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研究要旨：本研究では、本研究は国際的な微生物試験法に精通した専門家から構成される「食

品からの微生物標準試験法検討委員会」の活動を通じ、国際調和が取れた微生物試験法を確立

し、食品の微生物規格基準等に関わる試験法の整備を行うことを目的として、食品微生物試験

法の国際調和に向け、（１）衛生指標菌試験法等に関する研究、（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

の導入に関する研究、（５）ウイルス試験法に関する研究の項目に係る知見の収集にあたった。 

 （１）衛生指標菌試験法等に関する研究では、腸内細菌科菌群及びリステリア・モノサイト

ゲネス試験法を精査し、より整合性のとれた体系とするための改訂案を作成し、検討委員会で

の審議を経て、最終版としての承諾を得た。これら 4試験法は、試験法改訂に係る令和 3年 3

月 30日付の通知を発出する際の根拠として活用された。また、カンピロバクター定量試験法

（NIHSJ-35）について PCR による確認試験の妥当性評価を行い、検討委員会での審議を経て、

共同試験へと進むことが了承された。更に、標準試験法の作成及び改訂のガイドライン案を

検討委員会に議題として挙げ、NIHSJ 文書として検討することとなった。（２）国際動向及

び妥当性確認に関する研究では、2020年 6月にオンライン開催された ISO/TC34/ SC9総会及

び第 25回第 3作業部会（妥当性確認）に参加し、情報収集及び意見交換を行った。国際調和

の観点から、クローズアップされた課題の筆頭は食品マトリクスの分類であった。例え参照法

であっても、妥当性確認の際に使用した食品と異なる食品に適用する場合は、「妥当性確認は

まだなされていない」試験法となることから、本研究によってクローズアップされた喫緊の課

題である。（３）ボツリヌス試験法に関する研究では、共同試験開始前に検討が必要な事項と

して、共同試験参加機関が食品への芽胞添加を行えるよう、芽胞調整プロトコールを作成する

と共に、簡易 DNA抽出法の妥当性確認等を行った。検討委員会での審議を経て、共同試験の開

始が承認された。（４）遺伝子検査法の導入に関する研究では、食品における遺伝子検査法に

ついて情報収集を行い、国内で、国際整合性に適合した遺伝子検査法を導入するためのガイド

ラインの検討を目的として、本年度は遺伝子検査法作業部会を設置し、リアルタイム PCRを含

めた遺伝子検査法の情報収集、並びにリアルタイム PCR法の策定に関する ISO 文書の策定状況

並びにその内容を確認した。（５）ウイルス試験法に関する研究では、欧米で現在用いられる

ウイルス標準試験法を確認し、国内試験法との比較を通じ、国際調和に向けて検討が必要と思

われる事項の抽出を図った。特に、国内試験法では食品表面拭取り検体に対する試験法が十分

に整備されていない実態を把握した。今後、抽出された課題について、検討を進めるべきと思

われる。 
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Ａ. 研究目的 

本研究では国際的な微生物試験法に精通した専門

家から構成される「食品からの微生物標準試験法検討

委員会」の活動を通じ、国際調和が取れた微生物試験

法を確立し、特に食品の微生物規格基準等に関わる試

験法の整備を行うことを目的として検討を行った。 

上記委員会で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。主要病原微生物の試験法は一定の成果を挙げて

きたが、微生物試験法の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。国際標準と認知される微生物試験法は国

際標準化機構（ISO）TC34/SC9で作成されており、

日本からは発言権を有するPメンバー（委員長：研究

分担者五十君教授）として、国際調和に向けた微生物

試験法に関する活動を始めているほか、研究分担者 

松岡名誉教授は微生物試験法の妥当性評価ガイドラ

イン（ISO 16140）WGで意見を発信し、改訂作業へ

の参画も求められている。 

昨今の食品の輸出入拡大情勢は、国内の食品微生物

試験法に関わる国際整合性の確保と情報発信が急務

の課題であることを物語っている。本研究では、上記

委員会を通じISO法を中心とする国際標準的な微生物

試験法を参照法としつつ、国内の規格基準に関わる試

験法の整備を進めると共に、我が国独自に作成した微

生物試験法の英文化を進め、発信することで国内外の

互換的整合を図ろうとする特色がある。特に、国内の

微生物規格基準では大腸菌群等の衛生指標菌が食品

別に多様な条件で設定されており、欧米等とは明確な

差異が認められる試験項目である。こうした衛生指標

菌の定義及び分類を試験法の観点から整理し、もって

国内の微生物規格基準に関わる試験法を国際調和の

ために構築しようとするところに本研究の独創性が

ある。更に、これ迄上記委員会では細菌及び同毒素試

験の検討が主体ではあったが、食品安全領域ではノロ

ウイルスのほか、近年の海外ではＡ型・Ｅ型肝炎ウイ

ルスによる食品汚染の報告数も増加傾向にあるため、

食品有害ウイルス試験法の情報収集と整備も今後、規

格基準等を検討する際にはより重要な位置づけにあ
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ると思われる。そのため本研究ではウイルス試験法の

アップデートや新規作成等に関わる分担項目を新た

に設定した。 

 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 

 食品中の微生物を検出するための試験法は、そ

の目的に応じて幾つかに分類される。対象食品に規

格基準が設定されている場合、その基準適合性の判

断には、国により定められた公定法を用いる必要が

ある。また、微生物規格が設定されていない微生物

についても、参照すべき標準試験法が定められてい

るものがある。また、今日では、世界貿易機関（WTO）

加盟国において、科学的な正当性を示すことなく海

外で広く用いられている規格基準や試験法と異な

る国内規格や試験法を用いることは、非関税障壁と

みなされ、提訴される可能性がある。逆に、諸外国

で用いられている試験法よりも感度の低い試験法

を用いている場合は、海外で流通できない汚染レベ

ルの食品が国内に輸入されるリスクも考えられる。

我が国は多くの食品を海外からの輸入に頼ってお

り、食品の規格基準及びその試験法における国際ハ

ーモナイゼーションは極めて重要といえる。そこで

平成 17 年に、日本国内における食品からの微生物

試験法の今後の方向性を議論し、標準試験法を作成

するため、約 20 名の専門家から構成される「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）が結成された。検討委員会においては、試

験法についての議論を公開の場で行い、表 1に示す

４ステージを経て試験法を作成してきた。一方、国

際標準化機構（International Organization of 

Standardization: 以下 ISO）が定める国際的な標

準試験法（以下 ISO 法）において、2017 年に第 34

技術分科会中の第 9 分科会より、「妥当性評価され

ていない参照法について標準試験法と比較検討を

行って作成する際、及び作成した参照試験法の改訂

を行う際のガイドライン」として ISO 17468が発行

された。 

本研究では、こうした背景を踏まえつつ、「食品

からの微生物標準試験法検討委員会」の運営にあた

り、昨年度 ST4として策定した、腸内細菌科菌群試

験法（NIHSJ-15, -16）、並びにリステリア・モノサ

イトゲネス試験法（NIHSJ-08, -09）について、定

量法と定性法間で文章表現上に整合が取れていな

い点を鑑み、これらの整理を行うこととした、また、

定量的リスク評価が国際的に求められる中、食鳥肉

等を主な適用範囲とするカンピロバクター定量試

験法について、検討を進めた。 

更に本研究では、ISO 17468 を詳細に確認し、「食

品からの微生物標準試験法検討委員会」において実

施している作成方針・手順との比較を行うことで、

更なる国際調和に向けた微生物試験法の作成にあ

たることを目的として検討を進めたので報告する。 

（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 

 我が国の食品微生物試験法を国際調和させるこ

とは、国際流通の中で、我が国における食品の安全

を確保するために不可欠である。しかし試験法の具

体的要件は複雑で、必ずしも科学的に結論が出せる

ものばかりではない。しかも運用しながらも、常に

問題提起がなされ、修正や改訂に向けた議論が続け

られている。こうした国際的議論の動向をリアルタ

イムで理解し、結論が出るよりも早い段階で、我が

国としての意見を提示することは極めて重要であ

る。そこで、食品微生物試験法に関する国際組織で

あるISO TC34/SC9のPメンバーとして、例年、総会

に参加し、また、SC9内のワーキンググループWG2「妥

当性確認」のエキスパートとしてWG2会議に参加し

て、アップデートの情報を収集し、成果を挙げてき

た。本研究では、これらの調査活動を通じ、国際動

向の情報を集約し、国内の食品微生物試験法の開発、

実施、結果の評価等に反映させることを目的とした。 

 

（３）ボツリヌス試験法に関する研究 

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、
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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法においては

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。先行研究において我々は、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、検討委員会が示す試験法作成方針に従

い、ISO法を基に作成した標準試験法（Technical 

Specification）の原案（NHISJ-20TS-ST1）を提案

し、更に、コラボスタディ（Collaborative study:CS）

の実施にむけてNIHSJ-20TS-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。

本研究ではコラボスタディを通してNIHSJ-20TSの

妥当性・実効性の検証を行い、検討委員会での確

認・承認の後にNIHSJ法として広く公開することを

最終目的として、本年度は、検討委員会から提言さ

れたコラボスタディ開始前に検討が必要な事項に

ついて解析し、検討委員会への提示および議論の後

にコラボ実施ステージ（ステージ3）への移行につ

いて承認を得ることを目的とした。 

 

（４）遺伝子検査法に関する研究 

食品の微生物規格基準等に係る試験法は培養法

をベースに構築されてきた。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

たものである。近年のゲノム解析技術の発展は著し

く、サルモネラでは約 30 万、大腸菌では 15 万株

以上のゲノム情報が蓄積されている。ゲノム情報は、

遺伝子検査法の発展にも影響し、研究ベースでは多

様な遺伝子検査法が報告されている。 

微生物規格基準等に係る試験法でも遺伝子検査

法を取り入れる動きがある。国際的な標準試験法を

策定する国際標準化機構（International 

Organization for Standardization、ISO）でも志

賀毒素産生性大腸菌をはじめとした個別の微生物

試験法において遺伝子検査法が取り入れられてい

る。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、国内において、国際整合性に適合

した遺伝子検査法を導入するためのガイドライン

の検討を目的とした。 

 

（５）ウイルス試験法に関する研究 

ノロウイルスや A 型肝炎ウイルス、E 型肝炎ウ

イルスは、世界的に食品媒介性病原ウイルスとして

認識されている。中でもノロウイルスは、国内で毎

年発生する食中毒患者の約半数の原因物質として

報告されている。これらのウイルスに汚染された食

品の喫食は健康被害に繋がるおそれがあるため、汚

染食品の流通段階での制御は、健康被害低減に直結

する対策の一つと想定される。すなわち、生産段階

のみならず、食品の製造加工、更には流通段階にお

けるウイルス汚染実態の把握は、食品の安全性確保

向上に向けて必要な課題と考えられる。 

多くの食品媒介性ウイルスは、現時点では実験室内

での実用的な培養法が確立されていないため、食品

からのウイルス検出にはリアルタイム PCR 法が採

用される場合が多い。国内では、食品に対するノロ

ウイルス検出法は平成 19 年に最終改定され、厚生

労働省から示される「ノロウイルスの検出法」およ

び「食品衛生検査指針微生物編 2018」にて示され

ているが、これらは基本的に食中毒対応のために示

されているものであり、流通食品を対象としたウイ
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ルス試験法は十分には整備されていない状況と思

われた。更に、国内試験法については最終改訂から

10 年以上が経過していることを踏まえ、本研究で

は、欧米における現行のウイルス標準試験法に関す

る動向を収集・整理した上で、国際調和に向けて、

国内試験法で今後検討すべきと思われる事項の抽

出を図ったので報告する。 

 

Ｂ．研究方法 

（１）衛生指標菌に関する研究 

1）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の小規模改訂 

 腸内細菌科菌群試験法（定性試験法 NIHSJ-15、

定量試験法 NIHSJ-16）及びリステリア・モノサ

イトゲネス試験法（定性試験法 NIHSJ-08、定量

試験法 NIHSJ-09）について、定性・定量試験法

間で表現等の比較確認を行い、検討委員会に小規

模な修正案として提示した。 

2）カンピロバクター定量試験法 

 カンピロバクター定量試験法（NIHSJ-35-ST2）

について検討を進めるため、本年度は確認試験に

用いるとした PCR 法の評価を行った。包含性試

験には計 96 株の C. jejuni 及び C. coli 株を、排他

性試験には C. lari、C. upsaliensis、C. hyointestinalis、

C. fetus、E. coli、Salmonella spp.、Arcobacter butzleri、

Helicobacter pylori、Aeromonas spp.、Enterobacter 

spp. 、 Shigella spp. 、 Vibrio cholera 、 V. 

parahemolyticus を含む計 99 株を用いた。 

 また、コラボスタディ計画案の作成にあたって

は、カンピロバクター作業部会をオンラインで開

催し、検討項目や検討時期等の案を作成した。 

3) ISO 17468:2017 の確認を通じた標準試験法作

成方針案の作成 

ISO 17468:2017 文書の内容を確認、精査しつつ、

バリデーション作業部会が作成した ISO 

16140-1:2016 に基づく用語集との整合性を確認

し、標準試験法作成方針の原案（初版）を作成し

た。その後、第 42 回バリデーション作業部会で

作業部会案として改訂を行い、第 73 回検討委員

会に議題として提出し、議論を行った。 

 

（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 

 本年度の ISO TC34/SC9の総会は、当初、2021年

1月初旬にシドニー（オーストラリア）で実施され

る予定であった。しかし、コロナ禍のために、ウェ

ブ会議となり 6/3-6/5に開催され、これに出席した。

WG3 会議は、本年度は第 25 回 WG3 ウェブ会議が

2020/10/15-10/16 に開催され、これに出席した。

これらの会議への参加による海外エキスパートと

の意見交換、SC9および SC9/WG3の各事務局から随

時送信されてくる文書情報の分析、国内委員会での

議論などにより、妥当性確認に関する国際動向をま

とめた。 

 

（３）ボツリヌス試験法に関する研究 

1）芽胞液作製プロトコールの整備 

1-1）芽胞形成に要する培養時間に関する検討 

： C. botulinum 62A株をクックドミート培地に

接種し、37℃・24時間で嫌気培養した増菌液1 mLを

TP培地、0.1%チオグリコール酸ナトリウム加TP培地、

可溶性デンプン加変法クックドミート培地の各9 mL

に接種し、37℃で24時間、48時間及び72時間、嫌気

培養を行った。得られた菌液は80℃・20分間の加熱

処理後、卵黄加GAM寒天培地に播種し、嫌気培養を

行い、発育集落数を求めた（芽胞数）。平行して、

培養後の菌液を加熱処理を経ずに卵黄加GAM寒天培

地に播種し、嫌気培養後に発育した集落数を求め

（芽胞+栄養型菌の総数）、両者の比から芽胞形成

率を算定した。 

1-2）継代培養回数に関する検討：C. botulinum 62A

株をクックドミート培地に接種し嫌気培養を行い、

増菌液1 mLをTP培地9 mLに接種して、更に72時間の

嫌気培養を行った。得られた菌液1 mLを新鮮なTP培

地9 mLに再び接種し、80℃・20分間の加熱処理を経

て、72時間の嫌気培養に供した。同操作を更に3回

繰り返しそれぞれの培養回について培養開始後

24,48及び72時間後の芽胞形成率を上項と同様の方
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法で評価した。 

2）NIHSJ-20TS-ST2の検出効率に関する検討 

芽胞調整プロトコールに従って作製した芽胞液

を10倍階段希釈後、はちみつ試料に添加し、同試料

か ら の ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 遺 伝 子 検 出 を

NIHSJ-20TS-ST2に従って解析した。PCR反応産物の

検出はアガロースゲル電気泳動法により行った。

LOD50の算出はISO16140-2に記載の方法に従い添加

菌量を25gはちみつ試料あたりの菌数として求めた。 

3）簡易DNA抽出キットの妥当性検証 

C. botulinum 62A株またはC. botulinum Okra株

をTPGY培地に接種後、24時間嫌気培養を行い、得ら

れた増菌液の階段希釈液について、NIHSJ-20TS-ST2

に記載されるCTAB法のほか、DNeasy Blood & Tissue 

Kit (QIAGEN)並びにFoodproof StarPrep Two Kit 

(BIOTECON Diagnostics)を用いてDNA抽出を行った。

CTAB法では段階希釈液1 mLを、DNeasy Blood & 

Tissue Kitでは0.1mL、Foodproof StarPrep Two Kit

では0.08 mLをDNA抽出用試料とした。抽出効率の評

価は、NIHSJ-20TS-ST2で示されるPCR法へDNA抽出液

を適用することに拠った。 

 

（４）遺伝子検査法に関する研究 

国際整合性の観点から、国際標準試験法として扱

われている ISO ホームページ上にある微生物試験

法の中で、遺伝子検査法（PCR 法、リアルタイム

PCR 法、定量 PCR（quantitative PCR、qPCR）

法に関する文書を検索し、その情報をまとめた。 

上記文書のうち、qPCR 法に係る試験法作成に係

る要求事項を記載した ISO20395 について、内容

を検討した。また、昨年度までに ISO22174、

ISO20837、ISO20838 をベースに作成したガイド

ライン案 NIHSJ-34TS を修正した。 

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」を中心に行い、その内容

を「バリデーション作業部会」及び「食品からの微

生物標準試験法検討委員会」に諮った。 

 

（５）ウイルス試験法に関する研究 

1）ウイルス標準試験法に関する情報収集及び国内

外比較 

国内のウイルス試験法としては、厚生労働省より

発出された、「ノロウイルスの検出法（平成 19 年）、

「A 型肝炎ウイルスの検出法（平成 21 年）」、及び

これらを収載している「食品衛生検査指針微生物編

2018」を参考とした。欧米のウイルス試験法につ

いては、欧州 ISO/TC34/SC9 及び米国 FDA で作成

さ れ た ISO15216-1:2017 及 び FDA Foods 

program、BAM26B を参照し、試験法間で差異の

見られる事項の抽出を図った。 

2）試験法に関わる文献調査 

国内で実施されている二枚貝のノロウイルス試

験法を含めて、近年報告された学術文献のうち、試

験法に関わるものを検索し、考察に用いた。 

 

 

Ｃ．研究成果 

（１）衛生指標菌等に関する研究 

1）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の改訂（2020） 

 腸内細菌科菌群試験法（NIHSJ-15, 16）及びリ

ステリア・モノサイトゲネス試験法（NIHSJ-08, 

09）は共に定性試験法と定量試験法の両者を含ん

でいる。これらは個別に検討・確認がなされてき

たことから、文言の表現方法や体裁は必ずしも一

致しない点が複数確認された。特に、リステリ

ア・モノサイトゲネス試験法については、現行の

通知法に定性・定量法が共に採用されているが、

通知法の表現についても整合が取れていない箇

所が複数見受けられる状況であった。標準試験法

の記載の在り方については、昨年度の検討委員会

で提案が出された事を受け、本年度はその整合性

確保に向けて、文書としての整理を行い、第 73

回検討委員会で確認がなされ承認された。その後

令和３年３月に検討委員会ホームページ上にこ

れらの試験法改訂版を公開した。また、並行して

厚生労働省食品基準審査課に情報提供を行い、通

知法として採用されているこれらの試験法の改
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訂通知を出す際の参考資料として活用された。 

2）カンピロバクター定量試験法における確認試

験としての PCR 法の評価 

 カンピロバクター定量試験法（NIHSJ-35-ST2）

については、これまでコラボスタディに向けて、

適用範囲、コラボスタディで用いる食品マトリッ

クス、希釈倍率、塗抹液量、選択培地等の要素に

ついて比較検討を行ってきた。本年度は確認試験

に用いる PCR 法を評価することとした。 

 PCR 法の評価にあたって、C. jejuni 及び C. coli

計 96 株を対象としたところ、全ての菌株が陽性

反応を示した。これに対して、C. lari、C. 

upsaliensis、C. hyointestinalis、C. fetus、E. coli、

Salmonella spp.、Arcobacter butzleri、Helicobacter 

pylori、Aeromonas spp.、Enterobacter spp.、Shigella 

spp.、Vibrio cholera、V. parahemolyticus を含む計

99 株を対象とした試験では陽性反応は認められ

なかった。以上の結果より、NIHSJ-35-ST2 で記

載する PCR 法については十分な包含性・排他性

を有することが確認された。 

 次にコラボスタディを行うための計画案を作

業部会で作成した。本試験法は定量試験であるこ

とを踏まえ、低濃度、中濃度、高濃度の接種検体

を調整することとし、少なくとも 8 箇所以上の試

験所に群毎に同時配布することとした。 

 上記の成績を第 73 回検討委員会に議題として

挙げ、議論を行ったところ、予備的に追加検討す

べき事項はあるが、コラボスタディへ進めること

については支障がないと判断され、次回以降は

NIHSJ-35-ST3 として検討を進めることが承認さ

れた。 

3) ISO 17468:2017 の確認を通じた、標準試験法作

成方針案の作成 

ISO 17468:2017 において、新しい参照試験法の

妥当性確認は、①試験法の選定、②試験法の評価、

③多試験所による共同試験、④更なる妥当性確認

のための試験法選定、⑤コラボラティブスタディ

ー、の 5 段階に分けて行われることが示されてい

た。参照試験法の改訂については、用いる試験技

術の変更、培地組成、培養時間及び温度等の変更

については大規模な変更と見做される一方、文章

の表現上の変更等については小規模な変更と定

義されていた。なお、大規模な変更の場合は、そ

の裏付けとなるデータの評価が必須とされる一

方、小規模な変更については背景説明や議論を経

て決議されることも可能な状況であることが示

され、特に本年度行った計 4 試験法の改訂は後者

に位置づけられる内容で、その取扱いについても

ISO で示される流れと同等のものであることが

確認された。 

 

（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）ISO 16140 シリーズの開発動向 

妥当性確認に関する中心文書 ISO 16140 は、当

初 1 冊（現在の Part 2 に相当）であったが、現在、

以下の 6 分冊となっている。 

Part 1: Vocabulary 用語（既刊） 

Part 2: Protocol for the validation of alternative 

(proprietary) methods against a reference 

method「参照法に対する代替法（営利的）のバ

リデーション」 

・2016 版既刊。 

・コメント随時受付、WG3 で議論し、その結果は

修正版に反映される。現時点では、25th WG3

ウェブ会議での議論に基づいてまとめられた修

正版１（Amd1）（ISO 文書としては CD の段階）

に対して、改めて 2021/4/15 締切でコメントを

受付け、その内容に関する議論が 26th WG3 ウ

ェブ会議（2021/4/27-4/29）で行われた。 

・背景として、必ずしも参照法が絶対ではない、

優れた代替法の積極的採用すべき、との考えに

基づき確定法で再確認。 

・しかし、この結果に基づく感受性試験

Sensitivity の式は、まだ混乱している。 

Part 3: Protocol for the verification of reference 

methods and validated alternative methods in a 

single laboratory 「参照法およびバリデーショ
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ン済の代替法の単一ラボでのベリフィケーシ

ョン」 

・2021.1 出版済。 

・議論の焦点の一つが、バリデーションされてい

ない試験法（食品マトリクスの違い）の場合の

ベリフィケーションはどのように扱うかが不透

明であった。 

・Annex F 内容を分析するため邦訳済 

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」 

・2020 既刊。 

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

場合などでのバリデーション」 

・2020 既刊。 

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（営利的）のバリデーション」 

・2019 既刊。 

 

関連規格としては以下のものが策定されていた。 

ISO 17468:2016: Microbiology of the food chain 

— Technical requirements and guidance on 

establishment or revision of a standardized 

reference method「食物連鎖の微生物学—標準化

された参照方法の確立または改訂に関する技術

的要件とガイダンス」 

 

2）ISO 16140-2 の解説文書の準備 

当初、ガイドラインとしてまとめることを目指し

て文書化を進めていたが、公的文書化には至ってい

なかった。しかし、Part 2 の内容は引き続き分析

し改訂作業を続けてきた。SC9 参加後は、速やか

な情報入手により改訂作業が加速した。現在、WG3

情報をリアルタイムで得ながら、随時更新している

ので、柔軟に改訂できる解説書としての文書化を検

討している。 

3）ISO 16140-3 の文書化 

参照法を導入しようとする試験所では、最初に、

その試験法が使えることを検証しなければならな

い。それがベリフィケーションである。実用的には、

そのニーズは大きいので、この Part 3 の文書化（日

本語）を計画し、そのため和訳を開始した。これら

から、Part 3 の内容が概観できる。 

なお、Annex F については上述のように、既に

和訳済である。また、今後、集中議論が必要な食品

マトリクス分類表についても和訳した。 

 

（３）ボツリヌス試験法に関する研究 

1）スパイク用芽胞液作製プロトコールの整備 

先行研究では食基発第0630002号・食基発第

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」に記載の方法に基づく芽胞液作

製を行うことについて承認を得ている。しかしなが

ら、同法では芽胞産生用培地の組成が示されていな

い。そこで本研究では3種類の培地を使用した際の

芽胞産生性を比較し、安定的な芽胞産生が可能な培

地の選択および芽胞液調整プロトコールの作成を

行った。芽胞形成に要する培養時間に関する検討を

行った結果、全ての培地において24時間の培養時間

では芽胞形成が確認されず、培養開始後48時間以降

で安定的な芽胞形成が確認された。また、3種類の

培地における芽胞形成数および芽胞形成率を比較

した結果、TP培地で最も高くかつ安定的な芽胞形成

率を認めた。更に、継代培養回数に関する検討を目

的として上記の試験において最も良い芽胞形成が

確認されたTP培地を用いて芽胞形成に与える培養

の繰り返し回数の影響について検討した結果、培養

の繰り返しによる芽胞形成の速度および芽胞数に

大きな変化は観察されなかった。 

2）NIHSJ-20TS-ST2の検出効率に関する検討 

第71回検討委員会では、コラボスタディの評価基

準としてLOD50による評価が妥当との提案を受けて
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いた。そこで、NIHSJ-20TS-ST2を使用して解析を行

った際のLOD50を試算した。全ての試行において、培

養開始から24時間後のPCRよりも90時間後のPCR（以

下、2nd PCR）でより高い検出感度を示すことが確

認された。2nd PCRでは、上清または沈殿のいずれ

かが陽性となった試料を総合判定陽性と判定した

場合、25gはちみつ試料あたりの添加芽胞数が

log10CFU = 0.9以上の場合には全て陽性を示し、

log10CFU = -0.1では3回のうち1回が陽性となった。

log10CFU = -1.1では、3回の試行のうち2回が陽性と

なった。また、log10 CFU = -11.1では全てが陰性と

なった。これらの結果よりLOD50を試算した結果、

LOD50 = -0.34 log10CFU/25gはちみつ試料（95%信頼

区間の上限値 = 0.26, 下限値 = -0.92）となり、

NIHSJ-20TS-ST2は十分な検出感度を有すると判断

された。 

3）簡易DNA抽出キットの妥当性検証 

NIHSJ-20TS-ST2で示されるDNA抽出法は、ISO法と

同様にCTAB法を採用している。しかしながら、CTAB

法は手技が煩雑であり、クロロホルムの使用等、取

扱い制限の多いボツリヌス菌を用いた試験法のコ

ラボスタディ実施にあたっては、必ずしも最適とは

言い難いことが作業部会で議論された。第71回検討

委員会では、これらの点を提起し、コラボスタディ

にDNA抽出キットを用いることが承認された。これ

を受け、作業部会では計2類の異なる仕様から成る

DNA抽出キットを選定した上で、それらの妥当性を

判断するために、検出感度に関する検討を行った。

DNeasy Blood & Tissue KitはProteinase Kを用い

たタンパク分解後にスピンカラムを用いてDNAを抽

出精製する方法である。一方、Foodproof StarPrep 

Two Kitは物理的に菌体を粉砕後、遠心分離により

DNAを抽出する方法となっている。C. botulinum 62A

株またはOkra株の培養液を試料としてCTAB法と2種

類のキットのDNA抽出効率を比較した結果、両キッ

トともCTAB法に比較して、62A株では10,000倍以上、

Okra株では約1,000倍以上の高い抽出効率を認めた。

また、2種類のキットのプロトコールを確認したと

ころ、Foodproof StarPrep Two Kitの方が手技的に

簡潔であるほか、物理的破砕を密閉環境で行えるた

め、安全性確保の点からもより有用性が高いとの意

見が出た。また、後者については、MicroValの認証

を受けていることも確認された。以上の点を踏まえ、

コラボスタディではFoodproof StarPrep Two Kitの

使用が妥当と判断された。 

 

（４）遺伝子検査法の導入に関する研究 

 昨年度までに作成した「食品からの病原体検出に

おけるPCR試験法実施に関するガイドライン」

NIHSJ-34TSについて、参考文献等の軽微な修正を施

し、本委員会において了承された。 

現在ISO文書としてPCR及びリアルタイムPCR／

qPCR法に関するものは約30あった。関連するISOの

各委員会（Technical Committee及びSub-committee）、

個別及び全般事項別にまとめたものを表1に示す。   

TC34が食品専門委員会で本研究班に関連する。中

でもSC9が食品からの微生物試験に関する委員会で

ある。個別の対象を試験する文書としては19あり、

SC16は動物種を対象としたバイオマーカー、SC4で

は水質、土壌品質におけるレジオネラを対象とした

試験法などが含まれていた。食品微生物試験に関す

るSC9関連文書では、 

・ISO/TS 13136:2012 STEC（志賀毒素産生性大腸

菌） 

・ISO 15216-1/2:2017/2019 A型肝炎ウイルス、ノ

ロウイルス 

・ISO/TS 17919:2013 ボツリヌス毒素 

・ISO/TS 18867:2015 エルシニア 

・ ISO/AWI/TS 6579-4 monophasic Salmonella 

Typhimuirumの同定 

があった。 

試験法全般に係るISO文書としてはPCR法関連で5

つ、リアルタイムPCR／qPCR法関連で3つあった。前

者のうち3つはNIHSJ-34TSのベースとなったISO 

22174、20837、20838であった。それぞれ「一般要

求事項及び定義」「定性検出のための検体調製に係

る要求事項」「定性法のための増幅及び検出に係る

要求事項」の内容であった。 



12 

 

PCR法関連の文書の残りの2つは、ISO 20836「サ

ーマルサイクラーの温度性能試験」及びISO 22118

「食中毒菌の検出及び定量のためのPCR－性能特

性」であった。 

リアルタイムPCR法関連の文書はISO 22119「食中

毒菌の検出のためのリアルタイムPCR法― 一般要

求事項及び定義」であった。上記はTC34／SC9によ

り定められた文書であった。 

qPCR法関連の文書はISO 20395「標的核酸配列の

定量法（qPCR）の性能評価にあたっての要求事項」

であった。本文書はqPCR法試験法の一般文書として

他の文書よりも詳細な記述があった。本文書を和訳

し、その内容を検討した。大要は、 

1.分析のデザイン：定量化戦略及びコントロール 

2.核酸試料の品質管理：濃度の定量化及び品質評価

（純度及び完全性） 

3. PCRアッセイのデザイン、最適化、in silico 及

びin vitro特異性試験 

4.合格基準、閾値設定、及びノーマライゼーション

などのデータの品質管理及び解析 

5.試験法の妥当性確認（精度、直線性、定量下限、

検出限界、真度、頑健性） 

6.計量のトレーサビリティの確立、測定の不確かさ

を評価するためのアプローチ 

であった。ISO 20395はTC276バイオテクノロジー専

門委員会による文書であり、試験法策定に当たって

の詳細が記載されていたが、これまでのTC34／SC9

の文書とは態様が異なっていた。 

 以上より、検討委員会では SC9文書である

ISO22119（及びISO20118）やCodexの関連ガイドラ

インをベースとして、適宜ISO 20395の内容を取り

入れていく方向でリアルタイムPCR法導入に向けて

の文書を作成する方向で了承された。 

 

（５）ウイルス試験法に関する研究 

1）試験法の適用範囲及び対象ウイルス 

対象食品については、生食されるカキを始めとす

る二枚貝はノロウイルス等の健康被害リスクが高

いことを踏まえ、国内、欧米ともに対象食品となっ

ていた。この他、国内試験法では、「他の食品（食

品表面）」及び「セミドライトマト」が含まれてい

たが、後者はA型肝炎ウイルスの検出対象として示

されていた。 

欧州では、ISO15216-1：2017（2017年最終改訂）

が標準試験法として示されていた。同試験法では、

ソフトフルーツ（ベリー類）、生鮮野菜、ボトル詰

めミネラルウォーター、食品表面（食品が接触する

ハードサーフェスを含む）を適用範囲として、ノロ

ウイルス及びA型肝炎ウイルスの定量検出を行う内

容となっていた。 

米国では、FDA Foods program及びBAM法（BAM26B）

が標準試験法として採用されていた。前者の試験法

は二枚貝及びソフトフルーツ、後者の試験法ではネ

ギ類を対象食品として、ノロウイルス及びA型肝炎

ウイルスの定量検出を行う内容となっていた。 

 

2）試験法の実施手順 

国内及び欧米における標準試験法は共に、①食品

の前処理（ウイルス濃縮）、②ウイルスRNAの抽出、

③遺伝子検出の３工程から構成されていた。以下に

各工程の概要を記す。 

① 食品の前処理 

・二枚貝 

国内では、3-10個体の二枚貝中腸腺から1.0-1.5 g

を取り出し、PBSを用いて10%乳剤を作成した後にポ

リエチレングリコール（PEG）を用いた濃度勾配遠

心分離（以下、PEG/NaCl沈殿）を実施する方法が示

されていた。 

ISO15216-1：2017では、最低10個体の二枚貝中腸腺

から2 gを取り出し、ProteinaseK処理後の遠心上清

をウイルス抽出液として扱う方法が示されていた。 

BAM法では、12個体の中腸腺から4 gを取り出し、蒸

留水を用いて10 %乳剤を作成した上で、超遠心分離

によりウイルスを抽出する手法が示されていた。 

 以上より、試験法間で検体の個数、重量、希釈液

組成等に差異が認められたほか、BAM法では超遠心

分離が必要であることが明らかとなった。 

・他の食品 
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国内では、セミドライトマトからのA型肝炎ウイ

ルスの濃縮法として、同検体7～10 gに5～10倍量の

リン酸緩衝生理食塩水（PBS）を加え、15分間の超

音波処理を行った後、PEG/NaCl沈殿に供する方法が

示されていた。 

ISO15216-1：2017では、ソフトフルーツ25gに対

して40 mLの緩衝液を加え、洗浄を行った後、

PEG/NaCl沈殿に供する方法が示されていた。また、

ボトル詰めミネラルウォーターについては濾過法

が示されていた。 

BAM法では、ソフトフルーツ50 gに対して50 mMグ

リシン/トリス/6% beef extract緩衝液(pH9.5) 30 

mL、ネギ50 gに対しては同緩衝液55mLを加え、15分

間150rpmで振盪後、遠心分離及び超遠心分離を行う

方法が示されていた。 

 以上より、特にBAM法については超遠心分離が不

可欠であることが見出された。 

・ハードサーフェス 

国内試験法及び米国BAM法ではハードサーフェスを

対象とした方法は示されていない状況であったが、

ISO 15216-1:2017ではPBSスワブによる10x10cmの拭

き取り手順が示されており、拭き取り後スワブは

RNA抽出用溶解緩衝液を用いて直接手揉みする手順

が示されていた。 

 以上より、食品との接触が想定されるハードサー

フェスからのウイルス検出にあたっては、ISO法を

参照する意義が確認された。 

 

②ウイルスRNAの抽出 

 国内では、前処理後のウイルス抽出液について、

シリカカラムを用いたRNA抽出法が示されていた。 

ISO 15216-1:2017では、免疫磁気ビーズを用いた

RNA抽出法が示されていた。 

BAM法では、国内試験法と同様にシリカカラムを

用いた抽出法が示されていた。 

 以上より、国内試験法及び米国BAM法ではシリカ

カラムを用いた抽出法が共通していたのに対し、

ISO法では異なる方法が採用されていた。但し、後

者の方法は第三者認証機関による妥当性評価が行

われているものであり、国際標準的な手法として妥

当であることも確認された。 

 

③遺伝子検出 

1.プライマー・プローブ 

何れの試験法もリアルタイムPCR法が示されてお

り、同法の共通性が確認された。 

国内及び米国ではKageyamaらの報告(9)にあるリ

アルタイム PCR法が採用されていた。一方、

ISO15216-1:2017では、国内及び米国とは異なるプ

ライマー・プローブが示されていた。但し、同法の

検出対象領域は、国内及び米国の試験法の検出対象

領域に含まれている状況を確認した。 

2.工程 

 米国 BAM法および欧州 ISO法では、 1st step 

RT-qPCRを実施していたのに対し、国内では逆転写

反応を実施し、その後合成されたcDNAを鋳型とする

2 step RT-qPCRが示されていた。 

3.コントロール 

 定量検出を目的とするISO 15216-1:2017では、工

程管理コントロールが設定されていたが、国内試験

法では同コントロールは設定されていない状況で

あった。また、BAM法では、複数或いは単独の試験

所でのValidationを行う上で有用と思われる、複数

のウイルス株が例示されていた。 

4.検証（Verification） 

米国FDAでは、「Guidelines for the detection of 

microbial pathogens in foods and feeds」におい

て、食品媒介性RNAウイルスを標的とした試験にお

ける検証方法が示されており、その中で使用者は試

験所に初めて導入する際には、各N=6で被験ウイル

スを接種した群と非接種群を用いて、擬陽性・偽陰

性反応が出現しないことを検証するよう求めてい

る状況を確認した。 

 

D. 考察 

（１）衛生指標菌等に関する研究 

本研究では通知法の根拠として活用されてき

た腸内細菌科菌群及びリステリア・モノサイトゲ
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ネス試験法について、小規模な改訂を行い、より

整合の取れた標準試験法の整備に向けた活動を

行うことができた。 

また、カンピロバクター定量試験法については、

検討委員会での審議を経て、コラボスタディを開

始する ST3 へと進めることが出来た。次年度に

は前期より予備試験を進めつつ、コラボスタディ

参加機関との調整をはかり、円滑なコラボスタデ

ィの実施につとめたい。 

さらに、本研究では ISO 17468:2017（国際標準

試験法である ISO 法との間で妥当性が評価され

ていない参照法を、標準試験法と比較検討を通じ

て評価する場合や、作成済の参照試験法の改訂を

行い場合の手順を示したガイドライン文書）の詳

細が明らかとなった。参照試験法の作成は 5 段階

に分けて行われ、その内容は過去 14 年にわたり

活動している「食品からの微生物標準試験法検討

委員会」における日本国内の食品中微生物の標準

試験法作成方針とほぼ同じ内容であった。次年度

には、以前より検討が行われている ISO 

16140-2:2016 との整合性や相違点を確認し、検討

委員会の作成及び改訂方針について見直すべき

箇所の有無等を行う予定である。 

本委員会ではこれまでに、35 種の NIHSJ 法に

ついて検討を行っており、それらは ISO 法や

BAM 法等国際的な標準試験法との妥当性確認や

ハーモナイゼーションを重視して作成している。

ISO法は約5年毎に見直しを行うこととされてお

り、今後も国際整合性を鑑み、ISO 法の改訂や技

術の進歩に合わせた NIHSJ 法の見直し及び改訂

を行う必要があると思われる。また、NIHSJ 法に

ついて食品の輸出入に関連した問い合わせも見

られていることから、今後、作成及び改訂方針や

作成した NIHSJ 法の英文による公表も検討が必

要となるものと考えられる。 

 

（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 

ISO 16140 Part 3 における議論の焦点の一つと

しては、「バリデーションされていない試験法（食

品マトリクスの違い）の場合のベリフィケーション

はどのように扱うか」である。 

国際的に参照法と認証されている試験法では、5

種類以上の食品カテゴリーで妥当性確認しておけ

ば、全ての食品に適用できる、となっている。とこ

ろが、4 種類以下の食品カテゴリーでしか妥当性確

認していない場合は、参照法としては認証されても、

適用範囲は試験で使用した食品のみに限られる。こ

のような状態の参照法の扱いが厄介なのである。試

験で使用した食品と新たに適用したい食品が同等

かどうか、という議論である。 

この議論の先には、食品マトリクスの分類表があ

る。すなわち、どのような食品マトリクスが同等の

食品とみなせるか、という判断の基である。 

Part 3 の Annex A に掲載された分類表は国際版

であるため、我が国の食品分類表もこれと調和させ

る必要がある。複雑多様な食品マトリクス群を考え

ると、容易ではないが、現実的な解を出して、必要

に応じて、WG3 会議で提案していく必要がある。 

 

（３）ボツリヌス試験法に関する研究 

本年度はNIHSJ-20TSに関するコラボスタディの

作業計画を決定するあたり事前に検討が必要な事

項を解析した。作業部会での議論を経て、第72回検

討委員会（2020年12月23日）にて報告し、以下の合

意を得た。 

コラボスタディで使用するスパイク用芽胞液作

製プロトコールに関する検討では、芽胞産生用培地

としてTP培地が最も適していると判断され、また、

継代培養は繰り返し行ったとしても安定的な芽胞

形成に寄与しないことが示された。以上の結果より

芽胞調整プロトコールを提案し、62A株を用いたコ

ラボスタディでは、同プロトコールに従って各機関

で調整した芽胞菌液を食品試料添加用菌液として

使用する事で合意された。また、62A株以外の株に

ついては、同プロトコールに従い芽胞形成を評価し、

十分な芽胞形成が認められない場合には、株毎に芽

胞調整プロトコールの整備を行う事となった。



15 

 

NIHSJ-20TS-ST2の検出効率に関する検討では、シン

グルラボスタディの結果として、LOD50 = -0.34 

log10 spore CFU/25gはちみつ試料という結果を得

た。加えて、簡易DNA抽出キットの妥当性検証にお

いては、コラボスタディにおける Foodproof 

StarPrep Two Kit (BIOTECON Diagnostics)使用の

妥当性が確認され、コラボスタディにおいて同キッ

トを使用する事で合意された。今後、同キットを用

いた際のLOD50算出を含めたコラボスタディを実施

し、同法の更なる妥当性確認を進めたい。 

第72回検討委員会では上記データに関する確認

を行うとともに、コラボスタディ作業計画案を提示

した。ボツリヌス菌については法規制が強いため、

菌株移動や取扱い設備についての制限が多く、コラ

ボスタディによるバリデーション作業において実

施可能な解析が限定的なものとなっている。この様

な制限の下に実施されるコラボスタディにおいて

は、取扱いが容易な他種の病原体とは異なるスキー

ムの構築が必要となる。このため、同計画ではコラ

ボスタディ期間を以下の3つの期間に分割し解析を

進める作業計画を提案した。 

1）コラボスタディ予備試験期間 

主幹機関にて、はちみつに62A株を添加した際の

検出感度を検証し、LOD50を求める（DNA抽出キット

を使用）。併せて、コラボスタディで使用する添加

菌量を決定する。平行して、各機関では芽胞調整プ

ロトコールに従って芽胞液を調整し、芽胞形成率の

安定性を検証する。 

2）コラボスタディ実施期間 

各機関にてはちみつに対する62A株添加回収試験

（4濃度x 3回繰返し）を実施する。はちみつ試料、

培地、DNA抽出キット等は、主幹機関より同一製品・

同一ロットを頒布する。各機関で得られた結果につ

いて、解析結果の試験所間比較（プロトコールの安

定性検証、試験所間の手技の同等性確認）および、

コラボスタディ全体でのLOD50算出を行った後、バリ

デーション作業部会に試験法の妥当性に関する確

認を依頼する。 

3) シングルラボスタディ実施期間 

各機関にてA型菌以外の芽胞液調整及びはちみ

つ・一般食品への添加回収試験を行い、NIHSJ-20TS

の汎用性を検証する。シングルラボスタディでは

LOD50算出等の統計解析は行わず、様々な食品をマト

リクスとして使用した際の検出効率の変化につい

ての検証を中心に進める。 

第72回検討委員会において上記のコラボスタデ

ィ作業計画について確認がなされ、同委員において

NIHSJ-20TSについてコラボスタディの開始（ステー

ジ3への移行）の承認がなされた。これを受けて、

第73回検討委員会にNIHSJ-20TS-ST3の第1案を提示

し、今後、コラボスタディの結果を反映しながら同

委員会において改訂作業が進められる予定である。 

 

（４）遺伝子検査法の導入に関する研究 

 本年度の情報収集・整理の成果を基に検討委員会

で議論を行ったところ、ISO/TC34/SC9 文書である

ISO22119（及び ISO20118）や Codex 委員会の関

連ガイドラインをベースとしつつ、適宜 ISO 20395

で示される具体的な内容を取り入れていく方向で、

今後リアルタイム PCR 法導入に向けた文書作成し

ていくこととなった。今後もリアルタイム PCR を

導入した食品微生物試験法の作成・改訂は増えるも

のと想定されることから、本研究の遂行は、食品微

生物試験法の国際調和に資するものと期待される。 

 

（５）ウイルス試験法に関する研究 

 国内試験法は、食中毒対応を念頭においた試験法

である一方、欧州の ISOや米国の FDA Foods program

や BAM等では流通食品や製造施設環境を対象とし

た定量試験法が近年整備されている状況が確認さ

れた。 

こうした欧米での動向の背景には、食品媒介性ウ

イルスによる健康被害低減に向けて、汚染食品の流

通制御が重要な課題と捉えられているためと思わ

れる。実際に、欧米では二枚貝のほか、生鮮野菜や

ソフトフルーツ等の流通食品を対象としたウイル

ス試験法が輸出入食品に対しても適用される状況

となっている。従って、国際調和を果たすためには、
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国内での定量試験法の整備は今後検討すべき課題

と考えられる。 

ウイルスの培養法は平準化されていないため、現

時点では欧米を含め、食品中のウイルスの基準値は

設定されていない。しかしながら、定量試験では定

量値が記録され、健康被害の発生データを基とした

今後の解析を想定した場合には、将来的に何らかの

基準提案が行われる可能性もあると思われる。 

 試験法として今後検討すべき項目について調査

した結果として、食品マトリックスを捉えた場合、

カキ等の二枚貝については、ISO 15216-1:2017と

国内通知法間での妥当性が最近になって確認され

ており、本研究での検討対象として優先的位置づけ

にはないものと考えられた。また、他の食品のうち、

セミドライトマト表面からの試験は国内では A型

肝炎ウイルス検出に限定され、ノロウイルス等での

利用実績は文献調査からは見出せなかったことか

ら、ノロウイルスの濃縮効率や ISO法との成績比較

に関する検証は今後検討すべき項目であろう。 

 このほか、食品が接触する施設等の表面からのウ

イルス試験法は、国内では未整備であった。ISO法

を参考とした評価の実施は、食中毒事件の原因施設

における調査等へ活用し得るものと推察される。但

し、食中毒対応を主眼においた場合には、定量性を

求めるよりも、検出感度及び精度の確保を重視した

検討が必要と思われる。 

 ウイルス RNA抽出工程では米国と国内の試験法

では明確な差異は認められず、特段改良に向けた検

討を進める必然性は想定し難い状況であることが

確認された。 

 遺伝子検出工程では、プライマー/プローブを変

更する必然性はないと判断されたが、定量検出を主

眼においた場合には、1 step RT-qPCR やコントロ

ールの設定等、幾つかの課題が見出された。試験法

の検証方法として、米国 FDAガイドラインは参照に

値するものと考えられた。 

 

 

 

E. 結論 

（１）衛生指標菌等に関する研究 

腸内細菌科菌群試験法並びにリステリア・モノ

サイトゲネス試験法について用語及び体裁の統

一化を図り、2020 年版として最終確定した。こ

れら試験法について厚生労働省食品基準審査課

に提示し、通知法改正の根拠として活用された。 

カンピロバクター定量試験法に示される PCR

確認試験法を検証し、妥当性が確認されたことか

ら、NIHSJ-35-ST3 として共同試験へと進むこと

が承認された 

ISO 17468:2017の確認を通じた国内標準試験法

の作成や改訂に向けたガイドライン案の作成を

開始した。ISO 17468:2017に示される試験法作成

のためのガイドラインは、これまでに「食品から

の微生物標準試験法検討委員会」において用いて

きた標準試験法の作成方針と同様の骨子である

ことが確認され、引き続き、国際整合性を担保し

た試験法策定を行う意義が示された。 

 

（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 

・ 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と思われ、ISO 

16140-3 の和訳化は特に国際調和を進めていく

上で大きな意義があると思われた。 

・食品マトリックスの分類体系に関する知見は、我

が国特有の食品マトリックスを対象とする試験

法を作成・改訂していくために、作業部会へ発信

していくことが重要である。 

 

（３）ボツリヌス試験法に関する研究 

1）NHISJ-20TSコラボスタディにあたり、スパイク

用芽胞菌液作製プロトコールの整備及び簡易DNA抽

出キットの妥当性を確認した。加えてシングルラボ

スタディでNIHSJ-20TS-ST2の検出効率を検証した。 

2) 第72回検討委員会においてNIHSJ-20TSに関する

ステージ2の終了及びコラボスタディの開始（ステ
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ージ3への移行）が承認された。 

3) 第73回検討委員会においてNIHSJ-20TS-ST3原案

の提示を行った。 

 

（４）遺伝子検査法の導入に関する研究 

 細菌の食品からの微生物試験法は培養法をベー

スに構築されている。PCR 法及びリアルタイム

PCR 法は広く普及しており、多様な微生物に迅速

に対応するために、こうした遺伝子検査法を導入す

ることは有益と考えられる。ISO において遺伝子検

査法を使った個別の試験法は現時点ではそれほど

多くはないが、今後は遺伝子検査法を使った試験法

の開発導入が進むものと予想される。これらの試験

法が国際整合性に適合した試験法となるよう、国際

的な基準に沿ったガイドライン案の策定は重要で

あると考えられる。 

 

（５）ウイルス試験法に関する研究 

 本研究では、欧米における現行の食品媒介性ウイ

ルス標準試験法に関する情報を収集・整理し、国内

の現行試験法との比較を通じて、現在国内では適用

範囲として設定されていないマトリックスの存在

や、前処理法、工程管理のためのコントロールの設

定等について今後検討すべき項目を抽出すること

ができた。 

 

F. 健康危機情報 

 該当なし 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

1）朝倉 宏. Providencia alcalifaciens の細菌

学的性状，疫学ならびに試験法について．食品

衛生研究．2021. 71: 15-21. 

2）Asakura H, Sakata J, Yamamoto S, Igimi S. Draft 

genome sequences of non-H2S-producing 

strains of Salmonella enterica serovars 

Infantis, Enteritidis, Berta, and Kiambu in 

Japan. Microbiol. Resour. Announc. 2020. 

9(30): e00335-20. 

3）Yamasaki E, Matsuzawa S, Takeuchi K, Morimoto 

Y, Ikeda T, Okumura K, Kurazono H. Rapid 

serotyping of Salmonella isolates based on 

single nucleotide polymorphism-like 

sequence profiles of a Salmonella- specific 

gene. Foodborne Pathog. Dis. 2020. 18(1): 

31-40. 

4） Okumura K, Kaido M, Yamasaki E, Akai Y, 

Kurazono H, Yamamoto S: Genomic sequences of 

uropathogenic Escherichia coli strains with 

various fluoroquinolone resistance profiles. 

Microbiol. Resour. Announc. 2020. 9(38): 

e00199-20. 

5）斉藤美佳子、松岡英明：損傷菌の標準化．日本

防菌防黴学会誌. 2020. 48(10):535-540. 

 

2．学会発表 

1) 朝倉宏．ボツリヌス菌及びその他の食中毒細

菌等の試験法の動向について．令和 2 年度衛

生微生物技術協議会関東甲信越ブロック細

菌部会．2020 年 11 月 6 日, 埼玉県．  

2) 倉園久生．『これからの産学官連携』（微生物

試験に関わる産学官連携）．第 73 回日本細

菌学会中国・四国支部総会．2020 年 10 月

17 日, 徳島県． 

 

H. 知的財産権取得状況 

  該当なし 
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