職 名 所長 
                                                                                      
                              氏 名 本間 正充         
 

   次の職員の令和５年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名 食品の安全確保推進研究事業                                          

２．研究課題名 食中毒原因細菌の検査法の整備のための研究                          

３．研究者名  （所属部署・職名）衛生微生物部 ・ 部長                                  

    （氏名・フリガナ）工藤 由起子 ・ クドウ ユキコ                                  

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 ☑   □ ☑  □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □  □ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 ☑   □ ☑  □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □  □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ

クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 

（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対
象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 




