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　Bacillus cereusはよく知られた食中毒菌であるが，ボツリ
ヌス菌 Clostridium botulinumやウエルシュ菌 C. perfringens
と同様に芽胞を形成する．容器包装詰食品での大規模な食
中毒事例は知られていないが，土壌，河川水，植物，自然
環境，および穀類，食肉製品，牛乳などと食品原料に広く
分布しており，汚染機会が多い1）．
　B. cereus芽胞はレトルト殺菌を生残するほどの耐熱性で
はないものの，殺菌剤，特に無菌充填で用いられている過
酢酸への抵抗性を示すため2），潜在的な危害菌と考えられ
る．無菌充填は内容物，容器包装，配管，装置，および雰
囲気の滅菌および無菌性保持を組み合わせた複雑な微生物
制御技術に基づいているため，変敗事故発生に際して汚染
箇所の特定が難しく，菌株レベルでの汚染菌識別を用いて
汚染菌の動態を詳細に分析することが必要となる．
　B. cereusを含むグラム陽性菌においては，一般に血清
型における多様性が乏しく，菌株同士を識別するために
は PFGE（Pulsed-Field Gel Electrophoresis; パルスフィー
ルドゲル電気泳動）法3），RAPD（Random Amplified 
Polymorphic DNA; ランダム増幅多型DNA）法4），AFLP
（Amplified Fragment Length Polymorphism; 増幅断片
長多型）法5）といった，遺伝子を用いたタイピング技術
が有効である．本研究においては，多くの食中毒菌につ
いて確立されている菌株タイピング技術であるMLST
（Multilocus Sequence Typing; 多座位配列タイピング）6）

法を用い，食品製造環境由来の B. cereusについて解析を
行った．
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材料および方法

１．使用菌株
　本研究で使用した B. cereusの菌株について表 1に示し
た．いずれの菌株も食品製造環境から分離された菌株であ
る．

表 1　Bacillus cereus供試菌株
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２．DNA抽出
　35 ℃で一晩培養した標準寒天培地より B. cereusの集落
を一白金耳，釣菌し，リン酸緩衝生理食塩水（PBS）1 ml
に懸濁した．懸濁液よりDNeasy Blood and Tissue Kit
（Qiagen）を用いて染色体DNAを抽出した．抽出操作は
おのおののキット添付の取扱説明書記載のグラム陽性菌向
け手順に従って行った．

３．供試菌株のセレウリド産生遺伝子
　抽出したDNA溶液を鋳型として，Bacillus cereus（CRS 
gene）PCR Detection Kit（TaKaRa）を用いて，増幅反
応を行い，セレウリド（嘔吐毒）産生遺伝子の有無を調
査した．反応スケールは 20 µl とし，反応あたり 0.1 µl の
DNA溶液を用いた．その他の条件はキットの取扱説明書
記載の手順に従った．
　増幅反応液はTAE（Tris-Acetate-EDTA）緩衝液中の
3% NuSieve 3:1 Agarose（Lonza）のアガロースゲルで
100V, 30 分間電気泳動した．泳動後，アガロースゲルをエ
チジウムブロマイド溶液に 15 分間浸漬して染色，流水中
で 15 分間洗浄した後，365 nmの紫外線照射下でバンドを
確認した．

４．MLST-PCR
　MLSTの手法は Priest ら7）に従い，抽出したDNAを
鋳型として，glpf, gmk, ilvD, pta, pur, pycAおよび tpiの 7つ
の遺伝子を標的として増幅反応を行った．使用したプラ
イマーの配列を表 2に示した．増幅反応は 30 サイクルと
し，反応スケールは 15 µl，プライマー濃度は終濃度 0.2 mM
とした．アニーリング温度は基本的に推奨温度に従い，増
幅産物が見いだされなかった場合には 1℃ずつ下げた．

５．塩基配列解析
　PCR反応液を鋳型として用い，ダイレクトシークエン
シングによりシークエンシング反応を行った．鋳型DNA
は ExoSAP-IT（GE Healthcare）で処理し，未反応プラ
イマーおよび dNTPを除去した後，反応あたりおよそ 25 
fmol となるようDNA溶液を加えた．シークエンシング反
応にはDTCS Quick Start Kit（Beckman Coulter）を用い，
反応条件はおのおののプライマーセットでの推奨アニーリ
ング温度に従い，サイクル数は 30 サイクルとした．シー
クエンシング反応後，反応液は 95%エタノール 60 µl を用
いてエタノール沈殿し，得られた沈殿を 70%エタノール
200 µl で 2 回洗浄後，真空乾燥して精製した．精製後の反
応液はCEQ8000 遺伝子解析システム（Beckman Coulter）
により塩基配列を解析した．

６．MLST解析
　おのおのの菌株について取得した各遺伝子の塩基配列
を用いてMLST解析を行った．解析には START2 ソフ
トウェア8）を用い，菌株のプロファイルはThe Bacillus 
cereus Multi Locus Sequence Typing website（http://
pubmlst.org/ bcereus/）より取得したアレルプロファイ
ルと比較した．

結　　果

１．セレウリド産生
　当所保有の B. cereus 14 菌株についてセレウリド産生遺
伝子（CRS）の有無を調べた結果を表 1に示した．その結
果，TIFT 114011 株のみが陽性で，セレウリド産生株で
ある可能性が示された．他の 13 菌株は陰性であった．

表 2　PCR およびシークエンシングプライマー7）



81東洋食品研究所　研究報告書，29（2013）

２．MLSTプライマーでの対象遺伝子の増幅
　MLSTでの対象遺伝子のうち，gmk遺伝子および ilvD
遺伝子に関しては，プライマー相当部位の多型により，複
数のプライマーセットが提案されている．これらを含め，
供試菌株における各遺伝子の PCR増幅産物を確認した結
果を表 3に示した．gmk遺伝子のプライマーセット gmk
および gmk_F3 ではどちらのプライマーセットでも全て
の供試菌株で増幅が得られた．一方，ilvD遺伝子のプライ
マーセット ilvD, ilvD_2 および ilv4F においては，ilvD プ
ライマーセットではTIFT 114007 および 114011 で増幅が
認められず，ilvD_2 および ilv4F ではともにTIFT 114008
および 114010 で増幅が認められなかった．
　また，glp遺伝子ではTIFT 114008 および 114009 の 2
菌株で増幅産物が認められなかったが，推奨アニ－リン
グ温度である 59℃から 56℃まで温度を下げて増幅反応を
行ったところ，目的の増幅産物を生じた．

３．MLST解析
　MLSTの配列データベースでは，各遺伝子について新
規に取得した塩基配列を順に番号づけして登録していく．
MLSTにおいては，配列同士を同格とみなし，基準とな
る塩基配列を定めない．そのため野生型あるいは変異型と
いう区別がなく，ユニークな配列データをアレル（allele）
と呼称している．
　解析対象とする未知の株については，その株の塩基配
列を配列データベースより検索し，B. cereusの場合は glpf, 
gmk, ilvD, pta, pur, pycA, tpiの 7遺伝子おのおのについて，
配列が合致したアレルの番号を羅列し，これをアレルプ
ロファイルとする．さらに ST（Sequence Type; 配列型）
データベースよりその組み合わせに合致した STを検索す
る．このような操作により，同一の STの帰属となった菌

株同士は，同一ないしはきわめて類似した菌株と判断する．
PCRで得られた増幅産物について，各々の塩基配列を解
析した．得られた配列をMLSTデータベースで検索し，
既知のアレルと照合した結果について表 4に示した．
　供試菌株の塩基配列解析では既知アレルとの比較におい
て，わずかに配列が異なる新規のアレルが見出された．新
規アレルについては表 4に最も類似した既知アレルを括
弧内に記載した．新規アレルの内訳は gmkで 2配列，ilvD
で 1，purで 2，tpiで 1の計 6配列であった．
　また STレベルでは，TIFT 114008 と TIFT 114010
（アレルプロファイル ; 72-42-69-42-88-41-30），および
TIFT 114013 と TIFT 114014（14-（6）-（23）-9-（4）-7-15）
の 2組が同一の STに帰属し，同一の菌株であることが示
された．またTIFT 114006（ST 40）と TIFT 114009（ST 
156）は 7つの遺伝子のうち 4つが一致し，近縁の株であっ
た．これらの 3組はいずれも同一の製造工場より分離され
た菌株同士であった．

考　　察

１．MLST-PCR
　Priest ら7）による B. cereusのMLST系では，gmkおよ
び ilvDの 2遺伝子で複数のプライマーが提案されている
が，14 菌株での試行の結果，gmkは 1種類のプライマー
セットで全ての菌株の増幅が行えたが，ilvDでは 1種類の
プライマーセットで全ての菌株で増幅産物が得られた組合
せが認められず，少なくとも 2種類のプライマーセット
を用いる必要があった．1遺伝子につき複数のプライマー
セットを用いるのは多くの菌株を確実に網羅するには有効
だが，操作が煩雑であった．また，対象遺伝子ごとにアニー
リング温度が異なり，PCRおよびシークエンシング反応

表 3　B. cereus分離株におけるMLST-PCR での増幅産物
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を複数回に分けて行う必要があり，作業時間が長くなった．
B. cereus以外の菌種について新規にMLST系を構築する
場合には，できる限り標的遺伝子につきプライマー 1セッ
トとし，アニーリング温度を統一するのが好ましいと考え
られた．

２．MLST解析
　食中毒菌 B. cereusでのMLST系を用いて，当所保有の
無菌包装食品製造環境由来の B. cereus菌株について適用
を試み，MLST解析の有効性を検証した．
　MLST法は（1）全ての菌株で保持されていると考えら
れるハウスキーピング遺伝子を標的とし，（2）通常 7つ程
度の複数の遺伝子について，（3）由来の異なる菌株同士に
認められる塩基配列の相違に基づいて菌株間の同一性ある
いは類縁関係を評価する．
　MLST法と競合する系統識別技術としては PFGE法，
RAPD法，AFLP法などがあるが，それらと比較して
MLST法は（1）塩基配列解析を外注で行えばサーマルサ
イクラー程度の機器だけで実施可能で，専用設備や特殊な
技能が不要，（2）ごく近縁の菌株同士を識別できる高い識
別能，（3）電気泳動でのフラグメントパターンを用いる他
の手法と異なり，塩基配列をデータとするため長期的な
データ運用が容易で，（4）一週間以上を要する PFGEに対

し，数日で実施でき，（5）装置や試薬が異なっても再現性
に影響しない，といった利点がある．
　B. cereusのMLST法による解析結果は，主に食中毒関
連菌株での系統識別を目的として構築された系ではある
が，本報での解析結果は変敗原因菌や製造環境由来の当
所保有株についても菌株間の識別が可能であることを支持
し，MLSTは変敗事故防止や製造環境評価においても有
用な手法と考えられた．
　容器包装詰食品分野において B. cereusは主に PETボト
ル飲料やカップ詰米飯などの無菌包装食品および製造環境
からの分離例が多く，製造環境における長期的な汚染状況
把握による，汚染菌の残留の検出あるいはサニテーション
後の清浄度の検証といった用途での利用が有効なものと考
えられる．
　一方で，当所保有株においてわずかな変異ながらも新規
アレルが見出され，少なくない数の新規 STが認められた
ことから，単に食中毒関連の疫学調査の蓄積を利用するだ
けでは十分でなく，容器包装詰食品分野においても独自に
データを収集することが必要であることも示唆された．
　当所保有株が帰属した既知の STのうち，ST 40, 143, 
156 および 166 は，各々 1-2 件の分離例が報告されている
のみのマイナーな STであるが，ST 26 は 33 件の分離例
が報告されている．ST 26 と同定された菌株TIFT 114011

表 4　B. cereus分離株におけるMLSTアレルプロファイル
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は無菌米飯から分離された菌株で，セレウリド産生遺伝子
陽性であることが判明している．既報 33 例も，その多く
は日本で，詳細は不明ながら分離源が米とされているケー
スが多い．この結果は，米をしばしば汚染しているセレウ
リド産生株が無菌包装食品において潜在的な危害要因であ
ることを示しているものと考えられる．
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