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(57)【要約】
【課題】　微生物の検査方法において、サンプリングを含む検査全体の期間を一層短縮す
ることを可能とする。
【解決手段】　環境中における複数種類の微生物の存否を同時に判定する微生物の検査方
法であって、空気中に浮遊する微生物を液体中に回収する採取工程と、液体中における微
生物から核酸を抽出する核酸抽出工程と、抽出された核酸の一部を増幅する核酸増幅工程
と、増幅された核酸を含む溶液を、予め複数種類の微生物の核酸を固定化した担体に滴下
して、増幅された核酸と相補的に結合する核酸が担体に固定化されている場合に、微生物
の種類を特定する検出工程とを有し、採取工程の後で、かつ核酸抽出工程の前において、
微生物の培養を行わない。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　環境中における複数種類の微生物の存否を同時に判定する微生物の検査方法であって、
　空気中に浮遊する微生物を液体中に回収する採取工程と、
　前記液体中における前記微生物から核酸を抽出する核酸抽出工程と、
　前記抽出された核酸の一部を増幅する核酸増幅工程と、
　前記増幅された核酸を含む溶液を、予め複数種類の微生物の核酸を固定化した担体に滴
下して、前記増幅された核酸と相補的に結合する核酸が前記担体に固定化されている場合
に、前記微生物の種類を特定する検出工程と、を有し、
　前記採取工程の後で、かつ前記核酸抽出工程の前において、前記微生物の培養を行わな
い
　ことを特徴とする微生物の検査方法。
【請求項２】
　前記微生物が、胞子又は菌糸形態のカビであることを特徴とする請求項１に記載の微生
物の検査方法。
【請求項３】
　前記微生物に、微生物の死がいが含まれ、前記検出工程において、死がいである前記微
生物の種類が特定されることを特徴とする請求項１又は２に記載の微生物の検査方法。
【請求項４】
　前記採取工程において、エアーサンプラーを使用して、空気を３００～３０００Ｌ回収
し、回収された空気中に浮遊する微生物を液体中に回収することを特徴とする請求項１～
３のいずれかに記載の微生物の検査方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、微生物の検査方法に関し、特に複数種類の微生物を同時に迅速に検出するた
めの検査方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来、食品製造現場や臨床現場、また文化財などの保護環境等において、カビなどの微
生物が存在するか否かを検査して、安全性を確認するとともに、その繁殖を防止すること
が重要となっている。
　このような微生物、特にカビを対象とした検査方法として、以下に示す３通りの方法を
挙げることができる。
【０００３】
　まず、第一の方法として、環境中から試料をサンプリングして前培養（採取された菌の
同時培養）し、次いで菌種ごとに最適な培地で２０日程度の培養を行った後に、形態的特
徴を観察することで、微生物を特定し、その存否の確認を行う方法を挙げることができる
（特許文献１参照）。
　また、第二の方法として、環境中から試料をサンプリングして前培養した後に各菌を個
別に培養し、培養細胞からＤＮＡを抽出し、ＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）法によりタ
ーゲット領域を増幅して、その領域の塩基配列を解析することで、微生物の特定及び存在
確認を行う方法を挙げることができる。
　さらに、第三の方法として、ターゲット領域と相補的に結合する塩基配列からなるプロ
ーブを作成してＤＮＡチップの基板上に固定化し、ＰＣＲ法による増幅産物をＤＮＡチッ
プに滴下して、ターゲット領域とプローブとをハイブリダイズさせ、試料に含まれる微生
物の特定及び存在確認を行う方法を挙げることができる（特許文献２参照）。
【０００４】
　形態にもとづき微生物の特定を行う第一の方法は、前培養して生育した後に個別に培養
を行うことが必要である。その際微生物の形態的特徴を発現させるために、菌種ごとに最



(3) JP 2018-143251 A 2018.9.20

10

20

30

40

50

適な培地を準備して長期間の培養を行うことが必要であるため、微生物種類によっては５
０日程度もの長い検査期間を要するものであった。また、微生物の特定に熟練が必要であ
るため、迅速な検査や簡易的な検査に適するものではなかった。
　配列解析による第二の方法でも、前培養した後に菌種ごとに個別に培養することが必要
である。このため、検査期間として１４日程度を要するものであった。また、菌種ごとに
個別に解析する方法であるため、多数の検体を同時に検査する必要がある場合に適するも
のではなかった。
【０００５】
　一方、ＤＮＡチップを用いる第三の方法では、菌種ごとに個別に培養することなく微生
物を検出することができ、検査期間を９日程度に短縮することが可能である。
　しかしながら、検査現場においては、環境中から試料をサンプリングした当日中に、そ
の結果を知りたいという、検査のさらなる迅速化の要望がある。
　ところが、ＤＮＡチップを用いる第三の方法でも前培養が必要であり、この前培養に７
日程度を要するため、第三の方法ではその要望に応えることはできなかった。
　ここで、ＤＮＡチップを用いた微生物の検査を、前培養を行うことなく実施可能にする
、微小有機体の迅速な検出のための方法が提案されている（特許文献３参照）。
【０００６】
【特許文献１】特開２００７－１９５４５４号公報
【特許文献２】特開２００８－３５７７３号公報
【特許文献３】特開２００７－５０８８１１号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　しかしながら、この微小有機体の迅速な検出のための方法は、微生物からＲＮＡを抽出
するものであるが、微生物が芽胞形態の場合は、ＲＮＡを得ることができない。一方で、
非芽胞形態の微生物を選択的に捕集することはできないため、芽胞を発芽させるための回
復工程が必須になるという問題があった。
　また、ＲＮＡ又はこれに相補的なＤＮＡの増幅を行うことなく微生物の検出を可能にし
ているため、非常に数多くの微生物の細胞を捕集する必要があり（実施例では百万個の細
胞を使用。比較的汚れた環境下において、サンプリングに数日を要する。）、サンプリン
グを含む検査全体の期間を短縮することは難しいという問題があった。
　本発明は、上記事情に鑑みなされたものであり、サンプリングを含む検査全体の期間を
一層短縮することが可能な微生物の検査方法の提供を目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　上記目的を達成するため、本発明の微生物の検査方法は、環境中における複数種類の微
生物の存否を同時に判定する微生物の検査方法であって、空気中に浮遊する微生物を液体
中に回収する採取工程と、液体中における微生物から核酸を抽出する核酸抽出工程と、抽
出された核酸の一部を増幅する核酸増幅工程と、増幅された核酸を含む溶液を、予め複数
種類の微生物の核酸を固定化した担体に滴下して、増幅された核酸と相補的に結合する核
酸が担体に固定化されている場合に、微生物の種類を特定する検出工程とを有し、採取工
程の後で、かつ核酸抽出工程の前において、微生物の培養を行わない方法としてある。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明によれば、サンプリングを含む検査全体の期間を一層短縮することが可能な微生
物の検査方法を提供することが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】実施例におけるエアーサンプラーで回収した空気量とカビ数との関係を示す図表
である。
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【図２】実施例において使用したプライマーの塩基配列を示す図表である。
【図３】実施例において使用したプローブの塩基配列を示す図表である。
【図４】実施例におけるＤＮＡチップによる検出結果（Ｓ／Ｎ比）を示す図表である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　以下、本発明の好ましい実施形態について詳細に説明する。
　本発明の実施形態の微生物の検査方法は、環境中における複数種類の微生物の存否を同
時に判定する微生物の検査方法であって、空気中に浮遊する微生物を液体中に回収する採
取工程と、液体中における微生物から核酸を抽出する核酸抽出工程と、抽出された核酸の
一部を増幅する核酸増幅工程と、増幅された核酸を含む溶液を、予め複数種類の微生物の
核酸を固定化した担体に滴下して、増幅された核酸と相補的に結合する核酸が担体に固定
化されている場合に、微生物の種類を特定する検出工程とを有し、採取工程の後で、かつ
核酸抽出工程の前において、微生物の培養を行わないことを特徴とする。
【００１２】
　本実施形態の微生物の検査方法は、以下の工程を含むものとすることができる。
（１）採取工程
　採取工程では、空気中に浮遊する微生物を液体中に回収する。このとき、微生物を回収
するためのサンプリング装置としては、サイクロン式のエアーサンプラーを用いることが
好ましい。また、液体としては、微生物の回収効率を高めるため、界面活性剤を含有する
ものを用いることが好ましい。
　サイクロン式のエアーサンプラーを用いることにより、サンプリング容器における液体
中に空気が高速で螺旋状に取り込まれた後に排出され、その過程で空気中の微粒子が遠心
力でサンプリング容器の内壁に付着する。これによって、空気中の微生物をサンプリング
容器における液体中に回収することが可能になっている。
【００１３】
　サイクロン式のエアーサンプラーとしては、例えばコリオリスμ（液相遠心分離法式：
液体サイクロン，Bertin社製）を好適に用いることができる。
　サイクロン式のエアーサンプラーを用いる場合、流速３００Ｌ／分で、１～１０分間空
気の吸引を行うことが好ましい。
【００１４】
　このように採取工程においてサイクロン式のエアーサンプラーを用いることにより、短
時間で大量の空気中から比較的多くの微生物を液体中に回収することができる。このため
、核酸抽出工程に先だって微生物の培養（前培養）を行わなくても、核酸増幅工程におい
て微生物の核酸を十分に増幅することができ、検出工程において該微生物を検出すること
が可能となる。
　また、微生物の前培養を行う必要がないため、培地の条件が原因となって微生物が適切
に生育できないために、該微生物が検出されないというリスクを、低減することも可能と
なる。
【００１５】
　本実施形態の微生物の検査方法において、「微生物」には、カビや酵母等の真菌、食中
毒菌などの細菌、その他顕微鏡を使わないと見えない微小な生物が含まれる。
　特に、本実施形態の微生物の検査方法によれば、食品検査、疫学的環境検査、環境検査
、臨床試験、及び家畜衛生等において重要となる、空気中に浮遊する胞子又は菌糸形態の
カビを好適に検出することが可能である。
　また、微生物の培養を行う必要がないため、生きた微生物だけではなく、死菌などの微
生物の死がいから、該微生物の種類を特定することも可能である。
【００１６】
（２）核酸抽出工程
　核酸抽出工程では、採取工程で得られた液体中における微生物から核酸を抽出する。こ
れによって、微生物からゲノムＤＮＡを得ることができる。核酸の抽出は、通常の方法で
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行うことができ、特に限定されるものではない。
　例えば、市販の核酸抽出キット（Water　RNA/DNA　Purification　Kit-0.22μm，Norge
n　Biotek　Corporation製）を用いて、液体をフィルターで濾過して微生物を濃縮し、そ
の細胞を破砕、溶菌して、核酸を精製することによって、核酸の抽出を好適に行うことが
できる。また、ＣＴＡＢ法（Cetyl　trimethyl　ammonium　bromide）やＤＮＡ抽出装置
などによって、核酸の抽出を行っても良い。
【００１７】
（３）核酸増幅工程
　核酸増幅工程では、核酸抽出工程で抽出された核酸の一部を増幅する。これによって、
試料となるゲノムＤＮＡにおける増幅対象領域を、検出に必要な数量に増幅することがで
きる。
　このように本実施形態の微生物の検査方法によれば、採取工程においてサイクロン式の
エアーサンプラーを用いて空気中に浮遊する微生物を液体中に回収し、かつ核酸増幅工程
において微生物の核酸を増幅することができる。
　このため、採取工程において微生物の回収を長時間行わなくても、核酸増幅工程におい
て微生物の核酸を十分に増幅することができるため、検出工程において該微生物を適切に
検出することが可能となっている。
【００１８】
　核酸の増幅方法としては、特に限定されないが、例えばＰＣＲ法を好適に用いることが
できる。
　ＰＣＲ法において用いるＰＣＲ用反応液は、例えば以下の組成からなるものとすること
が好ましい。すなわち、核酸合成基質、プライマーセット、核酸合成酵素、標識成分、試
料のゲノムＤＮＡ、緩衝液、及び残りの容量分として水を含むＰＣＲ用反応液を、好適に
使用することができる。
【００１９】
　ＰＣＲ法において、試料のゲノムＤＮＡにおける増幅対象領域を増幅させるためのプラ
イマーセットを用いて当該増幅対象領域を増幅させ、増幅産物を得ることができる。さら
に、後の検出工程において、増幅対象領域の一部に相補的に結合することができるプロー
ブに、増幅産物をハイブリダイズさせる。そして、ハイブリダイズした増幅産物に含まれ
る標識成分を検出することにより、当該ゲノムＤＮＡを有する微生物を特定することが可
能となる。
【００２０】
　緩衝液としては、例えばＡｍｐｄｉｒｅｃｔ（Ｒ）（株式会社島津製作所）を用いるこ
とができる。
　ＰＣＲ装置としては、一般的なサーマルサイクラーなどを用いることができる。
　ＰＣＲの反応条件としては、例えば以下のようにすることが好ましい。
（ａ）９５℃　１０分、（ｂ）９５℃（ＤＮＡ変性工程）　３０秒、（ｃ）５６℃（アニ
ーリング工程）　３０秒、（ｄ）７２℃（ＤＮＡ合成工程）　６０秒（（ｂ）～（ｄ）を
４０サイクル）、（ｅ）７２℃　１０分
【００２１】
（４）検出工程
　検出工程では、ＰＣＲ法によって得られた増幅産物を含む溶液を、予め複数種類の微生
物のプローブを固定化した担体に滴下する。この担体に増幅産物と相補的に結合するプロ
ーブが固定化されている場合、増幅産物とプローブがハイブリダイズする。そして、ハイ
ブリダイズした増幅産物に含まれる標識成分を検出することにより、複数種類の微生物の
種類をそれぞれ特異的に同時に特定することができる。
　このような担体としては、ＤＮＡチップを好適に用いることができる。ＤＮＡチップは
、検出対象の微生物のゲノムＤＮＡにおける、ＰＣＲ法による増幅対象領域から選択され
たプローブを予め合成して、基板上に固定化したものであれば良く、その他の点では特に
限定されない。例えばスポット型ＤＮＡチップ、合成型ＤＮＡチップなどを用いることが



(6) JP 2018-143251 A 2018.9.20

10

20

30

40

50

可能である。
【００２２】
　増幅産物の標識成分の検出は、具体的には、例えば次のように行うことができる。
　まず、増幅産物に所定の緩衝液を混合してＤＮＡチップに滴下し、ＤＮＡチップを４５
℃で１時間静置する。その後、所定の緩衝液を用いて、ハイブリダイズしなかったＰＣＲ
産物をＤＮＡチップから洗い流す。
　次に、ＤＮＡチップを標識検出装置にかけて標識成分の検出を行い、検出対象の微生物
が存在するか否かを判定する。標識検出装置としては、例えば、蛍光スキャニング装置な
ど一般的なものを用いることができる。標識及びその検出方法は、蛍光によるものに限定
されず、その他の方法を用いても良い。
【００２３】
　以上説明したように、本実施形態の微生物の検査方法によれば、採取工程においてサイ
クロン式のエアーサンプラーを用いて空気中に浮遊する微生物を液体中に回収し、かつ核
酸増幅工程において微生物の核酸を増幅することができる。このため、従来は核酸抽出工
程の前に必須であった微生物の前培養を行わなくても、検出に十分な量の核酸を得ること
ができ、検出工程において複数種類の微生物を同時に特異的に検出することが可能である
。
　また、採取工程において微生物の回収を長時間行わなくても、核酸増幅工程において微
生物の核酸を十分に増幅することができるため、検出工程において微生物を適切に検出す
ることが可能である。
　このため、本実施形態の微生物の検査方法によれば、サンプリングを含む検査全体の期
間を一層短縮することが可能となっている。
【００２４】
　また、本実施形態の微生物の検査方法によれば、微生物の前培養を行うことなく、該微
生物の検出ができるため、空気中に浮遊する微生物の死がいから該微生物を特定すること
も可能である。微生物の死がいであっても、ヒトが吸い込むと健康被害が生じる場合があ
り、これを一層迅速に検出可能にすることは有益である。
【実施例】
【００２５】
　以下、本発明の微生物の検査方法の実施例について、具体的に説明する。
　採取工程において、空気中に浮遊する微生物を液体中に回収するために、サイクロン式
のエアーサンプラー（コリオリスμ，Bertin社製）を用いて、２地点における空気を吸引
し、以下の通り、合計４つのサンプルを得た。エアーサンプラーの流速は、３００Ｌ／分
で固定した。
【００２６】
　まず、地点Ａ（トイレ室内）において空気の吸引を３回行い、回収時間をそれぞれ１分
、３分、５分として、サンプル１－３を得た。サンプル１－３の回収空気量は、それぞれ
３００Ｌ、９００Ｌ、１５００Ｌである。
　また、地点Ｂ（応接室内）において空気の吸引を１回行い、回収時間を１０分として、
サンプル４を得た。サンプル４の回収空気量は、３０００Ｌである。
　微生物を回収するための液体の量は、全てのサンプルについて、空気回収の開始時点で
は、１０ｍＬであった。空気回収後では、回収中におけるサンプルの蒸発によって液量が
減少するため、残存液量は回収時間が長い程少なく、全てのサンプルについて、残存液量
は、５．１ｍＬ以上存在していた。
【００２７】
　サンプル１－４の液体からそれぞれ０．１ｍＬを取り出して、直径９０ｍｍのシャーレ
に滅菌したＭ４０Ｙ培地に塗布した。これをサンプルごとに、２個の培地に対して行い、
２５℃、７日間培養した。このＭ４０Ｙ培地は、好乾性カビ、耐乾性カビ、好湿性カビの
いずれをも好適に培養することができる培地であり、蒸留水１Ｌに、Ｍａｌｔ　ｅｘｔｒ
ａｃｔ２０ｇ，Ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ５ｇ，Ｓｕｃｒｏｓｅ４００ｇ，Ａｇａｒ２
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０ｇを添加して得られたものである。
　そして、それぞれの培地において４日目、７日目にサンプルを取り出して目視にて生育
したコロニー数をカウントし、サンプルごとに平均を算出した。その結果を、図１に示す
。
【００２８】
　図１に示すように、サンプル１－４の０．１ｍＬ中におけるカビ数の平均は、それぞれ
２、９、１５、３個であった。したがって、液体５ｍＬにおけるカビ数は、それぞれ１０
０、４５０、７５０、１５０個と換算される。回収空気量を考慮すると、地点Ａのサンプ
ル１－３におけるカビ数は、地点Ｂのサンプル４におけるカビ数よりも多い結果になって
いる。この理由は、地点Ａの空気が、地点Ｂの空気よりも汚れているためと考えられる。
【００２９】
　次に、核酸抽出工程において、市販の核酸抽出キット（Water　RNA/DNA　Purification
　Kit-0.22μm，Norgen　Biotek　Corporation製）を用いて、説明書に準じて操作を行い
、サンプル１－４の各液体中におけるカビから核酸を抽出した。
　このとき、サンプル１－４の液体のうち５ｍＬをそれぞれフィルターで濾過し、次いで
フィルターを分離して、ガラスビーズを含む破砕チューブに回収後、溶菌バッファを加え
、４８００ｒｐｍで５分間破砕を行った。この工程により液体に回収されたカビをフィル
ターごとガラスビーズによって破砕して、所定の溶菌処理を行った。これにより得られた
溶液において、空気中から液体に回収されたカビの胞子及び菌糸の細胞壁は、いずれも破
砕され、溶菌されている。
　そして、サンプル１－４ごとに得られた溶液を精製して、ＤＮＡ溶液を得た。
【００３０】
　次に、核酸増幅工程において、サンプル１－４ごとのＤＮＡ溶液におけるＤＮＡの一部
をＰＣＲ法により増幅した。
　このとき、検出対象のカビとして、アスペルギルス　ペニシリオイデス種菌（Aspergil
lus　penicillioides）、クラドスポリウム属菌（Cladosporium　sp.）、及びワレミア　
セビ種菌（Wallemia　sebi）を選択した。
　そして、図２に示すように、これら３種類のカビのゲノムＤＮＡにおけるＩＴＳ領域を
増幅するためのプライマーセットとして、配列番号１に示すフォワードプライマー及び配
列番号２に示すリバースプライマーを使用した。また、アスペルギルス　ペニシリオイデ
ス種菌のゲノムＤＮＡにおけるβ－チューブリン領域を増幅するためのプライマーセット
として、配列番号３に示すフォワードプライマー及び配列番号４に示すリバースプライマ
ーを使用した。
【００３１】
　ＰＣＲ反応液としては、Ａｍｐｄｉｒｅｃｔ（Ｒ）（株式会社島津製作所製）を使用し
、次の組成のものを、サンプルごとに２０μｌ作成した。
１．Ａｍｐｄｉｒｅｃｔ　ａｄｄｉｔｉｏｎ（Ｇ／Ｃｒｉｃｈ）　４．０μｌ
２．Ａｍｐｄｉｒｅｃｔ（ａｄｄｉｔｉｏｎ－４）　４．０μｌ
３．ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ　１．０μｌ
４．１．０ｍＭ　Ｃｙ５－ｄＣＴＰ　０．２μｌ
５．ＩＴＳ１領域増幅用フォワードプライマー（２．５μＭ，配列番号１，シグマアルド
リッチ社により合成）　１．０μｌ
６．ＩＴＳ１領域増幅用リバースプライマー（２．５μＭ，配列番号２，シグマアルドリ
ッチ社により合成）　１．０μｌ
７．β－チューブリン領域増幅用フォワードプライマー（１０μＭ，配列番号３，シグマ
アルドリッチ社により合成）　１．０μｌ
８．β－チューブリン領域増幅用リバースプライマー（１０μＭ，配列番号４，シグマア
ルドリッチ社により合成）　１．０μｌ
９．Ｎｏｖａ　Ｔａｑ　Ｈｏｔ　Ｓｔａｒｔ　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　０．２μ
ｌ
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１０．試料のゲノムＤＮＡ　１．０μｌ
１１．水（全体が２０．０μｌになるまで加水）
【００３２】
　このＰＣＲ反応液を使用して、核酸増幅装置（ＴａＫａＲａ　ＰＣＲ　Ｔｈｅｒｍａｌ
　Ｃｙｃｌｅｒ　Ｄｉｃｅ（Ｒ）　Ｇｒａｄｉｅｎｔ　タカラバイオ株式会社製）により
、サンプルごとに次の条件でＤＮＡの増幅を行った。
１．９５℃　１０分
２．９５℃　３０秒
３．５６℃　３０秒
４．７２℃　６０秒（２～４を４０サイクル）
５．７２℃　１０分
【００３３】
　次に、検出工程において、アスペルギルス　ペニシリオイデス種菌検出用のプローブ、
クラドスポリウム属菌検出用のプローブ、及びワレミア　セビ種菌検出用のプローブを固
定化したＤＮＡチップを、サンプルごとに使用した。ＤＮＡチップには、ジーンシリコン
（Ｒ）（東洋鋼鈑株式会社製）を使用した。
　また、図３に示すように、アスペルギルス　ペニシリオイデス種菌検出用のプローブと
して、配列番号５、配列番号６に示される塩基配列からなるプローブを使用し、クラドス
ポリウム属菌検出用のプローブとして、配列番号７に示される塩基配列からなるプローブ
を使用し、ワレミア　セビ種菌検出用のプローブとして、配列番号８に示される塩基配列
からなるプローブを使用した。
【００３４】
　配列番号５、配列番号７、及び配列番号８に示される塩基配列からなるプローブは、上
述したＩＴＳ領域を増幅するためのプライマーセットの増幅対象領域の一部とハイブリダ
イズするものである。また、配列番号６に示される塩基配列からなるプローブは、上述し
たβ－チューブリン領域を増幅するためのプライマーセットの増幅対象領域の一部とハイ
ブリダイズするものである。
【００３５】
　ＰＣＲ法による増幅産物に緩衝液（３×ＳＳＣ＋０．３％ＳＤＳ）を混合して、上記Ｄ
ＮＡチップに滴下した。
　このＤＮＡチップを４５℃で１時間静置し、上記緩衝液を用いてハイブリダイズしなか
ったＰＣＲ産物をＤＮＡチップから洗い流した。
【００３６】
　次に、ＤＮＡチップを標識検出装置（ジーンシリコン専用スキャナー　BIOSHOT東洋鋼
鈑株式会社製）にかけて、各プローブにおける蛍光強度を測定した。その結果を図４に示
す。
　同図において、各数値は、Ｓ／Ｎ比（（蛍光強度値－バックグラウンド値）／バックグ
ラウンド値）を示しており、３以上であれば対応するカビが存在すると判断することがで
きる。また、アスペルギルス　ペニシリオイデス種菌については、ＩＴＳ領域及びβ－チ
ューブリン領域の両方について、Ｓ／Ｎ比が３以上である場合に、当該カビが存在すると
判断することができ、これによって偽陽性反応が生じることを的確に防止し、より精度の
高い検査を行うことを可能にしている。
【００３７】
　図４に示すように、地点Ａについては、サンプル１によりアスペルギルス　ペニシリオ
イデス種菌の存在を確認することができている。また、サンプル１－３によりクラドスポ
リウム属菌の存在を確認することができており、サンプル３によりワレミア　セビ種菌の
存在を確認することができている。
　また、地点Ｂについては、サンプル４により、アスペルギルス　ペニシリオイデス種菌
及びクラドスポリウム属菌の存在を確認することができている。
【００３８】
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　このように、本実施形態の微生物の検査方法によれば、微生物の前培養を行うことなく
、該微生物の検出が可能になることが分かった。また、サンプリングに要する時間もわず
か１０分程度で済み、微生物の採取工程から検出工程までの検査全体に要する期間を、大
きく低減することができた。
　この結果、本実施形態の微生物の検査方法によれば、環境中から試料をサンプリングし
た当日中に検査結果を得ることができ、従来はサンプリングを含めて数日間を要した微生
物の検査を、大きく迅速化できることが明らかとなった。また、上記結果より、換算カビ
数で７５０以下、さらに４５０以下、１５０以下、１００以下の数においても検査できる
ことがわかった。
【００３９】
　本発明は、以上の実施形態や実施例に限定されるものではなく、本発明の範囲内におい
て、種々の変更実施が可能であることは言うまでもない。
　例えば、上記実施例では、３種類のカビのみを対象として用いているが、本発明はその
特徴上、微生物の種類に拘わらず適用できることは勿論であり、同様の方法をその他の種
類のカビやその他の微生物の検出に用いるなど適宜変更することが可能である。
【産業上の利用可能性】
【００４０】
　本発明は、食品検査、疫学的環境検査、環境検査、臨床試験、及び家畜衛生等における
複数種類のカビを同時に検査する場合に好適に利用することが可能である。

【図１】 【図２】
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前に微生物の培養を行わずに、第一の液体サンプルの少なくとも一部における微生物の細
胞を破砕する破砕工程と、微生物の破砕した細胞から核酸を抽出する核酸抽出工程と、抽
出された核酸の少なくとも一部を増幅する核酸増幅工程と、増幅された核酸を含む溶液を
、予め複数種類の微生物の核酸を固定化した担体に滴下して、増幅された核酸と相補的に
結合する核酸が担体に固定化されている場合に、微生物の種類を特定する検出工程と、第
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二の液体サンプルを培地培養して、少なくとも一部の微生物のコロニー数をカウントし、
第一の液体サンプル中に回収された微生物の数を算出する工程と、算出された微生物の数
が１００以上である場合、微生物の種類を特定することが可能であると判定する工程と、
算出された微生物の数が１００以下であり、且つ、検出工程において微生物の種類を特定
した場合に、微生物に、微生物の死がいが含まれ、検出工程において、死がいである微生
物の種類が特定される工程と、を有することを特徴とする。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３９】
　本発明は、以上の実施形態や実施例に限定されるものではなく、本発明の範囲内におい
て、種々の変更実施が可能であることは言うまでもない。
　例えば、上記実施例では、３種類のカビのみを対象として用いているが、本発明はその
特徴上、微生物の種類に拘わらず適用できることは勿論であり、同様の方法をその他の種
類のカビやその他の微生物の検出に用いるなど適宜変更することが可能である。
　また、本明細書に開示された発明は以下のような構成とすることができる。
１．　環境中における複数種類の微生物の存否を同時に判定する微生物の検査方法であっ
て、
　空気中に浮遊する微生物を液体中に回収する採取工程と、
　前記液体中における前記微生物から核酸を抽出する核酸抽出工程と、
　前記抽出された核酸の一部を増幅する核酸増幅工程と、
　前記増幅された核酸を含む溶液を、予め複数種類の微生物の核酸を固定化した担体に滴
下して、前記増幅された核酸と相補的に結合する核酸が前記担体に固定化されている場合
に、前記微生物の種類を特定する検出工程と、を有し、
　前記採取工程の後で、かつ前記核酸抽出工程の前において、前記微生物の培養を行わな
い
　ことを特徴とする微生物の検査方法。
２．　前記微生物が、胞子又は菌糸形態のカビであることを特徴とする上記１項に記載の
微生物の検査方法。
３．　前記微生物に、微生物の死がいが含まれ、前記検出工程において、死がいである前
記微生物の種類が特定されることを特徴とする上記１項又は２項に記載の微生物の検査方
法。
４．　前記採取工程において、エアーサンプラーを使用して、空気を３００～３０００Ｌ
回収し、回収された空気中に浮遊する微生物を液体中に回収することを特徴とする上記１
項～３項のいずれかに記載の微生物の検査方法。
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