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抄録  

 紙上で迅速に大腸菌群を検出できるイムノクロマト試験紙を開発し、食肉を対象に実用

性を検証した。1種類の試験紙では、食肉から分離された大腸菌群の検出率は38%～76%に

過ぎなかったが、7種類の試験紙を組み合わせることにより、検出率は100%に達した。菌

の分離工程を省略し、直接食肉の大腸菌群を検出できるか調べたところ、10万 /g以上の大

腸菌群に汚染されていた食肉で検出できた。1枚の紙に4種類の抗体を固定し、食肉と菓子

の大腸菌群フローラを調べたところ、両者の明確な相違が明らかになった。  
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１ はじめに 

 細菌による食中毒事件は後をたたない。2015年

には431事件において、6,029名の患者が細菌性食

中毒に罹患した1)。こうした事件の発生を未然に

防ぐため、食品製造者は、大腸菌群などの衛生指

標菌を対象に食品の検査を実施し、衛生管理に努

めている。 

大腸菌群とは、グラム陰性の無芽胞桿菌で48時

間以内に乳糖を分解して酸とガスを産生する好気

性または通性嫌気性と定義される一群の細菌であ

る2)。Citrobacter属、Enterobacter属など多くの腸

内細菌科の菌を中心に構成される。大腸菌群の検

出・定量法として一般的な手法は培養法である。

これは、特殊な装置を必要としないが、結果が判

明するまでに2～3日を要する。PCR法による迅速

検出法も開発されているが、専用装置を必要とす

るうえ結果を得るまでに数時間を要していた。 
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そのため、食品製造現場では、さらに迅速に結果

を得られる手法の開発が望まれていた。 

そこで、本研究では、15分で大腸菌群を検出可

能なイムノクロマト試験紙の開発を目指した。 

 

２ 実験方法 

2.1 試験に用いた菌株 

 食肉、菓子、惣菜等の食品から分離された大

腸菌群を 55 株用いた。これらの株は LB 培地を

用いて 37℃にて好気的に一晩、培養した。 

 

2.2 試験紙の構築 

食肉から検出されることの多い Aeromonas 属、

Citrobacter 属、Enterobacter 属、Hafnia 属、Klebsiella

属/Raoultella 属、Pantoea 属、Serratia 属を対象に

7 種類の試験紙を構築した。以降、Aeromonas 属

を検出する試験紙による分析を A-LFA と略し、こ

の略記法を本属以外にも適用する。 
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2.3 食品試験 

 20 種類の食肉(牛、豚、鶏)を購入し、37℃にて

8 時間保温した。これらの食肉ならびに保温して

いない食肉 10g に 90mL の生理食塩水を加えてス

トマッカーで 30 秒間懸濁し、遠心処理を行った

後、菌体を加熱処理し、試験紙へ展開した。菌数

の測定は、XM-G 寒天培地(日水製薬㈱)を用いて

行った。 

 

３ 結果及び考察 

3.1 食品分離株の検出 

 食肉、菓子、惣菜等の食品から分離された大腸

菌群 55 株の検出を試みた。C-LFA は Citrobacter

属、E-LFA は Enterobacter 属と、7 種類の LFA で

はすべて、標的とした属を検出することができた。

個々の LFA では、大腸菌群の検出率は 38%から

76%に留まったが、7 種類の LFA を組み合わせる

ことで、検出率は 100%に達した(表１)。 

 

3.2 感度試験 

各々の LFA の感度を調べた。A-LFA では 106 cfu

以上、S-LFA では 104 cfu 以上、それ以外の LFA

では 105 cfu 以上の大腸菌群が試験紙に滴下した

溶液中に存在するとき、陽性と判断された。 

 

3.3 食品試験 

実際の食品から大腸菌群を分離することなく検

出することが可能か、20 種類の食肉を用いて調べ

た。食肉を保温せずに LFA を実施したところ、3

種類の食肉で陽性を示したが、そのときの大腸菌

群数は 8.2×104～4.3×106 (cfu/g)であった。これら

以外の食肉は陰性であった(大腸菌群数：1.0×102

～1.9×104 [cfu/g])。8 時間保温後は、すべての食肉

で LFA 陽性を示した (大腸菌群数：2.4×105～

2.4×107 [cfu/g])。105 cfu/g 以上の大腸菌群で食肉が

汚染されていた場合、試験紙で検出できることが

分かった。 

 

3.4 フローラ解析 

大腸菌群フローラとは、大腸菌群を構成する各 

表１ 食品分離株の検出率 

 

55 株すべてについて 7種類の LFA を行い、LFA の種類ごと

に陽性率を計算した。 
a: 7 種類の LFA のうちいずれかで陽性となった場合、陽性

とした。 

 

属の細菌の存在割合のことである。1 枚の紙上で 4

種類(C-, E-, H-, S-LFA)の大腸菌群を検出し、フロ

ーラ解析が可能か検討した。豚肉では 4 種類すべ

ての属に対し、陽性シグナルが得られたが、菓子

では 2 種類(E-, S-LFA)のみで陽性であった。豚肉

と菓子のフローラの違いを捉えることができた。 

 大腸菌群フローラは、食品の種類や製造工場内

の環境ごとに異なることが知られる。このことを

利用し、食品と工場内各所の大腸菌群フローラを

比較照合して、食品の汚染源候補を推定できるこ

とが示唆されている 3)。今後、今回、開発した試

験紙を用いて、汚染源探索が可能であるか実際の

工場にて検証する必要がある。 

 

４ まとめ 

(1) 食品分離株の検出 

 7 種類の試験紙を組み合わせることにより、55

株すべての大腸菌群を検出できた。 

(2) 感度試験 

 104～106 cfu 以上の大腸菌群を試験紙に展開し

たとき、対象を検出可能であった。 

(3) 食品試験 

 105 cfu/g 以上の大腸菌群で食肉が汚染されてい

た場合、試験紙で検出できた。 

(4) フローラ解析 

 1 枚の紙上で豚肉と菓子の大腸菌群フローラを

解析し、両者の違いを捉えることができた。 
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けて実施したものです。 
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