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論 文 内 容 の 要 旨 

 食品衛生検査における食中毒起因菌の検出・同定には、培養法が一般的に用いられている。本方法では、対象とな

る食中毒起因菌に応じた適切な培地の使用と培養条件に基づいて培養を行なわなければならないため、判定結果が得

られるまでに長い時間を要する。一方、ハイブリダイゼーション法や PCR 法などによる遺伝学的検査は、食中毒起

因菌を迅速に検出することができる。なかでも、マイクロアレイ法は、試料中に存在する多種多様な細菌の中から食

中毒起因菌を網羅的に検出できる可能性を有しており、食品衛生検査への本方法の応用が期待されている。 

 マイクロアレイ法の有効性は、標的遺伝子の選択および遺伝子プローブの設計に大きく左右されるため、食中毒起

因菌の同時検出を目的とした場合、系統解析に用いられる 16S rRNA 遺伝子（rDNA）を標的遺伝子とすることが好

適である。16S rDNA の配列比較により、菌種間の共通配列や菌属・菌種などに固有の配列を得ることができ、これ

ら複数の配列を遺伝子プローブとして固定化したマイクロアレイを用いることにより、種もしくは属レベルでの食中

毒起因菌の同時検出が期待できる。 

 現在、10,000 以上の 16S rRNA 配列が日本 DNA データバンク（DDBJ）や Gen Bank などの遺伝子データバンク

に登録されており、必要となる細菌の 16S rRNA 配列情報を容易に入手し、利用することができる、16S rRNA はタ

ンパク質の合成に関わる重要な RNA であるため、配列の保存性が高く、系統的に離れた菌種間においてもそれらの

配列比較が可能である。また、比較的変化に富む配列領域も存在するため、近縁な菌種間の配列の違いを見出すこと

も可能である。このように、16S rRNA の配列比較から得られる菌種間の共通配列や菌属・菌種などに固有の配列を

遺伝子プローブやプライマーとして用いることにより、系統分類に基づいた食中毒起因菌の検出・同定が可能になる。 

 本研究では、食中毒起因菌およびその近縁菌の 16S rDNA 配列比較により菌種間の共通配列や菌属・菌種などに固

有の配列からなる複数の配列を設計し、マイクロアレイ法、さらにビーズアッセイの遺伝子プローブとして用い、食

中毒起因菌の同時検出の簡易・迅速化を図ることを目的とした。 

 まず、13 種の代表的な食中毒起因菌を含む 64 種の細菌由来の 16S rDNA 配列のマルチプルアライメント結果に基

づき、食中毒起因菌を同時検出するための 20 種類からなるプローブ候補配列を作成した。作成した遺伝子プローブ

を固定化したオリゴヌクレオチドマイクロアレイを作製後、細菌の培養液から抽出した全 RNA を用いたハイブリダ

イゼーションを行ない、食中毒起因菌由来の16S rRNAに対する作成した各遺伝子プローブの反応特異性を評価した。

作成した遺伝子プローブ配列の FASTA を用いた相同性検索による配列の特異性確認とオリゴヌクレオチドマイクロ

【24】
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アレイを用いたハイブリダイゼーションによる 16S rRNA との反応特異性の評価結果に基づき、E.coli/Shigella 属菌、

S. Enteritidis/S. Typhimurium、Y. enterocolitica、B. cereus 群の同時検出に有効な５種の遺伝子プローブを得た。 

 次に、遺伝子プローブを固定化したオリゴヌクレオチドマイクロアレイの実用性を考えた場合、食材中に存在する

多種多様な細菌の影響を受けることなく、対象となる食中毒起因菌が検出できなければならない。そこで、設計した

遺伝子プローブを固定化したオリゴヌクレオチドマイクロアレイを新たに作製し、食材中の食中毒起因菌の同時検出

を行なった。これまでに海外では食中毒起因菌が様々な野菜から単離されている。研究にあたっては、その中で代表

的なモヤシとレタスを食材として選んだ。S. Enteritidis、Y. enterocolitica、B. cereus をそれぞれ添加した試料を調

製し、これらの前培養液から抽出精製した全 RNA を用いてオリゴヌクレオチドマイクロアレイ上で直接ハイブリダ

イゼーションを行ない、その実用性を確認した、今回新たに作製したオリゴヌクレオチドマイクロアレイを用いるこ

とにより、多種多様な細菌が混在する食材中からの食中毒起因菌の検出を可能にした。 

 さらに、遺伝子プローブを用いた食中毒起因菌の検出法としての実用性をさらに向上させるためには、ハイブリダ

イゼーション以降の操作の簡易・迅速化が必要であると考えた。そこで、オリゴヌクレオチド結合蛍光ビーズとマイ

クロ流路デバイスの併用により、マイクロアレイ法よりも簡易・迅速な食中毒起因菌検出法の構築を試みた。 

 マイクロアレイ法の場合、一般的に、マイクロアレイ上で標的遺伝子を含む反応液を攪拌しながらハイブリダイゼ

ーションを行なうことが難しく、反応時間を短縮するには限界がある。一方、遺伝子プローブを固定化するための固

相としてビーズを用いた場合、マイクロ遠心チューブ内で反応液を攪拌させながら、標的遺伝子とのハイブリダイゼ

ーションを行なうことができるため、反応時間の短縮が期待できる。 

 マイクロ流路デバイスは、数 cm 四方のマイクロチップ上に刻まれた幅・深さ数十μm の微小流路を用いて試料を

分析する装置である。通常、標的遺伝子と遺伝子プローブ結合ビーズのハイブリッドの検出には、フローサイトメー

ターを用いることが多い。マイクロ流路デバイスを用いた場合、⑴ 少量スケールで分析できるため、従来のデバイ

スを用いた場合よりも短時間で完了できる、⑵ サンプルと試薬の消費量が少ない、⑶ 高い再現性を有する分析が自

動的に行なわれるなどの利点を有している。このようなマイクロ流路デバイスを 16S rRNA と遺伝子プローブ結合ビ

ーズのハイブリッドの検出に用いることによって、簡易・迅速化を図ることが可能であると考えた。 

 遺伝子プローブを結合した蛍光ビーズを用いた場合、ハイブリダイゼーションを 2 時間で完了させることができ、

オリゴヌクレオチドマイクロアレイを用いた場合よりも迅速なハイブリダイゼーションを可能にした。また、16S 

rRNA とオリゴヌクレオチド結合蛍光ビーズのハイブリッドの検出にマイクロ流路デバイスを用いることにより、

RNA 抽出以後 3 時間以内に食中毒起因菌を簡易に検出できる方法を構築することができた。 

 本研究において、マイクロアレイ法、ビーズアッセイとマイクロ流路デバイスを併用した方法をそれぞれ利用する

ことにより、食中毒起因菌の同時検出を可能にした。特にビーズアッセイとマイクロ流路デバイスを併用した方法の

場合、ハイブリダイゼーションからハイブリッドの検出に至るまでの一連操作を簡易・迅速に行なうことができ、食

中毒起因菌を検出するための時間と労力を削減できるという大きな利点がある。さらに、複数の遺伝子プローブを検

出波長の異なる蛍光ビーズに個々に結合させ、一つの反応容器内でビーズアッセイを行なうことにより、複数の食中

毒起因菌を検出することが原理上可能である。本法は食品衛生検査における食中毒起因菌の検出手法として、今後そ

の発展性が期待できる。 

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 

 食品の安全・安心の確保のためには、その衛生検査が重要である。食中毒起因菌の検出・同定には、培養法が一般

的に用いられているが、判定結果が得られるまでに長い時間を要する。一方、ハイブリダイゼーション法や PCR 法

など遺伝子を指標とした検査法は、食中毒起因薗を迅速に検出することができる。これらの方法は、複数の遺伝子配

列を標的とすることにより、試料中に存在する多種多様な細菌の中から食中毒起因菌を網羅的に検出できる可能性を

有していることから、食品衛生検査への応用が期待されている。 

 本研究は、細菌の 16S rRNA 遺伝子（rDNA）配列の比較により複数の食中毒起因菌検出用配列を設計し、マイク
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ロアレイ法、さらにビーズアッセイの遺伝子プローブとして用いることにより、食中毒起因菌の同時検出の簡易・迅

速化を図ったものである。まず、代表的な食中毒起因菌を含む細菌群の 16S rDNA 配列の比較結果に基づき、食中毒

起因菌を同時検出するためのプローブ候補配列を選定した。それらの遺伝子プローブを固定化したオリゴヌクレオチ

ドマイクロアレイを作製し、細菌の全 RNA を用いたハイブリダイゼーションを行ない、設計した各遺伝子プローブ

の特異性を評価した。次に、オリゴヌクレオチドマイクロアレイを用いて、食材中の食中毒起因菌の同時検出を行な

うことにより、その実用性を確認した。さらに、実用性を向上させるために、マイクロ流路デバイスを用いたビーズ

アッセイ系を構築した。その結果、RNA 抽出後３時間以内に食中毒起因菌を検出できることを示した。 

 本研究は、食品衛生検査における食中毒起因菌の簡易かつ迅速な検出手法として、遺伝子プローブとマイクロビー

ズアッセイの有用性を示した先駆的な研究であり、その成果は食品の衛生管理の向上に大きく貢献しうることから、

博士（薬学）の学位に値するものと判断する。 
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