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研究成果の概要（和文）：病原性のサルモネラが種々のストレスに応答してVBNC状態になり、ある条件下で培養
することによって再活性化し、コロニー形成能を獲得する機構を研究した。とくに、VBNC状態に特異的に発現さ
れると考えられる菌体表面の抗原に着目したが、本研究では十分な検出と解析ができなかった。そこで、最終年
度は、ピルビン酸によってVBNC状態の菌が増殖可能になる割合が上昇する現象に注目し、この過程を促進する物
質を探索した。その結果、TCA回路を構成する物質のうち、オキサロ酢酸にピルビン酸と同等かそれ以上の作用
が見いだされた。この結果は、VBNCの定義として増殖可能状態への復帰を加えることの妥当性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：The mechanisms underlying induction of VBNC by some kinds of stresses and 
those concerning resuscitation from the VBNC state to colony-forming state during incubation were 
studied using pathogenic Salmonella in vitro. Extensive studies were made especially on the changes 
in the surface antigens of the VBNC, however, they did not succeed in producing adequate results for
 the further analyses. Finally, we focused on the resuscitation processes of the VBNC Salmonella 
that had been extremely elevated by addition of pyruvate. In this study, we found that oxaloacetate 
showed higher resuscitation effects than pyruvate, and other substrates that compose TCA cycle. 
These results suggest that resuscitation is the necessary condition for characterization of VBNC, 
and even suitable for definition of VBNC state of bacteria.
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１．研究開始当初の背景 
細菌は様々なストレスを受けると、増殖可
能な状態から、生存しているが増殖不能な
VBNC 状態に移行し、その一部は生残し、
他は死に至ると考えられている。また、
VBNC状態の細菌は、適切な外部刺激や環
境条件の変化に応じて、再び増殖可能な状
態に復帰(resuscitate)するものがあると考
えられている。これまでの国内外の研究か
ら、様々な細菌が VBNC状態に移行するこ
とが報告され、VBNCの誘導に関するスト
レスの種類や環境条件についての報告も多
い。しかし、これらの研究からは、依然と
して、VBNC状態が細菌の死に至る過程を
示すのか、それともある特定の細菌の集団
に明確な VBNC の性質を示すものが存在
するのか、明らかにされていない。その主
な理由は、VBNC の定義が、「コロニー形
成しない（＝培養できない）が、生物活性
（＝代謝活性など）をもつ」ことから、「生
きているが培養できない」という、生物学
的な特徴に基づくためであり、それを担う
分子や、その分子の存在状態等に関する情
報が非常に少ないためである。その結果、
個々の菌が実際に、Ⓐ「培養可能で代謝活
性を示す状態」、Ⓑ「VBNC 状態（＝培養
不能だが代謝活性を示す状態）」、Ⓒ「死ん
だ状態（＝培養不能で代謝活性も示さない
状態）」のいずれであるのか、またその菌が
Ⓐ～Ⓑ～Ⓒの間でどのように移行するのか
は、依然として不明のままであった。 
 われわれは、これまでの研究で、病原性
のサルモネラが過酸化水素による酸化スト
レス、過剰のグルコース、および乾燥スト
レスによって VBNC 状態に誘導されるこ
とを見出し、その定量的な解析を行って来
た。さらに、酸化ストレスによって VBNC
化したサルモネラは、ピルビン酸の投与に
よって増殖可能状態に復帰することを見出
した。しかし、これらの研究を推進する中
で常に問題になったことは、「われわれが行
ったのは細菌集団の解析」であり、個々の
細菌の状態ならびにその状態の変化を解析
する上で有効な、「VBNC状態に特徴的（特
異的）な、ポジティブな指標が存在しない」
ことである。もし、サルモネラが VBNC 状
態になった時に明瞭に発現してくるマーカ
ー分子を見出すことが出来れば、これらの
問題の解決に非常に有用であると考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
サルモネラは様々なストレスを受けると、
増殖可能な状態から、生存しているが増殖
不能な状態 (Viable but Non-culturable 

state; VBNC state)に移行し、さらに死に
至るものと生残するものに分かれるが、適
切な刺激や環境条件によって、一部は増殖
可能な状態に復帰(resuscitate)する。われ
われは、病原性のサルモネラの VBNC状態
の誘導が、過酸化水素による酸化ストレス、
過剰のグルコースおよび乾燥によって起こ
ることを見出した。さらに、ピルビン酸の
投与によって、酸化ストレスで VBNC化し
たサルモネラが増殖可能状態に復帰するこ
とを見出した。しかし、サルモネラの
VBNC 状態の誘導機構および復帰機構の
詳細は不明である。そこで、本研究は、
VBNC サルモネラを分離する方法を確立
し、それによって VBNC 菌の生態学的な
特徴、生化学的な性状、ならびに VBNC か
らの復帰機構を明らかにすることを目的と
する。さらに、VBNCサルモネラの病原性
を評価し、その結果に基づき、食中毒なら
びに感染症の予防に有用な手段を見出すこ
とを併せて目的とする。 
 
３．研究の方法 
研究は、当初、(1)VBNCサルモネラの菌
体表面に対する特異的なモノクローナル抗
体を作成する実験、(2) (1)のモノクローナ
ル抗体が認識する分子の同定と性質の解析、 
(3)(2)の分子をコードする遺伝子の解明と
発現調節機構の解析、(4)(1)の抗体を用いて
VBNC サルモネラの濃縮を行い、種々の培
養条件等により、復帰して増殖可能になる
群、VBNC状態で安定している群、VBNC
から死に至る群、を定量的に解析する実験、
の四つの実験計画から構成されていた。し
かし、平成 27 年度の研究の結果、VBNC
サルモネラに対するモノクローナル抗体を
作成が、当初の計画に沿った方法では困難
であることが分かったため、平成 28 年度
に菌の密度を変化させて VBNC 菌の比率
を高く保ちながら回収することを目的とし
て実験を進めた。その結果、サルモネラの
乾燥耐性獲得実験系における菌の生残性に
及ぼす菌密度の影響を明らかにすることに
成功したが、そこで得られた VBNC菌と死
菌、対数増殖性を持つ菌の間の比較におけ
るWestern blottingによるタンパク発現の
パターンの差は見られなかった。また、そ
れらをマウスに免疫して得られた血清の菌
に対する凝集性に差が見られなかった。 
以上の結果を踏まえ、平成 27 年度は、

VBNC 菌の特徴である再活性化による増
殖性の復帰(re-suscitation)に着目した実験
を行った。具体的には、病原性の環境分離
株 SECl#15-1 を LB 培地中で一晩前培養後、
新鮮な LB 培地中に加えて対数増殖期まで



培養した。PBS で洗浄後、LB 培地 10 mL に
1×107 cfu/mL となるように接種し、3 mM 
過酸化水素を添加して 37℃、60 分間、150 
strokes/min で振盪培養して酸化ストレス
を与え VBNC 状態の菌を調製した。氷冷 PBS
で洗浄後、菌をM9最少培地中に1×107 cfu/
となるように懸濁し、0.3 mM PA を添加し
て 37℃で 3時間、静置培養した。最後に菌
液を PBS で適宜希釈し、LB 寒天培地上に塗
布して一晩培養しコロニー数(CFU)を計測
して生菌数を求めた。 
 
４．研究成果 
これまでの研究で、ストレス付加した 1個
の菌を抗体によって VBNC であると示すこと
はできなかった。そこで本年度は、過酸化水
素の曝露によって病原性のサルモネラを
VBNC 状態にし、そこから増殖可能な状態へ
の復帰することを指標に研究した。我々は
ピルビン酸(PA)添加が復帰率を大きく上昇
させることを見出していたので、本年度は、
VBNC 菌に対する PA の作用機構の解明とと
もに VBNC 菌のマーカーとなる性質を見出
すことを目的にした。 
実験は、病原性の環境分離株 SECl#15-1 を
LB 培地中で一晩前培養後、新鮮な LB 培地
中に加えて対数増殖期まで培養した。PBS
で洗浄後、LB 培地 に接種し、3 mM 過酸化
水素を添加して 37℃、60 分間、酸化ストレ
スを与え VBNC 状態の菌を調製した。氷冷
PBSで洗浄後、菌をM9最少培地中に懸濁し、
0.3 mM PA を添加して 37℃で 3時間、静置
培養した。最後に菌液を PBS で適宜希釈し、
LB 寒天培地上に塗布して一晩培養しコロ
ニー数(CFU)を計測して生菌数を求めた。そ
の結果、CFU は M9 培地単独ではほとんど上
昇しなかったが、0.3 mM PA の添加によっ
て数十倍から百倍、上昇した。一方、TCA
回路で代謝される基質のうち、オキサロ酢
酸は 0.3 mM で PA と同等以上の CFU の上昇
を示した。これに対し、リンゴ酸、クエン
酸、コハク酸は CFU を上昇させたがその効
果は弱かった。これらの結果は、PA からオ
キサロ酢酸への代謝変化が重要であること、
および TCA 回路の基質のうちオキサロ酢酸
に特有の代謝が VBNC サルモネラの増殖性
の復帰に関与している可能性を示唆すると
思われる。以上の結果は、VBNC の定義に「再
活性化して増殖性を復帰できる」ことを加
えることの妥当性を示唆する。 
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