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細菌構成相解析によるアドバンスドサニタリーシステムの開発（２）
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抄録

食品から芽胞が検出された際に、迅速な汚染源推定が可能なシステムの開発を検討した。

醤油麹とその製造設備表面から分離された芽胞菌のRandom Amplification of Polymorphic

DNA (RAPD)パターンを4工場で調べたところ、A工場では18、B工場では10、C工場では

21、D工場では36のRAPDパターンが得られた。各々のRAPDタイプの代表株の16S rRNA

遺伝子の配列から、8種のバチルス属細菌、バチルス属近縁菌が同定された。醤油麹とそ

の製造設備表面の芽胞菌フローラ間の類似度計算を行い、各々の工場において、汚染源の

候補をしぼりこむことができた。さらに、芽胞菌フローラの簡易分析キットの開発のため

に、今回分離された芽胞菌の表現形質の比較を行った結果、糖発酵性や酵素活性の相違点

を見出した。
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１ はじめに

多くの食品は、加熱調理のプロセスにより、衛

生状態が保持されている。しかし、加熱調理から

製品包装に至るまでの工程においては、常に種々

の雑菌に汚染される危険性がある。

バチルス属細菌やクロストリジウム属細菌は、

芽胞を形成する。芽胞の混入した食品が、その発

芽条件に適した環境下に置かれると、芽胞菌は発

芽・増殖する。その結果、食品のタンパク質やデ

ンプンが分解され、異臭や粘質物などが生成され

るに至る
1),2)。そこで、食品生産者は、このよう

な変敗食品が検出されると、早急に芽胞の混入源

を突き止め、汚染を除去する必要性に迫られる。

*1 北部研究所 生物工学部

*2 生産技術部

しかし、芽胞は、乾燥や高温など様々な環境スト

レスに対して抵抗力を示し、非常に広範な食品製

造環境から分離される
1),2)。また、加熱調理のプ

ロセスを経ても生残することもあるので、食品の

混入源となった場所を特定するのに大きな困難が

伴っていた。

我々はこれまでに、食品の大腸菌群フローラと

その製造環境のフローラとを比較照合することに

より、大腸菌群汚染源の推定を試みた
3),4)。また、

乳酸菌を対象としても同様の手法で、汚染源の推

定を行った
5)。芽胞菌も大腸菌群や乳酸菌と同様

に、様々な細菌属種の総称である。そこで、これ

までに開発した汚染源探索手法が、芽胞菌を対象

とした場合にも適用できるのではないかと考えた。

本研究では、醤油製造工程を例にとり、醤油麹

とその製造設備の芽胞菌フローラを調べ、芽胞菌

が製造設備のどこから醤油麹に混入したのか突き
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止めるシステムの開発を目指した。

２ 実験方法

2.1 耐熱性芽胞菌の分離

醤油麹 10 g を 90 ml の滅菌生理食塩水に懸濁

し、ストマッカーにて懸濁処理を行った。また、

食品製造設備表面の 10 cm × 10 cm に相当する

面積を拭取り試験用滅菌麺棒（ふきふきチェッ

ク、栄研器材）にて拭き取り、10 ml の滅菌生理

食塩水に懸濁した。各々の懸濁液 0.5 ml を 80℃

にて 10 分間、加熱処理した。処理後の溶液を

Brain Heart Infusion Agar (Oxoid)上に塗布し、30℃

にて 24 時間、好気条件下、培養を行った。培養

後、生育したコロニーを芽胞菌として分離した。

2.2 Random Amplification of Polymorphic

DNA (RAPD)分析

文献をもとに行った
4),6)。分離株から DNA を

ISOPLANT キット(ニッポンジーン）を用いて抽

出した。DNA ~500 ng、プライマー(5’- ACG CGC

CCT -3’）50 pmol、dNTPs 0.2 mM、ExTaq DNA

ポリメラーゼ(タカラバイオ) 2.5 ユニットを混合

し、PCR は 94℃(5 分)・37℃(5 分)・72℃(5 分)を

4 サイクル行ったのち、94℃(1 分)・37℃(1 分)・

72℃(2 分)を 30 サイクル、最後に 72℃(10 分)の

条件で行った。反応産物は 1.2%アガロースゲル

にて電気泳動を行い、エチジウムブロマイドにて

染色したのち、UV ランプにてバンドの確認を行

った。

2.3 菌株同定試験

以前の報告と同様に行った
7)。DNA ~500 ng、

プライマーM27F(5’- AGA GTT TGA TCC TGG

CTC AG -3’）、350R(5'- CTA CTG CTG CCT CCC

GTA G -3')各々25 pmol、dNTPs 0.2 mM、ExTaq

DNA ポリメラーゼ(タカラバイオ) 2.5 ユニットを

混合し、PCR 反応は 94℃(3 分)の後、94℃(30 秒)

・60℃(30 秒)・72℃(30 秒)を 30 サイクル、最後

に 72℃(5 分)の条件で行った。反応産物は塩基配

列の決定に供した。解析された塩基配列は、相同

性検索を行い、100%の相同性を示した菌株名を

分離株の種名と推定した。

2.4 表現形質試験

ラピッド 20(ビオメリュー)を用いた。手法はマ

ニュアルに従った。培養した菌株を 0.85%の滅菌

食塩水に懸濁し、その溶液をプレートへ接種し

た。プレートは 37℃にて 4 時間培養し、結果を

解析した。

３ 結果及び考察

3.1 芽胞菌の RAPD 分析

図 1 に醤油麹の製造フローを示す。原料である

大豆は蒸煮され、小麦は高温で炒られて殺菌され

る。したがって、醤油麹から分離される芽胞菌

は、加熱処理後のいずれかの工程において、混入

したものと考えられる。そこで、醤油工場の様々

な設備表面および醤油麹から分離された芽胞菌株

の RAPD 分析を行った(図 2 に例示)。分離株は様

々なパターンを示したが、一部は類似性の高いパ

ターンを示し(図 2、レーン 1, 2, 3, 5)、同一の細

菌株であると推定された。A 工場では 18 種、B

工場では 10 種、C 工場では 21 種、D 工場では

36 種の RAPD パターンが得られた。

図 1 醤油麹の製造工程
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図 2 RAPD 分析

M1, M2: マーカー, 1～7: 分離株。

3.2 芽胞菌のフローラ分析

前述の各 RAPD パターンの代表株について、

16S rRNA 遺伝子の V1 領域を解析し、推定され

た各所のフローラを表 1 に示す。Bacillus subtilis

(または Bacillus amyloliquefaciens)及び Bacillus

thuringiensis は全ての工場から分離され、醤油工

場に存在する一般的な芽胞菌であることが示唆さ

れた。この傾向はこれまでに知られていた報告に

沿う
8)～10)。しかし、工場によっては、

Bacillus flexus, Bacillus megaterium, Bacillus

licheniformis, Lysinibacillus fusiformis, Lysinibacillus

sphaericus 及び Paenibacillus amylolyticus など、多

様な芽胞菌株が分離された。

3.3 芽胞菌汚染源の推定

醤油麹に混入した芽胞菌の汚染源を推定するた

めに、醤油麹の芽胞菌フローラを基準として、類

似度の計算
4),5)を行った(表 2)。A 工場について

は、混合機 1 ならびにコンベアーは、汚染源とし

ての可能性が除外され、ホッパーまたは製麹室が

汚染源であろうと推定された。B 工場について

は、混合機 1 またはコンベアーが汚染源ではない

かと考えられた。C 工場については、コンベアー

が最も高い類似度を示した。D 工場については、

混合機 1 及び製麹室で高い類似度を示し、これら

の場所が汚染源ではないかと推定された。4 工場

ともに製造工程はほとんど同一であるが、汚染源

と考えられた場所は、工場により相違した。

表 1 芽胞菌のフローラ解析

今回の研究では、汚染源の場所の候補をしぼり

こむことはできた。しかし、大腸菌群や乳酸菌を

対象とした過去の汚染源推定試験と比較して
3)～

5)、今回の試験では明確な汚染源を特定すること

ができなかった。その要因としては、拭取り検査

1 ヵ所あたりの分離株の数の少なさが挙げられ

る。これまでは、1 ヵ所あたり数 10～200 株の解

析を行い、フローラを得ていた。しかし、今回

は、場所によっては数個のコロニーしか得られな

かった。この数でフローラ分析を行うと、1 株の

細菌がフローラに占める構成比が高くなり、解析

した場所のフローラを適正に捉えることができな

M1 M2 1 2 3 4 5 6 7

500 bp

1000 bp

2000 bp

3000 bp
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表 2 芽胞菌汚染源の推定

数値は類似度の値を示す。

かったと考えられる。芽胞菌の汚染源推定にあた

っては、食品製造設備表面の拭取り面積を 10 cm

× 10 cm よりも大幅に広くとる必要があると考

えられる。

3.4 芽胞菌の表現形質の差異

これまで、フローラ解析の手法として、高精度

な細菌同定が可能である DNA 分析を用いた結果

を示した。しかし、この手法は分析に時間と労力

を要するため、多検体の処理には適さない。そこ

で、既報
3),4)と同様、プレート上で芽胞菌フロ

ーラ分析を行うために、分離株について、各酵素

の活性や各糖の発酵性を調べた (表 3)。 P.

amylolyticus と L. sphaericus を B. subtilis、B.

thuringiensis と区別するのは、 D-ラフィノース

(RAF)やブドウ糖(GLU)の発酵性から、容易であ

ることが示唆された。また、白糖の発酵性は B.

subtilis (+)、B. thuringiensis (-)であり、VP 試験は

B. subtilis (+)、B. thuringiensis (-)であることか

ら、これらの項目を用いれば、B. subtilis と B.

thuringiensis を区別できる可能性が示唆された。

表 3 分離芽胞菌の表現形質

+: 酵素活性または糖発酵性がみられたもの., w: 活性が弱

かったもの, -: 活性がみられなかったもの。

さらに、β-ガラクトシダーゼの活性(ONPG)、ウ

レアーゼの活性(URE)、β-グルコシダーゼの活性

(ESC)や L-アラビノースの発酵性 (ARA)は、B.

subtilis の株間、B. thuringiensis の株間で異なって

おり、これらの項目を用いれば、同じ種内でグル

ープの細分化が可能であると示唆された。

４ まとめ

(1)醤油麹及びその製造設備表面から分離された

芽胞菌株について、RAPD 分析を行ったとこ

ろ、RAPD パターンの異なる菌株が A 工場で

は 18 種、B 工場では 10 種、C 工場では 21

種、D 工場では 36 種得られた。

(2)上記芽胞菌株について、16S rRNA 遺伝子解析

を行ったところ、8 種のバチルス属細菌、バチ

ルス属近縁菌が同定された。

(3)醤油麹とその製造設備表面の芽胞菌フローラ

間の類似度計算を行い、汚染源の候補をしぼり

こむことができた。

(4)分離されたバチルス属細菌について、糖発酵

性や酵素活性の相違点を見出した。
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