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回短 報
肉骨粉の顕微鏡鑑定における

塩化亜鉛水溶液による比重分離操作の改良

小林敏満・久保田貴志
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Ｉ緒 目

2001年９月に、わが国初の牛海綿状脳症(BSE)の患畜

が確認され、これ以降、国産牛肉に対する「安全･安心」

の確立が最重要課題となっている。これに伴い、家畜に

給与する飼料に、BSE感染源の恐れのある肉骨粉の混入

を防ぐための様々な取り組みが、生産者をはじめ飼料製

造会社、販売会社や行政機関などで実施されている。千

葉県では、同年11月より「肉骨粉等を家畜に使用しない

運動」を推進し(千葉県、2001)、この運動の一つとして、

県内で流通している畜産飼料の安全検査体制を強化して

いる。このため、この検査を担当している当千葉県農業

総合研究センターでは、飼料中の肉骨粉の有無を調べる

検査件数が急増している。

2003年２月現在、国で定められた肉骨粉の有無を調べ

る検査方法は、顕微鏡鑑定法(平成13年６月１日付け１３

生畜第1366号農林水産省畜産局長通知、2001)、PCR法

及びELISA法(平成14年４月９日付け14生畜第181号農

林水産省生産局長通知、2002)の３種類である。このう

ち、顕微鏡鑑定法は、一番早く公定法として定められた

分析法で、高価な機器や煩雑な操作を必要とせずに、比

較的高感度で肉骨粉の検出ができるため、ＥＵ(1998)各

国をはじめとして多くの分析及び検査機関で採用されて

いる。

顕微鏡鑑定法は、通常比重分離液としてクロロホルム

を用いて分離し、沈降した部分を検鏡して肉骨粉由来組

織の有無の確認を行う方法である。しかし、クロロホル

ムを使用した場合は、沈降した部分に骨組織以外の肉組

織や飼料中の植物原料などの火雑物が多く、肉骨粉由来

組織の鑑定が困難になりやすい。さらに、クロロホルム

は有毒で揮発性であるため、作業者の健康安全上好まし

くない。このようなことから､坂上ら(2002)は､比重分離

液として比重を1.8に調整した塩化亜鉛水溶液を比重1.5

のクロロホルムに代替して､分離する方法を開発した。
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坂上らの方法(以下､塩化亜鉛法とする)は、比重の大

きい動物質の骨組織が選択的に沈降するため、骨以外の

爽雑物が少なく肉骨粉の鑑定が容易であり、利便性が高

い。また塩化亜鉛は、分離ろ過後の洗浄時に用いられる

エタノールなどのアルコール類にも可溶で、実用性が商

いと考えられる。しかし、この方法では沈降した部分を

ろ過して分離物を得るときに、沈降物とともに粘性を呈

した多量の塩化亜鉛が残り、そのままではその後のアル

カリ処理が困難である。また、沈降した部分をろ過した

後、塩化亜鉛を除去するために洗浄する場合、多猛の水

を必要とし、洗浄から乾燥まで多くの時間がかかる。こ

のため、多量の検体を処理する場合は迅速性に欠ける。

そこで、これらの点を改善するため、新たな操作方法

を検討し、その実用性が確認できたので報告する。

なお、本試験の実施にあたっては、千葉県農業総合研

究センター検査業務課長中島信夫氏に貴重なご助言を頂

いた。また、独立行政法人肥飼料検査所本部飼料鑑定第

一課長石黒瑛一博士に本稿のご校閲を賜った。ここに記

して深く感謝の意を表する。

Ⅱ材料及び方法

１．供試試料

供試試料は、肉骨粉が混入していないことを確認した

牛用配合飼料(飼料名：和牛仕上用、飼料の種類：肉用牛

肥育用配合飼料、製造業者：丸紅飼料株式会社、製造年

月:2002年11月)に、肉骨粉(製造業者:富士化学株式会社、

製造年月:2001年７月)を、０％､0.1％､0.3％､0.5％､1.0％

混合し､それぞれ粉砕後1ｍｍの節を通したものを用いた。

２．塩化亜鉛酸処理法の検討

緒言で述べた塩化亜鉛法の問題を解決するために、比

重分離後からアルカリ処理までの間の操作、すなわち比

重分離物の回収、ろ過、水洗及び乾燥の操作を、以下に

記述する硫酸(ｌ＋34)で処理する「塩化亜鉛酸処理法」

として検討した。



１．塩化亜鉛酸処理法の検討

化石研究において、花粉化石だけを鉱物質から分離す

るための比重分離液として塩化亜鉛を用いているが、こ

の比重分離操作で水洗の際に塩化亜鉛によるコロイドが

生じた場合、希塩酸で酸性にしてコロイドを消去させて、

花粉化石を分離・回収している(化石研究会編、2000)。

したがって、弱い酸で、短時間の処理であれば、肉骨粉

をはじめとした飼料原料を分解させることなく、コロイ

ド状の塩化亜鉛を溶解させることが可能と考えた。また、

顕微鏡鑑定法の酸処理に用いられている硫酸(１＋34)の

利用がより実用的と考え、本法では、硫酸(ｌ＋34)を酸

処理剤として用いた。

本法において、沈降物を全量回収するための洗浄で生

じた、コロイドを含む沈降物回収液のｐＨは5.7～6.3であ

った。また、硫酸(１＋34)を添加しコロイドを消去した

時点でのｐＨは2.6～3.0であった(第１表)。このことから、

各比重分離操作法により分離した試料を、実体顕微鏡

(オリンパス社製・SZX12)を用い、２０～30倍の倍率で鑑

定し、肉骨粉数を計測した。

顕微鏡鑑定法による試料中の肉骨粉などの飼料原料の

計測は、通常飼料分析基準注解(1998)に示された方法に

より行われる。これは、検鏡で確認された飼料原料に対

して、測定者が大きさの基準となる対象物を定め、これ

と比較しながらその個数を計測する方法である。このた

め、この計測方法では基準となる対象物の大きさが第三

者からはとらえにくい。そこで、具体的に各試験区での

計測結果が判断できるように、直径0.7ｍｍの円が描かれ

た透明なシートを作成し、実体顕微鏡のステージ部に貼

り付け、検鏡で比較確認できるようにした。そして、こ

の円と同等の大きさである肉骨粉の骨片を１個とし、そ

れより小さい肉骨粉はその大きさで１/４，１／２，３/４

の３段階に分けて、それぞれ025,0.5,0.75個として計

測した。

なお、顕微鏡鑑定法では、試料は粉砕後1.0ｍｍの筋を

通すことが一般的であることから、直径0.7ｍｍの円が大

きさの単位として都合がよいと考えた。

３．三種類の比重分離法による肉骨粉の鑑定

上記(供試試料)のとおり作成した各肉骨粉混入飼料ｌｇ

を用いて､以下の三種類の比重分離法により鑑定を行った。

（１）クロロホルム法

比重分離液にクロロホルムを用い、0.3％肉骨粉混入飼

料について飼料分析基準注解(1998)に従って比重分離操

作を行った。

（２）塩化亜鉛法

比重分離液に比重1.8に調整した塩化亜鉛水溶液を用

い、各肉骨粉混入飼料について坂上ら(2002)に従って比

重分離操作を行った。

（３）塩化亜鉛酸処理法

Ⅱ２に記述した処理方法に従って、各肉骨粉混入飼料

について比重分離操作を行った。

２５ｍｍ

第１表沈降物回収液の酸処理前及び処理後のpH変化
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第１図比重分離用ロート

坂上ら(2002)に従い、比重1.8に調整した塩化亜鉛水

溶液を用いて試料ｌｇを比重分離させた。下層に沈降し

た試料を、ろ紙を用いずに100ｍLのトールビーカーに直

接受けて回収し、さらに沈降した試料を全て回収するた

めに比重分離用ロート(第１図)内の沈降した箇所を中心

に少量の水で洗浄した。このとき、試料を含んだ水溶液

はコロイド状となるため、この液が透明になるように硫

酸(ｌ＋34)を添加した。その後トールビーカーの上部ま

で水を入れ静置した後、塩化亜鉛を除くために沈降物を

流失しないように上澄み液を除去し、この操作を３回繰

り返した。その後10ｍL程度まで上澄み液を除去し、

５％水酸化ナトリウム溶液を約40ｍL加えた。以後は、

坂上ら(2002)に従い、アルカリ処理及び洗浄操作を行っ

た後、実体顕微鏡を用いて肉骨粉の鑑定を行った。

この塩化亜鉛酸処理法において酸処理の条件を検討す

るため、酸処理前のコロイドを含む沈降物回収液と、酸

処理後でコロイドを消去した沈降物回収液について、そ

れぞれのｐＨを測定した。また、塩化亜鉛酸処理法の作

業性を検討するため、塩化亜鉛法と異なる操作での作業

時間を測定した。

Ⅲ 結 果 及 び 考 察
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酸処理前

酸処理後
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注l)比重分離液として用いた塩化亜鉛水溶液のpHは1.2．
洗浄に用いた純水のpHは6.8.

2)使用した酸は硫酸(l+34)．

2０

２０

5.9

2.9

5.7～6.3

2.6～3.0



約250以上

実際にはｐＨが約３以下になるように硫酸(１＋34)を添

加することで、コロイドを消去できると考えられる。な

お、本試験において、コロイドが消去した時点の添加し

た硫酸(ｌ＋34)量は、約２ｍLであった。

また､塩化亜鉛酸処理法及び塩化亜鉛法の､処理の異な

る操作で要する作業時間を第２表に示した｡特に､塩化亜

鉛酸処理法は塩化亜鉛法での塩化亜鉛の洗浄や乾燥の操

作時間が大幅に短縮できるので､操作項目が減り､操作が

より簡易で､塩化亜鉛法に比べて合計時間はｌ/６程度で

あった。

なお、比重分離液として本試験で用いた塩化亜鉛水溶

液は、クロロホルムとは異なり、揮発性に対してより安

全であるが、塩化亜鉛は劇物に属し、また使用後の廃液

は重金属を含むので、取り扱いには下水などに直接流さ

ないよう十分な注意を要する。

法ともに約３個の肉骨粉が確認された。すなわち、両法

とも0.1％以上の肉骨粉混入飼料に対して肉骨粉の鑑定

が可能と考えられる。

塩化亜鉛酸処理法と塩化亜鉛法について、各混入割合

での両法の肉骨粉数に、有意水準５％で有意な差が認め

られなかった。また、両法について飼料中の肉骨粉混入

割合と肉骨粉数の回帰分析を行い、それぞれの相関係数

は塩化亜鉛酸処理法が0.892、塩化亜鉛法が0.848であっ

た。一方、両法における回帰係数については、勾配訂切

片ともにそれぞれ有意水準5％で有意な差は認められな

かった。以上のことから、飼料中の肉骨粉鑑定において、

塩化亜鉛酸処理法は塩化亜鉛法と同等の鑑定が可能であ

ると考えられる。

クロロホルム法による0.3％肉骨粉混入飼料の肉骨粉

数は21.0±9.0個であり、塩化亜鉛酸処理法の約2.2倍、

塩化亜鉛法の約1.8倍の肉骨粉数が確認された。また、

0.3％肉骨粉混入飼料での肉骨粉数の変動係数(％)は、ク

ロロホルム法の43.1％に対して、塩化亜鉛酸処理法及び

塩化亜鉛法はそれぞれ28.4％、20.0％で小さかった。こ

れは、クロロホルム法では植物質由来の飼料原料などの

爽雑物が増加することによる妨害が起こるため、計測に

２．クロロホルム法、塩化亜鉛法及び塩化亜鉛酸処理

法による肉骨粉の鑑定

０％、0.1％、0.3％、0.5％、1.0％肉骨粉混入飼料で

の、塩化亜鉛酸処理法及び塩化亜鉛法で計測した肉骨粉

数を第３表に示した。クロロホルム法で検出が可能な最

小混入割合である0.1％の肉骨粉混入飼料(Official

JournaloftheEuropeanCommunities、1998)でも、両

大きな差が生じたものと考えられる。

第２表塩化亜鉛酸処理法及び塩化亜鉛法での作業時間の比較注'）

２１．０±９．０

比重分離法 操作項目 作業時間（分）

注l)肉骨粉数は平均±標準偏差．
２)塩化亜鉛酸処理法と塩化亜鉛法は12反復.クロロホルム法は8反復．
３)p値：塩化亜鉛酸処理法と塩化亜鉛法との比較．ｎｓ：ｐ＞0.05(Student，ｓ/検定)．

酸処理(硫酸(l+34)添加） 1０

塩化亜鉛酸処理法

0.07611'患0.0595､ま０‘4669,鶏0.9786n＄

水処理（洗浄） ２５～３０

合計作業時間 ３５～4０

ｐ値

ろ 過 ・ 洗 浄 ６ ０ ～ ９ ０

乾 約1 80 以上乾一燦哩）－－約18Q以上
残さ 物 を ビ ー カ ー へ 移 し か え １ ０

塩化亜鉛法

2.8±１．２

３．８±１．３

合計作業時間

1６１
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注l)作業人数2人、１０検体同時処理で計測．
各試験区の操作項目は、いずれも比重分離・沈降物採取後から
アルカリ溶液添加・アルカリ処理に至るまでの項目．

２)室温25℃で放置．

４５．６±】５．２

４５．８±１８．５

１７．９±６．５

２０．１±８．４

比重分離法

９．５±２．７

１１．６±２．３

０％ 0.1％ ０．３％ 0.5％ 1.0％

０
０

塩化亜鉛酸処理法
塩化亜鉛法
クロロホルム法
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試料（配合飼料）

↓
粉砕、箭(1mmメッシュ)通し

＋
秤量(19）

↓
塩化亜鉛水溶液（比重'､8調整油')）で比重分離

↓
lOOmLトールビーカーで沈降物採取波2）

↓
ロート下口部に残った沈降物を水で洗浄

＋
硫酸(l+34)を添加（コロイド消去まで:通常2mL程度）

水を添加･除去し塩1$剛を除く(3回操作)瀬”
lOmL以下になるように水を除去

↓

‘秘棚ﾋﾅﾄIｳﾑ鮒凧L添加
アルカリ処理（30分間煮沸）

↓
アルカリ溶液洗浄

↓
沈降物全量を小型シャーレに移す

↓
顕微鏡鑑定・肉骨粉判定

注l)水lOOmLに特級塩化亜鉛412.39を溶解させる（比重計を用いて比重をあわせる）。
試料19を入れたら細いガラス棒などでよくかき混ぜた後、約20分間放綴する。

２)沈降した部分を中心に、塩化亜鉛水溶液が出来るだけ少ない堂になるよう採取する。
３)塩化亜鉛水溶液と馴染ませるように、水を添加する。
沈降物が浮遊した場合は、軽くかき混ぜて中央に集め、薄い平らなへらなどで水中に押し込むとよい。

第２図塩化亜鉛酸処理法による肉骨粉の顕微鏡鑑定法のフロー

３．塩化亜鉛酸処理法による操作フローの作成

以上より、肉骨粉の顕微鏡鑑定における塩化亜鉛酸処

理法の適用が可能であり、本法は特に多検体の処理に有

効であると考えられた。

これを踏まえて、本法による肉骨粉の鑑定分析のフロ

ー図を作成した(第２図)。

Ⅳ摘要

肉骨粉の顕微鏡鑑定における比重分離操作法の改善を

目的に試験を行い、塩化亜鉛酸処理法を開発した。その

結果は以下のとおりである。

１．塩化亜鉛水溶液による比重分離後の沈降物の回収に

おいて、水洗時に沈降物を含んだ溶液は塩化亜鉛のコロ

イドを生じる。これを消去するにはｐＨ3.0以下になるよ

うに硫酸(１＋34)の添加(通常２ｍL程度)が有効であった。

２．塩化亜鉛酸処理法での操作は、塩化亜鉛法より簡易

で、その操作時間はｌ／６程度となった。

３．塩化亜鉛酸処理法は、塩化亜鉛法と肉骨粉の鑑定結

果が近似し、０.'％以上の肉骨粉混入飼料で肉骨粉の鑑

定が可能であった。

４．以上の結果から、塩化亜鉛法を改良した塩化亜鉛酸

処理法による、飼料中の肉骨粉の顕微鏡鑑定フローを作

成した。
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lmprovementoftheprocedureofspecificgravityseparationusingzincchloride

solutioninthemicroscopicidentificationfOrmeatandbonｅｍｅａｌ

'IbshimitsuKoBAYAsHIandTakashiKuBonok

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｅａｔａｎｄｂｏｎｅｍｅａｌ，identification，

zincchloride，specificgravityseparation，

bovinespongifbrmencephalopathy(BSE）

Sｕｍｍｏｒｙ

Anewspecificgravityseparationmethodwasdevelopedfbridentificationofmeatandbonemealby

microscope・Ｔｈｅｒｅsultsobtainedwereasfbllows．

ｌ･Duringtherecoveryoftheprecipitatesfbllowingspecificgravityseparationbyaqueouszinc

chloridesolution,thesolutioncontainingtheprecipitatesproducesacolloidofzincchloridewhen

waterrinseisperfbrmed.'Ibeliminatethis,itwaseffbctivetoaddsulfUricacid（1+34)(normally；

about2mL)sothatthepHislessthan3､０．

２．Whenaqueouszincchloridesolutionwasusedasthespecificgravityseparatingsolution，the

procedureusingtheaboveacidtreatmentwassimplerthantheconventionalanalysistreatment，

ａｎｄｉｔｔｏｏｋｏｎｌｙａｂｏｕｔｌ/６ofthetime、

３．Accordingtothismethod，theevaluationresultsfbrmeatandｂｏｒｎｍｅａｌｗｅｒｅｓｉｍｉｌａｒｔｏｔｈｏｓｅｏｆ

ｔｈeconventionalanalysismethod,andthismethodwasdetectableinfeedstuffScontainingO､1％ｏｒ

ｍｏｒｅｍｅａｔａｎｄｂｏｎｅｍｅａ１．

４．Fromtheaboveresults，aflowchartofthemicroscopicidentificationfbrmeatandbonemealin

feedstuffSusingthisimprovｅｄｍｅｔｈｏｄｗａｓｄｒａｗｎｕｐ．
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