
１．はじめに

Listeria monocytogenes（以下 L. m と略）は人の髄膜

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１），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。

２．材料及び方法

２．１ 材料

牛直腸内容物９８１検体，犬糞便１７６検体，タヌキ回腸

内容物３８検体，タヌキ腸間膜リンパ節３９検体，タヌキ

脾臓３９検体，人糞便２１３検体，鶏盲腸内容物１５０検体，

サル糞便３０検体，河川水（沢水を含む）１４検体，海産

魚５検体，調理用食肉１４４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，キシロース，マンニットの分解試

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，汚染菌数は MPN３本法により算

出した。水は０．４５µmのフィルターで濾過し，濾紙を

上記と同様に検査した。

２．３ PCR法による hlyA 遺伝子の確認

使用したプライマー２）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’

BHI で増殖させた菌を，５％Triton X－１００（t−Octyl

phenoxypolyethoxyethanol : 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。PCRは TakaRa PCR thermal cycler MP（TaKaRa

Biomedicals）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
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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３）の方法に準じて行ったが，プラグ作成に

は Chromosomal Grade Agarose（Bio−Rad）を使用し，

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，AscⅠ（New England Biolabs）で

は，１プラグあたり２５unitsで３７℃，一晩反応させ，

ApaⅠ（TaKaRa）では，１プラグあたり１６０unitsで

３０℃，一晩反応させた。電気泳動は１％ Pulsed Field

Certified Agarose（Bio−Rad）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，Molecular

Analyst Fingerprinting Plus software（Bio−Rad）でバン

ドパターンを解析した。

３．結 果

３．１ 動物，人，河川水（沢水を含む）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９８１検体

中１２検 体（１．２％），犬 糞 便１７６検 体 中１検 体

（０．６％），タ ヌ キ 回 腸 内 容 物３８検 体 中４検 体

（１０．５％），タヌキ腸間膜リンパ節３９検体中１検体

（２．６％）から L. m を検出した。人糞便では２１３検体

中２検体（０．９％）から L. m を検出したが，鶏盲腸内

容物１５０検体，サル糞便３０検体，タヌキ脾臓３９検体，

河川水（沢水を含む）１４検体，海産魚５検体からは

L. m は検出されなかった。

３．２ 動物，人，河川水（沢水を含む）からのリス

テリア属菌の検出状況

表２に示すとおり，L. m 以外のリステリア属菌で

は，L. innocua が動物から最も多く検出された。動物

では，複数の菌種が検出された検体はなかったが，河

川水では同一検体から L. seeligeri と L. welshimeri が

検出された。

３．３ 調理用食肉からの L. m の検出状況

表３に示すとおり，調理用食肉（牛肉，豚肉，鶏

肉）１４４検体中３０検体（２０．８％）から L. m を検出し

た。分離された L. m の血清型は１／２a，１／２b，１／

２c，４b，UTで，１／２cが比較的多く検出され，複

数の血清型の菌に汚染されている検体もあった。牛肉

の陽性率は，豚肉，鶏肉に比較して低い傾向が伺われ

た。

３．４ 調理用食肉からのリステリア属菌の検出状況

表４に示すとおり，L. m，L. welshimeri，L. innocua

の単独陽性検体は１４４検体中４２検体（２９．２％）であっ

たが，L. m と L. welshimeri，L. m と L. innocua 及び L.

m と L. grayi の複数の菌種に汚染されている食肉も８

検体（５．６％）あった。

３．５ 分離された L. m のPFGE型別

動物，人，調理用食肉から分離された L. m につい

て，制限酵素 AscⅠ，ApaⅠを用い，PFGEを行った

ところ，１／２a株はおよそ５パターン，１／２b株は

およそ３パターン，１／２c株はおよそ３パターン，

４b株はおよそ４パターンに分類された。図１に示す

表１．動物，人，河川水（沢水を含む）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（検体数）

牛直腸内容物 ９８１ １２ １．２ １／２a�，１／２c�，４b�，UT�

犬糞便 １７６ １ ０．６ １／２a

タヌキ回腸内容物 ３８ ４ １０．５ １／２b�*，４b�

タヌキ腸間膜リンパ節 ３９ １ ２．６ １／２b*

タヌキ脾臓 ３９ ０ ０．０

人糞便 ２１３ ２ ０．９ ４b�

鶏盲腸内容物 １５０ ０ ０．０

サル糞便 ３０ ０ ０．０

河川水（沢水を含む） １４ ０ ０．０

海産魚 ５ ０ ０．０

＊ タヌキ回腸内容物及び腸間膜リンパ節由来の１／２b株は同一個体由来
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とおり，人糞便由来の血清型４b株の２株は AscⅠで

同一 DNA パターンを示し，さらに，鶏肉由来の一部

の４b株と酷似した DNA パターンを示した。図には

示していないが，ApaⅠ処理でも酷似した遺伝子パ

ターンを示した。

４．考 察

動物のうち食肉となる牛及び鶏の L. m 保菌率はそ

れぞれ１．２％及び０％と低かったが，食肉の汚染率は

２０．８％と高いことが分かった。また，同一食肉から複

数の菌種及び複数の血清型の L. m が検出されるもの

もあり，食肉加工施設で食肉が相互に汚染されている

可能性あるいは施設内での二次汚染の可能性が示唆さ

れた。食肉の L. m 汚染菌数は，ほとんどの検体で３０００

MPN／１００g未満であった。L. m の１３種の血清型の

内，人と動物のリステリア症の９０％以上を占めるのは

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４）。

１／２cは食品や食品施設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５）。

今回，分離された L. m の血清型は１／２a，１／２b，

１／２c，４b，UTで，１／２a，１／２b，４b等人にリ

ステリア症を引き起こす血清型が分離されており，食

品衛生上注意を喚起する必要がある。また，今回比較

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，継続した調査により明らかにすることが重要

と考える。我が国の人リステリア症は欧米に比較する

表３．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 ３６ ４ １１．１ １／２C�，UT�

牛肉ミンチ １３ ２ １５．４ １／２C�，UT�

豚肉スライス ３４ ８ ２３．５ １／２a�，１／２C�，４b�

豚肉ミンチ ８ ３ ３７．５ １／２a�，１／２C�，UT�

鶏肉 ３８ ８ ２１．１ １／２a�，１／２b�，４b�，UT�

鶏肉ミンチ １２ ４ ３３．３ １／２b�，１／２C�，４b�

鶏・豚肉ミンチ １ １ １００．０ １／２C�

牛・豚肉ミンチ １ ０ ０．０

鶏キモ １ ０ ０．０

合計 １４４ ３０ ２０．８

表２．動物，人，河川水（沢水を含む）からのリステリア属菌の検出状況

検体種類 検体数
陽性検体数

L. m* L. iva* L. inno* L. seel* L. seel* + L. wel*

牛直腸内容物 ９８１ １２ ８ １３ ０ ０

犬糞便 １７６ １ ０ ８ ２ ０

タヌキ回腸内容物 ３８ ４ ０ ５ １ ０

タヌキ腸間膜リンパ節 ３９ １ ０ ２ ０ ０

タヌキ脾臓 ３９ ０ ０ １ ０ ０

人糞便 ２１３ ２ ０ ０ ０ ０

鶏盲腸内容物 １５０ ０ ０ ４ ０ ０

サル糞便 ３０ ０ ０ ０ ０ ０

河川水（沢水を含む） １４ ０ ０ ０ ０ １

海産魚 ５ ０ ０ ０ ０ ０

* L. m : L. monocytogenes L. iva : L. ivanovii L. inno : L. innocua L. seel : L. seeligeri L. wel : L. welshimeri

岡山県環境保健センター年報 ７５



と少なく，また，食品媒介リステリア症は証明されて

いないが６），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１）。本研究でも調理用食肉の２０．８％が L. m に

汚染されており，汚染菌数は少ないものの実際に高率

に汚染されていることが判った。五十君は１）食品媒介

リステリア症の発生がすでに起こっている可能性を指

摘しており，その発生実態を把握するには人のリステ

リア症の診断法の確立が重要であると報告している。

今回の調査結果からも，PFGE型別により，人から分

離された L. m（血清型４b）と鶏肉から分離された L.

m（血清型４b）が酷似した DNA パターンを示してお

り，鶏肉由来株が人への感染源となる可能性が伺われ

た。
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