
緒 言

カンピロバクター食中毒は Campylobacter jejuni及び C.

coli（以下、カンピロバクター）を原因とする細菌性食中
毒であり、厚生労働省の食中毒統計１）によれば、２００３年以
降、国内、北海道内ともにみられる細菌性食中毒のうちで
最も発生頻度が高い。北海道においては、カンピロバクター
食中毒発生時に推定原因食品と患者間の関連性の調査が行
政上必要となった場合、道内保健所にて分離された菌株を
衛生研究所に送付し、Multilocus sequence typing（MLST）
によって決定される遺伝子型（sequence type：ST）から
系統推定を行っている。
カンピロバクターのMLST は２０２１年７月現在１１，０００

を超える ST が定義されており、同一種内の菌株を詳細に
分類できるため解析手法として有用である２―４）一方、MLST

を実施する上で必要な DNA シークエンサーが道内保健所
に配備されていないため、菌分離の直後に迅速にMLST

を実施できない。
そこで、道内保健所でも簡易的にカンピロバクター分離

株を比較できるよう、quantitative PCR（qPCR）を用いた
検査系を構築したので報告する。本検査系は、蛍光色素を
用いたマルチプレックス qPCRにおける融解曲線分析に
おいてどのようなピークパターンが検出されるかによって、
ST 全体を幾つかの組に分ける仕組みである。

方 法

２００８年から２０１９年に発生した食中毒、市販の食肉（牛、
豚、鶏）、家畜（牛、豚、めん羊、鶏）から分離されたカ
ンピロバクター及び２０１８年から２０１９年に医療機関から分
与を受けたカンピロバクターを供試した。これらについて
PubMLST で公開されている方法５，６）に基づきMLST を実

施し、得られた結果を集計して、北海道において分離され
た主たる ST を調査した。なお、同一事例や同一検体から
同じ ST が分離された場合に重複を避け、C. jejuni１４７株、
C. coli６０株について以下の解析に用いた。
北海道において分離された主たる ST を明らかにした後、

それらを qPCRで識別するために必要な遺伝子の候補を
絞り込むために、PubMLSTの PluginであるGene presence

を用いて、PubMLST 登録株の中から該当する ST の各株
が保有する遺伝子のリストを収集した。検索対象とした Loci

（遺伝子座）は、Gene presenceにおいて選択可能な全項
目（２０５４遺伝子座）とした。また、Parameters/options

（類似度設定）においてMin％ identityとMin％ alignment

の２つの抽出パラメータを共に１００％に設定した。これは、
Gene presenceにより PubMLST の登録株が当該遺伝子を
保有していると判定された場合に、必ずアレル番号が割り
当てられるようにするためである。

Gene presenceで出力されたリストから遺伝子数が１００
以上あるものを全ゲノムデータ登録株として選別し、ST

ごとに各登録株が保有する遺伝子のリストを並列させ、ST

内で保有率が９５％以上の遺伝子と１０％以下の遺伝子を選
別した。それらの中から、遺伝子の有無によって ST を互
いに区別できる組み合わせを検討した。選出した遺伝子を
保有する株であっても、すべての株において同一の塩基配
列ではなくアレルに多様性があるため、それらの遺伝子に
ついて PubMLST 登録株ごとのアレル番号を収集した。ST

ごとに、各アレル番号に該当する登録株数を計上し、該当
株数の多い順に、各 ST 内で該当株数が９５％以上になる
数だけアレルを選び出した。それらのアレルの塩基配列を
ダウンロードした後にアライメントして、変異のみられな
い領域にプライマーを設計した。プライマーの設計には
Primer３７）を用いた。
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設計したプライマーは複数の濃度を組み合わせて qPCR

を繰り返し、融解曲線分析において対象とした遺伝子のす
べてが同時に検出できる濃度比を求めた。検査試薬につい
ては、Thunderbird SYBR qPCR Mix（東洋紡）、Luna

Universal qPCR Mix（New England Biolabs Japan）、
Ampdirect Plus（島津製作所）、TB Green Premix

DimerEraser（タカラバイオ）の４つを比較した。
最後に、構築した qPCRを用いて、ST が既知の食中毒

由来菌株を検査し、どのような組分けになるのか調べた。
なお、DNA の抽出は厚生労働省通知８）で示されたアルカ

リ熱抽出法で実施し、供試菌株はスキムミルクに保存して
いたものを羊血液寒天培地に塗抹して２４時間から４８時間
微好気培養して得た単一コロニーを用いた。

結果及び考察

本研究においては、最初に、当所保有のカンピロバクター
菌株についてMLST を実施した。解析対象としたカンピ
ロバクターの ST について、C. jejuniは表１―１に、C. coli

は表１―２に示した。C. jejuniの患者由来株では ST２２、ST

４２、ST４５、ST５０、ST６１、ST４０６３の６つの ST が多く見
られ、これらで約半数を占めた。特に ST２２、ST４２、ST

４５、ST５０は分離された食中毒の事例が多かったが、発生
時期に偏りはなく、持続的に分離されていた。また、ST

２２は市販の鶏肉からも４株分離されており、ST４０６３を除
く５つは家畜からも分離されていた。家畜においては ST

８０６と ST９２２が多く分離されており、これらは食中毒事
例から２株ずつ分離されていたほか、ST９２２は市販の牛
肉からも１株分離されていた。

C. coliの患者由来株では ST８５４と ST１０６８が複数の患
者から分離されており、そのうち ST８５４はめん羊と豚か
らも１株ずつ、ST１０６８は牛からも１５株分離されていた。
C. coliは食中毒の事例数が少なく、患者から分離された ST

は限られていたが、その中で ST１１１２は患者と牛で１株ず
つ、ST４１７２は患者と豚肉で１株ずつと豚から２株分離さ
れていた。
以上の結果から、北海道において分離される C. jejuni

ST
患者 食品 家畜

小計
食中毒 病院 牛 鶏 牛 めん羊 豚 鶏

１９ ２ １ ３
２１ ２ ３ ５
２２ ６ １ ４ ４ １５
４２ ７ ５ １ １３
４５ ７ １ ５ １３
５０ ６ ５ １ １２
５１ １ １
５８ １ １
６１ ４ １ ５
１３２ １ １
１３７ １ ２ ３
２２２ ２ ２
３５４ １ １
５０８ １ １
６５８ ２ ２
８０６ ２ １２ １４
８２４ １ １
９１８ １ １
９２２ ２ １ ９ １２
９２９ １ １
９３３ １ １
９８２ ２ ２
１２４４ １ １ １ ３
２３４３ １ １
３７２７ １ １
４０１６ ２ ２
４０２２ １ １
４０６３ ２ ２ ４
４３２５ １ １
４５２６ ３ ３
５７３１ １ １
５８０１ １ １
７９５４ １ １
UT＊ ７ １ ２ ２ ６ １８

合計 ６６ ６ １１１ ４４ ６ １１２ １４７

ST
患者 食品 家畜

小計
食中毒 病院 牛 豚 牛 めん羊 豚

８２７ ６ ６
８５４ ４ １ １ ６
８８７ ２ ２
８９０ １ １
８９９ １ １
１０６８ ２ １ １５ １８
１０９７ １ １
１１０７ １ １
１１１２ １ １ ２
１１４２ １ １
１４３４ １ １
１４５０ １ １
１４６４ １ １
１５４３ １ １
１５５６ １ １
１５７９ １ １
１６２４ １ １
１８３６ １ １
３２４１ １ １
４１７２ １ １ ２ ４
５８４４ １ １
UT＊ １ １ １ ４ ７

合計 １２ ２ １ ４ ２２ １ １８ ６０

表１―１ 検出された Campylobacter jejuni の ST と由来す
る検体

表１―２ 検出された Campylobacter coli の ST と由来する
検体

下線：qPCR 構築過程で全ゲノム検索を実施した ST
＊UT は PubMLST に登録がなく ST の番号を定義できなかったもの
であり、互いに同一の遺伝子型とは限らない。

下線：qPCR 構築過程で全ゲノム検索を実施した ST
＊UT は PubMLST に登録がなく ST の番号を定義できなかったもの
であり、互いに同一の遺伝子型とは限らない。
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の主たる ST として、ST２２、ST４２、ST４５、ST５０、ST

６１、ST８０６、ST９２２、ST４０６３の８つを選定した。C. coli

では全体数が少ない中での判断にはなるが、ST８５４、ST

１０６８、ST１１１２、ST４１７２の４つが上位に該当すると判断
した。よって、これらを本研究における qPCR構築の対
象 ST とした。
続いて、それらの ST を qPCRによって組分けする指標

となる遺伝子を選定した。組分け対象の１２の ST につい
て、PubMLST 登録株の保有遺伝子を検索したところ、表
２に示す結果となった。このうち、C. jejuniの ST４０６３は
全ゲノムデータ登録株が２株、ST４１７２は全ゲノムデータ
登録株がなかったため、どちらも解析対象から除外した。
C. coliの ST１１１２については全ゲノムデータ登録株が６株
と少なかったが、C. coliでは対象となる ST が少ないこと
から、除外せず解析対象とした。
次に、構築する qPCRで標的となり得る遺伝子座を検

討した。ST ごとに選別した全ゲノムデータ登録株につい
て、各遺伝子座における遺伝子の保有率を計算し、C. jejuni

の７つの ST もしくは C. coli内の３つの ST においてすべ
ての ST が保有するもしくは保有しない遺伝子座について
除外した結果、C. jejuniでは７０の遺伝子座が、C. coliで
は４つの遺伝子座が残った。
その中から最も効率的に ST を組分けできるパターンと

して C. jejuniでは CAMP００４７、CAMP０３８９、CAMP０７９４、
CAMP１２１５の４つの遺伝子座を選出した。４つの遺伝子
座における遺伝子の有無により１５の組に分けることが可
能であるが、ST５０と ST８０６は保有している遺伝子の組
み合わせが類似していたため、これら４つの遺伝子座の組
み合わせでは区別できなかった。残り５つの ST は異なる
組に分けることができた。C. coliは候補となる遺伝子座が
限られていたが、３つの ST を区別するには２つの遺伝子
座があれば十分であり、CAMP０６１７と CAMP１８７３を選

出した。ただし、どちらの遺伝子も検出されないという結
果は検査が失敗した場合と区別が難しいため、３つの ST

すべてが保有する遺伝子座の CAMP０５９４を対照として加
えた。
それらの遺伝子座に対し、それぞれ複数組のプライマー

を設計し、増幅に適した組み合わせとプライマー濃度を変
えながら試行を繰り返したところ、表３―１に示す配列と濃
度及び表３―２で示す反応条件で最も明瞭に融解曲線を描出
できた。実験試薬については方法に示した４種類を検討し
たが、C. jejuniの検査系での融解曲線分析において４つの
遺伝子すべての増幅が同時に確認できる（図１）ものとし
ては Ampdirect Plusのみが有用であった。また、Ampdirect

Plusは C. coliの検査系においても、融解曲線分析で３つ
すべての増幅を同時に確認することができた（図２）。
以上のとおり、当初の目標としていたように、qPCR構

築の対象 STについては ST５０と ST８０６の区別を除き qPCR

による組分けが達成された。そこで今度は、プライマー設
計の際に対象としなかった ST のカンピロバクターについ
て、構築した qPCRを適用するとどのように組分けされ
るかを調べた。表４―１に示すとおり、C. jejuniでは qPCR

構築の対象 ST を含めて計２５の ST 及び PubMLST に登録
がなく定義できなかった ST（UT）があったが、それらは
１１の組に分けられた。プライマー設計の段階で用いた７
つの ST のうち ST５０を除く６つは想定とおりの組に分け
られた一方、ST５０については CAMP００４７、CAMP０３８９、
CAMP１２１５の３つが検出されると想定していた（図１、Group

No．１４）が、CAMP００４７が検出されない株（図１、Group

No．１０）も、CAMP０７９４を含む４つの遺伝子すべてが検
出される株（図１、Group No．１５）も存在していた。これ
らの結果は、ST５０における CAMP００４７の保有率が１００％
ではないこと（データベース登録株の９８．７％）及び CAMP

０７９４の保有率が０％ではないこと（同０．４％）に起因する
と考えられる。

C. coliでは全部で７つの ST 及び UT があったが、それ
らは３つの組に分けられた。ただし、表４―２に示すとおり
ST１１１２については対照とした CAMP０５９４が検出されず、
逆に CAMP０６１７が検出された。これは、本研究ではデー
タベース登録株が全６株しかない中で ST１１１２を qPCR構
築の対象 ST としたので、ST 内の遺伝子の多様性におい
て偏りがあり、当所保有の株とは遺伝子の保有パターンが
一致しなかったためと考えられた。また、qPCR構築の対
象とした ST 以外の食中毒由来株についてはすべて Group

No．６に該当したことから、他の ST を加えて新たな遺伝
子座を改めて選定するなどの方法で、多くの ST が異なる
組に分散する組み合わせについて検討を続ける必要がある。
C. coliについては北海道における事例数が少ないなどデー
タ量に限りがあるため、本検査系の利便性を向上させるた
めには、引き続き北海道内の C. coliについて調査するほ
か、データベースへの登録株が増加した後に改めて選定遺
伝子座を再考する必要がある。

ST
登録株数

総株数
全ゲノムデータ
登録株数

C.jejuni
２２ １０９２ ７５０
４２ １１３９ ５３９
４５ ４００２ １８７２
５０ ３８７３ ２２６８
６１ １７１６ ９１８
８０６ ６６１ ６１４
９２２ ５７１ ４６７
４０６３ ６ ２

C.coli
８５４ ５０２ １５７
１０６８ １１６０ ９４５
１１１２ １３ ６
４１７２ １ ０

表２ 本研究で利用したPubMLST 登録株数
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以上の結果から、本研究で構築したプライマーセットを
用いることで、C. jejuniについては食中毒事例で分離され
た計２５の ST を qPCRで簡易的に組分けすることができ、
C. coliについては事例数が少なく今後も検討の必要がある
が、qPCR構築の対象とした３つの ST においては異なる
組に分けることができた。
カンピロバクターによる食中毒事例においては、１事例

の中で複数の ST が関与する場合がいくつも報告されてお
り９）、本研究で扱った５１の食中毒事例でも、疫学的に同
一の事例でありながら複数の ST が分離された事例が９事
例あった（詳細は省略）。それらの事例の１つで、患者２
名で ST４５と ST５０の C. jejuniが混在する食中毒事例が
あったが、その事例では一方の患者から分離した５つのコ

ロニーが ST４５で、他方の患者から分離した４つのコロニー
は ST４５と ST５０が２つずつという検査結果であった。同
様の事例が発生した場合、寒天培地上のコロニーそれぞれ
について本研究で示すプライマーセットで qPCRするこ
とで、増幅結果から各コロニーを Group No．１もしくは
１４に属する ST として区別することが可能である。最終的
に ST を確定させるにはMLST を実施する必要があるが、
異なる組に属するコロニーではMLST を実施する以前に
異なる ST であることが明らかであるため、保健所におい
て「検査したカンピロバクター分離株の遺伝子型は不一致
である」という結果が得られる。その上で、疫学情報から、
検査対象となった患者同士（もしくは患者と食品）の関連
が強く疑われる場合には、同一食中毒事例において複数の
ST のカンピロバクターが関与していると想定されるので、
まず本研究で構築した qPCRにおいて同じ組に属するコ
ロニーを双方の検体からスクリーニングすることで、共通
する ST のカンピロバクターを選び出せる可能性が高まる
だろう。
このように、本研究で構築した検査系は、食中毒の調査

などで患者便や食材などを検査する際、双方に同じ ST の
カンピロバクターが存在している可能性を簡易的に調べる
上で有効であると考えられる。
本研究のほかにも、簡便な方法によるタイピングは既に

行われており、カンピロバクターにおいては Corneliusら
の Binary Typing１０）及びそれをmultiplex PCR化した検査
法１１，１２）が挙げられるが、病原遺伝子に着目したBinary Typing

と ST に着目した組分けでは方向性が異なり、北海道の保
健所においては qPCRによる遺伝子検査が一般的に行わ
れているという点において、本研究で示す検査法がより有

プライマー名 配列
終濃度
（nM）

PCR産物

大きさ
（bps）

Tm値＊

（℃）

C.jejuni
CAMP 0794_F 4 AAAATTGTTGAACTAACTGCGAAA １０００ ６０ ７３．０
CAMP 0794_R 4 AATACTTTTGATTTGATCCTCATTAGC １０００
CAMP 0047_F 4 GGGAAAATATTCGGACTTGATGAAAGTA ５００ １０９ ７５．５
CAMP 0047_R 4 GGATTTTTCTATTTTATTGGGGTCTTTT ５００
CAMP 0389_F 3 GGATCGCGGATATGGTGATTTT ４００ １０５ ７８．５
CAMP 0389_R 3 CCTTCAAATTCTGGCATACCATCTT ４００
CAMP 1215_F 4 GCGGGCGGGCTCAAGCTGTTTTGGAAAGGA １５０ ２８５ ８２．５
CAMP 1215_R 4 GGCGGGCGGGGCCGCACGATTTCATTTATC １５０

C.coli
CAMP 1873_F 3 AGAAACAGCGGTTATTTTTAAAGG ５００ ７０ ７２．５
CAMP 1873_R 3 ATCATCTAAATAACGAATATCTTCAGG ５００
CAMP 0594_F 1 GCTTTGACAAACAAGGAGCTG ２５０ １３６ ７７．０
CAMP 0594_R 1 TGTGTGACAATCGGAAGTGAAAAA ２５０
CAMP 0617_F 2 AATGAAAAGTCGTGGCTGCT １５０ １６５ ８１．０
CAMP 0617_R 2 TCAGGCGAGAACCAATAACC １５０

試薬調製 ［２０μ L 反応系］
2 x Ampdirect Plus １０μ L
BIOTAQ HS DNA Polymerase ０．１μ L
Primer Mix １μ L
Eva Green Dye, 20 X in Water １μ L
Distilled water ６．９μ L
Sample DNA １μ L

温度条件
Preheating ９５℃ １０min
ａ）Denature ９５℃ ５sec
ｂ）Annealing ５５℃ １５sec
ｃ）Extension ７２℃ ３０sec

ａ―ｃ：３０cycles
融解曲線分析 default default

表３―１ プライマーリスト

＊Tm値は Ampdirect Plus使用時の実測値（０．５℃単位）

表３―２ qPCR実験条件

―６４―



図１ 本研究で構築した C.jejuni 検査系（qPCR）における融解曲線分析（１st Derivative）
Group No.１～１４の灰色の波形はすべての遺伝子が検出された Group No.１５の結果

図２ 本研究で構築した C.coli 検査系（qPCR）における融解曲線分析（１st Derivative）
Group No.３、６の灰色の波形は全ての遺伝子が検出された Group No.７の結果

―６５―



用であろう。
本検査系を有事の際に有効に活用するため、今後も当所

において菌株の収集やMLST を継続することに加え、各
保健所に本検査系を普及し、qPCRによる組分けが実際の
事例で機能するか検証を続ける必要がある。
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Group No.a
qPCRパターン 該当する ST

CAMP０７９４ CAMP００４７ CAMP０３８９ CAMP１２１５ 主要な ST 食中毒事例で見られた他の ST

１ ＋ － － － ４５ １３２，１３７，３５４，５０８，４０６３，UTc

３ － － ＋ － ９２２ UTc

４ － － － ＋ ５７３１，５８０１
５ ＋ ＋ － － ４２
６ ＋ － ＋ － ４０２２
８ － ＋ ＋ － ２３４３，UTc

９ － ＋ － ＋ ６１ ９３３，１２４４
１０ － － ＋ ＋ ５０b ８２４
１２ ＋ ＋ － ＋ ２２
１４ － ＋ ＋ ＋ ５０b，８０６ １９，２１，２２２，６５８，９１８，４５２６
１５ ＋ ＋ ＋ ＋ ５０b

Group No.＊
qPCRパターン 該当する ST

CAMP１８７３ CAMP０５９４ CAMP０６１７ 主要な ST 食中毒事例で見られた他の ST

３ － － ＋ １１１２
６ － ＋ ＋ ８５４ １１０７，１１４２，１６２４，４１７２，UT
７ ＋ ＋ ＋ １０６８

表４―１ 食中毒事例で分離された C. jejuni において実際に見られた qPCRパターンと該当するST

a遺伝子の保有パターンが＋、－、－、－を１として順に、本研究で未検出のパターンにも番号を割り振った。
b ST５０は Group No.１４が大多数であったが、株によって No.１０や No.１５の組に該当する場合もあった。
c UT は PubMLST に登録がなく ST の番号を定義できなかったものであり、互いに同一の遺伝子型とは限らない。

表４―２ 食中毒事例で分離された C. coli において実際に見られた qPCRパターンと該当するST

＊遺伝子の保有パターンが＋、－、－を１として順に、本研究で未検出のパターンにも番号を割り振った。
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