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図５ プローブを用いた絶対定量系による および 遺伝子発現量の定量

（２連で行った実験より得られた測定値から平均値±標準偏差を算出した。３回の

独立した実験を行い、その代表的なデータを示す。）

富山株の 細胞付着像 富山株の菌液を接種した 細胞

 
富山株の 破壊株の菌液を接種した 細胞

図６ 細胞での菌の付着性および形態的変化
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分 担 研 究 報 告 書

病病原原大大腸腸菌菌食食中中毒毒のの食食品品検検査査法法確確立立

工藤 由起子





令和５年度 厚生労働科学研究費補助金

（食品の安全確保推進研究事業）

食中毒原因細菌の検査法の整備のための研究

研究代表者 工藤由起子 国立医薬品食品衛生研究所

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 保有大腸菌を対象に研究を実施した。［１］ 保有大腸菌

の性状等の解析： のバリアントの多様性を解析した。また、

保有であるが大腸菌以外の細菌の同定と既存の 法での検出性を検

討した。［２］ 特異的リアルタイム 法の開発では、 のバ

リアントのうち完全な配列を有するものを対象としたリアルタイム

を開発した。［３］ 保有大腸菌の食品検査法の確立では、昨年

度の補足として一部検体を用いて増菌培養法、分離培養法を総合して

評価した。ヒトに病原性を示す 保有大腸菌の解明が求められてい

るところだが、これらの３つの研究では食中毒事例が発生した際に有

用な検査法につながる重要な成果が得られたと考える。また、腸管出

血性大腸菌食中毒の原因食品の特定に必要な検査法について［４］腸

管出血性大腸菌の食品での検査法では、既存の通知法記載の試薬や機

器の変更の必要性について検討した。

研究協力者

宮城県保健環境センター 山口友美、山谷聡子

埼玉県衛生研究所 土井りえ、貫洞里美

東京都健康安全研究センター 小西典子、尾畑浩魅、齊木 大

さいたま市健康科学研究センター 土屋彰彦、曽根美紀
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川崎市健康安全研究所 小嶋由香、荒木靖也

鹿児島大学 大岡唯祐

国立医薬品食品衛生研究所 大西貴弘、大屋賢司、廣瀬昌平、新井沙倉

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 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 人の患者をともなう

（腸管凝集付着性大腸菌耐熱

性エンテロトキシン ； 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 。

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 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、

分離培養法について昨年度まで取

り組んできたが、今年度は遺伝子

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

ることを目的として、以下の３つ

の研究を実施した。［１］ 保有

大腸菌の性状等の解析では、

のバリアントの多様性を解析した。

また、 保有であるが大腸菌以

外の細菌の同定と既存の 法で

の検出性を検討した。［２］ 特

異的リアルタイム 法の開発で

は、 のバリアントのうち完全

な配列を有するものを対象とした

リアルタイム を開発した。［３］

保有大腸菌の食品検査法の確

立では、昨年度の補足として一部

検体を用いて増菌培養法、分離培

養法を総合して評価した。

また、腸管出血性大腸菌食中毒

の原因食品の特定に必要な検査法

について［４］腸管出血性大腸菌の

食品での検査法では、既存の通知

法記載の試薬や機器の変更の必要

性について検討した。
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Ｂ 研究方法

［１］ 保有細菌の性状等の

解析

菌種未同定の 保有細菌

株 を

（ ）に

よって菌種同定した。次に、 株

の 保有大腸菌における

バリ アン ト タイ プ を特 定す るた

め、既報の のシークエンス

用プ ライ マ ーを 活 用し て配 列を

決定し、 種類の リファレ

ンス配列と比較した。同 保

有大腸菌について、 つの既報の

特異的コンベンショナル

法での検出性を比較した。また、

において大腸菌以

外の 細菌 と 同定 さ れた 菌株 につ

いても バリアントタイプの

特定および既報の 特異的コ

ンベンショナル 法での検出性

を試験した。さらに、 保有大

腸菌 の選 択 分離 培 地の 検討 のた

めに、各種βラクタム系薬剤や薬

剤 を組み合わせて添加した

種 類 の ク ロ モ ア ガ ー 培 地

（ ）を調製し、集団食中毒

事例 由来 株 コロ ニ ー生 育を 確認

した。

［２］ 特異的リアルタイム

法の開発

昨年度作製した 以外の

バリ アン ト 特異 的 なプ ライ マー

お よ び プ ロ ー ブ セ ッ ト 候 補

（ 、 、 お

よび ） 種類を基本とし

て、 、 および の配列を

非検 出に す るた め にプ ロー ブの

配列を修正（ 、 、

および ）し

た。次に、代表 バリアントタ

イプとして 、 および 保

有大 腸菌 株 にお け る検 出性 を試

験し、 つの のうち増幅性

に優れ、かつ、より新規性に優れ

た を以降の検討に用いた。

また、 保有大腸菌 株およ

び 保有大腸菌以外の 保

有細菌（ 、

お よ び

）を供試し、

選定された とインターナル

コントロール（ ）を組み合わせ

たリアルタイム 法の特異性を

試験した。さらに、感度試験では、

集団食中毒事例由来の 保有

大腸菌 株を用いて菌株のみにて

試験 した 場 合の 検 出限 界と 食品

（豚肉スライス、エビおよびベビ

ーコーン）培養液にて菌株を希釈

した 場合 の 検出 限 界を それ ぞれ

求めた。
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［３］ 保有大腸菌の食品検査

法の確立

（１）試験検体の 確認試験

では、モヤシ 食品の検体

入りストマッカー袋を 袋用意

した。 袋について 中にて増

菌培養後に らの 特

異的 法（ ）陰性を確認

した。

（２） 保有大腸菌の添加回

収試験では、 検体に中菌数（約

）および高菌数（約 ）

に希 釈し た 集団 食 中毒 事例 由来

株菌液を接種した。各 袋に

および を加え培養し、

を実施した。検体培養液

を薬剤 添加ソルビトールマッコ

ンキー寒天培地（ ）、

お よ び 薬 剤 添 加 （

）に画線し、大腸菌様コロ

ニーを最大 個選択し を

実施した。

（３）食品中での 保有大腸

菌の 選択 分 離培 地 の検 討 で は、

（２）のモヤシ培養液をセフィキ

シム添加 、セフスロジン添

加 、セフィキシムおよびセ

フスロジン添加 に画線し、

培養した。培養後の生育コロニー

の色や生育状態を確認し、（２）と

同様に 保有大腸菌を分離し

た。

（４） 特異的リアルタイム

法を用いた菌数推定では、集

団食中毒事例由来株 株の培養液

を 陰性の各種食品 培養

液にて 倍階段希釈し、菌接種

食品培養液を調製し、

に供試した。各菌接種食品培養液

に添加した菌数と得られた 値

から検量線を作製した。令和

年度に抽出した について上記

にて 作製 の 検量 線 を用 いて 各培

養液中の 保有大腸菌数を算

出した。

（５）自然汚染検体からの

保有 細菌 の 分離 株 の遺 伝子 性状

解析では、令和４年度に各種食品

から分離された 保有細菌

株について およ

び 抗原遺伝子型および 抗原遺

伝子 型解 析 を実 施 し代 表株 を選

定した。次に、代表株の各種病原

因子を検出し、保有する バ

リアントを特定した。

［４］腸管出血性大腸菌の食品で

の検査法

通知法記載の遺伝子検出法、培

養法 およ び その 他 試薬 やメ ーカ

ー名等について、通知法に記載さ

れて いる 内 容が 現 在も 入手 可能

であるか、また後継品が販売され

ているかを調査した。
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Ｃ．研究結果

［１］ 保有細菌の性状等の解

析

供試菌株のうち

株を除く 株は大腸菌と同定さ

れ、各 株は および

、 株は最も一致率

が高い菌種としては

と同定された。 保有大腸菌で

は、少なくとも タイプの

バリアントが確認され、一部の株

は、複数のバリアントタイプ保有

株、 プライマーにて増幅され

ない 株ま た は新 た なバ リア ント

保有 株で あ った 。 次に 、既 報の

特異的コンベンショナル

法での 保有大腸菌の検出性

を比較したところ、いずれも供試

した つの 法陽性であったが、

らの 法では 保

有の 株はバンドが薄かった。一

方、 保有大腸菌以外の細菌で

は、 は複数のバリア

ント タイ プ を保 有 して おり 、

は プライマーに

て増幅されず、 は複数

のバ リア ン トタ イ プ保 有 株 また

は新 たな バ リア ン ト保 有 株 であ

った。また、 は つ

法のいずれも陽性であったが、

他 株はいずれかの 法で陰性

また はバ ン ドが 薄 い結 果で あっ

た。 保有大腸菌の選択分離培

地の検討では、セフィキシム添加

、セフスロジン添加

およ びセ フ ィキ シ ムお よび セフ

スロジン添加 では、供試

菌株 の い ず れも コ ロニ ーを 形成

し、 と同様のコロニー色を

示した。薬剤 添加培地では、い

ずれの培地も 保有大腸菌の

コロニー生育が抑制された。

［２］ 特異的リアルタイム

法の開発

、 、

および のいずれにおい

ても、配列上不完全な バリ

アントタイプである 保有株は

陰性であった。一方、 お

よび では、 保有株

および 保有株が同程度の

値を示したが、 および

では、 保有株の

値と 保有株の 値とに大き

な差が認められたため、

および は検出性が劣る

と考えられた。 および

のうち新規性に優れる

について、以降の試験

を実施した。特異性試験に供試し

た 保有大腸菌 株中

株は において お

よび が増幅されたが、 保有

の 株は が増幅されるも
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が増幅されなかった。また、その

他 の 保 有 細 菌 で は 、

および は

いずれも が増幅されるも

が増 幅さ れ なか っ た。 また 、

は、 が増幅される

も は増幅されなかった。感度

試験では、菌株のみを用いた場合、

い ず れ の 菌 株 で も 検 出 限 界 が

であり、検量線の

近似曲線は、 であった。一

方、食品を用いた場合は、いずれ

の食品でも検出限界が

であり、検量線の近似曲線

は、 であった。

［３］ 保有大腸菌の食品検査

法の確立

（１）試験検体の 確認試験

では、全モヤシ検体が 陰性

であった。

（２） 保有大腸菌の添加回

収試験では、釣菌コロニーに対す

る 陽性コロニーの割合は、

と で同等もしくは で

高く、増菌培地と分離培地の組み

合わせでは、 培養の

が低く、 培養の および

培養の が高かった。

（３）食品中での 保有大腸

菌の選択分離培地の検討では、供

試した 種類の選択分離培地は

保有大腸菌以外の青色コロニ

ーの生育を抑制しなかった。

（４） 特異的リアルタイム

法 を 用 い た 菌 数 推 定 で は 、

保有大腸菌の菌数は、概ね接

種菌 数お よ び分 離 結果 を反 映し

ていた。各培養液の平均菌数は、

定性試験で 陽性の培養液の

うち、 保有大腸菌が分離され

た培 養液 お よび 分 離さ れな かっ

た 培 養 液 で そ れ ぞ れ 約

および約 で

あった。

（５）自然汚染検体からの

保有 細菌 の 分離 株 の遺 伝子 性状

解析では、全て大腸菌と同定され

た。 由来株と 由来株で同

一の 抗原遺伝子型の株が分離さ

れた食品と、 由来株と 由

来株で異なる 抗原遺伝子型の株

が分離された食品が確認された。

特に、鶏肉ミンチ由来株は多様な

抗原遺伝子型で構成されており、

年姫路市食中毒事例株と同

じ に該当するものも

あった。また、代表株はいずれも

単独保有株であり、 種類の

バリアントを単独保有ある

いは 複数 の バリ ア ント を同 時保

有していた。

［４］腸管出血性大腸菌の食品で

の検査法

抽出キットおよびリアルタ
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イム 法および

法の

いず れ も 通知 法 に 記載 の キ ット

が現 状 で も販 売 さ れて い る こと

を確認した。また、通知法に記載

され て い るタ カ ラ バイ オ お よび

のリアルタ

イム 機器に後継機が販売され

ていることを確認した。通知法に

記載されている リアル

タイ ム 濁 度測 定 機 器の う ち 現状

販 売 さ れ て い る 機 器 は

のみであった。増菌

用培地である の販売元として

通知 法 に 記載 さ れ てい る メ ルク

は、その後販売を終了しており、

通知法記載の 寒天培地は、

名称変更されていた。さらに、一

部の 製 造 販売 元 名 や試 薬 は 名称

変更されていたことを確認した。

考察

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。昨年度に既存の 法のうち

比較 的優 れ る方 法 が明 らか にな

ったが、今年度の検討では特異性

など 十分 で はな い こと が明 らか

になり、今年度開発したリアルタ

イム の有用性が高いと考えら

れた。また、他分担研究者による

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。腸管出血性大腸菌の食品

での検査法については、今後、見

直し が必 要 であ る こと が判 明し

た。

［１］ 保有細菌の性状等の解

析

既存の 特異的コンベンショ

ナル 法では一部の 保有

大腸菌は検出されない、またはバ

ンド が薄 く 検出 性 が低 いこ とが

本 研 究 に て 示 さ れ た 。 一 方 、

属細菌や

属細菌の一部も既報の 特異

的遺 伝子 検 出法 の いず れか では

陽性となることが示されたため、

保有大腸菌特異的な遺伝子

検出 法の 開 発が 重 要と 考え られ

た。

［２］ 特異的リアルタイム

法の開発

本研究にて開発した

では、配列上不完全な バリ

アントタイプである および

および が

保有する が増幅されないこ

とが示された。一方、

は、 にて が増幅さ
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れるも は増幅されなかったた

め、 において およ

び の両方が増幅される場合を

保有大腸菌陽性と判定する

ことが適していると考えられた。

感度試験では、菌株のみを用いた

場合 と食 品 を用 い た場 合の 両方

で検出限界が で

ある ため 検 出性 に 優れ るこ とが

示され、かつ、検量線の近似曲線

は、 と高い直線性を示す

ことため、定量性にも優れること

が示された。

［３］ 保有大腸菌の食品検査

法の確立

モヤシからの 保有大腸菌の

検出には、 および ある

いは の組み合わせが適

していると考えられた。選択分離

培地への選択剤として、セフィキ

シム およ び セフ ス ロジ ン添 加培

地を検討したが、今回試験したモ

ヤシ では こ れら 薬 剤の 顕著 な有

用性は認められなかった。リアル

タイム での推定菌数は、概ね

接種 菌数 お よび 分 離結 果を 反映

した菌数を示し、 保有大腸菌

の分離のためには、増菌培養液中

に 程度の菌数が必

要と示唆された。豚肉ミンチ由来

株は、 と で株の 抗原遺

伝子 型構 成 が異 な って いた こと

から、増菌培地ごとに増殖しやす

い菌 株が 存 在す る こと が示 唆さ

れた。そのため、食中毒事例の原

因物質調査において 保有大

腸菌を疑う場合は、増菌培地とし

て および を併用するこ

とで、 保有大腸菌をより効率

に分 離が 可 能で あ ると 考え られ

た。

［４］腸管出血性大腸菌の食品で

の検査法

通知法記載の機器や試薬等の一

部が すで に 入手 困 難と なっ てい

る現状が明らかとなった。また、

通知 法で は 遺伝 子 検出 法の 検出

限界を 以上と示さ

れている。今後は、現状販売され

ているリアルタイム 法の後継

機器を用いて、各種遺伝子検出法

の検 出限 界 が定 め られ た値 を満

たし てい る かを 確 認す る必 要が

あると思われた。

結論

様々な夾雑菌が存在する食品に

おいて 保有大腸菌を特異的

に検出するためには、本研究にて

検討した既報の 特異的コン

ベンショナル 法では特異性が

低いことが示された。そこで、大

腸 菌 が 保 有 す る 配 列 上 完 全 な

バリアントタイプを特異的
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に増幅するリアルタイム 法を

開発した。 保有大腸菌を特異

的か つ高 感 度に 検 出す る本 リア

ルタイム 法は、多様な夾雑菌

を含 む食 品 での 検 査に おい て、

保有大腸菌汚染食品の検知

と分離株の 保有確認への活

用に有用と考えられた。

また、 保有大腸菌の増菌培

地として および が有用

であることが示唆された。一部の

食品では、 よりも が望ま

しいが、増菌培地ごとに増殖しや

すい 菌株 の 存在 が 示唆 され たこ

とから、 保有大腸菌が原因と

疑われる食中毒事例調査の際は、

および を併用すること

で 保有大腸菌をより効率に

分離が可能であると考えられた。

さらに、腸管出血性大腸菌の本

研究にて、通知法記載の機器や試

薬等 の一 部 がす で に入 手で きな

い状況にあるため、食品衛生検査

の現場での活用性を向上すべく、

現状 に即 し た通 知 法改 定案 を作

成する必要性が考えられた。
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