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要 約

細菌性赤痢は，近年食品媒介感染が危倶されており，赤痢菌の食品からの迅速かつ高感度な検出法確立は急務であ

る.本研究では，厚生労働省より配布された参考試験法中，検出結果に影響を与えると思われた手順に改良を加え新規

試験法と L，検出系の感度や迅速性の向上を図った.結果，新規試験法は食品検体からの赤痢菌検出において，参考試

験法よりも 10倍高感度であった.また，菌検出までに要する時間がおよそ21時間以内と，参考試験法より約3.5時間

の短縮ができた.以上より，新規試験法は迅速微量検出法であり，食品からの赤痢菌検出に有用であると考えられる.

キーワード:ジJレコニアビーズ破砕法，リアルタイムPCR，Shigella s01l1lei. 

一一一一一一一一一一一一一一一一 日獣会誌 63，297 -300 (2010) 

赤痢菌は細菌性赤痢の起因菌であり ，Shigella dyse1l-

teriae， S. flexneri， S. boydii. S. sonneiの4つの菌種

に分類されている.これらは10個程度と少ない菌数で

感染することが知られており，公衆衛生上重要な細菌の

一つである [1] 重症例の起因菌であるS.dysenteriae 

やS.flex1Ieriは，衛生状態の悪い地域から多く分離され

る.いっぽう，衛生環境の改善に伴いS.sonneiが分離

される傾向にあり，先進国での発生事例のおよそ70%

を本菌種が占めている.本菌種は病原性が弱いためしば

、しば不顕性であり，自覚症状のない患者から感染が広が

る危険性を包含している.また，赤痢菌は薬剤耐性を高

率に獲得しており，多剤耐性菌の報告もあることから

[1，2]，病原性が弱い本菌種といえども軽視はできない

本感染症は従来，水系やヒト ヒト聞の感染が主とされ

ており食品媒介性の感染症とは考えられてこなかった

が，近年諸外国で輸入食品からの赤痢菌分離報告や細菌

性赤痢の集団食中毒が相次いで報告され，食品媒介感染

が危{具されている白， 4].故に，食品からの高感度かっ

迅速な検出系の確立は急務である.

2001年に西日本を中心に発生した細菌性赤痢事例で

は， S. sonneiに汚染された輸入力キが原因食品であっ

た [5].本事例で，自然に汚染されたカキからS.son 

1Ietが初めて国内で分離され，厚生労働省はその時の試

験法を参考試験法として配布した 本研究では分離実績

のあるS.sonneiを標的と L，従来の参考試験法にさら

に改良を加え，有用と思われる点を検討した.

材料および方法

参考試験法によるカキからの赤痢菌検出法:参考試験

法(平成14年1月9日付で厚生労働省医薬局食品保健
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図1 参考試験法と新規試験法の簡易図

左図は参考試験法，右図は改良を加えた新規試験法

を示す.参考試験法の内，変更部分を太字で表した
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a)参考試験法によるカキからの赤痢菌検出限界

接種菌数
(cfuI25g) 2.1 x 10' 2.1 X 101 2.1 0.21 陰世対11召

陽性
対!!百

(bp) M 
5日3

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

200 

b)新規試験法によるカキからの赤痢蘭検出限界

(bp) 

uwE: 293 
itaH: 242 

接税菌数 1 陰性 陽性
(cfuI25g) 21 X lO! 2.1 X 101 2.1 0.2i 対照 対阻

(bp) M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 

500 L竺竺土 t ~. 200 

invE : 293 itaH : 242 (bp) 

1~12 各試験法のカキからの赤痢菌検出限界

S. so削'"で実験的に汚染したカキを用いてj 各試験法による検出限界の比較を行ったー

a)参考試験法による検出限界 接種菌数は，レーン1-3:2.1xlOヘ レーン4~6 2.1 x 10'，レーン7-9:2.1，レー

ン10-12: 0.21 cfu125gである.

b)新規検出法による検出限界.奇数レーン守山vE，制数レーン;ipaHを示す.険性対聞には，S. sonnei非接種カキを.防

性対照にはS.sOllnei培養液 (9.1x 10'cfu!ml)からの抽出DNAを用いた

主管制¥(局)食品衛生担当課宛事務連絡)を図l左に示す.

生食用カキ25gに，希釈したS.so削lei8h200606株培

養液100μiを接種し， 0.5μg/mlノボビオシン (Becton

Dickin80n， U.S.A.)含有シゲラブロス (SB:OXOID， 

U.K.) 225mlとともにフィルター付きストマッカーバッ

グ (Creos，東京)に入れ， 10分室組にて放置しI時々手

もみ撹排した後キャンピパックプラス (BectonDickin 

80n， U.S.A.)を用いて縦気状態にした嫌気ジャ ー

(OXOID， U.K.)内にて44tで201時間嫌気培養した.

培養液を撹枠後，lmlを採取し5，000rpmで2分間j遠心

した 得られたベレットに減関蒸留水100μlを加えて懸

濁 L，95'Cで5分加熱した その後13，000rpmで10分

IIIi遠'L'L，上前を検体DNAとした 標的遺伝子の検出

には TakaRa.Ex Taq'" (タカラバイオ出掛，滋賀)と，

タカラ特殊細菌検出用プライマーセッ r(赤却]菌，腸管
侵入性大腸菌 illvEおよびipaH遺伝子検出!日，タカラ

バイオ側，滋賀)を用いたマルチプレックス PCRを行

った.反応液組成は，x 10添付 Bufferを2μ1，添付

dNTP Mixture (2.5mM each)を2μ 1，プライマー

(invE， itαHともにforward，reverse) 0.2μlずつ，

ポリメラーゼを0.1μ1，滅閣蒸留水14.1μ1，検体DNA

をIμl混合した PCR条件は，熱変性を94tで30秒，

アニーリングを 55tで30秒， {Ifl長反応を 72'Cで30秒

としこれを35サイクル反復した後，伸長反応を 72'C

で7分行った
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新規検出;去によるカキからの赤痢菌検出法・ 新規試験

法をl罰1右に示す.調整後のS.sonnei培養液100μlを

接種したカキ25gをノポピオシン合イ，SB225mlととも

にフィルター付きストマッカーバッグにいれ，ただちに

ストマヅカー(AESLaboratoire， France)で機械的に

30秒間撹排した後44tで181時間好気培養した培養液

を撹狩後2mlを採取し，ジルコニアビーズ破砕法を用い

た市l!OCのDNA抽出キット (MORA-EXTRACTKit，極

東製薬工業側，東京)にてDNAを抽出した.本法によ

り1111IJ.¥したDNAは10倍に希釈してから検体DNAとし

てリアルタイム PCRに用いた.新規検出法では，標的

逃伝子の検出にLightCycler'480 SYB Green 1 ma8 

ter lTIix (Roche Diagnostics， Germany)と，上記同

様のプライマーセットを用し、たリアルタイム PCRを行

ったー反応液細l成は， x 2 Master Mixを10μ1，プライ

マー1種類のforward，reverseを各1μlずつ，滅菌蒸

留水を 3111，検体DNA5μlを混合した PCR条刊は，

iIij熱変性を95tで10分行った後，熱変性を 95'cで15
秒，アニーリングを65tで10秒， {'t'長反応を72tで

25秒とし，これを 35サイクル行った.融解条併は，

65 'cで10秒の処理後， 40'Cで30秒処理した.本研究
では，各試験方法の検出感度を比較し易くするために，

リアルタイムのPCR産物に|珂しでも電気泳動を行った.

なお，各試験法の検出限界観祭実験は3匝l繰り返して笑

施L，3匝l再現性が得られた希釈段階のみを|場性と判断
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接種関数
(cfu/ml) 

ボイル法由来DNA

図3 各試験法由来I[I[出DNAの検出感)互の比較

ジルコニアピ ズ破砕法由来DNA

(bp) 
invE : 293 

赤痢閣の培養液から，ボイル法(左図)またはジルコニアビーズ破砕法(右図)により抽出したDNAを階段希釈し，invE， itaH 
プライマーによるマルチプレックスPCRを行い検出限界を比較した 陰性対照は滅菌蒸切水を，陽性対聞は図2と同条件。

した

各DNA抽出法の感度の比較 S.sonnei培養液から

ボイル法とジルコニアビーズ破砕法により DNA抽出を

行った llli出DNAを階段希釈し，上記プライマーを用

いたマルチプレックス PCRを実施し，検出限界を比較

した

成 績

参考試験;去の試験結果:参考試験法に従い，カキから

の赤痢菌検出限界を観察した.その結果， 210cfu/25g 

までの検出限界であった (図2a)，また，所要時間は撹

判、から標的遺伝子の検出までおよそ241時間であった

本研究では， DNA濃度が部くなるにつれ， 2長I!のプライ

マーのI*JipaHの]，が高感度であった (図2ab) したが

って，本研究ではψαHのみの検出でも赤痢菌防性とし

た.

新規検出法の試験結果目 続いて，新規検出法に従いカ

キからの赤痢菌検出限界を観察したところ，日日'Eと

iPaH遺伝子 (invE，ipaH)の両方揃った状態での検出

限界が210cfu/25g，ipaHのみの検出は21cfu/25gま

でであり，参考試験法よりも 10倍高感度であった (図

2b)。また，本検出法において，j¥1枠から標的遺伝子の

検出までの所要時間は約20.51時間であった

各DNA抽出法の感度の比較:感度の向上に最も影響

を与えると思われるステップである DNA抽出法を比較

するため，S. sonneiの培養液から各試験法の抽出法に

より DNAを抽出し，マルチプレックスPCRから検出限

界を比較した 結果，ボイル法よるおIli:lJDNAでは，

H山 EとipaHの両方揃った状態での検出限界が1.8x 

10'cfu/ml， ipaHのみの検出は 1.8x 10'cfu/mlまでで

あったのに対し (医13左図)，ジルコニアビーズ破砕法

による抽出DNAでは，日IVEとipaHが揃った状態で

1.8 x 10'cfu/ml，ψαHのみの検出は1.8X JO"'cfu/ml 

までと (図3右図)，1，000倍高感度であった

考 察

新規試験法は参考試験法に比べ10倍高感度であり ，

食品25gに対し21個以上の菌数が有在した場合， 211時

間以内の検出が可能であった.検出感度が向上した要因

としては， DNAll1i出法の改良があげられる.

食品中の高波度なタンパク質やDNaseはPCRに影響

し，高感度な薗の検出を阻害する.参考試験法で採用さ

れているボイル法は，簡便であるものの，爽雑物が除去

されないため高純度のDNAを得ることは難しい よっ

て，新規試験法では爽雑物の除去を目的として，ジルコ

ニアビーズ破砕f去を採用した S. sonneiの培養液より

I111出したDNAを用いたPCRによる検出感度比較実験に

おいて，ジルコニアビーズ破砕法による由Ii出DNAは，

ボイル法によるI111出DNAより1，000倍高感度であった

(図3) したがって，ジルコニアビーズ破砕法は高純度

DNA抽出法であり，検出感度の向上に寄与したと推察

される

新規検出法では， DNA拙出法の他扱狩法，培養法，

PCR!士についても変更した.

健康なカキの表面は粘膜で覆われ，微生物の付活はほ

とんどなく，食中毒菌は腸管内に存在すると1ft祭される

[6J そのため，検体を十分に破砕処理する必要がある.

そこで，より簡便で均一な批判を行うため新規試験法で

はストマッカーによる機械的撹祥を導入した (区11右)

赤痢l誼の培養には嫌気条判下培養が推奨されており

(FDA Bacteriological Analytical Manual : Chapter 6 

Shigella. http://www.cfsan.fda.gov;-ebam/bam-6 

html)，参考試験法においても同条件で増菌培養が行わ

れている.赤痢l宙は通性嫌気性細菌であることから，嫌

気培養により検体中に存在する好気性菌の増殖を抑制す

ることで目的菌の増殖を促l，検出感度を向上させるた

めと考えられるが，新規試験法では操作の簡便性やi時間

短縮を考え，好気条何下での培養に変更した (図I右). 

赤痢l描を接種したカキを培地内で好気 嫌気培養し?培
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養後の菌数を測定したところ，両条件下とも 5.0x 
引用文献

10'cfu/mlと，培養条件による菌数の違いは認められ

ず，爽雑菌の増殖においてもほとんど差が見られなかっ

たことから (Datanot shown)，好気培養への変更が可

能であると考えられた.

参考試験法で採用されているマルチプレックスPCR
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思われるカキから迅速かつ高感度な赤痢菌の検出が認め

られたため，これらの改良により食の安全性向上に貢献

できるものと推察される.
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ー ImprovedDetection Method for Shigella sonnei from Food 

Shuko MONDENぺAkikoKUSUMOTO， Sou-ichi MAKINO and Keiko KAWAMOTOt 

* Research Center for A制問alHygiene and Food Safety， Obihiro Unive悶ityof Agriculture and 
VeterinaηMedicine， Nishi 2-11， Inada-cho， Obihiro， 080-8555， Japan 

SUMMARY 

Outbreaks of shigellosis have been associated with trave!ing to areas with poor hygiene. However， the num 
ber of foodborne cases is increasing in industrialized countries. Since the infectious dose of Shigella spp. is as 

low as 10 cells， a rapid and sensitive method of detecting Shigella spp. in food is required. The Ministry of 
Health， Labour and Welfare of ]apan (MHLW) released a detection protocol for Shigella spp. from oysters in 
2002， but a number of problems with it， inc1uding low sensitivity and instability of results， have been identified. 

In this study， a new detection method was estab!ished based on the MHLW protocol with some modifications. 
We introduced mechanical stomaching instead of manual squeezing in the sample preparation step. a zirconia 

beads breakage procedure for DNA extraction in .place of boiling， and real-time PCR instead of multiplex PCR 
The results indicated that the new method had ten times the sensitivity of the MHLW protocol. Hence， we pro-
pose this sensitive and rapid real-time PCR based method to contribute to the improvement of Shigella spp 

detection in food and assure food safety. 
Key words : real-time PCR， Shigella sonnei， zirconia beads breakage procedure. 
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