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研究成果の概要（和文）：本研究は2000年に起きた黄色ブドウ球菌エンテロトキシンに汚染された乳製品による大規模
な食中毒事件の科学的な解明を目的とした。第一に、原乳に黄色ブドウ球菌を接種し、比較的高い温度（36－48℃）で
保存した結果、事件と同じ40℃（または44℃）で保存した場合が、最も多くの毒素量を産生した。この温度は事件の起
きた北海道の工場内の保管温度と等しかった。　
　第二に、乳、乳製品からの本毒素測定に対する公定法では煩雑で、時間がかかるため、より簡便で、低濃度の毒素を
測定するための前処理法を開発した。すなわち、陽イオン交換体を用いたイオンクロマトグラフィーで簡便で感度の良
い方法が開発できた。

研究成果の概要（英文）：THe present study was done to scientifically find the reasons for the outbreak by 
Staphylococcal enterotoxin incriminated in dairy products in Osaka and 2000. when staphylococcal cells 
were inoculated in raw milk and stored at the temperatures ranging from 36 C to 48C, the most production 
of the toxin was observed at 40 C (or 44 C). That temperature was the same as that of the causative milk 
in the outbreak.
 THen the pretreatment for the toxin measurement in dairy products were improved, because it takes a lot 
of time and work in the present pretreatment. As a result, the application of cation-exchange ion 
chromatography was successful in recevery, the amount of work, and sensitivity.

研究分野： 食品衛生学
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１．研究開始当初の背景 
 
 2000 年大阪で世界的にもまれな大規模食
中毒事件が市販低脂肪乳によって起き、その
原因物質は原乳中で増殖した黄色ブドウ球
菌のエンテロトキシンであった。一方、日本
国内で細菌性食中毒事件で本菌による事件
はなおも 3 位―4 位に位置している。また、
本毒素の中でもA型による事件が国内外にお
いてもかなり多い。 
 大阪での大規模食中毒事件を基に、私たち
は殺菌市販乳に接種した本菌の増殖および
それに伴う本毒素産生を数学モデルを用い
て予測してきた。しかし、殺菌牛乳と比べ、
様々な微生物に汚染された原乳中では微生
物間の競合などの影響を受けるため、本菌の
増殖および毒素産生性は殺菌市販乳とは本
質的に大きく異なると考えられる。また、上
記の事件の原因となった北海道工場で 40℃
程度で保管された原乳中での本菌の増殖と
毒素産生に関する知見はこれまでなかった。 
 さらに、乳製品中の本毒素測定のための前
処理法が現在の工程法では操作が煩雑で、回
収率も低い。そのため、より良い前処理方法
の開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
 上記の事件の原因を科学的に解明し、同様
な事件が再び起こらないようにする必要が
あった。そのため、各種微生物に汚染された
原乳中での黄色ブドウ球菌の増殖と毒素産
生量について、特に事故の原因となった北海
道工場での加工中の乳温度と関連させた温
度条件での知見を得ることを目的とした。 
 次に、乳製品中の本毒素測定のための前処
理法が現在、煩雑で回収率も低いため、より
良い前処理方法を開発し、簡便迅速に測定す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 原乳中での接種実験 
 新鮮で黄色ブドウ球菌汚染のない原乳を
東京農工大学内農場のホルスタイン種乳牛
から得た。なお、一般細菌汚染濃度の高い試
料と低い試料を用いた。各原乳中にエンテロ
トキシン(A 型)産生黄色ブドウ球菌を接種し、
36、40、44、48℃の比較的高温で保存した。
その期間中、一定時間毎にサンプルを取り出
し、その試料中の細菌数、黄色ブドウ球菌数
およびエンテロトキシン濃度を測定した。 
 細菌数は標準寒天培地平板を、ブドウ球菌
数はベアードパーカー培地平板を用いてそ
れぞれ測定した。原乳中の毒素量は試料を
13,000g で 15 分間遠心後、その上清と沈査に
ついて個々に蛍光酵素抗体法（バイダス、ビ
オメリュー社）によって高感度に測定した。
なお、沈査はバイダス用希釈液を用いて溶解
し、その溶解液中の毒素濃度を測定した。そ
の後、上清と沈査中の毒素濃度を合計した。 
 さらに、ブドウ球菌を各種菌濃度で接種し、

同様に検討した。すなわち、上記 2種の原乳
に102から107個/mlまでのブドウ球菌を接種
し、40℃または 44℃で保存した。保存中、一
定時間ごとに試料を取り、試料中のブドウ球
菌数と産生毒素濃度を上気した方法で測定
した。 
(2) 新たな前処理法の開発 
 乳製品からのエンテロトキシンの簡便前
処理法の開発については、陽イオン交換体
（C-25、GE ヘルスケア社）をカラムに詰めた。 
試料の前処理に最適な pH を検討するため、
エンテロトキシン(A 型)産生黄色ブドウ球菌
を液体培地で 37℃で 24 時間振とう培養後、
13,000g で 15 分間遠心し、上清を得た。その
上清を 1M 塩酸で各種の pH に調整した。 
 エンテロトキシン(A 型)を各種濃度で牛乳、
原乳、脱脂粉乳、ナチュラルチーズに添加し、
溶出後、毒素量を測定し、その回収率を求め
た。溶出液中の毒素は蛍光酵素抗体法（バイ
ダス、ビオメリュー社）で測定した。  
  
４．研究成果 
(1) 原乳中での黄色ブドウ球菌の増殖と毒
素産生性 
 自然微生物が低汚染及び高汚染した原乳
にそれぞれ毒素産生黄色ブドウ球菌を接種
し、36、40、44、48℃で保存した。その結果、
図 1に示すように 36、40、44℃ではブドウ球
菌が増殖したが、48℃では徐々に死滅した。
ただし、図 1B の高汚染原乳ではブドウ球菌
の接種菌濃度が高かったため、明らかな菌数
増加はみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1．原乳に接種した黄色ブドウ球菌の各種
温度での増殖 



A. 低汚染乳、B. 高汚染乳 
●, 36℃；■，40℃；▲,44℃；◆，48℃；
○,一般細菌数(A では 40℃、Bでは 44℃) 
バーは標準誤差を示す。 
 
 一方、この条件下で低汚染原乳では、エン
テロトキシン産生量は図 2に示すように、特
に温度による有意差はみられなかったが、
40℃と 44℃でやや高い産生がみられた。48℃
では全く産生されなかった。高汚染原乳では
36℃に比べて 40℃と 44℃で毒素産生量が高
く、36℃との有意差が認められた。 
 また、二つの原乳を比べると、自然微生物
の低汚染原乳の方が毒素産生量は高かった。 
 さらに、28℃および 32℃で同様な保存を行
なっても本菌の増殖はみられたが、毒素産生
は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2．原乳に接種した黄色ブドウ球菌の各種
温度でのエンテロトキシン A産生性 
A. 低汚染乳、B. 高汚染乳 
●, 36℃；■，40℃；▲,44℃；◆，48℃ 
*, 36℃との有意差あり (P<0.05) 
 
 次に、各種菌濃度で黄色ブドウ球菌を高汚
染及び低汚染原乳に接種し、同様に保存した。
その結果、本菌の増殖は図 3に示すように低
汚染乳では大きな差は認められず、高汚染乳
においては低い接種菌濃度の場合、やや増殖
に抑制がみられた。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3．原乳における各種濃度で接種した黄色
ブドウ球菌の増殖 
A. 低汚染乳（44℃）、B. 高汚染乳（40℃） 
□, 102; ◯, 103; ▲, 104; ◆, 105;■, 106;
●, 107 個/ml 
 
 各種接種菌濃度下での黄色ブドウ球菌エ
ンテロトキシン産生は図4にみられるように
接種菌濃度が高いほど産生量も高かった。す
なわち、濃度依存性が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 4．原乳における各種濃度で接種した黄色
ブドウ球菌の毒素産生 



A. 低汚染乳（44℃）、B. 高汚染乳（40℃） 
□, 102; ◯, 103; ▲, 104; ◆, 105;■, 106;
●, 107 個/ml 
 
 以上のように、原乳中では自然汚染微生物
の影響を受けるため、ブドウ球菌の毒素産生
は 40℃または 44℃で特に高い産生がみられ
たが、それ以外では抑制された。この結果は
高汚染原乳で顕著であった。なお、北海道工
場での事故の際の乳温度は同じ 40℃程度で
あったことが知られている。 
 
(2) 新たな乳製品中の毒素測定のための前
処理法開発 
 最初に試料の pH 検討するため、エンテロ
トキシン(A 型)を含む試料の pH を各種の pH
に調整した。洗浄、溶出後の回収した毒素量
は pH4.0 で最大であったので、これを最適な
値として、以後用いた。 
 実際の市販乳製品に精製毒素を添加して
(0.5ng/ml-0.025ng/ml お よ び 1ng/g- 
0.25ng/g)、回収実験を行なった。その結果、
添加毒素濃度に関わらず、牛乳、スキムミル
ク、ナチュラルチーズにおいておよそ 60％、
60％、40％の回収率であった。 
 さらに、大型カラムを使って試料の体積を
増すと、より低濃度の毒素を検出できた。 
 以上のように、陽イオン交換イオンクロマ
トグラフィーによって乳製品中の本毒素を
簡便迅速に、高い回収率で測定できることが
明らかとなった。今後、この処理法を用いて、
乳製品中の本毒素の測定が期待できる。 
 また、市販の陽イオン交換体用の固相抽出
カラムでは 10％程度の非常に低い回収率で
あった。これは、市販カラムは農薬などの低
分子を対象としているため、本毒素のような
高分子のタンパク質は不適合であったため
と考えられた。 
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