
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      図４ ショットガンメタゲノム解析による菌属別の存在比   

 

 

 

 

表 1 ESC818 株及び他の大腸菌株ゲノムの概要 
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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 

病原大腸菌の食品での検査法確立のために、大規模食中毒の発生してい

る astA 保有大腸菌を対象に研究を実施した。［１］astA 特異的 PCR 法の

検討：既存のコンベンショナル PCR について食品培養液からの astA 検出

性を検討し、Yamamoto らのプライマーセットと Quick Taq の組み合わせ

の系が判定が容易で、特異性および感度が優れることが示された。［２］

astA 保有大腸菌の食品検査法の確立：増菌培養法、分離培養法、遺伝子

検出法を組み合わせて本菌に適する効率的な検査法を検討し、mEC また

は NmEC での増菌培養、選択剤添加分離培地での分離培養によって astA

保有大腸菌接種食品（30 CFU 以上）全検体から本菌が分離されることが

示された。［３］astA 特異的リアルタイム PCR 法の開発：食品の効率的な

検査に貢献するリアルタイム PCR での対象遺伝子配列を検討し、プライ

マーセット、プローブを複数設計した。今後、特異性および感度を検討

し、最も優れたものについて食品への応用性を評価する必要性が考えら

れる。３つの研究によって以上の研究結果を得た。ヒトに病原性を示す

astA 保有大腸菌の解明が求められているところだが、本研究では食中毒

事例が発生した際に有用な検査法を示すことが重要と考える。 
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Ａ．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 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 3,453 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。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

して病原大腸菌の効率的かつ特異

的な検査法を開発するすることを

目的として、以下の３つの研究を

実施した。［１］astA 特異的 PCR 法

の検討では、既存のコンベンショ

ナル PCR について食品培養液から

の astA 検出性を検討することとし

た。［２］astA 保有大腸菌の食品

検査法の確立では、増菌培養法、分

離培養法、遺伝子検出法を組み合

わせて本菌に適する効率的な検査

法を検討することとした。［３］

astA 特異的リアルタイム PCR 法の

開発では、食品の効率的な検査に

貢献するリアルタイム PCR での対

象遺伝子配列を検討することとし

た。 

 

Ｂ.研究方法 

［１］astA 特異的 PCR 法の検討 

プライマーの検討では、ベビー

コーンおよびオクラ各 25 g をノ

ボビオシン加 mEC（NmEC）中にて
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42℃で培養した。各食品増菌培養

液 0.1 mL から DNA を抽出し、4 種

類（Ito ら、Hidaka ら、Muller ら

および Yamamoto ら）の astA 特異

的コンベンショナル PCR 法（以下、

astAPCR）を試験した。 

酵素の検討では、上記にて調製

したオクラ培養液を Tryptic soy 

agar(TSA) お よ び ク ロ モ ア ガ ー

STEC 基礎培地（CHSTEC）に画線し

培 養 し た 。 コ ロニー密集部か ら

DNA を抽出し、astAPCR（Yamamoto

ら）を AmpliTaq、Ex Taq および

Quick Taq にて試験した。 

次に、分担研究者の大西が昨年

度報告したスクリーニング PCR 法

にて astA 特異的バンドが確認さ

れた検体について、①astA 保有大

腸 菌 分 離陰性グル ー プ お よ び②

astA 保有大腸菌分離陽性グルー

プ に 分けた 。 食 品 培 養 液 の抽出

DNA を astAPCR（Ito ら、Muller ら

および Yamamoto ら、Quick Taq 使

用）に供試した。 

特異性の検討では、astA 保有大

腸菌を含む細菌 26 種 41 株を TSB

中 で 培 養 し 、 DNA を 抽 出 し 、

astAPCR（Yamamoto ら、Quick Taq

使用）に供試した。感度の検討で

は、astA 保有大腸菌 4 株を TSB 中

で培養した。食品（豚肉、エビお

よびベビーコーン）検体 25 g を 

modified EC 培地（mEC）225 mL 中

で培養した。この食品培養液にて

astA 保有大腸菌の増菌培養液を

10 倍階段希釈し、DNA を抽出し、

astA PCR（Yamamoto ら、Quick Taq

使用）に供試した。 

［２］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立 

（１）試験検体の astA 確認試験

では、鶏肉ミンチ、豚肉スライス、

豚肉ミンチ、牛肉スライス、エビ、

オクラ、キュウリおよびモヤシの

合計 36 食品 144 検体を供試した。

検体 25 g 入りストマッカー袋を

20 袋（検体 1〜20）用意した。4 袋

は mEC 225 mL 中にて培養し、培

養液各 0.1 mL から DNA を抽出し、

astAPCR（Yamamoto ら、QuickTaq

使用）を実施した。 

供試した 4 検体ともに astAPCR

陰性の食品は、残りの 16 検体に

ついて、（２）astA 保有大腸菌の

添加回収試験を行なった。集団食

中毒事例由来 astA 保有大腸菌 2

株および豚肉スライス、牛肉スラ

イス、エビ、オクラ、キュウリお

よ びモヤシ を供試し た 。 菌株を

TSB 中にて培養し、10-7 希釈液 0.1 

mL を TSA に塗抹し、接種菌数を算

出した。冷蔵保管していた検体 25 

g 入りストマッカー袋 16 袋に各

接種菌数レベル（低菌数接種：10 
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CFU、中菌数接種：50 CFU、高菌数

接種：100 CFU）用希釈菌液 0.1 mL

を接種した。各 8 袋に mEC および

NmEC225 mL を加え培養した。DNA

抽出および astAPCR は（１）と同

様に実施した。検体培養液を各 2

枚の薬剤 C を添加したソルビトー

ル マ ッ コ ン キ ー 寒 天 培 地 （ C-

SMAC）、CHSTEC および薬剤 C を添

加した CHSTEC（C-CHSTEC）に画線

し、培養した。C-SMAC では赤色、

その他は藤色のコロニーを最大 3

個選択し、CHSTEC に単離し藤色を

呈し た コ ロニー は熱抽出 法 に て

DNA を抽出し、astAPCR を実施し

た。PCR 陽性コロニーを TSI 寒天

培地（TSI）および LIM 培地（LIM）

に接種、培養した。 

（１）にて 4 検体のうち 1 検体

以上が astAPCR 陽性の食品は、（３）

astA 保有大腸菌自然汚染検体で

の試験を行った。鶏肉ミンチ、豚

肉ミンチ、牛肉スライスおよびオ

クラを供試した。食品の増菌培養

以降は（２）と同様に実施した。

ただし、最大 10 個のコロニーを

選択した。 

［３］ astA 特異的リアルタイム

PCR 法の開発 

集団食中毒事例由来の astA 保有

大腸菌株(14 株 )のバリアントの

特定では、7 株は分担研究者の伊

豫田から配列が提供され、他 7 株

は、国衛研にて試験した。菌株を

TSB 中で培養し、DNA を抽出し、ラ

イブラリーを調整し、MiniSeq に

て配列取得した。分担研究者の大

岡が解析した。また、astA の各種

バリ ア ン ト リファレンス配 列 に

ついて、astA 遺伝子の上流から下

流までの領域を抜き出し、アライ

メントし、共通配列にプライマー

およびプローブ候補を設計した。

また、大岡からバリアント X は

astA として機能していないこと

が予想さ れ る と の情報を 得 た た

め、バリアント X が検出対象から

除外される候補も設計した。特異

性試験では、各種食中毒細菌など

の 26 菌種、32 株を供試した。こ

れらは、腸管出血性大腸菌 ESC425

株や Escherichia albertii EA40

株が含まれた。菌株を TSB 中で培

養 し 、 DNA を 抽 出 し 、 astAPCR

（Yamamoto ら）を実施した。また、

設計した Assay 1〜11 のプライマ

ー お よ び プ ロ ー ブ に て リ ア ル タ

イム PCR を実施した。さらに、

ESC425 および EA40 の 2 株は遺伝

子 シ ーケンスに て 配 列決定 しバ

リアントを特定した。 

 

Ｃ．研究結果 

［１］astA 特異的 PCR 法の検討 
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プ ラ イ マ ー の 検 討 で は 、

Yamamoto らの PCR 法は濃いバン

ドの 検 体 ま た は陰性 検 体 の み で

あり、他の PCR 法は PCR 陽性検体

の 中 に薄いバンドの 検 体 も 存在

した。 

酵素の検討では、Quick Taq を用

い た場合 に非特 異 的反応 が認め

られず、陽性コントロールの濃い

バンドが確認されたが、他の酵素

で は非特 異 的反応や陽性 コ ン ト

ロ ー ル のバンドが薄い場合 が観

察された。 

①  astA 保有大腸菌分離陰性の

グループでは、Muller らと Ito ら

の PCR 法では薄いバンドの検体も

存 在 し た が 、 こ れ ら の 検 体 は

Yamamoto らの PCR 法ではバンド

が 確認さ れ な か っ た 。一方、②

astA 保有大腸菌分離陽性のグル

ープでは、全検体が全 PCR 法陽性

となった。 

特異性試験では、astA 保有大腸

菌 11 株は astAPCR 陽性であり、

その他の菌株は全て PCR 陰性であ

った。また、検出限界は 3.0～5.1 

log CFU/mL であった。 

［２］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立 

（１）試験検体の astA 確認試験

では、144 検体中 48 検体（33.3%）

が astA 陽性であった。 

（２）astA 保有大腸菌の添加回

収試験では、astA 陽性コロニーが

分離された検体の割合は、低菌数

接種群（7-18 CFU/ 25 g）では mEC

で 67.5%、NmEC で 72.5%であった。

増 菌 培 地 と 分 離 培 地 の 組 み 合 わ

せは、NmEC 培養の C-SMAC が最も

低く（50%）、mEC および NmEC 培養

の C-CHSTEC が最も高かった（65%）。

中菌数接種群（30-93 CFU/25 g）

では、mEC および NmEC ともに 100%

であった。増菌培地と分離培地の

組み合わせは、NmEC 培養の C-SMAC

が最も低く（67.5%）、その他の組

み合わせは約 100%であった。高菌

数接種群（105-307 CFU/25 g）で

は、いずれの増菌培地と分離培地

の組み合わせも 100%であった。 

（３）astA 陽性大腸菌自然汚染検

体での試験では、mEC で 41/48 検

体、NmEC で 36/48 検体が astA 陽

性であった。astA 陽性コロニーが

分離された検体の割合は、mEC で

52.1%、NmEC で 41.7%であった。増

菌 培 地 と 分 離 培 地 の 組 み 合 わ せ

は、NmEC 培養の C-CHSTEC が最も

低く（27.1%）、mEC 培養の C-CHSTEC

が最も高かった（45.8%）。 

［３］astA 特異的リアルタイム

PCR 法の開発 

バリアントの特定に供試した 14

株のうち、単一のバリアントのみ
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保有する株は 6 株、2 種類のバリ

アントを保有する株は 7 株、3 種

類のバリアントを保有する株は 1

株 で あ り 、 最 も 多 く の 株 が

prototype（4 株）を保有していた。

バリ ア ン ト間でミスマ ッチが少

ない astA 遺伝子の上流から下流

までの領域に全 astA 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 7 種類およ

びバリアント X 以外の全 astA 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 4

種類を設計した。特異性試験では、

Yamamoto らのコンベンショナル

PCR 法では、EA40 株のみ陽性であ

り、その他の株は全て陰性であっ

た。一方、EA40 株は、設計した全

11 種類のリアルタイム PCR 法で

陽性であり、ESC425 は全 astA 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

でのみ陽性となった。その他、26

菌種 30 株はいずれの PCR 法でも

陰性であった。遺伝子シーケンス

では、EA40 は prototype、ESC425

はバリアント X と同定された。 

 

D.考察 

astA 保有大腸菌のヒトに病原性

を 示 す株と 示 さ な い株がある こ

とが考えられるが、本研究では食

中 毒 事 例 が 発 生 し た 際 に 有 用 な

検 査 法 を 示 す こ と が 重 要 と 考 え

る 。 ま た 、他分担研 究 者 に よ る

astA 保有大腸菌および関連の大

腸 菌 の 解析に よ っ て 解 明 に つ な

が る知見が 得 ら れ る こ と が期待

される。 

［１］astA 特異的 PCR 法の検討 

供試するプライマーによって検

出結果が異なることが判明した。

その理由として、供試した食品中

の astA 遺伝子のバリアントによ

って、PCR の検出性が異なる可能

性や非特 異 的反応 の可能性 が 考

え ら れ た 。 判 定 が 容 易 であっ た

Yamamoto らの PCR 法を用いて酵

素を検討したところ、Quick Taq

を使用 し た 際 に 判 定 が 容 易 であ

ったため、Quick Taq を使用し改

め て プ ラ イ マ ー を 検 討 し た と こ

ろ、astA 保有大腸菌が分離陰性の

検体の中に Yamamoto らの PCR 法

陰性の検体が存在し、この検体の

他の PCR 法では結果が陽性であっ

たため、Yamamoto らの PCR 法を用

い る こ と でバンドの薄い陽性 検

体数が減り、判定が容易になると

考えられた。また、Yamamoto らの

PCR 法の特異性および感度が優れ

ることが示された。 

［２］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立 
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市販食品が astA 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。増菌培地につい

ては、astA 陽性コロニーが分離さ

れた検体の割合は、低菌数接種群

では mEC より NmEC がやや高い傾

向であった。なお、中菌数接種群

および高菌数接種群では、mEC お

よび NmEC ともに 100%であった。

以上から、mEC と NmEC はどちらも

astA 保有大腸菌の分離に有用で

あると考えられた。一方で、astA

保 有 大 腸 菌自然汚染検 体 で の試

験では、NmEC での増菌培養と C-

SMAC での分離培養の組み合わせ

は、食品によっては、その他の組

み 合 わ せ と比較し てやや劣る 結

果が認められたことから、分離培

地によっては astA 保有大腸菌の

分 離 に 適 さ な い 選 択 剤 の 組 み 合

わせがあることが推測された。分

離培地については、供試検体のう

ち、astA 陽性コロニーが分離され

た 検 体 の割合 は C-SMAC よ り も

CHSTEC および C-CHSTEC で高い傾

向であった。また、astA 保有大腸

菌自然汚染検体での試験でも、概

ね同様の傾向であった。以上から、

astA 保 有 大 腸 菌 の 分 離 で は 、

CHSTEC および C-CHSTEC が望まし

いと考えられる。中菌数接種群お

よび高菌数接種群では、astA 陽性

コ ロニー が 分 離 さ れ た 検 体 の割

合 は 100% で あ っ た た め 、 30 

CFU/25 g 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 astA 保有大腸菌の分離が期

待できることが示された。 

［３］astA 特異的リアルタイム

PCR 法の開発 

機能している astA を効率よく検

出することが、食品から astA を

検出する上で重要である。分担研

究者の大岡からバリアント X は

astA として機能していないこと

が予想さ れ る と の情報を 得 た た

め、astA の全バリアントを検出す

る案およびバリアント X 以外の全

バリ ア ン ト を 検 出 す る案をそれ

ぞれ複数設計した。今後、astA 特

異的リアルタイム PCR 法の特異性

を精査するためには、個々のバリ

ア ン ト の 代 表株を シ ーケンスに

より選出する必要がある。また、

感 度試験や食 品 へ の 応 用 性 に つ

いても検討を重ねる必要がある。

さらに、astA は他の細菌種でも検

出されるため、大腸菌の同時検出

についても考慮したい。 

 

E.結論 

様々な夾雑菌が存在する食品に

おいて、Yamamoto らのプライマー

セットを Quick Taq にて使用する
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PCR 法が、PCR 産物の電気泳動に

よ る 判 定 に お い て陽性 ま た は陰

性の判定が容易であり、特異性お

よ び 感 度 に 優 れ る こ と が 示 さ れ

たため、その方法を用いて複数の

自治体 と 食 品 検 査 法 を 検 討 し た

ところ、astA 保有大腸菌を 30 CFU

以上を食品 25 g に接種し、mEC ま

たは NmEC にて増菌培養し、C-SMAC、

CHSTEC および C-CHSTEC にて分離

培養する条件では、供試した全て

の検体で astA 保有大腸菌が分離

された。本研究での分離率の差を

考慮すると、astA 保有大腸菌が原

因と疑わ れ る 食 中 毒 事 例 対 応 の

際は、増菌培地として mEC を優先

して選択し、可能であれば NmEC の

併用 も 考慮し 、 分 離 培 地 と し て

CHSTEC および C-CHSTEC を選択す

る こ と で 分 離 効 率 が向上 す る と

考えられる。今後さらに多機関に

て検討を重ね、食品における astA

保 有 大 腸 菌 検 出 法 と し て 今 後提

案したい。また、astA 特異的リア

ルタイム PCR 法の候補を複数設計

したため、今後特異性および感度

を検討し、最も優れたものについ

て 食 品 へ の 応 用 性 を 評 価 す る 必

要性が考えられる。 
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