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研究成果の概要（和文）：日本の水産物に分布が確認されているリステリア菌について、そのリスクを調査し、制御法
を確立することを目的に研究を行なった。リステリア菌は、免疫不全者等に対し高い致死性を示すため、食品業界を中
心に注意が払われている。日本においては、加工度の高いネギトロやイクラといった水産加工品に分布が確認されてい
るものの、それらの病原性や水産物における増殖性について、知見がほとんど存在しなかった。
　本研究では、日本の臨床株と水産物等から分離された菌株との遺伝的差異をゲノム解析で確認し、両菌株間には遺伝
的な差異はほとんどないことを明らかにした。また、増殖抑制法についても研究を進め、フェルラ酸による制御法を確
立した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the potential risks associated with Listeria found in seafood and 
sought to establish a method of control. Listeria has received a great deal of attention in the food 
product sector, because they can prove highly fatal for people with compromised immunity and other 
vulnerable groups. In Japan, although they have been found in highly processed seafood such as minced 
tuna and salmon roe, very little is known about their pathogenicity and proliferation in seafood.
In this study, we confirmed the genetic differences between Japanese clinical Listeria strains and 
strains previously isolated from seafood using genome analysis. As a result, we discovered almost no 
genetic difference between the strains found in seafood and the clinical strains. We also pursued 
research into methods of controlling in seafood products and discovered a Listeria control effect on the 
part of ferulic acid. In addition, we obtained information relating to its synergistic effect with other 
agents.

研究分野： 食品微生物
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１．研究開始当初の背景 
Listeria monocytogenes は、家畜の腸管や環

境に生息し、幅広い温度帯において増殖が可
能な人畜共通の感染症の原因菌である。本菌
による食中毒は、健康な人が発症しても風邪
症状（発熱、下痢）しか呈さないため、見過
ごされる場合が多いが、免疫弱者である妊婦
や老人が摂食した場合、流産、死亡など重篤
な結果をひき起こす。全米では毎年、2500 人
が感染し（全症例の約 40%が妊娠に関係）、
500 人以上の死者を出している。これらの免
疫弱者が汚染食品を食べてから重篤な症状
を発症するまでに最高で 70 日もかかるため、
食中毒として認知されにくく、本食中毒件数
は米国でも大幅に過小評価されている可能
性が高い。 
日本では、本菌による食中毒事例はこれま

でに 1 件のみであるため、漠然と「日本では
リステリア食中毒はほとんど起きない」と考
えられてきた。しかし、近年の病院における
臨床患者調査により、リステリア症は、毎年
83 件（0.65 件/100 万人）発生しており、その
感染者は１歳未満と高齢者に多く、死亡者は
70 歳以上（致死率 20％）であることが判明
した。 
日本のリステリア症の問題点は、発生原因

食品が不明である点である。欧米では、非加
熱で喫食する ready to eat （ナチュラルチーズ
やソーセージなど）がその原因の大半である
が、日本で流通するこれら食品でのリステリ
ア汚染率は低い。一方、我々の調査では、魚
介類加工品を中心とした ready-to-eat 食品
（明太子、イクラ、ネギトロ）などに、本菌
が高率で分布しているという実態を明らか
とした。 
実態調査に加え、我々は水産物より分離さ

れるリステリア菌について詳細に解析を進
め、これまでに、分離株のバイオフィルム形
成能の解析、株識別法の開発（Multilocus 
Single Strand Conformation Polymorphism 、
Multilocus Variable-number of Tandem Repeat）、
水産物における増殖予測プログラムの開発
を行いその動態を明らにした。また、水産分
離株のほとんどが野生型の Internalin A タン
パク質（腸管上皮細胞侵入に不可欠な病原タ
ンパク）を保有し、通常レベルの腸管上皮細
胞への侵入性を有することを明らかにする
など、その感染性についての知見も蓄積して
きた。 
しかしながら、水産分離株と日本での臨床

分離株の関連性については知見がなく、関連
性がわかっていないこと、増殖特性は明らか
となったものの、その制御法は確立されてい
ないこと、病原性の発現についてはその詳細
が不明であること、が問題であった。 

 
２．研究の目的 
上記記載の背景より、本研究では以下 3 点に
ついて研究を遂行した。 
 

１）水産分離株と日本での臨床分離株の分子
疫学解析 

日本のリステリア症患者からの臨床株と
水産食品から分離されるリステリア菌株と
の分子疫学的な解析を行い、両者の関係を明
らかとするとともに、海外における臨床菌株
とも比較を行い、その実態を明らかにする。 
 
２）増殖制御法の開発 
リステリア菌は低温増殖性があるため、通

常の冷蔵温度帯でその増殖を制御すること
はできない。実際、水産加工品にリステリア
菌を接種し挙動を確認したところ、緩やかで
はあるが、増殖が確認されている。本研究で
は、各種日持ち向上剤等の中から効果的な薬
剤を選択し、増殖の抑制に効果的な方法を確
立する。 
 
３）リステリアの腸内環境定着や病原性発現

性と食品成分の関係解明 
リステリアの病原性の第一ステップとし

て本菌の腸内での定着（増殖）が重要であ
る。これまでの研究において、食品中の特
定の成分が、食中毒菌の腸管定着を阻害す
ることが報告されている。本研究では、日
本型食品に含まれる成分の中に、リステリア
の腸管付着を妨げるものがあるか探索し、そ
の成分による影響について解析を行う。 

 
３．研究の方法 
 
１）水産分離株と日本での病床分離株の分子

疫学解析 
日本において水産食品等より分離された

95 株の分離菌と日本の臨床株 42 株を 2 つの
DNA typing 法で比較した。比較には、
Multilocus tandem-repeat sequence analysis 
(MLTSA) と  Multi-  virulence-  locus 
sequence typing (MVLST)を用いた。MLTSA に
は prfA, inlB, inlC, dal, lisR, clpP、6 領域を用い、
MVLST には 3 領域を使用した。2 つのタイピ
ングによって区別された菌株に対し、アレル
を振り、それぞれの方法、両者の組み合わせ
によるデータについて、検証を行った。 
また、一連の解析の中で、タイピングによ

り海外の臨床分離株と同一のプロファイル
を示した菌株については、次世代シークエン
サーにて全ゲノムのドラフトシークエンス
を決定し、その差異について詳細に検証した。 
 
２）増殖制御法の開発 
我々はこれまでの研究において、既存添加

物の一つであり、抗酸化剤として用いられて
いるフェルラ酸（米ぬか抽出成分）が、リス
テリアを含めて数種の食中毒菌の増殖制御
作用があるという現象を見出した。本研究で
は、水産食品へフェルラ酸を添加し、リステ
リア菌の増殖を抑制する最適条件を決定し
た。 
また、ほかの抗菌剤においては、しばしば



使用継続により抗菌剤に対し耐性を獲得す
ることが問題となっているが、フェルラ酸に
ついて耐性を獲得することがあるのか検証
を行った。 
 
３）リステリアの腸内環境定着や病原性発現
性と食品成分の関係解明 
これまでの研究において、一部の食品成分

が食中毒菌の腸管付着を妨げることが知ら
れている。日本におけるリステリア菌による
食中毒の発生頻度と摂食している食品との
関連性を調査するため、リステリア菌の腸管
付着を妨げる成分が、わが国独自の食事に含
まれているのか探索を行い、その成分による
影響について解析を行った。具体的には A/J
マウスへリステリア菌を経口投与し、食餌成
分により腸管細胞への付着がどう変化する
のかを観察し、マウス側の炎症マーカーにつ
いても解析を行った。 
 
４．研究成果 

１）水産分離株と日本での病床分離株の分
子疫学解析 

日本において水産食品等より分離された
分離菌と日本の臨床株の比較の結果、日本の
臨床株は遺伝的に多様性があることが判明
し、日本のリステリア症は散発的に発生して
いることが示唆された。いくつかの臨床株は
MVLST で同一のプロファイルを示しており、
遺伝的に近似している可能性も示唆された 
(論文②)。 
上記タイピング手法にて同一のプロファ

イルを示した海外臨床株と日本の臨床株に
ついては、全ゲノムレベルでの比較を行った。 

その結果、タイピング結果では同一とみな
された 2 菌株はゲノムレベルではクローンで
はないことが明らかとなったが、ゲノム構造
は極めて近似しており(Fig.1)、このことから、
日本における臨床分離株は海外のそれとほ
ぼ同様の性状、挙動を示す可能性が示唆され、
日本において分離される菌株に特段の特異
な傾向はないことも明らかとなった(論文③)。 
Fig.1 海外臨床株(F2-365 株)と日本臨床株

(NIHS-28)のゲノム構造の比較 
 

２）増殖制御法の開発 
本研究では、水産加工品に混入したリステ

リア菌の増殖をフェルラ酸によって抑制で
きることを見出した(Fig. 2,3)。 
また、ほかの日持ち向上剤との併用により、

その効果を高めることが可能であるという
ことも明らかにした (論文①)。 

Fig.2 フェルラ酸を添加したネギトロを 
10℃で保存した際のリステリア菌の増殖 
 

 
Fig.3 フェルラ酸を添加したイクラを 
10℃で保存した際のリステリア菌の増殖 
 
また、フェルラ酸とリステリア菌に対し増

殖抑制効果があることがわかっているナイ
シンについて、低濃度で暴露つづけた時の耐
性獲得を検証したところ、低濃度のナイシン
に暴露した菌株においては、次に高濃度のナ
イシンに暴露した際、強い抵抗性を示すのに
対し、フェルラ酸に暴露した際にはそのよう
な現象を示さないことを明らかにした(論文
⑥)。 
新規抗菌剤の研究は数多くなされている

ものの、実用上、添加物としての認可はきわ
めて困難な状況のなかで、既存添加物として
既に使用されている抗酸化剤であるフェル
ラ酸が食中毒細菌の増殖抑制効果をもつこ
と自体の意味は極めて大きい。今後、国際的
に広く食品の微生物制御分野にブレークス



ルーが期待できる。 
 

３）リステリアの腸内環境定着や病原性発現
性と食品成分の関係解明 

 A/J マウスに対し、ミルクタンパクを含む
食餌と大豆タンパクを含む食餌を与えた群
を用意し、これらにリステリア菌を経口的に
投与したところ、臓器から回収されたリステ
リア菌数は大豆タンパクを与えた群で低い
傾向が認められた。また、脾臓において発言
している炎症性マーカーである TNF-αは、大
豆タンパク投与群で有意に低いことが明ら
かとなり、食餌成分とリステリア菌の感染に
は関連があることが明らかとなった(Fig.4)。 

 
Fig.4 ミルクタンパクと大豆タンパクを投与
した A/J マウスにリステリア菌を感染させた
際の TNF-αの変化 
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