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1.は じ め に

衛生という観点では先進国であったはずのわが

国で,食 中毒が近年多発し被害が大規模化する傾

向にある。他方,市 場経済の世界的な発展および

科学技術の進歩の結果,多 種多様の食品等が大量

に生産され世界的に流通するようになった。輸入

野菜は一般に発展途上国から輸入されることが多

く,発 展途上国では灌概や収穫後の農作物を洗浄

する水の水質が劣悪であることがある。そのよう

な場合,野 菜に付着した病原体が野菜とともに輸

入されることが懸念される。 これまでに,野 菜や

果樹 を通 じた病原体の伝播や市販野菜に病原体が

検出される例が報告されている1～9)。

今後,諸 外国から輸入される食品について,そ

の安全性をどのように確保してい くかが大 きな課

題 となる。しかし,食 糧供給の6割 弱(カ ロリー

べ一ス)を 輸入に頼るわが国では,国 際基準を無

視した独自規制を実施することは困難である。こ

こでは,科 学的な観点から健康影響について配慮

された国際基準の作成に貢献することが国際社会

の中で求められている。

そこで本研究は,生 食されることが多い野菜や

果実に関して,病 原体が付着 したものが輸入され

る可能性について論じ,ま た国際基準作成の基礎

データとなるべく糞便汚染を検出する指標につい

ても病原体との関係を検討することを目的とする。

2.材 料と方法

2.1野 菜表面からの微生物の溶出

スーパ ーマー ケッ トで市 販 されてい る野菜表 面

に付着 してい る糞 便汚染 指標微生 物 を調 べた。 愛

媛 県松 山市内で市 販 され てい た生 お よび冷凍の 輸

入及 び国 産野菜 を購入 し,試 料 として用 いた。 供

試野 菜可 食部 の一部 を0.1%肉 汁100m1と ともに

ポ リエ チレ ン製袋 に入れ,5分 間水平 に振 とう し,

野菜 表面 か ら微生 物 を溶 出 させ た。

2.2野 菜表 面 に付 着 した指標微生 物

野 菜表 面か ら溶 出 した微生物 数は次 の方法 で測

定 した1°)。大腸菌 群 はmEndo(Difco,Detroit,

MI)培 地上 で35°C24時 間培養 後 に生 じた金 属 光

沢 コ ロニー を計数 した 。糞便 性大 腸菌 群 はmFC

brothbase(Difco)に ロゾール酸 を添加 した培

地 で44.5±0.2°Cで24時 間培養 後 に生 じた青 色 コ

ロニ ー を計数 した。糞 便性 連 鎖 球菌 はmEnter-

ococcus培 地(Triptose20g/1,yeastextract

5g/1,glucose2g/1,KZHPO44g/1,NaN3

0.4g/1,2,3>5-triphenyltetrazoliumchloride

O.lg/1,agar10g〃)で35°C48時 間培 養後 に生

じた桃色 あ るいは濃赤色 コRニ ー を計 数 した。腸

球 菌 は溶 出液 をメ ンブラ ンフィル ターで ろ過 し,

mE培 地(peptone10g〃,NaCl15g/1,yeast

extract30g/1,esculinlg/1,cycloheximide

O.05g/1,NaN30.15g/Z,agar15g〃)上 で41°C

±0.5°C48時 間培 養 後,メ ンブ ラ ンフ ィル ター

をEIAsubstrate(esculinlg〃,ferriccitrate

O.5g〃,agar15g/1)に 移 し,赤 色 コロ ニ ーの

下部 が赤茶 に染 まった もの を計数 した。大腸 菌 フ

ァー ジは宿主 にEscherichiacoli15597を 用い て

重層寒 天法11)で生 じた プラー クを計数 した。
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2.3野 菜表面での微生物の消長

野菜試料に病原原虫,バ クテリオファージ,指

標細菌を付着させ,そ れらの消長を調べた。

不活化 したCryptosporidium属 オーシス トお

よびGiardia属 シス トがトリス緩衝液(pH7.4)

中でそれぞれ103個/mlと なるように原虫懸濁液

を調製した。原虫懸濁液にニンジンおよびピーマ

ンを浸し,暗 所に放置して0,2,4,6日 後のオー

シストならびにシス トの数を間接蛍光抗体法12)で

測定した。オーシス トおよびシス トを含む溶出液

をろ過器(HoeferFH225V)上 にセットしたセ

ルロースアセテート製メンブランフィルター(孔

径0.2μm,直 径25mm,Advantec)で ろ過 し,

フィルター面にHydrofluorComboKit(Ensys)

の一次抗体 をのせ25分間室温で反応させた。本検

査キットはCryptosporidiurn属 とGiardia属 を

同時に測定することができるキットである。反応

後 リン酸緩衝液で一次抗体を洗浄 し,FITCに よ

り標識された二次抗体 と室温25分間暗所で反応さ

せ,リ ン酸緩衝液で洗浄した。メンブランフィル

ターに10,20,40,80,90.2%の エタノール(5%

glycerol含 有)を 順次lmlず つ通して脱水処理

をした。スライドグラスにDABCO-glycerol封

入剤をのせた上に抗体染色したフィルターを置き,

37℃30分加温しフィルターを透明化させた。この

ように作成 したフィルター全面を落射蛍光顕微鏡

(B励 起)で 検鏡 し,青 リンゴ色の蛍光を発する

直径3～7μmの 円形の ものをCryptosporidium

属オーシス ト,長 径8～18μmか つ短径5～15

μmの 楕円形 ものをGiardia属 シス トと推定し

て計数した。

バクテリオファージMS2が トリス緩衝液(pH

7.4)中 で105PFU/mlと なるように調製 したフ

ァージ液にニンジンおよびピーマンを浸し,暗 所

に放置して0,2,4,6日 後に表面に生残している

バクテリオファージMS2を 宿主にE.coli15597

を用いた重層寒天法で調べた。

E.coliま たはEnterococcusfaecalisが それぞ

れ105cfu/mlと なるように調製した細菌懸濁液に

ニンジンおよびピーマンを浸し,暗 所に放置して

0,2,4,6日 後の細菌数をそれぞれmENDO培

地で35°C24時間培養またはmEnterococcus培 地

で35℃48時 間培養を行い,生 じたコロニーを計数

した。

2.4原 虫オーシストの洗浄除去

不活化したCryptosporidium属 オーシス トが

トリス緩衝液(pH7.4)中 で103個/mlと なるよ

うに原虫懸濁液を調製した。原虫懸濁液にニンジ

ンおよびピーマンを浸し,風 乾後に,蒸 留水500

mlリ ンスによる洗浄操作を3回 行った。その後

0.1%肉 汁100m1と ともにポリエチレン製袋に入

れて5分 間水平に浸透した。各々の洗液 と肉汁中

のオーシスト数を間接蛍光抗体法で測定した。

3.結 果 と考察

3.1野 菜表面の微生物

スーパーマーケットなどで市販されている生ま

たは冷凍の野菜や果実表面に付着している糞便汚

染指標微生物 を調べた(図1)。 供試 した24試料

のうちのほとんどにいずれかの糞便汚染指標が検

出された。いずれも検出されなかったものは,米

国産イチゴ2種 類 とタイ産インゲンマメだけであ

った。

このグラフでは細菌が検出されなかったものに

ついても,検 出限界値をプロットした。検出限界

値はおおむね,マ イナス値となった。 とくに無菌

の取り扱いをされることなく扱われてきた以上,

ある程度の指標細菌が検出されたとしても問題 は

ない。検出の有無よりも著しく多い量が検出され

た試料に注目すべ きである。

本データは試料の新鮮重あたりの指標細菌数と

して表示したため,異 なる種類の野菜の数値を比
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図1市 販の野菜と果実の表面に付着している糞便汚染指標微生物

かっこ内は生産国表示をそのまま記載した。生産国の無いものは国内産である。FC,糞 便性大腸菌群;
TC,大 腸菌群;Ent,腸 球菌;FS,糞 便性連鎖球菌
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較することによって汚染の大小を比較することは

できないが,そ れぞれの種類について指標の検出

パターンの違いが本図に現れている。野菜の種類

ごとに同じようなグラフ形を示すことが多かった。

例えば,レ タスは同じような指標細菌検出パター

ンを示した。さらに,ピ ーマン,ニ ンジン,ア ス

パラガス,冷 凍ホウレンソウがそうであるように,

同じ種類の野菜であれば生産国にかかわらず似か

よった指標細菌検出パターンを示 した。購入元

(店),購 入日,冷 凍の場合は購入 したブランドは

ランダムである。

大腸菌群は生試料の全てと冷凍試料の一部に検

出された。しかし,大 腸菌群が検出された場合で

も糞便大腸菌群が検出されないことも多く,大 腸

菌群は糞便汚染の指標としては適格性を欠くと考

えられた。

図1に 示したグラフの多くでは,r軸 を中心に

上下対称となることが多かった。すなわち,糞 便

性連鎖球菌 と腸球菌は,同 程度に検出されるかと

もに検出されないというパターンが多かった。糞

便性連鎖球菌と腸球菌の種組成は重なる部分が多

く,ま た糞便性連鎖球菌にだけ含まれて腸球菌に

含まれないStreptococcusbovis,S.egicinz[sは

環境中で生残しにくい13)ため,こ れらはほぼ同じ

細菌種を測定していたと考えられる。

冷凍のオランダ産ニンジンおよび トウモロコシ

には大腸菌群と比べ球菌指標が著しく多く検出さ

れた。キヌサヤ,ア スパラガスには全ての糞便指

標が多く検出された。

水浴場 の水質基準の糞便性大腸菌群に関する

「適」の上限は1000cfu/100m1で ある。 また,

水浴中にヒトは10～50m1の 水を直接飲用すると

考えられる14)。水浴場の水質基準は必ずしも病原

体の水系感染リスクから算出されたものではない

が,現 状では最大100～500cfuの 糞便性大腸菌群

が容認されていることになる。十分な洗浄がなさ

れていない野菜や果実を生食するということは,

水浴と比べてもかなり多い糞便汚染が口に入るこ

とを意味する。

野菜や果実表面に付着した汚染指標細菌の検出

パターンを見ると,輸 入されたものであるか国内

産であるかという違いよりも,野 菜または果実の

種類による違いが大きいことが明らかとなった。

すなわち,こ こで検出されている指標微生物はバ

ックグラウンドの微生物として常在 しているもの

かもしれない。生と冷凍を比較すると,冷 凍のほ

うが洗浄 され包装されているためか糞便汚染指標

の検出数は少なかった。しかし,オ ランダ産の冷

凍野菜のように球菌が突出して多い場合もあった。

この原因は不明である。以上から,輸 入野菜に対

して糞便汚染の基準を設けることは可能であるが,

その場合に基準値は野菜ごとに検討を行う必要が

あると考 えられた。

3.2野 菜表面の微生物の消長

従来あまり問題となることがなかった原虫によ

る野菜や果実の汚染が近年報告されているト3)。

発展途上国で生産され,収 穫後環境水で土やゴミ

を落とすために洗浄された野菜が,病 原性原虫を

付着したまま輸入されてしまうことが懸念 される。

病原性原虫は糞便由来と考えられるため,従 来の

糞便指標と病原性原虫の生残性の違いを明らかに

しておく必要がある。ここでは,原 虫シストなら

びにオーシストの野菜表面での消長をバクテリオ

ファージおよび細菌のそれ と比較した(図2)。

原虫のオーシストおよびシス トを野菜表面に接

種しても,検 出数にきわだった変化はなかった。

ニンジンにおいてはやや増加が認められたが,オ

ーシス トおよびシストが野菜表面で増加すること

はあり得ず,実 験処理上の問題と考えられる。オ

ーシス トおよびシストは乾燥などにも強 く,野 菜

表面上でも長期間存続し続けることが確認された。

本実験ではたんにオーシストまたはシストの数の
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図2野 菜表面に接種した微生物の消長

みを問題 としていたため,生 残 しているかについ

ては未検討である。今後脱嚢試験等を行いその生

残性にっいて検討すべきであろう。

バクテリオファージは,実 験期間中にニンジン

では1.310g,ピ ーマンでは2.110gの 減少が認 め

られた。本実験で用いたMS2フ ァージは小型の

RNAフ ァージである15>。F特異大腸菌ファージ

は濃度が低く野菜表面での消長を調べることはで

きなかった。原虫または後述する細菌病原体に比

べウイルスが野菜を通 じて伝播 される可能性は低

いと考えられる。また,バ クテリオファージは糞

便汚染の指標 としては野菜表面で減少してしまう

ため適切でないことが明らかとなった。

E.coliは 両野菜表面上で顕著な増殖が認めら

れた。増殖量はニンジンとピーマンとでは大きく

異なっていた。前節の結果によれば,ニ ンジンも

ピーマンも大腸菌群が多く付着しており,そ れら

が本実験結果に含まれて検出されていると考えら

れるが,増 殖 した区分は新たに付着させたもの由

来であると考えられる。すなわち,糞 便汚染指標

として大腸菌群を採用した場合には,汚 染後増殖

の可能性があり,糞 便汚染が過大評価されてしま

う懸念がある。

さらに,本 実験結果より,大 腸菌にとっても野

菜表面は増殖に適 した環境 となりうることが分

かった。アルファルファでは発芽直後にE.coli

を接種すると増殖が認められるものの,発 芽24時

間後には他の微生物が表面に定着するために接種

したE.coliの 増殖が抑制されると報告されてい

る16)。しかし,本 研究では野菜表面の微生物が接

種 したE.coliの 増殖を抑制するという現象は認

められなかった。

E.faecalisは 野菜表面での増殖が認められな

かった。むしろ,実 験期間内でやや減少した。指

標が減少すると汚染を過小評価 してしまうことに

なるが,E.faecalisの 減少量 は6日 間でおおむ



50 浦上財団研究報告書vol.9(2001)

ね110g程 度以内であったので,糞 便汚染を検出

するための指標として使用することができる可能

性があると考えられた。

3.3野 菜の洗浄回数と付着オーシス ト数

原虫は野菜表面に付着 し,存 在し続けることが

明らかとなった。 しかし,野 菜は洗浄されてから

食用されるのがふつうである。そこで,野 菜の洗

浄回数 と付着したオーシス ト数の関係を調べた

(図3)。

両野菜とも洗浄回数にともなって付着している

オーシス ト数は減少した。 しかし,減 少の度合い

は野菜 ごとに異なった。ニンジンにおいては3回

目の洗浄後の減少量は0.310g程 度であり,リ ン

スだけでは効果的な洗浄が行われたとは言えない

ことがわかった。ピーマンにおいては1度 目の洗

浄操作で0.510g減 少 し,以 降洗浄操作ごとに漸

減した。細菌は洗浄操作で1～210g減 少すると

報告 されている1ト18)。また,細 菌の洗浄操作で

は塩素の添加により効果を高めることができる。

原虫オーシストは塩素に対する耐性が高 く,ま た

本結果から洗浄の効果があがりにくい。

衛生状態が悪 く,潅 概や洗浄に汚染された水を

用いている可能性がある国や地域から輸入された

野菜や果実を扱う際には,原 虫対策 としてより念

入 りな洗浄操作が必要であると考えられた。

図3洗 浄によるオーシスト数の減少

(■ニンジン;●ピーマン)

とりわけ家庭においても汚染された可能性のあ

る野菜を扱ったあとは,調 理器具や他の食材にふ

れる前に手をよく洗浄し,病 原体の拡散を防止す

る習慣の普及が必要となってくるであろう。

ま と め

食糧の多 くの部分を輸入に頼るわが国では,潅

概や収穫後の農作物を洗浄する水の水質が劣悪で

ある国や地域から,病 原体が付着したままの野菜

が輸入されることが懸念される。野菜や果実表面

に付着した汚染指標細菌の検出パターンを見ると,

生産国による違いよりも,む しろ野菜または果実

の種類による違いが大きいことが明らかとなった。

糞便汚染指標 となる微生物の中では糞便性連鎖球

菌が増殖することもなく,汚 染指標 として使用で

きる可能性があることが分かった。原虫のオーシ

ストやシス トは野菜表面に付着して存在で きるこ

とが明らかとなった。オーシス トは洗浄によって

除去できるものの,細 菌除去を目的 とする場合に

比べより念入りな洗浄が必要であることが明らか

となった。
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ImportationofFreshandFrozenVegetablesandFruits

AdheringPathogens

HiroshiHirotani(FacultyofAgriculture,EhimeUniversity)

ImportationofFreshandFrozenVegetablesandFruitsAdheringPathogensPresenCeof

indicatormicroorganismsoffecalpollutiononthesurfaceofimportedanddomestic

vegetablessoldinretailmarketsisdemonstrated.Differencesofindicatorlevelsbetween

vegetablesandfruitsweregreaterthanthosebetweencountriesthosewereproduced.

DensitiesofinoculatedCryptosporidiumoocystsandGiardiacystsremainedstableat

roomtemperatureuptosixdays,whilebacteriophageMS21evelindicatedagradual

decreaseandinoculatedEscherichiacoliindicatedavastgrowth.Streptococcusfaecalis

inoculatedonvegetablesurfaceindicatedaslightdecrease,butfecalstreptococcuswas

mostlikelytoserveasfecalindicatorforimportedvegetablesandfruits.Effectiveness

ofsurfacewashingtoremoveCryptosporidiumoocystswasalsoinvestigated.OnlyO.3

10gunitreductionforcarrotsandO.510gunitreductionforpepperswereobservedafter

threesetsofwashes.MoreeffectivewashingmethodwasrequiredtoreduceCryptospor-

idiumoocystscomparedtoremovingbacterialcells.


