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１. 非定型 BSE プリオンを検出する RT-QuIC 法の改良 
 

分担研究者 堀内 基広 北海道大学・大学院獣医学研究院・教授 

分担研究者 山﨑 剛士 北海道大学・大学院獣医学研究院・助教 

研究協力者 鈴木 章夫 （北海道大学・大学院獣医学研究院） 

研究協力者 岩丸 祥文 （農研機構・動物衛生部門） 

 
研究要旨 
 非定型 BSE 感染牛の組織にけるプリオン感染価の定量データは、ヒトへの感染リ

スクの推定ならびに特定危険部位の設定・見直しのための科学的知見として重要であ

る。昨年度の本研究で、PrPSc の seeding 活性を検出することでプリオンの存在を検出

する Reat-Time Quaking-Induced Conversion（RT-QuIC）法を用いて、H-BSE および L-
BSE 感染ウシの組織中のプリオン感染価の定量解析を実施した。微量であるが、副腎、

咬筋および空腸からプリオンを検出した。しかし、RT-QuIC 反応は高濃度の組織乳剤

の存在により阻害されることから、より普遍的な非定型 BSE プリオン検出法を目指

して、本年度は本法の改良を試みた。酸化鉄磁性ビーズ存在下で RT-QuIC を実施する

ことで、空回腸および咬筋からの検出感度は上昇した。しかし、この方法を用いても、

H-BSE 感染ウシでは咬筋以外の横紋筋組織からプリオンは検出されず、L-BSE 感染ウ

シでは骨格筋からプリオンは検出されなかった。一方、酸化鉄磁性ビーズを用いても、

末梢神経からの検出感度は向上しなかった。昨年度の本研究で、全長シカ組換え PrP 
(rCerPrP: aa25-233) は、高濃度の組織乳剤の影響を受けにくく、RT-QuIC による H-BSE
および L-BSE プリオンの高感度かつ安定的な検出に有用であることを報告した。しか

し、世界の他研究機関では rCerPrP は使用されていない。そこで、RT-QuIC で、rCerPrP
が高感度かつ安定的に非定型 BSE プリオンの検出を可能にする機構について解析し

た。その結果、rCerPrP の N 末端から aa149 の領域が、rCerPrP が高感度かつ安定的に

非定型 BSE および CWD プリオンの検出に重要であること、rCerPrP の N 末端から

aa94 を欠損させると、RT-QuIC における全長 rCerPrP の有用性が失われることが判明

した。RT-QuIC における PrP N 末端領域の重要性はこれまで報告がなく、RT-QuIC の

高感度化および安定化に向けての重要な知見と思われる。 
 

 
 
 
Ａ．研究目的 
 英国で発生して世界各地に広がった BSE（定型

BSE, C-BSE）は、飼料規制などの管理措置が有効

に機能して、現在その発生は制御下にある。しか

し、定型 BSE とは性質が異なる BSE（非定型 BSE）
が、主に高齢牛で発見され、ヒトへの感染リスク

や定型 BSE の原因となる可能性が指摘されてい

る。非定型 BSE は、主に PrPSc の分子性状から L
型 (L-BSE)、H 型 (H-BSE) に分類される。 
 各種動物への伝達性から、L-BSE は C-BSE より

もヒトへの感染性が高いと推測されている。一方

H-BSE の人への感染性は結論がでていない。非定

型 BSE は、高齢牛で孤発的に自然発生する可能性

が指摘されていることから、非定型 BSE 感染牛の

におけるプリオンの体内分布と組織における感

染価の定量データーは、ヒトへの感染リスクの推

定、および特定危険部位の設定・見直し等の管理

措置の適切性を判断するための重要な科学的知

見となる。 
昨年の本研究では、H-BSE および L-BSE プリ

オンを高感度かつ安定的に検出する Reat-Time 
Quaking-Induced Conversion（RT-QuIC）法を用いて、
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非定型 BSE 感染ウシの末梢組織におけるプリオ

ン感染価の推定を実施した。末梢組織では、副腎、

空回腸、および咬筋からプリオンが検出されたが、

RT-QuIC は反応は高濃度の組織乳剤の存在により

阻害されることから、本法の改良を行い、非定型

BSE 感染ウシの可食部におけるプリオンの検出

を実施した。また、我々は、RT-QuIC による非定

型 BSE プリオンの検出に全長シカ組換え PrP
（rCerPrP: aa25-233）を使用して良好な成績を得て

いるが、世界の他研究機関で rCerPrP を使用して

いる機関はないことから、rCerPrP の有用性を検証

するために、rCerPrP の組換え体を用いて、全長

rCerPrP の高感度かつ安定的な非定型 BSE プリオ

ンの検出に必要な領域の同定を試みた。 
 
 
Ｂ．研究方法 
１）非定型感染牛組織 
 感染価をウシ PrP を過発現するトランスジェニ

ックマウスで測定済みの H-BSE および L-BSE の

脳乳剤は農研機構・動物衛生部門から分与いただ

いた。それぞれの感染価は 107.4 LD50/g と 106.9 
LD50/g である。また H-BSE（(カナダ)脳内接種牛

（#0728[接種後19月齢]、#9548[接種後18月齢]）、
および L-BSE（JP24）脳内接種牛（#4685[接種後

9 月齢]、#3383[接種後 14 月齢]）の組織も農研機

構・動物衛生部門から分与いただいた。組織はマ

ルチビーズショッカーを用いて 20%乳剤（PBS）
を作製した。筋肉は Tissue glinder（BMP）を用い

て 20%乳剤を作製した。 
 
２）RT-QuIC 法 
基質として組換えシカ PrP（rCerPrP）を用いた。

プレートリーダとして TECAN F200 を用いた。プ

レートは 96 well optical bottom plate（Thermo Fisher）
を使用し、下方測定によりチオフラビン（ThT）蛍
光を測定した。反応液は 25 mM PIPES, 10 mM Na-
phosphate, 500 mM NaCl, 100 μM EDTA, 10 μM ThT
を基本とし、必要に応じて、NaCl および rPrP の

濃度、pH および SDS 濃度を変更した。また攪拌

スピードは 432 rpm とした。RT-QuIC は一検体に

つき 4 ウェルを使用し、3 回以上の独立した実験

を実施した。 
 
３）酸化鉄磁性ビーズ（IOM）による PrPSc の濃縮 
 Denkers らは、IOM による PrPSc の濃縮が、組織

乳剤中のRT-QuIC阻害物質の除去に効果があるこ

とを報告した 1)。そこでこの方法を応用して、非

定型 BSE プリオンの検出を行った。IOM と非定

型 BSE 感染ウシ組織乳剤を室温で 6 時間混和し、

マグネチックセパレーターで IOM を回収した。

IOM を PBS に懸濁したものを反応液に加え、RT-
QuIC を実施した。 
 
４）組換え rCerPrP 
組換えマウス PrP（rMoPrP）とのキメラ PrP を作

出した。N 末端が CerPrP aa25-149 で C 末端が

MoPrP aa153-231（rCerMoPrP）およびその逆のキ

メラ rPrP（rMoCerPrP）、および CerPrP の N 末端

から aa93 までを欠損した rCerPrP94-233 を作製し、

全長 rCerPrP: aa25-233 および rMoPrP: aa23-231 の

反応性と比較した。 
 
５）RT-QuIC の評価 
 RT-QuIC の反応時間は 60 時間とした。PBS を

陰性対照としたときの蛍光強度の平均＋5SD を

threshold として、threshold を越えたウェルを陽性

とした。陽性となるまでの時間を lag phase として

RT-QuIC の効率の指標とした。また、seed の希釈

列を作製し、RT-QuIC のエンドポイントを検出感

度の指標とした。 
 
（倫理面への配慮） 
 プリオンを用いた実験計画は、北海道大学病原

微生物等安全管理委員会にて承認されている (実
験番号 2017-1-14)。 
 
 
Ｃ．研究結果 
１）IOM の有用性の検討（図 1）。 
 昨年度低いレベルのプリオンが検出された、空

回腸と咬筋（H-BSE #0728）、空回腸（L-BSE #4685）
を用いた。反応液中に添加できる組織乳剤の最高

濃度である 10-3では、IOM を使用した場合、L-BSE
の空腸および回腸で、RT-QuIC 陽性となったが、

lag phase が非常に長いことと、H-BSE では 10-3 で

陽性とならなかったことから、0.1％の組織乳剤

（10-3）存在下でもプリオンを検出可能になると

いう、著しい改善効果は得られなかった。しかし、

IOM を使用することで、未使用時と比較して lag 
phase が短縮される傾向が認められ（H-BSE #0728 
空腸および回腸、L-BSE #4685 空腸および回腸）、
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H-BSE の空腸と咬筋、および L-BSE の回腸でエ

ンドポイントが 1Log 向上したことから、平滑筋

および横紋筋組織ではある程度の改善効果が得

られることが判明した（図 1）。 
 そこで、IOM を用いる RT-QuIC で、昨年の研究

でプリオンが検出されなかった骨格筋から、再度

プリオンの検出を試みたが、上腕三頭筋、大腿四

頭筋、背最長筋、および心筋ともに RT-QuIC で陰

性であった（結果は示さず）。 
 また、IOM を用いる RT-QuIC を用いて、末梢神

経からのプリオン検出を試みたが、検出感度の改

善は認められなかった（結果は示さず）。従って、

IOM による PrPSc の濃縮が応用可能な組織と応用

できない組織があることが判明した。 
 
２）全長 rCerPrP の RT-QuIC での有用性の検証。 
 昨年度の研究で、全長 rCerPrP rCerPrP: aa25-233
が、組織乳剤の影響を受けにくく、非定型 BSE お

よび CWD プリオンの高感度かつ安定的な検出に

有用であることを示した。しかし、世界の他の研

究機関で rCerPrP を使用している機関はないこと

から、rCerPrP の有用性を確認するために、rCerPrP
の組換え体を作製して、RT-QuIC の反応性か解析

した。 
 ハムスターやヨーロッパヤチネズミの組換え

PrP を用いる場合は、N 末端側を欠損した rPrP を

用いることで、RT-QuIC 反応の効率が上昇するこ

とが知られている。しかし、N 末端を欠損した

rCerPrP aa94-233 を用いた場合、組織乳剤の影響を

受けにくいという rCerPrP aa23-233 の特性が消失

し、10-3 の非感染脳乳剤存在下で、非定型 BSE プ

リオンが検出されなくなった（図 2）。また、N 末

端が CerPrP aa25-153 で C 末端が MoPrP aa149-231
で構築されたキメラ PrP（rCerMoPrP）は、10-3 の

非感染脳乳剤存在下で反応は阻害されなかった

が、N 末端が MoPrP aa23-149 で C 末端が CerPrP 
aa154-233 のキメラ PrP（rMoCerPrP）は、10-3 の非

感染脳乳剤存在下で反応が完全に阻害された（図

2）。従って、rCerPrP が高濃度の組織乳剤の影響を

極端に受けずに RT-QuIC で非定型 BSE プリオン

を検出できるという特性には、rCerPrP の N 末端

領域が関与することが明らかとなった。 
 
 
Ｄ．考察 
 IOM を用いて PrPSc を濃縮することで、平滑筋

および骨格筋組織では非定型 BSE プリオンの検

出が改善した。この方法を用いても、非定型 BSE
感染ウシの上腕三頭筋、大腿四頭筋、背最長筋、

および心筋からプリオンは検出されなかったこ

とから、これらの組織にプリオンが存在している

としても、感染価は非常に低いと考えられる。一

方、末梢神経では IOM の有用性が認められなか

ったことから、IOM は万能ではなく、適用できる

組織を明らかにした上で使用する必要がある。 
我々は世界的に使用実績が乏しい rCerPrP を

RT-QuIC の基質として使用することで、組織乳剤

による影響を低減し、非定型 BSE 2)および CWD
プリオンの高感度かつ安定的な検出を実施して

いる。rCerPrP の有用性を検証するために、rCerPrP
組換え体を使用して RT-QuIC を実施した結果、

rCerPrP の N 末端が、組織乳剤による影響を低減

して、RT-QuIC による非定型 BSE プリオンの高感

度かつ安定的な検出に関与するという結果を得

た。この結果は rCerPrP の有用性の分子基盤を説

明するものであり、かつ、これまで報告のない新

規性の高い知見である。 
 
 
Ｅ．結論 
 rCerPrPを基質とするRT-QuIC法の改良として、

IOM を用いて PrPSc を濃縮して RT-QuIC を行う方

法は、平滑筋および骨格筋には応用可能であった。

しかし、この方法を用いても、非定型 BSE 感染ウ

シの上腕三頭筋、大腿四頭筋、背最長筋、および

心筋からプリオンは検出されなかった。また、

rCerPrP は、RT-QuIC による非定型 BSE プリオン

の検出で、組織乳剤による影響を受けにくく、高

感度かつ安定して微量のプリオンを検出できる

という特性を有するが、この性質には rCerPrP の

N 末端が関与していることが明らかとなった。 
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図 1. IOM による PrPSc 濃縮の有用性 
IOM を使用しない通常の RT-QuIC（w/o IOM）と IOM を使用した RT-QuIC（w/ IOM）の効率とエ

ンドポイントを比較した。H-BSE #0728（上段）は昨年度の研究でプリオンが検出された空腸、回

腸、および咬筋を使用した。空腸と咬筋ではエンドポイントが 1Log 上昇した。また、3 種の組織

ともに、10-4 希釈における lag phase の短縮が認められた。L-BSE #4685（上段）は、昨年度の研究

でプリオンが検出された空腸および回腸を使用した。回腸ではエンドポイントが 1Log 上昇した。

また、空腸、回腸ともに、10-4 希釈における lag phase の短縮が認められた。 
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図 2. 非定型 BSE プリオン検出用 RT-QuIC における rCerPrP の N 末端領域の重要性 
N 末端側を欠損する rCerPrP aa94-233 の RT-QuIC における反応性（上段）。rCerPrP aa94-233 の反応

は 0.1％非感染脳乳剤（NBH）により完全に阻害された。 
rCerPrP と rMoPrP のキメラ rPrP の反応性（下段）。rCerPrP の N 末端側を rMoPrP で置換した

rMoCerPrP の反応は 0.1％非感染脳乳剤（NBH）により完全に阻害された。一方、rMoPrP の N 末端

側を rCerPrP で置換した rCerMoPrP の反応は 0.1％非感染脳乳剤（NBH）で阻害されなかった。 
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2. L-BSE 経口接種カニクイザルからのプリオン検出の試み 
 

 
分担研究者 新 竜一郎 宮崎大学医学部 感染症学講座 教授 

研究協力者 今村 守一 （宮崎大学医学部・感染症学講座） 

研究協力者 森 剛志 （宮崎大学医学部・感染症学講座） 

研究協力者 柴田 宏昭 （医薬基盤・健康・栄養研究所・霊長類医科学研究センター） 

 
研究要旨 
 本研究では、ヒトへの食物連鎖における感染の可能性が示唆されている非定型 BSE の一つ

である L-BSE がカニクイザルへの感染性を有するかについてプリオンの高感度増幅検出法で

ある PMCA 法と RT-QUIC 法を用いて検証した。PMCA 法では安定的に増幅できる条件は見出

せなかったが、RT-QUIC 法では安定して高感度の検出が可能なことが示されてた。さらに RT-
QUIC 法により、L-BSE 経口接種カニクイザル由来の脳組織中にプリオン活性が検出され、経

口においても不顕性感染が成立していることが示唆された。 
 

 
 
Ａ．研究目的 
 牛海綿状脳症（BSE）には定型 BSE（C-BSE）
と非定型 BSE が存在し、さらに非定型 BSE はプ

ロテイナーゼ-K（PK）抵抗性の PrP（PrPres）の見

かけ上の分子量に基づいて 2 つ（L-BSEとH-BSE）
に分類される。中でも L-BSE はカニクイザル等の

霊長類やヒト PrP 発現トランスジェニックマウス

へ実験的に感染することが報告されており、公衆

衛生上、その制御は重要である。    
実際の人間の食物連鎖を考慮すれば、L-BSE の

経口接種での感染の可能性についての検証が必

要である。本研究ではカニクイザルを用いて L-
BSE を経口接種した個体中にプリオン蓄積や試

験管内増幅法（RT-QUIC 法：Real-time quaking-
induced conversion や PMCA 法: Protein misfolding 
cyclic amplification）でプリオンシード活性が検出

されるかどうか検証することを目的とする。 
 
 
Ｂ．研究方法 
１）PMCA 法による L-BSE 経口接種カニクイザル

脳組織中の L-BSE プリオンの検出 
経口摂取したカニクイザルは 6 年後に安楽殺し

た時点では臨床症状は認められず、脳の MRI 撮

像、WB、病理・免疫染色のいずれも陰性であった。

L-BSE プリオン経口接種マカク脳組織を用いて、

以前、村山ら（BBRC 476: 563-568, 2016）が報告

した補助因子としてジギトニン、ヘパリン、polyA、

ポリリン酸、アルギニンエチルエステルを組み合

わさた改良 PMCA 法でプリオンシード活性が検

出可能かどうか試みた。 
 
２）RT-QUIC 法による L-BSE 経口接種カニクイ

ザル脳組織中の L-BSE プリオンの検出 
 最初に脳内接種カニクイザルの第 2 継代個体

(#23)由来の大脳皮質乳剤をシードとして RT-
QUIC 法の最適化を行った。その後、経口接種カ

ニクイザル 2 頭（#18, #19）由来の大脳皮質乳剤お

よび脾臓組織乳剤をシードおして RT-QUIC 法に

よる検出を試みた。RT-QUIC 法は、攪拌機能付き

蛍光プレートリーダーはテカン社製の F200 と

BMG 社製のオメガの 2 つの機器を用いて比較検

討した。 
 
（倫理面への配慮） 
 L-BSE 感染カニクイザル検体は、独立行政法

人医薬基盤研究所・霊長類研究センターより、共

同研究として提供された。カニクイザルを用いた

実験は、同霊長類研究センターの動物飼養管理規

則と霊長類学会の「霊長類を用いた動物実験の指

針」に基づいて行われた。L-BSE 感染実験は、独

立行政法人医薬基盤研究所の動物福祉・動物管
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理・使用委員会および動物倫理バイオセーフティ

委員会の承認を得て行った。 
 
 
Ｃ．研究結果 
１）L-BSE 感染カニクイザル検体を用いた PMCA
法による L-BSE プリオン高感度検出法の確立 
 村山らの報告した PMCA 法に準じた方法と昨

年度報告した改良 PMCA 法で L-BSE 感染カニク

イザル脳組織中の L-BSE プリオンの高感度検出

を試みた。補助因子としてヘパリン、polyA、ポリ

リン酸、アルギニンエチルエステルを様々に組み

合わせて、PMCA 法を行った（図１）。一定レベル

の増幅は見られたが、増幅効率が安定せず、また

感度も不十分であった。 
 
２）L-BSE 感染カニクイザル検体を用いた RT-
QUIC 法による L-BSE プリオン高感度検出法の確

立 
 L-BSE感染カニクイザル検体を用いたRT-QUIC
法を、反応基質としてヒトPrP23-231とヒトPrP90-
231、反応バッファーとしては PIPES7.0 25mM、

NaCl 500mM、EDTA 1mM、そして SDS は 0~0.004% 
の条件で行い、最適化を図った（図２）。L-BSE 経

口接種カニクイザル 2 頭（#18, #19）の大脳皮質乳

剤より陽性反応が観察された（図２）。一方、脾臓

組織乳剤では陰性であった。 
 
 
Ｄ．考察 
 L-BSE 感染カニクイザル検体を用いた PMCA
法による L-BSE プリオン高感度検出法について

は今回は確立できず、さらなる検討が必要と思わ

れた。一方、RT-QUIC 法では L-BSE を脳内接種し

たカニクイザル由来脳乳剤の 10-10 希釈レベルま

での検出が可能であった。さらに経口接種群の脳

乳剤中からも RT-QUIC 法で陽性反応を示したこ

とから、経口接種においても発症には至らなくて

も不顕性感染が成立していることが示唆された。 
 
 
Ｅ．結論 
①様々な補助因子を添加した PMCA 法を行った

が、L-BSE 感染カニクイザル由来の検体中のプリオ

ンを高効率かつ安定的に増幅させる条件は今回は見

出せなかった。 

②RT-QUIC 法により非定型 BSE である L-BSE 感染

カニクイザル由来の検体中のプリオンを高感度で検

出できることが明らかとなった。また L-BSE 経口

接種カニクイザル 2 頭の大脳皮質中のプリオン活

性を検出され、感染が成立していることが示唆さ

れた。 
 
Ｆ．健康危険情報 
該当なし 
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H．知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 
  なし 
２．実用新案登録 
  なし

 
図１ 

 
図２ 
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３. カニクイザルを用いた非定型 BSE のヒトへの感染リスク評価 
 

分担研究者  保富 康宏 国立研究開発法人医薬基盤・健康・栄養研究所 

             霊長類医科学研究センター センター長 

柴田 宏昭 自治医科大学 先端医療技術開発センター  

共同利用コーディネート部門 講師  

研究協力者  小野 文子 岡山理科大学 獣医学部 獣医保健看護学科 准教授 

 
研究要旨 
 非定型 BSE 由来プリオンの食品を介してのヒトの健康におよぼすリスクを評価す

るために、カニクイザルに非定型 BSE 由来プリオンである H-BSE 感染ウシ脳乳剤を

投与した。H-BSE 由来プリオンを脳内接種または経口投与したサルは共に投与後 4 年

5 ヶ月を経過したが、異常行動や神経・精神症状を呈しておらず、発症は見られなか

った。先の非定型 L-BSE 由来プリオンを脳内接種したサルでは 2 年以内に発症してお

り、その倍以上の期間を経ても H-BSE 脳内接種ザルでは発症は見られない。このこと

から、同じ非定型でも L-BSE 由来プリオンと H-BSE 由来プリオンは霊長類への伝達

性に違いがあることが強く示唆された。 
 
 
 
Ａ．研究目的 
 定型 BSE（C-BSE）プリオンは食品を介してヒ

トに伝達することが示唆されており、非定型 BSE
（L-BSE、H-BSE）プリオンも同様に食品を介して

ヒトに伝達する可能性がある。そこで、ヒトに近

い霊長類を用いて、非定型 BSE プリオンの経口投

与実験をおこない、食品を介してのヒトへの感染

リスク・伝達性を調査・評価することを目的とす

る。既に L-BSE プリオンは経口によりウシ、原猿

類に伝達することが報告されているが、H-BSE プ

リオンの経口投与による霊長類（真猿類）への伝

達はまだ報告がない。そこで、カニクイザル（真

猿類）を用いて H-BSE プリオンの経口投与実験を

おこなった。しかしながら、H-BSE プリオンが種

の壁を越えて、真猿類にそもそも伝達する報告が

ないので、直接脳に接種する実験も平行しておこ

ない、H-BSE プリオンのヒトの健康におよぼす伝

達リスクを評価し、公衆衛生上の安全対策等に役

立てる。 
 
 
Ｂ．研究方法 
１）供試動物と接種方法 
 国立研究開発法人医薬基盤・健康・栄養研究所

霊長類医科学研究センター（茨城県つくば市）で

出生・育成された投与時 1.5〜2.0 歳の雄カニクイ

ザル４頭を用いた。供試動物は、ABSL3 施設内の

陰圧アイソレーターにおいて馴化飼育後、感染実

験を開始した。アイソレーター内環境は室温 23-
27℃、相対湿度 50-60%、12 時間照明（7 時~19 時）

に設定した。アイソレータの前面及び側面には窓

を設け、前方及び隣のサルとアイコンタクト出来

る環境とした。飼料は固形飼料 （Type AS; 
Oriental Yeast Co.Ltd.）70g 及びリンゴ 100g を 1 日

1 回給餌した。 
 
２）実験群および接種材料 

H-BSE 接種群：BSE（カナダ由来感染ウシ脳乳

剤（#9458）をウシ脳内に継代接種：農研機構 動
物衛生研究部門）感染ウシの 10％脳乳剤（0.2 mL：
20 µg 脳重量相当）をカニクイザル 2 頭（#24、#25）
に脳内接種、また 20％脳乳剤（5.0 mL x 8 回：8 mg
脳重量相当）をカニクイザル 2 頭（#26、#27）に

経口投与した。 
 
３）接種および材料採取方法 
経口接種は塩酸ケタミン麻酔下で、栄養カテー

テルを胃内に挿入し、前述の量を週 2 回、4 週に

わたって投与した。脳内接種は塩酸ケタミンとキ

シラジンの混合麻酔下において頭部を剃毛後、イ
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ソジンで消毒し、頭皮膚切開、側頭部頭蓋骨に直

径 2 mm の穿孔部を作製し、視床に脳乳剤 0.2 mL
を注入した。注入後、皮膚を縫合し、手術日より

3 日間抗生物質の筋肉内投与をおこなった。 
 接種前及び接種後は約 3 ヶ月おきに血液、脳脊

髄液（CSF）、唾液及び尿の採取をおこなった。血

液は塩酸ケタミン麻酔下で大腿静脈より採取し

た。CSF は背部剃毛後イソジンで消毒し、第３～

第５腰椎椎間より採取した。 
安楽死時には塩酸ケタミンにより鎮静後、へパ

リンを静脈内注射し全身血液の凝固防止をおこ

なった後、ペントバルビタールナトリウム過剰投

与により行う。安楽死後、脳及び主要臓器の組織

の一部を摘出し、凍結保存及びホルマリン浸漬を

おこなう。 
 

４）解析方法 
１．行動観察 
行動観察（神経・精神症状評価） 
定期的にビデオ撮影を行い、スコアリングに必

要な症状を抽出し、再評価をおこなった。ビデオ

撮影は 15 分間実施し撮影開始 5 分後に給餌を行

い、摂食行動の観察をおこなった。神経・精神症

状評価の抽出は、下記のヒトプリオン病指標項目

について、サルの行動から客観的にスコアリング

できる指標を作成した。 
プリオン病主要観察項目 
①神経症状：運動失調、振戦、ミオクローヌス、

姿勢反射障害、動作緩慢、痙性歩行、筋力低下、

歩行不能 
②精神症状：抑鬱状態、自傷行為、食欲不振、あ

くび、驚愕反応、不穏 
 
アップルテスト（運動機能評価） 
アップルテストは両手指の運動機能障害の程

度を評価する試験であり、左右それぞれの手を使

って、トレイ上の報酬をつかみ取る行動をビデオ

撮影し前肢運動機能の評価をおこなった。 
 
２．高次脳機能解析 
食物回収試験 
食物回収試験は９つの報酬穴の開いたパネル

に報酬のリンゴ片を入れて、動物が指先で回転さ

せて開けることができる不透明な蓋で穴を塞ぎ、

９つの穴からリンゴ片を回収する行動により、短

期記憶能の評価を行う。９つの穴全てにリンゴ片

を入れ、全てのリンゴを取り終わるまでの行動を

１試行とし、5 試行実施した。サルの報酬穴とそ

れを覆うフタへの反応は、正ストロークと誤スト

ロークに分類した。正ストロークとは、報酬の入

っている報酬穴あるいはその上のフタへ触れ、報

酬を回収することである。誤ストロークとは、報

酬の入っていない穴に指を入れる、あるいはその

上のフタを動かして報酬穴を露出させる行動で

ある。連続して行う正ストローク数と誤ストロー

ク数により、評価をおこなった。 
 
３．皮質脳波測定 
メデトミジン＋ミダゾラム＋ブトルファノー

ル混合麻酔下で、脳波計（EEG-1100［日本光

電］）の 8 電極誘導により、皮質脳波を測定し

た。測定終了後はメデトミジン拮抗薬アンチセ

ダンを投与し、覚醒を速やかに誘導した。 

 

４．脳の MRI 撮像データからの脳容積の算出 
 P3 動物実験区域内で管理されている動物は生

存したまま管理区域外への搬出ができないため、

MRI 撮像は安楽死直後におこなった。安楽死した

サルはアクリル製密封型コンテナに封じ込めて

P2 動物実験区域内の MRI 室に搬送した。MRI 撮
像 は 3T  MRI 装 置 （ MAGNETOM Allegra 
［Siemens 社］）を用いた。カニクイザルの脳撮像

に際し、空間分解能・解像度を上げるために撮像

視野を小さくし、高い S/N を持つ撮像条件を設定

し、ヒト用ヘッドコイルの CP 型コイルを用いて

T1-3D、T2、プロトン強調画像、Flair 画像を撮像

した。断層画像 3D 化ソフト（ExFactVR［日本ビ

ジュアルサイエンス(株)］）を用いて、MRI 撮像デ

ータから脳の灰白質、白質、脳脊髄液腔の各容積

を算出した。 
 
（倫理面への配慮） 
 BSE 接種動物はすべて P3 アイソレータケージ

内に収容した。本アイソレータはサル類が社会的

動物であることを考慮して、アイソレータ内で視

覚による相互の社会的コミュニケーションを可

能とした。ケージ内にはステンレスの鏡やチェー

ンを入れると共に、定期的に行うアップルテスト

や食物回収試験により、ヒトとの触れ合いが福祉

向上に有効と考え、ケージ内サルのストレスの軽

減に努めた。材料採取及び脳波測定は麻酔下にお

いて実施した。臨床症状発現後は症状に応じて、

健康状態を維持すべく給餌方法の対応および輸
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液療法等による維持管理をおこなった。 
安楽死は塩酸ケタミンによる鎮静後、過剰量の

ペントバルビタールナトリウム静脈内投与によ

り行う。 
 
 動物実験の実施に当たっては、「動物の愛護及

び管理に関する法律」、「実験動物の飼養及び保管

に関する基準」、「厚生労働省の所管する実施機関

における動物実験棟の実施に関する基本指針」を

遵守し、医薬基盤・健康・栄養研究所及び自治医

科大学の動物実験委員会の承認を得ておこなっ

た。病原体の取扱については、医薬基盤・健康・

栄養研究所バイオセーフティー委員会の承認を

得ておこなった。 
 
 
Ｃ．研究結果 
１）H-BSE 接種群の臨床経過 
 H-BSE ウシ脳乳剤脳内接種ザル（#24、#25）は、

接種後 4 年 5 ヶ月を経過したが、運動障害、異常

行動は認められず、神経および精神症状は共に見

られなかった（data not shwon）。また、接種後 3 年

10 ヶ月に麻酔下で皮質脳波を測定したが、異常脳

波は見られなかった（data not shown）。観察期間、

体重は標準的な増加が見られた（図１）。経口投与

ザル（#26、#27）も接種後 4 年 5 ヶ月を経過した

が、運動障害、異常行動は認められず、神経およ

び精神症状も共に見られなかった（data not shwon）。
体重も標準的な増加が見られた（図１）。 
 
発症ザルの脳容積（安楽殺時） 
 H-BSE 接種ザルは、まだ発症が見られないため、

既に発症した L-BSE 脳内接種ザルの安楽死直後

の脳 MRI 撮像データを用いて（図２a）、脳を 3 次

元化し、輝度値の違いから灰白質、白質、脳脊髄

液腔の各容積を算出した（図２b）。感染個体とほ

ぼ同年代の非感染ザルのデータは 1 頭しかないが、

L-BSE 感染ザル 4 頭は非感染ザルと比較すると、

灰白質の容積が減り、脳脊髄液腔の容積が増える

傾向が見られた（図３）。 
 
 
Ｄ．考察 

H-BSE プリオン経口投与または脳内接種した

カニクザルは共に投与後 4 年 5 ヶ月を経過したが、

発症はまだ見られていない。非定型である L-BSE

プリオンおよび H-BSE プリオンは共にウシへの

脳内接種実験から伝達性が確認されており、L-
BSE プリオンおよび H-BSE プリオンのウシでの

潜伏・発症期間に大きな差は無いと報告されてい

る。我々が以前おこなった L-BSE プリオンを脳内

接種したサルは、接種後 1 年 7～8 ヶ月で発症し

た。C-BSE プリオンを脳内接種したサルでは接種

後2年4ヶ月～3年9ヶ月で発症が見られており、

今までの潜伏期間を超えても H-BSE プリオンで

は発症は見られなかった。また、H-BSE プリオン

は脳内接種により野生型マウスおよびウシ型プ

リオン遺伝子トランスジェニックマウスには伝

達が認められたが、ヒト型プリオン遺伝子トラン

スジェニックマウスへの伝達は認められていな

い。以上のことから、H-BSE プリオンの霊長類、

ヒトへの伝達性は従来の C-BSE プリオンや L-
BSE プリオンと比べ、種の壁を越えにくいことが

示唆された。引き続き、経過観察をおこない。H-
-BSE プリオンのサルへの伝達性を確認する。 
以前おこなった C-BSE プリオンまたは L-BSE

プリオンを脳内接種した感染実験では、発症した

サルの脳を安楽死直後に MRI 撮像すると、脳室拡

張を伴う脳の萎縮所見が見られた。そこで、客観

的な解析をおこなうために、今回、発症したサル

の脳 MRI 撮像データを 3 次元化し、灰白質、白

質、脳脊髄液腔の各容積を算出した。その結果、

非感染ザルと L-BSE プリオンを脳内接種したカ

ニクイザル 4 頭を比較したところ、発症ザルでは

灰白質容積の減少、脳脊髄液腔容積の増加傾向が

見られた。神経領域である灰白質容積の低下が神

経活動の低下、脳脊髄液腔容積の増加が脳室拡張

と関連していることが示唆された。なお、#023 の

脳脊髄液腔の容積は非感染ザルに比べると小さ

い結果となっている。これは潜伏期間や発症期間

が他の発症個体に比べ短い事もあり、脳脊髄液腔

への影響が出る前に安楽死をおこなったことが

影響しているのかもしれない。従って、今後、各

個体の臨床経過と照らし合わせて、脳容積のデー

タを解析する予定である。 
 
 
Ｅ．結論 
 H-BSE プリオン脳内接種または経口投与カニ

クイザルは接種後 4 年 5 ヶ月を経過したが、発症

はみられなかった。L-BSE プリオンは、カニクイ

ザル脳内へ接種すれば接種後 2 年以内に発症して
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おり、伝達性が確認されている。H-BSE プリオン

は霊長類へ伝達しにくい可能性があり、食品を介

したヒトへの伝達リスクは、C-BSE や L-BSE に比

べ、低い事が示唆された。引き続き、経過観察を

続け、H-BSE プリオンのヒトへの伝達・感染リス

クを評価する。 
 

 
Ｆ．健康危険情報 
該当なし 
 
G．研究発表 

１．論文発表 
  なし 
 

２．学会発表 
  なし 
 

H．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
  なし 
   
２．実用新案登録 
  なし 

 
  



 

 24 

 

図１．H-BSE 由来プリオン感染カニクイザルの感染後の体重推移 
  脳内接種ザル（#24、#25）、経口投与ザル（#26、#27） 
 
 
 
 
 (a)                 (b)                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．L-BSE 由来プリオン脳内接種カニクイザルの安楽殺直後の頭部の MRI 画像 
  (a):脳内接種ザル（#23）の T2 強調画像（水平断、冠状断、矢状断）、(b):輝度による灰白質（橙色）、

白質（朱色）、脳脊髄液腔（水色）領域の解析画像 
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図３．L-BSE 由来プリオン脳内接種カニクイザル脳の灰白質、白質、脳脊髄液腔の各容積（安楽殺直後） 
  非感染：非感染ザル、脳内接種ザル（#14、#15、#22、#23） 
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４. 非定型 BSE 感染カニクイザルの病理学的解析 
 

分担研究者 飛梅 実  国立感染症研究所 感染病理部 主任研究官 

研究協力者 佐藤 由子 国立感染症研究所 感染病理部 主任研究官 

 
研究要旨 
伝達性海綿状脳症：TSE(Transmissible spongiform encephalopathy)はヒトをはじめ数種

の動物種で確認されている。ウシにおける TSE はウシ海綿状脳症(BSE: Bovine 
Spongiform Encephalopathy)として知られ、これまでに定形および非定形 BSE が報告さ

れている。定型 BSE は肉骨粉を原因としてウシで蔓延したと考えられており、ヒトへ

もウシを介して経口的に感染し変異型クロイツフェルト・ヤコブ病(vCJD: variant 
Creutzfeldt-Jakob Disease）を誘導する。非定型 BSE に分類される L-type BSE は本邦で

も発生が確認されているが、ヒトへの感染事例は現在まで報告されていない。しかし

ながら動物モデルを用いた感染実験ではヒトへの感染性が示唆されている。これまで

の我々の研究においてもカニクイサルへの脳内接種実験では高度の病原性を示すこ

とが明らかとなっている。カニクイサルへの定型 BSE 脳内接種実験ではヒトの vCJD
と同様の病理変化が誘導されることも明らかにしており、L-type BSE 脳内接種ならび

にサルでの継代後の病理学的な変化を解析することで、ヒトへ L-type BSE が侵入した

場合の病理像を想定することが可能と考えられる。本研究では、L-BSE がヒト生活環

に侵入した場合に誘導される病理学的特徴を明らかにする目的で、カニクイサルへの

脳内接種および継代後の病理学的特徴の変化を解析した。 
また、ウシに加え反芻動物であるシカ類においてもプリオン病の存在が報告されて

いる。現在、日本国内ではシカプリオン病である慢性消耗病（CWD: Chronic wasting 
disease）の発生は報告されていないが、検査体制の構築ならびに清浄確認は必須であ

る。本研究では関東地方に生息する外来種であるキョンについて検査体制の確立なら

びにプリオンの存在の有無について検討を行い、解析した 86 頭中に CDW が存在し

ないことを確認した。 
 
 
Ａ．研究目的 
 １）ウシにおけるプリオン病は定型 BSE に加え

非定型 BSE が存在することが報告されている。定

型 BSE は肉骨粉を原因としてウシで蔓延したと

考えられており、ヒトへも経口的に感染し vCJD
を誘導する。一方、非定型 BSE のヒトへの感染事

例は現在報告されていないが、動物モデルを用い

た研究から非定型 BSE に分類される L-BSE はヒ

トへの感染性が示唆される。本研究班においても

カニクイザルへの脳内接種により L-BSE がサル

へ伝播することを確認している。本研究ではカニ

クイサルをモデル動物として用い、L-type BSE が

誘導するヒトでの病理学的特徴を明らかにする。 
 
２）シカでは TSE として慢性消耗病（CWD: 

Chronic wasting disease）が存在することが報告さ

れている。CWD は水平伝播する可能性も示唆さ

れ不断の監視が重要な疾患である。日本に生息す

るシカ類は固有種をはじめ外来種も存在し、生息

数の拡大に伴いジビエとして食用となる機会が

増えている。国内では CWD の発生は報告されて

いないが、海外では散発的な発生報告が存在し、

国内においても検査体制の構築ならびに清浄確

認は必要である。本研究では関東地方に生息する

外来種であるキョンに対する検査体制の確立な

らびにプリオンの存在の有無について検討を行

った。 
 
３）プリオン病は C-BSE に代表される感染性プリ

オン病に加え、原因不明で孤発的に発生するプリ

オン病が存在する。ヒトでは孤発性クロイツフェ

ルト・ヤコブ病（sCJD）として知られており、ウ

シでは L-type や H-type が孤発性プリオン病と考

えられている。その発生機序を明らかにするため、
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正常型プリオンタンパク質の脳組織内での挙動

を検討し、変動に関与する分子群について推察す

る。 
 
 
Ｂ．研究方法 
１）L-BSE プリオン感染サルの病理学的解析 
 国内で摘発された L-BSE 罹患牛（JP24）脳乳剤

を脳内接種したサル（１代目）および感染サル脳

乳剤を脳内接種したサル（２代目）のプリオンの

分布並びに病理学的特徴を検索した。また、L-BSE
を経口投与されたサルの解剖を行い、プリオンの

有無について検討した。 
 
２）キョン検査体制の確立 
 関東地方で駆除されたキョンの延髄採取なら

びにプリオンの有無についてウエスタンブロッ

ト法を用いて検索した。 
 
３）正常型プリオンタンパク質の脳組織中での局

在の検討 
 摘出された脳組織の固定を 4%パラフォルムア

ルデヒド（PFA）を用いて行い、正常型プリオンタ

ンパク質が維持された標本を作製した。免疫組織

化学的手法を用い、正常型プリオンタンパク質の

局在について検討した。 
 
（倫理面への配慮） 
 サルを用いた実験については予医薬基盤・健

康・栄養研究所 霊長類医科学研究センターの指

針を順守するとともに、動物愛護精神に基づき研

究を行っている。 
キョンの採材に関しては「特定外来生物による

生態系等に係る被害の防止に関する法律」 に基

づき駆除された個体を使用する。 
 
 
Ｃ．研究結果 
１）L-BSE プリオン感染サルの病理学的解析 

L-BSE のサルへの経口投与実験において、サル

への伝達性は確認できなかった。L-BSE プリオン

を脳内接種したサルにおけるプリオンの分布を

検索した結果、神経系組織のみにおいてプリオン

が認められた。中枢神経系では C-BSE プリオン脳

内接種に比べ、高度の空胞変性が誘導され、プリ

オンはシナプスタイプの沈着を示した(図１)。空

胞変性は前頭葉から頭頂葉、側頭葉皮質で高度に

誘導された(図２)。 プリオンの沈着パターンに

継代による変化は認められなかった(図３)。 
 
２）キョン検査体制の確立 
 関東地方で捕獲、殺処分されたキョンの延髄組

織 86 検体を採取しプリオンの存在についてウエ

スタンブロット解析を用いて検索した結果、陽性

個体は認められなかった。 
 
 
Ｄ．考察 
１）L-BSE プリオンの経口投与では伝達性は確認

できなかった。脳内接種では中枢神経を主とした

神経組織のみにプリオンは認められた。中枢神経

系では高度の空胞変性誘導とシナプスパターン

のプリオン沈着を示し、この病理学的特徴は継代

により変化しなかった。L-BSE によって誘導され

る病理学的な変化はサルにおいては固定された

ものであることが示唆された。 
２）キョン検査体制の確立 
 現在、キョンは特定外来生物に指定されており

駆除対象動物となっているが、個体数並びに分布

領域が拡大傾向にある。本邦において CWD の発

生は報告されておらず、本検討に用いた検体にも

陽性個体は認められなかった。CWD は水平感染

を起こす可能性も示唆されており、継続した検査

が必要と考えられる。 
３）正常型プリオンタンパク質の脳組織中での局

在の検討 
 通常の２０％ホルマリン固定やギ酸処理した

脳組織では、正常型プリオンタンパク質を検出す

ることが難しいが、４％PFA 固定した脳組織では

正常プリオンを免疫組織化学的手法により検出

することが可能であった（図４）。PFA 固定した組

織の観察により、アミロイドプラーク上に正常型

プリオンが蓄積する場合、周囲神経細胞の正常型

プリオンタンパク質は脱落し、プラークを形成し

ない部位では神経細胞中で正常型プリオンタン

パク質が保持されていた（図５）。 
 
 
Ｅ．結論 
（１）L-BSE プリオン感染サルの病理学的解析 
これまでの検討から、L-BSE 由来プリオンの経

口摂取ではサルへの感染の可能性は低いが、脳内
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へ接種することで感染は成立する。C-BSE プリオ

ンのサルへの接種実験は vCJD 患者で認められる

病理学的変化を再現したことから、L-BSE プリオ

ンがヒトへ感染した場合、高度の空胞変性の誘導

とシナプスパターンのプリンオン沈着を特徴と

する病理学的変化が誘導される可能性が示唆さ

れた。 
 

２）キョン検査体制の確立 
 海外での研究機関ではキョンを CDW のモデル

動物として用いており、キョンは CWD 感受性動

物であることが示されている。国内に生息するキ

ョンも 100%相同性を有するプリオンたんぱく質

遺伝子を有しており、CWD に感染可能なことが

示唆されている。検査頭数を拡大し国内の清浄確

認を行うとともに、RT-Quic 等の高感度検出法へ

の適応を検討する。 
 
３）正常型プリオンタンパク質の脳組織中での局

在の検討 
アミロイドプラーク形成部位と正常型プリオ

ンタンパク質が保存される非形成部位における

宿主因子の発現解析を行うことで、正常型プリオ

ンのプラークへの沈着や細胞からの脱落に係る

因子を同定することが可能であると考えられた。 
 

 
Ｆ．健康危険情報 
特記事項なし 
 
 
G．研究発表 
１．論文発表 
1). Hagiwara K, Sato Y, Yamakawa Y, Hara H, Tobiume 

M, Okemoto-Nakamura Y, Sata T, Horiuchi M, 
Shibata H, Ono F. Tracking and clarifying differential 
traits of classical- and atypical L-type bovine 

spongiform encephalopathy prions after transmission 
from cattle to cynomolgus monkeys. PLoS One. 2019 
May 16;14(5):e0216807. 

 
2.学会発表 

該当なし 
 
 
H．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
  該当なし 
２．実用新案登録 
  該当なし 
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５. 光架橋反応による BSE プリオンの凝集体構造の解析 
 

分担研究者 萩原 健一（国立感染症研究所 細胞化学部 第１室室長） 

 
研究要旨 
 プリオンは異常型プリオン蛋白質（PrPSc）の凝集体から成る。PrPSc 凝集体は、他

のアミロイド凝集体と同様に β シートに富むことが赤外分光分析から予想されている

が、その不溶性やアスパラギン残基に付加しているＮ型糖鎖の多様性などのためにＸ

線結晶解析法や核磁気共鳴法などのアプローチによる直接的な解析が難しい。これま

でに PrPSc 凝集体の構造モデルが複数提唱されているが、実体は未だ不明である。本

研究では光照射によるチロシン（Tyr）、トリプトファン（Trp）残基の架橋反応（Chem 
Biol, 7: 697 (2000)）に着想を得て、光架橋物の解析から PrPSc 凝集体の構築について

検討した。実験は C-BSE プリオンを解析対象として進め、PrPSc の少なくともアミノ

基側（ウシプリオン蛋白質のアミノ酸配列のおよそ 110～170 番目）の領域の Try もし

くは Trp が PrPSc 単量体同士の境界面に位置するらしいことが示唆された。 
 また上記の研究とは別に、厚生労働省の TSE 確認検査において生化学検査（ウエス

タンブロット検査）の担当機関である北海道大学大学院獣医学研究院 獣医衛生学教

室とウシ脳ホモジネートの試験検体を相互交換し、各々の機関で BSE 陽性・陰性を適

正に判定できることを確認する精度管理試験を実施した。 
 
 
 
Ａ．研究目的 
 プリオンの増殖機構やプリオン株の特性を理

解する上で、PrPSc 凝集体の構造を知ることは極

めて重要である。これまでに PrPSc 凝集体のモデ

ル構造が複数提唱されているが、Ｘ線結晶解析法

や核磁気共鳴法などの直接的な解析手法による

アプローチは容易ではなく、実体は未だ不明な点

が多い。一方、間接的なアプローチとして、PrPSc

凝集体への各種の抗プリオン蛋白質抗体の反応

性の検討からプリオン蛋白質のどのアミノ酸配

列部分（エピトープ）が凝集体の表面に露出して

いるかという点が検討されており、凝集体構造を

予測する上で有用な情報を提供している（Kim et 
al., Virology 320: 40 (2004)、Suzuki et al., PLoS 
ONE 14: e0217944 (2019)、等）。 
 このような表面露出部位の探索とともに、他の

アミロイド性蛋白質凝集体の生成過程と同様に、

PrPSc 凝集体も PrPSc の単量体が会合・重合する

ことで形成されると想定されることから、PrPSc

単量体のどの部分が隣接する PrPSc 単量体のどの

部分と接しているのかを明らかにする意義も大

きい。これまでに、①空間的に隣接する２つのチ

ロシン（Tyr）間の π-π 相互作用が β シート構造の

安 定 化 に 寄 与 す る こ と （ Partlow et al., 
Biomacromolecules, 17: 3570 (2016)）、②マウス・プ

リオン蛋白質の Tyr169 をフェニルアラニンに置

換すると PrPSc の proteinase K への抵抗性が減弱

す る こ と （ Leske et al., PLoS One,12: 
e0170503(2017)）、などの報告がある。そこで本研

究では蛋白質の新しい化学修飾方法として報告

されている‘光照射による Tyr、トリプトファン

（Trp）残基の架橋反応’にアイデアを得て、プリ

オン蛋白質の Tyr や Trp に着目し、光架橋反応に

よって得られる架橋物の解析から PrPSc 凝集体の

構築原理の検討を試みた。研究は、まず従来型

BSE（C-BSE）プリオンを対象として開始した。 
 
 
Ｂ．研究方法 
１）材料 
 本邦の食肉衛生検査所での BSE スクリーニン

グ検査およびその後の確認検査で陽性判定され

た C-BSE 罹患ウシの大脳を実験に供した。また、

農林水産省許可の上で欧州から入手した C-BSE
罹患ウシの視床を実験に供した。 
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２）光架橋反応 
 Dulbecco リン酸緩衝液（PBS）を用いてホモジ

ナイズしたウシ脳組織（10%組織ホモジネート）

を等量の 1% sarkosyl/1% decylmaltoside/0.2 M 
NaCl/0.1 M HEPES-NaOH (pH 7.4) と混合し、

proteinase K （PK）（終濃度 50μg/mL）を添加して

37 ℃で 30 分間酵素消化した。Pefabloc（種濃度 2.5 
mM）を添加後、1/2 容量の ethanol を添加（終濃

度 33%）し、遠心操作（4 ℃、14,000 x g で 30 分

間）により沈殿を回収した。この操作により、ホ

モジネート中の不要な成分をできるだけ除去し

た。沈殿を 0.5% sarkosyl/0.5% decylmaltoside を含

む PBS に再懸濁し、光架橋実験に供した。光照射

は先行文献（Fancy et al., Chem Biol, 7: 697 (2000)）
に用いられた条件を参考にし、0.053% ammonium 
persulfate、0.113 mM Tris(bipyridine) ruthenium (II) 
chloride 存在下、450 nm LED 光の最適照射時間

（3sec〜20sec）で行った。 
 
３）SDS-PAGE、ウエスタンブロッティング、

PNGase F 処理 
 SDS-PAGE およびウエスタンブロッティングに

は、ThermoFisher Scientifc 社の boltTM Bis-Tris ゲ
ルを用いた。N 型糖鎖の切断・除去は、New England 
BioLabs 社の PNGase F を用い、メーカーのプロト

コールに従った。 
 
（倫理面への配慮） 
 人を対象とする医学系研究、ヒトゲノム・遺伝

子解析研究、動物実験、等の該当するものは本研

究は含まない。 
 
 
Ｃ．研究結果  
（１）架橋物の初期解析 
 PK 消化後の C-BSE プリオン凝集体を光照射に

よる架橋反応にかけた後、反応液中の PrPSc を

SDS-PAGE／ウエスタンブロットにより分析した。

プリオン蛋白質の中間部を認識する SAF84 抗体

を用いて PrPSc を検出したところ、PrPSc の単量

体に由来する 3 本の抗体陽性バンドの他に、検出

バンドの泳動度（分子量サイズ）から２量体ない

し３量体に架橋された PrPSc と考えられる分子種

が生成していた（図１Ａ）。反応液を PNGase F と

インキュベーションして PrPSc の N 型糖鎖を切

断・除去してから SDS-PAGE／ウエスタンブロッ

ト分析にかけると、２量体、３量体、４量体、お

よび高度の多量体となった架橋物（以下、架橋体

とする）がより明確に判別できた（図１Ｂ）。 
 
（２）各種抗体の架橋体に対する反応性 
次に、（１）と同様の SDS-PAGE／ウエスタンブロ

ット分析を、以下 i、ii、iii のようにエピトープが

異なる抗プリオン蛋白質抗体を用いて行った。そ

の結果を図２に示す。 
 
i．エピトープがプリオン蛋白質の N 側ないし中

間部領域（ウシプリオン蛋白質のアミノ酸配列の

およそ 110～170 番目のアミノ酸）にあると云わ

れている抗体による検出： 
 各パネルの右側２レーン（光照射の無し・有り）

を比較すると、エピトープが N 末領域にあると云

われている抗体（1E4、6G3、12F10）は、光照射

の有無にかかわらず PrPSc の単量体に由来するバ

ンドを明瞭に検出するが、光照射によって生成し、

存在しているはずの架橋体を検出できない、ある

いは微弱に検出できる程度、であることがわかっ

た。 
 
ii．エピトープがプリオン蛋白質の中間部領域な

いし C 側領域（ウシプリオン蛋白質のアミノ酸配

列のおよそ 170～235 番目のアミノ酸）にあると

云われている抗体による検出： 
 エピトープが中間部領域ないしC末側領域にあ

ると云われている抗体（SAF84、F99/97.61）を用

いた場合には、PrPSc の２量ないし３量架橋体と

考えられる陽性バンドが検出された。併せて、単

量体に相当するバンドも検出された。 
 
iii．エピトープがプリオン蛋白質の C 末（ウシプ

リオン蛋白質のアミノ酸配列の 236～239 番目の

アミノ酸）にあると云われている抗体による検

出： 
 Tyr236、Tyr237 を含む C 末端をエピトープとす

る 5G12 抗体を用いた場合、光照射によって PrPSc

の架橋体のみならず、単量体に相当するバンドも

検出されなくなった。 
 
 
Ｄ．考察 
 本研究では、脳ホモジネートを予め PK 消化に

かけることで、夾雑物（正常型プリオン蛋白質
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PrPC も含む）をできるだけ分解・除去してから光

反応を行った。ここで使った PK 消化条件で処理

した脳ホモジネートを本研究とは別途の近交系

マウスを用いたバイオアッセイにかけて、マウス

への病原性が PK 消化の有無によらずにほぼ同質

であることを確認している（分担研究者 未発表

データ）。すなわち､PK 消化後の PrPSc 凝集体は、

PK 未処理の脳ホモジネート中の PrPSc 凝集体の

構築骨格を基本的に保持していると考え、実験を

進めた。 
 用いた光反応は、ルテニウム錯体の酸化還元状

態を利用して蛋白質の分子内あるいは分子間の

近接する Tyr や Trp 間で架橋を生じさせる。架橋

反応のメカニズムは Tyr や Trp のフェノール環や

インドール環からの電子の引き抜きによるラジ

カル反応であると推測されているが、未だ判らな

い部分がある（Chem Biol, 7: 697 (2000)）。SAF84
抗体のエピトープはプリオン蛋白質の中間部領

域と考えられており、このエピトープ領域には複

数の Tyr が散在する。もし、「Tyr や Trp に架橋・

修飾が起こると抗体への結合・反応が減弱する」

ならば、ウエスタンブロット分析の結果（図１Ａ

および１Ｂ）を見ると、SAF84 抗体は PrPSc の単

量体にも多量架橋体にも強く結合・反応している

ので、SAF84 抗体のエピトープに存在する Tyr は
架橋・修飾が起きていないことになる。この結果

の解釈として、以下の２つの可能性が考えられる。 
・ SAF84 抗体のエピトープに存在する Tyr はル

テニウム錯体が接近しにくい（よって、ラジカ

ル生成が起こりにくい）ような凝集体の内部に

埋もれている。 
・ 凝集体の表面に露出していても、架橋反応の相

手となり得るアミノ酸残基（Tyr、Trp など）が

近傍に無い。 
同様に、F99/97.61 抗体でも PrPSc の２量ないし３

量架橋体と考えられる陽性バンドが検出された

（図２）ので、F99/97.61 抗体のエピトープに局在

する Tyr についても上の２つの可能性が考えられ

た。但し、この解釈は「Tyr や Trp に架橋・修飾が

起こると抗体への結合・反応が減弱する」ことを

前提としており、Tyr や Trp に架橋・修飾が起き

ていても抗体との結合・反応性が影響されない可

能性もあるので、慎重に考えるべきであろう。 
 一方、エピトープが N 末領域にあると云われて

いる抗体（1E4、6G3、12F10）を用いた場合には、

光反応によって生成しているはずの架橋体が検

出されず（図２）、N 末領域に点在する Tyr や Trp
は光反応によって何らかの架橋・修飾が生じたこ

とで抗体の結合が減弱しているのではないか、と

考えられた。つまり、（PK 消化後のコア断片の）

N 末領域の Tyr や Trp は PrPSc 単量体と単量体の

境界域で近接し、凝集体の構築へ寄与しているの

ではないか、と想像された。さらに、この領域は

ルテニウム錯体が接近できる程度に凝集体表面

に露出しているのではないかと想像される。なお、

1E4、6G3、12F10、SAF84、F99/97.61 各抗体によ

って未架橋の PrPSc 単量体のバンドが検出されて

いる（図２）が、これは光照射強度を適度に調節

して架橋が 100%の収率で起きないようにしたた

めである（長時間かつ強力に光照射すると PrPSc

は高度の架橋体となり、ウエスタンブロット上で

SDS-PAGE ゲルの上端に相当する部分に唯一検出

された）。 
 Tyr236、Tyr237 を含む C 末端をエピトープとす

る 5G12 抗体を用いたウエスタンブロットでは、

PrPSc の架橋体のみならず、存在する単量体のバ

ンドも検出されなくなった。単量体バンドが検出

されないという事実の解釈は難しい。PrPSc 単量

体は存在するが、Tyr236、Tyr237（どちらか片方、

あるいは両方）にラジカル反応によって架橋以外

の修飾が起きた、あるいは、ペプチド結合を介し

て隣り合う Tyr236−Tyr237 間で架橋が形成された

ため、光照射後の反応液中の PrPSc 単量体に 5G12
抗体が結合できなくなった、という可能性が考え

られるが、現時点ではよくわからない。架橋体が

検出されないのは、そもそも単量体が検出されな

いからであろう。 
 今後の必須課題として、今回の実験では抗体の

データシートや文献（Féraudet et al., J Biol Chem, 
280: 11247 (2005)））に記された抗体のエピトープ

情報に従って解釈を進めたが、このエピトープ情

報を実験的に自身で確かめる必要がある。また、

Tyr、Trp 残基が修飾されると抗体の反応性が減弱

することを実証する必要がある。 
 
 
Ｅ．結論 
 本年度に得られた実験データから、PrPSc の Tyr、
Trp 残基に着目すると、少なくともアミノ基側（ウ

シプリオン蛋白質のアミノ酸配列においておよ

そ 110～170 番目）の領域の Tyr、Trp 残基は PrPSc

単量体間の境界面に隣接して存在し、PrPSc の凝
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集体構築に寄与しているのではないかと想像さ

れた。一方、170～235 番目のアミノ酸領域にある

Tyr（Trp は無い）については、光架橋反応が起き

た証拠は得られなかったものの、凝集体の構築に

何らかの役割を果たしている可能性は残る。これ

らの Tyr は凝集体内に埋まっているか、適当な架

橋相手が近傍に無いのだろうと解釈した。 
 
 
Ｆ．健康危険情報 
特記事項なし 
 
G．研究発表 
１．論文発表 
1) Hagiwara, K., Sato, Y., Yamakawa, Y., Hara, H., 

Tobiume, M., Okemoto-Nakamura, Y., Sata, T., 
Horiuchi, M., Shibata, H., and Ono, F. Tracking and 
clarifying differential traits of classical- and atypical 
L-type bovine spongiform encephalopathy prions after 
transmission from cattle to cynomolgus monkeys. 
PLoS ONE, 14: e0216807, 2019 

2) Okemoto-Nakamura, Y., Tanida, I., Yamaji, T., Hanada, 
K., and Hagiwara, K. A PRNP-disrupted human 
neuroblastoma cell line and its stable transformants 
expressing prion protein variants. BPB Reports, 2: 73-

79, 2019 
 

2.学会発表 
無し 

 
 
H．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
  無し 
２．実用新案登録 
  無し 
 
 
＜TSE 確認検査の精度管理試験について＞ 
 北海道大学大学院獣医学研究院 獣医衛生学教

室より精度管理用の５検体（どれが陽性、陰性である

かを明かさない）をゆうパック便により受領した（病原

体輸送にかかる規則を遵守した）。検体を検査要領

に従って調製し、感度の精度管理試験（100 µg 組織
等量で陽性ウシを摘発できるか）、および特異度の精

度管理試験（5 mg組織等量を用いて陰性ウシを疑陽
性ではなくて正しく陰性と判定できるか）を実施した。

試験結果を試験検体の配布元である堀内教授に報

告し、感度・特異度ともに適正に管理されていること

を確認した。
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図１ 架橋物の初期解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 各種抗体の架橋体に対する反応性 
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6. BSE，L-BSE 感染動物の病態解析 
－異種間伝達実験による非定型 BSE の起源に関する研究－ 

 
分担研究者 古岡 秀文 帯広畜産大学 獣医学研究部門 教授 

 
研究要旨 
 本研究では，BSE と非定型 BSE の関係を考察することを目的とし，BSE および非

定型 BSE の一つである L-BSE を異種動物間で継代伝達した。プリオンが伝達された

動物の病理学的特徴について比較することにより，種間伝達によるプリオン株の表現

型がどのように変化するのか，あるいは維持されるのかを評価した。昨年度のハムス

ターへの伝達試験に引き続き本年度は，モルモットの結果が得られたのでその概要を

報告する。BSE マウス/ハムスター株(BSE/mo/ham 株)および BSE スナネズミ/ハムスタ

ー株(BSE/ger/ham 株)の脳乳剤をモルモットに脳内接種し，病理学的検索を行った。比

較対象として BSE 株接種モルモットと L-BSE 株接種ハムスター脳の病理学的検索を

行った。BSE 伝達モルモットでは脳全体にプラーク状，微細顆粒状，放射状，び慢性

の PrPres の沈着が確認され，小脳において顆粒層の減数および分子層の菲薄化を伴う

小脳萎縮が見られた。L-BSE 伝達ハムスターでは，脳全体にび慢性の PrPres の沈着が

認められ，微細顆粒状や血管周囲への小型斑状の沈着が特徴的であった。BSE/mo/ham
株伝達モルモットでは，脳全体にプラーク状，微細顆粒状，放射状，び慢性の PrPres の

沈着が確認され，小脳において顆粒層の減数および分子層の菲薄化が見られた。また， 
BSE/ger/ham 株伝達モルモットでは，脳全体にプラーク状，微細顆粒状，放射状，びま

ん性の沈着が確認されたが，特徴的な小脳病変は見られなかった。今回の結果よりプ

リオン株の異種動物間伝達における病理学的特徴の維持は，動物種とプリオン株の双

方に影響を受けるが，プリオン株の影響がより大きいことが示唆された。 
 

 
Ａ．研究目的 
 BSE と非定型 BSE の関連についての研究では，

イタリアで発生した L-BSE の 1 つであるアミロ

イ ド 斑 を 特 徴 と す る Bovine Amyloidotic 
Spongiform Encephalopathy (BASE) に関する報告

がある。その研究では，BASE 発症牛由来の PrPres

の C57BL/6 マウスへの継代感染により，PrPres の

生化学的性状や沈着パターンについての表現型

が BASE 感染マウスと定型 BSE 感染マウスで区

別し難くなったことが報告されている。この同系

マウスへの継代実験は，BASE 株が BSE 株に変換

する可能性を示唆している。また，H-BSE 野外発

生牛由来の PrPres を C57BL/6 マウスに脳内接種す

る継代感染実験において，2 代目のマウスにおい

て BSE の PrPresに類似した生化学的性状の出現が

認められており，これらの結果から，BSE は非定

型 BSE に由来する可能性が示唆されている。 
 当研究室の先行研究では，本邦で発生した L-
BSE はハムスターへ伝達性を示し，モルモットへ

の伝達性は認められなかった。一方，BSE はモル

モットへ伝達性を示したが，ハムスターへの伝達

は認められなかった。プリオン感染では，伝達可

能な種間においても動物種と伝達されたプリオ

ン株の組み合わせにより，病理学的に特徴的な所

見を示す。BSE が伝達されたモルモットでは，小

脳顆粒層の顕著な脱落と分子層の菲薄化による

小脳皮質の萎縮を特徴とし，病変部に一致して顕

著なプリオン沈着が認められる。PrPres の沈着パタ

ーンとして，微細顆粒状の他，プラーク状の沈着

が特徴である。L-BSE が伝達されたハムスターで

は，大脳皮質軟膜下への PrPres の蓄積や微細顆粒

状の PrPres 沈着パターンを主体とし，プラーク状

や放射状の沈着が見られない。 
 本研究は，BSE と L-BSE の関連に関しての考察

を目的として，BSE 及び L-BSE を用いて，プリオ

ン株の異種間伝達実験を計画した。げっ歯類を用

いた本実験では，それぞれ伝達性を示した動物種

から初代では伝達性を示さなかった動物種を含

む異なる動物種へ PrPres の交差実験を行い，そこ

で伝達性が成立した場合には，動物種を初代継代

動物種に戻して次代へさらに感染実験を行う。そ

の中で見られたプリオン伝達動物の病理像を，プ

リオン株と動物種の観点から特徴的な所見につ

いて比較することで，種間伝達によるプリオン株
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の表現型の変化や一貫性を評価した。昨年度は

BSE マウス馴化株，BSE スナネズミ馴化株のハム

スターへの伝達性が確認されたのでそれらにつ

いて病理像を検索し，BSE と非定型 BSE の関連

について考察した。本年度は，BSE プリオンをマ

ウスに継代し，さらにハムスターに継代させた株

(以下 BSE/mo/ham 株と記載），BSE プリオンをス

ナネズミに継代し，さらにハムスターに継代した

株(以下 BSE/ger/ham 株と記載）が，それぞれモル

モットへの伝達性が確認されたのでそれらにつ

いて病理像を検索し，BSE と非定型 BSE の関連

について考察したので報告する。 
 
 
Ｂ．研究方法 
１） 供試動物及び接種材料 
モルモット (Hartley) 8匹とハムスター(Syrian)2匹
を使用した。接種材料は，BSE ウシ(BSE/JP4)由来

の BSE 株をマウスに接種し継代したものを

BSE/mo 株とし，それをハムスターに継代した

BSE/mo/ham 株と，同様にして BSE をスナネズミ，

ハムスターに継代した BSE/ger/ham 株を用いて作

製した 10%脳乳剤入り PBS を用いた。それぞれの

株をモルモット 2 匹ずつに投与した。 
比較対象としてモルモット 4 匹に BSE ウシ 
(BSE/JP4) 由来の BSE モルモット馴化株を，ハム

スター2 匹に L-BSE ウシ (BSE/JP24) 由来の L-
BSE ハムスター馴化株 2.5%脳乳剤を接種した。  
異種間伝達実験の概要については，Fig. 1 にまと

めた。 
２） 病理学的検索 
 接種動物は，沈鬱状態や歩様のふらつき，起立

困難などの臨床症状が見られる病末期に解剖お

よび採材を行った。採材した臓器は，10%中性緩

衝ホルマリンで固定後，切り出し，再固定を行っ

た。次に 98%ギ酸中で 1 時間振盪し，PrPres の感染

性を消失させた。その後，脱水，パラフィン包埋

を実施し，3μm パラフィン切片を作製後，ヘマト

キシリン・エオジン (HE)染色を行なった。免疫組

織学的検索では，一次抗体として抗 PrPres マウス

モノクローナル抗体 12F10 抗体と抗 PrPres ウサギ

ポリクローナル抗体 B103 抗体を用い，二次抗体

にはそれぞれ HRP 標識マウス抗体  (Dako 
Envision Kit, DAKO, U.S.A)， HRP 標識ウサギ抗

体 (Dako Envision Kit, DAKO, U.S.A)を用いた。

12F10 抗体はモルモット，B103 はハムスターの組

織の免疫組織学的染色に用いた。PrPres の免疫活性

の賦活化には 135DWHA 法を用いた。また，PrPres

沈着と神経細胞の関連を比較するために，アスト

ログリアを標識する抗 GFAP ポリクローナル抗体

を用いた。 

 
（倫理面への配慮） 
動物実験は帯広畜産大学実験動物倫理委員会の

承認を得て行った。  
 
 
C. 研究結果 
１） 臨床症状および肉眼所見 
BSE/mo/ham 株伝達モルモット，BSE/ger/ham 株伝

達モルモットでは各 2 匹中 2 匹で被毛粗剛や沈鬱，

歩様異常などの症状が見られた発症個体につい

て病末期までの平均日数を比較に用いた BSE 伝

達モルモット，L-BSE 伝達ハムスターと併せ Table 
2 に示した。剖検時，肉眼的に脳外観および矢状

断面に著変は認められなかった。 
２） 組織学的検索および免疫組織学的検索 
 BSE 伝達モルモットでは，大脳および小脳皮質，

脳幹部において神経網や神経細胞細胞質内に空

胞変性が確認された。特に，間脳と海馬において

強い変性が認められた。小脳では，顆粒層の減数

と分子層の菲薄化が認められ，それによる小脳の

萎縮が顕著であった(Fig. 2)。大脳皮質軟膜下への

沈着は認められなかった(Fig. 3)。また，脳全体に

おいて，抗 PrPres 抗体を用いた免疫染色によって

プラーク状や微細顆粒状，放射状，びまん性の

PrPres 沈着が確認された。抗 GFAP を用いた免疫染

色では，間脳や小脳において顕著な萎縮が見られ

た部位に一致して，グリアの腫大及び増生による

重度のグリオーシスが認められた。L-BSE 伝達ハ

ムスターでは，大脳および脳幹部において神経網

や神経細胞細胞質内に空胞変性が確認された。ま

た，小脳皮質を除く脳全体において，抗 PrPres 抗

体を用いた免疫染色によって微細顆粒状，血管や

神経細胞周囲への小型斑状やび慢性の PrPres の沈

着が確認された(Fig. 2)。さらに，大脳皮質軟膜下

において PrPres の沈着が認められ，海馬へのび慢

性の顕著な沈着も確認された(Fig. 3)。BSE/mo/ham
株伝達モルモットでは，大脳および小脳，脳幹部

において神経網や神経細胞質内に空胞変性が確

認された。小脳では BSE 伝達モルモットと同様に

顆粒層の減数と分子層の菲薄化が見られた(Fig. 
2)。また，抗 PrPres 抗体を用いた免疫染色によって

プラーク状，放射状，微細顆粒状やび慢性の PrPres

の沈着が確認された(Fig. 3)。PrPres の沈着の程度は，

海馬においてやや強い陽性を示した。抗 GFAP 抗

体を用いた免疫染色では BSE 伝達モルモットと

同様に小脳萎縮部に顕著なグリオーシスが見ら

れた。BSE/ger/ham 株伝達モルモットでは，大脳

および小脳皮質，脳幹部において神経網や神経細

胞質内に空胞変性が確認された。また，小脳皮質

を除く脳全体にて，抗 PrPres 抗体を用いた免疫染
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色によってプラーク状，放射状，微細顆粒状やび

慢性の PrPres の沈着が確認された(Fig. 2)。PrPres の

沈着の程度は，大脳，間脳においてやや強い陽性

を示し，大脳皮質軟膜下への沈着も見られた(Fig. 
3)。 
BSE 伝達モルモット，BSE/mo/ham 株伝達モルモ

ット，BSE/ger/ham 株伝達モルモット，L-BSE 伝

達ハムスターにおける空胞変性・PrPres 沈着とその

程度は Table 1 に示した。 
 
 
Ｄ．考察 

BSE プリオン株は，ハムスターには伝達性を示

さないが，マウスおよびスナネズミを経由するこ

とでハムスターへの伝達性を示す。さらに今回の

研究により，BSE/mo/ham 株と BSE/ger/ham 株の

モルモットへの伝達性が確認された。 
本実験では，BSE と L-BSE が牛以外の異種動物

に伝達され，それがさらに牛に伝達された際に，

その牛が BSE の特徴あるいは L-BSE の特徴（表

現型）を示す可能性を検証している。BSE 伝達モ

ルモットに特徴的にみられた小脳皮質の顆粒層

の減数と分子層の菲薄化が BSE/mo/ham 株伝達モ

ルモットでみられたが，この特徴は BSE/ger/ham
株伝達モルモットではみられなかった。一方，BSE
伝達モルモットではみられず，L-BSE 伝達ハムス

ターに特徴的な大脳皮質軟膜下への PrPres の沈着

が， BSE/mo/ham 株伝達モルモットおよび

BSE/ger/ham 株伝達モルモットではみられた。こ

のことから病理学的特徴が動物種に依存してい

るとは考え難かった。一方，BSE 伝達モルモット，

BSE/mo/ham 株伝達モルモット，BSE/ger/ham 株伝

達モルモットそれぞれの組織学的特徴が一致し

ていないことは，プリオン感染動物の病理学的特

徴がプリオン株に依存するという考え方に矛盾

しない。接種された BSE プリオンがマウス，スナ

ネズミ，ハムスターに継代されることで異なる株

として同一動物種に異なる表現型が生じたと考

えられた。また，BSE/mo 株伝達ハムスターと

BSE/ger 株伝達ハムスターの組織像が一致してい

なかったことも，動物種以上にプリオン株が影響

するという考えを補強すると考えられた。 
BSE 感染牛では主に脳幹部や視床に PrPres の沈

着がみられたのに対して，L-BSE 感染牛では大脳

皮質で主にみられ，小脳における PrPres 沈着パタ

ーンや好発年齢も大きく異なることが報告され

ている。一方，実験動物では，C57BL/6 マウスへ

の BASE 発症牛由来の PrPres の継代感染を通し，

PrPres の生化学的性状や沈着パターンについての

表現型が BASE 感染マウスと定型 BSE 感染マウ

スで区別し難くなったことが報告されている。こ

れは継代を重ねたことで性状が変化したためと

考えられ，直接動物種による影響とは言い切れな

いとされている。これらのことからプリオン株に

よって，PrPres の変化のしやすさ，さらに PrPres の

表現型の変化の方向性，すなわち BSE の表現型を

発現するか，または新たな表現型を発現するよう

になると考えられた。種間伝達においてプリオン

株の生物学的・生化学的性状の変化あるいは維持

の程度を決めるメカニズムについての詳細は不

明であるが，今回得られた結果より，BSE 伝達モ

ルモット，BSE/mo/ham 株伝達モルモット，

BSE/ger/ham 株伝達モルモットで比較したときに，

その病理学的特徴が一部では維持されているも

のの，同動物種間で完全な一致が見られなかった

ことから，性状の変化はよりプリオン株に依存し

ていると結論された。 
BSE の起源や L-BSE との関連性は解明されて

おらず，伝達過程における性状の変化のメカニズ

ムも不明な点が多い。プリオン株が異なる動物種

で継代されることにより，表現型がどのように変

化するかを検討することにより，その一端が明ら

かになると考えられる。 
 
 
Ｅ．結論 

BSEmo/ham 株，BSEger/ham 株はモルモットへ

伝達し，その病理学的特徴は，動物種とプリオン

株の双方に影響を受けているものの，その性状の

変化や維持の程度（表現型）はプリオン株に大き

く影響されることが示唆された。 
 
 
Ｆ．健康危険情報 
該当なし 
 
 
G．研究発表 
１．論文発表 
1) Sakaguchi S, Shintani S, Kamio K, Sekiya A, Kato 

S, Muroi Y, Horiuchi M, Furuoka H.  Selective 
neuronal vulnerability is involved in cerebellar 
lesions of Guinea pigs infected with bovine 
spongiform encephalopathy (BSE) prions: 
Immunohistochemical and electron microscopic 
investigations.  Neuropathology, 2019 Dec 2. doi: 
10.1111/neup.12613. 

 
２．学会発表 
 なし 

 
 



 

 38 
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１．特許取得 
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２．実用新案登録 
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Fig. 1. 伝達試験の概要。灰色部分は昨年度実施分。

黄色部分が本年度実施動物分を示す。本年度の結果

として，BSE/mo/ham 馴化株, BSE/ger/ham 馴化株か

らモルモットへの伝達が可能であった。 

Fig. 2. 小脳におけるプリオンの沈着パターンを

示す。BSE モルモットと BSE/mo/ham 伝達モル

モットに特徴的なパターンがみられる。 

Fig. 3. 大脳においては，いずれも異なる沈着パター

ンをします。 
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Table. 1. プリオン沈着部位および沈着パターンのまとめ。BSE 伝達モルモットに特徴的な小脳皮質の萎縮

が，BSE/mo/ham 伝達モルモットに観察される。 
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7. ウシ型プリオン蛋白質遺伝子発現トランスジェニックマウスを

用いた非定型 BSE 感染牛のプリオン体内分布解析 
 

分担研究者 松浦 裕一 農研機構動物衛生研究部門上級研究員 

研究協力者 岩丸 祥史 （農研機構動物衛生研究部門・ウイルス・疫学研究領域） 

      宮澤 光太郎（農研機構動物衛生研究部門・ウイルス・疫学研究領域） 

 
研究要旨 
牛海綿状脳症（BSE）に実験感染した牛の可食部筋肉ではプリオンが検出される。本

研究課題では、変異型クロイツフェルト・ヤコブ病の原因である従来型 C-BSE プリオ

ンとは性質が異なる非定型 H-BSE について感染牛の組織に分布するプリオン感染価

を定量的に求め、食肉を介した BSE のヒトへの感染リスクの評価に資する知見を提

供することを目的とする。H-BSE 実験感染牛の末梢神経系や筋肉組織、唾液腺をウシ

プリオン蛋白質発現トランスジェニックマウスの脳内に投与し、プリオン感染実験を

おこなった。その結果、末梢神経系や筋肉の組織にプリオン感染性が確認できた。マ

ウスの潜伏期間から末梢神経系組織と筋肉の H-BSE プリオン感染価は、中枢神経系

の脳と比べて、それぞれ 1/3,000 と 1/20,000 より低いことが明らかとなった。 
 

 
 
Ａ．研究目的 
 牛海綿状脳症（BSE）は、病態や異常プリオン

蛋白質の生化学的性状の違いによって、定型（C-
BSE）と非定型（L-BSE もしくは H-BSE）に分け

られる。3 つともそれぞれ異なるプリオンによる

疾病である。C-BSE プリオンは食を介して人に感

染し、変異型クロイツフェルト・ヤコブ病の原因

であり、実験的に L-BSE プリオンも人に感染する

ことが示唆される。C-BSE や L-BSE では可食部筋

肉から BSE 感染性が検出されたことから、H-BSE
についても感染牛の組織に分布するプリオン感

染価を定量的に求め、食肉を介した BSE のヒトへ

の感染リスクの評価に資する知見を提供するこ

とを目的とする。 
 平成 30 年度には、ウシ PrP 発現トランスジェ

ニックマウス（TgBov）を用いた感染実験で末梢

神経系組織ならびに一部の筋肉にプリオン感染

性が認められ、本年度はほかの組織の感染実験を

継続し、H-BSE 感染性の有無を検討した。 
 
 
Ｂ．研究方法 
 H-BSE を実験感染したウシ（発症期）の末梢組

織 12 箇所 [末梢神経系組織 : 迷走神経（頚部と

胸部）、副腎 ; 筋肉組織：最長筋、大腰筋、上腕三

頭筋、半腱様筋、大腿四頭筋、咬筋 ; 唾液腺：舌

下腺、耳下腺、下顎腺]を、10%（w/v）の組織乳剤

に調整した。10%組織乳剤の 0.02 mL をそれぞれ

TgBov の脳内に投与した（平成 29 年度）。 
 全てのマウスは週 3 回観察し、行動異常やふら

つきなどの神経症状が観察された時点で安楽死

した。ウエスタンブロット法や免疫組織化学染色

で脳に異常プリオン蛋白質が検出されたマウス

を BSE 感染陽性として、脳内投与後安楽死までの

日数（潜伏期間）を求めた。 
 プリオン感染価を算出する用量-反応曲線（平成

29 年度）は、次式を用いた。 
𝒴 = 19.32 + (−0.046) × 𝒳3 （1） 
𝒴 = 4.19 + (−0.0054) × (𝒳5 − 329) （2） 

ここで、𝒴は感染価 log LD50/g、𝒳は潜伏期間（日）

で、𝒳3 ≤ 329 < 𝒳5を示す。 
 
（倫理面への配慮） 
 本実験は農研機構動物衛生研究部門バイオセ

ーフティ委員会にて承認され、プリオンの取り扱

いは、農林水産省農林水産技術会議事務局の「動



 

 41 

物の伝達性海綿状脳症実験指針（平成 15 年 10

月）」を遵守した。遺伝子改変動物を用いた動物

実験は組換え実験委員会ならびに動物実験委員

会にて承認され、「農林水産省の所管する研究機

関等における動物実験等の実施に関する基本指

針(平成 18 年 6 月)」を遵守した。 
 
 
Ｃ．研究結果 
 H-BSE実験感染ウシ組織を脳内投与したTgBov
への感染実験の結果を図に示す。末梢神経系組織

を投与した TgBov は、迷走神経頚部で 4/5 や副腎

で 4/4 の感染率で、その潜伏期間の平均はそれぞ

れ 437 ± 66 日と 408 ± 9 日であった。可食部筋肉

の最長筋、半腱様筋、大腿四頭筋の投与群では、

429 日以上の潜伏期間で BSE 感染陽性 TgBov が

確認された。そのほかの投与群では、接種後 700
日までで観察したが、いずれの TgBov も BSE に

感染しなかった。 
 TgBov の潜伏期間をもとに用量-反応曲線で各

組織の感染価を算出した（表）。迷走神経頚部と副

腎のプリオン感染価はそれぞれ 103.8 LD50/g と

103.9 LD50/g で、中枢神経（107.4 LD50/g）と比べて

10-3.5 であった。可食部筋肉の最長筋や半腱様筋、

大腿四頭筋は、それぞれ 103.1 LD50/g、103.0 LD50/g、
103.0 LD50/g の感染価が蓄積していた。 
 
 
Ｄ．考察 
 TgBov を用いた感染実験で、H-BSE 実験感染牛

の末梢神経系組織や筋肉にプリオンが分布する

ことを確認した。中枢神経の脳と比べて、副腎や

頚部迷走神経に分布するプリオンは、1/3,000 より

少なく、可食部である筋肉でも 1/20,000 より少な

い。これらの結果が H-BSE の自然発症ウシにおけ

るプリオンの体内分布を反映するか否かは不明

である。また、いまだ症例の報告はないが、飼料

等を介した H-BSE の自然感染ウシでも反映して

いるかは不明である。今後、様々な H-BSE 感染ウ

シのプリオン組織分布を検討することが必要で

ある。 
 
 
Ｅ．結論 
 TgBov を用いた感染実験で、H-BSE 実験感染牛

の末梢神経系組織や筋肉組織にプリオンが分布

することを明らかにした。中枢神経系の脳と比べ

て、食品に含まれる末梢組織に分布するプリオン

感染価は、1/3,000 より低いことが示された。 
 
 
Ｆ．健康危険情報 
これまでの研究成果で国民の生命、健康に重大

な影響を及ぼす情報はない。 
 
 
G．研究発表 
１．論文発表 

  なし 
２.学会発表 

  なし 
 

 
H．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
  なし   
２．実用新案登録 
  なし   
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図 1. H-BSE 実験感染ウシの末梢組織を用いた TgBov へのプリオン感染実験 
 H-BSE 実験感染ウシの末梢神経系組織（迷走神経（頸部）ならびに副腎）、筋肉（最長筋、半腱様筋、

大腿四頭筋）を脳内投与した TgBov では BSE に感染した個体（●）が認められた。それ以外の組織で

は BSE に感染しなかった個体（○）のみであった。 
 
 

 
 

表 1. H-BSE 実験感染ウシにおけるプリオンの組織分布 
 

H-BSE 実験感染牛の組織 
プリオン感染価 

log LD50/g 
中枢神経系（脳） 7.4 
迷走神経（頚部） 3.8 
迷走神経（胸部） – 

副腎 3.9 
最長筋 3.1 
大腰筋 – 

上腕三頭筋 – 
半腱様筋 3.0 
大腿四頭筋 3.0 

咬筋 – 
舌下腺 – 
耳下腺 – 
下顎腺 – 

感染性の検出限界以下を"–"で示す。 
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8. わが国のと畜場ならびに大規模食鳥処理施設における HACCP システム
評価法の実証試験 

 
分担研究者   鎌田 洋一  甲子園大学・栄養学部 教授 

森田 幸雄  東京家政大学・家政学部 教授 

壁谷 英則  日本大学・生物資源科学部 教授 

山﨑 剛士  北海道大学大学院・獣医学研究院 助教 

朝倉 宏 国立医薬品食品衛生研究所・食品衛生管理部 部長 

    

研究協力者   堀内基広 （北海道大学大学院・獣医学研究院） 
佐々木貴正、山本詩織、町田李香、中山達哉（国立医薬品食品衛生研究所・食

品衛生管理部） 
豊福 肇（山口大学 共同獣医学部） 
柳澤幸雄、森田聡志（日本大学・生物資源科学部） 
重松幸正、小原和仁（公益社団法人 全国食肉学校） 
猪子理絵、北山友子（北海道帯広食肉衛生検査所） 
林 健太郎（青森県十和田食肉衛生検査所） 
藤原日出子、梶田弘子、稲森久展（岩手県食肉衛生検査所） 
白岩利恵子、髙田清己、大池裕治（岩手県獣医師会食鳥検査センター） 
黒川真実子、小菅達也、樋熊原野（富山県食肉衛生検査所） 
松井絵美、齊藤こずえ、冨田六郎太、唐沢一宏（新潟県長岡食肉衛生検査セン

ター） 
清水秀樹、山田沙苗、八重森恵子（山梨県食肉衛生検査所） 
安江智雄、塚本真由美、苅谷俊宏（岐阜県飛騨食肉衛生検査所） 
吉岡拓治、横山 泰、小川雅弘、明石 誠、仁和岳史、堀畑貴子、神尾隆昌、

麻野はる香（千葉県東総食肉衛生検査所） 
松田 智行（茨城県県西食肉衛生検査所） 
葛岡功弥子、森本賢治、岡田麻美子、安岡知未、牧野江梨子、河合浩二、 
山内俊平（豊橋市食肉衛生検査所） 
神田 郁、戸嶋章湖、坂江真由美、鈴木維時、占部晋一朗、濱中幸裕（兵庫県

食肉衛生検査センター） 
原田一郎、吉岡城拓（兵庫県但馬食肉衛生検査所） 
高田信子、南 優姫、松崎道哉（神戸市食肉衛生検査所） 
石丸 歩、薮内園子、冨田幸子、大石克己 （徳島県食肉衛生検査所） 
安達俊輔、亀田真吾、黒崎守人、藤田葉子、佐々木真紀子（島根県食肉衛生検

査所） 
庄嶋貴之（福岡市食肉衛生検査所） 
眞鍋千穂（宮崎県高崎食肉衛生検査所） 
弓削耕一郎、竹内僚子、岩切 章（宮崎県都農食肉衛生検査所） 
藤本早苗（宮崎県小林食肉衛生検査所） 
内海優子（宮崎県日向食肉衛生検査所） 
土井朋子、小出朋子、川畑仁志、仲町康正（鹿児島県鹿屋食肉衛生検査所） 
村田 香（鹿児島県末吉食肉衛生検査所） 
郡山芳昭（鹿児島県志布志食肉衛生検査所） 
鳥丸安敬、堀 豊、木下 武、湯之原義弘（鹿児島県知覧食肉衛生検査所） 
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富永正哉、大城哲也（沖縄県中央食肉衛生検査所） 
馬場俊行（スターゼン株式会社） 
野市哲也、又間信人 （スターゼンミートプロセッサー株式会社） 
小林光士、下出敏樹、永瀬正幸、水上和則、住奥寿久、水口匡敏 
（JA 飛騨ミート） 
中島和英（東京食肉市場株式会社） 

 

研究要旨 
 わが国のと畜場・大規模食鳥処理施設への HACCP システムの制度化をふまえ、わが国の現状に適

した内部・外部検証システムを構築する基礎研究等を実施した。平成 29 年度に実施した予備的試行

結果を踏まえ、わが国で導入しやすい拭取り法による検証法プロトコールを完成させ、牛処理場 8 カ

所、豚処理場 10 カ所、並びに食鳥処理施設 4 カ所、合計 22 カ所のと畜場及び食鳥処理施設で同プ

ロトコールを試行した。拭取法は多くの自治体で採用可能と思われた。しかし、いくつかの問題点を

反映させたプロトコールの改善が必要と思われた。牛・豚・食鳥の拭取法を用いた一般細菌数や腸内

細菌科菌群数による施設の衛生状況を評価する際には、ノンパラメトリック検定を使用する必要が

あると考えられた。 
米国・EU におけると畜場・食鳥処理施設の内部検証、外部検証では、わが国で実施している拭取

法は実施しておらず、切除法を採用している。わが国においてもと畜場・食鳥処理施設への HACCP
導入にあっては、切除法を検討する必要があると思われた。そこで平成 30 年度には拭取り法と切除

法の比較を行い、拭取法で採取した検体に比べ、切除法により採取した検体の方が、牛・豚では一般

細菌数、食鳥では一般細菌数、腸内細菌科菌群、大腸菌群数についてそれぞれ高値を示し、定量的に

微生物学的な評価を実施するためには、切除法による採材が望ましいと考えられた。 
令和元年度は、牛及び豚枝肉からの切除片(25 cm2)、及び食鳥とたい首皮(25 g)を採取部位としたプ

ロトコールを試行した。牛枝肉では「ともばら」「頸部」「胸部」を、豚枝肉は「胸部」を検討した。

牛の「ともばら」、豚の「胸部」、および食鳥とたいの「首皮」を対象とした微生物試験を通じ、と畜

場および大規模食鳥処理施設の HACCP システムを評価するための暫定基準値の設定が可能と考え

られた。今後、実際の検証試験の実施には、①1 年以上かけて、当該手法により得られた全国的な成

績を収集し、改めてわが国の実情に合った基準値を設定する、②採材頻度について検討する、③条件

付き合格の許容検体数などを設定する必要がある。 
本研究の成果は、令和 3 年度には本格的に制度化される、と畜場および大規模食鳥処理施設の

HACCP システムを外部検証する手法の科学的根拠を提供するものと考える。 
 

 
Ａ．研究目的 

HACCP は「危害要因分析・重要管理点」と和訳

され、食品の製造または加工における衛生管理体

制の構築が図られている。HACCP は食品の衛生

管理のための国際標準としての地位を確立し、実

際に欧米を始め多くの国で HACCP の導入が進ん

でいる。食肉においては、と畜場法施行規則を平

成 26 年 6 月に改正し、従来の基準に加え、新た

に HACCP を用いて衛生管理を行う場合の基準

（HACCP 導入型基準）を規定することにより、段

階的な HACCP の普及が図られてきた。平成 30 年

6 月に食品衛生法等が改正され、食肉・食鳥肉事

業を含むあらゆる食品業種に HACCP 導入が制度

化されることの方針が明確になった。 
 HACCP の制度化にあたっては、HACCP 導入に

よる「食肉・食鳥肉の安全性の向上」効果を評価

するための科学的手法の確立が必須となる。わが

国のと畜場・大規模食鳥処理施設の HACCP 制度

化をふまえ、国際的協調性を持ちながらかつわが

国の現状に適したと畜場・食鳥処理施設の内部・

外部検証システムを構築する必要がある。欧米で

は細菌検査を用いた HACCP 効果検証方法が確立
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されているが、施設の規模や処理頭数の異なるわ

が国のと畜場及び食鳥処理施設の現状に即した

手法の確立が期待される。平成 29 年度から開始

した本研究は、わが国のと畜場（牛、豚）、および

食鳥処理施設（鶏）を対象として、HACCP 導入時

および運用期間におけるその効果の科学的検証

方法の確立を目的とし、同法の国内への普及、

HACCP の導入効果の確認、HACCP システムの妥

当性評価をと畜場・食鳥処理施設で実施し、食肉

領域における衛生管理の向上につなげることを

目標とした。平成 29 年度では、わが国において、

牛、豚、および食鳥の処理を行うと畜場（牛の処

理 2 カ所、豚の処理 2 カ所）、並びに大規模食鳥

処理施設（2 カ所）においてと体の拭き取り検査

を実施し、欧米の HACCP 効果検証法を含めた

HACCP 検証プロトコールの候補を比較検討した。

特に、採材する部位、および採材するときの工程、

ならびに各種の衛生指標細菌について検討し、そ

の結果を科学的根拠とし、拭取り法によるプロト

コールを作成した。平成 30 年度は作成したプロ

トコールについて、各自治体の協力を得て、牛 8
施設、豚 10 施設、食鳥 4 施設で試行した。試行に

あたっては、作成したプロトコールの理解の容易

さ、操作性、記録の容易さを検証するため、プロ

トコール試行の前後でアンケートをとり、プロト

コールの質の向上を目指した。試行したプロトコ

ールを資料として付する（資料 1, 2）。令和元年度

においては、検体採取に平成 30 年度に検討した

切除法を導入し、その適応の科学的根拠を得るべ

く検証試験を行った。切除には牛豚枝肉および食

鳥とたいの損傷が伴う。また、切除操作の難易度

も重要な要因となる。全国の食肉衛生検査所およ

び食肉・食鳥肉事業者の協力のもと、本試験を遂

行した。 
 
Ｂ．研究方法 
①と畜場・大規模食鳥処理施設 HACCP システム

評価法の検証試験及び国内基準値設定の検討 
1）検査対象施設 
わが国の牛、豚をそれぞれ対象とした全国のと畜

場（牛： 8 施設、豚：12 施設）、ならびに大規模

食鳥処理施設（12 施設）を対象とした。各施設の

年間処理頭（羽）数、ならびに検証プロトコール

施行試験実施時点における HACCP 導入状況を表

1 に示す。 
 
2）と畜場・食鳥処理場 HACCP システムの妥当性

検証試験プロトコール（案）の改善 
 平成 29、30 年度の本研究の成果から、「と畜場・

食鳥処理場 HACCP システムの妥当性検証試験令

和元年度実施依頼プロトコール」案を作成した

（資料 1）。本案に従い、牛豚は本冷蔵庫搬入前に

ともばら（牛）、胸部（豚）の 5 cm x 5 cm (25 cm2)
を切除法により採材した。食鳥は本冷却後に首皮

または胸皮計 25 g を切除法により採材し、5 羽分

を纏めて 1 検体とした。週 1 回 5 検体を対象とし

原則連続 6 週間採材した（1 施設につき計 30 検

体。一部 7 週間 35 検体）。 
 切除法により得られた材料は、90 ml の PBS 等

の希釈液を加えたストマッカー袋に回収し、1 分

間、ストマッカー処理を行った後、10 倍階段希釈

液を作成した。 
「枝肉の微生物検査実施要領（平成 26 年度）」（厚

生労働省）に準じて、各指標細菌数を計測した。

すなわち、各検体の 1 ml 量を、各条件につき 2 枚

ずつのペトリフィルム（AC プレート：一般細菌

用、EB プレート：腸内細菌科菌群用）にそれぞれ

接種した。AC プレートは 35℃で 48 時間、EB プ

レートは 37℃で 24 時間培養し、それぞれ形成さ

れたコロニー数を計測した。 
  
3）事後アンケートの実施 
 「と畜場・食鳥処理場 HACCP システムの妥当

性検証試験令和元年度実施依頼プロトコール」の

実施に当たり、研究協力機関、ならびに研究協力

施設に対して事前アンケートを実施し、実施施設

名、対象畜種、施設規模（牛および豚年間処理頭

羽数）、HACCP 導入状況等の情報を収集した（表

1）。さらに、「と畜場・食鳥処理場 HACCP システ

ムの妥当性検証試験令和元年度実施依頼プロト

コール」の試行試験実施後に、事後アンケートを

実施し、試験実施内容を含む当該プロトコールを

実施した上での所感を調査し、それぞれ問題点、

改善点、その他意見を収集した。 
 
4）統計解析 
 HACCP 導入状況別、年間処理頭羽数別、および

各施設別の一般細菌数、腸内細菌科菌群数の比較

には、Anderson-Darling 検定による正規性の検定

を行った。本研究では、検出限界未満、および検

出限界超となった検体については、それぞれ 0 
cfu/cm2、および 25,000 cfu/cm2 として扱った。さ

らに、各施設における一般細菌数、ならびに腸内

細菌科菌群数の「最小値」「最大値」「平均値」「50
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パーセンタイル（中央値）」「80 パーセンタイル」

「98 パーセンタイル」および「標準偏差」の各値

を算出した。また、各使用者が今後、解析を行う

際の一助とするため、FAO/WHO 微生物専門家会

合（JEMRA）が作成したオープンソースの解析モ

デル「微生物のサンプリングプランの影響を推定

す る ツ ー ル ： ロ ッ ト 別 検 査 」

（http://www.fstools.org/sampling/）の使用方法に関

する文書を和訳した。 
 
5) 国内基準値設定の検討 
 国内のと畜場および大規模食鳥処理施設の

HACCP システムが適切に実施され、衛生管理の

向上を推進していくためには、十分な検体数を基

に回収された細菌数データを統計学的に処理す

ることにより得られた統一的な国内基準値を設

定する必要がある。 
と畜場や食鳥処理施設における HACCP システム

が制度化されている米国や EU においては、各関

係規則にて枝肉や食鳥とたいに適用する基準値

が示されている。本研究班においては、これらの

海外の基準値の設定方法を参考にして、我が国で

適用が可能な基準値の設定を検討した。 
 
②評価法の改善に関する検討（1）：採材面積の縮

小の可能性に関する検討 
1）検査材料 
 令和元年 9 月 9 日、（公社）全国食肉学校の冷

凍庫に保管されている枝肉のうち牛 3 頭、豚 4 頭

の左右の枝肉を用いた。 
 
2）採材方法 
 牛は臀部、ともばら、胸部、豚は臀部、胸部、

頸部の 3 か所の 100 cm2 (10 cm×10 cm)と 25 cm2 
(5 cm×5 cm)を切除法により採取した。切除法は、

切除面積が 10 cm×10 cm のステンレス版を用い

た。ステンレス板を枝肉と平行になるように当て、

手術用滅菌メスで縦・横 10 cm の切除枠に沿って

浅くメスを入れた後(約 2 mm)、ステンレスの板を

はずし、滅菌ピンセットとメスで表面を切除した。 
10 cm×10 cm×約 2 mm の切除検体は、ストマッ

カー袋に入れ、計量した。その後、隣接する場所

に、切除面積が 5 cm×5 cm のステンレス版を枝

肉と平行になるように当て、手術用滅菌メスで

縦・横 5 cm の切除枠に沿って浅くメスを入れた

後(約 2 mm)、ステンレスの板をはずし、滅菌ピン

セットとメスで表面を切除した。5 cm×5 cm×約

2 mm の切除検体は、ストマッカー袋に入れ、計量

した。 
 
3）衛生指標細菌数の測定 
 ①2）の切除法に示す方法と基本的に同様であ

るが、10 cm×10 cm×約 2 mm の切除では、検体

をストマッカー袋に入れ、計量後、90 ml の PBS
を加え 1 分間、ストマッカー処理を行った。5 cm
×5 cm×約 2 mm の切除法では、検体をストマッ

カー袋に入れ、計量後、22.5 ml の PBS を加え 1 分

間、ストマッカー処理を行った。その後、適宜、

PBS を用いて 10 倍階段希釈を実施し、一般細菌

数を計測した。細菌培養については 2)に上述した

方法により実施した。 
 
4）統計解析 
 採取面積別の単位面積（1 cm2）あたりの一般細

菌数及び腸内細菌科菌群数の比較には、Anderson-
Darling 検定による正規性の検定を行った後、

Mann-Whitney U 検定を行った。本研究では、AC
プレート上で 1 集落でも検出されたものは 1 集落

として算出した。すなわち、例として 5 cm x 5 cm 
x 約 2 mm の検体の重量が 10 g であって、それに

22.5 ml 加え、ストマッカー処理した希釈原液を

各々2枚のペトリフィルムに１mlずつ加えて培養

した場合に、1 枚が 1 集落、他の 1 枚が 0 集落の

場合は 0.65 cfu/cm2 とした。 
 
③評価法の改善に関する検討（2）：新規採材部位

としての牛頸部の検討 
1) 検査材料 
牛を対象とすると畜場 5 施設を対象とした。各施

設につき、原則 5 本の枝肉について、予備冷蔵か

ら本冷蔵に入る時点、すなわち本冷蔵庫搬入直前

又は、本冷蔵に入った直後で、と体の温度が低下

する前の枝肉を対象とした。 
 
2) 採材方法 
本冷蔵庫搬入前に、ともばら（1 カ所/頭）、および

頸部（1～5 カ所/頭：図１、２）を対象とし、切除

面積が 5 cm×5 cm のステンレス版を用いて切除

法を実施した。ステンレス板を枝肉と平行になる

ように当て、手術用滅菌メスで縦・横 5 cm の切除

枠に沿って浅くメスを入れた後、ステンレスの板

をはずし、滅菌ピンセットとメスで表面を切除し

た。 
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3) 衛生指標細菌数の測定 
①と同様にペトリフィルムを用いて、一般細菌数

及び腸内細菌科菌群数を計測した。 
 
④評価法の改善に関する検討（3）：新規採材部位

としての牛胸部の検討 
1) 検体材料 
本年度の検討では、枝肉を切除し、切除片の培養

が基幹方針となっている。切除に伴い、と体の損

傷は避けることができず、と体の食肉としての価

値の減弱を最小化する必要があり、切除部位につ

いてより多くの選択肢があることが望まれる。牛

枝肉(n=30)からの採材部位として、胸部脂肪部分

について検討した（図３）。切除面積は 25 cm2 (5 
cm x 5 cm)で、切除はこれまでの記述と同様に行

った。 
 
2) 衛生指標菌数の測定 
上述の方法に準じて衛生指標細菌数を計測した。 
 
⑤と畜場・大規模職長処理施設 HACCP システム

の衛生管理状態を評価する手法としてのムービ

ング・ウインドウに関する調査 
 HACCP システムを評価するにあたっては、例

えば 1 年間のある時期に一度の試験を実施し、シ

ステムを評価するより、年間を通じて、あるいは、

HACCP システム導入後永続的に、評価がなされ

ることが望ましい。この発想を実現するのが、“ム

ービング・ウインドウ Moving Window”である。

同評価法について、文献調査を行った。 
 
Ｃ．研究結果 
①と畜場・大規模食鳥処理施設 HACCP システム

の評価法の試行状況及び国内基準値設定の検討 
 わが国の牛、豚をそれぞれ対象とした全国のと

畜場（牛： 8 施設、豚：12 施設）及び 12 の大規

模食鳥処理施設において、切除法による採材を行

い、一般細菌数及び腸内細菌科菌群数を求めた。

各施設ごとに、「最小値」「最大値」「平均値」「50
パーセンタイル（中央値）」「80 パーセンタイル」

「98 パーセンタイル」、並びに「標準偏差」の各

値を求めた。結果を表 2～7 に示す。 
 HACCP システムの妥当性を検証するための基

準値の設定方法の候補としては、1）EU の事例、

2）米国の事例、3）その他の統計学的評価手法が

挙げられた。 
まず、EU については、EC 規則（2073/2005）にお

いて、EU 域内のと畜場、食鳥処理施設が HACCP
の実施状況を微生物学的に評価するための衛生

基準値を設定しているが、当該基準値の設定に至

る考え方や根拠データについては、関係機関や文

献等において公表されておらず、その詳細は不明

であった。そのため、研究班で検討している衛生

指標菌（一般細菌数と腸内細菌科菌群数）と同じ

衛生指標菌を採用している牛と豚について、前述

の国内と畜場の試行試験で得られた各施設の一

般細菌数及び腸内細菌科菌群数の値を、EU 基準

値と比較した（表 8）。 
 次に、米国については、牛及び豚の衛生処理を

評価するための衛生指標菌として大腸菌を採用

している。その基準値の設定方法については、

USDA-FSIS が 実 施 し て い る Nationwide 
Microbiological Baseline Data Collection Program に

より得られた全米の成績から合格判定値（m）を

80 パーセンタイル、条件付き合格判定値（M）を

98 パーセンタイルの各値を内部検証時の工程管

理目標値として設定していることから、本研究で

は、一般細菌数ならびに腸内細菌科菌群数を指標

細菌として、前述の国内と畜場の試行試験で得ら

れた菌数データより、牛、豚、食鳥の国内基準値

案１（以下、「米国参考基準」とする。）を算出し

た（表 8, 9）。この米国参考基準について、試行試

験に参加した各施設（牛、豚、食鳥）の結果を個

別に評価した。 
 また、その他の統計学的評価手法として、統計

分析の一手法として、微生物試験の結果から平均

値及び標準偏差を算出し、基準値を設定する方法

（平均値+2 S.D.法）について、同じく前述の国内

と畜場の試行試験で得られた菌数データより、食

鳥の国内基準値案２（以下、「平均値+2 S.D.」とす

る。」）を算出した（表 9）。当該手法については、

個別の施設において、微生物試験で得られた菌数

データを基に、平均値+2 S.D.値を設定することも

可能であることから、試行試験に参加した施設

（牛、豚、食鳥）における平均値+2 S.D.を算出し、

個別に衛生管理の実施状況を評価した。なお、食

鳥については、2）米国参考基準及び 3）平均値＋

2 S.D.について、「全施設」（n=12）の値、或いは採

材～輸送工程にかけて、時間等の逸脱が想定され

た 2 施設及び外剥ぎ方式の成鶏処理施設（n=1）
を除く施設について、「肉用若鳥・中抜き施設」

(n=6)と「成鶏・中抜き施設」(n=3)の別に、それぞ

れ試算した（表 9）。 
その結果、牛では、1）EU 基準では、m 未満は 27-
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30 検体/施設、m 以上 M 未満は、0～3 検体/施設、

M 以上は全て 0 検体/施設であった。2）米国参考

基準では、m 未満は 18-29 検体/施設、m 以上 M 未

満は、1～12 検体/施設、M 以上は 0～3 検体/施設

であった。3）「平均値+2 S.D.」の値は、784.5～
30232.9 となり、当該値以上となった検体数は、1
～5 検体/施設であった（表 10）。 
豚では、1）EU 基準では、m 未満は 28～30 検体/
施設、m 以上 M 未満は、0～2 検体/施設、M 以上

は全て 0 検体/施設であった。2）米国参考基準で

は、m 未満は 17～30 検体/施設、m 以上 M 未満

は、0～11 検体/施設、M 以上は 0～3 検体/施設で

あった。3）「平均値+2 S.D.」の値は、781.5～13569.2
となり、当該値以上となった検体数は、1～3 検体

/施設であった（表 10）。 
食鳥について、2）の米国参考基準を施設別に求め

たところ、m 未満は 23～25 検体/施設、m 以上 M
未満は 4～7 検体/施設、M 以上は 1-2 検体/施設で

あったが、表 9 に示した処理方式別に求めた各基

準値を用いて、各施設の成績分布を確認したとこ

ろ、m 未満は 0～30 検体/施設、m 以上 M 未満は

0～8 検体/施設、M 以上は 0～30 検体/施設となり、

施設間で大きく異なる結果を示すことが明らか

となった（表 12）。 
また、3）「平均値+2 S.D.」を処理方式の別に求め

た結果、「肉用若鳥・中抜き施設」では一般細菌数

が 5.54 log cfu/g、腸内細菌科菌群数が 4.47 log cfu/g
となったほか、「成鶏・中抜き施設」では一般細菌

数が 6.07 log cfu/g、腸内細菌科菌群数が 3.79 
logCFU/g と算出された。これらの数値を基に、各

施設の不適合検体数を比較した結果、一般細菌数

については 0～5 検体/施設が、腸内細菌科菌群数

については 0～5 検体/施設の範囲で認められた

（表 12）。 
事後アンケートの概要を表 13、ならびに資料 3～
5 に示す。使用器具については、と畜場のうち、

牛処理施設（回答のあった 7 施設中）5 施設、豚

処理施設（回答のあった 11 施設中）全ての施設

で、「問題あり」との回答であった。食鳥処理場で

は、5 自治体中 2 自治体より作業台の確保に関し

て意見が挙げられた。 
施設事業者への依頼については、牛では全て、豚

では 2 施設で、「問題ない」との回答であったが、

豚 9 施設では、「問題あり」との回答であった。施

設事業者の反応としては、牛で 5 施設、豚で 4 施

設に問題があった。採材部位に「問題あり」と回

答されたのは、牛で 4 施設、豚で 8 施設であった。

切除法については、牛施設では、「難しい」が 3 施

設、「普通」が 4 施設、「易しい」は 0 であった。

豚施設では、それぞれ 6 施設、4 施設、0 施設（未

回答 1）であった。食鳥処理場については 5 自治

体共に事業者の理解及び協力が得られたとの回

答があった。 
一方、食鳥処理場での検証を行う上では、検査所

から対象施設までの物理的距離がある場合が多

く、人員確保が困難であること、防疫上からも同

日に検査員が複数施設を出向くことが困難であ

ること等が意見として挙げられた。 
 
②評価法の改善に関する検討（1）：採材面積の縮

小の可能性に関する検討 
 資料 6 に、牛 3 頭の左右の枝肉の臀部、ともば

ら、胸部および豚 4 頭の左右の枝肉の臀部、胸部、

頸部の 100 cm2 (10 cm × 10 cm)と 25 cm2 (5 cm×5 
cm)の 1 cm2 あたりの菌数および統計解析結果を

示した。 
 牛枝肉 100 cm2 及び 25 cm2 の臀部、ともばら、

頸部の 3 か所の一般細菌数は、各々、4,224 cfu/ cm2 
(3.38 log cfu/cm2)、3,779 cfu/ cm2 (3.28 log cfu/cm2)
であった。牛枝肉 100 cm2、25 cm2 ともに菌数の

Anderson-Darling 検定では非正規分布であり、

Mann-Whitney U 検定を実施したところ、p=0.289
であり、有意差は無かった。よって、100 cm2 の切

除法でも、25 cm2 の切除法でも、同様であること

が判明した。また、臀部‐ともばら、臀部‐胸部、

ともばら-胸部の一般細菌数の有意差は無かった。

なお、一般細菌数の対数値で検定しても有意差は

無かった。 
豚枝肉 100 cm2 及び 25 cm2 の臀部、胸部、頸部の

3 か所の一般細菌数は、各々、426.34 cfu/cm2 (2.63 
log cfu/cm2)、554.78 cfu/ cm2 (2.74 log cfu/cm2)であ

った。豚枝肉 100 cm2 は Anderson-Darling 検定で

は正規分布、25 cm2 は非正規分布であった。Mann-
Whitney U検定を実施したところ、p=0.975であり、

有意差は無かった。よって、100 cm2 の切除法でも、

25 cm2 の切除法でも、同様であることが判明した。

また、臀部‐胸部、臀部‐頸部、胸部-頸部の一般

細菌数の有意差は無かった。なお、一般細菌数の

対数値で検定しても有意差は無かった。 
 
③評価法の改善に関する検討（2）：新規採材部位

としての牛頸部の検討 
 わが国の牛施設 A～D において、従来の「ともば

ら」に加え、「頸部」から切除法により採材し、同
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一施設内で処理された枝肉の両部位で採材され

た検体の一般細菌数、ならびに腸内細菌科菌群数

を比較した（図４）。 
 施設 A では、「ともばら」（5 検体）が 61.9～401.4 
cfu/cm2、に対し、「頸部」（25 検体）は、35.3～1172.5 
cfu/cm2、施設 B では「ともばら」（30 検体）が ud
～3613.4 cfu/cm2、に対し、「頸部」（30 検体）は、

ud～729.6 cfu/cm2、施設 C では「ともばら」（1 検
体）が 3300.0 cfu/cm2、に対し、「頸部」（22 検体）

は、18.9～13622.4 cfu/cm2、施設 D では「ともば

ら」（4 検体）が ud～208.0 cfu/cm2 に対し、「頸部」

（12 検体）は、ud～267.7 cfu/cm2であった。い

ずれも、同一施設内で処理された枝肉の両部位間

において、有意差は認められなかった。なお、腸

内細菌科菌群については、全ての検体のうち、3 検

体のみから検出されたため、比較しなかった。 

 

④評価法の改善に関する検討（3）：新規採材部位

としての牛胸部の検討 

 牛胸部切除片(25 cm2)中の一般細菌数を n=30
の条件で測定した。平均値は 3.24 log cfu/cm2と

なった。n=30 の一般細菌数は正規分布を示した。

切除片の腸内細菌科菌群数は平均 0.30 log 
cfu/cm2で、30 検体中 16 検体が非検出であった。 
 

⑤HACCPシステムの継続的評価法としてのムー

ビング・ウインドウ 
 ムービング・ウインドウアプローチはコーデッ

クスの「食品に関連する微生物規格の原則と適

用のガイドライン」（CAC/GL 21 – 1997）、2013
年に最終改訂）で導入された概念である。 

ムービング・ウインドウアプローチでは十

分な数のサンプルユニット (n) が決められた

期間、“ウインドウ window”内に収集され

る。結果は最後のサンプルユニットの結果が

微生物基準値 (m, M) 、及び m を超えても許

容されるサンプル数 c を用いて評価される。

サンプル期間内に新しい結果が得られた場

合、その結果は”ウインドウ“に加えられ、

同時に最古の結果は”ウインドウ“から除か

れることにより、”ムービング・ウインドウ

“が創られる。このアプローチは結果のセッ

ト（例えば 1 週間に得られた結果）にも適用

することができる。”ウインドウ“は必ず n の
結果から構成され、１つまたはセットの結果

が得られる都度、時間軸としては前へ移動し

ていく。”ウインドウ“のサイズを決めるとき

には、食品安全コントロールシステムまたは

工程のパフォーマンスを適切に検証するのに

十分な数の結果が得られるように、生産の頻

度とサンプリング頻度を検討すべきである。 
ムービング・ウインドウアプローチは工程ま

たは食品安全コントロールシステムの微生物

的パフォーマンスを継続的に検証するうえで

実務的で、コスト上有益な方法である。古典的

な微生物規格に対する検査（例えば一度に 5 検

体を採取し、その製品の許容性を検査で確認す

る微生物規格）と異なり、ムービング・ウイン

ドウアプローチは衛生管理のパフォーマンス

の許容性を判断するもので、もし、コントロー

ルが不十分になれば、適切な介入を行い、工程

管理を元に戻すことができる。 
行政機関がこのムービング・ウインドウアプ

ローチを世界で初めて導入したのは、米国 FSIS
の Pathogen Reduction and HACCP rule である。

ムービング・ウインドウは施設の HACCP 及び

一般衛生管理のパフォーマンスの継続的なピ

クチャーを提供し、一度に 1 ロットからサンプ

ルを採取して検査するよりも、継続的なプロセ

スを評価する上で望ましい統計的なアプロー

チであるとしている。従って、と畜場の事業者

が実施する 13の連続サンプル（これが 1 window）

において、条件付き合格値を 3 回以上超えるこ

とは、規則の要件を満たしていないことを示唆

することになるとしている。食肉衛生行政の世

界では、米国の Pathogen Reduction/HACCP”規

則のなかで、moving window のアプローチが最

初に導入された。事業者が行う generic E.coli を
指標菌として検査は n=13 で、最新のデータが

得られると、それが window に加えられ、最古

のデータが window”から削除される。これらの

“moving window”の結果はその期間の工程管

理の評価として考えられた。例えば、牛の場合、 
m＝不検出 
M＝100 cfu/cm2 
n =13 
c = 3 
この場合、13 サンプル中、一度でも 100 

cfu/cm2 を超えた時、または不検出と 100  
cfu/cm2 の間のサンプル数が 4 以上となった場

合は一般衛生管理と HACCP プランの見直しが

必要となる。逆に 13 サンプルすべてが不検出、

または不検出と 100 cfu/cm2 の間のサンプル数
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が 1 か 2 の場合は衛生管理のパフォーマンスは

問題ないということになる。表 14 にさらに説

明する(9 CFR Part 304, et al. Pathogen Reduction; 
Hazard Analysis and Critical Control Point 
(HACCP) Systems;Final Rule）。 
ニュージーランドでも鶏肉のカンピロバク

ターコントロールの検証として MW アプロー

チを用いて評価している。このアプローチは継

続的な行政上の検証を経時的に行うことを可

能にしているとしている。それは poor 
performanceの傾向を重要視し, 加工業者を一度

限りの高い菌数により罰するわけではない。加

工業者は行政機関による対応の前に、衛生管理

手順を修正する機会が与えられる。表 15 にそ

の適用の事例を示した（Lee et al. Food Control, 
58 (12): 23-38, doi: 10.1016/j.foodcont.2014.07.012)。 
 

 

Ｄ．考察 
①と畜場・食鳥処理施設 HACCP システムの評価

法（案）の検証試験 

 本研究で各施設から 1 週間に 5 検体、連続する

6 週間の採材、ならびに検査の実施（計 30 検体/
施設：牛、豚ともに 1 施設は 29 検体）によって得

られた一般細菌数、ならびに腸内細菌科菌群数を

母集団として、Anderson-Darling 検定により正規

性の確認をしたところ、正規分布に従わなかった。

すなわち、各施設で得られる枝肉の衛生状況は、

個体差が大きく、データは不規則に分布する傾向

があるため、施設の衛生状況を評価する際には、

ノンパラメトリック検定を使用する必要がある

と考えられた。さらには、基準値の設定において

も、平均値ではなく、パーセンタイルなど、順位

に基づく値を用いるべきと考えられた。 
 本研究では、国内のと畜場等の HACCP システ

ムを評価するための国内基準値の設定方法とし

て、1）EU の事例、2）米国の事例、3）その他の

統計学的評価手法を検討し、本研究の成績に基づ

く国内基準値案を暫定的に算出した。 
その結果、EU の事例については、EC 規則で規

定されている衛生基準値の設定根拠の詳細は不

明であり、EU の事例を参考にした国内基準値案

の設定は不可能であった。そのため、当該 EU 基

準値をその他の国内基準値案と比較検討した。 
米国参考基準については、その m ならびに M

の各値は、牛、豚ともに、1）EU 基準に比べ、低

値となった。 

また、その他の統計学的評価手法として、施設

毎に微生物試験の成績から「平均値+2 S.D.」を算

出して、EU 基準及び米国参考基準と比較検討し

た。その結果、牛では 2.9～4.5 log cfu/cm2 となり、

EU 基準の m、M（それぞれ 3.5 log cfu/cm2、5.0 log 
cfu/cm2）の間にほとんどが含まれる結果となった。

豚では、2.9～4.1 log cfu/cm2 となり、EU 基準の m
（4.0 log cfu/cm2）より低値となるものがほとんど

であったことから、3）「平均値+2 S.D.」に基づく

基準値は、1）EU 基準値と比べ、より低値となっ

た。すなわち、本研究で検討対象とした、国内の

と畜場で処理された牛・豚枝肉は、EU 基準を満た

し得る衛生状況を示すと考えられた。 
 一方、食鳥処理施設におけるデータは施設間で

の多様性が高い状況であった。一部の施設では、

採材後の検体輸送時間がプロトコール試行案で

設定した 48 時間にほぼ近いものもあったため、

これらは暫定基準値設定の根拠からは省いて検

討を進めた。また、処理方式の違い等も影響要因

と想定され、6 施設の「肉用若鳥・中抜き方式」

の施設で得られた指標菌暫定基準値は、「成鶏・中

抜き方式」施設で得られた同数値に比べ、相対的

に低値を示した。なお、牛・豚とは異なり、食鳥

処理施設での指標菌成績を基に算出された 3）「平

均値+2 S.D.」による暫定基準値は、2）米国参考基

準に基づいて算出された同数値に比べ、概して高

い値となった。今回、食鳥処理施設のうち、外剥

ぎ方式の成鶏食鳥処理施設については１施設の

みが検討可能であったことから、今後、同方式の

施設データについては、特に集積する必要がある

と思われる。 
 各施設で処理された牛と豚の枝肉のうち、1）EU
基準、2）米国参考基準、3）「平均値+2 S.D.」の各

基準候補値を越えた検体数は、それぞれの基準に

よって大きく異なった。例えば、牛 E 施設で処理

されたもののうち、m 以上となったものは 1）EU
基準で 3 検体、2）米国参考基準で 10 検体であっ

たが、3）「平均値+2 S.D.」基準では 2 検体で、基

準値は 4.5 log cfu/cm2 と高値であった。これに対

し、牛 D 施設で処理されたもののうち、m 以上と

なったものは 1）EU 基準で 1 検体、2）米国参考

基準で 6 検体であったが、3）「平均値+2 S.D.」基

準では 5 検体で、基準値は 3.4 log cfu/cm2 と低値

であった。 
以上のことから、3）「平均値+2 S.D.」による基

準値は、同一施設内における相対的な変動のモニ

タリングには適していると考えられた。但し、今
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後、全国的な調査を通じて得られたデータが集積

した際に、客観的基準値設定をする方法として、

引き続き検討が必要と考えられる。 
 今回、米国の事例を参考に国内基準値案を算出

したが、これらは、全国の施設のデータを基に算

出した値ではなく、施設の規模等を考慮した数値

でないことや牛についてはともばら、豚について

は胸部の切除検体から得られた数値を基に算出

したものであることから、今後は統一的な採取手

順や試験方法に基づく全国的な成績を収集し、そ

の結果に基づく基準値を設定する必要があると

考えられた。その際には、枝肉から検出される一

般細菌数は、正規分布しないことから、全国の値

から順位に基づく基準値を設定する必要がある

と考えられた。また、米国では合格値（m）を超

え、条件付き合格値（M）以内の検体数の許容数

（c）を定めているため、国内基準値の設定におい

ても将来の全国的な成績を基に c 値についても設

定していく必要がある。以上の制約はあるものの、

HACCP システムの点検の実施を要求する上限値

として、本研究において算出された国内基準値の

うち M 値を暫定的に参考とすることは可能と考

えられた。 
 一方、腸内細菌科菌群数に基づく基準値につい

は、検出される検体数が少なく、基準値の設定に

は、改めて検体数を増やして検討する必要がある。

なお、本研究において、腸内細菌科菌群数に基づ

く基準値を越えた検体は、必ずしも一般細菌数に

基づく基準値（m や「平均値+2 S.D.」）を超えてい

ないものも含まれていたことから、衛生指標菌と

しては、両者を併用する必要があると考えられた。 
 「と畜場・大規模食鳥処理施設 HACCP システ

ムの評価法」の試行試験の実施における問題点を

抽出することを目的として行ったアンケート調

査を通じ、使用器具の不具合として、特に無鉤ピ

ンセットが適切とは言い難いこと、ディスポーザ

ブルのメスは切除に支障があったことが意見と

して挙げられた。今後、HACCP 検証を進める上で

使用器具の選定は必要不可欠な事項であり、その

意味においてこれらの意見は参考とすべき内容

と考えられる。更には、と畜場の一部施設では、

事業者への理解が得られない、もしくは、得にく

いことも明らかとなった。主な理由としては、従

来の拭き取り法では、採材した後の枝肉に、全く

影響が無いのに比べ、切除法による採材は、枝肉

に損傷を残すことから、市場価値に影響すること

が危惧されている。今後、プロトコールの運用に

先駆け、当該手法の有効性、必要性について、対

象施設に対して十分な説明と啓蒙が必要である。

今後、本研究で抽出された問題点を反映させたプ

ロトコールの改善が必要であろう。 

 

②評価法の改善に関する検討（1）：採材面積の縮

小の可能性に関する検討 
本研究で、牛 3 頭の左右の枝肉の臀部、ともば

ら、胸部および豚 4 頭の左右の枝肉の臀部、胸部、

頸部の 100 cm2 (10 cm×10 cm)と 25 cm2 (5 cm× 
5 cm)の 1 cm2 あたりの菌数および統計解析を実

施した。 
牛枝肉(臀部、ともばら、頸部の 3 か所)の 100 

cm2及び 25 cm2の一般細菌数は同様であった。ま

た、豚枝肉(臀部、胸部、頸部の 3 か所) の 100 cm2

及び 25 cm2 の一般細菌数は同様であった。よっ

て、100 cm2の切除法でも、25 cm2の切除法でも、

同様であった。よって、わが国で切除法で実施す

る場合は、25 cm2で実施する方が良いと思われた。

また、牛の臀部、ともばら、頸部の 3 か所の一般

細菌数では差が無かった。豚の臀部、胸部、頸部

の 3 か所の一般細菌数では差が無かった。よって、

切除作業しやすい部位を採取しても、HACCP が

導入した後の、検証作業で支障はないと思われた。 
 
③評価法の改善に関する検討（2）：新規採材部位

としての牛頸部の検討 

 本研究で実施した A～D のいずれの施設におい

て検討した成績においても、「ともばら」と「頸部」

でそれぞれ採材された検体の値に、有意差は認め

られなかったことから、牛においては、「ともばら」

に加え、「頸部」についても、代替できるものと考

えられた。しかしながら、本研究では、各施設毎

に多くて 30 検体のみの成績である。今後、より

多くの検体を用いて、検討する必要がある。 

 
④評価法の改善に関する検討（3）：新規採材部位

としての牛胸部の検討 
 胸部切除法における n=30 での一般細菌数の平

均値 3.24 log cfu/cm2は、②の他部位切除法におけ

る 3.28 log cfu/cm2と比較しても差はなく、得られ

た結果は正規分布を示した。採材の操作性を考え

た場合、頸部に比べて胸部は検査員が立位で正対

しており、採材は非常に容易となる。今後成績の

蓄積が必要ではあるが、各検査機関は、牛枝肉の

胸部を採材対象部位として選択しても差し支え

ないものと考えられた。 
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⑤HACCPシステムの継続的評価法としてのムー

ビング・ウインドウの有用性 
 と畜場および大規模食鳥処理施設に導入さ

れた HACCP システムは、そのシステムが稼働

する限り、システムが意図したとおり機能して

いるか検証する必要がある。HACCP の 7 原則

中、原則 6 では、CCP モニタリングのほかに、

一般衛生管理と HACCP プランが意図したとお

りのハザードの管理ができているか確認する

ことが求められており、その１つの手法が継続

的に実施される微生物検査である。この観点か

らは、例えば 1 年間に 1 回の検証というような

一定期間に一度実施する検証より、連続的にか

なりの高頻度で衛生管理の出来栄えを検証す

ることがより望まれる。 
 と畜場および大規模食鳥処理施設に導入さ

れる HACCP システムは、導入後は永続的に運

用されることとなる。同システムを評価する場

合、「微生物規格」と「基準値」の設定、および

基準値を逸脱した場合の対処策を講じたのち

は、「継続的」評価法としてムービング・ウイン

ドウの導入をすることが望まれる。 
 
 
Ｅ．結論 
①と畜場・大規模食鳥処理施設 HACCP システム

の評価法の検証試験 
l 本研究班で検討した「と畜場・食鳥処理施設

HACCP システムの妥当性検証法（案）」の実

施は、HACCP 導入施設における微生物学的

な HACCP 検証手法として実施可能な手法

と考えられた。 
l 牛・豚枝肉を対象とした切除法による外部検

証プロトコール案試行を通じ、1）EU 基準に

比べて、2）米国参考基準が、また、1）2）
に比べ、3）「平均値+2 S.D.」がより厳しい基

準値設定に至る可能性が本研究結果から推

察された。 
l 食鳥を対象とした外部検証プトロコール案

試行により、施設間での差異が極めて大きく、

また処理方式の別によって指標菌数分布が

異なる状況にあることが示された。 
l 同一施設内での成績変動を検証するという

観点で、各施設において 3）「平均値+2 S.D.」
を算出して、その基準値に対して、定期的に

実施する微生物試験結果の評価を通じて

HACCP システムの実施状況を評価すること

は可能と考えられた。 
l 欧米のと畜場・食鳥処理施設における微生物

的 HACCP 検証方法の実施状況や国内全体

の施設の底上げを図る観点からは、今後は、

国内のと畜場・食鳥処理施設における衛生指

標菌に関する状況を全国的に把握した上で、

全国的に統一された国内基準値の設定の在

り方を検討する必要があろう。 
l 今後①1 年以上かけて、当該手法により得ら

れた全国的な成績を収集し、改めて、基準値

を設定することにより、わが国の実情に合っ

た基準値を改めて設定する、②採材頻度につ

いて検討する、③条件付き合格の許容検体数

などを設定する必要がある。 
 

②評価法の改善に関する検討（1）：採材面積の縮

小の可能性に関する検討 
l 牛枝肉及び豚枝肉では 25 cm2の切除法でも

評価できる。 
l 牛枝肉・豚枝肉ともに、切除作業しやすい部

位を採取しても、HACCP を導入した後の、

検証作業で支障はない 
 

③評価法の改善に関する検討（2）：新規採材部位

としての牛頸部の検討 

l 牛においては、「ともばら」に加え、「頸部」

についても、代替できるものと考えられた。 
 
④評価法の改善に関する検討（3）：新規採材部位

としての牛胸部の検討 
l 牛においては、「ともばら」、「頸部」に加え、

「胸部」についても、採材部位として選択し

ても支障ないものと考えられた。 
 
⑤継続的評価法としてのムービング・ウインドウ

導入 
l HACCP システムが導入された後は、継続

的なシステムの評価が必要になる。ムービ

ング・ウインドウの適用が望ましい。 
 
Ｆ．健康危険情報 
特になし。 

 
Ｇ．研究発表 
１．論文発表 
  なし 
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２．学会発表等 
1. 壁谷英則、と畜場・食鳥処理場における

HACCP システム検証プロトコール、令和元年

度千葉県食肉衛生技術研修会、（千葉聴覚障害

者センター）2019 年 11 月 13 日 
2. 森田幸雄．厚生労働科学研究におけると畜場

HACCP 検証手法の検討状況について．令和元

年度食肉・食鳥肉技術研修会（東京証券会館）

2020 年 1 月 21 日 
3. 朝倉宏．厚生労働科学研究における食鳥処理場

HACCP 検証手法の検討状況について．令和元

年度食肉・食鳥肉技術研修会（東京証券会館）

2020 年 1 月 22 日 
 
H．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
  なし 
 
２．実用新案登録 
  なし
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  表 1 本研究で対象としたと畜場の年間処理頭数、稼働⽇数、HACCP 導⼊状況 
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表 2 と畜場で処理された⽜枝⾁を対象とした HACCP システムの評価試験 

：⼀般細菌数 

単位： cfu/cm
2
，ud:検出下限値未満 
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表 3 と畜場で処理された⽜枝⾁を対象とした HACCP システム評価試験 

：腸内細菌科菌群数 

単位：cfu/cm
2
，ud：検出下限値未満 
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単位：cfu/cm
2
，ud：検出下限値未満 

表 4 と畜場で処理された豚枝⾁を対象とした HACCP システム評価試験分析 

：⼀般細菌数 
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表 5 と畜場で処理された豚枝⾁を対象とした HACCP システム評価試験分析 

：腸内細菌科菌群数 

単位：cfu/cm
2
，ud：検出下限値未満 
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  表 6 ⼤規模⾷⿃処理場で本冷却後に採材した⾷⿃とたい由来検体を対象とした

HACCP システムの評価試験試⾏結果：⼀般細菌数 

単位：cfu/cm
2
，ud：検出下限値未満 
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表 7 ⼤規模⾷⿃処理場での HACCP システム評価試験試⾏結果 

：腸内細菌科菌群数 

単位：cfu/cm
2
，ud：検出下限値未満 
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  表 8 と畜場 HACCP システム評価試験を通じた暫定基準値の例 
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*m=80 パーセンタイル値、M=95 パーセンタイル値として算出 

表 9 ⼤規模⾷⿃処理場 HACCP システム評価試験を通じた暫定基準値例 
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  表 10 と畜場 HACCP システム評価試験の暫定基準値に基づく判定結果例 

：⼀般細菌数 
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表 11 と畜場 HACCP システム評価試験の暫定基準値に基づく判定結果例 

：腸内細菌科菌群数 

* NA, Not available 
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*1 表 9 で求めた処理⽅式別の数値を⽤いて判定。 
*2 2）⽶国参照基準（処理⽅式別）欄では、成鶏・中抜き施設を対象とし
て、表 9 で算出された数値を⽤いて判定。 

表 12 ⼤規模⾷⿃処理施設における HACCP システム評価試験を通じて算出され

た暫定基準値および同数値に基づく判定結果例 
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  表 13 と畜場 HACCP システムの評価実証試験の事後アンケート結果の概要 
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表１４ ムービング・ウインドウアプローチの解析事例 
 

検査 
番号 

⽉⽇ 
検査結果 

(cfu/ 
cm2) 

結果は許容 
できないか? 

結果は条件 
付き合格か?  

直近 13 検査中、条件
付き合格または許容で

きない検査数 
 Pass/Fail? 

1 10 ⽉ 7 ⽇ 10 No YES 1 Pass  
2 10 ⽉ 7 ⽇  不検出 No NO 1 Pass  
3 10 ⽉ 8 ⽇ 50 No YES 2 Pass  
4 10 ⽉ 8 ⽇ 不検出 No NO 2 Pass  
5 10 ⽉ 9 ⽇ 不検出 No NO 2 Pass  
6 10 ⽉ 9 ⽇ 不検出 No NO 2 Pass  

7 10 ⽉ 10 ⽇ 80 No YES 3 Pass  

8 10 ⽉ 10 ⽇ 不検出 No NO 3 Pass  

9 10 ⽉ 11 ⽇ 不検出 No NO 3 Pass  

10 10 ⽉ 11 ⽇ 不検出 No YES 3 Fail 

11 10 ⽉ 14 ⽇ 50 No NO 4 Fail 

12 10 ⽉ 14 ⽇ 不検出 No NO 4 Fail 

13 10 ⽉ 15 ⽇ 不検出 No NO 4 Fail 

14 10 ⽉ 15 ⽇ 不検出 No NO 3 Pass  

15 10 ⽉ 16 ⽇ 不検出 No NO 3 Pass  

16 10 ⽉ 16 ⽇ 不検出 No NO 2 Pass  

17 10 ⽉ 17 ⽇ 120 Yes NO 3 Fail 
1. 検査番号 11(10 ⽉ 14 ⽇実施) の結果、条件付き合格のレンジに 4 サンプル⽬が⼊ったため、施設は許容
できない⼯程管理の状態となり（直近 13 連続検査の結果で、条件付き合格数がリミットである 3 を超えて
しまったため）この場合、施設は⼀般衛⽣管理及び CCP 管理の⾒直し、修正を⾏う。 
2. 検査番号 12 及び 13 は不検出であり、それゆえ、それぞれ単独では許容されるレンジである。しかし、
直近 13 検査結果を考えた場合、依然として条件付き合格の数が 3 以上であるため、⼯程としては不合格と
なる。 
3. 検査番号 14 で、直近の Moving Window の 13 中の条件付き合格の数が３に戻ったため、合格となっ
た。 
4. 検査番号 17 において、M である 100 cfu/cm2を超えたため、⾃動的に不合格となった。この場合、施設
は検査員と共同して、⼀般衛⽣管理と CCP 管理の問題点を究明し、修正することが必要となる。 
表 15 ニュージーランドにおけるムービングウインドウ（MW）の例 
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１window:1 ⽇ 3 サンプルｘ5 ⽇ｘ3 週間＝45 サンプル。第 1window は 3 ⽉ 29 ⽇から 4 ⽉ 20 ⽇まで
の 45 サンプル。この間に⾷⿃中抜きと体のリンス液中のカンピロバクター数が 3.78 log10 cfu/とたい
を超えるサンプルが 6 サンプルまでは合格。7 を超えると不適合として GHP 及び HACCP の⾒直し等
の改善措置をとる。4 ⽉ 16 ⽇から 5 ⽉ 7 ⽇までの第 3window においては 3.78 log10 cfu/とたいを超え
るサンプルが８サンプルであったため、GHP と HACCP の⾒直しが⾏われた。 
 

 
  




