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はじめに
　平成 9 年 1 月 16 日の食品衛生施行令等の改正に伴
い「食品衛生検査施設における検査等の業務管理要
領」1）により検査，試験に関する管理基準が示され，
都道府県，政令市等の設置する食品検査施設において
も管理要領に従って検査を実施することになった．続
いて示された平成 9年 4 月 1 日付「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」2）では，精度管
理の実施方法についての基本的事項が示され，効果的
な精度管理の実施を確保することとなっている．食品
検査における信頼性確保のために，日常の内部精度管
理は重要であるが，微生物学的検査においては，精度
管理用試料の材料や方法等の実施方法は確立されてい
ない．
　地域調査部厚木分室の内部精度管理は，「通常検出
される微生物を対象とした検査等」として一般細菌数
を実施することが多いが，市販枯草菌芽胞液を用いて
行うため，日常的な検査工程とは異なり，検査工程の
管理ではなく，希釈操作の精度が主な評価対象となっ
ている．そこで，実際に使用する細菌数検査実施標準
作業書に基づいた，細菌数の日常内部精度管理を実施
するため，「精度管理の一般ガイドライン」に示された，
「添加量が明らかな試験品」を作製するための検討を

行った．
　試験品の作製にあたっては，基になる試験品は入手
や作製が容易であること，添加菌数のコントロールが
可能なこと，菌数の変動が少なく，良好な回収率であ
ること，作製後数ヶ月間安定なこと，検査における操
作が煩雑にならないことに留意した．作製した試験品
について実際の標準作業書に従った方法で内部精度管
理を実施したので報告する．
検査材料と方法
1．寒天基材の検討
　試験品は，Agar（BD）およびAgarose（TaKaRa）
をリン酸緩衝水（以下，PB）で溶解した寒天基材を
用いた．
　試験品を作製するにあたり，Agar 濃度 1.0%，0.7%，
0.5% および 0.2% の 4 段階，Agarose 濃度 0.4% およ
び 0.2% の 2 段階の寒天基材 200g を各々作製し冷却
後冷蔵保管した．その後，寒天基材の外観，秤量時の
混和状態，採取時の扱いやすさ，ストマッカー処理後
の均一性，希釈時の抵抗性について評価を行い，以下
の寒天基材濃度について菌を添加した試験品を作製し
た．
2．試験品の作製
　250mlねじ口瓶にAgar0.7%（以下，Ａ），Agar0.5%（以
下，Ｂ），Agarose0.2%（以下，Ｃ）の各寒天基材を
200g 各々 6 本作製し，121℃ 15 分高圧蒸気滅菌した．
滅菌後，寒天基材を恒温水槽（44.5 ± 0.2℃）で保持
した後，枯草菌芽胞液（栄研化学）（1.1 × 107CFU/
ml）1ml を各々添加し，均一となるように良く撹拌し，
冷却後冷蔵保管した．枯草菌芽胞液を添加した寒天基
材（以下，試験品Ａ , Ｂ，Ｃ）は，洋生菓子の模擬食
品と想定し，細菌数の測定を実施した．
3．精度管理の実施方法
　細菌数の検査は，平成 21 年度地域調査部微生物検
査実施標準作業書のうち細菌数検査実施標準作業書
（SOP № 15-40-11100 および SOP № 15-40-11132）に準
拠し，試験品Ａ，Ｂ，Ｃについて平成 21 年 10 月から
平成 22 年 3 月まで毎月 1 回（計 6 回），2 名の検査員
で各々の試験品について 5重測定を実施した．
　試験品Ａ，Ｂ，Ｃ各 1本を室温に戻し，滅菌した薬
さじで良くかき混ぜ，25g を無菌的にストマッカー袋
に量りとった．PB225ml を加えてストマッカーで 30
秒間細砕し，これを試料原液（10 倍希釈液）とした．
　試料原液 1ml を PB9ml に加えて混合し，10 倍段階
希釈を行った．同様に 3 段階まで希釈し，試料液は，
試料原液及び段階希釈液とし，滅菌ピペットで各試料
液 1ml を滅菌シャーレ 2枚に採取した．
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　43 ～ 45℃に保持した標準寒天培地を約 15ml ずつ
滅菌シャーレに分注し，回転混和後室温に放置し冷却
凝固させた．平板を倒置して 35 ± 1.0℃で 24 ± 2 時
間培養した．
　試料原液及び各倍率希釈の集落数 30 ～ 300 のもの
を計測し，1希釈倍数につき複数の平板を計数した場
合，それらの算術平均を求め，その希釈倍数を乗じて
試料中の細菌数とした．
結果および考察
　寒天基材 6 種類を作製し，検体と想定した．外観，
扱いやすさ等について実際に検査を行っている検査員
複数で評価を行った．
　評価項目は，①冷蔵保管した寒天基材の状態および
他の検査機関で実施する場合の輸送の適正度（外観），
②秤量時の薬さじで細砕した場合の細かさ（混和），
③薬さじで採取する時の扱いやすさ（採取），④希釈
液を添加しストマッカー処理後の状態（均一性），⑤
ストマッカー処理後のピペットによる希釈作業時の抵
抗性（希釈）の 5点について，各々の評価基準（表 1）
を定め，「○」「△」「×」で評価した．総合評価は評
価項目の中で「×」がある場合は「×」とし，「○」「△」
が混在する場合にはその数の多い方を総合評価とした
（表 2）．

　寒天基材の外観は，Agar0.2％で冷蔵保管後の寒天
表面に水分が確認され，ねじ口瓶を軽く振ると寒天基
材が崩れ形状を保持することができなかった．寒天基
材を輸送後，他の施設で精度管理を実施することを考
慮し，輸送不適と判定した．その他の 5種類の寒天基

材は，いずれも寒天基材の形状が保持できたことから
輸送可能と判定した．
　薬さじで混和すると Agarose0.4％は弾力が強く，
薬さじでは混和不能，Agar1.0％は弾力が強く，大き
な固まりとなり細砕ができなかった．Agar0.7％は弾
力が強いものの 1cm程度に砕くことは可能であった．
Agar0.5％，0.2％およびAgarose0.2％は薬さじで容易
に 5mm程度に細砕され試験品を均一化とすることが
可能であった．
　寒天基材の採取は，Agar1.0％およびAgarose0.4％
は細砕できないため秤量が困難， Agar0.2％は水分が
多く薬さじで採取しにくいなどの問題があった．
　希釈液を加えストマッカー処理した後は，
Agar1.0％およびAgarose0.4％では固形物が沈殿して
不均一な状態，Agar0.7％および Agarose0.2％では，
小さな固形物はあるが均一な状態，Agar0.5％，0.2％
では固形物が見られない均一な状態であった．
　ピペットによる希釈では，Agar1.0 ％および
Agarose0.4％で抵抗があり希釈に注意が必要で，
Agar0.7％および 0.5％でやや抵抗があるが希釈可能，
Agar0.2％およびAgarose0.2％で抵抗がなく希釈可能
であった．
　今回，6 種類の寒天基材を 5 項目で評価した結果，
総合評価で「○」または「△」であったAgar0.7％，
0.5％およびAgarose0.2％の 3 種類の寒天基材が輸送，
検査過程の採材，ストマッカー処理等の工程において
適当であると思われ，これらについて試験品の作製を
行った． 
　一般細菌数など通常検出する微生物を添加し試験品
を作製する場合，食品中に基準値程度と基準値の 1/5
程度に調整した 2 種類の菌量について試験を行うこ
と 2）とされている．しかし，通常業務と並行し，日
常精度管理として 2 種の試験品について 5 重測定を
実施することは容易ではない．今回は，2種類の濃度
のうち細菌数基準値の 1/5 程度の濃度の 1種類を選択
し，試験品の作成を行った．「洋生菓子の衛生規範に
ついて」3）をはじめとして細菌数基準値の多くが，製
品 1g につき 10 万個と設定されていることから，試験
品の濃度は，基準値の 1/5 程度である 104CFU/g とし
た．実際には，寒天基材 200g に対し市販枯草菌芽胞
液を 1ml 添加し，試験品Ａ，Ｂ，Ｃの細菌数が 5.5 ×
104CFU/g となるように作成した． 
　試験品Ａ，Ｂ，Ｃを 2人の検査員で 5重測定を 6回
（6ヶ月間）実施した結果，細菌数の平均値はそれぞれ，
3.1 × 104CFU/g，5.1 × 104CFU/g，3.2 × 104CFU/g
で回収率は 56.4％，92.7％，58.2％であった（表 3）．

表１　寒天基材の評価基準

表２　寒天基材の評価
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　細菌数データの集計は，1,000 で除した数値を
用いて標準偏差を算出し（表 4），統計ソフトウェ
ア SPSSVer.11.5 を用いて xbar- Ｒ管理図を作製し
た（図 1）．
　xbar- Ｒ管理図は，平成 21 年度食品衛生外部精度管
理調査結果報告書 4）においても，一般細菌数測定検
査の評価に用いられている．今回は１回毎の日常精度
管理を一つの群と見なし，この群内変動（測定値のば
らつき）と 6回の日常精度管理における群間変動（平
均値のばらつき）とを比較するために xbar- Ｒ管理図
を用いた．
　測定値のばらつきを xbar 管理図（図１：上段）で

見ると，± 2SD 値は試験品Ａ，Ｂ，Ｃそれぞれ 8.71，
11.60，11.73 で，いずれの試験品も 6 回の測定値は±
2SD 範囲内の変動であった．細菌数は，6ヶ月間の冷
蔵保存においても大きな変動はなく，中でも試験品Ａ
の± 2SD 値が最も低く安定していた． 
　平均値のばらつきをＲ管理図（図１：下段）で見る
と，試験品Ａ，Ｂ，Ｃはいずれも管理限界線（UCL，
LCL）内の標準的なばらつきの範囲内にあり，その点
の散らばり方に偏りは見られなかった．管理限界線幅
は試験品Ｃが最も小さかった．
　試験品の作製については，大島ら 5）がろ紙に枯草
菌芽胞液をしみこませたバイオロジカルインジケー
タ，自然汚染食品または寒天基材を用いた一般細菌数
測定の試験品の作製を試みている．ろ紙では，輸送が
簡単で安定性，均一性であることなど利点も多いが，
実際の検査手順と異なること等の問題点があり，自然
汚染食品では実際の食材ではあるが，試料中に種々の
微生物が混入しているなど，菌数コントロールの難し
さ等の問題点があった．寒天基材を用いた試験品では，
安定した成績が得られ，添加菌数のコントロールが容
易であることから，平成 13 年以降の食品衛生外部精
度管理調査にも用いられている． 
　今回の試験品は，素原料が入手し易く，作製は容易
であり，滅菌処理により他の微生物の除去が可能であ
ること，表１に示した各評価項目が「○」または「△」
であることを条件に作製を行った．素材料の寒天基材
Agar およびAgarose はともに実験室内に常備されて
おり，素原料が入手し易く，作製は容易で他の微生物
を除去できる．表1に示した作業工程の条件を満たす，
Agar0.7％，0.5％およびAgarose0.2％では，添加菌と
して枯草菌芽胞液を用いることで，菌数コンロトール
が可能であり，菌数変動も少ない安定した試験品を作
製できた．
　「精度管理の一般ガイドライン」に示された精度管
理に必要な目標値の設定（1）回収率等の確認の中に，
試験品中の濃度と検査結果の差を最小限とするため，
添加した既知の微生物の回収率を少なくとも 70％～
120％を目安として確保することと記載されている．
試験品Ａ，Ｂ，Ｃを用いて日常精度管理を実施した場
合の回収率は 56.4％～ 92.7％であった．同じ素材の試
験品（Agar）であっても濃度の違いにより回収率に
差が認められ，3種類の試験品の中でガイドラインに
示された回収率が確保されたのは試験品Ｂのみであっ
た．良好な回収率である試験品 Bを模擬食品として
日常精度管理を実施することにより，日常精度管理の
目標値を確保することが可能であると思われた．

表３　各試験品に対する枯草菌芽胞液の回収率

表４　細菌数の精度管理成績
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　今回の検討で，寒天基材による試験品は，実際の食
品と生菌の分布や性状の点で異なるが，実際に使用し
ている細菌数検査実施標準作業書に基づき，一連の検
査手順に従って実施でき，添加菌量のコントロールが
容易である．また，均一性，安定性に優れ，6ヶ月間
の保存でも同様な結果が得られることが明らかとなっ
た．今後は，さらに寒天基材濃度および添加菌量を変
化させ，均一性および安定性に優れた試験品の検討を
行っていきたい．
　本検討にあたり，データ解析にご協力いただきまし
た地域調査部茅ヶ崎分室の寺西大氏に深謝いたしま
す．

（平成 22 年 8 月 20 日受理）
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図１　試験品 xbar-R 管理図（上段：xbar 管理図　下段：R管理図）


