
－ 45 －宮城県保健環境センター年報　第 25 号　2007

Listeria monocytogenes による ready-to-eat 食品の汚染実態
Isolation of Listeria monocytogenes from the ready-to-eat Foods
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　近年，Listeria monocytogenes が魚介類加工品や生食用野菜などの ready-to-eat 食品から検出され，本菌による食
中毒集団感染事例のリスクが懸念されている。平成 18 年度宮城県内の流通品について汚染実態調査を行った結果，
辛子明太子および鶏肉から汚染菌量は少ないものの病原遺伝子を保有した菌が検出された。また，LM の迅速検査法
を検討し，発色酵素基質培地，LAMP 法の応用が有効であると思われた。
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1　はじめに
　リステリア属菌は自然界に広く生息する細菌であ
り，このうちヒトに病原性を示すものは Listeria　 
monocytogenes（以下 LM）のみである。リステリア症
は人獣共通感染症の一つで，周産期の流産死や胎児敗
血症，成人の髄膜炎，敗血症などの症状を示す。一方，
1980 年代に欧米諸国で乳製品や食肉製品などを原因と
する集団感染事例が相次いで報告されるようになり , 現
在も多くの事例が報告されている 1）。
　日本でも平成 5 年に乳および乳製品のリステリア菌の
汚染防止について，当時の厚生省から通知が出され 2），
食中毒原因菌の一つとして検査法が示された。2001 年
には国内産ナチュラルチーズによる国内初の集団感染事
例が発生し，国内でも本菌の食品汚染の実態調査や制御
についての議論が進められている。
　近年，これまでの乳製品等に加え，生食用鮮魚介類や
魚介類加工品，生食用野菜・果物など生でそのまま食べ
る食品“ready-to-eat 食品”の LM 汚染の報告がみられ
るようになった 3）。しかし，LM の食品中での挙動や菌
数などの詳細については明確にされていない。
　このことから，汚染実態の把握を目的に，宮城県内
に流通する ready-to-eat 食品を中心とした LM 検索を
行った。また，菌検出時における発色酵素基質培地の有
効性の検討および分離菌の保有病原因子検索も併せて
行った。さらに，LAMP（ Loop-Mediated　isothermal 
Amplification）法による検出感度を標準株を用い検討し
た。
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2　材　料
　市場に流通している ready-to-eat 食品および食材計
102 検体を検査対象とした。
　2.1　ready-to-eat 食品
　魚介類加工品 22 検体（辛子明太子 9 検体，たらこ 9
検体，すじこ 1 検体，数の子 1 検体，スモークサーモン
2 検体）， 生鮮魚介類 11 検体，乳製品 16 検体（ナチュ
ラルチーズ 8 検体，アイスクリーム類 8 検体），生食用
芽物野菜 38 検体の計 87 食品
　2.2　食材等
　生乳 5 検体，食肉 10 検体（鶏肉 7 検体，合鴨肉 3 検体）
計 15 食材

3　方　法
　3.1 食品，食材からの菌分離
　生乳・乳製品からのリステリア菌の分離は厚生省
通知の方法に従い行った。すなわち検体 25g に EB 培
地（Merck）225ml を加え 10 倍乳剤とし，30℃で 48
時 間 培 養 後，Oxford 寒 天 培 地（Merck： 以 下 OX），
PALCAM 寒天培地（Merck：以下 PAL）及びクロモア
ガー・リステリア培地（CHROMagar：以下 C-Lis）の
3 種の分離培地に 1 白金耳ずつ塗沫し，35℃で 48 時間
培養した。各培地に発育したリステリア菌の疑わしい集
落を釣菌し，0.6%酵母エキス加トリプチケーソイ寒天培
地（自家製：以下 TSYEA）に接種培養後，3.2 に示す
生化学性状の確認を行って同定した。なお，リステリア
属菌同定キット「アピリステリア」（日本ビオメリュー）
も併用した。
　その他の食品，食材は，ISO４）の方法に準じて行った。
検体 10g に半濃度フレーザー培地（Merck）90ml を加え
10 倍乳剤とし，30℃で 24 時間培養後，100µl を10ml フ
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レーザー培地に接種した。さらに 35℃で 48 時間培養後，
OX，PAL，C-Lis の各培地に 1 白金耳ずつ塗沫し培養
した。以下，生乳・乳製品の方法と同様にして菌の同定
を行った。

図 1　各食品からの LM 分離フロー

　3.2　分離菌株の確認試験および血清型別
　分離菌株について，グラム染色，カタラーゼ試験，オキ
シダーゼ試験（日水製薬），CAMP 試験，VP 試験（栄研
化学）および糖分解試験を実施した。グラム陽性短桿菌，
カタラーゼ試験陽性，オキシダーゼ試験陰性，SIM 確認
培地（栄研化学）での運動性（傘状発育）の確認，VP 反
応陽性，糖分解性（ラムノース分解陽性，キシロース分解
陰性，マンニット分解陰性），CAMP テスト陽性となったも
のをリステリア属菌とし，同定キットにより菌種を決定した。
　血清型別はリステリア型別用免疫血清（デンカ生研）
を用いて行った。なお，標準菌株 L.monocytogens　
ATCC 19112 についても各試験を実施した。
　3.3　特異遺伝子の検出
　リステリアの病原遺伝子の確認をhly ５）およびprfA ６）

のプライマーを用い，各々 276bp および 467bp を検出
することで行った。
　3.4　 LM 菌数の測定
　LM の菌数測定は MPN 法で行った。すなわち，検体
に添加剤を含まない半濃度フレーザー培地を加え 10 倍
希釈液を調製した。滅菌した空試験管 3 本に 10 倍希釈
液を 10ml ずつ入れた。さらに半濃度フレーザー培地
10ml の入った試験管に 10 倍希釈液を 1ml ずつ 3 本に，
0.1ml ずつを 3 本に分注した。これらを 35℃で 24 時間
および 48 時間培養し，それぞれから PAL，C-Lis に 1
白金耳ずつ塗抹し LM を検出，性状確認した。LM を検
出した試験管数と希釈倍率から MPN 値を求めた。
　3.5　 LAMP 法による LM 検出
　LM の標準株をフレーザー培地で 24 時間培養後，培養
液を原液から109 希釈まで 10 倍段階希釈した。希釈液を
それぞれ 50µl 採り，2000×g，5 分間遠心後上清を除去し，

EXF80µl を加え 95℃で 5 分間アルカリ熱処理した。こ
れに 1M の Tris-HCl 10µl を添加し 2000 ×g で 30 秒間
遠心した上清を検体とした。それぞれについて Loopamp 
L.monocytogenes 検出キット（栄研化学）を用いて遺伝子
を増幅し，Loopampリアルタイム濁度測定装置（RT-160C）
で測定を行った。同時に，用いた LM 菌数を平板培地を
用いた生菌測定法で測定した。

4　結　果
　4.1　各食品・食材からの LM 検出状況
　調査した食品・食材を品目別にし，それぞれからのリ
ステリア属菌の分離状況を表 1 に示した。リステリア属
菌は魚介類加工品では辛子明太子 9 検体中 6 検体（検出
率 66.7%）すじこ 1 検体中 1 検体（100％）から，肉類
では鶏肉 7 検体中 3 検体（42.9％）から合計 10 菌株分
離された。生鮮魚介類，乳類・乳製品および芽物野菜か
らはリステリア属菌は検出されなかった。
　4.2　分離リステリア属菌の同定
　分離したリステリア属菌 10 株と標準菌株について，
生化学性状の確認試験，血清型別試験および病原遺伝子
検査を実施し，その結果を表 2 に示した。また，LM が
検出された検体は菌数を MPN 法で求め，これも表 2 に
示した。
　辛子明太子から検出された 6 株のリステリア属菌のう
ち 2 株が，鶏肉から検出された 3 株のリステリア属菌
のうち 1 株が LM であった。血清型は 3 株とも別々で
1/2b，3b および 4b であった。LM の病原遺伝子hly お
よびprfA を 3 株とも保有していた。
　4.3　発色酵素基質培地での発育性
　LM の分離に用いられる OX，PAL 培地上でリステリ
ア属菌は灰色～茶褐色の集落を形成するので，種の区別
は困難であり，発育集落を LM と特定できない。発色

表 1　各食品・食材からの LM 検出状況
検　体　種　類 検体数 検出（検出率）

魚介類加工品
　　　辛子明太子
　　　たらこ
　　　すじこ
　　　数の子
　　　スモークサーモン

9
9
1
1
2

6（66.7）
0

1（100）
0
0

生鮮魚介類 11 0
乳類・乳製品
　　　生乳
　　　ナチュラルチーズ
　　　アイスクリーム類

5
8
8

0
0
0

芽物野菜 38 0
肉　　類
　　　鶏　肉
　　　合鴨肉

7
3

3（42.9）
0

計 102 10（9.8）
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酵素基質培地 C-lis を菌分離に用い，その結果を表 2 に
示したように，リステリア属菌は C-lis 培地に発育し青
い集落となる。しかも LM には特徴的に白色ハローが認
められた。一方，C-lis 培地での発育性を黄色ブドウ球

菌と大腸菌について調べた結果，大腸菌は発育しないが，
黄色ブドウ球菌は発育した。しかし黄色ブドウ球菌は培
地上でやや淡色の青色集落を形成し，リステリア属菌と
は鑑別ができた。

表 2　検出菌の性状

　4.4　LAMP 法による検出感度
　LM の ATCC19112 株を 1 日培養した 1.6 ×108cfu/ml
の菌液を10－１～ 10－６に希釈し，そのそれぞれを LAMP
法用検体として LM の遺伝子検査を行った結果を表 3 に
示した。1.6 ×105cfu/ml 以上の菌量で陽性を示した。

表 3　LAMP 法の感度

5　考　察
　宮城県内に流通する ready-to-eat 食品を購入し，リス
テリア属菌の汚染状況を調べた。その結果，辛子明太子
2検体および鶏肉1検体からLMが，魚介類加工品5検体，
鶏肉 2 検体から LM 以外のリステリア属菌が検出され，
本県の流通品も他の報告７）と同様の汚染であることが
分かった。リステリア菌の血清型別は O 抗原因子と H
抗原因子の組み合わせで 13 種類に分類されるが，今回
検出された LM の血清型は辛子明太子が 1/2a および
3a，鶏肉が 4b であった。4b は最も病原性に関係する血

清型といわれ，臨床株の 6 割がこの型である３）。市販品
の鶏肉から 4b が検出され，検出された菌株は全て病原
遺伝子hly およびprfA の病原遺伝子を保有していたが，
汚染菌量は，辛子明太子で 30 未満～ 60/100g，鶏肉で
30 未満 /100g と少量であったことからリステリア症感
染のリスクは低いと考えられた。
　今回示したように，食品はL.innocua のような LM 以
外のリステリア属菌に汚染されていることが多い８）こ
とから，LM との鑑別は重要である。LM は OX 及び
PAL の分離培地上でエスクリンを分解し灰色から茶褐
色で中央部のやや凹んだ集落を形成する。しかし LM 以
外のリステリア属菌も OX，PAL 培地上で同じ性状を
示すため，これら分離培地での菌の鑑別は困難である。
発色酵素基質培地 C-Lis では，リステリア属菌は青い集
落を形成し鑑別が容易であった。なお，同じく C-lis 培
地上に発育するStaphylococcus 属菌は集落の発色がや
や異なり区別ができる。さらに LM と L.ivanovii は青い
集落周囲に白色ハローを形成するが，それ以外のリステ
リア属菌はハローを形成せず，種の決定にも発色酵素基
質培地が有効であることが確認された。
　われわれの今回の結果も含め，一般に食品中の LM
菌数は少量であることから , 通常の LM 検出法には 2 段
階増菌法が用いられ LM の検出には 4-5 日を要する。そ
こで，迅速かつ高感度な LM 検出方法の検討の一つと

検体 No
（検体名）

C-Lis
カ
タ
ラ―

ゼ

溶　

血　

性

Ｖ　
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菌種・血清型 菌数
（MPN/100g）集

落
の
色

ハ
ロ―

形
成

ラ
ム
ノ
ー
ス

キ
シ
ロ
ー
ス

マ
ン
ニ
ッ
ト

hly prfA

K-2
K-19
K- 8
K-10
K-12
K-18
K-20
M-2 
M-1 
M-7 

（辛子明太子）
（辛子明太子）
（辛子明太子）
（辛子明太子）
（辛子明太子）
（す　じ　こ）
（辛子明太子）
（鶏　　　肉）
（鶏　　　肉）
（鶏　　　肉）

青
青
青
青
青
青
青
青
青
青

＋
＋
－
－
－
－
－
＋
－
－

＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
－
－
－
－
－
＋
－
－

＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

傘状
傘状
－
－
－

傘状
傘状
傘状
傘状
傘状

＋
＋
＋
＋
＋
－
＋
＋
＋
＋

－
－
＋
＋
＋
－
－
－
－
－

－
－
－
－
－
－
－
－
－
－

＋
＋
－
－
－
－
－
＋
－
－

＋
＋
－
－
－
－
－
＋
－
－

L.M 1/2b    
L.M    3b  
L.welshimeri
L.welshimeri
L.welshimeri
L.innocua
L.innocua
L.M    4b   
L.innocua
L.innocua

60
<30
NT
NT
NT
NT
NT
<30
NT
NT

L.monocytogenes
（ATCC19112 株）

青 ＋ ＋ ＋ ＋ 傘状 ＋ － － ＋ ＋

　　　　　　　　　　　＋：陽性　－：陰性　NT：実施せず								     
				  

希釈倍率 原液 × 10 × 10 ２ × 10 ３ × 10 ４ × 10 ５ × 10 ６

LAMP 法 ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

菌　数
(cfu/ml） × 10 ８ × 10 ７ × 10 ６ × 10 ５ × 10 ４ 1600 160

　　　　　　　＋：陽性　－：陰性　				  
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して LAMP 法について検討した。標準株検体を 1 日増
菌培養すると約 1 時間で判定が可能であったことから，
LAMP 法は迅速性に優れていると思われた。しかし陽
性判断には105cfu/ml以上の菌量が必要であることから，
食品直接からの検出は困難で，増菌した検体についての
応用は有効と考えられる。それでも通常の検査手法より
早く判定されることから，LAMP 法による迅速検査法
は実用性が高いと思われた。今後多くの食品について
LAMP 法による LM の検討法を検討したい。
　LM によるリステリア症はヒトに感染すると髄膜炎や敗
血症，流産等の重篤な症状を示し，致死率も高いことか
ら，欧米では食品衛生上特にリスク評価を行うべき細菌と
位置付けられている。わが国では食品からのリステリア感
染事例は不明なことが多く，さらに欧米型の畜産食品中心
の食生活ではなかったことから関心が低かった。しかし日
本人の食文化に密接に関係する魚介類加工品を中心とした
ready-to-eat 食品に病原遺伝子を保有するリステリア汚染
が確認されたことから，今後も継続した調査を行い，LM
汚染実態を把握していく必要があると思われる。
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