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論 文 内 容 の 要 旨 

 
Campylobacter は発展国において頻発に細菌性腸炎を引き起こす食中毒菌である。わが国で

も Campylobacter による事例は細菌性食中毒の中でも数多く報告され，予防対策が重点的に行

われてきた。本菌を食品から菌種レベルで検出・同定することは，感染経路の特定や被害拡大

の防止などに繋がるが，従来の Campylobacter の同定法は約 1 週間を要することから迅速な

検出・同定法が求められている。 
また，薬剤耐性 Campylobacter の出現も近年大きな関心を集め，特にキノロン系抗菌薬に対

する耐性株の増加は公衆衛生学上の重要な問題とされている。Campylobacter 食中毒の適切な

治療のためにもキノロン抗菌薬への耐性化の有無を迅速に検出する技術の確立が必要である。

しかし, 従来の方法では薬剤耐性の判定に Campylobacter の検出同定から更に 3～4 日を要す

る。 
そこで我々は，Campylobacter に汚染された食品を迅速に検査し菌種同定するための

PCR-DNA ストリップ法およびキノロン耐性化に影響を及ぼす GyrA のアミノ酸置換を簡便か

つ迅速にスクリーニングするための real-time PCR 法を開発し，それらの有用性を検討した。 
 
【対象と方法】 

Campylobacter 菌種の迅速同定法 

Campylobacter の 3 菌種(C. jejuni, C. coli, C. fetus) とArcobacter butzleri のそれぞれに特異

的な primer を作製し同一チューブ内で PCR による遺伝子増幅を行い，PCR 産物を各菌種に特

異的な DNA が固定された DNA ストリップと反応させることにより菌種を同定した。108 の鶏

肉検体を対象として本法と従来法である Api Campy による 4 菌種の同定を試み，それらの同定

結果を比較検討した。 
 

gyrA 変異株のスクリーニング法 
DNA ストリップ法により C. jejuni と同定された株について，従来法である E-test を用いてキノ

ロン系抗菌薬に対する薬剤感受性試験を行った。キノロン耐性株と判定された株の全てにおい

て gyrA 遺伝子をシークエンスし，GyrA タンパクの 86 位のアミノ酸配列が Thr から Ile へ置

換していることを見出した。この置換領域を含む gyrA 遺伝子の一部を増幅する primer を作製

し，real-time PCR および融解曲線分析にて GyrA タンパクのアミノ酸置換の有無の検出を行

った。 
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【結果】 

標準株 4 菌種に対して PCR 増幅産物を DNA ストリップで反応させた結果，すべてが予定の

位置に反応し各菌種を特異的に検出できることを確認した。また，108 の鶏肉検体より 44 株

の C. jejuni と 6 株の C. coli を検出することができ，Api Campy による検出結果と同等であっ

た。C. fetus と A.butzleri は今回のサンプルからは検出されず，Api Campy の同定結果と同様

の結果であった。 
検出した 44 株の C. jejuni に対して E-test を行った結果，26 株(63.4%)がキノロン耐性と判

定された。このうち 14 株の耐性株と 19 株の感受性株に対して，real-time PCR にて増幅後に

融解曲線分析を行った。これにより得られた Tm 値を耐性株と感受性株とで比較した結果，両

者に約 1.4℃の違いがあり，GyrA のアミノ酸置換の有無を明確に識別することが可能であった。 
 

【考察】 

本研究では，同一チューブ内で PCR を行い DNA ストリップで増幅産物を確認する方法によ

り Campylobacter 属と Arcobacter 属の 4 菌種を迅速同定することが可能であった。また, 本
方法は，溶血液も炭酸ガスも用いない増菌培地である FPE ブイヨンと併用することで検体の

培養から同定まで約 24 時間で行うことができ，従来法と比較して迅速に同定することが可能

であった。 
また，C. jejuni と同定された株において感受性試験によりキノロン系抗菌薬耐性と判定され

た株に対して，gyrA 遺伝子の変異をシークエンスにより確認した。全ての耐性株に 86 番目の

アミノ酸置換が見られたことから，gyrA 遺伝子の変異はキノロン耐性化に大きく影響すること

が確認された。さらに，real-time PCR により gyrA 遺伝子の一部の増幅と融解曲線分析を行

うことで，GyrA タンパクのアミノ酸置換の識別によるキノロン耐性菌株のスクリーニングが

可能であった。 
 

【結論】 

 PCR 法および DNA ストリップを用いることで，培養液の処理から菌種同定までを約 24 時

間で行うことが可能となった。さらに C. jejuni が検出された際には，real-time PCR 法でキノ

ロン耐性に関与する GyrA タンパクのアミノ酸置換を約 30 分間でスクリーニングすることが

可能であった。本研究によって，Campylobacter の菌種同定からキノロン薬耐性のスクリーニ

ングまでを迅速かつ簡易に行う有用な新規手法を示すことができた。 
 

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
申請者 小島 千明は，PCR 法を応用することにより，細菌性食中毒の原因菌のトップを占

めるCampylobacter属の菌種を迅速に同定する方法とキノロン耐性に関与するGyrAタンパク

のアミノ酸置換を迅速かつ簡便にスクリーニングする方法を開発した。これらの成果は，

Campylobacter による食中毒の予防およびその被害の拡大防止に役立ち，臨床細菌学の発展に

寄与するものと認める。 
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