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令 和 ３ 〜 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 合 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、新興食中毒細菌として位置

づけれられる大腸菌近縁の および （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）保有大腸菌を対象に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、 食品検

査法をコラボレイティブ・スタディにて評価し、 保有大腸菌の食品検査法について、

優れた増菌培養法および分離培養法を確立し、食品培養液からの 検出性に優れるリア

ルタイム を開発した。食中毒事例における食品からこれら食中毒細菌の効率的な検出が

期待される。（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、 遺伝子の

多様性を中心に 遺伝子の特性を明らかになったが、機能については今後の検討が必要

であり、ゲノム上の他因子との関係が明らかにして新たな疫学マーカーの検出系を構築する

必要がある。（３）病原大腸菌食中毒事例株の解析では、 遺伝子の多くは 上に

存在しており、様々な系統の株が水平伝播により獲得していること、 および

において および 細胞への付着性が認められること、 株にお

いて が病原性系統であ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、 保有大腸菌は鶏肉、豚内臓肉、オクラ、ヤングコーンにおける汚染

率が高いこと、オクラの表面で長期間生残できること、 ℃以下の保管によって増殖が抑制

されることが示された。（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、本菌の保有するプラスミドが病原性に寄与していることが明らかになった。

研究協力者

埼玉県衛生研究所 土井りえ、榊田 希、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

岩手県環境保健研究センター 山中拓哉

宮城県保健環境センター 佐藤千鶴子、山口友美、山谷聡子

秋田県健康環境センター 今野貴之

宇都宮市衛生環境試験所 床井由紀
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福井県衛生環境研究センター 横山孝治

山梨県衛生環境研究所 栁本恵太

三重県保健環境研究所 小林章人

姫路市環境衛生研究所 新免香織

大分県衛生環境研究センター 成松浩志、溝腰朗人

さいたま市健康科学研究センター 土屋彰彦、曽根美紀

川崎市健康安全研究所 小嶋由香、湯澤栄子、荒木靖也

静岡市環境保健研究所 髙橋直人

広島市衛生研究所 末永朱美、池田伸代

北九州市保健環境研究所 大羽広宣、藤崎道子、有川衣美

福岡市保健環境研究所 松永典久

熊本市環境総合センター 小畑裕子

公社 日本食品衛生協会 甲斐明美

富山市保健所 瀧波賢治、鈴木富勝、水上克己

富山県衛生研究所 大石和徳、齋藤和輝、木全恵子、

磯部順子、綿引正則

国立感染症研究所 明田幸宏、窪村亜希子、李 謙一

国立医薬品食品衛生研究所 大屋賢司、廣瀬昌平、新井沙倉、

西角光平

Ａ．研究目的

近 年 、 国 内 外 で

の病原性、特に下痢原性が

周知され、海外では食中毒発生リス

クが懸念されているが、既に日本で

は 年以降に食中毒が発生し、患

者数 人以上の事例も報告されて

いる。このため、平成 年から令和

年にかけて の食品で

の検査法の検討、リアルタイム の

開発、食中毒事例での原因食品の解

析、食品等における汚染実態調査、食

品・環境中での挙動等について研究

を実施した。その成果から地方自治

体での食中毒対応に有用と考えられ

る食品の検査法を示した。本研究で

は、その方法を多機関で評価するた

めに、地方自治体の試験研究機関と

コラボレイティブ・スタディを令和

年に実施することとした。

また、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
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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

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。

以上の背景のもとに、以下の４つ

の分担研究を実施することにした：

（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。 本 研 究 の 対 象 で あ る

および 保有大腸菌は、

新興食中毒細菌として位置づけられ、

特に日本での食中毒発生が特徴的で

あるため、これらの課題の研究を進

めることによって、国内の食中毒予

防対策の提案が可能になると考え、

年間の研究を行った。また、科学的な

国内対策の取り組みを海外に発信す

るために成果を国際的に発表するこ

とが期待されている。

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年度から

緊急的追加研究として開始し、成果

を得た。

Ｂ 研究方法

［１］病原大腸菌食中毒の食品検査

法確立

（ １ ） 食 品 で の

検査法のコラボレイティ

ブ・スタディによる評価

試験検査機関が参加し、鶏肉ま

たはモヤシ検体（高菌数接種３検体、

低菌数接種３検体、非接種３検体）

を供試し、セフィキシムおよび亜テ

ルル酸加 培地での増菌培養、

、 、 および での分

離培養、 検出リアルタ

イ ム （ を 含 む ） に て

の検出性を評価した。試験

結果を集計後、検出方法間の有意差

検定を行った。

（２） 保有大腸菌の食品検査法

の検討

種類（ ら、他）の

特 異 的 コ ン ベ ン シ ョ ナ ル 法

（ ）について食品における

保有大腸菌の検出に優れたプ

ライマーおよび酵素を検討した。次

に、増菌培地として 、 、薬

剤 加 、薬剤 加 を、分

離培地として薬剤 を添加した培地

等での 保有大腸菌の生育性を

検討した。上記にて選定された各種

方法を用いてさらに検討を進めた。

具体的には、試験検体の 確認

試験では、 食品を供試し、検体

入り ストマ ッカ ー袋を 各 袋
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（ 検体）用意し、 検体は 中

にて培養し、抽出 を

（ ら、 使用）に

供試した。 検体ともに 陰

性の食品は、残りの 検体につい

て、添加回収試験を行ない、 検体

以上が 陽性の食品は、自然

汚染検体での試験を行った。添加回

収試験では、 保有大腸菌を各接

種菌数レベル（低菌数接種、中菌数

接種、高菌数接種）に調製し、 検

体へ接種した。 および 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（ ）、クロ

モアガー基礎培地（ ）および

薬剤 添加 （ ）に画

線し、大腸菌様コロニーへ

を実施した。自然汚染試験では、

保有大腸菌を添加せずに上記

の試験を実施した。また、後述の（４）

にて開発の 特異的リアルタイ

ム 法である を利用し

て各種食品培養液中の 保有大

腸菌数を算出した。さらに、各種食

品由来 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。

（３） 保有細菌の性状等の解析

菌 種 未 同 定 の 保 有 細 菌 を

（ ）

にて菌種同定した。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、 種類の既報

の 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 にて 保有大腸菌

の生育を検討した。

（４） 特異的リアルタイム

法の開発

集団食中毒事例由来の 保有大

腸菌株の の遺伝子多型（バリ

アント）を分担研究者の伊豫田およ

び大岡と共同で特定した。また、

の各種バリアントリファレン

ス配列の共通配列に プライマーお

よびプローブ候補を設計した。その

際、大岡からバリアントの一部は

の配列が不完全と予想される

との情報を得たため、不完全なバリ

アントタイプが検出対象から除外

される候補を設計した。設計した候

補 について、多数の菌株を用

いて特異性を試験した。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。

（５）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。

［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）下痢症患児由来大腸菌株から

の 遺伝子保有株の同定

下痢症患児由来の大腸菌約

株について、 による 遺伝子

保有株のスクリーニングを行った。

（２）

による進化系統

解析

大腸菌のハウスキーピング遺伝子
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遺伝子（

）を標的とした系

統解析を行った。

（３）進化系統の異なる株のドラフ

トゲノム解析

項目（２）で作成した系統樹から比

較的系統の異なる 株を選定し、

および による全ゲノ

ム配列取得を行った。

（４）公共データベース上に登録さ

れた 遺伝子保有大腸菌株の網

羅的同定

データーベース上の完全長配

列決定大腸菌株 株（ 年

月現在）を解析対象とし 遺

伝子保有株を同定した。

（５） 遺伝子保有株（計 株）

に関する 遺伝子バリアントの

詳細な解析

上記（４）で得られたゲノム配列を

元に、既知の 遺伝子バリアン

トおよびその局在等の詳細を解析

した。

（６） 遺伝子保有株の進化系統

解析と 遺伝子バリアントの分

布

計 株についてゲノム系統解析

を行い、同定された 遺伝子バ

リアントを系統樹上にマップし、系

統と分布を解析した。

（７）異なる系統に存在する同一

遺伝子バリアント周辺のゲノ

ム構造比較

各株からバリアンドが局在するプ

ラ ス ミ ド の 配 列 を 抽 出 し 、

の

機能を用いて比

較した。

（８）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

トを保有する 株について、各バ

リアントにのみ共通な遺伝子の抽

出を試みた。

（９）集団感染事例由来株に共通す

る 遺伝子バリアントと病原関

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。

（ ）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 を用いてクロー

ニングした。

（ ）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

細胞を用い、項目（１０）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）による細胞生存性を検

討した。

（ ）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、 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

て感染後 時間後に生存率を評価

した。

（ ） 遺伝子保有 あ

る い は 非 保 有 の 腸 管 凝

集性大 腸菌 に特異 的な 病原

関連遺伝子の検索

ドラフトゲノム配列取得済み

株について、 に共通するあるい

は保存性の高い病原関連遺伝子群

の同定を行った。

［３］病原性大腸菌食中毒事例株の

解析

（１）ゲノム解析（ ）による国内
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大腸菌の 保有状況調査および

検出用 プライマーの改善

年に国内で分離され、ゲ

ノ ム 解 読 を 行 っ た 大 腸 菌 等 計

株を対象に 解析により

の検出を行った。また、既知お

よび新規の 配列を検出可能な

プ ラ イ マ ー ’

’ 、

’

’ の設計も行った。本

プライマーを用 い て合計 株の

保有または非保有株から同遺

伝子の検出を行った。

（２）集団下痢症事例由来大腸菌の

系統解析

所内に保管される 件の集団下痢

症事例から分離された 陽性大

腸菌 株の データを使用して

を抽出し、最尤法により系統樹

の作製を行った。 と

株については、公共のデータベース

（

）に登録されている同血清型の

ゲノムデータも用いて国際比較を

行った。

（３）完全長ゲノム配列の解析

保 有 株 お よ び

株について、ロングリード

解析とハイブリッドアセンブリに

より完全長ゲノム配列を決定した。

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。

（４） 発現解析

の発現解析を ポリアク

リルアミド電気泳動（ ）と

ウェスタンブロッティングによっ

て行った。

（５）培養細胞を使用した 陽

性大腸菌の表現型の解析

培養細胞を使用して細胞傷害性お

よび細胞付着性の解析を行った。細

胞 傷害 性 に つい て は およ び

細胞を使用した。細胞付着性は

および 細

胞を使用した。

（６） 解析による細胞付着因

子探索

細胞付着因子特定のため、

について 解析を実施し

た。トランスポゾン挿入により作製

したランダムな遺伝子破壊株ライ

ブラリーから抽出した サンプル

を 、破壊株ライブラリーを用

いた付着性試験の実施後に回収し

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

によるシークエンスデータ

を取得した。

（７）薬剤感受性試験および生化学

的性状試験

株の 保有大腸菌株を対象

に の薬剤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。

生化学的性状は、

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 、 お よ び

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。

［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

食品からの病原性大腸菌の分離は

次の手順で行なった。検体 ｇに

培地を 加え、ストマッカ

ー処理し、 ℃、 〜 時間、増菌

培養を行なった。培養液から を

抽 出 し 、 Müller ら の 方 法 （

）でスクリーニング を

行い、大腸菌の病原因子の検出を行
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なった。スクリーニング陽性の場合、

増菌培養液をクロモアガー に塗

抹し、単離したコロニーの病原因子

を で再確認した。分離菌株は大

腸菌であることを確認し、カジトン

培地に接種し、保管した。分離菌株

の 遺伝子型別は、井口らの方法（

）に従い、 によって行な

った。食品における 保有大腸

菌の汚染菌量の推定には最確数法

を用い、培養液から を抽出し

を行い、 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。

オクラにおける増殖挙動の解析に

は、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。

Ｃ．研究結果

［１］病原大腸菌食中毒の食品検査

法確立

（ １ ） 食 品 で の

検査法のコラボレイティ

ブ・スタディによる評価

リアルタイム 法の検出感度は、

全条件で であった。分離培養法

では、鶏肉検体の低菌数接種の検出

感度は、いずれの培地でも約 以

上であり、高菌数接種で全分離培地

で であった。モヤシ検体の低菌

数接種では、 および

で約 、 および で約

であり、高菌数接種の検出感度は、

および で 以上

であり、 および で 以

上であった。また、釣菌したコロニ

ーのうち コロニーの割

合は で （ ）、

で （ ）、 で

（ ）、 で

（ ）であった。モヤシ検体での

および の検出感度は、リア

ルタイム 法よりも有意に低くく、

は および よりも

検出率が有意に低かった。鶏肉検体

での および の検出感度は、

および よりも検出感

度が有意に低かった。

（２） 保有大腸菌の食品検査法

の検討

プライマーの検討では、

らの 法で陽性または陰性の判定

が容易であった。酵素の検討では、

を用いた場合に非特異的

反応が認められなかった。増菌培養

法の検討では、薬剤 添加培地で

の増殖が抑制されることが示され

た。分離培地の検討では、薬剤 を

添加した分離培地での生育良好で

あったためこれら培地を以降の試

験に用いた。試験検体の 確認

試験では、 検体（ ）が

陽性であった。添加回収試験で

は、 を用いた場合は分離陽性

率が他の条件よりも低かった。自然

汚染検体での試験では、 で

検体、 で 検体が 陽

性であった。また、 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。さらに、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
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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。

（３） 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 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。

（４） 特異的リアルタイム

法の開発

単一のバリアントのみ保有する株

は 株中 株、 種類のバリアント

を保有する株は 株、 種類のバリ

アントを保有する株は 株であり、

バ リ ア ン ト の 種 類 と し て は 、

が最も多くの株で保有さ

れていた。全 バリアントの検

出を目的としたプライマーおよび

プローブセット 種類および不完全

なバリアント以外の全 バリア

ントの検出を目的としたプライマ

ーおよびプローブセット 種類を設

計した。特異性試験では、設計され

た候補が目的のバリアント特異的

に増幅することを確認した。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。 も

加えた特異性試験では、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。

（５）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）下痢症患児由来大腸菌株から

の 遺伝子保有株の同定

による 遺伝子スクリーニ

ングの結果、検証した 株

（ ）が 遺伝子陽性であっ

た。

（ ２ ）

による進化系統解

析

解析の結果、 遺伝子保有

株は大腸菌進化系統の中で幅広い

系統に存在していることが明らか

となった。

（３）進化系統の異なる鹿児島大保

有 遺伝子保有 株の完全長ゲ

ノム配列解析

と によるハイブリッ

ドアセンブルした結果、 株の完全

長ゲノム配列を取得することが出

来たが、残り 株は完全長配列を

取得できなかった（表 ）。

（４）公共データベース上に登録さ

れた 遺伝子保有大腸菌株の網

羅的同定

株が既知の 遺伝子

バリアントもしくはそのホモログ

を保有していた。

（５）抽出した 遺伝子保有株
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に関する 遺伝子バリアントの

詳細な解析

遺伝子バリアントを計 種

類同定し、各バリアントの遺伝子構

造 各バリアントの保有株数とその

局在、株あたりの各バリアントのコ

ピー数 各バリアントが存在する

挿入配列 の構造などの特徴

を明らかにした。

（６） 遺伝子保有ドラフトゲノ

ム解析株の進化系統解析

遺伝子バリアントの多くは大

腸菌の進化系統に偏りなく散在し

ていることがわかった。また、 ’末

端が欠失している 遺伝子は進

化系統 と に多くみられた。

（７）異なる系統に存在する同一

遺伝子バリアント周辺のゲノ

ム構造比較

異なる系統に同一の 遺伝子バ

リアント存在する株について株間

のプラスミド構造を比較した。一例

として、バリアント は異なる系

統に属する 株では、①のグループ

に属する 株のプラスミドは非常に

類似性が高いが、①②③のグループ

間では部分的な類似性しか検出さ

れなかった。

（８）配列上完全な 遺伝子保

有 株に共通する因子の同定

各バリアントを詳細に比較したが、

共通因子を同定することは出来な

かった。

（９）集団感染事例由来株に共通す

る 遺伝子バリアントと病原関

連遺伝子の同定

株 で は プ ラ ス ミ ド 上 、

株では、染色体上に

遺伝子が見られたが、バリアントタ

イプもプラスミド構造も異なって

いた。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。

共通の特徴として、β ラクタム系

に対する耐性遺伝子の保有率が高

かった。

（１０）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

種類の バリアントのアミ

ノ酸配列比較の結果、 を

含む 種類は同じ配列であったが、

それ以外は配列多様性を認めた。集

団感染事例由来株で保有頻度が高

い、また、全株の中でも比較的保有

頻度の高い に

焦点を当て、発現ベクターヘのクロ

ーニングを行った。

（１１）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）の間で細胞毒性

に有意差は見られなかった。

（ ）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）

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

であった。

（１４） 遺伝子保有

あ る い は 非 保 有 の 腸 管

凝集性大腸菌に特異的な病原関連

遺伝子の検索

では、線毛と毒素を少なくと

も つずつ保有することが分かった。

また、線毛は、既知のものとアミノ

酸配列相同性が 程度の遺伝

子が 種類同定された。

［３］病原性大腸菌食中毒事例株の

解析

（１）ゲノム解析による国内大腸菌

の 保有状況調査および 検
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出用 プライマーの改善

は供試菌株の約 で保有が認

められ、 割以上の株は トラ

ンスポゼース配列中に存在した。

配列の解析から新たに 種の

変 異 型 を 同 定 し た 。 と

は比較的高率に を保

有しており、 は 保有株

のうち 株（ ％）が同一の系

統に属していたが、本系統株の

は 上に存在していないた

め、同遺伝子を獲得した祖先株から

垂直伝播している可能性が示唆さ

れた。 は と の

異なる系統に分けられるが、 保

有株はいずれも に属していた。

新たに設計したプライマーを用い

て 保有および非保有大腸菌

株を対象に検証を行った結果、

保有株にのみ陽性が検出された。

（２）集団下痢症事例由来大腸菌の

系統解析

所内に保管される 件の事例から

分離された 株の系統解析では、

いずれも食中毒等事例間の関連性

は低いことが示唆された。公共デー

タベース上のゲノムデータを用い

た系統解析のうち、 株につい

てはカタール由来株（ ）が

最も近縁であり、次いでレバノン、

タンザニアおよび中国由来株が確

認された。一方、 株につい

ては 種類の が検出されたが、

食中毒由来株はいずれも に

分類された。 の系統は日本以

外でも複数の国から分離された株

が含まれていた。

（３） 発現解析

ウェスタンブロッティングの結果、

供試した 陽性大腸菌 株と陽

性対照の合成 ペプチドにおい

て、 の質量約 付近でシ

グ ナ ル が 確 認 さ れ 、 陰 性 対 照 の

株ではシグナルが見られなか

った。

（４）培養細胞を使用した 陽

性大腸菌の表現型の解析

細胞傷害性試験では非病原性株ま

たは 導入株との比較を行

ったが、大きな差は認められなかっ

た。細胞付着性試験のうち お

よび 細胞を使用した試験では

いずれも細胞付着性は認められな

かったが、 および 細胞を

使用した試験では、 または

である 株が細胞への付

着性を示し、 および

の 株においては細胞に非付着性で

あった。

（５）完全長配列の解析

染 色 体 の サ イ ズ は は

、 は 、保

有プラスミドは１から まであった。

は染色体または 以上の

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、 では染色

体上に薬剤耐性遺伝子が存在した。

プラスミドの の比較から、食中

毒由来 および は類

似したプラスミドを有することが

明らかとなった。

（６） 解析による細胞付着因

子探索

により取得したシークエン

スデータを用いて

による解析を行うことでカウント

数と必須性指数の算出を行った。染

色体上の の遺伝子ごとのカウ

ント数から の値を算

出したところ、 以下となる遺伝

子は 種類存在し、必須性指数

が 以上の遺伝子は 種類存在
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した。

（７）薬剤感受性試験および生化学

的性状試験

薬剤感受性試験の結果、

株では 事例のうち 事例は同一耐

性パターンを示した。また食中毒

事例のうち 事例由来株はアンピシ

リン耐性を示した。生化学的性状試

験のうち、培地へ画線塗抹を行った

結果から、大腸菌 は 添

加培地に発育しないことが確認さ

れ、発育が可能であった培地では特

徴的なコロニーや性状は認められ

なった。 の結

果から、 基礎培地等への

添加により容易に作成可能な分離

培地の開発に有用となる糖に着目

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。

［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

食品における病原性大腸菌の汚染

実態調査を行った。肉、野菜、魚介

類、乾物を でスクリーニングし

た。鶏肉の陽性率が高く、 検体全

てがスクリーニング 陽性（ ％）

となり、 は全ての検体から検出

された。鶏肉からの分離株 株の

うち 株（ ％）は を保有し

ていた。豚肉、特に内蔵肉も陽性率

が高く 検体中 検体（ ％）が

スクリーニング陽性となり、 検体

（ ％）から菌分離を行うことがで

きた。豚内蔵肉からの分離株全てが

を保有していた。魚介類では、

エビの 陽性率が高く、 検体

中 検体（ ％）がスクリーニング

で 陽性となった。

外国産生鮮野菜のうち、ヤングコ

ーンとオクラで強い汚染が認めら

れた。ヤングコーンは 検体中

検体（ ％）がスクリーニング

で 陽性となり、 検体から菌分

離を行うことができた。オクラは

検体中 検体（ ％）で 陽性

となり、 検体（ ％）から菌分離

を行うことができた。他にパプリカ、

レモングラス、アスパラガス、アボ

ガド、スナップエンドウからスクリ

ーニング で が検出された。

また、国産スプラウト 検体中

検体（ ％）からスクリーニング

で が検出された。 保有大

腸菌の汚染菌量を推定したところ、

汚染菌量はほとんどの検体で 〜

範囲であった。鶏肉、

豚内蔵肉、オクラ、ヤングコーンの

平均菌数はそれぞれ 、 、 、

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。

今回の汚染実態調査から計 株が

分離された。 遺伝子型別を行ったと

ころ、分離された型別は合計 種類

あった。最も多かったのが、型別不能

で 株（ ）、次いで、 が

株（ ）、 が 株（ ）

が 株（ ）と多く分離された。

オクラにおける 遺伝子保有大

腸菌の増殖挙動を調べたところ、

４℃および ℃では接種後、菌数の

増加は認められなかった。しかし、

℃では接種 日後まで菌数が増加

したのち平衡状態になり、１週間後

まで維持された。

考察

［１］病原大腸菌食中毒の食品検査

法確立

（ １ ） 食 品 で の

検査法のコラボレイティ

ブ・スタディによる評価

が検体あたり
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以上であれば食品から高率に検出

が可能であることが判明した。約

でも、リアルタイム 法で高

率に検出されること、鶏肉では高率

に分離も可能であることが示され

た。しかし、モヤシでは、分離培養

法で分離されない検体もあった。リ

アルタイム 法のほうが分離培養

法よりも検出性が優れていること

が示されたことから、リアルタイム

法をスクリーニングに使用し、

陽性であった検体を分離培養法に

供試することで効率的な試験が行

えるものと考えられた。本コラボレ

イティブ・スタディでは、ラムノー

スとキシロースを添加した培地の

ほうが感度が高い結果であった。本

添加剤を加えて培地の鑑別性を高

くすることで、効率的かつ高感度に

試験が実施されると考えられた。

（２） 保有大腸菌の食品検査法

の検討

市販食品が 保有大腸菌に比較

的高頻度に汚染されている可能性

が示された。添加回収試験では、

以上の接種菌数であれば、

本研究の一連試験法でほぼ確実に

保有大腸菌の分離が期待でき

ることが示された。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 を併用し ま

たは で分離培養すること

で、より効率に 保有大腸菌が

分離されると考えられた。

（３） 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。

（４） 特異的リアルタイム

法の開発

配列上完全な を効率よく検出

することが食品から を検出す

る上で重要である。 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 について詳

細に検討したところ、 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。

（５）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

遺伝子保保有頻度の解析から、

約 （ 株）が当該遺

伝子を保有していること、 遺伝

子バリアントが 種類存在するこ

とを明らかにした。また、 種類の

遺伝子バリアントの詳細な解析か

ら、①保有株数の多い主要なバリア

ントは 、 、 、 、

、 であること、②バリアント

は欠損しており、

不完全であると考えられること、③
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各バリアントの局在は を

除き、プラスミドあるいは染色体の

いずれかであること、④

を除いて、 株あたりにマルチコピ

ー存在するバリアントはほとんど

ないこと、⑤ ’末端が完全に欠損し

ている 遺伝子を保有する株を

含めるとほとんどの大腸菌進化系

統に偏りなく散在していることが

わかった。加えて、⑥株間のプラス

ミド比較から、同一バリアントをコ

ードしているプラスミド構造にも

共 通 性 が 低 い こ と 、 ⑦

をコードする挿

入配列 は な構造であ

るがそれ以外は欠損していた。これ

らのことから、 遺伝子を保有す

る株を特異的に検出する疫学マー

カーとなる遺伝子を同定するのは

困難であること、今後は、実際に病

原性に寄与しているバリアントの

みを識別出来る検査法が必要であ

ることが示唆された。また、臨床的・

疫学的に重要なバリアントとそう

でないものを識別する必要性もあ

ることが明らかとなった（今年度中

に論文投稿予定）。

集団感染由来株に特化して 遺

伝子バリアントの共通性を解析し

た結果、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、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。

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。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、今後、異なる研究ア

プローチを検討する必要があると

考えられた。

［３］病原性大腸菌食中毒事例株の

解析

保有大腸菌の病原性解析のた

め過去 年分の大腸菌から取得し

たゲノムデータ、および食中毒事例

由来株を複数用いて解析を行った

ことで、 は大腸菌の約 から

検出されること、 保有大腸菌は

系統的に多様であること、さらに一

部の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など

を明らかにした。しかし、生化学的

性状等試験では 株の分離

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

の解析により有用なデータを取得

することができた。

保有大腸菌の系統解析からは、

事例間の関連性は低く、様々な系統

の菌が有症例に関与していること

や、同菌は広く分布していることも

示唆された。大規模食中毒由来大腸

菌 の国際ゲノム比較では、比

較的近縁な株が中東、アフリカおよ

び中国で見いだされた。しかし、こ

れらの株についての疫学情報は入

手できなかったため、直接的な関連

性は不明であるが、遺伝的に近縁な

株が国際的に分布している可能性

がある。

ウェスタンブロッティングの解析

結果からいずれの 保有大腸菌

株も を産生している可能性が

示唆された。しかし、細胞傷害性試

験では、検討した条件では に

よる傷害性を示す結果を得ること

ができなかった。一方で、細胞付着
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性 試 験 で は 、 食 中 毒 事 例 由 来

株と 株が お

よび 細胞への付着性を示し、

細胞への付着性は本菌の病原性に

関与している可能性も考えられる。

株に着目した系統解析か

ら、 が病原性系統である可能

性が示唆された。細胞付着性の解析

に お い て も 食 中 毒 事 例 由 来 株

（ ）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

ース上の疫学情報から、 に分

類される株は国外にも分布してい

る可能性が示唆された。しかし、ゲ

ノム解析からは食中毒事例由来株

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。一方で、付着

因子特定のため実施した 解

析では、 の値が より

少ない遺伝子は 種類存在した。

これらの遺伝子から、より可能性が

高い遺伝子のみを抽出することで、

付着因子が特定される可能性があ

ると考えられる。今後、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。

［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

鶏肉は 保有大腸菌の汚染率お

よび汚染菌量が高かったことから、

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、注意が必要であると考えられた。

輸入野菜では、ベビーコーンとオ

クラにおける 陽性率が高く、

重度の汚染が示唆された。ヤングコ

ー ン は 汚 染 検 体 の ％ が

以下であったが、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。

汚染実態調査で得られた分離株の

遺伝子型別を行ったが、非常に多

くの型に分かれ、特定の傾向は認め

られなかった。この結果から、

をはじめとする病原遺伝子の保有

状況と特定の 遺伝子型との関連性

は認められなかった。

オクラを ℃以下の環境で保管す

ると、 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、オクラ１本あたり

約 × ２ 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、

オクラ上の菌数の増加の可能性が

あると考えられた。

鶏肉、豚内臓肉、オクラやベビーコ

ーンなどで 保有大腸菌の汚染

が強く認められた。しかしながら、

これらの食品を原因とする 保

有大腸菌による食中毒事例はあま
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り発生していないと考えられる。今

後、 の機能を明らかにし、病原

因子としての の役割を解明し

ていく必要があると考えられた。

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 、 食 品 で の

検 査 法 の コ ラ ボ レ イ テ ィ

ブ・スタディを実施し、優れた方法を

示した。また、 保有大腸菌の食

品検査法を検討し、優れた増菌培地

や分離培地を明らかにした。さらに、

食品からの 遺伝子検出に優れる

リアルタイム 法を開発した。加

えて、腸管出血性大腸菌の食品での

検査法について、現在の通知法の試

薬や機器について現状に即した変更

が必要であることが考えられた。

分担研究（２）病原大腸菌の検出指

標遺伝子および病原性発現解析では、

遺伝子の多様性と大腸菌進化系

統における分布など、 遺伝子の

特性を知ることが出来た。しかしな

が の病原性について、少なく

とも単独で機能するという知見を得

ることは出来なかった。今後は

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

る必要がある。

分担研究（３）病原大腸菌食中毒事

例株の解析では、 は国内分離大

腸菌にも広く分布し、さらに 保

有大腸菌は系統的に多様であること

が 明 ら か と な っ た 。 血 清 型 が

である 陽性大腸菌に

ついては、細胞付着性を示すことが

明らかとなり、 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。

分担研究（４）食品中の病原大腸菌

の汚染実態および制御法では、鶏肉、

豚内蔵肉、輸入野菜など多くの食品

で 保有大腸菌が高率に分離され

た。しかし、これらの食品が原因と考

えられる 保有大腸菌による食中

毒事例はほとんどないと思われる。

このため 自体は病原性に関与し

ていない、あるいは病原性を発現す

るためには に加えて他の因子が

必要である可能性が示唆された。以

上の結果から、 は食中毒原因菌

のマーカーとして、適切でないと考

えられた。

また、緊急的追加研究として、富山

市大規模食中毒の原因物質が「大腸

菌 （疑い）」とされ

たが、本菌の保有するプラスミドが病原性

に寄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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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

微生物学会雑誌 印刷中

（投稿予定）

（学会等発表）

新井沙倉、山谷聡子、大塚佳代子、小

西典子、尾畑浩魅、大岡唯祐、廣瀬
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査 第 回日本細菌学会総会．令

和 年 月 日．オンデマンド

新井沙倉、大塚佳代子、小西典子、大

岡唯祐、大屋賢司、大西貴弘、工藤

由起子 特異

的リアルタイム 法の開発と鶏の

保菌状況調査 第 回日本獣医学

会学術集会．令和 年 月 日．

オンデマンド

新井沙倉、大塚佳代子、小西典子、床

井由紀、長岡宏美、永井佑樹、前田

莉花、土屋彰彦、小嶋由香、柴田瑞

葉、大岡唯祐、大屋賢司、大西貴弘、

工藤由起子

特異的リアルタイム 法の開発と

市販鶏肉の汚染実態調査 第 回日

本食品微生物学会学術総会．令和

年 月 日 月 日．オンデマ

ンド

廣瀬昌平、大屋賢司、新井沙倉、小椋

容 子 、 工 藤 由 起 子

に適する選択増菌培地の

開発 第 回日本食品衛生学会

学術講演会．令和 年 月 日

月 日．オンライン

新井沙倉、山谷聡子、大塚佳代子、小

西典子、尾畑浩魅、大岡唯祐、廣瀬

昌平、甲斐明美、工藤由起子 市販

カ キ に お け る

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 月 日．オンライ

ン

大西貴弘、工藤由起子 市販食肉中

におけるアルコバクター属菌とカ

ンピロバクター属菌の定量 第

回日本食品衛生学会学術講演会．令

和 年 月 日 月 日．オン

ライン

新井沙倉、土井りえ、小西典子、尾畑

浩魅、榊田希、甲斐明美、廣瀨昌平、

工 藤 由 起 子 食 品 か ら の

検出のため

の特異的リアルタイム 法の検討

第 回日本食品微生物学会学術総

会 令和 年 月 日．東京

榊田希、尾畑浩魅、小西典子、土井り

え、新井沙倉、甲斐明美、廣瀨昌平、

工 藤 由 起 子 食 品 を 対 象 と し た

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．東京

山谷聡子、今野貴之、山中拓哉、床井

由紀、栁本恵太、小嶋由香、髙橋直

人、小林章人、松永典久、齊木大、

土井りえ、新井沙倉、廣瀨昌平、工

藤由起子

の食品での試験法のコラボレイテ

ィブ•スタディによる評価（１） 第

回日本食品微生物学会学術総会

令和 年 月 日．東京

栁本恵太、松永典久、小林章人、髙橋

直人、小嶋由香、床井由紀、山谷聡

子、山中拓哉、今野貴之、土井りえ、
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齊木大、新井沙倉、廣瀨昌平、工藤

由起子 の

食品での試験法のコラボレイティ

ブ•スタディによる評価（２） 第

回日本食品微生物学会学術総会

令和 年 月 日．東京

廣瀬昌平、小西典子、佐藤実佳、鈴村

恭平、尾畑浩魅、大塚佳代子、後藤

慶一、甲斐明美、新井沙倉、工藤由

起 子 食 品 ・ 環 境 検 体 中 で の

の挙動解析

第 回日本食品微生物学会学術総

会 令和 年 月 日．東京

新井沙倉、小西典子、尾畑浩魅、工藤

由起子 野菜における腸管毒素原

性大腸菌の検出と型別を目的とし

たリアルタイム 法の検討 第

回日本食品衛生学会学術講演会

令和 年 月 日．長崎

小西典子、榊田希、新井沙倉、尾畑浩

魅、土井りえ、廣瀨昌平、甲斐明美、

工 藤 由 起 子 食 品 を 対 象 と し た

の効率的な

検出法に関する検討 第 回日

本食品衛生学会学術講演会 令和

年 月 日．長崎

小嶋由香、今野貴之、山中拓哉、床井

由紀、栁本恵太、山谷聡子、髙橋直

人、小林章人、松永典久、齊木大、

土井りえ、新井沙倉、廣瀨昌平、工

藤由起子

の食品での試験法のコラボレイテ

ィブ•スタディによる評価 第

回 日 本 食 品 衛 生 学 会 学 術 講 演 会

令和 年 月 日．長崎

土井りえ、廣瀬昌平、小西典子、鈴村

恭平、尾畑浩魅、佐藤実佳、後藤慶

一、甲斐明美、新井沙倉、工藤由起

子 食 品 ・ 環 境 検 体 中 で の

の挙動解析

第 回日本食品衛生学会学術講演

会 令和 年 月 日．長崎

工藤由起子、新井沙倉、廣瀬昌平 新

興 食 中 毒 細 菌

第 回日本細菌学会総

会 令和 年 月 日．兵庫

廣瀬昌平、中村由紀子、新井沙倉、工

藤由起子 食 品中 の

を検出するための選択増

菌培地の開発 第 回日本細菌学

会総会 令和 年 月 日．兵

庫

新井沙倉、高橋直人、床井由紀、小林

章人、松永典久、山中拓哉、今野貴

之、土井りえ、齊木大、山谷聡子、

小嶋由香、柳本恵太、廣瀬昌平、工

藤 由 起 子 食 品 に お け る

検出法のコ

ラボレイティブスタディによる評

価 第 回日本細菌学会総会 令

和 年 月 日．兵庫

大岡唯祐、後藤恭宏、林哲也、西順一

郎 大腸菌における 遺伝子バ

リ ア ン ト の 同 定 お よ び そ の 分 布

第 回日本細菌学会総会 令和

年 月 日 兵庫

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
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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

大西貴弘，新井沙倉，廣瀨昌平，工藤

由起子 食肉における 保有大

腸菌をはじめとする病原大腸菌の

汚染状況 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

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

大西貴弘，新井沙倉，廣瀨昌平，工藤

由起子 野菜における 保有大

腸菌をはじめとする病原大腸菌の

汚染状況 日本食品衛生学会第

回学術講演会 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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緊急的追加研究報告書

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 ３ 〜 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 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多角的に解析した。菌株のゲノ

ム解析の結果、牛乳由来株および患者由来株は、同一クローンであることが明らかにな

り、本事例の便検体をメタゲノム解析した結果、事例株が優占して存在することが示さ

れた。また、本事例株は動物モデル実験によってマウス致死性を示すことが明らかにな

った。さらに、詳細なゲノム解析の結果、本菌株は典型的な病原性関連遺伝子は保有しな

いものの付着因子や菌体外分泌機構がコードされたプラスミドを保有していること、染

色体上の他因子についても知見が得られた。加えて、本プラスミド脱落株ではマウス致

死性が半減することから本プラスミド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、綿引正則

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。毒素型食中

毒の原因物質であるブドウ球菌エン

テロトキシン、セレウス菌エンテロ

トキシン、ウエルシュ菌エンテロト

キシンおよびセレウス菌嘔吐毒（セ

レウリド）は検出されず、また、感染

型食中毒の原因物質のうち下痢を主

徴とするものについて調査したが、

サルモネラ属菌、リステリア属菌、

および既知の

病原大腸菌は検出されなかった。し

かし、食中毒発生に関与する提供日

の牛乳では、病原大腸菌用選択分離
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培地上に特徴のある大腸菌コロニー

が多数生育し、それらの血清型は

（ 血清型別不能） であり、 抗

原 遺 伝 子 型 別 で は

であることが判明した。さらに、

富山市保健所での調査時の患者検便

検体の大腸菌分離用培地上のコロニ

ーを調査した結果、多くの患者検体

で （ ） が優勢大腸菌と

して分離され、病因物質が大腸菌

（ ） である可能性が考えら

れた。

このため、本大腸菌の病原性につ

いての早急な解明を目的に、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。富山市保健所、国立感染症研

究所 細菌第一部（感染研）、富山県

衛生研究所（富山衛研）、国立医薬品

食品衛生研究所 衛生微生物部（国衛

研）にて多角的に解析を行なった。

Ｂ 研究方法

［１］菌株ゲノムの解析

（１）ゲノムの遺伝子型別

感染研では本事例牛乳および患者

由来株の全ゲノム配列を用いて、

（

）、血清型予測等の遺伝子型

別および 解析を実施した。

（２）ゲノムおよびプラスミドの解

析

感染研、富山衛研、国衛研で本事

例由来株のゲノム上の病原性関連

遺伝子の検索を各機関の方法で行

った。また、本事例株の完全長ゲノ

ムを取得するために、長鎖ゲノム

を用いてロングリード配列を取

得し、ショートリード配列と併せて

ハイブリッドアセンブルを行った。

また、アノテーションされたプラス

ミド上の （ ）を

解析しキュレーションを行

った。

（３）大腸菌の Ⅲ分泌系遺伝子

群 発現の確認

富山衛研では、本食中毒由来株の

に含まれる および

遺伝子発現量の定量のための プラ

イマーおよびプローブを設計した。

［２］有症者由来便のメタゲノム解

析

食 品 工 場 従 事 者 （

分離なし）および有症者（

分離あり）の便検体を材

料として、ショットガンメタゲノム

解析を行った。便サンプル中大腸菌

における、事例株（ ）

の頻度を推定するために、事例株ゲ

ノムを非病原性株（ ）

と共通する領域および共通しない

領域に分け、前者を大腸菌に共通す

る領域、後者を事例株特異的領域と

した。実験は、国立医薬品衛生研究

所研究倫理審査委員会の承認を得

て行った（承認番号 ）。

［３］培養細胞への感染実験

本事例患者由来株、対照菌株とし

て腸管凝集性大腸菌、腸管侵入性大

腸菌、病原性の知られていない大腸

菌である実験室株 等を供試した。

細胞、 −２細胞、 細

胞などを試験ごとに供試した。細胞

付着性試験、細胞侵入性試験、細胞

膜透過性試験、細胞傷害性試験を定

法にしたがって実施した。また、付

着に関与する可能性のある遺伝子

について破壊株を作製し付着性の

解析などを行った。

［４］動物モデル実験

富山市食中毒事例牛乳由来株およ

び患者由来株、病原性株として腸管

毒素原性大腸菌など、病原性の知ら

れていない株として および微生
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物試験に用いられている大腸菌株

を供試した。ウサギ腸管結

紮ループ試験お よ び抗生物質投与

マウスへの経口投与では、定法にし

たがって実施した。マウスへの腹腔

内投与試験 では、 週齢のマウス

に あるいは

に調製した試験菌株浮遊液

を腹腔内投与した。投与後１

から３日目まで経時的に生死判定

を行った。コモンマーモセットへの

経口投与試験では、コモンマーモセ

ット３頭へ の濃度に調

製した患者由来株 または牛乳由来

株浮遊液 を経口投与した。

投与後経時的に各個体を観察し、採

取した糞便中の投与菌の測定を 実

施した。すべての実験は国立医薬品

食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：

（ウサギ）、 （マウス）、 （コ

モンマーモセット） 。

Ｃ．研究結果

［１］菌株ゲノムの解析

（１）ゲノムの遺伝子型別

感染研で行った 解析の結果、

牛乳由来株と患者由来株は か所の

のみ異なっており、同一クロー

ンであると考えられた。ドラフトゲ

ノ ム の 解 析 を し た と こ ろ 、

の 血 清 型 予 測 で は

、 では 、

では と型別

された。

（２）ゲノムおよびプラスミドの解

析

本事例大腸菌株 株の病原

性関連遺伝子を探索した結果、

が検出され

たが、病原大腸菌に特徴的な付着関

連遺伝子（ 等）や

毒素遺伝子（

等）は、感染研、富山衛研、国衛研

のいずれでの解析によっても検出

されなかった。また、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、 、

および莢膜合成遺伝子群

クラスターなど 腸管凝集付着性大

腸菌（ ）や尿路原性大腸菌（ ）

と共通して保存されている領域が

複 数 カ 所 見 い だ さ れ た 。 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。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。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。

（３）大腸菌の Ⅲ分泌系遺伝子

群 発現の確認

遺伝子群 、 、 、

、 について による

検出系を確立した。特に、プローブ

を用いた絶対定量系によって

および 遺伝子の がそれぞ

れ検出された。

［２］有症者由来便のメタゲノム解

析

メタゲノム解析の結果、有症者で

は 属菌の割合が 、

属菌が ％の割合

で検出された。その他の病原体（細

菌、ウイルス、寄生虫）特異的な配

列は検出されなかった。大腸菌共通

配列に類似したリードの割合は約

、事例株特異配列に類似したリ

ードの割合は約 であった。この

割合は、事例株ゲノムの割合と類似

していたことから、大腸菌の大部分
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は事例株であることが示唆された。

［３］培養細胞への感染実験

本事例由来株では、陽性対照と比

べて明確な特異的な凝集性の付着、

細胞侵入性および細胞透過性は認

められなかった。しかし、細胞付着

が認められ、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。

［４］動物モデル実験

ウサギ腸管結紮ループ試験および

抗生物質投与マウスへの経口投与

試験では、明らかな陽性反応は認め

られなかった。しかし、マウスへの

腹腔内投与試験では、本事例由来株

投与後２日目までに約 ％が死

亡し、陽性対照の の投与では

以上が死亡し、陰性対照の 株

では死亡しなかった。また、微生物

試験に使用される を投与

したマウスは投与後２日目までに

約 が死亡した。コモンマーモセ

ットへの経口投与試験では、 頭と

もに下痢を発症しなかったが、うち

１頭で投与後 日目まで から

、別の１頭で投与後 日

目まで から 、さら

に別の１ 頭 で 投与 後 日目ま で

から で便中に菌の

排出が認められた。

また、本事例株のプラスミド脱落

株をマウスに腹腔内接種した結果、

マウスの死亡率は であり、プラ

スミド保有株では 接種後マウスは

全数死亡した。

考察

［１］菌株ゲノムの解析

感染研の解析では、牛乳由来株お

よび患者由来株は、 解析から同

一クローンであると考えられた。感

染研および国衛研の解析では、両株

のゲノム上には、病原大腸菌の主要

な病原性関連遺伝子は存在しない

ものの、病原性への関与が示唆され

る遺伝子群が存在していた。本事例

株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 や腸管出血性大腸

菌（ ）には存在しなかった。ま

た、本事例株は、付着因子や菌体外

分泌機構をコードする特徴的なプ

ラスミドを有することが明らかと

なった。このため、プラスミド脱落

株を作製し、本事例株の示す動物モ

デル実験での病原性への関与を検

証することとした。さらに、 Ⅲ

分泌系の病原因子遺伝子群 発

現の確認のために、特に およ

び 遺伝子発現量を定量するた

めの絶対定量系を確立した。測定の

結果、 遺伝子における が

検出され、遺伝子として機能してい

ることが考えられた。

［２］有症者由来便のメタゲノム解

析

メタゲノム解析では、大腸菌およ

び 以外の既知の病原

体 の 情 報 は 得 ら れ な か っ た 。

については、 で

特異配列が増幅されなかったため、

メタゲノム解析結果では非特異的

な配列を検出したと考えられる。こ

のため、大腸菌以外が食中毒の原因

である証拠は得られなかった。有症

者でより高い頻度で大腸菌が検出

されたことは、分離培養の結果（食

品工場従事者で大腸菌非分離、有症

者で分離）と一致した。また、食品

工場従事者のサンプルでは、頻度が

低いながらも事例株特異的配列が

認められたことから、サンプルを採
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取した食品工場従事者も事例株を

保有していたことが示唆された。

［３］培養細胞への感染実験

培養細胞への付着試験では、凝集

性の付着ではない 細胞付着性が認

められた。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。

［４］動物モデル実験

富山市食中毒事例では原因食品を

喫食した施設職員等の成人に比べ

て児童の発症率が高く、富山市食中

毒事例株は免疫や腸内細菌叢が未

発達な腸管でのみ病原性を発揮す

ることが推察されていた。そのため

主に若齢動物を用いて、動物モデル

実験を行った。富山市食中毒事例株

は、マウスへの腹腔内投与で致死性

が認められた。本食中毒事例株の致

死性は、 より低く、病原性の知

られていない大腸菌株（ お

よび ）よりは高い結果であった。

富山市食中毒事例株は ほど高

くないものの病原性を有する こと

が示された。一方で、ウサギ腸管結

紮ループ試験および抗生物質投与

マウスへの経口投与試験を行った

が、下痢原性は認められなかった。

また、コモンマーモセットへの経口

投与試験においても下痢原性が認

められず、動物モデル実験でのヒト

の下痢症の再現性の検討が更に必

要であると考えられた。しかし、コ

モンマーモセットへの経口投与後、

糞中への菌の排出が一定期間観察

されたことから、本食中毒事例株は

コモンマーモセットの腸管に定着

性を有することが認められた。

また、マウスへの腹腔内投与試験

では、本菌が保有するプラスミドを

脱落させた株を投与したところ、死

亡率は約半分に減少し、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。

結論

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多角的に

解析した。１）菌株のゲノム解析の

結果、牛乳由来株および患者由来株

は、同一クローンであることが明ら

かになった。２）本事例の便検体を

メタゲノム解析した結果、事例株が

優占して存在することが示唆され

た。３）培養細胞への感染実験の結

果、侵入性は観察されなかったが、

付着性については が関与す

ることが示唆された。４）動物モデ

ル実験の結果、マウス致死性を示す

ことが明らかになった。５）ゲノム

およびプラスミドの解析の結果、本

菌株は典型的な病原性関連遺伝子

は保有しないものの付着因子や菌

体外分泌機構がコードされたプラ

スミドを保有していること、 遺

伝子発現についても知見が得られ

た。６）本プラスミド脱落株の動物

モデル試験の結果、マウス致死性が

半減することから本プラスミドが

本菌の病原性に寄与することが 明

らかになった。
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令 和 ３ 〜 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

本研究では、［１］食品での 検査法のコラボレイティブ・ス

タディを実施し、セフィキシムおよび亜テルル酸加 での選択増菌培養

（ ℃）、ラムノース・キシロース添加 寒天培地等の選択分離培養および

開発した特異的リアルタイム が優れることが示された。［２］ 保有大

腸菌の食品検査法を検討し、増菌培地として および が有用であるこ

とが示された。［３］ 保有細菌の性状等を解析し、既報の 特異的コ

ンベンショナル 法では 保有大腸菌の検出としては特異性が低いこと

が示された。このため、［４］ 特異的リアルタイム 法の開発に取り

組み、特異的かつ高感度に検出するリアルタイム 法を開発した。多様な

夾雑菌を含む食品での検査において優れた検出性を示した。［５］腸管出血性

大腸菌の食品での検査法について、現在の通知法の試薬や機器について現状

に即した変更が必要であると考えられた。

研究協力者
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東京都健康安全研究センター 小西典子、尾畑浩魅、齊木 大

岩手県環境保健研究センター 山中拓哉

宮城県保健環境センター 佐藤千鶴子、山口友美、山谷聡子

秋田県健康環境センター 今野貴之

宇都宮市衛生環境試験所 床井由紀

福井県衛生環境研究センター 横山孝治

山梨県衛生環境研究所 栁本恵太

三重県保健環境研究所 小林章人

姫路市環境衛生研究所 新免香織

大分県衛生環境研究センター 成松浩志、溝腰朗人

さいたま市健康科学研究センター 土屋彰彦、曽根美紀

川崎市健康安全研究所 小嶋由香、湯澤栄子、荒木靖也

静岡市環境保健研究所 髙橋直人
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広島市衛生研究所 末永朱美、池田伸代

北九州市保健環境研究所 有川衣美

福岡市保健環境研究所 松永典久

熊本市環境総合センター 小畑裕子
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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 、 国 内 外 で

の病原性、特に下痢原性が

周知され、海外では食中毒発生リス

クが懸念されているが、既に日本で

は 年以降に食中毒が発生し、患

者数 人以上の事例も報告されて

いる。このため、平成 年から令和

年にかけて の食品で

の検査法の検討、リアルタイム の

開発、食中毒事例での原因食品の解

析、食品等における汚染実態調査、食

品・環境中での挙動等について研究

を実施した。その成果から見出され

た地方自治体での食中毒対応に有用

と考えられる食品の検査法を示した。

本研究では、その方法を多機関で評

価するために、地方自治体の試験研

究機関とコラボレイティブ・スタデ

ィを実施することとした。

また、近年、病原大腸菌を原因と

する食中毒も多発しており、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

による食中毒は日本では近年発生が

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 保有大腸菌の食品から

の検出に必要な増菌培養法、分離培

養法、遺伝子検出法を主にして効率

的かつ特異的な検査法の開発を目的

とした。

さらに、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、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。

これらのことから、以下の研究を

実施した：［１］食品での

検査法のコラボレイティブ・スタデ

ィによる評価、［２］ 保有大腸菌

の食品検査法の検討、［３］ 保有

細菌の性状等の解析、［４］ 特

異的リアルタイム 法の開発、［５］

腸管出血性大腸菌の食品での検査法。
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本研究の対象である

および 保有大腸菌は、新興食中

毒細菌として位置づけられ、特に日

本での食中毒発生が特徴的であるた

め、これらの課題の研究を進めるこ

とによって、国内の食中毒予防対策

の提案が可能になると考え、 年間の

研究を行った。また、科学的な国内対

策の取り組みを海外に発信するため

に成果を国際的に発表することが期

待されている。

Ｂ 研究方法

［ １ ］ 食 品 で の

検査法のコラボレイティ

ブ・スタディによる評価

試験検査機関が参加し、鶏肉ま

たはモヤシ検体（高菌数接種３検体、

低菌数接種３検体、非接種３検体）

を供試し、セフィキシムおよび亜テ

ルル酸加 培地での増菌培養、

、 、 および での分

離培養、 検出リアルタ

イ ム （ を 含 む ） に て

の検出性を評価した。試験

結果を集計後、検出方法間の有意差

検定を行った。

［２］ 保有大腸菌の食品検査法

の検討

種類（ ら、他）の

特 異 的 コ ン ベ ン シ ョ ナ ル 法

（ ）について食品における

保有大腸菌の検出に優れたプ

ライマーおよび酵素を検討した。次

に、増菌培地として 、 、薬

剤 加 、薬剤 加 を、分

離培地として薬剤 を添加した培地

等での 保有大腸菌の生育性を

検討した。上記にて選定された各種

方法を用いてさらに検討を進めた。

具体的には、試験検体の 確認

試験では、 食品を供試し、検体

入りス トマ ッカ ー袋を 各 袋

（ 検体）用意し、 検体は 中

にて培養し、抽出 を

（ ら、 使用）に

供試した。 検体ともに 陰

性の食品は、残りの 検体につい

て、添加回収試験を行ない、 検体

以上が 陽性の食品は、自然

汚染検体での試験を行った。添加回

収試験では、 保有大腸菌を各接

種菌数レベル（低菌数接種、中菌数

接種、高菌数接種）に調製し、 検

体へ接種した。 および 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（ ）、クロ

モアガー基礎培地（ ）および

薬剤 添加 （ ）に画

線し、大腸菌様コロニーへ

を実施した。自然汚染試験では、

保有大腸菌を添加せずに上記

の試験を実施した。また、後述の［４］

にて開発の 特異的リアルタイ

ム 法である を利用し

て各種食品培養液中の 保有大

腸菌数を算出した。さらに、各種食

品由来 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。

［３］ 保有細菌の性状等の解析

菌 種 未 同 定 の 保 有 細 菌 を

（ ）

にて菌種同定した。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、 種類の既報

の 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 にて 保有大腸菌

の生育を検討した。

［４］ 特異的リアルタイム
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法の開発

集団食中毒事例由来の 保有大

腸菌株の の遺伝子多型（バリ

アント）を分担研究者の伊豫田およ

び大岡と共同で特定した。また、

の各種バリアントリファレン

ス配列の共通配列に プライマーお

よびプローブ候補を設計した。その

際、大岡からバリアントの一部は

の配列が不完全と予想される

との情報を得たため、不完全なバリ

アントタイプが検出対象から除外

される候補を設計した。設計した候

補 について、多数の菌株を用

いて特異性を試験した。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。

［５］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。

Ｃ．研究結果

［ １ ］ 食 品 で の

検査法のコラボレイティ

ブ・スタディによる評価

リアルタイム 法の検出感度は、

全条件で であった。分離培養法

では、鶏肉検体の低菌数接種の検出

感度は、いずれの培地でも約 以

上であり、高菌数接種で全分離培地

で であった。モヤシ検体の低菌

数接種では、 および

で約 、 および で約

であり、高菌数接種の検出感度は、

および で 以上

であり、 および で 以上

であった。また、釣菌したコロニー

のうち コロニーの割合

は で （ ）、

で （ ）、 で

（ ）、 で

（ ）であった。モヤシ検体での

および の検出感度は、リア

ルタイム 法よりも有意に低く、

は および よりも

検出率が有意に低かった。鶏肉検体

での および の検出感度は、

および よりも検出感

度が有意に低かった。

［２］ 保有大腸菌の食品検査法

の検討

プライマーの検討では、

らの 法で陽性または陰性の判定

が容易であった。酵素の検討では、

を用いた場合に非特異的

反応が認められなかった。増菌培養

法の検討では、薬剤 添加培地で

の増殖が抑制されることが示され

た。分離培地の検討では、薬剤 を

添加した分離培地での生育良好で

あったためこれら培地を以降の試

験に用いた。試験検体の 確認

試験では、 検体（ ）が

陽性であった。添加回収試験で

は、 を用いた場合は分離陽性

率が他の条件よりも低かった。自然

汚染検体での試験では、 で

検体、 で 検体が 陽

性であった。また、 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

− 38 −



 

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。さらに、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。

［３］ 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 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。

［４］ 特異的リアルタイム

法の開発

単一のバリアントのみ保有する株

は 株中 株、 種類のバリアント

を保有する株は 株、 種類のバリ

アントを保有する株は 株であり、

バ リ ア ン ト の 種 類 と し て は 、

が最も多くの株で保有さ

れていた。全 バリアントの検

出を目的としたプライマーおよび

プローブセット 種類および不完全

なバリアント以外の全 バリア

ントの検出を目的としたプライマ

ーおよびプローブセット 種類を設

計した。特異性試験では、設計され

た候補が目的のバリアント特異的

に増幅することを確認した。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。 も

加えた特異性試験では、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。

［５］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。

考察

［ １ ］ 食 品 で の

検査法のコラボレイティ

ブ・スタディによる評価

が検体あたり

以上であれば食品から高率に検出

が可能であることが判明した。約

でも、リアルタイム 法で高

率に検出されること、鶏肉では高率

に分離も可能であることが示され

た。しかし、モヤシでは、分離培養

法で分離されない検体もあった。リ

アルタイム 法のほうが分離培養

法よりも検出性が優れていること

が示されたことから、リアルタイム

法をスクリーニングに使用し、

陽性であった検体を分離培養法に

供試することで効率的な試験が行

えるものと考えられた。本コラボレ

イティブ・スタディでは、ラムノー

スとキシロースを添加した培地の
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ほうが感度が高い結果であった。本

添加剤を加えて培地の鑑別性を高

くすることで、効率的かつ高感度に

試験が実施されると考えられた。

［２］ 保有大腸菌の食品検査法

の検討

市販食品が 保有大腸菌に比較

的高頻度に汚染されている可能性

が示された。添加回収試験では、

以上の接種菌数であれば、

本研究の一連試験法でほぼ確実に

保有大腸菌の分離が期待でき

ることが示された。 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 を併用し ま

たは で分離培養すること

で、より効率に 保有大腸菌が

分離されると考えられた。

［３］ 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。

［４］ 特異的リアルタイム

法の開発

配列上完全な を効率よく検出

することが食品から を検出す

る上で重要である。 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 について詳

細に検討したところ、 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。

［５］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

に関する本研究では、

食品検査法を 段階に分けて検討し

たところ、優れた増菌培養法、リア

ルタイム 法および分離培養法が

示された。コラボレイティブスタデ

ィでも優れていることが確認され

た。

また、 保有大腸菌に関する本

研究では、 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。また、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ため 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 法を新規に

開発した。本リアルタイム 法は

特異性および感度に優れるため、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。

さらに、腸管出血性大腸菌の食品
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での検査法について、現在の通知法

の試薬や機器について現状に即し

た変更が必要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）
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会学術総会 令和 年 月

日．東京

山谷聡子、今野貴之、山中拓哉、床井

由紀、栁本恵太、小嶋由香、髙橋直

人、小林章人、松永典久、齊木大、

土井りえ、新井沙倉、廣瀨昌平、工

藤由起子

の食品での試験法のコラボレイテ

ィブ•スタディによる評価（１） 第
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回日本食品微生物学会学術総会

令和 年 月 日．東京

栁本恵太、松永典久、小林章人、髙橋

直人、小嶋由香、床井由紀、山谷聡

子、山中拓哉、今野貴之、土井りえ、

齊木大、新井沙倉、廣瀨昌平、工藤

由起子 の

食品での試験法のコラボレイティ

ブ•スタディによる評価（２） 第

回日本食品微生物学会学術総会

令和 年 月 日．東京

廣瀬昌平、小西典子、佐藤実佳、鈴村

恭平、尾畑浩魅、大塚佳代子、後藤

慶一、甲斐明美、新井沙倉、工藤由

起 子 食 品 ・ 環 境 検 体 中 で の

の挙動解析

第 回日本食品微生物学会学術総

会 令和 年 月 日．東京

新井沙倉、小西典子、尾畑浩魅、工藤

由起子 野菜における腸管毒素原

性大腸菌の検出と型別を目的とし

たリアルタイム 法の検討 第

回日本食品衛生学会学術講演会

令和 年 月 日．長崎

小西典子、榊田希、新井沙倉、尾畑浩

魅、土井りえ、廣瀨昌平、甲斐明美、

工 藤 由 起 子 食 品 を 対 象 と し た

の効率的な

検出法に関する検討 第 回日

本食品衛生学会学術講演会 令和

年 月 日．長崎

小嶋由香、今野貴之、山中拓哉、床井

由紀、栁本恵太、山谷聡子、髙橋直

人、小林章人、松永典久、齊木大、

土井りえ、新井沙倉、廣瀨昌平、工

藤由起子

の食品での試験法のコラボレイテ

ィブ•スタディによる評価 第

回 日 本 食 品 衛 生 学 会 学 術 講 演 会

令和 年 月 日．長崎

土井りえ、廣瀬昌平、小西典子、鈴村

恭平、尾畑浩魅、佐藤実佳、後藤慶

一、甲斐明美、新井沙倉、工藤由起

子 食 品 ・ 環 境 検 体 中 で の

の挙動解析

第 回日本食品衛生学会学術講演

会 令和 年 月 日．長崎

工藤由起子、新井沙倉、廣瀬昌平 新

興 食 中 毒 細 菌

第 回日本細菌学会総

会 令和 年 月 日．兵庫

廣瀬昌平、中村由紀子、新井沙倉、工

藤由 起子 食品 中 の

を検出するための選択増

菌培地の開発 第 回日本細菌学

会総会 令和 年 月 日．兵

庫

新井沙倉、高橋直人、床井由紀、小林

章人、松永典久、山中拓哉、今野貴

之、土井りえ、齊木大、山谷聡子、

小嶋由香、柳本恵太、廣瀬昌平、工

藤 由 起 子 食 品 に お け る

検出法のコ

ラボレイティブスタディによる評

価 第 回日本細菌学会総会 令

和 年 月 日．兵庫

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

− 43 −



 

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 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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大岡 唯祐





 

 

令 和 ３ 〜 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 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。これまでに収集した下痢症患児由来大腸菌（ 株）の中から 遺伝子陽性株を 株同定し、

（ ）による系統解析の結果から、系統の異なる 株を選定して完全長ゲノム配列

取得を行った。また、公共データベース上の完全長配列決定大腸菌株（約 株）の中から、 株の 遺

伝子陽性株を抽出し、計 種類の 遺伝子バリアント（ ）を同定した。保有株数の多い主要な

遺伝子バリアントは 、 、 、 、 、 であること、また、それらとは別に 遺伝子の断片

を持つ株が 株存在することを明らかにした。各バリアントの についての解析から、

は などにより不完全であると考えられ、多数の株が保有し配列上完全なバリア

ントは 、 、 の 種類と推定された。これら 種類のバリアントについて、 遺伝子高発現株

を用いて 細胞への細胞障害性の解析、カイコへの病原性評価を実施したがいずれも有意な結果は得られな

かった。 がコードされた挿入配列 は構造的に であることが判明

し、これらのバリアントが今後、ゲノム上でのコピー数増加に関わる可能性が示唆された。配列上完全な

遺伝子バリアントを保有する 株について、共通する病原因子の同定を試みたが、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、共通する遺伝子バリアントや病原関連遺伝子等の同定を行った結果、 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。

．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

− 47 −



 

 

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

査法の開発を最終目標とする。

．研究方法

［１］下痢症患児由来大腸菌株から

の 遺伝子保有株の同定

申請者の研究グループでは当大学

病院小児科および鹿児島県内の小児

科から、下痢症患児由来の大腸菌株

の収集を進めており、現在までに約

株を収集している。これらの株

を対象に 遺伝子特異的プライマ

ー ペ ア ’

’

’

’ による スクリーニング

を実施し、 遺伝子の保有頻度の

検討および保有株の同定を行った。

［２］

法 を用いた

株多様性の検討

項目［１］で同定した 株のう

ち、同一株の可能性が疑われる株（同

一日、同一病院からの分離株）につい

て 、 ’ ’

’ ’

’ ’ の プライマ

ーを用いた により検証した。

［３］

による進化系統解

析

大腸菌のハウスキーピング遺伝子

遺伝子（

）の内部配列を により増幅して

配列決定した後、各配列を連結（計

）して によりマル

チプルアライメントを実施した。そ

の結果を、 を用いて系統解析を

行い、 法により系

統樹を作成した。

［４］進化系統の異なる株のドラフ

トゲノム解析

項目（ ）で作成した系統樹から比

較的系統の異なる 株を選定し、

（ ） お よ び

（ ）による完全長ゲノム配

列取得を行った。具体的には

を用

いてゲノム を精製し、

のショットガンフラグメントライブ

ラリー

を 用 い て 作 製 し 、

により解析した。また、長鎖ゲ

ノ ム は

（ ）を用いて精製し、短鎖

を除去したのち、 で解析

した。得られたロングリード配列を

リ ー ド 配 列 と と も に

でハイブリッドア

センブルした。
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［５］公共データベース上に登録さ

れた 遺伝子保有大腸菌株の網羅

的同定

遺伝子の局在を正確に把握す

るため、 データーベース上に登

録された完全長配列が決定された大

腸菌株 株（ 年 月現在）

を解析対象とした。既知の 遺伝

子バリアント 種類を とした

解析を行い、遺伝子保有株を

同定した。

［６］同定した 遺伝子保有株（鹿

児島株 株と公共 由来 株、

計 株）に関する 遺伝子バリ

アントの詳細な解析

項目［４］で得られたゲノム配列を

元に、既知の 遺伝子バリアント

との配列比較を行い、それらのゲノ

ム上での局在・コピー数について検

討した。また、 遺伝子はトラン

ス ポ ゾ ン の 一 種 で あ る 挿 入 配 列

の内部にコードされているた

め、 の構造的特徴をもとに転

移能の有無を検討した。

［７］ 遺伝子保有株の進化系統

解析と 遺伝子バリアントの分布

計 株についてコア遺伝子を用

いたゲノム系統解析を行った。進化

系統解析は、各ゲノム配列を で

アノテーションした後、 （アミ

ノ酸配列相同性 以上）によりコア

遺 伝 子 の 抽 出 、 ア ラ イ メ ン ト し 、

を用いて系統解析した。系統

樹は

を用いて作成した。同定された

遺伝子バリアントを系統樹上にマッ

プし、系統と分布の関連を解析した。

［ ８ ］ 異 な る 系 統 に 存 在 す る 同 一

遺伝子バリアント周辺のゲノム

構造比較

株のコア遺伝子ゲノム系統解

析結果において、異なる系統に同一

バリアントがあり、その局在がプラ

スミドであったものについて、プラ

スミド構造を比較し、同一プラスミ

ドによる水平伝播の可能性を検証し

た。具体的には各株からバリアンド

が局在するプラスミドの配列を抽出

し 、 の

機能を用いて比較

した。

［９］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。

［ ］集団感染事例由来株に共通す

る 遺伝子バリアントと病原関連

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。

［ ］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

（

） （
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）

（

）

（

） （

） 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。

［ ］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 まで培養し

た。項目［３］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 50µl 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 50µl のみを

細胞へ添加し、上記と同様の処理を

行った。

［ ］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 cells/50µl の菌液を作成し、

シリンジで 50µl ずつ体液内投与

し、 時間後に生死を判定した。

［ ］ 遺伝子保有 ある

いは非保有 の腸管凝集性

大腸菌に特異的な病原関連遺伝子の

検索

以前の研究において によるド

ラフトゲノム解析が完了している

株について、既知の 関連病原因

子について 検索を実施し、

に共通するあるいは保存性の高

い病原関連遺伝子群の同定を行った。

．研究結果

［１］下痢症患児由来大腸菌株から

の 遺伝子保有株の同定

による 遺伝子スクリーニ

ングの結果、検証した 株のう

ち 株（ ）において 遺伝

子の保有が確認された。

［２］ 法を用いた株多様性の検

討

同一株の可能性が疑われる 組に

ついて検証した結果、 組が同一パタ

ーンを示したこと。その結果をうけ、

それら 組からそれぞれ 株（計
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株）を以降の解析から除外した。

［３］

による進化系統解

析

項目［１］、［２］で選定した 株

お よ び 参 照 株 と し て 大 腸 菌

の 各 代 表 株 に 関 し て 、

解析を実施した。その結果、

遺伝子保有株は大腸菌進化系統の中

で幅広い系統に存在していることが

明らかとなった。

［４］進化系統の異なる鹿児島大保

有 遺伝子保有 株の完全長ゲ

ノム配列解析

と の各リード配列を

ハイブリッドアセンブルした結果、

株の完全長ゲノム配列を取得する

ことが出来た。その他の株について

は、類似したファージなどの挿入が

あったためか、染色体を環状にする

ことが出来なかった。ゲノムサイズ

は約 （平均 ）

であった。

［５］公共データベース上に登録さ

れた 遺伝子保有大腸菌株の網羅

的同定

年 月現在、 データベ

ース上に登録されていたゲノム完全

長配列が決定された大腸菌株

株のうち、既知の 遺伝子バリア

ントもしくはそのホモログを保有す

る株が 株同定された。

［６］抽出した 遺伝子保有株に

関する 遺伝子バリアントの詳細

な解析

遺伝子バリアントは既知の

種類を含め、計 種類存在すること

が明らかとなった。

各バリアントの遺伝子構造：

は

などにより不完全であると考

えられたが、それ以外は配列上完全

な構造であった。また、 ’末端領域

が完全に欠失している 遺伝子も

見られた。

各バリアントの保有株数：保有株

数 の 多 い 主 要 な バ リ ア ン ト は

（ 株）、 （ 株）、

（ 株）、 （ 株）、 （ 株）、

（ 株）であり、それ以外は 株

未満であった。また、 ’末端領域が

完全に欠失した 遺伝子は 株

で検出された。

各 バ リ ア ン ト の ゲ ノ ム 局 在 ：

は染色体（ 株）およびプ

ラスミド（ 株）のどちらにも多く

局在していたが、それ以外の主要バ

リアントも含めた他のバリアントの

ほとんどが染色体かプラスミドのど

ちらかへの局在を示した。

株あたりの各バリアントのコピー

数： 保有株では、複数コピ

ー保有する株が 株中 株（ ）

存在し、 株で最高 コピー保有す

る株が見られたが、他のバリアント

では、最高でも コピー保有する株

が 株あるいは 株存在するのみで

あった。

各バリアントが存在する挿入配列

の構造：

の 種類のバリアントをコ

ードする は な構造で

あった。それ以外の 種類は の

転移酵素をコードする遺伝子が欠損

しているため機能しない、あるいは

の ’末端や ’末端が欠失してい

た。

［７］ 遺伝子保有ドラフトゲノ

ム解析株の進化系統解析

による解析からコア遺伝子

が 個同定され、アライメント

の結果、 は

個同定された。その結果を基に作成

した系統樹に 遺伝子バリアント
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の分布をマップした。その結果、バリ

ア ン ト の 多 く は 大 腸 菌 の 進 化 系 統

（ ）に偏りなく散

在していることがわかった。また、 ’

末端領域が完全に欠失している

遺伝子は進化系統 と に多くみら

れた。

［ ８ ］ 異 な る 系 統 に 存 在 す る 同 一

遺伝子バリアント周辺のゲノム

構造比較

異なる系統に同一の 遺伝子バ

リアントが検出され、当該バリアン

トがプラスミド上にコードされてい

る場合、プラスミドを介した水平伝

播が想定されるため、その可能性を

確認する目的で該当株のプラスミド

構造を比較した。一例として、バリア

ント は異なる系統に属する 株

が保有し、全てプラスミド上にコー

ドされていることが判明している。

そのため、これら 株において

遺伝子をコードしているプラスミド

の構造比較を行った。その結果、①の

グループに属する 株のプラスミド

は非常に類似性が高いことが判明し

たが、①②③のグループ間では部分

的な類似性しか検出されなかった。

［９］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。

［ ］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。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。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。

［ ］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

種類の 遺伝子バリアント

がコードするアミノ酸配列を比較し

た結果、 を含む 種類は同

じ配列であったが、それ以外は配列

多様性を認めた。このことから、集団

感染事例由来株で保有頻度が高い、

また、全株の中でも比較的保有頻度

の高い に焦点を

当て、その病原性を検討することと

した。 遺伝子バリアント由来蛋

白質の精製・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。

［ ］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 50µl 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。

［ ］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）
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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。

［ ］ 遺伝子保有 ある

いは非保有 の腸管凝集性

大腸菌に特異的な病原関連遺伝子の

検索

の病原因子として知られてい

る凝集接着関連プラスミド（ プ

ラスミド）や線毛、各種毒素などにつ

いて、その保有状況を調べた結果、多

くは線毛と毒素を少なくとも つず

つ保有していることが分かった。し

かしながら、ドラフトゲノム配列情

報しかないため、当該遺伝子の局在

（例えば、同じプラスミド上に複数

の病原因子が存在するなど）に関し

ての情報を得ることは出来なかった。

また、線毛に関しては、既知のものと

アミノ酸配列相同性が 程度の

遺伝子が 種類同定された。

．考察

本研究では、 遺伝子保有株を

中心に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

し、新規因子に関しては機能解析を

おこない、検出指標に適した病原関

連遺伝子を網羅的に抽出することで、

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行うこと

を目的として研究を進めた。

申請者の研究グループがこれまで

に当大学病院小児科および鹿児島県

内の小児科から収集した下痢症患児

由来大腸菌（ 株）および

デ ー タ ベ ー ス 上 の 大 腸 菌 株 ゲ ノ ム

（ 株）における 遺伝子保

保有頻度の解析から、約 （ 株）

が当該遺伝子を保有していること、

遺伝子バリアントが 種類存

在することを明らかにした。また、計

株の 遺伝子保有大腸菌株に

関して、 種類の遺伝子バリアント

の詳細な解析を行った結果、①保有

株数の多い主要なバリアントは

（ 株）、 （ 株）、

（ 株）、 （ 株）、 （ 株）、

（ 株）であること、②バリアン

ト は欠損してお

り、不完全であると考えられること、

③各バリアントの局在は

を除き、プラスミドあるいは染色体

のいずれかであること、④

を除いて、 株あたりにマルチコピー

存在するバリアントはほとんどない

こと、⑤ ’末端が完全に欠損してい

る 遺伝子を保有する株を含める

と ほ と ん ど の 大 腸 菌 進 化 系 統

（ ）

に偏りなく散在していることがわか

った。加えて、⑥株間のプラスミド比

較から、同一バリアントをコードし

ているプラスミド構造にも共通性が

低いこと、⑦

の 種類のバリアントをコード

する挿入配列 は な構

造であるがそれ以外は欠損しており、

転移能を持たないと考えられること

も明らかとなった。これらのことか

ら、 遺伝子を保有する株を特異

的に検出する疫学マーカーとなる遺

伝子を同定するのは困難であること、

また、単に全ての 遺伝子バリア

ントを同定する現在用いられている

等の検査法では、不完全なバリア

ントも検出してしまうため、実際に

病原性に寄与しているバリアントの

みを識別出来る検査法が必要である

ことが示唆された。また、臨床的・疫

学的に重要なバリアントとそうでな
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いものを識別する必要性もあること

が明らかとなった（今年度中に論文

投稿予定）。

配列上完全な 遺伝子バリア

ントを保有する大腸菌株 株に限

定して解析を進めたが、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は困難であっ

た。そのため、集団感染由来株にさら

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

したところ、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

度が高いことが明らかとなった。

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

研究アプローチを検討する必要があ

ると考えられた。

．結論

本研究により、 遺伝子の多様

性と大腸菌進化系統における分布な

ど、これまで機能を含め不明な点が

多かった 遺伝子の特性を知るこ

とが出来た。しかしながら、機能解析

で は 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る

の病原性について、少なくとも

単独で機能するという知見を得るこ

とは出 来な かっ た 。 遺 伝子 が

の転移と連動して発現する可

能性も考えられることから、今後は

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とともに、

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

築する必要がある。他の病原型も含

め、多様性解析以降の病原性に関す

るデータをまとめて学会発表を行う

とともに、国際科学雑誌での論文化

を進めていく。
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研究分担者 伊豫田 淳 国立感染症研究所

研究要旨

保有大腸菌に特徴的な系統や病原性因子等を明らかにするために、国内分離大腸菌等 株

のゲノムを用いた 保有株の検索、 がコードする の発現解析、培養細胞感染試験、およ

び有症事例株を対象にした全ゲノム配列解析を行った。さらに血清型が である 保有大

腸菌の病原性究明を行うためゲノム解析と細胞付着因子の特定、および分離検出法開発のため特徴的

な性状の探索を試みた。 保有株の探索では、約 で同遺伝子の保有が認められ、 および

で比較的高い保有率が認められた。さらに同遺伝子の多くは 上に存在しており、様々

な系統の株が水平伝播により獲得していることが示唆された。 の発現解析では、ウェスタンブロ

ッティングによる検出手法を確立し、有症例由来大腸菌 および において ペプチ

ドの発現を確認した。培養細胞感染試験では、 および において および

細胞への付着性が認められた。 年の大規模食中毒から分離された大腸菌 について、公共デ

ータベースから近縁株のゲノムを抽出して系統解析を行ったが、直接的な関連性が疑われる近縁株は

見出されなかった。一方で、複数の血清型の有症事例由来 保有大腸菌を用いた系統解析において

も株間の関連性は見出されなかったことから、 保有大腸菌は系統的に多様であることが判明した。

大腸菌 に着目した解析では、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。さらに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

．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
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（ ）

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。一方で、 保

有大腸菌は健康者からも検出される

ことが知られているが、食中毒由来

株との特徴的な違いや病原性につい

て明らかとなっていない。本研究で

は、ゲノム解析による の分布調

査や周辺領域の解析、食中毒事例由

来株を用いた系統解析、完全長ゲノ

ム配列による病原性関連遺伝子の保

有状況比較、ウェスタンブロッティ

ングによる の定性的な発現解

析と培養細胞への感染実験による表

現型確認を行った。さらに 保有

大腸菌のうち食中毒起因菌として最

も 多 く 報 告 さ れ る 血 清 型 で あ る

の株について、有用な分離

検出法の開発のため特徴的な生化学

的性状の探索を試みた。

．研究方法

［１］ゲノム解析による国内大腸菌

の 保有状況調査

年から 年に国内で分離

され国立感染症研究所・細菌第一部

でゲノム解読を行った大腸菌等（

を含む） 計 株を解

析対象とした。一部の株については、

以下の方法で新たに 情報を解読

した：ゲノム 抽出を行い、

（ ）を用

いてライブラリー調製を行った。作

製 し た ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、

（ ）によってペアエン

ドシークエンシング（ × ）を

行った。得られたショートリードは、

によるアセンブリを行いドラ

フトゲノムを得た。ドラフトゲノム

を対象にして、 検索によって

の検出を行った。 の検出は

次 の 基 準 で 行 っ た ：

（

）に登録されて

いる既知の 種の配列と 以上の

相同性、全長（ ）が検出、およ

びストップコドンが配列中に存在し

ない。上記 種の配列と異なる配列

については新規型とした。

［２］ 検出用 プライマーの

改善

既 存 の 検 出 用 プ ラ イ マ ー

（ および ）と、既知

および新規の 配列を比較し、全

ての型を検出可能なプライマーを設

計 し た ： ’

’

’

’ 。設計し

たプライマーを用いて、 保有株

および非保有株のそれぞれ 株を用

いて同遺伝子の検出を行った。

［３］集団下痢症事例由来大腸菌の

系統解析

所内に保管される 件の集団下痢

症事例株で 種類の血清型を含む

株 の 陽 性 大 腸 菌 、 お よ び

株に着目した解析を行うた

め 株の非集発由来 株について

も データを使用して お

よび などを用いた解析パイプ

ラインにて を抽出し、最尤法に

より系統樹の作製、および デー
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タの解析により保有する遺伝子の網

羅的な検出や の

確認も 行っ た。 さ らに、 年 に

名の患者が報告された、海藻を

原因食品とする食中毒事例から分離

された大腸菌 、および 事例

の食中毒事例から分離された株を含

む 株の大腸菌 について

は、公共のデータベース（

）に登録されている同血清型のゲノ

ムデータを用いて国際比較を行った。

系統解析は上記の解析パイプライン

を 用 い て 行 い 、 さ ら に

（ ）による の

検出も行った。

［４］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。

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

（

）を行った。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。

［５］ 発現解析

の発現解析を ポリアク

リルアミド電気泳動（ ）とウ

ェスタンブロッティングによって行

った。供試菌株として、食中毒由来

陽性大腸菌を主とした、 血清

型 （ 、 、 、

、 ）計 株を用い

た。加えて、 （ ）

および （ ）について、

配列およびプロモーター領域を

（ ）を使用してクローニング

し、同プラスミド（ ）を親

株に導入した。これらの株について

も本解析に供試した。なお、

は、染色体上とプラスミド上に異

なる配列の が存在したため、そ

れぞれを および

としてクローニングを行った。

各菌株から作製した サンプ

ルを （ ）に

添 加 し 、

（ ）を使用して泳動を行った。

その後、 µ メ

ンブレン（ ）に転写し、

（ ）で標識を行った。ウ

ェスタンブロッティングの陽性対照

としては合成した ペプチド、

陰性対照としては大腸菌実験室（非

病原性）株である 株を使用し

た。

［６］培養細胞を使用した 陽性
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大腸菌の表現型の解析

培養細胞を使用して細胞侵入性、

細胞傷害性および細胞付着性の解析

を行った。 対 象 株 は 上 記 と同 じ

陽性大腸を使用した。細胞侵入

性は 細胞に約 × の菌を

接種、 時間培養後に で 回洗浄

し、50 µg/m ゲンタマイシン加

培地を加え 時間培養することで細

胞外の菌を殺菌した。その後、 で

回洗浄し、 を加え細胞

溶解後、 寒天平板に塗抹し、細菌

数を計数した。侵入性試験の陽性対

照 と し て は

株およ

び 株を、陰性対照としては

株用いた。細胞

傷害性については 及び 細

胞を使用した。対象は各血清型の食

中毒由来 陽性大腸菌に加え、

で作製した 導入株、対照

として 株および

株とした。各細胞に各菌株抽出

液を接種し、

（ ）で生細胞数の測定を行い、

菌液を接種していないウェルの細胞

数を として評価を行った。細胞

付着性は 、 、 および

細胞を使用した。対象株は各

血清型の 陽性大腸菌に加え、

細 胞 を 使 用 し た 試 験 の み 血 清 型

の 株（ 、

、 、 ）

も供試した。試験方法は一晩培養菌

液を約 となるよう各細胞に

接種し マンノースを加えた各細胞

培養液で 時間培養を行った。その

後、 にて 回洗浄し、メタノール

固定とギムザ染色を行った後、顕微

鏡観察を行った。

［７］プラスミド導入株の作製と細

胞付着性の解析

（食中毒由来 保有

大腸菌 株）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 細胞による細胞付着性の解

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。

［８］ 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。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 解析を実施しシークエ
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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。

［９］薬剤感受性試験

株の 保有大腸菌株を対象

に の薬剤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。

［ ］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。

．研究結果

［１］ゲノム解析による国内大腸菌

の 保有状況調査

国内大腸菌ゲノムを用いて の

保有状況を調べた結果、供試菌株の

約 において同遺伝子の保有が認め

られた。血清型別にみると、

および においてそれぞれ

および と比較的高率に保

有することが明らかとなった。

配列を解析したところ、新規に 種

の 変 異 型 を 同 定 し 、 暫 定 的 な 型 名

（ ）を付与した。また、 割以

上の株において、 は のト

ランスポゼース配列中に含まれてい

た。 陽性株の病原性因子を検索

したところ、大部分は志賀毒素遺伝

子 を保有していた。 保有株

の大部分は 型分泌装置をコード

する遺伝子群（

）を保有していた。

しかし、 や 等では主

要な などの細胞付着因子や他の

毒素遺伝子等を保有しない株も多数

認められた。比較的高率に を保

有していた および

について、保有状況と系統との関係

を調べた。 では、 保有株

の内 株（ ％）が同一の系統に

属して いた 。本 系 統では 、 は

上に存在せず、祖先株が同

遺伝子を獲得して垂直伝播している

可能性が示唆された。 は、

系 統 の 大 き く 異 な る お よ び

に分けられる。 保有株は

いずれも に属しており、同

の菌株はいずれも を保有してい

た。

［２］ 検出用 プライマーの

改善

既知および新規の 配列と既存

の 検出用プライマー（

および ）配列を比較したと

ころ、 および において ’

末端領域に単一塩基置換が認められ
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た。このため、主に ’領域に混合塩

基 を 加 え た お よ び

を設計した。 保有

および非保有株で検証を行ったとこ

ろ、それぞれ全て陽性および陰性の

結果となった。

［３］集団下痢症事例由来大腸菌の

系統解析

所内に保管される 陽性大腸菌

の系統解析においては、 件の事例か

ら 分 離 さ れ た 株 は つ の

（ 、 、 、 、

、 ）に分類され、いずれも事例間の

関連性は低いことが示唆された。相

模原市の食中毒疑い事例で分離され

た 株 に つ い て は 種 の

（ 、 、 、 ）

に分類された。 の系統解析

結果では、 件の食中毒事例株は最小

で か所の が認められ、関連

性が低いことが見出された。また、

データ解析により網羅的に遺伝

子を検出した結果では、 細胞への

付着が認められた血清型（ 、

）の株にのみ保有が認めら

れる付着因子は検出されなかった。

公共データベースに登録されている

ゲノムデータを用いた解析のうち、

血清型が の株については、

年の食中毒由来株と近縁であった

株を用いて系統樹を作製した結果、

食中毒由来株と最も近縁であったの

は、カタール由来株で か所の

が認められた。次にレバノン由来

株が か所の が認められた。

さらに、タンザニアおよび中国由来

株との間には約 か所の が認め

られた。中国株は下痢症からの分離

との情報があったが、その他の株で

は臨床情報は得られなかった。血清

型が の株については、作製

した系統樹、 および各遺伝子保

有状況の結果では、 株は

種類の に分類され、解析を行っ

た多くの株は に分類されたが、

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。

［４］ 発現解析

ウェスタンブロッティングの結果、

供試した 陽性大腸菌 株と陽

性対照の合成 ペプチドにおい

て、 の質量約 付近でシ

グナルが確認され、陰性対照の

株ではシグナルが見られなかった。

［５］培養細胞を使用した 陽性

大腸菌の表現型の解析

細 胞 侵 入 性 試 験 で は 、 供 試 し た

陽性大腸菌 株においては陰

性対照である 株に比べて顕著

な侵入性は認められなかった。細胞

傷害性試験では、 細胞を使用し

た試験で非病原性株である 株

との間に大きな差は認められなかっ

た。また、 細胞を使用した試験

では野生株と 導入株との

比較を行ったが、大きな差は認めら

れ な か っ た 。 細 胞 付 着 性 試 験 で は

の血清型の株（ ）

について および 細

胞を使用して試験を行ったところ、

細胞剥離が確認された。残りの つ

血清型の 株については、 およ

び 細胞を使用した試験ではいず

れの株も検討した条件では細胞付着

性は認められなかった。 および

細胞を使用した試験では血清

型が または であ

る 株が細胞への付着性を示したが、
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残 り の つ の 血 清 型 （

）に属する 株は検討した

条件ではいずれにおいても細胞付着

性 は 認 め ら れ な か っ た 。

株についても 細胞を

使用して同条件で試験を行ったが、

細胞付着性は認められなかった。［６］

完全長配列の解析

染色体のサイズは、 では

から 、 では

であった。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。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。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。

［７］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。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。

［８］ 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。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。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。

［９］薬剤感受性試験

保有株 株を対象に 薬剤

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。

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。

［ ］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 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
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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。

．考察

保有大腸菌の病原性について

は未だ不明瞭な部分が多く存在する

が、本研究では所内に保管される過

去 年分の大腸菌から取得したゲノ

ムデータ、および過去の食中毒事例

から実際に分離された菌株を複数用

いて解析を行ったことで、 は大

腸菌の約 か ら 検 出 さ れ る こと、

保有大腸菌は系統的に多様であ

ること、さらに一部の血清型の食中

毒事例由来株が培養細胞に付着性を

示すことなどを明らかにした。さら

に の血清型については、

保有大腸菌による食中毒事例に

おいて最も多く報告されることなど

から、本菌について分離検出法の開

発を試みたが、簡便な分離検出法に

利用可能な性状等は検出されなかっ

た。しかし、病原性究明を目的とした

ゲノム解析や表現型の解析により有

用なデータを取得することができた。

保有大腸菌の系統解析からは、

事例間の関連性は低く、様々な系統

の菌が有症例に関与していることが

示唆された。相模原市の食中毒疑い

事例では、健常者や食品からも種々

の 保有大腸菌が分離されたこと

から、同菌は広く分布することが示

唆された。 株に着目した解

析では、供試した と の

株はいずれも

に属したが、 件の食中毒事例由来株

は同一の系統であった。大規模食中

毒由来大腸菌 の国際ゲノム比

較では、比較的近縁な菌株が中東、ア

フリカおよび中国で見いだされた。

これらの株についての疫学情報は入

手できなかったため、直接的な関連

性は不明であるが、遺伝的に近縁な

株が国際的に分布している可能性が

ある。

ウェスタンブロッティングの解析

結果からいずれの 保有大腸菌株

も を産生している可能性が示

唆された。しかし、細胞傷害性試験で

は、検討した条件では による

傷害性を示す結果を得ることができ

なかった。 の病原性への寄与に

ついては、今後別の手法で検証する

必要がある。 株（ ）

については培養細胞への感染実験に

おいて細胞剥離が確認された。同株

は、細胞剥離に関与するとされる溶

血素遺伝子（ ）を保有していた。

の病原性への関与は不明である

が、今後検証する必要がある。一方で、

細胞付着性試験においては、食中毒

事例由来 株と 株

が および 細胞への付着性

を示した。細胞への付着性は同血清

型の病原性に関与している可能性が

あると考えられる。

株に着目した系統解析か

ら、 が病原性系統である可能

性が示唆された。さらに、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
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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をして解

析を続ける必要性がある。

の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、 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 。

値についても指標とな

る有用なデータを取得していく必要

があるため、取得したデータについ

て追加の解析を行っていく必要があ

る。今後、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

は国内分離大腸菌にも広く分

布し、さらに 保有大腸菌は系統

的に多様であることが明らかとなっ

た。血清型が である 陽

性大腸菌については、細胞付着性を

示すことが明らかとなり、 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。

．健康危険情報

なし

．研究発表

（誌上発表）

（学会等発表）

李 謙一 における 解析 令

和 年度 北海道・東北・新潟ブロ

ック腸管出血性大腸菌検査担当者

研修会 令和 年 月 日 岩

手

．知的財産権の出願・登録状況

なし
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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

本研究の目的は 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を調査する

ことによって、汚染食品を明らかにし、効果的な食中毒予防法を確立することである。汚染

調査の結果、鶏肉、豚内臓肉、オクラ、ヤングコーンにおける 保有大腸菌の汚染が深

刻であることが明らかになった。汚染菌量は食品の種類に関わらず、約 以下

であった。オクラを用いた 保有大腸菌の接種実験を行ったところ、オクラの表面で長

期間生残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。

．研究目的

近年、既存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

集付着性大腸菌耐熱性エンテロトキ

シン ）保有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。効

果的な予防対策を確立するためには、

汚染食品、汚染経路を明らかにする

必要があるが、多くの 保有大腸

菌による事例で、原因食品が不明と

なっている。また、 保有大腸菌

による事例だけでなく、腸管凝集付

着性大腸菌、腸管病原性大腸菌によ

る事例でも同様に、原因食品が明ら

かになっていないものが多い。これ

までに、食品における 保有大腸

菌の汚染調査が行われているが、調

査食品のカテゴリーが偏っていたり、

検体数が不足していたりするものが

多く、結果として 保有大腸菌の

汚染食品、汚染経路について不明な

点が多く残されたままとなっている。

本研究では、 保有大腸菌を中心

とした下痢原性大腸菌の汚染食品や

汚染経路を明らかにするために、食

品における汚染大腸菌の汚染率およ

び汚染菌量の調査を行った。調査を

行うにあたっては、調査食品のカテ

ゴリーに偏りが出ないように注意を

払った。また、汚染が重度に見られた

食品に対しては、接種実験を行い、菌

の増殖挙動を観察し、菌が増殖しな

い条件を検討した。

．研究方法

［１］検体

調査に使用した検体は、神奈川県
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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］食品における下痢原生大腸菌

の汚染実態調査

検体 ｇに 培地（栄研化学）

を 加え、 ℃、 〜 時間、

増菌培養を行なった。培養後、培養液

からアルカリ熱抽出法で を抽出

し、Müller らの方法（

）

を改良したマルチプレックス 法

でスクリーニングを行い、大腸菌の

病原因子の検出を行なった。何らか

の病原因子が検出された場合、クロ

モアガー を用いてコロニーの分

離を試みた。分離コロニーは、コロニ

ー によって病原因子を再確認し

た上で、生化学性状試験を行い、大腸

菌であることを確認した。

［３］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。検体

ｇに 培地を 加え、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 本法で行った。 ℃、 時

間、培養後、培養液からアルカリ熱抽

出法で を抽出し、 で と

の検出し、 と の両方

が検出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。

［４］ 遺伝子型別

培地で培養した菌体から、アル

カリ熱抽出法で を抽出し、井口

ら の 方 法 （

）に従い、 に

よって 遺伝子型別を行った。

［５］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。培養

菌液 を に加え、よく

撹拌した（１× ）。オクラ

１本につき菌液 µ（１× ）

を接種し、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、

℃、 ℃、 ℃に保管した。経時的

にストマッカー袋を取り出し、オク

ラに静山している菌数を測定した。

．研究結果

［１］食品における下痢原性大腸菌

の汚染実態調査

スクリーニングの結果、鶏肉は陽

性率が高く、 検体全てで が陽

性となった。 単独陽性が 検体、

と が陽性になった検体が

検体、 と が陽性となった検

体が 検体であった。これらの検体

から 株が分離された。 単独保

有株が 株、 、 保有株が

株、 単独保有株が 株、 、

保有株が 株、 単独保有

株が１株分離された。鶏肉分離株に

おける 保有率が非常に高いこと

が明らかになった。

豚肉はスクリーニングで 検体中

検体が 陽性であったが、菌株

を分離できなかった。しかし、スクリ

ーニングでひき肉と内臓肉の陽性率

が高かった。そこで、ひき肉と内臓肉

をさらに調査したところ、 検体中

検体がスクリーニング陽性となり、

検体から 保有大腸菌が分離

された。

牛肉では 検体中 検体がスクリ

ーニングで 陽性となった。 検

体が 単独陽性、 検体が と

陽性、 検体が 、 、

陽性、 検体が 、 、 が陽
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性であった。牛肉からは 、 保

有株を 株分離した。

魚介類では 検体中 検体がスク

リーニングで 陽性であった。エ

ビは 検体中 検体、サバは 検体

中 検体、スズキは 検体中１検体

が陽性であった。 単独保有株を

株分離した。

野菜では 検体中 検体が

陽性であった。 単独保有株を

株分離した。海外産オクラと海外産

ヤングコーンの陽性率が高かったた

め、さらに調査を行ったところ、オク

ラ 検体中 検体がスクリーニン

グ陽性となり、 検体から 保有

株を分離した。ヤングコーンは、 検

体中 検体がスクリーニングで陽性

となり、 単独保有株３株、

単独保有株１株が分離された。

［２］分離菌株の 遺伝子型別

年度および 年度の汚染実

態調査から、牛由来 株、鶏肉由来

株、豚肉由来 株、野菜由来

株、魚由来 株、計 株が分離さ

れた。分離された型別は合計 種類

あった。最も多かったのが、型別不能

で 株（ ）、次いで、 が

株（ ）、 が 株（ ）、

が 株（ ）と多く分離された。し

かし、食品ごとに特定の傾向は認め

られなかった。［３］食品中の 保

有大腸菌の汚染菌量の推定

汚染が強く認められた鶏肉、豚内

蔵肉、海外産オクラ、海外産ヤングコ

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（ ％）

が陽性となり、 検体は 〜

であった。 検体は定量限

界値以上（1.6×10 ）であ

った。豚内蔵肉は 検体中 検体

（ ）が陽性となり、汚染菌量は

〜 の範囲であった。

オクラは 検体中 検体（ ％）が

陽性となり、汚染菌量の範囲は 〜

であった。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。

［４］オクラにおける増殖挙動の解

析

オクラ由来の 保有大腸菌をオ

クラに接種し、 ℃、 ℃、 ℃で培

養し、７日までの菌数を測定した。

℃で培養した場合、培養 日目

まで菌は増殖したが、約

で平衡状態に達し、培養 日目まで

菌数を維持した。

℃で培養した場合、菌数はほと

んど変化せず、培養 日目でも接種

菌数を維持した。

４℃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。

．考察

汚染実態調査の結果から、鶏肉、

豚内蔵肉、海外産オクラ、海外産ヤン

グコーンが 保有大腸菌に重度に

汚染されていることが明らかになっ

た。鶏肉やオクラは生食する可能性

があるため、特に注意が必要である

と考えられる。また、オクラにおける

保有大腸菌の増殖性を検討した

ところ、オクラの表面でも、 ℃で保

管した場合、菌が増殖し、オクラ１本

当たり最大 まで増殖するこ

とが確認できた。また、 ℃では、菌

の増殖は認められなかったが、 日後

でも接種菌数を維持したまま生残し
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ていた。菌を増殖させないためには、

少なくとも ℃以下での保管が必要

であることが、今回の結果から明ら

かになった。現在、我が国では海外か

らの輸入オクラが非常に多く流通し

ている。輸送時の温度管理が適切に

行われなかった場合、 保有大腸

菌が増殖し、食中毒の原因になる可

能性が示唆された。

一方で、 保有大腸菌の病原性

については不明な点が非常に多い。

また、今回の調査では、鶏肉から

保有大腸菌が高率に分離された。し

かし、 保有大腸菌が原因と考え

られる食中毒事例は非常に少ない。

このため 自体は病原性に関与し

ていない、あるいは病原性を発現す

るためには に加えて他の因子が

必要である可能性が示唆された。以

上の結果から、 は食中毒原因菌

のマーカーとしては適切ではないと

考えられた。

．結論

本研究では、食品における 保

有大腸菌の汚染状況について調査し

た。結論として、 を食中毒原因

菌のマーカーとして使用するのは適

切でないと考えられた。しかし、食中

毒事例が発生していることから、未

知の病原因子を保有している可能性

がある。室温で放置すると、食品中で

増殖するため、野菜をはじめとする

食品の衛生管理には注意を払う必要

性が認められた。
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