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要旨 

 食中毒事例の原因である病原菌（食中毒菌）を特定するためには分離培養法が用いられる。しかし、分離培養に用いられる培地は菌

種によって異なるため、食中毒菌の可能性がある全ての菌種に対して分離培養を試みると、多くの時間と労力を費やす。分離培養を行

う前に食中毒菌のスクリーニングを行うことで、菌種を絞り込むことが可能である。近年、食中毒菌のスクリーニング法として、マル

チプレックス リアルタイム PCR 法を用いて 24 菌種の食中毒菌を検出する方法が開発された。しかし、この方法では、食中毒菌とし

て希な菌種も標的としているため、マルチプレックス リアルタイム PCR 法を 8 回運行する必要がある。そこで、本研究では、食中毒

菌を 6 菌種に絞り、マルチプレックス リアルタイム PCR 法の 2 回の運行でこれら菌を一斉に検出する方法を考案した。 
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序文 

 現在、食中毒事例の原因である病原菌を特定するた

めに、分離培養法が用いられている 1)。食中毒事例が

発生すると、原因になっている可能性がある全ての菌

種に対して分離培養法を試みる場合が多い。しかし、

食中毒菌の分離培養に用いる培地及び条件は、菌種に

よって異なるため 2)、複数の菌種について分離培養を

行うと、多くの時間と労力が必要である。また、菌種

によっては、患者便や食品からの分離に 1 週間程度を

要する 3)。 
 食中毒事例において、食中毒菌の特定までの日数を

短縮するためには、分離培養前のスクリーングが有効

である。食中毒菌のスクリーニング法として、検出感

度及び特異性の高い Loop-mediated isothermal 
amplification（LAMP）法や蛍光プローブを用いた

Multiplex real-time polymerase chain reaction（マルチプ

レックス リアルタイム PCR）法が利用されてきた 4-

6)。しかし、LAMP 法では、遺伝子の増幅を濁度とし

て検出するため、1 つの反応系で複数の遺伝子を検出

できない。また、蛍光プローブを用いたマルチプレッ

クス リアルタイム PCR 法では、蛍光プローブの種類

に限りがあることから、1 つの反応系で検出できる遺

伝子の数に限りがある。以上より、これらの方法は、

複数の遺伝子の同時検出には適しているとは言えな

い。 
 近年、食中毒菌の様々な病原遺伝子を一斉に検出す

る方法として、福島らは SYBR green を用いたマルチ

プレックス リアルタイム PCR 法を開発した 7)。しか

し、この方法では、食中毒菌として希な菌種の病原遺

伝子も標的としているため、マルチプレックス リア

ルタイム PCR 法を 8 回行う必要がある。効率良く食

中毒菌をスクリーニングするためには、検出対象とす

る食中毒菌の種類を絞り込むことが有効であろう。 
 そこで、本研究では、食中毒事例の発生数、疫学及び

臨床的重症度を考慮し、食中毒菌として、腸管出血性

大腸菌、赤痢菌、サルモネラ属菌、カンピロバクター 
ジェジュニ及びコリ、及び腸炎ビブリオを選定した。

これら食中毒菌を同時に検出する方法として、福島ら

が開発した SYBR green を用いたマルチプレックス リ
アルタイム PCR 法 7)を改良した。 
 

実験方法 

1. 各食中毒菌における供試菌株の選定 
 本研究で、検出対象とする 6 菌種の食中毒菌として、

腸管出血性大腸菌、赤痢菌、サルモネラ属菌、カンピロ

バクター ジェジュニ及びコリ、及び腸炎ビブリオを選

んだ。腸管出血性大腸菌の主な病原因子は Stx1 及び

Stx2 であり、菌株によってはどちらか一方しか保有し

ていない 8)。また、腸炎ビブリオの主な病原因子は TRH
及び TDH であり、菌株によってはどちらか一方しか保

有していない 9)。以上より、腸管出血性大腸菌及び腸炎

ビブリオの供試菌株については、保有する病原因子の 
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違いにより各 2 菌株を供試菌株とした。これら以外の

菌種については各 1 菌株を供試菌株とした。全ての供

試菌株については、過去に千葉県において感染者から

分離したものを用いた（表-1）。 
 
2. 供試菌株からの DNA の抽出 
 供試菌株から DNA を抽出するためには、最初に増

菌培養を行った。カンピロバクター ジェジュニ及び

コリの各供試菌株が保存されているマイクロバンクの

ビーズを 5 %ヒツジ血液寒天培地に塗沫し、37 °C で 2
晩、培養した。培養後、3 白金耳分の菌体を掻き取っ

て 500 μL の超純水に懸濁し、10,000×g で 5 分間、遠

心分離した後、上清を除去し、沈査を得た。 
 一方で、カンピロバクター ジェジュニ及びコリ以

外の供試菌株については、各菌株が保存されているマ

イクロバンクのビーズを LB 培地 Lennox（Becton, 
Dickinson and Company, Ltd.）に入れ、37 °C で 1 晩、

振とう培養した。培養液の 100 μL を 10,000×g で 5 分

間、遠心分離した後、上清を除去し、沈査を得た。 
 上述の様に得た供試菌株の沈査に 200 μL の InstaGne 
Matrix（Bio-Rad laboratories, inc.）を加えて、56 °C で 30
分間、加温した。次に、沸騰水で 8 分間、加熱した後、

10,000×g で 5 分間、遠心分離した。その後、上清を取

り、沈査を供試菌株の DNA とした。本研究で改良する

マルチプレックス リアルタイム PCR 法について、検

出感度を評価する必要がある。吸光度計を用いて、各

供試菌株の DNA の OD260 の値を測定して DNA 濃度を

求め、これら DNA を超純水で 100、10、1、0.1、0.01、
0.001 及び 0.0001 ng/ µL となるように希釈した。 
 
3. マルチプレックス リアルタイム PCR 法を用いた

食中毒菌のスクリーニング法の改良 
 福島らが開発したマルチプレックス  リアルタイム

PCR 法を用いた食中毒菌のスクリーニング法を、以下

の手順で改良した。最初に、福島らの方法で使用され

たプライマーの中から、本研究で選定した食中毒菌の

病原遺伝子を検出するプライマーを選んだ（表-1）。こ

れらプライマーを組み合わせて、1) 2 つのプライマー

セットを作成した。次に、2) 作成したプライマーセッ

トを用いてマルチプレックス リアルタイム PCR 法を

行い、食中毒菌の DNA を検出できるか確認した。 
 
1) プライマーセット作成 
 本方法では、マルチプレックス リアルタイム PCR
法で複数の病原遺伝子を増幅させた後、増幅産物の融

解曲線を得て、Tm 値から増幅した病原遺伝子を判別

する。どの病原遺伝子が増えたかを正確に判定するた

めには、同じプライマーセットで検出される複数の病

原遺伝子間で、遺伝子増幅産物の Tm 値の差を大きく

する必要がある。従って、プライマーセットの作成に

あたり、各病原遺伝子の増幅産物の Tm 値を把握する

必要がある。 
 各病原遺伝子の増幅産物の Tm 値の把握のために、

各供試菌株の濃度調製済みの DNA（100、10、1、
0.1、0.01、0.001 及び 0.0001 ng/ µL）を用いて、各病

原遺伝子の増幅産物の Tm 値の把握を行い、各病原遺

伝子を増幅させた後、融解曲線を得た。この時、供試

菌株の DNA を異なる菌種間で混和せずに使用した。

各病原遺伝子の増幅産物について、融解曲線が最も高

い蛍光強度を示した時の温度を Tm 値とした。 
 しかし、SYBR Green で遺伝子増幅産物の融解曲線か

ら Tm 値を求めた場合、同じ増幅産物でも、測定の都

度、Tm 値が僅かに異なることから 10)、各病原遺伝子の

増幅産物の Tm は、「温度の幅」として捉える必要があ

る。そこで、各供試菌株について、濃度が異なる DNA
（100、10、1、0.1、0.01、0.001 及び 0.0001 ng/ µL）を

用いてシングル プレックス PCR 法を実施した後、病

原遺伝子の増幅産物の Tm 値を得た。各病原遺伝子に

ついて、供試菌株の DNA 濃度の違いにより、8 つの Tm
値が得られるので、これら Tm 値の内、最大値及び最

小値を調査した。また、8 つの Tm 値の平均値を算出し

た。 
 一方で、SYBR Green は、遺伝子に架橋していない状

態でも弱い蛍光を有する。遺伝子に未架橋の SYBR 
Green の蛍光強度を把握するため、各病原遺伝子を検

出するプライマーと超純水を用いて、シングル リアル

タイム PCR 法を行った後、8 つの融解曲線を得た。こ

れら融解曲線を基に、蛍光強度の cut-off 値を設定した。

供試菌株の DNA を用いて、上述の様に、病原遺伝子の

Tm 値を求めた時、Tm 値の蛍光強度が cut-off 値以下の

時は、病原遺伝子の増幅無しと判定した。 
 シングル リアルタイム PCR 法の試薬及び機器とし

て、それぞれ SYBR Premix DimerEraser（Perfect Real 
Time）（タカラバイオ（株））及び StepOne Real-Time 
PCR System（Thermo Fisher Scientific, inc.）を用いた。 
 シングル リアルタイム PCR 法の反応液の組成につ

いては、1 検体当たり 10 μL の Premix DimerEraser
（Perfect Real Time）（2×conc.）、0.6 μL の 10 μmol/ L 
フォワード及びリバースプライマー、0.4 μL の Rox 
Reference Dye（50×conc.）、6.4 μL の超純水及び 2 μL
の各供試菌株の DNA とした（表-1）。 
 シングル リアルタイム PCR 法の反応条件を、最初

の 1 サイクルが 95 °C で 30 秒間、次の 30 サイクルが

95 °C で 5 秒間、55 °C で 30 秒間、72 °C で 30 秒間と

した。シングル リアルタイム PCR 法で各病原遺伝子

を増幅させた後、95 °C で 15 秒間、60 °C で 60 秒間、

95 °C で 15 秒間の条件で融解曲線を得た。 
 各病原遺伝子の増幅産物の Tm 値を把握した後、病

原遺伝子の増幅産物の Tm 値の差が大きくなる様に、

プライマーセット A 及び B を作成した。 



短報  千葉県衛研年報 第 65 号 2016 年 

- 57 - 

 

 
 
 作成した各プライマーセットにおいて、異なる病原

遺伝子の増幅産物の Tm 値の「温度の幅」が重なって

いないことを確かめるために、以下のことを行った。

1 つのプライマーセットにおいて、「病原遺伝子 A の

増幅産物の Tm の平均値 > 病原遺伝子 B の増幅産物

の Tm の平均値」の関係にある病原遺伝子 A 及び B に

ついて、「病原遺伝子 A の増幅産物の Tm の最小値－

病原遺伝子 B の増幅産物の Tm の最大値」を算出し

た。この値が 0 より大きい時、異なる病原遺伝子の増

幅産物の Tm 値の「温度の幅」は重なっていないと判

定した。 
2) マルチプレックス リアルタイム PCR 法による食

中毒菌の検出 
 プライマーセット A 及び B の食中毒菌検出における

有用性を評価するため、各供試菌株の濃度調製済みの

DNA（100、10、1、0.1、0.01、0.001 及び 0.0001 ng/ µL）
を用いて、マルチプレックス リアルタイム PCR 法を

行った。各病原遺伝子を増幅させた後、融解曲線を得

た。供試菌株の DNA は、異なる菌種間で混和せずに使

用した。融解曲線の Tm 値の蛍光強度が「1) プライマ

ーセット作成」で設定した cut-off 値以上であり、かつ、

その Tm 値が「1) プライマーセット作成」で把握した

Tm 値の温度幅に収まっている場合、目的の病原遺伝子

の増幅有りと判定した。DNA 濃度の違いから各供試菌

株の検出限界を調査した。 
 マルチプレックス リアルタイム PCR 法及び融解曲

線の反応条件については、「1) プライマーセット作成」

と同様にした。 
 各プライマーセットの組成については、1 検体当た

り、各病原遺伝子を検出する 10 μmol/ L のフォワード

及びリバースプライマーを 0.6 μL ずつ混和し、全量を

4.8 μL とした。マルチプレックス リアルタイム PCR 法

の反応液の組成については、1 検体当たり、10 μL の

Premix DimerEraser（Perfect Real Time）（2×conc.）、4.8 
μL のプライマーセット A 又は B、0.4 μL の Rox 

Reference Dye（50×conc.）、2.8 μL の超純水及び 2 μL の

各供試菌株の DNA とした。 
 

結果 

1. プライマーセットの作成 
 シングル及びマルチプレックス  リアルタイム PCR
法における遺伝子増幅の有無を判定する際に必要とな

る、cut-off 値を以下の様に設定した。各病原遺伝子を

検出するプライマーと陰性コントロールである超純水

を用いて、シングル リアルタイム PCR 法を行った後、

8 つの融解曲線を得たところ、各融解曲線の最大値は

1400～3000 程度であった。そこで、本研究では、融解

曲線の Tm 値の蛍光強度（-R'（T））が 5000 以上の場合

を遺伝子の増幅有りと判定した。 
 各病原遺伝子の増幅産物の Tm 値の把握のために以

下のことを行った。各病原遺伝子について、シングル 
リアルタイム PCR 法を行った後、遺伝子増幅産物の

融解曲線を得た。その結果、全ての病原遺伝子におい

て、全ての DNA 濃度で非特異的な融解曲線を示す増

幅遺伝子は確認されなかった。 
 シングル リアルタイム PCR 法実施後の各病原遺伝

子の増幅産物の Tm 値の最大値、最小値及び平均値を

表-2 に示した。カンピロバクター ジェジュニ及びコ

リ以外の食中毒菌の病原遺伝子の増幅産物の Tm 値の

「最大値－最小値」は、0.3 °C 以内であった。カンピ

ロバクター ジェジュニ及びコリの病原遺伝子の増幅

産物について、Tm 値の「最大値－最小値」は、それ

ぞれ 0.9 °C 及び 0.6 °C であった。 
各病原遺伝子の増幅産物の Tm 値の差が大きくなる様

に、プライマーセット A 及び B を作成した（表-2）。 
具体的なプライマーセットの作成方法としては、全

ての病原遺伝子の増幅産物の平均の Tm 値を、降順に

並べた後、プライマーセット A には 1、3、5 及び 7 番

目の病原遺伝子が、プライマーセット B には 2、4、6
及び 8 番目の病原遺伝子のプライマーが含まれる様に 
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した。その結果、プライマーセット A には、赤痢菌、

腸炎ビブリオ及びカンピロバクター  ジェジュニの病

原遺伝子を検出するプライマーが、プライマーセット

B には、サルモネラ属菌、腸管出血性大腸菌及びカン

ピロバクター  コリの病原遺伝子を検出するプライマ

ーが含まれた。 
 作成したプライマーセットにおいて、「病原遺伝子 A
の増幅産物の Tm の平均値 > 病原遺伝子 B の増幅産

物の Tm の平均値」の関係にある病原遺伝子 A 及び B
について、「病原遺伝子 A の増幅産物の Tm の最小値－

病原遺伝子 B の増幅産物の Tm の最大値」を算出する

と、その値は 5.10～0.30 °C であった。以上より、作成

したプライマーセットにおいて、異なる病原遺伝子の

増幅産物の Tm 値の「温度の幅」は重なっていなかっ

た。 
 
2. マルチプレックス リアルタイム PCR 法による食

中毒菌の検出 
 腸管出血性大腸菌及び腸炎ビブリオの病原遺伝子の

検出限界は、0.01 ng/ µL であった（図）。赤痢菌及び

カンピロバクター ジェジュニ及びコリの病原遺伝子

は、0.001 ng/ µL であった。また、全ての病原遺伝子

の全ての DNA 濃度において、プライマーダイマー等

の非特異的な増幅遺伝子は確認されなかった。 
 

考察 

 本研究では、福島らが開発した SYBR green を用い

たマルチプレックス リアルタイム PCR 法を改良する

ことで 7)、6 種の食中毒菌を一斉にスクリーニングす

る系を作成した。改良した方法の感度は高かった。 
 本研究におけるスクリーニングの対象として、過去

の日本での食中毒発生件数から 11)、腸管出血性大腸菌、

サルモネラ属菌、カンピロバクター ジェジュニ及びコ

リ及び腸炎ビブリオを選んだ。黄色ブドウ球菌及び

ウェルシュ菌による食中毒も発生件数が多かったが、

これら菌種をスクリーニングの対象にしなかった。黄

色ブドウ球菌及びウェルシュ菌は、毒素型の食中毒菌

（食品中で産生された毒素をヒトが摂取することで発

症）である 12-13)。黄色ブドウ球菌及びウェルシュ菌が

食中毒の原因菌と証明するには、これら菌が毒素産生

能を有する必要がある。一般的に、細菌において、毒素

産生を制御している遺伝子領域の変異や構造の違いに

より、毒素産生量が極めて低い菌株は存在する 10, 14)。

従って、毒素型食中毒における原因菌の証明には毒素

遺伝子の保有では無く、産生性を調べることが大切で

ある 15-16)。以上より、黄色ブドウ球菌及びウェルシュ

菌は、本研究で開発を目指す病原「遺伝子」による食中

毒菌のスクリーニング法には適さないので、スクリー

ニングの対象から除外した。また本研究では、感染者

の症状が重篤化し易いことから、赤痢菌をスクリーニ

ングの対象とした。赤痢菌は、「感染症の予防及び感染

症の患者に対する医療に関する法律 17)」の三類感染症

に指定されている公衆衛生的に重要な病原体である。

また、赤痢菌の食中毒の発生頻度は低いが、過去に数

回、広域的な食中毒が発生している 18-19)。 
 本研究で検出対象とした全ての病原遺伝子において、

検出限界は 0.01 ng/ µL 以下であった。菌のゲノムサイ

ズを 500 万塩基（例えば、腸管出血性大腸菌 O157 及び

サルモネラ属菌のゲノムサイズは、それぞれ約 550 万

及び約 500 万塩基 20-21)）とした場合、0.01 ng/ µL は、

約 103 copies/ µL に相当する。検出感度が極めて高い

LAMP 法の検出限界が 102 copies/ µL 程度である 6)こと

を考えると、本研究で改良したスクリーニング法の感

度は良好と言える。 
本研究の今後の課題として以下のことが挙げられる。

第一に、本研究では、目的とする病原遺伝子以外の遺 



短報  千葉県衛研年報 第 65 号 2016 年 

- 59 - 

 



千葉県衛研年報 第 65 号 2016 年  短報 

- 60 - 

伝子の混入がない理想的な状態でしか、改良したスク

リーニング法の感度を評価していない。 
 また、本方法の特異性も評価されていない。今後、目

的以外の遺伝子が多く含まれる検体を用いて、感度及

び特異性を評価する必要があるだろう。次に、本研究

では、食中毒菌を含む食品や患者便からの食中毒菌

DNA の抽出法を検討していない。本研究では、調製し

た食中毒菌の DNA を用いたが、実際の食中毒事例で

は、患者便や食品培養液から食中毒菌の検出を行う。

便に含まれる胆汁酸や培地中の成分で、PCR 法や

LAMP 法における遺伝子増幅が阻害されることが報告

されている 22-23)。本研究で改良したスクリーニング法

を食中毒事例で活用する前に、患者便や食品培養液か

らの食中毒菌 DNA を抽出する方法も検討する必要が

ある。 
 結論として、本研究では、主要な食中毒菌の 6 菌種

の全てを、2 回のマルチプレックス リアルタイム PCR
法の運行で検出するスクリーニング法を作成した。千

葉県内では、検査課を持つ全ての保健所には、リアル

タイム PCR 法装置が整備されている。将来的に、本研

究で改良したスクリーニング法を、保健所の検査課に

導入できれば、この方法は食中毒事例における迅速な

行政判断に貢献できるだろう。 
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