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研究成果の概要（和文）：細菌が産生する揮発性物質（におい）を指標として、食品衛生上重要な細菌を簡易迅
速にスクリーニング検査する方法を確立した。細菌由来揮発性化合物 (MVCs) を電子嗅覚システムを用いて分析
した結果、最適化された条件下では純粋系においては属、種まで判別できるものがあること、さらに牛乳やカッ
ト野菜といった食品試料を用いても、衛生指標となる細菌（黄色ブドウ球菌、大腸菌群、病原大腸菌）の存在の
有無が判別できることを示した。

研究成果の概要（英文）：A simple and rapid screening method for foodborne bacteria using volatile 
compounds (odor) produced by bacteria as an indicator was established. The analysis of microbial 
volatile compounds (MVCs) was performed using an electronic olfactory system. Under optimized 
conditions, some bacteria could be identified as genera or species in pure systems. The system was 
also applicable for the detection of foodborne bacteria (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, or
 pathogenic Escherichia coli) in milk and ready-to-eat vegetables. 

研究分野： 食品衛生

キーワード： 食中毒細菌　MVCs　簡易迅速検査
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研究成果の学術的意義や社会的意義
食品の細菌検査は、培養法、イムノクロマト法、PCR法など、増菌培養液から菌体（核酸、タンパク質）を取り
出して検出する方法が多く用いられている。これらは確実・高感度である一方、培養液を取り出す際の液の飛び
散りなど、食品工場においては汚染リスクになる問題があった。本研究で確立した検出法は、測定対象が培養液
中の菌体ではなく、菌体が産生した揮発性化合物であるため、培養液を取り出すリスクはない。また、固相マイ
クロ抽出 (SPME) 法を用いることで、揮発性成分の濃縮が簡便になるため、簡易・迅速な食中毒細菌の検出が可
能になった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
食品の食中毒細菌検出法は、培養法、イムノクロマト法、PCR 法など、増菌培養液から菌体（核

酸、タンパク質）を取り出して検出する原理のものが多い。一方で、細菌を培養すると様々な気
体も発生する。これまでに発生した二酸化炭素を指標とする検出法が製品化されているが、産生
される揮発性物質 (MVCs)を検出対象とした検査法は確立されていない。菌体を測定対象とする
細菌検出法は高感度であるが、培養液を取り出す際の液の飛び散りなど汚染のリスクを伴う。さ
らに、培養法には長時間要すること、PCR 法では実験操作に熟練の技術を要することが考えられ
る．本研究で確立を目指す検出法は、測定対象が培養液中の菌体ではなく、菌体が産生した揮発
性化合物であるため、固相マイクロ抽出 (SPME) 法といった液体では不可能であった簡易・高感
度な濃縮が可能となり、高感度な食品危害細菌の検出が可能になると期待される。 
 
２．研究の目的 
 本研究は高速 GC を基盤とした電子嗅覚システムを用いて、食品衛生上重要な細菌の特異的
MVCs を分析し、これを指標としたスクリーニング法を構築することを目的とする。さらに、属
や種に特異的な MVCs については、データベースを作成する。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、１）使用する培地の最適化、２）揮発性化合物の捕集条件の最適化、３）最適化さ
れた条件下での各種細菌の MVCs パターン解析、４）食品検査への応用を検討した。 
 本研究室が保有する 34菌株について、様々な液体培地に接種し 37°Cにて一晩培養し、産生
された MVCs は種々の条件下で固相マイクロ抽出 (SPME) 法により捕集し、超高速 GC システム
（電子嗅覚ノーズ HeraclesⅡ）に供した。超高速 GC では MXT-5・MXT-WAX カラム（並列配置）
を用いた。なお、高速 GC では、40℃から 250℃まで 1.5℃/s で昇温分析を行った．得られた細
菌のクロマトグラムの中で、識別指数の高いピークを選び、主成分分析による群分けを行い、培
地および捕集条件を最適化した。さらに、食品からのスクリーニング検査の例として、牛乳とカ
ット野菜など常在細菌存在下でも本法が応用可能か検討を行った。 
 
４．研究成果 
 種々の増菌用液体培地を検討した結果、検出されたピークパターンが多彩であった Tryptic 
soy broth (TSB) を測定用培地として決定した。また、大腸菌または黄色ブドウ球菌の純粋培養
における MVCs のファイバーへの吸着温度(37°C、60°C および 80°C)を検討した結果、大腸菌
では吸着温度が高いほど細菌特有のピークは大腸菌で大きくなる一方、培地特有のピークは大
腸菌および黄色ブドウ球菌の両方で大きくなった.各吸着温度における主成分分析結果により、
どの吸着温度でも菌種の識別力には有意な差はないことが明らかとなった。本研究では細菌由
来揮発性化合物を測定対象とするため、培地成分の影響が小さい方が望ましいと考え、最適な吸
着温度は 37°C とした。 
次に、純粋培養系における細菌の属による MVCs の違いを検討し、MVCs による属の推定が可能

かについて検討を行った。大腸菌群 5 属、18 株の MVCs の主 成分分析を行ったところ、
Escherichia属と Enterobacter 属と Klebsiella 属-Serratia属-Citrobacter属の 3つのグルー
プに分けられた。よって、Escherichia 属と Enterobacter 属は属の判別が可能であったが、
Klebsiella 属、Serratia 属、Citrobacter 属の判別は難しかった。GC-MS を用いて大腸菌および
黄色ブドウ球菌の MVCs の同定を行った結果、3-メチル-1-ブタノールが共通して検出され、大腸
菌からはインドール、1-ドデカノールが、黄色ブドウ球菌からは DL-2-メチル酪酸エチルが特異
的に検出された。さらに、大腸菌について菌株の違いによる MVCs について検討した。非病原大
腸菌 3株、病原大腸菌 1株の MVCs を測定した結果、非病原大腸菌の菌株間では MVC は類似して
いたが、病原大腸菌と非病原大腸菌では異なっていた。主成分分析のローディングプロット解析
により、非病原大腸菌に特異的な MVCs はなく、有意に強い MVCs も少なかったが、病原大腸菌で
は、特異的な MVCs と非病原大腸菌に比べて有意に高い MVCs が複数存在した。これらは新規に
2-Heptanone、 2-Nonanone、 1-オクタノールと 2’-アミノアセトフェノン、デカン酸エチルで
あることを同定した。これらの化合物を指標とすることで病原大腸菌のスクリーニング が可能
になると期待された。また、これらの生成量は対数増殖期に最大になり、定常期以降は減少した
ため、培養時間を考慮した測定が重要になると考えられ た。  
 また、MVCs を指標としたスクリーニング検査法により食品試料(牛乳)から大腸菌群、あるい
は黄色ブドウ球菌の検出が可能かを検討した結果、どの製造会社の牛乳においても牛乳培養物
の MVCs 分析により大腸菌群の有無、さらに黄色ブドウ球菌の存在の有無が判別可能であること
が示された。食品の測定で得られたクロマトグラムと、純粋培養系における測定で得られたクロ
マトグラムの比較を行った結果、 3-メチル 1-ブタノール、DL-2-メチル酪酸エチル、インドー
ルは純粋培養および牛乳培養物から検出されたため、これらの揮発性物質を指標とする検出法
が開発できることが期待された。さらに、市販カット野菜を試料した場合でも、本法により、E. 



coli 陰性のカット野菜、E.coli 陽性のカット野菜、さらには E.coli O157 で 汚染されたカット
野菜の判別が可能であった。このため、本検査法は夾雑菌の多い非加熱食品へも応用可能である
ことが示された。 
 以上、本研究の成果により、MVCs を解析することで、簡易迅速高感度な食品衛生上重要な細
菌のスクリーニングが可能になることが示された。 
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