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要 旨

腸 管 出血 性大腸 菌O157:H7を 含 む食 中毒 菌 お よび一般 細菌 に対 す る食酢(酒 精酢,穀 物酢,米 酢)の

静 菌作 用 と殺 菌 作用 を検 討 した.

供 試 した細菌 全株 が,食 酢 由来 の0.1%の 酢酸 濃度 で増 殖が 阻止 され,食 酢(酢 酸)に は強 い静 菌作 用

が あ る こ とが分 か った.こ の作用 に関 して は,食 酢 の種類 に よる差 は認 め られ なか った.ま た,静 菌作

用 にお ける病原 性大 腸菌 の菌株 間 の感 受性 の差 は殆 どなか った.

食酢 は腸 管 出血性 大腸 菌O157:H7に 対 して殺 菌作 用 を有 して お り,そ の強 さは,酒 精 酢>穀 物 酢>米

酢 の順 で あ った.ま た,腸 管 出血性 大腸 菌(O157:H7,O26:H11)に お いて は,菌 株 間 で の食 酢 に よ

る死 滅 速度 の差 は小 さか ったが,腸 管 病原性 大腸 菌(O111:K58:H-)は これ らに比 べ明 らか に感受 性

が強 く,速 や か に死 滅 した.

初発 生菌 数 に関 わ らず,食 酢 に よる死滅速 度 は一 定 であ ったが,菌 体 の生 育相 の影 響 は大 き く,対 数

増 殖期 の菌 体 は定常 期 の それ に比 べ明 らか に感 受性 が強 く,殺 菌 され 易か った.

温度 が 高 いほ ど食 酢 の殺菌 力 は強 くな り,40～50℃ 程 度 の温湯 で の殺 菌 が応 用面 か らみて効 果的 と思

われ た.

序 文

食酢は幅広い種類の微生物に対 して抗菌作用を

有す ることが古 くか ら知 られているが1),種 々の

食中毒菌 に対する抗菌作用を体系的に研究 した例

は少ない2)～4).特に,平 成8年 に大 きな問題 となっ

た腸管出血性大腸菌Escherichia coli O157:H7

に対 しては,酢 酸(食 酢の主成分)溶 液による食

肉の洗浄・殺菌 に関す る報告5)～13)があるのみで,食

酢 の抗菌作用に関する研究はない.

本報では,食 中毒防止対策 における食酢の効果

的な利用法 を提示する目的で,腸 管出血性大腸菌

O157:H7を はじめとす る食中毒菌および一般細

菌に対する食酢の静菌作用および殺菌作用につい

て検討 した.ま た,後 者 に及ぼす初発生菌数,温

度,生 育相の影響についても併せて検討した.

材料 と方法

1. 供試菌株

成績の項のTable2に 示 した由来の異 なる病

原性大腸菌O157:H76株(NGY-10;平 成8年

愛知県春日井市,NGY-11;平 成8年 愛知県春 日

井市,RIMD O509861;平 成8年 岡山県邑久町,

RIMD O509881;平 成8年 岡山県新見市,RIMD

0509890;平 成8年 大阪府堺市,RIMD0509891;

別刷請求先:(〒475)愛 知県半田市 中村町2-6
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平成8年 大阪府堺市;何 れ も集団食 中毒の原因

株),O26:H111株(NGY-9688;平 成8年 愛知

県名古屋市),O111:K58:H-1株(ウ ルスコフ氏

より分譲),を 含む食中毒菌7種 と一般細菌19種 の

計26種,34株 を供試 した.

2. 供試食酢

(株)中埜酢店製の酒精酢(酢 酸酸度10%,以 下,

本報での濃度表示は全てw/v%),穀 物酢(酢 酸酸

度4.2%)お よび米酢(酢 酸酸度4.5%)を 供試 し

Table 1 General analysis of various vinegars

* Not detected.

Table 2 Bacteriostatic action of spirit vinegar

*
Visual growth occured within 1 day (•¬), 2 days (•¬) , 3 days (•¬) , and 4 days

(+).

No growth occured within 4 days (-).

Inoculated media were incubated at 30•Ž.
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た.

本試験に使用した酒精酢,穀 物酢,米 酢の分析

値をTable1に 示 した.こ こに示されるように,

酒精酢の酸成分 は酢酸が100%で あった.従 って,

酢酸酸度 と酢酸濃度は同義 と判断 し,以 下,本 報

では,酒 精酢に限って酢酸濃度 と表現 した.ま た,

酢酸以外の酒精酢の成分 は0.2%程 度 と微量であ

ることから同様の理由で酒精酢(酢 酸)と 表現 し

た.

3. 静菌力の測定

所定の酢酸濃度 となるよう酒精酢を添加 したブ

イヨン寒天培地(肉 エキス0.5%,ペ プ トン1%,

塩化ナ トリウム0.5%,寒 天1.5%,pH7.0.Vibrio

Parahaemolyticus IFO12711の 場合のみ塩化ナ ト

リウム3%)上 に供試菌体懸垂液0.01mlを 表面塗

抹 し,30℃ にて4日 間培養 し菌の生育の有無を経

日的に観察 した.生 育が肉眼的に認められるまで

の日数により,供 試菌株 に対する酒精酢(酢 酸)

の静菌力 を比較 した.腸 管出血性大腸菌0157:

H7NGY-10に ついては,所 定の酢酸酸度 となるよ

う穀物酢,米 酢 を添加 したブイヨン寒天培地を調

製 し,同 様に試験 した.酢 酸酸度0.1%と なるよう

に調製 した寒天培地のpHは 食酢の種類により若

干異な り,酒 精酢,穀 物酢,米 酢で各々,pH5.05,

pH5.07,pH5.37で あった.

4. 殺菌力の測定

1) 殺菌試験溶液の調製

酒精酢,穀 物酢,米 酢 を所定酢酸酸度 となるよ

うに純水で希釈 した.同 一酢酸酸度の溶液で も食

酢の種類によりpHは 異なり,酢酸酸度4%で は,

酒精酢,穀 物酢,米 酢で各々,pH2.56,pH2.69,

pH3.01で あった.

2) 供試菌体懸垂液の調製

ブイヨン寒天培地で37℃,24時 間培養後,菌 体

を滅菌水 に懸垂 した.

3) 殺菌試験

(1)殺 菌所要時間の測定

滅菌後,30℃ に保温した殺菌試験溶液10mlに,

2.0×108CFU/mlに 調整 した腸管出血性大腸菌

O157:H7NGY-10の 菌体懸垂液0.1mlを 添加後

速 やか に混合 し,所 定時間毎 に殺菌試験溶液の

0.05mlを ブイヨン液体培地に接種した.こ の培地

を30℃ にて3日 間培養し,菌 の生育の有無 を肉眼

的に観察した.培 養後 に菌の生育が認められな く

なった時間を殺菌所要時間(2.0×106CFU/mlか

ら<2.0×101CFU/mlに まで殺菌するのに要する

時間)と し,各 々の殺菌試験溶液の殺菌力を比較

した.

(2)死 滅曲線の作成

供試菌体懸垂液を殺菌試験溶液に接種 し,経 時

的にブイヨン寒天培地を用いた希釈平板培養法に

より生菌数を測定し,最 小二乗法により死滅曲線

を作成した.

5. 初発菌数の影響

所定の初発菌数となるように腸管出血性大腸菌

0157:H7NGY-10の 菌体 懸垂液 を,酢 酸 濃度

2.5%の 酒精酢希釈液に接種し,30℃ での死滅曲線

を作成 した.

6. 殺菌温度の影響

腸管出血性大腸菌O157:H7NGY-10の 菌体懸

垂液 を,酢 酸濃度2.5%の 酒精酢希釈液 に接種 し,

10～50℃ での死滅曲線 を作成 した.死 滅曲線 より

アレニウスプロットを求め,各 温度 において,異

なる生菌数を殺菌するのに要する時間を外挿法で

算出した.

7. 生育相の影響

腸管出血性大腸菌O157:H7NGY-10を ブイヨ

ン液体培地に接種 し,37℃ で振盪培養した.所 定

時間培養後の培養液を酢酸濃度2.5%の 酒精酢希

釈液に接種 し,30℃ での10分 後の生存率を求め,

各生育相の菌体の酒精酢(酢 酸)に 対する感受性

を比較 した.

成 績

1. 食酢の静菌力

食中毒菌および一般細菌に対する酒精酢(酢 酸)

の静菌作用を調べた.結 果 をTable2に 示 した

が,腸 管出血性大腸菌O157:H7を はじめとす る

供試菌株 の全てが0.1%の 酢酸濃度で生育が阻止

され強い静菌作用が認められた.腸 管出血性大腸

菌O157:H7に ついては,穀 物酢 と米酢でも試験

したが,酒 精酢 と全 く同一の結果であり,0.1%の

酢酸酸度で生育が阻止された.培 地のpHは 酒精

平成9年5月20日
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Fig.1 Time necessary for five log decrease in

bacterial number of cells of Escherichia coli

O157:H7 NGY-10 in rice, grain, and spirit vine-

gars at 30℃

■ rice vinegar
△ grain vinegar

● spirit vinegar

酢を使用した場合が最 も低 く,pH5.05で あった

が,同pHに 塩酸で調整 した培地では供試菌株 の

生育は阻止されなかった.

2. 食酢の種類 による殺菌力の差

Fig.1に,各 種食酢の原液および希釈液を用い

た場合の酢酸酸度 と,腸 管出血性大腸菌0157:

H7NGY-10の 殺菌に要す る時間(生 菌数 を2 .0×

106CFU/mlか ら<2.0×101CFU/mlに まで下 げ

るのに要す る時間)と の関係を示 した.縦 軸に殺

菌に要する時間の対数をとってあるが,こ こで示

されるように同一酢酸酸度では酒精酢>穀 物酢>

米酢の順で殺菌力が強 く,殺 菌に要する時間はこ

の順で短かかった.

3. 腸管病原性大腸菌の菌株間の酒精酢感受性

の差

由来 の異 なる病 原性大腸菌O157:H76株,

O26:H11,O111:K58:H-各1株 の30℃,酢 酸

濃度2.5%の 酒精酢希釈液中での死滅曲線 をFig.

2に 示 した.こ こで示 されるように,腸 管出血性大

腸菌O157:H7,O26:H11の7株 は比較的類似

した死滅速 度 で あったが,腸 管病原 性大腸 菌

O111:K58:H-は これ らの株 とは明 らか に酒精

酢(酢 酸)に 対する感受性が高かった.

4.酒 精酢の殺菌力に及ぼす初発生菌数の影響

Fig.2 Bactericidal activity of spirit vinegar with

2.5% (w/v) acidity against Escherichia co li

O157:H7,026:H11, and O111 : K58 : H-at

30℃

□ Escherichia coli O157:H7 RIMD 0509881

■ Escherichia coli O157:H7 RIMD 0509861

○ Escherichia coli O157:H7 RIMD 0509890

● Escherichia coli O157:H7 RIMD 0509891

▼ Escherichia coli O157:H7 NGY-10

▲ Escherichia coli O157:H7 NGY-11

△ Escherichia coli O111:K58:H-

◆ Escherichia coli O26:H11 NGY-9688

Fig. 3 Effect of initial number of cells on bacter-

icidal activity of spirit vinegar with 2 .5% (w/v)

acidity against Escherichia coli 0157: H7 NGY-

10 at 30•Ž

腸管出血性大腸菌O157:H7NGYt10の 初発生

菌数を変えて,酢 酸濃度2.5%の 酒精酢希釈液中で

の死滅曲線 を作成 した ところ,Fig.3に 示したよ

うに,酒 精酢(酢 酸)に よる死滅速度定数 は初発

生菌数に係わ らずほぼ一定であった.特 に,約107

CFU/ml以 下の初発菌数 では全 く同一の死滅速

度定数(k=0.07min-i)を 示 した.

5. 酒精酢の殺菌力 に及ぼす温度の影響

感染症学雑誌 第71巻 第5号
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Fig. 4 Effect of temperature on bactericidal activ-

ity of spirit vinegar with 2.5% (w/v) acidity
against Escherichia coli 0157 : H7 NGY-10

●10℃
▲23℃

○30℃
△36℃
■39℃

◆43℃
▼45℃
◎50℃

Fig. 5 Arrhenius plots derived from Fig. 4

温 度 を 変 え て,腸 管 出 血 性 大 腸 菌O157:H7

NGY-10の 酢 酸 濃 度2.5%の 酒 精 酢 希 釈 液 中 で の

死 滅 曲線 を作 成 した(Fig.4).こ こで得 られ た 死

滅 曲 線 の 傾 き よ り ア レ ニ ウ ス プ ロ ッ トを 求 め

(Fig.5),各 温 度 に お い て,異 な る生 菌 数 を殺 菌 す

る の に 要 す る 時 間 を外 挿 法 で 算 出 し た.結 果 を

Table3に 示 し た が,温 度 が 高 い ほ ど短 時 間 で 殺

菌 され,酢 酸 濃 度2.5%の 酒 精 酢 希 釈 液 中 で,腸 管

出 血 性 大 腸 菌O157:H7NGY-10の 生 菌 数 を

1,000分 の1に 減 少 さ せ る時 間 は,50℃ で は0.84

分,40℃ で は14.4分,30℃ で は137分,20℃ で は739

分,100Cで は4,516分 で あ った.

6. 酒 精 酢 の殺 菌 力 に及 ぼ す 生 育 相 の 影 響

Table 3 Thermal death time of EsoherichZa coli

O157:H7 NGY-10 in spirit vinegar with 2.5%

(w/v)acidity

*Decrease number of bacterial cells .

Fig. 6 Effect of growth phase on bactericidal

activity of spirit vinegar with 2.5% (w/v) acid-

ity against Escherichia coli O157: H7 NGY-10 at

30•Ž

生育相の異な る腸管出血性大腸 菌O157:H7

NGY-10の 菌体の酒精酢(酢 酸濃度2.5%)に 対す

る感受性 を調べた.そ の結果,Fig.6に 示 したよ

うに対数増殖期の菌体は酒精酢(酢 酸)に 対する

感受性が高 く,逆 に定常期の菌体 は感受性が低

かった.

考 察

食酢の抗菌作用は静菌作用,即 ち菌体 の増殖抑

制 ・阻害作用および殺菌作用,即 ち生菌数の低減

化作用に分 けて論 じることができる.食 品の防腐

とい う意味合いか らは,静 菌作用が殺菌作用 とと

もに重 要 であ る.そ こで,腸 管 出血 性大 腸菌

O157:H7を 含 む食中菌および一般細菌 に対す る

酒精酢(酢 酸)の 静菌力を調べた.そ の結果,0.1%

平成9年5月20日
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という低い酢酸濃度で供試 した34株 の全てが増殖

阻止 され,強 い静菌作用があることが分かった.

この作用は同一酢酸酸度においては食酢の種類に

よる差 は認められず,酒 精酢,穀 物酢,米 酢は同

一の静菌力であった.
一方

,食 中毒対策 という観点からは,静 菌作用

より殺菌作用が重要である.特 に,腸 管出血性大

腸菌O157:H7を はじめ とする感染型の食中毒菌

対策においては,殺 菌力が要求 される.そ こで,

食酢の殺菌作用について詳細に検討した.

食酢は腸管出血性大腸菌O157:H7NGY-10に

対する殺菌作用を示 し,横 軸に酢酸酸度の対数,

縦軸に殺菌に要する時間の対数をとると,な だら

かな曲線を描 くことができた.こ のことか ら,外

挿法により任意の酢酸酸度での殺菌所要時間を求

めることができることが分かった.

食酢 の殺菌力 は種類により異なり,同 一酢酸酸

度では,酒 精酢>穀 物酢>米 酢の順であった.酒

精酢 はエタノールを原料 としてお り,酢 酸以外の

成分は0.2%程 度 しか含 まれていないのに対 し,穀

物酢は小麦,酒 粕,米,ト ウモロコシおよびエタ

ノール,米 酢 は米,エ タノールを原料 としており,

酢酸以外の有機酸(不 揮発酸 として分析),ア ミノ

酸(ア ミノ体窒素 として分析)や 糖類(還 元糖 と

して分析)が 含まれている.因 みに,同 一酢酸酸

度で比較 した場合,ア ミノ酸および糖類含量は米

酢が最 も多い.ま た,pHも 異なってお り,同 一酢

酸酸度では米酢>穀 物酢>酒 精酢の順で高い.次

報14)で述べ るように,酒 精酢(酢 酸)の 殺菌力は糖

類により弱 められること,pHが 高いほど殺菌力

は弱 くなることから,食 酢の種類による殺菌力の

差は,糖 含量 とpHの 要因が関連 していると考え

られた.こ のように酒精酢が最も殺菌力の強い こ

とが分かったので本研究では主 に酒精酢を用 い

た.

由来の異なるべロ毒素生産性の腸管出血性大腸

菌0157:H7お よび026:H11の 計7株 間の酒精

酢(酢 酸)感 受性の差 は大きくなかったが,べ ロ

毒素非生産性の腸管病原性大腸菌0111:K58:

H-は これらに比べ顕著に感受性が高かった.こ れ

は興味深い結果であり,今後は供試菌株を増やし,

酒精酢(酢 酸)感 受性 とべロ毒素生産性の関係を

検討 してい く予定である.

腸管出血性大腸菌O157:H7NGY-10の 初発生

菌数は,酒 精酢(酢 酸)の 殺菌力 に殆 ど影響 を与

えず,死 滅速度は一定であることが明 らかとなっ

た.こ のことか ら,任 意の初発生菌数での殺菌所

要時聞を外挿法で求め ることができることが分

かった.

腸管出血性大腸菌O157:H7NGY-10に 対する

酒精酢(酢 酸)の 殺菌力 に及ぼす温度の影響を検

討 し,死 滅曲線か らアレニウスプロットを求めた

ところ,高 温域(36～50℃),中 温域(10～36℃)

において各々直線性が得 られた.こ のことか ら,

任意の温度において,任 意の生菌数を殺菌するの

に要する時間を外挿法で算出できることが分かっ

た.因 みに,酢 酸濃度2,5%の 酒精酢希釈液中で,

腸管出血性大腸菌O157:H7NGY-10の 生菌数を

1,000分 の1に 減少させるのに要する時間を算 出

すると,30℃ に比べ45℃ では約40分 の1に 短縮さ

れ,3.4分 であることが分かった.こ のことより,

火傷 の危険のない40～50℃ ぐらいの温度で食酢処

理することが,実 用的な殺菌方法であることが示

唆 された.な お,腸 管出血性大腸菌O157:H7の 殺

菌 には75℃,1分 間以上の加熱殺菌が有効である

が,こ こで得 られた温湯での殺菌処理 は,食 材の

食感や栄養価の損傷が少ない点で優れているよう

に思われた.

腸管出血性大腸菌O157:H7NGY-10の 対数増

殖期の菌体 は酒精酢(酢 酸)に 対する感受性が高

く,定常期の菌体 は感受性が低いことが分かった.

この知見 は,食 酢の殺菌力を評価 し,食 の場面等

での応用性 を検討 してい く上で重要であり,試 験

には対数増殖期ではな く定常期の菌体を用いるべ

きであると判断された.

本研究の結果か ら,食酢の静菌作用(防 腐作用),

殺菌作用を,食 の場面等での食中毒防止対策の一

つとして利用できると考 えられた.食 酢の殺菌力

を増強したより効果的な食酢の利用法,食 の場面

での応用性について も検討 したが,こ れらの結果

については次報14)に譲る.

本論文の要旨は1996年第33回日本細菌学会中部支部総会
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に お い て報 告 した.
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Antibacterial Action of Vinegar against Food-Borne Pathogenic Bacteria

Including Escherichia coli O157:H7 (Part 1) Examination of
Bacteriostatic and Bactericidal Activities

Etsuzo ENTANI1), Mito ASAI1), Shigetomo TSUJIHATA1),

Yoshinori TSUKAMOT01) & Michio OHTA2)
1)Nakano Central Research Institute of Nakano Vinegar Co. Ltd.

2)Department of Bacteriology, Nagoya University School of Medicine

Bacteriostatic and bactericidal activities of vingar products against food-borne pathogenic

bacteria including enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) O157:H7, and other bacteria were
examined.

By the presence of spirit vinegar at 0.1% acidity, the growth of 34 strains of bacteria was

completely inhibited. Grain and rice vinegars also inhibited the growth of bacteria at the same

acidity. These results suggest that vinegars have strong bacteriostatic activity.
Bactericidal activity of vinegar products was measured. The order of their activities against

E. coli O157:H7 strains was spirit vinegar >grain vinegar >rice vinegar.

Susceptibility of 7 EHEC strains (6 E. coli O157117 isolated from 3 outbreaks and 1 E. coli
O26: H11 from a sporadic case) to spirit vinegar was similar to each other , and much lower than
that of an enteropathogenic E. coli 0111:K58:H- strain. It indicates that these EHEC strains are

rather acid-tolerant. The bactericidal activities of vinegars were independent of bacterial

inoculum sizes, but were dependent of growth phase. Bacteria of logarithmic growth phase were

more sensitive than those of stationary phase. Bactericidal activity of spirit vinegar profoundly

depended on the reaction temperature. At higher temperatures, spirt vinegar killed bacteria much

more rapidly. In 2.5% acidity vinegar, the times for the log3 reduction of cells were 4
,516 min at

10•Ž, 739 min at 20•Ž, 137 min at 30•Ž, 14.4 min at 40•Ž, and 0 .84 min at 50•Ž, respectively. These

results suggest that treatment with vinegar solution at handy temperatures ranged 40-50•Ž may

be one of the useful methods to prevent bacerial food poisoning.
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