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序論 

 

 サルモネラは、グラム陰性通性嫌気性の無芽胞桿菌であり、多くは周毛性鞭毛を持

ち、運動性を示す（坂崎ら，1992）。ヒトに対して病原性を持つサルモネラには、腸

チフスやパラチフスの原因となるものと、感染型食中毒を起こすものがある。後者の

サルモネラは、1885 年に Salmon と Smith によって豚コレラを発症した豚から初め

て分離された。その後、1888 年に Gärtner によって、病死した牛および牛の肉を喫

食した食中毒患者から分離された。サルモネラの発育温度は 35～43℃で、10℃以下

ではほとんど増殖できない（廣井，2014）。熱抵抗性は弱く、60℃、20 分あるいは 70℃、

数分の加熱で死滅する（廣井，2014）が、乾燥に強く、小麦（Crumrine ら，1969）、

ピーナッツバター（Kataoka ら，2014）、乾燥ミルクやココアパウダー（Juven ら，

1983）およびチョコレート（Podolak ら，2010）等、水分活性の低いさまざまな食品

や飼料の中（Carlson ら，1970；Doesburg ら，1970；Morita ら，2004）および環境

（Morita ら，2004）で長期間生残することが確認されている。 

現在、サルモネラは分類学的に Salmonella enterica、S. bongori および S. 

subterranea の 3 菌種に分類され、さらに S. enterica は 6 亜種に分類される（CDC，

2015）。また、血清学的には細胞壁およびその付近に存在する多糖質、たんぱく質、

脂質の複合体である O 抗原と、鞭毛を構成するたんぱく質である H 抗原の組み合わ

せにより 2,500 種類以上に分類される（CDC，2015）。ヒトおよび動物に対して腸管

系疾患またはチフス様疾患などの病原性を示すものの多くは、S. enterica の亜種

enterica に属している。我が国の動物から分離されるサルモネラの主要な血清型は、

牛では Typhimurium、Dublin、Enteritidis および Naestved、豚では Choleraesuis、

Derby、Typhimurium、London および Enteritidis、鶏では Sofia、Thompson、Blockley、

Infantis、Typhimurium および Enteritidis など（伊藤ら，1999 年）で、Enteritidis
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および Typhimurium は、家畜からの分離でも上位を占めている（廣井、2014）。従

って、S. Enteritidis および S. Typhimurium は、食中毒の原因として上位を占めて

いる（廣井，2014）。また、S. Choleraesuis は豚、S. Dubline は牛にサルモネラ症を

起こす（坂崎ら，1994）。これら 4 血清型は家畜および食品衛生上極めて重要なサル

モネラであるため、家畜伝染病予防法の届出伝染病に指定されている（農林水産省，

2004 年 b）。 

サルモネラ食中毒は多くの国で報告されており、大規模事例は鶏卵（Kuehn，2010；

Moffatt ら，2012）等を原因食品とするものが多い。米国アイオワ州の鶏卵業者がサ

ルモネラに汚染されている恐れがあるとして、約 5 億 5,000 万個の鶏卵を回収した事

例も発生している。米国疾病対策センター（CDC）によると、この汚染鶏卵が原因と

みられる食中毒患者は 2,000 人以上に上ると報告されている（Kuehn，2010）。原因

食品は鶏卵以外にも、ピーナッツバター（CDC，2013）、食肉製品（Bremer ら，2004；

Luzzi ら，2007；Torres ら，2012）、野菜や果実（Brooks ら，2001；Mahon ら，1997；

Miller ら，2013）など多岐にわたっている。日本国内では、1936 年に静岡県浜松市

の中学校の運動会で、サルモネラに汚染された飴を使用して製造された大福餅を食べ、

死者 44名を含む患者 2,201人を記録した大規模食中毒が発生している（小沼，2014）。

1988 年には、北海道で錦糸卵を原因とした患者数 10,476 名のサルモネラ食中毒が発

生しており、本事例は 2000 年に加工乳および乳製品を原因として発生したブドウ球

菌による食中毒患者数 13,420 名に続く発生患者数の多い食中毒事例として記録され

ている（山本，2007）。1980 年代半ばから、米国や欧州で、産卵用鶏に S. Enteritidis

が侵入し、卵がサルモネラに汚染され、卵料理によるサルモネラ食中毒が激増した。

日本国内でも、1990 年代から同様の傾向が見られるようになった（伊藤ら，1996）。

このような状況を受け、国は 1998 年に鶏卵の低温保存および期限表示などの対策を

施行した（厚生省，1998）。また、種鶏場、ふ卵場および採卵養鶏場に対して衛生管

理のガイドラインを示し（農林水産省，1993；2005）、大規模な採卵養鶏場に対して



3 

 

は危害分析・重要管理点（Hazard Analysis and Critical Control Point；HACCP）

による衛生管理や S. Enteritidis に対するワクチンを鶏に接種することを推進し（農

林水産省，2002）、飲食店に対しては、サルモネラが死滅する加熱処理の徹底を呼び

かけた（厚生労働省，2016b）。以上のような対策の結果、2000 年以降は、サルモネ

ラ食中毒は事件数、患者数ともに減少傾向を示しており、近年においてはサルモネラ

を原因とした食中毒患者数は年間 400 人から 4,000 人程度で推移している（厚生労働

省，2016a）。しかし、現在でも鶏卵内部のサルモネラ汚染は継続的に確認されており、

特に、老人施設や病院の集団給食施設におけるサルモネラ食中毒では鶏卵の関与が高

い（伊藤，2009）。また、従来から問題になっている鶏肉におけるサルモネラ汚染は

近年も改善が見られず、その安全性が懸念されている。最近の調査においても汚染率

は国産鶏肉で 47.4％、輸入鶏肉で 17.7％に達していた（小野，2014）。汚染の原因と

して、家禽の飼育段階におけるサルモネラ汚染の要因が多いこと（中村，1994）が考

えられる。特に配合飼料（飼料）を介した家禽の汚染は重要視されている（佐藤，1990；

2003）。 

たんぱく源としての飼料原料は、動物性と植物性に大別され、動物性のものには、

魚粉、肉粉、肉骨粉、血粉、骨粉、フェザーミールおよび脱脂粉乳など（杉林ら，2014）

がある。油粕は、植物性のたんぱく源の一つであり、食用油製造過程において大豆や

菜種などの油糧種子から、圧搾またはヘキサン抽出によって油を取り除いた残渣であ

る。油粕はヘキサン抽出後、脱溶剤、乾燥、冷却および整粒などの工程を経て製造さ

れる（佐藤ら，1999）。たんぱく質含量が高く、必須アミノ酸の含有量に優れる油粕

（鎌田ら，2005）は、各動物の飼料に使用されており、特に養豚、養鶏、乳牛用飼料

中での配合割合が高い（杉林ら，2014）。油粕の原料は、大豆や菜種の他、綿実、落

花生、サフラワーおよびひまわりなど様々であり、それらの飼料的価値も多岐にわた

る。例えば、大豆油粕を与えられた乳牛から得られたバターの硬度が低いこと、肉牛

では肥育効果が高いことが指摘されている（渋井ら，2012）。しかし、汚染の程度に
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差はあるものの、飼料の多くからサルモネラが検出されることも指摘されている（佐

藤，1990；2003）。1948 年に飼料の原材料の一つであった卵が原因となり、飼料にお

けるサルモネラ汚染が初めて報告された（Edwards ら，1948）。そして、1950 年代か

ら 1970 年代には、サルモネラの汚染・疫学調査が飼料を対象に盛んに行われた。こ

の時の主な汚染源となった原料は、肉骨粉および魚粉などの動物性たんぱくであり、

汚染率は肉骨粉で 4.0～86.4％、魚粉で 3.3～56.3％と報告されている（Williams，

1981）。我が国においても、当時の生産量が世界第 2 位であった魚粉が、サルモネラ

の汚染源であると指摘された（橋本，1968；橋本ら，1966）。他方、油粕を含む植物

性の飼料原料におけるサルモネラ汚染に関しては、1950 年代後半からノルウェー、英

国および米国などで報告されているものの、汚染率は 10％以下と低く（Allred ら，

1967；Edwards ら，1967；Grumbles ら，1961；Hauge ら，1958；Taylor，1960；

Timoney ら，1970）、汚染源としての重要性は低いと考えられ、製造工場における詳

細な汚染調査は行われていない。我が国では、1980 年頃から油粕のサルモネラ汚染が

詳細に調査され始めた。1983 年から 1988 年のサルモネラ汚染率は、大豆粕では 5.9%

であったものの、大豆に較べ油分の多い菜種粕とサフラワー粕では、それぞれ 30.4%

と 52.4%に達している（木下ら，1988；小林ら，1989a；1989b）。1979 年から 1996

年までの調査では油粕全体の汚染率は 9.4%であったが（佐藤，2003）、近年の油粕の

サルモネラ汚染率は、2013 年は 5.6%、2014 年および 2015 年は 0％と低下傾向で推

移している（農林水産省，2015；2016）。しかし、農林水産省の調査ではサンプル数

が数十検体と少ないため、油粕のサルモネラ汚染の実態が正確に反映されていないと

考えられる。年間数千検体を分析する油粕工場では、散発的ではあるが未だサルモネ

ラ汚染が確認されており、実際に経済的な損失が発生している。  

 2001 年の牛海綿状脳症（bovine spongiform encephalopathy；BSE）の発生を受

けて、我が国では、牛、羊などの反芻動物用飼料原料に肉骨粉、肉粉および骨粉など

の動物由来の原料の使用が禁止された（農林水産省，2003）。そのため、動物由来の
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たんぱく質に代わるものとして、植物由来の油粕が使用されることとなり、飼料にお

ける油粕の重要性が増すこととなった。実際に BSE 発生前の 2000 年には、油粕の配

合割合は 12.5％であったものが、発生後の 2002 年には 14.5％まで増加している（農

林水産省，2004a）。現在、我が国における国内産油粕および輸入油粕の飼料消費量は、

それぞれ約 322 万 t および約 228 万 t である（農林水産省，2016；財務省，2016）。

従って、前述した様に油粕のサルモネラ汚染率は動物性たんぱく源の飼料原料のそれ

よりも低いものの、その実態を把握することは畜産衛生上重要と考えられる。  

 油粕工場では、油粕原料、作業床、作業者の靴裏や冶具、機械装置、衛生動物およ

びエアー等の製造環境にサルモネラが常在化し（Morita ら，2006）、製造工程内の残

留物からもサルモネラが検出される場合がある。一般的に油粕工場のサルモネラは加

熱、乾燥、薬剤および紫外線などのストレスを受け損傷している可能性が高い。さら

に、製造環境では複合汚染が疑われるため（Morita ら，2006）、疫学解析に用いる検

出法の感度および精度を高める必要がある。損傷菌を効率的に分離するために、従来

から培養条件の変更（D’Aoust ら，1992）や濃縮法の開発（Shaw ら，1998）が行わ

れてきた。また、家禽衛生分野では、低濃度の汚染および損傷菌に対する検出率を高

める目的で、選択増菌培地の培養時間を極端に延長した遅延二次増菌培養法（delayed 

secondary enrichment method：DSE 法）が推奨されている（Waltman ら，1991）。

しかし、これらの方法を用いた油粕の製造施設および製造環境を対象とした調査はほ

とんど行われていないのが現状である。  

 我が国の油粕工場は、製品油粕の保管容量が不十分な場合が多く、しばしばサルモ

ネラ検査の判定前に、製品が出荷されている。従って、油粕工場における製品油粕の

サルモネラ検査には、簡便性と迅速性が求められ、これまでに 1－2 テスト（Erdman

ら，2003）、Salmonella-Tek（Desmidt ら，1994）、Singlepath Salmonella（Lindhardt

ら，2009）および Dynabeads anti-Salmonella（Shaw ら，1998）などの簡易迅速キ

ットが用いられてきた。しかしこれらの手法は、結果判明までに早くても 30 時間か
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ら 3 日を要するため、検査時間の短縮に取り組む飼料工場ではより迅速かつ簡易な検

出法の導入が課題となっていた。このような課題を受けて、近年、リアルタイム PCR

を原理とする簡易迅速検出法が開発され、検査時間は 24 時間程度にまで短縮された

（Belete ら，2014）。しかし、我が国の油粕工場における生産量および保管能力を考

慮すると、迅速性に関してはいまだ不十分であり、さらなる検査時間の短縮が求めら

れている。安全な飼料または油粕を迅速に出荷できるシステムを構築するためには、

10 時間程度で判定可能な検出法を確立することが必要である。しかし、時間短縮に関

する報告は少なく、また検査機器および対象とする試料や菌種ごとの最適な条件は確

立されていない場合が多い。一方で、試料および前増菌培地成分が PCR の増幅反応

や DNA の検出を阻害する（Ganz ら，2013）ことも報告されており、それらに影響

しない PCR 用前増菌培地を選定することが重要な課題となっている。  

木下ら（1988）の研究において、我が国の油粕からは、Mbandaka、Lexington、

Agona および Cubana の血清型が検出されたことが指摘されている。これらの血清型

は配合飼料からも同様に分離された（小林ら，1989a）ことから、油粕が飼料汚染の

要因の一つである可能性が示唆された。このため、先行研究において、国内の油粕工

場を対象として詳細なサルモネラ汚染調査を行い、製造環境における特定の区域は高

頻度でサルモネラに汚染されていること（Morita ら，2006）、油粕中のサルモネラは

低温、高油分および低水分活性の条件下で生残性が高まること（Morita ら，2004）

を明らかにした。一般的に、製造環境は高油分および低水分活性の状況にあり、サル

モネラが常在化しやすいと考えられ、殺菌等の対策が重要である。油粕製造工場と類

似する環境として養鶏場および牛舎があり、作業床、壁、土壌など、特に汚染が高い

と考えられる環境を消毒、殺菌する方法として、様々な消毒方法が報告されている（中

村，1997；横関ら，1997；1998）。しかし、筆者は、これらの手法の応用例に関する

油粕工場における環境対策に関する充分な研究を見出すことができなかった。また、

油粕製造工程におけるサルモネラの制御技術についても、ほとんど報告例がないと考
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えられた。油粕中の血清型に関しても、筆者は、木下ら（1988）の研究以降のものに

関して、有意な報告を見出すことができなかった。  

以上のことから本研究においては、複数の国および工場において油粕工場のサルモ

ネラ汚染実態を明らかにするとともに、製造環境および製品油粕のサルモネラ汚染を

低減させることを目的として、油粕工場に適した検査方法、製造環境および製品油粕

のサルモネラ汚染対策に関する検討を行った。まず第一章においては、サルモネラ分

離に適した方法として DSE 法を検討した。第二章においては、日本とインドにおけ

る計 4 箇所の油粕工場のサルモネラ汚染実態を明らかにするとともに、効果的な作業

床のサルモネラ汚染対策を検討した。第三章においては、工程内残留物の除去および

微粉の除去という 2 種類の対策により、油粕のサルモネラ汚染が軽減することを、実

際の製造工程を対象として検討した。第四章においては、最終製品の検査に適した方

法として、MP 培地およびリアルタイム PCR を組み合わせて約 10 時間でサルモネラ

を検出できる簡易迅速検出法を検討した。以上の検討により、油粕および製造環境の

サルモネラ汚染実態とその制御法を明らかにすることを本研究の目的とした。  
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第一章 油粕工場における遅延二次増菌培養法の検討 

 

1-1 はじめに 

先行研究において、油粕におけるサルモネラ汚染の原因は主に油粕工場における環

境からの二次汚染であることを指摘している（Morita ら，2006）が、製品油粕や油

粕製造環境のサルモネラ汚染は、皆無になっていない。食の安全・安心が問われ農場

から食卓（from farm to table）までの一貫した衛生管理が求められている今日、家畜、

家禽の餌となる油粕のサルモネラ汚染の制御は、重要な課題の一つと考えられる。  

飼料および食品の製造工程を汚染したサルモネラは、乾燥に強いため、長期間残存

すること（Morita ら，2004；対馬ら，2000）が指摘されており、油粕製造環境にも

サルモネラが常在することが明らかにされている（Moritaら，2004；Moritaら，2006）。

このような汚染実態を正確に把握するためには、検出感度および精度に優れた検出法

が求められる。また、サルモネラの複合汚染に対処するためには、多様な血清型のサ

ルモネラを効率良く分離できる手法を開発することが重要である。以上のような手法

により、疫学的解析の精度が向上すると考えられる。しかし、一般的に環境を汚染し

ているサルモネラは菌量が少なく、乾燥あるいは消毒のための薬剤や紫外線などに暴

露されている。また、サルモネラは製造工程においては加熱や乾燥の処理を受けてい

る。そのため、環境や油粕中のサルモネラは損傷している可能性が高い。このような

菌量が少ない環境におけるサルモネラ汚染および損傷菌に対する検出率を高めるため

の方法として増菌培養法があげられ、家禽衛生の分野での検討が数多くなされている

（鶏病研究会，2001；Schultz ら，2012；Soria ら，2013a；2013b）。これらの手法

の中でも、DSE 法（Pourciau ら，1978）は、古くから用いられている。本手法は、2

段階にわたり選択増菌培養することで、公定法である飼料分析基準に準じた方法（農

林水産省消費・安全局長通知，1995）（以下、飼分法）よりも検出率を上げることを

目的とし、家禽衛生の分野では本法を用いた検討が多い（Brooks ら，2014；鶏病研
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究会，2001；中村ら，1997；Waltman ら，1991）。しかし、今回対象とする油粕製

造施設では、DSE 法を含めたサルモネラ検出法の検討はほとんど行われていない。  

以上のことから、本章では、油粕工場で採取した試料を用いて、飼分法と DSE 法

のサルモネラ検出率を比較するとともに、DSE 法に用いる選択増菌培地を評価した。

さらに、飼分法と DSE 法で分離されたサルモネラの O 抗原を調査し、家禽およびそ

の生育環境の汚染調査で古くから用いられている DSE 法の油粕工場への応用を評価

した。 

 

1-2 材料および方法 

1-2-1 供試試料 

飼分法と DSE 法の検出率の比較を調査 1、DSE 法に用いる選択増菌培地の比較を

調査 2 とした。調査 1 において供試した試料は、日本の油粕工場で採取した油粕原料

34 検体（大豆 19 検体、菜種 15 検体）および環境拭き取り試料 92 検体（作業靴 48

検体、機械装置 29 検体、作業床 15 検体）の計 126 検体である。また、調査 2 におい

て供試した試料は、油粕 14 検体（大豆粕 14 検体）、油粕原料 26 検体（大豆 5 検体、

菜種 5 検体、混合 16 検体）および環境拭き取り試料 14 検体（作業靴 6 検体、作業床

8 検体）の計 54 検体である。油粕試料として、製造工程および保管施設より製品油粕

を 25g 採取して用いた。原料船の船倉または工場内への搬入工程から、大豆など油粕

の原料を 25 g 採取採取し、これを油粕原料試料とした。油粕原料試料には、埃や土等

の微粉が含まれていた。環境拭き取り試料の採取には、ペプトン加生理食塩水を浸漬

させた滅菌綿棒または滅菌ガーゼを使用した。作業靴は片足のみを対象とし、裏面全

体を拭き取り 1 検体とした。また、製造装置および作業床は、それぞれ約 1,000 ㎠の

面積を拭き取った。なお、すべての試料を日本の油粕工場で採取した。  
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1-2-2 使用培地 

 前増菌培地として 0.6%Tween80（東京化成工業）加ペプトン水（BPW：OXOID）、

選択増菌培地としてハーナ・テトラチオン酸塩基礎培地（HTT：日本製薬）、セレナ

イトシスチン基礎培地（SC：日水製薬）、ラパポート・バシリアディスサルモネラ増

菌培地（RV：日水製薬）およびテトラチオネイト・ブリリアントグリン胆汁増菌培地

（TBG：Merck）、選択分離培地として DHL 寒天培地（DHL：日水製薬）および

CHROMagar Salmonella（CAS：CHROMagar）を用いた。また TSI 寒天培地（TSI：

栄研化学）と LIM 寒天培地（LIM：栄研化学）を生化学試験に用いた。  

 

1-2-3 各試料からのサルモネラの検出 

 調査 1 および調査 2 における飼分法と DSE 法のサルモネラ検出法のフローチャー

トをそれぞれ図 1-1 および図 1-2 に示した。 

 調査 1 では、油粕原料 25 g をストマッカー袋に秤量し、前増菌培地 BPW225 mL

を加えて 2 分間ストマッキングした後、35℃で 18～24 時間培養した。また、環境拭

き取り試料については、綿棒またはガーゼをストマッカー袋に入れ、BPW100 mL を

加えて 1 分間揉みほぐした後、同様の条件下で培養した。選択増菌培養には、HTT お

よび SC を用いた。以上の培地を中試験管に 10 mL ずつ分注し、HTT には 1 mL、SC

には 0.1 mL の BPW 前増菌培養液を接種した。その後、42℃で 22～24 時間の条件下

で培養した。それぞれの選択増菌培養液を DHL 上または CAS 上に画線し、35℃で

18～24 時間培養した。さらに、それぞれの選択分離培地上に発育したサルモネラの典

型的な集落を釣菌し、TSI および LIM に接種して 35℃で 18～24 時間培養後、TSI

ではブドウ糖分解能、乳糖・白糖分解能および硫化水素産生能、LIM では硫化水素産

生能、インドール産生能および運動性等の性状を確認した。なお、選択分離培地 1 平

板につき 1～5 集落を釣菌した。その後、サルモネラ免疫血清（デンカ生研）を用い

て O 抗原の群別を行った。 
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 調査 1 における DSE 法では、HTT を用いた飼分法の選択増菌培養後、室温（20～

25℃）で 5～7 日間、引き続き培養した。その後、各培養液を新たな HTT10 mL に、

1 mL 接種し、同様の条件下で培養し、菌の分離を行った。  

 調査 2 では、調査 1 と同様の条件下で前増菌培養を行った後、選択増菌培養には

HTT、RV および TBG を用いた。以上の培地を中試験管に 10 mL ずつ分注し、HTT

および TBG には 1 mL、RV には 0.1 mL の BPW 前増菌培養液を接種した。その後、

HTT および RV は 42℃、22～24 時間、TBG は 35℃、22～24 時間の条件下で培養し

た。 

 調査 2 における DSE 法では、飼分法の選択増菌培養後、室温（20～25℃）で 5～7

日間、引き続き培養した。その後、各培養液を新たな同種の選択増菌培地 10 mL に、

1 回目の培養と同量接種し、同様の条件下で培養し、菌の分離を行った。  

 

1-2-4 統計処理 

 飼分法と DSE 法のサルモネラ検出率の比較には、フィッシャーの正確確率検定を

用いた。 

 

1-3 成績 

1-3-1 油粕原料および環境拭き取り試料を用いた飼分法と DSE 法の比較  

（調査 1） 

 油粕原料（大豆 19 検体、菜種 15 検体）および環境拭き取り試料（作業靴 48 検体、

機械装置 29 検体、作業床 15 検体）の計 126 検体からのサルモネラの検出結果を図

1-3 に示した。DSE 法では 18 検体（14.3%）がサルモネラ陽性と判定され、飼分法で

サルモネラを検出できなかった 2 検体からもサルモネラを分離することができた。飼

分法においては、HTT-DHL 法および HTT-CAS 法、SC-CAS 法、SC-DHL 法の順で

サルモネラを多く分離することができた。しかし、全体の検討では DSE 法と各種飼
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分法における検出率の間には有意な差は得られなかった（p>0.05）。 

試料別に見ると、油粕原料（大豆）では DSE 法（36.8%）、HTT-DHL 法、HTT-CAS

法および SC-CAS 法（26.3%）、SC-DHL 法（21.1%）の順、油粕原料（菜種）では

DSE 法、HTT-DHL 法および HTT-CAS 法（33.3%）、SC-CAS 法（20.0%）、SC-DHL

法（13.3%）の順でサルモネラを多く分離することができた。選択増菌培地では HTT、

選択分離培地では CAS を用いた方が、検出率が高い傾向を示した。また、環境拭き

取り試料における検出率は各種飼分法と DSE 法が同一の検出率となり、方法間に有

意な差は見られなかった（図 1-3）。 

 

1-3-2 油粕、油粕原料および環境拭き取り試料を用いた DSE 法に用いる選択増

菌培地の比較（調査 2） 

 油粕 14 検体、油粕原料 26 検体（大豆 5 検体、菜種 5 検体、大豆と菜種の混合 16

検体）および環境拭き取り試料 14 検体（作業靴 6 検体、作業床 8 検体）の計 54 検体

からのサルモネラの検出結果を図 1-4 に示した。選択増菌培地には HTT に加え、飼

料や食品からのサルモネラの分離にしばしば用いられる RV および TBG を採用した。

また、選択分離培地には CAS を用いた。 

 選択増菌培地に HTTを用いた場合は、飼分法と DSE法では検査結果は一致したが、

RV および TBG を用いた場合は、DSE 法ではそれぞれ飼分法で陰性と判定された 1

検体からサルモネラを分離することができた。選択増菌培地の比較では、飼分法は

HTT で 11 検体（20.4％）、RV で 10 検体（18.5%）、TBG で 9 検体（16.7%）が陽性、

DSE 法では HTT および RV で 11 検体（20.4％）、TBG で 10 検体（18.5%）が陽性

となった。試料別に見ると、環境拭き取り試料ではいずれの選択増菌培地を用いた場

合においても飼分法と DSE 法の結果は一致した。一方、油粕および油粕原料では RV

および TBG でサルモネラを分離できない試料が確認された。 
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1-3-3 分離株の O 抗原群別 

 調査 1 および調査 2 の分離株における O 抗原群別結果をそれぞれ表 1-1 および表

1-2 に示した。調査 1 では、HTT-DHL 法と DSE 法でともにサルモネラが分離された

16 検体（油粕原料試料番号 1、3 以外）のうち、分離株の O 抗原が異なっていたのは

7 検体（油粕原料試料番号 5～7、作業床拭き取り試料番号 1～4）（43.8%）であった。

このうち、油粕原料試料番号 5～7および作業床拭き取り試料番号 2～4 の 6検体では、

飼分法で検出されなかった O抗原のサルモネラを、DSE 法で分離することができた。 

 調査 2 では、HTT を用いた場合は飼分法と DSE 法でともにサルモネラが分離され

た 11 検体のうち、O 抗原が異なっていたのは 2 検体（油粕原料試料番号 2、作業靴拭

き取り試料番号 3）（18.2%）であった。また、RV を用いた場合は 10 検体中 1 検体（作

業靴拭き取り試料番号 3）（10.0%）、TBG を用いた場合は 9 検体中 1 検体（作業靴拭

き取り試料番号 3）（11.1%）で分離株の O 抗原が異なっていた。 

 

1-4 考察 

 油粕の製造環境には複数のサルモネラが常在化している（Morita ら，2006）。また、

油粕中のサルモネラは、乾燥や熱処理などの製造工程により損傷している可能性があ

る。そのため、油粕工場では検出感度および精度に優れており、より多くの血清型の

サルモネラを分離できる検出法が求められている。本章では、家禽を対象とした検査

で使用実績のある HTT を用いた DSE 法と飼分法を比較した（調査 1）。さらに、HTT

以外の選択増菌培地を用いた DSE 法を評価した（調査 2）。 

 調査 1 では、作業靴および作業床の拭き取り試料については、DSE 法と飼分法の間

には差は認められなかった。他方、油粕原料では、有意差は出なかったものの、いず

れの飼分法よりも DSE 法で検出率が向上し、特に SC-DHL に較べ DSE 法の検出率

は 2 倍であった。飼分法も、非常に検出率の高い方法であるため、DSE 法が検出率の

向上に寄与するのは、試料中のサルモネラの菌数が少なく、かつ損傷している場合に
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限定される。今回の作業靴と作業床の検討は、過去にサルモネラ菌数が MPN 値で

103/100 g 以上の塵芥が採取された区域（Morita ら，2004；2006）で実施した。また、

油粕原料は品種や産地によってサルモネラの汚染度が異なるが、そのほとんどがMPN

値で 30/100 g 以下であることが事前の調査で確認されている（盛田ら，2007）。従っ

て本研究では、サルモネラ菌数が高い作業靴と作業床の拭き取り試料では検出率に差

が認められなかったが、菌数の少ない油粕原料では DSE 法で検出率が向上したもの

と考えられた。試料全体の中で、損傷菌が少量存在するものはごく一部であると考え

られ、評価した試料全体で統計処理をした場合、有意差は出にくい。しかし、このよ

うな少量の損傷菌に汚染された試料においても、DSE 法は飼分法に較べ検出数が向上

したことから、DSE 法は検出感度の高い方法であると考えられた。  

D’Aoust ら（1992）は、RV、TBG および SC 培地を用いた DSE 法の検討で、検出

率が、0.8～5.2％上昇したことを報告している。そこで、調査 2 として、選択増菌培

養に HTT、RV および TBG を用いて飼分法と DSE 法における検出率を比較した。結

果、RV では油粕原料、TBG では大豆粕のそれぞれ 1 検体は、飼分法では陰性と判定

されたが、DSE 法ではサルモネラが分離された。DSE 法に用いる選択増菌培地には

HTT 法が適しているとの報告（中村ら，1997）があるが、RV や TBG などの選択増

菌培地でも約 1 週間の培養により検出率が向上する可能性が示唆された。  

 次に、調査 1および調査 2で各試料から分離されたサルモネラの O抗原を判別した。

結果、DSE 法では、飼分法で確認できなかった O 抗原のサルモネラが、多くの試料

において検出された。これは、DSE 法の長い培養時間により、時間と共に混在する多

種類のサルモネラの菌叢の構成や菌数が変化し、飼分法で検出できなかった O 抗原を

持つサルモネラが、DSE 法では検出できたためと考えられた。従って、飼分法ととも

に DSE 法を併用することで、多くの血清型のサルモネラを分離できる可能性が示唆

された。 

 本研究により、DSE 法が油粕原料中のサルモネラの検出感度を上昇させ、飼分法で
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は確認できなかった血清型が確認できた。選択分離培地にまた、DSE 法は飼分法に選

択増菌培養を 1 回加えるだけ簡便な方法である。以上のことから、公定法である飼分

法と DSE 法を併用することで、油粕および製造環境におけるサルモネラ汚染を、よ

り詳細に把握できると考えられた。以下第二章と第三章における汚染調査では、選択

増菌培地に HTT を用いた飼分法と DSE 法の併用により、サルモネラを分離した。  
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生化学試験
　35℃、18～24時間

TSI

LIM

血清型
別

HTT

10 mL

選択分離培養
　35℃、18～24時間

DHL

CAS

室温
5～7日

選択増菌培養
　42℃、22～24時間

SC

10 mL

HTT

10 mL

1.0 mL

材料
油粕原料

25 g

拭き取り
作業靴：片面

機械装置、作業床：
1000 ㎠

前増菌培養
　35℃　18～24時間

BPW
油粕原料：225 mL

拭き取り：100 mL

0.1 mL 1.0 mL

 

図 1-1 飼分法と DSE 法の検出率の比較におけるサルモネラ検出法  

      ：飼分法、    ：DSE 法  

BPW: Buffered Peptone Water, SC: Selemote Cystine Broth, HTT: Hajna-Tetrathionate Broth, CAS: CHROMAgar Salmonella, TSI: Triple Sugar Iron Medium,  

LIM: Lysine Indol Motility Medium 
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生化学試験
　35℃、18～24時間

TSI

LIM

血清型
別

0.1 mL 1.0 mL

HTT

10 mL

RV

10 mL

TBG

10 mL

選択分離培養
　35℃、18～24時間

DHL

CAS

1.0 mL室温
5～7日

室温
5～7日

室温
5～7日

選択増菌培養
　HTT、RV：

　　　　　42℃、22～24時間

　TBG：35℃、22～24時間

HTT

10 mL

RV

10 mL

TBG

10 mL

1.0 mL

材料
油粕・油粕原料

25 g

拭き取り
作業靴：片面

作業床：1000 ㎠

前増菌培養
　35℃　18～24時間

BPW
油粕・油粕原料：225 mL

拭き取り：100 mL

1.0 mL 0.1 mL

 

図 1-2 DSE 法に用いる選択増菌培地の比較におけるサルモネラ検出法  

      ：飼分法、    ：DSE 法  

BPW: Buffered Peptone Water, HTT: Hajna-Tetrathionate Broth, RV: Rappaport-Vassiliadis Broth, TBG: Tetrathionate-Brilliant-Green Broth,  

CAS: CHROMAgar Salmonella, TSI: Triple Sugar Iron Medium, LIM: Lysine Indol Motility Medium 
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図 1-3 油粕原料および環境拭き取り試料を用いた飼分法と DSE 法の検出率の比較、盛田ら（2010）にて公表したものを改変  
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図 1-4 油粕、油粕原料および環境拭き取り試料を用いた DSE 法に用いる選択増菌培地の比較  
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表 1-1 飼分法と DSE 法で分離したサルモネラの O 抗原の比較 

 

試料  試料番号  

分離株の O 抗原  

飼分法    DSE 法  

HTT-DHL   HTT-DHL 

分離株数  O 抗原    分離株数  O 抗原  

油粕原料  

      1 ND －   2 21 

      2 3 4   3 4 

      3 ND －   3 7 

      4 3 21   3 21 

      5 3 8   3 [3,10] 

      6 2 8   3 4 

      7 2 [3,10]   3 4 

      8 3 8   2 8 

      9 2 4   3 4 

      10 3 11   3 11 

      11 3 11   1 11 

      12 1 21   2 21 

作業靴  

      1 3 [1,3,19]   3 [1,3,19] 

      2 3 [1,3,19]   3 [1,3,19] 

作業床  

      1 3 [1,3,19], 13   3 [1,3,19] 

      2 3 13   3 [1,3,19] 

      3 3 [1,3,19]   3 13 

      4 3 13   3 [1,3,19], 13 

 

盛田ら（2010）にて公表したものを改変  
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表 1-2  3 種類の選択増菌培地を用いた DSE 法で分離されたサルモネラの O 抗原の比較  

 

材  

料  

材

料  

番

号  

分離株の O 抗原  

飼分法  
 

DSE 法  

HTT-CAS RV-CAS TBG-CAS 
 

HTT-CAS RV-CAS TBG-CAS 

分離  

株数  
O 抗原  

分離  

株数  
O 抗原  

分離  

株数  
O 抗原  

 

分離  

株数  
O 抗原  

分離  

株数  
O 抗原  

分離  

株数  
O 抗原  

油粕  

 
1 5 7 5 7 5 7 

 
5 7 3 7 5 7 

 
2 5 7 5 7 ND －  

 
1 7 4 7 5 7 

油粕原料  

 
1 5 [3,10] 4 [3,10] ND －  

 
5 [3,10] 5 [3,10] ND －  

  2 5 4 ND －  4 7   5 7 5 7 5 7 

作業靴  

 
1 5 [1,3,19] 5 [1,3,19] 5 [1,3,19] 

 
5 [1,3,19] 5 [1,3,19] 3 [1,3,19] 

 
2 5 [1,3,19] 5 [1,3,19] 5 [1,3,19] 

 
5 [1,3,19] 5 [1,3,19] 3 [1,3,19] 

 
3 5 7, [1,3,19]  3 7 5 7 

 
5 [1,3,19] 5 [1,3,19] 3 [1,3,19] 

  4 5 8 5 8 5 8   4 8 5 8 1 8 

作業床  

 
1 5 [1,3,19] 5 [1,3,19] 5 [1,3,19] 

 
5 [1,3,19] 5 [1,3,19] 5 [1,3,19] 

 
2 5 8 5 8 5 8 

 
5 8 5 8 2 8 

  3 5 8 5 8 5 8   4 8 5 8 1 8 
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第二章 油粕製造環境におけるサルモネラ汚染実態とその対策 

 

2-1 はじめに 

これまでの調査において、日本の油粕工場内の作業床や作業道具、塵芥、ネズミや

ハトなどの小動物、環境中の塵埃など製造環境におけるサルモネラの汚染実態を明ら

かにしている（Morita ら，2006）。特に作業床については、数年にわたって汚染調査

を継続するとともに、分子遺伝学的手法を用いた分離株の解析により、同一株が長期

間生残することを示唆している（Morita ら，2006）。また、大豆や菜種などの油粕原

料は、原料産地に関わらず 20~40％の割合でサルモネラに汚染されており、油粕工場

へのサルモネラ侵入経路として最も重要であると考えられている（盛田ら，2007）。

しかし、一般的に油粕の製造には加熱工程が存在するため、油粕原料由来のサルモネ

ラが製造工程を通過し、製品油粕を汚染する可能性は極めて低い。一方、加熱工程以

降には、乾燥、冷却および換気などの目的で、油粕が外気と接触する工程が多数存在

している。すなわち、油粕のサルモネラ汚染の原因は製造環境からの二次汚染である

と考えられている（Morita ら，2006）。しかし、油粕製造環境のサルモネラ汚染調査

は、筆者が実施した単一の工場を対象としたもの以外はほとんど報告がなく、工場や

国による汚染率や血清型の違いは明らかになっていない。また、油粕原料のサルモネ

ラ汚染に関する報告も少なく、原産国による汚染率の差や輸送方法の違いによる油粕

工場への影響は調査されていない。  

一方、飼料工場におけるサルモネラ防除対策として、靴裏消毒や靴の履き替えなど

のゾーニング管理（横関，1997）、作業床の定期的な清掃・消毒および作業床の材質

変更や補修などが行われているが、具体的な数値データはなく、効果的なサルモネラ

汚染対策は確立されていない。 

そこで本章においては、第一章で検証したサルモネラ検出法を用いて、複数の油粕



23 

 

工場を対象に、搬入される油粕原料および製造環境の詳細な汚染調査を実施した。油

粕原料については、日本とは原料の輸送方法や保管方法が異なるインドの工場におい

ても日本と同様の汚染調査を実施し、油粕原料におけるサルモネラ汚染の実態を明ら

かにすることを目的とした。また、日本の 3 工場およびインド１工場の原料保管エリ

アと油粕製造エリアを対象に、数年にわたって作業床の汚染調査を実施し、工場や国

による違いを検討した。最後に、日本の１つの工場において、靴裏消毒、作業床の塗

装および定期消毒の効果を検証し、これらの組み合わせによる製造環境のサルモネラ

汚染対策の手法を検討した。 

 

2-2 材料および方法 

2-2-1 調査対象とした油粕工場の概要 

 調査対象として、日本の A、B、C 工場およびインドの工場を選定した。日本の 3

工場は油粕原料の産地や製造工程がほぼ同じであり、A 工場と C 工場は、装置の配置

や工場の建設年も極めて近い。日本とインドの工場における油粕の製造工程の概要を

図 2-1 に示した。日本の 3 工場は油粕原料をサイロで保管しており、サイロ施設を原

料保管エリアとした。一方、インドの工場は油粕原料を倉庫で麻袋または野積みの状

態で保管しており、倉庫を原料保管エリアとした。また、一般的に油粕は、前処理工

程として精選、粗砕（大豆など）、圧扁、圧搾（菜種など）、その後抽出、脱溶剤、乾

燥、冷却、篩分けの工程を経て製造された後、計量して保管される。この一連の工程

と併設されている操作室を油粕製造エリアとした。  

 なお、油粕原料による汚染率の違いを確認するために、各工場で以下の建屋および

工程を対象とした。日本 A 工場には 2 つの建屋があり、それぞれ大豆・菜種切替工程

と菜種専用工程が配置されている。日本 B 工場は 1 つの建屋に大豆専用工程と菜種専

用工程が配置されている。日本 C 工場は 1 つの建屋に大豆・菜種切替工程が配置され

ている。一方、インドの工場は、1 つの建屋に大豆専用工程が配置されている。 
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2-2-2 供試試料 

 製造環境の汚染調査のために供試した試料は、インドの油粕工場で採取した油粕原

料 10 検体、原料保管エリアの拭き取り試料 234 検体（日本 A 工場 71 検体、B 工場

61 検体、C 工場 72 検体、インド 30 検体）および油粕製造エリアの拭き取り試料 688

検体（日本 A 工場 250 検体、B 工場 273 検体、C 工場 135 検体、インド 30 検体）で

ある。 

油粕原料は原料船の船倉または搬入工程から、原料と埃や土の混合物を 25 g 採取

した。環境拭き取り試料は生理食塩水を浸漬させた滅菌綿棒または滅菌ガーゼを使用

し、約 1,000 ㎠の面積を拭き取り 1 検体とした。油粕製造エリアの採取箇所は操作室、

前処理工程、脱溶剤機周辺、冷却機周辺、篩周辺および計重機周辺とした。 

 製造環境のサルモネラ汚染対策の効果検証のために供試した試料は、日本 B 工場で

採取した環境拭き取り試料 173 検体（高油分区域 71 検体、低油分区域作業動線上 76

検体、低油分区域作業動線外 26 検体）である。環境拭き取り試料は生理食塩水を浸

漬させた滅菌ガーゼを使用し、約 1,000 ㎠の面積を拭き取り 1 検体とした。 

  

2-2-3 サルモネラの分離法 

 油粕原料および環境拭き取り試料は、第一章で評価した飼分法と DSE 法を組み合

わせた方法を用いて菌を分離した。なお、インドで採取した油粕原料および環境拭き

取り試料は、植物防疫所を経て輸入し、日本で試験に供した。分離されたサルモネラ

は、サルモネラ免疫血清（デンカ生研）を用いて血清型別を行った。 

 

2-2-4 使用薬剤 

 作業床消毒に用いる薬剤には、塩化ベンザルコニウムを主成分とする消毒剤 a、ジ

デシルジメチルアンモニウムクロライドを主成分とする消毒剤 b およびクロルヘキシ



25 

 

ジングルコン酸塩液剤である消毒剤 c の計 3 種を用いた。また、希釈倍率は各メーカ

ーの推奨濃度を参考に、消毒剤 a は原液と 5 倍希釈、消毒剤 b は 10 倍、30 倍、50

倍および 100 倍希釈、消毒剤 c は 25 倍希釈となるよう調製した。 

 

2-2-5 作業床に使用する消毒剤の評価 

 一般的に油粕製造環境は油粕などの有機物や油分などによって汚れており、これら

の汚れによる消毒効力の低下が懸念された。そこで、希釈した各消毒剤 100 mL に、

高油分油粕（油分約 20％）を 1％、2％、5％および 10％となるように添加した。添

加直後および 20～25℃で 24 時間保管後、それぞれ 5 mL を採取し、10 8cfu/mL のサ

ルモネラ菌液を 0.5 mL 加えてよく混合し、10 分間常温に放置した。それを 30 μL 採

取し、Heart Infusion Broth（HIB：Difco）3 mL に加え、 35 ℃で 24 時間培養した。

培養後 DHL 培地に画線し、35 ℃で 20～24 時間培養し、コロニーの有無を確認した 

 

2-2-6 作業床のサルモネラ汚染対策 

 日本B工場の油粕製造エリアを対象として、作業床のサルモネラ汚染対策を実施し、

その効果を検証した。第一段階として、2011 年から従業員の靴裏消毒を実施した。す

なわち、靴裏消毒は工場への出入りの際にマットで靴裏の汚れを除去した後、消毒剤

b の 10 倍希釈液を入れた消毒槽に約 10 秒間踏み込むことによって実施した。第二段

階として、2014 年 4 月上旬に高油分区域の床の塗装を実施した。塗装剤には水性硬

質ウレタン材を用い、2 層で計 6mm となるよう塗装した。第三段階として、4 月下旬

以降、作業床の定期的な噴霧消毒を開始した。消毒は消毒剤 b の 10 倍希釈液を用い

て月 1 回の頻度で、高油分区域のみを対象に実施した。なお、1 回の散布量は約 15 L

／40 ㎡とした。 

さらに、対策の各段階において、その効果を確認するために作業床のサルモネラ検

査を実施した。 
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2-3 成績 

2-3-1 油粕原料のサルモネラ汚染実態 

 インドの油粕工場に搬入されたインド産の油粕原料計 10 検体におけるサルモネラ

の汚染実態を、過去に実施した日本の油粕工場の成績と併せ、表 2-1 に示した。イン

ド産大豆は 70.0％（7/10）が陽性であり、分離株は Bareilly、Bstrilly、Coeln、Gaminara、

Typhimurium および Virchow の 6 血清型に型別された。 

 

2-3-2 油粕工場のサルモネラ汚染実態 

 各工場における原料保管エリアのサルモネラ汚染の実態を図 2-2 に示した。油粕原

料をサイロで保管している日本の A、BおよびC工場の検出率はそれぞれ 5.6%（4/71）、

1.6%（1/61）および 16.7%（12/72）であり、A、B および C 工場全体では 8.3%（17/204）

であった。一方、油粕原料を倉庫で保管しているインドの工場での検出率は 60.0%

（18/30）であった。また、A 工場では Mbandaka、O7 群および O1,3,19 群、B 工場

では Anatum、C 工場では Havana と Tennessee が分離された。C 工場では陽性とな

った 12 検体中 11 検体から Tennessee が分離された。インドの工場では、Agona、

Bareilly、Gaminara、Havana、Kedougou、Nchanga、Nigeria および Orion など

が分離された。 

 表 2-2 は各工場における油粕製造エリアのサルモネラ汚染実態を示したものである。

A 工場での検出率は、大豆・菜種切替工程の建屋で 59.2%（74/125）、菜種専用工程

の建屋で 68.8%（86/125）であった。大豆専用工程と菜種専用工程が同一建屋にある

B 工場の検出率は、大豆専用工程周辺で 7.4%（6/81）、菜種専用工程周辺で 16.7%

（14/84）、両工程の共通エリアで 14.8%（16/108）であった。A 工場と B 工場では、

菜種をより多く扱うエリアの検出率が高い傾向が確認された。C 工場では、大豆・菜

種切替工程の建屋で 25.2%（34/135）であった。また、インドの大豆専用工程の建屋

では 20.0%（6/30）であった。 
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血清型は A 工場の大豆・菜種切替工程の建屋では Kouka、Senftenberg、Mbandaka、

菜種専用工程の建屋では Havana、Kouka、Mbandaka、Tennessee の順に多く分離

された。Albany、Havana、Kouka、Mbandaka および Senftenberg は両建屋から分

離されたが、Aarhus は大豆・菜種切替工程の建屋のみ、Tennessee は菜種専用工程

の建屋のみから分離された。B 工場では、Tennessee、Mbandaka、Anatum の順に

多く分離された。C 工場では、Havana と Tennessee が分離されたが、陽性となった

34 検体中 33 検体から Tennessee が分離された。日本 3 工場全体では、Tennessee は

全工場、Mbandaka は A 工場と B 工場、Havana は A 工場と C 工場で共通して確認

された。一方、インドの工場では、日本 3 工場では確認されなかった Kedougou、

Kentucky などが分離された。 

 年別の検出されたサルモネラの血清型を表 2-3 に示した。日本 A 工場の大豆・菜種

切替工程の建屋では Kouka、Mbandaka および Senftenberg、菜種専用工程の建屋で

は Albany、Havana、Kouka、Mbandaka および Senftenberg、日本 B 工場および C

工場では Tennessee が 3 年間にわたって継続して確認された。また、各工程各工場と

も年によって検出率に大きな差はなかった。 

 次に、採取箇所別のサルモネラの汚染実態を表 2-4 に示した。操作室の検出率は、

A 工場および C 工場では比較的高かったが、B 工場では低かった。また、3 工場とも

前処理工程の検出率は高く、B 工場と C 工場では冷却機周辺の汚染率は低かった。一

方、インドの工場は冷却機周辺の検出率が比較的高かった。 

 

2-3-3 作業床に使用する消毒剤の評価 

 各消毒剤に 1％、2％、5％および 10％の有機物を混入させ、混入直後と 24 時間保

管後の消毒剤を採取したものに、108cfu/mL のサルモネラ菌液を加えて 10 分間放置

し、そのサルモネラを分析した結果を表 2-5 に示した。消毒剤 a 原液および消毒剤 b

の 10 倍希釈液は、有機物を 10％混入させ、24 時間保存後もサルモネラが陰性となっ
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た。一方、消毒剤 c の 25 倍希釈液は、有機物を 1％混入させた場合、混入直後でもサ

ルモネラが陽性となった。 

 

2-3-4 作業床のサルモネラ汚染対策 

B 工場では油粕製造エリアの作業床のサルモネラ汚染対策として、2011 年以降靴裏

消毒を実施し、2014 年 4 月に高油分区域の作業床の塗装を、さらに 4 月下旬以降消

毒剤 b の 10 倍希釈液による定期消毒を実施した。その各段階におけるサルモネラ汚

染実態を図 2-3 に示した。作業床の塗装および定期消毒未実施の段階においては、高

油分区域、低油分区域作業動線上および動線外の検出率は、それぞれ 89.5%（17/19）、

45.8%（11/24）および 40.0%（2/5）であった。塗装および定期消毒の両対策実施後

は、それぞれ 25.0%（13/52）、21.1%（12/57）および 19.0%（4/21）であった。 

 

2-4 考察 

 油粕のサルモネラ汚染の原因は製造環境からの二次汚染であると考えられている

（Morita ら，2006）。すなわち、油粕製品のサルモネラ汚染を軽減するためには、製

造環境のサルモネラ汚染実態を把握し、効果的な環境汚染対策を講じることが必須で

ある。しかし、油粕製造環境のサルモネラ汚染については、現在までほとんど調査が

行われておらず、筆者らによる単一工場の汚染実態調査のみである（Moritaら，2006）。

加えて、効果的な環境汚染対策は確立されていない。そこで、日本とインドにおける

計 4 箇所の油粕工場の原料保管エリアと油粕製造エリアを対象に、2012 年から 2015

年の約 4 年間にわたって汚染調査を実施した。さらに日本１工場の油粕製造エリアを

対象に、靴裏消毒、作業床の塗装および定期的な消毒を組み合わせ、効果的な環境汚

染対策を検討した。 

 原料保管エリアの汚染調査の結果、インドの工場の汚染率は 60.0%で、日本の 3 工

場と比較して有意に高いことが判明した。油粕原料は日本ではサイロに隔離保管され
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ることに対し、今回調査したインドの工場では、倉庫に麻袋または野積みの状態で保

管される。そのため、油粕原料とともに油粕工場に侵入したサルモネラが、原料搬入

作業および作業者の移動、衛生動物を介して原料保管エリア全体に拡散したものと考

えられた。 

次に、油粕製造エリアの汚染調査を実施した結果、A 工場の汚染率は大豆・菜種共

用工程で 60.0%、菜種専用工程で 70.0%と、B 工場や C 工場よりも高かった。また、

A 工場、B 工場ともに共用工程よりも油分の多い菜種専用工程の方が汚染率が高かっ

た。過去に単一工場の調査で油分の存在がサルモネラの生残性を高めることが明らか

となっている（Morita ら，2004）。菜種は大豆よりも種子に含有する油分が高いため、

製造環境の油汚れも高くなり、その結果、サルモネラの汚染が増加していると考えら

れた（Morita ら，2004）。今回、複数の工場でも同一の傾向が確認でき、サルモネラ

汚染の増加に油分の存在が深く関与していることが改めて確認された。  

一方、大豆専用のインドの工場は汚染率が 20.0％であった。大豆は油分が少ないた

め、サルモネラの拡散および定着が低いと考えられた。他の油粕原料については胡麻

やコーンなども油分が高いため（鷺，2009）、これらの油粕工場でもサルモネラ汚染

率が高い可能性が示唆された。なお、採取箇所別のサルモネラ汚染率は前処理が最も

高かった。前処理エリアには種子から油を搾油する圧搾機が設置されているため、製

造環境に油が飛散することが多く、サルモネラの生残性が高まったものと考えられた。 

原料保管エリアで確認された血清型のほとんどは、同工場の油粕製造エリアでも確

認された。今回の調査ではすべての工場で同様の傾向が見られ、特に C 工場では両エ

リアともに多くの Tennessee と Havana が確認された。これは油粕原料を介して油粕

工場に侵入したサルモネラの一部が原料保管エリアを汚染した後、作業者や衛生動物

によって油粕製造エリアに拡散したことを示唆するものである。過去に国内の油粕製

品から分離された血清型（木下ら，1988）は、今回日本の各工場で生残した血清型と

類似したものが多い。すなわち、これらの血清型は他の血清型よりも生残性が優れて
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いると考えられ、工場内で常在化する可能性が考えられた。 

 油粕製造エリアの環境汚染対策を確立する目的で、まずは作業床に使用するための

効果的な消毒剤を検討した。製造環境を対象とした消毒剤は有機物や油分の混入に影

響されにくいことが重要であるため（横関，1998）、消毒剤 b の 10 倍希釈液を選定し

た。対象とした B 工場では、2011 年からゾーニング管理を行い、エリアの入退出時

に消毒剤 b を用いて靴裏消毒を実施していた。しかし、3 年後の 2014 年 2~3 月に実

施した調査の結果、高油分区域の汚染率は 89.5%であり、靴裏消毒のみでは作業床の

汚染率軽減への効果はないことが明らかになった。筆者はこの原因は床面における菌

の生残と考え（Morita ら，2006）、作業床を菌が残存しにくい床材に変更した。さら

に、消毒剤 b を用いて高油分区域の作業床を対象に 1 ヶ月に 1 回の頻度で噴霧消毒を

実施した。3 ヶ月間噴霧消毒を実施した結果、高油分区域の汚染率は 25.0%にまで低

下するとともに、消毒未実施の低油分区域の汚染率に低下傾向が確認された。以上の

ことから、靴裏消毒に加え、床面の平滑化および定期噴霧消毒の組み合わせは、サル

モネラの常在化を防止する有効な手段であることが確認された。また、今回の調査で

はサルモネラが作業者を介して高油分区域から低油分区域に拡散していることが改め

て確認された（Morita ら，2004）。従って、本対策の継続はサルモネラの拡散防止に

も有効であると考えられた。なお、対象とする工場のスペース、作業者の人員などを

考慮し、消毒対象面積の拡大や消毒頻度の増加により、さらに検出率を低減すること

ができると考えられた。 

油粕工場におけるサルモネラ汚染を低減するためには、油粕原料由来のサルモネラ

の侵入、拡散および常在化を防止することが重要である。そのためには、油粕原料を

サイロなどで隔離保管することが効果的である。さらに、油粕製造エリアにおいては

ゾーニング管理を行い、靴裏消毒、床面の平滑化および定期的な噴霧消毒が適してい

た。本評価は実際の現場を使った初めての報告である。  
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図 2-1 日本およびインドの油粕工場の製造工程の概要  

        ：試料採取箇所  
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表 2-1 日本およびインドの油粕工場に搬入された油粕原料のサルモネラ汚染実態  

 

受入国  油粕原料  原産国  輸送方法  材料数  
検出数  

（検出率 (%)) 
血清型※ 2  

インド  大豆  インド  トラック  10 
7 

（ 70.0）  

Bareilly (2), Bstrilly, Coeln, Gaminara, 

Typhimurium, Virchow 

日本※ 1  

大豆  

アメリカ  大型船舶  110 
43 

（ 39.1）  

Anatum(4), Bareilly, Bovismorbificans, 

Cubana, Give(2), Hartford(2), 

Havana(2), Lichfield(2), Liverpool, 

Mbandaka, Muenchen, Newport(6), 

Orion, Othmarschen(4), Senftenberg(3), 

Tennessee, Thompson(3), 

Typhimurium(3) 

ブラジル  大型船舶  32 
9 

（ 28.1）  

Cubana, Kingston, Mbandaka(3), 

Muenchen, Senftenberg, Tennessee 

菜種  

カナダ  大型船舶  111 
22 

（ 19.8）  

Adelaide, Give(4), Lexinton, 

Rubislaw(2), Sandiego(5), Typhimurium 

オースト  

ラリア  
大型船舶  24 

8 

（ 33.3）  
Give, Infantis, Mbandaka(5), Yoruba 

 

※ 1 盛田ら（ 2007）を引用して用いた。  

※ 2 複数の材料から分離された血清型は、その検体数を（  ）内に示した。



33 

 

 

 

 

図 2-2 日本およびインドの油粕工場の原料保管エリアにおけるサルモネラ汚染実態  
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表 2-2 日本およびインドの油粕工場の製造エリアにおけるサルモネラ汚染実態  

 

工場  処理原料  材料数  
検出数  

（検出率 (%)）  
血清型  

日本 A 

大豆、菜種  

（切替）  
125 74 （59.2）  

Aarhus, Albany(2), Havana(2), Kouka(30), Mbandaka(15), 

Senftenberg(24), O7(7), O8, [O3,10], [O1,3,19](18)  

菜種  125 86 （68.8）  
Albany(7), Havana(49), Kouka(14), Mbandaka(11), 

Senftenberg(6), Tennessee(8), O7, [O1,3,19](9)  

日本 B 

大豆  81 6 （7.4）  Anatum, Mbandaka(2), Tennessee(3) 

菜種  84 14 （16.7）  Anatum, Mbandaka(2), Tennessee(9), O7, O18, 不明  

共用  108 16 （14.8）  Anatum(3), Mbandaka(4), Tennessee(8), O7, O18  

日本 C 
大豆、菜種  

（切替）  
135 34 （25.2）  Havana, Tennessee(33)  

インド  大豆  30 6 （20.0）  Kedougou, Kentucky, O8(2), O13, 不明  
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表 2-3 日本およびインドの油粕工場の製造エリアにおける年別のサルモネラ血清型  

 

工場  処理原料  
血清型  

2012 年  2013 年  2014 年  2015 年  

日本 A 

大豆、菜種  

（切替）  
-  

Aarhus, Kouka(13), 

Mbandaka(7), 

Senftenberg(4), O7(2), 

[O3,10], [O1,3,19](6)  

Havana(2), Kouka(10), 

Mbandaka(3), 

Senftenberg(7), O7(3), 

O8, [O1,3,19](10) 

Albany(2), Kouka(7), 

Mbandaka(5), 

Senftenberg(13), O7(2),  

[O1,3,19](2) 

菜種  -  

Albany(3), Havana(10), 

Kouka(2), Mbandaka(3), 

Tennessee(8), 

Senftenberg(2), 

[O1,3,19](4) 

Albany(2), Havana(29), 

Kouka(8), Mbandaka(4), 

Senftenberg, 

[O1,3,19](5) 

Albany(2), Havana(10), 

Kouka(4), Mbandaka(4), 

Senftenberg(3), O7 

日本 B 

大豆  -  Mbandaka(2), Tennessee Tennessee Anatum, Tennessee 

菜種  -  Tennessee(4), O18 
Anatum, Mbandaka(2), 

Tennessee(4), O7 
Tennessee, 不明  

共用  -  
Anatum(3), Tennessee, 

O18 

Mbandaka(2), 

Tennessee(4), O7 

Mbandaka(2), 

Tennessee(3) 

日本 C 
大豆、菜種  

（切替）  
-  Havana, Tennessee(12)  Tennessee(18) Tennessee(3) 

インド  大豆  
Kentucky, O8(2), 

不明  
Kedougou, O13 - - 
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表 2-4 日本およびインドの油粕工場の製造エリアにおける採取箇所別のサルモネラ汚染実態  

 

工場  処理原料  

検出数  

（検出率 (%)) 

操作室  前処理工程  
脱溶剤機  

周辺  

冷却機  

周辺  
篩周辺  計重機周辺  

日本 A 

大豆、菜種  

（切替）  

21/25 

(84.0) 

21/25 

(84.0) 

11/25 

(44.0) 
- 

11/25 

(44.0) 

10/25 

(40.0) 

菜種  
20/25 

(80.0) 

18/25 

(72.0) 

16/25 

(64.0) 
- 

20/25 

(80.0) 

12/25 

(48.0) 

日本 B 

大豆  -  -  
4/28 

(14.3) 

0/25 

(0.0) 

2/28 

(7.1) 
- 

菜種  -  -  
11/28 

(39.3) 

2/28 

(7.1) 

1/28 

(3.6) 
- 

共用  
2/52 

(3.8) 

8/28 

(28.6) 
- - - 

6/28 

(21.4) 

日本 C 
大豆、菜種  

（切替）  

46/123 

(37.4) 

54/96 

(56.3) 

47/127 

(37.0) 

5/76 

(6.6) 

39/127 

(30.7) 

35/99 

(35.4) 

インド  大豆  -  -  - 
6/25 

(24.0) 

0/5 

(0) 
- 
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表 2-5 各消毒剤における有機物混入による殺菌効果への影響  

 

 

殺菌剤  希釈倍率  

有機物濃度  

1%   2%   5%   10% 

混入  

直後  

24 時間

後  
  

混入  

直後  

24 時間

後  
  

混入  

直後  

24 時間

後  
  

混入  

直後  

24 時間

後  

消毒剤 a 
原液  （－）  （－）  

 
（－）  （－）  

 
（－）  （－）  

 
（－）  （－）  

5 倍  （＋）  （＋）  
 
（＋）  （＋）  

 
（＋）  （＋）  

 
（＋）  （＋）  

消毒剤 b 

10 倍  （－）  （－）    （－）  （－）    （－）  （－）    （－）  （－）  

30 倍  （－）  （－）  
 
（－）  （－）  

 
（－）  （＋）  

 
（－）  （＋）  

50 倍  （－）  （－）  
 
（－）  （＋）  

 
（＋）  （＋）  

 
（＋）  （＋）  

100 倍  （＋）  （＋）    （＋）  （＋）    （＋）  （＋）    （＋）  （＋）  

消毒剤 c 25 倍  （＋）  （＋）    （＋）  （＋）    （＋）  （＋）    （＋）  （＋）  

 

    （－）：サルモネラ陰性、（＋）：サルモネラ陽性  
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図 2-3 日本 B 工場における環境汚染対策の各段階のサルモネラ汚染実態  
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第三章 油粕製造におけるサルモネラ制御技術の確立 

 

3-1 はじめに 

油粕のサルモネラ汚染は国内外で古くから知られていたが、肉骨粉、フェザーミー

ルおよび魚粉などの動物性飼料原料よりも汚染率が低かったため、配合飼料のサルモ

ネラ汚染源としてはあまり重要視されていなかった。しかし、1980 年代後半に農林水

産省肥飼料検査所（現（独）農林水産消費安全技術センター）で実施された調査にお

いて、油分の多い菜種やサフラワーの油粕では汚染率が 30%以上であることが明らか

になった（木下ら，1988）。さらに、同時期に発生した鶏卵による S. Enteritidis 食中

毒の世界的な流行を受け、油粕などの植物性飼料原料におけるサルモネラ汚染対策の

重要度が認識された。 

油粕原料を汚染するサルモネラは、製造中の加熱処理で死滅する可能性が高い。一

方、加熱処理以降の乾燥、冷却および搬送工程では外気を工程内に取り入れている（佐

藤ら，1999）ため、製造環境中のサルモネラが製造工程内に侵入し、油粕を汚染する

リスクが考えられる。 

そこで、第二章では、油粕製造環境の詳細な汚染実態を調査し、汚染率に差はある

ものの 2 ヶ国 4 工場いずれにおいても、製造環境はサルモネラに汚染されていること

を明らかにした。また、日本 B 工場を対象に、靴裏消毒、作業床の塗装および定期消

毒を組み合わせた製造環境のサルモネラ汚染対策を評価し、効果があることを確認し

た。しかし、製造環境のサルモネラを完全に除去するには至らなかった。製品油粕の

サルモネラ汚染を防止するためには、製造環境のサルモネラ汚染を低減すると同時に、

製造における制御技術の確立が重要である。  

油粕におけるサルモネラ汚染の実態については、前述の通り海外では 1950 年代か

ら（Allred ら，1967；Edwards ら，1967；Grumbles ら，1961；Hauge ら，1958；
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Taylor，1960；Timoney ら，1970）、また国内においても 1980 年代から報告（木下

ら，1988；小林ら，1989a；1989b）されているが、製造におけるサルモネラ管理お

よび制御技術についてはほとんど調査されておらず、海外を含め報告は少ない。そこ

で今回、製造における制御技術を確立する目的で、インドの油粕工場を対象に、製造

工程内の詳細なサルモネラ汚染調査を実施した。さらに、主要な汚染源である冷却工

程で発生する微粉の除去および工程内の残留物除去の 2 つのサルモネラ汚染対策の効

果を検証し、これらの組み合わせによる製造工程内の制御技術を確立した。 

 

3-2 材料および方法 

3-2-1 油粕工場および生産工程の概要 

調査はインドの大豆専用工場を対象とした。本工場では、前処理工程として精選、

粗砕・圧扁、その後、油脂の抽出工程がある。さらに脱溶剤機で加熱された後、冷却

機、篩、粉砕などの工程を経て製造される。その後、充袋機で袋詰めされ、製品とし

て倉庫に保管される。脱溶剤機以降の油粕の製造工程の概要を図 3-1 に示した。また、

冷却機をオーバーフローした油粕は循環工程を経て、再び冷却機に添加される（油粕

循環工程）。なお、油粕循環工程には水平コンベアおよび垂直コンベアが 1 基ずつ設

置されている。冷却工程は、外気と油粕を接触させることにより油粕を冷却する工程

である。そのため、この工程で発生した微粉を回収する目的でサイクロンが設置され

ている（微粉回収工程）。なお、微粉回収工程には垂直ダクト、水平ダクト、サイクロ

ンおよびサイクロン出口シュートが順に設置されている。  

 

3-2-2 供試試料 

3-2-2-1 製品油粕および微粉の汚染調査 

 製品油粕は充袋機で、また、微粉はサイクロン下で工程稼働中にそれぞれ約 100 g

を採取した。試料は 2013 年 7 月から 8 月までに 30 検体ずつ、計 60 検体採取した。 
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3-2-2-2 装置内部の汚染調査  

 装置内部の汚染調査においては、工程停止中に脱溶剤機以降の装置を開放し、各所

の堆積物を約 100 g 採取した。視覚的に堆積物が確認できない場合は、生理食塩水を

浸漬させた滅菌ガーゼまたは綿棒を使用し装置内部の表面約 1,000 ㎠を拭き取った。

試料は 2013 年 8 月に、油粕工程で 46 検体、微粉回収工程で 26 検体採取した。 

 

3-2-3 サルモネラの分離法 

 インドで採取した油粕、微粉および製造工程の堆積物は、植物検疫所を経て日本に

輸入し、第一章で評価した飼分法と DSE 法を組み合わせた方法で検査した。分離さ

れたサルモネラは、サルモネラ免疫血清（デンカ生研）を用いて血清型別を行った。 

 

3-2-4 サルモネラ汚染対策 

3-2-4-1 工程内残留物の除去 

 サルモネラの除去を目的として、工程停止中に脱溶剤機以降の全装置（図 3-1 に示

した脱溶剤機から充袋機までの装置）を開放し、工程内の堆積物を掃除機および掃除

道具を用いて除去した。また、装置内部の壁面および底面の付着物はスクレイパーで

削り取った後、掃除機で吸引した。なお、堆積物の除去作業は、作業着や作業靴、掃

除道具を事前に消毒または洗浄するなど、衛生的に実施した。  

 

3-2-4-2 サイクロン微粉の除去 

 図 3-1 に示した通り、通常、冷却機で発生した微粉はサイクロンを経由して主工程

である冷却機出口コンベアに再添加している。今回、冷却機出口コンベアへの添加工

程を切り離すことにより、微粉を工程外に除去した。  
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3-2-5 統計処理 

 残留物除去前後の製品油粕および微粉のサルモネラ検出率の比較には、フィッシャ

ーの正確確率検定を用いた。 

 

3-3 成績 

3-3-1 油粕工程のサルモネラ汚染実態 

工程停止時の脱溶剤機以降の装置内部の汚染実態を表 3-1 に示した。また、サルモ

ネラ検出箇所の詳細を図 3-2 に示した。脱溶剤機出口コンベアの検出率は 18.2%

（4/22）であり、脱溶剤機出口および冷却機への入口付近でサルモネラが検出された。

また、冷却機をオーバーフローした油粕循環工程は汚染率が高く、水平コンベアで

50.0%（1/2）、垂直コンベアで 66.7%（2/3）であった。冷却機本体の入口シュートと

出口シュートは 100％（それぞれ 2/2、1/1）の割合で汚染されていたが、内部はすべ

て陰性（0/9）であった。さらに冷却機出口コンベアの汚染率は 66.7%（2/3）であり、

粉砕機と充袋機はすべて陰性（ともに 0/2）であった。 

 

3-3-2 微粉回収工程のサルモネラ汚染実態 

 工程停止時の微粉工程内の汚染実態を表 3-2 に示した。垂直ダクトはすべて陰性

（0/5）であったが、水平ダクトは 23.1%（3/13）、サイクロン出口ダンパーは 25.0%

（1/4）、サイクロン出口シュートは 75.0%（3/4）が陽性となった。 

 

3-3-3 工程内残留物除去前後の製品油粕および微粉の汚染実態 

工程稼働中における製品油粕および微粉の汚染実態を表 3-3 に示した。工程内残留

物除去前は、最終製品の汚染率が 20.0％（2/10）であったのに対し、残留物除去後は

すべて陰性（0/20）となった。一方、残留物除去前の汚染率が 30.0％（3/10）であっ

た微粉は、残留物除去後も 10.0％（2/20）の汚染率であり、サルモネラが残存した。
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血清型は残留物除去前の製品油粕で O7 群、残留物除去前後の微粉で、それぞれ

Typhimurium と O7 群、O7 群と O3,10 群が確認された。なお、残留物除去前後の汚

染率の有意差を確認した結果、製品油粕では有意差が認められたが（p<0.05）、微粉

では有意差が認められなかった（p>0.05）。 

 

3-4 考察 

 一般的に油粕の製造には加熱工程である脱溶剤機が存在するため、サルモネラ汚染

は脱溶剤機以降で発生する。また、製品油粕へのサルモネラ汚染の原因は、汚染され

た残留物が工程内に存在している場合や、汚染されたサイクロン微粉が微粉回収工程

から油粕工程に混入する場合、また、乾燥や冷却目的で工程内に取り込まれたエアー

から混入する場合が考えられる（Morita ら，2006）。今回、インドの油粕工場をモデ

ルとして、特に影響が大きいと考えられる工程内残留物および微粉回収工程からのサ

ルモネラの混入を防止することを目的に、日本で実績をあげた、工程内残留物除去お

よびサイクロン微粉除去の二つの手法を評価した。  

 脱溶剤機以降の油粕工程内の残留物の汚染実態を調査した結果、水平コンベアの入

口と出口、垂直コンベアの下部で汚染率が高かったが、粉砕機や充袋機ではすべて陰

性となった。また、微粉回収工程内では、ダクト水平部やサイクロン出口シュートの

汚染率が高く、ダクト垂直部はすべて陰性となった。検出率の高い箇所は、工程内残

留物の多い箇所と一致しており、残留物中にサルモネラが長期間生残したもの

（Morita ら，2004）と考えられた。Beuchat らは低水分活性の飼料や食品において、

サルモネラは長期間生残することを報告した（2013）が、工程内残留物の水分活性は

0.4 程度であるため、サルモネラが長期間生残したものと考えられた。 

 次に、工程内残留物除去の前後で製品油粕および微粉の汚染実態を確認した結果、

製品油粕は残留物除去後にすべて陰性となった。一方、サイクロン微粉は残留物除去

後に除去前より汚染率が低下したものの、有意差は確認されなかった（p>0.05）。一
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般的に、微粉回収工程は構造上開放できる箇所が少ない場合が多く、残留物およびそ

こに生残するサルモネラを完全に除去することが困難である。このため、残留物がサ

ルモネラに汚染された場合、サルモネラが長期間にわたって生残する可能性がある

（Morita ら，2004）。従って、サイクロン微粉からのサルモネラ混入を防止するため

には、サイクロン微粉を除去または再加熱することが必要であることが示唆された。  

 筆者は、油粕製造工程におけるサルモネラ汚染対策について具体的な手法およびそ

の効果を明確に示した報告を見出すことはできなかった。今回評価した定期的な工程

内残留物の除去および微粉の除去は、油粕製造工程のサルモネラ汚染対策として非常

に効果的であることが分かった。 

本法は、大規模な設備改善や殺菌設備の導入は不要で経済性に優れた手法であり、

油粕だけではなく、類似した製造工程を有し、サルモネラ汚染が問題になっているチ

ョコレートや製粉、（Podolak ら，2010）、配合飼料および油粕以外の飼料原料（Binter

ら，2011；Jones ら，2011）などにも応用が可能であると考えられた。 
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図 3-1 インドの油粕工場における脱溶剤機以降の製造工程の概要  

 

      ：油粕工程、    ：微粉回収工程 
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表 3-1 インド油粕工場の製造工程におけるサルモネラ汚染実態  

 

 

採取箇所  試料数  
検出数  

（検出率 (%)） 
血清型  

脱溶剤機出口コンベア  22 4 (18.2) Bareilly(3), O8 

油粕循環ライン  
水平コンベア  2 1 (50.0) Gaminara, O8 

垂直コンベア  3 2 (66.7) O7, O8(2) 

冷却機  

入口シュート  2 2 (100) Bareilly(2) 

内部（上流部） 4 0 (0) 
 

内部（中間部） 2 0 (0) 
 

内部（下流部） 3 0 (0) 
 

出口シュート  1 1 (100) Kedougou 

冷却機出口コンベア  3 2 (66.7) 
Havana, O7, O8, [O3,10], [O1,3,19], 

O13, O35 

粉砕機  2 0 (0)   

充袋機  2 0 (0) 
 

合計    46 12 (26.1)    
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冷却機

篩

充袋機

粉砕機
脱溶剤機
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微粉回収
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ダンパー

サイクロン
出口シュート

 

図 3-2 インドの油粕工場の製造工程におけるサルモネラ検出箇所  

 

                ：コンベア、    ：装置、     ：シュート、     ：ダクト  

●：サルモネラ検出箇所  
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表 3-2 インド油粕工場の微粉回収工程におけるサルモネラ汚染実態  

 

 

採取箇所  試料数  
検出数  

（検出率 (%)）  
血清型  

垂直ダクト  5 
0 

(0) 
  

水平ダクト  13 
3 

(23.1) 
O35, Give, O7 

ダンパー  4 
1 

(25.0) 
Typhimurium 

サイクロンシュート  4 
3 

(75.0) 
Bardo, Orion, Typhimurium 

合計  26 
7 

(26.9) 
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表 3-3 インドの油粕工場における残留物除去前後の油粕および微粉のサルモネラ汚染実態  

 

 

材料  残留物  材料数  
検出数  

（検出率 (%)）  
血清型  

油粕  

除去前  10 
2 

(20.0) 
O7 

除去後  20 
0 

(0) 
  

微粉  

除去前  10 
3 

(30.0) 
Typhimurium, O7 

除去後  20 
2 

(10.0) 
O7, [O3,10] 
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第四章 製品油粕を対象としたサルモネラ簡易迅速検出法  

 

4-1 はじめに 

第二章および第三章では、油粕工場におけるサルモネラの汚染実態とその制御方法

を明らかにした。これらの手法を用いて、サルモネラの汚染リスクの低い油粕を製造

した後、製品検査を実施し、その安全性を保証する必要がある。我が国の油粕工場は

製品の保管能力が不足している場合が多く、サルモネラ検査の判定前に製品を出荷す

ることが少なくない。さらに、油粕は数千トン単位で出荷されることがあり、万が一

サルモネラ汚染が発生した場合の社会的影響や経済的損失は極めて大きい。このよう

な理由から、油粕工場ではこれまでに 1－ 2 テスト（Erdman ら， 2003）、

Salmonella-Tek（Desmidt ら，1994）、Singlepath Salmonella（Lindhardt ら，2009）

および Dynabeads anti-Salmonella（Shaw ら，1998）などの簡易迅速キットが用い

られてきた。しかし、これらの手法でも結果判明までに 30 時間から 3 日という時間

を要することから、検査時間の短縮が求められる油粕工場では簡易でありながらより

迅速な検出法の導入が課題となっている。この課題を受けて開発されたクオリバック

ス TMシステム（Koyuncu ら，2010）は、PCR に必要な試薬類を錠剤化したことによ

り簡便性が高く、試料の調製から判定までを最短約 25.5 時間で実施することが可能で

ある。そのため、迅速な判定が求められる飼料工場の検査室で多用されている。最近、

同システム専用のリアルタイム PCR 試薬キットが開発され、本システムの検査時間

は約 23 時間にまで短縮された。しかし、油粕工場では安全な飼料を迅速に出荷でき

る生産システムの構築のため、検査開始から 10 時間程度で判定可能な検出法を確立

することが求められている。さらなる短縮化のためには、検査時間の大部分を占める

前増菌培養時間を短縮する必要があり、最適な培地の選定と培養条件の確立が重要で

ある。前増菌培地の選定にあたっては、その成分が PCR の増幅反応や DNA の検出を
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阻害しないことも考慮しなければならない。しかし、これらに関する報告は少なく、

また検査機器および対象とする試料や菌種ごとの最適な条件は確立されていない場合

が多い。 

前増菌培地として大腸菌 O-157 の短時間培養の検査で実績があり、クオリバックス

TM システムとの組み合わせで良好な結果が報告されている MP 培地（Guerini ら，

2006；Peng ら，2011）を検討した。また、DNA の溶出および精製段階において、操

作が簡易かつ特殊な膜を使用することにより前増菌培養液の影響を受けにくいことが

報告されている QuickGene（牧野ら，2006；Oldham ら，2012）を採用し、クオリ

バックス TMシステムとの組み合わせを検証し、油粕工場に適した検出法を確立した。 

 

4-2 材料および方法 

4-2-1 菌株および菌液の調製 

 供試菌株として、油粕の製造環境から分離した S. Senftenberg を用いた。菌株を、

HIBを用いて 35℃で 2代継代培養した後、リン酸緩衝生理食塩水で 10倍段階希釈し、

必要な菌数になるよう調整した。 

 

4-2-2 各前増菌培地の増殖速度の比較 

 人工汚染試料の調製には、日本の油粕工場で採取した大豆粕を用いた。大豆粕に S. 

Senftenberg が 100cfu/25g となるよう添加し、均一になるまで混合した。  

前増菌培地には、日本で多用されている BPW、 Enterobacteriaceae Enrichment 

Mannitol 培地（EEM：Merck）、乳糖培地（LB：日水製薬）および大腸菌 O157：

H7 の検査で実績のある MP 培地（DuPont Qualicon）を採用した。各培地に 0.6％と

なるように Tween80 を加えて、BPW、EEM および LB は 35℃、MP 培地は 42℃で

培養し、5～9 時間後の 1 時間毎、14 時間後および 18 時間後に菌数を測定した。各培

地とも 3～4 回試験を繰り返し、菌数の平均値を算出した。なお、MP 培地とそれ以外
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の培地における 7時間培養後の菌数の有意差の検定には Tukeyの多量比較検定（SPSS 

Statistics 19：日本 IBM）を用いた。 

 

4-2-3 BPW と MP 培地を用いたサルモネラ検出率の比較 

大豆粕に S. Senftenberg が 102cfu/25g、101cfu/25g および 100cfu/25g となるよう

添加し、均一になるまで混合した（人工汚染試料）。人工汚染試料は各菌数について

20 検体ずつ作製し、このうち 10 検体には BPW、残り 10 検体には MP 培地を添加し

て菌の回収を試みた。 

さらに、日本の油粕工場で採取した製造工程内残留物 13 検体と油粕原料 12 検体を

用いた（自然汚染試料）。製造工程内残留物は、加熱機以降の装置を開放し、装置内に

残留している油粕と微粉の混合物を 25g 採取した。油粕原料は原料船の船倉または搬

入工程から、原料と埃や土の混合物を 25g 採取した。 

前増菌培地には BPW と MP 培地を採用し、培養時間はそれぞれ 18 時間、14 時間、

培養温度はそれぞれ 35℃、42℃とした。前増菌培養後は飼分法に準じて検査を行い、

サルモネラの有無を確認した。 

 

4-2-4 各検出法 

 サルモネラ検出用自動測定装置にはクオリバックス TM システム（DuPont 

Qualicon）、試薬キットとして Salmonella RT（DuPont Qualicon）を用いた。また、

DNA 濾過キットして QuickGene-mini80（クラボウ）を用いた。飼分法（農林水産省，

1995）に準じた方法を培養法、クオリバックス TMシステムを使用した方法を BAX法、

クオリバックス TM システムおよび QuickGene-mini80 を組み合わせた方法を

QuickGene-BAX 法とし、各検出法のフローを図 5-1 に示した。また、MP 培地での

前増菌培養時間を 7 時間に短縮し、クオリバックス TM システムおよび

QuickGene-mini80 を組み合わせた方法を短縮 QuickGene-BAX 法とし、各検出法の
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分析時間を図 5-2 に示した。培養法は、選択増菌培地に HTT、選択分離培地に DHL

または CAS を用いた。さらに、発育した定型的なコロニーを TSI および LIM に接種

して 35℃で 18～24 時間培養後に性状を確認した後、サルモネラ免疫血清を用いて O

抗原の群別を行った。BAX 法は前増菌培養後、Brain Heart Infusion Broth（BHI：

Oxoid）で 3 時間の二次培養を行い、溶菌した後、クオリバックス TMシステムで検査

した。QuickGene-BAX 法は、前増菌培養後、QuickGene-mini80 を用いて溶菌・濾

過し、クオリバックス TMシステムで検査した。 

 

4-2-5 BAX 法と QuickGene-BAX 法の比較 

 HIB で純培養した S. Senftenberg を、103cfu/mL、102cfu/mL、101cfu/mL および

100cfu/mL になるよう希釈し、BAX 法および QuickGene-BAX 法で検査した。なお、

試験はそれぞれ 3 回実施した。 

 次に、自然汚染試料として日本の油粕工場で採取した製造工程内残留物 18 検体と

環境拭き取り試料 11 検体を培養法、BAX 法および QuickGene-BAX 法で検査した。

なお、環境拭き取り試料はペプトン加生理食塩水を浸漬させた滅菌綿棒または滅菌ガ

ーゼを使用し、約 1,000 ㎠の面積を拭き取り 1 検体とした。 

 

4-2-6 更なる分析時間の短縮 

 S. Senftenberg が 100cfu/25g となるように調整した人工汚染油粕を、MP 培地を用

いて 42℃で培養した。6 時間、7 時間および 8 時間培養後、サルモネラ菌数を測定す

るとともに、BAX 法および QuickGene-BAX 法で検査した。なお、試験はそれぞれ 3

回実施した。 

 次に、自然汚染試料として同様に採取した製造工程内残留物 6 検体と環境拭き取り

試料 3 検体を MP 培地で 7 時間培養後、培養法、BAX 法および QuickGene-BAX 法

で検査した。 
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4-3 成績 

4-3-1 各前増菌培地の増殖速度の比較 

 各前増菌培地における S. Senftenberg の菌数の変化と 7 時間培養後の菌数を、図

4-3 と図 4-4 にそれぞれ示した。7 時間培養の時点における MP 培地で培養した菌数

（N=3、平均値：6.6×103cfu/mL）は、BPW（N=4、平均値：1.6×103cfu/mL）、EEM

培地（N=4、平均値：8.5×102cfu/mL）および乳糖培地（N=4、平均値：7.5×102cfu/mL）

と比較し、有意に増殖速度が速かった（p<0.001）。 

 

4-3-2 BPW と MP 培地を用いたサルモネラ検出率の比較 

 S. Senftenberg を 100～102cfu/25g となるように調整した人工汚染試料を用いて、

BPW と MP 培地の検出率の比較した（表 4-1）。100cfu/25g の試料では両培地とも 2

～3 検体でサルモネラが検出されなかったが、101cfu/25g 以上の検体では両培地とも

すべて陽性と判定された。 

 次に、自然汚染試料と用いて BPW と MP 培地の検出率を比較した結果を表 5-2 に

示した。製造工程内残留物では、両培地とも 13 検体中 5 検体が陽性と判定され、検

査結果は完全に一致した。一方、油粕原料では、12 検体中 BPW では 4 検体、MP 培

地では 6 検体が陽性と判定され、MP 培地では BPW で陰性と判定された 2 検体から

サルモネラを検出することができた。  

 

4-3-3 BAX 法と QuickGene-BAX 法の比較 

 S. Senftenberg の純培養液を用いて、BAX 法と QuickGene-BAX 法の検出率を比較

した結果を表 4-3 に示した。BAX 法では、103cfu/mL の濃度では 3 検体中 2 検体が陽

性と判定されたが、102cfu/mL 以下の濃度ではすべて陰性と判定された。一方、

QuickGene-BAX 法では、 102cfu/mL 以上の濃度ではすべて陽性と判定され、

101cfu/mL および 100cfu/mL の濃度でも、それぞれ 2 検体および 1 検体が陽性と判定
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された。 

 次に自然汚染試料と用いて、BAX 法と QuickGene-BAX 法の検出率を比較した結果

を表 4-4 に示した。製造工程内残留物では、18 検体中 BAX 法では 5 検体、

QuickGene-BAX 法では 6 検体が陽性と判定され、QuickGene-BAX 法では BAX 法で

陰性と判定された 1 検体からサルモネラを検出することができた。一方、環境拭き取

り試料では、両法とも 11 検体中 6 検体が陽性と判定され、検査結果は完全に一致し

た 

 

4-3-4 更なる分析時間の短縮 

 S. Senftenberg が 100cfu/25g となるように調整した人工汚染油粕を、MP 培地で 6

時間、7 時間および 8 時間培養後に BAX 法および QuickGene-BAX 法で検査した結

果を表 5-5 に示した。BAX 法では、いずれの時間においても 3 検体中 2 検体が陰性と

判定された。一方、QuickGene-BAX 法では、6 時間培養後は 3 検体中 1 検体が陰性

と判定されたものの、7 時間以上の培養では各 3 検体すべて陽性と判定された。なお、

6 時間、7 時間および 8 時間培養後のサルモネラ菌数は、それぞれ 3.3×102～

4.5×102cfu/mL、2.7×103～5.7×103cfu/mL、3.1×104～3.0×105cfu/mL となった。 

 次に自然汚染試料を MP 培地で 7 時間培養後、BAX 法と QuickGene-BAX 法で検

査した結果、および MP 培地での培養を 14 時間まで継続後、培養法で検査した結果

を表 5-6 に示した。製造工程内残留物では、培養法および QuickGene-BAX 法では 6

検体中 5 検体が陽性と判定され、検査結果は完全に一致した。一方、BAX 法では 6

検体中 4 検体が陽性と判定され、培養法および QuickGene-BAX 法で陽性と判定され

た 1 検体からサルモネラを検出できなかった。また、環境拭き取り試料でも同様に、

BAX法では培養法および QuickGene-BAX法で陽性と判定された 1検体からサルモネ

ラを検出できなかった。 
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4-4 考察 

 油粕工場では製品の保管能力や検査担当者の勤務時間の制約により、前増菌培養を

含めて 10 時間程度で判定できるサルモネラ検出法の確立が求められている。そのた

めには、検査時間の大部分を占める前増菌培養や溶菌操作の効率化が必須である。  

 前増菌培地として今回評価した MP 培地は、BPW、EEM および LB と比較し、サ

ルモネラ増殖速度が速いことが判明した。また、人工汚染試料を用いて、BPW での

18 時間培養と MP 培地での 14 時間培養を比較した結果、両法とも 7 割以上の確率で

100cfu/25g の試料からサルモネラを検出することができた。競合菌の多いミンチ肉か

らも MP 培地による短時間培養でサルモネラを検出できることが報告されている

（Guerini ら，2006）が，エンテロバクターやクレブシエラなどの大腸菌群の夾雑が

知られている配合飼料（伊藤ら，1981）や油粕においても、短時間培養での検査が可

能であることが示唆された。MP 培地は培養温度が 42℃に設定されているため、競合

菌の発育が抑制されたことが、短時間培養での検出を可能にした要因であると考えら

れた。 

他方、前増菌培養や選択増菌培養には、損傷菌を回復する効果があるため、前増菌

培養段階における 42℃での短時間培養は、損傷菌を含む自然汚染試料からのサルモネ

ラ検出に不向きであることが懸念された。しかし、工程内残留物を用いた比較試験で

は、MP 培地での 14 時間培養は、BPW での 18 時間培養と同等の結果となった。ま

た、油粕原料では、MP 培地は BPW で陰性と判定された 2 検体からサルモネラを検

出することができた。油粕原料は、サルモネラが陽性である場合においても、そのほ

とんどがMPN値で 30/100g以下であることが事前の調査で確認されている（盛田ら，

2007）。また、大豆や菜種などの油粕原料は、2～4 週間をかけて海外から輸入される

ことから、輸送期間における乾燥や高温により損傷を受けていることが想定される。

以上のことから MP 培地は、少量の損傷菌に汚染された試料にも有効であることが示

唆された。 
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 次に前増菌培養後の二次増菌および溶菌操作に要する時間の短縮を検討した。PCR

を原理としたサルモネラ検出法では、競合菌や試料由来の成分が DNA の増幅反応や

検出を阻害する可能性がある（Ganz ら，2013）。それらの影響を抑制するためには、

前増菌培養液の洗浄や別の培地での二次培養が必要とされている。クオリバックス TM

システムにおいては、前増菌培養液を BHI で 3 時間培養することが規定されている。

そこで、この二次培養およびその後の溶菌操作における時間を短縮する目的で、DNA

濾過システムである QuickGene-mini80 を評価した。 

サルモネラ菌液を用いて、BAX 法と QuickGene-BAX 法を比較した結果、

QuickGene-BAX 法は BAX 法よりも検出感度が高かった。BAX 法では培養液 10μL

を 500μL の BHI で 3 時間培養した後、BHI 培養液 5μL を溶菌バッファ 200μL に採

取した。BHI での 3 時間培養により、サルモネラ濃度は供試菌液の約 10 倍になるこ

とが事前の調査で判明したが、それを考慮しても、溶菌バッファ中の最終的な濃度は、

供試培養液の 10-1倍程度である。一方、QuickGene-BAX 法では、培養液 200μL を同

量の溶菌バッファに溶出することから、最終的な濃度は供試培養液と同等である。こ

のため，QuickGene-BAX 法は BAX 法よりも検出感度が高かったと考えられた。さら

に、BAX法では菌液の採取が 10μLと少量であるため、検査結果にバラツキが発生し、

103cfu/mL の菌液でも陰性と判定されたものが存在したと考えられた。  

自然汚染試料を用いた評価では、環境拭き取り試料を用いた場合の検出感度は両法

で同等であったが、油粕原料を用いた場合は，QuickGene-BAX 法では BAX 法で陰性

と判定された 1 試料からサルモネラを検出することができた。これは、環境拭き取り

試料中のサルモネラは菌数が多かったが、油粕原料中のサルモネラは菌数が少なく損

傷していたため、前増菌培養で十分に増殖せず、サンプル採取量の多い

QuickGene-BAX 法の方が有効であったためと考えられた。  

 QuickGene-BAX 法は前増菌培養後の菌数が 103cfu/mL 以上であれば菌を検出する

ことができた。また、MP 培地では 100cfu/25g のサルモネラが 7 時間培養後に
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103cfu/mL 以上に増殖することを確認した。そこで、MP 培地での培養時間のさらな

る短縮を検討した。その結果、油粕中の 100cfu/25g のサルモネラを MP 培地で 7 時間

以上培養後、QuickGene-BAX 法で検査した結果、検出率は 100％となった。自然汚

染試料を用いた評価においても、7時間培養の短縮QuickGene-BAX法の検査結果は、

培養法と同等の結果となった。7 時間培養の BAX 法は検出感度が低かったことから、

QuickGene-BAX 法を用いることにより前増菌培養時間を 7 時間まで短縮できる可能

性が示唆された。 

 図 4-2 に示した通り、短縮 QuickGene-BAX 法は検査開始当日に検査結果が判明す

る。本手法の導入は、サルモネラ陰性を確認した製品出荷の徹底、サルモネラ汚染発

生時の被害拡大の防止、検査担当者の労働時間短縮に伴う人件費の削減などの観点で、

油粕工場における メリットが極めて大きい 。今回評価した MP 培地、

QuickGene-mini80 およびクオリバックス TMシステムを組み合わせた手法は、14 時

間の前増菌培養、約 30 分の濾過および溶菌、約 1 時間の DNA 増幅および検出の計約

15.5 時間で培養法と同等の感度が得られた。さらに培養時間を 7 時間に短縮し，合計

8.5 時間としても，現在広く採用されている BAX 法と同等の感度でサルモネラを検出

することができた。油粕工場では、製品以外にも製造工程内残留物や環境拭き取り試

料、油粕原料など、さまざまな試料を検査している。これらの試料の特徴や要求され

る迅速性に応じて、 15.5 時間と 8.5 時間の 2 種類の迅速検出法を使い分けることに

より、飼料工場の品質管理レベルが向上すると考えられた。  
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図 5-1 迅速法評価のためのサルモネラ検出法  

 

BPW： Buffered Peptone Water, EEM: Enterobacteriaceae Enrichment Mannitol Broth, LB: 

Lactose Broth, HTT: Hajna Tetrathionate Broth, DHL: Diagnostic Semi-solid Salmonella Agar, 

CAS: CHROMAgar Salmonella, TSI: Triple Sugar Iron Medium, LIM: Lysine Indol Motility 

Medium, BHI: Brain Heart Infusion Broth
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図 5-2 本章で使用した検出法の分析時間、Kitazawa ら（2017）にて公表
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図 5-3 各前増菌培地におけるサルモネラ菌数の変化 

Kitazawa ら（2017）にて公表 

 

 

 

 

 

 



62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-4 MP 培地と他の培地における 7 時間培養後の菌数の比較 

※データは平均値±標準誤差で示す  

※※※p<0.001 

Kitazawa ら（2017）にて公表 
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表 5-1  S.senftenberg を添加した試料を用いた BPW と MP 培地の比較  

 

添加菌数  

（ cfu/25g）  

試料数  

検出数  

（検出率 (%)）  

BPW 

（ 18 時間）  

MP 培地  

（ 14 時間）  

102  10 

10 

（ 100）  

10 

（ 100）  

101  10 

10 

（ 100）  

10 

（ 100）  

100  10 

8 

(80.0) 

7 

(70.0) 
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表 5-2 自然汚染試料を用いた BPW と MP 培地の比較  

 

材料  試料数  

検出数  

（検出率 (%)）  

BPW 

（ 18 時間）  

MP 培地  

（ 14 時間）  

製造工程内残留物  13 

5 

（ 38.5）  

5 

（ 38.5）  

油粕原料  12 

4 

(33.3) 

6 

(50.0) 
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表 5-3  S.senftenberg の菌液を用いた BAX 法と QuickGene-BAX 法の比較  

 

菌数  

（ cfu/mL）  

結果  

BAX 法  QuickGene-BAX 法  

103  ++※  +++ 

102  -  +++ 

101  -  ++ 

100  -  + 

 

※データは 3 回の実験から得られた。  

-： 3 検体すべて陰性、 +： 1 検体陽性、 ++： 2 検体陽性、 +++： 3 検体すべて陽性  
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表 5-4 自然汚染試料を用いた培養法、BAX 法および QuickGene-BAX 法の比較  

 

材料  材料数  

検出数  

（検出率 (%)）  

培養法  BAX 法  QuickGene-BAX 法  

製造工程内残留物  18 

6 

（ 33.3）  

5 

(27.8) 

6 

（ 33.3）  

環境拭き取り  11 

6 

(54.5) 

6 

(54.5) 

6 

(54.5) 

 

Kitazawa ら（2017）にて公表  
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表 5-5 S.senftenberg を添加した試料を用いた異なる培養時間における BAX 法と QuickGene-BAX 法の比較  

 

培養時間  

（時間）  

培養後の菌数  

（ cfu/mL）  

結果  

BAX 法  QuickGene-BAX 法  

6 3.3×102  ~ 4.5×102  +※  ++ 

7 2.7×103  ~ 5.7×103  + +++ 

8 3.1×104  ~ 3.0×105  + +++ 

 

※データは 3 回の実験から得られた。  

-： 3 検体すべて陰性、 +： 1 検体陽性、 ++： 2 検体陽性、 +++： 3 検体すべて陽性  

Kitazawa ら（2017）にて公表  
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表 5-6 自然汚染試料を用いた 7 時間培養における BAX 法と QuickGene-BAX 法の比較  

 

材料  材料数  

検出数  

（検出率 (%)）  

培養法  BAX 法  QuickGene-BAX 法  

製造工程内残留物  6 

5 

（ 83.3）  

4 

(66.7) 

5 

（ 83.3）  

環境拭き取り  3 

2 

(66.7) 

1 

(33.3) 

2 

(66.7) 

 

Kitazawa ら（2017）にて公表  
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総括 

 

 国際的な食品規格を策定するコーデックス委員会では、食品衛生を「食品生産流通

網（フードチェーン）のすべての段階における安全性と適切性を確保するための必要

なすべての条件と手段」と定義している。古くから、飼料における主要なたんぱく源

として位置付けられてきた油粕の需要は多く、その衛生はフードチェーンにおける育

成の段階における重要な課題の一つであると考えられる。油粕の品質上の課題として

サルモネラ汚染が指摘されており、その製造環境からは高頻度でサルモネラが分離さ

れることが報告されている。油粕の製造工程は完全な密閉構造ではなく、冷却や換気

の目的で工程の多くの箇所で外気との接触がある。そのため、油粕のサルモネラ汚染

を制御するためには、製造環境のサルモネラ汚染対策を軽減する必要がある。  

 そこで、本研究では製品油粕および製造環境のサルモネラ汚染を制御することを目

的として、油粕工場に適した検出法を評価した。さらに、実際の油粕工場および製造

工程を対象に、製造環境および油粕のサルモネラ汚染対策を確立した。また、製品油

粕の保管能力が不十分である我が国の油粕工場に適した簡易迅速検出法を検討した。 

 

第一章 油粕工場における遅延二次増菌培養法の検討  

 油粕製造環境のサルモネラを効率的に分離する検出法として、DSE 法を評価した。

飼分法と選択増菌培地に HTT を用いた DSE 法を比較した結果、DSE 法では 18 検体

（14.3%）が陽性と判定され、飼分法で陰性と判定された 2 検体からサルモネラを分

離することができた。飼分法の中では、HTT-DHL 法および HTT-CAS 法、SC-CAS

法、SC-DHL 法の順でサルモネラを多く分離することができた。試料別に見ると、汚

染菌数が高い環境拭き取り試料では飼分法（HTT-DHL、HTT-CAS）と DSE 法の検

査結果は一致したが、汚染菌数の低い油粕原料では、DSE 法の方が検出率は高かった。 
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 選択増菌培地に RV および TBG を用いた場合においても、DSE 法ではそれぞれ飼

分法で陰性と判定された 1 検体からサルモネラを分離することができた。選択増菌培

地の比較では、飼分法では HTT で 11 検体（20.4％）、RV で 10 検体（18.5%）、TBG

で 9 検体（16.7%）が陽性、DSE 法では HTT および RV で 11 検体（20.4％）、TBG

で 10 検体（18.5%）が陽性となった。試料別に見ると、環境拭き取り試料ではいずれ

の選択増菌培地を用いた場合においても飼分法と DSE 法の結果は一致した。一方、

油粕および油粕原料では RV および TBG でサルモネラを分離できない試料が確認さ

れた。 

 分離株における O 抗原群別の結果、飼分法と DSE 法でともにサルモネラが分離さ

れた試料のうち 10.0%～43.8%は O 抗原が異なっていた。さらに複数検体については、

飼分法で検出されなかった O 抗原のサルモネラを、DSE 法による 5～7 日の培養で分

離することができた。 

 以上の結果から、飼分法と DSE 法の併用は油粕工場の疫学解析を目的とした検出

法として効果的であることを明らかにした。また、DSE 法は選択増菌培養を 1 回追加

するだけの簡便な方法であるため、従来のサルモネラ検出法と併用しやすいことも利

点である。 

 

第二章 油粕製造環境におけるサルモネラ汚染実態とその対策 

油粕製造環境におけるサルモネラ汚染実態  

 油粕工場がサルモネラに汚染される機序を明らかにするため、日本 3 工場およびイ

ンド 1 工場の計 4 工場を対象に、製造環境のサルモネラ汚染実態を調査した。原料保

管エリアの汚染調査の結果、インドの工場の汚染率は 60.0%で、日本の 3 工場と比較

して著しく高いことが判明した。油粕原料は日本ではサイロに隔離保管されることに

対し、今回調査したインドの工場では、倉庫に麻袋または野積みの状態で保管される。

そのため、油粕原料に付着したサルモネラが油粕工場に持ち込まれた後、原料搬入作
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業および作業者の移動、衛生動物を介して原料保管エリア全体を汚染したものと考え

られた。 

次に、油粕製造エリアの汚染調査を実施した結果、油分の高い菜種を扱う工場の方

が、油分の低い大豆のみを扱う工場よりも汚染率が高い傾向を示した。サルモネラ汚

染の増加に油分の存在が深く関与していることが改めて確認された。また、採取箇所

別のサルモネラ汚染率は前処理が最も高かったが、これも製造環境の油汚れの度合い

に影響するものと考えられた。 

4 工場すべてにおいて、原料保管エリアで確認された血清型のほとんどは、同工場

の油粕製造エリアでも確認された。これは油粕原料を介して油粕工場に侵入したサル

モネラの一部が、原料保管エリアを汚染した後、作業者や衛生動物によって油粕製造

エリアに拡散したことを裏付けた。また、これらの血清型は他の血清型よりも生残性

が優れていると考えられ、工場内で常在化する可能性が示唆された。  

油粕製造環境におけるサルモネラ汚染対策 

 油粕製造エリアの環境汚染対策を確立する目的で、作業床に使用するための効果的

な消毒剤を検討した。その結果、ジデシルジメチルアンモニウムクロライドを主成分

とする消毒剤 b の 10 倍希釈液が、殺菌効果、安全性および経済性に優れていること

が明らかとなった。 

 次に日本 B 工場を対象に、靴裏消毒、床面の平滑化塗装および消毒剤 b の 10 倍希

釈液による作業床の殺菌の 3 つの対策を順に実施した。なお、従業員の作業負荷を軽

減するため、高油分区域のみを 1 ヶ月に 1 回の頻度で消毒することとした。結果、高

油分区域の汚染率は靴裏消毒のみを実施した場合は 89.5％であったが、靴裏消毒、床

塗装および作業床の殺菌のすべてを実施した場合は 25.0%にまで低下した。以上のこ

とから、これら 3 つの対策の組み合わせは、サルモネラの常在化を防止する有効な手

段であることが確認された。さらに、サルモネラが作業者を介して高油分区域から低

油分区域に拡散していることが改めて確認された。従って、本対策の継続はサルモネ
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ラの拡散防止にも有効であると考えられた。  

以上の結果から、油粕原料をサイロなどで隔離保管すること、油粕製造エリアにお

いてはゾーニング管理を行い、靴裏消毒、床面の平滑化および定期的な噴霧消毒を実

施することにより、油粕工場におけるサルモネラ汚染を低減することができることを

明らかにした。なお、本評価は実際の現場を使った初めての報告である。 

 

第三章 油粕製造におけるサルモネラ制御技術の確立  

 油粕製造工程のサルモネラ制御方法を確立する目的で、インドの工場を対象に、加

熱工程以降の製造工程内の残留物の汚染実態を調査した。その結果、水平コンベアの

入口と出口、垂直コンベアの下部で汚染率が高かったが、粉砕機や充袋機ではすべて

陰性となった。また、微粉回収工程内では、ダクト水平部やサイクロン出口シュート

の汚染率が高く、ダクト垂直部はすべて陰性となった。検出率の高い箇所は、工程内

残留物の多い箇所と一致しており、残留物中にサルモネラが長期間生残したものと考

えられた。 

 製造工程内にサルモネラが確認されたことから、加熱工程以降の油粕工程内の残留

物を除去するとともに、本来、製造工程に添加されている汚染率の高い微粉を工程外

に除去した。結果、製品油粕は残留物除去後の製造においてはすべて陰性となった。

一方、微粉は残留物除去後には残留物除去前より汚染率が低下したものの、有意差は

確認されなかった（p>0.05）。 

微粉の工程は一般的に構造上開放できる箇所が少なく、残留物および残留物中に生

残するサルモネラを除去することが困難である。すなわち、油粕のサルモネラ汚染率

を低減させるためには、製造工程内、特に水平コンベアの入口と出口、垂直コンベア

の下部などを集中的かつ定期的に清掃し、残留物を除去することが効果的であること

が示唆された。さらに、微粉からのサルモネラ混入を防止するためには、微粉の除去

が必要であることが示唆された。 
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 現在、油粕製造工程におけるサルモネラ汚染対策について具体的な手法およびその

効果を示した報告はない。今回評価した定期的な工程内残留部の除去および微粉の除

去は、油粕製造工程のサルモネラ汚染対策として非常に効果的であった。  

 

第四章 製品油粕を対象としたサルモネラ簡易迅速検出法 

 我が国の油粕工場は製品の保管能力が不足している場合が多く、サルモネラ検査の

判定前に製品を出荷することが少なくない。そのため、油粕工場では 24 時間程度で

検査結果が判明する、PCR を原理とした簡易迅速検出法が広く採用されている。しか

し、迅速性は不十分であり、検査開始から 10 時間程度で判定できるサルモネラ検出

法の確立が求められている。 

 前増菌培養時間を短縮するため、MP 培地を評価した。なお、MP 培地の培養時間

は 14 時間、培養温度は 42℃とした。MP 培地と BPW、EEM 培地および乳糖培地の

増殖速度を比較した結果、MP 培地の 7 時間培養後の菌数は、他の培地と比較し有意

に高かった（p<0.001）。また、人工汚染試料を用いて、BPW での 18 時間培養と MP

培地での 14 時間培養を比較した結果、両法とも 7 割以上の確率で 100cfu/25g の試料

からサルモネラを検出することができた。さらに、菌数が少なく損傷を受けているこ

とが想定される自然汚染試料を用いた評価でも、BPW と MP 培地は同等の結果とな

った。以上のことから、MP 培地を採用することにより、前増菌培養時間を 14 時間に

短縮できる可能性が示唆された。 

 次に前増菌培養後の二次増菌および溶菌操作に要する時間の短縮を目的に、

QuickGene-mini80 を評価した。サルモネラ菌液を用いて、BAX 法と QuickGene-BAX

法を比較した結果、QuickGene-BAX 法は BAX 法よりも検出感度が高かった。自然汚

染試料を用いた評価においても、QuickGene-BAX 法では BAX 法で陰性と判定された

1 試料からサルモネラを検出することができた。 

以上の結果から、QuickGene-mini80 を用いることにより、BAX 法の検出感度が向
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上することが明らかとなり、前増菌培養時間を短縮できる可能性が示唆された。そこ

で、MP 培地での培養時間を 7 時間に短縮し、100cfu/25g の人工汚染試料を検査した

結果、QuickGene-BAX 法の検出率は 100％となった。また、自然汚染試料を用いた

評価においても、7 時間培養の QuickGene-BAX 法の検査結果は、培養法と同等の結

果となった。QuickGene-BAX 法を用いることにより前増菌培養時間を 7 時間まで短

縮できる可能性が示唆された。 

 油粕工場では、製品試料以外にも工程内残留物や環境拭き取り試料、油粕原料など、

さまざまな試料を検査している。これらの試料の特徴や要求される迅速性に応じて、

15.5 時間と 8.5 時間の 2 種類の迅速検出法を使い分けることにより、飼料工場の品質

管理レベルが向上すると考えられた。 

 

 油粕のサルモネラ汚染を完全に制御するためには、製造環境のサルモネラ汚染を軽

減する必要がある。そのためには、DSE 法により製造環境から効率良くサルモネラを

分離することが重要である。また、製造環境を汚染させないための手法として、1)油

粕原料は原料サイロで隔離保管する、2)原料保管エリアと油粕製造エリアを可能な限

り隔離し、作業者や衛生動物の往来を制限する、3)種子中の含有油分の多い油粕原料

を扱う工場では、特に、油分の除去を徹底する、などが本研究から明らかとなった。

さらに、汚染された製造環境を改善するためには、1)靴裏消毒、2)床面の平滑化塗装、

3) 効果的な消毒剤による高油分区域の定期的な噴霧消毒、の 3 つの対策すべてを実施

することが効果的であった。また、油粕のサルモネラ汚染対策として、1)工程内残留

物の除去、2)微粉の除去、の 2 つの対策が効果的であることが明らかとなった。製造

環境および油粕のサルモネラ汚染対策は、いずれも実際の工場および工程を対象に評

価し、その効果を確認したものであり、油粕だけではなく、配合飼料、製粉およびチ

ョコレートなど、紛体を扱う多くの飼料・食品工場で応用が可能である。本研究はフ

ードチェーンの多くの段階で、その衛生管理手法を新たに提案したものであり、油粕
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だけではなく、食の安全・安心に大いに貢献できるものと考える。  
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