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1. 背景

近年共働きや単身世帯が増加しており、国勢調査に

よると、共働きは平成 12年には 45.3％であったが、

平成 27年には 47.6％と増加している（1）。また、同様

に単身世帯は平成 12年には 27.6％であったが、平成

27年には 34.6％に増加している（2）。そのため、中食

や作り置きなどで調理に時間をかけない人が多く、作

り置きは料理の省力化に有効と考えられる。ソフトブ

レーン・フィールド株式会社による調査では、直近

1年間で「作り置きをしたことがある」と回答した方

は「52.8％（n＝2,099名）」と半数を超え、そのうち

「毎週作り置きをする」と回答した方は、38.9％、「月

に 2～3回程度」が 34.8％と続く（3）。

一般的に、作り置き食品の保存期間は、冷蔵保存で

2～3日程度と言われているが、著者らの知る限りでは

科学的根拠が存在しない。冷蔵保存中における、牛肉

に付着した微生物叢の変遷を追う研究（4）や、Ready

to Eat食品の保存中の温度管理の重要性を示す研

究（5）はあるものの、調理済み食品の保存期間中の細

菌叢の変遷に関する論文は見い出されなかった。そこ

で、本研究では作り置きした食品を試料とし、冷蔵保

存に伴う細菌叢の変遷を解析することとした。

従来、食品中の細菌を検出する場合、培養法が広く

用いられている（6）。安価で簡単であり、食品衛生の分

野で広く用いられているが、結果を得るまでに数日を

要す。また、環境中の細菌の 90％以上は通常の培養法

ではコロニーを形成せず、結果の過小評価となる（7）（8）。

上記の課題を解決するには、培養法に依存せず、食品

環境中の細菌を網羅的に検出可能な手法が必要であり、

16S rRNA 遺伝子など細菌の系統分類の基本となる

遺伝子を標的とした手法が広く検討されている（9）（10）（11）。

16S rRNA 遺伝子はタンパク質合成に関わる遺伝子

であり、全ての原核生物が保有しているハウスキーピ

ング遺伝子である。保存領域と可変領域を含み、系統

分類に用いられる代表的な遺伝子である。また、可変

領域上の特定の塩基配列を標的とすることで特定属種

の細菌の検出に応用可能である（12）（13）。

そこで、本研究では培養に依存しない手法として、

16S rRNA 遺伝子を標的としたアンプリコンシーケ

ンス法を用い、作り置き食品中の細菌叢の変遷の解明

を目指した。

2. 材料と方法

サンプル

茹でたほうれん草は、ほうれん草を水道水で洗い、

根を切った。沸騰した水に塩をひとつまみ入れ約 2分
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間茹でた後、水道水で冷やし、手で絞り、最後に一口

大に切った。きゅうりの浅漬けは、きゅうりを水道水

で洗い、乱切りにした。ジップロックにきゅうりと浅

漬けの素（100 ml）を入れ、空気を抜いて軽くもみ、

冷蔵庫で 30分間程度漬け込んだ。その後、浅漬けの

素は廃棄した。きんぴらごぼうは、ごぼうを洗い、皮

をこそげ取り、ささがきにした。水に浸けて褐変を防

ぎ、2～3度水を取り替えて洗った。鍋でごぼうを炒

め、砂糖・醤油を加えて味をしみ込ませ、最後に唐辛

子を加えて炒めた。試料は全てタッパーに入れ、冷蔵

庫（4℃）にて保存した。それぞれ分析に十分な量を

作り、0、1、3、5、7日目に試料を一部採取し、以下

の分析を行った。

生菌数測定

50 ml容コニカルチューブに試料を約 10 g採取し、

滅菌蒸留水を加えた。ボルテックスミキサーの最大速

度で 1分間処理し、試料に付着している微生物を滅菌

蒸留水中に懸濁させた。懸濁液を標準寒天培地（アテ

クト）に塗抹し、37℃で 48時間倒立培養したのち、

生じたコロニー数を測定した。

DNA抽出

50 ml容コニカルチューブに試料を約 10 g採取し、

滅菌蒸留水を加えた。ボルテックスミキサーの最大速

度で 5分間処理し、試料に付着している微生物を滅菌

蒸留水中に懸濁させた。20 mlの懸濁液に含まれる微

生物をMicroFunnel with Super 0.2μm（日本ポー

ル）を用いて、孔径 0.2μmのメンブレンフィルター

上に捕集した。

配列解析

16S rRNA遺伝子の増幅産物を 16S Barcoding Kit

1 24（Oxford Nanopore Technologies）でシークエン

シング前処理を行い、ナノポアシーケンサーMinION

（Oxford Nanopore Technologies）で配列解析を行っ

た。

3. 結果

保存期間中の細菌数の変遷

保存期間中の細菌数の変化を表 1に示した。茹でた

ほうれん草は、保存開始直後では細菌数は定量限界以

下と低値を示していたが、3日目以降細菌数が増加し、

5日目以降は定量上限をも上回った。きゅうりの浅漬

けでは、保存開始後 5日目までは、約 10 5 CFU/gで

推移していたが、7日目で 7.6×10 5 CFU/gに増加し

た。きんぴらごぼうでは、保存期間を通じて細菌数は
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表 1. 各試料中の細菌数

（CFU/g）

図 1. 茹でたほうれん草中の細菌叢の変化

図 2. きゅうりの浅漬け中の細菌叢の変化

図 3. きんぴらごぼう中の細菌叢の変化



定量限界以下（＜5×10 3 CFU/g）であった。

保存期間中の細菌群集構造の変遷

細菌群集については、日を追うごとに大きく変化

することがわかった（図 2～4）。茹でたほうれん草で

は、0日目と 1日目の間には細菌叢に大きな変化は見

られなかったが、3日目以降は、それまで優占してい

た Pantoea属細菌が減少し、Pseudomonas属細菌が

増加した（図 2）。きゅうりの浅漬けでは、1～5日

目の細菌叢は、保存開始直後と比較して、Stanieria

属細菌が存在の割合を増やしていた（図 3）。また、

Pseudomonas属細菌も徐々に増加しており、7日目

に優占種となった。一方、きんぴらごぼうでは他の試

料と比較して細菌叢の増減に大きな変化が見られなかっ

た（図 4）。

4. 考察

本研究では、作り置きの食品として、最終工程が加

熱調理でないほうれん草、非加熱調理であるきゅうり

の浅漬け、最終工程が加熱調理であるきんぴらごぼう

を試料として、冷蔵保存中の細菌叢の変化を明らかと

することを目指した。

茹でたほうれん草やきゅうりの浅漬けでは、保存開始

当初は Pantoea属細菌が優占し、その後Pseudomonas

属細菌が大きく存在割合を増やす傾向が見られた（図

2、3）。また、Pseudomonas属細菌の存在割合が変化

するほうれん草試料の 5、7日目、きゅうりの 7日目

では細菌数も大きく増加していた（表 1）。すなわち、

植物に存在する細菌として知られている（14）Pantoea

属細菌が保存初期では多く検出されたものの、その後

は低温環境に適応した Pseudomonas属細菌が食品中

で増殖し、優占したと推測される。Pseudomonas属

細菌は水環境やヒトなど幅広い環境に常在する細菌で

あり（15）（16）（17）、Pseudomonas属細菌の中には低温で

も増殖可能な種が存在すること（18）（19）もこの推測を支

持する。この Pseudomonas属細菌の由来は当初から

野菜に含まれていた、または調理工程においてヒト

や調理器具等から汚染されたことが考えられる。

Pseudomonas 属細菌の広い分布域や Pseudomonas

属細菌はカット野菜から検出されていることが先行研

究により報告されている（14）ことから、当初から食材

の野菜に付着していたものが、冷蔵保存中に増殖した

ものと考えられる。

一方、きんぴらごぼうでは、保存期間中の細菌数は

定量限界以下であること、細菌叢の変化は大きくない

ことが分かった（表 1、図 4）。きんぴらごぼうは、調

理中に高温で加熱しており、調理工程で多くの微生物

が死滅し、また調理後にまな板などの調理器具や手に

触れる機会が限られていたことが影響していると考え

られる。

以上のことから、食品を保存するにあたって、加熱

調理は有効であると考えられる。しかし、家庭で調理

したもの、特に最終工程が加熱でないものは冷蔵保存

であっても、なるべく早く消費することが必要である

と考えられる。

また、本研究で用いた実験系は、食品中の微生物の

全体像を捉えることができるだけでなく、試料の処理

から結果の取得までを 1日で完了することが可能であ

る。従来の培養に依存した食品中の微生物の検査法で

は、結果を得るまでに数日を要すことから大幅な時間

短縮が可能である。このことから、本研究で用いた手

法は微生物検査の迅速化に有効であり、食品衛生管理

の新たな展開が期待されると考えている。
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Abstract

Meal prepping is an effective method for simplifying cooking tasks. In the case of refrigerated storage,

the recommended shelf life for post cooking storage is generally stated as 2 3 days, but there is limited

scientific evidence to support this guideline. Therefore, this study aimed to analyze the changes in microbial

communities associated with refrigerated storage of pre prepared foods. Samples of cooked spinach, lightly

pickled cucumbers, and sautéed burdock roots were prepared and stored in a refrigerator. Samples were

collected on days 0, 1, 3, 5, and 7 after the start of storage, and bacterial counts and microbial communities

were analyzed. Bacterial counts were measured using a culture based method with standard agar medium,

while microbial communities were analyzed using 16S rRNA gene amplicon sequencing, targeting DNA

extracted directly from the samples without prior cultivation. The results revealed that bacterial counts

steadily increased in the case of cooked spinach, and in the case of lightly pickled cucumbers, the count

remained around 105 CFU/g up to the 5th day but increased to 7.6×105 CFU/g on the 7th day. It was also

observed that the microbial communities changed significantly with the increase in bacterial counts. In con-

trast, for sautéed burdock roots, bacterial counts remained consistently below the quantification limit（<5.0

×103 CFU/g）throughout the storage period, and microbial community changes were minimal.

Keywords: home cooked food, refrigerated storage, bacterial monitoring, amplicon sequencing, 16S rRNA

gene


