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1. はじめに

es季刊誌では、これまで遺伝子増
幅法であるLAMP（Loop-mediated
Isothermal Amplification）法の反応原
理、LAMP法の原理を応用した各種食
中毒起因菌検出試薬キット、および
その操作法の概要について紹介して
きました（No.037、039、040、042）。
今回は、LAMP法を利用したListeria
monocytogenes（以下、L.monocyto-
genes）検出用のキットである「Loopa-
mp® L.monocytogenes検出試薬キッ
ト」（販売元：富士通システムソリュー
ションズが運営するサイトe Genome
Order（http://genome.e-mp.jp/））の
概要と性能について紹介します。

2. キットの概要

「Loopamp® L.monocytogenes検出
試薬キット」は、L.monocytogenesの
保持する侵入性関連遺伝子iapの核酸
配列を認識するLAMP用プライマー
を用いて核酸の増幅反応を行い、そ
の増幅の有無から特異的にL.monocy-
togenesを検出します。
他の食中毒起因菌検出キットと同

様に、専用の「Loopamp®リアルタイ
ム濁度測定装置」を用いることにより、
検出に電気泳動を必要とせず、核酸
の増幅反応から検出までを同一反応
チューブ内で行うことが可能で、食
品検体を増菌培養後、簡易な操作で
L.monocytogenesを検出することが
できます。

3. キットの使用法

「Loopamp® L.monocytogenes検出
試薬キット」を用いた検査の手順は、
図1の通りです。
本キットでは検体として、食品また
は環境由来検体をhalf-Fraser培地、
UVM培地またはEB培地と混合し、ス
トマッカー処理後、30℃で24時間培養
した前増菌培養液を使用します。前
増菌培養液を遠心、上清を吸引後、
キット内のDNA抽出液であるExtrac-
tion Solution for Foods（EX F）およ
び1M Tris-HCl（pH7.0）を用いてサン
プル溶液を調製します。一方、キット
内の残りの試薬のうち、Reaction Mix.
Lis 20μL（RM Lis）、Bst DNA Poly-
merase 1μLを、それぞれ必要なテス

ト数分、滅菌チューブに分注し、マス
ターミックスを調製します。
次に、Loopamp®反応チューブにマ
スターミックス20μLを分注し、サン
プル溶液5μLを添加して全量を25μL
とします。また、コントロール反応用
として、サンプル溶液の代わりに陽
性コントロールにはPositive Control
Lis 5μLを、陰性コントロールにはEX
F 5μLを用います。
混合後、Loopamp®リアルタイム濁
度測定装置にセットし、65℃で60分
LAMP反応させ、濁度の上昇を確認す
ることにより、簡単にL.monocytoge-
nesの有無を判定することができます。

4. キットの性能
1）特異性
当社保存のListeria属54株の発育コ
ロニーを滅菌生理食塩水に懸濁し、
菌濃度をマクファーランド1.0に調整
し、その希釈菌液を95℃、5分間熱処
理した後に検体として用いました。
L.monocytogenes 39株は60CFU/

testで試験した結果、すべての株で
LAMP反応を認めました。一方、L.mo-
nocytogenesと遺伝的に相同性が高
いL.innocuaなどを含むListeria属5
菌種15株について60,000CFU/test
相当以上で試験しましたが、いずれも
LAMP反応は認められませんでした
（表1）。
表2はListeria属以外の食中毒原因
菌、腸内細菌など58菌種113株との
反応性を試験した結果です。培養菌
体から市販DNA抽出キットを用いて
精製したgenomic DNAを用い、それ

ぞれ60,000CFU/test相当以上となる
過剰量を添加し検討しました。その
結果、試験したすべての株でLAMP反
応が認められず、本キットはL.mono-
cytogenesに対し高い特異性を持って
いることがわかりました。

2）感度
図2は、LAMP法およびプライマー
の異なる2種類のPCR法により、
L.monocytogenesの生菌を鋳型とし
て用いて行った感度試験の結果です。
PCR法では電気泳動により検出を行
いました。その結果、MonoA/B iap
PCRでは6,000CFU/testまで、MFLP-
78 hly PCRでは60CFU/testまで検出
できました。それに対し、LAMP法で
は6CFU/testを40分以内に検出でき、
今回のPCR法の結果と比べ、感度、
迅速性共に優れた結果でした。

5. 培養法とLAMP法

現在、L.monocytogenesの食材か
らの標準的な検査法は分離培養法で
す。図3では、培養法とLAMP法に
よる食品および飼料からのL.mono-
cytogenes検出手順の一例を示して
います。培養法ではまず、検体をhalf
Fraser培地と1:9となるように混合し、
30℃、24時間培養後、さらにその培養
液をFraser培地に接種し、35～37℃、
48時間培養します。さらに、Oxford
寒天培地およびPALCAM寒天培地に
塗沫し、培養します。ここで疑わしい
集落を採取し、分離株を同定します。
そのため、最終的な判定まで5～6日
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図1　Loopamp®　　　　　　　　　　  検出試薬キットの測定手順 L.monocytogenes

65℃、60min

95℃、5min

結果判定 

濁度測定装置にセット 

反応チューブ（Total 25μL） 

サンプル溶液（5μL） 

30秒間遠心、上清をサンプル溶液とする 

1M Tris-HCｌ 10μL添加 

EX F 80μL添加し、混和 

前増菌培養液50μLを遠心し上清を除去 
（微量簡易遠心機 2,000×g、5分間） 

マスターミックス（20μL） 

マスターミックスの調製 
（1testあたりの分量） 

RM Lis 
Bst DNA Polymerase

20μL 
1μL

食品検体 25g＋half Fraser培地または 

UVM培地、EB培地 225mL30℃ 
24hrs



環境衛生と微生物検査の栞「es」 NO. 043

栄研化学株式会社 マーケティング統括部 上野 潤二

表1　特異性試験（　　　　  属） Listeria 

表2　特異性試験（　　　　  属以外） 
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Alcaligenes xylosoxidans 
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Edwardsiella tarda 
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Escherichia coli 
Escherichia coli（VT1） 
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図2　感度試験（　　　　　　　　　　  4b） L.monocytogenes
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i n f o r m a t i o n

名称 会期 会場 問合わせ先 備考 

学会・講習会・展示会　2006年7月～12月 

2006分析展 

2006東京国際包装展 

食品開発展2006

8/30～9/１ 

9/21～9/22

10/3～7

10/4～6

千葉県： 
幕張メッセ 

大阪府： 
大阪府立大学 

東京都： 
東京ビッグサイト 

東京都： 
東京ビッグサイト 

（社）日本分析機器工業会 
Tel：03-3292-0642

大阪府立大学大学院生命環境科学研究科感染症 
制御学講座獣医感染症学教室内 
第27回日本食品微生物学会学術総会事務局 
Tel：072-255-5078

弊社出展予定 

弊社出展予定 

2006東京国際包装展事務局 
Tel：03-3543-1189

食品開発展事務局 
Tel：03-5296-1017

第92回日本食品衛生学会学術講演会 10/26～10/27 愛知県：中部大学 
春日井キャンパス 

中部大学応用微生物学部内  第92回学術講演会事務局 
Tel：0568-51-6295

会期・会場等は変更されることがあります。参加される際は必ずご確認ください。 

第27回日本食品微生物学会学術総会 

の日数が必要となります。
それに対しLAMP法では、培養法
における前増菌培養液を簡易な抽出
法で処理することによって、食材中
のL.monocytogenesをわずか2日以
内に検出することができます。

6. 食材の反応への影響

リステリアは輸入チーズや市販の
食肉、魚介類等から一定の頻度で検
出されることが知られています。こ
れらを検出する際の食材の影響を確

認する目的で、スパイク試験を行い
ました。図4では、カマンベールチ
ーズ、鶏もも肉、生ハムに対する菌
接種の検出結果を示していますが、
いずれも60CFU/testの添加で、60
分以内に検出することができました。

7. おわりに

「Loopamp® L.monocytogenes検
出試薬キット」は、LAMP法を用いた
食中毒起因菌検出キットシリーズの
一つです。既に市販されている他の
キットと同様に、培養開始の翌日に
は簡単な操作で、特異的かつ高感度
にL.monocytogenesを検出すること
ができます。他のキットと合わせて
利用することにより、食品の安全管
理に大いに貢献できるものと期待さ
れます。

図4　食材の反応への影響 
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LAMP法 

同　定 

確認培養 

疑わしい集落5個釣菌TSYEA培地に塗抹 

Oxford寒天培地およびPALCAM寒天培地に塗抹 

0.1mLをFraser培地10mLに接種 

検体をhalf Fraser培地に接種 
（重/容量比1：9） 

35～37℃、18～24時間 

30～37℃、24～48時間 

35～37℃、48時間 

（前増菌培養液） 

図3　食品および飼料からの　　　　　　　　　 　検出手順の一例：培養法とLAMP法 L.monocytogenes

前号No.042のお詫びと訂正
表1 特異性試験（Campylobacter属）の菌名の一部に誤りがありました。ご関係者ならびに読者の方々にご迷惑をおかけしました事をお詫びし、ここに訂正させていただきます。

（誤） （正）
Achromobacter xylosoxidans C.jejuni


