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鮮魚の35℃培養公定法による生菌数と 
20℃細菌培養法による生菌数の比較
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Viable Counts of Bacteria Determined on Food Fishes by the Standard-Agar-Plate 
Method Incubated at 35℃ and Nutrient-Agar-Plate Method Incubated at 20℃
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Abstract : Viable counts of bacteria were determined on food fishes with two different culture methods; 
35℃  incubation  of  standard-agar-plate  and  20℃  incubation  of  nutrient-agar-plate  after  inoculation  of 
aseptically diluted food fish samples. Eighty five specimens of raw fishes, sashimi, and defrosted fishes 
were collected from retailers in Shimonoseki city. Most of the counts determined with the nutrient-agar-
plate method were higher than those of the standard-agar-plate method（the official guideline method 
of hygienic quality). In a case of the largest difference, the nutrient-agar-plate count was two hundred 
folds higher than that of the standard-agar-plate count. Especially, the viable cell counts on defrosted 
fishes showed a significant difference between the nutrient-agar-plate counts and the standard-agar-plate 
counts.
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緒　　言

　海産の鮮魚を汚染する細菌には，生息環境由来の好塩性

の低温細菌や，沿岸域に流入する陸棲の非好塩性細菌，さ

らには製造・流通過程で汚染する手指や器具由来の細菌群

がある。これら汚染細菌群の割合は海域の陸からの距離

や，取扱時の衛生度，冷蔵期間，さらには海水由来の細菌

でも海域の違いや季節の違いにより変化することが予想さ

れる。さらに凍結魚では耐凍性の高い細菌が優占になるか

もしれず，また厳密な低温管理がなされれば低温細菌が多

くなると推測される。したがって鮮魚の細菌汚染レベルを

調べるには，これらの諸条件を考慮して細菌培養法を選択

すべきかもしれない。

　食品衛生法に定める一般生菌数は，食品の安全性，鮮

度，品温管理，衛生的な取り扱いの良否の判断材料であ

り，食品の細菌汚染の程度を示す最も代表的な指標とされ

ている。したがって，測定された一般生菌数は，実際に食

品中に生存している細菌数を出来るだけ正確に反映してい

なければならない。しかしながら食品衛生法による検査方

法（公定法)1）は，NaClを含んでいない標準寒天培地を使

用し，好気的条件下で35±1.0℃で48±3時間培養を行って

いる。したがって公定法で調べられる一般生菌数は『35℃

条件下で発育可能な中温細菌数』と定義され，食品の製

造・流通過程由来の細菌汚染を反映している1）。すなわ

ち，鮮魚などに存在する海水環境由来の好塩性の低温細菌

などは計測され難い。実際，藤井2）は，東京の小売店で購

入した水産食品では，35℃培養法よりも20℃培養法の方の

細菌計数値が高く，標準寒天培地よりもNaClを含有して

いる普通寒天培地の方が高い数値を示す事を報告してい

る。このことは水産食品の腐敗が20℃以下でよく増殖する
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材料と方法

調査対象

　平成23年1月から平成23年11月までの期間に下関市内で

購買した鮮魚（ラウンド）からの切り身33検体，市販の刺

身28検体，および市販の解凍品24検体について細菌検査を

行った（Table 1）。ラウンドをおろして切り身を取り出す

場合には，実際の流通現場や家庭環境を再現するため，使

用器具は家庭用洗剤（食器洗いクリーン，株式会社コープ

クリーン）および水道水を用いて洗浄した。解凍品は冷蔵

とされる好塩性の低温細菌（Psychrotrophic Bacteria)3)の

働きで進む事を示唆しており，公定法を用いるかぎり，細

菌数が魚肉の腐敗度を正確に示すのは難しいことを意味し

ている。しかしながら，多量かつ同一サンプルの中温細菌

数および低温細菌数を比較した報告は少なく，水産食品に

おいても公定法が適用されているのが現状である。

　そこで本研究では，0.5%濃度のNaClを含む普通寒天培

地を利用した20℃培養法と35℃培養の公定法を用いて，山

口県下関市内で販売されている水産食品の細菌汚染を調査

した。

Table 1.　Food fish samples
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Table 1.　Food fish samples （continued）
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あった。特筆すべきは解凍品であり，ラウンドから調製さ

れた切り身や刺身に比べ，解凍品では普通寒天培養法で測

定した好塩性の低温細菌の割合がより大きくなる傾向がみ

られた。図に示した解凍品のいずれの試料も，食品衛生法

の「10 6 CFU/g以下とする生食用冷凍鮮魚介類の成分規

格」4）に適合するが，生食用解凍サーモンを4℃条件下で４

日間保存した場合には，公定法よりも20℃普通寒天培養法

が約100倍以上の高い値を示すことも確認している（デー

タ未発表）。したがって公定法による生菌数測定は，冷蔵

された水産食品や解凍された水産食品の細菌汚染レベルを

過小評価している場合のある事が明らかとなった。

　魚介類において20℃培養法で計数される低温細菌数が多

くなることは，緒言で述べた藤井以外にも他の論文で報告

されている。すなわち里見ら5）は標準寒天培地を用いて生

菌数を検討した結果，中温細菌数よりも低温細菌数の方が

高い数値を示す事をズワイガニの事例で示している。

Kayamaら6）は様々な条件で保存したエビの生菌数につい

て報告しており，いずれの場合においても低温細菌数の方

が高い数値であることを報告している。また，郷原ら7）

は，市販冷凍イカおよびエビについて検討しており，同様

の結果を報告している。ただこれらの研究は，塩分を含ま

ない標準寒天培地を用いており，海水由来の好塩性低温細

菌を計測出来ているのか不明である。

　塩分を含んだ培地を用いた例としては里見ら5）の研究が

あり，約2%のNaClを含んだマリンアガーで，37℃培養条

件よりも20℃培養条件で計数細菌数が増えることをズワイ

ガニと冷凍甘エビの事例で報告している。また，標準寒天

培地よりもマリーンアガー培地の方が高い数値を示す事も

明らかにしており，低温条件に加えて塩分濃度にも配慮し

た培養条件が必須であることを示している。

　一方，市販の鮮魚について標準寒天培地を用いて細菌数

を調べた場合に，20℃培養の低温細菌よりも35℃培養の中

温細菌の方が高くなる事例も報告されている。すなわち新

井ら8）によれば，水産物卸売市場の鮮魚においては，低温

細菌数よりも中温細菌数の方が多い事例が数多くみられ，

中温細菌数が低温細菌数よりも約10倍以上高い数値を示す

事例もある。同様に，石田9）は，市販のサーモンの中温細

菌数および低温細菌数を検討し，サーモンにおいては中温

細菌数の方が高くなったことを明らかにしている。これら

の傾向がNaClを含まない標準寒天培地を用いたためだと

解釈することも可能だが，それよりも中温細菌数が低温細

菌数よりも多くなる場合には，大腸菌汚染レベルが上昇

または室温解凍の検体を使用した。

細菌検査

試料液の調製

　魚肉10 gと滅菌生理食塩水90 mLをろ紙付きストマック

袋 に 入 れ て120秒 間 ス ト マ ッ ク 処 理 を 行 っ た 後 に，

500 rpm・１分間の遠心処理を行った。得られた上澄液を

試料原液とした。

公定法による生菌数測定1）

　試料原液を滅菌生理食塩水で適宜希釈し，原液ならびに

希釈液の0.1 mlを標準寒天培地（日水製薬株式会社）に塗

布し，35℃・48時間培養を行った。各希釈段階につき3枚

のプレートのコロニー数の平均値から，細菌数（CFU/

g）を求めた。なお公定法では混釈法が用いられるが，塗

抹法と混釈法の差はCFUにして10％以下であることを事

前に確認している。

普通寒天培地による生菌数測定（以下の記述では普通寒天

培養法と表記）

　試料原液を滅菌生理食塩水で適宜希釈し，公定法と同様

に普通寒天培地に塗布した。これを20℃で10日間培養し，

コロニー数の計数を行った。普通寒天培地には，蒸留水

1,000 mLに肉エキス（ベクトン・ディッキンソン株式会

社）5.0 g，ペプトン（ベクトン・ディッキンソン株式会

社）10.0 g，塩化ナトリウム（和光純薬工業株式会社）

5.0 g，寒天（和光純薬工業株式会社）15.0 gを添加し，

pH7.0に調製したものを使用した。

結果および考察

　35℃培養法の公定法および20℃培養法の普通寒天培養法

における生菌数測定結果をFig. 1に示す。実験室でラウン

ドから調製された切り身，市販の刺身，および解凍品の細

菌数は，いずれの場合であってもそれぞれ10 2 ～10 4 CFU/

g，10 2 ～10 4 CFU/g，10 1 ～10 5 CFU/gで，刺身および実

験室で調製された切り身において細菌数が少なく，市販の

冷凍品で高い結果となった。また切り身と刺身および解凍

品のいずれの場合においても35℃培養の公定法よりも20℃

培養の普通寒天培養法の方が高い傾向を示し，その傾向は

85検体中74検体（87%）において観察された。さらに，11

検体（14%）においては10倍以上の差が見られ，最大で約

200倍の差が確認された。一方，公定法の方が高い数値を

示したサンプルにおいては，最大差のものでも5倍程度で
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細菌汚染が高レベルであったことを示している。すなわち

大腸菌の検出においても示されているように，卸売市場で

は検査直前の細菌汚染の影響が大きいのであろう。一方

20℃で計数される細菌は4℃でも増殖できる細菌が多い3）

ので，20℃培養法は冷蔵期間中に増えた低温細菌を反映す

るが，卸売場の鮮魚の冷蔵保存期間は短い。したがって，

非衛生的な取扱いが目立つ場所では公定法が有効であり，

衛生的にとりあつかわれた水産食品においては，20℃培養

し，一般細菌数も105 CFU/gを超えている場合が多いこと8）

に注目すべきであろう。石田の場合には，中温細菌数が約

108 CFU/gにまで達している。

　一般に細菌検査法での生菌数は，検査の直近におきた細

菌汚染レベルと，保存中に増殖した細菌レベルを示してい

る。取扱いが衛生的であれば直近の汚染の影響は比較的小

さい。公定法で調べられる中温細菌は食品冷蔵中にはほと

んど増えないので，中温細菌数が多い場合には検査直前の

Fig. 1.　Comparison of viable counts of bacteria determined with standard-agar-plate method （35℃ Incubation） and 
Nutrient-Agar-Plate Method （20℃ Incubation).

　　　　 a: Fillets prepared in our laboratory from Round, b: Sashimi bought at retailers, c: Defrosted fish
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法が有効になると考えられる。またこの傾向は冷蔵された

場合に顕著になるのであろう。実際，里見らの例でも，初

期菌数が少ない水産物を3日間冷蔵した場合には，20℃培

養法の計数値が35℃培養の計数値よりもはるかに大きく

なっている。一方，筆者らが行った衛生的処理，すなわち

殺菌処理した調理器具を使用してラウンドから切り身を取

り出した場合でも35℃培養法で一定の細菌数が計数される

が，これらが処理中の汚染によるのか，あるいは35℃での

増殖しうる低温細菌を示すのかは，菌を分離して調べてみ

なければわからない。また解凍直後の水産物において低温

細菌の割合が顕著に大きくなる傾向がみられるが，これが

低温細菌と中温細菌の耐凍性の差によるのかは，今後の課

題である。筆者らが調べた切り身と刺身の一般細菌数は，

普通寒天培養法，公定法，いずれの場合でも10 5 CFU/g未

満であったので，衛生的な処理が行われたものと判断さ

れ，そのような場合には35℃の公定法よりも，低温細菌用

の20℃普通寒天培養法が優れていることを示していると考

えられる。
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