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研究要旨 

セレウス菌嘔吐型食中毒は、菌が産生する嘔吐毒（以下セレウリド）を含んだ食品を

喫食する事で発症する。セレウリドの検出法には HEp-2 細胞の空胞化変性試験や LC/MS

（Liquid Chromatography / Mass Spectrometry: 液体クロマトグラフィー / 質量分

析法）分析法があるが、技術の習熟や特殊機器を必要とし簡便ではない。一方、セレウ

リドを産生するセレウス菌を検出する方法としては、PCR 法やイムノクロマト法がある

が、いずれも食品からの検出には前培養が必要であり、食中毒予防への貢献度は低い。

そこで、前培養を経ることなく食品中のセレウリド産生セレウス菌を迅速かつ簡便に検

出する遺伝子検出法を構築し、食中毒事件の原因調査のみならずセレウス食中毒予防へ

繋げることを目標に研究を行った。 

具体的には、平成 24 年度に開発した CPE 産生ウエルシュ菌の直接検出法を参考に、

核酸抽出から検出まで約１時間で実施可能な方法を構築した。まずセレウリド産生菌を

特異的に検出するために、セレウリド合成酵素遺伝子を含む ces オペロンのポリシスト

ロニック mRNA を標的核酸とした。また、検出法の汎用性を高めるため、専用機器や高

額な機器を必要としない Nucleic Acid Sequence-based Amplification（NASBA）-核酸

クロマト法を遺伝子検出法として採用した。NASBA 法及び核酸クロマト法に最適化させ

たプライマーやプローブは、標的核酸の合成 RNA（10 コピー）を僅か 10 分の増幅時間

で検出する能力を示した。またセレウリド産生セレウスは 10cfu/t の感度で特異的に検

出された。セレウス食中毒の事例食品は入手困難だったため、食品試料からのセレウリ

ド産生セレウスの検出は、食品試料への菌接種試験で確認した。菌を接種する食品は、

厚生労働省の食中毒一覧（2008-2011 年）を参照し、米飯やチャーハンを含む 5種を用

いた。これら食品への菌接種試験の結果、本検出法は全 5 種食品に対して 104cfu/g の

感度でセレウリド産生セレウスを検出した。この感度は、セレウリド食中毒の発症菌量

とされる 105cfu/g よりも 10 倍高かった。 

上記研究成果を基に、スイフトジーン セレウリド産生セレウス「カイノス」という

製品名で平成 25年 8月 1 日より販売を開始した。 
 
 

 



Ａ．研究目的 

 

セレウス（Bacillus cereus）は、土壌

や河川などに広く分布しており食品の汚

染機会が多いため食材や食品の製造過程

から完全に取り除くことは難しい。セレ

ウスによる食中毒には嘔吐型と下痢型の

2種類があるが、日本における食中毒の大

部分は嘔吐型である。嘔吐型食中毒を引

き起こす嘔吐毒（セレウリド）は耐熱性を

有しているため、加熱調理で毒性を失う

事はなく、加熱殺菌による食中毒予防は

困難である。 

セレウリドは抗原性を持たないため、

抗原抗体反応を利用した検出系は存在し

ない。セレウリドの検出法として、セレウ

リドによる HEp-2 細胞（ヒト喉頭がん由

来の細胞）の空胞変性試験がある。この方

法ではセレウスの培養や HEp-2 細胞の培

養が必要であり、結果判定までに 3 日を

要する。また、顕微鏡観察による陽性判定

とは、「10個以上の空胞がある細胞が１ウ

ェルあたり 30%以上ある場合」であり、技

術的な習熟を必要とする。LC/MS（Liquid 

Chromatography / Mass Spectrometry: 

液体クロマトグラフィー / 質量分析法）

を用いたセレウリド検出方法は、食品試

料からセレウリドを検出可能だが、食品

試料からセレウリドを精製しなければ

LC/MS にかけられず、その工程は煩雑で時

間がかかる。また、LC/MS という高額な特

殊機器も必要である。 

セレウリドを食材から簡便に検出する

方法がない現状では、セレウリド産生セ

レウスの検出が、本菌による食中毒の予

防に有用な手段と考えられる。セレウリ

ド産生セレウスを検出する方法として、

これまでに PCR 法やイムノクロマト法が

開発されているが、いずれも食材からの

検出には前培養が必要であり、結果判定

は翌日まで待つ必要がある。そこで、前培

養を経ることなく食品中のセレウリド産

生セレウス菌を迅速かつ簡便に検出する

遺伝子検出法を構築し、食中毒事件の原

因調査のみならずセレウス食中毒予防へ

繋げることを目標に研究を行った。 

平成 25 年度内での製品化を最終目標

とし、本年度は食品試料から培養を経る

ことなくセレウリド産生セレウスを、食

中毒の発症菌量とされる105cfu/gの感度

で、且つ約１時間程度で特異的に検出す

る方法の構築を行った。 

 

 

Ｂ．実験方法 

1）菌株 

セレウリド産生セレウス株としては、

Type strain No.13 株を使用した。セレウ

リド非産生株としては、09-75-22 株（大

阪府立大の西川先生より供与）を使用し

た。 

 

2）培地の調製 

3.75g の Brain Heart Infusion（BHI, 



ベクトン・ディッキンソン社）培地に

100mL の水を加え、オートクレーブ（121℃、

20 分）したものを液体培地とした。 

 

3）液体培養 

BHI 培地にセレウスを接種し、37℃ウォ

ーターバスで培養した。ウエルシュ菌培

養液の濁度は、DU640（ベックマン・コー

ルター株式会社）を用い、OD600 の値を計

測した。本検討では、培養液濁度として

0.3-0.5 Abs のセレウスを用いた。 

 

4) Nucleic Acid Sequence-based 

Amplification（NASBA）法 1) 

核酸増幅法であるNASBA法の試薬には、

NASBA Amplification キット（株式会社カ

イノス）を使用した。NASBA 試薬に 55μL 

の NASBA 溶解液を加え vortex で混和し、

NASBA 反応溶液を調製した。NASBA 酵素試

薬に 30μL の NASBA 酵素溶解液を加え、

NASBA 酵素液を調製した。NASBA 反応溶液

にフォワードおよびリバースプライマー

を加え反応液を調製した。 

核酸増幅は以下の手順で実施した：

0.5mL チューブに反応液 5μL と抽出核酸

2.5μL を加え混和した後、41℃のヒート

ブロックで 5 分保温した。チューブ温度

の低下に注意し、ヒートブロック上で

NASBA 酵素液を 2.5μL 加え、素早く 5 回

ピペティングした後、41℃で 30 分保温し

た。 

 

5）鋳型核酸の調製 

 セレウリド合成酵素遺伝子は ces オペ

ロンを構成しており、このポリシストロ

ニック mRNA を標的核酸とした。性能評価

のため、このcesオペロンを基にin vitro

で RNA を合成した。合成 RNA のコピー数

は、260nm の吸光度より算出した。 

 

6) NASBA プライマー 

 標的核酸と特異性の高い配列を検索し、

NASBA 用のフォワードおよびリバースプ

ライマーを設定した。各プライマーは標

的核酸とアニール可能な約20塩基のオリ

ゴヌクレオチドであり、リバースプライ

マ ー の 5’ 末 端 側 に は 、 T7 RNA 

polymerase のプロモータ配列を付加した。 

 

6）核酸クロマトグラフィー（核酸クロマ

ト法）2) 

核酸クロマト法で使用する検出ストリ

ップには、NASBA 法で増幅したヌクレオチ

ド鎖と相補的な配列を有するオリゴヌク

レオチドプローブをメンブレンおよびラ

テックスパッド中の着色微粒子に結合さ

せている。検出ストリップ上を NASBA 増

幅産物が展開すると、これらオリゴヌク

レオチドプローブと配列特異的にサンド

イッチハイブリダイゼーション結合し、

検出ストリップ上に着色微粒子が集積し

ラインとして目視で識別される。 

この核酸クロマト法で NASBA 増幅産物

を検出する場合は、NASBA 増幅が終了した



チューブに 90μL の展開液を加え、検出

ストリップを挿入し、NASBA 産物を展開さ

せ、15 分後の着色ラインを目視で確認す

る。 

 

7） 菌接種試験 

ストマフィルターS タイプ（株式会社

GSI クレオス）に、25g の米飯および 225mL

の生理食塩水を加え 10％乳剤とした。こ

こに BHI 培地で培養したセレウスを米飯 

1ｇあたり104 cfuから106 cfuで接種し、

直 ち に Pulsifier （ Microgen 

Bioproducts Ltd）で１分間混和した。こ

の 10%乳剤から 1mL を 1.5mL チューブに

入れ、1890 G 以上で 1分間遠心し、セレ

ウスを沈澱させた。上清を除去した沈澱

に核酸抽出試薬を 200μL 加え、vortex で

10 秒間混和した後、90℃のヒートブロッ

クで 5 分間加熱した。加熱チューブは

1890 G 以上で 5秒間遠心し上清と沈殿部

に分け、上清部を抽出核酸液とした。抽出

核酸液は、NASBA 増幅の試料として使用し

た。NASBA 増幅産物の検出には、サンドイ

ッチハイブリダイゼーションを原理とす

る核酸クロマト法を用い、検出ラインの

有無を目視判定した。 

 

 

Ｃ．結果と考察 

1）NASBA 増幅性能 

 NASBA プライマーの増幅性能を確認す

るため、10 コピーの合成 RNA を鋳型に用

い、増幅時間を 5、10、15、20 および 30

分と変え NASBA 反応を行った。NASBA 産物

の検出は核酸クロマト法を用いた。その

結果、10 コピーの合成 RNA であれば、10

分の増幅時間で、クロマトストリップ上

にラインを検出した。しかし 10 分の増幅

時間では核酸クロマトのライン強度は低

く、十分なライン強度を得るためには、15

分以上の増幅が必要であった（図１）。 

 増幅時間を 15 分に設定し、合成 RNA10

コピーの増幅再現性を確かめた。5回連続

で評価した結果、全ての試験でラインが

検出された（図１）。以上の結果より、本

法は 15 分増幅で 10 コピーの合成 RNA を

増幅する性能を有していると判断された。 

 

2) 特異性試験 

 Ces オペロンのポリシストロニック

mRNAを標的核酸とするNASBA-核酸クロマ

ト検出系の特異性を確かめるため、セレ

ウリド産生株（Type strain No.13 株）と

セレウリド非産生株（09-75-22 株）から

抽出した核酸を用いて試験した。各菌株

からの抽出核酸は、核酸抽出試薬

（ExtragenⅡ）を用いて調製した。１μg

の抽出核酸を試料として NASBA 増幅した

結果、セレウリド産生株は検出されたが、

セレウリド陰性株は検出されなかった

（図２）。本法は、セレウリド産生菌を選

択的に検出し得る能力があると判断され

た。 

 



3) 最小検出感度 

 セレウリド産生株に対する本法の最小

検出感度を調べるため、セレウリド産生

株の抽出核酸の希釈系列（1 、10 、100 

および 1000 cfu/t）を調製した。これら

希釈核酸で NASBA 増幅した結果、10 cfu/t

以上で核酸クロマトのラインが検出され

た（図 3）。この結果から、本法の最小検

出感度は､10 cfu/t と判明した。 

 

4) 米飯への菌接種試験 

 昨年度、CPE 産生ウエルシュ菌をカレー

試料から直接検出する方法を開発した。

この核酸抽出試液および検出手順を応用

し、セレウリド産生セレウスを食品試料

から直接検出する方法の構築を試みた。

食品試料からのセレウリド産生菌検出試

験は、セレウス食中毒の事例食品の入手

が困難なため、食品試料への菌接種試験

で代用された。菌を接種する食品は、厚生

労働省の食中毒一覧（2008 年-2011 年掲

載情報）から選択し、最初は米飯で確認し

た。米飯への菌の接種量は、米飯 1g当た

り 103 、104 および 105 cfu とした。 

CEP 産生ウエルシュ菌をカレー試料か

ら検出するために開発した核酸検出試液

および検出手順は、セレウリド産生セレ

ウスを米飯から検出上でも有用であり、

104 cfu/g の菌を検出した（図 4）。この検

出感度は、食中毒の発症菌量とされる 105 

cfu/g よりも 10 倍高かった。また、核酸

抽出から検出までの所用時間は約１時間

であり、本法が迅速かつ高感度な方法で

あることが示された。 

 

5) 米飯以外の食品への菌接種試験 

セレウス食中毒の原因食品としては、

米飯以外にもチャーハンやスパゲティー

等の食品がある（厚生労働省 食中毒一

覧，2008－2011 年掲載情報）。そこで、米

飯以外の食品に対する本法の適応性を調

べるため、チャーハン、おから、おはぎ、

スパゲティーの 4 種に対し菌種試験を実

施した。米飯同様に各食品から 25g を採

取し、104 cfu/g のセレウリド産生セレウ

スを接種した。その結果、全ての食品で米

飯と同じ検出感度で菌を検出した（図 5）。 

 

 

Ｄ．結論 

セレウス菌は土壌菌であり、食品の汚

染機会も多い。しかし、セレウリドを食材

から簡便に検出する方法がない現状では、

セレウリド産生セレウス菌の検出が、本

菌による食中毒の予防に有用な手段と考

えられる。 

本法は、遺伝子検出法ながらセレウリ

ド合成酵素遺伝子を含む ces オペロンの

ポリシストロニックmRNAを標的核酸とし、

NASBA-核酸クロマト法を採用したことで、

専用機器や高額機器を必要とせずに、セ

レウリド産生菌を特異的に検出すること

が可能である。また、約１時間で食品試料

からセレウリド産生菌を 104 cfu/g の感



度で直接検出が可能である。この感度は

食中毒の発症量とされる 105 cfu/g より

も 10 倍高いため、食中毒事件の原因調査

のみならず、大量調理施設等における調

理前食材検査への本法の適応が、セレウ

ス菌食中毒の防止に繋がる事が期待され

る。 

本法は、これら本研究成果を基に、スイ

フトジーン セレウリド産生セレウス「カ

イノス」という製品名で平成 25 年 8 月 1

日より販売を開始した。 
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