
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８４４０６

基盤研究(C)（一般）

2016～2013

リステリアの食品製造施設への定着要因を探る

Investigation of the factor for persistence of Listeria monocytogenes in food 
processing plants

００３３２４４５研究者番号：

中村　寛海（Nakamura, Hiromi）

大阪市立環境科学研究所・調査研究課　微生物保健グループ・研究主任

研究期間：

２５３５０１８０

平成 年 月 日現在２９   ６ ３０

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：Listeria monocytogenes（リステリア）の食品製造施設への定着要因を明らかにする
ために、食品および食品製造施設から分離されたリステリア149株について遺伝子解析（PFGE法およびMLST法）
を実施した。また、浅漬製造施設3施設から81検体のふきとり材料等を採取してリステリアおよび自由生活性ア
メーバ（FLA）の検出を試みた。その結果、複数の製造元由来の食品から検出される特定の遺伝子型のリステリ
アの存在を明らかにした。また、2製造元由来のふきとり材料3検体からリステリアとFLAが同時に検出された。
これらのうち2検体は包装機から採取したものであった。

研究成果の概要（英文）：One hundred and forty-nine of Listeria monocytogenes (LM) strains isolated 
from the food and the food-processing plants were classified by genetic analysis (PFGE and MLST). We
 detected LM and free-living amoebae (FLA) in 81 swab samples obtained from the three 
lightly-pickled vegetables processing plants. As the result of this, we specified some genetic types
 of LM which were consistently detected from several foods processed by different manufacturers. 
Three swab samples from two different plants detected both LM and FLA, of which two samples were 
from packaging machines.

研究分野：食品細菌学

キーワード： リステリア　PFGE　MLST　遺伝子型別　自由生活性アメーバ　食品製造施設　食品
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
Listeria monocytogenes（リステリア）は、
食品を介してヒトに髄膜炎や敗血症などの
重篤な感染症（リステリア症）を引き起こす。
リステリア症の 99％は食品媒介性であり、致
死率は 16％で他の食中毒菌に比べて圧倒的
に高い。実際に発生したリステリア症集団事
例の検証結果から、食品のリステリア汚染は
製造・加工工程で引き起こされると考えられ
ている。水産加工品、乳製品や食肉製品など
様々な食品製造施設において同じDNA型のリ
ステリアが長期間繰り返し検出される現象
が報告されており、これらの菌株は長期間施
設に定着しているように見えることから、
persistent strains（P 株）と呼ばれている。
リステリアのP株に特有の性状は不明である
が、消毒剤の耐性に関わる複雑な細胞壁合成
系を有しており、Fox らによって非定着株と
生理的な違いがあることが報告された（Appl. 
Environ. Microbiol., 2011）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、食品製造施設および様々な食
品に由来するリステリア菌株を用いて遺伝
子解析を行い、リステリアの施設定着に関連
する遺伝系統を明らかにする。また、リステ
リアの施設への定着要因の一つとして自由
生活性アメーバ（FLA）と本菌の共生の可能
性を探るため、食品製造施設内から FLA とリ
ステリアの検出を試み、これらの分布につい
て検討する。また、施設定着株（P 株）と非
定着株（T 株）を用いて、リステリアバイオ
フィルム中の菌体外多糖類（EPS）に含まれ
る多糖の構成糖について比較検討を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）
法および Multi locus sequence typing 
(MLST)法によるリステリア菌株の型別 
1999～2013 年に 13製造元由来 Ready-to-eat
（RTE）食品から分離された 40 株および立入
調査を実施した 4 製造元（A, K, L,および M
社）由来 109 株のリステリアについて、制限
酵素ApaIおよびAscIによるPFGE型別とMLST
による ST 型別を実施した。PFGE 型別は得ら
れたパターンを Fingerprinting II で解析後、
任意にアルファベットを付与し、PFGE 型とし
た。ST 型は MLST データベース上から入手し
た。 
（2）浅漬製造施設におけるリステリアと FLA
の分布状況調査 
2014 年 6～8月に浅漬製造施設 3施設から 81
検体のふきとり材料等を採取し、リステリア
および FLA の検出を試みた。リステリアの検
出は ISO11290-1 および 11290-2 に従った。
分離されたリステリア菌株は血清型別、PFGE
型別、MLST による ST 型別を実施した。FLA
の検出は図 1に従った。すなわち、ふきとり
水をマニホールドにセットした 0.65 m のフ
ィルターでろ過した。濁りの著しいものは遠

心分離後、上清のみをろ過し、沈渣はそのま
ま培地に接種した。ろ過後のフィルターを非
病原大腸菌（60C で 30 分加熱処理済み OP50
株）を塗布した無栄養寒天平板上で 30C で 1
週間まで培養し、シスト（嚢子）あるいは栄
養体が観察されたものを陽性と判定した。
FLA を遺伝子レベルで種同定するためにクロ
ーン化を試み、FLA 陽性検体のプレートから
27 個のクローン株を得た。次に、各クローン
株の 18S rRNA 遺伝子を増幅後、その塩基配
列の相同性検索により FLA を同定した。
Acanthamoeba については、同領域の塩基配列
の分子系統樹解析により遺伝子型を同定し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 ふきとり水からのアメーバ分離法 
 
（3）アイスクリーム製造施設におけるリス
テリア汚染調査 
2016 年 6～9 月の間にアイスクリーム製造施
設 3 施設からふきとり水等 81 検体、アイス
クリーム等製品および半製品25検体の計106
検体をリステリア検査に供した。リステリア
の検出は ISO11290-1 および 11290-2 に従っ
た。アイスクリーム等を乳及び乳製品の成分
規格等に関する省令で定められている成分
規格に基づいて 4種類（アイスクリーム、ア
イスミルク、ラクトアイス、氷菓）に分類し、
それぞれに5種類のリステリア菌株の混合菌
液（標準菌株 2種、野生株 3種）を添加して
－20℃で 6週間まで保管し、その消長を調べ
た。 
（4）バイオフィルム中の EPS を構成する多
糖類の構成糖の解析 
リステリアバイオフィルムのEPSから多糖類
を精製して凍結乾燥し、以下の試験に供した。 
① パルスドアンペロメトリ検出器を用い
た陰イオン交換クロマトグラフィー（
HPADC-PAD）法 
P 株、T株の各リステリア EPS サンプル 1 mg
を 500 l の水に溶解し、等量の 4N トリフ
ルオロ酢酸（TFA）と混合し、121C で 90
分加水分解した。加水分解されたサンプル
を 500 l の蒸留水に溶かし、標準物質とし
て 9 種類の単糖とリボース、デオキシリボ
ース、ガラクトサミン（GalN）、グルコサミ
ン（GlcN）を用いて HPADC-PAD 分析を行っ
た。 
② ペーパークロマトグラフィーによる単
糖組成分析 
P 株、T株の各リステリア EPS サンプルと 3 

ふきとり材料等

非病原大腸菌（60℃30分熱
処理済みOP50株）を塗布し
た無栄養寒天平板

0.65 mのフィルター

30℃で1週間培養

マニホールド



g 相当の 9種類の単糖とリボース、デオキ
シリボース、GalN、GlcN の標準物質をろ紙
に塗布し、1-ブタノール：ピリジン：水＝
6:4:3（v/v）の展開溶媒で24時間展開した。
展開後、ペーパーをドラフト内で十分に乾
燥させ、硝酸銀発色法で発色させた。 
 
４．研究成果 
RTE食品から分離された40株は2種類の制限
酵素により 12 の PFGE 型（A,B,C,D,E,I,K, 
L,M,N,O,P 型 ） と 8 種 の ST
（ ST2,ST5,ST7,ST8,ST87,ST155,ST193,ST32
1）に分類された（表1）。PFGE型がB型でST155
のリステリアは 4製造元（D,E,F および M社）
由来の様々な RTE 食品で検出された（表 1中
網かけ）。 
 
表 1 Ready-to-eat 食品由来リステリアの

PFGE 型と ST 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
13 製造元のうち 4製造元（A,K,L および M社）
については製造施設内から分離されたリス
テリアについても同様に遺伝子型別を実施
した。その結果、施設由来リステリアは製品
由来リステリアと同じ遺伝子型を示す傾向
が見られた（表 2）。 
同一製造元由来の製品からは、その採取時期
や種類にかかわらず、同一遺伝子型のリステ
リアが分離される傾向が認められ、さらに、
各製造施設においては、製品由来リステリア
と同じ遺伝子型を示すリステリアが分離さ
れる傾向が認められた（表 2 中網かけ）。ま
た、浅漬製造施設 3社由来リステリアには施

設間で共通の遺伝子型を示すものが見られ
た。特定の遺伝子型（PFGE：B型、ST155）を
示すリステリアが、地理的、時期的に離れた
施設間あるいは種類の異なる食品からも検
出された。 
浅漬製造施設 3 施設内のふきとり水等 81 検
体のうちリステリアが 29 検体、FLA が 11 検
体から検出された。2 施設由来 3 検体のふき
とり水から LMと FLA の両方が検出された（表
3中網かけ）。これらは、包装室の包装機の袋
を回す部分と調味液充填ノズルの外側、冷蔵
室の下漬タンク付近の床のふきとりであっ
た。LM と FLA が検出された 3検体のうち 2検
体の FLAはそれぞれ Acanthamoeba sp.および
Hartmanella vermiformis であった。 1 検体
では FLA の継代培養ができなかった。 
検出されたFLAはAcanthamoeba、Hartmanella 
vermiformis および Naegleria sp.であった
（表 3）。FLA が検出された 11 検体のうち FLA
を継代培養できた 6 検体から 21 クローンの
Achanthamoeba を分離し、それらの遺伝子型
は T2、T4 および T11 であった（図 2）。 
 
表 2 最終製品および製造施設由来 
リステリアの PFGE 型と ST 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
表 3 FLA 陽性検体 

 
 
 
 
 
 

施設名 採取年月
Sample
No.

場所 検体の分類 検体名 FLA同定結果
Acanthoamoeba
遺伝子型

y1 下漬処理室 原材料 みぶなの根元の部分 Acanthamoeba  sp. T4
y2 下漬処理室 原材料 みぶなの葉の部分 Acanthamoeba  sp. T2

y13 下漬処理室 ふきとり カットしたみぶなを上げる台
Acanthamoeba  sp.
Hartmanella vermiformis
Naegleria  sp.

T2

y17 包装室 ふきとり 包装機　袋を回す部分 Hartmannella vermiformis
f4 ( ｆ4) 下処理室 その他 1Fかぶらアク抜き用水 Acanthamoeba sp. T2, T11
ｆ18 包装室 その他 2F調味液 継代培養できず *

ｆ21 包装室 その他
2F充填前漬物入れるカップ
すすぎ水

継代培養できず

fj10 包装室 ふきとり 調味液充填ノズル（外側） 継代培養できず
fj17 製造室 ふきとり 8つ切りカッターの歯 継代培養できず

fj28 冷蔵庫 ふきとり
冷蔵中の下漬タンク付近
の床（排水溝付近）

Acanthamoeba  sp. T2

fj29 冷蔵庫 ふきとり 冷蔵中の下漬タンクの外側 継代培養できず

K社 2014年6月

L社 2014年7月

M社

2014年6月

2014年8月

Asc I Apa I
A社 スモークサーモンマリネ用 1999年9月 1/2a C C ST321 

スモークサーモン 1999年10月 1/2a C C ST321 
スモークサーモントラウト 2000年6月 1/2a C C ST321 
スモークサーモンマリネ用 2000年6月 1/2a C C ST321 
スモークサーモントラウト 2000年9月 1/2a C C ST321 
スモークサーモンマリネ用 2000年9月 3a C C ST321 

1/2a D D ST5
B社 スモークサーモンマリネ用 1999年8月 UT E E ST193

スモークサーモンマリネ用 1999年9月 UT E E ST193
C社 スモークサーモン 1999年10月 4b A A ST2

スモークサーモン 2000年1月 4b A A ST2
D社 スモークサーモン 1999年8月 1/2a B B ST155

スモークサーモントラウト 1999年9月 1/2a B B ST155
E社 辛子明太子 2003年7月 1/2a B1 B ST155
F社 たらこ 2003年8月 3a B B ST155

辛子明太子 2003年8月 3a K K ST7
辛子明太子 2003年9月 3a B1 B ST155
辛子明太子 2003年10月 3a B1 B ST155

G社 スモークサーモン 2003年8月 1/2b L L ST5
H社 たらこ 2003年8月 3a M M STND

1/2b I-1 I-1 ST87
UT M M STND

I社 辛子明太子 2003年10月 3a K K ST7
J社 ナチュラルチーズ 2003年10月 1/2a N N STND
K社 刻みみぶな 2013年5月 1/2b O2 O ST5

刻みみぶな 2013年8月 1/2b O3 O ST5
刻みみぶな 2013年10月 1/2a P P1 ST8

1/2b O3 O ST5
刻みみぶな 2013年10月 1/2b O3 O ST5
刻みみぶな 2014年2月 1/2a P P1 ST8

1/2b O3 O ST5
刻みみぶな 2014年6月 1/2a P P1 ST8

1/2b O3 O ST5
3a P P1 ST8

L社 うりスライス 2013年8月 1/2a P P1 ST8
大阪漬け（だいこん、みぶな） 2013年10月 1/2a P P1 ST8

白菜漬 2014年7月 3a P P1 ST8
M社 水なす切漬 2013年8月 1/2a B B ST155

秋茄子切漬 2013年10月 1/2a B B ST155
ゆず白菜 2013年10月 1/2a B B ST155

製造元 検体名 検体採取日 血清型
PFGE型

ST

Asc I Apa I

1999年9月 1/2a C C ST321 1
1999年10月 1/2a C C ST321 1
2000年6月 1/2a C C ST321 1
2000年6月 1/2a C C ST321 1
2000年9月 1/2a C C ST321 1
2000年9月 3a C C ST321 1

1/2a D D ST5 1
1/2a C C ST321 19

1/2a G G ST199 21

1/2a J J ST204 2

3a G G ST199 4

3a H H ST9 1

1/2b D D ST5 6

1/2b I I ST87 1

3b F F ST3 10

UT G G ST199 1
UT F F ST3 1

2013年5月 1/2b O2 O ST5 1
2013年8月 1/2b O3 O ST5 1
2013年10月 1/2a P P1 ST8 1

1/2b O3 O ST5 2
2014年2月 1/2a P P1 ST8 1

1/2b O3 O ST5 1
2014年6月 1/2a P P1 ST8 1

1/2b O3 O ST5 1
3a P P1 ST8 1
1/2a P P1 ST8 1
1/2a P P ST8 7
3a P P ST8 3
1/2b O1 O ST5 1
1/2b O2 O ST5 1
1/2b O O ST5 2

2013年8月 1/2a P P1 ST8 1
2013年10月 1/2a P P1 ST8 1
2014年7月 3a P P1 ST8 1

1/2a P P1 ST8 6
3a B B ST155 3

2013年8月 1/2a B B ST155 1
2013年10月 1/2a B B ST155 2

1/2a B B ST155 8
3a B B ST155 7
1/2a B B ST155 2
3a B B ST155 2

K社

最終製品

製造施設 2014年6月

施設名 由来 採取年月 菌株数

A社

最終製品

製造施設 2002年8月〜
2004年5月

血清型
PFGE pattern

ST

L社
最終製品

製造施設 2014年7月

M社

最終製品

製造施設
2014年6月

2014年8月



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 Acanthamoeba の 18SrRNA 遺伝子に 
基づく系統樹（最尤法にて構築） 

 
アイスクリーム製造施設3施設から採取した
ふきとり水 81 検体、半製品を含むアイスク
リーム等 25 検体、計 106 検体のいずれから
もリステリアは検出されなかった。また、ア
イスクリーム類をアイスクリーム、アイスミ
ルク、ラクトアイス、氷菓に分類し、それぞ
れに5種類のリステリア混合菌液を添加して、
－20℃で 6週間まで保管し、その消長を調べ
た。その結果、氷菓のみ 3週間後に約 2オー
ダーの LM 菌数の低下が見られた。アイスク
リーム、アイスミルク、ラクトアイスでは 6
週間後も菌数の変化は見られなかった。 
リステリア P株と T株のバイオフィルム中に
含まれる多糖類の構成糖の解析を HPAEC-PAD
分析により行った結果、P 株の単糖組成はグ
ルコサミン（GlcN）、ラムノース（Rha）、キ
シロース（Xyl）、ガラクトース（Gal）、グル
コース（Glc）、リボース、ガラクツロン酸
（GalA）、アラビノース（L-Ara）であり、T
株は Xyl、Rha、Gal、Glc と同定された。ま
た、ペーパークロマトグラフィーの結果、P
株の単糖組成は Rha、Xyl、Gal、L-Ara、GalA
であり、T株は Xyl、Rha、Gal と同定された。
P株のL-AraおよびGalAは EPSの構成糖であ
る可能性があるが、厳密には他の糖と区別が
できず、確定することは困難であった。また、

GlcN、リボースはペーパークロマトグラフィ
ーで確認できなかった。P 株、T 株ともに、
Rha、Xyl、Gal が EPS の構成糖であることが
判明した。 
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