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研究成果の概要（和文）：腸炎ビブリオでは、免疫磁気ビーズ法および遺伝子検査法としてLAMP 法を採用し、病原性
（tdhまたはtrh遺伝子陽性）株を魚介類から高感度・簡便・迅速に定量検出する方法を確立した。乾燥タイプLAMP試薬
は、熱帯地域でも保管・移動が可能で、結果判定に煩雑な電気泳動法を不要にしたことをアジアや南米の発展途上国７
カ国において実地検証した。trh遺伝子陽性株では、環境株に高頻度塩基置換による溶血活性陰性化を多数発見したの
で、LAMPプライマーの調整による完成化にとりかかった。
　腸管出血性大腸菌については、一度の検査で世界的に重要な12種のO型抗原型菌を牛肉から検出できる同様な定性検
査法を開発した。

研究成果の概要（英文）：We have established a sensitive, easy, rapid, and quantitative method by 
incorporating an immunomagnetic method and a genetic method so-called the LAMP method to detect 
pathogenic (tdh- and/or trh-positive) strains of Vibrio parahaemolyticus. We demonstrated the dried-type 
LAMP reagent made possible the maintenance and transportation of the reagent and eliminated the need for 
gel electrophoresis to judge the result in the workshops held in seven developing countries in Asia and 
South America. We found loss of hemolytic activity of the trh gene product due to frequent base 
substitutions in this gene of environmental strains, and thus we are adjusting the LAMP primers for this 
gene to improve this detection method.
　Regarding the enterohemorrhagic Escherichia coli, we developed a similar qualitative detection method 
for the strains belonging to 12 important O serotypes in the world from beef at once.

研究分野：病原細菌学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 研究代表者らは、これまでの基盤研究に
おいて、3 種の重要な腸管病原性細菌（腸炎
ビブリオ、腸管出血性大腸菌 [以下 EHECと
略す] O157、およびコレラ菌）の病原性株・
非病原性株が、アジアの発展途上国の環境中
に分布し、頻度は低いが、病原性株が食品の
輸出入を介して国境を越えてアジア内外に
移動していることを明確に示した。特に、腸
炎ビブリオについては、二枚貝の輸出入を介
して病原性株が国境を越え、世界レベルでの
大流行をおこしていることを明らかにして、
FAO/WHO による魚介類中の病原性ビブリ
オ属細菌種のリスクアセスメントの開始を
促した。 
 
(2) 輸出入食品の安全性評価には、必要以上
に厳しい基準を設定しないようにするため
に、定量リスクアセスメント（どれぐらいの
菌量までなら大丈夫）が必要である。しかし、
食品中の食中毒菌の定量データが乏しいた
め、定量リスクアセスメントはまだほとんど
普及していない。定量データ欠乏の理由は、
関係者が納得できる標準定量検査法が確立
されていないからである。タイ国内で人気が
あり、また輸出入商品でもあるハイガイ
（Anadara granosa）中の腸炎ビブリオの病
原性株について、かつて研究代表者らが定量
リスクアセスメントを実施した。このような
熱帯地域には、リアルタイム PCR 解析装置
が使用できる環境はなく、一般的な最確数
(most probable number [MPN])法と PCR法
を組み合わせた検査法により目的菌の定量
検出を実施した。この方法は感度が低くかつ
操作が煩雑なので、大変苦労をした。後に実
施した予備的研究において、MPN 法に免疫
磁気分離（ Immunomagnetic separation 
[IMS]）法の変法および Loop-mediated 
isothermal amplification （LAMP）法（簡
便かつ高感度な DNA増幅・検出法、）を組み
込むことにより操作が簡便になり、かつ感度
が良くなることが示された。 

 
２．研究の目的 
(1) 本研究の第１目的は、上記 3 菌種の病原
性株を対象にして、この新しいによって、高
感度かつ簡便な定量検査法を確立し、その方
法が熱帯地域の発展途上国でも使用可能で
あることを実証することである。 
(2) 第２の目的は、この過程で集積するデー
タと菌株を解析して、各菌種で早急に回答が
必要な病原性に関する重要な疑問に取り組
む。すなわち「以下の毒素遺伝子のペアで（前
者の遺伝子と後者の遺伝子が、それぞれ患者
と環境から頻繁に分離される理由は？：腸炎
ビブリオ tdh＋株 vs. trh＋株; EHEC O157 vs. 
non-O157; Vibrio cholera O1 vs. O139」 
 
３．研究の方法 
(1) 研究代表者と研究分担者の指導のもと

に、大学院生 3名のうち各 1名が各菌種を専
門に担当し、その菌種について新たな検出法
を確立するために積極的に研究に協力する。
大学院生は民間の研究協力者から IMS 法お
よび LAMP 法に関して、専門的技術協力を得
て、これらの技術をそれぞれの食品サンプル
処理に応用するために、それぞれの菌種に適
した技術を開発することに協力する。その際
必要になる由来が確かな食品サンプルの入
手・輸送には、研究協力者の協力を必要とす
る。連携研究者や研究協力者は専門技術（菌
の型別など）も提供する。 
 
(2) 大学院生は、菌の汚染度が低い食品(国
内フィールド)および高い食品（国外フィー
ルド）を材料として、従来法および新法によ
る検査に積極的に協力する。地方自治体や国
外の大学の研究協力者は食品サンプル入手、
サンプル解析用実験室の提供、特殊技術の提
供、現地実験補助者の紹介などで協力する。
すべての研究参加者は国外のフィールドで
の食品サンプルの検査結果の解析にも協力
する。新法が従来法よりさらに優れた結果を
もたらすように、その都度必要と判断される
改良点を新法に追加する。最終的に確立した
新法と従来法を国内・国外のフィールドの食
品検査に供し、データを蓄積・比較・解析し、
新法の優劣を明らかにする。3 菌種の毒素遺
伝子のペアについて、遺伝子の病原的意義の
解明と LAMP 法の改良のために、代表分離株
の遺伝子と蛋白を比較・解析。 
 
４．研究成果 
(1) 腸炎ビブリオに関しては、3 ステップで
研究をすすめて、目標を達成できた。第 1ス
テップで、基本的な定量検査法の第 1モデル
を作成し、腸炎ビブリオ病原性菌株の二枚貝
中に蓄積される濃度（すなわち環境沿岸水中
の分布頻度）がそれぞれそれほど高く温帯地
域、およびかなり高い熱帯地域の代表として
日本（三重県）と国外（タイ南部）で、性能
を比較した。さらに発展途上国で実施可能な
従来法（PCR 法）や先進国ならば、実施可能
な リ ア ル タ イ ム PCR 法 な ど と 評 価
（validation）しながら、必要な２地域で性
能を比較し、またこの期間中に、発展途上国
でのワークショップで、参加者に意見を聞い
て、改良を重ねて第２モデルを考案して、さ
らにこの方法に関する日本（三重県）と国外
（タイ南部）の比較実験およびワークショッ
プでのコメントを参考にして、最終法を確立
した。 
 
① 第 1モデル： すでに臨床分離株から報 
告されている 69 種類の K 抗原のそれぞれに
対する抗ウサギ抗体 10 種類前後を混合した
多価抗体で磁気ビーズをコーティングして、
これらのK抗原を発現する菌を標的とする方
法で二枚貝の消化管に濃縮・蓄積した菌の中
から、腸炎ビブリオ選択的に分離した。IMS



法を効率良く実施するために、PickPen(磁気
を帯びたロッドを8チャンネルのピペッター
に組み込んだ装置)および96穴マイクロタイ
タープレートを活用したことが本研究の特
徴の 1つである。標的菌の定量のために、目
的菌の増菌液を MPN 方式で希釈・分配して、
試験管に分配した菌液を LAMP 法で、標的毒
素遺伝子（tdh/trh）の有無を調べ、MPN 方式
で標的菌のオリジナル濃度を推定した。日本
とタイにおいて、本法を用いて市販の二枚貝
中の tdh+ 腸炎ビブリオ菌株の濃度を推定し
たところ、それぞれ、相当低い値 (0.3 ～ 
11) とかなり高い値 (930 ～  110,000) 
MPN/10 g が得られた。タイ南部の貝サンプ
ルは、地方の朝の魚市場で市販されているも
のであったので、この種の貝は微生物学的リ
スクに注意を払わねばならないと言える。
tdh+菌を検出するための LAMP 法は幅広い濃
度範囲に分布する標的菌を検出できて、検出
感度は従来のPCR法に比べて同等かより高感
度であった。PickPen を用いた IMS 法の有利
性は、MPN の値に反映されていた。すなわち、
PickPen-IMS は貝の中のtdh+ 菌株を32倍濃
縮する事に匹敵する作用が確認できた。本研
究で確立した方法は､二枚貝中のtdh+ 腸性腸
炎ビブリオ菌株を定量検出ための世界標準
法になりうると考えられた。 
 
② 第2モデル: 上記第1モデルは腸炎ビブリ
オおよびその他の菌が高濃度で分布する熱
帯の沿岸環境では、tdh+ 菌株の濃度を過小評
価する可能性があることがわかったので、 
本モデルでは、この点を改良した。食塩ポリ
ミキシン培養液を用いた増菌段階と
PickPen-IMS 処理段階において、処理条件を
微調整した。さらに DNA 増幅酵素を含む LAMP
試薬を乾燥標品に差し替えることによって、
検査の感度を維持しながら、キットの輸送・
保および結果の肉眼判定が可能となったの
で、図 1 に示すような究極的な LAMP 変法可
能であろうと考えられる。 
 
 
 
 
 

 
図１．屋外でも可能な究極的 LAMP 法 
 
③trh 遺伝子検出用 LAMP 法 
すでに臨床分離株を試験菌株として、LAMP
法を 1 度確立した。一方で、trh 遺伝子には
かなり菌のばらつきが多いことを過去に報
告していたので、最近になって、菌の病原性
に関わる因子として、trh 遺伝子の塩基配列
のばらつきが重要であると思われたので、環
境分離株を中心に、塩基配列のバラツキと溶
血活性が大きく影響していることを明らか
にした（対照として、病原性の明確な（溶血
性が強い）菌株に特異的な塩基配列を対象と

する LAMPプライマーを設計して、tdh用LAMP
法と組み合わせれば、より病原性株に特化し
た LMP 法が完成できると確信した。 
 
(2)EHEC: EHEC に関しては、non-O157 O 抗
原型が臨床的に重要視されるようになって
きたので、それらを標的として含むように
IMS 法の標的抗原とする検査法を開発した。
世界的には、現在 15 種類の O 抗原型に属す
る EHEC による症例報告が多い。O157 以外に
我が国では 6種の O抗原型（O26,O91, O103, 
O111, O121, O145)；その他に世界の他の国
では、8 種類 (O15, O45, O55, O104,O113, 
O118, O128, O153)が重視されるようになっ
てきた。この中で、13 種類に対する抗血清が
入手可能であったので、とりあえずこれらを
用いて 13 種類の EHEC を同時に標的にした
PickPen 方式の IMS 法を採用した。LAMP 法の
標的は stx 遺伝子である市販の LAMP キット
（栄研化学）を採用した。人為的に汚染させ
た国産牛肉を用いた in vitro 実験の結果、
IMS法およびLAMP法を組み込んで新たに開発
した定性検査法の感度は 91 CFU/ml であった。
タイおよび日本で市販牛肉を本法で検査し
たところ、それぞれ、55.4%および 0% のサン
プルが陽性を呈した。陽性を呈したタイの牛
肉サンプルから分離した菌株（典型的な形状
を示したコロニーの中から、PCR 法を用いて
stx 遺伝子を確認）の O 抗原型を決定したと
ころ、IMS を使用した場合標的とする O 抗原
型の菌株（O103, O111, O157）が分離された
のに対し、IMS 未使用の場合に、非標的 O 抗
原型の菌株（O71, O140, O144）が分離され
たことが確認でき、特異性は 100%であること
が示された。 
したがって、本法は目的にふさわしい定性
検査法であると判断した。今後は、増菌培養
-MPN 法方式の定量検査方式が本法をベース
とする方法に適用できること,および世界の
他地域でも標的とするO抗原型菌が本方法で
特異的に検出できることを確認することに
より目標を達成できるであろう。 
 
(3)コレラ菌: O 抗原を標的とする IMS が目
的に合うように適用できなかった。おそらく、
O 抗原の外部に存在するであろうと言われる
莢膜様物質（O139 型菌株で顕著）による阻害
が原因であろうと考えられる。 
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