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A. 研究目的 

我が国では、食品添加物の安全性を確保する

目的で，食品添加物公定書（以下，公定書）に

規格基準及び試験法がまとめられている．食品

添加物では、微生物汚染がしばしば起こること

が知られており、安全性を担保するため微生物

試験を行うことが重要である。公定書では一般

試験法の一つとして微生物限度試験法が収載

されており、第 9 版公定書では、微生物限度試

験法のもと、真菌（酵母及びカビ）数試験の方

法が規定されている。そこでの培地の性能及び

試験法の適合性試験として、試験菌として酵母

である Candida albicans NBRC 1594 およびカビ

である Aspergillus brasilliensis NBRC 9544 の計

2 菌種各 1 菌株を用いること、1 mL あたりの出

現集落数が 100 以下となるように調整した試験

菌液を使用すること、ジクロラン・グリセリン

（DG-18）寒天培地 15～20 mL と試験菌液 1 mL
を使用しての混釈培養を行うこと、25±1℃で 5
日間以内で培養するとき十分な増殖及び接種

菌液の回収があること、といった試験法の規定

がされている。混釈培養法には、塗抹培養法と

研究要旨 食品添加物公定書（公定書）の微生物限度試験における真菌数試験で規定されたジ

クロラン・グリセリン（DG-18）寒天培地による混釈培養法では、真菌種によっては生育効率

が低いとされる。そこで、公定書での培地の性能試験を参照して試験条件を設定し、集落の生

育性を評価した。DG-18 寒天、ポテト・デキストロース寒天またはサブロー・ブドウ糖寒天を

用い、混釈培養法または塗抹培養法にて培養を行った。培養期間は 3～5 日間、接種菌液濃度

は 20または 100 cfu/mLとした。培養に用いた菌種は、規定法として用いられる Candida albicans
および Aspergillus brasiliensis の他、普遍的な環境菌の 3 菌種を用いた。25±1℃で培養後、集落

数を計測した。検討の結果、いずれの試験条件でも、培養 5 日後で小さな集落（直径 1.5 cm 以

下）が生育する性質の Ca. albicans、Cladosporium sphaerospermum および Penicillium citrinum で

は集落数計測は可能であった。一方で集落生育が比較的早くかつ大きい A. brasilliensis および

Mucor hiemalis では、100 cfu/mL の接種菌液では、培養 5 日後でいずれの試験条件でも集落は

密集し、数の計測は困難であった。これに対し、20 cfu/mL の接種菌液を使用する、または培養

期間を規定法より短くすることで、集落数計測が可能となった。 
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比較して大量の試験液を１枚の平板で試験で

きるため、少ない平板数で評価が可能、カビ集

落が大きく発育しないため正確な計測がしや

すい、などといった実験上のメリットがある。

一方で、試料中の菌が熱の影響を受ける可能性

があること、完全な好気的条件での培養にはな

らないため特に好気的な真菌の発育性に影響

することなどのデメリットもある。またこの影

響の程度は、菌種によって様々であるとされ、

このことについての十分な研究報告は無い。こ

れに対して、食品等の一般的な試験法として汎

用される菌数測定法として、塗抹培養法 1)があ

る。本培養法のメリットとしては、試料中の菌

は熱の影響を受けないことがある。デメリット

としては、１枚の平板で試験できる試験液が混

釈培養法より少ないため、多くの希釈列を作製

し、多くの平板数を用いての試験をする必要が

ある。特にカビ集落が大きく発育するため、試

料中の菌濃度が高く 1枚の平板に多数の集落が

発育した場合、正確な計測が不可能となりやす

いことがあるとされる。 
培養法に関する真菌集落の発育性に対する

以上の特徴をふまえると、公定書で規定された

試験法の、DG-18 寒天培地による混釈培養法で

は、真菌種によっては生育効率が低い可能性が

ある。加えて、公定法での接種菌液の濃度や培

養日数では、生育の早い真菌種などでは集落数

計測が難しい可能性がある。しかし現在のとこ

ろ、これらの培養法による真菌集落の生育性や

集落数の計測効率の違いについて、十分に評価

されていない。 
 そこで本研究では、公定書の微生物限度試験

の参考に資するために、添加物公定書での「培

地の性能及び試験法の適合性」を参照した試験

条件をその他試験条件と比較し、集落の生育性

をもって真菌数計測の正確性と効率を評価す

る目的で、検討を行った。 
 

B. 研究方法 
B-1) 供試菌 

比較した供試菌としては、添加物公定法で規

定された Ca. albicans NBRC 1594 および A. 
brasiliensis の 2 種に加えて、規定の試験菌種に

は含まれないが環境中に分布頻度や濃度が高

い こ と が し ば し ば あ る Cladosporium 
sphaerospermum NIHS 0378、Penicillium citrinum 
NIHS 0222 および Mucor hiemalis NIHS 0886 の

3 種、計 5 種各 1 菌株を供試した（Figure 1）。 
 
B-2) 比較した培養条件 
 比較した培養条件としては、培養法について

は、規定法である混釈培養法およびその比較対

象として塗抹培養法の 2 種類、寒天培地種類に

ついては、規定法である DG-18 寒天培地、およ

びその比較対象として食品等の一般的な試験

法として汎用されるポテト・デキストロース寒

天（PDA）培地 1)と日本薬局方の一般試験法微

生物限度試験法〈4.05〉で規定されるサブロー・

ブドウ糖カンテン（サブロー寒天）培地 2)の 3
種類を検討に加えた。また、菌濃度が濃かった

場合の集落数計測の難易度についても評価す

るため、接種する菌液の濃度として、1 mL あた

り 40 または 100 cfu の濃度で作製した。平板 1
枚あたりの接種菌液体積は、混釈培養法では 1 
mL、塗抹平板法では 0.5 mL とした。B-1) の菌

株およびこれらの培養法・寒天培地の種類・接

種菌濃度をそれぞれ 1 種類ずつ組み合わせて 1
試験条件を設定して、培養 3から 6 日目（培養

2晩から 5晩）で毎日集落数を計測し、測定集

落数や実験効率を比較した。1 試験条件では平

板 3枚で実験を行い、得られた測定集落数の平

均値を算出した。以上の培養のセットを最大 3
回繰り返し、結果を比較評価した。 
 
C. 結果及び考察 
C-1) 添加物公定書での培養条件における各種

真菌の培養結果の比較 
公定書に既定の最大濃度である 100 cfu/mLの

接種菌液を接種し、最大培養期間である 5 日間

（4晩目）培養を行った後での、供試 5 菌種の

培養結果を比較した。Figure 2 に、培養像の代表

として、公定法である DG-18 寒天を用いた混釈

培養法での集落像を示した。本表では、集落の

発育性について、5 菌種のうち、「培養 5 日後で

小さな集落を形成する 3 菌種」を A とし、「集

落生育が早く大きな集落を形成する 2 菌種」を
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B と分類し表記した。 
集落の発育性がタイプ A の Ca. albicans、Cl. 

sphaerospermumおよびP. citrinumの 3菌種では、

比較した結果、今回試験したいずれの培地種類

および培養法の組み合わせでも、集落は目視で

観察可能な大きさとなり、いずれの培養法・寒

天培地の組み合わせで集落数計測が可能であ

った。ただし、特に Ca. albicans および Cl. 
sphaerospermum では、4晩目の集落大きさは目

視で確認できるギリギリの大きさであったも

のも有り、計測には注意が必要と考えられた。 
集落の発育性がタイプ B の A. brasilliensis と

M. hiemalis では、集落は密集し数の計測は困難

となった。したがって、集落の発育性のタイプ

B、すなわち早く大きな集落を形成する菌種で

は、公定法に既定の培養条件の組み合わせで集

落数計測が困難となったため、これらの菌種で

は、培養法、培地種類、接種菌液濃度、培養日

数の組み合わせを変え、集落数計測が可能とな

る方法の検討が必要ということが確認された。 
 

C-2) 小さな集落を形成する菌種における真菌

数計測結果の比較 
 C-1) において集落の発育性がタイプ A 菌種

（ 小 さ な 集 落 を 形 成 ；Ca. albicans、Cl. 
sphaerospermumおよび P. citrinum）で 100 cfu/mL
の接種菌液を用いての真菌数計測結果を、各培

養条件間で比較した（Figure 3）。混釈培養また

は塗抹培養と、DG-18 培地・PDA 培地・サブロ

ー寒天培地の 3 種類の寒天培地の、それぞれ 1
種類ずつを組み合わせて培養条件を設定した。

3 菌種それぞれの結果から、DG-18 寒天培地で

は、他の種類の培地と比べて、混釈・塗抹とも

に集落形成が遅く、グラフがプラトーに達する

まで、つまり十分な集落数が形成されるまでに

5 晩以上の培養が必要であることが示された。

一方で、PDA およびサブロー寒天培地では、混

釈・塗抹ともに集落形成が早く、ほぼ 3晩の培

養で十分な集落数の計測が可能であったこと

が示された。公定書の微生物限度試験法におけ

る真菌数試験法 培地の性能及び試験法の適合

性試験では、5 日間（4晩）以内で培養するとき

「十分な増殖及び接種菌液の回収がある」こと

を適切な試験法と規定している。本研究の結果

から、Ca. albicans では DG-18 寒天培地を用い

た混釈培養法で 4晩目で菌数の測定値がプラト

ーに達しておらず、その時接種した最大の菌数

が出現していない状態であったと思われたが、

既定の培養 4晩目でも接種した菌数の 80％以上

は回収できていた（Figure 3）。日本薬局方の一

般試験法微生物限度試験法〈4.05〉2)では、出現

集落数は接種菌液から予想される菌数の 1/2か
ら 2倍以内が適当と判断できると規定されてい

ることから、今回の結果では十分な菌数が得ら

れたものと判断した。しかし日本薬局方で使用

される寒天培地の種類はサブロー寒天であり、

培養法も平板塗抹法であることから、今後、DG-
18 寒天培地による混釈培養法での検討回数を

増やし、評価を確実なものとする必要がある。 
 
C-3) 大きな集落を形成する菌種における真菌

数計測結果の比較 
 C-1) において集落の発育性がタイプ A（大き

な集落を形成； A. brasilliensis および M. hiemalis）
で 40 cfu/mL の接種菌液を用いての真菌数計測

結果を、各培養条件間で比較した（Figure 4）。
また、その際の集落培養像を比較した（Figure 5）。
混釈培養または塗抹培養と、DG-18 培地・PDA
培地・サブロー寒天培地の 3 種類の寒天培地の、

それぞれ 1 種類ずつを組み合わせて培養条件を

設定した。Figure 4 において点線の折れ線グラ

フは、培養 2晩目の時点では集落数の計測が可

能であったが、翌日以降は集落が大きく広がり

すぎ、数の計測が不可能となったためデータが

取得できなかったことを表す。今回の比較検討

の結果から、混釈・塗抹の両培養法で共通して

DG-18 寒天培地では集落形成が遅く、グラフが

プラトーに達するまで、つまり十分な集落数が

形成されるまでに最短でも 4晩の培養が必要で

あることが確認された（Figure 4）。同時に、Figure 
5 の培養像で示したとおり、DG-18 寒天培地で

は集落発育が他の 2 種類の培地と比較して小さ

く、集落数が計測しやすい結果となった。一方

で、PDA 培地では、M. hiemalis では 2晩目培養

時点で集落の十分な発育が得られたが、A. 
brasilliensisでは 3晩以上の培養が必要であった
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（Figure 4）。集落数は集落が広がり比較的計測

しづらいが、菌数が多くない場合は密接せず真

菌数計測が可能であった（Figure 5）。サブロー

寒天培地では、菌量が平板 1枚あたり 20 cfu と

少ない塗抹培養でも、集落数測定期間最短の 2
晩の培養でもすでに集落の発育は過剰となっ

て集落が密集しており、数の計測が不可能とな

った（Figure 4）。以上のことから、A. brasilliensis
や M. hiemalis では、DG-18 寒天または PDA 寒

天培地を用いて、3～4晩以上の培養期間をみる

といった注意が必要であると考えられた。 
 これらの発育性の異なる真菌群は両方とも環

境中に高い頻度で分布するため、食品添加物に

混入することは十分に考えられた。添加物公定

書では、規定法と同等以上の検出感度および精

度を有する場合には、代替法の適用も可能であ

るとされているため、検出が予測される菌種に

よっては、代替法として寒天培地の種類の変更

や、接種試験液の一層の希釈、培養日数の短縮

も検討する必要がある。 
 
D. 結論 
公定書の微生物限度試験の参考に資するた

めに、公定書で規定の試験条件をその他試験条

件と比較し、集落の生育性をもって真菌数計測

の正確性と効率を評価した。その結果、公定書

で規定の DG-18 寒天培地を用いて、規定の菌濃

度を接種し 4晩の培養後、集落の発育が過剰と

なり集落数の計測が不可能となる真菌群があ

った。ここには公定法に記載された A.  
brasilliensis も含まれた。 また同条件の培養条件

で、発育速度が遅く小さな集落が発育するため

最低 5 晩の培養が必要となる真菌群もあった。

ここには公定法に記載された Ca. albicans も含

まれた。これらの群は両方とも環境中に高い頻

度で分布するため、食品添加物に混入すること

は十分に考えられた。添加物公定書では、規定

法と同等以上の検出感度および精度を有する

場合には、代替法の適用も可能であるとされて

いるため、検出が予測される菌種によっては、

代替法として寒天培地の種類の変更や、接種試

験液の一層の希釈、培養日数の短縮も検討する

必要がある。 
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Figure 1.  供試菌株 
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Figure 2.  公定法である DG-18 寒天を用いた混釈培養法での集落像 
    および集落の発育状況 
 

試験菌液の濃度は 100 cfu/mLに設定し接種した。培養 4晩後の集落像を示した。集落の発育性 A：
培養 4晩後で小さな集落（直径 1.5 cm以下）を形成する菌種、集落の発育性 B：Aより生育が早く
大きな集落を形成する菌種。 
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Figure 3.  小さな集落を形成する 3 菌種を用いた各培養条件間での 
    真菌数計測結果の比較 

混釈培養または塗抹培養と、DG-18培地・PDA培地・サブロー寒天培地の 3種類の寒
天培地の、それぞれ 1種類ずつを組み合わせて培養条件を設定した。接種菌液は 1 mL
あたり 100  cfuの濃度で作製し、これを平板 1枚あたり、混釈培養法では 1 mL、塗抹
平板法では 0.5 mL接種した。3平板×3回繰り返し実験の集落数測定結果の平均値を
プロットした。 

A. Ca. albicans B. Cl. sphaerospermum 

C. P. citrinum 
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Figure 4.  大きな集落を形成する 3 菌種を用いた各培養条件間での 
    真菌数計測結果の比較 

混釈培養または塗抹培養と、DG-18培地・PDA培地・サブロー寒天培地の 3種類の寒
天培地の、それぞれ 1種類ずつを組み合わせて培養条件を設定した。接種菌液は 1 mL
あたり 40  cfuの濃度で作製し、これを平板 1枚あたり、混釈培養法では 1 mL、塗抹平
板法では 0.5 mL接種した。3平板×3回繰り返し実験の集落数測定結果の平均値をプ
ロットした。破線はの折れ線グラフは、培養 2 晩目の時点では集落数の計測が可能で
あったが、翌日以降は集落が大きく広がりすぎ、数の計測が不可能となったためデー

タが取得できなかったことを表す。 
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Figure 5. 大きな集落を形成する 2 菌種を用いた各培養条件間での 
    集落発育状況の比較 

接種菌種

培地種類 D G -18 P D A サブロー寒天

混釈培養

塗抹培養

混釈培養

塗抹培養

集落計測

の可・不可

集落数計測

しやすい

M . hiem alis (5O/Nでの培養像)

集落は密集し数の計測は培養期間

が５O/Nに近づくほど困難

A . brasiliensis (5O/Nでの培養像)

混釈培養または塗抹培養と、DG-18培地・PDA培地・サブロー寒天培地の 3種類の寒天培
地の、それぞれ 1種類ずつを組み合わせて培養条件を設定した。接種菌液は 1 mLあたり
40 cfuの濃度で作製し、これを平板 1枚あたり、混釈培養法では 1 mL、塗抹平板法では 0.5 
mL接種し、5晩培養後の培養像を示す。 
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