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要旨 

本研究において、大腸菌 O111 検出イムノクロマト法及び stx 遺伝子検出 PCR-核酸

クロマト法の開発及び評価を実施した。菌株は 77 株の大腸菌と 24 株の大腸菌以外

の細菌からなる合計 101 株を用いた。 

開発したイムノクロマト法は Salmonella O35 への交差反応の有無や PAb のロット

差等について更なる検証が必要であるものの、十分な検出限界と特異性を有し、食

品検体からの検出においても PCR 同程度の検出率で検出が可能であることが示され

た。一方、PCR-核酸クロマト法はトマトの培養液からの検出等について更なる検証

が必要であるものの、設計したプライマー及び核酸クロマト法による高感度化で既

存方法と同等の検出限界及び特異性を有することが示された。 

開発した 2 種類の方法は、いずれも既存方法と比べ低コスト、簡便、迅速等の利

点を持ち、かつ遜色ない性能を有しており、食品企業等におけるルーチンスクリー

ニングに非常に有用であると考えられる。 
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Ⅰ. 緒言 

 

１． 食中毒とは 

 食中毒とは、飲食物に含まれる有害微生物や化学物質等を摂取することで起こ

る疾病の総称である。広義には、有害微生物の増殖によって消化管の感染症を発生

させる感染型食中毒と、直接に毒物として作用する毒素型食中毒に分けられる。前

者には細菌性食中毒及びウイルス性食中毒、後者には化学性食中毒及び自然毒食中

毒が含まれる。また細菌性食中毒の原因の一部に消化管内で増殖する際にのみ毒素

を生成する病原菌が存在し、これによる食中毒を生体内毒素型食中毒と呼ぶ。一方

で感染型と毒素型の中間に位置する食中毒として中間型食中毒とも呼ばれる一群が

ある。図 1 にみられるように、患者発生の多くはノロウイルス等のウイルスが原因

となっている (65%) が、細菌が占める割合も大きい (29%)。細菌性食中毒において

腸管出血性大腸菌が原因である患者発生数は 2%にとどまる (図 2) が、年によって

は食中毒による死亡の主な原因となっており (図 3)、食品衛生管理において非常に

重要な細菌である。 

 

２．腸管出血性大腸菌とは 

腸管出血性大腸菌 Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) は、食中毒感染の

重要な原因となっており、産生するベロ毒素 (Shiga toxin、以下 STX または verotoxin、

以下 VT) により、下痢症、出血性結腸炎 (hemorrhagic colitis、以下 HC)、溶血性尿

毒症症候群 (hemolytic uremic syndrome、以下 HUS) 等の症状を引き起こす (Griffin 

PM et al. 1991; Karmali MA et al. 1989; Nataro JP et al. 1998; Paton JC et al. 1998)。STX

とは STEC が細胞内で産生し分泌するタンパク質性の毒素であり、互いのアミノ酸
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配列の一致率が 50~60%であるベロ毒素 1 型 (STX1) とベロ毒素 2 型 (STX2) の 2 つ

が知られている。その他の病原性因子として、腸管粘膜定着に必須で eae 遺伝子に

よりコードされる細胞外膜タンパクであるインチミン、hlyA 遺伝子によりコードさ

れる溶血素であるエンテロへモリシンがある。STEC の原型である大腸菌 O157:H7

に加えて、多数の非 O157 が発生し O157 に類似の HC や HUS を含む重大な症状をも

たらしてきた。アメリカ、カナダ、イギリス、日本で発生する STEC のアウトブレ

ークにおいて大腸菌 O157:H7 は原因の多くを占めてきたが、アメリカにおいて非

O157 による感染者数は O157:H7 の 2 倍以上発生していると推定されている (Scallan 

E et al. 2011)。一方、ヨーロッパ、アルゼンチン、オーストラリア、チリ、南アフリ

カで発生する STEC のアウトブレークにおいては非 O157 が原因の多くを占めている 

(Meng J et al. 2013)。また、アメリカ疾病予防センター (CDC) のデータによれば、

非 O157 の約 80%を O26 (27%)、O45 (4%)、O103 (21%)、O111 (19%)、O121、

O145 (5%) といった血清型の STEC が占めている。さらに、他の国々においてもそ

れらの血清型は重要な STEC 血清型であることが示されている (Brooks JT et al. 2005; 

Johnson KE et al. 2006; Gyles CL. 2007)。これらの血清型は「top6」または「big6」と

呼ばれ、これら血清型の STEC による HC や HUS の重大な症例が数多く報告されて

いる (Bettelheim KA. 2007; Mathusa EC et al. 2010; Schaffzin JK et al. 2012)。O91 と

O113 を含む他の血清型も、HC や HUS の症例及び発生と関連しており、多くの国に

おいて報告されている血清型となっている (Bettelheim KA. 2007; EFSA. 2009; Johnson 

KE et al. 2006; Mellmann A et al. 2009; Paton AW et al. 1999)。 

 

３．腸管出血性大腸菌の検査方法 



4 

 

日本における食品からの腸管出血性大腸菌の検査法については、「腸管出血性大

腸菌 O26、O111 及び O157 の検査法について」 (食安監発 0515 第１号) にて通知さ

れている。検査法の流れは図４の通りであり、まずストマッカー袋に 25 gの試料と

225 ml の増菌培地 (mEC) を加え 1 分間以内のストマッカー処理などを行った後、42

±1°C で 22±2 時間培養する。次に培養液から DNA 抽出を行い抽出した DNA テン

プレートを用いて、stx 遺伝子の検出試験を実施する。遺伝子検出法としては、O-

157 (ベロ毒素遺伝子) PCR Screening Set (タカラバイオ株式会社, 大津, 日本) 等の

polymerae chain reaction (PCR)法 (Lin Z et al. 1993)、Loopamp 腸管出血性大腸菌検出

試薬キット (栄研化学株式会社, 東京, 日本) 等の Loop mediated isothermal 

amplification (LAMP) 法 (Hara-Kudo Y et al. 2007)、Cycleave PCR O-157 (VT gene) 

Screening Kit (タカラバイオ株式会社) 等の Real-time PCR 法 (Beutin L et al. 2009; 

Bellin T et al. 2001; Madic J et al. 2010; Madic J et al. 2011; Nielsen EM et al. 2003) がある。

stx 遺伝子の検出試験において陰性の場合は検査終了となり、陽性の場合は続いて培

養法を実施する。培養法には上述の増菌培養液を直接塗抹する直接法と免疫磁気ビ

ーズ濃縮液を各種分離平板培地に塗抹する免疫磁気ビーズ法がある。画線塗抹した

分離平板培地を 36±1°C で 18~24 時間培養後、疑われるコロニーを分離・釣菌し普

通寒天培地等にて純培養後 (36±1°C で 18~24 時間)、血清型別試験を実施する。血

清群 O26、O111 及び O157 と疑われるコロニーについては、生化学的性状試験及び

STX 確認試験を実施する。生化学的性状試験は、TST 寒天培地、LIM 培地、CLIG 培

地、各種キット等から選択し 36±1°C で 18~24 時間培養後、大腸菌固有の特徴の有

無を確認する。STX 確認試験は、stx 遺伝子又は STX 産生性を PCR 法、逆受身ラテ

ックス凝集反応 (reverse passive latex agglutination、以下 RPLA) 法、イムノクロマト
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グラフィー法等のいずれかを実施する。腸管出血性大腸菌血清群 O26、O111 又は

O157 が分離されたことをもって、陽性とする。stx 遺伝子検出法によって陽性であっ

たが、血清群 O26、O111 又は O157 の分離ができなかった場合は陰性とする。 

 一方アメリカにおける食品からの腸管出血性大腸菌の検査法は、United States 

Department of Agriculture Microbiology Laboratory Guidebook (USDA MLG) 5Bに記載

されており、日本における方法とは異なる部分がある。まず始めの増菌培養におけ

る検体量が 325±32.5 gであり、培地にカザミノ酸及びノボビオシン添加の modified 

Trypcase Soy broth (TSB) 培地を 975±19.5 ml 使用する。さらに遺伝子検出法におい

ても Real-time PCR による stx 遺伝子と eae 遺伝子のスクリーニングを実施した後、

両遺伝子が陽性の検体についてのみ O 血清型特異的な wzx 遺伝子を増幅するマルチ

プレックス Real-time PCR を 3 セット行う。1 セット目は O26 及び O111、2 セット目

は O45 及び O121、3 セット目は O103 及び O145 を検出する。これら 6 種類の血清型

のうちいずれかが陽性となった検体については、陽性となった血清型の免疫磁気ビ

ーズで培養液を濃縮し、免疫磁気ビーズ濃縮液及び未濃縮の培養液をレインボーア

ガープレートに塗抹する。35±2°C で 20-24 時間培養後、コロニーの性状確認を実施

し、続いて stx 遺伝子及び eae 遺伝子検出 multiplex PCR と血清型特異的 (wzx) 

multiplex PCR による確認試験を行う。 

 

４．イムノクロマト法 

 イムノクロマト (immunochromatography) 法は、抗原抗体反応と毛細管現象の組み

合わせにより、金コロイドあるいはラテックス粒子などの色素標識物を介して検査

対象物質が可視化されることを原理としている。反応は以下の順序で進行する (図

5)。 



6 

 

 まず金コロイドあるいはラテックス粒子などの色素が標識された抗体とサンプル

中の抗原が毛細管現象によりメンブレン上を移動する。次に抗原と色素標識抗体が

抗原抗体反応により結合し、抗原抗体複合物が形成される。さらに抗原抗体複合物

がメンブレン上に固定された捕捉抗体と抗原抗体反応により結合し、捕捉抗体上に

色素が集積することで可視化される。イムノクロマト法はサンプル中における標的

物質の有無を迅速に判定できる方法である。イムノクロマトを用いた大腸菌 O111 の

検査は非常に簡便で、増菌培養した培養液をイムノクロマトに添加し 15 分静置後、

テストライン上の赤紫色のラインの有無を目視判定することにより、陽性と陰性を

識別する。従来用いられてきた培養法に比べ、検査の効率化及び簡易化、検査期間

の短縮が可能である。また特別な機器が不要で誰でも簡単に判定することができ

る。イムノクロマト法を原理とした試薬は体外診断薬として利用されることが多

く、代表的なものとして妊娠検査薬やインフルエンザ検査キットが広く知られてい

る。 

 

５．PCR-核酸クロマト法 

 核酸クロマト法とは特異的に増幅された核酸遺伝子を検出するためのバイオセン

サーとして、核酸ラテラルフローアッセイ (nucleic acid lateral flow assay、以下

NALFA) を利用する方法である (Rule G et al. 1996)。NALFA においては、抗体依存

的あるいは抗体非依存的な原理により核酸がラテラルフローテストストリップのメ

ンブレン上で捕捉される (Ngom B et al. 2010; Posthuma-Trumpie GA et al.2009)。前者

の抗体依存的な原理においては、メンブレン上に固相化された抗体により、PCR で

タグを付加された増幅産物が捕捉されるため、タグ付きのプライマーを使用する必

要がある (Blažková M et al. 2009; Mens PF et al. 2008; Ngom B et al. 2010; Posthuma-
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Trumpie GA et al. 2009)。後者の抗体非依存的でより特異性の高い原理 (図 6) におい

ては、メンブレン上を検体が浸潤する際に起こる核酸同士のハイブリダイゼーショ

ンを利用する (Carter DJ et al. 2007; Kalogianni DP et al. 2007; Litos IK et al. 2009; Ngom 

B et al. 2010; Posthuma-Trumpie GA et al. 2009)。どちらの原理においてもイムノクロ

マトと同様に、金コロイドあるいはラテックス粒子などの色素標識物を介して検査

対象物質である核酸が可視化されることを原理としている。NALFA 法はサンプル中

における標的核酸の有無を迅速に判定できる方法である。NALFA を用いた検査は非

常に簡便で、PCR 反応後の反応液に展開用バッファーを加え、テストストリップに

供し、15 分静置後テストライン上の濃青色のラインの有無を目視判定することによ

り、陽性と陰性が識別できる。ラテラルフローテストストリップを用いる利点はワ

ンステップアッセイ、簡便、迅速、ローコスト、用途の広さ、常温での保存安定性

といったものがある (Aldus CF et al. 2003; Capps KL et al. 2004; Gordon J et al. 2008; 

Ngom B et al. 2010; Posthuma-Trumpie GA et al. 2009)。さらに、従来法である電気泳動

と比較しても NALFA はより短い反応時間で、エチジウムブロマイドの様な危険な試

薬を必要としない、といった利点を持つ (Blažková M et al. 2009; Mens PF et al. 

2008)。また、核酸クロマトストリップは細菌検出に用いるバイオセンサーに必要な

大部分の要件 (優れた特異性と検出限界、15 分程度の短いアッセイ時間、熟練の必

要が無い、コンパクトサイズで携帯可能、フィールド試験に便利) を満たす (Invitski 

D et al. 1999)。さらに安価で製造が簡単という特性も有し、使い捨てであるため再利

用に有する時間やコストが必要無い。そして核酸クロマトストリップが着色微粒子

で作製される場合、視覚的な検出が容易となるため、免疫センサー技術のアプリケ
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ーションにおける重大な欠点の 1 つである高額な機器のコストをかける必要が無い 

(Tokarskyy O et al. 2008)。 

 

６．本研究の枠組み 

日本での食品からの腸管出血性大腸菌の検査においては、遺伝子検出法で陽性と

なった検体について培養法を実施することとなっており、検査開始から腸管出血性

大腸菌 O26、O111、O157 の分離まで 4~5 日を要する。加えてこの方法は信頼性が高

いものの、多種類の試験を実施することになるため、熟練者と設備の整った検査室

を必要とする。このため、迅速かつ高感度な遺伝子検出法によるスクリーニングを

実施できれば、検査の効率を大幅に高めることが可能である。また、培養法の血清

型別試験においても、従来法であるラテックス凝集法は煩雑な操作と時間を必要と

し、その他の方法である enzayme-linked immunoassay (ELISA) (Blais BW et al. 2006)、

Real-time PCR、LAMP といった方法も高価な機器及び熟練者を要する。 

一方、本研究のターゲットの 1 つである大腸菌 O111 は米国で報告されている非

O157 STEC による HUS 症例の大部分を占めており (Brooks JT et al. 2005) 日本でも死

者が出ていることから、O111 の簡便、迅速な血清型別試験は非常に有用である。ま

た、腸管出血性大腸菌の病原性因子としては、eae 遺伝子によりコードされるインチ

ミン、hlyA 遺伝子によりコードされるエンテロへモリシンがあるものの、eae 遺伝子

を保有しない腸管出血性大腸菌 O91:H10 (Bonnet R et al. 1998)、O104: H4 

(Bielaszewska M et al. 2011) や hlyA 遺伝子を保有していない腸管出血性大腸菌 

(Brunder W et al. 1999) による HUS 症例が報告されている。このため eae 遺伝子及び

hlyA 遺伝子を保有していなくても、stx 遺伝子を有する腸管出血性大腸菌は危険であ
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る。以上の理由から、日本の食品検査においては stx 遺伝子のみ検出が必須となって

おり、厚生労働省は stx1 と stx2 を分けて報告している。 

さらに国及び公的機関などの検査室から食品加工工場などの現場へと検査実施施

設が推移してきており、迅速なスクリーニング方法の需要はますます強くなってい

る (Alocilja EC et al. 2003)。しかし、これまで大腸菌 O111 を検出するためのイムノ

クロマト法やラテックス凝集法といった簡便な方法は開発されていなかった。一方、

stx 遺伝子検出法としては PCR 法、Real-time PCR 法、LAMP 法といった方法が存在

するものの、いずれも検出感度の低さや高額な機器の価格という欠点があり、食品

加工工場などにおいては実用化が難しかった。 

以上から本研究の枠組みとして、大腸菌 O111 検出イムノクロマト法及び stx1 と

stx2 の識別が可能な stx 遺伝子検出 PCR-核酸クロマト法の開発及び評価を日本ハム

株式会社中央研究所にて実施した。 

 

７．本研究の目的と意義 

 本研究では、食品中の腸管出血性大腸菌を簡便・迅速に検出するための大腸菌

O111 検出イムノクロマト法及び stx1 と stx2 の識別が可能な stx 遺伝子検出 PCR-核酸

クロマト法の開発と性能の実証を行うことを目的とする。 

イムノクロマト法は従来腸管出血性大腸菌の中でも患者数の多い血清型であるに

もかかわらず簡易迅速キットの無かった大腸菌 O111、PCR-核酸クロマト法は日本に

おける腸管出血性大腸菌のスクリーニングとして必須であるにもかかわらず簡便・

安価で高感度な検査法が無かった stx (stx1、stx2) 遺伝子をターゲットとし開発を行

った。 
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本研究において開発及び性能の実証を行った大腸菌 O111 検出イムノクロマト法及

び stx (stx1、stx2) 検出 PCR-核酸クロマト法は、従来法より短時間で食品検体の培養

液からの検出が可能であることから、検査の現場において有用な方法であると考え

られる。 
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Ⅱ. 方法 

 

１．菌株と培養条件 

71 株の大腸菌と 24 株の大腸菌以外の細菌からなる合計 95 株の細菌を本研究で用

いた (表 1)。標準株は American Type Culture Collection (ATCC)、大阪大学の

Research Institute for Microbial Diseases (RIMD)、RIKEN BioResource センターの the 

Japan Collection of Microorganisms (JCM)、東京大学の Institute of Medical Science 

(IID) から得られた。そして、野生 (wt) 株は、日本ハム株式会社中央研究所で分離

されたものを用いた。各菌は trypcase Soy broth (TSB)  (日水製薬株式会社) で播種し

た後、Micro バンク (イワキ株式会社) を用いて保存した。大腸菌株は mEC 培地 (日

水製薬株式会社) またはノボビオシン添加 mEC (NmEC) 培地 (メルク株式会社) を

用いて 42°C で 22 時間、大腸菌以外の細菌株は TSBを用いて 37°C で 22 時間、それ

ぞれ circulating-air インキュベーター (東京理化器械株式会社) 内で培養した。 

 

２．抗大腸菌 O111 ポリクローナル抗体の作製  

検査現場においては、安全上の問題から食品を培養後オートクレーブしたものか

らも大腸菌 O111 を検出する必要があると考えたため、本研究では抗原に対して様々

な結合が可能で抗原の変性に強いポリクローナル抗体 (PAb) を作製した。大腸菌

O111 の免疫抗原を以下の手順に従って菌株から精製した。まず寒天培地上で培養し

confluent にした大腸菌 O111 を回収し、リン酸緩衝食塩水 (phosphate buffered saline、

以下 PBS) で二回洗浄した。さらに 10v/v%のホルマリン加リン酸緩衝生食液 (PBS) 

で 25°C、18 時間不活化し PBS で 3 回洗浄したものを抗原とした。SPFウサギ (日本

白色種) を 4 匹用意し免疫開始初日にフロイント完全アジュバントを用いて抗原を接
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種し、その後 2 週間の間隔でフロイント不完全アジュバントを用いて同じ抗原を継

続的に接種した。ウサギから少量採血した血液サンプルを用いて、抗原とした大腸

菌に対する抗体の反応性を確認した後、最終免疫の 10 日後に全採血を行った。全採

血した血清から ProteinG Sepharose 4 Fast Flow カラム (GE ヘルスケア・ジャパン株式

会社, 東京, 日本) を用いてウサギ IgG を精製し、ウサギの個体違いにより PAb-1～4

として使用した。 

 

３．ポリクローナル抗体のサンドイッチ ELISA による評価   

前段階として biotin protein labeling kit (ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社, 

東京, 日本) を用いて抗 O111 PAb-1～4 にビオチン標識を行った。 

まずマイクロタイタープレートの各ウェルに 1 M NaHCO3, pH 8.5 で希釈した未標

識の PAb 溶液を 100 μl ずつ分注し 4°C、16 時間インキュベートすることで固相化し

た。次に 1w/v% Tween 20 in PBS (PBS-T) で 2 回洗浄後、1w/v%BSA in PBS を分注し

25°C で 3 時間ブロッキングを行った。続けて PBS-T で 3 回洗浄後、培養液で段階希

釈された 100 μLの菌液または陰性コントロールとして培養液のみをプレートに分注

し、25°C で 1 時間反応させた。大腸菌 O111 として標準株 2 株と日本ハム株式会社

中央研究所で分離された分離株 6 株の計 8 株、非 O111 大腸菌として標準株 16 株を

用いた。さらに PBS-T で 5 回洗浄後、希釈したビオチン標識抗体をプレートに加え

25°C で 1 時間インキュベートした。反応後 PBS-T で 5 回洗浄し、希釈したホースラ

ディッシュペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン (サーモフィッシャーサイエン

ティフィック株式会社, 神奈川, 日本) を 100 μLずつプレートに分注し、25°C で 30

分インキュベートした。最後に PBS-T で 5 回洗浄後、3, 3’, 5, 5’, -tetramethylbenzidine 
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(モス株式会社, メリーランド, アメリカ) を 100 μl ずつプレートに分注し 25°C で 20

分インキュベート後、0.25 M H2SO4を加え反応を停止した。 

反応後のサンプルは測定波長 450 nm (対照波長 620 nm) で、プレートリーダー 

(SUNRISE 2000; 和光純薬工業株式会社, 大阪, 日本) により吸光度を測定された。ま

た、これらの測定は全て二重測定で 2 回繰り返し実施された。 

 

４．イムノクロマトテストストリップの開発  

イムノクロマトテストストリップは、既報論文 (Kawatsu K et al. 2006) で報告され

ているプロトコルに従い作製した。具体的には、抗大腸菌 O111 PAb 溶液 (1 mg/ml) 

をメンブレン部分のほぼ中間の位置に幅 1 mm の線状に吸着させ、大腸菌 O111 検出

用のテストラインを作製した。また、コントロールラインとして、ヤギ抗ウサギ免

疫グロブリンＧ溶液 (0.50 mg/ml) をテストラインの下流 8 mm に幅 1 mm の線状に吸

着させた。一方、金コロイド標識 PAb を作製するために、1 ml の PAb 溶液 (20 

μg/ml) を 5 ml の金コロイド懸濁液 (田中貴金属工業株式会社, 東京, 日本) に加えた。

さらにインキュベーションとブロッキングを行った後、金コロイド標識 PAb を 5 ml

の 1w/v% bovine serum albumin (BSA), 1w/v%Trehalose in 20 mM Tris-HCl, pH 8.0 で懸

濁し、最後にコンジュゲートパッドに含浸させ凍結乾燥を行った。イムノクロマト

テストストリップ作製のために、吸収パッド (メルク株式会社) と作製したコンジュ

ゲートパッドを、ラミネート加工されたメンブレンカード (HiFlow Plus 135; メルク

株式会社) に取り付けた。その際、メンブレン (1 mm) と吸収パッド (1 mm) がわず

かに重なるようにした。 

 

５．大腸菌及び大腸菌以外の細菌を用いたイムノクロマトストリップの評価 
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増菌培養後の大腸菌及び大腸菌以外の菌株を用いて、作製したイムノクロマトテ

ストストリップの試験を以下の通り実施した。試験に際しては、未処理及びオート

クレーブ処理した菌株を作製し、生菌と死菌の違いによる検出限界の差異について

も検討した。まず ディスポーザブル用の試験管にサンプルを 150 μl 分注しそこにイ

ムノクロマトテストストリップを挿入した。15 分室温でインキュベーションし、メ

ンブレン上をサンプルが移行した後、テストラインとコントロールライン両方に赤

紫色のラインが出現した場合を大腸菌 O111 陽性、コントロールラインのみに赤紫色

のラインが出現した場合を陰性と判定した (陽性、＋; 陰性、−)。これらの測定は全

て二重測定で 2 回繰り返し実施された。 

 

６．大腸菌を接種した食品検体を用いたイムノクロマトの評価 

食品検体 (豚肉、牛肉、鶏肉) は、市販のものを 4°C で最長 2 日間貯蔵後使用した。

まず、10 倍段階希釈した大腸菌 O111 (RIMD 0509829) の菌液を、25 gの食品検体を

含む 225 ml の NmEC 培地にそれぞれ加え、STOMACHER400 CIRCULATOR (オルガ

ノ株式会社, 東京, 日本) によるストマッキング後 42°C で 22 時間インキュベートした。

この際、菌液を接種しない食品検体もコントロールとして用意した。これらの培養

検体を用いて、イムノクロマト法と PCR 法による試験を実施した。PCR 法は以下の

方法の通り試験を行った。まずメーカーの取扱説明書に従い Wizard genomic DNA 

purification キット (プロメガ株式会社, 東京, 日本) を用いて、一晩培養した培養液か

ら DNA を抽出・精製した。そして PCR 反応は、既報論文 (Bastin DA et al. 1995; 

Paton AW et al. 1998) に記載の方法で行った。具体的にはプライマーとして O111F 

(TAG AGA AAT TAT CAA GTT AGT TCC) /O111R (ATA GTT ATG AAC ATC TTG 

TTT AGC) (E.coli O111 rfb 領域) を使用し、プログラムは denaturation (94°C、30 s)、
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annealing (60°C、30 s)、extention (72°C、30 s) を 30 サイクル実行した後、最後に

extention (72°C、7 m分) という内容で実施した。さらに得られた PCR 産物 3 μl を 6

×ローディングダイ (0.3w/v% Orange G, 0.1w/v% ブロモフェノールブルー, 0.1w/v% 

キシレンシアノール, 40w/v% グリセロール in TE) 0.6 μl と混合後、2w/v%アガロース

ゲルにアプライし 1×TAE Buffer を用いて 25 分間電気泳動した。その後、アガロー

スゲルをエチジウムブロマイド染色液 (0.50 μg/ml エチジウムブロマイド in TAE) に

入れ 30 分間振とうし、 UV によりバンドを可視化して DNA の増幅の有無 (406 bp) 

を確認した。これらの測定は全て二重測定で 2 回繰り返し実施された。 

 

７．stx検出 PCR プライマー及びプローブの開発 

stx 検出 PCR の開発は、下記の手順で実施した。まず STX1、STX2 をコードする

stx1 遺伝子配列、stx2 遺伝子配列を文献データベース MEDLINE/PubMed から複数取

得し、Clustal W プログラムを用いて両遺伝子について各々アライメントを行った。

このアライメントした遺伝子配列を基に Primer3-web プログラム (インターネットフ

リーソフトウェア，http://primer3.sourceforge.net/) により各遺伝子検出用プライマー

及びプローブを設計し(表 2) 各プライマー及びプローブの合成を依頼した (シグマア

ルドリッチジャパン株式会社, 東京, 日本)。 

 

８．着色ラテックス微粒子標識オリゴヌクレオチドの作製 

核酸クロマトテストストリップは、既報論文 (Kalogianni DP et al. 2009) に記載の

プロトコルに従い作製した。まず 120 mgのカルボキシル修飾着色ラテックス微粒子 

(Bangs Laboratory株式会社, インディアナ, アメリカ) を 19.2 ml の 0.1 M Carbonate, 

pH 9.6 で、2 回洗浄した。次に 16.2 ml の 0.1M 2-morpholinoethanesulfonic acid (MES), 
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pH 5.4 で 2 回洗浄した後、12,000× g で 10 分遠心分離を行った。沈殿を 13.5 ml の 0.1 

M MES で再懸濁し 1 分間の超音波破砕後、用時調製した 13.5 ml の 2w/v% 1-Ethyl-3- 

(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (塩酸塩) (EDC) (株式会社同人化学研究所, 熊本, 

日本) in MES を加え、3 時間室温で反応させた。反応後、遠心分離 (12,000× g、10

分) でラテックス微粒子を沈殿させ、21.6 ml の MES で洗浄を 2 回行った。さらに 26 

ml の 0.2 M Borate, pH 8.5 で再懸濁し 1 分間の超音波破砕後、12 nmol の 5′アミノ基

修飾オリゴヌクレオチド (stx1l プローブまたは stx2l プローブ) (シグマアルドリッチ

ジャパン株式会社, 東京, 日本) を加え、12 時間室温で反応させた。反応後、遠心分

離 (12,000× g、10 分) で沈殿させ、0.25 M ethanolamine in Borate と 10 mg/ml BSA in 

Borate により洗浄を行った。洗浄後、4.8 ml の保存用バッファー (1w/v% BSA, 

0.095w/v% NaN3, 5w/v% glycerol 0.1 M PB, pH 7.4) で再懸濁し 1 分間の超音波破砕を

行った。さらに 64 ml の 0.5w/v% BSA, 0.5w/v% TritonX-100, 2w/v% polyethylene glycol 

(PEG)、5 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 1w/v% Trehalose in 20 mM Tris-

HCl, pH 8.0 で希釈後、コンジュゲートパッド (メルク株式会社) に浸潤させた状態で

凍結乾燥を実施した。 

 

９．BSA 標識オリゴヌクレオチド固相化メンブレンの作製 

BSA 標識オリゴヌクレオチドは、既報論文 (Duncan RJS et al. 1983; Oku Y et al. 

2001) に記載のプロトコルに従い作製した。まず、200 mgの BSA (シグマアルドリ

ッチジャパン株式会社) にチオール基を導入し、ＳＨ基導入 BSA を 190 mg (1 つの

BSA 分子当たり 6.4 のＳＨ基) 得た。 

一方、マレイミド基導入オリゴヌクレオチドは以下の通り作製した。まず 37.5 

nmol のアミノ基修飾オリゴヌクレオチド (シグマアルドリッチジャパン株式会社) の
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stx1m、stx2m、anti-stx2l を 0.58 mgの N-(6-Maleimidocaproyloxy) succinimide 

(EMCS) (株式会社同人化学研究所) と混合し 37°C で 60 分間反応させた。さらにエ

タノール沈殿により精製した沈殿物を 5 mM EDTA in 0.1 M PBS, pH 6.0 で溶解した。

その結果、36 nmol のマレイミド基導入 stx1m (stx1m 1 分子あたり 0.53 のマレイミド

基)、30 nmol のマレイミド基導入 stx2m (stx2m 1 分子あたり 0.81 のマレイミド基) 

と 36 nmol のマレイミド基導入 anti-stx2l (anti-stx2l 分子あたり 0.95のマレイミド基) 

を得た。 

さらに作製したＳＨ基導入 BSA (1.3 mg、1.8 mg、2.0 mg) とマレイミド基導入オ

リゴヌクレオチド (29 nmol の stx1m、25 nmol の stx2m、23 nmol の anti-stx2l) をそれ

ぞれ混合した。60 分間の反応後、終濃度が 0.01 M になるようＮ‐エチルマレイミド 

(和光純薬工業株式会社) を加え、さらに 37°C で 30 分間反応させた。その後、透析

膜 CelluSep H1 (メンブレンフィルトレーションプロダクツ株式会社, テキサス, アメ

リカ) を用いて透析を行い、5 mM EDTA in 10 mM PBS, pH 7.0 に置換した。最終的に

BSA 標識オリゴヌクレオチドをそれぞれ (15 nmol の stx1m、14 nmol の stx2m と 12 

nmol の anti-stx2l) 得た。オリゴヌクレオチド濃度は、NanoDrop (サーモフィッシャ

ーサイエンティフィック株式会社) を用いて 280 nm の吸光度から算出した。作製し

た BSA 標識オリゴヌクレオチド (stx1m、stx2m、anti-stx2l) は、stx1 増幅産物と stx2

増幅産物の検出、及びコントロールライン作製のためにニトロセルロース膜上の 3

つの異なる位置に固相化された。具体的には、10 μM の BSA 標識オリゴヌクレオチ

ド溶液を BioDot XYZ 3000 (バイオドットジャパン株式会社, 東京, 日本) プラットフ

ォーム上に取り付けられたディスペンス用モジュール BioJet 3000 (バイオドットジ

ャパン株式会社) に満たし、BSA 標識 stx1m、BSA 標識 stx2m、BSA 標識 anti-stx2l
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をそれぞれラミネート加工されたメンブレンカードの異なる 3 つの位置に幅 2 mm-

帯として塗布した。BSA 標識 stx1m と BSA 標識 stx2m の塗布位置の間隔は 4 mm、

BSA 標識 stx2m と BSA 標識 anti-stx2l の塗布位置の間隔は 8 mm 空けた。塗布したメ

ンブレンは 3 時間室温で乾燥させた後、デシケーター内で保管した。核酸クロマト

テストストリップ作製に際しては、膜とわずかに (1 mm) 重なるように吸収パッド

及び作製したコンジュゲートパッドをそれぞれラミネート加工されたメンブレンカ

ードに貼り付けた。 

 

１０．核酸クロマト展開用バッファーの最適化 

 核酸クロマトで PCR 産物を試験する際に用いる展開用バッファーの最適化を以下

の手順で実施した。まず一般的な核酸のハイブリダイゼーションに用いられる、非

特異結合を抑制する特性を持つハイブリダイゼーション用緩衝液を参考にした。こ

れに含まれる主な成分としては、5～40w/v% Formamide、0.01～10×SSC 緩衝液 (ク

エン酸ナトリウム緩衝液; 1×SSC: 0.15 M NaCl, 15 mM クエン酸ナトリウム, pH 7.0)、

2～10×Denhardt’s 溶液 (デンハルト溶液; 50×デンハルト溶液組成: 1% BSA, 1% 

Ficoll, 1%Polyvinylpyrrolidone) 等が挙げられる。これらの成分の最適な濃度を検討す

るために、各成分の濃度が異なる展開用バッファーを作製し、これと GeneLine リス

テリア・モノサイトゲネス テストストリップ (日本ハム) を用いて 1×EX Taq 

Buffer (TaKaRa) で希釈したリステリア・モノサイトゲネス hly 遺伝子の PCR 増幅産

物 (25 ng/μl) 及び 1×EX Taq Buffer を試験し、15 分後イムノクロマトリーダー

C10066 (浜松ホトニクス, 磐田, 日本) により吸光度を測定した。各成分の濃度と吸光

度をプロットし、1×EX Taq Buffer に対する吸光度が 5 未満かつ、PCR 増幅産物に対
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する吸光度が高いほど核酸クロマトの反応性が優れていると判断し、展開用バッフ

ァーの最適化を実施した。これらの測定は全て二重測定で 2 回繰り返し実施された。 

 

１１．核酸クロマトの品質管理 

 核酸クロマトが PCR 産物を半定量的に検出可能であるか、またロット差がどの程

度であるかを検討するために評価を行った。まず核酸クロマトストリップを 2 ロッ

ト異なる日に作製し、各々Batch 1 と Batch 2 とした。PCR 増幅産物は O111 

RIMD05091865 (stx1+)、O157 RIMD05091061 (stx2+) のゲノム DNA から PCR で増幅

した後、QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Düsseldorf, Germany) を用いて精製し

た。PCR 増幅産物の DNA 濃度は NanoDrop を用いて測定した 280 nm の吸光度から

算出した。PCR 増幅産物は 1×EX Taq Buffer を用いて 4.0～0.016 ng/μl まで希釈し、

20 μl に調整後、95°C、5 分の denaturation ならびに 4°C で急冷した。調製した PCR

増幅産物 (stx1、stx2) に 50 μl の展開用バッファー (30w/v% formamide, 5× Denhardt’s 

solution, 4× SSC, 2w/v% PEG2000, 0.095w/v% NaN3, 1.5w/v% Tween 100, 0.2 mg/ml 

salmon sperm DNA) を加え測定用の検体とした。調製した各検体に作製した核酸ク

ロマトを挿入し、室温で 15 分インキュベーションした後、イムノクロマトリーダー

C10066 (浜松ホトニクス, 浜松, 日本) により吸光度を測定した (n=3)。横軸に PCR

増幅産物の DNA 濃度、縦軸に吸光度の平均値をプロットし 1SD を表すエラーバー

を加え、stx1 及び stx2各々について用量反応曲線を作成した。これらの測定は全て

三重測定で 1 回ずつ実施された。 

 

１２．腸管出血性大腸菌及びその他の菌を用いた PCR-核酸クロマト法の評価 
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72 種類の培養した菌株を用いて、PCR 法-核酸クロマト法の特異性及び検出限界を

評価した。検出限界の評価においては既存法である O-157 PCR Screening Set、

Cycleave PCR O-157  (VT gene)  Screening Kit との比較を実施した。まず、メーカー

のプロトコルに従い Wizard ゲノム DNA 精製キットを用いて一晩培養した菌液から

DNA 抽出を行った。さらに TaKaRa EX Taq HS (タカラバイオ株式会社) を用いて、

stx1 及び stx2 遺伝子を検出する PCR を実施した。まずプライマーstx1F と stx1R (そ

れぞれ 0.6 μM)、プライマーstx2F と stx2R (それぞれ 0.3 μM)、dNTP mixture (0.2 

mM)、10×Taq バッファー (2 μl)、TaKaRa EX Taq HS (0.5 U)、鋳型 DNA 溶液 (1 

μl) と蒸留水 (to 20 μl) を反応用チューブで混合した。次に denaturation (95°C、30s)、

annealing (60°C、20 s) 及び extension (72°C、30 s) を 45 サイクル行った後、

denaturation (95°C、5 m) と冷却 (4°C、5 m) を行った。さらに各菌株のゲノム DNA

から増幅した PCR 増幅産物に 50 μLの展開用バッファー (30w/v% formamide, 5× 

Denhardt’s solution, 4× SSC, 2w/v% PEG2000, 0.095w/v% NaN3, 1.5w/v% Tween 100, 0.2 

mg/ml salmon sperm DNA) を添加した後、反応用チューブにテストストリップを挿入

した。混合物は 15 分間反応しながらメンブレン上を移動し、stx1 検出ラインとコン

トロールラインに濃青色が出現した際は stx1 陽性、stx2 検出ラインとコントロール

ラインに濃青色が出現した際は stx2 陽性、コントロールラインのみに濃青色が出現

した際は陰性と判定した (陽性、＋; 陰性、-)。これらの測定は全て二重測定で 2 回

繰り返し実施された。 

 

１３．腸管出血性大腸菌を接種した食品検体を用いた PCR-核酸クロマト法の評価 

食品検体 (かいわれ大根、トマト、牛ひき肉、牛レバー) は、過去の腸管出血性大

腸菌による食中毒事例ならびに公的機関の研究例から種類を選定し、市販のものを
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最長で 2 日間、4°C で貯蔵後使用した。腸管出血性大腸菌を希釈する際の食品由来培

養液を用意するため、かいわれ大根、トマト、牛ひき肉、牛レバーをそれぞれ 25 g

ずつフィルター付ストマッカー用袋 (アテクト, 大阪, 日本) に計量し 225 ml の mEC

培地を加え Stomacher400 Circulator を用いてストマッキングを行った後、42°C で 18

時間培養した。一方、食品由来培養液への菌接種のため、血清型 O26 (IID3005)、

O111 (RIMD05091865)、O121 (RIMD05091859) と O157 (RIMD05091061) の 4 種類

の STEC を TSBで 37°C、18 時間培養した。菌培養液を 102-105 Colony Forming Unit 

(CFU) /ml まで食品由来培養液で希釈後、エッペンドルフチューブに 100 μl ずつ分注

し、10,000× g、10 分間の遠心後、上清を除去した。この際、菌液を接種しない食品

由来培養液もコントロールとして同様の操作を行った。沈殿物に 85 μl の 50 mM 

NaOH を加え再懸濁後、95°C、10 分間加熱した。さらに 15 μl の 1 M Tris-HCl, pH 7.0

を加え震盪撹拌し、10,000× g、10 分間の遠心分離を行った。この上清を新しいマイ

クロチューブに移し、開発したベロ毒素遺伝子検出法、O-157 PCR Screening Set、

Cycleave PCR O-157  (VT gene)  Screening Kit、Loopamap Verotoxin typing reagent kit 

(栄研化学株式会社) に用いる鋳型ＤＮＡ溶液とした。これらの試験は、自らが開発

したベロ毒素遺伝子検出法を除き、製造業者の指示に従って実施した。これらの測

定は全て二重測定で 2 回繰り返し実施された。 

 

１４．PCR-核酸クロマト法と Real-time PCR (USDA MLG) の性能比較 

STX1 及び STX2 を産生する大腸菌Ｏ157 (野生株 wtO157-1) を 25 gの牛ひき肉に

それぞれ 1.0 CFU、0.60 CFU、0.30 CFU、0.075 CFU 接種し、ノボビオシン添加

mTSBを 225 ml 加えた後、42°C で 15 時間培養した。これらの培養液を用いて United 

States Department of Agriculture Microbiology Laboratory Guidebook (USDA MLG) 5B 
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0.3 に従い DNA 抽出を行った。さらに抽出した DNA を用いて今回開発したベロ毒素

遺伝子検出法及び Real-time PCR による試験を行った。Real-time PCR は、Mx3000P 

Real-Time PCR System (アジレントテクノロジー株式会社, 東京, 日本) を使用した点

を除き、USDA (MLG 5B appendix 1.01) のガイドラインに従い実施した。これらの測

定は全て五重測定で 2 回繰り返し実施された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 

 

Ⅲ. 結果 

 

１．抗大腸菌 O111 ポリクローナル抗体の選抜 

不活化した 8 株の大腸菌 O111 を用いて、サンドイッチ ELISA を行い PAb の反応

性を評価した (図 7)。PAb-3 以外の全ての PAb は、5 株の大腸菌 O111 において 1.0

×105 CFU/ml 以上の菌数、1 株の大腸菌 O111 (RIMD0509829) において 1.0×106 

CFU/ml 以上の菌数に対して反応性を示した。この結果から、PAb-1、PAb-2、PAb-4

は PAb-3 より高い力価であることが示唆された。 

続いて不活化した 8 株の大腸菌 O111 及び 18 株の非 O111 大腸菌 (108 CFU/ml)を

用いて、サンドイッチ ELISA を行い PAb の特異性を評価した (表 3)。その結果、

PAb-1 は陰性コントロールにおける吸光度が 0.016 に対して大腸菌 O111 における吸

光度が 7 株で 3.0 以上、1 株で 1.0 以上と非常に強く反応し、非 O111 大腸菌における

吸光度は 9 株で 0.080 (陰性コントロールの 5 倍) 以上、9 株で 0.080 未満となった。

また、PAb-2 は陰性コントロールにおける吸光度が 0.018 に対して大腸菌 O111 にお

ける吸光度が 6 株で 3.0 以上、1 株で 2.0 以上、1 株で 0.4 以上と強く反応し、非

O111 大腸菌における吸光度は 4 株で 0.090 (陰性コントロールの 5 倍) 以上、14 株で

0.090 未満となった。しかし大腸菌 O91 における吸光度は 0.73 と一定の反応性が見

られた。そして PAb-3 は非 O111 大腸菌 18 株全てにおいて吸光度が 0.17 (陰性コン

トロールの吸光度 0.033 の 5 倍) 以上、PAb-4 は 0.060 (陰性コントロールの吸光度

0.012 の 5 倍) 以上と反応が見られ、特異性が高くなかった。以上より PAb-1 及び

PAb-2 が PAb-3 及び PAb-4 より力価及び特異性に優れることが判明した。しかしカ

ットオフラインを陰性コントロールの 5 倍以上の吸光度とした際 PAb-1、PAb-2 とも

に特異度が低かった (50%、78%)ため、既報論文 (Crowther JR. 2000) を参考に 2 種
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類の抗体を各々固相抗体とビオチン標識抗体に用いて ELISA を行ったところ、陰性

コントロールにおける吸光度が 0.015 に対して大腸菌 O111 における吸光度が 7 株で

3.0 以上、1 株で 0.4 以上と強く反応し、非 O111 大腸菌における吸光度は 18 株全て

で 0.075 (陰性コントロールの 5 倍) 未満となった。2 種類の抗体を組み合わせること

により特異性を向上させることができたため、大腸菌 O111 検出イムノクロマトテス

トストリップの構築 (図 8) に際しては、メンブレン上に固相化した捕捉抗体として

PAb-1、金コロイド標識抗体として PAb-2 を使用した。 

 

２．開発した O111 検出イムノクロマト法の特異性 

開発したイムノクロマト法の特異性を調べるため、培養された様々な大腸菌 O111

株、非 O111 大腸菌株、及び大腸菌以外の菌株を検体として使用した。結果は、表 4

に要約される。標準株あるいは分離株に関わらず、試験された 8 株の大腸菌 O111 全

てにおいて陽性であった。また、血清型 (O1、O6、O7、O8、O9、O10、O16、O18、

O25、O26、O45、O91、O101、O103、O121、O139、O141、O145、O149、O157) に

関わらず、供試された 55 株の非 O111 大腸菌全てにおいて陰性だった。また供試さ

れた大腸菌以外の菌株 22 株 (Citrobacter freundii、Cronobacter、Enterobacter 

aerogenes、Enterobacter cloacae、Escherichia hermannii、Klebsiella oxytoca、Klebsiella 

pneumonia、Pseudomonas aeruginosa、Proteus vulgaris、Salmonella enteritidis、

Salmonella typhimurium、Salmonella abaetetuba、Salmonella anatum、Salmonella 

arizonae、Salmonella choleraesuis、Salmonella kunzendorf、Salmonella tallahassee、

Salmonella vellore、Serratia liquefaciens、Serratia marcescens、Serratia odorifera) 全て

において陰性であった。これらの結果より、開発したイムノクロマト法が大腸菌

O111 を検出するために十分な感度と特異度を持つことが示唆された。 
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３．開発した O111 検出イムノクロマト法の検出感度 

開発したイムノクロマト法の検出感度を調べるために、新鮮な培地で培養された

大腸菌 O111 (8 株) 純培養液を検体として使用した。結果は、表 5 の通りである。イ

ムノクロマト法の検出限界は、1 株 (wtO111-4) において 5.6×105 CFU/ml、6 株 

(RIMD 0509829、RIMD 05091865、wtO111-2、 wtO111-3、wtO111-5、wtO111-6) に

おいて 1.1~5.0×104 CFU/ml、1 株 (wtO111-1) において 1.8×103 CFU/ml であった。

また、生菌あるいはオートクレーブによる死菌の状態に関わらず、開発したイムノ

クロマト法は同等の感度で検出することが可能であった。 

 

４．大腸菌を接種した食品検体からの O111 検出イムノクロマト法による検出 

開発したイムノクロマト法の食品検体から大腸菌 O111 を検出する能力を評価する

ために、大腸菌 O111 (RIMD0509829) が接種された食品検体 (豚肉、牛肉、鶏肉) を

NmEC で 22 時間培養した培養液をイムノクロマト法及び PCR 法のサンプルとして用

いた。その結果、いずれの食品においても、イムノクロマト法の検出限界は、培養

前の食品中の菌濃度が 1.6×100 CFU/25 g という結果 (表 6) となり、PCR と同等の検

出限界であった。一方大腸菌 O111 を接種していない食品検体においては、イムノク

ロマト法と PCR 法のいずれも陰性を示した。従って、開発したイムノクロマト法は

PCR 法と遜色ない検出感度で、食品検体から大腸菌 O111 を検出することが可能であ

った。 

 

５．ベロ毒素遺伝子検出 PCR-核酸クロマト法の開発 

展開用バッファー中の各成分の濃度と PCR 増幅産物を試験した際の吸光度を、それ

ぞれグラフの横軸と縦軸にプロットし展開用バッファーの検討を行った (図 9)。そ
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の結果、Formamide 濃度は 25～35w/v%、SSC 緩衝液は 4～6×、Denhardt’s 溶液は 5

～10×、Tween20 は 0.2～2w/v%、PEG2000 は 1～3w/v%において、1×EX Taq Buffer

に対する吸光度が 5 未満かつ PCR 増幅産物 (25 ng/μl) に対する反応性が高くなる傾

向が見られた。さらに各成分が全て溶解するよう展開用バッファーを検討し、組成

を 30w/v% formamide, 5× Denhardt’s solution, 4× SSC, 2w/v% PEG2000, 0.095w/v% 

NaN3, 1.5w/v% Tween 100, 0.2 mg/ml salmon sperm DNA とした。 

最適化した展開用バッファーを用いて、PCR により増幅された stx1 及び stx2 を半

定量的に検出できるよう核酸クロマト法を開発した (図 10)。stx1 及び stx2 の一本鎖

DNA 断片が核酸クロマトテストストリップのコンジュゲートパッドに浸潤する際、

着色ラテックス微粒子を標識された相補オリゴヌクレオチド (stx1l及び stx2l) と結

合する。一本鎖 DNA-着色ラテックス微粒子は毛細管現象で浸潤していき、核酸クロ

マトストリップの上流と中間に固相された BSA 標識 stx1m 及び BSA 標識 stx2m に捕

捉される。一本鎖 DNA と結合しなかった着色ラテックス微粒子標識 stx2l は核酸ク

ロマトストリップの下流に固相された BSA 標識 anti-stx2l に捕捉される。展開用バッ

ファーは、バックグラウンドを減少させるため非結合着色ラテックス標識オリゴヌ

クレオチドを洗い流し、結合ラテックス標識オリゴヌクレオチドを集積させること

でその大きさと吸光度を上昇させる。図 11 の結果から、増幅した stx1 及び stx2 を検

出するために開発及び最適化された核酸クロマトテストストリップは、これらを半

定量的に検出できることが示唆された。 

 

６．開発したベロ毒素遺伝子検出 PCR-核酸クロマト法の特異性 

開発したベロ毒素遺伝子検出法の特異性を調べるため、培養した様々な STEC 株、

非 STEC 大腸菌株、及び大腸菌以外の細菌株をゲノム DNA 抽出の検体として使用し
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た。結果を表 7 に集約した。血清型 (O26、O45、O91、O103、O111、O121、O145

と O157) に関わらず、供試された 45 株の STEC (STX1 産生、STX2 産生、STX1 と

STX2 産生) 全てにおいて stx1 と stx2 の区別をすることが可能だった。また供試され

た 14 株の非 STEC (O1、O6、O25、O26、O111、O157、 その他) 全てにおいて陰性

であった。さらに供試された大腸菌以外の菌株 13 株 (Citrobacter freundii、

Cronobacter、Enterobacter aerogenes、Enterobacter cloacae、Escherichia hermannii、

Klebsiella pneumonia、Klebsiella oxytoca、Pseudomonas aeruginosa、Proteus vulgaris、

Serratia liquefaciens、Serratia marcescens、Serratia odorifera) 全てにおいて陰性であっ

た。これらの結果より、開発したベロ毒素遺伝子検出法が STEC を検出するために

十分な特異性を持つことが示唆された。 

 

７．開発したベロ毒素遺伝子検出 PCR-核酸クロマト法の検出感度 

開発したベロ毒素遺伝子検出法の検出感度を調べるために、我々は新鮮な培地で

培養した 9 株の STEC をゲノム DNA 抽出の検体として使用した。結果は、表 8 に要

約される。開発したベロ毒素遺伝子検出法の検出限界は、4 株の STEC 

(RIMD05091876、IID3005、RIMD05091859、RIMD 05091061) において 1 pg/μl であ

る一方、 5 株 (RIMD05091858、RIMD05091855、RIMD05091878、RIMD05091865、

RIMD05091870) において 0.1 pg/μl であった。一方、既存法である O-157 PCR 

Screening Kit と Cycleave PCR O-157  (VT gene)  Screening Kit の検出限界はそれぞれ

10-100 pg/μlと 0.1-1 pg/μl であった。開発したベロ毒素遺伝子検出法は、Cycleave  

PCR O-157 (VT 遺伝子) Screening Kit と同程度の検出感度で、STEC 培養液から抽出

したゲノム DNA を検出することが可能であった。 
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８．STEC を接種した食品検体からの開発したベロ毒素遺伝子検出 PCR-核酸クロマ

ト法による検出 

開発したベロ毒素遺伝子検出法の食品検体中の STEC 検出能を評価するために、

O26 (IID3005)、O111 (RIMD05091865)、O121 (RIMD05091859)、O157 

(RIMD05091061)の STEC 4 株をそれぞれ食品検体 (かいわれ大根、トマト、牛ひき

肉、牛レバー) に接種し、mEC 培地で 22 時間培養した。培養後の培養液から抽出し

た DNA を遺伝子検出法の鋳型 DNA として用いた。牛ひき肉における

RIMD05091859 の検出限界は培養後の STEC 濃度が 102 CFU/ml のときであった。牛

レバーにおける全ての STEC 株、かいわれ大根における IID3005、牛ひき肉における

3 株 (IID3005、RIMD05091865 と RIMD05091061) の検出限界は、培養後の STEC 濃

度が 103 CFU/ml のときであった。かいわれ大根における 3 株 (RIMD05091865、

RIMD05091859 と RIMD05091061)、トマトにおける RIMD05091859 の検出限界は、

培養後の STEC 濃度が 104 CFU/ml のときであった。トマトにおける 3 株 (IID3005、

RIMD05091865 と RIMD05091061) の検出限界は、培養後の STEC 濃度が 105 CFU/ml

のときであった。一方、食品検体全てにおける市販の Real-time PCR の検出限界は、

培養後の STEC 濃度が 102-105 CFU/ml のときであった。また、菌を接種していない

食品検体は、開発したベロ毒素遺伝子検出法と市販の Real-time PCR いずれにおいて

も STEC 陰性の結果となった。従って本研究においては、開発したベロ毒素遺伝子

検出法の食品検体からの STEC 検出能は市販の Real-time PCR と同程度であった (表

9)。 

 

９．開発したベロ毒素遺伝子検出 PCR-核酸クロマト法と Real-time PCR (USDA 

MLG) との比較 
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開発したベロ毒素遺伝子法の食品中の STEC 検出能を USDA MLG 記載の Real-time 

PCR 法と比較するために、stx1 及び stx2 を保有している大腸菌Ｏ157 を牛ひき肉 5 検

体ずつにそれぞれ 1 colony forming unit (CFU)、0.6 CFU、0.3 CFU、0.075 CFU 接種し、

mTSBで 15 時間培養した培養液から抽出した DNA を鋳型 DNA として用いた。1 

CFU、0.6 CFU、0.3 CFU、0.075 CFU を接種した牛ひき肉における開発したベロ毒素

遺伝子検出法の陽性率は、それぞれ 100%、40%、60%、20%であった。また、1 CFU、

0.6 CFU、0.3 CFU、0.075 CFU を接種した牛ひき肉における Real-time PCR 法の陽性

率は、100%、40%、40%、20%であった。一方、菌を接種していない牛ひき肉は、

開発したベロ毒素遺伝子検出法と USDA MLG 記載の Real-time PCR 法いずれにおい

ても STEC 陰性と判定された。従って、開発したベロ毒素遺伝子検出法は、USDA 

MLG 記載の Real-time PCR 法 と同等の検出能を示した (表 10)。 
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Ⅳ. 考察 

 

１．開発した O111 検出イムノクロマト法について 

本研究においては、食品中の大腸菌 O111 の迅速・簡便な検査法としてイムノクロ

マト法を開発することを目的とし、免疫クロマトグラフィー技術と大腸菌 O111 細胞

表面に反応する抗体を組み合わせることによりイムノクロマト法を開発した。 

日本における通常の腸管出血性大腸菌の検査方法 (腸管出血性大腸菌 O26、O111、

O157 の検査法について) を実施するには、煩雑な操作と 4~5 日間の検査期間を要す

る。中でも stx 遺伝子検出試験で陽性となった検体について必要な操作が、免疫磁気

ビーズ法、分離培養法、血清型別試験、生化学的性状試験、VT 確認試験と非常に多

く、一部の検査施設を除いて実施する事が難しいのが実情である。このため食品工

場等多くの検査施設でも実施可能な O26、O111、O157 の検出法が必要であるが、こ

れまで O111 の簡便迅速検査キットは開発されていなかった。そこで我々は誰でも簡

単に使える O111 検出キットの開発を目指して本研究に取り組んだ。 

一方、イムノクロマト法は大きく分けて 2 つの過程から成り立つ。最初の過程は、

検出対象と抗体を感作した金コロイド試薬との免疫複合体を形成させる反応で、言

い換えるならば、検出対象を染色する過程である。次はこれを検出する過程で、免

疫複合体を含むサンプルがニトロセルロース膜中を拡散する過程で、その途中に固

定された抗体に捕捉される反応である。捕捉された対象はすでに染色されているた

め、陽性の場合には抗体が固定された場所に線が現れ、他の試験紙同様に dip and 

read で判定できる簡便さと迅速性を併せ持った方法である。 

開発したイムノクロマト法は、供試された 8 株の大腸菌 O111 に対して全て陽性反

応を示し、77 株の大腸菌 O111 以外の細菌に対して全て陰性反応を示した。この結
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果からイムノクロマト法に用いた PAb が既報論文 (Brade H et al. 1999) のように大腸

菌 O111 に特異的なＯ抗原多糖類を認識しているため、特異的に検出できた可能性が

示唆された。しかし今回の試験で使用されていない Salmonella O35 は大腸菌 O111 と

化学的に同一な構造を持つことが報告 (Bastin DA et al. 1991; Kenne L et al. 1983; 

Ørskov F et al. 1992) されており、開発したイムノクロマト法が Salmonella O35 に交

差反応を起こす可能性があるため、今後さらなる検証が必要である。また、開発し

たイムノクロマト法の検出限界は 1.8×103から 5.6×105 CFU/ml と、同じ血清型

O111 においても菌株によって検出感度が大きく異なることがわかった。これは既に

報告されている (Clark CG et al. 1995) ように、イムノクロマト法に用いた PAb が反

応するエピトープの産生量が株により異なることを示唆しているのかもしれない。

さらに、供試された大腸菌 O111 の培養液が生菌かオートクレーブされた死菌である

かにかかわらず、ほぼ同等の感度で検出可能であったことから、開発したイムノク

ロマト法が検査室において培養液から直接検査することも安全のためオートクレー

ブ後に検査することも可能であるということが明らかになった。最後に、食肉検体

中の大腸菌 O111 の菌数が極めて少ない (25 gの食品あたり 1.6×100~1.6×101 CFU) 

場合でも、NmEC で 42°C、22 時間培養し十分に増菌されていれば、信頼性の高い

PCR (Bastin DA et al. 1995; Madic J et al. 2011) と同程度の検出率で検出が可能である

ことが示された。これは 1993 年に西アメリカの複数の州においてアウトブレークが

発生した際、原因食材が菌数 0.3~15 CFU/gの牛ひき肉や 0.3~0.4 CFU/gのサラミだっ

た事例 (Meng J et al. 2013) から考えても、十分な検出感度であることが示唆された。

豚肉及び鶏肉において 1.6×100の O111 を接種した検体 1 と 2 で結果が異なったのは、
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検出感度の高い PCR 法でも同様の結果となったことから、接種菌数が少なすぎたた

め菌が増殖した検体と増殖しなかった検体が発生したことが原因と考えられる。 

また、検査現場においては、安全上の問題から食品を培養後オートクレーブした

ものからも大腸菌 O111 を検出する必要があると考えたため、本研究では抗原に対し

て様々な結合が可能で抗原の変性に強い PAb を用いてイムノクロマト法を開発した

が、キットとしては次の PAb を作製する際のロット差ならびに開発費が課題である。

今後は、同等の性能を有するキットの作製に向けて、良好な性能を持つ PAb を安定

的に取得する方法や複数の良好な性能を持つモノクローナル抗体を最適に組み合わ

せる方法などの検討が必要であると考えられる。 

今回開発した大腸菌 O111 検出イムノクロマト法を用いて腸管出血性大腸菌の検査

を行う場合、mEC 増菌培養液を直接検査することができるため、検査開始後 24 時間

以内に結果を得られる。また、培養法あるいは感度が高いと言われる PCR と比較し

ても、イムノクロマトテストストリップを増菌培養液に dip するだけの操作であり、

多検体を素早く処理する上でも非常に有用と考えられる。また、Real-time PCR のよ

うに高価な機器を必要としない。これらの利点のため、今後さらなる評価やフィー

ルド試験が必要であるものの、開発したイムノクロマト法は食品製造工場などの小

規模施設においても容易に実施可能な方法であると考えられた。 

 

２．開発したベロ毒素遺伝子検出 PCR-核酸クロマト法について 

我々は、STEC を検出するための迅速及び簡便なベロ毒素遺伝子検出法を開発した。

アメリカでは eae 及び stx 遺伝子が共に陽性の場合に STEC 陽性と判定されるが、eae

遺伝子を保有しない大腸菌も毒性を有し日本では stx 遺伝子のみが陽性でも STEC 陽

性と判定されることから、本研究におけるターゲット遺伝子は stx 遺伝子とした。食
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品中の STEC を日常的にスクリーニングすることは食品衛生において重要であるが、

ELISA、Real-time PCR、LAMP といった既存の方法は熟練した技術及び多くのコス

トが必要となるため適していなかった。例えば、既報の ELISA (Parma YR et al. 

2012) は複数の操作とマイクロプレートリーダーを必要とする上、STEC 株の検出限

界が高いという課題があり (精製された Stx2 において 115 ng/ml)、LAMP は Eiken 

GENOME SITE に記載の通りレバー類の食品の検査には使用できない。一方、簡便、

迅速で安価な方法である PCR 及び核酸クロマト法は日常的なスクリーニングに適し

ているものの、Real-time PCR に近い性能を有するものがなかった。本研究で開発さ

れた核酸クロマトテストストリップの性能 (その前に PCR 反応ステップを伴う) は、

システムの汎用性や信頼性が高く、2 つの大腸菌の毒性に関わる遺伝子 (stx1 及び

stx2) を 2 時間で特異的に検出可能であることを示した。本研究では、開発したイム

ノクロマト法を用いた試験において STEC 45 株は全て陽性判定、非 STEC 14 株及び

大腸菌以外の菌株 13 株は全て陰性判定であった。この結果は、本研究において開発

したプライマー及びプローブが stx1 及び stx2 遺伝子の特異的な配列を認識している

ことを示唆しており、開発したベロ毒素遺伝子検出法が STEC を特異的に検出でき

ることを示している。また、本研究において、迅速な PCR 反応と核酸クロマトテス

トストリップの利用が、その他の迅速法が有する大部分の要件を持ち合わせている

ことが示唆されている。それは非常に優れた検出感度と特異性、信頼性を有し、異

なる大腸菌毒性因子 (stx1 と stx2) の正しい区別が可能である。この方法は従来の優

れた分析法である Real-time PCR との比較においても、ランニングコスト (テストス

トリップ、試薬) が低く、必要な機器が 1 種 (サーマルサイクラー) である点で明ら

かに有利である。この方法が有するその他の利点は、核酸クロマトストリップの製
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造が容易で、品質保持期間が長く、一般環境下での保存が可能で、非常に使いやす

いという点である。 

PCR は一般的に 25 から 35 サイクルにて実施され (Kainz P. 2000)、過度に多いサ

イクル数は非特異増幅産物を増加させる。しかし開発した遺伝子検出法においては、

核酸クロマトストリップに用いるプローブにより特異性を補完することができるた

め、PCR を 45 サイクルにて実施することが可能となった。これによりアガロースゲ

ル電気泳動では非特異増幅産物のバンドが見られるものの、核酸クロマトストリッ

プにより正しい判定が可能となり検出限界も改善した。開発した遺伝子検出法の本

研究における STEC 株のゲノム DNA 量検出限界は 0.1-1.0 pg/test と株により若干の差

が見られた。この原因として既報 (Fuller CA et al. 2011) のように STEC 株の遺伝子

配列が異なっていたことが考えられうる。さらに食品検体 (かいわれ大根、トマト、

牛ひき肉、牛レバー) の培養液中に存在する STEC が極めて少ない (102～105 

CFU/ml) 場合でも、開発した遺伝子検出法が Real-time PCR (Ministry of Health and 

Welfare. 2012) に匹敵する検出能であることを菌接種試験が示しており、一方で菌を

接種していない食品検体においては STEC 陰性と判定することが可能であった。ト

マトの培養液からの検出は他の食品検体の培養液からの検出に比べて検出限界が高

いが、培養後の菌濃度が 105 CFU/ml で検出可能であり、培養前の菌濃度が低くても

培養後に到達する菌濃度であることから実用には問題無いと考えられる。また、

Real-time PCR も同様の傾向がみられることから、原因は PCR の反応系であることが

考えられ、今後の検討が必要である。そして、開発された核酸クロマトストリップ

は非常に優れた感度と特異性を持ち、得られる判定結果は対照として使われた方法 

(Real-time PCR) と非常に良く一致していた。両者の試験方法を比較すると、多くの
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場合 Limit of detection (LOD) において Real-time PCR の方が PCR と核酸クロマト法

の組み合わせより優れており、ワンステップで検出が可能であるという利点がある。

しかしながら、Real-time PCR には以下の欠点がある。第 1 は機器の価格であり、第

2 は結果の理解や解釈には知識が必要であるということである。そして、第 3 は整備

された検査室の設置が必要ということである。結論として、核酸クロマト法の技術

を利用することで Real-time PCR より多項目の検査が可能であり、検査室の設備に関

して実質的な必要事項が少なく、1 試験あたりの価格が低くなる。更なる評価やフィ

ールド試験が必要であるものの、今回開発したベロ毒素遺伝子検出法は Real-time 

PCR と異なり、特定の機器を必要とせず小規模の研究施設でも容易に実施可能であ

るため、食品企業における日常的なスクリーニング検査に非常に適していると考え

られる。 
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Ⅴ. 結論 

食品検体に含まれる腸管出血性大腸菌 (STEC) を簡便・迅速に検出できる大腸菌

O111 検出イムノクロマト法とベロ毒素遺伝子検出法の開発及び評価を行った。その

結果、開発した 2 種類の方法はいずれも、既存の方法と比べて遜色ない感度及び特

異性を持つ方法であることが明らかになった。また、開発した 2 種類の方法はいず

れも腸管出血性大腸菌を接種した食品検体からの検出能も高く、食品からの腸管出

血性大腸菌の検査方法の代替法としても実用的であることが示唆された。さらに、

既存の遺伝子検出法や培養法と比べ簡便・迅速な方法であるため、食品加工工場等

におけるルーチンスクリーニングにも非常に有用であると考えられる。 
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図１ 平成２５年 病因物質別食中毒発生状況 

出所) 厚生労働省 過去の食中毒発生状況 平成 25 年 (2013 年) 食中毒発生状況 ウェブサイト 
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図２ 平成２５年 細菌別食中毒発生状況 

出所) 厚生労働省 過去の食中毒発生状況 平成 25 年 (2013 年) 食中毒発生状況 ウェブサイト 
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図３ 食中毒による死亡者数の推移 

出所) 厚生労働省 過去の食中毒発生状況 平成 25 年 (2013 年) 食中毒発生状況 ウェブサイト
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図４ 食品からの腸管出血性大腸菌 O26、O111、O157 検査フローチャート 

出所) 厚生労働省 食安監発 1217 第 1 号 
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(1) 試料溶液中の大腸菌 O111 

(2) 金コロイド標識抗大腸菌 O111 抗体 

(3) 固相化された抗大腸菌 O111 抗体 

(4) 固相化された抗ウサギ免疫グロブリン抗体 

 

図５ 開発した大腸菌 O111 検出イムノクロマトの検出原理 

出所) NH イムノクロマト O111 (日本ハム株式会社, 大阪, 日本) ≪取扱説明書≫ 
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(1A) stx1 増幅産物 

(1B) stx2 増幅産物 

(2A) 着色ラテックス標識 stx1l 

(2B) 着色ラテックス標識 stx2l 

(3) 固相化された stx1m 

(4) 固相化された stx2m 

(5) 固相化された anti-stx2l 

 

図６ 開発したベロ毒素遺伝子検出核酸クロマトの検出原理 

出所) GeneLine ベロ毒素プライマーミックス／テストストリップ≪取扱説明書≫ 

テストストリップの試料滴下部に展開用バッファーと混合した PCR 反応液を含浸

させると、ラテックス標識プローブ (2A、2B) が溶解し、試験溶液中の腸管出血性

大腸菌由来増幅遺伝子 (1A、1B) と複合体を形成する。形成された複合体は毛細管

現象により移動し、stx1 テストラインに固定化された stx1 検出プローブ (3)、stx2 テ

ストラインに固定化された stx2 検出プローブ (4) に捕捉され、ラテックスによる青黒

色のラインが出現する。また、余剰のラテックス標識プローブ (2B) はコントロール

ライン用プローブ (5) に捕捉され、コントロールライン出現位置に青黒色のラインを

形成する。 
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図７ 抗大腸菌 O111 ポリクローナル抗体の力価 (ELISA) 
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陰性 

                                                         T        C 

T：大腸菌 O111 検出用テストライン 

C：コントロールライン 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図８ 開発した大腸菌 O111 検出イムノクロマトの判定 
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図９ 展開用バッファーの各成分の濃度検討 
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図１０ 開発したベロ毒素遺伝子検出核酸クロマトの判定 
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図１１ 開発したベロ毒素遺伝子検出核酸クロマトの反応性 
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図１２ 各遺伝子検出法のメリットおよびデメリット 
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表１ 本研究に用いた菌株 

菌種 血清型 試験株数 VT 産生   

      VT1 VT2   

Escherichia coli O1 1 － －  

 O6 1 － －  

 O7 1 － －  

 O8 1 － －  

 O9 2 － －  

 O10 1 － －  

 O16 1 － －  

 O18 1 － －  

 O25 1 － －  

 O26 3 + +  

 O26 14 + －  

 O26 1 － －  

 O45 1 + －  

 O91 1 + －  

 O101 1 － －  

 O103 1 + －  

 O111 3 + +  

 O111 4 + －  

 O111 1 － －  

 O121 1 － +  

 O139 1 － －  

 O141 1 － －  

 O145 1 + －  

 O149 1 － －  

 O157 3 + +  

 O157 14 － +  

 O157 6 － －  

 その他 3 － －  

Citrobacter freundii  1 － －  

Cronobacter  1 － －  

Enterobacter aerogenes  1 － －  

Enterobacter cloacae  2 － －  

Esherichia hermannii  1 － －  

Klebsiella pneumoniae  1 － －  

Klebsiella oxytoca  1 － －  

Pseudomonas aeruginosa  1 － －  

Proteus vulgaris  1 － －  

Salmonella Enteritidis  1 － －  

Salmonella Typhimurium  3 － －  

Salmonella Abaetetuba  1 － －  

Salmonella Anatum  1 － －  

Salmonella Arizonae  1 － －  

Salmonella Choleraesuis  1 － －  

Salmonella Kunzendorf  1 － －  

Salmonella Tallahassee  1 － －  

Salmonella Vellore  1 － －  

Serratia liquefaciens   1 － －  

Serratia marcescens   1 － －  

Serratia odorifera   1 － －   
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表２ 開発したベロ毒素遺伝子検出 PCR-核酸クロマト法のプライマーおよびプロ

ーブの配列 

プライマーまたはプローブ 配列 増幅サイズ (bp) 

stx1F 5'-TCCAGAGGAAGGGCGGTTTA-3' 
214  

stx1R 5'-CTGCATCCCCGTACGACTGA-3' 

stx1m 5'-CGGCTTATTGTTGAACGAAA-3'  

stx1l 5'-GCGGTTACATTGTCTGGTGA-3'  

sxt2F 5'-GAGATGCATCCAGAGCAGTT-3' 
183  

stx2R 5'-GATACTCCGGAAGCACATTG-3' 

stx2m 5'-CTGTGTATACGATGACGCCG-3'  

stx2l 5'-TGCGTTTTGTCACTGTCACA-3'  

anti-stx2l 5'-ACGCAAAACAGTGACAGTGT-3'   
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表３ 作製したポリクローナル抗体の様々な血清型の大腸菌への反応性 (ELISA) 

  ELISA吸光度 (OD) 

試験菌株 PAb-1 PAb-2 PAb-3 PAb-4 PAb-1/2a 

O111 RIMD0509829 3.421  2.952  0.594  1.286  3.428  

O111 RIMD05091865 3.498  3.503  0.782  2.520  4.134  

O111 wtO111-1 3.431  3.404  2.706  2.605  4.154  

O111 wtO111-2 3.541  3.370  2.634  2.681  3.910  

O111 wtO111-3 3.447  3.359  2.588  2.599  4.128  

O111 wtO111-4 3.509  3.576  0.434  2.385  4.043  

O111 wtO111-5 3.470  3.432  2.597  2.570  4.123  

O111 wtO111-6 1.150  0.494  2.419  0.477  0.441  

O1 ATCC11775 0.058  0.051  0.273  0.137  0.029  

O6 ATCC25922 0.088  0.088  0.878  0.137  0.037  

O9 NIAH10053 0.050  0.052  0.449  0.139  0.018  

O25 RIMD0509301 0.095  0.072  2.493  0.259  0.026  

O26 RIMD05091876 0.050  0.055  0.460  0.147  0.033  

O26 IID3005 0.116  0.091  2.525  0.317  0.035  

O45 RIMD05091858 0.055  0.056  0.430  0.145  0.014  

O91 RIMD05091855 0.144  0.748  2.657  0.358  0.049  

O101 NIAH 10052 0.053  0.050  0.302  0.140  0.027  

O103 RIMD05091878 0.115  0.245  2.449  0.342  0.046  

O121 RIMD05091859 0.097  0.089  2.259  0.276  0.050  

O139 NHAH 11170 0.046  0.049  0.229  0.130  0.030  

O141 NIAH11149 0.033  0.038  0.173  0.079  0.034  

O145 RIMD05091870 0.091  0.070  2.333  0.284  0.028  

O149 NIAH10054 0.046  0.049  0.260  0.137  0.017  

O157 ATCC43888 0.100  0.082  2.565  0.263  0.023  

O157 ATCC700728 0.147  0.119  2.510  0.319  0.036  

O157 RIMD05091061 0.072  0.074  1.924  0.140  0.040  

培地のみ 0.016  0.018  0.033  0.012  0.015  
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表４ 開発したイムノクロマト法の特異性 

試験菌株 株数 陽性株数 (%) 

Escherichia coli O1 1 0 (0) 

Escherichia coli O6 1 0 (0) 

Escherichia coli O7 1 0 (0) 

Escherichia coli O8 1 0 (0) 

Escherichia coli O9 2 0 (0) 

Escherichia coli O10 1 0 (0) 

Escherichia coli O16 1 0 (0) 

Escherichia coli O18 1 0 (0) 

Escherichia coli O25 1 0 (0) 

Escherichia coli O26 13 0 (0) 

Escherichia coli O45 1 0 (0) 

Escherichia coli O91 1 0 (0) 

Escherichia coli O101 1 0 (0) 

Escherichia coli O103 1 0 (0) 

Escherichia coli O111 8 8 (100) 

Escherichia coli O121 1 0 (0) 

Escherichia coli O139 1 0 (0) 

Escherichia coli O141 1 0 (0) 

Escherichia coli O145 1 0 (0) 

Escherichia coli O149 1 0 (0) 

Escherichia coli O157 23 0 (0) 

Citrobacter freundii 1 0 (0) 

Cronobacter 1 0 (0) 

Enterobacter aerogenes 1 0 (0) 

Enterobacter cloacae 2 0 (0) 

Esherichia hermannii 1 0 (0) 

Klebsiella oxytoca 1 0 (0) 

Klebsiella pneumoniae 1 0 (0) 

Salmonella enteritidis 1 0 (0) 

Salmonella typhimurium 1 0 (0) 

Salmonella abaetetuba 1 0 (0) 

Salmonella anatum 1 0 (0) 

Salmonella arizonae 1 0 (0) 

Salmonella choleraesuis 1 0 (0) 

Salmonella kunzendorf 1 0 (0) 

Salmonella tallahassee 1 0 (0) 

Salmonella vellore 1 0 (0) 

Serratia liquefaciens 1 0 (0) 

Serratia marcescens 1 0 (0) 

Serratia odorifera 1 0 (0) 

Proteus vulgaris 1 0 (0) 

Pseudomonas aeruginosa 1 0 (0) 
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表５ 開発したイムノクロマト法の検出感度 

   アッセイ用段階希釈 

      ×10-3 ×10-4 ×10-5 ×10-6 

大腸菌
O111 

RIMD 0509829 

培地中の菌濃度 (CFU/ml) 200000 20000 2000 200 

生菌 + + - - 

死菌 + + - - 

RIMD 05091865 

培地中の菌濃度 (CFU/ml) 500000 50000 5000 500 

生菌 + + - - 

死菌 + + - - 

wtO111-1 

培地中の菌濃度 (CFU/ml) 180000 18000 1800 180 

生菌 + + + - 

死菌 + + + - 

wtO111-2 

培地中の菌濃度 (CFU/ml) 260000 26000 2600 260 

生菌 + + - - 

死菌 + + - - 

wtO111-3 

培地中の菌濃度 (CFU/ml) 450000 45000 4500 450 

生菌 + + - - 

死菌 + + - - 

wtO111-4 

培地中の菌濃度 (CFU/ml) 560000 56000 5600 560 

生菌 + - - - 

死菌 + - - - 

wtO111-5 

培地中の菌濃度 (CFU/ml) 110000 11000 1100 110 

生菌 + + - - 

死菌 + + - - 

wtO111-6 

培地中の菌濃度 (CFU/ml) 400000 40000 4000 400 

生菌 + + - - 

死菌 + + - - 

＋；陽性 

－；陰性 
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表６ 開発したイムノクロマト法の大腸菌 O111 を接種した食品からの検出能 

食品検体 

  
大腸菌 O111の接種菌数  

(CFU/25g) 

  
イムノクロマト法 PCR法 

  

    1 2 1 2 

豚肉 

 1.6×101  ＋ ＋ ＋ ＋ 

 1.6×100  ＋ － ＋ － 

 1.6×10-1  － － － － 

 1.6×10-2  － － － － 

 0  － － － － 

        

牛肉 

 1.6×101  ＋ ＋ ＋ ＋ 

 1.6×100  ＋ ＋ ＋ ＋ 

 1.6×10-1  － － － － 

 1.6×10-2  － － － － 

 0  － － － － 

        

鶏肉 

 1.6×101  ＋ ＋ ＋ ＋ 

 1.6×100  ＋ － ＋ － 

 1.6×10-1  － － － － 

  1.6×10-2   － － － － 

 0  － － － － 

 

＋；陽性 

－；陰性 
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表７ 開発したベロ毒素遺伝子検出 PCR-核酸クロマト法の特異性  

菌種 血清型 試験株数 STX産生   陽性菌株 (%) 

   STX1 STX2   stx1 stx2 

Escherichia coli O26 3 ＋ ＋  3 (100) 3 (100) 

 O111 3 ＋ ＋  3 (100) 3 (100) 

 O157 3 ＋ ＋  3 (100) 3 (100) 

 O26 14 ＋ －  14 (100) 0 (0) 

 O45 1 ＋ －  1 (100) 0 (0) 

 O91 1 ＋ －  1 (100) 0 (0) 

 O103 1 ＋ －  1 (100) 0 (0) 

 O111 3 ＋ －  3 (100) 0 (0) 

 O145 1 ＋ －  1 (100) 0 (0) 

 O121 1 － ＋  0 (0) 1 (100) 

 O157 14 － ＋  0 (0) 14 (100) 

 O1 1 － －  0 (0) 0 (0) 

 O6 1 － －  0 (0) 0 (0) 

 O25 1 － －  0 (0) 0 (0) 

 O26 1 － －  0 (0) 0 (0) 

 O111 1 － －  0 (0) 0 (0) 

 O157 6 － －  0 (0) 0 (0) 

 その他 3 － －  0 (0) 0 (0) 

Citrobacter freundii  1 － －  0 (0) 0 (0) 

Cronobacter  1 － －  0 (0) 0 (0) 

Enterobacter aerogenes  1 － －  0 (0) 0 (0) 

Enterobacter cloacae  2 － －  0 (0) 0 (0) 

Esherichia hermannii  1 － －  0 (0) 0 (0) 

Klebsiella pneumoniae  1 － －  0 (0) 0 (0) 

Klebsiella oxytoca  1 － －  0 (0) 0 (0) 

Pseudomonas aeruginosa  1 － －  0 (0) 0 (0) 

Proteus vulgaris  1 － －  0 (0) 0 (0) 

Serratia liquefaciens   1 － －  0 (0) 0 (0) 

Serratia marcescens   1 － －  0 (0) 0 (0) 

Serratia odorifera   1 － －   0 (0) 0 (0) 

＋；陽性 

－；陰性 
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表８ 開発したベロ毒素遺伝子検出 PCR-核酸クロマト法の検出感度 

菌株 血清型 STX   ゲノム DNA量 (pg) 

       100 10 1 0.1 0.01 

RIMD05091876 O26: NM STX1  PCR-核酸クロマト法 ＋ ＋ ＋ － － 

    PCR ＋ － － － － 

    Real-time PCR ＋ ＋ ＋ － － 

IID3005 O26: H11 STX1  PCR-核酸クロマト法 ＋ ＋ ＋ － － 

    PCR ＋ － － － － 

    Real-time PCR ＋ ＋ ＋ － － 

RIMD 05091858 O45: H2 STX1  PCR-核酸クロマト法 ＋ ＋ ＋ ＋ － 

    PCR ＋ － － － － 

    Real-time PCR ＋ ＋ ＋ － － 

RIMD 05091855 O91: H14 STX1  PCR-核酸クロマト法 ＋ ＋ ＋ ＋ － 

    PCR ＋ ＋ － － － 

    Real-time PCR ＋ ＋ ＋ ＋ － 

RIMD 05091878 O103: H- STX1  PCR-核酸クロマト法 ＋ ＋ ＋ ＋ － 

    PCR ＋ － － － － 

    Real-time PCR ＋ ＋ ＋ － － 

RIMD05091865 O111: NM STX1  PCR-核酸クロマト法 ＋ ＋ ＋ ＋ － 

    PCR ＋ － － － － 

    Real-time PCR ＋ ＋ ＋ － － 

RIMD 05091870 O145: NM STX1  PCR-核酸クロマト法 ＋ ＋ ＋ ＋ － 

    PCR ＋ － － － － 

    Real-time PCR ＋ ＋ ＋ － － 

RIMD 05091859 O121: H19 STX2  PCR-核酸クロマト法 ＋ ＋ ＋ － － 

    PCR ＋ － － － － 

    Real-time PCR ＋ ＋ ＋ － － 

RIMD 05091061 O157 STX2  PCR-核酸クロマト法 ＋ ＋ ＋ － － 

    PCR ＋ － － － － 

        Real-time PCR ＋ ＋ ＋ － － 

＋；陽性 

―；陰性 

PCR には O-157 PCR Typing Set  (タカラバイオ株式会社) を、Real-time PCR には

CycleavePCR O-157  (STX gene)  Screening Kit  (タカラバイオ株式会社) を用いた。 
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表９ 開発したベロ毒素遺伝子検出 PCR-核酸クロマト法の STEC を接種した食品

からの検出能 

菌株 血清型 STX 食品検体  検出限界 (CFU/ml) 

          PCR-核酸クロマト法 Real-time PCR 

IID3005 O26: H11 STX1 かいわれ大根  103 103 

   トマト  105 105 

   牛ひき肉  103 103 

   牛レバー  103 103 

RIMD05091865 O111: NM STX1 かいわれ大根  104 103 

   トマト  105 104 

   牛ひき肉  103 103 

   牛レバー  103 103 

RIMD 05091859 O121: H19 STX2 かいわれ大根  104 103 

   トマト  104 104 

   牛ひき肉  102 102 

   牛レバー  103 103 

RIMD 05091061 O157 STX2 かいわれ大根  104 103 

   トマト  105 105 

   牛ひき肉  103 103 

      牛レバー   103 102 

Real-time PCR には CycleavePCR O-157  (STX gene)  Screening Kit  (タカラバイオ株

式会社) を用いた。 
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表１０ 開発したベロ毒素遺伝子検出 PCR-核酸クロマト法と USDA 記載 Real-time 

PCR 法の比較 

接種菌数 (CFU) / 繰り返し 陽性検体数 (%) 

牛ひき肉 25 g 回数 PCR-核酸クロマト法 Real-time PCR 

1 5 5 (100) 5 (100) 

0.6 5 2 (40) 2 (40) 

0.3 5 3 (60) 2 (40) 

0.075 5 1 (20) 1 (20) 

0 5 0 (0) 0 (0) 

Real-time PCR には MLG 5B Appendix 1.01  (the guideline of USDA) を用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


