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研究成果の概要（和文）：培地に活性酸素種が蓄積すると、微生物の増殖が抑制され、食品中の有害な細菌の検
出が妨げられる可能性がある。本研究では、電子スピン共鳴法で培地内活性酸素が損傷大腸菌の検出に及ぼす影
響を評価した。その結果、培地中に蓄積されたヒドロキシラジカルの減少と損傷した菌の回復にある程度の相関
が見られ、加熱損傷した大腸菌では、6種の活性酸素消去剤の添加によって損傷大腸菌の検出率を向上させるこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Accumulation of reactive oxygen species (ROS) in the culture medium may 
inhibit the growth of microorganisms and prevent the detection of harmful bacteria in foods. In this
 study, we evaluated the effect of ROS in the culture medium on the detection of damaged Escherichia
 coli growth using electron spin resonance. As a result, the correlation was found between the 
decrease in hydroxyl radicals in the medium and the recovery of damaged bacteria. We revealed that 
the addition of 6 reactive oxygen scavenging reagents improves the detection rate of heat-damaged E.
 coli.

研究分野： 食品化学

キーワード： 大腸菌　損傷菌　活性酸素　電子スピン共鳴

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
食中毒を疑う事件が発生した場合、原因となる微生物の種類や混入経路を明らかにすることは、その後の食中毒
対策のために重要である。しかし、実際には2割程度の食中毒事例において原因食材及び混入経路が不明のまま
となっている。この原因として、環境ストレスによって原因微生物が損傷状態にあり、既存の培地及び培養法で
は損傷菌の検出が難しいこと、が挙げられている。本研究成果により損傷菌の検出率を向上させることで、食中
毒の原因を明確にし、その発生の減少に貢献する。 

※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 
食中毒を疑う事件が発生した場合、原因となる微生物の種類や混入経路を明らかにすること

は、その後の食中毒対策のために重要である。しかし、実際には 2割程度の食中毒事例において
原因食材及び混入経路が不明のままとなっている 1)。この原因として、①環境ストレスによって
原因微生物が損傷状態にあること、②既存の培地及び培養法では損傷菌の検出が難しいこと、が
挙げられている。そのため、食中毒の原因を明確にし、その発生を減少させるためには、食中毒
の原因となった損傷菌の検出率向上が重要となる。 
 損傷菌の生育を阻害する要因の一つとして培地中に蓄積する活性酸素の関与が疑われている。
これまで、細菌細胞内で発生する活性酸素に関する研究は数多く行われており、それらが細胞生
理に及ぼす様々な影響が明らかにされている。通常、細胞内の活性酸素はスーパーオキシドディ
スムターゼなどの活性酸素消去システムにより速やかに除去されると考えられており、活性酸
素が培地中に蓄積されることは想定されていなかった。ところが近年になり、培地中には活性酸
素が存在しており、それらが微生物の生育を阻害することが報告 2)されてきた。すなわち、活性
酸素を消去することで損傷菌の検出率が向上する可能性がある。しかし、活性酸素が微生物の生
育に与える影響について体系的にまとめられた報告はない。また、先の報告 2)では、活性酸素の
分析に発光法が用いられているが、発光法では複数の活性酸素を同時に同定、定量することはで
きない。そのような研究開始当初の背景から、我々は、複数の活性酸素を同時に検出することが
できる唯一の分析機器である電子スピン共鳴分光器( Electron Spin Resonance：ESR)を活用し、 
培地内の活性酸素種の同定や定量を行い、微生物の検出率との関係を評価する本研究を開始し
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、①ESR スピントラップ法で培地内の活性酸素の種類を同定して定量する。②培

地内活性酸素が損傷大腸菌の検出に及ぼす影響を評価する、という研究目標を達成することで、
損傷大腸菌の検出率向上に有効な活性酸素消去剤を探索することが目的である。目的達成のた
め、これまで微生物分野への導入例がほとんどない ESR スピントラップ法を用いて、培地中の
活性酸素の同定および定量を行い、新たな知見を獲得する。 

 
３．研究の方法 
(1)培地内活性酸素の解析  
本研究では食中毒原因菌として「大腸菌」を用いて検討する。この理由として、大腸菌による

食中毒が発生した場合、その原因となる食材や混入経路の可能性が多岐に渡るため、損傷菌とな
って検出できずに原因不明とされる事例 1)が他の食中毒原因菌より多いためである。 
培地を ESR で測定した報告はほとんどないため、培地内の活性酸素を捉えることができる ESR

測定条件の至適化を行う。培地は種類によって成分組成が異なるため、全ての培地で観測される
活性酸素種が同一なのか不明である。そのため、大腸菌培養に用いられる複数の培地で実験を行
い、ESR スペクトルの波形解析による培地内活性酸素種の同定や定量結果と、大腸菌の検出率の
関係について評価する。 
 
(2)損傷大腸菌の培養と培地内活性酸素の測定  
 本研究では、まず寒天培地を用いて大腸菌を培養して菌数をカウントする。次にその培地を
ESR スピントラップ法の測定に供する。この手順では同じ培地から菌数と活性酸素量のデータを
取得するので、2つの相関を明確に解析することが可能となる。また、10 種類程度の活性酸素消
去剤を様々な濃度で加えた培地で、損傷させた大腸菌を培養し、活性酸素の測定及び菌数のカウ
ントを行う。得られた様々なデータ(培地内活性酸素の種類や量、活性酸素消去剤の効果、大腸
菌の損傷の種類、培養した大腸菌の生菌数)を解析し、包括的に考察することで、損傷大腸菌の
検出に及ぼす培地内活性酸素の影響について評価する。また、大腸菌の培養に使用した活性酸素
消去剤の種類と濃度の評価から、損傷大腸菌の検出率を向上させる活性酸素消去剤を決定する。 



図 1 本研究の方法 
 
４．研究成果 
(1)培地内活性酸素の解析 

大腸菌を対象微生物とし、培養には EM9 寒
天培地(半合成培地)を選択した。図 1 に示す
ように、寒天培地が含有する水分を抽出し、
液状の試料にスピントラップ剤(CYPMPO)を加
えてアダクト(付加物)として ESR 測定に供し
た。観測された信号は超微細構造定数からヒ
ドロキシラジカル(･OH)(AH＝1.37、AN＝
1.37、AP＝4.88；AH＝1.23、AN＝1.35、AP＝
4.70) とスーパーオキサイドラジカル
(O2

-)(AH＝1.11、AN＝1.26、AP＝5.25；AH＝1.04、AN＝1.27、AP＝5.10)であると同定した。しか
しながら、O2

-の信号は非常に微小で解析に用いるのは困難であった。･OH と O2-の信号強度比を
検討したところ、ほぼ同一の挙動を示したことから、以降の検討解析には･OH に着目して行うこ
ととした。微生物培養には様々な種類の培地が使用されることから、培地間で観測されるラジカ
ルに違いがあるかどうか、複数の培地(LB、TSB、YPD)やゲル化剤(ゲランガム、ゼラチン)で検討
したがラジカルの種類と量に有意差はなかった。 

培地内の活性酸素を ESR スピントラップ法で測定した結果、活性酸素を捉えることができた
ので、ESR 測定条件の至適化を行った。また、大腸菌を培養した EM9 培地では観測される活性酸
素量が増加することが明らかになった。 

 
(2)損傷大腸菌の培養と培地内活性酸素の測定  
損傷大腸菌の培養と培地内活性酸素の測定を行った。手順としては、まず EM9 寒天培地(半合

成培地)を用いて大腸菌を培養して菌数をカウントする。次にその培地を ESR スピントラップ法
の測定に供する。この手順では同じ培地から菌数と活性酸素量のデータを取得するので、2つの
相関を明確に解析することが可能となる。無添加および 12 種類の活性酸素消去剤を様々な濃度
で加えた培地で、加熱損傷させた大腸菌を培養し、活性酸素の測定及び菌数のカウントを行った。
その結果、正常な大腸菌の生存細胞数は、消去剤を添加した培地で培養しても増減せず、正常な
大腸菌はこの実験条件下で、細胞の外にある活性酸素に対して感受性がないことが示された。一

図 2 ESR スピントラップ法での測定手順 

図 3 EM9 寒天培地の抽出液 

と CYPMPO の ESR スペクトル 

図 4 大腸菌培養後の EM9 寒天培地の抽出液 

と CYPMPO の ESR スペクトル 



方、加熱損傷した大腸菌では、6 種の活性酸素消去剤(ピルビン酸ナトリウム、チオグリコール
酸ナトリウム、チオ硫酸ナトリウム、L-グルタミン酸ナトリウム、コハク酸 2ナトリウム、グリ
シン)の添加によって菌数がおおよそ 1log 増加した。また、これらの薬剤はヒドロキシルラジカ
ル量を有意に減少させたことから、ヒドロキシルラジカルは菌増殖に重要な影響を及ぼしてい
る可能性を示唆しており、特定の活性酸素消去剤を添加した寒天培地を培養に用いることで、加
熱損傷した大腸菌の検出が向上する傾向があることが明らかになった。 
 

表 1 活性酸素消去剤 0.5 %を添加した培地で培養した損傷大腸菌のコロニー数と･OH 量 

試薬名 
コロニー数 

(log CFU / mL) 
･OH 量 

ピルビン酸ナトリウム 5.80 0.20 

チオグリコール酸ナトリウム 5.97 0.34 

チオ硫酸ナトリウム 5.78 0.11 

尿素 4.73 N.D. 

L-システイン 4.30 N.D. 

L-グルタミン酸ナトリウム 5.08 0.31 

L-アスパラギン酸ナトリウム 4.70 0.80 

マンニトール 3.82 0.27 

ラクトース 4.82 0.14 

フルクトース 4.67 0.22 

コハク酸 2ナトリウム 5.05 N.D. 

グリシン 5.36 0.41 

無添加 4.37 0.83 

 
 
以上の成果は論文として公表した。 
Kameya, H. et al., Food Scie. Tech. Res., 25(3), 443-448 (2019) 
 
(3)カンピロバクターへの応用 
本課題は研究が順調に進んだことから、同様の実験をカンピロバクター(ATCC 33560 株)で行

った。培養培地中からは大腸菌と同様にヒドロキシラジカルが検出された。22 種の薬剤を培地
に添加して培養し、培地中に蓄積されたヒドロキシラジカルの減少と加熱損傷したカンピロバ
クターの回復の相関を検討したが関係性が認められなかった。本結果から、大腸菌と異なり、カ
ンピロバクターの生育にはラジカルよりも、薬剤の作用及び濃度による影響が大きいことが明
らかとなった。特に、クエン酸回路に関わる因子の培地への添加は、カンピロバクターの検出率
向上に有効となる可能性が示された 
 

表 2 活性酸素消去剤 0.5 %を添加した培地で培養した損傷カンピロバクターのコロニー数 

試薬名 
コロニー数 

(log CFU / mL) 
･OH 量 

グルコース 6.6 0.28 

マンノース 6.6 0.31 

L-アスパラギン酸ナトリウム N.D. 0.70 

チオ硫酸ナトリウム N.D. 0.13 

乳酸ナトリウム 5.1 0.31 

酪酸ナトリウム N.D. 0.16 

尿素 N.D. N.D. 

フルクトース 6.0 0.26 



グリシン N.D. 0.33 

L-システイン 6.5 0.06 

3,4,5 トリヒドロキシ安息香酸 N.D. N.D. 

酢酸ナトリウム N.D. 0.23 

ギ酸ナトリウム N.D. 0.23 

ラクトース 6.6 0.16 

マンニトール 6.2 0.19 

L-グルタミン酸ナトリウム 5.9 0.23 

スキムミルク 6.7 0.10 

アスコルビン酸 6.5 N.D. 

プロピオン酸ナトリウム N.D. 0.23 

チオグリコール酸ナトリウム N.D. 0.22 

コハク酸ナトリウム 7.8 N.D. 

クエン酸ナトリウム 7.0 N.D. 

L-リンゴ酸ナトリウム 7.2 0.25 

フマル酸ナトリウム 6.8 0.31 

無添加 6.5 0.70 
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