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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

腸菌を中心に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、astA 保有大腸菌の食品検査法について、食品培養液からの astA 検出性に

優れる既存のコンベンショナル PCR を明らかにし、それを増菌培養法および分離培養法

と組み合わせて多種類の食品にて有用な方法を検討した。また、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検出系を複数設計した（２）病

原大腸菌の検出指標遺伝子および病原性発現解析では、35種類の遺伝子バリアント（V1-

V35）について、①保有株数の多い主要なバリアントの種類、②欠損して機能しないと

思われるバリアント、③各バリアントの局在や株あたりのコピー数、④大腸菌進化系統

における astA 遺伝子保有株の分布、⑤各バリアントをコードする挿入配列 IS1414の構

造などが明らかとなった。（３）病原大腸菌食中毒事例株の解析では、EAST1 の発現解析

として、ウェスタンブロッティングによる検出手法を確立し、有症例由来大腸菌におい

てEAST1ペプチドの発現を確認した。培養細胞感染試験では、O166:H15および OgGp9:H18

において細胞接着性が認められた。全ゲノム配列解析では、有症事例株間の関連性は見

出されず、astA陽性大腸菌は系統的に多様であることが判明した。（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

の食品での汚染実態調査を行った結果、鶏肉、豚内臓肉、輸入オクラ、輸入ベビーコー

ンで astA 保有大腸菌の汚染が強く認められ、これらの食品が食中毒予防のための最重

要食品になると思われる。また、（５）緊急的追加研究として、令和３年６月に富山市

内小学校等給食で提供された牛乳による大規模食中毒の原因物質が「病原大腸菌

OUT(OgGp9):H18（疑い）」とされたが、本菌の病原性について引き続き検討を行った。 
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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 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。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
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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。これらの研究について、分

担研究（１）病原大腸菌食中毒の食

品検査法確立、（２）病原大腸菌の

検出指標遺伝子および病原性発現

解析、（３）病原大腸菌食中毒事例

株の解析、（４）食品中の病原大腸

菌の汚染実態および制御法にて実

施する。 

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

令和３年度に緊急的追加研究とし

て開始し、令和４年度も継続して実

施した。 

 

Ｂ.研究方法 

（１）病原大腸菌食中毒の食品検

査法確立 

［１］ astA 特異的 PCR 法の検討 

2 種類の食品のノボビオシン加

mEC（ NmEC）増菌培養液から DNA を

抽出し、4 種類（ Yamamoto ら、他）

の astA 特異的コンベンショナル

PCR 法（以下、astAPCR）を試験し

プライマーを検討した。次に、上

記の 食 品 培 養 液 を 各 種 分 離 培地

に画線して得たコロニーから DNA

を抽出し、astAPCR（ Yamamoto ら）

を Quick Taq 等の 3 種類の酵素に

て試験した。また、分担研究者の

大西の試験にて astA 特異的バン

ドが確認され た 食 品 検体に つ い

て、①astA 保有大腸菌分離陰性グ

ル ープお よ び ② 分 離陽性グル ー

プに分け、astAPCR（ Yamamoto ら、

他）に供試した。さらに、astA 保

有大腸菌を含む細菌 26 種 41 株の

astAPCR（ Yamamoto ら、Quick Taq

使用）における特異性および食品

を用いた感度を試験した。 

［２］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立 

試験検体の astA 確認試験では、

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

（ =20 検体）用意し、4 検体は mEC

中にて培養し、抽出 DNA を astAPCR

（ Yamamoto ら、QuickTaq 使用）に

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、添加回収試験を行ない、1 検
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体以上が astAPCR 陽性の食品は、

自然汚染検体での試験を行った。

添加回収試験では、astA 保有大腸

菌（ 2 株）を各接種菌数レベル（低

菌数接種： 10 CFU、中菌数接種：

50 CFU、高菌数接種：100 CFU）に

調製し、16 検体へ接種した。各 8

検体を mEC および NmEC 中で培養

し、astAPCR を実施した。検体培

養液を薬剤 C 添加ソルビトールマ

ッコンキー寒天培地（ C-SMAC）、

クロモアガー基礎培地（ CHSTEC）

お よ び 薬 剤 C 添 加 CHSTEC（ C-

CHSTEC）に画線し、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 astAPCR を実施した。

自然汚染試験では、astA 保有大腸

菌 を添加せずに上記の試験を 実

施し、各条件につき最大 10 個のコ

ロニーを試験した。 

［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

大腸菌株の astA の遺伝子多型（バ

リアント）を特定した。 7 株は分

担 研 究 者 の 伊 豫 田 か ら 配 列が提

供され、他 7 株は国衛研にて取得

し た 配 列 を 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 の共通

配 列 にプライマー お よ びプロ ー

ブ候補を設計した。その際、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。設計した候補につ

いて、腸管出血性大腸菌 ESC425 株

や Escherichia albertii EA40 株

を含む 26 菌種、32 株の特異性を

試験した。また、シーケンスによ

り ESC425 および EA40 の astA バ

リアントを特定した。 

（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］鹿児島大保有 astA 遺伝子保

有 31 株の完全長ゲノム配列解析 

昨年度、ドラフトゲノム配列を

取得し た下痢症患児 由来大 腸 菌

株 31 株について、 MinION を用い

た完全長ゲノム 配 列 の取得を行

った。 

［２］同定した astA 遺伝子保有株

（鹿児島株 31 株と公共 DB 由来

713 株、計 744 株）に関する astA

遺伝子バリアントの詳細な解析 

項目（1）で得られたゲノム配列

を元に、既知の astA 遺伝子バリア

ントとの配列比較を行い、それら

のゲノム上での局在・コピー数な

ど詳細な解析を行った。 

［３］astA 遺伝子保有株の進化系

統解析と astA 遺伝子バリアント

の分布  
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計 744 株についてコア遺伝子を
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定された astA 遺伝子バリアント
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astA 遺伝子バリアント周辺のゲ

ノム構造比較  
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あり、その局在がプラスミドであ

ったものについて、プラスミド構
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した。 
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解析 

［１］ EAST1 発現解析  

EAST1 の発現解析を SDS-ポリア

クリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）

お よ びウェスタ ンブロッティン

グによって行った。供試菌株とし

て、食中毒由来 astA 陽性大腸菌を

主 と し た 、 5 血 清 型 （ O7:H4, 

166:H15, 169:H45, OgGp7:H6, 

OgGp9:H18）計 7 株を用いた。 

［２］培養細胞を使用した astA 陽

性大腸菌の表現型の解析  

培養細胞を使用して細胞侵入性、

細胞傷害性 お よ び 細胞接着 性 の

解析を行った。対象株は上記 1 と

同じ astA 陽性大腸を使用した。 

［３］ゲノム解析  

過去に発生した食中毒事例株を

中心に 11 種類の血清型の astA 陽

性 大 腸 菌 に つ い て 全ゲノム 配 列

解析を解読した。得られたデータ

から、系統解析および保有する遺

伝子の網羅的な検出を行った。 

（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 ]検体  

調査に使用した検体は、神奈川県

内のスーパーマーケットおよび小

売店で購入した。検体は購入後、4℃

で保管し、 24 時間以内に試験に供

した。 

[２ ]検査手順  

検体 25ｇに mEC 培地を 225 mL 加
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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。 

[３ ]O 遺伝子型別  

 LB 培地で培養した菌体から、ア

ルカリ熱抽出法で DNA を抽出し、井

口らの方法（ J. Clin. Microbiol., 

2015, 53, 2427-32  ）に従い、PCR

によって O 遺伝子型別を行った。

（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 原 因 食 品 で あ る牛乳

および患者便から分離された大腸

菌 OUT(OgGp9):H18 の完全長ゲノム

の取得および詳細なゲノム解析、患

者便メタゲノム解析等を行った。 

 

Ｃ．研究結果   

（１）病原大腸菌食中毒の食品検

査法確立 

［１］ astA 特異的 PCR 法の検討 

プ ラ イ マ ー の 検 討 で は 、

Yamamotoらの PCR 法で陽性または

陰性の判定が容易であった。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

なかった。①astA 保有大腸菌分離

陰性のグループでは、Yamamoto ら

の PCR 法では判定が容易であり、

②分離陽性のグループでは、全検

体が全 PCR 法陽性であった。特異

性試験では、astA 保有大腸菌 11

株のみ astAPCR 陽性であった。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 

試験検体の astA 確認試験では、

48/144 検体（33.3%）が astA 陽性

で あった 。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%、中菌数接種群（30-

93 CFU/25 g）および高菌数接種群

（105-307 CFU/25 g）では、mEC お

よび NmEC ともに 100%であった。

NmEC 培養の C-SMAC の組み合わせ

の 分 離陽性 率が他の 組 み 合 わ せ

よりも低かった。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。 

［３］ astA 特異的リアルタイム

PCR 法の開発 
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単一のバリアントのみ保有する

株は 14 株中 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。

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、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。 

（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］鹿児島大保有 astA 遺伝子保

有 31 株の完全長ゲノム配列解析 

解析した 31 株中 18 株の完全長

ゲノム配列を取得することができ

た。 

［２］同定した astA 遺伝子保有株

（鹿児島株 31 株と公共 DB 由来

713 株、計 744 株）に関する 35 種

類の astA 遺伝子バリアントの詳

細な解析 

35 種類の遺伝子バリアント（V1-

V35）について、詳細な配列解析を

実施した。その結果、①保有株数

の多い主要なバリアントが 5 種類

（V22、prototype、V6、V27、V12、

V7）であること、②V7, V15, V22, 

V33 は欠損していること、③各バ

リアントの局在は prototype を除

き、プラスミドあるいは染色体の

いずれかであること、④ prototype

を除いて、1 株あたりにマルチコ

ピー存在するバリアントはほとん

どないこと、⑤ほとんどの大腸菌

進化系統に astA 遺伝子保有株が

存在すること、⑥ prototype, V2, 

V7, V31, V32 をコードする挿入配

列 IS1414 はだけが intact な構造

であることが明らかとなった。 

［３］astA 遺伝子保有株の進化系

統解析と astA 遺伝子バリアント

の分布  

バリアントの多くは大腸菌の進

化系統（A,B1, B2, C, D, E）に偏

りなく散在していることがわかっ

た。また、5’末端領域が完全に欠

失している astA 遺伝子は進化系

統 A と E に多くみられた。 

［４］異なる系統に存在する同一

astA 遺伝子バリアント周辺のゲ

ノム構造比較  
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異なる系統に同一の astA 遺伝子

バリアントが検出され、当該バリ

アントがプラスミド上にコードさ

れている場合、プラスミドを介し

た水平伝播が想定されるため、該

当株のプラスミド構造を比較した。

その結果、系統の近い株ではプラ

スミド構造が類似していたが、系

統の遠い株間ではプラスミド構造

の類似性が部分的にのみ同定され

た。 

［５］主要 astA 遺伝子バリアント

の機能解析 

35 種類の astA 遺伝子バリアント

がコードするアミノ酸配列を比較

した結果、 prototype を含む 7 種

類は同じ配列であったが、それ以

外は配列多様性を認めた（図 7）。

このことから、集団感染事例由来

株で保有頻度が高い、また、全株

の 中 でも比較的 保 有頻度 の高い

prototype, V6, V27 に焦点を当て、

その病原性を検討するため、T7 誘

導性発現プラスミドである pETBA

ベクターにクローニングした。 

（３）病原性大腸菌食中毒事例株の

解析 

［１］ EAST1 発現解析  

ウェスタ ンブロッティングの結

果、供試した astA 陽性大腸菌 11 株

と陽性対照の合成 EAST1 ペプチド

において、EAST1 の質量約 4.1kDa 付

近でシグナルが確認された。 

［２］培養細胞を使用した astA 陽

性大腸菌の表現型の解析  

行った試験条件では、細胞侵入性

および細胞傷害性は認められなか

っ た 。 細 胞 接 着 性 試 験 で は

O166:H15 または OgGp9:H18 が CHO

および INT407 細胞へ接着すること

が 確 認 さ れ た 。 O7:H4 お よ び

O169:H45 ではいずれの細胞におい

ても細胞接着性は認められなかっ

た。 

［３］ゲノム解析 

系統解析の結果、 9 件の事例から

分 離 さ れ た 26 株 は 6 種 の

Phylogenetic group（A, B1, B2, F, 

D, E）に分類され、いずれも事例間

の関連性は低いことが示唆された。

また相模原市の食中毒疑い事例で

分離された 9 株については 4 種の

Phylogenetic group（A, B1, B2, 

F）に分類された。 

（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 ]輸入野菜における汚染 

調査に用いた生野菜は 24 種類、

211 検体、冷凍野菜は、16 種類、

41 検体であった。冷凍野菜では全

て の 検体がスクリ ーニング陰性

となった。 

ベビーコーンは 29 検体中、スク

リ ーニングで陽性 に なった の は
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19 検体（ 41％）で、4 検体（14％）

から菌分離を行うことができた。

検出された病原遺伝は astA、bfpB、

stx 2 であった。分離株からは astA

だけが分離された。 

オクラは 36 検体中、スクリーニ

ングで陽性になったのは 11 検体

で、5 検体（14％）から菌分離を行

うことができた。検出された病原

遺伝は astA、 estla であった。 

豚内臓肉は 40 検体中、スクリー

ニングで陽性になったのは 29 検

体（ 73％）で、21 検体（53％）か

ら菌分離を行うことができた。検

出された病原遺伝子は astA、eae、

stx 2 などであった。astA と eae が

同時に陽性 に な る 検体が多く認

められた。しかし、分離された菌

株は全て astA 単独で保有してい

るものだけだった。 

[２ ]分離菌株の O 遺伝子型別  

2021 年度および 2022 年度の汚
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菜由来 16 株、魚由来 6 株、計 120

株が分離された。分離された型別

は合計 65 種類あった。最も多かっ

たのが、型別不能で 17 株（14.3%）、
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お よ び Og8 が そ れ ぞ れ 4 株
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分離された。 Og15 および Og71 は

2 株 (5.6％）ずつ分離された。こ

のうち、 OgGp15 および Og71 は本

調査 で は豚肉か ら の み 分 離され

た。 

野菜からは 16 株が分離された

（表 16）。最も多かったのが型別

不能で 3 株 (18.8％）であった。ま

た、 OgGp9 は 2 株分離された。 

魚からは 5 株が分離された（表

17）。 OgGp12 は 2 株 (33.3％）分

離され、魚からのみ分離された。 

（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 

得られた結果については、別途報

告する。 

 

D.考察  

（１）病原大腸菌食中毒の食品検

査法確立 

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、食中毒事例が発生した
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際に 有 用 な 検 査 法 を示すことが

重要と考える。 

［１］ astA 特異的 PCR 法の検討 

供試するプライマーによって検

出結果が異なって い た理由 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

び感度は優れていた。 

［２］astA 保有大腸菌の食品検査

法の確立 

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。添加回収試験の

増菌培地については、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

ため、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。分離培地について

は、astA 陽性コロニーが分離され

た 検体の割合 は C-SMAC よ りも

CHSTEC および C-CHSTEC で高い傾

向であったため、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。

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。astA の全

バ リ ア ン ト を 検 出 す る案お よ び

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 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、さら

なる特異性試験、感度試験などの

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。 

（２）病原大腸菌の検出指標遺伝子

および病原性発現解析 

本年度実施した 35 種類の遺伝子

バリアントの詳細な解析から、①
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主 要 な バ リ ア ン ト は V22 、

prototype、V6、V27、V12、V7 であ

ること、②バリアント V7, V15, 

V22, V33 は欠損していること、③

各バリアントの局在は prototype

を除き、プラスミドあるいは染色

体 の い ず れ か で あ る こ と 、 ④

prototype を除いて、1 株あたりに

マルチコ ピ ー 存 在 す る バ リ ア ン

トはほとんどないこと、⑤ほとん

どの大腸菌系統に astA 遺伝子保

有 株が存 在 す ることが明 ら か に

なった。これらのことから、astA

遺 伝 子 を 保 有 す る 株 を 特異的 に

検 出 す る疫学マーカー と な る 遺

伝 子 を同定す る の は困難で あ る

こと、現在用いられている PCR 等

の検査法では、臨床的に重要なバ

リ ア ン ト を識別出来な いことが

示唆された。また、⑥ prototype, 

V2, V7, V31, V32 をコードする挿

入配列 IS1414 以外は欠損してお

り、転移出来ないことが判明した。

今後は、構造的に intact なバリア

ン ト の 中 で 高 い 保 有 率 を 示 す

prototype など主要なバリアント

を中心とした機能解析をすすめ、

臨床的 に重要 な バ リ ア ン ト を 特

異的 に 検 出 できる 検 出 系 の構築

を行う必要がある。 

（３）病原性大腸菌食中毒事例株の

解析 

ウェスタンブロッティングの解

析結果からいずれの astA 陽性大

腸菌株も EAST1 を産生している可

能性が示唆された。また、培養細

胞への感染実験では、O166:H15 と

OgGp9:H18 において、培養細胞へ

の接着性を明らかにした。astA 陽

性大腸菌の系統解析からは、事例

間の関連性は低く、様々な系統の

菌が有 症例に関与し て い ること

が示唆された。相模原市の食中毒

疑い事例では、健常者や食品から

も種々の astA 陽性大腸菌が分離

されたことから、同菌は広く分布

することが示唆された。 

（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 

輸入野菜の調査から、ベビーコ

ーンとオクラにおける astA 陽性

率が高いことが明らかになった。

特 に ベビー コ ー ン で はスクリ ー

ニング検査での陽性率が 40％を

超えており、重度の汚染が示唆さ

れた。ベビーコーン、オクラの産

地は 主 に タ イ とフィリ ピ ン で あ

ったが、産地の衛生状態と関連し

て い る かどうか は 明 ら か に でき

なかった。また、ベビーコーンや

オクラで はほとんど分 離 株 を得

ることができなかったが、豚内臓

肉では 53％の検体から、分離株を

得ることができた。このことから、
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豚内臓肉を汚染している astA 保

有株の菌量は、野菜のそれより多

いことが示唆された。 

これまでの調査から、鶏肉、豚内

臓肉、オクラやベビーコーンなど

で astA 保有株の汚染が強く認め

られた。しかしながら、これらの

食品を原因とする astA 保有大腸

菌 に よ る 食 中 毒 事例は あ ま り 発

生していない。今後、astA の機能

を明らかにし、食中毒発生におけ

る astA の役割を明らかにしてい

く必要があると考えられた。 

 2 年間の汚染実態調査で得られ

た分離株の O 遺伝子型別を行った

が、非常に多くの型に分かれ、特

定の傾向は認められなかった。こ

の結果から、astA をはじめとする

病原遺伝子の保有状況と特定の O

遺 伝 子型と の関連性 は認め ら れ

なかった。Og8 や Og88 は以前から

報告されているとおり、豚肉や鶏

肉で多く認められた。また、鶏肉、

豚肉などでは、それぞれの食品だ

けから複数分離されてる Og 型が

存在する。これらのことから Og 型

は、特定の病原遺伝子との関連よ

りも、汚染している食品の種類に

よ り依存 し て い る可能 性が示唆

された。 

（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 

結果と合わせて、別途報告する。 

 

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、 Yamamoto

らの astA 特異的 PCR 法プライマー

セットを Quick Taq にて使用する

が結果判定が容易であり、特異性お

よび感度に優れることが示された。

この方法を用いて食品検査法を検

討したところ、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

られた。また、開発した astA 特異

的リアルタイム PCR 法候補につい

ては、食品への応用性の検討が必要

と考えられた。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、astA 遺伝子陽

性大腸菌に関して、全ゲノム情報を

基に、保存性が高く検出指標に適し

た病原関連遺伝子の同定を目指し

て解析を進めた。今年度は、昨年度

に同定した 35 種類の astA 遺伝子

バリアントに関する特性解明を中

心に解析を実施し、その結果、重要

なバリアントを同定した。次年度は
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これら astA 遺伝子の高発現株を用

いて、その病原機構への関与につい

て機能解析を行い、その研究成果を

学会および国際雑誌等で報告する

ことを目指す。分担研究（３）病原

大腸菌食中毒事例株の解析では、全

ゲノム配列解析によって、astA 陽

性大腸菌は系統的に多様であるこ

とが明らかとなった。本年度に確立

した EAST1 検出手法や培養細胞接

着性試験等を用いて、同菌の病原性

に関わる因子をより詳細に検討す

る必要がある。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、2 年間の汚染実態調査

から astA 大腸菌の汚染は、鶏肉、

豚内臓肉、輸入オクラ、輸入ベビー

コーンで強く認められた。astA 保

有大腸菌対策を行う場合には、これ

らの食品は食中毒予防のための最

重要食品になると思われる。一方で、

astA の食中毒への関与には、不明

な点が多く残されている。今後、研

究が進み astA の機能が明らかにな

ることを期待したい。2 年間の汚染

実態調査から得られた分離株の O

遺伝子型と特定の病原遺伝子保有

状況との間に関連性は認められな

かった。O 遺伝子型は汚染している

食品の種類により依存している可

能性が示唆された。 

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が「大

腸菌 OUT(OgGp9):H18（疑い）」とさ

れたが、本菌の病原性について引き

続き検討を行った。 
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