
46 浦1:財 卜1i研究 報 告 葦甚}VoL3(19921

食品中の衛生微生物の迅速 ・安全評価法に関する研究

品 川 邦 汎(岩 手大学農学部助教授)

食品の安全性 および品質 を確保するためには,

食品の原料,製 造 ・加1二および流通過程で汚染す

る微生物の種類,菌 量 およびその危害性(病 原性,

食中毒原性毒素 の産生性)を 的確に評価 し,適 切

な衛生管理(取 り扱 い)を 行 なうことが重要であ

る。

本研究は,食 品中 の汚 染頻度が高 く,食 中毒菌

である黄色ブ ドウ球菌(S妙1リ ゾoωごα'5arrrerrs)お

よびセ レウス菌(BacillusCP)'C1!5)に ついて,本 菌

の産生する食中毒原性毒 素(嘔 吐毒お よび 下痢原

性毒素)の 高感度 ・迅速検出法の開発を日的 とす

る。他方,生 物農薬 として野菜,お 茶,果 樹等 の

作物に散布 されてお り,セ レウス菌性状 に絢1めて

似ている13.〃11!)"1)lglE')7S7ti(Bt菌)について,食

品か らの検査法 を確立す る。 また,本 菌の食中毒

原性(ト 痢原性毒素0)産 生)試 験 法について も検

討 を行 う。

1.材 料お よび方法

高 感 度毒 素 検 出 法 とし て,ブ ドウ球 菌 エ ン テ ロ

トキ シン(SE)に つ い て は モ ノクロー ナル抗 体 を用

い るsandwichenzvme-hnkedimmunosorbent

assav(EHSA),セ レ ウ ス 菌F痢 原 性 毒 素(エ ン

テ ロ トキ シ ン:BCET)に つ い て は逆 受 身 ラ テ ッ

クス凝 集反 応法(ReversedPassiveLatexAgglu-

tination:RPLAtest}び)開 発 を試 み た 。 他 方,セ

レ ウ ス菌 嘔 吐 毒 検 出 の 有 効 な 方 法 と して は サ ル

へ の経 口投 与 試 験 しか な く.本 毒 素 の検 出法 を確

立 す る こ とが 急 務 と され て い る 。近 年,セ レ ウ ス

菌 「嘔 吐 型 」食 中 毒 由 来 菌株 は,HEp-2細 胞 に対

して空胞化変性活性 を有す る物質を産生 し,本 活

性物質 は嘔吐毒の物理化学的性状 に よく似ている

ことが報告 されたb。 そこで本変性活性 にっいて,

セレウス菌 「嘔吐 型」お よび 「下痢 型」食中毒由

来株 を対象にその産生性 を調査 し,食 中毒診断お

よび食品の安全性評価 に本検査法が有効であるか

どうか を検討 した。

実験に用いた材料お よび方法 は.以 下の通 りで

ある。

1.ブ ドウ球 菌エンテロ トキシン,セ レウス菌

エ ンテロ トキシンお よび嘔吐 毒(細 胞空胞

化変性物質)の 検出法

1)モ ノクローナル抗体(MAb)を 用いるブ ド

ウ球菌エ ンテロ トキシンA(SEA)の 検出法

SEAに 反応す るモ ノクローナル抗体3種(SEA

のみ に反応するMAbA-111,A-211お よびSEA

とSEEの 両方に反応するMAbaE-32)2'を 用 い

て,ホ リスチレンマイクロフ レー トへの吸着抗体

とhorse-radishperoxidase(PO)の 標 識抗体 の組

み合わせによるsandwichELISAに ついて検討

した。各濃度(10,20,50μgml)のMAbを ア

レー トへ各々吸 着 後,一 定 量(1,2.5,5,10

ｵgml)のSEAを 反応(37℃,2時 間)さ せ,

つ いでPO標 識MAbを 各々反応(37℃,1時 間)

させた後,基 質を添加 し,反 応(37℃,30分)さ

せた。反応終 了後,2NHzSO,を 添加 して反応 を

停if:させ,吸 光度(OD492nm)を 測定 した3i。な

お,標 識抗体の作成はNakaneandKa≪-aoi"の

方法に従 って行な った。
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2)RPLA法 によるセレウス菌エンテロ トキ シ

ン(BCET)の 検 出法

精製BCETで 作戦 したウサギ ポリクローナル

抗体か らaffinitychromatographyで 抗BCET-

IgGを 精製 し,そ の精製抗体(20ｵg/ml)を ポ

リスチ レンラテ ックス(0.75ｵm)に 吸着 させ て

抗体感 作ラテックスを作製 した。RPLA法 はブ ド

ウ球菌エ ンテロ トキシン検 出RPLA法5,に 準 じ

て行なった。

3)食 中毒 由来菌株 の産 生す るHEp-2細 胞変

性活性試験

「嘔吐型」食中毒由来菌110株 お よび 「下痢型」

由来 菌11株 を,各 々米飯培 地 〔米粉1:水2(w,

v)の 割合で混合後,加 熱滅菌 し,こ の1gを 滅菌

水IOmlに 濁 した もの〕で32℃,35時 間培養 し,

その遠心上清を試料 とした。2倍 階段 希釈 した各

試料25μ1を96穴 マイ クロプレー トに接種 し,つ

いでHEp-2細 胞(3 .0×10'/ml)100ｵ1を 接種

後,37℃,35時 間培養 した。培養終 了後,細 胞 内

の空胞化変性を倒立顕微鏡下で観察 し,HEp-2細

胞質内 に10個 以上の空胞を有する ものが1ウ エ ル

中25%以 上 を占め る場合を陽性 と判定 した6}。

2.

1)

Bt菌 検査の ためのDNAハ イブ リダイゼ

ー ション法 お よびBt菌 の下痢原性毒素 産

生試験

DNAコ ロニーハ イブリダイゼーシ ョン

Bt菌 は細 胞 内に結 晶様 タンパ ク質穎 粒(crys-

tallineproteinbody:CPB)を 形成 する以外,セ

レウス菌 の性状 と同 じであ る。 このCPBに は ダ

イヤモン ド型,立 方体お よび不定型等が あ り,そ

の検査 は,菌 を培養後,加 温染色 し,鏡 検 によっ

てCPBを 確認す る方法が 行なわれて いる。 しか

し,本 方法では判別 しに くい ものあり,よ り確実

な検 査法 が望 まれて いる。 そ こで今回,CPB産

性遺伝子に対するDNAプ ローブを用 いるコロニ

ーハ イブ リダイゼー シ ョン法 による検査法 にっい

て検 討 した。

ハ イ ブ リ ダ イゼ ー シ ョン に は,CPB産 生 遺 伝

子(Cry-a,Cry-IVD)7[に 対 す るDNAプ ロ ー ブ

2種 類 を用 い た。 これ らのプ ロー ブをDIG-ELISA

標 準 用 キ ッ ト(BoehringerMannheim,Germany)

を用 い て ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ラ ベ ル し,Moseleyet

a1.Rの 方 法 に よ り,コ ロニ ー ハ イ ブ リ ダ イゼ ー シ

ョ ンを 行 な っ た。

2)Bt菌 の 下痢 原 性 毒 素 産 生性 試 験

輸 入穀 類(大 豆,ト ウ モ ロ コ シ)か ら分 離 した

Bt菌83株 お よび野 菜 か ら分 離 したBt菌6株 に つ

い て,BCET検 出法 と して 開 発 したRPLA法 に

よ り,下 痢 原 性 毒 素 の 産生 性 を調 べ た 。 な おBt

菌 の毒 素 産 生 は,セ レ ウ ス菌 と同 様 な 方 法(0.1

%ブ ドウ糖加BHI培 地 で32℃,6時 間 培 養)9)で

行 な った 。

II.結 果および考察

1.

1)

ブ ドウ球菌エ ンテロ トキシ ン(SE),セ レ

ウス菌エンテロ トキシンお よび嘔吐毒の高

感度検出法

モノクローナル抗体 を用いるsandwichEL

ISAに よるSEAの 検出法

各MAb(3種)を 用 いてプレー トへの吸着抗

体(10ng/mの とPO標 識抗体の組み合わせ(6通

り)に よるELISAに ついてSEAの 検 出感度 を検

討 した。吸着抗体A-211と 標識抗体A-111(A-

211!A…--1'POと 略),お よびA-111/AE…32`'Oの

組み合わせ によ りSEAlng/mlを 検 出す る こと

がで きた。他 の組み合わ せで は検 出感 度 は低い

(2.5ng/ml以 上)か,全 く検出す ることがで きな

か った(Tablel)。 それ ゆえ,SE検 出 に用 いる

MAbと しては,毒 素 分子.r_で異なったepitopeを

認識 している特異性 の高 いもの を用いる ことが重

要 であると考え られる。

次 いで,吸 着抗体濃度 を5,10,20,お よび50
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Table1 Effectivecombinationsofmon{〕cbnalantibc)-

dies{MAbs)insand、 、・ichELISAsestemsfor

thedetectionく 〕fstaphylococcalenterotて}xinA

(SEA)

μgmlと 変化 させ た場 合,A-211A-111+P°EL

ISAで は,吸 着 抗 体 濃 度 が 高 い ほ どSEAの 検 出

感 度 も高 くな る こ とが 判 った 。 し か し,A-111%'

AE-32-P°ELISAで は,抗 体 濃 度 を変 化 さ せ て

も検 出 感 度 に は 変 ら な か っ た。 そ こでA-211.A-

111'°ELISAに つ い て。 吸 着 抗 体 濃度 を20お よ

び50μgrm1を 用 い,SEAの 最 少検 出感 度 を調 べ

た,吸 着抗 体:50ｵgmlの 場 合,SEAO.25ng!ml

I

Fig.1 Dose-resposeofpurifiedSEAinthesandwich

EHSAwithMAbA-211、 、-lll'po.

(一 ●.一 》and(.一.、 一)showed20and5{〕 μgml

ofMAbA-211asthecoatingantibody,

まで検出 で き,20ｵg!mlで は0.5ng.〆m!ま で検

出する ことができた(Fig.1)。 本ELISAの 特 異

性について,他 の型の粗SE(毒 素産生 菌の培養

遠心 ヒ清)に 対 する反応性 を調べた結果,SEAの

み と特異的に反応 し,他 型SEと は反応 しなか っ

た10)。

以 ヒの結果から,11Abを 用い るsandwichEL

ISAは,ポ リクローナル抗 体を用 いる従.来のEL

ISAに 比べ同等,も し くはそれ以上 の検 出感度 を

Table2SensitivityandspecificityofRPLAtest.
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示 し,し か もその特異性 は高 く,SE検 出 に有 効

な方法である ことが証明で きた。今後,他 の型の

SE検 出法について もMAbを 用いるELISA法 を

確立す る必 要があ り,現 在検討中であ る。

2)セ レウ ス菌エンテロ トキシン(BCET)検 出

のためのRPLA法

RPLA法 について まず最初,抗BCET-lgG感

作 ラテ ックス を作製 し,BCETの 最 少検 出量 お

よびその特 異性 を調べた結果,BCET1～2ng/m1

を12～16時 間 で検 出できた。 さらに他の食中毒原

性毒素(1～128μg/ml)お よ び溶血 素(2μg/

ml)に 対 して は全 く反 応を示 さず,特 異性 の高

い ことがわかった(Table2)。 またセ レウス菌 と

同属の他菌種 および食中毒 菌の培養遠心上清(粗

毒素)に 対 して も全 く反応 しなか った。 しか し,

セレウス菌性状 に極 めて類似するB.thuringiensis,

Kurstak{培 養遠心上 清に対 しては強 い反応 を示

し,BCETと 同 じ抗原性の毒素 を産生 することが

判 った(Table2)。 そ こで,本 検査法 を用いて セ

レウス菌 「下痢型」食中毒由来菌19株 および 「嘔

吐型」由来菌105株 のBCET産 生性を調べ た結果,

「下痢型」由来菌株は全て高い毒素産生性 を示 し

た(1.6～3.2ｵg,!ml)。 これ に対 し,「嘔吐型」由

来 菌株ではわずか2株(1.9%)し か認め られな

かった1D。

以 ヒの結果か ら,セ レウス菌 エンテロ トキ シン

検査法 として,RPLA法 は有効な手段であると考

えられる。今後,本 方法を活用 し食品中のセ レウ

ス菌の衛生管理 を行な うことが必要 となるであろ

う。

3)「 嘔吐型」 食中毒診断のためのHEp-2細 胞

変性活性試験

「嘔吐型」食 中毒 分離菌株(B.ceyeusNo.27)

を用いて,米 飯培養に よるHEp-2細 胞 変性 活性

(HEp-2活 性)物 質 の産 生状 況 について検 討 し

た。芽胞形成 は培養10時 間 から形成 し始 め,15時

間で最高(log6.7/ml)に 達 し,そ れ以 後は一定

であ った。HEp-2活 性 は培養15時 間以 後か ら産生

が見 られ,30～35時 間 でほぼ一定(160unit/ml;

unit/ml;変 性 活性 を示す最 少希 釈倍 数)と なっ

Fig.2Timecourceofvacuolefactorproductionincookedricesuspensionat30°C
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Table3 ThevacuoleactivityofB.

typefoodpoisoning

CBI'eusstrainsisolatedfromvomitinganddiarrhea1・

た(Fig.2)。 本結果か らHEp-2活 性物 質の産生

としては米飯培地で32℃,35時 間培養 が有効 であ

ると決定 され た。 なお本活性物質は121℃,10分

の加熱,pH2お よび11で2時 間処理,ト リプシ

ン,ベ プシン等 のタンパ ク質分解酵素処 理に対 し

て,全 く影響 を受 けず活性の低下は見 られなかっ

た1)。これ らの性 状はセ レウス菌 嘔吐 毒の性状 に

極 めて似 てお り,HEp-2活 性物 質は嘔吐毒 の可

能性が示唆 された。

次いで 「嘔吐型」食中毒由来菌110株 お よび 「下

痢型」食中毒 由来菌14株 について,HEp-2活 性

を調べた結果,嘔 吐型由来菌株で は80～160unit/

mlの 活性 を示 す ものが15株(13.6%)見 られ,

活性陰性(10unit/ml未 満)の ものが42株(38.2

%)で あ った。 これに対 し,下 痢由来菌株では全

て活性陰性であ った(Table3)。

以上の結果か ら,HEp-2活 性 試験 は 「嘔吐型」

食中毒の診断に有効な方法であると考 えられ る。

今後,本 活性物質の分離 ・精製,お よび その嘔吐

活性等 を調べ,そ の本態を明 らかにすることが重

要である。 また,嘔 吐毒(HEp-2活 性物 質)の 検

出法を確立 することも急務の課題 である。

2.Bt菌 検査 のた めのDNAハ イブ リダイゼ

ー ション法 およびBt菌 の下痢原性 毒素産

生性

1)DNAコ ロニーハイブ リダイゼー シ ョン

野菜お よび輸 入穀類 か ら分離 されたBt菌69株

(鏡検法 でCPBが 確認 された もの)に ついて,鏡

検 による結晶様タンパ ク質穎粒(CPB)検 査 および

DNA一 プ ロー ブ(Cry-aお よびCry-ND)を 用 い

るコロニーハイブ リダイゼー ション法に よる検査

法 を比 較 した。鏡検法 ではダイヤモ ン ド型CPB

形成の ものが最 も多 く59株(85.5%),次 いで立

方体型が3株,ダ イヤモン ド型 と立 方体型 の両方

を形成す るものが3株 であった(Table4)。 他方,

コロニーハ イブ リダイゼーシ ョン法で は,Cry-a

プローブで陽性 反応 を示す ものが63株,Cry-IV

Dプ ロー ブ で陽性 を示 す もの が3株 で あ った

(Table4)o

以 ヒの結果か ら,DNAハ イブ リダイゼー シ ョ

ン法はBt菌 鑑別 に有効 な検査法 である ことが証

明で きた。特 に,多 数のセレウス菌汚染の中か ら
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Tab且e4 Comparisonofmicroscopicandh}・bridizationmethodsfordetectionofcrestallineproteinbod}'(CPB)

ofB.thto・ingiensisinvegetablesandgrainimported

Table5 EnterotoxinproductionbystrainsofB.〃2〃 〆ガηg'6η5乞sisolatedfromvegetablesand

importedgrainsdeterminedb}-RPLAtest

Bt菌 を鑑別す る場合,鏡 検法 では極 めて困難で

あるのに対 し,本 方法は迅速 ・簡易に行 なうこと

がで きる。 それ ゆえ,本 検査 法は食品中 のBt菌

汚染調査等の検査 に有効 である と考 えられ る。

2)Bt菌 の下痢原性毒素産生性

野菜 および輸入穀類か ら分離 されたBt菌89株

の下痢原性毒素(エ ンテロ トキシン)産 生性 につ

いて,BCET検 査法 として開発 したRPLA法 を

用 いて検討 した。エンテロ トキシン1.6～3.2ｵg/

mlと 産生性 の高いものが19株(21.3%),非 産生

性(10ng/ml未 満)の ものが26株(29.2%)認

め られた(Table5)。 本結果 か ら,Bt菌 の 多 く

はBCETと 同 じ抗原性 を示す毒 素を産 生す るこ

とが明 らか となった。今 日,Bt菌(芽 胞を含 む

生菌)は 生物農薬 として使用 され,農 産物 に散布

されている12>。それゆえ食 品の衛生管理面か ら,

その使用 方法お よび取 り扱いについて十分注意す

る必 要があると考 えられ る。 しか し,下 痢原性毒

素産生以外 の生物活性 については,こ れ までほ と

ん ど検 討 されてお らず,今 後 これ らの活性 につい

て もを調査 し,そ れ らの結果 を含 めてBt菌 の安

全性 を総合的 に評価 する必要があ ろう。

以上,食 品中の衛生微生物(食 中毒菌)の 迅速,

安 全性評価法 に関する研究 として,自 然界に広 く

分布 し,し か も食品 への汚染が高い食中毒菌(黄

色 ブ ドウ球菌,セ レウス菌お よびBt菌)毒 素の

検査法お よびBt菌 検 出法(食 中毒原性 試験 を含

む)に ついて検討 を行 なった。今回確立 され た方

法 は,今 後広 く活用 され ることによ り改良,修 正

され,食 品検査法 として用い られることが期待 さ

れ る。 さらに これ らの検査法 を応用 して,食 品の

的確な安全性評価 を行ない,十 分な衛生管理が行

なわれるよ うにな ることが望 まれる。

本研究は,浦 上食品 ・食文化振興財団か らの援

助 を受けて行 なわれた ものであ り,こ こに記 して
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深 謝 の 意 を 表 し ま す 。 ま た,本 研 究 は 国 立 衛 生 試

験 所 小 沼 博 隆 室 長,女 子 栄 養 大 学 桑 原 祥 浩 教

授 お よ び 山 形 県 衛 生 研 究 所 片 桐 進 所 長 等 の 共 同

に よ っ て 行 な わ れ た もの で あ る こ と を 付 記 し,感

謝 致 し ま す 。
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Rapid,simplified,andhighsensitiveassaysfordetectionofenterotoxigenic

andemetictoxinstoassessmicrobiologicalsafetyoffoods

KunihirOShlnag3wl(FacultyofAgriculture.IwateUniversity)

Examinationofbacteriaorganismsanddetectionoftoxinsinfoodsandfoodmateri-

alswhichareresponsibleforfoodpoisoningareveryimportantforassess-mentofthe

safetyoffoods.

Wehavedevelopedonrapid,simplified,andhighsensitiveimmunologicalassays

forStaphylococcalenterotoxin(SE)andBaciluscereusenterotoxin(BCET)usinganti-

enterotoxms.

Theseresultsobtainedareasfollow;

1.SandwichELISAusingtwodifferentmonoclonalantibodies(coatingMAb:A-211,

prbingMAb:A-111)wasdevelopedfordetectionoftheSE-A.Thesensitivityofthe

ELISAwasO.25-0.5ng!ml.

2.Wehavedevelopedthereversedpassivelatexaggulutination(RPLA)assaytodetect

BCETatlto2ng/ml.Noenterotoxir.inculturesupernatantsoffood-poisoning-

bacteriaandotherBacillusspp.strainsexceptB.tlauringiensisweredetectedbythe

RPLAtest.Sixty-three(70.8%)outof89B.tlauringiensisstrainsisolatedfromvegeta-

blesandgrainsimportedwerepositiveforproductionofETbyRPLAtest.They

producedETatO.01-3.2ｵg/ml.

Ontheotherhand,B.cereusandB.thuringiensisareverysimilarinbiochemical

characteristics.B.thuringiensisproducescrystalproteinbodies(crystaltoxins)in

bacteriacells,whereasB.cereusdoesnot.TheidentificationofB,cereusandB.

tlauringiensisbycolonyhybridizationmethodusingDNAprcbetocrystaltoxinswere

studied.

3.B.cereusandB.thuringiensiswereidentifiedbycolonyhybridizationmethodwith

twokindsofDNA-probes(cry-aandcry-NDprobe)tocrystaltoxins.Sixty-six(95.70)

outof69B.thuringiensisstrainspossessingcrystaltoxinsbymicroscopicmethodwere

positiveinthecolonyhybridisationmethods.


