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研究成果の概要（和文）：生きてはいるが培養できない(Viable But Non-Culturable)状態の細菌の検出法開発のため
に、VBNCの分子メカニズムの解明を目指した。VBNCの細胞周期での位置づけをするために、サルモネラでのFISH法によ
るDNA複製開始点の可視化を確立した。しかし、VBNC状態の細胞では、理由は不明だが、複製開始点の可視化ができな
かった。VBNC状態では染色体DNAの物理的状態が通常と異なるのかもしれない。VBNC状態のサルモネラでは分裂リング
構成タンパク質FtsZの発現量に変化は見られなかった。VBNC状態はFtsZ発現量低下による細胞周期のアレストによるも
のではないことが示された。

研究成果の概要（英文）：To develop detection method for viable but non-culturable (VBNC) bacteria, we inve
stigated molecular mechanism of VBNC state. For analysis of cell cycle of Salmonella, visualization method
 of DNA replication origin by FISH was established. While 1 or 2 foci of replication origin was detected i
n log phase cells, we failed to stain replication origin in VBNC cells. In VBNC state, physical state of c
hromosomal DNA might be different from that in log phase. Expression levels of FtsZ protein, which forms c
ell division ring, were not significantly different between stationary, log phase, and VBNC state. This in
dicates that VBNC state is not presumably induced by cell cycle arrest by reduction of FtsZ expression lev
els.
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１．研究開始当初の背景 
食中毒が起きた際に、原因となった食材を
特定するのは非常に難しく、実際に細菌性食
中毒事例の２～３割程度しか原因食材の特
定に至っていない。原因食材の迅速な特定は、
被害拡大の防止や再発の予防だけでなく、風
評被害の防止にも重要である。たとえば、
1996 年の堺市における O157 集団食中毒事例
では、原因食材の特定ができず、カイワレ大
根が原因食材として疑われ、関連業者に大き
な風評被害をもたらした。このように、食中
毒の原因食材の特定ができなかったために、
風評被害という二次的な被害をもたらすこ
とがあるので、原因食材を特定することは非
常に重要であることがわかる。 
近年のさまざまな研究から、食中毒が起き
た際に原因食材を特定するのが困難な理由
のひとつに、細菌の生きてはいるが培養でき
ない(Viable But Non-Culturable, VBNC)状
態が関係していると考えられている。 
VBNC 状態とは、生存に過酷な環境下を生き
抜くための細菌の生存戦略である。VBNC 状態
では、細菌は生理活性を維持し、生きてはい
るが、増殖できない。したがって、培養によ
って細菌を検出する従来の細菌検査では
VBNC 状態の細菌を検出することはできない。
また、VBNC 状態でも病原細菌は病原因子を保
持しており、宿主腸管内など増殖に適した環
境下におかれると、再び増殖し、病原性を発
揮する。そのため、VBNC 状態の病原性細菌の
食品中への混入は食品衛生上非常に重要な
問題であり、このことが原因食材不明の食中
毒に関係していると考えられている。したが
って、VBNC 状態の細菌の検出法の開発が求め
られる。 
 
２．研究の目的 
食中毒が起きた際に原因食材を特定する
のが困難な理由のひとつに、細菌の生きては
い る が 培 養 で き な い (Viable But 
Non-Culturable, VBNC)状態が関係している
と考えられている。本研究は、VBNC 状態の細
菌の検出法の開発のための基礎知見を得る
ことを目的とした。そのために、蘇生促進因
子 Rpf タンパク質に着目した。我々は、これ
までに、塩ストレスによるサルモネラの VBNC
状態への誘導法を確立し、蘇生促進因子 Rpf
タンパク質が VBNC 状態のサルモネラを増殖
できる状態に戻すことを明らかにしている。
Rfpタンパク質を利用したVBNC状態からの蘇
生を利用した、VBNC 細菌の検出法を開発する
ための基礎知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) VBNC 誘導 
塩ストレスによるサルモネラの VBNC 状態
への誘導法は Kusumoto et al., 2012 に従っ
た。NB 培地で定常期まで培養したサルモネラ
を 0.85% NaCl で 2 回洗浄し、7% NaCl に懸濁
した。菌液は 37 C̊ で振盪培養した。LB 寒天

培地でのコロニー形成が 10 CFU/mL 未満で、
LIVE/DEAD BacLight viability kit 
(Invitrogen)で生存率が 60%以上となった時、
VBNC 状態と見なした。 
 
(2) Fluorescent in situ hybridization 
(FISH)法 
FISH 法は Niki et al., 1998 に従った。DNA
複製起点に結合するoriプローブはプライマ
ーasnA-ori-gidA F1 (CGGTCTTCATCGGGGCGAA 
GGGCTTTCATGTG) お よび asnA-ori-gidA R1 
(AGACGGCGTTACCCATGTCGATTTCAGCCGCTGACGTT
C)を用いて、サルモネラ DNA を鋳型として作
製した。プローブはCy3により蛍光ラベルし、
共焦点顕微鏡により観察した。 
 
(3) ウェスタンブロッティングによる FtsZ
の検出 
ウェスタンブロッティングによる FtsZ の
検出には、抗 FtsZ ウサギポリクローナル抗
体（Agrisera 社）、および、Can Get Signal
（TOYOBO 社）を用いた。 
 
(4) FPE培地によるVBNC状態のサルモネラの
蘇生効果の検証 
(1)の方法でVBNC状態に誘導したサルモネラ、
または、定常期のサルモネラを、1.0×103-6.0
×103の菌数で FPE 培地に接種し、37 C̊ で振
盪培養した。培養 1, 2, 3, 6 日後、BHI 寒天
培地での CFU を計測した。 
 
４．研究成果 
(1) FISH 法による VBNC 状態のサルモネラの
複製起点 ori の可視化 
VBNC状におけるDNA複製の状態を明らかに
するために、FISH 法による DNA 複製起点の可
視化を試みた。図１は細菌の細胞分裂過程を
示している。細菌の細胞分裂は、DNA 複製か
ら始まる。DNA 複製起点 ori の複製から始ま
り、複製終了点 ter で終了する。DNA 複製後
は、DNA は細胞の両極に移動し、細胞の中央
に FtsZ タンパク質からなる分裂リング Z2つ
のリングが形成され、細胞分裂が進む。その
結果、娘細胞に分裂する。複製開始点 ori の
数は細胞周期によって、細胞内に 1個または
2 個存在することになることに着目し、FISH
法により ori を可視化し、サルモネラ細胞の
細胞周期の可視化を試みた。サルモネラの
DNA 複製起点に結合する、Cy3 による蛍光ラ
ベルした ori プローブを作成し、これを用い
て対数増殖期のサルモネラのDNA複製起点を
可視化した（図 2）。1細胞内に Cy3 のシグナ
ルが 1 あるいは 2 個観察されたものが 70%程
度あった。このことから、ほとんどの細胞が
ori プローブでラベルされ、また、1 細胞内
に観察されたシグナルの数から、ori に特異
的にラベルされていることが分かった。 
対数増殖期のサルモネラのラベリングに
成功したので、次に、塩ストレスによって
VBNC 状態に陥ったサルモネラについてラベ



リングを試みた。VBNC 状態では、細胞全体に
広がった Cy3 のシグナルが観察された。一部
の細胞で、細胞全体のシグナルの中に 1また
は 2つのドットのシグナルが観察された。こ
れらから、VBNC 状態では、理由は不明である
が、非常にバックグラウンドが高く、特異的
なDNA複製開始点のラベルが難しいことが分
かった。様々な条件検討を試みたが、この問
題を解決することができなかった。 

 

(2) VBNC状態のサルモネラにおけるZリング
タンパク質 FtsZ 
分裂リング構成タンパク質である FtsZ に
着目した。細胞分裂時、FtsZ は分裂面に Zリ
ングと呼ばれる FtsZ からなるリング構造を

形成する（図 1）。分裂後は、Zリングは脱重
合し、次の分裂時には再び FtsZ が重合し、Z
リングが形成される。そこで、VBNC 状態のサ
ルモネラにおける、FtsZ の発現量と、重合お
よび脱重合の状態を調べた。抗 FtsZ 抗体を
用いたウェスタンブロットの結果から、VBNC
状態と対数増殖期では、細胞内 FtsZ 量に違
いは見られなかった。このことから、VBNC 状
態では、FtsZ の発現が減少するために分裂が
抑制されるのではないことが示唆された。 
 
(3) FPE培地によるVBNC状態のサルモネラの
蘇生の検討 
 FPE 培地は、様々な食中毒原因細菌の短時
間での増菌培養に使用できるように開発さ
れた培地である(Hayashi et al., 2013)。こ
れまでに、FPE 培地の VBNC 細菌に対する蘇生
効果については検討がなされていなかった
ので、サルモネラを用いて FPE 培地の蘇生効
果を検証した。定常期、または、VBNC 状態の
サルモネラを FPE 培地に接種、培養し、培養
24 時間～6 日後に、BHI 寒天培地での検出を
おこなった（図 3）。培養後 24 時間で定常期
のサルモネラは、4.47×103-5.03×103 CFU/mL
で検出された。一方、VBNC 状態のサルモネラ
は、培養 6 日後でも検出限界以下(<10 
CFU/mL)であった。この結果から、FPE 培地に
は VBNC 状態のサルモネラを蘇生する効果が
ないことが示された。 
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