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蛍光RT-multiplex PCR法を用いた 
食中毒起因微生物の包括的検出
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Comprehensive Detection of Food-Borne Pathogens from  
Fecal Specimens Using a Reverse Transcription Multiplex  

PCR with Fluorescent Dye-Labeled Primers
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We have developed a reverse transcription （RT）-multiplex PCR assay with fluorescent dye-
labeled primers for detection of 12 pathogens, including 9 bacteria and 3 viruses, that are highly 
associated with food-borne gastroenteritis outbreaks. This assay has a great advantage of com-
prehensive detection of bacterial DNAs and viral RNAs. PCR products of pathogens are easily 
discriminated by fluorescent color and fragment size visualized under ultraviolet light without 
staining, after electrophoresis. Simultaneous extraction of bacterial DNAs and viral RNAs were 
achieved using a commercial viral RNA extraction kit with some modification. After RT reac-
tion, multiplex PCR was carried out with 3 primer sets （A, B, and C） labeled with 3 to 4 differ-
ent colors of fluorescent dyes. Primer set A was designed for diarrheagenic Escherichia coli. 
Primer set B was for Salmonella spp., Campylobacter jejuni and C. coli, and Vibrio parahaemo-
lyticus. Primer set C was for Clostridium perfringens, Norovirus, Sapovirus, and Astrovirus. 
Upon analysis of 45 food-borne gastroenteritis outbreaks and 15 sporadic cases, this assay had 
nearly corresponding sensitivity and specificity compared with conventional methods, such as 
bacterial cultivation and monoplex PCR. This assay can be completed within 6 to 7 hours and is 
considered effective for rapid screening of food-borne bacteria and viruses.

Key words:　food-borne pathogens, comprehensive detection, reverse transcription-multiplex 
PCR, fluorescent dye

緒　　　言

厚生労働省の食中毒統計 （http://www.mhlw.go.jp/
topics/syokuchu/） によると，食中毒は多くの病原微生

物を原因として発生している．平成20年から22年の食
中毒発生状況は細菌を原因とするものが536～778件
（患者数6,700～10,331名），ウイルスを原因とするもの
が304～403件（患者数10,953～14,700名）で減少傾向は
認められていない．食中毒発生時には迅速な病因物質
（微生物）の検出がその拡大防止には非常に重要である．
一般的には，病原微生物に応じた個別の検査が実施され
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るが，多くの時間と労力を要している．
近年ではPCR機器および試薬の低価格化により，小
規模の検査室においても比較的容易に遺伝子検査を実施
することが可能となった．また，試薬などの充実により
高感度に遺伝子を検出することが可能となっているた
め，Multiplex PCR法による多種の細菌あるいはウイル
スの同時検出に関する研究が数多く見られる
が14, 19, 21～23），細菌およびウイルスを同時に包括的ある
いは網羅的に検出しようとする研究は見られない．
食中毒の原因微生物は過去の様相とは異なり，ウイル
スによるものも多く報告され，細菌およびウイルスを同
時に検出する意義は非常に大きくなっている．また，通
常行われるMultiplex PCR法では電気泳動法により，
PCR産物の大きさを指標として微生物の検出を行うた
め，PCR産物の大きさが近似すると鑑別が困難となる．
先に，われわれはこれらの欠点を補う方法として，蛍光
標識プライマーを用いたMultiplex PCR法を確立し，下
痢症ウイルス16)あるいは下痢原性大腸菌病原因子7)の同
時検出法を報告した．
本研究では，食中毒の原因となる率の高い細菌および
ウイルスについて，一般に広く用いられるPCR法によ
り多種の微生物を同時に検出することを目的に，蛍光標
識プライマーを用いた遺伝子検出法を検討し，PCR産
物の大きさおよびPCR産物の蛍光色の違いにより対象
微生物を識別する包括的検査法を確立した．

材料および方法

1.　対象微生物および検出用プライマー
対象微生物はDiarrheagenic Escherichia coli［腸管出
血性大腸菌 （EHEC）, 腸管侵入性大腸菌 （EIEC）, 毒素原
性大腸菌 （ETEC）, 腸管凝集性大腸菌 （EAEC）および
腸管病原性大腸菌 （EPEC）］， Salmonella spp., Vibrio 
para haemolyticus, Campylobacter jejuniおよびC. coli, 
Clostridium perfringens, Norovirus （genogroup Iおよ
びII），Sapovirus（genogroup I, II, IVおよびV） および
Astrovirus （genotype I～VIII） の12種とした．ターゲッ
トとした病原因子，プライマー配列および標識蛍光物
質13）を Table 1に示した．
2.　糞便からの細菌DNAおよびウイルスRNAの同時
抽出

QIAamp viral RNA mini kit （QIAGEN） を用い，キッ
ト添付のプロトコールを一部改変して糞便から細菌およ
びウイルス核酸（DNAおよびRNA）の同時抽出を行っ
た．まず，PBSにより作製した10％糞便乳剤をボル
テックスミキサーで30秒間激しく撹拌した後，室温で1
分間静置した．そして，上清160 μlをBuffer AVL 640　
μlに加え，15秒間ボルテックス後室温に10分間静置し
た．6,000×gで3分間遠心分離した上清700 μlを用い，
以降キット添付のプロトコールに従って核酸を抽出し
た．なお，直ちに次の操作を実施しない場合は抽出した

核酸を－20℃あるいは－70℃で保存した．
3.　逆転写反応
PrimeScript RT reagent kit（タカラバイオ）を用い
て逆転写反応を行った．逆転写反応組成は5×Prime-
Script buffer 4 μl, PrimeScript RT enzyme mix 1 μl, 
Oligo dT primer （50 μM） 1 μl, Random 6 mers （100 
μM） 1 μl, RNase free dH2O 3 μlおよび抽出核酸10 μlの
計20 μlで，30℃ 10分間，42℃ 60分間，99℃ 5分間実
施し，その後氷冷した．
4.　蛍光RT-multiplex PCR反応
逆転写反応後，Table 1に示した3プライマーセットご

とに，蛍光標識プライマーを用いたMultiplex PCR（蛍
光RT-multiplex PCR）法を実施した．AセットはDiar-
rheagenic E. coliを，BセットはSalmonella spp., C. je-
juniおよびC. coliとV. parahaemolyticusを，Cセットは
C. perfringens, Norovirus, SapovirusおよびAstrovirus
を検出対象とした．また，Multiplex PCR反応はMulti-
plex PCR assayキット（タカラバイオ）を用いて，Mul-
tiplex PCR mix2 25 μl, Multiplex PCR mix1 0.25 μlおよ
びTable 1に示す最終濃度のプライマーを含む反応液に
逆転写反応液を2または5 μl加え，計50 μlで実施した．
反応条件は94℃ 60秒間の熱変性後，94℃ 30秒間，
57℃ 90秒間および72℃ 90秒間を40サイクル行い，
72℃ 10分間の最終伸長を行った．
5.　電気泳動
2.0％アガロースゲルにて電気泳動後，トランスイル
ミネータで312 nmの光を照射し泳動像および蛍光色を
確認すると同時に，紫外線吸収フィルター（SC46, フジ
フィルム）を用いデジタルカメラで撮影した．なお，サ
イズマーカーは100 bpラダー（GE Healthcare） 1 μlに，
等量のEzVISION （Amresco） を混合して用いた．
6.　スタンダードDNAの作製
Diarrheagenic E. coliを除く個々の微生物について，
Table 1に示すプライマーで増幅したPCR産物をQIA-
GEN PCR Cloning Kit （QIAGEN） を用いてpDrive clon-
ing vector （QIAGEN） に挿入し，E. coli DH5α  に保持
した．そして，E. coliから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．
7.　検出限界の測定
（1）　下痢原性大腸菌
分離株の菌数 （cfu） を測定後，抽出したDNAを10倍
段階希釈し検出限界（cfu/反応）を測定した．
（2）　下痢原性大腸菌以外の細菌
スタンダードDNAを用いて，リアルタイムPCR法に

より分離株から抽出したDNAのコピー数を算出し，10
倍段階希釈して検出限界 （コピー数/反応） を測定した．
（3）　ウイルス
ウイルス含有糞便に含まれるRNAから逆転写反応に
より得たcDNAのコピー数をスタンダードDNAを用い
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てリアルタイムPCR法により算出し，10倍段階希釈し
て検出限界（コピー数/反応）を測定した．
8.　食中毒等集団感染事例および散発事例への応用
平成21年から22年に発生した食中毒等集団感染45事
例および散発15事例の患者糞便に蛍光RT-multiplex 
PCR法を適用し，常法（培養法あるいはmonoplex PCR
法）と比較した．なお，蛍光RT-multiplex PCR法には
常法による検査後，冷凍または冷蔵保存されていた患者
糞便を用いた．

結　　　果

1.　蛍光RT-multiplex PCR法による病原微生物の検
出
種々の病原因子を保有するDiarrheagenic E. coli 11

血清型，tdhあるいはtrh陽性V. parahaemplyticus, C. 
jejuni, C. coli, Salmonella Enteritidis, Norovirus geno-
group I, Norovirus genogroup II, Sapovirus, Astrovirus
およびC. perfringensの計21種について，蛍光RT-mul-
tiplex PCR法による検出状況をFig. 1Aに示した．プラ
イマーセットごとに，それぞれの病原微生物の標的とし
た遺伝子が目的とした増幅産物の大きさおよび蛍光色と
して検出された．また，Diarrheagenic E. coliは複数の

Fig. 1.　Detection and identification of pathogens by fluorescent colors and size of PCR products （A) and application to gas-
troenteritis outbreaks and sporadic cases （B）.
Lanes; 1, Escherichia coli O157 : H7 （stx1, eae, and stx2）; 2, E. coli O26 : H11 （stx1 and eae）; 3, E. coli O111 : HNM 
（stx1 and eae）; 4, E. coli O63 : H6 （eae）; 5, E. coli O142 : H6 （eae）; 6, E. coli O44 : H18 （aggR and astA）; 7, E. coli 
O28 : HNM （ipaH）; 8, E. coli O124 : HNM （ipaH）; 9, E. coli O148 : H28 （estA2 and astA）; 10, E. coli O25 : HNM 
（elt）; 11, E. coli O6 : H16 （elt, estA2, and astA）; 12, Vibrio parahaemolyticus （tdh）; 13, V. parahaemolyticus （trh）; 
14, Campylobacter coli; 15, C. jejuni; 16, Salmonella Enteritidis; 17, Norovirus genogroup I; 18, Norovirus genogroup 
II; 19, Sapovirus; 20, Astrovirus; 21, Clostridium perfringens; 22, EAEC （aggR） in primer set A; 23, Norovirus geno-
group II in primer set C; 24, Salmonella spp. in primer set B; 25, C. jejuni and C. coli in primer set B; 26, Negative 
in primer set B; 27, Norovirus genogroup II in primer set C; 28, Norovirus genogroups I and II in primer set C; 29, 
Astrovirus in primer set C; 30, C. perfringens in primer set C; 31, Astrovirus in primer set C.
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病原因子を保有する株を用いたが，それぞれの株が保有
するそれぞれの病原因子が検出され，多重検出が可能で
あった．
2.　蛍光RT-multiplex PCR法の検出限界
各病原微生物遺伝子の検出限界をTable 2に示した．

Diarrheagenic E. coli 9血清型を用いて測定したPrimer 
set Aの病原因子の検出限界は101から104 cfu/反応で，
ipaHが約101 cfu/反応と最も低く，eaeが103から104　

cfu/反応で最も高かった．Primer set BではV. parahae-
molyticusの検出限界が約101コピー/反応で，その他の
病原微生物は約104コピー/反応であった．また，Prim-
er set Cでの検出限界はすべての病原微生物で約102コ
ピー/反応であった．
3.　蛍光RT-multiplex PCR法による食中毒等集団感
染事例および散発事例からの病原微生物の検出状況
蛍光RT-multiplex PCR法による患者糞便からの病原
微生物検出の全工程に必要な検査時間は6～7時間で
あった．Fig. 1Bには，食中毒等集団感染事例および散
発事例の患者糞便からの検出例を示した．レーン25で
は二つの病原微生物が同時に検出され，レーン28では
増幅産物の大きさが非常に近似している場合でも増幅産
物の大きさと蛍光色により複数の病原微生物を識別可能
であり，レーン29から31に見られるように，増幅産物
が近似している場合でも蛍光色により容易に識別可能で
あった．
常法である培養法あるいはmonoplex PCR法と蛍光

RT-multiplex PCR法による検出結果をTable 3に示し
た．検出感度は93.1％, 特異度は93.5％および一致率は 
93.3％であり，常法との有意差は認められなかった
（McNemar test, p＝1.00）．夏季でウイルスを想定した
検査がなされていなかったため，蛍光RT-multiplex 
PCR法でNorovirusを検出した事例が1事例あり，抗生
物質が投与された後に患者糞便が採取された1事例では
細菌培養陰性に対し，蛍光RT-multiplex PCR法で
Campylobacterが検出された．また，細菌培養法で
Campylobacter陽性，蛍光RT-multiplex PCR法で陰性
の事例とmonoplex PCRでNorovirus GII陽性，蛍光RT-

multiplex PCR法で陰性の事例がそれぞれ1例ずつ認め
られた．

考　　　察

食中毒等集団感染事例発生時には原因の究明，拡大防
止のため，迅速な病因物質の特定が必要となる．近年の
食中毒集団発生事例の病因物質はCampylobacterおよび
Norovirusが大部分を占めていることからわかるよう
に，原因細菌およびウイルスが同時にしかも迅速にスク
リーニングできることは行政対応上，非常に重要である
と考えられる．一般的に，糞便および食品を材料とした
遺伝子検査の場合には，検査対象とする細菌あるいはウ
イルスのDNAあるいはRNAを個別に抽出し，遺伝子
増幅反応も個別に実施しているが，煩雑であり，食中毒
発生時に簡易に導入することは困難である．
今回われわれが開発した方法では，市販されているウ
イルスRNA抽出キットを利用して細菌とウイルスの核
酸を同時抽出し，逆転写反応後に蛍光RT-multiplex 
PCR法を実施している．DNAとRNAを同時に抽出す
るキットも市販されているが，時間や特別な装置を必要
とするケースが多い．しかし，今回は市販のウイルス
RNA抽出キットのプロトコールを一部変更することで，
簡易に短時間で細菌とウイルスの核酸の同時抽出が可能
であった．また，蛍光RT-multiplex PCR法では3セッ
トのプライマーセットで12種の食中毒起因微生物とそ
の病原因子を電気泳動後に核酸染色を行うことなしに，

Table 2.　Detection limits in RT-multiplex PCR with fluorescent dye-labeled primers

Primer set Pathogen Detection limit per reaction

A Diarrheagenic Escherichia coli 101 to 104 cfu

B

Salmonella spp. 104 copies
Campylobacter jejuni 104 copies
Campylobacter coli 104 copies
Vibrio parahaemolyticus 101 copies

C

Clostridium perfringens 102 copies
Norovirus genogroup I 102 copies
Norovirus genogroup II 102 copies
Sapovirus 102 copies
Astrovirus 102 copies

Diarrheagenic Escherichia coli contains ETEC, EIEC, EHEC, EAEC, and EPEC.

Table 3.　Relationship between conventional and new 
methods

Method
Conventional

Positive Negative Total

New
（This study）

Positive 27  2 29
Negative  2 29 31
Total 29 31 60

New method: RT-multiplex PCR with fluorescent dye-la-
beled primers.
Conventional method: bacterial cultivation and monoplex 
PCR.
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PCR産物の大きさとその蛍光色を指標として包括的に
検出・識別できる簡便性がある．蛍光RT-multiplex 
PCR法の検出限界は病原微生物により差異が認められ，
検出限界は101から104コピー/反応であったが，食中毒
等事例患者糞便を用いた適用試験結果から実用上迅速ス
クリーニング検査法として問題ないことが確認された．
食中毒起因微生物検査では微生物の血清型，毒素型，遺
伝子型なども疫学調査上重要な要素であり，われわれの
蛍光RT-multiplex PCR法により病原因子などを特定し
たうえで，検出された病原微生物を中心に血清型などの
検査を進めることにより効率的な原因究明が可能である
と考えられる．遺伝子学的方法は培養法に比較して迅速
性が大きな特徴であるが，抗生物質などの投与により培
養陰性で菌が分離できなかった事例からも病原微生物の
遺伝子を検出することが可能となる．
キャピラリー型のリアルタイムPCR装置を使用し，時

間短縮を図った食中毒細菌の網羅的検出法に関する研
究2）あるいはリアルタイムPCR法装置を用いた細菌の網
羅的検出試薬も販売されているが，リアルタイムPCR法
ではその特性から1本のチューブ中で多数の微生物を検
出することは困難な場合が多い．融解曲線分析による識
別・同定では，検出対象微生物の増幅産物のTm値が近
似している場合や，Norovirusなどのように非常に多く
の遺伝子型が存在する5）とTm値が一定せず，Tm値のみ
で各病原微生物を区別することが困難になる．また，蛍
光標識TaqManプローブを用いた方法でも対象微生物ご
とに波長の異なった標識蛍光物質を選択する必要がある
ため，1本の反応チューブで複数の蛍光物質を用いるこ
とには限界がある．他方，蛍光マイクロビーズアレイシ
ステムを用いて19種の呼吸器ウイルスを一度に包括的・
網羅的に検出する方法も開発されている9, 18）が，高額な
専用機器が必要となる．われわれの蛍光RT-multiplex 
PCR法は，全工程6～7時間を要するが，特別な機器を
必要とせず1本のチューブで3種類以上の病原微生物ま
たは病原因子の検査・同定が可能であり，簡易に実施で
きる．
包括的あるいは網羅的検出法の意義は食中毒等感染症
発生時に複数の微生物を同時に検出できることにある．
実際に複数のウイルスが同時に検出される事例10）ある
いはウイルスと細菌が同時に検出された事例3, 4）も報告
されており，われわれの蛍光RT-multiplex PCR法はこ
れらの事例にも非常に有効である．食中毒起因微生物は
今回対象とした12種以外にも多数存在するが，われわ
れの蛍光RT-multiplex PCR法は他の微生物の検出にも
拡大可能で，必要に応じて検査対象とする病原微生物ま
たは病原因子のプライマーセットを追加することが可能
である．

要　　　約

食中毒の原因の上位を占める12種の病原微生物（細

菌9種およびウイルス3種）の包括的検出に，蛍光標識
プライマーを用いたRT-multiplex PCR法を適用した．
本法は，細菌DNAおよびウイルスRNAを包括的に検
出できる特徴があり，電気泳動後の染色を必要とせず
PCR産物の蛍光色と大きさの違いから病原微生物を容
易に識別することが可能である．
患者糞便から細菌DNAおよびウイルスRNAを市販
のウイルスRNA抽出キットを用いて同時抽出し，逆転
写反応後に逆転写反応物を鋳型にしてmultiplex PCR法
を実施した．12種の病原微生物を三つのグループに区
分し，AセットはDiarrheagenic E. coliを，Bセットは
Salmonella spp., V. parahaemolyticus, C. jejuniおよび
C. coliを，CセットはC. perfringens, Norovirus, Sapo-
virusおよびAstrovirusを対象としたプライマーセット
とした．食中毒等集団感染45事例と散発15事例に本法
を適用した結果，常法である培養法あるいはmonoplex 
PCR法と有意差はなく，ほぼ同等の感度と特異度が得
られた．
本法は核酸抽出から遺伝子検出までを6～7時間で完

了できることから，食中毒原因微生物の迅速スクリーニ
ング検査法として有効であることが確認された．
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