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研究成果の概要（和文）：水道原水となる河川水に対してCampylobacter jejuni濃度を調査し，次に環境水中C. jejun
i に対してGBS発症に関連するリポオリゴ糖(LOS)構造の保有状況を把握した。
　河川水中C. jejuni濃度は0.011～1.5 MPN/Lの濃度範囲で変動し、夏季，冬季に高い濃度上昇が見られた。河川水中C
. jejuni分離菌株のLOSに対して，LC-MS/MS(リニアイオントラップ型))を用いて，GBS発症に関連するシアル酸含有LOS
の存在を確認した。その結果，シアル酸含有LOSを保有している菌株が確認され，これらをGBS発症関連菌株であると推
定した。

研究成果の概要（英文）：The numbers of Campylobacter jejuni in water source were measured. C. jejuni in wa
ter source contains 0.011-1.5 MPN/L and is frequently abundant in summer and winter. Next, C. jejuni assoc
iated with GBS in water source was surveyed.  The presence of sialic acid on C. jejuni lipooligosaccharide
 (LOS) is considered a risk factor for developing GBS. The LOS extracts of isolated C. jejuni were analyze
d by liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). C. jejuni with sialylated LOS
 was regarded as the C. jejuni associated with GBS. Some C. jejuni strains isolated from water source had 
sialylated LOS. These C. jejuni strains were considered as C. jejuni associated with GBS.
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１．研究開始当初の背景 
 消毒副生成物による健康影響問題や水道
水の異臭味による水道離れの問題を解決す
るために、残留塩素濃度を最小化した次世代
型水道システムに関する検討が進められて
いるが、残留塩素濃度の低減は微生物リスク
の増大に直結してしまう。そのため、微生物
リスク管理の高度化が必要となり、病原微生
物が引き起こす健康影響に基づいた微生物
リスクの指標として障害調整生存年数
(Disability Adjusted Life Years: DALYs)が
新たに着目されている。 
 Campylobacter jejuni は水系感染症にお
いて主要な原因菌の一つである。そのため塩
素注入量を低減した水道システムでは、C. 
jejuni 感染リスクが上がることが懸念される。
Campylobacter 感染症は下痢症を引き起こ
すのみでなく、続発症としてギラン・バレー
症候群(GBS)や反応性関節炎を引き起こすこ
とが知られている。そして、DALYs を用い
ることで下痢症のみならず続発症までの健
康影響を統合的に評価可能である。しかし、
DALYs を用いて対象病原微生物に対する健
康影響を評価する場合、様々な不確実性因子
が存在している。そのため、DLAYs を評価
するためには、不確実性を小さくし、より精
度の高い評価を行っていく必要がある。 
 Campylobacter感染症の DALYs評価にお
いて、不確実性が高い因子として GBS 発症
率が報告されている。GBS 発症には、C. 
jejuni の血清型やリポオリゴ糖(LOS)構造が
大きく関わっている。しかし、C. jejuni血清
型およびLOS構造は株ごとに異なっており、
多くの種類が存在する。その中で特に日本は、
GBS患者から分離した C. jejuniの血清型で
O19型が多く検出されている。また C. jejuni
の LOS 構造は、糖脂質の一種であるガング
リオシドの糖部分に類似した構造を持つ株
が存在しており、GBS発症に大きく関わって
いる。そしてこれらの特性をもつ C. jejuni
を曝露するか否かで、GBS 発症率が変化し、
それに伴い DALYs 評価が変動すると考えら
れる。そのため、水道原水である環境水中に
おける C. jejuniの血清型や LOS構造分布を
把握することが C. jejuni感染による DALYs
の評価において必要不可欠なステップであ
る。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景を踏まえて、本研究では環境水
中 C. jejuni菌株の血清型及びGBS発症に関
連する LOS 構造の保有状況を把握し、GBS
発症リスクの有無を明らかにすることを目
的とする。 
 本研究では、今まで皆無であった環境水中
の C. jejuni に関する定量および定性データ
を取得するために、環境水中の C. jejuni定量
及び分離を行う。そして、河川水から分離し
た C. jejuni菌株に対してGBSに関連する血
清型を調査すると同時に、液体クロマトグラ

フ・タンデム質量分析計(LC-MS/MS(リニア
イオントラップ型))を用いた糖鎖構造解析を
行い、GBS発症に関連する LOSを保有する
菌株の存在を確認した。 
 
３．研究の方法 
(1) Campylobacter jejuniの定量 
 調査対象として、C. jejuni汚染源の一つで
ある下水処理水(A 下水処理場)とその放流先
の河川水を選定した。なお検水の接種量は、
下水処理水の場合、0.1 mL〜1 Lの 5段階と
し、河川水は試料 3 L を 30本分(90 L)とし
た。10 mL以上の試料については滅菌した孔
径 0.2 µmのメンブレンフィルターを用いて
加圧ろ過を行った後、Bolton 培地(OXOID)
に浸けて、37 ℃、24時間微好気培養を行っ
た。24時間培養後、培養液 2 mLを Preston
培地(OXOID) 10 mLに添加し、42 ℃で 24
時間微好気培養した。増菌培養後に培養液 1 
mL を DNA 抽出し、C. jejuni に特異的な
mapA 遺伝子のプライマーを用いて PCR に
より C. jejuniの検出を行い、MPN法により
最確数を求めた(MPN-PCR法)。 
(2)Campylobacter jejuniの分離 
 C. jejuniの分離方法として、免疫磁気ビー
ズによる分離方法とメンブレンフィルター
による分離方法を検討した。 
 免疫磁気ビーズによる分離方法では、まず
増菌培養液を 1 mL採り、洗菌・集菌した後
PBS (pH 7.4、塩濃度 0.88%)1 mL を用いて
再懸濁した。次に作成した免疫磁気ビーズを
濃度が 1.2×107 Beads/mLになるように添加
し、サンプルミキサーを用いて回転数 15 rpm 
で混和させながら室温で 1 時間反応させた。
免疫磁気ビーズ反応後、PBS で 5 回洗浄し、
200 μL の PBSで再懸濁した。このサンプル
を CCDA 寒天培地(Oxoid) に塗布し、42 ℃
で 48 時間、微好気培養した。 
 メンブレンフィルター分離方法では、
CCDA 寒天培地上に乗せたニトロセルロー
スメンブレンフィルター(孔径 0.45 µm、
Whatman)に培養液 200 µLを添加し、37 ℃
で 2時間培養した。培養後、メンブレンフィ
ルターを取り除き、そのまま 42 ℃で 48 時
間、微好気培養した。 
 両分離方法とともに、CCDA寒天培地に分
離されたコロニーから疑わしい集落を全て
釣菌し、PBS(pH 7.4)に懸濁した後、CCDA
寒天培地 2枚に同量添加した。1枚ずつ好気
条件、微好気条件で 42 ℃、48 時間培養し、
微好気条件のみで生えたコロニーに対して
DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN社)を
用いて DNAを抽出した。以降の PCRによる
C. jejuni判定操作は定量方法と同様である。 
 
(3) Campylobacter jejuni分離菌株の血清型
調査 
 C. jejuni分離菌株を 5%ヒツジ脱繊維血液
(コスモバイオ)を含有したコロンビア血液寒
天培地(BD)を用いて、37 ℃で 48時間培養し、



形成したコロニーを全て回収し、血清型判定
に供した。市販のカンピロバクター免疫血清
（デンカ生研）のプロトコルに従い、分離菌
株の Penner血清型を判定した。 
(4) LC-MS/MSによる Campylobacter jejuni
菌株に対するシアル酸含有 LOS の保有実態
把握 
 河川水から分離した C. jejuni 菌株をニュ
ートリエント No.2 培地(OXOID)で増菌培養
し、温水-フェノール法で LOSを抽出した。
次に LC-MS/MS を用いて、プレカーサーイ
オンスキャンを行い、シアル酸を持つ可能性
がある構造を示すシグナルを抽出した。シア
ル酸のシグナルは、ネガティブモードで
m/z=290 に出現することが確認されている
ことから、プレカーサーイオンスキャンでは
m/z=290 のフラグメントイオンをターゲッ
トイオンと設定した。得られたシグナルに対
して、プロダクトイオンスキャンを行い、得
られたプロダクトイオンのスペクトル情報
から、シアル酸含有LOSを保有するC. jejuni
菌株を推定した。そしてそれらの菌株を GBS
発症関連菌株として判定し、GBS発症関連菌
株の存在を把握した。 
  
４．研究成果 
 河川水、下水処理水の C. jejuni定量結果は、
河川水では、0.011〜1.5 MPN/Lの濃度範囲
で変動し、8月、12月に高い濃度上昇が見ら
れた。一方、下水処理水では 7.4〜1.2×104 

MPN/Lの濃度範囲で変動し、特に 7〜8月と
冬季に 104 MPN/L を越える濃度上昇が見ら
れた。今回のサンプリング地点は、下水処理
水放流口から距離があまりないことから、温
度による影響で C. jejuni が死滅あるは
VBNC 状態まで至らなかった可能性が高い。
そのため、夏季に他の時期と比較して高濃度
の C. jejuni を含む下水処理水が放流される
ことが影響して、河川水の C. jejuni濃度が上
昇している可能性がある。 
 続いて、下水処理水からの C. jejuni 分離
結果を表 1に示す。各分離方法を比較すると、
下水処理水に関しては免疫磁気ビーズによ
る分離とメンブレンフィルターによる分離
ともに有効であることが示された。しかし、
C. jejuni 濃度が高いケースにおいても免疫
磁気ビーズによる分離が困難である状況が
見られた。その原因として夾雑細菌に対する
C. jejuni の存在比が小さくなった可能性が
考えられる。PCR により C. jejuni を検出す
る場合は、ある程度夾雑細菌を抑制し、十分
に C. jejuni を増殖させれば検出可能となる。
しかし、分離に関しては免疫磁気ビーズにポ
リクローナル抗体を用いていることから、今
回作製した免疫磁気ビーズに非特異的に結
合可能な細菌が結合した場合に、寒天培地上
で C. jejuni のコロニー形成を抑えて、夾雑
細菌のコロニーを形成してしまう危険性が
ある。 
 二段階増菌培養では、最初に回復培養とし

てボルトン培地による培養を組み込んでい
ることから、ボルトン培地の培養で死滅せず
増殖してしまった夾雑細菌が、プレストン培
地でも死滅することができず、免疫磁気ビー
ズに結合している可能性が挙げられる。 
 桂川河川水からの C. jejuni 分離結果を表
2 に示す。この結果から河川水においては免
疫磁気ビーズでの C. jejuni 分離ができず、
メンブレンフィルターによる分離のみが有
用であることが示された。 
 河川水自体は一つのフィルターに対して 3 
L あるいは 3.5 L のサンプルをろ過してい
ることから、初期の段階でかなりの量の夾雑
細菌が存在していると予想できる。そのため、
免疫磁気ビーズに結合してしまう夾雑細菌
を抑制できなかった可能性が高い。一方で、
メンブレンフィルターによる分離に関して
は安定的に分離可能であることから、河川水
といったような C. jejuni の存在量が少なく
損傷菌として存在している割合が高い環境
水から C. jejuniを分離する際は、メンブレン
フィルターによる分離が有用であると言え
る。 
 分離した C. jejuni 菌株の Penner 血清型
の調査結果を表 3 に示す。血清型調査を行っ
た C. jejuni 菌株は、河川水から分離した 76
株である。血清型調査の結果から D 群(HS:4、

表 1 下水処理水に対する各分離方法の
C. jejuni 分離状況 

表 2 河川水に対する各分離方法の C. 
jejuni 分離状況 

表 3 C. jejuni 分離菌株に対する血清型
調査結果 



13、16、43、50 型) と J 群(HS:11型) の複
合型をもつ菌株が高い頻度で確認され、UT 
群に関しても多く存在することが確認でき
た。しかし、偏りなど特徴ある傾向は確認で
きなかった。 
 最後に河川水から分離した C. jejuni 分離
菌株全 76 株に対して、LC-MS/MS による
LOSの構造分析を行った。 
 m/z=290 をターゲットとしたプレカーサ
ーイオンスキャンによりシアル酸含有 LOS
の有無を調べた結果、m/z=599、696の 2つ
のシグナルが確認され、これらのシグナルが
確認できた菌株は合計で 9株あった。続いて
m/z=599、696 に対して、プロダクトイオン
スキャンを行い、LOS構造推定を試みた。こ
こでは、m/z=696のシグナルに対するプロダ
クトイオンスキャン結果でシアル酸のシグ
ナルが確認できなかったため、m/z=599のプ
ロダクトイオンスキャンを行った結果のみ
を図 1に示す。 
 m/z=599 のシグナルに対するプロダクト
イオンスキャン結果では m/z=290 のシグナ
ルが存在し、シアル酸の存在が確認された。
また、m/z=290以外にシアル酸に関連する可
能性があるシグナルとして m/z=581 が確認
された。m/z=581は、シアル酸が二個結合し
ている構造を示すシグナルであることが確
認されている。そのため、検討している菌株
の LOS にはシアル酸が 2 個結合した構造を
含んでいる可能性が考えられる。以上から、
m/z=599 のシグナルをシアル酸含有 LOS 構
造のシグナルと判断した。そして、m/z=599
のシグナルが確認できた 9株全てで、プロダ
クトイオンスキャンにより m/z=290 あるい
は 581、図 1に示した主要ピークが確認でき
た。そのため、これらの菌株は全て同様の構
造を保有していると判断した。 
 本研究で確認されたシグナルはシアル酸
を 2個含んでいることから、LC-MS/MSによ

る LOS 構造分析では、GD3、GT1a 様構造
をベースとしたコア糖鎖構造が検出した可
能性が考えられ、これらを GBS 発症関連菌
株であると推定した。以上から、河川水を水
道原水とした場合、C. jejuniによる GBS発
症のリスクが存在すると判断した。 
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