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１．緒言

　食品の安全性確保において，有害微生物に起因
するリスクの低減は極めて重要な課題であり，コ
ンプライアンスや消費者の食に対する安全・安心
への関心の高まりから，問題が発生した場合には
正確かつ短期間で解決しなければならない。
　また，問題となる汚染源の調査にあたっては，
製造に関する重要管理点を見直すと共に，検出さ
れた微生物を同定し，その情報を用いて汚染経路
を特定しなければならない。近年，DNAシーケ
ンサーと配列データベースの普及によって，従来
よりも精度が高い遺伝子解析法による同定法が広
く導入され，企業の衛生管理の現場でも使用され
るようになった。しかしながら，一方では十分な
知識を持っていないことによって誤った結果を導
き出したり，BLASTデータベースが更新された
ことによって，以前に検索したものと結果が異な
ってしまい，比較ができない等の現象がみられて
いる。このような状態になった場合には，適切な
対応がとれなくなる恐れがある。
　RAPD（Random Amplified Polymorphic  
DNA）法はゲノムDNAを鋳型として用い，
10base程度の短い１本のオリゴヌクレオチドを
プ ラ イ マ ー と し てPCR（Polymerase Chain 
Reaction）を行い，増幅されたバンドパターン
を２種類以上の試料と比較する方法である。増幅
されたDNA断片は，菌株によって数や長さが異
なるため，電気泳動によって簡単に検出すること
ができる。従って，定性的に短期間で試料間の差
を見分ける場合に有効であり，由来源の調査など
に活用することができる。しかしながら，本法は

バンドパターンの判定を視覚的な判断に頼るため，
認識に個人差が発生するなどの課題がある。そこ
で今回，我々が行った課題の解決手法と，これに
基づいて行った細菌を中心とした多型解析の活用
法を紹介する。

２．試験方法

　２．１　16SrRNA塩基配列解析
　抽出したゲノムDNAを用いて16S Ribosomal 
RNA遺伝子の先端塩基配列約500bpの領域を
PCR法により増幅，シークエンスを行った後，
塩基配列の解析および相同性検索を行った。
DNAの増幅からシークエンスに至る試薬類およ
び機器はすべてApplied Biosystems社製を用い，
相同性検索はMicroSeq Microbial Identification 
System Software v.1.4.1（Applied Biosystems
社製）を用いた。
　２．２　RAPD-PCR
　抽出したゲノムDNAを所定の濃度に調整した。
濃度の調整はNanoDrop1000（スクラム社製）
を用いて行った。Ready-To-Go RAPD Analysis 
Kit（GE社製）と混合し，PCR法により増幅し
たものを試料とした。PCR溶液の組成は１試料
につき鋳型DNA40ng，SiglePrimer25pmol，酵
素beads１個，滅菌蒸留水を添加して25μLとな
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第１図　RAPD-PCRの加熱サイクル
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るように調整した。サーマルサイクルは第１図に
示す条件で行った。試料は５μLを用い，１×
TAEをバッファーとして150V×150分のアガロー
スゲル電気泳動を行った。分子量マーカーは
100bp DNA Ladder（タカラバイオ）を使用し，
アガロースゲルは目的とする増幅断片が1,500 ～
100bpの場合にはNusieve３：１Agarose（Lonza）
を用い，それ以上の場合にはI.D.NA Agarose
（Lonza）を用いた。電気泳動を終えたアガロー
スゲルはethidium bromide（和光純薬）を用い
て染色した。
　２．３　バンドパターンの解析
　バンドパターンはE-Graph AE-9000（ATTO
社製）を用いて画像解析（デンシメトリー）を行
い，マーカーの分子量を基にパターンプロファイ
ルを作成した後に試料の分子量を算出した。操作
は添付のプロトコールによった。

３．結果

　３．１　デンシメトリーによる
　　　　　バンド検出と解析
　デンシメトリーによりバンドを検出した画像を

第２図に示す。これにより得られた各レーンでの
バンドプロファイル画像と算出した分子量を第３
図および第１表に示す。第２図を見ると画像上で
レーンごとに検出したバンドに番号が付与される
ことによって，認識に個人差が生じなくなった。
また，第３図によって同一レーン内の輝度の強さ
をピークとして確認することができるため，希薄
なバンドであっても，相対的に認識することがで
きた。また，第１表にあるデータを使用すること
によって検量線の作成が可能となり，より正確な
測定が可能となった。
　３．２　同一名称を持つ細菌の解析
　16SrDNA塩基配列解析からThermoanaero- 
bacter thermohydrosulfuricusと高い相同性を示
す細菌を４菌株選定して解析を行ったところ，第
４図に示す画像が得られた。いずれも同様の名称
を持つ細菌であったが，同じバンドパターンを示
したのは右側の２レーンであった。これにより，
菌株間の差異についても確認できることが分かり，
由来源の特定に寄与できる手法であることが確認
された。

第２図　アガロースゲルのデンシメトリー画像
（カラー図表をHPに掲載　C032）

第３図　レーンNo.８のバンドプロファイル画像
（カラー図表をHPに掲載　C033）
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４．まとめと今後の展開

　本手法はデンシメトリーを取り入れたことに
よって，定性的な判断が可能となり，測定者に起
因する判断誤差も生じ難くなった。また，菌株ご

とにバンドが異なるため，由来源の特定などに対
して，定性的に判断できる有効な手法の一つであ
り，微生物検査などで検出した菌株において多数
の試料がある場合には，スクリーニングに活用す
ることができる。
　今後は，真菌類などへの活用や特異的な細菌の
検出・判別などへの適用を検討する。
　本報は平成22年度の「第59回缶詰技術大会
（日本缶詰協会）」にて発表した。
　
（大和製罐株式会社　総合研究所　
 第３研究室　永田洋平）

第４図　16SrDNA塩基配列解析

第１表　レーンNo.8の分子量測定結果

バンド数 分子量
1 2,127
2 1,486
3 1,310
4 1,019
5 724
6 651
7 605
8 381
9 263
10 216
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