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抄録  

 酸敗食品から乳酸菌が検出された際に、迅速に汚染源を特定するため、汚染源推定シス

テムを開発した。酸敗食品から酸を産生する細菌を分離し、簡易同定を行ったところ、こ

の食品は3種の細菌(Leuconostoc citreum・Leuconostoc lactis・Weissella confusa)に汚染され

ていることが分かった。PCRをベースにした3種の乳酸菌の検出法により、食品とその製

造設備6ヶ所の乳酸菌構成相を調べた。構成相同士の類似性を数値分析手法により解析す

ることにより、食品の汚染源は混合加工機であることが推定された。本研究により、大腸

菌群の汚染源推定に成功したシステムが、乳酸菌による酸敗事故の原因究明にも適用でき

ることが示された。  
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１ はじめに 

食生活の変化から、調理済み食品は近年増加の

傾向にある。これらの食品の製造工程中には、加

熱調理のプロセスがあり、それにより食品の衛生

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。 

ある種の乳酸菌が食品に混入した結果、製品の

容器膨張や酸敗、異臭・着色・粘質化が引き起こ

された事例が、これまでに数多く知られている
1)。

このような事故が起きると、食品生産者は製品の

回収や出荷停止などを余儀なくされ、早急に問題

を解決する必要性に迫られる。しかし、乳酸菌は

食品製造設備の様々な場所から分離されてくるの

で
1)、どこから分離された乳酸菌が製品に混入し 
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たのか突き止め、その汚染源を除去するのに大き

な困難が伴い、時間がかかっていた。 

これまでの研究で、我々は食品の大腸菌群構成

相とその製造環境の構成相とを比較照合すること

により大腸菌群の汚染源の推定に成功した
2)、3)。

乳酸菌は、消費したブドウ糖に対して50%以上の

乳酸を生成するカタラーゼ陰性のグラム陽性細菌

と定義されており
4)、大腸菌群と同様に様々な細

菌の総称である。そこで、大腸菌群を対象とした

汚染源探索手法が、乳酸菌を対象とした時も、適

用できるのではないかと考えた。本研究では、食

品とその製造設備の乳酸菌構成相を調べることに

より、酸敗を引き起こした乳酸菌がどこから混入

したのか突き止めるシステムの開発を目指した。 

 

２ 実験方法 

2.1 乳酸菌の分離 

 酸敗した食品 1 g を 10 ml の滅菌生理食塩水に
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懸濁し、ボルテックス処理を行った。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 0.1 ml を BCP プレートカウントアガール上に

塗布し、30℃にて 24 時間培養を行った。培養

後、生育したコロニーの周辺が酸の産生により黄

変したものを移植棒にてピックアップした。 

2.2 菌株同定試験 
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
5)。反応産物は 1.8%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 DNA 解析試験 
 報 告

6) を も と に 、 Leuconostoc citreum 、

Leuconostoc lactis特異的PCRを行った。プライマ

ーにはLcit-f (5’- AAA ACT TAG TAT CGC ATG 

ATA TC -3’） Lcit-r (5’- CTT AGA CGA CTC CCT 

CCC G -3’） Llac-f (5’- AGG CGG CTT ACT GGA 

CAA C -3’） Llac-r (5’- CTT AGA CGG CTC CTT 

CCA T -3’）をLcit-fとLcit-r、Llac-f とLlac-rを各

々1 セットとして用いた。PCRの溶液組成は上記

と同様とした。PCR反応は 94℃(5 分)の後、94℃

(1 分)・60℃(1 分)・72℃(2 分)を 30 サイクル、最

後に 72℃(10 分)の条件で行った。検出条件は上

記同様とした。 

 

３ 結果及び考察 

3.1 酸敗原因菌株の簡易同定 

 酸敗惣菜の原因と推定される細菌を、pH 指示

薬をふくむ寒天培地を用いて 16 株分離し、それ

がどのような細菌であるか 16S rDNA の V1 領域

の塩基配列決定により調べた。その結果、Leu. 

citreum・Leu. lactis・Weissella confusa 各々の基準

株と配列が 100%一致した細菌株が 10 株・4 株・

2 株得られたことが分かり、この食品は 3 種類の

乳酸菌に汚染されていたことが確認された。 

 

3.2 細菌株特異的 PCR 法の検討 

 乳酸菌株構成相を調べるのに、全ての分離菌株

の 16S rDNAの塩基配列決定を行うと、非常に労

力がかかる。そこで、3 種類の乳酸菌株を簡易検

出するための方法を検討した。Leu. citreumとLeu. 

lactisの種特異的PCRによる検出法はこれまでに

報告されていた
6)。そこで、その方法によりPCR

反応を行ったところ、Lcit-fとLcit-rのプライマー

セットではLeu. citreumのみDNA増幅が確認さ

れ、Llac-f とLlac-rのプライマーセットではLeu. 

lactisのみDNA増幅が確認された(図 1)。また、

Leu. citreumとLeu. lactisの 16S rDNA V1 領域が

321 bpであるのに対し、W. confusaのそれは 349 

bpであり、長さが異なっている。27bpの相違は電

気泳動により検出され、これによりW. confusaを

ほかと区別して検出できることが分かった (図

1)。以上から、乳酸菌分離株がLeu. citreum、Leu. 

lactisとW. confusaのいずれの乳酸菌であるのか簡

易に同定する手法が確立された。 

 

 
図 1 乳酸菌株の種特異的な検出 

M: マーカー, 1: Leu. citreum, 2: Leu. lactis, 3: W.confusa 

各々のゲノムを鋳型に PCR 反応を行った。 
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3.3 乳酸菌汚染源の推定 

 乳酸菌汚染源推定のため、食品製造設備 6 ヶ所

から乳酸菌を 24 株ずつ分離し、1 株ずつ 3 組の

プ ラ イ マ ー セ ッ ト (Lcit-f-Lcit-r)(Llac-f-Llac-

r)(M27F-350R)で 3 回の PCR 反応を行い、3 種の

乳酸菌のうちどの乳酸菌に該当するか調べた。い

ずれにも該当しない株は”不明”とした。同定結果

をもとに、製造設備の乳酸菌構成相を計算した 

(表 1)。その結果、設備ごとに固有の構成相を有

していることが分かった。この中で、どこが汚染

源としての可能性があるのか調べるために、類似

度を用いた数値分析を行い、製品と構成相が類似

している設備の特定を行った(表 1)。その結果、

混合加工機・成型機の類似度は各々0.93・0.83 と

高い数値を示しており、これらの場所が汚染源で

あったものと推定された。 

 

3.4 乳酸菌汚染経路の推定 

 製品を基準にした類似度計算により、汚染源を

推定できた。しかし、本来、汚染というものは様

々な場所が複雑に関連しており、点としてではな

く流れとして捉える必要がある。そのようにしな

ければ、点としての汚染源を除去したとしても、

さらに上流の汚染場所から汚染物がその場所に再

度流れ込む可能性があり、根本的な解決にはつな

がらない。また、食品汚染を流れとして捉えれ

ば、一見何の関係もなさそうな場所同士が実はリ

ンクしていたというような新たな動線が見えてく

る。そこで、汚染経路の探索を目的に、製造設備

の構成相同士の類似度計算を行った(表 2)。その

結果、(製品・混合加工機・成型機)が 1 つのグル

ープになっており、(成型スクリュー・混合加工

機シャフト・一時冷蔵室床・真空冷却機)が別の

グループを形成していることが分かり、成型機 

→ 混合加工機 → 製品と汚染の流れが想定され

た。 

本工場の乳酸菌の生育分布は大きく 2 つのグル

ープに分かれた。製品に乳酸菌が混入するのを防

ぐためには、そのうちの(製品・混合加工機・成

型機)グループの清掃から行えばよいことが分か 

表 1 食品とその製造設備の乳酸菌構成相 

 

数字は各々の細菌の存在比(%)。 

 

表 2 食品から分離された乳酸菌の汚染源推定 

 
数値は各々の設備間の構成相の類似度 

製品から分離されたLeu. citreumの割合をx1, Leu. lactisの割

合をx2, W. confusaの割合をx3として、製造設備から分離さ

れたLeu. citreumの割合を y1, Leu. lactisの割合を y2, W. 

confusaの割合をy3として、類似度を以下の式により計算し

た。 

 

 

 

った。本技術を用いると、このように優先順位を

つけた清掃ができるため、大幅な時間・費用・労

力の軽減につながる。 

本研究の食品の汚染はLeu. citreumが汚染の主

要菌相を占めており、Leu. lactisが第 2 菌相、W. 

confusaが第 3 菌相を占めていた。これらの 3 種

の乳酸菌は、ソーセージやハム、調理済み食肉な

どの様々な食品の汚染原因として報告されている

7)～10)。これらの食品や乳酸菌汚染に困っている

様々な食品
1)の解決策として、今回開発したシス

テムが貢献できると期待される。 

 今後検討すべき点は以下のとおりである。食品

製造設備からは、”不明”の画分に入る菌株が多数

分離された。特に、一時冷蔵室床や真空冷却機の

全ての分離株が Leu. citreum、Leu. Lactis、W. 

confusa いずれにも分類されないものであった。

そのうちのいくつかについて、16S rDNA の V1

領 域 を 調 べ て み る と 、 Lactococcus lactis や

Lactococcus garvieae であることが分かった。類
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似度計算では、”不明”の画分を 1 つのものとして

扱っており、設備間同士の計算で、本来よりも高

い類似度の数値が計算されている可能性がある。

今後は、”不明”の画分に分類された Lc. lactis や

Lc. garvieae に対する新たな種特異的 PCR プライ

マーを開発し、”不明”画分に分類される細菌の数

を減らしていく必要がある。 

 

４ まとめ 

(1)酸敗食品から分離された乳酸菌株を 16S rDNA

の V1 領域から同定を行ったところ、3 種の乳

酸菌が食品を汚染していたことが分かった。 

(2)種特異的 PCR 法及び 16S rDNA の V1 領域の

長さの相違に基づいた方法で、3 種の乳酸菌に

ついて、塩基配列決定を行うことなく、同定す

る手法を確立した。 

(3)食品と食品製造設備 6 ヶ所の乳酸菌構成相を

調べ、その比較照合により、汚染源ならびに汚

染経路の推定に成功した。 
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