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研究要旨 

astA 保有大腸菌の食品での検査法として、リアルタイム PCR 法の開発

が期待されている。また、近年 astA の遺伝子多型（バリアント）が明ら

かになっているため、本研究では、astA のバリアントに着目して、リア

ルタイム PCR 法のプライマーおよびプローブ候補を新規に設計した。そ

の結果、astA の現在判明している全バリアントを検出するプライマーお

よびプローブセット案と astA として機能していないことが予想される

バリアント X（大岡らの解析）以外の全バリアントを検出するプライマー

およびプローブセット案をそれぞれ複数設計した。それらは、astA 陰性

の各種食中毒細菌や食品由来細菌を増幅しなかったことから特異性が高

いことが示された。今後は、各バリアントの増幅性を確認し、感度につ

いても評価を進めたい。 
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Ａ．研究目的 

astA 保有大腸菌の食品での検査

法として、astA 遺伝子特異的な遺

伝子検出法が有用であると考えら

れ、コンベンショナル PCR 法やリア

ルタイム PCR 法が既に複数報告さ
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れている。特に、様々な細菌が混在

する食品から astA 保有大腸菌を検

出するためには、特異性が高く迅速

な判定が可能なリアルタイム PCR

法のプローブ法の活用が適してい

ると考えられる。 

一方で、astA 遺伝子には、その

遺伝子配列の違いから複数の遺伝

子多型（バリアント）が報告されて

いる（ Silva et al., BMC Microbiol. 

2014, 14:135; Maluta et al, FEMS 

Microbiol. Lett. 2017, 364:6）。

分担研究者の大岡の解析では、全バ

リアントの中には astA として機能

していないことが予想されるバリ

アントも存在することが示されて

い る （ 詳 細 略 、 Personal 

communication）。そこで本研究では、

日 本 の 集 団 食 中 毒 事 例 由 来 株 の

astA バリアントを同定し、それら

のバリアントを包括的に検出可能

なリアルタイム PCR 法を新規に開

発することを目的とした。 

 

Ｂ.研究方法 

（１）集団食中毒事例由来 astA 保

有大腸菌のバリアントの特定  

１）菌株  

astA 保有大腸菌による集団食

中毒事例由来株 14 株を供試した

（表１）。 

２）astA 配列取得  

14 株のうち 7 株については、

分担研究者の伊豫田から MiSeq

（イルミナ）にて取得した配列

が提供された。その他 7 株につ

いては、国衛研にて以下の方法

に て 配 列 取 得 し た 。 菌 株 を

Tryptone soya broth (TSB、オ

キソイド)中で 37℃にて 18 時間

培 養 し た 。 こ の 菌 培 養 液 を

NucleoSpin Tissue キット（タカ

ラバイオ）を用いて DNA を抽出

し、抽出 DNA の濃度を Quantus

（プロメガ）によって測定した。

Nextera XT DNA Library Prep キ

ット（イルミナ）または Illumina 

DNA prep キット（イルミナ）を

用いてライブラリーを調整した。

ラ イ ブ ラ リ ー の サ イ ズ は

TapeStation（アジレント・テク

ノ ロ ジ ー ） を 用 い て 確 認 し 、

MiniSeq にて配列取得した。 

３）バリアントの特定  

得られた配列は、分担研究者

の大岡が astA の各種バリアント

リファレンス配列と照合、バリ

アントを特定した。 

（２）プライマーおよびプローブ設

計領域の選定  

astA の各種バリアントリファ

レンス配列について、astA 遺伝

子の上流および下流を含めた領

域を抜き出し、アライメントした。
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各種バリアントで共通した配列

について、プライマーおよびプロ

ーブを設計可能な領域とした。 

（３）プライマーおよびプローブ候

補の設計 

プライマー等設計支援ソフト

ウェアである Primer3（ http://b

ioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/）

にてプライマーおよびプローブ

候補を設計した。設計されたプラ

イマーおよびプローブ候補を as

tA リファレンス配列と比較し、

設計したプライマーおよびプロ

ーブ候補配列の末端に１塩基多

型が存在しない候補を選定した。

また、分担研究者の大岡から、as

tA を保有する腸管出血性大腸菌

の多くがバリアント X の astA を

保有することおよびバリアント

X の配列は 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プライマ

ーおよびプローブ候補も設計し

た。選定されたプライマーおよび

プローブ候補のオリゴを合成し

た。なお、プローブは、FAM の蛍

光標識を選択した。 

（４）特異性試験  

１）菌株  

各種食中毒細菌や食品由来細

菌の合計 26 菌種、32 株を供試し

た（表１）。これらは、腸管病原

性大腸菌（ EPEC）および腸管出血

性大腸菌（ EHEC）の各 1 株、大腸

菌 と 近 縁 の Escherichia 

albertii の標準株（ JCM  17328T）

お よ び 散 発 下 痢 症 患 者 由 来 株

（ EA40）が含まれた（表１）。 

２） DNA 溶液の調製  

菌株を TSB 中で 37℃にて 18 時

間 培 養 し た 。 こ の 菌 培 養 液 を

NucleoSpin Tissue キットを用

いた DNA 抽出に供試した。抽出

DNA の濃度を Quantus によって測

定した。抽出 DNA 溶液を滅菌蒸

留水（ DW）にて 2 ng/μL の濃度

に希釈した。この希釈 DNA 溶液

をリアルタイム PCR のテンプレ

ートとした。 

３）astA 特異的コンベンショナ

ル PCR 法 

Yamamoto らの方法のプライマ

ーを用いて astA 特異的コンベン

ショナル PCR 法を実施した（表

２）。陽性コントロールとして、

astA 保有大腸菌の培養液から熱

抽出した DNA を供試した。コン

ベ ン シ ョ ナ ル PCR 試 薬 に は 、

Quick Taq HS DyeMix（東洋紡）

を⽤いた。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。 
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４）リアルタイム PCR 法 

設計した Assay 1〜11（表２）

のプライマーおよびプローブに

てリアルタイム PCR をそれぞれ

行った。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。上記にて調製した希

釈 DNA 溶液を 5 µl 加えた。 1 つ

の DNA 溶液につき 2 反応実施し

た。機器は QuantStudio 3 また

は QuantStudio 5（サーモフィッ

シャーサイエンティフィック）

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 40 サイクル増幅反

応させた。2 反応中 2 反応陽性の

場合に陽性と判定した。 

（５）遺伝子シーケンスによる配列

決定  

供試した 28 株のうち、E. coli 

ESC425 および E. albertii EA40

の 2 株について、上記にて抽出

した各 DNA を鋳型として供試し、

Silva らのシークエンス用プラ

イ マ ー （ Silva et al., BMC 

Microbiol. 2014, 14:135）にて

PCR 反応による増幅を行った（表

２）。PCR 反応には、TaKaRa Ex Taq

（タカラバイオ）を使用した。ま

た、プライマーの終濃度を 0.4 

µM に調製した。98℃10 秒の熱変

性ののち、 98℃10 秒－50℃5 秒

－72℃90 秒を 35 サイクルの増

幅反応後、 72℃で 5 分間反応さ

せた。PCR 産物を電気泳動した。

ExoSAP-IT PCR Product Cleanup 

Reagent（サーモフィッシャーサ

イエンティフィック）によって

PCR 産物を精製した。精製 PCR 産

物 を BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit（サーモフ

ィッシャーサイエンティフィッ

ク）を用いた cycle sequencing

に供試した。Cycle sequencing

には、上記 PCR 反応と同一のプ

ラ イ マ ー を 用 い た 。 Cycle 

sequencing 産物は、エタノール

沈殿にて精製した。遺伝子配列

は 、 Applied Biosystems 

SeqStudio Genetic Analyzer（サ

ーモフィッシャーサイエンティ

フィック）を用いた遺伝子シー

ケンスにて決定した。決定した

配列について、astA リファレン

ス配列と比較した。 

 

Ｃ.研究結果 

（１）集団食中毒事例由来 astA 保

有大腸菌のバリアントの特定  

１）バリアントの特定  

供試した 14 株のうち、単一の

バリアントのみ保有する株は 6
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Ｃ.研究結果 

（１）集団食中毒事例由来 astA 保

有大腸菌のバリアントの特定  

１）バリアントの特定  

供試した 14 株のうち、単一の

バリアントのみ保有する株は 6

 

株あり、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 株であっ

た（表１）。最も多くの株が保有

するのは、prototype（ 4 株）であ

った。 

（２）プライマーおよびプローブ設

計領域の選定  

バリアント間でミスマッチが

少ない astA 遺伝子の上流および

下流までの範囲をプライマーお

よびプローブ設計可能範囲と選

定した（図 1）。 

（３）プライマーおよびプローブ候

補の設計 

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

ーブセットを 7 種類（Assay 1、

Assay 2、Assay 3、Assay 4、Assay 

5、Assay 6 および Assay 9）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

を 4 種類（Assay 7、Assay 8、

Assay 10 および Assay 11）設計

した（表２）。 

（４）特異性試験  

Yamamoto らのコンベンショナ

ル PCR 法では、E. albertii EA40

株のみ陽性であり、その他 26 菌

種 31 株は全て陰性であった（表

１）。 

供試した E. albertii EA40 株

は、設計した全 11 種類のリアル

タイム PCR 法で陽性となった（Ct

値：15.6〜19.0）。また、Assay 1

〜 Assay 6 および Assay 9 におい

て、 E. coli ESC425 株は陽性と

なった（Ct 値：20.6〜32.6）。特

に、Assay 6 では、 ESC425 株の

Ct 値が 20.6 と最も低かった。そ

の他、 26 菌種 30 株はいずれの

PCR 法でも陰性であった。 

（５）遺伝子シーケンスによる配列

決定  

E. albertii EA40 は、astA リ

フ ァ レ ン ス 配 列 の 中 の

Prototype と 100%配列が一致し

たため、prototype と同定された

（図２）。また、E. coli ESC425

は、バリアント X と 100%配列が

一致したため、バリアント X と

同定された。 

 

Ｄ .考察  

astA については、その病原性が

現時点で明確になっておらず、過去

には astA 保有大腸菌が様々な食品

から検出されたと報告されている

（濱﨑ら、腸管病原性大腸菌の検出

方法に関する研究、平成 20 年度福

岡県保健環境研究所年報）。そのた

め、機能している astA を効率よく

検出することが、食品や患者から
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astA を検出する上で重要である。

本研究の過程で、分担研究者の大岡

から astA 保有の腸管出血性大腸菌

の多くがバリアント X の astA を保

有すること、さらに、バリアント X

の配列からこのバリアントは 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。その情報を

参考に、astA の全バリアントを検

出するプライマーおよびプローブ

セット案とバリアント X 以外の全

バリアントを検出するプライマー

およびプローブセット案をそれぞ

れ複数設計した。 

本研究にて、集団食中毒事例由

来株の astA のバリアントを同定し

たが、種類の異なる複数のバリアン

トを複合的に保有する株が半数以

上を占めていた。今後、開発してい

る 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選出し、そ

の株を用いた特異性試験を実施す

る必要がある。そのためには、1 種

類の astA バリアントを保有する各

バリアントの代表株を決めるため

にシーケンス反応による astA の配

列決定が必要である。次に、十分な

特異性を示したプライマーおよび

プローブセット案について、食品を

用いた感度試験を実施する必要が

ある。ゲノム上に複数の astA をコ

ードする株や astA をコードするプ

ラスミドを複数個保有する株も存

在するため、供試する菌株の選定に

は注意を要することが予想される。

さらに、実際の食品への応用性につ

いても、培養法の利用と併せて検討

を重ねる必要がある。 

また、本研究では astA 保有大腸

菌の食品での検査法の確立を最終

目 的 と し て い る が 、 本 試 験 で E. 

albertii が astA を保有していたよ

うに、astA は他の細菌種でも検出

される可能性がある。astA 保有大

腸菌が原因と予想される食中毒事

例の検査の際には、astA の検出に

加えて大腸菌も同時に検出するこ

とが求められる可能性がある。 

 

Ｅ .結論  

astA の現在判明している全バリ

アントを検出するプライマーおよ

びプローブセット案とバリアント

X 以外の全バリアントを検出する

プライマーおよびプローブセット

案をそれぞれ複数設計した。今後、

これらの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。 

 

Ｆ .健康危険情報 

なし 
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図1. astA特異的リアルタイムPCR法のプライマーおよび
プローブ設計可能領域

論⽂投稿の都合により、
配列は伏せさせていた

だきます
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表1. 開発したリアルタイムPCRの特異性試験へ供試した菌種と結果

Assay 1 Assay 2 Assay 3 Assay 4 Assay 5 Assay 6 Assay 7 Assay 8 Assay 9 Assay 10 Assay 11
Arcobacter butzleri 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Arcobacter cryaerophilus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Arcobacter skirrowii 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus cereus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Campylobacter coli 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Campylobacter jejuni 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Citrobacter freundii 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacter cloacae 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacter aerogenes 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Escherichia albertii

EA1T 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EA40 1 1 1 (18.0) 1 (15.7) 1 (18.3) 1 (17.6) 1 (16.2) 1 (17.7) 1 (15.6) 1 (18.0) 1 (19.0) 1 (17.7) 1 (18.7)

Escherichia coli
ESC67 (EPEC) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ESC425 (EHEC) 1 0 1 (29.8) 1 (29.7) 1 (32.6) 1 (32.6) 1 (29.5) 1 (20.6) 0 0 1 (28.4) 0 0

Escherichia fergusonii 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Escherichia hermannii 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hafnia alvei 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Klebsiella oxytoca 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Morganella morganii subsp. Morganii 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Proteus mirabilis 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Salmonella enterica subsp. enterica seroverTyphimurium 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Shigella boydii 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Shigella dysenteriae 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Shigella flexneri 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Shigella sonnei 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vibrio parahaemolyticus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Yersinia enterocolitica 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Yersinia pseudotuberculosis 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
* YamamotoらのPCR法をQuickTaqにて試験した
**Duplicateしたwellの平均Ct値

菌種
供試
株数

リアルタイムPCR陽性数 (Ct値**)コンベンショナル
PCR陽性数*
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表2. 供試したastA 特異的PCR法のプライマーおよびastA 特異的リアルタイムPCR法のプライマーおよびプローブ候補

名称 ⽬的
プライマーおよびプローブ
（蛍光およびクエンチャー標識）

産物
(bp)

Yamamotoらの astA の検出 EAST11-a: CCATCAACACAGTATATCCGA 111
コンベンショナルPCR法 EAST11-b: GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT
Assay 1 全astA バリアントの検出

Assay 2 全astA バリアントの検出

Assay 3 全astA バリアントの検出

Assay 4 全astA バリアントの検出

Assay 5 全astA バリアントの検出

Assay 6 全astA バリアントの検出

Assay 7 バリアントX以外の
全astAバリアントの検出

Assay 8 バリアントX以外の
全astAバリアントの検出

Assay 9 全astA バリアントの検出

Assay 10 バリアントX以外の
全astAバリアントの検出

Assay 11 バリアントX以外の
全astAバリアントの検出

Silvaらのシーケンス反応 astA のシーケンス反応 EAST13a: AGAACTGCTGGGTATGTGGCT 281
EAST12b: CTGCTGGCCTGCCTCTTCCGT

論⽂投稿の都合により、
配列等は伏せさせていた

だきます

− 83 −




