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特 異 的 リ ア ル タ イ ム 法 の 開 発

研究要旨

これまでに示されている の の遺伝子多型（バリアント）の中

でも、配列上完全な 遺伝子のバリアントタイプを特異的に増幅する

リアルタイム 法の開発を検討した。複数設計したプライマーおよび

プローブ候補の中からより検出性に優れる候補を選定し、特異性を試験

した。その結果、開発したリアルタイム 法は、配列上不完全な

バリアントタイプ保有大腸菌株や大腸菌以外の細菌種は増幅しないこと

が示された。また、複数の 保有大腸菌が原因となった集団食中毒事

例由来株を用いて検討した感度試験では、菌株のみ供試した場合と食品

培養液も併せて供試した場合の両試験において、検出感度が優れること

が示された。 保有大腸菌を特異的かつ高感度に増幅する本リアルタ

イム 法は、多様な夾雑菌を含む食品での検査において、 保有大

腸菌による汚染食品の検知と分離株の 保有確認への活用に有用と

考えられた。そのため、今後の食中毒事例発生時における本リアルタイ

ム 法の活用が期待されると考えられた。

研究協力者

鹿児島大学 大岡唯祐

国立医薬品食品衛生研究所 廣瀬昌平、新井沙倉

Ａ．研究目的

保有大腸菌の食品での検査

法として、 遺伝子特異的な遺

伝子検出法が有用であると考えら
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れ、コンベンショナル 法やリ

アルタイム 法が既に複数報告

されている。特に、様々な細菌が混

在する食品から 保有大腸菌を

検出するためには、特異性が高く

迅速な判定が可能なリアルタイム

法のプローブ法の活用が適し

ていると考えられる。

一方で、 遺伝子には、その

遺伝子配列の違いから複数の遺伝

子多型（バリアント）タイプが報告

されている（

）。分担研究者の大岡の

解析では、今回対象とした タイ

プの全バリアントの中には開始コ

ドンの変異や 配列中への終始

コドンの挿入などによって配列上

不完全な バリアントも存在す

ることが示されている（詳細略、

）。また、

昨年度までの本研究において、日

本の集団食中毒事例由来株は多様

なバリアントタイプを保有してい

ることが示された。さらに、昨年度

の報告では、配列上不完全な

バリアントタイプとして のみ

が報告されていたが、その後、 、

および についても同様に

配列上不完全であることが予想さ

れると分担研究者の大岡から指摘

された。そこで本研究では、 、 、

および 以外の配列上完全

な バリアントタイプを特異的

に検出するリアルタイム 法を

開発することを目的とした。なお、

本 研 究 で は 、 予 備 試 験 に て 各 種

の検出性に差が認められる

こ と が 予 想 さ れ た 配 列 上 完 全 な

バリアントタイプである

および を保有する 保有大

腸菌株を活用した。

Ｂ 研究方法

［１］プローブ候補の設計

昨年度作製した 以外の

バリアント特異的なプライマーお

よびプローブセット候補（ 、

、 および ）

種類を基本として、 、 およ

び の配列を非検出にするため

にプローブの配列を修正した。な

お、新しいプローブを用いた配列

上完全な バリアントタイプを

検出対象するリアルタイム 法

候補を以下 、 、

および とし

た。

［２］ 、 および 保有株に

おける特異性試験と の選定

（１）供試菌株

本報告書の 病原大腸菌食中

毒の食品検査法確立（１）「 保
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有大腸菌の性状等の解析」におい

て、配列上不完全な バリア

ントタイプである を保有する

と特定された 保有大腸菌お

よび予備試験にて各種 の検

出性 に差 が 認め ら れる こと が予

想された配列上完全な バリ

アントタイプである および

を保有すると特定された

保有大腸菌の合計 株を供試した。

（２）リアルタイム 法

、 、

および について、それ

ぞれ に特 異 的な プ ライ マー およ

びプ ロー ブ を用 い て以 下の 分量

に て 反 応 試 薬 を 調 製 し た 。 ×

（サーモフィッシャーサ

イエンティフィック）15 µL、

µM フォワードプライマー0.9 µL、

10 µM リバースプライマー0.9 µL、

菌株の熱抽出 溶液 µL、滅菌

蒸留水 7.3 µL の合計 30 µL とし

た。機器は または

（サーモフィッシ

ャーサイエンティフィック）を使

用した。 ℃ 分および ℃ 分

の熱変性ののち、 ℃ 秒－ ℃

分を サイクル増幅反応させ

た。検討した つの のうち

増幅性に優れ、かつ、より新規性

に優れた を以降の検討に用

いた。

［３］多様な由来の 保有大腸

菌における での検出

（１）供試菌株

本報告書の 病原大腸菌食中

毒の食品検査法確立「 保有大

腸菌の性状等の解析」において、

大腸菌と同定され、保有する

バリアントが特定された

保有 大腸 菌 が原 因 とな った 集団

食中毒事例 事例由来株 株、

保有大腸菌が原因と推定さ

れる散発下痢症 事例由来株

株、 保有大腸菌以外の病原体

が原因の感染症 事例由来株

株および無症状保菌者由来株 株

の合計 株を供試した。

（２）リアルタイム 法

菌株の熱抽出 を 研究方

法［２］ 、 および 保有

株における特異性試験と の

選 定 に て 検 討 し 決 定 し た

に供試した。前述の 研究

方法［２］（２）と同様の試薬組

成に加え、既存の 遺伝

子特 異的 な プラ イ マー およ びプ

ロ ー ブ （

）

をインターナルコントロール（ ）

として加えた の方法にて

試験した。なお、［２］（２）と

同様 の 機 器 およ び 反応 温度 条件
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にて試験した。 値が得られた場

合を陽性と判定した。また、陰性

の結果が得られた場合には、その

株の保有する バリアントタ

イプを考察した。

［４］ 保有大腸菌以外の

保有細菌種における で

の検出

（１）供試菌株

本報告書の 病原大腸菌食中

毒の食品検査法確立「 保有大

腸菌の性状等の解析」において、

大腸 菌以 外 の細 菌 種と 同定 され

た 保有細菌合計 株を供試

した。その詳細は、散発下痢症

事 例 の 患 者 由 来

株、無症状保菌者由来

株 、

年 に 患 者 か ら 分 離 さ れ た

株、 年

に 患 者 か ら 分 離 さ れ た

株および 年にス

ワブから分離された

株である。

（２）リアルタイム 法

上記 研究方法［３］（２）

と同様に実施した。

［５］ 保有大腸菌の菌液を用

いた の感度試験

（１）供試菌株

保有大腸菌集団食中毒事例

由来の本菌 株（ 、 、

および ）を供試した。

なお、昨年度の本研究の遺伝子解

析によって、 バリアント保有

コピー数は および で

は コピー、 では コピー

および では コピーであ

ることが明らかになっている。

（２） 溶液の調製

カジトン培地に保存された菌株

エーゼ分（10 µL）を

に接種

し、 ℃にて 時間培養した。こ

の菌培養液 を × に

て 分間遠心し、沈渣に滅菌リ

ン酸緩衝食塩水（滅菌 ）

を加え、混和した溶液を原液とし

た。それを滅菌 にて から

まで 倍階段希釈し、 か

ら の希釈溶液（想定 ～

）の各 100 µL を以下に示

すアルカリ熱抽出法に供試した。

菌培養液 100 µL を × に

て 分間遠心し、沈渣に

を 85 µL 加え混和後、 ℃

にて 分間加熱した。冷却後、

（ ）を 15 µL 加え、

× にて 分間遠心し、そ

の上清を 溶液として保存した。

抽出 を下記 法のテンプレ

ートとした。

（３）リアルタイム

前述の 研究方法［３］（２ と
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同様に を実施した。各

につき 反応実施し、 反応

中 反応で 遺伝子が増幅さ

れた 最も 菌 数が 少 ない 段階 を検

出限界とした。

［６］食品培養液を用いた

の感度試験

（１）供試菌株

前述の 研究方法［４］（１ と

同様に 保有大腸菌 、

、 および の

株を供試した。

（２）食品検体

各 検体の市販の国産豚肉スラ

イス、輸入冷凍むきエビおよび国

産ベビーコーンを供試した。

（３） 溶液の調製

カジトン培地に保存している

株の エーゼ（ 0 µ ）をそれぞ

れ に接種し、 ℃にて

時間培養した。また、各食品検

体を 採取し、 培

地（ 、日水製薬） を加

えて 分間ストマッカー処理し、

℃にて ± 時間培養した。こ

の食品培養液にて 保有大腸

菌 菌株の増菌培養液を 倍階

段希釈し、菌接種食品培養液（想

定 ～ 食品培養液）

を調製した。この菌接種食品培養

液各 µ を上記アルカリ熱抽

出法に供試した。抽出 を下記

法のテンプレートとした。

（４）リアルタイム

前述の 研究方法［３］（２ と

同様に を実施した。各

につき 反応実施し、 反応

中 反応で 遺伝子が増幅さ

れた 最も 菌 数が 少 ない 段階 を検

出限界とした。

Ｃ．研究結果

［１］プローブ候補の設計

、 、 および 以外の

バリアントタイプに共通す

る遺 伝子 配 列を 確 認し 検討 し た

ところ、一部の配列を混合塩基と

するプローブを設計した。（表１）。

［２］ 、 および 保有株に

おける特異性試験と の選定

、 、

および のいずれにおい

ても、配列上不完全な バリ

アントタイプである 保有株は

陰性であった。一方、 お

よび では、供試した株

のうち 保有株および 保有

株の 株では、同程度の 値

（ ）を示したが、

および では、 保

有株の 値（ ）と

保有株の 値（ ）とに

大きな差が認められた（図１）た

め、 および に
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おける配列上完全な バリア

ント タイ プ の検 出 性が 劣る と考

えられた。 はフォワード

プラ イマ ー およ び プロ ーブ を新

規に設計したが、リバースプライ

マー に は 過 去に 報 告が ある 既存

の配 列を 活 用し て いた もの であ

る。一方、 は、フォワ

ードプライマー、リバースプライ

マー およ び プロ ー ブ の いず れも

新規 に設 計 した も ので あっ たた

め、新規性に優れる に

ついて、以降の試験を実施した。

［３］多様な由来の 保有大腸

菌における での検出

集団食中毒事例由来株 株、

散発下痢症由来株 株、および

無症状保菌者由来株 株のいずれ

も において およ

び の両方が増幅された（表２）。

保有大腸菌以外の病原体が

原因の感染症由来株 株のうち

株は および の両方が

増幅され、他 株は が増幅さ

れるも が増幅されなかった。

これら 株の保有する バリ

アントタイプは であった。

［４］ 保有大腸菌以外の

保有細菌種における で

の検出

株および

株はいずれも が増

幅されるも が増幅されなか

った（表３）。また、

は、 が増幅されるも は増

幅されなかった。

［５］ 保有大腸菌の菌液を用

いた の感度試験

を コピー保有する菌株

を供試した場合、最も菌濃

度が低い希釈段である

（ ）にお

いて 反応中 反応で 遺伝

子を増幅し（表４）、検量線の近似

曲線は、 を示した（図

）。同じく を コピー保有

する菌株 を供試した場合、

最も 菌濃 度 が低 い 希釈 段で ある

（

）において 反応中 反応で

遺伝子を増幅し（表４）、検

量線の近似曲線は、 を

示した（図 ）。また、 を コ

ピー保有する菌株 を供試し

た場合、最も菌濃度が低い希釈段

で あ る （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

４ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。さら

に、 を コピー保有する菌株

を供試した場合、最も菌濃

度が低い希釈段である

（ ）にお
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いて 反応中 反応で 遺伝

子を増幅し（表４）、検量線の近似

曲線は、 を示した（図

）。

［６］食品培養液を用いた

の感度試験

豚肉の培養液を用いて検討した

ところ、 を コピー保有する

菌株 を供試した場合、豚肉

培養 液中 で 最も 菌 濃度 が 低 い希

釈段である （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。同じ

く を コピー保有する菌株

を供試した場合、豚肉培養

液中 で最 も 菌濃 度 が低 い希 釈段

で あ る （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。また、

を コ ピ ー 保 有 す る 菌 株

を供試した場合、豚肉培養

液中 で最 も 菌濃 度 が低 い希 釈段

で あ る （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。さら

に、 を コピー保有する菌株

を供試した場合、豚肉培養

液中 で最 も 菌濃 度 が低 い希 釈段

で あ る （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。

エビの培養液を用いて検討した

ところ、 を コピー保有する

菌株 を供試した場合、エビ

培養 液中 で 最も 菌 濃度 が低 い希

釈段である （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。同じ

く を コピー保有する菌株

を供試した場合、エビ培養

液中 で最 も 菌濃 度 が低 い希 釈段

で あ る （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。また、

を コ ピ ー 保 有 す る 菌 株

を供試した場合、エビ培養

液中 で最 も 菌濃 度 が低 い希 釈段

で あ る （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。さら
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に、 を コピー保有する菌株

を供試した場合、エビ培養

液中 で最 も 菌濃 度 が低 い希 釈段

で あ る （

）において 反応中

反応で 遺伝子を増幅し（表

５ ）、 検 量 線 の 近 似 曲 線 は 、

を示した（図 ）。

ベビーコーンの培養液を用いて

検討したところ、 を コピー

保有する菌株 を供試した場

合、ベビーコーン培養液中で最も

菌 濃 度 が 低 い 希 釈 段 で あ る

（ ）

において 反応中 反応で

遺伝子を増幅し（表５）、検量線の

近似曲線は、 を示した

（図 ）。同じく を コピー

保有する菌株 を供試した場

合、ベビーコーン培養液中で最も

菌 濃 度 が 低 い 希 釈 段 で あ る

（ ）

において 反応中 反応で

遺伝子を増幅し（表５）、検量線の

近似曲線は、 を示した

（図 ）。また、 を コピー

保有する菌株 を供試した場

合、ベビーコーン培養液中で最も

菌 濃 度 が 低 い 希 釈 段 で あ る

（ ）

において 反応中 反応で

遺伝子を増幅し（表５）、検量線の

近似曲線は、 を示した

（図 ）。さらに、 を コピ

ー保有する菌株 を供試し

た場合、ベビーコーン培養液中で

最も 菌濃 度 が低 い 希釈 段で ある

（

）において 反応中 反応で

遺伝子を増幅し（表５）、検

量線の近似曲線は、 を

示した（図 ）。

Ｄ．考察

本研究にて開発した

では、配列上不完全な バリア

ントタイプである を保有する大

腸菌株は増幅されないことが示さ

れた。また、大腸菌以外の 保

有細菌のうち、 およ

び についても、

において は増幅されない

ことが示された。一方、

は、 の が増幅され

るも は増幅されなかった結果で

あったが、 として採用した

遺伝子特異的なプライマーお

よびプローブは、大腸菌を検出す

る目的で開発されていた。そのた

め、 において およ

び の両方が増幅される場合を

保有大腸菌陽性と判定するこ

とが適していると考えられた。本

研 究 に て 開 発 し た リ ア ル タ イ ム
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法は、 のうち大腸菌保有

の配列上完全な バリアント特

異的な増幅が可能であることが示

唆された。今後、本研究の供試菌株

が保有しなかった種類の バリ

アントタイプについて、その配列

を合成し、特異性試験によって検

出性を検討する必要があると考え

られた。

また、保有する バリアント

タイプの種類やコピー数が異なる

株の 保有大腸菌を用いた感

度試験では、検出限界が

以下といずれの株でも検出

性に優れることが示された。また、

増 幅 曲 線 の 近 似 式 が い ず れ も

を示しており、高い直線性

を示すことから、定量性にも優れ

ることが示された。 保有大腸

菌 菌株および 種類の食品の増

菌培養液を用いて感度を検討した

ところ、いずれの食品および菌株

でも検出限界が 以

下であり検出性に優れることが示

された。また、増幅曲線の近似式が

いずれも が 以上を示して

おり、高い直線性を示すことから、

食品培養液を用いた場合でも定量

性にも優れることが示された。そ

のため、開発した 特異的リア

ルタイム 法は、食品培養液中

の 保有大腸菌を優れた感度で

増幅することが示された。

結論

大腸菌が保有する配列上完全な

バリアントタイプを特異的に

増幅するリアルタイム 法を開

発した。 保有大腸菌を特異的

かつ高感度に検出する本リアルタ

イム 法は、多様な夾雑菌を含

む食品での検査において、 保

有大腸菌汚染食品の検知と分離株

の 保有確認への活用に有用と

考えられた。そのため、今後の食中

毒事例発生時における本リアルタ

イム 法の活用が期待される。
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図 1. 機能しないバリアントを含む一部のバリアント保有株の各種 Assay における蛍光プロット像
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図 2. 各種 astA 保有大腸菌の培養液希釈段を用いた際の Assay 11r の astA の検量線
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図 3. 各種食品培養液と各種 astA 保有大腸菌培養液の希釈段を用いた際の Assay 11r
の astA の検量線
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表 1. 供試した astA 特異的リアルタイム PCR 法のプライマーおよびプローブ候補

表 2. 多様な astA 保有大腸菌の Assay 11r での検出性

表 3. 各種 astA 保有細菌の Assay 11r での検出性
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表 4. astA 保有大腸菌の培養液希釈段を用いた際の Assay 11r の astA の検出限界

表 5. 各種食品培養液と astA 保有大腸菌の培養液希釈段を用いた際の Assay 11r の astA の
検出限界
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