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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、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）保有大腸菌等の

病原大腸菌および大腸菌近縁の新興食中毒細菌である Escherichia albertii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、E. albertii 食品検査法を、[1]食品での E. albertii検査法の基礎検討および

[2]コラボレイティブ・スタディ評価にて、優れた増菌培養法、リアルタイム PCR法

および分離培養法が示された。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。（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、下痢症

患児由来大腸菌(2,730株）の中から astA 陽性株を 194株同定し、そのうち 31株に

ついてドラフトゲノム配列を取得した。また、NCBIデータベース上の大腸菌株

(9,065株)から 713 株の astA陽性株を同定し、ゲノム比較解析から 35種類の astA

遺伝子バリアントを同定した。（３）病原大腸菌食中毒事例株の解析では、国内分離

大腸菌等 3,613株のゲノムから astA保有株を検索した結果、様々な系統に属する約

3%の株で保有が認められた。また、大規模食中毒由来大腸菌の国際ゲノム比較を行っ

た結果、近縁株は見出されなかった。（４）食品中の病原大腸菌の汚染実態および制

御法では、astA遺伝子保有大腸菌を中心とした病原大腸菌の汚染実態調査を開始し

た。鶏肉での汚染率が高く、鶏肉は全検体で astAがスクリーニング PCRで陽性とな

った。他に牛肉、豚肉、エビ、オクラなどで astAが陽性になった。また、（５）緊

急的追加研究として、令和 3年 6月に富山市で小学校等給食で提供された牛乳によっ

て大規模食中毒が発生し、その原因物質として疑われる大腸菌 OUT(OgGp9):H18 の病

原性について研究を行った。その結果、本大腸菌が病原性を有する可能性が考えられ

たことから、本食中毒の原因物質を「病原大腸菌 OUT(OgGp9):H18（疑い）」とする

ことが妥当と考えられた。 
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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、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、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。  
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また、病原大腸菌を原因とする

食中毒が多発しており、令和 2 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 2,958 人の患者をともなう 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）保有大腸菌による大

規模食中毒が発生した。 astA 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 100 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 aggR に加えて astA 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：eae 等保有株）

による食中毒の発生も続いている。

これらの病原大腸菌による食中毒

では、原因食品が不明であることが

多く、喫食状況の解析から特定の日

時に提供された食事や弁当などの

喫食が原因として判明しても食品・

食材が明らかになることはまれで

ある。これらの病原大腸菌の食品等

の検査法は国内外で確立されてお

らず、一般的な大腸菌の検査法を用

いて実施されることが多く、適切ま

たは効率的な検査法が実施されて

いないことが危惧される。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、培養に際して食

品由来微生物の増殖によって食中

毒細菌の増殖が抑制され、増菌およ

び分離が困難なことが考えられる

ため、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。

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。  

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 1,800 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

OUT(OgGp9):H18 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

究を緊急的追加研究として実施す
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ることとした。  

 

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 E. albertii 検

査法の基礎検討  

食中毒事例由来 E. albertii 2

株を供試し、 8 食品に低菌数とし

て 7 cfu/25 g、中菌数として 14 

cfu/25 g、高菌数として 30 cfu/25 

g となるように接種した。これら

に、 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）を加

え、42℃にて 22 時間培養した。各

増菌培養液から 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。  

［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、添加剤 AB 加

mEC 培地での増菌培養、 RX-DHL、

RX-MAC、 DHL、 MAC での分離培養、

E. albertii 検 出 リ ア ル タ イ ム

PCR（ IC を含む）にて E. albertii

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。  

［３］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立  

astA 保有大腸菌 159 株を供試し、

mEC、 NmEC、薬剤 AB 加 mEC、薬剤

AB 加 NmEC での増殖性を検討した。

また、供試菌株をセフィキシム・

亜テルル酸（ CT）や薬剤 C を添加

した培地での生育性を検討した。

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 法およ

び astA 特異的リアルタイム PCR

法を試験した。  

（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 astA 遺伝子保有株の同定  

下痢症患児由来大腸菌株 2,730

株を対象に astA 遺伝子特異的プ

ライマーペアによる PCR スクリー

ニングを実施し、astA 遺伝子保有

株の同定を行った。また、同定さ

れた株のうち、 Random amplified 

PCR polymorphic DNA (RAPD)法で
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同 一 株 と 判 明 し た 株 は 解 析 対 象

から排除した。  

［２］進化系統の異なる株のドラ

フトゲノム解析  

項 目 (1)で 同 定 さ れ た 株 に つ い

て大腸菌のハウスキーピング 7 遺

伝 子 を 対 象 と し た multi-locus 

sequence analysis (MLSA)解析で

系統樹を作成、進化系統の異なる

31 株について MiSeq（ Illumina）

に よ る ド ラ フ ト ゲ ノ ム 配 列 解 析

を行った。  

［３］公共データベース上に登録

された astA 遺伝子保有大腸菌株

の網羅的同定  

NCBI データーベース上完全長配

列が決定された大腸菌株 9,065 株

（ 2021 年 12 月現在）を対象に

astA 遺伝子保有株を検索した。  

［４］抽出した astA 遺伝子保有株

に関する astA 遺伝子バリアント

の詳細な解析  

項目 (2)(3)で同定した astA 遺伝

子保有株計 742 株について、既知

の astA 遺伝子バリアントとの相

同性や局在、また、そのコピー数

について検討した。  

［５］astA 遺伝子保有ドラフトゲ

ノム解析株の進化系統解析  

astA 遺伝子保有株 742 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。  

［６］ aggR 遺伝子保有 (typical)

あ る い は 非 保 有 (atypical)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ドラフトゲ

ノム解析が完了している 31 株に

ついて、既知の EAEC 関連病原因子

の 遺 伝 子 ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施

した。  

（３）病原性大腸菌食中毒事例株の

解析  

2007 年から 2021 年に国内で分

離された大腸菌等（ E. albertii を

含 む 主 と し て 腸 管 出 血 性 大 腸 菌  

[EHEC]） 計  3,613 株を解析対象と

して、全ゲノム配列から BLAST 検索

によって astA の検出を行った。ゲ

ノム解析によって得られた配列を

もとに、 astA 検出用プライマーの

設 計 （ astA-univ-F1 [5 ’ - 

GYCATCAACRCAGTATATYCG-3’]、astA-

univ-R1 [5’ - TCRCGAGTGACK RCYY 

TGTA-3’ ]）および妥当性評価を行

った。 2020 年に 2,958 名の患者が

報告された、学校給食を原因とする

食 中 毒 事 例 で 分 離 さ れ た 大 腸 菌  

O7:H4 の由来等を究明するために、

公共データベースに存在する近縁

株計 199 株との類縁関係を SNP 解

析によって究明した。  

（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  
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検体 25ｇに mEC 培地を 225 mL

加え、ストマッカー処理し、 42℃、

22〜 24 時間、増菌培養を行なった。

培養液から DNA を抽出しスクリー

ニング PCR を行い、大腸菌の病原因

子の検出を行なった。スクリーニン

グ陽性の場合、増菌培養液をクロモ

アガー ECC に塗抹し、単離したコロ

ニーの病原因子を PCR で再確認し

た。さらに病原因子を確認できた菌

株が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。  

（５）富山市の学校給食を原因とし

て集団食中毒由来大腸菌の病原性

に関する研究  

本 食 中 毒 で 分 離 さ れ た 大 腸 菌

OUT(OgGp9):H18 の牛乳由来株およ

び患者由来株のゲノム解析、培養細

胞での感染実験および動物モデル

実験を行った。  

 

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 E. albertii 検査

法の基礎検討  

接種菌数レベルおよび増菌培地

にかかわらず、ほとんどの検体で

リアルタイム PCR 法陽性であった。

分離培養法での分離陽性率は、高

菌数接種検体で 100%、低菌数接種

検体で 0-16.7%であり、増菌培地

お よ び 分 離 培 地 間 の 差 は ほ と ん

ど無かった。中菌数接種検体では、

mEC 増菌培養液からの RX-DHL およ

び RX-MAC での分離率が約 85％、

NmEC および薬剤 AB-mEC 増菌培養

液からの RX-DHL および RX-MAC で

の分離率が約 95％であり、後者の

方が分離率が高かった。  

［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  

リアルタイム PCR 法の検出感度

は、全条件で 1.0 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 0.94 以上であり、高菌数接種

で全分離培地で 1.0 であった。モ

ヤシ検体の低菌数接種では、 RX-

DHL および RX-MAC で約 0.7、 DHL

および MAC で約 0.55 であり、高

菌数接種の検出感度は、RX-DHL お

よび RX-MAC で 0.94 以上であり、

DHL および MAC で 0.85 以上であっ

た。また、釣菌したコロニーのう

ち E. albertii コロニーの割合は

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。モヤシ検体での DHL お

よび MAC の検出感度は、リアルタ

イム PCR 法よりも有意に低くく、

MAC は RX-DHL および RX-MAC より



- 9 - 

も検出率が有意に低かった。鶏肉

検体での DHL および MAC の検出感

度は、 RX-DHL および RX-MAC より

も検出感度が有意に低かった。  

［３］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立  

供試菌株 159 株のうち、増菌培

養法の検討では、mEC、NmEC、薬剤

AB-mEC および薬剤 AB-NmEC 中でそ

れぞれ 96.9%、79.9%、13.8%、6.3%

の増殖が認められた。分離培養法

の検討では、薬剤 C を添加した

SMAC では、 95.6%の株が生育良好

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

たが、 astA 保有大腸菌以外の 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。  

（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 astA 遺伝子保有株の同定  

PCR による astA 遺伝子スクリー

ニ ン グ の 結 果 、 194 株 （ 7.1% 

[194/2,970 株 ]）において astA 遺

伝子の保有が確認された。そのう

ち 5 株については RAPD 解析によ

り同一株と判定し、以降の解析か

ら除外した。  

［２］進化系統の異なる株のドラ

フ ト ゲ ノ ム 解 析 multi-locus 

sequence analysis (MLSA)による

進化系統解析  

項目 (1)で同定した 189 株につい

ての MLSA 解析結果から選定した

31 株についてドラフトゲノム解

析を実施した。ゲノムサイズは約

4.7 -5.5 Mb (平均 5.1 Mb)であっ

た。  

［３］公共データベース上に登録

された astA 遺伝子保有大腸菌株

の網羅的同定  

NCBI データベース上に登録され

ていたゲノム完全長配列大腸菌株

9,065 株のうち、 astA 遺伝子保有

株が 713 株  (7.9%)同定された。  

［４］抽出した astA 遺伝子保有株

に関する astA 遺伝子バリアント

の詳細な解析  

742 株のゲノム配列情報から、既

知の 8 種類を含む計 35 種類の

astA 遺伝子バリアントを同定し

た。また、その局在はプラスミド

上、染色体上と多様であった。株

あたりのコピー数も 1 コピーから

最大 10 コピーまで様々であった。 

［５］astA 遺伝子保有ドラフトゲ

ノム解析株の進化系統解析  

Roary による解析からコア遺伝

子が 1,600 個同定され、アライメ

ントの結果、 informative SNP は

42,536 個同定された。その結果を
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基に作成した系統樹から、下痢症

患児由来株でドラフトゲノム解析

を行った株が幅広い系統にまんべ

んなく分散し、系統間の偏りがな

いことが明らかとなった。  

［６］ aggR 遺伝子保有 (typical)

あるいは非保有 (atypical)の腸管

凝集性大腸菌に特異的な病原関連

遺伝子の検索  

EAEC の病原関連遺伝子について

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 1 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

の局在に関して正確な情報を得る

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 50-70%程度の遺

伝子が 3 種類同定された。  

（３）病原性大腸菌食中毒事例株の

解析  

国内で分離された大腸菌（主と

して EHEC）ゲノムを用いて astA の

保有状況を調べた結果、供試菌株の

約 3%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 、

O26:H11 および O115:H10 において

それぞれ 19.0%および 34.5%と比較

的高率に保有することが明らかと

なった。 astA 配列を解析したとこ

ろ、新規に 11 種の変異型を同定し

た。 astA 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 (stx)を保有していたが、主要

な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。 astA 検出用プライマーを新た

に設計し、 astA 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。  

公共データベース上に存在する

全ての大腸菌  O7:H4 のゲノム情報

を用いて、系統解析を行った結果、

最近縁株は中東由来株であった。検

出された SNP は 20-23 か所であり、

直接的な関連性は示唆されなかっ

た。  

（４）食品中の病原大腸菌の汚染実

態および制御法に関する研究  

[１ ]スクリーニング検査  

汚染実態調査に使用した検体は、

食肉 77 検体、野菜 99 検体、魚介

類 70 検体、乾物 5 検体であった。

この 251 検体中、何らかの病原遺

伝子が陽性となったのは 55 検体

（ 22%）であった。astA は 55 検体

全てで陽性となった。 eae は 251

検体中 26 検体（ 10%）、 stx2 は 2

検体（ 0.8%）、elt は 2 検体（ 0.8%）、

estIa は 1 検体（ 0.4%）がそれぞ

れ陽性となった。他の遺伝子は検

出されなかった。  
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食肉では 77 検体中、43 検体がス

クリーニング PCR 陽性となった。

鶏肉では、 31 検体全てで astA が

陽性となった。内訳は astA 単独陽

性が 8 検体、astA と eae が陽性に

なった検体が 21 検体、astA と elt

が陽性となったのが 2 検体であっ

た。ムネ肉における eae 陽性率は

他 の 部 位 に 比 べ て 低 い 傾 向 が 見

られた。  

豚肉では 22 検体中 6 検体が astA

陽性であった。この内、１検体は

同時に eae も陽性になった。 astA

陽性 6 検体中 4 検体（ 67%）がミン

チ肉であった。  

牛肉では 24 検体中 6 検体が astA

陽性となった。2 検体が astA 単独

陽性、 2 検体が astA と eae 陽性、 

1 検体が astA、stx2、estIa 陽性、

1 検体が ast、eae、stx2 が陽性で

あった。astA 陽性 6 検体中 4 検体

は内蔵肉、1 検体はタンであった。

また、stx2 が検出された 2 検体は

内臓肉であった。  

魚 介 類 で は 70 検 体 中 6 検 体

（ 8.6％）が astA 陽性であった。

エビは 10 検体中 4 検体（ 40％）、

サバは 2 検体中 1 検体（ 50%）、ス

ズキは 1 検体中１検体（ 100%）が

陽性であった。  

野菜では 99 検体中 6 検体（ 6.1%）

が astA 陽性であった。この内、１

検体は eae も同時に陽性となった。

オクラは 5 検体中 3 検体（ 60%）、

カ イ ワ レ は 8 検 体 中 1 検 体

（ 12.5%）、ほうれん草は 14 検体

中２検体（ 14%）が陽性となった。  

乾物は 5 検体全てが陰性となっ

た。  

[２ ]菌分離  

鶏肉からは 36 株が分離された。

astA 単独保有株が 30 株、 astA、

eae 保有株が 2 株、 eae 単独保有

株が 2 株、 astA、 estIa 保有株が

1 株、estIa 単独保有株が１株分離

された。また、astA、eae スクリー

ニング陽性検体から astA、 eae 保

有株と eae 単独保有株が同時に分

離された。同様に astA、 estIa ス

クリーニング陽性検体から、 astA、

estIa 保有株と estIa 単独保有株

が同時に分離された。  

豚肉ではスクリーニングで６検

体が陽性であったが、菌株を分離

することはできなかった。牛肉か

らは astA、 eae 保有株を 1 株分離

した。スクリーニングで認められ

た stx2 保有株は分離できなかっ

た。魚介類および野菜からは astA

単独保有株をそれぞれ 3 株分離し

た。  

（５）富山市の学校給食を原因とし

て集団食中毒由来大腸菌の病原性

に関する研究  
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[１ ] 大腸菌株のゲノム解析で

は 、 牛 乳 由 来 株 と 患 者 由 来 株 の

sequence type が一致し同一株で

あることが示されたが、既知報告の

株には関連性の高い株は見つから

なかった。病原遺伝子として、既知

の病原大腸菌に特徴的な付着関連

遺伝子や毒素遺伝子は検出されな

かったが、多数の主要ではない病原

遺 伝 子 の 保 有 が 確 認 さ れ た 。      

[２ ] 培養細胞での感染実験では、

細胞への付着性が認められたが、

EAEC 特異的な凝集性の付着は認め

られず、また、侵入性も認められた

が、 S. Typhimurium のような強い

細胞侵入性は認められなかった。

[３ ]動物モデル試験では、マウス腹

腔内投与試験によって、腸管毒素原

性大腸菌よりも低いが、病原性の知

られていない大腸菌よりは高い致

死性が認められた。また、コモンマ

ーモセット経口投与では腸管定着

性が認められた。  

 

D.考察  

（１）病原大腸菌食中毒の食品検

査法確立  

［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、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 がほぼ確実

に 分 離 可 能 で あ る こ と が 判 明 し

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。さらに、分離培養

法よりもリアルタイム PCR 法の方

が検出率が優れていたため、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。これ

ら結果を参照すると、次に検討す

る多機関でのコラボレイティブ・

スタディでは、中菌数接種（ 12.3-

26.5 cfu/25 g 程度）を検体とし、

上記のリアルタイム PCR 法および

分 離 培 地 を 使 用 す る こ と が 適 当

であると判断された。  

［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  

結果から、 E. albertii が検体

あたり 80 CFU 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 18CFU でも、リ

アルタイム PCR 法で高率に検出さ

れること、鶏肉では高率に分離も
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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 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

が示されたことから、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。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 に感受性であったが、薬

剤 C 添加 SMAC では 95.6%の株が生

育 し た こ と か ら 本 菌 の 分 離 培 養

法 と し て 適 し て い る と 考 え ら れ

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

応が生じたことから、新しい astA

特異的リアルタイム PCR 法の開発

が必要であることが、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 考

えられた。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

察する必要がある。  

（２）病原大腸菌の検出指標遺伝子

および病原性発現解析  

分離株およびゲノム配列登録株

の 解 析 か ら 、 大 腸 菌 の 約 7.5% 

(907/12,035 株 )が astA 遺伝子を保

有すること、 astA 遺伝子バリアン

トが 35 種類存在し、その分布も染

色体とプラスミドでバリアントに

よる局在に差が見られないこと、コ

ピー数も株により多様であること

も明らかとなった。一方で、保有株

は大腸菌進化系統の中で偏りがな

く、多様な系統に分布していること

から、全株に共通の因子を同定する

のは困難と思われた。そのため、系

統ごとに保存性の高い遺伝子を抽

出し、それらの組み合わせを利用し

た検出系の構築を進める必要があ

る。EAEC に関しては、既知の病原関

連因子と相同性を示す遺伝子を複

数同定した。今後、これらの遺伝子
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について新規病原関連遺伝子の可

能性を含め、機能解析を進める予定

である。  

（３）病原性大腸菌食中毒事例株の

解析  

国内で分離された大腸菌ゲノム

の解析では、約 3%で astA が認めら

れた。同遺伝子は多くの場合、IS 上

に存在しており、多様な系統へ水平

伝播していると考えられた。また、

astA 配列には多型が認められ、今

後これらの発現状況を明らかにす

る必要がある。  

大規模食中毒由来大腸菌  O7:H4

の国際ゲノム比較では、比較的近縁

な菌株が中東で見いだされた。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。  

（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  

今年度調査を行った 251 検体の

うち、 55 検体で astA が検出され、

astA が多くの大腸菌株で保有され

ている実態が明らかになった。特に

鶏肉における astA 汚染率が高く、

試験に供した 31 検体全てから astA

が検出された。鶏肉も病原大腸菌に

よる食中毒の原因食品になりうる

可能性が示唆された。  

豚肉では 22 検体中 6 検体で astA

が検出された。このうち、４検体は

ミンチ肉であったことから、これら

の汚染はミンチ肉の加工段階での

汚染である可能性も示唆された。ま

た牛肉では 24 検体中 6 検体がスク

リーニング陽性となった。 astA や

eae 以外に stx2、estIa が検出され、

今回の調査では最も多種類の病原

遺伝子が検出された。6 検体中 4 検

体は内蔵肉で、 astA、 eae、 stx2、

estIa が検出された。  

魚介類では、エビの astA 陽性率

が高かった。また、野菜では外国産

のオクラの astA 陽性率が高かった。

これらのことから、エビやオクラも

大腸菌食中毒の原因食品となりう

る可能性が示唆された。  

以上、今回の結果から astA 保有

大腸菌の汚染は、食肉、特に鶏肉に

おいて著しく認められた。また、陽

性率は低いものの、野菜や魚介類に

おいても astA 保有大腸菌の汚染が

認められた。今後さらに調査を継続

し、食品における病原大腸菌の汚染

実態を明らかにしていきたい。  

（５）富山市の学校給食を原因とし

て集団食中毒由来大腸菌の病原性

に関する研究  

大腸菌株のゲノム解析によって、

牛乳由来株および患者由来株は、１）

同一クローンであること、２）典型

的な病原性関連遺伝子は保有しな

いものの病原性を示唆する遺伝子
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群を保有していること、３）直接的

な関連性はないものの EAEC と近縁

であることが示された。培養細胞で

の感染実験によって、細胞接着性や

細胞侵入性が観察されたが、明確な

病原性を確認できなかった。しかし、

動物モデル試験では、マウス腹腔内

投与によって致死性が認められた

ことから、本菌が病原性を有する可

能性が考えられた。また、コモンマ

ーモセットでの腸管定着性が認め

られており、今後、下痢発症メカニ

ズムの解明が必要と思われる。  

 

E.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 、 E. 

albertii 食品検査法を 2 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 PCR 法および分

離培養法が示された。また、astA 保

有大腸菌については、 astA 保有大

腸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。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、下

痢症患児由来大腸菌の中から astA

陽性株を同定し、それらの株の一部

についてドラフトゲノム配列を取

得した。また、NCBI データベース上

の大腸菌株から astA 陽性株を同定

し、ゲノム比較解析から 35 種類の

astA 遺伝子バリアントを同定した。

分担研究（３）病原大腸菌食中毒事

例株の解析では、国内分離大腸菌等

3,613 株のゲノムから astA 保有株

を検索した結果、様々な系統に属す

る約 3%の株で保有が認められた。

また、大規模食中毒由来大腸菌の国

際ゲノム比較を行った結果、近縁株

は見出されなかった。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、鶏肉は全検体で

astA がスクリーニング PCR で陽性

となった。他に牛肉、豚肉、エビ、

オクラなどで astA が陽性になった。

以上のように、 astA 保有大腸菌お

よび大腸菌近縁の新興食中毒細菌

である E. albertii の食品検査法

に関して、培養法やリアルタイム

PCR 法を検討し、また、リアルタイ

ム PCR での新たな対象遺伝子の検

索につながる研究や事例株の解析、

食品での汚染状況の解明について

各分担研究が連携をしながら実施

した。  

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とし

て疑われる大腸菌 OUT(OgGp9):H18

の病原性に関する研究を行った結

果、病原性を有する可能性が考えら

れた。このため、本食中毒の原因物

質を「病原大腸菌 OUT(OgGp9):H18

（疑い）」とすることが妥当と考え

られた。  
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