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16SrDNAを対象とLたPCR－RFLP解析による  
容器・包装詰食品の変敗原因菌の迅速同定  
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容草・包装詰食品由よび飲料町微生物学腑な変敗事故に  

おいては，いち早い庶団扇童が求められる。原田調査に際  

Lては尭生状況や啓静の密封■状態巧評価∴華造時の殺菌言己  

録申検証理ビも重要であ品が；ぉおまかに昧原因棟生物の  

同定により原田が推定喜九る場合が多い．   

庶囲薗の固定は近年，分子遺伝学軸手法が豊漁となり．  

特に分・子系統マーカーとLて有用な16S rRNA遺伝子  

亡1鴫rDⅣA）を対象とす石塀合が多いが∴塩基配列申解  

析による堵乱 オートシータエンサーのような解析装置が  

必要■甘ある．そこで．わ九わ九は旭S rDⅣAを解析対象と  

Lながちも．手技とLても．詮備の点からも非常に簡便な  

PC記一Ⅳ（R臨出亡七血Fr相m色虹tlel畦地軸mo印上血m；  

利便酵・素断片是多型1解析l】によ 

することを就みた．P亡正一RFLPによる同定においで必要  

な審牌データとLて．これまで蛮放原田育として分離巷れ  

た直隠におけるR正即てターンを取得したのでこれらにつ  

tlて報告す轟．  

美樹料および方法  

l．使用苗穂   

当研尭皇で啓背・包藷詰食品および政耕の変改原田菌と  

Lて，密敗晶あるいは汚染原料より骨離・同定きれた  

劇和地紬瑚如如堀姫岬坤和博牌．劇画血如甜如  

甜咄画血摘薗株．】卑β和血加由亡JJ夏山血涙ゴ†5背振  

御地地融如曲拙血肋阻相摘描肋肋m亜曲11甫  

艶．鮎戯加地鹿噂加画7菌株．虐政亡〟即仁ビ柁揖11薗阻  

助融仙射油砂地皿13音律．G紺地亡i〃〟∫．椚旭d畑土如r－  

爪印姐揖7薗株，m脚軸閲舶那加庇搬血加療励間鮨軒鵬か  

相加由加Il富商株∴乃即靴抽仙椚血田甜鵬かm画廊咄血一  

舟「飽田6背軌〃即座混血打mβ丘亡即血13背振串よぴ  

A脚椚伽ロ∫卸d呵鵬肋謝菌林を用blた．   

2．P亡R   

寒天培地上に埠垂Lた供就菌の菌苔盈綿棒で痛点確沌．  

リン幹線衛生理食塩水に腰濁して，遠心分離（即Ⅲx如  

によ申ペレットを洗眉Lた．得られたペレットから．  

DNea与甘Ti由ue耳it拍知細山 を用いて．1）NAを抽出L  

た．抽出の手順は．キヅ†添付マニュアルのグラム敵性  

薗用プロトコルに徒りた．   

プライマーはWei写burgら量】の月〕1由よぴⅠ乎2を基に，リ  

ンカー部分を除いで．上流側F；5’一AGA GTT TGA  

TCC T6G CTC AGT3一劇よび下流側R；昏㌧ACG GCT  

且CCTTGTT且CGACTT－3TとLた．  

アCRはT曲R星置Ⅹ取替を用いた．反応条件は基本的に製品   
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添付のマニュアルに敵うた．反応只ケールは1的〟1とL，  

1反応当たり．プライマーは各印pmol加え▲ DNA抽出滞  

5＃ⅠをテンプレートとLて用いた．増偏屈応にはTaE岳Ra  

Therm昇ICy亡Ier班PT苫OOOを用いた．温度プログラムは．  

争ヰ℃1分間申籠，朗℃－1卦l軋印℃－1卦l乱72℃－1月  

分間を1サイクルとL．これを30サイケル繰り遥Lた．  

廟終伸長反応は詑℃－2静間とした．  

a．RFLP  

16S r】〕ⅣA増幅産物の制限肯素によ思切断には肋蜜ⅡⅠ，  

甜dIト〃岬1およ勘殖Ⅰ（いずれもT且鮎混乱）の4種  

類の利隈酵庸を用いた．制限酵素反応は40〟1のスケール  

で行い，pC且反応液召出に封L．辞蓑を2仁山nit細目え，  

37℃で3時間から一塊静置Lた．  

4．電気課勤   

4．研払のⅣ止鮎ve3：1血酸r軸e（C申mbre扇ゲルを用い，  

千AE（Tri与－Acetate一瓦DTA）確報液中で100V由定電圧  

で2時間電気隷働Lた．泳動擾Ⅵザ≠は．0．5〟レmlの臭  

化エナジウムせ染色侵．洗浄L．トランスれレミ皐一夕ー  

（m，T刑瓜一助耳）による慧0血mの蕪外観照射下でバン  

Fを誤審した∴電気泳劫億ぬ記録および蹄析にはEo由k  

EロAS2Ⅸ肝Fを用いた，  

結果   

プライマーFおよぴRを用い．アニーリンダを5（】℃とし  

たPCRによって，1皇帝凍におよぷ耐熱性の産地原田菅田曹  

株，およ・び代養嘩な二次汚染型変放屁固菌で滴牒  

A印叩叩郎毎d甲良血加商棟を含軌計1旭菌株価－ゝずれ  

もからも．16S rD刊‾Aのほぼ金城碇満たる領域の増幅産物  

が得られた．勧1，馳bの増幅産物を助g皿（GG／CC〕．肋  

Ⅰ帖CG／C〕．〃申Ⅰ（C／CGG）およぴ4砕Ⅰ（GT′AG）  

4種類の制限酵素で切断L．得ちれた丑F工かバターンを同  

→蘭理由苗株国士で比鞋Lた陪果，苗種ごとに一定のパタ  

ーンを示すことが認められた．そこで．1西桂につき1南  

棟ずつ考適宜し，席串パターン薗株とLた．  
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舶両脚畑hiT『T別1岬1（弘一1軋A抑間W輌r叩払  

出丁伊丁仙1である．   

各々の甫株について内助gⅡ，舶dI．〟甲Ⅰおよぴ  

4匝ⅠでのRFLPの結果を．電気鼓動健として圃1に示L  

た．月d仁王肋は屑育は互いに類似したバターンを示す場合が  

多く，掛こ且融叫鮎と且拙砧鳥酔潮血は肋Ⅰによる切  

断で劇場磯岬掴可能で，そ巧他の3姓類の酵素で祀周一の  

パターンで轟りた．麒甲Ⅰ切断で乱臥加地肋，且旋鮎血  

廊m由以外に且ビピⅧが同じJ音声ーンを示L，また．肋  

Ⅰでも且鮎鳥班酵慨払且凸加碍血および昆∫血相血卜  

耶叩鮎血∫が同一のパターンであった．肋せ皿刊ま且由比ぷ一  

花山茸と丘此伽血闇叫混血とが．牌Ⅰでは丸印瑚血肋．  

且甜稚岨且甜噂血虫よ折説郎御厨鮎如叩舶加が区  

別できなかった．  

考察   

PC賀－RFLPによ晶同定に際Lて臥轟照データと顧照  

合は，巨視によ申パターン自体を比軒Lでもよいが．各断  

片につやてサイズ菅解析して数値化したも由についての比  

較がで垂ればより確度の高い運用が可能で重昂．未1に．  

音標準′叩－ン帯株で得ちれた泳動僅から，断片サイズを  

解析Lた顔黒点示した．弔いバンドが散見きれたが．1鴫  

rDⅣAは細菌町染色体上に擾敷布在し．それらが互いにあ  
思程度の多塑性があるた捌こ生じるものと考えら乱た．シ  

グナル強度としては明ちかに判別がつくた軌主筆な断片  

と混乱する可能性は軽いと考えられた．   

4社章の制限酵素のむ、ずれに串いても．甫裡澗で同一の．  

あ為いは類似Lたノ柑－ンが出現Lてお申．一種紫の見で  

同定の可儲な制辟摩礫はなかった．助仁王血β属の4背理，  

且弛加砧，且肋両面卸Ⅶ血且亡亡柁船虫よび且一郎肝  

血耶1また．ともにフラットサワー菌として知られ局且  

邸叫弾血田鹿よび丘躍如鮎m岬姐由では同一のバター  

ンを示す場合が多かゥた．ことに且∫混血鮎と且肋血涙一  

脚弛削がで重たのは肋Ⅰのみ甘あった．   

同定に必要な最小限の解析垣考えると，且∫混血貼と且  

損血画沖仲南識別には肋Ⅰでのパターンは必廣でぁる  

が．f拘dIは且埴血画押印由，且叩昭血叩鳩よぴG．  

頭細面k間叩舶加僻区別で重ないため，これらを誰別で  

鼻る血町ある叫ま軸Ⅰのどちらかでの切断パターンが  

必廣である．  

16SrD王すA PCR－RF⊥Pは．サーマルサイケラー，サブ  

マリン聖篭気泳動槽およぴトランスイルミ阜一夕ーとl・1ゥ  

た，基本的にPC別こ必要な設備だけで行うことがで畠る．  

反面．塩基配剤のホモロぎーによる同定とは異な凱．公儀  

巷れたデータが不十牙であることは否めないが．容器包鼓  

菌鷲晶・故軒で開津となる耐熱性の変放願周菌は弗骨に駆  

られるた軌車研究で示したように．パックデータを用意  

することはそれはど困難なものではない．多数の境備に対  

して行うのも容易なた軌屠蘇検査にぉいても非常に有効  

な手法と考えられた．  

芦杓   

容器・包装詰食品および散科・の耐熱性変敗原画菌12溝  

鼠二次汚染型変一敗原因菌1菌種に匂いて．16日rDⅣA  

且F上P′叩－ン蓉取得Lた．制限酵素肋Ⅰでの切断パタ  

ーンに加え触Ⅲある叫ま〟甲Ⅰでの切断パターンを滞る  

ことで迅速同塵力珂能であることが赤き軋た．  
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