
１．はじめに

Listeria monocytogenes（以下 L. m と略）は食中毒菌

として知られており，人の髄膜炎，死流産，敗血症等

の起因菌であり，反芻獣にも脳炎，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，

毎年米国内で約２，５００例の人感染例が発生し，そのう

ち約５００人が死亡しているとそのホームページで報告

している。通常は免疫抵抗力の未熟又は低下した人が

感染し易い。日本におけるリステリア症は年間約８０例

と推定されており２），欧米に比較してその症例数は少

ない。今回，動物の保菌状況と環境中及び調理用食肉

の汚染状況を調査するとともに，人の便からも検出を

試みた。また，Paillardら３）が報告した PCR産物の制

限酵素切断断片長多型により迅速な菌種同定を行っ

た。

２．材料及び方法

２．１ 材 料

牛直腸内容物３７９検体，人糞便７０検体，環境水３検

体，調理用食肉２６検体について検査を行った。

２．２ 方 法

腸内容物，糞便は１／１５M PBS（pH７．６）で乳剤と

し，４℃で３週間低温増菌を行い，さらに，UVM

Modified Listeria Enrichment Broth（DIFCO）で３０℃，

４８時 間 増 菌 後，PALCAM−Listeria−Selective agar

（supplement添加：MERCK）により３０℃，４８時間分

離培養を行った。コロニーは，ブレインハートイン

フュージョン寒天培地（BHI）で再分離した後，グラ

ム陽性短桿菌，SIM確認培地での２５℃の傘状発育，VP

陽性，カタラーゼ試験陽性を確認した。さらに，beutin

培地（自家製）での羊血液溶血活性，CHROMagarTM

Listeria（CHROMagar Microbiology）でのハロー形成

能，ラムノース，マンニット，キシロースの分解試

験，同定キット api Listeria（bioMérieux）を用いた生

化学的性状試験，PCR法による hlyA 遺伝子の確認を

行い，同定した。調理用食肉は１０gを使って UVM

Modified Listeria Enrichment Broth（DIFCO）で１０％乳

剤を作成し，これを３０℃，４８時間増菌して上記と同様

に検査した。また，Half Fraser Brothでも１０％乳剤を

作成し，３０℃，２４時間増菌して，その増菌液０．１ml又

は１mlを Fraser Brothに添加し３０℃，２４時間増菌し

た。分離培地として PALCAM−Listeria−Selective agar

（supplement添 加：MERCK）及 び CHROMagarTM

Listeria（CHROMagar Microbiology）を使用した。ま

た，汚染菌数はMPN３本法により算出した。環境水

は８，０００rpm，２０分間遠心しその沈査を，１／１５M PBS

（pH７．６）で乳剤とし，４℃で３週間低温増菌を行

い，さらに，UVM Modified Listeria Enrichment Broth

（DIFCO）で３０℃，４８時間増菌する方法と沈査を直接

UVM Modified Listeria Enrichment Broth（DIFCO）で増

菌する方法の２通りの増菌方法を行った。

２．３ PCR法による hlyA 遺伝子の確認

使用したプライマー４）は次のとおりである。

プライマー hlyA1
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5’−ATTTTCCCTTCACTGATTGC−3’

プライマー hlyA2

5’−CACTCAGCATTGATTTGCCA−3’

BHIで増殖させた菌を，５％Triton X－１００（t−

Octylphenoxypolyethoxyethanol : Sigma Ultra）に溶か

し，１００℃，１０分間加熱後急冷した溶液を PCRに使

用した。また，一部の菌株は滅菌ミリ Q水に菌を浮

遊させ１００℃，１０分間加熱後急冷し，８，０００rpm，１０分

間遠心したその上清を PCRに使用した。PCRは

TakaRa PCR thermal cycler MP（TaKaRa Biomedicals）

又は Gene Amp PCR System９７００（Applied Biosystems）

を使用して，熱変性９４℃，１分間，アニーリング

５５℃，１分間，伸長反応７２℃，１分間を３０サイクル

行った。

２．４ PFGE（パルスフィールドゲル電気泳動）

Gravesら５）の方法に準じて行ったが，Lysis buffer処

理は５２℃で３時間とし，処理後のプラグ洗浄は，４mM

Pefabloc SC（AEBSF）で行った。制限酵素処理は，Asc

Ⅰ（New England Biolabs）を使用し，１プラグあたり

２５unitsで３７℃，３時間反応させた。電気泳動は１％

SeaKem Gold agarose（CAMBREX）ゲルで行った。使

用機器は CHEF−DRⅢを使った。泳動の終わったゲル

は，０．２～０．５µg／mlの Ethidium bromide水溶液で染色

し，脱色を行い，紫外線下で写真撮影して，

FingerprintingⅡ（Bio−Rad）でバンドパターンを解析

した。

２．５ ２３SrRNA遺伝子断片の制限酵素切断断片長

多型による迅速な菌種同定

Paillardら３）が報告した方法にしたがって，PCRで２３

SrRNA遺伝子断片（S１，S２）を増幅させた後，Xmn

Ⅰ，CfoⅠ，AluⅠ（いずれも Promega製）の制限酵

素と各 ３々７℃２時間反応させ，切断断片を２％アガ

ロースゲル又は１．５％DNAアガー（Marine BioProducts

Inc．）ゲルで電気泳動し，０．２～０．５µg／mlの Ethidium

bromide水溶液で染色して菌種同定を行った。

３．結 果

３．１ 動物，人，環境水からの L.m の検出状況

表１に示すとおり，動物では牛直腸内容物３７９検体

中１検体（０．２６％）から L. m を検出した。人糞便７０

検体及び環境水３検体からは L. m は検出されなかっ

た。

３．２ 調理用食肉からの L.m の検出状況

表２に示すとおり，調理用食肉（牛肉，豚肉，鶏

肉）２６検体中４検体（１５．４％）から L. m を検出し

表３ 調理用食肉からのリステリア属菌の検出状況

食肉種類 検体数
陽性検体数

L.m* L.m+L.inno** L.m+L.wel *** L.inno L.wel L.inno+L.wel

牛肉スライス １２ １ ０ １ ２ １ ０

牛肉ミンチ ４ ０ ０ ０ ３ ０ １

豚肉スライス ７ ０ １ ０ ０ ０ ０

豚肉ミンチ ２ １ ０ ０ １ ０ ０

鶏肉 １ ０ ０ ０ ０ ０ ０

合計 ２６ ２ １ １ ６ １ １

*L.m：Listeria monocytogenes **L.inno：Listeria innocua ***L.wel：Listeria welshimeri

表１．牛，人，環境水からの L.m＊の検出状況

検体種類 検体数
陽 性
検体数

陽性率
（％）

血清型

牛直腸内容物 ３７９ １ ０．２６ １／２a

人糞便 ７０ ０ ０．０

環境水 ３ ０ ０．０

*L.m：Listeria monocytogenes

表２．調理用食肉からの L.m＊の検出状況

食肉種類 検体数 陽性数
陽性率
（％）

血清型
（検体数）

牛肉スライス １２ ２ １６．７ １／２c�

牛肉ミンチ ４ ０ ０．０

豚肉スライス ７ １ １４．３ １／２a

豚肉ミンチ ２ １ ５０．０ １／２c

鶏肉 １ ０ ０．０

合計 ２６ ４ １５．４

*L.m：Listeria monocytogenes
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た。分離された L. m の血清型は１／２aが１検体，１

／２cが３検体で，１／２cが多く検出された。食肉を

凍結融解後に測定した菌数は，３つの陽性検体で，３０

MPN／１００g未満であったが，豚ミンチ肉では２４００

MPN／１００g であった。

３．３ 調理用食肉からのリステリア属菌の検出状況

表３に示すとおり，L. innocua が最も多く検出され

た。複数の菌種に汚染されている食肉も３検体あっ

た。

３．４ 分離された L.m のPFGE型別

調理用食肉から分離された L. m について，制限酵

素 AscⅠを用い，PFGEを行ったところ，図１に示す

とおり，１／２c株はどの株も類似したバンドパター

ンを示した。また，以前鶏肉から分離していた保存株

１／２cとも類似していた。豚肉から分離された１／２

aは，以前豚肉から分離していた保存株１／２aとは異

なっていた。

３．５ ２３SrRNA遺伝子断片の制限酵素切断断片長

多型による迅速な菌種同定

当センターで以前牛直腸内容物から分離された L.

innocua 及び L. monocytogenes を使用して PCR−RFLP

を行ったところ，図２に示すとおり，Paillardらが報

告したとおりのバンドが検出された。同定キットでは

菌種同定までに１８～２４時間を要するが，これらの菌種

について本法を用いれば８～１０時間で同定可能であ

り，更に複数の制限酵素を同時に使用すれば約６時間

で同定可能であり，迅速に同定することが出来た。

４．考 察

食肉となる牛の保菌率は０．２６％と低かった。この成

績は，前報告の１．２％から更に５分の１程度に低下し

ている。この原因については不明であるが，近年は

ラップサイレージが普及しており，より衛生的なサイ

レージが牛に給餌されていることも一要因ではないか

と推測される。食肉の汚染率については，昨年報告の

２０．８％と同様に高く，１５．４％であった。また，同一食

肉から複数の菌種のリステリア属菌が検出されるもの

もあり，食肉加工施設での食肉相互の汚染あるいは設

備，器具からの二次汚染の可能性が示唆された。L. m

の菌数については，豚ミンチ肉の１検体で２４００MPN／

１００gと比較的多かったが，国際食品微生物規格委員

図１ 食肉から検出された Listeria monocytogenes の PFGE解析結果（AscⅠ使用）

図２ 食肉から検出された L.m＊＊及び L.innocua＊の２３
SrRNA遺伝子断片の PCR−RFLPによる菌種同定
（制限酵素 XmnⅠ，CfoⅠ，AluⅠ使用）

*L. innocua : Listeria innocua **L.m : Listeria monocytogenes
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会の提案している１g当たり１００個未満の規格には適

合すると推測される。L. m の１３種の血清型の内，人

と動物のリステリア症例の９０％以上を占める血清型は

１／２a，１／２b，４bで，４bは人のリステリア症の

５０％以上の症例から分離されるという報告がある６）。

１／２cは食品や食品工場環境からしばしば分離され

るが，人の症例からはほとんど検出されていない７）。

今回，分離された L. m の血清型は１／２a及び１／２c

であった。また，前報告と同様に，比較的多く分離さ

れた１／２cは，人の集団食中毒事例からは分離され

ていないが，その病原性については不明であり，培養

細胞，動物を使った実験等により明らかにすることが

重要と考える。前報告では，ヒト糞便２１３検体中２検

体から L. m が検出されたが１），今回のヒト糞便７０検体

からは全く検出されなかった。より多くの検体を検査

すれば検出された可能性もあるが，その要因は不明で

ある。我が国の人リステリア症は欧米に比較すると少

ないと推測されているが，極端に少ないわけではない

ことが判ってきた８）。また，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，高濃度（１００グラムあたり最大１０１０個程度）にリ

ステリアに汚染されたチーズが感染源であることが判

明した８）。また，国内で市販されている調理用食肉の

L. m 汚染率は１０～４０％であり，欧米とほぼ同程度と

考察されている２）。本研究でも調理用食肉の１５．４％が

L. m に汚染されており，汚染菌数は少ないものの昨

年報告と同様に高率に汚染されていることが判った。

L. innocua 及び L. monocytogenes について２３SrRNA遺

伝子断片の PCR−RFLPによる菌種同定を行ったが，

L. monocytogenes では８時間程度で菌種判定可能であ

り，また２種類の酵素処理を同時に行えば，更に時間

短縮可能であり，本手法の有効性が確認できた。ま

た，本手法は，リステリア属であるか否かも確認でき

るので有用である。調理用食肉から分離された L. m

の制限酵素 AscⅠを用いた PFGEにより，１／２c株は

どの株も類似したバンドパターンを示したが，疫学的

情報が少なかったため，菌株間の関連性は不明であ

る。一方，本来，血清型１／２cは PFGEによっては

遺伝学的に細かく分類できない可能性もあるので，今

後，PFGE以外の型別法も検討していく必要性がある

と考える。
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