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食品添加物の微生物限度試験法 

～JECFA 規格について～ 

 

はじめに 

食品添加物には保存料，甘味料，着色料，香料などがあり，我が国では食品衛生法にその定

義が定められ，食品添加物公定書（食添公定書）にはこれら食品添加物の具体的な規格基準や

試験法が収載されています。一方，国際的な食品添加物の基準としては，国連食糧農業機関/

世界保健機関合同食品添加物専門家会議（通称:JECFA）が定める JECFA 規格があります。現在

行われている食添公定書の第 9 版へ向けての改定作業は，国際的な整合性に配慮して，基本的

に JECFA 規格に準拠する方向で進められていますので，今回は JECFA の微生物規格及び試験法

についてご紹介します。 

 

JECFA と食添公定書 

JECFA の微生物規格は，増粘安定剤の場合は主に生菌数，酵母及びカビ数，大腸菌（又は大

腸菌群），サルモネラの 4 項目が，酵素の場合はサルモネラ，大腸菌群，大腸菌の 3 項目が設

定されています。試験法は WEB 上に公開されており，FDA が定める BAM 法（Bacteriological 

Analytical Manual）とほぼ同じです。 

現行の第 8 版食添公定書の微生物限度規格は，増粘安定剤 27 品目，酵素 4 品目を対象とし

て主に細菌数，大腸菌の 2 項目が設定されており，試験法は第十五改正（第一追補改正前）日

本薬局方に準拠しています。このうち，アルギン酸アンモニウム，アルギン酸カリウム及びア

ルギン酸カルシウムについては，国際的整合性を鑑み，JECFA 規格を参考にして細菌数，真菌

（かび及び酵母）数，大腸菌群の規格が設定（サルモネラは不要と判断）されていますが，試

験法は前述のとおり日本薬局方に準じています。 

 

JECFA における微生物規格及び試験法 

1) 生菌数 Total(Aerobic) Plate Count （図－1 参照） 

多くの増粘安定剤の生菌数の JECFA 規格は「5,000 以下 cfu/g」となっています。 

試験法には 10 倍段階希釈により試料の 102～104 倍希釈液を調製するところから記載されて

おり，10 倍希釈液の調製方法は各条規格にあります。多くの増粘安定剤では 50 g の試料を 450 

ml のリン酸緩衝液に加えることとなっていますが，実際には試料の粘性により調製できないも

のが多くあります。また，試料液の混和方法や，分注前に試料液を 3 分間以上放置した場合は

再度混和するなど，操作上の注意点が詳細に記載されています。 

培養後は 1 平板当たり 25～250 の出現集落数をもつ平板から生菌数を算出します。すべての

希釈倍率で菌が生育しない場合は，使用した最も低い希釈倍率の 1 倍未満とします（試料 10

倍希釈液の集落数が 0 の場合は「10 未満 cfu/g」）。なお，25～250 の範囲を逸脱した場合は推

定値であることを示しておくこととなっています。 
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2) 酵母及びカビ数 Enumeration of Yeasts and Moulds （図－1 参照） 

多くの増粘安定剤の酵母及びカビ数の JECFA 規格は「500 以下 cfu/g」となっています。 

測定法は平板混釈法と表面塗抹法の 2 法があります。平板混釈法ではジクロラン 18 %グリセ

ロール（DG18）培地を使用します。表面塗抹法の場合はジクロラン・ローズベンガル・クロラ

ムフェニコール（DRBC）培地を使用しますが，試料の水分活性が 0.95 未満の場合は平板混釈

法と同じく DG18 培地が推奨されています。また，平板混釈法の操作上の注意点として，最初

の試料液の調製から最後の混釈までを短時間（10～20 分以内）ですばやく行うこと，培養時の

平板は倒置せず 3 枚以上積み重ねないこと，カビ胞子からの 2 次増殖を避けるため培養期間中

（5 日間）に菌数の計測はしないこと，などが記載されています。 

培養後は 1 平板当たり 10～150 の出現集落数をもつ平板から酵母及びカビ数を算出します。

数値は有効数字 2 桁に丸めますが， 3 桁目が 6 以上であれば切り上げ（456→460），4 以下で

あれば切り捨て（454→450），5 であれば最初の 2 桁が偶数の場合は切り捨て（445→440），奇

数の場合は切り上げ（455→460）と，丸め方にも詳細なルールがあります。すべての希釈倍率

で菌が生育しない場合は，使用した最も低い希釈倍率の 1 倍未満とします（試料 10 倍希釈液

の集落数が 0 の場合は「10 未満 cfu/g」）。 

生菌数 酵母及びカビ数

試料25～50 g
＋

0.1 %ペプトン水 225～450 ml
※ 各条規格に記載

10
2
，10

3
，10

4
倍希釈

全ての希釈液を30 cmの
振幅で7秒間に25回振とう

ストマッカーで2分間ホモジナイズ
又は30～60秒間ブレンド

106倍希釈まで

各希釈液を1 mlずつ
平板2枚に分注

標準寒天培地12～15 ml
を加えて混釈

35±1 ℃，48±2時間培養

1平板当たりの出現集落数
が25～250の平板から

生菌数を算出

各希釈液を0.1 mlずつ
DRBC寒天平板

3枚に分注して塗抹
(試料のAw0.95未満の
場合はDG18寒天平板)

25 ℃，5日間培養 (生育が認められ
なければさらに48時間培養)

1平板当たりの出現集落数が
10～150の平板から

酵母及びカビ数を算出

各希釈液を1 mlずつ
平板3枚に分注

DG18培地20～25 ml
を加えて混釈

表面塗抹法 平板混釈法

試料10倍
希釈液の調製

10倍段階
希釈液の調製

分注

混釈又は塗抹

培養

計測

試料50 g
＋

リン酸緩衝液 450 ml

 
図－1 生菌数，酵母及びカビ数試験の手順 

 

3) 大腸菌群及び大腸菌 Coliforms and E.coli （図－2 参照） 

多くの増粘安定剤の JECFA 規格は大腸菌群「陰性/test」又は大腸菌「陰性/1 g」，酵素の場

合は大腸菌群「30 以下/g」及び大腸菌「陰性/25 g」となっています。試験法は MPN（最確数）

法で，大腸菌群及び大腸菌の推定試験は 2 項目共通でラウリル硫酸ブイヨン発酵管（LST）を

用います。ガス発生を認めた LST から，大腸菌群の場合は BGLB 発酵管，大腸菌の場合は EC 発

酵管に接種し，さらにガス発生の有無を確認します。その際，EC 培地の培養温度は，国内の試

験法では 44.5±0.2 ℃であることが多いですが，JECFA 法では 1 ℃高い 45.5±0.2 ℃です。 

また，MPN 法においては試料の 10，100，1000 倍希釈液 1 mL をそれぞれ 3 本ずつ分注した試

験管で，いずれもガス発生を認めない場合の大腸菌群又は大腸菌の結果は「<3/g」となります。



 
食品添加物の微生物限度試験法 ～JECFA 規格について～ 3/4 

Copyright (c) 2013 Japan Food Research Laboratories. All Rights Reserved. 

この時の試験量は試料 0.333 g に相当するため，「陰性/0.333 g」となりますが，多くの大腸

菌の規格は「陰性/1 g」又は「陰性/25 g」となっているため，規格と試験法が整合していな

いという問題があります。 

35±1 ℃，18～24時間培養

中心部が暗色の
集落を認めない

中心部が暗色の集落を認める
(金属光沢の有無は問わない)

標準寒天斜面培地に分離
35±1 ℃，18～24時間培養

①グラム染色→グラム陰性菌(無芽胞短桿菌又は球菌)
　　　　　　　　　　　について以下②③実施

③乳糖からのガス産生
(LST発酵管で35±1 ℃，48±2時間
培養後にガス発生の有無を確認)

大腸菌群及び大腸菌
の推定試験 大腸菌群の確認試験

試料10 g
＋

リン酸緩衝液 90 ml

3段階の連続希釈

(少なくとも10
3
倍希釈まで)

全ての希釈液を30 cmの
振幅で7秒間に25回振とう

各希釈液につき3本の
LST発酵管に1 mlずつ分注

30 cmの振幅で50回振とう

ガス発生を認めた
LST発酵管から1白金耳量を

BGLB発酵管に接種

35±1 ℃，48±2時間培養後
にガス発生の有無を確認

ガス発生が確認された
試験管数より

大腸菌群の最確数を求める

大腸菌の確認試験

45.5±0.2 ℃，24±2時間
及び48±2時間培養後に
ガス発生の有無を確認

ガス発生を認めた
EC発酵管から1白金耳量を

EMB寒天培地に分離

②IMViC試験
｢＋＋－－｣
｢－＋－－｣

大腸菌陰性
(試験量：0.333 g相当)

ガス発生を認めた
LST発酵管から1白金耳量を

EC発酵管に接種

上記①～③の条件を満たす場合は 大腸菌陽性

35±1 ℃，24±2時間
及び48±2時間培養後に
ガス発生の有無を確認

ガス発生(＋)

10
1
～10

3
倍希釈で

(0，0，0)の場合は
大腸菌群又は大腸菌｢<3/g｣

(試験量：0.333 g相当)

ガス発生(－)

 

図－2 大腸菌群及び大腸菌試験の手順 

 

4) サルモネラ Salmonella （図－3 参照） 

多くの増粘安定剤のサルモネラの JECFA 規格は「陰性/test（陰性/25 g）」，酵素の場合も「陰

性/25 g」となっています。図－3 に示したように，試料と培地を混和する際の注意事項や，特

定の増粘安定剤についての注意事項が試験法に盛り込まれています。また，サルモネラの菌種

及び亜種には 2500 種類以上の血清型があるため，より広範囲の血清型を検出できるよう複数

の培地を試験に使用します。選択増菌培地は 2 種，選択分離培地は 3 種です。選択増菌培地の

培養温度は，ラパポート・バシリアジス液体培地が 42±0.2 ℃，テトラチオネート液体培地で

は試料の菌量によって 43±0.2 ℃又は 35±2 ℃となっています。42 ℃及び 43 ℃の培養はい

ずれも恒温水槽を使用するため，試験の際は水槽が最低 2 台必要となります。なお，カロブビ

ーンガム及びグァーガムの試験に用いるセレナイトシスチン液体培地は毒物である亜セレン

酸ナトリウムを含みます。また，3 種の選択分離培地上にサルモネラの定型的集落や疑わしい

集落が認められない場合は，非定型集落についてもさらなる確認を行うこととされています。 

 

5) 培地の性能試験及び発育阻止物質の確認試験 

第 8 版食添公定書には培地の性能試験及び発育阻止物質の確認試験が定められていますが，

JECFA の微生物試験法には培地性能試験の記載はありません。また，一般情報においては全て

の試験法に対し，ラボで初めて試験を行う場合は適切なバリデーションを行うべきとあります
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が，こちらも具体的な確認方法の記載はありません。特に酵素については菌の発育を抑制する

ものもありますので，適切な方法で抗菌活性の有無を確認することが必要です。 

試料25 g
＋

乳糖ブイヨン
培地(LB)
225 ml

培養液0.1 ml
＋

ﾗﾊﾟﾎﾟｰﾄ･ﾊﾞｼﾘｱｼﾞｽ
液体培地10 ml

亜硫酸ビスマス寒天培地

定型的集落又は
サルモネラが疑われる集落

35±2 ℃，
24±2時間

培養

TSI培地及びLIA培地
35±2 ℃，24±2時間培養

培養液1 ml
＋

ﾃﾄﾗﾁｵﾈｰﾄ
液体培地10 ml

42±0.2 ℃，
24±2時間培養

菌量多い場合：43±0.2 ℃，24±2時間培養
菌量少ない場合：35±2 ℃，24±2時間培養

XLD寒天培地 ヘクトエン・エンテリック寒天培地

35±2 ℃，24±2時間培養
35±2 ℃，24±2時間培養

(定型的又はサルモネラが疑われる集落が
認められない場合はさらに24±2時間培養)

非定型的集落
いずれの培地上においても

集落を認めない

サルモネラの可能性がある場合は
生化学的試験と血清学的試験を実施して判定

※ 試料と培地をよく混和後，
①瓶の蓋をしっかり閉めて室温で60±5分間静置
②瓶を回してよく混和し，必要に応じてpHを6.8±0.2に調整
③瓶の蓋を1/4ほど緩めて培養

(特殊な場合)
・ｶﾞﾃｨｶﾞﾑ：LB225 mlに0.1 %NaCｌ(最終濃度)を加えてpH6.5に調整
・ｾﾞﾗﾁﾝ：LB225 mlに5 %ﾊﾟﾊﾟｲﾝ溶液を5 ml加えて(最終濃度0.1 %)よく混和し，
　　　　　瓶の蓋をしっかり閉めて35 ℃で60±5分間培養，その後上記②③
・ｶﾛﾌﾞﾋﾞｰﾝｶﾞﾑ及びｸﾞｧｰｶﾞﾑ：LB225 mlと1%ﾏﾝﾉｼﾀﾞｰｾﾞ溶液2.25 mlを激しく
　　　　　撹拌しながら，試料25 gをすばやく加え，上記①後，pH調整せずに
　　　　　瓶の蓋を緩めて培養

培養液1 ml
＋

ｾﾚﾅｲﾄ･ｼｽﾁﾝ
液体培地10 ml

培養液1 ml
＋

ﾃﾄﾗﾁｵﾈｰﾄ
液体培地10 ml

35±2 ℃，
24±2時間培養

サルモネラ陰性

右記以外の試料 ｶﾛﾌﾞﾋﾞｰﾝｶﾞﾑ及びｸﾞｧｰｶﾞﾑの場合

 

図－3 サルモネラ試験の手順 

おわりに 

以上のように JECFA 法には様々な問題点や煩雑な操作が散見されますが，第 9 版食添公定書

の改正においては，これらの問題点を解消し，国際調和も達成すべく検討中です。 

また，私どもでは食添公定書及び JECFA 法による各種試験を受託しております。なお，JECFA

の微生物試験については，事前に試験法や結果表記ついてご相談させて頂きます。ご不明な点

がございましたらお気軽にお問い合わせ下さい。 
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