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Listeria monocytogenes の actA 遺伝子配列及び系統別 

ミスマッチ PCR 法の検討 

石村 勝之 

は じ め に 

 Listeria monocytogenes(以下，リステリア，

L.m)は通性嫌気性グラム陽性の短桿菌で，1981 年

にカナダの Nova Scotia で発生したコールスロー

サラダを原因とした集団発生以来，食品が媒介す

る感染症の原因菌として認識され，欧米ではほぼ

毎年のように食品媒介リステリア症の集団発生が

報告されている 1)。我が国では，年間約 200 例の

高齢者，乳児等を中心とした散発事例の発生があ

ることが推定報告されているが，原因(食品等)は

不明であり，原因食品が確認された事例は 2001

年に北海道で発生した 1 事例のみである 2)。しか

し，本邦の食品類も欧米と同様にリステリア汚染

があること 1),3),4)が確認されており，平成 26 年 12

月には厚生労働省令第 142 号及び告示第 496 号が

公布され，非加熱食肉製品とナチュラルチーズに

リステリアの基準値が設定された。超高齢・少子

化社会が進む我が国では，その管理がより重要と

なることから，今後，リステリアについて，その

検出検査や疫学的検査 5),6)の必要性が高くなると

考えられる。そこで，本菌の病原因子群の一つで

ある，細胞に侵入後，細胞内や細胞間の移動に関

わる病原蛋白質 ActA7)の部分塩基配列について調

べ，スクリーニング手法として，血清型ごとの配

列差異を利用した系統別ミスマッチ PCR 法を検討

した。 

方 法

1   供試菌株及び血清型別 

散発事例由来 L.m 13 株，食品由来 L.m 31 株を

供試した。血清型別は市販抗血清(デンカ生研)に

より行った。 

2   actA 遺伝子の PCR 増幅及びシーケンス解析 

Moriishiの報告したPCRプライマー(PR5，PR3)8)

により actA 遺伝子を増幅した。ダイレクトシーケ

ンス法により塩基配列を決定し，Proline-Rich 

Repeats(PRR)領域を比較した。 

3   系統別ミスマッチ PCR 法の構築 

上記の塩基配列を血清型別ごとに比較し，

lineageⅠ(血清型 4b，1/2b)，lineageⅡ(1/2a，

1/2c)，及び PRR 領域内第 4PRR のアミノ酸が

FPLMP7)であるL.m 4b株検出用PCR法を検討した。 

結 果 と 考 察 

1   L.mの actA遺伝子 PRR領域のアミノ酸配列及

びシーケンス結果 

ActA 内の第 4PRR 領域のアミノ酸配列及びシー

ケンス解析結果を血清型ごとに表 1 に示した。第

4PRRのアミノ酸配列は，血清型4b株は，FPPMP(PRR 

繰り返し回数4リピート型(Ⅰ型))とFPLMP(3リピ

ート型(Ⅱ型))が認められた。1/2b 株には

FPPMP(Ⅰ型)と FPPIP(Ⅰ型とⅡ型)が認められた。

一方，1/2a 株は FPPIP のみで，PRR 繰り返しはⅠ

型及びⅡ型がみられた。1/2c 株は FPPIP(Ⅰ型)の

みであった。 

塩基配列の比較では，4b 及び 1/2b 株は FPPMP

とFPLMPのアミノ酸Fはtttでコードされていた。

一方，1/2a 及び 1/2c では ttc であった。 

さらに，表 1 で示すように 15 番，17 番及び 29

番コドンの塩基配列には lineageⅠ(血清型 4b，

1/2b)株と lineageⅡ(1/2a，1/2c)株に特徴がみら

れ，1/2b 株には両 lineage の特徴が共存した actA

塩基配列の保有が認められた。 

２ 系統別 actA ミスマッチ PCR 法の検討結果 

表 2 のミスマッチプライマーを設計作成し，

lineageⅠ( 血 清 型 4b ， 1/2b) 増 幅 用 ，

lineageⅡ(1/2a ， 1/2c) 増 幅 用 ，及 び 血 清 型

4bFPLMP 保有株増幅用の PCR 系を検討した結果，

それぞれの系で識別された増幅が認められた。 

以上の結果から，本邦の L.m 4b 株にも欧米の集

団発生株に認められた FPLMP アミノ酸配列の第

4PRR 部位を有する ActA 蛋白保有株 7)が患者及び

食品由来株ともに認められ，本邦におけるその分

布及び割合と菌特性などの詳細な検討が必要であ

る。 

検討した 3 種類のミスマッチ PCR 法は，本邦に

おける L.m の疫学検討において，系統別のスクリ

ーニング手法として利用可能と考えられた。 
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表 1 actA 遺伝子の PRR 繰り返し回数型と第 4PRR のアミノ酸配列及び塩基配列解析結果 

血清型 PRR 型 
第 4PRR 

アミノ酸配列 

第 4PRR 塩基配列 

(5’----3’) 

15 番* 

コドン 

17 番* 

コドン 

29 番* 

コドン 

4b 
 Ⅰ F P P M P -ttt-cca-cca-atg-cca- ggt(G) ata(I) ggc(G) 

 Ⅱ F P L M P -ttt-cca-cta-atg-cca- ggt(G) ata(I) ggc(G) 

  Ⅰ F P P M P -ttt-cca-cca-atg-cca- ggt(G) ata(I) ggc(G) 

1/2 b  Ⅰ F P P I P -ttt-cca-cca-atc-cca- ggc(G) ata(I) ggt(G) 

  Ⅱ F P P I P -ttt-cca-cca-atc-cca- ggc(G) ata(I) ggt(G) 

1/2 a 
 Ⅰ F P P I P -ttc-cca-cca-atc-cca- ggc(G) aga(R) ggt(G) 

 Ⅱ F P P I P -ttc-cca-cca-atc-cca- ggc(G) aga(R) ggt(G) 

1/2 c  Ⅰ F P P I P -ttc-cca-cca-atc-cca- ggc(G) aga(R) ggt(G) 

*：第 4PRR のアミノ酸 F(ttt，ttc)から数えた番号 

 

表 2 系統別ミスマッチ PCR 系の Primer 及び増幅サイクル 

増幅系 ミスマッチ reverse Primer 増幅サイクル 

Lineage Ⅰ 

(4b，1/2b) 
5’-CTC-TTC-TTC-TGT-TGG-G-3’ 

94℃，64℃，72℃ 

各 1min，35 回 

Lineage Ⅱ 

(1/2a，1/2c) 
5’-ACT-AAA-IIC-TTC-AGA-TGT-TGG-TC-3’ 

94℃，53℃，72℃ 

各 1min，35 回 

4b FPLMP 型 5’-CAA-CTC-TTC-TTC-TGT-TGG-CAT-AA-3’ 
94℃，66℃，72℃ 

各 1min，35 回 

共通 forward 

   Primer(PR5)： 
5’-TGC-AGA-GGT-AAA-TGC-TTC-GGA-CTT-3’ 

 

 


