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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、2020

年 11 月から 2021 年 2 月に 7 施設の協力のもとに牛枝肉合計 180 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。検体を

増菌培養後、マルチプレックスリアルタイム PCR 法、血清凝集試験および生化学的性状試験

にて STEC の検出・分離を行った。また、同時に生菌数の計数を行った。この結果、1 検体

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 が分離された検体において生菌数が

比較的高い値を示したことから、ウシや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のために、消毒薬として、酸性の過酢酸製剤、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、生

理食塩水や液体培地中の STEC 浮遊液での消毒効果を検証した。結果として､十分な消毒効

果が認められ、STEC 接種牛肉においても消毒液の量を増やすことにより菌数は減る傾向が

認められた。 
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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

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
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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年度には、国内食肉処理施設にお

いて、牛枝肉表面の STEC について定性的・

定量的検出を行う。方法としては、

USDA/FSIS の試験法を参考に志賀毒素遺伝

子・大腸菌 O 抗原遺伝子検出のスクリーニ

ングを行い、分離株の血清型別、毒素型別

等の解析を行うこととした。また、各種殺

菌剤について、生理食塩水や液体培地中の

STEC 浮遊液での消毒効果を検証し、加えて

牛肉での効果を予備的に検証することとし

た。 

 

B. 研究方法 

１．牛枝肉の STEC 調査  

2020 年 11 月～2021 年 2 月に国内の食肉

検査所 7 か所にて、ウシ 180 頭からサンプ

リングを行った。実施機関、採取日、サンプ

リングに供した牛の情報を表１－１と表１

－２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、滅菌水で浸漬した 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、クール宅急便によって

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 0.1mL 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

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
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す。 

３－１） 検体からの 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。培

養液 100μL をマイクロチューブに入れ、

10,000 g で 10 分間遠心し、上清を取り除

き、50 mM の水酸化ナトリウム 85μL に懸

濁した。100℃のヒートブロックで 10 分間

加熱し氷で急冷後、1M Tris-HCl（pH 7.0）

を 15μL 添加して中和した。10,000 g で 10

分間遠心した上清 100μL を新しいマイク

ロチューブに移したものを DNA 抽出液とし

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１－３に示す。

反 応 液 は 、 DNA 抽 出 液 5μL 、 2× 

Environmental Master Mix（サーモフィッ

シャー サイエンティフィック）12.5μL、

プライマーおよびプローブを加え、超純水

で合計 25μL になるように調製した。

Assay1 から Assay5 の反応溶液の組成およ

び量を表１－４－１から表１－４－５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。この増幅反応は Applied Biosystems 

7500 を用いて行った。 

まず、プライマーセット Assay1（stx/eae）

およびAssay2（16S/O157）で増幅を行った。

この結果、いずれの遺伝子でも陰性の場合

は陰性と判定した。stx 遺伝子陰性または

eae 遺伝子陰性であるが、O157 遺伝子陽性

の場合は、O157 抗体の免疫磁気ビーズ法を

以下の３－３）の手順にしたがって行った。

stx 遺伝子陽性かつ eae 遺伝子陽性の場合

は、プライマーセット Assay3（O26/O111）、

Assay4（O45/O121）、Assay5（O103/O145）を

用いて、上述と同様にリアルタイム PCR を

行った。この結果、いずれの O 群の遺伝子

でも陰性の場合は陰性と判定した。いずれ

かの O 群の遺伝子で陽性の場合、陽性判定

となった O 群抗体による免疫磁気ビーズ法

を以下の３－３）の手順にしたがって行っ

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。マイ

クロチューブに 25μL の目的とする O 群抗

体の免疫磁気ビーズと培養液 1 mL を入れ

転倒混和し、さらに、10 分ごとに転倒混和

し、30 分間反応させた。このマイクロチュ

ーブをマグネチックスタンドにセットし、

５分間吸着させ、培地を除去し、滅菌した

PBS をいれることによりビーズの洗浄を行

った。繰り返し洗浄した後、E バッファー

（牛血清アルブミン 5 g、緩衝ペプトン水
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に調製し、孔径 0.2μm のフィルターでろ過

滅菌） 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た。

ビーズ懸濁液から 450μL をマイクロチュ

ーブにとり、1N 塩酸 25μL に加えボルテッ

クスミキサーで攪拌し、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、以下の血清凝集試験お

よびラテックス凝集試験を行った。 

３－４）STEC 7 血清群の血清凝集試験およ

びラテックス凝集試験 

血清群 O26、O45、O103、O111、O121、O145

および O157 の血清は、病原大腸菌免疫血清

「生研」（デンカ株式会社）を用い、O26、

O111、O157 のラテックス凝集試験はスライ

ドラテックス凝集反応による大腸菌 O26、

O111、O157 鑑別試薬 E.coli O26、O111、 

O157-F「生研」（デンカ株式会社）を用いて

行った。また、7 血清群に凝集試験したもの

については、必要に応じて H 抗原の試験を

行った。さらに、リアルタイム PCR による

確認および最確数（MPN）法による定量的な

検出を行った。 

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 50μL の滅菌水に懸濁し、懸

濁液を作製した。このコロニーの懸濁液か

ら 25μL をマイクロチューブにとり、100℃

のヒートブロックで 10 分間加熱し氷で急

冷した。これを10,000 gで 10分間遠心し、

再度滅菌水に懸濁して DNA 抽出を行った。

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

による単離を行った。 

３－６）コロニー懸濁液からのコロニー再

単離 

３－５）の懸濁液の残りの 25μL を

Tryptone soya agar（TSA）に画線し、37℃、

24 時間培養を行い、コロニーを単離した。

コロニーを以下のリアルタイム PCR および

性状確認のための生化学的試験に供試した。 

３－７）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 

３－６）の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。 

３－８）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。なお、STEC の生化学的性状を表１－５

に示す。試験は３－７）のリアルタイム PCR

に供したコロニーを用いて行った。TSI寒天
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培地および LIM 培地で 37℃、18〜24 時間培

養を行い、菌の性状を確認した。 

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 測定を行った。mTSB によって２

希釈段階 3本ずつ作成し、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 

「４－１）」で増殖した培養液 25μL をマ

イクロチューブにとり、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 による確認を行なわれた。 

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、コロニーを 50μL の

滅菌水に懸濁し、懸濁液を作製し、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、

３－６）と同様に非選択培地による単離を

行った。 

４－６）コロニー懸濁液からのコロニー再

単離 

４－５）の懸濁液の残りの 25μL を３－

６）と同様に TSA 培地に画線し、37℃、24

時間培養を行い、コロニーを単離した。コ

ロニーを以下のリアルタイム PCR および性

状確認のための生化学的試験に供試した。 

４－７）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 

４－６）の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。 

４－８）生化学的性状試験 

３－８）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 遺伝子陽性かつ eae 遺伝子陽性の 7

血清以外の大腸菌の分離 

 上記１）から４）の一連の検出方法にお

いて、７血清群の STEC が分離されなかった

推定陽性検体について、増菌培養でのリア

ルタイム PCR の結果と合致する大腸菌があ

るか否か、再検討を行った。まず、１）で－
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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

TBS を加え、42±1℃で 18 時間増菌培養し

た。この増菌培養液を任意の血清群を用い

て３－３）と同様に免疫ビーズ法によって

濃縮を行った。このビーズ懸濁液は E バッ

ファーで 10-6まで 10 倍階段希釈し、各希釈

液それぞれ 100μL ずつを SMAC 培地、CT-

SMAC 培地クロモアガーSTEC 培地、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

同様に非選択培地による単離を行い、３－

７）と同様に単離したコロニーのリアルタ

イム PCR による判定を行い、３－８）と同

様に生化学的性状試験を行った。 

２．牛肉の消毒効果の検討 

（１）菌株 

O26、O45、O103、O111、O121、O145、O157

の７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（ESC97、

ESC425、ESC469、ESC530、ESC545、ESC548、

ESC555）を供試した。 

（２）牛肉検体、 

 検体として供試する牛肉は、小売店から

購入したブロック肉（豪州産）を用いた。こ

のブロック肉を約 5.5 cm 角、厚さ約 0.5 cm

（約 20 – 30 g）にクリーンベンチ内で無

菌的に切り分けた。切り分けた検体は、重

量を測定した。 

（３）接種菌液の調製 

接種菌液は、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 Tryptone soya broth（TSB）に植菌し、

37℃で 18 時間静置培養したものを用いた。

これらの菌液を、4℃、5,000 rpm、15 分間

遠心し、滅菌した PBS または TSB 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℃で使用するまで保存した（最長

3 日間）。 

なお、これら接種菌液中の菌数は、平板培

養法で計数した。接種菌液を PBS 1.8 mL を

6 本用いて 10 倍階段希釈を行い、10-6希釈

液までを作製し、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

計数した。 

（４）消毒液の調製 

効果を検証する消毒液は、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 25 年

以降に新たに指定添加物として使用が認め

られた過酢酸製剤を、アルカリ性の消毒液

として同規格基準に記載され従前より使用

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に示したよ

うに、過酢酸は約 pH 3 から 4、次亜塩素酸

ナトリウムは約 pH 9、エタノールは約 pH 

6.7 であった。 

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
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100、 200、500、1,000 ppm に調製し、供試

した。 

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、滅菌した純水（滅菌水）で希釈して

100、200、 300、600 ppm に調製し、供試し

た。 

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。 

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 

１）PBS 懸濁菌液での消毒液の効果 

 消毒液および菌液は、上述の方法に従っ

て作製したものを供試した。検体である牛

肉に接種する状態の菌液（PBS 懸濁）につい

て、各消毒液の効果の確認を行った。過酢

酸および次亜塩素ナトリウムはともに最も

低い濃度である 100 ppm のみで試験を行っ

た。 

各菌液を 100μL ずつポリスチレンチュ

ーブ（PS 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 PS 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

合した。消毒液添加30秒後に0.1 mLとり、

この原液を TSA に塗抹し、滅菌水の場合は、

0.9 mL の PBS 4 本を用いて 10 倍階段希釈

を行い、10-4希釈液までを作製し、原液から

10-4 希釈液 0.1 mL ずつを TSA に塗抹し、

37℃で 24 時間培養し、コロニー数計数を行

った。消毒液の効果は、この計数の結果か

ら判定した。 

２）TSB 懸濁菌液での消毒液の効果 

「１）PBS 懸濁菌液での消毒液の効果」の

PBS の代わりに、有機物が豊富な TSB に菌

を懸濁し、各消毒液の効果を「１）PBS 懸濁

菌液での消毒液の効果」と同様に検証した。 

（６）消毒液の肉汚染 STEC への効果の検証 

１）消毒液２回噴霧の効果 

消毒液噴霧の効果の検証方法を図２－１

に示す。検体は、上述の「（２）牛肉検体」

の方法に従って切り分けた牛肉を用いた。

菌液は、上述の「（３）接種菌液の調製」の

方法に従って作製し PBS に再懸濁した。 

 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 50μL）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 2 回噴霧し、消

毒液が流れ落ちない状態になるまで室温で

5分間立てた状態で、消毒液の液切れを行っ

た。 

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。

なお、過酢酸による消毒処理の場合は、

0.1％のチオ硫酸ナトリウムで中和してか

らストマッカーを行った。これらの乳剤を、

それぞれ 0.9 mL の PBS３本を用いて 10 倍

階段希釈を行い、10-3希釈液までを作製した。

非処理検体については10－1から 10-3希釈液

0.1 mL ずつを、処理検体については、原液

から 10-4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

養し計数した。 

２）消毒液 10 回噴霧の効果 

 「１）消毒液２回噴霧の効果」の回数を 10

回に変更し、消毒液の液切り時間も 10 分間
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に延長した。さらに、検体を筋に沿って切

り分ける方法（枝肉表面）で切り分けたも

のを供した。この検体の大きさは、「１）消

毒液２回噴霧の効果」の検体とほぼ同じ大

きさにした。 

 これらを用いて、「１）消毒液２回噴霧の

効果」と同様の方法（図２-１）で、噴霧回

数を 10 回に変更して噴霧効果の試験を行

い、同様に乳剤を作製し、菌数の計数を行

った。 

３）消毒液浸漬の効果（浸漬） 

 消毒液浸漬の効果の検証方法を図２－２

に示す。検体は、上述の「（２）牛肉検体」

の方法に従って切り分けた牛肉を用いた。

切り分けた検体に、「１）消毒液２回噴霧の

効果」と同様に菌液を接種し、菌液を浸透

させた。この菌汚染検体を滅菌ピンセット

で 50 mL の消毒液に沈めてから持ち上げる

ことを 20 秒間で 10 回繰り返した。消毒液

が流れ落ちない状態になったものをストマ

ッカー袋に入れ、「１）消毒液２回噴霧の効

果」と同様に乳剤を作製し、計数を行った。 

４）消毒液かけ流しの効果（かけ流し） 

 「１）消毒液２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（図２－１）。

乳剤の作製は、かけ流し 5 分後および 1 時

間後に行い、「１）消毒液２回噴霧の効果」

と同様に乳剤を作製し、計数を行った。 

 

C. 研究結果 

１．牛枝肉の STEC 調査  

（１）生菌数 

 全ての検体の生菌数の結果を採材日、施

設記号および牛の情報とともに表１－６に

示す。検体の生菌数は、750 CFU/cm2から非

検出（0.11 CFU/cm2未満）まであり、値の

ばらつきは大きかった。生菌数が検出され

ない 27 頭を除いた 153 頭の生菌数は 12.2

±63.10（平均±SD）CFU/㎝ 2であり変動係

数（CV）=5.17 であった（表１－７）。 

雌雄で比較すると、オスは 118 頭のうち

生菌数が検出されない 22 頭を除いた 96 頭

では 16.1±79.15 CFU/㎝ 2（CV=4.92）であ

るのに対して、メスは 62 頭のうち生菌数が

検出されない 5頭を除いた 57 頭では 5.6±

8.07 CFU/㎝ 2（CV=1.45）であった（表１－

７）。オスの方がメスより生菌数の値が高く、

そのばらつきが大きいといえる。しかし、

オスでは、100 CFU/cm2を超えるウシが、検

体 B19（11 月 16 日に採材した黒毛和種、30

か月、去勢有）から 750 CFU/cm2、検体 B24

（11月23日に採材した褐毛和種、29か月、

去勢有）から 171.7 CFU/cm2、検体 B57（12

月 7 日に採材した褐毛和種、29 か月、去勢

有）から 119.3 CFU/cm2）、検体 B94（1 月 12

日に採材した交雑種、27 か月、去勢有）か

ら 107.8 CFU/cm2 が検出され、雌雄合計の

180 頭中 4 頭（2.2％）が 100 CFU/cm2を超

えた。ちなみに、これらの生菌数の値を除

いたオス 92 頭で平均値および SD を算出し

た。その結果、4.3±8.55 CFU/㎝ 2（CV=2.0）

となり、メスの 5.6±8.07 CFU/㎝ 2（CV=1.45）

と近しい値となった。全ての検体の生菌数

は、100 CFU/cm2を超える 4 頭の値を除いた

149 頭で算出すると 4.8±8.39 CFU/cm2

（CV=1.76）となった。 

 ウシの種類別の生菌数を表１－７に示す。

黒毛和種および褐毛和種の値がともに平均

値が 2 桁であり他の種類と比べて高い値と



107 
 

なり、それぞれ 20.4±104.58 CFU/cm2

（CV=5.13）、67.0±66.50 CFU/cm2（CV=0.99）

であった。これらには、生菌数 100 CFU/cm2

を超えるウシが黒毛和種には 1 頭（B19）、

褐毛和種には 2 頭（B24、B57）含まれてい

る。これらの値を除いて平均値を算出する

と 、 黒 毛 和 種 は 5.5 ± 8.54 CFU/cm2

（ CV=1.56 ）、 褐毛 和種 は 14.7 ± 6.36 

CFU/cm2（CV=0.43）となった。褐毛和種は、

D 施設で採材の褐毛和種 2 頭（B3、B56 の値

がやや高い値ではあるが、黒毛和種はほか

の種類の牛とほぼ同様な値となった。 

 施設別の生菌数の結果を表１－８に示す。

A 施設は、36 頭中の 13 頭から生菌数が検出

されず、生菌数非検出の頭数が最も多かっ

た。検出した生菌数も最も少なく0.5±0.95 

CFU/㎝ 2であった。採材期間を通して、平均

生菌数が最も多かった施設は D 施設であっ

た。平均生菌数は 43.9±124.58 CFU/㎝ 2で

あり、100 CFU/cm2を超える頭が4頭あった。

この施設の生菌数は採材月の11月から2月

にかけて減少した。100 CFU/cm2を超えるウ

シは、11 月に 2 頭、12 月と 1 月に 1 頭ずつ

検出されており、各月の生菌数は 88.3±

204.41 CFU/cm2、33.0±40.62 CFU/cm2、18.6

±32.40 CFU/cm2であった。100 CFU/cm2を

超えるウシの生菌数を除いた値で算出する

と、それぞれ 13.7±10.02 CFU/cm2、15.8±

13.90 CFU/cm2、7.5±7.94 CFU/cm2となり、

11 月から 2 月の平均生菌数も 13.4±11.62 

CFU/cm2となったが、他の施設に比較すると

若干高い傾向である。 

 月別で算出した生菌数の結果を表１－９

に示す。11 月から 2 月の平均生菌数は、

26.9±117.44 CFU/cm2（CV=4.37）、10.2±

26.08 CFU/cm2（CV=2.56）、5.95±15.29 

CFU/cm2（CV=2.57）、6.06±9.89 CFU/cm2

（CV=1.63）であり、月を追うごとに減少す

る傾向がみられるが、100 CFU/cm2を超える

ウシが 11 月に 2 頭（B19：黒毛和種および

B24：褐毛和種、12 月に 1 頭（B57、褐毛和

種）、1月に 1 頭（B94、交雑種）が検出され

た。100 CFU/cm2を超えるウシの生菌数を除

いた値で算出すると、11 月は 4.6±7.61 

CFU/cm2（CV=1.65）、12 月は 4.8±9.46 CFU/

㎝ 2（CV=1.99）、1 月は 4.2±7.47 CFU/cm2

（CV=1.78）となり、2 月の生菌数の値に近

い値であった。 

（２）血清群 O157 大腸菌の分離 

定性的な検出（図１－１）のうち、検体を

mTSB によって増菌培養し、STEC 7 血清群の

マルチプレックスリアルタイム PCR を行っ

た結果を表１－10 に示す。 

リアルタイム PCR を行ったもののうち、

Assay2 の O157 遺伝子が陽性かつ、Assay1

の stx 遺伝子および eae 遺伝子がともに陽

性であった検体は、B56（2020 年 12 月 7 日

に D施設で採材した褐毛和種、30か月、雄、

去勢有）であり、Assay1 の eae 遺伝子のみ

陽性であった検体は、B67（2020 年 12 月 14

日に D 施設で採材した黒毛和種、29 か月、

雄、去勢有）であった。 

これらの検体増菌培養液を３－３）によ

る濃縮後、CT-SMAC 培地および CT-クロモア

ガーSTEC培地に塗抹､培養し、生育したコロ

ニーのうち血清群 O157 と疑われるコロニ

ーを釣菌し、３－４）に従って O157 のラテ

ックス凝集試験を行い、リアルタイム PCR

の Assay1 および Assay2 を実施した。 

また、定量的な検出（図１－２）も同時に

行った。４－１）および４－２）に従って

MPN 測定およびリアルタイム PCR を行った
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結果を表１－11 に示す。MPN 測定で濁りの

認められたチューブ 3 本に対して、リアル

タイム PCR の Assay1 および Assay2 を実施

したが、全て陰性であったため、定量試験

は終了した。 

検体 B56 では、釣菌した 33 コロニーのう

ち 3 コロニーは stx 遺伝子、eae 遺伝子、

O157 遺伝子ともに陰性であったが、30 コロ

ニーは stx 遺伝子、eae 遺伝子、O157 遺伝

子ともに陽性であった。また、これら 30 コ

ロニーは、血清型 O157:H7 であった（表１

－13）。検体 B67 は釣菌した 3 コロニーすべ

て stx 遺伝子、eae 遺伝子、O157 遺伝子と

もに陰性であった。 

（３）O157 以外の血清群の大腸菌の分離 

「（２）血清群 O157 大腸菌の分離」と同

様に、定性的な検出（図１－１）として、検

体を mTSB によって増菌培養し、STEC 7 血

清群のマルチプレックスリアルタイム PCR

を行った結果を表１－10 に示す。 

リアルタイム PCR を行ったもののうち、

16SrRNA遺伝子（Assay2）が陽性かつ、Assay1

の stx 遺伝子および eae 遺伝子が共に陽性

であった検体は、検体 B1（2020 年 11 月 9

日に D 施設で採材したホルスタイン、92 か

月、雌、産経有）および検体 B3（2020 年 11

月 9 日に D施設で採材した褐毛和種、43 か

月、雌、産経有）、検体 B21（2020 年 11 月

16 日に D 施設で採材した黒毛和種、30 か

月、雄、去勢有）、検体 B24（2020 年 11 月

23 日に D 施設で採材した褐毛和種、29 か

月、雄、去勢有）、検体 B88（2021 年 1 月 12

日に A 施設で採材したホルスタイン、20 か

月、雄、去勢有）、検体 B120（2021 年 1 月

19 日に F 施設で採材した交雑種、26 か月、

雄、去勢無）、検体 B130（2021 年 1 月 25 日

に B施設で採材した黒毛和種、28か月、雄、

去勢有）、検体 B148（2021 年 2 月 1 日に A

施設で採材したホルスタイン、19か月、雄、

去勢有）の 8 検体であった（表１－10）。こ

れらの検体には、Assay3、4、5 を行った。 

その結果、検体 B3 は Assay5 の O103 遺伝

子、検体 B120 は Assay4 の O45 遺伝子が陽

性であったため、各検体の増菌培養液を

「（２）血清群 O157 大腸菌の分離」と同様

に、各血清群の免疫磁気ビーズによる濃縮

法を行い、得られた濃縮液を CT-SMAC 培地

および CT-クロモアガーSTEC 培地に塗抹し、

培養した。これらの培地に生育したコロニ

ーを釣菌し、検体 B3 には O103 血清、検体

B120 には O45 血清で凝集試験を行い、検体

B3にはAssay1、2、5、検体B120にはAssay1、

2、4 を行った。 

検体 B3 では、釣菌した 10 コロニーのう

ち、5 コロニーは stx 遺伝子、eae 遺伝子、

O103 遺伝子いずれも陰性であり、残りの 5

コロニーはeae遺伝子およびO103遺伝子で

陽性であったが、stx遺伝子が陰性であった

め、検体 B3 は O103 陰性と判定した。 

検体 B120 では、釣菌した 18 コロニーの

うち、1コロニーで stx 遺伝子および eae 遺

伝子ともに陽性であるが O45 遺伝子は陰性、

3 コロニーで eae 遺伝子陽性あるが stx 遺

伝子および O45 遺伝子はともに陰性、14 コ

ロニーで stx 遺伝子、eae 遺伝子、O45 遺伝

子のいずれも陰性であったため、検体 B120

は O45 陰性と判定した。 

検体 B3 は、凝集結果および O103 遺伝子

が陽性であったため、定量的な検出（図１

－２）を行った。MPN 測定および、これらの

リアルタイム PCR の結果を表１－11に示す。

MPN 測定で濁りの認められたチューブ 7 本
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に対して、Assay1 および Assay5 を実施し

たが、全て陰性であったため定量試験を終

了した。 

（４）stx 陽性および eae 陽性の 7 血清以

外の菌株の分離 

 検体 B3、検体 B67 および検体 B120 の増

菌培養後のリアルタイム PCR の結果を表１

－13 に示す。 

 検体 B3 の増菌培養した培養液のリアル

タイム PCR の結果は、Assay1 の stx 遺伝子

および eae 遺伝子、Assay5 の O103 遺伝子

が陽性であった（表１－10）が、この 3 つ

の遺伝子がともに陽性である株は上述のよ

うに分離されなかった。そこで、「１）検体

の調製」で-80℃に保存してあった検体溶液

から各遺伝子のいずれかが陽性である株の

分離を検討した。-80℃に保存してあった検

体溶液を増菌培養した培養液のリアルタイ

ム PCR を行った結果は、表１－10 と同様に

stx 遺伝子、eae 遺伝子および O103 遺伝子

がいずれも陽性であった（表１－13）。この

増菌培養液を３-３）および３-４）に従っ

て免疫ビーズ法で濃縮後、4つの選択培地に

塗抹し、出現した約 730 コロニーに関して

３-５）に従ってリアルタイム PCR の Assay1

および Assay5 を行った。陽性コロニーを３

-６）に従って単離を行った。単離コロニー

を３-７）に従ってリアルタイム PCR の

Assay1 および Assay5 で確認を行うととも

に、３-８）に従って生化学性状試験を行っ

た。この結果、TSI および LIM 培地において

大腸菌であると判定されたコロニーを保存

株とし、stx(-)/eae(+)/O103(+)の 9 株、

stx1(+)stx2(-)/eae(-)/O103(-)の 5 株を

保存した（表１－13）。 

 検体 B67 は、Assay1 の eae 遺伝子および

Assay2 の O157 遺伝子が陽性であった（表

１－10）が、-80℃に保存してあった検体溶

液を増菌培養した培養液のリアルタイム

PCR の結果は、O157 遺伝子のみが陽性であ

った。検体 B3 と同様に濃縮し、選択培地で

増殖した 6 コロニーについて検討した結果、

1 コロニーで stx(-)/eae(-)/O157(+)とし

て検出された。このコロニーを検体 B3 と同

様に非選択培地で単離し、リアルタイムPCR

および生化学性状試験を行った結果、陽性

であると判定されたため、この 1 株を保存

した（表１－13）。 

 検体 B120 は、Assay1 の stx 遺伝子およ

び eae 遺伝子、Assay4 の O45 遺伝子が陽性

であった（表１－10）が、-80℃に保存して

あった検体溶液を増菌培養した培養液のリ

アルタイム PCR の結果は、stx 遺伝子およ

び eae 遺伝子が陽性であった。検体 B3 と同

様に濃縮し、選択培地で増殖した約 350 コ

ロニーで検体 B3 と同様に検討した結果、2

コロニーでstx(-)/eae(+)/O45(-)として検

出された。これらのコロニーを検体 B3 と同

様に非選択培地で単離し、リアルタイムPCR

および生化学性状試験を行った結果、陽性

であると判定されたため、これら 2 株を保

存した（表１－13）。 

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 

１）PBS 懸濁菌液での消毒液の効果 

実験 1-1 では、検体牛肉に供する状態の

菌液（PBS 懸濁）の各消毒液の効果を検討し

た。消毒液に関しては対象とするすべての

血清群について試験を行い、対照となる滅

菌水に関しては、血清群 O45、O121、O145、

O157 について試験を行った。 

この結果（表２－２）、全ての STEC の血
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清株について、消毒液を添加では菌は検出

されなかった。滅菌水の添加の場合は、血

清群 O45、O121、O145、O157 は、それぞれ

8.9±0.02、 9.0±0.04、 8.7±0.54、 8.7

±0.05 log CFU/mL であった。 

２）TSB 懸濁菌液での消毒液の効果 

さらに、豊富に有機物を含む TSB に再懸

濁して各消毒液の効果を検討した。有機物

による消毒効果の低減を考慮したためであ

る。消毒液および対照となる滅菌水に関し

てすべての血清群について試験を行った。 

この結果（表２－２）、「１）PBS 懸濁」と

同様に、全ての STEC の血清株について、消

毒液を添加では菌は検出されなかった。滅

菌水の添加の場合は、血清群O26、O45、O103、

O111、O121、O145、O157 は、それぞれ 9.0

±0.08、8.9±0.05、8.8±0.08、8.8±0.08、

8.9±0.05、 8.9±0.01、8.9±0.06 log 

CFU/mL であった。 

最も低い濃度で菌が検出されなったこと

から、試験に用いるすべての消毒液に消毒

効果があることが確認された。 

（２）消毒液の肉汚染 STEC への効果の検証 

 STEC を PBS に再懸濁し接種した汚染牛肉

に対する消毒効果を検討した。噴霧効果に

よる検証では、噴霧による消毒を行った。1

回あたりの噴霧量は表２－１にあるように、

いずれの消毒液も約 0.8 mL である。 

１）消毒液２回噴霧の効果 

 過酢酸に関しては「（１）消毒液の STEC へ

の直接効果の検証」の５倍濃度（500 ppm）

で、次亜塩素酸ナトリウムに関しては 6 倍

濃度（600 ppm）で、計算上「（１）消毒液の

STEC への直接効果の検証」の菌液あたりの

消毒効果は 1.6 倍と 0.96 倍と見積もられ

る。 

すべての血清群に関して、過酢酸の 500 

ppm と 1,000 ppm、エタノールおよび対照と

なる滅菌水の噴霧を行った。この結果、過

酢酸（表２－３）の 500 ppm では TSA は 7.2 

– 7.4 log CFU/片、クロモアガーSTEC は 7.1 

- 7.3 log CFU/片であり、1,000 ppm では

TSA は 7.2 – 7.5 log CFU/片、クロモアガ

ーSTEC は 7.0 - 7.3 log CFU/片であり、滅

菌水（表２－６）では TSA は 7.3 – 7.6 log 

CFU/片、クロモアガーSTEC は 7.3 - 7.8 log 

CFU/片であり、対照となる滅菌水と消毒液

での差は認められなかった。 

次亜塩素酸ナトリウムに関しては、高

濃度（300ppm および 600ppm）について、O103

と O157 で試験を行った。この結果、次亜塩

素酸ナトリウム（表２－４）の 300 ppm で

は、O103 の TSA は 7.5±0.10 log CFU/片、

クロモアガーSTEC は 7.5±0.28log CFU/片

であり、O157 の TSA は 7.5±0.08 log CFU/

片、クロモアガーSTEC は 7.4±0.14 log 

CFU/片であり、600 ppm では、O103 の TSA

は 7.5±0.05 log CFU/片、クロモアガー

STEC は 7.4±0.18log CFU/片であり、O157

の TSA は 7.3±0.10 log CFU/片、クロモア

ガーSTEC は 7.3±0.15 log CFU/片であっ

た。これらの値は対照となる滅菌水とほぼ

同じであり、過酢酸と同様に、消毒効果は

認められなかった。 

エタノールでは、2 回噴霧（約 1.6 mL）

「（１）消毒液の STEC への直接効果の検証」

の 0.32 倍の消毒効力と見積もられる。対象

とした全ての血清群について試験を行った。

この結果（表２－５）、検出された菌数はTSA

で 7.3 – 7.4 log CFU/片、クロモアガー

STEC で 7.2 – 8.1 log CFU/片であった。こ

れらの値は対照となる滅菌水とほぼ同じで
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あり、過酢酸、次亜塩素酸ナトリウムと同

様に、消毒効果は認められなかった。 

２）消毒液 10 回噴霧の効果 

 10 回噴霧の量は、「（１）消毒液の STEC へ

の直接効果の検証」の 1.3 倍の消毒液量を

菌体に接触させる計算となる。過酢酸およ

び次亜塩素酸ナトリウムで最も高い濃度

（それぞれ、1,000 ppm と 600 ppm）に関し

て、O157 で試験を行った。この結果、過酢

酸 1,000 ppm（表２－３）では TSA は 7.3 

log CFU/片、クロモアガーSTEC は 7.2 log 

CFU/片であり、次亜塩素酸ナトリウム 600 

ppm（表２－４）では TSA およびクロモアガ

ーSTEC はともに 7.4 log CFU/片であった。

いずれの場合も「１）消毒液２回噴霧の効

果」とほぼ同じ値であり、消毒効果は認め

られなかった。 

そこで、牛肉片の状態および菌液の浸透

状態を考慮し、枝肉に類似するように筋に

沿った切り方の肉片で、過酢酸および次亜

塩素酸ナトリウムで最も高い濃度（それぞ

れ、1,000 ppm および 600 ppm）、エタノー

ル、滅菌水で同様な 10 回噴霧による消毒を

試みた。この結果、過酢酸 1,000 ppm（表２

－３）では TSA は 7.3 log CFU/片、クロモ

アガーSTEC は 7.2 log CFU/片、次亜塩素酸

ナトリウム 600 ppm（表２－４）では TSA は

7.0 log CFU/片、クロモアガーSTEC は 6.9 

log CFU/片、エタノール（表２－５）では

TSA は 7.2 log CFU/片、クロモアガーSTEC

は 7.1 log CFU/片、対照となる滅菌水（表

２－６）では TSA は 7.2 log CFU/片、クロ

モアガーSTEC は 7.3 log CFU/片の菌数が検

出された。対照となる滅菌水と各消毒液の

値はほぼ同じであり、消毒効果は認められ

なかった。 

３）消毒液浸漬の効果（浸漬） 

これは、「（１）消毒液の STEC への直接効

果の検証」の 10 倍量の消毒液に菌体を接触

させる計算であり、汚染検体のほぼ倍量の

消毒液に検体を浸漬させる試験である。す

べての消毒液の全濃度に関して、O157 を用

いて試験を行った。この結果、過酢酸（表２

－３）の TSA では 100、 200、 500、 1,000 

ppm でそれぞれ 7.0、 6.9、 6.8、 6.7 log 

CFU/片、クロモアガーSTEC ではそれぞれ

7.1、 6.9、 6.8、 6.7 log CFU/片であり、

濃度が高くなるにつれ菌の検出数が低くな

る傾向が見られた。次亜塩素酸ナトリウム

（表２－４）の TSA では 100、 200、 300 

ppm はともに 7.1 log CFU/片、 600 ppm は

7.0 log CFU/片であり、クロモアガーSTEC

では 100 および 200 ppm はともに 7.1 log 

CFU/片、300 ppm は 7.0 log CFU/片、600 

ppm は 6.9 log CFU/片であった。最も高い

濃度（600 ppm）でも過酢酸の 100 および 200 

ppmとほぼ同様の菌数であったが、濃度が高

くなるにつれ菌の検出数が若干低くなる傾

向が見られた。 

エタノール（表２－５）では TSA および

クロモアガーSTEC はともに 6.8 log CFU/片

であり、過酢酸の 500 ppm とほぼ同様の菌

数であった。この値は次亜塩素酸ナトリウ

ムの最も高い濃度（600 ppm）より若干低い

値である。 

対照となる滅菌水（表２－６）では TSA は

7.2 log CFU/片、クロモアガーSTEC は 7.0 

log CFU/片であり、「１）消毒液２回噴霧の

効果」と同様に接種菌液の菌数とほぼ同じ

であった。 

検体の倍量の消毒液に検体を浸漬させた

場合、高濃度の過酢酸およびエタノールで、
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若干の消毒効果が見られた。 

４）消毒液かけ流しの効果（かけ流し） 

 「１）消毒液２回噴霧の効果」、「２）消毒

液 10 回噴霧の効果」および「３）消毒液浸

漬の効果（浸漬）」の結果を踏まえて、菌体

が消毒液と接触する量をさらに増やし、

「（１）消毒液の STEC への直接効果の検証」

の 20 倍量の消毒液を菌体に接触させた。さ

らに、消毒液に菌体を留めることによる消

毒効果の低減を避けるため、菌体の洗い流

しによる除去効果を狙って、消毒液による

かけ流しを行った。また、乾燥による殺菌

効果も期待し、消毒終了 5 分後および 1 時

間後で菌数の測定を行った。過酢酸および

次亜塩素酸ナトリウムでは最も高い濃度

（それぞれ、1,000 ppm および 600 ppm）お

よび対照となる滅菌水について、O157 で試

験を行った。 

かけ流し 5 分後の結果は、過酢酸 1,000 

ppm（表２－３）では TSA は 5.4 log CFU/

片、クロモアガーSTEC は 5.5 log CFU/片で

あり、次亜塩素酸ナトリウム 600 ppm（表２

－４）では TSA およびクロモアガーSTEC は

ともに 5.8 log CFU/片であり、対照となる

滅菌水では TSA は 6.1 log CFU/片、クロモ

アガーSTEC は 6.0 log CFU/片であった。い

ずれの場合も接種菌液より約 1 桁の減少が

みられた。 

かけ流し 1時間後の結果は、過酢酸 1,000 

ppm（表２－３）では TSA は 5.7 log CFU/

片、クロモアガーSTEC は 5.6 log CFU/片で

あり、次亜塩素酸ナトリウム 600 ppm（表２

－４）では TSA とクロモアガーSTEC はとも

に 5.9log CFU/片であり、対照となる滅菌

水では TSA は 5.8 log CFU/片、クロモアガ

ーSTEC は 5.9 log CFU/片であり、1時間後

の菌数は、過酢酸、次亜塩素酸ナトリウム、

滅菌水において検出菌数の差はみられず、

また、1 時間後の方が、5分後の値より、若

干高い傾向があった。 

 

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）。 

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）。 

 今回、STEC O157 の検出されたウシの糞

便中の STEC の有無の調査をしていないた

め生体の保菌について不明だが、調査すれ

ば有益と考えられる。また、この検体の生



113 
 

菌数は、他の検体に比較して 1 から 2 桁高

かったこと（表１－８）から、と畜段階の環

境の影響の可能性も考えられる。 

 季節性に関しては、ウシの STEC O157 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、12）。今回は、サンプリング期間が

冬季の連続した４か月であったが、月別の

生菌数の変動（表１－９）はみられなかっ

た。今後は、他の季節での調査を行う必要

がある。 

２．牛肉の消毒効果の検討 

 検証を行った消毒液の特徴として、過酢

酸は、すべての微生物に対して即効性を有

することである（25）。特有な特徴として、

分解生成物は、酢酸、水、酸素、過酸化水素

であり、有害な分解生成物が生じないこと

であり、残留物が残らない、有機物の除去

が促進されること（26）などがあげられる。

銅、真鍮、青銅、普通銅、亜鉛メッキ鋼板を

腐食させるが、腐食作用は、添加物や pH 調

製剤により抑制できる。希釈した場合は、

不安定であるとされ、1％溶液の濃度は加水

分解により 6 日間で半減するが、40％過酢

酸の有効成分の減少は 1 か月あたり 1-2％

である（27）。 

作用機序については、ほとんどわかって

いない（25）が、他の酸化剤と同様に、タン

パク質を変性させる、細胞壁の透過性を変

化させる、酵素やほかの代謝物のスルフヒ

ドリル基および硫黄結合を酸化させるなど

（27）といわれている。殺菌作用として、グ

ラム陽性およびグラム陰性菌、真菌、およ

び酵母を 100 ppm 未満、5 分以内で不活性

化する。有機物の存在下では 200 から 500 

ppm が必要である 

 次亜塩素酸塩は、最も広く使用されてい

る塩素消毒液あり、次亜塩素酸ナトリウム

のような液状のものと次亜塩素酸カルシウ

ムなどの固形のものが市販されている。も

っとも普及している塩素製品は、次亜塩素

酸ナトリウム水溶液の「ブリーチ」と称さ

れた家庭用漂白剤である。特徴として、広

域スペクトルの抗菌活性があり、有毒な残

渣を残さない、水の硬度に影響されない、

安価で即効性がある（28）、乾燥または固着

した微生物やバイオフィルムを表面から除

去できる（29）、重大な毒性率が低い（30、

31）であるが、高濃度（>500 ppm）での金属

に対する腐食性、有機物による不活性化、

漂白作用、アンモニアまたは酸との混合に

よる有毒ガスの発生（20、21）、相対的安定

性があること（22）などは、欠点としてあげ

られる。 

 塩素性の殺菌作用の大部分は非解離型次

亜塩素酸（HClO）によるものであり、HClO の

解離は、pH に依存しているため、塩素の消

毒効果は、pH が上昇するとともに低下する

（24、25）。微生物に対する正確な作用機序

は明らかにされていない（25）が、微生物の

不活性化はいくつもの要因によって、ある

いは重要部位への作用によって生じると考

えられている（23）。スルフヒドリル基やア

ミノ基の酸化、アミノ酸環の塩素置換、細

胞な成分の減少、栄養分の取り込み低下、

呼吸成分の酸化、ATP の産生減少、DNA 損傷、

DNA 合成の抑制などである（24、23）。 

低濃度の遊離塩素は、有機負荷がない場

合、栄養型の細菌（5μm 未満）は数秒で殺

菌作用を示す（24、26）。AOAC の使用希釈倍

率法による 100 ppm の遊離塩素（6％次亜塩

素酸ナトリウムを含む家庭用漂白剤では60
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倍希釈に相当）によって、106-107の黄色ブ

ドウ球菌、Salmonella choleraesuis、緑膿

菌は 10 分未満で死滅する（22）。 

 消毒薬としてのアルコールは、エチルアル

コール（エタノール）とイソプロピルアル

コールであり、栄養型細菌に対しては迅速

な殺菌作用を示すが、殺菌活性は 50％以下

の濃度に希釈した場合急激に低下し、至適

殺菌濃度は 60 から 90％水溶液（v/v）であ

る（27、28）。エタノールの殺菌活性はさま

ざまな濃度で調査され（27）、緑膿菌は 30-

100％(v/v)で、セラチア、大腸菌、チフス菌

は 40 – 100％によって、10 秒で死滅した。

グラム陽性球菌はわずかに抵抗性があり、

65 – 95％によって 10 秒で死滅した。 

 アルコールの作用機序としては、タンパク

質の変性が妥当な説明である（25）。これは、

無水エタノールや脱水剤より、水の存在下

の方が急激に変性すること（28、 29）から

も裏付けられる。 

 このような知見を踏まえ、「（１）消毒液

の STEC への直接効果の検証」を過酢酸およ

び次亜塩素酸ナトリウムは 100 ppm で、エ

タノールは市販の使用濃度で行った。この

結果、有機物を含まない PBS 懸濁菌液およ

び有機物を含有する TSB 懸濁菌液、ともに

検討したすべての菌液で STEC は死滅した。

次亜塩素酸ナトリウムは、有機物による効

力の低下があるとされ、エタノールは希釈

による効果の低減が言われているが、今回

の有機物濃度や希釈倍率では、利用したす

べての消毒薬への効力低減の影響はなく、

従来の知見と合致した。 

 過酢酸製剤の食品に対する使用基準（30）

は、過酢酸では「鶏の食肉にあっては浸漬

液又は噴霧液１kgにつき2.0 ｇ（2,000 ppm）

以下、牛および豚の食肉にあっては浸漬液

又は噴霧液１kgにつき1.80 ｇ（1,800 ppm）

以下、果実および野菜にあっては浸漬液又

は噴霧液１kg につき 0.080 ｇ（800 ppm）

以下」である。そこで、本研究では 1,000 ppm

を上限とし、100、200、500、1,000 ppm を

使用濃度とした。 

 次亜塩素酸ナトリウムの食品に対する使

用基準は「ごまに使用してはならない。」（30）

とされるだけであり、濃度の基準はない。

医療現場では、5.25 – 6.15％の市販品を 10

から 100 倍に希釈して利用し、手指に対し

ては 500 ppm を上限に使用されている。牛

肉表面の殺菌を目的とした Sally et al. 

(2012)の試験では 600 ppm を上限として行

っているため、本研究では 600 ppm を上限

とし、100、200、300、600 ppm を使用濃度

とした。 

 消毒液の噴霧効果として、まず、高濃度

消毒液 2 回噴霧である「１）消毒液２回噴

霧の効果」を行ったが、いずれの消毒液で

も滅菌水との差は認められなかった（表２

－３から 4）。そこで、噴霧回数を 10 回に増

やした「２）消毒液 10 回噴霧の効果」を行

った。この場合、消毒液の効力は「（１）消

毒液の STEC への直接効果の検証」と比較し

て、過酢酸 1,000 ppm では 16 倍、次亜塩素

酸ナトリウム 600 ppm では 9.6 倍、エタノ

ールでは 1.6 倍に相当するが、いずれの場

合も「１）消毒液２回噴霧の効果」とほぼ変

わりがなく、消毒効果は認められなかった

（表２－３から 4）。なお、細菌懸濁液の浸

透の程度を考慮し、牛肉の筋に沿った切り

方、また、処理後の時間配分を変えた場合

でも、同様に効果は認められなかった（表

２－３から 4）。 
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 これらの結果から、噴霧ではなく、食鳥

処理場等においてカンピロバクターの汚染

低減策（31）で試みられた消毒液への浸漬

による効果「３）消毒液浸漬の効果（浸漬）」

を検討した。消毒液の量は菌液に対して

「（１）消毒液の STEC への直接効果の検証」

の 10 倍量としたため、菌液当たりの消毒効

力は「（１）消毒液の STEC への直接効果の

検証」と比較して、過酢酸 200、500、1,000 

ppm では、それぞれ 20、50、100 倍、次亜塩

素酸ナトリウム 300、600 ppm では、それぞ

れ 30、60 倍、エタノールでは 10 倍に相当

する。この結果、過酢酸では 200 ppm でわ

ずかに減少の傾向がみられ、濃度が高くな

るほど減少する傾向が見られた（表２－３）。

次亜塩素酸ナトリウムでも、300 ppm より

600 ppm の方が減少する傾向がみられた（表

２－４）。エタノールでも減少する傾向が見

られ、浸漬効果はあることが考えられた（表

２－５）。 

 有機物の影響が大きいと考えられる次亜

塩素酸ナトリウムは、浸漬では牛肉による

有機物の影響が大きいと考え、多量の消毒

液を掛け流すことによる効果を検証した。

「３）消毒液浸漬の効果（浸漬）」との比較

のため、過酢酸 1,000 ppm、次亜塩素酸ナト

リウム 600 ppm で行い、掛け流す量は「３）

消毒液浸漬の効果（浸漬）」の倍量とした。

この結果、いずれの場合も、「３）消毒液浸

漬の効果（浸漬）」の細菌残存数より 1 桁低

い値となった（表２－３と２－４）。 

 以上のことから、今回のようなスモール

スケールでは、エタノールの消毒効力最も

高い傾向であり、次亜塩素酸ナトリウムが

今回使用した諸毒薬の中では最も有機物の

影響を受けやすい結果であった。消毒液の

接触手法は、かけ流しによる効果が最も効

果的であったが、消毒液の量が影響してい

るのか、接触のさせ方の影響であるのかは

今回の結果からは結論できない。 

 

E. 結論 

１．牛枝肉の STEC 調査では、2020 年 11 月

から2021年 2月に7施設の協力のもとに牛

枝肉合計 180 検体を供試した。検体を増菌

培養後、マルチプレックスリアルタイムPCR

法、血清凝集試験および生化学的性状試験

を併用し、同時に生菌数の計数を行った。

この結果、1検体から 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

た検体において生菌数が比較的高い値を示

した。また、全体として検体の生菌数は、

15％で検出されず、検出された検体では平

均値 17.5±63.50（平均±SD）CFU/㎝ 2であ

った。施設による生菌数の違いがあり、ウ

シや環境状況の要因の可能性が考えられた。

今回は冬でのサンプリングであったが､今

後、他の季節についての調査も必要と考え

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、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、生理食塩水や液体培地中の STEC 浮

遊液での消毒効果を検証した。結果として､

十分な消毒効果が認められ、STEC 接種牛肉

においても消毒液の量を増やすことにより

菌数は減る傾向が認められた。今後、さら

に消毒方法の検討を行う予定である。 
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