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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　試料中の食中毒原因菌を検出する方法であって、

食中毒原因菌のゲノムDNAに特異的に結合可能な２つのポリヌクレオチドからなる以下の

プライマー対、すなわち、

（ａ） cadF遺伝子を増幅するための配列番号１及び配列番号２に記載の配列からなるプラ

イマー対、

を用い、さらに、

（ｂ） cp e遺 伝子を増幅するための配列番号３及び配列番号４に記載の配列からなるプラ

イマー対、

（ｃ） i p a H遺伝子を増幅するための配列番号５及び配列番号６に記載の配列からなるプラ

イマー対、

（ｅ） ea e遺 伝子を増幅するための配列番号９及び配列番号１０に記載の配列からなるプ

ライマー対、

（ｆ） t d h遺 伝子を増幅するための配列番号１１及び配列番号１２に記載の配列からなる

プライマー対、

（ｇ） s t 1 b遺 伝子を増幅するための配列番号１３及び配列番号１４に記載の配列からなる

プライマー対、

（ｈ） s t 1 a遺 伝子を増幅するための配列番号１５及び配列番号１６に記載の配列からなる

プライマー対、
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（ ｊ ） s t x 2遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ９ 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 、

（ ｋ ） s t x 1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ １ 及 び 配 列 番 号 ２ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、 並 び に

（ ｌ ） a g g R遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ２ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 の う ち 、 少 な く と も ５ 以 上 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い

て 試 料 に つ い て 核 酸 増 幅 反 応 を 行 う 工 程 及 び 増 幅 産 物 を 確 認 す る 工 程 を 含 む 、 試 料 中 の 食

中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て 、

（ ａ ） c a d F遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 用 い 、 さ ら に 、

（ ｂ ） c p e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｃ ） i p a H遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｅ ） e a e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ９ 及 び 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 対 、

（ ｆ ） t d h遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ １ 及 び 配 列 番 号 １ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｇ ） s t 1 b遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ３ 及 び 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｈ ） s t 1 a遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ５ 及 び 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｊ ） s t x 2遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ９ 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 、

（ ｋ ） s t x 1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ １ 及 び 配 列 番 号 ２ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、 並 び に

（ ｌ ） a g g R遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ２ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 の う ち 、 少 な く と も ６ 以 上 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い

る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て 、

（ ａ ） c a d F遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 用 い 、 さ ら に 、

（ ｂ ） c p e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｃ ） i p a H遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｅ ） e a e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ９ 及 び 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 対 、

（ ｆ ） t d h遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ １ 及 び 配 列 番 号 １ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｇ ） s t 1 b遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ３ 及 び 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｈ ） s t 1 a遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ５ 及 び 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る
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プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｊ ） s t x 2遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ９ 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 、

（ ｋ ） s t x 1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ １ 及 び 配 列 番 号 ２ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、 並 び に

（ ｌ ） a g g R遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ２ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 の う ち 、 少 な く と も ７ 以 上 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い

る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て 、

（ ａ ） c a d F遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 用 い 、 さ ら に 、

（ ｂ ） c p e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｃ ） i p a H遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｅ ） e a e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ９ 及 び 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 対 、

（ ｆ ） t d h遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ １ 及 び 配 列 番 号 １ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｇ ） s t 1 b遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ３ 及 び 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｈ ） s t 1 a遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ５ 及 び 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｊ ） s t x 2遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ９ 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 、

（ ｋ ） s t x 1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ １ 及 び 配 列 番 号 ２ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、 並 び に

（ ｌ ） a g g R遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ２ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 の う ち 、 少 な く と も ８ 以 上 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い

る 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て 、

（ ａ ） c a d F遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 用 い 、 さ ら に 、

（ ｂ ） c p e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｃ ） i p a H遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｅ ） e a e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ９ 及 び 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 対 、

（ ｆ ） t d h遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ １ 及 び 配 列 番 号 １ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｇ ） s t 1 b遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ３ 及 び 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｈ ） s t 1 a遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ５ 及 び 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る
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プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｊ ） s t x 2遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ９ 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 、

（ ｋ ） s t x 1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ １ 及 び 配 列 番 号 ２ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、 並 び に

（ ｌ ） a g g R遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ２ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 を 用 い る 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て さ ら に 、

（ ｄ ） invA遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ７ 及 び 配 列 番 号 ８ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、 及 び ／ 又 は

（ ｉ ） lt遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ７ 及 び 配 列 番 号 １ ８ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 、

を 用 い る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 核 酸 増 幅 反 応 が シ ャ ト ル PCRで あ り 、 シ ャ ト ル PCRに お い て 試 料 溶 液 を (i)９ ４ ℃ で １ 分

間 変 性 さ せ 、 そ の 後 、 (ii)９ ４ ℃ で ５ 秒 間 変 性 さ せ (iii)６ ４ ℃ で ４ ５ 秒 間 ア ニ ー リ ン グ

及 び 伸 長 さ せ る (ii)及 び (iii)か ら な る サ イ ク ル を 繰 り 返 す 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １

項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、

（ ａ ） cadF遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 含 み 、 さ ら に

（ ｂ ） c p e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｃ ） i p a H遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｅ ） e a e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ９ 及 び 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 対 、

（ ｆ ） t d h遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ １ 及 び 配 列 番 号 １ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｇ ） s t 1 b遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ３ 及 び 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｈ ） s t 1 a遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ５ 及 び 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｊ ） s t x 2遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ９ 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 、

（ ｋ ） s t x 1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ １ 及 び 配 列 番 号 ２ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、 並 び に

（ ｌ ） a g g R遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ２ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 の う ち 、 少 な く と も ５ 以 上 の プ ラ イ マ ー 対 を 含 む

、 食 中 毒 原 因 菌 検 出 用 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ９ 】

（ ａ ） c a d F遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 含 み 、 さ ら に
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（ ｂ ） c p e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｃ ） i p a H遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｅ ） e a e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ９ 及 び 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 対 、

（ ｆ ） t d h遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ １ 及 び 配 列 番 号 １ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｇ ） s t 1 b遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ３ 及 び 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｈ ） s t 1 a遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ５ 及 び 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｊ ） s t x 2遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ９ 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 、

（ ｋ ） s t x 1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ １ 及 び 配 列 番 号 ２ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、 並 び に

（ ｌ ） a g g R遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ２ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 の う ち 、 少 な く と も ６ 以 上 の プ ラ イ マ ー 対 を 含 む

、 請 求 項 ８ に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 １ ０ 】

（ ａ ） c a d F遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 含 み 、 さ ら に

（ ｂ ） c p e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｃ ） i p a H遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｅ ） e a e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ９ 及 び 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 対 、

（ ｆ ） t d h遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ １ 及 び 配 列 番 号 １ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｇ ） s t 1 b遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ３ 及 び 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｈ ） s t 1 a遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ５ 及 び 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｊ ） s t x 2遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ９ 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 、

（ ｋ ） s t x 1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ １ 及 び 配 列 番 号 ２ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、 並 び に

（ ｌ ） a g g R遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ２ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 の う ち 、 少 な く と も ７ 以 上 の プ ラ イ マ ー 対 を 含 む

、 請 求 項 ９ に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 １ １ 】

（ ａ ） c a d F遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 含 み 、 さ ら に

（ ｂ ） c p e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、
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（ ｃ ） i p a H遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｅ ） e a e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ９ 及 び 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 対 、

（ ｆ ） t d h遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ １ 及 び 配 列 番 号 １ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｇ ） s t 1 b遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ３ 及 び 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｈ ） s t 1 a遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ５ 及 び 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｊ ） s t x 2遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ９ 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 、

（ ｋ ） s t x 1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ １ 及 び 配 列 番 号 ２ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、 並 び に

（ ｌ ） a g g R遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ２ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 の う ち 、 少 な く と も ８ 以 上 の プ ラ イ マ ー 対 を 含 む

、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 １ ２ 】

（ ａ ） c a d F遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 含 み 、 さ ら に

（ ｂ ） c p e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｃ ） i p a H遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

（ ｅ ） e a e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ９ 及 び 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 対 、

（ ｆ ） t d h遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ １ 及 び 配 列 番 号 １ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｇ ） s t 1 b遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ３ 及 び 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｈ ） s t 1 a遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ５ 及 び 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

（ ｊ ） s t x 2遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ９ 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 、

（ ｋ ） s t x 1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ １ 及 び 配 列 番 号 ２ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、 並 び に

（ ｌ ） a g g R遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ２ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 を 含 む 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 さ ら に

（ ｄ ） invA遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ７ 及 び 配 列 番 号 ８ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、 及 び ／ 又 は

（ ｉ ） lt遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ７ 及 び 配 列 番 号 １ ８ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 、

を 含 む 、 請 求 項 ８ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 食 中 毒 原 因 菌 検 出 用 キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】
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　 本 発 明 は 、 食 中 毒 原 因 菌 の 検 出 法 、 例 え ば 核 酸 増 幅 反 応 を 用 い た 食 中 毒 原 因 菌 の 一 括 検

出 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 食 中 毒 原 因 施 設 か ら の 患 者 の 発 生 を 最 小 限 に 留 め る た め に は 、 当 該 施 設 に 対 し 適 切 か つ

早 急 な 行 政 対 応 を 行 う 必 要 が あ り 、 そ の た め に 検 査 法 に 迅 速 性 が 求 め ら れ て い る 。 食 中 毒

事 件 が 発 生 し た 際 に は 、 行 政 処 分 等 の 対 応 が 行 わ れ る こ と に よ り 新 た な 患 者 の 発 生 が 防 止

さ れ て い る が 、 病 因 物 質 や 原 因 食 品 及 び 施 設 の 特 定 に は 科 学 的 な 根 拠 が 必 要 と さ れ て い る

。 一 般 的 に 食 中 毒 原 因 菌 の 検 索 に は 培 養 操 作 が 必 要 と な る た め 、 通 常 ３ ～ ７ 日 間 を 要 す る

。 ま た 近 年 、 生 化 学 的 性 状 が 通 常 と 異 な る 細 菌 に よ る 食 中 毒 事 件 が 報 告 さ れ て お り （ 非 特

許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 ２ ） 、 原 因 菌 を 検 出 す る た め に は 豊 富 な 知 識 や 経 験 を 要 す る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 2011年 に は 欧 州 を 中 心 に 腸 管 出 血 性 大 腸 菌 O104に よ る 集 団 食 中 毒 が 発 生 し た が 、 こ の 当

時 、 国 内 に お い て は O104の 抗 血 清 は 入 手 困 難 で あ っ た た め 、 発 生 が あ っ た 場 合 に は 抗 血 清

に よ る 同 定 は 非 常 に 困 難 で あ っ た と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な 状 況 を 改 善 す る た め に 遺 伝 子

検 査 が 有 効 と な る こ と が あ る 。 生 化 学 的 、 血 清 学 的 特 徴 が 定 型 で な か っ た 場 合 で あ っ て も

、 病 原 性 が 不 変 で あ れ ば 関 連 遺 伝 子 を 検 出 す る こ と が 可 能 と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 ま た 、 遺 伝 子 検 査 は 培 養 と 比 較 し 、 結 果 ま で に 数 時 間 と 迅 速 性 が 期 待 さ れ る こ と か ら 、

近 年 複 数 遺 伝 子 を 同 時 に 検 出 す る こ と が で き る マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRを 用 い た 検 査 法 の 検

討 が な さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ ～ ６ ） 。 非 特 許 文 献 ５ に 記 載 の 食 中 毒 起 因 微 生 物 検 出 方

法 で は 、 １ つ の 検 体 当 た り ３ つ の 反 応 液 を 要 す る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 大 規 模 で 広 域 的 な 食 中 毒 事 件 が 発 生 し た 場 合 、 原 因 食 品 の 特 定 が 急 務 で あ り 、 ス ク リ ー

ニ ン グ 法 と し て マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRは 有 効 で あ る が 、 こ の よ う な 場 合 は 食 品 を 含 む 大 量

の 検 体 に 対 応 で き 、 広 範 囲 の 細 菌 を 検 出 で き る 能 力 が 要 求 さ れ る 。 ま た 、 検 体 搬 入 即 日 に

結 果 の 判 定 が 可 能 で 、 そ の 後 の 培 養 操 作 に 反 映 で き る 迅 速 性 が 望 ま れ る 。 さ ら に 、 日 常 搬

入 さ れ る 全 て の 検 体 の ス ク リ ー ニ ン グ で 用 い る 場 合 に つ い て は 操 作 性 や 1検 体 当 た り の 経

済 性 も 求 め ら れ る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 非 特 許 文 献 ７ に は invA遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー 対 が 記 載 さ れ て い る 。 該 プ ラ

イ マ ー 対 の 塩 基 配 列 は 本 願 明 細 書 の 配 列 番 号 ７ 及 び 配 列 番 号 ８ に 相 当 す る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 非 特 許 文 献 ８ に は lt遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー 対 が 記 載 さ れ て い る （ 491頁 、

表 １ ） 。 該 プ ラ イ マ ー LT-1の 塩 基 配 列 は 本 願 明 細 書 の 配 列 番 号 １ ７ に 相 当 す る 。 該 プ ラ イ

マ ー LT-2の 塩 基 配 列 は 本 願 明 細 書 の 配 列 番 号 １ ８ の １ ～ ２ ０ 位 の 塩 基 配 列 に 相 当 す る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 非 特 許 文 献 ９ に は 種 々 の 食 中 毒 原 因 菌 が 記 載 さ れ て い る 。 食 中 毒 の 原 因 菌 と し て 多 い の

は サ ル モ ネ ラ 属 菌 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ ジ ェ ジ ュ ニ 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ コ リ で あ り 、 他

に は ブ ド ウ 球 菌 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 、 腸 炎 ビ ブ リ オ 、 病 原 大 腸 菌 、 他 に は ウ エ ル シ ュ 菌 、 セ レ

ウ ス 菌 、 エ ル シ ニ ア ・ エ ン テ ロ コ リ チ カ 、 ナ グ ビ ブ リ オ 、 コ レ ラ 菌 、 赤 痢 菌 、 チ フ ス 菌 、

パ ラ チ フ ス Ａ 菌 等 が 挙 げ ら れ る （ 非 特 許 文 献 ９ ） 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 非 特 許 文 献 １ ０ は cadF遺 伝 子 を 用 い た カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ ジ ェ ジ ュ ニ 及 び カ ン ピ ロ バ ク

タ ー ・ コ リ の 同 定 法 を 記 載 し て い る 。 同 文 献 は 専 ら カ ン ピ ロ バ ク タ ー 属 細 菌 の 同 定 が 目 的

で あ り 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ ジ ェ ジ ュ ニ と カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ コ リ と を 鑑 別 す る こ と に は

主 眼 が 置 か れ て い な い 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 非 特 許 文 献 １ １ は リ ア ル タ イ ム PCR法 に よ る 食 中 毒 原 因 菌 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 記 載 し

て い る 。
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【 ０ ０ １ １ 】

　 非 特 許 文 献 １ ２ は 食 中 毒 原 因 菌 の 24標 的 遺 伝 子 を 一 斉 検 出 す る た め の Multiplexリ ア ル

タ イ ム SYBR Green PCR法 を 記 載 し て い る 。 こ の 方 法 で は １ 検 体 の 検 査 に は ８ つ の 反 応 液 が

必 要 と さ れ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 非 特 許 文 献 １ ３ は リ ア ル タ イ ム PCR法 に お け 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 る 細 菌 性 嘔 吐 毒 関 連 遺 伝 子 の 同 時 検 出 お よ び 識 別 を 記 載 し て い る 。 開 示

さ れ て い る 方 法 は 、 一 般 的 な 食 中 毒 原 因 菌 の 一 部 の み を 同 定 す る も の で あ る 。 検 出 時 間 は

４ ～ ５ 時 間 程 度 で あ り 、 反 応 液 当 た り の 検 出 感 度 は 10
7
～ 10

8
cfu/反 応 で あ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 特 許 文 献 １ は カ ン ピ ロ バ ク タ ー の cdtB遺 伝 子 を 標 的 と す る 検 出 法 を 記 載 し て い る 。 同 文

献 の 手 法 は リ ア ル タ イ ム PCR法 で あ り 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー 属 細 菌 の み に 着 目 し て お り 、 他

の 属 の 食 中 毒 原 因 菌 の 記 載 は な い 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 こ の よ う に 、 現 状 で は 1検 体 当 た り 複 数 の 反 応 液 が 必 要 と な る 方 法 や 、 高 価 な 試 薬 ・ 機

器 を 用 い る 方 法 、 発 生 す る 食 中 毒 原 因 菌 の う ち 一 部 に し か 対 応 で き な い 方 法 、 判 定 に 1日

以 上 か か っ て し ま う 方 法 等 し か 提 供 さ れ て い な い 。 迅 速 性 、 操 作 性 、 経 済 性 、 合 理 性 を 同

時 に 持 ち 、 上 記 の よ う な 事 例 に 対 応 で き る 検 出 方 法 は な い 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ ５ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ １ ０ － １ ３ ０ ９ ０ １

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ ６ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 木 村 薫 ら :下 痢 症 よ り 分 離 さ れ た 乳 糖 分 解 性 サ ル モ ネ ラ 菌 に つ い て , 感

染 症 学 雑 誌 , 62, 123-128(1988)

【 非 特 許 文 献 ２ 】 仲 西 寿 男 、 丸 山 務 監 修 :食 品 由 来 感 染 症 と 食 品 微 生 物 , 中 央 法 規 出 版 , 3

80-397(2009)

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Hiroshi Fukushima et al.: Simultaneous screening of 24 target ge

nes of foodborne pathogens in 35 food borne outbreaks using multiplex real-time

SYBR green PCR analysis, Int J Microbiol. , 18 pages (2010)

【 非 特 許 文 献 ４ 】 田 栗 利 紹 、 野 口 英 太 郎 、 平 山 文 俊 :マ ル チ プ レ ッ ク ス Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い た 食

中 毒 起 因 細 菌 一 括 検 出 方 法 , 長 崎 県 衛 生 公 害 研 究 所 報 , 43-56（ 2002）

【 非 特 許 文 献 ５ 】 重 本 直 樹 ら :蛍 光 RT-multiplex PCR法 を 用 い た 食 中 毒 起 因 微 生 物 の 包 括

的 検 出 , Jpn. J. Food Mi-crobiol. , 29(1), 11-17(2012)

【 非 特 許 文 献 ６ 】 Jie Liu et al.: Simultaneous Detection of Six Diarr-hea-Causing

Bacterial Pathogens with an In-House PCR-Luminex Assay, J. Clin. Microbiol. , 50,

 98-103(2012)

【 非 特 許 文 献 ７ 】 Christine C. Ginocchio et al.: Naturally Occurring Deletions in

the Centisome 63 Pathogenicity Island of Environmental Isolates of Salmonella sp

p., Infect. Im mun., 65, 1267-1272(1997)

【 非 特 許 文 献 ８ 】 小 西 典 子 ら :6種 類 の 毒 素 原 性 大 腸 菌 が 検 出 さ れ た 仕 出 し 弁 当 を 原 因 と す

る 集 団 食 中 毒 事 例 と Colony-sweep PCR法 を 応 用 し た 検 査 法 に つ い て , 感 染 症 学 雑 誌 , 83,

490-495(2009)

【 非 特 許 文 献 ９ 】 厚 生 労 働 省 :食 中 毒 統 計 資 料 過 去 の 食 中 毒 発 生 状 況 http://w w w.mhlw.go

.jp/topics/syokuchu/04.html

【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Konkel et al. : Identification of the Enteropathogens Campylob

acter jejuni and Campylobacter coli basedon the cadF virulence gene andits produ

ct, J. Clin.Microbiol. , 37, 510-517(1999)

【 非 特 許 文 献 １ １ 】 福 島 博 ら :リ ア ル タ イ ム PCR 法 に よ る 食 中 毒 菌 の 迅 速 ス ク リ ー ニ ン グ
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の 検 討 , 感 染 症 学 雑 誌 , 79, 644-655(2005)

【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 島 根 保 環 研 所 報 第 50号 （ 2008） 食 中 毒 菌 の 24標 的 遺 伝 子 を 一 斉 検 出 す

る た め の Multiplexリ ア ル タ イ ム SYBR Green PCR法

【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 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， p15-2

0， 2011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 。

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 は 、 上 記 の 問 題 点 に 対 処 可 能 な 食 中 毒 原 因 菌 同 定 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る

。 例 え ば 本 発 明 は 迅 速 性 、 操 作 性 、 経 済 性 、 合 理 性 を 同 時 に 備 え た 食 中 毒 原 因 菌 同 定 法 を

提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 は 、 1検 体 当 た り 1反 応 液 で 検 査 可 能 で あ り 、 発 生 す る 食 中 毒 原 因 菌 の 大 部 分 に 対

応 で き 、 か つ 短 時 間 で 結 果 判 定 が 可 能 で あ る マ ル チ プ レ ッ ク ス PCR法 を 提 供 す る こ と を 目

的 と す る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 例 え ば あ る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は (i)大 量 の 検 体 数 （ １ ０ ０ 検 体 前 後 ） に 対 応 で き

、 (ii)細 菌 性 感 染 型 食 中 毒 の 原 因 菌 の ほ と ん ど を 検 出 で き 、 (iii)試 料 搬 入 当 日 に 結 果 が

判 定 で き （ 所 要 時 間 ２ 時 間 程 度 ） 、 (iv)操 作 が 簡 便 で あ り （ １ 検 体 を １ 反 応 液 で 処 理 可 能

） 、 か つ (v)市 販 プ ラ イ マ ー を 用 い た PCRと 比 較 し て 検 体 当 た り の ラ ン ニ ン グ コ ス ト が 安 い

、 と い う ５ つ の 要 件 を 満 た す 食 中 毒 原 因 菌 の 検 出 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 者 は 上 記 の 問 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 食 中 毒 原 因 菌 の 遺 伝 子 を 特

異 的 に 増 幅 で き る マ ル チ プ レ ッ ク ス PCR用 プ ラ イ マ ー を 作 製 し 、 多 く の 臨 床 分 離 株 を 含 む

食 中 毒 原 因 菌 に つ い て マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRの 評 価 を 行 い 、 複 数 の 食 中 毒 原 因 菌 を 同 時 に

検 出 で き る こ と を 見 出 し 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。 本 発 明 の プ ラ イ マ ー を 用 い た マ ル チ プ レ ッ

ク ス PCRは 、 高 い 特 異 性 を 有 し 、 複 数 の 食 中 毒 原 因 菌 を 同 時 に 検 出 で き る 。 ま た 、 本 発 明

の 方 法 は 、 多 数 の 検 体 に つ い て 、 一 回 の 操 作 に よ っ て 菌 種 レ ベ ル で 食 中 毒 原 因 菌 を 同 定 で

き る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 実 施 形 態 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 第 １ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、

（ ａ ） cadF遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 用 い て 試 料 に つ い て 核 酸 増 幅 反 応 を 行 う 工 程 及 び 増 幅 産 物 を 確 認 す る 工 程 を 含 む 、 試 料

中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 か

ら な る プ ラ イ マ ー 対 を 用 い る と 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー の cadF遺 伝 子 が 増 幅 さ れ る 。 例 え ば 配

列 番 号 ２ ５ に 示 す Campylobacter coli JV20 contig00034の cadF遺 伝 子 （ 391-936位 ） が 増

幅 さ れ 507bpの 増 幅 産 物 が 得 ら れ る か 、 ま た は 配 列 番 号 ２ ６ に 示 す Campylobacter jejuni

subsp. jejuni CG8421 CPSの cadF遺 伝 子 （ 391-897位 ） が 増 幅 さ れ 546bpの 増 幅 産 物 が 得 ら

れ る 。 こ う し た 増 幅 産 物 は 電 気 泳 動 等 に よ り 確 認 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り カ ン ピ ロ バ

ク タ ー ・ ジ ェ ジ ュ ニ 及 び ／ 又 は カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ コ リ を 検 出 で き る 。 本 願 明 細 書 に お い

て 増 幅 産 物 と は 、 核 酸 増 幅 反 応 に よ り 標 的 遺 伝 子 が 複 製 さ れ る 結 果 生 じ る 核 酸 を い う 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 試 料 中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、
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（ ｂ ） cpe遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 （ b） の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る と

配 列 番 号 ２ ７ の cpe遺 伝 子 が 増 幅 さ れ 378bpの 増 幅 産 物 が 得 ら れ る 。 該 増 幅 産 物 か ら ウ エ ル

シ ュ 菌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 試 料 中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、

（ ｃ ） ipaH遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 （ c） の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る と

配 列 番 号 ２ ８ の ipaH遺 伝 子 が 増 幅 さ れ 332bpの 増 幅 産 物 が 得 ら れ る 。 該 増 幅 産 物 か ら 赤 痢

菌 及 び ／ 又 は 腸 管 侵 入 性 大 腸 菌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 試 料 中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、

（ ｄ ） invA遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ７ 及 び 配 列 番 号 ８ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 （ d） の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る と

配 列 番 号 ２ ９ の invA遺 伝 子 が 増 幅 さ れ 284bpの 増 幅 産 物 が 得 ら れ る 。 該 増 幅 産 物 か ら サ ル

モ ネ ラ 属 菌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 試 料 中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、

（ ｅ ） eae遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ９ 及 び 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 （ e） の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る と

配 列 番 号 ３ ０ の eae遺 伝 子 が 増 幅 さ れ 252bpの 増 幅 産 物 が 得 ら れ る 。 該 増 幅 産 物 か ら 腸 管 病

原 性 大 腸 菌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 試 料 中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、

（ ｆ ） tdh遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ １ 及 び 配 列 番 号 １ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 （ f） の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る と

配 列 番 号 ３ １ の tdh遺 伝 子 が 増 幅 さ れ 195bpの 増 幅 産 物 が 得 ら れ る 。 該 増 幅 産 物 か ら 腸 炎 ビ

ブ リ オ を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 試 料 中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、

（ ｇ ） st1b遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ３ 及 び 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 （ g） の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る と

配 列 番 号 ３ ２ の st1b遺 伝 子 が 増 幅 さ れ 169bpの 増 幅 産 物 が 得 ら れ る 。 該 増 幅 産 物 か ら 腸 管

毒 素 原 性 大 腸 菌 を 検 出 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ２ ８ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 試 料 中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、

（ ｈ ） st1a遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ５ 及 び 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 （ h） の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る と

配 列 番 号 ３ ３ の st1a遺 伝 子 が 増 幅 さ れ 150bpの 増 幅 産 物 が 得 ら れ る 。 該 増 幅 産 物 か ら 腸 管

毒 素 原 性 大 腸 菌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 試 料 中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、

（ ｉ ） lt遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ７ 及 び 配 列 番 号 １ ８ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 、

を 用 い る 、 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 （ i） の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る と

配 列 番 号 ３ ４ の lt遺 伝 子 が 増 幅 さ れ 132bpの 増 幅 産 物 が 得 ら れ る 。 該 増 幅 産 物 か ら 毒 素 原

性 大 腸 菌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 試 料 中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、

（ ｊ ） stx2遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ９ 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 、

を 用 い る 、 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 （ j） の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る と

配 列 番 号 ３ ５ の stx2遺 伝 子 が 増 幅 さ れ 117bpの 増 幅 産 物 が 得 ら れ る 。 該 増 幅 産 物 か ら 腸 管

出 血 性 大 腸 菌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 試 料 中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、

（ ｋ ） stx1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ １ 及 び 配 列 番 号 ２ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 （ k） の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る と

配 列 番 号 ３ ６ の stx1遺 伝 子 が 増 幅 さ れ 100bpの 増 幅 産 物 が 得 ら れ る 。 該 増 幅 産 物 か ら 腸 管

出 血 性 大 腸 菌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 試 料 中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、

（ ｌ ） aggR遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ２ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 （ l） の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る と

配 列 番 号 ３ ７ の aggR遺 伝 子 が 増 幅 さ れ 76bpの 増 幅 産 物 が 得 ら れ る 。 該 増 幅 産 物 か ら 腸 管 凝

集 付 着 性 大 腸 菌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 こ れ ら の (a)～ (l)の プ ラ イ マ ー 対 は 、 単 一 の 対 で 、 又 は 複 数 の 対 を 任 意 に 組 み 合 わ せ て

、 又 は (a)～ (l)の 全 て の 対 を 組 み 合 わ せ て 同 時 に 、 又 は 逐 次 的 に 核 酸 増 幅 反 応 に 用 い る こ

と が で き る 。 複 数 の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し 、 同 一 溶 液 中 で PCRを 行 う 場 合 、 こ れ を マ ル チ

プ レ ッ ク ス PCRと い う 。 増 幅 産 物 の 有 無 は 電 気 泳 動 等 に よ り 確 認 す る こ と が で き 、 こ れ に
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よ り 試 料 か ら 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 を 有 す る 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 核 酸 増 幅 反 応 は シ ャ ト ル PCRと す る こ と が で き る 。 ま た シ ャ

ト ル PCRに お い て 試 料 溶 液 を (i)９ ４ ℃ で １ 分 間 変 性 さ せ 、 そ の 後 、 (ii)９ ４ ℃ で ５ 秒 間 変

性 さ せ (iii)６ １ ℃ 以 上 の 温 度 、 例 え ば ６ １ ℃ 、 ６ ２ ℃ 、 ６ ３ ℃ 又 は ６ ４ ℃ で ４ ５ 秒 間 ア

ニ ー リ ン グ 及 び 伸 長 さ せ る (ii)及 び (iii)か ら な る サ イ ク ル を 所 定 の 回 数 、 例 え ば ３ ０ 回

以 上 、 ３ １ 回 、 ３ ２ 回 、 ３ ３ 回 、 ３ ４ 回 、 又 は ３ ５ 回 以 上 繰 り 返 す こ と が で き る 。 こ れ を

さ ら に 、 そ の 後 ７ ２ ℃ に て ５ 分 保 持 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 に 用 い る た め の キ ッ

ト を 提 供 す る 。 該 キ ッ ト は 上 記 （ ａ ） ～ （ ｌ ） の プ ラ イ マ ー 対 の い ず れ か 、 そ れ ら の 任 意

の 組 合 せ 、 又 は 全 部 を 含 み 得 る 。 ま た 場 合 に よ り キ ッ ト は 他 の 試 薬 や 使 用 説 明 書 を 含 み う

る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 の マ ル チ プ レ ッ ク ス シ ャ ト ル PCR法 に よ り 食 中 毒 原 因 菌 を 一 括 検 出 す る こ と が で

き る 。 具 体 的 に は 、 食 中 毒 原 因 菌 と し て 頻 繁 に 検 出 さ れ る カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ ジ ェ ジ ュ ニ

（ Campylobacter jejuni)及 び カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ コ リ (C. coli)、 ウ エ ル シ ュ 菌 (Clostri

dium perfringens)、 シ ゲ ラ 属 菌 (Shigella spp.)、 サ ル モ ネ ラ 属 菌 (Salmonella spp.)、

ビ ブ リ オ ・ パ ラ ヘ モ リ テ ィ カ ス (Vibrio parahaemolyticus)、 腸 管 出 血 性 大 腸 菌 （ EHEC）

、 腸 管 毒 素 原 性 大 腸 菌 （ ETEC） 、 腸 管 侵 入 性 大 腸 菌 （ EIEC） 、 腸 管 病 原 性 大 腸 菌 （ EPEC）

、 腸 管 凝 集 付 着 性 大 腸 菌 （ EAggEC） を 一 括 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は シ ャ ト ル PCRを 用 い る た め 検 出 所 要 時 間 は 、 温

度 変 化 が 遅 い 機 器 を 使 用 し 電 気 泳 動 を 含 め て も 2時 間 以 内 に 検 出 が 可 能 で あ っ た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 特 殊 で 高 価 な 試 薬 を 必 要 と せ ず 、 あ る 実 施 形 態 で は 1検 体 当 た り の 検

出 に か か る 費 用 は 試 薬 や 電 気 泳 動 を 全 て 含 め て 約 130円 で あ り 、 従 来 法 と 比 較 し て 低 価 格

で 効 率 的 に 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 同 定 で き る 。 ま た 、 リ ア ル タ イ ム PCRや LA MP法 な ど と 比 べ

高 価 な 機 器 を 導 入 す る 必 要 も な い 。 さ ら に 本 発 明 の 方 法 は 多 種 の 食 中 毒 原 因 菌 を 一 括 検 出

す る が 、 そ の 際 の 特 異 度 と 感 度 も 高 く 、 菌 株 を 用 い た あ る 実 施 形 態 で は 感 度 は 99.1%、 特

異 度 は 100%で あ っ た 。 検 出 感 度 は 全 て の 遺 伝 子 が 10
2
 CFU/反 応 以 下 と な っ た 。 あ る 実 施 形

態 で は 、 消 化 器 症 状 事 例 に お い て 糞 便 か ら テ ン プ レ ー ト D N Aを 抽 出 し 、 本 発 明 の 方 法 と 培

養 結 果 を 比 較 し た と こ ろ 、 感 度 は 83.3%、 特 異 度 は 96.4%で あ っ た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 こ の よ う に 本 発 明 の 方 法 は 大 規 模 な 食 中 毒 な ど が 発 生 し た 際 の 大 量 の 検 体 な ど に 用 い る

こ と が で き る 迅 速 ・ 安 価 ・ 簡 便 な 有 用 な ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ る 。 1検 体 当 た り に 1反 応 液

を 使 用 す る た め 、 複 雑 な 操 作 も 必 要 と し な い 。 本 発 明 の 検 出 方 法 は 臨 床 検 体 の 検 査 や 、 食

中 毒 事 例 に お け る 食 品 中 か ら の 細 菌 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ４ ０ 】

【 図 １ 】 PCRプ ロ ト コ ル を 示 す 。 左 が 従 来 の 一 般 的 な PCR法 で あ り 、 右 が 本 発 明 の PCR法 で

あ る 。

【 図 ２ 】 PCR増 幅 産 物 を 示 す 。 図 ２ Ａ は ア ニ ー リ ン グ 温 度 ６ ４ ℃ に て 本 発 明 の マ ル チ プ レ

ッ ク ス シ ャ ト ル PCR法 を 行 っ た 結 果 で あ る （ 本 発 明 ） 。 図 ２ Ｂ は ア ニ ー リ ン グ 温 度 ６ ０ ℃

に て マ ル チ プ レ ッ ク ス シ ャ ト ル PCR法 を 行 っ た 結 果 で あ る （ 比 較 例 ） 。

【 図 ３ 】 cadF遺 伝 子 増 幅 に よ る C. jejuni及 び C. coliの 鑑 別 を 示 す 。 レ ー ン １ が C. jejun

iで あ り レ ー ン 2が C. coliで あ る 。 Mは マ ー カ ー を 表 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ４ １ 】
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　 あ る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 試 料 中 の 食 中 毒 原 因 菌 の 存 在 の 有 無 を 検 出 す る 方 法 を 提

供 す る 。 食 中 毒 原 因 菌 の 検 出 は 、 食 中 毒 原 因 菌 に 汚 染 さ れ た 食 品 の 迅 速 診 断 、 食 品 加 工 工

程 の 安 全 性 確 認 、 食 中 毒 発 生 時 に お け る 原 因 菌 の 同 定 な ど に 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 あ る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 の 食 中 毒 原 因 菌 検 出 方 法 は 、 食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N A又

は mRN Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し 、 核 酸 増 幅 反 応 を 行 う こ と に よ り 試 料

中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 願 明 細 書 に お い て 試 料 は 、 生 物 学 的 材 料 を 含 む あ ら ゆ る 試 料 を 包 含 す る 。 試 料 と し て

は 、 食 品 や 食 品 由 来 試 料 、 動 物 飼 料 や 飼 料 由 来 の 試 料 、 糞 便 、 尿 、 直 腸 の ス ワ ブ 、 唾 液 、

血 液 、 体 液 等 が 挙 げ ら れ る 。 試 料 は 、 適 宜 材 料 を 希 釈 し て 検 査 に 用 い る こ と が で き る 。 一

例 と し て 試 料 が 糞 便 で あ る 場 合 、 こ れ に 適 当 量 の 試 薬 を 添 加 し て D N Aを 抽 出 し 、 抽 出 D N Aに

つ い て PCRを 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 本 発 明 の 検 出 法 を 用 い る こ と に よ り 、 食 品 中 の 食 中 毒 原 因 菌 、 例 え ば C.コ リ 、 C.ジ ェ ジ

ュ ニ 、 ウ エ ル シ ュ 菌 、 シ ゲ ラ 属 菌 、 サ ル モ ネ ラ 属 菌 、 ビ ブ リ オ ・ パ ラ ヘ モ リ テ ィ カ ス 、 腸

管 出 血 性 大 腸 菌 、 腸 管 毒 素 原 性 大 腸 菌 、 腸 管 侵 入 性 大 腸 菌 、 腸 管 病 原 性 大 腸 菌 、 腸 管 凝 集

付 着 性 大 腸 菌 等 の 存 在 に つ い て 、 簡 便 か つ 迅 速 に 、 菌 種 毎 に 知 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る 際 は 、 食 中 毒 原 因 菌 に よ る 汚 染 が 疑 わ れ る 食 品 等 の 生 物 学 的 試

料 か ら 周 知 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 調 製 方 法 、 例 え ば ア ル カ リ -SDS法 や ボ イ ル 法 等 に よ っ て ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し 、 得 ら れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 本 発 明 の 被 験 試 料 と す る こ と が で

き る 。 例 え ば 菌 株 を 加 熱 後 、 遠 心 分 離 し た 上 清 を テ ン プ レ ー ト D N Aと し う る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 本 明 細 書 に お い て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は 、 複 数 の 塩 基 ま た は 塩 基 対 か ら な る リ ボ ヌ ク レ

オ チ ド も し く は デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 重 合 体 を い う 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 RN A、 一 本 鎖

お よ び 二 本 鎖 の D N Aを 含 む 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 未 修 飾 の 天 然 の 状 態 の も の 、 及 び 修 飾

塩 基 の 両 方 を 包 含 す る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 本 願 明 細 書 に お い て 塩 基 配 列 に つ い て 特 異 的 に 結 合 と は 、 一 方 の 塩 基 配 列 が 他 方 の 塩 基

配 列 と 相 補 的 に 塩 基 対 を 形 成 し 結 合 す る こ と を 言 い 、 ラ ン ダ ム な 配 列 同 士 の 非 特 異 的 な 結

合 は 除 か れ る 。 こ の 場 合 、 一 方 の 塩 基 配 列 と 他 方 の 塩 基 配 列 と は 、 完 全 に 対 形 成 す る よ う

相 補 性 が 一 致 し て い る と 高 温 で も 特 異 的 に 結 合 す る が 、 適 当 な 温 度 等 の 条 件 下 で 一 方 の 塩

基 配 列 と 他 方 の 塩 基 配 列 と が 対 形 成 で き る な ら ば 配 列 中 に 不 一 致 の 塩 基 が 一 部 存 在 し て も

よ い 。 例 え ば 配 列 番 号 １ 及 び ２ の プ ラ イ マ ー は 、 そ れ ぞ れ カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ コ リ の cadF

遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ２ ５ ） の 配 列 と 不 一 致 の 塩 基 を １ 又 は ２ つ 有 す る が 、 Tm値 は 59.8℃ 及 び

61℃ で あ り 、 こ れ と 特 異 的 に 結 合 し う る 。 ま た 配 列 番 号 ２ の プ ラ イ マ ー は カ ン ピ ロ バ ク タ

ー ・ ジ ェ ジ ュ ニ の cadF遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ２ ６ ） と 不 一 致 の 塩 基 を １ つ 有 す る が 、 Tm値 が 61

℃ で あ り 、 こ れ と 特 異 的 に 結 合 し う る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 本 願 明 細 書 に お い て 遺 伝 子 と は 、 生 物 ま た は ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 遺 伝 情 報 を コ ー ド す る

塩 基 配 列 か ら な る 核 酸 を い う 。 遺 伝 子 は 狭 義 に は 構 造 遺 伝 子 を さ す が 、 本 願 明 細 書 中 で は

一 部 の 実 施 形 態 に お い て は 非 コ ー ド 領 域 や 、 認 識 配 列 を も 包 含 す る こ と が あ る 。 本 発 明 の

マ ル チ プ レ ッ ク ス シ ャ ト ル PCR法 は 、 Campylobacter coliの cadF遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ２ ５ ）

、 Campylobacter jejuni subsp. jejuniの cadF遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ２ ６ ） 、 Clostridium pe

rfringensの cpe遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ２ ７ ） 、 Shigella flexneriの ipaH遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ２

８ ） 、 Salmonella entericaの invA遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ２ ９ ） 、 大 腸 菌 の eae遺 伝 子 （ 配 列 番

号 ３ ０ ） 、 Vibrio parahaemolyticusの tdh遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ３ １ ） 、 大 腸 菌 の St1b遺 伝 子

（ 配 列 番 号 ３ ２ ） 、 大 腸 菌 の ST1a遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ３ ３ ） 、 大 腸 菌 の LT遺 伝 子 （ 配 列 番 号

３ ４ ） 、 大 腸 菌 の str2遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ３ ５ ） 、 大 腸 菌 の stx1遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ３ ６ ） 、
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及 び 大 腸 菌 の aggR遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ３ ７ ） 等 の 遺 伝 子 を 増 幅 し う る 。 ま た 、 こ れ ら の 他 に

、 さ ら な る 遺 伝 子 を 増 幅 し て も よ い 。 本 発 明 で は 、 目 的 遺 伝 子 を 検 出 す る た め に 、 当 該 遺

伝 子 を 標 的 と す る プ ラ イ マ ー を 使 用 で き る ほ か 、 当 該 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN Aを 標 的 と す る

プ ラ イ マ ー を 使 用 し て も よ い 。 あ る 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN Aと は 、 ゲ ノ ム に コ ー ド さ れ る 遺

伝 子 が 転 写 さ れ た mRN A産 物 を い う 。 ゲ ノ ム 中 の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 が 特 定 さ れ て い れ ば 、 当

業 者 は 適 宜 、 こ れ に 対 応 す る mRN Aを 標 的 と す る プ ラ イ マ ー を 設 計 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 本 発 明 の 検 出 方 法 で は 、 目 的 遺 伝 子 を 増 幅 す る た め に 、 当 該 遺 伝 子 に 特 異 的 な プ ラ イ マ

ー を 用 い る 。 プ ラ イ マ ー と し て は 特 に 断 ら な い 限 り 、 目 的 遺 伝 子 の あ る 領 域 を 挟 ん で 5'側

及 び 3'側 か ら 伸 長 す る よ う 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー 対 を 用 い る 。 増 幅 さ れ る の は 全 長 遺 伝 子

で あ っ て も 、 そ の 一 部 の 領 域 で あ っ て も よ い 。 プ ラ イ マ ー と し て は 、 上 記 の cadFや cpe遺

伝 子 等 を 増 幅 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 設 計 し た プ ラ イ マ ー は Basic Local Alignment Sear

ch Tool（ BLAST） と い っ た 支 援 ツ ー ル を 用 い て 融 点 や 特 異 性 を 確 認 す る こ と が で き る 。 本

発 明 の プ ラ イ マ ー と し て は 、 例 え ば 配 列 番 号 １ ～ ２ ４ の 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー が 挙

げ ら れ る 。 本 発 明 の 検 出 方 法 に 用 い る プ ラ イ マ ー は こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 同 じ 遺 伝 子 の 一

部 又 は 全 部 を 増 幅 し 、 類 似 の 長 さ の 増 幅 産 物 を 生 じ 、 類 似 の Tm温 度 を 有 す る も の で あ れ ば

、 塩 基 配 列 が 前 後 し た り 、 一 部 に ミ ス マ ッ チ 、 置 換 、 付 加 塩 基 を 有 す る も の で あ っ て も よ

い 。 ま た プ ラ イ マ ー は 検 出 の た め 、 適 宜 標 識 化 す る こ と が で き る 。 標 識 と し て は 蛍 光 物 質

、 放 射 性 同 位 元 素 、 酵 素 活 性 物 質 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 （ a） ～ （ l） の プ ラ イ マ ー 対 を 別 々 に 用 い て も よ い が 、 単 一 の 核 酸 増

幅 反 応 に お い て （ a） ～ （ l） の プ ラ イ マ ー 対 の 一 部 又 は 全 部 を 適 当 に 組 み 合 わ せ て 同 時 に

使 用 す る こ と も で き る 。 複 数 の プ ラ イ マ ー を 単 一 反 応 に 使 用 す る 手 法 を 、 マ ル チ プ レ ッ ク

ス PCR法 と い う 。 ま た 変 性 ス テ ッ プ 、 ア ニ ー リ ン グ ス テ ッ プ 、 伸 長 ス テ ッ プ を 通 常 ３ 段 階

で 行 う と こ ろ を 、 変 性 ス テ ッ プ 及 び ア ニ ー リ ン グ と 伸 長 を 兼 ね た ス テ ッ プ か ら な る ２ 段 階

で PCRを 行 う 手 法 を シ ャ ト ル PCR法 と い う 。 こ れ ら を 組 み 合 わ せ た 方 法 を マ ル チ プ レ ッ ク ス

シ ャ ト ル PCR法 と い う 。 本 発 明 の 食 中 毒 原 因 菌 の 検 出 同 定 方 法 は 、 核 酸 増 幅 反 応 工 程 を 含

み 、 好 ま し く は マ ル チ プ レ ッ ク ス PCR法 、 さ ら に 好 ま し く は マ ル チ プ レ ッ ク ス シ ャ ト ル PCR

法 を 用 い る 。 本 発 明 の 方 法 で は PCRに よ る 増 幅 産 物 を 電 気 泳 動 し 、 増 幅 産 物 の バ ン ド の サ

イ ズ を 観 察 す る こ と で 複 数 の 菌 種 を 同 時 に 鑑 別 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に お け る 核 酸 増

幅 方 法 は 、 目 的 産 物 が 得 ら れ る 限 り ど の よ う な 手 法 を 用 い て も よ い 。 例 え ば 本 発 明 の 核 酸

増 幅 方 法 は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 あ る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 の 核 酸 増 幅 反 応 は シ ャ ト ル PCR法 に よ り 行 う 。 シ ャ ト ル PCR

法 の 条 件 は 、 増 幅 産 物 が 特 異 的 に 得 ら れ る よ う 適 当 に 設 定 す る こ と が で き る 。 一 例 と し て

本 発 明 の PCR法 の 条 件 は 、 試 料 溶 液 を ９ ４ ℃ で １ 分 、 次 い で ９ ４ ℃ で ５ 秒 、 次 い で ６ ４ ℃

で ４ ５ 秒 に て 伸 長 さ せ る サ イ ク ル を 所 定 の 回 数 繰 り 返 し 、 そ の 後 ７ ２ ℃ に て ５ 分 保 持 す る

、 と い う も の で あ り 得 る 。 こ こ で ア ニ ー リ ン グ と 伸 長 を 兼 ね た ス テ ッ プ （ 以 下 、 本 願 明 細

書 に お い て ア ニ ー リ ン グ ・ 伸 長 ス テ ッ プ と い う こ と が あ る ） は 、 温 度 に 敏 感 で あ り 、 ６ ４

℃ 以 上 で あ れ ば 非 特 異 的 バ ン ド の 出 現 を 防 止 で き る が 、 ６ ０ ℃ で 行 う と 非 特 異 的 増 幅 産 物

が 生 じ る 場 合 が あ る 。 し た が っ て 本 発 明 の シ ャ ト ル PCR法 は ６ ４ ℃ 以 上 、 ６ ３ ℃ 以 上 、 ６

２ ℃ 以 上 、 又 は ６ １ ℃ 以 上 で 行 う こ と が 望 ま し い 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 の シ ャ ト

ル PCR法 の ア ニ ー リ ン グ ・ 伸 長 ス テ ッ プ は 温 度 が ６ ０ ℃ 以 下 で は な い 。 サ イ ク ル 数 は 増 幅

産 物 が 確 認 で き れ ば よ く 、 例 え ば ２ ０ 回 以 上 、 ２ ５ 回 以 上 、 ３ ０ 回 以 上 、 例 え ば ３ １ 回 、

３ ２ 回 、 ３ ３ 回 、 ３ ４ 回 、 ３ ５ 回 、 ３ ６ 回 、 ３ ７ 回 、 ３ ８ 回 、 ３ ９ 回 、 ４ ０ 回 等 と す る こ

と が で き る 。 サ イ ク ル 数 は 試 薬 中 の 標 的 遺 伝 子 ま た は 標 的 微 生 物 の 存 在 量 に 応 じ て 適 宜 変

更 す る こ と が で き る 。 逆 に サ イ ク ル 数 を 一 定 と し 、 試 薬 を 順 次 希 釈 し た 系 列 を 用 意 す る こ

と も で き る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 本 願 明 細 書 に お い て 検 出 と は 、 遺 伝 子 に つ い て 用 い る 場 合 、 あ る 試 料 中 に 目 的 の 遺 伝 子
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が 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る こ と を い う 。 ま た 検 出 と は 、 微 生 物 に つ い て 用 い る 場 合 、 あ

る 試 料 中 に 当 該 微 生 物 が 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る こ と を い い 、 定 性 的 又 は 定 量 的 な 検 出

が あ り 得 る 。 本 願 明 細 書 に お い て 同 定 と は 、 あ る 試 料 中 に 存 在 す る 遺 伝 子 又 は 微 生 物 の 種

類 を 特 定 す る こ と を い う 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 １ 検 体 を １ 反 応 液 で 検 査 で き る た め 、 １ 回 の 検 査 で 大 量 の 検 体 を 処 理

で き る 。 こ れ は 大 規 模 な 食 中 毒 事 件 を 処 理 す る 場 合 や 、 原 因 特 定 の た め に 汚 染 の 疑 わ れ る

食 品 試 料 が 一 度 に 多 く 持 ち 込 ま れ る 場 合 な ど に 特 に 有 利 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 で は 、 例 え

ば 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 用 い る 場 合 、 コ ン ト ロ ー ル （ 陽 性 対 照 ） と ブ ラ ン ク （ 陰 性 対 照 ） を

除 き 94検 体 が １ プ レ ー ト で 検 査 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 病 原 遺 伝 子 を 標 的 遺 伝 子 と し 、 １ 菌 種 に 複 数 存 在 す る 場 合 は 保 有 率 が 高

く 、 病 原 性 に 深 く 関 わ っ て い る 遺 伝 子 を 標 的 と す る 。 カ ン ピ ロ バ ク タ ー 属 に つ い て は 増 幅

産 物 の サ イ ズ か ら C. jejuniと C. coliの 鑑 別 が で き る よ う な 遺 伝 子 を 標 的 と す る 。 こ れ に

よ り 本 発 明 の 方 法 は 複 数 の 食 中 毒 原 因 菌 、 例 え ば １ １ 種 又 は １ ２ 種 の 食 中 毒 原 因 菌 の 検 出

に つ い て 、 高 い 感 度 と 特 異 度 を 実 現 し た 。 食 中 毒 原 因 菌 の 検 出 に つ い て 感 度 が 高 い 、 と は

試 料 中 に 存 在 す る 標 的 微 生 物 が 少 な く て も 検 出 で き る こ と を い い 、 10
0
～ 10

6
 cfu/反 応 、

例 え ば 10
0
～ 10

5
 cfu/反 応 、 10

0
～ 10

4
 cfu/反 応 、 10

0
～ 10

3
cfu/反 応 又 は 10

0
～ 10

2
 cfu/反

応 の 検 出 感 度 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば あ る 実 施 形 態 に お い て ア ニ ー リ ン グ ・ 伸 長 反 応 を 64℃

に て 行 う と 、 全 て の 遺 伝 子 は 10
2
 CFU/反 応 以 下 と な る 。 試 料 当 た り の テ ン プ レ ー ト D N A添

加 量 が 1.25μ Lあ れ ば 、 最 も 検 出 感 度 が 低 い 遺 伝 子 で あ っ て も 8× 10
4
 CFU/mL以 上 の テ ン プ

レ ー ト D N Aは 検 出 可 能 で あ る 。 一 般 に 急 性 期 の 食 中 毒 患 者 の 糞 便 中 に は 10
6
 CFU/g以 上 の 食

中 毒 原 因 菌 が 排 出 さ れ る こ と が 多 い た め （ 非 特 許 文 献 １ １ ） 、 最 も 検 出 感 度 が 低 い 遺 伝 子

で あ っ て も 検 出 可 能 と な る 。 ま た 、 本 願 明 細 書 に お い て 食 中 毒 原 因 菌 の 検 出 に つ い て 特 異

度 が 高 い 、 と は 、 あ る 検 査 に つ い て 陰 性 の 検 体 を 正 し く 陰 性 と 判 定 す る 確 率 が 高 い こ と を

い う 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 あ る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 上 記 の 食 中 毒 原 因 菌 の 検 出 に 用 い る た め の キ ッ ト を 提

供 す る 。 該 キ ッ ト を 用 い 、 試 料 に つ い て 核 酸 増 幅 反 応 、 例 え ば マ ル チ プ レ ッ ク ス シ ャ ト ル

PCR法 を 行 う こ と に よ り 、 試 料 中 の 食 中 毒 の 原 因 菌 を 高 感 度 に て 特 異 的 に 検 出 す る こ と が

で き る 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、

（ a） 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 対 に よ っ て 増 幅 さ れ る c

adF遺 伝 子 、 ま た は 前 記 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN Aを 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー 対 、

（ b） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 対 に よ っ て 増 幅 さ れ る c

pe遺 伝 子 、 又 は 前 記 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN Aを 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー 対 、

（ c） 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 対 に よ っ て 増 幅 さ れ る i

paH遺 伝 子 、 又 は 前 記 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN Aを 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー 対 、

（ d） 配 列 番 号 ７ 及 び 配 列 番 号 ８ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 対 に よ っ て 増 幅 さ れ る i

nvA遺 伝 子 、 又 は 前 記 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN Aを 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー 対 、

（ e） 配 列 番 号 ９ 及 び 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 対 に よ っ て 増 幅 さ れ

る eae遺 伝 子 、 又 は 前 記 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN Aを 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー 対 、

（ f） 配 列 番 号 １ １ 及 び 配 列 番 号 １ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 対 に よ っ て 増 幅 さ

れ る tdh遺 伝 子 、 又 は 前 記 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN Aを 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー 対 、

（ g） 配 列 番 号 １ ３ 及 び 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 対 に よ っ て 増 幅 さ

れ る st1b遺 伝 子 、 又 は 前 記 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN Aを 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー 対 、

（ h） 配 列 番 号 １ ５ 及 び 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 対 に よ っ て 増 幅 さ

れ る st1a遺 伝 子 、 又 は 前 記 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN Aを 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー 対 、

（ i） 配 列 番 号 １ ７ 及 び 配 列 番 号 １ ８ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 対 に よ っ て 増 幅 さ

れ る lt遺 伝 子 、 又 は 前 記 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN Aを 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー 対 、

（ j） 配 列 番 号 １ ９ 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 対 に よ っ て 増 幅 さ
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れ る stx2遺 伝 子 、 又 は 前 記 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN Aを 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー 対 、

（ k） 配 列 番 号 ２ １ 及 び 配 列 番 号 ２ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 対 に よ っ て 増 幅 さ

れ る stx1遺 伝 子 、 又 は 前 記 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN Aを 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー 対 、 及 び

（ l） 配 列 番 号 ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ２ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 対 に よ っ て 増 幅 さ

れ る aggR遺 伝 子 、 又 は 前 記 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN Aを 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー 対 の い ず れ か 、

そ れ ら の 任 意 の 組 合 せ 、 又 は 全 て を 含 み う る 。 キ ッ ト は 、 本 発 明 の プ ラ イ マ ー 対 の 他 、 使

用 説 明 書 を 含 み 得 る 。 本 発 明 の キ ッ ト は さ ら に 、 蛍 光 プ ロ ー ブ 、 イ ン タ ー カ レ ー タ ー 、 ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド 調 製 用 試 薬 、 陽 性 又 は 陰 性 プ ラ イ マ ー 対 等 を 含 み 得 る 。 陽 性 プ ラ イ マ ー は

、 公 知 の デ ー タ ベ ー ス か ら 取 得 し た 塩 基 配 列 情 報 な ど か ら 適 宜 設 計 す る こ と が で き る 。 陰

性 プ ラ イ マ ー は 、 標 的 遺 伝 子 の い ず れ と も 無 関 係 の ラ ン ダ ム な 配 列 と す る こ と が で き る 。

本 発 明 の 方 法 及 び キ ッ ト は 、 さ ら に 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 及 び セ レ ウ ス 菌 を 検 出 す る た め の 手 段

（ プ ラ イ マ ー 対 等 ） を さ ら に 含 み う る 。

　 本 明 細 書 に 引 用 し た 全 て の 文 献 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る も の と す る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 以 下 の 実 施 例 は 、 例 示 の み を 意 図 し た も の で あ り 、 何 ら 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 を 限 定 す る

こ と を 意 図 す る も の で は な い 。 特 に 断 ら な い 限 り 、 試 薬 は 、 市 販 さ れ て い る か 、 又 は 当 技

術 分 野 で 慣 用 の 手 法 、 公 知 文 献 の 手 順 に 従 っ て 入 手 又 は 調 製 す る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

材 料 及 び 方 法

１ 　 使 用 菌 株 と テ ン プ レ ー ト 調 整

　 本 実 施 例 で 検 出 の 対 象 と し た 細 菌 は Campylobacter jejuni及 び C. coli、 Clostridium p

erfringens、 Shigella spp.、 Salmonella spp.、 Vibrio parahaemolyticus、 腸 管 出 血 性

大 腸 菌 （ EHEC） 、 腸 管 毒 素 原 性 大 腸 菌 （ ETEC） 、 腸 管 侵 入 性 大 腸 菌 （ EIEC） 、 腸 管 病 原 性

大 腸 菌 （ EPEC） 、 腸 管 凝 集 付 着 性 大 腸 菌 （ EAEC） で あ る 。 使 用 菌 株 は 臨 床 分 離 株 で あ る 場

合 に つ い て は 、 同 一 事 例 由 来 で 1菌 株 、 ま た は 血 清 型 や 遺 伝 子 型 が 異 な る 株 と し た （ 表 １

） 。 菌 株 の 一 部 は 山 梨 県 食 肉 衛 生 検 査 所 か ら 分 与 さ れ た も の で あ る 。 使 用 し た 培 地 は C. j

ejuni及 び C. coliは CCD A（ Oxoid） 培 地 、 Clostridium perfringensは C W寒 天 培 地 （ ニ ッ ス

イ ） 、 Shigella spp.及 び Salmonella spp. は SS寒 天 培 地 （ 栄 研 化 学 ） 、 Vibrio parahaem

olyticusは TCBS寒 天 培 地 （ ニ ッ ス イ ） 、 EHEC、 ETEC、 EIEC、 EPEC、 EAECは マ ッ コ ン キ ー 寒

天 培 地 （ ニ ッ ス イ ） で あ っ た 。 培 養 し た 菌 株 を 滅 菌 精 製 水 100μ Lに 浮 遊 さ せ 、 100℃ 、 10

分 間 加 熱 し 、 10,000rpm、 5分 間 遠 心 し た 上 清 を テ ン プ レ ー ト D N Aと し た 。

【 ０ ０ ５ ８ 】
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【 表 １ ー １ 】

【 ０ ０ ５ ９ 】
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【 表 １ ー ２ 】

【 ０ ０ ６ ０ 】



(19) JP  5884108  B2  2016.3.15

【 表 １ ー ３ 】

【 ０ ０ ６ １ 】

２ 　 プ ラ イ マ ー の 設 計

　 使 用 し た プ ラ イ マ ー 及 び 標 的 遺 伝 子 を 表 ２ に 示 す 。 プ ラ イ マ ー は 、 上 か ら 順 に 配 列 番 号

１ ～ ２ ４ で あ る 。 配 列 番 号 １ ～ ６ 、 ９ ～ １ ６ 、 １ ９ ～ ２ ４ の 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー は 本

発 明 に お い て 新 規 に 設 計 し た も の で あ る 。 配 列 番 号 ７ 及 び ８ の プ ラ イ マ ー は 非 特 許 文 献 ７ 50
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に 記 載 さ れ て い る も の を 使 用 し た 。 配 列 番 号 １ ７ の プ ラ イ マ ー は 非 特 許 文 献 ８ に 記 載 の も

の を 使 用 し た 。 配 列 番 号 １ ８ の プ ラ イ マ ー は 非 特 許 文 献 ８ に 記 載 の 配 列 を 延 長 し た も の で

あ る 。 設 計 し た プ ラ イ マ ー は Basic Local Alignment Search Tool（ BLAST） を 用 い て 特 異

性 を 確 認 し た 。 Tm値 （ ℃ ） は 試 薬 メ ー カ ー の 添 付 文 書 を 参 照 し た 。 プ ラ イ マ ー は H Q-PCRグ

レ ー ド （ TaKaRa） を 用 い た 。 TEバ ッ フ ァ ー （ Wako） で 100μ Mと な る よ う 調 整 し 、 － 30℃ で

保 存 し た 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

【 表 ２ 】

【 ０ ０ ６ ３ 】

３ 　 設 計 プ ラ イ マ ー の 感 度 ・ 特 異 度 の 検 討

　 全 て の 使 用 プ ラ イ マ ー を 混 合 し 、 1反 応 液 中 で 表 1の 菌 株 を 用 い た マ ル チ プ レ ッ ク ス PCR

を 行 っ た 。 反 応 試 薬 は Multiplex PCR Assay Kit（ TaKaRa） を 用 い た 。 1反 応 当 た り Multip

lex PCR Mix 1を 6.25 μ L 、 Multiplex PCR Mix 2を 0.0625 μ L、 プ ラ イ マ ー を 表 ２ の 濃

度 と な る よ う 添 加 し 、 テ ン プ レ ー ト D N Aを 1.25 μ L 加 え 、 滅 菌 精 製 水 で 全 量 を 12.5μ Lと

し た 。 PCR装 置 は Perkin Elmer cetus D N A Thermal Cycler 480を 用 い た 。 反 応 条 件 は 検 討

の 結 果 2ス テ ッ プ の シ ャ ト ル PCRと し た （ 図 1） 。 増 幅 産 物 を 3%ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ TaKaRa）

で 100V、 30分 間 電 気 泳 動 し 、 増 幅 産 物 の 大 き さ に よ り 判 定 を 行 っ た 。 C. jejuni及 び C. co

li、 Shigella spp.、 Salmonella spp.に つ い て は 全 て の 菌 株 が 遺 伝 子 を 保 有 し て い る も の

と し 、 そ れ 以 外 に つ い て は 市 販 プ ラ イ マ ー ま た は 既 に 反 応 性 が 確 立 さ れ て い る プ ラ イ マ ー

（ 既 存 プ ラ イ マ ー ） を 用 い て 結 果 を 比 較 す る こ と に よ り 感 度 ・ 特 異 度 を 算 出 し た 。

【 ０ ０ ６ ４ 】
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４ 　 検 出 感 度 の 測 定

　 使 用 菌 株 の う ち 各 々 の 遺 伝 子 保 有 株 の 任 意 の 菌 株 を Brain Heart Infusion（ BHI:Oxoid

） ブ ロ ス で 3～ 5時 間 培 養 し 、 希 釈 し た 菌 液 を Tryptone Soya Agar（ TSA:Oxoid） で 一 夜 培

養 し 、 菌 数 を 算 出 し た 。 カ ン ピ ロ バ ク タ ー に つ い て は 7％ 馬 血 液 含 有 BHIで 一 夜 培 養 後 、 CC

D A選 択 サ プ リ メ ン ト 不 含 CCD A培 地 で 菌 数 を 算 出 し た 。 こ の 菌 液 を 用 い て 10
0
、 10

1
、 10

2
、 1

0
3
 CFU/反 応 に お け る multiplex PCRを 行 い 、 検 出 感 度 を 測 定 し た 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

５ 　 消 化 器 症 状 事 例 に お け る マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRの ス ク リ ー ニ ン グ 法 と し て の 感 度 ・ 特

異 度 の 検 討

　 山 梨 県 内 に お い て 2012年 3月 ～ 2013年 6月 ま で に 消 化 器 症 状 を 呈 し た 患 者 及 び 、 調 理 従 事

者 等 の 健 常 者 の 糞 便 72検 体 （ 9事 例 ） を 対 象 と し 、 培 養 結 果 と 本 発 明 の 方 法 の 比 較 を 行 っ

た 。 糞 便 の 培 養 は 前 述 の 培 地 で 行 っ た 。 糞 便 か ら の D N A抽 出 は ア ル カ リ 熱 溶 菌 法 に よ り 行

っ た 。 即 ち 、 約 10倍 乳 剤 の 糞 便 を 100μ L採 取 し 、 10,000 rpmで 5分 間 遠 心 後 、 上 清 を 取 り

除 き 、 50 m Mの NaO H （ Wako） 85μ Lで 懸 濁 し た 。 100℃ で 10分 間 加 熱 し 、 1M Tris-HCl（ pH

7.5 : Wako） 15μ Lで 中 和 後 、 10,000 rpmで 5分 間 遠 心 し 、 上 清 を テ ン プ レ ー ト D N Aと し た

。

【 ０ ０ ６ ６ 】

結 果

１ 　 設 計 プ ラ イ マ ー の 感 度 ・ 特 異 度

　 各 菌 株 を 用 い た マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRの 結 果 、 各 遺 伝 子 の 増 幅 産 物 は 明 瞭 に 区 別 す る こ

と が で き た （ 図 ２ Ａ ） 。 図 ２ Ａ お よ び Ｂ に お い て 、 各 レ ー ン は 次 の と お り で あ る 。 1:cadF

 (jejuni)、 2:cpe、 3:ipaH、 4:invA、 5:eae、 6:tdh、 7:st1b、 8:st1a、 9:lt、 10:stx2、 1

1:stx1及 び 12:aggR。 図 ２ Ａ は ア ニ ー リ ン グ ・ 伸 長 ス テ ッ プ の 温 度 を ６ ４ ℃ と し て 本 発 明

の マ ル チ プ レ ッ ク ス シ ャ ト ル PCR法 を 行 っ た 結 果 で あ り 、 非 特 異 的 バ ン ド が 出 現 す る こ と

な く 、 各 菌 株 が 特 異 的 に 識 別 で き た 。 図 ２ Ｂ は ア ニ ー リ ン グ ・ 伸 長 ス テ ッ プ の 温 度 を ６ ０

℃ と し て シ ャ ト ル PCRを 行 っ た 比 較 例 で あ り 、 レ ー ン ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ ２ に 非 特 異 的 バ ン ド

が 見 ら れ た 。 他 の 条 件 は 図 ２ Ａ の 場 合 と 同 様 で あ っ た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 カ ン ピ ロ バ ク タ ー 属 の cadF遺 伝 子 に つ い て は さ ら に １ ５ 分 の 電 気 泳 動 を 行 っ た と こ ろ 、

カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ ジ ェ ジ ュ ニ (C. jejuni)と カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ コ リ (C. coli)を 鑑 別 す

る こ と が で き た （ 図 ３ ） 。 レ ー ン 1が C. jejuniで あ り レ ー ン 2が C. coliで あ る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 健 常 者 由 来 の C. coli 1株 と 、 2株 の EHEC O111:H N Mの eae遺 伝 子 以 外 は 全 て 検 出 ま た は 、

既 プ ラ イ マ ー と 同 一 の 結 果 で あ り 、 感 度 は 99.1 %で あ っ た 。 ま た 、 非 特 異 反 応 は 確 認 さ れ

な か っ た た め 、 特 異 度 は 100%で あ っ た 。 1検 体 当 た り の 試 薬 に か か る 費 用 は 電 気 泳 動 ま で

含 め て 約 130円 で あ り 、 PCRは 約 75分 で 完 了 し た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

２ 　 検 出 感 度 の 測 定

　 12種 の 遺 伝 子 の 検 出 感 度 は ipaHが 1 CFU/反 応 と 最 も 検 出 感 度 が 高 く 、 invA、 eae、 tdh、

lt、 st1a、 st1b、 stx1、 stx2は 10 CFU/反 応 で あ り 、 cadF、 cpe、 aggRは 10
2
 CFU/反 応 で あ

っ た 。

　 本 発 明 の 方 法 の 既 存 プ ラ イ マ ー と 比 較 し た 感 度 及 び 特 異 度 を 表 ３ に 示 す 。

【 ０ ０ ７ ０ 】
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【 表 ３ 】

【 ０ ０ ７ １ 】

３ 　 消 化 器 症 状 事 例 に お け る マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRの ス ク リ ー ニ ン グ 法 と し て の 感 度 ・ 特

異 度 の 検 討

　 消 化 器 症 状 事 例 に お い て 糞 便 か ら テ ン プ レ ー ト D N Aを 抽 出 し 、 マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRを 行

い 、 培 養 結 果 と の 比 較 を 行 っ た と こ ろ 、 感 度 は 83.3%、 特 異 度 は 96.4%で あ っ た （ 表 ４ ） 。

検 出 さ れ た 遺 伝 子 は cadF、 cpe、 eae、 stx1、 aggRの 5種 で あ っ た 。 カ ン ピ ロ バ ク タ ー が 培

養 陽 性 と な っ た 2検 体 で cadFが 陰 性 と な り 、 cadFが 陽 性 と な っ た 2検 体 で カ ン ピ ロ バ ク タ ー

が 培 養 陰 性 と な っ た 。 ま た 、 EHEC O103が 培 養 陽 性 と な っ た 検 体 で eaeを 検 出 す る こ と が で

き な か っ た （ 表 ５ ） 。 下 記 表 ４ に 消 化 器 症 状 事 例 由 来 糞 便 を 用 い た 培 養 と 比 較 し た 本 発 明

の 方 法 の 感 度 ・ 特 異 度 を 示 す 。 ま た 表 ５ に 消 化 器 症 状 事 例 由 来 糞 便 の 培 養 及 び 本 発 明 の 方

法 の 結 果 を 示 す 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

【 表 ４ 】

【 ０ ０ ７ ３ 】

【 表 ５ 】

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 本 発 明 の 方 法 で 検 出 対 象 と し た 11種 の 細 菌 は 厚 生 労 働 省 の 統 計 に よ る と 、 国 内 で 過 去 10

年 間 に 発 生 し た 細 菌 性 食 中 毒 の 原 因 の 約 90%を 占 め て い る 。 標 的 遺 伝 子 は 病 原 遺 伝 子 と し

、 1菌 種 に 複 数 存 在 す る 場 合 は 保 有 率 が 高 く 、 病 原 性 に 深 く 関 わ っ て い る も の を 選 択 し た

。 ま た 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー に つ い て は 増 幅 産 物 の サ イ ズ か ら C. jejuniと C. coliの 鑑 別 が

で き る よ う な 遺 伝 子 と し た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 使 用 プ ラ イ マ ー は 特 異 性 の 確 保 と シ ャ ト ル PCRの 導 入 を 考 え 、 3つ の 条 件 （ 1. Tm値 が 概
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ね 60℃ 以 上 、 2. 鎖 長 が 25か ら 30塩 基 程 度 、 3. 増 幅 産 物 が 区 別 可 能 な 大 き さ ） を 満 た す も

の と し た 。 プ ラ イ マ ー 対 (d)と (i)を 除 き 、 全 て の プ ラ イ マ ー 対 は 本 発 明 に お い て 独 自 に 設

計 し た も の で あ る 。 12対 の プ ラ イ マ ー は 少 な く と も 66℃ ま で は ア ニ ー リ ン グ 可 能 で あ っ た

こ と か ら 、 反 応 時 間 の 短 縮 と 特 異 性 の 向 上 を 目 的 に シ ャ ト ル PCRと し た （ 図 1） 。

　 表 1の 菌 株 を 用 い た マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRの 結 果 、 感 度 ・ 特 異 度 と も に 良 好 で あ っ た （ 表

４ ） 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 の 方 法 の 検 出 感 度 は ア ニ ー リ ン グ ・ 伸 長 反 応 を 64℃ に 下 げ て 行 う こ と に よ り 、 全

て の 遺 伝 子 が 10
2
 CFU/反 応 以 下 と な っ た 。 1反 応 チ ュ ー ブ 当 た り の テ ン プ レ ー ト D N A添 加 量

は 1.25μ Lで あ る た め 、 最 も 検 出 感 度 が 低 い 遺 伝 子 で あ っ て も 8× 10
4
 CFU/mL以 上 の テ ン プ

レ ー ト D N Aで あ れ ば 検 出 が 可 能 で あ る 。 一 般 に 急 性 期 の 患 者 糞 便 中 に は 10
6
 CFU/g以 上 の 原

因 菌 が 排 出 さ れ る こ と が 多 い た め （ 非 特 許 文 献 １ １ ） 、 最 も 検 出 感 度 が 低 い 遺 伝 子 で あ っ

て も 検 出 が 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 消 化 器 症 状 事 例 に お け る 本 発 明 の 方 法 の 有 用 性 を 糞 便 か ら D N Aを 抽 出 し 確 認 し た と こ ろ

、 菌 株 を 用 い た 結 果 と 比 較 し 、 若 干 の 感 度 ・ 特 異 度 の 低 下 が 見 ら れ た も の の 、 概 ね 同 様 の

結 果 が 得 ら れ た （ 表 ４ ） 。 感 度 低 下 の 原 因 と し て は 検 体 の 不 適 切 な 保 存 が 考 え ら れ る 。 培

養 か ら カ ン ピ ロ バ ク タ ー が 3検 体 陽 性 に な っ た 事 例 に お い て 、 先 に 搬 入 の あ っ た 1検 体 は ca

dF陽 性 が 確 認 さ れ た が 、 そ の 後 搬 入 が あ り 3日 間 、 20℃ 程 度 の 室 温 で 保 存 し て い た 2検 体 は

陰 性 と な っ た 。 こ の 際 、 陽 性 と な っ て い た 1検 体 に つ い て も 同 条 件 下 で 保 存 し て い た が 、

再 度 確 認 し た と こ ろ 陰 性 と な っ た 。 こ の こ と か ら 、 検 体 の 保 存 温 度 は 本 発 明 の 方 法 の 結 果

に 影 響 を 与 え る こ と が 考 え ら れ る 。 ま た 、 特 異 度 が 低 下 し た 原 因 と し て 死 菌 由 来 遺 伝 子 の

検 出 が 考 え ら れ る 。 カ ン ピ ロ バ ク タ ー が 原 因 と な っ た 食 中 毒 事 例 の 患 者 糞 便 1検 体 か ら cad

Fが 検 出 さ れ た が 、 培 養 結 果 は 非 病 原 菌 を 含 む 全 て の 細 菌 が 陰 性 で あ っ た 。 こ の 検 体 は 抗

菌 薬 を 投 与 後 採 取 さ れ た も の で あ っ た こ と 、 既 存 プ ラ イ マ ー に お い て も カ ン ピ ロ バ ク タ ー

由 来 の 増 幅 産 物 が 確 認 さ れ て い る こ と か ら 、 死 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 し た こ と が 考 え ら れ

た 。 同 様 の 検 体 は 他 に も 1検 体 確 認 さ れ て い る （ 表 ５ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 過 去 に 感 染 が あ

り 、 抗 菌 薬 の 投 与 に よ り 通 常 培 養 で 分 離 で き な い 検 体 で あ っ て も 、 PCRに よ り 検 出 す る こ

と が で き る 一 例 で あ る 。 多 く の 患 者 が 抗 菌 薬 服 用 後 で あ り 、 患 者 検 体 が 限 ら れ る 事 例 な ど

に お い て は 、 こ の よ う な 結 果 は 補 助 的 な 情 報 と し て 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 迅 速 ・ 安 価 ・ 簡 便 な ス ク リ ー ニ ン グ 法 と し て 開 発 さ れ た 。 シ ャ ト ル PCR

を 用 い た た め 、 検 出 所 要 時 間 は 温 度 変 化 が 遅 い 初 期 の 機 器 を 使 用 し た 場 合 で 、 電 気 泳 動 を

含 め て も 2時 間 以 内 に 検 出 が 可 能 で あ っ た 。 最 新 の 機 器 を 使 用 す れ ば さ ら な る 迅 速 性 が 期

待 さ れ る 。 1検 体 当 た り の 費 用 に つ い て も 特 殊 で 高 価 な 試 薬 を 必 要 と し な い た め 、 前 述 の

と お り 試 薬 費 が 約 130円 /検 体 と 安 価 で あ る 。 ま た 、 リ ア ル タ イ ム PCRや LA MP法 な ど と 比 べ

高 価 な 機 器 を 導 入 す る 必 要 も な い 。 1検 体 当 た り に 1反 応 液 を 使 用 す る た め 、 複 雑 な 操 作 も

必 要 と し な い 。 こ れ ら の こ と か ら 本 発 明 の 方 法 は 日 常 搬 入 さ れ る 全 て の 検 体 か ら 大 規 模 な

食 中 毒 な ど が 発 生 し た 際 の 大 量 の 検 体 ま で 用 い る こ と が で き る 迅 速 ・ 安 価 ・ 簡 便 な 有 用 な

ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 の 検 出 方 法 は 臨 床 検 体 の 検 査 や 、 食 中 毒 事

例 に お け る 食 品 中 か ら の 細 菌 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 本 発 明 の 食 中 毒 原 因 菌 の 検 出 方 法 は 、 (I)大 量 の 検 体 数 に 対 応 で き る 、 (II)細 菌 性 感 染

型 食 中 毒 の 原 因 菌 の ほ と ん ど を 検 出 で き る 、 (III)試 料 搬 入 当 日 に 結 果 が 判 定 で き る 、 (IV

)操 作 が 簡 便 で あ る 、 (V)１ 検 体 当 た り の ラ ン ニ ン グ コ ス ト が 安 い と い う ５ つ の 要 件 を 同 時

に 満 た す た め に 開 発 さ れ た 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 従 来 法 と 比 較 し て 迅 速 ・ 安 価 ・ 簡 便 で 大 量 の 検 体 を 同 時 に 処 理 可 能 で あ

る 。 こ こ で は 従 来 法 の 例 と し て 非 特 許 文 献 １ ２ 、 非 特 許 文 献 ４ 、 非 特 許 文 献 １ ３ 及 び 非 特

許 文 献 ５ に 記 載 の 方 法 に 言 及 し 、 本 発 明 を こ れ ら と 比 較 し て 説 明 す る 。 例 え ば (I)機 器 １
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台 当 た り の 処 理 検 体 数 （ ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト の 場 合 ） に 着 目 す る と 非 特 許 文 献 １ ３ に 記 載

の 方 法 は 本 発 明 と 同 様 ９ ４ 検 体 を 処 理 可 能 で あ る が 、 非 特 許 文 献 １ ３ に 記 載 の 方 法 で は 検

出 遺 伝 子 数 は ６ と 少 な く 、 (II)発 生 す る 食 中 毒 原 因 菌 の 約 10%程 度 に 対 応 す る の み で あ る

。 非 特 許 文 献 １ ２ 、 非 特 許 文 献 ４ 及 び 非 特 許 文 献 ５ に 記 載 の 方 法 は 機 器 １ 台 当 た り の 処 理

検 体 数 が 、 そ れ ぞ れ ７ 、 １ １ 及 び ３ ０ で あ る 。 (III)検 出 時 間 に 着 目 す る と 非 特 許 文 献 １

２ に 記 載 の 方 法 及 び 非 特 許 文 献 ４ に 記 載 の 方 法 は ２ 時 間 程 度 で 結 果 が で る が 、 非 特 許 文 献

１ ２ に 記 載 の 方 法 も 非 特 許 文 献 ４ に 記 載 の 方 法 も (I)処 理 で き る 検 体 数 が 少 な く 、 試 薬 費

を 市 販 試 薬 の 価 格 や 使 用 量 か ら 推 定 す る と (V)１ 検 体 当 た り の コ ス ト も 本 発 明 の そ れ よ り

高 い 。 非 特 許 文 献 １ ３ 及 び 非 特 許 文 献 ５ に 記 載 の 方 法 の 検 出 時 間 は PCRの み で も 、 そ れ ぞ

れ 4～ 5時 間 及 び 3.5～ 4.5時 間 を 要 す る 。 こ れ に 対 し て 本 発 明 の 方 法 は PCR反 応 に 1～ 1.25時

間 を 要 す る の み で あ る 。 (IV)１ 検 体 に 必 要 な 反 応 液 に つ い て は 、 本 発 明 の 方 法 は １ 反 応 液

で １ 検 体 を 検 査 で き る 。 非 特 許 文 献 １ ３ に 記 載 の 方 法 も 同 様 で あ る が 、 非 特 許 文 献 １ ３ に

記 載 の 方 法 は 検 出 感 度 が 10
7
～ 10

8
cfu/反 応 と 低 い 。 一 般 に 急 性 期 の 患 者 糞 便 中 に は 10

6
 CF

U/g以 上 の 原 因 菌 が 排 出 さ れ る が 、 D N A抽 出 の た め の 希 釈 等 に よ り 、 検 査 チ ュ ー ブ に は 10
2

～ 10
3
cfu程 度 の 原 因 菌 に 相 当 す る D N Aが 存 在 す る こ と と な る 。 そ の た め 、 非 特 許 文 献 １ ３

に 記 載 の 方 法 は 感 度 が 糞 便 か ら の D N A抽 出 サ ン プ ル の 検 査 に は 不 向 き で あ る 。 非 特 許 文 献

１ ２ 、 非 特 許 文 献 ４ 及 び 非 特 許 文 献 ５ に 記 載 の 方 法 は 、 １ 検 体 に 必 要 な 反 応 液 が 、 そ れ ぞ

れ 、 ８ 、 ７ 、 及 び ３ 反 応 液 で あ る 。 (IV)操 作 の 簡 便 性 に つ い て は 、 本 発 明 の 方 法 は リ ア ル

タ イ ム PCRを 必 要 と せ ず 、 １ 検 体 に 必 要 な 反 応 液 も 少 な い 。 非 特 許 文 献 １ ２ に 記 載 の 方 法

は リ ア ル タ イ ム PCRを 必 要 と す る 。 ま た 非 特 許 文 献 ４ 及 び 非 特 許 文 献 ５ に 記 載 の 方 法 は １

検 体 に 必 要 な 反 応 液 が 、 そ れ ぞ れ ７ 及 び ３ で あ る 。 (V)検 体 当 た り の コ ス ト に 着 目 す る と

、 試 薬 費 を 市 販 試 薬 の 価 格 や 使 用 量 か ら 推 定 す る と 本 発 明 の 方 法 は 従 来 法 （ 例 え ば 非 特 許

文 献 １ ２ 、 非 特 許 文 献 １ ３ 、 非 特 許 文 献 ４ 、 非 特 許 文 献 １ ３ 及 び 非 特 許 文 献 ５ に 記 載 の 方

法 ） よ り 有 意 に 低 コ ス ト で 検 査 が 可 能 で あ る 。 こ の よ う に 本 発 明 の 検 出 方 法 は こ う し た (I

)～ (V)の 望 ま し い 性 質 を 全 て 備 え て い る 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ８ １ 】

　 本 発 明 の プ ラ イ マ ー に よ る マ ル チ プ レ ッ ク ス シ ャ ト ル PCR法 を 用 い る こ と に よ り 、 食 中

毒 原 因 菌 を 一 括 検 出 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 は 迅 速 か つ 簡 便 に 、 そ し て 安 価 に 、

か つ 高 い 特 異 性 で 多 種 の 食 中 毒 原 因 菌 を 一 括 検 出 で き る 。

[１ ]　 試 料 中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、

（ ａ ） c a d F遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 用 い て 試 料 に つ い て 核 酸 増 幅 反 応 を 行 う 工 程 及 び 増 幅 産 物 を 確 認 す る 工 程 を 含 む 、 試 料

中 の 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る 方 法 。 　

[２ ]　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て さ ら に 、

（ ｂ ） c p e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 用 い る １ に 記 載 の 方 法 。 　

[３ ]　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て さ ら に 、

（ ｃ ） i p a H遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。 　

[４ ]　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て さ ら に 、

（ ｅ ） e a e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ９ 及 び 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。 　

[５ ]　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て さ ら に 、
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（ ｆ ） t d h遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ １ 及 び 配 列 番 号 １ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。 　

[６ ]　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て さ ら に 、

（ ｇ ） s t 1 b遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ３ 及 び 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。 　

[７ ]　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て さ ら に 、

（ ｈ ） s t 1 a遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ５ 及 び 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。 　

[８ ]　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て さ ら に 、

（ ｊ ） s t x 2遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ９ 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 、

を 用 い る 、 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。 　

[９ ]　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て さ ら に 、

（ ｋ ） s t x 1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ １ 及 び 配 列 番 号 ２ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。 　

[１ ０ ]　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て さ ら に 、

（ ｌ ） a g g R遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ２ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 用 い る 、 １ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。 　

[１ １ ]　 前 記 核 酸 増 幅 反 応 に お い て さ ら に 、

（ ｄ ） i n v A遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ７ 及 び 配 列 番 号 ８ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、 及 び ／ 又 は

（ ｉ ） l t遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ７ 及 び 配 列 番 号 １ ８ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 、

を 用 い る 、 １ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。 　

[１ ２ ]　 核 酸 増 幅 反 応 が シ ャ ト ル P C Rで あ り 、 シ ャ ト ル P C Rに お い て 試 料 溶 液 を ( i )９ ４ ℃

で １ 分 間 変 性 さ せ 、 そ の 後 、 ( i i )９ ４ ℃ で ５ 秒 間 変 性 さ せ ( i i i )６ ４ ℃ で ４ ５ 秒 間 ア ニ ー

リ ン グ 及 び 伸 長 さ せ る ( i i )及 び ( i i i )か ら な る サ イ ク ル を 繰 り 返 す 、 １ ～ １ １ の い ず れ か

１ 項 に 記 載 の 方 法 。 　

[１ ３ ]　 食 中 毒 原 因 菌 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、

食 中 毒 原 因 菌 の ゲ ノ ム D N Aに 特 異 的 に 結 合 可 能 な ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 以 下 の

プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち 、

（ ａ ） c a d F遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 含 む 、 食 中 毒 原 因 菌 検 出 用 キ ッ ト 。 　

[１ ４ ]　 さ ら に 、

（ ｂ ） c p e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 含 む 、 １ ３ に 記 載 の キ ッ ト 。 　

[１ ５ ]　 さ ら に 、

（ ｃ ） i p a H遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、

を 含 む 、 １ ３ ま た は １ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。 　

[１ ６ ]　 さ ら に 、

（ ｅ ） e a e遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ９ 及 び 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 対 、
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を 含 む 、 １ ３ ～ １ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。 　

[１ ７ ]　 さ ら に 、

（ ｆ ） t d h遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ １ 及 び 配 列 番 号 １ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 含 む 、 １ ３ ～ １ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。 　

[１ ８ ]　 さ ら に 、

（ ｇ ） s t 1 b遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ３ 及 び 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 含 む 、 １ ３ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。 　

[１ ９ ]　 さ ら に 、

（ ｈ ） s t 1 a遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ５ 及 び 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 含 む 、 １ ３ ～ １ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。 　

[２ ０ ]　 さ ら に 、

（ ｊ ） s t x 2遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ９ 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 、

を 含 む 、 １ ３ ～ １ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。 　

[２ １ ]　 さ ら に 、

（ ｋ ） s t x 1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ １ 及 び 配 列 番 号 ２ ２ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 含 む 、 １ ３ ～ ２ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。 　

[２ ２ ]　 さ ら に 、

（ ｌ ） a g g R遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ２ ３ 及 び 配 列 番 号 ２ ４ に 記 載 の 配 列 か ら な る

プ ラ イ マ ー 対 、

を 含 む 、 １ ３ ～ ２ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。 　

[２ ３ ]　 さ ら に

（ ｄ ） i n v A遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 ７ 及 び 配 列 番 号 ８ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ ラ

イ マ ー 対 、 及 び ／ 又 は

（ ｉ ） l t遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 配 列 番 号 １ ７ 及 び 配 列 番 号 １ ８ に 記 載 の 配 列 か ら な る プ

ラ イ マ ー 、

を 含 む 、 １ ３ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 食 中 毒 原 因 菌 検 出 用 キ ッ ト 。

【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】

【 ０ ０ ８ ２ 】

配 列 番 号 １ 　 cadF遺 伝 子 用 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー cadF-F

配 列 番 号 ２ 　 cadF遺 伝 子 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー cadF-R

配 列 番 号 ３ 　 cpe遺 伝 子 用 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー cpe-F

配 列 番 号 ４ 　 cpe遺 伝 子 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー cpe-R

配 列 番 号 ５ 　 ipaH遺 伝 子 用 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ipaH-F

配 列 番 号 ６ 　 ipaH遺 伝 子 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ipaH-R

配 列 番 号 ７ 　 invA遺 伝 子 用 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー invA-F

配 列 番 号 ８ 　 invA遺 伝 子 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー invA-R

配 列 番 号 ９ 　 eae遺 伝 子 用 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー eaeA-F

配 列 番 号 １ ０ 　 eae遺 伝 子 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー eaeA-R

配 列 番 号 １ １ 　 tdh遺 伝 子 用 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー tdh-F

配 列 番 号 １ ２ 　 tdh遺 伝 子 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー tdh-R

配 列 番 号 １ ３ 　 st1b遺 伝 子 用 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ST1b-F

配 列 番 号 １ ４ 　 st1b遺 伝 子 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ST1b-R

配 列 番 号 １ ５ 　 st1a遺 伝 子 用 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ST1a-F

配 列 番 号 １ ６ 　 st1a遺 伝 子 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ST1a-R

配 列 番 号 １ ７ 　 lt遺 伝 子 用 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー LT-F
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配 列 番 号 １ ８ 　 lt遺 伝 子 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー LT-R

配 列 番 号 １ ９ 　 stx2(VT2)遺 伝 子 用 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー VT2-F

配 列 番 号 ２ ０ 　 stx2(VT2)遺 伝 子 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー VT2-R

配 列 番 号 ２ １ 　 stx1(VT1)遺 伝 子 用 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー VT1-F

配 列 番 号 ２ ２ 　 stx1(VT1)遺 伝 子 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー VT1-R

配 列 番 号 ２ ３ 　 aggR遺 伝 子 用 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー aggR-F

配 列 番 号 ２ ４ 　 aggR遺 伝 子 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー aggR-R

配 列 番 号 ２ ５ 　 Campylobacter coli JV20 contig00034 cadF

配 列 番 号 ２ ６ 　 Campylobacter jejuni subsp. jejuni CG8421 CPS cadF

配 列 番 号 ２ ７ 　 Clostridium perfringens SM101, complete genome cpe

配 列 番 号 ２ ８ 　 Shigella flexneri invasion plasmid antigen H (ipaH)

配 列 番 号 ２ ９ 　 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium DT104 main

 chromosome, complete genome invA

配 列 番 号 ３ ０ 　 Escherichia coli O55:H7 eae

配 列 番 号 ３ １ 　 Vibrio parahaemolyticus thermostable direct hemolysin(tdh)

配 列 番 号 ３ ２ 　 Escherichia coli ETEC heat-stable enterotoxin (St1b)

配 列 番 号 ３ ３ 　 ETEC H10407 plasmid pEntH10407 (ST1a)

配 列 番 号 ３ ４ 　 heat-labile enterotoxin (LT)

配 列 番 号 ３ ５ 　 Escherichia coli O157:H7 str. Sakai VT2 subunit B

配 列 番 号 ３ ６ 　 Escherichia coli O157:H7 sakai VT1 subunitA precursor

配 列 番 号 ３ ７ 　 Escherichia coli 55989 aggR

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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