
表1 陽性コントロールとして使用した病原菌と検出
用プライマー
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神奈川県衛生研究所では，感染症発生動向調査の一
環として県域内の小児科定点医療機関で感染性胃腸炎
と診断された散発性下痢症患者便の腸管系病原菌検査
を実施している．散発性下痢症患者便から分離された
病原菌については，分子疫学等性状や薬剤感受性試験
などを実施しその情報を集積しており，異なった散発
事例間の関連性を推測し，集団発生の予防や疾病の治
療等の基礎データとして活用したいと考えている．そ
れには病原菌を効率よく確実に検出することが重要に
なる．
当所に医療機関から搬送される患者便の多くは採取

される便の量が少なく，また週1回の回収日まで医療
機関で保管されていた検体であるため，検査日までの
間に菌の活性が落ちていたり，菌が死滅していること
も考えられ，検出率が低下している可能性がある．従
来から患者便の病原菌検査は培養法で行なっており，
病原菌ごとに異なる選択分離培地による培養や性状試
験を必要とするため，作業が煩雑で病原菌の確定まで
に1週間近くを要する．近年は培養法以外に，糞便か
ら直接に病原菌の DNA を抽出し，PCR 法を利用し
て細菌の推定を迅速に行う方法が発表されている1，2）．
特にリアルタイム PCR 法は従来の PCR 法より短時
間で検出でき，菌数の定量もできることから，食中毒
の原因菌推定の迅速スクリーニングとして福島ら3）

はリアルタイム PCR 法の有効な活用法を報告してい
る．

そこで今回，菌の生存性が少ないと思われる散発性
下痢症糞便においても，糞便から直接，病原菌の遺伝
子を検出することで迅速に菌をスクリーニングできる
リアルタイム PCR 法を従来の培養法と並行して実施
し，培養法から効率よく確実に菌を検出するための手
法として活用できるか，その有用性を検討した．
検体である散発性下痢症患者便は平成19年7月から
平成20年12月に医療機関から搬送された278件で，リ
アルタイム PCR 法の対象にした病原菌はカンピロバ
クター・ジェジュニ（Campylobacter jejuni ），カン
ピロバクター・コリ（Campylobacter coli ），サルモ
ネラ（Salmonella spp.）およびウエルシュ菌（Clostrid-
ium perfringens ）とした．
患者便は綿棒にて採取して滅菌生理食塩水1ml 中
に懸濁し，リアルタイム PCR 法および培養法の試料
とした．
培養法は成書4）に従って直接培養と増菌培養を行

い，菌の分離・同定を実施した．
DNA の抽出は QIAamp DNA Stool Mini kit を用
い，リアルタイム PCR 法は Smart Cycler®Ⅱ Sys-
tem（Cepheid 社）を使用して測定した．検出方法は
福島ら3）の Duplex リアルタイム PCR 法（以下，リ
アルタイム PCR 法）を参考にし，SYBR Green を用
いたインターカレーター法で，反応試薬は SYBR Pre-
mix EX Taq TM（タカラバイオ）を用いた．

表1に陽性コントロールとして使用した病原菌と検
出用プライマーを示した．陽性コントロールは当所の
分離菌株を使用し，プライマーは論文5）より選択し
た．PCR 反応終了後，融解曲線分析による Tm 値
（melting temperature）を確認し，陽性コントロール
と同一の Tm 値を示した検体を陽性と判定した．増
菌培養液についても DNA を抽出してリアルタイム
PCR を行った．
2種類の菌を組み合わせた Duplex-PCR はサイク
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ル数が増えるに従ってプライマーダイマーが出来やす
くなり，目的とする DNA 産物の検出を妨げる原因と
なったため適正サイクル数を検討し，一律35サイクル
で実施した．さらに Tm 値の違いによる菌の組み合
わせを考慮して，Duplex-PCR はカンピロバクター・
ジェジュニとウエルシュ菌およびカンピロバクター・
コリとサルモネラのセットで測定した．
リアルタイム PCR 法による対象菌の添加回収試験

は，糞便の滅菌生理食塩水10倍懸濁液に陽性コント
ロールとして使用した病原菌の段階希釈液をそれぞれ
接種し，検体と同様に DNA 抽出して測定したとこ
ろ，4菌種ともに検出感度は糞便1g あたり，105個
であった．
リアルタイム PCR 法および培養法による病原菌の

検出状況を表2に示した．カンピロバクターについて
は試料液からのリアルタイム PCR 法と培養法の両方
法またはどちらか一方で菌の確認が出来たのは22検体
（No．1～22）であり，全てカンピロバクター・ジェジュ
ニであった．試料液では，リアルタイム PCR 法と培

養法の両方法が陽性となった検体は16検
体（No．1～16），リアルタイム PCR 法
と培養法の両方法が陰性なった検体は2
検体（No．17，18）であった．両方法に
おける結果が一致しなかったのは，リア
ルタイム PCR 法陰性で培養法陽性の2
検体（No．19，20）と，リアルタイム PCR
法 陽 性 で 培 養 法 陰 性 の2検 体
（No．21，22）であった．増菌培養液で
は No．1～21はリアルタイム PCR 法と
培養法ともに陽性であったことから，
No．17，18の2検体は糞便中の菌量がリ
アルタイム PCR 法の検出限界以下であ
り，菌の活性も落ちていたと考えられた．
No．19，20の2検体は糞便中の菌量がリ
アルタイム PCR 法の検出限界以下で
あったと推察され，No．21の検体はリア
ルタイム PCR 法の検出限界以上の菌量
はあるものの，菌の活性が落ちていた可
能性があると考えられる．さらに，No．22
の検体は試料液のリアルタイム PCR 法
陽性で培養法は陰性であった．この検体
の DNA 抽出液を用いて Linton ら6）お
よび Inglis ら7）の方法で通常の PCR 法
を行い，増幅産物を泳動後，バンド位置
を確認したところ，両方法ともにカンピ
ロバクター・ジェジュニ陽性コントロー

ルと一致し，通常の PCR 法でもカンピロバクター・
ジェジュニであると判定された．この検体の増菌培養
液からのリアルタイム PCR 法と培養法の両方法が陰
性であったことにより，No．22は菌が死滅していた可
能性が考えられた．
サルモネラは試料液からの培養法で5検体（検体
No．23～27）から検出されたが，リアルタイム PCR
法は全て陰性であった．増菌培養液からはリアルタイ
ム PCR 法と培養法の両方法が陽性であった．これら
5検体は糞便中の菌量がリアルタイム PCR 法の検出
限界以下であると推察された．
ウエルシュ菌は，2検体（検体 No．28，29）とも
に試料液からのリアルタイム PCR 法と培養法の両方
法が陽性であった．この2検体の糞便直接からのエン
テロトキシン産生試験を PET-RPLA（デンカ生研）
で実施したところ，エンテロトキシンの産生が確認さ
れた．さらに2検体から分離した菌株について，ウエ
ルシュ菌毒性遺伝子検出用プライマー（タカラ）で通
常の PCR 法を行ったところ，エンテロトキシン産生

表2 リアルタイム PCR および培養法による病原菌の検出状況
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遺伝子の保有も確認された．この2検体から検出され
たウエルシュ菌分離株はいずれも Hobbs の血清型別
（デンカ生研）では型別不能であった．
糞便の試料液からのリアルタイム PCR 法は，カン

ピロバクター・ジェジュニでは培養法と結果がほぼ一
致し，菌の活性が落ちていたり，死滅していると思わ
れる検体でもリアルタイム PCR 法は有用であった．
一方，リアルタイム PCR 法陰性で培養法陽性となっ
た検体はカンピロバクター・ジェジュニ検出の2検体
とサルモネラ検出の5検体であったが，増菌培養液か
ら DNA 抽出することにより，検出限界以下の菌を検
出できた．
ウエルシュ菌はエンテロトキシン遺伝子を標的とし

たプライマーを使用しており，リアルタイム PCR 法
陽性の検体は，同日中に糞便中のエンテロトキシン産
生試験を実施して，翌日判定することができる．また，
急性期の患者便には1グラム当たり106個以上の菌が
排泄され3）るが，健康な人からも少量ではあるが排
泄される．リアルタイム PCR 法陽性であることは菌
量が検出限界以上であることを示しており，健康な人
との鑑別が容易になり，下痢症の原因菌推測の指標と
なった．
散発性下痢症患者便は便量が少量であることが多い．

このため，患者便から直接的に病原菌をスクリーニン
グするリアルタイム PCR 法においては，菌量が検出
限界以下であることも多く，糞便からのリアルタイム
PCR による直接検出は困難であった．このような検
出限界以下の菌でも増菌培養液からの DNA 抽出によ
り，菌の検出は可能であった．特に菌の発育が遅く培
養に長時間かかるカンピロバクターの検索にはリアル
タイム PCR 法は有効であると思われた．ウエルシュ
菌のリアルタイム PCR 法陽性の検体は，培養検査で
の確実な菌の分離とその後に続く性状検査や病原因子
の確認検査の迅速な対応が可能となる．健康な人から
も検出されるウエルシュ菌のように菌量と病原因子を
証明する必要がある菌の検索にはこのスクリーニング

法は有効であると考えられた．
今後の課題としては，菌量が少ない検体の DNA を
いかに効率よく抽出するか，さらに特異性の高い検出
方法で，しかも安価で簡便な方法の確立が必要となる
と考える．
最後に，本調査にご協力いただきました小児科定点
医療機関および健康増進課の方々，ならびに Duplex
リアルタイム PCR 法について貴重なご助言をいただ
きました島根県保健環境科学研究所保健科学部長の福
島博先生に深謝いたします．

（平成21年8月11日受理）
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