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Bacterial spores attached to the surfaces of food processing equipment may lead to contamination 
of food to be processed. In this study, spores of Geobacillus stearothermophilus and Bacillus subtilis 
were attached to stainless steel (SS) and polypropylene (PP) surfaces by drying with milk, and 
then subjected to rinsing in water with agitation to evaluate the residual fraction of spores as a 
measure of their removability. Three types of milk products with different fat contents were found 
to give low residual fractions of spores with no significant dif ferences. However, dilution of milk 
with water increased the residual fraction of spores. To identify factors affecting the removability 
of spores, rinsing experiments were performed for spores attached by drying with whey or lactose 
solutions of dif ferent concentrations. The residual fraction of spores after rinsing decreased with 
increasing whey concentration. However, the increase in lactose concentration gave no significant 
effect; approximately 90% of spores remained on SS and PP surfaces after water rinsing irrespective 
of lactose concentration. These results indicate that whey protein is a factor reducing adhesive 
interaction between spores and solid surfaces.
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1.　緒　　　　言

細菌が形成する芽胞は，栄養細胞よりも熱や薬剤の
殺菌処理に耐性をもつため，食品製造現場では警戒さ
れる．食品機器表面に芽胞が付着して残存すると，次
のロットで製造される食品またはその素材を栄養分と
して発芽・増殖し，当該食品の汚染を引き起こす危険
性がある．実際，低温殺菌牛乳では機器表面が芽胞菌
の温床となって二次汚染が起こる場合のあることが明
らかになっている [1]．
細菌芽胞の各種固体表面に対する付着特性に関する
研究例は少なくはない．生理食塩水に懸濁した状態か
らステンレス鋼，ガラス，プラスチック素材などの固
体表面に対する付着特性を検討した例では，Bacillus属

や Geobacillus属の芽胞が各々の栄養細胞よりも多く付
着すること [2]や，芽胞を形成しない大腸菌よりも多
く付着すること [3]が示されている．また，Bacillus属
の中でも Bacillus cereusの芽胞はとくに付着力が強い
こと [4]など，種によって芽胞の付着性に違いがある
ことも知られている．付着性が異なる原因としては，
芽胞表面の疎水性が有力な要因とされている [2,5]が，
芽胞の表面荷電による静電力の関連性も指摘されてい
る [4]．
以上の研究例は，懸濁液からの芽胞の付着特性につ
いて検討されたものである．一方，筆者らは前報 [6]

において，芽胞懸濁液がステンレス鋼（SS）およびポ
リプロピレン（PP）表面上で低湿度環境下に置かれて
乾燥すると，懸濁液との接触で付着した場合よりも芽
胞の付着力がはるかに強くなることをすでに明らかに
している．すなわち，付着時の水の存在の有無が芽胞
の付着力の強さに大きな影響を及ぼすのである．ただ
し，前報ではその影響の評価は水のみが共存する場合
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に留まっており，水に食品成分が含まれる場合につい
ては未検討であった．食品あるいはその成分と共存し
て乾燥した芽胞の脱離性を把握することは食品接触表
面の芽胞による汚染リスクを検討するうえで重要であ
る．また，European Hygienic Engineering and Design 

Group（EHEDG）が推奨する機器の洗浄性に関する標
準試験法 [7]では，特定菌株の芽胞を混入したサワーミ
ルクを汚れモデルとして配管などの被試験部内面に塗布
して乾燥し，洗浄した後に芽胞の残存を検査する．この
試験では，構造的に洗浄不可能な部分を検出するための
食品汚れのトレーサーとして芽胞が利用されており，し
たがって，付着した食品汚れと芽胞の洗浄時の脱離性が
同じであることを前提としている．しかし，芽胞の付着
状況や被試験部内面の材質によっては，食品汚れと芽胞
の脱離性が異なる可能性も考えられる．もし両者の脱離
性が異なるのであれば，EHEDGの検査は残存食品汚
れの検査とは異なる意味をもつことになる．このよう
な芽胞を利用した洗浄試験法の意義を吟味するために
も，食品の共存下および非共存下で乾燥された芽胞の
脱離性の比較データが必要である．
そこで，本研究では食品の例として牛乳を取り上げ，
牛乳またはその成分と共存した状態で乾燥された芽胞
の付着力について検討することを目的とした．すなわ
ち，牛乳などの試験液に懸濁した細菌芽胞を SS表面ま
たは PP表面に塗布して乾燥し，水中で攪拌洗浄した後
に表面に残存する芽胞数を計数して比較した．なお，
プレリンスなどの過程で希釈された牛乳とともに芽胞
が機器表面上に残存してそのまま乾燥する場合も想定
し，芽胞と共存する牛乳または乳成分の濃度を下げた
場合の芽胞の付着力の変化についても検討した．
実験には，Geobacillus stearothermophilus と Bacillus 

subtilisの芽胞を使用した．この両菌種は乳製品製造工程
における汚染例が報告されている．G. stearothermophilus

については，その栄養細胞自体が好熱性ゆえに熱交換器
やエバポレータの内面で増殖可能 [8]であり，粉乳中で
細菌叢の優占種となりやすく [9,10]，バイオフィルム
を形成すること [11]が知られている．B. subtilisにつ
いては，ホエイ製造に使用された配管のフィルタに形
成されたバイオフィルムから検出された例 [5]が報告さ
れている．

2.　実　験　方　法

2.1 芽胞の調製
G. stearothermophilus  JCM12216 と B. subtilis 

NBRC3134を BBL Trypticase Soy Agar（TSA）培地（pH 

7.3）（Becton, Dickinson and Co., Maryland, USA）上
に接種し，58℃（G. stearothermophilus）または 37℃  

（B. subtilis）で 6日間培養した．TSA上に形成された

芽胞をかき取って 1 mlの滅菌水中に懸濁した．芽胞懸
濁液を 100℃で 10分間加熱して栄養細胞を死滅させ，
8,700×gで 30秒間遠心分離して，上澄みを除去した．
滅菌水を加えて遠心分離を行った後に上澄みを除去す
る処理を 2回以上繰り返して洗浄した．このように集
菌した芽胞を滅菌水に懸濁して 4℃で保存し，使用直前
に約 3×104 CFU/mlの濃度に希釈して以下の実験に用
いた．なお，希釈した懸濁液については，その 0.1 ml

をModified Shapton and Hindes Agar（MSHA）培地（pH 

7.0）[11]に塗布して 58℃（G. stearothermophilus）ま
たは 37℃（B. subtilis）で 24時間培養し，形成された
コロニーを計数して芽胞濃度を求めた．
な お， 本 実 験 で 使 用 し た G. stearothermophilus 

JCM12216は，EHEDGの洗浄試験法 [7]で使用される
菌株（旧名で B. stearothermophilus var calidolactis NIZO 

C953）と由来の同じ菌株である．

2.2 芽胞懸濁試料による平板の汚染
牛乳試料として市販の成分調整牛乳，低脂肪牛乳およ
び無脂肪牛乳（いずれも小岩井乳業株式会社）を用いた．
いずれも UHT処理（130～140℃，2秒）されたもので
あり，Table 1に示すように，乳脂肪分以外の成分組成
に大きな差はなかった．3種の牛乳試料以外に，成分調
製牛乳を滅菌水で適宜希釈した試料，ホエイパウダー（明
治乳業株式会社）を滅菌水で溶解した試料（固形分濃度
7×10-3～7 g/L），ラクトース一水和物（和光純薬工業株
式会社）を滅菌水に溶解した試料（濃度 0.48～48 g/L）
も用いた．なお，使用したホエイパウダーの主な成分は，
糖質が 75.5％，タンパク質が 12.0％であった．
上記の各試料 0.9 mlに，2.1で調製した芽胞懸濁液（約

3×104 CFU/ml）0.1 mlを加えて芽胞懸濁試料を作製し
た．この結果，懸濁試料中の牛乳および乳成分の濃度は，
初期調製濃度の 10分の 9になっている．以下，乳およ
び乳成分濃度は懸濁試料中の終濃度で示す．このよう
に調製した芽胞懸濁試料 0.1 mlを SSまたは PPの平板
表面（50×50 mm2）に塗布して室温で 60分間放置した．
この間に平板表面上の試料は乾燥した．このように芽
胞と供試液固形分で汚染した平板を 2.3に記す水洗浄実
験に供した．

Table 1   Compositiona of milk products used in this study.

Component Milk Low-fat milk Fat-free milk

Carbohydrate  5.0 g  5.1 g  5.1 g

Protein  3.4 g  3.4 g  3.5 g

Fat  4.2 g  1.5 g  0 g

Calcium  115 mg  107 mg  117 mg

Sodium  47 mg  40 mg  41 mg

a Contents in 100 ml
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2.3 水洗浄実験
1000 mlの滅菌水の入ったステンレス製の円筒容器

（直径 135 mm，高さ 148 mm）を一定温度（25℃）に保っ
た恒温槽内に置いた．芽胞を付着させた平板表面と攪
拌羽根（4枚羽）を互いに 45 mmの距離をおいて滅菌
水中に設置した．平板表面に働く応力が変化しないよ
うに実験装置の配置をしっかりと固定し，攪拌羽根に
より 2,000 rpmで 10分間攪拌して平板表面を洗浄した．
その後，2.4に記す方法で洗浄後の残存芽胞数を測定し，
洗浄前に塗布した芽胞数（約 3×102 CFU）との比とし
て残存率を算出した．

2.4 芽胞数の測定
各平板に残存した芽胞数は次のように計測した．SS

平板については，芽胞を塗布した表面が上になるよう
にシャーレに置き，溶解した MSHA 培地 [12] を流し
込んで SS 平板を培地中に包埋した．PP 平板について
は，平板をまず MSHA 培地上に固定し，その上に溶
解した MSHA 培地を流し込んで平板を培地中に包埋
した．いずれも 58℃（G. stearothermophilus）または
37℃（B. subtilis）で 24時間培養し，形成されたコロニー
を計数した．

3.　結　　　　果

3.1 牛乳およびその希釈液の共存の影響
まず，市販の成分調整牛乳，低脂肪牛乳，無脂肪牛
乳を用いて芽胞懸濁液を調製し，平板に乾燥付着させ，
攪拌方式で 10分間の水洗浄を行うことにより，芽胞の
付着力を比較した．実験結果を Fig. 1に示す．実験は 3

回行い，その平均値と標準偏差を示した．いずれの場
合についても，水洗浄後は 10％以下の低レベルながら
芽胞が表面上に残存した．乳脂肪含有レベルと菌種と
を要因として表面素材別に二元配置分散分析（two-way 

ANOVA）を行なった結果，芽胞残存率に対する乳脂肪
含量の主効果は，SS平板（F(2,12)＝0.063, ns）と PP

平板（F(2,12)＝0.131, ns）のいずれにおいても有意で
はなかった．すなわち，乳脂肪レベルは芽胞残存率に
影響を及ぼさないことが示された．菌種の主効果につ
いては，Fig. 1 (a) に示す SS平板に対する結果では有
意でなかった（F(1,12)＝2.67, ns）が，Fig. 1 (b) に示
す PP平板に対する結果では有意（F(1,12)＝40.3, P＜
0.001）であり，PP 平板における芽胞残存率は B. 

subtilisの方が G. stearothermophilusよりも高いことが
示された．
芽胞と共存する牛乳の濃度が芽胞の付着力に及ぼす
影響を検討するために，2倍または 4倍希釈した成分調
整牛乳を用いて調製した芽胞懸濁試料を平板上で乾燥
した後，平板を 10分間水洗浄した．比較のため，滅菌

水に芽胞を懸濁した場合についても同様に洗浄実験を
行った．洗浄後の芽胞残存率を Fig. 2に示す．実験は 3

回行い，その平均値と標準偏差を示した．未希釈の成
分調製乳を用いた場合（90％）の結果は，Fig. 1にすで
に示した結果ではあるが，比較のためにあわせて示し
た．B. subtilisの芽胞の芽胞残存率については，牛乳濃
度 90％で付着させた場合にはすでに述べたように SS

平板と PP平板のいずれにおいても 0.04～0.05と低かっ
たが，牛乳濃度 45％および 22.5％で付着させた場合に
は芽胞残存率が増加し，とくに PP表面上では高い芽胞
残存率が得られた．また，滅菌水に芽胞を懸濁して付
着させた場合の芽胞残存率はほぼ 1であった．このよ
うに，付着時に共存する牛乳濃度の低下は芽胞の脱離
性の低下をもたらすことが示された．同様の傾向は G. 

stearo-thermophilusの芽胞でもみられたが，牛乳を 22.5％
まで希釈しても，芽胞残存率の増加の程度は B. subtilisほ
どには大きくなかった．また，牛乳濃度 45％および
22.5％の場合については，両種の平板において G. 

stearothermophilusよりも B. subtilisの方が残存しやすいこ
とが示された（t－test, P＜0.05）．

Fig. 1   Residual fraction of G. stearothermophilus and B. subtilis 
spores after water rinsing. Spores were attached to surfaces 
of (a) SS and (b) PP by drying with commercially available 
milks of different fat contents. Bars show standard deviation 
(n＝3).

Fig. 1.  Nanasaki et al.
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以上の結果，両芽胞ともに乾燥付着する際に共存す
る牛乳濃度が高いと SS表面および PP表面への付着力
が低下するが，その効果は濃度に依存することが示さ
れた．

3.2 ホエイパウダー水溶液または乳糖水溶液の共存の
影響
芽胞の付着力に影響を及ぼす成分について検討する
ために，ホエイパウダー水溶液と乳糖水溶液に芽胞を
懸濁し，SS平板および PP平板に塗布して乾燥後，10

分間の水洗浄を行って平板上の芽胞残存率を測定した．
ホエイパウダー水溶液（ホエイ固形分濃度 6.3×10-3

～6.3 g/L）に芽胞を懸濁した場合の実験結果を Fig. 3

に示す．実験は 3回行い，その平均値と標準偏差を示

した．G. stearothermophilus（a1, b1）と B. subtilis（a2, 

b2）のいずれについても，表面材質の種類に関わらず，
芽胞残存率はホエイ固形分濃度の増加により低下した．
固形分濃度 6.3×10-3 g/Lでは残存率が 0.9以上であり，
水に懸濁した場合に近かった．
乳糖水溶液（乳糖濃度 0.43～43 g/L）に芽胞を懸濁
した場合の実験結果を Fig. 4に示す．実験は 3回行い，
その平均値と標準偏差を示した．G. stearothermophilus

（a1, b1）と B. subtilis（a2, b2）のいずれの芽胞につい
ても，表面材質の種類に関わらず，共存する乳糖の濃
度が変化しても残存率は 0.9程度でほぼ一定であった．
すなわち，乳糖が共存しても，その濃度の増加は芽胞
の付着力に影響を及ぼさないことがわかった．なお，
牛乳中の糖質のほとんどは乳糖である [13]ことから，
3.1の実験で用いた 90％牛乳中の乳糖濃度は約 45 g/L

であり，本実験で用いた乳糖濃度の最大値はこれにほ
ぼ匹敵する．

4.　考　　　　察

本研究では，牛乳およびその成分と共存したまま乾
燥した場合の芽胞の付着特性について検討した．共存
する牛乳濃度の低下によって水洗浄後の芽胞残存率が
増加した（Fig. 2）ことから，加工乳に含まれる成分が
芽胞の固体表面への付着力を弱めることがわかる．芽
胞以外でも同様な現象として，牛乳中の黄色ブドウ球
菌Staphylococcus aureusのSS表面に対する付着の際に，
牛乳濃度を減少させると付着する菌の割合が増加する
ことが報告されている [14]．このような付着抑制効果
の原因を本研究の結果から考察してみる．まず，乳脂
肪含量の異なる 3種の加工乳を共存させた場合の結果
（Fig. 1）から，牛乳中の乳脂肪は芽胞の付着力に影響
を与えないことがわかる．また，ホエイ固形分は濃度
依存的に芽胞の付着力を弱めた（Fig. 3）が，ホエイ固
形分の主成分である乳糖は芽胞の付着力にほとんど影
響を与えなかった（Fig. 4）．以上の結果から，少なくと
もホエイ固形分のもう 1つの主成分であるホエイタンパ
ク質は芽胞の付着力を弱めているものと考えられる．
他に牛乳の主要成分としてカゼインがある．カゼイ
ンはミセル状態で牛乳中に存在しており，カゼイン単
独でそのミセル状態を再現して芽胞の付着に及ぼす影
響を直接検討することは困難と考えられる．ただし，
その影響の程度については，今回の実験結果から以下
のように考察できる．一般に牛乳に含まれるタンパク
質の約 80％がカゼインとされる [13]．芽胞懸濁試料に
用いた最低濃度レベルである 22.5％牛乳では，タンパ
ク質濃度は 7.8 g/Lで，その 80％がカゼインであると
すれば，ホエイタンパク質含量は 1.6 g/Lとなる．これ
に対して，用いたホエイ液試料の最高固形分濃度 6.3 

Fig. 2   Ef fect of milk concentration on residual fraction of  
G. stearothermophilus and B. subtilis spores after water 
rinsing. Spores were attached to surfaces of (a) SS and (b) 
PP by dr ying with milk (90％), its dilutions (45％, 22.5％), 
and water (0％). Bars show standard deviation (n＝3). 
Significance of difference between the mean values obtained 
for the two bacterial species under the same conditions was 
assessed by t-test (＊P＜0.05).

Fig. 2.  Nanasaki et al.
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g/Lでは，タンパク濃度は 0.76 g/Lで，約半分のホエ
イタンパク質濃度となっている．糖質濃度で比較して
も同様に，固形分 6.3 g/Lのホエイ液試料の糖質濃度は
22.5％牛乳の約半分となる．しかるに，Fig. 2と Fig. 3

を比較すると，両菌種について，固形分 6.3 g/Lのホエ
イ液共存時の残存率は 22.5％牛乳共存時の残存率に比
べて同程度以下である．より詳細な検討の必要はある
が，これらのことからカゼインが芽胞の脱離性を高め
る可能性は小さいものと推察できる．ではどのような
性質のタンパク質が芽胞の脱離性を高めるのか．この
点は，付着機構解明のために，化学的特性や分子量な
どの観点から今後検討が必要な課題である．
固体表面に微生物が付着してバイオフィルムが形成
される場合，その初期過程では水中の有機物が微生物
よりも先に固体表面を覆うことによって表面がまずコ
ンディショニングされ，その後に微生物が付着するも
のとされている [15]．これは，有機物分子の方が微生
物よりも小さく，分子運動または拡散による移動が速
いためである．また，Barnes et al.[14]は S. aureusを
牛乳に懸濁した状態から SS表面に付着させるととも

に，SS表面の元素組成を X線電子分光法によって測定
したところ，乳タンパク質に起因する窒素量の減少と
付着菌数の増加との間に相関が見られたことを報告し
ている．彼らの結果も，微生物よりも先に乳タンパク
質が SS表面に吸着することによって微生物の付着が抑
制されたものと考えることができる．本実験において
も，乾燥前は同様に食品成分と芽胞とが水中で共存し
た状態にあり，食品成分が先に表面を覆うことは起こ
り得る．ただし，本実験の場合には，たとえ芽胞の付
着が抑制されたとしても，乾燥の結果として全ての芽
胞が SS表面上に残ることになる．しかし，食品成分が
先に固体表面に付着していれば，芽胞が固体表面には
直接接触できず，食品成分の層を挟んだ状態のまま乾
燥される．水に懸濁した芽胞の実験結果に示されるよ
うに，固体表面に直接接触する芽胞の脱離性は低い．
しかし，食品成分の層を挟んだ場合には，食品の脱離
とともに芽胞も脱離するので，脱離性が高くなるもの
と考えられる．
牛乳とともに乾燥された場合，水洗浄後には低レベ
ルながらある割合で芽胞が SS表面および PP表面に残

Fig. 3   Effect of whey solid concentration on residual fraction of G. stearothermophilus and B. subtilis 
spores after water rinsing. Spores were attached to surfaces of (a) SS and (b) PP by drying with 
whey solid solutions. Bars show standard deviation (n＝3).
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Fig. 3.  Nanasaki et al.
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存した．このことは，牛乳と共存する場合でも，直接
表面に接触して乾燥する芽胞がわずかに存在すること
を示唆する．共存する牛乳の濃度を薄くすると，直接
表面に接触する芽胞の割合が大きくなって脱離性が低
下するものと考えられる．また，Fig. 2に示したように，
牛乳の希釈試料と共存した場合の芽胞残存率は， 
G. stearothermophilusよりも B. subtilisの方が有意に高
かった．この原因としては、残存した両芽胞が直接固
体表面に付着する割合と付着力の両者が考えられる．
Bacillus属芽胞の付着特性については，芽胞側の因子と
して，芽胞表面の疎水性とζ電位が付着に影響を及ぼ
すことが知られている [16]．ただし，付着を起こす主
因は疎水性相互作用であり，芽胞表面の電荷は反発力
を誘起して付着抑制に寄与するものとされている [4]．
B. subtilisの芽胞は G. stearothermophilusの芽胞よりも
疎水性がわずかに強いが，芽胞表面の電荷の違いはほ
とんどない [17,18]．したがって，芽胞表面の疎水性の
差異が固体表面との親和性に影響を及ぼし、付着力に
差が生じているのではないかと推測される．また，懸

濁芽胞の付着割合も固体表面との親和性の高さに影響
を受ける可能性がある．実際，B. subtilis芽胞の懸濁状
態からの付着菌数は，SS表面よりも疎水性の高い PP

表面の方が多いことが示されている [19]．本実験にお
いても，疎水性のより高い PP表面の方でとくに，直接
付着する芽胞割合の増加効果が顕著に現れたものと考
えることもできる．さらに，懸濁状態からステンレス
鋼に付着した大腸菌の脱離性については，表面粗さの
影響を受けることが明らかになっている [20]．芽胞の
場合も同様に，付着する固体表面の粗さが脱離性に影
響を及ぼしている可能性もある．
乳糖のみと共存して乾燥された芽胞については，水
洗浄後も高い割合で固体表面に残存することが示され
た．これまでの考察からすると，乳糖の場合には，芽
胞に先んじて固体表面を覆ってしまう訳ではないもの
と考えることができる．すなわち，芽胞が乳糖と共存
して乾燥された場合，多くの芽胞は固体表面と直接接
触しており，その上を乾燥した乳糖の層が覆っている
構造になっているものと推測される．この推測に関し

Fig. 4   Effect of lactose concentration on residual fraction of G. stearothermophilus and B. subtilis 
spores after water rinsing. Spores were attached to surfaces of (a) SS and (b) PP by drying with 
lactose solutions. Bars show standard deviation (n＝3).
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ては今後の検証が必要ではあるが，結果から考えると，
低分子の糖が主成分の食品を製造する機器の場合に，
洗浄によって食品成分は脱離しても芽胞は脱離しにく
く，芽胞残存のリスクが大きいことが示唆される．筆
者らはすでに，乾燥して固体表面に残存した芽胞がア
ルカリ処理でも脱離しにくく，とくに PP表面では生残
性が高いことを報告した [6]．固体表面に直接接触した
芽胞には，殺菌剤など他の薬剤の効果も及びにくい可
能性もある．製造する食品の組成にも依存することで
はあるが，食品製造機器の衛生管理上，注意が必要で
ある．芽胞の付着を抑制するための方法および機器表
面に付着した場合の芽胞の効率的洗浄方法などについ
ても今後の検討が望まれる．
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和　文　要　旨

食品製造機器表面に芽胞が残存した場合，栄養細胞
よりも熱や薬剤の殺菌処理に耐性が強いため，対処が
困難になる危険性が高い．本研究では，食品の例とし
て牛乳に懸濁した状態でステンレス鋼平板およびポリ
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プロピレン平板上で乾燥された芽胞に対して水による
攪拌洗浄実験を行い，その付着性の強さについて検討
した．乳脂肪分含量のみが異なる乳製品と共存した場
合，洗浄後の芽胞残存率は乳脂肪含量に関わらず低レ
ベルであった．希釈した牛乳に芽胞を懸濁して同様に
付着・洗浄実験を行ったところ，共存する牛乳の濃度
が減少すると洗浄後の芽胞残存率が増加した．したがっ
て，両素材平板に対する芽胞の付着力は本来強いが，
脂肪以外の乳成分が共存すると芽胞の付着力を弱めて

脱離性が高まることが示された．そこで，脱離性に及
ぼす乳成分の影響を検討するために，ホエイパウダー
および乳糖の水溶液に芽胞を懸濁して同様の実験を
行った．その結果，共存するホエイの固形分濃度が増
加すると洗浄後の残存率は減少したが，乳糖の場合に
は濃度に関わらず芽胞残存率は高いレベルのまま一定
であった．以上の結果，ホエイ中のタンパク質は芽胞
の付着力を弱めるのに対して，乳糖は付着力に影響を
与えないことが示された．


