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Food Safety Department

微生物検査の細菌の動向と信頼性のある試験法
- ペトリフィルムTM 培地を用いた微生物検査法-

スリーエム ヘルスケア株式会社
フードセイフティー製品技術グループ

守山 隆敏

第6回微生物講習会
6月14日 2013年
日本冷凍食品協会

2
2

本日の内容

第一部 講義

• 食の安全の最近の動向

• 試験検査の役割と注意点

• 信頼性のある試験法

• 3Mペトリフィルム製品の説明および使用方法

第二部 実習
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食品衛生検査

③方式 培養法 化学検査

④ 結果 定 量 定 性 定 量 定 性

② 測定の指標 微 生 物 ATP / 残留タンパク

① 検査目的 衛生指標菌 汚れ食中毒菌

3M 食品衛生関連 の主な製品

⑤ 手法

ペトリフィルム CH-30 ATP PRO50
ALLTEC

病原菌

自動検出システム 4

「食の安全性」とは？

• 食品衛生の定義

– ‘Food hygiene’ means all measures necessary for ensuring the safety, 
wholesomeness, and soundness of food at all stages from its growth,
production, or manufacture until its final consumption.

– 「食品衛生」とは、成長、生産、製造から最終的なすべての段階に

おいて、安全で、高栄養価、良質な食品を確保するために必要な
すべてを意味します。

DS: WHO Home Page

5

食品衛生法 第三条 食品等事業者の責務

 食品を供給する事業者は、自らの責任において

販売食品等の安全性を確保するため、知識およ

び技術の習得、原材料の安全性の確保、自主検

査の実施等の措置を講ずるよう つとめなければ

なりません。

DS：食品衛生法 6

発生件数 1,062件

患者数 21,616人

死者数 11人

平均患者数 20.4人

平成23年日本における食中毒発生状況

DS: 厚生労働省HP参考



2

7

大規模食中毒事例
発生時期 地域 原因食品 原因物質 患者数

1991 堺市 カイワレ大根 腸管出血性大腸菌 7,966

1993 大阪府 三色ケーキ Salmonella Enteritidis 1,371

1993 北海道 いくら醤油漬け 腸管出血性大腸菌 49

1993 群馬県 卵巾着 Salmonella Enteritidis 568

2000 大阪市 加工乳など ブドウ球菌 13,420

1999 愛媛県 学校給食 Salmonella Enteritidis 904

1999 青森県 イカ乾燥 Salmonella Oranienburg, 
Salmonella Chester

1,634

2001 千葉 ローストビーフ O157 665

2002 福岡 シューアイス Salmonella Enteritidis 644

2002 高松 給食弁当 Salmonella Enteritidis 725

2002 福島 弁当 Salmonella Enteritidis 905

2005 滋賀県 鮭の塩焼き ブドウ球菌 863

2007 静岡 仕出し弁当 Salmonella Enteritidis 1,148

2011 北海道 学校給食 Salmonella Enteritidis 1,638

2011 富山 焼肉 腸管出血性大腸菌 181
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食品会社におけるリスクは？
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経営上のリスク

労働基準（健康など）
上のリスク

食の安全上のリスク 機密情報リスク

環境マネージメント上
のリスク

品質リスクHACCP

危機管理リスク

法令順守

業界トレンドリスク
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食中毒による企業損害

一次的損害
製造物責任（ＰＬ）

回収リコール
営業停止

二次的損害
ブランド価値の低下

風評被害
損害賠償

事業継続リスク
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リスクアナリシスとリスクマネージメント

リスクアセスメント リスクマネージメント

リスクコミュニケーション

 科学べース  政策ベース

リスクに関する情報および
意見の相互交換
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品質リスク/ 食の安全と安心 の考え方

1. リスク分析と管理基準の設定

1. サンプリングプラン

2. 環境モニタリング

2. 基準値内の管理(SSOP)
3. 規格外の早期発見

1. 自主検査による迅速法

4. 是正措置とリスクコミュニケーション

P D C A
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微生物検査における環境変化

•従来の試験法では

対応不可

•従業員の教育

•検査員の技量確保

•効率化

•パソコンスキル

新たな課題
•自主検査の向上

•妥当性確認された試験法の要求

•検体数の増加

（取引条件などによる）

•検査菌の種類の増加

•検査設備の充実

•迅速簡便法での対応

（妥当性確認された方法）

•グローバル化

•データベース化

検査環境の変化
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食品中での微生物制御

ゾーニングの考え方
原材料からの微生物除去と二次汚染防止

食品中における微生物の殺菌または発育阻止

食品製造環境の衛生化
衛生指標菌によるモニタリング

食中毒菌によるモニタリング

ATP, タンパクなどによる迅速モニタリング

14
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現在の課題 n=1170

DS: 3M セミナーアンケート結果による
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求められる自主検査における
検査要件とは？

 妥当性確認された方法（信頼性）

 国際的に通用する方法

 技量に左右されない方法（簡便）

 操作性が良い

 測定誤差が少ない

 時間的に短縮できる方法（時短）

16
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微生物の基礎

17

微生物とは？

藻類原生動物

酵母カビ細菌

ウィルス
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微生物試験の難しさ微生物試験の難しさ

試料検体についている菌の分布が均一でない

菌の種類が多彩であり、条件によっては増殖しにくい

試験方法が複雑で、熟練が必要である

加熱、冷凍など菌が損傷を受けている（一定でない）

試料検体の保存、調製、検査のやり方で結果が違う

検査担当者による測定誤差がある
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主な病原菌の増殖温度

病原菌 最低温度℃ 最適温度 ℃ 最高温度 ℃

サルモネラ 5 35-37 47

カンピロバクター 30 42 47

黄色ブドウ球菌 6.5 37-40 48

ボツリヌス菌 10 50

セレウス菌 4 30-35 48-50

DS: WHO ホームページ
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病原菌の死滅 温度/時間による変化病原菌の死滅 温度/時間による変化

温度(℃) 時間(分･秒) 温度(℃) 時間(分･秒)

60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

43’29’’
33’44’’
23’16’’
17’06’’
12’40’’
09’18’’
06’49’’
05’01’’
03’43’’
02’43’’
02’00’’
01’28’’
01’05’’

73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

00’48’’
00’35’’
00’26’’
00’19’’
00’14’’
00’10’’
00’06’
00’05’’
00’04’’
00’03’’
00’02’’
00’02”
00’01”

DS: WHO ホームページ
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危機管理の重要点危機管理の重要点

不備な点が判明したときの対応策

品質管理：検査結果の取扱いと判断

品質管理と経営責任者に求められる重要事項

22
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品質管理者に求められるポイント品質管理者に求められるポイント

検査結果からくる
 事実確認

 原因究明

 対応策に対する判断

 情報の発信

問題点の是正と再発防止対策

23
23

安
全
な
食
品
の
提
供

菌
の
汚
染
制
御

品質管理の役割：（細菌検査）品質管理の役割：（細菌検査）

信頼のある
微生物試験

① 準備

⑤ 判定

② 培地作成

④ 試験実施

③ 検体処理

⑥ 分析

⑦ 廃棄

24

食品会社における微生物試験目的

 品質：GMP
 衛生指標菌

• 生菌数

• 大腸菌群、大腸菌

• カビ酵母

• 乳酸菌

• 黄色ブドウ球菌

• 腸内細菌科菌群

 安全

 食中毒菌

• サルモネラ属菌など
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微生物試験(衛生管理）の目的微生物試験(衛生管理）の目的

1. 原材料、製品の衛生管理

1. 原材料の受け入れ検査

2. 製品の衛生（微生物汚染）状態の確認、出荷判定

2. 製造工程の衛生管理

1. ＣＣＰ（重要管理点）の管理

2. 製造工程の洗浄消毒後の管理（洗浄確認）

3. 製造環境工程の微生物汚染状態の把握と分析

4. 洗浄消毒剤の効果確認
26

試験方法を選択するときの注意点試験方法を選択するときの注意点

1.試験の目的を明確にする

2.採用する試験法の特性を理解する

3.適切な試験法（定性、定量、感度など）

4.妥当性確認された試験法であること

5.試験法が対象とする食材に適しているか

1.食品成分（添加物含む）

2.夾雑菌

3.ｐＨ

4.色

27
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試験方法を選択するときの注意点試験方法を選択するときの注意点

試験の目的に適した方法を使用すること

 行政による試験（食中毒など法的処置がからむ場合で指導は除く）

• 規格基準に定められた方法（公定法）

 行政による指導、モニタリング検査

• 公定法にこだわらない

 海外との取引（国際的に認証されている方法）

• ＡＯＡＣ ＯＭＡ、ＡＦＮＯＲ（ＩＳＯ）など

 標準となる試験法

• 標準試験法 （進行中）

• FDA BAM, ISO試験法

 参考となる試験法

• 指針、注解：食品衛生検査指針、衛生試験法

 食品企業における自主衛生管理

• 迅速簡便法：妥当性確認された方法（AOAC OMA, AFNORなど） 28

試験法の考え方

施設 目的 公定法 簡便法

（妥当性確認）

検疫所、登録検査機関、
保健所、衛生試験所

行政としての試験
（食中毒など法的処
置がからむ場合

◎ Ｘ

登録検査機関、保健所、
衛生試験所

食中毒の原因追及
のための検査

◎ ◎

保健所 モニタリング検査 ◎ ◎

登録検査機関 企業からのルーチン
検査

◎ ◎

食品事業者 ルーチン検査・自主
検査

◎ ◎
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 検体の取り扱いに関する問題

 培地等保管、調製に関する問題

 特徴的器具装置に関する問題

 検査実施に関する問題

細菌の増殖の防止や死滅の確認

精度管理講習会（三田）より抜粋

培地成分変質防止、再加熱による変質

汚染防止、滅菌や培養温度の確認

汚染防止、確実な判断、計算

細菌検査室における注意点

注 意
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 検体の分類把握の問題：液体、半固体、粉末、固体

 検体採取方法の問題 ：採取量、最終箇所

 検体運搬中の問題：温度管理、時間管理

 検体保管中の問題：温度管理、時間管理

 検体の処理方法の問題：処理時間

 検体自身の問題：ｐＨ、色、保存量など

 検体採取ロット数の問題：ｎ数

検査失敗の原因（１）

注 意
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 培地および試薬の品質の問題

 試験法そのものの問題

 使用機器類のキャリブレーションの問題

 検査担当者の問題

 基本的技術と経験不足

 理解力と判断力

 計算ミスと報告ミス

 疲労

失敗の原因（２）

注 意
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 開封前の保管 ：温度、湿度、光、期間

 開封後の保管 ：温度、湿度、光、期間

 調製時の確認 ：配合、計量、ｐＨの確認

 調製後の保管 ：温、湿度、光、期間取り違い

 滅菌時の確認 :滅菌の有無・温度、成分変質の有無

 使用時の確認 ：汚染防止、再加熱変質防止

 使用後の廃棄 ：適切な廃棄 ペトリフィルムは青のみ

培地に関する注意点（粉末培地）

注 意
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Key Point

ｐＨ調整は何のために行うか？

食品衛生検査指針抜粋

 細菌の大部分はｐＨ6～8の間でよく増殖す

るために、通常培地は7.0～7.6に調整する。

 培地のｐＨ調整には 通常

 １Ｎ水酸化ナトリウムまたは１Ｎ塩酸を用いる。

34
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Key Point

適正測定範囲とは？

測定誤差：食品検査において、培地、培養温度、培

養時間、試験方法によって測定値に誤差が生じます。

希釈試料液中の菌の分布はピペット操作でも誤差が

生じます。その為に、どの分布のものの菌数のプレー

トを数えればよいか適正な測定範囲があります。

⇒ 信頼性のある範囲

万一、適正範囲のプレートが無い場合には、それ以

下あるいは以上のプレートで測定します。
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試料調製の注意点試料調製の注意点

1. 無菌操作

1. 外部からの菌の混入が無いこと

2. 外部への汚染が無いこと

2. 均一化

1. 検体採取方法および検体量

2. ホモジナイザーの時間

3. 適した希釈液の使用

4. 迅速性

1. 検体の保管条件（0-4℃ 36時間以内：国際的基準）

36

Key Point

試料の採取と調製方法

食品衛生検査指針抜粋

 液状検体

 粘度の高い半流動状

 粉末状

 固形状

－容器ごと約30cmの振幅で7秒間で25回混合し、混合後3分以内に内容物の
一定量を採取する

– 容器を無菌的に開封し、滅菌スプーンなどで内容物を良くかき混ぜた後、
原則として25ｇ、均一化が容易にできるものは10ｇでも可能

– 液状に準じて混合するか、または、容器を無菌的に開封後、滅菌スプー
ンなどで内容物をよくかき混ぜて原則25ｇ採取する。均一化が容易に出来
る場合には10gでも可能。

– 滅菌した鋏、ピンセットなどを使用して、できるだけ細かく切断し、混合し
た後一定量を採取する。できるだけ25ｇ採取。出来ない場合には10ｇでも可
能

– 秤量から希釈試料液の調製までの所要時間は15分以内に終了させる
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製品サンプリングの考え方

原材料のサンプリングの考え方

中間製品のサンプリングの考え方

製品サンプル保管の考え方

手指のふき取り検査の考え方

検査における重点項目

38

技能上でのポイント技能上でのポイント

 決められた試験手順および条件に従う

 試験法への慣れ

 試験計画

 材料の準備

 記入ミス、計算間違いの注意

 測定ミス

 結果の判断

 技能試験（クロスチェック）参加のお勧め

39
39

細菌検査技能評価試験（クロスチェック）

 目的 ：食品事業者における細菌検査の実施に対し、

検査業務上細菌検査技能の向上と精度の確保をする

ことを目的としている。

40
40

クロスチェックを行う上での注意点クロスチェックを行う上での注意点

1. 検体試料の取り方

1. 包装容器の各部位から万遍なく採取する

2. 食品のマトリックスによる違い

2. 希釈後の十分な攪拌

3. 検体試料の取扱い

1. 「冷蔵した菌を室温に戻してから接種」と 「冷蔵した

菌を取り出して直ちに接種」と では菌の状態が違

いがある。← 前者で対応

41

妥当性確認(バリデーション）された試験法

海外におけるバリデーションされた試験法の考え方

 Standard Method: 標準法・参照法

ＵＳ：FDA BAM

EU; ISO 

 ISO16140などバリデーション方法に基づいて検証

代替法として採用

42

世界での参照法/標準法と試験法認証機関

© 3M 2011.  All Rights Reserved.

ＥＵ 米国

Reference
Golden StandardISO法 FDA BAM

Validation法ISO16140 AOAC Guideline

代替法

AFNOR, 
MicroVal
NordVal

AOAC OMA
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事例：海外における同等性

標準法/参照法 市販試験法

ISO16140 に基づいて妥当性確認
AOAC Guidelineに基づいて妥当性確認

=

AOAC OMAの認証試験法は、「ゴールド・スタンダード」参照法と同等であ

ることを保証

AFNORの認証試験法は国際規格法（ISO) と同等な代替法にとして採用
44

日本の公定法の課題

 すべて妥当性確認されて検証した試験法では無い。

 試験法によっては検出できない場合もある。

海外に通用しない。

認証システムが無い。 標準試験法検討委員会

45

日本国内における動き

国際的に通用する参照（標準）となる試験法をつくる

⇒ 微生物標準試験法検討委員会

微生物標準試験法検討委員会

微生物作業部会 バリデーション作業部会

ターゲット菌種毎 妥当性確認方法 など

妥当性確認(バリデーションされた試験法)

46
標準試験法検討委員会HPより

2013年6月10日現在

新たに大腸菌 （酵素基質）が NIHSJ-25

47

AOAC OMAが信頼性のあるゆえん
（求められる性能）

 精確さ（Accuracy）

 精度(Precision)

 室内再現精度（Intermediate precision）

 再現性（Repeatability）

 特異性（Specificity）

 選択性（Selectivity）

 排他性：誤陽性（Exclusivity）

 包含性：誤陰性（Inclusivity）

 定量限界（Quantization Limit）

 直線性（Linearity） 48
48

食安輸発0330号第15号
平成23年3月31日

「平成23年度輸入食品等モニタリング計画」の実施について

情報
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49

区分 定性的試験法 定量的試験法

参加ラ
ボ数

10ヵ所以上 8ヵ所以上

試料の
種類

・食品全般を対象とした試験法の場合は，規定の食品カテゴリー（9 区分）のうち6 カテゴリーか

ら試料を選定
・特定の食品カテゴリーのみを対象とした試験法の場合は，当該カテゴリーから試料を選定

試料数

種類ごとに①～③の試料を6個ずつ調製

① 陰性試料（未接種）

② 低レベル接種試料（ex.1-5 cfu/25g）

③ 高レベル接種試料（ex.10-50cfu /25g）

種類ごとに①～④の試料を4個ずつ調製

① 陰性試料（未接種）

② 低レベル接種試料（検出限界の菌数）

③ 中レベル接種試料（②の約10倍の菌数）

④ 高レベル接種試料（②の約100倍の菌数）

微生物を接種した試料ではなく，自然汚染試料を用いる場合あり

評価

パラメー
タ

・感度（Sensitivity）、特異性（Specificity）、偽陰性率（False negative rate）
・偽陽性率（False positive rate）、繰り返し精度（Repeatability）

・室間再現精度（Reproducibility）、相対標準偏差（Relative standard deviation）

微生物試験法のバリデーション
（AOACI OMAガイドライン）

ＤＳ：日本食品分析センター 田中先生

50

海外における試験法の妥当性確認（EU）

評価機関 AFNOR(フランス）, MicroVal（オランダ）, 
NordVal (ノルウェー）

評価方法 ISO16140に従う

評価基準

の試験法

ISO が規定する試験法

評価結果 認定書に要約が記載

適用 各評価機関のWeb上に認定書が公開

国際規格法と同等な代替法にとして
採用

参考：財団法人日本食品分析センター 田中先生発表資料

51

海外海外におけるにおける試験法試験法のの妥当性確認（妥当性確認（そのその他）他）海外海外におけるにおける試験法試験法のの妥当性確認（妥当性確認（そのその他）他）

AOAC セクション カナダ、日本、ドイツ、中国、

ベルギー、タイ、台湾、

ＡＯＡＣの考え方を取り
入れている国（事例）

日本、中国、台湾、タイ、韓国

など

ＩＳＯの考え方を取り入
れている国事例

ＥＵ、日本、ベトナム、ブラジ

ルなど

52

情報

53

PetrifilmTM Status of Validation

Petrifilm Plate 対象菌種 AOAC 
OMA

AOAC RI AFNOR NordVal

AC Plate 好気生菌（生菌数） ● ● ●

CC Plate 大腸菌群数 ● ● ●

RCC Plate 大腸菌群数迅速測定 ● ● ‐

HSCC Plate 高感度大腸菌群数測定 ● ● ‐

EC Plate E.coliおよび大腸菌群数測定 ● ‐ ●

SEC Plate E.coli数測定用 ‐ ● ●

EB Plate 腸内細菌群数測定 ● ● ●

STX Plate 黄色ブドウ球菌数測定用 ● ● ●

EL Plate リステリア環境測定用 ‐ ● ‐ ‐

YM Plate カビ・酵母数測定用 ● ‐ ●

54

ＡＡOAC OMAOAC OMA

NMKL

AFNOR

食品衛生検査指針

VDIA

KCFR

世界で200以上の承認推薦された方法

SN
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55

ペトリフィルムTM培地 ACプレート ： 生菌数測定用

ペトリフィルムTM培地 CCプレート ： 大腸菌群数測定用

ペトリフィルムTM培地 RCCプレート ： 大腸菌群数迅速測定用

ペトリフィルムTM培地 ECプレート ： E.coliおよび大腸菌群数測定用

ペトリフィルムTM培地 STXプレート ： 黄色ブドウ球菌エクスプレス測定用

食品衛生検査指針収載 !!

56

社団法人 日本冷凍食品協会様
「品質管理の手引き」

（その他） 2001年：日本乳業協会 「飲用乳における出荷前自主検査ガイドライン」

1997年：と畜場法施行規則の一部を改正する省令施行等について など

57
57

海外における基準事例

ＤＳ：平成１７年度冷凍食品の規格に関する調査について
株式会社 三菱総合研究所

冷凍食品・小麦粉食品の分類 対象食品名
微生物に
関する基
準の有無

菌種 規格 菌種 規格

冷凍前非加熱食品 ◎ Escherichia coliNegative 好気生菌 <3,000,000
非加熱接種冷凍食品冷凍前加熱製品 ◎ coliform <100,000 好気生菌 <100,000

coliform 100MPN Salmonella Negative
E.coli   10MPN 好気生菌 50,000

Coagulate陽
性Staph
aureus

10 MPN

菌群総数 <300,000
致病菌（
Salmonella,
Staphylococc
us aureus , 志

賀氏菌）

not detectable

カビ菌係数 <150
菌群総数 <100,000
致病菌（
Salmonella,
Staphylococc
us aureus , 志

賀氏菌）

not detectable

カビ菌係数 <50

菌群総数 <30000000

致病菌（腸道

致病菌、致病
性球菌）

not detectable

菌群総数 <100000

カビ菌係数 <100

致病菌（腸道
致病菌、致病
性球菌）

not detectable

加熱処理済急速冷凍
急速冷凍インスタント
食品

◎ coliform -/g 総菌総数 <100,000

中国

coliform <230 (MNT/100g)

◎

熟制冷凍(冷凍前に加熱処理し
た製品）

急速冷凍小麦粉・米
食品

◎

○

○

◎ coliform <230 (MNT/100g)

米国

生制冷凍（冷凍前に加熱処理し
ていない製品）

冷凍前非加熱食品 急速冷凍包装済小麦粉・米食品

Dough, Cook ie

その他菌E.coli or coliforms

冷凍食品韓国

58
58

海外における基準事例

ＤＳ：平成１７ 年度

食品における世界各国の微生物規格基準に

関する情報収集に係る調査 報告書

財団法人国際医学情報 センター

59

主な培地比較（寒天培地）事例

試験項目 日本 海外

生菌数 標準寒天培地 標準寒天培地

大腸菌群
デソキシコー
レイト寒天

バイオレッドレッドバ
イル寒天（VRB)

腸内細菌科群 なし VRBG

黄色ブドウ
球菌

卵黄加マンニット
食塩寒天

ベアードパーカー寒天

60
60

本日は 大変 お疲れ様でした！

今後ともよろしくお願いします。

http://www.mmm.co.jp/microbiology/index.html




