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研究要旨  

日本では、Escherichia albertii による集団食中毒事例の発生が多数

報告されているが、原因食品が特定された事例はわずかしか報告されて

いない。このため、原因食品特定に対応する食品中の E. albertii を迅

速かつ高感度に検出する遺伝子検査法および E. albertii を効率的に分

離するための培養法の確立を目的に、多種類の食品を用いて検討した。

その結果、接種菌数に関わらず、リアルタイム PCR 法ではほぼ全ての E. 

alberii 接種検体が PCR 陽性であった。また、12.3 cfu 以上を 25 g の食

品に接種し、 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 にて分離培養する条件では、 8 割以上の検体で

E. albertii が分離された。本研究にて実施した一連の試験法について、

今後の食中毒事例検査や汚染実態調査などでの利用が期待される。  
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Ａ．研究目的  

日 本 に お い て 大 腸 菌 近 縁 の

Escherichia albertii による食中

毒が発生しているが、原因食品が
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特定さ れた 事例 は 少ない （大 岡 , 

日本食品微生物学会雑誌 34;151-

157, 2017）。このため、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。  

平成 30 年度から令和 2 年度に

実施した厚生労働科学研究費補助

金による研究「食品中の食中毒細

菌の制御法の確立のための研究」

の分担研究「 E. albertii の制御法

の確立」において、E. albertii を

食品から効率よく検出することを

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。

その際に条件検討に使用していた

食品は、過去に E. albertii 汚染

が報告されていた鶏肉が主であり、

接種菌数などの条件も限定的であ

った。そこで、開発した方法につい

て多様な食品への応用性を評価す

るために、3 試験機関にて各種試験

条件を設定し検討した。  

 

Ｂ .研究方法  

本試験では、 8 種類の食品を対

象に E. albertii の 3 種類の接種

菌数レベルを設定した。菌を接種

した食品を 3 種類の増菌培地中で

培養し、その培養液をリアルタイ

ム PCR 法および 2 種類の分離培地

を用いた分離培養法に供試し、 E. 

albertii の検出性を検討した（図

1）。  

（１）菌株  

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。  

（２）食品検体  

食肉として鶏肉および豚肉、野

菜としてキュウリ、モヤシ、キャベ

ツ、海産物としてカキ、ワカメ、そ

の他食品としてトウフを供試した。

食品検体の一般生菌数、大腸菌数

および大腸菌群数を計測するため

に、食品検体 10 g をストマッカー

袋に秤量し、滅菌リン酸緩衝食塩

水（滅菌 PBS） 90 mL を加え 1 分間

ストマッカー処理した乳剤（ 10-1 希

釈液）を PBS 9 mL で 10 倍希釈し

て 10- 2～ 10 -6 希釈液を調製した。各

希釈液 0.1 mL を標準寒天培地に塗

抹し、 36±1℃、 48 時間培養した。

同時に各希釈液 0.1 mL を XM-G 寒

天培地に塗抹し、 36±1℃、 18～ 22

時間培養した。培養後の XM-G 寒天

培地の青（青〜青紫）および赤（ピ

ンク〜赤紫）コロニー数を計測し、

それぞれ検体 1 g あたりの大腸菌

数および大腸菌群数を算出した。

また、標準寒天培地のコロニー数

を計測し、検体 1 g あたりの生菌

数を算出した。  

（３）接種菌液の調製  
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まず、各試験研究機関において

接種菌数の再現性を確認した。カ

ジ ト ン 培 地 に 保 存 さ れ た E. 

albertii 菌株 1 エーゼ分（ 10 µL）

を TSB 10 mL に接種し、 37℃にて

18 時間培養した。増菌培養液を滅

菌 PBS にて 10-1 から 10-7 まで 10 倍

階段希釈し、 10 -7 希釈液 0.1 mL を

10 枚の Tryptic soy agar (TSA)に

塗抹し、37℃にて 18～ 24 時間培養

した。 TSA のコロニー数を計測し、

接種菌数を算出した。この作業を

繰り返し実施し、 TSB 中にて 18 時

間培養した場合の cfu を計算し、

接種菌液調製のための希釈倍率を

試験機関ごとに決定した。  

添加回収試験では、カジトン培

地に保存された E. albertii 菌株

1 エーゼ分（ 10 µL）を TSB 10 mL

に接種し、37℃にて 18 時間培養し

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

るように希釈菌液を調製した。接

種菌数測定のために、各接種菌液

0.1 mL を 10 枚の TSA に塗抹し、

37℃にて 18～ 24 時間培養した。TSA

のコロニー数を計測し、接種菌数

を算出した。  

（４）食品への E. albertii 接種  

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。  

菌を接種した後、ストマッカー

袋 の 外 側 か ら 手 で な じ ま せ 、

modified EC 培地（ mEC、日水製薬）、

ノボビオシン加 mEC（ NmEC、栄研化

学）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。培養液は、試験終了まで冷蔵

保管した。  

（５）培養液の DNA 抽出およびリ

アルタイム PCR 法  

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

た。  

この培養液から抽出した DNA に

対して E. albertii 特異的リアル

タ イ ム PCR 法 を 実 施 し た 。 E. 

albertii を標的としたプローブは

FAM-BHQ、インターナルコントロー

ル（ IC）の 16S rRNA 遺伝子を標的

としたプローブは HEX-BHQ で標識

した。リアルタイム PCR 試薬には、

TaqMan Environmental Master Mix 

2.0（サーモフィッシャーサイエン

ティフィック）を用いた。上記にて
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調製した DNA 溶液を 5μ L 加えた。

培養液のリアルタイム PCR 法では、

1 検体につき 2 反応実施した。機器

はサーモフィッシャーサイエンテ

ィフィックの Applied Biosystems 

7500 リアルタイム PCR システム、

QuantStudio 3 リアルタイム PCR シ

ステムまたは QuantStudio 5 リア

ルタイム PCR システムを使用した。

50℃ 2 分および 95℃ 10 分の熱変性

ののち、 95℃ 15 秒－ 60℃ 1 分を 45

サイクル繰り返し増幅反応させた。 

（６）分離培養  

分 離 培 養 法 で は 、 Deoxycholate 

hydrogen sulfide lactose 寒天培地（DHL、

日水製薬）およびマッコンキー寒天

培地 (MAC、Difco)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。（４）の検体培

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

を熱抽出した。疑われるコロニー

が 3 個得られなかった場合には、

冷蔵保管している増菌培養液を使

用して再度 RX-DHL への画線を行い、

同様にコロニーからの DNA 抽出ま

での作業を行った。なお、一部の検

体は分離培養法の検討には供試し

なかった。  

（７）コロニーのリアルタイム PCR

法  

（５）と同様に実施した。なお、

1 コロニーにつき 1 反応とした。  

 

Ｃ．研究結果  

（１）食品中の菌数および接種菌

数  

本試験にて供試した 8 種類の食

品において、生菌数はモヤシで最

も高く 7.3 log cfu/g であった（表

１）。鶏肉、キュウリ、カキ、キャ

ベ ツ お よ び 豚 肉 の 生 菌 数 は 、 4.0 

log cfu/g 以上であった。また、ト

ウフおよびワカメでは生菌数が検

出 限 界 以 下 で あ っ た （ < 2 lof 

cfu/g）。  

大腸菌群数はモヤシで最も高く

7.3 log cfu/g であった。鶏肉、豚

肉、一部のキュウリ、2 回目のトウ

フでも大腸菌群数が検出された。

また、カキ、キャベツ、トウフ 1 回

目およびワカメでは大腸菌群数が

検出現界以下であった。大腸菌は、

鶏肉およびキュウリ検体の一部で

のみ検出された。  

食品に接種した E. albertii 菌

数 は 、 低 菌 数 接 種 で 6.7-7.6 
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cfu/25 g、中菌数接種で 12.3-26.5 

cfu/25 g、高菌数接種で 37.0-76.3 

cfu/25 g であった（表２）。  

（２）培養液のリアルタイム PCR 法  

E. albertii を接種した条件で

は、低菌数接種の鶏肉 36 検体、中

菌数接種の鶏肉 27 検体、キュウリ

27 検体、カキ 18 検体、トウフ 18

検体、モヤシ 9 検体、豚肉９検体、

ワカメ 18 検体および高菌数接種の

鶏肉 27 検体、キュウリ 9 検体は全

て E. albertii 特異的リアルタイ

ム PCR 法陽性であった（表２）。一

方、中菌数接種のキャベツは 11 検

体中 2 検体がリアルタイム PCR 法

陰性であった。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、鶏

肉 12 検体、キュウリ 9 検体、カキ

3 検体、キャベツ 3 検体、豚肉 3 検

体 、 ワ カ メ 3 検 体 が 全 て E. 

albertii 特異的リアルタイム PCR

法陰性であった。一方、E. albertii

を非接種のトウフ６検体中 2 検体

およびモヤシ 3 検体中 3 検体が本

リアルタイム PCR 法陽性であった。

なお、同時に測定した IC は、本試

験に供試した全 251 検体で増幅（ Ct

値： 13-41）が認められた。  

（３）分離培養法  

鶏肉でのみ試験された低菌数接

種では、分離陽性率が 3 種類の増

菌培地で 0-16.7%であり、いずれも

低かった（表３）。接種菌数が高菌

数 の 場 合 は い ず れ も 分 離 陽 性 率

100%であり、増菌培地または分離

培地による差は認められなかった。

接種菌数が中菌数の場合は、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（表３）。  

 

Ｄ．考察  

食品別に結果を比較した場合、

中菌数接種したキャベツ 9 検体中

2 検体が E. albertii 特異的リア

ルタイム PCR 法陰性であった（表

２）。この 2 検体に関しては、IC の

Ct 値も 39-41 と高かったため、供

試したキャベツに PCR 阻害物質が

含まれていた可能性および供試し

たキャベツに細菌の増殖を抑制す

る成分が含まれていた可能性の 2

つの可能性が考えられた。食中毒

事例の検査現場においても、阻害

物質が含まれる食品を扱う可能性

が考えられるが、どの食品に阻害

物質が含まれるのかを事前に把握

することは難しいため、IC の Ct 値

が高く PCR が阻害されている可能

性が考えられる場合には、複数の

DNA 抽出法を試すことが有効な方
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法と考えられた。  

低菌数接種の分離培養法では、3

種類の増菌培地を総合しても 36 検

体中 4 検体のみが陽性となった（表

３）。そのため、本試験で利用した

一連試験法では、E. albertii 6.7-

7.6 cfu/25 g 程度の接種菌数では

本菌の分離が難しいことが判明し

た。一方、高菌数接種であれば E. 

albertii が 100%の検体から分離さ

れたことから、37 cfu/25 g 以上の

接種菌数では本試験で利用した一

連試験法で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、

低菌数接種や高菌数接種では結果

に 差 が な い た め 、 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。  

増菌培地については、中菌数接

種の条件において試験した 3 種類

の増菌培地の結果を比較すると、

mEC にて増菌培養した条件で分離

陽性率が 82%以上と優れていたが、

NmEC と薬剤 AB-mEC では 92%以上と

さらに優れていた（表３）。NmEC と

薬剤 AB-mEC の間には分離陽性率に

大きな差は認められなかった。分

離培地はラムノースとキシロース

を添加した RX-DHL および RX-MAC

を利用したが、2 種類の培地におい

て分離成績に大きな差は認められ

なかった。この 2 種類の分離培地

の違いとしては、 RX-DHL には乳糖

および白糖が含まれる一方で RX-

MAC に は 乳 糖 の み 含 ま れ る 。 E. 

albertii はその多くが乳糖および

白糖の両方が非分解であるが、一

部白糖分解の株も報告されている。

そのため、 RX-DHL を用いて試験し

た場合に無色コロニーが全く観察

されない際には、 RX-MAC も用いて

検査することが重要と考えられた。 

E. albertii 特異的リアルタイ

ム PCR 法と分離培養法を比較する

と、リアルタイム PCR 法の方が検

出率が優れており、分離陰性であ

った検体であってもリアルタイム

PCR 法は全て陽性であった。特に、

鶏肉のみ試験した低菌数接種であ

っても、全検体がリアルタイム PCR

法で陽性であった。そのため、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。 

培養液由来の夾雑物によるリア

ルタイム PCR の増幅効率への影響

もあるため、Ct 値が約 40 以上など

大きい値の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
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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。  

 

E.結論  

接種菌数に関わらず、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た。た

だし、今回供試した 8 食品の 1 つ

であるキャベツでは、中菌数接種

検体の一部で 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がある。 

本 試 験 に て 検 討 し た 12.3 

cfu/25 g 以上を食品に接種し、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。本試験にて検討した各種条

件については、さらに多機関にて

検 討 を 重 ね 、 食 品 に お け る E. 

albertii 検出法として今後提案し

たい。また、一連の試験法について、

今後の食中毒事例検査や汚染実態

調査などでの利用が期待される。  
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表 1. 供試食品における菌数   

グループ 食品 

菌数 (log cfu/g) 

生菌 大腸菌群 大腸菌 
 

食肉 鶏肉 4.7-6.3 3.9-5.0 1.7-3.8  

  豚肉 4.1 4.0 < 1.7  

野菜 キュウリ 5.8-6.2 < 2-3.8 <2-2.2  

 モヤシ 7.3 7.3 < 2  

  キャベツ 4.2 < 1.7 < 1.7  

海産物 カキ 5.3 < 2 < 2  

  ワカメ < 2 < 2 < 2  

その他 トウフ <2, 4.6 <2, 3.0 <2  
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表 2. 各種食品の各種接種菌数におけるリアルタイム PCR 法と分離培養法の結果 

食品 接種菌数 (cfu/25 g) 

リアルタイム PCR法* 

E. albertii  IC 

判定** Ct値   判定 Ct値 

鶏肉 低菌数 (6.7-7.6) 36/36 22-34  36/36 16-19 

 中菌数 (12.5-26.5) 27/27 19-30  27/27 15-16 

 高菌数 (37.0-76.3) 27/27 20-29   27/27 14-17 

 接種：小計 90/90     90/90   

  非接種 0/12     12/12 15-17 

キュウリ 中菌数 (10.7-20.0) 27/27 19-38  27/27 15-24 

 高菌数 (76.3) 9/9 20-21  9/9 15-18 

 接種：小計 36/36     36/36   

  非接種 0/9     9/9 15-19 

カキ 中菌数 (11.7-13.8) 18/18 20-24  18/18 16-20 

 非接種 0/3   3/3 16-34 

トウフ 中菌数 (15.6-22.3) 18/18 18-21   18/18 13-19 

  非接種 2/6     6/6 13-36 

モヤシ 中菌数 (22.3) 9/9 20-26  9/9 16-17 

 非接種 3/3   3/3 16-17 

キャベツ 中菌数 (10.7-12.7) 9/11 16-33   11/11 14-41 

  非接種 0/3     3/3 39-40 

豚肉 中菌数 (26.5) 9/9 18  9/9 15-16 

 非接種 0/3   3/3 15-17 

ワカメ 中菌数 (12.3-18.0) 18/18 16-18   18/18 14-17 

  非接種 0/3     3/3 37-40 

  接種：合計 207/209         

  非接種：合計 5/42         

* 2株（EA12、EA21）および 3種類の増菌培地（mEC、NmEC 、CT-mEC）の合計 

** 陽性検体数/供試検体数      
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表3. E. albertii接種検体におけるリアルタイムPCRおよび増菌培養法の結果

RX-DHL RX-MAC

mEC 低 鶏肉 12/12 (100) 0/6 (0) 0/6 (0)

中
鶏肉, キュウリ, カキ, トウフ,
モヤシ, キャベツ, 豚肉, ワカメ

45/45 (100)
34/39

（87.2）
32/39
(82.1)

高 鶏肉, キュウリ 12/12 (100) 6/6 (100) 6/6 (100)

NmEC 低 鶏肉 12/12 (100) 1/6 (16.7) 1/6 (16.7)

中
鶏肉, キュウリ, カキ, トウフ, モヤ

シ, キャベツ, 豚肉, ワカメ
45/45 (100)

36/39
(92.3)

37/39
(94.9)

高 鶏肉, キュウリ 12/12 (100) 6/6 (100) 6/6 (100)

低 鶏肉 12/12 (100) 1/6 (16.7) 1/6 (16.7)

中
鶏肉, キュウリ, カキ, トウフ, モヤ

シ, キャベツ, 豚肉, ワカメ
45/47 (95.7)

37/39
(94.9)

36/39
(92.3)

高 鶏肉, キュウリ 12/12 (100) 6/6 (100) 6/6 (100)

*低は約7 cfu/25 g、中は約11-27 cfu/25 g、高は約37-76 cfu/25 g

**リアルタイムPCR陽性検体数/供試検体数

***分離陽性検体数/供試検体数

分離率***（％）

薬剤AB-mEC

増菌
培地

接種菌数
レベル*

食品
リアルタイムPCR陽性率**

（％）


