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Forty eight members of the Research Project Ensuring Food Safety from Farm to Table supported by a grant-in-aid

from the Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries of Japan participated in a proficiency testing program in food mi-

crobiology for viable cell counts (total counts for Escherichia coli, Enterobacter aerogenes and Enterococcus faecalis)

and all reported values were judged as acceptable because absolute values of z scores were less or equal 2. Forty two of

the 48 members also measured coliform group (total counts for Escherichia coli and Enterobacter aerogeneses) and 39

reported values were acceptable. Out of the 48 members 26 and 23 members reported the counts for Escherichia coli and

Staphylococcus aureus, respectively, all of which counts were acceptable.

Keywords: 微生物技能試験，一般生菌数，大腸菌群の菌数，大腸菌数，黄色ブドウ球菌数

緒 言

技能試験１，２）への参加は，試験所認定（ISO/IEC

17025３），試験所及び校正機関の能力に関する一般要求

事項４））や食品衛生法上の検査機関登録の必須条件５）で

あり，農林水産省から実態調査等の依頼分析を受託す

る分析機関も技能試験への参加が要求されている６）．

これは，国際食品規格委員会（Codex Alimentarius Com-

mission：以下 CAC）が，食品の輸出入に係わる試験

所の条件として，① ISO/IEC 17025への適合，②適切

なプロフィシエンシィテスティング（技能試験）への

参加，③妥当性が確認された方法の使用，④内部質管

理の実施の４点をガイドライン(CAC/GL27-1997)７）に

挙げており，第三者が実施する技能試験に参加するこ

とが分析値の信頼性確保の一つの方法として国際的に

認識されているためである．

平成２０年度から５年計画で開始された農林水産省の

委託研究プロジェクト「生産・流通・加工工程におけ

る体系的な危害要因の特性解明とリスク低減技術の開

発」（以後，生産工程プロと記す）においても，微生

物数のデータを報告する課題担当者は関連する技能試

験に参加することが求められている．

技能試験では，実施者が均質な試料を参加試験室に

配付し，各試験室は任意の方法で分析後，実施者に分

析値を提出する．実施者は分析値の評価結果（かたよ

り）を示した報告書を返送するので，参加試験室はか

たよりの大小によって各自の技能を確認し，他の試験

室の分析方法などを参考にして技能向上に役立てるこ

とができる．
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微生物技能試験としてはイギリスの FERA（Food

and Environment Research Agency）が１９９７年から提供

している FEPAS（Food Examination Performance Assess-

ment Scheme）８）が有名である．FEPASでは牛肉，鶏肉，

魚，牛乳，粉乳，小麦粉，チョコレート，ココア，米，

幼児食，飼料などのマトリックスに含まれる微生物の

定量又は定性試験のプログラムを提供しているが，一

部の試料は輸入が規制されている．

生産工程プロで微生物数の測定を行うマトリックス

は野菜，畜産物，水産物，土壌，有機資材など多彩な

ため，異なるマトリックスを扱う課題担当者が同一の

技能試験に参加しやすいように，マトリックスを含ま

ない菌液を凍結乾燥させただけの試料を配付する微生

物技能試験に参加することにした．

技能試験の結果は参加者だけに報告されるのが原則

のため，参加者以外が技能試験結果の情報を入手する

ことは一般的には制限されている．しかし，測定値の

分布や使用された測定法に関する情報など，技能試験

結果には参加者以外にとっても有益な情報が多い．ま

た，技能試験への参加の必要性を啓蒙するためにも技

能試験結果を多くの人に知ってもらう必要がある．

そこで，生産工程プロの課題担当者が２００８年度に参

加した微生物技能試験の菌数測定結果及び測定法に関

するアンケート結果について，技能試験提供者の了解

を得て報告する．

方 法

参加者

生産工程プロで微生物測定を行う課題担当者のなか

で，FEPASなどの微生物技能試験に既に参加してい

る担当者以外は原則参加した．参加者の所属先による

分類を表１に示す．

微生物技能試験

日水製薬株式会社（東京）は，一般生菌数，大腸菌

群数，大腸菌数，黄色ブドウ球菌数の技能試験を春（個

別参加者が対象で約１５００人が参加）と秋（参加人数が

ある程度まとまった事業所ごとに参加，約３００人）に

有料で実施しており，２００８年の第８回技能試験（秋）

に参加した．参加者は菌数と使用した培地などのアン

ケート結果を日水製薬�及び生産工程プロの微生物技
能試験担当者に２００８年１１月２６日までに報告した．

配付試料

培地や検査手技・手法の内部精度管理用に日水製薬

�が販売している製品（Easy QA Ball，一定菌数に調

製した菌液を瞬間凍結させた後に乾燥したボール状の

もの）を，今回の技能試験用に特別に調製したものが

日水製薬�から参加者に２００８年１１月５日に発送され
た．

一般生菌数は以下の試料 A-1＋A-2＋A-3の合計菌

数，大腸菌群数は試料 A-1＋A-2の合計菌数，大腸菌

数は試料 A-1のみの菌数である．黄色ブドウ球菌数は，

希釈操作がないので，試料Ｂをそのまま測定した菌数

である．

・試料 A-1：Escherichia coli（大腸菌）

NCTC 9001 / ATCC 11775

・試料 A-2：Enterobacter aerogenes（大腸菌群）

NCTC 10006 / ATCC 13048

・試料 A-3：Enterococcus faecalis（腸球菌）

NCTC 775 / ATCC 19433

・試料Ｂ：Staphylococcus aureus（黄色ブドウ球菌）

NCTC 10788 / ATCC 6538

日水製薬�によれば，Easy QA Ballに含まれる生菌

数は，試料調製時，凍結や乾燥などの操作により若干

減少するが，製造後は－２０℃保存で２年間安定であり，

保冷状態での輸送であれば数日間は安定な菌数を保つ

ことができる．

菌種毎の目標値

２００８年の第８回技能試験（春）の全データから算出

した平均菌数をもとに zスコアを算出し，その集計結

果より zスコアが－３～＋３の範囲を逸脱した報告菌

数を“外れ値”とし，外れ値を除いた残りの平均菌数

を目標菌数として日水製薬�が設定した．zスコアは，

FEPASのプロトコル９）を参考に，菌数の対数値（log10）

が正規分布すると仮定し，この正規分布の標準偏差を

０．２５とし，正規分布の平均に log10（目標菌数）を用

いて以下の式で計算した．

表１．参加者の所属先による分類 （人）

参加機関 一般生菌 大腸菌群 大腸菌 黄色ブドウ
球菌

独法研究機関 ２２ ２２ １４ １３

大学 ２２ １６ １０ ８

都道府県等の
研究機関 ４ ４ ２ ２

計 ４８ ４２ ２６ ２３
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zスコア＝｛log10（報告菌数）－log10（目標菌数）｝/０．２５

一般生菌数の目標値は１４３７個のうち１３５０個のデー

タ，大腸菌群数の目標値は１４２０個のうち１３２１個のデー

タ，大腸菌の目標値は ９７７個のうち８９５個のデータ，

黄色ブドウ球菌の目標値は１２９５個のうち１２６１個のデー

タの各平均値である．

受け入れ可能な菌数の範囲

FEPASのプロトコル９）を参考に計算した zスコアが

－２～＋２の範囲を受け入れ可能な範囲とした．菌数

の対数値（log10）の zスコアが－２の限界値と＋２の

限界値では，log10（菌数）が０．２５×２×２＝１だけ異な

り，これを菌数に換算すると１桁（１０１）の違いに相

当する．

データ解析

菌数の分布図はフリーウエア R2.81（http://www.r-pro

ject.org/）上でdotplot関数（http : / /www.stat.wisc. edu

/~larget/R/dotplot.R）を用いて作図した．アンケートの

集計には Excel2003及び2007を用いた．

結果及び考察

生産工程プロの参加者の菌数測定結果の分布を図１

に，zスコアの分布を図２に，要約を表２に示す．一

般生菌数及び黄色ブドウ球菌数の報告値の分布は，菌

数の対数（log10）をとった場合もとらない場合も目標

値に対して右側に裾の長い測定値の分布であった（図

１，２）．一方，大腸菌群の菌数及び大腸菌数の分布

は，菌数の対数変換をしなくても左右対称の分布に近

図１ 菌数測定値の分布

▽は目標値を示す．
はｚスコアが－３より小さく， はｚスコアが－２～－３であることを示す．
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かった（図１）．

一般生菌，大腸菌，黄色ブドウ球菌については参加

者全員の zスコアの絶対値が２以下であり，報告値は

すべて受け入れ可能な菌数の範囲内であった（表２，

図２）．大腸菌群では，２人の報告値が６０個/mLで z

スコアが－４．５，１人の報告値が１８６個/mLで zスコア

が－２．５であり，zスコアの絶対値が２以下（受け入

れ可能な報告値）の比率は３９/４２＝９２．９％であった．

これら３人の大腸菌群の測定に関するアンケート結果

を表３に示すが，特に問題は見当たらなかった．日水

製薬�の調査によると，zスコアの絶対値が２を超え

た主な原因は希釈倍率の間違い又は計算間違いがほと

んどとのことである．これら３人以外の大腸菌群の報

告値の最小値は３９０個/mLであった（図１）．

菌数測定に関するアンケートの結果を表４及び表５

に示す．日水製薬�が作成し，参加者に送付した技能
試験報告書には２００８年の第８回技能試験（春）のアン

ケートの一部の項目の集計結果しか記載されていない

図２ ｚスコアの分布
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表２．菌数測定結果 （濃度の単位：個/mL）

表３．受け入れ可能な範囲外の報告値の菌数測定に関するアンケート結果

一般生菌 大腸菌群 大腸菌 黄色ブドウ球菌

生産工程プロのデータ

参加数 ４８ ４２ ２６ ２３

最大値 ３３００００ １２６０ １０５ ９０

中央値 ２０３２５０ ８２０ ６５ ８１

平均値 ２０７９６２ ７７９ ６３ ８１

最小値 １２００００ ６０ ２０ ６３

実施元の第８回（春）データ

目標値 １７８０００ ７９４ ６０ ６９

ｚスコア＝＋２の濃度 ５６３０００ ２５１０ １９０ ２１８

ｚスコア＝－２の濃度 ５６３００ ２５１ １９ ２２

報告数 １４３７ １４２０ ９７７ １２９５

ｚスコアの絶対値が２以下の数（比率） ３２１（９１．９％） １２９３（９１．１％） ８７２（８９．３％） １２４８（９６．４％）

質問項目 大腸菌群
受け入れ範囲外のデータ

６０個／ｍＬ ６０個／ｍＬ １８６個／ｍＬ

検査法 寒天平板塗抹法 ○ ○

寒天平板混釈法 ○

使用培地名 デゾキシコレート培地 ○

その他 ○ ○

使用培地メーカー 栄研器材 ○ ○

関東化学（メルク） ○

培地調製日 検査当日 ○

前日以前 ○ ○

培地調製条件 加温溶解 ○

オートクレーブ滅菌 ○ ○

加温溶解後の滅菌実施 はい ○ ○

いいえ ○

加温溶解の条件 沸騰水中で加温 ○ ○

電子レンジ ○

オートクレーブ滅菌温度 １２１℃ ○ ○

未記入 ○

オートクレーブ滅菌時間 １５分間 ○ ○

未記入 ○

培地調製後，混釈までの １時間 ○

保温時間 未記入 ○ ○

混釈培養時の温度把握 はい ○

未記入 ○ ○

混釈培養時の温度 ４８℃ ○

未記入 ○ ○

培養温度 ３５℃ ○

３７℃ ○ ○

培養時間 １８時間 ○

２０時間 ○ ○

注１）質問項目間が点線の場合は，１セットの質問であったことを示す．
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表４．菌数測定に関するアンケート結果

質問項目 一般生菌 計４８ 大腸菌群 計４２ 大腸菌 計２６ 黄色ブドウ球菌 計２３

検査を日頃実施 実施している ７ 実施している ２
定性試験のみ実施 ０ 定性試験のみ実施 １
していない １９ していない ２０

検査法 寒天平板塗抹法 ３１ 寒天平板塗抹法 ２７ 寒天平板塗抹法 １７ 寒天平板塗抹法 ２１
寒天平板混釈法 １７ 寒天平板混釈法 １５ 寒天平板混釈法 ９ 寒天平板混釈法 １
簡易培地による方法 ０ 簡易培地による方法 ０ 簡易培地による方法 ０ 簡易培地による方法 ０

MPN法 ０ 未記入 １

使用培地名 標準寒天培地 ３５ デゾキシコレート培地 １４ 発色酵素基室培地 １１ 卵黄加マンニット食塩培地 ６
ペトリフィルム ０ XM−G培地（日水） １０ XM−G培地（日水） １０ X−SA寒天培地（日水） ３
コンパクトドライ（日水） ０ X−GAL培地（日水） ８ ペトリフィルム ０ 食塩卵寒天培地 １
その他 １３ 発色酵素基質培地 １ コンパクトドライ（日水） ０ 発色酵素基室培地 ０

ペトリフィルム １ その他 ５ ペトリフィルム ０
コンパクトドライ（日水） ０ コンパクトドライ（日水） ０
BGLB培地 ０ その他 １２
その他 ８ 未記入 １

使用培地メーカー 日水製薬 ２３ 日水製薬 ２７ 日水製薬 １３ 日水製薬 １０
栄研器材 １２ 栄研器材 １２ 栄研器材 ０ 栄研器材 ８
極東製薬 ０ 極東製薬 ０ 極東製薬 ０ 極東製薬 ０
ＢＤ ８ ＢＤ ０ ＢＤ ０ ＢＤ ３
関東化学（メルク） ３ 関東化学（メルク） ２ 関東化学（メルク） １０ 関東化学（メルク） ０
３Ｍ ０ ３Ｍ １ ３Ｍ ０ ３Ｍ ０
その他 １ その他 ０ その他 ３ その他 １
未記入 １ 未記入 １

培地調製日 検査当日 ２７ 検査当日 ２５ 検査当日 １９ 検査当日 ４
前日以前 ２１ 前日以前 １６ 前日以前 ７ 前日以前 １２
生培地 ０ 生培地 １ 生培地 ０ 生培地 ７

培地調製条件 加温溶解 １９ 加温溶解 ２
オートクレーブ滅菌 ２２ オートクレーブ滅菌 １３
未記入 １ 加温溶解・オートクレーブ滅菌 １

未記入 ７
加温溶解後の滅菌実施 はい ２０ はい ８ はい １０

いいえ ２７ いいえ ３０ いいえ ６
未記入 １ 未記入 ４ 未記入 ７

加温溶解の条件 直火で煮沸（加温） ０ 直火で煮沸（加温） ０ 直火で煮沸（加温） ０
沸騰水中で加温 １８ 沸騰水中で加温 １６ 沸騰水中で加温 １０
電子レンジ １ 電子レンジ １０ 電子レンジ ０
未記入 ２９ 未記入 １６ 未記入 １３

オートクレーブ滅菌温度 １２１℃ ４７ １２１℃ ２１ １２１℃ １４
未記入 １ 未記入 ２１ 未記入 ９

オートクレーブ滅菌時間 １２分間 ３ １２分間 １ １５分間 １４
１５分間 ４２ １５分間 １９ 未記入 ９
２０分間 ２ ２０分間 １
未記入 １ 未記入 ２１

試料（菌株）溶解の溶媒 ペプトン食塩緩衝液 ２６
生理食塩水 １８
その他 ４

培地調製後、混釈までの １時間 ９ １時間 ８
保温時間 ２時間 ２ ２時間 ３

３時間 ３ ３時間 ２
４時間 １ ４時間 ２
６時間 １ ５時間 １
未記入 ３２ 未記入 ２６

混釈培養時の温度把握 はい １７ はい １４
いいえ ０ いいえ ０
未記入 ３１ 未記入 ２８

混釈培養時の温度 ４０℃ １ ４０℃ １
４７℃ １ ４５℃ １
５０℃ ９ ４７℃ １
５２℃ ６ ４８℃ １
未記入 ３１ ５０℃ ９

５２℃ １
未記入 ２８

培養温度 ３０℃ ２ ３０℃ １ ３５℃ ７ ３５℃ ８
３５℃ １２ ３５℃ １０ ３７℃ １８ ３７℃ １５
３７℃ ３４ ３７℃ ３１ １２１℃ １

培養時間 １８時間 １ １８時間 ２ １８時間 １ １８時間 １
２０時間 ９ ２０時間 １２ ２０時間 １１ ２０時間 ３
２２時間 １ ２２時間 １ ２２時間 １ ２１時間 １
２４時間 ６ ２４時間 ２０ ２４時間 １０ ２２時間 １
４１．５時間 ２ ４８時間 ７ ４８時間 ３ ２４時間 ７
４８時間 ２９ ４２時間 １

４８時間 ９

確認試験 同定キット ７ グラム染色 ４
グラム染色 ２ 同定キット ３
IMViC試験 ２ ラテックス凝集コアグラーゼ試験 ２
グラム染色・同定キット １ 血漿でのコアグラーゼ試験 １
未記入 １４ 上記のすべて １

未記入 １２

注１）菌名の右横の「計」は技能試験への参加者数を示す．
注２）質問項目間が点線の場合は，１セットの質問であったことを示す．
注３）斜線は質問項目になかったことを示す．

２０



ため，記載された第８回（春）のアンケート結果との

相違点についてのみ以下に示す．一般生菌での標準寒

天培地の利用率は生産工程プロでは３５人/４８人＝７３％

であり，比率７３％の９５％信頼区間は６１～８５％のため，

第８回（春）の技能試験参加者の８６％よりも危険率５％

で有意に低かった．大腸菌群の使用培地について，第

８回（春）の技能試験参加者ではデゾキシコレート培

地が５１％，発色酵素基質培地が３２％と大多数であった

が，生産工程プロではデゾキシコレート培地が１４人/

４２人＝３３％，XM-G培地が１０人/４２人＝２４％の順に多

く，XM-G培地，X-GAL培地以外の発色酵素基質培

地は１人しか利用していなかった．大腸菌については，

第８回（春）の技能試験参加者の６７．８％が日頃検査を

実施していたが，生産工程プロでは７人/４２人＝２７％

のみが日頃検査を実施していた．黄色ブドウ球菌の使

用培地について，第８回（春）の技能試験参加者では

卵黄加マンニット食塩寒天培地が７１％と大多数を占め

ていたが，生産工程プロでは卵黄加マンニット食塩寒

天培地は６人/２３人＝２６％しか利用していなかった．

微生物の菌数測定において培地の影響は大きいが，

食品衛生法に基づく公定法の培地以外にも，簡易・迅

速を目的に多くの培地が開発され，市販されている１０）．

生産工程プロの参加者と第８回（春）の技能試験参加

者では，使用した培地の傾向が異なるが，受け入れ可

能な報告値の比率は大腸菌群でほぼ等しく，一般生菌，

大腸菌，黄色ブドウ球菌では生産工程プロの参加者の

方が高かった．

フランスで１９８８年から提供されている食品微生物の

技能試験（RAEMA，１９８８年の参加者７６人，２００２年の

参加者４４０人）では，標準化された方法や妥当性確認

された方法の利用者が年々増加してきたが，受け入れ

可能な範囲外の値を報告する人の割合はほぼ一定

（３０℃の好気性菌測定で２０～３０％）と報告されてい

る１１）．これは測定法の進歩によらず，一定の割合で測

定値にかたよりが生じることを示唆しており，技能試

験よる定期的なかたよりチェックの必要性を示してい

る．

今回の微生物技能試験への参加では，大腸菌群での

３人以外は一般生菌，大腸菌群，大腸菌，黄色ブドウ

球菌で全員が受け入れ可能な値を報告しており，全体

的にはよく管理された状態下で菌数測定が行われたこ

とが推察された．受け入れ可能な範囲外の測定値を報

告した３人は，操作法や測定法，計算法などについて

点検する必要があることを認識できた点で技能試験へ

の参加が役立っており，この３人以外の生産工程プロ

関係者にも技能試験への参加の必要性を改めて認識さ

せる結果であった．フランスの上記報告１１）が示すよう

に，測定する限りは一定の確率で疑わしい測定値が報

告されることを考えると，今後とも技能試験に定期的

に参加し，測定値の信頼性に関して高い意識と技能を

維持することが重要である．

要 約

一般生菌，大腸菌群，大腸菌，黄色ブドウ球菌の菌

数測定を行う技能試験に参加した４８人，４２人，２６人，２３

人の測定結果及び菌数測定に関するアンケートの集計

結果を報告した．zスコアの絶対値が２を超えたため，

受け入れ可能な範囲外と判定された菌数を報告したの

は大腸菌群での３人だけであり，他はすべて受け入れ

可能な範囲内の報告値であった．

本研究は農林水産省の委託研究プロジェクト「生産・

流通・加工工程における体系的な危害要因の特性解明

とリスク低減技術の開発」の予算で行われた．

表５．黄色ブドウ球菌測定のみの質問項目のアンケート結果

質問項目 黄色ブドウ球菌 計２３

卵黄液添加の有無 加えている ６

加えていない １０

未記入 ７

卵黄液の最終濃度 １０％ １

８．３％ ３

５％ ２

未記入 １７

卵黄液の調製 自家調製 ５

市販品を使用 １

未記入 １７

卵黄液添加時の はい ６

培地温度の把握 いいえ ０

未記入 １７

培地の温度 ５０℃ ５

５２℃ １

未記入 １７

コンラージ棒の種類 使い捨て樹脂製 １７

使い捨てガラス製 ０

ガラス製 ４

未記入 ２

注１）菌名の右横の「計」は技能試験への参加者数を示す．
注２）質問項目間が点線の場合は，１セットの質問であったことを示す．
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