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論 文 の 内 容 の 要 旨

⊥mα】α頭喝e乃eSは古くからヒトおよび哺乳類･鳥類に病原性を示すことが知られて

いる｡1980年代以降乳製品や食肉製品などを介するリステリア症の集団発生が欧米を中心

に続発し､本菌は重要なfoodbomdisease起因菌の一つとして認識されている｡一方､

我が国においては､1958年以降年間20-60症例のヒトの散発例が報告されているが､感染

源が特定されていない｡本研究では､L皿00α;〆q野乃e5による生乳(バルク乳)の汚染

実態を把握し､その汚染源および経路を究明した｡また､汚染源の特定された農場につい

ては効果的なバルク乳の衛生対策を実施した｡さらに､国内分離菌株を用い､Random

ambufiedpdtymorb出cDNA(IWD)フィンガープリンティングが分子疫学的調査に応用

できるかを検討した｡以下にその結果を要約した｡

1.長野県内の計943農場のバルク乳を5ケ月間に収集し▲エねfer由の分離を試みたとこ

ろ､エj5亡eガ扇ま29農場(3.1%)から検出され､検出率には地域差が認められた｡エ.

mon∝頭卿e5は3農場(0.3%)から検出され､分離3珠のうち2株は血清型亜､残り

1株は1/2aであった｡

2.県内で最もエ如eJ包検出率の高かった南部の56農場から12ケ月間に9回にわたり継

続してバルク乳を計504検体集め､エお地の分離を行った｡その結果､検出率は春に高く

(14.3%).､秋に低い(4.8%)横向が認められた｡また､56農場はその検出頻度によって

3グループに分類できた｡すなわち､グループ1の3農掛まバルク乳から50%以上の頻度
で､グループ2の14農場は低い頻度(11.1～4隻.4%)でエ如er由が検出された｡グループ

3の39農場は一度もエおぉdaが検出されなかった｡

3.エ.monα訪せ御e5によるバルク乳汚染源および経路を明らかにするため､3農場

の牛舎環境､牛俸､糞便､餌､搾乳器具やバルクタンクなどから本菌の検出を試みた｡グ

ループ1の2農場(Nos.5および6農場)の年俸､糞便および環境からは繰り返し

山sねdaが分離されたのに対し､グループ2の1農場(No.9農場)からは糞便1検体のみ

が分離陽性であった｡また､No.5農場のバルクタンクが本菌に汚染され､生乳の汚染源
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であることを証明した｡その衛生対策として､バルクタンクを操り返しアルカリ洗剤で洗

浄したところ､バルク乳中の本菌の菌数を劇的に減少させることができた｡

4.RAPDフィンガープリンティングを疫学的に関連性のないL.mon∝〆御eS20珠

に応用した結果､18RAPD型に分けられ､その識別能を表す指壊値は0.984の高値を示し

た｡したがって､迅速､簡便で低コストなこの型別法は分子疫学的調査に有用であること

が示された｡

5.農場(No.5)のバルクタンク表面およびバルク乳由来⊥mono(y亡OgeneS7株を

型別したところ､同一のMDパターンを示し､同一由来株が継続的にバルク乳を汚染し

ていたことが遺伝子レベルで由らかになった｡また､5農場(Nos.5､6､8､9および
15)のバルク乳由来28株は､MD型別がすべて同じプロファイルを示したことから､同

一クローン由来の本菌が狭い地域内の農場間に浸潤したと考えられた｡
本研究は､我が国のバルク乳のエ烏ね∫虫による汚染状況を初めて明らかにすると共に､

バルクタンクがバルク乳のLmoJつOqオ卿eS.による汚染源の一つであることを解明し､

そしてその病原体の衛生対策についても言及した世界的にも貴重なデータである｡これら

の知見は､牛乳の安全性の向上および食品媒介リステリア症の予防戦略を策定するために

有益な資料を提供した｡

審 査 結 果 の 要 旨

エ.monoのイ御e5は古くからヒトおよび晴乳類･鳥類に病原性を示
すことが知られている｡1980年代以降乳製品や食肉製品などを介するリ

ステリア症の集団発生が欧米を中心に続発し､本菌は重要なfbodborne
disease起因菌の一つとして認識されている｡一方､我が国において
は､1958年以降年間20-60症例のヒトの散発例が報告されているが､感
染源が特定されていない｡本研究では､エ.mo乃Oqイ御eSによる生乳

(バルク乳)の汚染実態を把握し､その汚染源および経路を究明した｡
また､汚染源の特定された農場については効果的なバルク乳の衛生対策

を実施した｡さらに､国内分離菌株を用い､Randomamplified

pobrmorphicDNA(MD)フィンガープリンティングが分子疫学的調
査に応用できるかを検討した｡以下にその結果を要約した｡

1.長野県内の計943農場のバルク乳を5ケ月間に収集しエ由短ぬの分
離を試みたところ､エ如α由は29農場(3.1%)から検出され､検出率に

は地域差が認められた｡エ.monoqイ堺コe5は3農場(0.3%)から検出
され､分離3株のうち2株は血清型4b､残り1株は1/2aであった｡

2.県内で最もエねねJ鹿検出率の高かった南部の56農場から12ケ月間

に9回にわたり継続してバルク乳を計504検体集め､エ如e血の分離を
行った｡その結果､検出率は春に高く(14.3%)､秋に低い(4.8%)傾

向が認められた｡また､56農場はその検出頻度によって3グループに分
類できた｡すなわち､グループ1の3農場はバルク乳から50%以上の頻度
で､グループ2の14農場は低い頻度(11.1～44.4%)で〟s亡edaが検出さ

れた｡グループ3の39農場は一度も揖sねr由が検出されなかったL｡
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3.エ.monoqイ曙eneSによるバルク乳汚染源および経路を明らかに

するため､3農場の牛舎環境､牛体､糞便､餌､搾乳器具やバルクタン

クなどから本菌の検出を試みた｡グループ1の2農場(Nos.5および6農
場)の牛体､糞便および環境からは繰り返しエ加er由が分離されたのに
対し､グループ2の1農場(No.9農場)からは糞便1検体のみが分離陽性

であった｡また､No.5農琴のバルクタンクが本菌に汚染され､生乳の汚
染源であることを証明した｡その衛生対策として､バルクタンクを繰り

返しアルカリ洗剤で洗浄したところ､バルク乳中の本菌の菌数を劇的に
減少させることができた｡

4.MDフィンガープリンティングを疫学的に関連性のないエ.

monocytogenes20株に応用した結果､18RAPD型に分けられ､その識
別能を表す指標値は0.984の高値を示した｡したがって､迅速､簡便で
低コストなこの型別法は分子疫学的調査に有用であることが示された｡

5.農場(N0.5)･のバルクタンク表面およびバルク乳由来エ

monocyねgenes7株を型別したところ､同一のMDパターンを示し､
同一由来株が継続的にバルク乳を汚染していたことが遺伝子レベルで明

らかになった｡また､5農場(Nos.5､6､8､9および15)のバルク乳由

来28株は､MD型別がすべて同じプロファイルを示したことから､同

一クローン由来の本菌が狭い地域内の農場間に浸潤したと考えられた｡

本研究は､我が国のバルク乳のエfs始r由による汚染状況を初めて明ら
かにすると共に､バルクタンクがバルク乳のエ.mo乃0離堺コe5による

汚染源の一つであることを解明し､そしてその病原体の衛生対策につい

ても言及した世界的にも貴重なデータである｡これらの知見は､牛乳の
安全性の向上および食品媒介リステリア症の予防戦略を策定するために
有益な資料を提供した｡

以上について､審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣
医学研究科の学位論文として十分価値あるものと認めた｡
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