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1 目的

Listeria monocytogenes（以下L.monocytogenesと略）

は食中毒や，人の髄膜炎，死流産，敗血症等の起因菌で

ある他，主として反芻畜にも脳炎，死流産等を引き起こ

す人畜共通感染症起因菌である。米国のCDCは，米国内

で毎年約2,500例の重症感染例が発生し，そのうち約500

人が死亡していると報告している。五十君によると，日

本における重症化したリステリア症は年間83人と推計さ

れ 1），発生はまれであるが，欧米に比べても極端に少な

いものではないと報告されている。平成13年に北海道で

発生した我が国で初めての食品媒介リステリア症の集団

発生は，リステリアに汚染されたナチュラルチーズが感

染源であることが判明した 2）。国内でリステリア症の発

生が少ない理由は不明であるが，食肉の平均20％が汚染

されていることが当センターの研究で判っている 3）。ま

た，県内のリステリア症患者及び動物，食肉から分離さ

れた菌株の生化学的，及び分子生物学的性状についても

比較している 4）。サルモネラについては，岡山県下では

毎年多数のサルモネラ食中毒が発生しており，感染源・

感染経路の究明や感染症の発生予防に役立てることを目

的として分離株を収集し，食品や動物から検出された菌

株とともに疫学解析を行い，流行株の把握に努めている。

今回は牛の直腸内容物及び牛糞堆肥から，L.monocyto-

genes及びサルモネラの検出を行なった。また，L.mono-

cytogenesではPCRによる病原遺伝子の検出において，

従来はゲル電気泳動を行なっていたが，今年度は当セン

ターに導入されたマイクロチップ電気泳動装置を使用し

て，その有用性を検討した。サルモネラの疫学解析では

ヒト由来株及び食品由来株を収集して血清型別を実施し

た。

2 方法

2.1 材料

平成21年度に県内の3施設の牛から採取した直腸内容
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物566検体及び牛糞堆肥33検体について検査を行なった。

サルモネラについては，平成21年度に県内で分離され

たヒト由来株 11株（集団発生事例 2株，散発事例 9株）及

び食品由来株6株（とり検体5株，豚肉検体1株）を収集し

た。

2.2 方法

直腸内容物及び牛糞堆肥検体は 9倍量の 1/15M PBS

（pH7.6）に懸濁し，その 1mlをL.monocytogenesについ

ては UVM Modified Listeria Enrichment Broth

（DIFCO）10mlに接種して 30℃，48時間増菌後，PAL-

CAM_Listeria_Selective agar（supplement添加：

MERCK ；以下，PALCAM）及び CHROMagarTM

Listeria寒天平板（CHROMagar社：フランス；以下，

CHROMagar）に塗抹して，37℃，48時間分離培養を行

った。PALCAMでのエスクリン分解能又はCHROMagar

でのハロー形成能が見られたコロニーをTSYEA培地で

再分離した後，SIM確認培地での25℃の傘状発育，カタ

ラーゼ試験陽性を確認した。さらに，beutin培地（自家

製，5％羊血液添加）による溶血性，ラムノース，マンニ

ット，キシロースの分解試験を行い同定した。サルモネ

ラについては前述の懸濁液1mlをセレナイト培地10mlに

接種し，37℃，18_24時間増菌後，白糖加SS寒天培地

（日水）で 37℃，18_24時間培養した。疑わしいコロニー

をTSI及びSIM確認培地で性状を確認し，腸内細菌同定

用キットEB_20（日水）で同定した。収集した菌株につい

てはO，H抗原の血清型別を実施した。

2.3 PCR法によるhlyA遺伝子の確認

生化学的性状試験でL.monocytogenes陽性と判定され

た菌株について，hlyA遺伝子の保有をPCRで確認した。

即ち，TSYEAで増殖させた菌を滅菌ミリQ水に浮遊さ

せ，100℃，10分間加熱後急冷し，

8,000rpm，10分間遠心した上清を

PCRに使用した。PCRはGene Amp

PCR System 9700（ Applied

Biosystems）を使用した。反応条件

は，94℃ 3分間熱変性し，94℃，1

分間，55℃，1分間，72℃，1分間

を30サイクル行い，さらに72℃7分

間伸長反応を行った。

使用したプライマー 5）は次のとお

りである。

プライマーhlyA1

5’_ATTTTCCCTTCACTGATTGC_3’

プライマーhlyA2

5’_CACTCAGCATTGATTTGCCA_3’

PCR増幅産物（276bp）の確認は，マイクロチップ電気

泳動装置 MCE_202 MultiNA（島津製作所；以下，

MultiNA）を用い，試薬キットDNA_1000キットを用い

た。

3 結果

3.1 直腸内容物及び牛糞堆肥からのL.monocytogenes

及びサルモネラの検出状況

L.monocytogenesは，牛の直腸内容物566検体中 19検

体（3.4％），牛糞堆肥 33検体中 3検体（9.1％）から検出さ

れた。サルモネラについては何れの検体からも検出され

なかった。

3.2 収集したサルモネラの血清型

収集したサルモネラ菌株のうち，ヒト由来株は食中毒

事例の 2株がS.Mbandakaであった。これ以外の散発事

例由来株は，S.Enteritidis3株，S.Heidelberg2株，

S.Newport，S.Saintpaul，S.Schleissheim，S.Thompson

がそれぞれ 1株であった。

食品由来株はとり検体5検体中4検体がS.Infantisで最

も多く，他の 1検体はS.Enteritidisであった。豚肉由来

株はS.Derbyであった。

3.3 マイクロチップ電気泳動装置によるhlyA遺伝子の

確認

PCR により増幅した hlyA 遺伝子の確認に用いた

MultiNAでは，本来の増幅産物である276bpに対し，261

から 275bpの範囲で増幅産物が確認された。（図 1）

図１　hlyA PCR後の電気泳動像の比較
（左）アガロースゲル電気泳動法（右）マイクロチップ電気泳動法
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4 考察

今回，牛の直腸内容物からL.monocytogenesが 3.4％

検出されたが，施設間で検出率に差が見られた。今年度

調査を実施した施設は，これまでの調査対象施設を一部

変更したため，単純な比較はできなかった。しかし，同

一施設でも検出率に変動が見られており，今後も継続し

た調査を実施して，保菌実態を明らかにする必要がある

と考える。一方，サルモネラは何れの牛検体からも検出

されなかったが，県内では毎年多数のサルモネラ食中毒

が発生しているため，引続き調査を行う必要がある。

サルモネラの血清型は，ヒト由来株では食中毒事例に

おいてS.Mbandakaが検出されたが，感染源の究明は出

来なかった。食品由来株ではとり検体からS.Infantisが

最も多く検出され，過去の調査からも，食鳥の本菌汚染

が恒常化していることが示されたことから，とり肉を介

したヒトへの感染が懸念される。そのほか，豚肉検体か

らもS.Derbyが検出されており，食鳥・食肉処理場をは

じめ，食肉あるいはその加工品の衛生管理の重要性が示

された。

マイクロチップ電気泳動装置によるPCR増幅産物の検

出は，従来のゲル電気泳動法と比べて，多くの検体を少

ない手順・時間で高感度に検出でき，染色には変異原性

が指摘されているエチジウムブロマイドではなく，比較

的毒性の低いSYBR Goldを用いるため，より安全な方法

である。ただ，今回検査を行なった結果，DNA濃度が高

くなると増幅バンドが低分子量側にシフトする傾向が見

られた。この点については，単一遺伝子の増幅産物を検

出する場合は特に不都合は感じられなかったが，マルチ

プレックスPCRでは複数の増幅バンドの分子量が接近し

ている場合はバンドのシフトによりMultiNAによる検

出・鑑別が困難になるという事例を経験しており，マル

チプレックスPCRと組合せて使用する場合は条件を吟味

する必要があると思われた。
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