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研究要旨 

現在わが国の畜産食品は、これまで生食されなかったものが生食されるなど、食文化

が多様化してきている。しかしながら、畜産物の生食は腸管内の微生物や寄生虫等によ

る食中毒の危険性が高く、近年、食中毒事例が頻発していることから、畜産物の生食に

よる食中毒を未然に防止するための畜産物中の食中毒菌の検査手法や除去方法を提供

する必要がある。本研究では、腸管出血性大腸菌などの細菌と生食でしばしば問題とな

る寄生虫を主な危害の対象として、動物の食肉や内臓肉を生で食することのリスクにつ

いて、牛、馬、豚等について検討した。 

まず、食肉の生食実態及び製造上の衛生管理について情報収集を行い、食肉を生食す

ることのリスクについて危害分析を行った。牛の消化器については、大腸菌群等の汚染

実態及びその季節変動について明らかにした。また、我が国における馬肉中の住肉胞子

虫試験方法の検討及びシカ肉中の住肉胞子虫汚染実態を明らかにした。 

次に本研究班では、畜産食品中の病原微生物を生食の可能なレベルまで低減する方法

について検討した。海外で食肉に用いられている放射線殺菌法が牛肝臓に対しても有効

であるかの検証を昨年度に引き続き行い、有効性が認められる条件を明らかにすると共

に、処理によって発生する副生成物について解析した。また、高圧処理による殺菌方法

についても検討し、昨年度に見られた肝臓の硬化及び変色を起こしにくい条件での微生

物削減について検討した。 
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A. 研究目的 



 日本国内で平成 23 年に発生した、牛肉

の生食による腸管出血性大腸菌集団食中

毒事例をきっかけに、食肉及び内臓肉を

生食することの危険性が広く再認識され

た。食の安全を確保するため、生食用牛

肉の加工基準の設定及び牛肝臓の生食禁

止という行政措置が実施されたがその一

方で、豚肝臓の生食の増加、ジビエと呼

ばれる野生鳥獣肉の喫食が増加しつつあ

り、これまでとは異なる健康被害の可能

性が高まっている。また、牛肝臓の生食

の安全性を確保することにより、規制の

解除を求める声もみられている。本研究

では、食肉及び内臓肉を生で食すること

によるリスクを明らかにすることを目的

として、海外における生食用食肉の製造

時の衛生管理実態の調査や、国内での牛

の消化器部位における大腸菌群等の汚染

実態調査と季節変動、食肉中の寄生虫汚

染実態に関する調査等を行った。更に、

畜産食品を汚染する食中毒菌を低減する

ことを目的として、放射線照射及び高圧

殺菌の効果と問題点について科学的に検

討した。 

 

B. 研究方法 

（１）海外における食肉の生食用食肉製

品の衛生管理の実態調査 

株式会社三菱総合研究所への委託事業と

して、文献調査、インターネットを通じ

た調査及び在日大使館への聞き取り調査

を通じて、ドイツにおける豚肉の生食製

品であるメットの製造工程における衛生

管理実態及び健康被害について情報を収

集し、その結果について検討した。 

 

（２）馬肉中の住肉胞子虫の遺伝子検査

法の検証とエゾシカ肉中の住肉胞子虫汚

染調査 

馬肉中の住肉胞子虫遺伝子検査法には、

株式会社 千興ファーム（熊本県）から購

入した 7頭分の馬横隔膜を用いた。 

現行検査法に基づき、DNeasy Blood & 

Tissue Kits を用いて DNA を抽出した。

抽出した DNA を用いて、定性 PCR を行っ

た。プライマーは厚生労働省通達の現行

検査法で使用されているものを用いた 。

得た PCR 産物について、当研究室保有の

Sarcosystis fayeri 遺伝子陽性コントロ

ールとともに、アガロースゲル電気泳動

を行い、約 1100 bp の遺伝子増幅産物が

確認されたものを陽性と判定した。 

 定量 PCR は、各検体から 0.3 g の馬肉

を 2 か所採取し、DNA を抽出した。また、

同じそれぞれの検体から、馬肉を 10 g を

2 か所採取し、ぶつ切りにしたものに PBS 

30 mL を加え、ホモジナイザーで均質化し

た。均質化後、粥状になった馬肉サンプ

ルを 200 µL採取し、DNeasy Blood & Tissue 

Kits を用いて DNA を抽出した。抽出した

DNA を用いて定量 PCR を行った。使用した

プライマーは、八木田 健司 博士 (国立

感染症研究所) が設計した Sarcocystis

属共通遺伝子配列を利用したプライマー

を参考に作成し、NIPPON GENE から供与さ

れた S. fayeri 遺伝子陽性コントロール

を用いて、絶対定量を行った。遺伝子陽

性と判定された検体から、馬肉 0.3 g を 8

か所、馬肉 10 g を 8 か所採取した。前述

の方法と同様に DNA を抽出し、遺伝子定

量用のプライマー で定量 PCR を行った。

また、この結果を用いて、馬肉 10 g 均



質化検体に 1～8の番号をつけ、乱数発生

ソ フ ト ウ ェ ア 

(http://tools.huu.cc/rand/) によって

乱数を発生させ、馬肉を 20 g、30 g、40 g 

用いて実験をした場合の相対標準偏差 

(以下、rSD) を推察した。馬肉 20 g を用

いた場合の実験結果を推察する場合、2

つの乱数を 8 回発生させ、出た乱数の番

号の検体遺伝子コピー数に基づき標準偏

差 (以下、SD) および rSD を算出した。 

エゾシカ肉の住肉胞子虫遺伝子検査は、

北海道のシカ肉販売業者より分与を受け

たエゾシカ肉 50検体（横隔膜部分）を用

いた。シカ肉中の住肉胞子虫遺伝子検査

法は、厚生労働省が通知した住肉胞子虫

定性遺伝子検査法を適応した。PCR 産物に

ついてアガロースゲル電気泳動を行い、

遺伝子陽性か否か判断した。 

 

（３）牛消化管内の大腸菌群等の分布 

 牛消化管組織内の大腸菌群細菌数の

測定とPCR法によるstx遺伝子の検出は、

牛の屠畜解体直後に唾液（n=41）、第一胃

（n=46）、十二指腸（n=68）、盲腸（n=69）、

直腸（n=65）のそれぞれの内容物と胆囊

（n=65）、肝臓（n=69）と胆汁（n=69）を

採取し直ちに研究室に持ち込み実験に供

した。肝臓に滅菌 PBS に加え、ストマッ

カー処理を 30 秒間以上行ない、得られた

懸濁液と原液の胆汁を直接滅菌 PBS で希

釈し、マッコンキー寒天培地に植菌して、

37 C̊ で一夜培養し大腸菌群細菌数を測定

した。さらに、ストマッカー処理した肝

臓検体と胆汁検体に 1.25 倍の TSB を加

え 37 C̊、18 時間、浸透培養し、得られた

増菌培養液に TE buffer を加えて加熱し、

その上清を鋳型 DNA として stx 遺伝子の

検出するための PCR を行なった。 

肝臓内の大腸菌群細菌の分布と stx 遺

伝子の PCR による検出は、牛肝臓を可食

部に相当する部位１と２、非可食部の３、

４、５とに分け、胆汁と共に大腸菌群細

菌数の測定と PCR 法による stx 遺伝子の

検出を試みた。 

 

（４）放射線照射による微生物除去 

微生物試験用の牛肝臓試料は、つくば

市内の精肉店より凍結状態の牛肝臓塊、

もしくは東京芝浦食肉処理場にて屠殺直

後に凍結した牛肝臓塊を用い、購入後

-80℃で保存した。牛挽肉はつくば市内の

精肉店より購入した。試料は 25ｇの塊と

なるよう無菌的に切り分け、各々ガスバ

リア性の袋に移した後、-80℃で冷凍保存

した。品質評価用の牛肝臓試料は、東京

芝浦食肉処理場より、屠殺した翌日また

は翌々日に、冷蔵状態で入手した。肝臓

は入手日のうちに 50g 程度の塊に切り分

けて、ガスバリア袋（PTS 袋, 三菱ガス化

学製､PB180250P 180×250mm )にいれ、含

気状態または脱気状態で包装した。包装

後の試料は、冷蔵(0℃)照射では照射氷中

に 3時間、凍結(-80℃)照射では超低温槽

に一晩保管し、照射前の温度を恒温とし

た。 

供試菌は、研究機関および研究協力機

関が所有するC. jejuni 5096株を用いた。 

 供試菌は Brucella Broth(Difco)を用

いて、微好気条件下で 41.5℃一昼夜静置

培養した後、遠心分離（4000ｇ, 5 min）

により菌体を収集、培地成分を除去した。



菌体はリン酸緩衝溶液に再懸濁し、109 

CFU/mL となるように調整、使用した。 

ガンマ線照射はコバルト60線源を装填

した Gamma Cell 220 を用いた。照射時の

温度は、氷冷（0℃）および冷凍(ドライ

アイス下)（-80℃）の 2条件を設定した。

照射中の温度を一定に保つため、照射チ

ャンバーと同形状の筒状型発泡スチロー

ル箱を作成し、この中央に予冷した検体

を入れ、周囲に氷（0℃）もしくはドライ

アイス（-80℃）を封入した。 

吸収線量は試料に装着したアラニンペ

レットの信号を ESR 装置で測定して決定

した。検量線は英国の National Physical 

Laboratory の標準アラニンペレットで作

成した。 

菌体の接種は、自然解凍後した牛肝臓

あるいは牛挽肉の内部に、供試菌液を注

射針により注入することで行った。菌体

濃度は終濃度で、108 CFU/g 程度となるよ

うに調製した。菌体接種後の試料は、直

ちに、ガスバリア袋（PTS 袋)を用いて含

気あるいは真空包装を行った。含気条件

では、ヘッドスペースに空気を残し、脱

気条件では、真空包装機を用いて、袋内

の空気を抜いてヒートシールした。包装

後の検体は、氷中もしくは-80℃の冷凍庫

内で 2 時間以上放置して温度を一定にし

た後、冷蔵では 0～1.2 kGy、冷凍では 0

～3.0 kGy の範囲の線量を照射した。照射

後の検体は直ちに、もしくは解凍後直ち

に菌数計測した。 

ガンマ線照射後の検体は、滅菌緩衝ペ

プトン水（BPW)を加えて 10 倍乳剤とし、

必要に応じてその10倍段階希釈試料液を

調製した。各 10 倍段階希釈試料液は、標

準寒天平板および mCCDA 平板にスパイラ

ルプレーティング法で塗抹した。標準寒

天平板は好気条件で 35℃、mCCDA 平板は

41.5℃で各々48 時間培養し、その出現集

落数から 1ｇ当たりの一般生菌数ならび

に C. jejuni の数を求めた。mCCDA 平板上

の集落については、平板あたり 5 つの集

落を選択し、これらをイムノクロマト法

によるCampylobacter同定キットに供し、

典型集落が Campylobacter 属であること

を確認した。 

TBA（チオバルビツール酸）価の測定は、

（一財）日本食品分析センターに委託し

て実施した。 

照射および非照射の牛肝臓にメタノー

ル を 加 え て ホ モ ジ ナ イ ザ ー (AM-8

型,Nissei)で 2 分間攪拌後、抽出液をろ

過した。さらに残渣をクロロホルム/メタ

ノール（2:1）（C/M）溶液で 2回抽出後 C/M

溶液で洗浄した。集めた抽出液に 0.88％

KCl 溶液を加えて分液ロト中で混和し、1

晩放置後、クロロホルム層を集め、硫酸

ナトリウムで脱水した後に濃縮し、

Hexane/ 2-prpopanol(3:2)溶液で定容し

た。脂質溶液から25mg分の脂質を秤取り、

2mg のトリデカン酸を内部標準として添

加し、3フッ化ホウ素メタノール試薬によ

り脂肪酸をメチルエステル化し、GC で分

析した。 

2-アルキルシクロブタノン分析は、牛

肝臓に硫酸ナトリウムを加え乳鉢中で均

一に混和し、氷上で 30分放置した。これ

をステンレス製遠心チューブに移し、ヘ

キサンを加え、高速ホモジナイザー(ヒス

コトロン NS-52 型, マイクロテック社

製)で 1分間撹拌後、10,000 x g で 10 分



間遠心し、ヘキサン画分を集めた。この

抽出操作を繰り返し、集めたヘキサン溶

液に硫酸ナトリウムを加えて脱水した。

ヘキサン抽出液の溶媒を留去後、抽出物

をアセトンに再溶解し、さらにアセトニ

トリル を加えて-20℃で30分以上冷却し

て脂肪分を析出させた。これを 0℃、1,680 

x g で 10 分間遠心して取り除き、2-アル

キルシクロブタノン類(2-ACBs)が含まれ

る上清を濃縮して、ヘキサンに再溶解し

た。この溶液をガラス製のシリカゲルカ

ラム（Merck Shilica gel 60 70-230 mesh）

2 本に添加し、ヘキサンで洗浄後、ヘキサ

ン/ジエチルエーテル（98：2）で溶出し、

その 5-15mL 画分を集めた。この試料を濃

縮して GC-MS で分析し、2-ドデシルシク

ロブタノン（2-dDCB）および 2-テトラデ

シルシクロブタノン(2-tDCB)、2-テトラ

デセニルシクロブタノン(2-tDeCB)を定

量した。 

フランの分析は、牛肝臓の左葉部分を

約 100g の塊に切り分け、ガスバリア袋に

いれ、含気状態のままヒートシールし、

予冷の後、3 kGy (0℃)、または 10kGy 

（-80℃）を照射した。照射後の試料は分

析に供するまで、-80℃で凍結保管した。

分析は、（一財）日本食品分析センターに

委託して実施した。ポリエチレンバック

に含気状態で包装した牛肝臓を、氷冷状

態(0℃)で 6kGy、ドライアイス下（-80℃）

で 10kGy の 2 条件でガンマ線照射し、照

射後の試料は-80℃で保管した。分析時に

は、未開封の状態の試料を冷蔵庫中に移

して解凍し、冷蔵庫から取り出した後、

速やかに塩化ナトリウムを入れたヘッド

スペースバイアルに採取した。このバイ

アルに，あらかじめ氷冷した精製水を加

えた後直ちに密栓し、d4-フラン 50 ng(内

標準物質)を添加し試験溶液とした。バイ

アル中のヘッドスペースガスを、ヘッド

スペースサンプラーによりガスクロマト

グラフ-質量分析計に注入し、得られたピ

ーク高比から、予め作成した検量線を用

いて試料中のフラン濃度を求めた。 

 

（５）高圧処理による牛肝臓中の

Escherichia coli の不活化に関する検討 

 250MPa の高圧処理及び圧力時間が

Escherichia coli と Salmonella 

Typhimurium に及ぼす死滅効果に E. coli 

ATCC 25922 と S. Typhimurium IID 1000

を用いた。培養液は、洗浄後リン酸緩衝

液中の菌数が 108 CFU/mL となるように調

整してアンプルに充填し、高圧処理の試

料とした。高圧処理装置は、高圧ポンプ、

ヨ－クフレ－ム、圧力装置、制御盤から

構成される加圧装置と恒温循環装置から

なるスギノマシン社製を（HPV-80C20-S）

を用いた。加圧条件は 250MPa で 60 分、

120 分、180 分とした。高圧処理後、ペプ

トン加生理食塩水を用いて段階希釈を行

って PCA 培地を用いて混釈培養し、集落

数を計測した。 

高圧処理における食品媒介病原細菌の死

滅 効果の 検討 には、 E. coli 、  S. 

Typhimurium 、 S. Enteritidis 、

Pseudomonas aeruginosa 、 Cronobacter 

sakazakii、 Providencia alcalifaciens、 

Yersinia enterocolitica の 計 7 菌株を

用いた。各菌株の培養液は、洗浄後リン

酸緩衝液中の菌数が 108 CFU/mL となるよ

うに調整して高圧処理の試料とした。加



圧条件は 250MPa で 180 分とした。高圧処

理後、アンプルから試料液を取り出し、

ペプトン加生理食塩水を用いて段階希釈

を行った。これらの希釈液は非選択培地

である PCA 培地を用いて混釈し、37℃及

び各菌の至適温度で 24時間培養し、発育

した集落を計測した。 

牛肝臓に接種したE.coliの高圧処理に

よる死滅効果の検討は、E. coli 108 

CFU/mL の菌液を使用し、牛の肝臓を横

2cm×縦 3cm，厚さ 0.5cm 程度・重量 10g

の長方形にカットしたブロックに、E. 

coli の菌液を等間隔 10 カ所に合計

100μl を接種した。接種した肝臓は二重

の密封状態にして高圧処理用の試料を作

製した。加圧条件は 250MPa で 60 分、120

分、180 分とした。高圧処理後、プラスチ

ックバックから内臓のブロックを取り出

し、ストマッカーバックに内臓 10g と希

釈水 90mL を分注して、2 分間のストマッ

キング処理を行い調製した。これらの調

製液は希釈水を用いて段階希釈を行い、

非選択培地である生菌数用の PCA 培地を

用いて混釈し、37℃で 24 時間培養した。

培養後発育した集落を計測した。さらに

E. coli 数は選択培地である酵素基質培

地；X-MG 培地を用いて混釈し、37℃で 24

時間培養し、発育した青色の集落を計測

し、E. coli 数とした。 

高圧処理における肝臓の肉色と硬さの検

討は、前項と同様の肝臓をプラスチック

バックに密封し、250MPaで 60分、120分、

180 分の処理を行った。高圧処理後の肉色

の変化を色差計で測定した。肉質の硬さ

はレオメーターを用いて測定すると共に、

目視で肝臓の肉色さらに肝臓を触感で硬

さを確認した。色差計はミノルタ社製の

色彩色差計を使用した。 

肝臓の色の変化を L値、a値、b値で測定

を行った。硬度計はサン科学社製のレオ

メーター、CR-3000EX を用いて行い、肝臓

の肉質の変化を硬度（kgf/mm2）で測定し

た。 

 

C. 研究結果 

（１）海外における食肉の生食用食肉製

品の衛生管理の実態調査 

EU 加盟国であるドイツは、EU 食品安全法

に適合する形で食品安全対策を実施して

おり、連邦レベルで定めた法令を各州の

責任において公的な監視や食品のモニタ

リングプログラムとして実施していた。

動物由来食品に関する連邦レベルの法令

である動物由来食品衛生規則において、

ひき肉の製造及び取扱いに関する要件が

定められており、製造加工施設、原材料

肉、製造前後の衛生管理が定められてい

た。また、法令遵守に対する公的な監視

や食品モニタリングプログラムは各州の

責任において実施されているが実際に監

視を行うのは州の下にある地方自治体で

ある郡あるいは郡独立市の獣医局等であ

った。食品企業や飲食店等の監視項目と

しては、設備、作業方法、衛生要件の遵

守、トレーサビリティ、企業の自己検査、

表示・宣伝等があった。企業や事業所に

対する監視活動については、連邦レベル

で統一的な枠組みが規定されており、企

業や事業所への立入検査の頻度を決定す

る算定方法が示されており、州はこの算

定方法の結果に基づき、企業や事業所へ

の立入検査を実施していた。メットの喫



食による健康被害の実態は、2007 年から

2012 年にかけて、14 件見られた。その原

因物質は、メットの生食によるものでは

サルモネラ、カンピロバクター、寄生虫

（サルコシスティス）、ノロウイルスであ

った。メットによる食中毒 14 件中 5件で

は、原料に生卵を用いており、原因菌が

生卵から検出された例も 1例見られた。 

  

（２）馬肉中の住肉胞子虫の遺伝子検査

法の検証とエゾシカ肉中の住肉胞子虫汚

染調査 

馬肉の住肉胞子虫遺伝子検査法改良の

検討：定性 PCR 遺伝子増幅の結果から馬

肉のうち、1検体は採取した 2か所とも遺

伝子増幅は確認されなかった。2検体は 2

か所採取したうち、片方のみ遺伝子増幅

が確認された。また、4検体では採取した

両方で遺伝子増幅が確認された。これら

の結果から、2か所とも陰性の検体は住肉

胞子虫遺伝子陰性、残りの検体は住肉胞

子虫遺伝子陽性と判断した。住肉胞子虫

遺伝子陰性検体と陽性の 2 検体を用いて

定量 PCR を行った。馬肉 0.3 g を用いる

方法と 10 g を均質化して検査に供する

方法の比較を行った。遺伝子陰性と判定

された検体で、馬肉 0.3 g を用いる方法

では遺伝子増幅が検出されなかったが、

馬肉 10 g を用いる方法では遺伝子増幅

が検出された。また、陽性２検体では、

馬肉 10 g を均質化する方法で、0.3 g を

用いる方法より低い rSD が得られた。 

 陽性検体の一方から馬肉10 g を 8か所

採取し、均質化後、DNA を抽出した。他方

の陽性検体からは馬肉 0.3 g を 8 か所採

取し、現行検査法と同様に DNA を抽出し

た。それぞれの抽出 DNA を用いて定量 PCR

を実施した。馬肉 10 g を均質化する方法

では、馬肉 0.3 g を用いる方法よりも、

低い rSD を示した。乱数発生ソフトウェ

アを用いた解析の結果では、想定サンプ

ル馬肉量を増量することで、標準偏差お

よび相対標準偏差がともに低下した。 

エゾシカ肉における住肉胞子虫汚染状

況：厚生労働省が通知した住肉胞子虫遺

伝子定性検査法が妥当かどうか、シカ肉

よりシストを取り出し、DNA 抽出を行った。

住肉胞子虫遺伝子定性 PCR を、抽出 DNA

に適応したところ、明瞭に遺伝子増幅が

確認された。以上の結果は、馬肉中の住

肉胞子虫遺伝子定性検査法が、シエゾシ

カ肉中の同寄生虫遺伝子検査に適応でき

ることを示している。 

 エゾシカ肉より DNA を抽出し、住肉胞

子虫 18S rRNA 遺伝子共通配列について、

PCR を行った。50 検体のうちの 48検体か

ら、住肉胞子虫 18S rRNA 遺伝子の増幅が

確認された。 

 エゾシカの推定年齢と遺伝子陽性率と

の関係は、遺伝子陽性率が非常に高いた

め、推定年齢との関係は不明だった。 

 

（３）牛消化管内の大腸菌群等の分布 

 牛消化管組織内容物の大腸菌群細菌数

を測定したところ、唾液から肛門にかけ

てほぼ 100%で大腸菌群細菌が検出された。

検出された細菌数も第一胃から肛門に近

づくに従って高くなった。しかしながら、

胆汁では 14%、肝臓では 68%で陽性となっ

た。 

 牛消化管組織内容物の stx 遺伝子の PCR

法による検出では stx 遺伝子は肛門組織



で 78.3%と最も陽性率が高かった。しかし

ながら、肛門内容物では 45%、盲腸組織で

は 29%、盲腸内容物で 26%、十二指腸組織

で 5.8%、十二指腸内容物で 15%、第一胃

内容物で 8.6%であった。 

 一方、唾液で 22%とやや高めの値を示し

た。胆汁では調べた 149 検体全てで検出

されなかったが、肝臓では 3.3%で陽性と

なった。また、 肝臓から 68%の割合で大

腸菌群細菌が検出されたため、肝臓を 5

つの部位に分けてどの部位で大腸菌群細

菌が多く分付するかについて調べたとこ

ろ可食部に相当する部位では、陽性率が

26 と 34%と低かったのに対し非可食部位

ではそれぞれ 52、57、53%と高かった。さ

らに、季節性を考慮して比較すると、比

較的気温の高い High シーズンでは、非可

食部位の陽性率は 70%まで上がるのに対

し、可食部位の陽性率は 20%以下と低くな

った。 

前項で 肝臓から 3.3%の割合で stx 遺

伝子が検出されたため、肝臓を 5 つの部

位に分けてどの部位で stx 遺伝子が検出

されるかについて調べた。その結果、可

食部位では全く検出されず、stx 遺伝子が

検出されたのは、非可食部位であった。

現在得られたPCR産物がstx2に特異的な

ものであるか確認中である。 

 

（４）放射線照射による微生物除去 

 牛肝臓および牛挽肉中において C. 

jejuni を接種し、ガンマ線照射を行った。

C. jejuni の D10値は大腸菌株よりも低い

結果を得た。牛肝臓においてはガンマ線

抵抗性の試験指標菌として詳細に検討す

る必要はないと現時点では考えられた。 

 加えて-80℃で凍結した検体では、凍結

および解凍の時点で本菌の菌数が 1 ケタ

低下し、これは牛肝臓・挽肉共に観察さ

れた。すなわち、Campylobacter 属につ

いては凍結融解ストレスによる死滅も加

えて考慮でき、適切に凍結融解がなされ

るのであれば、D10 値の効果に加えての死

滅効果が期待されると考えられた。 

一般的に脂質の過酸化と相関があると

される TBA 価は、0℃、含気状態の照射で

線量に応じて増加したが、0℃、脱気包装

の照射では、統計的に有意な増加は見ら

れなかった。また、-80℃凍結状態の照射

でも、TBA 価は非照射のコントロールに比

べてやや増加する傾向はみられ、含気包

装では 10 kGy の照射で、統計的に有意な

増加がみられたがその変化量は非常に小

さく、また、脱気包装では、10kGy の照

射でも有意な増加は検出されなかった。 

今回の試験で用いた牛肝臓は、主な構

成脂肪酸として、ステアリン酸(18:0)、

オレイン酸(18:1-9c)、パルミチン酸

(16:0)、リノール酸(18:2-9c,12c)、アラ

キドン酸(20:4)などが含まれていた。ま

た、含有量は少ないが、不飽和脂肪酸で

は 、 バ ク セ ン 酸 (18:1-11t) の ほ か

18:1,18:2 などの C18 のトランス異性体

の他、C14~C17 のトランス型のモノエン

酸も非照射及び照射のいずれの検体にも

含まれていた。 

ガンマ線照射によって、いずれの照射

条件の試料でもトランス異性体がわずか

に増加した。特に 0℃の照射では線量に応

じた増加が顕著で、6kGy の照射では 18:1

および18:2のトランス酸の総量や炭素数

18 のトランス酸の総量、より短鎖のトラ



ンス酸も加えた総トランス脂肪酸量につ

いて、非照射試料と比較して統計的な有

意差が認められた。凍結下の照射でも

10kGy では統計的に有意なトランス酸の

増加が認められた。含気包装と脱気包装

の同一温度、同一線量でのトランス異性

体の量は統計的には有意な差は認められ

ず、TBA 価の場合と異なり、包装条件によ

る影響はほとんど認められなかった。 

今回の照射条件の範囲内では、飽和脂

肪酸の割合の増加や、多価不飽和脂肪酸

の減少は認められなかった。 

2-アルキルシクロブタノン類（2-ACBs）

は照射より特異的に生成する脂質の放射

線分解物であるとして、照射食品の検知

の指標物質として利用されている。分析

方法の精度確認として、分析に用いた肝

臓と同ロットの試料に標準試薬をスパイ

クして添加回収率を求めた。この試験は、

実試料の分析期間の最初と最後及び中間

の期間の3日に分けて3併行で実施した。

低濃度添加として、2-dDCB および 2-tDCB

を 2 ng/g FW、2-テトラデセニルシクロブ

タノン（2-tDeCB）を 5 ng/g FW で、スパ

イクして行った際の回収率は、64.7 + 

10.3, 68.3 + 9.8 および 62.7 + 9.8% 

(n=9)であった。 また、高濃度添加とし

て 2-dDCB、2-tDCB、2-tDECB を 20 ng/g FW, 

20 ng/g FW, 51 ng/g FW で添加した際の

回収率は 59.6 + 4.1, 59.9 + 4.3 およ

び 61.8 + 5.1% (n=9) であった。 

3 種の異なる温度包装条件で照射した

際の 2-ACBs の定量結果では、非照射のコ

ントロール試料からはいずれの2-ACBsも

検出されなかった。また、同一の温度と

包装条件下の照射では、線量にほぼ比例

して、3 種の 2-ACBs が検出された。そこ

で、同一条件での分析値を線量に対して

直線回帰した傾きから、１kGy あたりに

換算した2-ACBsの生成量を求めて表5に

まとめた。この際の相関係数は、0.87～

0.97 であった。  

肝臓生重量・1 kGy あたりの 2-dDCB お

よび 2-tDCB の生成量は、2-tDCB の含量

が 2-dDCB の含量に比べて大きく、- 80℃

に比べて 0℃の照射の方がやや大きな値

となった。一方、オレイン酸を前駆体と

する 2-tDeCB は、-80℃ 照射における生

成量が 0℃ 照射の場合に比べて著しく大

きくなった。なお、包装条件により同一

温度内での2-ACBs生成量には若干の差が

みられるものの、分析値の変動を考慮す

ると有意な差としては検出されないと考

えられた。 

  今回採用した分析条件において、繰り

返し測定の標準偏差に基づいて求めた、

フランの定量下限値（LOQ）および検出限

界値（LOD）はそれぞれ 2 ng/g FW および

0.5ng/ g FW であった。牛肝臓を分析した

結果、照射(6kGy 0℃、10 kGy-80℃)およ

び未照射試料のいずれにおいても、定量

下限を超える濃度のフランは検出されな

かった。 

 

（５）高圧処理による牛肝臓中の

Escherichia coli の不活化に関する検討 

高圧処理前の E.coli 菌数は 9 log 

CFU/mL であった。これらの菌液を 150MPa

の高圧処理を行ったところ、60 分、120

分、180 分と処理時間が長くなるにつれて

菌数が減少する傾向が見られるものの、

有効な死滅効果は認められなかった。



200MPa では 60 分処理で 7 log CFU/mL,  

120 分処理で 6 log CFU/mL,  180 分処理

で 5 log CFU/mL と直線的に菌数が減少す

る傾向が認められた。 250MPa では 60 分

処理では、9 log CFU/mL から 6 log CFU/mL

と約 3 D の死滅効果が得られ、120 分処理

では5 log CFU/mL､ 180分処理では3 log 

CFU/mL となり、約 5 D の有効な殺菌効果

が認められた。S. Typhimurium では、未

処理の菌数が 9 log CFU/mL のものが、

150MPa では 180 分処理で 7 log CFU/mL

に減少した。200MPaでは60分処理で8 log 

CFU/mL に、180 分処理では 6 log CFU/mL

に減少し、3 D の死滅が認められた。

250MPaでは150や200MPaに比べて菌数の

減少効果は高く、60 分処理では 6 log 

CFU/mL に、120 分処理では 4 log CFU/mL、

180 分処理では 3 log CFU/mL にまで減少

した。E. coli と S. Typhimurium はいず

れも約 5 D の有効な殺菌効果が認められ、

低圧の250MPaでも高圧処理の時間を数十

分の単位から時間の単位に延長すること

により、 高圧の 400MPa と同等の殺菌効

果が得られることが確認された。さらに、

処理時間の延長は緩やかな殺菌効果であ

るものの、有効な殺菌効果を得ることが

可能であると推察された。 

食品媒介病原細菌の死滅効果の検討で

は、未処理での菌数は約 8～9 log CFU/mL

であった。250MPa で 180 分処理を行った

結果、 生残菌数は S. Typhimurium、P. 

aeruginosa と E.coli では 3 log CFU/mL

となり、5 D の殺菌効果が認められた。さ

らに C. sakazakii では 2 log CFU/mL、Y. 

enterocolitica, P. alcalifaciens, S. 

Enteritidis の 3 菌種では 2 log CFU/mL

以下の数値で検出され、高圧に対する感

受性が高い結果であった。 

以上の結果、食品媒介病原細菌 6菌種

について 250MPa で 60 分処理を検討した

ところ、5 D の有効な殺菌効果が認められ、

E.coli のみではなく他のグラム陰性の病

原菌にも有効であることが明らかとなっ

た。 

牛肝臓に接種したE.coliの高圧による

死滅効果の検討では、高圧未処理の肝臓

からは生菌数及び E. coli 数は 7 log 

CFU/g を示した。これらを 250MPa で 60

分、120分、180分の処理を行ったところ、 

60 分処理では生菌数及び E. coli 数は 1D

の減少、さらに 120 分処理では 2 D の減

少が認められた。さらに 180 分では生菌

数で 3 D、E. coli で 2 D の死滅が認めら

れた。 

肝臓の色調と硬さに及ぼす高圧処理

と処理時間の影響では、未処理の肝臓の

肉色は L 値が 34.14±0.93、a 値が

9.50±0.23、b 値が 4.43±0.50 であった。 

250MPaの圧力処理を行うと60分処理でL

値が 41.74±0.48、a 値が 16.17±0.51、b

値が 7.04±0.79 となり、高圧処理では L

値である明度が明るくなる傾向が認めら

れ、さらに a 値の赤みはより赤くなる傾

向が観察された。120 分処理では L 値が

43.33±1.17、a値が 15.71±0.93、b 値が

7.18±1.26 となった。さらに 180 分処理

で は L 値 が 45.68±0.95 、 a 値 が

14.29±0.38、b 値が 7.21±0.62 となり、

圧力処理時間の延長とともに肝臓の色彩

は、明るい色を示し、高圧処理を行うと

赤みが増加するが、処理時間が長くなる

につれて僅かであるが減少する傾向が認



められた。高圧処理における肝臓の硬さ

の変化は、レオメーターを用いて検討を

行った。肝臓の硬さは、硬度の数値で示

した。未処理の状態では 0.0152±0.0068 

kgf/mm2 を示し、250MPa では 60 分処理を

行うと 0.0246±0.0046 kgf/mm2、120 分処

理では 0.0249±0.0048 kgf/mm2、180 分処

理では 0.0343±0.0088 kgf/mm2の数値が

得られた。肉の硬度は 250MPa の圧力では

時間の経過とともに数値は高区なる傾向

を示した。しかし、触感では明らかに硬

いと思われる感触ではなかった。高圧処

理による肝臓の目視及び触感では、未処

理と高圧処理との間には明らかな相違が

観察されたものの、高圧後は肝臓の肉色

は未処理のものより赤みがかかった色彩

を示した。しかし、処理時間に関しては

感覚的に色合いや硬さについては処理を

行うことによって顕著な差は感じられな

かった。 

 

D. 考察 

 昨年度の研究で、ドイツのメットにつ

いては、容器包装されスーパー等で市販

されていることが明らかとなったため、

日本国内での畜産食品の衛生管理等に参

考とする目的で、今年度はメットの衛生

管理及び規格基準についての情報を収集

した。ドイツにおいてメット独自の公的

な微生物成分規格はなく、ひき肉製品の

製造加工要件が定められており、その遵

守については連邦ではなく州レベルでの

監視・モニタリングが行われていること

が明らかとなった。また、製造販売業者

は衛生管理に関して外部認証を取得して

おり、出荷前の自主検査と共に外部監査

機関での検査も実施していることが明ら

かとなった。一方で、近年においてもド

イツでメットの喫食によるサルモネラ症

及び旋毛虫症等の発生が見られているこ

とから、現在行われている衛生管理手法

の元であっても、健康被害発生を完全に

防ぐのは困難であると考えられた。 

 

現行の住肉胞子虫遺伝子検査法に基づ

き 0.3 g の馬肉を採取し、DNA を抽出、

定量 PCR に用いる場合、遺伝子コピー数

のばらつきは非常に大きいことがわかっ

た。馬肉 10 g を均質化後、DNA を抽出し、

定量 PCR に用いる方法で、よりばらつき

の少ない結果が得られた。また、サンプ

リング量を 10 g 、20 g 、30 g 、40 g と

増量した場合のばらつきを推定すると、

増量とともに相対標準偏差が低下した。

この結果は、遺伝子コピー数のばらつき

を減少させるためには、検体から DNA を

抽出する前に、多量の検体を均質化する

ことが有効であることを示している。し

かしながら、多量の馬肉サンプルを用い

て検査することには困難が伴うこともあ

る。単純に増量していくだけではない工

夫が求められる。 

 北海道に生息するエゾシカについて、

住肉胞子虫の汚染状況を調査した。その

結果、96％のエゾシカ肉中から住肉胞子

虫遺伝子が検出され、同胞子虫の汚染が

蔓延している危険性が推察された。エゾ

シカ肉が食用に転用される実績がすでに

あり、今後、大きく発展する可能性があ

る。エゾシカ肉中における住肉胞子虫の

危害性を評価する必要がある。 

住肉胞子虫は、ウマやシカの筋肉中にシ



ストとして寄生する。住肉胞子虫の寄生 

は宿主の健康に影響を与えず、シスト中

のブラディゾイトは、宿主が死なない限 

り、シスト内に最大数まで増殖する。ウ

マやシカの年齢が高まるにつれ、住肉胞 

子虫の寄生率が上昇することが推察され

る。また、スポロシストを継続的に摂取

すれば、住肉胞子虫の汚染は深刻化する。

本報告で示したように、定性 PCR では、

エゾシカの年齢と住肉胞子虫寄生との関

係は非常に頻度の高いものではあるが、

汚染の濃淡は判断できない。年齢との関

係も不明である、今後、住肉胞子虫遺伝

子の定量的解析をする必要がある。 

 

牛肝臓内の大腸菌の分布とその殺菌法

の検討については、当初、牛肝臓内で検

出される腸管出血性大腸菌及び大腸菌群

細菌は、胆汁に汚染している菌が胆管を

通して肝臓内を汚染すると考えていた。

しかし、今回得られた結果では、胆汁中

の大腸菌群細菌と肝臓内で検出された大

腸菌群細菌とは相関性が無く、単純にと

畜解体後に胆汁中の菌が肝臓内を汚染し

ているのではない可能性が示された。stx

遺伝子についても同様で、今回調べた範

囲で胆汁からは stx 遺伝子は全く検出さ

れなかった。肝臓内で stx 遺伝子が検出

された場合も、非可食部位に相当する 3、

4、5 であった。一方、可食部位に相当す

る 1 と 2 では大腸菌群細菌が検出された

が、その割合は気温の高い夏場に多く、

気温の低い冬場に少ない傾向にあった。

しかし、stx 遺伝子は、夏場、冬場に関わ

らず検出されなかった。このことは、可

食部位に STEC が存在する可能性は低く、

何らかの方法で大腸菌群細菌のみならず

腸内細菌科菌群を殺菌することができれ

ば、生食用のレバーが提供できる可能性

が考えられる。何故、非可食部位の 3、4、

5で stx 遺伝子が検出されたかは、今後の

課題である。 

 

放射線照射による微生物除去では、過

去研究事例から、Campylobacter 属はガ

ンマ線に対する抵抗性は低いことが示唆

されてきた。Rocelle らによれば、低脂肪

の牛挽肉条件下で本菌の冷蔵下（3～5℃）

および凍結（-17～-15℃）でガンマ線を

照射した場合、その D10値は 0.175、0.235

と報告されており、本研究ではそれと比

較して若干高めに観察された。これは本

研究で用いた供試菌の抵抗性が高いとい

うよりも、現在の Campylobacter 検出培

地の高性能化および微好気培養条件の発

達により検出率が改善したためと予想さ

れた。しかしながら過去の牛挽肉での研

究事例にもあるように、本研究において

も大腸菌O157株よりも本菌の抵抗性は低

く、牛肝臓においてはガンマ線抵抗性の

試験指標菌として Campylobacter を詳細

に検討する必要はないと考えられた。 

ガンマ線照射によるTBA価 および脂肪

酸含量については、これまでの研究の成

果から、微生物の殺滅に必要なガンマ線

の量は、冷蔵6 kGy 、凍結(-80℃)で10 kGy

を超えることは無いと見通せる。トラン

ス異性化については、牛肝臓の脂質含量

が 5%未満であることも考慮すると、今回

の研究の範囲の最大変化量でも、国際機

関の推奨するトランス脂肪酸摂取量（総

摂取エネルギーの１％未満、1800kcal 摂



取する人のトランス脂肪酸摂取推奨量は

2g 未満）を考慮すると、照射による牛肝

臓のトランス脂肪酸量の増加は、一日の

トランス脂肪酸摂取量に大きな影響を与

えないと考えられる。 

また Li らは、常温(20℃)での牛挽肉の

ガンマ線照射において、6.74kGy 以上の

照射でアラキドン酸(20:4)等の多価不飽

和脂肪酸の含量の有意な低下を報告して

いるが、今回の研究結果からは、飽和脂

肪酸の割合の増加や高飽和脂肪酸の減少

は認められなかった。2-アルキルシクロ

ブタノン類(2-ACBs)の生成については、

照射食品中での安全性に関しては多くの

議論もあるが、その含量が微量であるこ

と、エームス試験等の変異原性試験が陰

性であること等を理由に、ヨーロッパ食

品安全機関（EFSA）では、照射食品摂取

の際の健康影響は無視できると結論して

いる。13) また、最近、Yamakage らは 2-

ドデシルシクロブタノン（2-dDCB）およ

び 2-テトラデシルシクロブタノン

（2-tDCB）の遺伝毒性を否定した論文を

公表し、Sato らも、2-tDCB の発がんプロ

モーション活性を検出出来なかったとの

報告している。ただし、わが国では、照

射食品の安全性に関する評価が定まって

いないことから、照射により生成する可

能性のある2-ACBsを定量的に把握する必

要があると考えた。2-dDCB および 2-tDCB

については、Ndiaye らは 6-8℃で照射牛

肉中の 2-dDCB および 2-tDCB の生成効率

として、1.0 および 1.0 nmole/mmole 

FA/kGy を報告している。また、Marchioni 

らは、6-8℃で照射した牛肉の、2-dDCB, 

2-tDCB、2-tDeCB の生成効率を、1.33、1.59、

1.67 nmol/mmole/kGy と報告している。

今回の肝臓の分析結果は、回収率を 60％

程度と見込んでも、これらの報告値に比

べて、生成効率はやや低めであった。こ

の理由としては、照射温度の違いが大き

く影響していることが予測される。いず

れにせよ、今回の実験で用いた条件下の

牛肝臓の１kGy の照射で、多くの畜肉類で

報告されている前駆脂肪酸1mmoleあたり

1～2nmole という生成効率を大きく超

えるようなことは無いと判断された。 

以上より、牛肝臓の脂質含量が牛挽肉等

の畜肉に比べて低いことを考慮すると、

殺菌に必要な線量が牛挽肉に比べて大き

くなったとしても、すでに米国等で許可

されている牛挽肉に比べて多量の 2-ACBs

が照射牛肝臓中に生成することは無いも

のと予測された。 

 

高圧処理については、昨年度の結果を

踏まえて、高圧条件を 400MPa～500MPa の

ような高い圧力ではなく、150～250MPa

の比較的低い圧力での E. coli の不活化

の検討を行った。その結果、150MPa では

有効な殺菌効果は見られなかったが、

200MPa から殺菌効果が認められ、特に今

回検討した250MPaは処理時間の経過とと

もに殺菌効果が高まる傾向が認められた。

250MPa で 180min では 食品媒介病原細菌

の低減化に有効な結果が得られ、P. 

aeruginosa, E.coli S. Typhimurium では

5D の死滅効果がみられ、さらに S. 

Enteritidis ， P. alcalifaciens, C. 

sakazakii, Y. enterocolitica では 6D

以上の殺菌効果が得られた。一方、実際

の肝臓に E.coli を接種して高圧処理



（250MPa で 180min)を行った結果では、2 

D 程度の死滅効果しか得られなかった。緩

衝液に懸濁した殺菌効果と肝臓に接種し

た実験結果ではかなり異なる結果となり、

さらに処理条件である圧力と処理時間の

検討が必要であると思われた。肝臓の物

理的な肉質に関連して 150～250MPa で 60

分、120 分、180 分処理を肝臓に施したと

ころ、肉色については 150MPa から 200MPa、

200MPa から 250MPa と高い圧力になるほ

ど明るい色調を示した。500MPa の高い圧

力に比べて色調の変化は少なく、良い肝

臓の色調を維持し、やや赤みがかかった

色合いであった。肝臓の硬さについては、

250MPa 処理を行うと硬さの数値は高くな

る傾向が見られるものの、未処理のもの

に比較してやや硬くなる傾向が認められ

ているが、生肝臓と比較しない限り明瞭

な違いは見られなかった。 

高圧処理は肝臓中の E.coli (腸管出血

性大腸菌）のリスク低減には有効と考え

られるが、これらの高圧条件に更なる有

効な殺菌方法を組み合わせた処理法の検

討が必要であると考えられた。一方、生

レバーとしての食味と食感は異なること

となり、生レバーとしての価値が見いだ

せるものか不明瞭で検討の必要があると

考えられる。肝臓の物理的な変化は従来

の 400MPa～500MPa の圧力と異なり、比較

的穏和な処理のため肝臓の色合いや柔ら

かさは残存し有効であると考えられた。

最終的には専門的な官能検査も必要とな

ると考えられた。以上のことから、250MPa

で 180 分の高圧処理は、肝臓のそのもの

は顕著な肉色や肉質の変化は認められな

かったものの、やや E. coli に対する不

活化効果は十分ではない結果となった。

今後は加圧処理時間の延長やさらなる不

活化データの構築も必要と考えられた。

最終的には実際に腸管出血性大腸菌を用

いた殺菌効果の検討や製造工程において

も一貫した衛生管理システムの導入が必

要であると考えられた。 

 

E. 結論 

 海外で販売されている生食用食肉製品

の衛生管理について、昨年度の調査でド

イツにおいて流通販売されていることが

明らかとなった豚肉生食製品であるメッ

トの衛生管理及び規格基準についての情

報を収集した結果、メットを対象とした

微生物規格基準は存在しておらず、連邦

政府による挽肉の加工要件が規定されて

おり、その遵守を州が監視、モニタリン

グすることが定められていることが明ら

かとなった。一方で、サルモネラ、カン

ピロバクター及び寄生虫等を原因物質と

する健康被害の報告がドイツで見られ、

現行の衛生管理対策でも完全に健康被害

の発生を防ぐのが困難であることが示唆

された。 

 

畜産食品を汚染する危害の一つである

Sarcocystis 属住肉胞子虫について、馬肉

からの PCR 法による検出とエゾシカ肉の

住肉胞子虫汚染調査を行った。住肉胞子

虫の存在が確認された馬肉から 10 g、あ

るいは現行検査法で指定している 0.3 g

を採取して、18S rRNA 遺伝子コピー数に

ついて検討したところ、均質化した馬肉

量が 0.3 g の場合には陰性だったサンプ

ルでも、10 g の均質化液の DNA を用いる



と標的遺伝子の増幅反応が検出された。

均質化する馬肉量を増量し、DNA を抽出す

ることにより、住肉胞子虫遺伝子検査法

を改良できると考えられた。また、シカ

肉 50 検体について、住肉胞子虫の汚染率

を調査したところ、48検体に住肉胞子虫

遺伝子を検出したため、今後食中毒危害

性を評価する必要があると思われた。 

 

牛肝臓内の大腸菌群汚染は、単純にと

畜解体後の細菌汚染でなく、現在は不明

であるが別の理由が考えられる。牛の肝

臓内の大腸菌群細菌による汚染は、気温

の高い夏場に多く、気温の低い冬場に少

ない傾向にあった。さらに、通常生レバ

ーとして提供される可食部位では検出さ

れる大腸菌群細菌数、陽性率も低く stx

遺伝子は検出されなかった。 

 

牛肝臓内部に接種した C. jejuni 5096

株の D10 値は、氷冷（0℃） 脱気条件で

0.33 kGy、凍結（-80℃）脱気条件で 0.69 

kGy,であった。また、非照射試料を凍結

し融解する操作で約 1 桁の菌数低減があ

った。これらの結果を前年までの結果と

合わせると、ガンマ線殺菌の効果を判定

する指標菌としては、その放射線感受性

の点からSalmonellaを選択することが適

切と判断された。 

冷蔵6kGy 、冷凍10ｋGy までの照射で、

不飽和脂肪酸の有意な減少は無かったが、

照射によるトランス異性化が認められ、

トランス酸含量は僅かに増加した。含気

包装と脱気包装の違いによる影響は少な

かった。脂質の放射線分解物である 2-ア

ルキルシクロブタノン類として、2-dDCB、

2-tDCB、2-tDeCB の照射による線量依存的

な生成を確認した。生成量は包装条件の

違いによる影響は少なく、前躯脂肪酸

1mmole から 1kGy の照射で生成する

2-ACBs のこれまでに牛肉で報告されてい

る効率と同程度かそれ以下であった。 

 フランについては、冷蔵(0℃)、冷凍

（-80℃）の含気条件かで、殺菌効果を得

るより十分大きな線量である 6kGy 、10 

kGy で照射をしても、定量下限を超える濃

度のフランは検出されないことを確認し

た。 

 

250MPa で 180 分の高圧処理は、食品媒

介病原細菌の菌数低減には有効であった。

牛肝臓に対する影響は、色や硬さの面で

やや赤みや硬さの変化が認められるもの

の一定の評価が得られた。次年度は更な

る有効な殺菌デ－タの構築が必要で、特

に相乗効果により病原菌のリスク低減の

ための検討を進める予定である。 
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