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     To prevent the establishment and amplification of bovine spongiform encephalopathy (BSE) 

through animal feed in Japan, the use of mammalian protein for food-producing animals and the 

use of animal protein for production of feed for ruminants have been prohibited since October 

2001.   The Food and Agricultural Materials Inspection Center (FAMIC) is engaged in the 

analysis of feed samples for presence of animal protein as an audit inspection agency of this feed 

ban.   In fiscal year 2006, the FAMIC analyzed 185 samples of domestic feeds for cattle, 44 

samples of imported feeds for cattle and 199 samples of animal by-products for contamination of 

ruminant protein, using three methods: microscopy, which detects animal origin bone tissue; 

enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), which detects animal origin protein; and 

polymerase chain reaction (PCR), which detects animal origin DNA.   None of domestic and 

imported feed samples for cattle was contaminated with prohibited animal protein.   None of 31 

samples of chicken meal, 23 samples of feather meal or 107 samples of fish meal was 

contaminated with mammalian protein.   One (3.7%) of 27 samples of meat-and-bone meal of 

pork-origin and pork-and-chicken-origin was positive for ruminant protein.   After cleaning of 

the manufacturing plant was conducted, feed products were sampled and analyzed with negative 

results.   Two commercially available ELISA kits: Morinaga ELISA kit against a heat-treated 

bovine protein (Morinaga Institute of Biological Science, Inc.); and MELISA-TEK RUMINAT 

KIT for meat-and-bone meal and animal feed (ELISA Technologies, Inc.) were tested using 32 

samples of chicken meal and feather meal.   MELISA-TEK produced better results. 
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1 緒  言 

 牛海綿状脳症（BSE）の発生防止のため，独立行政法人農林水産消費安全技術センターでは以前

から顕微鏡鑑定による配合飼料中の肉骨粉混入検査を実施してきたが，平成 13 年 9 月に国内で牛海

綿状脳症が発生したのを契機として，試験研究機関の協力の下，顕微鏡鑑定法 1)を補完する手法と

して PCR 法 11)~16)及び ELISA 法 17)~20)による肉骨粉の高感度検出及び動物種の識別法の開発に取り組

み，飼料分析法 2)~4)として確立し，漸次，国内の飼料のモニタリング検査に適用してきた． 

 平成 13 年度にこれらの分析手法による魚粉中の牛・豚由来たん白質等のモニタリングを開始し，

平成 14 年度以降は，国内の動物質性飼料及び牛用配混合飼料について，本格的な動物由来たん白質

のモニタリングを実施し，その結果を報告 6)~10)してきた． 

 平成 18 年度は，飼料製造工程において牛用飼料に鶏豚用飼料原料の動物由来たん白質が混入する

いわゆる交差汚染の防止及び，飼料規制の実効性を確認するため，牛用配混合飼料のモニタリング

検査を重点的に実施した．また，飼料原料として，動物由来たん白質等が含まれないことについて

農林水産大臣確認の必要な動物質性飼料のチキンミール，フェザーミール，魚粉，豚肉骨粉及び鶏

豚原料混合肉骨粉等について，引き続き大臣確認に伴うモニタリング検査を行った．さらに，輸入

飼料の監視強化に伴い，輸入の牛用の混合飼料や飼料原料についてもモニタリング検査を実施した． 

 モニタリング試験項目は，BSE 発生リスクを考慮し，反すう動物由来たん白質の検査を重点的に

実施することとし，家きんや豚由来たん白質の検査は必要に応じて実施することとした．また，平

成 18 年 3 月に，反すう動物由来肉骨粉に対して特異性が高く，乳製品の影響を受けない ELISA 法

（メライザキット法）が通知 2), 4)に収載されたことから，豚肉骨粉等の検査に適用するとともに，

チキンミールやフェザーミールへの適用の可否についても検討を行った． 

 今回，平成 18 年度に実施した飼料中の動物由来たん白質等のモニタリング結果をとりまとめたの

で，その概要を報告する． 
 

2 材料及び方法 

2.1 試 料 

 平成 18 年 4 月から平成 19 年 3 月までに，独立行政法人農林水産消費安全技術センター（当時

独立行政法人肥飼料検査所）本部（さいたま市），同札幌センター，同仙台センター，同名古屋

センター，同神戸センター大阪事務所及び同福岡センターが，国内の飼料原料工場，配混合飼料

工場及び港湾倉庫等で採取した動物質性飼料 199 検体，国内製造牛用配混合飼料 185 検体及び輸

入牛用飼料 44 検体の計 428 検体をモニタリング対象とした． 

 動物質性飼料としては，国内で製造されたチキンミール及びフェザーミール（以下「チキンミ

ール等」という．），豚由来肉骨粉及び原料混合肉骨粉（以下「豚肉骨粉等」という．）並びに

魚粉や魚荒かす等（以下「魚粉等」という．）を主に収集したが，その他にこれらを主体とした

養魚用混合飼料やフィッシュソリュブル吸着飼料についても収集し，調査を実施した． 

 牛用配混合飼料としては，育成用，成牛用を問わず幅広く収集した．なお，脱脂粉乳や乾燥ホ

エー等の乳製品を 10％以上含む代用乳等は，対象から除外した． 

 輸入飼料は，牛用配混合飼料及び牛用（A 飼料）単体飼料（加熱加工等処理を行った包装品）

を採取した． 

 試料の採取は，飼料等検査実施要領 5)の病原微生物検査用試料の採取方法に従い，滅菌済み手

袋及び滅菌済みスコップを使用し，滅菌済み採取袋に約 500 g を採取した．試料は試験までの間，
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冷蔵保管した． 

2.2 試験実施場所 

 試験は，それぞれの試料を収集したセンターの試験室において実施した． 

2.3 方 法 

 試験は，以下に示す 3 法により行った． 

1) 顕微鏡鑑定 

 「反すう動物用飼料への反すう動物由来たん白質の混入防止に関するガイドライン」1)に従い，

図 1 の方法で獣骨・獣毛・羽毛等（以下「肉骨粉等」という．）の有無を鑑定した． 

 なお，検出した場合には，牛用配合飼料に肉骨粉を 0.1，0.2，0.3，0.4，0.5 及び 1%添加した

鑑定用対照試料を試料と同時に処理し，肉骨粉等の混入量を推定した． 
 

試　　料

粉　　砕

比重分離

ろ　　過

アルカリ処理

水　　洗

顕微鏡鑑定

光学顕微鏡（倍率50~100倍）

実体顕微鏡（倍率20~30倍）

1 mm網ふるいを通過

1 gを秤量

約20分間静置

予めクロロホルム（又は，塩化亜鉛水溶液）を入れた

比重分離用ロートに試料を添加しかき混ぜる

30分間煮沸

水を加えて静置後，上澄みを除去（水層が透明になるまで繰り返す）

下層に分離した飼料原料及びクロロホルム

ろ紙を乾燥

ろ紙上の残渣を100 mLのトールビーカーに移す

5%水酸化ナトリウム溶液20 mLを添加

（又は，塩化亜鉛溶液）をろ紙（5種A）でろ過

 
図 1 飼料中の肉骨粉等の顕微鏡鑑定方法 

 

2) ELISA 試験 

 「ELISA による飼料中の動物由来たん白質の検出法」2)~4)に基づき，牛用配混合飼料，魚粉等

及びチキンミール等中の牛由来たん白質については「モリナガ加熱処理牛由来たん白質検出キ

ット」（森永生科学研究所製，以下「モリナガキット」という．）を用い，豚肉骨粉等中の反

すう動物由来たん白質については，「MELISA-TEK 高度加工肉検出キット 反すう動物用」

（ELISA Technologies 製，以下「メライザキット」という．）を用いて試験を実施した．また、

チキンミール等へのメライザキットの適用の可否について調査を行った．なお，平成 18 年度は，

ELISA による鶏由来たん白質及び豚由来たん白質の試験は実施しなかった． 
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 試験は 1 検体あたり 2 点併行で実施し，2 点の結果が一致しない場合には，再試験を実施し，

再試験の結果が一致しない場合には，陰性と判定した． 

 試験の概要は以下のとおり． 
 

抽　出

試料4.0 g

ELISA
ELISA操作

抗体固相化モジュール（キット付属）

（以下キットの操作手順に従う）

測定（プレートリーダー，450及び620 nm波長）

上澄み液（適量）

ろ過（5A）

ろ液

抽出液36 mL
ホモジナイズ30 s×3
約100°C水浴，10分間加熱

遠心分離（800~1,000×g , 5 min）

遠心分離（3,000×g , 10 min）
上澄み液

試料液，各標準液，陽性対照溶液，

2 h反応

陰性対照溶液及びBlank液各100 µL

 
図 2-1 「モリナガ加熱処理牛由来たん白質検出キット」による試験方法 

 
抽　出

試料5.0 g

ELISA
ELISA操作

マイクロプレート（キット付属）

（以下キットの操作手順に従う）

測定（プレートリーダー，450 nm波長）

上澄み液（適量）

ろ過（5A）

ろ液 （適量）

抽出液50 mL
振とう20 min
約100°C水浴，15分間加熱

遠心分離（1,000×g , 5 min）

遠心分離（10,000×g , 10 min）
上澄み液

試料液，陽性コントロール液，陰性コントロール液

20 min反応

及び抽出液各100 µL

 
図 2-2 「MELISA-TEK 高度加工肉検出キット 反すう動物用」による試験方法 
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3) PCR 試験 

 「PCR による飼料中の動物由来 DNA の検出法」2)~4)に基づき，豚肉骨粉等以外の飼料ではほ

乳動物由来 DNA の検出を行い，ほ乳動物由来 DNA が検出された場合には，牛由来 DNA 及び

豚由来 DNA の検出を行った．豚肉骨粉等の試験では，反すう動物由来 DNA の検出を行い，反

すう動物由来 DNA が検出された場合には，牛由来 DNA の検出を行った．乳製品又はゼラチン

の添加又は混入の可能性のある牛用配混合飼料，輸入飼料，豚肉骨粉等及び魚粉等については，

乳製品を含む飼料中の肉骨粉の検出法（以下「乳製品等除去処理」という．）2), 4), 15), 16)を行っ

た． 

 なお，同時に DNA の抽出確認のためのコントロールとして，牛用配合飼料については植物由

来 DNA の検出を，魚粉等については魚類由来 DNA の検出 12)を，チキンミール等及び鶏豚検量

混合肉骨粉については家きん由来 DNA の検出 13)を，豚肉骨粉についてはほ乳動物又は豚由来

DNA の検出等を行い，コントロール DNA が検出されない場合には，DNA の再抽出を行った. 

 プライマーは，ほ乳動物検出プライマー対［anicon 3, anicon 5］（テキサスジェノミクスジャ

パン製，以下同じ．），反すう動物検出プライマー対［rumicon32, rumicon52］，牛検出プライ

マー対［cow 31, cow 52］，豚検出プライマー対［pig 32-2 , pig 5-3］，家きん（鶏・うずら）検

出プライマー対［chick3-1，chick5-1］，植物検出プライマー対［placon 3, placon 5］及び魚類検

出プライマー対［FM3, FM5］を用いた． 

 なお，試験は 1 検体当たり 2 点併行で実施し，2 点ともに陽性の場合に検出と判定し，2 点の

結果が一致しない場合及び 2 点とも陰性の場合には，不検出と判定した． 

 試験の概要は，図 3 に示した． 
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試　　料

粉　　砕

（以下，乳製品等除去処理）

比重分離

ろ　　過

次亜塩素酸処理

EDTA・酵素処理

沈殿物

DNAの抽出

PCR反応

電気泳動

画像撮影

判　　定

陽性コントロールと同一サイズのPCR増幅バンドが検出されたものを検出とする．

試料100 mg又は乳製品等除去処理による沈殿物の全量を採取

検査対象のプライマーを添加したPCR反応液を調製（PCRチューブ）

ジルコニアビーズ1.5 g添加

PCRチューブに抽出DNA，陽性コントロール，陰性コントロールを添加

抽出用緩衝液1 mL添加

ビーズ破砕法により破砕

キットの手順に従ってDNAを抽出精製

365 nm又は312 nm紫外線照射下で画像撮影

0.5 M EDTA溶液（0.25 mg/mL ProteinaseK）を添加

37°Cで18~48時間処理

遠心分離（3,500×g , 10 min）

遠心分離（3,500×g , 10 min）
上澄み液を除去後，水を加えて振り混ぜる

組織・細胞用ミトコンドリアDNA抽出キット（和光純薬工業）使用

PCRで増幅したDNAをサイズで分離（2.5%アガロースゲル使用）

PCR反応によるDNA増幅

DNAをエチジウムブロマイドで染色

1 mm網ふるいを通過

1.0 gを秤量

約20分間静置

予めクロロホルムを入れた比重分離用ロートに試料を添加しかき混ぜる

上澄み液及び浮遊物を除去

クロロホルムを加えてかき混ぜる

下層に分離した沈殿物及びクロロホルムをろ紙（5種A）でろ過

2回

ろ紙上の残渣を15 mLのプラスチック製遠心沈殿管に移す

次亜塩素酸ナトリウム溶液（有効塩素濃度0.5％）を加えて振り混ぜる

水を加えて振りまぜ，5分間静置後，上澄み液を除去（2回）

ろ紙をエタノールで洗浄後，乾燥

10分間静置後、上澄み液を除去

10分間静置後，上澄み液及び浮遊物を除去

 
図 3 PCR 法による動物由来 DNA の検出方法 
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4) 動物由来たん白質等の判定方法 

 顕微鏡鑑定，ELISA 及び PCR 試験の結果から，以下の手順で動物由来たん白質の有無を判定

した． 

 豚肉骨粉等を除く試料について顕微鏡鑑定を実施し，獣骨・獣毛等が検出された場合には「肉

骨粉検出」と判定した． 

 顕微鏡鑑定の結果にかかわらず，全試料について ELISA 及び PCR 試験を実施し，試験結果が

同一の動物種について一致して陽性であった場合に，動物由来たん白質・DNA（以下「動物由

来たん白質等」という．）検出と判定した． 

 なお，モリナガキットを用いた ELISA 試験では，反すう動物用飼料への使用が認められてい

る乳製品の添加により牛由来たん白質が検出される場合があることから，乳製品の混入の可能

性のある飼料については，乳製品等除去処理 PCR 試験を実施し，PCR 試験の結果陽性であった

場合にのみ検出と判定した． 

 

3 結果及び考察 

3.1 動物質性飼料のモニタリング 

 動物質性飼料 199 検体について，ほ乳動物由来たん白質等のモニタリングを行った．199 検体

の試料の内訳は，チキンミール等 54 検体，魚粉等 107 検体，豚肉骨粉等 27 検体，その他動物性

たん白質を含む飼料 11 検体であった． 

 これらのモニタリング集計結果は，表 1 に示したとおりであり，動物質性飼料 199 検体のうち，

ほ乳動物由来たん白質等が検出されたものはなかった． 

 平成 17 年度は，家きん由来たん白質等のモニタリングも同時に実施したが，平成 18 年度から

は，BSE 発生リスクの高い反すう動物由来たん白質について重点的にモニタリングを行うことと

した． 
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表 1 動物質性飼料のモニタリング結果（平成 18 年度） 
動物質性 試験

飼料の区分 検体数 検出数 検出率（%）

チキンミール 31 0 0.0
フェザーミール 23 0 0.0
小   計 54 0 0.0

国内製造魚粉等 107 0 0.0
（内訳） 魚粉・魚アラ粕 (92)

だし粕 ( 4)
イカミール ( 3)
カニ殻 ( 2)
魚鱗コラーゲン ( 1)
貝ミール ( 1)
酵素処理魚抽出物 ( 3)
フィッシュソリュブル ( 1)

小  計 107 0 0.0
豚肉骨粉 4 0 0.0
鶏豚原料混合肉骨粉 23 1 4.3
小   計 27 1 0.0

その他 魚介類由来原料を主体とした混合飼料 5 0 0.0
魚粉・大豆油かす２種混合飼料 1 0 0.0
フィッシュソリュブル吸着飼料 1 0 0.0
加水分解たん白質（ペットフード用） 3 0 0.0
フェザーミール･大豆油かす２種混合飼料 1 0 0.0
小  計 11 0 0.0

合            計 199 1 0.5

飼料の種類
ほ乳動物由来たん白質等　

魚粉等

豚肉骨粉等

チキンミール等

 
 

1) チキンミール等 

 チキンミール 31 検体及びフェザーミール 23 検体の計 54 検体について，ほ乳動物由来たん白

質等のモニタリングを行った．平成 18 年度は，血粉及び発酵血粉の採取はなかった． 

 試験は，すべての検体について，顕微鏡鑑定，ELISA 及び PCR 試験を実施した． 

 試験の結果は，表 2-1 に示したように，顕微鏡鑑定で獣骨・獣毛が検出されたものはなかっ

た．モリナガキットによる ELISA 試験では，牛由来たん白質が 9 検体（フェザーミール 7 検体，

チキンミール 2 検体）で陽性であり，陽性率は 16.7％であった． 

 ELISA 陽性の検体を含むすべての試料について，PCR によりほ乳動物由来 DNA の試験を行

った結果は，いずれもほ乳動物由来 DNA が検出されなかった．したがって，総合判定ではすべ

てほ乳動物由来たん白質等不検出と判定された． 

 モリナガキットによる ELISA 試験において多数の陽性が確認されたことから，この原因につ

いて調べるため，平成 18 年 8 月までに採取したチキンミール 17 検体及びフェザーミール 15 検

体の計 32 検体について，メライザキットを用いて ELISA 試験を実施し，モリナガキットの結

果と比較した． 

試験の結果は，表 2-2 及び 2-3 に示したように，モリナガキット陽性の 9 検体を含むすべての
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試料でメライザキットでは，反すう動物由来たん白質を検出しなかった．メライザキットは，

反すう動物由来の肉骨粉など骨格筋を特異的に検出し，他の動植物由来たん白質や乳等組織に

は反応しない 20)ことから，平成 18 年度のモリナガキット陽性検体には，牛肉骨粉の混入はない

ものと判断された． 

これらの結果から，チキンミール等の ELISA 試験には，モリナガキットよりメライザキット

を適用することがよいと考えられたことから，平成 19 年度以降のモニタリングにおいては，メ

ライザキットを用いることとした． 

 

表 2-1 チキンミール等の試験結果（平成 18 年度） 
試験方法 検  出  対  象 試験検体数 陽性数 陽性率（%）

顕微鏡鑑定 獣骨・獣毛 54 0 0.0
牛由来たん白質注1) 54 9 16.7
反すう動物由来たん白質注2) 54 0 0.0
ほ乳動物由来DNA 54 0 0.0
牛由来DNA 54 0 0.0

試験検体数 検出数 検出率（%）

総合判定 ほ乳動物由来たん白質・DNA 54 0 0.0
（内訳）   　牛由来たん白質・DNA 54 0 0.0

ELISA試験

PCR試験

 
注 1) モリナガキットによる 
  2) メライザキットによる 

 

 表 2-2 メライザキットとモリナガキットの比較（チキンミール） （n=2） 

Sample NC Sample NC
(O.D.) (O.D.) (O.D.) (O.D.)

C1 － -0.005  0.002 － 0.082 0.049 － －

C2 － -0.001  0.014 － 0.058 0.066 － －

C3 － -0.001  0.014 － 0.044 0.033 － －

C4 － -0.016 -0.001 － 0.045 0.033 － －

C5 － -0.013 -0.001 ＋ 0.185 0.041 － －

C6 － -0.013  0.006 － 0.059 0.050 － －

C7 － -0.010  0.006 － 0.105 0.073 － －

C8 － -0.008  0.006 － 0.119 0.073 － －

C9 － 0.036  0.006 － 0.075 0.043 － －

C10 － -0.004  0.006 － 0.048 0.043 － －

C11 － 0.002  0.002 － 0.091 0.050 － －

C12 － -0.010  0.002 － 0.050 0.041 － －

C13 － -0.015  0.002 － 0.063 0.041 － －

C14 － 0.026  0.002 ＋ 0.138 0.050 － －

C15 － -0.007  0.002 － 0.067 0.052 － －

C16 － 0.000  0.002 － 0.063 0.041 － －

C17 － 0.003  0.013 － 0.030 0.034 － －

陽性/試料 0/17 2/17 0/17 0/17

チキンミール
メライザキット

モリナガキット 顕微鏡鑑定 PCR試験
（Blank補正済み）

獣骨・獣毛
ほ乳動物由来

DNA試料No. 判定注1)
判定注2)

 
注 1) Sample (O.D.)が 0.100 以上の場合に＋と判定 
  2) Sample (O.D.)が，NC (O.D.)の 2 倍以上であった場合に＋と判定 
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 表 2-3 メライザキットとモリナガキットの比較（フェザーミール） （n=2） 

Sample NC Sample NC
(O.D.) (O.D.) (O.D.) (O.D.)

F1 － -0.004  0.002 ＋ 0.093 0.032 － －

F2 － -0.016 -0.001 － 0.050 0.033 － －

F3 － -0.012 -0.001 － 0.062 0.033 － －

F4 － -0.009 -0.001 ＋ 0.068 0.033 － －

F5 － -0.007  0.004 － 0.062 0.040 － －

F6 － -0.013  0.004 ＋ 0.210 0.073 － －

F7 － -0.003  0.004 ＋ 0.153 0.073 － －

F8 － -0.005  0.004 ＋ 0.158 0.073 － －

F9 － -0.004  0.004 － 0.137 0.073 － －

F10 － -0.010  0.002 ＋ 0.111 0.050 － －

F11 － -0.004  0.002 ＋ 0.096 0.041 － －

F12 － -0.001  0.002 － 0.056 0.041 － －

F13 － 0.004  0.013 － 0.053 0.034 － －

F14 － 0.021  0.013 － 0.064 0.038 － －

F15 － 0.002  0.005 － 0.056 0.037 － －

陽性/試料 0/15 7/15 0/15 0/15

獣骨・獣毛
ほ乳動物由来

DNA試料No. 判定注1)
判定注2)

顕微鏡鑑定 PCR試験
（Blank補正済み）

フェザーミール
メライザキット

モリナガキット

 
注 1) Sample (O.D.)が 0.100 以上の場合に＋と判定 
  2) Sample (O.D.)が，NC (O.D.)の 2 倍以上であった場合に＋と判定 

 

2) 魚粉等 

 国内で製造した魚介類由来たん白質を含む魚粉等 107 検体について，ほ乳動物由来たん白質

等のモニタリングを行った．魚粉等の内訳は，表 1 のとおり，魚粉・魚アラ粕 92 検体，だし粕

4 検体，イカミール 3 検体，カニ殻 2 検体，魚鱗コラーゲン 1 検体，貝ミール 1 検体，酵素処

理魚抽出物 1 検体及びフィッシュソリュブル 1 検体であった． 

 輸入魚粉については，平成 15 年度以降，農林水産省動物検疫所による輸入時の検査との重複

を避けるため，製造事業所での採取を原則として取りやめたことから，平成 18 年度は採取しな

かった． 

 ほ乳動物由来たん白質等の試験の結果は，表 3 に示したように，顕微鏡鑑定で獣骨・獣毛が

検出されたものはなかった．ELISA 試験では牛由来たん白質が 1 検体で陽性であったが，PCR

試験ではほ乳動物由来 DNA が検出されたものはなく，総合判定では，すべてほ乳動物由来たん

白質等を不検出と判定された． 

 なお，平成 17 年度のモニタリングにおいて，ELISA 及び PCR 試験で多数の魚粉等からほ乳

動物由来たん白質等が検出された 10)ことから，この原因を確認するため，水産練り製品等につ

いて ELISA 及び PCR 試験による調査を実施した．調査の結果は，魚肉ソ－セージ，チーズ入り

蒲鉾及びみりん干しからほ乳動物由来たん白質・DNA が検出され，ちくわ，魚肉すり身及びさ

つま揚げからは検出されなかった．また、乳製品等除去処理 PCR ではいずれもほ乳動物由来

DNA が検出されなかった．したがって，魚粉等の陽性事例は，乳製品やゼラチンを添加した水

産練り製品等の混入の可能性が示唆された．魚粉への食品残渣の利用は認められていないが，

水産加工残渣の飼料への有効利用を推進するため，乳製品等の混入事例について，違反処理す
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ることのないよう，平成 18 年度は，魚粉等の検査にあたり，PCR 陽性検体について乳製品等除

去処理 PCR による確認試験を実施することとした． 

 

表 3 魚粉等の試験結果（平成 18 年度） 
試験方法 検  出  対  象 試験検体数 陽性数 陽性率（%）

顕微鏡鑑定 獣骨・獣毛 107 0 0.0
ELISA試験 牛由来たん白質

注1) 107 1 0.9
ほ乳動物由来DNA 107 0 0.0
牛由来DNA 107 0 0.0

試験検体数 検出数 検出率（%）

総合判定 ほ乳動物由来たん白質・DNA 107 0 0.0
（内訳）   　  牛由来たん白質・DNA 107 0 0.0

PCR試験

 
注 1) モリナガキットによる 

 

3) 豚肉骨粉等 

 平成 17 年 4 月に豚肉骨粉及び鶏豚原料混合肉骨粉の鶏豚用飼料への使用が認められたことか

ら，平成 17 年度以降，豚肉骨粉等のモニタリングを実施 10)している． 

 平成 18 年度は，表 1 に示したように豚肉骨粉 4 検体及び鶏豚原料混合肉骨粉 23 検体の計 27

検体について，反すう動物由来たん白質等のモニタリングを行った． 

 顕微鏡鑑定により豚肉骨粉中の牛由来組織を検出することは困難であるため，豚肉骨粉等の

試験は，ELISA 及び PCR 試験により実施した． 

 また，ELISA 試験は，当初「モリナガ加熱処理牛由来たん白質検出キット」により実施した

ところ，多数の豚肉骨粉検体で陽性反応が見られた．この原因として，子豚に給与した代用乳

等の乳製品等が豚肉骨粉中に混入したためと考えられたことから，豚肉骨粉等の ELISA 試験に

は，乳製品の影響を受けない ELISA キット「MELISA-TEK 高度加工肉検出キット反すう動物用」

を導入し，試験を実施した．PCR 試験は，乳製品等除去処理法を実施した． 

 試験の結果は，表 4 に示したように，原料混合肉骨粉 1 検体で ELISA 及び PCR 試験で反すう

動物由来たん白質及び反すう動物由来 DNA を検出し，総合判定で反すう動物由来たん白質等検

出と判定された．この検体は，事業場の農林水産大臣確認前の調査試料であり，反すう動物由

来たん白質等が検出されたことから，工程の洗浄クリーニングを実施した後に，再度試料を採

取して確認した結果は，反すう動物由来たん白質は検出されなかった． 
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表 4 豚肉骨粉等の試験結果（平成 18 年度） 
試験方法 検  出  対  象 試験検体数 陽性数 陽性率（%）

顕微鏡鑑定 獣骨・獣毛 NT
ELISA試験 反すう動物由来たん白質注1) 27 1 3.7

反すう動物由来DNA 27 1 3.7
牛由来DNA 27 1 3.7

試験検体数 検出数 検出率（%）

総合判定 反すう動物由来たん白質・DNA 27 1 3.7
（内訳）   　牛由来たん白質・DNA 8 0 0.0

PCR試験

 
注 1) メライザキットによる 

 

4) その他の動物質性飼料 

 1)～3)以外に，魚介類由来たん白質等の動物性飼料を含むかあるいは含む可能性のある飼料

11 検体について，ほ乳動物あるいは反すう動物由来たん白質等の試験を行った．これらの内訳

は，魚粉を主体とした混合飼料 5 検体，フィッシュソリュブル吸着飼料 1 検体，魚粉大豆油か

す２種混合飼料 1 検体，フェザーミール大豆油かす２種混合飼料 1 検体及び加水分解たん白質

（豚及び鶏由来）3 検体であった． 

 試験の結果は，表 1 に示したように，顕微鏡鑑定で肉骨粉等が検出されたものはなかった．

また，ELISA 試験及び PCR 試験でほ乳動物由来たん白質等が検出されたものはなかった． 

 なお，一部の発酵飼料において，コントロール試験の魚類由来 DNA が検出されなかったが，

製造過程において魚類由来 DNA が分解されたものと考えられた． 

 

3.2 国内製造牛用配混合飼料のモニタリング 

 平成 18 年度は，185 検体の国内製造牛用配混合飼料について，ほ乳動物由来たん白質等のモニ

タリングを実施した．平成 18 年度は，家きん由来たん白質等のモニタリングは実施しなかった． 

 飼料の種類の内訳は，表 5 に示したように，ほ乳期子牛育成用配合飼料 6 検体，幼令牛育成用

配合飼料 16 検体，若令牛育成用配合飼料 14 検体，肉用牛肥育用配合飼料 65 検体，乳用牛飼育用

用配合飼料 51 検体，繁殖用・種牛用配合飼料 12 検体及び牛用混合飼料 21 検体であった． 

 モニタリングの結果，ほ乳動物由来たん白質等を検出したものはなかった． 

 

表 5 牛用配混合飼料のモニタリング結果（平成 18 年度） 

検出数 検出率（%）

牛用配混合飼料 ほ乳期子牛育成用　 6 0 0.0
幼令牛育成用　 16 0 0.0
若令牛育成用 14 0 0.0
肉用牛肥育用 65 0 0.0
乳用牛飼育用 51 0 0.0
繁殖用・種牛用 12 0 0.0
混合飼料 21 0 0.0
  合            計 185 0 0.0

　飼料の種類
ほ乳動物由来たん白質等

試験検体数
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 ほ乳動物由来たん白質等のモニタリングでは，全検体について顕微鏡鑑定（獣骨，獣毛），ELISA

及び PCR 試験を実施した． 

 「モリナガ加熱処理牛由来たん白質検出キット」による ELISA 試験及び通常の PCR 試験では，

法令上牛用配合飼料への使用が認められている乳製品によって陽性反応が生ずる可能性があるこ

とから，平成 17 年度から，PCR 試験について乳製品を含む飼料中の肉骨粉の検出法（乳製品等除

去処理）2), 4), 15), 16)を導入した．乳製品が添加されている検体及び通常の PCR 試験でほ乳動物由来

DNA が検出された検体については，乳製品等除去処理による確認検査を実施した． 

 試験の結果は，表 6 に示したように，185 検体中顕微鏡鑑定で獣骨・獣毛が検出されたものは

なかった．ELISA 試験では，185 検体のうち 12 検体で牛由来たん白質が陽性であった． 

 PCR 試験では，185 検体中 2 検体でほ乳動物由来 DNA が検出されたが，牛由来 DNA 又は豚由

来 DNA が検出されたものはなかった．このうち乳製品が添加された配合飼料は 5 検体であり，乳

製品除去処理を実施したものは 19 検体であった． 

 185 検体のうち PCR 及び ELISA 試験で一致して陽性の検体はなく，総合判定により肉骨粉等の

違反となるほ乳動物由来たん白質等を検出したものはなかった． 

 

表 6 牛用配混合飼料のほ乳動物由来たん白質等の試験結果（平成 18 年度） 
試験方法 検  出  対  象 試験検体数 陽性数 陽性率（%）

顕微鏡鑑定 獣骨・獣毛 185 0 0.0
ELISA試験 牛由来たん白質注1) 185 12 6.5

ほ乳動物由来DNA 185 2 1.1
牛由来DNA 185 0 0.0
豚由来DNA 185 0 0.0

試験検体数 検出数 検出率（%）

総合判定 反すう動物由来たん白質・DNA 185 0 0.0

PCR試験

 
注 1) モリナガキットによる 

 

3.3 輸入飼料のモニタリング 

 輸入飼料については，平成 17 年度から重点検査を開始し，平成 18 年度は輸入の牛用混合飼料

及び植物性単体飼料についてモニタリングを実施した． 

 試料は，表 7 に示したように，牛用配混合飼料 36 検体，牛用飼料添加物 2 検体及び植物性単体

飼料 6 検体の併せて 44 検体であった． 

輸入飼料の輸入先国は，表 8 に示したように，アメリカ合衆国が 23 検体と最も多く，ついで中

華人民共和国が 5 検体，カナダ及び英国が各 3 検体，台湾及びタイが各 2 検体，大韓民国，フラ

ンス，シンガポール，アイルランド，スイス及びオーストラリアが各 1 検体であった． 

 試験の結果は，表 9 に示したように，顕微鏡鑑定で獣骨・獣毛等が検出されたものはなかった．

ELISA 試験では，牛由来たん白質が 4 検体で陽性であり，PCR 試験では，乳製品等除去処理によ

る確認試験においてほ乳動物由来 DNA が検出されたものが 2 検体あったが，総合判定ではすべて

ほ乳動物由来たん白質等が不検出と判断された． 

 



 
178  飼料研究報告 Vol.33 (2008) 
   

表 7 輸入飼料のモニタリング結果（平成 18 年度） 

検出数 検出率（%）

配混合飼料 牛等用混合飼料 36 0 0.0
飼料添加物 牛用飼料添加物 2 0 0.0

植物性単体飼料 甘草抽出物 1 0 0.0
コーンコブミール 1 0 0.0
雑穀酒かす 1 0 0.0
大豆油かす 1 0 0.0
バガス 1 0 0.0
ビール粕 1 0 0.0
小  計 6 0 0.0

  合            計 44 0 0.0

輸入飼料の区分 飼料の種類等
ほ乳動物由来たん白質等　

試験検体数

 
 

表 8 輸入飼料の輸入先国（平成 18 年度） 

合計 牛用混合飼料 飼料添加物 植物性単体飼料

アメリカ合衆国 23 20 2 1
中華人民共和国 5 2 3

英国 3 3
カナダ 3 3
台湾 2 2
タイ 2 0 2

大韓民国 1 1
フランス 1 1

シンガポール 1 1
アイルランド 1 1

スイス 1 1
オーストラリア 1 1

合　　計 44 36 2 6

輸入先国
試験検体数

 
 

表 9 輸入飼料のモニタリング結果（平成 18 年度） 
試験方法 検  出  対  象 試験検体数 陽性数 陽性率（%）

顕微鏡鑑定 獣骨・獣毛 44 0 0.0
ELISA試験 牛由来たん白質注1) 44 12 27.3
PCR試験 ほ乳動物由来DNA 44 2 4.5

牛由来DNA 44 0 0.0
豚由来DNA 44 0 0.0

試験検体数 検出数 検出率（%）

総合判定 ほ乳動物由来たん白質・DNA 44 0 0.0  
注 1) モリナガキットによる 
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4 まとめ 

 牛海綿状脳症の発生防止対策の一環として，平成 18 年度に採取した動物質性飼料 199 検体，国内

牛用配混合飼料 185 検体及び輸入飼料 44 検体について，顕微鏡鑑定，ELISA 試験及び PCR 試験に

より動物由来たん白質等のモニタリングを実施した結果は，次のとおりであった． 

1) チキンミール 31 検体及びフェザーミール 23 検体の計 54 検体について，ほ乳動物由来たん白質

のモニタリングを実施した結果は，ELISA 試験で陽性のものが 9 検体あったが，PCR 試験の結果

はすべてほ乳動物由来 DNA が検出されず，総合判定ではすべてほ乳動物由来たん白質等が不検出

であった． 

2) チキンミール 17 検体及びフェザーミール 15 検体を用いて，モリナガキットとメライザキット

の試験結果を比較したところ，これらの試料にはメライザキットを適用するのが適当であると判

断された． 

3) 国内製造魚粉等 107 検体についてほ乳動物由来たん白質のモニタリングを実施した結果，ほ乳

動物由来たん白質等が検出されたものはなかった． 

4) 豚肉骨粉及び鶏豚原料混合肉骨粉 27 検体について反すう動物由来たん白質のモニタリングを実

施した結果は，鶏豚原料混合肉骨粉 1 検体で反すう動物由来たん白質等が検出された．製造事業

場の工程の洗浄クリーニングを実施した後に再度検体を採取し検査したところ，反すう動物由来

たん白質は検出されなかった． 

5) 国内製造の牛用配混合飼料 185 検体について，ほ乳動物由来たん白質等のモニタリングを実施

した結果は，ほ乳動物由来たん白質等が検出されたものはなかった．ELISA 試験では，12 検体で

牛由来たん白質が陽性であったが，乳製品等除去処理による PCR を実施した結果は，いずれも牛

由来 DNA が検出されたものはなく，これらは，法令上牛用飼料への使用が認められている乳製品

の混入等によるものと推察された． 

6) 輸入の牛用混合飼料 36 検体及び牛用飼料添加物 2 検体及び植物性単体飼料 6 検体について，ほ

乳動物由来たん白質のモニタリングを実施した結果，12 検体で ELISA 試験が陽性であったが，乳

製品等除去処理 PCR を実施した結果は，ELISA 及び PCR 試験で一致して陽性のものはなく，総

合的に不検出と判定された． 
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