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研究要旨 

本研究では、近年、日本で散発するエルシニア症に関して、病原体である病原性 Yersinia 

enterocoliticaならびに Y. pseudotuberculosisを対象にして、Y. pseudotuberculosisと

病原性 Y. enterocolitica のうち、強毒な American strains と弱毒な European strains

を識別できる Multiplex PCR法ならびに Multiplex Real-time PCR法(インターカレータ法

および TaqMan法)ならびに特異的に菌分離のできる免疫磁気ビーズ法（IMS法）の開発を試

みた。さらに開発した手法を用いて、病原性 Yersinia に感染しているノネズミの糞便なら

びに菌を接種したウサギ血液から、菌の分離を試みた。その結果、開発した Multiplex PCR

および 2種の Multiplex Real-time PCRは、Y. pseudotuberculosis と病原性 Y. entero-

coliticaの American strains ならびに European strainsを識別し、臨床材料からも感度

高く検出できたことから、開発した PCR法は IMS法と組み合わせて、極めて有益な診断ツー

ルとなることが明らかになった 

 

 

A. 研究目的 

Y. enterocolitica は、Yersinia属に

属するグラム陰性通性嫌気性菌であり、

感染性食中毒の代表的な原因菌として知

られている。全世界的に発生がみられる

が、ヨーロッパでの発生事例の報告が多

く、ヨーロッパでは重要な食中毒菌であ

る。本菌には 50を超える O血清型が知ら

れているが、そのうち 03、O4,32、O5,27、

O8、O9、O13a,13b、O18、O20および O21 の

9 血清群が人に病原性を示す。このうち、

03、O5,27、O9は“European strains”と

呼ばれ、胃腸炎症状を示す程度の弱毒で

あるのに対し、O4,32、O8、O13a,13b、O18、

O20 および O21は“American strains”と

呼ばれ、人に敗血症を引き起こすことも

ある強毒な血清型である。これらの

"American strains"は、主に北米に限局

して分布することは報告されている。し

かし、これらの"American strains"のう

ち、最も病原性に強い血清型 O8（以下 O8

菌）は、1991 年に初めてわが国で東北地
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方のノネズミから分離され、わが国に分

布することが明らかになって以降、近年

わが国で人の発生事例が急激に増加して

おり、北は青森県から南は沖縄県まで全

国的に発生が報告されるようになり、特

に、これまで 20例報告されている Y. en-

terocolitica の集団感染事例のうち、

2004 年以降ものはすべて O8 によるもの

となった。また、この傾向はわが国だけで

なく、2000年以前は O8菌が分布していな

かったヨーロッパ諸国においても、近年、

人の感染事例の報告が相次ぎ、特にドイ

ツやポーランドでは 2004年以降、O8菌に

よる感染が劇的に増加していることが報

告されている。また、Y. pseudotubercu-

losis は O抗原により、１～15の血清群

に型別され、さらに血清群 1、2、4および

5はさらに数亜群に分けられており、現在

までのところ、21血清群が知られている。

このうち、血清群１～6 群および 10 群が

病原性を示す。ヨーロッパでは 1aおよび

3の分離頻度が高いのに対して、我が国で

は多様な血清型が分離され、人からは 4b、

5a および 5b の分離頻度が高く、かつ T-

細胞の過剰活性化やサイトカインの過剰

産生を誘導するスーパー抗原を産生する

強毒のタイプの菌株が分布しており、人

の感染患者は重篤な症状を引き起こすこ

とが多い。 

本研究では、病原性 Y. enterocolitica

ならびに Y. pseudotuberculosis の迅速

診断を目的として、Multiplex PCRならび

に Multiplex Real-time PCR（インターカ

レター法（TB 法）ならびプローブ法

（TaqMan法））を開発するとともに、市販

抗血清を用いた免疫磁気ビーズ法(IMS

法)を検討した。さらに開発した 3 つの

PCR 法の検出能力を、病原性 Yersinia に

感染しているノネズミの糞便ならびに菌

を接種したウサギ血液を用いて調べて、

その有用性を評価し、臨床検体からの迅

速かつ高感度な病原 Yersiniaの検出法の

確立を試みた。 

 

B.研究方法 

1)供試菌株 

供試菌株として、病原性 Y. entero-

colitica O3、O5､27、O8、O9の 4菌株、

Y. pseudotuberculosis 1a、1b、2a、2b、

2c、3、4a、4b、5a、5b、6の 11菌株、Y. 

intermedia 、  Y. kristensenii 、 Y. 

aldopvae、Y. rhodeiの 4菌株および Sal-

monella Enteritidis 、 Salmonella 

Weltevreden の 2 菌株の計 21 菌株を用い

た。 

2)培養 

スキンミルクに-80℃で保存していた

菌株を、trypticase soy agar（TSA）(BD)

に接種し、発育した Y. enterocoliticaと

Y. pseudotuberculosis は自家製抗血清

を用いて確認した。 

3)DNA の抽出 

供試菌株を trypticase soy broth 

(TSB) （BD）10 mlに接種し、Yersinia に

ついては 25℃で、Salmonellaは 37℃で 24

時間振騰培養した。DNAの抽出はボイル法
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で行い、まず培養液 0.5 mlを 10,000×g

で 10 分間遠心し、その沈渣沈渣に滅菌蒸

留水 0.5 ml を添加して再浮遊させ、

10,000×g で 10 分間遠心した．上清を捨

てたのち、その沈渣に、滅菌蒸留水 0.5 ml

を添加して再浮遊させ、100℃で 10 分間

加熱した後、10,000×gで 10分間遠心し、

その上清を鋳型 DNA溶液とした。 

4)PCR 

(1) Multiplex PCR 

①プライマー 

試行錯誤した結果、Multiplex PCRに用

いる標的遺伝子とプライマーは、表 1 に

示すものが最適であることが判明した。

VirF は病原性 Y.enterocolitica を、ail

は病原性 Y.enterocokitica を、inv は

Y.pseudotuberculosisを、ならびに fyuA

は病原性 Y.enterocolitica のうち、

American strainsを検出できる。 

を用いた。 

②PCR 反応 

PCR 用マイクロチューブに鋳型 DNA 溶

液を 5.0μl、 Taq GoTaq® DNA Polymerase 

set (Promega)を 7.625μl、 4種の標的

遺伝子に対する 50μM プライマー (For-

ward と Reverse)をそれぞれ 0.5μl、 お

よび UltraPureTMDistiller Water(Life 

Technologies)を 8.375μl 加え、 計 25μ

lの反応液を作製し、T100™ Thermal Cy-

cler(Bio-rad)を用いて行った。PCR 条件

は、反応温度と反応時間を変えて、すべて

の標的遺伝子が検出できる最適な条件を

探索した。PCR の遺伝子産物については、 

1.5%アガロースゲルを用いて、Mupid®-α 

(アドバンス)で 50V, 40 分間程度の電気

泳動を行った。泳動終了後、ゲルをエチジ

ウムブロマイド溶液で染色し、バンドを

確認した。また、最適な条件が設定できた

後は、抽出した DNA を希釈し、開発した

Multiplex PCR 法で検出できる検出限界

を求めた。 

(2) Real-time Muiltplex PCR(TB法) 

①プライマー 

 Real-time Multiplex PCRに用いる標

的遺伝子とプライマーは表 2 に示した。

標的遺伝子として、ail,inv および fyuA

を選んだ。 

②PCR 反応 

PCR 用のマイクロチューブに、供試菌株

から抽出し滅菌精製水を用いて 100ng/µℓ

に調整した鋳型 DNA 溶液を 2.0µℓ、TB 

Green Premix Ex TaqⅡ(タカラバイオ

(株), 滋賀)を 10µℓ、10µM プライマー

（Forward と Reverse）をそれぞれ 0.8µℓ

ずつおよび滅菌水 6.4µℓ を加え、計 20µℓ

の反応液とした。陰性コントロールとし

ては、鋳型 DNA の代わりに滅菌精製水

2.0µℓ を加えたものを用いた。発色基質と

しては、サイバーグリーンを用いた。

Real-time PCR 反応には，MiniOpticonTM 

(Bio-rad) を使用した。Real-time PCR の

反応条件としては、反応温度と反応時間

を変えて、すべての標的遺伝子が検出で

きる最適な条件を探索した。また、最適な

条件が設定できた後は、抽出した DNA を

希釈し、開発した Real-time Multiplex 
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PCR 法で検出できる検出限界を求めた。 

(3)Real-time multiplex PCR（TaqMan法） 

①プライマー 

Real-time Multiplex PCR(TaqMan 法)

に用いる標的遺伝子とプライマーは、表 3

に示した。 

②PCR 反応 

 PCR 用のマイクロチューブに、供試菌株

から抽出し滅菌精製水を用いて 100ng/µℓ

に調整した鋳型 DNA 溶液を 2.0µℓ、TB 

Green® Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH 

Plus)premix(タカラバイオ(株), 滋賀)

を 10µℓ、10µM プライマー（Forward と

Reverse）をそれぞれ 0.8µℓ ずつおよび滅

菌水 6.4µℓ を加え、計 20µℓ の反応液とし

た。陰性コントロールとしては、鋳型 DNA

の代わりに滅菌精製水 2.0µℓ を加えたも

のを用いた。発色基質としては、yamaki 

yellow と FAM を用いた。 Real-time 

PCR(TaqMan 法)反応には，MiniOpticonTM 

(Bio-rad) を使用した。Real-time PCR の

反応条件としては、反応温度と反応時間

を変えて、すべての標的遺伝子が検出で

きる最適な条件を探索した。 

5) IMS 法 

(1)供試菌株 

供試菌株として、病原性 Y. entero-

colitica O3、O5､27、O8、O9の 4菌株、

Y. pseudotuberculosis 1b、3、4bの計 7

菌株を用いた。 

(2)抗血清 

 IMS に使用する抗血清として、市販の抗

Y. enterocoliticaと Y. pseudotubercu-

losis血清（デンカ生研）と自家製抗血清

を用いた。感作用ビーズ Dynabeads® M-280 

Sheep anti Rabbit IgG （Dynal 社））250

㎕を 1.5mlマ イ ク ロ チ ュ ー ブ にと

り，PBS/BSA でビーズを洗浄して上清を除

去した。これに，抗血清をそれぞれ加えて，

室温で 2 時間混和しながらビーズに感作さ

せ，免疫ビーズを調製した。  

(3)IMS 反応 

 PBS で 10 倍階段希釈し 102-104CFU/ml

濃度に調整した供試菌液 1ml に、5)-(2)

で調整した免疫磁気ビーズ 20μlを加え、

20分間混和した。その後、PBS1mlを加え

て混和、磁石での磁気ビーズの収集、上清

の除去という洗浄処理を 3 回繰り返した

後、免疫磁気ビーズを TSAに接種し、25℃

で 24-48 時間好気培養し、発育してきた

コロニー数を計測した。そして、投与した

菌数と回収した菌数を比較して、回収で

きた菌の割合を計算した。 

5)開発した  Multiplex PCR および 

Real-time Multiplex PCR を用いた野外

検体などからの病原性エルシニア検出能

の評価 

(1)血液からの検出 

①供試菌株 

 Y.enterocolitica O3 ， O8 お よ び

Y.pseudotuberculosis 1b の 3 菌株を用

いた。 

②血液 

 血液として、ウサギ脱繊血(ジャパン・

ラム)を用いた。 
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2)ウサギ血液からの菌検出 

 供試菌株を TSA に接種して、25℃で 24

時間培養後、PBS で培養菌を 10 倍階段希

釈し、ウサギ脱繊血に 100-106CFU/mlにな

るように接種した。菌を接種した血液か

らは、ISOSPIN Blood & Plasma DNAキッ

ト（NIPPON GENE）を用いて DNAを抽出し

た。抽出した DNAから開発した Multiplex 

PCR ならびに Multiplex Real-time PCR

（IC法ならびに TaqMan法）を用いて接種

菌の検出を行い、その感度を調べた。 

(2)ノネズミ糞便からの分離 

①供試検体 

 供試検体として、 Y.enterocolitica 

O8 が排菌されていることを確認している

ノネズミの糞便 45検体を用いた。 

②ノネズミ糞便からの検出 

 供試検体を 9 倍量の PBS に加え、よく

攪拌した後、QIAamp DNA Stool Mini Kit

（Qiagen）を用いて DNA を抽出し、開発

した TaqMan Multiplex Real-time PCR

を用いて病原性 Yersiniaの検出を行った。 

 

C.研究成果 

1)Multiplex PCR 

(1)最適な Multiplex PCR条件 

PCR の反応温度ならびに反応時間を変

えて、すべての標的遺伝子が検出できる

最適な PCR 条件を探索した結果、95℃ 2

分間反応させた後、95℃ 30秒、56℃ 30

秒および 72℃ 45 秒を 30 サイクル行い、

最後に 72℃ 5分間反応させる条件が最適

であることが判明した。以後の PCR 反応

はこの条件で実施した。 

(2)Multiplex PCRの結果 

供試菌株 13株について、Multiplex PCR

を行った結果を表 4 に示した。病原性

Y.enterocolitica 4株については、VirF

と ail はいずれの菌株ともバンドが増幅

された。また、American strainsである

O8 については、さらに fyuA が増幅され

た。また、Y.pseudotuberculosis 株につ

いては、すべての菌株で Vir F と inv が

増幅された。それ以外の菌株では、いずれ

のバンドの増幅も確認されなかった。ま

た 、 検 出 感 度 を 調 べ た と こ ろ 、

Y.enterocolitica O8、Y.pseudotuberu-

closis 1b と 4b の 3 菌株については、

101CFU/tubeの菌量で、Y.enterocolitica 

O3 では 103CFU/tube の菌量で検出可能で

あった(図 2)。 

2)Multiplex Real-time PCR 

(1) Multiplex Real-time PCR（IC 法） 

①最適な Real-time Multiplex PCR(IC

法) 条件 

 全ての標的遺伝子が検出できる最適な

Multiplex Real-time PCR(IC 法) 条件を

探索した結果、95℃で 30秒間反応させた

後、95℃ 5 秒および 60℃ 30 秒を 40 サ

イクル行う条件が最適であることが判明

した。以後はこの条件で Multiplex Real-

time PCRを行った。 

②Multiplex Real-time PCR(IC 法) 

  ail、inv および fyuA の解離曲線を図

3に示した。3つの標的遺伝子の解離曲線
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の Tm 値が異なっており、Tm 値の違いか

ら、3つの標的遺伝子を識別することが可

能であった。今回、開発した Multiplex 

Real-time PCR（IC法）によって、病原性

Y. enterocoliticaのうち、強毒な Amer-

ican strains と 弱 毒 な European 

strains ならびに Y.pseudotuberculosis 

の 3 つの菌種・グループを分けて検出す

ることが可能であった。  

③Multiplex Real-time PCR(IC法)の結

果 

供試 21 株について、Multiplex PCRを

行った結果を表 5 に示した。病原性

Y.enterocolitica 4株については、VirF

と ail はいずれの菌株ともバンドが増幅

された。また、American strainsである

O8については、fyuAが増幅された。また、

Y.pseudotuberculosis 株については、す

べての菌株で inv が増幅された。それ以

外の菌株では、いずれのバンドの増幅も

確認されなかった。 

2)Multiplex Real-time PCR（TaqMan法）  

①最適な Multiplex Real-time  PCR 

（TaqMan法）条件 

 全ての標的遺伝子が検出できる最適な 

Multiplex Real-time PCR（TaqMan法） 条

件を探索した結果、 95℃で 30 秒間反応

させた後、95℃ 5秒および 60℃ 30秒を

40 サイクル行う条件が最適であることが

判明した。以後はこの条件で Multiplex 

Real-time PCR(TaqMan法)を行った。 

②Multiplex Real-time PCR（TaqMan

法） 

  標的遺伝子である ail、inv および

fyuA の増幅産物に対する蛍光値曲線を図

4に示した。設計したプライマーは標的遺

伝子に対し特異的に反応し、蛍光値の増

幅が観察された。今回、開発した Multi-

plex Real-time PCR法によって、病原性

Y. enterocoliticaのうち、強毒な Amer-

ican strains と 弱 毒 な European 

strainsならびに Y. pseudotuberculosis 

の 3 つの菌種・グループを分けて検出す

ることが可能であった。  

③Multiplex Real-time PCR（TaqMan

法）の結果 

供試菌株 13 株について、Multiplex 

Real-time PCR(TaqMan 法)を行った結果

を表 6に示した。病原性 Y. enterocolit-

ica 4 株については、いずれの菌株とも

ail に対する蛍光値の上昇が認められた。

また、American strainsである O8につい

ては、fyuA に対する蛍光値の上昇が観察

された。また、Y. pseudotuberculosis 株

については、すべての菌株で inv に対す

る蛍光値の増殖が観察された。それ以外

の菌株では、いずれの蛍光値の増殖は認

められなかった。 

3)市販抗血清を用いた IMS法の応用結果 

 供 試 し た ７ 菌 株 の う ち 、

Y.enterocolitica O5,27 以外の市販抗血

清は、投与した菌の回収が可能で、実用上

使 用 可 能 と 思 わ れ た が 、

Y.enterocolitica O5,27 は回収菌量が少

なかった(表 7)。 

4)開発した  Multiplex PCR および 
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Real-time Multiplex PCR を用いた野外

検体などからの病原エルシニア検出能の

評価結果 

(1)ウサギ脱繊血からの検出結果 

Multiplex Real-time PCR(TaqMan 法)

により、ウサギ脱繊血に接種した

Y.enterocolitica O3 ， O8 お よ び

Y.pseudotuberculosis 1b の 3 菌株につ

い て 、 Y.enterocolitica O3 ， O8 は

101CFU/tubeまで、Y.pseudotuberculosis 

1b は 102CFU/tube の菌量まで、検出可能

であった(表 8)。 

(2)ノネズミ糞便からの検出結果 

Multiplex PCR と Multiplex Real-

time PCR（IC法と TaqMan法）のいずれの

方法でも、ノネズミ 45 検体中 3 検体

(6.7%)から ailと fyuAが検出された。こ

れらの検体からは、 Y.enterocolitica 

O8 が培養法では分離されていた(表 9)。  

 

D. 考察 

日本で問題となっている病原性

Yersinia である病原性 Y. enterocolit-

ica と Y. pseudotuberculosis、特に病原

性 Y. enterocolitica に関しては、血清

型 O8 を含む強毒性 American strains と

弱毒性の European strainsを識別して検

出できる Multiplex PCRと 2種の Multi-

plex Real-time PCRの開発を試みた。そ

の結果、3種の Multiplex PCRはいずれと

も、これらの 3 菌種・グループを識別し

て分離・同定することが可能であった。ま

た、検出 感 度も おお む ね 101 ～ 103 

CFU/tube 程度で高かった。さらに、実際

の使用の簡便性を考えて、市販抗血清を

用いて、IMS 法による感度の高い Y. en-

terocolitica ならびに Y. pseudotuber-

culosisの分離を検討した。その結果、用

いた 7 血清型のうち、Y.enterocolitica 

O5,27 以外の市販抗血清は IMS 法の抗血

清として実用上使用可能であった。 

本研究で開発した Multiplex PCRなら

びに 2種の Multiplex Real-time PCR（IC

法と TaqMan 法）が臨床検体からの病原

Yersinia の検出に応用可能かを検討する

目的で、Y.enterocolitica O8が排菌され

ていることが確認されているノネズミの

糞便から、3 種の Multiplex PCR で病原

性 Yersinia の検出を行ったところ、O8菌

が分離された検体から Y.enterocolitica 

American strains を示唆するバンドパ

ターンや蛍光発色が検出された。また、さ

らにウサギ脱繊血に Y. enterocolitica

ならびに Y. pseudotuberculosis を接種

し、開発した Multiplex Real-time PCR

（TaqMan）法で検出を行ったところ、101-

102CFU の菌量で検出可能であった。 

これらのことから、本研究で開発した

Multiplex PCRならびに 2種の Multiplex 

Real-time PCR は、病原性 Y. entero-

colitica 血清型 O8が広く侵淫し、また、

Y. pseudotuberculosis も散発している

我が国においては実用性が高く、実際に

糞便や血液検体から病原性エルシニアの

菌種を分類しつつ、迅速に検出・同定可能

な有用なツールであることが判明した。 
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本研究により、血液・糞便などの臨床

検体から、病原性 Yersiniaを迅速に検出・

同定するために作成したプロトコールを

図 5に示した。臨床検体を TSBなどで 25-

32℃で 12 時間増菌後、Multiplex または

Multiplex Real-time PCRで、病原性 Y. 

enterocolitica または Y. pseudotuber-

culosis の保有する病原遺伝子を検出し、

陽性になった検体について、さらに増菌

培地を、１．直接選択培地に塗抹、２．代

表的な病原性 Y. enterocolitica または

Y. pseudotuberculosis の血清型に対す

る抗体を用いた IMS で処理後、選択培地

に塗抹し、標的とする病原体の分離・同定

を行う。本プロトコールにより、病原性

Yersnia 病原遺伝子検出ではおおむね半

日、菌の分離まで 3日程度で終了できる。

本プロトコールにより、適切な増菌培地

がなく、従来であれば 3－4週間掛かって

いた病原 Yersinia の分離・同定に要した

時間を大幅に短縮できるようになる。 

 

E. 結論 

病原性 Y. enterocolitica の強毒な

American strains と European strains

および Y. pseudotuberuculosisを識別で

きる、より高感度な Multiplex PCR なら

びに Multiplex Real-time PCR（IC法な

らびに TaqMan法）の開発を試みた。標的

遺伝子として、ail、inv,および fyuA の 3

種を選び、これらの遺伝子を同時に検出

できる PCR 条件を探索し、その条件で病

原性 Yersiniaの識別が可能な条件を決定

した。併せて、血液や糞便から開発した

Multiplex PCRと 2種の Multiplex Real-

time PCRで菌の検出を試みた結果、開発

したいずれの Multiplex PCR でも Y. 

pseudotuberculosisと病原性 Y. entero-

coliticaの American strains ならびに

European strainsを検出でき、菌種を識

別することが可能であった。また、併せて

市販抗血清を用いた IMS法も確立できた。

本研究で得られた成績は、臨床の現場で

有用なツールになるものと思われる。 
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