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の中で、酪酸産生能が高く、probioticsとしても古く

から利用されてきたが、ボツリヌス毒素保有株が存在

することが知られているClostridium butyricumに注

目し、そのスクリーニングとボツリヌス毒素遺伝子の

checkを同時に行う、multiplex PCR法を検討したの

で報告する。

材料と方法

（１）Clostridium butyricum標準菌株の入手

　Clostridium butyricum（NBRC 13949）１株を独

立行政法人製品評価技術基盤機構（nite）バイオテク

ノロジーセンターより購入した。

（２）Clostridium butyricum遺伝子特異primerの設計

　 遺 伝 子 デ ー タ ベ ー ス（NCBI GenBank Gene, 

Nucleotide）に登録されたC. butyricum 10株（表１）

のDNA topoisomerase Ⅳ（DNA gyrase）subunit 

Bの 塩 基 配 列 に つ い て、 市 販 遺 伝 子 解 析 ソ フ ト

（Genetyx®ver.6）を用いてalignmentを行い、１塩

基多型（Single Nucleotide Poplymorphism、SNPs）

部位を確認した（図１）。また、同様に登録されてい

るC. botulinum ４株（表２）のDNA gyrase subunit 

Bについてもalignmentを行いSNPsの確認を行った

後、C. butyricumとの種間alignmentを行い、配列が

大きく異なることを確認した後、C. butyricum特異

primerを検討した。

はじめに

　従来より、大腸内の未消化物質を腸内細菌が発酵し

て生じる酢酸、プロピオン酸、酪酸等の短鎖脂肪酸

（short-chain fatty acid, SCFA）は、食物の消化・

吸収に係る様々な大腸機能の維持や宿主の免疫機能に

対し、多彩な生理作用がある1)と報告されている。特

に最近これらSCFAの中で、アレルギー反応を抑制す

る免疫抑制細胞（regulatory T cell, Treg）を活性化

する作用が酪酸にあり2)、腸内細菌の中で特にTregの

賦活化に係る17種のClostridium属菌があることが報

告され、注目されている3)。

　著者らはこの17種の中で特に酪酸産生能が高い

Clostridium属４菌種についての定量的PCRスクリー

ニング方法の開発を既報で報告した4)。しかしなが

ら、腸内や環境中に広く存在するClostridium属菌の

中には、本来ボツリヌス菌が保有する致死的な神経

毒であるボツリヌス毒素（Botulinum neurotoxins, 

BoNTs）遺伝子をゲノム上やプラスミドとして保有

する株があることが知られており5-9)、実際にボツリヌ

ス菌以外のClostridium属菌によるボツリヌス中毒事

件も発生している10)ことから、これらの菌株の取り扱

いには注意が必要である。

　そこで今回はとくに、酪酸産生性Clostridium属菌
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　C. butyricum標準菌株についてABCMブイヨン培

地（栄研化学株式会社E-MG22）を用いて、培養（24

～72時間）後、その培養液を、ABCM寒天培地（栄

研化学株式会社E-MG19）に約30µlを画線塗抹し、

AnaeroPack・ケンキ（三菱ガス化学株式会社）を用

い、嫌気培養（48～72時間）した。得られた単離コロ

ニーについて再度ABCMブイヨン培地で純培養（24

～72時間）し、標準菌株の培養液とした。

（５）標準菌株からのtemplate DNA抽出

　① 簡易法：

　ABCM培養液1mlを1.5ml tubeに入れ、boil（5min）

したのち急冷し、遠心分離（12.000 rpm、3min）

にかけ、上清液をtemplate DNAサンプルとした。

　②キットによる抽出：

　bact er i a  genomicPrep  Min i  Sp in  K i t

（illustraTM, GE Healthcare）を用いて指示書に

従いtemplate DNAを抽出した。

（６）RT-PCR法

　RT-PCR：FastStart SYBR Green Master 

（REF#04 673 484 001、Roche Diagnotics） を 使

用 し、PikoReal 96 Real-Time PCR System (REF# 

TCR0096、Thermo Fisher Scientific）にて、メーカー

指示書に従い行った（表３）。

（３）ボツリヌス毒素関連遺伝子primerの設計

　C. butyricumにおける保有が確認されているボツ

リヌス毒素はtype E型である11, 12)ことから、報告さ

れ て い るBoNT E gene cluster13, 14)（ 図 ２） を 参 考

に、ボツリヌス毒素複合体遺伝子（毒素と結合した

無毒成分で、消化器内部で毒素を保護する）ntnh 配

列（C.botulinum ４株、C.butyricum ４株）および

type E型毒素遺伝子（C.botulinum 12株、C.butyricum 

15株）（表２）について、(２）同様に種内および種間

alignmentを行い（図３）、共通する配列をもとに、

primer set を設計した。

（４）標準菌株の培養

NCBI Accession No. Souce Length(bp)

AGYK01000021 Clostridium butyricum 1914

CP013252 Clostridium butyricum 1914

CP014704 Clostridium butyricum 1914

CP016332 Clostridium butyricum 1914

JXBT01000001 Clostridium butyricum 1914

NZ_AQQF01000189 Clostridium butyricum 1914

NZ_ASPQ01000107 Clostridium butyricum 1914

NZ_KB851134 Clostridium butyricum 1914

NZ_KV823324 Clostridium butyricum 1914

NZ_QRUG01000044 Clostridium butyricum 1914

表１　比較したC. butyricum株
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＜ntnh＞ botulinum butyricum ＜bontE＞ botulinum butyricum
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2 AM695753＊ ACOM01000005＊ 2 AM695755 AB037705
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13 AB088207
14 KP455988
15 X62088
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図１　C. butyricum gyrB配列のalignment（一部）

表２　比較したntnhおよびbontE遺伝子のNCBI Accession No.
（＊：種間alignmentに使用した株）

図２　bont E gene cluster
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考　察

　今回の研究で、Clostridium butyricum 特異検出用

primer setと し てBbgrB-s・-as、botulinum neuro-

toxin type E特異検出用primer setとして、ntnh/E-s・ 

-as およびBont/E-s・-asを設計したが、その有効性

の確認は不十分な結果であった。その原因の一つと

して、今回は、嫌気性菌で増殖に時間がかかったた

め、菌濃度がごく薄い標準菌液からgenomic DNAを

抽出し、RT-PCR検出系では、サンプルあたり1μl

のtemplate DNA液しか使用しなかったため、PCR

で用いたtemplate DNA液中のgenomic DNAの絶対

量が不足したため、PCRで増幅しなかったことが予

想された。したがって今後は、標準菌溶液の菌量を

十分にして、再度確認が必要と考える。また、特に

botulinus neurotoxin関連のprimer setの有効性の確

認には、ボツリヌス毒素の遺伝子（毒素産生性ボツリ

ヌス菌のDNA）が必要と考えられるため、当該株を

（７）増幅遺伝子の確認

　PikoReal 96 Real-Time PCR System 上 でSYBR 

Green RFU値の上昇により確認した。

結　果

（１）primer sets

　C.butyricum特 異primer（BbgyrB-a・-as）、type 

E ntnh 特異primer（ntnh/E-s・-as）、bont/E 特異

primer（Bont/E-s・-as）をそれぞれ設計し、オリゴ

合成を業者に委託し入手した（表４）。

（２）増幅遺伝子の確認

　 各primer set を 用 い たRT-PCRで は、 標 準 菌

template DNA（材料と方法（５）①、②）のCq値は

いずれも35以上であったため、有効な増幅感度を得ら

れなかった。

SYBR Green Master 7.5 µl

Primer-s (20pmol) 0.2 µl

Primer-as (20pmol) 0.2 µl

Distilled Water 6.1 µl

Template DNA 1.0 µl

Target gene Primer set sequence Amplicon size ( bp )

C. butyricum. gyrB
BbgrB-s：5’－cag････････････････････cgg－3’

BbgrB-as：5’－tat･･･････････････････cgg－3’
132

ntnh
ntnh/E-s : 5’－cta･･････････････････agc－3’

ntnh/E-as : 5’－ttc･･････････････････gcc－3’
331

bont/E
Bont/E-s : 5’－aat･･････････････････cag－3’

Bont/E-as : 5’－tat･･････････････････gtg－3’
176

Heat activation 95℃ 15 min

Denaturation 94℃ 15 sec

40 cyclesAnnealing 55℃ 30 sec

Extension 72℃ 30 sec

表３　試薬調製（SYBR Green）およびRT-PCR条件

表４　Primer set sequence（一部配列）および増幅遺伝子断片長

Heat activation 95℃ 15 min 

Denaturation 94℃ 15 sec 

40 

cycles

Annealing 55℃ 30 sec 

Extension 72℃ 30 sec 

SYBR Green Master 7.5 µl 

Primer-s (20pmol) 0.2 µl 

Primer-as (20pmol) 0.2 µl 

Distilled Water 6.1 µl 

Template DNA 1.0 µl 

図３　ntnh（左）、bontE遺伝子（右）の種間alignment（一部）
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保有する関係部局との研究協力が必要と考えられる。

　Clostridium butyricum は、とくにアジア圏では

古くから整腸作用・免疫賦活作用などの有効性がある

probioticsとして知られてきた。本邦でも宮入近治に

より1933年に発見された宮入菌（ミヤイリサン）が

有名であった15)が、免疫学や腸内細菌に関する近年の

新しい知見から、その価値が再認識され、戦略的生

物資源としても注目されている。一方、botulinum 

neurotoxin E産生性のC. butyricum による中毒事件

が世界各地で報告され、本邦でも2014年宮崎県で発生

している10)ことから、その取り扱いには十分な注意が

必要と考える。

　 本 邦 で 発 生 し た、Clostridium butyricum中 毒

事 件 株 の 遺 伝 子 解 析 の 詳 細 は 不 明 で あ る が、 近

年、plasmidを 介 し た 水 平 伝 播 等 が 指 摘 さ れ て い

る7)の で、 特 にClostridium属 菌 内 で のbotulinum 

neurotoxin の伝播について、今後の研究が注目され

る。
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