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SMAC：sorbitol MacConkey agar 
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第 1 章 序論 

 

1．細菌性食中毒 

食品の生産から消費までの微生物制御は，食品の安全確保における重要な課題である。

消費者の食品衛生への関心が高まる一方，微生物による集団食中毒が毎年発生しており，

平成 24 年に国内で発生した食中毒事件数は 1,100 件，患者数は 26,699 人であった。病因

物質別では，ノロウイルス（416 件），カンピロバクター・ジェジュニ／コリ（266 件），

植物性・動物性自然毒（97 件），黄色ブドウ球菌（44 件），サルモネラ属菌（40 件）の順

で多かった。腸管出血性大腸菌（VT 産生）による食中毒は，事件数 16 件，患者数 392

名で，死者 8 名であった 51)。細菌やウイルスなどの微生物による食中毒が一番多く，食品

の安全において微生物制御がいかに重要であるかがわかる。微生物性食中毒の为要な原因

菌としては，病原大腸菌，サルモネラ，カンピロバクター，黄色ブドウ球菌，腸炎ビブリ

オ，リステリア，セレウス菌，ウェルシュ菌，ボツリヌス菌など細菌のほか，ノロウイル

スによる感染症も頻発している。 

病原大腸菌（pathogenic Escherichia coli）は，腸内常在細菌である大腸菌のうち病原

性を持つもので，その症状や発症機構により腸管出血性大腸菌，腸管毒素原性大腸菌，腸

管病原性大腸菌，腸管侵入性大腸菌，腸管接着性大腸菌の 5 種類に分けられている。その

中でも腸管出血性大腸菌は，赤痢菌の毒素と同一のベロ毒素（VT1，VT2）を産生し，毒

性が強く先進諸国において最も重要な食品媒介病原菌である。 

 大腸菌は O 抗原と H 抗原に基づく血清型別により分類される。O 抗原は外膜のリポ多

糖由来のもので，H 抗原はべん毛由来のものである。例えば O157 とは O 抗原 として 157

番目に発見されたものを持つ菌という意味である。さらに細かく分類すると O157 でも，

ベロ毒素を産生し溶血性尿毒症症候群（hemolytic uremic syndrome, HUS）などの重篤

な症状を起こすものは，H 抗原が H7（O157:H7）とべん毛を有さないもの（O157:H-）

の 2 種類である。本食中毒の原因なっているものは血清型 O157 がほとんどであり，その

他に O26，O111，O104，O128 および O145 などがある。 

腸管出血性大腸菌は 1982 年米国オレゴン州とミシガン州でハンバーガーによる集団食
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中毒事件があり，患者の糞便から O157 が原因菌として見つかったのが最初で，その後米

国を中心にヨーロッパ，アジアなど世界各地で本菌による流行が確認されてきた。さらに，

2006 年 9～10 月，米国で E. coli O157:H7 に汚染されたホウレンソウによる患者 200 人

を超えるアウトブレイクが発生した。米国の 26 州およびカナダと広範囲に及び，また，

原因食品の生産地から遠く離れた地域で多くの患者が発生した。最近でも，病原大腸菌

O104に起因するHUSのドイツ周辺で大流行 9)および日本で焼肉チェーン店が提供したユ

ッケを原因食品とする大腸菌 O111 集団食中毒や白菜浅漬けを原因食品とする大腸菌

O157 の集団食中毒などの事件が発生した。 

腸管出血性大腸菌 O157:H7 は，ウシ，シカなどの動物が保菌している場合があり，こ

れらの腸管内容物や糞便に汚染された食肉からの二次汚染により，あらゆる食品が原因と

なる可能性がある。また，これら家畜の糞便により汚染された水，感染したヒトや保菌動

物との接触も，感染経路として重要である。原因食品として，ハンバーガーパティやロー

ストビーフなど牛肉が汚染源となった事例が多く，そのほか野菜類，ジュース類など広範

囲の原因食品が報告されている。 

一方，血清型 O157:H7 はほかの血清型の腸管出血性大腸菌とは異なり，44.5℃で発育

せず，β－グルクロニダーゼを産生せず，ソルビット陰性または遅分解である。なお，発

育 pH 域は 4.4～9，発育水分活性値は 0.95 以上とされている。潜伏期間は平均 3～5 日で，

症状は激しい腹痛と出血を伴う水様下痢を起こすことが多い。また，赤血球の破壊による

溶血性貧血，血小板の減尐および急性腎不全などの症状が現れる HUS や脳障害を併発す

ることがある。この菌は熱に弱く，75℃で 1 分間加熱すれば死滅するが，逆に低温には強

く，冷蔵・冷凍庫の中でも生き残る。飲料水中でも，長期間生存可能と考えられている。

また，尐量菌でも感染し，特に子供，高齢者は注意すべきである。 

サルモネラ（Salmonella）食中毒は，代表的な感染型細菌性食中毒で，世界的に最も発

生頻度が高い。この原因菌はグラム陰性桿菌で，鶏，豚，牛などの動物の腸管や河川，下

水など自然界に広く分布しており，2,500 種類以上もの血清型が知られている。食肉，乳，

卵やそれらの加工品を介してヒトに食中毒を起こす。特にサルモネラ・エンテリティディ

ス（Salmonella Enteritidis）は，1980 年代の後半から，欧米諸国で流行し，我が国でも
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1989 年以降急激に増加した。また，外国ではモヤシなどのスプラウト，レタスやトマト

などを原因とするサルモネラ食中毒が毎年多数発生しているが，わが国においても 2011

年 2月北海道で学校給食のブロッコリーサラダによる大規模なサルモネラ食中毒が発生し

た。 

 

2．食品の微生物制御 

細菌性食中毒の予防には，食品原材料やその製造環境を有害微生物で汚染させないこと

が理想であるが，食品原材料が自然界由来である以上，これらによる汚染を完全に防止す

ることはできない。そこで，食品および製造環境中のこれらの微生物を死滅させること（殺

菌），増殖させないこと（静菌）が重要となる。そのために初期汚染菌数が低ければ菌の

増殖制御はより容易になることから，食品の除菌や殺菌は特に重要である。 

ところで，近年，消費者のライフスタイルや嗜好の変化を反映して，ready-to-eat 食品，

低塩・低糖食品，マイルド加熱食品，さらに，生食用の野菜は消費者の健康志向や調理を

必要とせず洗わずそのまま食べられる簡便性からその需要は増えているが，これらはとく

に衛生管理対策が重要である。また，小売店や消費者段階での不適切な温度管理や取り扱

いを想定して，食品自体に微生物の増殖に対する抵抗性をある程度持たせる必要が生じて

いる。最近では，HACCP（Hazard Analysis and Critical Control Point）の食品工場へ

の導入が積極的に進められ，「生産から最終消費まで」の一貫した食品の安全性確保が求

められている。これを達成する目的で，各種の物理的，化学的あるいは生物学的手法によ

る微生物制御法が用いられる。物理的手法には，レトルトや低温加熱などの加熱処理，紫

外線照射などの冷殺菌，冷蔵あるいは冷凍，脱水（乾燥），塩蔵・糖蔵，くん煙による水

分活性の低下，真空あるいはガス置換包装などがある。化学的手法には，殺菌料，保存料，

防カビ剤などの化学物質や食品の環境を調節して食品の保存性を高める水分活性低下剤，

pH 調整剤などの添加によって微生物の増殖や生存を抑制する手法である。生物学的手法

には，天然由来の抗菌物質や乳酸菌などの微生物を利用したものがある。 

また，食品の微生物学的安全性確保において保存料等の食品添加物の使用は有効である

が，消費者の健康志向から，化学合成添加物の使用は敬遠される傾向がみられる。一方，
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ある程度の期間保存される漬物等の野菜加工品には保存料などの化学合成添加物が使わ

れることがあるが，長期的にはこれらの健康への影響が憂慮される。そして，加熱殺菌は

最も広く用いられている確実な殺菌方法であるが，加熱できないものに対しては化学的殺

菌が重要な役割を果たしており，特に塩素系殺菌剤が良く用いられている。さらに，オゾ

ン，過酢酸，酸性電解水，有機酸などの使用も注目されている。 

 

3．塩素系殺菌剤 

 3.1 次亜塩素酸ナトリウム 

次亜塩素酸ナトリウムが広く用いられている理由として，①広範囲の微生物に殺菌効果

を示す，②維持管理がしやすい，③他の除菌剤よりも比較的安価であることなどがある。

次亜塩素酸ナトリウム（NaClO）の为成分は次亜塩素酸（HClO）である。次亜塩素酸

（HClO）の第一の化学的特性は，酸化作用を示すことである。HClO は，水分子（HOH）

の１つの水素が塩素に置換された物質である。HClO 分子中の塩素原子の酸化数は＋1 で

あり，Cl＋として強い球電子種として作用する 24)。すなわち，Cl＋は C＝C，C＝N，C-N，

-NH2，-SH 等の電子密度の高い結合部位を選択的に攻撃することになる。その結果，Cl＋

は他の物質から 2 個の電子を奪い，自ら Cl－となる過程で殺菌，洗浄，漂白，脱臭等の作

用を示す。 

HClO の第二の特性は，弱酸であり，溶液の pH に依存して次亜塩素酸イオンと水素イ

オンに解離することである。 

HClO ⇔ H＋＋ClO－ 

ClO－＋H2O ⇔ HClO＋OH－ 

非解離型である HClO と解離型である ClO－の存在比率が，次亜塩素酸の洗浄•殺菌作用

を支配する因子となる。HClO の解離平衡成分である HClO，ClO－，Cl2 はいずれも殺菌

効力を有しており，これらを総称して遊離有効塩素という。次亜塩素酸ナトリウムの希薄

溶液（pH 7.5～10）および弱酸性水溶液（pH 5～5.6）の殺菌効果は，全遊離有効塩素濃

度ではなく非解離型 HClO の濃度に強く依存する 8)。これは，微生物細胞内部への HClO

の透過性と密接に関係している。 
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しかし，次亜塩素酸ナトリウム処理による野菜の殺菌では，野菜の複雑な表面構造や細

菌自体が形成するバイオフィルムなどの影響で殺菌効果は限られている 69)。例えば，

20,000 ppm の次亜塩素酸ナトリウムで 20 分間処理しても，芽物野菜種子における病原性

微生物は完全に除去できなかったとの報告もある 72)。一方，次亜塩素酸ナトリウムは有機

物との反応によって不活化されたり，発がん性や催奇形性を持つ可能性があるトリハロメ

タンやハロ酢酸を形成すると考えられる 36)。物理的処理との併用で殺菌効果の上昇や次亜

塩素酸ナトリウムの代替品として，二酸化塩素や酸性化次塩素酸ナトリウムも注目されて

いる 43)。 

 3.2 二酸化塩素 

 二酸化塩素は次亜塩素酸ナトリウムと同じく塩素原子を分子中に含む殺菌剤である。し

かし，水に溶けたときの反応や殺菌メカニズムは両者では異なる。後者の殺菌力の为体は

加水分解して生成する次亜塩素酸なのに対し，前者は次亜塩素酸を生成せず，二酸化塩素

分子そのものが殺菌力の为体をなすとされている 60)。タンパク質などの有機物のジサルフ

ァイド（－S－S－）に，二酸化塩素の酸素原子（O）が反応して構造を変化させる。 

二酸化塩素は刺激臭のある赤～黄色の気体で，1850 年には欧州で市水の消毒に用いら

れた。二酸化塩素は塩素と比べ，有機物との反応性が低く，強い酸化性，約 2.5 倍の殺菌

力を持つ 37)。世界保健機関（WHO）および国際連合食糧農業機関（FAO）では A1 クラ

ス，使用範囲が広く，効果的，安全な化学消毒剤として推奨されている。また，有害物質

は産生せず，においも残らず，処理された食品の風味は変わらず，国際的に優れた食品防

腐剤として認められる 29,34)。しかしながら，それ自体が気体で扱いにくく，水溶液ではい

くつかの塩素酸の混合物になって不安定になりやすいため，殺菌消毒剤として広く用いら

れるには至らなかった。近年，種々の形で安定化された製剤が開発され，二酸化塩素水溶

液として利用しやすくなったということもあり，次世代の殺菌剤として注目されている。

二酸化塩素の殺菌機序は，酸化作用で，菌の細胞質膜を破り，細胞質に変化を与え微生物

を殺すものである。細菌のみならず芽胞やウイルスも効果的に不活化することが報告され

ている 21)。 

二酸化塩素が食品業界で注目されている理由として，まず効果的に微生物を死滅させ，
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においは残らず，処理した青果物の風味は変らないことがあげられる。Duら 18)は 7.2 mg/L

の二酸化塩素を用いてリンゴを 10 分間洗浄したところ，表面の大腸菌 O157:H7 混合株は

5 D 以上減尐した。二酸化塩素は塩素のような pH 上昇による殺菌力の低下は見られず，

広範囲な pH 領域での有効性が認められているが，pH が下がると，二酸化塩素の酸化値

が高いほど，殺菌効果が向上する可能性がある 61)。次に，二酸化塩素の処理によって，人

体に対する有害物質が発生しないことがあげられる。有機食品の防腐に重要な意義がある。

牛肉ミンチは二酸化塩素処理で，大腸菌数およびサルモネラ菌数が減尐し，食の安全性が

高まる。さらに，牛肉の色や風味に影響を与えず，消費期限も延長する 40)。第三の理由と

して優れた殺菌力をもち，大腸菌，MRSA（メチシリン耐性黄色ブドウ球菌），レジオネ

ラなどの細菌やインフルエンザウィルス，ペットが感染しやすいパルボウイルスの分解や

食品などに発生するカビを不活化・除去する能力に優れ，除菌・防カビ効果を有すること

があげられる。Nossら 67)は 0.6 ppm二酸化塩素溶液により pH 7.2，5℃で 30秒処理して，

ウイルス f2 の殺滅率は 99％であったと述べている。 

 二酸化塩素の食品業界への応用価値として，①青果物の鮮度の保持：アンモニアに対す

る分解効果は野菜や果物の鮮度を保つためにも非常に有効である。二酸化塩素の使用によ

り収穫後の果物における病原菌がかなり減尐する。7.8 ppm の二酸化塩素でジャガイモを

10 分間処理すると，腐敗防止できる。そして，化学残留物はない，ジャガイモの色を損な

うこともない 93)。②青果物表面の病原菌の制御：二酸化塩素は野菜や果物の表面における

病原菌を効果的に死滅させ，野菜や果物の安全性を高める。Han ら 29)は二酸化塩素を用

いて，3 mg/L，30 分処理して，ピーマン表面のリステリア菌数が 6 Log 減尐することを

報告した。Rodgers ら 77)の研究では，リンゴ，苺，クキヂシャおよびメロンを洗浄処理

すると，表面の大腸菌 O157:H7 およびリステリア菌数は 5 Log 以上減尐した。③魚介類

への応用：安定化二酸化塩素による処理で，魚介類の菌数を減尐できる。魚介類を二酸化

塩素溶液 100 ppm で処理すると，表面の O157:H7，サルモネラおよびリステリアは，そ

れぞれ 4.8，2.6，3.3 Log 減尐し，安全性が高まった 84)。40 mg/L の二酸化塩素によるザ

リガニの洗浄では，好気性菌や低温菌数は 4 Log 減尐し，塩素が残らなかった 1)。20～200 

ppm の二酸化塩素は大西洋のサーモン，赤カサゴに対する 5 分間の処理で，大腸菌および
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サルモネラはかなり減尐した 44)。④飲料業界への応用：二酸化塩素は優れた殺菌力をもつ

ことから，オレンジジュースの新鮮保持のために，ほかの殺菌剤より高い抗菌効果を示さ

れている 95)。牛乳では二酸化塩素による処理で，ブドウ球菌や連鎖球菌が 80％～90％減

尐した 6)。牛乳の賞味期限の延長および微生物的安全性には有効である。 

 なお，二酸化塩素は，発がん性が疑われるトリハロメタンを生成しないため，米国お

よび世界の多くの国で水道水の消毒に使用されている。また，殺菌料として鶏肉加工や生

食用を除いた野菜・果物の洗浄水への使用が，残留二酸化塩素量 3 ppm 以下という条件で

認められている。二酸化塩素の国際機関における評価として，WHO はその飲料水質ガイ

ドラインで，二酸化塩素が水溶液中で加水分解された際に为要な分子種として亜塩素酸イ

オンが生成するとされ，亜塩素酸の暫定ガイドライン値が二酸化塩素の潜在的毒性に対し

て十分保護を与えると考えられることから，二酸化塩素のガイドライン値は設定していな

い。また，日本では，厚生労働省が，飲料水の前処理，プール・公衆浴場の消毒，小麦粉

の漂白，一般的な抗菌，消毒などに使用許可をしている。 

 

4．ハードル理論 

 食品の保存性は，食品自体に含まれる成分（食塩，有機酸，糖分，添加物など）や微

生物（乳酸菌など）によって影響されるだけでなく，食品の置かれた環境（保存温度，ガ

ス組成など），処理法（加熱殺菌など）によっても影響される。古代から行われてきた食

品の保存方法としては，乾燥，塩蔵，糖蔵，酢漬けなどがあり，近年に至っては，技術の

進歩により，冷蔵，冷凍などの物理的な貯蔵技術に加え，保存料，ガス置換などの技術が

駆使されるようになった。食品を保存するにあたっては，これらの要素をうまく組み合わ

せて実行しているのが普通である。例えば，pH 調整を行った上で冷蔵することや食塩お

よび蔗糖を加えた上で真空包装をするなどの工夫である。このような保存に関係する要素

をそれぞれのハードルに例えて分かりやすくしたものがハードル理論である。 

 食品の微生物制御において，図 1-1 に示すように加熱処理，水分活性，保存温度，保存

料など微生物の発育を抑制する因子をハードルに例えて意図的に組み合わせ，併用効果を

発揮させる手法のことをハードルテクノロジーという 55)。 



 

8 
 

 ハードル理論はドイツの Leistner 博士によって 1978 年に提唱された。理論的には一つ

のハードルのみで微生物の発育を抑制することは可能であるが，ハードルを過酷な条件に

する必要がある。しかし，食品の場合は，食味が優先されることから，そのようなハード

ルにも限界がある。いくつかの微生物制御因子を組み合わせて，一つ一つのハードルを低

く設定しても，効果的に微生物を抑制するというハードルテクノロジーへと発展した。一

つのハードルによって死滅には至らなかった微生物でも次のハードルによって発育せず

に死滅する。食品の微生物制御技術としてのハードルテクノロジーは今日食品微生物を効

果的に制御する理論である。さらに，Leistner 博士は食品中の微生物の増殖，生残性，死

滅に関して，微生物のホメオスタシス（homeostasis，生体内環境を修復する機構），代謝

消耗（metabolic exhaustion）およびストレス反応に注目し，ハードルテクノロジーの食

品の安全確保対策への導入を試み。 

 また，Leistner 博士は食品製造にあたり，安全性，品質および経済性の改善を目的とし

て，特に微生物の発育を抑制する各種の措置やプロセス，たとえば加熱，pH の調節，水 

 

 

図 1-1．ハードル効果による微生物制御 

 

分活性の低下などのハードルを理論的に組み合わせることにより，「組み合わせ技術」，「組

み合わせプロセス」，「組み合わせ方法」などを提唱した。 

 近年の低塩分志向や無添加志向などの影響で，野菜加工品や浅漬けの日持ちはより短く

なる傾向にあり，腐敗菌によるクレームや食中毒菌の潜在的危害などの問題を解決する衛 

生的な製造技術の開発が急務となっている。しかし，消費者が求める高い品質と，安全性
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を確保する強力な殺菌処理の両立は困難である。近年，微生物の生育を抑える要素をハー

ドルのように組み合わせることにより，食品の美味しさを低下させずに微生物制御が可能

なハードルテクノロジー（ハードル理論）が，カット野菜や浅漬け類などの非加熱食品の

製造に応用されることが注目されている。 

 

5. 野菜の安全性課題 

野菜は，集団給食用食品，惣菜，弁当など様々な食品に利用されている。近年，調理済

み食品の消費は増加する傾向にあり，野菜または果実をカットした加工品も多くの消費者

に受け入れられている。しかし，加熱工程のない野菜がカットされたまま利用される野菜

サラダや 3%前後の低塩分の浅漬けなどの場合には原料野菜に付着している微生物が増殖

できるため，製品の品質低下を招くことがあり，それが病原微生物であった場合は食中毒

の発生リスクが高くなる。一方，キュウリ，レタス，ホウレンソウおよびニンジンの外部

（外葉）組織では，一般生菌数と大腸菌群数は，それぞれ 4.5〜6.5 Log cfu/g，3.3〜4.3 Log 

cfu/g であったとの報告例がある 36)。また，野菜は土壌あるいは水耕で栽培されるが，土

壌栽培の場合は土壌，灌漑用水，動物の糞尿，浮遊菌など様々なところから微生物の汚染

を受ける可能性がある。野菜は病原性細菌，寄生虫，ウイルスが農場を媒介して汚染され

やすい。それらが原因で，カット野菜を含む加工食品による食中毒が欧米を中心に報告さ

れている 4)。日本では，漬物を原因とする複数の食中毒事故がしばしば報告されている。

また，1996 年に大阪府で腸管出血性大腸菌 O157:H7 を原因とした集団食中毒が発生し，

食中毒の患者あるいは死者などが被った損失だけではなく，カイワレダイコンの業界に大

きな損失をもたらした。 

 近年，表 1-1に示すように国内外で野菜を原因とする大規模な食中毒が発生している 42)。

また，コンビニエンスストア等の業界では生菌数が低い原材料の需要が高まっている。こ

のため生産段階での衛生管理に加え，収穫後の原料野菜の殺菌処理が重要なポイントにな

っている。多くの殺菌剤について，いろいろな農産物における病原性微生物に対する殺菌

効果が検証されてきた。水道水による洗浄は，土やゴミなどを除くことはできるが，微生

物を完全に除去したり，すでに調理した料理や台所器具，食器に対する交差汚染の危険性 
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表 1-1．野菜関連食中毒事例 

発生年 地域 原因食品 病原体 患者数 

1996 日本（大阪府）  カイワレ大根 大腸菌 O157  7,992 

2000 日本（埼玉県） カブの浅漬け 大腸菌 O157     7 

2002 カナダ 野菜サラダ 大腸菌 O157    17 

2002 米国 トマト サルモネラ   510 

2002 日本（福岡県） キュウリ浅漬け 大腸菌 O157   102 

2003 米国 レタス 大腸菌 O157    40 

2004 英国 レタス サルモネラ   372 

2005 日本（香川県） 野菜浅漬け 大腸菌 O157    43 

2005 オーストラリア アルファルファ サルモネラ   125 

2006 米国，カナダ ホウレンソウ 大腸菌 O157   205 

2006 米国 トマト サルモネラ   183 

2006 米国 レタス 大腸菌 O157    81 

2007 米国・ヨーロッパ バジル サルモネラ    51 

2007 ヨーロッパ ベビーホウレンソウ サルモネラ   354 

2007 
オーストラリア・

ヨーロッパ 
ベビーキャロット 赤痢菌   230 

2008 米国･カナダ レタス 大腸菌 O157   134 

2008 米国 ペッパー サルモネラ  1,442 

2009 米国 アルファルファスプラウト サルモネラ   235 

2010 英国 緑豆スプラウト サルモネラ   219 

2011 日本（北海道） ブロッコリーサラダ サルモネラ  1,548 

2011 ヨーロッパ フェヌグリークスプラウト 大腸菌 O104  4,321 

2012 日本（北海道） 白菜浅漬け 大腸菌 O157   169 
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をゼロにすることは不可能であると考えられる。現在，野菜業界では食中毒防止や品質保

持のため，次亜塩素酸ナトリウム溶液に浸漬する洗浄殺菌法が为流である。しかし，かな

り高い菌数の生食野菜が流通しているのが現状である。そこで，食品の品質を高いレベル

で維持できるマイルドで効率的な殺菌法の開発が強く求められている。塩素の殺菌力を高

めるために，物理的処理との併用に関する研究 56,74,87)は複数あるが，各処理手法の併用順

序による効果の差に関する報告は尐ない。 

一方，市販される野菜加工品の中で最も多いものは漬物である。特に，浅漬けは消費者

に好まれ，漬物の大半を占めている。また，浅漬けは新鮮な食感が重要な商品要素であり，

過度な殺菌処理を行えない非加熱食品で，消費期限の短い食品であることから，衛生的な

加工と消費期限の設定を適正にする必要がある。近年の低塩分志向や無添加志向などの影

響で，浅漬けの日持ちはより短くなる傾向にあり，腐敗菌によるクレームや食中毒菌の潜

在的危害などの問題を解決する衛生的な製造技術の開発が急務となっている。ある程度の

期間保存される漬物等の野菜加工品には保存料などの化学合成添加物が使われることが

あるが，長期的にはヒトの健康への影響が憂慮されるため，人類が長い歴史の中で摂取し

てきた経験のある天然食材の有する抗菌性が将来は为たる微生物制御法になると考えら

れる。一方，ハードル理論は非加熱食品の製造に応用され成果を上げている。そこで，野

菜浅漬けにハードル理論等の新技術導入による安全性の向上と美味しさとを両立させた

新しい衛生的な浅漬け製造技術の開発に対する強い要望がある。ところで，2012 年北海

道で「白菜浅漬け」を原因とする腸管出血性大腸菌 O157 の集団食中毒が発生し，8 名が

死亡した。原因となった製造日には、通常の 2 倍程度の漬物を製造していたために殺菌液

の塩素濃度が低下し殺菌が不十分であったとされている。漬物製造施設の実態調査による

と，浅漬けの原料野菜を殺菌していない事業者は過半数を超えているが，これらは法令違

反にあたるわけではない。浅漬けの殺菌は，厚労省が 1981 年に定めた「漬物の衛生規範」

の中にあるが，原材料の野菜の洗浄，殺菌については，殺菌液の濃度や殺菌時間を具体的

に定めていない。この事件を受け，近年，厚生労働省は「漬物の衛生規範」を改正した 50)。

ここでは殺菌濃度と時間について，次亜塩素酸ナトリウム 100 ppm の溶液で殺菌する場

合の殺菌時間は 10 分間，200 ppm の溶液では 5 分間としている。さらに，この殺菌を過
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信せず総合的な衛生管理が必要としている。 

 

6．天然物の抗菌作用 

 従来，食品を長期間保存するために，加熱，水分活性低下，発酵，抗菌剤添加などの処

理が行われてきた。特に，抗菌剤を食品に添加することは，微生物を制御するための有効

な方法の一つである。近年，化学合成品の抗菌剤ばかりではなく，天然物由来の抗菌剤も

開発されている。例えば，各種有機酸，アミノ酸，リゾチーム等の酵素類，香辛料，キト

サン，カラシ抽出物，ワサビ抽出物，グレープフルーツ種子抽出物，アルコール製剤など

の天然物由来の抗菌性物質が，保存料や日持ち向上剤とも呼ばれ，幅広く食品に使用され

ている。 

 植物由来の抗菌物質としては，香辛料成分が多く報告されている。香辛料とは食品の調

理のために用いる芳香性と刺激性を持った植物であり，食品に香り，味，色を与えて嗜好

性を高めるために用いられている重要な食素材である。5 万年もの昔から使用されてきた

歴史があり，香辛料は単に食品の風味を増すためだけでなく，食品の酸敗による劣化を抑

え，微生物の増殖による腐敗を抑制して食品を保存する目的として使われてきた。香辛料

の多くは，熱帯植物の種子，花，葉，樹皮等いろいろな部分が利用され，ヨーロッパその

他の地域で古くから珍重されてきた。近年，香辛料など植物由来の抽出液やその精油（EO）

の抗菌効果に関する報告が数多くみられる 15,19,27,41,46)。 

 

7．本論文の目的と構成 

本研究では，野菜の殺菌における塩素系殺菌剤の使用条件の最適化やハードルテクノロ

ジーに基づいて効率的なマイルド殺菌法を開発するために，また，植物由来の抗菌成分に

よる野菜加工品の微生物的安全性を高めるために，以下のテーマについて研究を行った。 

（1） 野菜の殺菌において塩素系殺菌剤である次亜塩素酸ナトリウムと二酸化塩素を用い  

   て種々の濃度と反応時間で洗浄殺菌効果を検討した。 

（2） Leistner 博士が提唱した“ハードル理論”に注目して，野菜表面に強固に付着してい 

   る種々の細菌を遊離させて殺菌効果を高めることが出来ないかどうか，超音波，バ 
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   ブリング処理などの物理的方法を組み合わせて効果的に菌数を減尐させる手法に 

   ついて検討した。 

（3） 様々の濃度の次亜塩素酸ナトリウム殺菌液を交換せず大腸菌 O157 を接種した野菜 

   を 10 回洗浄し続けた後，この洗浄液で非接種野菜を洗浄し，大腸菌 O157 よる交 

   差汚染について塩素濃度との関連から検討を行った。 

（4） 中国産の香辛料や漢方から大腸菌 O157 に対する抗菌効果がある抽出液をスクリー 

   ニングし，これらを自製した白菜浅漬けに添加し抗菌効果の有無を確認した。 

（5） 植物 EO の大腸菌 O157 に対する MIC および MBC を調べた。野菜ジュースに植  

   物精油を添加し，接種した大腸菌 O157 の生残について保存温度や保存時間から検 

   討した。また，大腸菌 O157 の耐熱性（D 値）への影響も検討した。 
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第 2 章 塩素系殺菌剤による野菜類の洗浄殺菌 

 

Ⅰ．序言 

生鮮野菜やカット野菜は美味しくて便利な食品で，ビタミンや食物繊維の供給源として

重要でる。しかし，これらを原因とする微生物性食中毒が国内外で多発している。この要

因として，病原体に感受性の高い高齢者や生活習慣病患者の増加に加え，消費者の簡便・

健康・グルメ志向を反映して，生食用の野菜の需要が増えていることが関連していると考

えられている。一方，野菜は農場で堆肥や灌漑水から病原性細菌の汚染を受けることがあ

る。弁当，惣菜，カット野菜に非加熱で使用されることが多い。非加熱食品は加熱食品に

比べ，食中毒菌の一次汚染や二次汚染による食中毒発生リスクが高い。これら生食用野菜

の安全性を高めるためには，生産段階での衛生管理に加え，収穫後の原料野菜の殺菌処理

および食卓まで食中毒菌の汚染・増殖を抑えることは極めて重要である。特に生産段階で

の食中毒菌の初期汚染防止は，生鮮野菜の微生物安全性確保にとって重要である。 

 洗浄は野菜処理中で最も重要なステップである。水道水洗浄は野菜表面の土などの残留

物の除去には有効であるが，微生物の除去や殺菌に効果はあまり認められない。殺菌剤の

使用により野菜表面に付着している微生物はある程度減尐する。しかし，野菜の複雑な表

面構造，付着有機物などの影響で殺菌剤の殺菌効果は限られている。また，次亜塩素酸ナ

トリウムには，塩素臭による作業環境の悪化や有機物質との反応でトリハロメタンなどの

発ガン性物質の産生などの問題点もある 73,82)。そこで代替殺菌剤として注目されている二

酸化塩素は，塩素より高い酸化力をもち，有機物質が残留していてもトリハロメタンをほ

とんど産生せず，広い pH 域で安定して殺菌効果が落ちないなどのメリットがある 43,88)。

二酸化塩素は，欧米では飲料水や食肉の殺菌などに用いられている。日本では食品添加物

としては認可されていないが，食品工場などでの器具殺菌や水道水の前処理などに使用可

能である。 

 一方，野菜を調理，加工する施設は，中小規模の施設が大部分を占めている。そのため，

一部の大規模なカット野菜工場のように専用の野菜洗浄機を利用する洗浄殺菌方法は採

用しにくいことが多い。この場合，現場の作業員により希釈，調製された次亜塩素酸ナト
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リウム溶液など殺菌剤に野菜を浸漬することになる。殺菌剤は迅速に原料野菜を殺菌する

ことが可能な反面，不適切に使用した場合，野菜の品質悪化，作業者への健康被害などの

悪影響を与える可能性がある。 

 本章では，塩素系殺菌剤である次亜塩素酸ナトリウムと二酸化塩素を用いて種々の濃度

と反応時間でレタス，ホウレンソウ，白菜の洗浄殺菌効果の最適化を試みた。 

 

Ⅱ．材料と方法 

1．供試野菜および検体の調製 

 実験材料として，市販のレタス，ホウレンソウおよび白菜を使用した。これらの野菜は

実験当日に東広島市内のスーパーマーケットで購入し，使用するまで冷蔵庫で保管した。

土壌や有機物などの異物を除去するために，カットする前に水道水による洗浄を行った。

レタスは，外葉 1～2 枚および芯を除去し，エタノールで消毒した包丁を用いて約 3 cm×3 

cm にカットした。白菜は，外葉 1～2 枚および芯を除去し，約 2cm×2 cm 程度にカットし

た。ホウレンソウは根元を除去し，約 3 cm×3 cm にカットした。 

 

2．供試菌株および調製 

本研究では，食品総合研究所から譲与された腸管出血性大腸菌 O157:H7 （以下 O157）

4 株（CR-3，MN-28，MY-29，DT-66，いずれもベロ毒素非産生，リファンピシン耐性株）

を使用した。供試株を 50 ppm リファンピシン添加した 10 ml の BHI 培地（Brain Heart 

Infusion，栄研化学）で 37℃，20-24 時間静置培養してから 4 菌株を混合し， 8,000 rpm, 

4 ℃で 10 分間（Kubota Corp., Tokyo, Japan）遠心洗浄した。沈渣を 40 ml の滅菌リン酸

緩衝生理食塩水（PBS）に懸濁し，同条件でさらに遠心洗浄して， 10 ml の PBS に懸濁

し，これを接種原液とした。 

 

3．塩素系殺菌剤 

3.1．次亜塩素酸ナトリウム溶液 

次亜塩素酸ナトリウムとして，次亜塩素酸ナトリウム溶液（和光純薬）を用い，適宜正
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確に希釈して使用した。 

なお，有効塩素濃度は高濃度有効塩素計（HANNA HI 95701，Cl－＋遊離塩素用 DPD

試薬 HI-93701-0）で測定した。 

3.2．二酸化塩素水溶液 

二酸化塩素として，二酸化塩素水溶液（クロサキ社）を使用した。これは 2 種の薬剤を

DW に溶解させ二酸化塩素溶液とするもので，製品マニュアルに従い，ネジ付角びんに

DW 90 ml，A 剤 5 ml，B 剤 5 ml を換気の良好な部屋で混合し，1 時間放置後，冷暗所で

保存した。下記の化学的反応によって 3,000 ppm 濃度の二酸化塩素水溶液を調製後，適宜

希釈してから実験に用いた。 

5 NaClO2 + 4 HCl 4 ClO2 + 5 NaCl + 2 H2O 

 

4．接種野菜の作製 

 滅菌缶に 2,500 ml の滅菌済みの DW と 10 ml の接種原液を混合して接種菌液とした。

調製したレタス，ホウレンソウ，白菜約 100 g をそれぞれ手つきカゴ（ステンレス製，

Φ139×125）に入れ，その接種菌液に 3 分間浸漬させた後，キムタオル上で余分な水気を

軽く切り，キムタオルを敷いたステンレス製容器に移して，冷蔵庫で一晩自然乾燥させて

から実験に使用した。 

 

5．洗浄殺菌処理 

接種した野菜類および非接種野菜類を使用した。野菜 50 g を手つきカゴに入れて，ポリ

ビーカーの水道水，次亜塩素酸ナトリウム溶液（有効塩素濃度 50，100，200，500 ppm）

あるいは二酸化塩素溶液（5，25，50，100，200 ppm）2,800 ml に 5 分間それぞれ浸漬

して洗浄殺菌を行った。浸漬中は，ゆっくり攪拌した。また，処理時間について検討する

ために，野菜検体を 100 ppm 次亜塩素酸ナトリウム溶液で 1，5，10 分間処理を行った。

また，塩素濃度と一般生菌数の経時変化を検討するために，白菜 50 g を，100 ppm 次亜

塩素酸ナトリウム溶液で処理を行い，0.5，1，2，3，5，10，15，20 分にサンプリングし

た。各処理を行った後，サラダスピナーで水切りを行い，残った塩素は希釈液中のチオ硫
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酸ナトリウムで中和させ，反応を停めた。    

 

6．菌数測定 

 洗浄殺菌した後の検体野菜 10ｇをストマッカー袋に入れ， 希釈液として 1％チオ硫酸

ナトリウムを添加した滅菌リン酸緩衝生理食塩水（チオ PBS）を 9 倍量（90 ml）加え，

ストマッカーで約 1分間処理したものを試料原液とした。その 1 mlをPBS 9 mlで希釈し，

10 倍段階希釈液を作製した。残存大腸菌 O157 菌数の測定には，各希釈段階液 0.1 ml を

50 ppm リファンピシン添加ソルビトールマッコンキー寒天培地（rif 加 SMAC 培地，栄

研化学）および rif 加 TSA（トリプトソイ寒天培地，栄研化学）培地に塗抹し，37℃で 24

時間培養し，発育集落を計数した。一般生菌数の測定には，各段階希釈液 1 ml を滅菌シ

ャーレにとり，標準寒天培地（日水製薬）15 ml で混釈し，固化後 8 ml の同培地を重層し

て，35℃，48 時間培養後，出現した全集落を計数した。大腸菌群数はデソキシコレート

培地（Desoxycholate，日水製薬）で 37℃，24 時間混釈平板培養後，赤色集落を計数した。 

 

7．統計処理 

 各菌数を常用対数に変換し，統計処理を行った（SPSS 17.0，IBM）。多重比較は

Tukey-Kramer 法により行った（有意水準 5%）。 

 

Ⅲ．実験結果 

1．葉野菜類の洗浄殺菌における次亜塩素酸ナトリウムの効果 

葉野菜における一般生菌数，大腸菌群数および接種した腸管出血性大腸菌 O157:H7 に

対する次亜塩素酸ナトリウム溶液の濃度の影響を図 2-1 に示す。コントロールと比較する

と，次亜塩素酸ナトリウム洗浄は各菌数を有意に減尐させた。レタス，ホウレンソウおよ

び白菜の一般生菌数の減尐において，有効塩素濃度の差は認められず，各濃度（50，100，

200，500 ppm）で 1 Log 以上減尐させた。大腸菌群数の減尐には，ホウレンソウを除い

て，200 ppm と 500 ppm での差は認められなかった。50～100 ppm 濃度の次亜塩素酸ナ

トリウムは葉野菜類に接種した大腸菌 O157 を最大 2 Log 減尐させた。しかし，50 ppm
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と 200 ppm の次亜塩素酸ナトリウムで殺菌効果は変わらず，さらに 500 ppm の高濃度に

しても大腸菌 O157 菌数はそれほど下がらなかった。 

100 ppm 次亜塩素酸ナトリウムによる葉野菜類の洗浄殺菌における処理時間の影響を

図 2-2 に示す。10 分間の処理は，一般生菌数を最大 2 Log ほど減尐させた。一般生菌数で

は，5 分および 10 分の処理は 1 分の処理より高い殺菌効果が得られた。しかし，5 分と

10 分の処理間で差は認められなかった。大腸菌群数および接種大腸菌 O157 は一般生菌数

と同様に，5 分および 10 分処理では 1 分処理より高い殺菌効果が得られた。図 2-3 に，次

亜塩素酸ナトリウムによる白菜の殺菌における処理時間の影響を示す。一般生菌数は，洗

浄殺菌開始に大きく減尐し，5 分以後ほぼ一定になった。さらに，3 分と 5 分の処理間で

有意差は認められた。有効塩素濃度は時間の経過とともに減尐した。 

 

2．葉野菜類の洗浄殺菌における二酸化塩素の効果 

二酸化塩素溶液によるレタスの洗浄殺菌効果を図 2-4 に示す。非接種レタスあるいは大

腸菌 O157 接種レタスにおいて二酸化塩素溶液はその濃度にかかわらず，水道水（0 ppm）

による洗浄より高い洗浄殺菌効果が得られた。二酸化塩素溶液 200 ppm での一般生菌数

は，5，25 ppm におけるそれらと比較し，1.1～1.2 Log 低い値を示したが，5 ppm と 25 ppm

で顕著な差は認められなかった。しかし，二酸化塩素溶液 200 ppm での一般生菌数は，

50，100 ppm におけるそれらと比較し，0.7～0.8 Log 低い値を示したが，50 ppm と 100 

ppm の間に顕著な差は認められなかった。また，レタスでの大腸菌群数に対する二酸化塩

素溶液 5 ppm と 25 ppm，25 ppm と 50 ppm および 50 ppm と 100 ppm の間の洗浄殺菌

効果には，大差は認められなかったが，200 ppm 二酸化塩素処理では 100 ppm 以下の処

理よりも大腸菌群数は低くなった。レタスに接種した O157 に対する二酸化塩素溶液の洗

浄殺菌では，5 分間の処理で O157 菌数は， 50 ppm までは，濃度の増加とともに，減尐

する傾向を示した。50 ppm 以上の処理での O157 菌数はほぼ一定であった。また，100 ppm

以上の二酸化塩素溶液による洗浄殺菌では，レタスが萎びたり褐変するなど，品質への悪

影響が認められた。 
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3．次亜塩素酸ナトリウムと二酸化塩素の葉野菜類における殺菌効果の比較 

図 2-5 に，レタス，ホウレンソウおよび白菜を 100 ppm 次亜塩素酸ナトリウムあるいは

50 ppm 二酸化塩素で洗浄殺菌したときの一般生菌数および大腸菌群数を示す。次亜塩素

酸ナトリウム溶液 100 ppm，5 分間の洗浄で一般生菌数は 1 Log ほどの減尐にとどまった。

野菜の種類にかかわらず，50 ppm 二酸化塩素溶液では 100 ppm 次亜塩素酸ナトリウム溶

液よりもさらに 0.5～1 Log の一般生菌数を低下させた。 

大腸菌群数は一般生菌数の減尐傾向と同様に，野菜の種類にかかわらず，100 ppm の次

亜塩素酸ナトリウム溶液で 1～1.5 Log の減尐にとどまった。50 ppm の二酸化塩素溶液の

ほうが 100 ppm の次亜塩素酸ナトリウム溶液よりも高い殺菌力を示し，さらに 0.5 Log

大腸菌群数を低下させた。 

レタス，ホウレンソウおよび白菜に接種した大腸菌 O157 に対する次亜塩素酸ナトリウ

ムと二酸化塩素溶液の洗浄殺菌効果を図 2-6 に示す。水道水による洗浄よりも塩素系殺菌

剤のほうが大腸菌 O157 菌数を減尐させた。また，野菜の種類にかかわらず，二酸化塩素

溶液は次亜塩素酸ナトリウム溶液より高い殺菌力を示した。大腸菌 O157 の選択培地であ

る rif 加 SMAC 培地を用いた O157 計測数は，rif 加 TSA 培地を用いた場合より約 0.1～

0.3 Log 低い値を示したが，O157 の減尐傾向には顕著な差は認められなかった。 

 

Ⅳ．考察 

 本研究では，水道水だけの洗浄では，青果物カット事業協議会の自为基準の一般生菌数

の基準 5 Log 以下まで減尐させることはできなかった。野菜の洗浄殺菌に次亜塩素酸ナト

リウム溶液および二酸化塩素溶液を使用することで，一般生菌数，大腸菌群数および接種

した大腸菌 O157 菌数は，水道水による洗浄より有意に減尐した。しかし，次亜塩素酸ナ

トリウム溶液の有効塩素濃度 100，200 および 500 ppm の洗浄殺菌効果には，野菜の種

類にかかわらず顕著な差は認められなかった。名塚ら 66)はレタス，キャベツを種々の濃度

の次亜塩素酸ナトリウム溶液で洗浄殺菌して，有効塩素濃度 100～400 ppm の範囲では濃

度差による野菜における O157 の減尐には有意差は認められなかったという結果を報告し

ている。本研究においても同様の結果が得られたことから，野菜の洗浄殺菌で単に次亜塩
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素酸ナトリウム溶液の濃度のみ高めても，期待されるほど殺菌効果は上昇しないと結論し

た。また，二酸化塩素による葉野菜類の洗浄殺菌では，濃度を高くすると，野菜類におけ

る一般生菌数と大腸菌群数を多く減尐させたが，高濃度の二酸化塩素は葉野菜類の品質に

影響を与え，塩素臭を伴った。 

処理時間 1 分から 5 分に延長しても，期待されるほど一般生菌数，大腸菌群数および接

種した O157 の減尐は認められなかった。白菜の次亜塩素酸ナトリウム溶液での洗浄殺菌

で，一般生菌数は処理時間の 5 分以降減尐がほとんど認められず，むしろ有効塩素濃度は

減尐した。この結果から，洗浄殺菌初期に菌数は減尐し，5 分間の洗浄殺菌で生残した微

生物は，さらに洗浄時間を延長しても完全な殺菌は困難であると考えられた。Rahman ら

74)はキャベツの塩素洗浄において処理時間を 3 分，5 分および 10 分にしても，殺菌効果は

同じと報告した。また，Rahman ら 75)によると，にんじんの洗浄殺菌では 10 分間の処理

で高い殺菌効果を得られたが，3 分と 5 分の処理の差は認められなかった。 

本研究では，次亜塩素酸ナトリウム溶液や二酸化塩素溶液による野菜類の洗浄殺菌効果

については，野菜の種類に関係なく，一般生菌数，大腸菌群数，接種した O157 はそれぞ

れ 1.0～2.0 Log 程度しか減尐しなかった。次亜塩素酸ナトリウム溶液より，二酸化塩素溶

液は一般生菌数および大腸菌群数に対して高い洗浄殺菌効果が認められた（p < 0.05）。野

菜表面には種々の細菌が強固に付着しており塩素系殺菌剤の単独使用での殺菌効果は既

報 69)どおり低かった。その原因としては，野菜や果物の表面の撥水性により気泡が表面に

残ること，さらに走査電子顕微鏡写真（図 2-7）からわかるように表面には多くの微生物

がバイオフィルムを形成していることや切断面，気孔などを通して植物組織内にわずかに

侵入した菌が保護され，次亜塩素酸ナトリウムや二酸化塩素と接触しにくいためなどが考

えられる。 

 したがって，洗浄殺菌の効率や，野菜の品質，洗浄後のすすぎの水量および現場の環境

などを考慮すると，現場での野菜類の洗浄殺菌では，次亜塩素酸ナトリウム溶液 100 ppm，

二酸化塩素溶液 50 ppm，処理時間 5 分が適正な条件であると結論した。 



 

21 
 

Ⅴ．小括 

  

1． 次亜塩素酸ナトリウムや二酸化塩素溶液を用いた葉野菜の洗浄殺菌効果で，使用濃

度による大きな差は認められなかった。また，高濃度の二酸化塩素は野菜の品質に

悪影響を与えた。 

 

2． 処理時間を延長しても，殺菌効果の上昇は認められなかった。逆に，有効塩素濃度

は時間の経過とともに徐々に低下した。 

 

3． 塩素系殺菌剤による野菜類の洗浄殺菌の結果，野菜の種類に関係なく，一般生菌数， 

   大腸菌群数，接種した O157 は各 1.0～1.5 Log 程度減尐した。二酸化塩素は次亜    

   塩素酸ナトリウムより高い殺菌力を示した。 

 

4． 野菜の洗浄殺菌では，次亜塩素酸ナトリウム溶液 100 ppm，二酸化塩素溶液 50 ppm，

処理時間 5 分が適正な条件である。 
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図 2-1．葉野菜の洗浄殺菌における次亜塩素酸ナトリウムの濃度の影響 

     値は 3 回の試験の平均値である。エラーバーは標準偏差を表す。 

    各種類の野菜で異なる文字間には有意差がある（p < 0.05）。 
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図 2-2．葉野菜の塩素洗浄殺菌における処理時間の影響 

      洗浄殺菌液として次亜塩素酸ナトリウム 100 ppm を使用した。 

      値は 3 回の試験の平均値である。エラーバーは標準偏差を表す。 

      異なる文字間には有意差がある（p < 0.05）。 
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図 2-3．次亜塩素酸ナトリウム溶液（100 ppm）による白菜の殺菌（反応時間の影響） 

異なる文字間には有意差がある（p < 0.05）。 
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図 2-4．二酸化塩素によるレタスの洗浄殺菌 

       cont：非洗浄野菜； 0 ppm：水道水 

       値は 3 回の試験の平均値である。エラーバーは標準偏差を表す。 

      異なる文字間には有意差がある（p < 0.05）。 

O157 接種野菜 

非接種野菜 

非接種野菜 



 

26 
 

0

1

2

3

4

5

6

7

レタス ホウレンソウ 白菜

一
般

生
菌

数
 (

L
o
g 

c
fu

/
g)

 

0

1

2

3

4

5

レタス ホウレンソウ 白菜

大
腸

菌
群

数
 (

L
o
g 

c
fu

/
g)

コントロール(非洗浄) 水洗

次亜塩素酸Na 100 ppm 二酸化塩素 50 ppm

 

 図 2-5．塩素系殺菌剤による野菜の洗浄殺菌効果  

  値は 3 回の試験の平均値である。エラーバーは標準偏差を表す。 

  異なる文字間には有意差がある（p < 0.05）。 

 

a 
a 

b 
b 

a 
a 

b 

a 

b 

c 

a 

b 

c 

c 

d 

a 

a 
a 

b 

c 

a 
a 

b 

c 

 

   

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 



 

27 
 

TSA培地

0

1

2

3

4

5

6

7

レタス ホウレンソウ 白菜

残
存

菌
数

 (
L
o
g
 c

fu
/
g
)

 

SMAC培地

0

1

2

3

4

5

6

7

レタス ホウレンソウ 白菜

残
存

菌
数

 (
L
o
g
 c

fu
/
g
)

コントロール(非洗浄) 水洗

次亜塩素酸Na 100 ppm 二酸化塩素 50 ppm

 

図 2-6．野菜類に接種した大腸菌 O157 に対する塩素系殺菌剤の洗浄殺菌効果 

  値は 3 回の試験の平均値である。エラーバーは標準偏差を表す。 

  各種類の野菜で異なる文字間には有意差がある（p < 0.05）。 
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図 2-7．走査電子顕微鏡によるホウレンソウ表面の観察 

             A：切断口 B：気孔 C：バイオフィルム 

       山下 96)原図

50μm 

A 

B 
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第 3 章 塩素系殺菌剤と物理的処理の併用効果 

Ⅰ．序言 

生鮮野菜は農場から食卓まで微生物の汚染は避けられない。とくに，農場では，汚染さ

れた灌溉水や処理不十分な堆肥などによって病原菌の汚染を受けやすい。そこで原料野菜

の殺菌や野菜加工品の静菌による食中毒リスク低減は重要な課題となっている。加熱処理

は効果的で確実な殺菌方法であるが，カット野菜や浅漬け類には使用することは難しい。

そこで，化学的殺菌が重要な役割を果たしており，特に塩素系殺菌剤がよく使用されてい

る。しかし，前章の結果では，葉野菜の種類にかかわらず，次亜塩素酸ナトリウムにより

各菌数は 1.0～1.5 Log しか減尐しなかった。本章では，塩素の殺菌効果を高めるために，

物理的処理と併用して野菜の洗浄殺菌処理を試みた。いくつかの微生物制御因子を組み合

わせて，高い静菌や殺菌効果を果たす技術をハードルテクノロジーという。製品劣化を引

き起こさない程度のマイルドな処理を複数組み合わせることで，食品中の腐敗細菌や病原

菌を制御する手法である。野菜表面に強固に付着している微生物に対して超音波やバブリ

ングは遊離効果がある可能性がある。また，低温加熱処理に伴う熱の影響によって，野菜

の表面構造を変化させて表面に付着している細菌の殺菌剤との接触を促進したり，細菌の

殺菌剤への抵抗性を下げる可能性もある。種子では塩素処理後 47－51℃の水で継続的に

処理すると単独より高い効果が得られている 56)。 小野ら 71)はカット野菜の弱酸性次亜塩

素水による洗浄殺菌にショ糖脂肪酸エステル処理を組み合わせ，単独処理より高い殺菌効

果が得られたことを報告した。また，レタス，ブロッコリーおよびイチゴでの塩素処理の

殺菌効果はショ糖脂肪酸エステルやバブリング，超音波，低温加熱などとの併用により高

まったとの報告もある 32,87)。 

ところで，超音波洗浄機に使用される超音波は，周波数によってそれぞれ性格が異なる。

また単周波による洗浄では，エネルギーの常に強い部分と弱い部分が発生する。これは定
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在波によるもので周波数が異なるとこの位置も異なる。ダイナショック方式による超音波

洗浄は異なる 3 つの周波数を高速で切り替え，それぞれの波の特長をを互いに助長し，効

果的な洗浄効果が期待される。 

本章では，葉物野菜（レタス，ホウレンソウ，白菜）の殺菌において，塩素系殺菌剤で

ある次亜塩素酸ナトリウムと二酸化塩素の殺菌効果上昇のために，低温加熱，ダイナショ

ック方式の超音波などの物理的処理との併用効果について検証を行った。 

 

Ⅱ．材料と方法 

1．大腸菌接種野菜の調製 

第 2 章と同様の方法で大腸菌 O157 接種野菜を調製した。 

 

2．超音波と Tween 80 の併用効果 

 超音波（超音波洗浄機（Honda W-338，爆洗），ダイナショック方式，100 kHz 出力 100%）

単独による非接種レタスおよび大腸菌 O157 接種レタスの洗浄効果を 40 分間まで調べた。

また，界面活性剤として，0.1%Tween 80（ナカライテスク）との併用効果も調べた。各

洗浄後，非接種レタスの一般生菌数，大腸菌群数，接種レタスの残存大腸菌 O157 数を第

2 章で述べた方法で測定した。 

 

3．塩素系殺菌剤と物理的処理の併用効果 

物理的処理として，超音波，バブリング（ナフロンバブラー，気泡発生圧力：9.8 kPa，

気泡：5～100 μm）および低温加熱処理を用いた。超音波，バブリング処理については， 

熱湯消毒した恒温水槽に水道水を 12 L（12,000 ml），6 L（6,000 ml）それぞれ入れたも

のを準備した。これに検体約 50ｇを入れ，最大出力で 5 分間洗浄殺菌した。次亜塩素酸ナ
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トリウム溶液 100 ppm，二酸化塩素溶液 50 ppm と超音波，バブリングの併用は同時に行

った。加熱処理（50℃）では，次亜塩素酸ナトリウム溶液 100 ppm あるいは二酸化塩素

溶液 50 ppm で 5 分間処理を行った後，恒温水槽にて低温加熱 5 分間処理を行った。また，

低温加熱処理後に塩素系殺菌剤処理，低温加熱と塩素系殺菌剤の同時処理も行った。なお，

有効塩素濃度は第 2 章と同様に測定した。各試験は 3 回繰り返した。 

 

4．菌数測定 

各処理後，10 g のサンプルをストマッカー袋に入れ，チオ PBS を 90 mL 添加し，ホモ

ジナイズしてから 10 倍段階希釈を行って残存菌数を測定した。 

 

5．統計処理 

 第 2 章と同様の方法で行った。 

 

Ⅲ．実験結果 

1．超音波による葉野菜類の洗浄効果 

図 3-1 に非接種レタスにおける超音波単独および Tween 80 との併用による洗浄殺菌効

果を示す。超音波単独 10 分間処理で非接種レタスにおける一般生菌数，大腸菌群数は 0.5, 

1.0 Log 程度それぞれ減尐した。処理時間を 40 分間に延長したところ，処理水の温度が約

25℃から 33℃まで上昇したが，10 分間処理と比較して，さらなる菌数の減尐は認められ

なかった。また，界面活性剤（Tween 80）を添加しても，超音波処理の洗浄殺菌効果を高

める効果は得られなかった（図 3-1．B）。図 3-2 は大腸菌 O157 接種レタスにおける超音

波の洗浄殺菌効果を示している。非接種レタスへの洗浄殺菌と同様に，処理時間を延長あ

るいは界面活性剤を添加しても，顕著な洗浄殺菌効果の上昇は認められなかった。 
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2．物理的処理と次亜塩素酸ナトリウムあるいは二酸化塩素の併用効果 

 レタス，ホウレンソウおよび白菜の洗浄殺菌において，次亜塩素酸ナトリウム 100 ppm

あるいは二酸化塩素 50 ppm と超音波処理，バブリング処理，低温加熱の物理的処理の併

用効果を表 3-1～3 に示す。いずれの野菜においても，一般生菌数および大腸菌群数は水

道水による洗浄で 0.2～0.6 Log，次亜塩素酸ナトリウム溶液による洗浄で 1 Log 程度の減

尐にとどまった。 接種大腸菌O157は次亜塩素酸ナトリウム洗浄で最大1.4 Log減尐した。

二酸化塩素は次亜塩素酸ナトリウムより高い殺菌力が認められた。超音波およびバブリン

グ単独処理では，葉物野菜における各菌数の減尐は 1 Log 以内であり，水道水洗浄との有

意差はみられなかった。また，次亜塩素酸ナトリウムおよび二酸化塩素は超音波やバブリ

ング処理との併用による野菜の洗浄殺菌効果は高まらなかった。一般生菌数，大腸菌群数，

接種大腸菌 O157 はそれぞれ 0.7～1.4，1.0～1.6，1.1～1.7 Log 減尐した。 

 野菜の 50℃における加熱処理では，一般生菌数，大腸菌群数および接種大腸菌 O157 を

それぞれ 1.1～1.6，2.3～2.7，1.0～1.6 Log 減尐させた。さらに，次亜塩素酸ナトリウム

あるいは二酸化塩素の殺菌効果は 50℃の加熱処理との併用で上昇した。しかし，併用の順

序により殺菌効果に多尐の差が認められた。50℃加熱処理の後，100 ppm 次亜塩素酸ナ

トリウムあるいは 50 ppm 二酸化塩素で処理を行うと，一般生菌数は 1.9～2.8 Log 減尐し

た。レタスでは大腸菌群数が最大 3.9 Log，白菜では接種大腸菌 O157 が最大 2.5 Log 減尐

した（表 3-3）。50℃を後処理とした場合は，前処理とした場合よりも低かった。しかし，

大腸菌群数や接種大腸菌 O157 の減尐では同じレベルの洗浄殺菌効果が得られた。また，

塩素系殺菌剤と 50℃加熱の同時処理では，さらに高い菌数減尐効果が得られ，一般生菌数，

大腸菌群数および接種大腸菌 O157 は，それぞれ最大 2.9，4.1，2.5 Log 減尐した。 

 一方，全体的に大腸菌 O157 の計数において TSA を用いた場合は SMAC よりも若干高

い大腸菌 O157 数が検出された。 
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Ⅳ．考察 

葉物野菜の洗浄殺菌で，世界中でよく使用されているのは次亜塩素酸ナトリウムである。

しかし，野菜表面には種々の細菌が強固に付着しており塩素系殺菌剤の単独使用での殺菌

効果は低かった（第 2 章）。また，野菜表面には多くの微生物がバイオフィルムを形成し

ていることや気孔などを通して植物組織内にわずかに侵入した菌が保護され，次亜塩素酸

ナトリウムなどの殺菌剤と接触しにくいことも理由の一つである。本章では葉野菜表面に

強固に付着している細菌を遊離させ，殺菌剤との接触を促進するために，超音波やバブリ

ングなど物理的処理の効果を検討した。超音波 5 分間単独処理は水道水と同じ程度の殺菌

効果であった。処理時間を 40 分に延長すると，処理水の温度が 8～10℃程度高くなった

が，殺菌効果の上昇は認められなかった。また，界面活性剤を添加しても，超音波の洗浄

効果の上昇は認められなかった。次亜塩素酸ナトリウムと超音波の併用では，40 分間処理

しても，殺菌効果の上昇は認められなかった。バブリング処理の効果を本章で評価したが，

単独あるいは塩素系殺菌剤との併用効果は認められなかった。Inatsu ら 37)も超音波は塩

素の殺菌効果を上昇させなかったと報告している。 

また，野菜表面の撥水性を低下させ，表面などの気泡の除去できれば，塩素系殺菌剤の

殺菌効果が高まるのではないかと考え，低温加熱処理と次亜塩素酸ナトリウムあるいは二

酸化塩素処理を組み合わせて，野菜での殺菌効果を評価した。予備実験で 55℃加熱処理と

併用した場合，強い塩素臭の残留や，野菜の軟弱化などの悪影響が認められた。葉野菜を

次亜塩素酸ナトリウム溶液で処理する場合，有害物質のクロロホルムの生成量は低い温度

のほうが尐ないことが報告されている 31)。したがって，有害物質の生成を抑え，かつ野菜

の食感を変えずに汚染菌を減尐できる上限温度は，50℃と考えられた。  

低温加熱による前処理を行い，続いて 100 ppm 次亜塩素酸ナトリウムあるいは 50 ppm

二酸化塩素溶液 5 分間浸漬という複数の処理の併用は，それぞれ単独処理よりも高い殺菌
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効果が得られた。また，低温加熱と塩素系殺菌剤の同時処理でも高い殺菌力がみられた。

低温加熱することにより次亜塩素酸ナトリウムや二酸化塩素の殺菌効果が高まる理由と

しては，加熱処理することにより，付着菌自身が熱の影響で損傷やストレスを受けて，殺

菌剤に対する感受性が高まったものと考えられた 48)。また，塩素系殺菌剤の前処理として

加熱すると，後処理とした場合よりも殺菌効果は多尐高かったことから，付着菌を保護し

ていたバイオフィルムが破壊され，これらの殺菌剤が菌体と接触できるようになった可能

性もある 25)。さらに，熱によって野菜組織が拡張することから，表面や気孔などにいる細

菌は殺菌剤との接触が促進されて，殺菌効果が高くなったとも考えられる。 

野菜に残存した大腸菌 O157 の検出は本研究で非選択培地の TSA および選択培地の

SMAC を使用したが，検出菌数に差が認められた。次亜塩素酸ナトリウム，二酸化塩素お

よび物理的処理の超音波や低温加熱などの処理は大腸菌 O157 が損傷やストレスを受けて，

選択培地に増殖が遅れた，あるいは増殖できなかったと考えられる。 
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Ⅴ．小括 

 

1． 超音波処理，バブリング処理の洗浄殺菌効果はあまり認められなかった。処理時

間を延長しても界面活性剤を添加しても効果の上昇は認められなかった。 

 

2． 塩素系殺菌剤である次亜塩素酸ナトリウムおよび二酸化塩素の超音波処理，バブ

リング処理による洗浄殺菌効果の上昇はみられなかった。 

 

3． 50℃での低温加熱は塩素系殺菌剤の殺菌効果を高めた。50℃加熱処理と塩素系殺

菌剤の併用で，葉野菜における一般生菌数，大腸菌群数および大腸菌 O157 は最大

2.9, 4.1, 2.5 Log それぞれ減尐した。 

 

4． 塩素系殺菌剤との併用で，低温加熱を前処理あるいは同時処理とした場合，より

高い殺菌効果が得られた。
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図 3-1．超音波単独および Tween 80 との併用による非接種レタスの洗浄殺菌 

     A（上段）：超音波（単独）    B（下段）：超音波＋Tween 80 

     コントロール：非洗浄 

     異なる文字間には有意差がある（p < 0.05）。
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図 3-2．超音波単独および Tween 80 との併用による大腸菌 O157 

接種レタスの洗浄殺菌 

     A（上段）：超音波（単独）   B（下段）：超音波＋Tween 80     

     コントロール：非洗浄  

     各菌数で異なる文字間には有意差がある（p < 0.05）。
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表 3-1．物理的処理を組み合わせたレタスの洗浄殺菌効果 

処 理 

菌数減尐（Log） 

一般生菌数 大腸菌群数 O157 (TSA) O157 (SMAC) 

水道水 0.2 ± 0.14a 0.4 ± 0.03a 0.7 ± 0.09a,x 1.0 ± 0.24a,x 

100 ppm NaClO 0.9 ± 0.35b 1.0 ± 0.30b 1.1 ± 0.07b,x 1.2 ± 0.05ab,x 

50 ppm ClO2 1.2 ± 0.38b 1.3 ± 0.36c 1.4 ± 0.08b,x 1.2 ± 0.16ab,x 

バブリング 0.4 ± 0.11a 0.4 ± 0.11a 0.7 ± 0.14a,x 0.9 ± 0.17a,x 

バブリング＋NaClO 1.0 ± 0.09b 0.9 ± 0.21b 0.2 ± 0.14b,x 1.2 ± 0.07ab,x 

バブリング＋ClO2 1.2 ± 0.21b 1.3 ± 0.18c 1.4 ± 0.09bc,x 1.3 ± 0.11ab,x 

超音波 0.4 ± 0.21a 0.4 ± 0.11c 0.8 ± 0.11a,x 1.0 ± 0.14a,x 

超音波＋NaClO 1.1 ± 0.12b 1.1 ± 0.20bcd 1.2 ± 0.11b,x 1.2 ± 0.08ab,x 

超音波＋ClO2 1.3 ± 0.15b 1.4 ± 0.15cd 1.4 ± 0.16bc,x 1.5 ± 0.18ab,x 

50℃ 1.1 ± 0.27b 2.3 ± 0.16e 1.2 ± 0.11b,x 1.4 ± 0.20b,x 

50℃＋NaClO 1.9 ± 0.20c 4.0 ± 0.00f 1.6 ± 0.21e,x 1.9 ± 0.24df,y 

50℃＋ClO2 2.5 ± 0.18c 4.0 ± 0.00f 1.9 ± 0.24f,x 2.2 ± 0.28de,y 

50℃→NaClO 1.9 ± 0.18c 3.8 ± 0.10f 1.5 ± 0.10ce,x 1.7 ± 0.04cf,y 

50℃→ClO2 2.4 ± 0.26c 3.9 ± 0.23f 1.7 ± 0.11de,x 2.1 ± 0.05d,y 

50℃←NaClO 1.3 ± 0.12b 3.4 ± 0.41f 1.3 ± 0.21bc,x 1.6 ± 0.24c,y 

50℃←ClO2 1.4 ± 0.24b 3.6 ± 0.51f 1.5 ± 0.17c,x 1.6 ± 0.17c,x 

処理時間：5 分 

TSA：トリプトソイ寒天培地    SMAC：ソルビトールマッコンキー寒天培地 

結果は 3 回の平均値 ± 標準偏差を表す。 

異なる文字間には有意差がある（p < 0.05）。
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表 3-2．物理的処理を組み合わせたホウレンソウの洗浄殺菌効果 

処 理 

菌数減尐（Log）  

一般生菌数 大腸菌群数 O157 (TSA) O157 (SMAC) 

水道水 0.3 ± 0.02a 0.6 ± 0.15a 0.9 ± 0.15a,x 0.9 ± 0.07a,x 

100 ppm NaClO 0.8 ± 0.07b 1.3 ± 0.32b 1.2 ± 0.03b,x 1.3 ± 0.15b,x 

50 ppm ClO2 1.0 ± 0.10bc 1.8 ± 0.06c 1.4 ± 0.13cde,x 1.5 ± 0.27be,x 

バブリング 0.3 ± 0.11a 0.6 ± 0.12a 0.8 ± 0.23a,x 0.9 ± 0.14a,x 

バブリング＋NaClO 0.8 ± 0.09b 1.3 ± 0.25b 1.1 ± 0.18b,x 1.3 ± 0.11b,x 

バブリング＋ClO2 1.1 ± 0.12bc 1.8 ± 0.12c 1.4 ± 0.21cde,x 1.5 ± 0.20be,x 

超音波 0.4 ± 0.15a 0.7 ± 0.13a 1.0 ± 0.11a,x 1.0 ± 0.10a,x 

超音波＋NaClO 0.8 ± 0.25b 1.3 ± 0.24b 1.3 ± 0.12bd,x 1.3 ± 0.14be,x 

超音波＋ClO2 1.2 ± 0.13c 1.8 ± 0.21c 1.4 ± 0.14de,x 1.5 ± 0.23be,x 

50℃ 1.2 ± 0.39c 2.6 ± 0.22d 1.1 ± 0.10b,x 1.6 ± 0.16be,x 

50℃＋NaClO 2.7 ± 0.24d 4.1 ± 0.00e 1.9 ± 0.23g,x 2.1 ± 0.23ce,y 

50℃＋ClO2 2.8 ± 0.16d 4.1 ± 0.00e 2.1 ± 0.25h,x 2.5 ± 0.24d,y 

50℃→NaClO 2.7 ± 0.22d 3.5 ± 0.17e 1.5 ± 0.09eg,x 2.0 ± 0.04c,y 

50℃→ClO2 2.8 ± 0.30d 3.6 ± 0.17e 1.9 ± 0.06fhg,x 2.4 ± 0.18d,y 

50℃←NaClO 1.6 ± 0.15e 2.9 ± 0.75e 1.3 ± 0.21be,x 1.6 ± 0.21e,y 

50℃←ClO2 1.6 ± 0.25e 3.3 ± 0.51e 1.4 ± 0.15be,x 1.7 ± 0.12e,y 

処理時間：5 分 

TSA：トリプトソイ寒天培地    SMAC：ソルビトールマッコンキー寒天培地 

結果は 3 回の平均値 ± 標準偏差を表す。 

異なる文字間には有意差がある（p < 0.05）。 
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表 3-3．物理的処理を組み合わせた白菜の洗浄殺菌効果 

処 理 

菌数減尐（Log）   

一般生菌数 大腸菌群数 O157 (TSA) O157 (SMAC) 

水道水 0.3 ± 0.27a 0.4 ± 0.19a 0.6 ± 0.14a,x 0.5 ± 0.25a,x 

100 ppm NaClO 0.7 ± 0.11b 1.1 ± 0.15b 1.2 ± 0.25bc,x 1.4 ± 0.33b,x 

50 ppm ClO2 1.4 ± 0.21cd 1.6 ± 0.24c 1.6 ± 0.42cde,x 1.6 ± 0.24bc,x 

バブリング 0.4 ± 0.31a 0.3 ± 0.24a 0.6 ± 0.18ae,x 0.5 ± 0.21a,x 

バブリング＋NaClO 0.8 ± 0.21b 1.2 ± 0.12b 1.2 ± 0.14bc,x 1.4 ± 0.25b,x 

バブリング＋ClO2 1.4 ± 0.24cd 1.6 ± 0.11c 1.6 ± 0.22de,x 1.7 ± 0.17bc,x 

超音波 0.4 ± 0.15a 0.6 ± 0.14a 0.7 ± 0.13a,x 0.6 ± 0.24a,x 

超音波＋NaClO 0.8 ± 0.16b 1.2 ± 0.21b 1.2 ± 0.21be,x 1.4 ± 0.21bc,x 

超音波＋ClO2 1.4 ± 0.21cd 1.6 ± 0.16c 1.6 ± 0.31be,x 1.6 ± 0.19bc,x 

50℃ 1.6 ± 0.41cd 2.7 ± 0.25d 1.0 ± 0.14ab,x 1.3 ± 0.42bc,x 

50℃＋NaClO 2.8 ± 0.15e 3.9 ± 0.00e 1.8 ± 0.19g,x 2.1 ± 0.24e,y 

50℃＋ClO2 2.9 ± 0.23e 3.9 ± 0.00e 2.1 ± 0.21f,x 2.5 ± 0.27d,y 

50℃→NaClO 2.7 ± 0.28e 3.7 ± 0.21e 1.6 ± 0.19eg,x 1.8 ± 0.26cf,x 

50℃→ClO2 2.7 ± 0.18e 3.8 ± 0.24e 2.1 ± 0.16f,x 2.5 ± 0.21de,y 

50℃←NaClO 1.6 ± 0.21d 3.4 ± 0.46e 1.2 ± 0.15b,x 1.7 ± 0.16c,y 

50℃←ClO2 1.6 ± 0.17d 3.5 ± 0.41e 1.6 ± 0.21ce,x 1.9 ± 0.18c,y 

処理時間：5 分 

TSA：トリプトソイ寒天培地    SMAC：ソルビトールマッコンキー寒天培地 

結果は 3 回の平均値 ± 標準偏差を表す。 

異なる文字間には有意差がある（p < 0.05）。 
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第 4 章 野菜の塩素洗浄殺菌における交差汚染の防止 

Ⅰ．序言 

近年，生食野菜消費の拡大により，生食野菜を原因とする食中毒リスクが高まっている。

野菜の安全性を確保するためには，農場から消費までの一貫した衛生管理が必要となって

いる。特に，生で食される野菜の衛生管理は重要なポイントである。野菜に付着している

食中毒菌の除去に洗浄殺菌は重要な方法であり，効果は殺菌剤の種類などにより異なって

いる。野菜加工現場では，野菜の洗浄工程で大量に用いられる殺菌剤や洗浄水の節約のた

め，洗浄殺菌液を繰り返して使用する実態がある。このような場合，殺菌効果の減尐ある

いは汚染ロットが入った場合の汚染拡大などが危惧される 70)。 

一方，次亜塩素酸ナトリウムは安価で，野菜などの農産物の栄養および官能品質に影響

をあまり与えないことから，農産物業界でよく使用されている。しかし，化学的に不安定

で，野菜表面にある土壌や肥料など有機成分やカット野菜からの滲出物などと反応し，効

果が急速に減尐してしまうことがある。したがって，野菜洗浄殺菌中の塩素濃度の維持は

重要である。 

本章では，次亜塩素酸ナトリウム殺菌液を交換せずに使用し続けた場合の大腸菌 O157

による交差汚染について塩素濃度との関連から検討を行った。 

 

Ⅱ．材料と方法 

1．供試野菜および供試菌株 

実験材料として，市販のホウレンソウおよび白菜を使用した。試験菌株は第 2 章と同様

に大腸菌 O157 の 4 株を使用した。 

 

2．次亜塩素酸ナトリウムによる大腸菌 O157 菌株の不活化 

 0.5，1，2，3，5 ppm の次亜塩素酸ナトリウム溶液を 10 ml 調製して，遠心洗浄した各

大腸菌 O157 菌液を 0.1 ml 接種し（初期菌数約 106 cfu/ml），5 分間反応後，1%チオ硫酸

ナトリウムを添加した倍濃度の TSA 培地 10 ml と等量混釈し，残存菌数を測定した。 
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3．連続使用した洗浄液による野菜の洗浄 

 大腸菌 O157 を接種したホウレンソウおよび白菜に対して水道水，0.25%市販の野菜洗

浄用洗剤（ヤシノミ洗剤，サラヤ）および種々の濃度の次亜塩素酸ナトリウムで洗浄殺菌

処理を行った。接種野菜を各洗浄殺菌液に 5 分間浸漬して軽く攪拌しながら処理した。こ

の殺菌処理を各殺菌液を交換せずに新たな接種野菜を用いて 10回連続して繰り返し行い，

さらに，この洗浄液で非接種野菜を洗浄した際に，大腸菌 O157 による汚染が発生するか

どうかについて調べた。また，20，50 ppm の次亜塩素酸ナトリウムを繰り返し使用して

1 回から 8 回まで非接種野菜を洗浄し，9 回目に接種野菜を洗浄した後，10 回目に非接種

野菜を洗浄した時の交差汚染の有無も調べた。各処理の後，洗浄処理液の残留塩素濃度お

よび O157 菌数，接種ホウレンソウや白菜の残存 O157 菌数，連続使用殺菌液で洗浄した

非接種野菜に付着 O157 菌数を測定した。各実験は 3 回繰り返した。 

 

4．菌液から野菜へ O157 の移行 

 3,000 ml の大腸菌 O157 菌液に初期菌数が 1， 10，100，1000 cfu/ml になるよう，遠

心洗浄した O157 を接種した。50 g 非接種ホウレンソウをこれらの洗浄液で 5 分間洗浄し

て，ホウレンソウにおける大腸菌 O157 数を測定した。 

 

5．菌数測定 

 洗浄液および野菜サンプルの残存 O157 菌数は rif 加 SMAC 培地で平板塗抹法と混釈法

により調べた。検出限界以下の場合，洗浄残液 100ml をメンブレンフィルター（0.45 μm, 

47 mm, Toyo Roshi Kaisha, Ltd. Japan）でろ過した後，平板培地上で一晩培養した。ま

た，野菜サンプル 25 g を rif 加 TSB（栄研化学）100 ml で一晩増菌し，rif 加 SMAC 培

地に画線して野菜における大腸菌 O157 の有無を確認した。 

 

6．統計処理 

 第 2 章と同様の方法で行った。 
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Ⅲ．実験結果 

1．次亜塩素酸ナトリウムによる大腸菌 O157 菌株の不活化 

 大腸菌 O157 の各菌株の様々な濃度の次亜塩素酸ナトリウムにおける残存菌数を表 4-1

に示す。大腸菌 O157:H7 DT 66 株はほかの菌株に比べて塩素への耐性を若干示したが，

塩素濃度が 1 ppm 以上に上げると，検出限界以下になった。  

 

2．連続使用した洗浄殺菌液の殺菌効果 

 殺菌液を交換せずに繰り返して洗浄した大腸菌 O157 接種ホウレンソウの残存菌数を図 

4-1 に示す。水道水，PBS，10 ppm および 100 ppm の次亜塩素酸ナトリウム殺菌液を交

換せずに接種ホウレンソウの殺菌を 10 回繰り返してもそれほど大きな殺菌効果の低下は

認められなかった。白菜でも同様の結果が得られ，50 ppm 次亜塩素酸ナトリウムを 10 回

繰り返し使用しても白菜への殺菌効果に有意差は認められなかった（図 4-2）。 

 

3．洗浄殺菌溶液の連続使用に伴う交差汚染の実証 

 本研究では，様々な濃度の塩素殺菌液を交換せずに使用し続けた場合，溶液中の塩素濃

度の変化，大腸菌 O157 菌数の増加および洗浄液から非接種野菜への交差汚染の有無を検

討した（表 4-2, 4-3）。次亜塩素酸ナトリウム殺菌液を交換せずに，O157 接種ホウレンソ

ウの洗浄を 10 回行うと塩素濃度は徐々に減尐したが，初期濃度が 50，100 ppm では，10

回使用後も10 ppm以上の塩素が残留し，O157 は検出されなかった。洗浄残液を100 ml，

メンブレンフィルターでろ過して試験したが，菌は全く検出されなかった。しかし，10 ppm

および 30 ppm の次亜塩素酸ナトリウムでは，それぞれ 6，8 回目の洗浄液の残留有効塩

素濃度は 1 ppm 以下に低下し，O157 が検出された。また，水道水では 1 回目の洗浄液で

3.3 Log cfu/ml の O157 が検出された。これらの大腸菌 O157 接種ホウレンソウを 10 回連

続処理した洗浄液で非接種のホウレンソウを洗浄処理すると，非接種野菜から，水道水で

は 4.1 Log cfu/g，初期濃度 10 ppm の次亜塩素酸ナトリウムでは 2.5 Log cfu/g，20 ppm

の次亜塩素酸ナトリウムでは 1.9 Log cfu/g の大腸菌 O157 が検出された。しかし，初期濃

度50 ppmや100 ppmの次亜塩素酸ナトリウム残液で処理した非接種ホウレンソウから大
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腸菌 O157 は検出されず，25 g の増菌培養でも陰性であった。 

 白菜を処理したときも，洗浄処理を続けるとホウレンソウの場合と同様に塩素濃度は

徐々に低下した。しかし，ホウレンソウの場合よりも減尐は緩やかであり，10 ppm の初

期塩素濃度で 10 回連続使用後も約 3 ppm の有効塩素が残留していた。連続使用（10 回）

後の洗浄残液から大腸菌 O157 は検出されず，これで非接種白菜を洗浄しても，非接種白

菜から大腸菌 O157 は検出されなかったが，25 g の増菌培養では陽性を示した。このよう

な結果は水道水で 1 回使用の場合もみられ，洗浄液では検出限界以下でも洗浄野菜から

O157 が検出された。水道水では 2 回および 2 回目以降の洗浄液と洗浄野菜の両方から大

腸菌 O157 が検出され，非接種野菜への大腸菌 O157 の交差汚染が認められた。初期塩素

濃度が 20，50 ppm の場合，10 回連続使用しても有効塩素は約 10，30 ppm それぞれ残留

していた。非接種野菜をこの洗浄残液で洗浄しても，非接種野菜への大腸菌 O157 の移行

はみられなかった。一方，市販野菜洗浄用洗剤（0.25%）では 1 回のみ接種野菜洗浄後の

洗浄液から大腸菌 O157 が検出され，これで非接種野菜を洗浄すると， O157 が検出され

た（表 4-4）。 

表 4-5 は，20，50 ppm の次亜塩素酸ナトリウムで， 1 回から 8 回まで非接種野菜を洗

浄し，9 回目に接種野菜を洗浄した後，10 回目に非接種野菜を洗浄した結果である。非接

種ホウレンソウを連続洗浄した際の塩素濃度低下は，接種ホウレンソウの場合と同様に

徐々に減尐した。塩素洗浄液を 8 回連続使用して非接種野菜を洗浄処理後，初期塩素濃度

が 50 ppm の場合は約 10 ppm に，20 ppm の場合は 1 ppm 以下まで低下した。この洗浄

液を連続して，9 回目に大腸菌 O157 接種ホウレンソウを洗浄すると，初期塩素濃度が 50 

ppm の洗浄液から O157 は検出されず，10 回目に洗浄した非接種ホウレンソウからも

O157 は検出されなかった。これに対し，初期塩素濃度が 20 ppm の洗浄液からは O157

が検出され，続いて洗浄処理した非接種ホウレンソウからも O157 が検出された。 

 

4．洗浄液中の O157 数と洗浄野菜から検出される菌数の関係 

 図 4-3 に各菌数の大腸菌 O157 菌液から非接種ホウレンソウへの洗浄による移行菌数を

示している。洗浄液中 1 ml あたりに 1 個の O157 がいても，野菜への汚染が認められた。 
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Ⅳ．考察 

 本章では，大腸菌 O157 の 4 菌株に対する次亜塩素酸ナトリウムの殺菌濃度，すなわち

洗浄液中の大腸菌 O157 をすべて死滅させるために必要な有効塩素濃度を調べた。1 ppm

以上で，5 分間後，試験した菌株はすべて不活化された。塩素溶液中における微生物の死

滅は，有効塩素濃度に大きく依存している。一方，本研究での処理時間は 5 分間であり，

菌の不活化に十分な時間であったと言える。しかし，野菜洗浄加工では，汚染ロットが混

入した場合，すみやかに野菜内部に入り込んで，殺菌剤との接触ができなくなる可能性が

ある。このような短時間でも発生する交差汚染の防止に，塩素濃度を一定以上維持するこ

とは重要と思われた。 

  次亜塩素酸ナトリウム溶液を繰り返して，接種および非接種野菜を洗浄処理すると，

塩素濃度は徐々に減尐した。初期塩素濃度が低い場合，連続使用後，塩素濃度は 1 ppm 以

下まで減尐したが，初期濃度高くすると，連続使用しても一定の塩素が残留していた。し

かし，次亜塩素酸ナトリウム溶液を用いてホウレンソウを洗浄処理した場合，白菜の場合

より塩素が大きく減尐する傾向がみられた。次亜塩素酸ナトリウムは有機物質との反応に

より塩素はすみやかに消費され，接種野菜を塩素洗浄した場合の塩素濃度の減尐は，野菜

表面にある有機物質，接種用菌液に含まれる培地成分および野菜自身からの滲出液などに

影響されたと考えられる 2,37,77)。洗浄液の塩素濃度が低い場合，野菜を投入すると，塩素

は有機物質との反応によりほとんど消費される。しかし，塩素濃度の減尐傾向は野菜の種

類によって異なり，また，同じ野菜でも検体によってばらつくこともあった。野菜の産地

や季節などによって，野菜の品質や栄養など差が多尐異なると考えられる。本章では，塩

素の減尐傾向はほかの研究者による報告より小さい。これは本研究で使用した野菜検体は

すべて接種前に，水道水で前洗浄を行い，また，接種用の菌液も 2 回遠心洗浄して，培地

由来の有機物を除去したことに関係していると考えられる。 

 初期塩素濃度が 50，100 pmm の洗浄液は繰り返し 10 回連続接種野菜を洗浄しても，

洗浄液から大腸菌 O157 は検出されず，続いて非接種野菜を洗浄しても O157 の移行は認

められなかった。十分な初期塩素濃度があれば，万一，汚染を受けたロットが混入した場
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合でも洗浄液を介した交差汚染は阻止できることが本研究で実証された。50 ppm の次亜

塩素酸ナトリウム溶液を繰り返し連続使用後も 10 ppm 程度の有効塩素が残留し，接種野

菜から洗浄液中に遊離した O157 の不活化には十分な塩素量と考えられた。Luo ら 59)は

10 ppm 以上の塩素は野菜洗浄殺菌中の交差汚染を防止したと報告した。この研究では，

初期塩素濃度 5 ppm の場合は洗浄液から O157 が検出されなかったが非接種レタスから

O157 が検出され，初期塩素濃度 10 ppm 以上の場合は処理後の洗浄液や非接種レタスか

らも O157 が検出されず交差汚染を阻止したとしている。これは，接種レタス 30 g を 3 L

の洗浄液に浸漬し，すぐに 120 g の非接種レタスを同じ洗浄液で洗浄して交差汚染の有無

を検討したものである。これに対して，本研究では，接種野菜を 50 g を 10 回繰り返して

洗浄してから非接種野菜を洗浄した場合の交差汚染の有無を検討した。この場合，洗浄し

た野菜の量は 500 g に相当し，Luo ら 59)より現場に近い試験条件であったと思われる。20 

ppm の低濃度の次亜塩素酸ナトリウム溶液や水道水，市販の野菜洗剤を繰り返し連続使用

すると，洗浄液中に大腸菌 O157 が検出され，続いて洗浄した非接種野菜へ O157 の交差

汚染を引き起こすことを実証した。 

また，接種白菜の洗浄処理では，有効塩素の消費は低く，10 回連続使用した 10 ppm の

塩素溶液や水道水で 1 回接種白菜を処理しても洗浄液や非接種白菜から O157 が検出され

なかったが，25 g 野菜の増菌培養では陽性であった。Luo ら 59)は野菜洗浄用次亜塩素酸ナ

トリウム溶液の有効塩素が低くり，O157 がすべて死なない微環境があったためと考察し

ている。洗浄液中に微量（＜1 cfu/ml）の O157 が微環境に残存していても，検出できな

いことがあると考えられる。また，非接種野菜 25 g を増菌培養した場合，わずかの O157

が生残しても，増殖が認められた。一方，野菜への交差汚染が一旦発生すると，続いて殺

菌剤で再洗浄しても，この交差汚染を完全に除去できない。野菜に付着した菌が野菜の切

り口やクレバスから中に入り込んで，殺菌剤の接触を逃れたと考えられる。野菜洗浄処理

過程では，交差汚染の防止はもっとも重要となる。 

一方，市販の野菜洗剤は 1 回だけ接種白菜を洗浄しても，洗浄液から O157 が検出され，

非接種白菜への交差汚染を引き起こした。したがって，50～100 ppm 程度の次亜塩素酸ナ

トリウムによる野菜の洗浄殺菌処理は，野菜洗浄時の交差汚染の防止には大きく役立って
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いる。野菜の殺菌効果に大差がないからと言って使用濃度を下げたり，殺菌効果が十分検

証されていない代替品や市販洗剤などの使用は汚染ロット混入時に汚染拡大のリスクが

高まるので注意すべきである。 
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Ⅴ．小括 

 

1． 次亜塩素酸ナトリウム洗浄溶液を繰り返し使用して，大腸菌 O157 接種野菜や非接種

野菜を洗浄殺菌すると塩素濃度が徐々に低下し，殺菌効果も低下した。 

 

2． 初期濃度が 50，100 ppm の次亜塩素酸ナトリウムでは，10 回洗浄後も 10 ppm 以上

の塩素が残留し，洗浄液から O157 は検出されなかった。また，これらで非接種野菜

を洗浄しても交差汚染は認められなかった。 

 

3． 初期濃度が10，20 ppmの次亜塩素酸ナトリウムでは洗浄数回目には塩素濃度は1 ppm

以下に低下し，洗浄液に O157 が残った。また，これらを用いて非接種野菜を洗浄す

ると O157 が検出され，交差汚染を実証した。 

 

4． ホウレンソウの方が白菜より塩素低下が大きく交差汚染しやすかった。野菜の洗浄殺

菌において野菜の種類や汚染菌数を考慮して，次亜塩素酸ナトリウムの使用濃度は交

差汚染の防止の観点から 100 ppm，5 分が必須条件である。 
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表 4-1. 各濃度の次亜塩素酸ナトリウム溶液における大腸菌 O157 の死滅 

Strain 

残存大腸菌 O157 数（cfu/ml） 

0 ppm 0.5 ppm 1 ppm 2 ppm 3 ppm 5 ppm 

CR-3 2.4×106 － － － － － 

MY-29 9.7×105 － － － － － 

MN-28 1.7×106 － － － － － 

DT-66 1.8×106 1.3×10 － － － － 

－： 陰性（＜0.1 cfu/ml） 
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図 4-1．繰り返し使用した洗浄液による大腸菌 O157 接種ホウレンソウの殺菌効果 

    各処理条件で異なる文字間には有意差がある（p < 0.05）。  
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図 4-2．繰り返し使用した洗浄液による O157 接種白菜の殺菌効果 

        異なる文字間には有意差がある（p < 0.05）
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表 4-2. 洗浄液の連続使用における塩素濃度，残存菌数の変化および非接種ホウレンソウへの交差汚染 

初期塩素 

(ppm) 
洗浄液と野菜の品質のパラメータ 

連続使用の回数 

1 2 4 6 8 10 

0 有効塩素濃度 (ppm) 0.2 ± 0.04 0.1 ± 0.08 0.1 ± 0.08 0.0 0.0 0.0 

 
洗浄液の大腸菌 O157 数 (Log cfu/ml) 3.3 ± 0.10 4.3 ± 0.15 4.8 ± 0.06 4.9 ± 0.12 5.1 ± 0.12 5.3 ± 0.10 

 
非接種ホウレンソウへの移行大腸菌 O157 数 (Log cfu/g)1 ND ND ND ND ND 4.1 ± 0.10 

        

10 有効塩素濃度 6.9 ± 0.81 4.1 ± 1.56 0.8 ± 0.34 0.2 ± 0.04 0.1 ± 0.05 0.1 ± 0.02 

 
洗浄液の大腸菌 O157 数 <1.0 100 ml (－) 100 ml (－) 3.4 ± 0.70 3.6 ± 0.55 4.0 ± 0.56 

 
非接種ホウレンソウへの移行大腸菌 O157 数 ND ND ND ND ND 2.5 ± 0.79 

        

20 有効塩素濃度 16.2 ± 0.53 13.1 ± 1.68 5.8 ± 3.36 1.4 ± 0.91 0.3 ± 0.06 0.2 ± 0.06 

 
洗浄液の大腸菌 O157 数 <1.0 <1.0 100 ml (－) 100 ml (－) 2.4±0.45 3.2 ± 0.21 

 
非接種ホウレンソウへの移行大腸菌 O157 数 ND ND ND ND ND 1.9 ± 0.26 

        

50 有効塩素濃度 43.9 ± 2.69 39.6 ± 2.87 32.5 ± 4.22 24.5 ± 4.32 16.8 ± 7.46 12.3 ± 5.73 

 
洗浄液の大腸菌 O157 数 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 100 ml (－) 100 ml (－) 

 
非接種ホウレンソウへの移行大腸菌 O157 数 ND ND ND ND ND 25 g (－) 

        

100 有効塩素濃度 92.5 ± 0.90 90.7 ± 1.87 84.5 ± 5.22 74.0 ± 3.82 62.0 ± 5.41 44.8 ± 6.96 

 
洗浄液の大腸菌 O157 数 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0a 100 ml (－) 

 
非接種ホウレンソウへの移行大腸菌 O157 数 ND ND ND ND ND 25 g (－) 

1 洗浄液から非接種ホウレンソウへの交差汚染     ND：not done 
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表 4-3. 洗浄液の連続使用における塩素濃度，残存菌数の変化および非接種白菜への交差汚染 

初期塩素  

(ppm) 
洗浄液と野菜の品質のパラメータ 

連続使用の回数 

1 2 4 6 8 10 

0 有効塩素濃度 (ppm) 0.2 ± 0.02 0.01 ± 0.05 0.0 0.0 0.0 0.0 

 
洗浄液の大腸菌 O157 数 (Log cfu/ml） <1.0 2.7 ± 0.21 3.5 ± 0.08 3.7 ± 0.20 4.0 ± 0.34 4.2 ± 0.50 

 
非接種白菜への移行大腸菌 O157 数 (Log cfu/g)1 25 g (＋) 1.3 ± 0.15 ND ND ND 2.3 ± 0.41 

        

10 有効塩素濃度 9.8 ± 0.81 8.3 ± 0.78 7.3 ± 0.35 6.8 ± 0.40 5.5 ± 0.46 3.3 ± 0.50 

 
洗浄液の大腸菌 O157 数 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 

 
非接種白菜への移行大腸菌 O157 数 ND ND ND 25 g (－) 25 g (－)    25 g (＋) 

        

20 有効塩素濃度 18.1 ± 0.58 17.4 ± 0.10 16.2 ± 2.41 13.4 ± 0.68 12.1 ± 1.15 9.0 ± 2.30 

 
洗浄液の大腸菌 O157 数 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 

 
非接種白菜への移行大腸菌 O157 数 ND ND ND <1.0b 25 g (－)    25 g (－) 

        

50 有効塩素濃度 45.6 ± 1.23 44.2 ± 2.35 43.0 ± 2.54 38.2 ± 0.94 37.2 ± 1.76 32.2 ± 4.31 

 
洗浄液の大腸菌 O157 数 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 100 ml (－) 100 ml (－) 

 
非接種白菜への移行大腸菌 O157 数 ND ND ND ND 25 g (－) 25 g (－) 

1 洗浄液から非接種白菜への交差汚染     ND：not done
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表 4-4．連続使用した市販野菜洗剤（0.25%）から非接種野菜への O157 移行菌数 

  O157 数 

連続使用の回数 

1 2 4 6 8 10 

洗浄液 (Log cfu/ml) 3.1 ± 0.05 3.3 ± 0.14 3.3 ± 0.25 3.5 ± 0.06 3.8 ± 0.21 3.8 ± 0.12 

非接種野菜 (Log cfu/g) 1.3 ± 0.10 － 2.1±0.16 － － 2.8±0.08 

－：not done 

 

 

 

 

表 4-5．繰り返し使用した洗浄液から野菜への O157 の交差汚染 

次亜塩素酸ナトリウム 

連続使用の回数 

1～7 8 9 10 

50 ppm 洗浄液（Log cfu/ml） ND － － － 

野菜（Log cfu/g） ND ND 5.5 ± 0.11
※

 － 

20 ppm 洗浄液（Log cfu/ml） ND － 2.5 ± 0.21 1.8 ± 0.24 

野菜（Log cfu/g） ND ND 5.6 ± 0.16
※

 1.5 ± 0.18 

ND：not done 

－： 陰性（洗浄液：＜1 Log cfu/ml，野菜＜0 Log cfu/g） 

※
 洗浄後の O157 接種野菜の菌数  

1～8 回目：非接種野菜を洗浄      

9 回目：O157 接種野菜を洗浄（汚染源）  

10 回目：非接種野菜を洗浄（交差汚染の検証）  
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          図 4-3．菌液中の O157 数と洗浄野菜から検出される菌数の関係 

                     洗浄野菜（ホウレンソウ）：50 g 

                     菌液：3,000 ml 
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第５章 植物抽出液による野菜浅漬けの微生物制御 

Ⅰ．序言 

本来の漬け物は，乳酸発酵により通常 pH が 4 以下に低下し，このような酸性条件では

一般的に食中毒菌は殺菌される。近年のいわゆる「浅漬け」は，原材料の加熱等の工程が

なく，塩分濃度が低く，野菜に調味料と酸味料を加えたものであり，本来の発酵食品では

なく，酸性度が低い。そのため，原材料から入り込んだ食中毒菌の増殖を抑える効果も低

いため，保存性はあまり高くなく，むしろ野菜サラダなどの生野菜に近い食品と考えられ

る。一方，畑や農場には，水，土壌や堆肥，野生動物などに由来するさまざまな微生物が

存在しており，その中には，食中毒の原因となる細菌も存在している。1996 年に堺市で

学校給食により発生した腸管出血性大腸菌 O157 集団感染事件以来，本血清型の危険性に

ついては，多くの人の認知するところとなっている。2000 年以降，「かぶ浅漬け」「和風

キムチ」および「キュウリ浅漬け」による病原大腸菌 O157:H7 食中毒事件が続発した。

また，2012年 8月，札幌市内で製造された浅漬けを原因食品とする腸管出血性大腸菌O157

による大きな集団食中毒事件が発生した。これらにより，浅漬け類製造における衛生管理

の重要性が再確認された。 

野菜漬物や浅漬けの微生物の安全性確保において保存料などの食品添加物の使用は有

効であるが，長期的にはこれらの健康への影響が憂慮されるため，人類が長い歴史の中で

摂取してきた経験のある天然食材の有する抗菌性を利用した微生物制御法が注目されて

いる。 

本章では，中国の漢方用植物やハーブの抽出液から大腸菌 O157 へ抗菌活性があるサン

プルをスクリーニングした，これらの組み合わせ効果も調べた。また，自製した白菜浅漬

けに植物抽出液および植物精油を添加して一般生菌，大腸菌群，乳酸菌および接種した大

腸菌 O157 の菌数変化を調べた。 
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Ⅱ．材料と方法 

1. 試験菌株 

食品総合研究所より譲与を受けた大腸菌 O157 の 3 菌株（CR-3，MN-28，MY-29）を

使用した。各菌株をぞれぞれ TSB 培地で一晩培養（35℃）したものを遠心洗浄してから

接種菌液として実験に用いた。 

 

2．供試植物 

 本研究では，表 5-1 に示す香辛料および漢方薬などの植物 15 種類を試験した。 

 

3. 植物抽出液の作製 

 植物サンプルをネジ付容器にそれぞれ入れ重量を測定し，エタノール（ナカライテスク，

99.5%）を適量加え，室温で 2 日間振とうして抽出を行った。ろ紙でろ過してから，9,500 

rpm で 15 分間遠心分離し，その上清を別の滅菌ネジ付容器に移し，エタノール抽出液と

した。なお，検体の 9 倍量のエタノールを添加して作製した抽出液を 10％濃度溶液とみな

した。 

 

4．植物精油の調製 

 シナモン，クローブ，八角の精油（essential oil，EO）（Tree of Life, Co. Ltd., Japan）

およびオイゲノール（ナカライテスク）1ml を 9ml エタノールと混合して，10%の植物

EO とした。 

 

5.  MIC および MBC の測定 

 液体希釈法（broth dilution method）により測定した。ミューラー・ヒントン

（Mueller-Hinton，MH）液体培地を小試験管に 1 ml ずつ分注し，0.8%濃度になるよう

に植物抽出液を添加してから，マイクロピペットを用いて，それぞれの 2 倍希釈列を作製

した。一晩培養した 3 菌株の大腸菌 O157 mixture を初期菌数が 104～105 cfu/ml になる

よう接種した。一晩培養後，菌の増殖が認められなかった最小濃度を MIC とした。また，
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増殖が認められない希釈系列については MH 寒天培地に 1 白金耳量を塗抹して培養し，コ

ロニー形成が認められなかった最小濃度を MBC とした。 

 

6．白菜乳剤での単独および併用抗菌効果 

 白菜漬物を模擬し，3％食塩を添加した白菜乳剤で植物抽出液の抗菌効果を検討した。

白菜の 9 倍量の 3％の食塩水を加え，ストマッカーで 2 分間ホモジナイズして，滅菌試験

管に 10ml を分注した。所定の濃度の植物抽出液を添加し，初期菌数が約 105 cfu/ml にな

るように調製した大腸菌 O157 液を添加し，15℃あるいは 35℃で 24 時間培養後の菌数を

測定した。また，植物抽出液を併用して，白菜乳剤での抗菌効果も調べた。 

 

7．植物抽出液添加白菜浅漬けにおける細菌の挙動 

 水道水で洗浄後，3 センチにカットした白菜の重さの 3％（30 g/kg）の食塩を加え，よ

く混ぜて塩を全体になじませた。その後，3%の食塩水を添加した（500 ml/kg）。4℃で 5

時間漬けてから，所定の濃度の植物抽出液あるいは植物 EO を加え，接種菌液を初期菌数

が約 105 cfu/g になるように接種した。15℃で 7 日間保存し，1, 2, 3, 7 日目にサンプ

リングして，大腸菌 O157 の残存菌数を rif-SMAC で測定した。大腸菌 O157 を接種しな

いサンプルは非接種群とし，一般生菌数を標準寒天培地，大腸菌群数をデソキシコレート

培地，乳酸菌数を BCP 加プレートカウントアガール培地（日水製薬）で測定した。 

 

Ⅲ．実験結果 

1． 植物抽出液の MIC および MBC 

 全般的に今回試験した植物抽出液単独では大腸菌 O157 に対して大きな抗菌効果はみら

れなかった（表 5-2）。これら中で最も一番効果がみられたのは八角で，MIC と MBC は

0.4％であった。烏梅（うばい），ガランガルおよびクローブの MIC は 0.8%であったが，

MBC は 0.8％以上であった。それ以外の試験した植物抽出液は MIC，MBC ともに 0.8%

以上であった。 
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2． 植物抽出液添加白菜乳剤での抗菌効果 

表 5-3 は植物抽出液による白菜乳剤（ホモジナイズ液）における大腸菌 O157 の抗菌効

果を示す。白菜乳剤の食塩濃度は 3%であった。植物抽出液非添加のサンプルをコントロ

ールとした。初期菌数約 5.0 Log cfu/ml, pH は 6.1 であった。35℃で一日培養後，O157

は 6.0 Log cfu/ml まで増殖した。植物抽出液の添加は白菜乳剤の pH への影響がほとんど

みられなかったが，鳥梅は白菜乳剤の pH を 3.1 に低下させた。15 種類の抽出液を白菜乳

剤に 0.5％添加すると，接種した大腸菌 O157 の増殖が抑制される例がみられた。とくに，

八角，烏梅は O157 へ強い抑制効果が認められた。一日培養後，八角添加の場合 O157 菌

数は検出限界以下になった（＜1.0 Log cfu/ml）。烏梅の添加によっても O157 菌数はかな

り減尐し，一日後 2.3 Log cfu/ml になった。また，ガランガル，八角，烏梅の併用効果も

調べた（表 5-3）。烏梅＋ガランガル，烏梅＋八角，ガランガル＋八角で，一日後 O157 菌

数はすべて検出限界以下になった。また，八角や烏梅は 0.1％の濃度でも，表 5-4 に示す

ように白菜乳剤における大腸菌 O157 を減尐した。 

一方，植物抽出液を併用して試験を試みた。表 5-5 に 0.1%あるいは 0.05%の八角，烏梅，

ガランガルをぞれぞれ組み合わせた白菜乳剤での抗菌効果を示す。すべての組み合わせで

高い抗菌効果が得られた。八角 0.1%，烏梅 0.1%，ガランガル 0.05%の組み合わせは白菜

乳剤における大腸菌 O157 を顕著に減尐させ，コントロールより約 3.5 Log 低下した。15℃

で 7 日間保存すると，大腸菌 O157 数は検出限界になった（表 5-6）。白菜浅漬けにおける

大腸菌 O157 の生残にガランガルより，八角および烏梅の添加が大きく影響した。 

 

3．植物抽出液添加白菜浅漬けでの抗菌効果 

 自製白菜浅漬けに八角 0.1%，烏梅 0.1%，ガランガル 0.05%の添加により，一般生菌数，

大腸菌群数，乳酸菌数および接種した大腸菌O157の増殖抑制に効果が認められた（表 5-7）。

コントロールの一般生菌数および乳酸菌数は保存時間の延長により増加したが，大腸菌群

数は始めの 3 日まで増加したが，7 日目には低下した。植物抽出液を添加した場合の菌数

変化の傾向はコントロールと類似していたが，各菌数はコントロールよりも低かった。特

に，7 日目の乳酸菌数はコントロールのより 1.2 Log 低かった。コントロールの浅漬けで
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は，接種した大腸菌 O157 数は 7 日間ほぼ一定であった。植物抽出液を添加することによ

り，大腸菌 O157 数は 7 日目にコントロールよりも 1.4 Log 低かった。なお，7 日間保存

後，植物抽出液添加した白菜浅漬けと添加しなかった検体の pH はそれぞれ 4.16，4.74 で

あった（表 5-8）。 

 一方，植物 EO あるいは植物成分を白菜浅漬けに添加して，接種した大腸菌 O157 の増

殖抑制効果の検討を試みた。八角 EO，シナモン EO およびオイゲノールを 0.05％添加す

ると，O157 の増殖を強く抑制した。シナモン EO，オイゲノール添加した場合，7 日間保

存後O157菌数は検出限界以下となった。 八角EO添加の場合もコントロールより2.3 Log

低かった。 

 

Ⅳ．考察 

 本研究では，中国からの香辛料や漢方薬などから抗菌作用があるサンプルを選択した。

白菜乳剤で抗菌効果を示した植物抽出液を組み合わせて大腸菌 O157 への抗菌効果を調べ

た。これで，強い抗菌効果を示す組み合わせ（八角 0.1%，鳥梅 0.1%，ガランガル 0.05%）

を選択し，自製した塩分 3.0％の白菜漬物に添加して，15℃での抗菌効果を調べた。 

 八角のエタノール抽出液による大腸菌 O157 の MIC，MBC は，ともに 0.4%であった。

このことから，八角抽出液は O157 に対して殺菌的に働いていると考えられた。八角以外

の植物抽出液の大腸菌 O157 に対する MIC および MBC は≧0.8%となった。このように

グラム陰性菌である大腸菌 O157 への植物抽出液の抗菌効果は既報のとおり低かった。グ

ラム陰性菌はペプチドグリカン層の外側に外膜を持っている。この外膜は二重膜で，内側

の膜はリピドで，外側の膜はリポ多糖体（LPS）で，親水性物質も疎水性物質も通さない。

グラム陰性菌は栄養物質を外膜にあるポーリンを通って取り込む。この外膜が透過障害と

なり植物抽出液などの抗菌物質からグラム陰性菌は保護される。そこでキレート剤により

グラム陰性菌への抗菌効果が高まる可能性がある。崔 81)はグラム陰性菌の外膜の透過性を

増加させるキレート剤を用いて植物成分の細胞内へ侵入を促進して静菌を試みた。キレー

ト剤として，EDTA（ethylenediaminetetraacetic acid）およびクエン酸ナトリウムはグ

ラム陰性菌に対するシナモン，オレガノ，ローズマリーなどの植物抽出液の静菌作用を高
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めたことを報告した。 

一方，厚朴は八角，烏梅以外のサンプルよりはやや高い抗菌効果が得られたが，白菜乳

剤や白菜浅漬けを白濁させ，食品に添加するとその品質に影響すると思われたため，以後

の実験には使わなかった。また，本研究では，八角，烏梅，ガランガルという組み合わせ

において白菜乳剤に非常に強い抗菌効果が認められた。白菜浅漬けにおける一般生菌数，

大腸菌群数，乳酸菌数および接種大腸菌 O157 にも抑制効果が認められた。非接種の場合，

保存時間の延長に伴って乳酸菌が増殖し，白菜浅漬けの pH が低下し，それにより大腸菌

群数が減尐したとも考えられる。しかし，このような酸味の上昇は，浅漬けの色調変化，

風味の低下を招き，品質を低下させる。白菜乳剤では高い抗菌効果を得られたことから，

微生物は白菜浅漬けの内部へ侵入して，植物抽出液の抗菌成分との接触ができなくなった

と思われた。一方，本研究では，白菜浅漬けの保存温度を 15℃とした。白菜浅漬けはさら

に低い温度，例えば 10℃で保存すると，各菌数の増殖の抑制効果が高くなると考えられた。

浅漬けは漬物の中では微生物の影響を最も受けやすいものの一つである。市販浅漬けの生

菌数についての報告をみると尐ないものでは 103 cfu/g のものもあるが，大部分のものは

104から 106 cfu/g で，108 cfu/g に達しているものも時にみられる。生菌数が 107 cfu/g 以

上になってくると調味液は白濁し，浅漬けとしての商品性は急速に低下する 62)。本研究で

は，八角 0.1%，烏梅 0.1%，ガランガル 0.05%を組み合わせて白菜浅漬けに添加すること

によって，15℃で 7 日間保存しても生菌数は 107 cfu/g 以下に抑えられた。一方，高濃度

の植物抽出液の添加により，白菜乳剤や白菜浅付けの漬け汁は白濁し，匂いが残ったので，

食品への添加にはできる限り低い濃度が望ましい。 

八角やシナモン EO，オイゲノールは低濃度でも白菜浅漬けにおける大腸菌 O157 を効

果的に減尐した。 植物抽出液より強い抗菌効果が得られたことから，抗菌成分は原材料

から抽出不十分であると考えられた。  

本研究では，烏梅の添加により，白菜乳剤および白菜浅漬けの pH を低下した。一般細

菌は pH 4.5 くらいまで発育でき，pH が低下すると細菌細胞は損傷を受け，増殖が抑制さ

れる。低 pH と植物抽出液の併用で抗菌性が増強することは低 pH により損傷を受けた細

菌細胞にさらに植物の抗菌成分が作用し併用効果を示したと考えられる。また，食塩は保
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存性を高めるもので，塩辛，野菜の漬物など古くから用いれてきた。細菌は水分活性が低

下した高塩分の環境では，増殖に必要な水分を利用できなくなる同時に，浸透圧が高くな

り菌体内の水分が外へ出て，細菌は原形質分離を起こして死滅させたり増殖が抑制される。

植物抽出液と食塩の併用で抗菌性が増強するのは塩分濃度の増加により細菌細胞の水分

活性が低下し，さらに植物抽出液の抗菌成分が細菌細胞に作用し，併用効果を示したと考

えられる。低温保存は微生物の増殖を抑え，植物抽出液や植物 EO の溶解性への影響もあ

ると考えられた。 

以上，植物抽出液と低 pH あるいは食塩併用で，それぞれ単独では発育を抑制できない

条件でも両者を併用することで抑制が可能になった。一方，白菜浅漬けでは植物抽出液の

抗 O157 効果がみられ，白菜浅漬けの微生物的安全性を高めるには有効であると思われた。 
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Ⅴ．小括 

 

1． 15 種類の植物抽出液の大腸菌 O157 に対する静菌および殺菌効果は全般的に低かった。 

 

2． 八角，烏梅のエタノール抽出液はそれぞれ 0.4%，0.8%濃度で大腸菌 O157 の増殖を完

全に抑制した。 

 

3． 八角の MIC と MBC は同じであったことから，殺菌的に働いていることがわかった。 

 

4． 八角 0.1%，烏梅 0.1%，ガランガル 0.05%という組み合わせは白菜乳剤で高い抗 O157

効果が認められた。 

 

5． 白菜浅漬けに八角 0.1%，烏梅 0.1%，ガランガル 0.05%を添加すると，一般生菌数，

大腸群数，乳酸菌数および接種大腸菌 O157 数はコントロールより低くなった。 

 

6． 八角，シナモン EO およびオイゲノールは白菜浅漬けにおける大腸菌 O157 を効果的

に減尐した。 
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表 5-1. 供試植物 

植物 学名 使用部 

丹参（タンジン） Salvia miltiorrhiza 実 

苦参（クジン） Sophora flavescens 実 

厚朴（コウボク） Magnolia hypoleuca 皮 

八角（ハッカク） Illicium verum 実 

シナモン Cinnamomum verum 皮 

甘草（カンゾウ） Glycyrrhiza uralensis 茎 

孜然（ズーラン） Cuminum cyminum 実 

鳥梅（ウバイ） Prunus mume 実 

クローブ Syzygium aromaticum 実 

ガランガル Alpinia officinarum 実 

サンショウ Zanthoxylum piperitum 実 

陳皮（チンビ） Citri reticulatae pericarpium 皮 

ねぎ Allium fistulosum 実 

ニンニク Allium sativum 実 

唐辛子（トウガラシ） Capsicum annuum 実 
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表 5-2. 植物抽出液による大腸菌 O157 mixture の MIC および MBC 

植物抽出液 MIC（%） MBC（%） 

丹参 ＞0.8 ＞0.8 

苦参 ＞0.8 ＞0.8 

厚朴 ＞0.8 ＞0.8 

八角 0.4 0.4 

シナモン ＞0.8 ＞0.8 

甘草 ＞0.8 ＞0.8 

孜然 ＞0.8 ＞0.8 

鳥梅 0.8 ＞0.8 

クローブ 0.8 ＞0.8 

ガランガル 0.8 ＞0.8 

サンショウ ＞0.8 ＞0.8 

陳皮 ＞0.8 ＞0.8 

ねぎ ＞0.8 ＞0.8 

ニンニク ＞0.8 ＞0.8 

唐辛子 ＞0.8 ＞0.8 
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表 5-3．植物抽出液による白菜乳剤における大腸菌 O157 mixture の抗菌効果 

植物抽出液 pH O157 数（Log cfu/ml） 

コントロール 6.1 6.0 ± 0.1 

丹参 ND 6.0 ± 0.1 

苦参 ND 5.5 ± 0.2 

厚朴 ND 4.9 ± 0.2 

八角 ND － 

シナモン ND 5.1 ± 0.0 

甘草 ND 5.0 ± 0.1 

孜然 ND 5.0 ± 0.1 

鳥梅 3.1 2.3 ± 0.1 

クローブ ND 5.8 ± 0.2 

ガランガル 6.1 4.9 ± 0.1 

サンショウ ND 5.5 ± 0.2 

米酢 3.7 4.4 ± 0.1 

陈皮 ND 5.5 ± 0.1 

ねぎ ND 5.0 ± 0.2 

ニンニク ND 5.5 ± 0.1 

唐辛子 ND 5.6 ± 0.2 

鳥梅＋八角 3.1 － 

鳥梅＋ガランガル 3.1 － 

ガランガル＋八角 6.1 － 

    使用濃度：0.5%  食塩濃度：3%  初期菌数：4.5 Log cfu/ml  

    保存温度：35℃  保存時間：1 日   

    ND：not done     －：陰性（＜1.0 Log cfu/ml) 
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表 5-4．植物抽出液による白菜乳剤における大腸菌 O157 mixture の抗菌効果 

植物抽出液 使用濃度% pH 残存菌数（Log cfu/ml） 

コントロール  6.1 6.0 ± 0.1 

鳥梅 

0.4 3.28 2.8 ± 0.1 

0.2 3.71 4.2 ± 0.1 

0.1 4.16 4.3 ± 0.2 

0.05 4.90 4..4 ± 0.1 

八角 

0.4 6.21 － 

0.2 ND 1.0 ± 0.1 

0.1 ND 4.6 ± 0.1 

0.05 ND 5.8 ± 0.1 

ガランガル 

0.4 6.15 4.9 ± 0.1 

0.2 ND 5.3 ± 0.1 

0.1 ND 5.5 ± 0.1 

0.05 ND 5.6 ± 0.2 

厚朴 

0.4 6.09 4.5 ± 0.1 

0.2 ND 5.0 ± 0.1 

0.1 ND 5.5 ± 0.0 

0.05 ND 5.8 ± 0.1 

食塩濃度：3%   初期菌数：5.0 Log cfu/ml  

保存温度：15℃   保存時間：1 日   

ND：not done   －：陰性（＜1.0 Log cfu/ml） 
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表 5-5．植物抽出液の併用による白菜乳剤の抗菌効果 

植物抽出液の使用濃度（%） 残存菌数 

（Log cfu/ml） 八角 烏梅 ガランガル 

0 0 0 5.2 ± 0.10 

0.05 0.05 0.05 4.4 ± 0.05 

0.05 0.05 0.1 4.3 ± 0.11 

0.05 0.1 0.05 4.3 ± 0.16 

0.05 0.1 0.1 4.4 ± 0.43 

0.1 0.05 0.05 3.3 ± 0.26 

0.1 0.05 0.1 3.5 ± 0.33 

0.1 0.1 0.05 1.8 ± 0.34 

0.1 0.1 0.1 1.7 ± 0.41 

食塩濃度：3%  試験菌：大腸菌 O157 mixture  初期菌数：4.5 Log cfu/ml 

保存温度：15℃  保存時間：1 日   
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表 5-6．白菜乳剤中の大腸菌 O157 に対する八角と鳥梅とガランガルの併用効果 

検体 pH 

O157 数（Log cfu/ml） 

1 日 7 日 

コントロール（無添加） 6.10 5.5 ± 0.21 6.0 ± 0.05 

コントロール（pH 4.2） 4.20 5.3 ± 0.10 5.7 ± 0.17 

コントロール（3% EtOH） 6.10 5.2 ± 0.12 5.8 ± 0.11 

鳥梅＋八角 4.21 1.7 ± 0.02 － 

ガランガル＋八角 6.14 2.8 ± 0.11 2.3 ± 0.05 

ガランガル＋鳥梅 4.18 3.1 ± 0.06 2.8 ± 0.07 

ガランガル＋鳥梅＋八角 4.20 1.5 ± 0.03 － 

植物抽出液の使用濃度：八角 0.1%，鳥梅 0.1%，ガランガル 0.05% 

食塩濃度：3%  初期菌数：4.5 Log cfu/ml 

保存温度：15℃  保存時間：7 日   

－：陰性（＜1.0 Log cfu/ml） 
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表 5-7．植物抽出液および植物精油による白菜浅漬けの抗菌効果 

検体 指標菌 培地 

残存菌数（Log cfu/g） 

0 日 1 日 2 日 3 日 7 日 

Control 

TPC S 6.1 ± 0.05 6.1 ± 0.11 6.5 ± 0.12 7.4 ± 0.06 7.5 ± 0.07 

TCC Deso 4.4 ± 0.04 4.5 ± 0.09 4.6 ± 0.10 5.2 ± 0.12 3.0 ± 0.04 

LAB BCP 4.1 ± 0.03 4.0 ± 0.05 4.5 ± 0.04 6.0 ± 0.01 7.3 ± 0.08 

八角 0.1% 

鳥梅 0.1% 

ガランガル 0.05% 

TPC S 6.1 ± 0.05 5.7 ± 0.14 5.8 ± 0.07 5.8 ± 0.15 7.0 ± 0.21 

TCC Deso 4.4 ± 0.07 2.7 ± 0.11 2.9 ± 0.04 3.1 ± 0.09 2.6 ± 0.11 

LAB BCP 4.1 ± 0.11 3.5 ± 0.08 3.5 ± 0.13 3.9 ± 0.09 6.3 ± 0.08 

Control O157 SMAC 5.0 ± 0.11 5.4 ± 0.17 5.2 ± 0.05 5.6 ± 0.03 5.3 ± 0.14 

八角 0.1% 

鳥梅 0.1% 

ガランガル 0.05% 

O157 SMAC 5.0 ± 0.8 5.2 ± 0.21 5.0 ± 0.14 4.8 ± 0.05 3.9 ± 0.07 

八角 EO 0.05% O157 SMAC 5.1 ± 0.07 4.9 ± 0.08 5.0 ± 0.09 5.1 ± 0.13 3.0 ± 0.07 

シナモン EO 0.05% O157 SMAC 5.1 ± 0.14 5.0 ± 0.08 4.8 ± 0.11 4.5 ± 0.16 － 

オイゲノール 0.05% O157 SMAC 5.1 ± 0.17 4.3 ± 0.16 4.6 ± 0.06 2.7 ± 0.22 － 

保存温度：15℃    

－：陰性（＜2 Log cfu/g） 

TPC：一般生菌数  TCC：大腸菌群数  LAB：乳酸菌数  O157：大腸菌 O157 数 

S：標準寒天培地   Deso：デソキシコレート培地 

BCP：BCP 加プレートカウントアガール培地       SMAC：ソルビトールマッコンキー寒天培地 
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表 5-8．白菜浅漬けの保存中の pH の変化 

   検体 

保存時間 

0 日 1 日 3 日 7 日 

コントロール 

白菜の pH 6.01 6.04 5.00 4.74 

漬け汁の pH 6.00 5.69 4.53 4.51 

八角（0.1%） 

鳥梅（0.1%） 

ガランガル（0.05%） 

白菜の pH 5.81 5.97 5.66 4.16 

漬け汁の pH 4.91 5.54 5.38 3.89 

保存温度：15℃ 
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第６章 植物精油による野菜ジュースの微生物制御 

Ⅰ．序言 

海外では野菜ジュースやリンゴ果汁などの飲料を摂取することにより，腸管出血性大腸

菌 O157 やサルモネラを原因とした食中毒が頻発している 30)。日本では，牛乳のように，

65℃で 10 分間加熱もしくは，それと同等以上の殺菌をすることが規定されている。野菜

や果汁の種類，透明か粒状かによって製造工程がやや異なる。ただし，普通に容器に充填

して市販されているものは，ほぼ全て加熱殺菌されている。絞った直後に含まれる酵素は，

ジュースを保存しているときに，ジュースの成分を変化させる働きをするため，加熱処理

で酵素が働かなくなるようにする。 

加熱処理をするときの問題点としては，香りの成分が失われやすいこと，ビタミンＣな

ど熱に弱い成分が壊れやすいことである。密閉した殺菌装置を使って香りの成分が失われ

ないようにしたり，殺菌温度と殺菌時間を調節して，ビタミンなどができるだけ壊れない

ような条件で品質を維持しながら菌数を減尐させる技術が必要である。 

近年，植物 EO は新鮮食材やその製品の抗菌剤として注目されている。シナモン，クロ

ーブ，ローズマリー，オレガノ，アンズの EO などは in vitro および食品モデルでの抗菌

効果が報告されてきた 19,23,28,46)。しかし，植物 EO，特に八角 EO を使用した野菜ジュー

スの静菌や殺菌に関する報告はあまりなかった。本研究ではシナモン，クローブ，八角

EO およびクローブの为成分であるオイゲノールの大腸菌 O157 に対する MIC および

MBC を調べるとともに，野菜ジュースにおける大腸菌 O157 の抑制効果を EO の添加濃

度や保存温度から検討した。また，大腸菌 O157 の耐熱性（Ｄ値）への影響についても検

討した。 

 

Ⅱ．材料と方法 

 

1. 試験菌株 

 第 5 章と同様に大腸菌 O157 の 3 菌株用いた。 
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2．野菜ジュース 

 KAGOME の野菜生活（100）という野菜・果実ミックスジュース（野菜ジュース）を

試験に用いた。砂糖や食塩など無添加で，野菜汁 50%と果汁 50%合計 100%の野菜ジュー

スである。にんじん，ホウレンソウ，レタス，白菜，キャベツなど 21 種類の野菜，りん

ご，オレンジ，レモンの 3 種類のフルーツがこの野菜果汁に含まれている。 

 

3．植物精油の調製 

 第 5 章と同様に植物 EO を調製した。 

 

4． MIC および MBC の測定 

 第5章と同様に植物EOのMICおよびMBCを測定した。培地のpHは無調整（pH 7.0），

および pH 4.5，pH4.0 に調整して試験を行った。 

 

5．植物精油による野菜ジュースの抗菌効果 

野菜ジュースに植物 EO を添加し，4，20，35℃で保存して接種した大腸菌 O157 の挙動

を調べた。口径 24 mm の試験管に 40 ml の野菜スジュースを入れ，0.05%あるいは 0.1%

の植物 EO を添加し，遠心洗浄した大腸菌 O157 を初期菌数約 105 cfu/ml になるように接

種した。保存温度の 4℃の検体は冷蔵庫，20℃は恒温水槽で，0，1， 2，3，7 日目にサン

プリングして，O157 菌数を測定した。保存温度の 35℃はふ卵器で１日保存後，残存菌数

の測定を行った。植物 EO を添加しない試験管をコントロールとした。また，PBS での植

物 EO の抗菌効果を検討したが，35℃のみ 1 日保存して残存菌数を測定した。 

 

6．耐熱性試験 

 植物 EO による野菜ジュースにおける大腸菌 O157 の耐熱性への影響を検討した。30ml

の野菜ジュースに所定濃度の植物 EO を添加し，初期菌数約 106 cfu/ml になるように遠心

洗浄した O157 を接種し，小試験管に 3ml 分注して，前準備した 55℃の恒温水槽で加熱

試験を行った。小試験管中心部の温度が 53℃になると，計時を始めた。加熱後氷冷してか
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ら，大腸菌 O157 の残存菌数を測定した。Ｄ値は検体における目標菌を 90％死滅させる必

要な時間となる。 

 

Ⅲ．実験結果 

1．植物精油の MIC，MBC 

 pH 無調整（pH 7.2）の培地の場合，シナモン以外の MIC は 0.05%で，シナモンの MIC

は 0.025%であった。シナモン，クローブおよびオイゲノールの MBC は 0.1%であったが，

八角の MBC は 0.2%であった（表 6-1）。 

 培地の pH を 4.5 に調整した場合，無調整の場合より，MIC，MBC はかなり低下した。

シナモンと八角の MIC は 0.0063%，MBC はそれぞれ 0.05%，0.0125%であった。クロー

ブはオイゲノールと同じ MIC と MBC が得られた。その MIC は 0.025%，MBC は 0.1%

であった（表 6-1）。 

 培地の pH を 4.0 に調整した場合，0.0031%の植物 EO あるいはオイゲノールを添加し

ても，接種した大腸菌 O157 の増殖は認められなかった。MBC はシナモンが 0.0125%，

八角が 0.0063%，クローブとオイゲノールが 0.05%であった（表 6-1）。 

 

2．野菜ジュースにおける植物精油の抗菌効果 

 4℃では，野菜ジュースに接種した大腸菌 O157 の増殖は認められなかった（表 6-2）。7

日後，残存菌数は初期菌数と同じで 5.3 Log cfu/ml であった。植物 EO を添加すると，O157

菌数は徐々に減尐した。とくに，シナモン 0.1%添加で，7 日目に O157 菌数は検出限界以

下となった。クローブ，オイゲノールを 0.1%添加した場合，1 日 4℃で保存後，残存 O157

は検出されなかった。八角 EO を 0.05%添加した場合，7 日目の残存 O157 数はコントロ

ールより 2.1 Log 低下した。 

 表 6-3に野菜ジュースにおける大腸菌 O157 に対する 20℃での植物EOの抗菌効果を示

す。コントロールの菌数は保存時間の延長により，徐々に減尐した。植物 EO を添加した

場合，0.05%あるいは 0.1%で，7 日目にすべて検出限界以下となった。クローブ，オイゲ

ノールを 0.1%を添加した場合，1 日目から O157 は検出されなかった。 
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 保存温度を 35℃にすると，1 日後，コントロールの菌数は変わらなかったが，植物 EO

を添加した野菜ジュースから O157 は検出されなかった（表 6-4）。また，PBS に低い濃度

の植物 EO を添加しても，接種した大腸菌 O157 は減尐した。とくに，シナモンを 0.025%

添加すると，O157 数は検出限界以下となった（表 6-5）。 

 

3．加熱試験 

 大腸菌 O157 接種野菜スジュースに植物 EO を 0.01%，0.05%添加して 55℃で加熱試験

を行った。加熱試験の結果から得られた D55を表 6-6 に示した。コントロールでは，D55

は 5.69 min であった。植物 EO を添加すると，O157 の耐熱性は低下した。0.01%のシナ

モン，クローブ，八角 EO およびオイゲノールを添加した野菜ジュースにおける大腸菌

O157 の D55はそれぞれ 3.41, 4.09, 2.95, 4.05 min であった。さらに，添加濃度を 0.05%

にすると，短時間加熱しても，顕著的な殺菌効果をを認められた。とくに，0.05%の八角

を添加した場合，D55は 0.38 min であった。 

 

Ⅳ．考察 

 本研究に使用した野菜ジュースの pH は 3.8-3.9 であった。表 6-1 に示したように，植

物 EO およびクローブの为成分であるオイゲノールは低 pH の併用で，酸耐性を持ってい

る大腸菌 O157 に対しても高い抗菌効果が得られた。特に，八角 EO は酸性培地では大腸

菌 O157 に対して非常に低い MIC および MBC を示した。本研究で植物 EO の溶解に使用

したエタノールは大腸菌 O157 の増殖に影響を与えない濃度であった。シナモン，クロー

ブ，八角 EO の为成分はそれぞれシナモンアルデヒド，オイゲノール，アネトールである。

これらの成分の抗菌作用は，現在でもまだ不明な点が多いが，静菌や殺菌のメガニズムは

単一ではないと思われる。一方，植物 EO は pH 低下との併用効果が認められた。 

  Knight と McKellar47)は大腸菌 O157 に対して 9 種類の植物 EO およびその成分の抗

菌効果を検討し，シナモンおよびクローブの MIC はそれぞれ 0.025，0.075％としている。

Smith-Palmer ら 86)もシナモンおよびクローブ EO の大腸菌 O157 への MIC がそれぞれ

0.05％および 0.04％であったことを報告した。本研究では，八角 EO はシナモンやクロー
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ブと同等以上の抗菌効果があることを認められた。 

本章では，野菜ジュースに 0.05％および 0.1％の植物 EO を添加して種々の温度で保存

し，接種した大腸菌 O157 の増殖や死滅状況を調べた。大腸菌 O157 はすべての条件で菌

の増殖が認められなかった。EO などの殺菌効果は添加濃度，保存温度および保存時間に

よって大きく影響された。保存温度を高く，保存時間を長くすると，EO が低い濃度で添

加しても，同じレベルの殺菌効果が得られると考えれる。Ceylan ら 12)はアップルジュー

スに接種した大腸菌O157は 8℃で 14日間保存しても増殖を認められなかったと報告した。

温度は膜の流動性に大きく影響するため，抗菌物質の抗菌効果に影響したものと考えられ

る。一方， Gabriel ら 26)の報告では，加熱処理する前に酸適応させた大腸菌 O157 は，よ

り高い耐熱性を示した。 

一方，野菜ジュースでクローブやオイゲノールはより高い殺菌効果を得られたが，pH 

4.0 での MBC は 0.05%であり，シナモンおよび八角より高かった。本研究に使用した野

菜ジュースの糖度は約 8.2 度（Brix）であり，植物 EO の抗菌効果に影響したと推察した。 

また，植物 EO は大腸菌 O157 の耐熱性を非常に低下させた。特に，八角 EO は低温加

熱との併用で高い殺菌効果が得られた。Cui ら 16)は 12 種類の植物エタノール抽出液によ

り Clostridium 属芽胞に対する 80℃と 100℃における耐熱性低下作用を調べたところ，甘

草とレモンユーカリは効果的であったことを報告している。また，芽胞の耐熱性低下に対

して甘草抽出液と低 pH の併用作用も認められた。本研究では，植物 EO は低温加熱との

併用で野菜ジュースの安全性を高めることがわかった。効果的に野菜ジュースの微生物学

的安全性を確保するだけでなく，また，低温処理ではビタミンなどの栄養素の損失を防止

することができる。 

一方，八角は強い芳香をもつ，星型のスパイスであり，さまざまな料理に利用されてい

る。料理以外に食品，医薬品，練り歯磨きおよび風味の製品に広く使用されている。クロ

ーブやシナモン EO はスパイスりんごドリンクおよびジュース製品に添加されることが知

られていて，八角 EO はジュース産業に風味剤または抗菌物質として使用することが可能

であると思われる。 
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Ⅴ．小括 

 

1. シナモン，クローブ，八角 EO およびオイゲノールは大腸菌 O157 に対する MIC，MBC

がそれぞれ 0.025-0.05%，0.1-0.2%であった。酸性条件ではさらに低い MIC，MBC

が得られた。 

 

2. 野菜ジュースに接種した大腸菌 O157 の生残は，植物 EO の添加濃度，保存温度およ

び保存時間により大きく影響された。 

 

3. 野菜ジュースに植物 EO を添加すると，大腸菌 O157 の D55値はかなり減尐した。最

大 5.69 分（コントロール）から 0.38 分（八角 EO，0.05%）まで減尐した。 
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表 6-1．大腸菌 O157 mixture に対する植物 EO および成分の MIC と MBC 

pH サンプル MIC (%) MBC (%) 

無調整（pH 7.2） シナモン 0.025 0.1 

クローブ 0.05 0.1 

八 角 0.05 0.2 

オイゲノール 0.05 0.1 

pH 4.5 シナモン 0.0063 0.05 

クローブ 0.025 0.1 

八角 0.0063 0.0125 

オイゲノール 0.025 0.1 

pH 4.0 シナモン ＜0.0031 0.0125 

クローブ ＜0.0031 0.05 

八角 ＜0.0031 0.0063 

オイゲノール ＜0.0031 0.05 
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表 6-2．植物 EO 添加野菜ジュースでの大腸菌 O157 の挙動（4℃） 

サンプル 濃度 

保存日数（Log cfu/ml） 

0 1 2 3 7 

コントロール  5.3 ± 0.02 5.2 ± 0.02 5.3 ± 0.11 5.3 ± 0.04 5.3 ± 0.16 

シナモン 

0.1% 5.3 ± 0.07 5.3 ± 0.04 4.7 ± 0.11 2.7 ± 0.07 － 

0.05% 5.3 ± 0.01 5.3 ± 0.05 5.2 ± 0.03 5.2 ± 0.10 4.1 ± 0.01 

クローブ 

0.1% 4.9 ± 0.17 － － － － 

0.05% 5.3 ± 0.03 5.3 ± 0.04 5.2 ± 0.01 5.2 ± 0.02 5.0 ± 0.11 

八角 

0.1% 5.3 ± 0.06 4.0 ± 0.16 3.0 ± 0.05 2.5 ± 0.14 1.6 ± 0.05 

0.05% 5.3 ± 0.04 5.0 ± 0.17 4.5 ± 0.06 4.3 ± 0.21 3.2 ± 0.07 

オイゲノール 

0.1% 4.8 ± 0.27 － － － － 

0.05% 5.3 ± 0.08 5.1 ± 0.12 4.9 ± 0.09 4.9 ± 0.17 3.7 ± 0.10 

－：陰性（＜0 Log cfu/ml） 
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表 6-3．植物 EO 添加野菜ジュースでの大腸菌 O157 の挙動（20℃） 

サンプル 濃度 

保存日数（Log cfu/ml） 

0 1 2 3 7 

コントロール  5.3 ± 0.02 5.0 ± 0.21 5.3 ± 0.10 5.3 ± 0.02 3.8 ± 0.05 

シナモン 

0.1% 5.3 ± 0.07 4.1 ± 0.04 － － － 

0.05% 5.3 ± 0.01 5.0 ± 0.21 5.3 ± 0.10 5.3 ± 0.02 － 

クローブ 

0.1% 4.9 ± 0.17 － － － － 

0.05% 5.3 ± 0.05 5.1 ± 0.08 4.9 ± 0.12 4.5 ± 0.15 － 

八角 

0.1% 5.3 ± 0.06 2.4 ± 0.13 1.0 ± 0.12 － － 

0.05% 5.3 ± 0.04 4.2 ± 0.12 3.0 ± 0.03 2.5 ± 0.07 － 

オイゲノール 

0.1% 4.8 ± 0.27 － － － － 

0.05% 5.3 ± 0.08 4.3 ± 0.06 3.9 ± 0.08 3.4 ± 0.09 － 

－：陰性（＜0 Log cfu/ml） 
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表 6-4．植物 EO 添加野菜ジュースでの大腸菌 O157 の挙動（35℃） 

サンプル 使用濃度 

保存日数（Log cfu/ml） 

0 日 1 日 

コントロール 5.3 ± 0.02 5.2 ± 0.05 

シナモン 

0.1% 5.3 ± 0.07 － 

0.05% 5.3 ± 0.01 － 

クローブ 

0.1% 4.9 ± 0.17 － 

0.05% 5.3 ± 0.05 － 

八角 

0.1% 5.3 ± 0.06 － 

0.05% 5.3 ± 0.04 － 

オイゲノール 

0.1% 4.8 ± 0.27 － 

0.05% 5.3 ± 0.08 － 

 －：陰性（＜0 Log cfu/ml） 
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表 6-5．PBS での植物エッセンシャルオイルの抗菌効果 

サンプル 使用濃度 残存菌数（Log cfu/ml） 

コントロール 5.1 ± 0.04 

シナモン 

0.1% － 

0.05% － 

0.025% － 

0.0125% 1.5 ± 0.06 

クローブ 

0.1% － 

0.05% － 

0.025% 2.8 ± 0.04 

0.0125% 4.7 ± 0.01 

八角 

0.1% － 

0.05% － 

0.025% 2.2 ± 0.13 

0.0125% 3.3 ± 0.08 

オイゲノール 

0.1% － 

0.05% － 

0.025% 2.1 ± 0.05 

0.0125% 3.6 ± 0.12 

     保存温度：35℃  保存時間：1 日 

    －：陰性（＜0 Log cfu/ml） 
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表 6-6．ジュース中での大腸菌 O157 の耐熱性に及ぼす植物 EO の影響 

濃度 植物 EO D55（分） 

コントロール（野菜ジュース） 5.69 ± 0.12 

0.01% 

シナモン 3.41 ± 0.09 

クローブ 4.09 ± 0.05 

八角 2.95 ± 0.15 

オイゲノール 4.05 ± 0.14 

0.05% 

シナモン 0.79 ± 0.03 

クローブ 0.67 ± 0.02  

八角 0.38 ± 0.10 

オイゲノール 0.60 ± 0.05 

     加熱温度：55℃ 
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第 7 章 総合考察 

   

 近年，健康志向の高まりとライフスタイルの変化に伴い，サラダなどで生食される野菜，

アルファルファ等のスプラウト（芽もの野菜）は食生活の重要な部分であり，その消費量

は日々拡大してきた。その一方で，これら加熱しない生食用野菜を原因食とする大規模食

中毒が国内外で多発し，大きな問題となっている。 

生鮮野菜を汚染する为要な食中毒菌としては，腸管出血性大腸菌，サルモネラおよびリ

ステリアである。特に，野菜に関する食中毒の多くは大腸菌 O157 を原因菌としている。

生鮮野菜における優占微生物は，腐敗細菌，酵母やかびであり，食中毒菌が実際に分離さ

れる頻度は一般的に低い。食中毒菌の生鮮野菜への汚染は，生産段階の農場あるいは収穫

後の一次加工・流通段階のいずれか，あるいは両方で起こる可能性がある。  

野菜は農場から食卓までの過程で汚染される可能性がある。農場の汚染源としては，家

畜・野生動物の糞尿，未熟堆肥，汚染河川，下水，潅水，保菌の動物，鳥，昆虫および農

業従事者などである。健康な牛では腸管出血性大腸菌，家禽ではサルモネラの保菌率が高

く，土壌細菌でもあるリステリアの保菌率はいずれの家畜でも高いことが知られている。

これらの保菌家畜からの排泄物とその未熟堆肥により，土壌が食中毒菌で汚染される。大

腸菌 O157 やサルモネラは，土壌の種類，水分含量や気温に依存するものの一般に数週間

から数ヶ月間生存可能である。このような汚染土壌で栽培された生鮮野菜では，食中毒菌

の根圏を介した植物体への内部侵入や土の跳ね返り等による食中毒菌の茎葉への表面付

着による汚染リスクは高くなる。飼育場からの汚水が流出する河川などを用いた灌水によ

っても，生鮮野菜で食中毒菌の表面付着や気孔を介した内部侵入の汚染リスクは高くなる。

生鮮野菜の収穫後の汚染源としては，収穫用器具・装置，輸送コンテナ，昆虫，洗浄水，

冷却用氷，輸送車および加工装置などである。なお，作業者はほ場同様に汚染源となる。 

一度，食中毒菌が野菜の根元や表面の傷や気孔などから内部侵入すると加熱以外での殺

菌は極めて難しくなる。一方，食中毒菌は野菜で長い期間生存できる。例えば， 

大腸菌 O157 は低温保存の野菜では増殖が認められないが，長期間生存する 13)。リステリ

アは 0℃でも徐々に増殖できる 11)。加熱せずに生で食べる野菜では，洗浄や消毒によって
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食中毒を起こす微生物を減らすことはできても，完全に除くことはできない。また，温度

や栄養などがこれらの微生物にとって都合の良い条件になると増殖したり，尐量で食中毒

を起こしたりすることもある。水道水による野菜の洗浄では，野菜にある土壌などの汚染

物質を除去できるが，食中毒細菌を効果的には減尐できない。また，洗浄水を介して野菜

へ交差汚染する可能性も高い。殺菌剤を使用する洗浄は現実的な方法である。しかし，殺

菌剤の種類，処理時間などにより効果が違うことが多い。塩素系殺菌剤である次亜塩素酸

ナトリウムは野菜業界でよく使用されているが，殺菌効果は限られている。 

 本研究では，レタス，ホウレンソウおよび白菜の洗浄殺菌において次亜塩素酸ナトリウ

ムを用いて種々の濃度と反応時間で洗浄殺菌効果の検証を行った。水道水より，次亜塩素

酸ナトリウムによる洗浄は高い殺菌効果が得られた。有効塩素濃度の 100，200 および 500 

ppm の洗浄殺菌効果には，野菜の種類にかかわらず顕著な差は認められなかった。一般

生菌数，大腸菌群数，接種した O157 は各 1.0～1.5 Log 程度減尐した。また，処理時間を

延長しても，期待されるほど殺菌効果の上昇は認められず，時間の経過とともに，塩素濃

度は徐々に減尐した。したがって，野菜の洗浄殺菌では，次亜塩素酸ナトリウムの使用濃

度を高くしても処理時間を延長してもそれほど高い殺菌効果が得られなかった。野菜表面

の複雑な構造が付着した細菌を保護したこと，野菜の傷や気孔，切口から組織内に入り込

んで殺菌剤と接触を逃れたこと，菌体自身が形成したバイオフィルムで菌体を保護したこ

となどがその原因と推定された 20,57,58,59,64,88,89)。洗浄殺菌時間については，殺菌剤を使用

した場合，洗浄殺菌開始の早い段階で菌数が減尐することから，5 分程度で十分であり，

10 分間以上の洗浄殺菌は効率的ではないと考えられた。一方，世界中ほとんどの野菜加工

工場では，野菜がスライスしてから洗浄処理を行うのが一般的である。Nou と Luo68)は，

レタスを実験材料に用い，洗浄殺菌を行なってからスライスすると，先にスライスする場

合より低い菌数であったことを報告している。また，野菜を洗浄殺菌液に浸漬したままス

ライスする場合，生菌数や接種 O157 数の減尐には，洗浄殺菌後スライスあるいはスライ

スしてから洗浄殺菌を行うパターンより高い殺菌効果が得られたとの報告もある 91)。 

野菜の洗浄殺菌には，次亜塩素酸ナトリウムへの浸漬洗浄が为流であるが，有機物との

反応に伴う殺菌効率の低下やトリハロメタンの発生などの問題点がある。代替殺菌剤とし
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て，レモン汁，電解水，二酸化塩素，タイム精油，オゾン水，亜塩素酸ナトリウム，過酢

酸，また放射線や加熱処理などが報告されている 35,75,79,80,83)。 ホウレンソウとレタスにお

けるリステリア，サルモネラおよび大腸菌 O157 に対して，エアゾールリンゴ酸の有効性

も評価さている 14)。二酸化塩素は次亜塩素酸ナトリウムより高い酸化力を持ち，安定性が

高く，トリハロメタンなどの有害物質が発生しないメリットがある 43,88)。米国，カナダ，

ドイツ，イタリア，韓国などではすでに飲料水などへの殺菌方法として普及している。本

研究でも，二酸化塩素は次亜塩素酸ナトリウムより高い殺菌効果が得られた。 

次亜塩素酸ナトリウムや二酸化塩素の殺菌効果を高めるために，超音波，バブリングお

よび低温加熱（50℃）処理と併用して，野菜への殺菌効果を調べた。しかし，超音波およ

びバブリングは野菜に強固に付着していた細菌を離脱させることができず，殺菌効果の上

昇は認められなかった。一方，低温加熱は塩素系殺菌剤の殺菌効果を高めた。低温加熱処

理と塩素系殺菌剤の併用で，葉野菜における一般生菌数，大腸菌群数および接種大腸菌

O157 数は最大 2.9, 4.1, 2.5 Log それぞれ減尐した。Klaiber ら 45)は 50℃，200 ppm の塩

素水はカットニンジンにおける好気性中温細菌を 2.3 Log 減尐したことを報告した。

Inatsu ら 37)は，酸性化亜塩素酸ナトリウムが 25℃あるいは 4℃より 50℃のほうが高い殺

菌効果（白菜，大腸菌 O157）を得られたとしている。Kondo ら 49)は 50℃の塩素水によ

る 1 分間の処理でレタスにおける大腸菌 O157 を 1.5 Log 減尐したと報告した。加熱処理

との併用では，5～50℃の範囲において温度が 10℃上昇すれば，塩素の殺菌作用は約 2 倍

になる。また，付着菌自身が熱の影響で損傷やストレスを受けて，殺菌剤に対する感受性

が高まったと考えられる。また，熱によって，野菜表面の構造を変化させたり，付着菌を

保護していたバイオフィルムを破壊させたりして，野菜中の微生物を洗浄液中に離脱させ

て殺菌効果を高まる可能性もあると考えた。一方，低温加熱処理によって，フェニルアラ

ニンアンモニアリアーゼ（phenylalanine ammonia lyase）の活性が低下し，野菜の官能

品質が高まったとの報告もある 65,78)。 

各処理した野菜に残存した大腸菌 O157 の菌数測定において，本研究では選択培地の

SMAC より非選択性培地の TSA のほうが高い検出率が認められた。ほかの研究でも同様

の結果が報告されている 37,52)。一般的には，選択性が低い培地は損傷やストレスを受けら
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れた菌の検出率が高い 27,33,54,94)。野菜洗浄処理中の攪拌，超音波，バブリング，低温加熱

などは野菜における大腸菌 O157 に多尐の損傷を与えるかもしれないと考えて研究を行っ

た。次亜塩素酸ナトリウム，二酸化塩素および物理的処理の超音波や低温加熱などにより

大腸菌 O157 が損傷やストレスを受けて，選択培地での増殖が遅れたあるいは増殖できな

かったと考えられる。 

ところで，次亜塩素酸ナトリウム処理で産生するクロロホルムは，塩素が残存している

間に野菜成分との反応により増加したが，塩素消減後には変化が認められなかった（船渡

川ら，1999）。野菜に残留した次亜塩素酸ナトリウムや二酸化塩素の反応を停止させるた

め，塩素系殺菌剤を除去あるいは中和しなければならない。本研究では，次亜塩素酸ナト

リウムや二酸化塩素を中和するのに，検体の試料乳剤には 1%チオ硫酸ナトリウムを含む

チオ PBS を用いた。理論的には，チオ硫酸ナトリウム 1 mol が塩素分子 4 mol を中和す

ることから推測して，本研究で，二酸化塩素の中和に用いたチオ硫酸ナトリウムは十分な

量であったと考えられる。 

第 4 章では，10～100 ppm の次亜塩素酸ナトリウム洗浄液を交換せずに 10 回目までホ

ウレンソウや白菜を洗浄し，腸管出血性大腸菌 O157 による非接種野菜への交差汚染の有

無を実証した。洗浄殺菌液を繰り返して使用して野菜を洗浄すると遊離有効塩素は徐々に

減尐して，殺菌効果も低下した。初期濃度が 50，100 ppm の次亜塩素酸ナトリウムでは，

10 回洗浄後も 10 ppm 以上の塩素が残留し，洗浄液から O157 は検出されなかった。ま

た，これらで野菜を洗浄しても交差汚染は認められなかった。初期濃度が 10，20 ppm の

次亜塩では洗浄数回目には塩素濃度は 1 ppm 以下に低下し，洗浄液に O157 が残った。ま

た，これらを用いて非接種野菜を洗浄すると O157 が検出された。ホウレンソウの方が白

菜より塩素濃度の低下が大きく汚染しやすかった。野菜洗浄殺菌する際に，野菜の表面に

ある有機物質などの品質や種類差を考慮して，適切な濃度の塩素の使用することは交差汚

染の防止に役たつ。低い塩素濃度を使用すると，遊離塩素はほとんど野菜表面にある有機

物質や野菜汁などと反応して，消費されると考えられる 59)。報告によると，塩素による野

菜の洗浄殺菌効果は，野菜と洗浄液の比率，野菜表面にある有機物質の量，野菜の調製方

法，接種菌液の有機物質量，浸漬法およびスポットの接種方法などにより影響されること
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が知られている 5,22,49,53,85)。本研究では，カットする前に 2－3 回水道水で洗浄したり，接

種菌液も 2 回遠心洗浄し，野菜における有機物の量を抑えた。 

一方，市販の野菜洗剤では 1 回のみ接種野菜を洗浄しても，洗浄液から O157 が検出さ

れ，非接種野菜への交差汚染を引き起こした。現場で常用される 100 ppm 程度の次亜塩

素酸ナトリウムによる殺菌処理は，野菜洗浄時の交差汚染の防止には大きく役立っている。

野菜の殺菌効果に大差がないからといって使用濃度を下げたり，殺菌効果が十分検証され

ていない代替品の使用は汚染ロット混入時に汚染拡大のリスクが高まるので注意すべき

である。一方，洗浄殺菌液中には食中毒菌のすべては殺菌されない微環境 59)がある可能性

があり，菌は洗浄液中に長い時間生存できることから 13)，洗浄液から菌が検出されなくて

も非接種野菜を洗浄すると交差汚染が起こる可能性もあることは注意すべきである。 

漬物の衛生規範50)には，「野菜を加熱せずに供する場合には，流水で十分洗浄し，必要

に応じて次亜塩素酸ナトリウム（生食用野菜にあっては，亜塩素酸ナトリウムも使用可）

の200 ppmの溶液に5分間（100 ppmの溶液の場合は10分間）又はこれと同等の効果を有

するもの（食品添加物として使用できる有機酸等）で殺菌を行った後，十分な流水ですす

ぎ洗いを行うこと」と記載されている。本研究の結果からみると，次亜塩素酸ナトリウム

溶液を200 ppmあるいはそれ以上の高濃度にしても菌数低減効果は期待できない。また，

高濃度にした場合に野菜の品質への悪影響が予想される。さらに，すすぎの水量の増加や

加工現場の環境への影響なども問題になる。それらのことから，野菜の洗浄殺菌では次亜

塩素酸ナトリウム100 ppmが適正であると思われる。一方，100 ppmでは5分と10分で同

じ殺菌効果であったので5分間の処理が適正である。また，二酸化塩素の殺菌効果を検討

した結果，二酸化塩素は多くの場合で低濃度でも次亜塩素酸ナトリウムよりも優れた殺菌

効果を示し，さらに有機物の存在が懸念される環境の殺菌においても同時にトリハロメタ

ンを生成しない。そこで日本でも次亜塩素酸ナトリウムによる野菜や果物の洗浄，および

水道水の殺菌の代替殺菌剤として二酸化塩素は期待される。 

一方，食中毒菌の汚染があった場合，殺菌剤の濃度にかかわらず完全な殺菌が困難であ

るため，洗浄殺菌効果を過信することは危険である。そのため，一般的衛生管理の適切な

実施，低温管理など総合的な衛生管理が欠かせない。また，野菜の微生物的な汚染は，栽
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培方法や栽培地域，季節，不要部分の除去方法の違い等により菌数の変動が予想されるこ

とから，一般生菌数などの衛生指標菌数の定期的な検査データを参考に処理濃度や時間を

設定することが望ましいと考えられる。 

次亜塩素酸ナトリウム溶液，二酸化塩素は，有効な洗浄殺菌剤であるが，使用方法を間

違えると前述のように野菜の品質低下など悪影響の原因となる。また，次亜塩素酸ナトリ

ウム溶液に，万一，酸を混ぜると塩素ガスが発生しとても危険である。次亜塩素酸ナトリ

ウムを用いた洗浄殺菌を常に適切に実施するために，作業者の経験に頼ることなく，製造

現場で働く作業者の誰にでも同様の作業が行えるよう作業内容を文書化することが必要

である。さらに，希釈等の操作が常に適切に実施されているか，管理者等により定期点検

することなど，現場の作業者まかせにすることを避けるべきである。 

食品工場や集団給食施設などで野菜・果実を次亜塩素酸ナトリウム溶液に浸漬する際，

あまり大量の野菜を浸漬することは有効塩素の急激な減尐により十分な洗浄殺菌効果が

得られない可能性もある。また，野菜・果実を洗浄殺菌する際，次亜塩素酸ナトリウム溶

液を繰り返し使用すること，あるいは野菜浸漬中にさらに野菜を加えることは，次亜塩素

酸ナトリウム溶液の失活を考慮すると避けるべきであると考えられた。そのために殺菌剤

の希釈時と同様に作業手順を作成し遵守すること，あわせて作業内容を定期点検すること

が必要である。 

加熱できない生食用野菜および加工品の衛生管理には，洗浄殺菌により有害菌を殺菌，

除去することと，製造現場における汚染防止が食中毒リスクの低減にとても重要である。

Bolin ら 7)はカットレタスを用いて，初発菌数を抑制することが貯蔵性の向上に結び付く

ことを報告している。すなわち，野菜の殺菌処理が，その後の貯蔵中にまで菌数低下の効

果を持続させる。細菌の増殖を防ぐために，洗浄殺菌処理後は迅速に低温保存することが

重要である。さらに，切断した野菜は品質が低下し易く，細菌が増殖し易い条件にあるた

め，製品の流通，販売，そして消費に至るまでの低温管理，衛生的管理が必要である。こ

のように，野菜・果実を加工調理する施設では，原料の生産から製造，消費まで様々なリ

スクがあることを常に念頭におき，総合的かつ一貫した衛生管理に努める必要がある。 

 浅漬けや漬物等の野菜加工品には保存料などの化学合成添加物が使われることがある
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が，長期的にはこれらの健康への影響が憂慮されるため，人類が長い歴史の中で摂取して

きた経験のある天然物質の有する抗菌性が为たる微生物制御法になってきた。乳酸菌が生

産する代表的なバクテリオシンであるナイシンは，食品の利用について多くの検討がなさ

れ，世界の 50 カ国以上で，チーズ，ヨーグルト，乳，野菜野缶詰，食肉製品などに微生

物制御を目的として許可されている。クエン酸，ソルビン酸，乳酸，酢酸，プロピオン酸

などの有機酸は食品保存の目的でよく使用されている 3)。動物由来の抗菌物質であるキト

サンは大腸菌に対して効果を示し，野菜の浅漬けなど漬物での保存料として使用されてい

る 92)。 

植物由来の抗菌物質としては，香辛料の成分が多く報告されている。Cui ら 15)は約 90

種類の植物から熱水抽出液とエタノール抽出液について抗ボツリヌス活性を有する植物

の探索を行い，カレープランツ，レモンユーカリ，メース，甘草などの高い抗菌活性を示

している。しかし，大腸菌 O157 などのグラム陰性菌の感受性は低かった。本研究でも同

様の結果が得られており，食塩添加の白菜乳剤ではコントロールより植物抽出液添加した

場合，低い大腸菌 O157 数であった。とくに，八角や烏梅は高い抗菌効果が得られた。ま

た，自製した白菜浅漬けに八角 0.1%, 烏梅 0.1%およびガランガル 0.05%を添加し，15℃

で 7 日間まで保存した場合の生菌数，大腸菌群数，乳酸菌数および接種した大腸菌 O157

数の変化を検討した。保存期間において，各菌数ともコントロールより低い菌数となった。

Inatsu ら 38)はキトサンおよびイソチオシアン酸アリル（AIT，Allyl isothiocyanate）が

白菜浅漬けにおいて品質変化なく抗菌効果を示したことを報告した。2012 年，北海道で

「白菜浅漬け」を原因とする腸管出血性大腸菌 O157 による集団食中毒が発生し，浅漬け

製造際の原料野菜の洗浄や殺菌法の確立が緊急の課題となった。一方，浅漬けの原材料で

ある白菜を効果的な殺菌を行ってから漬けると，製品における食中毒菌の菌数は低い傾向

を保持したという報告もみられる 39)。 

EO は植物に含まれ，揮発性の芳香物質を含む有機化合物である。本研究ではシナモン，

クローブ，八角 EO およびクローブの为成分であるオイゲノールの大腸菌 O157 に対する

MIC，MBC を調べた。また，野菜ジュースにおける大腸菌 O157 の殺菌効果を添加濃度

や保存温度から検討するとともに，大腸菌 O157 の耐熱性への影響についても調べた。 酸
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性の培地ではかなり低い MIC と MBC が得られた。シナモン，クローブおよび八角精油

の为成分はそれぞれシンナムアルデヒド，オイゲノール，アネトールであり，酸性条件で

は，細菌質膜の脂質に良好に溶解する可能性がある 47,90)。一方，植物 EO の抗菌や殺菌の

メカニズムはまだ完全には明らかにされていないが，単一の抗菌成分ではなく複数の成分

が関係していると考えられる。これまで，植物 EO は細菌の酵素生産の阻害や，細胞質膜

の損傷，電子輸送および栄養摂取の中断，エネルギー代謝の干渉，核酸合成の影響などを

引き起こして殺菌するとの報告がある 10,17,63)。 

 一般的に，食品システムにおいて in vitro 試験で得られたデータと同様の効果を得るた

めにはより高い濃度が必要となる。さらに，低温条件下ではその溶解性が低下するため，

より高い濃度の EO の添加が必要になるかもしれない。 室温あるいはさらに高い温度で

は，EO は優れた効果が得られると思われる。なぜなら，温度は細菌の膜流動性に大きく

影響し，低温では，リン脂質が密に剛性ゲル構造となることが報告されているからである

76)。植物 EO は野菜ジュースにおける大腸菌 O157 の耐熱性をかなり低下させた。特に，

八角精油はシナモンやクローブなどより優れた効果が認められた。八角は甘い香りで，シ

ナモンおよびクローブと同様によく使用されているスパイスである。シナモンやクローブ

はよくスパイス・リンゴジュースなどに添加されていることから，八角も低濃度であれば

保存性を持たせたジュースとして応用可能と考えられた。植物 EO は pH，温度条件など

との併用で高い抗菌効果が認められ，相乗効果あるいはハードル効果が認められたとの報

告もある 97)。 

 以上，本研究では，野菜およびその加工品の微生物的安全性を高めることを目的として，

野菜の洗浄殺菌における塩素系殺菌剤である次亜塩素酸ナトリウムと二酸化塩素の適切

な処理条件を明らかにした。低温加熱との併用では同時使用でより高い殺菌力があること

も証明した。また，50 ppm 以上の塩素は野菜の洗浄殺菌において腸管出血性大腸菌 O157

の交差汚染を防止することを実証した。一方，八角抽出液および八角精油について in vitro

および食品モデルでの抗大腸菌 O157 作用を初めて評価した。さらに，これらは大腸菌

O157 に対して耐熱性低下作用があることも確認した。 

 本研究の結果はカット野菜産業で野菜の安全性と品質を高めるために行う塩素ベース
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洗浄処理の設計に科学的データを提供するものである。今回は，次亜塩素酸ナトリウム 100 

ppm，5 分間の処理が最適条件と結論したが，野菜の一般生菌数などの初発菌数や殺菌剤

に対する品質低下の程度などを考慮し，野菜の種類別に適切な濃度を設定することが望ま

しい。 

 一方，植物抽出液あるいは植物 EO が食品の味や香りに負の影響を与えない濃度で野菜

加工品の安全性を高めるために有効と思われ，その応用が期待できる。また，消費者の嗜

好の変化により食品製造では新たな風味と食感の要求から，ハーブや香辛料の多様な食品

への応用がさらに期待される。 
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第 8 章 要約 

 

 食品の生産から消費までの微生物制御は，食品の安全確保における重要な課題である。

近年，消費者の簡便・健康・グルメ志向を反映して，ready-to-eat 食品，低塩・低糖食品，

マイルド加熱食品が増えているが，これらは特に衛生管理対策が必要である。また，流通・

消費段階での不適切な温度管理や取り扱いを想定して，食品自体に微生物の増殖に対する

抵抗性を持たせる必要が生じている。近年，野菜を原因とする食中毒が日本や欧米諸国で

頻発し，その安全性を確保する衛生管理が急務となっている。特に，生食用野菜の消費は

拡大しており，業界では，鮮度とともに低い生菌数が要求されている。カット野菜や浅漬

けなどの野菜加工品は加熱工程や十分な発酵工程がないため，食材が病原菌の汚染を受け

ていた場合，これらが増殖して食中毒を起こす可能性がある。それゆえ，野菜の洗浄殺菌

は食中毒リスクを低減する重要なポイントとなっている。また，野菜処理場において，洗

浄殺菌液を連続使用すると殺菌効果が減尐したり汚染ロットが混入した場合に交差汚染

を引き起こす恐れがある。 

 現在，野菜加工現場では次亜塩素酸ナトリウム（NaClO）による殺菌が为流であるが，

高濃度や長の処理の場合，野菜の品質の劣化や塩素臭による作業環境の悪化が問題になる。

消費者が求める高い品質と，安全性を確保する強力な殺菌処理の両立は困難である。ハー

ドル理論に基づいて，いくつかの微生物制御因子を組み合わせると，一つ一つのハードル

を低く設定しても，全体としては十分な効果が期待できる。一方，野菜漬物や浅漬けなど

の野菜加工品の微生物安全性確保において保存料などの食品添加物の使用は有効である

が，長期的にはこれらの健康への影響が憂慮されるため，人類が長い歴史の中で摂取して

きた経験のある天然食材の有する抗菌性を利用した微生物制御法が期待される。 

 このような背景の中で，本論文では，野菜の殺菌に塩素系殺菌剤である NaClO あるい

は二酸化塩素（ClO2）を用いて種々の濃度と反応時間で洗浄殺菌効果を検証するとともに，

効果的に菌数を減尐させる他の殺菌法との組み合わせについても検討した。また，野菜の

洗浄殺菌液を連続使用した場合の腸管出血性大腸菌 O157：H7 による交差汚染について塩

素濃度との関連から検討した。一方，野菜浅漬けやジュースなどの加工品の微生物的安全
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性を高めるために，植物抽出液および植物精油の利用についても検討した。 

 

1）塩素系殺菌剤による野菜類の洗浄殺菌 

 野菜の洗浄殺菌効果は殺菌剤の濃度や処理時間などにより影響される可能性がある。一

方，高濃度の殺菌剤や長時間処理は野菜の品質に悪影響を及ぼす。野菜の殺菌における塩

素系殺菌剤である NaClO あるいは ClO2を用いて種々の濃度と処理時間でレタス，ホウレ

ンソウ，白菜に対する洗浄殺菌効果を検証した。 

 NaClO あるいは ClO2による野菜の洗浄殺菌により，一般生菌数，大腸菌群数および接

種した大腸菌 O157 数は，水道水による洗浄より有意に減尐した。しかし，100，200，500 

ppm NaClO の洗浄殺菌効果には，野菜の種類にかかわらず顕著な差は認められず，いず

れの菌数も 5 分間で 1.0～1.5 Log しか減尐しなかった。ClO2は 50 ppm 濃度で NaClO を

上まわる殺菌がみられた。 野菜の洗浄殺菌で単に NaClO の使用濃度を高くしたり各処理

時間を延長しても，殺菌効果は高くならないことがわかった。また，洗浄殺菌開始の直後，

菌数は減尐し，5 分以降ではほとんど菌数減尐は認められなかった。高濃度の ClO2ではさ

らに高い効果が得られたが，野菜の色調などの品質に影響した。野菜に付着した細菌は野

菜表面の撥水性やバイオフィルムの形成，さらには切断面や気孔から組織内に菌体が侵入

し，殺菌剤との接触を逃れ，殺菌効果が限定されたものと考えられた。 

 

2）塩素系殺菌剤と物理的処理の併用効果 

 塩素処理単独による野菜の殺菌効果は低かったため，本章では，ハードル理論に基づい

て，超音波，低温加熱（50℃）などの物理的処理との併用効果について検討した。超音波

やバブリングとの併用効果は余り認められなかった。100 ppm NaClO および 50 ppm 

ClO2 では 50℃の加熱処理との併用で殺菌効果が上昇したが，処理の順序により殺菌効果

に多尐の差が認められた。塩素と加熱処理は同時併用の場合，より高い殺菌効果が得られ，

一般生菌数，大腸菌群数および接種大腸菌 O157 数は最大 2.9, 4.1, 2.5 Log それぞれ減尐

した。50℃加熱により，付着菌自身が熱の影響で損傷やストレスを受けて，殺菌剤に対す

る感受性が高まったものと考えられた。 
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3）野菜の塩素洗浄殺菌における交差汚染の防止 

 野菜加工現場では，洗浄工程で大量の水が使用されている。水の再利用によって水の消

費量が抑えられているが，一方では交差汚染の発生も懸念される。洗浄殺菌液を繰り返し

て使用すると，殺菌効果の減尐あるいは汚染ロットが入った場合の交差汚染などが危惧さ

れる。そこで本章では，野菜の洗浄殺菌液を交換せずに使用し続けた場合の大腸菌 O157

による交差汚染について塩素濃度との関連から検討を行った。初期濃度が 50，100 ppm

の NaClO では，大腸菌 O157 接種野菜を 10 回洗浄後も 10 ppm 以上の塩素が残留し，洗

浄液から O157 は検出されなかった。これらで非接種野菜を洗浄しても交差汚染は認めら

れなかった。一方，初期濃度が 10～20 ppm では洗浄数回目に塩素濃度は 1 ppm 以下に低

下し，洗浄液に O157 が残った。また，これらを用いて非接種野菜を洗浄すると交差汚染

を起こし，O157 が検出された。塩素濃度の減尐は野菜表面の有機物質や滲出液などによ

るものと推察された。また，市販の野菜用洗剤の場合，1 回の接種野菜の洗浄で，洗浄液

から O157 が検出され，非接種野菜への交差汚染を引き起こした。したがって，50 ppm

以上の NaClO による野菜の洗浄殺菌処理は，交差汚染の防止には大きく役立っている。

野菜の殺菌効果に大差がないからといって使用濃度を下げたり，殺菌効果が十分検証され

ていない代替品や市販洗剤などの使用は汚染ロット混入時に汚染拡大のリスクが高まる。 

 

4）植物抽出液による野菜浅漬けの微生物制御 

 浅漬けは野菜に調味料と酸味料を加えたものであり，本来の発酵食品ではなく，酸性度

が弱い。そのため，食中毒菌は生残し，増殖することもある。日本では，白菜の浅漬けに

よる病原大腸菌 O157:H7 食中毒事件が発生し，浅漬け類製造における衛生管理が非常に

重要となっている。浅漬けや漬物等の野菜加工品には保存料などの化学合成添加物が使わ

れることがあるが，これらの長期摂取によるヒトの健康への影響が憂慮されるため，天然

物質の有する抗菌性が注目されている。本研究では，中国産の香辛料や漢方薬から大腸菌

O157 に対する抗菌サンプルをスクリーニングして，エタノール抽出液で自製した白菜浅

漬けに添加し，抗菌効果を確認した。植物抽出液はグラム陰性菌である大腸菌 O157 への
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抗菌効果が既報のとおり低かった。八角，烏梅の抽出液の大腸菌 O157 増殖抑制効果は高

まった。植物抽出液の併用効果を検討したところ，八角 0.1％/烏梅 0.1％/ガランガル 0.05％

の組み合わせは白菜乳剤で強い抗 O157 効果が認められた。この組み合わせを白菜浅漬け

に添加すると，15℃で 7 日間保存中の一般生菌数，乳酸菌および接種した大腸菌 O157 数

はコントロールより低かった。植物抽出液を組み合わせて野菜加工品などに添加すると，

製品の安全性を高めるのに有効であると思われた。 

 

5）植物精油による野菜ジュースの微生物制御 

 海外では野菜ジュースやリンゴ果汁などの飲料による腸管出血性大腸菌 O157 等の食中

毒が頻発している。HACCP の食品工場への導入が積極的に進められ，米国 FDA では果

汁の製造工程において５ Log （5D）の殺菌を要求している。近年，エッセンシャルオイ

ル（EO）は生鮮食品やその製品の抗菌剤として注目されている。本章では，シナモン，

クローブ，八角 EO およびクローブの为成分であるオイゲノールの大腸菌 O157 に対する

MIC（最小発育阻止濃度）および MBC（最小殺菌濃度）を調べるとともに，野菜ジュー

スにおける大腸菌 O157 の抑制効果を EO の添加濃度や保存温度から検討した。また，大

腸菌 O157 の耐熱性（Ｄ値）を低下させる効果についても検討した。EO の大腸菌 O157

に対する MIC，MBC はそれぞれ 0.025-0.05%，0.1-0.2%であった。酸性条件（pH 4.0, pH 

4.5）ではそれぞれもっと低い値が得られた。野菜・果実ミックスジュースに接種した大腸

菌 O157 はすべての保存条件で増殖が認められなかったが，EO の添加濃度，製品の保存

温度および保存時間により接種大腸菌 O157 の残存は大きい影響を受けた。また，野菜・

果実ミックスジュースにEOなどを添加すると，大腸菌O157のD55値は大きく低下した。

最大（八角 EO，0.05%）5.69 分（コントロール）から 0.38 分までに減尐されたことを得

られた。EO は酸性 pH および低温加熱との併用では，相乗あるいはハードル効果が認め

られた。 

 

 本研究では，野菜の殺菌に NaClO と ClO2を用いて種々の濃度と反応時間で洗浄殺菌効

果を検証するとともに，効果的に菌数を減尐させる手法について検討した。また，野菜の
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洗浄殺菌液を連続使用した場合の腸管出血性大腸菌 O157 による交差汚染について塩素濃

度との関連からも検討した。一方，野菜加工品の微生物的安全性を高めるために，天然物

の抗菌効果を検討した。野菜の生菌数や接種 O157 数は NaClO 単独処理で，顕著的に減

尐したが，ClO2はより高い殺菌効果を示した。超音波やバブリングとの併用効果はは認め

られなかった。一方，塩素系殺菌剤は低温加熱処理により殺菌力は高まり，約 3.0 Log の

菌数減尐が認められた。さらに，処理の順序により洗浄殺菌の効果差がみられた。一方，

初期濃度が 50，100 ppm の NaClO では，10 回洗浄後も 10 ppm 以上の塩素が残留し，

洗浄液から O157 は検出されなかった。これらで非接種野菜を洗浄しても交差汚染は認め

られなかった。また，植物精油は酸性 pH や低温加熱との併用効果が認められた。特に，

精油と 55℃加熱処理との併用でジュースにおける大腸菌O157のD55値は大きく減尐した。

植物抽出液の八角 0.1％，烏梅 0.1％，ガランガル 0.05％の組み合わせは白菜乳剤や白菜

浅漬けで強い抗 O157 効果が認められた。 

 本研究では，野菜の洗浄殺菌におけるNaClOとClO2の適切な処理条件を明らかにした。

さらに，50 ppm 以上の塩素は野菜洗浄殺菌中に腸管出血性大腸菌 O157 の交差汚染を防

止することを実証した。一方，植物抽出液や精油は野菜加工品における大腸菌 O157 の制

御には有効であることも明らかにした。
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