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総合研究報告書 
  

ボツリヌス試験法に関する研究 

 

研究要旨：“食品からの微生物標準試験法検討委員会（検討委員会）”では、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。倉園らは感

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

について国際整合性を持った試験法を策定することを目的として、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、ボツリヌス遺伝子試験法（Technical Specification）の原案（NIHSJ-20TS-

ST1）を提案した。更に、円滑に本試験法の検証を行えるよう、作業部会案（NIHSJ-

20TS-ST2）を整備し、妥当性評価実施計画案を作成した。ボツリヌス菌を取り扱う

にあたっては、菌株移動や施設設備要件等の制限が多いため、妥当性評価を実施す

る上で限定的な解析スキームを構築する必要がある。検討委員会での議論を経て、

本試験法の妥当性評価に際してはコラボスタディ Collaborative study と Single 

laboratory validation を組合せた計画案を構築した。あわせて、本菌の性質を踏

まえた基礎データの事前取得すべき事項を整理することができた。これらの知見は

今後、ボツリヌスのように取扱い制約を受ける病原体等の試験法を検討する際のモ

デルとなりうると考えられる。今後、本試験法の妥当性評価を加速化させ、国際調

和と実行可能性のとれた標準試験法の作成にあたる予定である。 

 

 

研究分担者 

倉園久生 徳島大学 教授 

 

Ａ. 研究目的 

本研究では、これまでに食品検査法とし

て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試験法に着

目し、国際整合性を担保しつつ、国内で利

用可能な試験法の策定を検討することを目

的とした。 

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。 
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 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」（以下、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、同委員会で妥当性等を協議す

ることで標準試験法を策定してきた。 

倉園ら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

リヌス菌について試験法の原案を作成し、

検討委員会での議論を経て、将来的に

Technical Specification (TS)として整

備・公開する事を最終目標とした。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。 

 

Ｂ. 研究方法 

１．ボツリヌス標準試験法に関する国際動

向の調査 

 国内外で利用されている食品中のボツリ

ヌス試験法および、過去に検討委員会にお

いて議論されたボツリヌス標準試験法につ

いて調査および整理を行い、検討委員会に

おけるボツリヌス試験法策定に関する検討

事項の整理を行った。 

２．ボツリヌス毒素遺伝子試験法ステージ

1(NHISJ-20TS-ST1)の作成 

 上項で得られた情報を確認した上で、ボ

ツリヌス毒素遺伝子試験法原案を作成し、

第 65 回 食品からの微生物標準試験法検討

委員会（2018 年 2月 22 日）に提出した。 

３．ボツリヌス毒素遺伝子試験法ステージ

2(NHISJ-20TS-ST2)の作成 

 NIHSJ-20TS の実効性検証のためのコラボ

スタディに使用可能な作業手順書を作成し、

NHISJ-20-ST2 として第 66 回検討委員会

（2018 年 9 月 21 日）に提案した。 

４．バリデーション実施計画の作成 

 ボツリヌス菌を取扱う試験実施に要求さ

れる設備条件およびボツリヌス菌取扱い実

績を考慮してコラボスタディに参加可能な

組織の選定を行い、大学 2 施設および地方

衛生研究所 2 施設からなる作業部会を編成

した。また、NIHSJ-20-ST-ST2 を基に、第 69

回検討委員会（2019 年 7月 22 日）、第 70回

検討委員会（2019 年 12 月 16 日）および第

71 回検討委員会（2020 年 2 月 18 日）にて

コラボスタディ計画について審議を行った。 

 

Ｃ. 研究結果 

１．ボツリヌス標準試験法に関する国際動

向の調査およびボツリヌス毒素遺伝子試験

法ステージ 1（NIHSJ-20TS-ST1）の作成 

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状況

を確認した。ISO法で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、

免疫学的手法によるボツリヌス毒素タンパ

ク質検査、およびボツリヌス毒素遺伝子検

査が採用されている。 

 一方で、本邦ではボツリヌスに関する検
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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公的に示されてい

る唯一の方法である。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。 

一方、検討委員会では平成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。 

 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。 

 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 回検討委員会

（2018 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、国際的な試験法を収集・整理した

上で、Technical Specification（TS）とし

て整備を進めることが決定され、第 65 回検

討委員会（2018 年 2月 22 日）において作業

手順書を NHISJ-20-ST1 として提案した。 

２．ボツリヌス毒素遺伝子試験法ステージ

2(NHISJ-20TS-ST2)の作成 

 NIHSJ-20TS-ST1 を基にコラボレーション

スタディに利用可能な標準作業手順書を作

成し、更に、ワーキンググループにおいて国

内の試験室の状況を加味しながらも、国際
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整合性を確保した形での標準作業手順書の

調整が行われ、第 66回検討委員会（2018 年

9 月 21 日）にて NIHSJ-20TS-ST2 として承

認された。 

３．バリデーション実施計画の作成 

ボツリヌス試験の実施にあたっては、要求

される設備条件の特殊性や菌株移動の困難

さを考慮したバリデーション実施計画の作

成が重要である。新規試験法のバリデーシ

ョンはその実施形態により、単一試験室バ

リ デ ー シ ョ ン （ Single laboratory 

validation:SLV ） と コ ラ ボ ス タ デ ィ

（Collaborative study:CS）に大別される

が、検討委員会での議論の結果、NIHSJ-20TS

についてはSLVとCSを組合せた形でのバリ

デーションの実施が妥当であるとの結論に

至り、2段階でのバリデーション計画を提案

し、第 71回検討委員会（2020 年 2月 18 日）

にて承認された。すなわち、NIHSJ-20TS 内

では試料調整方法が異なる 2 種の食品（は

ちみつ、およびはちみつ以外の一般食品）と

4 種類の毒素型（A 型、B 型、E 型および F

型）の組み合せにより計 8 パターンの添加

回収試験の実施が必要であるが、この中で

はちみつに A 型菌を添加した試料を用いて

CS を実施することで併行条件での NIHSJ-

20TS のバリデーションおよびベリフィケー

ション（性能検証）を同時に実施する事とし

た。その一方でそれ以外の組合せに関して

は SLV によるバリデーションを実施するこ

ととなった。以上の様に、法的および設備的

な制限のある中で、これらの事情を勘案し

た NIHSJ-20TS のバリデーション作業計画

が立案・承認された。 

４．CS における評価指標の設定 

 CS における併行精度を評価する指標の候

補として複数の国際的に通用性をもつ指標

が挙げられた。本研究内で実施する CSで用

いる評価指標としての適切性について、検

討委員会内バリデーション作業部会に諮問

を行った結果、ボツリヌス菌の取扱いの困

難さや設備的な制限（設備的な制限により、

一度に扱える検体数も制限される）を考慮

し、Limit of Detection (LOD:検出下限)を

指標とした CSが適切との結論に至った。 

本研究で実施するはちみつおよび A 型菌

を用いた CS においては主管機関である帯

広畜産大学にて LOD を決定した後に、各 CS

参加機関において上記の LOD を再現可能か

について検証を行う。上記のような二段階

のスキームを採用することにより、設備的

な制限が理由で多数の検体を一度に処理す

ることが不可能なボツリヌス菌試験法のバ

リデーションにおいて、時間的効率も加味

した現実的な CS 案の提案に至った。 

５. スパイク菌液作成プロトコールの整備 

 ボツリヌス菌においては法的制限により

菌を添加後の食品検体を配布することが現

実的には不可能あり、各 CS 参加機関におい

て個々に食品への菌添加を行わざるを得な

い。この制限から、各 CS参加機関における

スパイク菌液の作製方法の制御について慎

重な検討が必要である事が指摘された。食

品衛生検査指針 微生物編（2018）および ISO 

16140-2:2016 では、定性試験のバリデーシ

ョンにあたっては、食品試料に菌レベルが

無菌（検出率 0％）、低レベル（検出率 25-

75％）、高レベル（検出率 100％）となるよ

うに添加し検証を実施するスキームが提唱

されている。NIHSJ-20TS-ST2 では芽胞と

Vegetative cell を分けて検出するプロト

コールとなっているが、ボツリヌス菌にお
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い て は 培 養 条 件 に よ り 培 養 液 内 の

Vegetative form と Spore form の割合が大

きく変化することがよく知られており、異

なる試験室でスパイク菌液を作成せざるを

得ない本 CS においては、スパイク菌液作成

法の厳密な制御が必要であると指摘された。

食中毒原因食品中のボツリヌス菌の特性等

を考慮した検討委員会における議論の結果、

スパイク菌液として精製芽胞菌液を利用す

ることが適切であるとの結論に達し、これ

を受けてワーキンググループより複数の精

製芽胞菌液作成プロトコールについて提案

がなされた。その結果、食基発第 0630002

号・食監発第 0630004 号「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」

で指定される芽胞菌液作製法が、国内施設

での使用実績等の優位性から本研究で実施

する CS への適用が適切との結論に至った。 

６. DNA 抽出法の妥当性確認 

NIHSJ-20TS-ST2 では DNA 抽出法に CTAB

抽出法を当初採用した。しかしながら CTAB

抽出法は手技の煩雑さや設備要件の面で、

CS 参加機関の中でも CTAB 抽出法の実施が

困難との意見が出され、代替となる簡易法

を選定する必要性が提唱された。現在、妥当

性確認のとれた市販核酸抽出キットをはじ

め、国立感染症研究所レファレンス委員会

／地方衛生研究所全国協議会発行の病原体

検出マニュアル（ボツリヌス症）に記載の方

法を含めた複数の方法について確認を進め

ている。 

 

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

リヌス菌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。倉園らの研究では食品中のボツリヌス

菌に対する試験法案を作成し、検討委員会

での議論を経て Technical Specification

として整備・公開する事を最終目標として

いる。検討委員会においては試験法のバリ

デーションおよびベリフィケーションをス

テージ 1からステージ 4の 4つの手順に従

い実施する方針を表明している。倉園らの

研究ではステージ 2である作業部会案を作

成し、更に、国内の試験室の状況を加味し

た細かい修正を行い、ISO 法との妥当性を

担保した形での NIHSJ-20TS-ST2 の提示に

至った。 

ボツリヌス菌については法的な規制が強

く、菌株の移動が現実的には困難な状況に

ある。また、ボツリヌス菌の取扱いに求め

られる施設・設備要件に起因する制約を理

由として、コラボスタディ参加機関で実施

可能な解析も限定的なものとなっている。

ボツリヌス菌を対象としたコラボスタディ

はこの様な制限の下に実施される解析であ

るため、取扱いが容易な他種の病原体に対

して行われる解析とは異なったスキーム構

築が必要となった。倉園らにより実施され

るコラボスタディのスキーム構築は、取扱

いが制約的な病原体を用いたコラボスタデ

ィのモデルケースになりうるものと考えて

いる。そのため、NIHSJ-20TS については

最終的に試験法自体の公開に加え、試験法

のバリデーション手法についても公開可能
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なものとなるように取りまとめたい。本研

究により得られるこれらの成果は、食品の

衛生試験法の国際調和を図る上で重要なモ

デルになるものと考える。 

今後、ワーキンググループにおいて同法

のベリフィケーションに重点をおいた検証

作業を進め、最終的に Technical 

Specification（TS）としての公開を目指

す。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。 

 

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示

された。 

２)国際調和の観点から、作業手順書を作成

し、ISO 法との妥当性を担保した

NHISJ-20-ST2 を提案した。 

３) NHISJ-20-ST2 の妥当性評価にあたるた

めの作業部会を編成し、ボツリヌス菌

に対する法的な制限を考慮したNHISJ-

20TS に対する作業計画を構築した。 
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