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研究要旨  

食中毒原因病原大腸菌の検査法の整備及び食中毒対策推進のための研

究を、特に、astA（腸管凝集付着性大腸菌耐熱性エンテロトキシン 1；EAST1

をコードする遺伝子）保有大腸菌等の病原大腸菌を中心に５研究分担班に

て実施した。分担研究（１）病原大腸菌の特性解析では、 astA 保有大腸菌

の食品での検出法や汚染状況の検討、分離株の解析、動物モデルでの食品

由来株と患者由来株の差異、 EAST1 特異的モノクローナル抗体の作製等を

検討した。（２）病原大腸菌の病原因子解析と検出効率化では、IS1414 の転

移を介した astA 遺伝子バリアントの発現亢進条件や Escherichia albertii

の免疫磁気ビーズ濃縮法を検討し、 astA 遺伝子バリアントの多様性等に関

する研究結果を国際学術雑誌 Frontiers in Microbiology に発表した。（３）

病原大腸菌の付着性の解析では、集団下痢症事例由来 astA 保有大腸菌株か

ら共通して類似のプラスミドが検出され、さらなる解析によって病原性解

明の可能性が期待された。（４）食 品 汚 染 に お け る 食 品 特 性 の 解 明 では、

白菜キムチによる腸管出血性大腸菌 O157 食中毒防止には温度管理が重要

であることが示され、乳酸菌による本菌生残性への検討が必要と考えられ

た。（５）食中毒の原因食品解明と拡大防止のための検査法では、腸管毒素

原性大腸菌の分離同定に関する通知法案を作成した。  
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Ａ．研究目的  

日本 では 多様 な病 原大 腸菌 によ

る食中毒が発生しており、社会的に

問題となっている。令和 2 年には、

学校給食での astA（腸管凝集付着性

大腸菌耐熱性エンテロトキシン 1 ；

EAST1 をコードする遺伝子）保有大

腸菌による大規模食中毒（小中学生

等患者 3,453 人）が発生し、その後

も本菌食中毒の発生が続いている。

また、令和 2 年には腸管毒素原性大

腸菌の大規模食中毒（患者 2,548 人）、

令和 3 年には給食の牛乳による主要

な病 原 因子 を 保 有 しな い 病原 大 腸

菌 の 大 規 模 食 中 毒 （ 児 童 等 患 者

1,896 人）が発生しており、病原大

腸菌食中毒の発生が続いている。さ

らに、腸管出血性大腸菌による食中

毒は、減少傾向は認められず、令和

4 年以降、馬刺による食中毒、複数

県の ス テー キ チ ェ ーン 店 での 事 例

等が報告されている。  

これまでの調査で、astA 保有大腸

菌は多種食品から分離され、食中毒

発生 の 頻度 に は 見 合わ な いこ と か

ら、食品汚染株の一部の株が食中毒

を引き起こすと考えられ、食中毒由

来株 と 食品 汚 染 株 の特 性 の違 い の

解明によって、病原性を担う因子を

明ら か にす る こ と が必 要 とさ れ て

いる。また、これら病原大腸菌の食

品汚 染 状況 や 食 品 での 生 残性 は 汚

染の 制 御を 確 立 す るた め に重 要 で

ある。さらに、食中毒での食品試験

法の重要性は一層高く、現状の腸管

出血 性 大腸 菌 食 品 試験 法 を現 代 に

合うように見直しが必要であり、他

の病 原 大腸 菌 に つ いて も 食中 毒 対

応が 速 やか に 行 わ れる よ うに 食 品

試験法が示される必要がある。  

このため、本研究班では、分担研

究（１）病原大腸菌の特性解析、（２）

病原 大 腸菌 の 病 原 因子 解 析と 検 出

効率化、（３）病原大腸菌の付着性

の解析、（４）食 品 汚 染 に お け る

食 品 特 性 の 解 明 、（５）食中毒の

原因 食 品解 明 と 拡 大防 止 のた め の

検査法、にて実施する。  

これ らか ら得 られ た成 果を 日本

での 食 中毒 防 止 に 役立 て ると と も

に、成果や対策を海外に発信してい

くことによって、海外での食中毒発

生時 に 日本 が 貢 献 する こ とに つ な

がることが期待される。  
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Ｂ．研究方法  

［１］病原大腸菌の特性解析  

市販オクラにおける astA 保有大

腸菌の汚染実態では、11 食品につい

て astA 陽性か検討し、陽性の２食

品について、食品ごとに mEC および

NmEC 培 地 を 検 体 8 袋 ず つ に 加 え

42±1℃で 20〜 22 時間培養し、培養

液を astA 特異的 PCR 法に供試した。

また、培養液を分離培地に画線培養

し、上記 PCR 法にて astA 保有コロ

ニーを選別した。また、それらを生

化学性状および MALDI-TOF MS に供

して大腸菌の同定を行った。大腸菌

株の O 抗原・ H 抗原遺伝子型および

astA バリアントを特定した。  

astA 保有大腸菌の特性および病

原性の解析では、動物モデルでの病

原性評価系を検討した。各種菌株の

菌 液 、 菌 液 上 清 、 加 熱 菌 液 等 を

BALB/c マウスに腹腔内投与後、生死

を観察し、生存マウスについては体

重を測定した。また、死亡マウスの

心臓血を採取し、菌培養した。  

EAST1 特異的モノクローナル抗体

の作製では、pGEX-5X-1 および pET-

28b を改変して作製した pET-PelB ベ

クターに astA を組み込んだ。GST 融

合タンパク質および His-tag 融合タ

ンパク質を精製し、抗原として用い

た。BALB/c マウスに対し、腹腔内投

与による免疫を 1 週間間隔で計 7 回

実施した。マウスより脾臓を摘出し、

脾細 胞 とマ ウ ス ミ エロ ー マ細 胞 株

PAI を融合させ、培養上清中の抗体

を測定した。  

［２］病原大腸菌の病原因子解析と

検出効率化  

IS1414 の転移を介した astA 遺伝

子バリアント（ V0）の発現亢進条件

として、擬似的 IS1414 を構築し、IS

転移 能 が亢 進 す る 環境 条 件と し て

知ら れ てい る ヒ ー トシ ョ ック と 栄

養飢 餓 の条 件 に つ いて 検 討を 行 っ

た。  

Escherichia albertii の IgG 結

合性 因 子の 同 定 に 関し て 、昨 年 度

NIAH_Bird_3 株フォスミドライブラ

リーを用いて同定した約 10kb のゲ

ノム領域に関して、Wanner 変法を用

いて NIAH_Bird_3 株の当該領域の遺

伝子破壊株を作製し、 A 抗体処理有

無の 条 件下 で 遺 伝 子破 壊 株の 菌 回

収効率を検証した。  

［３］病原大腸菌の付着性の解析  

19 株の大腸菌 O166:H15（ 5 件の集

発事例由来 astA 保有株を含む）に

つ い て whole genome sequencing 

を実施し、系統解析および MLST の

特定を行った。さらに、 4 つの血清

型を含む 9 件の集発事例由来の astA

保有 株 およ び そ の 他 由 来 の大 腸 菌

O166:H15 7 株（合計 16 株）が保有

する プ ラス ミ ド の 完全 長 ゲノ ム 配
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列決定を行い、 Inctype の特定、病

原 性 関 連 遺 伝 子 の 検 出 お よ び

clinker による比較解析を行った。  

CHO 細胞に感染させた細胞付着性

お よ び 非 付 着 性 の 集 発 事 例 由 来

astA 保有大腸菌 O166:H15 について、

蛍光 二 重染 色 法 に より 細 胞付 着 お

よび侵入菌体の検出を行った。細胞

外細菌は Alexa Fluor 405（緑）、細

胞内細菌は Alexa Fluor 488（青）、

CHO 細胞は CellMask Deep Red Actin 

Tracking Stain により染色した。  

5 件 の 集 発 事 例 由 来 大 腸 菌

O166:H15 株のうち細胞付着性株に

共通する遺伝子を特定するため kps

クラスター比較、さらに K 抗原デー

タベースを用いて K 抗原特定も行っ

た。細胞付着性への関与が示唆され

た遺伝子について blastx 解析およ

び代表的な K 抗原（ K1, K4, K5）と

の比 較 によ り 類 似 する 遺 伝子 の 特

定も行った。  

［４］食品汚染における食品特性の

解明  

（１）白菜の走査型電子顕微鏡観察  

白菜 の白 い軸 部分 と葉 部分 につ

いて、走査型電子顕微鏡（ HITACHI 

Su3800）にて撮影した。また、非病

原性である大腸菌（ HB101)を直接塗

抹した直後の白菜及び 10 mL の TSB

培地に大腸菌を培養した培養液に 4

日間 浸 漬さ せ た 白 菜を 安 全キ ャ ビ

ネット内で乾燥させ、白菜表面、内

部に つ いて も 走 査 型電 子 電顕 観 察

を実施した。  

（２）白菜の洗浄方法の検討  

次亜塩素酸ナトリウム（ 100 ppm 

10 分、200 ppm 10 分）または過酢酸

製剤（ 75 ppm 5 分、 225 ppm 5 分 )

につ い ての 消 毒 効 果の 検 討を 行 っ

た。流水洗浄前、流水洗浄後、次亜

塩素 酸 ナト リ ウ ム およ び 過酢 酸 製

剤浸漬流水後、それぞれの工程ごと

に 25 g を採取し希釈系列を作製し、細

菌数を測定した。  

また、腸管出血性大腸菌株を 10 3  

CFU/g、10 7 CFU/g になるよう添加し、

過酢酸製剤（ 75 ppm 5 分）または次

亜塩素酸ナトリウム（ 100 ppm 10 分）

で消 毒 を行 い 、 腸 管出 血 性大 腸 菌

O157 菌数を測定した。  

（３）白菜キムチ細菌叢の解析  

市販キムチ 10 検体を対象に、フ

ルレングス 16S rRNA 遺伝子を用い

た Nanopore sequence 解析により、

キムチの細菌叢の解析を行った。併

せて細菌数、大腸菌群、大腸菌、ブ

ドウ球菌、セレウス菌、乳酸菌数、

pH、水分活性及び塩分濃度について

も測定を行った。  

［５］食中毒の原因食品解明と拡大

防止のための検査法  

（１）腸管毒素原性大腸菌の分離同

定に関する通知法案の作成  
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腸 管 毒 素 原 性 大 腸 菌

（ Enterotoxigenic Escherichia 

coli: ETEC）の分離同定法は、既報

（大塚ら、LWT、2019 および工藤ら、

Int. J. Food Microbiol.、2020）を

もとに作成した。  

さらに市販のリアルタイム PCR 装

置が 通 知法 案 に 記 載し た 遺伝 子 検

査法に使用できるかどうか、その性

能を評価した。通知法案に記載した

遺伝子検査法は、 ST と LT 遺伝子検

出法（スクリーニング）および ST と

LT 遺伝子型別法であり、それぞれに

ついて自家調製のリアルタイム PCR

法と 市 販キ ッ ト を 用い た 方法 を 検

討した。今回は自治体で広く利用さ

れ て い る と 考 え ら れ る Thermal 

Cycler Dice Real Time System Ⅲ

お よ び Ⅳ （ タ カ ラ バ イ オ ） 、

QuantStudio  5 (ThermoFisher 

Scientific)、 LightCycler 96 およ

び PRO（ロシュ・ダイアグノスティ

ックス）を評価した。  

 

Ｃ．研究結果  

［１］病原大腸菌の特性解析  

市販オクラにおける astA 保有大

腸菌の汚染実態では、オクラ 11 食

品のうち、３食品（ 27.3％）が astA

陽性であった。そのうちの２食品で

は、mEC 培養の 16 検体（袋）中 8 検

体から、 NmEC 培養の 16 検体中 9 検

体から、astA 陽性菌がいずれかの分

離培地で分離された。astA 陽性コロ

ニーの割合は、NmEC 培養と A-CHSTEC

の組み合わせが最も高く 60.0％、次

いで CHSTEC が 44.7％と高かった。

また、分離株は大腸菌と同定された。

分離 株 の遺 伝 子 的 多様 性 の解 析 を

したところ、 astA 保有大腸菌 84 分

離株のうち 46 株が OgGP12:Hg10 で

あった。食品ごとに異なる遺伝子型

も分離され、NmEC 培養の方がより多

様な遺伝子型が分離された。  

astA 保有大腸菌の特性および病

原性の解析では、動物モデルでの病

原性評価系の検討をしたところ、マ

ウスの致死数は、患者由来株よりも

食品 由 来株 で 多 い 傾向 が 認め ら れ

た。菌培養液の上清および加熱菌液

では致死は認められなかった。また、

生残したマウスの体重変化は、複数

株で 比 較す る と 食 品株 に 比べ て 患

者株 で はい ず れ も 投与 後 体重 が 大

きく減少し、一部の患者由来株は観

察が 終 了す る ４ 日 まで 回 復し な か

った。さらに、菌株投与後に死亡し

たマ ウ スの 血 液 か ら大 腸 菌と 鑑 別

され る 赤色 コ ロ ニ ーが 多 数生 育 し

た。  

EAST1 特異的モノクローナル抗体

の作製を検討したところ、GST-EAST1

に対しては、 3 回目の免疫以降で高

い 抗 体 価 が 確 認 さ れ た 。 一 方 、
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EAST1-His に対しては 5 回目付近で

抗体 価 の上 昇 が 頭 打ち と なる 傾 向

が認められた。細胞融合後に得られ

た 1,504 個のクローンのうち継代 5

回目 以 降に お い て も安 定 した 増 殖

性と高い抗体価を維持していた 3 ク

ローン（ A9B5、A9C4、B36B5）を選抜

した。 GST および GST-EAST1 に対す

る反応性を評価した結果、各クロー

ンが GST タグではなく EAST1 領域を

認識していることが示唆された。  

［２］病原大腸菌の病原因子解析と

検出効率化  

（１） IS1414 の転移を介した astA

遺伝子バリアント（ V0）の発現亢進

条件の検討  

ヒートショックに関して、本培養

の培養温度を 30˚C と 42˚C で実施し

たが、擬似 IS1414 が脱落したと考

えら れ るア ン ピ シ リン 耐 性ク ロ ー

ンは検出されなかった。また、栄養

飢餓に関しても、本培養の培養液を

LB 培養液原液（ 1x）、1/10 希釈 LB 培

養液、1/100 希釈 LB 培養液で実施し

たが、擬似 IS1414 が脱落したと考

えら れ るア ン ピ シ リン 耐 性ク ロ ー

ンは検出されなかった。  

（２） E. albertii の IgG 結合性因

子の同定  

E. albertii NIAH_Bird3 株につ

いて作製した IgG 結合因子候補 10kb

領 域 の 遺 伝 子 破 壊 株 と 野 生 株 、

negative control として大腸菌 K-

12 株を用いて菌濃縮能に関する比

較を行った。その結果、野生株と当

該領 域 の遺 伝 子 破 壊株 と の間 で 濃

縮能に差が見られなかった。その一

方で、negative control である大腸

菌 K-12 株においても、通常見られ

ない 非 常に 高 い 菌 濃縮 が 観察 さ れ

た。使用した試薬による実験への影

響を確認するため、磁気ビーズの洗

浄液 お よび 抗 体 反 応液 に つい て 新

たに 調 製し た も の を使 用 した が 結

果に改善は見られなかった。  

［３］病原大腸菌の付着性の解析  

（１）大腸菌 O166:H15 株の MLST お

よび系統解析  

19 株の大腸菌 O166:H15 のうち、

5 件の集発事例由来の 10 株はいず

れも ST2914 に分類された。動物由

来の 1 株も ST2914 に分類されたが、

他の動物由来株および EHEC は ST349

に分類された。  

（２）astA 事例等由来株が保有する

プラスミドの比較解析  

16 株のうち 14 株から 1 から 6 の

プラスミドが検出され、そのうち 16

の主 要 なプ ラ ス ミ ドを 解 析し た 結

果、 9 件の集発由来株と 1 件の散発

由来株は共通して astA と aap が検

出される IncFII のプラスミドを保

有していた。比較解析では 6 型分泌

装置（ T6SS）や 4 型線毛遺伝子クラ
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スタ ー 等の 共 通 遺 伝子 も 検出 さ れ

た。一方で、EHEC や動物由来大腸菌

O166:H15 が保有するプラスミドは

astA 事例株から共通で検出された

プラスミドとは異なっていた。  

（３）蛍光二重染色法による集発由

来大腸菌 O166:H15 の細胞付着およ

び侵入菌体の検出  

蛍光 二重 染色 法に より 染色 した

蛍光観察画像の重ね合わせ（ Merge）

により、細胞付着性を示す JNE21-

003 株では細胞外菌体（緑）と細胞

内菌体（青）が検出されたのに対し、

JNE22-005 株 で は 主 に 細 胞 内 菌 体

（青）のみが検出された。  

（４）集発事例由来大腸菌 O166:H15

株の kps クラスター比較および K 抗

原の特定  

比較 解析 によ り 細 胞付 着性 株 に

共通する 5 遺伝子が特定された。ま

た、細胞付着性を示す 4 株は K131 で

あると特定された。  

（５）集発事例由来大腸菌の細胞付

着性に関与する遺伝子の特定  

JNE21-003 株を用いて（４）によ

り 特 定 し た 5 遺 伝 子 （ galE, 

LOCUS_07640 (L764), L765, ugd, 

L767）の破壊株作製と解析を行った

結果、 L765 破壊株  (Δ L765)および

Δ L767 において細胞付着性が消失

し、各相補株（Δ L767 /pMW119-L765, 

Δ L767 /pMW119-L767）はいずれも細

胞付着性を示した。blastx 解析およ

び代表的な K 抗原との比較により、

L765 および L767 は糖転移酵素遺伝

子であり、それぞれ K4 の kfoC およ

び kfoG と高い相同性を示した。  

［４］食品汚染における食品特性の

解明  

（１）白菜の走査型電子顕微鏡観察  

購入した白菜について細菌数、大

腸菌・大腸菌群数、黄色ブドウ球菌

数、セレウス菌数の測定を行った。

細菌数は 105～ 106 CFU/g であり、部

位による偏りは認められなかった。

白菜 か ら検 出 さ れ た細 菌 数の 菌 種

のう ち 多く は 白 菜 の根 の 周囲 に 生

息する Chryseobacterium 属であっ

た。  

白菜に大腸菌を直接塗抹後、撮影

した画像からは、大腸菌は確認でき

なかったが、増菌培養液に 4 日間浸

漬させた白菜からは、葉脈の部分、

葉の間部分に大腸菌が確認された。 

（２）白菜の洗浄方法の検討  

次亜塩素酸ナトリウム 100 ppm 10

分または過酢酸製剤 75 ppm 5 分浸

漬させた結果、細菌数は次亜塩素酸

ナトリウム、過酢酸製剤とも流水洗

浄前 106  CFU/g、流水洗浄後 104  CFU/g、

消毒液浸漬後 10 3 CFU/g であった。

次亜塩素酸ナトリウム 200 ppm 10

分または過酢酸製剤 225 ppm 5 分に

消毒 液 の濃 度 を 増 加し 浸 漬さ せ た
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結果、細菌数は次亜塩素酸ナトリウ

ム、過酢酸製剤とも流水洗浄前 10 6  

CFU/g、流水洗浄後 105 CFU/g、消毒

液浸漬後 103  CFU/g であった。  

また、腸管出血性大腸菌 O157 株

103  CFU/g、 10 7 CFU/g を 4 cm にカ

ットした白菜に添加し、過酢酸製剤  

（ 75 ppm 5 分）または次亜塩素酸

ナトリウム（ 100 ppm 10 分）で洗

浄した結果、次亜塩素酸ナトリウム、

過 酢 酸 製 剤 で 洗 浄 を 行 っ て も 10 1  

CFU/g～ 10 2  CFU/g の減少が認めら

れた程度であった。  

（３）白菜キムチ細菌叢の解析  

白菜キムチの細菌数は、104  CFU/g

～ 107 CFU/g、乳酸菌数は 10 4 CFU/g

～ 108  CFU/g であった。  

小売店で購入したものが、細菌数、

乳酸 菌 数と も に ス ーパ ー マー ケ ッ

トお よ びデ パ ー ト で購 入 した も の

より高い傾向にあった。大腸菌群が

4 検体から、セレウス菌が１検体か

ら検出された。  

塩分濃度は 2.8～ 3.6％、pH は 5.0

～ 6.1、水分活性は 0.95～ 0.97 であ

った。  

フルレングス 16Sr RNA 遺伝子に

ついての Nanopore sequence 解析

結果、 Lactobacillaceae 科、

Latilactobacillus 属、

Leuconostoc 属、 Weissella属が 90％

を占めた。他に Yersiniaceae科、

Rahnella属 Serratia属、 Pseudomonas

属、Vibrio属も検出された。 

［５］食中毒の原因食品解明と拡大

防止のための検査法  

（１）腸管毒素原性大腸菌の分離同

定に関する通知法案の作成  

現在 市販 され てい るリ アル タイ

ム PCR 装置を用いて通知法案記載の

ST と LT 遺伝子検出法および ST と

LT 遺伝子型別法を検討したところ、

キットを用いたリアルタイム PCR 法

および自家調製のリアルタイム PCR

法 の い ず れ も 検 出 限 界 が 3 log 

CFU/mL または 4 log CFU/mL であっ

た。  

 

Ｄ．考察  

［１］病原大腸菌の特性解析  

市販オクラにおける astA 保有大

腸菌の汚染実態では、オクラの汚染

率は 27.3％であり、過去の調査にお

いても陽性率 20％であったことか

ら取 り 扱い に 注 意 を要 す ると 考 え

られ た 。ま た 、 菌 分離 の ため に は

NmEC 培地による増菌培養が適して

いると示された。さらに、釣菌コロ

ニーに対する astA 陽性コロニーの

割 合 か ら 見 る と 、 NmEC 培 養 と A-

CHSTEC および CHSTE の組み合わせに

よる検査法が優れていた。なお、SMAC

上では大腸菌群と astA 保有大腸菌

が類似した赤色コロニーを形成し、
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判別 が 困難 で あ る こと が 分離 率 低

下の原因であると推察された。また、

mEC 培養と NmEC 培養で菌株の遺伝

子型の構成が異なっており、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。  

astA 保有大腸菌の特性および病

原性の解析では、動物モデルでの病

原性評価系の検討をしたところ、患

者由 来 株よ り も 食 品由 来 株で マ ウ

スの致死性が高い傾向が見られ、想

定した結果とは異なっていた。しか

し、食品および患者由来の両株で致

死が認められ、NBRC 株では致死に至

ってないことを考えると astA 保有

大腸 菌 には 一 定 の 病原 性 の保 有 が

考えられた。一方、生残したマウス

での体重回復は、患者由来株で弱い

傾向が認められたため、致死に至ら

ない 程 度の 投 与 菌 数を 投 与す る こ

とで、体重回復が弱いモデルの作出

の可能性が示された。  

EAST1 特異的モノクローナル抗体

の作製については、マウスへの免疫

によ っ て十 分 な 抗 体応 答 が誘 導 さ

れた一方で、 EAST1 に対する抗体だ

けでなく、融合タグである GST に対

する 抗 体も 含 ま れ てい る 可能 性 が

示唆された。そのため、 GST を含ま

ない EAST1-His を用いた解析が有用

であると考えられた。また、EAST1 は

低分 子 ペプ チ ド で あり 抗 原性 が 比

較的低い可能性がある。さらに、培

養 上 清 を 用 い た GST お よ び GST-

EAST1 に対する反応性評価の結果か

ら、 GST-EAST1 の分解産物あるいは

部分 的 に切 断 さ れ たタ ン パク 質 断

片を 認 識し て い る 可能 性 が考 え ら

れた。  

［２］病原大腸菌の病原因子解析と

検出効率化  

構造的に intact な astA 遺伝子

バリアント（ V0）の病原性発現亢進

に関 す る解 析 に つ いて 、 挿入 配 列

IS1414 の転移との連動性を調べる

実験 系 の構 築 と 挿 入配 列 の転 移 能

に関わる環境因子として、ヒートシ

ョッ ク およ び 栄 養 飢餓 の 条件 に つ

いて解析を行ったが、IS1414 の脱落

はみられなかった。このことから、

これら 2 条件は転移能（ astA 遺伝子

の発現亢進）には関与しない可能性

が示唆された。しかしながら、IS1414

の転 移 機構 に つ い ては 未 だ不 明 な

点が多いことから、次年度はトラン

スポゼースを過剰発現させて IS 脱

落が起こることを確認した上で、さ

らに 他 の条 件 に つ いて の 検討 を 行

う。  

免 疫 磁 気 ビ ー ズ に よ る E. 

albertii の菌濃縮法の開発につい

ては、昨年度、NIAH_Bird3 株のフォ

スミ ド ライ ブ ラ リ ーを 用 いて 同 定

した IgG 結合関連因子候補と考えら
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れる約 10kb のゲノム領域について、

当該 領 域の 遺 伝 子 破壊 株 を用 い た

検証を実施したが、遺伝子破壊株に

おい て 菌濃 縮 能 の 低下 が 観察 で き

なかった。また、これまでに得られ

て い た 結 果 と 異 な り 、 negative 

control である大腸菌 K-12 株におい

ても 菌 濃縮 が み ら れた こ とか ら 用

いて い る試 薬 に 原 因が あ ると 考 え

られた。ビーズ洗浄液等の溶液関連

について、新規作製して検証した結

果、磁気ビーズ本体に原因がある可

能性が示唆された。  

今後は、実験条件の再検討や試薬

の再購入を行うことで、これらの問

題を解消し、astA 遺伝子の発現亢進

条件 と 病原 機 構 の 解明 を 進め る と

ともに、 E. albertii の効果的な菌

濃縮法の実用化および IgG 結合因子

の同定を行う。  

［３］病原大腸菌の付着性の解析  

4 つの血清型を含む 9 件の集団下

痢症事例から分離された astA 保有

大腸菌は共通して IncFII の類似し

たプラスミドを保有していた。さら

に同様のプラスミドは、O166:H15 株

のうち EHEC ではない（ non-EHEC）散

発下 痢 症患 者 由 来 株か ら も検 出 さ

れたが、EHEC および動物由来株から

は検出されなかった。そのため、当

該プラスミドは O166:H15 など特定

の複数の血清型のうち、ヒトへの病

原性を有する non-EHEC から検出さ

れる プ ラス ミ ド で ある 可 能性 が 示

唆された。さらに、当該プラスミド

上には astA 以外にも aap、 T6SS お

よび 4 型線毛遺伝子クラスターなど

複数 の 遺伝 子 が 共 通し て 存在 し て

いた。これらの遺伝子が機能してい

るかは不明であるが、プラスミド上

の共 通 遺伝 子 に 着 目し た 解析 を 行

うことは、本菌の病原性機序解明に

繋がる可能性があると考えられる。 

集 発 事 例 由 来 大 腸 菌 O166:H15 

JNE21-003 株の細胞付着性は、kps ク

ラスター領域 2 に含まれる 2 つの糖

転移 酵 素遺 伝 子 が 関与 し てい る こ

とが明らかになった。しかし、当該

2 遺 伝 子 が 4 件 の 集 発 事 例 由 来

O166:H15 株の細胞付着性に寄与す

る共通因子（遺伝子）であることを

示すためには、他の事例由来株を用

いて 同 様の 検 証 を 行う こ とも 重 要

であると考える。さらに、細胞付着

性株の K 抗原型は K131 であり、細

胞付着性に関与していた 2 遺伝子が

K4 抗原の kfoC および kfoG と高いア

ミノ 酸 相同 性 を 示 すこ と も明 ら か

となった。K131 以外の K 抗原型にお

いてもこれら 2 遺伝子を含む抗原型

が存在するか調査を行うことや、該

当する抗原型（ K4 を含む）の大腸菌

株に つ いて 解 析 を 行っ て いく こ と

は、細胞付着性に関与する kps クラ
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スタ ー を有 す る 大 腸菌 の 検出 系 開

発および kps クラスターによる細胞

付着 性 の機 序 解 明 のた め に重 要 で

あると考えられる。  

［４］食品汚染における食品特性の

解明  

白 菜 を 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 で 観 察

した結果、埃等と思われる物質が確

認されたが、中心部からは認められ

なかった。細菌数は 105～ 10 6 CFU/g

検 出 さ れ て い る こ と か ら 、

Chryseobacterium 属が白菜内部に

まで 侵 入し て い る こと が 考え ら れ

た。  

大 腸 菌 を 塗 抹 し た 白 菜 の 走 査 型

電子顕微鏡画像では、増菌培養液に

4 日間浸漬させた白菜から、葉脈の

部分、葉の間部分に大腸菌が確認さ

れた。  

また、白菜を次亜塩素酸ナトリウ

ム 100 ppm 10 分または過酢酸製剤

75 ppm 5 分浸漬させた結果、細菌数

は次亜塩素酸ナトリウム、過酢酸製

剤とも流水洗浄後では、101  CFU/g～

102 CFU/g、消毒後では、101  CFU/g 程

度の菌数の減少が認められた。前述

の走 査 型電 子 顕 微 鏡観 察 の結 果 か

ら、白菜内部に菌の定着が認められ

たことより、大量調理施設衛生管理

マニ ュ アル に 基 づ き実 施 した 消 毒

方法では、103  CFU/g 未満の菌数の減

少は難しいことが示唆された。  

腸 管 出 血 性 大 腸 菌 O157 株 10 3  

CFU/g、 107 CFU/g を添加し過酢酸製

剤（ 75 ppm 5 分）または次亜塩素酸

ナトリウム（ 100 ppm 10 分）で洗浄

した結果、菌の減少は 101  CFU/g～

102 CFU/g 程度であった。今回の実験

で使用した消毒液の濃度では、腸管

出血性大腸菌 O157 を完全に除去す

ることは難しいことが示唆された。 

これらのことより、白菜キムチに

よる腸管出血性大腸菌 O157 食中毒

を防止するためには、菌を増殖させ

ない た めの 温 度 管 理が 重 要で あ る

ことが示唆された。  

白菜キムチにおける細菌数、乳酸

菌数は、 104 CFU/g～ 108 CFU/g であ

った。また、白菜キムチの Nanopore 

sequence 解析による細菌叢の検討

結果 では 、 Lactobacillaceae 科、  

Latilactobacillus 属、Leuconostoc

属、Weissella 属の乳酸菌が 90％以

上を占めていた。また、今回購入し

たキムチの pH は全て 5.0 以上であ

った。白菜キムチの発酵が進み乳酸

菌の増殖が促進されると pH の低下

が起こる。乳酸菌の増殖が他菌の発

育を 抑 制す る と の 報告 も ある こ と

から、来年度は、白菜キムチの乳酸

菌の発育増殖と pH の関係性及びこ

れに伴う腸管出血性大腸菌 O157 の

生残性についての検討を Nanopore 

sequence 解析を用いて行う予定で
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ある。  

［５］食中毒の原因食品解明と拡大

防止のための検査法  

（１）腸管毒素原性大腸菌の分離同

定に関する通知法案の作成  

今回検討したすべてのリアルタ

イム PCR 装置が EHEC 通知法を参考

にし た 場合 の 検 出 感度 を 満た す こ

とが示された。これらのリアルタイ

ム PCR 装置の性能評価を踏まえ、

ETEC 通知法案の作成を行った。  

 

Ｅ．結論  

［１］病原大腸菌の特性解析  

市販オクラにおける astA 保有大

腸菌の汚染実態では、astA 保有大腸

菌が 原 因と 疑 わ れ る食 中 毒事 例 対

応の際は、増菌培地として NmEC 培

地を優先して選択し、可能であれば

mEC 培地の併用が推奨される。また、

分離培地として CHSTEC および A-

CHSTEC を選択することで分離効率

が向上すると考えられた。astA 保有

大腸 菌 の特 性 お よ び病 原 性の 解 析

では、動物モデルでの病原性評価系

を検討し、マウス腹腔内投与では食

品由来株で致死性が高かったが、食

品お よ び患 者 由 来 の両 株 で致 死 性

が認められ、敗血症に至ったことを

考えると、由来に関係なく astA 保

有大 腸 菌に は 一 定 の病 原 性の 保 有

が考えられた。また、 EAST1 特異的

モノクローナル抗体の作製を試み、

EAST1 に特異的反応性を示す 3 種の

候補 ハ イブ リ ド ー マク ロ ーン を 取

得した。今後は、得られた抗体につ

いて特異性や感度、各種解析系への

適用性を評価し、研究に応用する。 

［２］病原大腸菌の病原因子解析

と検出効率化  

astA 遺伝子陽性大腸菌に関して、

astA 遺伝子バリアントの多様性や

機能 有 無の 可 能 性 など を 明ら か に

し、 そ の研 究 結 果 を国 際 学術 雑 誌

Frontiers in Microbiology に投稿

して掲載された。IS1414 の転移を介

した astA 遺伝子の発現亢進につい

ては、トランスポゼース遺伝子のプ

ロモ ー タ活 性 を 検 出す る 実験 系 を

構築したが、期待した結果を得られ

なかった。 E. albertii の解析に関

しては、フォスミドライブラリーで

同定されていた 10kb 領域の遺伝子

破壊 株 で菌 濃 縮 能 の低 下 がみ ら れ

なかったが、実験系に問題があるこ

とが明らかとなり、次年度は試薬の

再購 入 など 確 認 を 行っ た のち 解 析

を進める予定である。  

［３］病原大腸菌の付着性の解析  

9 件の集団下痢症事例由来 astA

保有 大 腸菌 株 か ら 共通 し て類 似 の

プラスミドが検出されたことから、

当該 プ ラス ミ ド に 着目 し た解 析 を

行うことにより、集団下痢症を引き
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起こす astA 保有大腸菌の病原性解

明に繋がる可能性がある。  

［４］食品汚染における食品特性の

解明  

白菜に大腸菌を付着させ、走査型

電子顕微鏡で観察したところ、葉脈

様部 位 およ び 白 菜 内部 に 大腸 菌 が

確認された。また、白菜を大量調理

施設 衛 生管 理 マ ニ ュア ル に基 づ き

次亜塩素酸ナトリウム、過酢酸製剤

で消毒を行った結果、細菌数の減少

を認めたが、10 3  CFU/g 未満に低下さ

せることはできなかった。白菜内部

に存 在 する 細 菌 の 洗浄 を 今回 の 実

験法 で は行 う こ と が難 し かっ た た

めと考えられる。このことより、白

菜キ ム チに よ る 腸 管出 血 性大 腸 菌

O157 食中毒を防止するためには、菌

を増 殖 させ な い た めの 温 度管 理 が

重要であることが示唆された。  

また、白菜キムチにおける Nanopore 

sequence 解析の結果、

Lactobacillaceae 科、

Latilactobacillus 属、

Leuconostoc 属、 Weissella 属が

90％以上を占めていた。  

乳 酸 菌 の 増 殖 が 他 菌 の 発 育 を 抑

制するとの報告もあることから、乳

酸菌の発育増殖と腸管出血性大腸菌

O157 の生残性について検討を行う

ことを考えている。  

［５］食中毒の原因食品解明と拡大

防止のための検査法  

ETEC の分離同定法に関する通知

法案を作成した。作成した通知法案

につ い ては 厚 生 労 働省 と 協議 を 行

い、発出を進めていきたいと考える。 
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