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研究要旨 

国内に流通する容器包装詰低酸性食品については、平成 20年 6月 17日付食安基発第 0617003号及び

食安監発第 0617003号において、ボツリヌス対策に係る指導通知が出されている。しかしながら、平

成 22年のボツリヌス⾷中毒対策状況に関するフォローアップ調査で、指導内容を逸脱する製品の流通

がみられた。この結果をうけ、昨年度の本分担研究では、通年で流通する「たくあん」製品を対象に、

低温流通・保存の製品表示の有無、衛生指標菌検出状況および理化学性状（pH、酸化還元電位）に関

する調査を⾏ない、低温流通・保存が表⽰されず流通する 9製品中 2製品で pHが 4.6を超えており、

指導内容を逸脱している状態であることを確認した。本年度は、昨年度の検討で指導内容を逸脱して

いた製品を検体として⽤い、保存実験を⾏なった。使用した検体の pHは、昨年同様依然、指導内容を

逸脱している状態で改善は⾒られていなかった。ボツリヌス菌芽胞液未接種群での 4 °Cおよび 30 °C

での保存試験では、保存期間にともない、pH、酸化還元電位の上昇傾向が⾒られた。ボツリヌス菌芽

胞液添加群での保存試験では、保存初期 15日目で菌数の減少がみられたが、その後は維持あるいは微

細な上昇傾向も⾒られ、さらに継続して、⻑期的な保存試験の必要性があると思われた。また、クロ

ストリジア属菌の発育を許容する酸化還元電位幅に関する知⾒を得るため、電気培養装置を⽤いた検

討を⾏なったところ、約-200〜+200ｍVの範囲で発育が認められた。当該範囲は大気中における多くの

⾷品が含まれることから、酸化還元電位をボツリヌス菌の発育阻⽌する理化学指標として⽤いる意義

は必ずしも大きくはないと考えられた。 

 
A. 研究目的 

市場に流通する⾷品は、原材料や産地の多様化

に加え、その容器包装形態にも近年、多様化の

傾向がみられる。その中で、容器包装に密閉し

た常温流通⾷品は、その利便性から様々な原材

料に適⽤され、これに包含される食品としては、

120°C 4分間以上または同等の加熱加圧殺菌が

なされている「レトルトパウチ食品（容器包装

詰加圧加熱殺菌食品）のほか、pHが 4.6を超え、

かつ、水分活性が 0.94を超えるものであって
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120°C 4分間に満たない条件で殺菌を⾏う、い

わゆる「容器包装詰低酸性食品」等が含まれる。

レトルトパウチ食品に比べ、容器包装詰低酸性

食品では、常温保存/放置により、ボツリヌス

菌等のヒト健康危害の高い病原微生物の食品

内増殖を招く恐れがあることが報告されてお

り、実際に平成 11年には千葉県内では家庭内

で誤って常温保存された要冷蔵容器包装詰食

品の喫食により、ボツリヌス食中毒が発生して

いる。こうした事態を踏まえ、厚⽣労働省では、

平成 14-16年度厚⽣労働科学研究「容器包装詰

低酸性食品ボツリヌス食中毒に対するリスク

評価」を通じて、関連食品における汚染実態や

食品内挙動、および海外のボツリヌス食中毒に

関する情報収集を⾏なって来た。その後に開催

された、厚⽣労働省 薬事・食品衛生審議会食

品衛生分科会食品規格部会 (平成 19年 6月 26

日開催)では、上記件研究課題の成果並びにコー

デックス委員会をはじめとした海外諸国の対

応状況を鑑み、国内に流通する当該⾷品の原材

料の処理および製造における管理措置として、

①当該食品中のボツリヌス菌を除去する、②

ボツリヌス菌の増殖を防止する、または③ボツ

リヌス毒素の産生を防止する、のいずれかをと

ることとし、具体的には①中⼼部温度を 120°C 

4分間加熱する方法またはこれと同等以上の効

⼒を有する⽅法での加熱殺菌を⾏なうこと、②

冷蔵 (10°C以下) 保存、③適切な常温流通期間

の設定を⾏なうよう、通知が出された（平成 20

年 6月 17日付、食安基発第 0617003号、食安

監発第 0617003号）。 

その後、平成 24年 7月 27日に開催された薬事・

食品衛生審議会食品衛生分科会食品規格部会

では、平成 22年 7〜8月に食品等事業者団体 (45

団体) を通じて、ボツリヌス食中毒対策状況に

ついてフォローアップ 調査を⾏なった結果が

開示された。平成 22年の通知時点または調査

時点では、計 59品目の食品が容器包装詰低酸

性食品に該当するとの報告がなされ、このうち、

①120°C で 4分間または同等以上の条件で加

熱殺菌を⾏なっていた⾷品は 12品目、②10°C 

以下の冷蔵条件で流通されていた⾷品が 6品目、

③pHを 4.6以下に調整していた食品が 1品目、

④水分活性を 0.94以下としていた食品が 5品

目、⑤ボツリヌス菌もしくは代換となる指標菌

の接種試験を⾏なっていた⾷品が 21品目、⑥

対策の改善が必要だと考えられていた食品が

14品目であった (うち、2品目は部会開催時に

おいて既に 120°Cで 4分間と同等以上の殺菌を

実施するよう改善が図られたほか、5品目は販

売中止となっていた。) 以後、十分な対応が取

られていない可能性がある食品等事業者が含

まれる団体については、厚生労働省担当者によ

る危害性の個別周知を図っているが、その後の

流通状況を踏まえた調査は⾏っていない。前回

の調査より 3年間が経過していることから、現

在における対応状況を把握することが求めら

れている。本分担研究では、こうした背景から、

平成 25年度にインターネットを通じて購⼊可

能な容器包装詰低酸性食品の情報を収集する

とともに、厚⽣労働省による指導内容の対応状

況について検証を⾏なった。その結果、容器包

装詰低酸性⾷品として国内に流通する⾷品の

うち、「たくあん」製品が⼀年を通じて流通し

ている現状を把握するとともに、厚生労働省に

よる指導内容を逸脱した製造基準を経て、製

造・流通される製品が存在する事を明らかにし

た。さらに一部の製品では、ボツリヌス菌の短
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期保存が確認された。この結果をふまえ、平成

26年度には、ボツリヌス菌芽胞液の添加保存実

験を 3つの異なる温度帯で⻑期的に⾏なうとと

もに、ボツリヌス菌の増殖を許容する酸化還元

電位の幅の調査を⾏なった。 

 
B. 材料と方法 

I. 保存試験（ボツリヌス菌添加回収試験） 

1. 供試検体（食品） 

平成 25年度の本分担研究の検討結果で、容器

包装詰食品で常温流通にもかかわらず、理化学

性状が厚⽣労働省 指導内容（平成 20年 6月 17

日付食安基発第 0617003号および食安監発第

0617003号）で定める基準を逸脱していた (pH 

4.6超) 「たくあん」製品 1種を本年度の検体と

し、大手インターネットサイト（楽天市場 

www.rakuten.co.jpおよびアマゾン 

www.amazon.co.jp）を通じて購入した。 

 
2. 供試菌株 

平成 25年度と同様に、ボツリヌス A型菌とし

て、62A, 33A, 36A, CB21, Renkon1の 5菌種を、

ボツリヌス B型菌として Okra, NH-2, 67B, 326-5, 

407-1の 5菌種を用いた。 

 
3. 試薬および培地等 

1) クックドミート培地  

ブドウ糖 0.6 g、可溶性デンプン 0.4 gを精製水

200 mLに加熱溶解させた。クックドミート培地 

(Difco) 1 gと、上記のブドウ糖可溶性デンプン水

溶液 10 mLをスクリュー栓付き試験管（18 mm x 

180 mm）に分注後、121°C 15分間オートクレー

ブした。オートクレーブ後は、冷⽔にて急冷さ

せた。 

2) 芽胞調整用培地  

トリプチケースペプトン (BDバイオサイエン

ス) 50 g、ペプトン (BDバイオサイエンス) 5 g 

およびメルカプト酢酸ナトリウム (関東化学) 1 

g を精製水 1,000 mLに溶解、pHを 7.0に調整後、

121°C 15分間オートクレーブした。 

3) ペプトン加⽣理⾷塩⽔ 

ペプトン (BDバイオサイエンス) 1 g および塩

化ナトリウム 8.5 gを精製水 1,000 mLに溶解、

pHを 7.0に調整後、121°C 15分間オートクレー

ブした。 

4) クロストリジア培地 

クロストリジア培地 (日水) 46.9 g を精製水

1,000 mLに溶解後、121°C 15分間オートクレー

ブし、使用直前まで加温保存した。 

5) 標準寒天培地  

標準寒天培地 (日水) 23.5 g を精製水 1,000 mL

に溶解後、121°C 15分間オートクレーブし、使

用直前まで加温保存した。 

6) pHメーター 

堀場製 LAQUA F21を用い、pH測定用電極とし

て#9680を、酸化還元電位測定用電極として

#9300-10Dを使用した。 

 
4. 方法 

1) 芽胞液の調製 

各供試菌株をクックドミート培地で一晩嫌気

培養後、芽胞調整用培地 10 mLに接種し、30°C

で一晩培養した。 80°C 20分間の加熱処理後、

再び 30°Cで培養した。同加熱処理を翌⽇およ

び一週間後に繰り返した後、滅菌水で３回洗浄

した。芽胞形成は、ウイルツ芽胞染色キット(武

藤化学(株))を用いて芽胞染色後、顕微鏡下で観

察する事で確認した。作製した芽胞液は、試料

保存容器に分注後、- 80°Cに保存した。芽胞菌

数は、凍結融解後、クロストリジア寒天培地を
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⽤いて混釈培養し、⿊⾊コロニー数を測定し算

出した。 

 
2) 保存試験 

ボツリヌス菌芽胞液 (A型菌 5種混合あるいは

B型菌 5種混合)を、80°C 20分間の加熱処理後、

検体 1 gあたり 103 cfu前後となるように接種し

た。芽胞液接種時には、検体の容器包装の密閉

性を保つため、封かん強度測定器⽤ゴムシール 

(サン科学) を使用した。芽胞液接種後の保存期

間は 0日、15日、30日、90日、120日、180

日、360日とし、保存温度は、4 °C、25 °C、30 °C

とした。（実験開始日を保存期間 0日とする。

現在、継続試験中である。）本試験には、各保

存期間、各保存温度につき 4検体を供した。陰

性対照として、芽胞液未接種の検体を芽胞菌接

種検体と同様に保存試験に供した。ただし、陰

性対照群の保存温度は 4 °Cと 30 °Cとした。 

 
3) 理化学性状の測定  

芽胞液未接種の検体を⽤い、経時的に⾷品内理

化学性状の測定を⾏なった。検体の容器包装を

外部から 70%エタノールで消毒後、使い捨て滅

菌済みメスを用いて、容器包装および検体食品

の⼀部を切開した。pH電極ならびに酸化還元

電位用電極を検体内部に挿入し、pHおよび酸

化還元電位を測定した。 

 
4) 一般細菌数の測定 

検体 100 gを無菌的に取り、ペプトン加⽣理⾷

塩水 100 mLを加え、ストマッカーにて十分混

和させ試料原液 (検体の 2倍希釈液) とした。

試料原液は、さらにペプトン加⽣理⾷塩⽔を加

え 10倍希釈液を作成し、その後さらに 10倍段

階希釈した。各試料液 1 mLを標準寒天培地に

混釈し、35°Cで 48時間培養を⾏ない、コロニ

ーを計測し、検体 1 gあたりの菌数を求めた。

混釈培地は各段階希釈液に対して 2枚作製した。

培養の陰性対照として、検体希釈に用いたペプ

トン加⽣理⾷塩⽔ 1 mLを培地に混釈し、同様

に操作、培養を⾏なった。 

 
5) クロストリジア数の測定 

一般細菌数測定時に作成した 10 倍段階希釈試

料液を使⽤した。各試料液 1 mLをクロストリ

ジア寒天培地に混釈し培地を重層後、35°C で

48時間嫌気培養を⾏なった。⽣育した⿊⾊コ

ロニー数を計測し、検体 1 g あたりの菌数を求

めた。混釈培地は各段階希釈液に対して 2 枚作

製造した。 

 

II.酸化還元電位幅に関する検討 

１） 菌株および培地 

Clostridium butylicum 2 株（No.15, 8501）

を発育試験に供した。いずれも、チオグリコー

ル酸培地中で嫌気下で培養した。 

２） 電気培養装置を用いた発育試験 

電気培養装置を用いた上述菌株の発育試験

を⾏なうため、作⽤極槽に 2ｍM メチルビオロ

ゲン（MV）添加チオグリコール酸培地 250ml

を加え、対極槽には MV を含まない同培地を加

えた。窒素通気後、定電位電解を⾏い、設定電

位で安定後、定常期の C. butylicum（上述）約

5 x 106 cfuを接種し、⼀定時間ごとに濁度を

測定した。なお、上記培養は、-0.6V〜+0.6V

の電位設定で通電を⾏い、上記細菌により還元

されたMVを電気的に酸化しながら培養を⾏な

った。 
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C. 研究結果 

I. 保存試験（ボツリヌス菌添加回収試験） 

1) 芽胞液未接種群での理化学性状の経時的変

化 (表 1) 

保存試験開始時における芽胞液未接種群 4検体

の pHは 5.15±0.11であった。保存期間 15日目

で pHは 5.5前後に上昇し 30日目まで維持され

た。15日目、30日目いずれにおいても、保存

温度 (4 °Cと 30 °C)の間には、有為な差は⾒られ

なかった。保存試験開始時点の 4検体の酸化還

元電位は 32.02±3.56 mVで、保存した期間が⻑

くなるに従い酸化還元電位は上昇傾向にあっ

た。15日目、30日目いずれにおいても、保存

温度 (4 °Cと 30 °C)の間には、有為な差は⾒られ

なかった。 

 
2) 芽胞液未接種群での一般細菌およびクロス

トリジア属菌の検出状況 (表 1) 

保存試験開始時点の芽胞液未接種群 4検体の一

般細菌数は、246±136 cfu/gで、クロストリジア

属菌は検出されなかった。検体間にばらつきが

みられるものの、保存した期間が⻑くなるに連

れて一般細菌数は上昇傾向にあった。一般細菌

数が大きく上昇した検体においても、検体の容

器包装の密閉状態は保たれており、ガス産生等

外⾒上の⼤きな変化はみられなかった。 

 
3) 芽胞液接種群での一般細菌およびクロスト

リジア属菌の検出状況 (表 2) 

A型菌および B型菌芽胞液接種量は、検体 1 g

あたりそれぞれ 418±213 cfu、1,093±329 cfuであ

った。4 °C に保存した検体でのクロストリジア

属菌数は、A型 B型いずれの菌型接種群におい

ても、保存期間が⻑くなるにつれ菌量が減少傾

向にあった。25 °C に保存した検体では、15日

目では A型 B型いずれの菌型接種群においても

菌量は減少傾向にあった。30日目では、A型菌

芽胞接種群で 15日目と同等レベルに維持或は

軽微ながらも増加傾向、B型菌芽胞接種群では

継続して減少傾向にあった。30 °C に保存した

検体では、25 °C 同様、15日目では A型 B型い

ずれの菌型芽胞接種群においても菌量は減少

傾向にあった。30日目では、A型菌芽胞接種群

では継続して減少傾向にあり、B型菌芽胞接種

群で 15日目と同等レベルに維持或は軽微なが

らも増加傾向にあった。 

保存試験開始時点の一般細菌数は、A型菌芽胞

接種群, B型菌芽胞接種群でそれぞれ 406±213 

cfu/g、396±374 cfu/gで、芽胞未接種群 (表 1)

と同等であった。保存温度により程度の差はあ

るものの、A型菌芽胞接種群、B型菌芽胞接種

群いずれにおいても、保存した期間が⻑くなる

に連れて一般細菌数は上昇傾向にあった。 

 
II. 酸化還元電位の検討 

本研究では、電気培養装置を用いて酸化還元電

位の安定化をはかり、C. butylicumの発育試験を

⾏なった。結果として、供試菌株は、-200ｍV

〜+200ｍVの範囲において良好な発育を認めた

（図１）。 

 
 
 
D. 考察 

I. 保存試験 

平成 25年度の本分担研究の検討から、常温保

存・流通の容器包装詰製品の中に、厚⽣労働省

により当該製品に対して指導通知されている

理化学性状 (pH < 4.6) を逸脱している製品が

含まれていることが明らかになり、その逸脱し

ていた製品を今年度の検体として入手した。製
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品のロットは昨年度の検討に⽤いたものと異

なるが、昨年同様、理化学性状 (pH < 4.6) は依

然、逸脱している状態で改善は⾒らなかった。

ボツリヌス菌未接種群の保存試験では、保存期

間が⻑くなるに連れて、pH, 酸化還元電位の上

昇傾向がみられ、容器包装未開封の製品であっ

ても、その理化学性状が安定でない事が示され

た。未開封の芽胞菌未接種群における一般細菌

数は、保存期間が⻑くなるに連れて増加傾向に

あり、この一般細菌数増加は理化学性状の変化

に関連している可能性が考えられる。また本製

品では、たくあん（大根）本体だけでなく、製

品製造時に使用したと考えられる漬け込み液

もたくあんと共に容器包装詰されている。検体

の包装後加熱処理の有無は表⽰されておらず

不明であり、加熱処理の有無とその条件、漬け

込み液の成分と量なども、保存期間中の理化学

性状の変化、一般細菌数の変化に影響している

可能性が考えられる。 

芽胞接種群の保存試験では、A型菌、 B型菌い

ずれの菌型においても、保存短期間 (15日)で

は菌数の減少がみられたが、その後の検体中の

菌数は、温度や菌型によって異なるものの、15

日目時点の菌数を維持或は軽微な上昇傾向が

みられるものものあり、さらに継続した検討が

必要と考えられた。また、先にも述べたが、検

体の包装後加熱処理の有無は衛⽣的観点から

も重要であるが、さらに、芽胞形成菌にとって

は発芽刺激になりうる事から、留意すべき点で

あると考える。本試験では、80°C 20分間の加

熱処理後の芽胞液を用いて⾏なっているが、栄

養体接種での食品内挙動も精査したい。 

 
II. 酸化還元電位の検討 

本研究では、広い酸化還元電位幅において、ク

ロストリジウム属菌（C. butylicum）の発育を許

容するとの知⾒を得た。この電位幅は、⼤気中

における食品の多くが含まれると想定される

ことから、食品中におけるボツリヌス菌の増殖

を制御するための理化学指標として、酸化還元

電位を用いる意義は必ずしも大きいとは言い

難いといえよう。現⾏の指導内容に含まれる理

化学性状は、pHと水分活性があるが、容器包

装詰低酸性⾷品においては、酸素濃度あるいは

酸価といった理化学性状もボツリヌス菌の発

芽・発育に関わる影響因子であることから、次

年度に向けた課題として検討を視野に⼊れて

いきたい。 

 
食品内での菌増殖に伴い、本菌がヒト健康危害

の高いボツリヌス神経毒素を産生する事も懸

念される。ボツリヌス毒素の定量試験は未だマ

ウスアッセイにより⾏なわれているが、近年で

は、PCR-ELISA、イムノクロマト、FRET等の手法

を用いた検出キットの開発も海外では進めら

れている。来年度にはこうしたアッセイ系の有

効性評価についても検討を⾏なうとともに、同

毒素定量を通じて、⾷品内のボツリヌス菌によ

る危害性の動態を精査すべきと考える。 

 
 
E. 結論 

本研究では、厚⽣労働省による指導内容を逸脱

した容器包装詰低酸性食品を用い、ボツリヌス

菌添加保存試験を⾏い、菌量の⼀部保持されて

いることが確認され、更に⻑期の保存試験が必

要と考えられた。また、酸化還元電位を容器包

装詰低酸性⾷品におけるボツリヌス対策の理

化学指標として用いる意義は必ずしも大きく

はないと考えられた。 
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表 1 芽胞液未接種群での理化学性状とクロストリジア属菌数および⼀般細菌数 
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表 2 芽胞液接種群でのクロストリジア属菌数および一般細菌数 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 

 

図 1. 
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