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研究成果の概要（和文）：腐敗した食品のメタゲノム解析から衛生指標となり得る菌を選抜し、イムノクロマト
試験紙を用いた簡易検出法の開発を試みた。腐敗洋菓子の細菌構成叢を調べた結果、Pantoea属、Bacillus属、
大腸菌群、乳酸菌などの存在が確認された。これらの細菌に対する抗体を作製し、大腸菌群や乳酸菌を検出する
ための試験紙を各々構築した。食品を一定温度で培養し、試験紙で陽性反応を得られるまでに要する時間から、
食品の腐敗度を可視化した。洋菓子を対象に、大腸菌群による汚染の程度を予測した正答率は87%を示した。ま
た、惣菜を対象にした試験では、乳酸菌による腐敗の検出率は82%に達した。

研究成果の概要（英文）：Through metagenomic analysis of spoiled food, bacteria that could serve as 
hygiene indicators were selected and a simple detection method using immunochromatographic test 
strip was attempted to be developed. As a result of examining the bacterial flora of spoiled sponge 
cakes, the presence of Pantoea spp., Bacillus spp., coliforms, and lactic acid bacteria was 
confirmed. Antibodies against these bacteria were produced, and test strips for detecting coliforms 
and lactic acid bacteria were constructed respectively. The degree of spoilage of food was 
visualized based on the time required to incubate food until a positive signal with the test strip 
was observed. The accuracy rate for predicting the degree of contamination by coliforms for sponge 
cakes was 87%. In addition, in tests on prepared foods, the detection rate of spoilage caused by 
lactic acid bacteria reached 82%.

研究分野： 食品微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、食品工場において、殺菌力の高い洗浄法が普及してきている。この結果、食品製造環境の常在細菌叢が変
化し、食品の腐敗状態を示す指標菌が従来のものと変化してきた。本研究では、Pantoea属細菌や乳酸菌などが
新しい腐敗指標となり得ることを示した。また、イムノクロマト試験紙を用いたそれら新規指標菌の簡易検出法
の開発にも成功した。消費期限/賞味期限の適切な設定が可能になり、フードロス削減にもつながることが期待
される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
食品を介した細菌性食中毒の発生は後を絶たない。2019 年には、1,000 件以上の事件、13,000

人以上の患者が発生した。このような食中毒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の数を最終製品で確認している。そして、規定数以上の指標菌が検出され
た場合、原因の探索や清掃の強化などの手段を講じている。しかし、近年、殺菌力の高い洗浄法
の普及によって、食品製造環境の構成細菌が変化し、食品中の衛生指標菌数が規定数以下でも、
腐敗に至る事例が頻発しており、実情に適合した衛生指標が製造現場より強く望まれていた。 
 
２．研究の目的 
次世代シーケンサで腐敗食品の細菌構成叢を解析し、衛生指標となり得る細菌を選抜する。選

ばれた指標菌の検出を紙上で解析可能なイムノクロマト試験紙を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細菌構成叢の解析 
 4 個の洋生菓子を各々異なる店舗から購入し、2L のプラスチック容器に入れ、37 ℃で 24 時
間保温し、腐敗させた。各々から 10 g 採取し、90 mL の滅菌済み生理食塩水と混合してからス
トマッカー処理し、その溶液から DNA を抽出した。16S rDNA の部分配列(約 430 bp)を PCR 増幅
し、次世代シーケンサを用いたアンプリコン解析を実施した。 
 
(2) イムノクロマト試験紙の構築と試験 
 Pantoea 属を抗原とした抗体、Serratia 属を抗原とした大腸菌群を汎用的に認識する抗体、
Lactiplantibacillus 属を抗原とした抗体を用意した。抗体は試験紙上に固定し、また、金属コ
ロイド粒子で標識した。以降、各々の抗体を用いて実施したイムノクロマト試験(Lateral flow 
immunochromatographic assay: LFIA)をそれぞれ、P-LFIA、C-LFIA、L-LFIA と称した。菌体を
試験紙へ展開し、紙上に形成されたスポットをスキャナーでデジタル化した後、その濃淡を-、
+、++、+++、++++で評価した。 
 
(3) 食品試験 
 ストマッカー処理した食品懸濁液を遠心処理し、沈殿を加熱処理した後、試験紙へ展開した。 
 
４．研究成果 
(1) 洋菓子の細菌構成叢 
 4 個の腐敗洋菓子の細菌構成叢を調べた(表 1)。Pantoea 属、Bacillus 属、大腸菌群、乳酸菌
などの存在が確認され、これらの菌が腐敗指標となることが示唆された。 
 
(2) イムノクロマト試験紙の評価 
 P-LFIA が洋菓子 Bのみ陽性となったのに対し、C-LFIA はすべての腐敗洋菓子で陽性となった
(表 2)。また、L-LFIA では、乳酸菌、Bacillus 属、Staphylococcus 属などのグラム陽性菌で陽
性となった(表 3)。糖液に細菌を懸濁し、一定時間における pH の低下の度合い(pH 試験)から、
乳酸菌とそれ以外のグラム陽性菌を判別できた。L-LFIA と pH 試験を併用することで、乳酸菌の
みを検出できる可能性が示唆された。 
 
(3) 食品を対象とした試験 
食品を所定時間培養し、LFIA 陽性になるまでの時間から、食品中の対象細菌の存在量を推定

することが可能か検証した。初発菌数が 3.8, 2.8, 1.8, and 0.8 log10 (cfu/ml)の細菌培養液
では、C-LFIA 陽性になるまでに要する培養時間は各々0, 3, 6, and 9 時間であることが分かっ
た。>5.0, 3.0–5.0, 2.0–3.0 log10 (cfu/g)に区分される大腸菌群が混入した洋生菓子では、C-
LFIA 陽性になるまでに要する培養時間は各々3, 6, and 9 時間であった。洋菓子における大腸
菌群区分の予測正答率は 87%を示した。 
新鮮な食品(サラダ、野菜、洋菓子、和菓子、ハム、食肉)とそれを腐敗した食品を 0, 12, 24

時間培養し、L-LFIA 陽性かつ pH 試験陽性になるまでの培養時間を調べた。51 個の食品のうち、
42 個の食品で腐敗食品が新鮮食品よりも早い培養時間で陽性となった(腐敗検出率 82%)。腐敗
が検出された食品の細菌叢解析では、 Leuconostoc citreum や Leuconostoc gelidum などの乳
酸菌が確かに検出された。 
 
 以上の研究から、腐敗食品の細菌叢解析により、衛生指標菌として Pantoea 属、Bacillus 属、
大腸菌群、乳酸菌が選抜された。これらの系統学的に幅広い細菌を一度に解析可能なイムノクロ
マト試験紙を構築した。LFIA 陽性になるまでに要する培養時間から、食品の腐敗度を可視化す
る手法を開発した。今後、食品製造工場における環境から拭き取ったサンプル等についても、本



手法を適用できるか試していく予定である。 
 
表 1 腐敗洋菓子の細菌構成叢 

 
 
検出率 1%以上の菌のみ表示 
 
表 2 P-LFIA および C-LFIA の性能評価 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



表 3 L-LFIA の性能評価 
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