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PCR 法 に よるボ ツ リヌ ス毒素遺伝子の 迅速検出

北海道立衛生研究所　武土 甲
一

　 ボ ツ リヌ ス 症 （食餌性，創傷性 お よび乳児 ボ ツ リヌ ス 症などの 総称）発生時に 実施 され て い る検査 法 は 熟練 と

日数 （7〜10 日）を要 し ， 抗毒素 の 準備や試験 に 用 い る マ ウス の 維持 ・管理などそ の 実施 に あた っ て 種 々 の 制約
を受け る．武士 らは こ れ らの 欠点 を 補 い ，か つ 迅 速 に 結果 が 得 られ る PCR 法 に 着 目し，有毒株迅速検出 法 の 開
発を行 っ た ．

　供試株 は A 型 か ら F型 まで の ボ ツ リ ヌ ス 菌有毒株，ボ ツ リヌ ス C 型 お よ び E 型菌無毒株，ボ ツ リ ヌ ス G 型毒
素 を 産生す る Ctostridium　argentinense ，

ボ ツ リ ヌ ス E 型様毒素 を産生す る C．　butyrisum（BL 　634G），ボ ツ リ ヌ ス F 型様
毒素を産生す る C ．baratii（BL 　6341）な らび に 破 傷風 菌 や ウ ェル シ ュ菌を 含 む そ の 他の Clostridium属 の 計63株で あ
る．菌株 は

一
夜培養後遠心 して 菌体を集め ，常法に 従 っ て 核酸 を 抽出 し た ．プ ラ イ マ ーは，既 鞭

曹5）の ボ ツ リ ヌ

ス 毒素 L 鎖遣伝子の 塩基配列 （G 型 を 除 く） の 各型特異 的配 列 を 基に 合成 した ．

　本 PCR シ ス テ ム を 用 い る こ とに よ り，ボ ツ リ ヌ 3 菌有毒株 か ら 284　bp の A 型，314bp の B 型，290　bp の C
型，497　bp の D 型，266　bp の E 型 （BL 　6340 を 含む ），332bp の F 型 （BL 　6341 を 含 む ） の 各型毒素遺伝子が 確
認 され た．一

方，ボ ツ リ ヌ ス C 型菌 と E 型 菌 の 無毒株 お よ び そ の 他 の α o∫’屈 麗加 属 で は PCR 産 物 は 検 出 され な
か っ た ．こ れ ら増幅 さ れた PCR 産物 は 制限酵素 に よ っ て 予想さ れ た サ イ ズ の フ ラ グ メ ン トに 解離す る こ とを確
認 した ，す なわ ち，A 型は llpa　1　lcよ り 2鱈 bp お よ び 40　bp，　B 型 は Ssp　1　ILよ り ユ68　bp お よび 146　bp，　C 型 は Rsa
I に よ り 154bp お よ び 136bp ，　D 型 は Rsa　l に よ り 330 　bp お よ び 167　bp，　E 型 は Aha 　IIIに よ リ ユ82　bp お よ び

84　bp，　F 型 は 渤 4111 に よ り222bp お よ び 110　bp に お の お の 解離す る こ とを確認 した ，また 各型特異性 は 各 毒素
遺伝子に 特異的 な 塩基配 列 を ブ P 一ブ （約 20塩 基 ，5

’
端 に 【r−

32P
］ATP ラ ベ ル ）とす る Southern　hybridizatl  に

よ 擁 定 され た・な お 本 プ ラ イ マ
ー

を用い た PCR 法に よ る 毒素遺伝子の 検出限界は ，ボ ツ リ ・ ス A 型菌 お よび
E 型菌 を 用 い た 場合 2．5pg 　DNA で，これ は ボ ツ リ ヌ ス 菌栄養 細 胞 の 10個〜数 10個か ら得られ る DNA 量 に 相 当
す る．

　以上 の ご と く菌株 か ら抽出 した DNA を 基質 と した PCR 法 は ，その 特異 性 お よび 検出感度 に す ぐれ，しか も
迅 速 （約 4 時間程度） に 結果が得られ る こ とが 分 か っ た の で ，次 に 食餌性 ボ ツ リ ヌ ス 中毒の 原 因 とな っ た食品 か

ら直接 そ の 毒素遺伝子 の 検出 を 試み た ．試験 に 供した 食品は ，北海道内で ボ ツ リ ヌ ス E 型中毒 の 原因 とな っ た
自家製サ ケ トバ （試料 の と熊本県を 中心 と して A 型中毒 の 原 因 と な っ た 辛子 レ ン コ ン （試料 2，3 ）である．試
料 は オ ス テ ラ イ ザ ーで 細切篌そ の 10g ずつ を秤量 し，こ れ に 5 倍容の 滅菌蒸留水 を 加 え て 菌体 お よび芽胞 の 抽
出を試 み た ．抽 出液 を 遠心 し，そ の 沈渣 に 滅菌蒸留水 を 加 え て細菌 ・芽胞浮遊液と した ．こ れ を 出発材料 と して

無処理 あ る い は 菌体 か らの 抽 出 法 に 準 じ て 核酸 を 抽出 し ， お の お の を鋳型 DNA と して PCR を行 っ た．そ の 結
果，試料 1は 制限酵素 4加 IIIに よ り184 　bp お よ び 82　bp に 解離 す る 266　bp の E 型毒素遺伝子が 検出 され ，マ ウ
ス 毒 性 ’

中和試験 の 結果 と一
致 し た ・試料 2は 勘 ・ 1鳳 り 2・・bp お よ び 4・b， 蠏 離す る 284　bp の A 型 と S，ρ

1 に よ り 168bp お よび 146　bp に 解離す る 314bp の B 型毒素遺伝子 が 検出され，マ ウ ス 毒性 ・中和試験 の 結果 と一
致 した．試料 3 は ε解 1に よ り 168bp お よ び 146　bp に 解離す る 314bp の B 型毒素遺伝子 が検出 され た が ，マ

ウ ス に 対す る致 死 毒性 は 確認 され な か っ た．

　以 上，本 PCR 法 に よ り菌株お よ び 中毒の 原 因 とな っ た 食品か ら ボ ッ リヌ ス 毒素遺伝子 を 迅速 か つ 型特異 的 に
検出す る こ とが で きた．した が っ て ，本 PCR 法 は ボ ツ リ ヌ ス 症発生時 に その 迅速診断 の た め の ス ク リーニ ン グ
試 験 と して 今後応 用 が可能 で あ る ，しか しな が ら，こ こ で 若干 の 問 題提起を した い 。そ の

一
点 目 は試料 3 の 例 の

よ うに ，本来毒 性 の ない もの まで 検出 して し まうこ とで あ る．二 点目は 実際に 中毒の 原因 とな っ た食 品 で も，そ
の 汚染菌数が10以 下 1gで あ る と検 出 さ れ な い 可 能性 が あ る とい うこ とで あ る，平成 5年 に 秋 田 県で サ トイ モ 缶
詰を 原 因 とす る A 型 中毒の 発生があ っ た が ，こ の と き分与を受けた 試料中の A 型菌数 は 2fleo　gXMPN で ，こ の

菌数 で は PCR で の 直接検出は 困難 で あ る．三 点目は 糞便 の よ うに 試料中に PCR を 阻 害 す る 物質 （ビ リル ビ ン

な ど）が 含 ま れ て い る と，汚染菌数が 多くて も検出され る可能性は 低 い とい う こ と で あ る ．した が っ て 本 PCR
法の 中毒発生時の 診断 や 食品 へ の 応用 は ス ク リ

ー
ニ ン グ 試験 と し，その 判定 に つ い て は 増菌培養や マ ウス 試験を

併用 す る な ど十分な検討 が 必 要 で あ る と考え る．
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