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研究成果の概要（和文）：養鶏場や食鳥処理場の現場で実施できる高感度なカンピロバクターの迅速検査の実現
には、簡易なDNA抽出法の開発と蛍光LAMP法の使用が有用であることを明らかにした。環境中の微量なカンピロ
バクターを高感度に検出できる技術の開発には至らなかったが、適切な抗体の選別、酵素処理などによる阻害物
資の除去、マイルドかつ短時間のサンプル前処理などが技術確立に重要であることがわかった。開発の過程で比
較対象として行った実験結果から、ヒト・動物感染症の両方の診断能力を向上させ得る重要な知見を得ることが
できた。

研究成果の概要（英文）：The development of a simple DNA extraction method and the use of a 
fluorescent LAMP method were found to be useful in realizing a highly sensitive rapid test for 
Campylobacter that can be performed at poultry farms and poultry slaughterhouses. Although we were 
unable to develop a technique that can detect micro-amount of Campylobacter in the environment with 
high sensitivity, we found that selection of appropriate antibodies, removal of inhibitory materials
 by enzyme treatment or other means, and mild and short sample pretreatment were important for 
establishing the technique. The results of experiments conducted as a comparison during the 
development process provided important insights that could improve diagnostic capabilities for both 
human and animal infectious diseases.

研究分野： 獣医感染症学
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フルエンザウイルス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
養鶏場や食鳥処理場の現場で実施できる高感度迅速なカンピロバクターのPOCT(Point-of-care testing、その場
検査法)の実現には、簡易なDNA抽出法開発の開発と蛍光LAMP法の使用が有用であることを明らかにした。環境サ
ンプルからカンピロバクター等の微量な病原体を培養法に依存することなく高感度に検出する技術確立には、適
切な抗体の選別、酵素処理等による阻害物資の除去、マイルドかつ短時間のサンプル前処理等が重要であること
がわかった。開発過程における比較対象実験から、微量なインフルエンザウイルスの高感度な検出技術開発や牛
伝染性リンパ腫診断のPOCT開発の成功という研究成果が派生した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９(共通) 
 
１．研究開始当初の背景                                 
カンピロバクター・ジェジュニおよびカンピロバクター・コリ(以下、「カンピロバクター」とい
う)は国内における細菌性食中毒の原因の第一位である。食鳥処理場での加工時における鶏腸内
容物からの汚染を受ける鶏肉が主要な原因食品である。同菌は養鶏場内にひとたび侵入すると、
初発感染ブロイラーの腸内で増殖したのちに、食糞行動や密閉鶏舎内での多頭飼育、暑熱対策の
ための強制換気による病原体の鶏舎内循環等の要因を背景に、数日内に同一鶏舎のブロイラー
群内に急速に広がる。ひとたび侵入を許すと、食鳥処理場への出荷前までに同一鶏舎内の全ブロ
イラー個体を汚染する(Yamazaki et. al., 2016, J. Appl. Microbiol., doi: 10.1111/jam.13141) 。食鳥
処理時における、と体盲腸の損傷ならびに総排泄腔(クロアカ)からの内容物の漏出・拡散は、カ
ンピロバクター陽性と体から陰性と体へ原材料汚染を広げるリスクファクターである。それゆ
え、現場(養鶏場や食鳥処理場)でのカンピロバクター陽性・陰性鶏群の正確かつ即時の鑑別が原
材料汚染防止のために必須である。 
 
カンピロバクターは環境中や冷凍状態において、容易に培養能を失う。また、微好気性菌である
同菌による食中毒は、一般的な通性嫌気性菌による食中毒とは異なり、外気温ではなく養鶏場で
の保菌率に高度に相関することから、食中毒低減のためには流通段階の温度管理よりも原材料
(鶏肉)汚染防止が重要である(Yamazaki et. al., 2017, doi: 10.7883/yoken.JJID.2017.132) 。それゆ
え、1) 欧州連合においても提唱されている養鶏場・食鳥処理場レベルでの陽性･陰性鶏群の区分
出荷処理による市販鶏肉の原材料汚染低減策の確立が課題となっている。現場で実施できる現
行のカンピロバクターのスクリーニング法にはイミュノクロマト法がある。しかし、検出感度が
低く、陽性判定には腸内容物 1 グラムあたり 100 万個以上のカンピロバクターが必要であり、
微量保菌検体に対しては、偽陰性判定をされてしまうことが明らかにされている (Sabike, 
Yamazaki et. al., 2016, Front. Microbiol., doi.org/10.3389/fmicb.2016.01582; Food Control, 2017, 
10.1016/j.foodcont.2016.11.037) 。クロアカ内容物 1 グラムあたりの菌数は 1 千～1 億と個体や
サンプル採取時期によって多様であり、1 グラムあたり 1 千～10 万個程度の低～中菌数を有す
るサンプルからの検出が特に問題である。すなわち、実効性のある区分出荷処理のために現場で
できる高感度迅速なカンピロバクター検出法の不存在が原材料汚染低減策確立のボトルネック
である。 
 
研究代表者らはすでに養鶏場の鶏舎環境内では、サルモネラに比してカンピロバクターは速や
かに培養能を失うことを明らかにしている(Yamazaki et. al., 2016)。感染後に動物の体内で増幅し
た多量のカンピロバクターを含有する新鮮便検体とは異なり、環境サンプル中の菌量は極めて
少ない上に、培養能を喪失していることが多い。それゆえ、環境サンプルの細菌検査では多くの
場合、偽陰性(本来細菌が存在しているが、正確に検出できない状態)を示してしまうことが知ら
れている。 
 
 
２．研究の目的                                     
養鶏場や食鳥処理場で実施できるカンピロバクターの高感度な迅速検出法を開発することで効
果的な原材料汚染防止対策を確立する。さらに、培養法に依存しない高感度なカンピロバクター
検出法を開発し、不明な点が多い同菌の環境動態の解明を促進する。 
 
 
３．研究の方法                                                     
(1) 養鶏場や食鳥処理場で実施できるカンピロバクター陽性・陰性鶏群の鑑別システム開発 
研究代表者らは先行研究において、濁度測定を基盤とした LAMP(濁度 LAMP)法により、クロア
カ(養鶏場における出荷時の区分処理を想定)と盲腸(食鳥処理場での即時鑑別を想定)内容物から
のカンピロバクターのスクリーニングシステムの開発に成功している (Sabike, Yamazaki et. al., 
2016, 2017)。開発済の方法をさらに改良し、内蔵バッテリを備えたポータブル機器や軽量なヒー
トブロックによる測定の導入、比色・蛍光色素使用による迅速化・視認性の改善などによる低コ
スト化や簡易迅速な POCT(Point-of-care testing, その場検査)化を図る。さらに、新開発する免
疫磁気ビーズ法による菌濃縮と SDBS (ドデシルベンゼンスルホン酸ナトリウム)による新しい簡
易核酸抽出法を同菌に初めて応用する。これらを統合し、養鶏場や食鳥処理場で実施できるカン
ピロバクターの POCT を開発する。 
 
(2) 野鳥などの環境サンプルに対するカンピロバクター調査と高感度検査法の開発 
カンピロバクター特異的な市販ポリクローナル抗体や自家製モノクローナル抗体(イミュノクロ
マ ト キ ッ ト と し て 市 販 キ ッ ト 化 済 、 Kawatsu, et. al., 2008, J. Clin. Microbiol., doi: 
10.1128/JCM.02170-07)を使用して免疫磁気ビーズ法を開発し、環境サンプルからのカンピロバ
クターの効率的な濃縮分離を実現する。開発する方法によって培養に依存することなく、同菌の



高感度な検出を実現する。 
 
 
４．研究成果                                        
(1) 養鶏場や食鳥処理場で実施できるカンピロバクター陽性・陰性鶏群の鑑別システム開発 
出荷時および食鳥処理時にカンピロバクター陽性・陰性の肉養鶏(ブロイラー)群を簡易・迅速か
つ正確に鑑別できるシステム開発のために、研究代表者らが開発済の鶏盲腸便(食鳥処理場での
即時鑑別を想定)と鶏クロアカ(養鶏場における出荷時の区分処理を想定)からのカンピロバクタ
ー直接検出法(濁度 LAMP 法を基盤)を新たに蛍光 LAMP 法に応用した。 
 
培養法との比較の結果、鶏盲腸便 131 サンプルに対して、本法の結果は完全に一致し、診断的特
異度・診断的感度はともに 100％を示した。鶏クロアカ 161 サンプルに対しては、診断的特異度
は 100％を示す一方で、診断的感度は 93％を示した。濁度 LAMP 法との比較では、鶏クロアカ
に対する診断的感度が 10％改善されるとともに、他の値はいずれも同じく 100％を示した。さ
らに両サンプル種いずれにおいても、検出所要時間は濁度 LAMP 法と比較して有意に短縮され
ことから、今回開発した蛍光 LAMP 法がより高い性能を示すことが明らかになった。 

 
しかしながら、開発法では核酸抽出キットは不要だが、高速遠心機を使用する必要があるので、
現場での実施、POCT 化には障壁がある。現場での実施を実現するために、高速遠心機に代えて
乾電池稼働型の卓上遠心機の使用によって、より簡易にサンプルから DNA を抽出する改良が必
要である。そのために、SDBS を用いた簡易核酸抽出法を新しく開発し、鶏クロアカ(カンピロバ
クター・ジェジュニを人為的に添加)に対して実施し、性能評価を試みた。しかし、蛍光 LAMP 法
とリアルタイム PCR 法による遺伝子増幅は確認できなかった。SDBS では、鶏クロアカ内に存在
すると示唆される遺伝子増幅阻害物質(未同定だが鳥類のクロアカに多量に含有する尿酸を推
測)は不活化できない可能性が示唆された。 
 
この問題を解決する工程で、糞便・クロアカよりも阻害物質が少ないと推測されるサンプル(牛
血液とヒト唾液)を対象として、開発法を再検討した。その結果、牛血液から牛伝染性リンパ腫
ウイルス(BLV)のプロウイルス DNA を簡易抽出(高速遠心機は不要)し、蛍光 LAMP 法およびリア
ルタイム PCR 法で検出できる POCT の開発に成功した。ヒト唾液に対しては阻害物質の不活化
が不十分だったためか、十分な検出感度が得られなかった。しかし、SDBS に代えて喀痰除去剤
である SAP(セミアルカリプロテネース)を使用することで、唾液からの POCT 検出も可能になっ
た。クロアカ内カンピロバクターに対する POCT 実現のためには、サンプル中に存在する遺伝子
増幅阻害物質の影響を緩和するためのさらなる改良が必要であることが分かった。 
 
(2) 野鳥におけるカンピロバクター調査と高感度検査法の開発 
カンピロバクターの自然環境における生態・動態を把握するために、2018 年から 2020 年にか
けて茨城県(霞ケ浦沿岸)・宮崎市(大淀川沿岸)・京都市(鴨川沿岸および中洲)において、野鳥(主に
カモ)の新鮮な自然排泄糞便 144 サンプルを収集した。リン酸緩衝食塩水により 10％に調整した
糞便液の遠心上清から、自動核酸抽出機(MagLEAD 6gC, PSS 社製) とカートリッジカラム
(magDEA Dx SV, PSS 社製)を用いて、DNA を抽出した。抽出 DNA に対して、遺伝子検出法(蛍光
LAMP 法とリアルタイム PCR 法)によって、カンピロバクターの保菌率を調査した。予想に反し
て、すべてのサンプルが陰性を示した。 
 
上述の(1)で示した先行開発においては、鶏クロアカを対象とした蛍光 LAMP 法によるカンピロ
バクターの陽性率は 33％だった。それゆえ、鶏と比較して、野鳥(主にカモ)におけるカンピロバ
クターの保菌率は極めて低いか、仮に保菌しているとしても、その保菌量は遺伝子検出法の検出
感度を下回る少量である可能性が示唆された。そこで、野鳥の糞便および環境水中に微量に存在
するカンピロバクターを培養能喪失株も含めて高感度に濃縮検出するための技術開発を新しく
行った。 
 
濃縮検出のために、2 種類の抗原検出 ELISA 用ポリクローナル抗体(Bio-Rad 社製、Invitrogen 社
製)と 2 種類のモノクローナル抗体［大阪健康安全基盤研究所より分与された市販イミュノクロ
マトキットに使用されている自家製抗体(Kawatsu, et. al., 2008, J. Clin. Microbiol.)］をそれぞれ、
市販のプロテイン G コート磁気ビーズ(MBL 社製)に感作させ、免疫磁気ビーズを作製した。
PBS(環境水を想定)、カモ糞便(カンピロバクター陰性を確認済)1%乳剤の 2 種類のサンプルにカ
ンピロバクター・ジェジュニ (一夜微好気培養の新鮮菌 ATCC 292111 を使用)を添加したうえで、
濃縮処理前後のサンプルをそれぞれリアルタイム PCR 検出により比較した。濃縮前のサンプル
については、PBS は遠心無、カモ糞便 1%乳剤は遠心無および 900xg・2 分間遠心後上清の両方



を上述の自動核酸抽出にて 200ul を 50ul に溶出した(4 倍濃縮)。同時に各々のサンプル 10ml を
免疫磁気ビーズ処理後に SDBS 加熱(100℃・10 分)抽出によって、10ul に濃縮検出した(1000 倍
濃縮)。 
 
その結果、いずれの抗体を用いても、濃縮処理後に Ct 値の減少は確認されず、濃縮効果は得ら
れなかった。市販ポリクローナル抗体においては、Bio-Rad 社製では 10 以上、Invitrogen 社製で
は 6 以上、Ct 値の増加が確認された。2 種類の自家製モノクローナル抗体においては、いずれも
検出限界を下回り Ct 値は測定されなかった。培養法に依存することなく、サンプル中の微量な
カンピロバクター・ジェジュニを高感度に検出するためには検出系のさらなる改善が必要であ
ることが分かった。 
 
同菌よりも核酸抽出がより簡易に可能なインフルエンザウイルスを対象として、上述の免疫磁
気ビーズ法と SDBS 抽出(ウイルスに対しては加熱処理不要であることを確認済)を組み合わせた
微量ウイルス濃縮技術(Micro-amount of Virion Enrichment Technique, MiVET)の開発と改良を試
行した。PBS と市販鶏肉 10％乳剤(サンプル量をいずれも 50ml に増量)およびカモ糞便に同ウイ
ルスを添加したうえで同法を実施し、上述の自動核酸抽出法と比較した結果、PBS と市販鶏肉で
は 100 倍から 1000 倍、カモ糞便では 10 倍以上の濃縮効果が確認された。それゆえ、カンピロ
バクター・ジェジュニを対象とした濃縮検出が失敗した理由はカモ糞便に由来する反応阻害物
質ではなく、使用した抗体の菌体捕捉力が極めて弱いことが原因と推測した。 
 
鶏肉からの微量ウイルス濃縮に際しては、前処理工程を 2 点改良し、比較検討した。(1)免疫磁
気ビーズとサンプルの感作時間を 15 分から 30 分に延長した上で、α-アミラーゼなどの消化酵
素を添加した。(2)さらに、10％鶏肉乳剤を作製する際に、ストマッカーを使用しない手揉みによ
る穏やかな混和、ストマッカーによる混和(短時間)、ストマッカーによる混和(長時間)の 3 種を
比較検討した。その結果、(1)に加えて、(2)の手揉み法あるいはストマッカーによる混和(短時間)
の条件下であれば、従来の核酸抽出法と比較して 100-1000 倍の濃縮性能を確認することができ
た。ストマッカーによる混和(長時間)では、濃縮性能は 10-100 倍に低下した。 
 
鶏肉のカンピロバクター汚染は腸内細菌に由来するため肉の表面に限局している。それゆえ、鶏
肉表面に付着している菌体を手揉み法あるいは短時間のストマッカー処理によって、PBS 中へ充
分に遊離させることができる。長時間のストマッカー処理はかえって、鶏肉に由来する抗体捕
捉・遺伝子増幅を阻害する物質の PBS 中への遊離を増加させている可能性が示唆された。それ
ゆえ、マイルドかつ短時間のサンプル前処理が本技術の確立に重要であることがわかった。 
 
養鶏場や食鳥処理場で実施できる高感度な POCT の実現については、簡易な DNA 抽出法の開発
が必要であることと蛍光 LAMP 法の使用が有用であることを明らかにすることができた。環境
サンプルからカンピロバクターなどの微量な病原体を培養法に依存することなく高感度に検出
する技術確立には、適切な抗体の選別、酵素処理などによる阻害物質の除去、マイルドかつ短時
間のサンプル前処理が重要であることがわかった。開発の過程で比較対象として行った実験結
果から、環境中の微量なインフルエンザウイルスの高感度な検出技術開発や牛伝染性リンパ腫
診断の POCT 化が実現するという研究成果が派生した。ヒト・動物感染症の両方の診断能力を向
上させ得る重要な知見を得ることができた。 
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