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食品の安全性に関わる食品微生物検査の信頼性を確保するため，黄色ブドウ球菌による検査前処理を

含む内部精度管理（定性法）を確立した．内部精度管理試料の基材として「水ようかん」を選定し，材

料の混合比を検討した．作製した基材に菌を添加し，均質性の確認，保存期間および保存温度による回

収率変化を確認した．添加菌量については，LOD50 を用いて検出下限値を算出した．作製した内部精度

管理試料の妥当性評価を行ったところ，すべて適合した．本検討により，適切な「菌種」と「基材」を

選択することで，施設の状況に合わせた精度管理の実施が可能となった． 

 

緒 言 

食品微生物学的検査は，食品の安全性を確保するた

めに重要な役割を果たしている．食の安全管理に対す

る消費者，生産者，行政の意識が高まってきたことで，

食を取り巻く環境が変化しつつある．生産者である食

品事業者には，令和 3 年 6 月から，コーデックス委員

会が推奨している HACCP（Hazard Analysis and  

Critical Control Point）に沿った衛生管理が義務化さ

れている．HACCP は，従来の最終製品の抜き取り検

査だけでなく，重要な工程を連続して管理する手法で

あり，危害微生物のリスク管理に有用である．一方，

行政では，食の安全を確保するため，製造施設や販売

施設から食品を収去（抜き取り）し，微生物等の検査

を実施している．この検査を担当する食品衛生検査施

設は，検査結果の高い精度と信頼性を確保する必要が

ある．食品衛生検査を実施する地方衛生研究所におい

ても，検査に従事する者の技能水準を確保し，食品微

生物学的検査の精度を保つために精度管理を適切に行

うことは重要である． 

奈良県では，食品の試験検査の信頼性確保のため，

「奈良県食品関係試験検査業務管理要綱」に従い，各

種点検や精度管理を実施している．当センターの内部

精度管理については，奈良県の「精度管理実施要領」

に従って行うこととされ，具体的方法について「精度

管理実施マニュアル」が定められている．これに則り，

「菌数計測を目的とする検査等」（定量法）は市販の生

菌数測定内部精度管理用枯草菌芽胞液を用い，一般細

菌数の添加回収試験を実施しているが，定性法は実施

出来ていない状況である． 

そこで，前処理を含む全工程の検査を自施設で評価

できる内部精度管理方法（定性法）を確立することを

目的とし，検討を行ったので報告する． 

 

方 法 

1. 基材の作製 

内部精度管理方法（定性法）を構築するため，自施

設で作製可能な精度管理試料について比較検討を行

った．内部精度管理試料の要件として，①自施設で簡

単に作製できる，②微生物の分布が均一，③一定期

間の保存が可能，④食品検体とマトリクスが類似，

⑤菌数の調整が可能であることとした．さらに，奈

良県が食品衛生法に基づく収去検査を行っている食

品分類のうち，黄色ブドウ球菌を項目とし，収去頻

度が高い食品を対象とした中で，要件を満たしてい

ると考えた和菓子の生菓子である水ようかんを用い

た． 

マトリクスを類似させるため，一般的な水ようかん

の材料（水 1：さらしあん 7，砂糖（12％），凝固剤と

して BactoTM Agar（BD））に加え，安定剤としてグ

リセリンを用いて作製した．基材の作製にあたっては，

砂糖添加の有無，アガー濃度，グリセリン濃度につい

て検討した．作製方法は，さらしあん，砂糖，BactoTM 

Agar を混合後，水，グリセリンを加えた．これを 20

分間沸騰水浴中で加熱後，45℃の恒温水槽で基材の

温度を一定にし，滅菌した仕切り容器に流し入れ，凝

固させた基材を個包装して作製した． 
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基材に菌を添加した際の混ざりやすさ（混和），凍結

前後の潰しやすさ（堅さ），および凍結融解後の形状安

定性（解凍後離水量）を指標に評価を行った．基材の

評価基準は表 1 に示す．また，凍結融解後の形状安定

性を確認するため，-20℃および-80℃の冷凍庫で１日

凍結後，5℃の冷蔵庫および室温で解凍したときの離

水量を重量測定した． 

  

  

 

 

2. 均一性の確認 

供 試 菌 株 は BIOBALL Multishot 10E8 

Staphylococcus aureus NCTC 10788（ビオメリュ

ー・ジャパン株式会社)を継代培養した株を用いた．

均質性確認用試料は，1．の手順で選定した基材（45℃

保持）に菌液を添加し，6.1×10³ CFU/g に調整した試

料をよく混合し，凝固させて作製した． 

均質性の確認は，作製した均質性確認用試料から無

作為に 12 個を抽出し，各試料から 4 部位を採取（計

48 カ所）して培養法にて菌数を測定した．測定結果

の検定には EZR（ver.1.61）1) を用い，Shapiro-Wilk

検定により正規分布であることを確認後，一元配置分

散分析および Bartlett 検定を実施した． 

3. LOD50の算出および添加菌量算定基準の設定 

1) BIOBALLに含まれる菌数計測（培養法） 

BIOBALL 1 粒を選択培地用再溶解液(ビオメリュ

ー・ジャパン株式会社)（内容量 1.1 mL）にて溶解し

た菌液 100 μL を 9.9 mL の生理食塩水に接種した菌

液を接種菌原液とした．この接種菌原液をさらに生理

食塩水で 10³倍希釈した菌液 100 μL を，3％卵黄加マ

ンニット食塩培地（日研生物）に 100 μL ずつ 3 枚に

塗抹し，48 時間培養して菌数の計測を行った． 

2) 菌接種試料（水ようかん）の LOD50濃度の算出 

3．1）で測定した接種菌原液（8.5×10⁵CFU/mL）

を 10 倍希釈した菌液をさらに生理食塩水で 2 倍段階

希釈を繰返し，2，4，8，16，32 倍希釈したものを接

種菌液とした．先に 1．の手順で作製した基材（45℃

保持）99 g に，接種菌液を 1 mL ずつ接種してよく混

合させた後に凝固させ，菌接種試料を作製した．試料

1 g 中に含まれた菌濃度に換算すると高い方から，425，

212.5，106.25，53.125，26.5625 CFU/g となり，この

菌接種試料を用いて，標準作業書（SOP）に準拠して

検査を実施した．滅菌ストマッカー袋に菌接種試料 10 

g を採取し，ペプトン加生理食塩水 90 g を加えてスト

マッキングし，作製した 10 倍希釈液を 3％卵黄加マン

ニット食塩培地に 100 μL ずつ 2 枚に塗抹し，48 時間

培養した．この一連の操作を検査員 4 人で 2 回ずつ菌

数の測定を行った． 

微生物定性試験法の性能評価指標として，ISO 

16140-3 : 2021 2) では，実施試験の 50％が陽性となる

菌量である LOD50(level of detection)を用いている．

このことから，検出下限値の算出方法として Wilrich 3) 

らの手法に準じた以下の LOD50の計算式を用いた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3) 添加菌量算定基準の設定 

添加菌量については，食品衛生検査施設等における

検査等の業務の管理の実施について」別添「精度管理

の一般ガイドライン」4) （以降「ガイドライン」）に

基づき，検出下限値の 5 倍量を算定基準とした． 

4. 保存期間の検証 

1) 保存期間による回収率確認 

一般に，凍結により菌量は低下することが知られて

いることから，選定した基材における凍結保存による

菌量の低下傾向を確認した． 

基材 249 g に，3.7×10⁶ CFU/mL に調整した菌液 

1 mL を添加し，菌接種試料とした．菌添加直後（0

日目）および-20℃または-80℃で凍結保存後 1，7，

14，21，28，56，91，119 日目の試料について SOP

に従い検査を実施し，保存条件による平均回収率の推

移を確認し，回収率の減少による補正値を設定した． 

2) 試料での検出菌量の再現性の確認 

上記で設定した添加菌量の補正の確認および再現性

の確認を目的に，4．1）で算定した菌添加濃度 1256 

CFU/g となるよう作製した菌接種試料について，菌添

加直後（0 日目）および-20℃または-80℃で凍結保存後

1，7，14，28，56，84，91 日目の各試料を 6 回ずつ

表 1 基材の評価基準 

  
𝑦𝑖𝑑𝑖

exp 𝐴0𝐹𝑑𝑖 − 1
−  n− 𝑦𝑖 𝑑𝑖 

5

𝑖=1

= 0 

A0  : 培地中への接種量 

d : 試料中の菌濃度 

F : 検出感度に影響を与える基材固有の値 

n : 試験実施数 

y : 陽性検査数 

表記 混和 堅さ

適
液体状で

スムーズに混ざる
薬さじで潰したとき
ペースト状になる

不適
泥状で

スムーズに混ざらない

（柔）薬さじで潰したとき
液状になり分離する

（堅）薬さじで潰したとき
塊状になる
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標準作業書に従い検査を実施し，保存期間による検出

菌量の推移と再現性について確認した． 

5. 内部精度管理試料の評価 

選定した菌接種試料（以下，内部精度管理試料）の

妥当性確認のため，食品微生物検査担当者 7 名（当セ

ンター：4 名，他施設：3 名）により，作製後-20℃ま

たは-80℃で 28 日間保存した内部精度管理試料各 1 検

体および，-80℃で 28 日間保存した陰性コントロール

試料（菌未添加）1 検体の計 3 検体についてそれぞれ

標準作業書に従って検査を実施した．内部精度管理試

料の菌添加濃度は，3．3）の算定基準に凍結による減

少値を補正した値とした．判定基準は，内部精度管理

試料は陽性，陰性コントロール試料は陰性と判定した

ものを適合とした． 

 

結 果 

1. 基材の選定 

評価結果を表 2 に示す．「混和」「堅さ」が評価基準

に適合しており，「解凍後離水量」がいずれも 0％であ

る，砂糖未添加，アガー濃度 1.75％，グリセリン濃度

15％の材料比を選定した． 

2. 均質性の確認 

Shapiro-Wilk 検定（p=0.134）により正規分布であ

ること，一元配置分散分析（p=0.086）および Bartlett

検定（p=0.446）により十分に均質性が保持されてい

ることを確認した． 

3. LOD50濃度および添加菌量算定基準の設定 

菌接種試料における陽性検査数を表 3 に示す．この

結果より，LOD50は 157 CFU/g と算出した．また，

上記の手法により算定した添加菌量における検出率

（陽性率）を図 1に示す．添加菌量については，LOD50

の 5 倍量である 785 CFU/g を算定基準とした． 

表 2 基材の評価結果 

 

 

 

 

 

 

解凍（冷蔵）後 離水量(%) 解凍（常温）後 離水量(%)

(凍結前） (‐20℃凍結後） (‐80℃凍結後） ‐20℃ ‐80℃ ‐20℃ ‐80℃

5 適 不適（柔） 不適（柔） 不適（柔） 7.3 6.4 4.4 4.8

10 適 不適（柔） 不適（柔） 不適（柔） 2.3 4.0 1.2 2.1

15 適 適 適 適 0.3 0.9 0.1 0.4

20 適 適 適 適 0.4 0.1 0.8 1.0

5 適 不適（柔） 不適（柔） 不適（柔） 2.9 3.0 0 0

10 適 適 適 適 0.6 0.5 0 0

15 適 適 適 適 0 0 0 0

20 適 不適（堅） 適 適 0 0 0 0

5 適 適 適 適 1.2 2.3 0 0

10 不適 適 適 適 0 0.5 0 0

15 不適 不適（堅） 適 適 0 0 0 0

20 不適 不適（堅） 適 適 0 0 0 0

5 適 適 適 不適（柔） 0.3 0.7 0.8 0.9

10 適 適 適 適 0.4 0.3 0.6 1.2

15 適 適 適 適 0.4 0.5 0.9 0.5

20 適 不適（堅） 適 適 0.5 0.5 0.7 0.6

5 適 不適（堅） 適 適 0 0 0.1 0

10 適 不適（堅） 適 適 0 0 0.5 0

15 不適 不適（堅） 適 適 0 0 0.4 0

20 不適 不適（堅） 適 適 0 0 0.4 0

5 不適 不適（堅） 適 適 0 0 0 0

10 不適 不適（堅） 適 適 0 0 0 0

15 不適 不適（堅） 適 適 0 0 0 0

20 不適 不適（堅） 適 適 0 0 0 0

添加

1.5

1.75

2.0

1.75

砂糖
アガー濃度

(w/w)%
グリセリン濃
度(w/w)%

混和
堅さ

未添加

1.5

2.0

表 3 菌接種試料における陽性検査数 

 

 

 

 

 

 

 

425.0 212.5 106.3 53.1 26.6

検査員 A-1 ＋ ＋ － － －

検査員 A-2 ＋ ＋ － － －

検査員 B-1 ＋ ＋ － － ＋

検査員 B-2 － － ＋ － －

検査員 C-1 ＋ － ＋ － ＋

検査員 C-2 ＋ ＋ － － －

検査員 D-1 ＋ － ＋ － －

検査員 D-2 ＋ ＋ － － －

陽性検査数/
試験実施数

7/8 5/8 3/8 0/8 2/8

　＋：陽性　，　－：陰性

試料中の菌量（CFU/g)

 

図 1 添加菌量における検出率 
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4. 保存期間の検証 

1) 保存期間による回収率確認 

-20℃，-80℃保存のいずれの試料においても保存

期間が長くなるほど回収率が低下する傾向が見られ

た（図 2）．28 日目までは保存温度による大きな差

はなかったが，-80℃保存では 28 日目以降 91 日目

まで回収率 60％程度を維持していたのに対し，  

-20℃保存では 56 日目以降は 30％を下回った． 

この結果より，凍結保存に伴う菌量の低下を考慮

し，添加菌量の補正を行った．-20℃保存より安定し

ていた-80℃保存において，28 日目以降 91 日目まで

の平均回収率が 62％であったことから，減少分の補

正を行った．すなわち，添加菌量については，算定

基準とした 785 CFU/g を 1.6 倍した 1256 CFU/g と

した． 

2) 試料での検出菌量の再現性の確認 

補正菌添加濃度における保存期間による再現性を

実施した結果，4．1）と同じ推移を示し，かつ全ての

試料で菌が検出されたことから，設定した添加菌量が

適切であることを確認した（図 3）． 

5. 内部精度管理試料の評価 

いずれの試料においても適合率 100％（7 名/7 名が

適合）であった（表 4）．培地 1 枚あたりの検出菌量は, 

-20℃保存試料は平均 4.3 CFU，-80℃保存試料は平均

3.6 CFU であった． 

 

考 察 

本検討では，黄色ブドウ球菌を対象とし，検査前処

理を含む全工程の検査を自施設で評価できる内部精

度管理（定性法）を確立した．本検討結果から精度管

理試料に用いた，水ようかんの LOD50 は 157 CFU/

g と算出し，培地 1 枚あたりに換算すると 1.57 CFU

であった．添加菌量は，ガイドラインに準じ 5 倍した

785 CFU/g を算定基準と設定し，これに凍結保存に

よる補正を行い最終添加菌量は 1256 CFU/g とした．

 現在，精度管理は厚生労働省通知のガイドライン 4)

で概要が示されており，微生物学的検査における精度

管理の項では，「通常検出される微生物を対象とした

検査等」および，「通常検出されない微生物を対象と

した検査等」により，効果的な精度管理の実施が推奨

されている．しかし，精度管理試料の材料や作製方法，

添加菌量の算定方法（特に検出下限値算出方法）など

具体的な方法が示されていないため実施が十分でな

い施設が多い． 

本検討は，検出下限値として LOD50を用い，統計

処理により算出したことで，ガイドラインに基づいた

菌量での内部精度管理が実施可能となり，検出レベル

についても，市販試料よりも低菌量の試料を用いるこ

とにより，高感度な評価が可能となった．今回，検出

下限値として LOD50 を用いた理由は，100％に近い

検出率の菌量を試料に添加した場合，過剰な菌量を添

加することとなり，十分な感度の確認ができないため

 

＊培地 1 枚あたり（試料 0.01g 中）の平均コロニー数 

図 3 保存条件における再現性比較 

 

 

 

 

 

 

図 2 保存条件別回収率推移 
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である．また，LOD50は ISO 16140-3 : 2021 2) にお

いても性能評価指標として使用されているように，施

設間の検出感度比較としても有用であると考えられる．

施設の状況によっては，LOD95 等を用いた高菌量の

試料を追加することにより，2 濃度測定することも有

意義であると考えられる． 

内部精度管理試料の評価結果において，2 施設 7 名

で実施した結果，いずれの試料においても適合率

100％（7 名/7 名が適合）であった．検出コロニー数

は平均 4 CFU と少数であるにもかかわらず検出でき

ていることから，検出下限値を考慮した十分な精度で

あると考え，作製した内部精度管理試料は適切である

と判断した． 

凍結保存による菌量の減少率が大きい点について

は，基材の選定時，基材の均一性・形状安定性を優先

して試料を作製したため，糖などの菌が代謝する成分

が不足していたことが原因となっている可能性があ

り，成分割合について追加検討の余地があると考える． 

近年，食品流通の国際化や消費者の安全意識の高ま

りを受け，地方衛生研究所で実施する食品微生物検査

においても今後は国際規格である ISO/IEC 17025 : 

2017 5) で品質管理が求められ，精度管理の実施につ

いても義務づけられると想定される．本検討結果を活

用することにより，適切な「菌種」と「基材」を選択

することができ，施設の状況に合わせた精度管理の実

施が可能となる．さらに，内部精度管理が未実施の施

設への普及促進も期待され，食品衛生検査水準の維

持・向上に寄与すると推察される． 
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表 4 内部精度管理試料の検査結果 

 

＊培地 1 枚あたり（試料 0.01 g 中）のコロニー数 

1枚目 2枚目 平均 1枚目 2枚目 平均 1枚目 2枚目 平均

検査員① 6 1 4 陽性 0 4 2 陽性 0 0 0 陰性

検査員② 5 2 4 陽性 3 2 3 陽性 0 0 0 陰性

検査員③ 6 3 5 陽性 5 3 4 陽性 0 0 0 陰性

検査員④ 3 2 3 陽性 2 3 3 陽性 0 0 0 陰性

検査員⑤ 6 1 4 陽性 9 5 7 陽性 0 0 0 陰性

検査員⑥ 6 7 7 陽性 3 2 3 陽性 0 0 0 陰性

検査員⑦ 2 4 3 陽性 4 2 3 陽性 0 0 0 陰性

施設A

施設B

県内施設 検査員

内部精度管理試料（菌添加-20℃保存） 内部精度管理試料（菌添加-80℃保存） 内部精度管理試料（菌未添加）

コロニー数*

判定
コロニー数*

判定
コロニー数*

判定
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