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リアルタイム PCR を用いて Staphylococcus argenteus と黄色ブドウ球菌を迅速に検出するためのプラ

イマー及びプローブを設計した。両菌種の菌株の DNA 抽出液を用いて，設計したプライマーの反応

性の確認を行ったところ，それぞれ該当する菌種のみを検出し，交差反応がみられないことを確認し

た。また，検出感度を評価したところ，両菌種とも 10 cfu/tube まで検出可能であった。さらに Duplex
リアルタイム PCR として，両菌種が混在した検体を用いた場合においても，S. argenteus 及び黄色ブ

ドウ球菌をそれぞれ特異的に検出できることを確認した。

1. はじめに

Staphylococcus argenteus は，2015 年に黄色ブド

ウ 球 菌 よ り 細 分 化 さ れ た 新 種 で あ る 1 )。

S. argenteus は，黄色ブドウ球菌と同様にブドウ

球菌エンテロトキシンを産生する場合もあり，食

中毒の原因となる 2, 3)。S. argenteus と黄色ブドウ

球菌の性状は，色素産生性に違いがあるものの，

明確な鑑別性状は明らかでない。2018 年には本

県において S. argenteus を原因とする食中毒事例

が発生したが，本菌の同定には遺伝子解析などの

特殊な検査が必要であり，結果が判明するまでに

時間を要した。

近年，食品等の病原体を調べるため，遺伝子検

査の一つであるリアルタイム PCR の利用が進ん

でいる。リアルタイム PCR は特異性と迅速性に

優れており，食中毒事例が発生した際の検査に用

いることで迅速な原因究明につながることが期

待できる。そこで，本研究では S. argenteus と黄

色ブドウ球菌の鑑別が可能な食品等からの S.
argenteus 迅速検出法として，S. argenteus 及び黄

色ブドウ球菌がともに保有し，菌種ごとの遺伝子

配列の同一性が高いα-haemolysin 遺伝子 4)を対

象としたリアルタイム PCR を検討した。

2. 方法

2.1 プライマー及びプローブの設計

GenBank（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/）に

登録された S. argenteus 株及び黄色ブドウ球菌株

のα-haemolysin 遺伝子の配列を，オンライン解

析システムの ClustalW（https://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/）

により比較参照し，両菌種にそれぞれ特異的な配

列部分に対応するプライマーとプローブを設計

した。

当センターで過去に分離された S. argenteus10
株（9 株は同一事例由来）と黄色ブドウ球菌 9 株

について，シカジーニアス DNA 抽出試薬（関東

化学）を用いて DNA 抽出液を作製し，両菌種の

検出用プライマーを用いて PCR を行い，反応性

を確認した。試薬は，TaKaRa Ex Taq（タカラバ

イオ）を用い，94℃2 分の後，94℃30 秒，55℃30
秒及び 72℃30 秒を 25 サイクル後，72℃2 分の条

件で行った。さらに，PCR 増幅断片のシークエ

ンス解析（ファスマック）を行い，それぞれの

α-haemolysin 遺伝子の登録配列と比較した。

2.2 リアルタイム PCR の評価

S. argenteus 及び黄色ブドウ球菌の各菌株を対

象に検出用プライマーと対応するプローブを用

いてリアルタイム PCR を試行し，特異性を確認

し た 。 機 器 は 7500 Fast real-time PCR system
（ Applied Biosystems ） ， 反 応 試 薬 は TaqMan
Environmental PCR Master Mix 2.0 （ Applied
Biosystems）を使用した。反応条件は Standard
Mode で，50℃2 分，95℃10 分の後，95℃15 秒及

び 60℃1 分を 40 サイクル行った。さらに，菌数

を測定した S. argenteus 及び黄色ブドウ球菌の培

養液をそれぞれ 10 倍段階希釈し，各希釈液の

DNA 抽出溶液を作製後，同様にリアルタイム

PCR を試行して両菌種の検出感度を評価した。
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表 1 リアルタイム PCR 用プライマー及びプローブ

3. 結果

3.1 プライマー及びプローブの反応性

設計したプライマー及びプローブを表 1 に示

す。両菌種の検出用プライマーを用いた PCR で

は，それぞれに該当する菌株にのみ増幅反応が見

られ，交差反応は見られなかった。また，各菌株

の PCR 増幅断片のシークエンスは，S. argenteus
もしくは黄色ブドウ球菌のα-haemolysin 遺伝子

の登録配列と一致することを確認した。

3.2 リアルタイム PCR の評価

検出用プライマー及び対応するプローブを用

いて試行したリアルタイム PCR では，該当する

菌種をそれぞれ検出可能であった。培養液の希釈

系列から作製した DNA 抽出溶液を用いてリアル

タイム PCR を実施した結果，S. argenteus，黄色

ブドウ球菌ともに 10 cfu/tube まで検出可能であ

った（表 2）。また，両菌種を同時に検索できる

ようにした Duplex リアルタイム PCR において，

両菌種が混在していても，設計したプライマー及

びプローブにより，S. argenteus と黄色ブドウ球

菌をそれぞれ特異的に検出できることを確認し

た。

表 2 両菌種の各希釈液の Ct 値

ND：不検出

4．考察

本研究では，α -haemolysin 遺伝子を対象に

S. argenteus と黄色ブドウ球菌を同時に検出可能

なリアルタイム PCR を確立した。食品等におけ

る S. argenteus の汚染実態は十分にわかっていな

いが，本菌は黄色ブドウ球菌と類縁であり，検体

によっては両菌種が同時に検出される可能性は

否定できない。ブドウ球菌食中毒は，食品中で菌

が増殖する際に産生する毒素を原因とする。

S. argenteus，黄色ブドウ球菌ともにブドウ球菌エ

ンテロトキシンを産生する場合があることから，

両菌種を同時に検出できる本法は，食中毒事例発

生時の検査法として有用性が高いと考えられる。

また，ブドウ球菌食中毒は，時に発症者数が多く

甚大な被害を及ぼす場合がある。リアルタイム

PCR は迅速性に優れていることから，食中毒事

例発生時の調査検体として，患者便のみでなく原

因と思われる食品残品があれば，本法を用いるこ

とで原因食品を迅速に推察することができ，被害

の拡大を最小限にとどめることが期待できる。さ

らに，本法は 10 cfu/tube と十分な感度を有して

おり，食品残品がない場合であっても，調理前の

食材等が残っていれば，増菌培養と併用すること

で汚染源の推定につなげることも可能である。

これまでに国内で報告されている S. argenteus
を原因とする食中毒事例は，本県での事例を含め

4 例のみで，事例に関する情報がまだ十分に蓄積

されていない。本菌は黄色色素を産生しないた

め，黄色ブドウ球菌の選択分離培地として汎用さ

れる卵黄加マンニット食塩培地上で白色のコロ

ニーを形成する。そのため，黄色ブドウ球菌を検

査対象として，典型的なコロニーのみから判断し

た場合には，見落とされる可能性も考えられる。

100 101 102 103 104

1 ND 36.13 32.00 28.81 24.94 
2 ND 35.67 31.74 28.49 24.78 

黄色 1 ND 37.17 34.34 30.70 27.36 
ブドウ球菌 2 ND 37.38 34.34 30.64 27.20 

cfu / tube
ウェル

S. argenteus

塩基配列（ 5' - 3' ）*1

Staph hly F *2 TATAGAGTYTATAGCGAAGAAGG
S.arg  hly R-1n GTATCATCAGCACTGATGCTG
S.arg  hly Probe（5' FAM - MGB） CTGGCATGGCCTTCTGCT

塩基配列（ 5' - 3' ）
Staph hly F *2 TATAGAGTYTATAGCGAAGAAGG
S.aureus hly R-1 TCATCACCAGTMACRTTACCG
S.aureus hly Probe（5' HEX - MGB） AAGGTACAGTTGCAACT
*1
：混合塩基 Y= C / T,  M= A / C,  R= A / G

*2：両菌種に共通のプライマー

S. argenteus 検出用

黄色ブドウ球菌検出用
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今後，本法を利用して黄色ブドウ球菌のみならず

S. argenteus についても確実に検出することで，

本菌による食中毒の実態解明につながることを

期待する。
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