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Ⅰ はじめに
　芽胞形成能を有する細菌は、環境が適さないと芽
胞を形成して休眠型となり耐熱性を示す。この性質
をもつ食中毒細菌は、セレウス菌、ウェルシュ菌お
よびボツリヌス菌で、これらは土壌等の常在菌であ
る 1）ことから、農畜水産物食品の汚染が危惧され
ている。わが国におけるこれらの食中毒事件数はさ
ほど多くないが、ウェルシュ菌による食中毒は、飲
食店や事業場で発生しやすく、1 事件当たりの患者
数が多い 2）ことに留意し、栄養士養成校で教育す
べき内容であると考える。

当校では、食中毒の実態と予防対策の理解を深め
るために、芽胞状態にある細菌の耐熱性を確認する
実習を行ってきた。その際、食中毒細菌は扱えない
ため、近年は非病原細菌である納豆菌の菌液を試料
としている。

納 豆 菌 は、 グ ラ ム 陽 性 桿 菌 で あ る 枯 草 菌
（B.subtilis）の一種で、熱に強い抵抗性を示す芽胞
を形成するため、発酵食品のひとつである納豆の製

造に利用されている 3）。村松 4）らは、芽胞状態にあ
る納豆菌（納豆菌芽胞）の耐熱性試験の結果、90℃
以下の加熱では減少せず、100℃、5 分間で減少し
たと報告しているが、加熱調理において、100℃と
するのは現実的でないことが多い。

また、加熱による殺菌は加熱温度および加熱時間
が重要である。例えば、細菌性食中毒予防対策では、
食品の中心温度が 75℃以上、1 分間以上 5）とされ
ている。高圧蒸気滅菌法は、2 気圧、121℃、15 ～
20 分間加熱により、芽胞状態にある細菌を含めた
全ての微生物を死滅させる方法である。

このような観点から、本研究では、芽胞を有する
と考えられる（以下、芽胞性と略す）納豆菌の耐熱
性を更に検討するために、加熱温度の他に、新たに
加熱時間による生菌数の挙動を観察した。

Ⅱ 方法
1. 原液（芽胞性納豆菌液）及び試薬類の調製
1）原液（芽胞性納豆菌液）の調製
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Abstract
An investigation was made into the effect of heating temperature and time to study the heat resistance of 

Bacillus natto presumable state of spores.
Bacterial cultures of Bacillus natto were divided into two groups. One group was heated up to the temperature 

of 75℃ , and the other group was heated up to 85℃ . Immediately after that, in each group, some cultures 
continued to be heated for 15 minutes and others for 30 minutes to keep the same temperatures. Then, each of 
them was incubated. 

In the group of the cultures heated up to 75℃ , no change in the number of variable bacteria was observed, but 
in the other group of the cultures heated up to 85℃ , a decrease in the number of bacteria was observed when 
heated further at 85℃ for 15 minutes, and the number was reduced apparently when heated for 30 minutes. 
Thus, an interesting phenomenon was observed. 
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平成 27 年 5 月、当校近隣スーパーにおいて T 社
の市販納豆を購入後、その納豆から標準寒天培地
平板に画線塗抹し、37℃、48 時間培養した。次に、
得られたコロニーを普通ブイヨン培地に移し、37℃、
48 時間培養した後、実験に供するまで約 3 か月間
-18℃で冷凍保存した。

実験時に原液を解凍し、滅菌生理食塩水で希釈し
て試料液とした。
2）試薬類の調製
①滅菌生理食塩水：国産化学（株）社製の塩化ナト
リウム 9g に 1L の精製水を加え溶解後、オートク
レーブにて 121℃、15 ～ 20 分間、高圧蒸気滅菌した。
②普通ブイヨン培地：栄研化学（株）社製の培地
18g に 1L の精製水を加え溶解後、同様に高圧蒸気
滅菌した。
③標準寒天培地：栄研化学（株）社製の培地 23.5
ｇに 1L の精製水を加え溶解後、同様に高圧蒸気滅
菌した。
2. 実験方法

芽胞性納豆菌液の加熱温度は大腸菌等の一般細
菌が死滅する 75℃と、芽胞性納豆菌は死滅しない
とされている 85℃とし、加熱時間は各温度に到達
直後の他に 15 分間、30 分間とした。
1）実験 1（加熱前）

原液を 10 倍段階希釈によって、3 段階の濃度試
料液を調製し、各々の試料液は標準寒天培地と混釈
し、37℃、24 時間平板培養法により、コロニー数
を測定し、生菌数（初発芽胞性納豆菌数）を算出 6）

した。
2）実験 2（75℃加熱）

原液を恒温槽水浴中で 75℃に加熱し、75℃到達
直後、15 分間、および 30 分間加熱し、各々の試料
液を実験 1 と同様に操作し、生菌数を算出した。
3）実験 3（85℃加熱）

原液を恒温槽水浴中で 85℃に加熱し、85℃到達
直後、15 分間、および 30 分間加熱し、各々の試料
液を実験 2 と同様に操作し、生菌数を算出した。
3. 統計解析

各平板のコロニー数は、平均値±標準偏差値
（S.D.）で示し、群間の平均値の差の検定には t 検定
を用いた。

Ⅲ 結果
加熱前の実験 1 の結果は表 1 に、75℃加熱の実験

2 の結果は表 2 ～ 4 に、85℃加熱の実験 3 の結果は
表 5 ～ 7 に示した。

表 1　実験 1（加熱前）

希釈倍数 × 10 × 102 × 103

平板 1 TNTC TNTC 181

平板 2 TNTC TNTC 202

平板 3 TNTC TNTC 153

平板 4 TNTC TNTC 143

平均値
± S.D. ― ― 169.8

± 19.5

生菌数（初発芽胞性納豆菌数）：1.7 × 105/mL
TNTC：Too numerous to count（数えるにはあま
りに多い）

表 2　実験 2（75℃到達直後）

希釈倍数 × 10 × 102 × 103

平板 1 TNTC TNTC 128

平板 2 TNTC TNTC 158

平板 3 TNTC TNTC 167

平板 4 TNTC TNTC 182

平均値
± S.D. ― ― 158.8

± 19.0

生菌数：1.6 × 105/mL

表 3　実験 2（75℃継続 15 分間）

希釈倍数 × 10 × 102 × 103

平板 1 TNTC TNTC 181

平板 2 TNTC TNTC 179

平板 3 TNTC TNTC 162

平板 4 TNTC TNTC 134

平均値
± S.D. ― ― 164.0

± 21.7

生菌数：1.6 × 105/mL
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表 4　実験 2（75℃継続 30 分間）

希釈倍数 × 10 × 102 × 103

平板 1 TNTC TNTC 135
平板 2 TNTC TNTC 163
平板 3 TNTC TNTC 127
平板 4 TNTC TNTC 127
平均値
± S.D. ― ― 138.0

± 17.1
生菌数：1.4 × 105/mL

表 5　実験 3（85℃加熱到達直後）

希釈倍数 × 10 × 102 × 103

平板 1 TNTC TNTC 220
平板 2 TNTC TNTC 200
平板 3 TNTC TNTC 155
平板 4 TNTC TNTC 173
平均値
± S.D. ― ― 187.0

± 28.7
生菌数：1.9 × 105/mL

表 6　実験 3（85℃加熱継続 15 分間）

希釈倍数 × 10 × 102 × 103

平板 1 TNTC 374 40
平板 2 TNTC 305 35
平板 3 TNTC TNTC 46
平板 4 TNTC TNTC 48
平均値
± S.D. ― ― 42.3

± 5.9
生菌数：4.2 × 104/mL

表 7　実験 3（85℃加熱継続 30 分間）

希釈倍数 × 10 × 102 × 103

平板 1 56 5 0
平板 2 58 11 0
平板 3 37 7 0
平板 4 34 7 0
平均値
± S.D.

46.3
± 12.5

7.5
± 2.5 0

生菌数：4.6 × 102/mL

次に加熱温度 75℃の加熱時間による生菌数の変
化を図 1 に示した。75℃の加熱前の生菌数（初発芽
胞性納豆菌数）は、1.7 × 105/mL で、75℃到達直
後は 1.6 × 105/mL、15 分間加熱では 1.6 × 105/mL
となり芽胞性納豆菌数は減少しなかった。30 分間
加熱では 1.4 × 105/mL となりやや減少傾向が見ら
れたが p ＜ 0.01 の有意差は見られなかった。

加熱温度 85℃の加熱時間による生菌数の変化は
図 2 に示した。15 分間加熱を継続すると芽胞性納
豆菌数は 4.2 × 104/mL に減少し（p ＜ 0.01）、30 分
間加熱を継続すると 4.6 × 102/mL に激減し（p ＜
0.001）、統計解析でも有意差をもって減少した。

図 1：75℃加熱の加熱時間による生菌数の変化

図 2：85℃加熱の加熱時間による生菌数の変化

Ⅳ 考察
細菌は一般に低温に強く高温に弱いとされるが、

芽胞形成能を有する細菌が芽胞を形成すると、耐熱
性を示し、通常の加熱調理では生き残ることができ
る。
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村松ら 4）は、有芽胞納豆菌（納豆菌芽胞）の耐
熱性試験の結果、90℃以下の加熱では減少しないと
報告している。しかし、今回の我々の実験結果では、
85℃到達直後では減少しなかったが、15 分間継続
して加熱すると減少し、30 分間継続加熱では激減
する結果が得られ（図 2）、加熱時間の重要性が示
唆された。

バチルス属有芽胞菌の耐熱性については、有機酸
Na 塩、薬剤、添加物など種々の溶存物質や pH が
影響を及ぼすとの報告 7、8）があるが、今回の実験に
供した標準寒天培地および普通ブイヨン培地には、
このような影響を与える要因はない。

宮本は 8）、食品における耐熱性芽胞形成菌の生育
特性と制御について、85℃、10 分間の加熱により
完全に死滅したと報告しているが、これはそばつゆ
中のバチルス属（未同定）栄養型細胞であった。こ
の報告から、我々が実験に供した試料は芽胞性納豆
菌として調製した原液であったが、その全てが芽胞
状態ではなかった可能性がある。また、市販納豆
を培養した後、-18℃の環境で凍結保存した過程で、
なんらかの影響があった可能性も推察される。さら
に、解凍過程で発芽し栄養型細胞が存在していた可
能性も否定できない。

以上の考察から、これからの課題として凍結前の
栄養型細胞数や芽胞数、芽胞性納豆菌の発芽温度な
どを確認し、検討する必要があると考えられた。

Ⅴ まとめ
芽胞性納豆菌の耐熱性を更に検討するために、加

熱温度のみならず新たに加熱時間による生菌数の挙
動を観察した。
　85℃加熱では、15 分間加熱を継続すると菌数の
減少が観察され、30 分間加熱を継続すると菌数が
激減する興味深い現象が観察された。

この現象については、凍結前の栄養型細胞数や芽
胞数、芽胞性納豆菌の発芽温度などを更に検討する
必要がある。
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