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研究要旨：リアルタイムPCR法による食品中のセレウスの検出および定量を試みた。

セレウス総数については16S rRNA遺伝子を，催吐性セレウスについてはCRS遺伝

子を検出することにより定量した。市販無菌包装米飯に1.9 cfu/gのセレウスを接種

し，30℃で静置すると，接種12時間後には105 cfu/gに，48時間後には107 cfu/gに達

し芽胞も104 cfu/g検出された。この間，リアルタイムPCR法によって得られた測定

値は培養法による生菌数と相関を持って推移し，リアルタイム定量PCR法の有用性

が実証された。芽胞が検出されるのと同時にセレウリドが0.3 µg/g検出され，72時間

後には1.6 µg/gに達した。さらに，セレウリドの有無を簡便かつ迅速に測定するため

に，細菌を用いた新規バイオアッセイ法の開発を試みた。セレウリドに対する感受

性スクリーニングを行い，セレウス類縁菌のB. sporothermoduransを指標菌として

検討を進めた。HEp-2細胞の空胞変性試験に代わるバイオアッセイになりうると期

待できる。高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は比較的安価で汎用性が高く広

く普及している理化学分析装置である。食品中でセレウスが産生した嘔吐毒素セレ

ウリドを、HPLCを用いて検出する可能性について検討した。HPLC-UV測定系でセ

レウリドを計測することは不可能と判断した。しかしながら、市販無菌包装米飯や

炒飯にセレウスを接種して培養しセレウリドを産生させた試料をHPLCで測定した

ところ、精製セレウリドや合成セレウリド試料に含まれたUV吸収する物質と類似の

ピークが、セレウリドが検出されるのと同時期に出現することが判明した。セレウ

リド自体の定量ではないが、セレウリドの代替指標としてHPLC測定の対象とする

べきか見極めるために今少し検討を継続する価値があると考える。 



  



Ａ．研究目的 

 

 Bacillus cereus（以下セレウス）は、

グラム陽性通性嫌気性の芽胞形成桿菌で、

べん毛を持ち運動性を有する。土壌や河

川などの自然環境 1)から、食品、飼料、家

畜の腸管内に至るまで広く分布し、健康

者の糞便からも検出されることがある。 

発育可能温度は 5℃から 50℃、至適温

度は、28℃から 35℃である。耐熱性の芽

胞は、100 ℃、30分の加熱でも完全に死

滅しない。加熱中に生き残った芽胞が、冷

却後の食品内で発芽増殖し食中毒を引き

起こすことがある。わが国では 1983 年か

ら食中毒菌として統計が取られている 2)。 

セレウス菌食中毒は下痢型と嘔吐型の

2つのタイプがあり、前者はエンテロトキ

シン、後者は cereulide（セレウリド）と

いう毒素により発症する 3-6)。下痢型食中

毒は、食品に付着したエンテロトキシン

産生性セレウスが腸管内で増殖し、エン

テロトキシンを産生することで発症する

生体内毒素型食中毒である。一方、嘔吐型

の食中毒は、催吐性セレウスが食品内で

産生したセレウリドを摂取することで発

症する食品内毒素型食中毒である。  

セレウリドは、分子量 1、165 の環状デ

プシペプチドである。産生至適温度は

25℃から 30℃であり、 126℃、90 分の加

熱や pH2 または pH12 の強酸・強塩基およ

びトリプシンなどのタンパク分解酵素に

も耐性を示す 7)。催吐性セレウスによる食

中毒の原因食は、焼き飯、ピラフ、パスタ、

麺類、豆腐、弁当などの作り置きのものが

多く、とくに米飯の関与が多い。潜伏期間

は 30 分から 6時間で、悪心、嘔吐で発症

する。  

米飯を主食とするわが国のセレウス食

中毒は嘔吐型が圧倒的に多く、平成 20 年

大阪府において、離乳食を食べた幼児が

催吐性セレウス食中毒による国内初の死

亡例となったように、致命的にもなりう

る食中毒菌である 8)。しかしながら、自然

界では催吐性セレウスが検出されること

はほとんどなく、常在セレウスとの鑑別

測定が重要であり、迅速、簡便かつ正確性

に優れた催吐性セレウスおよびセレウリ

ドの検出方法が求められている。 

催吐性セレウス菌の検出法として、現

在ではリアルタイム PCR 法によるセレウ

ス検出法が報告されている 11-14)。本法は、

従来法のようなアガロースゲル電気泳動

が不要で迅速性と定量性にも優れている。 

食品中のセレウリド産生菌の定量には

リアルタイムＰＣＲ法は好適だが、嘔吐

毒素であるセレウリド自体を検出するこ

とはできない。セレウリド検出には、HEp-

2 細胞空胞変性試験が一般的であるが、熟

練した技術が必要であり、結果を得るた

めには 4 日ほど要するため、簡便かつ迅

速な検出法が望まれている。そこでセレ

ウリドの検出法としてHPLCの利用を検討

した。HPLC の主な利点は検出にかかる時

間が通常数分～数十分と短く、導入済み

の検査機関が多く汎用性の高い機器であ

る。また LC-MS に比べて比較的安価であ

り、メンテナンスの手間も少ないことが

あげられる。本研究は迅速かつ簡便なセ



レウリド検出法としてHPLCの適用の可否

について再度検討することを目的とした。 

 

 

Ｂ. 材料および方法 

１. 使用菌株 

リアルタイム定量 PCR 法確立のための

実験に、臨床分離した催吐性セレウス 03-

137-1、BC1(+)、06-81-16-1、335-11、以

上 4 株と、セレウリド非産生セレウス 09-

112-7、BC1 (-)、08-151-3、08-151-4、

S0932F-1、09-59-1、09-80-9、09-75-22、

以上 8株、総計 12 株を供試した。 

米飯中における催吐性セレウスの菌数、

芽胞数、セレウリド量の経時的変化につ

いて調べるための実験に、催吐性セレウ

ス 03-137-1 株を供試した。 

セレウリド検出のための新規バイオア

ッセイ法の検討に、 セレウリド産生菌株

として催吐性セレウス BC1 (+) 株を用い

た。指標菌として、セレウリド非産生セレ

ウス 09-112-7、08-151-3、08-151-4、

S0932F-1、09-59-1、09-80-9、09-75-22、

以上 7株、 バリノマイシン感受性菌であ

る Enterococcus hirae、Enterobacter 

cloacae、Micorococcus luteus、Candida 

albicans、以上 4 株、セレウス類縁菌で

ある Geobacillus stearothermophilus、

Geobacillus thermoglucosidasius 、

Bacillus sporothermodurans、Bacillus 

coagulans、納豆菌標準株 MI、TA、NA、市

販納豆より分離した納豆菌 OK、NI、以上

9 株、バリノマイシン非感受性菌である

Escherichia coli DH5α、以上 1株、総

計 21 株を供試した。 

 

２. 培地・試薬類 

・BRAIN HEART INFUSION BROTH（BHI ブイ

ヨン）：BRAIN HEART INFUSION（OXOID）37 

g を１ l の蒸留水に溶解し、中試験管に

10 ml ずつ分注し、オートクレーブ滅菌

（121℃、15 分）した。 

・精製セレウリド溶液：精製セレウリド 

(バイオコントロール研究所、1 mg 当量

/ml) を 70%メタノールで 100、50、5 ppm

に調製しスタンダードとして用いた。 

・合成セレウリド：大阪府立大学の切畑教

授から提供された。70%メタノールを加え、

1 mg/ml に調製、さらに 100、50、5 ppm

に希釈してスタンダードとして用いた。 

・バリノマイシン溶液：バリノマイシン 

(和光純薬工業) 10 mg を 75%メタノール

10 ml に溶解した。 

・HPLC 用溶媒：・高速液体クロマトグラ

フ用アセトニトリル（和光純薬工業）、高

速液体クロマトグラフ用 メタノール

（和光純薬工業）、高速液体クロマトグラ

フ用蒸留水（和光純薬工業）、高速液体ク

ロマトグラフ用リン酸（和光純薬工業）を

用いた。 

・市販無菌包装米飯（米飯）：サトウのご

はん 宮城県産ひとめぼれ（佐藤食品工

業、愛媛、日本）を購入した。 

・炒飯（冷凍）：ローソンセレクトローソ

ンセレクト 炒飯（冷凍）（テーブルマー

ク）を購入し実験に供した。 

 

３. 実験機材 



・HPLC カラム：Inertsil® ODS-4 (4.6 x 

250 mm、 5 μm) （ジーエルサイエンス、

東京、日本）および InertSustain C18 

(4.6 x 150mm、 5 μm)（ジーエルサイエ

ンス）を使用した。 

・抽出カラム：Inertsep SI（ジーエルサ

イエンス）を 100%メタノール 300 μl、

50%メタノール300 μlで順次洗浄した後、

使用した。HLB 3 cc (Oasis)の場合は

100%メタノール 3 ml、50%メタノール 3 

ml で順次洗浄した後、使用した。 

・高速液体クロマトグラフィー (HPLC) 

システム：CO-810 Colum oven（東ソー、

大阪、日本）、PU-980/D-980-50 degasser

（ジャスコインタナショナル、東京、日

本）、SPD-M10AVP diode array detector 

(DAD)（島津製作所、京都、日本）を使用

した。合成セレウリド溶液の測定に使用

した HPLC の基本条件は表 1 に示した。 

３．方法 

リアルタイム定量 PCR 法：セレウス総

数は 16S rRNA により検出を行い、催吐性

セレウスの検出はセレウリド合成酵素 

(CRS) 遺伝子により検出を行った (表1)。 

PCR 反応液は SYBR Premix Ex Taq 

(Perfect Real Time) (タカラバイオ)を用い

た。 

また、予備試験として 16S rRNA の PCR

反応液の検討を行った。すなわち、DNA

サンプルを含む PCR 反応液に 5%ジメチ

ルスルホキシド (DMSO)、8 %DMSO、8 %

グリセロール、5 %DMSO＋5 %グリセロ

ール、8 %ホルムアミドをそれぞれ加え、

PCR 反応後の融解曲線を比較することに

より最適な反応液組成を検討した。その

結果、16S rRNA の PCR 反応液には

5 %DMSO を添加することとした。 

16S rRNA 検出用 PCR 反応液 (1 反応

あたり)の組成は以下のとおりである。

SYBR Premix Ex Taq (2×) 10 µl、16S 

rRNA_SYBR_Forward Primer (15µM)

 0.4µl、16S rRNA_SYBR_Reverse 

Primer (15µM) 0.4 µl、ROX Reference 

Dye (50×) 0.4 µl、DMSO 1.0 µl、PCR 用

滅菌水 6.8 µl、テンプレート 1.0 µl。 

CRS 遺伝子検出用 PCR 反応液 (1 反応

あたり)の組成は、SYBR Premix Ex Taq 

(2×) 10 µl、crs_SYBR_Forward Primer 

(15µM) 0.4 µl、crs_SYBR_Reverse Primer 

(15µM) 0.4 µl、ROX Reference Dye (50×) 

0.4 µl、PCR 用滅菌水 7.8 µl、テンプレー

ト 1.0 µl からなる。 

上記の試薬を混合し、96 ウェルプレー

トに 19 µl ずつ分注した。各ウェルに 1.0 

µl DNA 溶液を添加し、シールし、コン

プレッションマットを置き、遠心機で軽

く遠心した。計測は ABI 7000 Real-time 

PCR System による PCR 反応ならびに蛍

光検出により行った。PCR 反応は、初期

変性 95 ℃1 分、1 サイクル、PCR 反応

95 ℃5 秒、66 ℃31 秒、40 サイクルと

し、融解曲線解析は 95 ℃15 秒、60 ℃1

分、95 ℃15 秒、1 サイクルで行った。 

・HPLC 用サンプル調製： 

①  米飯に等量の水を加え、均一になる

ようブレンダーで攪拌した。 

②  撹拌後、0.4 g を 1.5 ml チューブに

量り取り、10 μlの精製セレウリドを添



加した。 

③  精製セレウリド添加サンプルにメタ

ノールを 0.8 ml 加え、ハンディタイプの

ホモジナイザーでよく攪拌した。 

④  遠心分離 (13,000 rpm、 5 分) 後、

上清を共栓付試験管に回収した。これを 2

回繰り返した。 

⑤  集めた上清をエバポレータで乾固さ

せ、メタノール 250 μlに溶解後、水 250 

μl を加えよく攪拌し、全量を 500 μlと

し、これを Monospin SI に添加して遠心

分離（3,000 rpm、1 分）した。 

⑥  50%メタノール300 μlを添加して遠

心分離（3,000 rpm、1 分）にて洗浄した。 

⑦  90%メタノール300 μlを添加して遠

心分離（3,000 rpm、1 分）にて抽出した。 

⑧  これを限外濾過膜に添加し、遠心分

離（3,000 rpm、1 分）した。 

⑨  これをエバポレータで乾固し、50%メ

タノール 500 ml に溶解させた。このうち

10 μl を HPLC サンプルとした。したがっ

て添加サンプルの最終セレウリド濃度は

20 ppm である。 

・市販無菌包装米飯および炒飯への催吐

性セレウスの接種、培養およびセレウリ

ド測定用サンプルの調整： 

①  セレウス03-137-1株を BHI液体培地

に接種し 30℃、12 時間培養した。 

②  前培養した菌液を 106 希釈したもの 

(1.9 cfu/g) を、米飯接種用菌液とした。 

③  安全キャビネット内にて米飯の包装

をはがし、接種用菌液 5 ml を米飯上に均

一に散布した。冷凍炒飯についても同様

に接種した。 

④  散布後、再びふたをシールし、30℃

で保存した。培養から 0、12、24、48、72

時間後にサンプリングし、実験に供した。 

⑤  セレウス接種米飯に当量の水を加え、

均一になるようブレンダーで撹拌した。 

⑥  これを 5 g 量り取り、1-2 倍量のメ

タノールを加え、ハンディタイプのホモ

ジナイザーでよく攪拌した。 

⑦  遠心分離 (13,000 rpm、 5 分) 後、

上清を共栓付試験管に回収した。 

⑧  これを 2回繰り返した。 

⑨  集めた上清をエバポレータで乾固さ

せ、メタノール 250 μlに溶解後、水 250 

μl を加えよく攪拌し、全量を 500 μlと

した。 

⑩  これを洗浄済みの固相抽出カラム 

(HLB)に添加し、50%メタノール 3 ml、70%

メタノール 3 ml で順次洗浄し、100%メタ

ノール 3 ml で抽出した。 

⑪  抽出したものをエバポレータで乾固

し、50%メタノール 1 ml に溶解させた。

このうち10 μlを HPLCサンプルとした。 

・細胞培養・継代：HEp-2 細胞を 10 % FBS 

EMEM または DMEM で 25 cm2 のフラスコに

フルシートになるまで培養した。フルシ

ート後は PBS で洗浄し、トリプシン処理

した後 3 倍に希釈して継代した。 

・HEp-2 細胞空胞変性試験：PBS を用いて、

セレウス培養上清の 2 倍段階希釈系列を

96 ウェルのタイタープレートに作った。

トリプシン処理したフルシートの HEp-2

細胞を空胞化試験用 EMEM 10 ml で懸濁

し、各ウェルに 100 μlずつ加え、CO2 イ

ンキュベータで 48 時間培養した。その後



上清を除き、細胞をメタノール固定後、

10 %ギムザ液で細胞を染色し、位相差顕

微鏡で空胞を観察した。 

・空胞変性試験によるセレウリド量の算

出：10 ppm の合成セレウリドは 210~11 希

釈された際に HEp-2 細胞に空胞変性を生

じさせた。この時のセレウリドの細胞培

養液中での濃度は 210 希釈で 9。8ng/ml、

211 希釈では 4.9 ng/ml となる。これらの

結果から、空胞変性の見られた最終希釈

倍率に5ng/mlを乗じたものを抽出サンプ

ルの濃度とした。この方法は他の文献[16]

でも採用されている。HPLC と空胞試験用

に調整したサンプルの濃縮率は 5 倍であ

るため、これで除して算出した。  

・菌数測定：スパイラルプレーター（IUL 

instrument）の D mode を用いて、スパイ

ラルプレーティング法により Colony 

forming unit（CFU）として菌数を測定し

た。 

 

 

Ｃ . 結果  

１．16S rRNA・CRS 遺伝子の検量線 

セレウリド産生性の 03-137-1 株では、

いずれの濃度においても 16S rRNA、CRS

遺伝子が検出された。両遺伝子において

検量線の決定定数 R2 は 0.99 以上となっ

た。増幅効率は E=10(-1/slope)-1 より求めら

れ、両遺伝子においてほぼ 100 %であった。 

セレウリド非産生株 09-112-7 では、い

ずれの濃度においても、16S rRNA が検出

されたが CRS 遺伝子は検出されなかった。

09-112-7株の 16S rRNAも検量線の決定定

数 R2 は 0.99 以上であり、増幅効率はほ

ぼ 100 %であった。 

２．セレウス総数と催吐性セレウス検出

の特異性 

セレウス 12 株すべてにおいて、16S 

rRNA が検出された。また CRS 遺伝子は

12 株中 6 株が陽性となり、Bacillus cereus 

PCR detection kit (タカラバイオ)を用いた

通常の PCR と同じ結果となった。 

03-137-1株と 09-112-7株の混合DNAサ

ンプルにおいて、16S rRNA プライマーに

よる測定値は 03-137-1 株と 09-112-7 株を

合計したセレウス総数の値を示していた。

CRS 遺伝子は、CRS 遺伝子保有菌株であ

る 03-137-1 株の菌数と相関を持って推移

していた。 

３．バイオコントロール社の精製セレウ

リドがHPLCで示すピークを指標としたセ

レウリド検出の試み 

 バイオコントロール社の精製セレウリ

ドを HPLC 分析した結果、Agata et al. の

報告と同様の明確なピークを得ることが

できた。よってこのピークをセレウリド

と仮定し検討を継続した。 

 限外濾過膜の分子量では 10 K が、抽出

時のアセトニトリル濃度は 80-90%が最も

回収率が高い結果となった。なお限外濾

過膜 3K の抽出時アセトニトリル濃度 90%

においては先のピークが検出できなかっ

た。限外濾過膜に着目すると、3K では回

収率が 71.4%、10K では 84.7%となり、10K

の方が回収率は高かった。同様に抽出時

に使用したアセトニトリル濃度に着目す

ると、アセトニトリル濃度 80%における回



収率が 92.7%と最も高かった。この結果に

基づき、その後の実験においては限外濾

過膜 10K と抽出時のアセトニトリル濃度

を 80%とした。 

 空胞変性試験においては精製セレウリ

ド (10 ppm) が 28 の希釈倍率で空胞化が

観察された一方で、添加サンプル (最終

セレウリド濃度 20 ppm) では 29 の希釈

倍率で空胞化が観察された。したがって、

空胞変性試験では回収率は 100%であった。 

 次に、セレウスを接種培養した米飯か

らの検出を検討した。生菌数は 24時間の

時点では対数増殖途中だが、48 時間では

定常期に達しており、72 時間においても

定常期を維持していた。24 時間までの米

飯サンプルにおいては HPLC 法、空胞変性

試験共にセレウリドを検出できなかった

が、48時間、72 時間培養サンプルからは

セレウリドの検出が見られた（表 5）。ま

た培養 48 時間目から 72 時間までは経時

的にセレウリド量が増加した。この時、セ

レウリドのピークは米飯や菌による妨害

ピークと分離していた。 

 しかしながら、HPLC の検出値と空胞変

性試験から算出される値との結果に大き

な差が生じており、HPLC におけるセレウ

リド測定値（48 時間：29.5 μg/g、72 時

間：257 μg/g ）は空胞変性におけるセ

レウリド測定値（48 時間：0.39 μg/g、

72 時間：1.56 μg/g）より 100 倍程度大

きな値となった。  

 

２．合成セレウリドが HPLC で示すピーク

を指標としたセレウリド検出の試み 

 バイオコントロール社の精製セレウリ

ドを標準としたときの測定値に矛盾が生

じたことから、合成セレウリドと精製セ

レウリドを同じHPLC条件で比較したとこ

ろ、精製セレウリドで見られたピークが

合成セレウリドでは検出できなかった。

合成セレウリドが示すピークは精製セレ

ウリドのピークより保持時間が短いこと

が判明した。したがってスタンダードと

見なしていた精製セレウリドのピークは

セレウリドとは別の物質である可能性が

示された。 

 精製セレウリドにおける誤認経験に基

づき、合成セレウリドが HPLC で示した鋭

いピークがセレウリドによるものかどう

かを検証するため、東洋食品工業短期大

学の LC-MS で測定を行った。測定に使用

した LC の条件は表 6に示した。なお測定

時のグラジエントプログラムは以下のと

おりである：0-2 min (20% B)、 10 min 

(80% B)、 15 min (95% B)、 18 min (95% 

B)、 18。01 min (20% B)、 22 min (20% 

B) （図 5）。米飯の測定に使用したのと

同じ条件で合成セレウリドを調べたのが

図 6 で、この時のセレウリドのリテンシ

ョンタイムは 15.58 分であった。分子量

とマススペクトルからセレウリドと同定

されたピークにおいてはUV吸収がほとん

どみられず、ベースラインのノイズに隠

れる大きさであった。  

 セレウリド本体を HPLC-UV 検出系で測

定できる濃度を推定するために、セレウ

リドと構造のよく似たバリノマイシンを

東洋食品工業短期大学の LC-MS で測定し



た。測定に使用したバリノマイシンは 380 

ppm であり、UV 検出器でピークを確認す

ることが出来た。バリノマイシンは検出

波長 226 nm に比べ、214 nm の方が吸収は

大きく、ピーク形状も鋭角であった（図 

9）。このピークのマススペクトル（図 10）

はバリノマイシン特異的であった。380 

ppm のバリノマイシンは UV で検出できた

が、供試可能な濃度の合成セレウリドで

はUV吸収によるピークの確認は不可能で

あった。 

 上述のように合成セレウリド溶液には

セレウリドとは別の物質による巨大なピ

ークが確認されたが、このピークはセレ

ウス接種米飯サンプルでも僅かながら確

認できた。このピークがどのような物質

であるかマスクロマトグラムによって確

認したが、UV 吸収は見られるもののトー

タルイオンクロマトグラムにおいては検

出できなかった。検出する分子量を100毎

に区切って再検出を行ったが、同様にマ

スクロマトグラムによるピークは確認で

きなかった。本ピークがセレウリドによ

るものではないことは明白だが、セレウ

リドの代替指標として使用できないか検

討した。 

 

３. セレウス接種米飯および炒飯からの

セレウリド検出の試み 

合成セレウリドが空胞変性を起こす希

釈倍率から算出した有効濃度は 5 ng/ml

であり、これをもとにバイオコントロー

ル社の精製セレウリド (1 mg/ml) を用

いて空胞変性試験を行ったところ、空胞

変性が観察できる最終希釈倍率が29であ

ったことから、同製品に含まれていたセ

レウリド量は 2.5 μg/ml と判断された。

すなわち、表示濃度に比べて実際の力価

は極めて低かった。同社が販売を中止し

たこともあり以後の実験は合成セレウリ

ドによった。 

セレウス接種米飯や炒飯中のセレウリ

ド量を空胞変性試験と LC-MS 法で比較し

たところ近似した値が得られた。炒飯に

おいても、米飯同様にセレウスの対数増

殖期の末期とみられる48時間目からセレ

ウリドが検出されている。しかし炒飯で

は米飯に比べて菌数の増加量・速度共に

増しており、72 時間培養サンプルにおけ

るセレウリド量は米飯より高かった。

HPLC 測定によるセレウリド指標ピークは

セレウリドが検出される接種後48時間目

から検出されたが、そのピーク面積から

換算される値とセレウリド量に相関はな

かった。 

 

 

Ｄ．考察 

DNA 抽出試薬の選定と PCR 至適条件

の検討の結果、リアルタイム PCR 法によ

り米飯中のセレウス総菌数と催吐性セレ

ウスを定量的に鑑別測定することが可能

になった。 

PCR 条件を至適化することで、03-137-

1 株では 16S rRNA および CRS 遺伝子が

検出され、09-112-7 株では 16S rRNA のみ

が検出され、検出限界は 102 cfu/g 以上で

あった。両遺伝子において決定係数 0.9 以



上、増幅効率ほぼ 100%の直線的な検量線

を得ることができた。 

セレウス 12 株を用いてリアルタイム

PCR を行い、反応系の特異性について検

討した。その結果、16S rRNA については

セレウス 12株すべてが陽性でありすべて

のセレウスを検出することができ、陰性

対照で用いた大腸菌は陰性であった。

CRS 遺伝子についてはセレウス 12 株中 6

株が陽性であった。この結果は、Bacillus 

cereus PCR detection kit を用いたコンベン

ショナルな PCR 法で検出した結果と一致

しており、セレウス CRS 遺伝子保有株を

特異的に検出できることが示された。 

CRS 遺伝子陰性のセレウス 09-112-7 株

と陽性の 03-137-1 株から抽出した DNA

を混合し、PCR 反応に影響しないか検討

した。その結果、平板培養法にて算出した

生菌数と、CRS 遺伝子用プライマーを用

いて定量した CRS 遺伝子保有株の菌数な

らびに 16S rRNA 用プライマーで定量し

た 2 つの菌株の総数には、高い相関性が

認められた。 

新たなセレウリド検出法として、セレ

ウリド感受性を示す菌株を用いたバイオ

アッセイ法の開発を検討した。セレウリ

ド感受性を示す菌株の探索では、いくつ

かの感受性株を発見した。 その中で B. 

sporothermodurans は培養上清試料と精製

セレウリドのいずれに対しても感受性で

あり、この菌株を指標菌としてさらに検

討を進めた。 

B. sporothermoduransを培養する TSA 重

層培地に KCl を添加することによって、

精製セレウリドの抗菌活性が増加するこ

とを見出した。これは培地中にカリウム

を添加することで、セレウリドのカリウ

ムイオノホアとしての作用が発揮され菌

の増殖を阻止したと考えられる。 

市販の精製セレウリドおよび合成セレ

ウリドを標準品として HPLC-UV 系での検

出測定を目指したが、結果的には果たせ

なかった。不成功に終わった理由は、これ

らの試薬それぞれが示した一つのピーク

をセレウリドと誤認したことにある。 

研究が進む過程で共同研究者の切畑ら

がセレウリドの合成に成功し、これを試

料とする機会を得た。しかしながら、合成

セレウリドと精製セレウリドのHPLCクロ

マトグラムを比較すると、精製セレウリ

ドをスタンダードとして設定したピーク

が合成セレウリドのクロマトグラムにお

いては検出されなかった。ここに至り精

製セレウリドを分析した際の最も高いピ

ークがセレウリドではない可能性が明ら

かになった。 

発想を変えて、セレウリド自体ではな

くセレウリド産生に同期して生じるUV吸

収性の代替物質をHPLCにより測定するこ

とでセレウリド汚染の指標とできないか

検討した。合成セレウリドや精製セレウ

リド試料に含まれていてセレウリド本体

と誤認してしまっていたUV吸収ピークは、

セレウスを接種して培養した米飯試料に

おいても観察できたことから、代替指標

となる可能性を期待した。すなわちセレ

ウリドには UV 吸収がみられないが、前駆

体あるいは類縁体に UV吸収能があり、検



出器にピークとして現れている可能性も

考えられる。 
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