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令和元年度厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

総括研究報告書 

 

食品微生物試験法の国際調和に関する研究 
 

研究代表者  朝倉 宏 国立医薬品食品衛生研究所 食品衛生管理部 

 

研究要旨：本研究では、“食品からの微生物標準試験法検討委員会”を活動の軸に置きつつ、

国内の食品微生物試験法を国際調和の取れた形へと導くための科学的根拠を創出することを

目的として、食品微生物試験法の国際調和に向けて、（１）衛生指標菌試験法に関する研究、

（２）食品微生物試験法の国際動向及び妥当性確認に関する研究、（３）ボツリヌス試験法に

関する研究、（４）遺伝子検査法に関する研究、の４つに区分し、それぞれの分担研究項目に

係る知見の収集にあたった。 

（１）衛生指標菌試験法に関する研究では、通知法の基礎となっている NIHSJ 法のうち、腸内

細菌科菌群試験法及びリステリア・モノサイトゲネス試験法について、国際整合性及び科学的

妥当性を踏まえた検討を行い、結果判定までの時間を短縮する試験法として改訂を行った。ま

た、食肉・食鳥肉由来食中毒起因菌として制御が求められているカンピロバクターの定量試験

法の作成を開始し、本年度中に ST2 に至った。次年度以降、コラボスタディを通じた妥当性確

認を行う予定である。このほか、NIHSJ 法文書の表示に関する規定を新たに設定し、試験法間

の記述的整合を通じた利用者の利便性向上を図った。（２）国際動向及び妥当性確認に関する

研究としては、2019 年 7月に開催された ISO/TC34/ SC9 総会に参加し、関連情報について収

集すると共に意見交換を行った。その中では、我が国が対応すべき試験法及び関連項目が抽出

されたほか、妥当性確認に関する作業部会への積極的関与を通じ、ISO 16140 ガイドラインに

おいて修正すべき事項を提言し承諾された。また、牛乳製造施設で生乳受入れの際に実施され

る直接鏡検法（総菌数試験法）で用いられるニューマン染色液が使用規制強化により代替染色

液が求められる状況を鑑み、国際的なガイドラインでも示されるβ-ETI を指標とした統計解

析を行い、ブロードハースト・パーレイ改良染色液（BPV2）の代替染色液としての妥当性を

示すことができた。（３）ボツリヌス試験法に関する研究では、ボツリヌス試験法作業部会を

開催し、同試験法 ST2 案及びコラボスタディ実施計画案について、法的規制の大きな当該病原

体等の性質を踏まえた修正を行った。（４）遺伝子検査法に関する研究では、近年の微生物性

状の多様化により、遺伝子検査法を微生物試験法に積極的に採用する動向を踏まえ、食品微生

物試験に PCR 法を取り入れる際の留意点を取り纏め、技術文書として作成を行った。 
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Ａ. 研究目的 

本研究では、“食品からの微生物標準試験法検討委員

会”を活動の軸に置きつつ、国内の食品微生物試験法を

国際調和の取れた形へと導くための科学的根拠を創

出することを目的として検討を行った。 

同委員会は、これまでサルモネラ、黄色ブドウ球菌、

リステリアをはじめとする通知法作成に寄与してき

た。これまで主要な病原微生物試験法については一定

の成果を発信してきたが、国際調和を図る上では、逐

次変動する国際動向を見据えたアップデート等の作

業が必要である他、これらを英文化し、海外への発信

も併せた機能を同組織にもたせることが、今後の我が

国における標準試験法の推進を図る上で不可欠であ

る。実際に、同組織は国際標準化機構（ISO）SC9の

中で発言権を有するPメンバーの活動中心に位置づけ

られており、一昨年度には研究分担者である東京農業

大学・五十君靜信教授を委員長として日本で同会合を

開催する等、国際調和に向けた食品微生物試験の在り

方に関する議論を進めている。このように国内外の情

報を相互補完しうる機能性を持つ組織を構築するこ

とは本研究の特色といえる。上記委員会での検討対象

としては、現在まで完了していないものの中で、

HACCPを見据え自主検査等で汎用される遺伝子試験

法の使用に関するガイドライン等の策定を行い、指標

菌を含め、食品検査法として未だ整備がなされていな

い試験項目を、国際標準を満たす試験法へ導くことが

早急な課題として挙げられる。同項目については、原

案を作成し、検討委員会での議論を経て、試験法、

Technical Specification (TS)、あるいはガイドライン

として整備・公開していく予定で進めている。現在の

国内における食品の微生物規格基準については、多様

な食品に対して様々な衛生指標菌が設定されている

が、その状況は海外とは大きく乖離するところもあり、

国際調和を図る上で我が国の大きな課題と考えられ

る。本研究ではこの点を重視し、海外諸国における衛

生指標菌に係る規格基準について、科学的な観点から

知見・情報収集を行った上で、国内現行法の科学的妥

当性を確認しつつ、国際基準に適合しうる国内での運

用の在り方について科学的根拠を持って提示しよう
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とする独創性と社会要求性を有している。同項はこれ

まで数十年にわたり実施されておらず、その推進は国

際調和の観点から欠かすことができない。 

 以下に、分担研究毎に研究目的等を記す。 

（１）衛生指標菌に関する研究 

国内の生乳の微生物基準は、「乳および乳製品

の成分規格等に関する省令（乳等省令）」におい

て、直接個体鏡検法に基づき 400 万以下/mL とす

る旨が規定されており、食品原料である生乳を受

け入れる際の衛生試験法として広く用いられてい

る。当該試験法では 1,1,2,2－テトラクロロエタン

を含む、ニューマン染色液を用いることとされてい

る。同物質は平成 22 年に施行された「特定化学物

質の環境への排出量の把握等及び管理の改善の促

進に関する法律（化管法）」において「第二種指定

化学物質」の指定を受けているほか、平成 26 年に

は「労働安全衛生法」中の「特定化学物質等障害予

防規則の特定化学物質：第二類物質」に指定される

等、その使用にあたっては、使用・管理場所の制限

や健康管理への対応等が厳密に求められる状況と

なっている。そのため、代替染色液の社会的要求性

が高まりを見せており、これに対応する形で、先行

研究では、数種の染色液の性能に関する検討が行わ

れていた。一方で代替染色液としての妥当性につい

ては未だ結論が得られていない状況を踏まえ、本研

究では食品微生物試験法としての妥当性の観点か

ら、結果について統計解析を行い、ニューマン染色

液の代替染色液としての妥当性を確認するための

原案を作成し、「食品からの微生物標準試験法検討

委員会」（以下、検討委員会）に提出し、意見を求

めた。 

上記検討委員会では、これまでにリステリア・モ

ノサイトゲネス及び腸内細菌科菌群標準試験法を

作成しており、これらはともに厚生労働省の通知法

の根拠として活用されている。今般、これらの試験

法のうち、より実行可能性が高く、かつ食品微生物

分野において既に関連情報が集積されている一部

内容について改訂を行うべきとの意見が挙げられ

たことを踏まえ、改訂作業を行い、同委員会での審

議を経て、最終案の作成に至った。このほか、同委

員会では本年度新たにカンピロバクター定量試験

法の検討を開始し、コラボスタディに向けた基礎デ

ータの収集等を行ったので、あわせて報告する。 

（２）食品微生物試験法の国際動向および妥当性確

認に関する研究 

 国内の食品微生物試験法の国際調和を図る上で

は、逐次変動する微生物試験法に関する国際動向を

見据えたアップデート等の作業が必要である。本分

担研究では、食品微生物試験法に関する国際動向の

掌握と、妥当性確認のあり方に関する検討を行った。 

 国際動向及び妥当性確認に関する研究を進める

にあたっては、対応する国際組織であるISO 

TC34/SC9のPメンバーとして、本年度はMilano（イ

タリア）で開催された2019年次総会(7/9-7/12)およ

びリエゾンのCEN/TC275/WG6の2019会議(7/8)に出

席し、情報収集を行うと共に、日本としての意見を

提起することとした。様々の菌種の試験法に横断的

に関わっている基本事項が妥当性確認（バリデーシ

ョン）であり、また、その最終結果の合否判定に適

用されるのが統計学に基づく判定基準である。これ

を扱うワーキンググループがSC9であることから、

本年度は特に、各々のエキスパートから構成されて

いるWG3（バリデーション）とWG2（統計学）の活動

報告に重点を置き、国際動向をより精密に調査する

こととした。更に、バリデーションにおける要とも

いうべきISO16140に関して大きな改訂の動向を把

握したので、これらについても取り纏めた。その内

容は、2020年2月に開催された第24回WG3会議

（Dauphin Island、米国）での議題に採用され、議

論されたのであわせて報告する。 

また、生乳受け入れ時の細菌数試験法に関して、

ISO16140:2016に規定される、β-ETI(80%)をバラツ

キの許容範囲とする方法で妥当性確認を行った。本

統計学的判定法が合理的と思われる評価結果を得

る上で有効であることを具体的に示す好例であっ

たことから、その内容についてもあわせて報告する。 

（３）ボツリヌス試験法に関する研究 

本分担研究では、海外で利用される方法との妥当



6 
 

性確認が行なわれていない、食品からのボツリヌス

試験法に着目し、国内で利用可能であり、かつ国際

整合性を持つ試験法策定を目的として検討を進め

た。国内では食基発第0630002号・食監発第0630004

号（平成15年6月30日）「容器包装詰食品に関するボ

ツリヌス食中毒対策について」で食品中でのボツリ

ヌス毒素産生性評価法が示されているほか、衛食第

83号（平成10年8月26日）「イタリア産オリーブ加工

品に関わる検査命令について」ではオリーブ加工品

からのボツリヌス毒素およびボツリヌス菌の検査

方法が示されている。両試験法ではマウス毒性試験

による同定試験が採用されており、動物試験代替法

の積極的な活用が求められている国際動向とは乖

離する点もみられる。 

本研究ではこれまで、国内外の試験法について比

較検証を行い、検討委員会で整備・提案するボツリ

ヌス検査法としては、ボツリヌス遺伝子を対象とし

た遺伝子検査を含む試験法が実行可能性を有する

ため、妥当との結論に至り、標準試験法原案を作

成・提案してきた。本年度は感染症法の使用・管理

規制が強く、一般的な食品有害微生物とは取り扱い

が異なる性質を持つ、ボツリヌス菌を対象としたコ

ラボスタディの実施にむけた計画を策定したので、

報告する。 

（４）遺伝子検査法に関する研究 

わが国の食品衛生法では食品（種）ごとに種々の

微生物に対する規格基準が規定されており、それに

対応する個別の試験法が定められている。試験法は

培養法をベースに構築されている。その主たる工程

は増菌、選択分離培養、同定からなる。いずれの工

程も菌の生化学的および／もしくは血清学的特性

を利用している。近年、遺伝子検査法の発展により、

また微生物の性状の多様化により、遺伝子検査法を

微生物試験法に取り入れる動きがある。こうした状

況をふまえ、本研究では食品微生物試験法において

PCR 法を採用する際の留意点を取り纏め、技術文

書としての作成を検討したので報告する。 

 

 

Ｂ．研究方法 

（１）衛生指標菌に関する研究 

1) 生乳受入れ時の総菌数試験についての技術仕

様書の作成 

同一生乳検体塗抹標本にニューマン染色液と、代

替候補となる 2 種の染色液を用いた場合の総菌

数について、作業部会を構成し、統計解析を行う

こととした。先行研究では、4 試験機関で各 2 検

体を 3 種の染色液を用いた直接鏡検法により総

菌数を求めていた。これらの測定値について、チ

ューキーの HSD 検定（Tukey Honestly Significant 

Difference test）を用いた多重比較検定により評価

した。 

2) 標準試験法（NIHSJ 法）表記法規則作成 

令和元年度の時点で、NIHSJ 法は 9 種の試験法が

最終ステージを経て最終版としてホームページ

上で公開されている。これらの多くは試薬等（ペ

プトン等）の表記方法が必ずしも統一されていな

かったことを踏まえ NIHSJ 法について再度見直

しを行うこととした。また、単位の記載方法や段

落番号等にも統一の必要性があることから、表記

法規則案を作成し、バリデーション作業部会及び

検討委員会に提案を行った。 

3）リステリア・モノサイトゲネス標準試験法

（NIHSJ-08 及び 09）の改訂 

 NIHSJ-08 及び-09 はリステリア通知法の基礎

となる試験法として 2014 年に作成された。現状

の実態に即して、改訂が必要と思われる事項が同

試験法に複数見受けられたことから、本年度は同

試験法の改訂作業を行うこととした。 

4）腸内細菌科菌群標準試験法（NIHSJ-15 及び 

 16）の改訂 

 腸内細菌科菌群標準試験法についても同じく

現状の実態に即した改訂が必要と思われる事項

が含まれていたことを受け、衛生指標菌バリデー

ション作業部会及び検討委員会での改訂の討議

を経て、上記の表記規則に基づいた最終版の作成

にあたった。 

5）カンピロバクター定量試験法（NIHSJ-3x-ST1）
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の作成 

 本年度より鶏肉及び食鳥と体を対象としたカ

ンピロバクター定量試験法を作成することとし

た。作業部会を構成し、検討委員会で出た意見に

ついて協議を行い、ST2 案を作成した。 

 

（２）食品微生物試験法の国際動向および妥当性確

認に関する研究 

 コーデックス委員会の示す食品の微生物基準並

びにガイドライン等は、食品のリスクマネージメン

トの世界標準とされ、その中で微生物試験法は国際

標準化機構（International Organization for 

Standardization: ISO）法とされている。ISO で食

品微生物試験法を担当するサブコミティは

TC34/SC9 であることから、このサブコミティに発

言権を有する Pメンバーとして参加し、ISO 法の検

討状況に関する情報収集と現在策定中の ISO 試験

法の議論に積極的に参加した。令和元年 7 月には

ISO/TC34/SC9 総会が、イタリアのミラノにあるイ

タリア規格協会(UNI)で開催され、研究班からは、

五十君、松岡、岡田の 3 名と ISO/TC34/SC9 国内委

員会事務局から 2名が参加した。総会では食品微生

物試験法関連の話題について、わが国からの情報発

信ならびに海外からの情報収集を行った。また、

ISO16140: 2016 版の作成過程に携わっていた

WG3（メソッドバリデーション）のチェアーマン

である Paul in’t Veld 氏 (食品および消費者の製品

安全性庁、オランダ)と対面で議論するとともに、

帰国後も必要に応じてメールでの意見交換を行っ

た。国内では、ISO TC34/SC9 国内対策委員会事

務局を介して配信される SC9 文書の分析に基づく

動向調査を実施した。国内委員会で議論される個々

の微生物試験法の議論では、バリデーションの観点

から意見を述べると共に、統計学的判定法の実例を

示した。 

 一方、米国における食品の微生物試験法に関する

情報収集も行った。AOAC International 総会には、

直接参加できなかったが、同総会に参加した AOAC

インターナショナル日本セクション所属の研究者

より、AOAC International の動向について情報収

集を行った。妥当性確認に関する文書が AOAC 

International からも公開されており、こちらにつ

いて、その内容の精査を引き続き行った。ISO にお

ける妥当性確認と AOAC International における妥

当性確認を比較検討し、我が国における食品の微生

物試験法の妥当性確認のあり方を検討、微生物試験

法に関する用語の整理、妥当性確認に関する考え方

の整理を行った。作業部会では、試験法関連の「日

本語」用語の統一が早急に必要であるという結論に

達し、試験法関連の用語集作成を行い、その一覧は

昨年度の研究報告書に添付した。 

昨年度から引き続き AOAC International と ISO の

ガイドならびに ISO/TC34/SC9 のガイドラインとの

整合性を考慮して、公的な標準試験法を策定する場

合のバリデーションや手順について整理し、その代

表である NIHSJ 法の策定手順の見直しを行った。一

方、検査室で新たな試験法を導入する場合に必要な

ベリフィケーションも、ISO/TC34/SC9 との整合性

を持たせるため整理した。HACCP 等の工程管理の検

証に用いる試験法の選択に関する方向性のまとめ

を行った。 

 具体的な試験法検討に当たっては、どのように妥

当性確認を行うかは、各論であり、標準試験法検討

委員会で提案される各作業部会から提案される試

験法について技術的助言を行った。研究班外の団体

から提案された現在検討中のウェルシュ菌の標準

試験法作成について、データ出しに協力すると共に

評価方法について支援を行った。 

 

（３）ボツリヌス試験法に関する研究 

ボツリヌス試験法作業部会を開催し、ISO/TS 

17191:2013 Microbiology of the food chain — 

Polymerase chain reaction (PCR) for the 

detection of food-borne pathogens — Detection of 

botulinum type A, B, E and F neurotoxin-producing 

clostridiaやその他の方法を確認しつつ作成され

たNIIHSJ-20TS案に関する疑問点や検討すべき事項

を抽出した。その上でコラボスタディを実施する上
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でバリデーションが必要と思われる内容を選定し、

検討委員会にST2案を提案することとした。平行し

て、コラボスタディ実施計画を検討した。 

 

（４）遺伝子検査法に関する研究 

国際的な標準試験法として扱われている欧州

International Organization for Standardization

（ISO）が示す微生物試験法の中で、遺伝子検査法、

とくに PCR 法に関する一般事項について記載した

文書 ISO22174、ISO20837、ISO20838 を確認し

た上で、我が国の実態に即した形となるよう、食品

からの微生物試験において PCR 法を採用する際の

留意点を取り纏め、ガイドライン原案の作成を行っ

た上で、その内容を「食品からの微生物標準試験法

検討委員会」に諮り適宜修正を行い、最終的に技術

文書として作成を完了させた。 

 

Ｃ．研究成果 

（１）衛生指標菌に関する研究 

1) 生乳受入れ時の総菌数試験に関する技術仕様

書作成 

 先行研究で得られた同一生乳検体塗抹標本に

ニューマン染色液と、代替候補となる 2 種の染色

液を用いた場合の総菌数データを基に、チューキ

ー の HSD 検 定 （ Tukey honestly significant 

difference test）を用いた多重比較検定を行った。

ブロードハーストパーレイ染色液ではニューマ

ン染色液と比較して調整済み p 値（adjusted 

p-value）が 0.002 となり、統計学的有意差が見ら

れたが、ブロードハーストパーレイ改良染色液は

ニューマン染色液に比べ調整済み p 値が 0.191 と

明確な相違が見られず、代替染色液として許容で

きるレベルにあると考えられた。以上の点を踏ま

えて、検討委員会に統計解析結果を報告した。そ

の後の検討委員会、バリデーション作業部会にお

ける審議並びに新たな検討内容については松岡

らの分担研究報告書に記載したので、適宜参照さ

れたい。 

 

2）標準試験法（NIHSJ 法）表記法規則の作成 

 第38回バリデーション作業部会及び第69回検

討委員会において承認を得、標準試験法表記法規

則を作成した。試験法のフォーマットは ISO 方

式を採用し、基本的に段落番号にピリオドで枝番

を付することとした。フォントは日本語を游明朝、

英数字を Times New Roman にすることとした。

単位は SI 単位系を基本とするが、大桁数字はコ

ンマ区切りとし、SI 及び ISO で用いられている

小数点を起点として3桁ごとに半角1文字分のス

ペースを空ける方式は採用しなかった。培地組成

に用いられる「酵素分解産物」は「酵素消化物」

に統一した。ペプトン類の記載は、ISO 法に準拠

している試験法は ISO 原文を基本としつつ、国

内で流通している当該培地の組成を参考に、注釈

として「カゼインペプトン等」などの記載を加え

ることとした。また、最終案が確定した試験法名

から ST4 の文言を削除すること及び各試験法の

末尾に改訂履歴を付することとした。 

 

3）リステリア・モノサイトゲネス標準試験法の

改訂 

 NIHSJ-08:2014（リステリア・モノサイトゲネ

ス定性試験法）では、half Fraser broth での前増

菌培養を 24 時間±2 時間と、Fraser broth での増

菌培養を 48 時間としている。現在、一般的な微

生物試験として Fraser broth を用いた増菌培養時

間は 24 時間で行われる実態もあるとの意見が出

たため、増菌培養時間を短縮した際の影響を主な

検討項目とした。また、第二選択分離培地の選択

肢に挙げられる Oxford 寒天培地にはシクロヘキ

シミド（抗真菌剤）が含まれているが、現在同剤

は発がん毒性が示されているため、代替に関する

検討を行うこととした。 

 NIHSJ-09:2014（定量試験法）では乳剤調製後

に蘇生培養後に酵素基質培地への直接塗抹を行

っているが、その有効性についても検討項目とし

た。 

 文献検索を通じ、以下の論文中で、half Fraser 
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broth を用いた前増菌培養後には十分量の増菌が

なし得ていることが報告されたことを受け、同知

見を基盤とする原案を作成し、検討委員会に提出

した。 

参考文献：Besse et al. Int J Food Microbiol. 2019. 

288: 13-21. 

 また、定量試験法における蘇生培養に関しては、

以下の論文において、蘇生を行わない場合にも十

分量のリステリアを検出できたとの報告があっ

たことから、同知見を基盤とする原案を作成し、

検討委員会に提出した。 

参考文献：Rollier et al. Int J Food Microbiol. 2019. 288: 

22-31. 

 このほか、Oxford 寒天培地に含まれる抗真菌

剤については、市販生培地の多くでは既にシクロ

ヘキサミドの代替としてアンホテリシン B を採

用している実態を確認したため、これを検討委員

会に提出した。 

 以上の状況確認を踏まえ、検討委員会委員間で

のメール討議の結果、前増菌培養時間の短縮や蘇

生培養の削除等から成る改訂案が了承され、変更

履歴を末尾に示す形で NIHSJ-08:2020 及び

NIHSJ-09:2020 として改訂された。 
 
4）腸内細菌科菌群試験法の改訂 

 生食用食肉の成分規格に関わる試験法である腸

内細菌科菌群試験法（定性法）については、前増菌・

増菌・選択分離の 3段階の培養工程が含まれ、衛生

指標菌試験としては比較的時間を要する。そこで、

本研究では表記方法の変更のほか、以下の内容を主

な論点として検討を行った。概要を以下に示す。 

・緩衝ブリリアントグリーン胆汁ブドウ糖ブイヨン

（EEブイヨン）中での増菌培養を削除：BPW 中での

前増菌培養が行われていることから、EE ブイヨン

中での増菌培養の必要性について疑義が生じた。文

献検索を通じ、以下の論文中では EE ブイヨンを用

いた増菌培養の有無は腸内細菌科菌群の定性検出

結果に大きく影響しないとの報告があったことか

ら、同知見とあわせて検討委員会に意見を求め、削

除することについて了承を得た。 

参考文献：Biesta-Peters et al. Int J Food Microbiol. 2019. 

288: 75-81. 

 

 また、定量試験法についてはこれまで公定法とし

ての採用履歴はないが、国際的には主に乳肉食品の

製造工程管理や成分規格等にも採用されており、国

際調和の観点からは速やかに現在の状況にあった

ものを作成すべきとの観点から、過去に検討委員会

で作成された同試験法を基に改訂を行うこととし

た。検討の結果、表記方法の統一に関する修正等を

経て、検討委員会に提出し、審議を経て、了承を得

た。 

 最終的に変更履歴を末尾に示す形で、

NIHSJ-15:2020及びNIHSJ-16:2020として改訂さ

れた（別添 5及び 6）。 
 
5）カンピロバクター定量試験法の作成 

 カンピロバクター定量試験法の作成を議題と

して取り上げ、了承された（ST1）。その後、作業

部会を構成した上で ST2 原案の作成を行い、第

70 回検討委員会に提示を行った。その際に出た

意見を踏まえ、以下の項目について整理及び検討

を行い、第 71 回検討委員会で報告し、引き続き

検討を進めることが了承された。 

(1）試料の採材部位及び試料懸濁液の調整 

①コラボスタディ実施に向け、市販鶏肉（n=25, 

10g）を対象に、皮・肉部位間での菌数を比較検

討した。その結果、対象菌の検出菌数は皮部分が

肉部分に比べて高い傾向を示した。 

②試料懸濁液の調整について、NIHSJ-02 で採用

さ れ て い る 5 倍 乳 剤 の 適 切 性 を ISO 

10272-2:2017 で採用されている 10 倍乳剤と比

較検討した。NIHSJ-02 （定性試験）によりカン

ピロバクター陽性が確認された市販鶏肉皮試料

（n=30）を対象とした比較試験を行ったところ、

5 倍乳剤調整群で対象菌が 20CFU/g 未満検出さ

れた試料では 10 倍乳剤調整群は不検出となり、

5倍乳剤を用いる有意性が示された。 

なお、夾雑菌の出現については、両群間で明らか

な差異は認められなかった（夾雑菌出現試料数は
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5 倍・10 倍乳剤調整群で各 14・12 試料）。 

 以上よりコラボスタディでは鶏皮を用いて 5 

倍乳剤を調整する方法が適切と判断された。 

(2) 試料懸濁液の選択分離培地への塗抹量 

 ISO 法では試料懸濁液 1ml をシャーレ 3 枚に

塗抹するとされるほか、USDA-FSIS 法では試料懸

濁液1mlをシャーレ4枚に塗抹する等が示されて

いる。対象菌は乾燥や大気中の酸素ストレスに抵

抗性が弱く、塗抹開始から微好気培養に至る時間

経過は試験成績に大きく影響するものと考えら

れた。そこで、国内での実行可能性及び科学的妥

当性を有する塗抹量に関する知見を創出するた

め、予めカンピロバクター陰性・ESBL 産生大腸

菌陽性が確認された鶏皮試料 25g（n＝10）に対

し、約 2.3x103 CFU/g の C. jejuni NCTC 11168 株

を接種し、5 倍検体懸濁液 1mL を異なる枚数の

mCCDA 平板培地に塗抹し、微好気培養後の対象菌

及び夾雑菌の発育状況を比較した。結果として、

シャーレ 1 枚あたり 200μl～250μl の塗抹量

とした場合、対象菌の発育及び夾雑菌による判定

不能例は 10 試料中 1 試料以下であった。一方、

シャーレ 1 枚あたり 333μl 以上の塗抹量とし

た場合には、対象菌・夾雑菌両者の滑走を招き、

判定不能となる検体が半数以上で認められた。 

 以上の結果を踏まえ、選択分離培地の使用枚数

は 4 枚から 5 枚（塗抹量としてシャーレ 1枚あ

たり 200～250µL）が適切と考えられた。 

 

（２）食品微生物試験法の国際動向および妥当性確

認に関する研究 

①微生物試験をとりまく国際情勢 

コーデックスにおける食品の微生物基準判定に用

いる標準となる試験法は、ISO （International 

Organization for Standardization; 国際標準化機

構）の示す試験法であり、その他の試験法を用いる

場合は、ISO 16140（食品の試験法のバリデーショ

ンに関するガイドライン）に示された科学的根拠の

あるバリデーションを行った科学的根拠のある試

験法の採用も可能としている。令和元年 7月にイタ

リアで開催された ISO/TC34/SC9 の総会に参加し、P

メンバーとして試験法作成およびガイドライン等

策定の議論に参加した。 

 第 38 回総会では、前半 1 日間は CEN/TC275/WG6

総会、後半4日間はISO/TC34/SC9総会が行われた。

参加国は、フランス（幹事国），オーストラリア，

ベルギー，デンマーク，エジプト，フィンランド，

ドイツ，アイルランド，インド，イラン，イタリア

（ホスト国），日本，ケニア，オランダ，ノルウェ

ー，ポルトガル，ロシア，スペイン，スリランカ，

スイス，スウェーデン，タンザニア，タイ，イギリ

ス，アメリカの合計25カ国であった。その他にAOAC 

International、CEN（欧州標準化委員会）、EU-RL

（欧州連合レファレンス検査機関）、IDF（国際酪農

連盟）、IUMS（国際微生物学連合）などの関連組織

からの参加者を含め総計約 50名が参加した。 

 ISO/TC34/SC9 では、25 のワーキンググループ

（WG）が活動している。本総会でわが国に求められ

た課題としては、一般細菌数や汚染指標菌等の培養

温度による集落計数値の違いに関するデータの提

供、食品衛生に係わる寄生虫に関する情報提供、ア

リサイクロバシルス試験法に関する協力要請など

であった。 

 

②バリデーションガイドラインの現状と動向 

 現在、国際的に広く用いられている代替試験法の

妥当性確認の方法を示したガイドラインである

ISO 16140 は、2003 年に公開されて以降改訂されて

いなかった。一方、米国の AOAC International で

は 2012 年 に AOAC INTERNATIONAL Method 

Validation Guidelines を公開した。試験法のバリ

デーションに関しては、100 年を超える歴史を持つ

AOAC  International は、妥当性確認に関する最新

の考え方をまとめ、文書化した。この文書の内容は、

我々が試験法の妥当性に関する議論をするために

は非常に有用な情報を与えてくれる。AOAC 

International が長い歴史の中で学問的な議論を

繰り返して、その考え方を集大成したガイドライン

といえる。そのような考え方は、ISO にも反映され、
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ISO 16140 の改訂では、その改定案の検討に AOAC 

INTERNATIONAL Method Validation Guidelines と

可能な限り整合性がある形で作業が進められてい

る。 

 そこで AOAC International と ISO のガイドなら

びに ISO/TC34/SC9 のガイドラインとの整合性を考

慮し、公的な標準試験法を策定する場合のバリデー

ションや手順について整理し、その代表である

NIHSJ 法の策定手順の見直しを行った。こちらにつ

いては、これまで NIHSJ 法ホームページで公表して

いた作成手順の一部修正を行った。一方、検査室で

新たなる試験法を導入する場合に必要なベリフィ

ケーションも、ISO/TC34/SC9 との整合性を持たせ

るため整理した。 

 HACCP などの工程管理の検証に用いる試験法の

選択に関する方向性のまとめを行った。工程管理の

検証に用いる微生物検査は、病原菌を対象とすると

いうよりも一般細菌数を含めた衛生指標菌数を用

いた確認となるため、迅速簡便法を活用することが

有用と考えられる。但し、第三者機関でバリデーシ

ョンの行われている迅速簡便法を活用することの

重要性を確認し、その考え方の要点を取り纏めた。

また、これに該当する試験法リストを更新し、NIHSJ

法のホームページに公開した。 

 今後の動向については、SC9 のキーメンバーであ

る、DeAnn Benesh 氏（AOAC International 会長、

米国）が 2017/10/24 にサンチャゴで開催された

INOFOOD 会議で発表した内容①を、また Paul in’t 

Veld 氏が 2019/6/4 にオスロで開催された AOAC 

Europe/NMKL NordVal Symposium で発表した内容②

を公開しているので、その資料に基づいて説明する。 

https://www.inofood.cl/wp-content/uploads/201

7/08/1.-DeAnn-Benesh.pdf ① 

http://aoaceurope.com/images/sampledata/sympo

sium/presentations/M5_Paul_int_Veld.pdf ② 

 ISO16140 の Part 1、2 は出版済、Part6 も 2019

年出版済、Part 3、4、5 は間もなく出版になると

予想されている。 

 既にバリデーションされた試験法の適用範囲を

拡張したいと考える場合は多い。具体的には食品の

種類が異なる場合がその例である。フルバリデーシ

ョンを行ったときに用いた食品は、分類表にしたが

って選択した食品マトリクスであるが、新たに適用

したい食品が、その時の食品と「同等」とみなせる

か、という判断は難しい。また試験法を適用する目

的が、単に自主管理の場合には、改めてバリデーシ

ョンする必要はなく、ベリフィケーションのみで十

分である。あるいは参照法自体の適用範囲を拡張す

る場合には、どの程度のバリデーションをし直す必

要があるのか、などの議論に多くの時間が割かれて

きたようである。そうした背景により、具体的な場

合に応じたプロトコールが開発されてきた。各

Part の選択スキーム一覧は②に纏められている。 

 従って、目的によっては ISO 16140 Part2 に従

ってフルバリデーションをする必要はないと判断

される場合があることを周知することが今後社会

的に求められるべきと思われる。 

 

③ウェルシュ菌試験法策定支援 

 ウェルシュ菌定性試験法は、NPO 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、

東京都健康安全研究センターと顕微鏡院が協力し

作業部会をつくり標準試験法策定を進めてきた。試

験法策定にあたっては、バリデーション作業部会が

協力し、検討を進めてきた。ISO 法には単独の定性

試験法がないため、定量法で用いている培地等を参

考にし、どのように標準試験法を作成するかについ

て助言を行った。ウェルシュ菌 40菌株について、2

機関（内 1機関は 3部署で対応）の 4部署で試験法

の評価を行った。培地としては、TGC 培地で増殖後、

LS 培地、MM 培地 LG 培地について評価を行った。ISO

法では、確認試験 Aと Bが存在するため、こちらに

ついても昨年に引き続き検討を行い、試験法(ST4)

として確定させた。 

 

④ISO 16140:2016 修正提案について 

昨年度の報告書でまとめた修正提案は、2018 年度

中に英文化して Paul in’t Veld 氏に提出した。そ



12 
 

れに対して、当該規格は随時修正の議論をしている

ので、次の機会に反映できるだろう、との回答を得

ていた。実際、その内容は、フランスのエキスパー

トからの提案と共に、2020.2.12-2/13 開催の

24thWG3 会議の議題に組み込まれた。なお、WG3 会

議への参加募集は、新たにエキスパート登録したか

らで、これによって、全体会議である年次総会より

も、バリデーションに関する木目の細かい議論に参

加できるようになった。 

 提案事項に対する議論の結果について、情報公開

の規約に反しない範囲で紹介する。既に、ISO 

16140: 2016 では旧版に比べ大きな変化があったこ

と は 既 に 報 告 し て い る が 、 そ の 一 つ が 、

Confirmation（本報告書では「確認試験」と訳す）

の追加である。これは、定性試験における感度評価

で、代替法と参照法の結果が異なった場合、さらに

追加で行う試験のことである。これらの試験結果が

陽性か陰性かで、次の 8通りの組み合わせがある。 

 

R: 陽性、A: 陰性→C: 陽性⇒擬陰性（False 

negative ） に よ る 陽 性 一 致 （ Positive 

agreement）:PAFN 

R: 陽性、A: 陰性→C: 陰性⇒陰性偏差（Negative 

deviation）:ND 

R: 陰性、A: 陽性→C: 陽性⇒陽性偏差（Positive 

deviation）:PD 

R: 陰性、A: 陽性→C: 陰性⇒擬陽性（False 

positive ） に よ る 陰 性 一 致 （ Negative 

agreement）:NAFP 

R: 陽性、A: 陽性→C: 陽性⇒陽性一致（Positive 

agreement）:PA 

R: 陽性、A: 陽性→C: 陰性⇒擬陽性（False 

positive ） に よ る 陰 性 偏 差 （ Negative 

deviation）:NDFP 

R: 陰性、A: 陰性→C: 陽性⇒擬陰性（False 

negative ） に よ る 陽 性 偏 差 （ Positive 

deviation）:PDFN 

R: 陰性、A: 陰性→C: 陰性⇒陰性一致（Negative 

agreement）:NA 

 以上のうち太字が修正されることになった部分

である。このような修正が必要なのは、その後に続

く判定法において用いる、擬陽性と擬陰性の数が、

各々PD、ND ではなくて、PDT=PD+PDFN, NDT=ND+NDFP

であり、これらの数値の和や差が次の判定基準にな

るからである。因みに、規格本文では表中に小さく

付記されているだけで、本文中では PDT、NDTと表記

すべきところも、全て PD、ND のままである。誤解

を防ぐために、本報告書では区別して表記する。 

 次の判定基準は PDT-NDT、PDT+NDTの値を問題にす

る。すなわち、この値がいずれも一定の数以下であ

れば同等であるとの判断になる。ここで問題となっ

たのは、PDT-NDT であり、絶対値を付けるべきでは

ないかとの意見である。ところが、この点はかつて

十分議論された経緯があり、絶対値は付けないとい

う。負の値の場合は PDTが大きいこと、すなわち代

替法が陽性で参照法が陰性の場合が多かったこと

を意味する。このことは、できるだけ検出できる試

験法が「高性能」という考えに照らせば、代替法の

方が参照法より高性能であることになる。したがっ

て、負の値については制限を設けない、との考えに

なる。 

 そもそも、確認試験を導入したのは、バリデーシ

ョンの煩雑さが増しても、本来、高性能の代替法を、

参照法と同じ結果が得られないという理由だけで

棄却するのは非合理的だ、との考えに基づいている。

不思議なことであるが、そのような基本的な考え方

については、何故か記述がない。何れにしても、「高

性能」と推定される代替法が本当に標的菌をとらえ

ているのか、については確認試験で十分確認するこ

とを要請している。 

 規格の中には、数的条件に関する「何故その数値

に？」が頻出してくる。その多くは統計学に基づく

判断であり、WG2 の判断である。その根拠には、解

析的に得られる唯一の解、というようなものはほと

んどない、と理解しておいた方がよい。例えば、β

-ETI(80%)をバラツキの許容範囲とする同等性の判

断基準がある。しかし、何故 80%なのか、との説明

はないし、聞いても単に WG2 が判断して決めた、と
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しか言えないという。 

一 方 、 我 が 国 か ら 提 示 し た 質 問 の 一 つ に

「Acceptability limit; AL」の元になっているデ

ータは何か？エキスパートの見解の理論的背景

は？」に対しては、プロジェクトリーダーの

Frederic Martinez 氏から資料提供がなされた。ま

た、MicroVal、AFNOR の認証試験では AL の値を変

えている、との情報があるので、同氏らは AFNOR、

MicroVal と連絡を取る、としている。このように、

関連機関との連携を生かして、根拠となる情報を直

ちに精査する姿勢には学ぶところが大きい。 

 

⑤生乳受け入れ時の総菌数試験法（ブリード法）の

代替染色法の評価 

国内では乳等省令により生乳の微生物基準とし

て細菌数（直接個体鏡検法）が≦400 万/ml と規定

され、同法の染色液としてはニューマン染色液が指

定されている。ニューマン染色液には 1,1,2,2-テ

トラクロロエタンが一成分として含まれるが、同物

質は、平成 22 年に施行された「特定化学物質の環

境への排出量の把握等及び管理の改善の促進に関

する法律（化管法）」に規定する「第二種指定化学

物質」の指定を受けたほか、平成 26 年に施行され

た「労働安全衛生法」では、「特定化学物質等障害

予防規則の特定化学物質：第二類物質」に指定され、

ニューマン染色液を取扱う際には、使用場所の制限

や健康管理への対応等が厳格に求められる状況と

なった。そこで、ニューマン染色液に代わる染色液

の開発が求められていた。 

そこで、代替染色液として、ブロードハーストパー

レイ染色液（BPV1）、ブロードハースト・パーレ

イ改良染色液（BPV2）を選定し、4 機関で小規模

コラボスタディが実施された。その結果について、

ISO16140:2016 の定量試験に規定されている、

β-ETI(80%)をバラツキの許容範囲とする方法で、

ブリード法と BPV1 法、BPV2 法の各々との同等

性を評価し、ブリード法と BPV2 法の同等性を示

した。Sample n 個で参照法の結果の平均値を Xi、

代替法の結果の平均値を Yi、代替法の結果の分散

を SA2 とした時、|Yi-Xi| ±β-ETI(80%)/2 が許

容範囲内にあれば、同等と見做される方法を採用し

た。なお、許容範囲は±0.5Log10（菌数）とし、、

この範囲を超える場合があっても±4SR 以下なら

許容されるとした（SRは参照法の標準偏差）。その

結果、BPV1 法はニューマン染色液を用いた場合と

同等とは言えないが、BPV2 法は同等と言えるとの

結論に至った。 

 

（３）ボツリヌス試験法に関する研究 

 第 69 回検討委員会（2019 年 7 月 22 日）、第 70

回検討委員会（2019 年 12 月 16 日）および第 71回

検討委員会（2020 年 2月 18 日）にてコラボスタデ

ィ計画について審議を行った。また、検討委員会前

後に CS 参加予定機関より編成されるワーキンググ

ループ（WG）においてメール会議を実施し、各機関

の設備状況等を確認し、CS 開始前に準備が必要な

項目について精査を行った。以上の議論により決定

されたバリデーション計画および、抽出された課題

事項を以下に示す。 

① NIHSJ-20TS-ST2 の作成 

ボツリヌス菌の特殊性から、各 CS 参加予定機関の

設備条件を考慮した手順書の整備が必要と考えら

れたため、WG 会議を通して各施設の設備状況を調

査し、CS で用いる手順書 (NIHSJ-20TS-ST3) の原

案である NIHSJ-20TS-ST2 について各施設の設備的

な制約を反映した調整を行った。 

② バリデーション実施計画案の作成 

ボツリヌス菌においては試験実施に要求される設

備条件の特殊性や菌株移動の困難さを考慮したバ

リデーション実施計画の作成が重要である。新規試

験法のバリデーションはその実施形態によって、単

一試験室バリデーション（Single laboratory 

validation:SLV）と CS に大別されるが、検討委員

会での議論の結果、NIHSJ-20TS については SLV と

CS を組合せた形でのバリデーションの実施が妥当

であるとの結論に至り、2段階でのバリデーション

計画を提案し、検討委員会において承認された。す

なわち、試料調整方法が異なる 2種の食品（はちみ
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つ、およびはちみつ以外の一般食品）と 4種類の毒

素型（A 型、B 型、E 型および F 型）の組み合せに

より計 8 パターンの添加回収試験の実施が必要で

あるが、この中ではちみつに A型菌を添加した試料

を用いて CS を実施することで併行条件での

NIHSJ-20TS のバリデーションおよびベリフィケー

ション（性能検証）を同時に実施する事とした。そ

の一方でそれ以外の組合せに関しては SLV による

バリデーションを行うこととした。以上、法的およ

び設備的な制限のある中で、これらの事情を勘案し

た NIHSJ-20TS のバリデーション作業計画が立案・

承認された。 

③ CS 評価指標の設定 

 CS における併行精度を評価する指標の候補とし

て複数の国際的に通用性をもつ指標が挙げられた。

本研究内で実施する CS で用いる評価指標としての

適切性について、検討委員会内バリデーション作業

部会に諮問した結果、ボツリヌス菌の取扱いの困難

さや設備的な制限（設備的な制限により、一度に扱

える検体数も制限される）を考慮し、Limit of 

Detection (LOD:検出下限)を指標とした CS が適切

との結論に至った。 

 本研究で第一義的に実施予定としたはちみつと

A 型菌を用いた CS では主管機関である帯広畜産大

学にて LOD を決定した後に、各 CS 参加機関におい

て上記の LOD を再現可能かについて検証を行うこ

ととした。 

④ 接種菌液調整プロトコールの整備 

 ボツリヌス菌を添加した食品検体を配布すること

は、法的規制を踏まえると、極めて実行可能性に乏

しい。そのため、各 CS 参加予定機関において個々

に食品への菌添加を行わざるを得ないと考えられ

た。ボツリヌス菌は培養条件により芽胞形成が著し

く変動することが既知であり、異なる試験室でスパ

イク菌液を作成せざるを得ない本 CS でのスパイク

菌液作成法の作成・提示にあたっては、多元的な科

学的根拠に基づくことが重要との結論に至った。ボ

ツリヌス菌の食品内動態等を考慮した結果、スパイ

ク菌液として精製芽胞菌液の利用が適切と判断さ

れ、WG での議論を通じ、複数の精製芽胞菌液作成

プロトコールが提示された。この際、ISO/TS 

17191:2013 Annex D (informative)でも、芽胞菌

液作成プロトコールが示されているが、同プロトコ

ールはバスソニケーターが必要であることや、芽胞

菌液の保存に 1℃の冷蔵設備が求められることか

ら実行可能性は乏しいと結論づけられた。一方で、

食基発第 0630002 号・食監発第 0630004 号「容器包

装詰食品に関するボツリヌス食中毒対策について」

で示される芽胞菌液作製法では、国内施設での使用

実績等の優位性から本研究で実施する CS への適用

も最適と判断された。但し、同プロトコールでは使

用する培地の種類が指定されていないため、培養液

の選択の根拠となる実証データの取得が必要であ

るとの意見が挙げられた事を受け、WG 内で培地お

よび培養条件の妥当性を検証することとした。加え

て、ボツリヌス菌は毒素型間で発育性状に差が見ら

れることを踏まえ、A型菌以外を用いる SLV では各

機関で各菌株に適した芽胞液調整条件の実証デー

タを取得した上で、芽胞液調整プロトコールを整備

することとした。 

⑤ DNA 抽出法の妥当性確認 

 ISO/TS 17191:2013 では DNA 抽出法として CTAB

抽出法が示されている。しかしながら、同法は手技

の煩雑さや設備要件の面で、CS 参加予定機関の中

にも実施困難な施設がみられた。そのため、CS 実

施に先駆けて代替となる簡易法の選定が必要と考

えられ、市販キットや国立感染症研究所レファレン

ス委員会／地方衛生研究所全国協議会発行の病原

体検出マニュアル（ボツリヌス症）に記載の方法を

含め、資料作成を進めている。次年度前期には速や

かに共有する予定である。 

 

（４）遺伝子検査法に関する研究 

作業部会において、ISO22174、ISO20837 及び

ISO20838 を確認しつつ、PCR 法を取り入れる場

合の留意点について取り纏め、NIHSJ-34TS-ST2

案を作成した。 

その後、「食品からの微生物標準試験法検討委員
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会」にて審議、修正を行い、NIHSJ-34TS-ST4 案

（技術文書）として作成を完了させた。本文書の主

たる項目は、以下の通りである：1．序文、2．適

用範囲、3．原理、4．被験物質、5．検査室の一般

要件、6．廃棄物管理、7．試薬、8．機器および装

置、9．手順、10．対照の使用、11．結果の解釈・

評価、12．試験報告、13．試験法の性能、14．増

幅反応に関する全般的事項、15．プライマー設計。 

なお、上記文書については「食品からの微生物標

準試験法検討委員会」での審議において、単位の記

載方法等、マイナーな点で記載方法の整合等を行う

必要があるとの意見が出たが、内容としては支障な

いものと判断され、最終案として確認された。 

 

D. 考察 

（１）衛生指標菌に関する研究 

本研究では、乳等省令の「生乳受入れ時の総菌数

試験法」（直接鏡検法）で用いられるニューマン染

色液が健康被害の懸念から使用制限が大きい実態

を鑑み、代替染色液の妥当性について統計解析を通

じて評価した上で、食品からの微生物標準試験法検

討委員会での審議を経て、最終的に同試験法に関す

る技術仕様書を作成した。 

一般的に、技術仕様書は標準試験法とは異なる位

置づけにあり、要求事項や指針になりうるものとし

て扱われる。NIHSJ 法は元来培養法を基本としてお

り、直接鏡検法である本試験法は技術仕様書として

作成することが妥当と考えられたことが今回の検

討背景にはある。 

また、本年度はこれまでに作成された標準試験法

の表記方法の整合性確保を行う文書を作成し、今後

作成される試験法についてはこれに準拠した形で

の提出を求めることとなった。本仕様の作成は同一

の食品検体から複数の微生物試験を平行実施する

際の利便性の向上や、培地等調製時の参照の容易さ

等に反映されることが期待される。 

また、リステリア・モノサイトゲネス試験法、及

び腸内細菌科菌群試験法について改訂を行い、結果

的に試験所要時間が短縮されることとなった。食品

微生物試験では迅速性も重要な要素であることは

周知のとおりであり、本改訂法は多くの利用者にと

って大きな利点となるものと考えられ、通知法等へ

の反映が望まれる。 

なお、今回のような NIHSJ 法の定期的な見直しや

改訂は国際的な技術の発展に応じて適宜行うこと

が国際調和の進展及び更なる安全性確保に際して、

必要且つ有効な事項と思われる。引き続き、国際調

和の流れに沿った食品の微生物リスク管理の発展

に寄与するため、これらの活動を継続することは必

須の課題と考えられる。 

 

（２）食品微生物試験法の国際動向および妥当性確

認に関する研究 

①微生物試験をとりまく国際情勢 

わが国に対し、ISO/TC34/SC9 からは、食習慣を踏

まえ、寄生虫の試験法、腸炎ビブリオ試験法、プロ

バイオティクス（乳酸菌）試験法、さらには今後の

試験法の発展として、遺伝子学的な試験法をどのよ

うに取り上げていくべきか、動物を用いない毒素の

試験法の標準化、フローサイトメトリーによる菌数

測定法、バリデーションなどの新たにはじまる WG

への参加が期待されている。今後、国内外の各微生

物試験法に係わる WG に積極的に参加し、試験法作

成の議論に加わり、貢献することが重要と思われる。 

②バリデーションガイドラインの現状及び動向 

 代替試験法のバリデーションガイドである

ISO16140 については、Part 1/2 以外の整備が WG

ないで進められており、数年内には全ての改訂作業

が完了するものと思われる。また、米国の AOAC 

International は、バリデーションガイドラインを

2012 年に公開している。これら 2 つのガイドライ

ンは相互に整合性を持つように議論されていたが、

一部の用語について異なった概念が取り入れられ

ていることから、今後の調整が TC34/SC9 総会での

トピックスの一つとなるものと思われる。 

 本年度は標準試験法を策定する場合のバリデー

ションや手順について整理し、その代表である

NIHSJ 法の策定手順の見直しを行った。こちらにつ
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いては、これまでホームページで公表していた

NIHSJ 法の作成手順が、ISO の考え方にほぼ一致し

ていたことから、一部の表現等の修正を行い、更新

することで対応できる状況とした。一方、検査室で

新たなる試験法を導入する場合に必要なベリフィ

ケーションについては、整理を開始したところであ

る。今後文書として纏める必要があると思われる。 

 また、生乳の受け入れに際して汎用されるブリー

ド法の染色液に関する妥当性確認結果は、サンプル

数が限定的であっても合理的な評価を行う上で有

用であることを実例で示した初めての事例と考え

られ、今後の活用も期待できる。 

 現在、我が国で制度化が進められている HACCP

方式の工程管理に係る分野での、検証に用いる微生

物試験法は、主として衛生指標菌のレベルの確認と

なることから、試験法の選択にあたっては目的適合

性を踏まえた上で、第三者認証機関で同等性が確認

された迅速検査法の積極的な活用が期待される。 

③ウェルシュ菌試験法策定支援 

 ウェルシュ菌定性試験法のバリデーションにつ

いては、当該試験法の検討グループと連携をとりな

がら試験法の最終版に進めることができた。 

④生乳受け入れ時の総菌数試験法（ブリード法）の

代替染色法の評価 

ISO16140:2016の定量試験に規定されている、

β-ETI(80%)をバラツキの許容範囲とする方法を用

いた妥当性評価については、サンプル数が限定的で

あった場合にも一定の合理的な評価を行える方法

であることが国内では初めて確認することができ

た良例と考えられる。 

 

（３）ボツリヌス試験法に関する研究 

ボツリヌス感染症は発生時に死亡を含む極めて

高い健康危害性を顕すため、国内でも慎重な対策が

求められる感染症である。しかしながら現在、本邦

においては食品中のボツリヌス検査法について公

定法などの標準化された検査法は存在せず、早急な

整備が求められている。本研究では実行可能性と国

際整合性を併せ持つ試験法の整備に向けた検討を

進めてきた。特に本年度は CSに際して参加予定機

関からの多元的な意見を抽出した上で事前に検討

すべき項目を整理することができた。本研究で行う

CS はこの様な制限の下に実施される解析であるた

め、取扱いが容易な他種の病原体に対して行われる

解析とは異なったスキーム構築が必要となった。本

研究で実施するスキーム構築は、取扱いが制約的な

病原体を用いた CSのモデルケースになるものと考

えられる。 

 

（４）遺伝子検査法に関する研究 

食品からの微生物試験法のうち、細菌に関するも

のは培養法を Golden standard として構築されて

いる。一方、近年では多様な微生物に迅速に対応す

るため PCR 法をはじめとした遺伝子検査法の導入

が有用と見做され、適用は拡大傾向にある。一方で、

食品中には PCR 増幅反応を阻害する物質が含まれ

ることも想定されるほか、増幅産物のコンタミネー

ションなど検査室環境の汚染が試験結果に影響す

ることも想定される。このため、使用する対照の設

定や検査室の設計など、国際標準的なガイドライン

案の策定は我が国の食品微生物試験法における国

際調和を図る上で、極めて重要と考えられる。本技

術文書は、PCR 法を含む食品微生物試験法の実施

にあたり、試験精度の管理や安定的な実施への活用

が期待される。 

 

E. 結論 

（１）衛生指標菌に関する研究 

本年度の研究では、乳等省令の「生乳受入れ時

の総菌数試験法」で用いられるニューマン染色液

の代替染色液として、ブロードハーストパーレイ

改良染色液を用いる妥当性について、統計解析を

通じて評価し、結論づけることができた。また、

国際動向を踏まえ、リステリア・モノサイトゲネ

ス標準試験法、腸内細菌科菌群標準試験法を改訂

し、より実行可能性の高い試験法を作成すること

ができた。このほか、食肉食品等で社会的影響の

大きなカンピロバクター定量試験法の検討を開
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始し、試験法設定にあたって必要となる事項の整

理と検討を行い、試験法 ST2 案を作成した。 

 

（２）食品微生物試験法の国際動向および妥当性確

認に関する研究 

 ISO/TC34/SC9総会に参加し、多くの情報を得るこ

とができた。バリデーションガイドラインの改訂に

も本年度から参画し、発信した提案が受諾される等、

我が国の食品微生物試験法の国際調和に向けた活

動を加速化させる礎を築くことができた。また、今

後日本が積極的に関与すべき試験法及び関連事項

についてもSC9参加を通じて明確化された。このほ

か、ISO妥当性評価ガイドラインに含まれる手法を

用いてブリード法の代替染色液に関する評価を行

い、利用者の安全性確保に繋がる代替染色液の妥当

性を示すことができた。 

 

（３）ボツリヌス試験法に関する研究 

1）ISO/TS 17191:2013 を基にコラボスタディに使

用可能な作業手順書を作成し、NHISJ-20-ST2 とし

て提案した。 

2) NHISJ-20-ST2 のバリデーション及びベリフィケ

ーションを実施する作業部会を編成し、ボツリヌス

菌の特性を考慮したバリデーション進行案を作成

した。 

3) 作業部会におけるバリデーションおよびベリフ

ィケーションに必要な基礎データの獲得を行った。 

 

（４）遺伝子検査法に関する研究 

国際標準的な文書を確認しつつ、食品からの微生

物試験へ PCR 法を導入する際の留意点を取り纏め、

NIHSJ-34TS-ST4（技術文書）を作成した。本技

術文書は、PCR 法を含む食品微生物試験法の実施

にあたり、試験精度の管理や安定的な実施への活用

が期待される。 

 

F. 健康危機情報 

 該当なし 

 

G. 研究発表 

1. 書籍 

1） 朝倉宏．2019. カンピロバクター感染症の疫学、

病原性および診断治療．感染制御と予防衛生．

3(2): 87-93. 

2）泉谷秀昌．2019. 腸管出血性大腸菌～分子疫学

解析を利用した病原体サーベイランス.感染制

御と予防衛生. 3(2): 75-80.  

 

2. 論文 

1）鎌田洋一、藤田和弘、福沢栄太、佐藤信彦、佐

野勇気、橘田規、高橋洋武、大城直樹、岡田由

美子、五十君靜信、白藤由紀子、山﨑朗子、梶

田弘子、上田成子、志賀俊人．LC-MS/MS による

米飯およびチャーハン中のセレウス菌嘔吐毒、

セレウリド試験法．日本防菌防黴学会誌. 2020. 

48(2): 49-56. 

2) 泉谷秀昌．広域散発事例探知に向けた取り組み．

日本食品微生物学会雑誌．36(1):10-12. 2019. 

3) Yahiro K, Ogura K, Terasaki Y, Satoh M, Miyagi 

S, Terasaki M, Yamasaki E, Moss J. Cholix 

toxin, an eukaryotic elongation factor 2 ADP- 

ribosyltransferase, interacts with 

Prohibitins and induces apoptosis with 

mitochondrial dysfunction in human 

hepatocytes. Cell Microbiol. 2019, 

21:e13033. 

 

３．学会発表 

1) 朝倉宏．シンポジウム「低温微生物の生態と

その予防～食中毒細菌」．日本防菌防黴学会

46 回年次大会．令和元年 9 月 25 日．大阪府． 

2) 朝倉宏．食品微生物検査法の概要と国際調和

に向けた検討について．令和元年度食品衛生

登録検査機関協会研修会．令和元年 12 月 6

日．東京都． 

3) 中山達哉、岡田由美子、朝倉宏．シンポジウ

ム「微生物試験法：製造現場において必要な

微生物試験法・測定法」～衛生管理のために
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用いるべき、試験法の動向について．日本防

菌防黴学会第 46 回年次大会．令和元年 9 月

25 日．大阪府． 

4) 千葉寛之、梶川揚申、横田健治、五十君靜信．

Listeria monocytogenes の腸管上皮細胞への

腸管上皮細胞への接着・侵入に関わるインター

ナリイン A の評価。第 40 回日本食品微生物学

会学術総会．令和元年 11 月 28 日．東京都． 

5) 五十君靜信．HACCP などの食品の工程管理

における微生物検査の考え方．第 52 回日本食

品微生物学会学術セミナー．令和元年 12 月 20

日．大阪府． 

6) 千葉寛之，桝田和彌，布藤 聡，中曽 譲，高崎 

一人，梶川揚申，横田健治，五十君靜信．L. 

monocytogenes のヒト腸管上皮細胞への接

着・侵入の評価．第 93 回日本細菌学会総会．

令和 2 年 2 月 20 日．愛知県． 

7) 伊藤正弥，三宅眞実，安木真世，梶川揚申，横

田健治，五十君靜信．Clostridium perfringens 

と Bacillus cereus の芽胞耐熱性の比較．第

93 回日本細菌学会総会．令和 2 年 2 月 20 日．

愛知県． 

8) 松岡英明：微生物試験法の国際的バリデーショ

ンの動向．日本防菌防黴学会 46 回年次大会特

別講演．令和元年 9 月 25 日．大阪府． 

9) 八尋錦之助、小倉康平、寺﨑泰弘、宮城聡、山

崎栄樹. ヒト肝臓細胞における新規 Cholix 

結合膜蛋白質の同定と細胞致死機構の解明. 

第 93 回日本細菌学会総会．令和 2 年 2 月 19

日．愛知県． 

10) 李謙一、泉谷秀昌、伊豫田淳、大西真．WGS 解

析による MLVA の評価と効率的腸管出血性大腸

菌O157サーベイランス手法の確立. 第92回日

本細菌学会学術総会. 令和元年 4 月 23 日. 北

海道． 

11) 泉谷秀昌．腸管出血性大腸菌の分子疫学解析に

ついて．衛生微生物技術協議会第 40回研究会．

令和元年 7月 10 日．熊本県． 

12) 泉谷秀昌、李謙一、石嶋希、伊豫田淳、大西真．

2018年における腸管出血性大腸菌のMLVAによ

る分子疫学解析．第 40 回日本食品微生物学会

学術総会．令和元年 11月 28 日、東京都． 

 

H. 知的財産権取得状況 

  該当なし 
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令和元年度厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

分担研究報告書 

衛生指標菌及び食中毒菌の標準試験法作成及び改訂に関する研究 

 

研究代表者 朝倉 宏    国立医薬品食品衛生研究所食品衛生管理部 

研究分担者  岡田 由美子  国立医薬品食品衛生研究所食品衛生管理部 

研究協力者 下島 優香子  東京都健康安全研究センター微生物部 
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研究要旨 

乳等省令に示される生乳受入れ時の総菌数試験法について、これまでの検討結果に基づき、染

色液の同等性を判断するための評価検討を行った。バリデーション作業部会での検討及び検討

委員会での審議を経て、最終的に技術仕様書 NIHSJ-33TS:2020 を作成した。また、これ迄に上記

委員会で策定された標準試験法（NIHSJ 法）のうち、リステリア・モノサイトゲネス試験法（NIHSJ-

08 及び 09）及び腸内細菌科菌群試験法（NIHSJ-15 および 16）について現状の実態に即した改訂

を行った。このほか、本年度はカンピロバクターの定量試験法作成に関する検討を開始し、ST2

案の提示に至った。更に、標準試験法の表記方法を統一するための表記法規則を作成した。これ

らの成果は各種食品微生物試験法の通知法作成や改訂等へ波及することが期待される。

  

A. 研究目的 

現在国内では、「乳および乳製品の成分規

格等に関する省令（乳等省令）」において、直

接個体鏡検法に基づいて、生乳の微生物基準

を400万以下/mLとする旨が規定されており、

食品原料である生乳の衛生試験法として広

く用いられている。当該試験法では、従来ニ

ューマン染色液を用いるとされているが、そ

の成分には 1,1,2,2－テトラクロロエタンが

含まれている。同物質は、平成 22年に施行さ

れた「特定化学物質の環境への排出量の把握

等及び管理の改善の促進に関する法律（化管

法）」に規定する「第二種指定化学物質」の指

定を受けたほか、平成 26 年に施行された「労

働安全衛生法」に規定される「特定化学物質

等障害予防規則の特定化学物質：第二類物質」

に指定されており、ニューマン染色液の使用

にあたっては、使用・管理場所の制限や健康

管理への対応等が厳密に求められる状況と

なっている。そのため、代替染色液の必要性

が高まり、先行研究において、数種の染色液

の性能が検討された。しかしながら、それら
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の代替染色液としての有効性については評

価がなされていなかったことを受け、本研究

では、食品微生物試験法の妥当性評価の観点

からニューマン染色液の代替となりうる染

色液候補のデータ解析を行い、「食品からの

微生物標準試験法検討委員会」及びバリデー

ション作業部会において議論を行うことと

した。 

また、「食品からの微生物標準試験法検討

委員会」では、これまでにリステリア・モノ

サイトゲネス及び腸内細菌科菌群標準試験

法を作成し、これらはともに厚生労働省の通

知法の根拠として活用されている。今般、こ

れらの試験法のうち、より実行可能性が高く、

かつ食品微生物分野において既に関連情報

が集積されている一部内容について改訂を

行うべきとの意見が挙げられたことを踏ま

え、改訂作業を行い、同委員会での審議を経

て、最終案の作成に至った。このほか、同委

員会では本年度新たにカンピロバクター定

量試験法の検討を開始し、コラボスタディに

向けた基礎データの収集等を行ったので、あ

わせて報告する。 

 

B. 研究方法 

1) 生乳受入れ時の総菌数試験についての技

術仕様書の作成 

同一生乳検体塗抹標本にニューマン染色

液と、代替候補となる 2種の染色液を用いた

場合の総菌数について、作業部会を構成し、

統計解析を行うこととした。先行研究では、

4 試験機関で各 2 検体を 3 種の染色液を用い

た直接鏡検法により総菌数を求めていた。こ

れらの測定値について、チューキーの HSD 検

定（Tukey Honestly Significant Difference 

test）を用いた多重比較検定により評価した。 

 

2) 標準試験法（NIHSJ 法）表記法規則作成 

令和元年度の時点で、NIHSJ 法は 9 種の試

験法が最終ステージを経て最終版としてホ

ームページ上で公開されている。これらの多

くは試薬等（ペプトン等）の表記方法が必ず

しも統一されていなかったことを踏まえ

NIHSJ 法について再度見直しを行うこととし

た。また、単位の記載方法や段落番号等にも

統一の必要性があることから、表記法規則案

を作成し、バリデーション作業部会及び検討

委員会に提案を行った。 
 
3）リステリア・モノサイトゲネス標準試験法

（NIHSJ-08 及び 09）の改訂 

 NIHSJ-08及び-09はリステリア通知法の基

礎となる試験法として2014年に作成された。

現状の実態に即して、改訂が必要と思われる

事項が同試験法に複数見受けられたことか

ら、本年度は同試験法の改訂作業を行うこと

とした。 
 
4）腸内細菌科菌群標準試験法（NIHSJ-15 及

び 16）の改訂 

 腸内細菌科菌群標準試験法についても同

じく現状の実態に即した改訂が必要と思わ

れる事項が含まれていたことを受け、衛生指

標菌バリデーション作業部会及び検討委員

会での改訂の討議を経て、上記の表記規則に

基づいた最終版の作成にあたった。 
 
5）カンピロバクター定量試験法（NIHSJ-35-

ST2 案）の作成 

 本年度より鶏肉及び食鳥と体を対象とし

たカンピロバクター定量試験法を作成する

こととした。作業部会を構成し、検討委員会

で出た意見について協議を行い、ST2 案を作
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成した。 

 

Ｃ．研究結果 

1) 生乳受入れ時の総菌数試験に関する技術

仕様書作成 

先行研究で得られた同一生乳検体塗抹標

本にニューマン染色液と、代替候補となる 2

種の染色液を用いた場合の総菌数データを

基に、チューキーの HSD 検定（Tukey honestly 

significant difference test）を用いた多

重比較検定を行った。ブロードハーストパー

レイ染色液ではニューマン染色液と比較し

て調整済み p値（adjusted p-value）が 0.002

となり、統計学的有意差が見られたが、ブロ

ードハーストパーレイ改良染色液はニュー

マン染色液に比べ調整済み p値が 0.191 と明

確な相違が見られず、代替染色液として許容

できるレベルにあると考えられた。以上の点

を踏まえて、検討委員会に統計解析結果を報

告した。その後の検討委員会、バリデーショ

ン作業部会における審議並びに新たな検討

内容については松岡らの分担研究報告書に

記載したので、適宜参照されたい。 
 

2）標準試験法（NIHSJ 法）表記法規則の作成 

 第 38 回バリデーション作業部会及び第 69

回検討委員会において承認を得、標準試験法

表記法規則を作成した（別添 2）。試験法のフ

ォーマットは ISO 方式を採用し、基本的に段

落番号にピリオドで枝番を付することとし

た。フォントは日本語を游明朝、英数字を

Times New Roman にすることとした。単位は

SI 単位系を基本とするが、大桁数字はコンマ

区切りとし、SI 及び ISO で用いられている小

数点を起点として3桁ごとに半角 1文字分の

スペースを空ける方式は採用しなかった。培

地組成に用いられる「酵素分解産物」は「酵

素消化物」に統一した。ペプトン類の記載は、

ISO 法に準拠している試験法は ISO 原文を基

本としつつ、国内で流通している当該培地の

組成を参考に、注釈として「カゼインペプト

ン等」などの記載を加えることとした。また、

最終案が確定した試験法名からST4の文言を

削除すること及び各試験法の末尾に改訂履

歴を付することとした。 
 
3）リステリア・モノサイトゲネス標準試験法

の改訂 

 NIHSJ-08:2014（リステリア・モノサイトゲ

ネス定性試験法）では、half Fraser broth 

での前増菌培養を 24 時間±2時間と、Fraser 

broth での増菌培養を 48 時間としている。現

在、一般的な微生物試験として Fraser broth

を用いた増菌培養時間は 24 時間で行われる

実態もあるとの意見が出たため、増菌培養時

間を短縮した際の影響を主な検討項目とし

た。また、第二選択分離培地の選択肢に挙げ

られる Oxford 寒天培地にはシクロヘキシミ

ド（抗真菌剤）が含まれているが、現在同剤

は発がん毒性が示されているため、代替に関

する検討を行うこととした。 

 NIHSJ-09:2014（定量試験法）では乳剤調製

後に蘇生培養後に酵素基質培地への直接塗

抹を行っているが、その有効性についても検

討項目とした。 

 文献検索を通じ、以下の論文中で、half 

Fraser broth を用いた前増菌培養後には十分

量の増菌がなし得ていることが報告されたこ

とを受け、同知見を基盤とする原案を作成し、

検討委員会に提出した。 

参考文献：Besse et al. Int J Food Microbiol. 2019. 

288: 13-21. 

 また、定量試験法における蘇生培養に関し

ては、以下の論文において、蘇生を行わない
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場合にも十分量のリステリアを検出できた

との報告があったことから、同知見を基盤と

する原案を作成し、検討委員会に提出した。 

参考文献：Rollier et al. Int J Food Microbiol. 

2019. 288: 22-31. 

 このほか、Oxford 寒天培地に含まれる抗真

菌剤については、市販生培地の多くでは既に

シクロヘキサミドの代替としてアンホテリ

シン B を採用している実態を確認したため、

これを検討委員会に提出した。 

 以上の状況確認を踏まえ、検討委員会委員

間でのメール討議の結果、前増菌培養時間の

短縮や蘇生培養の削除等から成る改訂案が了

承され、変更履歴を末尾に示す形で NIHSJ-

08:2020 及び NIHSJ-09:2020 として改訂され

た。（別添 3 及び 4）。 
 
4）腸内細菌科菌群試験法の改訂 

 生食用食肉の成分規格に関わる試験法であ

る腸内細菌科菌群試験法（定性法）については、

前増菌・増菌・選択分離の 3段階の培養工程が

含まれ、衛生指標菌試験としては比較的時間を

要する。そこで、本研究では表記方法の変更の

ほか、以下の内容を主な論点として検討を行っ

た。概要を以下に示す。 

・緩衝ブリリアントグリーン胆汁ブドウ糖ブイ

ヨン（EE ブイヨン）中での増菌培養を削除：BPW

中での前増菌培養が行われていることから、EE

ブイヨン中での増菌培養の必要性について疑

義が生じた。文献検索を通じ、以下の論文中で

は EE ブイヨンを用いた増菌培養の有無は腸内

細菌科菌群の定性検出結果に大きく影響しな

いとの報告があったことから、同知見とあわせ

て検討委員会に意見を求め、削除することにつ

いて了承を得た。 

参考文献：Biesta-Peters et al. Int J Food Microbiol. 

2019. 288: 75-81. 

 

 また、定量試験法についてはこれまで公定法

としての採用履歴はないが、国際的には主に乳

肉食品の製造工程管理や成分規格等にも採用

されており、国際調和の観点からは速やかに現

在の状況にあったものを作成すべきとの観点

から、過去に検討委員会で作成された同試験法

を基に改訂を行うこととした。検討の結果、表

記方法の統一に関する修正等を経て、検討委員

会に提出し、審議を経て、了承を得た。 

 最終的に変更履歴を末尾に示す形で、

NIHSJ-15:2020 及び NIHSJ-16:2020 として改

訂された（別添 5及び 6）。 
 
5）カンピロバクター定量試験法の作成 

 第 70 回検討委員会において、カンピロバ

クター定量試験法の作成を議題として取り

上げ、了承された（ST1）。その後、作業部会

を構成した上で ST2 原案の作成を行い、第 71

回検討委員会に提示を行った。その際に出た

意見を踏まえ、以下の項目について整理及び

検討を行った。 

(1) 試料の採材部位及び試料懸濁液の調整

について 

①コラボスタディ実施に向け、市販鶏肉

（n=25, 10g）を対象に、皮・肉部位間での菌

数を比較検討した。その結果、対象菌の検出

菌数は皮部分が肉部分に比べて高い傾向を

示した（図 1）。 
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図 1. 市販鶏肉試料からのカンピロバクター

検出菌数の比較（採材部位） 

 

②試料懸濁液の調整について、NIHSJ-02 で

採用されている 5 倍乳剤の適切性を ISO 

10272-2:2017 で採用されている 10 倍乳剤

と比較検討した。NIHSJ-02 （定性試験）によ

りカンピロバクター陽性が確認された市販

鶏肉皮試料（n=30）を対象とした比較試験を

行ったところ、5 倍乳剤調整群で対象菌が

20CFU/g 未満検出された試料では 10 倍乳剤

調整群は不検出となり、5 倍乳剤を用いる有

意性が示された（図 2）。 

 

 
図 2. 鶏皮試料からのカンピロバクター検出

菌数の比較（乳剤希釈倍率） 

 

 なお、夾雑菌の出現については、両群間で

明らかな差異は認められなかった（夾雑菌出

現試料数は 5 倍・10 倍乳剤調整群でそれぞ

れ 14 及び 12 試料）。 

 以上よりコラボスタディでは鶏皮を用い

て 5 倍乳剤を調整する方法が適切と判断さ

れた。 

 

(2) 試料懸濁液の選択分離培地への塗抹量

について 

 ISO法では試料懸濁液1ml をシャーレ3 枚

に塗抹するとされるほか、USDA-FSIS 法では

試料懸濁液 1mlをシャーレ 4枚に塗抹する等

が示されている。対象菌は乾燥や大気中の酸

素ストレスに抵抗性が弱く、塗抹開始から微

好気培養に至る時間経過は試験成績に大き

く影響するものと考えられた。そこで、国内

での実行可能性及び科学的妥当性を有する

塗抹量に関する知見を創出するため、予めカ

ンピロバクター陰性・ESBL 産生大腸菌陽性が

確認された鶏皮試料 25g（n＝10）に対し、約

2.3x103 CFU/g の C. jejuni NCTC 11168 株

を接種し、5 倍検体懸濁液 1mL を異なる枚数

の mCCDA 平板培地に塗抹し、微好気培養後の

対象菌及び夾雑菌の発育状況を比較した。結

果として、シャーレ 1 枚あたり 200μl～250

μl の塗抹量とした場合、対象菌の発育及び

夾雑菌による判定不能例は10 試料中1 試料

以下であった（表 1）。一方、シャーレ 1 枚あ

たり 333μl 以上の塗抹量とした場合には、

対象菌・夾雑菌両者の滑走を招き、判定不能

となる検体が半数以上で認められた（表 1）。 

 

表 1. 試料（市販鶏皮）5 倍乳剤の塗抹量の

違いによる、選択分離培地（mCCDA 培地）上

での対象菌及び夾雑菌の発育状況の比較 
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 以上の結果を踏まえ、選択分離培地の使用

枚数は 4 枚から 5 枚（塗抹量としてシャー

レ 1枚あたり 200～250µL）が適切と考えられ

た。 

 

D. 考察 

本研究では、乳等省令で示される「生乳受

入れ時の総菌数試験法」で用いられるニュー

マン染色液が健康被害の懸念から使用制限

が大きい実態を鑑み、代替染色液の妥当性を

統計解析を通じて評価した上で、食品からの

微生物標準試験法検討委員会での審議を経

て、同試験法に関する技術仕様書を作成した。 

一般的に、技術仕様書は標準試験法とは異

なる位置づけにあり、要求事項や指針になり

うるものとして扱われる。NIHSJ 法は元来培

養法を基本としており、直接鏡検法である本

試験法は技術仕様書として作成することが

妥当と考えられたことが今回の検討背景で

ある。 

また、本年度はこれまでに作出された標準

試験法の表記方法の整合性を確保するため、

表記方法の手順書を作成した。今後作成され

る試験法についてはこれに準拠した形での

提出を求めることとなった。本仕様の作成は

同一の食品検体から複数の微生物試験を平

行実施する際の利便性の向上や、培地等調製

時の参照の容易さ等に反映されることが期

待される。 

また、リステリア・モノサイトゲネス試験法、

及び腸内細菌科菌群試験法について改訂を行

い、結果的に試験所要時間が短縮されることと

なった。食品微生物試験では迅速性も重要な要

素であることは周知のとおりであり、本改訂法

は多くの利用者にとって大きな利点となるも

のと考えられ、通知法等への反映が望まれる。 

なお、今回のような NIHSJ 法の定期的な見直

しや改訂は国際的な技術の発展に応じて適宜

行うことが国際調和の進展及び更なる安全性

確保に際して、必要且つ有効な事項と思われる。

引き続き、国際調和の流れに沿った食品の微生

物リスク管理の発展に寄与するため、これらの

活動を継続することは必須の課題と考えられ

る。 

 

E. 結論 

本年度の研究では、乳等省令の「生乳受

入れ時の総菌数試験法」で用いられるニュ

ーマン染色液の代替染色液として、ブロー

ドハーストパーレイ改良染色液を用いる妥

当性を統計解析を通じて評価することがで

きた。また、現時点の微生物試験に関わる

国際動向を踏まえ、リステリア・モノサイ

トゲネス標準試験法、腸内細菌科菌群標準

試験法を改訂し、より実行可能性の高い試

験法を作成することができた。このほか、

食肉食品等で社会的影響の大きなカンピロ

バクター定量試験法の検討を開始し、試験

法設定にあたって必要となる事項の整理と

検討を行い、試験法原案を作成した。 

 

F. 健康危険情報 

なし 

 

G. 研究発表 

1.学術論文、著書等 
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1）朝倉宏．カンピロバクター感染症の疫

学、病原性および診断治療．感染制御と予

防衛生．3(2): 87-93. 2019. 

2.学会発表 

1）朝倉宏．シンポジウム「低温微生物の生態

とその予防」～食中毒細菌．日本防菌防黴学

会46回年次大会．令和元年9月25日．大阪府． 

2）朝倉宏．食品微生物検査法の概要と国際調

和に向けた検討について．令和元年度食品衛

生登録検査機関協会研修会．令和元年 12 月 6

日．東京都． 

3）中山達哉、岡田由美子、朝倉宏．シンポジ

ウム「微生物試験法：製造現場において必要

な微生物試験法・測定法」～衛生管理のため

に用いるべき、試験法の動向について．日本

防菌防黴学会第 46回年次大会．令和元年9月

25 日．大阪府． 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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令和元年度厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 
食品微生物試験法の国際調和に関する研究 

 
分担研究報告書 

食品微生物試験法の国際動向に関する研究 
 
 研究分担者 五十君 靜信 （東京農業大学応用生物科学部・教授） 
 研究協力者  楢木 真吾  （東京農業大学応用生物科学部・研究員） 
 

研究要旨  
 本研究班では、国際動向を踏まえた上で、国内の食品微生物試験法の妥当性を確認し、
食品微生物試験法の国際調和を図る上で必要となる科学的根拠を創出することを目的
としている。国際標準を策定するコーデックス委員会では各国の食品微生物基準を策定
するためのガイドラインを示しており、この中で食品の微生物試験法に関しては ISO 法
を標準とし、同法もしくは科学的に妥当性確認した試験法を採用することを求めている。
国内の微生物規格基準はこれまで独自に試験法を策定し公定法としてきたため、食品衛
生管理の国際整合性が重要となっている。微生物試験法の国際調和は急務の課題といえ
る。分担研究課題は、食品微生物の試験法に関する国際動向の掌握と、食品の微生物試
験法における妥当性確認のあり方に関する検討を行うことである。食品衛生のリスクマ
ネージメントにおける微生物試験法の国際整合性の重要性から、本年度は 2019 年 6 月
にイタリアのミラノで開催された ISO/TC34/ SC9（食品の微生物試験法に関するサブコ
ミティ）総会に参加し、ISO/TC34/SC9 の動向に関する情報収集と試験法の検討を行っ
た。更に、ISO/TC34?/SC9 での検討課題については逐次情報収集と情報交換を行い、検
証すべき項目の集約につとめた。現在改訂が進められている ISO のバリデーションガイ
ドライン(ISO 16140 シリーズ)及び AOAC International が公表している妥当性確認ガ
イドを比較検討し、国内における妥当性確認の手法の方向性を検討した。本年度は、引
き続き AOAC International と ISO のガイドならびに ISO/TC34/SC9 で策定が進められて
いるガイドラインを元に、公的な標準試験法を策定する場合のバリデーションや手順に
ついて整理し、その代表である NIHSJ 法の策定手順の見直しを行った。検査室で新たな
る試験法を導入する場合に必要なベリフィケーションも、ISO/TC34/SC9 との整合性を
持たせるため整理した。HACCP などの工程管理の検証に用いる試験法の選択に関する方
向性のまとめを行った。また、検討委員会で標準試験法の検討を進めているウェルシュ
菌試験法の策定に関して、そのバリデーション方法について助言を行った。 

 
A. 研究目的 
 研究班では国内の食品微生物試験法を国際調
和の取れた形へと導くため、食品微生物試験法の
国際調和を科学的観点から推進することを目的
とする。国際調和を図る上では、逐次変動する微
生物試験法に関する国際動向を見据えたアップ
デート等の作業が必要である。分担研究課題とし
ては、食品微生物の試験法に関する国際動向の掌
握と、食品の微生物試験法における妥当性確認の
あり方に関する検討を行うこととした。 
本研究では、“食品からの微生物標準試験法検

討委員会”を活動の軸に置きつつ、国内の食品微
生物試験法を国際調和の取れた形へと導くため
の科学的根拠を創出することを目的とした。主要
病原微生物試験法については一定の成果を発信
してきたが、国際調和を図る上では、逐次変動す
る国際動向を見据えたアップデート等の作業が 

 
必要である他、これらを英文化し、海外への発信 
も併せた機能を同組織にもたせることが、今後の
我が国における標準試験法の推進を図る上で不
可欠である。実際に、同組織は国際標準化機構
（ISO）SC9 の中で発言権を有する Pメンバーの活
動中心に位置づけられており、研究分担者である
五十君を委員長とする ISO/TC34/SC9 国内委員会
において、ISO/TC34/SC9 対応等につき議論を進め、
国際調和に向けた食品微生物試験の在り方に関
する検討を行ってきた。上記委員会での検討対象
としては、現在まで完了していない試験法やガイ
ドライン等の中で、HACCP を見据え自主検査等で
汎用される遺伝子試験法の使用に関するガイド
ライン等の策定を行い、指標菌を含め、食品検査
法として未だ整備がなされていない試験項目を、
国際標準を満たす試験法へ導くことが早急な課
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題として挙げられる。同項目については、１～２
年目に原案を作成し、検討委員会での議論を経て、
試験法、Technical Specification (TS)、あるい
はガイドラインとしての整備を見据え、NIHSJ 標
準法の検討手順の見直しを行った。現在の国内に
おける食品の微生物規格基準については、多様な
食品に対して様々な衛生指標菌が設定されてい
る。その状況は海外とは大きく乖離する領域であ
るため、国際調和を図る上で、今後どのような方
向性で整理してゆくかは我が国の大きな課題と
目される。本研究では、この点を重視し、海外諸
国における衛生指標菌に係る規格基準について、
科学的な観点から知見・情報収集を行った上で、
国内現行法の科学的妥当性を確認しつつ、科学的
根拠を持って国際基準に適合しうる国内での運
用の在り方を提示しようとするものである。 
 
B. 研究方法 
 コーデックス委員会の示す食品の微生物基準
並びにガイドライン等は、食品のリスクマネージ
メントの世界標準とされている。その中で微生物
試 験 法 は 国 際 標 準 化 機 構 （ International 
Organization for Standardization: ISO）法と
されている。ISO で食品微生物試験法を担当する
サブコミティは TC34/SC9 であることから、この
サブコミティに発言権を有するPメンバーとして
参加し、ISO 法の検討状況に関する情報収集と現
在策定中のISO試験法の議論に積極的に参加した。
令和元年 7 月には ISO/TC34/SC9 総会が、イタリ
アのミラノにあるイタリア規格協会(UNI)で開催
され、研究班からは、五十君、松岡、岡田の 3名
と ISO/TC34/SC9 国内委員会事務局から 2 名が参
加した。総会では食品微生物試験法関連の話題に
ついて、わが国からの情報発信ならびに海外から
の情報収集を行った。 
一方、アメリカにおける食品の微生物試験法に

関する情報収集も行った。AOAC International 総
会には、直接参加することはできなかったが、国
内から当該学会に参加した AOAC インターナショ
ナル日本セクション所属の研究者から、AOAC 
International の動向について情報収集を行った。
妥当性確認に関する文書が AOAC International
からも公開されており、こちらについて、その内
容の精査を引き続き行った。ISO における妥当性
確認と AOAC International における妥当性確認
を比較検討し、我が国における食品の微生物試験
法の妥当性確認のあり方を検討、微生物試験法に
関する用語の整理、妥当性確認に関する考え方の
整理を行った。 
これらの検討は、バリデーション作業部会を組

織して行った。作業部会は、朝倉宏（研究代表者）、

五十君靜信（分担研究者）、松岡英明（分担研究
者）、岡田由美子（標準試験法検討委員会事務局、
分担研究者）、森曜子（協力研究者）、諸藤圭（協
力研究者）、廣田雅光（協力研究者）、守山隆敏（協
力研究者）、内田和之（協力研究者）、吉田朋高（協
力研究者）のメンバーで組織した。 
作業部会では、試験法関連の「日本語」用語の

統一が早急に必要であるという結論に達し、試験
法関連の用語集作成を行い、その一覧は昨年度の
研究報告書に添付した。 
昨年度から引き続き AOAC Internationalと ISO

のガイドならびに ISO/TC34/SC9 のガイドライン
との整合性を考慮して、公的な標準試験法を策定
する場合のバリデーションや手順について整理
し、その代表である NIHSJ 法の策定手順の見直し
を行った。一方、検査室で新たなる試験法を導入
する場合に必要なベリフィケーションも、
ISO/TC34/SC9 との整合性を持たせるため整理し
た。HACCP などの工程管理の検証に用いる試験法
の選択に関する方向性のまとめを行った。 
具体的な試験法検討に当たっては、どのように

妥当性確認を行うかは、各論であり、標準試験法
検討委員会で提案される各作業部会から提案さ
れる試験法についてアドバイスを行った。研究班
外の団体から提案された現在検討中のウェルシ
ュ菌の標準試験法作成について、データ出しに協
力すると共に評価方法について支援を行った。 
 
(倫理面への配慮) 
 本研究では、特定の研究対象者は存在せず、倫
理面への配慮は不要である。病原体の取扱いにつ
いては、国立医薬品食品衛生研究所病原体等安全
管理規程に基づき適切に行った。 

 
C. 研究結果 
①微生物試験をとりまく国際情勢 
コーデックスにおける食品の微生物基準判定

に 用 い る 標 準 と な る 試 験 法 は 、 ISO 
（ International Organization for 
Standardization; 国際標準化機構）の示す試験
法であり、その他の試験法を用いる場合は、ISO 
16140（食品の試験法のバリデーションに関する
ガイドライン）に示された科学的根拠のあるバリ
デーションを行った科学的根拠のある試験法の
採用も可能としている。7 月にイタリアで開催さ
れた ISO/TC34/SC9 の総会に参加し、Pメンバーと
して試験法作成およびガイドライン等策定の議
論に参加した。 
ISO が作成する規格には、製品規格やマネジメ

ント規格だけではなく、食品の微生物試験法に関
するものがある。それぞれの規格は新規提案をも
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とに段階的に審議されたのち国際規格として発
行されるが、個別の審議は TC （Technical 
Committee; 専門委員会）または TC の下部組織で
ある SC （Sub-Committee; 分科委員会）で行われ
る。現在、ISOには200を超えるTCが存在するが、
食品の微生物試験法に関しては、TC34 ｢食品専門
委員会」の中の SC9 ｢微生物分科委員会」及び乳
製品については SC5「牛乳及び乳製品」が規格の
作成を担当している。 
2002 年から TC34/SC9 に係る｢国内審議団体」と

して、一般財団法人日本食品分析センターが国内
事務局となり、規格案などについての審議事務を
担当してきた。参加地位には P (Participating)
メンバーと O (Observers)メンバーとがあるが、
前者には規格案に対する投票権があり、かつ国際
会議（総会）への出席義務がある。一方の Oメン
バーは投票権や会議への出席義務はないがコメ
ントの提出は可能である。長年にわたりわが国は
SC9 の O メンバーとして対応してきた。 
2018 年度から、わが国は食品の微生物試験法策

定の専門委員会である ISO/TC34/SC9 に投票権の
ある正式メンバー（Pメンバー）として加わった。  
2020 年度の第 38 回総会は、7 月にイタリアの

ミラノにあるイタリア規格協会で開催され、前半
の 1 日間は CEN/TC275/WG6 の総会、後半の 4日間
には ISO/TC34/SC9 の総会が行われた。本年度の
総会への参加国は、フランス（幹事国），オース
トラリア，ベルギー，デンマーク，エジプト，フ
ィンランド，ドイツ，アイルランド，インド，イ
ラン，イタリア（ホスト国），日本，ケニア，オ
ランダ，ノルウェー，ポルトガル，ロシア，スペ
イン，スリランカ，スイス，スウェーデン，タン
ザニア*，タイ，イギリス，アメリカの合計 25 カ
国であった。そのほかに AOAC International、CEN
（欧州標準化委員会）、EU-RL（欧州連合レファレ
ンス検査機関）、IDF（国際酪農連盟）、IUMS（国
際微生物学連合）などの関連組織からの参加者を
含め総計約 50 名が参加した。参加者の多くは行
政を含む研究機関や民間の研究機関、当該国の規
格協会の代表者で、いずれも食品の微生物試験に
ついてのエキスパートであった。TC34/SC9 の総会
で審議された、あるいは報告された内容について
は表 1にその概要を示した。 
 ISO/TC34/SC9 には、いくつかの既に終了したワ
ーキンググループを除くと、現在、表 2に示した
ように25のワーキンググループが活動している。
スイスの総会時にはさらにいくつかのワーキン
ググループを新規として追加の必要性あること
について議論された。この総会でわが国に求めら
れた課題としては、一般生菌数や汚染指標均等の
培養温度による集落計数値の違いに関するデー

タの提供、食品衛生に係わる寄生虫に関する情報
提供、アリサイクロバシルス試験法に関する協力
要請などであった。 
 
②バリデーションガイドラインの現状 
現在、国際的に広く用いられている代替試験法

の妥当性確認の方法を示したガイドラインであ
る ISO 16140 は、2003 年に公開されてから改定さ
れていなかった。一方、米国のAOAC International
は、ISO 16140 の改定作業に先立ち、2012年に AOAC 
INTERNATIONAL Method Validation Guidelines を
公開した。試験法のバリデーションに関しては、
100 年を超える歴史を持つ AOAC  International
は、妥当性確認に関する最新の考え方をまとめ、
文書化した。この文書の内容は、我々が試験法の
妥当性に関する議論をするためには非常に有用
な情報を与えてくれる。AOAC International が長
い歴史の中で学問的な議論を繰り返して、その考
え方を集大成したガイドラインといえる。そのよ
うな考え方は、ISO にも反映され、ISO 16140 の
改 訂 で は 、 そ の 改 定 案 の 検 討 に AOAC 
INTERNATIONAL Method Validation Guidelines と
可能な限り整合性がある形で作業が進められて
いる。 
国際的なスタンダードとしての微生物試験法

のバリデーションに関しては、現在 ISO/TC34/SC9
で、ガイドライン ISO 16140 の改訂が進んでいる。
これまで代替法のバリデーションガイドとして
広く用いられてきた ISO 16140:2003 は、単一の
文書であったが、今回の改訂版ではパート 1から
パート 6 と、6 つの文書に分けて検討が進められ
ている。2016 年に、パート１と２が公開された。
パート１は、試験法のバリデーションに用いられ
る用語や定義に関する文書となっている。パート
2 は、代替法（独自法）のバリデーションに関す
る一般原則及び技術的プロトコールとなってい
る。そこで、作業部会では用語の和訳について、
ISO 16140-1 に加えて、TS Z 0032 : 2012 (ISO/IEC 
Guide 99:2007 (VIM3) )   国際計量計測用語 − 
基本及び一般概念並びに関連用語、JIS Z 8101-1 : 
2015 (ISO 3534-1 : 2006)    統計−用語及び記
号−第 1 部：一般統計用語及び確率で用いられる
用語、JIS Z 8101-2 : 2015 (ISO 3534-2 : 2006)    
統計−用語及び記号−第 2 部：統計の応用、JIS Z 
8402-1 : 1999 (ISO 5725-1 : 1994)    測定方
法及び測定結果の正確さ（真度及び精度）− 第 1
部：一般的な原理及び定義、JIS Q 0035 : 2008 (ISO 
Guide 35 :2006)    標準物質−認証のための一般
的及び統計的な原則、JIS K 0211 : 2005    分
析化学用語（基礎部門）、CAC/GL72：2009    分
析用語に関するガイドライン（厚生労働省 2012）
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などの文書を参考として、森曜子委員が用語集案
の作成を行った。この案を作業部会で検討後、検
討委員会へ提案した。この検討案については昨年
度の分担報告書に添付した。 
昨年度から引き続き AOAC Internationalと ISO

のガイドならびに ISO/TC34/SC9 のガイドライン
との整合性を考慮し、公的な標準試験法を策定す
る場合のバリデーションや手順について整理し、
その代表であるNIHSJ法の策定手順の見直しを行
った。こちらについては、これまでホームページ
で公表していた作成手順の一部修正を行った。一
方、検査室で新たなる試験法を導入する場合に必
要なベリフィケーションも、ISO/TC34/SC9 との整
合性を持たせるため整理した。 
HACCP などの工程管理の検証に用いる試験法の

選択に関する方向性のまとめを行った。工程管理
の検証に用いる微生物検査は、病原菌を対象とす
るというよりも一般生菌数や衛生指標菌のレベ
ルの確認となるため、迅速簡便法を活用すること
が有用である。第三者機関でバリデーションの行
われている迅速簡便法を活用することの重要性
を確認し、その考え方の要点については、図１に
示した。また、これに該当する試験法リストを更
新し、NIHSJ 法のホームページに公開した。 
 

③ウェルシュ菌試験法策定支援 
ウェルシュ菌定性試験法は、NPO 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、東京都健康安全研究センターと顕微鏡院が
協力し作業部会をつくり標準試験法策定を進め
ている。試験法策定にあたっては、バリデーショ
ン作業部会が協力し、検討を進めてきた。ISO 法
では単独の定性試験法がないため、定量法で用い
ている培地等を参考にし、どのように標準試験法
を作成するかについて助言を行った。ウェルシュ
菌 40菌株について、2機関（内 1 機関は 3 部署で
対応）の 4部署で試験法の評価を行った。培地と
しては、TGC 培地で増殖後、LS 培地、MM 培地 LG
培地について評価を行った。ISO 法では、確認試
験 Aと B が存在するため、こちらについても昨年
に引き続き検討を行い、試験法(ST4)として確定
させた。 

 
D. 考察 
①微生物試験をとりまく国際情勢 
ISO/TC34/SC9 からは、わが国に対してその食習

慣から、寄生虫の試験法、腸炎ビブリオ試験法、
プロバイオティクス（乳酸菌）試験法、さらには
今後の試験法の発展として、遺伝子学的な試験法
をどのように取り上げていくべきか、動物を用い
ない毒素の試験法の標準化、フローサイトメトリ

ーによる菌数測定法、バリデーションなどの新た
にはじまる WG への参加が期待されている。それ
ぞれの試験法に係わるWGに今後積極的に参加し、
試験法作成の議論に加わり、貢献することが重要
と思われる。 
 
②バリデーションガイドラインの現状 
試験法のバリデーションに関しては、AOAC 

International が長い歴史の中で学問的な議論を
繰り返して、その考え方をまとめ示してきた。そ
のような考え方は、ISO にも反映され、ISO 16140
に代替法のバリデーションのガイドラインとし
て示され国際的な考え方として広く受け入れら
れている。 
代替法の妥当性評価ガイドラインとして示さ

れこれまで広く用いられてきた ISO 16140:2003
（食品の試験法のバリデーションに関するガイ
ドライン）についても、新しい情報を加えた改訂
作業が ISO/TC34/SC9 で進められており、6つの独
立したガイドラインの検討が進められている。既
にパート 1の用語、パート 2の代替試験法のバリ
デーションガイドラインについては公開され活
用がはじまった。パート１については、昨年度用
語集案の作成を行い、検討会での確認を行った。 
また、代替試験法のバリデーションガイドであ

るパート２については、松岡先生を中心に整備を
進めている。残る4つのガイドラインについては、
ISO/TC34/SC9 の WG での議論は進んでいるので数
年のうちには改訂作業が完了するものと思われ
る。この改訂に先立ち 2012 年にアメリカの AOAC 
International は、バリデーションガイドライン
を公開している。これらの 2つのガイドラインは
相互に整合性を持つように議論されていたが、一
部の用語について異なった概念が取り入れられ
ており、今後このあたりの考え方をどのように調
整してゆくかは、TC34/SC9 総会でのトピックスと
なると思われる。 
昨年度から引き続き公的な標準試験法を策定

する場合のバリデーションや手順について整理
し、その代表である NIHSJ 法の策定手順の見直し
を行った。こちらについては、これまでホームペ
ージで公表していた NIHSJ 法の作成手順が、ISO
の考え方にほぼ一致していたことから、一部の表
現等の修正を行い、更新することで対応すること
にした。 
一方、検査室で新たなる試験法を導入する場合

に必要なベリフィケーションについては、
ISO/TC34/SC9 との整合性を持たせるため整理を
開始した。こちらは将来的に文書としてまとめる
必要があると思われる。 
HACCP などの工程管理の検証に用いる試験法の
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選択に関する方向性の整理については。工程管理
の検証の微生物検査では、病原菌を対象とすると
いうよりも一般生菌数や衛生指標菌のレベルの
確認となるため、試験法の選択の重要なポイント
として目的適合性を重視する必要がある。この観
点から、妥当性確認の行われた迅速簡便法を活用
することが有用である。第三者機関でバリデーシ
ョンの行われている迅速簡便法を活用すること
の重要性を確認し、これに該当する第三者機関に
よる妥当性確認の行われている迅速簡便法試験
法リストを更新し、NIHSJ 法のホームページに公
開した。 
 

③ウェルシュ菌試験法策定支援 
ウェルシュ菌定性試験法のバリデーションに

ついては、当該試験法の検討グループと連携をと
りながら試験法の最終版に進めることができた。 
 
E. 結論 

微生物試験をとりまく国際情勢としては、
ISO/TC34/SC9 総会に参加し、多くの情報を得るこ
とができた。バリデーションガイドラインの改訂
が進んでいることから、わが国も ISO/TC34/SC9
の WG に積極的に関与し今後の ISO のバリデーシ
ョンガイドラインの策定に係わっていくことが
重要であると思われる。また、バリデーションの
重要性、目的適合性、工程管理における試験法の
選択に関する考え方の整理など、微生物試験法に
関連する情報提供を行った。 

 
F. 健康危険情報 
 該当なし 
 
G. 研究発表 
1. 論文発表 
1) 鎌田洋一、藤田和弘、福沢栄太、佐藤信彦、

佐野勇気、橘田規、高橋洋武、大城直樹、岡
田由美子、五十君靜信、白藤由紀子、山﨑朗
子、梶田弘子、上田成子、志賀俊人．
LC-MS/MS による米飯およびチャーハン中
のセレウス菌嘔吐毒、セレウリド試験法．日
本防菌防黴学会誌. 2020. 48(2): 49-56. 

 
2. 学会発表 
1) 千葉寛之、梶川揚申、横田健治、五十君靜信．

Listeria monocytogenesの腸管上皮細胞への
腸管上皮細胞への接着・侵入に関わるインタ
ーナリインAの評価。第40回日本食品微生物学
会学術総会．タワーホール船堀．2019.11 

2) 五十君 靜信．HACCP などの食品の工程管理
における微生物検査の考え方．第52回日本食

品微生物学会学術セミナー．大阪府立大学 
I-Site．2019.12 

3) 千葉 寛之，桝田 和彌，布藤 聡，中曽 譲，
高崎 一人，梶 川 揚申，横田健治，五十君 靜
信．L. monocytogenes のヒト腸管上皮細胞へ
の接着・侵入の評価．第93回日本細菌学会総
会。ウインクあいち．2020.2 

4) 伊藤 正弥，三宅 眞実，安木 真世，梶川 揚
申，横田 健治，五十君 靜信．Clostridium 
perfringens と Bacillus cereus の芽胞耐
熱性の比較．第93回日本細菌学会総会．ウイ
ンクあいち．2020. 

 
H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得  なし 
2. 実用新案登録  なし 
3. その他  なし 
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令和元年度厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業）  
食品微生物試験法の国際調和に関する研究 

分担研究報告書 
 

食品微生物試験法の妥当性評価に関する研究 
 

分担研究者 松岡  英明  東京農工大学 名誉教授  
研究代表者 朝倉 宏  国立医薬品食品衛生研究所  食品衛生管理部  部長  

 
国内の食品微生物試験法を国際調和させるため、 ISO/TC34/SC9 の P メンバーとして同
総会に参加し、海外のメンバーとの緊密な意見交換を通して的確な国際動向特に WG3
（メソッドバリデーション）および WG2（統計学）の議論を重点的に調査する必要があ
る。本年度はイタリア・ミラノで開催された 2019 年次総会(7/9-7/12)およびリエゾンの
CEN/TC275/WG6 の 2019 会議(7/8)に出席した。SC9 総会では 24 個の WG、5 個のアドホ
ック WG の活動報告に立会い、現在議論されている問題点を集約した。特に WG3 で進
行中の ISO16140:2016 の修正作業に関しては、エキスパート登録をして具体的なコメン
トを発信した。その内容は、修正版に反映されることになった。バリデーションで最終
的に同等性の判定に採用される統計学的方法に関しては直感的に理解しがたい場合が
多々あるが、WG2 の結論にしたがっている状況も理解された。統計解析の具体的手順は
難解な場合も多々あるが、合理的判断をするための統計学であるとの認識が共有されて
いる。海外のエキスパートと随時、直接意見交換できるネットワークが構築され、国際
調和戦略上、重要な成果が得られた。国内での議論では、生乳受け入れ時の総菌数試験
法に関して実用的な統計学的評価法を導入することにより、合理的な評価結果が得られ
る等、具体的な好例を示すことができた。  

Ａ．研究目的  
 
我が国の食品微生物試験法を国際調和さ
せるために、対応する国際組織である ISO 
TC34/SC9 の P メンバーとして、例年、総
会に参加し、アップデートの情報を収集し
てきた。本年度は Milano（イタリア）で開
催された 2019 年次総会(7/9-7/12)およびリ
エゾンの CEN/TC275/WG6 の 2019 会議
(7/8)に出席した。様々の菌種の試験法に横
断的に関わっている基本事項が妥当性確
認（バリデーション）であり、また、その
最終結果の合否判定に適用されるのが統
計学に基づく判定基準である。これを扱う
ワーキンググループが SC9 である。そのた
め、各々のエキスパートから構成されてい
る WG3（バリデーション）と WG2（統計
学）の活動報告に重点を置き、国際動向を
調査した。さらに、バリデーションにおけ

る要ともいうべき ISO16140 に関して大き
な動きが進行している。すなわち、最新版
（2016 年度版）の修正が進められている
が、同時に ISO16140 の分冊化の準備が進
められている。その分冊化に伴い、これま
での ISO16140:2016 は ISO16140-2(パート
2)と称することになった。その動向につい
ても情報を整理した  

我が国におけるバリデーションのガイ
ドラインは、これまで、 ISO16140:2016 を
基に作成を進めてきた。しかしその内容の
修正は現在も随時行われている。したがっ
て、その内容修正は、その理由も含め、速
やかに情報入手しておくことが重要であ
る。本年度の年次総会では、その修正作業
に関して WG3 エキスパートの追加募集が
あったので、松岡が登録し、同時に、これ
までの解析で得られた疑問点や質問事項
を 文 書 で 提 出 し た 。 そ の 内 容 は 、
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2020/2/12/-2/13 に開催された 24thWG3 会
議（Dauphin Island、米国）での議題に組み
込まれ議論された。その結果についても以
下に記述する。  

国内委員会で行われた、個々の試験法に
関する議論でもバリデーションの観点か
ら意見を述べた。特に生乳受け入れ時の細
菌数試験法に関しては、 ISO16140:2016 に
規定されている β-ETI(80%)をバラツキの
許容範囲とする方法で評価した。若干複雑
ではあるが、合理的な評価結果を得るため
に統計学的判定法が有効であることを具
体的に示す好例であったので、その内容も
以下に示す。  
 
Ｂ．研究方法  
 

ISO TC34/SC9 の 2019 年次総会に出席し
た。また、ISO16140: 2016 版の作成過程に
携わっていた WG3（メソッドバリデーシ
ョン）のチェアーマンである Paul in’t Veld
氏  (食品および消費者の製品安全性庁、オ
ランダ )と対面で議論するとともに、帰国
後も必要に応じてメールでの意見交換を
行った。  

国内においては、 ISO TC34/SC9 国内対
策委員会事務局を介して配信される SC9
文書の分析に基づく動向調査を実施した。 

国内委員会で議論される個々の微生物
試験法の議論では、バリデーションの観点
から意見を述べると共に、統計学的判定法
の実例を示した。  
 
Ｃ．研究結果及び考察  
 
（１）ISO 16140: 2016 の修正提案について
昨年度の報告書でまとめた修正提案は、
2018 年度中に英文化して Paul in’t Veld 氏
に送った。それに対して、当該規格は随時
修正の議論をしているので、次の機会に反
映できるだろう、との回答を得ていた。実
際、その内容は、フランスのエキスパート
からの提案と共に、2020.2.12-2/13 開催の

24thWG3 会議の議題に組み込まれた。  
なお、WG3 会議への参加募集は、新たにエ
キスパート登録したからで、これによって、
全体会議である年次総会よりも、バリデー
ションに関する木目の細かい議論に参加
できるようになった。  

提案事項に対する議論の結果について、
情報公開の規約に反しない範囲で、紹介す
る。既に、ISO 16140: 2016 では旧版に比べ
大きな変化があったことは既に報告して
いるが、その一つが、Confirmation（本報告
書では「確認試験」と訳す）の追加である。
これは、定性試験における感度評価で、代
替法と参照法の結果が異なった場合、さら
に追加で行う試験のことである。これらの
試験結果が陽性か陰性かで、次の 8 通りの
組み合わせがある。  

R: 陽性、A: 陰性→C: 陽性⇒擬陰性
（False negative）による陽性一致
（Positive agr eement） :PAFN 

R: 陽性、A: 陰性→C: 陰性⇒陰性偏
差（Negative deviation） :ND 

R: 陰性、A: 陽性→C: 陽性⇒陽性偏
差（Positive deviation） :PD 

R: 陰性、A: 陽性→C: 陰性⇒擬陽性
（False positive）による陰性一致
（Negative agreement） :NAFP 

R: 陽性、A: 陽性→C: 陽性⇒陽性一
致（Positive agreement） :PA 

R: 陽性、A: 陽性→C: 陰性⇒擬陽性
（False posit ive）による陰性偏差
（Negative deviation） :NDFP 

R: 陰性、A: 陰性→C: 陽性⇒擬陰性
（False negative）による陽性偏差
（Positive deviation） :PDFN 

R: 陰性、A: 陰性→C: 陰性⇒陰性一
致（Negative agreement） :NA 

以上のうち太字が修正されることにな
った部分。  

このような修正が必要なのは、その後に
続く判定法において用いる、擬陽性と擬陰
性の数が、各々、PD、ND ではなくて、
PDT=PD+PDFN, NDT=ND+NDFP であり、これ
らの数値の和や差が次の判定基準になる
からである。因みに、規格本文では表中に
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小さく付記されているだけで、本文中では
PDT、NDT と表記すべきところも、全て PD、
ND のままである。誤解を防ぐために、本
報告書では区別して表記する。  

次の判定基準は PDT-NDT、PDT+NDT の値
を問題にする。すなわち、この値がいずれ
も一定の数以下であれば同等であるとの
判断になる。ここで問題となったのは、
PDT-NDT であり、絶対値を付けるべきでは
ないかとの意見である。ところが、この点
はかつて十分議論された経緯があり、絶対
値は付けないという。負の値の場合は PDT

が大きいこと、すなわち代替法が陽性で参
照法が陰性の場合が多かったことを意味
する。このことは、できるだけ検出できる
試験法が「高性能」という考えに照らせば、
代替法の方が参照法より高性能であるこ
とになる。したがって、負の値については
制限を設けない、との考えになる。  

そもそも、確認試験を導入したのは、バ
リデーションの煩雑さが増しても、本来、
高性能の代替法を、参照法と同じ結果が得
られないという理由だけで棄却するのは
非合理的だ、との考えに基づいている。不
思議なことであるが、そのような基本的な
考え方については、何故か記述がない。何
れにしても、「高性能」と推定される代替
法が本当に標的菌をとらえているのか、に
ついては確認試験で十分確認することを
要請している。  

規格の中には、数的条件に関する「何故
その数値に？」が頻出してくる。その多く
は統計学に基づく判断であり、WG2 の判
断である。その根拠には、解析的に得られ
る唯一の解、というようなものはほとんど
ない、と理解しておいた方がよい。例えば、
β-ETI(80%)をバラツキの許容範囲とする
同等性の判断基準がある。しかし、何故
80%七日、との説明はないし、聞いても単
に WG2 が判断して決めた、としか言えな
いという。  

一方、我が国から提示した質問の一つに
「Acceptability limit; AL」の元になってい
るデータは何か？エキスパートの見解の
理論的背景は？」に対しては、プロジェク
トリーダーの Frederic Martinez 氏から資料
提供がなされた。また、MicroVal、AFNOR

の認証試験では AL の値を変えている、と
の情報があるので、同氏らは AFNOR、
MicroVal と連絡を取る、としている。この
ように、関連機関との連携を生かして、根
拠となる情報を直ちに精査する姿勢には
学ぶところが大きい。  
 
（２） ISO 16140 分冊化の動向  
ISO 16140 が分冊化の計画は既に何年も前
から議論されていたが、具体化されたのは
3 年ほど前からのようだ。2017 年の東京で
の ISO/TC34/SC9 の年次総会で、その進行
状況が報告されていたが、この 2 年間で一
気に作業が進んだとの印象を受けた。本来、
当会議の情報は非公開ではあるが、SC9 の
キーメンバーである、DeAnn Benesh 氏（３
M、同時に AOAC International 会長、米国）
が 2017/10/24 にサンチャゴで開催された
INOFOOD 会議で発表した内容①を、また
Paul in’t Veld 氏が 2019/6/4 にオスロで開催
さ れ た AOAC Europe/NMKL NordVal 
Symposium で発表した内容②を公開して
いるので、その資料に基づいて説明する。 
https://www.inofood.cl/wp-content/uploads/2017/08/1.-

DeAnn-Benesh.pdf ①  

http://aoaceurope.com/images/sampledata/symposium/prese

ntations/M5_Paul_int_Veld.pdf ②  

 

ISO16140 の Part 1、2 は出版済、Part６も
2019 年出版済、Part 3、4、5 は間もなく出
版になると予想されている。内容を図 1 に
示す。  
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既にバリデーションされた試験法の適用
範囲を拡張したいと考える場合は多い、具
体的には食品の種類が異なる場合がその
例である。フルバリデーションを行ったと
きに用いた食品は、分類表にしたがって選
択した食品マトリクスであるが、新たに適
用したい食品が、その時の食品と「同等」

とみなせるか、という判断は難しい。また
試験法を適用する目的が、単に自主管理の
場合には、改めてバリデーションする必要
はなく、ベリフィケーションのみで十分な
はずだ。あるいは参照法自体の適用範囲を
拡張する場合には、どの程度のバリデーシ
ョンをし直す必要があるのか、などの議論
に多くの時間が割かれてきたようである。
そうした背景により、具体的な場合に応じ
たプロトコールが開発されてきた。図 2 に
は各 Part の選択スキームが一覧にまとめ
られている。  

必ずしも Part2 にしたがってフルバリデ
ーションをする必要がないと判断される

場合があることが理解されよう。具体的に
は、例えばバリデーションに際して参加す
べきラボ数の違いに現れている（図 3）。  

 

図１．ISO 16140 シリーズ

Part 1: Vocabulary 用語
Part 2: Protocol for the validation of alternative (proprietary) 

methods against a reference method
参照法に対する代替法（市販キット等）のバリデーション

Part 3: Protocol for the verification of validated reference 
methods and validated alternative methods 
implemented in a single laboratory
バリデーション済の試験法を単一ラボでベリフィケーション

Part 4: Protocol for method validation in a single laboratory
単一ラボでのバリデーションで当該ラボ内でのみ有効

Part 5: Protocol for factorial interlaboratory validation for non-
proprietary methods
非営利的試験法のコンパクトバリデーション、特殊な試験法で、
コラボできるラボ数が十分確保できない場合など

Part 6: Protocol for the validation of alternative (proprietary) 
methods for microbiological confirmation and typing 
procedure
菌種、型の確認試験に利用される代替法（市販キット等）のバ
リデーション

図２．バリデーションにISO16140シリーズのどのパートを使うか？

スタート：バリデーション済の試験法か？ No

Yes

法的要請などで使用されるか？

No

Part 4（単一ラボでバリ）に従ってバリされた試験法か？

No

Yes

食品カテゴリーはバリ済のものか？

当該のラボでのみ適用せよ

Yes

ISO16143-3を選択せよ

参照法の適用範囲の拡張のため

Part2でバリデーションされた代替法（市
販キット等）の適用範囲の拡張のため

Part5でバリデーションした非営利的試験
法の適用範囲の拡張のため

単一ラボで当該の食品を扱うため

No

代替法
市販キット等）

非営利的試験法

単一ラボバリ
デーション

参照法のバリ
デーション

Part2の実施

Part5の実施

Part4の実施

ISO17468の実施

Yes

Part 3の実施（ベリ
フィケーション）

Part 2の実施
（フルバリデーション）

ISO17468の実施

Part2の実施

Part5の実施

Part4の実施
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（３）生乳受け入れ時の総菌数試験法（ブ
リード法）の代替染色法の評価 

国内では乳等省令により生乳の微生物
基準として細菌数（直接個体鏡検法）が≦
400 万/ml と規定され、同法の染色液とし
てはニューマン染色液が指定されている。
ニューマン染色液には 1,1,2,2-テトラク
ロロエタンが一成分として含まれるが、同
物質は、平成 22 年に施行された「特定化
学物質の環境への排出量の把握等及び管
理の改善の促進に関する法律（化管法）」
に規定する「第二種指定化学物質」の指定
を受けたほか、平成 26 年に施行された「労
働安全衛生法」では、「特定化学物質等障
害予防規則の特定化学物質：第二類物質」
に指定され、ニューマン染色液を取扱う際
には、使用場所の制限や健康管理への対応
等が厳格に求められる状況となった。そこ
で、ニューマン染色液に代わる染色液の開
発が求められていた。  

そこで、代替染色液として、ブロードハ
ーストパーレイ染色液（BPV1）、ブロード
ハースト・パーレイ改良染色液（BPV2）を
選定し、4 機関で小規模コラボスタディが
実 施 さ れ た 。 そ の 結 果 に つ い て 、
ISO16140:2016 の定量試験に規定されてい
る、β-ETI(80%)をバラツキの許容範囲とす
る方法で、ブリード法と BPV1 法、BPV2
法の各々との同等性を評価し、ブリード法
と BPV2 法の同等性を示した。  

具体的な解析方法と結果は添付資料 1
に示す。  
 
Ｄ．結論  
 

ISO/TC34/SC9 の年次総会に連続 3 回参
加した。リアルタイムで多くの情報を得る
ことができた。第一は、バリデーションの
中心文書である ISO16140 の分冊化の整備
作業が速い、との印象である。それだけ喫
緊のトピックになっていることである。一
方、我が国では、ISO16140-2 のみに関して
詳細に理解、それを基に、一般に公開でき
るガイドライン作成を目指してきた。遅々
として進まなかった原因は、16140-2 の中
で、理解困難な部分が多々あり、そのまま
では公開できる内容には出来なかったか
らである。  

しかし、漸く、その問題を解決できる見
通しがついた。すなわち、解析的に結論が
出ない問題はエキスパート達の経験に基
づく判断で解決する、基本は科学的厳密性
を重視するものの、その結果が合理的でな
ければ、合理的な結論が得られるようなプ
ロトコールを積極的に提言し、議論し、修
正していく、という流れが理解できたよう
に思われる。  

荒削りのガイドラインであっても、それ
を公開し、実用し、そこから指摘される問
題点を検討し、速やかに修正や改訂にフィ
ードバックさせる流れを作ることが肝要
であろう。そうした活動を恒常的に展開す
るために、海外の AOAC、AFNOR、NordVal、
などに相当するシステムがあれば、との思
いは強い。  
 
Ｅ．健康危害情報  
 該当なし。  
 
Ｆ．研究発表  
 
（１）国内論文 0 件  
（２）海外論文 0 件  
（３）学会発表 1 件  

１．松岡英明：微生物試験法の国際的
バリデーションの動向。（日本防菌
防黴学会 46 回年次大会特別講演、令
和元年 9 月 25 日、大阪）  

図 3．ISO 16140 シリ ーズ  

ラボ数 参照法と共に実施 参照法無しで実施

1 Part 4 Part 4

定性試験：4～7
定量試験：4～9
定性試験：≥10
定量試験：≥8

Part 5

Part 2

Part 5

適用無し
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Ｇ．知的所有権の取得状況  
 

該当なし。  
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生乳受入れ時の総菌数試験法（ブリード法）の代替染色法の評価  
 
1．評価法の概要  
〔試験法〕   
ブリード法を参照法とし、これに対する 2 種類の代替法、BPV1、BPV2 の同等性評価  
〔評価基準〕  
ISO 16140-2: 2016 において定量試験評価法として記載されている、β－ETI(80%) （図 1）
をバラツキの許容範囲とする方法を適用。  
〔評価基準の意味〕  
Sample n 個で参照法での結果の平均値：Xi、代替法での結果の平均値：Yi、  
代替法での結果の分散：SA

2、のとき  |Yi-Xi| ±β-ETI(80%)/2 が許容範囲内にあれば、同
等。  
〔許容範囲〕  
±0.5Log10（菌数）、この範囲を超える場合があっても±4SR 以下なら許容。ただし SR は参
照法の標準偏差。  

 
２．評価結果  
〔結論〕  
・BPV1 法は同等とは言えない。  
・BPV2 法は同等と言える。  
〔コメント〕  
・サンプル数が少なく（n=2、繰返し数 4、ただし異なる４試験所で各 1）  
 
3．解析結果  

図 2 参照。  
 

図1．バラツキの範囲〔β-ETI(80%)〕説明図

0

0.1

0.2

0.3

0.4

-6 -4 -2 0 2 4 6

YiXi

・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・
β-ETI(80% )

10%

T*SA* 1+ 1
n√

n=2

¦Yi-Xi±β-ETI(80% )/2¦＜許容範囲？
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図 2.許容範囲の相関性に関する説明図．  
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Yi-Xi Ui=(Yi-Xi)+T*SA*q Li=(Yi-Xi)-T*SA*q

ブリード法

BP
V1

法

BP
V2

法

ブリード法

±4*SR

±0.5

S1 S2 S1 S2

  
試料(Sample)

Sample 1 Sample 2 Sample 1 Sample 2
1 582.0417 713.9063 582.0417 713.9063
2 303.8963 780.6122 303.8963 780.6122
3 364.455 655.2 364.455 655.2
4 483.6298 712.6961 483.6298 712.6961
1 134.625 521.5521 494.8438 674.0625
2 326.8716 678.8053 237.7153 835.1888
3 171.3075 404.7225 279.1425 375.375
4 240.5804 429.8574 329.2155 618.5198
1 2.76 2.85 2.76 2.85
2 2.48 2.89 2.48 2.89
3 2.56 2.82 2.56 2.82
4 2.68 2.85 2.68 2.85

平均値Xi 2.623 2.854 2.62 2.85
1 2.13 2.72 2.69 2.83
2 2.51 2.83 2.38 2.92
3 2.23 2.61 2.45 2.57
4 2.38 2.63 2.52 2.79

平均値Yi 2.315 2.697 2.508 2.779

BPV1 BPV2
試料(Sample)繰返試験試料(Test

portion)
 

参照法計
数値

代替法計
数値

参照法
Log10 変

換

代替法
Log10 変

換

標準偏差sR 0.126 0.031 0.126 0.031
合成標準偏差SR

標準偏差sA 0.169 0.101 0.137 0.147
合成標準偏差SA 0.142

平均値の
差

Yi-Xi -0.309 -0.156 -0.115 -0.075

SA*(q:補正計
数)=SQRT(1+1/n),

n=4)
T=t検定両側20％を
与えるt値（自由度

3*2=6）
T*SA*q 0.224 0.229

Ui=(Yi-Xi)+T*SA*q -0.085 0.067 0.114 0.154
Li=(Yi-Xi)-T*SA*q -0.533 -0.380 -0.344 -0.303

4SR

-4SR

1.440

0.366
-0.366

0.092

0.155 0.159

拡張許容
範囲

0.092

0.139

β-
ETI(80%)

参照法

代替法

1.440

  BPV1 BPV2
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令和元年度厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

「食品微生物試験法の国際調和に関する研究」 

分担研究報告書 
  

ボツリヌス試験法に関する研究 
 
 

研究分担者 倉園久生 国立大学法人徳島大学  
研究協力者  山崎栄樹 国立大学法人帯広畜産大学  

奥村香世 国立大学法人帯広畜産大学 
朝倉 宏 国立医薬品食品衛生研究所 
鈴木 淳 東京都健康安全研究センター 
門間千枝 東京都健康安全研究センター 
河合高生 大阪健康安全基盤研究所 
梅田 薫 大阪健康安全基盤研究所 
幸田知子 公立大学法人大阪府立大学 
小崎俊司 公立大学法人大阪府立大学 

 

研究要旨：“食品からの微生物標準試験法検討委員会（検討委員会）”では、国際整

合性を踏まえた主要食中毒細菌の標準試験法の作成が進められている。一方、感染

時には公衆衛生上極めて高い健康被害をもたらすボツリヌス菌及び同毒素につい

ては、NIHSJ 法としては作成がなし得ていない。本研究班では国際調和性を持つボ

ツリヌス試験法の策定を目的として検討を行ってきた。本年度は、昨年度までに整

備したボツリヌス遺伝子試験法（Technical Specification）の作業部会案（ステー

ジ 2）を基本としてバリデーション実施に向けた計画案の構築を行った。作業部会

での協議を経て、対象微生物等については法規制が大きく、菌株移動や取扱い施設

設備の制限も多いことから、バリデーション作業においても実行可能性を踏まえた

計画案の作成が重要と判断された。すなわち、他種の病原体とは異なるスキームの

構築が必要となる。検討委員会での議論を経て、ボツリヌス試験法の妥当性評価と

しては、Collaborative study と Single laboratory validation を組合せたバリ

デーション計画を行うスキームが妥当と考えられた。また、これに先行して対象菌

に特有の基礎データを取得すべき項目を抽出した。こうしたスキーム構築は、取扱

いに制約を有する病原体等に対する試験法バリデーションのモデルケールとなる

ものであり、国際整合性を踏まえた食品からの標準試験法構築に重要な知見を与え

るものと考えられる。 

 

Ａ. 研究目的 

コーデックス委員会では食品の衛生に関

する国際的な整合性の整備を目的として、

各国の食品微生物基準を策定するためのガ

イドラインを示している。この中で食品微

生物試験法に関してはISO法を標準とし、

同法もしくは科学的に妥当性を確認した試

験法を採用することを求めている。一方
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で、国内の微生物規格基準は歴史的に独自

に開発された試験法を採用してきた。食品

流通のグローバル化が進む近年において、

本邦で採用される試験法と国際的に利用さ

れている試験法のハーモナイゼーションに

対する要求は増しており、国際調和性の高

い標準試験法の国内における整備は急務の

課題となっている。 

 これらの課題を受け「食品からの微生物

標準試験法検討委員会」（以下、検討委員

会）において、現在、国際整合性を踏まえ

た主要食中毒細菌の標準試験法の作成が進

められている。これまで、複数の病原微生

物・毒素に関する作業部会がデータ収集・

解析を行い、同委員会で妥当性等を協議す

ることで標準試験法が策定されてきた。 

本研究では、これまでに食品検査法とし

て海外で利用される方法との妥当性確認が

行なわれていないボツリヌス菌について国

内で利用可能な国際的整合性を持った試験

法の策定を目的とした。国内ではボツリヌ

スに関する検査法として食基発第0630002

号・食監発第0630004号（平成15年6月30

日）の通知「容器包装詰食品に関するボツ

リヌス食中毒対策について」で食品中での

ボツリヌス毒素産生性評価法が通知法とし

て示されており、また、衛食第83号（平成

10年8月26日）「イタリア産オリーブ加工品

に関わる検査命令について」においてはオ

リーブ加工品からのボツリヌス毒素および

ボツリヌス菌の検査方法が通知されている

が、いずれの試験法においてもマウス試験

によるボツリヌス菌の同定法が採用されて

いる。一方で、国際的にはISO/TS 

17191:2013 Microbiology of the food 

chain — Polymerase chain reaction 

(PCR) for the detection of food-borne 

pathogens — Detection of botulinum 

type A, B, E and F neurotoxin-

producing clostridia（以下、ISO法）お

よびBAM chapter 17 Clostridium 

botulinum（以下、BAM法）が広く知られて

おり、ISO法ではボツリヌス毒素遺伝子を

ターゲットとした方法が、BAM法において

はマウス試験によるボツリヌス毒素検査、

免疫学的手法によるボツリヌス毒素タンパ

ク質検査およびボツリヌス毒素遺伝子検査

が採用されている。 

 昨年度までに、本研究ではこれらの国内

外の試験法の比較検証を行い、検討委員会

において整備・提案するボツリヌス検査法

としてボツリヌス遺伝子を検出指標とした

試験法が妥当であるとの結論に至り、標準

試験法（Technical Specification）の原

案（NHISJ-20TS-ST1）を作成・提案し、更

に、コラボスタディ（Collaborative 

study:以下CS）の実施にむけてNIHSJ-

20ST-ST1を元にした標準作業手順書

（NIHSJ-20TS-ST2）の整備を行ってきた。

本年度は、3回の検討委員会での議論を通

じて、法規制の強いボツリヌス菌の特性を

勘案したコラボスタディ計画の立案とその

妥当性検証方法について検討したので報告

する。 

 

Ｂ. 研究方法および結果 

 NIHSJ-20-ST-ST2 を基に、第 69 回検討委

員会（2019 年 7 月 22 日）、第 70 回検討委

員会（2019 年 12 月 16 日）および第 71 回

検討委員会（2020 年 2 月 18 日）にてコラボ

スタディ計画について審議を行った。また、

検討委員会前後に CS 参加予定機関より編



47 
 

成されるワーキンググループ（WG）において

メール会議を実施し、各機関の設備状況等

を確認し、CS 開始前に準備が必要な項目に

ついて精査を行った。以上の議論により決

定されたバリデーション計画および、抽出

された課題事項を以下に示す。 

 

1．NIHSJ-20TS-ST2 の作成 

ボツリヌス菌においては試験実施に要求

される設備条件の特殊性から、CS の実施に

あたり各 CS 参加機関の設備条件を考慮し

た手順書の整備が必要である。この理由か

ら、WG会議を通して各施設の設備状況を調

査し、CSで用いる手順書 (NIHSJ-20TS-ST3) 

の原案である NIHSJ-20TS-ST2 について各

施設の設備的な制約を反映した調整が行わ

れた（参考資料）。 

 

2．バリデーション実施計画の作成 

ボツリヌス菌においては試験実施に要求

される設備条件の特殊性や菌株移動の困難

さを考慮したバリデーション実施計画の作

成が重要である。新規試験法のバリデーシ

ョンはその実施形態によって、単一試験室

バ リ デ ー シ ョ ン （ Single laboratory 

validation:SLV）と CS に大別されるが、検

討委員会での議論の結果、NIHSJ-20TS につ

いてはSLVとCSを組合せた形でのバリデー

ションの実施が妥当であるとの結論に至り、

図 1 に示す 2 段階でのバリデーション計画

を提案し、検討委員会において承認された。

すなわち、NIHSJ-20TS 内では試料調整方法

が異なる 2 種の食品（はちみつ、およびは

ちみつ以外の一般食品）と 4 種類の毒素型

（A型、B型、E型および F 型）の組み合せ

により計 8 パターンの添加回収試験の実施

が必要であるが、この中ではちみつに A 型

菌を添加した試料を用いて CS を実施する

ことで併行条件での NIHSJ-20TS のバリデ

ーションおよびベリフィケーション（性能

検証）を同時に実施する事とした。その一方

でそれ以外の組合せに関しては SLV による

バリデーションを実施することとなった。

以上の様に、法的および設備的な制限のあ

る中で、これらの事情を勘案した NIHSJ-

20TS のバリデーション作業計画が立案・承

認された。 

 

3．CS における評価指標の設定 

 CS における併行精度を評価する指標の候

補として表 1 に示す複数の国際的に通用性

をもつ指標が挙げられた。本研究内で実施

する CS で用いる評価指標としての適切性

について、検討委員会内バリデーション作

業部会に諮問を行った結果、ボツリヌス菌

の取扱いの困難さや設備的な制限（設備的

な制限により、一度に扱える検体数も制限

される）を考慮し、Limit of Detection 

(LOD:検出下限)を指標とした CS が適切で

あるとの結論に至った。 

本研究で実施するはちみつおよび A 型菌

を用いた CS においては主管機関である帯

広畜産大学にて LOD を決定した後に、各 CS

参加機関において上記の LOD を再現可能か

について検証を行う（図 1）。上記のような

二段階のスキームを採用することにより、

設備的な制限が理由で多数の検体を一度に

処理することが不可能なボツリヌス菌試験

法のバリデーションにおいて、時間的効率

も加味した現実的な CS 案の提案に至った。 

 

4. スパイク菌液作成プロトコールの整備 
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 ボツリヌス菌を添加した食品検体を配布

することは、法的規制を踏まえると、極めて

実行可能性に乏しい。そのため、各 CS 参加

予定機関において個々に食品への菌添加を

行わざるを得ないと考えられた。ボツリヌ

ス菌については培養条件により培養液内の

Vegetative form と Spore form の割合が大

きく変化することが既知であり、異なる試

験室でスパイク菌液を作成せざるを得ない

本 CSでのスパイク菌液作成法の作成・提示

にあたっては、多元的な科学的根拠に基づ

くことが重要との結論に至った。ボツリヌ

ス菌の食品内動態等を考慮した検討委員会

での議論の結果、スパイク菌液として精製

芽胞菌液を利用することが適切であるとの

結論に達し、これを受けて WGより複数の精

製芽胞菌液作成プロトコールについて提案

がなされた。なお、ISO/TS 17191:2013 では

Annex D (informative)として芽胞菌液作

成プロトコールが示されている。しかしな

がら、当該プロトコールにおいてはバスソ

ニケーターの準備が必要であることや、芽

胞菌液の保存に 1℃の冷蔵設備が求められ

ている事等の設備要件を含めて、国内施設

での CS 実施において障害となる問題点が

挙げられた。その一方で、食基発第 0630002

号・食監発第 0630004 号「容器包装詰食品

に関するボツリヌス食中毒対策について」

で指定される芽胞菌液作製法については、

国内施設での使用実績等の優位性から本研

究で実施する CS への適用が適切であると

考えられた。しかしながら、当該プロトコー

ルにおいては使用する培養液の種類に関す

る指定がなく、また、本研究の昨年度までの

検討の結果、芽胞形成割合が培地の組成に

よって大きく異なることが示されている。

そのため、培養液の選択の根拠となる実証

データの取得が必要であると指摘され、現

在、WG内において培地および培養条件の妥

当性について検証中である。加えて、ボツリ

ヌス菌においては毒素型間で発育性状に差

が見られることが知られていることから、A

型菌以外を用いる SLV においては各機関に

おいて各菌株に適した芽胞液調整条件の実

証データを獲得し、芽胞液調整プロトコー

ルの整備を行うこととした。 

5. DNA 抽出法の妥当性確認 

 ISO/TS 17191:2013 に従って DNA 抽出法

として CTAB 抽出法を指定している。しかし

ながら CTAB 抽出法は手技の煩雑さや設備

要件の面で、CS参加予定機関の中にも実施

困難な施設がみられた。そのため、CS 実施

に先駆けて代替となる簡易法を選定するこ

とが必要と考えられた。現在、市販キットや

国立感染症研究所レファレンス委員会／地

方衛生研究所全国協議会発行の病原体検出

マニュアル（ボツリヌス症）に記載の方法を

含め、NIHSJ-20TS での使用に係る選定のた

めの資料作成を進めている。次年度前期に

は速やかに共有する予定である。 

 

Ｄ. 考察 

 ボツリヌス感染症は発生時に死亡を含

む極めて高い健康危害性を顕す国内でも

慎重な対策が求められる感染症である。

しかしながら現在、本邦においては食品

中のボツリヌス菌検査法について公定法

などの標準化された検査法が存在せず、

早急な整備が求められているところであ

る。この社会的要請を受けて検討委員会

において国際的通用性をもつ試験法の整

備が議論されてきた。本研究では研究期
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間内に試験法案を作成し、検討委員会での

議論を経て Technical Specification とし

て整備・公開する事を最終目標としてい

る。 

 ボツリヌス菌については法的な規制が強

く、菌株の移動が現実的には困難な状況に

ある。また、ボツリヌス菌の取扱いに求め

られる施設・設備要件に起因する制約を理

由として、CS参加機関で実施可能な解析

も限定的なものとなっている。本研究で行

う CSはこの様な制限の下に実施される解

析であるため、取扱いが容易な他種の病原

体に対して行われる解析とは異なったスキ

ーム構築が必要となった。本研究で実施す

るスキーム構築は、取扱いが制約的な病原

体を用いた CSのモデルケースになりうる

ものと考えている。そのため、NIHSJ-20TS

については最終的に試験法自体の公開に加

え、試験法のバリデーション手法について

も公開可能なものとなるように取りまとめ

たい。本研究により得られるこれらの成果

は、食品の衛生試験法の国際調和を図る上

で重要なモデルになるものと考える。 

 

Ｅ. 結論 

1）NHISJ-20TS-ST2 について CS 参加予定機

関間での議論を行い、実行可能性を踏まえ、

試験法原案へ修正案を反映させた。 

2) ボツリヌス菌に対する法的な制限を顧

慮した NHISJ-20TS に対するバリデーショ

ン作業計画を構築した。 

3) CS 実施に先立ち、検証が必要な基礎デ

ータの抽出を行った。 

 

Ｆ. 研究発表 

論文発表 

1. Yahiro K, Ogura K, Terasaki Y, Satoh 

M, Miyagi S, Terasaki M, Yamasaki E, 

Moss J.: Cholix toxin, an eukaryotic 

elongation factor 2 ADP- 

ribosyltransferase, interacts with 

Prohibitins and induces apoptosis 

with mitochondrial dysfunction in 

human hepatocytes. Cell Microbiol., 

2019, 21:e13033. 

学会発表 

1. 八尋錦之助、小倉康平、寺﨑泰弘、宮城

聡、山崎栄樹. ヒト肝臓細胞における新

規 Cholix 結合膜蛋白質の同定と細胞

致死機構の解明. 第93回日本細菌学会, 

名古屋市（2020.3） 

 

Ｇ. 知的財産権の出願・登録状況 

該当なし 
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表 1 バリデーションに利用される評価指標例 
 指標   定義*  
 Probability of detection (POD) Proportion of positive analytical outcomes for a qualitative method for a given matrix at a given 

analyte level or concentration. 
 

 Level of detection (LODx) 
Measured analyte concentration, obtained by a given measurement procedure, for which the 
probability of detection is x. 
 EXAMPLE: LOD50 is the level of detection for which 50 % of test give a positive result. 

 

 Limit of detection The lowest quantity of an analyte that can be distinguished from the absence of that analyte 
with a stated confidence level.  

 

*ISO 16140-1:2016 Microbiology of the food chain – Method Validation- の定義に従った 

 

 

 

 

 
図 1 ボツリヌス菌取扱いに要求される設備条件の特殊性や菌株移動の困難さを考慮した NIHSJ-20TS のバリデーシ

ョン実施計画 
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令和元年厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

食品微生物試験法の国際調和に関する研究 

分担研究報告書 

遺伝子検査法に関する研究 

 

研究分担者 泉谷秀昌 国立感染症研究所 細菌第一部 室長 

 

研究要旨 

わが国の食品衛生法では食品（種）ごとに種々の微生物に対する規格基準が規定されており、それに

対応する個別の試験法が定められている。試験法は培養法をベースに構築されている。その主たる工程

は増菌、選択分離培養、同定からなる。いずれの工程も対象菌の生化学的および／もしくは血清学的特

性を利用している。近年、遺伝子検査法の発展により、また微生物の性状の多様化により、遺伝子検査

法を微生物試験法に取り入れる動きがある。こうした状況をふまえ、本研究では食品における遺伝子検

査法について情報収集を行い、その活用にあたってのガイドラインの検討を目的として検討を行ってき

た。本年度は、PCR 法に関する一般的要求事項について情報を整理し、作業部会での意見集約を経て、

技術文書を作成した。今後、PCR 法を含む食品微生物試験法を実施する際に本ガイドラインを参照する

ことで、対象とする微生物試験法の精度管理向上に資することが期待される。 

 

A. 研究目的  

わが国の食品衛生法では食品（種）ごとに種々

の微生物に対する規格基準が規定されており、そ

れに対応する個別の試験法が定められている。試

験法は培養法をベースに構築されている。その主

たる工程は増菌、選択分離培養、同定からなる。

いずれの工程も菌の生化学的および／もしくは

血清学的特性を利用している。近年、遺伝子検査

法の発展により、また微生物の性状の多様化によ

り、遺伝子検査法を微生物試験法に取り入れる動

きがある。こうした状況をふまえ、本研究では食

品における遺伝子検査法について情報収集を行

い、その活用にあたってのガイドラインの検討を

目的としている。 

 

B. 研究方法 

 国際的な標準試験法として扱われている欧州

International Organization for Standardization

（ISO）の食品微生物試験法の中で、遺伝子検査

法、とくに PCR 法に関する一般事項について記

載した文書 ISO22174、ISO20837、ISO20838 を

確認しつつ、ガイドライン案の検討を行った（表

1 を参照）。また同様の文書を ISO 以外の情報源

からも検索し、当該案に取り込み、ガイドライン

案の作成を行った。 

 当該ガイドライン案の検討及び作成は、遺伝子

検査法に関する作業部会（当該分担研究者、下島

優香子先生（東京都健康安全研究センター）、森

哲也先生（東京顕微鏡院）、岡田由美子先生（国

立医薬品食品衛生研究所）、朝倉宏先生（国立医

薬品食品衛生研究所）を中心に行い、その内容を

「食品からの微生物標準試験法検討委員会」に諮

り適宜修正を行った。 

 

C. 研究結果および考察 

作業部会において、ISO22174、ISO20837 及

び ISO20838 を確認しつつ、PCR 法を取り入れ

る場合の留意点を取り纏め、NIHSJ-34TS-ST2

案として作成した。 

その後、「食品からの微生物標準試験法検討委

員 会 」 に お い て 審 議 、 修 正 を 行 い 、

NIHSJ-34TS-ST4 案（技術文書）として作成を完
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了させた。 

本文書の主たる項目は、以下の通りとした：1．

序文、2．適用範囲、3．原理、4．被験物質、5．

検査室の一般要件、6．廃棄物管理、7．試薬、8．

機器及び装置、9．手順、10．対照の使用、11．

結果の解釈・評価、12．試験報告、13．試験法の

性能、14．増幅反応に関する全般的事項、15．プ

ライマー設計。 

なお、上記文書については「食品からの微生物

標準試験法検討委員会」での審議において、単位

の記載方法等、マイナーな点で記載方法の整合等

を行う必要があるとの意見が出たが、内容として

は支障ないものと判断され、最終案として確認さ

れた。 

 

D. 結論 

食品からの微生物試験法のうち、細菌に関する

ものは概して培養法を Golden standard として

構築されている。一方、近年では多様な微生物に

迅速に対応するため PCR 法をはじめとした遺伝

子検査法の導入が有用と見做され、適用は拡大傾

向にある。一方で、食品中には PCR 増幅反応を

阻害する物質が含まれることも想定されるほか、

増幅産物のコンタミネーションなど検査室環境

の汚染が試験結果に影響することも想定される。

このため、使用する対照の設定や検査室の設計な

ど、国際標準的なガイドライン案の策定は我が国

の食品微生物試験法における国際調和を図る上

で、極めて重要と考えられる。本技術文書は、PCR

法を含む食品微生物試験法の実施にあたり、試験

精度の管理や安定的な実施への活用が期待され

る。  

 

E. 研究発表 

1）論文発表 

1.  泉谷秀昌．広域散発事例探知に向けた取り組

み．日本食品微生物学会雑誌．36(1):10-12. 2019. 

2.  泉谷秀昌．腸管出血性大腸菌～分子疫学解析

を利用した病原体サーベイランス.感染制御と予

防衛生. 3(2): 75-80. 2019. 

 

2）学会発表 

1. 李謙一、泉谷秀昌、伊豫田淳、大西真．WGS
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表 1．PCR 法の一般事項に関して記載のある ISO 文書 

機関 文書番号 年 タイトル 

ISO 20837 2006 Microbiology of food and animal feeding stuffs – Polymerase chain 

reaction (PCR) for the detection of food-borne pathogens – 

Requirements for sample preparation for qualitative detection 

ISO 20838 2006 Microbiology of food and animal feeding stuffs – Polymerase chain 

reaction (PCR) for the detection of food-borne pathogens – 

Requirements for amplification and detection for qualitative methods 

ISO 22174 2005 Microbiology of food and animal feeding stuffs – Polymerase chain 

reaction (PCR) for the detection of food-borne pathogens – General 

requirements and definitions 
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