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 研究要旨 

本研究では、食品における微生物試験法のメソッドバリデーションの手法を検討し、

統一した方向性を持ち、科学的根拠のある信頼性の高い標準試験法の作成を行う。こ

れまでの研究班の成果である標準試験法作成方針に従い、セレウス菌、エルシニア・

エンテロコリチカ、セレウリドなど食中毒起因菌毒素、衛生指標菌などの標準試験法

を作成する。今後リスク評価の結果を受けて作成される食品の微生物基準に利用可能

な試験法となるように ISO 法などと互換性のある妥当性確認されていると認められる

試験法を提供する。さらに、作成された標準試験法を精度高く実施するために必要な

導入時の検証、微生物標準品の設定、試験精度の管理に関する基礎的研究を行う。  

食中毒起因細菌や衛生指標菌の試験法に関する専門家、約 20 名程度からなる“標準

法検討委員会”を組織し、これまでの研究班により作成された標準試験法作成方針に

従い、微生物標準試験法の作成を行った。平成 26 年度 5 回、27 年度 5 回、28 年度 6

回の合計 16 回の検討委員会を公開で開催した。国際的にもまだ確立していない検討結

果の統計処理方法とその評価方法については、実際の試験法作成の検討データを基に

策定を進めた。これらの試験法策定過程は国立医薬品食品衛生研究所ホームページ上

に公開し、一般にも広く意見を求めた。  

研究班の行う当該微生物の試験法策定は、それぞれ作業部会を組織し本研究班の代

表、分担、協力研究者が標準法の妥当性確認に必要と思われるデータの作成にあたっ

た。各作業部会は、４つのステージからなる“食品からの微生物標準試験法作成方針”

に従い  “標準法検討委員会”の評価を受けながら作業を進めた。各作業部会の標準試

験法作成は、3 年目の平成 28 年にはコラボ案作成及び最終試験法の検討（ステージ３

～４）、それぞれを標準試験法とした。  

セレウス菌試験法 (NIHSJ-28)、エルシニア試験法 (NIHSJ-27、NIHSJ30TS)、セレウリ

ド試験法 (NIHSJ-26TS)について、ステージ 1 からステージ３～４までの検討を行った。

試験法のバリデーション（妥当性確認）に関しては、ISO 16140 を基にしたガイドラ

イン作成を目的とし、AOAC から出されたバリデーションに関する新しい文書や海外の

第三者認証機関の妥当性確認のプロトコールなどを参考に検討を進め、標準試験法検

討委員会で標準試験法の策定に有用となる妥当性確認ガイドライン案を作成した。衛

生試験法については、関連用語の整理、集落計数法、妥当性確認の方法について検討

を進めた。また、ISO 法と従来の国内の公定法との試験結果の相違について検証を行

った。他の研究班により進められているウェルシュ菌標準試験法(NIHSJ-29)について

も、定性試験法策定を行った。  
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松岡英明:東京農工大学大学院 

荻原博和:日本大学生物資源科学部 
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岡田由美子:国立医薬品食品衛生研究所 
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Ａ．研究目的 

食品が国際的に流通していることから、

食品の微生物制御は各国間で共通である

ことが重要であり、微生物汚染状況を確

認する微生物試験法は国際的に共通性が

あることが重要である。ISO 法はその標

準的な方法として示されている。ただ、

それぞれの国の食品事情は異なっており、

必ずしも国際的に統一した試験法のみを

用いているわけではなく、多くの国では

その国のリスクマネージメントに適する

試験法を採用している。異なる試験法の

妥当性確認を行うために、ISO16140 では

試験法の妥当性を評価する方法について

示されており、これに従い科学的根拠の

ある妥当性確認が行われた試験法が作ら

れている。 

わが国の微生物試験法は、これまで行

われた厚生労働科学研究班の “食中毒起

因細菌の標準となる試験法がどの様にあ

るべきか”の議論により、国際的なレベ

ルで妥当性確認された標準試験法を作成

する手順が示され、それに従い標準試験

法が作成されてきた。本研究班もその方

針を引き継ぎ、早急に対応が必要と思わ

れる微生物の標準試験法の策定を行うこ

ととした。厚労省が報告を義務づけてい

る食中毒菌のうち、セレウス菌、エルシ

ニア・エンテロコリチカ、加えて食中毒

起因菌の産生する毒素、さらには食品の

工程管理に利用される衛生指標菌試験法

などについて標準試験法の策定を試みた。 

標準法検討委員会では、“食品からの

微生物標準試験法作成方針”を作成し、

試験法作成手順についてはほぼ確立して

いる。一方、作成された試験法の妥当性

の確認方法については、国際的にも現在

まだ議論が続いている状況であり更なる

検討を必要としている。従って、本研究

班では最新の ISO の動向に合わせて妥当

性確認の適用方法を中心に議論を進める。

妥当性確認に必要とされるデータ数と統

計手法の選択、統計値の解釈、コラボス

タディの規模、微生物標準品をどうする

かなどを検討する。加えて標準法が整備

された後、食品における微生物試験を行

うにあたり標準試験法をどのように導入

し、また試験精度を担保していくかに関

しても検討を行う。 

 
Ｂ．研究方法  
約 20 人の食品微生物の専門家で構成

する“標準法検討委員会”（親委員会）を

組織する。この親委員では、“食品からの

微生物標準試験法作成方針”に従って、

作業部会から提案される試験法のプロト

コール案の検討・評価を行った。当該微

生物の試験法案の提案は、作業部会が行

った。それぞれの作業部会は、４つのス

テージに従い試験法の策定を進めた。  
ステージ１：当該微生物の試験法に関

する情報収集を行い、海外の試験法との

互換性を考慮すると共に、今後検討の必

要が必要と思われる箇所を指摘したプロ

トコール原案を作成する。  
ステージ２：公開による意見などを考

慮し、原案の検討事項について整理し、

具体的なデータを基に試験法のプロトコ

ールの妥当性を検討し、検討データを付

けて作業部会案として親委員会に改良し

た試験法プロトコールを提出する。  
ステージ３：作業部会案は一定の期間

の評価を受けた後、指摘された問題点等

については、追加実験を行い修正または

確認を行った上で、“コラボ案”とする。

コラボ案では、試験法を SOP 化し、用い

る培地等の調査を行い、その組成表を作

成する。親委員会では初年度に検討した

“メソッドバリデーションの手法”を基
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に、具体的なコラボの実施方法につき明

らかにし、コラボ案として公開する。  
ステージ４：コラボ案の公開と共に、

コラボ参加希望機関を募り、最終的には

15 カ所程度の試験・検査機関、地方衛生

研究所、検疫所、大学などに協力してい

ただき、プロトコールの実行性を評価す

るコラボスタディを行う。コラボの結果

は、コラボ作業部会で統計的な検討を行

う。親委員会は、コラボの結果と作業の

進行が作成方針に従って行われているか

の確認を行った後、標準法として公開す

る。  
これらの試験法策定過程は国立医薬品

食品衛生研究所ホームページ上に公開し、

一般にも広く意見を求めた。  
研究班の行う当該微生物の試験法策定

は、本研究班の代表、分担、協力研究者

が、作業部会を組織し具体的な標準法案

策定の作業にあたった。各作業部会は、

“食品からの微生物標準試験法作成方

針”に従い  “標準試験法検討委員会”の

評価を受けながら作業を進めた。H26～
H27 年度はステージ１～２を、H28 年度

には、作業部会案の検討及び最終試験法

の検討（ステージ３～４）を行った。  
研究分担は、研究総括と標準法検討委

員会運営は五十君が担当した。検討委員

会の事務局は岡田が担当した。妥当性評

価は松岡が担当し、五十君、伊豫田も協

力した。試験法プロトコールの作成は、

セレウス菌（荻原が担当）、食中毒菌毒素

セレウリド試験法 (鎌田が担当 )、エルシ

ニア・エンテロコリチカ（岡田が担当）、

衛生指標菌（伊豫田が担当、五十君、（一

財）食品分析センター、（一財）日本冷凍

食品検査センターが協力）衛生指標菌は

集落計数法の作業部会を組織した。各作

業部会は“食品からの微生物標準試験法

作成方針”に従い、試験法作成を進めた。

４つのステージで検討を進めるが、それ

ぞれのプロトコール案は、国立医薬品食

品衛生研究所のホームページ上に公開し、

広く意見を求めた。  
これに対応し“標準試験法検討委員会”

は H26 年度に５回、H27 年度に 5 回、H28
年度に６回、合計 16 回開催し、それぞれ

の標準試験法策定が適切に行われている

ことを確認すると共に、微生物試験法の

妥当性確認の手法を ISO 16140 を基に

AOAC のバリデーションガイドライン、

海外の第三者認証機関が示しているプロ

トコールなどを参考とし検討した。  
他の研究班で食品微生物に関する試験

法の作成を行う場合は、その研究班と協

力し  “食品からの微生物標準試験法作成

方針”を基に“標準試験法検討委員会”

が標準試験法の作成の方向性を示した。

H26～28 年度は、特定非営利活動法人食

の安全を確保するための微生物検査協議

会が中心となって進めるウェルシュ菌試

験法の定性法について標準試験法を策定

した。  
 

Ｃ．研究結果 

食品微生物の専門家で構成する“標準

試験法検討委員会”を組織した。この委

員会は試験法案を検討し、“食品からの微

生物標準試験法作成方針”に従い標準試

験法策定にあたった。汚染指標菌の標準

試験法は、 ISO 法の酵素基質培地を用い

た大腸菌試験法について検討し、その試

験法案の策定を行った。衛生指標菌・バ

リデーション合同作業部会から提出され

た資料を基に妥当性確認に関する方法論

に関する議論を進め、 ISO 16140 改訂版

に準拠したガイドライン案を作成した。  
それぞれの標準試験法案は、作業部会

単位で進めた。セレウス菌（荻原、岡田、

五十君）、エルシニア（岡田）、衛生指標

菌（伊豫田、五十君、日本食品分析セン

ター、日本冷凍食品検査協会）の試験法

案について各作業部会で検討を行った。

その検討内容については各作業部会の分

担研究報告書を確認していただきたい。

標準試験法検討委員会は“食品からの微



4 
 

生物標準試験法作成方針”に従い、試験

法策定を進めた（五十君は総括および検

討委員会運営）、事務局（岡田）と共に標

準試験法検討委員会で試験法の検討を進

めた。妥当性確認に関する検討（松岡、

五十君）は衛生指標菌作業部会との合同

作業部会を組織し、AOAC インターナシ

ョナルの示したガイドラインや海外の第

三者機関による妥当性確認に関する文書

を参考に議論を進め、標準試験法のバリ

デーションガイドライン案を作成した。  
標準試験法検討委員会の事務局は、岡

田が担当し、19 名の専門家委員と 2 名の

行政官で構成した。H26 年度５回、H27
年度５回、H28 年度６回の合計 16 回の標

準試験法検討委員会を開催した。各作業

部会が機能し、標準法策定が順調に行わ

れているかを評価した。他の研究班等で

検討中のウェルシュ菌標準試験法ついて

諮問を受け評価した。これらの試験法の

検討状況を web へ公開し策定を進めた。 
 セレウス菌試験法作業部会（荻原担当）

は、 ISO 7932 : 2004 を中心に検討を進め

た。米国 FDA からは、BAM 法として試

験法が示されている。国内の一般的な方

法も含め、各試験法の比較を行うために、

各方法の比較表の作成を行った。問題点

や評価点を探究し、最も適切な試験法の

検討を行うこととした。国際的に互換性

のあるセレウ ス 菌 試 験 法 と し て ISO 
7932 : 2004 を基礎とする標準試験法

(NIHSJ-28)を作成した。さらに日本で入

手可能な B. cereus の選択培地について、

供試菌株 42 菌株を用いて選択培地の有

効性並びに評価を行った。その結果、B. 
cereus 選択培地間には、B. thuringiensis 
除き、他の供試菌株と B. cereus と明確な

判別が可能なことから良好な選択性を有

した。さらに検出菌数についても各選択

培地間に有意な差は認められなかった。

これらの培地は特徴を理解して使用する

ことにより B. cereus を有効に検出でき

るものと推察された。  

 エルシニア試験法作業部会（岡田担当）

では、 ISO 10273 とハーモナイズした定

性法 (NIHSJ-27)の策定を行った。現在日

本国内では、食品から本菌を検出するた

めの告示法、通知法等が定められていな

いため、国際的な試験法と互換性のある、

食品からエルシニアを分離するための標

準試験法を策定する必要がある。国際的

標準試験法と互換性のある食品からの

Yersinia 試験法として、H26～H27 年度の

検討で最も試験に必要な所要時間が短か

った  ISO 10273：2003 を基礎とした標準

試験法案を作成・検討することとしたが、

研究協力機関による検討から、PMP ブロ

ス を 用 い て 4 ℃ で 培 養 す る Y. 
pseudotuberculosis の試験法として BAM
に記されている方法（2004 年版食品衛生

検査指針にも記されている方法）が最も

分離率が優れていたため、NIHSJ-30TS
として推奨試験法を策定した。  
 衛生指標菌作業部会（伊豫田、五十君

担当）では、衛生指標菌・菌群としては、

一般生菌数と、大腸菌群、腸内細菌科菌

群などの検討を行った。 ISO 試験法と国

内の従来法について、バリデーション作

業部会と合同で検討を進めた。  
 バリデーション作業部会（松岡・五十

君担当）は衛生指標菌作業部会と合同で

検討を進めた。セレウス菌等、4 種類の

微生物及び微生物由来毒素の各標準試験

法の策定に際して、妥当性確認ガイドラ

インに基づき検討を進めた。またガイド

ラインの基となった ISO 16140 が改訂さ

れたことから、作業部会にてその和訳を

作成し分析した。海外の第三者機関によ

る妥当性確認のガイドラインを比較検討

し、AOAC インターナショナルが新規に

提案したガイドラインと ISO 16140 を比

較しながら妥当性確認に必要な内容をま

とめ、標準試験法のバリデーションガイ

ドライン案を作成した。微生物試験法の

合理的な妥当性確認のために重要な、オ

ンサイト調製型の生菌標準物質に関して
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は、広範囲の菌種に適用できる見通しを

得た。パリで開催された ISO TC34/SC9
に参加し、 ISO 策定の議論に加わった。

ま た 、 米 国 で 開 催 さ れ た AOAC 
INTERNATIONAL の年次大会に参加した。 
 これらの試験法に関する情報提供を、

学会等のシンポジウムや講演会及び関連

雑誌の総説で行った。  
 

Ｄ．結論  
食品における微生物標準試験法の妥当

性確認の手法を検討し、統一した方向性

を持ち、科学的根拠のある信頼性の高い

標準試験法プロトコール作成を進めた。

セ レ ウ ス 菌 (NIHSJ-28) 、 エ ル シ ニ ア

(NIHSJ-27、NIHSJ-30TS)、ウェルシュ菌

試験法 (NIHSJ-29-ST3)などの標準試験法

の策定を行った。海外の第三者機関のガ

イドラインを比較検討し、妥当性確認に

関する考え方を整理し、標準試験法検討

委員会で行う妥当性確認のためのガイド

ライン案をまとめた。微生物試験法の合

理的な妥当性確認のために重要な、オン

サイト調製型の生菌標準物質に関しては、

広範囲の菌種に適用できる見通しを得た。 
 

Ｅ．健康危害情報  
 該当なし。  
 
Ｆ．研究発表  
論文発表  

1. Matsuoka H, Nakano K, Takatani N, 

Yoshida T, Igimi S, Saito M. Flow 

cytometric method for in situ 

preparation of standard materials 

of a small defined number of 

microbial cells with colony- 

forming potentiality. J AOAC Int. 

97(2):479-483. (2014) 

2. 五十君靜信。食品微生物管理の国際

ハーモナイゼーションを推進。月刊

フードケミカル。358 巻:2-3。2015.2 

3. 五十君静信。食品検査とは。食品衛

生検査指針（微生物編）公益社団法

人日本食品衛生協会。2015.3 

4. 五十君靜信、松岡英明。試験法の妥

当性確認と性能検証。食品衛生検査

指針（微生物編）公益社団法人日本

食品衛生協会。2015.3 

5. 丹野憲二、田中廣行、五十君靜信、

斎藤明美。微生物試験における検体

の取扱い。食品衛生検査指針（微生

物編）公益社団法人日本食品衛生協

会。2015.3 

6. 浅尾努、小久保彌太郎。衛生指標菌。

食品衛生検査指針（微生物編）公益

社団法人日本食品衛生協会。2015.3 

7. 百瀬愛佳、五十君靜信。カンピロバ

クター。食品衛生検査指針（微生物

編）公益社団法人日本食品衛生協会。

2015.3 

8. 岡田由美子、仲真晶子。リステリア。

食品衛生検査指針（微生物編）公益

社団法人日本食品衛生協会。2015.3 

9. 鎌田洋一。ボツリヌス菌。食品衛生

検査指針（微生物編）公益社団法人

日本食品衛生協会。2015.3 

10. 門間千枝、伊藤武。ウェルシュ菌。

食品衛生検査指針（微生物編）公益

社団法人日本食品衛生協会。2015.3 

11. 荻原博和、岡田由美子。クロノバク

ター属菌。食品衛生検査指針（微生

物編）公益社団法人日本食品衛生協

会。2015.3  

12. H. Ogawa, S. Nasu, M. Takeshige, M. 
Saito, H. Matsuoka: Rapid and 

retrievable recording of big data 

of time-lapse 3D shadow images of 

microbial colonies. Sci. Rep., 

5:10061  (2015) doi:10.1038/srep 

10061 

13. 松岡英明、斉藤美佳子：微生物試験

迅速法におけるバリデーションの課

題．日本防菌防黴学会誌、 43(8)、

361-367 (2015).  
14. 松岡英明：日本セクションとは？～
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AOACI 日本セクションの設立経緯と

役割～．月刊フードケミカル、(11) 

96-101 (2015). 

15. 五十君靜信。食品企業が信頼される

微生物検査体制を構築するために、

どのような試験法を選択したらよい

か。月刊 HACCP2015 年 6 月号：20-25 

(2015.6) 

16. 五十君靜信。食品の微生物基準に示

された Listeria monocytogenes 試験

法。月刊フードケミカル。371 巻 2016

年 3 月号：82-84 

17. 五十君靜信。サルモネラ属菌および

黄色ブドウ球菌試験法の改正につい

て－その背景にある国際整合性－。

食品衛生研究。 

 

学会発表 

1. Matsuoka H.: Made-to-order SMVM 

prepared in situ applicable to 

broad spectrum of strains. 128th 

AOAC International Annual Meeting 

and Exposition, Boca Raton 

(2014.9.10). 

2. Saito M., A. Mariogani, T. Yoshida, 

N. Takatani, S. Igimi, H. Matsuoka: 

Application of made-to-order 

standard material of viable 

microbial cells (SMVM) to the 

evaluation of agar media. 128th 

AOAC International Annual Meeting 

and Exposition, Boca Raton, USA 

(2014.9.10) 

3. Igimi S, Momose Y, Okada Y, Ekawa 

T, Asakura H, Masuda K, and 

Matsuoka H. Evaluation of the 

NIHSJ-02 alternative to ISO 

10272-1:2006 for the detection of 

Campylobacter in chicken. 128th 

AOAC Annual Meeting and Exposition, 

Boca Raton. Florida USA. 

(2014.9.9) 

4. 吉田智紀、高谷周督、小川廣幸、斉

藤美佳子、五十君静信、松岡英明：

傷害菌の定量的指標の提言－傷害菌

調製条件の検討－．第 41 回日本防菌

防 黴 学 会 年 次 大 会 、 東 京 

(2014.9.25) 

5. 高谷周督，吉田智紀，Alvin Mariogani，

斉藤美佳子，五十君静信，松岡英明: 

傷害菌の定量的指標の提言―傷害修

復培地成分の性能評価―. 第 41 回日

本 防 菌 防 黴 学 会 年 次 大 会 、 東 京 

(2014.9.25) 

6. 斉藤美佳子、A. Mariogani、高谷周

督、吉田智紀、小川廣幸、松岡英明：

オンサイト調製型標準生菌を利用し

た寒天培地性能の定量的評価．第 41

回日本防菌防黴学会年次大会、東京 

(2014.9.25) 

7. 守山隆敏, 平井誠恵, 島原義臣, 斎

藤健太, 中島和英, 吉田智紀, 高谷

周督, 斉藤美佳子, 松岡英明：オン

サイト調製型標準生菌を用いたサル

モネラ単一生菌検出による簡易迅速
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性能評価．第 41 回日本防菌防黴学会

年次大会、東京 (2014.9.25) 

8. 多田 敦子、杉本 直樹、秋山 卓美、

伊藤 裕才、五十君 靜信、佐藤恭子、

河村葉子、山﨑 壮、穐山 浩。食品

添加物酵素の公定書微生物限度試験

法の検討。全国衛生化学技術協議会

2014.11 別府 

9. 松岡英明：微生物試験迅速法におけ

るバリデーションとデファクトスタ

ンダードの課題：日本防菌防黴学会

女性研究者の会、第１４回学術講演

会、東京（2015.4.23）． 

10. 五十君靜信。リステリアの新しい基

準の検査とその試験法について。食

の安全を確保するための微生物検査

協議会。2015.6.3. 中央区 

11. 橘理人、吉村昌徳、山本詩織、春日

文子、五十君靜信、朝倉宏。衛生規

範改正前後における市販浅漬け製品
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2015.9.1-2。大阪 

12. 須田貴之，吉村昌徳，有路由佳，橘

理人，小西良子，春日文子，五十君

靜信，朝倉宏．充填豆腐製品におけ

る微生物汚染実態と保存試験を通じ
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13. 斉藤美佳子、吉田智紀、高谷周督、

小川廣幸、松岡英明：浸透圧ストレ

スによって調製した傷害菌モデルの

性質．第 42 回日本防菌防黴学会年次

大会、大阪（2015.9.2）． 

14. 小川廣幸、松岡英明、斉藤美佳子：

タイムラプス影像解析法による寒天

培地の性能評価．第 42 回日本防菌防

黴学会年次大会、大阪（2015.9.2）． 

15. H. Matsuoka: Key Technology for a 
More Rational Validation －

Standard Material of Viable 

Microbial cells  （ SMVM)－ . 1st 

Asia Pacific Food Microbiology 

Advisory Board Meeting, December 

2-3, 2015, Seoul, Korea 

16. 荻原博和 , 上村真理子 , 吉川夏未 , 

岡田由美子。Bacillus cereus の選

択培地における比較検討。日本食品

衛生学会第 112 回 日本食品衛生学

会学術講演会。平成 28 年 10 月（北

海道函館市） 

17. 斉藤美佳子、高谷周督、五十君静信、

松岡英明：生菌標準物質をオフサイ

トで利用するための一時保存法．第

43 回日本防菌防黴学会年次大会、東

京（2016.9.26） 
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1. 五十君靜信。食品製造における衛生

管理に適した試験法選択の考え方～

数的指標を導入した規格基準の解説

～。第 14 回食品安全戦略研究会。正

しい検査と微生物制御．2014.8.23．

石川県立大学．金沢 

2. 五十君靜信。リステリアの規格基準

設定と試験法について。平成 27 年度
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検 査 機 関 協 会 業 務 管 理 研 修 会 。

2015.2.9. 東京 

5. 五十君靜信。食品の微生物基準をめ

ぐる国際情勢と試験法の妥当性確認

の重要性。第 1 回微生物標準試験法

セミナー。2015.2.23. 東京 

6. 五十君靜信。微生物試験法をめぐる

行政動向と妥当性確認の重要性。

2015 年度微生物試験法の妥当性確認

実務者講習会。2015.3.11. 東京 

7. 五十君静信。食品の微生物試験法の

標準化。 JASIS セミナー  2015.9.4 
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