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研究要旨：“食品からの微生物標準試験法検討委員会”においては、国際整合性を踏

まえた主要食中毒細菌の標準試験法の作成が進められている。本研究班では感染時

に極めて高い健康危害を顕し国内でも慎重な対策が求められるボツリヌス菌に

ついて国際的整合性を持った試験法の策定を目的としている。本年度の研究におい

ては、ボツリヌス標準試験法に関する国際動向の調査および、国内法と国際的に利

用されている方法の比較検討を行い、国内で利用可能な国際的整合性をもったボツ

リヌス試験法の整備に向けて、ISO/TS 17191 に基づいたボツリヌス遺伝子試験法

（Technical Specification）の原案（ステージ 1）を提案した。 

 

Ａ. 研究目的 

コーデックス委員会では食品の衛生に関

する国際的な整合性の整備を目的として、

各国の食品微生物基準を策定するためのガ

イドラインを示している。この中で食品微

生物試験法に関してはISO法を標準とし、

同法もしくは科学的に妥当性を確認した試

験法を採用することを求めている。一方

で、国内の微生物規格基準は歴史的に独自

に開発された試験法を採用してきた。食品

流通のグローバル化が進む近年において、

本邦で採用される試験法と国際的に利用さ

れている試験法のハーモナイゼーションに

対する要求は増しており、国際的通用性を

持った標準試験法の国内における整備は急

務の課題となっている。 

 これらの課題を受け、“食品からの微生

物標準試験法検討委員会”において、現

在、国際整合性を踏まえた主要食中毒細菌

の標準試験法の作成が進められている。こ

れまで、複数の病原微生物・毒素に関する

作業部会がデータ収集・解析を行い、同委

員会で妥当性確認等を協議することで標準

試験法を策定してきた。 

本研究では、これまでに食品検査法とし

ての海外で利用される方法との妥当性確認

が行なわれていないボツリヌス菌について

国内で利用可能な試験法の整備を行い、国

際的整合性を持った試験法の策定を目的と

する。研究期間内に試験法の原案を作成



64 
 

し、検討委員会での議論を経て、将来的に

試験法、Technical Specification (TS)、

あるいはガイドラインとして整備・公開す

る事を最終目標とする。本研究により得ら

れる成果は、食品の衛生試験法の国際調和

を図る上での重要性に加え、食餌性ボツリ

ヌス症疑い事例対応への活用も期待され

る。 

本年度の研究においては、ボツリヌス菌

に対する国際標準試験法等に関する情報を

収集し、国内現行法との相違点や国内現行

法の科学的妥当性等について整理を行っ

た。 

 

Ｂ. 研究方法および結果 

１．ボツリヌス標準試験法に関する国際動

向の調査 

 食品中のボツリヌス試験法については

ISO/TS 17191:2013 Microbiology of the 

food chain — Polymerase chain reaction 

(PCR) for the detection of food-borne 

pathogens — Detection of botulinum type 

A, B, E and F neurotoxin-producing 

clostridia（以下、ISO 法）および BAM 

chapter 17 Clostridium botulinum（以下、

BAM 法）が国際的に広く利用されている。表

1に示す様に、ISO 法においてはボツリヌス

毒素遺伝子をターゲットとした方法が、BAM

法においてはマウス試験によるボツリヌス

毒素検査(I.および II.)、免疫学的手法によ

るボツリヌス毒素タンパク質検査（III.お

よび IV.）、およびボツリヌス毒素遺伝子検

査(V.)が採用されている。 

 一方で、本邦ではボツリヌスに関する検

査法として食基発第 0630002 号・食監発第

0630004 号（平成 15 年 6 月 30 日）の通知

「容器包装詰食品に関するボツリヌス食中

毒対策について」で示される、食品へのボツ

リヌス菌添加回収試験が通知法として示さ

れている。本試験法は検査対象食品中にボ

ツリヌス菌が含まれた場合の、食品中での

ボツリヌス毒素産生性をマウス試験により

検討する試験法であり、食品からのボツリ

ヌス菌の分離・同定法は記載されていない。

加えて、衛食第83号（平成10年 8月 26日）

「イタリア産オリーブ加工品に関わる検査

命令について」においてオリーブ加工品か

らのボツリヌス毒素およびボツリヌス菌の

検査方法が通知されている。本試験法にお

いてもマウス試験によるボツリヌス菌の同

定法が採用されている。 

 以上の比較から、国内通知法と国際的に

利用されている試験法の間に整合性は見ら

れず、国際調和性の観点から、国内で利用可

能な新たなボツリヌス試験法整備の重要性

が確認された。 

２．標準法検討委員会におけるボツリヌス

標準試験法策定に関する検討事項の整理 

 標準法検討委員会においては平成24年12

月7日付けボツリヌス菌標準試験法

（NIHSJ-19）としてステージ1(ST1)案が提

出され議論がなされてきた。当該ST1案に

おいてはマウス毒性試験、生化学的性状試

験、毒素遺伝子検出によりボツリヌス菌の

同定を行うプロトコールとして立案され

た。一方で同委員会においてボツリヌス毒

素遺伝子試験法(NHISJ-20)についても第30

回委員会にて提案がなされたものの、最終

判定をマウス試験により行うためのスクリ

ーニング法としての位置付けが提案され、

標準試験法としての取扱いについては議論

が進んでいなかった。 
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 平成24年12月7日付けNIHSJ-19-ST1をISO

法およびBAM法と比較した結果、1）NIHSJ-

19-ST1では段階希釈液の作製、3種類の前

処理条件、4種類の分離培養用培地を使用

する等、ISO、BAM法と比較して作業がかな

り煩雑であること、2）はちみつを検体と

した場合、ISO法では芽胞菌のみを検出す

るプロトコルになっている一方で、NIHSJ-

19-ST1でははちみつの場合は敢えて加熱を

行わない手順になっていること、3）

NIHSJ-19-ST1で使用するブドウ糖・でんぷ

ん加クックドミート培地はISO、BAM法とは

異なり、芽胞産生用培地であること等を始

めとして、NIHSJ-19-ST1とISO、BAM法の妥

当性検証を行う上で大きな問題があること

が明らかとなった（表2）。 

 加えて、動物実験に対する国際的動向を

踏まえ、国際的通用性を担保した試験法に

おいてマウス試験の採用は国際的理解を得

るのに大きな障害となる問題点も抽出され

た。 

 以上の議論から、第64回 食品からの標

準法検討委員会（平成30年1月19日）にお

いて1)ボツリヌス毒素遺伝子試験法

(NHISJ-20)を優先して整備を進めること、

2）NHISJ-20の整備にあたっては、ISO/TS 

17191:2013を参照法とし、Technical 

Specification（TS）として整備を進める

ことが決定された。 

３．ボツリヌス毒素遺伝子試験法ステージ

1(NHISJ-20-ST1)の作成 

 ISO/TS 17191:2013 を基に作業手順書を

作成し、NHISJ-20-ST1 として提案した（別

紙）。 

 

Ｄ. 考察 

 ボツリヌス感染症は発生時に死亡を含

む極めて高い健康危害性を顕す国内でも

慎重な対策が求められる感染症である。

しかしながら現在、本邦においては食品

中のボツリヌス検査法について公定法な

どの標準化された検査法が存在せず、早

急な整備が求められているところであ

る。この社会的要請を受けて“食品から

の微生物標準試験法検討委員会”におい

て国際的通用性をもつ試験法の整備が議

論されてきた。本研究においては、過去

の検討委員会において議論された方法と

国際的に利用されている ISO 法、BAM 法

との比較検討を行い、ボツリヌス毒素遺

伝子試験法（NIHSJ-20）を TSとして提案

することで合意に至った。今後、NHISJ-20

で使用されるプライマーの設定、培養法の

国内食品に対する適合性等の検証を行った

後に、国立研究機関、大学、地方衛生研究

所等の協力を受けながら ST1 の検討箇所を

設定し、実験データから細かいプロトコー

ルの検討を行い、重要な指摘がある場合は

それを考慮したステージ 2案を作成する。

その後、協力機関とのインターラボラトリ

ースタディを実施し、試験法の実行性を評

価し、NIHSJ-20 法としての公開を目指

す。 

 

Ｅ. 結論 

1）ボツリヌス標準試験法に関する国際動向

の調査および、国内法と国際的に利用され

ている方法の比較検討を行い、食品からの

標準法検討委員会で整備・提案するボツリ

ヌス検査法としてボツリヌス遺伝子試験法

（Technical Specification）が妥当である

ことが明らかにされた。 
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2) ISO/TS 17191:2013 を基に作業手順書を

作成し、NHISJ-20-ST1 として提案した。 
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Methods Mol. Biol., 1600:1-7, 2017. 

2. Aryantini, N. P. D., Yamasaki E, 

Kurazono, H, Sujaya I. N., Urashima 

T, Fukuda K.: In vitro safety 
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Science Journal, 88(3):517-525, 2017. 

２．学会発表 

1. 山崎栄樹, 楠本晃子, 七戸新太郎, 福

本晋也, 菅沼啓輔, 奥村香世, 倉園久

生, 森松文毅. ISO/IEC17025 認定に基

づく大学における検査精度管理への取

り組み. 第 91 回日本細菌学会総会, 福

岡市（2018.3） 

2. 山崎栄樹, 楠本晃子, 七戸新太郎 , 福

本晋也, 菅沼啓輔, 横山直明, 五十嵐

郁男, 玄学南, 倉園久生, 石井利明, 

森松文毅. 大学における ISO/IEC17025

認定取得の取り組み. 第 38 回日本食品

微生物学会学術総会, 徳島市（2017.10） 

3. 山崎栄樹, 福本晋也, 菅沼啓輔, 楠本

晃子, 七戸新太郎, 横山直明, 五十嵐

郁夫, 玄学南, 倉園久生, 石井利明, 

井上昇, 森松文毅. 大学における

ISO/IEC17025 認定取得の取り組み. 
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Ｇ. 知的財産権の出願・登録状況 

該当なし 
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・ISO/TS 17191:2013 Microbiology of the 

food chain — Polymerase chain reaction 

(PCR) for the detection of food-borne 

pathogens — Detection of botulinum type 

A, B, E and F neurotoxin-producing 

clostridia  

・BAM chapter 17 Clostridium botulinum 

（ https://www.fda.gov/Food/FoodScience

Research/LaboratoryMethods/ucm070879.h

tm） 
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表 1 Clostridium botulinum 標準試験法の国内外の動向 

 

区分 規格番号 規格名 規格構成 試験法の概要 
国外試験法 ISO/TS 17191 Microbiology of the food 

chain — Polymerase chain 
reaction (PCR) for the 
detection of food-borne 
pathogens — Detection of 
botulinum type A, B, E and 
F neurotoxin-producing 
clostridia 

- ボツリヌス毒素遺伝
子をターゲットとし
た PCR, real-time 
PCR 法 

BAM Chapter17 Clostridium botulinum I. Mouse Bioassay for Clostridium botulinum Toxin マウス試験による
ボツリヌス毒素検査
法(I.および II.)、免
疫学的手法による
ボツリヌス毒素タン
パク質検査法（III.お
よび IV.）、およびボ
ツリヌス毒素遺伝子
検査法(V.) 

II. Mouse Screening Procedure for Clostridium botulinum 
Type E Spores in Smoked Fish 
III. Amplified ELISA Procedure for Detection of Botulinal 
Toxins A, B, E, and F from Culture 
IV. Detection of Type A, B, E, and F Clostridium botulinum 
Toxins Using Digoxigenin-labeled IgGs and the ELISA (DIG-
ELISA) 
V. Specific Detection of Clostridium botulinum Types A, B, 
E, and F Using the Polymerase Chain Reaction (PCR)  

国内通知法 食基発第
0630002 号・食
監発第
0630004 号（平
成 15 年 6 月
30 日） 

容器包装詰食品に関するボ
ツリヌス食中毒対策につい
て 

- 食品へのボツリヌス
菌添加回収試験法 

衛食第 83 号
（平成 10 年 8
月 26 日） 

イタリア産オリーブ加工品に
関わる検査命令について 

- 食品からのボツリヌ
ス菌分離法および
マウス試験による
ボツリヌス菌の同定
法 

 
表 2 NIHSJ-19-ST1 案と ISO,BAM 法の比較 

試験法 NIHSJ-19 (H24.12.7 案) ISO/TS 17191 BAM (Alternative Method I) 
所要日数 12〜20 日間 5 日間 17〜27 日間 
行程数 23 23 26 

完全試験項目 
マウス毒性試験 

生化学的性状試験 
毒素遺伝子検出 

毒素遺伝子検出 
マウス試験 

卵黄加寒天培地での発育 

供試食品量 
（食品換算） 

未定 
はちみつ：25ｇ（全量） 

はちみつ以外の一般食品：0.1ｇ 
固形食品：1ｇ 
液体食品：2ｇ 

マウス使用数 260＜ 0 208＜ 

増菌培養条件 ブドウ糖・でんぷん加クックドミート培地 TPGY 培地 
クックドミート培地 

TPGY 培地 
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（別紙） 
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