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食中毒起因細菌一括検出方法マルチプレックスＰＣＲを用いた

田栗 利紹 ・ 野口 英太郎 ・ 平山 文俊

The Simultaneous detection method of 18 species
of Food-born Pathogenic Bacteria by Multiplex PCR.

Toshitsugu TAGURI Hidetaro NOGUCHI Humitoshi HIRAYAMA， ，

The Simultaneous detection method of 18 species of Food-born Pathogenic Bacteria was developed
by multiplex PCR. The 18 species of Food-born Pathogenic Bacteria examined were Enterohemorrhagic
Escherichia coli, Escherichia coli, Escherichia coli,Salmonella typhi,Enterotoxigenic Enteroinvasive
Salmonella .,Shigella .,Vibrio cholerae,Vibrio parahaemolyticus,Vibrio vulnificus,Clostridiumspp spp
perfringens,Campylobacter jejuni,Campylobacter coli,Listeria monocytogenes,Yersinia
enterocolitica,Yersinia pseudotuberculosis,Bacillus cereus,Staphylococcus aureus Clostridiumand

. At first,We picked up some used primers in reference,which were authorized by specificitybotulinum
and sensitivity, and then selected the best sets out by gradient thermal cycling condition. Secondly, We
grouped them into multipurpose applications (ex. group, and group,genusE.coli salmonella shigella

group and so on) and decided the optimum concentration ratio on them by examined competitiveVibrio
interaction.As saving the time, the labor and the cost for which programed any primers and proved their
specificity and sensitivity, we were able to present the new method which was rapid, convinient and
comprehensible after all.
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は じ め に

食品衛生、食品工場、環境衛生、家畜衛生に係わ

る環境の中で、ＨＡＣＣＰを中心とした微生物制御体

制が計られている今日、対象となる病原細菌の種類

は非常に多い。加えて、１９９９年（平成１１年）１２月、

食品衛生法施行規則の一部を改正する省令（厚生

省令第１０５号）により、２類感染症であるコレラ菌、赤

痢菌及びチフス菌等が食品媒介性の原因物質として

追加されている。一般的に、腸管出血性大腸菌、腸

管毒素原性大腸菌、腸管侵入性大腸菌、チフス菌、

サルモネラ属菌、赤痢菌、コレラ菌、腸炎ビブリオ、ビ

ブリオバルニフィカス、ウェルシュ菌、カンピロバクタ

ージェジュニ、カンピロバクターコリ、リステリアモノサ

イトゲネス、エルシニアエンテロコリティカ、エルシニ

アシュードチュベクローシス、セレウス菌、黄色ブドウ

球菌及びボツリヌス菌のような細菌を検出し同定する

ためには、選択分離培地による培養や有機物の分解

性を観察する性状試験、染色法による形態観察およ

び薬物感受性試験等により細菌固有の性状を証明

することが行われてきた。これらの検査方法は、細菌

種ごとに異なっており、食中毒事件毎に全ての細菌

種を網羅することは不可能に近く、事件の発生状況

や検査者の判断で菌種の絞り込みを行い検査に供

してきた。もちろん全ての事件に対して全ての検査を

実施することは現実的ではなく必要性も乏しいが、一

方で検査に供しても目的の細菌が検出されず、原因

不明となることも少なくない。従って、多数の細菌種を

一括して検査できる新検査技法の開発が望まれてき

た。

ＰＣＲが食品衛生検査に応用されるようになって久

しいが、前述の食中毒起因細菌に対して、様々な研

究者により様々なプライマー対が設計され、それぞれ
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の特異性が証明されてきた 。この中で細菌株間や1)-24)

数種類の細菌種間ではＭ－ＰＣＲが応用され、方法

論も確立してきたが、前述の細菌種を全般にわたっ

て調査した報告は少ない 。2)

一般的に、プライマー対の作製においては、プライ

マー設計のみならず特異性の証明が最重要点であ

ると考えられる。特異性の証明には、標的遺伝子を

保持した細菌株や類属細菌の基準株および野生株

等の入手が必要であり、加えて成績がプライマーの

設計用ソフトの優劣および技術や経験に左右される

ため簡単ではない。さらに、標的細菌種数が多くなれ

ばなるほど莫大な時間、労力および費用を費やさな

ければならない。

このような状況の中で、本研究は、多数の既成ＰＣ

Ｒ用プライマー対からの有効な選抜方法を試行する

ことと、選抜プライマー対を用途に応じてグループ化

し、それらの最適濃度条件を決定することを通じて、

食中毒起因細菌に対する迅速、簡便かつわかりやす

い一括検出方法を確立することを目的として実施さ

れた。

調 査 方 法

１ 既成プライマー対の選抜・合成及び調製方法

図１により、文献等から抽出した様々なプライマー

対を調製した。即ち、プライマー対は、カラム精製グ

レードで委託合成（インビトロジェン）したものを用い、

乾燥状態のオリゴヌクレオチドを滅菌蒸留水で２００

μＭに調製し、－３０℃で凍結保存した。単プライマ

ー対の場合はセンス及びアンチセンスを終濃度１０μ

Ｍになるように調製し、マルチプレックスプライマー対

の場合は最適濃度比となるように調製して使用溶液

とし、－３０℃で凍結保存した。

２ 供試菌株とＤＮＡの抽出

試験に供した細菌株の一覧表を表１に示した。一

部の菌株を除き全て野生株を用いた。図１に示した

処理方法により、これらの菌株からＤＮＡを抽出した。

即ち、０．５ｍＬ用マイクロチューブに２００μＬの滅

菌蒸留水を分注し、予めＴＳＡ寒天培地に純培養し

た細菌集落の１／３白菌耳を懸濁した。１００℃、１０

分間煮沸するかヒートブロックで加熱したのち、１２，０

００ｒｐｍ×３分間遠心分離した上清２．５μＬを粗ＤＮ

Ａ溶液として試験に供した。

３ ＰＣＲ反応

( )グラジエントＰＣＲ1
各プライマー対の至適アニーリング温度範囲を測

定した。ＰＣＲ反応液は、至適ｐＨを維持するためのＰ

ＣＲ緩衝液、耐熱性ポリメラーゼ、プライマー対、４種

のヌクレオチドおよび標的粗ＤＮＡ溶液から構成され

る。最終的にＭ－ＰＣＲを目的とするため、本研究に

おけるポリメラーゼは、硫酸アンモニウムと塩化カリウ

ムとをＰＣＲ緩衝液に使用することで高度な特異性が

【図１】 グラジエントＰＣＲ検査法フロー

PCR反応条件

２％アガロースゲル(ＴＡＥ)
電気泳動

【プライマー合成】 【反応液の調製】 【ＤＮＡ抽出】

カラム精製グレード
オリゴヌクレオチドプライマー

0.2mLPCR用8連ﾏｲｸﾛﾁｭｰﾌﾞに25μL

ホットスタートＰＣＲ用マス
ターミックス溶液

（HotStarTaq Mastermix
kit;Quiagen)で調整

普通寒天平板かTSBで
24hr培養した集落

100℃，10分加温処理

（煮沸或いはヒートブロック）

12,000rpm×3min遠心分離

上清2.5μL

　　　　　　　　
　　　　95℃×15min
　　　　95℃×30sec
　45～70℃×45sec　×35回
　　　　72℃×5min

Final 0.4μM
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【図２】 競合ＰＣＲフロー

左図に従いPCRを行い、終濃度０．５μｇ／ｍＬとなるように臭化エチジウムを
添加した２％アガロースゲル（アガロースＬ０３，宝酒造）を用いて、１×ＴＡＥ
溶液により１００Ｖ、３５ｍｉｎ電気泳動した

【プライマーの調製】 【反応液の調製】 【細菌の処理】

等濃度のMP法で競合した2種類
の単ﾌﾟﾗｲﾏｰ対の10μM使用溶液
を準備する。

ﾐｷｻｰで混釈、ｽﾋﾟﾝﾀﾞｳﾝ

８試験数分の反応液を調製する。ﾏｽﾀｰﾐｯｸｽ溶液（HotStarTaq
Mastermix kit;Quiagen)100μL、Wﾌﾟﾗｲﾏｰ8μL、専用DW
72μL、粗DNA溶液20μLを混合

図1と同様に処理して
粗DNA溶液とし、

その20μLを使用する

　PCR反応条件
　95℃×15min
　95℃×30sec
　55℃×30sec　　×35回
　72℃×30sec
　72℃×5min

競合した2種類の単ﾌﾟﾗｲﾏｰ対の
うち強く反応したものをI(intensive）
ﾌﾟﾗｲﾏｰ、弱く反応したものを
W（week）ﾌﾟﾗｲﾏｰとする。

I(intensive）ﾌﾟﾗｲﾏｰを7段階２倍希
釈し、高い濃度から低い濃度の順番
に0.2mLPCR用8連ﾏｲｸﾛﾁｭｰﾌﾞ
に1μLずつ分注する。

Iﾌﾟﾗｲﾏｰ液挿入済み0.2mLPCR用8連ﾁｭｰﾌﾞに反応液24μLを挿入する。
WﾌﾟﾗｲﾏｰとIﾌﾟﾗｲﾏｰの濃度比は次の通り。

01/641/321/161/81/41/21Iﾌﾟﾗｲﾏｰ(μM)

11111111Wﾌﾟﾗｲﾏｰ (μM)

87654321
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期待できるホットスタータックマスターミックスキット（キ

アゲン）を用いた。メーカー手順書に沿ってマスター

ミックスを調製し（終濃度塩化マグネシウム：１．５ｍ

Ｍ，ｄＮＴＰ：２００μＭ，その他の試薬組成未公表）、

プライマー対濃度を最終０．４μＭに統一して挿入

し、最後に標的ＤＮＡ溶液２．５μＬを入れて最終反

応液量２５μＬで反応させた。ＰＣＲ装置は、グラジエ

ント式サーマルサイクラー（ｉ－Ｃｙｃｌｅｒ，ＢＩＯ－ＲＡＤ）

を用いて、９５℃×１５ｍｉｎの前熱変性（ホットスタート

用ポリメラーゼの活性化に必要）の後、９５℃×３０ｓｅ

ｃの熱変性と４５．０－７０．０のグラジエントなアニーリ

ング温度での反応（４５ｓｅｃ）を３５回繰り返し、７２．０

℃×７ｍｉｎの後伸長反応を行った。グラジエント温度

の詳細は４５．０、４６．８、４９．８、５４．１、６０．６、６５．

２、６８．２、７０．０℃である。

増幅産物は、終濃度０．５μｇ／ｍＬとなるように臭

化エチジウムを添加した２％アガロースゲル（アガロ

ースＬ０３，宝酒造）を用いて、１×ＴＡＥ溶液により１０

０Ｖ、３５ｍｉｎ電気泳動した。

( )競合ＰＣＲ2
測定したプライマー対は、用途とプライマー対数を

考慮に入れて、大腸菌用、サルモネラ赤痢菌用、ビ

ブリオ属菌用、キャンピロバクター・ウェルシュ菌用、

黄色ブドウ球菌用およびボツリヌス菌用にグループ

化し、それぞれのマスターミックスの作製を試みた。

各プライマー対は１００μＭの保存溶液を適宜希釈

混合して各々１０μＭの試作混合液を調製し、最終

濃度０．４μＭで試験に供した。

以上の方法で作製したマスターミックス群を用い

て、表１の菌株について、ＰＣＲを実施した。この成績

により、プライマー対同士の競合作用が認められる場

合は、増幅されるべきバンドが消失したり、薄く反応し

て増幅効率に影響が認められ、そうでない場合は明

瞭なバンドが形成される。ここで、最適濃度比を決定

するために競合ＰＣＲを次により実施した（図２）。競

合しないプライマー対群はそのままの条件を用い、競

合するプライマー対群には影響される側のプライマ

ー濃度を１とし、影響する側のプライマー対を２倍段

階希釈したプライマー溶液を６列作製して、コンペテ

ィティブに反応させる。その成績により、両者プライマ

ー対の最適濃度比を決定し、最終的にミックスプライ

マーの濃度比を決定した。

( )一括検出試薬の作製3
以上の方法で調製したプライマー対溶液を、無菌

およびＤＮＡａｓｅフリーのディスポーサブルチューブ

に分注し、乾燥させることを試みた。合成プライマー

は全て保存溶液が２００μＭとなるように調製した。こ

れらの保存溶液を用いて、各種マスターミックスを、
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前述の濃度比で０．５ｍＬマイクロチューブに１００μＬ

調製した。即ち、ＥＣＭＸはｐｍＭＫ原液、ｐＬＴ原液、

ｐＳＴ原液、ｐＩ原液、およびｐＥｃｏ原液の各々２．５μ

Ｌ、０．６２５μＬ、２．５μＬ、０．６２５μＬおよび５μＬ

ずつを０．５ｍＬマイクロチューブに入れ滅菌蒸留水

で１００μＬとした。同様にＳＳＭＸ、ＶＩＢＭＸ、ＣＣＷ

ＭＸ、およびＳＡＭＸを調製した。これらのマスターミッ

クスを滅菌済み８連チューブ用分割リザーバー（Ｂ－

０８１７－１，ビーエム機器）にその順番で注入し、第８

番目の分割容器にはＤＷを１００μＬ注入した。これら

をよく混釈した後、８連マイクロピペットを用いて、各

々の分割容器から１μＬをキャップ付き８連チューブ

に分注し、濃縮乾燥機（マイクロ遠心エバポレータ

ー、旭テクノグラス）を用いて、６０℃で３時間程度処

理して完全に乾燥させた。これを食中毒起因細菌一

括検出試薬とした。

( )食中毒起因細菌一括検出試薬の特異性4
食中毒起因細菌一括検出試薬を使用して特異性

を確認した。耐熱性ポリメラーゼは、高度な特異性が

期待でき、簡便な操作で準備できるホットスタータック

マスターミックスキット（キアゲン）を用いた。メーカー

手順書に沿ってマスターミックスを調製し（終濃度塩

化マグネシウム：１．５ｍＭ，ｄＮＴＰ：２００μＭ，その

食中毒起因細他の試薬組成未公表）、無菌的に、

菌一括検出試薬にチューブ当たり２２．５μ

最後に表１で準備した標的ＤＮＬずつ分注した。

Ａ溶液２．５μＬを株番号の順番で各々のマスターミ

ックスに対応するように入れて反応させた。サーマル

サイクラーの温度条件は、９５℃×１５ｍｉｎの前熱変

性（ホットスタート用ポリメラーゼの活性化に必要）の

後、９５℃×３０ｓｅｃの熱変性、５５．０℃×３０ｓｅｃのア

ニーリング、７２℃×３０ｓｅｃの伸長反応を３５回繰り返

し、７２．０℃×７ｍｉｎの後伸長反応を行った。増幅産

物は、マスターミックス毎に株番号の順番で泳動し

た。電気泳動は終濃度０．５μｇ／ｍＬとなるように臭

化エチジウムを添加した２％アガロースゲル（アガロ

ースＬ０３，宝酒造株式会社）を用いて、１×ＴＡＥ溶

液により１００Ｖ、２５ｍｉｎ行った。

【表１】 供試菌株一覧

菌株番
号

大腸菌(毒素)
菌株番
号

サルモネラ属菌（O抗原）およ
び赤痢菌

菌株番
号

ビブリオ属菌(CT or TDH)

Eco1 Escherichia coli SS1 Salmonella Typhi(09) VIB1 Vibrio cholerae 0139(+)
Eco2 E. coli SS2 S. Typhi(09) VIB2 V. cholerae 01(+)
Eco3 E. coli SS3 S. Typhi(09) VIB3 V. cholerae 01(+)
Eco4 E. coli SS4 S. Typhi(09) VIB4 V. cholerae 01(+)
Eco5 E. coli IFO15034 SS5 S. Typhi(09) VIB5 V. cholerae 01(+)
Eco6 E. coli  IFO15035 SS6 S. Typhi(09) VIB6 V. cholerae 01(+)
Eco7 E. coli IFO3972 SS7 S. Haifa(04) VIB7 V. cholerae 0139(+)
Eco8 E. coli -ETEC(LT) SS8 S. Typhimurium(O4) VIB8 V. parahaemolyticus (+)
Eco9 E. coli -ETEC(LT)MIYAGI SS9 S. Tenessee(O7) VIB9 V. parahaemolyticus (+)
Eco10 E. coli -ETEC(LT)AKITA SS10 S. Tompson(O7) VIB10 V. parahaemolyticus (+)
Eco11 E. coli -ETEC(LTST) SS11 S. Mbandaka(O7) VIB11 V. parahaemolyticus (+)
Eco12 E. coli -ETEC(LTST) SS12 S. Newport(O8) VIB12 V. parahaemolyticus (+)
Eco13 E. coli -ETEC(ST) SS13 S. Chincol(O8) VIB13 V. parahaemolyticus (+)
Eco14 E. coli -ETEC(ST)MIYAGI SS14 S. Enteritidis(09) VIB14 V. parahaemolyticus (+)
Eco15 E. coli -ETEC(ST)AKITA SS15 S. Enteritidis(09) VIB15 V. parahaemolyticus (+)
Eco16 E. coli -O157（SLT1+2) SS16 S. Enteritidis(09) VIB16 V. parahaemolyticus (+)
Eco17 E. coli -O157（SLT1+2) SS17 S. Enteritidis(09) VIB17 V. parahaemolyticus (+)
Eco18 E. coli-O157（SLT1+2) SS18 S. Enteritidis(09) VIB18 V. parahaemolyticus (-)
Eco19 E. coli-O157（SLT1+2) SS19 Shigella flexinelli VIB19 V. parahaemolyticus (-)
Eco20 E. coli-O157（SLT1+2) SS20 S. flexinelli VIB20 V. parahaemolyticus (+)
Eco21 E. coli-O157（SLT1+2) SS21 S. flexinelli VIB21 V. parahaemolyticus (+)
Eco22 E. coli-O157（SLT1+2) SS22 S. flexinelli VIB22 V. parahaemolyticus (+)
Eco23 E. coli-O157（SLT2) SS23 S. flexinelli VIB23 V. parahaemolyticus (-)
Eco24 E. coli-O157（SLT2) SS24 Shigella sonnei VIB24 V. parahaemolyticus (+)
Eco25 E. coli-O157（SLT2) SS25 S. sonnei VIB25 V. parahaemolyticus (+)
Eco26 E. coli -EIEC SS26 S. sonnei VIB26 V. parahaemolyticus (-)
Eco27 E. coli -EIECMIYAGI SS27 S. sonnei VIB27 V. vulnificus
Eco28 E. coli -EIECAKITA SS28 S. sonnei VIB28 V. vulnificus

VIB29 V. vulnificus
VIB30 V. vulnificusMIYAGI
VIB31 V. vulnificusMIYAGI
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菌株番
号

カンピロバクター属菌およびウェ
ルシュ菌

菌株番
号

黄色ブドウ球菌（毒素型）
菌株番
号

リステリアモノサイトゲネス・エル
シニア属菌・セレウス菌

CCW1 Campylobacter laridis Sa1 Staphylococcus aureus (A型) LYB1 Listeria monocytogenesMIYAGI
CCW2 C. laridis Sa2 S. aureus (B型) LYB2 L. monocytogenesAKITA
CCW3 Campylobacter jejuni Sa3 S. aureus (-) LYB3 Yersinia enterocoliticaMIYAGI
CCW4 C. jejuni Sa4 S. aureus (C型) LYB4 Y. enterocoliticaMIYAGI
CCW5 C. jejuni Sa5 S. aureus (A型) LYB5 Y. enterocoliticaAKITA
CCW6 C. jejuni Sa6 S. aureus (-) LYB6 Y. pseudotuberculosisMIYAGI
CCW7 C. jejuni Sa7 S. aureus (A型) LYB7 Bacillus cereusMIYAGI
CCW8 C. jejuni Sa8 S. aureus (-) LYB8 B. cereusMIYAGI
CCW9 C. jejuni Sa9 S. aureus (-)
CCW10 Campylobacter coli Sa10 S. aureus (A型)
CCW11 C. coli Sa11 S. aureus (AB型)MIYAGI CB1 Clostridium botulinum (TypeA)
CCW12 Campylobacter fetus Sa12 S. aureus (-)MIYAGI CB2 C. botulinum (TypeB)AKITA
CCW13 C. fetus Sa13 S. aureus (D型)MIYAGI CB3 C. botulinum (TypeE)AKITA
CCW14 Clostridium perfringensMIYAGI Sa14 S. aureus (-)MIYAGI CB4 C. botulinum (TypeA)AKITA
CCW15 C. perfringensMIYAGI Sa15 S. aureus (A型)MIYAGI
CCW16 C. perfringensMIYAGI Sa16 S. aureus (C型)MIYAGI
CCW17 C. perfringens Sa17 S. aureus (A型)MIYAGI
CCW18 C. perfringens Sa18 S. aureus (-)MIYAGI
CCW19 C. perfringens Sa19 S. aureus (B型)MIYAGI
CCW20 C. perfringens Sa20 S. aureus (C型)MIYAGI
CCW21 C. perfringens
CCW22 C. perfringens
CCW23 C. perfringens

菌株番
号

ボツリヌス菌（毒素型）

IFO番号の菌株は発酵研究所から分譲された菌株，末尾MIYAGI及びAKITA株はそれぞれ宮城県保健環境センターおよび
秋田衛生科学研究所から分譲された菌株，その他は全て長崎県衛生公害研究所にて分離同定された菌株
ETEC：毒素原性大腸菌，EIEC：侵入性大腸菌，EHEC：出血性大腸菌

成 績

１ グラジエントＰＣＲおよび競合ＰＣＲ成績

選抜したプライマー対のグラジエントＰＣＲ成績を

図３に示した。ここで、明確なバンドを形成する温度

範囲を各プライマー対の至適アニーリング温度範囲

とし，その最大値をグラジエント濃度最大値とした（表

２，３：Ｔａｍａｘ）。これらを基にプライマー対の使用用

途に従ってグループ化を行った（表２，３）。

大腸菌用マスターミックス（以下「ＥＣＭＸ」。）は、ｍ

ａｌＢ遺伝子検出用プライマー対Ｅｃｏ－１＆Ｅｃｏ－２

（以下「ｐＥｃｏ」。）、志賀毒素様毒素ＳＬＴ遺伝子検出

用プライマー対ｍＭＫ２－１＆ｍＭＫ２－２（以下「ｐｍ

ＭＫ」。)、毒素原性大腸菌易熱性毒素ＬＴ遺伝子検

出用プライマー対ＬＴ－１１＆ＬＴ－２（以下「ｐＬ

Ｔ」。）、毒素原性大腸菌耐熱性毒素ＳＴ遺伝子検出

用プライマー対ＳＴ１ａ－ｓ＆ＳＴ１ａ－ａｓ＆ＳＴ１ｂ－ｓ

＆ＳＴ１ｂ－ａｓ（以下「ｐＳＴ」。）、およびｉｎｖＥ遺伝子検

出用プライマー対Ｉ－１＆Ｉ－５１（以下「ｐＩ」。）が含ま

れる（表２）。ＥＣＭＸにおいてｐＥｃｏは他の４種全てと

競合作用を示した。成績（図４）により決定した各プラ

イマー対の濃度比はｐｍＭＫ：ｐＬＴ：ｐＳＴ：ｐＩ：ｐＥｃｏ

＝２：１：２：１：４（プライマー対最終濃度は各々０．２μ

Ｍ：０．１μＭ：０．２μＭ：０．１μＭ：０．４μＭ）であっ

た（表２）。

サルモネラ赤痢菌用マスターミックス（以下「ＳＳＭ

Ｘ」。）は、ｄＨ ｆｌａｇｅｌｌｉｎ遺伝子検出用プライマー対

ＳＴ３＆ＳＴ４（以下「ｐＳＴ」。）、ｉｎｖＡ遺伝子検出用プ

ライマー対ｓａｌｍ３＆ｓａｌｍ４（以下「ｐｓａｌｍ」。)、ｈｉｌＡ

遺伝子検出用プライマー対ＨＩＬＡ２－Ｆ＆ＨＩＬＡ２－

Ｒ（以下「ｐＨＩＬＡ」。）、ｉｐａＨ遺伝子検出用プライマ

ー対Ｓｈｉ－１＆Ｓｈｉ－２（以下「ｐＳｈｉ」。）、およびｉｎｖ

Ｅ遺伝子検出用プライマー対Ｉ－１＆Ｉ－５１（以下「ｐ

Ｉ」。）、ｖｉｒＡ遺伝子検出用プライマー対ｖｉｒＡ－ｆ＆ｖｉ

ｒＡ－ｒ（以下「ｐｖｉｒＡ」。）が含まれる（表２）。ＳＳＭＸで

は、ｐＳＡＬとｐＨＩＬＡがそれぞれ競合作用を示した。

成績（図４）により決定した各プライマー対の濃度比

はｐＳＴ：ｐＳＡＬ：ｐＨＩＬＡ：ｐＳｈｉ：ｐＩ：ｐｖｉｒＡ＝２：１：２：

２：２：１（プライマー対最終濃度は各々０．４μＭ：０．

２μＭ：０．４μＭ：０．４μＭ：０．４μＭ：０．２μＭ）で

あった（表２）。
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Ａ）ＥＣＯＭＸ

ｐＥｃｏ ｐｍＭＫ ｐＬＴ ｐＳＴ ｐＩ

Ｂ）ＳＳＭＸ

ｐＳＴ ｐｓａｌｍ ｐＨＩＬＡ ｐｖｉｒＡ ｐＳｈｉ

Ｃ）ＶＩＢＭＸ

ｐＣＴ ｐＶＣ ｐＴＤＨ ｐＴｏｘＲ ｐＶＶｐ

Ｄ）ＣＣＷＭＸ

ｐＣ－ｃ＆ｊ ｐＨＩＰ ｐＣＣ ｐＰＬ ｐＰ

Ｅ）ＬＹＢＭＸ

ｐＬｍ１ ｐＬｍ２ ｐＹｅ ｐＹｐ

ｐＨＥＬ ｐＣＥＬ ｐＢｃ

Ｆ）ＳＡＭＸ

ｐＧＳＥＡＲ ｐＧＳＥＢＲ ｐＧＳＥＣＲ ｐＧＳＥＤＲ

Ｇ）ＣＢＭＸ

ｐＣＢＭＬＡ ｐＣＢＭＬＢ ｐＣＢＭＬＥ ｐＡＳ ｐＢＳ ｐＥＳ

選択プライマーグラジエント成績一覧【図３】
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競合ＰＣＲ成績【図４】
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ビブリオ属菌用マスターミックス（以下「ＶＩＢＭ

Ｘ」。）は、ｃｔｘ遺伝子検出用プライマー対ＣＴ１＆ＣＴ

２（以下「ｐＣＴ」。）、ｃｔｘ遺伝子検出用プライマー対Ｖ

Ｃ－１＆ＶＣ－２（以下「ｐＶＣ」。）、耐熱性溶血毒素Ｔ

ＤＨ遺伝子検出用プライマー対ＴＤＨ－１＆ＴＤＨ－

２（以下「ｐＴＤＨ」。）、ＴｏｘＲ遺伝子検出用プライマ

ー対ＴｏｘＲ３３９－１＆ＴｏｘＲ３３９－２（以下「ｐＴｏｘ

Ｒ」。）、およびｃｙｔｏｔｏｘｉｎ－ｈｅｍｏｌｙｓｉｎ遺伝子検出

用プライマー対ＶＶｐ１＆ＶＶｐ２（以下「ｐＶＶｐ」。）が

含まれる（表２）。ＶＩＢＭＸでは、ｐＴｏｘＲとｐＴＤＨおよ

びｐＶＶｐが競合作用を示した。成績（図４）により決定

した各プライマー対の濃度比はｐＣＴ：ｐＶＣ：ｐＴｏｘＲ：

ｐＴＤＨ：ｐＶＶｐ＝４：２：４：１：１（プライマー対最終濃

度は各々０．４μＭ：０．２μＭ：０．４μＭ：０．１μＭ：

０．１μＭ）であった（表２）。

キャンピロバクター・ウェルシュ菌用マスターミックス

（以下「ＣＣＷＭＸ」。）は、１６ＳｒＲＮＡ検出用プライマ

ー対Ｃ－ｃ＆ｊ－Ｆ＆Ｃ－ｃ＆ｊ－Ｒ（以下「ｐＣ－ｃ＆

ｊ」。）、ｈｉｐｐｕｒｉｃａｓｅ遺伝子検出用プライマー対ＣＪ－

Ｃ．ｃｏｌｉＨＩＰ－Ｆ＆ＣＪ－ＨＩＰ－Ｒ（以下「ｐＨＩＰ」。）、

（ＮＣＴＣ１１３６６ 株）オープンリーディングフレームＯＴ

ＲＦ検出用プライマー対ＣＣ１８－Ｆ＆ＣＣ１８－Ｒ（以

下「ｐＣＣ」。）、ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣ遺伝子検出用プラ

イマー対ＰＬ３＆ＰＬ７（以下「ｐＰＬ」。）、およびｅｎｔｅｒｏ

ｔｏｘｉｎ遺伝子検出用プライマー対Ｐ１４５＆Ｐ１４６（以

下「ｐＰ」。）が含まれる（表２）。ＣＣＷＭＸでは、ｐＣ－

ｃ＆ｊとｐＨＩＰおよびｐＣＣが、それぞれ競合作用を示

した（図４）。成績により決定した各プライマー対の濃

度比は、ｐＰＬ：ｐＰ：ｐＣ－ｃ＆ｊ：ｐＨＩＰ：ｐＣＣ＝２：２：２

：２：１（プライマー対最終濃度は各々０．４μＭ：０．４

μＭ：０．４μＭ：０．４μＭ：０．２μＭ）であった（表

２）。

リステリア・エルシニア・セレウス菌用マスターミック

ス（以下「ＬＹＢＭＸ」。）は、ｉａｐ遺伝子検出用プライマ

ー対ＭＯＮＯＡ＆ＬＩＳ１Ｂ（以下「ｐＬｍ１」。）、ｌｉｓｔｅｒｉｏ

ｌｙｓｉｎ Ｏ遺伝子検出用プライマー対ＬＬ５＆ＬＬ４（以

下「ｐＬｍ２」。）、ａｉｌ遺伝子検出用プライマー対Ｙｅ１

＆Ｙｅ２（以下「ｐＹｅ」。）、ｉｎｖ遺伝子検出用プライマ

ー対ＹＰ－３＆ＹＰ－４（以下「ｐＹｐ」。）、ｈｅｍｏｌｙｓｉｎ

ＢＬ遺伝子検出用プライマー対ＨＥＬ－Ｆ＆ＨＥＬ－Ｒ

（以下「ｐＨＥＬ」。）、ｃｅｒｅｏｌｙｓｉｎ ＡＢ遺伝子検出用

プライマー対ＣＥＬ－Ｆ＆ＣＥＬ－Ｒ（以下「ｐＣＥＬ」。）
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【表２】 選抜、グループ化後のプライマー対一覧Ⅰ

：プライマー長， ： 含有量， ：融解温度， ：グラジエント最大値， ：ミックスLength %GC GC Tm Tamax final conc.
プライマー至適濃度

G roup
Nam e

Product
size

reference target gene
Prim er
Nam e

Sequence Length %G C Tm Tam ax
Final

conc.(μM )

mMK2-1 GAGTTTACGATAGACCTTTCGAC 23 43.5% 66.0

mMK2-2 GGCCACATATAAATTATTTTGCTC 24 33.3% 64.0

LT-11 CCCACCGGATCACCA 15 66.7% 50.0

LT-2 GTGCTCAGATTCTGGGTCTC 20 55.0% 62.0

ST1a-s GCAATTTTTATTTCTGTATTATCTTT 26 19.2% 62.0

ST1a-as GGATTACAACAAAGTTCACAG 21 38.1% 58.0

ST1b-s TTTATTTTTCTTTCTGTATTGTCTTT 26 19.2% 62.0

ST1b-as GGATTACAACACAATTCACAG 21 38.1% 58.0

I-1 ATATCTCTATTTCCAATCGCGT 22 36.4% 60.0

I-51 GGCGAGAAATTATATCCCG 19 47.4% 56.0

Eco-1 GACCTCGGTTTAGTTCACAGA 21 47.6% 62.0

Eco-2 CACACGCTGACGCTGACCA 19 63.2% 62.0

ST3 AGATGGTACTGGCGTTGCTC 20 55.0% 62.0

ST4 TGGAGACTTCGGTCGCGTAG 20 60.0% 64.0

Sal-3 TATCGCCACGTTCGGGCAA 19 57.9% 60.0

Sal-4 TCGCACCGTCAAAGGAACC 19 57.9% 60.0

HILA2-F CTGCCGCAGTGTTAAGGATA 20 50.0% 60.0

HILA2-R CTGTCGCCTTAATCGCATGT 20 50.0% 60.0

Shi-1 CTTGACCGCCTTTCCCGATAC 21 57.1% 66.0

Shi-2 CAGCCACCCTCTGAGAGTA 19 57.9% 60.0

I-1 ATATCTCTATTTCCAATCGCGT 22 36.4% 60.0

I-51 GGCGAGAAATTATATCCCG 19 47.4% 56.0

virA-f CTGCATTCTGGCAATCTCTTCACATC 26 46.2% 76.0

virA-r TGATGAGCTAACTTCGTAAGCCCTCC 26 50.0% 78.0

CT1 TCAAACTATATTGTCTGGTC 20 35.0% 54.0

CT2 CGCAAGTATTACTCATCGA 19 42.1% 54.0

VC-1 GGCAGATTCTAGACCTCCT 19 52.6% 58.0

VC-2 TCGATGATCTTGGAGCATTC 20 45.0% 58.0

TDH-1 GGTACTAAATGGCTGACATC 20 45.0% 58.0

TDH-2 CCACTACCACTCTCATATGC 20 50.0% 60.0

ToxR399 AGCCCGCTTTCTTCAGACTC 20 55.0% 62.0

ToxR399 AACGAGTCTTCTGCATGGTG 20 50.0% 60.0

VVp1 CCGGCGGTACAGGTTGGCGC 20 75.0% 70.0

VVp2 CGCCACCCACTTTCGGGCC 19 73.7% 66.0

C-c&j-F AATCTAATGGCTTAACCATTA 21 28.6% 54.0

C-c&j-R GTAACTAGTTTAGTATTCCGG 21 38.1% 58.0

CJ-HIP-F GAAGAGGGTTTGGGTGGTG 19 57.9% 60.0

CJ-HIP-R AGCTAGCTTCGCATAATAACTTG 23 39.1% 64.0

CC18-F GGTATGATTTCTACAAAGCGAG 22 40.9% 62.0

CC18-R ATAAAAGACTATCGTCGCGTG 21 42.9% 60.0

PL3 AAGTTACCTTTGCTGCATAATCCC 24 41.7% 68.0

PL7 ATAGATACTCCATATCATCCTGCT 24 37.5% 66.0

P145 GAAAGATCTGTATCTACAACTGCTGGTCC 29 44.8% 84.0

P146 GCTGGCTAAGATTCTATATTTTTGTCCAGT 30 36.7% 82.0
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275

およびｈｅｍｏｌｙｓｉｎ遺伝子検出用プライマー対ＢＣ－

１＆ＢＣ－２（以下「ｐＢｃ」。）が含まれる（表３）。ＬＹＢ

ＭＸでは、ｐＨＥＬとｐＣＥＬおよびｐＢＣに競合作用が

認められた。成績（図４）により決定した各プライマー

対の最終濃度比は、ｐＬｍ１：ｐＬｍ２：ｐＹｅ：ｐＹｐ：ｐＨ

ＥＬ：ｐＣＥＬ：ｐＢｃ＝４：４：４：４：４：２：１（プライマー対

最終濃度は各々０．４μＭ：０．４μＭ：０．４μＭ：０．

４μＭ：０．４μＭ：０．２μＭ：０．１μＭ）であった（表

３）。

黄色ブドウ球菌用マスターミックス（以下「ＳＡＭ

Ｘ」。）は、ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎＡ遺伝子検出用プライマー対

ＧＳＥＡＲ－１＆ＧＳＥＡＲ－２（以下「ｐＧＳＥＡＲ」。）、

Ｘ」。）は、ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎＡ遺伝子検出用プライマー対

ＧＳＥＡＲ－１＆ＧＳＥＡＲ－２（以下「ｐＧＳＥＡＲ」。）、

ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎＢ遺伝子検出用プライマー対ＧＳＥＢＲ

－１＆ＧＳＥＢＲ－２（以下「ｐＧＳＥＢＲ」。）、ｅｎｔｅｒｏｔｏ

ｘｉｎＣ遺伝子検出用プライマー対ＧＳＥＣＲ－１＆ＧＳ

ＥＣＲ－２（以下「ｐＧＳＥＣＲ」。）、ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎＤ遺伝

子検出用プライマー対ＧＳＥＤＲ－１＆ＧＳＥＤＲＦ－２

（以下「ｐＧＳＥＤＲ」。）、及びｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎＥ遺伝子

長崎県衛生公害研究所報 ４８，（２００２）報文
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【表３】 選抜、グループ化後のプライマー対一覧Ⅱ

：プライマー長， ： 含有量， ：融解温度， ：グラジエント最大値， ：ミックスLength %GC GC Tm Tamax final conc.
プライマー至適濃度

G roup
Nam e

Product
size

reference target gene Prim er Nam e Sequence Length %G C Tm Tam ax
Final

conc.(μM )

LM-MONOA CAAACTGCTAACACAGCTACT 21 42.9% 60.0

LM-LIS1B TTATACGCGACCGAAGCCAAC 21 52.4% 64.0

LM-LL5 AACCTATCCAGGTGCTC 17 52.9% 52.0

LM-LL4 CGCCACACTTGAGATAT 17 47.1% 50.0

Ye-1 CTATTGGTTATGCGCAAAGC 20 45.0% 58.0

Ye-2 TGCAAGTGGGTTGAATTGCA 20 45.0% 58.0

YP-3 CTTGGCTGATGGCACGAT 18 55.6% 56.0

YP-4 TCGTCACCTGACCCTGAT 18 55.6% 56.0

BC-HEL-F GAAGGGTGCTATTTTGGGTCTAC 23 47.8% 68.0

BC-HEL-R AGGGTAGGGTTCAAGTTCTAATC 23 43.5% 66.0

BC-CEL-F CATGCGGCAAACTTTACGAACCT 23 47.8% 68.0

BC-CEL-F TAATCTGCCGCCCCGAATAAAT 22 45.5% 64.0

BC-1 CTGTAGCGAATCGTACGTATC 21 47.6% 62.0

BC-2 TACTGCTCCAGCCACATTAC 20 50.0% 60.0

GSEAR-1 GGTTATCAATGTGCGGGTGG 20 55.0% 62.0

GSEAR-2 CGGCACTTTTTTCTCTTCGG 20 50.0% 60.0

GSEBR-1 GTATGGTGGTGTAACTGAGC 20 50.0% 60.0

GSEBR-2 CCAAATAGTGACGAGTTAGG 20 45.0% 58.0

GSECR-1 AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 24 37.5% 66.0

GSECR-2 CACACTTTTAGAATCAACCG 20 40.0% 56.0

GSEDR-1 CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 23 26.1% 58.0

GSEDR-2 ATTGGTATTTTTTTTCGTTC 20 25.0% 50.0

GSEER-1 AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 21 42.9% 60.0

GSEER-2 CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC 21 33.3% 56.0

CBML A1 AGCTACGGAGGCAGCTATGTT 21 52.4% 64.0

CBML A2 CGTATTTGGAAAGCTGAAAAGG 22 40.9% 62.0

CBML B1 CAGGAGAAGTGGAGCGAAAA 20 50.0% 60.0

CBML B2 CTTGCGCCTTTGTTTTCTTG 20 45.0% 58.0

CBML E1 CCAAGATTTTCATCCGCCTA 20 45.0% 58.0

CBML E2 GCTATTGATCCAAAACGGTGA 21 42.9% 60.0

CBML F1 CGGCTTCATTAGAGAACGGA 20 50.0% 60.0

CBML F2 TAACTCCCCTAGCCCCGTAT 20 55.0% 62.0

AS-11 TGCAGGACAAATGCAACCAGT 21 47.6% 62.0

AS-22 TCCACCCCAAAATGGTATTCC 21 47.6% 62.0

BS-11 CCTCCATTTGCGAGAGGTACG 21 57.1% 66.0

BS-22 CTCTTCGAGTGGAACACGTCT 21 52.4% 64.0

CS-11 ATACACTAGCTAATGAGCCTG 21 42.9% 60.0

CS-22 TGGAGTATTGTTATTCCCAGG 21 42.9% 60.0

DS-11 GTGATCCTGTTAATGACAATG 21 38.1% 58.0

DS-22 TCCTTGCAATGTAAGGGATGC 21 47.6% 62.0

ES-11 CAGGCGGTTGTCAAGAATTTTA 22 40.9% 62.0

ES-22 ATTAGCTTTTGACAGTTCTTC 21 33.3% 56.0

FS-11 CAATAGGAACGAATCCTAGTG 21 42.9% 60.0

FS-22 ATCAGGTCCTGCTCCCAATAC 21 52.4% 64.0

520
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15)
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RAMESH 2002
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0.40

0.40

0.40

0.40

0.40

0.40

0.40

CBMX

0.40

0.40

0.40

0.40

0.40

0.40

NT332

SAMX

検出用プライマー対ＧＳＥＥＲ－１＆ＧＳＥＥＲ－２（以

下「ｐＧＳＥＥＲ」。）が含まれる（表３）。ＳＡＭＸは、既

製のＭ－ＰＣＲ用プライマーであり、文献から引用し

た濃度比により目的のバンドが良好に増幅された。

決定した各プライマー対の濃度比は、ｐＧＳＥＡＲ：ｐＧ

ＳＥＢＲ：ｐＧＳＥＣＲ：ｐＧＳＥＤＲ：ｐＧＳＥＥＲ＝１：１：１：

１：１（プライマー対最終濃度は各々０．４μＭ：０．４

μＭ：０．４μＭ：０．４μＭ：０．４μＭ）であった（表

３）。

ボツリヌス菌用マスターミックス（以下「ＣＢＭＸ」。）

は、ＢｏｎＴＡ遺伝子検出用プライマー対ＣＢＭＬＡ１

＆ＣＢＭＬＡ２（以下「ｐＣＢＭＬＡ」。）、ＢｏｎＴＢ遺伝子

検出用プライマー対ＣＢＭＬＢ１＆ＣＢＭＬＢ２（以下「ｐ

ＣＢＭＬＢ」。）、ＢｏｎＴＥ遺伝子検出用プライマー対Ｃ

ＢＭＬＥ１＆ＣＢＭＬＥ２（以下「ｐＣＢＭＬＥ」。）、ＢｏｎＴ

Ｆ遺伝子検出用プライマー対ＣＢＭＬＦ１＆ＣＢＭＬＦ

２（以下「ｐＣＢＭＬＦ」。）、ＢｏｎＴＡ遺伝子検出用プラ

イマー対ＡＳ１１＆ＡＳ－２２（以下「ｐＡＳ」。）、ＢｏｎＴ

Ｂ遺伝子検出用プライマー対ＢＳ－１１＆ＢＳ－２２（以

下「ｐＢＳ」。）、ＢｏｎＴＣ遺伝子検出用プライマー対Ｃ

長崎県衛生公害研究所報 ４８，（２００２）報文
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Ｓ－１１＆ＣＳ－２２（以下「ｐＣＳ」。）、ＢｏｎＴＤ遺伝子

検出用プライマー対ＤＳ－１１＆ＤＳ－２２（以下「ｐＤ

Ｓ」。）、ＢｏｎＴＥ遺伝子検出用プライマー対ＥＳ－１１

＆ＥＳ－２２（以下「ｐＥＳ」。）、およびＢｏｎＴＦ遺伝子

検出用プライマー対ＦＳ－１１＆ＦＳ－２２（以下「ｐＦ

Ｓ」。）が含まれる（表３）。ＣＢＭＸは、既製のＭ－ＰＣ

Ｒ用プライマーであり、ｐＣＢＭＬＡを除き、文献から引

用した濃度比により目的のバンドが良好に増幅され

た。ｐＣＢＭＬＡでは７８２ｂｐのバンドが増幅されるは

ずであったがｐＣＢＭＬＢと同じ２０５ｂｐ程度のバンドが

検出された。したがって、同様にボツリヌス神経毒を

対象としている別のＭ－ＰＣＲでデザインされたプライ

マーと組み合わせて使用することにした。決定した各

プライマー対の最終濃度比は、ｐＣＢＭＬＡ：ｐＣＢＭＬ

Ｂ：ｐＣＢＭＬＥ：ｐＣＢＭＬＦ：ｐＡＳ：ｐＢＳ：ｐＣＳ：ｐＤＳ：ｐ

ＥＳ：ｐＦＳ＝１：１：１：１：１：１：１：１：１（プライマー最終

濃度は各々０．４μＭ：０．４μＭ：０．４μＭ：０．４μ

Ｍ：０．４μＭ：０．４μＭ：０．４μＭ：０．４μＭ：０．４

μＭ）であった（表２）。

【図５】 一括検出成績ECOMIX

【図６】 一括検出成績SSMIX
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２ 食中毒起因細菌一括検出試薬成績

成績を図５～１０に示した。

ＥＣＯＭＸにより非病原性大腸菌（株番号ＥＣ１－

７）、腸管毒素原性大腸菌（株番号ＥＣ３＆４）、腸管

侵入性大腸菌（株番号ＥＣ５＆６）および腸管出血性

大腸菌（株番号ＥＣ７＆８）が明確に分別された。ＳＳ

ＭＸによりチフス菌（株番号ＳＳ１＆２）、赤痢菌（株番

号ＳＳ３，４，５＆６）、サルモネラ属菌（株番号ＳＳ７＆

８）が明確に分別された。ＶＩＢＭＸによりコレラ菌（株

番号ＶＩＢ１＆２）、耐熱性毒素産生性腸炎ビブリオ

（株番号ＶＩＢ３＆４）、耐熱性毒素非産生性腸炎ビブ

リオ（株番号ＶＩＢ５＆６）およびビブリオバルニフィカス

（株番号ＶＩＢ７＆８）が明確に分別された。ＣＣＷＭＸ

により毒素産生性ウェルシュ菌（株番号ＣＣＷ１＆

２）、毒素非産生性ウェルシュ菌（株番号ＣＣＷ３＆

４）、キャンピロバクタージェジュニ（株番号ＣＣＷ５＆

６）およびキャンピロバクターコリ（株番号ＣＣＷ７＆８）

が明確に分別された。ＬＹＢＭＸによりリステリアモノサ

イトゲネス（株番号ＬＹＢ１＆２）、エルシニアエンテロ

コリティカ（株番号ＬＹＢ３，４＆５）、エルシニアシュー

ドチュベクローシス（株番号ＬＹＢ６）およびセレウス菌

（株番号ＬＹＢ７＆８）が明確に分別された。

【図７】 一括検出成績VIBMIX

【図８】 一括検出成績CCWMIX
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【図９】 一括検出成績SAMIX
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【図１０】 ＬＹＢＭＸおよびＣＢＭＸによる一括検出成績
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ＳＡＭＸによりエンテロトキシンＡ陽性株（株番号ＳＡ

１）、エンテロトキシンＡ＆Ｂ陽性株（株番号ＳＡ２）、エ

ンテロトキシンＢ陽性株（株番号ＳＡ３＆７）、エンテロ

トキシンＣ陽性株（株番号ＳＡ５，６＆８）およびエンテ

ロトキシンＤ陽性株（株番号ＳＡ４）が明確に分別され

た。ＣＢＭＸによりニューロトキシンＡ陽性株（株番号Ｃ

Ｂ１＆４）、ニューロトキシンＢ陽性株（株番号ＣＢ２）お

よびエンテロトキシンＥ陽性株（株番号ＣＢ３）が明確

に分別された。

考 察

１ グラジエントＰＣＲ

ＰＣＲのコアの試薬であるプライマー対は２０～２５

対程度のオリゴヌクレオチドからなり、ＰＣＲの成否が
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これらにより左右されると言っても過言ではなく、その

特性は塩基配列から計算されるＧＣ含量とＴｍ値に

依存すると考えられている 。一般的に、設計された2)

プライマー対の塩基配列等からＴｍ値を推測する方

法は様々に報告されており、至適アニーリング温度を

便宜的に推測することは可能である 。しかしなが
27 ,28) )

ら、推測値と実測値の間に存在する誤差により、実際

には温度条件を変えて反応させることが簡便な最良

の検証手段であると考えられる。本研究においてもＴ

ｍ値と実測値によるグラジエント最大値（Ｔａｍａｘ）との

関係は、プライマー対毎にかなりのばらつきが認めら

れ、前述のことが良く実証された（表２，３）。この他に

もプライマー長，ＧＣ含有量、増幅産物量等から有効

な指標が導き出される所見も認められたが、今回の

主目的は食中毒起因細菌に対する迅速、簡便かつ

わかりやすい一括検出方法を確立することであるた

め、精査せず次回の課題としたい。

２ 競合ＰＣＲ

一般的にＭ－ＰＣＲの実施には、使用されるプライ

マー対の設計が最も重視される 。設計の際に、ほ
26)

ぼ同等のＴｍ値を持ち、相互作用が無いことが証明

されていなければならない。本研究では、既存のプラ

イマー対の再利用がテーマであるため、選抜プライ

マー対に対して競合ＰＣＲにより相互作用を精査し

た。競合ＰＣＲで設定した濃度比（表２，３）を用いた

一括検出成績では、図５－１０の通り、目的のバンド

が効率よく検出された。これらが成功した理由の一つ

には、現在市販されているＰＣＲ用試薬の品質向上

があると考えられる。今回は精査していないが、使用

したホットスタート用Ｔａｑおよびバッファーには汎用さ

れているγＴａｑに比べ特異性とともに反応液環境に

対する耐用性が非常に優れているように感じられる。

これらの証明は今後追究していきたい。

３ 食中毒起因細菌一括検出試薬

有効なプライマー対を効率よく選抜し、組み合わ

せることができれば、Ｍ－ＰＣＲにおいては全く別の

用途が生じると考えられる。例えば、鶏や豚の食肉工

場では、サルモネラ属菌、リステリア属菌およびカン

ピロバクター属菌が重要な病原菌であるが、水産漁

場ではビブリオ属菌、赤痢菌や大腸菌が主要な標的

である。一方、乳製品工場では基本的に汚染の是非

が最重要点であり、加えて大腸菌、黄色ブドウ球菌、

セレウス菌およびカンピロバクターといった病原細菌

のスクリーニングが必要である等、製品の種類によっ

て重要管理点となる細菌の種類が異なっている。この

ように、製品の種類に応じて様々な細菌種の組み合

わせが要求されるために、プライマー対の効率的な

選抜方法を確立することは非常に有効なことである。

一方で、今回の既成のプライマー対 を用いたグ
1 -25) )

ラジエントＰＣＲ成績において（図４）、グラジエント最

大値が高く増幅バンド量も多い有効なプライマー対

が多数認められた。従って、これらを再利用する方式

を確立さえすれば、プライマー対の再利用は可能で

あると考えられた。

本研究では、既報の様々な文献や特許から抽出し

た多数のプライマー対の中から有効なプライマー対

を簡便且つ効率的に抽出する手段を検討した。今回

作製した食中毒起因細菌一括検出試薬により、純培

養細菌の煮沸抽出ＤＮＡに対し、全ての対象遺伝子

を明瞭に検出することが出来た。また、対象遺伝子を

複数のプライマー対を用いて証明することにより、正

確性と分別性が向上し、より正確でわかりやすい検査

系を確立することが出来た。

以上のことから、今回の食中毒起因細菌検出試薬

の作製に対するプライマー対選抜方法や調製方法

は、既報プライマー対の再利用に必要な手段として

Ｍ－ＰＣＲの実施に有効であると言える。

研究を実施するに当たり、貴重な菌株を分譲してく

ださった宮城県保健環境センターの斉藤紀行先生、

および秋田県衛生科学研究所の斉藤志保子先生に

深謝いたします。
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