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1　はじめに
Listeria monocytogenes （以下「L.m.」という。）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，

主として反すう畜にも脳炎，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（Centers for 

Disease Control and Prevention）は，米国内でこの菌に

よる感染症を毎年約 1,600 人が発症し，そのうち約 260

人が死亡しているとホームページで報告している。欧米

では食品による集団事例が多数報告されているが，日本

では平成 13 年にナチュラルチーズを原因とした北海道

での集団事例 1 件以外この菌による事例は確認されてい

ない。なお，日本におけるリステリア症発生報告数は年

間 83 件と推定した報告 1）もある。L.m. は動物や土壌等

の環境に広く常在しているため，食肉や乳製品，魚介類

加工品などからの分離が報告 1）されており，当センター

の調査でも食肉の平均 20％が汚染されていたことが判

明しているが 2），食品からしばしばL.m. が分離される事

実とリステリア症との因果関係は不明である。これらの

ことから，L.m. について感染源・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，食品の汚染

状況や動物の保菌状況等の調査を継続して行っている。

その中で，食品や動物等から分離されたL.m. 菌株に

ついて，パルスフィールドゲル電気泳動（以下「PFGE」

という。）法を使用し，分子疫学解析を行ったが，その際，

アメリカのPulseNetが示したプロトコル（section5.3 

August2009　以下「PulseNet法」という。）に準じて実施

した場合，菌株によってはスメアが生じるなど明瞭なバ

ンドが得られないことを経験した。

一方，腸管出血性大腸菌O157 の分子疫学解析に用い

るPFGE法では，平成 15 年に国立感染症研究所が示し

たプロトコル（以下「O157 感染研プロトコル」という。）

に従って実施しているが，すべての菌株で非常に明瞭な

バンドが得られている。

そこで，今回，O157 感染研プロトコルをベースに

L.m. のPFGEプロトコルの改良を試み（以下「改良法」と

いう。），PulseNet法との比較検討を行ったので報告する。

2　方法
2.1　供試菌株及び菌液調整

供試菌株として，平成 23 年度から 24 年度の間に当セ

ンターで牛直腸便等から分離したL.m.菌株5株（№1〜5，

血清型はすべて 1/2b）を用いた。菌液は，菌株をBrain 

Heart Infusion Agar（日水製薬）で 37℃，18 〜 20 時間

培養した後，滅菌水にMcFarland5 程度になるように浮
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2.3　電気泳動

電気泳動は，PulseNet法，改良法ともに以下に示す

条 件 で 行 っ た。 泳 動 後，0.2 〜 0.5 ㎍/mlのEthidum 

bromide水溶液で染色し，脱色を行い紫外線下で写真撮

影した。

使用機器：CHEF-DRⅢ（BioRad）

緩衝液：0.5×TBE

アガロース：1％SeaKem Gold Agarose in 0.5×TBE

Voltage：6V

Included Angle：120°

Switch time：4.0sec 〜 40.0sec

Run time：19h

遊し調整した。菌株 5株についてそれぞれ菌液を調整し，

同一菌液を用いて以下に示すPulseNet法及び改良法に

より処理を行った。

2.2　菌液処理

（1）PulseNet法

アメリカのPulseNetがホームページ上で公開した

L.m. のPFGEプロトコル（section5.3 August2009）に準

じて行った。菌液 200μlを用いてプラグを作製し，制限

酵素処理等を行った。制限酵素はApa Ⅰ（TaKaRa）と

Asc Ⅰ（New England Biolabs）の 2 種類を用いた。また，

酵素量は，Apa Ⅰは 45units/sample，Asc Ⅰは 40units/

sampleとし，37℃水浴中で 3 時間，ゆっくり振とうし

ながらインキュベートした。

（2）改良法

改良法は，O157 感染研プロトコルを参考にして試案

した。この方法のフローチャートを図 1 に示す。菌液

200μlを 1.5mlマ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 入 れ，Lysozyme 

from chicken egg white（SIGMA）を用いて調整したリ

ゾチーム液（20 ㎎/ml　TE（pH8.0）溶液）を 10μl添加し，

50℃水浴中で 15 分間，ゆっくり振とうしながらインキュ

ベート後，1％Seakem Gold Agarose200μlと混和して

プ ラ グ を 作 製 し た。ProK液（1 ㎎/ml ProteinaseK

（Roche），1％ N-lauroylsarcosine（SIGMA）0.5MEDTA

（pH8.0）溶液）1mlを入れた 13ml丸底遠心チューブ（ザ

ルスタット）にプラグを入れ，50℃水浴中で 2 時間，ゆっ

くり振とうしながらインキュベートした。プラグを泳動

時用の大きさにカットし，1.5mlスリムチューブ（住友

ベークライト）に入れ，4mMPefabloc SC〔AEBSF〕

（Roche） TE（pH8.0）溶液 500μlで 2 回洗浄（50℃水浴中

20 分間，ゆっくり振とうしながらインキュベート），

TE（pH8.0）1mlで 1 回洗浄（氷上 20 分間，ゆっくり振

とうしながらインキュベート），さらに制限酵素に添付

されている 10×buffer（Apa Ⅰ：10×Lbuffer，Asc Ⅰ：

NEbuffer4）から調製した 1×buffer200μlで 1 回洗浄（氷

上 20 分間，ゆっくり振とうしながらインキュベート）後，

制限酵素で処理した。制限酵素はApa Ⅰ（TaKaRa）と

Asc Ⅰ（New England Biolabs）の 2 種類を用いた。酵素

量はApa Ⅰ，Asc Ⅰともに 30units/sampleとし，37℃

水浴中で 3 時間，ゆっくり振とうしながらインキュベー

トした。酵素処理後，0.5×TBE400μlに入れ替え，電気

泳動まで室温保管した。

図 1　改良法プロトコルフローチャート
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PulseNet法では滅菌水及びTE（pH8.0）で洗浄を行うの

に対し，改良法はPefabloc SC〔AEBSF〕を用いること

により，ProteinaseKの失活が完全に行われ，良好な結

果が得られたものと考えられた。

また，③制限酵素使用量は，PulseNet法ではApa Ⅰ：

45units/sample，Asc Ⅰ：40units/sample，改良法では

Apa Ⅰ：30units/sample，Asc Ⅰ：30units/sampleと，

改良法はApa Ⅰ，Asc ⅠともにPulseNet法に比べ少量

であった。菌株№ 1 〜 4 について 2 つの方法のバンドパ

ターンを比較したところ，同一バンドパターンであるこ

とが確認できたことから，改良法の酵素量で十分消化で

きることが示された。

一方，今回の供試菌株の中で，菌株№ 5 はPulseNet

法ではバンドが非常に薄く，不明瞭であったが，改良法

ではバンドが鮮明であった。当センターでは，実際にL.m.菌
株百数株について改良法によりPFGEを行ったが 3），す

べての菌株でおおむね良好な電気泳動像が得られたこと

から，改良法はPulseNet法に比べより広範囲の菌株に

ついて解析可能な方法であることが示された。

これらのことから，改良法を用いたPFGE法は，菌株

間のバンドパターンの比較が容易となり，L.m. 感染症の

感染源や感染経路の究明等に非常に役立つものであると

考える。今回試案した改良法は，リゾチーム液の添加及

び使用制限酵素の種類の他は，O157 感染研プロトコル

に示された試薬量等の条件を参考にしたものであるた

め，さらに条件の比較検討を行うことで，よりL.m. に
適した方法に改善されるものと考える。
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3　結果
供試菌株 5 株について，それぞれPulseNet法及び改

良法により処理し電気泳動を行った。その際，電気泳動

像を比較するため，菌株毎に 2 つの処理法を並べて泳動

した。Apa Ⅰ処理の電気泳動像を図 2 に，Asc Ⅰ処理の

電気泳動像を図 3 に示す。

全体的にPulseNet法よりも改良法の方がバンドが濃

く，明瞭な傾向が見られた。特に，Asc Ⅰではその差が

大きく見られた。また，菌株№ 5 は，Apa Ⅰ，Asc Ⅰと

もにPulseNet法ではバンドが非常に薄く，スメアになっ

てバンドの一部が確認できなかった。

4　考察
今回，PulseNet法と改良法の比較を行ったが，改良法

の方がバンドが明瞭な傾向が見られた。PulseNet法と

改良法の主な違いは，①ProteinaseKの使用量，②洗浄

方法，及び③制限酵素使用量であった。①ProteinaseK

の使用量は，若干ではあるが改良法の方が使用量は多

く，溶菌が十分であったと思われた。②洗浄方法は，

図 2　PulseNet法と改良法のPFGE電気泳動像の比較（Apa Ⅰ）
（左：PulseNet法　右：改良法）

図 3　PulseNet法と改良法のPFGE電気泳動像の比較（Asc Ⅰ）
（左：PulseNet法　右：改良法）




