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志賀毒素遺伝子 DNA のプラスミドへの導入と 
リアルタイム PCR 法の検討 
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腸管出血性大腸菌の検査において，Light Cycler(Roche)を用いたリアルタイム

PCR 法による定性および定量検査を行うためには，志賀毒素遺伝子(stx)の標準
DNA が必要である。そこで，腸管出血性大腸菌の志賀毒素遺伝子の DNA 断片
をプラスミドへ導入し，その組み換えプラスミドの抽出および精製を行い，stx1
および stx2 の 2 種類の標準 DNA を作製した。この標準 DNA を用いて，SYBR 
GreenⅠ法によるリアルタイム PCR 法の検討を行った。その結果，stx1，stx2 の
2 種類の標準 DNA とも増幅が確認できた。さらに，stx1，stx2 の Tm 値はそれぞ
れ 82.9℃，84.5℃で両者に差が認められた。これらの結果から，本法は短時間で
検出と同時に毒素型の型別を行える可能性が示唆された。 

一方，生菌における検出限界を測定した結果，検体中に約 1,000 個の生菌が
存在しなければ増幅が確認できなかった。このことから，SYBR GreenⅠ法は食
品など少数の菌しか含まれていない検体の定量を行うには感度が低いと考えら
れ，その向上方法をさらに検討する必要がある。 
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       は じ め に        

腸管出血性大腸菌 (EHEC, Enterohemorrhagic 

Escherichia coli)は志賀毒素(STX)を産生し，出血性

大腸炎や溶血性尿毒症症候群(HUS)を引き起こす。

1996 年には大阪府堺市で小学校給食が O157:H7

に汚染したために，10,000 人を超える患者が発生

した 1),2)。その後も，全国で毎年約 1500 例の患者

が報告されている。 

 STXはタンパク毒素で大別してSTX1，STX2の2

種類があり，STX1，STX2 の両方あるいは単独で産

生する。腸管出血性大腸菌の同定ではこの STX 産

生性を確認することが必須である。 

現在，当所では腸管出血性大腸菌の検査におい

て，PCR 法を用いて菌の検出や毒素型の判定を行

っている。現在は判定に 4 時間程度を必要とする

が，Light Cycler (Roche)を使用したリアルタイム

PCR 法による検査法では，1 時間の PCR 反応で目

的遺伝子を検出することが期待できることから，

その検査法の検討を行った。また，この方法を用

いると，定量 PCR や増幅した遺伝子 DNA の融解

温度(Tm 値)分析による確認法も行えることから，

分子量による測定とは異なった確認法が用いられ

る。これにより，従来法で必要な電気泳動による

DNA 確認作業が不要となる。 

また，毒素型 STX1，STX2 の配列の違いによっ

て，それぞれの増幅 DNA の Tm 値に差が認められ

れば，同時に毒素型の判定も行えると期待される。 

そこで，今回，腸管出血性大腸菌の志賀毒素遺

伝子(stx)を，定性および定量，あるいは型別に使

用することを目的として，その増幅領域をプラス

ミドベクターに組み込み，このプラスミドを大腸

菌に導入した後，標準 DNA を作製した。また，

この標準 DNA を用いて，腸管出血性大腸菌のリ

アルタイム PCR 法の増幅条件，stx1 および stx2

の Tm 値の測定および，プラスミド DNA と生菌煮

沸液における Light Cycler による検出限界につい

て検討したので報告する。 

        

方 法 

1   材料 

(1)  供試菌株 

 堺市での O157 集団発生事例由来株(堺株)を使

用した。 

(2)  使用機器 

PCR 機として Gene Amp PCR System 2400-R 

(PERKIN ELMER)を，リアルタイム PCR には Light 
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Cycler (Roche)を使用した。 

(3) プライマー 

 stx1，stx2 の共通部分を利用したプライマーで

ある MK プライマー3)を使用した。 

2   標準 DNA の作製 

(1) PCR による stx1 および stx2 の DNA テンプレ

ートの増幅 

 堺株から煮沸法により DNA を抽出した。この

DNA を，通常の検査と同じ表 1，2 に示す条件下で

増幅した。その産物について，その中の stx1 とstx2

を 分 離 す る こ と の で き る SSCP(single-strand 

conformation polymorphism)法 4)-5)を用いて，stx1 お

よび stx2 それぞれの DNA テンプレートを作製し

た。その後，それぞれの DNA テンプレートを PCR

により増幅した。増幅の確認は，PCR 増幅産物を

2％アガロースゲル上でエチジウムブロマイド加

の 0.5×TBE を泳動バッファーとして電気泳動し

た後，紫外線照射下で行った。 

(2) プラスミドベクターへのライゲーション 

 pGEM-T vector System I (Promega)を用い，目的

の PCR 産物を表 3 の組成により，16℃で 1 中夜反

応させ，pGEM-T vector に組み込んだ。確認は，

ベクターと PCR 産物を最初に混合し，それを 1μ

l 保存しておき，増幅確認と同様に，電気泳動に

より行った。 

(3) 大腸菌への導入 

JM109 Z-competent cell  (フナコシ) 100μl にベ

クター組み込み後の DNA 4μl を加え，氷上で 1

時間ほど静置し，取り込ませた。その後，大腸菌

液を SOC medium 1ml 中で 37℃，1 時間振盪培養 

 

表 1  stx の増幅反応液の調製 
試薬 容量(μl)/検体 

Reaction mix 25 
DW 10 
10×Gene Taq Buffer (Wako) 5 
Gene Taq polymerase (Wako) 0.4 
Reaction mix には dNTP，MK プライマー＊を含む。 
*MK-1(forward):TTTACGATAGACTTCTCGAC 
MK-2(reverse):CACATATAAATTATTTCGCTC 
 

表 2  stx 増幅 PCR 条件 
温度(℃) 反応時間(分)   サイクル数 

94 2:00    1 
94 0:30   
48 1:00  25 
72 1:30   
72 5:00    1 

表 3  ライゲーション反応液の調製 

試薬 容量(μl)/検体 
2×Rapid Ligation Buffer 10 
pGEM-T vector 1 
PCR 産物 10 
T4 DNA Ligase 1 

 

した。大腸菌へのプラスミド取り込みの確認のた

め，培養後の菌液 100μl に IPTG (Promega) 5μl

と X-gal (フナコシ) 10μl を加え，その菌液を平板

1枚につき 0.8mgのアンピシリンを加えた LB寒天

培地 (ダイゴ)上で，37℃で 1 日培養し，目的の

DNA の挿入が期待される白色コロニーを釣菌し

た。次に，そのコロニーを溶菌させて，DNA テン

プレートを作製した。 

(4) インサートチェック 

作製した DNA テンプレートのうち，ベクター

内に目的の遺伝子が組み込まれたものだけを取り

出すため，ベクター部分の配列を持つ pUC/M13 

primer (Promega)を用いて，PCR により増幅確認を

行った。なお，反応は表 4，5 の条件で行った。 

(5) 大腸菌数の計測とプラスミド精製 

 目的の遺伝子が組み込まれていた大腸菌のコロ

ニーを，アンピシリンを加えた液体 LB 培地(ダイ

ゴ) 2ml 中で，37℃で 1 日振盪培養した。その増菌

液 1ml を標準寒天(メルク)平板上で 37℃で 1 日培

養し，コロニー数を計測した。 
 

表 4  インサートの増幅反応液の調製 

試薬 容量(μl)/検体 
DNA テンプレート 1 
DW 6.35 

10×Gene Taq Buffer (Wako) 1 
ｄNTP (Wako) 0.8 
M13 primer (Promega) 0.4 
M13 rev primer (Promega) 0.4 
Gene Taq polymerase (Wako) 0.05 

M13 primer:CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 
M13 rev primer:TCACACAGGAAACAGCTATGAC 
 

表 5  インサートチェックPCR 条件 
温度(℃) 反応時間(分)   サイクル数 

94 2:00    1 
94 0:30   

60 0:42  25 
72 1:30   
72 5:00    1 
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表 6  標準 DNA のリアルタイム PCR 法による増幅 

温度(℃) 反応時間(秒) 蛍光測定モード  サイクル数 

95 15 None   
51 5 None  30 

72 16 Single   
 

一方，同時に，その増菌培養液から Invisorb Spin 

Plasmid Mini Kit (Invitek)を用いて組み換えプラス

ミドの抽出，精製を行った。 

まず，培養液 1.5ml を 12,000rpm で 1 分間遠心

し，上清を除き，200μl の SolutionⅠを加え，再

懸濁させる。次に，250μl の SolutionⅡを加え，5

回転倒混和することにより，溶菌させた。さらに，

250μl の SolutionⅢを加えて，5 回転倒混和し，中

和し，12,000rpm で 3 分間遠心する。スピンカラ

ムに上清を移し，12,000rpm，1 分間遠心すると，

カラム上にプラスミドが吸着する。 

次に，カラムに 750μl の Wash Buffer PL を加え，

12,000rpm で 1 分間の遠心を 2 回行い，Wash Buffer

を完全に除去する。最後に，スピンカラムのチュ

ーブを新しいチューブに変えて，50μl の Elution 

Buffer を加え，12,000rpm で 1 分間遠心することに

より，目的の DNA が組み込まれたプラスミドを

回収した。 

(6) 標準 DNA 液の作製とその増幅確認 

コロニー数の計測により，プラスミド抽出液

1ml に含まれるプラスミドのコピー数を求め，コ

ピー数がそれぞれ 107～1/2μlになるように 10倍段

階希釈し，それぞれの希釈倍率の標準 DNA 液を

作製した。得られた標準 DNA 液希釈列をテンプ

レートとして，LightCycler-FastStart DNA Master 

SYBR GreenⅠ(Roche)，Light Cycler を用いてリア

ルタイム PCR を行い，それぞれの標準 DNA の増

幅の確認およびその Tm 値の測定を行った。条件

を表 6 に示した。反応液の調製は Mg2+濃度を 4mM

で調製し，テンプレートを 2μl，全量を 17μl と

なるようにした。 

3   腸管出血性大腸菌生菌の検出限界 

 実際の検査において志賀毒素遺伝子 DNA が検

体 2μl 中に何個以上含まれていれば，LightCycler 

-FastStart DNA Master SYBR GreenⅠを用いて増

幅が検出できるかを確かめるため，腸管出血性大

腸菌菌液を希釈して，それぞれの希釈段階で 2μl

ずつを標準寒天平板上で培養し，それぞれに生え

たコロニー数を求めて，Light Cycler によりそれ 

        1   2 

1: 組み込みプラスミド  

2: 分子量マーカー 

 

図 1 抽出プラスミドの確認 

 

ぞれの希釈段階の DNA の増幅を検討した。 

 

結 果 

1   プラスミドへの組み込みとその抽出 

方法に示した各段階での PCR 増幅の電気泳動

による確認により，それぞれ増幅が確認できた。

ライゲーション反応は，反応前と反応後の泳動バ

ンドの位置のずれにより確認した。 

プラスミド抽出の確認は，得られた抽出液を電

気泳動により確認した (図 1) 。 

このプラスミド抽出液2μlあたりのコピー数は， 

stx1 が 3.42×107コピー，stx2 が 2.52×107コピー

であった。 

2   標準 DNA 液の作製とリアルタイム PCR 

 得られたプラスミド抽出液を用いて，2μl 中に

107～1 個のコピーが含まれるよう段階希釈を行い， 

標準 DNA を作製した。作製した標準 DNA 液のリ

アルタイム PCR の結果，107から 101までの全て 

  

図中の数値: 2μl あたりの DNA コピー数 

 

図 2 標準 DNA のリアルタイム PCR 法による増幅 

107 
106 

105 104

103 102 
101
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sｔｘ１ stx2

 
Tm 値: stx1…81.9℃，stx2…83.8℃ 

 

図 3 stx1，stx2 組みかえプラスミドの Tm 値分析 

 

の希釈段階において標準 DNA が正確に希釈され，

かつ増幅していることが確認された (図 2) 。そ

の Tm 値は，stx1 が 81.9℃，stx2 が 83.8℃となり，

両者の間に差が認められた (図 3) 。 

3   腸管出血性大腸菌生菌の検出限界 

 希釈したそれぞれの菌液の DNA は，2μl 中に約

1,000 コロニー含まれているものまでの増幅が確

認できたが，それ以上希釈した DNA 液からは，

増幅を確認することはできなかった (図 4) 。 

  

考 察 

腸管出血性大腸菌の検査の際，リアルタイム

PCR 法による検査を行うためには，志賀毒素遺伝

子(stx)の標準 DNA が必要であるが，当所には標準

DNA がなく，食中毒発生時にリアルタイム PCR

を行うことができなかった。一方，標準 DNA を

作製するためには，目的の DNA 断片をプラスミ

ドに組み込まなければならない。 

そこで，stx の DNA をプラスミドに導入し，そ

の組み換えプラスミドの抽出および精製を行い，

目的の DNA 断片のプラスミドへの導入法が確立 

 

図中の数値: 2μl あたりのコロニー数 

 

図 4 腸管出血性大腸菌生菌の検出限界 

できた。また，プラスミド抽出液から stx1，stx2

の各希釈段階のコピー数が含まれている標準

DNA を作製したことにより，これを陽性コントロ

ールとしてリアルタイム PCR 法を利用した検査

を行えると考えられた。 

一方，Light Cycler を用いて，stx1，stx2 の Tm

値を測定し，それぞれの Tm 値に有意な差が認め

られた。この Tm 値の差は，DNA 増幅部分の塩基

配列のＧＣ含量が stx1 と stx2 で異なることから生

じたものである。 

以上より，実際の検査において，陽性の判定時

間の短縮だけでなく，毒素型の判定も同時に行え

ることが分かった。したがって，この方法は定性

検査を行う上で有効な方法となると考えられる。 

次に，作製した標準 DNA 液を用いた増幅確認

により，検体中に約 10 個というわずかな数のプラ

スミド DNA でも含まれていれば，その増幅が検

出できることがわかった。しかし，腸管出血性大

腸菌の生菌を使用した検出限界の測定では，2μl

中に約 1,000 個というかなりの菌数が検体中に含

まれていなければ，増幅が検出できないことが判

明した。この原因としては，プラスミド DNA は

精製度が高いために検体中にわずかな数の DNA

しか含まれていなくても，増幅が検出できるのに

対し，生菌中の DNA は煮沸法により DNA を溶菌，

抽出しているので，DNA 精製度が低く，検出しに

くいためと考えられる。 

このことから，以上の方法では，食品など，検

体中に少数の菌しか含まれてないと思われる検体

の定量検査に応用するのは難しいと考えられるこ

とから，DNA 抽出方法やプローブ法などの他の方

法により感度を上げることが必要となると考えら

れた。 
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