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要 旨

1983年 に大阪府下で発生した毒素原性大腸菌による食中毒は3事 例あった.そ の うちの一つは,原 因

となった仕出し弁当を製造 した際の調理 に用いた水(井 戸水)か ら原因菌を検 出した.そ のため,調 理

用使用水の中の菌が食品に付着,そ こで,増 殖 したもの と考えられた.こ れ ら3事 例の食中毒の原因菌

はすべてO6H16で,LTお よびSTを 産 生した.

そ こで,ELISA法 を用いて患者ふん便か ら直接LTの 検 出を試み,そ の結果を発症から経 日的に比較

してみた.LTの 検 出頻度は発症初期 ほど高 く,発 症から4日 目まではふん便22件 中18件(81.8%)か ら

LTが 検 出できたのに対し,5日 目か ら9日 目までは27件 中7件(25.9%),11日 目および12日 目では16

件 中2件(12.5%)と 減 少した.ま た,検 出した最高のLT量 は40ng/gで,そ れ は発症か ら4日 目まで

のふん便2件 にみ られた.今 回報告 したELISA法 に よるふん便中のエン トロ トキシンを検 出する方法

は,患 者ふん便か ら菌を分離す る以前 に,LT産 生 の毒素原性大腸菌の感染を迅速に診断できる点におい

て,特 に発症初期の患者に対 しては非常に有効な方法であると思われた.

緒 言

毒素原性大腸菌による食中毒の診断は,一 般に

は患者ふん便から分離した大腸菌のエンテ ロトキ

シン産生を確認することでなされている1).大 腸

菌の産生するエンテロ トキシンには易熱性エンテ

ロトキシン(LT)と 耐熱性エソテロ トキシソ(ST)

の2種 類が存在するが,LTは 種々な免疫学的方

法で比較的簡単に検出できる1).患 者ふん便か ら

大腸菌を分離して,そ れについてLT産 生能を検

査する従来法では結果を得るまでに2～3日 を要

し,臨 床診断上問題がある.む しろ,患 者ふん便

そのものから直接LTを 検出するほ うが,よ り迅

速な診断が可能であると考 えられ る2).私 達 は,

1983年 に大阪府下で発生 した毒素原性大腸菌によ

る食中毒3事 例 より得た患者ふん便から,ELISA

法(enzyme-linked immunosorbent assay)を 用

いて直接LTの 検出を試み,そ の結果を発症か ら

経 日的に比較 した.そ こで,こ れらの食中毒の概

要,原 因菌の分離および患者ふん便か らのLTの

検出状況について報告する.

材料および方法

食中毒の原因菌検索のための材料は,患 者,摂
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食者,調 理従事者のふん便および調理使用水であ

る.ふ ん便からの原因菌の検索方法は,微 生物検

査必携3)に準 じて行った.た だし,毒 素原性大腸菌

の検索に際しては,ふ ん便を直接DHL寒 天培地

に塗沫 して37℃24時 間培養後,疑 わ しい集落 を

TSI培 地,LIM培 地へ移植 し,大 腸菌の性状を示

した ものについて,エ ンテロ トキシン産生試験を

実施した.エ ンテ ロトキシン産生試験は,菌 株を

CAYE培 地4)へ接種 して37℃24時 間振盪培養 し,

遠心後の上清を試料 としてLTは 逆受身ラテ ック

ス凝集反応(デ ンカ生研),STは 乳のみマウスの

胃内投与による方法5)で検査 した.

調理使用水については,1lを メンブランフィル

ター(0.45μm)で 濾過 し,そ の後,フ ィルターを

発酵管入 り乳糖 ブイヨンへ入れ,37℃24時 間後に

ガス発生のみ られた ものをDHL寒 天培地 に塗沫

し,以 後はふん便か らの場合と同様の方法で実施

した.さ らに,発 酵管入 り乳糖ブイヨンを用いた

5本3段 階希釈によるMPN法6)に 従 って,100m1

中の菌数を測定 した.

分離した毒素原性大腸菌の血清型別は,自 家作

製 した抗0お よび抗H血 清を用いて実施した.

ふん便か らのLTの 検出は,Hondaら7)の 報告

したFig.1に 示す方法で行った.試 料 としては,

ふん便に3倍 量の0.85%NaClを 加えて遠心 し,

その上清を用いた.ア ルカ リホスファターゼを酵

素 として用い,抗LT免 疫グロブ リンと1段 階グ

ルタールアルデヒド法により結合させたものを酵

素標識抗体 とした.

結 果

1983年 に大阪府下で発生 した毒素原性大腸菌に

よる食中毒3事 例の概要はTable 1に示すとお り

である.事 例1は カメラ工場の従業員のあいだで

発生 した給食会社の仕出し弁当が原因であった も

の,事 例IIは バス会社の運転手が飲食店の朝定食

を摂取 したため発生した もの,事 例IIIは大学祭準

備のための学生が購入 したホカホカ弁当による食

中毒である.い ずれの事例 も主要症状は下痢,腹

痛であ り,そ の他の症状はあまりみられない.

食中毒検査材料からの毒素原性大腸菌の検出状

Fig. 1 Procedure of ELISA for detection of 

Escherichia coli heat-labile enterotoxin

Precoat well with anti LT monospecific immuno-

globulin (175 ul) 

4•Ž 24 hours

↓

Wash 3 times with PBS-Tween 20 (0.005%)

↓

Cover unbound surface with 1% bovine serum albumin 

in PBS (200 ul) 

4•Ž 24 hours

↓

Wash 3 times with PBS-Tween 20 (0.005%)

↓

Cover unbound surface with 1% bovine serum albumin 

in PBS (200 ul) 

4•Ž 24 hours

↓

Wash 3 times with PBS-Tween 20 (0.005%)

↓

Add test samples (150 ul) 

37•Ž 1 hour

↓

Wash 4 times with PBS-Tween 20 (0.005%)

↓

Add alkaline phosphatase-labeled antibody (150 ul) 

37•Ž 1 hour

↓

Wash 4 times with PBS-Tween 20 (0.005%)

↓

Add substrate (p-nitrophenyl phosphate) in dieth-

anolamine buffer (0.05M, pH 9.7)(200 ul) 

37•Ž 1 hours

↓

Read optical density at 405 nm in colorimeter

Table 1 Outbreaks of food poisoning caused by enterotoxigenic Escherichia coli in Osaka in 1983
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況をTable 2に示す.事 例I,IIお よびIIIともに検

査 した患者ふん便の60%以 上か ら毒素原性大腸菌

を検出した.事 例1に おいては,原 因となった仕

出し弁当を調理 した従事者のふん便や,調 理のた

めの使用水2件 からも菌を検出した.使 用水から

の菌数はMPN法 で100ml当 りそれぞれ5個,2

個であった.ま た,事 例IIIでは,原 因食品を摂取

したにもかかわ らず発症しなかった者のふん便の

20%か ら菌を検出した.事例I,IIお よびIIIのそれ

ぞれの検体から分離 した毒素原性大腸菌の血清型

はすべてO6:H16で,LTお よびSTを 産生す る

ものであった.

ふん便中のLTをELISA法 により検出す るに

当って,予 備実験で精製LTを 正常ふん便中に混

Table 2 Detection of enterotoxigenic Escherichia coli from food poisoning 

samples

Fig. 2 Detection of LT in stool specimens by ELISA
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入して標準曲線を求めた ところ,検 出感度は4.0

ng/gで あ り,そ の時のOD405の 値は0.5で あった

(図示略).そ こで,毒 素原性大腸菌に感染 した患

者ふん便からのLTの 検出状況を調べ,Fig.2に

示 した.発 症から4日 目までは患者ふん便22件 中

18件(81.8%)か らLTが 検出できたのに対し,発

症5日 目から9日 目までは27件 中7件(25.9%),

発症11日 目および12日 目では16件 中2件(12.5%)

と減少していき,そ れ以後はまった く検出できな

かった.ま た,患者ふん便中のLT量 を標準曲線か

ら算出した ところ,発 症から4日 目まではLTの

検出できた18件 の うち40ng/gを 示 した ものは2

件あったが,発 症11日 目ではLTの 検出できた2

件はともに4ng/gし かなかった.毒 素原性大腸菌

の分離 とLTの 検出状況の関係を調べてみると,

発症から4日 目までは菌が分離 されたふん便17件

中14件 からLTが 検出されたのに,発 症5日 目か

ら9日 目になると24件中6件 となった.一 方,菌

が分離 されなかったふん便では,発 症か ら4日 目

までは5件 中4件 か らLTが 検出されたが,5日

目か ら9日 目では3件 中1件,11日 目および12日

目になると16件中1件 から検出されたにすぎなか

った.

考 察

我国における毒素原性大腸菌 に起因する食中

毒,集 団下痢症の原因食品あるいは感染源 として,

飲料水 な どの水系 に関す る ものが 多 くみ られ

る1).私 達が今回経験 した食中毒の うちの一つは,

原因食品である仕出し弁当の調理に用いた使用水

か ら毒素原性大腸菌が検出された事例であった.

この使用水は給食会社所有の井戸か ら消毒 される

ことな く,自 家用水道により施設内の各所へ配水

されていたものである.し かし,使 用水のなかの

毒素原性大腸菌の菌数は,食 中毒発生か ら数 日経

過して検査 したにしても,非 常に少な く100ml当

り数個であった.こ れは,井 戸水中に生息 してい

た毒素原性大腸菌が使用水を通 して直接,仕 出し

弁当に移行 し,そ れの摂取により感染が成立 した

としては,菌 量があまりにも少なす ぎる.そ れゆ

え,使 用水のなかに生存 していた毒素原性大腸菌

は一度,施 設内の器具,器 材に付着 して増殖した

後,調 理に用いる材料を汚染 し,さ らに材料中の

菌は調理から盛付,配 送,摂 食までの間に増殖し

たもの と推測 される.

以上のほか,残 りの2事 例 も含めたこれ ら毒素

原性大腸菌による食中毒の原因 となった菌型は,

すべてO6:H16で あった.こ の菌型によるものは

我国の病原大腸菌食中毒の うちで最 も頻度が高

く1),かつ,こ の菌型のほとんどはLTお よびST

の両毒素を産生 し,CFA IIを 持っていることが知

られている8).私 達の分離 した菌株 もすべ てLT

およびST産 生であったことか ら,患 者ふん便そ

のものから直接LTの 検出を試みた.

発症から4日 目までの患者ふん便からはLTは

高率(81.8%)に 検出され,そ の量も40ng/gを 示

した もの も存在 したが,以 後は 日が経過す るに

従 ってLTの 検出およびその量が減少しているの

は,症 状(下 痢 など)が 軽減 してい くの と相 まっ

て当然の結果 と思われる。一方,患 者ふん便から

の毒素原性大腸菌は発症から9日 目まではかな り

高率に検 出できたことから,一 度腸管内で定着,

増殖 した毒素原性大腸菌は下痢回復後 もしば らく

は生体内に留まるもの と考えられる.

患者ふん便中の毒素原性大腸菌の分離状況 と

LTの 検出を経 日的に比較 してみると,発 症の初

期においては菌が分離 されないにもかかわ らず,

LTが 検出されているのが数例みられる.こ れは

本来,ふ ん便中に菌が存在していたにもかかわら

ず,技 術上検出できなかったためなのか,あ るい

は患者はすでに抗生物質などの治療を受けていた

ために,菌 が消失 してしまったためなのか定かで

はない.ま た,逆 に発症から5日 目以後は菌が分

離 されてもLTが 検出されないものが多数み られ

るのは,お そ らく患者にLTに 対する抗体が産生

され,そ の結果,菌 によって産生されたLTは 抗

体によって中和 されたのではないかと思われる.

毒素原性大腸菌による感染症の診断は,一 般に

は患者ふん便中に毒素原性大腸菌の存在を証明す

ればよいとされている.そ のため,患 者ふん便か

ら分離 した大腸菌のエンテロトキシン産生能を調

べるための種 々な生物学的,免 疫学的検査法が報

告 されている1).しかし,患 者ふん便から直接エン
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テ ロトキシンを証明する迅速診断法の報告は多 く

ない2)9)10).以前,私 達は逆受身 ラテ ックス凝集反

応でふん便中のLTの 検出を試みたが満足できる

成績が得 られなかった.今 回,ELISA法 により,

実際の発症初期の食中毒患者のふん便から直接,

高率にLTを 検出す ることができた.ELISA法 は

ふん便から菌を分離することなしに,LT産 生の

毒素原性大腸菌の感染の有無を迅速に診断できる

ため,非 常に有効な手段であると考えられる.ま

た,ふ ん便中か らLT産 生の毒素原性大腸菌を分

離できない患者についても,ELISA法 を用いるこ

とにより診断が可能 となる利点 もある.さ らに,

最 近 で はLTと コ レラ毒 素 を 分 別 検 出 す る

ELISA法 も開発されてお り11),コレラと毒素原性

大腸菌感染症の迅速鑑別法 としても,今 後,ふ ん

便中のエンテロ トキシンを検出するELISA法 は

有用な方法になると思われる.
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Outbreaks of Food Poisoning Caused by Enterotoxigenic Escherichia coli and 

Detection of Heat-Labile Enterotoxin in Stools by an 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
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In 1983, 3 outbreaks of food poisoning caused by enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) occurred 
in Osaka. The causative agent of all the outbreaks was ETEC O6:H16 that produced both LT and ST. In 
1 of the outbreaks, ETEC was isolated from the water (well water) in caterer where incriminated food 
was made. The outbreak may be occurred because ETEC in water transmitted the food. 

ELISA was utilized to detect LT directly in stool specimens obtained from patients. LT was 
detected 18 of the 22 (81.8%), 7 of the 27 (25.9%), 2 of the 16 (12.5%) stool specimens obtained from 

patients within 4 days, 5 to 9 days, 11 and 12 days after infection, respectively. The detection rate of LT 
in stool specimens was high in early stage of disease. The highest amount of LT was 40 ng/g in stool 
specimens obtained from 2 patients within 4 days after infection. These results suggest that ELISA can 
be used to detect LT in stool without or before bacterial isolation, and it is a useful method to diagnose 
the infection caused by LT-producing ETEC rapidly.


