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分担研究報告書 

牛肉の STEC 汚染リスク低減に関する研究 

研究分担者 工藤由起子 国立医薬品食品衛生研究所 

 

研究要旨 

牛肉の STEC 汚染リスク低減のための研究を実施した。１．牛枝肉の STEC 調査では、2021

年４月から2022年２月に7施設の協力のもとに牛枝肉合計163検体について7血清群（O26、

O45、O103、O111、O121、O145、O157）の STEC を対象とした調査を行った。供試検体を増菌

培養後、STEC7 血清群マルチプレックスリアルタイム PCR を行い、分離株の血清凝集試験お

よび生化学的性状試験を行った。また、検体の生菌数の計測を行った。この結果、1 検体

(0.6%)から STEC O157 が分離されたが、1検体のみであったことからウシの種類や性別など

の特徴については考察には至らなかった。STEC O157 が分離された検体および施設において

生菌数が比較的高い値を示したことから、施設の環境状況の要因の可能性が考えられた。ま

た、２．牛肉の消毒効果の検討では、消毒薬として、酸性の過酢酸製剤、酸性化した亜塩素

酸ナトリウムおよび過酸化水素、アルカリ性の次亜塩素酸ナトリウム（次亜塩素酸ソーダ）、

中性のエタノール（エチルアルコール）を選択し、牛肉での STEC の消毒効果を検証した。

結果として､消毒液の使用量を増やすことや濃度を高めることにより菌数減少の傾向が認

められた。消毒薬の種類としては、肉表面に変化を起こさない過酢酸が最も優れていると考

えられた。今後、使用後の酢酸臭を流水で除去できる過酢酸濃度を検討したい。 

研究協力者（*牛枝肉の STEC 調査研究について） 

北海道保健福祉部健康安全局食品衛生課* 島田光平 

北海道東藻琴食肉衛生検査所*      児山綾子 

北海道早来食肉衛生検査所*       石田祥士 

青森県十和田食肉衛生検査所*      高橋むつみ 

岐阜県飛騨食肉衛生検査所*       塚本真由美、苅谷俊宏、山﨑翔矢 

徳島県食肉衛生検査所*         片山直人 

宮崎県都農食肉衛生検査所*       黒木麻衣 

国立医薬品食品衛生研究所       池内隼佑、千葉由美、都丸亜希子、廣瀬昌平 

 

A. 研究目的   

昨今の海外での和牛の需要の高まりや

日本政府および業界関係者による和牛輸出

促進の影響のため、海外への和牛輸出量が

増加している。特に、米国への輸出は 2005

年から解禁されているが、近年、米国では
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腸管出血性大腸菌（志賀毒素産生性大腸菌

Shiga toxin-producing Escherichia coli; 

STEC）食中毒防止対策のひとつとして牛肉

の STEC 検査を行い、検出した関連製品につ

いては米国向けに輸出ができないため、現

在は国内の加熱加工原料向けに転用してい

る。和牛は畜産食品のなかでも単価の高い

高級食材であり、国内で限られた数の対米

輸出食肉取扱施設でのと畜、食肉処理によ

る生産量を考えると、加熱加工原料のみな

らず、効果的な殺菌方法による食中毒の発

生予防措置をとった上で、加熱加工原料用

以外の転用を可能にすることは、国内生産

者や食肉処理関係者の継続的な生産・関連

業務にもつながることが期待される。 

令和２年度（2020 年 11 月から 2021 年２ 

月）には、国内食肉処理施設において、180

検体の牛枝肉表面の STEC について定性的・

定量的検出を行い、1検体からSTEC O157:H7

が分離された。分離された株は stx2 陽性お

よび eae 陽性であった。令和３年度も引き

続き牛枝肉表面からの STEC 検出を継続し

た。また、各種消毒薬および消毒方法につ

いて、牛肉での STEC の消毒効果を検証し、

肉表面の変色や消毒薬由来の臭味を含め、

実用的な消毒方法を検討した。 

 

B. 研究方法 

１．牛枝肉の STEC 調査  

2021 年４月から 2022 年２月に国内の食

肉検査所 7 ヶ所にて、ウシ 163 頭からサン

プリングを行った。サンプリングに供した

ウシの情報を表１－１に示す。また、STEC

の検出の流れについて定性的な検出方法を

図１－１に、定量的な検出方法を図１－２

に示す。まず、定性的に STEC を検出し、定

性検出陽性の場合に定量的な検出を開始し、

同時に進める手順で検出を行った。対象と

した O 血清群は、O26、O45、O103、O111、

O121、O145、O157 の７血清群とした。 

（１）と畜場での作業 

検体の採取は、処理された異なるウシ 3

頭から枝肉を各 1 本ずつ選定し、選定した

枝肉ごとに頚部から胸部の任意の 3 箇所を

選び、滅菌リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で

浸漬した 30 cm×30 cm サイズの滅菌したガ

ーゼを密着させることによって行った。サ

ンプリングを行ったガーゼは、それぞれ滅

菌済みポリエチレン袋（サンプリングバッ

グ）に入れ、国立医薬品食品衛生研究所に

送付するまで氷上もしくは2～4℃で保存し、

宅配便（冷蔵）によって国立医薬品食品衛

生研究所へ送付された。 

（２）STEC 検出方法および生菌数測定 

１）検体の調製 

検体は、試験に使用するまで氷上もしく

は4℃に保管された。サンプリングバッグを

無菌的に開封し、Modified tryptone soya 

broth (mTSB) 250 mL を加え、バックの外

からよく手で揉み、検体液とした。この検

体液から、3 mL を生菌数測定用に使用した。

また、1 mL をチューブに取り DMSO 0.1 mL

を入れ－80℃で凍結保存した。さらに、残り

の検体液を定性的および定量的検出に使用

した。なお、使用するまで氷上もしくは 4℃

に保管した。 

２）生菌数の計数 

 検体液を 10 倍階段希釈にて 10-2 希釈液

まで作製し、検体液原液は 0.2 mL ずつを標

準寒天培地 5 枚に塗抹し、10-1 および 10-2

希釈液については0.1 mLずつを標準寒天培

地にそれぞれ 2枚ずつ塗抹し、37℃で 48時
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間培養を行い、生育コロニーの計数を行っ

た。 

３）定性的な STEC 7 血清群の検出 

 定性的な検出方法の流れを図１－１に示

す。 

３－１） 検体の増菌液からの DNA 抽出 

 検体液はサンプリングバッグのまま、

42±1℃で 15-24 時間培養を行った。この培

養液から DNA アルカリ熱抽出を行った。こ

の DNA 抽出液をマルチプレックスリアルタ

イム PCR のテンプレートとして用いた。 

３－２）STEC 7 血清群のマルチプレックス

リアルタイム PCR による判定 

 プライマーセット Assay1（stx/eae）では

ベロ毒素遺伝子（stx 遺伝子）およびインチ

ミンタンパク質遺伝子（eae 遺伝子）を、

Assay2（16S/O157）では 16SrRNA 遺伝子お

よび O157 遺伝子を、Assay3（O26/O111）で

は O26 遺伝子および O111 遺伝子を、Assay4

（O45/O121）では O45 遺伝子および O121 遺

伝子を、Assay5（O103/O145）では O103 遺

伝子および O145 遺伝子を検出する。プライ

マーセット、プライマーおよびプローブの

組み合わせおよび配列を表１－２に示す。 

Assay1 から Assay5 の反応溶液の組成およ

び量を表１－３－１から表１－３－５に示

す。リアルタイム PCR の反応条件は、95℃

で10分を1サイクル、次いで95℃で15秒、

59℃で 1 分の組み合わせを 45 サイクルと

した。 

３－３）STEC 7 血清群の免疫磁気ビーズ法

による濃縮および選択培地による単離 

免疫磁気ビーズ法は、免疫磁気ビーズO26、

O45、O103、O111、O121、O145、O157「生研」

（デンカ株式会社）を用いて行った。最終

的に Eバッファー1 mL に懸濁したものをビ

ーズ懸濁液とした。 

さらに、酸処理ビーズ懸濁液を作製し、ロ

ーテーターで 1時間反応させた。 

ビーズ懸濁液をEバッファーで10倍およ

び 100 倍希釈し、各希釈液 100μLをセフィ

キシム・亜テルル酸（CT）加ソルビトールマ

ッコンキー寒天（SMAC）培地および CT-クロ

モアガーSTEC 培地の２枚ずつ塗抹した。酸

処理ビーズ懸濁液は E バッファーで 2 倍お

よび20倍に希釈した液をCT-SMAC培地およ

び CT-クロモアガーSTEC 培地２枚ずつ塗抹

した。これらを 36±1℃で 18－24 時間培養

した。これらの培地上に増殖した疑わしい

コロニーに関して、以下の血清凝集および

ラテックス凝集試験を行った。 

３－４）分離株の血清型別  

基本的には、血清群 O26、O45、O103、O111、

O121、O145 および O157 の血清型別は、病原

大腸菌免疫血清「生研」（デンカ株式会社）

を用い、状況によっては市販のラテックス

凝集試薬を用いた。7血清群に凝集したもの

については、必要に応じて H-genotyping

（Iguchi et al.）および抗血清を用いて H

血清型を決定した。また、7血清群以外につ

いては O血清群を O-genotyping（Iguchi et 

al.）および抗血清にて決定した。 

 

３－５）コロニーの STEC 7 血清群のマルチ

プレックスリアルタイム PCR による判定 

コロニーを 0.1 mL の TE 緩衝液（PH８）

に懸濁し、DNA 抽出をした。この抽出液をテ

ンプレートして、Assay1 および目的とする

O群によるプライマーを用いて、３－２）と

同様にリアルタイム PCR を行った。この結

果、陰性の場合は陰性と判定し、陽性の場

合は３－６）の非選択培地による単離を行
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った。 

３－６）単離したコロニーの STEC 7 血清群

のマルチプレックスリアルタイム PCR によ

る判定 

典型的なコロニーから、３－５）と同様に

DNA を熱抽出し、Assay1 および目的とする

O 群について、３－２）と同様にリアルタイ

ム PCR で確認した。 

３－７）STEC 7 血清群の生化学的性状試験 

ブドウ糖、乳糖および白糖の発酵および

ガス産生、硫化水素産生を観察するために

Triple sugar iron agar（TSI 寒天培地）

を、リジン脱炭酸産生、インドール産生、運

動性を観察するために Lysine Indole 

motility medium（LIM 培地）の培養を行っ

た。 

４）定量的な STEC 7 血清群の検出 

 定量的な検出方法の流れを図１－２に示

す。 

４－１）STEC 7 血清群の MPN 測定 

血清凝集試験およびラテックス凝集試験

により推定陽性と判断した、培養前の 1 日

目に 4℃で保存しておいた検体懸濁液を用

いて、MPN 測定（3本法）を行った。mTSB を

用いて希釈段 3段とし、42±1℃で 15-24 時

間培養した。 

細菌の増殖が認められた培養液を用いて、

Assay1 および目的とする O群のリアルタイ

ム PCR を行った。 

４－２）STEC 7 血清群のマルチプレックス

リアルタイム PCR による判定 

３－５）と同様に DNA を熱抽出し、Assay1

および目的とする O 群について、３－２）

と同様にリアルタイム PCR で確認した。

Assay1 陽性かつ O群陽性の場合、陽性判定

となった O 群抗体による免疫磁気ビーズ法

を行った。 

４－３）STEC 7 血清群の免疫磁気ビーズ法

による濃縮および選択培地による単離 

３－３）の免疫磁気ビーズ法（酸処理は行

わない）と同様に、濃縮し、CT-SMAC 培地お

よび CT-クロモアガーSTEC 培地２枚ずつ塗

抹し、36±1℃で 18－24 時間培養した。こ

れらの培地上に増殖した疑わしいコロニー

に関して、血清凝集試験およびラテックス

凝集試験を行った。 

４－４）STEC 7 血清群の血清凝集試験およ

びラテックス凝集試験 

目的とする O 群抗体を用いて、３－４）

と同様の手順に従って凝集試験において、

凝集が見られたコロニーは、以下のリアル

タイム PCR による確認を行った。 

４－５）コロニーの STEC 7 血清群のマルチ

プレックスリアルタイム PCR による判定 

３－５）と同様に、リアルタイム PCR で

確認した。Assay1 陽性かつ O群陽性の場合、

３－６）と同様に非選択培地による単離を

行った。 

４－６）単離したコロニーの STEC 7 血清群

のマルチプレックスリアルタイム PCR によ

る判定 

典型的なコロニーから、３－５）と同様に

DNA を熱抽出し、Assay1 および目的とする

O群について、３－２）と同様にリアルタイ

ム PCR で確認した。 

４－７）生化学的性状試験 

３－７）と同様に、TSI 寒天培地および

LIM 培地による性状確認を行った。 

５）stx 遺伝子および eae 遺伝子の両方ま

たは片方が陽性であった検体からの大腸菌

の分離 

 上記１）から４）の一連の検出方法にお
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いて、７血清群の STEC が分離されなかった

検体のうち、stx 遺伝子および eae 遺伝子

の両方または片方が陽性であった検体につ

いて、増菌培養液でのリアルタイム PCR の

結果と合致する大腸菌の分離を行った。ま

ず、１）で－80℃で凍結保存しておいた溶液

を室温で解凍し、この溶液 500μLに対して

4.5 mL の Tryptone soya broth（TSB）を加

え、42±1℃で 18 時間増菌培養した。この

増菌培養液をPBSで 10-6まで10倍階段希釈

し、各希釈液それぞれ 100μL ずつを 4種類

の培地（SMAC 培地、CT-SMAC 培地クロモア

ガーSTEC 培地、クロモアガーSTEC、CT-クロ

モアガーSTEC 培地）に 1 枚ずつ塗抹し、

36±1℃で 18－24 時間培養した。これらの

培地上に増殖した疑わしいコロニーに関し

て、３－５）と同様にリアルタイム PCR を

おこなった。 

 この結果、陽性検体に関して３－６）と

同様に単離したコロニーのリアルタイム

PCR による stx 遺伝子および eae 遺伝子の

保有の判定を行い、３－７）と同様に生化

学的性状試験を行って大腸菌であることを

確認した。 

２．牛肉の消毒効果の検討 

（１）菌株 

消毒液の STEC への直接効果の検証では、

O26、O103、O111、O157 の 4 血清群の STEC

を対象とし、国立医薬品食品衛生研究所保

有している菌株（O26:ESC97、O103:ESC548、

O111:ESC469、O157:ESC425）を供試した。ま

た、消毒液の牛肉汚染 STEC への効果の検証

では STEC のうち血清群 O157（ESC425）のみ

を供試した。 

（２）牛肉検体 

 牛肉は、小売店から購入したブロック肉

を用いた。牛肉表面の筋膜をつけたままの

検体（筋膜あり）については、クリーンベン

チ内でブロック肉の表面の筋膜部分（厚さ

約 1cm）を切りとり、さらに約 5cm 角（約

25g）に無菌的に切り分けて作製した。牛肉

表面の筋膜を取り除いた検体（筋膜なし）

については、筋膜を取り除いたブロック肉

を厚さ約 1cm、約 5cm 角（約 25g）切り分け

て作製した。切り分けた検体は、重量を測

定し、ラップに包みサンプリングバックに

入れてシールし、冷凍保存した。使用する

前日に4℃に戻して供試した。解凍時に生成

したドリップは滅菌した綿でふき取った。 

（３）接種菌液の調製 

半流動性のカジトン培地に室温保存され

ている各菌株を、それぞれ 10 mL の TSB に

植菌し、37℃で 18時間静置培養した。この

うち 8 mL を、4℃、5,000 rpm、15 分間遠心

し、滅菌した PBS8 mL に再懸濁することを

2回行ったものを接種菌液とした。試験を行

うまで、これらの菌液は氷上もしくは4℃で

保管された（最長 3日間）。 

なお、これら接種菌液中の菌数を以下の

方法にて確認した。まずは、接種菌液を PBS 

にて、10-6 まで 10 倍階段希釈を行い、10-5

希釈液（約 1×103 CFU/mL）および 10-6希釈

液（約 1×102 CFU/mL）0.1 mL ずつを TSA お

よびクロモアガーSTEC に 5枚に塗抹し、TSA

は37℃で24時間、クロモアガーSTECは37℃

で 20 時間、培養し、生育したコロニーを計

測した。 

（４）消毒液の調製 

酸性の消毒液として「食品、添加物等の規

格基準」（ 昭和34 年厚生省告示第 370 号）

に平成 28 年に使用基準が改正された過酢

酸製剤および酸性化した亜塩素酸ナトリウ
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ム、従前より使用が認められている指定添

加物である過酸化水素を、アルカリ性の消

毒液として同規格基準に記載され使用が認

められている指定添加物である次亜塩素酸

ナトリウム（次亜塩素酸ソーダ）を、中性の

消毒液として一般飲食物添加物であるエタ

ノール（エチルアルコール）を用いた。なお、

使用時の各 pHは表２－１に示した。 

過酢酸製剤は「ダイヤパワー（低濃度過酢

酸）（三菱ガス化学株式会社）」（過酢酸 6%、

過酸化水素 8％、酢酸 32％、水 54％）を用

いた。滅菌した純水（滅菌水）で希釈して50、

100、 1,000 ppm に調製し、供試した。この

消毒液によって肉の表面は変色しないが、

酢酸臭が残ることが難点である（表２−１）。 

亜塩素酸ナトリウムは「Ｋeeper Pro®（バ

イオサイド・インターナショナル社）」（高

純度亜塩素酸ナトリウム8.35%)にクエン酸

（食品添加物 富士フイルム和光純薬(株)）

を添加し酸性化した亜塩素酸ナトリウム水

として、200、500、 1,200 ppm に調製し、

供試した。この消毒液によって肉の表面は

やや白く変色し、やや塩素臭が残ることが

難点である（表２−１）。 

過酸化水素（食品添加物 35.0 – 36.0% 

富士フイルム和光純薬(株)）は純水で 10倍

に希釈し、供試した（3.5%）。この消毒液に

よって肉の表面は白く変色し、やや柔らか

くなる傾向があることが難点であるが、臭

いはない（表２−１）。 

次亜塩素酸ナトリウムは「ピューラック

ス（株式会社オーヤラックス）」（次亜塩素

酸ナトリウム 6％）を用いた。過酢酸製剤と

同様に、純水で希釈して600 ppmに調製し、

供試した。この消毒液によって肉の表面は

やや白く変色し、塩素臭が残ることが難点

である（表２−１）。 

エタノールは「消毒用エタノール『コザカ

イ・M』」（小堺製薬株式会社）（15℃で 76.9 

– 81.4 vol％）用い、販売濃度で供試した。

この消毒液によって肉の表面は若干白く変

色するが、アルコール臭はすぐに消失する

（表２−１）。 

なお、対照用溶液は滅菌水を用いた。 

（５）消毒液の STEC への直接効果の検証 

 PBS 懸濁菌液での消毒液の効果を令和２

年度と同様に検証した。供試した消毒液の

種類と濃度を表２－２に示した。 

各接種菌液を100μLずつ50 mLチューブ

に分注し、試験を実施するまで氷上もしく

は4℃で保存した。菌液が入ったそのチュー

ブにそれぞれの消毒液を 10 mL 添加し、ピ

ペッティングにより混和した(原液)。消毒

液添加 30秒後に 0.1 mL をとり、この原液

を TSA に塗抹した。対照用溶液である滅菌

水の場合は、0.9 mL の PBS にて 10-4まで 10

倍階段希釈を行い、原液から 10-4希釈液 0.1 

mL ずつを TSA に塗抹した。それらを 37℃で

24 時間培養し、コロニーを計測した。 

（６）消毒液の牛肉汚染 STEC への効果の検

証 

消毒液の効果の検証方法を図２－１およ

び表２－２に示す。 

１）消毒液 60回噴霧（420 mL）の効果 

 滅菌した 1 本の竹串に１検体を刺し、菌

液を 10μLずつ 5 カ所（合計 50 μL）に接

種し、15 分間室温保存することによって菌

液を検体に浸透させた。この菌汚染検体を

4個作製し、3個は刺した竹串を垂直に固定

し、検体ごとに各消毒液を 60 回噴霧（420 

mL）し、室温で 5 分間立てた状態で、消毒

液の液切りを行った。 
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各検体から竹串を外してそれぞれストマ

ッカー袋に入れ、それぞれ検体の 10 倍量に

なるように滅菌済みの PBS を添加し、1 分

間ストマッカーを行ったものを乳剤とした。

これらの乳剤を、それぞれ 0.9 mL の PBS に

て 10-3まで 10倍階段希釈を行った。原液か

ら 10-3希釈液 0.1 mL ずつを、TSA とクロモ

アガーSTEC に塗抹し、37℃で 24 時間培養

し、コロニーを計測した。 

２）消毒液 100 mL かけ流しの効果（かけ流

し 100 mL） 

 「１）消毒液 60 回噴霧の効果」と同様に

検体を竹串に刺した汚染検体を作製した。

消毒液を噴霧する代わりに、検体ごとにそ

れぞれの消毒液20 mLをシリンジで5回（合

計 100 mL）かけ流しを行った。以下、「１）

消毒液２回噴霧の効果」と同様に行った。 

３）消毒液 500 mL かけ流しの効果（かけ流

し 500 mL） 

 「１）消毒液 60 回噴霧の効果」と同様に

検体を竹串に刺した汚染検体を作製した。

「２）消毒液 100 mL かけ流しの効果」より

大きいシリンジを用いて、検体ごとにそれ

ぞれの消毒液 50 mL をシリンジで 10 回（合

計 500 mL）かけ流しを行った。以下、「１）

消毒液２回噴霧の効果」と同様に行った。

また、下に流れ落ちた消毒液および滅菌水 

中の STEC 菌数を計測した。まず 0.9 mL の

PBS にて 10-3 まで 10 倍階段希釈を行った。

原液から 10-3希釈液 0.1 mL ずつを、TSAと

クロモアガーSTEC に塗抹し、37℃で 24 時

間培養し、コロニーを計測した。 

 

  

C. 研究結果 

１．牛枝肉の STEC 調査  

（１）生菌数 

 調査した検体 163 頭のうち、生菌数が検

出された 150 頭の生菌数の平均は 62.8±

437.2（平均±SD）CFU/㎝ 2であった（表１

－４）。 

雌雄で比較すると、オスは 110 頭のうち

生菌数が検出されない 9 頭を除いた 101 頭

では 82.0±534.0 CFU/㎝ 2であるのに対し

て、メスは 53 頭のうち生菌数が検出されな

い 4頭を除いた 49頭では 23.1±30.7 CFU/

㎝ 2であった（表１－４）。 

 ウシの種類別で比較すると、ホルスタイ

ンの平均値が 3 桁であり他の種類と比べて

高い値となり、130.3±684.4 CFU/cm2であ

った。これらには、生菌数 1,000 CFU/cm2を

超えるウシが 2頭含まれている（表１−４）。 

 施設別の生菌数の結果を表１－５に示す。

採材期間を通して、平均生菌数が最も多か

った施設は E 施設であった。平均生菌数は

218.1±860.4 CFU/㎝ 2であり、100 CFU/cm2

を超えるウシは 5 頭であった。 

 月別で算出した生菌数の結果を表１－６

に示す。７月が最も高く 452.4±1,311.1、

次いで８月が 39.6±72.3 であり、気温が高

い夏に高い傾向が見られた。1,000 CFU/cm2

を超えるウシは７月に 2頭、100 CFU/cm2 を

超えるウシは７月に 1 頭、８月に 2 頭であ

った。 

（２）STEC7 血清群の分離 

定性的な検出を図 1-1 に示すように行い、

増菌培養液が stx 遺伝子および eae 遺伝子

の両方あるいは片方が陽性であった検体の

STEC7 血清群のリアルタイム PCR の結果を

表１－７に示す。供試検体 163 検体のうち、

39検体が stx 遺伝子および eae 遺伝子の少

なくとも片方が陽性であり、両遺伝子のい
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ずれもが陽性となった検体はそのうち 11

検体であった。上記 39 検体のうち、5検体

が STEC 7 血清群のいずれかで陽性となり、

同一検体で複数の O 血清群で陽性となった

検体は D41、D42 および D68 の 3 検体であ

り、それぞれの Ct 値は検体 D41 で O157 (Ct

値：29.4)、O26 (30.5)、O45 (29.4)および

O103 (33.0)、検体 D42 では O26 (33.8)お

よび O45 (26.0)、また、検体 D68 では O157 

(27.3)、O26 (36.2)および O45 (37.4)であ

った。血清群 O103 のみが陽性となった検体

はD4およびD118であり、Ct値はD4で25.4、

D118 で 24.2 であった。 

リアルタイム PCR でいずれかの遺伝子が

陽性となった培養液から分離した菌株の O

血清群と保有遺伝子を表 1-８に示す。STEC 

7 血清群保有かつ stx 遺伝子および eae 遺

伝子が陽性で分離が可能であった検体は

D68 のみであり、その血清型は O157:H7 で

あった。この株の生化学的性状は、一般的

な STEC O157:H7 と一致した（表１－９）ま

た、分離された STEC O157 は、stx１遺伝子

を保有せず、stx2 遺伝子のみを保有してい

た。生菌数について、D68 は 272 CFU/cm2で

あり、同じ施設からの検体 D41 を除いて、

菌株の分離が可能であったその他の検体と

比較して 101-102 の単位で生菌数が高い値

であった。 

stx 遺伝子および eae 遺伝子が陽性であ

った検体、STEC7 血清群のリアルタイム PCR

陽性検体から STEC7 血清群が分離された検

体を表 1-10 にまとめた。stx 遺伝子および

eae 遺伝子が陽性であった検体は合計で 11

検体であり、これらの検体において、分離

陽性検体は STEC O157 が分離された 1検体

のみであった。リアルタイム PCR で血清群

O157 が陽性となった検体は D41 および D68

の計 2 検体であり、分離陽性検体となった

のは最終的に D68 の 1 検体のみであった。

血清群 O26、O45 および O103 はリアルタイ

ム PCR 陽性であったが菌株の分離には至ら

なかった。なお、STEC 7 血清群に該当しな

い菌株として、D4 および D41 から eae 遺伝

子および O103 遺伝子陽性の菌株が分離さ

れ、D118 から O103 遺伝子のみ陽性の菌株

が分離された。 

ウシの種類、施設および採材年月のカテ

ゴリー別に STEC7 血清群分離個体を表 1-11

にまとめた。STEC O157が分離されたのは、

2021 年８月に採材された E施設からの交雑

種であった。 

（３）STEC7 血清群以外で stx 遺伝子およ

び eae 遺伝子の両方あるいは片方を保有す

る大腸菌および、stx 遺伝子および eae 遺

伝子が陰性である STEC7 血清群の大腸菌の

分離 

表１－７に示すように供試検体 163 検体

のうち、39検体が stx 遺伝子および eae 遺

伝子の少なくとも片方が陽性であり、両遺

伝子のいずれもが陽性となった検体はその

うち 11 検体であった。stx 遺伝子のみが陽

性であった検体は 13 検体、eae 遺伝子のみ

が陽性であった検体は 15検体であった。陽

性となった遺伝子の Ct値は、stx 遺伝子に

ついては最低値16.3、最高値 36.2 であり、

eae 遺伝子については最低値 21.2、最高値

43.1 であった。 

リアルタイムPCRでいずれかの遺伝子が

陽性となった培養液から分離した菌株の O

血清群と保有遺伝子を表１－８に示す。分

離株の O 血清群は OUT を含む多様なもので

あり、施設あるいはウシの種類との関連性
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などの特徴はなかった。検体の生菌数は、

非検出から 5,111 CFU/cm2 までと幅が大き

く、O血清群ごとに特徴的な違いはみられな

かった。 

（４）STEC7 血清群の定量 

定性試験で stx 遺伝子および eae 遺伝子

陽性のO157が分離された検体D68について

は、定量的な試験を行った（図１－２）。MPN

法（3 本法）での定量結果を表１－12 に示

す。1段目において、3本のうち 2本が stx

遺伝子、eae 遺伝子および O157 遺伝子のす

べてがリアルタイムPCR陽性となった。1段

目の残り 1 本、2 段目および 3 段目につい

ては stx 遺伝子、eae 遺伝子および O157 遺

伝子のすべて非検出であった。STEC O157 の

定量値は、試験液 100ｍLあたり 11 MPN あ

るいはガーゼ表面積 100 cm2 あたり 1.02 

MPN であった。 

 

２．牛肉の消毒効果の検討 

（１）消毒液の STEC への直接効果の検証 

PBS 中の STEC への各消毒液の効果（30 秒

後）を検討した。 

過酸化水素（3.5%）を除いた全ての消毒液

では、全血清群は検出されなかった（表２

－３）。過酸化水素では、血清群 O26、O103、

O111、O157 は、それぞれ 5.9±0.0、 5.8±

0.1、 5.7±0.1、 5.8±0.0 log CFU/mL で

あった。 

滅菌水では、血清群 O26、O103、O111、O157

は、それぞれ 6.0±0.0、 6.0±0.0、 5.8±

0.0、 5.9±0.1 log CFU/mL であった。 

（２）消毒液の牛肉汚染 STEC への効果の検

証 

１）消毒液 60回噴霧(420 mL)の効果 

 筋膜ありの牛肉では、過酢酸 1,000 ppm、

次亜塩素酸ナトリウム 600 ppm、エタノー

ル、亜塩素酸ナトリウム 500 ppm と 1,200 

ppm、過酸化水素の効果を検証した。この結

果（図２－２）、最も効果があった亜塩素酸

ナトリウム 1,200 ppm では 5.9±0.6 log 

CFU/片であり、次に効果があったものは過

酢酸 1,000 ppm の 6.0±0.4 log CFU/片で

あった。最も効果がなかった過酸化水素で

は 6.7±0.4 log CFU/片であった。対照と

なる滅菌水では 6.8±0.2 log CFU/片であ

った。 

 筋膜なしの牛肉では、亜塩素酸ナトリウ

ム 500 ppm と 1,200 ppm、過酸化水素の効

果を検証した。この結果（図２－３）、最も

効果があった亜塩素酸ナトリウム 1,200 

ppm では 7.0±0.1 log CFU/片であり、最も

効果がなかった過酸化水素では 7.2±0.1 

log CFU/片であった。対照となる滅菌水で

は 7.4±0.1 log CFU/片であった。 

２）消毒液 100 mL かけ流しの効果（かけ流

し 100 mL） 

 筋膜ありの牛肉では、「１）消毒液 60 回

噴霧(420 mL)の効果」（筋膜あり）と同様の

消毒液で検証した。この結果（図２－４）、

最も効果があった消毒液は「１）消毒液 60

回噴霧(420 mL)の効果」の「筋膜あり」と

は異なり過酢酸 1,000 ppm で 5.7±0.3 log 

CFU/片であり、次に効果があったものは亜

塩素酸ナトリウム 500 ppm と 1,200 ppm の

5.9±0.3 log CFU/片と 5.9±0.4 log CFU/

片であった。最も効果がなかった消毒液は

「１）消毒液 60 回噴霧(420 mL)の効果」」

の「筋膜あり」と同様に過酸化水素で 6.2±

0.2 log CFU/片であった。対照となる滅菌

水では 6.9±0.2 log CFU/片であった。 

 筋膜なしの牛肉では、「１）消毒液 60 回
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噴霧(420 mL)の効果」（筋膜なし）と同様の

消毒液で検証した。この結果（図２－５）、

最も効果があった消毒液は「１）消毒液 60

回噴霧(420 mL)の効果」」の「筋膜なし」と

同様に最も効果があった亜塩素酸ナトリウ

ム 1,200 ppm で 6.8±0.1 log CFU/片であ

り、最も効果がなかった消毒液は「１）消毒

液60回噴霧(420 mL)の効果」の「筋膜なし」

と異なり亜塩素酸ナトリウム 500 ppm で

7.1±0.3 log CFU/片であった。対照となる

滅菌水では 7.4±0.3 log CFU/片であった。 

３）消毒液 500 mL かけ流しの効果（かけ流

し 500 mL） 

「１）消毒液 60 回噴霧(420 mL)の効果」

（筋膜あり）と同様の消毒液、および、過酢

酸 50、100、200，500 ppm、亜塩素酸ナトリ

ウム 200 ppm を追加して検証した。この結

果（図２－６）、最も効果があった消毒液は

「２）消毒液 100 mL かけ流しの効果」と同

様に過酢酸1,000 ppmで 4.8±0.9 log CFU/

片であり、最も効果がなかった消毒液は過

酢酸 50 ppm で 6.0±0.4 log CFU/片であっ

た。対照となる滅菌水では 6.6±0.5 log 

CFU/片であった。 

 なお、牛肉に供試し、下に流れ落ちた消

毒液からは STEC および生菌は検出されな

かった（図２－７）。 

 

D. 考察 

１．牛枝肉の STEC 調査  

牛など反芻動物は、STEC O157：H7 の保菌

動物として重要とされており（1、2）、ヒト

での本菌感染にウシに関連する食品が報告

されている（3）。ウシの STEC O157：H7 の

保菌率は、これまで 0 – 27.3％であるとい

われている（4）が、ほとんどのウシ由来の

株（bovine strains）はヒトが発病する病

原因子を持っていないことも知られている

（1）牛枝肉の STEC 汚染には、糞便が関わ

っているとされる。糞便中の STEC O157：H7

の濃度は、102から 106 CFU/g と個体によっ

て異なり（5）、107 CFU/g の高濃度が検出さ

れることもあるが、ほとんどの場合10〜100 

CFU/g 未満である（6、 7）。牛枝肉汚染およ

び牛糞中の含有率は相関がある（8）という

報告があるが、細菌が腸外に潜伏するため

に、糞便の排出と牛枝肉汚染はほとんど相

関がない（9）ともいわれている。また、ウ

シの STEC O157 保菌には年齢と出産が関係

し、保菌率は 2 歳の牛で最も高く、それ以

上の年齢の動物では減少し、未経産牛（1歳

以上の動物）は保菌率が低く（10）、菌の排

出は、生後 2 か月未満および生後 6 か月以

上の子牛と比較して生後 2〜6 か月の子牛

で最も高いとの報告がある（11）。 

本調査では牛枝肉からガーゼを用いた

163 検体中、1 検体（0.6％）から STEC7 血

清群のひとつである STEC O157 が分離され

た。この 1 検体を含む 5 検体（3.1％）は、

stx 遺伝子および eae 遺伝子の両方ならび

に STEC7 血清群のいずれかがリアルタイム

PCRで陽性であった。と畜場におけるウシの

糞便からも高率に STEC が分離されている

こと(12)と比較して、汚染率は低いことが

明らかとなった。これらの陽性検体であっ

たウシとそうでないウシでの特徴の違いを

見いだすことはできなかったが、これら検

体の元のウシの腸管内容物における STEC

の有無を調査すれば有益と考えられる。 

牛枝肉の STEC7 血清群の汚染は施設の衛

生状態も関連していることも示唆された。

施設ごとの生菌数についても、E施設以外の
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平均生菌数は 101-2 CFU/cm2程度であるのに

対して、E施設では平均生菌数が10３CFU/cm2

と１桁多くなっている(表１－５)。さらに

は、STEC O157 が分離された施設は E 施設

であり、stx 遺伝子および eae 遺伝子の両

方ならびにSTEC 7血清群のいずれかがリア

ルタイム PCR で陽性となった 5 検体のうち

4 検体が E施設であった。したがって、施設

内の作業の変化によっては、牛枝肉への

STEC7 血清群の汚染頻度が上昇することも

考えられ、食肉処理過程や牛肉の保管には

十分な注意が必要である。 

分離された菌株はSTEC 7血清群ではない菌

株が大部分を占めていた(表１－８)。eae遺

伝子は、病原性大腸菌が腸管上皮細胞に接

着した後の菌体の上皮細胞への固定化に関

与している。eae遺伝子を保有している菌株

が複数の施設から分離されていることから、

これらの菌株の病原性についてさらなる検

討を行う必要もある。また、指標菌とし食

肉の衛生管理に役立つことも考えられた。 

本調査では、比較的牛枝肉の汚染が低率

であったが、枝肉にガーゼを密着させたの

ちに剥がして検体としていることから、ガ

ーゼに移行した菌のみが検体に含まれてお

り、枝肉表面にあった他の菌が検体に含ま

れていない可能性がある。STEC O157：H７

の牛肉内浸潤に関する検討(13)では、表面

に接種した STEC O157：H７は表面から 5-

10mmの部位においても浸潤していたことか

らも、採材時の負担との兼ね合いもあるが、

牛肉の表面から数センチを切り取り牛肉自

体の培養を行うことにより、より深部に浸

潤した菌体について分離が可能となると考

えられる。 

分離された季節に関しては、ウシの STEC 

O157：H７の保有率はヒトと同様に温帯気候

では春の終わりから秋の初めに比較的高い

といわれている（1、14）。今回分離された

STEC O157：H７は 8月に採材された検体か

らであったこと(表１－11)からも、採材に

ついて、夏季に集中的に行う等により STEC

の汚染状況について詳細に明らかにできる

可能性も考えられる。今後は、季節的な要

因についてもさらなる検討を行う必要があ

る。 

 

２．牛肉の消毒効果の検討 

消毒液の STEC への直接効果の検証を行

った結果、供試した消毒液の種類と濃度（表

２－３）では菌が検出されなったことから、

これらの条件は牛肉での消毒効果が期待さ

れると考えられた。 

消毒液の牛肉汚染 STEC への効果の検証

では、牛肉検体として筋膜あり検体と筋膜

なし検体を供試したが、最終的な用途が筋

膜のある枝肉であることから、特に、筋膜

あり検体の結果に注目し、以下のように考

察する。なお、全体的に筋膜なしの検体で

は筋膜ありの検体と比べて消毒効果が弱い

傾向であった。 

滅菌水を用いて検証方法の比較をする

と、噴霧およびかけ流し（100 mL）では、接

種菌数から約 1 桁弱減少したが、かけ流し

（500 mL）では、それらよりも若干減少し、

３つの検証方法の中ではかけ流し（500 mL）

が効果的と考えられた。 

次に、消毒薬を用いて検証した。 

消毒液 60回噴霧(420 mL)では、亜塩素酸

ナトリウム 1,200 ppm および過酢酸 1,000 

ppm では滅菌水と 1桁弱の減少があったが、

その他の消毒液では滅菌水との差は認めら
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れなかった。 

消毒液かけ流し 100 mL は、消毒液 60回

噴霧(420 mL)よりも確実に検体に消毒液が

接触し、また洗い流し効果が高い条件であ

ると考えて行った。その結果、供試した消

毒液の多くで滅菌水と比べて菌数が約１桁

減少することが認められた。また、消毒液

60 回噴霧(420 mL)と比較すると、かけ流し

100 mL の方が液量が約 1/4 量であるにもか

かわらず、噴霧より効果がある傾向であっ

た。 

このため、さらなる洗い流し効果を狙っ

て、500 mL にかけ流し量を増加して試みた。

その結果、滅菌水を 500 mL かけ流すだけで

も接種菌数が約１桁減少し、さらに消毒液

では２桁弱減少した。３つの検証方法の中

ではかけ流し（500 mL）が最も効果的と考

えられた。 

 消毒薬の効果を比較すると、いずれの検

証方法においても、過酢酸（1,000 ppm）が

最も大きな菌数減少を示した。次に、亜塩

素酸ナトリウム（500 ppm および 1,200 ppm）

が大きな減少を示した。しかし、次亜塩素

酸ナトリウム（600 ppm）、エタノールおよ

び過酸化水素では、減少はしたものの上記

の消毒薬よりも効果が弱かった。 

 また、いずれの検証方法においても、亜

塩素酸ナトリウムは低濃度設定の 500 ppm

でも肉表面が変色し、塩素臭が若干あった。

また、過酢酸（1,000 ppm）は、肉表面の変

色が認められなかったものの、酢酸臭が確

認された。肉表面の変色がないことから、

過酢酸の方が用途に適すると考えられた。

このため、できるだけ低い濃度で消毒効果

を検証するために、100 ppm と 50 ppm にて

試験した。しかし、菌数減少は 1,000 ppm と

比較して約 1 桁以上小さかった。今後、過

酢酸 1,000 ppm と 100 ppm の間の濃度で、

消毒効果が高く、臭いが洗い流せる濃度を

検討したい。 

 

E. 結論 

１．牛枝肉の STEC 調査では、2021 年４月か

ら2022年２月に7施設の協力のもとに牛枝

肉合計 163 検体を供試した。検体を増菌培

養後、STEC7血清群マルチプレックスリアル

タイム PCR を行い、分離株の血清凝集試験

および生化学的性状試験を行った。また、

検体の生菌数の計測を行った。この結果、1

検体(0.6%)から STEC O157：H７が分離され

たが、1検体のみであったことからウシの種

類や性別などの特徴については考察には至

らなかった。STEC O157：H７が分離された

検体および施設において生菌数が比較的高

い値を示したことから、施設の環境状況の

要因の可能性が考えられた。培養液から分

離された STEC7 血清群に該当しない stx 遺

伝子または eae 遺伝子を保有する菌株も分

離されたことから指標菌とし食肉の衛生管

理に役立つことも考えられた。 

２．牛肉の消毒効果の検討では、消毒薬と

して、酸性の過酢酸製剤、酸性化した亜塩

素酸ナトリウムおよび過酸化水素、アルカ

リ性の次亜塩素酸ナトリウム（次亜塩素酸

ソーダ）、中性のエタノール（エチルアルコ

ール）を選択し、牛肉での STEC の消毒効果

を検証した。結果として､消毒液の使用量を

増やすことや濃度を高めることにより菌数

減少の傾向が認められた。消毒薬の種類と

しては、肉表面に変化を起こさない過酢酸

が最も優れていると考えられた。今後、使

用後の酢酸臭を流水で除去できる過酢酸濃
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度を検討したい。 
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