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研究要旨 

日本の食品の微生物規格では、特定加熱食肉製品および加熱食肉製品にクロストリジウ

ム属菌の成分規格が設定されており、微生物学的品質評価のための衛生指標菌として用い

られている。本分担研究では、食品の衛生管理における国際調和を目指し、クロストリジウ

ム属菌の標準試験法について検討を行った。クロストリジウム属菌試験法における国内外

の状況を調査した結果、国内においては公定法（成分規格試験）として嫌気培養を必要とし

ないパウチ法が用いられている一方、国際的な標準試験法である ISO 15213-1:2023 には混

釈培養法が採用されている。国際整合性の観点および嫌気培養が比較的容易となった現状

を鑑み、クロストリジウム属菌の標準試験法として ISO 15213-1:2023 を導入することとし

た。また、パウチ法と ISO 15213-1:2023 について、ISO 16140-2:2016 に基づいた妥当性評価

を実施し、妥当性が確認できた場合、パウチ法を Annex として添付することとした。以上

を以て、クロストリジウム属菌標準試験法の Stage 1 が完了した。［NIHSJ-42-ST1］ 

 

A. 研究目的 

本研究班は、国際調和の観点から、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）の運営を通じ、国際的な標準試験

法もしくは科学的に妥当性が確認された試

験法の整備を行っている。 

日本の食品の微生物規格では、特定加熱

食肉製品および加熱食肉製品にクロストリ

ジウム属菌の成分規格が設定されており（h

ttps://www.mhlw.go.jp/file/06-Seisakujouhou-1

1130500-Shokuhinanzenbu/0000071198.pdf）、

微生物学的品質評価のための衛生指標菌と

して用いられている（表 1）。 

クロストリジウム属菌は、土壌・海底・河

川や湖沼の泥・ヒトや動物の腸管内など自

然界に広く分布している。本菌群は芽胞を

https://www.mhlw.go.jp/file/06-Seisakujouhou-11130500-Shokuhinanzenbu/0000071198.pdf
https://www.mhlw.go.jp/file/06-Seisakujouhou-11130500-Shokuhinanzenbu/0000071198.pdf
https://www.mhlw.go.jp/file/06-Seisakujouhou-11130500-Shokuhinanzenbu/0000071198.pdf
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形成することから、加熱や乾燥に対して強

い抵抗性を示し、条件によっては加熱処理

後も食品中に生残する可能性がある。現在、

多くの市販食品に真空包装・ガス置換包装・

脱酸素剤の添加等が行われており、内部を

嫌気状態にすることで一般的には食品の保

存性が高まるが、保存条件によっては生残

したクロストリジウム属菌の増殖を助長し、

腐敗・変敗など食品の品質劣化につながる

おそれがある。 

クロストリジウム属菌の試験法として、

国内では、嫌気培養を必要としないパウチ

法が特定加熱食肉製品および加熱食肉製品

の成分規格試験となっているが、標準試験

法は策定されていない。 

本分担研究では、食品の衛生管理におけ

る国際調和を目指し、クロストリジウム属

菌の標準試験法について検討を開始するこ

ととした。本試験法を標準化することによ

って、食品の製造から流通までの過程にお

ける衛生管理や微生物学的品質の担保に利

活用できる他、嫌気性芽胞形成菌を原因と

する食中毒の発生予防のための試験標準化

へもつながると期待される。公定法と国際

標準試験法との間で科学的根拠に基づいた

妥当性評価を実施することにより、国際整

合性を持った標準試験法が整備できると考

えられ、将来的には、迅速・簡便法導入時の

性能評価における参照法として活用される

ことも期待される。 

 

B. 研究方法 

1) 関連する国際的な標準試験法に関する

調査 

クロストリジウム属菌に関する国際的な

標準試験法として、以下を調査対象とした。 

①国際標準化機構 International Organization 

for Standardization の ISO 法 

②アメリカ食品医薬品局  Food and Drug 

Administration (FDA) の Bacteriological 

Analytical Manual（BAM 法） 

③アメリカ合衆国農務省・食品安全検査局

Food Safety and Inspection Service, U.S. 

Department of Agriculture（USDA-FSIS）の

Microbiology Laboratory Guidebook（MLG

法） 

 

2) 原案の素案作成（ST1 案） 

パウチ法と国際標準試験法の比較表を作

成し、作業部会を開催して検討すべき課題

および妥当性評価項目の抽出を行った。 

 

3) 原案の作成（ST1） 

第 80 回検討委員会に議題として提出し、

試験法案の説明および討議を行った。 

 

C. 研究結果 

1) 関連する国際的な標準試験法 

① ISO 法 

2023 年に亜硫酸塩還元嫌気性細菌の集落

計数法 ISO 15213:2003 が改訂され、亜硫酸

塩還元クロストリジウム属菌の集落計数法

ISO 15213-1:2023 が発行されている。 

② BAM 法 

Chapter 16 がウエルシュ菌の集落計数法、

Chapter 17 がボツリヌス菌・毒素および毒素

遺伝子の検出法となっているが、衛生指標

としてのクロストリジウム属菌の試験法は

規定されていない。 

③ MLG 法 

Chapter 13 が食肉および食鳥肉製品のウ

エルシュ菌試験法（集落計数法）であり、

Chapter 14 は食肉および食鳥肉製品からの

ボツリヌス毒素検出法であるが、衛生指標

としてのクロストリジウム属菌の試験法は

規定されていない。 
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2) 原案の素案作成（ST1 案） 

 国内の公定法であるパウチ法、および国

際標準試験法である ISO 15213-1:2023 につ

いて比較を行った（表 2）。 

2 つの試験法の主な違いは、封入/混釈す

る検体量・培地組成・培養条件であり、また、

芽胞数を求める際の加熱処理条件も異なっ

ていた。寒天培地一枚のみを用いて計測し

たと仮定した場合の理論上の検出下限値は、

パウチ法が 1 cfu/g、ISO 15213-1:2023 が 10 

cfu/g である。なお、ISO 15213-1:2023 には

140 mm 程度の大シャーレを用いて混釈す

るプロトコールもあり、この場合の検出下

限値はパウチ法と同じ 1 cfu/g となる。 

パウチ法が成分規格試験に採用された背

景としては、嫌気性条件の作出が当時は難

しかったこと、培養温度は他の衛生指標菌

の試験にあわせて 35 ℃が採用されたこと、

培養時間を 48 時間とした場合パウチ内で

黒色部が拡散し観察が困難になるため 24

時間が採用されたことが挙げられた。また、

加熱処理条件は、規格試験策定に当たって

業界に意見を求め、実際の加熱温度と時間

を基に条件設定がなされていた。 

他の衛生指標菌の標準試験法作成方針も

考慮し、クロストリジウム属菌の標準試験

法として ISO 15213-1:2023 を導入する方針

を主軸とした原案の素案（ST1 案）をまと

め、第 80 回検討委員会へ議題として提出し

た。 

 

3) 原案の作成（ST1） 

第 80 回検討委員会に提出した素案（ST1

案）は、委員による討議の結果、クロストリ

ジウム属菌の標準試験法として ISO 15213-

1:2023 を導入することで委員会の承認を得

た。また、パウチ法について、ISO 16140-

2:2016 に基づいた妥当性評価を実施し、妥

当性が確認できた場合、パウチ法を Annex

として添付する方針となった。試験法番号

としてNIHSJ-42を付与し、NIHSJ-42-ST1が

確定した。 

 

D. 考察 

国内で成分規格試験として用いられてい

るパウチ法は有用な手法であるが、国際的

には嫌気培養の簡便法として過去に報告が

あるという状況であり、嫌気培養が比較的

容易となった現状および他の衛生指標菌の

方針ともあわせると、クロストリジウム属

菌の標準試験法として ISO 法を導入するこ

とは理に適ったものと考えられる。ISO 法

はパウチ法よりも理論上の検出感度が低い

ことはマイナス面であるものの、現在の成

分規格を満たすのに十分な感度を有してい

る。なお、大シャーレを用いて混釈量を増や

すことは可能であり、大シャーレの操作性

が問題となる場合には、深型シャーレを用

いることも 1 つの解決手段となり得る。 

今後の検討課題として、パウチ法の妥当

性確認が必要となる。具体的には、 ISO 

15213-1:2023 を参照法、パウチ法を代替法

として ISO 16140-2:2016 に基づいた妥当性

評価を進める予定である。 

パウチ法が Annex として標準試験法に添

付されることになった場合、現在規格試験

の対象となっている食品以外にも応用され

ることが想定される。試料中に食品由来の

糖の持ち込みがあるものは、培養中にガス

産生が起こるためパウチ法の利用は難しく、

この点は注意が必要である。また、食品衛生

検査指針において、計数する定型集落の大

きさや必要に応じて実施する確認試験につ

いて解説がなされており、これらの項目も

現在 ISO において検討中のウエルシュ菌試

験法（ ISO 15213-2:2023 （集落計数法 , 
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published）および ISO/TS 15213-3（定性法, 

under development））との関連を考慮した今

後の検討が必要と考えられる。 

 

E. 結論 

クロストリジウム属菌の標準試験法とし

て、ISO 15213-1:2023 を導入することとした。

また、パウチ法と ISO 15213-1:2023 につい

て、ISO 16140-2:2016 に基づいた妥当性評価

を実施し、妥当性が確認できた場合、パウチ

法を Annex として添付する。 

試験法番号として NIHSJ-42 を付与し、クロ

ストリジウム属菌標準試験法のStage 1が完

了した（NIHSJ-42-ST1）。 

 

F. 研究発表 

なし 
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表 1. 食肉製品の成分規格および保存基準の概要 

（厚生労働省: 食品、添加物等の規格基準「食肉製品」より一部抜粋） 

分類 
区分別 

表示事項 
成分規格（個別規格） 保存基準（個別基準） 

乾燥食肉製品 

例：サラミ 
なし 

E. coli ：陰性 

Aw < 0.87 

 

非加熱食肉製品 

例：生ハム 
pH、Aw 

E. coli < 100/g 

黄色ブドウ球菌 < 1,000/g 

サルモネラ属菌 ：陰性 

L. monocytogenes < 100/g 

10 ℃以下 

(肉塊のみを原料食肉とす

る Aw > 0.95 の製品は 

4 ℃以下) 

特定加熱食肉製品 

例：ローストビーフ 
Aw 

E. coli < 100/g 

クロストリジウム属菌 

 < 1,000/g 

黄色ブドウ球菌 < 1,000/g 

サルモネラ属菌 ：陰性 

Aw > 0.95 ：4 ℃以下 

Aw < 0.95 ：10 ℃以下 

加熱食肉製品 

例：ロースハム 

ソーセージ 

ベーコン類 

包装後 

加熱 

大腸菌群 ：陰性 

クロストリジウム属菌 

 < 1,000/g 

10 ℃以下 

（気密性の容器包装に充

填後、製品中心部温度を

120 ℃で４分間加熱又は

同等以上の方法で殺菌し

たものを除く） 

加熱後 

包装 

E. coli ：陰性 

黄色ブドウ球菌 < 1,000/g 

サルモネラ属菌 ：陰性 

 

日本において嫌気性芽胞形成菌数の規格基準がある食品 

・特定加熱食肉製品および包装後加熱食肉製品の成分規格 

クロストリジウム属菌 1,000/g 以下 

グラム陽性の芽胞形成桿菌であって亜硫酸を還元する嫌気性の菌をいう。 

・ミネラルウォーター類（殺菌・除菌無）の製造基準 

原水：芽胞形成亜硫酸還元嫌気性菌 陰性 
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表 2. 公定法（パウチ法）と ISO 法の比較表 

 公定法 ISO 15213-1:2023 

対象菌群 
芽胞形成亜硫酸還元 

偏性嫌気性菌 
Sulfite-reducing Clostridium spp. 

定性 / 定量 集落計数法（パウチ） 集落計数法（混釈） 

10 倍乳剤・ 

希釈列の希釈液 
ペプトン加生理食塩水 ISO 6887 series に従う 

加熱処理 
70 ℃、20 分 

（非加熱製品） 

80±2 ℃、10±1 分 

（芽胞数を求めたい場合） 

培地 
クロストリジア 

測定用培地 
(modified) Iron sulfite agar 

混釈量 

（検体＋培地） 

パウチ封入 

10 mL + 15 mL 

1 mL + 12-15 mL （重層 5 mL） 

10 mL + 45-50 mL （重層 10 mL） 

培養条件 
好気培養 

35±1 ℃、24±2 時間 

嫌気培養 

37±1 ℃、48±2 時間 

確認試験 － 嫌気性 / 好気性 発育試験 
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【参考：公定法】 

○食品、添加物等の規格基準 

（昭和三十四年十二月二十八日）（厚生省告示第三百七十号） 

○食品衛生法施行規則及び食品、添加物等の規格基準の一部改正について 

（平成五年三月一七日）（衛乳第五四号） 

（別紙 1）食肉製品、鯨肉製品及び魚肉ねり製品の試験法 

○食品、添加物等の規格基準に定めるサルモネラ属菌及び黄色ブドウ球菌の試験法の改正

について（平成 27 年 7 月 29 日）（食安発 0729 第 4 号） 

[別添] 

(別紙 1) 食肉製品、鯨肉製品及び魚肉ねり製品の試験法 

第 2 試薬及び培地 

 1 微生物試験に用いる試薬及び培地 

試薬及び培地は、次のとおりとする。なお、（2）から（6）については市販品を用いて

も差し支えない。 

（5）クロストリジウム培地 

   標準処方は次のとおりとする。 

混合ペプトン 15.0 g、大豆ペプトン 7.5 g、酵母エキス 7.5 g、肉エキス 7.5 g、クエン

酸鉄アンモニウム 1.0 g、メタ重亜硫酸ナトリウム 1.0 g、L－システイン塩酸塩 0.75 g

及び寒天 30.0 g を精製水 1,000 mL に加え、加熱溶解し、滅菌する。最終 pH は 7.6 ± 

0.1 でなければならない。 

 

第 3 試験法 

 1 微生物 

(5) クロストリジウム属菌試験法 

試料液 10 mL 及び試料液の 10 倍希釈液 10 mL ずつをそれぞれについて 2 枚の滅菌パウチ

（ラミネートフィルム製、市販品あり。）に正確に採り、あらかじめ加温して溶かし 45 ℃～

50 ℃の温度に保持したクロストリジウム培地約 15 mL をこれに加え、よく混合し、熱シー

ルした後、冷却凝固させる。培地が凝固した後、35.0 ℃ ± 1.0 ℃で 24 時間 ± 2 時間培養す

る。この場合、検体の希釈に用いた滅菌ペプトン加生理食塩水 10 mL を培地に混合し、以

下試料の場合と同様に操作して培養したものを対照とし、パウチ、滅菌生理ペプトン加食塩

水及び培地が無菌であったこと並びに操作が完全であったことを確かめなければならない。

菌数の算定は、黒色の集落につき、食品、添加物等の規格基準中第 1 食品の部 D 各条の



26 

 

項の〇 氷雪の 1 氷雪の成分規格の(2)の 2．の a から g までに準じて行い、クロストリジ

ウム属菌の菌数とする。 

 

クロストリジウム属菌の菌数の算定は，次の要領による。 

① 1 平板内に集落数 30～300 の場合 

 各原液及び倍率希釈の可検物の平板中集落数 30～300 のものを採り計測する。 

② 全平板に集落数 300 以上の場合 

全ての希釈検液の集落数が 300 以上であつたならば，その希釈倍率の最も高いものにつ

いて，後述の密集集落平板測定法により細菌数を計測する。 

③ 全平板に集落数 30 以下の場合 

全ての平板に 30 以下の集落が発生した場合は，その最も希釈倍率の低いものを計測す

る。ただし，この場合はその算定数に「以下」の文字を付けなければならない。 

④ 拡散集落のある場合 

選び出した平板に拡散集落のある場合は，次の条件のものに限りそれ相当の部分を計測

する。 

 イ 他の集落がよく分散していて，拡散集落があつても計測に支障のないもの 

 ロ 拡散集落の部分が平板の 2 分の 1 以下の場合 

⑤ 試験室内事故 

次のような特殊な事故に対しては，試験室内事故（L. A. ）とする。 

 イ 集落が発生しなかつた場合 

 ロ 拡散集落の部分が平板の 2 分の 1 を超える場合 

 ハ 汚染されたことが明らかなもの 

 ニ その他不適当と思われるもの 

⑥ 算出法 

細菌数は各場合の計測に有効な 2 枚以上の集落数の算術平均に希釈倍率を乗じたものと

する。この数値は上位の 2 桁を有効数字として略算する。 

⑦ 密集集落平板計測法 

1 平板上の集落数が 300 を少し超えている場合は，その平板の一部分の集落数を正確に

1 cm2の区画のある計算板を用いて次の要領により計測し，それより平板全面の集落数を

算出する。 

 イ 1 cm2 に集落数 10 以下の場合は集落計測板の中心を通過し直交する 2 直径を作り，

その中心より各 1 cm ずつ区分し，6 か所の区画の面積中にある集落数を計測し，1 cm2



27 

 

の平均集落数を求め，これに平板全面積を乗じて算出する。 

ロ 1 cm2に集落数 10 を超える場合は，イの場合の 4 区画について計測し，以下イと同

様にして算出する。 
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