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食品細菌検査に合成酵素基質の理論と技術を導入することによって大腸菌群およびＥ．ｃｏｌｉ
検査を簡易および迅速化できる発色酵素基質法は１９９６年にわが国ではじめて公定法に採用

された１）。 
 

１１１１．．．．発色酵素基質法発色酵素基質法発色酵素基質法発色酵素基質法におけるにおけるにおけるにおける大腸菌群大腸菌群大腸菌群大腸菌群のののの定義定義定義定義 

 

食品細菌検査における発色酵素基質法の大腸菌群は、従来法の定義「乳糖を発酵して酸と

ガスを産生するグラム陰性通性嫌気性ないし好気性桿菌」と異なり、特異酵素β－Ｇａｌａｃｔｏｓｉ－

ｄａｓｅを産生するグラム陰性桿菌と再定義される。またβ－Ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅは乳糖分解に関与

する酵素であり、大腸菌群に含まれるすべての菌種で産生される。 
 

２２２２．．．．大腸菌群大腸菌群大腸菌群大腸菌群とととと乳糖分解酵素乳糖分解酵素乳糖分解酵素乳糖分解酵素 

 

乳糖分解には乳糖分解酵素とともに細胞膜透過酵素の関与が必要であり、細胞膜透過酵素

が欠けると乳糖分解酵素が存在しても乳糖は分解されない。したがって、乳糖非分解菌であって

もβ－Ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ産生する菌は細胞膜透過酵素を欠くので潜在的な乳糖分解菌となり、本

質的には乳糖分解からのガス産生による従来法とβ－Ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ産生による発色酵素基

質法の大腸菌群は１００％は一致しない。むしろ発色酵素基質法のほうがより確実に潜在的な乳

糖分解菌まで検出できるため、従来法に比べて大腸菌群陽性率は当然高くなる。しかし、食品か

ら潜在的な乳糖分解菌が分離される頻度は実際上どのくらいか不明である。 

 

３３３３．．．．発色酵素基質法発色酵素基質法発色酵素基質法発色酵素基質法におけるにおけるにおけるにおける大腸菌群菌種大腸菌群菌種大腸菌群菌種大腸菌群菌種 

 

発色酵素基質法におけるβ－Ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ産生のグラム陰性桿菌の大腸菌群は表１のと

おりである。 
 

４４４４．．．．酵素基質酵素基質酵素基質酵素基質のののの種類種類種類種類 

 

１１１１））））大腸菌群検出大腸菌群検出大腸菌群検出大腸菌群検出 

大腸菌群検出に利用される酵素基質は６種類すなわち、５－ｂｒｏｍｏ－４－ｃｈｌｏｒｏ－３－ｉｎ－

ｄｏｌｙｌ－β－Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ（Ｘ－ＧＡＬ）、６－ｂｒｏｍｏ－５－ｃｈｌｏｒｏ－３－ｉｎｄｏｌｙｌ－β

－Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ（Ｍａｇｅｎｔａ－ＧＡＬ）、６－ｃｈｌｏｒｏ－３－ｉｎｄｏｌｙｌ－β－Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｐ

ｙｒａｎｏｓｉｄｅ（Ｓａｌｍｏｎ－ＧＡＬ）、ｐ－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ－β－Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ（ＰＮＰＧ）、ｏ－

ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ－β－Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ（ＯＮＰＧ）および４－ｍｅｔｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｙｌ－β－Ｄ

－ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ（Ｍ－ＧＡＬ）である。 

２２２２））））Ｅ．ｃｏｌｉ検出検出検出検出 

特異酵素β－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅを産生する腸内細菌はＥ．ｃｏｌｉの９８％であり、そのほかに   

Ｓ．ｓｏｎｎｅｉおよび一部のＳａｌｍｏｎｅｌｌａである２）。Ｅ．ｃｏｌｉ検出に利用される発色酵素基質は４種

類すなわち、５－ｂｒｏｍｏ－４－ｃｈｌｏｒｏ－３－ｉｎｄｏｌｙｌ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ（Ｘ－ＧＬＵＣ）、６－

ｂｒｏｍｏ－５－ｃｈｌｏｒｏ－３－ｉｎｄｏｌｙｌ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ（Ｍａｇｅｎｔａ－ＧＬＵＣ）、６－ｃｈｌｏｒｏ

－３－ｉｎｄｏｌｙｌ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ（Ｓａｌｍｏｎ－ＧＬＵＣ）および４－ｍｅｔｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｙｌ－ 

 

食品食品食品食品のののの大腸菌群大腸菌群大腸菌群大腸菌群およびおよびおよびおよび E.coli 検査検査検査検査

におけるにおけるにおけるにおける発色酵素基質法発色酵素基質法発色酵素基質法発色酵素基質法 
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β－Ｄ－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ（ＭＵＧ）である。 

３３３３））））発色酵素基質発色酵素基質発色酵素基質発色酵素基質のののの反応反応反応反応 

大腸菌群検出に使用される酵素基質Ｘ－ＧＡＬは、大腸菌群の産生する特異酵素β－Ｇａｌａ－

ｃｔｏｓｉｄａｓｅによって結合部が切られ、β－Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｓｅと５－ｂｒｏｍｏ－４－ｃｈｌｏｒｏ－３－ｉｎ－

ｄｏｌｉｎｅ（青色）に分けられる。またＥ．ｃｏｌｉ検出に最も多く使用される合成発色酵素基質ＭＵＧは、

Ｅ．ｃｏｌｉの産生する特異酵素β－Ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅによって結合部が切断され、ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｃ   

ａｃｉｄと４－ｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｏｎｅ（蛍光色）に分けられ、紫外線照射下で発光する。（図１） 
 

５５５５．．．．発色酵素基質培地発色酵素基質培地発色酵素基質培地発色酵素基質培地 

 

食品、水質および環境材料からの大腸菌群およびＥ．ｃｏｌｉ検出は各種の発色酵素基質培地で

いずれも３５℃、２４時間培養後、同時に判定される。 

１１１１））））大大大大腸腸腸腸菌群数測定菌群数測定菌群数測定菌群数測定－ＥＳ－ＥＳ－ＥＳ－ＥＳコリフォームコリフォームコリフォームコリフォーム寒天培地寒天培地寒天培地寒天培地 

食品および環境材料などの大腸菌群数測定用培地である。本培地に含まれるラウリル硫酸ナ

トリウムはグラム陰性菌の選択剤として用いられる。また発色酵素基質Ｘ－ＧＡＬを含むので大腸

菌群は薄い緑～緑青色集落となる。 

２２２２））））大腸菌群大腸菌群大腸菌群大腸菌群およびおよびおよびおよびＥ．ｃｏｌｉ検出検出検出検出－ＥＳ－ＥＳ－ＥＳ－ＥＳコリブルーコリブルーコリブルーコリブルー培地培地培地培地 

食品および水質からの大腸菌群およびＥ．ｃｏｌｉ検出用の液体培地である。発色酵素基質Ｘ－

ＧＡＬおよびＭＵＧを含むので大腸菌群は緑～青色、Ｅ.ｃｏｌｉは紫外線照射下で蛍光色を呈する。

とくに、食肉や生鮮魚介類の検査では偽陽性反応に注意を要する。 

３３３３））））大腸菌群大腸菌群大腸菌群大腸菌群およびおよびおよびおよびＥ．ｃｏｌｉ数測定数測定数測定数測定－ＥＳ－ＥＳ－ＥＳ－ＥＳコリマークコリマークコリマークコリマーク寒天増地寒天増地寒天増地寒天増地、、、、ぺたんぺたんぺたんぺたんチェックチェックチェックチェック－ＥＳ－ＥＳ－ＥＳ－ＥＳコリマークコリマークコリマークコリマーク寒寒寒寒

天培地天培地天培地天培地 

食品およびまな板、包丁など環境材料の拭取りからの大腸菌群およびＥ．ｃｏｌｉ数測定用培地

である。ラウリル硫酸ナトリウムをグラム陰性菌の選択剤として用い、発色酵素基質Ｘ－ＧＬＵＣ

およびＭａｇｅｎｔａ－ＧＡＬを添加したものである。Ｅ．ｃｏｌｉは青～青紫色集落、大腸菌群はピンク～

赤紫色集落を形成する。 
 

６６６６．．．．従来法従来法従来法従来法とととと発色酵素基質法発色酵素基質法発色酵素基質法発色酵素基質法によるによるによるによる大腸菌群検出大腸菌群検出大腸菌群検出大腸菌群検出 

 

表２に示したように、食品１７８例からの従来法のデソキシコレート寒天培地と発色酵素基質法

のＥＳコリマーク寒天培地による大腸菌群検出数は６９例であり、デソキシコレート寒天培地およ

びＥＳコリマーク寒天培地による大腸菌群陽性数はそれぞれ４８および６９例であった。大腸菌群

陽性例の内訳は、ＥＳコリマーク寒天培地およびデソキシコレート寒天培地ともに大腸菌群陽性

数は４８例、ＥＳコリマーク寒天培地による大腸菌群陽性でデソキシコレート寒天培地による大腸

菌群陰性数は２１例であった。一方、デソキシコレート寒天培地で大腸菌群陽性かつＥＳコリマー

ク寒天培地で大腸菌群陰性例はなかった。これらの結果から、食品からの大腸菌群陽性数は発

色酵素基質法が従来法より多かったのは乳糖非分解菌の存在であった。また食品からの大腸

菌群およびＥ．ｃｏｌｉ検出はＥＳコリマーク寒天培地の使用によって１日で判定された。しかも、大

腸菌群およびＥ．ｃｏｌｉはＥＳコリマーク寒天培地上に発育した集落の色調によって簡単に区別し

てカウントできた。 
 

７７７７．．．．発色酵素基質法発色酵素基質法発色酵素基質法発色酵素基質法のののの利点利点利点利点とととと問題点問題点問題点問題点 

 

食品からの大腸菌群およびＥ．ｃｏｌｉ検出は特殊な自動機器によらない限り、数時間では判定

できないが、発色酵素基質法は２４時間以内に判定できるので簡易・迅速性に優れた方法で

ある。さらに、その検査手技は従来法と同じであることから精度管理や培地の標準化は容易で
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ある。 

発色酵素基質法の問題点は検査培地が高価であり、食肉や生鮮魚介類の検査に使用され

る液体培地では疑陽性反応に注意することである。また発色酵素基質寒天培地上に発育した

集落の色調は培養時間によって不明瞭となり、大腸菌群数のカウントに影響を及ぼした。 
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表表表表１１１１    従来法従来法従来法従来法およびおよびおよびおよび酵素法酵素法酵素法酵素法によるによるによるによる大腸菌大腸菌大腸菌大腸菌群群群群のののの菌種菌種菌種菌種 

大腸菌群に該当する菌種 

Ｂｕｄｖｉｃｉａ ａｑｕａｔｉｃａ 
Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ａｇｒｅｓｔｉｓ 
Ｃｅｄｅｃｅａ ｄａｖｉｓａｅ 

Ｃｅｄｅｃｅａ ｌａｐａｇｅｉ 
Ｃｅｄｅｃｅａ ｎｅｔｅｒｉ 

Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ａｍａｌｏｎａｔｉｃｕｓ 
Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｄｉｖｅｒｓｕｓ 
Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｆｒｅｕｎｄｉｉ 

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ 
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ａｍｎｉｇｅｎｕｓ 

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ａｓｂｕｒｉａｅ 

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ 
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｇｅｒｇｏｖｉａｅ 
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｍ 

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓａｋａｚａｋｉｉ 
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｔａｙｌｏｒａｅ 

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ 
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｈｅｒｍａｎｎｉｉ 
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｖｕｌｎｅｒｉｓ 

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｏｒｎｉｔｈｉｎｏｌｙｔｉｃａ 
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｏｘｙｔｏｃａ 

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｌａｈｔｉｃｏｌａ 

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｔｅｒｒｉｇｅｎａ 
Ｋｌｕｙｖｅｒａ ａｓｃｏｒｂａｔａ 

Ｋｌｕｙｖｅｒａ ｃｒｙｏｃｒｅｓｃｅｎｓ 
Ｌｅｃｌｅｒｃｉａ ａｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｔａ 

Ｐａｎｔｏｅａ ａｇｇｌｏｍｅｒａｎｓ 
Ｐａｎｔｏｅａ ｄｉｓｐｅｒｓａ 
Ｒａｈｎａｌｌａ ａｑｕａｔｉｌｉｓ 

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｃａ ｓｕｂｓｐ．ａｒｉｚｏｎａｅ 
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｃａ ｓｕｂｓｐ．ｄｉａｒｉｚｏｎａｅ 

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｃａ ｓｕｂｓｐ．ｉｎｄｉｃａ 

Ｓｅｒｒａｔｉａ ｆｏｎｔｉｃｏｌａ 
Ｓｅｒｒａｔｉａ ｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ 
Ｓｅｒｒａｔｉａ ｏｄｏｒｉｆｅｒａ 

Ｓｅｒｒａｔｉａ ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ 
Ｓｅｒｒａｔｉａ ｒｕｂｉｄａｅ 

Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｆｒｅｄｅｒｉｋｄｅｎｉｉ 
Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ 
Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｋｒｉｓｔｅｎｓｅｎｉｉ 

Ｅｗｉｎｇｅｌｌａ ｓｐｐ． 

Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ 

Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｏｂｒｉａ 

 

β-Ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅを指標とした場合追加される菌種 

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｄｉｓｓｏｌｖｅｎｓ 

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｎｉｍｉｐｒｅｓｓｕｒａｌｉｓ 
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｆｅｒｇｕｓｏｎｉｉ 

Ｅｗｉｎｇｅｌｌａ ａｍｅｒｉｃａｎａ 
Ｈａｆｎｉａ ａｌｖｅｉ 

Ｍｏｅｌｌｅｒｅｌｌａ ｗｉｓｃｏｎｓｅｎｓｉｓ 

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｂｏｎｇｏｒｉ 
Ｓｅｒｒａｔｉａ ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ 

Ｓｅｒｒａｔｉａ ｅｎｔｏｍｏｐｈｉｌａ 
Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｓｏｎｎｅｉ 

Ｔｒａｂｕｌｓｉｅｌｌａ ｇｕａｍｅｎｓｉｓ 

Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｂｅｒｃｏｖｉｅｒｉ 
Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｍｏｌｌａｒｅｔｉｉ 

Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｓｅｕｄｏｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 
Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｒｕｃｋｅｒｉ 

Ｙｏｋｅｎｅｌｌａ ｒｅｇｅｎｓｂｕｒｇｅｉ 

Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｃａｖｉａｅ 
Ｖｉｂｒｉｏ ｓｐｐ． 

 

 

表表表表２２２２    食品食品食品食品からのからのからのからの従来法従来法従来法従来法およびおよびおよびおよび発色酵素基質法発色酵素基質法発色酵素基質法発色酵素基質法によるによるによるによる大腸大腸大腸大腸菌群検出菌群検出菌群検出菌群検出 

デソキシコレート寒天培地 大腸菌群 

陽性数 陰性数 

    計 

陽性数 ４８ ２１ ６９ ＥＳコリマーク寒天培地 

陰性数        ０ １０９ １０９ 

          計 ４８ １３０ １７８ 
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β-glucuronidase 

 
 

図図図図 1    発色酵素基質発色酵素基質発色酵素基質発色酵素基質 
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