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研究要旨   

本研究では、［１］ E. albertii の食品での検査法を検討し、腸管出血

性大腸菌の試験法と同じ増菌培養法（ mEC および NmEC を用いた 42℃培養）

や薬剤を加えた mEC が選択増菌培養に、ラムノース・キシロース添加 DHL 寒天

培地やさらに薬剤を加えた培地が選択分離培養に優れることを明らかに

した。［２］ E. albertii 特異的リアルタイム PCR が確立され、鶏肉から

の本菌検出に優れた感度を有し、他の食品種への応用が期待される。［３］

食中毒事例での原因食品調査において E. albertii を食品検体から分離

し、原因食品を特定した。発症菌量の推測に有用なデータについて今後も

継続した調査が必要である。［４］汚染実態調査の結果、鶏肉や他食品で

分離されたことから、広い食品群での調査の必要性が考えられた。環境検

体からも本菌が分離され、環境を介した食品汚染の可能性が示された。不

顕性感染など潜在的に保菌しているヒトがいる可能性が示された。［５］

E. albertii は、食品中では中温で増殖し、低温で増殖が抑制された。環

境水中では低温で生残が維持され、環境水を介した食品汚染の可能性が示

された。  
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Ａ．研究目的  

近 年 、 国 内 外 で Escherichia 

albertii 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 2003 年以降に食中毒が発生し、

患者数 200 人以上の事例も報告さ

れている（日本食品微生物学会雑誌

34;151-157, 2017）。しかし、本菌

の主要な汚染食品や汚染環境、また、

本菌の発症菌量は不明であり解明

が求められている。食中毒の原因食

品としては、複合調理食品や井戸水

があり、動物からの水の汚染が考え

られる。家畜としては、ニワトリ、

ブタ、ウシ、アヒルなどの保菌が報

告されており（ Epidemiol. Infect., 

2016, 144 45-52）、食肉からの分離

として、鶏肝臓（ Asoshima et al., 

Jpn. J. Infect. Dis., 2015, 68, 

248-250; Maeda et al., J. Vet. 

Med. Sci., 2015, 77, 871-873）、

鶏肉、豚肉、マトン、アヒル肉（ Wang 

et al., Epidemiol. Infect., 2016, 

144, 45-52）が報告されている。平

成 30 年度の本研究事業では、鶏肉

および鶏内臓肉から本菌特異的遺

伝子が検出され、また、その一部検

体からは本菌が分離されている。食

肉 以 外 の 食 品 と し て 、 レ タ ス

（ Fiedler et al., Genome 

Announc., 2018, 6）やダミエッタ・

チーズ（ Saad et al., J. Am. Sci., 

2012, 8, 333-341）からの本菌分離

の報告もある。平成 30 年度の本研

究事業では、多様な食品を検体とし

たところ、一部の食品から本菌が分

離された。これらのことから、食肉

を含む多様な食品や水での汚染実

態の調査を行い、汚染に関連する食

品群や水の重要性を明らかにする

必要がある。  

また、国内外での食品での検査

法は大腸菌の検査法に準拠した培

地が各試験者によって用いられて

おり、食品培養液に適した遺伝子検

出法も系統立てては検討されてい

ない。日本において E. albertii に

よる食中毒が発生しているが、原因

食品が特定された事例は少なく、原

因食品特定に対応する E. albertii

の検査法を確立することが求めら

れている。さらに、食中毒の基礎的

情報でもある E. albertii の発症

菌量を明らかにすることが必要で

あるが、これまでに食中毒での原因

食品中の菌数が測定された報告は

ない。  

これらの課題について研究を進

めることによって食中毒の予防対

策の提案を行うことが可能になる

と考え、［１］食品での検査法の検

討、［２］リアルタイム PCR の開発、
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［３］E. albertii 食中毒事例での

原因食品の解析、［４］食品等にお

け る 汚 染 実 態 調 査 、 ［ ５ ］ E. 

albertii の食品・環境中での挙動、

について各年の成果を翌年の研究

に反映して 3 年間の研究を行った。 

 

Ｂ .研究方法  

［１］食品での検査法の検討  

腸管出血性大腸菌（ EHEC）の食品

での検査法との共通性を考慮した

増菌培養法、選択分離培地および各

種生化学性状について E. albertii 

46 株 を 供 試 し 検 討 し た 。 次 に 、

Nested PCR の食品培養液での感度

を検討した。鶏肉培養液にて 4 株の

菌液を希釈し、菌接種鶏肉培養液

（想定 106～ 102 cfu/mL 鶏肉培養

液）を調製した。抽出 DNA を複数の

酵素を用いた Ooka らの nested PCR

に供試し感度を確認した。また、各

種 濃 度 の 菌 液 を 接 種 し た 鶏 肉 を

mEC および NmEC にて増菌し、その

培養液についても nested PCR に供

試し感度を確認した。さらに、各種

増菌培養条件（ BPW、mEC、NmEC）お

よび分離培養条件（ DHL、ラムノー

ス・キシロース添加 DHL： XR-DHL、

MAC、ラムノース・キシロース添加

MAC：XR-MAC）について、E. albertii

を 接 種 し た 鶏 肉 （ 想 定 103 ～ 102 

cfu/25 g 鶏肉）を用いた添加回収

試験によって検討した。また、選択

増菌培地として、薬剤 A および B を

添加した mEC（ mEC+AB 培地）の開発

を試みた。薬剤 A および B の至適

濃度を検討し、至適濃度の mEC+AB

培地で E. albertii 194 株および

鶏肉由来細菌  20 株を培養し、各菌

株に対する増殖抑制作用を解析し

た。さらに、選択分離培地として、

薬剤 C および D を添加した DHL 

(DHL+CD 培地 )の開発を試みた。上

記と同様に薬剤 C および D の至適

濃度を検討し、至適濃度の DHL+CD

培地を作製して各菌株に対する増

殖抑制作用を解析した。  

［２］リアルタイム PCR の開発  

保 存 株 お よ び NCBI 登 録 E. 

albertii 株の計 113 株を対象に、

大岡唯祐研究分担者が同定した E. 

albertii 特異的遺伝子上で SNP の

少ない遺伝子配列領域を選定し、プ

ライマーおよびプローブ候補を設

計した。次に、E. albertii 株の DNA

とその希釈液を用いてプライマー

およびプローブの至適濃度を検討

した。特異性は、E. albertii 43 株

とその他の細菌種 29 株を用いて検

討した。以下の一部の試験では、イ

ンターナルコントロールとして食

品培養液中の細菌全般を検出する

16S rRNA 遺伝子をも標的としたリ

アルタイム PCR を実施した。感度
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は、 E. albertii type strain の菌

培養液とその希釈液から DNA を抽

出し、リアルタイム PCR を実施する

ことで測定した。さらに、鶏肉の

mEC お よ び NmEC 培 養 液 に て E. 

albertii 4 株の各増菌培養液を 10

倍階段希釈し、DNA を抽出、リアル

タイム PCR を実施することで食品

（鶏肉）培養液を利用した感度を測

定した。さらに、 E. albertii 4 菌

株の培養液を PBS にて 10 倍階段希

釈した希釈菌液を鶏肉に接種し、

mEC および NmEC 中にて培養後、DNA

を抽出し、リアルタイム PCR を実施

した。また、 nested PCR を行った

鶏肉（内臓肉も含む）の DNA をリア

ルタイム PCR に供試し、鶏検体での

汚染実態調査を実施した。  

［３］E. albertii 食中毒事例での

原因食品の解析  

初めに、 MPN3 本法による定量検

査法を確立した。また、食中毒検体

試験依頼を受け、食中毒事例の食事

の冷凍保管検食、それら食品の混合

培養液または個別培養液を受け取

った。加えて、食品混合培養液およ

び患者便からの分離株を受け取っ

た。食品あるいは培養液検体をその

まま、あるいは増菌培地で培養した

後に、E. albertii 特異的リアルタ

イム PCR に供試した。培養液を XR-

DHL および XR-MAC に画線培養し、

菌の分離を試みた。 MPN3 本法によ

る定量検査も同時に供試した。リア

ルタイム PCR で陽性となった培養

液を、選択剤 A を添加した mEC（ A-

mEC）培地にて増菌培養し、 XR-DHL

を用いて菌の分離を試みた。以上の

試験によって分離された株を、食品

混合培養液および患者便からの分

離株とともに遺伝子型別に供試し

た。  

［４］食品等における汚染実態調査  

鶏肉（内臓肉を含む）検体に mEC

を加えて 42℃にて培養し、 nested 

PCR を実施した。また、 DHL にて乳

糖非分解コロニーを分離した。地方

自治体の協力機関と協力し、食肉を

含んだ食品検体 1918 検体、施設の

拭き取りも含む環境検体 229 検体

および糞便（ヒトおよびウシ）検体

5,636 検体について調査した。食品

および環境検体は、 BPW または mEC

等で増菌後、MAC、DHL 等で分離培養

した。乳糖非分解のコロニーについ

てブドウ糖分解、硫化水素非産生、

非運動性、キシロース非分解を確認

し、 nested PCR の 1st PCR に供試

し、E. albertii であるか判定した。

糞便検体については、増菌培養せず

に同様に実施した。次に、合計 75

株の E. albertii 分離株の O 抗原

型を大岡らの PCR にて型別（ EAO-

genotyping）した。  
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［５］E. albertii の食品・環境中

での挙動  

国産トリ肉、国産ブタ肉、イワガ

キおよびマガキに E. albertii を

102〜 10 4 CFU/25 g となるよう接種

し、4℃、10℃、20℃および 30℃で

6 時間から 3 日間保管した。保管し

た検体に滅菌 PBS 225 mL を加えて

ストマッカー処理後、 XR-DHL で培

養し生菌数を算出した。加えて、リ

アルタイム PCR による菌数の定量

分析を行った。また、環境水検体と

して、井戸水および海水を 300mL 採

水 し 、 E. albertii を 40 〜 400 

CFU/mL となるよう接種した後に、

4℃、10℃、20℃および 30℃で 9 日

間保管した。経時的に検体の一部を

分取し、生菌数の算出およびリアル

タイム PCR による菌数の定量分析

を行った。  

 

Ｃ．研究結果  

［１］食品での検査法の検討  

供試菌株は、 mEC および NmEC 中

で 36℃および 42℃で増殖した。ま

た、 EHEC の選択分離培地上では特

徴的な発色を示さず、 DHL、 XR-DHL

上では多くの株が無色のコロニー

を形成した。 1st PCR は 2nd PCR よ

りも 10～ 1,000 倍感度が低かった。

接種菌数が 0.5～ 21.4 cfu/25 g の

検体を増菌した場合に 1st PCR と

2nd PCR で共に遺伝子が検出された。

鶏肉を用いた培養条件の検討では、

BPW よりも mEC および NmEC にて、

乳糖非分解の無色コロニーが少な

かった。さらに、42℃の増菌培養で

後の分離成功率が高かった。また、

mECよりも NmEC、DHL よりも XR-DHL、

MAC よりも XR-MAC で分離率が高い

傾向であった。本菌を接種した鶏肉

を NmEC 中で 42℃の条件で増菌培養

し、XR-MAC で分離した場合は、分離

陽性率が 100%であった。また、選択

増菌培地については、最も選択性が

高い濃度組合せの mEC+AB 培地で、

E. albertii 194 株中すべての菌株

で増殖が認められ、鶏肉由来細菌は

20 株中 3 株で増殖が認められた。

鶏肉懸濁液中においても同様に E. 

albertii の増殖は抑制されず、鶏

肉由来細菌の増殖は抑制された。選

択分離培地については、最も選択性

が高い濃度組合せの DHL+CD 培地で、

E. albertii 菌株は 194 株中 171 株

が発育良好、15 株が発育抑制、8 株

で非生育であった。鶏肉由来菌株は

20 株中 11 株が発育良好、 3 株が発

育抑制、 6 株で非生育であった。  

［２］リアルタイム PCR の開発  

シーケンス結果と登録遺伝子配

列の解析から、2 組のプライマーお

よびプローブセット候補（ EA_rt1、

EA_rt2 ） が 設 計 さ れ た が 、 後 に
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EA_rt1 は E. albertii 以外の細菌

種が陽性となることが示された。

EA_rt2 は、プライマーとプローブ

の至適終濃度がそれぞれ 0.3μM、

0.15μM となった。特異性試験では、

EA_rt2 は全 E. albertii 株が陽性

かつその他の細菌種は全て陰性と

なった。E. albertii 株培養液によ

る感度測定では、各種条件で 0.3～

3.4 cfu/PCR tube（ =6.8×10～ 6.8

×102cfu/mL）となった。得られた Ct

値と蛍光値をプロットした像にお

いて、 16S rRNA 遺伝子の蛍光値が

EA_rt2 の蛍光値よりも大幅に低か

った。また、いずれの条件でも菌濃

度と Ct 値の間に高い相関が認めら

れた。食品培養液での感度の検討で

は、各種条件で 0.5～ 7.5 cfu/PCR 

tube（ =1.1×10 2～ 1.5×103  cfu/mL）

が検出限界となった。菌を接種した

鶏 肉 で の 検 討 で は 、 1.2 ～ 1.4 

cfu/25 g 鶏肉以上の E. albertii

を接種した条件にて遺伝子が検出

された。汚染実態調査では、計 20

検体の市販鶏肉のうち 1 検体と 2

検体がそれぞれ 2nd PCR とリアル

タイム PCR 陽性であった。養鶏場か

ら直接購入した鶏検体の mEC およ

び NmEC 増菌培養液計 234 検体を試

験したところ、 26 検体、 37 検体、

54検体がそれぞれ 1st PCR、2nd PCR、

リアルタイム PCR 陽性であった。  

［３］E. albertii 食中毒事例での

原因食品の解析  

確立した MPN3 本法による定量検

査法を自治体と共有し、協力体制を

構築した。食中毒検体試験依頼では、

食品混合物の培養液検体の二次増

菌培養液が、リアルタイム PCR にて

陽性であり、 XR-DHL を用いて E. 

albertii が分離された。各食品の

培養液検体をそのままリアルタイ

ム PCR に供したところ、春雨中華サ

ラダの培養液が陽性となった。しか

し、 XR-DHL による E. albertii の

分離には至らなかったため、 A-mEC

培地による二次増菌を試みた結果、

XR-DHL で の 培 養 に よ っ て E. 

albertii が分離された。MPN 法によ

る 菌 数 測 定 に お い て は 、 E. 

albertii は検出限界以下であった。

本試験で分離された春雨中華サラ

ダ由来株および食品混合物由来株

および患者由来株は、いずれの遺伝

子型別も一致した。  

［４］食品等における汚染実態調査  

鶏肉（内臓肉を含む）での汚染実

態調査の結果、鶏肉 118 検体中 2 検

体（ 2%）、内臓肉 165 検体中 30 検体

（ 18%）で PCR 陽性であった。PCR 陽

性の内臓肉 7 検体から 37 株の E. 

albertii が分離された。また、地方

自治体との協力研究では、食品検体

1918 検 体 中 鶏 肉 を 含 む 4 検 体
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（ 0.2%）、環境検体 229 検体中 2 検

体（ 0.8%）、糞便検体 5636 検体中 6

検体（ 0.1%）から E. albertii が分

離 さ れ た 。 分 離 株 の EAO-

genotyping では、様々な EAOg 型に

型別された。特に、1 つの集団食中

毒事例中に複数の EAOg 型が検出さ

れた例が 2 件あった。  

［５］E. albertii の食品・環境中

での挙動  

E. albertii を接種した食品検

体を 20℃あるいは 30℃で保管した

結果、すべての検体で菌数が増加し

た。20℃に保管したマガキ検体の菌

数は１日後から２日後にかけて菌

数の増加が弱い傾向であったが、マ

ガキ以外の検体の菌数は急激な増

加 を 示 し た 。 一 方 で 、 4℃ お よ び

10℃では、いずれの食品検体も測定

期間を通して菌数の大きな増減は

みられなかった。また、E. albertii

を接種した環境水検体を 20℃ある

いは 30℃で保管した結果、すべて

の検体で菌数が減少した。20℃より

も 30℃で、井戸水検体よりも海水

検体で、菌数減少の傾向が著しかっ

た。4℃および 10℃では、井戸水検

体の菌数はほぼ変化しなかったが、

海水検体の菌数は緩やかに減少し

た。  

 

D.考察  

［１］食品での検査法の検討  

乳糖、ラムノースおよびキシロ

ース非分解性が E. albertii に共

通した性状であり、分離培地および

同定の指標として有用であると考

えられた。また、鶏肉 25 g あたり

に数十の E. albertii が汚染して

いる場合は増菌培養後の 1st PCR

で も 十 分 に 検 出 可 能 で あ り 、 2nd 

PCR を必ずしも実施しなくても良

いことが示された。mEC よりも NmEC

が優れていることが示されたが、

mEC でも著しく分離率が低いとは

評価し難く、腸管出血性大腸菌の食

品での検査法との共通性も考えて、

mEC および NmEC 中の両方で 42℃の

増菌培養条件が適用可能と考えら

れた。 NmEC 中にて 42℃で増菌培養

し、 XR-MAC にて分離するのが最も

優れた培養法の組み合わせである

と考えられたが、 XR-DHL での分離

も比較的優れていた。一部の白糖分

解の性状を示す E. albertii を食

品から分離するためにも、白糖を含

まない XR-MAC は有用であると考え

られた。一方、糖含有培地の調整に

は手間がかかるため、状況に応じて

適宜培地を選択する必要があると

考えられた。また、選択増菌培地に

ついては、 mEC+AB 培地が菌接種液

および鶏肉培養液において高い選

択性を示し、選択増菌培地として有
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用であることが示された。一方で、

選択分離培地については、最も選択

性が高い濃度組合せの DHL+CD 培地

で、E. albertii 菌株は 194 株中 23

株が発育抑制あるいは非生育であ

り、鶏肉由来菌株は 20 株中 9 株が

発育抑制あるいは非生育であった

ことから、 DHL+CD 培地は選択増菌

培 地 と し て 有 用 で あ る が 、 E. 

albertii の一部菌株の増殖を抑制

してしまうため、分離培養の際には

XR-DHL との併用が望ましいと考え

られる。  

［２］リアルタイム PCR の開発  

EA_rt2 のプライマーおよびプロ

ーブセットは特異性が高いことが

示された。E. albertii 株培養液に

よる感度測定では、検出限界が約

103 cfu/mL 以下となり、感度が優れ

ていた。また、 16S rRNA 遺伝子の

蛍光値が EA_rt2 の蛍光値に影響を

及ぼす可能性が低いと考えられた。

食品培養液での感度検討でも、検出

限界が約 103 cfu/mL 以下となり、

感度が優れていたため、鶏肉培養液

においては PCR 阻害は少ないもの

と予想された。鶏肉 25 g あたりに

1 cfu 以上の E. albertii が汚染

している場合は、本試験の条件にて

E. albertii 数が十分に増菌され、

リアルタイム PCR にて検出される

ことが示された。鶏検体にて本リア

ルタイム PCR と nested PCR の検出

結果を比較したところ、nested PCR

陽性検体は全てリアルタイム PCR

陽性となった。さらに、nested PCR

陰性でリアルタイム PCR 陽性の検

体が複数存在したため、鶏検体に関

しては、 nested PCR よりもリアル

タイム PCR の方が優れていること

が示された。本試験から、本リアル

タイム PCR の実検体での応用性が

示された。  

［３］E. albertii 食中毒事例での

原因食品の解析  

本事例では、すでに食中毒事例

において患者便および原因と疑わ

れる食事に含まれる食品混合検体

から E. albertii が分離されてお

り、個別の食品のうちのいずれが原

因食品であるかを解明することに

焦点を絞り試験を実施した。結果と

して、春雨中華サラダの培養液検体

か ら リ ア ル タ イ ム PCR に て E. 

albertii が明確に検出されたが、

分離が困難であったため、A-mEC 培

地にて二次増菌した結果、 XR-DHL

培地での培養によって E. albertii

が分離された。今回の試験で分離さ

れた春雨中華サラダ由来株の遺伝

子型別が、食品混合物由来株および

患者由来株と一致したことから、本

食中毒事例の原因食品は春雨中華

サラダであることが判明した。  
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［４］食品等における汚染実態調査  

鶏肉での汚染実態調査では、複

数の内臓肉から E. albertii が分

離されたため、過去の報告と同様に

鶏の保菌が示唆された。多様な食

品・環境検体での汚染実態調査では、

市販食品の本菌汚染率は極めて低

いものの、E. albertii に汚染され

ているものも存在することが判明

した。国内の動物の糞便や河川水か

らの過去の分離報告があるため、動

物や環境を介して食品が汚染され

る可能性を考慮する必要がある。ヒ

ト 由 来 株 で の 調 査 で は 、 E. 

albertii がヒト便から分離された

例もあった。本菌は、従来、Hafnia、

ボイド赤痢菌血清型 13、あるいは

大腸菌として同定されていた菌株

から構成されており、同定が難しい。

そこで、自治体等検査機関で乳糖非

分解かつ非運動性の腸内細菌が得

られた際には本菌を疑う必要があ

る。また、国内に様々な O 抗原型の

E. albertii が存在することが示さ

れた。型別不能の株も散見されたた

め、新規の EAO 型の存在が示唆され

た。ヒト由来株の O 抗原型について

は今後も継続的にモニタリングす

る 必 要 が あ る と 考 え ら れ た 。 本

EAO-genotyping は、食品の汚染源

を探る手法として簡易に実施でき

る有効な型別方法と考えられた。  

［５］E. albertii の食品・環境中

での挙動  

E. albertii の汚染経路の推定

のため、食品および環境水での本菌

の増殖挙動の解析を行った。その結

果、中温（ 20℃および 30℃ )で保管

した食品検体中では、 E. albertii

の菌数は急速に増加したが、低温

（ 4℃および 10℃）では菌数は一定

であった。環境水検体においては、

低温に保管した井戸水検体では菌

数は変動せず、海水検体では緩やか

に減少した。中温の環境水検体では

菌数は低温よりも早く減少し、この

傾向は海水検体で顕著であった。E. 

albertii は汚染食品の中温での保

管によって増殖するが、低温では増

殖が抑制されることが示された。ま

た、環境水中の本菌は低温で生残が

維持され、中温では死滅しやすいこ

とが明らかになった。環境水中で菌

が生存することによって環境汚染

の維持や農作物、家畜等への汚染が

起こることが推察された。  

 

E.結論  

本研究では、［１］食品での検査

法の検討では、腸管出血性大腸菌の

試験法と同じ増菌培養法（ mEC およ

び NmEC を用いた 42℃培養）が有用

であることが明らかになったが、

mEC に薬剤を加えることでより優
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れた選択増菌培地が開発された。ま

た、乳糖・ラムノース・キシロース

非分解性の性質を利用したラムノ

ース・キシロース添加 DHL 寒天培地

が有用であることが明らかになっ

たが、さらに薬剤を加えた培地につ

いても分離率の向上が期待される

ことが示された。［２］リアルタイ

ム PCR の開発では、E. albertii 特

異的リアルタイム PCR が確立され、

鶏肉からの本菌検出に優れた感度

を有することが明らかになった。今

後、鶏肉以外の食品種への応用が期

待される。［３］E. albertii 食中

毒事例での原因食品の解析では、食

中毒事例での原因食品調査におい

て、本研究で検討していた検出方法

を駆使して E. albertii を検体か

ら分離し、原因食品を特定した。発

症菌量の推測に有用な食中毒事例

での原因食品中の菌数と摂取食品

量のデータを得たかったが、研究期

間中に測定が行えなかった。今後も

継続した調査が必要である。［４］

食品等における汚染実態調査では、

鶏肉から E. albertii が分離され

たため、鶏が保菌する可能性が示さ

れた。また、他の食品でも分離され

たことからさらに広い食品群での

調査の必要性が考えられた。環境検

体からも E. albertii が分離され

たため、環境を介して食品が汚染さ

れる可能性が示された。さらに、ヒ

トから分離されたことから、集団食

中毒事例以外にも、散発性食中毒事

例や、不顕性感染など潜在的に保菌

しているヒトがいる可能性が示さ

れた。［５］ E. albertii の食品・

環境中での挙動では、 E. albertii

は、食品中で中温での保管時には増

殖するが、低温では増殖が抑制され

ることが判明した。また、環境水中

では低温で生残が維持され、中温で

は死滅しやすいことが明らかにな

り、環境水を介した食品汚染の可能

性が示された。  
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