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研究成果の概要（和文）：本研究では、食品製造環境等におけるListeria monocytogenesのバイオフィルム形成
による食品汚染が問題視されていることを踏まえ、当該形質の形成段階に顕す細胞形質に基づいた亜集団別分類
を通じて、細胞構造学的及び分子代謝的観点からの形質特性について検討した。血清型1/2aのL. monocytogenes
菌株のバイオフィルム形成細胞では細胞の形態によるバラつきが認められると共に、このゆらぎが細胞表層構造
に伴う付着強度の変動に依存する可能性が示唆された。また、菌体脂肪酸組成の変動が細胞表面特性に影響を及
ぼしている可能性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：Biofilm formation by Listeria monocytogenes in food manufacturing 
environments results in the contamination of food and is therefore a cause for concern. This study 
aimed at understanding the fluctuation of cells formed biofilm of L. monocytogenes through to 
clarify the characterizations of the sub-populated cells from biofilm. The biofilm-forming cells of 
L. monocytogenes serotype 1/2a strains were observed the morphological variation, and it was 
suggested that this variation may be due to associate with the adhesive strength and the cell 
surface structure. Additionally, it was also suggested that the influence of the variation in the 
fatty acid composition of the cell may be a factor in the change of cell surface properties.

研究分野：食品衛生学

キーワード： Listeria monocytogenes　バイオフィルム　環境適応　不均一性　細胞表面特性　菌体脂肪酸組成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
食品製造環境におけるL. monocytogenesのバイオフィルム形成は食品への持続汚染を誘起する一因と目されてお
り、その制御が必要とされている。本研究を通じて、形成されたバイオフィルム中の付着強度別細胞群衆におけ
る細胞特性を分子代謝的かつ細胞構造的に比較し、当該形成に伴うゆらぎの一端を明らかにすることができた。
本成果は、集団微生物学的かつ環境生態学的観点からの当該形成機構の理解につながると共に、バイオフィルム
形成制御に資する重要な学術知見となり、将来的に食品衛生分野に加えて医学・環境微生物学分野においても高
い意義をもたらすと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 バイオフィルムは環境微生物における生存戦略の一つであり、生存性やストレス・薬剤等耐性
の上昇を引き起こす。食品衛生分野では、バイオフィルムに伴う課題として、Listeria 
monocytogenes による食品製造環境での長期的生存への寄与が想定されており、実際に過去に複
数の事例が報告されている。L. monocytogenesは易感受性者に菌血症、敗血症、流産等の重篤な
症状を呈すると共に高い致死性を顕すことが知られており、公衆衛生上、注視すべき病原体の一
つである。本菌は生ハムやチーズ、魚介類加工品等の非加熱喫食食品において広く存在し、低酸
素及び冷蔵温度下で増殖することが可能であるため、食品汚染を介したヒト健康被害を招く。食
品製造環境での当該菌によるバイオフィルム形成は、食品への持続汚染を誘起する一因と目さ
れ、食中毒発生へとつながる危険性を有することから、この制御が必要とされている。 
 バイオフィルム形成は周囲の環境に応じて進行し、その影響因子の一つとして温度が挙げら
れる。温度変化は宿主の体内外を識別する因子であり、これに伴い EPS 生産の制御が生じるこ
とで、バイオフィルム形状が大きく変化することが報告されている。研究代表者らの先行研究に
おいても、低温環境下では L. monocytogenesの当該形質が有意に減少し、それには付着性因子 dlt
オペロンが関与しているであろうことを明らかにした。また、分離の由来や菌株毎の性質によっ
てバイオフィルム形成能が多様化していることも見出した。他の先行研究でも、血清型や培地組
成、その他細菌種との共培養による同形成能のゆらぎが報告されており、バイオフィルム形成細
胞の多様性、すなわち当該形質へのゆらぎが、環境に応じた生活様式の決定を担っていると考え
られる。 
 バイオフィルムは単一細胞から形成され得るが、均一に同一形質を示すとは限らず、不均一性
が生じる。この細胞の不均一性の制御が環境に応じた生活様式の決定を担っていると考えられ、
単一および集団微生物学的な両視点からの複合的アプローチがバイオフィルム形成細胞のゆら
ぎに基づく環境適応機構の分子基盤を明らかにするうえで重要とされる。バイオフィルム研究
の理解として、Pseudomonas aeruginosa や Staphylococcus aureus等のモデル細菌において深まっ
てきているが、食品衛生分野で重要とされる L. monocytogenesにおけるバイオフィルム形成能の
誘因・形成機構について分子レベルでの理解は進んでおらず、微生物集団内で生じる不均一性や
ゆらぎに関する分子基盤は明らかになっていない。したがって、L. monocytogenesのバイオフィ
ルム形成による環境応答・生活様式を明らかにすることが、食品衛生分野における安全性の向上
につながると目される。 
  
 
２．研究の目的 
 本研究では、L. monocytogenesの集団細胞間コミュニケーションを標的とした当該形質の制御
を目指して、バイオフィルム形成に係るゆらぎの明確化に向けた研究を行った。バイオフィルム
形成時の細胞形質に基づいて亜集団別分類を行い、その細胞特性を明らかにすることで、バイオ
フィルム形成に伴う細胞集団の不均一性の分子基盤を理解するための基礎的知見の集積を図っ
た。 
 
３．研究の方法 
1) バイオフィルム形成条件の検討 
供試菌株は、血清型 1/2aの L. monocytogenesを用いた。当該菌株を TSBYE培地により前培養
した後、HTM 培地を用いて 25℃又は 37℃下で静置培養することでバイオフィルムを形成させ
た。形成されたバイオフィルムはクリスタルバイオレット染色法を用いて定量するとともに、バ
イオフィルム中の細胞の生存性を Live/Dead染色によって評価した。 
 
2) バイオフィルム形成細胞の亜集団別分類方法の検討 
 バイオフィルム形成時の細胞を亜集団別分類するため、上記 1)によって形成されたバイオフ
ィルム細胞をセルソーターによる細胞形状による分類、又は物理的刺激による付着強度別の分
類を試みた。 
 
3) バイオフィルム形成細胞の特性解析 
 亜集団別分類されたバイオフィルム形成細胞の細胞特性を調べるため、集菌した細胞集団を
リン酸緩衝ペプトン水で洗浄した後に、シトクロム c 結合アッセイによる細胞表面電荷の評価、
Microbial adhesion to solvents (MATS) analysisによる細胞表面疎水性の変化量の測定、走査電子顕
微鏡（SEM）解析による細胞表面構造の観察、メタボローム解析による菌体脂肪酸組成の比較を
行った。 
 
4) RT-PCRによる遺伝子発現量の比較 
 KEGG Pathway解析を通じて、菌体脂肪酸組成の変化への影響が示唆される遺伝子群を推測し



た。推測された一部の遺伝子については、primer-BLAST によりプライマーを作成し RT-PCR に
供することで、亜集団別分類されたバイオフィルム形成細胞間での遺伝子発現量の差異を比較
した。 
 
４．研究成果 
1) バイオフィルム形成条件の比較検討 
 バイオフィルム中の細胞の生存性は温度によって差異が認められ、死細胞は 25℃下よりも
37℃下の方が多かった。形成されたバイオフィルム中の細胞は、顕微鏡観察によって形態による
バラつきが認められ、単一細胞から形成されるバイオフィルムでは多様な細胞形質を示すこと
が確認された。また、バイオフィルム経過時間毎（3、8、24、72時間）に形成されたバイオフィ
ルムでは、8～24時間の間で当該形質の増加・成熟が起こっていた。したがって、以降のバイオ
フィルム形成細胞は培養時間 24時間以内のものを使用することとした。 
 
2) バイオフィルム形成細胞の亜集団別分類方法の検討 
バイオフィルム形成に伴う細胞集団は、セルソーティングによって亜集団化を試みたところ、
浮遊細胞とバイオフィルム形成細胞間で細胞の大きさ及び形状に大きな差異が認められず、細
胞形状による分類は難しいことが分かった。一方、バイオフィルムを形成する細胞集団では付着
性に差異が認められることから、物理的刺激によるバイオフィルム形成細胞の付着強度別分類
を試みたところ、大きく 3亜集団に分類することができた。したがって、以降の研究では付着強
度により分類された 3 亜集団（Planktonic cell [PC]、Low-adherent biofilm [L-BF]、High-adherent 
biofilm [H-BF]）を用いて検討を進めることとした。 
 
3) 亜集団別分類されたバイオフィルム形成細胞の特性解析 
 細胞表層電荷では PCよりも L-BF・H-BF の方が高く、いずれも 37℃下の方が 25℃下よりも
全体的に高い傾向にあった。細胞表層の疎水性では有機溶媒との親和性を指標として評価して
おり、クロロホルムおよび酢酸エチルを用いたところ PC・H-BFよりも L-BFの方が高い親和性
を示した。一方、ヘキサデカンでは温度による差異が認められ、25℃下では PC、L-BF、H-BFの
順に高いものの、37℃下では H-BF、L-BF、PCの順に高い結果となった。SEM解析による細胞
表面構造を見ると、25℃下における各細胞では表面の粗さ（roughness）にも差異が認められた。
また、代謝学的差異を明らかにするためメタボローム解析による菌体脂肪酸組成に供したとこ
ろ、付着強度別の細胞間において 12:0、anteiso-13:0、iso-14:0、16:0、anteiso-17:0、3OH-iso-14:0、
2OH-14:0に差異が認められた。特に C14:0および C17:0において有意差が認められ、さらに iso
やヒドロキシ酸修飾されたものが多くなる傾向が認められた。C14:0の KEGG Pathway解析を行
った結果、FabF、FabG、FabZ、FabI、FabK、FabL 等の遺伝子の関与が推測され、一部遺伝子
については既知の遺伝子配列に基づいた RT-PCRに供したところ、付着強度が強いほど遺伝子発
現量は少なくなる傾向が認められた。 
 
 以上より、L. monocytogenesにおけるバイオフィルム形成細胞では、菌体脂肪酸組成の変動に
伴って細胞表面特性に影響を及ぼし、これらが付着強度の変動、すなわち細胞の不均一性に寄与
する可能性が考えられた。 
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