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北大水産嚢報
44(1)， 46-54. 1993. 

ヒスタミン産生菌の増殖に及ぼすガス置換包装の影響

岡 重美*・福永健治地・伊藤博司“・高間浩蔵*

Growth of Histamine Producing Bacteria in Fish-fi11ets 

Under Modified Atmospheres 

Shigemi OKAへKenjiFUKUNAGAへHiroshilTo** 
and Kozo TAKAMA * 

Abstract 

Alminium lamina.ぬdpa.uches were filled wi七hfillet8 of Bigeye tuna. (日叫nnusobes叫s)
a.nd histamine producing b泌総ria.(M，仰側IIα畑町'ganii， Kleb抑 llapne叫隅側aeand H，ゆia
αZ官邸). Th田epauch田 werefilled with ei七heran Air or a. G幽 mlXt旧'e(OO，/N， 60: 40)， 
resp酬 ively，岨dsealed. The growも，hP叫旬mofth剖eoriganisms， pH va.lue， and histamine 
content in bo七hpa.ck，吋 sampl田 wereexamined during s七oragefor 14 da.ys 叫 400and 1000. 
After 14 days stora.ge，もhenumber of M.間併'go:ηiiw幽 4.6-4.4X103/g flesh for the 4・c
samples a.nd 1.2 -1.1 X 108/ g 盟国hfor the 1000 sampl剖 inboth Air pa.cked and Gas pa.cked 
sampl倒， respectively 
However，七hegroWぬ ofthe organisms inもheG幽 pa.ckeds創npl倒的ored叫 10・Ow副
slightly inhibited during the first 3 da.ys af'もersもora.ge. The number of H.αゐeiw幽 9.2x106 

-1.0X 104/g畳間hfor the 400 sampl団組d8.2-3.0x 108/g flesh for the 10・osamples in bo七h
Air p邸 kedand G拙 pa.ckedsa.mpl回， r回P郎もively. This r田ulta.lso showedもha.ももhegrow也
of this organism was inhibited at 400阻 d1000 under Gas pωked∞ndiもion. However， no 
growth of K. pn側師側iaew踊 observedin both Air and G踊 p齢 kedsa.mpl倒.
The ∞n旬ntof hist鉱nmew踊a.bouも550-650mg/l00 g fl，回hin Air pa.cked 岨mplesa.nd 
a.bout 3∞-560 mg/l00 g fl田hin Gas pa.cked s阻 pl開閉山 ωwithoutthree hista.mine 
producing organisms此 1000after 14 days. 
Fromもheresul飽 obtained，七 W嗣 concludedtha.t G踊 P郎kingslightly inhibit8 the 
growth of hisもamineproducing bω，tena. excep七forinぬ，ec描eof K.p叫側師側切e，and 
hist乱mineproduc七iond細則origin胸 inthe附 org叩おms.

緒言

ヒスタミンは主に海産の赤身魚に含まれるヒスチジンが， ヒスタミン産生菌のもつ脱炭酸酵素

により魚肉中に産生されるもので， ヒトがこれらの魚肉を摂取した場合，時として頭痛，体表の

紅疹，下痢，じん麻疹などのアレルギ一様食中毒を起こす。

我が国をはじめ諸外国においても，サバ，サンマ，アジ，マグロなど赤身魚やこれらの加工食

品に由来したアレルギ一様食中毒が多く報告されている1-10)。

アレルギ一様食中毒の原因菌となるヒスタミン産生菌には，従来からよく知られている MO'I・-

*北海道大学水産学部食品化学第二講座

(Labo叫 ary01 F，叫 H炉問 F醐 lty01 F'叩heries，Hokkα協 Un問問ty)
"北海道漁業協同組合連合会

(Hokka必oGyogyokyoゐ"cumiaiRengok倒)
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岡ら: ヒスタミン産生菌の増殖とガス置換包装

抑制llamorganiiの他に，多くの菌種が報告されている11)。

著者らは，最近，生鮮魚介類の流通システムのーっとして実用段階に入っている炭酸ガスや窒

素ガスなどの不活性ガスを用いたガス貯蔵(以下MA貯蔵)が魚肉中の腐敗細菌に対して増殖抑

制効果があること 12にまたこれらの混合ガスが病原性大腸菌やブドウ球菌などの食中毒細菌に対

しても増殖抑制効果のあることを報告した問。

しかしながら，アレルギ一様食中毒の原因菌とされるヒスタミン産生菌の増殖やヒスタミン産

生に及ぼすMA貯蔵の効果についてはいまだ明らかにされていなし、。

そこで著者らは本研究において， MA貯蔵とヒスタミン産生菌の関係を明らかにし，かっMA貯

蔵によるアレルギ一様食中毒防止策の可能性を探る目的で，従来からヒスタミン産生菌と報告さ

れてL、る Mor抑制llamorganii 11 • 1ベ Klebsiella pnωm側仰山，H，ψtiaaZ.畑山}を供試し， MA貯
蔵中でのこれらの増殖パターンとヒスタミン産生について検討した。

実験方法

供試材料

新鮮な同一ロットの冷凍メパチマグロ (Thun鈍凶 obesus)を一夜4"0で解凍したものを用い

た。

供試菌株

供試菌株としての Morganellamorga同 IID602とHゆ切 alveiIID 978は東京大学医科学研究

所より，また Klebsiellapneumo明iaeTX 649は東京都立衛生研究所からそれぞれ分与されたもの

を供試した。

総生菌数の測定

Plate count晶gar(Di化0)によって 37"0，48時間培養後の総生菌数を常法に従って測定し，魚

肉Igあたりの菌数として算出した。

接種菌数の測定

Nivenらの寒天培地15.16)によって 37"0，48時間培養後の接種菌数を常法に従って測定し，魚肉

Igあたりの菌数として算出した。

接種用菌液

2%ヒスチジン加Trypticasesoy agar (BBL)斜面培地の保存菌を0.1%ヒスチジンブイヨン叫

5ml に25"0，24時間培養した後，その O.lmlをさらに同培地5mlに接種し， 25・0，20時間培養

した培養菌液を 103個/1g魚肉の割合に調製したものを接種用菌液とした。

ガスの充填と試料の貯蔵

試料の調製，接種菌量，ガス組成 (002/N2伺:40)，ガス充填方法はいずれも前報13)に準じて

行った。なお，シール後の両パックはともに4"0と10・Cに分け，これらを 14日間貯蔵しこの間

経目的に前述の各菌数と pHを測定するとともに，一部の試料についてはヒスタミン含量の測定

も行った。
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pHの測定

前報叫に準じて行った。

ヒスタミン含量の測定

試料中のヒスタミン含量は逆相イオン対高速液体クロマトグラフ法によって定量した。以下に

試料の調製法および分析条件を示す。

i) 試料液の調製

試料マグロ肉を9倍容の生理食塩水でホモジナイズし，このホモジナイズに対し 100%トリク

ロル酢酸溶液 (W/V)を加え，終濃度 10%とし， 3，似Xlrpm，10分間遠心分離後，得られた上清

をさらに0.2μmフィルターによりろ過し，分析に供した。

ii) 分析条件

① 分析機器 : HITACHI L・6200In飴lligentpump 

HITACHI F・1050Fluorescence Spec位ophoもome句r

HITACHI D-2500 Chromaω-In飴gr乱句r

③ 分析カラム : LiChrospher RP-18 (e)， 5μm，4φx 250 mm (MERCK社)

③ カラム温度 : 400C 

④ 移動相流速 1.0 ml/min. 

A: 50mM過塩素酸ナトリウム緩衝液pH4.0

含5mMヘキサスルホン酸ナトリウム

B:メタノーノレ

A: B/98 : 2 (V /V) 
⑤ 蛍光試薬流速:0.5 ml/min. 

⑥ 蛍光検出器 : HITACHI F-1050励起波長:340nm 蛍光波長:450nm 

結果

総生菌数と接種菌数

はじめに M.m併宮'aniiを接種した時の総生菌数と接種菌数の経目的変化を図 1に示した。総生

菌数は， 100C貯蔵の Airパックで3日目には既に 106まで，6日目には 108まで増殖し，以後 14日

までこのまま推移した。また Gasパックでも貯蔵後3日目には 105まで，6日目には 107まで，14 

日自にはAirパックと同様 10"まで増殖した。しかし， Airパックに比べ貯蔵期間中いずれも菌数

は少なく，明らかに菌の増殖抑制効果が認められた。

2 
3 6 10一一寸40 3 6 

(Days) 
10 -，孟
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Fig. l. Total viable cells (lefも)岨dgrowth of 
M. morganii (righ七)in fish創le胞sωredat 
400 and 10・ounder modified atmospheres 
(-・-:Air pack. 10・0，---0---: Air pack. 
400， -Aー :G踊 pack.1000，…ム :G邸
P剖k.ダ0).



岡ら・ ヒスタミン産生菌の増殖とガス置換包装
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Fig. 2. Total viable cells (left)阻 dgrow由 of
K.pn側刑側叩e(righ七)in fish fillets stored 
a七40C 叩 d10・Cunder modified前mo-
spheres. Symbols are the same幽 inFig. 
1. 

一方， 400に貯蔵した場合， Airパックでは貯蔵3日目まで菌の増殖は認められなかったが， 6日

目から菌は増殖し始め，貯蔵 14日目には 107までに達した。これに対し，Gasパックでは貯蔵期

間中菌の増殖は全く認められず，明らかに菌の増殖抑制効果が認められた。

次に接種菌数について検討したところ， 1000貯蔵の場合Airパック， Gasパックのいずれにお

いても貯蔵後6日目にはともに 107まで，14日目には 108まで増殖が認められた。ただし Gas

パックにおいては貯蔵6日目まではAirパックより菌数が少なく，ガス置換による菌の増殖抑制

効果が認められたが，それ以降両者の聞に菌数の違いは認められなくなった。

これに対して 400貯蔵の場合には，貯蔵期間中 Airλ ック， Gasパックとも接種菌の増殖は全く

認められなかった。

次に K.p泊四m側仰を接種した場合の総生菌数と接種菌数の結果を図2に示した。総生菌数の

場合， 1000貯蔵の Airパックで貯蔵3日目には 105まで，貯蔵6日目には既に 108まで増殖し，14 

日目までそのまま推移した。これに対して Gasパックでは貯蔵3日目から菌の増殖遅滞が確認さ

れ，貯蔵6日目で 10.， 14日目にあっても 107台と貯蔵期間中いずれの場合も Airパックに比べて
菌数が少なく，明らかに菌の増殖抑制効果が認められた。

一方， 400貯蔵の場合，両パックとも 1000貯蔵時に比べ菌数は少なかったものの， Airパックで

は107台まで，Gasパックにおいては 104台まで菌の増殖が認められた。しかし，この場合も貯蔵

期間中 Gω パックの方が菌数は少なく，菌の増殖阻害効果が確認された。

また，接種菌数は貯蔵日数によって多少違いはみられたものの，貯蔵温度，パック種別に関係

なく ，10
00貯蔵の Airパックでは貯蔵3日目に， Gω パックでは6日目に，また4

0

0貯蔵の Air

パックと Gasパックではともに 10日目に接種菌は検出不能となった。

次に H.alveiを接種した場合のパック種別，温度別の総生菌数および接種菌数の経目的変化を

図3に示した。総生菌数においては， 1000貯蔵の Airパック， Gasノfックとも貯蔵6日目には既

に108まで増殖し，14日目まで菌数はそのまま維持したが，貯蔵期間中 Gasパックよりも Air

~3 

ヨ 10 孟o 3 6 10 14 
(Days) 
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Fig. 3. Total viable cells (lefも)and growth of 
H.αh朋・ (righも)in fish fillets s旬redat 40C 
and 100C under modified atmospher四.
Symbols are the same副 inFig. 1. 
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Fig. 4. pH valu邸 of&h五lle胞 Sもoreda七4"0
and 10・ounder modified atmospher田• M. 

側 rganii(lefも)， K.pn側隅側四 (center)，H. 
al-開i(right). Symbols are七hesame剖 m
Fig.1. 

パックの方が菌数が多かった。同様に4"C貯蔵では， Airパックで 107台まで菌の増殖が認められ

たが，G晶Sパックでは 104まで増殖したに過ぎず，両貯蔵温度とも Gasパックにおける菌の増殖抑

制効果が認められた。

一方，接種菌におけるパック種別，温度別にみた菌数変化でも一般にやや総生菌数より少ない

ものの，ほぼ同様の増殖パターンを示し，いずれも Gasパックにおいて菌の増殖抑制効果が高く，

また菌数も Airパックより少なかった。

試料のpH

菌種別，パック種別，貯蔵温度別試料の経日的pH変化を測定した。

その結果を図4に示した。 M.rrwganiiを接種した時の試料の pHは，はじめ5.80であったが，

10'C貯蔵の Airパックでは貯蔵3日目から上昇し始め， 14日目には6.15まで上昇した。これに対

して Gω パックで、は，貯蔵期間中の pH上昇は遅かったが，貯蔵 14日目にはAirパックと同じ

pHに達した。

一方， 4"C貯蔵試料の場合にはAirパック， Gasパックともに貯蔵期間中の pH上昇はわずかで

あった。

次に K.p叫仰m側旬e接種の場合，貯蔵3日目までは両パックとも pH5.85のまま推移していた

が，1O"C貯蔵の Airパックと Gasパックでは3日目から上昇がはじまり，貯蔵最終日の 14日目に

はともに6.2前後まで上昇した。

一方， 4"C貯蔵試料においてはAirパックで6日目から， Gasノ4ックで3日目から上昇しはじ

Table 1. Histamine content of Air packed叩 dG回 packedsampl田 after14 days stora伊叫
4"0 and 10"0. 

Sもhomraege 
Hisぬmine∞nもent(mgjl00 g 自由h)

S七rains Air P邸 k G幽 pack
(Days) 

4"0 10"0 4"0 10・c

M. morgan叫 N.D 事 657.7 N.D. 456.0 

K.p明側隅on叩8 N.D. 580.6 N.D. 344.7 
14 

H. ah朋. N.D. 553.2 N.D. 302.6 

Blank N.D. 641.1 N.D. 564.6 

• N.D.: Not det閣もed.
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め， 14日目にはいずれも pH6.1前後まで上昇した。

さらに H.αlvei接種試料においても，はじめpHが5.85であったが， 1000貯蔵の時，Airパック，

Gasパックともに3日目から上昇がみられ，貯蔵 14日目にはpH6.2前後まで上昇した。

これに対して 400貯蔵試料の場合， Airパックでは貯蔵3目白から，また Gasパックでは貯蔵6

日目からともに上昇が認められ， 14日目には両者ともにpH6.1まで上昇した。

以上の結果，貯蔵 14日目の 3種供試菌の接種試料においては，共通して 1000貯蔵下での Air
パックが最も高いpHを示した。また M.morg肌~~の 400 貯蔵下での両パックの pH 変化が小さ

かった以外は菌種別，貯蔵温度別，パック種別でとくに注目されるべき傾向はみられなかった。

試料中のヒスタミン含量

貯蔵 14日目のヒスタミン産生菌の接種試料と未接種試料についてヒスタミン含量を測定した。

その結果を表1に示した。表 1から明らかな様に，菌種別，パック種別によらず400貯蔵の試料か

らは，いずれもヒスタミンは検出されなかった。

これに対して， 1000貯蔵の接種試料と未接種試料からは，ともにヒスタミンが検出され，魚肉

1∞gあたり Airパッグで550-650mg， Gasパックでも 3∞-560mgの産生が認められた。なお，
パック種別で比較した時のヒスタミン含量は，いずれも Gasパックより Airパックの方が多かっ

た。

考 察

生鮮魚介類の流通システムのーっとして実用化されるようになったMA貯蔵の安全性確認を

目的として，本報ではとくにアレルギ一様食中毒の原因菌となるヒスタミン産生菌のMA貯蔵下

での増殖パターンとヒスタミンの産生について検討を行った。

まずヒスタミン産生菌を魚肉に接種し， MA貯蔵した試料の総生菌数と接種菌数の経目的変化

を菌種別に検討した。

M.側 rganiiを接種した場合のパック種別，貯蔵温度別にみた総生菌数では， 1000と400貯蔵の

いずれの場合とも貯蔵期間中Airパックよりも Gasパックの方が菌数が少なく，明らかにガス置

換による菌の増殖抑制効果が認められた。これに対して接種菌の場合， 400貯蔵では両パックのい

ずれにおいても菌の増殖はみられなかったものの， 1000貯蔵の場合には両パックとも 108まで増

殖した。この結果M.morganiiでは試料の貯蔵温度によって菌の増殖パターンに明確な違いが認

められたが，パック種間では 1000貯蔵の3日目の場合をのぞき差はみられなかった。

このことは， Weiらの真空パックでの報告14)と同様， MA貯蔵が本菌の増殖にとってほとんど

抑制効果のないことを示している。

K.pn側例側w，eを接種した場合，総生菌数においてはパック種別，貯蔵温度別にかかわらず，M.

morganiiとほぼ同じ増殖パターンを示し， Gasパッグによる菌の増殖抑制効果が認められた。

これに対して接種菌においては，パック種別，貯蔵温度別に関係なく菌の増殖は全く認められ

ず，とくに 1000貯蔵の場合の両パックでの菌数の減少が， 400貯蔵の場合に比べて速かった。こ

のことは 1000貯蔵においては，本菌は増殖しないとする報告とも一致する問。

あえて本菌種を研究の対象に選択したのは，過去に本菌による食中毒が報告4)されていること，

またMA環境下での本菌の増殖能変化の可能性を考慮したことなどによる。

H. alveiを接種した場合の総生菌数においても，前述の2菌種と増殖パターンは変わらず，菌数

においてはwo貯蔵よりも 400貯蔵の方が，また Airパックよりも Gasパックのほうが菌数が
少なく，ガス置換による菌の増殖抑制効果が認められた。
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これに対して，接種菌では貯蔵温度においてはもちろん，パック別においても菌数に差が認め

られ，その増殖パターンは総生菌数の場合とほぼ同様であった。このことから，本菌の増殖がガ

ス置換によって言言いながら抑制されることが示唆された。しかし，マグロ肉に本菌を接種し，真

空と Airパック肉での増殖について検討したWeiらの報告14)では，両者の間でほとんど差は認め

られていない。

なお，本研究で用いた菌数測定培地の培養温度は，彼らの用いた温度条件とは異なるので，同

じAirパック試料といえども比較は出来なかった。

ヒスタミン産生菌に対する MA貯蔵下での増殖について検討した報告はみられないが，本研究

で得られた結果から， MA貯蔵は真空パックと同様ヒスタミン産生菌の完全な増殖抑制効果は期

待出来ない。したがって，食品をより低温に貯蔵することによって菌の増殖を抑制することが必

要と考えられる。

ついで，菌の増殖やヒスタミンの産生に試料の pHが影響することから，被検菌接種後の各菌種

別，パック種別および貯蔵温度別試料の pH変化を経目的に測定した。その結果，はじめpHが5.

80-5.85であったが，各試料とも早いもので貯蔵3日目から，遅くとも 6日目にはいずれのパッ

クとも上昇が認められた。とくに 1000貯蔵のAirパックでは，菌種に関係なく pHの上昇も早く，

pHも高かった。しかし，残りのパックでは菌種により一定した上昇変化はみられなかったが， 400

貯蔵パックでは全般にpHはやや低い傾向にあり，また試料中の菌の増殖と相関しているものと

思われる。

次にMA貯蔵の 14日目試料におけるヒスタミンの産生量について検討した。菌種別，パック種

別に関係なく 400貯蔵試料のすべてからヒスタミンは検出されなかった。これに対して 1000貯蔵

試料からは，菌未接種のものも含め，魚肉 l00gあたり Airパックで550-650 mg， Gasパックに

おいても 300-560mgのヒスタミンが検出されたが，いずれの試料とも後者より前者で産生量が

やや多い傾向があった。

さらに，これらの結果を菌種別試料で比較した場合にも Airパックに対して Gasパック試料の

ヒスタミン産生量は約30-45%，また菌未接種試料においても同様にGasパック試料においても

約 10%の抑制効果が認められた。しかし，両パックの菌未接種試料からもヒスタミンが検出され

たこと，K.pnωmon切e接種試料において本菌の増殖がみられなかったにもかかわらず両パック

からいずれもヒスタミンが検出されたことなどから，本研究において各試料から検出されたヒス

タミンは，むしろ 1000にも発育温度を持ち，しかもヒスタミン産生能をもっ他の混在菌に由来し

たものではないかと推察された。

Weiらの真空パックでの報告14)と同様に， MA貯蔵の場合も M.mo'Tganiiなどのヒスタミン産

生菌の増殖を完全に阻止することが不可能であると判明した。

Ferencik18)はH.alveiが，アジ，マグロ，ブタ肉ホモジネート中でヒスタミンを産生したこと，

またいくつかの海産魚におけるヒトの中毒量のヒスタミンの産生は主に魚肉を汚染した細菌のヒ

スチジン脱炭酸酵素活性，および筋肉中の遊離ヒスチジン含量に依存していると報告している。一

方，奥積ら同は低温好塩性ヒスタミン生成菌のヒスタミン産生に及ぼす温度， pHなどについて検

討し培養におけるヒスタミン生成の至適温度は発育のそれより若干高い所にあること，また洗

糠菌体によるヒスチジン脱炭酸の至適温度は35-4000であり，さらに培養におけるヒスタミン生

成の至適pHは5-6付近であるが洗糠菌体のヒスチジン脱炭酸の至適pHは5.4であったと報告

している。

ヒスタミンの産生と菌数との関係において，産生には 107個/g肉以上の生成菌数が必要で、ある

との報告20.21)もあるが，これはヒスタミン産生菌数であって，総生菌数ではない。著者らの 3TO

培養で得た Airパックの 400貯蔵試料での総生菌数が平均101/g肉であってもヒスタミンが検出
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されなかった例と一致している。

これらの結果は， Airパックの貯蔵 15日自の接種菌 (M.morganii， K. oxyωω)の菌数 (107/g

肉)が一般生菌数 (105/g肉)より多いにも関わらず，ヒスタミン含量にほとんど差が認められな
かったとする Weiらの報告14)と同様である。

以上の結果，本研究では貯蔵温度で増殖しなかった K.pnωm側UUlをのぞき， MA貯蔵試料内の

接種ヒスタミン産生菌の完全な増殖抑制効果は認められなかった。しかし，試料の 4・C以下での低

温貯蔵管理により，これらの増殖とそれに伴うヒスタミンの産生が抑制されるものと推察される。

なお本研究における Gasパック試料においては，貯蔵温度，貯蔵日数にかかわらず，試料肉色

素のメト化現象が観察されたので，今後はガス組成との関連から，マグロの品質および保蔵上の

問題点として検討が必、要と考えられる。
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