
 

 

［成果情報名］定量 PCR 法を活用した食中毒菌の増殖特性評価 

［要約］定量 PCR 法の活用により培養法と同等の食中毒菌増殖データを取得できる。食品の

ように共存微生物を含む系では培養法でのデータ取得は難しいが、本法では高い特異性に

より食中毒菌のみの増殖挙動を一括取得でき、その特性を効果的に解析できる。 
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［背景・ねらい］ 

食品産業において、食品中での食中毒菌の挙動に関する情報が求められている。現在、

多数の文献から得た増殖データをもとに解析可能な予測データベースが活用される一方、

新規食品開発時での微生物評価試験は未だ省略できない。なぜなら上記文献データが必ず

しも新規食品中で再現されるとは限らないためである。 従って、最終的には食中毒菌の接

種試験および増殖能の評価が行われることになる。しかし、食品のように共存微生物が存

在する場合、従来の培養法では最確数法や典型集落の確認試験など多大な労力が必要とな

り、増殖データの取得は極めて困難である（図１）。これを解決するため、牛乳・生乳を

食品モデルとして、定量 PCR 技術を用いた食中毒菌挙動一括解析手法を検討する。  
［成果の内容・特徴］ 

１．Listeria monocytogenes の特異的遺伝子 hlyA を用いて定量 PCR 法による遺伝子定量系を

作成し遺伝子数と細胞数との相関を調べたところ、104～109 細胞/mL の範囲で相関があ

り、細胞数として換算・定量できる。 

２．殺菌乳に L. monocytogenes を 104 CFU/mL となるよう調整した後４～35℃で保存して経

時的に回収、これら各々を遺伝子抽出の後１.の定量 PCR に供して標的遺伝子数を求める

ことで、L. monocytogenes の増殖をプロットできる。これは、従来の培養法でも同時に

L. monocytogenes の菌数を求めた結果とほぼ一致する。 

３．プロットされた値から、増殖モデル式により増殖曲線をフィッティングできる。得ら

れたパラメーターから最大比増殖速度と保存温度との関係式が求められる。 

４．３.で得られた増殖曲線ならびに最大比増殖速度は、培養法での結果と同等の結果が得

られる。このことから本法は、培養法で求めた結果を再現でき、得られたデータを予測

微生物学的解析手法に活用できると考えられる。 
５．共存微生物が存在する場合を想定して、生乳（未殺菌乳：一般生菌数 105 CFU/mL を

含む）を用いて２.と同様の実験を実施したところ、平板培養法では L. monocytogenes の

菌数を求めることができなかったが、本法では図２a）のように増殖挙動を捉えることが

可能である。また解析結果から最大比増殖速度と保存温度との関係（図２b））を求める

ことができる。本法による特異的微生物定量法と微生物増殖モデル式による解析手法の

活用により、微生物叢と食材の影響を含んだ増殖特性を迅速に提供できる可能性がある。  
［成果の活用面・留意点］ 

１．本法は L. monocytogenes だけでなく、Salmonella Enteritidis についても試験がなされ、

同様の結果を得ている。  
２．今回は食品のモデルケースとして、牛乳・生乳を用いた。その他の食品でも本法の活

用が期待できるが、食品毎での検出条件至適化が必要と考えられる。  
３．本法では食中毒菌の遺伝子数を指標として菌数に換算するため、厳密には生菌死菌を

含めた数値と考えられる。しかし、増殖特性を検討する範囲であれば、死菌数は解析に

大きな影響を与えないと考えられる。  
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