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研究要旨 

astA 保有大腸菌の検出への既存の astA 特異的コンベンショナル PCR 法

の応用を検討した。その結果、Yamamoto らの PCR 法におけるプライマーを

用いた場合、電気泳動での目的の PCR 産物のバンドの判定が容易であった。

また、反応酵素として、Quick Taq を用いた場合に、非特異的反応由来の

バンドが認められず、目的の PCR 産物のバンドが明瞭であった。この条件

にて、食中毒事例由来の astA 保有大腸菌、astA 保有大腸菌以外の食中毒

由来細菌および食品由来細菌を供試した特異性試験では、astA 保有大腸

菌のみ陽性となり、astA 非保有大腸菌を含むその他の細菌では全て陰性

であった。食品を用いた感度試験では、食品培養液 1 mL 当たりの astA 保

有大腸菌数が概ね 5.0 log CFU 未満において検出されたため、食品中の病

原細菌を検出する目的での使用に適当であると考えられた。以上より、食

品を対象とした astA 遺伝子の検出では、Yamamoto らの PCR 法におけるプ

ライマーおよび Quick Taq を酵素として用いることで効率的な試験が実

施可能と推測された。但し、本方法はコンベンショナル PCR 法であるため、

迅速性を改善するためにはリアルタイム PCR 法が必要であると考えられ

る。 
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Ａ．研究目的 

食品における培養法では、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、分離が困

難な場合がある。さらに、食中毒細

菌の食品汚染菌数レベルは低いこ

とが予想される。そのため、対象の

食中毒細菌特異的な遺伝子検出法

と培養法を組み合わせることによ

って、効率良く試験を実施するこ

とが重要である。そこで本研究で

は、既存の astA 特異的遺伝子検出

法について調査した。特に多数の

報告があるコンベンショナル PCR

法に着目し、astA 保有大腸菌を食

品から検出するために適した条件

について検討することを目的とし

た。 

 

Ｂ .研究方法 

（１）既存の astA 特異的 PCR 法の

プライマーの検討 

既存の astA 特異的 PCR 法が複数

存在するため、それらの食品での

応用性について検討した。 

１）astA 特異的 PCR 法の文献調

査  

既存の astA 特異的 PCR 法に関

する文献を調査した。また、各自

治体に業務にて使用している方

法を問い合わせ、7 自治体から寄

せられた回答とあわせ、情報収

集を行なった。 

２）食品検体  

市販の国産ベビーコーン 1 検

体（ベビーコーン 1）および国産

オクラ 2 検体（オクラ 1 および

オクラ 2）を供試した。 

３）食品の増菌培養 

各食品について、 25 g をそれ

ぞれ 3 枚のストマッカー袋に量

りとった（ n3）。ノボビオシン加

mEC（ NmEC、栄研化学）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。 

４）DNA 溶液の調製およびコンベ

ンショナル PCR 法 

各食品増菌培養液 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 4 つの文

献（ Ito らの方法、Hidaka らの方

法 、 Muller ら の 方 法 お よ び

Yamamoto らの方法）を参照した

プ ラ イ マ ー 4 セ ッ ト を 用 い て

astA 特 異 的 コ ン ベ ン シ ョ ナ ル

PCR 法を実施した（表 1）。なお、

Hidaka らの方法はプローブも含

めたリアルタイム PCR 法として

報告されているが、本試験では

プライマーのみを用いて検討し

た。また、カジトン培地に保存し

ている astA 保有大腸菌株 1 エー
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ゼを TSB 10 mL に接種し、 37℃

にて 18 時間培養した。培養液 0.1 

mL から熱抽出法によって DNA を

抽出し、陽性コントロールとし

て供試した。コンベンショナル

PCR 試薬には、TaKaRa Ex Taq（タ

カラバイオ）を用いた。機器は

ProFlex PCR System（サーモフィ

ッシャーサイエンティフィック）

を使用した。TaKaRa Ex Taq での

反応条件は、 98℃ 10 秒間、 98℃

10 秒間－ 55℃30 秒間－72℃１分

間の 30 サイクル、 72℃ 1 分間と

した。上記にて調製した希釈 DNA

溶液をコンベンショナル PCR 法

では 2.5 µL 加えた。 

（２）astA 特異的コンベンショナ

ル PCR 法の酵素の検討 

１）食品培養液 

（１）での３）で調製したオク

ラ 2 の培養液 1 および 3 を供試

した。 

２）分離培養法 

オクラ 2 の培養液 1 を Tryptic 

soy agar (TSA、 BD)およびクロ

モアガー STEC 基礎培地（CHSTEC、

クロモアガー社製造、関東化学

販売）に、オクラ 2 の培養液 3 を

TSA に画線し、 37℃にて 22 時間

培養した。 

３）DNA 溶液の調製およびコンベ

ンショナル PCR 法 

分離培地のコロニー密集部を

Sweep し、熱抽出により DNA を抽

出、Yamamoto らの astA 特異的コ

ンベンショナル PCR 法を実施し

た（表 1）。陽性コントロールと

して、上記（１）４）にて調製し

た DNA を供試した。PCR 酵素を検

討するため、AmpliTaq Gold（サ

ーモフィッシャーサイエンティ

フィック）、TaKaRa Ex Taq およ

び Quick Taq HS DyeMix（東洋

紡）の 3 種類の酵素を供試した。

また、プライマー終濃度が 0.2 

µM となるよう調製した。機器お

よび Ex Taq での反応条件は、上

記の通り実施した。Quick Taq で

の反応条件は、94℃2 分間、94℃

30 秒間－ 55℃30 秒間－68℃１分

の 30 サイクル、 68℃ 5 分間とし

た。AmpliTaq での反応条件は、

95℃ 10 分間、95℃30 秒間－ 55℃

30 秒間－72℃１分の 30 サイク

ル、 72℃2 分間とした。 

（３）Quick Taq を使用た astA 特

異的コンベンショナル PCR 法のプ

ライマーの検討 

（２）にて検討し決定した Quick 

Taq を用い、（１）にて検討した Ito

らの方法、Muller らの方法および

Yamamoto らの方法のプライマー

について改めて検討した。 

１）供試 DNA 
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分担研究者の大西が昨年度に

報告した食品における astA 保有

大腸菌の汚染実態調査にて供試

した食品培養液の抽出 DNA を使

用した。汚染実態調査のスクリ

ーニング PCR 法（ Muller らの

Multiplex PCR 法）にて astA 特

異的バンドが確認された検体に

ついて、① astA 保有大腸菌分離

陰性グループ：釣菌した 20 コロ

ニーのうち astA 保有大腸菌が分

離 さ れ な か っ た 検 体 お よ び ②

astA 保有大腸菌分離陽性グルー

プ： astA 保有大腸菌が分離され

た検体、の 2 グループに分けた。

両グループともに多様な食品を

選択し、その DNA を下記の PCR

法へ供試した。 

２）コンベンショナル PCR 法 

（１）での４）にて記載の Ito

ら、Muller らおよび Yamamoto ら

の astA 特異的コンベンショナル

PCR 法を実施した。酵素は、（２）

での３）にて記載の Quick Taq を

用いた。陽性コントロールとし

て、上記（１）４）にて調製した

DNA を供試した。 

（ ４ ） Quick Taq を 使 用 し た

Yamamoto らの PCR 法における特

異性の検討 

（１）〜（３）にて検討した結果

優れていた PCR 法の条件について

特異性を検討した。 

１）菌株  

食品由来細菌および食中毒事

例由来の astA 保有大腸菌を含む

細菌 26 種 41 株を供試した（表

２）。 

２） DNA 溶液の調製  

-80℃ に 冷 凍 保 管 さ れ て い る

菌株 1 エーゼを TSB 5 mL に接種

し、 37℃にて 18 時間培養した。

菌培養液を NucleoSpin Tissue

キット（タカラバイオ）を用いた

DNA 抽出に供試した。抽出 DNA の

濃度を Quantus（プロメガ）によ

って測定した。抽出 DNA 溶液を

滅菌 DW にて 2 ng/µL の濃度に希

釈した。この希釈 DNA 溶液をテ

ンプレートとした。 

３）astA 特異的コンベンショナ

ル PCR 法の特異性試験 

（ １ ） で の ４ ） に て 記 載 の

Yamamoto らの astA 特異的コン

ベンショナル PCR 法を実施した。

酵素は、（２）での３）にて記載

の Quick Taq を用いた。陽性コ

ントロールとして、上記（１）４）

にて調製した DNA を供試した。 

（ ５ ） Quick Taq を 使 用 し た

Yamamoto らの PCR 法における感

度の検討 

（１）〜（３）にて検討した結果

優れていた PCR 法の条件にて感度
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を検討した。astA 保有大腸菌は幅

広 い 食 品 か ら 分 離 さ れ て い る た

め、複数種の食品からの培養液を

利用した。 

１）菌株  

集 団 食 中 毒 事 例 由 来 の astA

保有大腸菌 4 株（AST19、AST46、

AST73 および AST205）を供試し

た。 

２）食品検体  

市販の国産豚肉、輸入エビお

よび国産ベビーコーン（ベビー

コーン 3）を供試した。 

３） DNA 溶液の調製  

カジトン培地に保存している

4 株の 1 エーゼ（10 µL）をそれ

ぞれ TSB 10 mL に接種し、 37℃

にて 18 時間培養した。各食品検

体を 25 g 採取し、modified EC

培地（mEC、日水製薬）225 mL を

加えて 1 分間ストマッカー処理

し、 42℃にて 22±2 時間培養し

た。この食品培養液にて astA 保

有大腸菌 4 菌株の増菌培養液を

10 倍階段希釈し、菌接種鶏肉培

養液（想定 8～3 log cfu/mL 食

品培養液）を調製した。菌接種食

品培養液各 100 µL を上記アルカ

リ熱抽出法に供試した。抽出 DNA

を下記 PCR 法のテンプレートと

した。 

４）コンベンショナル PCR 法 

（ １ ） で の ４ ） に て 記 載 の

Yamamoto らの astA 特異的コン

ベンショナル PCR 法を実施した。

酵素は、（２）での３）にて記載

の Quick Taq を用いた。各 3 反

応実施した。陽性コントロール

として、上記（１）４）にて調製

した DNA を供試した。 

 

Ｃ．研究結果 

（１）既存の astA 特異的 PCR 法の

プライマーの検討 

各種 PCR 法の電気泳動像から、

バンドの濃さなどの判定し易さ

を含め結果とした（表３）。ベビ

ーコーン 1 の培養液 1 および 2

では、4 種類の PCR 法いずれも陽

性であり、そのバンドの濃さは

陽性コントロールと同等であっ

た。Ito らの PCR 法はオクラ 1 の

培養液 3 以外全て PCR 陽性とな

った。 Hidaka らの PCR 法では、

オクラ 1 およびオクラ 2 の培養

液 2 以外が PCR 陽性となり、

Muller らの PCR 法はオクラ 1 の

培養液 1、3 およびオクラ 2 の培

養液 2 以外が PCR 陽性となった。

Yamamoto らの PCR 法はベビーコ

ーン 1 の培養液 1 および 2 以外

全て PCR 陰性となった。 

（２）astA 特異的コンベンショナ

ル PCR 法の酵素の検討 
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各種 PCR 法の電気泳動像から、

バンドの濃さの程度を判定した

（表４）。AmpliTaq を用いた場合、

3 種類のいずれの DNA でも非特

異的反応は認められなかったが、

陽性コントロールでのバンドは

他の 2 つの酵素よりも薄かった。

ExTaq を用いた場合、3 種類のい

ずれの DNA でも非特異的反応が

強く認められ、陽性コントロー

ルでは濃いバンドが確認された。

Quick Taq を用いた場合、3 種類

のいずれの DNA でも非特異的反

応は認められず、陽性コントロ

ールでは濃いバンドが確認され

た。 

（３）Quick Taq を使用した astA

特異的コンベンショナル PCR 法の

プライマーの検討 

① astA 保有大腸菌分離陰性グ

ループでは 8 食品、② astA 保有

大腸菌分離陽性グループでは 5

食品を対象とした（表５）。各種

PCR 法の電気泳動像から、バンド

の 濃 さ の 程 度 を 判 定 し た 。 ①

astA 保有大腸菌分離陰性のグル

ー プ で は 、 豚 レ バ ー 検 体 は

Muller らの PCR 法陽性の一方、

Ito らの PCR 法では薄いバンド

が確認され、Yamamoto らの PCR

法ではバンドが確認されなかっ

た。また、オクラ 3 の検体では

Ito ら の PCR 法 陽 性 の 一 方 、

Muller らの PCR 法では薄いバン

ドが確認され、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

離陽性のグループに含まれる 5

つの抽出 DNA は、いずれも供試

した 3 種類の PCR 法陽性となっ

た。 

（ ４ ） Quick Taq を 使 用 し た

Yamamoto らの PCR 法における特

異性の検討 

astA 保有大腸菌 11 株は、astA

特異的コンベンショナル PCR 法

陽性であった（表２）。その他の

菌株では、供試した 30 株全て

PCR 陰性であった。 

（ ５ ） Quick Taq を 使 用 し た

Yamamoto らの PCR 法における感

度の検討 

3 反応中 3 反応陽性の場合に

陽性と判定し、最も希釈された

陽性となった最大希釈段を検出

限界とした。供試した 4 菌株の

結果を総合すると、検出限界は

豚 肉 と エ ビ で は 5.3 ～ 590 

CFU/PCR tube（ =3.0～ 5.1 log 

CFU/mL）、ベビーコーンでは 29～

490 CFU/PCR tube（ =3.8～ 5.0  

log CFU/mL）であった（表 6）。

AST205 ではいずれの食品でも検

出 限 界 が お お む ね 5.0 log 
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CFU/mL であった。AST19、AST46

および AST73 の 3 株では、検出

限界は豚肉とエビでは 5.3～ 17 

CFU/PCR tube（ =3.0～ 3.1 log 

CFU/mL）、ベビーコーンでは 29～

45 CFU/PCR tube（ =3.8～4.0 log 

CFU/mL）であった。 

 

Ｄ．考察  

文献調査では、既存の astA 特異

的 PCR 法が多数存在することが判

明した。その中で、4 種類のプライ

マーセットを用いたコンベンショ

ナル PCR 法について食品培養液由

来の DNA を用いて増幅性を確認し

たところ、PCR 法によって検出結果

が異なることが判明した（表３）。

その理由として、astA 遺伝子には

多数のバリアントが報告されてい

る。そのため、供試した食品中の

astA 保有大腸菌の astA 遺伝子の

バリアント型によっては、PCR の検

出性が異なる可能性が考えられた。

また、食品は多様な細菌種が含ま

れているため、それらの細菌が保

有している遺伝子配列と PCR 法の

プライマー配列が似ていた場合に

非特異的反応が生じた可能性も考

えられた。コンベンショナル PCR 法

では、電気泳動のバンドが薄いと

判定が困難となる。そこで、PCR 陽

性と PCR 陰性の判定が容易であっ

た Yamamoto らの PCR 法のプライマ

ーについて、さらに検討を進める

こととした。 

Yamamoto らの PCR 法が陰性の食

品培養液を分離培地へ画線し、生

育したコロニーをかき取って抽出

した DNA について 3 種類の酵素を

用いて Yamamoto らの PCR 法を検討

したところ、Quick Taq では陽性コ

ントロールのバンドが濃くかつ非

特 異 的 反 応 が 確 認 さ れ な か っ た

（表４）。一方、その他の 2 種類の

酵素では、非特異的反応が観察さ

れたもしくは陽性コントロールの

バンドが他の酵素よりも薄かった。

そのため、Yamamoto らの PCR 法の

プライマーを Quick Taq にて反応

させる条件が食品の PCR 法として

比較的優れると考えられた。 

Quick Taq を使用した 3 種類の

プライマーセットでの astA 特異的

コンベンショナル PCR 法の検討で

は、astA 保有大腸菌が分離陽性の

検体からは 3 種類の PCR 法のいず

れも陽性であったが、astA 保有大

腸菌が分離陰性の検体のうち 2 検

体はその他の PCR 法では陽性また

はバンドが薄く見える程度であっ

たが Yamamoto らの PCR 法は陰性で

あった。食品を対象とした病原細

菌の試験では、PCR 法が陽性にもか

かわらず分離培養法が陰性の場合、
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その PCR 法の結果が偽陽性ではな

いかと疑われる場合がある。本試

験の結果から、Yamamoto らの PCR

法を用いることでバンドの薄い陽

性検体が観察される数が減り、結

果として判定が容易であることが

予想された。 

Yamamoto らの PCR 法について食

品から分離される複数の菌株を用

いて試験したところ、astA 保有大

腸菌のみ陽性となり、特異性に優

れることが判明した（表２）。また、

食品を用いた感度では、3 種類の食

品とも検出限界が約 5 log CFU/mL

未満となり、コンベンショナル PCR

としては比較的優れると考えられ

た。AST205 を除く 3 株の試験結果

では、約 10 倍感度が向上した。

AST205 は、いずれの食品でも検出

限界値が他の株よりも高かったた

め、DNA 抽出効率が他よりも低いな

どの原因が考えられた。 

 

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

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。そ

のため、今後食品を対象に astA 遺

伝子を検出する場合にはコンベン

ショナル PCR 法ではこの方法が効

率的な試験に有用と考えられた。 
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表1. 既存のastA 特異的PCR法

Assay プライマー 産物
(bp)

引⽤ 本試験
での検討

EASTOSl: GCCATCAACACAGTATATCCG 109 有
EASTOAS2: CGCGAGTGACGGCTTTGTAG
EAST-1S : GCCATCAACACAGTATATCC* 88 ー
astA-150R: TTCCATGACACGAAGCGCAG
MP-astA-F: TGCCATCAACACAGTATATCCG 102 有
MP2-astA-R: ACGGCTTTGTAGTCCTTCCAT
F: GCCATCACAGTATATCCG 108 ー
R: GCGAGTGACGGCTTTGTAGT 
EAST11-a: CCATCAACACAGTATATCCGA 111 有
EAST11-b: GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT
EAST-1S: GCCATCAACACAGTATATCC 106 ー
EAST_AS: GAGTGACGGCTTTGTAGTCC
astA-61f: ATGCCATCAACACAGTATATCCG 111 有**
astA-171r: CGCGAGTGACGGCTTTGTA
astA-pro: (VIC) CATCCAGTTATGCATCGTG (MGB)
astAkReal_s: RCATCCAGTTATGCATCGTG 88 ー
astAkReal_a: TCAGGTCGCGAGTGACG
astAk_TET/BHQp: (Cy3) TGCGCTTCGTGTCATGGAAGGACTA (BHQ2)

*Yatsuyanagiらのプライマー
**コンベンショナルPCRの条件にて、astA-61fおよびastA-171rのみ供試し検討

コンベンショナル
PCR法

リアルタイム
PCR法

Hidaka et al., J. Appl. Microbiol. 106:
410‒420, 2009

Ito et al., Microbiol.
Immunol.58(8):467-473, 2014

H21年度細菌研修（初級者対象）遺伝
⼦検査法

Kawase et al., Jpn. J. Infect. Dis. 71:
79‒84, 2018

Ruttler et al., BIOCELL 30(2):301-308,
2006

Yatsuyanagi et al., JCM 40(1): 294-
297, 2002

Yamamoto and Echeverria., Infect.
Immun. 64(4):1441-1445, 1996

Muller et al., Appl. Environ. Microbiol.
73(10):3380-3390, 2007
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表2. ⾷品由来細菌および⾷中毒細菌におけるastA 特異的PCR法による検出結果

Arcobacter butzleri 1 0
Arcobacter cryaerophilus 1 0
Arcobacter skirrowii 1 0
Bacillus cereus 1 0
Campylobacter coli 1 0
Campylobacter jejuni 1 0
Citrobacter freundii 1 0
Enterobacter cloacae 1 0
Enterobacter aerogenes 1 0
Escherichia albertii 1 0
Escherichia coli
      Type strain 1 0
   astA 保有⼤腸菌 11 11
Escherichia fergusonii 1 0
Escherichia hermannii 1 0
Hafnia alvei 1 0
Klebsiella oxytoca 1 0
Morganella morganii subsp. Morganii 1 0
Proteus mirabilis 1 0

Salmonella enterica subsp. enterica
serover Typhimurium

1 0

Shigella boydii 4 0
Shigella dysenteriae 2 0
Shigella flexneri 1 0
Shigella sonnei 1 0
Staphylococcus aureus 1 0
Vibrio parahaemolyticus 1 0
Yersinia enterocolitica 1 0
Yersinia pseudotuberculosis 1 0

合計 41 11
*YamamotoらのastA 特異的コンベンショナルPCR法をQuickTaqを⽤いて試験した

菌種 供試菌
株数

コンベンショナル
PCR法陽性株数*
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表 3. ⾷品培養液の各種 astA 特異的 PCR 法の結果 

 
*ポジコンと同等のバンドを+++とした 
**薄いバンドを±とした 
 
 
 
表 4. 各種酵素を⽤いた astA 特異的 PCR 法の結果

 
*Yamamoto らの astA 特異的コンベンショナル PCR 法を試験した 
**Tryptic soy agar 上のコロニーを Sweep し、PCR を実施した 
***クロモアガーSTEC 基礎培地上のコロニーを Sweep し、PCR を実施した 

Ito Hidaka Muller Yamamoto
ベビーコーン 1 +++** +++ +++ +++

2 +++ +++ +++ +++
3 + + + −

オクラ1 1 ± − − −
2 ± − ± −
3 − − − −

オクラ2 1 ++ + ± −
2 + − − −
3 ++ + + −

⾷品 培養液番号
コンベンショナルPCR法

特異的

バンド

⾮特異的

バンド

特異的

バンド

⾮特異的

バンド

特異的

バンド

⾮特異的

バンド

オクラ2 1 TSA** ー ー ー ＋＋＋ ー ー

1 CHSTEC*** ー ー ー ＋＋＋ ー ー

3 TSA ー ー ー ＋＋＋ ー ー

陽性コントロール ＋＋ ー ＋＋＋ ー ＋＋＋ ー

検体
培養液

番号

コンベンショナルPCR法の酵素*

AmpliTaq ExTaq Quick Taq分離

培地
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表 5. 汚染実態調査の astA スクリーニング試験陽性⾷品検体における各種コンベンショナ
ル PCR 法の結果 

 
* 酵素は QuickTaq を使⽤した 
** 電気泳動での PCR 産物のバンドが濃い場合を+とした 
*** 電気泳動での PCR 産物のバンドが薄い場合を±とした 
 
 
 
表 6. ⾷品を⽤いた astA 特異的コンベンショナル PCR 法*の検出限界 

 
*Yamamoto らの astA 特異的コンベンショナル PCR 法を QuickTaq を⽤いて試験した 

Ito Muller Yamamoto
若鶏もも⾁（国産） ＋** ＋ ＋
豚レバー（国産） ±*** + -
⽜シマチョウ（北海道、解凍） ＋ ＋ ＋
バナメイエビ（解凍） ＋ ＋ ＋
⽣真さば2枚おろし（北海道） ＋ ＋ ＋
オクラ3（フィリピン） + ± -
オクラ4（フィリピン） ＋ ＋ ＋
ベビーコーン2（タイ） ＋ ＋ ＋
若鶏もも⾁(国産、⽪なし) ＋ ＋ ＋
豚レバー（国産） ＋ ＋ ＋
和⽜せんまい（国産） ＋ ＋ ＋
すずき切り⾝ ＋ ＋ ＋
オクラ5（タイ） + + +

⾷品（産地や状態）グループ
コンベンショナルPCR法*

①astA保有⼤腸菌
分離陰性

②astA保有⼤腸菌
分離陽性

豚⾁ エビ ヤングコーン

AST19 3.0 3.0 3.9
AST46 3.1 3.1 3.8
AST73 3.5 3.5 4.0
AST205 5.1 5.1 5.0

検出感度 (log CFU/mL)
astA 保有⼤腸菌株
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