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研究要旨 

病原大腸菌の食品での検査法確立のために、大腸菌近縁の新興食中

毒細菌である Escherichia albertii および astA 保有大腸菌を対象に

研究を実施した。E. albertii についてはこれまでの研究で明らかにな

っていた増菌培養法、分離培養法、リアルタイム PCR 法等の評価を 2 段

階に分けて最終評価を行った。［１］食品での E. albertii 検査法の基

礎検討:複数の自治体と多種食品を供試して評価し、mEC、NmEC または

薬剤 AB を添加した mEC にて増菌培養後に RX-DHL または RX-MAC にて分

離培養することで、8 割以上の検体から E. albertii が分離された。

［２］食品での E. albertii 検査法のコラボレイティブ・スタディによる評価：11

試験研究機関の参加のもとコラボレイティブ・スタディを実施し、汚染

レベル約 18 CFU/25 g では鶏肉検体で９割以上、モヤシ検体で 5 から 7

割、80 CFU 以上の汚染レベルではほとんどの検体から分離されること

が示された。また、E. albertii 遺伝子検出リアルタイム PCR 法(IC を

含む)は、スクリーニング法として優れていることが示された。また、

astA 保有大腸菌については、［３］astA 保有大腸菌の食品検査法の確

立：astA 保有大腸菌に対応する食品での検査法の確立を目的に本研究

を行った。その結果、本菌の培養に有用な各種条件を選定し、astA 特異

的遺伝子検出法の新規開発の必要性が示された。 
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Ａ．研究目的 

近年、国内外において大腸菌近

縁の 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。既に日本では 2003 年以降

に集団食中毒事例が発生しており、

患者数 200 人以上の事例も報告さ

れ新興食中毒細菌として注目され

ている。しかし、食中毒事例におい

て原因食品が特定された事例は少

ないため（大岡, 2017）、原因食品

特定に対応する E. albertii の検

査法の確立が求められており、令

和 2 年度までに実施した厚生労働

科学研究費補助金事業「食品中の

食中毒細菌の制御法の確立のため

の研究」において、効率的な検出を

目的とした遺伝子検出法、増菌培

養法および分離培養法を決定した。

本研究課題では、2 段階に分けて最

終評価を行うこととした。［１］食

品での E. albertii 検査法の基礎

検討では、複数の自治体と多種食

品を供試し、増菌培養法および分

離培養法を評価した。［２］食品で

の E. albertii 検査法のコラボレイティ

ブ・スタディによる評価では、上記［１］

で検討した各種方法の結果を踏ま

えて、優れた方法を組み合わせて

11 試験研究機関の参加のもとコラ

ボレイティブ・スタディを実施し

た。 

また、近年、astA（腸管凝集付着

性大腸菌耐熱性エンテロトキシン

1 ；EAST1 をコードする遺伝子）保
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有大腸菌による集団食中毒事例が

発生している。本菌に特異的な検

査法は国内外で確立されておらず、

原因食品が不明であることが多い。

そこで、［３］astA 保有大腸菌の

食品検査法の確立として、増菌培

養法、分離培養法、遺伝子検出法を

主にして本菌に適する効率的かつ

特異的な検査法の開発を行うこと

とした。 

 

Ｂ .研究方法 

［１］食品での E. albertii 検

査法の基礎検討 

食 中 毒 事 例 由 来 株 で あ る E. 

albertii EA12 および EA21 の 2 株

を供試した。鶏肉、豚肉、キュウ

リ、モヤシ、キャベツ、カキ、ワ

カメ、トウフの 8 食品を供試した。

低菌数接種として 7 cfu/25 g、中

菌数接種として 14 cfu/25 g、高

菌数接種として 30 cfu/25 g とな

るように E. albertii の希釈菌液

を調製した。食品検体 25 g をス

トマッカー袋に入れ、各接種菌数

レベル用希釈菌液 0.1 mL を接種

した。食品検体への接種は、各接

種菌数レベルごとに 1 食品につき

3 袋（ =3 検体）用意した。菌を接

種後、modified EC 培地（mEC）、

ノボビオシン加 mEC（NmEC）また

は薬剤 AB 加 mEC（薬剤 AB-mEC）

225 mL を加え、ストマッカー処理

を 1 分間行った後、42℃にて 22 時

間培養した。それぞれの試験にお

いて、各増菌培養液につき 1 検体

の 菌非接種 の 検 体 も同時に 培 養

した。各増菌培養液 0.1 mL から

アルカリ熱抽出法によって DNA を

抽出し、E. albertii 特異的リア

ルタイム PCR 法を実施した。分離

培 養 法 で は 、 Deoxycholate 

hydrogen sulfide lactose 寒天

培地（DHL）およびマッコンキー寒

天培地 (MAC)を基本としてそれぞ

れに 1%ラムノースおよび 1%キシ

ロースを添加した培地（RX-DHL、

RX-MAC）を用いた。食品培養液を

各 2 枚の RX-DHL および RX-MAC に

画線し、 37℃にて 22～ 24 時間培

養した。各寒天培地に生育したコ

ロニーを観察し、各培地あたり陽

性と疑われるコロニー 3 個を RX-

DHL に単離し、37℃にて 22～ 24 時

間培養した。生育したコロニーの

色に関わらず、コロニーから DNA

を熱抽出し、E. albertii 特異的

リアルタイム PCR 法を実施した。 

［２］食品での E. albertii 検査

法のコラボレイティブ・スタディ

による評価 

本コラボレイティブ・スタディ

には、11 試験検査機関が参加した。

鶏肉またはモヤシ検体（高菌数接
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種３検体、低菌数接種３検体、非

接種３検体）に添加剤 AB 加 mEC 培

地 225 mL を加え、１分間のスト

マッカー処理を行い、 42±１℃、

22±2 時間培養した。培養液 10 µL

ずつを各分離培地（RX-DHL、 RX-

MAC、DHL、MAC）に接種し画線し、

37±１℃にて 22〜 24 時間培養し

た。また、培養液からアルカリ熱

抽 出 法 に て DNA を 抽 出 し 、 E. 

albertii 検出リアルタイム PCR

（IC を含む）に供試した。培養後

の各平板か ら各平板種類ごと に

疑われるコロニー最大 5 個を釣菌

し、RX-DHL に継代し、37±１℃に

て 22〜 24 時 間 培 養 し た 。 E. 

albertii と思われる無色透明コ

ロニーについてのみ、熱抽出法に

て DNA を抽出し、E. albertii 検

出リアルタイム PCR 法に供試した。

結果表 に記入し た 試 験結果に 基

づき、国立衛研にて試験結果を集

計後、 Outlier 機関の検定および

検 出方法間の 有意差検定を 行 っ

た。いずれの検定においても、一

元配置分散分析を行い、事後解析

として、多重比較である Tukey-

Kramer 法で解析を行った。 

［３］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立 

培養法の検討では、合計 159 株

の astA 保有大腸菌を供試した。

増菌培養法の検討では、供試菌株

を mEC、NmEC、薬剤 AB 加 mEC、薬

剤 AB 加 NmEC に接種し、42℃にて

18 時間培養後に増殖を観察した。

分離培養法の検討では、供試菌株

をセフィキシム・亜テルル酸（CT）

や薬剤 C を添加した培地に画線し、

37℃にて 22 時間培養後にコロニ

ーを観察した。astA 特異的リアル

タイム PCR 法の検討では、食品や

食中毒事例由来細菌 26 種 35 株に

ついて astA 特異的コンベンショ

ナル PCR 法（Ratchtrachenchai et 

al., 2012）および astA 特異的リ

アルタイム PCR 法（Hidaka et al., 

2009）を試験した。 

 

Ｃ．研究結果  

［１］食品での E. albertii 検査

法の基礎検討 

E. albertii を接種した条件で

は、中菌数接種のキャベツ 2 検体

を除い た 全 検 体 が リ ア ル タ イ ム

PCR 法陽性であった。同 2 検体の

IC の Ct 値は 39-41 であった。ま

た、E. albertii を非接種の条件

では、トウフ 2 検体およびモヤシ

3 検体を除く全検体がリアルタイ

ム PCR 法陰性であった。低菌数接

種では、分離陽性率が 0-16.7%で

あった。高菌数接種では、いずれ

も分離陽性率 100%であった。接種

− 52 −



菌数が中菌数の場合は、分離陽性

率が mEC 培地の RX-DHL で 87.2%、

RX-MAC で 82.1%、NmEC 培地の RX-

DHL で 92.3%、RX-MAC で 94.9%、

薬剤 AB-mEC の RX-DHL で 94.9%、

RX-MAC で 92.3%であった。 

［２］食品での E. albertii 検査

法のコラボレイティブ・スタディ

による評価 

E. albertii の検出結果は鶏肉

検体においては、低菌数接種およ

び高菌数接種ともに全機関で各 3

検体全てが陽性であった。モヤシ

検体においても、鶏肉検体と同様

に低菌 数接種 お よ び高菌 数接種

ともに全機関で各 3 検体全てが陽

性であった。各分離培地で釣菌し

たコロニーのうち E. albertii コ

ロニーの割合（全機関合計）は RX-

DHL で 522/581（89.8%）、RX-MAC で

548/615（89.1%）、DHL で 435/684

（ 63.6%）、MAC で 404/796（50.8%）

であった。リアルタイム PCR 法の

検出感度は、鶏肉およびモヤシの

両検 体 の低菌 数接種 お よ び高菌

数接種の両条件で 1.000 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、RX-DHL およ

び RX-MAC で 1.000、DHL で 0.970、

MAC で 0.939 であった。鶏肉検体

の高菌数接種の検出感度は、分離

に用い た４種類の 全 分 離 培地で

1.000 であった。モヤシ検体の低

菌数接種の検出感度は、RX-DHL で

0.667、RX-MAC で 0.727、DHL で

0.576、MAC で 0.515 であった。モ

ヤ シ 検 体 の高菌 数接種 の 検 出感

度は、RX-DHL で 0.970、RX-MAC で

0.939、DHL で 0.879、MAC で 0.848

であった。 

統計解析を行った結果、鶏肉検体

で は方法間に 有意な差は認め ら

れなかった。一方、モヤシ検体で

は、分離培養法の DHL および MAC

は、リアルタイム PCR 法よりも検

出率が有意に低かった。 4 種類の

培地に よ る 分 離 培 養 法間を比較

した結果、鶏肉検体では、DHL お

よび MAC は、RX-DHL および RX-MAC

よりも検出率が有意に低かった。

一方、モヤシ検体では、MAC は、

RX-DHL および RX-MAC よりも検出

率が有意に低かった。 

［３］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立 

増菌培養法の検討では、供試し

た 159 株のうち、mEC、NmEC、薬剤

AB-mEC および薬剤 AB-NmEC 中で

それぞれ 154 株（ 96.9%）、127 株

（79.9%）、22 株（13.8%）、10 株

（ 6.3%）の増殖が認められた。分

離培養法の検討では、CT を添加し

た培地では、生育良好の株数が少

なかった。一方、薬剤 C を添加し
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た SMAC では、 159 株中 152 株

（ 95.6%）が生育良好であった。

astA 保有大腸菌は、コンベンショ

ナル PCR 法およびリアルタイム

PCR 法ともに陽性であった。その

他の 30 菌株は、コンベンショナ

ル PCR 法陰性であったが、7 株が

リアルタイム PCR 法陽性となった。 

 

D.考察  

［１］食品での E. albertii 検査

法の基礎検討 

低 菌 数 レ ベ ル 接 種 (6.7-7.6 

cfu/25 g)の分離培養法では、 36

検体中 4 検体のみが陽性となった

ため、本菌の分離が難しいことが

判明した。一方、高菌数接種（ > 37 

cfu/25 g）であれば E. albertii

が 100%の検体から分離されたた

め、ほぼ確実に分離可能であるこ

とが示された。試験的に様々な条

件を検討する場合には、中菌数の

接種（12.3-26.5 cfu/25 g 程度）

が適当であることが示された。中

菌数接種の条件で 3 種類の増菌培

地を比較す る と 、 分 離陽性率が

mEC で 82%以上、NmEC と薬剤 AB-

mEC で 92%以上と優れていた。ま

た、RX-DHL および RX-MAC におい

て 分 離成績に 大きな差は認め ら

れなかった。RX-MAC には RX-DHL

の組成にある白糖が含まれない。

一部の E. albertii は白糖分解と

いう報告もあるため、RX-DHL 上で

無色コロニ ー が観察さ れ な い場

合は、RX-MAC の活用が重要と考え

られた。また、検出率は分離培養

法よりもリアルタイム PCR 法の方

が優れていたため、リアルタイム

PCR 法にてスクリーニングし、PCR

陽性検 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。 

キャベツ 9 検体中 2 検体がリア

ルタイム PCR 法陰性であり、IC の

Ct 値も 39-41 と高かったため、供

試したキャベツに阻害物質が含ま

れていた可能性が考えられた。Ct

値が約 40 以上と高い場合や増幅曲

線に乱れがある場合は、抽出操作

から再度行うことが推奨される。

自然汚染の E. albertii を検出し

た可能性は否定できないが、リア

ルタイム PCR など感度の高い検出

系を実施する場合には、試験操作

に一層の注意を払う必要がある。 

［２］食品での E. albertii 検査

法のコラボレイティブ・スタディ

による評価 

本コラボレイティブ・スタディ

の 結 果 、 高 菌 数 接 種 （ 88.5 

CFU/25g）では、全ての検体および

手法 で 検 出感度 が高か っ た こ と

から、80 CFU 以上であれば高率に
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E. albertii が検出されることが

判 明 し た 。 低 菌 数 接 種 （ 17.7 

CFU/25g）では、鶏肉検体でリアル

タイム PCR 法および分離培養法の

RX-DHL と RX-MAC で 1.000 であり、

分離培養法の DHL で 0.970、MAC で

0.939 であった。モヤシ検体では

リアルタイム PCR 法で 1.000 であ

り、分離培養法では 0.515-0.727

であった。これらの結果から、約

18CFU の菌数レベルであっても鶏

肉検体からは高率に検出され、モ

ヤ シ 検 体 で も過半数 か ら は 検 出

されることが判明した。リアルタ

イム PCR 法で検出されたが、分離

培養法で E. albertii が検出され

な い 検 体 が あり、 リ ア ル タ イ ム

PCR 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。リアルタイム PCR 法をスク

リーニングに使用し、陽性であっ

た 検 体 を 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。また、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。 

［３］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立 

腸管出血性大腸菌の食品での検

査法との共通の mEC 中での 42℃

培養が astA 保有大腸菌に適して

いることが判明した。選択分離培

養法の検討では、astA 保有大腸菌

の多くが CT に感受性であった。

一方、薬剤 C を添加した SMAC で

は、159 株中 152 株 (95.6%)におい

ては、通常の赤色コロニーを示し

ていたため、本菌の分離培養法と

して適していると考えられた。 

astA 特異的リアルタイム PCR 法

の検討では、既存の Hidaka らに

よる方法では、非特異的反応が生

じることが示された。astA の配列

には多数の遺伝子多型（バリアン

ト）が報告されているため（ Silva 

et al., 2014）、これらバリアン

トを網羅する新しい astA 特異的

リアルタイム PCR 法の開発が求め

られている。また、過去には astA

保 有 大 腸 菌 が様々な 食 品 か ら 検

出 さ れ る こ と が報告さ れ て い る

（濱﨑ら , 平成 20 年度）。このた

め、astA 保有大腸菌が共通して保

有 す るその他の 遺 伝 子 を標的 と

したリアルタイム PCR 法の開発も

必要であることが予想される。今

後、本研究課題の他研究分担者の

研究結果も参考に、新規の遺伝子

検 出 法 に つ い て考察す る必要 が
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ある。 

 

E.結論  

E. albertii について、食品での

検査法の基礎検討を行った結果、

接種菌数および増菌培地の種類に

関わらず、E. albertii 特異的リア

ルタイム PCR 法ではほぼ全ての E. 

alberii 接種検体が検出され、本リ

アルタイム PCR が優れることが示

された。ただし、一部で PCR 陰性が

認められたことから、食品による

阻害についてはさらに検討する必

要 性 が 考 え ら れ た 。 汚 染 レ ベ ル

12.3 cfu/25 g 以上では、mEC、NmEC、

または薬剤 AB-mEC 培地にて増菌培

養し、RX-DHL または RX-MAC にて分

離培養する条件では、8 割以上の検

体で E. albertii が分離されたこ

とから、これらの優れた培地から

選定して、多試験研究機関による

コラボレイティブ・スタディが実

施された。その結果、リアルタイム

PCR 法は、分離培養法と同等または

それよりも優れており、分離培養

法のなかではラムノースおよびキ

シロースを添加した分離培地が添

加しないものよりも優れていた。

本コラボレイティブ・スタディで

実施したこれらの手法は、食品で

の E. albertii 検査法として優れ

た方法であると考えられる。また、

astA 保有大腸菌の食品検査法の確

立については、腸管出血性大腸菌

の試験法と同じ増菌培養法（mEC を

用いた 42℃培養）および薬剤 C 添

加 SMAC での分離培養が有用である

ことが明らかになった。また、既存

の astA 特異的リアルタイム PCR 法

では非特異的反応が生じることか

ら、astA のバリアントも考慮した

方法を新規に開発する必要と考え

られた。また、astA 以外の遺伝子

を標的とした遺伝子検出法につい

ても検討が必要と考えられた。 
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