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カンピロバクター（Campylobacter jejuni/coli）は人

の下痢症の起因菌で，近年，わが国でも欧米諸国と同様

に［1］，本菌による食中毒事例が増加する傾向にある．

本菌による食中毒の原因食品としては，生または加熱不

足の鶏肉製品が多数報告されているが［2］，その他に

も，牛レバーによる事例も報告されている（厚生労働省

ホームページ;全国食中毒統計）．

牛レバーのカンピロバクター汚染については，と体の

解体工程における表面汚染の他に，著者らは，腸管内の

菌が胆管を通じて胆餒内に侵入・増殖後，上行性に肝臓

実質内部を汚染することを報告している［3］．この肝臓

実質の一次汚染は，表面の二次汚染とは異なり，予防が

困難であることから，食品衛生上大きな問題である．

過去の研究において，牛胆餒内の胆汁からカンピロバ

クターは分離されているが［3］，分離株の血清型や遺伝

子性状については明らかにされていない．そこで，本研

究では，牛胆汁に由来するカンピロバクターの食中毒に

対するリスクを明らかにするために，牛胆汁中の本菌の

汚染菌量を測定し，分離株の血清型や病原遺伝子の保有

状況について検討した．さらに，パルスフィールド・ゲ

ル電気泳動（pulsed-field gel electro-phoresis : PFGE）

法により遺伝子系統解析を行い，食中毒患者由来株との

関連性について検討した．

材 料 及 び 方 法

供試材料： 2007年6月～2012年7月にかけて，肥育

牛の胆餒105検体を購入し，検査を行った．

胆汁中のカンピロバクター定量培養法：牛胆餒から胆

汁約30mlを注射器（テルモ譁，東京）を用いて滅菌チ

ューブ（テルモ譁，東京）に無菌的に採取した．次に，

胆汁1mlを9mlの滅菌生理食塩水を用いて段階希釈後，

各0.2mlをmCCDA培地（Oxoid，U.K.）［4］に塗抹

し，微好気状態（O2 ：5％，CO2 ：10％，N2 ：85％）

で42℃，48時間培養した．培地上に発育したカンピロ

バクター様のコロニー数を測定し，各平板上の3コロニ

ーについて，①位相差顕微鏡による形態及び運動性の観

察，②好気条件及び25℃における発育の有無，③オキ

シダーゼ試験，④カタラーゼ試験，⑤酢酸インドキシル
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要　　　　　約

牛胆汁を検査したところ，105検体中57検体（54.3％）からC. jejuniが検出された．牛胆汁中のカンピロバクター

菌数（cfu/ml）は，42.9％の検体が103cfu/ml以上であり，市販鶏肉の汚染菌数の1,000～10,000倍高い値であった．

分離株の30％（12/40）は血清型別不能であったが，35％（14/40）がPenner D群，12.5％（5/40）がPenner B群

であった．また，牛胆汁由来株は，PCR法により，供試した40株すべてが flaA，cdtA，cdtB，cdtC，cmeA，cmeB及

び cmeCの7種類の病原遺伝子を保有していることが明らかとなった．さらに，パルスフィールド・ゲル電気泳動法で

は，牛胆汁由来株は食中毒患者由来株と高い類似性を示し，4種類の制限酵素を用いた場合でも，患者由来株と同一の

DNA切断パターンを示した株も認められた．このことから，牛胆汁は食中毒の原因となりうるC. jejuniの重要な汚染

源となる可能性が示された．
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加水分解試験，⑥馬尿酸塩加水分解試験，⑦ナリジクス

酸（30μg）とセファロチン（30μg）に対する感受性試

験により菌種の同定を行った．

分離C. jejuniの血清型別及び病原遺伝子検査法：定

量培養で胆汁から分離されたC. jejuni菌数の高かった

計40 株について，市販のカンピロバクター免疫血清

（デンカ生研譁，東京）を用いてPennerの血清型別［5］

を行った．

さらに，ミューラー・ヒントン培地（Oxoid，U.K.）

で培養した40株の新鮮培養菌を100μlのTEバッファ

ーに添加し，95℃で1分間加熱してDNAを抽出した．

次に，Dattaら［6］（ flaA），Linら［7, 8］（cmeA，

cmeB，cmeC），Picketら［9］（cdtA，cdtB，cdtC）の

報告に準じて，遺伝子増幅装置（GeneAmp PCR Sys-

tem 9700，Applied Biosystems, U.S.A.）で病原遺伝

子の増幅を行った．次いで，1％アガロースゲルでPCR

産物を電気泳動後，エチジウムブロマイドで染色し，紫

外線下でバンドを観察した．

分離C. jejuniの遺伝子型別法並びに解析法：埼玉県

衛生研究所において1998年～2012年にかけて分離した

食中毒患者由来65株，鶏肉由来37株，牛胆汁由来5株，

計107株のC. jejuni（血清型Penner B群）及び食中毒

患者由来31株，鶏肉由来28株，牛胆汁由来13株，計

72株のC. jejuni（血清型 Penner D群）を用いて，パ

ルスフィールド・ゲル電気泳動（PFGE）法による遺伝

子型別を行った．－80℃で保存していた各株をミュー

ラー・ヒントン培地で42 ℃，48 時間微好気培養後，

Ribotら［10］の報告に準じ，試料を制限酵素 Sma蠢

（タカラバイオ譁，東京）で処理後，1％（w/v）アガロ

ースにより，電圧 6V / c m，パルスタイム 6 .75 秒～
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表　牛胆餒内胆汁中のカンピロバクター菌数及び陽性検体数 

 菌数（cfu/ml） ＜10 101 102 103 104 105 106 107 

 陽性検体数（％） 48（45.7） 3（2.9） 9（8.6） 12（11.4） 5（4.8） 9（8.6） 16（15.2） 3（2.9） 
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図1 食中毒患者・鶏肉・牛胆汁由来血清型Penner B群Campylobacter jejuniの類似性
蠢 ：食中毒患者由来株が多く含まれるグループ

蠡 ：食中毒患者由来株と牛胆汁由来株が多く含まれるグループ

蠱 ：食中毒患者由来株と鶏肉由来株が多く含まれるグループ

H ：食中毒患者由来株（数字は株数）

B ：牛胆汁由来株（数字は株数）

M ：鶏肉由来株（数字は株数）

B/H：牛胆汁由来株と食中毒患者由来株の遺伝子型が同一のもの
M/H：鶏肉由来株と食中毒患者由来株の遺伝子型が同一のもの



38.35秒，バッファー温度14℃，泳動時間18時間の条

件で電気泳動（CHEFhDR蠡，Bio-Rad，U.S.A.）を行

った［11］．

各菌株のPFGE法によるDNA切断パターンをDiver-

sity database（PDI社，U.S.A.）を用いてコンピュー

タ解析後，制限酵素 D N A 切断パターンの違いから

UPGMA（unweighted pair group method with arith-

metic averages）法によりクラスター解析を実施して，

人由来株や鶏由来株との関連性について調べた．なお，

制限酵素（Sma蠢，タカラバイオ譁，東京）で同一の

DNA切断パターンを示した株については，3種の制限

酵素（Kpn蠢，Sal蠢及びSac蠡，タカラバイオ譁，東

京）を追加し，それぞれの泳動パターンを比較した．

成　　　　　績

牛胆餒内胆汁のカンピロバクター汚染状況：105検体

中57検体（54.3％）からC. jejuniが検出された．胆汁

中のカンピロバクター菌数（cfu/ml）は，表に示すと

おり，10 未満が 48 検体（45 .7 ％），10 1 台が 3 検体

（2 .9 ％），102 台が 9 検体（8 .6 ％），103 台が 12 検体

（11 .4 ％），104 台が 5 検体（4 .8 ％），105 台が 9 検体

（8 .6 ％），106 台が16 検体（15 .2 ％），107 台が3検体

（2.9％）であった．

分離株の血清型及びPCR法による病原遺伝子の保有

状況：供試した40株の血清型は，Penner D群が最も

多く14株（35.0％），次にB群5株（12.5％），A群3株

（7.5％），C群2株（5.0％），F群2株（5.0％），R群1

株（2 . 5 ％），Z 6 群 1 株（2 . 5 ％）であった．12 株

（30.0％）は血清型別不能であった．

また，P C R法では，供試したすべての株が f l a A，

cdtA，cdtB，cdtC，cmeA，cmeB及び cmeCの病原遺

伝子を保有していた．

PFGEによる遺伝子型別： PFGE法により血清型

Penner B群由来株107株は35型に型別され，患者由来

株が多く含まれるグループ蠢，患者由来株と牛胆汁由来

株が多く含まれるグループ蠡，患者由来株と鶏肉由来株

が多く含まれるグループ蠱に大別された（図1）．供試し

た牛胆汁由来5株のうち，食中毒患者由来株と同一の遺

伝子型を示したものが1株，他の4株は3つのタイプに

分類されたが，いずれも食中毒患者由来株と70％以上

の類似性が認められた．一方，グループ蠱の8タイプに

ついては，鶏肉由来株と食中毒患者由来株の遺伝子型が

同一であった．また，制限酵素（Sma蠢，タカラバイオ

譁，東京）で同一のDNA切断パターンを示した株は，

他の制限酵素を用いたPFGEでも，それぞれ同一の泳動

パターンを示した．
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図2 食中毒患者・鶏肉・牛胆汁由来血清型Penner D群Campylobacter jejuniの類似性
蠢 ：食中毒患者由来株が多く含まれるグループ

蠡 ：食中毒患者由来株と牛胆汁由来株が多く含まれるグループ

蠱 ：食中毒患者由来株と鶏肉由来株が多く含まれるグループ

H ：食中毒患者由来株（数字は株数）

B ：牛胆汁由来株（数字は株数）

M ：鶏肉由来株（数字は株数）

B/H：牛胆汁由来株と食中毒患者由来株の遺伝子型が同一のもの
M/H：鶏肉由来株と食中毒患者由来株の遺伝子型が同一のもの



PFGE法により血清型 Penner D群由来株72株は30

型に型別され，血清型Penner B群と同様に，患者由来

株が多く含まれるグループ蠢，患者由来株と牛胆汁由来

株が多く含まれるグループ蠡，患者由来株と鶏肉由来株

が多く含まれるグループ蠱に大別された（図2）．供試し

た牛胆汁由来13株のうち，食中毒患者由来株と同一の

遺伝子型を示したものは1株，他の12株については，5

つのタイプに分類されたが，いずれも食中毒患者由来株

と70％以上の類似性が認められた．一方，グループ蠢

の1タイプ及びグループ蠱の3タイプについては，鶏肉

由来株と食中毒患者由来株の遺伝子型が同一であった．

なお，先の制限酵素で同一のDNA切断パターンを示し

た株は，他の3種の制限酵素を用いた場合でも，それぞ

れ同一の泳動パターンを示した．

考　　　　　察

牛胆餒内胆汁の105 検体中57 検体（54 .3 ％）から

C. jejuniが検出された．胆汁1ml当たりの汚染菌数は，

42.9％（45/105検体）が103cfu/ml以上であり，市販

鶏肉の汚染菌数の1 ,000 ～ 10 ,000 倍高い値であった

［12］．

カンピロバクターの病原因子としては，鞭毛，腸管定

着性，侵襲性，毒素産生性などが知られているが［13,

14］，近年，薬剤耐性ポンプである cmeABCが胆汁に対

する抵抗性と腸管内への定着に重要であることが報告さ

れている［7, 8］．牛胆汁から分離された40株は，鞭毛

遺伝子であり腸管への定着に重要である f laAや，cme

ABC，細胞膨化致死毒素をコードする cdtABCなど7種

類の病原遺伝子のすべてを保有していることが明らかと

なった．さらに，分離株の血清型別は，食中毒患者由来

株と同様に，Penner B群，D群が多く，また，PFGE

法による解析でも患者由来株との類似性が高いことが示

された．

PFGE法による遺伝子解析は，由来の異なる菌株間の

関連性を明らかにするために広く応用されている［15,

16］．今回，血清型 Penner B群の株は，牛胆汁由来株

がグループ蠡，鶏肉由来株がグループ蠱とそれぞれ異な

るクラスターに分類された．一方，血清型Penner D群

の株では，牛胆汁由来株と鶏肉由来株の一部が同一のク

ラスターに分類された．カンピロバクターでは，サルモ

ネラと異なり鶏体内の垂直感染が起こらない［17］．養

鶏場に搬入直後の素ヒナは通常，カンピロバクター陰性

であるが，育雛中の飼育環境から汚染を受けることが報

告されており［18, 19］，この汚染源の一つに野鳥があ

げられている［20］．野鳥が汚染源であった場合，野鳥

→鶏→人あるいは，野鳥→牛→人の感染ルートも考えら

れることから，Penner D群の牛由来株と鶏由来株の遺

伝子型が一致したのではないかと考えられる．今後，供

試菌株を増やすことで，野鳥，牛，鶏及び人の食中毒と

の関係について，より詳細に検討する必要があると考え

られる．

以上のように，食中毒の原因となりうるC. jejuniが

牛胆汁中に多量に存在することが明らかとなったことか

ら，解体作業中の胆餒の取り外しには十分注意し，胆汁

からの汚染を拡散させないための対策を講じることが必

要であると思われた．
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Contamination of Bile in Gallbladder of Beef Cattle with Campylobacter jejuni
and Characteristics of Isolates

Kazuaki ONO†

＊ Saitama Institute of Public Health, 639h1 Kamiokubo, Sakura-ku, Saitama-shi, 338h0824,
Japan

SUMMARY

Of 105 bile samples of cattle tested, 57 (54.3%) were found positive for C. jejuni.  In 42.9% (45/105) of the
samples, the measurement of C. jejuni in the bile exceeded 103 cfu/ml.  The contamination level of C. jejuni in
the bile of beef cattle was 1,000h10,000 times higher than that found in fresh chicken meat.  Although 30%
(12/40) of isolates were untypable, 35% (14/40) and 12.5% (5/40) of the isolates were serotyped as the Penner
D and Penner B group, respectively.  Forty bile isolates examined possessed seven virulence genes: flaA, cdtA,
cdtB, cdtC, cmeA, cmeB and cmeC.  Pulsed-field gel electrophoresis was also performed to determine the geno-
typic relatedness of isolates.  All isolates from cattle bile showed high similarity to those from human patients
and some showed identical band patterns to those from humans, using four different restriction enzymes.
These data indicate that bile of beef cattle could be an important source of C. jejuni food poisoning for humans.
― Key words : bile of beef cattle, Campylobacter jejuni, pulsed-field gel electrophoresis, virulence gene.
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