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富山市の学校給食を原因とした集団食中毒由来大腸菌の病原性に関する研究

研究要旨

令和３年 月に富山市で発生した学校給食を原因とした患者数 人以上の大規模

食中毒において、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 （ 抗原遺

伝子型 ） について、病原性を解明するために多角的に解析した。菌株のゲノ

ム解析の結果、牛乳由来株および患者由来株は、同一クローンであることが明らかにな

り、本事例の便検体をメタゲノム解析した結果、事例株が優占して存在することが示さ

れた。また、本事例株は動物モデル実験によってマウス致死性を示すことが明らかにな

った。さらに、詳細なゲノム解析の結果、本菌株は典型的な病原性関連遺伝子は保有しな

いものの付着因子や菌体外分泌機構がコードされたプラスミドを保有していること、染

色体上の他因子についても知見が得られた。加えて、本プラスミド脱落株ではマウス致

死性が半減することから本プラスミドが本菌の病原性に寄与することが明らかになった。

研究協力者  
富山市保健所 瀧波賢治、鈴木富勝、水上克己

国立感染症研究所 明田幸宏、伊豫田 淳、李 謙一、窪村亜希子

富山県衛生研究所 大石和徳、齋藤和輝、木全恵子、磯部順子、綿引正則

国立医薬品食品衛生研究所 大屋賢司、西角光平、廣瀬昌平、大西貴弘

Ａ．研究目的

令和３年 月に富山市で学校給食

を原因とした患者数 人以上の

大規模食中毒が発生した。富山市保

健所の調査から原因食品として牛乳

が特定されたが、牛乳から主な食中

毒細菌やウイルスは検出されなかっ

たため、当該保健所から国立医薬品

食品衛生研究所衛生微生物部に原因

物質調査が依頼された。毒素型食中

毒の原因物質であるブドウ球菌エン

テロトキシン、セレウス菌エンテロ

トキシン、ウエルシュ菌エンテロト

キシンおよびセレウス菌嘔吐毒（セ

レウリド）は検出されず、また、感染

型食中毒の原因物質のうち下痢を主

徴とするものについて調査したが、

サルモネラ属菌、リステリア属菌、

および既知の

病原大腸菌は検出されなかった。し

かし、食中毒発生に関与する提供日

の牛乳では、病原大腸菌用選択分離
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培地上に特徴のある大腸菌コロニー

が多数生育し、それらの血清型は

（ 血清型別不能） であり、 抗

原 遺 伝 子 型 別 で は

であることが判明した。さらに、

富山市保健所での調査時の患者検便

検体の大腸菌分離用培地上のコロニ

ーを調査した結果、多くの患者検体

で （ ） が優勢大腸菌と

して分離され、病因物質が大腸菌

（ ） である可能性が考えら

れた。

このため、本大腸菌の病原性につ

いての早急な解明を目的に、厚生労

働省食品監視安全課と調整し、当研

究事業において研究を実施すること

にした。富山市保健所、国立感染症研

究所 細菌第一部（感染研）、富山県

衛生研究所（富山衛研）、国立医薬品

食品衛生研究所 衛生微生物部（国衛

研）にて多角的に解析を行なった。

Ｂ 研究方法

［１］菌株ゲノムの解析

（１）ゲノムの遺伝子型別

感染研では本事例牛乳および患者

由来株の全ゲノム配列を用いて、

（

）、血清型予測等の遺伝子型

別および 解析を実施した。

（２）ゲノムおよびプラスミドの解

析

感染研、富山衛研、国衛研で本事

例由来株のゲノム上の病原性関連

遺伝子の検索を各機関の方法で行

った。また、本事例株の完全長ゲノ

ムを取得するために、長鎖ゲノム

を用いてロングリード配列を取

得し、ショートリード配列と併せて

ハイブリッドアセンブルを行った。

また、アノテーションされたプラス

ミド上の （ ）を

解析しキュレーションを行

った。

（３）大腸菌の Ⅲ分泌系遺伝子

群 発現の確認

富山衛研では、本食中毒由来株の

に含まれる および

遺伝子発現量の定量のための プラ

イマーおよびプローブを設計した。

［２］有症者由来便のメタゲノム解

析

食 品 工 場 従 事 者 （

分離なし）および有症者（

分離あり）の便検体を材

料として、ショットガンメタゲノム

解析を行った。便サンプル中大腸菌

における、事例株（ ）

の頻度を推定するために、事例株ゲ

ノムを非病原性株（ ）

と共通する領域および共通しない

領域に分け、前者を大腸菌に共通す

る領域、後者を事例株特異的領域と

した。実験は、国立医薬品衛生研究

所研究倫理審査委員会の承認を得

て行った（承認番号 ）。

［３］培養細胞への感染実験

本事例患者由来株、対照菌株とし

て腸管凝集性大腸菌、腸管侵入性大

腸菌、病原性の知られていない大腸

菌である実験室株 等を供試した。

細胞、 −２細胞、 細

胞などを試験ごとに供試した。細胞

付着性試験、細胞侵入性試験、細胞

膜透過性試験、細胞傷害性試験を定

法にしたがって実施した。また、付

着に関与する可能性のある遺伝子

について破壊株を作製し付着性の

解析などを行った。

［４］動物モデル実験

富山市食中毒事例牛乳由来株およ

び患者由来株、病原性株として腸管

毒素原性大腸菌など、病原性の知ら

れていない株として および微生
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物試験に用いられている大腸菌株

を供試した。ウサギ腸管結

紮ループ試験お よ び抗生物質投与

マウスへの経口投与では、定法にし

たがって実施した。マウスへの腹腔

内投与試験 では、 週齢のマウス

に あるいは

に調製した試験菌株浮遊液

を腹腔内投与した。投与後１

から３日目まで経時的に生死判定

を行った。コモンマーモセットへの

経口投与試験では、コモンマーモセ

ット３頭へ の濃度に調

製した患者由来株 または牛乳由来

株浮遊液 を経口投与した。

投与後経時的に各個体を観察し、採

取した糞便中の投与菌の測定を 実

施した。すべての実験は国立医薬品

食品衛生研究所動物実験委員会の

承認を得て行った 承認番号：

（ウサギ）、 （マウス）、 （コ

モンマーモセット） 。

Ｃ．研究結果

［１］菌株ゲノムの解析

（１）ゲノムの遺伝子型別

感染研で行った 解析の結果、

牛乳由来株と患者由来株は か所の

のみ異なっており、同一クロー

ンであると考えられた。ドラフトゲ

ノ ム の 解 析 を し た と こ ろ 、

の 血 清 型 予 測 で は

、 では 、

では と型別

された。

（２）ゲノムおよびプラスミドの解

析

本事例大腸菌株 株の病原

性関連遺伝子を探索した結果、

が検出され

たが、病原大腸菌に特徴的な付着関

連遺伝子（ 等）や

毒素遺伝子（

等）は、感染研、富山衛研、国衛研

のいずれでの解析によっても検出

されなかった。また、染色体ゲノム

環状地図を他の病原性大腸菌株染

色体ゲノムと比較したところ、 、

および莢膜合成遺伝子群

クラスターなど 腸管凝集付着性大

腸菌（ ）や尿路原性大腸菌（ ）

と共通して保存されている領域が

複 数 カ 所 見 い だ さ れ た 。 ま た 、

株は分子量約 の大プ

ラスミド を有しており、付

着因子および菌体外分泌機構がコ

ードされていた。プラスミド上の付

着因子および菌体外分泌機構コー

ド領域の構造は、腸管毒素原性大腸

菌（ ）の保有するプラスミド上

の構造と類似していた。また、菌体

外分泌機構は、染色体上にも存在し

ていることが示された。

（３）大腸菌の Ⅲ分泌系遺伝子

群 発現の確認

遺伝子群 、 、 、

、 について による

検出系を確立した。特に、プローブ

を用いた絶対定量系によって

および 遺伝子の がそれぞ

れ検出された。

［２］有症者由来便のメタゲノム解

析

メタゲノム解析の結果、有症者で

は 属菌の割合が 、

属菌が ％の割合

で検出された。その他の病原体（細

菌、ウイルス、寄生虫）特異的な配

列は検出されなかった。大腸菌共通

配列に類似したリードの割合は約

、事例株特異配列に類似したリ

ードの割合は約 であった。この

割合は、事例株ゲノムの割合と類似

していたことから、大腸菌の大部分
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は事例株であることが示唆された。

［３］培養細胞への感染実験

本事例由来株では、陽性対照と比

べて明確な特異的な凝集性の付着、

細胞侵入性および細胞透過性は認

められなかった。しかし、細胞付着

が認められ、プラスミド上に存在す

る オペロンを含む領域を破壊し

た株が細胞非付着性を示した。

［４］動物モデル実験

ウサギ腸管結紮ループ試験および

抗生物質投与マウスへの経口投与

試験では、明らかな陽性反応は認め

られなかった。しかし、マウスへの

腹腔内投与試験では、本事例由来株

投与後２日目までに約 ％が死

亡し、陽性対照の の投与では

以上が死亡し、陰性対照の 株

では死亡しなかった。また、微生物

試験に使用される を投与

したマウスは投与後２日目までに

約 が死亡した。コモンマーモセ

ットへの経口投与試験では、 頭と

もに下痢を発症しなかったが、うち

１頭で投与後 日目まで から

、別の１頭で投与後 日

目まで から 、さら

に別の１ 頭 で 投与 後 日目ま で

から で便中に菌の

排出が認められた。

また、本事例株のプラスミド脱落

株をマウスに腹腔内接種した結果、

マウスの死亡率は であり、プラ

スミド保有株では 接種後マウスは

全数死亡した。

考察

［１］菌株ゲノムの解析

感染研の解析では、牛乳由来株お

よび患者由来株は、 解析から同

一クローンであると考えられた。感

染研および国衛研の解析では、両株

のゲノム上には、病原大腸菌の主要

な病原性関連遺伝子は存在しない

ものの、病原性への関与が示唆され

る遺伝子群が存在していた。本事例

株の染色体ゲノムと他の病原性大

腸菌染色体ゲノムの詳細な比較解

析により見いだされた領域は、主要

ではないものの病原性に関与する

領域であり や腸管出血性大腸

菌（ ）には存在しなかった。ま

た、本事例株は、付着因子や菌体外

分泌機構をコードする特徴的なプ

ラスミドを有することが明らかと

なった。このため、プラスミド脱落

株を作製し、本事例株の示す動物モ

デル実験での病原性への関与を検

証することとした。さらに、 Ⅲ

分泌系の病原因子遺伝子群 発

現の確認のために、特に およ

び 遺伝子発現量を定量するた

めの絶対定量系を確立した。測定の

結果、 遺伝子における が

検出され、遺伝子として機能してい

ることが考えられた。

［２］有症者由来便のメタゲノム解

析

メタゲノム解析では、大腸菌およ

び 以外の既知の病原

体 の 情 報 は 得 ら れ な か っ た 。

については、 で

特異配列が増幅されなかったため、

メタゲノム解析結果では非特異的

な配列を検出したと考えられる。こ

のため、大腸菌以外が食中毒の原因

である証拠は得られなかった。有症

者でより高い頻度で大腸菌が検出

されたことは、分離培養の結果（食

品工場従事者で大腸菌非分離、有症

者で分離）と一致した。また、食品

工場従事者のサンプルでは、頻度が

低いながらも事例株特異的配列が

認められたことから、サンプルを採

− 28 −



 

取した食品工場従事者も事例株を

保有していたことが示唆された。

［３］培養細胞への感染実験

培養細胞への付着試験では、凝集

性の付着ではない 細胞付着性が認

められた。本菌の細胞付着性は

オ ペ ロ ン が コ ー ド す る 付 着 因 子

に起因すると考えられた。

［４］動物モデル実験

富山市食中毒事例では原因食品を

喫食した施設職員等の成人に比べ

て児童の発症率が高く、富山市食中

毒事例株は免疫や腸内細菌叢が未

発達な腸管でのみ病原性を発揮す

ることが推察されていた。そのため

主に若齢動物を用いて、動物モデル

実験を行った。富山市食中毒事例株

は、マウスへの腹腔内投与で致死性

が認められた。本食中毒事例株の致

死性は、 より低く、病原性の知

られていない大腸菌株（ お

よび ）よりは高い結果であった。

富山市食中毒事例株は ほど高

くないものの病原性を有する こと

が示された。一方で、ウサギ腸管結

紮ループ試験および抗生物質投与

マウスへの経口投与試験を行った

が、下痢原性は認められなかった。

また、コモンマーモセットへの経口

投与試験においても下痢原性が認

められず、動物モデル実験でのヒト

の下痢症の再現性の検討が更に必

要であると考えられた。しかし、コ

モンマーモセットへの経口投与後、

糞中への菌の排出が一定期間観察

されたことから、本食中毒事例株は

コモンマーモセットの腸管に定着

性を有することが認められた。

また、マウスへの腹腔内投与試験

では、本菌が保有するプラスミドを

脱落させた株を投与したところ、死

亡率は約半分に減少し、このプラス

ミドが病原性に強く関与している

ことが明らかになった。

結論

令和３年 月に富山市で発生し

た 学 校 給 食 を 原 因 と し た 患 者 数

人以上の大規模食中毒におい

て、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 （ 抗

原遺伝子型 ） について、

病原性を解明するために多角的に

解析した。１）菌株のゲノム解析の

結果、牛乳由来株および患者由来株

は、同一クローンであることが明ら

かになった。２）本事例の便検体を

メタゲノム解析した結果、事例株が

優占して存在することが示唆され

た。３）培養細胞への感染実験の結

果、侵入性は観察されなかったが、

付着性については が関与す

ることが示唆された。４）動物モデ

ル実験の結果、マウス致死性を示す

ことが明らかになった。５）ゲノム

およびプラスミドの解析の結果、本

菌株は典型的な病原性関連遺伝子

は保有しないものの付着因子や菌

体外分泌機構がコードされたプラ

スミドを保有していること、 遺

伝子発現についても知見が得られ

た。６）本プラスミド脱落株の動物

モデル試験の結果、マウス致死性が

半減することから本プラスミドが

本菌の病原性に寄与することが 明

らかになった。

健康危険情報

なし

研究発表

（誌上発表）
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