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豚糞便中の食中毒起因菌保有状況調査 

 
〇髙橋千鶴、菊地利紀 

 

1．はじめに 

 豚の腸管内には様々な食中毒起因菌が存在していることから、腸管内容物による汚染はと畜場の解体

工程における危害要因とされている。志賀毒素産生大腸菌（以下、STEC）も食中毒や感染症の重要な

原因菌の一つであり、時に重症化することから社会的にも大きな問題となっている[1]。国内における

STEC 感染症の患者および保菌者から検出される血清型は O157 が大部分を占め、O26 と O111 がそれ

に次ぐ主流とされてきたが、近年はこれら以外の血清型による事例が増加傾向にあり、その血清型も多

岐にわたる[1]。2022 年の全国の STEC の菌検出数 1583 件のうち、O157 が約 60％、O26 が 15％、O103

が 5％、O111 が 4％であったが、これらの主要血清型以外の割合は約 12％あり、また、型別不能（以下、

OUT）も 4.5％であった[1]。このことから、病原菌の究明には主要な血清型に限定せず、広く調査をする

ことが求められてきている。と畜牛の外皮または糞便における STEC 保菌率に関する報告[2-5]は多数あ

り、当所でも管轄と畜場に搬入された牛の STEC 保有状況調査を令和 3 年度まで継続的に実施してき

た。しかしながら、豚糞便由来株と人の STEC 感染症との関連は調査事例が少なく、当所においても豚

における調査実績はないため豚の STEC 保有状況は明らかになっていない。 

本調査では、公衆衛生上のリスクマネジメントに寄与することを目的とし、と畜場に搬入された豚の糞便

中における STEC の保有状況を調査し、分離された株について性状解析と志賀毒素（以下、STX）遺伝

子の検索を実施したので報告する。 

 

2．材料および方法 

（1）材料 

令和 5 年 7 月から 10 月までに当所管轄と畜場に搬入された 25 農場、計 100 頭（1 生産者当たり 1～

5 頭）の肥育豚について内臓摘出後、滅菌薬匙を用いて肛門から直腸内容物を採取し、検体とした。 

（2）分離培養 

検体 1g を PBS 9ｍｌに接種し、菌液 1 白金耳量をクロモアガーSTEC 培地に画線塗抹し、36±1℃、20

±2 時間培養した。 

（3）性状検査 

培養後、疑わしいコロニーを各培地 1～3 個ずつ釣菌し、TSI 及び LIM 培地に接種して生化学性状を

確認した。また、Api20E（ビオメリュー）を用いて菌の同定をし、大腸菌と同定された分離菌株については

病原大腸菌免疫血清（デンカ）を用いて O 抗原血清型別試験を実施した。 

（4）PCR 

分離菌株 1 コロニーを滅菌生理食塩水に懸濁後、遠心分離して得られた沈査に 50mM NaOH を添加

し、100℃10 分加熱後、中和してアルカリ熱抽出を行った。10000g×10 分間遠心後、得られた上清を用

いて PCR 法により STX 遺伝子の検出を行った。 

試薬は Premix Ex TaqTM Hot Start Version（タカラバイオ株式会社）を使用し、Scheutz ら [6]のプライ

マーセット（表 1）及び PCR 反応条件（表 2）を用いた。特に stx 2 は複数のサブタイプに分かれ、全サブ

タイプを検出するため、stx 2a,stx 2b,stx 2c,stx 2d, stx 2g を検出するプライマーセット（以下、stx2-1）、

stx 2e, stx 2f を検出するプライマーセット（以下、stx2-2）の 2 種を用いた。 
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表１ 使用したプライマー 

プライマー 配列（5’→3’） 検出遺伝子 

増幅 

サイズ

（bp） 

stx1 

stx1-det-

F1 

GTACGGGGATGCAGATAAATCGC stx 1a, stx 1c, stx 1d 

209 
stx1-det-

R1 

AGCAGTCATTACATAAGAACGYCCACT 

stx2-1 
F4 GGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGT stx 2a,stx 2b,stx 2c, 

stx 2d, stx 2g 
627 

R1 ATTAAACTGCACTTCAGCAAATCC 

stx2-2 
F4-f CGCTGTCTGAGGCATCTCCGCT  stx 2e, stx 2f 

625 
R1-e/f TAAACTTCACCTGGGCAAAGCC 

 

表 2 PCR 反応条件 

反応 温度(℃) 時間 サイクル 

初期変性 95℃ 15 分 1 

変性 94℃ 50 秒 

35※1 アニーリング 56℃※1 40 秒 

伸長 72℃ 60 秒※1 

最終伸長 72℃ 3 分 1 

※1 必要に応じて条件を変更した 

 

3．結果 

（1）菌分離 

17 農場 34 検体から STEC 疑いのコロニーを分離した。 

（2）性状検査 

性状検査の結果、16 農場 32 株が大腸菌の性状を示し、これらの株は Api20E ではすべて９５％以上

の高い推定確率で大腸菌と同定された。同株の O 抗原型はすべて OUT であった。 

（3）PCR 

 大腸菌と同定された 32 株について stx の PCR を実施したところ、stx1 及び stx2-1 についてはすべて

の株において陰性であった。一方、stx2-2 では目的のサイズを含む複数のバンドが認められ、非特異的

な増幅産物が多く存在していることから判定不能と判断した。また、非特異的増幅産物は目的サイズより

もかなり大きなサイズで生じているものと、小さなサイズのものが見られた。条件の変更による改善を試み、

アニーリング温度 58℃、60℃、伸長時間の短縮（60 秒→40 秒）やサイクル数の削減（35→33）をそれぞ

れ試行したが、いずれも問題の解決には至らなかった。 

 

4．考察 

今回の調査では、32％の豚から STEC 様の株を分離した。これらは Api20E により大腸菌と同定された

が、STX が判定不能であったため、STEC との断定には至らなかった。また、分離株はすべて OUT であ

ったことから主要な血清型以外の大腸菌であった。他自治体のと畜場搬入牛の STEC 保菌率は 2.9％

［3］、4～6％[5]であり、血清型はすべて O157 であったとの報告がある。また、坂口ら[4]は 5.2％の牛から

O157 を検出したと報告している。当所の過去の調査[7-10]では季節変動性はあるが約 2～18％の牛か

ら O157 が検出されていた。ただし、平成 27 年度の調査[11]では STEC 分離率は 16.7％であり、血清型

はすべて OUT であった。一方、豚においては、福山ら［12］は 10.7％から STEC を分離しており、そのう

ち 91％が OUT であったと報告している。また、他自治体の報告［13］では 34％の豚から STEC が分離さ
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れ、すべて OUT であった。これらの既報と同様、今回の調査結果からも豚は牛と比べて主要血清型の保

菌率が低いことが示唆された。しかしながら、主要血清型以外による人の STEC 感染症が増加傾向にあ

る［1］ことから豚においても汚染防止対策が求められる。 

今回 PCR を行ったところ、判定困難となる問題が多数生じたため、反応条件の至適化を試みた。stx2-

2 については陽性疑いの株が多数確認されたものの、目的バンドの薄さや複数の非特異的増幅産物に

より判定はできなかった。一般的に非特異的増幅が起こる要因としてサイクル開始前のミスプライミングや、

短いサイズとして形成されるプライマーダイマーに由来するものがある。しかしながら、今回はホットスター

ト PCR 法［14］を採用しており、初期変性温度（95℃）に達するまでポリメラーゼ活性は抑制されるため、こ

れらが原因である可能性は低いと考えられた。目的バンドの増幅量を増やし、かつ単一のバンドを得るた

めの改善方法としてアニーリング温度を上げることが有効とされている［15］が、58℃では非特異的な増幅

産物が消失せず、60℃では目的バンド自体が薄くなってしまうことからアニーリング温度をさらに上げるこ

とは難しいと考えられた。また、伸長時間の短縮やサイクル数の削減［15］でも良好な結果が得られなか

ったことから、今後は別のプライマーでの試行や DNA シーケンス解析などを検討していく必要がある。 

既報[3-5]では、牛から分離された STX 型は STX2 単独産生株が最も多く、次いで STX1 と STX2 両方

産生株となり、STX1 単独産生株が最も少ないとされている。また、牛で O157 および O26 から分離される

サブタイプでは stx 1a、stx 2a、stx 2c の単独またはこれらの組み合わせが多いとされている［2、5］。人の

有症者から分離される菌株は stx 2a (stx 2a , stx 1a+stx 2a , stx 2a+stx 2c , stx 1a+stx 2a+stx 2c)を保

有するものが多く、牛との相関性が示唆されている[2]。一方、福山ら［12］は豚で STX2 単独産生株、

STX1 単独産生株、STX1 と 2 両方産生株の順に多く分離している。また、他自治体の報告［13］では、豚

で分離されたSTECはすべてSTX2単独産生株であり、サブタイプはSTX2eであった。今回の調査では、

stx2-2 を用いた検索の際に陽性疑い株が多数確認できたが、stx 2e の人からの分離率は低く［16］、人

の感染症との関連性は認められていない［17］。また、stx 2f についても人からの検出報告例は少ない。し

かしながら、STEC 感染症の重症化は STX サブタイプだけではなく、その他の病原因子の関与が示唆さ

れており［18］、さらなる調査が必要である。 

継続して豚における STEC 保有状況の調査を行うことで、と畜場の解体工程のリスクマネジメントおよび

人の STEC 感染症と豚由来株の関連性の解明の一助となることが期待される。今後、STX 遺伝子の検索

方法について検証し直し、他の病原因子の解析と併せて信頼性のあるデータの蓄積に努めたい。 
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