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抄録  

 加工食品から大腸菌群が検出された際に、汚染源を除き衛生状態を復元するための汚染

源推定システムの迅速化・簡便化を試みた。糖(アラビトール)の資化性により、10属17種

の大腸菌群の標準菌株を識別できることが示された。そこで、アラビトールを用いた培地

を用い、2種類の食品とその各々の製造工場より分離された大腸菌群の構成相を調べたと

ころ、その類似度から汚染源を特定することができた食品と推定にとどまった食品とに結

果が分かれた。後者については、さらに、DNA解析を試みることで、汚染源を特定する

ことができた。2種類の培地を用いる大腸菌群構成相の解析で、簡便に汚染源を特定でき

る可能性が示された。  

 

   キーワード：食品衛生 , 大腸菌群，培地セット，汚染源探索  

  

１ はじめに 

食品製造企業では、食の安全・安心を確保する

目的で、自然界に多数存在する大腸菌群を汚染状

態の指標として衛生管理を行い、食品中に大腸菌

群が検出されると、清掃強化などの対処により衛

生状態の保全に努める
1)。しかし、大腸菌群は食

品工場内の各所に常在するため、汚染源が除去さ

れ、食品中の大腸菌群が検出されなくなるまでに

多大な労力と時間を費やす。大腸菌群を構成する

多種類の菌株の生育至適条件は必ずしも同一では

なく
2),3)、環境条件によって構成相も変化するこ

とを利用して、食品中で検出された大腸菌群の構

成相から迅速に細菌汚染経路や原因を推定する技

術の開発を目指した結果、本技術の実現可能性が

確認された
4)。そこで、その手法の実用化とさら 
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なる迅速化・簡便化を目指して、(i)多様な標準菌

株を被検菌として用いた際に大腸菌群株の識別を

糖の資化性を指標に調べることができるか検証し、

(ii)その糖を用いた培地で大腸菌群構成相を調べ

た際に、汚染源が特定できるか検討し、(iii)培地

による構成相分析から特定された汚染源が妥当で

あったか、DNA解析により確認した。 

 
２ 実験方法 

2.1 菌株・培地 

 実験に用いた微生物株は以下の株である。

Citrobacter freundii IAM 12471, Enterobacter 

aerogenes IAM 12348, Enterobacter amnigenus JCM 

1237, Enterobacter cloacae subsp. cloacae IAM12349, 

Enterobacter sakazakii JCM 1233, Escherichia 

vulneris JCM 1688, Hafnia alvei JCM 1666, Kluyvera 

cryocrescens JCM 7580, Leclercia adecarboxylata 

JCM 1667, Moellerella wisconsensis JCM 5895, 
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Raoultella ornithinolytica JCM 6096, Raoultella 

planticola JCM 7251, Raoultella terrigena JCM 1687, 

Serratia fonticola JCM 1242, Serratia liquefaciens 

JCM 1245, Serratia rubidaea JCM 1240, Yersinia 

ruckeri JCM 2429. 細菌株は XM-G 培地にて培養

した。 

2.2 糖資化性試験 
微生物株は、パープルブロスベース (以下

PBB)1.5%に寒天を 2.5%加え、さらに D-アラビト

ール(DARL)を 1.0%加えた培地にて、37℃、一晩

培養した。DARL を資化して、酸を産生する株

は、培地中の pH 指示薬の反応により生育コロニ

ー周辺が紫色から黄色に変色した。変色がみられ

た株を DARL 資化性(+)とした。 

2.3 DNA 解析試験 
 微生物株から 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’- CCG CAG CCA A -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 反応は 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 4 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。 

 

３ 結果及び考察 

3.1 大腸菌群標準菌株の識別 

 既報
4)にて、被検菌として用いた標準菌株の種

類は、食品から分離されうる大腸菌群の一部にす

ぎなかった。肉製品・魚製品・ミルクなどの食品

から、頻繁に分離される大腸菌群株をこれまでの

報告から調べたところ、より多岐な種類にわたる

大腸菌群株が分離されうることが分かった
5)～7)。

そこで、標準菌株の種類を 10 属 17 種に増やした

うえで、それらが昨年度に選抜した糖(DARL)の

資化性の差異により識別できるか否かについて調

べた(表 1)。その結果、Raoultella属やSerratia属の

菌株では資化性が(+)であったのに対 

表 1 糖資化性試験 

細菌名 DARL

Citrobacter freundii -
Enterobacter aerogenes +
Enterobacter amnigenus -
Enterobacter cloacae  subsp. cloacae -
Enterobacter sakazakii -
Escherichia vulneris -
Hafnia alvei -
Kluyvera cryocrescens -
Leclercia adecarboxylata +
Moellerella wisconsensis +
Raoultella ornithinolytica +
Raoultella planticola +
Raoultella terrigena +
Serratia fonticola +
Serratia liquefaciens +
Serratia rubidaea +
Yersinia ruckeri -
＋：資化, －：非資化 

 

して、Enterobacter 属の細菌では、一部例外があ

るものの、(-)であることが分かった。以上から、

DARL の資化性の差異により、食品から分離され

うるほとんどの大腸菌群を識別できるということ

が示された。 

 実際の食品工場に、本研究で開発されたシステ

ムを導入するためには、検査に用いる培地の種類

数を減らし、労力や時間を可能な限り軽減させる

必要がある。標準菌株に対する DARL 資化性の試

験の結果から、DARL の資化性のみを指標として

も、大腸菌群を十分にグループ分けできる可能性

が示された。 

 

3.2 大腸菌群構成の簡易分析による汚染源

の特定 

 2 種類の培地(DARL・XM-G)を用いることによ

り、大腸菌群を 2 種類にグループ分けした場合に

も大腸菌群汚染源の特定が可能であるか調べた。

食品やその製造ライン周辺の環境から、XM-G 培

地にて分離された細菌株が、DARL 培地上で生育

して酸を産生するか否か調べ、酸産生能がみられ

たものをⅠグループ、みられなかったものを 
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表 2 食品から分離された大腸菌群の汚染源推定 

          グループ 　　　　 類似度a

Ⅰ Ⅱ Ab Bc

倉庫床(冷蔵) 25 75 0.77 0.95
倉庫床(常温) 100 0 0.85 0.00
成形加工機(乾) 50 50 0.97 0.71
成形加工機(湿) 19 81 0.70 0.97
作業場床(湿) 0 100 0.52 1.00
野菜洗浄場床 0 100 0.52 1.00
原料 22 78 0.73 0.96
空中浮遊菌 31 69 0.83 0.91
加工食品A 62 38 1.00 /
加工食品B 0 100 / 1.00  

a,食品から分離された大腸菌群Ⅰグループの割合をx1, Ⅱ

グループの割合をx2として、製造環境から分離された大腸

菌群Ⅰグループの割合をy1, Ⅱグループの割合をy2とし

て、類似度は以下の式により計算した。 

 

 

b, 加工食品Aに対する類似度を計算した結果。 

c, 加工食品Bに対する類似度を計算した結果。 

 

Ⅱグループと定義した。様々な工場内環境から分

離された大腸菌群のⅠグループとⅡグループの比

率(大腸菌群構成相)を示したものが表 2 である。

場所により、その構成相が大きく異なっているこ

とが分かった。また、食品から分離された大腸菌

群について、構成相を調べ、その構成相に対し

て、各々の工場内環境から分離された大腸菌群構

成相がどの程度一致しているか、類似度により求

めた(表 2)。その結果、加工食品 A については、

成形加工機(乾)が最も高い類似度を示し、この機

械が汚染源であるということが示唆された。ま

た、加工食品 B については、作業場床(湿)・野菜

洗浄場床から分離された大腸菌群構成相が、食品

の構成相と完全に一致しており、2 つの場所のい

ずれかが、もしくは両方が汚染源であるというこ

とが示唆された。以上の結果から、2 種類の培地

による汚染源探索法は、汚染源を特定できる場合

もあるが、その候補地を複数示す場合もあること

が分かった。 

 

3.3 DNA 分析による汚染源の確認 

 2 種類の培地による加工食品Bの汚染源探索に

おいては、野菜洗浄場の床に加えて、作業場床

(湿)も汚染源の候補として挙げられた。そこで、

汚染源を特定するために、これらの場所から分離

された大腸菌株が、加工食品Bと一致するか否

か、 DNA 分析により調べた。分析手法には

Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD)

法を用いた。本手法は、非常に高い細菌株の識別

力を有することが知られている
8)～10)。食品から

分離された大腸菌群株のRAPDパターンと環境中

から分離された大腸菌群株のRAPDパターンとを

比較照合することにより、汚染源の確認を行っ

た。その結果を図 1 に示す。食品から分離された

菌株のRAPDパターンは、野菜洗浄場床から分離

された菌株のパターンとは一致したが、作業場床

(湿)より分離された菌株とは一致しなかった。以

上の結果から、加工食品Bの汚染源は野菜洗浄場

の床であったことが確認され、作業場床(湿)は汚

染源ではなかったということが示唆された。な

お、加工食品Aについては、汚染源が成形加工機

(乾)であるということがDNA解析からも確認され

た。 

本研究では、大腸菌群の構成相分析に用いる培

地の種類を 2 種類にしたときに、汚染源が特定で

きるか否かについて調べた。大腸菌群の構成相の

分析に用いる培地の種類が増加すればするほど、 

 

図 1 RAPD 解析 

M, マーカーDNA 1-3, 作業場床(湿)・4-6, 野菜洗浄場床・

7-9, 加工食品 B から分離された大腸菌群株の RAPD 電気泳

動パターン(試料：加工食品 B)。 
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大腸菌群グループの数も増加し、各々の食品や場

所について、大腸菌群の構成相をより詳細に調べ

ることが可能になる。これは、より確実な汚染源

の特定につながることになる。しかしながら一方

で、培地の種類の増加は解析時間増・コスト増・

労力増を招き、本技術の実用化に際しては、望ま

しくない。2 種類の培地による構成相分析でも、

加工食品Aについては汚染源の特定ができた。加

工食品Bについては、真の汚染源をふくむ複数の

汚染源候補が示された。この場合も、DNAによる

分析や培地の種類を増やした条件での分析4)をさ

らに行うことにより、その候補の中から、汚染源

を特定できることが分かった。従って、2 種類の

培地による構成相分析を食品工場の日常の品質検

査に導入することにより、食品から大腸菌群が検

出された際、迅速かつ簡便に汚染源探索が遂行さ

れるものと思われる。 

 大腸菌群は、食品や飲料水の汚染指標菌とし

て、世界中で利用されている
11),12)。本技術が実用

化されれば、それら様々な食品の汚染源追跡の手

段として応用されることが期待される。 

 

４ まとめ 

(1) 大腸菌群標準菌株の識別 

 食品から頻繁に分離されると報告されている大

腸菌群(10 属 17 種)について、DARL の資化性の

相違を利用して、識別ができた。 

(2) 簡便な大腸菌群構成相分析による汚染源の探

索 

 2 種類の培地による大腸菌群の 2 群化による構

成相分析により、食品から分離された大腸菌群の

汚染源の探索を行った。加工食品 A については汚

染源の特定に成功したが、加工食品 B について

は、その候補の推定に成功した。 

 (3) DNA 分析による汚染源の確認 

 食品から分離された大腸菌群株とその食品を製

造した工場内各所から分離された大腸菌群株の

RAPD パターンの比較から、培地により推定され

た大腸菌群の汚染原因箇所の妥当性が確認され

た。 
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