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研究成果の概要（和文）：“生きているが培養できない”（VBNC）状態は、多くの細菌が持つ環境ストレスに対
する生存戦略として知られる。VBNC状態の細菌は、代謝活性が低く、生きている菌が十分存在するものの通常発
育可能な培地上でコロニーを形成しないため、通常の培養検査法では検出できず、公衆衛生上の懸念である。本
研究では、二次元ゲル電気泳動法により定常期とVBNC状態のサルモネラ間で発現タンパクの比較を行い、VBNC関
連タンパク質を同定した。これらの分子の欠失はVBNC応答を変化させた。本研究で得られた成果はVBNCの分子メ
カニズムに新しい知見を提供し、サルモネラの生存戦略の理解とVBNC菌の検出法開発に役立つと思われる。

研究成果の概要（英文）：A viable but non-culturable" (VBNC) state is recognized as a survival 
strategy employed by many bacteria in response to adverse environmental conditions. In this state, 
bacteria maintain low metabolic activity and remain viable, but fail to form colonies on standard 
growth media despite the presence of sufficient living cells. In this study, we have identified 
several VBNC-associated proteins by comparative two-dimensional fluorescence gel electrophoresis 
between the stationary phase and the VBNC state in Salmonella Typhimurium. The deletion of these 
molecules altered VBNC responses. Our results offer insights into the molecular mechanisms of the 
VBNC state, contributing to our understanding of this bacterial survival strategy. These findings 
may lead to new methods for detecting and controlling VBNC bacteria, with potential benefits for 
food safety and public health.

研究分野：微生物学、感染症制御
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
VBNC細菌は食中毒の潜在的な原因となるため、そのメカニズムの理解は新たな検出方法や制御手段の開発は、食
品の安全性向上に貢献する。さらに、環境保全の観点からも、特に廃水処理などにおいてVBNC細菌の存在が問題
となっており、そのメカニズム解明は効果的な環境管理につながる。また、現在の培養技術では検出できない
VBNC状態の細菌を研究することで、新しい培養方法や検出技術の開発が進み、これまで見逃されていた細菌の研
究が進展する可能性がある。このように、VBNC状態の細菌のメカニズム解明は、公衆衛生、食品科学、環境衛生
など多岐にわたる分野に新知見を与え、健康と安全の向上に貢献することが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
環境ストレス下で多くの細菌は生きているが培養できない (Viable but nonculturable, VBNC) 
状態に移行する。VBNC 状態の菌は通常の培地で発育しないためコロニーを形成しないが、一
方で生存に必要な代謝活性は維持している。また、VBNC 菌は宿主の消化管や、特定の因子の
存在下など適切な環境下では増殖能を回復し、病原性を発揮することが知られている。環境スト
レス下でのVBNC状態への移行現象は、60 を超える細菌で確認、報告されているが、VBNC状
態やその回復に関する分子メカニズムに関する知見はまだ十分に解明されていない。VBNC 菌
は培養による通常の衛生検査では検出できないため、公衆衛生上の懸念となっている。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、VBNC菌の検出方法に資する基盤研究として、サルモネラにおけるVBNC状態
の誘導や維持に関わる分子を特定し、細菌のストレス応答のメカニズムの一端を解明すること
を目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
定常期とVBNC状態のサルモネラにおけるタンパク質発
現量を蛍光ディファレンシャル２次元電気泳動により比
較した。VBNCは 7％食塩による高浸透圧ストレスにより
誘導した（図 1）。 
 
ゲル内変動解析にてタンパク質スポットの検出ならびに
同一ゲル由来の画像データの数値化を実行後、生物学的変
動解析にて異なるゲル由来の複数の画像データをマッチ
ングし、群間でみられるタンパク質の発現差異について統
計解析を行い、両群間で±1.5̃2 倍以上の発現差が認めら
れたタンパク質スポットを選別した。候補タンパク質のス
ポットをゲルから切り出し、定法に従いペプチドを抽出し、質量分析によりタンパク質を同定し
た。VBNC 関連候補タンパク質をコードする遺伝子について、発現量を RT-qPCR により調べ
るとともに、候補分子の遺伝子欠失株や変異株を作製し、VBNC応答の違いを検討した。 
 
 
４．研究成果 
 蛍光ディファレンシャル２次元電気泳動法により、定常期のサルモネラと比較解析したとこ
ろ、VBNC状態において発現が増加しているスポットが 48 個、発現が低下しているスポットが
24 個検出された。 
 
 



 
 
これらのスポットについてMALDI-TOF MS でペプチド解析後、タンパク質同定検索ソフトに
よる同定を行なった。その結果、VBNC状態で発現が増加しているタンパク質が 27 種、発現が
低下しているタンパク質が 17 種同定された。これらのうち、実験群間で２倍以上の発現差があ
り、安定した再現性を示すタンパク質を調べたところ、定常期に比べ VBNC 状態で発現増加し
ていたタンパクは 11 種類、発現低下していたタンパク質は２種類であった。 
 これらの発現が遺伝子レベルでも実際に変動しているかどうかを RT-qPCR により調べ、そ
れぞれの機能により分類した。複数のATP結合カセットトランスポーター（以下、ABCトラン
スポーター）をコードする遺伝子がVBNC状態にて発現増加していた。ABCトランスポーター
は細菌からヒトまで様々な細胞膜に存在する膜輸送に関わる分子だが、細菌では外部からの栄
養源の取り込みや、浸透圧や酸化ストレス、飢餓状態による栄養ストレスなど、様々な環境スト
レス条件下で発現が増加し、細菌のストレス応答に関与することが知られている。 
 また、VBNC 状態では、グラム陰性菌の外膜の構成や安定性に関わる分子の発現が増加して
いた。OmpA は外膜タンパク質の一種で、外膜の安定性に関与する。OmpA はβバレル構造を
とって、ペリプラズムを通って外膜を貫通している。ペリプラズムに存在する C 末端領域がペ
プチドグリカンを外膜に固定し、外膜の安定性を高めている。その他、VBNC では、LPS コア
多糖合成に関与する KdsA や合成した LPS を外膜に挿入するのに必要なペリプラズムタンパク
質の LptA のホモログである YhbN の増加や、TolB およびMppA の発現増加を認めた。これら
の外膜の構成に関わる因子が協調して働くことで高浸透圧ストレスに対する外膜の安定性維持
に関与していることが推測された。 
 VBNC 関連候補分子の遺伝子欠失株や変異株を作製し、VBNC 応答の違いを検討した。得ら
れた株と親株間での VBNC 誘導性や高浸透圧ストレスに対する耐性、病原性への影響などにつ
いて野生株と比較し、これらの分子がVBNC誘導における役割を調べた結果、VBNCへの誘導
に重要と思われる分子がいくつか同定できた。また、VBNC状態では FadA, FadB および FadL
が定常期のサルモネラと比べ、有意に発現が低下していた。FadA は 3-ケトアシル-CoA チオラ
ー ゼで、FadB は脂肪酸のβ酸化経路において複数の反応を触媒する多機能酵素であり、これ
らをコードする遺伝子は fadAB オペロンを形成している。長鎖脂肪酸の 枯渇により、FadR が
活性化するとこれらの遺伝子の転写が抑制される。脂肪酸は細菌のエネルギー源や炭素源で、細
胞外の長鎖脂肪酸の取り込みや、β酸化による分解に関係する分子がVBNC状態の維持や蘇生、



サルモネラの増殖にどのように関連しているか、現在解析中である。 
 本研究では VBNC 関連分子がいくつか同定できた。これらの分子の機能を詳細に解析し、
VBNC誘導や VBNCからの回復のメカニズムの理解することで、VBNC菌の検出法の開発に役
立てたい。 
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