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Morganella psychrotolerans is a novel psychrotrophic histamine producing bacterium and 
seems to cause histamine fish poisoning (scombroid poisoning). However, there is little informa-
tion about the occurrence and histamine producing ability of this bacterium for food contamina-
tion. To elucidate the contamination status of M. psychrotolerans, we used an MPN-PCR method 
that can determine bacterial number more sensitive than a traditional plating method. Many 
kinds of fish samples purchased in Hokkaido and water samples collected in Hakodate area were 
used in this study. Eighty-five MPN-PCR positive samples were found in total 192 samples 
(44.3％) and thirty-seven strains of M. psychrotolerans were isolated from the positive samples. It 
suggests M. psychrotolerans is widely distributed in retail seafood product in Japan. Then the 
amounts of histamine produced by M. psychrotolerans isolates were investigated. All isolates 
produced more than 4,000 mg/L (4,000 ppm) of histamine after 48 h incubation at 25℃. Next, the 
growth and histamine production of M. psychrotolerans (JCM 16473T, strain Mps. 3 from a horse 
mackerel sample) and Photobacterium phosphoreum NBRC 103031T was compared in the liquid 
media containing 0.1 or 2.0％ NaCl at 4℃. At 0.1％ NaCl, histamine concentration produced by M. 
psychrotolerans was higher than that by P. phosphoreum. It indicates M. psychrotolerans will 
also become one of the important bacteria associated with histamine-poisoning at refrigeration 
temperature on seafood, as well as P. phosphoreum.
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緒 言

ヒスタミン食中毒は，ヒスタミンが蓄積した食品の喫
食により発生し，嘔吐，下痢，蕁麻疹などのアレルギー
様症状を呈することからアレルギー様食中毒とも呼ばれ
る9）．ヒスタミンは，細菌の生成するヒスチジン脱炭酸
酵素によって魚肉中の遊離ヒスチジンが脱炭酸され生
成，蓄積する．日本においては，ヒスタミン食中毒は細
菌性食中毒ではなく化学性食中毒に分類され，2015年

に日本で発生した化学性食中毒事例14件中13件がヒス
タミンによるものであり，患者数は405人であった（厚
生労働省　ヒスタミン食中毒について　http://www.
mhlw.go.jp/stf/seisakunitsuite/bunya/0000130677.
html）．ヒスチジン脱炭酸酵素は凍結に安定12）であり，
また食品中で生産されたヒスタミンは，加熱や凍結など
の加工処理を行ってもほぼ分解することがないため，生
鮮魚介類だけではなく，加工処理済みの水産食品を原因
とした食中毒事例が後を絶たない．
ヒスタミン食中毒を引き起こす微生物はヒスタミン生
成菌と呼ばれ，代表的なものにMorganella morganii, 
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Photobacterium damselae, P. phosphoreum3, 11, 17）が挙
げられる．一方，2006年に，Emborgらによって新種の
Morganella属細菌としてM. psychrotoleransが登録され
た4）．本菌の特筆すべき性質は，4℃以下の低温でも増
殖し，多量のヒスタミンを生成する4～6）ことである．
M. psychrotoleransによるヒスタミン食中毒の事例はい
まだ報告されていないが，M. psychrotoleransの一般性
状がM. morganiiと極めて類似しているため，過去に
M. morganiiによるヒスタミン食中毒とされた事例のい
くつかがM. psychrotoleransによるものであった可能性
が推察される．また，M. psychrotoleransの分布に関す
る知見は乏しく，本菌を主対象としたリスク調査はこれ
まで行われていない．Toridoらが行ったヒスタミン生
成菌の分布調査では，赤身魚を主体とした鮮魚143検体
中の1検体（イワシ）でM. psychrotoleransが検出され
た18）．しかし，Toridoらはヒスタミン生成菌の検出およ
び分離に使用した培地に海洋細菌であるPhotobacterium
属の細菌も効率良く検出するために50％人工海水を含
む非選択培地を採用している．この場合，Morganella属
の細菌よりもPhotobacterium属の細菌などの海洋細菌
が優先して発育すると考えられ，平板培地から分離でき
ず見逃している可能性が推察される．そのため，ヒスタ
ミン食中毒のリスクのあるM. psychrotoleransの分布調
査には，培養条件でMorganella属の細菌をある程度選
択できる条件で行わないと見逃してしまうと考えた．そ
こで本研究では，M. psychrotoleransの検出法として，

Morganella属の細菌に適した培地を採用して最確数(MPN)
法とPCR法を組み合わせたMPN-PCR法での分布調査
を行った．また，分離したM. psychrotoleransのヒスタ
ミン生成能を他のヒスタミン生成菌と比較し，低塩分条
件における本菌の食中毒発生リスクの有無を検討したの
で，ここに報告する．

材料および方法

1.　供試検体および検体原液の調製
函館市，札幌市とその近隣都市（北斗市，江別市）で
購入した食品185検体，道南地域で採取した河川水7検
体，海水2検体の計194検体を供試した (Table 1)．供試
検体を無菌的に10 gまたは10 ml量り取り，リン酸緩衝
液 (pH 7.2) 90 mlを加えストマッカーで混合したものを
検体原液とした．
2.　M.psychrotoleransのMPN-PCRによる検出と定
量
検体中のM. psychrotolerans検出および定量は，3管
法のMPN法とPCR法を組み合わせたMPN-PCR法で
行った．培地には，Morganella属細菌の発育に適した
組成であるMorganella enrichment (MoE) medium（ト
リプトン (BD, New Jersey, USA) 10 g/L，酵母エキス
(BD) 5 g/L，リン酸二水素カリウム7 g/L，リン酸水素
二カリウム7 g/L，l-ヒスチジン塩酸塩一水和物10 g/L，
コリスチン硫酸塩32 mg/L; pH 6.5）16）にブロモクレ
ゾールパープルを0.003％となるように加えpHを調整し

Table 1.　The number of MPN-PCR positive samples in different kinds of food or natural water (％ )

Food or other sample Tested sample 
number

MPN of M. psychrotolerans (N; MPN/100 g of sample) Total positive 
sample numberND 101＜N≲102 102＜N≲103 103＜N≲104 104＜N

Lean fish Horse mackerel  14   6 (42.9)  3 (21.4)  2 (14.3) 2 (14.3) 1 (7.1)  8 (57.1)
Sardine  14  11 (78.6)  3 (21.4)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  3 (21.4)
Amberjack  13   7 (53.8)  3 (23.1)  3 (23.1) 0 (0) 0 (0)  6 (46.2)
Mackerel  11   9 (81.8)  1 (9.1)  1 (9.1) 0 (0) 0 (0)  2 (22.2)
Tuna   9   7 (77.8)  2 (22.2)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  2 (22.2)
Herring   4   4 (100)  0 (0)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  0 (0)
Saury   3   2 (66.7)  1 (33.3)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  1 (33.3)
Other   3   2 (66.7)  0 (0)  0 (0) 0 (0) 1 (33.3)  1 (33.3)
Processed food  27  19 (70.4)  5 (18.5)  2 (7.4) 0 (0) 1 (3.7)  8 (29.6)

Lean fish total  98  67 (68.4) 18 (18.4)  8 (8.2) 2 (2.0) 3 (3.1) 31 (31.6)

White fish Flounder  21   8 (38.1)  9 (42.9)  3 (14.3) 1 (4.8) 0 (0) 13 (61.9)
Rockfish   5   3 (60)  1 (20)  0 (0) 0 (0) 1 (10)  2 (40.0)
Codfish   4   2 (50)  2 (50)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  2 (50.0)
Other  22   7 (31.8)  7 (31.8)  5 (22.7) 1 (4.6) 2 (9.1) 15 (68.2)
Processed food   4   1 (25)  1 (25)  1 (25) 0 (0) 1 (25)  3 (75.0)

White fish total  56  21 (37.5) 20 (35.7)  9 (16.1) 2 (3.6) 4 (7.1) 35 (62.5)

Other seafood Squid・Octopus  14   5 (35.7)  2 (14.3)  3 (21.4) 2 (14.3) 0 (0)  7 (50.0)
Shell   7   4 (57.1)  1 (14.3)  1 (14.3) 1 (14.3) 0 (0)  3 (42.9)
Prawn   8   6 (75)  0 (0)  2 (25) 0 (0) 0 (0)  2 (25.0)

Other seafood total  29  17 (58.6)  3 (10.3)  6 (20.7) 3 (10.3) 0 (0) 12 (41.4)

River water   7   0 (0)  3 (42.9)  2 (28.6) 1 (14.3) 1 (14.3)  7 (100.0)
Sea water   2   2 (100)  0 (0)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  0 (0)

Total 192 107 (55.7) 44 (22.9) 25 (13.0) 8 (4.2) 8 (4.2) 85 (44.3)

ND: No detection.
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たもの（改変MoE medium, pH 5.1）を使用した．検体
原液10, 1, 0.1 mlを改変MoE medium10 ml（試料10 ml
を添加する場合には，2倍濃度の改変MoE培地10 ml）
に接種し，12℃で7日間培養した．pHの上昇により変
色が見られた管より培養液1 mlを採取し，集菌洗浄
（10,000×g，2分間）後，菌体に400 µlのTritonX-100を
加えて99℃，10分間加熱して，菌体からDNAを抽出し，
これをTemplate DNAとして用いた．M. psychrotolerans
の検出にはVI型分泌機構をコードするVasD遺伝子に特
異的なプライマー対のVasD-F4 (5′-AAA TCG CCA TCA  
CAC TCC TTG-3′ )およびVasD-R4 (5′-TTC AAA ACG  
GGA GTC CTC ACT G-3 ′ )16）を用い，PCR反応液は
Emerald Amp® Max PCR Master mix（TaKaRa，滋賀）
12.5 µl，5 pmol/µl VasD-F4 1 µl，5 pmol/µl VasD-R4 
1 µl，Template DNA 2 µl，滅菌蒸留水8.5 µlを混合し
調製した．PCR反応は95℃，4分間の熱変性後，30サイ
クル（95℃‒30秒，62℃‒30秒，72℃‒30秒，最終伸長の
み72℃，4分間）でサーマルサイクラー（Gene Atlas 
G02； アステック，福岡）により行った．PCR産物は，
1.5％アガロースゲル（アガロースS； ニッポンジーン，
東京）を用いて電気泳動した後，臭化エチジウムで染色
し，M. psychrotoleransに特異的な110 bpのバンドの有
無を確認した．PCR法での陽性管数より，食品または
海水試料100 gまたは100 ml当たりのMPN値を算出し
た．
3.　食品からのM. psychrotoleransの分離および同定
実際の食品試料からM. psychrotoleransの分離株を得
るため，以下の方法でM. psychrotoleransの分離を試み
た．MPN-PCR法で陽性となった試験管1本から培養液
を取り出し，適宜希釈後，その0.1 mlをNiven’s agar（ト
リプトン (BD) 5 g/L，酵母エキス(BD) 5 g/L，炭酸カル
シウム1 g/L，l-ヒスチジン塩酸塩一水和物25 g/L，塩化
ナトリウム5 g/L，ブロモクレゾールパープル0.06 g/L，
寒天20 g/L）15）に塗抹し，25℃で48～72時間培養した．
紫色のハローを形成した平板上のコロニーを2株採取し，
コロニーPCR法によりM. psychrotoleransであるかを確
認した．PCRは前述の条件で行った．コロニー PCR法
でM. psychrotoleransと判別したコロニーの1株を純粋
分離後，グラム染色，オキシダーゼ試験，カタラーゼ試
験，フェニルアラニンデアミナーゼ試験，硝酸塩還元性
試験，OF試験，d-ガラクトースからの酸産生性試験，
ならびに2，37℃および8.5％ NaClでの発育試験を行っ
た．なお，これらの検査項目はこれまでに報告されてい
るM. psychrotoleransの性状4,5）および腸内細菌科2），
Morganella属10）の同定項目から決定した．グラム陰性，
オキシダーゼ陰性，カタラーゼ陽性，フェニルアラニン
デアミナーゼ陽性，硝酸塩還元性，グルコース発酵性，
d-ガラクトースからの酸非産生性，2℃発育性，37℃お
よび8.5％塩分非発育性を示す株をM. psychrotoleransと
同定した．

4.　M. psychrotolerans分離株のヒスタミン生成量
測定
M. psychrotolerans分離株37株についてヒスタミン生
成量を測定した．各分離株について1％ l-ヒスチジン塩
酸塩を添加したTryptic soy broth (BD) (TSBH, pH 6.0)
で25℃，18時間静置培養後，その菌液を濁度0.5 (OD660)
となるよう0.1％ペプトン加生理食塩水で適宜希釈し，
これをさらに0.1％ペプトン加生理的食塩水で100倍に
希釈して菌液を得た．この希釈菌液0.1 mlをTSBH 
9.9 mlに接種（終濃度約103 CFU/ml）し，25℃で静置
培養した．24または48時間培養後，培養液中に産生さ
れたヒスタミン量はチェックカラーヒスタミン（キッ
コーマン バイオケミファ，東京）を用いて測定した．
測定は付属のプロトコールに従い行った．比較対照区と
して，M. psychrotolerans JCM 16473T（TSBHで25℃，
18時 間），M. morganii subsp. morganii NBRC 3848T

（TSBHで30℃，18時間）およびP. phosphoreum NBRC 
103031T（2.0％NaCl改変TSBHで20℃，24時間）の静
置培養液を上述と同様の方法で希釈し，TSBHまたは
2.0％ NaCl改変TSBHに接種し，ヒスタミン産生量を測
定した．なお，M. psychrotoleransは25℃，M. morganii
は30℃，P. phosphoreumは20℃で培養した．
5.　低温および低塩分濃度条件下におけるM. psy-
chrotoleransとP. phosphoreumの増殖挙動およ
びヒスタミン生成量の比較
上述の実験方法4と同様の方法で作製したM. psychro-
tolerans JCM 16473Tお よび分離株Mps. 3ま たはP. 
phosphoreum NBRC 103031Tの希釈培養菌液0.1 mlを
0.1％ NaClとした改変TSBH (pH 6.0) 9.9 mlに接種した
（終濃度約103 CFU/ml）．これを4℃で静置培養し，経日
的に培養液を採取して生菌数およびヒスタミン量を測定
した．また，2.0％NaClとした改変TSBH (pH 6.0)におい
ても同様の実験を行った．生菌数測定には表面塗抹法を
使用し，M. psychrotoleransはTryptic soy agar (TSA; 
BD)を用いて25℃，48時間培養後，P. phosphoreumは
2％NaCl添加TSAを用いて20℃，48時間後の生菌数を
測定した．ヒスタミンの定量にはチェックカラーヒスタ
ミンを用いた．

結 　 果

1.　食品におけるM. psychrotolerans汚染率
全供試192検体（うち食品183検体，河川水7検体，
海水2検体）中，85検体（食品78検体，河川水7検体）
でMPN-PCR後に少なくとも陽性管が1本以上確認さ
れ，汚染率にすると44.3％と高い値を示した．食品検体
のみの汚染率は42.6％であった．生菌数別に比較する
と，101～102 MPN/100 gの範囲にある検体数は44検体
(22.9％)，102～103 MPN/100 gの範囲のものは25検体
(13.0％)，103～104 MPN/100 gの範囲のものは8検体
(4.2％)，104 MPN/100 gを超えたものが8検体 (4.2％)で
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あった．検体種類別の陽性検体数（汚染率）は，赤身魚
（加工品含む）が98検体中31検体 (31.6％)，白身魚（加
工品含む）が56検体中35検体 (62.5％)，イカ・タコ，貝
類，エビが29検体中12検体 (41.4％)であった．河川水
では7検体すべて (100％)で陽性となったが，海水2検体
からはいずれも非検出であった (Table 1)．ヒスタミン
食中毒の原因魚種となりやすい赤身魚に比べ，白身魚で
の汚染率は約2倍であった．特に，カレイの仲間では21
検体中13検体 (61.9％)で陽性となり，白身魚の中でも高
い汚染率を示した．生菌数で比較すると，カサゴ目魚種
のヤナギノマイ1検体（函館産），その他魚種のイラコ
アナゴ1検体（釧路産），その他白身魚のウミタナゴ1検
体（函館産），白身魚加工品のホッケすり身1検体（北
海道産）では104 MPN/100 gを超えていた．赤身魚では，
米国食品医薬品庁 (FDA)がヒスタミン食中毒のリスクを
有すると定めた魚種であるマアジやブリで検出検体数が
多く，アジ1検体 （函館産），その他赤身魚のサワラ1検
体 （岩手産），赤身魚加工品の生干し身欠きニシン1検体
（オランダ産，函館加工） で104 MPN/100 gを超えてい
た．食品検体を購入地域別に比較すると，函館市および
その近郊で購入した140検体のうち陽性のものは60検体 

(42.9％)，札幌市およびその近郊で購入した43検体のう
ち陽性のものは18検体 (41.9％)であった (Table 2)．いず
れの購入地域においても，生菌数が102～103 MPN/100 g
の範囲の検体が全体の半数近くを占めた．また，検体の
産地別に比較すると，陽性検体数は北海道産が141検体
中67検体 (47.5％)，東北産が10検体中3検体 (30％)，関
東産が7検体中4検体 (57.1％)，四国産が2検体中1検体
(50％)，九州産が10検体中4検体 (40％)，その他地域産
が12検体中6検体 (50％)であった (Table 3)．北海道を
さらに地域別に比較したところ，道北が4検体中2検体
(50％)，道東が26検体中10検体 (38.5％)，道央が11検体
中1検体 (9.1％)，道南が76検体中44検体 (57.9％)，地域
不明のものが24検体中10検体 (41.7％)で陽性であった
(Table 3)．陽性検体のうち，道東産1検体，道南産4検
体，詳細地域が不明な北海道産1検体，東北産1検体，
その他地域産1検体の生菌数は104 MPN/100 gを超えて
いた．
2.　M. psychrotoleransの分離，同定とヒスタミン
生成量
実際の食品試料から以後の実験に使用するM. psy-
chrotoleransの分離株を得るため，MPN-PCR法で陽性

Table 2.　The number of MPN-PCR positive samples in different sampling points (％ )

Sampling point 
(kind of samples)

Tested  
sample number

MPN of M. psychrotolerans (N; MPN/100 g of sample) Total positive 
sample numberND 101＜N≲102 102＜N≲103 103＜N≲104 104＜N

Hakodate (Food) 140  80 (57.1) 29 (20.7) 18 (12.9) 7 (5.0) 6 (4.3) 60 (42.9)
Hakodate (Water)   9   2 (22.2)  3 (33.3)  2 (22.2) 1 (11.1) 1 (11.1)  7 (77.8)
Sapporo  43  25 (58.1) 12 (27.9)  5 (11.6) 0 (0) 1 (2.3) 18 (41.9)

Total 192 107 (55.7) 44 (22.9) 25 (13.0) 8 (4.2) 8 (4.2) 85 (44.3)

ND: No detection.

Table 3.　The number of MPN-PCR positive samples in different production area (％ )

Region Tested  
sample number

MPN of M. psychrotolerans (N; MPN/100 g of sample) Total positive 
sample numberND 101＜N≲102 102＜N≲103 103＜N≲104 104＜N

Hokkaido
North   4 2 (50.0) 1 (25.0) 0 (0) 1 (25.0) 0 (0) 2 (50.0)
East  26 16 (61.5) 5 (19.2) 4 (15.4) 0 (0) 1 (3.8) 10 (38.5)
Central  11 10 (90.9) 1 (9.1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (9.1)
South  76 32 (42.1) 22 (28.9) 13 (17.1) 5 (6.6) 4 (5.3) 44 (57.9)
Unknown  24 14 (58.3) 5 (20.8) 3 (12.5) 1 (4.2) 1 (4.2) 10 (41.7)

Hokkaido Total 141 74 (52.5) 34 (24.1) 20 (14.2) 7 (5.0) 6 (4.3) 67 (47.5)

Tohoku  10 7 (70) 2 (20) 0 (0) 0 (0) 1 (10) 3 (30.0)
Kanto   7 3 (42.9) 3 (42.9) 0 (0) 1 (14.3) 0 (0) 4 (57.1)
Chubu   6 6 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Shikoku   2 1 (50) 0 (0) 1 (50) 0 (0) 0 (0) 1 (50.0)
Kyushu  10 6 (60) 2 (20) 2 (20) 0 (0) 0 (0) 4 (40.0)
Okinawa   2 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Other  12 6 (50) 3 (25) 2 (16.7) 0 (0) 1 (8.3) 6 (50.0)
Unknown   2 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Total 192 107 (55.7) 44 (22.9) 25 (13.0) 8 (4.2) 8 （4.2) 85 (44.3)

ND: No detection.
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（85検体）となった試験管1本から培養液を取り出し，
Niven’s agarで陽性となった2株/検体について，コロ
ニー PCR法でM. psychrotoleransか否かを再び調べ，37
検体から各1株ずつ合計37菌株のPCR陽性株を得た．
さらに，これら37菌株の一般性状がM. psychrotolerans
と一致するか調べたところ，すべての菌株の性状がM. 
psychrotoleransのものと一致した．そこで，これら分離
37菌株をM. psychrotolerans Mps. 1～37株と名づけ，
以後の実験に供試した．なお，これら菌株の分離源は北
海道産の検体が多いが，魚種は赤身魚，白身魚，その他
の水産物など多岐なものであった．次に，これらの分離
株のヒスタミン生成量を測定したところ，すべての菌株
でヒスタミンの生成が確認され，生成ヒスタミン量の平
均値は24時間目で約3,800 mg/L （1,887～4,908 mg/L），
48時間目で約4,900 mg/L（4,212～5,697 mg/L）となっ
た．なお，M. psychrotolerans JCM 16473Tの生成ヒス
タミン量は24時間目に3,100 mg/L，48時間目には
5,500 mg/Lであった．一方，M. morganii NBRC 3848T

およびP. phosphoreum NBRC 103031Tの生成ヒスタミ
ン量は，それぞれ24時間目に5,800 mg/Lと1,300 mg/L，
48時間目に6,700 mg/Lと3,400 mg/Lであった．
3.　低温，低塩分濃度条件下におけるM. psychrotol-
eransとP. phosphoreumの増殖挙動およびヒスタ
ミン生成量
M. psychrotolerans JCM 16473Tと分離した37株の中

で24時間後のヒスタミン生成量の最も少なかったMps. 
3株（分離源：カジカ，道南産），P. phosphoreum NBRC 
103031Tの0.1および2.0％ NaCl加改変TSBH (pH 6.0)に
おける低温環境下での生菌数変化と生成ヒスタミン量を
Fig. 1Aおよび1Bに示した．M. psychrotolerans JCM 
16473T株とMps. 3株はいずれの塩分濃度条件においても
同様の増殖挙動を示した．すなわち，0.1％NaCl条件下で
は，両株とも培養6日目で約7.0 log CFU/ml，8日目に
約8.2 log CFU/mlに達し，12日目には約9.0 log CFU/ml
となった (Fig. 1A)．2.0％NaCl条件下では，培養6日目
で約6.5 log CFU/ml，8日目で約7.8 log CFU/mlと な

Fig. 1.　Growth and histamine production of M. psychrotolerans JCM 16473T, isolated strain Mps. 3 and P. phosphoreum 
NBRC 103031T in modified TSBH supplemented with 0.1％ NaCl (A, C) or 2％ NaCl (B, D) (pH 6.0) at 4℃ for 14 
days. In A and B, squares, circles and triangles represent viable cell counts of M. psychrotolerans JCM 16473T, Mps. 
3, P. phosphoreum NBRC103031T, respectivily. In C and D, black, gray and white columns represent histamine con-
centration of M. psychrotolerans JCM 16473T, Mps. 3, P. phosphoreum NBRC103031T, respectively.
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り，0.1％NaClでの場合と比べやや生菌数の増加が遅
かったが，12日目には約9 log CFU/mlに達した．また，
Mps. 3株の生菌数は，培養10日目までJCM 16473T株の
生菌数よりも僅かに多く推移したが，培養12日目以降
はJCM 16473T株の生菌数とほとんど差がなくなった
(Fig. 1B)．一方，P. phosphoreumは，0.1％NaCl条件下
において培養6日目までM. psychrotolerans 2株と同様
の増殖挙動を示したが，培養8日目に約7.6 CFU/mlに
達し，それ以降はほぼ一定の生菌数となった (Fig. 1A)．
P. phosphoreumの至適発育条件である2.0％NaCl条件で
は生菌数が培養4日目で約7.0 log CFU/ml，6日目には
約7.7 log CFU/mlに達し，0.1％NaCl条件での場合より
も増殖速度は速かったが，6日目以降の生菌数はほぼ一
定となった (Fig. 1B).
0.1％NaCl条件では，JCM 16473T，Mps. 3株ともに培

養8日目に生菌数がおよそ8 log CFU/mlに達し，ヒスタミ
ン量が著しく増加して，JCM 16473T株では約2,000 mg/L，
Mps. 3株では約2,800 mg/Lに達した．さらに，14日目に
は約4,500 mg/Lまで上昇した．一方，P. phosphoreum
では培養6日目で約150 mg/L，8日目で約600 mg/Lとな
り，14日目に2,000 mg/Lを超えたが，M. psychrotolerans 
2株におけるヒスタミン生成量よりは少ないものであっ
た (Fig. 1C)．2.0％NaCl条件下においてもM. psychrotol-
erans JCM 16473TおよびMps. 3両株ともに培養8日目
からヒスタミンの増加が見られるようになったが，JCM 
16473T株では約800 mg/L，Mps. 3株では約1,400 mg/L
となり，0.1％NaCl条件の場合よりも生成量は少なかっ
た．しかし，14日目にはJCM 16473T株で約4,900 mg/L，
Mps. 3株で5,400 mg/Lに達した．一方，P. phosphoreum
は4日目で約100 mg/Lに達し，6日目には約650 mg/L，
8日目には2,000 mg/Lを超えた．0.1％NaClでの場合と
は異なり，2.0％NaClにおいてはP. phosphoreumのほ
うが早期に食中毒を引き起こすヒスタミン量に達した
(Fig. 1D)．

考 　 察

本研究ではM. psychrotoleransを特異的に検出する
MPN法とPCR法を組み合わせた方法を採用した．特に
M. psychrotoleransの特異検出に重要なPCR法は，水産
食品からM. psychrotoleransの検出で特異性が確認され
ているPodeurらの開発したリアルタイムPCR法16）に
基づいて行った．筆者らも，本方法のPCRの特異性を
再確認するため，予備実験として実験方法3に記載した
方法でMPN-PCR法での陽性管からNiven’s agar上で陽
性集落を形成したコロニーに対してコロニー PCRを行
い，陽性となった菌株を無作為に3株選抜し，それらの
16S rRNA塩基配列を決定し，近縁種（M. morganii，
Providencia 属およびProteus属）との系統解析（NJ
法）を行った．解析に使用した菌株の16S rDNA塩基配
列は，M. psychrotoleransで はU2/3株 (Accsession No. 

DQ358135), U2/5株 (DQ358137), JB-T16株 (DQ358134), 
U2/6株 (DQ358138), JB-T12株 (DQ358133), FD24株
(DQ358141), JB-T11 (DQ358132), F39-3株 (DQ358128), 
F39-1株 (DQ358127)および1F10株 (DQ358142), M. mor-
ganiiではLMG7874株 (DQ358131), U6/1 (DQ358140), 
NCIMB865株 (DQ358145), 03A11株 (DQ358129)および
03B10株 (DQ358130) , M. morganii subsp. sibonii 
DSM1450T株 (DQ358146), P. alcalifaciens PAOGL172株
(AY994312), P. heimbachae DSM3591 (AM040490), P. 
rettgeri DSM4542T (AM40492), P. stuartii (AM40491), 
P. penneri ENT299株 (AJ634474), P. vulgaris Knp3株
(DQ205432)とした．その結果，解析した3菌株はいず
れもM. psychrotoleransのクラスター内に入ったことか
ら，本試験法が特異的にM. psychrotoleransを検出でき
ると判断した．また，PCR法における検出感度につい
てもPodeurらは報告しており104 CFU/mlの細胞が必
要としている．そのため，M. psychrotoleransの発育挙
動試験の結果から増菌培養条件としてMoE培地で10℃，
72時間を設定し，増菌培養した汚染試料での検出感度
は50 CFU/ml未満と報告している．一方，本研究にお
けるMPN-PCR法における培養条件は，損傷菌の存在も
考えられるため12℃，7日間とした．したがって，本研
究におけるPCR法における検出感度はPodeurらと同等
以上と考えられる．
本研究で得られた食品検体のM. psychrotolerans汚染
率は42.6％であり，Toridoらが過去に報告した魚介類検
体におけるM. psycheotolerans検出検体数（143検体中1
検体）から求めた汚染率 (0.7％)と比較して60倍以上で
あった18）．これは，Toridoらが実験に使用した培地
（50％人工海水含有培地）がPhotobacterium属の増殖に
適した培地であったため，増菌培養時にM. psychrotol-
eransの発育よりもPhotobacterium属の細菌が優先して
増殖したのではないかと考えられる．また，Toridoら
の方法では，Niven’s Agar表面に検体の培養菌液を塗
抹後，明瞭な紫色のハローを形成したコロニーを5～10
個採取し，ペーパークロマトグラフィー法にてヒスタミ
ン生成菌と同定したものをPCR法に供し，増幅産物の
配列解析から菌種同定を行っている．したがって，コロ
ニーとして分離するためには増菌培養液の菌叢に占める
M. psychrotoleransの割合が多くないと平板培地上から
分離できない．一方，本研究では検体の培養菌液から直
接DNAを抽出し，PCRに供してM. psychrotoleransの
有無を調べているため，Toridoらの報告よりもM. psy-
chrotoleransをより高感度に検出したものと考えられ
る．実際に，本研究において，M. psychrotoleransの陽
性検体から分離菌株の取得を試みたが，分離できたのは
85陽性検体のうち37検体からのみであった．これは，
Table 1にあるように，陽性検体の約半数でM. psychro-
toleransの菌数が極めて少ない（101～102 MPN/100 g）
ため，増菌培養後におけるM. psychrotoleransの菌数が
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夾雑菌に比べて少ないことによって，平板培地上でコロ
ニーとして出現していないか，または平板培地からの釣
菌時に見逃している可能性が推察できる．したがって，
特定の細菌のみを検出する場合には，増菌培養後に平板
培地上の一部の菌株を釣菌して検査するよりも，増菌培
養液から直接PCR法によって対象菌種の存在を確認し
たほうが感度良く検出できると考えられる．なお，本研
究でのM. psychrotoleransの検出率は，一般的な生菌数
測定で使用する混釈平板法で直接検査したとすると，混
釈平板法での検出限界は理論的に103 CFU/100 gであ
る．したがって，今回MPN-PCRで陽性となった検体か
ら103 MPN/100 g以上の汚染が見られたものは192検体
中16検体となり，M. psychrotoleransの汚染率は8.3％
となる．
MPN-PCR陽性検体を魚種別に比較すると，白身魚から

のM. psychrotoleransの検出率が赤身魚からよりも高かっ
た (Table 1)．また，白身魚で生菌数が104 MPN/100 g
を超えたものは4検体あり，赤身魚の3検体より多かっ
た．白身魚自体はヒスチジン含量が少ないため，ヒスタ
ミン食中毒の原因食品にはなりにくいとされている8）．
しかし，魚体および魚肉加工工場のM. morganiiの汚染
調査では，M. morganiiが魚体だけではなく加工工場か
らも同様に分離されている13）ことから，加工や流通の
場においてM. psychrotolerans汚染のある白身魚から赤
身魚への交差汚染が起こり，ヒスタミン食中毒の発生に
つながる可能性も十分に考えられる．そのため，本研究
で初めて明らかになった白身魚におけるM. psychrotol-
erans汚染は看過できない事象といえる．
函館市近郊の河川水からもM. psychrotoleransが検出
された．また，道南地域 (42.9％)と道央地域 (41.9％)で
購入した食品検体は，その産地が異なるにもかかわら
ず，M. psychrotoleransの汚染率は同程度であった．し
たがって，M. psychrotoleransは環境中にも広く分布し
ているものと推察される．
本研究では，極めて近縁なM. morganiiとM. psy-
chrotoleransを区別するために特異性の高いプライマー
を用いたPCR法と種々の一般性状，すなわちグラム染
色，オキシダーゼ試験，カタラーゼ試験，フェニルアラ
ニンデアミナーゼ試験，硝酸塩還元性試験，OF試験，
d-ガラクトースからの酸生成性試験，ならびに2，37℃
および8.5％ NaClでの発育試験によりM. psychrotoler-
ansを同定した．一方，ヒスタミン食中毒の原因菌は，
API 20E（シスメックス　ビオメリュー，東京）やAPI 
32E（シスメックス　ビオメリュー），BBLクリスタル
(BD)などの簡易同定キットを用いて簡易同定される場
合も多い1, 14）．しかし，これらのキットではM. psychro-
toleransが検査対象菌に含まれておらず，M. morganii
に適した37℃培養で試験したときにはM. psychrotolerans
は発育できない．また，M. psychrotoleransが発育可能
な温度帯で同定試験を行ったとしても，これらのキット

での性状検査ではM. morganiiと同定されてしまう可能
性が高い．したがって，従来ヒスタミン食中毒の原因菌
としてM. morganiiが特定された事例において誤同定さ
れている可能性も推察される．
本研究で食品から分離したM. psychrotolerans分離株
はすべてTSBH中で25℃，48時間培養後に4,000 mg/L
を超えるヒスタミンを生成した．強力なヒスタミン生成
菌として知られるM. morganiiは30℃，24時間の培養で
5,000 mg/Lを超える高濃度のヒスタミンを生成するため，
M. psychrotoleransのヒスタミン生成能はM. morganiiよ
りもやや弱いと考えられる．Kankiらは，P. phosphoreum
に関する論文の中で，20℃におけるP. phosphoreumの
ヒスタミン量を，24時間目で約1,000 mg/L，48時間目で
約3,000 mg/Lと報告している11）．本研究の実験系におい
ても，P. phosphoreum NBRC 103031Tのヒスタミン生成
量はこれと同程度であったことから，M. psychrotolerans
のヒスタミン生成能は中温ではM. morganiiほど強くは
ないが，P. phosphoreumと同等以上であった．
M. psychrotoleransと同じ低温増殖性のヒスタミン生
成菌であるP. phosphoreumは，塩分要求性の海洋細菌
である11）．そこで，塩分濃度を生マグロ魚肉に近い
0.1％とP. phosphoreumの至適発育条件である2.0％にし
た培地でのM. psychrotoleransとP. phosphoreumの増
殖挙動およびヒスタミン生成量を比較したところ，M. 
psychrotoleransは低塩分環境でP. phosphoreumと同程度
の速度で発育し，ヒスタミン生成量はM. psychrotoler-
ansのほうが多くなった．したがって，塩分濃度の低い
食品においてM. psychrotoleransはヒスタミン蓄積への
関与の大きい細菌であると考えられる．また，Codex委
員会が定めるヒスタミン蓄積量の衛生および取扱の基準
値は200 mg/kgである7）．M. psychrotoleransが生成す
るヒスタミン量は4,000 mg/L以上となったことから，
M. morganiiやP. phosphoreumと同様にM. psychrotol-
eransのヒスタミン生成能は極めて高く，ヒスタミン食
中毒の重要なリスク要因となる微生物と考えるのが妥当
といえる．
以上の結果から，低温性ヒスタミン生成菌M. psy-
chrotoleransはさまざまな魚種を汚染しており，場合に
よっては比較的高濃度で食品を汚染している場合もあ
る．また，低温下においてP. phosphoreumと同程度で
発育し高濃度のヒスタミンを生成することから，鮮魚お
よびその加工品におけるヒスタミン食中毒のリスク要因
になる可能性が高いと考えられる．

要 　 約

低温性ヒスタミン生成菌M. psychrotoleransはヒスタ
ミン食中毒の原因菌となりうるものの，食品の汚染状況
といったリスク評価に必要な調査がほとんど行われてい
ない．そこで，函館，札幌地域で購入した食品および函
館近郊で採取した海水，河川水を検体とし，従来法に比
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べより感度の高い検出が可能なMPN-PCR法を用いた
M. psychrotoleransの汚染度調査を行った．その結果，
192検体中85検体でMPN-PCR陽性となり，購入地域，
産地，魚種によらず，広範囲にわたる汚染が生じている
ことが示唆された．汚染検体から37株のM. psychrotol-
eransを分離し，ヒスタミン生成量を調べたところ，
25℃で48時間後にはいずれの株も4,000 mg/L以上の高
濃度のヒスタミンを生成した．さらに，M. psychrotol-
erans JCM 16473Tおよび分離株Mps. 3について，P. 
phosphoreumを比較対象として異なる塩分濃度（0.1お
よび2.0％NaCl）の培地での増殖挙動とヒスタミン生成
量を調べたところ，低温 (4℃)における0.1％NaClでは
P. phosphoreumよりもM. psychrotoleransの増殖能は高
く，またヒスタミン生成能も高いことが判明した．さら
に，2％NaCl条件でもM. psychrotoleransは高濃度のヒ
スタミンを生成した．以上の結果から，生鮮魚介類にお
いてM. psychrotoleransはヒスタミン食中毒のリスク要
因となる可能性のあることが明らかとなった．
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