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ヨーネ菌の牛乳プラント内HTST殺菌条件の検証

　Johne…d�sease… �s…rum�nant…chron�c…granulomatous…enter�t�s…caused…by…Mycobacterium avium…
subsp.… paratuberculosis…（MAP）.…The…domest�c…an�mals… �nfected…w�th… th�s…pathogen…present…
severe…we�ght… loss…due…to…chron�c…d�arrhea…and…a…reduct�on… �n… lactat�on…y�eld.…These…result… �n…
enormous… econom�c… loss… s�nce… the… affected… an�mals… are… subsequently… subject… to… art�f�c�al…
select�ons…and…d�s�nfect�on…of…the…env�ronment…are…absolutely…necessary.…Furthermore,…MAP…has…
been… suspected… to… have… patholog�cal… relat�onsh�p… to… Crohn’s… d�sease,… human… chron�c…
granulomatous…enter�t�s.…The…bacter�um…grows…slower…on…sol�d…culture…and…�ts…colony…becomes…
v�s�ble… after… two…months… of… culture.… In… Japan,… there…has…been…almost…no… �nvest�gat�on… on…
pasteur�zat�on… temperature…of…commerc�al…m�lk…us�ng…MAP.… It…comes… from…the… fact… that… the…
growth… rate… of…MAP… �s… very… slow…and… that…MAP… �s… a… related… spec�es… to…Mycobacterium 
tuberculosis,…wh�ch…pasteur�zat�on…cond�t�on…has…been…well…defined.…
　The…stud�es…on…the…pasteur�zat�on…cond�t�ons…of…commerc�al…m�lk…have…been…ma�nly…targeted…
to…reduce…the…r�sk…of…�nfect�on…to…Coxiella…and…Mycobacterium tuberculosis.…However,…there…has…
been…a…concern…about…the…poss�b�l�ty…that…MAP…�s…rema�ned…�n…pasteur�zed…m�lk…because…MAPs…
form…an… aggregate… and… the…bacter�um…at… �ts… center…may…not… rece�ve… enough…heat… to…get…
pasteur�zed.…From…these…reasons,…the…present…study…a�ms…to…�nvest�gate…val�d�ty…of…the…current…
pasteur�zat�on…cond�t�ons…of…commerc�al…m�lk…by… �mplement�ng…exper�mental…pasteur�zat�on…at…
var�ous…pasteur�zat�on… temperatures…us�ng…m�lk…exper�mentally… �nfected…w�th…MAP,…and… to…
clar�fy…�f…MAP…�s…el�m�nated…at…these…temperatures…�n…order…to…ach�eve…smooth…enforcement…of…
the…current…m�n�stry…order.…
　We…conducted…plant…pasteur�zat�on… exper�ment… at… four…pasteur�zat�on… cond�t�ons…（h�gh…
temperature,…short… t�me…（HTST）;…82,…77,…72̊C… for…15…seconds…and… low…temperature,… long…t�me…

（LTLT）;…63̊C…for…30…m�nutes）…us�ng…two…MAP…stra�ns,…ATCC19698…and…OKY-20.…In…conclus�on,…
there…appeared…no…colony…of…the…two…MAP…stra�ns…formed…from…the…m�lk…pasteur�zed…at…the…four…
pasteur�zat�on…cond�t�ons…exam�ned.
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緒言
　ヨーネ病は，ヨーネ菌…（Mycobacterium avium…subsp.…
paratuberculosis;…MAP）により引き起こされる反芻獣
の慢性肉芽腫性腸炎である．本感染症に罹患した家畜は
慢性の下痢による削痩を呈し，泌乳量の低下から淘汰や
環境の消毒などが必要となり，経済的損失が大きいた
め１），家畜伝染病予防法により患畜の殺処分が定められ
ている．また，MAPはヒトのクローン病との関連性が
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疑われている２）．本菌は患畜の糞便を通じて乳や食肉を
汚染する可能性があるが３），人工培地での発育が遅く，
コロニーを目視で確認できるまでおよそ２ヶ月を要する
ため，早期診断が困難である．…
　牛乳の殺菌条件は，主にQ熱や結核菌を対象に感染リ
スクの低減を目的として検討されてきた．昭和26年に発
令され，平成19年に最終改正された｢乳及び乳製品の成
分規格等に関する省令｣においては，牛乳の殺菌は「保
持式により摂氏63度で30分間加熱殺菌するか，又はこれ
と同等以上の殺菌効果を有する方法で加熱殺菌するこ
と」とされ，63℃ 30分の加熱は低温保持殺菌（LTLT）
法とよばれる．現在わが国で一般的に行われている殺菌
方法は，120℃から135℃で１から３秒加熱する超高温瞬
間殺菌（UHT）法である．加熱温度が高温になるほど
生乳中に含まれる耐熱性細菌の除去効率が高まり，品質
保持期限を長く設定することができる．一方で，加熱温
度が低く，加温時間が短いほど牛乳の味がよいとされる
ことがあり，一部メーカーは72℃から85℃で15秒程度加
熱する高温短時間殺菌（HTST）法で殺菌した牛乳と，
上記LTLT法を用いたものを｢低温殺菌乳｣として販売し
ている．
　これまでに，国内ではMAPを用いた牛乳における加
熱殺菌温度の検討はほとんど行われていない．その理由
としては，前述のように発育速度が遅い事や，既に加熱
殺菌条件が検討されている結核菌と近縁である事が挙げ
られる．しかしながら，ヨーネ菌は液体中で塊状を呈す
る場合があるため，食品の加熱殺菌時に中心部への加熱
が十分に行き渡らず，低温殺菌の条件によっては完全な
殺菌が困難になる事が懸念されており４），実験室内の検
討では結核菌よりも強い耐熱性を持つことを示唆する報
告も見られる５）．本研究では，牛乳の殺菌条件の妥当性
を確認するため，ヨーネ菌を実験的に接種した牛乳を用
いて，ミルクプラントにおける各種HTST及びLTLT殺
菌温度条件でヨーネ菌が死滅するか検討を行い，乳等省
令の円滑な施行に資する事を目的とした．

実験方法
１．菌株
　Mycobacterium avium… subsp.… paratuberculosis…
ATCC19698
　M. avium…subsp.…paratuberculosis…OKY-20

２．培地
　M�ddlebrook… 7H10… Agar… w�th… mycobact�n… and…
ant�b�ot�cs…（MMA,…Becton,…D�ck�nson…and…Company）…

３．菌数の測定
　接種菌数の測定：−80℃に凍結保存した菌液を牛乳で
104倍希釈したものを，MMA平板培地に20ll塗沫後，
37℃で２ヶ月間培養し，形成コロニーを計数することを
６回実施し，菌数を確定した．使用した２株は，２ヶ月
の培養で，計数可能な集落を形成した．
　添加回収後の菌数測定：50mlの予熱した検体を遠心
分離し，沈さを10mlの0.75%…Hexadecylpyr�d�n�umchlor
�de…monohydrate（HPC）に懸濁した後，室温で５時間
培養した．遠心分離後，MAXIMUM…RECOVERY…DIL-
UENT（MRD）で洗浄し，1mlのMRDに懸濁した（HPC…
treatment）．加熱処理した検体については，200llずつ
５枚の平板に接種，加熱処理前の検体の場合は更に，
10，102及び103に希釈し，それぞれ20llを４枚のMMA
に塗布した．平板は37℃で２ヶ月間培養し形成された集
落数を判定した．発育の認められない平板はその後最大
４ヶ月まで観察を続けたが増殖は確認されなかった．

４．加熱媒体
　それぞれの加熱条件について，市販牛乳（Ｅ社製造，
LTLT…63℃…30分殺菌商品）30…lを加熱媒体として使用し
た．

５．殺菌条件の設定
　殺菌処理装置は，（株）イズミフードマシナリ社製，
SO４型プレート式熱交換器を用いた（図１及び２）．
82℃…15秒，77℃…15秒又は72℃…15秒（HTST），63℃…30
分（LTLT）の各温度帯及び時間にて殺菌を行った．加
熱条件を最も短くするため，ホモゲナイズ工程を行わな
いで，サーバータンクから直接プレート式熱交換機へ流
し，殺菌を行った．

６．サンプリング
　加熱殺菌後，ミルク検体を添加回収後の菌数測定法に
示した処理を行い，３．菌数測定法に従って計数した．

７．殺菌効果
　各加熱条件の殺菌効果は，殺菌前の菌数…（対数値）と
殺菌後の菌数…（対数値）との差で示した．
　殺菌効果…（nD）…=…log10…（殺菌前の菌数）−…log10…（殺菌
後の菌数）

結果及び考察
　実験プラントを用いた牛乳中のヨーネ菌殺菌試験の結
果をTable…1…及び…2…に，72℃ 15秒のHTST処理工程にお
ける検体の温度変化の実測値をF�g.…2に示した．２株と
もいずれの殺菌条件においても，コロニー形成が検出限
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界以下となっており，ATCC19698では6.7D以上，OKY-20
では5.4D以上の殺菌効果が認められた．したがって，本
プラント実験ではHTST殺菌の内最も低温である72℃
15秒での殺菌条件であっても，ヨーネ菌の制御に効果が
あると考えられた．主に本菌の加熱条件検討を５ml以
下の小規模な試験管内実験として実施している過去の研
究では，72℃ 15秒の殺菌条件が充分とは限らないとす
る報告６）と，充分であるとする報告７）がみられる．そ
のため，それらの結果が必ずしも牛乳製造現場で応用し
うるとは限らないと思われる．一方，５株のヨーネ菌と
120… lの生乳を用いた報告では，72℃ 15秒の殺菌で生菌
は分離されなかった８）．今回，実際のわが国における製
造環境により近い実験用ミルクプラントを使用した本研
究で，30…lの牛乳を用いた検討による情報は，製造現場

Fig. 1　Panel…A:…Plate…heat…exchanger,…Type…SO4…（IZUMI…Food…Mach�nery…Co.,…Ltd.）
Panel…B:…M�lk…sampl�ng…from…SO4.

Panel…A Panel…B

Fig. 2　Mon�tered…temperature…of…m�lk…dur�ng…the…HTST…
pasteur�zat�on…at…72̊C…for…15sec.

Table 1　Effect…of…pasteur�zat�on…on…MAP…ATCC19698.

Pasteur�zat�on…Method Pasteur�zat�on…
cond�t�on

Heat�ng
med�um

Plat�ng………………
Method

Cultured…
Med�um

CFU/ml……………
（log10）

Pasteur�zat�on…
Effect…（nD）

before…pasteur�zat�on − m�lk d�rect…plat�ng MMA 5.0 −
LTLT 63℃ 30m�n m�lk d�rect…plat�ng MMA <−1.7* >6.7

HTST
82℃ 15sec m�lk d�rect…plat�ng MMA <−1.7* >6.7
77℃ 15sec m�lk d�rect…plat�ng MMA <−1.7* >6.7
72℃ 15sec m�lk d�rect…plat�ng MMA <−1.7* >6.7

*:…under…the…detect�on…l�m�t…（0.02cfu/…ml）

Pasteur�zat�on…Method Pasteur�zat�on…
cond�t�on

Heat�ng…
med�um

Plat�ng………………
Method

Cultured…
Med�um

CFU/ml……………
（log10）

Pasteur�zat�on…
Effect…（nD）

before…pasteur�zat�on − m�lk d�rect…plat�ng MMA 3.7 −
LTLT 63℃ 30m�n m�lk d�rect…plat�ng MMA <−1.7* >5.4

HTST
82℃ 15sec m�lk d�rect…plat�ng MMA <−1.7* >5.4
77℃ 15sec m�lk d�rect…plat�ng MMA <−1.7* >5.4
72℃ 15sec m�lk d�rect…plat�ng MMA <−1.7* >5.4

*:…under…the…detect�on…l�m�t…（0.02cfu/…ml）

Table 2　Effect…of…pasteur�zat�on…on…MAP…OKY-20.
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における牛乳中の微生物制御に有益な情報となると思わ
れた．今回プラント実験で評価したATCC19698株は標
準的に用いられている菌株で，人工培地での継代数が多
いのに対し，OKY-20株は分離後の人工培地での継代数
が少ないことから，おそらく集塊形成能はより高いと思
われる．OKY-20株のD値が数値上高く出たのは集塊形
成の影響とも考えられるが，初期菌数が異なっており，
今回使用した２株のD値の差は主に初期接種菌量の違い
に起因しており，本質的な耐熱性の違いではないと思わ
れる．
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