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Ⅰ．緒言

　Listeria monocytogenesは、食品を介してヒト
にリステリア症を引き起こす。リステリア症は
日和見感染症であり、特に妊婦が本菌で汚染さ
れた食品を摂取した場合には、胎児や新生児に
敗血症や髄膜炎などの重篤な感染症を引き起こ
す。一方、健康な成人への感染は、107 cfu/g程

度に汚染された食品を摂取した場合に、胃腸炎
症状として発症するが、それ程重篤ではない1）。
　本菌は、自然界に広く分布しているため、乳
製品や食肉など様々な食品を汚染する。なかで
も、喫食前に加熱を必要としないready-to-eat

（RTE）食品から分離されることが多い。また、
これまでに13の血清型が知られており、ヒトリ
ステリア症から検出される血清型は95%以上が
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4b、1/2a、1/2b型であることが報告されている2）。
　本菌の至適温度は37℃であり、増殖可能温度
域は－0.4 ～ 45℃と広い。また、至適水分活性
は0.99（食塩濃度1.72 %相当）であり、増殖可
能な水分活性は0.92（食塩濃度11.5%相当）で、
耐塩性が高いという特徴もある。さらに、4～
5本の周毛性鞭毛を有する。鞭毛は運動器官で
あるとともに、人工物などへの接着にも関与す
る。興味深いことに、本菌の鞭毛は37℃で発現
が抑制され、30℃以下で発現することが知られ
ている3）。従って鞭毛はリステリア症の生体内
における病原因子として関与していないと考え
られている。
　リステリア汚染の頻度が、比較的高いとされ
ているRTE食品にスモークサーモンや明太子が
ある4-5）。スモークサーモンの加工工程である調
味浸漬の際の食塩濃度は、おおよそ4～ 6%で
あり、燻乾温度は20～ 25℃である。また、明
太子の加工工程である調味浸漬の際の食塩濃度
はおおよそ6%で、漬け込み液の温度は10～ 15

℃である。これらの食品の熟成期間は製造者に
よって違いはあるが、スモークサーモンでは1

週間程度、明太子では1～ 2日である6）。本菌の
至適温度、至適水分活性から、これらの加工食
品や加工工程は、本菌の増殖にとってストレス
環境となり得るが、それにもかかわらず食品汚
染が生じている。従って、低温かつ高塩濃度の
環境下において、接着に関与する鞭毛による運
動性を理解することは、食品汚染を防止するこ
とに繋がり、それに続くリステリア症を防ぐ手
掛かりとなり得る。そこで本研究では、前述の
RTE食品の加工工程と同様の条件、すなわち15

℃および25℃培養において、かつ、それぞれ0%、
4%、6% NaClの存在が、L. monocytogenesの運動
性にどの様に影響を及ぼすのかについて、各温
度下での食塩濃度による違い、および各NaCl

濃度での温度による違いを比較検討した。

Ⅱ．材料と方法

1. 供試菌株
　供試菌株には、基準株として広く用いられて
いるL. monocytogenes ScottA血清型4b7）およびL. 

monocytogenes 052101、053122、600469、600497、
920931の計6株を用いた。

2. L. monocytogenes 5株における血清型別
　リステリア型別用免疫血清「生研」（デンカ
生研）の添付文書に従って供試菌5株のO抗原
型別およびH抗原型別を行い、血清型を判定し
た。

3. NaCl加BHI soft agar培地の調製
　ブレインハートインフュジョン（BHI）液体
培地（栄研化学）に、細菌用寒天（栄研化学 

E-MJ00）を0.3%になるように加え、これを基
礎培地とした（0% NaCl加soft agar）。次いで、
この基礎培地に、NaCl（FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corp, 特級）をそれぞれ4%および6%と
なるように加えたsoft agar培地（4% NaCl加soft 

agarおよび6% NaCl加soft agar） を準備した。各
濃度のNaCl加soft agarは、滅菌後、φ87.5 mm

（内径85 mm）の滅菌浅型シャーレ（栄研化学 

AU3100）に注ぎ入れ、一夜静置し固化した。

4. 菌液の調製
　供試菌株6株をそれぞれBHI液体培地4 mLに
接種し、37℃で一夜培養した。その一夜培養菌
液を、分光光度計（GeneQuant pro, Amersham 

Biosciences Corp.）にて、600 nmの波長で吸光
度optical density（OD600）を測定し、新たなBHI

液体培地を用いて0.6 OD600になるように希釈調
製した。調製した希釈菌液は、0%、4%、6% 

NaCl加soft agarに接種するまで氷中に保存した。

5. NaCl加soft agar培地への菌液の接種
　0.6 OD600に調製した菌液を、0%、4%、6% 

NaCl加soft agarそれぞれ10枚に接種した。接種
位置は、シャーレの中心から半径23 mmの円周
上に120度の間隔で3ヶ所とした。菌液を接種
する際には、接種位置を印した台紙上にNaCl

加soft agar培地の入ったシャーレを載せ、マイ
クロピペットを用いて印上に3 µLずつ滴下した。
滴下後、各NaCl濃度のsoft agarの5枚ずつを、15

℃と25℃で培養した。5枚のうち1枚は遊走円直
径測定に、4枚は鞭毛染色に使用した。遊走円
直径は6つの培養条件において、8、24、32、48、
54、72、78、120、126、144、168時間経過後にノ
ギスを用いて測定した。なお、遊走円が歪であ
った場合には長径と短径の平均を記録した。3

ヶ所に接種した遊走円が交差する直前の直径が
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38 mmであるため、測定時に直径38 mmを超えた
場合には、その前の測定時間の直径を記録した。

6. 遊走円中の細胞における鞭毛有無の確認
　鞭毛有無の確認は48、72、120、168時間培養
後に行った。遊走円辺縁をスポイトで約100 µL

吸い3 mLの精製水に入れ、鞭毛に衝撃が加わ
らないよう穏やかに撹拌した。25℃、3,000 

rpm、15分間遠心した後、上清を除去し、新た
な精製水3 mLを入れ撹拌した。agarを沈殿させ
るため10分間静置し、細胞を含む上清を新たな
試験管に移した。次いで、鞭毛固定のため10%

中性ホルマリンを500 µL入れ5分放置した。さ
らに残存する培地成分とホルマリンを除去する
ために25℃で3,000 rpm、15分間遠心した後、
上清を除去し、精製水3 mLを入れ撹拌した。
この操作を2回行った。最後に菌塊を沈殿させ
るため20分間放置した。上清5 µLをスライドグ
ラスに塗抹し鞭毛染色を行った。鞭毛染色には
Leifson法を用いた8-9）。

Ⅲ．結果

1. 供試菌5株における血清型の判定
　Table 1 に供試菌5株における血清型別の判定
結果を記した。O抗原型別では、5株すべてに
おいて、混合血清I/IIによる凝集は認められな
かった。また混合血清V/VIによっては、5株す
べてに凝集が認められた。更に、単味血清VI、
VII、VIII、IXとの反応では、5株すべてにおい
て血清VIにより凝集が認められた。一方、H抗
原型別では、5株すべてにおいて血清A、AB、
Cによる凝集が認められ、血清Dによる凝集は

認められなかった。以上の結果から、リステリ
ア型別用免疫血清「生研」添付文書に記載され
ている被検菌の血清型の決定表より、5株とも
に血清型4bと判定した。

2.  15℃と25℃培養における各NaCl加soft agar
でのL. monocytogenesの遊走円直径の経時
的変化

　供試菌6株について15℃および25℃培養にお
ける0%、4%、6% NaClでの遊走円直径の経時
的変化をFig. 1に示した。6株全てにおいて15℃
培養の0%、4% NaClおよび25℃培養の0%、4%, 

6% NaClでは、時間の経過に伴って遊走円の広
がりが顕著であった。一方、15℃培養の6% 

NaCl ではScottA株でわずかに遊走円の広がり
が認められたものの、他の5株の遊走円の広が
りはほとんど認められなかった。なお、25℃培
養の0% NaClでは全ての株において120時間経
過後の測定で直径38 mmを超えたため、78時間
までの測定結果を示した。
　6つの培養条件における遊走円直径を比較す
るために遊走円が13 mmに達する時間の6株の
平均をTable 2示した。なお13 mmに達する時間
はFig. 1に基づく近似曲線より求めた。いずれ
の温度下においても13 mmに達する時間はNaCl

濃度に依存して長く、また、同じNaCl濃度に
おいては15℃より25℃の方が短かった。

3.  15℃と25℃培養における各NaCl濃度での遊
走円と鞭毛有無の確認

　Fig. 2に6株の最終測定時の遊走円と鞭毛染色
の結果を示した。なお、25℃培養の0% NaClは
前述したとおり120時間で直径38 mmを超えた

Table 1    Serotype determination of the 5 test strains by O-antigen and H-antigen typing
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ため、鞭毛染色を行った最終時間である72時間
培養後の遊走円と鞭毛染色の結果を示した。15

℃培養の6% NaClにおいて、いずれの株でも遊
走円辺縁は濃く明瞭であり、遊走円中に鞭毛は
認められなかった。一方、他の培養条件では、
いずれの株も遊走円辺縁はびまん性であり、遊
走円中に鞭毛が認められた。

Ⅳ．考察

　L. monocytogenesによって汚染される頻度の
高いRTE食品は低温で加工され、食塩濃度が比
較的高い。この様な環境は本菌の増殖にとって
ストレスな環境にもかかわらず食品汚染が生じ
ている。
　本研究では、これらの食品の加工環境と同様
の培養条件、すなわち15℃と25℃培養において、
それぞれ0%、4%、6% NaClの添加が、本菌の
運動性にどの様に影響を及ぼすかについて、各
温度下でのNaCl濃度による違いおよび各NaCl

濃度での温度による違いを比較検討した。その
結果、遊走円の広がりがほとんど認められなか
った15℃培養の6% NaClを除く全ての培養条件
において最終の遊走円直径測定時に6株共に遊
走円から鞭毛を有する細胞が確認された（Fig. 

2）。従って、遊走円の拡大は鞭毛によるものと
示唆された。また、遊走円が13 mmに達する時
間の比較により鞭毛による運動性は、25℃で、
至適水分活性に近い条件の方が適していると考
えられる。しかし、言い換えれば、15℃培養の
6% NaClを除く培養条件のうち、13 mmに達す
る時間が最も長かった15℃培養の4% NaClの条
件下であっても鞭毛の存在が確認されたこと

は、RTE食品および設備機器への鞭毛による接
着が生じ得る可能性があることを示唆している。
　Vatanyoopaisarnらは10）、22℃で野生株は鞭毛
欠失株より10倍高くステンレスに接着したこと
を明らかにし、また、Calyらは11）、20℃におけ
る0% と6% NaClの存在下で鞭毛が認められ、
プラスチックやステンレスに接着したことを示
し、なかでもScottA株は他の株より、より接着
したと述べている。さらに、鞭毛が観察されな
かった株や鞭毛発現が抑制された11% NaClの
存在下では接着がほとんど認められなかったと
報告している。
　Calyらと実験条件は異なるものの、本研究で
は15℃培養における0%、4% NaClおよび25℃培
養における0%、4%、6% NaClの条件下で鞭毛
が認められ、実験条件の中で本菌にとって最も
ストレスな条件である15℃培養の6%Naclで鞭
毛が認められなかったことは、Calyらの報告と
関連性があると推察する。
　RTE食品は低温で比較的高濃度の食塩の存在
下で加工され、さらに熟成期間が長いものも少
なくない。本研究においてデータは示していな
いが、25℃培養の6% NaClの条件下で、ScottA

株以外の5株は48時間と72時間では鞭毛は認め
られなかったものの、120時間と168時間では鞭
毛が認められた。また、15℃培養の4% Naclの
条件下においても全ての株ではないが、同様の
傾向が認められた。低温で高濃度の食塩の存在
下においては、遅い増殖に伴う鞭毛発現によっ
て熟成期間中に汚染される可能性もあり得る。
一方、ScottA株はいずれの条件下でも48時間か
ら鞭毛が認められ、他の5株よりも早い段階に
おいて鞭毛発現が良好であり、ScottA株と他5

Table 2     Time for the migration circle diameter on soft agar to 

reach 13 mm under each culture condition
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Fig. 1 Changes over time in the migration circle diameter of Listeria monocytogenes under 

condition 

 (A): 15℃ culture of soft agar added with 0%, 4%, and 6% NaCl, and condition (B): 25

℃ culture of soft agar added with 0%, 4%, and 6% NaCl. The migration circle 

diameter at each measurement time represents the mean value ± SD of 3 experiments.
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Fig. 2 Migration circles and flagellar staining at 168 hours in 15℃ and 25℃ cultures of 

soft agar, with 0%, 4%, and 6% NaCl added to each. Arrows indicate flagella.

 a  All 6 strains of 25℃ cultures with 0% NaCl show migration circles and flagellar 

staining at 72 hours.
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株において鞭毛発現に差がある様に思われた。
　本実験に用いたScottA株以外の5株は研究室
に保存されていたL. monocytogenesであり、5株
中4株は髄液由来、1株は胸水由来である。しか
しこれらの株は臨床的背景が乏しく、また全て
血清型4bであり、これらにおける株間の比較に
は至らなかった。今後、L. monocytogenesが分
離された背景が明らかな株や異なる血清型につ
いて低温、かつ、NaClの添加が鞭毛の発現に
伴う運動性にどの様に影響を及ぼすかを比較す
る必要があると考える。

Ⅴ．結語

　RTE食品はL. monocytogenesによる汚染頻度が
高い。これらの食品の加工環境と同様である15

℃培養の4% NaClや25℃培養の6% NaClの条件
下において168時間培養後でも鞭毛の発現が認
められたことからRTE食品や設備機器への本菌
による汚染に鞭毛が関与している可能性がある
ことが示唆された。
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