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論 文 の 内 容 の 要 旨

食品由来細菌の二次汚染に関する研究は､食品の微生物的リスク評価に有用な情報を

提供できる｡特に手指を介した細菌の伝播実態､細菌伝播量､移行率､伝播の変動要素

等が危害分析のためのデータとして望まれている｡

調理過程における細菌の伝播率や調理換作ごとの伝播実態が予測できれば､的確かつ

効率的な対策を講じることができる｡しかし､微生物学的リスク評価のための科学的デ

ータは世界的に不足しており､特に手指を介した二次汚染の関する研究､暴露評価(汚
染菌数や汚染頻度の分析)を行った研究が少ない｡

調理過程におけるリスク評価を行うたあには､食品由来または二次汚染する食中毒菌

の存在を明らかにする必要がある｡また､その汚染経路や原因(汚染源)を追跡するた

めの有効な道具が必要である｡

本研究の目的は手指を介した細菌の伝播率を明らかにすること､そして食中毒菌の伝

播実態の解析手法を開発することである｡本研究成果は食品取り扱い施設におけるリス

ク評価に有用な科学的データを提供する｡

はじめに､調理過程の二次汚染のうち､手指を介した細菌の伝播実態を解析するため
に非病原性大腸菌(且00〟JCM1649株)用いてモデル実験を行った｡本実験の目的は､

調理操作中の手指から食品への細菌伝播率(移行率)を明らかにすることである｡

調理換作中に大腸菌が手指から食品へ移行した割合(移行率)はマグロでは1.60±

1.80%(平均±標準偏差)､キャベツで1.30±1.14%(平均±標準偏差)だった｡また､両

者の母平均に有意差はなかった｡手のひらに包み込むように食品を掴んだ場合は､食品

の特性に関係なく同様の様式で菌が移行したと考えられた｡手指から食品へ移行する菌

量は対数正規分布に従った｡



酎.こ食品由来細菌の手指への伝播率(移行率)を明らかにするため､食品取り扱い前

後の手指の生菌数を計測し､その増加菌量より移行率を計算した｡鶏挽肉を捏ねたとき､

菌の移行率は0.063～0.346%､もやしの種等を摘み取ったとき､0.011～0.019%､あさ

りを水中でかき混ぜたとき､1.200～7.333%だった｡

3食品のうち生菌数が多いものほど､手指への移行率は低かった｡食品生菌数と､手

指への菌移行率は負の相関があることがわかったが､食品の取り扱い方､すなわち手指

と食品の接触様式も移行率に影響したと考えられた｡

次に､調理施設等から採取した黄色ブドウ球菌(£∂∬e〟∫)の遺伝子多型解析を行い､

伝播実態を明らかにした｡遺伝子多型解析法としてリボタイピング法､PFGE

(Pulsed-fieldGelElectrophoresis)法､BSFGE(Biasedsinu.soidalfieldgel

electrophoresis)法､RAPD(RandomlyAmplifiedPolymorphicDNAanalysis)法を用

いた｡また､PFGE法は感染菌や食中毒菌の遺伝子多型解析で標準的方法として多くの調

査で実績をあげており､本研究ではPFGE法およびBSFGE法と同等の型別結果が得られ

る餌Pb法の開発を試みた｡

一般調理施設(1)より分離した黄色ブドウ球菌66株は､リボタイピングでは39型(リ

ボグループ)に､PFGEおよびBSFGE法では12型に､RAPD法では11型に別けられた｡

PFGE法およびBSFGE法型別では両者は完全に一致したが､RAPD法とPFGE法型別では8

型(73%)が一致した｡型別結果を基に伝播経路を解析したところ､リボタイピング型

別では5系統､PFGE,BSFGEおよびRAPD型別では2系統の汚染経路があることが推定さ

れた｡

次に､餌PD法による型別の実用性を評価するため､一般調理施設(2)および大量調理

施設から分離したSlauTeuSをRAPD法とBSFGE法により型別した｡一般調理施設(2)

より分離した7株は両型別で完全に一敦した｡大量調理施設より分離した53株はWD

法により5型に､BSFGE法により4型に別けられ､3型(60%)が一致した｡型別結果

を基に伝播経路を解析したところ､RAPD型別､BSFGE型別ともに両施設併せて4系統の

汚染経路があることが推定された｡払PD睦は識別能が若干劣るが､迅速性および簡便性

の特徴を有しており£βαre〟∫の汚染源調査等に十分に活用できると考えられた｡

以上､本論文の成果は､調理過程における手指と食品間の細菌伝播率を明らかにした

こと､そして£∂比re〟∫の汚染源､汚染経路解析のためのR腑D法を確立したことである｡

審 査 結 果 の 要 旨

食中毒の予防は古くて新しい問題であり､特に､汚染源の迅速かつ鋭敏な診断方法

の確立が大切である｡本研究は手指を介した細菌の伝播率を明らかにすること(第1

章)､そして食中毒菌の伝播実態の解析手法として各種遺伝子解析技術を研究した(第

2章)｡

第1章では､調理過程の二次汚染のうち､手指を介した細菌の伝播実態を解析する

ために非病原性大腸菌(且α妨JCM1649株)用いてモデル実験を行った｡調理操

作中に大腸菌が手指から食品へ移行した割合(移行率)はマグロでは1.60±1.80%

(平均±標準偏差)､キャベツで1.30±1.14%(平均±標準偏差)だった｡手のひらに

包み込むように食品を掴んだ場合は､食品の特性に関係なく同様の様式で菌が移行し



たと考えられた｡手指から食品へ移行する菌量は対数正規分布に従った｡次に食品由

来細菌の手指への伝播率(移行率)を明らかにするため､食品取り扱い前後の手指の

生菌数を計測し､その増加菌量より移行率を計算した｡鶏挽肉を捜ねたとき､菌の移

行率は0.063～0.346%､もやしの種等を摘み取ったとき､0.011～0.019%､｢あさり

を水中でかき混ぜたとき､1.､200～7.革33%だった｡3食品のうち生菌数が多いものほ

ど手指への移行率は低かった｡食品生菌数と､手指への菌移行率は負の相関があるこ

とがわかったが､食品の取り扱い方､すなわち手指と食品の接触様式も移行率に影響

したと考えられた｡

第2章では､調理施設等から採取した黄色ブドウ球菌はβ∬e〟カの遺伝子多型解

析を行い､伝播実態を明らかにした｡遺伝子多型解析法としてリボタイピング法､PFGE

(Pulsed-field GelElectrophoresis)法､BSFGE(Biased sinusoidalfield gel

electrophoresis)法､RAPD(RandomlyAmplifiedPolymorphicDNAanalysis)法を

用いた｡また､PFGE法は感染菌や食中毒菌の遺伝子多型解析で標準的方法として多

くの調査で実績をあげており､本研究ではPFGE法およびBSFGE法と同等の型別結果

が得られるRAPD法の開発を試みた｡

一般調理施設(1)より分離した黄色ブドウ球菌66株は､リボタイピングでは39型

(リボグループ)に､PFGEおよびBSFGE法では12型に､RAPD法では11型に別けら

れた｡PFGE法およびBSFGE法型別では両者は完全に一致したが､RAPD法とPFGE法型

別では8型(73%)が一致した｡型別結果を基に伝播経路を解析したところ､リボタ

イピング型別では5系統､PFGE,BSFGEおよびRAPD型別では2系統の汚染経路がある

ことが推定された｡

次に､RAPD法による型別の実用性を評価するため､一般調理施設(2)および大量調

理施設から分離した51aLLreuSをRAPD法とBSFGE法により型別した｡一般調理施設

(2)より分離した7株は両型別で完全に一致した｡大量調理施設より分離した53

株はRAPD法により5型に､BSFGE法により4型に別けられ､3型(60%)が一致した｡

型別結果を基に伝播経路を解析したところ､RAPD型別､BSFGE型別ともに両施設併せ

て4系統の汚染経路があることが推定された｡RAPD法は識別能が若干劣るが､迅速

性および簡便性の特徴を有しており£∂〟re〟∫の汚染源調査等に十分に活用できると

考えられた｡

以上､本論文は､調理嘩程における手指と食品間の細菌伝播率を明らかにしたこと､
そしてSlauTeuSの汚染源､汚染経路解析のためのRAPD法の有用性を証明した｡

以上について,審査委員全員一致で本論文が岐鼻大学大学院連合農学研究科の

学位論文として十分価値あるものと認めた｡
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