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研究成果の概要：本研究は、農産物の表面に付着している微生物が形成するバイオフィルムに

ついて、それらの形成防止・除去法の確立を最終目的として、基礎的な特徴把握を試みたもの

である。検討の結果、微生物の種や属の多寡により、形成パターンが変動すること、また、変

動する温度環境下でバイオフィルムを形成させた場合、一定温度で形成した場合より付着レベ

ルが高まることが明らかとなった。青果物の流通では、周辺環境が非定常状態となるが、この

ような条件は微生物的な品質も大きく低下させる危険性が高まることが示された。 
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１．研究開始当初の背景 

生鮮農産物表面では、微生物は数種～数十
種、あるいはそれ以上の微生物で構成される
バイオフィルムを形成し、熱、乾燥、薬剤等
の外部ストレスに対して非常に高度な防御
能力を獲得していることが近年明らかにさ
れている。このようなバイオフィルムは、農
産物に密着しており、薬剤や水洗浄処理で殺
菌・除去することが非常に困難であるため、
とくにサルモネラや大腸菌 O157 等の食性病
原菌がバイオフィルムを形成していた場合、
重大な食品事故を招くことも報告されてい
る。バイオフィルムの形成や除去に関する既

往の研究では、単一微生物を栄養条件が比較
的良好な培地を使用し、一定温度下でバイオ
フィルムを形成させた後、各種ストレスに対
する抵抗性を検討する場合が多い。一方、実
際の農産物流通過程では、このような理想的
な定常環境となることは非常に稀であり、
種々の環境条件、とくに保存温度が大きく変
動するとともに、複数種の微生物が混在する
非定常環境である。しかしながら、このよう
な変温下におけるバイオフィルム形成と、そ
の除去・制御法に関する報告は見受けられな
い。それゆえ、農産物表面に形成されるバイ
オフィルムを効果的に除去し得る方法の確



立と、温度変動下におけるバイオフィルム形
成に関するデータ蓄積が生鮮農産物の微生
物的安全確保上、極めて重要である。 

 
２．研究の目的 
農産物表面に形成されるバイオフィルム

を効果的に除去できる殺菌方法の確立と、流
通中での形成防止と品質保持を考慮に入れ
た保存条件を明らかにすることを最終目的
とするが、具体的には、一定温度条件下での
青果物由来微生物のバイオフィルム形成の
特徴把握、変動温度条件下でのバイオフィル
ム形成の特徴把握、さらに、病原微生物のバ
イオフィルム形成の特徴把握を遂行するも
のである。 
 
３．研究の方法 
(1) 一定温度条件下での青果物由来微生物

のバイオフィルム形成の特徴把握 
 福岡市内の量販店で購入したキュウリ果
実をストマッカーによって磨砕し、標準寒
天培地を用いて培養後、コロニーを単離し
た。単離した微生物はトリプチケースソイ
ブロス(TSB)培地を用い、ポリスチレン試験
管内で種々の条件下で培養し、バイオフィ
ルムを形成させた。なお、栄養条件の違い
による影響を検討するため、TSB 濃度は数段
階設定した。バイオフィルム形成能はクリ
スタルバイオレット(CV)染色によって微生
物を染色させた後、99.5%エタノールに懸濁
させたときの 500nm の吸光度として評価し
た。また、実験に用いた微生物は、16S-rDNA
の塩基配列の違いを利用した相同性判定に
より、属種を同定した。 

(2) 変動温度条件下でのバイオフィルム形
成の特徴把握 
実験サンプルには、福岡市内小売店で購入
したキャベツおよびキュウリ果実を用い、
サンプルをストマッカーによって滅菌蒸留
水とともにホモジナイズした際の破砕液に
含まれる微生物について、ポリスチレン表
面へのバイオフィルム形成能を調査した。
形成試験では TSB を培養培地とし、富栄養
および貧栄養の 2 水準を設定した。培養温
度は、30°Cおよび5°Cを隔日変動させた。
形成能および属種の同定については、上記
(1)と同様に、CV 染色後の吸光度評価および
16SrDNA 遺伝形質の違いを利用した相同性
判定によった。 

(3) 病原微生物のバイオフィルム形成の特
徴把握 
実 験 に は Staphylococcus aureus 

NBRC100910 および Salmonella enterica 
NBRC13245 を用いた。培養液は上記と同様に
TSB を用い、貧栄養あるいは富栄養下でバイ
オフィルム形成能を調査した。また、培養
温度は 5℃および 30℃の変動をいくつかの

パターンで組み合わせることで設定した。
形成能の評価は上記と同様にCV染色後の吸
光度評価によった。 

 
４．研究成果 
1) 一定温度条件下での青果物由来微生物
のバイオフィルム形成の特徴把握 
先ず、青果物表面に付着している微生物の

バイオフィルム形成能を把握するため、キュ
ウリ果実より微生物を分離し、一定の培養温
度において、栄養条件の違い(トリプチケー
スソイブロス濃度)と微生物の混合が形成能
に及ぼす影響を検討した。その結果、バイオ
フィルム形成能は種類によって大きく異な
り、単離した微生物 9 種のうち 2 種
(Comamonas teststeroni 、 Pseudomonas 
oleovorans)は強い形成能力を示した(図 1)。
また、バイオフィルムの形成は栄養条件が豊
富な場合にのみ促進されるわけではなく、貧
栄養下でも促進される種も存在することが
明らかとなり、バイオフィルム形成に関する
栄養要求性は微生物の種類に依存している
と考えられた。さらに、微生物の混合培養が
バイオフィルム形成に及ぼす影響を検討し
たところ、単独で強いバイオフィルム形成能
を示した上記 2種の混合培養では、バイオフ
ィルム形成能はほとんど変化しなかった一
方、単独培養において弱いバイオフィルム形
成能を示した残りの 7種の混合培養では、そ
の形成能が増加する傾向を示した。 
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図 1 キュウリ果実より分離した微生物のバ
イオフィルム形成能に及ぼす培養液濃度
の影響 

: 100%，  : 5 %，  : 2 %，  : 1 % 
(カタログ値を100%としたときのTSB濃度) 
GP はグラム陽性細菌を示している。 

 



 2) 変動温度条件下でのバイオフィルム形
成の特徴把握  

  キュウリ果実由来微生物の場合、5℃一定
温度では栄養条件の違いはバイオフィルム
形成能に大きな影響を与えなかったものの、
15、30℃の一定温度での培養では、バイオフ
ィルム形成能は富栄養よりも貧栄養条件で
高まり、その値は約 2 倍となった(図 2)。ま
た、変温下でのバイオフィルム形成能は、15、
30℃の一定温度培養と同程度となることが
明らかとなった(図 3)。一方、キャベツ由来
微生物では、栄養条件の相違がバイオフィル
ム形成能に及ぼす影響は認められなかった。
しかしながら、温度を変動させた場合、5℃
から 30℃への温度上昇時に急激なバイオフ
ィルム形成能の増加が認められた。キャベツ
より検出された微生物は、キュウリ果実のも
のと比較すると、検出された属が多いことが
特 徴 で あ っ た 。 キ ュ ウ リ 果 実 か ら は
Acinetobacter 属や Pseudomonas 属が多く検
出されたが、キャベツではこれらに加え、腸
内細菌下の Erwinia 属や Klebsiella 属、
Pantoea 属等、更にグラム陽性細菌の
Staphylococcus 属も検出された。以上のこと
から、バイオフィルム形成の特徴の差は、構
成する微生物叢の種類の多寡に影響される
と考えられた。 
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図 3 キュウリ果実由来微生物のバイオフィ

ルム形成能に及ぼす変動温度および培養
液濃度の影響 
●：100%，□：5% 
(カタログ値を100%としたときのTSB濃度) 

 
3) 病原微生物のバイオフィルム形成の特
徴把握 
 温度変動がバイオフィルム形成に対して
影響を及ぼすことが明らかとなったことか
ら、病原微生物についても検討した。培養温
度を 5℃および 30℃の変動をいくつかのパタ
ーンで組み合わせて検討したところ(図４)、
5℃から 30℃へ上昇させた場合は、30℃一定
温度区と比較して、顕著な形成能の増加を示
した。その後、培養温度を 5℃へ低下させた
としても形成能の低下は僅かであった(図 5)。
この傾向は供試した黄色ブドウ球菌とサル
モネラ双方について同様であり、低温管理中
の一時的な高温暴露はバイオフィルム形成
を促進させる可能性があると考えられた。 
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 図 2 キュウリ果実由来微生物のバイオフィ

ルム形成能に及ぼす温度および培養液濃
度の影響 
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図 4 バイオフィルム形成試験における温度

条件 ●：100%，□：5% 
 (カタログ値を100%としたときのTSB濃度) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 変動温度条件での Sal. enterica のバ

イオフィルム形成能 
●：100%，□：5% 
(カタログ値を100%としたときのTSB濃度) 
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