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Abstract 

Quantitative PCR ( PCR) uantifies the template DNA from the number of threshold cycles (Ct 

value), but the probability of uantitative errors occurs due to the differences in recovery rates during 

DNA purification. In order to investigate the effect of different DNA purification kits in counting 

Edwardsiella tarda cells using PCR, we compared two methods; the bacterial culture dilution method, in 

which the DNA is purified after 5 steps of a ten-fold serial dilution of E. tarda culture, and the DNA 

dilution method, which the DNA is diluted after purification with the optimum cell number of E. tarda. 

In both methods, we used three types of DNA purification kit: Chelex resin, Non-Silica membrane and 

Silica membrane. Our results showed the lowest Ct value and high DNA recovery rate were obtained 

using Chelex resin. Non-Silica membrane and Silica membrane Ct values in DNA dilution method were 

higher than that of Chelex resin. With the use of Non-Silica membrane, the calculated DNA using 

bacterial culture dilution method decreased by 67-87% compared to DNA dilution method at 1.0 104 

cells/ L of E. tarda. 
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 養 魚における Edwardsiella tarda を原因菌とした

は，アメリカナマ 1）およびウナギ2）について1973年に め

て報告された。海産養 魚の として最 の記 は，1974

年三重県の養 チダイの であり，3）その後，長崎県の養

場でマダイ，チダイ，ブリ，ヒラメから分離され 原性を

有した E. tarda の性状に関して報告された。4）近年も養 場

におけるヒラメ，マダイ，ウナギ に本菌によるエド ジエ

ラ が発 しており，特にヒラメでは高水温期に全 的に発

生し，ヒラメの の中では最も の大きいものになって

いる。5）本 に らず， 魚の から細菌 が わ

れる場合， などによる 方 を決める上で，原因細菌

の分離と同定およびその 強度を推定することが重要であ

る。 

 本 の 魚や 水からの E. tarda の分離には，SS

地への 養法6）やチオグリコレート液体 地の前

養を経て BHI 地に 養する方法7）などの

別 地が用いられている。 養法よりも 速に E. tarda
の有無を 断する方法として，本菌の haemolysin 子を

検出する LAMP 法8）や16S rDNA の PCR-RFLP 法による

ヒラメ由来の定型 およびマダイ由来の 定型 の E. tarda
の 子型で分けて検出する方法9）が 発されている。ま

た，定量 PCR による E. tarda の細菌数を定量する方法が報

告されており，10）本菌の 速かつ な検出と計数が可能

となっている。しかし，定量 PCR で細菌数を計測する際に

は，標的 子を組み込んだプラスミド DNA を検量線とし

て 用することが多く，11, 12）定量する試料から DNA を精製

する際の回 率により定量 差が生じる可能性が考えられ

る。本研究では，E. tarda を計数する試料として 定し，菌

養液を５ 希釈後に DNA を精製した 菌液希釈 ，およ

び検量線として 定し，最 菌量で精製後に希釈した DNA
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希釈 の各 DNA 溶液で定量 PCR を行い，３ 類の DNA 精

製法（キレックス ， シリカ ，シリカ ）が定量

PCR による E. tarda の計数に与える影響を調べることを目

的とした。 

 

方法  

 

a iella a a お 的 の

 

 供試菌 には，1986年１月に長崎県 石で分離されたヒラ

メ 由来の強 である E. tarda NUF251を用いた。Heart 

Infusion（BD 製，以下 HI） 地を用いて，27 で２

日間 置 養した後に，生じたコロニーを本実 に供した。

定量 PCR に用いる標的 子は，E. ictaluri および E. tarda
の線 子群ス ーサー 域に存在する DNA 配 （全

848 bp）13）を 定した。E. tarda NUF251の ム DNA を

Wizard  Genomic DNA Purification Kit（Promega 製，

以下 シリカ ）で精製し，本 域を標的とするプライマー

ED-F，ED-R13）を用いて PCR を行い，本 域を増幅した。

増幅 DNA 断 は，ABI PRISM  310 Genetic Analyzer

（Applied Biosystems 製）を用いて塩基配 を解析した。 

 

の  

 Universal ProbeLibrary（Roche 製，以下 UPL）の UPL 

Assay Design Center より，サイクルシークエンスで確認

した E. tarda 定型菌に特有の塩基配 （全268 bp）を標的と

するプライマーとして E. tarda-fimb-left，E. tarda-fimb-

right を設計し，プローブとして 122を 定した（Table 

1）。定量 PCR で増幅する DNA 配 は，GenBank に

されている E. ictaluri，E. tarda および NUF251由来の線

子 群 ス ー サ ー 域 に 存 在 す る 標 的 DNA 配

（E. ictaluri，AY626368；E. tarda KG8401，AB100170）を

DNA Data Bank of Japan（DDBJ）の多重 プログラム

Clustal W で比較した。 

 

の よ . a a の 出

および  

 HI 地を用いて27 で2～3日間 置 養した後に，

HI 液体 地を用いて27 で1晩 養した E. tarda 養液

を用いた。DEN - 1B McFarland Densitometer（ 研

製）を用いて菌濃度を 出した。 

 HI 液体 地を用いて，菌 養液の10倍希釈系 を作り，

４ の濃度（10～104倍）に調製した。原液（1.5 mL チュ

ーブ2本分），10～103倍希釈液それぞれ900 L，104倍希釈液

1000 L を InstaGene  Matrix（BioRad 製，以下キレッ

クス ）， シリカ ，および Wizard  SV Genomic 

DNA Purification System（Promega 製，以下シリカ ）

を用いて，それぞれ DNA を精製した。キレックス は，

細菌用精製 に従って DNA を精製した。 シリカ は，

組 養細 および動物組 用精製 に従って DNA を精

製した。シリカ は，グラム 性菌用精製 に従って

DNA を精製した。精製はそれぞれの試 において3回ずつ

行った。精製後は 菌超純水を用いて，原液（チューブ1本

分）の10倍希釈系 を作り，4 の濃度（10～104倍）に調

製した。 

HI 液体 地を用いて菌 養液を希釈後に精製した DNA

（原液，10～104倍希釈）と精製後に 菌超純水を用いて希

釈した DNA（原液，10～104 倍希釈）を 型として，

FastStart Essential DNA Probes Master（Roche 製）を用

いて定量 PCR を行った。ネガティブコントロールとして水

（FastStart Essential DNA Probes Master H2O, PCR 

grade）を用いた。プライマーは E. tarda-fimb-left，E. tarda-

fimb-right がそれぞれ 濃度５ M になるように調製した

E. tarda-fimb-Mix を用いた。反応溶液の組成は，FastStart 

Essential DNA Probes Master 2x conc. 10 L，FastStart 

Essential DNA Probes Master H2O, PCR grade 5.6 L, 

E. tarda-fimb-Mix（5 M）2 L， 122 probe 0.4 L，

型 DNA 2 L の計20 L とした。PCR 反応条件は，

LightCycler  Nano （ Roche 製 ） を 用 い て 2-Step 

Amplification で行った。95 で10分間反応させた後，熱変

性を95 で10秒間，アニーリングおよび 長反応を60 で

30秒間，この2つを1サイクルとして50回 り した。全ての

サンプルについて3回の定量 PCR を行った。 

 

結果  

 

a iella a a F251の

および の 的  

 E. tarda NUF251由来の線 子群ス ーサー 域の塩

基配 は，GenBank に されている E. tarda と一致して

いた。本 域内の定量 PCR 標的 DNA 配 を E. ictaluri, 
E. tarda の塩基配 と Clustal W で比較した結果，E. tarda
定型菌に特有の塩基配 であることを確認した（データは示

さず）。 

 

 

Table 1 Primers, probe se uence, and amplicon length used in this study 
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の . a a の

 

 ３ 類の DNA 精製試 において， 菌液希釈 と DNA 希

釈 を 型として定量 PCR を行った結果，検量線を Fig. 1

に，その式および増幅 率を Table２に示した。キレックス

を用いて精製した DNA では， 菌液希釈 の DNA 量

は，同じ菌濃度 の DNA 希釈 と比較して約10％減少し

ていたが（Table 3），３ 類の DNA 精製試 の中では最も

Ct（Threshold Cycle）値が低く， DNA の回 率が高いこ

とが分かった（Fig. 1）。 シリカ およびシリカ では，

キレックス と比較して DNA 希釈 の Ct 値が高く，

DNA の回 率が低かった（Fig. 1）。また，どちらも同じ菌

濃度 の DNA 希釈 と比較した時の 菌液希釈 の DNA

量の差は，Ct 値が高くなるにつれて大きくなっていた

（Table 3）。 シリカ では，菌濃度約1.0 104cells/ L の

時，同じ菌濃度 の DNA 希釈 と比べて Ct 値は2～3上

，すなわち DNA 量が67～87％に減少した（Fig. 1）。キ

レックス の検量線を用いて， シリカ とシリカ の

DNA 量の減少率を比較すると（Table 4，5）， 菌液希釈 と

DNA 希釈 では，どちらも Ct 値が高くなるにつれて差が

大きくなり， 菌液希釈 において， シリカ では80 97％

およびシリカ では76 80％， DNA 希釈 おいて， シリ

カ では74 87％およびシリカ では80 89％の DNA 量が

減少して 出された。 

 

 

 

 

 

Table 3 The amount of E. tarda genomic DNA in bacteria
culture dilution method in comparison with DNA
dilution method using different purification kits 

Table 2 Standard curve and amplification efficiency of E. tarda cells using  
different DNA purification kits 

Fig. 1 Standard curves of E. tarda cells uantified by
uantitative PCR. Each sample was repeated 3

times as replicates. , bacteria culture dilution
method; , DNA dilution method. Black line,
Chelex resin; Dark gray line, Non - Silica
membrane; gray line, Silica membrane. 

Table 5 The rate of decrease in E. tarda genomic DNA in 
DNA dilution method using Chelex resin in
comparison with Non-Silica and Silica membrane 
purifications kits 

Table 4 The rate of decrease in E. tarda genomic DNA in
bacteria culture dilution method using Chelex
resin in comparison with Non-Silica and Silica
membrane purification kits 

Type Standard curve 
Amplification 

efficiency 

Chelex resin 
Bacteria culture dilution 2.054 

DNA dilution 2.064 

Non - Silica membrane 
Bacteria culture dilution 1.678 

DNA dilution 1.928 

Bacteria culture dilution 2.021 
Silica membrane 

DNA dilution 1.947 

y = -3.199x + 38.075 
r² = 0.985, p<0.01 

y = -3.178x + 37.781 
r² = 0.986, p<0.01 

y = -4.450x + 48.211 
r² = 0.987, p<0.01 

y = -3.508x + 41.704 
r² = 0.997, p<0.01 

y = -3.272x + 40.512 
r² = 0.995, p<0.01 

y = -3.456x + 41.791 
r² = 0.997, p<0.01 
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考察  

 

 PCR および定量 PCR を用いた細菌の検出には，標的とな

る 子配 の特異性および，設計したプライマーの増幅

率が重要である。本研究で 定した E. tarda 定型菌の線

子群ス ーサー 域は，BLAST 検 において高い相同性

を有する配 は存在せず，13）定量 PCR の増幅 率は PCR

の理論値である2.0に近い値を示しており（Table 2），本菌

の検出および計数に していることが明らかとなった。

E. tarda は VBNC（viable but non-culturable）状態になる

ことが報告されており，14） 別 地を用いたコロニー

計数法で検出できない VBNC 状態の生菌を定量 PCR では

計数可能である。また，通常の定量 PCR では 菌も計数す

るが， 的 透過性色素である ethidium monoazide（以

下 EMA）を用いることで 菌の DNA を し，PCR で

増幅出来ない 型にすることで生菌由来の DNA を 的に

増幅することが可能である。15）この EMA で 理した後に

DNA を精製し，本研究で設計したプライマーとプローブを

用いることで，VBNC 状態を含む生菌 E. tarda のみを計数可

能である。 

 されているキレックス ， シリカ およびシリカ

を用いた DNA 精製キットは，それぞれ異なる原理で

DNA を 出もしくは精製する。これらを用いて，定量する

試料を 定した 菌液希釈 ，定量 PCR の検量線に用いる精

製 DNA を 定した DNA 希釈 を 型として DNA を精製

し，定量 PCR を行った結果，キレックス では 菌液希

釈 は DNA 希釈 の DNA より減少し， シリカ では高い

菌数の試料を除いて同様に 菌液希釈 は DNA 希釈 の

DNA より大きく減少した。シリカ では，これらとは逆に

菌液希釈 は DNA 希釈 の DNA より増加していた。本

DNA 精製キットでは，DNA をシリカ から 出する際に

用する 菌水が遠心分離の際に 発することで，菌濃度が

くなるにつれて，Ct 値が高くなることが考えられた。キ

レックス は１本の1.5mL チューブだけで不要物の除去

をせずに DNA を精製できるが，他２ 類の DNA 精製キッ

トは２本以上のチューブを用いてタンパク質など不純物の除

去を行い，DNA を精製する。この不純物除去の 程で生じ

る DNA の回 率の低下が，キレックス と他２ 類の

DNA 精製キットとの比較で Ct 値が上 した要因であると

推定した。本研究で 用した DNA 精製キットでは，キレッ

クス が最も DNA の回 率が高く，菌濃度が い時の定

量 差も少ないことが分かった。このことから，正確な

E. tarda 菌数 出を行うための DNA 精製キットとして，キ

レックス が していると考えられた。しかし，本キット

は，熱 理だけで試料に含まれる細 から DNA を溶出さ

せ，PCR の 物質を に吸着させる PCR 用の 型調製

試 である。このため，熱 理で 分に細 が 砕され，

の 物質吸着能を超えない試料でなけれ ，定量 PCR

の 型として 用することが出来ない。 

 本研究の条件で作成したキレックス の検量線は， 菌

液希釈 および DNA 希釈 ともに高い精度であった。この各

検量線に対する， シリカ とシリカ の DNA 量の減少率

を比較すると， 菌液希釈 と DNA 希釈 では Ct 値が高く

なるにつれて差が大きくなり，7割以上の DNA 量が減少し

た。すなわち，細菌数に すると約1 低く細菌数が 出

されることになる。一 的に，定量 PCR を行う際の検量線

に 用する DNA は，対象とする増幅 域が 入されたプラ

スミド DNA が用いられている。この精製 DNA は，吸光度

法や蛍光法による濃度測定を行った後，分子量を 出して検

量線が作製されている。11, 12）本研究の結果より，精製プラ

スミド DNA の分子量をもとにした検量線を用いて，細菌を

定量した場合，約1 の定量 差が生じる可能性が高いた

め，DNA 精製時の回 率を加 した係数を じて 出す

る，もしくは，試料と同じ方法で既知の細菌数から精製した

型 DNA で検量線を作成する必要が有ることが明らかとな

った。 

 

 

 

 定量 PCR は増幅サイクル数から 型 DNA を定量する

が，DNA 精製時の回 率の いにより定量 差が生じる可

能性がある。本研究では，３ 類の DNA 精製試 （キレッ

クス ， シリカ ，シリカ ）で，Edwardsiella tarda の

養液を5 希釈後に DNA を精製した 菌液希釈 およ

び，最 菌量で精製後に希釈した DNA 希釈 の各 DNA 溶

液で定量 PCR を行い，各 DNA 精製法が定量 PCR に与え

る影響を調べた。キレックス を用いて精製した DNA で

は，３ 類の DNA 精製試 の中で最も Ct（Threshold 

Cycle）値が低く，DNA の回 率が高いことが分かった。

シリカ とシリカ では，キレックス と比べて DNA

希釈 の Ct 値が高くなった。また， シリカ では，菌濃

度が くなるにつれて 菌液希釈 の Ct 値は高くなり，菌濃

度約1.0 104cells/ L の時，同じ菌濃度 の DNA 希釈 と

比べて DNA 量が67～87％減少した。 
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