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　微生物の特定遺伝子を増幅するＰＣＲ法は，細菌検査

の迅速な検出法として日常検査に広く用いられている。

ＰＣＲ法は，微生物等のDNAをテンプレートとしサーマ

ルサイクラーを用いて核酸増幅反応を行い，生成された

特異DNA断片（アンプリコン）を電気泳動・染色で検出

し，病原菌の有無を判定する検査法である。ＰＣＲ法に

用いるサーマルサイクラーは高価で，アンプリコンの染

色に発ガン性物質のエチジウムブロマイドを用い，さら

に染色されたバンドの検出に紫外線を用いる。これらの

理由から，食品中の微生物を迅速に検出する必要がある

食品加工業などの現場にはほとんど導入されていない。

　そこで，ＰＣＲに変わるもものとして，安価な機器で，

簡便かつ安全に食中毒菌の存在が検査できるシステムの

開発が求められている。

　近年，核酸増幅の反応終末点の判定をアンプコンの検

出に変わり副産物の２リン酸であるピロリン酸を測定す

る方法が注目されている。わが国においては，核酸増幅

を定温で行ないピロリン酸をマグネシウム塩として検出

するＬＡＭＰ法が実用に向けて検証が進められてい

る１－３）。　

　遠藤は，ピロリン酸を酵素反応を利用して測定する方

法の導入を考え，新たな呈色法によるピロリン酸測定法

（ピロリン酸法）を開発した４）。

　今回，我々は７種類の市販食中毒菌鑑別用プライマー

を用い，各々の特異遺伝子を保有している食中毒菌及び

特異遺伝子を保有していない環境あるいは臨床分離菌に

ついてＰＣＲを行い，反応後を核酸増幅産物を泳動法で，

副産物のピロリン酸を新たに開発したピロリン酸法で測

定しピロリン酸の有効性について比較検討したので報告

する。
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　臨床あるいは環境より分離した大腸菌（Escherichia 
coli ）３株，腸管出血性大腸菌（Enterohemorrhagic E. coli ）
５株，腸管侵入性大腸菌（Enteroinvasive E. coli ）１株，エ
ンテロバクター（Enterobacter cloacae ）１株，クレブシエ
ラ（Klebsiella oxytoca ）２株， シトロバクター（Citrobacter 
freundii ）２株，セラチア（Seratia marescens ）１株，エル
シニア（Yersinia pseudotuberculosis ）１株，プロテウス
（Proteus mirabilis ）１株，プロビデンシア（Providencia 
rettgeri ）１株 ，サルモネラ（Salmonella spp ）７株，赤痢菌
（Shigella flexneri ）２株， 腸炎ビブリオ（Vibrio parahaemolyticus ）
tdh（＋）１株 ，腸炎ビブリオtdh（－）３株，ビブリオ・バ

ルニフィカス（Vibrio vulnificus ）１株，ナグビブリオ
（Vibrio cholere non-O1）１株，ウエルシュ菌（Clostridium 
perfergens ）enterotoxin（＋）３株，ウエルシュ菌enterotoxin
（－）３株， 黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus ）
enterotoxinA（－）１株，黄色ブドウ球菌enterotoxin（－）３
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　食中毒菌の迅速診断法としてＰＣＲ法が広く用いられているが，経済性あるいは安全性の理由から食品加工業者な

どの現場にはほとんど導入されていない。

　ＰＣＲの終末点の判定法を核酸増幅副産物のピロリン酸に着目し，新たな呈色法によるピロリン酸測定法を開発し

た。食中毒菌の検出法の応用を考え，市販の食中毒菌鑑別用プライマーを用いて食中毒菌関連菌に対してＰＣＲを行

い，反応終末点を従来の電気泳動法及び新たに開発したピロリン酸測定法とで判定した結果，ピロリン酸測定法は電

気泳動法と同等の感度で反応終末点が判定でき，食品加工現場での応用の可能性が示された。
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株の２０菌種４２菌株を供試菌株とした。供試菌のうち各プ

ライマーに対応する特異遺伝子の保有が確認されている

菌株を陽性株，特異遺伝子を保有しないことが確認され

ている菌株を陰性株とした。
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　サルモネラ菌invA遺伝子検出用（SIN），腸炎ビブリオ

耐熱性溶血毒遺伝子検出用（VPD），腸管出血性大腸菌VT

遺伝子検出用（EVC），赤痢菌及び腸管侵入性大腸菌invE

遺伝子検出用（INV），赤痢菌及び腸管侵入性大腸菌ipaH

遺伝子検出用（IPA），サルモネラ菌エンテロトキシン遺

伝子検出用（STN），ウエルシュ菌毒素遺伝子検出用

（CPE）及び黄色ブドウ球菌エンテロトキシンＡ遺伝子

検出用（SEA）の７種類の市販プライマー（Takara Bio社

製）を使用した。各々のプライマーを陽性対象菌，増幅

ＤＮＡの大きさとともに表１に示した。
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　ＰＣＲにはＤＮＡポリメラーゼ及び４種の塩基が含有

されたＰＣＲ Beads Tube（Ready-To-Go：Amersham Pharmacia

 Biotech社製）を使用した。
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　０．４U/mlキサンチンオキシダーゼ（XOD：ロッシュ社

製）及び２０mMイノシン酸を含む１００mMトリス－塩酸緩

衝液（pH７．６）を調整し，これを試薬１とした。１００U/ml

ヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェ

ラーゼ（HGPRT：シグマ社製２５０Ｕ）及び４mMのパラヨー

ドニトロテトラゾリウムバイオレットを含む１００mMト

リス－塩酸緩衝液（pH７．６）を調整し，これを試薬２と

した。

����������

���� � � �

　各供試菌を適切な液体培地で１晩培養後遠心し，沈査

に滅菌蒸留水を加え再浮遊させ，９５℃で６分加熱，更に

１０，０００rpmで１分間遠心した上清をＰＣＲ用テンプレー

トとした。検出感度測定にはサルモネラ菌（Salmonella 
Enteritidis ）を１晩培養後，生菌数を算出し，更に１０倍階
段希釈した後，各々の濃度の菌液を熱処理してDNAテン

プレートとした。
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　DNA増幅のためのＰＣＲはReady-To-Goチューブ１本

に滅菌水（２２μl），各プライマー（アンチ０．２５μｌセン

ス０．２５μl）および各菌株のDNAテンプレート（２．５μl）

を加え，サーマルサイクラー（ABI社）を用い市販プラ

イマーの仕様書に準じた条件でＰＣＲを実施した。１検

体につき２本のReady-To-Goチューブを使用した。
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　ＰＣＲ終了後，各検体の５μlを２．５％アガロースゲル

で電気泳動を行い泳動後，アガロースゲルをエチジウム

ブロマイドで処理した後，紫外線で各々のアンプリコン

を確認し写真撮影を行った。
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　ＰＣＲ後，各検体に試薬１を５μl添加し６０℃ で１分

間加温振とう，さらに試薬２を２０μl加え，６０℃ で１０分

間加温振とうした後，１検体２本のＰＣＲチューブの反応

液を合わせ，そこから９０μlをマイクロプレートリー

ダー用のプレートに分注し吸光度（４９０nm／６３０nm）を

測定した。吸光度０．０４以上では目視による呈色の判定が

可能であった。このことより，吸光度が０．０４未満をピロ

リン酸法陰性（呈色陰性）０．０４以上をピロリン酸法陽性

（呈色陽性）とした。
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　陽性株及び陰性株をそれぞれのプライマーでＰＣＲを

行い電気泳動法で特定のアンプリコンが検出された検体

を泳動法陽性，検出されなかった検体を泳動法陰性とし

た。陰性株のうち泳動法で特定位置以外にバンドが観察

される泳動法陰性検体で，ピロリン酸法で呈色するもの

（目視で確認可：吸光度０．０４以上）を疑陽性とした。
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　表１に示した７種類のプライマーを用い，特定遺伝子

の保有が確認されている菌株（陽性株）３９，保有しない

ことが確認されている菌株（陰性株）１２１についてＰＣ

Ｒを行い反応終了後，電気泳動法によるアンプリコンの

検出と呈色反応によるピロリン酸測定を各々について行

い，結果を表２に示した。
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増幅DNA
（bp）陽性対象菌略　号プライマー

２６４サルモネラ菌ＳＴＮサルモネラ菌エンテロ
トキシン遺伝子

２５１tdh（＋）陽炎ビブリオＶＰＤ陽炎ビブリオ耐熱性溶
血毒遺伝子

４５６エンテロトキシン（＋）
ウエルシュ菌ＣＰＥウエルシュ菌毒素遺伝子

１７１腸管出血性大腸菌ＥＶＣ腸管出血性大腸菌VT
遺伝子

２９３赤痢菌，腸管侵入性大
腸菌ＩＮＶ赤痢菌及び腸管侵入性

大腸菌（EIEC）inVE遺伝子

２４２赤痢菌，腸管侵入性大
腸菌ＩＰＡ赤痢菌及び腸管侵入性

大腸菌（EIEC）inVE遺伝子

４２３エンテロトキシンＡ
（＋）黄色ブドウ球菌ＳＥＡ黄色ブドウ球菌エンテ

ロトキシンＡ遺伝子

遺伝子非保有株遺伝子保有株
検体数ブライマー

呈色陰性呈色陽性泳動陽性呈色陰性呈色陽性泳動陽性

１２５１７０１２１２２９ＳＴＮ

１７８２５０９９３４ＶＰＤ

１５１１６０７７２３ＣＰＥ

１１０１１０５５１６ＥＶＣ

１２２１４０２２１６ＩＮＶ

１４０１４０２２１６ＩＰＡ

２４０２４０２２２６ＳEＡ

１０５１６１２１０３９３９１６０計
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　陽性株の全ては泳動法及びピロリン酸法で陽性を示し

た。陰性株は泳動法では全て陰性と判定されるが，この

中にピロリン酸法で呈色陽性を示す疑陽性株がSTN，

VPD，CPE及びINVプライマーを用いた場合に認められ

た。VPDでＰＣＲを行った後，その反応液におけるアン

プリコンは電気泳動・染色後，画像として，またピロリ

ン酸は呈色反応で測定した吸光度を棒グラフとして，図

１に示した。レーン３，８，９がtdh（＋）腸炎ビブリオで，

泳動法では２５１bpに特異バンドが観察され呈色反応でも

吸光度が０．０４以上を示し，明らかに陽性と判定できる。

レーン１，２，４，５，６，１０の６菌株は耐熱性溶血毒遺伝

子を保有しないエルシニア，プロビデンシア及びtdh（－）

腸炎ビブリオで，特異バンド以外の領域に多数のバンド

が認められ，泳動法では明らかに陰性と判定できる。し

かしピロリン酸法による呈色反応では吸光度が０．０４以上

を示し陽性と判定され，これが疑陽性の菌株である。

��������	
������������

������������	
�������

　食中毒菌及びその他の菌２０種について７種類のプライ

マーでＰＣＲを行い，反応終末点の判定を泳動法及びピ

ロリン酸法とで比較した。泳動法で特異バンドが認めら

れピロリン酸法でも陽性を示すものを＋，また両方法で

陰性となったものを－，疑陽性となったものを＊で表わ

し，表３に示した。EVC，IPA及びSEAを用いた場合，ピ

ロリン酸法では各々の遺伝子を保有する菌株のみが陽性

を示した。しかし，それ以外のプライマーを用いた場合

には疑陽性を示す菌株が観察された。VPDでエルシニア，

プロビデンシア及びtdh（－）腸炎ビブリオが，STNでシト

ロバクター，エルシニアプロビデンシアおよびtdh（－）腸

炎ビブリオが，ＩＮＶでクレブシエラ，シトロバクター，

エルシニア，プロテウス，プロビデンシアおよびtdh（－）

腸炎ビブリオが，CPEでtdh（－）腸炎ビブリオがそれぞれ

疑陽性を示した。 
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　サルモネラ菌（Salmonella Enteritidis）を１．７ｘ１０８～
１００cells/ml まで１０倍９段階の各濃度に希釈調整し，熱処

理後テンプレート検体とした。STNを用い，増幅数を３５

回及び４０回の各サイクル数でＰＣＲを実施し，反応終了

後，各々についてアンプリコンを泳動法で，ピロリン酸

を呈色法で測定し，結果を図２に示した。

　３５サイクルでは１．７ｘ１０６cell/ml以上の菌量でピロリン

酸法での呈色が陽性に，また泳動法でも陽性を示した。

４０サイクルでは１．７ｘ１０４cell/ml以上の濃度で両方法とも

陽性を示した。
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　次に１．７ｘ１０８cells/mlの濃度に調整し熱処理したサル

モネラ菌（Salmonella Enteritidis）をテンプレートとし
STNでＰＣＲを行った。DNA増幅数を１０，１５，２０，２５，３０

及び３５回で反応を終了させ後，各々についてアンプリコ

ンとピロリン酸を測定し，結果を図３に示した。増幅数

が１０～２０回では両方法とも陰性であったが，２５回以上で

は泳動法，ピロリン酸法とも陽性を示した。また同様の

実験を菌量１．７ｘ１０５clls/mlで行った場合でも，２５回以上

の増幅で両方法とも陽性を示した。

プ　ラ　イ　マ　ー菌　　　　種 ＳＥＡＩＰＡＩＮＶＥＶＣＣＰＥＶＰＤＳＴＮ
－－－－－－－大　腸　菌
－－－＋－－－腸管出血性大腸菌
－＋＋－－－－腸管侵入性大腸菌
－－－－－－－エンテロバクター
－－－－－－－クレブシエラ
－－－－－－－シトロバクター
－－－－－－－セ ラ チ ア

－＊－－＊＊エルシニア
－－－－－－＊プロテウス
－－－－－＊＊プロビデンシア
－－－－－－＋サルモネラ
－＋＋－－－－赤　痢　菌
－－－－＊＊＊tdh（－）腸炎ビブリオ
－－－－－＋－tdh（－）腸炎ビブリオ
－－－－－－－ナグビブリオ
－－－－－＊－ビブリオ・バルニフィカス
－ＮＴＮＴＮＴＮＴ－ＮＴエンテロトキシン（－）ウエルシュ菌
－－－－＋－－エンテロトキシン（－）ウエルシュ菌
－ＮＴＮＴＮＴＮＴＮＴＮＴエンテロトキシンA（－）黄色ブドウ球菌
＋－－－－－－エンテロトキシンA（－）黄色ブドウ球菌

＋：陽性　－：陰性　＊：擬陽性　ＮＴ：測定せず
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　ＰＣＲ法において，反応の終末点は増幅されるアンプ

リコを検出して判定する。しかし，ＰＣＲ法では特異遺

伝子が増幅されると共にピロリン酸が生成されることか

ら，反応の終末点をピロリン酸の測定でも可能である。

遠藤は、酵素を利用した新たなピロリン酸の測定法を開

発した。そこで，７種類の食中毒菌病原遺伝子鑑別用プ

ライマーを用い２０種の食中毒菌等についてＰＣＲを実施

し，反応終末点を新たに開発したピロリン酸の測定法で

判定し，その結果を通常用いる電気泳動法による判定と

比較した。

　検出対象とした特異遺伝子を保有する陽性菌株では，

ピロリン酸法の判定結果は泳動法の結果と全く同じで

あった。一方，遺伝子を保有しない陰性菌株は，泳動法

では全てが陰性であるが，ピロリン酸法ではVPD，STN

及びCPE用のプライマーを用いた場合に疑陽性を示す菌

株が認められた。特に，tdh（－）腸炎ビブリオは３種類い

ずれのプライマーにも非特異的に反応し，泳動法では非

特異バンドを認めるものの，特定位置にバンドはなく陰

性と判定はされるが，ピロリン酸法による呈色では陽性

と判定された。しかし，このようなピロリン酸法で陰性

株が陽性と判定される擬陽性はより特異性の高いプライ

マーを用いることで防止できると思われる。

　次に食中毒菌の検出感度についての検討を１．７ｘ１０８～

１００cells/mlの各濃度に調整したサルモネラ菌をテンプ

レートとしSTNプライマーでＰＣＲを行い泳動法とピロ 

リン酸法で判定を行った。その結果，泳動法での検出限

界は１．７ｘ１０５cells/mlで，また，ピロリン酸法でも同じ菌

濃度以上で吸光度が０．０４以上を示した。すなわち，この

菌量が泳動法及びピロリン酸法での検出限界と思われる

た。検出限界の菌量をＰＣＲ反応チューブ当たりの菌量

に換算すると４．３ｘ１０ cellsであった。さらに，DNA増幅

回数について比較した場合でもピロリン酸法と泳動法と

では同じ増幅回数以上で陽性と認められ，ピロリン酸法

は泳動法と同程度の検出感度であることが示された。通

常のＰＣＲ法ではアンプリコンの検出に発ガン物質・紫

外線を用いるがピロリン酸法ではこれらを用いないこと

から泳動法より安全な方法であると考えられる。

　最近，日本で開発されたLAMP法はDNA増幅を定温で

行い，生成する大量のピロリン酸をピロリン酸マグネシ

ウム塩に変え，濁りとして検出する方法である。LAMP

法は，特異性の高い４種のプライマーを用いていること

が大きな特徴で，増幅されるDNAの大きさは単一のサイ

ズでない。このため，電気泳動では多数のバンドが観察

され、生成DNAの特異性は泳動で容易に確認できず，ま

た，生成DNAを直接シークエンス解析できない。一方，

ピロリン酸法は呈色反応に用いる酵素、基質について検

討すればLAMP法にも応用できる可能性もある。核酸増

幅で生成されるDNAは単一であることから，直接シーク

エンス解析できる。

　以上のことから，新たに開発したピロリン酸法はDNA

増幅の終末点測定が安全かつ迅速に判定ができ，食品中

の食中毒菌の鑑別に充分応用できると考えられた。
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