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秋田市内で市販されていた輸入牛肉

からの腸管出血性大腸菌の分離

八柳 潤 齊藤志保子 遠藤守保＊ 1 佐藤宏康＊ 2

森田盛大

要約：秋田県内における腸管出血性大腸菌（以下EHECと略）の感染源感染ルートに関する知見を得る目的で秋

田市内で市販されている輸入牛肉の腸管出血性大腸菌汚染実態調査を実施した．本凋査を行うに先立ち，牛肉からのE

HEC検出法を検討し，牛肉中のEHECを簡便確実に高感度で検出分離することが可能な， EC-PCR法を確立し

た． EC-PCR法により秋田市内で市販されていた米国産，及ひ豪州産牛肉計110件についてEHECの検出を試み

たところ，豪州産牛朗1検体から血清型OUT:H2のEHECが分離された．本菌はVT-2を産生し，ソ｝レビトー

ルを 1日以内に分解した．以上の結果から，輸入牛肉がEHECに汚染されていることか秋田県内において初めて確認

され， EHEC感染源の一つに輸入牛肉が関与する可能性か示された．

キーワード：腸管出Iil1性大腸菌，輸入牛肉， PolymeraseChain l:{eaction, E C-P C R法

I はじめに

腸管出血性大腸菌（EnterohernorrhagicE. coli, 

EHEC)は，病原性大腸菌の中では比較的近年になっ

てからその存在が確忍された． EHECは培礼 Vero

細胞を変性させる毒素（Vero毒素， Verocytotoxin, 

以下 VTと昭）を廂生することが知られており 1）， こ

のVero毒素が本菌の病原因子であると考えられて

いる． EHECの血泊型としては0157:H 7が代表的

なものであるが， これ以外の血清型の大腸菌の中にも

Vero森素を産生するものがあることから， これらは

Vero粛素産生性大腸菌（以下VTECと略）とも呼ば

れている． 2)

EHECに感染した場合，腹痛を伴う出血性大腸炎が

惹起され， とくに小児では浴血性尿毒素症症候群（以下

HUSと略）が続発する場合があるなど3)感染病像は一

般に重篤である．国内におけるEHECの感染例として

は， 1990年に埼玉県の幼稚固で発生した大規模な集団例

が著名であり 4），本事例を契機として国内においてEH

ECに対する閃心か急速に高まった．秋田県内において

も既報の如く， 1991年に4名の散発的EHEC感染者が

確認された旦これらEHEC感染者の中にはHUSを

続発したものも認められたが，予後は良好であり，全員

健康を取り戻した． これらの感染者から分離されたEH

ECの疫学マーカーについて検討した結果， これらのE

HECは，それぞれ異なる感染源から散発的に発生した

ことが示唆されたが，具体的な感染源は不明であった 5),

EHECの感染源として，外国の例ではハンバーガー，

生牛乳などの畜産製品が関与していること＇＼また，牛
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がEHECのキャリアーとなっていることが報岩されて

いる円我が国においても，伊f保健所の田中たちが輸

入牛肉からVTECを分離したことを報告していること

8)からEHEC感染源として輸入牛肉か関与している可

能性があるものと考えられる．以上のことから，秋田県

内においても，市販の輸入牛肉かEHECにより汚染さ

れ， EHECの感染源になっている可能性が考えられた

が，その実態についてはこれまで調査されたことがなく

不明であった． このため，我々は秋田市内で市販されて

いる輸入牛肉を対象として， EI-IECの汚染実態調査を

実施した．また，牛肉からのEHEC検出方法について

も検討したので，得られた結果を報告する．

II 材料と方法

1.材料

(1) 輸入牛肉：秋田市内のスーペーマーケット F店，

N店から購入した米国産牛肉計79件， S店， T店か

ら購入した豪州産牛肉計31件，合計110件を調査対

象とした．

(2) 菌株： EHECの標準株には，東京都衛生研究所

微生物部の工藤泰雄博士から分与された E.coli 

serotype 0157 : H 7 ED L-931株を使用した．

(3) 培地： EC培池は日水製薬製品， SorbitolMac 

Conkey No. 3はOxoid製品を使用した． 4 -met-

hy 1 um beryfery 1-/3-D-glucuronide (MUG)は

Oxoid製品を使用した．

2.方法

牛肉からのEHECの分離は，後述するEC-PCR



法によった． EHEC菌株の生化学的性状検査，血清型

別， 薬剤感受性， PolymeraseChain Reaction 

(P CR)法によるVero毒素産生追伝子の検出及び

型別は既報の方法に従って実施した 5).

m 結果及び考察
1.牛肉からのEHEC分離方法の検討

牛肉からのEHEC分離方法として，最初に図1に示

図1 初めに試みた牛肉からのEHEC分離法
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す方法を試みた．血泊型0157:H 7のEHECはソル

ビトール分解陰性もしくは遅分解性，g-グルクロニダー

ゼI湯性もしくは陰性てあるごとが，また，大腸菌は通常

ソルビトール分解開t11ー， B -グルクロニダーセ阻性てあ
ることが知られている． これらのことから，牛肉中に存

在するEHEC血泊刑0157:H 7及ひ大腸歯全般を分

離する目的でMUG加 SorbitolmacConkey Agar 

(MUG-SM)を分離培地に使用して，生したコロニー

のうちソルビトール分解陰性を示す白色のもの，及び長

波長紫外線照射下で青白色蛍光を発するB グルクロ
ニダーゼ陽性のものを釣菌した．米田庁牛肉8検体から

表1に示す菌株が得られ， これらについて生化学的性状

表1 図1の方法により牛肉から分離した細菌
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を検討した結果， E 11 EC 0157 : H 7と推定されたB-

グルクロニダーゼ， ‘ノルビトール分解陰性の菌株は大腸

菌ではなく Cedecea属の細菌であった．また， B -ク
ルクロニダーゼ陰性， ソルビトール分解陽性の菌株は

Serratia属の細菌であった．一方，大腸菌と思われる

(3ーグルクロニダーゼ，‘ノルビトール分解が共に陽性の

菌株14株が分離されたが， これらのうち実際に大腸菌で

あったのは8株のみであり，他は Enterobacter属の

細菌であった．なお，大腸菌と同定された菌株について

PCR法により VT遺伝子を検索した結果これら 8株

の中にVT遺伝子保有株は認められなかった．以上の結

果から，牛肉中には各種の細菌が混入しており，図 1の

方法によっては， EHECを含めた大腸菌を選択的に分

離することは困難であることが示された．従って，牛肉

中のEHECを効率良く分離するためにはまず検体中の

大腸菌を選択的に分離する方法を確立する必要があるも

のと考えた．食品中の大腸菌の存在を知るための方法と

して，衛生試験法注解に，食品をEC培地に接種後44.5

℃で培捉し，培地の混濁とガス産生の有無を見る方法が

記載されているか， この培捉方法により大腸菌が選択的

に分離可能かどうか検討した．

図2に示すように，牛肉をEC培地に接種した後44.5

℃で24時間培養し，その培養液の 1白金耳量をMuG-

SM培地に塗布し， 37℃で一夜培捉した．また， 3管法

図2 EC-44.5℃培養法
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による牛肉中の大腸菌MPN測定も並行して試みた．当

該MUG-SM培地上にはBーグルクロニグーゼ， ‘ノル

ヒトール分解共に陽性のコロニーか多数生したが， 9-
グルクロニダーゼ陰性，ソルビトール分解陽性のコロニー

も少数生じた． f3ーグルクロニターゼ， ‘ノルビトール分

解共に陽性のコロニーを任意に釣菌して，それらの生化

学的性状を検討したところ，試みた弛囲の中で， これら

は全て大腸菌であることが確認された．さらに，あらか

じめ E.coli0157: H 7 ED L931株を接神しておいた

牛肉を使用して検討したところ当該菌株も通常の大胆菌

と同様に検出されることが確認された．以上の結果から，

検体を接柚したEC培地を44.5℃24時間焙捉することに

より，検体中の大腸菌を選択的に分離することが可能で

あることか確認された．ところか， MUG-SM培地上

に発育した大腸菌の全てを対象としてPCR法により V

T遺伝子の検索を実施するごとは極めて困難であり，実
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際上は生じたコロニーの 1部，例えば1平板あたり 5個

のコロニーについてのみVT遺伝子の検索を実施せざる

を得ないために， VT遺伝子保有株を見逃すことが予測

された． この問題点を回避，克服する方法として，多田

たちはBGLB-PCR法を報告している 9). 本法は，

検体をBGLB培地に接種後37℃で培養し，発育した菌

体を集菌して， これらの菌体を各種菌株の混合状態のま

図3 EC-PCR法
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まテンプレートとしてPCR法により VT遺伝子のスク

リーニングを行うという方法である．本法においては，

スクリーニング陽性となった培養液のみを対象として菌

分離を実施すれば良いことから， EHEC分離の簡便性，

確実性がともに飛躍的に向上するとされている豆 しか

しながら，先に我々が示したように牛肉中には大腸菌以

外の各種の細菌が混在していることから， BGLB-P

CR法の培養条件下においては， これらの細菌が大腸菌

の発育を妨害する可能性が否定できないと考えられた．

このため，我々は先に得られた知見を基に， BGLB培

地の代わりにEC培地を使用して，培養を44.5℃で実施

するEC-PCR法を考案した（図3). 図4に示すよ

うに100mlあたり EDL-931株を lCFU, 7CFU, 

75C FU, 710C FU, 7500C FUをそれぞれ接種した

米国産牛肉の50％乳剤を検体として， EC-PCR法の

EHEC検出感度について検討したところ，全ての検体

において，いずれかの発酵管に菌の発育及びガスの産生

が認められ， これらの培養液から図4に示すようにVT

遺伝子が検出されることが確認された． これらの結果か

らEC-PCR法のEHEC検出感度が高いことが示さ

れ，また，本法がBGLB-PCR法の特徴であるEH

EC検出の簡便性，確実性を併せ持つことから，本法は

牛肉中のEHEC検索法として有用であるものと考えら

れた．そこで， このEC-PCR法を利用して秋田市内

で販売されていた輸入牛肉を対象としたEHECの汚染

実態調査を実施した．

図4 EC-PCR法のEHEC検出感度
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接種菌量＊ MPN算定数＊

レーン 1 1 CFU 3. 6 
レーン 2 7 CFU 23 
レーン 3 75 CFU 93 
レーン4 710 CFU 2 4 0 
レーン 5 7500 CFU 460 

レーン 6 E. coli 0157:H7 EDL-931株
／ ＼ 

47lbp 8llbp 
(VT-2) (VT-1) 

2.秋田市内で購入した輸入牛肉のEHEC汚染実態調

査

表2に秋田市内のスーパーから購入した輸入牛肉合計

110件についての大胴菌，及びEI-IEC検出状況を示す．

輸入牛肉としては豪州産，及び米国産の 2種類が入手可

＊牛肉50g Iこつき

能てあった．これらの輸人牛肉110件中57件から大胴菌

が検出された．大腸菌検出率を店舗別にみると， F店の

米国産牛肉は16.7%, S店の豪州産牛肉は50.0%, N店

の米国産牛肉は54.1%,T店の豪州産牛肉は100％であ

り，大腸菌検出率が店舗により相当異なることが認めら
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表2 市及販び輸EH入E牛C肉検か出状らの況大腸菌，

阪光店名 原狸If.I 関在敗 大脱I.h検tli平
FI占 米［月 4 2 1 6. 7 % 
N店 米m 3 7 5 4. 1 % 
S店 栄1H 8 5 U. 0% 
T店 栄1H 23 JOO. 0% 
合：l・ l l () 5 7. 0% 

Ell比検iIR
l) 

l l 

u 
I 
l 

れ， T店の豪州産牛肉の大腸菌汚染は特に顕著であった．

図5にEC-PCR法によるこれらの牛肉を対象とし

たEHEC検索結果の一部を示す． レーン 7の検体5

(T店の豪州産牛肉）にVT-2遺伝子の増幅断片が認

められたため，当該培養液からの大腸菌分離を実施して

18菌株を得た．これらの菌株についてPCR法によりV

T-2遺伝子の検索をしたところ，図6に示すようにレー

ン5, 6, 7, 18の株がVT-2迪伝子を保有していた．

図5 EC-PCR法によるEHEC陽性検体検索例

47¥bp 8llbp 
(VT-~) (VT-I) 

／ 
販光K’i 瓜所m 検休冨り 1... II I: C検：1: VT — n 伝•T·

／ ／ E. coli 0157:117 EDL-931株（悶性コントロール）
／ ／ 棗州殺'I浪II・ EDL-931株（悶性：Iントnール）

T~1i 交州 No.-1 ／ 

T店 棗州 No. -2 ／ 

T店 棗州 No.-3 ／ 

T店 棗州 No.-4 ／ 

T店 袋州 No. -5 * 隅性 VT-2 

T店 変州 No.-6 ／ 

T店 哀州 No.-7 ／ 

T店 棗州 No.-8 ／ 

T店 歪州 No.-9 ／ 

T店 棗州 No.-10 ／ 

T店 豪州 No. -11 ／ 

T店 斎州 No.-12 ／ 

T店 哀州 No.-13 ／ 

T店 斎州 No.-14 ／ 

＊大腸菌MPN:920/lOO g

図6 PCR法による分離菌株のVT遺伝子検索結果

47lbp Bllbp 
(VT-2) (VT-1) 

¥ I 
菌株番号 VT一遼伝子
EDL-931 VT-1. VT-2 （悶性コントロール）
No. 5 -1 
No. 5 -2 
No. 5 -3 
No. 5 -4 V T -2 E H B C 
No. 5 -5 VT  -2 E H E C 
No. 5 -6 VT  -2 E H E C 
No. 5 -7 
No. 5 -8 
No. 5 -9 
No. 5 -IO 
No. 5 -ll 
No. 5 ・・12 
No. 5 -13 
No. 5-14 
No. 5 -15 
No. 5 -・ l 6 V T -2 E H E C 
No. 5 -17 
No. 5-18 

3. 分離したVT-2遺伝子保有株の性状

褒州産牛肉から分離したVT-2遺伝子保有株4株の

生化学的性状，薬剤感受性を表3,表4にそれぞれ示す．

これらの4株は，全て定型的な大腸菌の生化学的性状を

示したことから，これらをEHECと同定した．これら

4株とも血清型がOUT:H2であり，薬剤感受性にお

いても共通の性状が認められたことから，これらの4株

は1株のVT-2遺伝子を保有するEHECから派生し

たものと考えたなお，今回分離した EHECは， E.

coli 0157: H 7とは異なり， ソルビトールを 1日以内
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分離VT-2遺伝子保有株の生化学的性状，
血清型
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表4 分離VT-2辿伝子保有株の薬剤感受性
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者は今回分離したEHECのような性状のEHECに感

染していた可能性も推察される．

一方，我々は輸入牛肉がEHECにより汚染されてい

る事実を秋田県内において初めて確認した．伊予保健所

の田中たちも松山市内，伊予市内で市販されていた輸入

牛肉がVTECにより汚染されていたことを明らかにし

ている 7）． これらのことは， EHECが我々の周辺に侵

淫していることを示しており， EHEC感染の発生は予

断を許さぬ状況にあるものと考えられる．県民が喫食す

る牛肉としては，輸入品のみならず，国産，並びに県内

産牛肉もその対象になると考えられる．近年，国内で飼

育されている，牛を含めた家畜からVTECが検出され

たという報告が散見されるようになってきた9）． しかし

ながら，秋田県内においては牛などの家畜，及びそれら

から生産された食肉についてのEHEC汚染実態は調査

されたことがなく，その実態は不明である． EHEC感

染者の発生予防対策を構築する上において， EHECの

感染ルートに関する知見を集積することが極めて重要と

考えられるので今後，国産，県内産牛肉のEHEC汚染

実態を調査すると共に，県内で飼育されている牛などを

対象としたEHEC保菌調査なども併せて実施して行く

必要があると考えられた．

に分解するという性状を示したまた市販のO型別用

血消キットを使用しては型別が不能であった．

以上述べたように，我々は牛肉中のEHECを検索す

る方法としてEC-PCR怯を考案し，本法のEHEC

検出感度が高いこと，操作が簡便且つEHECの分離が

確実てあることを示した．なお，我々は病院から依頼さ

れる EHEC慇染か疑われる忠者の直胴スワプの検査を

本法に切り替え，ルーチン化した．加えて，下痢症患者

の直胴スワプに対する病原性大腸菌全般のルーチン検査

も本法の原理を踏襲した方法に切り替え，実際にEPE

C (AEEC)の検出，分離に成功した．今回分離した

EHECは，市販の血清キットによってはO型別が不能

であり，且つ，定型的な大腸菌の生仕学的性状を保有し

ているため， ‘ノルビトールマッコンキー培地又は，血消

型を指標とした従来のEHEC検索法では検出すること

が不可能と考えられた．我々か過去に病院から検査を依

頼されたEHEC感染疑い患者の検査のなかには，血便

性F痢を起こし， EHEC感染が強く疑われながらも
ソルビトールマッコンキー培地を使用した検査でEHE

Cが検出されなかった例がいくつかあった．それらの患
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