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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 年にボツリヌス対策に係る指導通知が
出されている。しかし、平成 22 年に行われたフォローアップ調査で指導内容を逸脱する製品の流
通がみられており、ボツリヌス対策に関する現状調査ならびに食品内での菌動態および菌増殖に
かかる理化学性状に関する検討の必要性が明らかとなった。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) に関する調査を行い、「たくあん」製品の一部では、指導内容を逸脱した製
造基準で製造されている製品が流通販売されている実態を明らかにした。さらに上記の指導逸脱
製品を用いて食品内の菌動態試験を行った結果、ボツリヌス芽胞菌が長期にわたり食品内で維持
されうることを明らかにした。また、本菌増殖を許容する酸化還元電位と酸素濃度を検討したが、
前者は多様な食品で見られる範囲で増殖が生じ、指導にあたっての理化学性状としては使用し難
い状況であることが明らかとなった。また、概ね 0.75%以上の酸素濃度下で本菌は良好な発育を
示した。これらから、ボツリヌス対策の周知徹底の必要性とともに、食中毒対策強化として菌の
増殖にかかる理化学的性状に関する更なる検討、情報収集の必要性が明らかとなった。加えて共
鳴エネルギー転移を利用したボツリヌス毒素の in vitro 定量検出法の有効性評価を行い、精製 A 型
毒素ではマウス毒性試験法と同等の感度を有するが、B 型毒素では感度が低く、マウス毒性試験
法の代替え法としては、更なる改良・検討が必要である事を明らかにした。 
 
 

背景 
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
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
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監発第 0617003 号）。このように容器包装詰低
酸性食品に対してボツリヌス食中毒対策がな
されたが、平成 24 年に再び鳥取県内で家庭内
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、改
めて、ボツリヌス対策の周知・指導の徹底およ
び強化の必要性が明らかとなった。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
を踏まえた調査はなされていない。 
 
検討１. インターネットを通じた流通情報の収
集と指導内容の対応状況 
A. 目的 
平成 22 年 7〜8 月に行われたフォローアップ

調査より対策の改善が必要だと考えられてい
た食品が存在しており、その後さらに 3 年間が
経過していることから、容器包装詰低酸性食品
における現在のボツリヌス食中毒対応状況を
把握することが求められていた。こうした背景
から、本分担研究では、まずインターネットを
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。 
 
B. 材料と方法 
1. インターネットを通じた食品流通情報収集 
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、容器包装詰低酸
性食品として流通する製品の検索を行った。検
索にあたっては、フォローアップ調査報告に掲
載された製品名称「たくあん」「天日干したく
あん」を用いることとした。 
2. 衛生指標菌定量試験 
各検体を 100 g に切り分けたものをストマック

袋に入れ、ペプトン水を 100 mL 加え、1 分間ス
トマッキング処理をした上清を試料とした。一
般細菌数は調整試料原液および同希釈液 100 uL
を標準寒天培地 (Oxid) 2 枚に塗抹し 37 °C 24 時
間培養後、検体 1 g あたりの菌数を算出した。
大腸菌群 (Coliforms) 数は同様に調製した試料
液 100 uLを VRBL 寒天培地 (Oxoid) 2枚に塗抹し
37 °C 24 時間培養後、赤色を呈する集落を計数
し、同じく検体 1 g あたりの菌数を求めた。 
 
C. 結果 
1. 国内に流通する容器包装詰低酸性食品に関
する情報収集 
平成 25 年 7 月 24 日〜同月 25 日に、国内大

手インターネットサイトを通じて、容器包装詰
低酸性食品として購入可能な食品の検索を行
った。平成22年7〜8月に食品等事業者団体 (45
団体) を通じて行われた、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集計さ
れた食品種を主対象として検索したところ、改
善が求められるものとされていた「天日干した
くあん」等の「たくあん」製品の一部が依然と
して、少なくとも表示上では常温で流通・保存
されている実態が明らかとなった (表 1-3)。本
検索にあたっては、「たくあん」「天日干したく
あん」「天日干し＆たくあん」「真空パック＆た
くあん」をキーワードとして用い、楽天では
1523 件、45 件、231 件、16 件の製品が、アマ
ゾンでは 285 件、1 件、13 件、4 件の製品がそ
れぞれ検索された (表 1)。最終的に、容器包装
詰低酸性食品として、常温での流通・保存がと
られていた「たくあん」製品は、楽天、アマゾ
ンで、それぞれ 35 件および 10 件に絞り込まれ
た (表 2, 3)。以上より、容器包装詰低酸性食品
の範疇に入る「たくあん」製品の一部は依然と
して常温で流通・保存している実態が明らかに
なった。 
2. 容器包装詰低酸性食品として流通する「たく
あん」製品における衛生指標菌の検出状況と理
化学性状の検証 
上記の調査結果を受けて、常温での流通もし

くは保存がインターネットサイト上で商事さ
れている 9 製品計 30 検体 (図 1) を入手し、当
該製品における衛生指標菌の定量検出ならび
に理化学性状 (pH、酸化還元電位) を調査した。
表 4 のとおり、30 検体における一般細菌数およ
び大腸菌群数の平均値は 1.21 x 103 ± 3.26 x 103 

cfu/g および 2.27 x 101 ± 4.65 x 101 cfu/g であった。
検体 No. 1-15 ならびに No. 25-27 の 6 製品につ
いては、大腸菌群数が検出された。また、検体
13-15 の 1 製品では一般細菌数が陰性であった
が、残りの検体からは、2.00 x 101 ± 1.00 x 101 

cfu/g〜5.94 x 103 が検出された。理化学性状とし
て、厚生労働省の通知に記載されている pH に
ついては、4.6以下にするよう指導されている。
本供試検体における平均 pH 値は 4.37 ± 0.61 で
あったが、このうち検体 No. 16-24 の 2 製品計 9
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検体の pH 値は 5.22〜5.26 であった (表 4)。ま
た、酸化還元電位の測定値は、平均値が 115.49 

± 35.93 であったが、指導内容から逸脱する pH
を示した検体については、他検体 (124.13 ± 0.15
〜162.00 ± 3.12 mV) と比して、相対的に低い酸
化還元電位値を示した (62.93 ± 1.07〜65.73± 
0.83 mV) (表 4)。以上より、「たくあん」製品の
一部では、理化学性状として、指導内容に逸脱
する製品が流通している実態が把握された。 
 
D. 考察 
食品のグローバル化が進む昨今、我が国におい
ても輸入食品の増加とその原材料や容器包装
に係る多様化に対応する必要性に迫られてい
る。特に、病原微生物の制御に根ざした食品の
衛生管理は、食中毒の発生を予防するために必
要不可欠な課題であり、継続的な情報収集と実
験的検証が求められる。平成 22 年度のフォロ
ーアップ調査で対象とされた容器包装詰低酸
性食品のうち、特に今後も検討が必要とされた
製品の多くは、正月料理用の食材が多々見受け
られたため、本研究では一年を通じて国内に流
通が認められる「たくあん」製品に対象を選定
した。調査の結果、流通・保存にあたり冷蔵表
示がないものが依然として流通している実態
が把握された。冷蔵表示に関しては、その多く
が製造者の表示に基づくものであったが、一部
に販売者では、自主的に冷蔵を推奨する表記を
販売サイト上に記載している事例も求められ
た。こうした表示に対する取り組みは、製造者
と販売者双方に求めて行くことも、有効な対策
を論議する上で必要であろう。冷蔵保存・流通
の表示のない製品の中には、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) を逸脱する製品も含まれてい
た。一方、本研究の供試検体が、包装後十分な
加熱を経ているか否かについては表示のみか
らは確認できなかったが、衛生指標細菌として
検出された菌数は少数 (一部は非検出)であっ
た。加熱表示についても今後の課題であると考
える。 
 
E. 結論 
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」製品が一年を通して流
通す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ことを明らかに
した。 
 
検討 2. ボツリヌス菌の食品内動態試験（ボツ
リヌス菌添加/保存試験） 
A. 目的 
厚生労働省の指導内容に逸脱が認められた、常
温で流通・保存される製品 (表 4 中の検体 No. 
19-24 と同一製品) については、ボツリヌス菌汚
染を受けた際、食品内増殖が懸念された。この

結果をふまえ、ボツリヌス A 型および B 型 (芽
胞液および栄養型) を用いた添加回収試験を行
い、食品内動態を検討した。 
 
B. 試薬および材料 
1. 供試検体（食品） 
検討１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
で定める基準を逸脱 (pH 4.6 超) していた「た
くあん」製品 1 種を検体とし、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。
加えて、補助的検討に「煮豆」製品 1 種を使用
した。 
2. 供試菌株 
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 
3-1) 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 (OXOID) 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 分間高圧蒸
気滅菌した。高圧蒸気滅菌後は、冷水にて急冷
させた。 
3-2) 芽胞調製用培地  
トリプチケースペプトン (BD BBL) 50 g、ペプト
ン (BD Bacto) 5 g およびメルカプト酢酸ナトリ
ウム (和光純薬工業) 1 g を精製水 900 mL に溶
解、pHを 7.0に調整後、精製水を加えて 1,000 mL
にし、121 °C 15 分間高圧蒸気滅菌した。 
3-3) 卵黄加 CW 寒天培地 
カナマイシン不含 CW 寒天培地 (日水) 30 g を
500 mL の精製水に溶解し、121°C 15 分間高圧蒸
気滅菌した。滅菌後 50°C 程度まで冷却したもの
に、無菌 50%卵黄溶液 (極東製薬)を 50 mL 加え、
平板培地を作成した。 
3-4) ブレインハートインフュージョン培地 
ブレインハートインフュージョン培地  (BD 
Bacto) 14.8 g を 20 mL の精製水に溶解し、121 °C 
15 分間高圧蒸気滅菌し、20 倍濃縮の BHI broth
とした。 
3-5) ペプトン加生理食塩水 
ペプトン (BD Bacto) 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 分間高圧蒸気滅菌した。 
3-6) 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 分間高圧蒸気滅菌
し、使用直前まで加温保存した。 
3-7) 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 分間高圧蒸気滅菌し、使用
直前まで加温保存した。 
4) pH メーターおよび酸化還元電位測定 
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堀場製 LAQUA F21 を用い、pH 測定用電極とし
てモデル#9680 を、酸化還元電位測定用電極と
してモデル#9300-10D を使用した。 
 
C. 方法 
1) ボツリヌス菌株の MLST 解析 
A 型保存株 (計 49 株) について、10 mL のクッ
クドミート培地中で 1 夜嫌気培養した後、
DNeasy kit (Qiagen) を用いて全 DNA を抽出した。
MLST プロファイルの作成にあたっては、
Clostridium botulinum MLST database 
(http://pubmlst.org/cbotulinum/) に従って、PCR
およびシークエンス反応を実施した。同データ
ーベース上の登録情報への参照を通じ、菌株の
遺伝子型  (Sequence type) を決定した。
Minimum spanning tree 作成にあたっては、同デ
ーターベース上の A 型・B 型株のプロファイル
を併用した。 
2) ボツリヌス菌芽胞液 
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
用いて混釈培養し、黒色集落数を測定し算出し
た。 
3) 栄養型菌液の調製 
- 80 °C に保存してあるボツリヌス菌芽胞液を解
凍後、80 °C 20 分間の加熱処理し、その 1 uL を
卵黄加 CW 寒天培地に塗布した。30 °C で 24 時
間嫌気培養し、発育した集落菌塊を滅菌精製水
に懸濁し栄養型菌液とした。作製した栄養型菌
液の菌数は、クロストリジア寒天培地を用いて
混釈培養し、黒色集落数を測定し算出した。 
4) 食品検体への菌液添加 
4-a) ボツリヌス菌芽胞液の「たくあん」製品へ
の添加試験  
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、
検体食品 1 g あたり 103 cfu 前後となるように添
加し、4 °C、25 °C あるいは 30 °C に保存した。
菌液添加日を保存 0 日目とし、15 日、30 日、
100 日、180 日、270 日、360 日目に、各保存温
度につき 4 検体ずつ食品内の菌数測定に用いた。
陰性対照として芽胞液非添加の検体を、芽胞液
添加検体と同様に保存し、食品内菌数の測定お
よび理化学的性状 (pHと酸化還元電位) の測定
に供した。 ただし、芽胞液非添加の陰性対照
群の保存温度は、4 °C および 30 °C とした。 
 
4-b) ボツリヌス栄養型菌液の「たくあん」製品
への添加試験 

ボツリヌス栄養型菌液 (A 型菌 5 種混合あるい
は B 型菌 5 種混合) を、検体食品 1 g あたり 103 

cfu前後となるように添加し、4 °Cあるいは 30 °C
で保存し、60 日後に食品内菌数を測定した。た
だし、保存期間中に容器包装に膨張等の変化が
見られた場合はその時点で保存を終了し、食品
内菌数の測定を行うこととした。本試験には、
各保存温度につき 2 検体を使用した。陰性対照
として滅菌精製水を添加した検体を作成し、栄
養型菌液添加群と同様に保存、60 日後に食品内
菌数の測定および理化学的性状 (pH と酸化還
元電位) の測定に供した。 
4-c) ボツリヌス菌芽胞液の「たくあん」製品へ
の添加試験 2 (栄養素添加試験)  
菌の発育に必要な栄養素の補充として 20 倍濃
縮 BHI broth を検体食品 1 g あたり 0.25 µL 添加
した。その後、80 °C 20 分間の加熱処理したボ
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) を添加し、4 °C あるいは 30 °C で
保存し、30 日後に食品内菌数を測定した。ただ
し、保存期間中に容器包装に膨張等の変化が見
られた場合はその時点で保存を終了し、食品内
菌数の測定を行うこととした。本試験には、各
保存温度につき 2 から 3 検体を使用した。芽胞
液添加の陰性対照として滅菌精製水を添加し
た検体を作成し、芽胞液添加群と同様に保存、
食品内菌数の測定および理化学性状 (pH と酸
化還元電位) の測定に供した。 
4-d) ボツリヌス菌芽胞液の「煮豆」製品への添
加試験 : 炭素源および窒素源豊富な食品への
菌添加試験 （補助的検討） 
炭素源および窒素源が豊富な非動物性食品と
して黒豆の容器包装詰食品を用い、ボツリヌス
菌芽胞液の添加試験を行った。80 °C 20 分間の
加熱処理した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「煮豆」製品
それぞれ 1 検体に食品 1 g あたり 103 cfu となる
ように添加し、30 °C で保存し、30 日後に食品
内菌数を測定した。ただし、保存期間中に容器
包装に膨張等の変化が見られた場合はその時
点で保存を終了し、食品内菌数の測定を行うこ
ととした。陰性対照として、芽胞液非添加の 3
検体を、芽胞菌添加検体と同様に 30 °C で保存
し、食品内菌数の測定および理化学性状の測定
に供した。 
上記のボツリヌス菌液および BHI broth の検

体への添加には、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。 
 
5) 理化学性状 (pH および酸化還元電位) の測
定  
ボツリヌス菌非添加の検体を用い、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
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用電極を食品内部に挿入し、pH および酸化還元
電位を測定した。 
6) 生菌数 (一般細菌数) の測定 
無菌的に取り出した検体 100 g を細切後、滅菌
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、これを試料原液 (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 を標準寒天培地と混釈し平板を作成
後、35 °C で 48 時間培養を行ない、生育集落数
を計測し、検体 1 g あたりの菌数を求めた。混
釈平板は各段階希釈液に対して 2 枚ずつ作製し
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。 
7) クロストリジア属菌数の測定 
生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
寒天培地と混釈後、培地を重層し平板を作成し、
35 °C で 48 時間嫌気培養を行なった。生育した
黒色集落数を計測し、検体 1 g あたりのクロス
トリジア属菌の菌数を求めた。混釈重層平板は
各段階希釈液に対して 2 枚ずつ作製した。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。 
 
D. 結果 
(a) 供試菌株の選出と遺伝的多様性 
食品内動態試験に用いる菌株は、平成 14-16 年
度厚生労働科学研究「容器包装詰低酸性食品の
ボツリヌス食中毒に対するリスク評価」の研究
報告を参照する事としたが、これを補完するす
る意義として、国立医薬品食品衛生研究所に保
存されている A 型菌株間の遺伝的多様性を
MLST 法により検討した。結果を表 5 および図 2
に記す(図 2 には、C. botulinum MLST database 上
の A型および B型株由来プロファイルを併用し
て作成した minimum spanning tree を示した)。
ボツリヌス A 型供試株 (計 49 株) は、計 6 種の
遺伝子型に分類された。A/B 毒素方別の MST 解
析では、B 型株に比べ、A 型はより多様性に富
むことが示唆された (表 5, 図 2)。また、平成
14-16 年度厚生労働科学研究で使用されていた
62A株、33A株、36A株、CB21株はST-1に、Renkon1
株は新規 ST 型に分類された。ST-1 型は、供試株
の 71.4% (35 株/49 株)を閉めており、最も主要
な遺伝子型の株である事が実証された。これら
をふまえて、本食品内動態試験 (添加・保存試
験) には、A 型菌株として、62A 株、33A 株、36A
株、CB21 株、Renkon1 株を、B 型菌株としては、
上記研究に従い、Okra 株、NH-2 株、67B 株、326-5
株、407-1 株を用いる事とした。 
(b) ボツリヌス菌芽胞液の「たくあん」製品へ
の添加試験 
b-1) クロストリジア属菌および一般細菌の食

品内動態 (表 6, 7) 
試験開始時の A型菌および B型菌芽胞添加量は、
クロストリジア属菌として検出される黒色集
落数として、検体 1 g あたりそれぞれ 418±213 
cfu および 1,093±329 cfu であった。 検体食品内
のクロストリジア属菌の動態は、A 型 B 型いず
れの菌型においても保存温度に関係なく、6 ヶ
月目まで添加時と同程度の菌数を維持してい
た (図 3)。 その後、減少傾向に転じたが、1 年
目においても菌は検出可能であった。 6 ヶ月目
以降の菌数の減少は、4 °C 保存群より保存温度
が高い群 (25 °C および 30 °C 保存群) において
より顕著となる傾向があり、試験終了時点の 1
年目の平均菌数では、4 °C 保存群が最も高くな
った。 
試験開始時の一般細菌数 (生菌数) は、A 型菌芽
胞添加群、B 型菌芽胞添加群、芽胞非添加群で
それぞれ、406±213 cfu/g、396±374 cfu/g、246±136 
cfu/g であった。 4 °C 保存群では、生菌数は、
芽胞菌添加の有無に関わらず 1 年を通して開始
時とほぼ同程度の菌数であったが、25 °C および
30 °C 保存群では、検体間で程度に大きな差が
みられるものの、初期菌数よりも増加した (図
4)。 
b-2) 理化学的性状の経時的変化 (表 7, 図 5) 
芽胞菌非添加群を用いて、検体食品の理化学的
性状 (pH 値と酸化還元電位) を測定した。保存
試験開始時の pH 値は 5.15±0.11 であった。pH
値は保存温度に関係なく１年を通して大きな
変動なくおおむね pH5 前後から pH5.5 前後の範
囲にあり、検体の pH 値は常にボツリヌス菌の
生育が可能な条件にあったと考えられた。酸化
還元電位は、試験開始時点で 32.02±7.0 mV で、
4 °C および 30 °C 条件下ともに、一旦上昇傾向
になったがその後下降し、試験終了時の 1 年目
では開始時点よりも低い酸化還元電位を示し
た。一般的に、ボツリヌス菌の生育可能な酸化
還元電位は-200 mV 程度であると報告されてい
るが、我々は平成 26 年度の検討結果から-200 
mV から+200 mV までの広い範囲でボツリヌス
菌が良好に発育することを明らかにしており 
(後述の検討 3)、酸化還元電位についても、検体
はボツリヌス菌の生育が可能な値であったと
考えられた。 
 
(c) ボツリヌス栄養型菌液の「たくあん」製品
への添加試験 
芽胞菌を用いた試験(b)では、検体食品内でボツ
リヌス菌が長期間維持されているものの、菌の
顕著な増殖はみられなかった。そこで、栄養型
菌液の添加を行い、「たくあん」製品内でボツ
リヌス菌の増殖について確認試験を行った (表
8, 9, 10)。 
試験開始時の A型および B型栄養型菌添加量は、
それぞれ 277±41 cfu/g、419±61 cfu/g であった。
60 日の保存期間中、検体の容器包装の膨張等の
変化は見られず、60 日後に保存を終了し菌数の



112 
 

測定を行った。60 日後のクロストリジア属菌数
は、A 型菌添加 4 °C 保存群で 151±45 cfu/g、A
型菌添加 30 °C 保存群で 71±10 cfu/g、B 型菌添
加 4 °C 保存群で 157±40 cfu/g、B 型菌添加 30 °C
保存群で 95±21 cfu/g で、いずれの菌型、保存温
度においても減少傾向にあり、栄養型菌添加に
おいてもボツリヌス菌の検体食品内での発
育・増殖は見られなかった (表 8)。 生菌数は、
芽胞菌を用いた試験(a)の結果と同様に、いずれ
の群も開始時と同等程度の菌数を維持あるい
は若干の増加傾向が見られた (表 9)。栄養型菌
非添加検体を用いた理化学的性状の測定結果
から、これらの検体も pH 値および酸化還元電
位に関してはボツリヌス菌の発育可能範囲に
あったと考えられた (表 10)。 
(d) ボツリヌス菌芽胞液の「たくあん」製品へ
の添加試験 2 - 栄養素添加 
細菌の発育には、培地等に窒素源および炭素源
となる栄養素が必要となる。特にボツリヌス菌
などクロストリジウム属菌は発育・増殖に高タ
ンパク質および高炭水化物が必要とされ、検査
室等で用いられるボツリヌス菌の発育・増殖用
培地には、クックドミート培地や GAM 寒天培
地、CW 寒天培地、TPYG 培地など、標準寒天培
地や LB 培地等よりもタンパク質および炭水化
物含量が高い培地が通常使用される。今回の検
体が「たくあん」製品で窒素源および炭素源が
非常に乏しい「だいこん」 (参照: 表 14) が主
たる原材料であることから、ボツリヌス菌が発
育・増殖しなかった原因の１つとして、窒素源
および炭素源の不足が考えられた。そこで「た
くあん」検体に、芽胞液とともに、栄養素の補
充として 20 倍濃縮の BHI broth を添加した条件
下でボツリヌス菌の動態を検討した。 BHI broth
非添加 A 型芽胞液添加群、BHI broth 添加 A 型芽
胞液添加群、BHI broth非添加 B型芽胞液添加群、
BHI broth添加 B型芽胞液添加群における試験開
始時のクロストリジア属菌は、それぞれ 382±40 
cfu/g、512±112 cfu/g、308±3 cfu/g、607±436 cfu/g
であった (表 11)。30 日間の保存期間中、容器
包装の膨張等の変化は見られず、30 日後に保存
を終了し菌数の測定を行った。30 日後のクロス
トリジア属菌数は、A 型 B 型いずれの菌型、ま
た保存温度においても、保存試験開始時よりも
減少傾向にあり、BHI broth 添加条件下でもボツ
リヌス菌の増殖は見られなかった。同じ検体お
よび芽胞菌非添加検体での生菌数は、いずれの
群も保存試験開始時より若干の増加傾向が見
られ、一部例外もあるものの、BHI broth を添加
した 30 °C 保存群にその傾向が強かった (表 12)。
芽胞液菌非添加検体を用いた理化学的性状の
測定結果から、これらの検体も pH 値および酸
化還元電位に関してはボツリヌス菌の発育可
能範囲にあった (表 13)。 
(e) ボツリヌス菌芽胞液の「煮豆」製品への添
加試験 - 炭素源・窒素源豊富な食品への菌添加
試験 (補助的検討) 

ボツリヌス菌の増殖に関わる栄養素に関する
補助的検討として、炭素源および窒素源が豊富
な非動物性食品へのボツリヌス菌芽胞液の添
加試験を行った。豆類は一般的に栄養成分とし
てタンパク質および炭水化物を多く含む非動
物性食品であり、豆類のうち大豆は特にタンパ
ク質量が多い。大豆を原料とした「煮豆」製品
は、容器包装詰食品として常温流通、販売され
ている場合も多い現状も鑑み、黒大豆煮豆製品
に対してボツリヌス菌芽胞液の添加を行い、
30 °C で保存した。添加 6 日目には芽胞液添加検
体でガス産生による容器包装の膨張が見られ
たため、7 日目に保存を中止し、芽胞液添加検
体ならびに陰性対照の芽胞液非添加検体の食
品内菌数の測定を行った (図 6)。 芽胞液非添加
の 3 検体の pH 値は 6.81±0.1、酸化還元電位は
-245.2±3.7 mV で、一般細菌およびクロストリジ
ア属菌はいずれも検出しなかった。容器包装に
膨張が見られた芽胞菌添加検体のクロストリ
ジア属菌数は、A 型および B 型芽胞液添加検体
それぞれ、5.6 x 106 cfu/g および 2.3 x 106 cfu/g
で、食品内でボツリヌス菌が顕著に増加してい
た。 一方、生菌数は非検出であった。 
 
E. 考察 
平成 20 年に通知された指導内容を逸脱してい
た「たくあん」製品を用いて菌の添加/長期保存
試験を行った。本試験では、計 72 個の「たく
あん」製品を菌非添加検体として用いたが、い
ずれからもクロストリジウム属菌は検出され
ず、ボツリヌス菌の原材料への汚染はなかった
と考えられた。しかし、食品内のボツリヌス菌
動態の検討結果から、原材料がボツリヌス菌芽
胞に汚染された場合、長期にわたりボツリヌス
芽胞数が初期濃度で維持される可能性が示唆
された。ボツリヌス菌の場合、乳児等の一部の
グループを除き、菌が増殖し毒素を産生する状
況でない限りヒトへの健康危害はないと考え
られるが、芽胞菌数が減少せず食品内で長期維
持されることは留意すべき点であると考える。 
本試験では、「たくあん」検体の pH 値および酸
化還元電位がボツリヌス菌の発育が可能な条
件下にあったにもかかわらず、添加した A 型お
よびB型ボツリヌス菌 (芽胞および栄養体)は食
品内で増殖しなかった。その理由として発育に
必要な窒素源および炭素源の不足を考え、BHI 
broth 存在下でのボツリヌス菌の添加試験も行
ったが、同様に食品内での増殖は見られなかっ
た。しかしながら、炭素源および窒素源が豊富
な「煮豆」製品を用いた検討では、短期間でガ
ス産生を伴うボツリヌス菌の顕著な増加が確
認された。BHI broth を添加した「たくあん」製
品においてボツリヌス菌の発育がみられなか
ったのは、(1) BHI broth の添加量が不十分であ
った (2) BHI broth は糖含量があまり高くない事
から、炭素源が不足状態であった、などの可能
性に加え、BHI broth 添加群で生菌数の増殖がよ
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い傾向にあったことから (3) 検体内に存在す
る一般細菌等により添加した栄養素が消費さ
れ、ボツリヌス菌の発育より先に一般細菌の発
育が促進してしまった可能性なども考えられ
た。検体内に存在する一般細菌に関しては、ボ
ツリヌス菌の増殖が顕著であった「煮豆」製品
では、生菌数は検出されず、共存菌はなかった
と考えられる。「煮豆」製品に関しては、ボツ
リヌス菌が容易に増殖する事は既に報告され、
平成 20 年の厚生労働省の指導通達後、ボツリ
ヌス対策として「120 °C 4 分間の加熱と同等以
上の効力を有する方法での加熱殺菌を行って
いる」と平成 22 年のフォローアップ調査で回
答している。今回、用いた「煮豆」製品から生
菌数が検出されなかった理由としては、120 °C 4
分間の加熱と同等以上であったかどうかは本
試験だけでは判定できないが、少なくとも一般
細菌が死滅する程度の加熱殺菌は実施されて
いた結果と考えられた。これらから、ボツリヌ
ス菌の食品内増殖については、競合する他菌の
有無の影響や食品の炭素源・窒素源に関する情
報の収集、更なる検討が必要と考えられた。 
平成 20 年に通達されたボツリヌス対策では、
背景でも述べたように、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ており、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。[2] 冷蔵 (10 °C 以
下)条件で流通保存することとし、容器包装にそ
の旨を明記する。[3] pH を 4.6 以下に調整し、
菌の増殖およびボツリヌス毒素の産生を防止
する。[4] 水分活性を 0.94 以下にし、菌の増殖
およびボツリヌス毒素の産生を防止する。など
があり、これらの措置は容器包装詰低酸性食品
を取り扱う業界団体の責任において講じる事
となっている。上記のうち[2]以外は、当該製品
の外観からではどの措置がなされているのか
判別できない。対策未実施製品があった場合は、
本研究のように「市場品を用いた調査/検討の実
施」、あるいは事故発生により違反が判明する
状態である。市場に出回っている「煮豆」製品
の中には、加熱処理済みである旨を記載してい
るものも見受けられた (図 7) ことから、当該食
品を扱う業界団体には指導内容の遵守に加え、
自主的に対策内容の表記を行う団体/企業が増
える事を期待したい。 
 
F. 結論 
平成 20 年に通知された指導内容を逸脱した「た
くあん」製品にボツリヌス芽胞菌を添加・長期
保存し、経時的に食品内の菌数 (クロストリジ
ア属菌及び生菌数)と理化学性状値を測定し、食
品内動態を検討した。用いた「たくあん」製品
は、保管温度に関わらず 1 年間の保管期間を通
して食品内 pH および酸化還元電位はボツリヌ

ス菌の発育可能範囲であった。A 型・B 型芽胞
菌の添加後、6 ヶ月目迄は添加時と同等の菌数
が食品内に維持され、その後減少傾向が見られ
たが 1 年後においても菌は検出可能であった。
さらに、「たくあん」製品に対しボツリヌス菌
（栄養体）添加/保存試験を行いボツリヌス菌の
食品内動態を検討したが、ボツリヌス菌の発育
は認められなかった。「たくあん」製品とは異
なり、菌の発育に必要な窒素源・炭素源が豊富
な「煮豆」製品にボツリヌス菌芽胞を添加し
30 °C で保存したところ、1 週間で容器の膨張が
見られ、ガス産生を伴ったボツリヌス菌の顕著
な増加が確認された。以上の成績より、ボツリ
ヌス菌の食品内増殖については、食品の炭素
源・窒素源に関する情報の収集が必要と考えら
れた。 
 
検討 3. ボツリヌス菌の増殖にかかる理化学的
性状に関する検討 
A. 目的 
容器包装詰低酸性食品におけるボツリヌス

対策として、ボツリヌス菌の増殖にかかる理化
学性状として、pH や水分活性値の基準値が示さ
れている。本項目では、本菌の増殖に影響を示
すその他の理化学性状として酸化還元電位な
らびに酸素濃度が指標となるか検討を行った。 
B. 材料および方法 
1. 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。 
2. 酸素濃度に関する検討 
クックドミートブイヨンを用いて、37℃で嫌

気培養したボツリヌス菌約 103cfu をクックド
ミートブイヨン 10mL に接種し、BIONIX 低酸素
培養キット（スギヤマゲン）を用いて、酸素濃
度を 0.10, 0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 2.0, 4.0%
に調整した上で、37℃下にて最大 1週間まで培
養を継続した。増殖確認は、クロストリジア寒
天培地への混釈培養により行った。 
 
C. 結果 
1. 酸化還元電位幅に関する検討 
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
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験を行なった。結果として、供試菌株は、-200
ｍV～+200ｍV の範囲において良好な発育を認
めた（図 8）。 
2. 酸素濃度に関する検討 
計 9 供試株では、酸素濃度 0.75%以下で培養

1日以内に良好な増殖を示し、うち 407－1を除
く 8 株は 1.00%でも同 4 日以内に増殖を呈した
（表 14）。一方、CB21 株については、0.50%以
下での増殖を示すにとどまった。また、生存菌
の存在は、より高い酸素濃度下においても、ヒ
ートショック後には確認された。 
 
D. 考察 
ボツリヌス菌の増殖を許容する酸素濃度条件
については、概ね 0.75%以下であることが示さ
れた。真空包装食品におけるボツリヌス菌の発
育ならびに毒素産生に関する点では、Kasai ら
が包装米飯において 5%以下の酸素濃度で発
育・毒素産生リスクがあると報告している。本
研究では、食品マトリックスを用いた検討は行
っていない他、実際の食品にあっては、他菌に
よる酸素濃度への影響あるいは食品マトリッ
クスに含まれる栄養組成がボツリヌス菌の栄
養要求性を満たすかどうかといった点も考慮
する必要があると考えられる。本研究により得
られた結果からは、少なくとも 1%以下の酸素濃
度を有する食品に対しては、ボツリヌス菌の増
殖リスクがあると想定され、一定濃度以上の酸
素を均一に含む食品製造が本菌汚染リスクの
低減には有効と思われた。 
 
E. 結論 
酸化還元電位はボツリヌス菌の増殖指標とは
成り難いことが示された。また、酸素濃度は一
定の目安としては使用可能と思われ、様々な容
器包装詰低酸性食品における実態調査が必要
と考えられた。 
 
検討 4. ボツリヌス毒素の in vitro定量的検出法
の探索 (マウス毒性試験法との比較検討) 
 
A. 目的 
食品内でボツリヌス菌が増殖した場合、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毒性試験法により行なわ
れているが、近年では、PCR-ELISA、イムノクロ
マト、共鳴エネルギー転移 (FRET) 等の手法を
用いた in vitro 系での検出法の開発も海外では
進められている。本研究では、共鳴エネルギー
転移を利用したボツリヌス毒素の in vitro 定量
検出法とマウス毒性試験法との比較検討し、検
出法の有効性評価を行った。 
 
B. 材料 
1. 試薬および動物 
1) 精製ボツリヌス毒素 

精製ボツリヌス毒素として、当該施設所有のボ
ツリヌス A 型毒素およびボツリヌス B 型毒素 
(和光純薬工業, 現在は取り扱いなし) を用いた。 
2) ゼラチン加リン酸緩衝液 
第二リン酸ナトリウム·12 水和物 4 g とゼラチ
ン (BD Difco) 2 g を精製水 900 mL に溶解、pH を
塩酸溶液で 6.2 に調整後、精製水を加えて 1,000 
mL にし、121 °C 15 分間高圧蒸気滅菌した。 
3) 10% トリプシン溶液 
生理食塩水中に 10%となるようにトリプシン
1:250 (ナカライテスク)を添加し、泡立てないよ
うに溶解させた。 
4) マウス 
マウス毒性試験法でのボツリヌス毒素の検出
には、ICR 系マウス (Jcl:ICR, 日本クレア, 雌, 体
重約 20 g) を用いた。 
5) ボツリヌス毒素の in vitro 定量的検出用試薬  
ボツリヌス毒素の in vitro 検出用試薬として 
BoTestTM A/E Botulinum Neurotoxin Detection Kit 
および BoTestTM B/D/F/G Botulinum Neurotoxin 
Detection Kit (BioSentinel 社, 米国) を用いた。黒
色平底 96 穴プレートは Greiner-Bio One 製を用
いた。必要に応じ、Matrix A Botulinum Neurotoxin 
Immunoprecipitation Kit あ る い は Matrix F 
Botulinum Neurotoxin Immunoprecipitation Kit 
(BioSentinel 社) も使用した。 
 
C. 方法 
1) マウス毒性試験法 (毒素の in vivo 検出法) 
精製ボツリヌス A 型毒素および B 型毒素は、

ゼラチン加リン酸緩衝液で段階希釈した。菌培
養液の場合は、クックドミート培地での菌培養
液を 3,000 rpm 20 分間遠心し、その遠心上清を
0.45 µm のメンブランフィルターで濾過し、ゼ
ラチン加リン酸緩衝液で段階希釈した。希釈し
た各試料液を 0.5 mLずつ 2匹のマウスの腹腔内
に接種し 4 日間観察した。陰性対照として、試
料液を 100 °C 20 分間加熱処理することで毒素
の不活化したもの作製し、同様に 0.5 mL ずつ 2
匹のマウス腹腔内に接種し 4 日間観察した。 
2) 毒素の in vitro 定量検出法  
精製ボツリヌス A 型毒素および B 型毒素は、

滅菌リン酸緩衝液で段階希釈した。A 型毒素に
は BoTestTM A/E Botulinum Neurotoxin Detection 
Kit を、B 型毒素には BoTestTM B/D/F/G Botulinum 
Neurotoxin Detection Kit を用い、各 Kit のマニュ
アルに従い操作した。陰性対照には、滅菌リン
酸緩衝液のみおよび加熱処理よって不活化を
した毒素を用いた。切断前の基質は 434 nm の
励起光下で 526 nm の最大蛍光波長を、毒素活
性により切断された基質は 470 nm の最大蛍光
波長を有しているため、35 °C 24 時間反応後、
434 nm の励起光下で 470 nm 及び 526 nm の蛍
光強度を測定した。毒素活性は 470 nm と 526 
nm の蛍光強度比 (RFU at 526 nm / RFU at 470 
nm) から算出し、毒素の検出は毒素活性値に基
づき行った。 B 型毒素に関しては必要に応じて
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事前にトリプシンによる活性化を行った。 
3) トリプシン処理 
毒素溶液に 1/10 容量の 10%トリプシン溶液

を加え、時々振盪させながら 37 °C 1 時間反応さ
せた。 
 
D. 結果 
蛍光共鳴エネルギー転移 (FRET) を利用した

迅速・高感度のボツリヌス毒素 in vitro 検出法
「BoTestTM Botulinum Neurotoxin Detection Kit」が
米国 BioSentinel 社によって開発されている。 
本試験では、この「BoTestTM Botulinum Neurotoxin 
Detection Kit」と現在の国際的な標準法であるマ
ウス毒性試験法 (in vivo 法) を用い、検出感度
の比較検討を行った。 
精製ボツリヌス A 型毒素を用いた場合、マウス
毒性試験法での検出最低濃度は 6-10 pM であっ
た。 一方、BioSentinel 社の A 型毒素用キット 
(BoTestTM A/E Botulinum Neurotoxin Detection Kit)
を用いた試験では、陰性対照と有意差があった
最低濃度は 10 pM であった (図 10)。 また精製
ボツリヌス B 型毒素を用いた場合、マウス毒性
試験法での検出最低濃度は 30-100 pM であった
のに対し、B 型毒素用キット(BoTestTM B/D/F/G 
Botulinum Neurotoxin Detection Kit) で陰性対照
と有意差があった最低濃度は 10 nM であった 
(図 10)。  
 
E. 考察 
ボツリヌス毒素の検出法・定量法としては、体
重 20 g 前後のアルビノマウス (ddY 系あるいは
ICR 系)を用いたマウス毒性試験法がゴールデン
スタンダード法として位置づけられており、日
本においてもマウス毒性試験法が公定法に採
用されている。マウス毒性試験法は検出感度が
高く、この方法で測定された LD50 値を 1 U と
し、ボツリヌス毒素量表記の基準となっている。
しかしながらマウス毒性試験法は動物実験で
あることから、施設、動物倫理などの多くの面
から制約があり、食品の安全性を試験する方法
としてこのマウス毒性試験法が一般検査機関
で実行できる状態にないのが現状である。この
ような背景から、マウス毒性試験法の代替え法
となる、動物を使用せず、かつ、通常の検査施
設で実施可能な高感度なボツリヌス毒素の定
量的検出法が必要とされている。これまでに、
毒素タンパク質に対する抗原抗体反応を検出
原理とした ELISA法やその改良法 PCR-ELISA等の
in vitro ボツリヌス毒素の検出法が開発されて
いるが、現時点では、検出感度の点でマウス毒
性試験法に勝る方法はない。また毒素遺伝子の
検出を原理とした PCR 法も開発されているが、
試料に混在する食品成分による PCR反応阻害な
どの問題点に加え、毒素遺伝子の存在と毒素産
生が一致しない場合もあり、PCR 法などの毒素
遺伝子検出法は補能助的な使用に留まってい
る。近年、米国 BioSentinel 社によって開発され

た蛍光共鳴エネルギー転移 (FRET) を利用した
ボツリヌス毒素検出法は、毒素の作用本体であ
るエンドペプチダーゼ活性を検出原理として
おり、毒素の基質の一部に 2 種の蛍光色素を標
識したものを用いる。検出原理がマウス毒性試
験法と同じであることから、他法と比してマウ
ス毒性試験法とのよい相関性が期待できるの
ではないかと考え、この蛍光共鳴エネルギー転
移 (FRET) を利用したボツリヌス毒素の in vitro
定量的検出法とマウス毒性試験法の感度の比
較検討を行った。精製ボツリヌス A 型毒素を用
いた場合、検出感度は両試験法で同等程度であ
り、マウス毒性試験法の代替え法としての可能
性を期待させる結果であったが、B 型毒素を用
いた場合は大きな差がみられた。予備実験的に、
菌培養上清を用いた検討やトリプシンによる B
型毒素活性化処理、同社の Immunoprecipitation 
Kit を用いた精製/濃縮操作等も行ったが、現在
の時点では感度の相違は改善できなかった。検
査試料の前処理等についてのさらなる検討が
必要と感じられた。 
 
F. 結論 
ボツリヌス毒素の in vitro 定量法探索としては、
共鳴エネルギー転移を利用した BioSentinel社製
（ 米 国 ） の BoTestTM Botulinum Neurotoxin 
Detection Kit を用い、マウス毒性試験法との感
度の比較検討した。A 型毒素についてはマウス
毒性試験法と同等の高い検出感度を示したが、
B 型毒素の検出感度は、マウス毒性試験法に比
べて低く、今後も継続した改良と検討が必要と
考えられた。 
 
G. 健康危害情報 
なし 
 
H. 研究発表 
1) 論文発表 
(1) Momose Y, Asakura H, Kitamura M, Okada Y, 
Ueda Y, Hanabara Y, Sakamoto T, Matsumura T, 
Iwaki M, Kato H, Shibayama K, Igimi S. Food-borne 
botulism in Japan in March 2012. Int J Infect Dis. 
2014 Jul;24:20-2. 
 
2) 学会発表 
なし 
 
I. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 
なし 
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