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はじめに

カンピロバクターによる食中毒は、2005 年から 2009 年
の厚生労働省食中毒統計（http://www.mhlw.go.jp/topics/

syokuchu/04.html）によると、病因物質別事例数全体の
40%、食中毒患者数の 9%を占め、そのうち細菌性食中毒で
は事例数の 60%、患者数の 24%で、大規模な食中毒事例も
生じるが、多くは散発事例として発生している。また、カ
ンピロバクター感染によりギランバレー症候群を発症する
リスクが高まるとされる 1,2）こともあり、カンピロバクター
食中毒予防の公衆衛生学上の意義は高く、必要性も大きい。
「鶏肉中のカンピロバクター・ジェジュニ／コリについ
てリスク評価書」（2009 年 6 月食品安全委員会）では、
鶏肉の生食が 10 倍以上感染リスクを高めることが示さ
れ、また、鶏肉の感染リスクの低減には、生産農場での
管理よりは食鳥処理場での汚染・非汚染鶏群の区分処理
と塩素濃度管理の徹底が重要であることが示されている。

Campylobacter jejuniの菌株間比較には、Penner型 27
種類 3）、Lior型 14 種類 4）の血清型別や、パルスフィール

ドゲル電気泳動（PFGE, Pulse-field gel electrophoresis）
法 5）、特定の遺伝子の PCR産物を用いた RFLP（Restriction 

Fragment Length Polymorphism, 制限酵素断片長多型）
法 6-8）などの遺伝子解析が行われているが、複数の手法を
併用した報告はそれほど多くない。
今回、2009 年 9 月と 11 月、2010 年 2 月に実施した京
都府内 2箇所の食鳥処理施設計 3回の立ち入り調査で採
取したサンプルから Campylobacter属菌の分離を試み、分
離した C. jejuni 13株で、Pennerの血清型別 3）、PFGE法（制
限酵素 SmaⅠと KpnⅠを使用）5）、fla A遺伝子の PCR

増幅産物による RFLP法 7,10）を用いて比較した。その結果、
複数の性状解析法を併用することにより、菌の由来や汚
染状況とその広がりについてより詳細な検討を加えるこ
とができたので報告する。

材料と方法

1. 試料採取
Campylobacter属菌の分離に供した試料の一覧を Table 

1 に示した。京都府内 2箇所の食鳥処理施設で延べ 3回
19 箇所 50 検体の試料を採取した。
処理施設内で行った脱毛と体の総排泄口内や皮膚表面、
トリガラ、まな板、水槽などのふき取りはシードスワブ
γ 1号（栄研器材）を用い、前処理開始まで冷蔵保存した。
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Table 1. Sampling sites and detections of Campylobacter jejuni at two chicken meat processing plants.

Facility

Sampling situations No. of 

tested 

samples

No. of

 C. jejuni 

detection
Date Code Points Source

A 29-Sep-09 Chicken-treatement room
1 Cloacal swab, whole chicken carcass removed feathers 10 3
2 Swab from the chopping-board, in use 1 0
3 Swab from the chicken carcass skin after the chiller 3 0
4 Swab from chiller water 3 0

Meat packing  room
5 Swab from the chopping-board, in use 1 0

Chicken meat:breast fillet, leg, breast
6 8:00 (1st lot in the day)＊ 3 0
7 9:55＊ 3 3
8 10:10＊ 3 3

B 25-Nov-09 Chicken treatement room

9
Cloacal swab (three whole chicken carcasses removed 

feathers)
3 1

10 Swab from the bone(three chicken carcasses) 3 0
11 Swab from the water washing equipment 1 0

Meat packing  room
12 Swab from the chopping-board 1 0

Display cages 
13 Stool Nagoya＊＊ 1 0
14 Stool Araucana ＊＊ 1 1
15 Stool Plymouth Rock hen ＊＊ 1 1

Laying house
16 Stool Broiler chicken 3 1

A 25-Jan-10 Meat packing  room
Chicken meat:breast fillet, leg, breast

17 8:00 (1st lot in the day)＊ 3 0
18 9:55＊ 3 0
19 10:10＊ 3 0

　＊ : sampling time
＊＊ : chicken breeds

A施設では施設稼動時に試料採取を実施し、稼働開始直
後と一度処理が中断される直前、再開直後の 3回、ササ
ミ、ムネ、モモの製品をそれぞれ収去した。B施設では
食鳥処理終了後洗浄を終えた状況で試料採取を行った。
また、食鳥処理施設とは別棟にある養鶏場の糞便と直売
場近くの展示鶏の糞便も併せて採取した。

2. 分離と同定
試料は冷蔵保存で実験室に持ち帰り、採取後 4～ 12 時

間以内に、食肉製品はホモジナイズサンプル 10%(w/v)

を、ふき取りサンプルは綿棒を、糞便は表面の綿棒ぬぐ
い取りをそれぞれ、プレストン処方の増菌培地（Oxoid）
に接種して 42℃、24 時間微好気培養後カンピロバクター
血液無添加寒天選択培地（CCDA、Oxoid）平板に塗抹し
て 42℃、48 時間微好気培養し、平板上の疑わしいコロニー
を釣菌し、更に CCDA平板で純培養化した。
分離した菌は、顕微鏡での形態確認、グラム染色、オ
キシダーゼ試験、カタラーゼ試験、馬尿酸加水分解試験、
ラテックス凝集（デンカ生研）で、C. jejuniと同定した。
一部の菌では、Linton et al.の方法 9）に従い hipo O遺伝
子（735bp）の増幅で同定を行った。
後述の型別には 37℃、24 ～ 48 時間培養したミューラー
ヒントン寒天培地（Oxoid）上のコロニーを用いた。

3. Penner血清型別
生理食塩水に浮遊させた濃厚菌液で、RHA法によるカ
ンピロバクター血清型別用試薬（デンカ生研）を用いて
感作血球抗原を作製し、カンピロバクター免疫抗血清（デ
ンカ生研）と反応させ、その血球凝集像から血清型別を
判定した。どの抗血清にも凝集しないものを UT

（untypable）とした。

4. パルスフィールドゲル電気泳動法（PFGE）
Ribot et al.の方法 5）に従い実施した。0.85% NaCl添加
0.01M  PBSで 610nmの O.D.約 0.4 に調整した菌の浮遊
液を作製し、14,000rpm、1 分間の洗浄遠心（TOMY 

MRX-150）を 1 回実施し、1% SeaKem® Gold Agarose

（Lonza）等量と混合してゲルプラグを作製した。ゲルプ
ラグは Proteinase K（和光純薬）で 2 時間処理後、約
4mm四方のゲルブロックに分割し、pefabloc SC（Roche）
処理を行い、酵素処理開始まで 4℃以下で冷蔵保存した。
制限酵素処理は 1ゲルブロックあたり 30 単位で、Sma

Ⅰ（TOYOBO）は 25℃、KpnⅠ（Roch）は 37℃で、一
晩行った。電気泳動は CHEFF-DRII（BioRad）で 6V/

cm、スイッチタイム 6.8-38.4 秒、44.5mMトリス -ホウ酸
-1mM EDTAバッファー（0.5x TBE，和光純薬）、水温
13.5℃、泳動時間 18.2 時間で実施した。得られた泳動像
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から、その違いを目視で判定し型別を行った。

5. flaA遺伝子 PCR-制限酵素断片長多型法（RFLP）
1µLループエーゼでコロニー1µL分を500µL 滅菌超純水

に浮遊させ、10分間沸騰水中で煮沸し、4℃で 14,000rpm、
10 分間遠心分離（TOMY MRX-150）後の上清を DNAテ
ンペレートとし、PCR実施まで -20℃以下で保存した。
PCRは fla A遺伝子を用いた Chuma et al.の方法 7）を元に、
PCRに TaKaRa Ex Taq®（タカラバイオ）を使用した
Ishihara et al.の変法 10）で、Sigma社で作製したプライマー
を用いた。PCR産物は 1%アガロース I（同仁化学）で、
1,728bpの増幅を確認した。RFLPには、20µLあたり 1単
位の制限酵素 Dde I（TOYOBO）で 37℃一晩処理をし、
電気泳動はMupid-2Plus（アドバンス）を用い、酵素処理
液 10µLを 3% Nusieve GTGアガロース（Lonza）で、0.5x 

TBE、室温、100Vで約 70 分間（123bpの分子量マーカー
がゲルの先端近くに泳動されるまで）行った。得られた
泳動像からバンドの出現パターンの違いを目視で判定し
型別を行った。

結果

1. C. jejuniの検出
Table 1 に採取試料別の Campylobacter属の分離結果を
示した。50 試料から 13 株の C. jejuniが分離され、いず
れの施設でも施設内の設備のふき取りなどからは
Campylobacter属は検出されなかった。2009 年 9 月に調査
した A施設では、総排泄口ふき取り 10 羽中 3羽から 3株、
収去 2 回目と 3 回目の製品全てから 6 株が分離された。
2009 年 11 月の B施設では 3羽ずつの総排泄口ふき取り 3
試料中 1試料から 1株、養鶏場鶏糞から 1株、展示鶏の
プリマスロックとアローカナの鶏糞から各 1株、分離さ

れた。2010 年 2 月に A施設で実施した製品のみの検査か
らは Campylobacter属は検出されなかった。

2. 分離菌の血清型別と遺伝子型別の結果
分離された 13 株に菌番号 1-13 をつけ、Table 2 に血清

型別、2種の制限酵素切断による PFGEと RFLPの各泳
動パターンの目視による型別結果を示し、PFGEと RFLP

の泳動像を Fig. 1 に示した。
A施設の 9株は、血清型は Gが 8株（1,2,4-9 以下、カッ
コ内の数字はことわりの無い限り菌番号を示す）、Aが 1
株（3）であった。SmaⅠ切断の PFGEパターンは血清
型と同じくⅠとⅡの 2種類に分かれ、KpnⅠ切断では製
品からの 6株（4-9）が同一の i、総排泄口由来 2株（1,2）
が製品由来株（4-9）と近似しているものの幾分異なるパ
ターン i’ を示し、血清型 A株（3）が i、i’ と明確に異な
る iiの 3種類に分かれた。RFLPでは、血清型 Gの 8株
中 1株（9）がやや違うパターン a’ を示し、a,a’,bの 3種
類に分かれた。

B施設の 4株は、血清型は Gが 1株（11）、UTが 3株
（10,12,13）であった。PFGEと RFLPパターンは、血清
型 UTの脱毛と体の総排泄口由来（10）と養鶏場鶏糞由
来（13）はⅢ、iii、cと同じで、他の 2株とはそれぞれ異
なる結果となり、B施設の 4株はいずれの遺伝子サブタ
イピング手法でも 3種類に分別された。
また、A、B両施設から分離された血清型 Gの株の

PFGEと RFLPパターンは互いに大きく異なっていた。

考察

1. 食鳥処理施設の Campylobacter属汚染状況
両施設とも設備のふき取りから Campylobacter属検出は無
く、良好な衛生状態で管理されていた。また、総排泄口内の

Table 2. Serological and polymorphism analysis of Campylobacter jejuni isoletes from two chicken meat processing plants.

Facility
Strain
Code

Sampling
Code

Source Penner'
 serotype

PFGE pattern RFLP
 patternSma Ⅰ Kpn Ⅰ

A

1 1 Cloacal swab G Ⅰ ⅰ ' a
2 1 Cloacal swab G Ⅰ ⅰ ' a
3 1 Cloacal swab Ａ Ⅱ ⅱ b
4 7 Chicken meat Breast fillet G Ⅰ ⅰ a
5 7 Chicken meat Leg G Ⅰ ⅰ a
6 7 Chicken meat Breast G Ⅰ ⅰ a
7 8 Chicken meat Breast fillet G Ⅰ ⅰ a
8 8 Chicken meat Leg G Ⅰ ⅰ a
9 8 Chicken meat Breast G Ⅰ ⅰ a'

B

10 9 Cloacal swab UT Ⅲ ⅲ c
11 14 Stool Araucana＊ G Ⅳ ⅳ d
12 15 Stool Plymouth Rock hen＊ UT Ⅴ ⅴ e
13 16 Stool Broiler chiken＊ UT Ⅲ ⅲ c

Sampling code: as shown in Table. 1.
＊ : chicken breeds
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Fig. 1.Subtyping of Campylobacter jejuni Isolates from Chicken Meats and Stools.
(1) PFGE profiles digested with SmaⅠ and KpnⅠ , (2) flaA gene-RFLP profiles digested with DdeⅠ , 
Lanes: Strain cord as shown in Table 2., Lane M: a molecular size marker, Salmonella Braenderup strain 
H9812 digested with XbaⅠ ., Lane m: a molecular size marker, 123 bp DNA Radder (Invitrogen)

ふき取りを含む糞便由来試料からは7株（37%）分離され、
ニワトリ体内には C. jejuniが常在していることが伺えた。

A施設で分離された C. jejuniの血清型 Gの 8株は、一
部の株で PFGEや RFLPで 1バンド程度の違いはみられ
たものの、分離株は互いに大きな変異がないと考えられ、
同一の汚染源由来であったと推定できた。処理されたニ
ワトリ個々が元々汚染していた可能性もあるが、試料採
取時間から処理時間の経過とともに製品汚染が出現した
ことやチラー水洗浄直後のと体ふき取りでは C. jejuniが
分離されなかったことも考え合わせると、高濃度に汚染
された鶏肉が一度製品化工程を通過すると、その後施設
内でカンピロバクター汚染が順次拡散していく可能性が
高いと考えられた。また、市販の鶏肉のカンピロバクター
汚染は 60-70%とされ 11 - 15）、検査法により検出率が変わる
という報告も多い 13,14）。総排泄口内のふき取りを含む糞
便由来試料の分離率（37%）が製品の分離率（67%）に比
べて低かったことを考えると、市販鶏肉にみられる高い
汚染率は、食鳥処理場も含めたニワトリのと体や鶏肉の
処理・加工工程で汚染が拡散していることが示唆された。

B施設では、血清型が UTとなった 3 株のうち、併設
の産卵鶏飼育をしている養鶏場の鶏糞由来株と食鳥処理

施設のと体総排泄口内由来株は PFGEと RFLPの結果か
ら同一と考えられ、一方、展示鶏舎から分離した 2株は
これらと全く別系統の C. jejuniであった。養鶏場、展示
鶏舎、食鳥処理施設は、B施設敷地内の互いに離れた場
所に所在し、ヒトや車など互いを行き来する場合は汚染
物質を相互に持ち込まないような構造となっていること
から、処理する家禽を通じて処理施設に C. jejuniが入っ
てくる場合が多いと予想された。

A、B両施設の結果を併せると、養鶏場に常在している
C. jejuni がと体にも残存し、汚染が重篤な個体の存在な
どで処理工程に汚染が生じると、製品である鶏肉に C. 

jejuni が移行していく様相が確認できたと考える。食鳥処
理は処理数が多い上、鶏のサイズが小さいためと体同士
の接触が避けられないこと、製品に皮を含むことなどか
ら、カンピロバクター汚染を制御するには多くの問題点
があると指摘されている 12,14,16）。今回の調査では血清型別
に加え、PFGE、RFLPを用い遺伝子型別を実施したことで、
菌株の同一性あるいは不同一性をより明確に示すことが
可能となり、処理工程で汚染が拡散していくというこれ
ら食鳥処理の問題点が再確認できたと考えた。
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2. Campylobacter jejuniの型別分類について
今回分離した C. jejuni 13 株の判別では PFGEと RFLP

解析では明確に 5種類に分別できたのに対し、Penner血
清型は 3種類で、型別不能の UT株が存在した。Penner

血清型による C. jejuniの分類は UTとなることが多いと
いわれ 8）、その上、今回、両施設から分離された同じ血
清型 Gを示した株は PFGEや RFLPなどの遺伝子型別で
そのパターンが大きく異なり、互いに関連性が薄いと判
断できた。これらのことから、Penner血清型別は C.jejuni

だけにしか利用できない上、本血清型のみでカンピロバ
クターの同一性の判断に用いるのは困難と考えられた。
今回、血清型 G、PFGEパターンⅠ，i の A施設の製品

由来株（4-9）で、株番号 9が RFLPのみが 1バンド欠如
の a’ を示した。RFLP型別は PFGEに比べ、制限酵素切
断対象が特定遺伝子の PCR産物であり比較的小さな分子
量タンパクであるため、出現バンドも少なく、出現パター
ンの種類も限られる可能性が高い。そのため、パターン
分けには出現バンドの正確な分子量サイズの同定が必要
となるが、今回のように PFGE、RFLP両者を併用すると、
flaA遺伝子に変異がみられた場合でも分離株の同一性の
有無やその差を確認することが目視だけで検討すること
が可能で、より容易となることが判明した。

RFLPの判別能は出現バンド数が少ないことなどから
PFGEに比べやや劣る可能性はあるが、検査手法が簡易な
上、結果判定までの時間も PFGEに比べ 1日以上短縮でき
るという利点もあった。また、RFLPでは PCRの対象とす
る遺伝子、あるいはその増幅部位の選定には多くのバリ
エーションがあり、それによって血清型や PFGEとは全く
違う観点でカンピロバクターの型別を実施できる可能性を
もつ。A施設で同時に分離した血清型 Gの 8株にみられた
RFLP、PFGEの菌株ごとの微妙な差異はそれを示唆する
ものと考えられ、由来が同一であっても C. jejuni遺伝子が
次第に変異していく過程を捉えることができる可能性もあ
る。今後、flaA遺伝子のみでなく複数の遺伝子での RFLP

についても検討し、カンピロバクターの生態についてより
詳細な考察をしていきたいと考えている。
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