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A. 研究目的 

2010 年以降、人・物の諸外国との交流は増加の

一途を辿っていたが、COVID-19 の拡大により、

2020 年は人だけでなく、輸入貿易額は大幅に減少

したが（財務省貿易統計 年別輸出入総額）、コロ

ナ禍を経た 2023 年では、貿易額はコロナ禍前に達

する勢いであり、今後、人・物の流れは益々活発

化すると考えられる。 

現在、輸入食品は全体の 1％程度を食品検査し

ているが、今後、益々輸入食品が増加することで

検査率が低下し、それによる違反食品が日本市場

に出回ることが懸念され、食品の安全を損なうこ

とが危惧される。そこで、輸入食品が増加しても、

検査率を低下させないために、効率的に行える迅

速簡便法を用いた検査法の開発が必要と考えられ

る。 

迅速簡便法の一つとして、1990 年代以降、等温

核酸増幅技術が発表され、近年までに様々な技術

報告がされている（Glokler et al. 2021）。特に近年

注 目 さ れ て い る 技 術 と し て Recombinase 

Polymerase Amplification (RPA) 法 が あ る

研究要旨：近年、貿易の自由化による食品輸入量の増加に、検疫所等の輸入食品の安全性を担保す

る機関では、十分に食品検査が追いついておらず、輸入食品に対する検査率は低下傾向である。食

品の微生物危害に関わる安全性の確認方法は、一般的に培養法により病因物質を確認する方法がス

タンダードではあるが、より迅速に多検体を処理できることから、遺伝子検査による手法が導入さ

れつつある。 

現在の食品遺伝子検査はサーマルサイクラー（PCR）やライトサイクラー（real-time PCR）が一般

的に使用されているが、これらの機器は導入に高額費用がかかること、さらに、核酸増幅から判定

までに 3 時間程度、時間を要することから、より簡便で安価な方法が現場では求められている。1990

年以降、遺伝子検出技術の向上に伴い、様々な等温核酸増幅反応に関する報告がなされてきた。特

に、近年着目されている Recombinase Polymerase Amplification（RPA）法は 37℃でかつ 30 分以内で

標的遺伝子の増幅が完了することから、従来法よりも簡便で安価な方法であり、医療・食品分野で

の応用が期待されている。 

そこで、本研究では、食品衛生微生物分野における RPA 法の文献調査を実施し、食品遺伝子検査

として利用可能な情報収集を行うとともに、昨今、ニュース等のメディアで報道されている薬剤耐

性問題に関する情報収集も同時に行った。食品衛生微生物分野に関連したものを選択した結果、単

一属菌検出法と複数属菌検出法の 2 種類あることが判明した。最も報告が多いものとして、サルモ

ネラ属菌の検出に関するもの、次いでビブリオ属菌の検出に関するものの順であった。複数属菌を

検出している報告として、サルモネラ属菌と大腸菌 O157、サルモネラ属菌とリステリア、黄色ブド

ウ球菌と大腸菌 O157 の検出に関するものが報告されていた。また、食品衛生微生物分野における

プラスミド性薬剤耐性遺伝子に関する報告を探索した結果、基質特異性拡張型 β ラクタマーゼ産生

遺伝子である CTX-M 遺伝子に関わる報告が 1 報のみ公表されていた。これら RPA による食中毒菌

及び薬剤耐性遺伝子の報告はすべて 37℃前後、30 分以内の反応で標的遺伝子増幅を可能としている

ため、食品衛生微生物分野に応用できる有用な手法であると考えられる。 

 本文献調査から、RPA は微生物検出の簡易的・迅速法として有用な技術であることは十分に理解

できた。今後、本技術を必要とする場所の選定、需要調査を行うことが必要であると考える。 
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（Piepenburg et al. 2006）。RPA は 37℃前後の温度

で増幅反応が進み、30 分以内で反応が終わること

からも、迅速簡便法として着目されており、医療

分野を中心に、現在、論文数が増加している。 

食品衛生における微生物危害で特に注目される

ものとして、カンピロバクター、ノロウイルス、

アニサキスの病因物質があげられる。2022 年度の

食中毒統計によると、これら３つの病因物質にお

ける食中毒事件数は、日本全体の 84.6％をしめる

（厚生労働省 食中毒統計 2022）。世界では日本

とは違う食中毒菌に着目していることが多い。日

本では食中毒事件数が少ないサルモネラは、環境

中に幅広く生息しているために、諸外国では特に

注意されている（Osimani et al. 2016）。また、水産

物の食中毒菌の危害として着目されているのが腸

炎ビブリオを含むビブリオ属菌である（Li et al 

2023）。東南アジアでは海産物を主要な輸出品と

している国が多く（Ndraha et al. 2019）、海産物を

生で食す可能性もあることから、東南アジアでは、

特にビブリオ属菌に着目している。 

一方で、2050 年には薬剤耐性菌による死者がガ

ンを抜いて世界でトップとなると試算されている

ことから（Antimicrobial Resistance 2016）、薬剤耐

性菌制御に関する研究、対策が国家レベルで行わ

れている。食品における薬剤耐性菌はヒト薬剤耐

性菌保菌に直結するために注目されている。世界

保健機関（WHO）によると、薬剤耐性菌の中でも、

カルバペネム及び基質特異性拡張型βラクタマー

ゼ（ESBL）産生腸内細菌科菌群は最も危険度が高

い Priority１と位置付けされており、最も対策を講

じるべき耐性菌として報告されている（World 

Health Organization 2017）。カルバペネム及び ESBL

産生に関連する耐性遺伝子はプラスミドにコード

されていることが多く（Bush et al, 2020）、これら

の耐性はプラスミドの水平伝播によって、同種間

はもとより他の菌種にも伝播することからも注意

が必要とされている（Dolejska et al 2018）。 

本研究は、RPA 法の核酸等温増幅反応の現状の

情報収集を食品衛生微生物分野で行い、サンプリ

ングから DNA 抽出法、核酸増幅後の判定を明ら

かにし、試験法の開発に繋げることを目的とする。 

 

B. 研究方法 

文献調査 

文献データベースは論文情報検索エンジン

PubMed を用い、「RPA、Detection」をキーワード

とし、2006 年以降を調査対象とした。該当した論

文はタイトル、要旨を確認し、食中毒菌と関係の

あるもの及びプラスミド性薬剤耐性（ESBL 及び

カルバペネマーゼ産生）に関係あるものを分別し、

論文を精査した。 

 

C. 研究結果 

RPA 法に関する文献調査 

2022 年 9 月に PubMed 検索で、2006 年以降の論

文を調査した結果、738 件が該当した。738 件を調

べた結果、その多くは病原菌や病原ウイルス等の

医療分野における病原微生物の検出に関わるもの

であった。 

RPA 法と食中毒菌に関係するものを調べた結

果、合計 38 件が該当した（表 1）。該当した論文

を病因物質別で仕分けした結果、サルモネラ及び

ビブリオに関する論文が、それぞれ 10 報（表 2）

及び 8 報（表 3）と最も多いことが判明した。次

いで病原性大腸菌及びリステリアが、ともに 5 報

であった（表１）。また、単一属菌のみならず、

複数属菌を同時に検出した報告もあり、サルモネ

ラと病原性大腸菌、サルモネラとリステリア、黄

色ブドウ球菌と病原性大腸菌、さらには食中毒ウ

イルスと腸管感染性ウイルスの同時検出の報告が

あった（表１）。 

一方で、プラスミド性薬剤耐性遺伝子に関して

は食品検査を念頭に入れた ESBL 産生遺伝子に関

する報告が 1 報あり、臨床分野を想定したカルバ

ペネマーゼ産生遺伝子検出に関する報告が 3 報あ
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った。これら RPA 法の両耐性遺伝子の検出報告は

2021 年及び 2022 年と直近の論文である（表 4）。 

 

食品検査分野におけるサルモネラ検出について 

サルモネラ検出に用いた RPA 法に関する論文

報告は全部で 10 報確認された。国別に見ると中国

が 9 報、米国が 1 報である。供試食品は牛乳を対

象としたものが 6 報と最も多く、次いで肉類（ラ

ム肉、豚肉、鶏肉）3 報、野菜（ブロッコリー、キ

ャベツ、トマト）3 報、卵 2 報、貝やヨーグルトを

対象としたものもある（一部の論文では複数食品

をテストしているために重複しているものもあ

る。）（表 2） 

RPA 法を行うために検体中へ DNA を溶出させ

る必要がある。本検索論文では煮沸法を用いてい

るものが 5 報、市販 DNA 抽出キットを用いてい

るものが 5 報であった。また、RPA 法によって増

幅した遺伝子の検出は、ラテラルフローによるも

のが 7 報と最も多く、次いでゲル泳動によるもの

2 報、CRISPR/Cas システムを使ったもの 2 報、比

濁 1 報、リアルタイム PCR 1 報（一部の論文では

複数検出技術を採用しているために重複している

ものもある。）反応時間は 10 から 60 分の間で、

反応温度は 25から 42℃の範囲で反応させている。

サルモネラ検出のための標的遺伝子は多くが invA

を標的としているものが多く、中には T7 promoter、

fimY、DLH（dienelactone hydrolase）を invA と合わ

せてもしくは単独で使用している報告もあった。

（表 2） 

RPA 法によるサルモネラ遺伝子の検出結果は、

PCR 法やリアルタイム PCR 法による検出と比較

しても、交差反応はなく、さらに検出感度が 10 か

ら 100 倍高い（表 2）。 

 

食品検査分野におけるビブリオ検出について 

サルモネラに次いで、ビブリオの報告は全部で

8 報確認された。発表国は全て中国である。供試

食品は魚 5 報、オイスター4 報、エビ 4 報、カニ 2

報と対象にしている（一部の論文では複数食品を

テストしているために重複しているものもある。）

（表 3）DNA 抽出法に関しては、6 報が市販 DNA

抽出キット、2 報が煮沸法であった。増幅遺伝子

の検出法はラテラルフローによるものが 4 報、リ

アルタイム PCR によるものが 3 報であった。反応

時間は 5 分、2 から 14 分と 10 分前後で検出可能

としているもの、35 分で検出可能としている報告

もあった。また、反応温度の多くは 37 もしくは

38℃での報告が多く、比較的温度範囲が広い 35 か

ら 45℃なら検出可能としている報告もあった。ビ

ブリオ検出のための標的遺伝子に関しては、empV

での報告が 3 報と最も多かった。 

RPA 法によるビブリオ遺伝子の検出結果は、サ

ルモネラと同様に、交差反応はなく、さらに、リ

アルタイム PCR 法と比較しても、同等もしくはそ

れ以上の感度を示していた（表 3）。 

 

ESBL 及びカルバペネマーゼ産生遺伝子検出につ

いて 

RPA 法を用いた ESBL 産生遺伝子の検出報告は

食品分野を想定した報告が 1 報あった。発表国は

タイからの報告で豚肉及びブタの盲腸内容物から、

ESBL 産生遺伝子である blaCTX-M、blaOXA、blaSHV

グループの検出を可能にしている。RPA 法による

増幅反応は 37℃、30 分で可能とし、ラテラルフロ

ーにより確認している（表 4）。 

一方で、カルバペネマーゼ産生遺伝子の検出報

告は、3 報すべて臨床分離株から耐性遺伝子を検

出したものである。発表国はオーストラリア、中

国、タイから発表されており、blaNDM, blaVIM, blaKPC, 

blaOXA, blaIMP グループを標的遺伝子として、増幅

を可能としている。DNA 抽出法は煮沸法及び市販

DNA 抽出キットを用いており、また、反応温度は

37℃から 39℃、反応時間は 10 分から 30 分で核酸

増幅可能としている（表 4）。 

RPA 法による ESBL およびカルバペネマーゼ遺

伝子の検出結果は、食中毒菌検出と同様に、交差
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反応はなく、さらに検出感度は PCR 法の 100 倍高

い報告であった（表 4） 

 

D. 考察 

食中毒菌の検出について 

RPA 技術を用いた、食品検査分野における食中

毒菌の検出を調査した結果、サルモネラ及びビブ

リオが最も報告が多かった。サルモネラは環境や

動物と至る所で生息していること、世界的にもサ

ルモネラによる食中毒報告がされていることから

論文件数も多いことが考えられる。RPA 法で使用

されるサルモネラ標的遺伝子は、既存のサルモネ

ラの遺伝子同定試験で一般的に用いられる invA

を用いたものが大半で、invA はなじみがある遺伝

子であることからも浸透しやすく、有用である。

また、ビブリオに関しては、近年の寿司ブームも

あり、海産物を生で喫食する可能性もあることか

ら、ビブリオの論文数増加に繋がっていると考え

られる。ビブリオの標的遺伝子に関しては、empV

遺伝子（Vibrio vulnificus）を利用した報告が多いが、

多くの論文で各種ビブリオの特異的毒素遺伝子を

標的としているために、サルモネラのように共通

しているわけではない。 

RPA 法を行うためには DNA 抽出が必要となる

ことから、DNA 抽出法の選択は非常に重要である。

本検索論文では、煮沸法及び市販 DNA 抽出キッ

トと両方の使用報告がある。煮沸法は市販キット

よりも簡易で安価である。幾つかの論文では、煮

沸法を用いた検出を可能としていることから、煮

沸法は RPA 法に適用可能な DNA 抽出法と考えら

れる。 

また、RPA 法により増幅した標的遺伝子を検出

するための手法として、ラテラルフローとリアル

タイム PCR と大きく 2 つが使用されている。現場

で適したものと考えると、より簡易的であるラテ

ラルフローで検出させる方が良いと考える。 

特異性・感度に関しては、検出システムを考え

る上で非常に重要となる項目である。本検索論文

によると、食中毒菌・薬剤耐性論文ともに、交差

反応は認められないことから、特異性は非常に高

い。加えて、検出感度に関しても、どの報告から

も既存の PCR 法よりも高い検出感度を示してお

り、特異性・感度に関して、申し分のない結果を

示している。さらに、反応温度・時間に関しては、

37℃、30 分以内で標的遺伝子は十分に増幅するこ

とが確認されているために、RPA 法による増幅は

非常に短時間で行えることが確認された。 

以上を踏まえると、RPA 法は現場で簡易的に遺

伝子検出を可能にする方法として非常に適した手

法であるといえる。しかしながら、論文報告では、

最適条件の結果、上手く設計されたプライマーを

用いているために、新規の遺伝子を検出する場合

には、種々の条件検討が必須であり、そのための

開発時間も考慮する必要がある。 

 

E. 結論 

本課題では RPA による食中毒菌及びプラスミ

ド性薬剤耐性遺伝子の検出した論文を検索し、論

文の内容を精査した。その結果、食中毒菌である

サルモネラやビブリオ及びプラスミド性薬剤耐性

遺伝子である ESBL 産生やカルバペネマーゼ産生

遺伝子の検出において、RPA 法は非常に有効な手

法であることが判明した。 
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表１．食品衛生微生物分野における RPA 法を用いた論文数 

  論文対象属菌 論文数 

単一属菌検出 Salmonella 10 

Vibrio 8 

E. coli (O157:H7 を含む) 5 

Listeria monocytogenes 5 

Aeromonas hydrophila 1 

Bacillus cereus 1 

Campylobacter jejuni 1 

Norovirus Genogroup II（NoVs GII） 1 

Staphylococcus aureus 1 

Streptococcus suis serotype 2（SS2） 1 

複数属菌検出 Salmonella と E. coli O157:H7 1 

Listeria monocytogenes と Salmonella 1 

食中毒ウイルス と 腸管ウイルス 1 

Staphylococcus aureus と E. coli O157:H7 1 

合計   38 
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表２．食品検査分野における RPA 法を用いたサルモネラ検出論文 
著者 ジャーナル名 発表年 発表国 供試食品 DNA 抽出法 検出法 反応温度＆

時間 

RPA 感度*1 標的遺伝子 

Gao et al Bioprocess 
Biosyst Eng. 

2018 China 貝 煮沸法 ラテラルフロー 37℃ 20 分 100 倍 

100fg /20uL 

invA 

Hice SA et 
al 

Anal Chem. 2019 USA 牛乳、卵 煮沸法 ラテラルフロー 

とゲル泳動 

40℃ 20 分 104 CFU mL-1 DLH(dienelactone 
hydrolase gene), 
invA 

Hu J et al J Microbiol 
Methods. 

2019 China 牛乳 Ezup Column Bacteria 
Genomic DNA 
Purification Kit 

ラテラルフロー 40～42℃ 10

分 

10 倍 

1.95CFU/mL 

invA 

Zhang Y et 
al 

Anal Chim Acta. 2019 China ヨーグルト 煮沸法 ゲル泳動と比濁 37℃ 30 分 6 CFU/mL invA, B, C, D, E 

Li J et al. Foods. 2019 China トマト、キャベ

ツ、ブロッコリー 

TIANamp Genomic 
DNA Kit 

（ Tiangen Biotech, 

China） 

ラテラルフロー 37℃ 10 分 129 CFU/mL  

（スパイク試験） 

fimY 

Wu H et al. Front Microbiol. 2020 China 牛乳 煮沸法 ラテラルフロー 42℃ 30 分 PCR 法より高く 

qPCR と同等 

1 CFU/mL 

invA, E 

Zhao L et 
al. 

Front Cell Infect 
Microbiol. 

2021 China 鶏肉、ラム肉、ブ

ロッコリー 

TIANamp Bacteria 
DNA Kit 

Real-time PCR 

ラテラルフロー 
39℃ 20 分 Real time RPA と 

qPCR は同等 

11 fg 

invA 

Li X et al. Anal Chem. 2021 China 牛乳、卵、豚肉、

鶏肉、ピーナッツ

バター、キャベツ 

A commercial 
genomic DNA 
extraction kit 

ラテラルフロー 25～42℃  

30～60 分 

RPA-LF 1.95 CFU/mL invA 

Cai Q et al. Analyst. 2021 China 牛乳 煮沸法 Cas12a 60 分以内 100 CFU/mL 

(スパイク試験) 

T7 promoter 

Zhuang J et 
al. 

Biosens 
Bioelectron. 

2022 China 牛乳、肉検体 InstaGene Matrix kit Cas12a 45 分以内 3－4 CFU/mL  

(ミルクスパイク試験) 

１CFU/mL 

(肉スパイク試験) 

invA 

 *1PCR・リアルタイム PCR と比較 
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表３．食品検査分野における RPA 法を用いたビブリオ検出論文 

著者 ジャーナル名 発表年 発表国 供試食品 DNA 抽出法 検出法 反応温度＆時間 RPA 感度*1 標 的 ビ ブ

リオ菌 

標的遺伝子 

Yang HL et al. Can J Microbiol. 2018 China シーフード、魚 TIANamp Bacteria 
DNA Kit 
(Tiangen Biotech, 
China) 

RPA-IAC 
(internal 
amplification 
control) 

37℃ 20 分 培養法と同等 

3000 CFU/mL 

V. 
parahaemol
yticus 

toxR 

Geng Y et al, BMC Microbiol. 2019 China オイスターソース 

魚（タラ） 

TIANamp Genomic 
DNA Kit 
(Tiangen Biotech, 
China) 

Real-time PCR 38℃ 20 分 qPCR の方が 

感度が高い 

1-7 CFU/25g 

V. 
parahaemol
yticus 

gyrB 

Wang P et al. J Food Sci. 2020 China エビ、オイスター、 

魚切り身（カツオ） 

煮沸法 ラテラルフロー 35℃から 45℃ 

25 分 

qPCR と同等 

10CFU/10ｇ 

(スパイク試験) 

V. 
parahaemol
yticus 

tlh, tdh, trh 

Yang X et al. Front 
Microbiol. 

2020 China エビ、魚、カニ、 

オイスター 

TIANamp Genomic 
DNA Kit 
(Tiangen Biotech, 
China) 

Real-time PCR 39℃ 2-14 分 qPCR より高い 
17copies, 1 CFU/10g 

(スパイク試験) 

V. vulnificus empV 

Jiang W et al. Anal Bioanal 
Chem. 

2020 China オイスター TIANamp Genomic 
DNA Kit 
(Tiangen Biotech, 
China) 

ラテラルフロー 37℃ 10 分 10pg, 2 CFU/g 

(スパイク試験) 

V. 
parahaemol
yticus 

the specific 
target gene, 
(GenBank: 
NC_004605.
1), 

Wang P et al. Biosensors 2021 China エビ 煮沸法 ラテラルフロー 37℃ 5 分 qPCR と同等 V. cholerae 
V. vulnificus 

lolB、empV 

Zhu P et al. Mol Cell Probes. 2021 China － MiniBEST Bacterial 
Genomic DNA 
Extraction Kit (Takara 

Bio、Japan) 

Real-time PCR 38℃ 20 分 qPCR と同等 

120 CFU/mL 

(スパイク試験) 

V. vulnificus vvhA 

Yang X et al. Food Microbiol. 2021 China エビ、魚、貝、カニ TIANamp Genomic 
DNA Kit 
(Tiangen Biotech, 
China) 

ラテラルフロー 37℃ 35 分 qPCR と同等か 

それ以上 

2 copies,  
1 CFU/ 10g 

 (スパイク試験) 

V. vulnificus empV 

*1PCR・リアルタイム PCR と比較 
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表４．RPA 法を用いたプラスミド性薬剤耐性遺伝子検出論文 

βラクタマーゼ 著者 ジャーナル

名 

発表年 発表国 対象検体 DNA 抽出法 RPA 技術 反応温

度 

＆時間 

感度 標的遺伝子 

ESBL Kanokudom S 

et al. 

PLoS One 2021 Thailand 食品（豚肉） - ラテラル

フロー 

37 ℃ 

30 分 

2.5 ng/25uL blaCTX-M, blaOXA, 

blaSHV 

Carbapenemase Ayfan AKS et al. Eur. J. Clin. 

Microbiol. 

Infect. Dis. 

2021 Australia 臨床分離株 煮沸法 ラテラル

フロー 

39 ℃ 

10 分 

9.2 copies/uL or  

7.5 copies/uL 

blaNDM, blaVIM 

Wang F et al. Front. Cell 

Infect. 

Microbiol. 

2021 China 臨床分離株 TIANamp 

Genomic DNA Kit 

(Tiangen Biotech, 

China） 

ラテラル

フロー 

37 ℃ 

30 分 

100fg/reaction or 

1000fg/reaction 

blaKPC, blaNDM, blaOXA-

48-like, blaIMP 

Hemwaranon P 

et al. 

Antibiotics 2022 Thailand 臨床分離株 煮沸法 ラテラル

フロー 

37 ℃ 

10 分 

PCR の 100 倍 blaOXA-48 

 


