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研究成果の概要（和文）：本研究では、微生物が形成するバイオフィルム(BF)に対し、超微細気泡混合水(NBW)
を用いた効果的な除去方法について検討した。NBWによるBF除去について、水道水との比較を検討したが、除去
効果にほとんど差は認められなかった。さらに、NaClOの処理濃度低減を目標として、NBWとの併用を試みた結
果、有効塩素濃度100ppmの水を原水とするNBWは、250ppmのNaClO水溶液と同等かそれ以上のBF除去効果を有する
ことが確認でき、このような除去・殺菌効果は、細胞外多糖類等によって形成されるBFの構造的な特徴が大きく
影響を及ぼしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, the application of nano-bubbled water(NBW) to the washing 
process of microbial biofilm developed on the surface of stainless steel. There was no significant 
difference in the removal potential between NBW and tap water. However, NBW generated by sodium 
hypochlorite solution with 100 ppm active chlorine concentration were effective in BF removal 
compared with simple sodium hypochlorite solution (250 ppm). It was suggested that the 
micro-structural property of BF affected on the contact efficiency of active chlorine in NBW with 
bacterial cells and extra-polysaccharides of BF developed on the material surface.

研究分野：ポストハーベスト工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
食中毒や腐敗に代表される生鮮農産物や

食品の危害は、国内外問わず多数報告がある
が、その原因微生物は表面に強力に密着し、
細胞外多糖類(EPS)を含む物質を産生しなが
らバイオフィルム(BF)を形成していることが
知られている。安全性確保や保存性向上を図
るためには、BF そのものの特徴を理解しつ
つ、形成抑制処理、あるいは効率的な除去処
理の提案が重要となる。しかしながら既往の
研究では、極めて理想的な培養条件下で形成
された BF に対する除去処理例が多く、現実
とは大きな乖離があると言わざるを得ない。 

BF の除去では、いかに効率的に内部構造
を破壊し、物体表面から剥離させるかが重要
となる。これまでに次亜塩素酸 Na や各種界
面活性剤等に代表される化学薬剤が広く利
用されているが、残留性や風味への影響から
敬遠される傾向にある。また、束子やスポン
ジ等による処理は、物体表面で微小傷の原因
となり、これが品質劣化や二次汚染発生源に
なることが問題となる。このような背景から
本研究では、確実な BF の除去と、無残留性、
装置劣化防止を同時に達成する方法として、
超微細気泡混合水の利用を検討した。 

ナノバブル水として知られている超微細
気泡混合水(NBW)は、主に直径 100 ナノメー
トル以下の気泡を含む水であり、近年、様々
な分野への応用が検討されている。一般的な
特徴として、その自己加圧効果から水中に長
時間滞留し、消滅し難いことが明らかとなっ
ている。消滅する際には、表面電荷の濃縮と
ともにフリーラジカルの生成が確認されて
いる。また、気泡表面は負に帯電しており、
タンパクや塩類等と結合し易いことが知ら
れている。詳細なメカニズムは明らかにされ
ていないが、実用例として、蒸留水等と比較
して種子発芽や植物の生育を有意に促進さ
せる効果を有すること、また、灌水として土
壌改良にも効果を発揮することも報告され
ている。このような特徴を持つ超微細気泡混
合水が、BF の効率的な除去法としての確立
するために、基礎的なデータの収集が重要な
課題である。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、微生物が形成する BF に対す
る超微細気泡混合水を用いた効果的な除去
法の確立を目的として、先ず、形成される BF

の立体構造の把握と除去効果について検討
した。さらに、一般的に洗浄に多用されてい
る次亜塩素酸ナトリウム(NaClO)について、
その併用による濃度低下効果の確認を目的
とした。また、カット青果物に対するバイオ
フィルム除去効果についても検討した。 

 
３．研究の方法 
(1) 供試微生物：BF 形成微生物として
Pseudomonas fluorescens、Bacillus subtilis、
Bacillus cereus、Salmonella enterica、Escherichia 

coli を用いた。 

(2) 懸濁液の調整と BF 形成：トリプチケース
ソイ液体培地(TSB)で増菌させた後、遠心分
離と上澄みの除去を 3 回繰り返すことで菌体
を洗浄し、滅菌蒸留水を用いて 107 個/mL 程
度の細胞密度となるように調整した細菌懸
濁液を作製した。この懸濁液を用いて、ステ
ンレス(SUS304、#3)小片(1x7cm2)上に BF を形
成させた。まず、小片を中性洗剤で洗浄した
後、アセトンによって表面の油分を除去後、
オートクレーブ滅菌した。滅菌 TSB に対して
小片を細菌懸濁液 0.1mL とともに投入し、緩
やかに撹拌後にインキュベータ内で培養す
ることで BF サンプルを作成した。顕微鏡観
察のための BF では、滅菌カバーガラスを底
部に張り付けたプラスティックシャーレに
細菌懸濁液と滅菌 TSB を注入してインキュ
ベータ内で培養して BF を形成させた。 

(3) NBW の調整：本研究で用いた NBW は高
速旋回式によって作成した。使用水は水道水、
使用気体は空気である。なお、NBW による
BF 除去処理が NaClO の使用濃度低減化に関
する検討では、脱イオン水に対して有効塩素
濃度 100 および 250ppm となるように調整し
た後に試験を実行した。試験時の pH は 7.4、
電気伝導度は 270μS/cm であった。 

(4) NBW 処理：NBW 作成機に対して 4L の水
道水あるいはNaClO水を 5分間循環させるこ
とで NBW を生成した。これに対して BF を
形成させたステンレス小片を静置し、一定時
間保持した後に、以下に示す方法で残存 BF

量および残存生菌数を評価した。 

(5) 残存 BF 量の評価：ステンレス小片を試験
管中で 99%メタノールに浸漬して固定し後
に 2%クリスタルバイオレット溶液で 5 分間
染色した。余剰な溶液を脱イオン水で洗浄除
去した後、30%酢酸に溶解させ、完全に撹拌
させた。酢酸溶液の 630nm における吸光度を
測定し、その値をステンレス板 1 枚当たりの
BF 残存量とした。 

(6) 残存 BF の生菌数評価：洗浄後のステンレ
ス小片を滅菌蒸留水に入れ、撹拌させるとと
もに 5 分間の超音波洗浄処理によって表面か
ら残存 BF を完全に剥離させた。これを適度
に希釈し、標準寒天培地による平板培養法に
よって生菌数を評価した。 

(7) 共焦点レーザー顕微鏡観察：プラスティ
ックシャーレ底部のガラス表面に BF を形成
させた後、TSB を取り除くとともに滅菌蒸留
水で洗浄した。余剰の水分を除いた後、0.1%

の FITC-ConcanavalinA によって 20 分間染色
することで観察サンプルを作成した。観察は
オリンパス製の倒立型走査共焦点レーザー
顕微鏡(CLSM)を用い、付属のソフトウェアに
よって画像を取得した。観察画像の取得は縦
方向に 1μm 毎とし、全ての取得画像を重ね
て三次元の BF 像を再合成した。 

(8) カット青果物材料：材料として鹿児島市
内の小売店より購入したキャベツを実験室
内に搬入後、すぐにスライサーによって厚さ



2mm の千切りキャベツを調整した。水道水に
よって 5 分間洗浄したものを洗浄処理用サン
プルとして用いた。 

(9) NBW による洗浄処理：上記(4)と同様に生
成した NBW を用いた。カットキャベツサン
プルの 10倍量のNBWに対してサンプルを浸
漬させ、ガラス棒でゆっくりと撹拌しながら
20 分間の洗浄処理を実施した。 

(10) 生菌数の測定：洗浄処理後のサンプルを
滅菌脱イオン水とともに破砕し、その混濁液
を菌液として、標準寒天培地を用いた平板培
養法によって生菌数を測定した。 

 

４．研究成果 
(1)形成 BF の構造的特徴 

形成された P. fluorescens の BF は、培養温
度および培養時間によって、その形状は大き
く変化することが分かった（図 1）。25℃で一
定温度にて培養した場合、大きな塊として現
れる BF はほとんど観察されず、観察像全体
に、細胞数の均質な拡大が認められた。一方、
5℃環境への暴露は大きな BF が形成される
傾向を示すとともに、この塊は縦方向の高さ
は低いものの、半球型のドーム構造を有して
いることが確認できた。低温時間が長くなる
とその横方向への面積拡大が認められたこ
とから、低温暴露は BF の体積の増大は抑え
られるものの、物体表面に強固に付着する BF

が形成されることが明らかとなった。また、
5℃暴露後に 25℃で培養した場合、縦方向に
も BF が増大する傾向も示された。すなわち、
一定温度での BF 形成は、低温では面積拡大、
25℃程度の常温では体積増大に寄与するが、
低温と常温の組み合わせでは、面積と体積の
増大に加え、物理的に強固な BF を形成する
可能性が認められたことから、温度が変動す
るような環境下においては、強大な BF が形
成する可能性も考えられ、洗浄等の管理が非
常に重要であることが示された。 

 

(2)NBW による除去効果 

 図 2 には BF 形成培養日数の違いと、種々

の洗浄処理が P. fluorescens の BF 残存量に及
ぼす影響を示している。水道水、NBW とも
に洗浄時間が長くなるほど残存 BF 量が減少
する傾向が見られた。しかしながら、水道水
と NBW を比較すると、5 分間洗浄と 24 時間
洗浄で残存 BF 量に差は認められなかった。
さらに BF の形成培養日数については、1 日
培養に比べ、2 日および 3 日培養のほうが、
BF が吸光度で 0.1～0.2 程度、剥離しやすい
結果となった。図 3 には BF の形成培養日数
ごとの種々の洗浄処理に対する残存 BF の生
菌数を示している。5 分よりも 24 時間洗浄し
たほうが残存生菌数は 0.5～1.0Log 程度小さ
くなった。また 24 時間の洗浄処理では、NBW

のほうが残存生菌数は小さくなる傾向は示
されたものの、有意な洗浄効果の向上は認め
られなかった。 

残存 BF 量においては、1 日培養より 2 日
あるいは 3 日培養の方が剥離しやすかったの
は、BF 形状が時間の経過とともに変化する
ためであると考えられる。BF は、細菌の付
着・増殖、細胞外多糖類（EPS）の分泌を経
て厚みを増し、コロニーが巨大化するが、巨
大化して内部の細胞密度が過密になるとコ
ロニーが破壊され細菌が放出される。これは
BF の生残戦略として、時々刻々構造・組成・



機能を動的に変えていくためと言われてい
る。そのため、BF の形成培養日数が長くな
るほど、浸漬洗浄の際に剥離しやすくなった
と考えられた。 

BFの除去効果にはNBWそのものの効果は
ほとんど認められないことが示唆されたこ
とから、食品産業の洗浄において最も用いら
れている次亜塩素酸 Na について、その濃度
低減効果を目的として、NBW との併用を試
み、図 4 には 1 日培養の BF を種々の洗浄方
法によって処理したときの残存 BF 量を示し
た。次亜塩素酸 Na の有効塩素濃度が高いほ
どBFの洗浄効果が高く、100ppmでも 250ppm

でも NBW で洗浄した方が吸光度で 0.09～
0.14 程度洗浄効果が高くなった。また、
100ppm の次亜塩素酸 Na の NBW 洗浄は
250ppm次亜塩素酸Na水単独と同程度かそれ
以上の洗浄効果が認められた。図 5 には残存
BF 中の生菌数を示している。図 3 で示した
無処理（洗浄なし）と比較すると、すべての
処理区で 99.9％程度の生菌数減少が認められ
た。しかしながら，次亜塩素酸 Na 洗浄と次
亜塩素酸 Na の NBW 洗浄を比較しても、と
もに 5.5～6.6（LogCFU/cm2）程度を示し、生
菌数に差は見られなかった。 

残存 BF 量について、水道水洗浄と NBW

洗浄に差は見られなかった一方、次亜塩素酸
Na 水溶液との併用効果を検討した場合、高い
BF 除去効果が認められた。このような結果
が得られた要因としては様々なものがあげ
られるが、BF 内部の構造的な違いが影響し

ているものと思われる。BF 形成は、細胞の
表面付着から始まり、顕微鏡観察においても
示されたように面積と体積を増加させなが
ら拡大していくが、1 日培養の BF は、表面
近傍に高い細胞密度を有するとともに、外側
を覆うように EPS が産生されていたと思わ
れる。本研究では、NaNBW によって BF 除
去量には、次亜塩素酸 Na 水よりも優位に大
きな効果が認められた一方、残存生菌数には
差がなかったのは、表面の EPS を効果的に取
り除くことが可能であったものの、ステンレ
ス小片表面付近の細胞を効果的に除去・殺菌
するには至らなかったと思われる。このよう
な結果は、本研究で用いた他の指標細菌でも
認められたことから、NBW による洗浄処理
を繰り返す等、工夫が必要である。いずれに
しても NBW を次亜塩素酸 Na 水を併用する
と使用濃度を低減することができたことか
ら、作業環境の改善や金属等の腐食の軽減に、
NBW 処理は大きく寄与することが期待でき
る。 

 

(3)カットキャベツに対する洗浄効果 

 無洗浄のカットキャベツには 6 ～ 7

（LogCFU/g）の一般生菌が存在していた。こ
れを滅菌蒸留水で洗浄した場合においては、
生菌数の低下はほとんど認められなかった。
NBW で処理すると、およそ 1.0LogCFU 程度
の減少、次亜塩素酸 Na と NBW を併用した
場合は、無処理と比較して 1.8LogCFU 程度の
減少効果が認められた。しかしながら、単純
な次亜塩素酸 Na 水溶液でも同程度の菌数低
下効果があり、NBW との併用が処理濃度の
低減化といった効果を示すことはなかった。
本実験では空気のみを用いて調整した NBW

であったが、オゾンや酸性電解水といった
様々な殺菌効果を有する処理法との併用を
検討するとともに、処理水が有する各種物性
の明確化によって、殺菌効果向上法の確立と
そのメカニズムの解明が今後の課題である。 
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