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研究成果の概要（和文）：実際にカンピロバクター食中毒の原因施設となった飲食店の調理環境からふきとり材
料を採取し、カンピロバクター遺伝子の検出を試みた。その結果、複数の施設において調理台、冷蔵庫とっ手、
まな板から本菌遺伝子が検出されたことから、これらは調理環境中でカンピロバクターに汚染される機会が多い
場所と推察された。冷蔵庫とっ手には130 cfu相当のC. jejuni生菌の存在が示された。培養法では本検体からカ
ンピロバクターが検出されなかったことから、生きているが培養不能な（VBNC）状態で存在した可能性が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Swab samples from the cooking environment in the retail restaurant where 
foodborne campylobacteriosis occurred were corrected and tested for Campylobacter gene. As a result,
 the bacterial gene was detected in the kitchen counter, handle of the refrigerator, and cutting 
board samples from the plural facilities, implying that these parts of facility are easily 
contaminated by Campylobacter. Although 130 cfu equivalent viable C. jejuni germ was detected from a
 handle of the refrigerator sample, live Campylobacter was not detected by the culture method from 
the identical sample. This result suggested the possibility that they existed as Viable But Non 
Culturable (VBNC) forms.

研究分野： 衛生微生物学、食品細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
カンピロバクター食中毒の原因として、飲食店の調理環境中における二次汚染は重要であり、その対策は食中毒
発生予防に繋がる。本研究は、環境材料から分離・同定しにくいカンピロバクターについて、実際に食中毒の原
因施設となった飲食店のふきとり材料から本菌遺伝子の検出を行い、汚染を受けやすい箇所を特定した。さら
に、検出された遺伝子が生菌由来であることを明らかにし、環境中でVBNC状態で存在することを示唆した。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
カンピロバクター食中毒は、2001 年にそれまで細菌性食中毒の主要な原因菌であったサルモ

ネラや腸炎ビブリオの事件数を抜いて以降、細菌性食中毒で最も事件数が多い食中毒であり、減
少傾向はみられない。2009 年 6 月の食品安全委員会の評価書によると、カンピロバクター食中
毒の約 60％は原因不明であり、残りの約 40％は鶏肉が原因である。しかしながら、これらの多
くは喫食状況等の疫学調査で特定されており、原因食品や原因施設のふきとり材料から本菌が
分離されることは極めて稀である。その理由としては、発症までの潜伏時間が長いこと（1～7 
日程度）や、発症菌量が少ない（数 100 個程度）ために、調査時には原因食品（または施設内）
の菌数が減少していることが原因であると推測される。また、Campylobacter jejuni（C. jejuni）
は微好気性菌であり空気中では増殖できずに徐々に死滅することや、ストレス環境下では
VBNC（Viable But Non-Culturable）と呼ばれる「生きているが培養不能な状態」に変化する
ことから、培養法による菌分離が難しく、これらのことがカンピロバクター食中毒の原因食品お
よび感染経路の特定を困難にしていると予想される。カンピロバクター食中毒は、明らかに生あ
るいは加熱不十分な鶏肉の喫食がない学校給食 1) や調理実習 2,3)などでも発生する。これらは疫
学調査およびその後の検証から二次汚染によるものと推察されている。 
遺伝子検査法は培養法に比べて短時間で結果を得られること、また大量検体の処理に威力を発

揮するが、PCR 法では目的とする細菌由来 DNA と死菌由来の DNA やサンプル中に混在する
DNA が区別できずに増幅されるという問題点があった。近年、エチジウムモノアザイド（EMA）
を利用して生菌由来の DNA を選択的に検出する方法が確立され、生菌由来 DNA をリアルタイ
ム PCR 法で検出することにより培養せずに生菌数を定量することが可能となった（EMA-qPCR
法）。 
 
２．研究の目的 
本研究はカンピロバクター食中毒の発生に寄与する二次汚染要因を特定するため、調理施設の

ふきとり材料を対象とし、培養法および遺伝子検査法によってカンピロバクターの検出を試み
ること、また、EMA-qPCR 法により、生菌あるいは死菌由来 DNA を区別して定量的に検出す
ることにより、飲食店の調理環境におけるカンピロバクター汚染実態を把握することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 飲食店の調理環境から採取したふきとり材料からのカンピロバクターの検出 
カンピロバクター食中毒の原因施設となった飲食店 7 施設および共同生活施設 1 施設につい

て、2016 年 8 月～2018 年 2 月の間にこれらの調理環境からふきとり材料 91 検体を採取し、カ
ンピロバクター検査に供した。ふきとり水はフィルターでろ過し、無菌的に 4 等分に切断して
各１片をプレストンおよびボルトン培地で増菌培養した（培養法）。遺伝子検査として、フィル
ターの残り 2 片のうち 1 片をさらに細切し、NucleoSpin Tissue キットにより DNA を抽出して
flaA, cadF および cdtB 遺伝子を標的とするコンベンショナル PCR 法（cPCR）を行った。cPCR
は 3 遺伝子のいずれか一つでも検出されれば陽性と判定した。3 施設由来 42 検体については、
cPCR 法に加えて、フィルター1 片を選択的膜透過性色素であるエチジウムモノアザイド（EMA）
処理により生菌および死菌由来 DNA を区別した上で、リアルタイム定量 PCR 法（qPCR）を
実施した。 
(2) ふきとり材料中 DNA の菌叢解析 
5 施設由来 23 検体のふきとり材料から抽出した DNA について Ion PGM により 16SrRNA 遺

伝子を用いた菌叢解析を実施した 4)。 
 
４．研究成果 
(1) 飲食店の調理環境から採取したふきとり材料からのカンピロバクターの検出 
培養法では 91 検体のうち鶏肉表面のふきとり 2 検体のみが陽性であった。これに対して、

cPCR では 5 施設由来 16 検体が陽性と判定された。さらに qPCR を実施した 42 検体では培養
法、cPCR ともにカンピロバクターは全て陰性であったが、qPCR では 3 施設由来 8 検体が陽
性と判定された。91 検体のうちカンピロバクター遺伝子が検出された 24 検体の内容は、調理台
が 5 検体（4 施設）、冷蔵庫とっ手が 4 検体（4 施設）、まな板が 4 検体（2 施設）と多く、これ
らは調理環境中でカンピロバクターに汚染される機会が多い場所と推察された（表 1）。EMA-
qPCR の結果、カンピロバクター遺伝子陽性と判定された 8 検体（調理台 3 検体、まな板、排水
口ネットゴミ、食器スポンジ、三角コーナー裏側、冷蔵庫とっ手各 1 検体）のうち、冷蔵庫とっ
手以外の 7 検体から検出された遺伝子は全て死菌由来と考えられた。冷蔵庫とっ手には 1.3×102 

cfu 相当の C. jejuni 生菌の存在が示された。本検体から培養法ではカンピロバクターが検出さ
れなかったことから、生きているが培養不能な（VBNC）状態で存在した可能性が示唆された（表
2）。 
 
 
 



表 1 ふきとり材料からのカンピロバクター検出状況（施設 A～E） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*1 食中毒患者、ウシおよびトリ由来 137 株について Datta ら（J Med Microbiol, 2003）の 11 の
病原因子遺伝子について保有状況を調べ、最も検出率の高かったこれらの 3 遺伝子を選んだ。
結果に*印が付いているものは、PCR プロダクトの塩基配列を解読し、相同性検索によりカンピ
ロバクターの当該遺伝子であることを確認した。 
*2 施設 C はカンピロバクターによる食中毒が発生してから約 1 週間後に、施設 A,B,D,E はカン
ピロバクターによる食中毒が発生してから約 1 年後にサンプリングを実施した 
 
 

表 2 リアルタイム PCR 陽性検体の Ct 値および推定カンピロバクター菌数 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
*1 施設 F のサンプルと施設 G および H のサンプルの EMA 処理条件は異なる。 
*2 ND: Not Done 
 
 

 

mCCDA Skirrow mCCDA Skirrow mCCDA Skirrow flaA cadF cdtB
カ1 調理台 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ2 シンク内部 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ3 まな板 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ4 冷蔵庫内（台下） － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ5 台下冷蔵庫扉とっ手 － － － － － － ＋ － － 陰性 陽性
カ6 食器洗浄機（天板） － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ7 ネタケース内部 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ8 ネタケース扉とっ手 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ9 4枚扉冷凍冷蔵庫扉とっ手 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ10 4枚扉冷凍冷蔵庫扉内部 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ13 調理台（まな板（大）） － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ12 シンク内部（鶏肉取扱い） － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ11 まな板（鶏肉用） － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ14 冷蔵庫内 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ15 ふきん － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ16 包丁（鶏肉用） － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ17 排水口内側（流し） － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ18 デシャップ台 － － － － － － ＋* － － 陰性 陽性
カ19 冷蔵庫とっ手 － － － － － － ＋* － ＋* 陰性 陽性
カ20 スポンジ － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ21 調理台 － － － － － － ＋* ＋* ＋* 陰性 陽性
カ22 調理用シンク内部 － － － － － － ＋ ＋* ＋ 陰性 陽性
カ23 まな板（大）（鶏肉、野菜用） － － － － － － ＋ ＋* ＋ 陰性 陽性
カ24 鶏肉用冷蔵庫とっ手 － － － － － － ＋ ＋* ＋ 陰性 陽性
カ25 鶏肉用冷蔵庫内 － － － － － － ＋ ＋* ＋ 陰性 陽性
カ26 包丁（鶏肉用） － － － － － － ＋* ＋* ＋* 陰性 陽性
カ27 包丁（主として生食用） － － － － － － ＋* － － 陰性 陽性
カ28 まな板（中）（鶏肉用） － － － － － － ＋* － － 陰性 陽性
カ29 まな板（薄）（生食用） － － － － － － ＋* ＋* － 陰性 陽性
カ30 鶏肉保管用バット － － － － － － ＋ ＋* ＋* 陰性 陽性
カ31 調理台 － － － － － － ＋* ＋* ＋* 陰性 陽性
カ32 シンク内部（野菜、下処理用シンク） － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ33 まな板（生食用鶏肉用） － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ34 冷蔵庫内（仕込み前の鶏肉保管用） － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ35 2槽シンク右（食器洗い用） － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ36 仕込み後食肉保管用冷蔵庫 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ37 仕込み前の鶏肉保管用冷蔵庫内たまり水 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ38 仕込み後食肉保管用冷蔵庫とっ手 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ39 野菜、調味料保管冷蔵ショーケース外扉 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ40 2槽シンク右排水口 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ41 調理台 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ42 シンク内部 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ43 まな板（鶏肉用） － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ44 冷蔵庫とっ手 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ45 鶏肉表面（ムネ） ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋* ＋* 陽性 陽性
カ46 鶏肉表面（モモ） － － － ＋ － － ＋ ＋ － 陽性 陽性
カ47 包丁刃 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ48 製氷機内 － － － － － － － － － 陰性 陰性
カ49 冷凍庫内 － － － － － － － － － 陰性 陰性

PCR*1

E

培養法 PCR法

A

B

C

D

施
設
名

サンプル
No.

サンプル名
培養検査結果 遺伝子検査結果 検査結果

直接塗抹法 増菌培養法（Preston） 増菌培養法（Bolton）

 

C. jejuni C. coli C. jejuni C. coli C. jejuni C. coli C. jejuni C. coli
F カ62 ふきとり水 調理台 35.99 － 35.57 － ND － ND －

カ74 ふきとり水 排水口ネットゴミ 37.05 － － 38.36 55 － － 55
カ75 ふきとり水 食器スポンジ1 － － 37.22 － － － 49 －
カ83 ふきとり水 三角コーナー裏側 36.07 － － － 1.1×102 － － －
カ84 ふきとり水 冷蔵庫とっ手 34.98 － 35.75 － 2.2×102 － 1.3×102 －
カ85 ふきとり水 2F調理台（シンク横） 38.11 － － － 27 － － －
カ87 ふきとり水 まな板（その他食品用） － 37.49 － － － 99 － －

カ90 ふきとり水
調理台（シンクと調理台の間製氷機
上部）

37.03 － － － 56 － － －

サンプル名
リアルタイムPCR法（Ct値） リアルタイムPCR法（cfu/filter）

EMA処理なし EMA処理あり*1 EMA処理なし EMA処理あり*1

G

H

施設名
サンプル

No.
分類



(2) ふきとり材料中 DNA の菌叢解析 
10 検体全てが陽性と判定された施設 C において、Pseudomonas 目の細菌が優位に存在して
いた（図 1）。 
 

図 1 ふきとり材料から抽出した DNA の菌叢解析 
 

 
 
(3) 考察 
カンピロバクター食中毒の原因施設である飲食店の調理環境から採取したふきとり材料から

カンピロバクター遺伝子を検出することができた。培養法では鶏肉以外のふきとり材料から本
菌の検出・分離ができなかったことから、本菌遺伝子の検出は、調理環境中における衛生管理の
評価を可能とする新たな指標となる可能性がある。また、EMA-qPCR の結果、冷蔵庫とっ手に
は 1.3×102 cfu 相当の C. jejuni が、生きているが培養不能な（VBNC）状態で存在した可能性
が示唆された。実際の調理環境でカンピロバクターが VBNC 状態で存在している可能性がある
ことを示したデータは少なく、今後、実験室内でさらに検討したい。 
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