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研究成果の概要（和文）：PCRは様々な環境中に存在する微生物の検出や定量に広く利用されている。しかし、PCRは生
菌と死菌を区別することができず、食品製造現場における微生物検査において偽陽性や菌数の過大評価を引き起こす。
近年、Propidium monoazide (PMA)を死菌の細胞へ取り込ませ、DNAと結合させることによりPCRの標的から除外する方
法が報告されている。しかしながらその処理条件は報告によりまちまちであり、必ずしも最適化されているとは言い難
い。本研究では、LEDを用いて最適な照射波長を決定し、PMAの濃度、処理時間を検討し、PMAとDNAの結合には375nmの
照射波長が最適であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：PCR has been widely used for detection or enumeration of various bacterial cells 
in various samples, including food samples, due to its rapidity, simplicity and specificity. However, one 
of the underlying problems with PCR is the lack of differentiation between viable and non-viable cells, 
which can lead to false-positive results and overestimation. Recently, several researchers have studied 
the differentiation of DNA molecules derived from non-viable cells by photo-induced inactivation of DNA 
using propidium monoazide (PMA). However, the protocols for PMA treatment have yet to be established. In 
this study, we improved the light exposure apparatus using LED to resolve this issue. Various LED 
elements were arrayed in an apparatus for PMA treatment in order to suppress false-positive PCR results 
from DNA derived from dead bacterial cells. LEDs emitting 375 nm were found to facilitate PMA-DNA 
interaction, thus leading to efficient inhibition of PCR of DNA derived from dead cells.

研究分野： 食品微生物学
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１．研究開始当初の背景 
食品工場では、製品や製造ラインの衛生管

理の一環として、食中毒菌や衛生指標菌につ
いて日常的にモニタリングを行っている。モ
ニタリングには従来から培養法が広く用い
られてきたが、近年、分子生物学的手法が広
く取り入れられている。なかでも、Real-time 
PCR は、培養法と比べ非常に迅速かつ簡易で
あり、微生物を定量的に評価できるため、自
主衛生検査法として特に重宝されている。 
 しかしながら、PCR を用いた細菌の検出や
定量は、死菌と生菌を正確に識別することが
困難であるという問題点が挙げられている。
死菌と生菌の誤認は、生産する食品のリスク
そのものの誤認となり、また、定量値につい
ても測定した菌数の過大評価につながる。こ
れらは結果として、製品の出荷停止や回収へ
とつながり、食品会社にとっての大きな経済
的損失となりかねない。 
近年、それに対応する策として、核酸結合

試薬である Propidium monoazide (PMA)や
Ethidium monoazide(EMA)を利用した定量法
が注目されている。PMA、EMA は Propidium 
iodide(PI)および Ethidium bromide(EtBr)
から派生した化合物であり、光反応性が高く
光の照射下で DNA と共有結合する。これらが
結合した DNAは PCR の鋳型とはならないため、
PCR の標的から除外することが可能である。
PMA および EMA は、細胞膜が損傷した状態で
ある死菌にのみ侵入するため、結果的に死菌
由来のDNAの増幅は阻害され、生菌由来のDNA
のみを検出、定量することが可能となる。本
研究では、この PMA を利用し、食品中の菌数
を正確に定量できる方法について検討する
こととした。 
 
２．研究の目的 
細菌の生菌と死菌を区別する試みとして、

EMA, PMA が利用され始め、多くの研究者から
いくつもの報告が挙がっている。しかし、EMA
は対象となる細菌の種類や処理条件によっ
ては死菌由来の細胞膜だけでなく生菌由来
の細胞膜まで透過してしまうという問題も
挙がってきている。  
その点、PMA は、EMA と比べて生菌の細胞

膜に対する透過性が低い。そのため、PMA の
生菌死菌の判別能はより優れていると考え
られている。しかしながら、試薬の添加濃度、
照射時間などの処理条件は統一化されてお
らず、その評価方法もばらついており、どの
条件が最適であるのかは未だ明らかにされ
ていない。 
これまでの研究においては、核酸結合試薬

とDNAの結合にハロゲンランプが使用されて
きたが、ハロゲンランプはその発熱性から
DNA への光照射には不向きであると考えられ
る。また、光照射に使用される光源の種類や
波長が異なることもPMA処理の統一化の妨げ
となっていると考えられる。そこで本研究で
は、ハロゲンランプに代わる照射器具として、

発熱性がなく、光のスペクトルが狭く、光束
が拡散しにくい LED(light-emitting diode)
光源を選択し、その有効性について評価を行
うとともに、食品中の生菌と死菌を区別する
のに最適な条件について検討を行った。 
 
３．研究の方法 
最適照射波長の選択 
はじめに、細菌の DNA と PMA が最も効率よ

く反応する光の波長を検討した。検討には、
さまざまな波長を照射できるLED照射装置を
作成し（図 1）、使用した。細菌より抽出した
DNA と PMA の混合液にさまざまな波長の光を
照射し、PCR の反応阻害を指標とし、PMA の
結合性を確認した。 
 

生菌死菌判別に最適な PMA 濃度の検討 
E. coli および Listeria の菌液を 106 

CFU/ml、107 CFU/ml に調整し、100 °Cで 15
分間加熱することにより死菌液を調整した。
これに、生菌と死菌の比率が、E. coliは 105 
log cfu/mL : 106 log cfu/mL、Listeria は
106 log cfu/mL : 107 log cfu/mL となるよう
に調整後、終濃度が 50, 100 µM となるよう
PMA を添加し、375 nm の LED を 5, 10, 15, 20
分間照射した。この時、光源とサンプルの距
離は約 10 mm とした。照射後、DNA 抽出を行
い、それぞれの菌について、リアルタイム PCR
で定量し、実際の生菌数と比較を行った。 
 
最適化したPMA処理条件の食品中における評
価 
 上記実験より得られたPMA処理の至適条件
を用い、実際の食品中に存在する生菌および
死菌を識別できるのか評価を行った。 
レタスおよび牛肉に、10 倍量の生理的食塩水
を加え、食品乳剤を作成した。これを 1ml ず
つチューブに取り、既知濃度の死菌液と生菌
液をそれぞれ 100 µL 接種した。これに終濃
度が 50 µM となるように PMA を添加し、5 分
間氷上暗所にて静地した後、チューブの蓋を
開けた状態で、375 nm の LED を 15 分間照射
した。その後、前述のとおり Real-time PCR
に供し、Real-time PCR にて得られた菌数と
培養法で得られた菌数を比較し、PMA 処理の
評価を行った。 

 
図１：LED による光照射装置 
 
 
 
 



４．研究成果 
PMA と DNA の結合に最適な照射波長の検討 
 作製した装置に、異なる照射波長をもつ
LED を取り付け、DNA と PMA の結合性を
Real-time PCR を用いた評価系で確認したと
ころ、図 2 のように 375 nm の LED を使用し
た場合に、リアルタイム PCR の ct 値が遅れ
る傾向が観察され、これにより、この波長を
用いた時、効率よく DNA と PMA が結合してい
ることが明らかとなった。 
 
 

 
図2:各照射波長におけるDNAとPMAの結合性
の確認。Ct 値が大きいほど PCR の反応が阻害
されており、効率よく PMA が DNA に結合した
ことを示す。 
 
生菌死菌判別に最適な PMA 濃度の検討 
 E. coli の菌液を使用した実験では、1.2
×106 CFU/ml の生菌液と、1.2×107 CFU/ml
の死菌液を等量混合したものを用いた。終濃
度 50 µM となるよう PMA を添加し、LED によ
る光照射を 15 分間した場合、Real-time PCR
による菌液の定量値は 7.6×105 CFU/ml、20
分間照射した場合は、6.8×105 CFU/ml とな
り、これらの定量値は実際に調整した生菌の
菌数とほぼ同じであった。 
 Listeria の菌液を使用した実験では、7.6
×106 CFU/ml の生菌液と、7.6×107 CFU/ml
の死菌液を等量混合したものを用いた。同様
に、終濃度 50 µM となるよう PMA を添加し、
光照射を行った場合、Real-time PCR による
定量値は 3.4×106 CFU/ml、20 分間の光照射
では 4.0×106 CFU/ml となり、これらの定量
値は実際に調整した生菌の菌数とほぼ同一
であった。 
 以上の結果から、PMA 濃度および照射時間
の至適条件は、PMA 濃度が 50 µM では照射時
間 15 分あるいは 20 分、100 µMでは 5分また
は 10 分であることが明らかとなった。よっ
て、以降の食品サンプルを使用した実験には
PMA 濃度 50 µM、照射時間 15 分間の条件を用
いた。 
 

最適化したPMA処理条件の食品中における評
価 
 先の実験において設定した、PMA 濃度 50 µM、
照射時間 15 分間という至適条件を用い、死
菌を含んだ食品希釈液中の生菌数を定量を
試み、PMA-PCR 法の評価を行った。 
 レタスの希釈液に死菌より生菌が多い場
合を想定し、生菌 1.8×108 CFU/ml および死
菌 1.8×106 CFU/ml となるように各菌液を接
種した。これを先の条件を用いて、Real-time 
PCR により定量したところ、PMA 処理の有無
に関わらず、2.8×108 CFU/ml と接種生菌数
とほぼ等しい結果が得られた。また、生菌 1.8
×107 CFU/ml および死菌 1.8×106 CFU/ml と
なるように各菌液を接種した場合も、同様に
接種生菌数が接種死菌数を上回っているた
め、Real-time PCR では接種生菌数とほぼ同
じ定量値が得られた。逆に、レタスの希釈液
に生菌より死菌が多い場合を想定し、生菌
1.8×105 CFU/ml および死菌 1.8×106 CFU/ml
となるよう接種すると、PMA 処理を行わなか
った場合の定量値は 2.2×106 CFU/ml となり、
菌数が過剰に定量されたが、PMA 処理を行っ
た場合は、Real-time による定量値は 3.5×
105 CFU/ml となり、死菌由来の DNA の PCR 増
幅が阻害され、生菌のみを定量したことが確
認された。 
なお、牛肉の希釈液も用いて評価を行った

が、レタス希釈液の時と同様、PMA 処理によ
り生菌のみを正確に定量できることが明ら
かとなった。 
以上のことより、本研究において、食品中

に生菌と死菌が存在した場合であっても PMA
処理を適切に行うことで、生菌のみを正確に
定量できることが示された。ここで確立した
手法は、加工食品等幅広い食品の自主衛生管
理への応用が期待される。 
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