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１　はじめに

細胞内寄生菌であるリステリア（Listeria monocyto-

genes，以下L.mと略）は，人に敗血症，髄膜脳炎，死

流産などを引き起こす病原細菌として認識されている。

米国CDCは，毎年，米国内で 2500例の重症化したリス

テリア症が発生し，500人が死亡していると推定してい

る。欧米諸国ではリステリア症は稀に発生する感染症で

あるが，致死率は 20％から 30％と高いために，よく認

知されている感染症である。ところが，日本ではリステ

リア症の発生は非常に稀であり，年間83例と推測されて

いる 1）。近年，イギリスでは，高齢者がリステリアで敗

血症になる症例が増加傾向にあり 2），今後，日本でも高

齢者の増加に伴い，その発生の増大が危惧されている。

リステリア症は食品媒介感染症であることが1980年代に

判った。その感染源は，ソフトチーズ，食肉製品，冷薫

魚介類など，加熱せずに食べる食品が多いことが判って

いる。食肉製品の汚染の由来は，その原料肉の処理工程

汚染である可能性も報告されている 3）。そこで，食肉に

おける汚染状況を把握することが重要と考え，県内で流

通している食肉を調査し，汚染度を把握することを目的

として平成 15年度と 16年度に汚染調査を実施した。ま

た，食肉処理される直前の牛の直腸内容物の汚染状況（牛

の保菌状況）を平成 14年から調査している 4）5）。今回，

食肉及び食用牛の直腸内容物から分離されたリステリア

菌の生化学的性状解析，血清型別，病原遺伝子の保有状

況調査，病原遺伝子系統解析を行い，多少の知見を得た

ので報告する。

２　材料及び方法

２.１　材料

平成 15年に食肉 144検体，16年に食肉 26検体の合計

170検体の県内流通食肉から分離された38菌株と平成14

年から平成18年度までに食用牛の直腸内容物から分離さ

れた 15菌株を使用した。菌株はスキムミルク保存液で

_80℃に保存されていた菌液を再分離して使用した。ま

たは，ドルセットの卵培地ニッスイ（日水製薬㈱）に４℃

で保存されていた菌株を使用した。

２.２　L.mの生化学的性状試験

beutin培地（自家製，５％羊血液使用）による溶血性，

CHROMagarTM Listeria寒天平板（CHROMagar社：フ

ランス）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を行った。

２.３　L.mの血清型別

市販のリステリア型別用免疫血清（デンカ生研㈱）を
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使用して型別した。ただし，H型別には25℃で一夜培養

した菌液を２％ホルマリン加生食で死菌とした抗原を使

用した。

２.４　病原遺伝子のPCR

L.mのDNA templateはBHI斜面培地に37℃で一夜培

養した菌塊約1μlをディスポーザブルの1μlエーゼで採

り，100μlの滅菌ミリQ水に懸濁して，100℃ 10分間煮

沸し，8,000rpm10分間遠心し，その上清を使った。

hlyA，prfA，plcB，mpl遺伝子のPCRはNishiboriら

の方法 6）に準じて行った。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。

actA，plcAのPCRは　Jaradatらの方法 7）により，

94℃３分間熱変性し，94℃１分間，60℃２分間，72℃

１分間を 35サイクル行った。ただし，

actA PCRでは 63℃のアニーリング温度

でも試験した。lmaA PCRはRobertsら

の方法 8）により，94℃５分間熱変性した

後，94℃30秒間，56℃30秒間，72℃30

秒間を30サイクル行い，さらに72℃５分

間伸長反応を行った。

２.５　マルチプレックスPCRによる病

原遺伝子系統解析：ASO_PCR

（allele_specific oligonucleotide

multiplex  PCR）

Wardらの方法 9）に準じて，prfA vir-

ulence gene cluster（pVGC）sequences

からLineage（遺伝子系統）を特定する

ための３セットのプライマーを使用して，

multiplex PCRを行った。94℃５分間熱

変性した後に，94℃１分間，56℃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。

３　結果

３.１　食肉，牛直腸内容物から検出されたL.mの血清

型別状況

表１に示すとおり，牛肉では，８株中７株が血清型

1/2cであった。また，表２に示すとおり，牛の保菌状況

でも1/2cが16株中７株と，多数分離された。しかも，平

成 14～ 15年度に集中して分離されており，それ以後は

分離されなかった。人のリステリア症例の大部分を占め

る血清型である 1/2a，1/2b，4bは豚肉・鶏肉から多く

分離された。人症例にはまれな血清型である4e，3aがそ

れぞれ牛肉，鶏肉から分離された。

３.２　L.mの生化学的性状及び病原遺伝子の保有状況

表３に示すとおり，検査したすべての株はCHROMagarTM

Listeria寒天平板（CHROMagar社：フランス）でのハ

表１　食肉の陽性率と血清型 

牛肉スライス 
牛肉ミンチ 
豚肉スライス 
豚肉ミンチ 
鶏肉 １） 
鶏肉ミンチ 2） 
鶏・豚肉ミンチ 
牛・豚肉ミンチ 
鶏キモ 

48 
17 
41 
10 
39 
12 
1 
1 
1 

170 

L . m 陽性数 

6 
2 
9 
4 
8 
4 
1 
0 
0 
34 

陽性率（％） 

１）1/2bと4bの同時検出1件 
1/2aと3aの同時検出1件 

２）1/2bと4bの同時検出2件 

1/2C（5）,4e（1） 
1/2C（2） 
1/2a（5）,1/2C（3）,4b（1） 
1/2a（1）,1/2C（3） 
1/2a（4）,1/2b（2）,4b（3）,3a（1） 
1/2b（3）,1/2C（1）,4b（2） 
1/2C（1） 

食肉種類 血 清 型  

合計 

12.5 
11.8 
22.0 
40.0 
20.5 
33.3 
100.0 
0.0 
0.0 
20.0 

検体数 

血清型 

1/2a 1/2b 1/2c 4b 

L.m 表２　牛の　　保菌状況 

平成14～15年度検査分 

平成16年度検査分 

平成17年度検査分 

平成18年度検査分 

牛直腸内容物 

牛直腸内容物 

牛直腸内容物 

牛直腸内容物 

検体数 L.m 陽性数 （％） 

981 

379 

234 

207 

12 

1 

0 

3 

1.22 

0.26 

0 

1.45 1 
 n.t 

0 

 

 

2 

7 2 

n.t:病原遺伝子PCR,Lineage型別は行っていない 

3 

1

検査株数 hlyA prfA plcA plcB mpl actA lmaA 

表３　生化学的性状と病原遺伝子の保有状況 

牛直腸内容 

豚肉 

鶏肉 １） 

牛肉 ２） 

鶏・豚ミンチ 

由来 溶血 phospholipase活性 
15 

13 

16 

8 

1 

15 

13 

16 

8 

1 

15 

13 

16 

8 

1 

15 

13 

16 

8 

1 

15 

13 

16 

8 

1 

15 

13 

16 

8 

1 

15 

13 

16 

8 

1 

15 

13 

16 

7 

1 

15 

13 

14 

8 

1 

15 

13 

16 

8 

1 

数字は陽性株数を示す 
１）1/2a,3aは溶血活性陰性 
２）1/2cは　　  gene非検出 lmaA
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ロー形成能（phospholipase 活性）を認めた。また，す

べての株はラムノース分解陽性，マンニット分解陰性，

キシロース分解陰性の性状を示し，通常のL.m性状と一

致した。また，同一の鶏肉から分離された 1/2a，3aは

hlyA遺伝子はあるものの，羊溶血活性が認められなかっ

た。この２株以外は羊溶血活性を認めた。また，牛肉一

検体から分離された1/2cはlmaA遺伝子を認めなかった。

その他の食肉由来 37株と牛由来株 15株はすべて，試験

した７つの病原遺伝子を保有していた。

３.３　actA PCR

Jaradatらの方法 7）によると，大きい増幅産物と小さ

い増幅産物が見られたと報告されており，表４及び図１

に示すとおり，大小２つの産物が見られた。1/2a，1/2b，

4bは２つの型に分かれたが，1/2cはすべて大きい増幅産

物を認めた。

３.４　マルチプレックスPCRによる病原遺伝子系統解

析（Lineage鑑別）

表５及び図２に示すとおり，検査したすべての株は

LineageⅠ又はⅡ型に分類された。1/2b，4b，4eは

LineageⅠに，1/2a，1/2c，3aはLineageⅡ型に分類さ

れた。LineageⅢ型（277bp）はなかった。

４　考察

牛直腸内容物から血清型1/2cが，他の血清型に比べて

多く分離され，日本では牛の腸内容物から1/2cが優位に

分離されているという報告 10）と同様であった。牛肉でも

1/2cが，８株中７株から検出されたことから，牛の直腸

内容物による汚染の可能性が示唆された。L.mは３つの

Lineageに分類されることが判っているが 11），Nadon

ら 12）は，LineageⅠは血清型 1/2b，3b，3c，4bから構

成され，またLineageⅡは 1/2a，1/2c，3aから構成さ

れ，LineageⅢは 4a，4cから構成されることが示されて

いる。また，Wardら 9）は，血清型1/2b，4b，4d，4eが

LineageⅠに含まれ，また1/2a，1/2c，3a，3cはLineage

Ⅱに，4a，4b，4cはLineageⅢに含まれることを示してい

る。我々の結果では，鶏肉から分離された 3aはLineage

Ⅱに分類されて，両報告の結果と一致し，牛肉から分離

された 4eはLineageⅠに分類され，Wardら 9）の報告と

由来 

表４ PCRによる増幅産物の大きさの比較 actA

数字は菌株数を示す 
L:増幅産物（大） 
S:増幅産物（小） 

牛直腸内容 

豚肉 

鶏肉 

牛肉 

鶏・豚ミンチ 

血 清 型 

L:4 

S:5, L:1 

L:4 

1/2a 
 

1/2b 

S:1, L:1 

 

L:2, S:3 

1/2c 

L:7 

L:6 

L:1 

L:7 

L:1 

3a 

 

 

L:1 

4b 

S:2 

S:1 

L:3, S:2 

4e 

 

 

 

L:1 

Lineage型 

表５　血清型とLineage型 

1

2

血 清 型 

 

 

 

4 

10 

1/2a 
 

1/2b 

5 

2 

1/2c 

 

 

 

7 

15 

3a 

 

 

 

 

1 

4b 

6 

2 

4e 

1 

数字は菌株数を示す 

食肉由来 

牛由来 

 

牛由来 

食肉由来 

図１　actA PCRによる増幅産物の大きさの比較

図２　Multiplex ASO_PCR for Lineage identification
of Listeria monocytogenes
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一致した。Wardらの示した 9）ASO_PCR（allele_specif-

ic oligonucleotide multiplex PCR）によるLineage鑑別

は，血清型別ほど細分化はされないものの，すべての株

を迅速かつ明瞭に型別することができて，疫学調査等に

応用可能であると思われた。病原遺伝子の保有状況調査

によって，同じ鶏肉に由来する血清型 1/2aと 3aはhlyA

遺伝子の保有を確認したが，ボイチン培地で溶血活性を

示さなかった。また，牛肉（牛ミンチ肉）から分離され

た1/2cもlmaA遺伝子を欠いていた。Coorayら 13）はL.m

ATCC15313株がリステリオリシンＯ遺伝子を欠き，溶

血活性も示さないことを報告しており，これらの株にお

いては，病原性が低下している可能性が考えられた。

Jaradatらの示したactA PCR7）は 1/2a，1/2b，4bを

各々，２つの型に分類可能であり，血清型別よりも迅速

かつ詳細に型別でき，有用な方法であると思われた。
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