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事業の背景 ・ 目的 

 

現在 、 日本では食品添加物 と し て指定添加物 357 品目 、 そ し て既存添加物 450 品目 、 天然香

料および一般飲食物添加物の使用が許可 されている 。 それぞれの食品添加物の安全確認のため 、

10項目に及ぶ一般毒性試験や特殊毒性試験などが実施 されている が 、 複合摂取の毒性 、 即ち相

乗作用や相加作用な ど を考慮し た使用基準はない 。 ま た 、 使用許可後 も 、 表示の実施状況 、 実

際の使用量および摂取量の実態調査な どが行われ 、 安全性な どが監視 されている 。 さ ら に 、 許

可 されていない食品添加物等の使用 、 医薬品の飼料添加によ る畜水産食品への残留 、 農薬や環

境汚染などか ら食品への残留 ・ 蓄積の例な ど も あ り 、 食肉 ・ 養殖水産物の薬剤耐性菌汚染も重

要な問題になっている 。 薬剤耐性 と は 、 あ る薬剤に本来感受性であった細菌が 、 長期間にわた

り 繰 り 返し何度 も使用される こ と によ り 、 その薬剤に対し て耐性を獲得する こ と であ り 、 耐性

を持った細菌を薬剤耐性菌 と 呼ぶ 。 こ の薬剤耐性は 、 現在既に医療現場では問題視 されてお り 、

院内感染な ど を引き起こす要因 と も言われている 。 例えば 、 院内感染分離株を含め黄色ブ ド ウ

球菌株のほ と んどすべては 、 ペニシ リ ン G に対し て耐性を持ってお り 、 近年バン コ マ イ シン耐

性株も分離 され懸念 されている 。 こ う し た事は 、 医療現場だけの問題ではな く 、 日常生活の中

で も十分に起 こ り う る問題で 、 薬剤耐性 と 同じ よ う な事が 、 食品添加物の継続的な使用によ り

起 こ る こ と も予想で き る 。 食品には 、 保存 、 酸化防止 、 漂白などの目的で多 く の食品添加物を

使用し ている が 、 これら の食品添加物に対し て耐性菌出現の有無は確認 されていない 。  

申請者は 、 予備的な調査 ・ 実験か ら 、 保存料の ソルビ ン酸に耐性を示す細菌 （ Bacillus 属 と

Staphylococcus 属の菌種 ） が食品および環境に 1 ％か ら20％に存在する こ と を見出し た 。 そ し

て 、 食品添加物に対し て耐性を もつ細菌の ヒ ト への影響を調査する こ と も重要であ る 。  

本研究の目的は 、 食品添加物に対し て耐性を もつ細菌の各種食品および環境の分布調査 、 給

食施設別保菌率調査 、 家畜保菌率調査など を行い 、 さ ら に耐性菌の同定 、 耐性 メ カニズムの解

明 、 実験小動物におけ る生体への影響など を通し て 、 食品添加物 、 特に保存料に対する健康障

害の予察 ・ 予知の基盤を開発 （ 構築 ） する こ と であ る 。 そ し て 、 多 く の食品を安心し て食する

こ と がで き る よ う に貢献し たい 。  

 

 

内容 ・ 方法 

 

本研究では 、 多 く の食品添加物の中か ら食品を加工する際に最も多 く 使用 される保存料に注

目し た 。 保存料 と し て一般的な ソルビ ン酸カ リ ウ ムを選択し 、 水産加工品の ソルビ ン酸カ リ ウ

ムに対する耐性菌の出現状況を調査し た 。  

現在 、 た らやほっけなどの水産加工品由来の魚肉す り 身には 、 保存料 と し て使用 される ソル

ビ ン酸カ リ ウ ムの使用基準が設定 されていない こ と か ら 、 本研究では北海道で製造 ・ 流通され

ている44種類のす り 身を実験試料 と し て用いた （ 表 1 ）。 本研究で用いたす り 身は 、 札幌市内

のスーパーマーケ ッ ト 、 道東および道南の製造所 と スーパーマーケ ト か ら購入し た 。 今回実験

に用いた試料は 、 た らやほっけを加工し た も のであ る 。  



 

魚肉す り 身には 、 ソルビ ン酸カ リ ウ ムは 、 食品添加物の使用基準では 、 現在 ソルビ ン酸カ リ

ウ ム使用制限値が設定されていない 。 そ こ で 、 一般的に食 されているチーズに対する使用量の

最大限度が 3.0g/kg と 最大量であ る こ と か ら 、 3.0 g/kg を基準 と し 、 ソルビ ン酸カ リ ウ ムを

12.0 g/kg 、 24.0 g/kg 、 48.0 g/kgの濃度に調製し た も のを普通寒天培地に添加し て平板を作製し

た 。 ま た 、 食品添加物の耐性菌におけ る明確な基準などがない こ と か ら 、 本研究では 、 独自に

ソルビ ン酸カ リ ウ ムを12.0 g/kg以上添加し た培地に発育し た菌を耐性菌 と し た 。  

実験方法は 、 各試料10 ｇ を採取し 、 リ ン酸緩衝液 （ PBS ） 90ｍ ｌ に入れ 、 ス ト マ ッ カーで攪

拌し て得た抽出液を普通寒天培地 （ ソルビ ン酸カ リ ウ ム無添加 ）、 および ４ 濃度の ソルビ ン酸

カ リ ウ ム添加培地に 0.1 ｍ ｌ ずつ塗布し 、 37℃で48時間か ら72時間培養後 、 発育し た細菌数を

数えた 。 さ ら に培養後の検体か ら 、 集落を釣菌し純培養し た 。  

 耐性菌の同定は 、 ソルビ ン酸カ リ ウ ムを12.0 g/kg添加し た培地で発育し た菌を純培養後 、 集

落の特徴の観察 と グ ラ ム染色を行い 、 球菌 と 桿菌に分類し た 。 その後 、 細菌同定用のア ピマニ

ュ アルキ ッ ト を用いて 、 菌種の特定を行った 。 本研究では 、 ア ピマニ ュ アルキ ッ ト の中か ら ア

ピ ス タ フ と ア ピ 50CH の ２ 種類のキ ッ ト を使用し た 。 ア ピ ス タ フは 、 ブ ド ウ球菌および ミ ク ロ

コ ッ カ スの同定用キ ッ ト で 、 被検菌を滅菌蒸留水で調製後 、 プレー ト に接種し 、 35℃か ら37℃

で18時間か ら24時間培養後 、 19項目の生化学的性状テ ス ト の自発的な反応および試薬添加によ

る呈色反応を読み取 り 、 ア ピ ラ ボ ソ フ ト を用いて同定を行った 。 ア ピ 50CH は 、 バシ ラ ス属お

よび腸内細菌の同定用キ ッ ト で 、 被検菌をア ピ 50CHB/CHE メ デ ィ ウ ムで調製後 、 プレー ト に

接種し 、 29± 2 ℃で24± 2 時間および48± 6 時間培養後の ２ 回反応を読み取 り 、 ア ピ ス タ フ と

同様にア ピ ラ ボ ソ フ ト を用いて同定を行った 。  

ま た 、 環境中の細菌分布調査 と し て 、 一般家庭 （ 83軒 ） および老人福祉施設 （ 6 施設 ） の調

理場内落下菌の発育状況を調査し た 。 普通寒天培地 （ ソルビ ン酸カ リ ウ ム無添加 ） と ソルビ ン

酸カ リ ウ ムを12.0 g/kg添加し た培地をそれぞれ各家庭 、 各施設の調理場内に 6 時間か ら10時間

放置し 、 37℃で72時間培養後 、 発育し た細菌数を数えた 。 その後 、 １ 家庭 、 １ 施設か ら平均 ６

個の集落を釣菌し 、 純培養し た 。 さ ら に 、 普通寒天培地に ソルビ ン酸カ リ ウ ムを12.0 g/kg 、

24.0 g/kg 、 48.0 g/kgの濃度に調製し た も のを普通寒天培地に添加し て作製し た培地に採取し た

細菌をマ イ ク ロ プ ラ ン ターで接種後 、 37℃で72時間培養後 、 判定し た 。 耐性菌の同定は 、 上記

と 同様の方法で行い 、 本研究では 、 ソルビ ン酸カ リ ウ ムを24.0 g/kg以上添加し た培地に発育し

た細菌を耐性菌 と し た 。  

 

結果 ・ 成果 

 

 水産加工品由来であ るす り 身か ら発育し た一部 、 および全ての実験試料の細菌数を表 ２ に示

し た 。 ソルビ ン酸無添加培地 と ソルビ ン酸を 3.0 g/kg 添加し た培地での細菌の発育を比較する

と 、 細菌の発育の抑制には試料によ る差が見られた 。 全体的に濃度の異な る ソルビ ン酸カ リ ウ

ムを添加し た培地では 、 濃度が高 く な る にし たがい発育する細菌数は減少し た 。 ソルビ ン酸カ

リ ウ ムを24.0 g/kg添加し た培地では 、 無添加培地での細菌の発育に対し 、 多 く の試料において

1.0 ％未満の割合で しか細菌が発育し ておらず 、 高い抑制効果が確認 された 。 全ての試料にお

いて 、 ソルビ ン酸カ リ ウ ムを48.0 g/kg添加し た培地には 、 細菌は全 く 発育し なかった 。 こ の こ

と か ら 、 ソルビ ン酸カ リ ウ ムは 、 細菌の発育を抑制する働き があ り 、 保存料 と し て有効であ る

こ と が明ら かになった 。 本研究では 、 ソルビ ン酸カ リ ウ ムを12.0 g/kg以上添加し た培地に発育

し た細菌を ソルビ ン酸カ リ ウ ム耐性菌 と し た こ と か ら 、 ほ と んどの試料か ら耐性菌が発育し た

と いえ る 。 今回実験に用いた試料の中にたち （ 白子 ） を原料にし た蒲鉾があったが 、 細菌が ソ

ルビ ン酸カ リ ウ ム無添加培地では50(CFU/g(ml))の細菌が発育し たが 、 ソルビ ン酸カ リ ウ ムを添

加し た培地には 、 どの培地に も全 く 発育し ていなかった 。  

 細菌の同定は 、 ソルビ ン酸カ リ ウ ムを12.0 g/kg添加し た培地で発育し た ソルビ ン酸カ リ ウ ム



 

耐性菌の集落を釣菌し 、 純培養し た被検菌で行った 。 純培養後 、 グ ラ ム染色で形態を観察し た

と こ ろ 、 球菌94株 、 桿菌 6 株を分離する こ と がで き た 。 その後 、 ア ピマニ ュ アルキ ッ ト によ り 、

ソルビ ン酸カ リ ウ ム耐性菌の同定を行った結果 、 合計で球菌50株 、 桿菌 ５ 株 、 14菌種を特定す

る こ と がで き た （ 表 ３ ）。 Staphylococcus 属 9 菌種 、 Bacillus 属 3 菌種であった 。  

Staphylococcus 属は 、 ブ ド ウ球菌属で自然界に広 く 分布し てお り 、 現在19菌種か ら構成 されて

いる 。 Staphylococcus 属は 、 ヒ ト や動物の腸管に存在する腸内細菌の他に 、 皮膚や粘膜などに

も存在し ている常在細菌叢であ る 。 ヒ ト の日和見感染などの起因菌 と な り 、 分離 される菌種に

は 、 Staphylococcus aureus 、 Staphylococcus haemolyticus 、 Staphylococcus hominis な どがあ る 。

これら の菌種は 、 本研究で も分離 された 。 これら の細菌が環境の変化などで常在細菌叢の優劣

が入れ替わる菌交代現象が起 こ り 、 日和見感染や他の疾病の原因菌 と な る こ と も考え られる 。

常在細菌叢の乱れは 、 下痢症を引き起 こす こ と も あ る 。 ま た 、 今回分離 された S.aureus は 、 本

来は化膿菌であ る が 、 食中毒の起因菌 と し て黄色ブ ド ウ球菌 と い う 名称で よ く 知られている 。

S. aureus によ る感染症の主な も の と し て 、 ブ ド ウ球菌性肺炎 、 敗血症 、 骨髄炎 、 ブ ド ウ球菌腸

炎 、 エンテ ロ ト キシンによ る食中毒 、 エ ク ス フ ォ リ アチンによ る ブ ド ウ球菌性熱傷様症候群 、

毒素性シ ョ ッ ク症候群な どがあ る 。 特に 、 ブ ド ウ球菌腸炎患者か ら分離 される黄色ブ ド ウ球菌

は 、 抗生物質に対し て高い耐性を示す と 言われてお り 、 治療中 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン(TC)などの

抗生物質使用中に菌交代現象によ り 起 こ る耐性ブ ド ウ球菌性腸炎を引き起 こす 。 さ ら に 、 数年

前には多剤耐性を示す MRSA （ メ チシ リ ン耐性黄色ブ ド ウ球菌 ） が出現し 、 現在使用 されてい

る ほ と んどの抗生物質に対し て耐性であ る 。 ま た 、 MRSA は新たに開発 され使用 される よ う に

なった抗生物質に対し て も耐性を獲得しやすい性質を も っている よ う であ る 。  

 Bacillus 属は 、 グ ラ ム陽性で芽胞を形成する好気性桿菌であ り 、 本来土壌菌であ る が 、 病原

性のあ る Bacillus anthracis ( 炭疽菌 ) や食中毒の原因菌 と な る Bacillus cereus など も あ る 。 しか

し 、 今回の実験か らは こ のよ う な細菌は 、 分離 されなかった 。 Bacillus coagulans 、 Bacillus 

firmus をは じめ今回分離 された Bacillus 属は 、 主に缶詰食品などの腐敗 ・ 変敗を引き起 こ し 、

食品の風味など を悪 く する細菌であ る が 、 これら の Bacillus 属 も稀に ヒ ト の日和見感染などの

起因菌にな る こ と があ る ので安心はで き ない 。  

 ほかに 、 Kocuria varians/rosea 、 Micrococcus spp が分離 された 。 ま た 、 鴨ねぎやえび入 り など

混合物の入っているす り 身 ・ 蒲鉾か ら高い確率で家畜由来の Staphylococcus intermedius の可能

性のあ る細菌が検出 された 。 そ し て 、 Bacillus 属の近縁種であ る Brevibacillus brevisや

Dermacoccus/Kytococcus spp の可能性があ る細菌 も分離 された 。 ま た 、 Sta. chromogenes 、

Sta. hominis 、 Sta. hyicus 、 Sta. lentus 、 Sta. lugdunensis 、 B.megaterium 、 B.stearothermophilus 、

Brevibacillus brevis の可能性のあ る株について 、 現在同定中であ る 。  

 環境中の細菌分布調査 と し て 、 一般家庭 、 および老人福祉施設の調理場内の ソルビ ン酸カ リ

ウ ム耐性菌の発育状況の結果を表 ４ に示す 。 ソルビ ン酸カ リ ウ ムを24.0 g/kg添加し た培地では 、

高い抑制効果が確認 された 。 しか し 、 調理場内は 、 ソルビ ン酸を添加する こ と はないため 、 一

般的な環境において十分に耐性菌が発育する こ と が判明し た 。 ま た 、 一般家庭か ら分離し た ソ

ルビ ン酸耐性菌は 、 Staphylococcus 属 3 菌種 、 Bacillus 属 4 菌種が同定 された （ 表 ５ ）。  

 

今後の展開等 

 

 本研究か ら 、 ソルビ ン酸カ リ ウ ムの保存料 と し ての有効性が明ら かになった 。 し か し 、 ソル

ビ ン酸カ リ ウ ムを保存料 と し て有効な濃度で使用する ためには 、 かな り 高濃度の ソルビ ン酸カ

リ ウ ムを添加する必要があ る が 、 食品自体に ソルビ ン酸カ リ ウ ムが含まれている こ と も考え ら

れる 。 そのため 、 必要以上に ソルビ ン酸カ リ ウ ムを使用する こ と を防ぐ ために 、 食品中の ソル

ビ ン酸カ リ ウ ム含量を正確に知る こ と が必要不可欠であ る 。 そのため 、 早急に食品中の ソルビ

ン酸カ リ ウ ムの定量を行 う 必要があ る 。 ま た 、 ソルビ ン酸カ リ ウ ム濃度が高い培地にな るにし



 

たがい 、 細菌抑制の効果が強 く なった こ と は予想し た通 り であった 。 しか し 、 ソルビ ン酸カ リ

ウ ムは 、 酸性側で作用しやすい性質であ る ため 、 ソルビ ン酸カ リ ウ ムを 3.0 g/kg 添加し た培地

において 、 pH を強い酸性にし た場合 、 細菌の発育抑制作用が上昇する こ と も示唆でき る 。 今

後 、 pH を管理し た環境での ソルビ ン酸カ リ ウ ムの細菌抑制効果を確認する必要があ る 。 ま た 、

今回実験し た ソルビ ン酸カ リ ウ ムの濃度は 3.0 g/kg の次の濃度が12.0 g/kgであ った こ と か ら 、

こ の ２ 濃度間の各濃度での耐性菌の発育状況の確認を行い 、 ソルビ ン酸カ リ ウ ムが保存料 と し

て有効にな る濃度を明確にし たい と 考え る 。 ま た 、 一般家庭か ら ソルビ ン酸耐性菌の発育が確

認 された こ と は 、 非常に興味深い こ と であ る こ と か ら 、 今後発育環境を詳細に調査し たい と 考

え る 。  

今回 ソルビ ン酸耐性菌 と し て分離し た細菌の45株が 、 未同定であ る ため 、 今後 、 追加試験等

を行い 、 菌種を明ら かにし たい 。 ま た 、 今回の実験では 、 ソルビ ン酸カ リ ウ ムに対する耐性菌

の出現に注目し ているが 、 分離 された耐性菌の中には 、 他の食品添加物や抗生物質に対し て も

耐性を持っている菌が存在し ている可能性 も十分に考え られる 。 さ ら に今回分離し た菌種の う

ち少な く と も12菌種には 、 ペニシ リ ン G 、 ゲン タ マ イ シン 、 カナマ イ シン 、 リ ン コ マ イ シン 、

テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 ホ ス ホマ イ シンな ど数種類の抗生物質に対し て耐性を持つ 、 つま り 多剤耐

性菌であ る可能性があ る と い う 報告も あ る 。 こ の こ と か ら も 、 分離株の薬剤感受性試験を行 う

こ と は 、 食の安全 、 そ し て人の健康に重要な意味を持つ と 思われる 。 さ ら に 、 食品か ら分離 さ

れた多剤耐性菌の耐性 メ カニズム ・ 性状を明ら かにし たい 。 そ し て 、 実験小動物におけ る生体

への影響な ど を把握し 、 さ ら に ヒ ト に対する影響を予測する こ と によ って 、 食品を よ り 安全に

食する こ と がで き る よ う に何ら かの指標を作成 ・ 開発し たい と 考え る 。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



試料数

　すり身（たら） 15

　すり身（ほっけ） 9

　すり身（かに入り） 6

　すり身（えび入り） 4

　すり身（たこ入り） 1

　すり身（鶏ごぼう） 4

　すり身（鴨ねぎ） 2

　蒲鉾（たら） 2

　蒲鉾（たち） 1

計 44

表１．実験試料
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