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研究要旨 

本研究は、対米輸出牛肉処理施設の検査所で腸管出血性大腸菌（志賀毒素産生性大腸

菌：STEC）およびサルモネラ試験で使用した検体培養残液から試験陽性対象外であるベ

ロ毒素またはインチミン遺伝子保有大腸菌の分離やサルモネラ属菌特異的遺伝子検出を

行うことで衛生指標として評価して各施設へのフィードバックによって処理工程の改善

検討等に役立てること、また、各検査所での SOP収集および検査体制の聞き取り調査を実

施して対米輸出に必要な検査の逸脱防止を試みること目的とした。まず、STEC 試験培養

液残液 40検体およびサルモネラ試験培養液残液 86検体を供試したところ、いずれの遺伝

子も検出されなかった。また、供試された培養液に濁りが認められても牛脂等検体から

の成分による濁りが生じることから、微生物の濁りの判別は困難でることが検体の特性

として認められた。さらに、試験に用いた外部標準対象としての 16S rRNA を対象とした

リアルタイムPCR法は培養法で検出される一部の細菌を検出しないことが認められ、それ

らは主に、Arcobacter属、Bacillus属、Campylobacter属、Morganella属、Proteus属、

Vibrio 属および Staphylococcus 属であった。次に、各検査所での SOP 収集および検査体

制の聞き取り調査から、同一ロットの定義が施設によって解釈が異なること、遺伝子検

出では判定のトラブルが多いこと、陽性対照用DNA液の作製方法や確認試験の方法が異な

る施設があることが判明した。各施設の採材場所、手順、検査施設・機器等を現地で確

認し、多くの情報交換されたことによって検査所のこれまでの疑問点の解決や共通の問

題点の把握がされた。今後、検査所と検体採取法について調整を行い、異なるアプロー

チによって衛生指標となる微生物の試験を行う予定である。 
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A. 研究目的 

対米輸出食肉取扱施設や食肉検査所で

は、牛肉の腸管出血性大腸菌（志賀毒素産

生性大腸菌：STEC）およびサルモネラ属菌

の検査を輸出先国の試験法で実施している

が、国内試験法とは異なるため知識や手技

の高度な習得が必要である。検査担当者は、

試験法についてウエブサイト等を参照し、

標準作業手順書（SOP）を作成するが、緻

密な試験への経験や知識の必要性や慢性的

な人員不足による記載事項の再確認や再検

討など精査が不足する傾向があり、試験法

について高い専門性を有する者による客観

的な検査体制の確認の機会が必要とされて

いる。このため、本研究では、各検査所の

SOP 収集および検査体制の聞き取り調査を

実施し、対米輸出に必要な検査の逸脱防止

を試みる。一方で、各検査所での STEC お

よびサルモネラ試験で使用した検体培養残

液から試験陽性対象外であるベロ毒素また

はインチミン遺伝子保有大腸菌の分離やサ

ルモネラ属菌特異的遺伝子検出を行い、衛

生指標として評価し、フィードバックして

処理工程の改善検討等に役立てる。 

 

B. 研究方法 

１．牛枝肉のSTECおよびサルモネラ属菌

汚染調査 

（１）STEC の検出 

 検出方法の流れを図１に示す。 

１）試験検体の収集 

食肉衛生検査所５施設でのSTEC試験

に伴い発生する培養液残液 40 検体を収

集した。試験に供試されたウシの種類

と月齢を表 1-1 に示す。 

２）試験検体の二次増菌培養 

 肉眼で濁りが認められない培養液残

液については、培養液残液 2 mL を

Tryptone soya broth（TSB）8 mL に添

加して 42℃で 18 時間培養（二次増菌培

養）した。 

３）培養液残液および二次増菌培養液

からの DNA 抽出 

 収集した培養液残液から 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。 

４）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 16Sr 

RNA 遺伝子および O157 関連遺伝子を、

Assay3（O26/O111）では O26 関連遺伝

子および O111 関連遺伝子を、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。 
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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。また、Assay1 から

Assay5 は、陰性対照も Ct 値 35 から 40

で 検 出 さ れ る こ と か ら （ USDA, 

Laboratory Guidebook, MLG 5C 

Appendix 4.01）、本研究では、Ct 値 35

未満を陽性とした。まず初めに Assay1、

2 を行った。その結果、stx 陽性かつ

eae 陽性の検体は、続けて Assay3、4、

5を同時に行い、７血清群 O遺伝子が陽

性になるかを確認した。STEC ７血清群

陽性の検体は、陽性となった O 血清型

について免疫磁気ビーズ法実施した。

７血清群 O 遺伝子がない場合は STEC ７

血清群陰性とした。 

５)16S rRNA 検出用リアルタイム PCR 法

の評価 

４)に示した 16S rRNA 検出用リアルタ

イム PCR 法（16S Assay2）および 16S 

Assay2 とは異なるプライマーおよびプ

ローブの組み合わせによる 16S rRNA 検

出用リアルタイム PCR 法（Nadkarni et 

al., 2002, 16S Assay6、表 1-2）に 26

菌 種 （ Arcobacter butzleri 、

Arcobacter cryaerophilus 、

Arcobacter skirrowii 、 Bacillus 

cereus 、 Campylobacter coli 、

Campylobacter jejuni 、 Citrobacter 

freundii、Enterobacter aerogenes、

Enterobacter cloacae 、 Escherichia 

albertii 、 Escherichia coli 、

Escherichia fergusonii、Escherichia 

hermannii、Hafnia alvei、Klebsiella 

oxytoca、Morganella morganii subsp. 

Morganii 、 Proteus mirabilis 、

Salmonella enterica subsp.enterica 

serover Typhimurium 、 Shigella 

boydii 、 Shigella dysenteriae 、

Shigella flexneri、Shigella sonnei、

Staphylococcus aureus 、 Vibrio 

parahaemolyticus 、 Yersinia 

enterocolitica お よ び Yersinia 

pseudotuberculosis）の抽出 DNA 溶液

を供試し、各 PCR 法で検出可能な細菌

種を評価した。陰性対照は滅菌蒸留水

を用いた。Nadkarni らは 16S Assay6 の

検出限界を Ct 値 33 から 38 としており、

本研究では、Assay2と合わせてCt値35

未満を検出陽性とした。 

６）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濃縮液とした。

このビーズ濃縮液を E バッファーで 10

倍および 100 倍希釈し、各希釈液 0.1 

mL をソルビトールマッコンキー寒天

（SMAC）培地、セフィキシム・亜テル

ル酸加ソルビトールマッコンキー寒天

（CT-SMAC）培地、クロモアガーSTEC培

地およびセフィキシム・亜テルル酸加

クロモアガーSTEC（CT-クロモアガー

STEC）培地にそれぞれ１枚ずつ塗抹し

た。 

さらに、酸（１N塩酸）を加え、ロー

テーターで１時間反応させたものを酸
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処理ビーズ濃縮液とした。この酸処理

ビーズ濃縮液は E バッファーで２倍お

よび 20 倍に希釈した液 0.1 mL ずつを

SMAC 培地、CT-SMAC 培地、クロモアガ

ーSTEC 培地、および 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、以下の STEC ７血清

群の確認を行った。 

７）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（PH

８）に懸濁し、DNA熱抽出を行なった。

この抽出液をテンプレートとして、

Assay1 および目的とする O 群によるプ

ライマーを用いて、４）と同様にリア

ルタイム PCR を行った。この結果、７

血清群 O 遺伝子が陰性となったこのコ

ロニーを STEC ７血清群陰性と判定した。

Stx 陽性かつ eae 陽性、血清群 O遺伝子

が陽性のコロニーは、STEC ７血清群陽

性と判定し、必要に応じて同様の操作

を行った。 

８）STEC 分離株の血清型の再確認 

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）または市販のラテック

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、H血清型を抗血清

および H-genotyping（１）を用いて H

血清型を決定した。なお、７血清群以

外については O 血清群を抗血清および

O-genotyping（２）にて決定した。 

９）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。 

（２）サルモネラ属菌の検出 

検出方法の流れを図２に示す。 

１）試験検体の収集 

食肉衛生検査所５施設でのサルモネ

ラ試験に伴い発生する培養液残液 86 検

体を収集した。試験に供試されたウシ

の種類と月齢を表 1-1 に示す。 

２）試験検体の二次増菌培養 

肉眼で濁りが認められない培養液残

液については、培養液残液 2 mL を

Tryptone soya broth（TSB）8 mL に添

加して、42℃で 18 時間培養（二次増菌

培養）した。 

３）培養液残液および二次増菌培養液

からの DNA 抽出 

 各食肉衛生検査所でのサルモネラ試

験に伴い発生する培養液残液から DNA

アルカリ熱抽出を行った。この DNA 抽

出液を以下に示すリアルタイム PCR の

テンプレートとして用いた。 

４）サルモネラ属菌特異的遺伝子の検

出 

 プライマーセット（ttr/16S）ではサ

ルモネラ属菌特異的 ttr 遺伝子および

16S rRNA 遺伝子を検出する。16S rRNA

検出用プライマーおよびプローブは、

（１）の５）に示した 16S Assay2 と同

じ配列を用いた。プライマーセット、



 - 56 - 

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 1-4 に示す。 

反応溶液の組成および量を表 1-5 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。ttr 遺伝子がない

場合はサルモネラ属菌陰性とした。 

５）選択培地を用いたサルモネラ属菌

の分離 

４）で ttr 遺伝子が陽性だった培養

液残液 0.5 mL をテトラチオネート（TT）

培地 10 mL に、培養液残液 0.1 mL を

Rappaport-Vassiliadis R10（RV）培地

10 mL に接種し、42℃で 18～24 時間培

養した。TT 培地および RV培地での培養

液を攪拌後、1白金耳をスルファピリジ

ン添加ブリリアントグリーン（BGS）培

地または Double Modified Lysin Iron 

Agar（DMLIA）培地にそれぞれ接種し、

35℃で 18～24 時間培養した。BGS 培地

と DMLIA 培地に単離された疑わしいコ

ロニーを観察し、疑わしいコロニーが

見られない場合は、更に６時間培養を

続けた。BGS培地は、平坦で不透明なピ

ンク色で、辺縁全域の培地が赤色を呈

するコロニーを選択した。コロニーが

密集した培地では、緑色のバックグラ

ウンドに対し黄褐色を呈するコロニー

を選択した。DMLIA培地は、中心部が黒

色（H2S 陽性）、非黒色（H2S 陰性）の紫

色コロニーを選択した。典型的なサル

モネラはリジンを脱炭酸し、乳糖やシ

ョ糖を発酵しないので、培地の色が紫

色に変化した。疑わしいコロニーがあ

る場合は、各プレート 2 コロニー以上

を目安として標準寒天培地へ画線塗抹

するのと同時に、4分画した BGS 培地と

DMLIA培地にもそれぞれ画線し、35℃で

18～24 時間培養した。コロニーの密集

によって単離が難しい場合は、BGS培地

あるいは DMLIA 培地へ適宜画線塗抹し

単離した。または、TT 培地培養液と RV 

培地培養液から再画線した。典型的な

コロニーが認められない場合は、35℃

で 18～24 時間継続培養し、典型的なコ

ロニーが認められない平板は、陰性と

判断した。 

６）選択培地を用いたサルモネラ属菌

の同定 

標準寒天培地上のシングルコロニー

を用いて、デンカ生研の「サルモネラ

LA」で凝集試験を行った。凝集試験陽

性のコロニーはAXIMA（島津製作所）で

菌種を同定した。 

７）血清型別試験 

サルモネラ属菌と同定された菌株は、

サルモネラ免疫血清「生研」（O 群,Vi

血清）とサルモネラ免疫血清「生研」H

血清を用いて血清型を決定した。 

２．STEC 検査およびサルモネラ検査の

SOP に関する調査 

2023 年 11 月から 2024 年 2 月に国内の

対米輸出認定食肉取扱施設９ヶ所の協力

を得てSTEC検査およびサルモネラ検査の

SOP に関する調査を実施した。まず、各

施設で使用している SOP を収集し、その

内容について項目ごとに整理した。次に、

各対米輸出認定食肉取扱施設を訪問し、

食肉取扱施設内で食肉処理行程の詳細な

説明を受け、STEC およびサルモネラ検査

に関連する項目として検体の採材場所お
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よび手法等について聞き取り調査を実施

した。続いて、整理した SOP の内容をふ

まえて各食肉衛生検査所で検査業務担当

職員に以下の調査項目について聞き取り

調査を実施した。 

（１）STEC 検査 

調査項目は、1ロットの定義、検体採

取法、前培養条件、遺伝子検出のため

の使用機器、判定時のトラブル、陽性

対照 DNA 溶液の作成方法、病原因子確

認試験の方法および免疫磁気ビーズの

プロトコルとした。 

（２）サルモネラ検査 

調査項目は、検体採取法、前培養条件、

遺伝子検出のための使用機器、判定時の

トラブルおよび陽性対照株の管理方法と

した。 

さらに、各食肉衛生検査所の微生物

検査室を視察し、SOPに記載されていな

い諸項目として実験機器・設備、実験

エリアの区分け、実験者の導線を含め

た検査体制について聞き取り調査を実

施した。 

 

C. 研究結果 

1．牛枝肉の STEC およびサルモネラ属菌汚

染調査 

（１）試験培養液および二次増菌培養液

中の細菌増殖 

STEC 検査の培養液残液 40 検体中 36 検

体が濁っており、23検体が16S Assay2で

陽性（CT 値 35 未満）であった（表 1-6）。

二次増菌培養液では 4 検体中 4 検体が濁

り、2検体が16S Assay2で陽性（CT値 35

未満）であった。サルモネラ属菌検査の

培養液残液 86 検体中 18 検体が濁ってお

り、17 検体が 16S Assay2 で陽性（CT 値

35未満）であった（表1-6）。二次増菌培

養液では 68 検体中 68 検体が濁り、7 検

体が 16S Assay2 で陽性（CT 値 35 未満）

であった。16S rRNA 検出用リアルタイム

PCR 法の評価では、16S Assay2 では 14 菌

種が陽性であったのに対し、16S Assay6

では、23菌種が陽性であった（表1-7）。

Arcobacter butzleri 、 Arcobacter 

cryaerophilus お よ び Arcobacter 

skirrowii はいずれの PCR 法でも検出さ

れなかった。 

（２）STEC の検出 

供試した全検体が stx および eae 遺伝

子陰性であり、STEC 陰性であった。（表

1-8）。 

（３）サルモネラ属菌の検出 

供試した全検体が ttr 遺伝子陰性であ

り、サルモネラ属菌陰性であった。（表

1-9）。 

２．STEC 検査およびサルモネラ検査の SOP

に関する調査 

（１）STEC 検査 

1 ロットの定義は、同一カット日が１

施設、同一と畜日が１施設、同一農場・

同一と畜日が４施設、同一農場・同一と

畜日・同一カット日が３施設であった

（表 2-1）。検体採取法は、全施設が N60

サンプリング法であり、検体は複数の個

体または枝肉の混合であった。前培養条

件は、通知法に準拠が３施設、米国農務

省 が 発 行 し て い る Microbiology 

Laboratory Guidebook (MLG)に準拠が１

施設、AOACに準拠が4施設だった（表2-

2）。遺伝子検出のための使用機器は、ク

オリバックス Q7 システムが６施設、
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RapidFinder が３施設だった。判定時の

トラブルは、７施設で認められ 

、陽性対照 DNA 溶液の偽陰性等が挙げら

れた。陽性対照 DNA 溶液の作成方法は、

通知法に準拠が８施設、通知法を一部改

正して実施が 1 施設だった（表 2-3）。病

原因子確認試験の方法は、概ね通知法に

準拠が 8 施設、クオリバックスの説明書

に準拠が 1 施設だった（表 2-4）。免疫磁

気ビーズのプロトコルは、全施設で「生

研」デンカを使用しており、キットのプ

ロトコルに準拠が７施設、一部改変が２

施設だった（表 2-5）。 

（２）サルモネラ検査 

検体採取法および前培養条件は、全施

設が MLG および農林水産省が公開してい

るアメリカ合衆国向け輸出食肉の取扱要

綱に準拠していた（表 2-6）。遺伝子検出

のための使用機器は、クオリバックス Q7

シ ス テ ム が ７ 施 設 、 3M Molercular 

Detection System が３施設だった（表 2-

7）。判定時のトラブルは、クオリバック

スQ7システムを使用している５施設で認

められ、サルモネラTm値の波形の乱れや

測定時のエラー表示などが挙げられた。

陽性対照株は様々な血清型が供試されて

おり、培地への植菌量は、施設によって

ばらつきが大きかった（表 2-8）。 

（３）検査に関わる諸項目 

一部の施設では、作業導線の効率化お

よび生菌・遺伝子使用エリアの区分けが

不足していた。 

 

D. 考察 

牛枝肉の STEC およびサルモネラ属菌汚

染は、食品衛生上重要な課題である。過去

の報告では、日本の牛肉からの STEC 分離

率は 0.6%であり、分離された株は全て

STEC 0157 であった（Ikeuchi et al., 

2024）。海外の牛肉からの STEC 0157 の分

離 率 は 、 オ ー ス ト ラ リ ア で 0.1 ％

（Phillips et al., 2006）、米国で 0.66％

（U.S. Department of Agriculture, Food 

Safety and Inspection Service,、2016）、

英国で 1.4％（Chapman et al., 2001）、デ

ンマークで 3.4%（Breum & Boel, 2010）、

アイルランドで 3.9%（Prendergast et al., 

2011）およびスペインで 14.7%（Ramoneda 

et al., 2013)と報告されている。また、

日本の牛肉からのサルモネラ属菌分離率は

0.2%であった（Shimojima et al., 2020）。

海外の牛肉からのサルモネラ属菌の分離率

は、米国で 0.66％（Vipham et al., 2012）

および英国で 1.3%（Little et al., 2008）

であり、オーストラリアでは 27 施設 1155

頭の枝肉を調査し全検体サルモネラ属菌陰

性であったと報告されている（Phillips 

et al., 2006）。本研究では、牛枝肉のサ

ルモネラおよび STEC 検査の結果が全て陰

性であったことから、日本の対米輸出認定

食肉取扱施設の牛枝肉処理工程において

STEC およびサルモネラ汚染が適切に防除

されていることが示唆された。また、試験

方法は異なるが、検体供試元の食肉衛生検

査所の試験結果も全て陰性だったことから、

各検査所での STEC およびサルモネラ検査

法の信頼性が改めて示された。一方で、検

体の特性として、供試された培養液に濁り

が認められても牛脂等検体からの成分によ

る濁りが生じることから、肉眼での微生物

の増殖の程度の判別は困難であった。また、

試験に用いた外部標準対象としての 16S 
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rRNA を対象としたリアルタイム PCR 法

（16S Assay2）は、培養法で検出される一

部の細菌を検出しないことが認められ、そ

れらは主に、Arcobacter 属、Bacillus 属、

Campylobacter 属 、 Morganella 属 、

Proteus 属 、 Vibrio 属 お よ び

Staphylococcus 属であった。異なるプラ

イマーおよびプローブを用いた16S Assay6

では、多くの菌種の検出性が改善されたが、

16S Assay2 と同様に Arcobacter 属が検出

されなかったことから、微生物の増殖を幅

広く評価するためには、さらに広い検出性

をもつ 16S rRNA 用プライマーおよびプロ

ーブを組み合わせる必要があることが考え

られた。 

STEC 検査およびサルモネラ検査の SOP

に関する調査では、複数の項目において施

設ごとに異なる点が認められた。１ロット

の定義は、カット日、と畜日および農場の

どの項目を共通項とするかにおいて施設ご

とにばらつきが認められた。しかし、1 ロ

ットの定義については MLG でも厳密な指定

はされておらず、現在の定義は、各食肉取

扱施設の処理工程および処理頭数等に合わ

せて適切に設定しているため問題ないと考

えられた。また、クオリバックス Q7 シス

テムおよび RapidFinder での STEC 判定時

のトラブルは、９施設中７施設で認められ、

サルモネラ判定時のトラブルは 7 施設中 5

施設で認められた。検査機器のトラブルは、

検査の信頼性確保と検査再実施による検査

員作業時間の浪費につながる。そのため、

次年度には、トラブルの発生状況の詳細に

ついて追加で聞き取り調査し、検査機器で

のトラブルの再現性を検証し、場合によっ

ては機器メーカーに問い合わせて障害を改

善する必要があると考えられた。陽性対照

株の培地への植菌量は、施設によってばら

つきが大きかったため、植菌量と培養の安

定性について、検証が必要と考えられた。

作業動線の効率化および生菌・遺伝子エリ

アの区分け等は、試験の逸脱につながる恐

れもあるため、現地でディスカッションし、

改善案を提示した。これらの改善によって

検査体制の効率化が図られれば、輸出食肉

STEC 検査およびサルモネラ検査の信頼性

の担保に寄与できると考えられた。 

 

E. 結論 

日本の対米輸出認定食肉取扱施設の牛

枝肉処理工程における STEC およびサルモ

ネラ汚染の適切な防除および各食肉検査所

での STEC およびサルモネラ検査法の信頼

性が改めて示された。また、STEC 検査お

よびサルモネラ検査において、クオリバッ

クス Q7 システムおよび RapidFinder での

判定時のトラブルが複数の施設で認められ

たため、今後検証を進め、改善策を提示す

る必要があると考えられた。 
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図１ 志賀毒素産生性大腸菌（STEC）の検出・分離方法 
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図 2 サルモネラ属菌の検出・分離方法 
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