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１１１１．．．．はじめにはじめにはじめにはじめに        

新規遺伝子増幅法である LAMP 法を用いた食中

毒起因菌検出試薬キットは、高い検出感度と、検査

日数の短縮を可能にするとともに、検査に関連する

作業の軽減など、現状の課題解決に有効な方法で

す。esNo.037 では、LAMP 法の原理についてご紹介

いたしました。 

今回は、LAMP 法を用いた Loopamp サルモネラ

検出試薬キット((((写真写真写真写真 1)1)1)1)についてご紹介いたしま

す。 

 

２２２２．．．．LoopampLoopampLoopampLoopamp サルモネラサルモネラサルモネラサルモネラ検出検出検出検出試薬試薬試薬試薬キットキットキットキット    

本キットは、サルモネラ属菌が特異的に保持している侵入性関連因子 invA 遺伝子１）の核酸

配列を認識するプライマーを用い、その増幅反応からサルモネラ属菌の有無を判定します。 

本キットは、反応チューブに試薬を分注し、増菌培養液を入れ、専用測定装置にセットすれ

ばパソコンのモニター上に増幅グラフが表示され、1 時間で判定するといった、いたって簡単な

操作で検査を行うことができます。 

 

３３３３．．．．操作法操作法操作法操作法    

    

３３３３．．．．１１１１    増菌培養増菌培養増菌培養増菌培養    

食品中のサルモネラ属菌の汚染菌量は極めて少なく、また

少数の菌数で発症する場合があるので、食材から検出するに

は増菌培養が必要です。 

検体 25g に緩衝ペプトン水 225mL を加えてストマッカーでホ

モジナイズし、36.0℃±1.0℃で 20～24 時間培養します。((((図図図図１１１１)))) 

 

 

３３３３．．．．２２２２    検体検体検体検体のののの前処理前処理前処理前処理（（（（サンプルサンプルサンプルサンプル溶液溶液溶液溶液のののの調製調製調製調製））））    

菌体から遺伝子を抽出するために検

体前処理用滅菌チューブに増菌培養液

と 食 品 用 抽 出 溶 液 で ある Extraction 

Solution for Foods を混合します。((((図図図図２２２２))))

その後、加熱（95℃，5 分間）処理((((図図図図３３３３))))し、

室温で 1 分間遠心してサンプル溶液とし

ます。サンプル溶液は、氷上にて保管し

4 時間保存可能です。 

 

 

LAMPLAMPLAMPLAMP 法法法法によるによるによるによる食中毒起因菌食中毒起因菌食中毒起因菌食中毒起因菌のののの迅速検査迅速検査迅速検査迅速検査    

－－－－LoopampLoopampLoopampLoopamp サルモネラサルモネラサルモネラサルモネラ検出試薬検出試薬検出試薬検出試薬キットキットキットキット－－－－ 
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写真写真写真写真１１１１    LoopampLoopampLoopampLoopamp サルモネラサルモネラサルモネラサルモネラ検出試薬検出試薬検出試薬検出試薬キットキットキットキット    

図図図図１１１１    増菌培養増菌培養増菌培養増菌培養    

 

図図図図２２２２    検体検体検体検体のののの前処理前処理前処理前処理    

((((サンプルサンプルサンプルサンプル溶液溶液溶液溶液のののの調製調製調製調製))))        

 

図図図図３３３３    ９５９５９５９５℃℃℃℃・・・・５５５５分間加熱処理分間加熱処理分間加熱処理分間加熱処理    
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３３３３．．．．３３３３    マスターミックスマスターミックスマスターミックスマスターミックスのののの調製調製調製調製    

氷上にて、キット中の Reaction Mix と Bst DNA Polymerase を

混合して、マスターミックスとします。Reaction Mix の主な組成は

プライマー、デオキシヌクレオチド 3 リン酸（反応基質）および塩類

で、遺伝子増幅反応に必要な材料となる物質が含まれていま

す。 

 Bst DNA Polymerase は、鎖置換型 DNA 合成酵素で、DNA 合

成が伸長していった先に 2 本鎖 DNA が存在しても剥がしながら

DNA 合成を伸長させる性質があります((((図図図図４４４４))))。。。。    

 

３３３３．．．．４４４４    サンプルサンプルサンプルサンプル溶液溶液溶液溶液のののの添加添加添加添加    

氷上にて、専用の反応チューブにマスターミックス 20μL を分

注し、これに前処理したサンプル溶液 5μL を加えて全量 25μL

の反応液とします。なお、陽性コントロールとして、Control DNA 5

μL、陰性コントロールとして Extraction Solution for Foods 5μL

をサンプル溶液の代わりに添加します。((((図図図図５５５５)))) 

    

３３３３．．．．５５５５    ＬＡＭＰＬＡＭＰＬＡＭＰＬＡＭＰ反応反応反応反応    

測定は Loopamp リアルタイム濁度測定装置（（（（写真写真写真写真

２２２２））））で行います。65℃、1 時間反応させて、付属のパソ

コン画面上で濁度の上昇の有無を確認します。 

グラフ画面で反応時間内(１時間)に濁度上昇した

場合を「陽性」、濁度上昇が見られない場合を「陰性」

とします。陽性コントロールの濁度が上昇し、陰性コ

ントロールの濁度が上昇しなければ LAMP 反応は正

常に進行しています。また、判定を補助する目的で

判定用ソフトもインストールされています。一定間隔

の濁度増加値を経過時間ごとにプロットし(判定グラ

フ)、それを条件設定した判定値によって自動的に判

定を行い、結果グラフ画面に濁度の最大値(青)と判

定結果(陽性：赤、陰性：緑)が表示されます。 ( ( ( (図図図図６６６６)))) 

    

    

    

４４４４．．．．試薬性能試薬性能試薬性能試薬性能    

４４４４．．．．１１１１    検出感度検出感度検出感度検出感度    

培養サルモネラ希釈菌液を操作法に従ってサンプル溶液調製後、LAMP 反応に供試した結

果、60 colony forming unit(cfu)／test まで検出することができました。 

この時の O.D.値の立ち上がりは 30 分以内に認められ、反応は極めて迅速でした 2)。 

    

４４４４．．．．２２２２    特異性試験特異性試験特異性試験特異性試験    

サルモネラ属菌の保存株 225 株およびサルモネラ属菌以外の保存株 79 株を対象にして

LAMP 反応を試みたところ、サルモネラ属菌だけが陽性判定で、特異性に優れていました 2,3)。

（（（（表表表表１１１１，，，，２２２２）））） 

図図図図４４４４    マスターミックスマスターミックスマスターミックスマスターミックスのののの調製調製調製調製    

 

 

図図図図５５５５    サンプルサンプルサンプルサンプル溶液溶液溶液溶液のののの添加添加添加添加    

 

写真写真写真写真２２２２    LooLooLooLoopamppamppamppamp リアルタイムリアルタイムリアルタイムリアルタイム濁度濁度濁度濁度測定装置測定装置測定装置測定装置(LA(LA(LA(LA----320C)320C)320C)320C)    

 

図図図図６６６６    リアルタイムリアルタイムリアルタイムリアルタイム濁度測定装置濁度測定装置濁度測定装置濁度測定装置 LALALALA----320C320C320C320C 測定画面測定画面測定画面測定画面    
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４４４４．．．．３３３３    培養法培養法培養法培養法とのとのとのとの比較比較比較比較    

市販の卵、魚肉すり身、牛乳、貝割れ大根に培養サルモネラ希釈菌液を接種し、本キットと

培養法とを比較しました。LAMP 法は一夜増菌培養した培養液をサンプルとし、試験開始から

２日目で測定しました。従来の培養法は前増菌培養し、選択増菌培養後、分離平板培地で培

養し、試験開始から４日目で判定しました。両方法とも各検体中に 10cfu／25g 程度存在すれ

ば検出することができました。 

 

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

参考文献 

1) Galan,J.E. et al.,J.Bacteriol.174,4338-49,1992. 

2) Yoshino,M.et al.,American Society for Microbiology The 103rd General Meeting,2003. 

3) 小島禎ほか：（社）日本食品衛生学会総会・第 85 回学術講演会,2003. 

表１ サルモネラ検出試薬キットの特異性：サルモネラ属菌
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表２ サルモネラ検出試薬キットの特異性：非サルモネラ属菌
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