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Screening of Food Poisoning bacteria by Real-Time Multiplex PCR in feces 
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食中毒発生時の糞便の細菌検査において、原因菌スクリーニングを迅速に行う方法として、 
リアルタイム PCR による検査法を確立した。検出対象は、食中毒菌 8 菌種の 21 遺伝子とし 
、菌の潜伏時間および融解曲線分析（Tm 値）を考慮して 7 セット（A～G）のマルチプレッ 
クス PCR に集約した。糞便検体は、直接または各選択増菌培地で培養し、遺伝子抽出キット 
を用いて遺伝子抽出し、リアルタイム PCR 検査に供した。その結果、103cfu/g 程度の対象菌 
遺伝子を検出することが可能となった。構築した検査法を用いて過去の 3 事例の検体を検査 
したところ、スクリーニング検査としての有効性を確認できた。また、直接抽出検体および 
増菌抽出検体の双方の結果を比較することで、生菌・死菌の推定も可能となり、培養検査法 
の結果の推定が高い精度で行うことができた。 
 

 
１．はじめに

 
食中毒事件（疑）の疫学調査では、細菌検査結果等

を疫学調査に反映して、総合的に判断して行政対応を

図ることが原則である。しかしながら、現在の培養検

査法では、菌の検出に約 3 日から 6 日を要するため、

疫学調査のみで行政対応を行わなければならない事例

がある。また、糞便検体の培養検査法では食中毒菌の

定量ができないことから、的確な分析に支障をきたす

恐れがある。そこで、この問題を解消することを目的

として、遺伝子解析手法を用いたリアルタイム PCR に

よる検査法を確立したので報告する。 
 

２．方法 
 
２．１ 対象食中毒菌とその遺伝子の選定

現在の食中毒検査状況を踏まえ、主要食中毒菌 8 菌種を

選定した。その上で、既報告の論文 1)~14)を参考に、病原性

および菌種特異性等を考慮し、21 遺伝子を検出対象とし

た（表 1）。また、各遺伝子を検出するプライマーは、PCR
反応による増幅産物が 50bp～400bp の範囲となり、かつ

特異性が確認されているものとして、24 論文で報告され

ている 39 対のプライマーから選択した。 
 

２．２ リアルタイム の試薬等および反応条件

リアルタイム PCR は、Thermal Cycler Dice Real Time 
System TP800(TaKaRa)に 96 穴マイクロプレートを使用

し 、 反 応 液 組 成 は 、 SYBR Premix Ex Taq II 
(TaKaRa)12.5μL、3 対 6 種の 10μM プライマー各 1μL、
滅菌精製水 4.5μLおよび DNA 抽出液（サンプル）2μLと

した。反応条件は、95℃で 30 秒の後、95℃で 5 秒、58℃
～61℃で 30 秒を 35～40 サイクルで行い、最適な反応温

度および反応サイクルを決定した。その後、融解曲線分析

を行い、Tm 値を算出した。プライマーの組み合わせにつ

いては、PCR 増幅産物の融解曲線分析の結果（Tm 値）か

ら、Tm 値が重ならない（±0.5℃以上）こと、および菌の

潜伏時間が類似していることを条件として、3 種類の遺伝 

 
子検出系を１セットとして組み合わせた。その後、感度お

よび特異性に問題が生じた場合は、別のプライマーを用い

るか、組み合わせを変えて改善を行った。 
 

２．３ 検体の処理方法の検討 
リアルタイム PCR 検査の検出感度を高めるため、検体

の増菌培養処理を行うか検討した。増菌培地としては、対

象とした菌の選択増菌培地（病原大腸菌：mEC 培地、サ

ルモネラ属菌：セレナイトシスチン培地、カンピロバクタ

ー：プレストン培地、ウェルシュ菌：クックドミート培地、

セレウス菌：ポリミキシンＢ加 TSB 培地、黄色ブドウ球

菌：7.5%NaCl 加普通ブイヨン、腸炎ビブリオ：アルカリ

性ペプトン培地）を使用することとした。また、生菌死菌

判別については、Viable Bacteria Selection Kit for PCR 
(Gram Negative) (TaKaRa)を用いて検討した。さらに、

遺伝子抽出方法については、市販 DNA 抽出キットのうち、

比較的操作時間が短く、手順が簡易なものとして、

QIAamp  DNA  Mini Kit(QIAGEN)、DNeasy  Blood& 
Tissue Kit(QIAGEN)および NucleoSpin TissueXS 

(TaKaRa)の 3 種類を比較検討した。 
 
２．４ 保存検体での検証

確立した検査法が、実際の検査に導入可能かどうか検証

するため、凍結保存された過去事例の糞便検体を用いてリ

アルタイム PCR 検査を実施し、当時の培養法による結果

と比較を行った。また、凍結保存中に菌の死滅等がないか

を確認するため、培養法も併せて行った。 
 

３．結果 
 

３．１ リアルタイム 反応条件等

本検査系に最適なアニーリング温度は 59℃であった。

また、反応サイクル数は、非特異反応と思われる増幅がみ

られる検体があったものの、偽陰性を防止するため 40 サ

イクルとした。プライマーの組合せ検討を行った結果、21
遺伝子を 7 セット（A－G）に集約した（表 2、図 1）。 
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３．２ 検体の処理方法

３．２．１ 前処理方法

糞便から遺伝子を直接抽出して検査することも可能で

あった（QIAamp DNA Stool mini Kit 使用）が、感度が

悪く偽陰性となる検体があった。また、食中毒疑い事例の

検査として同時に実施することが多いノロウイルスの検

菌株を添加した糞便を用いて、感度を確認したところ、検

出できない遺伝子があったため、増菌培養液の採取量を

200μLにしたところ、全ての遺伝子が検出可能となった。 
 

３．２．２ 死菌由来遺伝子除去キットの検討

グラム陰性菌については生菌由来遺伝子のみを選択的

に検出できたが、グラム陽性菌については良好な結果は得

られなかった。また、1 検体（1.4mL）を処理するために

キットの試薬を多量に消費してしまうこと、また、作業が

煩雑となってしまうことが問題であった。そこで、検体か

ら直接遺伝子抽出した場合の増幅曲線と増菌培養後に遺

伝子抽出した場合の増幅曲線を比較することで、生菌死菌

を推定することとした。 
 
３．２．３ 遺伝子抽出方法の検討

本検査手順で遺伝子抽出を行った場合、いずれの遺伝子

においても NucleoSpin Tissue XS の DNA 収量が多い結

果となった（図 2）。ただし、検体の状態によって、ある

いはグラム陽性菌の遺伝子検出において、検出感度の低下

がみられたため、このキットの基本工程のうち、抽出率低

下の原因となると思われる事項に対処する工程を、キット

の手順書を参考に検討した。 
まず、糞便由来物や増菌培養液の影響を軽減するため、

前処理の前に遠心工程（5,000rpm 15min）を追加した。

次に、溶菌しにくい黄色ブドウ球菌などのグラム陽性菌の

遺伝子抽出率を高めるため、溶菌工程に加熱工程（95℃ 
10min）を追加した。さらに、検体によっては、エタノー

ル処理工程の前に残渣が残る場合があるため、この残渣を

除去する工程（15,000rpm 5min）を追加した。最後に、

リアルタイム PCR 検査に必要な容量を確保するため、最

終容量を 30μLとした（図 3）。これにより、リアルタイム

PCR 検査における検出感度の向上がみられた。 
 

３．３ 過去検体での検証

過去に発生した食中毒 3 事例の凍結糞便 18 検体を用い

て、これまでに構築したスクリーニング検査法の有効性を

検証した。 
事例 1 は 2011 年 6 月 5 日に搬入された 3 検体で、当時

の培養法の結果は 1 検体のみ Campylobacter jejuni 陽性

であった。リアルタイム PCR による結果は図 4 のとおり

で、直接抽出では 3 検体とも陽性となったが、増菌培養後

抽出では、1 検体（F3）が陰性となった。また、残りの 2
検体も増菌培養後抽出のCt値が直接抽出のCt値とほぼ同

じか高い結果となった。その後、凍結糞便を培養法で検査

したところ、3 検体とも陰性であった。 
事例 2 は 2012 年 5 月 30、31 日に搬入された 7 検体で、

培養法の結果は 7 検体ともサルモネラ属菌が陽性であっ

た。リアルタイム PCR による結果は図 5 のとおりで、直

接抽出では 2 検体が陽性、増菌培養後抽出の結果は 6 検体

が陽性であった。凍結糞便の培養検査では 5 検体が陽性と

なり、増菌培養後抽出の結果とほぼ一致した。 
事例 3 は 2012 年 7 月 25 日に搬入された 8 検体で、培

養法の結果は 4 検体が Campylobacter jejuni 陽性であっ

た。リアルタイム PCR による結果は図 6 のとおりで、直

接抽出では 4 検体が陽性、増菌培養後抽出の結果は 3 検体

が陽性であった。しかし、増菌培養後抽出で陽性となった

3 検体は、いずれも増菌培養後抽出の Ct 値が直接抽出の

Ct 値より高い結果となった。凍結糞便の培養検査では 8
検体全てが陰性となった。 

４．考察
 

食中毒事案が発生した際に、より迅速に原因菌のスクリ

ーニングを行うことを目的に、リアルタイム PCR 法を用

いた検査法が報告されている 10),15)。しかし、検出感度が

やや低いことや死菌由来遺伝子も検出してしまうなど、課

題も残されている。今回、我々はまず、糞便から直接遺伝

子を抽出して検査することを検討したが、検体等の要因に

よって偽陰性となる場合があることを確認した。そのため、

糞便を各選択増菌培地で培養後に、遺伝子抽出して検査す

る方法を追加した。結果として、培養法で陽性であった検

体は、直接抽出または増菌後抽出のどちらかで陽性となる

ことが確認でき、偽陰性の可能性を最小限度にとどめるこ

とができたと考えられる。 
過去に発生した有症事例の保存検体による検証では、事

例 1 において、培養法で陰性であったが直接抽出で陽性と

なった 2 検体は、増菌培養後抽出の Ct 値が直接抽出より

高かったことから、死菌あるいは生存しているが培養出来

ない（VNC）菌であったと推定された。 
事例 2 において、培養法の結果と相違がみられたのは 5

検体で、直接抽出で陰性となったが、増菌後抽出ではうち

4 検体が陽性となったため、菌量が少量であったと推察さ

れた。また、直接抽出でも増菌後抽出でも陰性となった 1
検体については、保存後検体の培養検査で陰性となり、保

存中に死滅してしまったと思われた。増菌後抽出で陽性と

なった 6 検体の Ct 値比較では、いずれも直接抽出よりも

増菌後抽出が低く、生菌の存在を推定できた。 
事例 3 において、培養法の結果と相違がみられたのは、

1 検体（培養法陽性だったが増菌後抽出で陰性）であった

が、直接抽出で陽性および保存後検体の培養検査で陰性だ

ったため、保存中に死滅あるいは VNC となったと考えら

れた。 
以上のことから、スクリーニング検査の感度は、培養法

結果とほぼ同等かそれ以上であると示唆された。また、直

接抽出検体と増菌後抽出検体の Ct 値を比較することで、

増菌培養後抽出の Ct 値が直接抽出の Ct 値と同等か、上回

る場合は、ほとんどが死菌あるいは VNC 菌であると推定

することができた。結果として、検体搬入から約 24 時間

で、培養法による最終結果を高い精度で推定することが出

来ると考えられた。 
実際の検査への導入に際しては、引き続き有症事例の生

糞便検体において検証を重ね、培養法との一致率を含めた

感度および特異性を確認することが必要であると考えら

れる。また、糞便検体だけでなく食品検体等に応用する場

合には、検査方法に様々な検討が必要になると思われる 15)。 
本法を利用して食中毒事例のスクリーニング検査を実

施することで、原因菌を早期に推定でき、原因究明や被害

拡大防止に向けた行政対応を迅速に行うことが出来る。今

後も実用化に向けてさらなる検討を重ねることが必要で

ある。 
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表 対象菌種とリアルタイム の標的遺伝子

 
食中毒菌 標的遺伝子 プライマー 参考文献

病原大腸菌

病原大腸菌

病原大腸菌

病原大腸菌

病原大腸菌

病原大腸菌 赤痢菌

病原大腸菌

病原大腸菌

病原大腸菌 その他

サルモネラ属菌

カンピロバクター

カンピロバクター

ウェルシュ菌

セレウス菌 嘔吐型

セレウス菌 下痢型

黄色ブドウ球菌

黄色ブドウ球菌（毒素遺伝子）

腸炎ビブリオ
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表 遺伝子の組み合わせと各 値

セット名 gene1 Tm 1 gene2 Tm 2 gene3 Tm 3 
セット A stx1 83.8±0.5 astA 85.2±0.5 daaD 90.9±0.5 
セット B hipO 80.6±0.5 lt 82.3±0.5 stx2 85.9±0.5 
セット C eae 80.6±0.5 virA 82.1±0.5 invA 84.1±0.5 

セット D aggR 74.2±0.5 
stIa 
stIb 

77.8±0.5 
78.2±0.5 

glyA 81.3±0.5 

セット E sea 76.4±0.5 sed 78.8±0.5 femB 83.2±0.5 
セット F seb 77.0±0.5 ces 80.5±0.5 tdh 81.6±0.5 
セット G sec 77.3±0.5 cpe 78.5±0.5 nheB 82.4±0.5 

図 各セットの融解曲線分析結果

 
 
 
 
 
 

図 抽出キットの抽出率比較（ 遺伝子）

QIAamp DNA Mini Kit 

DNeasy Blood&Tissue Kit 
NucleoSpin Tissue XS 

セット A セット D セット C セット B 

セット E セット F セット G 
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図 抽出キットの手順改善内容

図 事例 年 月（カンピロバクター検出事例）

直接抽出→ 直接抽出→ 直接抽出→ 

直接抽出→ 
←直接抽出 

直接抽出→ 

←増菌後 
抽出 

←増菌後 
抽出 

←増菌後 
抽出 

←増菌後 
抽出 ←増菌後 

抽出 ←増菌後抽出 
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図 事例 年 月（サルモネラ属菌検出事例）

 
 
 
 

 
 
図 事例 年 月（カンピロバクター検出事例）

直接抽出→ 

直接抽出→ 
直接抽出→ 直接抽出→ 

←直接抽出 
←直接抽出 

直接抽出→ 
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