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17検体，1984年8月から1986年6月の間に輸入されたバ  

ルク24検体，及び1986年3月から6月に製造された製品  

（出荷前に工場で収去した製品）5検体の合計55検体に  

ついて検査を行った。   

2）ハチミツの検査法：ハチミツからのボツリヌス菌  

分離は，Midraらの方法7）に準拠し，クックトミート培  

地（以下CMと略）（Difco）を用いて行った。培養は，  

300C，嫌気条件下で行った。培養のためのハチミツの前  

処理は，次に示す4つの方法で行った。   

方法A：10gのハチミツを30mgの1％ペプトン水で希  

釈したものを1検体当り5本ずつ作製し，8β00rpm，  

30分間遠心分離した。上清を取り除いて得られた沈壇を  

1mゼのペプトン水に再浮遊し，それぞれ15mgのCM培地  

に接種後培養を行った。   

方法B：50gのハチミツに，あらかじめ温めておいた  

蒸留水200mゼを加えよく撹拝した後，方法Aと同様に遠  

心分離し，沈遭を1本のCM培地（15mg）に接種した。   

方法C：100gのハチミツを用い，方法Bと同様に操作  

を行った。   

方法D：ハチミツ40gに温めた蒸留水200mゼを加え，  

混和・遠心分離後，沈壇を4mゼの蒸留水に再浮遊した。  

その原液及び10倍希釈液の1mゼをそれぞれ4本の，0．5  

％可溶性でんぷん及び0．3％ブドウ糖加CM培地（10mβ）  

に接種した。各濃度の試料を接種したCM培地の2本は  

800c15分加熱処理し，他の2本はそのまま培養した。   

3）ボツリヌス毒素の検査法：培養開始後5日臥 7  

日目及び10日目に培養上清の一部を取り，3，000rpm，  

15分間遠心分離した上清をゼラチン希釈液（0．4％  

Na2HPO4，0．2％ゼラチン，pH6．2）で5倍希釈し，0．5  

mゼずつをマウス腹腔に接種した。1検体当り2匹のマウ  

スを使用し，ボツリヌス特異症状の有無及び生死を4日  

間観察した。マウスがボツリヌス症状を呈して死亡した  

試料については，A～F型単価の抗毒素血清（血清研究  

Ⅰ はじめに  

1986年6月，千葉県船橋市内の病院を受診した乳児が，  

ボツリヌス症と診断された。これは，わが国で始めて確  

言忍された乳児ボツリヌス症例である。   

乳児ポッリヌス症は．生後3退から8ケ月の乳児が，  

ボツリヌス芽胞を含む食品を経口的に摂取することによ  

り生じる疾病である。   

本症は1976年，アメリカで発見された新しいタイプの  

ボツリヌス中毒である。現在までにカメリカ，イギリス，  

オーストラリアにおいて500以上の症例が認められてお  

り，患者の多くは，ハチミツを介してボツリヌス菌を摂  

取していたと報告されている1）。今回千葉県で確認され  

た症例においても，患者が飲用していたハチミツから，  

患者便中より分離されたものと同じA型ボツリヌス菌が  

検出された。このことから，本草例の原因食品はハチミ  

ツであろうと推定された。2）・3）   

ハチミツのボツリヌス菌汚染については，すでにアメ  

リカにおいて多くの調査がなされており，市販ハチミツ  

の約10％がボツリヌス菌で汚染されているという報告が  

ある4）。一方わが国においては，ハチミツの細菌汚染に  

関する調査は少なく，その実態が十分明らかとなってい  

るとはいえない。5）・6〉   

そこで著者らは，県内産及び輸入ハチミツのボツリヌ  

ス汚染状況を知る目的で，市販品．バルク及び製品ロッ  

トについて調査を行ったので結果について報告する。  

Ⅱ 材料及び方法  

1）被検ハチミツ：市販ハチミツ9検体，県内産製品  
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所製造）を用いて型別を行った。   

4）ボツリヌス菌の分離：ボツリヌス毒素が確認され  

た検体のCM培養液を，5％卵黄加GAM寒天平板培地  

（日水製薬）に塗沫し，300cで2日間嫌気培養を行った  

後，卵黄反応及びリパーゼ陽性（パーリー・レイヤー陽  

性）コロニーを分離した。  

Ⅲ 結果  

1）検査方法の比較：55検体のハチミツについて，検査  

法A・B・Cのいずれか1つとD法を組み合わせて，合  

計2回の検査を行った結果，3検体（5．5％）からボツ  

リヌス菌を検出した。検査法別の菌陽性数の内訳を表1  

に示す。  

表1 ハチミツからボツリヌス菌検出  

検査法別の検出率の比較  

されたもので，No．5及びNo，8は市販品 No．40は製品であっ  

た。  

表3 蜂蜜のボツリヌス菌による汚染実態調査  

産 地（国名）  陽性数／検体数  陽性率 （％）  毒素型   

国内  
千葉県内   0／17   0  

県  外   0／1   0   

外囲  
中国   0／14   0   

アルゼンチン   0／2   0   

アメリカ   0／3   0   

メキシコ   
ニュージー 

0／1   0   

ランド   0／2   0   

ハンガリー   0／2   0   

ソ  連   0／2   0   

＊アルゼロチン＋中   3／9   F型3                                            33．3   
：不明   0   

A  
0／4  

十   3／55   55  

検査方法   検 査 数   陽性数（％）   

A   10   1（10）   

B  17  0（0）   

C  29  0（0）   

D  52  2（3．8）   

Ⅳ 考察  

ハチミツからボツリヌス菌を分離するためすでに種々  

の方法が試みられているが，同一検体における繰り返し  

試験において結果が一定しない場合があることが，多く  

の調査により指摘されている4刷11）。著者らの試験にお  

いても，検査法を違えて検査を繰り返し行ったところ，  

得られた結果に再現性は認められなかった。（表2）   

繰り返し検査結果が一致しにくい原因の一つとして，  

ハチミツは粘度が高いため芽胞等の微粒子が混入してい  

ても均一に分布しないことがあげられるので，ハチミツ  

の細菌検査には，適当な温度を加えて粘度を低くしたり，  

よく混和しながら検体を採取し，検査のくり返し数を多  

くするなどの工夫が必要である。   

ハチミツは水分活性が低くpHが低いため，その中で一ヽ  

はほとんどの細菌は生育も生残もできない。しかし，芽  

胞は存在し続けることができ，適当な培地に移すことに  

より栄養型菌として増殖してくる。またハチミツ中には，  

ボツリヌス菌以外にも好気性芽胞菌のBacillus属や嫌  

気性芽胞菌のClostridium属が数多く存在している5）。  

今回の著者らの調査においても，土壌細菌である破傷風  

菌が検出されている。   

乳児ボツリヌス症は，食品中で増殖したボツリヌス菌  

が産生した毒素を摂取して発病する“食餌性ボツリヌス  

症”とは感染様式が異なり，摂取された芽胞が腸管内で  

発芽・増殖しながら産生する毒素により中毒を起こす  

“生体内毒素型食中毒”の範疇に入る。生後3退から8  

カ月の乳児のみが“生体内毒素型ボツリヌス中毒”を起  

こす原因は明らかではない。現在のところ，生後8カ月  

試料10gについて，4～5本ずつ培養するA法及びD法  

を用いた場合．陽性率はそれぞれ10％及び3．8％であっ  

た。一方，50～100gのハチミツを一本の培地で培養す  

るB法及びC法では、全ての検体がボツリヌス菌陰性で  

あった。ボツリヌス菌陽性となった3検体の検査法ごと  

の比較を表2に示す。検体No．5はA法で，5本のうち1  

本からF型菌が分離されたが，D法では分離されなかっ  

た。また，D法で陽性を示したNo．8及びNo．40は，いずれ  

も原液非加熱培養の1本のみからF型菌が検出されたが，  

No．8はA法で陰性でありNo．40はC法で陰性であった。No．  

40からはC法で，一破傷風菌が分離された。   

表2 ハチミツからのボツリヌス毒素検出法の比較  

検 査 方 法  検体番号】  由  来  
A B C D  

市販（中国・アルゼンチン）」＋1／5rF）ND ND －  

ー  

＿ ＿． 

＊Cl．tetanli＋  

2）産地別のハチミツの汚染状況：表3に示すように，  

千葉県産を含む国産品18検体は．すべてボツリヌス菌陰  

性であった。ボツリヌス菌が検出された3検体は，いず  

れも・アルゼンチン及び中国からの輸入品を混合して製造  

－40－   
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を過ぎると常在細菌が腸管に定着するため，経口的に摂  

取されたボツリヌス菌は腸管に定着し増殖することがで  

きないのであろうと推測されている12）。今回の著者らの  

調査では，県内産ハチミツ17検体はすべてボツリヌス菌  

陰性であった。しかし，最近行われた大規模な調査の結  

果，国内産ハチミツは輸入ハチミツ同様，その約5％は  

ボツリヌス菌陽性であることが報告されている8）。従っ  

て，国内産・輸入品を問わずハチミツなど，多種の細菌  

が混入していながら殺菌が不可能な食品類は，8カ月未  

満の乳児には与えないことが望ましい。  

∨ まとめ  

ハチミツに混入しているボツリヌス菌の分離を，4種  

′■の方法を用いて試みた。その結果，50～100gを1本の  
培地に入れて培養する方法に比べ．10gを1検体につき  

数本ずつ培養する方法が，ボツリヌス陽性率が高い結果  

が得られた。  

ハチミツ55検体のうち．3検体（5．5％）からボツリ  

ヌスF型菌が検出された。いずれも，アルゼンチン及び  

中国からの輸入品であった。今回の調査では．国産ハチ  

ミツはボツリヌス菌陰性であった。  

本稿を終るにあたり，ボツリヌス菌の分離同定につい  

ご指導をいただきました阪口玄二教授（大阪府大）およ  

び高橋元秀先生（千葉県血清研究所）に深謝いたします。  
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