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大腸菌数の検定方法（案）  1 

 2 

 3 

大腸菌数の検定方法：特定酵素基質培地を用いた混釈法（平板培養法） 4 

１ 試薬 5 

(1) 水 6 

日本産業規格Ｋ0557に規定するＡ２、Ａ３又はＡ４のもの 7 

(2) 特定酵素基質寒天培地 8 

酵素基質５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－Ｄ－グルクロニド（X-GLUC）9 

を含む特定酵素基質寒天培地（注１） 10 

(3) 水酸化ナトリウム 11 

日本産業規格Ｋ8576に定めるもの 12 

(4) 水酸化ナトリウム溶液（１ mol／Ｌ） 13 

水酸化ナトリウム約 40 ｇを水に溶かして 1,000 mlとしたもの 14 

(5) りん酸二水素カリウム 15 

日本産業規格Ｋ9007に定めるもの 16 

(6) 滅菌りん酸塩緩衝希釈水 17 

りん酸二水素カリウム 42.5 ｇを水約 500 mlに溶かした溶液を、水酸化ナトリウム溶18 

液（１mol／Ｌ）で pHを 7.2に調整し、水を加えて全量を 1,000 mlとした後、この溶液19 

の１ mlを水に溶かして 1,000 mlとし、高圧蒸気滅菌したもの 20 

(7) 塩化ナトリウム 21 

日本産業規格Ｋ8150に定めるもの 22 

(8) 滅菌生理食塩水 23 

塩化ナトリウム 8.5 ｇを水に溶かして 1,000 mlとし、高圧蒸気滅菌したもの 24 

(9) 希釈水 25 

滅菌りん酸塩緩衝希釈水、滅菌生理食塩水のいずれかとする 26 

(注１)  大腸菌数試験用の特定酵素基質寒天培地として以下の組成の培地が市販されている。 27 

ここで示す培地の組成は、この測定試験法使用者の便宜のために、一般に入手できるものとして例28 

示したが、この組成の培地を推奨するものではなく、これと同等以上の品質、性能を有すると確認29 

された培地を用いてもよい。 30 

 31 

 培地の組成（培地１Ｌあたり） 32 

ペプトン 10 ｇ 

ピルビン酸ナトリウム 1.0 ｇ 

Ｌ-トリプトファン 1.0 ｇ 

Ｄ-ソルビトール 1.0 ｇ 

塩化ナトリウム 5.0 ｇ 

りん酸二水素ナトリウム 2.2 ｇ 

りん酸一水素ナトリウム 2.7 ｇ 

硝酸カリウム 1.0 ｇ 

ラウリル硫酸ナトリウム 0.20 ｇ 
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５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－Ｄ－グルクロニド（X-GLUC） 0.10 ｇ 

５－ブロモ－６－クロロ－３―インドリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（MAGENTA-GAL） 0.10 ｇ 

寒天 15 ｇ 

 33 

２ 器具及び装置（注２） 34 

(1)  計量器具（メスピペット、試験管その他の希釈瓶等） 35 

高圧蒸気滅菌したもの又は同等の性能で滅菌したもの   36 

(2)  ペトリ皿 37 

ガラス製で、約 170 ℃で約１時間乾熱滅菌したもの、又は日本産業規格 K0950 に定め38 

るプラスチック製滅菌シャーレ 39 

(3)  恒温装置 40 

装置内の温度を 37 ℃付近に調節できるもの 41 

(4)  拡大鏡 42 

２倍程度の拡大倍率をもつもの 43 

（注２） 市販の滅菌済みの器具及び装置を用いてもよい。 44 

 45 

３  試料の採取及び保存 46 

試料は、滅菌した密封できる容器に採取し、速やかに試験する。試料採取後直ちに試験が47 

できないときは、０～５ ℃（凍結させない）の暗所に保存し、12時間以内に試験する。 48 

 49 

４  試験操作 50 

（1） 培地の調製 51 

（a） 培地の粉末を三角フラスコ等に量りとり、かき混ぜながらゆっくり水を加え分散さ52 

せる（注３）。 53 

（b） 沸騰水中で寒天が完全に溶けるまで加熱を繰り返す（注４）。 54 

（c） 寒天が溶解した後、速やかに約 50 ℃を目安にしながら固まらない程度の温度に保つ。 55 

（注３） 「量りとり」と「分散」については使用する培地の使用説明書を参照する。 56 

（注４） 培地の種類によって培地調製時に滅菌操作が必要となる場合は、高圧蒸気滅菌を行う。 57 

（2） 検水の調製 58 

検水量は１ mL とし、ペトリ皿内の大腸菌のコロニー数が 200 個を超えると予想され59 

る場合は希釈し、ペトリ皿内の大腸菌のコロニー数を 30～200個程度とする（注５）。希60 

釈の操作は次の例による。 61 

（a） 試験管その他の希釈瓶等（注６）に希釈水を９ ml入れる。 62 

（b） 10倍希釈の場合は、希釈水９ mlが入った試験管その他の希釈瓶等に検水１ mlを63 

メスピペットで採り、十分に振り混ぜる（注７）（注８）。 64 

（c） 更に希釈が必要な場合は、同様な操作を行って希釈を繰り返す。 65 

（注５）ペトリ皿内の大腸菌のコロニー数は正確な計数を行う観点から、30～100 個程度であることが望ま66 

しいが、20～200 個の範囲内であればよい。 67 

（注６）希釈操作は、試験管その他の希釈瓶等に希釈水 90 ml を入れ、検水 10 ml を加えてもよい。 68 

（注７）メスピペットはその都度、滅菌済みのものを用いる。 69 

（注８）希釈した後の検水は微生物が増殖や死滅を起こすことがあるため、調製後は速やかに操作を行う。 70 
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（3） 操作 71 

（a） 振り混ぜて均一化した検水又は希釈検水から１mL ずつをメスピペット１mL を用いて72 

それぞれ２個以上のペトリ皿にとる。 73 

（b） (1)で溶解した後に、約 50 ℃を目安に培地が固まらない程度の温度に保った特定酵74 

素基質寒天培地約 15 ml（注９）を無菌的にそれぞれのペトリ皿に加え、固まらない75 

うちに、緩やかに回しながら揺り動かしてよく混ぜ合わせる。 76 

(c) ペトリ皿全体に培地と検水との混合物が広がったら、水平の状態で放置し、凝固させ77 

る。 78 

（注９）寒天培地は細菌が死滅しないように固まらない程度の低い温度まで下げた状態で用いる。 79 

（4） 培養 80 

（a） ペトリ皿を倒置する。 81 

（b） 37 ℃付近の恒温装置に倒置した状態で 24時間程度培養する（注 10）。 82 

（注 10） 培養温度と時間は使用する培地の使用説明書を参照する。 83 

（5） 菌数の計数 84 

（a） 培養後、拡大鏡を用いて青色のコロニー数を数える（注 11）。 85 

（b） 次の式から試料中の大腸菌数を算出する （注 12）（注 13）。 86 

ａ＝（ｍ／Ｖ）×Ｐ 87 

ａ 試料１ ml中の大腸菌数 88 

ｍ ペトリ皿内の大腸菌コロニー数 89 

Ｖ 培養に用いた検水量（ml）  90 

Ｐ 希釈倍率 91 

（注 11） 大腸菌が特異的に保有・産生する酵素 β－グルクロニダーゼと、培地の成分である酵素基質 X-92 

GLUC とが反応して青色を呈するため、大腸菌は青みを帯びた色のコロニーとなる。一方、大腸菌93 

群が保有・産生する酵素 β－Ｄ－ガラクトシダーゼと反応して赤色を呈する酵素基質５－ブロモ94 

－６－クロロ－３－インドリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド （MAGENTA-GAL）又は６－クロロ－95 

３－インドリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（Salmon－β－Ｄ－GAL）が含まれている培地につ96 

いては、大腸菌群は赤みを帯びた色のコロニーとなって両者の識別が可能となる。培地の組成に97 

よりコロニーの色調が異なることがあるため、コロニーの色調や識別に際しては使用する培地の98 

使用説明書を参照する。 99 

（注 12） 1 つの試料につき（3）（a）に示したように２個以上のペトリ皿で試験を行い、得られた全ての結100 

果（希釈試料の場合には、コロニー数が 20～200 個のもの）を算術平均する。 101 

（注 13） 試験結果の単位は CFU（コロニー形成単位（Colony Forming Unit の略））／mlとする。 102 

（6） 空試験 103 

培養に用いた検水量と同量の希釈水を用い、（3）～（5）の操作を１回行い、結果を整104 

理しておくことが望ましい。 105 


