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研究要旨

集団食中毒事例や散発下痢症等の多様な由来の 保有大腸菌が保

有する のバリアントタイプを解析した。その結果、少なくとも

タイプの多様なバリアントタイプを保有していることが明らかとなった。

次に、複数の既報の 特異的コンベンショナル 法を用いて

保有大腸菌の検出性を検討した。その結果、 特異的コンベンショナ

ル 法の一部では、大腸菌が保有する バリアントの一部のタイプ

が検出されないことが示された。なお、 保有大腸菌以外の 保

有細菌についても同様に試験したところ、本研究にて 属細菌

や 属細菌も検出されることが示された。そのため、既報の

特異的コンベンショナル 法は、本研究では特異性が低いと考え

られた。今後は、特異性が高く、コンベンショナル 法よりも検出感

度が優れる 特異的リアルタイム 法などが有用と考えられた。ま

た、 保有大腸菌の選択分離培地について、複数の添加剤を用いて検

討したところ、 保有大腸菌の生育が良好な複数の選択分離培地が選

定された。今後、食品中の 保有大腸菌の検出に本選択分離培地が有

効であるかを食品を用いてさらに検討予定である。
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Ａ．研究目的

食品からの病原微生物の検出を

目的とした培養において、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

が予想されるため、検出が困難で

ある。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、集団食中

毒事例などの多様な由来の 保

有大腸菌等細菌について保有する

の遺伝子多型（バリアント）

タイプを タイプの全バリアント

（詳細略、 ）

の中から特定し、既報の 特異

的遺伝子検出法での検出性を調査

することを目的とした。また、より

効率の良い分離培養法の検討のた

めに、添加剤を加えた選択分離培

地の有用性についても検討するこ

とを目的とした。

Ｂ 研究方法

［１］菌株を分離した地方自治体

において、菌種未同定の 保有

細菌の菌種同定

（１）供試菌株

菌株を分離した地方自治体にお

いて、菌種未同定の散発下痢症

事例由来株 株、 保有大腸

菌以 外の 病 原体 が 原因 の感 染症

事例由来株 株、無症状保菌

者 由 来 株 株 お よ び の

の合

株を供試した。

（ ２ ）

（ ）に

よる菌種同定

菌株を標準寒天培地に画線後、

℃で ± 時間培養した。生育

した コロニー

を校正用に供試した。菌種同定の

ためのマトリックス剤は、トリフ

ルオロ酢酸、アセトニトリル、エ

タノール、蒸留水を ： ： ：

の割合で混合した溶媒にα シ

ア ノ ヒ ド ロ キ シ け い 皮 酸

（ 、富士フイルム和光純薬株

式会社）を の割合で溶

解し、調製した。選定したコロニ

―を滅菌爪楊枝で釣菌し、分析用

のサ ンプ ル プレ ー トの ウェ ルに

塗布した。コロニーを塗布したウ

ェルにマトリックス剤 1 µ を滴

下し、数回ピペッティングし、ク

リーンベンチ内で風乾した。校正

用の は、マト

リックス剤の量を 0.5 µ に変更
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し、同様に実施した。プレート上

の試 料が 十 分に 乾 燥し たこ とを

確認し、 TOF MS AXIMA®シ

リーズ （株式会社島津

製作所）と AXIMA®微生物同定シス

テム ™（株式会社島津製作

所）を用いて菌種を同定した。

［２］多様な由来の 保有大腸

菌における バリアントタイプ

の特定と既報の 特異的コンベ

ンショナル 法での検出性

（１）供試菌株

保有大腸菌が原因となった

集 団 食 中 毒 事 例 事 例 由 来 株

株、 保有大腸菌が原因と

推定される散発下痢症 事例由

来株 株、 保有大腸菌以外

の病原体が原因の感染症 事例

由来株 株および無症状保菌者

由来株 株の合計 株を供試し

た。なお、この 株には、［１］

（２）において大腸菌であること

が確認された菌株を含む。

（２） 溶液の調製

菌 株 を

（ ）中で ℃にて 時間培養

した。培養液 から熱抽出

法によって を抽出した。

（３ ）遺 伝 子シ ー ケン スに よる

配列決定

シ ー ク エ ン ス 用 プ ラ イ マ ー

（

）（表１）にて

反応による増幅を行った。

反応には、 （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。 ℃ 秒の熱変性ののち、

℃ 秒－ ℃ 秒－ ℃ 秒

を サイクルの増幅反応後、 ℃

で 分間反応させた。 産物を

電 気 泳 動 し た 。

（サー

モフ ィッ シ ャー サ イエ ンテ ィフ

ィック）によって 産物を精製

し た 。 精 製 産 物 を

（サーモフィッシ

ャーサイエンティフィック）を用

いた に供試し

た。 には、上記

反応と同一のプライマーを用

いた。 産物は、

エタノール沈殿にて精製した。遺

伝子配列は、

（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、 リファレンス配列

と比較した。

（４） 特異的コンベンショナ

ル 法

つの 特異的コンベンショ
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ナル 法（ らの 法：

、 らの 法：

、

らの 法：

および ら

の 法：

）を参照した

特異 的プ ラ イマ ー セッ トを 用い

てコンベンショナル 法を実施

した（表１）。なお、 らの

法では、 を含む多様な病

原因子を検出対象としていた。コ

ンベンショナル 試薬には、

（東洋紡）

を 用 い た 。 機 器 は

（サーモフィッシャーサイ

エンティフィック）を使用した。

反応条件は、 ℃ 分間、 ℃

秒間－ ℃ 秒間－ ℃１分の

サイクル、 ℃ 分間とした。

上記にて調製した希釈 溶液を

コンベンショナル 法では

µL 加えた。 産物の有無とその

濃さを判定し、 らの方法で

は、検出された各種遺伝子特異的

産物のバンドサイズから保有

する 病原 遺 伝子 に つい て判 定し

た。

［３］ 保有大腸菌以外の

保有細菌種における バリアン

トタイプの特定と既報の 特異

的コンベンショナル 法での検

出性

（１）供試菌株

［１］（２）で同定した結果大腸

菌ではない 保有細菌合計

株を供試した。その詳細は、散発

下痢症 事例の患者由来株 株、

保有大腸菌以外の病原体が

原因の感染症 事例由来株 株

（無 症状 保 菌者 か らの 分離 株、

年に患者から分離された株、

年に患者から分離された株

および 年にスワブから分離

された株）である。

（２） 溶液の調製

上記 研究方法［２］（２）と

同様に実施した。

（３ ）遺 伝 子シ ー ケン スに よる

配列決定

上記 研究方法［２］（３）と

同様に実施した。

（４） 特異的コンベンショナ

ル 法

上記 研究方法［２］（４）と

同様に実施した。

［ ４ ］ 保 有 大 腸 菌 に お け る

バリアントタイプおよびコン

ベンショナル プライマーの配

列の比較

研究方法［２］（４）にて
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特異的コンベンショナル 法の

バンドが薄かった株について、そ

の株が保有する バリアント

タイプを 研究方法［２］（３）

の結果から抽出した。当該バリア

ントについて、各種 法のプラ

イマ ー配 列 と遺 伝 子配 列を 比較

し、 法での検出性に影響を与

える原因を推定した。

［５］ 保有大腸菌の選択分離

培地の検討

（１）供試菌株

保有大腸菌が原因となった

集団 食中 毒 事例 由 来株 の中 から

異なる事例由来の 保有大腸

菌 株を供試した。

（２）各種選択分離培地の検討

菌株を 中で ℃にて 時

間培養した。この 培養液を、

クロモアガー 培地（クロモア

ガー社製造、関東化学販売）およ

びクロモアガー 培地に添付

の添 加剤 は 使用 し ない クロ モア

ガー 基礎培地（ ）、

アンピシリン添加 、

セ フ ィ キ シ ム 添 加

、 セフタジディム

添加 、 セフスロジ

ン添加 、 セフィキ

シムおよび 薬剤 添加

、 セフスロジンお

よび 薬剤 添加 、

セフィキシムおよび

セ フ ス ロ ジ ン 並 び に

薬剤 添加 、

セフィキシムおよび

セフスロジン添加 に画線

し、 ℃にて 時間培養した。

Ｃ．研究結果

［１］菌株を分離した地方自治体

において、菌種未同定の 保

有細菌の菌種同定

供試した散発下痢症由来株 株

のうち 株、 保有大腸菌以

外の 病原 体 が原 因 の感 染症 由来

株 株のうち 株および無症状

保菌者由来株 株は と同

定された。散発下痢症由来株の

株は 、

保有 大腸 菌 以外 の 病原 体が 原因

の感染症由来株 株のうち 株は

と同定さ

れ、他 株は、 に備え付け

られ てい る デー タ セッ トと の一

致率が高くないものの、最も一致

率が高い（ 〜 ）菌種としては、

であった。

［２］多様な由来の 保有大腸

菌における バリアントタイプ

の特定と既報の 特異的コンベ

ンショナル 法での検出性

（１ ）遺 伝 子シ ー ケン スに よる

配列決定
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保有大腸菌が原因となった

集団食中毒事例由来株 株にお

いて、以下の少なくとも 種類の

バリアントタイプが検出さ

れた。 保有株は 株、

保有株は 株、 保有株は

株、 保有株は 株および複

数の バリ ア ント タ イプ を 保 有す

る株が 株であった。 保有

大腸 菌が 原 因と 推 定さ れる 散発

下痢症由来株 株において、以

下の少なくとも 種類の バ

リア ント タ イプ が 検出 され た。

保有株は 株、 保

有株は 株、 保有株は 株、

保有株は 株、 保有株は

株、 プライマーにて増幅し

なかった株が 株、複数のバリア

ントタイプを保有する株が 株お

よび これ ま での 報 告に はな い新

たなバリアントが 株であった。

保有大腸菌以外の病原体が

原因の感染症由来株 株におい

て、以下の少なくとも 種類の

バリアントタイプが検出さ

れた。 保有株は 株、

保有株は 株、 保有株は

株、 保有株は 株、 保有株

は 株、 保有株は 株、 保

有株は 株、 保有株は 株、

保有株は 株、 保有株は

株、 保有株は 株、複数の

バリ アン ト タイ プ を保 有す る株

が 株およびこれまでの報告には

ない新たなバリアントが 株であ

った。無症状保菌者由来株 株に

おいて、以下の少なくとも 種類

の バリアントタイプが検出

された。 保有株は 株、

保有株は 株、 保有株は

株であった。

（２） 保有大腸菌の既報の

特異的コンベンショナル

法での検出性

各種コンベンショナル 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。集団食中毒事例由来株 株

は、試験した 種類の 特異

的コンベンショナル 法いずれ

も 株とも 陽性であった

が、内 株は らの

法では、バンドが薄かった（表２）。

散発下痢症由来株 株は、試験

した 種類のコンベンショナル

法のいずれも 陽性であ

ったが、内 株は らの

法 に て バ ン ド が 薄 か っ た 。

保有大腸菌以外の病原体が

原因の感染症由来株 株は、試

験した 種類の 特異的コン

ベンショナル 法のいずれでも

陽性であったが、 ら

の 法では 株はバンドが薄か
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った。無症状保菌者由来株 株は、

いずれも試験した 種類の

特異的コンベンショナル 法の

いずれでも 陽性であった。

なお、 らの 法にて検

出さ れる 多 様な 病 原因 子に つい

ては、 保有大腸菌が原因とな

った集団食中毒事例由来株 株、

保有大腸菌が原因と推定さ

れる散発下痢症由来株 株、

保有 大腸 菌 以外 の 病原 体が 原因

の感染症由来株 株は に加

えて も陽性であった。また、

保有大腸菌が原因と推定さ

れる散発下痢症由来株 株は、

に加えて および も

陽性であった。その他 株につ

いては、 らの 法に含ま

れる病原因子のうち のみ陽

性であった。

［３］ 保有大腸菌以外の

保有細菌種における バリアン

トタイプの特定と既報の 特異

的コンベンショナル 法での検

出性

（１ ） 遺 伝 子シ ー ケン スに よる

配列決定

散 発 下 痢 症 患 者 由 来 の

は、複数のバリアントタ

イプを保有していた。 保有大

腸菌 以外 の 病原 体 が原 因の 感染

症に て無 症 状保 菌 者か ら分 離 さ

れた は、 プラ

イマーにて増幅されず、 年に

患者から分離された

の 株は、複数のバリアントタイ

プを保有し、 年に患者から分

離された および

年 に ス ワ ブ か ら 分 離 さ れ た

の 株は、これまでの報

告に はな い 新た な バリ アン トを

保有していた。

（２） 保有細菌の既報の

特異的コンベンショナル 法で

の検出性

年に患者から分離された

株は、 らの 法、

ら の 法 お よ び

らの 法にて

陽性および らの 法に

て陰性であった（表３）。 年

に 患 者 か ら 分 離 さ れ た

株は、 らの 法

および らの 法にて

陽性、 らの

法 に て 陽 性 も バ ン ド が 薄 く 、

らの 法にて陰性で

あった。 年にスワブから分離

された 株は、 種類

の 特異的コンベンショナル

法のいずれでも 陽性で

あったが らの 法に

て バ ン ド が 薄 か っ た 。

の 株は、 らの
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法にて 陽性、 ら

の 法にて陽性もバンドが薄く、

ら の 法 お よ び

らの 法では陰性で

あった。 の 株は、

試験した 種類の 特異的コ

ンベンショナル 法のいずれで

も 陽性であった。

［ ４ ］ 保 有 大 腸 菌 に お け る

バリアントタイプおよびコン

ベンショナル プライマーの配

列の比較

らの 法にてバンド

が薄かった 保有大腸菌が原

因と なっ た 集団 食 中毒 事例 由来

株 株、 保有大腸菌が原因と

推定される散発下痢症由来株 株

および 保有大腸菌以外の病

原体が原因の感染症由来株 株は、

いずれも を保有しており、そ

の配列と のプライマー

とを比較したところ、フォワード

プライマーに のミスマッチ

が存在した（表４）。

［５］ 保有大腸菌の選択分離

培地の検討

クロモアガー 培地に付属の

添加剤を加えた培地では、コロニ

ーの発育が抑制された（表５）。一

方、添加剤を加えない で

は、供試した 株中 株が藤色

のコロニーを形成し、 株は白色

コロニーを形成し、 株はやや藤

色の白色コロニーを形成した。ア

ンピシリン添加 では、

の株がコロニーを形成せず、セフ

タジディム添加 では、

の株 がコ ロ ニー を 形成 しな かっ

た。セフィキシムおよび薬剤 添

加 、セフスロジンおよび薬

剤 添加 、セフィキシムお

よびセフスロジン並びに薬剤 添

加 では、いずれの株もコ

ロニーを形成したものの、 の

株は微小なコロニーを形成した。

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、いずれの株もコロニ

ーを形成し、 と同様のコロ

ニー色を示した。

Ｄ．考察

本研究によって、 保有大腸

菌は少なくとも 種類の多様な

バリアントタイプを保有して

おり、 株の中に複数種類のバリア

ントタイプを保有する株も存在す

ることが示された。さらに、 保

有大腸菌が保有する バリアン

トには少なくとも タイプあるが、

一部の 保有大腸菌は既存の

特異的コンベンショナル

法では検出されない、またはバン
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ドが薄く検出性が低いことが本研

究にて示された。一方、 保有

大腸菌以外の細菌に着目すると、

本研究によって、 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。そのため、 保有大腸菌

を標的とした試験では、分離培地

上に形成された大腸菌様コロニー

について、 や 培地などを用

いて大腸菌の基本的な生化学性状

を確認することが必要と考えられ

た。なお、 属細菌と同

定または推定された 株について

は、本研究事業の 年度分担研究

報告書１（３）「 保有大腸菌の

食品検査法の確立に関する研究」

にて、 培地上に青色コロニ

ーを形成した 株と同一であった。

食品中には 属細菌も含

めた多様な夾雑菌が存在している

ものの、過去に食中毒の原因とし

て報告された 保有細菌は大腸

菌のみである。そのため、 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。

ま た 、 多 様 な 添 加 剤 を 用 い て

保有大腸菌特異的分離培地に

ついて検討したところ、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 の 種

類の分離培地では 保有大腸菌

のコロニーが十分に発育し、発色

性も添加剤なしの培地と同様であ

った。今後、食品検体を用いて、こ

れら分離培地の有用性について検

討する必要があると考えられた。

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

ため、 保有大腸菌が保有する

特異的遺伝子検出法を検討す

る必要があると考えられた。また、

菌株を用いた試験において、

保有大腸菌の培養に適した選択分

離培地が選定された。今後、食品中

の 保有大腸菌の検出に有用か

の検討を食品を用いて実施予定で

ある。
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表１. 本試験にて試験した PCR 法

表２. 各種 astA 特異的コンベンショナル PCR 法での astA 保有大腸菌の検出
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表 3. 各種 astA 特異的コンベンショナル PCR 法での各種 astA 保有細菌の検出

表 4. Yamamoto らの PCR 法にて v27 の検出性が低い大腸菌株の理由について
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表 5.集団食中毒事例由来の astA 保有大腸菌代表株の各種添加剤加選択分離培地での生育
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