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1．はじめに
食品の殺菌法には，加熱殺菌法と非加熱殺菌法がある．

加熱殺菌法は，簡便性に優れた殺菌方法であり，さらに
高い殺菌効果を得られることから，食品の殺菌に広く用
いられているが，熱による食品中のビタミン類や栄養成
分の破壊，食品の香りや色調の変化などの欠点を持つ．
非加熱殺菌法は，これらの加熱殺菌の欠点を解決するた
めに提案されてきた 1-2）．高電界パルス殺菌法は，非加
熱殺菌法の 1 つであり，液体食品の新しい殺菌方法とし
て注目されている．高電界パルス殺菌法の機構は， 

U. Zimmermann らが提唱するモデルが支持されており，
液体中の細胞にパルス電界を印加することで，細胞膜をマ
クスウェル応力により機械的に圧縮し，孔を形成させ，細
胞内容物（DNA やタンパク質等）を細胞外へ漏出させる
ことで，殺菌すると考えられている 3）．これまでに，多く
の研究者が高電界パルス殺菌法の研究を実施し，高電界
パルス殺菌に及ぼす印加電界強度，印加回数，パルス幅
の影響 4-6）を検討し，さらに電極形状 7-9）および電極素材 10）

を変えることで殺菌効果が向上した結果を報告している．
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高電界パルス殺菌の研究では，実験試料の溶液としてリ
ン酸緩衝液 4），NaCl 水溶液 8-9, 11），液体培地 6, 10）などが多く
使用されている．H. Hülsheger らは，水溶液中の電解質濃
度が高電界パルスによる殺菌率に影響を及ぼすことを報告
している 5, 12）．しかし，殺菌率と電解質の種類や濃度の因
果関係については不明な点が多い．そこで本論文では，高
電界パルス殺菌に影響を及ぼす水溶液中のイオンに注目
し，種類や濃度を変化させて，検討を行ったので報告する．

2．実験方法
2.1　実験試料
殺菌対象は Escherichia coli JM103（非病原性）である．

この菌を寒天培地上に塗布し，静置培養（37℃，24時間）
した．その後，寒天培地上に形成されたコロニー1 つを
液体培地 5 ml 中に入れ，振とう培養（37℃，24時間）
した．表 1 にそれぞれの培地の成分を示す．培養した液
体培地 5 ml から 1 ml を採取し，滅菌したポリプロピレ
ンチューブ内に入れ，チューブを遠心分離（8,000 rpm，

We have been investigating the sterilization of liquid food by high electric field pulse. The sterilization mechanism is 
considered that Maxwell stress caused by application of high electric field pulse destroys cell membrane. The sample is 
Escherichia coli (JM103) in NaCl, KCl, CsCl, or CsBr aqueous solution. High voltage pulse (－4.40 kV) is applied to the 
each sample at room temperature. As results, the survival rate of E. coli decreases with the concentration of ions in aqueous 
solution regardless of the kinds of electrolytes. The experimental results suggest that the survival rate of E. coli depends on the 
concentration of anion in aqueous solution because the original amount of cation in the cytoplasm is much larger than of 
anion. 

表 1　液体培地と寒天培地の成分
Table 1　 Components of liquid culture medium and agar culture 

medium.

Liquid culture medium 
［wt％］

Agar culture medium 
［wt％］

Tryptone 1.0 1.0
Yeast Extract 0.5 0.5
NaCl 0.5 0.5
Agar 0 1.5
Distilled water 98 96.5



20℃，5分）した．遠心後，チューブ内の上澄み液を捨て，
沈殿物（大腸菌）のみをチューブ内に残した．沈殿物の
質量は 30 mg だった．実験試料は，チューブ内の沈殿物

（大腸菌）のみを濃度 3.0× 10-5～1.0× 10-2 mol/L の NaCl，
KCl，CsCl，CsBr 各種水溶液 10 ml 内に入れたものである．
試料容量は，約 10.3 ml となり，試料の初期菌数は，約 107 

CFU/ml である．また，実験試料の pH および導電率は，
pH 計（HM-30R 型：TOADKK）および 電 気 伝 導 率 計

（CM-30R 型：TOADKK）を用いて測定した．試料の pH

は全ての電解質濃度で約 6.5 であった．図 1 に試料の導電
率の電解質濃度特性を示す．図 1 は，試料の導電率は電
解質濃度が高いほど増加していることを示している．

2.2　実験手順
図 2 に実験回路を，図 3 に同軸円筒電極型殺菌槽の断

面図を示す． パルス電圧発生器には，インパルス電圧
発生器（東京変圧器（株）　898101）を使用した．殺菌槽
には同軸円筒型殺菌槽を使用した．殺菌槽の内部電極の
直径は 5 mm，電極間距離は 3 mm，深さは 80 mm である．
また，殺菌槽の電極にはステンレスを用い，電極の固定
にはEPDMゴムを使用した．殺菌槽内に試料6 mlを入れ，
インパルス電圧発生器から殺菌槽の内部電極に波高値 

－4.40 kV のパルス電圧を 60 秒間隔で 30回印加した．
パルス電圧印加 1回ごとに殺菌槽を振って攪拌した．な
お，実験は室温で行った．試料の導電率は，イオン濃度
により異なるため，殺菌槽のインピーダンスが変化し，図
2中のコンデンサ（62.5 nF）に充電された電圧値が同じ場
合，殺菌槽に加わる電圧の波高値が変化した．そのため，
殺菌槽に加わる電圧の波高値が同じ値になるようコンデン
サの充電電圧値を調整した．殺菌槽に加わる電圧波形は，
分圧器（ IWATSU ELECTRIC CO．LTD， HV-P30）を通し
てディジタルオシロスコープ（Tektronix DPO4034）で測
定した．図 4 に濃度 0.01 mol/L NaCl 試料のパルス電圧
波形図を，表 2 に各試料の印加電圧の波頭長および波尾

長を示す．各試料に印加した電圧の波頭長および波尾長
は，表 2 より電解質の種類や濃度の変化に対して大きく
変化しなかった．殺菌槽内の電界は，殺菌槽が同軸円筒

図 1　試料の導電率の電解質濃度特性
Fig.1　 The electric conductivity of sample as a function of the 

concentration of electrolytes.

図 2　実験回路
Fig.2　Experimental set up.

図 3　同軸円筒電極型殺菌槽の断面図
Fig.3　Cross-section of the coaxial cylindrical electrodes tank.

図 4　印加電圧波形 （0.01 mol/L NaCl sample）
Fig.4　 The typical shape of the applied voltage （0.01 mol/L NaCl 

sample）．

表 2　印加電圧の波頭長および波尾長
Table 2　Duration of wave front and tail for applied voltages.

Electrolytes Concentration
［mol/L］

Duration of 
wave front
［μs］

Duration of 
wave tail
［μs］

NaCl
1.0×10-2 4.9 11.2
8.6×10-4 5.4 13.0
8.6×10-5 5.1 13.7

KCl
1.0×10-2 5.2 11.4
6.7×10-4 5.3 12.4
6.7×10-5 4.9 12.6

CsCl
1.0×10-2 4.8 11.5
3.0×10-4 5.6 13.2
3.0×10-5 5.2 13.6

CsBr 1.0×10-2 5.3 11.6
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状（図 3）であるため，式（1）から求めることができる．

　　　　　　    （1）

こ こ で，V は 印 加 電 圧，R1 は 内 部 電 極 の 半 径（2.5 

mm），R2 は外部電極の内半径（5.5 mm），r は半径を示す．
式（1）から，殺菌槽の内部電極に近い程電界強度は高く，
最大で 2.22 kV/mm，最小で 1.01 kV/mm である．また，
パルス電圧印加による試料の単位体積当たりの投入エネ
ルギーEn は，式（2）のように印加電圧波形と電流波形の
積を積分することで求めた．図 5～8 に各試料の印加電
流波形を示す．

　　　　　　   （2）

ここで，V（t）は印加電圧 （V），I（t）は印加電流 （A），t

は時間 （ s），n はパルス電圧印加回数，T は殺菌槽内の
試料容積（6 ml）である．図 9 にパルス電圧 30回印加
に対する投入エネルギーの電解質濃度特性を示す．また，

図 9中で投入エネルギーが最も高い 1.0×10-2 mol/L CsCl

試料では，パルス電圧印加 30回後の温度は，印加前の
試料と比較して 3℃程度上昇した． 

2.3　生菌数の測定
大腸菌の生菌数の測定には，コロニー計数法を用いた 13）．

高電圧パルス印加 10回ごとに実験試料 100 μl を採取し，
大腸菌のコロニー数が数十～数百個になるように，採取し
たサンプル 100 μl を 0.8 wt％ NaCl 水溶液で希釈した．希
釈したサンプルを寒天培地に塗布し，静置培養（37℃ 24

時間）し，培養後，寒天培地上に形成された大腸菌のコロ
ニーを測定した．なお，実験試料より生菌数測定用のサン
プルを採取したことにより，試料の単位体積当たりの投入
エネルギーが変化することが考えられるが，各試料の容量
6.0 ml と 5.8 ml のパルス電圧 30回印加の投入エネルギー
の差異は，3.3％であり，ほとんど変わらなかった．

3．実験結果
生菌率 rx は nx／no にて求めた．ここで，n0 はパルス電

圧印加前の生菌数，nx は X 回のパルス電圧印加後の生菌
数，X は印加回数である． 

図 10 に無印加時の 30分後の大腸菌の生菌率の電解質
濃度特性を示す．図 10 は，各試料のパルス電圧印加前

図 5　NaCl 試料の印加電流波形 
Fig.5　The typical applied voltage waveform for NaCl sample.

図 6　KCl 試料の印加電流波形 
Fig.6　The typical applied voltage waveform for KCl sample.

図 7　CsCl 試料の印加電流波形 
Fig.7　The typical applied voltage waveform for CsCl sample.

図 8　CsBr 試料の印加電流波形 
Fig.8　The typical applied voltage waveform for CsBr sample.

図 9　 パルス電圧 30回印加に対する投入エネルギーの電解質
濃度特性

Fig.9　 The input energy for application of 30 pulses as a function 
of the concentration of electrolytes.
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の生菌率を 1 とし，パルス電圧を印加せず 30分間（パ
ルス電圧印加 30回に必要な所要時間）放置した時の生
菌率である．パルス電圧印加が無い場合には大腸菌は死
滅しないことが確認できる．

3.1　大腸菌の生菌率のパルス電圧印加回数特性
図 11 に NaCl 試料の大腸菌の生菌率のパルス印加回数

特性に及ぼす NaCl 濃度の影響を示す．図中のマークは
平均生菌率を，エラーバーは最小値および最大値を，括
弧内の数字は実験回数を示す．

図 11 より，NaCl の濃度が高くなるほど大腸菌の生菌
率は減少していることがわかる．また， NaCl 試料の生菌
率は，パルス印加回数の増加と伴に減少しているが，生
菌率の減少幅は小さくなっている．

図 12 および 13 に KCl および CsCl 試料の大腸菌の生菌
率のパルス印加回数特性に及ぼす KCl および CsCl 濃度
の影響を示す．図 12，13 から，KCl および CsCl 試料の
大腸菌の生菌率は KCl あるいは CsCl の濃度が高くなると
ともに減少していることがわかる．また，これらの生菌
率も，NaCl 試料と同様にパルス印加回数とともに減少し
ているが，その減少幅は小さくなっていることがわかる．
生菌率の減少幅が印加回数の増加とともに小さくなるこ
とについては前報で，大腸菌の大きさの相違や菌の溶液
中の分布によりパルス電界が細胞膜に印加されにくくな
り，菌が生き残るためであると報告している 6）．また，図
14 は 濃 度 1.0×10-2 mol/L の NaCl，KCl，CsCl， お よ び
CsBr 試料の大腸菌の生菌率のパルス印加回数特性に及ぼ
す電解質の種類の影響を示しており，試料中の電解質の
種類が異なる場合でも，電解質の濃度が同じであれば，
生菌率の減少傾向はほとんど同じであることが示された．

3.2　大腸菌の生菌率の電解質濃度特性
図 15 にパルス印加 30回後の大腸菌の生菌率の電解質

濃度特性に及ぼす電解質の種類の影響を示す．図 15 で
は，横軸は電解質濃度，縦軸は図 11～14 の各試料のパ
ルス印加 30回後の生菌率をプロットした．図 15 から，

図 10　無印加時の 30分後の大腸菌の生菌率の電解質濃度特性
Fig.10　 The survival rate of E. coli after 30 minutes as a function 

of the concentration of electrolytes with no pulse application.

図 11　 NaCl 試料の大腸菌の生菌率のパルス印加回数特性に
及ぼす NaCl 濃度の影響

Fig.11　 Effect of the concentration of NaCl on the survival rate of E. 
coli for NaCl samples as a function of the number of pulses.

図 12　 KCl 試料の大腸菌の生菌率のパルス印加回数特性に及
ぼす KCl 濃度の影響

Fig.12　 Effect of the concentration of KCl on the survival rate of E. 
coli for KCl samples as a function of the number of pulses.

図 13　 CsCl 試料の大腸菌の生菌率のパルス印加回数特性に
及ぼす CsCl 濃度の影響

Fig.13　 Effect of the concentration of CsCl on the survival rate of E. 
coli for CsCl samples as a function of the number of pulses.

図 14　 各試料濃度 1.0×10-2 ［mol/L］ における大腸菌の生菌率
のパルス印加回数特性に及ぼす電解質の種類の影響

Fig.14　 Effect of the kinds of electrolytes on the survival rate of  
E. coli for 1.0×10-2 ［mol/L］ samples as a function of the 
number of pulses.
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パルス印加 30回後の生菌率は，電解質濃度が高くなる
ほど減少し，その減少の軌跡も電解質の種類によらず，
ほぼ同じ傾向を示すことがわかった．

4．考察
細菌を含む水溶液試料に高電界パルスを印加すると，

細胞質（細胞内部）と水溶液試料中（細胞外部）のイオ
ンが細胞膜表面に移動し，整列することで細胞膜間にマ
クスウェル応力が生じる．高電界パルス殺菌は，この応
力により機械的に細胞膜を破壊し，細菌を死滅させると
考えられている．以下では，水溶液中のイオンに着目し，
電解質の濃度が高くなるほど生菌率が減少することをマ
クスウェル応力の観点から検討する．

4.1　イオン種の影響
表 3 に水溶液中のイオンの半径，質量，水和半径，お

よび移動度を示す．表 3 から水溶液中の各イオンの半径，
質量，水和半径，および移動度は異なっている．ぞれぞ
れの差異は，イオン半径では 2倍，質量では 6倍，水和
半径では 1.1倍，移動度では 1.6倍である．しかし，図
15 では，大腸菌の生菌率が電解質の種類には依存せず，
水溶液中の電解質濃度だけに依存していることが示され
ている．さらに，図 14 より，濃度 1.0×10-2 mol/L にお
いて，各試料の生菌率は同程度であることがわかる．こ

れらのことから，本研究で使用した電解質の種類とその
濃度範囲では，大腸菌の生菌率は水溶液中のイオンの半
径，質量，水和半径，および移動度ではなく，水溶液中
の電解質濃度のみに依存していることが示唆された．

4.2　水溶液中の電解質濃度の影響
4.1 から，パルス電界印加による大腸菌殺菌は，水溶

液中の電解質の濃度に依存していることが示唆された．
図 16 に高電界パルス殺菌機構に及ぼす電解質濃度の影
響を示す．水溶液中のイオンは，高電界パルス印加によ
り生じるマクスウェル応力に寄与する．そして，この応
力が細胞膜を破壊することで殺菌する．このとき，マク
スウェル応力 F は式（3）で与えられる 17）．

　　　　　　　　      （3）

ここで，εm は細胞膜の誘電率を，Em は細胞膜に生じる
電界強度を示す．また，Em は式（4）で与えられる．

　　　　　　　　  （4）

ここで，δ は細胞膜表面に存在する電荷面密度である．
式（4）から，細胞膜表面に整列するイオンの電荷面密度，
従って細胞質および水溶液試料に含まれるイオンの濃度
が高いほど，細胞膜に生じる電界強度は高くなることが
わかる．また，式（3）からマクスウェル応力は，細胞膜
に生じる電界強度が高くなるほど大きくなることがわか
る．従って，図 16 に示すように細胞外（液体試料）中
のイオン濃度が高くなるほど，膜に働くマクスウェル応
力は強くなり，生菌率は減少したことが考えられる．水
溶液中のイオンの量とマクスウェル応力の大きさを関
係，マクスウェル応力と高電界パルス殺菌の殺菌率との
関係については，今後定量的に評価していく．

一般に細胞内には豊富な正イオン（Na+，K+ ）が存在し，
その濃度は 0.15 mol/L 程度である 18）．一方，細胞質内の
負イオン（Cl－）の濃度は正イオンの濃度より低く，0.004 

図 15　 パルス印加 30回後の大腸菌の生菌率の電解質濃度特
性に及ぼす電解質の種類の影響

Fig.15　 Effect of the kinds of electrolytes on the survival rate of  
E. coli after 30 pulses as a function of the concentration of 
electrolytes.

表 3　 イオンの半径 14）・質量 15）・水和半径 14）・移動度 16）

Table 3　 radius14）, molar mass15）, hydrated radius14）, and mobility16） of ion.

Ionic 
radius14）

［nm］

molar 
mass15）

［g/mol］

hydrated 
radius14）

［nm］

Mobility16）

［cm2/sV］

Na+ 0.095 22.99 0.36 5.19×10-4

K+ 0.133 39.10 0.33 7.62×10-4

Cs+ 0.169 132.91 0.33 7.96×10-4

Cl－ 0.181 35.45 0.33 7.91×10-4

Br－ 0.195 79.90 0.33 8.10×10-4

図 16　高電界パルス殺菌機構に及ぼす電解質濃度の影響
Fig.16　 Effect of the concentration of electrolytes on the mechanism 

of sterilization by high electric field pulse.
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mol/L 程度であり 18），濃度 0.12 mol/L の RNA や DNA な
どの巨大分子が細胞内の負電荷を担っていることから，
細胞内は電気的に中性に保たれている 18）．しかし，巨大
分子の移動度は低いため，それに担われた負電荷はマク
スウェル応力に寄与し難いことが考えられる．これらの
ことから，高電界パルスが大腸菌を含む水溶液に印加さ
れると，負電極側では，細胞内では細胞質中に豊富に存
在する正イオン（Na+，K+ ）が細胞膜内側表面に整列し，
これと対となるように水溶液中の負イオン（Cl－，Br－）
が細胞膜外側表面に整列することにより，大きなマクス
ウェル応力が細胞膜間に生じ，高い殺菌率が得られると
考えられる．また，細胞中の正イオン濃度は 0.15 mol/L

程度であり 18），本研究で使用した電解質の濃度範囲（3.0

×10-5～1.0×10-2 mol/L）と比較して充分高い．そのため，
マクスウェル応力は負イオン（Cl－，Br－）の濃度が高く
なるとともに大きくなる．つまり，負イオンの濃度が生
菌率の支配要因であることが示唆される．ここで，水溶
液試料中には，H2O 分子が解離した OH－イオンも含ま
れているが，OH－イオンの濃度は 3.2×10-8 mol/L 程度で
あり，本研究での電解質の濃度と比較してはるかに小さ
いため，高電界パルス殺菌には影響しないと考えられる．
一方，正電極側では，細胞内の巨大分子は移動し難いた
め，負イオン（Cl－）が細胞膜内側表面に整列するが，
負イオンの濃度は正イオンの 1/40倍程度しかないため
マクスウェル応力は，式（3），（4）から負電極側に対して
1/1,600倍程度小さいことが考えられる．

実際の液体食品には，イオン以外にも電荷担体は存在
し，マクスウェル応力に寄与することが考えられる．今
後，液体食品中に存在する溶質が高電界パルス殺菌の殺
菌率に及ぼす影響を検討し，マクスウェル応力の大きさ
と水溶液中の電荷担体濃度特性を調査していく．

5．まとめ
大腸菌を含む 3.0×10-5～1.0×10-2 mol/L の NaCl，KCl，

CsCl，および CsBr 水溶液にパルス電圧（波高値：－4.40 

kV，幅：20 μs）を 60秒間隔で印加し，殺菌実験を実施
した結果，以下の結論を得た．

（1） 生菌率は水溶液中の電解質濃度が高くなるほど減少
した．また，1.0×10-2 mol/L の NaCl，KCl，CsCl，お
よび CsBr 水溶液中の大腸菌の生菌率は同程度であ
ったことから，本研究で使用した電解質のイオンの
半径，質量，水和半径，および移動度は，生菌率に
影響を及ぼさないことが示された．

（2） 細胞内では豊富に含まれている正イオンが細胞膜内
側表面に整列し，一方の細胞外（水溶液試料）では

負イオンが外側表面に整列するとき，大きいマクスウ
ェル応力が細胞膜を圧縮し，高い殺菌効果が得られ
ることが考えられる．よって，水溶液試料中の負イオ
ンの濃度が生菌率を決定していることが示唆された．
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