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保 有 大 腸 菌 の 食 品 検 査 法 の 確 立

研究要旨

近年、腸管管凝集付着性大腸菌耐熱性毒素遺伝子（ ）保有大腸菌

による大規模食中毒が日本各地で発生しているが、食品等での検査法は

国内外で確立されていない。 保有大腸菌による食中毒の早期の原因

究明には、適切な検査法の開発が必要不可欠である。そこで、昨年度に

引き続き、食品中の 保有大腸菌を効率的に分離するための培養法の

確立を目的に増菌培地および選択分離培地の有用性を比較した。その結

果、増菌培地として と はどちらも 保有大腸菌の分離に有

用であるが、一部食品では の方がより適することが明らかとなった。

また、選択分離培地に添加する選択剤として、セフィキシムおよびセフ

スロジンの有用性を 保有大腸菌を添加した食品を用いて検討した

が、これら薬剤の顕著な有用性は認められなかった。さらに、 保有

大腸菌による自然汚染食品から分離された 保有大腸菌株について、

各種遺伝子解析を実施したところ、分離株の 抗原遺伝子型および 抗

原遺伝子型が多様であった。なお、一部の食品由来株は、 由来株と

由来株とで菌株の 抗原遺伝子型の構成が異なっていたため、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。以上から、

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。
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Ａ．研究目的  

近年、腸管管凝集付着性大腸菌

耐熱性毒素遺伝子（ ）保有大腸

菌による大規模食中毒が日本各地

で発生している。 保有大腸菌

による食中毒は原因食品が不明で

あることが多く、また、食品等での

検査法は国内外で確立されていな

い。そのため、 保有大腸菌によ

る食中毒の早期の原因究明には、適

切な検査法の開発が必要不可欠で

ある。本研究では、昨年度に引き続

き、 保有大腸菌の食品での検

査法に有用な増菌培養法や分離培

養法の検討および食品中の 保

有大腸菌の各種遺伝子解析の実施

を目的とした。

Ｂ．研究方法

［１］ 保有大腸菌添加回収試

験の追加試験

令和４年度に実施した 保有

大腸菌添加回収試験の追加試験を

実施した。

（１）試験検体の 確認試験

１）食品検体

モヤシ３食品を供試した。検

体（ 以上）を滅菌トレー

の上で細切した後に均一化し、

検体 を量り取ったストマ

ッカー袋を 袋と検体 を

量 り 取 っ た ス ト マ ッ カ ー 袋 を

袋（検体 〜 ）用意した。

各食品の一般生菌数、大腸菌数

お よ び 大 腸 菌 群 数 を 計 測 す る

ために、各食品 をストマ

ッカー袋に秤量し、滅菌リン酸

緩衝食塩水（滅菌 ） を

加え 分間ストマッカー処理し

た乳剤（ 希釈液）を

で 倍希釈して ～

希 釈 液 を 調 製 し た 。 各 希 釈 液

を標準寒天培地に塗抹

し、 ± ℃、 時間培養した。

同時に各希釈液 を

寒天培地に塗抹し、 ± ℃、

～ 時間培養した。培養後の

寒天培地の青（青〜青紫）

および赤（ピンク〜赤紫）コロ

ニー数を計測し、それぞれの食
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モヤシ３食品を供試した。検

体（ 以上）を滅菌トレー

の上で細切した後に均一化し、

検体 を量り取ったストマ

ッカー袋を 袋と検体 を

量 り 取 っ た ス ト マ ッ カ ー 袋 を

袋（検体 〜 ）用意した。

各食品の一般生菌数、大腸菌数

お よ び 大 腸 菌 群 数 を 計 測 す る

ために、各食品 をストマ

ッカー袋に秤量し、滅菌リン酸

緩衝食塩水（滅菌 ） を

加え 分間ストマッカー処理し

た乳剤（ 希釈液）を

で 倍希釈して ～

希 釈 液 を 調 製 し た 。 各 希 釈 液

を標準寒天培地に塗抹

し、 ± ℃、 時間培養した。

同時に各希釈液 を

寒天培地に塗抹し、 ± ℃、

～ 時間培養した。培養後の

寒天培地の青（青〜青紫）

および赤（ピンク〜赤紫）コロ

ニー数を計測し、それぞれの食

 

品 あたりの大腸菌数および

大腸菌群数を算出した。また、

標 準 寒 天 培 地 の コ ロ ニ ー 数 を

計測し、食品 あたりの生菌

数を算出した。

２）培養および 特異的

法

上記の 袋のうち 袋へ室温

に戻した 培地 を加

え、ストマッカー処理を 分間

行った後、42±1℃にて 〜

時間培養した。残りの 袋は

冷蔵にて保管した。検体培養液

各 から × 分

間遠心して上清を除き、

を 85 µ 添加して再浮遊

させた。 ℃で 分間加熱し、

冷却後、

を 15 µ 添加して中和した。

× 分間遠心し、得ら

れた上清約 µ をテンプレ

ート とし、 特異的コン

ベンショナル 法（

ら、以下 特異的 法）

を実施した（ ）。 試薬には、

（東洋紡）を用いた。

プライマーとして

を 、

プライマーとして

3’ を

終濃度 0.2 µM となるよう調製

して用いた。反応条件は ℃

分の熱変性ののち、 ℃ 秒－

℃ 秒－ ℃１分を サイ

クル繰り返し増幅反応させ、最

後に ℃ 分とした。 産物

をアガロースゲル電気泳動し、

バンドを確認した。

（２） 保有大腸菌の添加回

収試験

１）菌株および接種菌液の調製

集団食中毒事例由来株である

保有大腸菌 （

および （ の

株を供試した。

保有大腸菌菌株保存のカ

ジトン培地から エーゼ（ 0 µ ）

を 、

に接種し、 ℃に

て 時間培養した。増菌培養

液を滅菌 にて から

まで 倍階段希釈し、 希釈

液 を 枚の

、 に塗抹

し、 ℃にて ～ 時間培養

した。 のコロニー数を計測

し、接種菌数を算出した。この

作業を繰り返し実施し、 中

にて 時間培養した場合の菌

数を計算し、中菌数接種として

、高菌数接種とし

て となるように

希釈倍率を決定した。なお、接

種菌数測定のために、各接種菌
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液 を 枚の に塗抹

し、 ℃にて ～ 時間培養

した。 のコロニー数を計測

し、接種菌数を算出した。

２）食品検体への 保有大

腸菌接種および培養

検体 を量り取ったストマ

ッカー袋 袋に各接種菌数レ

ベル用希釈菌液 を接種

した。菌を接種した後、ストマ

ッ カ ー 袋 の 外 側 か ら 手 で な じ

ませ、 袋に 培地

（ 、日水製薬）および別の

袋にノボビオシン加 （ 、

栄研化学） を加え、スト

マッカー処理を 分間行った後、

℃にて 〜 時間培養した。

３）培養液からの 抽出およ

び 検出

２）の各増菌培養液 か

ら［１］（１ ２）と同様の条件

で を抽出し、 特異的

法に供した。 検体につき

反応実施した。

４）分離培養

分離培養法では、ソルビトー

ルマッコンキー寒天培地 、

に薬剤 を添加した

（ ）、 クロモアガー

基礎培地（ 、クロモアガ

ー社製造、関東化学販売）およ

び薬剤 を添加した （

）を用いた。２）の検体

培 養 液 を 各 枚 の 、

および に画線

し、 ℃にて 時間培養した。

各 寒 天 培 地 に 生 育 し た コ ロ ニ

ーを観察し、 では赤色の

コ ロ ニ ー 、 お よ び

では藤色のコロニーを

各培地あたり最大 個選択し、

に単離して、 ℃にて

時間培養した。培養後にコロニ

ーの色を判定し、藤色を呈した

コロニーについて以下の

保有確認を行った。

継代培養後に 上で藤色

を 呈 し た コ ロ ニ ー を

8.0)100 µ に懸濁し、 ℃

分間加熱した。加熱したサンプ

ルを氷で急冷し、10,000×g 10

分間遠心した上清を テンプ

レートとし、［１］（１）２）

と同様の条件で 特異的

法を 検体につき 反応実施し

た。

５）生化学的性状の確認

４）で 陽性となったコロ

ニーを 寒天培地（ 、日水

製薬）および 培地（ 、日

水製薬）に接種し、 ℃にて

時間培養した。培養後にブドウ

糖分解能、乳糖白糖分解能、

リジン脱炭酸能、インドール産
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４）で 陽性となったコロ
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水製薬）に接種し、 ℃にて

時間培養した。培養後にブドウ

糖分解能、乳糖白糖分解能、

リジン脱炭酸能、インドール産

 

生性および運動性を判定し、生

化 学 的 性 状 が 接 種 菌 株 と 同 一

であることを確認した。

［２］食品中での 保有大腸菌の選

択分離培地の検討

（１）供試菌株

集団食中毒事例由来株である

保 有 大 腸 菌

を供試した。

（２）モヤシ培養液中での各種選

択分離培地の検討

［１］（２）２）で得られた培

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、

℃にて 時間培養した。培養

後の生育コロニーの色や生育状

態を確認し、その後、［１］（２）

２）から５）と同様に 保有

大腸菌を分離した。

［３］ 特異的リアルタイム

法を用いた 保有大腸菌添加

食品培養液中の 保有大腸菌

数推定および菌数比較

（１）食品培養液での 特異

的リアルタイム 法の検量線

作成

１）供試菌株、食品培養液検体

および 溶液の調製

集団食中毒事例由来株である

保有大腸菌 （

および （ の

株を供試した。

令和４年度に実施した 保

有 大 腸 菌 の 添 加 回 収 試 験 で

陰性となった各種食品（豚

肉スライス、牛肉スライス、エ

ビ、オクラ、キュウリおよびモ

ヤシ）の 培養液を供試した。

カジトン培地に保存している

株の エーゼ（ 0 µ ）をそれ

ぞれ に接種し、 ℃

にて 時間培養した。各種食

品の 培養液にて 保有

大 腸 菌 株 の 増 菌 培 養 液 を そ れ

ぞれ 倍階段希釈し、菌接種

食 品 培 養 液 （ 想 定 ～

食品培養液）を調製し

た。菌接種食品培養液各 µ

を 上 記 ア ル カ リ 熱 抽 出 法 に 供

試した。抽出 を下記 法

のテンプレートとした。

２）リアルタイム

本 報 告 書 の １ 病 原 大 腸 菌 食

中毒の食品検査法の確立（３）

「 特異的リアルタイム

法の開発」にて設計した 特

異 的 リ ア ル タ イ ム

のプライマーおよびプロー

ブにてリアルタイム を実施

した。リアルタイム 試薬に

は 、
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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 溶液を µ 加えた。 つ

の 溶液につき 反応実施し

た。機器は また

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。 ℃ 分およ

び ℃ 分の熱変性ののち、

℃ 秒－ ℃ 分を サイ

クル増幅反応させた。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

成した。

（２）添加回収試験での食品培養

液中の菌数の推定

令和４年度に実施した 保

有大腸菌（ および ）

添加回収試験の検体培養液（豚

肉スライス、牛肉スライス、エ

ビ、オクラ、キュウリおよびモ

ヤシ）から抽出し保存していた

について［３］（１）２）と

同様に のプライマー

お よ び プ ロ ー ブ に て リ ア ル タ

イム を実施した。［３］（１）

で 得 ら れ た 検 量 線 を 用 い て 各

培養液中の菌数を算出した。

［４］自然汚染検体分離株の遺伝子

性状解析

（１）分離株の菌種同定

１）供試菌株

令和４年度に豚肉ミンチ、鶏

肉 ミ ン チ お よ び オ ク ラ か ら 分

離された 保有細菌 株

お よ び

を供試した。

２）菌株同定試験

菌株を標準寒天培地に画線後、

℃で ± 時間培養した。マ

ススペクトル校正用の

はカジトン培地から

ニードルを用いて接種し、標準

寒天培地に画線後、 ℃で ±

時間培養した。培養後、生育

し た コ ロ ニ ー を 校 正 用 に 供 試

した。菌種同定試験で使用した

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

になるように溶解させ、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 µl を滴下

し、数回ピペッティングをし、

ク リ ー ン ベ ン チ 内 で 風 乾 さ せ

た。校正用の
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た。選定したコロニ―を滅菌爪
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は マ ト リ ッ ク ス 剤 の 量 を

µl に変更し、同様の作業を実施

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）分離株の 抗原遺伝子型お

よび 抗原遺伝子型解析

１）供試菌株

（４）１）の菌種同定試験で大

腸菌と同定された菌株 株を

供試した。

２） 遺伝子型別および 遺伝

子型別

供試菌株を に培養し、生

育 し た コ ロ ニ ー を

8.0)100 µ に懸濁し、 ℃

分間加熱した。加熱したサンプ

ルを氷で急冷し、 ×

分間遠心した上清を テンプ

レートとし、井口らの方法（

）に従い、 によって

抗原遺伝子型別を行った。ま

た 、 ら の 方 法 （

）に従い、 によっ

て 抗原遺伝子型別を行った。

（３）分離株の病原性因子関連遺

伝子の解析

１）供試菌株

（１）の菌種同定試験で大腸

菌と同定された菌株のうち、各

食品由来の 抗原遺伝子型およ

び 抗原遺伝子型代表株 株

を供試した。

２）病原性因子関連遺伝子の検

出

［４］（２）で抽出した テ

ンプレートを用いて、病原性因

子関連遺伝子を実施した。大腸

菌の病原因子の検出は、Müller

ら の 方 法 （

）を改良したマルチプレッ

クス 法で行った。このマル

チプレックス では、 、

、 、 、 、 、

、 、 、 およ

び を対象とした。マルチプ

レックス は、 μ の反応

チューブで行った。反応液は、

μ

、それぞれのプライマーを

µM ずつ、 テンプレート 2 µL

から成り、 グレードの精製

水で最終容量を 25 µL に調整し

た。反応は、 ℃、 分の後、

℃、 秒、 ℃、 秒、 ℃、

分 秒のサイクルを 回繰

り返し、最後に ℃、５分の反
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応を行った。反応終了後、 産

物 μ を２％のアガロースゲ

ルを用いた電気泳動で分離し、

特異的なバンドを確認し、遺伝

子の有無を調べた。

（４）分離株が保有する バ

リアントの解析

１）供試菌株および 溶液の

調製

［４］（１）の菌種同定試験で

大 腸 菌 と 同 定 さ れ た 菌 株 の う

ち、各食品由来の 抗原遺伝子

型および 抗原遺伝子型型代表

株 株を供試した。

供試菌株を 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。

２ ） 遺 伝 子 シ ー ケ ン ス に よ る

配列決定

［４］（４）２）にて抽出した

各 を鋳型として供試し、シ

ー ク エ ン ス 用 プ ラ イ マ ー

（

）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。

Ｃ．研究結果

［１］ 保有大腸菌添加回収試

験の追加試験

（１）試験検体の 確認試験

１）食品中の生菌数、大腸菌群

数、大腸菌数

本研究にて供試したモヤシ３

食品において、生菌数、大腸菌

− 82 −



 

応を行った。反応終了後、 産

物 μ を２％のアガロースゲ

ルを用いた電気泳動で分離し、

特異的なバンドを確認し、遺伝

子の有無を調べた。

（４）分離株が保有する バ

リアントの解析

１）供試菌株および 溶液の

調製

［４］（１）の菌種同定試験で

大 腸 菌 と 同 定 さ れ た 菌 株 の う

ち、各食品由来の 抗原遺伝子

型および 抗原遺伝子型型代表

株 株を供試した。

供試菌株を 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。

２ ） 遺 伝 子 シ ー ケ ン ス に よ る

配列決定

［４］（４）２）にて抽出した

各 を鋳型として供試し、シ

ー ク エ ン ス 用 プ ラ イ マ ー

（

）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。

Ｃ．研究結果
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（１）試験検体の 確認試験

１）食品中の生菌数、大腸菌群

数、大腸菌数
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群 数 お よ び 大 腸 菌 数 は そ れ ぞ

れ 、

および検出限界（

）以下であった。

２） 陽性検体数

モヤシ３食品は全て 陰性

であった。

（２）接種菌数

添加回収試験でモヤシに接種

した 保有大腸菌菌数は、中

菌数接種群で 、高菌

数 接 種 群 で お よ び

であった。

（３） 保有大腸菌接種の食

品培養液からの 検出

本研究に供試した中菌数接種

群のモヤシ１食品および高菌数

接種群のモヤシ２食品は、全て

の増菌培地で 陽性であった。

（４） 保有大腸菌の分離

中菌数接種のモヤシ１食品で

は、釣菌コロニーに対する

陽性コロニーの割合は、 と

ともに 程度であった（表

１）。増菌培地と分離培地の組み

合わせでは、釣菌コロニーに対

する 陽性コロニーの割合が

培養の が最も低く、

培養の が最も高く

程度であった。また、中菌数

接種検体のうち、 陽性コロ

ニーが分離された検体の割合は、

増菌培地別では で 程度、

で 程度であり、増菌培

地と分離培地の組み合わせでは、

培養の が最も低く

、 培養の および

培養の が最も高く

程度であった。

高菌数接種のモヤシ２食品で

は、釣菌コロニーに対する

陽性コロニーの割合は、 で

以上、 で 未満であっ

た（表１）。増菌培地と分離培地

の組み合わせでは、釣菌コロニ

ーに対する 陽性コロニーの

割合が２食品とも 培養の

が最も低く、 培養およ

び 培養の および

が最も高かった。また、

高菌数接種検体のうち、 陽

性コロニーが分離された検体の

割合は、２食品とも増菌培地別

では で 、 では

程度であり、増菌培地と分離培

地の組み合わせでは、 培養

の が２食品とも最も低く、

培 養 お よ び 培 養 の

および が最も高

かった。加えて、１食品では、

培養の も高かった。

令和４年度の結果と合計する

と、中菌数接種の食品では、釣菌

コロニーに対する 陽性コロ
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ニーの割合は、 と でと

もに 程度であり（表２）、増

菌培地と分離培地の組み合わせ

では、 培養の が最も

低く 程度、 培養の

が最も高く 程度であった。ま

た、中菌数接種検体のうち、

陽性コロニーが分離された検体

の割合は、増菌培地別では と

でともに 程度であり、

増菌培地と分離培地の組み合わ

せでは、 培養の が最

も 低 く 程 度 、 培 養 の

およ び 培養 の

が最も高く 程度であ

った。また、高菌数接種の食品で

は、釣菌コロニーに対する

陽性コロニーの割合は、 と

でともに 以上であり、
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低く、 培養の および

が最も高かった。また、

高菌数接種検体のうち、 陽

性コロニーが分離された検体の

割合は、増菌培地別では と

ともに 以上であり、増

菌培地と分離培地の組み合わせ

は、 培養の が最も低

く、 培養の および

培養の が最も高か

った。

［２］食品中での 保有大腸菌の選択

分離培地の検討

陽性コロニーが分離され

た検体の割合は、 培養の

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 で

全て であり、 培養の

セフィキシム添加 で

、 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 程度であった。

供試した 種類の選択分離培地で

は、 保有大腸菌以外の青色コ

ロニーの生育が抑制されず、培地

上の生育コロニーの様子は［１］

（４）の と概ね同様であっ

た。

［３］ 特異的リアルタイム

法を用いた 保有大腸菌添加

食品培養液中の 保有大腸菌

数推定および菌数比較

特異的リアルタイム 法

で算出された 値と菌数の検量

線は、各食品培養液中で直線性を

示した（図１）。検量線を用いて算

出した 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（図２ ４）。各培養

液の平均菌数は、 保有大腸菌
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く、 培養の および

培養の が最も高か

った。

［２］食品中での 保有大腸菌の選択

分離培地の検討

陽性コロニーが分離され

た検体の割合は、 培養の

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 で

全て であり、 培養の

セフィキシム添加 で

、 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 程度であった。

供試した 種類の選択分離培地で

は、 保有大腸菌以外の青色コ

ロニーの生育が抑制されず、培地

上の生育コロニーの様子は［１］

（４）の と概ね同様であっ

た。

［３］ 特異的リアルタイム

法を用いた 保有大腸菌添加

食品培養液中の 保有大腸菌

数推定および菌数比較

特異的リアルタイム 法

で算出された 値と菌数の検量

線は、各食品培養液中で直線性を

示した（図１）。検量線を用いて算

出した 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（図２ ４）。各培養

液の平均菌数は、 保有大腸菌

 

が分離され た培養 液 で 約

であり、 保有大腸菌が

分 離 さ れ な か っ た 培 養 液 で 約

であった。培地別の培

養液の平均菌数は、 保有大腸

菌が分離された 培養液と

培養液でともに約

であり、 保有大腸菌が分離さ

れなかった 培養液と 培

養液でともに約 で

あった。食品別の 保有大腸菌

が 分 離 さ れ た 培 養 液 の 平 均 菌 数

は、豚肉スライス、牛肉スライス

およびエビで約 、オ

クラおよびキュウリでは約

、 モ ヤ シ で は 約

であり、 保有大腸菌が

分 離 さ れ な か っ た 培 養 液 の 平 均

菌数は、オクラおよびモヤシで約

であった（図２ ４）。

ま た 、 モ ヤ シ で の 接 種 菌 数 別 の

保有大腸菌が分離されなか

った培養液の平均菌数は、低菌数

接種群および中菌数接種群で約

、高菌数接種群で約

であった。

［４］自然汚染検体分離株の遺伝子

性状解析

（１）分離株の菌種同定

供試した 保有菌 株は、

全て と同定された。

（２）分離株の 抗原遺伝子型お

よび 抗原遺伝子型解析

オクラ由来株では、 と

で株の 抗原遺伝子型構成が同

一であった。豚肉ミンチ由来株

は、 と で株の 抗原遺

伝子型構成が異なり、検体間で

も 抗原遺伝子型が異なってい

た（表３）。鶏肉ミンチ由来株で

は、 と で一部重複する

抗原遺伝子型も存在し、多様な

抗原遺伝子型で構成されてお

り、検体間で と のみ

共通であった。また、鶏肉ミンチ

由来の 株 株のうち

株は、 年姫路市食中毒事例

株と同じ であり、残

りの２株および鶏肉ミンチ２由

来の 株は、 とは異なる

抗原遺伝子型の株であった。鶏

肉ミンチ 由来の 株は、

年埼玉県食中毒事例株の血清型

（ ）とは異なる 抗原遺伝

子型であった。鶏肉ミンチ 由

来の 株は、腸管毒素原性

大 腸 菌 で 高 頻 度 に 分 離 さ れ る

ではなく であった。

（３）分離株の病原性因子関連遺

伝子の解析

供試した 株は、本研究にて

供試した 法にて試験した病

原性因子の中ではいずれも

のみを単独で保有する株であっ
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た（表４）。

（４）分離株が保有する バ

リアントの解析

供試した 株は、 種類のバ

リアント（ 、 、 、

、 、 、 、

）を単独で保有あるい

は複数のバリアントを同時に保

有していた（表５）。

Ｄ．考察

モヤシでの 保有大腸菌添加

回収試験において、増菌培地につい

ては、釣菌コロニーに対する

陽性コロニーの割合を比較すると、

中菌数接種群では と が同

等であったが、高菌数接種群では、

よりも が高い傾向であっ

た。分離培地の組み合わせによって

は、 培養の で 陽

性コロニーが全く検出されなかっ

たが、 培養の および

では の割合で検出され

たことから、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。令

和４年度の結果と合わせた全食品

の合計では、増菌培地については、

添加回収試験の釣菌コロニーに対

する 陽性コロニーの割合を比

較すると、 と が同等か

よりも がやや高い傾向であっ

た。また、 陽性コロニーが分離

された検体の割合は、低菌数接種群

では より がやや高い傾向

であり、中菌数接種群および高菌数

接種群では、 よりも がや

や高い傾向であった。以上から、

と はどちらも 保有大腸

菌の分離に有用であるが、モヤシの

ように が適さない食品では、

を選択する必要があると考え

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。 陽性コ

ロニーが分離された検体の割合は、

セフィキシムおよびセフスロジン

添 加 培 地 と 薬 剤 の 添 加 が な い

で同等であったことから、

これら薬剤の顕著な有用性は今回

試験したモヤシでは認められなか

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

腸菌の分離に一定の菌数が必要で

あることが示唆された。一方で、モ

ヤシ培養液中の 保有大腸菌菌

数を比較すると、低および中菌数接

種群よりも高菌数接種群で菌数が

低い傾向が認められた。モヤシの生

菌数および大腸菌群数は、それぞれ
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た（表４）。

（４）分離株が保有する バ

リアントの解析

供試した 株は、 種類のバ

リアント（ 、 、 、

、 、 、 、

）を単独で保有あるい

は複数のバリアントを同時に保

有していた（表５）。

Ｄ．考察

モヤシでの 保有大腸菌添加

回収試験において、増菌培地につい

ては、釣菌コロニーに対する

陽性コロニーの割合を比較すると、

中菌数接種群では と が同

等であったが、高菌数接種群では、

よりも が高い傾向であっ

た。分離培地の組み合わせによって

は、 培養の で 陽

性コロニーが全く検出されなかっ

たが、 培養の および

では の割合で検出され

たことから、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。令

和４年度の結果と合わせた全食品

の合計では、増菌培地については、

添加回収試験の釣菌コロニーに対

する 陽性コロニーの割合を比

較すると、 と が同等か

よりも がやや高い傾向であっ

た。また、 陽性コロニーが分離

された検体の割合は、低菌数接種群

では より がやや高い傾向

であり、中菌数接種群および高菌数

接種群では、 よりも がや

や高い傾向であった。以上から、

と はどちらも 保有大腸

菌の分離に有用であるが、モヤシの

ように が適さない食品では、

を選択する必要があると考え

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。 陽性コ

ロニーが分離された検体の割合は、

セフィキシムおよびセフスロジン

添 加 培 地 と 薬 剤 の 添 加 が な い

で同等であったことから、

これら薬剤の顕著な有用性は今回

試験したモヤシでは認められなか

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

腸菌の分離に一定の菌数が必要で

あることが示唆された。一方で、モ

ヤシ培養液中の 保有大腸菌菌

数を比較すると、低および中菌数接

種群よりも高菌数接種群で菌数が

低い傾向が認められた。モヤシの生

菌数および大腸菌群数は、それぞれ

 

から 、 から

と高かったことから、

食品中の夾雑菌が 保有大腸菌

の増殖に影響する可能性が考えら

れた。

食品から分離された 保有大

腸菌の 抗原遺伝子型および 抗

原遺伝子型および保有する バ

リアントは多様であった。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。

結論

保有大腸菌が原因と疑われ

る食中毒事例調査の際は、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、

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
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図 保有大腸菌添加回収試験食品における 特異的リアルタイム 法の

検量線
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図 保有大腸菌添加回収試験豚肉スライスおよび牛肉スライス培養液中の

保有大腸菌菌数の推定

該当なし 該当なし
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図 保有大腸菌添加回収試験豚肉スライスおよび牛肉スライス培養液中の

保有大腸菌菌数の推定

該当なし 該当なし

図 保有大腸菌添加回収試験オクラおよびキュウリ培養液中の 保有大

腸菌菌数の推定

該当なし
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図 保有大腸菌添加回収試験モヤシおよびエビ培養液中の 保有大腸菌

菌数の推定

該当なし
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図 保有大腸菌添加回収試験モヤシおよびエビ培養液中の 保有大腸菌

菌数の推定

該当なし

表１ 保有大腸菌添加回収試験のモヤシにおける追試結果

表２ 令和４年度および令和５年度の 保有大腸菌添加回収試験の総合結果

論文投稿前のため、

詳細な結果は

伏せさせていただきます。

論文投稿前のため、

詳細な結果は

伏せさせていただきます。
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表３ 保有大腸菌食品分離株の 抗原遺伝子型および 抗原遺伝子型
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表３ 保有大腸菌食品分離株の 抗原遺伝子型および 抗原遺伝子型 表４ 保有大腸菌食品分離株が保有する病原因子関連遺伝子
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表 保有大腸菌食品分離株が保有する バリアント
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