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研究成果の概要（和文）：本研究では、ホウレンソウの保蔵時における微生物相の推移を観察した。3日目(20
℃)では、Erwinia属細菌が大部分を占めたが、7日目(20℃)にはPseudomonas属細菌が優勢属に変化していた。ま
たメチロトローフ細菌(C1細菌)に焦点を絞り、菌相推移を解析したところ、主要種はメチロバクテリウム属細菌
であり、それらは3つのグループに分けられた。ホウレンソウの保蔵中、3グループのメチロバクテリウム属細菌
は支配的に生育し、これら3グループ間で支配的な種が変遷したことから、ポストハーベスト青果物でもメチロ
バクテリウム属細菌は菌相の変化を伴って、何らかの影響を青果物に与えていることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we observed changes of microflora on the spinach leaves 
during the preservation at room temperature. On the third day, Erwinia was dominant genus, but 
dominant genus was changed to Pseudomonas on the seventh day. On the other hand, we focused to C1 
bacteria, which can utilize methanol as a sole carbon source. On the spinach, dominant C1 bacteria 
was Genus Methylobacterium. These C1 bacteria strains were classified to three groups, as M. 
mesophilicum group, M. fujisawaense group and M. extorquens group. It seems that C1 bacteria 
strains, which classified to these 3 groups, has some important functions on the spinach during the 
preservation at room temperature, and these findings may lead some clues to develop the novel 
preservation technology for vegetables.
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１．研究開始当初の背景 
 
 魚や肉などの死物食品とは異なり､青果物
は収穫後も継続して行われる自身の代謝活
性により鮮度が低下するという特徴を持つ。
鮮度低下は、呼吸等の代謝過多による内容成
分の自己損耗のみならず､活性酸素の生成に
伴う細胞膜脂質の過酸化による膜機能の喪
失に起因する。また、カット青果物の品質管
理で大きな問題となる切断面の褐変は、褐変
基質の酵素的酸化反応によって起こる。した
がって、青果物の鮮度保持技術の開発におい
ては、いかにして生体内の還元状態を維持す
るかが鍵となる。 
 一方、成長段階の植物には必ず共生微生物
が生息する。その主要微生物である C1 微生
物は、植物が蒸散する極微のメタノールを増
殖に利用するかわりに、極めて強力な抗酸化
力を持つ PQQ を植物に供給することで共生
関係を結んでいる。申請者は C1 微生物が収
穫後の野菜においてもその鮮度保持に大き
く関与すると考えており、その細胞機能の青
果物の鮮度保持技術への活用の可能性を考
えていた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題では、青果物のモデルとしてホ
ウレンソウを用いて、保蔵状態における C1
微生物の挙動とその細胞機能の鮮度保持技
術への応用可能性を探ることにした。種々の
流通・貯蔵環境下における青果物表面に生息
する C1 微生物の挙動についての知見は皆無
である。 
以下の 3 つの項目に沿って C1 微生物による
収穫後の青果物の鮮度保持技術への応用の
可能性を探ってゆく。 
 
① 収穫後の青果物における微生物菌叢の解
明 
 
 青果物に共生する微生物菌叢を 16S rRNA
メタゲノム解析にて示す。また、その経時的
変化を示す。 
 
② C1 微生物の生態の解明と評価 
 
 青果物の葉上に共生するC1微生物の種類、
生育特性を観察する。また、その菌叢の変遷
も示す。 
 
③ C1 微生物-植物共生系を利用した青果物
の鮮度保持技術の提案 
 
青果物上の C1 微生物を制御することによる
マイクロフローラの制御とその鮮度の変遷
を評価する。 
 
 

３．研究の方法 
 
① 収穫後青果物における微生物菌叢の解明 
 
 小売店にて購入したホウレンソウを 20℃
にて保蔵し、0 日、3 日、7 日目にサンプリン
グし、菌叢解析に用いた。 
 サンプルのホウレンソウは、滅菌水に浸し、
数時間、回転させることで葉上の微生物を洗
い流し、それを回収し、16S rRNA V3-V4 領域
をPCRにて増幅した。得られたPCR断片を、
MiSeq を用いてシーケンシングした。 
 
② C1 微生物の生態の解明と評価 
 
 ホウレンソウ葉状の洗浄液を、メタノール
を唯一の炭素源として用いたメタノール培
地に塗布し、そこに生育可能なコロニー群を
C1 微生物としてカウントし、ピックアップし
た。また、それらコロニーを、16S rRNA 配
列を用いて種レベルでの同定、さらには
MALDI-TOFMS を用いて同定した。 
 
③ C1 微生物-植物共生系を利用した青果物
の鮮度保持技術の提案 
 
 ホウレンソウ上に C1 微生物を塗布し、青
果物の鮮度保持について観察した。鮮度はビ
タミンC量およびホウレンソウの色調変化を
指標に行った。 
 
 
４．研究成果 
 
① 収穫後の青果物における微生物菌叢の解
明 
 
 市販のホウレンソウを青果物のモデル材
料として選抜し、ホウレンソウの保存状態
（20°C）における葉上の微生物相の推移を観
察した。一般生菌数は、保蔵日数に伴い増加
した。また、一般生菌数のみならず、これま
で青果物の菌相変化について報告事例のな
いメタノールを唯一の炭素源として生育で
きる C1 細菌に焦点を絞り、ホウレンソウの
葉上でのその菌相推移について詳細に解析
をおこなったところ、ホウレンソウ葉上の C1
細菌数は、一般細菌数と同様、保蔵時間に比
例して増加した。 
 さらに、ホウレンソウの流通状態を想定し
た状態（20°C）における葉上の微生物相の推
移をメタゲノム解析にて観察した。その結果、
20°C 保存 3 日目には、Erwinia 属細菌が大部
分を占めた。その主要な種は E. mallotivora で
あり、全体の 3 割程度を占めた。続いて
Pseudomonas 属細菌、Sphingobacterium 属細菌、
Stenotrophomonas 属細菌が主要な構成細菌叢
であった。一方、20°C 保存 7 日目には、
Pseudomonas 属細菌が優勢属になっており、
サンプルによっては P. moraviensis が半数を



占めるまでに菌叢が変化していた。 
 このように市販のホウレンソウの葉上の
細菌群は保蔵環境下で劇的に変化していた。 
 
② C1 微生物の生態の解明と評価 
 
 ホウレンソウの葉上の C1 細菌の生息数も
増加していたことから、MALDI-TOFMS と
16S rRNA 配列を用いて菌叢解析を行った。
その結果、保蔵 0 日目から 7 日目まで保蔵環
境下でその菌叢が変化し、最終的に大きく 3
グ ル ー プ の C1 細 菌 （ Methylobacterium 
mesophilicum グループ、M. fujisawaense クグ
ループ、M. extorquens グループ）が支配的に
なることが明らかとなった。 
 つまり、これら 3 グループの C1 微生物群
がホウレンソウの保蔵において何らかの影
響を与えている可能性が考えられた。 
 
③ C1 微生物−植物共生系を利用した青果物
の鮮度保持技術の提案 
 
 ホウレンソウの保蔵期間（20℃）で 3 グル
ー プ の C1 細 菌 （ Methylobacterium 
mesophilicum グループ、M. fujisawaense グル
ープ、M. extorquens グループ）が支配的にな
ることが明らかとなったため、これら C1 細
菌を主要菌として塗布することでホウレン
ソウの保蔵にどのような影響を与えるか観
察した。 
 その結果、当初は C1 細菌を塗布すること
でホウレンソウの鮮度は保持されることを
期待したが、保蔵後のホウレンソウのビタミ
ン C レベル、さらには色調変化から C1 細菌
によるホウレンソウの鮮度保持の効果は観
察されず、逆に C1 細菌が鮮度劣化を促進す
ることが明らかとなった。 
 
 
④ 考察 
 
 今回の研究では、ホウレンソウ葉上の細菌
群の菌叢変化と C1 細菌群の菌叢変化を示す
ことができた。一方、主題であるホウレンソ
ウの鮮度保持との関連性として、C1 細菌群が
ホウレンソウの鮮度保持ではなく、想定外で
はあるものの、鮮度劣化を促進する可能性を
示すことができた。この理由として、C1 細菌
群は作物の生育促進を担っていることが明
らかとなっているため、ポストハーベストに
おいてもホウレンソウの代謝活性を促進さ
せた可能性が高い。つまり、ポストハーベス
トにおけるホウレンソウの鮮度保持におい
ては、青果物の代謝をいかに抑えるかが一つ
の命題であるにも関わらず、C1 細菌群は代謝
を促進させることで鮮度劣化を進める結果
を示したものと考えられる。よって、私たち
が初期に想定した C1 細菌群による鮮度保持
は逆効果であると考えられ、ホウレンソウを
はじめとした青果物の鮮度保持には C1 細菌

群を排除する方がより効果があるものと考
えられる。 
 しかしながら、本知見は私たちに新たな青
果物保蔵技術の開発に向けて非常に重要な
ヒントを与えている。例えば、保蔵中におい
ては C1 細菌群を排除することで鮮度保持に
つながる可能性を示したものと考えている。
つまり、保蔵中のホウレンソウにて C1 細菌
群の生育を負に制御する因子（C1 細菌群の生
育を抑える微生物群もしくは生育を抑える
抗菌物質）を探索し、さらには C1 細菌群の
生育を抑えることができる保蔵条件を導き
出すことで、C1 細菌群をターゲットにした新
たな青果物保蔵技術の開発に結びつくもの
と考えている。 
 このように本研究で得た研究成果は、想定
とは異なる結論となったが、新たな方向性を
示すことができ、ポストハーベスト工学分野
への貢献が達成できたものと考えている。 
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