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1.　緒　　　言

最確数法（Most probable number method: MPN法）
は食品，飲料水などの試料に含まれる対象微生物が低濃
度に存在する場合に用いられる，確率論に基づいた微生
物濃度の推定方法である．MPN法では寒天培地を用い
た通常のコロニー計数法よりも低濃度の微生物が測定で
きる．最近では，自動化されたMPN法による微生物濃
度測定装置も開発されている4）．
一般にMPN法では試料（食品乳剤または液状食品）
を3段階またはそれ以上にわたって連続希釈し，例えば
原液で10, 1, 0.1 mlずつ選択培地の入った複数の試験管
に接種する．固形食品を10％乳剤として接種した場合，
乳剤10 mlは食品1 gに相当する．接種する試験管数は
各段階で通常3本または5本である．培養後，生きた対
象微生物が各試験管中に存在するかを微生物学的に調べ
る．そのために通常は選択平板培地を用いて分離する
が，PCR法などの遺伝子学的手法もある5）．
微生物試験の結果，低希釈倍率から高希釈倍率の試料
について陽性試験管数が順に3, 2, 0のように得られる．
この陽性試験管数の組み合わせからMPN表を用いて
MPNを求めることができる．MPNは試料単位量（1 ml
または1 g）当たりの推定数として表される．
しかし，MPNはどのように推定されているのか，そ
の原理は何かを多くのユーザーは知らずに使っていると
考えられる．また，4本など通常のMPN表にない試験
管本数で測定した場合は値が得られない．したがって，
ここではMPN法の原理を解説するとともに，実際の計
算例を示す．さらに，MPNを推定するコンピューター

プログラムを開発したので，その概要を示す．このプロ
グラムは質問形式で操作も簡単であり，通常のMPN表
にない試験管本数にも適用できる．なお，今回，計算お
よびプログラム開発には表計算ソフトウェアExcel 2010
を用いた．

2.　MPN法の原理

MPNは確率論に基づいて計算される．いくつかの計
算方法があるが，ここではde Man1）によって解説され
た方法を使う．この方法は複数あるMPNの解析法の中
で確率論に基づいた最も基本となる方法である．すなわ
ち，試料中に低濃度の対象微生物が存在する場合，その
濃度はポアッソン分布に従うと考えられる．そこで，濃
度（ポアッソン分布の平均）をμ （cell/gまたはcell/ml）
とし，aをその試験管に入れた試料量（gまたはml）と
すると，その試料に対象微生物がr個の細胞が存在する
確率f(r)は式 (1)で表される．
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ここでexpは指数関数を，！は階乗を示す．そこで，あ
る試験管に対象微生物が存在しない確率は，式 (1)に
r＝0を代入して，exp(－μa)となる．したがって，その
試験管に対象微生物が1個以上存在する確率は，1から
存在しない確率を引いて1－exp(－μa)となる．対象微
生物が1個以上存在する試験管はMPN法で陽性となる
と考えられるので，希釈段階iである試験管が陽性とな
る確率piは式 (2)で表される．

pi＝1－exp (－μ×ai) (2)

次に，希釈段階iで総試験管数niの中で陽性試験管数
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がxiとなるできごと（事象）は2項分布に従うため，そ
の確率piは式 (3)で表される．

pi＝niCxi［（（1－exp(－μ×ai)］xi［exp(－μ×ai)］ni－xi (3)

Cは組合せCombinationを示す．niは通常3あるいは5
（本）である．
さらに全希釈段階で，ある陽性試験管数の組み合わせ
となる確率は各希釈段階での確率piの積であるから，式
(4)のように表される．
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ここで∏は総乗（すべての積）を示す．mは連続した希
釈段階の数を表し，通常3である．
式 (4)で示される確率pはnとmが通常決まるため，

各希釈段階iでの陽性試験管数xiおよびその試料の微生
物濃度μの関数と考えられる．そこで，得られた陽性試
験管数から最も高い確率pを与える濃度 μ が求める
MPNとなる．この方法を最尤法と呼ぶ．
例として3段階希釈‒5本法でMPNを考えてみる．各
試験管に10％乳剤試料を1 ml (0.1 g), 0.1 ml (0.01 g)およ
び0.01 ml (0.001 g)接種したとする．陽性試験管数の結
果が低希釈倍率の試験管から順に5-2-0となったとしよ
う．この場合の各濃度μに対する確率を表すとFig. 1の
ような曲線が表される．これを確率密度曲線という．
この図に示すように微生物濃度μが49 cell/gのときが

最大の確率を示すため，この濃度がMPNとなる．この
ようにして，試験管陽性数の組み合わせに対してMPN
が決まる．
式 (4)で示される確率pは各希釈倍率での陽性試験管
数によって大きく変動する．その例をFig. 2に示す．こ
こではFig. 1と同じ条件での三つの結果を示す．図中の
数字は各希釈での陽性数を示す．なお，5-2-0はFig. 1の
再掲である．Fig. 2に示した3-2-0および5-4-2のような
非常に低いピークであっても，その位置からMPNは求
められる．
このようにして各希釈倍率での陽性試験管数における
MPNをまとめた表がMPN表である．ここで求めた
MPNを ア メ リ カFDAのBacteriological Analytical 
Manual (BAM) (Appendix 2: Most Probable Number 
from Serial Dilutions. http://www.fda.gov/Food/Food-
ScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm109656.htm)
で公表されている値と比較すると，Table 1に示すよう
に一致している．この表でde Manの列は今回計算した
値を示す．なお，上記の方法では微生物数を整数1, 2, 3,
… として計算しているが，BAMでは1.8のように小数
点以下第1位までとしている．

3.　信 頼 区 間

信頼区間はde Man1）の方法では次のようにして求め
られる．例えば95％信頼区間の場合，確率密度曲線に
おいて微生物濃度が0および＋∞の両側から確率を積算
していき，その和がそれぞれ2.5％となる濃度が信頼区
間に相当する．Fig. 1の例で95％信頼区間は2本の白抜
きの矢印の間の区間，すなわち22と172の区間となる．
また，Fig. 2の5-4-2のように非常になだらかなピークの
確率曲線もある．この場合は当然95％信頼区間も96か
ら351と広い．
信頼区間の求め方にはいくつか方法があり，どれが最
も良いかは議論されている．de Manはその後，各種の
特殊な陽性試験管数の組み合わせにも対応するため，信
頼区間に修正を加えている2,3）．
ここでは基本となるde Man1）の方法で求めた信頼区

間をde ManとしてTable 1に示す．参考としてBAM
の示す信頼区間もTable 1に示す．このBAMの信頼区
間はde Man3） の数値を用いている．de Man1）とBAM 
の数値に上限と下限で差が多少認められる (Table 1)．
一方，MPNの計算方法はほかにもあり，BAMでは
MPNとその信頼区間を求める推定プログラムを公表し
ている．このプログラムでFig. 1の5-2-0の例を解析す
ると，MPNは今回計算した値と同じ49となる (Fig. 3)．
一方，その95％信頼区間は15から158の区間となる

Fig. 1.　MPN法における確率密度曲線
矢印（黒色）は確率が最大の値を示す．矢印（白
色）は確率の和がそれぞれ片側2.5％の位置を示す．

Fig. 2.　各種の陽性試験管数による確率密度曲線
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(Fig. 3)．なお，このプログラムによる信頼区間はBAM
のMPN表とも多少異なることがあると記されている．

4.　MPN法での注意点

実際のMPN法では通常の陽性試験管数の組み合わせ
でない結果となることがある．また，どの希釈段階の陽
性試験管数をMPNに用いるかに迷うこともある．これ
らについての対応法はBAMに書かれている．例えば，
5段階‒5本法で4-3-0-1-1となった場合は下線部を4-3-2と
し，5-5-4-3-0となった場合は下線部の5-4-3を選ぶ．これ
ら連続した三つの数値からMPN表あるいは推定プログ

Table 1.　MPN表（5本法，一部）

陽性試験管数 MPN/g
信頼区間

下限 (2.5％ ) 上限 (97.5％ )

0.1 g 0.01 g 0.001 g de Man* BAM** de Man BAM de Man BAM

0 0 0 0 ＜1.8 1 — 7 6.8
0 0 1 2 1.8 1 0.09 10 6.8
0 1 0 2 1.8 1 0.09 10 6.9
0 1 1 4 3.6 1 0.7 13 10
0 2 0 4 3.7 1 0.7 13 10
0 2 1 6 5.5 2 1.8 16 15
0 3 0 6 5.6 2 1.8 16 15
1 0 0 2 2 1 0.1 11 10
1 0 1 4 4 1 0.7 15 10
1 0 2 6 6 2 1.8 18 15
1 1 0 4 4 1 0.7 15 12
1 1 1 6 6.1 2 1.8 18 15
1 1 2 8 8.1 3 3.4 21 22
1 2 0 6 6.1 2 1.8 18 15
1 2 1 8 8.2 3 3.4 21 22
1 3 0 8 8.3 3 3.4 21 22
1 3 1 10 10 5 3.5 25 22
1 4 0 11 11 5 3.5 25 22
2 0 0 4 4.5 1 0.79 17 15
2 0 1 7 6.8 2 1.8 20 15
2 0 2 9 9.1 4 3.4 24 22
2 1 0 7 6.8 3 1.8 21 17
2 1 1 9 9.2 4 3.4 24 22
2 1 2 12 12 5 4.1 28 26
2 2 0 9 9.3 4 3.4 25 22
2 2 1 12 12 5 4.1 28 26
2 2 2 14 14 7 5.9 32 36
2 3 0 12 12 5 4.1 29 26
2 3 1 14 14 7 5.9 33 36
2 4 0 15 15 7 5.9 33 36

* de Man1） の方法による値を示す．
** アメリカFDAのBacteriological Analytical Manualに示されている値を示す．

Fig. 3.　MPN推定プログラムの解析例 (BAM)

Fig. 4.　MPN推定プログラムの質問ユーザーフォーム
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ラムを使って求めることができる．

5.　MPN推定プログラムの開発

これまでde Manの方法 1）に基づいたMPN推定法を
解析してきた．筆者は表計算ソフトウェアExcel 2010
を用いてこの方法に基づいたMPN推定プログラムを開
発したので，それを紹介したい．このプログラムでは最
大接種量および各希釈段階での接種試験管数を自由に選
択できる．なお，本プログラムはBAMの推定プログラ
ムと同様，固形食品の10％乳剤を試料として作られて
いる．なお，このプログラムはマイクロソフト社のVis-
ual Basic Application (VBA)を使って作られているの
で，使用するに当たってはVBAが使えるように設定す
る必要がある．
本プログラムはStartボタンを押して，解析を始め
る．このボタンを押すと，質問のユーザーフォームが現
れるので，例えばFig. 4のように数値を入力する．この
例では10％乳剤の最大接種量を1 ml (0.1 g)とした．し
た が っ て 接 種 量 は 次 い で0.1 ml (0.01 g)と0.01 ml 
(0.001 g)である．接種する試験管本数は各5本で，陽性
試験管数は最大接種量の試験管から順に5-3-0とした．
入力を間違えた場合はリセットボタンを押す．入力が終
わったら最後にOKボタンを押す．
その解析結果は瞬時に画面に現れる．上記の例では
Fig. 5のようにMPNは79 MPN/g, 95％信頼区間は33か

ら245 MPN/gとなる．この信頼区間はこれまで説明し
てきたde Manの方法 1）に基づいて解析しているので，
注意していただきたい．なお，試料が10％乳剤ではな
く，液体の場合は数値を入力して得られた値を10倍す
ればよい（単位：MPN/ml）．また，本プログラムでは
各微生物濃度に対する確率密度曲線がFig. 1に示したよ
うなグラフとして示される．
以上，MPNの計算方法と推定プログラムについて説
明した．このプログラムは無償で配布する予定である．
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Fig. 5.　MPN推定プログラムの解析結果


