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研究要旨

本研究では、［１］食品での 検査法のコラボレイティブ・ス

タディを実施し、セフィキシムおよび亜テルル酸加 での選択増菌培養

（ ℃）、ラムノース・キシロース添加 寒天培地等の選択分離培養および

開発した特異的リアルタイム が優れることが示された。［２］ 保有大

腸菌の食品検査法を検討し、増菌培地として および が有用であるこ

とが示された。［３］ 保有細菌の性状等を解析し、既報の 特異的コ

ンベンショナル 法では 保有大腸菌の検出としては特異性が低いこと

が示された。このため、［４］ 特異的リアルタイム 法の開発に取り

組み、特異的かつ高感度に検出するリアルタイム 法を開発した。多様な

夾雑菌を含む食品での検査において優れた検出性を示した。［５］腸管出血性

大腸菌の食品での検査法について、現在の通知法の試薬や機器について現状

に即した変更が必要であると考えられた。
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Ａ．研究目的

近 年 、 国 内 外 で

の病原性、特に下痢原性が

周知され、海外では食中毒発生リス

クが懸念されているが、既に日本で

は 年以降に食中毒が発生し、患

者数 人以上の事例も報告されて

いる。このため、平成 年から令和

年にかけて の食品で

の検査法の検討、リアルタイム の

開発、食中毒事例での原因食品の解

析、食品等における汚染実態調査、食

品・環境中での挙動等について研究

を実施した。その成果から見出され

た地方自治体での食中毒対応に有用

と考えられる食品の検査法を示した。

本研究では、その方法を多機関で評

価するために、地方自治体の試験研

究機関とコラボレイティブ・スタデ

ィを実施することとした。

また、近年、病原大腸菌を原因と

する食中毒も多発しており、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

による食中毒は日本では近年発生が

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 保有大腸菌の食品から

の検出に必要な増菌培養法、分離培

養法、遺伝子検出法を主にして効率

的かつ特異的な検査法の開発を目的

とした。

さらに、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、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。

これらのことから、以下の研究を

実施した：［１］食品での

検査法のコラボレイティブ・スタデ

ィによる評価、［２］ 保有大腸菌

の食品検査法の検討、［３］ 保有

細菌の性状等の解析、［４］ 特

異的リアルタイム 法の開発、［５］

腸管出血性大腸菌の食品での検査法。
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本研究の対象である

および 保有大腸菌は、新興食中

毒細菌として位置づけられ、特に日

本での食中毒発生が特徴的であるた

め、これらの課題の研究を進めるこ

とによって、国内の食中毒予防対策

の提案が可能になると考え、 年間の

研究を行った。また、科学的な国内対

策の取り組みを海外に発信するため

に成果を国際的に発表することが期

待されている。

Ｂ 研究方法

［ １ ］ 食 品 で の

検査法のコラボレイティ

ブ・スタディによる評価

試験検査機関が参加し、鶏肉ま

たはモヤシ検体（高菌数接種３検体、

低菌数接種３検体、非接種３検体）

を供試し、セフィキシムおよび亜テ

ルル酸加 培地での増菌培養、

、 、 および での分

離培養、 検出リアルタ

イ ム （ を 含 む ） に て

の検出性を評価した。試験

結果を集計後、検出方法間の有意差

検定を行った。

［２］ 保有大腸菌の食品検査法

の検討

種類（ ら、他）の

特 異 的 コ ン ベ ン シ ョ ナ ル 法

（ ）について食品における

保有大腸菌の検出に優れたプ

ライマーおよび酵素を検討した。次

に、増菌培地として 、 、薬

剤 加 、薬剤 加 を、分

離培地として薬剤 を添加した培地

等での 保有大腸菌の生育性を

検討した。上記にて選定された各種

方法を用いてさらに検討を進めた。

具体的には、試験検体の 確認

試験では、 食品を供試し、検体

入りス トマ ッカ ー袋を 各 袋

（ 検体）用意し、 検体は 中

にて培養し、抽出 を

（ ら、 使用）に

供試した。 検体ともに 陰

性の食品は、残りの 検体につい

て、添加回収試験を行ない、 検体

以上が 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、 保有大腸菌を各接

種菌数レベル（低菌数接種、中菌数

接種、高菌数接種）に調製し、 検

体へ接種した。 および 中で

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（ ）、クロ

モアガー基礎培地（ ）および

薬剤 添加 （ ）に画

線し、大腸菌様コロニーへ

を実施した。自然汚染試験では、

保有大腸菌を添加せずに上記

の試験を実施した。また、後述の［４］

にて開発の 特異的リアルタイ

ム 法である を利用し

て各種食品培養液中の 保有大

腸菌数を算出した。さらに、各種食

品由来 保有細菌株について菌

種同定および各種遺伝子型別等を

行った。

［３］ 保有細菌の性状等の解析

菌 種 未 同 定 の 保 有 細 菌 を

（ ）

にて菌種同定した。次に、シーケン

スにて 保有細菌の バリア

ントタイプを特定し、 種類の既報

の での検出性を比較した。

また、各種βラクタム系薬剤や薬剤

添加 にて 保有大腸菌

の生育を検討した。

［４］ 特異的リアルタイム
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法の開発

集団食中毒事例由来の 保有大

腸菌株の の遺伝子多型（バリ

アント）を分担研究者の伊豫田およ

び大岡と共同で特定した。また、

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の一部は

の配列が不完全と予想される

との情報を得たため、不完全なバリ

アントタイプが検出対象から除外

される候補を設計した。設計した候

補 について、多数の菌株を用

いて特異性を試験した。また、

保 有 細 菌 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

保有大腸菌を用いて菌株のみ

にて試験した場合と各種食品培養

液にて菌株を希釈した場合の検出

限界を求めた。

［５］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。

Ｃ．研究結果

［ １ ］ 食 品 で の

検査法のコラボレイティ

ブ・スタディによる評価

リアルタイム 法の検出感度は、

全条件で であった。分離培養法

では、鶏肉検体の低菌数接種の検出

感度は、いずれの培地でも約 以

上であり、高菌数接種で全分離培地

で であった。モヤシ検体の低菌

数接種では、 および

で約 、 および で約

であり、高菌数接種の検出感度は、

および で 以上

であり、 および で 以上

であった。また、釣菌したコロニー

のうち コロニーの割合

は で （ ）、

で （ ）、 で

（ ）、 で

（ ）であった。モヤシ検体での

および の検出感度は、リア

ルタイム 法よりも有意に低く、

は および よりも

検出率が有意に低かった。鶏肉検体

での および の検出感度は、

および よりも検出感

度が有意に低かった。

［２］ 保有大腸菌の食品検査法

の検討

プライマーの検討では、

らの 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、

を用いた場合に非特異的

反応が認められなかった。増菌培養

法の検討では、薬剤 添加培地で

の増殖が抑制されることが示され

た。分離培地の検討では、薬剤 を

添加した分離培地での生育良好で

あったためこれら培地を以降の試

験に用いた。試験検体の 確認

試験では、 検体（ ）が

陽性であった。添加回収試験で

は、 を用いた場合は分離陽性

率が他の条件よりも低かった。自然

汚染検体での試験では、 で

検体、 で 検体が 陽

性であった。また、 特異的リア

ルタイム 法を用いた菌数推定で

は、定性試験で 陽性の培養液

のうち、分離陽性培養液および分離
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陰性培養液でそれぞれ 保有大

腸菌数が約 および約

であった。さらに、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

株では、集 団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、少なくとも 種類

の バリアントを保有していた。

［３］ 保有細菌の性状等の解析

多くの株は、 にて大

腸菌と同定されるも、

、 、

および 菌株も

含まれた。 保有大腸菌では、少

なくとも タイプの バリアン

トが確認された。既報の で

は大腸菌以外の細菌も検出された。

選択分離培地の検討では、いずれの

選 択 分 離 培 地 で も 供 試 菌 株 は

と同色のコロニーを形成し

た。

［４］ 特異的リアルタイム

法の開発

単一のバリアントのみ保有する株

は 株中 株、 種類のバリアント

を保有する株は 株、 種類のバリ

アントを保有する株は 株であり、

バ リ ア ン ト の 種 類 と し て は 、

が最も多くの株で保有さ

れていた。全 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 種類および不完全

なバリアント以外の全 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 種類を設

計した。特異性試験では、設計され

た候補が目的のバリアント特異的

に増幅することを確認した。配列上

完全な バリアントの検出性お

よび新規性に優れる につ

いて、以降の試験を実施した。 も

加えた特異性試験では、配列上完全

な バリアント保有大腸菌のみ

が にて および の

両方が陽性であった。感度試験では、

いずれの条件でも検出限界が

であり、検量線の近似曲

線は、 であった。

［５］腸管出血性大腸菌の食品での

検査法

通知法に記載の試薬等の一部の販

売が終了されており、リアルタイム

機器に後継機が販売されている

こと等を確認した。

考察

［ １ ］ 食 品 で の

検査法のコラボレイティ

ブ・スタディによる評価

が検体あたり

以上であれば食品から高率に検出

が可能であることが判明した。約

でも、リアルタイム 法で高

率に検出されること、鶏肉では高率

に分離も可能であることが示され

た。しかし、モヤシでは、分離培養

法で分離されない検体もあった。リ

アルタイム 法のほうが分離培養

法よりも検出性が優れていること

が示されたことから、リアルタイム

法をスクリーニングに使用し、

陽性であった検体を分離培養法に

供試することで効率的な試験が行

えるものと考えられた。本コラボレ

イティブ・スタディでは、ラムノー

スとキシロースを添加した培地の
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ほうが感度が高い結果であった。本

添加剤を加えて培地の鑑別性を高

くすることで、効率的かつ高感度に

試験が実施されると考えられた。

［２］ 保有大腸菌の食品検査法

の検討

市販食品が 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。添加回収試験では、

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

保有大腸菌の分離が期待でき

ることが示された。 リアルタイム

では、 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。増菌培地ごとに増殖しやすい

菌株の存在が示唆されたため、食中

毒事例の原因物質調査においては

および を併用し ま

たは で分離培養すること

で、より効率に 保有大腸菌が

分離されると考えられた。

［３］ 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

菌の検出性が低くその他細菌が検

出され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。

［４］ 特異的リアルタイム

法の開発

配列上完全な を効率よく検出

することが食品から を検出す

る上で重要である。 配列上完全な

バリアントの検出性および新

規性に優れる について詳

細に検討したところ、 および

の両方が増幅される場合が 保

有大腸菌陽性と判定されると考え

られた。また、 は検出性

および定量性に優れることが示さ

れた。

［５］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

に関する本研究では、

食品検査法を 段階に分けて検討し

たところ、優れた増菌培養法、リア

ルタイム 法および分離培養法が

示された。コラボレイティブスタデ

ィでも優れていることが確認され

た。

また、 保有大腸菌に関する本

研究では、 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。 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。また、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ため 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 法を新規に

開発した。本リアルタイム 法は

特異性および感度に優れるため、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。

さらに、腸管出血性大腸菌の食品
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での検査法について、現在の通知法

の試薬や機器について現状に即し

た変更が必要であると考えられた。

健康危険情報

なし
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（誌上発表）
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