
１ はじめに

カンピロバクター食中毒は近年増加傾向がみられ，原

因食品として食肉，特に鶏肉が重要視されている。食中

毒発生防止のために，市販食肉のカンピロバクター汚染

の現状を把握することが重要と考え，２００４年６月から１２

月に県内の市販鶏肉汚染実態調査を実施した結果，少量

菌量ではあるが，鶏肉の５５％，鶏レバーの９１％，牛レ

バー２５％から，また，同時に実施した牛胆汁では２０％か

らCampylobacterjejuniが検出され，食中毒のリスクが大

きいことが明らかになった１）。一方，食中毒事件等で原

因と推定された食品から菌が検出された例は少ない。こ

の理由として汚染菌量が少量であること，食中毒の潜伏

期間が長く対象食品が残っていないこと，食品中で菌が

死滅，減少していることなどが考えられる。さらに本菌

は微好気培養が必要なため食品検体からの菌検出は

ジャーやCO２発生装置等を必要とする煩雑な検査手順と

なっている。そこで，検体の処理方法を検討するととも

に，ピルビン酸等が含まれる培地を用いた好気増菌培養

を検討した。また，分離菌の薬剤感受性，特異遺伝子保

有状況を調査したので併せて報告する。

２ 材料および方法

２．１ 供試材料

２００５年３月から４月に県内の小売店で購入した国産市

販鶏肉（モモ肉３２検体，ムネ肉１３検体，ササミ４検体，

手羽肉１検体）合計５０検体を用いた。

２．２ 検体の調製と菌検出

各検体２５gにリン酸緩衝生理食塩水（PBS）１００mlを加

え，１分間ストマッカー処理し，５倍乳剤試料とした。

また，各検体の２５gをPBS１０ml入ったシャーレ内で１分

間振り洗いを行い，これをリンス液試料とした。食肉包

装内の肉浸出液や浸出液の付着した敷紙も菌検出対象検

体とし，これらをPBSで洗い，ドリップ液試料とした。

各試料をCCDA培地に１００μlずつ塗抹し，さらにプレ

ストン培地，ボルトン培地の増菌培地に接種して４２寿微

好気培養した。培養２０時間後，両増菌培地からCCDA培
地へ塗抹し菌分離を行った。分離培地上の疑わしい集落

は常法２）に従ってカンピロバクターの同定を行った。５

倍乳剤試料を用いて行った菌検出を従来法，リンス液試

料を用いて行った場合をリンス法，ドリップ液試料を用

いた場合をドリップ法とした。

２．３ MPN法によるカンピロバクターの定量検査

各検体の５倍乳剤試料を１０ml空試験管３本に分注し，

さらに乳剤試料１ml，０．１mlをプレストン培地１０ml入り

の試験管３本にそれぞれ接種し，４２寿２０時間微好気培養

した。培養後，各々１白金耳をCCDA培地に塗抹し４２℃

４８時間微好気培養した。培地上の疑わしい集落について，

常法に従ってカンピロバクターの同定を行い，各段階希
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釈のカンピロバクター陽性試験管本数を最確数表にあて

はめ，g当たりのMPN値を求めた。

２．４ 培養条件と菌検出

カンピロバクターが検出された市販鶏肉のドリップ液

１１検体（モモ肉４検体，ムネ肉４検体，ササミ２検体，

手羽肉１検体）を試料とし，次の①～⑤の各条件で菌分

離を行った。①直接CCDA培地に１００μl塗抹し４２寿の微

好気培養，②ボルトン培地に試料を接種し４２寿で２０時間

微好気培養後，CCDA培地に１白金耳塗抹し，４２寿４８時

間微好気培養，③ボルトン培地に試料を接種し４２寿で２０

時間好気培養後，CCDA培地に１白金耳塗抹し，４２寿４８

時間微好気培養，④ボルトン培地に試料を接種し３７寿で

２０時間好気培養後，CCDA培地に１白金耳塗抹し４２寿４８

時間微好気培養，⑤ボルトン培地に試料を接種し３７寿４

時間，４２寿２０時間微好気養後CCDA培地に１白金耳塗抹

し４２寿４８時間微好気培養する方法。

２．５ 薬剤感受性試験

鶏由来３４菌株（２００４年～２００５年度検出菌株），牛由来

１３菌株（２００４年度検出菌株）および食中毒患者由来１８菌

株（２００２年～２００５年検出菌株）合計６５菌株をプレストン

培地に接種し２０時間微好気培養後，菌液を約１マク

ファーランド濃度に調整し２５μlを１２mlのミュラーヒン

トンブイヨンに添加し，ドライプレート（栄研化学）を

用いた微量液体希釈法で１７薬剤に対する感受性試験を

行った。

２．６ 特異遺伝子保有状況試験

鶏由来３２菌株（２００４～２００５年度検出菌株），牛由来７

菌株（２００４年度検出菌株）および食中毒患者由来２８菌株

（２００２～２００５年度検出菌株）合計６７菌株のカンピロバク

ター特異遺伝子の保有についてPCR法を用いて確認した。

対象遺伝子は鞭毛遺伝子flaA，侵入遺伝子cadFおよび毒

素産生遺伝子virB11とした。

３ 結 果

３．１ 鶏肉から従来法によるカンピロバクター分離と

リンス法，ドリップ法との比較

それぞれの種類の鶏肉５０検体からのカンピロバクター

分離を従来法，リンス法およびドリップ法で，直接培養，

プレストン培地あるいはボルトン培地による増菌培養を

行った。菌の検出件数と検出率の結果を表１に示した。

いずれかの方法で菌が検出された鶏肉はムネ肉で１３検体

中５（３８％），モモ肉３２検体中８（２５％），ササミ４検体

中２（５０％），手羽肉１検体中１（１００％）であったので，

検出率は１６検体に対する割合で現した。リンス法および

ドリップ法と従来法とを比較すると，従来法の直接培養

では菌が検出されなかったが，リンス法およびドリップ

法の直接培養ではそれぞれ６％，１９％の検出率であった。

従来法のプレストン培地の増菌培養での菌検出率は２５％

であったがリンス法およびドリップ法でのプレストン培

地による増菌培養ではそれぞれ５６％，３１％であった。従

来法のボルトン培地培養による菌検出率は４４％であった

が，リンス法およびドリップ法での菌検出率はそれぞれ

５０％，４４％であった。いずれの方法でも１６検体全てから

菌が検出できるものはなかった。

３．２ 鶏肉中のカンピロバクターの菌数

カンピロバクターが検出された鶏肉１６検体中１２検体に

ついて菌数をMPN法で求めた。g当たり１０オーダーが２

検体，１００のオーダーが２検体，１未満が８検体であっ

た。

３．３ 培養条件によるカンピロバクターの菌分離率

３．１に示したカンピロバクターが検出された市販鶏肉

１１検体から採取したドリップ液について，ボルトン培地

－１１８－

表２ ドリップ検体の培養条件別検出状況

表１ 検体の処理別増菌培地別検出結果



で増菌する培養条件を好気，微好気あるいは３７寿，４２寿

に設定して菌分離を行い，菌を検出した検体数の結果を

表２に示した。通常実施される培養条件②（４２寿微好気

培養）では７検体からカンピロバクターが検出されたが，

③の条件では６検体，④条件では４検体が検出された。

⑤の培養温度をシフトアップする条件では６検体が検出

された。

３．４ 薬剤感受性試験

薬剤感受性試験の最小発育阻止濃度（μg／ml）のブ

レイクポイントは栄研化学ドライプレートの腸内細菌の

感受性カテゴリーに拠り，ニューキノロン系LIFXは８

μg／ml以上，MINOは１６μg／ml以上とした。カンピロ

バクターはβ－ラクタム系薬剤に抵抗性を示すが，これ

以外にキノロン系薬剤およびテトラサイクリン系薬剤に

耐性を示す菌がみられた。供試菌６５菌株中LIFXに耐性

を示したのは鶏由来３５菌株中８株（２４％），牛由来１３菌

株中１株（８％），食中毒由来１８菌株中２株（１１％）で，

全体では１７％の株が耐性を示した。一方，MINOは鶏由

来株１５株（４４％）全体で２５％が耐性であった。食中毒由

来株，牛由来株に耐性を示すものはなかった。

３．５ 特異遺伝子保有状況

分離菌株の由来別にCampylobacterjejuniの特異遺伝子

flaA,cadFおよびvirB11の保有状況を比較した結果を表４

に示した。鞭毛遺伝子flaAは鶏由来株，牛由来株の

１００％が保有し，食中毒由来株では９３％の保有率であっ

た。侵入遺伝子cadFは由来に関係なくすべての菌株が

保有していた。毒素産生遺伝子のvirB11は鶏由来株の

１３％，牛由来株の２９％が保有していたが，食中毒由来株

では５４％と高い保有率であった。

表４ 分離菌株の特異遺伝子保有状況

４ 考 察

カンピロバクター食中毒事件において，食品からの菌

検出は困難である。その理由として潜伏時間が長いため

対象食品が残されていないこと，食品が残っていても汚

染菌量は比較的少ないことが考えられる。食品からの菌

検出は食中毒の原因究明のために重要で食中毒防止対策

につながる。そこで，食品からの菌検出率を高めるため

に検体の処理方法の工夫と処理検体の培養条件について

最良の方法について検討した。

はじめに，検体の処理方法の工夫として，鶏肉検体を

ストマッカー処理し５倍乳剤を作製する方法，鶏肉検体

をPBSでリンスする方法および鶏肉検体の包装内液等を

採取するドリップ法で鶏肉５０検体について検討した。そ

の結果，鶏肉５０検体のうち，いずれかの方法で菌が検出

された陽性件数は１６件であったが，一つの方法で１６件が

カバーできるものはなかった。菌が検出された１６検体の

うち１２検体についてMPN法で菌数を求めた。結果は示

していないが，１０のオーダーが２検体，１００オーダーの

ものが２検体，１未満が８検体と，検査対象とした検体

中の菌数は極めて少量であったため，一つの方法で１６検

体全てから菌が検出されなかったと考える。すなわち３

方法のうちいずれかの方法で菌検出を比較すると，５倍

乳剤を用いる従来の方法に比べて，同じ試料量を１０ml
のPBSの入ったシャーレ内で振り洗いするリンス法は，

１０倍量が処理できるので１０倍濃縮試料となり，また，ス

トマッキングによる試料の肉油脂成分による混濁もなく

検出率が高くなる方法であると思われた。また，ドリッ

プ法でも菌検出が可能で，食肉検体が入手できない場合

でもドリップ液を利用できることがわかった。

近年環境水からのカンピロバクター検出にピルビン酸

やメタ重亜硫酸ナトリウムを含む培地であれば好気条件

で増菌培養が可能との報告３）がある。そこで従来から用

いていたプレストン培地を指標に，ピルビン酸，メタ重

亜硫酸ナトリウムがプレストン培地より４倍含有される

ボルトン培地の２培地を用い，食肉検体から好気増菌培

養での検出状況を微好気培養法の場合と比較した。その

結果，好気増菌培養は従来の微好気増菌培養や３７寿４時

間後４２寿２４時間微好気培養する欧米方式の培養方法と比

較して遜色なく菌検出ができた。微好気条件を設定しな

宮城県保健環境センター年報 第２４号 ２００６ －１１９－

11

表３ C.jejuni分離株の薬剤感受性試験結果



くても，ボルトン培地に接種して検体を搬入すればカン

ピロバクターが効率的に培養でき，食品からの検出率が

向上する可能性を示した。

また，カンピロバクターのニューキノロン系薬剤に対

する耐性菌の増加が世界的な問題となっている。伊藤ら

の調査によると１９８９年ころより薬剤耐性菌が出現し，現

在では約３０％が本薬剤に対して耐性となっている４）。今

回の調査でも牛や食中毒患者由来菌の耐性菌出現は１０％

前後と低いが，鶏由来菌の耐性が２４％と高かった。また，

テトラサイクリン系薬剤MINOにも鶏由来株の４４％が耐

性を示し，横山ら５）のテトラサイクリン耐性試験と同等

の結果を示した。テトラサイクリン系薬剤は鶏用飼料に

添加が認められており６）ニューキノロン系薬剤とともに

今後も継続した調査を行い動向をみる必要があるものと

考える。

一方，C.jejuniの病原性について腸内病原細菌と同様，

細胞侵入性，毒素産生性などの遺伝子について報告がさ

れているが，病原性との関連については不明である７）～９）。

今回，特異遺伝子を調査した結果，鞭毛遺伝子flaAや侵

入遺伝子cadFは鶏，牛，食中毒患者の由来による区別

なく，各菌株で保有が認められた。むしろカンピロバク

ターであることを証明する鑑別用に利用できる遺伝子に

なりえると思われた。しかし毒素産生遺伝子virB11は食

中毒患者由来菌株では５４％となり，鶏由来が１３％，牛由

来が２９％と比較し高い保有率を示し，病原性との関連が

強く示唆された。今後，検査データの蓄積が病原性発現

の解明につながっていくと思われる。
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