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研究成果の概要（和文）：　カンピロバクター食中毒の主要な感染源の一つに鶏肉が挙げられるが、食鳥肉への付着機
序は明らかにされていない。そこで本研究では、細菌側および食鳥側の付着因子を明らかにすることを目的として実験
を実施した。
　細菌側の付着因子を検索するためカンピロバクターの野生株から遺伝子改変技術を用いて鞭毛、莢膜、リン脂質及び
外膜蛋白質欠損株を作出し、鶏皮膚への付着能を比較したところ、莢膜が付着因子として重要な役割を担っていること
を明らかにした。次に、食鳥側の付着因子を検索するため、皮膚のアルカリ処理が菌の付着に及ぼす影響を調べた結果
、皮膚のアルカリ抽出液中に菌体蛋白と結合する100～150kDaの蛋白を検出した。

研究成果の概要（英文）：Transmission of Campylobacter to humans is considered to be consumption of 
chicken meat that has been contaminated during processing. In the present study, adhesion factors in both 
of Campylobacter and chicken skin have been examined. Mutants which lack cell surface materials were 
constructed by natural transformation-mediated allelic exchange. The mutagenesis studies clearly 
indicated that capsular polysaccharide expression on the cell surface played a major role in the 
attachment on skin surfaces. Then, the numbers of Campylobacter attached to the skin before and after 
treatment with sodium hydroxide were determined. In comparison with pretreated skin, the mean reductions 
obtained by the alkaline treatment exceeded the one log CFU per 10 g back skin, suggesting that adhesion 
factors on the skin may be extracted by this treatment. An adhesion factor showing about 100-150 KDa was 
detected by a two-dimensional SDS-PAGE and over-lay assay.

研究分野：獣医公衆衛生学
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１．研究開始当初の背景 

厚生労働省の食中毒統計で、細菌性食中毒
発生件数が第一位となっているカンピロバ
クター食中毒の原因食品として重要視され
ているのが鶏肉で、我々が以前行った調査に
よると、国産市販鶏生肉の約 7 割が本菌に汚
染されていた。（三澤ら、日獣会誌、56: 

471-475, 2003）。従って、本菌による食中毒
を防ぐには、養鶏場、食鳥肉処理場、さらに
は流通・販売に至る過程において防除対策を
講じることが重要である。国内外の食鳥処理
場における微生物制御（殺菌処理）には次亜
塩素酸が使用されているが、食肉に付着した
汚染微生物に対する殺菌効果は低いことが
示されている（Mead et al., Epidemiol. 

Infect., 115: 495-500, 1995）。鶏肉表面の殺
菌が困難な理由として、鶏肉は皮付きで流通
されることが挙げられる。即ち、汚染菌は皮
膚表面に存在する脂質等の膜状物質の内部
にも生息し、皮膚表面から菌が剥離されにく
いこと、皮膚表面の傷や羽毛の毛穴に入った
微生物の殺菌が困難であることなどが考え
られる。そのため、食鳥肉処理場における病
原微生物を制御するための新しい技術開発
が望まれていた。 

このような問題を解決するため、申請者は
平成 21～23 年度に実施した基盤研究（Ｃ）
において、マイクロバブル作製技術をシーズ
として、これにオゾンなどの殺菌剤と付着細
菌の遊離を促進させる共振型超音波発生装
置を組み合わせた、食鳥と体（食鳥処理工程
で放血と殺し、羽毛を除去したもの）の新し
い微生物制御技術の創出を目指し、と体に付
着したカンピロバクターに対して高い殺菌
効果を示す処理技術の開発に成功した。 

この研究期間内にカンピロバクターの食鳥
と体皮膚への付着機序を明らかにすること
ができなかったが、これらの一連の研究の中
で、食鳥処理場では、脱羽工程において約
60℃の湯に食鳥と体を浸漬しているにもか
かわらず、脱羽直後の皮膚の表面に多数のカ
ンピロバクターが付着すること、ブロイラー
と地鶏においてカンピロバクターの汚染菌
数は同程度であっても、ブロイラーに対する
殺菌効果が低いこと、などが観察された。こ
のことは、カンピロバクターの食鳥と体表面
への付着メカニズムは非常に複雑で、細菌側
の要因に加えて食鳥や環境中の要因も関与
していることを示唆している。 

２．研究の目的 

カンピロバクターの腸管粘膜への付着と
食鳥と体への付着機序は根本的に異なって
いると考えられる。即ち、腸管内では本菌は
鞭毛を使って活発に動きながら、宿主側との
ダイナミズムの中で付着能を発揮している
と考えられるが、微好気性である本菌が環境
中に暴露されると、もはや増殖することはで
きない。従って、食鳥と体表面には、菌自身
のライフサイクルを維持するための一手段
として付着していると考えられる。このよう

な観点から、細菌側と食鳥側の両面から付着
機序を明らかにする必要がある。そこで、本
研究では以下の点を明らかにする。 
（１） 細菌側の付着因子 
カンピロバクターの腸管への定着因子に

ついては研究が進んでいるが、鶏皮膚に対す
る付着機序については明らかにされていな
い。そこで、食鳥と体皮膚に対する C. jejuni
の付着因子の存在を明らかにするため、菌体
表層に発現されている蛋白や莢膜の発現に
関与する遺伝子のノックアウトミュータン
トを作製し、野生株との付着能を比較するこ
とで、菌体側の皮膚に対する付着因子の検索
を行った。 
（２） 食鳥側の付着因子 
食鳥と体皮膚側の付着因子は明らかにさ

れていない。そこで、食鳥と体皮膚のアルカ
リおよび酸抽出画分中に本菌と結合する物
質の存在を明らかにし、質量分析装置
（MALDI-TOF-MS）を用いてその付着因子
を同定した。 
３．研究の方法 

（１）細菌側の付着因子 
 C. jejuni の野生株(81-176)から遺伝子改変
技術を用いて、腸管付着因子として報告され
ている鞭毛（flaAB、flbA）、莢膜（kpsM）
リン脂質（pldA）及び PEB1 外膜蛋白質
（peb1）の欠損株をそれぞれ作出した。ブロ
イラーの中抜きと体の背部から皮膚を採取
し、円筒の底部に固定した。菌液を皮膚表面
に添加し、30 分間静置・洗浄後、付着菌数を
測定した。菌と皮膚の結合因子を検出するた
め、菌体の酸抽出画分と皮膚のアルカリ抽出
画分を用いたオーバーレイアッセイ法を実
施した。 
（２）食鳥側の付着因子 
 １）Campylobacter のと体への付着に及ぼ
す鶏皮膚のアルカリおよび酸処理の影響 

a．NaOH による鶏皮の前処理 

チラー後のブロイラーの中抜きと体の背部
から皮膚を 5×5cm2採材した。1 体のと体か
ら 6 検体採取し、3 枚ずつ無処理群と NaOH

処理群に分けて試験に使用した。なお、無処
理群と NaOH 処理群の皮膚は左右対称とな
る部位から採材した。この皮膚を用いて底を
切り取った 50ml 遠沈管の底部に、皮膚表面
が遠沈管の内部になるように貼り付けて固
定した。次に、0.1M NaOH (pH13.0)を皮膚
1 枚あたり 3ml 添加し、室温で 30 分間静置
した。その後、NaOH を捨て、滅菌 DW を
5ml 添加し、余分な NaOH を洗い落とした。
この洗浄作業を 3 回繰り返した。酸処理は
NaOH 処理と同様にブロイラーの中抜きと
体の背部から皮膚を採取し、HCl (pH2.0)を
それぞれ皮膚 1 枚あたり 3ml 添加し、室温で
30 分間静置した。その後、添加した HCl を
破棄し、滅菌 DW を 5ml により洗浄作業を 3

回行った。対照として用いた無処理の皮膚に
は、酸・アルカリの代わりに滅菌 DW を使用
した。 



b．菌の付着試験 

供試菌株として、C. jejuni 81-176 株を用
い、Skirrow 培地に菌を接種し 37℃24 時間
微好気条件で培養した。滅菌 PBS を用いて
吸光度（550 nm）を OD=1.0 に合わせた菌
液を 10 倍段階希釈し、103～108 cfu/ml の 6

段階に調整した。各菌液 3ml を上記皮膚に添
加し、そのまま 30 分間室温で静置した。そ
の後、菌液を捨て、5ml の滅菌 PBS を添加
した後、恒温振盪機で 100 rpm、常温にて 5

分間振盪させ、付着していない菌を洗浄した。
この洗浄操作を 3 回繰り返した。次に、この
鶏皮膚の、菌を付着させた部分をカミソリで
切り出して各検体の重量を測定し、その 9 倍
量のプレストン増菌培地(Oxoid)を加え 10 倍
乳剤を作製し、ストマッカー処理を行った。
100 cm2当たりの付着菌数を平板希釈法また
は MPN 法（3 本法）により Campylobacter
の付着菌数を定量的に測定した。 

無処理と NaOH 前処理を行った後の皮膚
に対する付着菌数の有意差検定には t 検定を
用いた。 

c. 鶏皮膚のアルカリおよび酸抽出物中に存
在する C. jejuni に対する付着因子の検出 

NaOH または酸水溶液により鶏皮膚の可
溶性画分を抽出し、C. jejuni の酸抽出画分と
のオーバーレイアッセイ法により、皮膚から
抽出された画分中に菌と結合する物質が存
在するのか調べた。 

d. 鶏皮膚アルカリおよび酸抽出物中に存在
する C. jejuni に対する付着因子の同定 
宿主側の皮膚に存在する付着因子は、皮膚

のアルカリ抽出画分にのみ検出されたこと
から、以下の方法より皮膚の付着因子の同定
を行った。即ち、鶏皮膚のアルカリおよび酸
抽出によって得られた可用性蛋白質を蛍光
標識し、二次元電気泳動を行ってスポットの
出現パターンを比較した。さらに、分子量が
100～150kDa で、かつ、アルカリ処理液中
の蛋白質の発光量が酸処理液中の蛋白質の
発光量の 2 倍以上大きいものを選択した。ゲ
ルより切り出した当該スポットをトリプシ
ン に よ る ゲ ル 内 消 化 を 行 い 、
MALDI-TOF-MS を用いたペプチドマスフ
ィンガープリント（PMF）法で蛋白の同定を
行った。 
 
４．研究成果 
（１）細菌側の付着因子 
 接種菌数が 103～106 cfu/ml の場合、莢膜
欠損株の付着菌数は野生株と比較し有意(P

＜0.05)に低かったが、107～108 cfu/ml では
両者の付着菌数に有意差は認められなかっ
た（図 1-1）。一方、その他の変異株ではいず
れの接種菌数（103と 108 cfu/m）において、
野生株との間に付着菌数の有意差は認めら
れなかった（図 1-2）。以上の結果から、C. 
jejuni の莢膜は鶏皮膚への主要な付着因子で
あることが示唆された。 

 

図 1-1 莢膜欠損株の皮膚への付着能 

 

図 1-2 野生株と変異株の付着能の比較 

 

（２）食鳥側の付着因子 
１）アルカリ処理をした皮膚に対する菌の付

着能 
図 2-1 に接種菌数とアルカリ処理をした皮膚
への付着菌数の関係を示した。添加した菌数
に比例して付着菌数は増加した。最も低い濃
度の菌数を添加したとき、NaOH 前処理では
1.67 log cfu/100cm2、無処理では 2.26 log 

cfu/100cm2となった。一方、最も高い濃度の
菌数を添加したとき、NaOH 前処理では 5.72 

log cfu/100cm2 、 無 処 理 で 6.08 log 

cfu/100cm2となった。NaOH 処理を行うこと
で、付着菌数は無処理と比較して約 1/10 に減
少した。105 cfu/ml 以上の濃度の菌数を添加
したときには両者に有意差は認められなか
ったが、103 cfu/ml および 104 cfu/ml の低濃
度の菌数を接種した場合には有意差(P<0.05)

が認められた。以上の結果から、皮膚の
NaOH 処理によって鶏皮膚への付着菌数が
減少し、アルカリ抽出物中に C. jejuni と付着
する可溶性蛋白質が遊離したか、あるいは付
着因子が不活化した可能性が考えられた。 

図 2-1 NaOH (pH13.0)の前処理を行った鶏
皮膚に対する C. jejuni の付着能 



２）酸処理をした皮膚に対する菌の付着能 
図 3-1 に pH2.0 の HCl で前処理を行った

ときの添加した菌数と付着菌数の関係を示
す。どちらも、接種菌数に正比例して付着菌
数も増加した。また、HCl の pH に関わらず
全ての接種菌数において、未処理の場合と付
着菌数に有意な差は認められなかった。よっ
て、皮膚の酸処理では皮膚から C. jejuni と結
合する可溶性因子は遊離しないことが示唆
された。 

図 3-1 HCl (pH2.0)の前処理を行った鶏皮膚
に対する C. jejuni の付着能 

 

３）鶏皮膚のアルカリ抽出物中に存在する
C. jejuni に対する付着因子の検出 

 鶏皮膚のアルカリ抽出画分を SDS-PAGE

で分画し、Coomassie 染色を行った結果から、
250kDa 付近、 100～ 150kDa、 20kDa～
75kDa の分子量の蛋白質が複数存在するこ
とが分かった。（図 4-1 A 矢印）。オーバーレ
イアッセイの結果では、コントロールとして
実施した C. jejuni の外膜蛋白質を添加しな
いオーバーレイアッセイにおいても複数の
バンドが陽性を示し、非特異反応が認められ
た。コントロールで検出されたバンドと C. 
jejuni の外膜蛋白質を添加したオーバーレイ
アッセイで検出されたバンドを比較すると、
100～150kDa 付近に特異的な結合反応を示
す 1 本のバンドが検出された（図 4-1 B 矢印）。 

図 4-1 鶏皮膚のアルカリ抽出画分の
SDS-PAGE（A）とオーバーレイアッセイ（B）。
B の矢印は特異バンドの位置を示す。 

 

４）鶏皮膚アルカリ抽出物中に存在する C. 
jejuni に対する付着因子の同定 

アルカリ処理液中の蛋白質と酸処理液中
の蛋白質のスポットの違いをソフトにより
解析したところ、ゲル全体で 700 以上のスポ
ットに違いが認められた。図 5-1、図 5-2 に
蛍光標識した各サンプルのゲルイメージを
示す。分子量が 100～150kDa で、かつ、ア
ルカリ処理液中の蛋白質の発光量が酸処理
液中の蛋白質の発光量の 2倍以上大きいもの
を選択したところ、2 つのスポットが検出さ
れた (図 5-3 の Spot No.1、Spot No.2)。これ
らの 2 つのスポットをゲルから切り出し、ト
リプシンによるゲル内消化を行って
MALDI-TOF-MS 分析を行ったところ、鶏の
蛋白質に関してデータベースが完備されて
おらず、これらの蛋白質の同定には至らなか
った。 

図 5-1 アルカリ処理した鶏皮膚抽出画分の 2

次元電気泳動（蛍光標識） 

図 5-2 酸処理した鶏皮膚抽出画分の 2次元電
気泳動（蛍光標識） 

 

図 5-3 アルカリ抽出画分で強いシグナルを
示すスポットの検索 
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