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令和５ 年度全国食品衛生監視員研修会（ 令和５ 年10月　 東京都）

北九州市内で製造さ れたそう ざいの細菌汚染状況と 保存温度の影響

北九州市保健環境研究所　 〇上野　 可南子、藤田　 景清、濱田　 建一郎、

角沙　 千奈１ 、藤﨑　 道子２ 、石打　 郁代３

（
１
現・ 北九州市介護保険課、

２
現・ 北九州市立総合農事セン タ ー、

３ 現・ 北九州市保健所）

１ 　 はじ めに

ス ーパー等で気軽に購入でき る そう ざいは、消費者にと っ て身近な食品であり 、共働き 世帯の増加や高齢化等の社

会環境の変化に伴い、 その需要は年々高ま っ ている 。 本市では食中毒防止のため、 市内で食品を 製造し ている ス ー

パーや食品製造所など から 定期的にそう ざいを収去し、「 北九州市食品衛生成分規格指導基準」（ 以下、「 指導基準」と

いう 。）（ 表１ ）を満たし ている か検査する と と も に、衛生指導を 行っている 。

こ の収去検査結果について過去５ 年分を 集計し たと こ ろ、 ス ーパーなど 小売店の調理場等（ 飲食店営業許可施設）

で作ら れたそう ざい（ 以下、「 ス ーパー等のそう ざい」と いう 。）と 、食品製造所（ そう ざい製造業許可施設）で作ら れた

そう ざい（ 以下、「 製造所のそう ざい」と いう 。）と では、検査結果に明確な違いが確認さ れた。

ま た、検査結果の集計から 、製造時においては細菌汚染を 最低限に抑制する ための衛生管理と 販売ま でに細菌を 増

殖さ せない温度管理の徹底、 そし て購入後においても 家庭で細菌を 増殖さ せない温度管理が重要である こ と が示唆

さ れた。 そこ で、温度管理について検証する ため、ス ーパー等のそう ざいを常温ま たは冷蔵保存し た場合の細菌数の

経時変化について実験を行っ たと こ ろ、若干の知見が得ら れたので併せて報告する。

２ 　 検査概要

（ １ ）過去5年間の収去検査結果

検　 　 体： 2018 ～ 2022年度に収去さ れたそう ざい126検体

検査項目： 細菌数、大腸菌群、黄色ブド ウ 球菌

検査方法：「 食品衛生検査指針　 微生物編　 改訂第２ 版　 2018」に準じ て実施。

（ ２ ）常温ま たは冷蔵保存し た場合の細菌数の経時変化実験

検　 　 体： 2022年度に収去さ れたス ーパー等のそう ざい６ 検体（ 表２ ）

　 　 　 　 　 ※細菌数が指導基準適合の検体を 使用

検査項目： 細菌数

検査方法： 冷凍保存し た検体を解凍し た時点を初発（ ０ 時間）と し 、以下の条件で保存後、

　 　 　 　 　（ １ ）と 同様に検査を実施。

　 　 　 　 　 常温条件： 25℃で１ 、３ 、６ 、 12時間及び24時間保存

　 　 　 　 　 冷蔵条件： ４ ℃で24時間保存

実験期間： 2022年９ 月６ 日～９ 月９ 日

表１ 　 北九州市食品衛生成分規格指導基準
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　（ 一部抜粋）

項　 　 目
そう ざい

加熱調理食品 未加熱調理食品

細菌数 1.0×10
5
/g以下

大腸菌群 陰性

黄色ブド ウ 球菌 陰性

表２ 　 実験検体一覧

No. 食品名 区分 細菌数（ /g）
※

1
イ カと 野菜のXO醤
ソ ース

加熱 ＜300

2
ごぼう と コ ンニャ ク の
き んぴら

加熱 ＜300

3 ほう れん草の白和え 未加熱 4.1×102

4 ヤンニョ ムチキン 加熱 6.6×102

5 マカロ ニサラ ダ 未加熱 4.7×104

6 ほう れん草と 玉子炒め 加熱 1.7×104

※細菌数は初発の値
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３ 　 結果と 考察

（ １ ）過去５ 年間の収去検査結果

検査結果を集計し たと こ ろ（ 表３ ）、 細菌数の指導基準不適（ 1.0×105/g超過）率は7.1％で、 東京都が1993 ～ 2002年

度に実施し た検査結果8.9％１ ）と ほぼ同程度であっ た。 し かし 、 ス ーパー等のそう ざいに限る と 、 細菌数の指導基準

不適率は13.6％と やや高く 、さ ら に大腸菌群陽性や黄色ブド ウ 球菌陽性の検体も あっ た。 一方、製造所のそう ざいは

全て指導基準に適合し ており 、細菌数は検体の９ 割以上で検出限界（ 300/g）以下であっ た。

こ の検査結果の違いは、製造所のそう ざいは広域流通品が多く 、消費期限が長いため調理工程において加圧加熱殺

菌など 、高レ ベルな微生物制御が行われている が、ス ーパー等のそう ざいは当日中に消費する こ と を 前提に調理さ れ

ており 、 サラ ダや和え物など 調理の最終工程に加熱（ 殺菌）がない未加熱食品が多いこ と が要因と 考えら れる。 生野

菜を 含むサラ ダや和え物など のそう ざいは、 原料である 野菜の細菌汚染率が高く 細菌汚染が起こ り やすい食品と さ

れ２ ）、その汚染防止が課題と なっ ている。

ま た、 ス ーパー等は製造所と 比較し て調理場が狭いため交差汚染のリ ス ク がある が、 そう ざい製造業の許可を

も つ製造所は業種ご と の施設基準によ り 製造ラ イ ン が工程ご と に区画さ れている。 さ ら に、 製造所はISO22000、

FSSC22000等の認証取得施設も あり 、両者の衛生管理レ ベルの違いも 要因と 考えら れる。

特に、ス ーパー等の未加熱そう ざいの92％が細菌数10
2
～ 10

5
/g以上であっ たこ と から 、製造時においては、細菌汚

染を 最低限に抑制する ための衛生管理と 、販売ま でに細菌を 増殖さ せない温度管理の徹底、購入後においては、家庭

で細菌を増殖さ せない温度管理が重要である こ と が示唆さ れた。

（ ２ ）常温ま たは冷蔵保存し た場合の細菌数の経時変化実験

（ ２ ）－１ 　 常温保存実験

そう ざい６ 検体（ 表２ ） を 常温（ 25℃） で24時間保

存し た場合の細菌数の経時変化を 図１ に示す。 初

発（ ０ 時間）においては、 全６ 検体が指導基準値未満

（ う ち２ 検体は検出限界（ 300/g） 以下） であったが、

24時間経過後は５ 検体が指導基準値を超え、 う ち４

検体は2.2×108/gを超えた。

最も 増加率が高かったのは、 検出限界以下だった

No.1で、 2.2×108/gま で増加し た。 最も 速く 指導基

準値を 超えたのはNo.6で、初発の1.7×104/gから 、１

時間で約２ 倍、 ３ 時間で４ 倍近く に増え、 ６ 時間後

にはすでに1.0×105/gを 超過し ていた。 さ ら に24時

間後には約26万倍の4.5×109/gま で増殖し た。

一方で、 No.4はほと んど 菌数に変化はなかっ た。

こ の検体によ る 細菌増殖の違いは、食品のpHや水分

活性、 酸化還元電位、 栄養成分等によ る 細菌の増殖

し やすさ と 、共存細菌の違いによ る も のと 考えら れる 3）。

表３ 　 そう ざいの収去検査結果（ 2 0 1 8 ～ 2 0 2 2 年度）

対象食品 検体数
細菌数/g/ 細菌数

不適数（ ％）
大腸菌群

陽性数（ ％）
黄色ブド ウ 球菌

陽性数（ ％）＜300 102 103 104 ＞105

市内製造のそうざい 126 91 6 15 5 9 9（ 7.1） 11（ 8.7） 4（ 3.2）

スーパー等のそうざい 66 35 6 12 4 9 9（ 13.6） 10（ 15.2） 4（ 6.1）

加熱済 41 33 3 1 1 3 3（ 7.3） 2（ 4.9） 3（ 7.3）

未加熱 25 2 3 11 3 6 6（ 24.0） 8（ 32.0）※ 1（ 4.0）※

製造所のそう ざい 60 56 0 3 1 0 0（ 0） 1（ 1.7） 0（ 0）

加熱済 54 52 0 1 1 0 0（ 0） 0（ 0） 0（ 0）

未加熱 6 4 0 2 0 0 0（ 0） 1（ 16.7）※ 0（ 0）※

※食品衛生成分規格指導基準
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図1 　 常温（ 2 5 ℃）での細菌数の経時変化
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（ ２ ）－２ 　 冷蔵保存実験

そう ざい６ 検体（ 表２ ） を 冷蔵（ ４ ℃） 保存し た

場合（ 図２ ）は、 24時間後も 菌数が増えていないも

のがほと んど だっ たが、 No.6は指導基準値を超え

る 1.5×105/gま で増殖し 、 冷蔵保存でも 細菌の増

殖を 完全に防ぐ こ と は難し いこ と が確認さ れた。

こ のNo.6（ ほう れん草と 玉子炒め） の細菌の単

離・ 同 定 を 試 み た と こ ろ、 Pseudom onas f luo-

rescence、 P antoea agglom erans、 Staphylococcus

pasteuri、 Streptococcussanguinis 、 Acinetobacter

haem olyticus、 Alloiococcus otitisの６ 菌種が同定

さ れた。 こ のう ち、 P . f luorescenceは低温でも 増

殖可能な腐敗菌と し て知ら れている ４ ） ため、 冷蔵

条件で増殖し た細菌は主にP. f luorescenceだっ た

と 推定さ れる 。

同 定 さ れ たP. f luorescenceと Pa. agglom erans

は野菜から 頻繁に検出さ れる 菌種である ５ ） ため、

原料のほう れん草由来の細菌汚染が疑われる が、 No.6は加熱済み食品である ため加熱殺菌が不十分であっ たか、 交

差汚染の可能性が考えら れる。 No.6は常温条件でも ６ 検体の中で24時間後の細菌数が最も 多く 、さ ら に、同じ く ほう

れん草を 原料と し たNo.3（ ほう れん草の白和え）も 常温条件で２ 番目に細菌数が多かっ たこ と から、石井ら の報告２ ）

のと おり 、特に野菜を 原料と し たそう ざいは製造時の衛生管理の徹底に加え、家庭での保存にも 注意が必要である と

推定さ れる 。

ま た、今回、食中毒菌は検出さ れなかっ たが、低温増殖可能な食中毒菌と し てリ ス テリ ア・ モノ サイ ト ゲネス が知

ら れており 、 2021年には福岡市で食品媒介が疑われる リ ス テリ ア・ モノ サイ ト ゲネス 集団感染事例が発生し、 ２ 種

類のそう ざいから リ ス テリ ア・ モノ サイ ト ゲネス が検出さ れている ６ ）。 以上のこ と から 、 冷蔵し ていても 食中毒菌

や腐敗菌が増殖する 可能性がある ため、冷蔵保存の過信は危険である と いえる。

４ 　 まと め

食品製造時における 微生物制御は極めて重要である が、調理工程によ っ ては難し いも のも あり 、実際にス ーパー等

の未加熱そう ざいの92％の検体から 102 ～ 105/g以上の細菌が検出さ れた。 さ ら に、購入時は検出限界以下であって

も 、 常温で24時間放置すれば指導基準値を 超える 可能性が高いこ と が実験で確認さ れた。 細菌数が多ければ必ず食

中毒を起こ すわけではないが、 ス ーパー等のそう ざいの15.2％から 大腸菌群、 6.1％から 黄色ブド ウ 球菌が検出さ れ

た収去検査結果から も 、食中毒のリ ス ク が高ま る こ と は確かである。

以上のこ と から 、 家庭において食中毒予防３ 原則の１ つである「 細菌を 増やさ ない」こ と が非常に重要である こ と

が再確認さ れた。 家庭によ っては、そう ざいを 冷蔵保存し 数日に分けて喫食する 場合も ある が、今回の実験では冷蔵

し ていても 細菌の増殖を 完全に防ぐ こ と は難し いこ と が確認さ れたため、冷蔵庫に入れても 安心せずに、当日中に食

べき る こ と が望ま し いこ と が示さ れた。

ま た、製造時、特にス ーパー等の未加熱そう ざいにおいては、細菌汚染を 最低限に抑制する ため、調理場の交差汚染

の防止、販売ま での温度管理など の衛生管理の徹底が必要である。監視指導時の確認点と し て、調理器具の使い分け、

調理工程によ る 区画分け、作業動線の確保、跳ね水汚染の防止、製造・ 包装後の速やかな冷蔵、冷蔵ショ ーケース の定

期的な温度チェ ッ ク など が挙げら れ、的確で効果的指導によ り 、施設の衛生管理の向上に繋がる こ と を 期待し たい。

５ 　 啓発活動

今回得ら れた知見については、ま ず製造時の監視指導に役立てる ため、保健所の食品衛生監視員向けに報告会を 実

施する と と も に、一般市民向けに、当研究所の広報紙である「 北九州市保環研だよ り 」（ 2023年４ 月発行）への掲載や、

本市の公式Ｓ Ｎ Ｓ である「 好き っちゃ北九州」（ Tw itter、 Facebook、 LINE）に投稿し（ 2023年７ 月12日）、夏本番前に

タ イ ムリ ーな食中毒予防の啓発に努めた（ 図３ 、４ ）。

図2 　 冷蔵（ 4 ℃）での細菌数の経時変化
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薬剤耐性菌におけるN GS解析の現状と 課題

北九州市保健環境研究所　 〇上野　 可南子、中村　 悦子、博多屋　 ち なみ、濱田　 建一郎

１ 　 はじ めに

近年、 新型コ ロ ナウ イ ルス のゲノ ム解析を実施する

ため、 本市を 含む多く の地方衛生研究所において次世

代シーケン　 サー（ NGS）が導入さ れた。 NGSを用いた

全ゲノ ム解析（ WGS）には、 遺伝子情報の「 解読」と 解読

し たデータ の「 解析」の２ つの作業が必要である（ 図１ ）。

新型コ ロ ナウ イ ルス については、 ど ちら の作業も 標準

化さ れた手法が既に完成し 、広く 周知・ 活用さ れている

が、それ以外の多く の病原体においては、現時点では、手

法の標準化には至っていない状況である（ 表１ ）。

今後、 WGSが不可欠と さ れている 病原体の一つと

し て、「 薬剤耐性菌」が注目さ れている 。 今回、薬剤耐性

菌について、 国立感染症研究所が「 解読」し た遺伝子配

列データ を 利用し 、 複数の解析ツ ールを用いて「 解析」

を 試みたと こ ろ、 当研究所においても 活用の可能性が

示さ れた。 ま た、 WGSの活用に向けては３ つの課題

が明確になっ たので、解析結果と 併せて報告する 。

２ 　 解析方法

解析には、当研究所に搬入さ れた薬剤耐性菌のう ち、

カ ルバペネム 耐性腸内細菌目細菌であ っ た大腸菌１

株について、 国立感染症研究所が解読し た遺伝子配列

データ を 用いた。

細菌の遺伝子情報には、 染色体由来のも のと プラ ス

ミ ド 由来のも のがある ため、図２ のと おり S1 nuclease

処理後に電気泳動にて染色体と プラ ス ミ ド を分子量の

大き さ で分離し た。 それぞれの切り 出し DNAバン ド

のゲノ ム解読が行われたも のを、解析項目に応じ て、表

２ に示し た各種解析ツ ールを使用し 解析を 実施し た。

３　 解析結果

（ １ ）菌種同定

菌種同定では、 既知の細菌の遺伝子配列と 比較し て

ど の菌種と 似ている か、 相同性検索を行う 。 今回、 ２

種類の相同性検索を 行っ た結果、 １ つ目は「 Shigella 

boydi i」、２ つ目は「 E scherichia coli」が最も 高い相同値

（ 95％以上） を 示し た。 Shigella と E . col i の遺伝子の

相同性は平均85％以上である ため、 遺伝子配列の比較

だけでは判定が難し いと さ れている
１ ）

。 そこ で、 菌を

培養し 生化学性状（ ガス 産生性や運動性など）の試験を

実施し たと こ ろ、 E . coli  の性状を 示し たため、対象菌

株の菌種は「 E . coli」である と 判定し た（ 表３ ）。

（ ２ ）菌株の型別決定

通常、菌株の型別決定では市販の血清キッ ト を用いた

り 、 従来のシーケンサーによ り 特定の配列のみを解読・

解析する 方法が取ら れている が、今回はNGSで解読さ れ

た全ゲノ ム配列を活用し、各種解析ツールを用いて様々

な型別決定を 行っ た。 解析の結果、 血清型はO99:H6、

MLST法によ る ST型は68、 cgMLST法によ る cgST型は

23425、 f im H型はH49に型別さ れた（ 表３ ）。 こ の中で、

cgMLST法によ る 解析は対象と する 遺伝子領域が広い

ため、 NGSを用いた全ゲノ ム配列が必要と なる が、その

他の型別と 比べてよ り 高い識別能である ため、院内感染

など狭い範囲での菌株比較が可能と なる。
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図２ 　 染色体と プラ スミ ド の分離方法

図１ 　「 解読」と「 解析」

表２ 　 解析項目と W eb解析ツール

表１ 　 標準化さ れた手法の有無

解析項目 W eb解析ツ ール

菌種同定、塩基長の確認 DFA ST（ FastA NI）

血清型の決定 SerotypeFinder 2.0

M LST 法によ る ST型の決定 PubM LST

cgM LST法によ る cgST 型の決定 cgM LST Finder 1.2

f im H型の決定 Fim T yper 1.0

プラ ス ミ ド のInc typeの決定 Plasm idFinder 2.1

薬剤耐性遺伝子の検出 ResFinder 4.4.2

標準化さ れた
「 解読」手法

標準化さ れた
「 解析」手法

新型コ ロ ナウ イ ルス あり（ ※１ ） あり（ ※２ ）

その他多く の病原体 なし なし

（ ※１ ） 国立感染症研究所が公開し ている 「 新型コ ロ ナウ イ ルス
ゲノ ム解読プロ ト コ ル (Qiagen 社 QiaSEQ FX 編 )」

（ ※２ ） 国立感染症研究所が開発・ 管理し ている Web 解析シス
テム「 COG-JP」



― 40 ―

（ ３ ）プラ ス ミ ド の型別決定

プラ ス ミ ド の複製に関与する 遺伝子配列に基づく Inc

typeによ る 型別を行っ たと こ ろ、 ３ つのプラ ス ミ ド の

う ち１ つはIncX4、 も う １ つはIncFIIであった（ 表３ ）。

IncFII を含むIncFグループは、 E. coliに広く 分布し て

いる プラ ス ミ ド である が、 プラ ス ミ ド は菌種を 越えて

伝達さ れる こ と が知ら れており 、近年、プラ ス ミ ド を介

し た薬剤耐性遺伝子の拡散が問題視さ れている ため、

薬剤耐性菌における プラ ス ミ ド 解析は重要である。

（ ４ ）薬剤耐性遺伝子の検出

解析の結果、 IncFIIプラ ス ミ ド 上に、 blaNDM-1、 bla-

OXA -1、 blaCT X-M -15の３ つのβ-ラ ク タ マーゼ遺伝子が検

出さ れ、こ のう ちの１ つ、 blaNDM-1がカルバペネム耐性

遺伝子であっ た。 さ ら に、表３ のと おり 、その他にも 多

数の薬剤耐性遺伝子を 保有し ている こ と がわかっ た。

なお、解析結果のデータ 上では、染色体にも 薬剤耐性

遺伝子が存在し ていたが、 妥当性評価のため散布図を

作成し た結果（ 図３ ）、 図２ に示し た電気泳動によ る 分

離の際のプラ ス ミ ド 配列の紛れ込みと 判断し た。

４ 　 今後の課題

NGSによ り 得ら れた配列データ を 解析する こ と で、

菌種同定、菌株の型別決定、プラ ス ミ ド の型別決定、薬

剤耐性遺伝子の検出など、 従来は各種検査を する 必要

があ っ た多く の情報を 一度に得る こ と ができ る う え

に、 よ り 高い識別能の型別決定を 行う こ と ができ た。

一方で、 実用化に向けては以下の３ つの課題が明確に

なっ た。

（ １ ）従来法と 比べて高コ ス ト

WGSにかかる 試薬代や機器の保守契約料、解析ソ フ

ト ウ ェ アなど の必要経費は高額である。 し かし 、 菌株

比較に不可欠な従来法（ PFGE）の機器はすでに販売終

了し ており 、 修理サポート も 2023年で終了し たため、

今後、 院内感染発生時の解析は、 必然的にWGSへと 移

行し ていく こ と になる 。

（ ２ ）情報解析が複雑

解析を行う には、まずNGSで得ら れた遺伝子配列が使

える データ かどう か、 量と 質を精査し たう えで、 目的に

合わせて種々の解析ツ ールやコ マンド の選択・ 設定を

行う 必要があり 、 情報解析が複雑である。 さ ら に、 今回

の菌種同定や、染色体配列へのプラ ス ミ ド 配列の紛れ込

みのよ う に、得ら れた解析結果が全て正し いと は限ら な

いため、 妥当性を評価する 必要がある。 そのためには、

情報解析の知識に加えて、 NGSの原理の理解や、細菌の

知識も 必須であり 、技術の習得には時間を要する。

（ ３ ）標準化さ れた解析手法・ 解釈基準がない

薬剤耐性菌における WGSの研究は活発に行われて

いる も のの、 解析手法や解析結果の解釈基準について

は、 ま だ検討が必要な段階である 。 使用する 解析ツ ー

ルや設定によ っ て解析結果が多少異なっ てく る ため、

研究所間での比較のためにも 、 統一・ 標準化さ れた手

法が望ま れる 。

以上の課題はある も のの、今後、 WGSへと 移行し て

いく こ と は必至である 。 当研究所においても 、 最新情

報の収集、 NGSを 用いた解読及び解析技術の研鑽など

鋭意進める 必要がある と 考えている。
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表３ 　 解析結果

(bp) No. (bp) Inc type

P1 30,552 IncX4
P2 63,835 No hit 

P3 136,217 IncFII

bla NDM-1 bla OXA-1 bla CTX-M-15

aadA2 aph(6)-Id aph(3'')-Ib
aac(3)-IIa aph(3')-Ia
mph(A) catB3 sul1 sul2
tet(B) dfrA12

ST cgST fimH

E. coli O99:H6 68 5,321,70823425 H49

図３ 　 染色体配列と プラ スミ ド 配列のプロッ ト
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エンテロ ウイ ルスD6 8 検査法の導入と 改良

保健福祉局保健環境研究所　 微生物部門　 　 ○田代　 拓樹、小畑　 勝也、菊地　 明日香（ 現・ 環境局環境監視課）

１ 　 はじ めに

５ 類感染症全数把握疾患で あ る 急性弛緩性麻痺

（ acute f laccid paralysis : A FP） は、 ウ イ ルス など の

種々の病原体の感染によ り 弛緩性の運動麻痺症状を呈

する 感染症である 。 主な原因ウ イ ルス の１ つにエンテ

ロ ウ イ ルス D68（ 以下、 EV-D68）がある が、 EV-D68は

地方衛生研究所で検査する こ と が求めら れている１ ）。

エ ン テ ロ ウ イ ルス 属全般を 検出する 手法と し て

CODE-HOP法 が あ る が、 CODE-HOP法 を 使 用 し て

EV-D68の検査を し た場合、血清型の同定が困難な検体

が確認さ れている ２ ）。 そのため、 EV-D68の検査では

高感度検出法の使用が推奨さ れている が、 当所におい

ては検査体制が整備さ れていなかっ た。 EV-D68高感

度検出法は厚生労働科学研究班が作成し た「 急性弛緩

性麻痺を 認める 疾患のサーベイ ラ ン ス・ 診断・ 検査・

治療に関する 手引き 」（ 以下、手引き ）３ ）など に記載があ

る 。手引き には2Step-PCRの手法が記載さ れている が、

本研究はこ れを 改良し 、 1Step-PCRの手法を 開発し た

う えで本市における EV-D68の検査体制を 確立し たの

で報告する 。

材料と 方法

１ ． ウイ ルスRN A抽出

各検査法の 陽性コ ン ト ロ ールと し て、 伝染性紅

斑の症例によ り 病原体サーベイ ラ ン ス で搬入さ れ、

CODE-HOP法に よ り EV-D68と 判明し た 検体を 使用

し た。 RNA抽出には、 QIA am p Viral RNA M ini Kit

（ QIA GEN） を使用し た。 RNA抽出操作はプロ ト コ ー

ルに従い行っ た。

２ ． EV-D6 8 遺伝子検出法

１ ） 1Step-PCR法

1Step-PCR法はQIA GEN OneS tep RT -PCR K it

（ QIA GEN） 試薬を 用いて行っ た。 ま た、 プラ イ マー

は蕪木ら ２ ） のプラ イ マーを 参考にし た（ 表１ ）。 すな

わちRT -PCR Buffer（ QIA GEN） 10µ l、 dNT P M ix

（ QIA GEN） 2µ l、 RT-PCR Enzym e M ix（ QIA GEN）

2µ l、 R N ase I n h ib itor （ T ak ar a） 0.2µ l、 50µ M ：

EVD68-F1 0.5µ l、 50µ M ： EVD68-R 0.5µ l、 RNase-

free滅菌精製水29.8µ lを 混合し た反応液にテン プレ ー

ト と し てRNA 5µ lを 加え 全量50µ lと し た。 sn-PCRの

反応液は、 Forw ardプ ラ イ マ ーに50µ M： EVD68-F1

0.5µ l、 RNase-free滅菌精製水33.8µ l、テンプレ ート と し

て1st-PCR産物 1µ lを 用い、他は1st-PCRと 同様と し た。

PCR条件は、 1st-PCR、 sn-PCRと も に、 50℃ 30m in、

95℃ 15m inの反応後に94℃ 30sec、 62℃ 1m in、 72℃

1m inの反応を40サイ ク ル行い、 72℃ 10m in反応さ せ

た後、 冷却温度を ４ ℃と し た。 機器はGeneA tlas G02

（ astec） を 使用し た。 反応終了後、 1.5％アガロ ース ゲ

ル電気泳動によ り 1st-PCR 779bp、 sn-PCR 424bpのバ

ンド を 認めたも のを陽性と し た。

２ ） 2Step-PCR法

手引き に記載さ れている 、 EV-D68高感度検出PCR

の「 b.酵素にEx-Taq Hot start version（ Takara） を 使

用し た場合」 に準拠し 行い、 1.5％アガロ ース ゲル電気

泳動によ り 1st-PCR 779bp、 sn-PCR　 424bpのバン ド

を 認めたも のを 陽性と し た。

３ ） CODE-HOP法

ヘルパンギーナ病原体検査マニュ アル（ 国立感染症

研究所）４ ）記載の「 2-2.CODEHOP PCR によ る エンテロ

ウ イ ルス 同定（ US Patent 7,714,122B2, May11,2010）」

に準拠し 行い、 1.5％ア ガロ ース ゲル電気泳動によ り

1st-PCR 約760bp、 sn-PCR 約370bpのバンド を認めた

も のを 陽性と し た。

３ ． 各検査法の検出感度の検討

陽性コ ン ト ロ ールよ り 抽出し たRNAを 10倍段階希

釈し た溶液（ 原液、10-1 ～ 10-9）を作成し 、1Step-PCR法、

２ Step-PCR法、 CODE-HOP法の各検査法の検出感度

を比較し た。

４ ． 行政依頼検査

急性弛緩性麻痺の症例と し て行政依頼検査で搬入さ

れた２ 例において、 本研究で確立し た1Step-PCR法を

用いて検査を 行った。

５ ． 塩基配列の決定

陽性コ ント ロ ール及び行政依頼検査で搬入さ れた検

体について、 今回開発し た1Step-PCR法で得ら れた増

幅産物をQIAquick PCR Purif ication Kit（ QIAGEN） にて

精製し 、 Applied Biosystems SeqStudioジェネティ ッ ク ア

ナラ イ ザを用いたdye term inator cycle sequencing 法

で塩基配列を 決定し た。 得ら れた塩基配列はMEGA 11

を 用いて、 Neighbor-Joining 法によ る 系統樹解析を

行っ た。 系統樹解析に用いた株およ び遺伝子型の分類

は既報を 参考にし た５ ）
。

結果と 考察

１ ． 各検査法の検出感度

EV-D68 RNA希釈溶液（ 原液、 10-1 ～ 10-9） を 用い

て、 1Step-PCR法、 ２ Step-PCR法、 CODE-HOP法 の

各検査法によ る 検出感度の比較を 行っ た。 1Step-PCR
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表１ 　 1 Step-PCR法用プラ イ マー

Prim er Sequence

EVD68-F1 5’-AATGCAGTTGAAACGGGHGCAA-3’

EVD68-F2 5’-CAATGTTTGTRCCCACTGGTGC-3’

EVD68-R 5’-CTVTCTCTATTGCCAATTATRGC-3’
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法では1st- PCRにおいて10-2希釈ま で、 sn-PCRにおい

て は10-9ま で 検出する こ と がで き た。 ２ Step-PCR法

では1st-PCRにおいて10-2希釈ま で、 sn-PCRでも 同じ

く 10-2ま で 検出する こ と が で き た。 CODE-HOP法に

おいてはsn-PCRの原液でし か検出する こ と ができ な

かっ た（ 表２ ）。 以上のこ と から 、 EV-D68遺伝子検査

法の検出感度は1Step-PCR法、２ Step-PCR法、 CODE-

HOP法の順で 高く 、 1Step-PCR法はsn-PCRで 手引き

記載の２ Step-PCR法よ り 検出感度が10
7
倍上昇する こ

と が判明し た。 ま た、 ２ Step-PCR法ではDNase処理、

cDNA合成を 行っ た後、 PCRを 行う が、 1Step-PCR法

ではDNase処理、 cDNA合成を1st-PCRと 同時に行う 。

作業工程が少ないこ と から 、 検査の効率化やコ ンタ ミ

ネーショ ンリ ス ク の低減など のメ リ ッ ト がある 点にお

いても 1Step-PCR法が優れている と いえる だろう 。

2 .　 行政依頼検査でのEV-D6 8 の同定

急性弛緩性麻痺の症例で行政依頼検査と し て搬入

さ れた２ 例において本研究で確立し た1Step-PCR法を

用いて検査を 実施し た。 検査の結果、 ２ 例中１ 例は陰

性で、も う １ 例において尿検体から EV-D68を検出し た

（ 図１ ）。 EV-D68は髄液、血液、便、尿から 稀に検出さ れ

る こ と はある も のの、 基本的には呼吸器由来検体から

の検出頻度が高い3,6）と さ れている 。 そのため、 本事例

は咽頭ぬぐ い液から は検出さ れず尿から のみ検出さ れ

た稀な事例であっ た。

３ ． 分子系統樹解析

陽性コ ン ト ロ ール及び行政依頼検査でEV-D68を 検

出し た検体と NCBI登録株について系統樹解析を 行っ

た結果、今回検出し た株はClade B3に分類さ れ、近年東

京よ り も 米国で検出さ れた株に近縁であっ た（ 図２ ）。

以上の結果から 、 EV-D68検査において今回開発し

た1Step-PCR法を 導入する こ と で、 従来の方法よ り 検

出感度の高い検査が可能と なった。

参考文献

１ ）令和３ 年９ 月30日 厚生労働省事務連絡「 感染症の

予防及び感染症の患者に対する 医療に関する 法律

第12条第１ 項及び第14条第２ 項に基づく 届出の基

準等について」の一部改正に伴う 検査検体の送付に

ついて

２ ）蕪木康郎，上野裕之，嘉悦明彦，泊　 賢太郎，菊地孝

司，小堀すみえ，宮崎元伸． 臨床検体から エンテロ

ウ イ ルス D68型を 特異的に検出・ 同定する ための

プ ラ イ マ ー開発と RT-Sem inested PCR条件の 決

定． 感染症学雑誌， 2017, 91 376-386

３ ）厚生労働科学研究費補助金 新興・ 再興感染症及び

予防接種政策推進研究事業「 エンテロ ウ イ ルス 等感

染症を 含む急性弛緩性麻痺・ 急性脳炎・ 脳症の原

因究明に資する 臨床疫学研究」研究班： 急性弛緩性

麻痺を 認める 疾患のサーベイ ラ ンス・ 診断・ 検査・

治療に関する 手引き  第２ 版（ 2022年２ 月）

４ ）清水博之，西村順裕，吉田　 弘，板持雅恵，山下照夫，

石橋哲也． ヘルパンギーナ病原体検査マニュ アル．

国立感染症研究所

５ ）石津桃子，眞榮城徳之，岡野　 祥，柿田徹也，久手堅　

剛， 平良遥乃， 高良武俊， 照屋盛実， 喜屋武向， 張　
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性麻痺を 中心に～． ウ イ ルス ， 2018, 68, 161-164

図１ 　 行政依頼検査　 sn-PCR電気泳動結果

表２ 　 各検出法によるEVD-6 8 遺伝子検出感度の比較

希釈濃度
1Step-
PCR法

2Step-
PCR法

CODE-
HOP法

10
0

+ + + + +

10
-1

+ + + + －

10-2 + + + + －

10-3 + － －

10-4 + － －

10-5 + － －

10-6 + － －

10
-7

+ － －

10
-8

+ － －

10-9 + － －

+ + 1st-PCR及びsn-PCRで検出、 + sn-PCRのみ検出、－陰性

図２ 　 EVD-6 8 遺伝子の分子系統樹
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 市内における ネコ 及びイ ヌ のSFTSウイ ルス保有状況調査

○田口　 裕也
１
、泉田　 園子

１
、田代　 拓樹

１
、小畑　 勝也

１
、永井　 美映

２
、川合　 晶子

２

（ １ 保健環境研究所、２ 動物愛護セン タ ー）

１ 　 はじ めに

SFTS（ 重症熱性血小板減少症候群） は、 ブニヤウ イ ルス 科フ レ ボウ イ ルス 属に分類さ れるSFTSウ イ ルス によ る

マダニ媒介性全身性感染症であり 、国内における ヒ ト の致死率が27％と 非常に高い。

2013年１ 月に日本で初めてSFTS患者が報告さ れ、 2017年には、 ネコ やイ ヌ においても SFTSの発症が確認さ れ

た。 ま た、 こ れま でヒ ト は、 ウ イ ルス を 有する マダニに咬ま れてSFTSウ イ ルス に感染し 、 SFTSを発症する も のと

考えら れていたが、 SFTSに類似する 症状を 呈し たネコ に噛ま れたり 、イ ヌ と の接触によ り SFTSを発症し た患者が

確認さ れた。 さ ら に、国内では、2022年９ 月ま でに、ネコ 560症例、イ ヌ 36症例がSFTSと 確定診断さ れ、特にネコ では、

2019年以降、毎年100を 超える 発症例が確認さ れている。

こ のこ と から 、コ ンベンショ ナルPCR（ 以下、 cvPCR）を 用いて、市内における ネコ 及びイ ヌ のSFTSウ イ ルス 保有

状況の調査を行っ た。 ま た、 よ り 迅速に結果を 出すこ と を 目的と し て、 リ アルタ イ ムPCR（ 以下、 qPCR）の導入を

検討し たため、併せて報告する 。

２ ． cvPCR法によるネコ 等のSFTSウイ ルス保有状況調査

【 材料と 方法】

１ 　 試　 料

2023年４ 月～ 10月ま でに動物愛護センタ ーに収容さ れている ネコ ６ 匹、イ ヌ ３ 匹から 採血し た血液を 試料と し

た。

２ 　 ウ イ ルス RNA抽出

3,000rpm 15分間遠心分離を 行っ た 試料の 上清（ 血漿） 140µ Lか ら 、

QIA am p Viral RNA M ini Kit（ QIA GEN） を 用いてウ イ ルス RNAを抽出

し た。

３ 　 プラ イ マーの設計と 調製

既報（ Parketal.,2021 ※１ ）を 参考に、 Ｓ 分節特異的な２ 種類のプラ イ マー

（ 表１ ）を10µ Mに調製し たも のをPCRプラ イ マーと し て設計し た。

４ 　 PCR法

PCR試薬と し て、QIAGENOnestepRT-PCRkit （ QIAGEN）を用いて、表２ のと おり の条件下でPCRを行った。

得ら れたPCR産物5µ Lを 用いて２ ％アガロ ース ゲル上で電気泳動を 行い、 増幅産物が想定し たバンド サイ ズで

ある か確認し た。 なお、陽性コ ント ロ ールは、福岡県保健環境研究所よ り 分与さ れたも のを 使用し た。

【 結　 果】

すべてSFTS陰性だっ た（ 図１ ）

令和５ 年度保健福祉研究発表会（ 令和６ 年２ 月　 北九州市）

表１ 　 PCRに用いた各プラ イ マー情報

表２ 　 PCR法によるSFTSウイ ルス遺伝子検出法
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１ 　 プラ イ マー・ プロ ーブの設計と 調製

プラ イ マー及びプロ ーブは、 既報（ Yoshikaw aet

al.,2014※２ ） を 参考に設計し た。 ま た、 試薬の添加を

よ り 簡便にする ために、 事前に20×プラ イ マー・ プ

ロ ーブ混合液を 調製し た（ 表３ ）。

２ 　 qPCR法

qPCR試 薬 と し て、 One Step Prim eScript™ III

RT-qPCRM ix （ TaKaRa社、 以下、 試薬Ａ ） ま たは

TaqMan™ FastVirµ s1-StepMasterM ix （ A BI社、以下、試薬Ｂ ）を用いた。 ま た、 7500FastRealT im ePCRsys-

tem（ ABI）を用いて、表４ のと おり qPCR反応を行っ た。

【 結　 果】

試薬Ａ 、 Ｂ いずれも 試験系が成立し 、 試薬Ａ の方が試薬Ｂ よ り Ct値が約１ 小さ かった。 ま た、 PCRの反応効率等

に問題はなかっ た。（ 図２ ）

４ ． 考　 察

今回、 ネコ 等から 採取さ れた血

液９ 検体は、 cvPCRの結果から 、

SFTSに 感染はし て い な か っ た。

ただし 、 抗体検査は行っていない

ため、 過去にSFTSに感染し てい

たかは不明である 。

次 に、 qPCRを 導 入 の 検 討 の

ため、 Taqm an probeを 用いて確認し たと こ ろ、 試薬Ａ の方が試薬Ｂ よ り 感度が良

く 、 PCRの反応効率も 問題ないこ と から 、 qPCRで検査する 際は、 試薬Ａ を 用いる

こ と が良いと 考えら れる 。 さ ら に、反応時間や試薬調製等に係る 時間を 考慮する と 、

qPCRは検査効率が良いと 考えら れる。

５ ． 総　 括

今後、さ ら に検体を収集し 、 SFTSを 検査する こ と で、市内のSFTS発生状況を速やかに把握でき る よ う になり 、そ

の際に、 qPCRの活用が重要になる と 考えら れる。 ま た、陽性と なっ た検体については、更なる 情報入手のために遺

伝子解析を 行い、その関係性を把握する こ と が重要と 考えら れる。

【 参考文献】

1. Diagnostic system for the detection of severe　 fever w ith throm bocytopenia syndrom e virµ s　 RNA from

sµ spectedinfectedanim als （ Parketal.,2021 ）

2. Sensitive and Specif ic PCR System s for Detection of Both Chinese and　 Japanese Severe Fever w ith

T hrom bocy topenia Syndrom e Virµ s　 Strains and Pred iction of Patient Sµ rv ival Based on V iral Load

（ Yoshikaw aetal.,2014 ）

図１ 　 ネコ 等のPCR産物の電気泳動図

表３ 　 qPCRに使用し たプラ イ マー及びプローブ情報

表４ 　 試薬Ａ 、Ｂ によるqPCR法によるSFTSウイ ルス遺伝子検出法（ 7 5 0 0 Fa x  Rea l Time  PCR  sy stem（ ABI）の場合）

図２ 　 試薬Ａ 、Ｂ によるqPCR検査結果

試薬Ａ の検量線



■即日検査：採血から数十分後に受検者へ検査結果を直接口頭で伝える。

実施場所 検査項目

第1月曜 17:00～19:00

6・12月:第1日曜 9:00～11:30

■通常検査：採血日の一週間後に受検者へ検査結果を直接口頭で伝える。

実施場所 検査項目

小倉北区役所 毎週火曜 9:00～11:00

八幡西区役所 毎週水曜 9:00～11:00

北九州市保健所

実施日時

実施日時

HIVのみ

HIV、
梅毒、クラミジア
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 梅毒感染者の増加に伴う 北九州市保健環境研究所の取組

保健福祉局保健環境研究所　 〇小畑　 勝也、田口　 裕也、田代　 拓樹、泉田　 園子、村井　 良次
１

（
１
現 若松区役所保健福祉課）

１ 　 はじ めに

梅毒は梅毒ト レ ポネーマと いう 病原体によ り 引き 起

こ さ れる 感染症で、主に性的接触によ り 、口や性器など

の粘膜や皮膚から 感染する 感染症である。

国内の梅毒感染者数は、 図１ のと おり 令和元年から

令和２ 年に一旦減少し たも のの、 令和３ 年以降大き く

増加し ており 、令和５ 年は第46週（ 11月13日～ 19日）の

時点で昨年一年間の報告数を超えている。

梅毒は、 早期の薬物治療によ る 完治が可能である 一

方で、感染し ても 無症状である こ と が多いこ と から、感

染の拡大を 抑える ためには「 梅毒感染者を 早期探知し 、

医療機関の受診及び治療を 促すこ と 」が重要である 。

２ 　 本市が行う 性感染症検査

（ 1 ）　「 即日検査」と「 通常検査」

国は梅毒を はじ めと する 性感染症の総合的な予防の

ための施策を 推進する ため、 平成12年に性感染症に関

する 特定感染症予防指針を 策定し た。

こ の指針では「 都道府県等は、保健所における 性感染

症の検査の機会確保に努める と と も に、 住民が受診し

やすい体制を 整える こ と が重要である」 と さ れている

こ と から 、 本市では現在、 表１ のと おり「 即日検査」と

「 通常検査」の２ 形態によ る 性感染症検査を 実施し てい

る 。

いずれの検査も 市民は原則無料で受検する こ と がで

き る が、梅毒については平日の午前に行っている「 通常

検査」を受検する 必要がある ため、日勤帯勤務の社会人

には利用し づら いも のと なっている。

（ 2 ）　 通常検査における保健環境研究所の役割

通常検査は、図２ のフ ロ ーに従っ て実施し ており 、中

でも 保健環境研究所（ 以下、「 保環研」と いう 。）は梅毒の

検査を 担当し ている 。

３ 　 保環研が実施し た梅毒に関する新たな取組

保環研が有する 検査能力や病原体に関する 知識を活

かすこ と ができ 、 かつ即実施可能である 梅毒に関する

取組を 検討し た結果、 以下の２ つの新たな取組の実施

に至っ たので報告する 。

 取組１ 　 保環研広報誌「 保環研だより 」での特集

【 取組内容】

保環研では、 令和４ 年７ 月から 保環研の業務に関連

し た情報をわかり やすく 、 科学的・ 客観的に発信する

広報紙「 保環研だよ り 」 を 四半期ごと に発行（ 市ホーム

ページでPDFデータ を 公開）し ている 。

「 保環研だよ り 」では毎号、 感染症や環境問題等に関

する 最新の話題を特集記事にし ており 、 第２ 号（ 2022

年10月発行） において「 梅毒の感染者が増え て いま

す！市の無料検査を 受けてみま せんか？」 を取り 上げ

た（ 図３ ）。

こ の特集記事では、 市が従来行っ ている 梅毒に関す

る 市民啓発（ 報告数の推移、症状に関する 情報、検査の

案内等） に加え、「 保環研の広報誌」 である こ と を 活か

し 、

・ 保環研が梅毒の検査を実施し ている こ と

・ 梅毒の検査方法と 結果の解釈（ 結果の見方）

令和５ 年度保健福祉研究発表会（ 令和６ 年２ 月　 北九州市）

表１ 　 本市が実施し ている性感染症検査

図１  感染症法に基づく 梅毒報告数（ R5 .1 1 .1 9 現在）

図２ 　 通常検査の流れ



実施日 来所者数 梅毒受検者数 梅毒受検率

R4.12.4(日) 26名 25名 96%

R5.12.3(日) 17名 16名 94%

※検査結果は非公表。
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を 掲載する こ と で、本市の梅毒検査の透明化を 図っ た。

【 課　 題】

「 保環研だよ り 」は創刊から ２ 年弱のため、 ま だ市民

の認知度が高いと は言えない。 第５ 号（ 2023月７ 月）か

ら 市公式SNS「 好き っちゃ北九州」 での投稿を開始し

たが、 今後も 読者増加に向けた取組を 検討・ 実施し て

いく 必要がある 。

 取組２ 　 即日検査での梅毒検査の追加実施

【 取組内容】

本市の梅毒検査では簡易検査キッ ト を 用いる ため、

表２ のと おり 短時間かつ安価で検査する こ と ができ

る 。

そこ で、梅毒検査の受検機会を 増やすため、感染症医

療政策課及び保健予防課と 協議し 、 令和４ 年及び５ 年

の12月（ 世界エイ ズデーに伴う 啓発強化期間） の即日

検査において、 希望者を 対象に梅毒の検査を追加実施

（ 保健所に保環研職員を 派遣）し た。

実施に当たっ ては、 図４ のと おり 保環研職員が梅毒

の検査及び結果判定をする こ と で、 検査の迅速性及び

正確性を確保し た。

梅毒即日検査の受検率は表３ のと おり で、 梅毒検査

のニーズが高いこ と が示唆さ れた。

【 課　 題】

通常の即日検査（ HIVのみ）は、 保健所の臨床検査技

師２ 名で行っ ている が、梅毒を追加する 場合、迅速性を

担保する ために３ 名以上で行う こ と が望ま し い。今後、

正式に事業化する には、 人員の確保及び検査担当者へ

の梅毒検査研修の実施等想定さ れる 課題の洗い出し を

行い、感染症医療政策課、保健所及び保環研の三者で検

討し ていく 必要がある 。

４ 　 まと め

今回、梅毒に関する ２ つの取組を実施し 、「 自治体の

検査機関だから でき る こ と 」 がたく さ んある こ と が分

かっ た。 今後も 検査能力の向上や病原体に係る 知見等

の情報収集に努め、 積極的に既存事業の見直し や新た

な施策の提案をし ていき たい。

図３ 　 保環研だより 第２ 号特集記事（ 抜粋）

図４ 　 令和５ 年度 即日梅毒検査フ ロー

表２ 　 本市の梅毒検査で使用し ている簡易検査キッ ト

表３ 　 即日梅毒検査の受検結果
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