
15

広島県立総合技術研究所保健環境センター研究報告，No. 19， p15－20，2011

資　料

蛍光消光現象を利用した蛍光マルチプレックス PCR 法による
細菌性嘔吐毒関連遺伝子の同時検出および識別
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　黄色ブドウ球菌エンテロトキシンおよびセレウス菌セレウリドに起因する食中毒症状は類似しており，症状
による区別は困難である．そこで，黄色ブドウ球菌 sea，seb，sec，sed および see 並びにセレウス菌 ces 遺伝
子の ６ 種類の嘔吐毒関連遺伝子を対象として，糞便検体から直接 DNA を抽出し，これらの遺伝子を蛍光標識
プライマーを用いたマルチプレックス PCR 法により同時増幅し，クエンチャーによる蛍光消光現象を利用し
て，反応後のチューブの蛍光色から増幅した遺伝子を迅速かつ簡便に検出・識別する方法を検討した．食中毒
事例由来株および模擬糞便検体を用いて検証した結果，本法により，病原遺伝子を蛍光色で容易に検出・識別
でき，その有用性が確認された．
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緒 言

　黄色ブドウ球菌およびセレウス菌は，菌が食品中で増
殖する際に産生する毒素を摂取することにより発症する
毒素型の細菌性食中毒起因菌であり，食品衛生上重要な
菌種である．黄色ブドウ球菌の産生する食中毒原因毒素
はブドウ球菌エンテロトキシン（SE）で，1990年代以降，
多種の新型 SE の存在が明らかにされているが［1，2］，
ブドウ球菌食中毒の95％程度は従来から知られている
SEA，SEB，SEC，SED および SEE によるものである
［3-8］．臨床症状は，嘔気および嘔吐を主徴とし，潜伏
時間は約 1 ～ 5 時間である［ 9 ］．我が国におけるブド
ウ球菌による食中毒は近年減少傾向にあるが，2000年に
は乳製品を原因とする大規模な事件が発生し［10］，ブ
ドウ球菌食中毒が食品衛生上重要であることが再認識さ
れた．また，セレウス菌による食中毒には，症状により
嘔吐型と下痢型の 2 種類が存在するが，我が国における
食中毒のほとんどは嘔吐型である［11，12］．嘔吐型はセ
レウス菌の産生するセレウリド（嘔吐毒）を原因とし，
喫食後 1 ～ 5 時間で悪心，嘔吐が起こる［12］．その症

状は黄色ブドウ球菌食中毒と酷似しており，症状や経過
から両者を区別することは困難である．セレウス菌によ
る食中毒事件はそれほど多くはないが，これまでに患者
数100名以上の大規模な事例が発生しており［13］，セレ
ウス菌も食中毒起因菌として重要である．
　食中毒発生時には，原因究明のため，推定原因食品，
患者の吐物および糞便等からの迅速な病因物質の検出が
求められる．黄色ブドウ球菌またはセレウス菌による
食中毒と判定するためには，それぞれ分離菌の SE 産生
性，セレウリド産生性の確認が必要である．しかし，従
来の培養法では検体から菌を分離後にこれらの毒素検査
を実施するため，判定までに少なくとも 2 ～ 3 日を要す
る．黄色ブドウ球菌の多種類の SE 遺伝子を同時検出す
るためのマルチプレックス PCR 法の報告は数多くみら
れるが［14-1６］，これらは分離菌からの検出を目的とし
ているため，検査時間の大幅な短縮は望めない．また，
黄色ブドウ球菌およびセレウス菌を含む多種類の細菌の
同時検出法も報告されているが［17，18］，これはリアル
タイム PCR 装置などの高価な機器を必要とする．
　我々は，先に，蛍光標識プライマーを用いた RT- マ
ルチプレックス PCR 法により，糞便検体から細菌およ
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びウイルスの食中毒起因微生物を 1 日程度で簡便に検
出する包括的検査法［19］およびノロウイルス遺伝子グ
ループ I および II 遺伝子を蛍光標識プライマーを用い
た RT-LAMP 法により同時増幅し，クエンチャーによ
る蛍光消光現象を利用して，両者を迅速かつ簡便に検
出・識別する方法を確立した［20］．本報では，これら
の方法を応用し，黄色ブドウ球菌の SE（SEA ～ SEE）
およびセレウス菌のセレウリドの ６ 種類の嘔吐毒に関連
する遺伝子を対象として，糞便検体から直接これらを蛍
光マルチプレックス PCR 法により同時増幅し，反応後
のチューブの蛍光色から，簡便に黄色ブドウ球菌とセレ
ウス菌を検出・識別する方法を検討したので報告する．

材料および方法

１ 　供試サンプル
　食中毒事例由来の SE 遺伝子保有黄色ブドウ球菌 5
株，セレウリド合成酵素遺伝子保有セレウス菌 2 株を用
いた．模擬検体は，健康人の糞便にこれらの一夜培養菌
液を添加してリン酸緩衝生理食塩水により10％乳剤に調
製した．検体に含まれる菌量は，添加した菌液の生菌数
を標準寒天培地（日水製薬）を用いて塗沫平板培養法に
より測定し，算出した．

２ 　DNA 抽出
　各菌株の一夜培養菌液および10％乳剤に調製した模擬
検体からの DNA 抽出は，QIAamp Viral RNA Mini Kit
（QIAGEN）を用いて，キット添付のプロトコールを
一部改変して実施した．すなわち，サンプルをボルテッ
クスミキサーで30秒間激しく撹拌して室温で 1 分間静置
後，上清1６0µl を Buffer AVL ６40µl に加えて15秒間ボ

ルテックスし，室温で10分間静置した．そして，６,000
× g で 3 分間遠心分離した上清700µl を用い，以降の操
作手順は添付プロトコールに従った．

３ 　蛍光消光現象を利用した蛍光マルチプレックス
PCR 法

　蛍光マルチプレックス PCR 反応は，表 1 に示したと
おり，黄色ブドウ球菌は sea，seb，sec，sed および see
の 5 種類の SE 遺伝子，セレウス菌はセレウリド合成酵
素遺伝子 ces［21，22］の計 ６ 種類を標的遺伝子として，
Becker ら［14］および Ehling-Schulz ら［23］のプライ
マーと Multiplex PCR Assay Kit（TaKaRa）を用いて
行った．なお，黄色ブドウ球菌およびセレウス菌の嘔吐
毒関連遺伝子を検出する上流側プライマーは，それぞれ
Alexa Fluor 594（赤）および Alexa Fluor 488（緑）で
蛍光標識して用いた．PCR 反応組成は，Multiplex PCR 
mix 1 を0.25µl，Multiplex PCR mix 2 を25µl および表
1 に示した最終濃度のプライマーを含む反応液に，抽
出した DNA をテンプレートとして 5 µl 添加し，全量
50µl とした．反応条件は，94℃で６0秒間初期変性後，
94℃で30秒間，57℃で90秒間，72℃で90秒間を40サイク
ルとした．反応終了後のチューブに，表 2 に示した蛍光
標識プライマーと相補配列を有する100µM 濃度のクエ
ンチャー標識オリゴヌクレオチド ６ 種類をそれぞれ 2 µl
ずつ加え，UV トランスイルミネーターにより312nm の
紫外線を反応チューブに照射して蛍光色を観察した．ま
た，この反応液10µl を 3 % アガロースゲルで電気泳動
後，UV トランスイルミネーターにより，増幅バンドの
蛍光色と大きさから ６ 種類の嘔吐毒関連遺伝子を確認し
た．

表 1　蛍光マルチプレックス PCR 法に用いたプライマーと標識蛍光物質

対象病原体 標　的
遺伝子 プライマー名 配列（5'-3'） 5'- 標識蛍光物質 最終濃度

（µM）
増幅長
（bp） 文献

黄色ブドウ球菌 sea SEA-3 CCTTTGGAAACGGTTAAAACG Alexa594（赤） 0.1 127 14
SEA-4 TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC 0.1 14

seb SEB-1 TCGCATCAAACTGACAAACG Alexa594（赤） 0.2 477 14
SEB-4 GCAGGTACTCTATAAGTGCCTGC 0.2 14

sec SEC-3 CTCAAGAACTAGACATAAAAGCTAGG Alexa594（赤） 0.2 271 14
SEC-4 TCAAAATCGGATTAACATTATCC 0.2 14

sed SED-3 CTAGTTTGGTAATATCTCCTTTAAACG Alexa594（赤） 0.2 319 14
SED-4 TTAATGCTATATCTTATAGGGTAAACATC 0.2 14

see SEE-3 CAGTACCTATAGATAAAGTTAAAACAAGC Alexa594（赤） 0.2 178 14
SEE-2 TAACTTACCGTGGACCCTTC 0.2 14

セレウス菌 ces EM1F GACAAGAGAAATTTCTACGAGCAAGTACAAT Alexa488（緑） 0.2 635 23
EM1R GCAGCCTTCCAATTACTCCTTCTGCCACAGT 0.2 23
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４ 　スタンダード DNA の作製
　表 1 に示したプライマーを用いて増幅した PCR 産物
を，それぞれ QIAGEN PCR Cloning Kit（QIAGEN）
を用いて pDrive Cloning Vector（QIAGEN）に挿入
し，Escherichia coli DH 5 αにプラスミド DNA として
組み込んだ．そして，一夜増菌培養し，MonoFas プラ
スミド抽出キット III（GL Sciences）を用いてプラスミ
ド DNA を精製後，コピー数を算出した．

5 　検出限界の測定
　108から102コピー /µl まで10倍段階希釈したスタン
ダード DNA をテンプレートとして蛍光マルチプレッ
クス PCR 反応を行った．そして，クエンチャー標識オ
リゴヌクレオチドを添加し，蛍光消光現象による反応
チューブの蛍光色の変化および電気泳動による蛍光バン
ドの有無を指標として，目的の蛍光色が観察される限界
を測定した．

６ 　リアルタイム PCR 法による模擬検体中の遺伝子コ
ピー数の定量

　LightCycler480シ ス テ ム（Roche Diagnostics），
SYBR Premix Ex Taq II （TaKaRa）および作製したス
タンダード DNA を用いて，インターカレーター法によ
り，模擬検体の遺伝子コピー数を測定した．リアルタ
イム PCR 反応は95℃で10秒間初期変性後，95℃で10秒
間，5６℃（seb および sed は50℃）で10秒間，72℃で14
秒間を50サイクル行い，50℃で30秒間クーリングした．

結 果

１ 　蛍光消光現象を利用した蛍光マルチプレックス
PCR 法による食中毒事例由来株からの嘔吐毒関連遺
伝子の検出

　検出対象とした嘔吐毒関連遺伝子を保有する黄色ブ
ドウ球菌 4 株およびセレウス菌 2 株について，蛍光消
光現象を利用した蛍光マルチプレックス PCR 法により
SE 遺伝子（sea ～ see）およびセレウリド合成酵素遺伝
子（ces）の検出を試みた．see については保有する菌株

が得られなかったため，see 遺伝子の配列を有するスタ
ンダード DNA を用いて同様に実施した．各菌株から抽
出した DNA をテンプレートとして蛍光マルチプレック
ス PCR 反応を実施し，直後の反応チューブに312nm の
紫外線を照射すると，すべて橙色の蛍光色が観察された
が［図 1（A）］，各チューブにクエンチャー標識オリゴ
ヌクレオチドを添加すると，図 1 (B）に示したとおり，
黄色ブドウ球菌 SE 遺伝子保有株は Alexa Fluor 594の
赤色蛍光，セレウス菌セレウリド合成酵素遺伝子保有
株は Alexa Fluor 488の緑色蛍光，陰性対照は無色を示
し，反応チューブの蛍光色から，目視で黄色ブドウ球菌
とセレウス菌の識別が可能であった．そして，これらの
チューブ内の反応液を電気泳動したところ，各菌株が保
有する sea ～ see および ces 遺伝子の増幅バンドはそれ
ぞれ対応する大きさと蛍光色を示し， ６ 種類の遺伝子の
識別が可能であった［図 1（C）］．

２ 　各病原因子の検出限界の測定
　スタンダード DNA を用いて，蛍光消光現象を利用
した蛍光マルチプレックス PCR 法による嘔吐毒関連遺
伝子の検出限界を測定した．その結果，検出限界は反
応あたり sea で10６コピー，seb で107コピー，sec で10６

コピー，sed で10６コピー，see で104コピー，ces で10６コ
ピーであった．

３ 　模擬糞便検体を用いた検証
　蛍光消光現象を利用した蛍光マルチプレックス PCR
法による模擬検体からの標的遺伝子の検出結果と，検体
（10％乳剤）に含まれる菌量および反応あたりの DNA
遺伝子コピー数を表 3 に示した．蛍光マルチプレックス
PCR 反応後，クエンチャー標識オリゴヌクレオチドを
添加すると，蛍光消光現象により，黄色ブドウ球菌 sea
～ see 遺伝子保有株を含む検体はすべて赤色蛍光，セレ
ウス菌 ces 遺伝子保有株を含む検体はすべて緑色蛍光が
検出された．さらに，電気泳動により，各検体に含まれ
る菌株が保有する sea ～ sed および ces 遺伝子に対応す
る大きさおよび蛍光色のバンドが確認された．また，複
数の SE 遺伝子を保有する株を添加した模擬検体につい

表 2 　クエンチャー標識オリゴヌクレオチド配列
オリゴヌクレオチド名 配列（5'-3'） 3'-標識クエンチャー

BHQ2-SEA-3 CGTTTTAACCGTTTCCAAAGG BHQ2
BHQ2-SEB-1 CGTTTGTCAGTTTGATGCGA BHQ2
BHQ2-SEC-3 CCTAGCTTTTATGTCTAGTTCTTGAG BHQ2
BHQ2-SED-3 CGTTTAAAGGAGATATTACCAAACTAG BHQ2
BHQ2-SEE-3 GCTTGTTTTAACTTTATCTATAGGTACTG BHQ2
BHQ1-EM1F ATTGTACTTGCTCGTAGAAATTTCTCTTGTC BHQ1
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A　蛍光マルチプレックス PCR 反応直後　　B　クエンチャー標識オリゴヌクレオチド添加後
C　電気泳動像（いずれも UV312nm 照射）
1 ：黄色ブドウ球菌（sea 保有株）． 2 ：黄色ブドウ球菌（seb 保有株）． 3 ：黄色ブドウ球菌（sec
保有株）． 4 ：黄色ブドウ球菌（sea および sed 保有株）． 5 ：see 保有プラスミド． ６ ：セレウス
菌（ces 保有株）． 7 ：セレウス菌（ces 保有株）． 8 ：陰性対照．M：100 bp DNA Ladder

図 1　 蛍光消光現象を利用した蛍光マルチプレックス PCR 法による黄色ブドウ球
菌およびセレウス菌の嘔吐毒関連遺伝子の検出

 1     2     3     4     5     6     7     8

 1     2     3     4     5     6     7     8

（A）

（B）

 1     2     3     4     5     6     7     8（C） M

←635 bp（ces）
←477 bp（seb）

←319 bp（sed）
←271 bp（sec）

←178 bp（see）
←127 bp（sea）

表 3 　模擬検体からの蛍光消光現象を利用した蛍光マルチプレックス PCR 法による標的遺伝子の検出   

検体 添加菌株の
保有遺伝子

菌量*
（cfu/ml）

DNA遺伝子コピー数
（コピー /反応）

蛍光消光現象後の
蛍光色

電気泳動による
遺伝子識別

1 sea 1.3×1010 2.2×107 赤 sea
2 seb 6.0×1010 1.7×108 赤 seb
3 sec 7.5×1010 2.2×107 赤 sec
4 sea, sec 2.1×109 1.3×107 赤 sea, sec
5 sea, sed 9.5×1010 1.1×108 赤 sea, sed
6 ces 7.5×107 3.8×107 緑 ces
7 ces 1.3×1010 6.4×107 緑 ces

　*10%乳剤中に含まれる生菌数

ても保有する遺伝子がすべて検出された．模擬検体10％
乳剤中に含まれる菌量は107から1010オーダー（cfu/ml）
で，反応あたりの DNA 遺伝子コピー数は107から108

オーダーであった．なお，全工程に要した検査時間は 5
～ ６ 時間であった．

考 察

　黄色ブドウ球菌およびセレウス菌は食品衛生上重要な
食中毒起因菌であり，いずれも短い潜伏時間と嘔吐を特
徴とすることから，症状による区別は困難である．今
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回我々は，黄色ブドウ球菌 sea ～ see およびセレウス菌
ces 遺伝子の ６ 種類の嘔吐毒関連遺伝子を対象として，
糞便検体から，これらの遺伝子を同時増幅し，クエン
チャーによる蛍光消光現象を利用して，反応後のチュー
ブの蛍光色から迅速・簡便に黄色ブドウ球菌およびセレ
ウス菌の遺伝子を検出・識別する方法を確立した．食中
毒事例由来株を用いて本法を検証したところ，黄色ブド
ウ球菌は赤色蛍光，セレウス菌は緑色蛍光が目視で確認
でき， 1 チューブで容易に黄色ブドウ球菌とセレウス菌
の検出・識別が可能であった．通常，マルチプレック
ス PCR 法などにより複数の標的遺伝子を同時検出する
場合には，遺伝子増幅後に電気泳動などの追加操作を行
い，どの遺伝子が増幅したかを確認する必要がある．一
方，先に報告したように［20］，今回利用した蛍光消光
現象による標的遺伝子の検出・識別方法は，蛍光標識し
たプライマーを用いて遺伝子増幅を行った後，これらの
プライマーと相補配列を有するクエンチャー標識オリゴ
ヌクレオチドを加えるのみで，複数の遺伝子を視覚的
に，迅速かつ簡易に，しかも同時に検出・識別すること
が可能である［「標的核酸の検出・識別方法」として特
許出願中（特願2011-134800）］．これは，遺伝子増幅に
用いられなかった蛍光標識プライマーの蛍光をクエン
チャーにより消光させ，増幅された遺伝子に対応する蛍
光色のみを発光させることにより標的核酸を検出・識別
する方法である．今回は黄色ブドウ球菌の検出に同じ蛍
光色を標識したプライマーを用いたため，反応チューブ
の蛍光色のみではどの SE 遺伝子が増幅したか判別はで
きないが，赤色を呈した SE 遺伝子陽性の反応液を電気
泳動することにより，その増幅バンドの大きさから，検
出対象とした 5 種類の SE 遺伝子を識別可能であった．
　また，この方法では，蛍光色により増幅バンドを確認
でき，電気泳動後に核酸染色を必要としないため，迅速
性と簡便性に優れていた．今回は黄色ブドウ球菌とセレ
ウス菌の鑑別を主な目的としたため，SE の毒素型の把
握には電気泳動による確認が必要であるが，SE 遺伝子
の種類ごとに異なる蛍光色をプライマーに標識すること
により，電気泳動を行うことなく，反応チューブの蛍光
色のみで毒素型の識別が可能となる．さらに，多種の新
型 SE 遺伝子の同時検出へ拡張することも可能である．
　スタンダード DNA を用いた本法による標的遺伝子の
検出限界は，反応あたり104から107コピーであった．食
中毒急性期の患者糞便には103～108cfu/g 程度排菌され
るため［17］，多くの急性期患者からの検出には問題な
いと思われるが，排菌量が少ない場合もあるので，検出
感度の向上が今後の課題である．
　次に，各嘔吐毒関連遺伝子を保有する菌株を添加した
模擬糞便検体を用いて本法を検証したところ，いずれの
検体からも菌株が保有する遺伝子が検出され，糞便検体

からの検出に応用可能であることが確認された．模擬
糞便検体中に含まれる菌量は107から1010オーダー（cfu/
ml）で，反応あたりの DNA 遺伝子コピー数は107から
108オーダーであった．菌量と遺伝子コピー数を単純に
比較することはできないが，このことは，少なくとも糞
便検体から問題なく DNA が抽出されていることを示す
結果であると考えられる．ブドウ球菌などのグラム陽性
菌からの DNA 抽出は容易ではないことが報告されてお
り［24］，今回用いた QIAamp Viral RNA Mini Kit は
ウイルス RNA 抽出用キットであるが，プロトコールを
一部改変することにより，黄色ブドウ球菌およびセレウ
ス菌の DNA が抽出可能であった．
　本法は我々が先に確立した，糞便検体から食中毒起因
微生物であるウイルスおよび細菌を包括的に検出する検
査法［19］に準じて実施しているため，これに黄色ブド
ウ球菌およびセレウス菌を対象微生物として加えること
は容易である．食中毒起因微生物をより広範囲に，しか
も迅速に検出することは食中毒原因究明および拡大防止
に寄与すると考えられる．
　本法により，糞便検体から直接黄色ブドウ球菌および
セレウス菌の嘔吐毒関連遺伝子を 5 ～ ６ 時間で迅速に検
出することが可能となり，培養法で 2 ～ 3 日を要する黄
色ブドウ球菌およびセレウス菌の検査時間が大幅に短縮
された．今回は模擬糞便検体を用いた検証のみしか実施
していないため，今後，患者糞便あるいは嘔吐物検体を
用いた実証試験と検出感度の検討を実施することが必要
であるが，本法は，短い潜伏時間と嘔吐症状を特徴とす
る食中毒発生時の起因微生物の迅速なスクリーニング法
として有用であると考えられる．

結 語

　食中毒症状の類似する黄色ブドウ球菌およびセレウス
菌の嘔吐毒関連遺伝子を，糞便検体から，クエンチャー
による蛍光消光現象を利用した蛍光マルチプレックス
PCR 法により迅速かつ簡便に検出する方法を確立した．
本法は，食中毒発生時の起因微生物の迅速スクリーニン
グの一法としての利用が期待される．
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