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第一章 序論 

 

第一節 食の安全の考え方 

 レトルト食品など、いわゆる商業的無菌食品を除き、あらゆる食品には微生物

が残存している可能性がある。乳・乳製品も例にもれず、無菌の LL (long-life) 製

品を除き、乳・乳製品中には芽胞菌などの微生物が残存する可能性がある。しか

しながら、「微生物の残存」＝「危険な食品」というわけではなく、定められた

方法により保存した場合において、賞味期限内に危害となるレベルにまで増殖

を示さなければ、食としての安全性は保たれる。これが食の安全の考え方である。 

 無菌の製品はその名の通り、微生物が残存していないので安全といえるだろ

う。しかし、無菌を目的とした殺菌は高温で行なうため、食品成分の化学変化が

生じ、官能的な劣化が生じる。つまり、微生物学的には安全ではあるが、おいし

くない製品となり、消費者に敬遠される結果となる。そのため、食品業界では微

生物の残存と官能特性のバランスを考えて殺菌を行ない、適切な賞味期限を設

定し、消費者に安全でおいしい製品を提供しているのである。 

 

第二節 牛乳の消費期限と賞味期限 

 食品の貯蔵寿命 (shelf life) の表示法としては、「消費期限」と「賞味期限」が

あり、日本ではいずれかを表示することが食品衛生法および JAS 法で義務付け

られている。消費期限とは、定められた方法により保存した場合において、腐敗、

変敗その他の品質の劣化に伴い安全性を欠くこととなるおそれがないと認めら

れる期限を指し、品質が急速 (おおむね 5 日以内) に劣化しやすい食品に表示さ

れる。一方、賞味期限とは、定められた方法により保存した場合において、期待

されるすべての品質の保持が十分に可能であると認められる期限を指す。 
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 牛乳の貯蔵寿命の表示法も食品衛生法および JAS 法に準じており、チルド製

品については日本の流通温度である 10 ℃、常温保存可能品については常温で保

存し、保存中、微生物試験、理化学試験、官能試験を行なうことにより期限を設

定している。10 ℃ という保存温度では LTLT (low-temperature long-time) 牛乳や

HTST (high-temperature short-time) 牛乳は品質劣化が早いため、消費期限表示と

なるが、UHT (ultra-high-temperature) 牛乳や LL 牛乳は賞味期限表示となる。 

 一方、海外では日本に比べて流通温度が低いため、HTST 牛乳などの低温殺菌

牛乳の貯蔵寿命は 2－3 週間と長く、日本の消費期限表示の概念に当てはまらな

い。そのため、本論文では、「貯蔵寿命」をより一般的な「賞味期限」という用

語を用いて統一した。 

 

第三節 乳の殺菌の歴史 

 動物の乳の利用は、紀元前 8000 年頃よりカスピ海周辺の遊牧民がヤギ乳を利

用したことから始まる。その後、紀元前 3000 年頃より中近東でウシの家畜化が

進み、牛乳の利用が始まったとされる。乳の利用の歴史は古いにもかかわらず、

「殺菌」という概念がもたらされたのはごく最近になってからである。 

 殺菌の原点は、1860 年代の Louis Pasteur のワインの研究である。彼は、ワイ

ンを 50−60 ℃ で数分加熱することで微生物による腐敗が抑えられたり、遅くな

ることを発見した。その後まもなくして、乳業界にも殺菌の概念が導入されるに

至った。当時、腸チフス、ジフテリア、ブルセラ症、結核などの病気が生乳を介

して発生することが認識されるようになってきてはいたものの、乳中の病原菌

の死滅に関する情報はごく限られていた。 

 20 世紀に入ると、飲用乳工場で徐々に乳の加熱処理が採用されるようになっ

たが、各工場で用いられる殺菌条件はさまざまであった。殺菌についての共通認
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識を構築するため、当時乳中で最も耐熱性の高い病原菌と考えられていた

Mycobacterium tuberculosis を死滅させるのに必要な加熱処理に関して幅広い研

究が行われた 28, 68, 88, 93)。これらの研究により、加熱処理した乳の公衆衛生上の

重要性が広く認識されるようになり、近代の殺菌工程の基礎が築かれるに至っ

た。殺菌条件は M. tuberculosis の死滅条件を基本に設定されたが、現在ではより

耐熱性の高い Coxiella burnetii (Q 熱の病原体) を 105 分の 1 以下まで減少させる

条件を基準としている 18)。 

 

第四節 乳の殺菌技術の変遷 

 1882 年、ドイツの Albert Fesca により初めて商業的な殺菌機が製造され      

た 34, 105)。この殺菌機は 74−77 ℃ で殺菌できるものであったが、保持時間は規

定されていなかった。 

 19 世紀末期から 20 世紀初頭の初期の殺菌工程は、62−65 ℃ で 30 分以上タン

クで保持する LTLT 殺菌が一般に使用されていた。しかし、1923 年にプレート

式熱交換器を用いた 72−74 ℃ で 15 秒以上殺菌する HTST 殺菌技術が開発され

ると、この殺菌技術は 1930 年代後半から 1940 年代前半にかけて急速に普及し

た。プレート式熱交換器では、プレート (仕切り板) を挟んで乳と加熱媒体が流

れ、プレートを介して熱が伝達される。乳と加熱媒体が接触しないことから間接

加熱と呼ばれる。HTST 殺菌は、現在もなお主要な殺菌技術となっている。HTST

殺菌は LTLT 殺菌に比べ、加熱による成分の損傷や風味の変化が少なく、コスト

面、効率、処理能力で優れている 46)。 

 1950 年代になると、HTST 殺菌よりさらに残存微生物を減らし、賞味期限を長

くすることを目的とした、130−150 ℃ で 2 秒以上殺菌する UHT 殺菌技術が開

発された 105)。UHT 殺菌技術では、従来のプレート式熱交換器を用いる間接加熱
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法と、蒸気と乳を接触させる直接加熱法が用いられる。直接加熱法には、乳に蒸

気を吹き込むスチームインジェクション法と、蒸気中に乳を吹き込むスチーム

インフュージョン法がある。直接加熱法は間接加熱法に比べて、熱伝達が効率的

で、加熱臭が少ない製品が得られる 12)。 

 

第五節 乳・乳製品の殺菌条件 

 「殺菌」の目的は、生乳中に存在する病原菌のリスクを排除、あるいは低減さ

せることである。しかし、一般的には、より高温で処理することで微生物の死滅

効果は増すが、乳成分の化学変化も増大し、官能特性に影響を及ぼす。そのため、

乳・乳製品の殺菌に利用される温度と時間の組み合わせは、国によって、また製

品によってさまざまな形態を取る (Table 1)。日本では、牛乳の殺菌条件は「乳

及び乳製品の成分規格等に関する省令  (乳等省令)」44) で規定されている   

(Table 2)。また、クリームや脱脂粉乳などの乳製品の殺菌は牛乳の例によること

とされている。 

 世界で市販されている牛乳は、主に HTST 殺菌あるいは UHT 殺菌で製造され

ている。HTST 殺菌はほとんどの国で 72 ℃ 15 秒の殺菌条件を採用している 39)。

HTST 牛乳は生乳に近い風味を有しており、アメリカやイギリス、北欧諸国等で

好まれ、市販されている牛乳のほとんどが HTST 牛乳である 33)。HTST 牛乳は殺

菌条件が弱く、芽胞菌が残存するため、賞味期限が短く設定されている。 

 UHT 殺菌は芽胞菌も不活性化させることを目的とした殺菌法である。世界的

には 130−150 ℃ 2−8 秒程度の条件が採用され 6, 31)、製造された UHT 牛乳は常温

流通される。UHT 牛乳は HTST 牛乳に比べて殺菌条件が強いため、加熱臭を生

じ、HTST 牛乳が好まれる国々では敬遠されるが、フランスやスペイン、ポルト

ガルでは好まれており、市販されている牛乳の大半を占めている 33)。海外の UHT
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牛乳は日本の LL 牛乳に相当する。 

 また、海外には UHT 殺菌の殺菌条件を弱めて、完全には芽胞菌を不活性化し

ないが、チルド流通することで風味の劣化を抑え、賞味期限も長く確保できるウ

ルトラパスツリゼーション (ultra-pasteurization; UP) と呼ばれる 125−138 ℃ 2−4

秒程度の殺菌条件が存在する 34)。 

 日本におけるUHT殺菌の条件は 120−150 ℃ で 1−3秒とされている (Table 2)。

完全に芽胞菌を不活性化するような UHT 殺菌条件は加熱臭が生じ、日本では好

まれないため、120−130 ℃ 2 秒の UHT 殺菌条件で殺菌する牛乳が一般的で、UP

殺菌条件に近い。常温流通する海外の UHT 牛乳に比べて殺菌条件が弱いため、

日本における UHT 牛乳は UP 牛乳同様、多くの場合、芽胞を完全には不活性化

することはできないが、チルド流通により長い賞味期限が保たれている。 

 

第六節 HTST 殺菌で残存する微生物 

 通常、HTST 殺菌で残存する微生物は、生乳中に存在する耐熱性を有する微生

物菌叢を反映する。HTST 牛乳からは、Bacillus 属や Paenibacillus 属、Clostridium

属などの芽胞菌、Microbacterium 属、Micrococcus 属、Enterococcus 属、Streptococcus

属、Arthrobacter 属、Lactobacillus 属が分離されている 25, 37, 47, 57, 70, 75)。 

 

第七節 UHT 殺菌で残存する微生物 

 第五節で論じたように、世界で利用されている UHT 殺菌は芽胞菌も不活性化

させることを目的とした殺菌法である。そのため、海外の常温流通の UHT 牛乳

で微生物が検出される場合、包材からの汚染 103)、製造ラインからの汚染 11) と

考えられている。 

 日本で一般的に流通している UHT 牛乳は海外に比べて殺菌条件が弱く、芽胞
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菌が残存する可能性があるにもかかわらず、残存する微生物に関する報告は見

られない。一方、UP 牛乳からは Bacillus licheniformis、Bacillus subtilis、Bacillus 

pumilus 、 Bacillus cereus 、 Bacillus insolitus 、 Bacillus coagulans 、 Bacillus 

amyloliquefaciens、Brevibacillus brevis などの芽胞菌が分離されている 5, 59, 100)。UP

牛乳は日本の UHT 牛乳の殺菌条件に近いため、日本の UHT 牛乳の菌叢も UP 牛

乳とほぼ同様と考えられる。 

 

第八節 製造ラインで増殖する微生物 

 乳・乳製品中に残存する好気性芽胞菌としては、第六節、第七節で述べた原料

である生乳に由来する芽胞菌のほかに、製造中にラインで増殖し、粉乳などの乳

製品を汚染する芽胞菌が存在する。粉乳からは Anoxybacillus flavithermus、

Geobacillus stearothermophilus、Geobacillus thermoleovorans などの高温性芽胞菌

の他に、中温性芽胞菌である B. subtilis、B. licheniformis、B.coagulans などが分離

されている 23, 90)。 

 

第九節 乳・乳製品の微生物学的品質に影響を及ぼす好気性芽胞菌 

 乳・乳製品中に残存する好気性芽胞菌は、増殖特性により低温性芽胞菌、中温

性芽胞菌、高温性芽胞菌に大別される (Fig. 1)。 

 低温性芽胞菌は 20－30 ℃ に最適生育温度を有し、10 ℃ 以下でも増殖できる

という特徴を持つ。生乳中には少ないが、牛乳などチルド製品に残存すると、冷

蔵流通中に増殖し、腐敗や風味欠陥の原因となる 25, 35, 58, 64, 76-78, 91)。代表的な低

温性芽胞菌として、Paenibacillus 属、B. cereus が挙げられる。 

 中温性芽胞菌は 35 ℃ 近傍に最適生育温度を有し、一般的に 10 ℃ 以下、45 ℃ 

以上では増殖できない。生乳中の芽胞菌の大半が中温性芽胞菌に属し、代表的な
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中温性芽胞菌として、B. subtilis、B. licheniformis が挙げられる。LL 製品を除き、

乳・乳製品中には残存するが、冷蔵流通中での増殖、製造ラインでの増殖はほと

んど発生せず、原料である生乳に多量に存在した場合にのみ、最終製品の細菌数

規格を逸脱する可能性がある。しかし、現代の生乳の微生物管理は徹底されてい

るため、中温性芽胞菌の問題が発生するケースはほとんどない。 

 高温性芽胞菌は 40－70 ℃ に最適生育温度を有し、冷蔵下では増殖しない。

生乳中には少ない 61) が、粉乳製造において長時間運転中に増殖することが知ら

れている 65, 90, 94) 。代表的な高温性芽胞菌として、 A. flavithermus 、 G. 

stearothermophilus が挙げられる。一般的に、高温性芽胞菌は非病原性であるが、

製品に大量に存在することは、工場の衛生面に課題が残る。また、高温性芽胞菌

は耐熱性が高いため、多量に含まれた製品を原料として用いると、最終製品の微

生物学的品質を低下させる危険性がある。 

 したがって、乳・乳製品の微生物学的品質に影響を及ぼす芽胞菌は、冷蔵中に

増殖する低温性芽胞菌、製造ライン中で増殖する高温性芽胞菌となる。第十、十

一、十二節において、代表的な芽胞菌である Paenibacillus 属、B. cereus、A. 

flavithermus および G. stearothermophilus について詳述する。 

 

第十節 Paenibacillus 属 

 Paenibacillus 属はもともと Bacillus 属に含まれていたが、16S rDNA 分析によ

り、1993 年に新属として Bacillus 属から別属へと分類された 2)。2000 年代にな

ると、Paenibacillus 属は植物、土壌、昆虫、食品から分離されるようになり、数

多くの菌種が新種として登録され、現在では Paenibacillus 属は 211 の菌種で構

成されている 89)。2000 年代初期には Paenibacillus 属の芽胞は生乳や HTST 牛乳

中では優勢種ではないものの、その存在が認識されていた 32)。サイレージや濃
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厚飼料からも分離されているため、Paenibacillus 属の芽胞は家畜の飼料を介して

生乳に混入すると考えられている 99, 101)。 

 HTST 牛乳において、Paenibacillus 属が冷蔵保存中に増殖することを初めて報

告したのは、2004 年の Fromm と Boor によるものである 25)。彼らは、アメリカ

で市販されているHTST牛乳を 6 ℃ で保存すると、賞味期限末期にPaenibacillus

属が主要菌となることを示し、Paenibacillus 属が HTST 牛乳の賞味期限を決定づ

ける要因の一つであるとした。その後、Boor のグループは Paenibacillus 属に関

する研究を継続し、農家の生乳に微量存在した Paenibacillus 属の芽胞が HTST 牛

乳に移行し、6 ℃ で保存した場合、Bacillus 属は賞味期限初期に主要菌となるの

に対し、Paenibacillus 属は賞味期限後期に主要菌となり、HTST 牛乳の風味欠陥

を引き起こすこと 35, 58, 76, 77)、農家の敷き藁や糞便、土壌中に Paenibacillus 属の

芽胞が存在すること 36)、生乳中の Paenibacillus 属の大部分が β-ガラクトシダー

ゼ陽性であること 42) を報告した。 

 Boor のグループの研究では、生乳中の Paenibacillus 属の芽胞が少ないため、

6 ℃ での増菌培養後、伝統的な平板法にてコロニーを検出し、同定する方法を

採用していた。その後、Paenibacillus 属のみを定量するリアルタイム PCR によ

る測定方法を開発した 79) が、分析感度の向上には事前の増菌が必要であるとし

ている。 

 しかし、増菌法を用いると、生乳本来の Paenibacillus 属菌叢を反映しないの

で、今のところ、生乳中の Paenibacillus 属の芽胞を精度良く測定する方法はな

い。そのため、生乳を管理する上で重要な生乳中の Paenibacillus 属の芽胞数レベ

ルに関する基礎的情報が不足している。 

 

第十一節 Bacillus cereus 
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 B. cereus group は現在 18 種の近縁種から構成されており、互いを区別するこ

とは非常に困難である。乳業界では、B. cereus group は液状乳や乳製品の腐敗に

関与するため、多くの文献で“B. cereus”は“B. cereus group (B. cereus sensu lato)”

として扱われている 38)。したがって、本論文においても“B. cereus group (B. cereus 

sensu lato)”を“B. cereus”として取り扱うこととする。 

 B. cereus も Paenibacillus 属と同様に 10 ℃ 以下でも良好に増殖する低温性芽

胞菌であるが、Paenibacillus 属は B. cereus よりも、より低温側で良好に増殖す 

る 64)。B. cereus は 7 ℃ 以下で増殖可能な低温性株と 7 ℃ 以上で増殖する中温

性株に分類される。B. cereus は HTST 牛乳の腐敗の主な原因菌である 91) ため、

HTST 牛乳が一般に流通しているヨーロッパ諸国では多くの研究がなされてい

る。 

 1887 年、B. cereus は牛舎の空気中より分離され、新種として登録された。B. 

cereus は環境に広く分布し、多くの食品から分離されている。1960 年代までに

は、生乳中の芽胞が製品に移行し、HTST 牛乳の凝固や「ビッティ・クリーム (ク

リームが顆粒状に凝固していること)」の原因となることが知られるようになっ

ていた 4, 14)。 

 一般に、生乳中の B. cereus の芽胞数は非常に少なく、生乳を遠心して芽胞を

濃縮し、伝統的な平板法で測定する方法 49) や、最確法により芽胞数を測定する

方法 26) が一般的に用いられていた。しかし、これらの方法では精度や感度が十

分ではなかった。1997 年、Christiansson ら 16) により生乳中の芽胞を測定するメ

ンブランフィルター法が開発されると、ヨーロッパ諸国では生乳における分布

および季節変動 51, 91, 96, 97)、生乳への汚染経路 15, 54-56) など、幅広い研究が行われ

た。その結果、B. cereus の芽胞が生乳 1L あたり 102−103 spores 存在すること、

低温性株の割合は 30－50%程度であること、B. cereus およびその低温性株の芽
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胞数レベルは夏に高くなること、B. cereus の芽胞はウシの乳頭の汚れを介して

生乳を汚染することが示されている。HTST 牛乳が広く普及しているヨーロッパ

諸国では、これらのデータが生乳の衛生管理に利用されている。 

 日本においては接種試験による UHT 牛乳中での増殖性に関する報告 1) はあ

るものの、HTST 牛乳を製造する上で重要な衛生指標となる生乳中の B. cereus 芽

胞数レベルに関する報告は見られない。そのため、生乳の衛生管理に重要な基礎

的データが不足している。 

 また、B. cereus の耐熱性についても数多くの研究 5, 19, 43, 60) があり、一般に B. 

cereus の芽胞の耐熱性は比較的低いとされているが、Stadhouders ら 94) は乳中の

B. cereus の芽胞をすべて不活性化するには 125 ℃ で 10−20 秒の殺菌が必要であ

ると述べている。日本の UHT 牛乳は UP 牛乳に殺菌条件が近いため、UP 牛乳同

様に B. cereus 芽胞が残存している可能性が疑われる。しかし、UHT 殺菌で残存

するような高耐熱性B. cereusの乳業環境中の分布を網羅的に調査した例はなく、

日本の UHT 牛乳は長い間安定的に販売されているという実績はあるものの、微

生物学的品質の科学的解析事例は見当たらない。 

 

第十二節 Anoxybacillus flavithermus および Geobacillus stearothermophilus 

 A. flavithermus は以前は Bacillus flavothermus と呼ばれていた菌で、1982 年に温

泉より分離され、新種として登録された。2000 年に Anoxybacillus 属が新たに

Bacillus 属より独立し、現在の名称に変更されている 72)。G. stearothermophilus も

以前は Bacillus stearothermophilus と呼ばれていた菌で、1920 年に缶詰より分離

され、2001 年に Geobacillus 属が新たに Bacillus 属より独立し、Geobacillus 属に

組み込まれている 66)。 

 食品において、G. stearothermophilus は耐熱性が高いため、缶詰中に残存し、
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腐敗させる原因菌であった。缶詰が膨化せず、酸性化することから「フラットサ

ワー菌」と呼ばれていた。乳製品では、1960 年代には粉乳に存在することが既

に知られており、1980 年代になると、製造中に増殖することが認識されるよう

になった 94)。2000 年代になると、16S rDNA ライブラリーの充実に加え、遺伝子

解析による菌株比較が可能となり、A. flavithermus が粉乳の主要菌の一つとして

登場するようになった。Flint ら 23) は、16S-23S の内部転写 (internal transcribed 

spacer; ITS) 領域の増幅プロファイルを用い、粉乳の主要菌叢が A. flavithermus と

G. stearothermophilus であることを示した。Rückert ら 84) は、18 ヵ国の粉乳の菌

叢を RAPD (randomly amplified polymorphic DNA) 法を用いて解析し、A. 

flavithermus と G. stearothermophilus が主要菌叢であることを示した。これら 2 つ

の菌種は粉乳の主要菌であり、90 年以上前の粉乳からも分離されている 83)。現

在では、A. flavithermus と G. stearothermophilus は工場の衛生性の一般的指標と考

えられており、製品に大量に存在すると、微生物学的品質の劣る製品とみなされ

る。 

 粉乳の製造工程は、加温工程、分離工程、予備加熱工程、殺菌工程、濃縮工程、

乾燥工程に大別される。このうち、加温工程、分離工程、予備加熱工程、濃縮工

程は 40−65 ℃ の温度帯であるため、60 ℃ 付近に最適増殖温度を有する A. 

flavithermus と G. stearothermophilus が増殖しやすい環境といえる。これら 2 つの

菌種はステンレス表面に容易にバイオフィルムを形成することが実験室レベル

での実験で示されており 9, 21)、通常、生乳中には少ない (10 spores mL−1 以下) 61) 

が、製造中に工場の 40−65 ℃ の温度帯でバイオフィルムを形成し、増殖すると

考えられている。また、これらの菌種は耐熱性や増殖温度が異なる 109) ため、異

なる場所にバイオフィルムを形成する傾向にある。しかし、バイオフィルム形成、

芽胞形成の発生時間や発生場所に関する情報は不足している。この理由として、
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両菌種の芽胞を精度よく迅速に測定する方法がないことが挙げられる。 

 A. flavithermus と G. stearothermophilus は伝統的な培養法で測定できるが、時間

と手間を要する。作業コストを減らす、製品を早く出荷する、そして製造工程全

体をよりよく制御するという観点から、迅速測定法が開発されてきた。迅速測定

法には Flint らによるフローサイトメトリー法 20, 22) と、Rueckert らによるリア

ルタイム PCR 分析法 85-87) がある。しかし、フローサイトメトリー法では、培養

法との相関が悪く、感度が不十分であった。また、リアルタイム PCR 分析法で

は十分な感度が得られず、特異性に欠けていた。工場の実用的な衛生管理には、

A. flavithermus と G. stearothermophilus の芽胞を迅速に特異的かつ高感度で測定

できる方法が望まれる。 

 

第十三節 本論文の目的と構成 

 乳・乳製品の微生物学的品質に影響を及ぼす好気性芽胞菌は、冷蔵中に増殖す

る低温性芽胞菌、製造ライン中で増殖する高温性芽胞菌に大別される。低温性芽

胞菌のうち、Paenibacillus 属や B. cereus は生乳中には少ないとされているが、

HTST 牛乳中に残存し、流通中に増殖して、製品を劣化させる。しかし、日本に

おいて生乳中の芽胞数レベルの報告はなく、生乳の品質管理に重要な基礎デー

タが不足している。また、日本の UHT 牛乳の殺菌条件では、Paenibacillus 属は

不活性化されるが、B. cereus は残存する可能性があるにもかかわらず、UHT 牛

乳の微生物学的安全性は科学的には証明されていない。一方、粉乳においては、

高温性芽胞菌である A. flavithermus と G. stearothermophilus が製造中にラインで

増殖し、最終製品を汚染する。工場の衛生管理を行なう上で、これら 2 菌種の芽

胞を区別して精度よく迅速に測定する方法が望まれるが、今のところ測定方法

が存在しない。このような背景を踏まえ、本論文では乳・乳製品の微生物学的品
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質の向上につながる技術開発、基礎的データの取得を目指し、牛乳などのチルド

製品における低温性芽胞菌、粉乳などの乳製品における高温性芽胞菌に焦点を

当て、以下のように研究を進めた。 

 第二章では、生乳中の Paenibacillus 属の芽胞を簡便かつ高感度で計測する実

用的なメンブランフィルター法の開発検討を行なった。また、本分析法を用いて

北海道十勝地域 6 地区の生乳の Paenibacillus 属芽胞数レベルを 1 年間調査し、

生乳中の分布について考察した。 

 第三章では、北海道の異なる 2 つの乳業工場の生乳中の B. cereus およびその

低温性株の芽胞数レベルを 1 年間調査し、日本国内の生乳中の分布、季節変動

について考察し、海外の報告との比較検討を行なった。 

 第四章では、乳業環境中の高耐熱性B. cereusの分布について網羅的に調査し、

高耐熱性 B. cereus の 10 ℃ 増殖性から、日本で販売されている 120 ℃ 2 秒殺菌

UHT 牛乳の微生物学的安全性を評価した。 

 第五章では、乳製品工場の衛生性をよりよく管理する技術構築のため、乳・乳

製品中の A. flavithermus および G. stearothermophilus の芽胞のみを特異的かつ高

感度で定量する実用的なリアルタイム PCR 分析法の開発に取り組んだ。 

 第六章では、本研究によって得られた知見を総括した。 
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Table 1. Major heat treatments used in the dairy industry. 

 

Heat treatments 

(Temperature−time conditions) 

Applications 

Thermization 

(57−68 ℃ / 5 s−30 min) 

 

 

 Extending shelf-life of raw milk 

prior to further processing 

 Manufacture of some cheeses 

Pasteurization 

(72−80 ℃ / 15−30 s) 

 

 Drinking milk 

 Cheese manufacture 

Pasteurized with ESL (Extended Shelf 

Life) processing 

(125−140 ℃ / 1−10 s) 

 

 Drinking milk with ESL at 

refrigeration temperature 

UHT (Ultra High Temperature) processing 

(135−150 ℃ / 1−10 s) 

 

 Drinking milk with long shelf-

life at ambient temperature 

In-container sterilization 

(110−120 ℃ / 10−20 min or 125 ℃ / 5 min) 

 

 

 Evaporated / condensed milk, 

drinking milk with long shelf-

life at ambient temperature 

90−95 ℃ / 5−10 min 

 

 Yoghurt manufacture 

72−80 ℃ / 15−30 s 

 

 Low-heat skim milk powder 

(SMP) 

85 ℃ / 1 min; 90 ℃ / 30 s; 105 ℃ / 30 s 

 

 

 

 Medium-heat SMP 

 Pre-heating in UHT processing 

 Whole milk powder 

90 ℃ / 5 min; 120 ℃ / 1 min; 135 ℃ / 30 s 

 

 High-heat SMP 

> 120 ℃ / > 40 s  High-high-heat or high-heat-

high-stable SMP 

Source: IDF. (2018). Heat Treatment of Milk−Overview. IDF Factsheet 001/2018-02. 

Brussels, Belgium: International Dairy Federation.39) 
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Table 2. Pasteurization conditions of milk in Japan, as specified by the Ministerial 

Ordinance on Milk and Milk Products Concerning Compositional Standards, Etc44). 

 

Heat treatments Temperature−time conditions 

LTLT (low-temperature long time) 63 ℃ / 30 min 

HTST (high-temperature short-time) ≥72 ℃ / ≥15 sec 

HTLT (high-temperature long-time) ≥75 ℃ / ≥15 min 

UHT (ultra-high-temperature) 120−150 ℃ / 1−3 sec 
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Fig 1. Major aerobic spore-forming bacteria found in milk and dairy products. The 

bacteria surrounded by squares were used in this study.

Aerobic 

spore-formers 

Paenibacillus spp. 
 Originated from raw milk 
 Involved in deterioration of HTST milk 
 Inactivated at UHT process 
 Faster growth than Bacillus cereus at 

lower temperature 
 

Bacillus cereus 
 Originated from raw milk 
 Involved in deterioration of HTST milk 
 Divided into psychrotrophic (growth at 

7 ℃ or less) and mesophilic (growth 
above 7 ℃) strains 

 Presence of high-heat-resistant strains 
(defined to show less than 
approximately 3 log reductions  after 
heat treatment at 120°C for 2 s) 
 

Bacillus subtilis 
 Major spore-former in raw milk 
 No growth during cold distribution or in 

dairy processing line during operation 
 

Bacillus licheniformis 
 Major spore-former in raw milk 
 No growth during cold distribution or in 

dairy processing line during operation 
 

Anoxybacillus flavithermus 
 Growth in dairy processing line during 

operation 
 Major spore-former in milk powders 

 
Geobacillus stearothermophilus 
 Growth in dairy processing line during 

operation 
 Major spore-former in milk powders 

Psychrophiles 

 Optimum growth 

at 20−30 ℃ 

 Growth at 10 ℃ 

or less 

Mesophiles  

 Optimum growth 

around 35 ℃ 

 Generally no 

growth at 10 ℃ 

or less, and 45 ℃ 

or more 

Thermophiles  

 Optimum growth 

at 40−70 ℃ 
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第二章 β-ガラクトシダーゼ活性を選択基準とした簡便な

メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー 法 に よ る 生 乳 中 の

Paenibacillus 属芽胞数レベルの評価 

 

【本章の内容は International Dairy Journal, 96, 10−14 (2019) に掲載済みである】 

 

第一節 緒言 

 生乳中に存在する芽胞菌は耐熱性を有する芽胞を形成するため、HTST 殺菌で

死滅せず、HTST 牛乳に残存する。日本において、市販されている牛乳の法定流

通温度は 10 ℃ 以下と規定されており、残存する芽胞菌のうち、Bacillus 属や

Paenibacillus 属が 10 ℃ 以下でも増殖可能な低温性芽胞菌の主要な菌種である。

特に、Bacillus 属の中でも Bacillus cereus は HTST 牛乳において 10 ℃ 以下で良

好に増殖するため、冷蔵流通中に発芽、増殖し、HTST 牛乳を腐敗させる要因と

なっている。一方、Paenibacillus 属は B. cereus よりも低温で良好に増殖し 64)、

HTST 牛乳の風味欠陥を引き起こす 58)。Boor のグループ 25, 76, 77) によると、HTST

牛乳を 6 ℃ で保存した場合、Bacillus 属は賞味期限初期に主要菌となるのに対

し、Paenibacillus属は賞味期限後期に主要菌となる。B. cereus およびPaenibacillus

属が事実上、HTST 牛乳の賞味期限を決定づける要因となっているため、HTST

牛乳製造において、これらの菌を生乳から管理することが重要である。 

 B. cereus の芽胞は生乳中に少なく、リッターあたり 102−103 spores といわれて

いる 91)。Christiansson ら 16) が報告したメンブランフィルター法は B. cereus の芽

胞を検出するのに広く用いられ、生乳における分布および季節変動 97)、生乳へ

の汚染経路 54-56) など、幅広い研究に利用されている。 
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 一方、Paenibacillus 属も生乳中に少ないとされており 35, 36, 58, 78)、B. cereus 同

様、従来の平板培養法で測定することは困難である。Ranieri ら 79) は、生乳中の

Paenibacillus 属をリアルタイム PCR を用いて測定する方法を報告しており、生

乳中の Paenibacillus 属の芽胞数が少ないため、分析感度を向上させるには事前

の増菌が必要であるとしている。しかし、増菌法を用いると、生乳中に本来存在

する芽胞数を正確に得られず、結果として、生乳の菌叢を反映しないことになる。

したがって、今のところ生乳中の Paenibacillus 属の芽胞を精度良く測定する方

法はない。 

 生乳中の Paenibacillus 属の大部分、および Bacillus 属の一部は β-ガラクトシ

ダーゼ活性を有すると報告されている 42)。そこで本章では、メンブランフィル

ター法と β-ガラクトシダーゼ活性を組み合わせることで、生乳中の Paenibacillus

属の芽胞を簡便かつ高感度で計測する実用的な分析法を開発し、北海道十勝地

域 6 地区の生乳の Paenibacillus 属芽胞の分布を 1 年間調査したので、その結果

を記載する。 

 

第二節 材料および方法 

１．供試菌株 

 本章で使用した菌株は、筆者らの実験室で乳製品より分離し、16S rDNA の部

分塩基配列分析により同定した Paenibacillus odorifer PO1 および Paenibacillus 

amylolyticus PA3 である (データ示さず)。菌株はグリセロールストック (15%、

v/v) として、−80 ℃ にて保存した。 

 

２．芽胞懸濁液調製 

 P. odorifer PO1 あるいは P. amylolyticus PA3 のグリセロールストックをニュー
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トリエントブロス (Becton, Dickinson and Company 社) 5 mL に一白金耳接種し、

30 ℃ で一晩培養した。培養液を改良トリプトン−酵母エキス寒天 [1L 中の組成：

トリプトン  (Becton, Dickinson and Company 社 ) 10 g、酵母エキス  (Becton, 

Dickinson and Company 社 ) 2 g、MnCl2∙4H2O 25 mg、MgSO4∙7H2O 250 mg、

FeSO4∙7H2O 300 μg、CaCl2∙2H2O 150 mg、寒天 15 g、NaOH にて pH 7.0 に調整] 

平板に表面塗抹し、30 ℃ 7−10 日間培養した。平板培地表面に生じた菌体を芽胞

として回収し、1/15 M リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.0) を用いて 4 ℃ で 5000× g

で 10 分間の遠心により 2 回洗浄した。遠心後の芽胞のペレットを同緩衝液に懸

濁し、芽胞懸濁液とした。芽胞懸濁液中の芽胞数は、ブレインハートインフュー

ジョン寒天培地 (日水製薬社) へ混釈後、30 ℃ 2 日間培養により測定した。すべ

ての芽胞懸濁液について芽胞数が約 107 spores mL−1 であることを確認した。芽

胞懸濁液は使用するまで 2 ℃ にて保存した。 

 

３．メンブランフィルター法 

 メンブランフィルター法は Christiansson ら 16) の方法を一部変更して実施し

た。生乳 100 mL を 63 ℃ 30 分殺菌して細菌の栄養細胞を除去した。殺菌した生

乳 100 mL に対し、脂質乳化剤としてポリオキシエチレン (10) オクチルフェニ

ルエーテル (1%滅菌溶液; 和光純薬社) 100 mL、タンパク質分解試薬としてフィ

ルター滅菌したトリプシン溶液 [0.1 M トリス−塩酸緩衝液 (pH7.8) にトリプシ

ン (ナカライテスク社) を 2%溶解] 25 mL、フィルター滅菌したプロテアーゼ N

溶液 [0.1M トリス−塩酸緩衝液 (pH7.8) にプロテアーゼ N (天野エンザイム社) 

を 2%溶解] 5 mL を添加し、良く混合した。タンパク質分解反応を 55 ℃ 15 分間

実施後、直ちに Durapore メンブランフィルター (0.65 μm 孔; Merck Millipore 社) 

を用いて吸引濾過した。濾過装置は Nalgene Reusable Filter Holders with Receiver 
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(Thermo Fisher Scientific 社) を用いた。フィルターを滅菌水でリンス後、5-ブロ

モ-4-クロロ-3-インドリル-β-D-ガラクトピラノシド (X-Gal) を 40 mg L−1 添加し

たブレインハートインフュージョン寒天平板に貼り、7 ℃ 14 日間培養した。培

養後、β-ガラクトシダーゼ反応により青色を呈したコロニーを Paenibacillus 属と

してカウントした。必要に応じて、青色コロニーをブレインハートインフュージ

ョン寒天平板に画線分離して純粋培養し、MALDI TOF-MS (matrix-assisted laser 

desorption ionization-time of flight mass spectrometry) あるいは 16S rDNA シーケン

シングによる菌種同定を実施した。 

 

４．MALDI TOF-MS による菌種同定 

 MALDI TOF-MS による分離株の同定は、MALDI Biotyper system (Bruker 

Daltonics 社) を用い、製造元の仕様に従い実施した。方法を簡潔に述べる。分離

株のコロニーを MALDI target plate (Bruker Daltonics 社) に薄く塗抹し、70%ギ酸

を 1 μL 重層し、室温で乾燥した。次に、HCCA matrix solution (Bruker Daltonics

社) を 1 μL 重層し、室温で乾燥した。測定は FlexControl (v. 3. 4) ソフト (Bruker 

Daltonics 社) を搭載した Microflex LT 装置 (Bruker Daltonics 社) にて実施した。

マススペクトル分析および相同性検索は MALDI Biotyper Compass (v. 4. 1. 80) ソ

フト (Bruker Daltonics 社) にて実施した。製造元の推奨する基準に従い、相同性

スコアが ≥ 2.0 を種までの同定、< 2.0 および ≥ 1.7 を属までの同定とした。本

データベースには Paenibacillus 属は 65 菌種が登録されている。 

 

５．16S rDNA による菌種同定 

 MALDI TOF-MS 同定で種レベルの同定ができなかった株について、Johnson の

方法 45) に従って 16S rDNA 同定を実施した。方法を簡潔に述べる。InstaGene 
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Matrix Kit (Bio-Rad Laboratories 社) を用いて製造元の仕様に従い、分離株より

DNA を抽出した。これをテンプレートとして 16S rDNA を増幅した。ABI PRISM 

310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems社) およびABI PRISM Big Dye Terminator 

v1.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems 社) を用いて、16S 

rDNA の 5ʹ 末端から約 300 塩基をシーケンシングした。相同性検索は国立生物

工学情報センター  (National Center for Biotechnology Information; NCBI) の

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) を用いて実施した。相同性スコアが  

≥ 99%を種までの同定、< 99%および ≥ 97%を属までの同定とした。 

 

６．0.45 µm および 0.65 µm 孔メンブランフィルターを用いた芽胞回収試験 

 芽胞回収におけるメンブランフィルターの孔サイズの影響を調査するため、

0.45 μm および 0.65 μm 孔メンブランフィルターを用いて、P. odorifer PO1 およ

び P. amylolyticus PA3 芽胞の回収量を比較した。P. odorifer PO1 および P. 

amylolyticus PA3 の芽胞懸濁液を希釈して約 50 spores mL−1 の芽胞懸濁液を調製

し、1 mL 中の芽胞数を混釈法およびメンブランフィルター法で測定した。混釈

法では、希釈した芽胞懸濁液 1 mL をブレインハートインフュージョン寒天培地

に混釈し、30 ℃ 2 日間培養した。メンブランフィルター法では、希釈した芽胞

懸濁液 1 mL を滅菌水 100 mL に懸濁し、0.45 μm または 0.65 μm 孔の Durapore メ

ンブランフィルターを用いて直接吸引濾過した。フィルターをブレインハート

インフュージョン寒天平板に貼り、30 ℃ 2 日間培養した。両者の方法で得られ

る芽胞数を 5 連で比較した。 

 

７．低温性芽胞菌の芽胞中から Paenibacillus 属芽胞を選択的に検出するための

培養温度の影響調査 
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 生乳中には Paenibacillus 属に加え、B. cereus などの低温性芽胞菌が存在する。

これらの低温性芽胞菌の芽胞の中から Paenibacillus 属芽胞を選択的に計測でき

る培養条件について検討した。北海道十勝地域の異なる 2 地区 (A および B) の

生乳 100 mL を第二章第二節 3 項に記載したメンブランフィルター法に供した。

フィルターを X-Gal を 40 mg L−1 添加したブレインハートインフュージョン寒天

平板に貼り、7 ℃ 14 日間あるいは 10 ℃ 10 日間培養した。培養後、それぞれの

培養条件で得られた青色コロニーおよび白色コロニー数を比較した。両培養条

件で得られたすべての青色コロニー、7 ℃ で得られたすべての白色コロニー、

および 10 ℃ で得られた白色コロニーのうち任意の 10 コロニーを第二章第二節

3 項に記載した方法で分離し、第二章第二節 4 項、5 項に記載した MALDI TOF-

MS あるいは 16S rDNA シーケンシングによる菌種同定を実施した。 

 

８．生乳中の Paenibacillus 属芽胞の分布調査 

 生乳中の Paenibacillus 属芽胞の分布を評価するため、北海道十勝地域の異な

る 6 地区の生乳 (A−F) 中の芽胞数レベルを 1 年間調査した。サンプリングは

2017 年 4 月から 2018 年 1 月の期間、季節ごとに 4 回 [春 (4 月)、夏 (7 月)、秋 

(10 月)、冬 (1 月)] 行なった。季節ごとのサンプルは連続 3 日間とした。生乳 200 

mL を 250 mL 滅菌ポリプロピレンボトルに採取した後、−20 ℃ で凍結し、供試

するまで凍結状態で保存した。生乳サンプルを 10 ℃ のウォーターバスで解凍

後、直ちにサンプル 100 mL を第二章第二節 3 項に記載したメンブランフィルタ

ー法に供した。得られた青色コロニーを第二章第二節 3 項に記載した方法で分

離し、第二章第二節 4 項、5 項に記載した MALDI TOF-MS あるいは 16S rDNA

シーケンシングによる菌種同定を実施した。 
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９．統計解析 

 統計解析は Mann−Whitney の U 検定を用いた。 

 

第三節 結果 

１．Paenibacillus 属芽胞の回収に適したフィルター孔サイズの選択 

 0.45 μm または 0.65 μm 孔のメンブランフィルターを用いて、P. odorifer PO1

あるいは P. amylolyticus PA3 芽胞を約 50 spores mL−1 含む芽胞懸濁液からの芽胞

の回収量を比較した。P. odorifer PO1 では、混釈法により回収された芽胞数の平

均値 (± SD) は 44.8 ± 6.8 spores であり、メンブランフィルター法により回収さ

れた芽胞数の平均値は 0.45 μm 孔のフィルターで 50.0 ± 5.0 spores、0.65 μm 孔の

フィルターで 45.0 ± 8.4 spores であった。P. amylolyticus PA3 では、混釈法により

回収された芽胞数の平均値は 74.8 ± 7.9 spores、メンブランフィルター法により

回収された芽胞数の平均値は 0.45 μm 孔のフィルターで 60.4 ± 16.0 spores、0.65 

μm 孔のフィルターで 68.6 ± 10.9 spores であった。P. odorifer PO1、P. amylolyticus 

PA3 ともに、3 種類の方法における芽胞の回収量に統計的な有意差は認められな

かった。実用上、孔サイズの大きい方がより多くの生乳を濾過できるため、メン

ブランフィルター法には孔サイズ 0.65 μm のメンブランフィルターを用いるこ

ととした。 

 

２．Paenibacillus 属芽胞の効率的計測に適した培養条件 

 異なる 2 地区の生乳をメンブランフィルター法に供し、7 ℃ 14 日間および

10 ℃ 10 日間の培養条件で得られる青色および白色コロニーの数を比較した。両

地区の生乳ともに培養条件による青色コロニー数に有意な差は見られなかった。

一方、白色コロニー数は 10 ℃ 10 日間の培養条件で多く検出される傾向にあっ
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た (Table 3)。両培養条件ともに、青色コロニーのサイズは直径 1−3 mm であっ

た。 

 7 ℃ で得られたすべてのコロニー、10 ℃ で得られたすべての青色コロニー、

および 10 ℃ で得られた白色コロニーのうち任意の 10 コロニーを分離し、

MALDI TOF-MS あるいは 16S rDNAシーケンシングによる菌種同定を実施した。

地区 A の生乳では、青色コロニー分離株は 7 ℃ では P. amylolyticus (7 株) およ

び Paenibacillus pabuli (1 株) 、10 ℃ では P. amylolyticus (8 株) および P. pabuli 

(1 株) と同定された。地区 B の生乳では、それらは 7 ℃ では P. amylolyticus (5

株) および P. odorifer (1 株) 、10 ℃ では P. amylolyticus (3 株) および P. odorifer 

(2 株 )と同定された。両培養条件ともに、青色コロニー分離株はすべて

Paenibacillus 属で構成されており、Bacillus 属は含まれていなかった。 

 一方、白色コロニー分離株は Paeniacillus 属以外の芽胞菌で構成されていた。

地区 A の生乳では、それらは 7 ℃ では Psychrobacillus psychrodurans (2 株)、 

Sporosarcina globispora (2 株)、および B. cereus (1 株)、10 ℃ では B. cereus (3 株)、

Bacillus megaterium (3 株)、Ps. psychrodurans (2 株)、Solibacillus silvestris (1 株) 、

および Sp. globispora (1 株) と同定された。地区 B の生乳では、それらは 7 ℃ で

は S. silvestris (2 株) および Bacillus simplex (1 株)、10 ℃ では Bacillus pumilus (3

株)、B. cereus (2 株)、S. silvestris (2 株)、B. megaterium (1 株)、B. simplex (1 株)、

および Lysinibacillus fusiformis (1 株) と同定された。 

 予備試験において、7 ℃ では 38 株、10 ℃ では 73 株の白色コロニー分離株

を同定した結果、すべての分離株がPaeniacillus属以外の芽胞菌であり (Table 4)、

両培養条件ともに白色コロニーには Paeniacillus 属は含まれていなかった。 

 10 ℃ 10 日間の培養条件に比べ、7 ℃ 14 日間の培養条件では白色コロニーを

形成する芽胞菌が抑えられ、青色コロニーを形成する Paenibacillus 属を効率よ
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く計測できた。加えて、両培養条件において検出される Paenibacillus 属の芽胞数

に有意な差は見られなかった。したがって、メンブランフィルター法の培養条件

は 7 ℃ 14 日間とした。 

 

３．生乳中の Paenibacillus 属芽胞の分布 

 メンブランフィルター法を用いて 6 地区の生乳の Paenibacillus 属芽胞の分布

を 1 年間調査した。生乳中の Paenibacillus 属の芽胞数レベルは、年間を通じて

生乳 100 mL あたり 0−10 spores であり (Table 5)、地区間、季節間の芽胞数に有

意差は認められなかった (p > 0.05)。 

 本調査において、168 株の Paenibacillus 属を分離し、同定を実施した     

(Table 6)。MALDI TOF-MS 同定では、168 株中 148 株が異なる 5 菌種、すなわち

P. amylolyticus (85 株)、 P. odorifer (46 株)、P. pabuli (14 株)、Paenibacillus 

anaericanus (2 株)、Paenibacillus barcinonensis (1 株) と同定された。残りの 20 株

は MALDI TOF-MS 同定では属レベルの同定までもできなかったため、これらの

株については 16S rDNA 同定を実施した。16S rDNA 同定では Paenibacillus 属と

同定されたが、菌種までは決定できなかった。高頻度に検出された菌種は P. 

amylolyticus および P. odorifer で、全分離株の 50.6%、27.4%をそれぞれ占めてい

た。 

 

第四節 考察 

 本章において、筆者は β-ガラクトシダーゼ活性を選択基準として用いるメン

ブランフィルター法により、生乳中の Paenibacillus 属の芽胞を簡便かつ高感度

で計測する実用的な方法を開発した。本分析法により、生乳中の Paenibacillus 属

芽胞を解析することを可能にした。 
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 メンブランフィルター法を用いた生乳中の芽胞の計測方法としては、       

B. cereus 16) および Clostridium tyrobutyricum 7) について報告がある。両方法とも

に、対象菌の芽胞が大きいため、0.8 μm 孔のメンブランフィルターが用いられ

ている。一方、Paenibacillus 属の芽胞は B. cereus や C. tyrobutyricum の芽胞ほど

大きくはないため、より小さな孔サイズのフィルター (0.45 μm および 0.65 μm

孔) を試験した。その結果、両方の孔サイズともに、Paenibacillus 属芽胞を効率

よく回収できることが分かった。0.65 μm 孔のフィルターでは 100 mL の生乳や

HTST 牛乳を容易に濾過できるので、実用的な理由から、0.65 μm 孔のメンブラ

ンフィルターを選択した。 

 Ivy ら 42) は生乳、殺菌乳、農場環境から分離した Paenibacillus 属の β-ガラク

トシダーゼ活性を調査し、大部分の Paenibacillus 属が β-ガラクトシダーゼ陽性

であるが、一部 β-ガラクトシダーゼ陰性の Paenibacillus 属も存在すると述べて

いる。筆者の試験では、生乳より分離した β-ガラクトシダーゼ陽性菌はすべて

Paenibacillus 属であったのに対し、β-ガラクトシダーゼ陰性菌は Paenibacillus 属

以外の芽胞菌であった。したがって、本分析法は生乳中の Paenibacillus 属芽胞を

計測するのに十分実用的である。 

 Paenibacillus 属の選択手段として低温での培養条件を利用したが、低温条件で

は平板上で目視できるコロニーを形成するのに時間を要した。HTST 牛乳製造に

おける汚染源調査に実際に利用するためには迅速性が求められるため、

Paenibacillus 属を迅速に検出できる選択培地の開発が必要であろう。 

 筆者が実施した生乳中の B. cereus の芽胞数レベルの調査では、B. cereus は 100 

mL あたり 10 spores 以下であった（データ示さず）。本調査において、生乳中に

存在する Paenibacillus 属の芽胞数は B. cereus の芽胞数レベルと同程度であるこ

とが示された (Table 5)。筆者の知る限り、本調査によって生乳中の Paenibacillus
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属の芽胞数レベルが初めて明らかとなった。 

 本分析法は、生乳や HTST 牛乳中の Paenibacillus 属の芽胞数を調査するため

の手段を提供し、高品質な生乳の選定や HTST 牛乳製造における Paenibacillus 属

の衛生管理に応用できることが期待される。 

 

第五節 小括 

 生乳中の Paenibacillus 属は低温性芽胞菌で、乳製品の品質に影響を及ぼす。し

かし、生乳中の Paenibacillus 属の芽胞数レベルは極めて低く、適当な測定方法が

今のところ存在しない。生乳中の Paenibacillus 属芽胞を測定する簡便なメンブ

ランフィルター法の開発検討を行なった結果、β-ガラクトシダーゼ活性と低温で

の培養条件を組み合わせることで、効率的に Paenibacillus 属芽胞を計測するこ

とができた。本分析法を用いて北海道十勝地域 6 地区の生乳における

Paenibacillus 属芽胞の分布を 1 年間調査した結果、生乳中の Paenibacillus 属の芽

胞数レベルは 100 mL あたり 10 spores 以下であり、地区間、季節間の芽胞数に

有意差は認められなかった。高頻度に検出された菌種は P. amylolyticus および P. 

odorifer であった。本調査により、生乳中の Paenibacillus 属の芽胞数レベルが初

めて明らかとなった。本分析法は、生乳や HTST 牛乳中の Paenibacillus 属の芽

胞数を調査するための手段を提供し、高品質な生乳の選定や HTST 牛乳製造に

おける Paenibacillus 属の衛生管理に応用できることが期待される。 
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Table 3. Influence of incubation conditions on the enumeration of Paenibacillus spp. 

spores using membrane filtration method.a 

 

Colony color 
Spore numbers (spores 100 mL−1) 

A B 

Incubation at 7 ℃ for 14 days 

Blue   8   6 

 White   5   3 

Incubation at 10 ℃ for 10 days 

Blue   9   5 

 White  60 158 

a Raw milk samples were collected from two different areas (A and B) in the Tokachi 

region of Hokkaido, Japan. Blue colonies are β-galactosidase-positive; white colonies are 

β-galactosidase-negative. 
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Table 4. Identification of isolates purified from white colonies that formed at 7 ℃ for 14 

days or at 10 ℃ for 10 days.a 

 

Incubation conditions Strains 

7 ℃ for 14 days (38 isolates) Psychrobacillus psychrodurans (8) 

Psychrobacillus spp. (8) 

Solibacillus silvestris (8) 

Sporosarcina globispora (5) 

Sporosarcina spp. (3) 

Solibacillus spp. (2) 

Bacilus cereus (1) 

Bacillus plakortidis (1) 

Bacillus simplex (1) 

Bacillus spp. (1) 

10 ℃ for 10 days (73isolates) Bacillus pumilus (29) 

Solibacillus silvestris (8) 

Solibacillus spp. (7) 

Bacilus cereus (5) 

Bacillus megaterium (5) 

Bacillus spp. (4) 

Sporosarcina spp. (3) 

Bacillus gibsonii (2) 

Lysinibacillus spp. (2) 

Psychrobacillus psychrodurans (2) 

Psychrobacillus spp. (2) 

Bacillus murimartini (1) 

Bacillus plakortidis (1) 

Bacillus simplex (1) 

Lysinibacillus fusiformis (1) 

a Strains were identified using MALDI TOF-MS or 16S rDNA sequencing; number of 

isolates in each species is shown in parentheses. 
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Table 5. Numbers of Paenibacillus spp. spores in 100 mL of raw milk sampled from six 

different areas over 1 year.a 

 

Sampling occasion 
Spore numbers (spores 100 mL−1) 

A B C D E F 

Spring (April)       

Day 1  0  1  1  0  1  7 

Day 2  0  0  0  3  1  1 

Day 3  0  2  1  1  0  0 

Summer (July)       

Day 1  0  2  0  0  5  0 

Day 2  1  4  1  3  7  2 

Day 3  5  5  0  4  7  0 

Autumn (October)       

Day 1  2  1  1  1  2  1 

Day 2  9  3  0  0  3  2 

Day 3 10  4  0  8  1  3 

Winter (January)       

Day 1  2  0  2  8  1  0 

Day 2  8  1  2 10  0  0 

Day 3  6  0  0 10  1  1 

a Raw milk samples were collected from six different areas (A to F) in the Tokachi region 

of Hokkaido, Japan. 

 



31 
 

 

 

 

 

Table 6. Distribution of Paenibacillus species isolated from raw milk from six different 

areas over 1 year.a 

 

Strains 
Spore numbers Number of 

isolates 

Percentage 

of isolates A B C D E F 

Paenibacillus amylolyticus 24 12  4 24 15  6  85  50.6 

Paenibacillus odorifer 11  8  4 14  7  2  46  27.4 

Paenibacillus pabuli  4  2   6  1  1  14   8.3 

Paenibacillus anaericanus   1   1     2   1.2 

Paenibacillus barcinonensis     1     1   0.6 

Paenibacillus spp.  4    2  6  8  20  11.9 

Total 43 23  8 48 29 17 168 100.0 

a Raw milk samples were collected from six different areas (A to F) in the Tokachi region 

of Hokkaido, Japan. Strains were identified using MALDI TOF-MS or 16S rDNA 

sequencing. Spore numbers are total numbers from the 1-year investigation. 
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第三章 北海道の生乳中の Bacillus cereus およびその低温

性株の芽胞数レベルの季節変動および菌株多様性

の評価 

 

【本章の内容は International Dairy Journal, 97, 209−215 (2019) に掲載済みである】 

 

第一節 緒言 

 HTST 牛乳には生乳中に存在する芽胞菌が残存する。残存する芽胞菌のうち、

Bacillus cereus は低温で増殖可能であり、冷蔵流通中に発芽、増殖し、最終的に

は HTST 牛乳を腐敗させる。そのため、B. cereus が実質上、HTST 牛乳の賞味期

限を決定づける要因となっている 69)。B. cereus は環境に広く分布するグラム陽

性の通性嫌気性の芽胞形成桿菌であり、4−50 ℃ において増殖することができ 

る 38)。B. cereus は 7 ℃ 以下で増殖可能な低温性株と 7 ℃ 以上で増殖する中温

性株に分類される。 

 日本において、市販されている牛乳の法定流通温度は国際的なものに比較し

て高く、10 ℃ 以下となっている。そのため、HTST 牛乳は B. cereus の影響を受

けやすく、日本における HTST 牛乳の賞味期限 (一般的には 1 週間以下) は海外

に比べて短く設定されている。一般に、B. cereus は中温性株であっても 10 ℃ で

は良好に増殖する 30) が、低温性株は中温性株に比べて増殖が速い 98)。したがっ

て、HTST 牛乳製造において、原料生乳中の低温性株と中温性株両方の B. cereus

芽胞数レベルを管理することが重要である。 

 ヨーロッパ諸国では、生乳や HTST 牛乳中の B. cereus の分布に関する研究が

広く行われてきた 3, 51, 97)。これらの情報は生乳の衛生管理に重要と考えられる
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が、筆者の知る限り、日本において生乳中の B. cereus 芽胞の分布を調査した報

告はない。 

 汚染源調査や菌株多様性の評価では分離株のタイピングが実施される。B. 

cereus のタイピング方法に関しては、RAPD 法 67)、rep-PCR (repetitive element 

palindromic PCR) 法 13)、AFLP (amplified fragment length polymorphism) 法 81)、

MLVA (multiple-locus variable-number tandem repeat analysis) 法 102) など、多くの

方法が報告されている。MLVA 法は疫学調査でよく用いられる方法で、再現性

が高く、データベース化が容易という利点を有する。MLVA 法において、同一

の MLVA パターンを有する株は同一株、あるいは遺伝的に極めて近縁な株であ

るとみなすことができる 107)。 

 本章では、北海道の異なる 2 つの地域の乳業工場の生乳中の、特に低温性株

の芽胞に関連した B. cereus 芽胞数レベルを 1 年間調査し、芽胞数レベルの季節

変動、菌株多様性について評価したので、その結果を記載する。 

 

第二節 材料および方法 

１．生乳のサンプリング 

 生乳サンプルは、北海道十勝地域、釧路地域にある 2 つの乳業工場のサイロ

タンクより採取した。十勝地域は北海道中西部、釧路地域は北海道西部に位置す

る。2 つの乳業工場は約 120 km 離れており、それぞれの地域の生乳が集乳され

る。それぞれのサイロタンクには十勝地域の約 15 戸、釧路地域の約 25 戸の農

家の生乳が集められる。サンプリングは 2017 年 4 月から 2018 年 1 月の期間、

季節ごとに 4 回 [春 (4 月)、夏 (7 月)、秋 (10 月)、冬 (1 月)] 行なった。季節ご

とのサンプルは、春、冬は連続 10 日間、夏、秋は連続 7 日間サンプリングした。

サンプリングは生乳 1 L を 1 L 滅菌ポリプロピレンボトルに採取した後、−20 ℃ 
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で凍結し、供試するまで凍結状態で保存した。 

 

２．生乳中の B. cereus 芽胞数測定 

 生乳中の B. cereus 芽胞数の測定は Christiansson ら 16) のメンブランフィルタ

ー法を一部変更して実施した。方法を簡潔に述べる。生乳 1 L を 250 mL 滅菌ポ

リプロピレンボトル 10 本に 100 mL ずつ分注し、第二章第二節 3 項に記載した

方法で殺菌、濾過を行なった。フィルターをヒツジ脱繊維血液 (ジャパン・ラム

社) を 5%、ポリミキシン B 硫酸塩を 10 ppm 添加した血液寒天 (血液寒天基礎

培地 No.2; Oxoid 社) 平板に貼り、20 ℃ 2 日間培養した。培養後、溶血環を示す

コロニーをすべてニュートリエント寒天 (Becton, Dickinson and Company 社) 平

板に画線分離し、30 ℃ 一晩純粋培養した。B. cereus の確認試験は ISO 7932     

法 40) に従って実施した。純粋培養コロニーを MYP (mannitol−egg yolk−polymyxin 

agar; Merck Millipore 社) 平板に画線し、30 ℃ 一晩培養後、典型的なマンニトー

ル陰性の卵黄反応を示すコロニーを上記血液寒天平板に画線した。30 ℃ 一晩培

養した後、溶血環を示すコロニーを B. cereus としてカウントし、芽胞数とした。

このようにして生乳から得られたすべての B. cereus はグリセロールストック 

(15%、v/v) として、−80 ℃ にて保存した。 

 

３．B. cereus の低温性株の識別 

 生乳より分離した B. cereus の低温性株の識別は、Francis ら 24) の報告に従い、

cold shock protein A 遺伝子 (cspA) をターゲットとした PCR 分析法を用いて実施

した。cspA を保有する B. cereus は 7 ℃ 以下で増殖することができると報告さ

れている 24)。方法を簡潔に述べる。分離株の DNA 抽出は InstaGene Matrix Kit 

(Bio-Rad Laboratories 社) を用いて実施した。PCR 用のプライマーは以下の 3 種
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類を用いた 24)。 

 

 BcAPF1：5ʹ-GAGGAAATAATTATGACAGTT-3ʹ 

 BcAPR1：5ʹ-CTT(C/T)TTGGCCTTCTTCTAA-3ʹ 

 BcFF2：5ʹ-GAGATTTAAATGAGCTGTAA-3ʹ 

 

 反応溶液 25 μL 中の組成は、TaKaRa Taq (タカラバイオ社) 1 U、10 × PCR buffer 

(タカラバイオ社) 2.5 μL、デオキシヌクレオシド三リン酸混合物 (dNTP mixture) 

0.2 mM、MgCl2 2.0 mM、各プライマー 50 pmol、テンプレート DNA 5.0 μL とし

た。PCR 反応は 95 ℃ 5 分の初期変性の後、95 ℃ 15 秒、50 ℃ 30 秒、72 ℃ 30 秒

の増幅反応を 30 サイクル行ない、最終伸長反応を 72 ℃ 2 分行なった。増幅産

物はアガロースゲル電気泳動にて確認した。284 塩基の増幅産物は低温性株およ

び中温性株の両方から得られるのに対し、160 塩基の増幅産物は低温性株からの

み得られる。 

 

４．B. cereus の MLVA タイピング 

 生乳より分離した B. cereus のタイピングは MLVA 法により実施した。MLVA

タイピングでは、反復配列多型 (variable-number tandem repeat; VNTR) 領域の増

幅に 4 種類のプライマー対 (Valjevac ら 102) が報告した B. cereus group のスクリ

ーニングに用いた Bcms 08 および Bcms 19、Le Flèche ら 53) が報告した Bacillus 

anthracis および B. cereus のタイピングに用いた Ceb-Bams 13 および         

Ceb-Bams 22) を用いた (Table 7)。GenBank より B. cereus ATCC 14579T (アクセ

ッション番号：AE016877.1) 41) の全ゲノム配列を入手し、NCBI Primer-BLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) を用いてそれぞれのプライマー
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対で増幅される塩基配列を得た。これらの塩基配列から、Tandem Repeats Finder 

(http://tandem.bu.edu/trf/trf.submit.options.html) を用いてMLVAタイピングに適当

な反復配列を選択した。 

 分離株の MLVA タイピングは、第三章第二節 3 項に記載した DNA をテンプ

レートとして実施した。Bcms 08 は 6-FAM (Applied Biosystems 社)、Bcms 19 は

NED (Applied Biosystems 社)、Ceb-Bams 13 は VIC (Applied Biosystems 社)、     

Ceb-Bams 22 は PET (Applied Biosystems 社) でフォワードプライマーの 5ʹ 末端

をそれぞれ蛍光標識して使用した。反応溶液 10 μL 中の組成は、Gflex DNA 

polymerase (タカラバイオ社) 0.25 U、2 × Gflex PCR buffer (タカラバイオ社)     

5.0 μL、フォワードおよびリバースプライマー 各 3 pmol、テンプレート DNA  

1.0 μL とした。PCR 反応は 94 ℃ 1 分の初期変性の後、98 ℃ 10 秒、56 ℃ 15 秒、

68 ℃ 30 秒の増幅反応を 35 サイクル行なった。それぞれの蛍光色素の蛍光強度

を考慮し、Bcms 08 増幅産物 1.0 μL、Bcms 19 増幅産物 1.5 μL、Ceb-Bams 13 増

幅産物 0.5 μL、Ceb-Bams 22 増幅産物 2.0 μL を 1 本のチューブに採取し、滅菌

水 48.0 μL を加え、良く混合した。チューブに混合物 1.0 μL を採取し、Hi-Di 

Formamide (Applied Biosystems 社) 24.0 μL、GeneScan 1200 LIZ dye Size Standard 

(Applied Biosystems 社) 0.5 μL を加え、94 ℃ 3 分で加熱変性させた後、POP-4 

polymer (Applied Biosystems 社) を使用した ABI PRISM 310 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems 社) によりキャピラリー電気泳動を行なった。キャピラリー

電気泳動は泳動電圧 15 kV で 60 ℃ 60 分行なった。それぞれの VNTR 領域のサ

イズは GeneMapper (v. 4.1) ソフト (Applied Biosystems 社) を用いて決定した。

得られた VNTR 領域のサイズ、オフセット値 (反復配列を含まない領域のサイ

ズ)、および反復配列のサイズから、それぞれの VNTR 領域の反復配列数を算出

した。それぞれの分離株の MLVA パターンは、Bcms 08、Bcms 19、Ceb-Bams 13、
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および Ceb-Bams 22 のプライマー対を用いて得られる増幅産物から計算される

反復配列数の組み合わせで表した。例として、B. cereus ATCC 14579T の MLVA

パターンは 20-6-7-22 と表される (Table 7)。MLVA パターンを比較することで、

分離株を MLVA グループに分類した。 

 

５．統計解析 

 生乳中の B. cereus およびその低温性株の芽胞数レベルの季節変動を評価する

ため、それぞれの地域の芽胞数について統計解析を実施した。Mann−Whitney の

U 検定を用いて、それぞれのサンプルから得られる芽胞数を季節ごとに比較し

た。p < 0.05 を有意差ありとした。 

 

第三節 結果および考察 

１．生乳中の B. cereus 芽胞の分布および季節変動 

 生乳中の B. cereus 芽胞数の分布および季節変動を評価するため、メンブラン

フィルター法を用いて 2 つの乳業工場のサイロタンクより採取した生乳中の B. 

cereus 芽胞数レベルを 1 年間調査した。 

 十勝地域、釧路地域の生乳サンプルからそれぞれ全 399 株、全 606 株の B. 

cereus を分離した (Table 8)。また、B. cereus 芽胞数は年間を通して 1−102   

spores L-1 であった (Fig. 2)。一般に、ヨーロッパ諸国では B. cereus 芽胞数は

102−103 spores L—1 と報告されており 91)、北海道における生乳中の芽胞数レベルは

比較的低いことが分かった。 

 十勝地域の B. cereus 芽胞数レベルは、春は 1—6 spores L—1 (中央値：3       

spores L—1)、夏は 9—22 spores L—1 (中央値：12 spores L—1)、秋は 20—62 spores L—1 (中

央値：25 spores L—1)、冬は 2—10 spores L—1 (中央値：5 spores L—1) であった    
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(Fig. 2)。十勝地域の芽胞数レベルは、秋が他の季節よりも有意に高く (p < 0.01)、

夏が春および冬に比べて有意に高かった (p < 0.01)。 

 釧路地域の B. cereus 芽胞数レベルは、春は 6—17 spores L—1 (中央値：9    

spores L—1)、夏は 13—88 spores L—1 (中央値：38 spores L—1)、秋は 7—22 spores L—1 (中

央値：16 spores L—1)、冬は 3—14 spores L—1 (中央値：9 spores L—1) であった    

(Fig. 2)。釧路地域の芽胞数レベルは、夏が他の季節よりも有意に高く (p < 0.01)、

秋が冬に比べて有意に高かった (p < 0.05)。 

 ヨーロッパ諸国では、生乳中の B. cereus 芽胞数は一般に夏に高く、冬に低い

ことが報告されており 51, 96, 97)、夏に高レベルとなることは放牧期間と密接に関

係している。Slaghuis ら 92) は、放牧牛から得られる生乳は舎飼い牛からの生乳

よりも B. cereus 芽胞に汚染されやすいことを報告している。Christiansson ら 15) 

は、RAPD 法により生乳中の B. cereus が土壌由来であることを示し、放牧中に

乳頭が土で汚れることが主要な汚染経路であると述べている。北海道における

放牧期間は 5 月から 10 月であり、そのため北海道の生乳においても夏、秋に B. 

cereus 芽胞数レベルが高いと考えられる。 

 

２．生乳中の B. cereus 低温性芽胞の分布および季節変動 

 生乳中の B. cereus 低温性株芽胞数の分布および季節変動を評価するため、十

勝地域、釧路地域の生乳から分離したそれぞれ 399 株、606 株の B. cereus   

(Table 8) について、低温性株の識別を実施した。予備試験として、筆者らの菌

株コレクションから低温性株 13 株を含む 42 株の B. cereus を用いて PCR 法によ

る識別を実施した結果、低温性株のみが cspA を保有していることが判明し、

Francis ら 24) の PCR 分析法の報告と一致していた（データ示さず）。したがっ

て、低温性株の識別には PCR 法を採用した。 
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 PCR 分析の結果、十勝地域では、全分離株 399 株中 22 株 (5.5%) が低温性株

であった (Table 8)。季節ごとの低温性株芽胞数レベルは、春は 0—1 spores L—1 (中

央値：0 spore L—1)、夏は 0—3 spores L—1 (中央値：0 spore L—1)、秋は 0—7 spores L—1 

(中央値：0 spore L—1)、冬は 0—2 spores L—1 (中央値：0 spore L—1) であった (Fig. 2)。

十勝地域の低温性株芽胞数において、季節間の有意差は認められなかった   

(p > 0.05)。 

 釧路地域では、全分離株 606 株中 98 株  (16.2%) が低温性株であった   

(Table 8)。季節ごとの B. cereus の低温性株芽胞数レベルは、春は 0—5 spores L—1 

(中央値：4 spores L—1)、夏は 1—5 spores L—1 (中央値：3 spores L—1)、秋は 1—6    

spores L—1 (中央値：2 spores L—1)、冬は 0—7 spores L—1 (中央値：2 spores L—1) であ

った (Fig. 2)。釧路地域の低温性株芽胞数においても、季節間の有意差は認めら

れなかった (p > 0.05)。 

 Svensson ら 97) はスウェーデンの 8 工場の生乳を調査し、B. cereus 低温性株芽

胞数レベルは B. cereus 全体の芽胞数同様、夏に多いと報告している。彼らの報

告では、夏の分離株の 48%、冬の分離株の 35%が低温性株であった。一方、本

調査では B. cereus 低温性株芽胞数レベルの季節変動は確認されず、十勝地域、

釧路地域の全分離株のそれぞれ 5.5%、16.2%のみが低温性株であった。したがっ

て、北海道における生乳中の低温性株芽胞数レベルも比較的低いことが分かっ

た。 

 te Giffel ら 98) は、オランダでは B. cereus 低温性株は土壌中から最も高レベル

検出され (B. cereus 全体の 66%)、土壌が B. cereus 低温性株の主要汚染源である

と報告している。von Stetten ら 104) は、気候による土壌中の B. cereus 低温性株

の割合への影響について調査し、熱帯、温帯、高山の土壌での割合はそれぞれ

0%、45%、98%であったと報告している。スウェーデン、オランダ、北海道も寒
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冷な気候に属するが、土壌中の低温性株の割合は地域によりかなり変動するの

だろう。 

 日本では、流通温度が海外に比べて高い (10 ℃ 以下) ため、HTST 牛乳の品

質は B. cereus に強く影響を受けると考えられる。HTST 牛乳の微生物学的安全

性は、B. cereus 中温性株、低温性株両方の芽胞数レベルの低い生乳を使用して製

造するのと同時に、適切な賞味期限を設定し、10 ℃ 以下での温度管理を行なう

ことで事実上確保できる。 

 

３．季節別に見た生乳中の B. cereus の菌株多様性 

 生乳中の B. cereus の季節ごとの菌株多様性を評価するため、本調査で分離し

た B. cereus について季節別に MLVA タイピングを実施した。Nilsson ら 67) の

RAPD 法と本試験で用いた MLVA 法を比較した予備試験の結果、筆者らの菌株

コレクションの B. cereus118 株は RAPD 法では 41 グループ、MLVA 法では 48

グループに分類された (データ示さず)。MLVA 法は RAPD 法より識別能が高く、

得られた MLVA パターンは比較が容易であったため、B. cereus のタイピングに

は MLVA 法を採用した。 

 季節別に分類した B. cereus 分離株の MLVA グループ数を Table 9 に示す。十

勝地域では、春の分離株 28 株、夏の分離株 90 株、秋の分離株 233 株、冬の分離

株 48 株 (Table 8) は、それぞれ 25、23、59、26 の MLVA グループに分類され

た。10 株以上で構成される MLVA グループは夏に 2 グループ、秋に 2 グルー

プ、冬に 1 グループ見られた。1 株のみで構成される MLVA グループの割合は

春、夏、秋、冬でそれぞれ 88.0%、65.2%、72.9%、80.8%であり (Table 9)、次い

で数株で構成される MLVA グループが多く見られた。 

 釧路地域では、春の分離株 97 株、夏の分離株 321 株、秋の分離株 103 株、冬
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の分離株 85 株 (Table 8) は、それぞれ 72、116、74、75 の MLVA グループに分

類された。10 株以上で構成される MLVA グループは夏に 5 グループ見られた。

1 株のみで構成される MLVA グループの割合は春、夏、秋、冬でそれぞれ 79.2%、

68.1%、79.7%、90.7%であった (Table 9)。 

 MLVA 解析から、生乳中の B. cereus は非常に菌株多様性が高いことが示され

た (Table 9)。しかし、10 株以上で構成される MLVA グループが夏、秋に多く見

られ、放牧期間に発生しやすいことが示された。特に、十勝地域の秋の生乳では、

139 株が MLVA パターン 19-5-6-19 で表される MLVA グループを構成しており 

(Table 10)、秋の分離株の 59.7%を占めていた (分離株 233 株中 139 株、Table 8)。

一つの MLVA グループに属する株が多数検出されることは、特定の汚染源が存

在することを強く示唆するものである。生乳の品質向上には、B. cereus の汚染源

を特定し、衛生性を向上させることが重要である。本試験では生乳サンプルを乳

業工場のサイロタンクから採取しているため、汚染源としてはサイロタンクで

の汚染、あるいは特定農家の生乳での汚染の二つが考えられる。しかしながら、

本調査結果からは汚染源を特定することはできなかった。汚染源を特定するに

は、サイロタンクの衛生性の調査、農家の生乳の B. cereus 芽胞数レベルの調査

など、更なる調査が必要であろう。 

 

４．年間を通じて検出される B. cereus の存在 

 年間を通じて検出される B. cereus の存在を評価するため、B. cereus 全分離株

について MLVA パターンを比較した。その結果、十勝地域の全分離株 399 株、

釧路地域の全分離株 606 株はそれぞれ 107、260 の MLVA グループに分類され

た (Table 9)。1 株のみで構成されるグループの割合はそれぞれ 76.6%、68.5%で

あった (Table 9)。 
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 3 シーズン以上検出された同一の MLVA パターンを示す B. cereus の分離株数

を Table 10 に示す。十勝地域では、MLVA パターン 19-6-7-17 で表される 1 つの

MLVA グループが年間を通じて検出され、3 シーズン検出された MLVA グルー

プは 8 グループ存在した。釧路地域では、年間を通じて検出されたグループは

MLVA パターン 19-6-6-15、20-5-5-19、20-5-6-17、20-5-6-20 で表される 4 つの

MLVA グループが年間を通じて検出され、3 シーズン検出された MLVA グルー

プは 15 グループ存在した。MLVA パターン 19-6-7-17、19-6-6-15、20-5-5-19 で

表される 3 つの MLVA グループは、両地域から 3 シーズン以上検出された。十

勝地域、釧路地域に存在する 2 つの乳業工場は地理的にも離れている (約 120 

km) ため、両工場のサイロタンクに同一の生乳が入ることはない。したがって、

これら 3 つの MLVA グループは北海道に広く分布しているものと考えられる。 

 本調査により、日本における生乳中の B. cereus 芽胞の分布レベルが初めて明

らかとなった。本試験結果は、生乳中の B. cereus 芽胞の衛生管理における基礎

的情報を提供し、HTST 牛乳製造における生乳の品質向上につながることが期待

される。 

 

第四節 小括 

 原料としての生乳の微生物学的品質は、HTST 牛乳を製造する上で重要である。

特に、Bacillus cereus は耐熱性を有する芽胞菌で、HTST 牛乳の品質に悪影響を

及ぼす。そこで、メンブランフィルター法を用いて北海道の異なる 2 つの地域

の乳業工場の生乳における B. cereus 芽胞数レベルを 1 年間調査した。生乳中の

B. cereus 芽胞数レベルは、夏、秋に有意に高く、海外の報告と一致する結果であ

った。一方、低温性株の芽胞数レベルは季節間で有意な差は見られなかった。北

海道における生乳中の B. cereus 芽胞数レベルおよび低温性株の芽胞数レベルは
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比較的低かった。よって、B. cereus 中温性株、低温性株両方の芽胞数レベルの低

い生乳を使用するのと同時に、適切な賞味期限を設定し、10 ℃ 以下での温度管

理を行なうことで、HTST 牛乳の微生物学的安全性は事実上確保できると考えら

れた。MLVA 分析から、生乳中の B. cereus は菌株多様性が高いことが示された

が、それでも北海道の生乳に広く分布している株も数株存在していた。しかし、

10 株以上で構成される MLVA グループが夏、秋に多く見られ、特定の汚染源が

存在することが示唆された。本調査により、日本における生乳中の B. cereus 芽

胞の分布レベルが初めて明らかとなった。本試験結果は、生乳中の B. cereus 芽

胞の衛生管理における基礎的情報を提供し、HTST 牛乳製造における生乳の品質

向上につながることが期待される。 
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Table 7. Primers used for MLVA typing of Bacillus cereus.a 

 

Primer name Sequence 

Tandem 

repeat  

length 

(bp) 

No. of 

tandem 

repeats 

Expected 

PCR 

product 

length 

(bp) 

Bcms 08 
F: GTGCTGGWGCAAACACAGAC 

R: TGGTCGCCTGCTTTATAACC 
18 20 739 

Bcms 19 
F: GGAATAGAAGATGAAGAAGAAGTTACG 

R: TTTCGGTTTTATTGGTGGTTG 
23 6 363 

Ceb-Bams 13 
F: AATTGAGAAATTGCTGTACCAAACT 

R: CTAGTGCATTTGACCCTAATCTTGT 
36 7 553 

Ceb-Bams 22 
F: ATCAAAAATTCTTGGCAGACTGA 

R: ACCGTTAATTCACGTTTAGCAGA 
19 22 888 

a Abbreviations are: F, forward; R, reverse. The number of tandem repeats and expected 

PCR products length were derived from the sequencing data of Bacillus cereus ATCC 

14579T (accession number AE016877.1). 
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Table 8. Total numbers of Bacillus cereus isolates and numbers of psychrotrophic 

isolates.a 

 

Season 
Number of B.cereus isolates 

Total Psychrotrophic 

Tokachi region 

  Spring 28 2 (7.1) 

  Summer 90 6 (6.7) 

  Autumn 233 9 (3.9) 

  Winter 48 5 (10.4) 

  All seasons 399 22 (5.5) 

Kushiro region 

  Spring 97 30 (30.9) 

  Summer 321 22 (6.9) 

  Autumn 103 18 (17.5) 

  Winter 85 28 (32.9) 

  All seasons 606 98 (16.2) 

a The percentage of psychrotrophic isolates (relative to total isolates) is given in 

parentheses. 
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Fig. 2. Numbers of Bacillus cereus spores and numbers of psychrotrophic spores in 1-L 

samples of raw milk taken from dairy plants in two different regions over 1 year. Seasonal 

samples were taken for 10 consecutive days in spring and winter, and 7 consecutive days 

in summer and autumn. White column, total number of B. cereus spores; black column, 

number of B. cereus psychrotrophic spores. 
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Table 9. Numbers of MLVA groups classified according to the number of Bacillus cereus 

isolates within each MLVA group.a 

 

Season 
Numbers of MLVA groups Total 

MLVA 
groups 1 2−9 10−49 50−99 ≥100 

Tokachi region 

  Spring 22 
(88.0%) 

3 
(12.0%)    25 

  Summer 15 
(65.2%) 

6 
(26.1%) 

2 
(8.7%)   23 

  Autumn 43 
(72.9%) 

14 
(23.7%) 

1 
(1.7%)  1 

(1.7%) 59 

  Winter 21  
(80.8%) 

4 
(15.4%) 

1 
(3.8%)   26 

  All seasons 82 
(76.6%) 

20 
(18.7%) 

3 
(2.8%) 

1 
(0.9%) 

1 
(0.9%) 107 

Kushiro region 

  Spring 57 
(79.2%) 

15 
(20.8%)    72 

  Summer 79 
(68.1%) 

32 
(27.6%) 

4 
(3.4%) 

1 
(0.9%)  116 

  Autumn 59 
(79.7%) 

15 
(20.3%)    74 

  Winter 68 
(90.7%) 

7 
(9.3%)    75 

  All seasons 178 
(68.5%) 

73 
(28.1%) 

8 
(3.1%) 

1 
(0.4%)  260 

a Bacillus cereus isolates were classified into MLVA groups by MLVA typing in each 

season or through the year. Because several MLVA groups were detected in multiple 

seasons, the total number of MLVA groups through the year was less than the sum of 

MLVA groups in each season. The percentage of a MLVA group classified according to 

the number of isolates within each MLVA group per season is given in parentheses. 
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Table 10. MLVA groups detected in three or more seasons, and number of isolates 

belonging to each MLVA group.a 

 

MLVA 
group 

Seasons (number of isolates detected) 

Tokachi region Kushiro region 

19-6-7-17 SPR(1), SMR (4), AUT (4), WTR (1) SPR (2), SMR (3), WTR (3) 

19-6-6-15 SMR (2), AUT (5), WTR (2) SPR (2), SMR (6), AUT (6), WTR (3) 

20-5-5-19 SMR (3), AUT (2), WTR (1) SPR (3), SMR (6), AUT (1), WTR (1) 

20-5-6-17  SPR (2), SMR (4), AUT (1), WTR (1) 

20-5-6-20  SPR (1), SMR (4), AUT (1), WTR (3) 

19-5-6-19 SMR (2), AUT (139), WTR (13)  

19-5-7-19 SMR (3), AUT (1), WTR (6)  

20-5-6-18 SPR (1), AUT (1), WTR (1)  

20-5-6-19 SPR (1), AUT (2), WTR (1)  

20-5-6-21 SPR (1), SMR (18), AUT (3)  

20-5-7-20 SMR (37), AUT (12), WTR (4)  

18-3-7-19  SPR (1), AUT (2), WTR (2) 

19-3-7-19  SPR (1), SMR (3), AUT (2) 

19-3-7-21  SPR (1), SMR (6), WTR (1) 

19-5-5-20  SPR (1), SMR (9), AUT (1) 

20-5-4-19  SPR (3), SMR (1), AUT (1) 

21-3-5-0  SPR (1), SMR (3), AUT (1) 

21-4-5-27  SMR (3), AUT (3), WTR (1) 

21-4-6-20  SPR (3), SMR (3), AUT (5) 

21-4-7-18  SMR (1), AUT (1), WTR (1) 

21-5-6-23  SPR (1), AUT (1), WTR (1) 

21-5-7-23  SPR (1), AUT (4), WTR (1) 

22-4-7-21  SPR (1), SMR (1), WTR (1) 

22-5-0-26  SPR (1), SMR (1), AUT (1) 

23-4-5-17  SPR (1), SMR (1), WTR (1) 

a Each MLVA group is represented by an MVLA pattern designated as a combination of 

the number of tandem repeats calculated from amplification products obtained using 

Bcms 08, Bcms 19, Ceb-Bams 13, and Ceb-Bams 22 as primers. Abbreviations are: SPR, 

spring; SMR, summer; AUT, autumn; WTR, winter.
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第四章 乳業環境中の高耐熱性 Bacillus cereus の分布から

評価した 120 ℃ 2 秒殺菌 UHT 牛乳の微生物学的安

全性 

 

【本章の内容は International Dairy Journal, 91, 36−40 (2019) に掲載済みである】 

 

第一節 緒言 

  牛乳の製造においては HTST 殺菌 (72 ℃ 15 秒) と UHT 殺菌が主流の殺菌

技術である。HTST 殺菌は官能的にもっとも生乳に近い風味を有しているが、芽

胞菌が製品に残存し、賞味期限が短く設定されている (一般的には 10 ℃ 以下で

1 週間以下)。特に、残存する芽胞菌のうち、10 ℃ 以下でも増殖可能なものは低

温性芽胞菌と呼ばれ、Bacillus cereus とその類縁菌がその中心をなしている。B. 

cereus は環境に広く分布するグラム陽性の通性嫌気性の芽胞形成桿菌であり、

4−6 ℃ でも増殖可能である 52, 63) ため、冷蔵保存中に増殖し、実質上、HTST 牛

乳の賞味期限を決定づける要因となっている 69)。 

 HTST 殺菌とは対照的に、牛乳の UHT 殺菌の条件はこのような芽胞菌も不活

性化させることを目的とした殺菌法である。UHT 殺菌条件は国際的にはかなり

幅があるが、チルド流通の UHT 牛乳製造では典型的には 125−138 ℃ 2−4 秒の条

件が利用される。この殺菌条件は国際的には“ウルトラパスツリゼーション”と

呼ばれるが、日本にはこのような呼称はない。常温流通の UHT 牛乳 (“ロング

ライフミルク”と呼ばれる) の製造では、130−150 ℃ 2−8 秒殺菌し、無菌充填す

る方法が一般的である 6, 31)。 

牛乳の法定流通温度も国によって異なっており、例えばイギリス、アメリカで
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は 6 ℃ 78)、ドイツでは 8 ℃ 17) となっているが、日本は国際的に比較して高く、

10 ℃ となっている。 

 日本においては、UHT 殺菌の条件は“乳及び乳製品の成分規格等に関する省

令 (乳等省令)”で規定されており、120−150 ℃ 1−3 秒とされている 44)。完全に

芽胞菌を不活性化するような UHT殺菌条件は最終製品において好ましくない加

熱臭が生じるため、できるだけ弱い UHT 殺菌条件 (例えば 120−130 ℃ 2 秒) で

殺菌し、チルド流通 (10 ℃ 以下) する牛乳が市場の大半を占めている (流通量

の 95%)。換言すれば、日本における UHT 牛乳は国際的な UP 牛乳に近く、多く

の場合、芽胞を完全には不活性化することはできないが、チルド流通することで

長い賞味期限が保たれている (10 ℃ 以下で約 2 週間)。このような UHT 殺菌条

件では、生乳が芽胞でひどく汚染している場合、低頻度であっても芽胞が残存し

ている可能性が疑われる。しかし、このような UHT牛乳が日本の市場で長い間、

安定して販売されているという実績があり、これらの製品は十分に安全である

と考えられている。 

一般に B. cereus の芽胞の耐熱性は比較的低いとされているが、Stadhouders   

ら 94) は乳中の B. cereus の芽胞をすべて不活性化するには 125 ℃ で 10−20 秒の

殺菌が必要であると述べている。B. cereus の耐熱性に関する文献 5, 19, 43, 60) は多

く、120 ℃ 以上の加熱処理で B. cereus が残存する可能性を示唆する報告も見ら

れる。生乳中に芽胞が多く存在した場合、UHT 牛乳に残存し、製品の劣化を早

める可能性がある。しかし、筆者の知る限り、乳業環境中の高耐熱性 B. cereus の

分布を網羅的に調査した例はない。 

 そこで本章では、120 ℃ 2 秒殺菌に注目し、乳業環境中の高耐熱性 B. cereus の

分布について網羅的な調査を実施し、UHT 牛乳の微生物学的安全性について評

価したので、その結果を記載する。 
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第二節 材料および方法 

１．乳業環境からの B. cereus の分離 

 生乳、市販の HTST 牛乳 (72 ℃ 15 秒殺菌) および UHT 牛乳 (120 ℃ 2 秒殺

菌)、および牛乳製造環境 (殺菌後の牛乳製造ライン、充填機、牛乳製造工場の床

やドレイン等) の拭き取りサンプルより B. cereus の分離を実施した。生乳は 78

サンプル (それぞれ 100 mL)、HTST 牛乳は 90 サンプル (それぞれ 100 mL)、UHT

牛乳は 36 サンプル (それぞれ 1 L) について調査した。特に生乳、HTST 牛乳、

UHT 牛乳中には B. cereus は微量にしか存在しないため、生乳、HTST 牛乳に関

してはメンブランフィルター法 16)、UHT 牛乳に関しては 30 ℃ 7 日間増菌培養

後、MYP (Merck Millipore 社) 平板を用いた表面塗抹法を用いた。メンブランフ

ィルター法は第三章第二節 2 項に記載した方法で行なった。拭き取りサンプル

からの分離は、増菌培養を除いた UHT 牛乳と同様の方法で実施した。B. cereus

の確認試験は第三章第二節 2 項に記載した方法で行なった。すべての菌株はグ

リセロールストック (15%、v/v) として、−80 ℃ にて保存した。 

 

２．芽胞懸濁液調製 

 B. cereus のグリセロールストックをニュートリエントブロス  (Becton, 

Dickinson and Company 社) に一白金耳接種し、30 ℃ で一晩培養した。培養液を

MnCl2•4H2O 25 mg L−1、MgSO4•7H2O 250 mg L−1、FeSO4•7H2O 300 μg L−1、

CaCl2•2H2O 150 mg L−1 を添加したトリプトン−グルコース−酵母エキス寒天 

(Oxoid 社) 平板に表面塗抹し、30 ℃ 7−10 日間培養した。平板培地表面に生じた

菌体を芽胞として回収し、第二章第二節 2 項に記載した方法で芽胞懸濁液を調

製した。芽胞懸濁液は使用するまで 2 ℃ にて保存した。 
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３．耐熱性試験 

 耐熱性試験では、高耐熱性株を 120 ℃ 2 秒の加熱処理で約 3 桁以内の減少を

示す株と定義した。B. cereus の z 値を 7−9 ℃ と仮定すると、120 ℃ 2 秒の加熱

処理で 3 桁の減少は、100 ℃ 5 分の加熱処理で 3 桁以内の減少とほぼ同等とな

る。一般的な耐熱性の低い B. cereus は同条件で 5 桁以上減少する。そこで、高

耐熱性株の予備スクリーニングとして 100 ℃ 5 分の加熱処理を用いた。 

 芽胞懸濁液を終濃度が約 107 spores mL−1 となるように 1/15 M リン酸カリウム

緩衝液 (pH 7.0) で希釈し、80 ℃ 10 分の処理で加熱活性化した。希釈した芽胞

懸濁液 2 mL をガラスチューブ (内径 7 mm、長さ 122 mm) に加えて封管し、オ

イルバスにて 100 ℃ 5 分間加熱した。氷冷後、芽胞懸濁液をニュートリエント

寒天培地 (Bectone, Dickinson and Company 社) に混釈し、30 ℃ 2 日間培養した。

培養後、ニュートリエント寒天平板上のコロニーを残存芽胞数として計測した。

予備スクリーニングは 2 連で実施した。 

 予備スクリーニングにおいて、芽胞数の減少が約 3 桁以内の株については、

いくつかの温度帯での D 値および z 値を得るために、さらに詳細に耐熱性試験

を実施した。 

 

４．D 値および z 値の決定 

 加熱活性化した芽胞懸濁液をガラスチューブに加えて封管し、90.0−105.0 ℃ 

で適度な間隔で加熱処理を行なった。残存芽胞数は第四章第二節 3 項に記載し

た方法で計測した。D 値および z 値を決定するための耐熱性試験は 2 連で実施

した。温度ごとに生残曲線を描き、生残曲線の直線部分から得られる回帰直線を

用いて D 値を算出した。また、D 値の対数値をそれぞれの加熱温度に対してプ
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ロットし、直線部分から得られる回帰直線を用いて z 値を算出した。本試験で得

られた D 値、z 値を用いて、120 ℃ 2 秒の加熱処理における芽胞数減少の対数値

を計算した。 

 

５．殺菌前および殺菌後汚染条件における高耐熱性株の UHT 牛乳中での 10 ℃ 

および 12 ℃ 増殖性試験 

 4 株の高耐熱性 B. cereus (HR1、HR2、CL6、CL21) の芽胞を用いて、殺菌前お

よび殺菌後汚染条件において増殖性試験を 2 連で実施した (Fig. 3)。両条件にお

いて、試験開始時の UHT 牛乳中の芽胞数は約 103 spores mL−1 に調製した。 

 殺菌前汚染条件は、高耐熱性 B. cereus の芽胞で高濃度に汚染された生乳から

UHT 牛乳を製造したことを想定している。高耐熱性株が 120 ℃ 2 秒殺菌で約 3

桁減少することを考慮し、高耐熱性株の芽胞懸濁液を UHT 牛乳 [市販の 120 ℃ 

2 秒殺菌牛乳; よつ葉乳業社 (脂肪分 3.7%、無脂乳固形分 8.5%)] に約 106   

spores mL−1 となるように接種した。接種した牛乳を実験室規模のプレート式

UHT 殺菌機 (STS-100; 日阪製作所社) を用いて、120 ℃ 2 秒加熱処理した。加

熱処理した乳を滅菌 1 L ポリプロピレンボトルに採取し、10 ℃ あるいは 12 ℃ 

で保存した。 

 殺菌後汚染条件は、UHT 牛乳が UHT 殺菌後に高耐熱性 B. cereus の芽胞で高

濃度に汚染されたことを想定している。上記芽胞懸濁液を 80 ℃ 10 分加熱活性

化し、滅菌 1 L ポリプロピレンボトルに採取した UHT 牛乳 (上記同様) に約 103 

spores mL−1 となるように接種した。これらの高耐熱性 B. cereus の芽胞で人工的

に汚染させた UHT 牛乳を 10 ℃ あるいは 12 ℃ で保存した。 

 保存中、同一ボトルよりサンプルを適度な間隔で採取し、ニュートリエント寒

天培地を用いた混釈法により菌数を測定した。 
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 対照実験として、生乳由来の耐熱性の低い株 4 株を任意に選抜し、10 ℃ 増殖

性試験を実施した。生乳中に存在する耐熱性の低い株は UHT 殺菌で不活性化さ

れるので、殺菌後汚染条件でのみ試験を実施した。 

 

第三節 結果 

１．乳業環境中の高耐熱性株の分布 

 120 ℃ 2 秒殺菌で残存する可能性のある B. cereus の乳業環境中における分布

を評価するため、乳業環境から 200 株の B. cereus を分離した。B. cereus は生乳

から 105 株、HTST 牛乳から 54 株、牛乳製造環境から 41 株分離された。一方、

UHT 牛乳 (1 L 紙容器) 36 サンプルからは B. cereus は検出されなかったが、31

サンプルから中温性 Bacillus 属が検出された (データ示さず)。 

 高耐熱性株取得のための予備スクリーニングでは、200 株中 18 株が 100 ℃ 5

分の加熱処理で 3 桁以内の減少を示し、1 株は HTST 牛乳由来、残り 17 株は牛

乳製造環境由来であった。生乳由来株 105 株中 100 株 (95.2%)、HTST 牛乳由来

株 54 株中 49 株 (90.7%)、牛乳製造環境分離株 41 株中 15 株 (36.6%) が 100 ℃ 

5 分の加熱処理で 5 桁以上の減少を示し、製造環境由来株に比べて生乳由来株、

HTST 牛乳由来株は耐熱性が低いことが示された。生乳や HTST 牛乳で同程度の

割合となっているのは、HTST 殺菌は殺菌温度が低く (72 ℃)、原料である生乳

中の B. cereus の芽胞がそのまま HTST 牛乳へ移行するため、生乳由来株と HTST

牛乳由来株が同一とみなせることを意味している。 

 また、D 値、z 値から 120 ℃ 2 秒の加熱処理における芽胞数減少の対数値を計

算した (Table 11)。その結果、4 株 (HR1、HR2、CL6、CL21) のみが 120 ℃ 2 秒

の加熱処理で約 3 桁以内の減少を示す高耐熱性株と見積もられた。これらの株

はすべて UHT 殺菌後の製造ラインから分離された株であった。 
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２．殺菌前および殺菌後汚染条件における高耐熱性株の UHT 牛乳中での 10 ℃ 

および 12 ℃ 増殖性 

 高耐熱性 B. cereus が UHT 牛乳を汚染した場合の増殖性を評価するため、高耐

熱性株 HR1、HR2、CL6、CL21 を用いて殺菌前および殺菌後汚染条件での 10 ℃ 

および 12 ℃ 増殖性試験を実施した (Fig. 4)。両条件ともに 10 ℃ では 20 日ま

で増殖する株は見られなかったのに対し、12 ℃ ではすべての株が増殖を示した。

しかし、殺菌前汚染条件では、120 ℃ 2 秒の加熱処理によって加熱損傷が生じ、

誘導期が長く、増殖の遅延が観察された。初発芽胞数と対数増殖期の回帰直線と

の交点より、殺菌後汚染条件での HR1、HR2、CL6、CL21 の誘導期はそれぞれ

2.3 日、4.0 日、3.6 日、2.0 日と計算された。一方、殺菌前汚染条件ではそれぞれ

3.8 日、8.6 日、9.7 日、3.5 日と計算された。 

 興味深いことに、任意に選抜した生乳由来の耐熱性の低い株 4 株は 10 ℃ で

良好に増殖した (Fig. 5)。このうち 2 株 (BCC1 および BCC2) は 5 ℃ でも増殖

を示した (データ示さず)。このことは、高耐熱性株が増殖温度帯を変化させ、低

温で増殖しにくくなっていることを示唆している。 

 

第四節 考察 

 筆者の知る限り、本研究は乳業環境中の高耐熱性 B. cereus の分布を網羅的に

調査した初めての報告である。高耐熱性 B. cereus は生乳、HTST 牛乳、UHT 牛

乳からは検出されないが、牛乳製造環境に存在することが明らかとなった。 

 生乳中の B. cereus は少なく、102−103 spores L−1 といわれており 91)、第三章に

記載した調査においても 1−102 spores L−1 であった。また、生乳中の B. cereus は

耐熱性が低いことから、120 ℃ 2 秒殺菌で十分に安全なレベルにまで不活性化さ
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れる。これが市販の UHT 牛乳から B. cereus が検出されなかった理由である。 

 それにもかかわらず、高耐熱性株は牛乳製造環境に存在する傾向が見られ、殺

菌前汚染であっても、UHT 牛乳に残存する可能性が本試験から示唆された。市

販の牛乳中に B. cereus が低レベル残存すること自体は、チルド製品としての牛

乳の安全性に疑義を与えるものではない 50, 69)。チルド流通の UHT 牛乳の場合、

B. cereus が低レベル残存しても、与えられた流通条件で賞味期限中に増殖性を

示さなければ、安全性を十分に確保できる。それが牛乳の食品としての新鮮さと

安全性の両方を確保する考え方である。本調査から、高耐熱性 B. cereus は 10 ℃ 

増殖性が失われていることを見出した (Fig. 4)。したがって、たとえ高耐熱性 B. 

cereus が UHT 牛乳に残存したとしても、10 ℃ 以下での流通中に増殖すること

はなく、UHT 牛乳の微生物学的安全性は保たれる。 

一般的に、ほとんどの B. cereus は 10 ℃で良好に増殖する 27)。本調査において

も、任意に選抜した生乳由来の耐熱性の低い 4 株は 10 ℃ で良好に増殖した  

(Fig. 5)。本調査において、高耐熱性株が一般の B. cereus とは異なり、10 ℃ で増

殖しなかった理由としては、高耐熱性株が 10 ℃ での増殖性を持たない B. cereus

の新種である可能性、あるいは環境ストレスにより高い耐熱性を獲得した反面、

10 ℃ での増殖性が抑制された可能性のいずれかと考えられる。これを解明する

には、高耐熱性変異株を作成し、親株と増殖温度帯を比較するなど、更なる調査

が必要である。 

Mayr ら 59) は 127 ℃ 5 秒殺菌の extended-shelf-life (ESL) 牛乳を調査し、10 ℃ 

23 週間保存では B. cereus は検出されなかったが、引き続き 30 ℃ 10 日間保存し

て B. cereus を検出した。ESL牛乳の 10 ℃ 保存で検出されなかった理由として、

B. cereus の低温での増殖性が加熱損傷による影響を受けたためと彼らは述べて

いる。本調査においても、120 ℃ 2 秒の加熱処理後に加熱損傷による増殖性への
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影響が見られ、12 ℃ では回復するまでに数日を要した (Fig. 4)。120 ℃ 2 秒の

UHT 殺菌ではすべての高耐熱性 B. cereus を完全に不活性化することはできない

ものの、加熱損傷により低温での増殖性が低下する。たとえ UHT 牛乳中で高耐

熱性 B. cereus が増殖したとしても、増殖が遅れるので、UHT 牛乳の微生物学的

安全性の観点からは有利に働く。 

増殖性試験で用いた汚染条件 (103−106 spores mL−1) は極端で現実的ではない。

実際にはこのような汚染が UHT 牛乳で発生することはない。結論として、120 ℃ 

2 秒殺菌の UHT 牛乳においては、牛乳製造環境からの B. cereus による汚染をな

くし、10 ℃ 以下での温度管理と適切な賞味期限を設定することで、事実上、微

生物学的安全性を確保できる。 

 

第五節 小括 

 日本で“UHT 牛乳”と呼ばれる牛乳は海外で一般的に“UHT 牛乳”と呼ばれ

ているものとは異なり、120−130 ℃ で 2 秒殺菌し、10 ℃ 以下でチルド流通す

る。このような殺菌条件では Bacillus cereus の芽胞を完全には不活性化すること

はできない。UHT 乳の微生物学的安全性を評価するため、特に UHT 殺菌でも残

存する可能性がある高耐熱性 B. cereus (120 ℃ 2 秒の加熱処理で約 3 桁以内の減

少を示す株と定義) の乳業環境における分布を調査した。乳業環境から分離した

200 株の B. cereus (生乳由来 105 株、HTST 牛乳由来 54 株、牛乳製造環境由来 41

株) について耐熱性試験を実施した結果、牛乳製造環境由来の 4 株の B. cereus

のみが高耐熱性を示し、高耐熱性株が牛乳製造環境に存在することが明らかと

なった。高耐熱株は 4 株すべてが 10 ℃ では増殖できず、12 ℃ では増殖した

が、比較的長い誘導期 (2−4 日) を示した。また、120 ℃ 2 秒の加熱殺菌により

誘導期がさらに長くなった (3−9 日)。一方、任意に選抜した生乳由来の耐熱性の
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低い株 4 株は 10 ℃ で良好に増殖した。120 ℃ 2 秒殺菌ではすべての高耐熱性 B. 

cereus を完全に不活性化することはできないが、10 ℃ 以下での流通中に増殖す

ることはない。また、たとえ UHT 牛乳中で高耐熱性 B. cereus が増殖したとして

も、加熱損傷により増殖が遅れるので、UHT 牛乳の微生物学的安全性の観点か

らは有利に働く。したがって、120 ℃ 2 秒殺菌の UHT 牛乳においては、特に牛

乳製造環境由来の B. cereus による汚染をなくし、適切に設定した賞味期限の期

間中 10 ℃ 以下に保つことで、微生物学的安全性を確保することができる。本

調査は乳業環境中の高耐熱性 B. cereus の分布を網羅的に調査した初めての報告

である。 
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Fig. 3. Schematic flow diagram of pre- and post-pasteurization contamination 

experiments. 
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106 spores mL−1 
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120 ℃ for 2 s 
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UHT milk 
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Table 11. D-values, z-values, and estimated log reductions after heating at 120 ℃ for 2 s 

for the 18 strains of Bacillus cereus that exhibited less than approximately 3 log 

reductions in pre-screening at 100 ℃ for 5 min.a 

 

Strain Source 
D-value (min) at heating temperature (℃) 

z-value 
(℃) 

Log 
reduction 

90.0 92.5 95.0 97.5 98.0 100.0 102.0 102.5 105.0   

KH2 HTST   
 4.8 

(1.000) 
 2.4 

(0.998) 
 

 1.2 
(0.994) 

   
8.3 

(1.000)  
7.1 

HR1 ENV      
11.7 

(0.993) 
 

 6.2 
(0.990) 

 2.2 
(0.998) 

6.9 
(0.981)  

2.3 

HR2 ENV     
13.8 

(0.993) 
 7.1 

(1.000) 
 3.8 

(0.993) 
  

7.1 
(1.000)  

3.1 

CL1 ENV  
 7.7 

(1.000) 
 3.5 

(0.999) 
 1.8 

(1.000) 
     

7.9 
(0.998)  

13.9 

CL2 ENV  
 5.7 

(1.000) 
 2.6 

(0.997) 
 1.2 

(1.000) 
     

7.4 
(1.000)  

30.6 

CL6 ENV   
 8.9 

(0.998) 
 4.7 

(1.000) 
 

 2.3 
(0.998) 

   
8.5 

(0.999)  
3.3 

CL10 ENV   
14.3 

(1.000) 
 6.4 

(1.000) 
 

 2.7 
(1.000) 

   
6.9 

(1.000)  
9.8 

CL18 ENV   
 5.6 

(0.999) 
 2.5 

(0.999) 
 

 1.2 
(0.997) 

   
7.5 

(0.999)  
12.9 

CL21 ENV    
 9.4 

(0.998) 
 

 4.7 
(1.000) 

 
 2.1 

(0.999) 
 

7.7 
(0.998)  

2.8 

CL24 ENV   
10.3 

(0.998) 
 4.8 

(1.000) 
 

 2.0 
(0.999) 

   
7.0 

(0.998)  
12.0 

CL25 ENV 
13.1 

(0.998) 
 5.2 

(1.000) 
 2.9 

(1.000) 
      

7.6 
(0.983)  

22.4 

CL26 ENV 
11.5 

(0.996) 
 4.6 

(0.998) 
 2.2 

(0.998) 
      

7.0 
(0.996)  

56.5 

CL27 ENV 
13.2 

(1.000) 
 6.8 

(0.999) 
 3.0 

(0.989) 
      

7.8 
(0.996)  

17.8 

CL31 ENV   
 9.2 

(1.000) 
 4.2 

(0.998) 
 

 2.1 
(0.998) 

   
7.8 

(0.999)  
5.8 

CL32 ENV   
5.8 

(0.999) 
2.7 

(1.000) 
 

 1.2 
(1.000) 

   
7.3 

(1.000)  
15.3 

CL34 ENV  
 5.7 

(1.000) 
 2.8 

(0.998) 
 1.5 

(0.998) 
     

8.6 
(0.999)  

9.6 

CL36 ENV   
 6.1 

(0.990) 
 2.8 

(0.995) 
 

 1.3 
(0.999) 

   
7.4 

(1.000) 
12.9 

CL37 ENV   
 6.4 

(0.999) 
 3.0 

(0.998) 
 

 1.6 
(0.996) 

   
8.3 

(0.997)  
5.4 

a Abbreviations are: HTST, high-temperature short-time pasteurized milk; ENV, milk 

plant environment. Correlation coefficients (R2) are given in parentheses; log reductions 

are estimated after heating at 120 ℃ for 2 s. 
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Fig. 4.  Growth curves of high-heat-resistant Bacillus cereus HR1, HR2, CL6, and CL21 

at 10 ℃ (left column) and 12 ℃ (right column) in UHT milk under pre- and post-

pasteurization contamination conditions. For pre-pasteurization contamination, spores 

were inoculated into UHT milk, and the inoculated milk was pasteurized at 120 ℃ for 2 

s (□). For post-pasteurization contamination, spores were heated for spore activation at 

80 ℃ for 10 min and then inoculated into UHT milk (○). 
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Fig. 5. Growth curves of heat-labile Bacillus cereus BCC1, BCC2, BCM4, and BCM5 at 

10 ℃ in UHT milk under post-pasteurization contamination conditions. Spores were 

heated for spore activation at 80 ℃ for 10 min and inoculated into UHT milk. All strains 

were isolated from raw milk and showed more than 5 log reductions at 100 ℃ for 5 min. 

Strains: BCC1 (○), BCC2 (□), BCM4 (∆), and BCM5 (◊). 
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第五章 リアルタイム PCRによる乳製品中の Anoxybacillus 

flavithermus および Geobacillus stearothermophilus

芽胞の種特異的計測法 

 

【本章の内容は International Dairy Journal, 93, 15−21 (2019) に掲載済みである】 

 

第一節 緒言 

 高温性芽胞菌は約 40−70 ℃ の範囲に至適増殖温度を有する菌で、粉乳などの

乳製品から分離される 10, 65, 90)。高温性芽胞菌は偏性好熱菌 (obligate thermophiles) 

と通性好熱菌 (facultative thermophiles) の二つのグループに分類される 10)。偏性

好熱菌はおよそ 40−70 ℃ の温度帯でのみ増殖する菌で、Anoxybacillus 

flavithermus や Geobacillus stearothermophilus などが含まれる 23, 82, 90)。 

 通性好熱菌は株により中温、高温の両方で増殖する菌で、Bacillus licheniformis、

Bacillus coagulans、Bacillus subtilis などが含まれる 23, 82)。通常、高温性芽胞菌は

生乳中には少ない (10 spores mL−1 以下) 61) が、粉乳製造においては長時間運転

中に製造ラインで増殖し、最終製品を大量に (104 spores g−1 以上) 汚染すること

がある。特に予備加熱温度の高い粉乳の製造において、偏性好熱菌は約 16 時間

の連続運転中に増殖しやすく、最終的には A. flavithermus と G. stearothermophilus

のみが主要菌叢となる。偏性好熱菌は非病原性であるが、工場の衛生性の一般的

指標と考えられている。 

A. flavithermus と G. stearothermophilus はステンレス表面に容易にバイオフィ

ルムを形成することが実験室レベルでの実験で示されている 9, 21)。これらの菌種

は乳製品製造工場の 40−65 ℃ の温度帯でバイオフィルムを形成すると考えられ
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ており、この温度帯の工程には粉乳製造における予備加熱前のクリーム分離工

程、予備加熱工程や濃縮工程などが含まれる 10)。Scott ら 90) は、全粉乳製造ラ

インにおいて、予備加熱工程では A. flavithermus が優勢であるが、濃縮工程では

Geobacillus 属と A. flavithermus が混在することを報告している。しかし、乳製品

製造中、いつ、どこでバイオフィルム形成、芽胞形成が発生するかに関する情報

は少ない。Burgess ら 10) は、乳製品製造ライン中でのバイオフィルム形成、およ

びこれに関連した芽胞形成をより深く把握することが、より効果的な制御方法

の開発に必要であると述べている。 

A. flavithermus と G. stearothermophilus は耐熱性や増殖温度が異なることが知

られている 109)。そのため、これらの菌種は製造ラインの異なる場所にバイオフ

ィルムを形成する傾向にあり、工場の衛生性をより良く管理するには菌種を区

別することが重要である。しかし、伝統的な培養法で同定するには労力がかかり、

時間を要する。 

一般的な高温性芽胞菌の迅速定量法としては、Rueckert ら 85-87) が開発したリ

アルタイム PCR 分析法がある。これらの方法では DNase I により栄養細胞由来

の DNA を分解することで、栄養細胞と芽胞を別々に定量することができる。彼

らの方法は 16S rDNA および stage 0 sporulation protein A 遺伝子 (spo0A) をター

ゲットとした分析法であり、1−1.5 時間で粉乳中の高温性芽胞菌の栄養細胞と芽

胞を別々に定量することができる。しかし、16S rDNAを標的とした分析法では、

高温性芽胞菌の種間でコピー数が変動するため定量性に欠けること、spo0A を標

的とした分析法では、Bacillus cereus などの Bacillus 属も DNA が増幅されるた

め、検出感度や特異性が十分でないことを Burgess ら 10) は指摘している。

Rueckert ら 87) の spo0A を標的とした定量法は縮重プライマーを用いて広く高温

性芽胞菌を定量する方法であり、粉乳の汚染菌である A. flavithermus や G. 
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stearothermophilus を特異的に定量する方法ではない。また、これら 2 菌種を特

異的に定量する方法は今のところ報告されていない。 

A. flavithermus や G. stearothermophilus が殺菌工程前の製造ラインで増殖した

場合、栄養細胞は殺菌され、最終製品には芽胞のみが存在することとなる。一方、

殺菌工程後の製造ラインで増殖した場合、栄養細胞と芽胞の両方が存在するこ

ととなる。栄養細胞は増殖温度帯より低い温度では徐々に減少することが知ら

れている 29)。また、粉乳などの原料乳製品中に大量の芽胞が存在することは、

これらの原料を用いて製造された最終製品の衛生性を脅かすことにつながる。

したがって、実用的な衛生管理においては、芽胞のみを高感度に測定することが

より重要となる。製品中に残存する栄養細胞は 80 ℃ 10 分の加熱処理で容易に

殺菌することができるが、PCR による検出法では死菌と芽胞の DNA を区別する

ことができない。死菌の DNA は、エチジウムモノアジド (EMA) やプロピジウ

ムモノアジド (PMA) などの DNA インターカレート色素を用いることで不活性

化することができる 71, 80)。これらの色素は選択的に死菌に浸透し、DNA を不活

性化する。その他の方法として、死菌の DNA を分解する DNase I が利用されて

いる 86)。 

 本章では、EMA 処理を用いて、乳、脱脂乳、クリームなどの乳製品中の A. 

flavithermus および G. stearothermophilus の芽胞のみを特異的かつ高感度で定量

する SYBR Green I を用いた実用的なリアルタイム PCR 分析法を開発したので、

その結果を記載する。 

 

第二節 材料および方法 

１．供試菌株 

 本章で使用した菌株を Table 12 に示す。これらの株はアメリカン・タイプ・カ
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ルチャー・コレクション (American Type Culture Collection; ATCC)、発酵研究所 

(Institute for Fermentation, Culture Collection of Microorganisms; IFO)、理化学研究所

微生物材料開発室 (Japan Collection of Microorganisms; JCM) より購入した株、あ

るいは筆者が生乳や乳製品から分離・同定した株である。筆者が分離・同定した

株はRAPD法 82) によりそれぞれ異なる株であることを確認している (データ示

さず)。すべての菌株はグリセロールストック (15%、v/v) として、−80 ℃ にて

保存した。 

 

２．菌株培養液調製 

 Table 12 に示す高温性芽胞菌の培養液は、サーモファイルブロス [1L 中の組

成：トリプトン (Becton, Dickinson and Company 社) 5 g、酵母エキス (Becton, 

Dickinson and Company 社) 5 g、溶性デンプン (和光純薬社) 10 g、K2HPO4 1 g、

FeSO4∙7H2O 10 mg、MgSO4∙7H2O 20 mg、NaOH にて pH 7.5 に調整] 5 mL にグリ

セロールストックを一白金耳接種し、55 ℃ で一晩培養して調製した。Table 12

に示す中温性 Bacillus 属、生乳常在菌、およびグラム陰性菌の培養液は、ニュー

トリエントブロス (Bectone, Dickinson and Company 社) 5 mL に同様にグリセロ

ールストックを一白金耳接種し、30 ℃ で一晩培養して調製した。 

 

３．芽胞懸濁液調製 

 A. flavithermus AF1 および G. stearothermophilus ATCC 12980 の芽胞懸濁液は次

のように調製した。第五章第二節 2 項に記載した方法で調製した菌株培養液を

改良トリプトン−酵母エキス寒天 [1L 中の組成：トリプトン (Becton, Dickinson 

and Company 社) 10 g、酵母エキス (Becton, Dickinson and Company 社) 2 g、

MnCl2∙4H2O 25 mg、MgSO4∙7H2O 250 mg、FeSO4∙7H2O 300 μg、CaCl2∙2H2O 150 mg、
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寒天 15 g、NaOH にて pH 7.0 に調整] 平板に表面塗抹し、55 ℃ 14 日間培養し

た。平板培地表面に生じた菌体を芽胞として回収し、10 mM トリス−塩酸緩衝液 

(pH7.8) にて 5,000× g で 4 ℃ 10 分間の遠心により 2 回洗浄した。洗浄した芽胞

ペレットを同緩衝液 9.5 mL に懸濁し、残存する細胞を溶解するために 10%ドデ

シル硫酸ナトリウム (SDS) 0.5 mL、プロテイナーゼ K (> 600 mAU mL−1; QIAGEN 

社) 100 μL を添加して、37 ℃ で一晩保持した。100 ℃ 8 分の加熱処理でプロテ

イナーゼ K を失活させ、遠心後の芽胞ペレットを 10 mM トリス−塩酸緩衝液 

(pH7.8) 1.8 mL に懸濁し、栄養細胞由来の DNA を分解するため DNase I (10      

U μL−1、Roche Diagnostics 社) 20 μL、incubation buffer (Roche Diagnostics 社) 200 

μL を添加し、37 ℃ で 15 分間保持した。80 ℃ 10 分の加熱処理で DNase I を失

活させ、遠心後の芽胞ペレットを 10 mM トリス−塩酸緩衝液 (pH7.8) にて 2 回

洗浄した。洗浄した芽胞ペレットを同緩衝液 10 mL に懸濁し、芽胞懸濁液とし

た。芽胞懸濁液は使用するまで −20 ℃ にて保存した。 

 

４．菌数および芽胞数測定 

 A. flavithermus AF1 および G. stearothermophilus ATCC 12980 の培養液の菌数、

および芽胞懸濁液の芽胞数は、サーモファイル寒天培地 (サーモファイルブロス

に寒天 15g L−1 添加) へ混釈し、55 ℃ で 2 日間培養して測定した。 

 

５．特異性試験用の DNA の抽出 

 標的株あるいはネガティブコントロール株の培養菌体からの DNA の抽出は

InstaGene Matrix Kit (Bio-Rad Laboratories 社) を用い、メーカーの使用説明に従

って実施した。抽出した DNA は NanoDrop ND-1000 (Nano-Drop Technologies 社) 

を用いて濃度を測定し、特異性試験に用いた。 
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６．芽胞懸濁液からの検出感度および定量性試験用の標準 DNA の抽出 

 芽胞定量用の標準 DNA はビーズ破砕法により、A. flavithermus AF1 は 5.9 × 

101−1.2 × 106 spores mL−1、G. stearothermophilus ATCC 12980 は 6.4 × 101−1.3 × 106 

spores mL−1 の芽胞懸濁液から調製した。芽胞懸濁液 1 mL を遠心して得られるペ

レットをトリス−EDTA 緩衝液 (TE) 200 μL に懸濁し、0.2−0.3 g のジルコニアシ

リカビーズ (直径 0.2 mm; バイオメディカルサイエンス社) を添加した 2.0 mL

チューブ (マスターチューブハード; バイオメディカルサイエンス社) に全量

移し、ボルテックスミキサー (Delta Mixer Se-04; タイテック社) にて 5 分間ボ

ルテックス処理した。13,000× g で 3 分遠心後の上清を芽胞定量用の標準 DNA と

して用いた。 

 

７．プライマー設計 

 GenBank より A. flavithermus isolate B (アクセッション番号：AY672767.1) 87) お

よび G. stearothermophilus BB4419 (アクセッション番号：U09977.1) 8) の spo0A の

部分塩基配列を入手した。これらの塩基配列をテンプレートとし、NCBI Primer-

BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) を用いて、増幅産物サイ

ズ 80−150 塩基、プライマーサイズ 17−25 塩基、GC 含量 40−60%となる条件で、

A. flavithermus、G. stearothermophilus にそれぞれ特異的なプライマー対を設計し

た。それぞれの増幅産物のサイズは 135 塩基、140 塩基であった。A. flavithermus

特異的プライマー対および G. stearothermophilus 特異的ライマー対の塩基配列を

以下に示す。 

 

 A. flavithermus 特異的プライマー対 



69 
 

  AF-F1 (フォワードプライマー)：5ʹ-ACATTACAAGCCAAGGAGATATGG-3ʹ 

  AF-R1 (リバースプライマー)：5ʹ-CAGCCAAGCCGTCTAAATGC-3ʹ 

 

 G. stearothermophilus 特異的プライマー対 

  GS-F2 (フォワードプライマー)：5ʹ-ACGCCGGTTGTGAGGAAAGC-3ʹ 

  GS-R2 (リバースプライマー)：5ʹ-GCCTCGCGCAAATACAAATAGC-3ʹ 

 

８．リアルタイム PCR 分析 

 リアルタイム PCR 分析は LightCycler DX-400 (Roche Diagnostics 社) を用いて

実施した。反応溶液 20 μL 中の組成は、FastStart DNA Master PLUS SYBR Green I 

Master Mix (Roche Diagnostics 社) 4 μL、フォワードおよびリバースプライマー 

(10 μM) 各 1 μL、テンプレート DNA 5 μL、滅菌水 (PCR グレード) 9 μL とした。 

 リアルタイム PCR の条件は 95 ℃ 10 分の初期変性の後、95 ℃ 10 秒、65 ℃ 10

秒、72 ℃ 6 秒の増幅反応を 50 サイクル行なった。増幅後、リアルタイム PCR

分析で単一かつ特異的産物が得られていることを確認するため、融解曲線分析

を実施した。増幅産物を 70 ℃ に冷却し、0.1 ℃ s −1 の速度で 97 ℃ に加熱した。

分析中、蛍光シグナルを連続的にモニターし、得られる融解温度 (Tm) から特異

性を確認した。 

 

９．特異性試験 

 設計したプライマー対の特異性は、標的株あるいはネガティブコントロール

株の培養菌体から抽出したDNAを用い、エンドポイント PCR/リアルタイム PCR

分析により確認した。テンプレート DNA の濃度はリアルタイム PCR における

標的株のみ 2 ng μL−1 とし、ネガティブコントロール株については 10 ng μL−1 を
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使用した。 

 

１０．検出感度および定量性試験 

 リアルタイム PCR 分析の検出感度および定量性試験は、A. flavithermus AF1 お

よび G. stearothermophilus ATCC 12980 の芽胞懸濁液から抽出した標準 DNA を

用いて実施した。標準 DNAを用いてリアルタイム PCR を 3 連で行ない、threshold 

cycle (Ct 値) を 1 mL あたりの芽胞数の対数に対してプロットして検量線を作成

した。増幅効率 (E) は 次式より算出した。E 値は 0.8−1.2 が適正値とされてい

る。 

 

 E = 10 (−1 / 検量線の傾き) – 1 

 

１１．乳、10%還元脱脂乳、クリームの DNA 抽出前の処理 

 乳製品中には様々な PCR 抑制物質が含まれており 62, 95, 106)、特にクリームで

は PCR 分析で定量性が悪くなる。乳、脱脂乳、クリームの DNA 抽出前の処理

は Rueckert ら 85) の方法を一部改良して実施した。方法を簡潔に述べる。サンプ

ル 1 mL にタンパク質可溶化剤として 1.2 M クエン酸三ナトリウムを 200 μL 添

加し、良く混合した。20,000× g で 5 分遠心後のペレットを滅菌水 1 mL に懸濁

し、1.2 M クエン酸三ナトリウム 200 μL、脂肪可溶化剤として n-デカン 200 μL

を添加して良く混合し、20,000× g で 5 分遠心した。乳、脱脂乳から得られたペ

レットを滅菌水 200 μL に再懸濁し、20,000× g で 5 分遠心した。クリームの前処

理では、上述のクエン酸三ナトリウム、n-デカン処理後のペレットを滅菌水 200 

μL に再懸濁し、残存する増幅抑制物質を溶解するためにプロテイナーゼ K 20 μL

を添加し、56 ℃ 5 分保持した。その後、95 ℃ 5 分保持してプロテイナーゼ K を
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失活させ、20,000× g で 5 分遠心し、芽胞および死菌を含むペレットを得た。 

 

１２．EMA 処理 

 乳製品から DNA を抽出すると、芽胞、栄養細胞の両方から DNA が抽出され

る。したがって、実際にリアルタイム PCR により芽胞のみを測定するためには、

DNA 抽出前に栄養細胞の DNA を不活性化する必要がある。そこで、栄養細胞

の DNA を不活性化するのに EMA を用いた。EMA は損傷した細胞膜から栄養

細胞に侵入し、光により活性化して DNA と共有結合する。EMA と結合した DNA

は増幅されない。乳、脱脂乳、クリームの 1 mL サンプルから第五章第二節 11 項

に記載した方法で調製したペレットを滅菌水 45 μL に懸濁した。懸濁液に氷上

で EMA (1 mg mL−1; Sigma-Aldrich 社) を 5 μL 添加し、暗所で 5 分保持し、LED

ライト [LDA7LA1 (450 lm、6.9 W); パナソニック社] を 2 cm の高さから 5 分照

射した。その後、20,000× g で 5 分遠心してペレットを回収した。この操作を 3

回繰り返した。なお、最終の LED ライトの照射は 15 分行なった。20,000× g で

5 分遠心後、ペレットを TE 200 μL で 1 回洗浄し、同緩衝液 200 μL に懸濁した。 

 

１３．前処理サンプルあるいは EMA 処理サンプルにおける芽胞からの DNA

の抽出 

 前処理サンプルあるいは EMA 処理サンプルにおける芽胞からの DNA の抽出 

は、第五章第二節 6 項に記載したビーズ破砕法により実施した。抽出した DNA

はリアルタイム PCR 分析に用いた。 

 

１４．プロテイナーゼ K 処理によるクリームの Ct値への影響調査 

 プロテイナーゼ K 処理によるクリームの Ct 値への影響調査では、乳およびク
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リームに A. flavithermus AF1 カルチャーを 2.0 × 102 cells mL−1 となるように接種

したサンプルを調製した。クリームサンプルについては、第五章第二節 11 項に

記載した前処理をプロテイナーゼ K 処理あり、なしで行なった。乳サンプルに

ついてはプロテイナーゼ K 処理なしで前処理を行なった。前処理後、InstaGene 

Matrix Kit による DNA 抽出、リアルタイム PCR 分析を実施し、得られた Ct 値

を 2 連で比較した。芽胞の定量性への前処理の影響調査では、A. flavithermus AF1

および G. stearothermophilus ATCC 12980 の芽胞懸濁液を 102−104 spores mL−1 と

なるように乳、脱脂乳、クリームに接種し、前処理、DNA 抽出、リアルタイム

PCR による定量を 3 連で行なった。 

 

１５．EMA 処理による芽胞の特異的定量における効果試験 

 EMA による死菌の抑制効果を調査するため、第五章第二節 2 項に記載した方

法で A. flavithermus AF1 および G. stearothermophilus ATCC 12980 を培養し、80 ℃ 

10 分処理して死菌を調製し、104−106 cells mL−1となるように滅菌水に添加した。

これら接種混合物 1 mL について第五章第二節 12 項に記載した EMA 処理を行

なった後、DNA 抽出、リアルタイム PCR 分析を行なった。 

 

１６．芽胞および死菌をスパイクしたサンプルの芽胞定量試験 

 乳、脱脂乳、クリームに A. flavithermus AF1 あるいは G. stearothermophilus ATCC 

12980 の死菌を約 10４ cells mL−1、芽胞を 10２−10４ spores mL−1 となるようにそれ

ぞれ接種した。各サンプル 1 mL について前処理、EMA 処理、DNA 抽出、リア

ルタイム PCR 分析による定量を 3 連で行なった。 

 

第三節 結果 
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１．プライマーの特異性 

 新たに設計した AF-F1/AF-R1 および GS-F2/GS-R2 プライマー対の特異性は、

エンドポイント PCR およびリアルタイム PCR により確認した。結果を Table 12

に示す。高温性芽胞菌 17 株、中温性 Bacillus 属 3 株、生乳常在菌 3 株、グラム

陰性菌 5 株を用いたエンドポイント PCR 分析では、AF-F1/R1 プライマー対にお

いては 5 株すべての A. flavithermus のみ 135 塩基の増幅産物が認められた。同様

に、GS-F2/R2 プライマー対においては 5 株すべての G. stearothermophilus のみ

140 塩基の増幅産物が認められた。 

 高温性芽胞菌 11 株、生乳常在菌 2 株、グラム陰性菌 3 株を用いたリアルタイ

ム PCR 分析では、AF-F1/AF-R1 プライマー対においては 5 株すべての A. 

flavithermus のみ増幅が認められ、Ct 値、Tm の平均 (± SD) はそれぞれ 16.89 ± 

0.77、83.95 ± 0.01 ℃ であった。同様に、GS-F2/R2 プライマー対では 5 株すべて

の G. stearothermophilus のみ増幅が認められ、Ct 値、Tm の平均はそれぞれ 16.06 

± 0.43、87.63 ± 0.02 ℃ であった。したがって、AF-F1/AF-R1 および GS-F2/GS-

R2 プライマー対は A. flavithermus、G. stearothermophilus にそれぞれ特異的であ

ることが示された。 

 

２．リアルタイム PCR の検出感度および定量性 

 リアルタイム PCR の検出感度および定量性を確認するため、A. flavithermus 

AF1 および G. stearothermophilus ATCC 12980 の芽胞懸濁液についてリアルタイ

ム PCR 分析を行ない、得られた Ct 値を 1 mL あたりの芽胞数の対数に対してプ

ロットして検量線を作成した (Fig. 6) 。A. flavithermus AF1 芽胞の検量線は Ct = 

− 3.75 log (spores mL−1) + 43.39 で、5.9 × 101−1.2 × 106 spores mL−1 の範囲で直線が

得られた (r2 = 0.99、E = 0.85)。同様に、G. stearothermophilus ATCC 12980 芽胞
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の検量線は Ct = − 3.70 log (spores mL−1) + 39.34 で、6.4 × 101−1.3 × 106 spores mL−1

の範囲で直線が得られた(r2 = 0.99、E = 0.86)。 

 

３．プロテイナーゼ K 処理によるクリームの Ct 値への影響 

 Rueckert ら 85) が全粉乳や脱脂粉乳に用いた DNA 抽出前の処理方法は迅速で

簡便な方法ではあったが、大量の増幅抑制物質を含むクリームには適用できな

かった。そのため、彼らの方法について改良を行なった。 

 A. flavithermus AF1 を接種した乳およびクリームをクエン酸三ナトリウム、n-

デカンで前処理し、DNA 抽出、リアルタイム PCR 分析を行なった結果、乳に比

べ、クリームでは沈殿物が多く見られ、リアルタイム PCR 分析において Ct 値が

約 4 サイクル遅かった (Table 13)。クリームの沈殿物は主にタンパク質と考えら

れたため、クリームにおいてはクエン酸三ナトリウム、n-デカンによる処理後に

プロテイナーゼ K 処理を適用した。この処理により、沈殿物はほとんど除去さ

れ、クリームの Ct 値は乳の値と同等となった (Table 13)。 

 この前処理が芽胞の定量性に与える影響を考察するため、A. flavithermus AF1

あるいは G. stearothermophilus ATCC 12980 の芽胞を乳、脱脂乳、クリームに接

種し、リアルタイム PCR 分析による芽胞の定量を行なった。その結果、接種し

た芽胞数とリアルタイム PCR 分析で得られた芽胞数の差は  −0.33～0.25      

log (spores mL−1) の範囲にあり (Table 14)、十分定量性があることが示された。 

 

４．EMA 処理による芽胞の特異的定量における効果 

 EMA による死菌由来の DNA の不活性化を評価するため、A. flavithermus AF1

あるいは G. stearothermophilus ATCC 12980 の死菌を 104−106 cells mL−1 含む滅菌

水について EMA 処理を行ない、DNA 抽出、リアルタイム PCR 分析を行なった。
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その結果、A. flavithermus AF1 においては、104−105 cells mL−1 の死菌を含む細胞

懸濁液では増幅が認められなかったが、106 cells mL−1 の死菌を含む細胞懸濁液

で増幅が認められた。一方、G. stearothermophilus ATCC 12980 においては、104−106 

cells mL−1の死菌を含む細胞懸濁液で増幅が認められなかった。したがって、EMA

処理により、A. flavithermus AF1 では 105 cells mL−1、G. stearothermophilus ATCC 

12980 では 106 cells mL−1 の死菌由来の DNA を不活性化できることが示された。 

 

５．芽胞および死菌をスパイクしたサンプルの芽胞定量 

 実際の乳製品には芽胞および死菌が含まれていることを想定して、乳、脱脂乳、

クリームに A. flavithermus AF1 あるいは G. stearothermophilus ATCC 12980 の死

菌を約 10４ cells mL−1、芽胞を 102−10４ spores mL−1 の異なる濃度で接種し、リア

ルタイム PCR 分析により芽胞のみを定量した。その結果、接種した芽胞数とリ

アルタイム PCR 分析で得られた芽胞数の差は −0.46～0.23 log (spores mL−1) の

範囲にあり (Table 15)、これらのサンプル中の芽胞のみを十分定量できることが

示された。 

 

第四節 考察 

 本章において、乳製品中の A. flavithermus および G. stearothermophilus の芽胞

のみを測定する実用的な方法を確立した。本分析法のフローダイヤグラムを  

Fig. 7 にまとめた。 

 筆者は、A. flavithermus および G. stearothermophilus にそれぞれに特異的なプ

ライマー対を spo0A の塩基配列から設計し、SYBR Green I を用いたリアルタイ

ム PCR 分析法を開発した。本分析法は EMA 処理を適用することで乳製品中の

芽胞のみを高感度で定量することができた。本分析法では、乳製品中の芽胞を
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2.5 時間以内で定量することができる。 

 予備試験において、16S rDNA を標的としてリアルタイム PCR 分析に用いる

プライマー対を設計したが、十分な特異性を得ることはできなかった (データ示

さず)。そこで、芽胞菌に広く分布している spo0A を標的としてプライマー対を

設計した。spo0A には良く保存された領域と変化に富んだ領域が存在する 108)。

また、Kuisiene ら 48) は Geobacillus 属における spo0A の可変性を調査し、spo0A

による Geobacillus 属の種間識別を評価した結果、Geobacillus 属の spo0A の塩基

配列の種間比較により、G. stearothermophilus が識別できることを報告している。

これらの点から、spo0A が A. flavithermus および G. stearothermophilus をそれぞ

れ特異的に定量できるマーカーとして期待された。 

 筆者のプライマー対は、G. stearothermophilus isolate A の spo0A のアミノ酸配

列番号 (GenBank、アクセッション番号：AY672766.1) 87) を基準として、AF-

F1/AF-R1 プライマー対では 22−28 番目 (フォワードプライマー) および 60−65

番目 (リバースプライマー) 、GS-F2/GS-R2 プライマー対では 125−130 番目 (フ

ォワードプライマー) および 165−170 番目 (リバースプライマー) にそれぞれ

対合する。Bacillus 属の DNA を増幅する Rueckert ら 87) の方法とは異なり、筆

者のプライマー対は、A. flavithermus、G. stearothermophilus の DNA をそれぞれ

特異的に増幅することで、乳製品中のこれらの主要な高温性芽胞菌を区別して

定量することを可能にしている。 

 クリームからの DNA 抽出に関しては、SDS や臭化セチルトリメチルアンモニ

ウム (CTAB) を用いて抽出する方法が報告されている 73, 74)。しかし、いずれも

高純度 DNA を得るためにフェノール/クロロホルム処理やエタノール沈殿の操

作が含まれるため、操作が煩雑となり、時間を要する。筆者の方法では、プロテ

イナーゼ K 処理が PCR 抑制物質を容易にかつ効率よく除去できることが明らか
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となった。 

 乳製品中には、死菌由来の DNA が大量に含まれていることが予想される。本

試験では芽胞のみを定量するために、EMA を用いて死菌由来の DNA を不活性

化した。EMA の不活性化効果は十分であったが、EMA 処理操作に時間を要し

た。EMA 以外の方法としては DNase I や PMA を用いる方法がある。しかしな

がら、予備試験では DNase I では十分な不活性効果は得られなかった。本分析法

に要する時間を短縮するには、これらの試薬の処理条件を最適化するなど、更な

る調査が必要であろう。 

 本分析法は乳製 品製造ラインにお ける A. flavithermus および G. 

stearothermophilus の芽胞形成を調査するための手段を提供し、乳製品工場にお

ける衛生管理に応用できることが期待される。 

 

第五節 小括 

 高 温 性 芽 胞 菌 で あ る Anoxybacillus flavithermus お よ び Geobacillus 

stearothermophilus は、特に粉乳製造ラインで容易に増殖するため、工場の衛生管

理上重要な菌種である。しかし、これら 2 菌種を特異的かつ迅速に定量する方

法は今のところ報告されていない。そこで、乳製品中の A. flavithermus および G. 

stearothermophilus の芽胞を測定する SYBR Green Iを用いたリアルタイム PCR 分

析法の開発を検討した。spo0A の塩基配列からそれぞれの菌種に特異的なプライ

マー対を新たに設計し、EMA 処理により、栄養細胞由来の DNA の増幅を抑制

し、芽胞のみを定量することができた。また、タンパク質含量が高い乳製品にお

いては、プロテイナーゼ K 処理を行なうことで芽胞を精度よく定量することが

できた。本分析法は定量能力に優れており、芽胞数と高い直線性 (r2 = 0.99)、広

い定量範囲 (10１−106 spores mL−1) を有していた。本分析法は乳、脱脂乳、クリ
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ーム中の芽胞の定量に適用可能で、乳製品中の芽胞を 2.5 時間以内で定量するこ

とができる。本分析法は乳製品製造ラインにおける A. flavithermus および G. 

stearothermophilus の芽胞形成を調査するための手段を提供し、乳製品工場にお

ける衛生管理に応用できることが期待される。 
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Table 12. Bacterial strains used in this study and the results of primer specificity tests.a 

 

Species Strain 

Specificity test results 

AF-F1/AF-R1 primers 

for A. flavithermus 

GS-F2/GS-R2 primers 

for G. stearothermophilus 

EP-PCR RT-PCR EP-PCR RT-PCR 

Thermophilic spore-forming bacteria      

   Obligate thermophiles      

Anoxybacillus flavithermus AF1 + + − − 

 AF2 + + − − 

 AF3 + + − − 

 AF4 + + − − 

 AF5 + + − − 

Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980 − − + + 

 GS1 − − + + 

 GS2 − − + + 

 GS3 − − + + 

 GS4 − − + + 

Geobacillus thermoamylovorans GT1 − NT − NT 

 Facultative thermophiles      

Bacillus licheniformis BL1 − − − − 

 BL2 − NT − NT 

 BL3 − NT − NT 

 BL4 − NT − NT 

 BL5 − NT − NT 

Bacillus subtilis BS1 − NT − NT 

Mesophilic Bacillus spp.      

Bacillus cereus BC1 − NT − NT 

Bacillus megaterium JCM 2506 − NT − NT 

Bacillus pumilus BP1 − NT − NT 

Raw-milk flora      

Microbacterium lacticum JCM 1379 − − − − 

Staphylococcus aureus ATCC 12600 − − − − 

Micrococcus luteus ATCC 4698 − NT − NT 

Gram-negative bacteria      

Escherichia coli IFO 15034 − − − − 

Enterobacter cloacae IFO 13535 − NT − NT 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 − NT − NT 

Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 − − − − 

Acinetobacter baumannii JCM 6841 − − − − 

a Abbreviations are: ATCC, American Type Culture Collection; IFO, Institute for 

Fermentation, Culture Collection of Microorganisms, Osaka; JCM, Japan Collection of 

Microorganisms (all other strains were isolated from milk products and identified in our 

laboratory; EP-PCR, end-point PCR; RT-PCR, real-time PCR; +, positive; −, negative; 

NT, not tested. Template DNA concentration was 2 ng μL−1 for target strains and 10 ng 

μL−1 for negative control strains. 
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Fig. 6. Standard curves for quantifying Anoxybacillus flavithermus AF1 (○) and 

Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980 (□) spores by real-time PCR assay. Spore 

suspensions containing 101−106 spores mL−1 were subjected to DNA extraction using 

zirconium-silica beads, and the PCR reactions were performed in triplicate. Error bars 

indicate standard deviations for triplicate tests. 
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Table 13. Influence of proteinase K treatment on Ct values from milk and cream.a 

 

Milk (−) Cream (−) Cream (+) 

35.74 39.99 35.09 

a All samples were spiked with Anoxybacillus flavithermus AF1 cells at log (cells mL−1) 

= 2.30. Values are the mean of duplicate Ct values from real-time PCR assay; (+), with 

proteinase K treatment; (−), without proteinase K treatment. 
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Table 14. Quantification of spores of Anoxybacillus flavithermus AF1 and Geobacillus 

stearothermophilus ATCC 12980 in artificially spiked milk, skimmed milk, or cream 

using real-time PCR assay.a 

 

Inoculated conc. 

[log (spores mL−1)] 

Spore numbers ± SD [log (spores mL−1)] 

Milk Skimmed milk Cream 

A. flavithermus AF1 

4.38 4.39 ± 0.08 4.16 ± 0.11 4.05 ± 0.08 

3.38 3.44 ± 0.05 3.40 ± 0.06 3.29 ± 0.04 

2.38 2.35 ± 0.22 2.48 ± 0.07 2.32 ± 0.10 

G. stearothermophilus ATCC 12980 

4.41 4.62 ± 0.03 4.66 ± 0.01 4.33 ± 0.28 

3.41 3.64 ± 0.02 3.64 ± 0.03 3.41 ± 0.03 

2.41 2.26 ± 0.06 2.40 ± 0.16 2.19 ± 0.19 

a Milk and skimmed milk were pretreated with trisodium citrate and n-decane. Cream 

received additional pretreatment with proteinase K. Values are the mean of triplicate 

spore numbers ± standard deviation. 
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Table 15. Quantification of spores of Anoxybacillus flavithermus AF1 and Geobacillus 

stearothermophilus ATCC 12980 in artificially spiked milk, skimmed milk, or cream 

using real-time PCR assay with ethidium monoazide (EMA) treatment.a 

 

Inoculated conc. 

[log (spores mL−1)] 

Spore numbers ± SD [log (spores mL−1)] 

Milk Skimmed milk Cream 

A. flavithermus AF1 

4.59 4.26 ± 0.19 4.49 ± 0.27 4.26 ± 0.09 

3.59 3.36 ± 0.26 3.54 ± 0.05 3.32 ± 0.25 

2.59 2.35 ± 0.00 2.55 ± 0.08 2.80 ± 0.20 

G. stearothermophilus ATCC 12980 

4.59 4.55 ± 0.24 4.66 ± 0.05 4.18 ± 0.18 

3.59 3.68 ± 0.04 3.82 ± 0.03 3.13 ± 0.06 

2.59 2.42 ± 0.17 2.65 ± 0.20 2.13 ± 0.05 

a Milk, skimmed milk, and cream were spiked with both dead cells and spores of A. 

flavithermus AF1 or G. stearothermophilus ATCC 12980 to a concentration of 

approximately 104 dead cells mL−1 and 102 to 104 spores mL−1, respectively. Values are 

the mean of triplicate spore numbers ± standard deviation. 
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Fig. 7. Flow diagram of our method for the practical quantification of only spores in milk, 

skimmed milk, and cream. EMA, ethidium monoazide.

DNA extraction (bead-beating method) 

EMA treatment 

Spore quantification (real-time PCR) 

Pretreatment 
 ●Trisodium citrate 
 ●n-Decane 

Pretreatment 
 ●Trisodium citrate 
 ●n-Decane 
 ●Proteinase K 

 Milk and skimmed milk  Cream 
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第六章 総括 

 

第一節 緒言 

 芽胞菌は耐熱性を有する芽胞を形成するため、殺菌条件によっては不活性化

されず、乳・乳製品に残存する可能性がある。牛乳などチルド流通する製品では、

10 ℃ 以下でも増殖可能な低温性芽胞菌が残存すると、流通中に増殖し、風味異

常や腐敗を引き起こす可能性がある。特に、殺菌温度の低い HTST 牛乳の品質

は、生乳の微生物学的品質に大きく影響される。主要な低温性芽胞菌は

Paenibacillus 属や Bacillus cereus であり、これらの菌は生乳中には少ないとされ

ている。しかし、日本において生乳中の芽胞数レベルの報告はなく、生乳の品質

管理に重要な基礎データがないことが課題であった。Paenibacillus 属においては

世界的にも精度の良い測定方法も開発されていない。 

 また、日本で用いられる主要な UHT 牛乳の殺菌条件では、Paenibacillus 属は

不活性化されるが、B. cereus は耐熱性の高い株の存在が報告されており、HTST

牛乳同様、品質劣化を招く恐れがあるにもかかわらず、UHT 牛乳は安定的に販

売されている実績があり、安全であると考えられている。しかし、これを裏付け

る科学的根拠は皆無である。 

 粉乳においては、高温性芽胞菌である Anoxybacillus flavithermus と Geobacillus 

stearothermophilus が製造中にラインで増殖し、最終製品を汚染する。工場の衛生

管理を行なう上で、これら 2 菌種の芽胞を区別して精度よく迅速に測定する方

法が望まれるが、今のところそのような測定方法が存在しない。 

 そこで筆者は、乳・乳製品の微生物学的品質の向上を目指し、乳・乳製品中の

好気性芽胞菌に関して、これらの課題を解決すべく検討を行なった。その結果、

β-ガラクトシダーゼ活性と低温での培養を組み合わせることで、生乳中の
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Paenibacillus 属芽胞を測定する簡便なメンブランフィルター法の開発に成功し、

生乳中の芽胞数レベルを明らかにした (第二章)。B. cereus については生乳中の

芽胞数レベルを調査し、B. cereus 芽胞数は夏、秋に有意に高いが、低温性株芽胞

数は季節変動せず、北海道の生乳中の両芽胞数が低いレベルであることを明ら

かにし、生乳中の B. cereus は菌株多様性が高いことを見出した (第三章)。また、

乳業環境中の高耐熱性 B. cereus の分布を網羅的に調査し、高耐熱性株は生乳か

らは検出されないが、牛乳製造環境に存在することを明らかにした。加えて、高

耐熱性株は 10 ℃ 以下での流通中に増殖しないことを見出し、120 ℃ 2 秒殺菌の

UHT 牛乳の微生物学的安全性が確保されていることを証明した (第四章)。A. 

flavithermus および G. stearothermophilus については spo0A の塩基配列からそれ

ぞれの菌種に特異的なプライマー対を設計し、EMA 処理を適用することで、乳・

乳製品中の芽胞のみを定量する実用的なリアルタイム PCR 分析法を開発するこ

とに成功した。また、クリームではプロテイナーゼ K 処理を行なうことで増幅

抑制物質を容易にかつ効率よく除去でき、芽胞を精度よく定量できることを見

出した (第五章)。この章では、これらの結果に対する総合討論を記述する。 

 

第二節 総合討論 

 乳・乳製品の微生物学的品質に影響を与える好気性芽胞菌は、牛乳などチルド

製品における低温性芽胞菌、粉乳などの乳製品における高温性芽胞菌である。そ

こで、筆者はこれらの好気性芽胞菌に焦点を当て、乳・乳製品の微生物学的品質

向上につながる技術開発、基礎的データの取得に取り組んだ。 

 HTST 牛乳においては、Paenibacillus 属および B. cereus が通常の平板法では初

発菌数として検出されないレベルであったものが冷蔵流通中に増殖し、賞味期

限末期に製品を腐敗させることがある。これらの芽胞は HTST 殺菌では不活性
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化されないため、HTST 牛乳の微生物学的品質向上には、Paenibacillus 属および

B. cereus の芽胞のできる限り少ない生乳を用いて製造することがポイントとな

る。これらの菌が少ない生乳を選択したり、汚染源を特定して対策を取るために

は、これら極めて低レベルにしか存在しない菌を正確に測定する方法が必須で

ある。低レベルの芽胞を計測する方法として、メンブランフィルターで濾過濃縮

してカウントする方法がある。B. cereus についてはメンブランフィルター法に

よる測定方法が報告されてはいたものの、Paenibacillus 属については報告がない

ため、第二章において測定方法を検討し、Paenibacillus 属の芽胞を効率よく、選

択的に測定できるメンブランフィルター法の開発に成功した。 

 本分析法は生乳の濾過までは B. cereus の測定法と同様であるので、培地と培

養条件を変更するだけで、生乳中の Paenibacillus 属と B. cereus の両者の芽胞を

測定できる点で優れている。上述したように、HTST 牛乳製造において、生乳の

衛生管理が重要であるので、両芽胞菌を測定する技術が確立されたことは産業

上大きな進展であると考える。 

 Paenibacillus 属の測定方法を確立したので、第二章ではその方法を用いて

Paenibacillus 属、第三章ではすでに確立されているメンブランフィルター法を用

いて B. cereus の生乳中の芽胞数レベルをそれぞれ調査した。その結果、北海道

の生乳においては、両者ともにリッターあたり 1—102 の芽胞数レベルであり、

Paenibacillus 属は B. cereus と同レベル存在することが初めて明らかとなった。

また、B. cereus についてはその低温性株についても調査し、両芽胞数ともに海外

に比べて低いことを明らかにした。 

 日本において、食品の腐敗に関与する微生物の情報はメーカーが公開したが

らないため、このような基礎データが不足している。産学官で情報を共有し、協

力し合いながら食品の微生物学的品質の向上に努めることこそが、日本の食の
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安全を守ることにつながる。本基礎データは生乳の衛生管理の指標となるデー

タであり、酪農業界にとって非常に価値あるデータと考える。 

 また、Paenibacillus 属には β-ガラクトシダーゼ陰性の菌種も存在するが、生乳

から低温培養により分離された β-ガラクトシダーゼ陰性菌には Paenibacillus 属

が含まれていなかったことは興味深い。生乳中の糖質の 99.8%がラクトースであ

るため、生乳に存在する Paenibacillus 属菌叢はラクトース分解能を有する β-ガ

ラクトシダーゼ陽性の菌種が優勢となっていると考えられる。 

 一方、日本の UHT 牛乳は、海外の常温流通する UHT 牛乳のような芽胞菌を

完全に不活性化する殺菌条件では加熱臭が生じ、消費者に好まれないため、120

－130 ℃ で 2 秒殺菌し、チルド流通する牛乳が一般的である。このような殺菌

条件では Paenibacillus 属は不活性化されるが、B. cereus が不活性化されない可

能性があり、HTST 牛乳同様、冷蔵流通中に風味異常を引き起こす恐れがある。

B. cereus は全般的に耐熱性が低いが、その中でも UHT 殺菌で残存する高耐熱性

株が存在することが知られている。このような高耐熱性株は弱い UHT 殺菌条件 

(例えば 120 ℃ 2 秒) では残存する可能性があるので、第四章では 120 ℃ 2 秒殺

菌で残存する可能性のある高耐熱性 B. cereus の分布から、120 ℃ 2 秒殺菌の UHT

牛乳の微生物学的安全性を評価した。その結果、このような高耐熱性株は原料に

は存在せず、牛乳製造環境に由来することを見出した。また、高耐熱性株は日本

の流通温度である 10 ℃ では増殖しないことを示し、120 ℃ 2 秒殺菌の UHT 牛

乳の微生物学的安全性を証明した。また、本章には記述しなかったが、増菌調査

から 120 ℃ 2 秒殺菌 UHT 牛乳には Bacillus licheniformis、Bacillus subtilis、Bacillus 

sonorensis、Aneurinibacillus aneurinilyticus など、B. cereus 以外の Bacillus 属が残

存していた。しかし、これらの菌種はすべて 10 ℃ では増殖できず、120 ℃ 2 秒

殺菌 UHT 牛乳の微生物学的安全性を脅かす存在ではなかった。 
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 一般に、B. cereus は 10 ℃ で良好に増殖するが、他の残存する芽胞菌と同様

に、高耐熱性株が 10 ℃ で増殖を示さなかったことは非常に興味深い。高耐熱

性株は B. cereus の新種という可能性もあるが、筆者は生乳由来の株が変異した

ものと推測する。その理由としては、牛乳製造において B. cereus の供給源とな

りうるものは生乳のみであること、微生物はさまざまなストレスに対抗して容

易に変異すること、一般的に生育至適温度が低い菌よりも高い菌の方が高い耐

熱性を有することが挙げられる。筆者は、生乳に存在する株が、牛乳製造環境中

に残存し、変異を続けて高耐熱性株となったが、生育温度が高温側に若干シフト

し、10 ℃ で増殖できなくなったと考えている。これを証明するには、変異株獲

得試験などが必要である。 

 また、このような高耐熱性の B. cereus は牛乳製造環境で増加する可能性が示

唆されたことから、工場の洗浄条件の改善や殺菌剤の併用によって、高耐熱性 B. 

cereus の出現を抑えることができると考える。 

 以上のように、チルド製品で問題となりうる低温性芽胞菌について、生乳中の

分布を解明し、生乳の品質向上につながる基礎データを得ることができた。また、

UHT 牛乳においては高耐熱性 B. cereus が残存する可能性があるが、10 ℃ では

増殖しないことから、微生物学的安全性を証明した。しかし、10 ℃ 以上では残

存する低温性芽胞菌が増殖するので、温度管理を徹底することも重要である。 

 法的な流通温度の基準は、日本は諸外国に比べて高く、10 ℃ 以下と規定され

ている。このような高い流通温度においては、HTST 牛乳を含め、豆腐など多く

の食品が低温性芽胞菌の影響を受けやすい。そのため、低温性芽胞菌に影響され

やすい食品は 1 週間程度という短い賞味期限が設定されている。一方、アメリ

カなどでは流通温度は 6 ℃ であり、HTST 牛乳の賞味期限は 2－3 週間設定され

ている。一般に、6 ℃ 以下では B. cereus による腐敗を抑えられるとされており、
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Paenibacillus 属も 6 ℃ 以下では増殖が遅い。日本の食品の微生物学的品質は世

界でもトップレベルであるのに、流通温度が高いために短い賞味期限となって

いることを筆者は残念に思う。流通温度をわずかに下げるだけで、腐りやすい食

品は倍以上の賞味期限を設けることも可能となり、それにより販路拡大も期待

できる。メーカーにとって販路拡大は大きなメリットであるが、消費者にとって

も口にする機会が増えることにつながる。また、腐敗のリスクも減じられるので、

「食品ロス」が減ることも期待できる。消費者においしい製品を長く安心して食

していただくためにも、日本の法的な流通温度の基準を下げるべきと筆者は考

える。 

 一方、高温性芽胞菌は低温性芽胞菌に比べて生乳中の存在量が少ないが、粉乳

やクリームなどの乳製品の製造では、製造温度が高温性芽胞菌の増殖温度と一

致するため、連続製造を続けるとこれらの菌が製造中に増殖し、製品を汚染する

可能性が高い。そのため、製造ラインでの増殖を抑えることがポイントとなるが、

製造中にどの程度増殖するか、リアルタイムでできるだけ早く知ることが重要

である。粉乳の主要な高温性芽胞菌である A. flavithermus および G. 

stearothermophilus は、製造ラインの異なる場所にバイオフィルムを形成する傾

向にあるため、第五章において、これら 2 菌種の芽胞を区別して精度よく迅速

に測定する方法の開発に取り組んだ。その結果、EMA 処理を適用することで、

乳・乳製品中の芽胞のみを定量する実用的なリアルタイム PCR 分析法を開発す

ることに成功した。 

 高温性芽胞菌対策としては、1) 増殖前に製造を終了する、2) 処理設備を複数

設備し、増殖前に切り替える、3) 増殖し始めたら製造を休止し、ラインを洗浄

した後、再び製造を行なう (中間洗浄)、といった方法がある。しかし、1) では

製造時間短縮による処理量の減少、2) では製造ラインの増設など多大な投資が
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必要といった産業的なデメリットが発生する。そのため、現実的な対策としては、

3) の中間洗浄が効果的と考える。しかし、日々の製造において、高温菌性芽胞

菌の増殖のタイミングは異なるため、微生物学的に高品質を維持しつつ、最大の

製造時間を確保するタイミングで中間洗浄を行なうことが望ましい。本分析法

は迅速性かつ定量性に優れており、製造工程をリアルタイムでモニタリングす

ることができる。したがって、洗浄のタイミングを計るには実用的であり、産業

上、高品質な粉乳やクリームの効率的な製造に果たす役割は大きいと考える。 

 多くの食品は、おいしさと安全のバランスを考えて殺菌されているため、無菌

ではない。食の安全の考え方は、賞味期限内に危害となるレベルにまで増殖させ

ないことであり、製品に残存する微生物をできる限り減らすことが重要である。

本論文では、今まで測定できなかった生乳中の Paenibacillus 属芽胞の検出法、お

よび製造工程をリアルタイムでモニタリングできる高温性芽胞菌の測定方法を

開発した。また、低温性芽胞菌の生乳における分布を明らかにし、生乳の衛生管

理の指標となる基礎データを取得することができた。これらの分析技術や基礎

データは、生乳の衛生管理、乳製品製造ラインでの芽胞菌の増殖の抑制に寄与し、

乳・乳製品の微生物学的品質のさらなる向上につながることが大いに期待され

る。 
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要約 

 第二章～第五章で得られた実験結果を以下に要約する。 

 

１．生乳中の Paenibacillus 属は低温性芽胞菌で、乳製品の品質に影響を及ぼす。

しかし、生乳中の Paenibacillus 属の芽胞数レベルは極めて低く、適当な測定方

法が今のところ存在しない。そこで、β-ガラクトシダーゼ活性を選択基準とし

て、生乳中の Paenibacillus 属の芽胞を測定する簡便なメンブランフィルター

法の開発検討を行なった。Paenibacillus 属の芽胞は比較的小さいが、0.65 μm

孔のメンブランフィルターを用いることで、生乳を容易に濾過することがで

き、芽胞の回収率も良好であった。7 ℃ 14 日間の培養条件により他の芽胞菌

のコロニー形成を抑え、X-Gal を添加したブレインハートインフュージョン寒

天平板に貼ったフィルター上に β-ガラクトシダーゼ陽性のコロニーを検出す

ることで、Paenibacillus 属芽胞を選択的かつ効率的に計測することができた。

本分析法を用いて北海道十勝地域 6 地区の生乳における Paenibacillus 属芽胞

の分布を 1 年間調査した結果、芽胞数は年間を通じて生乳 100 mL あたり 0−10 

spores であり、地区間、季節間の芽胞数に有意差は認められなかった。高頻度

に検出された菌種は Paenibacillus amylolyticus および Paenibacillus odorifer で、

全芽胞数の 50.6%、27.4%をそれぞれ占めていた。本調査により、生乳中の

Paenibacillus 属の芽胞数レベルが初めて明らかとなった。本分析法は、生乳や

HTST 牛乳中の Paenibacillus 属の芽胞数を調査するための手段を提供し、高品

質な生乳の選定や HTST 牛乳製造における Paenibacillus 属の衛生管理に応用

できることが期待される。 

 

２．原料としての生乳の微生物学的品質は、HTST 牛乳を製造する上で重要であ
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る。特に、Bacillus cereus は耐熱性を有する芽胞菌で、HTST 牛乳の品質に悪

影響を及ぼす。そこで、メンブランフィルター法を用いて北海道の異なる 2 つ

の地域の乳業工場の受け入れ生乳における B. cereus 芽胞数レベルを 1 年間調

査した。生乳中の B. cereus 芽胞数は年間を通して 1−102 spores L—1 であり、比

較的低いレベルであった。十勝地域では秋 (中央値：25 spores L—1)、釧路地域

では夏 (中央値：38 spores L—1) に他の季節より有意に高く、放牧期間に芽胞数

レベルが高いとする海外の報告と一致する結果であった。一方、低温性株の芽

胞数レベルは両地域ともに季節変動は見られなかった。低温性株の割合は十

勝地域で 5.5%、釧路地域で 16.2%と低く、生乳中の低温性株芽胞数レベルも

比較的低いことが判明した。よって、B. cereus 中温性株、低温性株両方の芽胞

数レベルの低い生乳を使用するのと同時に、適切な賞味期限を設定し、10 ℃ 

以下での温度管理を行なうことで、HTST 牛乳の微生物学的安全性が事実上確

保できると考えられた。MLVA 解析から、1 株のみで構成される MLVA グル

ープの割合は十勝地域、釧路地域でそれぞれ全 MLVA グループの 76.6%、

68.5%であり、生乳中の B. cereus は菌株多様性が高いことが示されたが、北海

道の生乳に広く分布している株も数株存在していた。また、10 株以上で構成

される MLVA グループが夏、秋に多く見られ、特定の汚染源が存在すること

が示唆された。本調査により、日本における生乳中の B. cereus 芽胞の分布レ

ベルが初めて明らかとなった。本試験結果は、生乳中の B. cereus 芽胞の衛生

管理における基礎的情報を提供し、HTST 牛乳製造における生乳の品質向上に

つながることが期待される。 

 

３．日本で“UHT 牛乳”と呼ばれる牛乳は海外で一般的に“UHT 牛乳”と呼ば

れているものとは異なり、120−130 ℃ で 2 秒殺菌し、10 ℃ 以下でチルド流
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通する。このような殺菌条件では Bacillus cereus の芽胞を完全には不活性化す

ることはできないため、最終製品に B. cereus が残存する可能性がある。日本

における UHT 牛乳の微生物学的安全性を評価するため、特に UHT 殺菌でも

残存する可能性がある高耐熱性 B. cereus (120 ℃ 2 秒の加熱処理で約 3 桁以内

の減少を示す株と定義) の乳業環境における分布を調査した。乳業環境から分

離した 200 株の B. cereus (生乳由来 105 株、HTST 牛乳由来 54 株、牛乳製造環

境由来 41 株) について耐熱性試験を実施した結果、牛乳製造環境由来の 4 株

の B. cereus のみが高耐熱性を示した。高耐熱性 B. cereus は生乳、HTST 牛乳、

UHT 牛乳からは検出されないが、牛乳製造環境に存在することが明らかとな

った。高耐熱株は 4 株すべてが 10 ℃ では増殖できず、12 ℃ では加熱損傷に

よる増殖の遅延が見られた。一方、任意に選抜した生乳由来の耐熱性の低い株

4 株は 10 ℃ で良好に増殖した。一般に B. cereus は 10 ℃ で良好な増殖性を

示すが、高耐熱性 B. cereus は 10 ℃ での増殖性がないことが示された。120 ℃ 

2 秒の UHT 殺菌ではすべての高耐熱性 B. cereus を完全に不活性化することは

できないものの、10 ℃ 以下での流通中に増殖することはない。また、加熱損

傷により低温での増殖性に悪影響を及ぼし、たとえ UHT 牛乳中で高耐熱性 B. 

cereus が増殖したとしても、増殖が遅れるので、UHT 牛乳の微生物学的安全

性の観点からは有利に働く。したがって、120 ℃ 2 秒殺菌の UHT 牛乳におい

ては、特に牛乳製造環境由来の B. cereus による汚染をなくし、適切に設定し

た賞味期限の期間中 10 ℃ 以下に保つことで、微生物学的安全性を確保する

ことができる。本調査は乳業環境中の高耐熱性 B. cereus の分布を網羅的に調

査した初めての報告である。 

 

４ ． 高 温 性 芽胞 菌で あ る Anoxybacillus flavithermus お よび Geobacillus 
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stearothermophilus は、特に粉乳製造ラインで容易に増殖するため、工場の衛生

管理上重要な菌種である。しかし、これら 2 菌種を特異的かつ迅速に定量す

る方法は今のところ報告されていない。そこで、乳製品中の A. flavithermus お

よび G. stearothermophilus の芽胞を測定する SYBR Green I を用いたリアルタ

イム PCR 分析法の開発を検討した。spo0A の塩基配列から新たに設計した AF-

F1/AF-R1 お よ び GS-F2/GS-R2 プ ラ イ マ ー 対 は A. flavithermus 、 G. 

stearothermophilus にそれぞれ特異的であり、リアルタイム PCR 分析において

芽胞数と高い直線性 (r2 = 0.99)、広い定量範囲 (10１−106 spores mL−1) を有し

ていた。抑制物質を多く含むクリームでは、DNA 抽出の前処理においてクエ

ン酸三ナトリウム、n-デカン処理の後、プロテイナーゼ K 処理を行なうこと

で増幅抑制物質を容易にかつ効率よく除去でき、芽胞を精度よく定量できる

ことが明らかとなった。また、EMA 処理により、105－106 cells mL−1 の死菌由

来の DNA を不活性化でき、芽胞および死菌を含む乳製品から芽胞のみを定量

することができた。本分析法は乳、脱脂乳、クリーム中の芽胞の定量に適用可

能で、乳製品中の芽胞を 2.5 時間以内で定量することができる。本分析法は乳

製品製造ラインにおける A. flavithermus および G. stearothermophilus の芽胞形

成を調査するための手段を提供し、乳製品工場における衛生管理に応用でき

ることが期待される。
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