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抄録  

 加工食品から大腸菌群が検出された際、迅速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開発を試みた。大腸菌群の実験室株22株を用いて糖の種類・食塩濃

度が異なる培地上で生育を調べた結果、3種の培地を用いて4グループに分類可能なことが

示された。この方法で実際の食品工場で採取された大腸菌群の構成を調べた結果、環境条

件によって構成比が異なることが示され、食品から検出された大腸菌群の構成と一致した

場所を汚染源と推定できた。  
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１ はじめに 

一般的な食品の製造工程では常に細菌に汚染さ

れる危険があり、特に食中毒菌の汚染事故が起き

た場合、製造業者は致命的な打撃を受ける。その

ため、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。原料経由で様々な細菌が持ち込

まれる食品製造過程においては完全な無菌化は困

難であり、初期汚染段階の指標となる大腸菌群に

よる汚染の段階で迅速に衛生状態を復元する手段

が必要になる。 

大腸菌群を構成する多種類の菌株の生育至適条 
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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と予測されることから本研究

では、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。 

 
２ 実験方法 

2.1 菌株・培地 

 本研究で用いた微生物株は以下の 22 株であ

る。 Citrobacter freundii IAM 12471, C. freundii 

NBRC 13545, C. freundii NBRC 13546, C. freundii 

NBRC 13539, C. freundii NBRC 16624, Escherichia 

coli IAM 12119, Enterobacter aerogenes IAM 12348, 

E. aerogenes NBRC 12010, Enterobacter cloacae IAM 

12349, E. cloacae NBRC 3320, E. cloacae NBRC 

12935, E. cloacae NBRC 12937, E. cloacae NBRC 

13536, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae IAM 

1063, K. pneumoniae IAM 12351, K. pneumoniae 

NBRC 3318, K. pneumoniae NBRC 3319, K. 

pneumoniae NBRC 3321, K. pneumoniae NBRC 3512, 
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表 1 糖資化性試験 

cont. GLY ERY DARA LARA RIB DXYL LXYL ADO MDX GAL GLU FRU MNE SBE RHA DUL INO
C. freundii  IAM 12471 - + - + + + + - - - + + + + + + - ±
E. coli  IAM 12119 - + - - + + - - - - + + + + + + - -
E. aerogenes  IAM 12348 - + - - + + + - + - + + + + - + - +
E.cloacae  IAM 12349 - ± - - + + - - - - + + + + - + - ±
K. pneumoniae  IAM 1063 - + - - + + + - - - + + + + + + - +
K. pneumoniae  IAM 1235 - + - - + + + - + - + + + + - + - +

MAN SOR MDM MDG NAG AMY ARB ESC SAL CEL MAL LAC MEL SAC TRE INU MLZ RAF
C. freundii  IAM 12471 + + - + + - - - - ± + + ± + + - - -
E. coli  IAM 12119 + + - - + - - - - - + + + - + - - -
E. aerogenes  IAM 12348 + + - + + ± + + + + + + + + + - - +
E.cloacae  IAM 12349 + + - + + ± + + + + + + + + + - - +
K. pneumoniae  IAM 1063 + + - + + - + + + + + + + + + - - +
K. pneumoniae  IAM 1235 + + - ± + - + + + + + + + + + - - +

AMD GLYG XLT GEN TUR LYX TAG DFUC LFUC DARL LARL GNT 2KG 5KG
C. freundii  IAM 12471 ± - - ± ± - - - + - - + + +
E. coli  IAM 12119 - - - - - - - - + - - + - -
E. aerogenes  IAM 12348 + - - + - - - - - + - ± ± ±
E.cloacae  IAM 12349 - - - + - - - - - - - ± ± -
K. pneumoniae  IAM 1063 + - - + - - - - + + - - ± +
K. pneumoniae  IAM 1235 + - - + - - - - + + - ± ± -  
＋：増殖, ±：微増殖, －：非増殖 

 

K. pneumoniae NBRC 12059, K. pneumoniae NBRC 

13277, K. pneumoniae NBRC 13541. 微生物株は

XM-G 培地、BGLB 培地、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-ラ

クトース、D-アラビノース、D-アラビトール、D-

キシロースなどの糖を 0.1～5.0%加えた培地に

て、37℃、一晩培養した。 

2.2 糖資化性試験・耐塩性試験 
 微生物株の糖資化性試験は、アピ 50CH プレー

ト(日本ビオメリュー)を用いて行った。耐塩性試

験は、BGLB 培地に 1-4%の NaCl を加えた培地に

微生物株の前培養液を加え、37℃、24 時間培養

し、24 時間後の濁度にて生育の有無を判断した。 

 

３ 結果及び考察 

3.1 培地条件による大腸菌群の生育特性 

 食品製造の環境中で頻繁に検出される大腸菌群

構成菌株である C. freundii,  E. coli, E. aerogenes, 

E. cloacae, K. pneumoniae の糖に対する資化性を表

1 に示した。グルコースやフルクトースなどに対

しては全ての菌株で資化性を示し、また逆にエリ

スリトールやイヌリンに対しては全ての菌株で資

化性を示さなかった。これに対し、D-アラビノー

ス、D-アラビトール、D-キシロースに対する資化

性は菌株間で異なった。 

また、同じ菌株に対して、耐塩性の差異を調べた

結果を表 2 に示した。2%の NaCl 存在下では、C. 

freundii 以外の全ての菌株が生育した。しかし、 

      表 2 耐塩性試験 

          NaCl
1% 2% 3% 4%

C. freundii IAM 12471 + - - -
E. coli IAM 12119 + + - -
E. aerogenes IAM 12348 + + + -
E.cloacae IAM 12349 + + + +
K. pneumoniae IAM 1063 + ± ± -
K. pneumoniae IAM 12351 + + - -  
＋：増殖, ±：微増殖, －：非増殖 

 

4%の NaCl 存在下では、E. cloacae 以外の全ての

菌株が生育できなかった。3%の NaCl 存在下で

は、E. cloacae に加えて E. aerogenes も生育を示し

た。 

以上の結果から、糖では D-アラビノース

(DARA)、D-アラビトール(DARL)、D-キシロース

(DXYL)の資化性の違いと耐塩性の違いを利用し

て大腸菌群の類別が可能なことが示唆された。そ

こで、これらの糖と食塩の条件を変えた４種の

PBB 平板培地を作成し、22 種の菌株を用いて増

殖の有無を調べた。PBB に含まれるブロムクレゾ

ールパープルによるコロニー周辺の変色から生育

の有無を判断した。D-アラビノース培地が C. 

freundii の一部の菌株に対してのみ陽性であり、

D-キシロース培地が E. coli と E. cloacae の一部に

対してのみ陽性であった。一方、D-アラビトール

培地では全ての E. aerogenes と K. pneumoniae の菌

株に対して陽性であった。NaCl 培地では、K. 

pneumoniae の株間で陽性・陰性が分かれた。以上

の結果から、D-アラビトールと食塩が大腸菌群の 



                  埼玉県産業技術総合センター研究報告 第４巻（2006）  

  

表 3 実験室株の選択培地上での生育 

DARADARL NaCl DXYL
C. freundii  IAM 12471 + - + -
C. freundii  NBRC 13545 + - + -
C. freundii  NBRC 13546 - - - -
C. freundii  NBRC 13539 + - - -
C. freundii  NBRC 16624 - - - -
E. coli  IAM 12119 - - + +
E. aerogenes  IAM 12348 - + - -
E. aerogenes  NBRC 12010 - + - -
E.cloacae  IAM 12349 - - + +
E.cloacae  NBRC 3320 - - - -
E.cloacae  NBRC 12935 - - - -
E.cloacae  NBRC 12937 - - - -
E.cloacae  NBRC 13536 - - - -
K. pneumoniae  IAM 1063 - + - -
K. pneumoniae  IAM 12351 - + + -
K. pneumoniae  NBRC 3318 - + - -
K. pneumoniae  NBRC 3319 - + - -
K. pneumoniae  NBRC 3321 - + + -
K. pneumoniae  NBRC 3512 - + - -
K. pneumoniae  NBRC 12059 - + + -
K. pneumoniae  NBRC 13277 - + - -
K. pneumoniae  NBRC 13541 - + + -

＋：増殖, －：非増殖 

基礎培地の PBB に D-アラビノース、D-アラビトール、D-キシ

ロースを加えた培地を DARA、DARL、DXYL とし、D-ラクト

ースに NaCl を 3%を加えた培地を NaCl とする。 

 

類別に利用可能と考えられた。さらに、これらの

因子による分類の作用機序は異なり、両者を組み

合わせた条件も分類に利用できると考えられる。 

 

3.2 食品工場内の大腸菌群構成及び汚染源

の特定 

実際に食品工場内の数カ所から大腸菌群を XM-G

培地を用いて採取し、D-アラビトール培地、食塩

培地及び D-アラビトール／食塩培地の３種類を用

いて培養を行った。各培地に生育した大腸菌群は

表４の分類によりⅠ～Ⅳグループまでの４種に分

けられる。すなわち、DARL+NaCl 培地に生育す

るもの(Ⅰ)、DARL 培地に生育するものからⅠグ

ループに属するものを除いたもの(Ⅱ)、NaCl 培地

に生育するものからⅠグループに属するものを除

いたもの(Ⅲ)、及び XM-G 培地に生育するものか

らⅠ・Ⅱ・Ⅲグループに属するものを除いたもの

(Ⅳ)となる(表 5)。工場・作業場床においてはⅡグ

ループのものが 100%を占めるのに対し、冷蔵 

表 4 大腸菌群のグループ化 

DARL資化 耐塩性
Ⅰグループ ＋ ＋
Ⅱグループ ＋ －
Ⅲグループ － ＋
Ⅳグループ － －

＋：増殖, －：非増殖 

 

表 5 各グループの選択培地上での生育 

培地上で生育するグループ
DARL培地 Ⅰ+Ⅱ
NaCl培地 Ⅰ+Ⅲ
DARL+NaCl培地 Ⅰ
XM-G培地 Ⅰ＋Ⅱ＋Ⅲ＋Ⅳ

 

表 6 工場内から分離された大腸菌群の構成 

　　　　グループ
Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

工場・作業場床 0 100 0 0
冷蔵庫床 0 0 0 100
排水溝上流 0 0 19 81
排水溝下流 0 0 16 84
製造機械表面 12 5 21 62

単位は% 

 

庫床においてはⅣグループのものが 100%を占め

ていた。さらに製造機械表面においてはⅠ-Ⅳグル

ープ全てのものが検出されたが、そのうちの 60%

はⅢグループに所属するものであった。 

以上の結果から、工場内の異なる環境下におい

て大腸菌群の構成相が異なっていることが分か

り、今回設定した３種の培地の組み合わせで構成

相の相違を示すことができた。また、排水溝の上

流と下流のように類似した環境条件であれば、構

成相も類似することも確認できた。 

 実際に食品中で検出された大腸菌群の大腸菌群

の構成を表 7 に示した。加工食品 A の構成相は成

形加工機(乾) から分離された菌相とほぼ一致し、

また、加工食品 B の構成相は洗場床から分離され

た菌相とほぼ一致し、それぞれの汚染源を推定す

ることができた。該当箇所を十分に清掃すること

で加工食品 A、B とも大腸菌群の検出がされなく

なったことから、本手法の有効性が確認された。 

近年、菌株 DNA の塩基配列を用いた汚染源追 
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表 7 食品から分離された大腸菌群の汚染源推定 

　　　 グループ
Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

倉庫床(冷蔵) 22 3 16 59
倉庫床(常温) 0 100 0 0
成形加工機(乾) 32 18 5 45
成形加工機(湿) 5 14 14 68
作業場床(湿) 0 0 19 81
野菜洗浄場床 0 0 0 100
排水溝 0 0 16 84
原料 19 3 13 65
空中浮遊菌 19 12 23 46
加工食品A 41 21 5 32
加工食品B 0 0 0 100

単位は% 

 
跡技術が研究されているが4),5)、それらが高価な装

置・専門的な技術を要するのに対して、本技術は

培地の組み合わせと培養により容易に汚染源推定

を行うことができた点に特色がある。 

 
４ まとめ 

(1) 選択培地セットの組成検討 

 大腸菌群の菌株間における糖の資化性・耐塩性

の相違を利用して、大腸菌群菌株を 4 グループに

群別する培地を設定することができた。 

(2) 食品工場内の異なる環境下における大腸菌群

構成相の相違 

 異なる環境下において分離された大腸菌群を４

グループに群別したところ、分離源によって異な

る菌相を示した。 

 (3) 汚染源探索調査 

 食品から分離された大腸菌群の構成相とその食

品を製造した工場内各所から分離された大腸菌群

の構成相とを比較し、照合することにより、大腸

菌群の汚染原因箇所の推定に成功した。 
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