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研究成果の概要（和文）： 

 食品安全に関する最も安全で有効な手段である低温管理のため、新たに発見した青色素生成
菌を用いたバイオ温度センサー開発を行った。本菌は特殊な寒天平板上で 10℃以上の温度での
み色素を生成した。各種定常温度での色素生成量を数学モデルを使って解析し、さらに変動温
度下での生成量を予測できた。将来、この微生物の青色色素産生は生鮮食品あるいは臨床材料
の低温管理のためのセンサーとして応用が考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We studied for development of a temperature sensor with a microorganism that produces 

a deep blue pigment to maintain the low temperature control of food. The bacterium could 

produce the blue pigment on an agar plate that was prepared specifically for the pigment 

production at over 10℃. We measured the pigment production by the bacterium at constant 

temperatures and predicted the production at dynamic temperature patterns with a 

mathematical model. A biosensor applied with the bacterium would be useable to fresh food 

and clinical materials for confirmation of cold storage during the distribution process.  
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１．研究開始当初の背景 

 病原大腸菌 O157 に汚染された食肉・野菜
による食中毒事件、牛肉の BSE 問題、さら
に消費期限を過ぎた生菓子の販売など、食品
の安全性を脅かす事件は国内で絶えず起き、
国民は食品に対する不安を常に持っている。
特に、微生物による食中毒事件は全体の大部
分を占め、また食品の腐敗による事故も後を
立たない。このような微生物による食品事故

を防ぐため、食品およびその原料中で微生物
を増やさないことが衛生管理上非常に重要
である。一方で、消費者は安全性の不安から
添加物、防腐剤などが入った食品を避ける傾
向が最近特に強まっている。 

このような状況下で、微生物増殖を抑える
ために最も有効かつ実用可能な方法として
物理的手法、中でも温度管理がある。すなわ
ち、食品の製造から消費に至る過程でいかに
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食品を低温で保つかが微生物管理上非常に
重要である。 

 また、野菜・果物、魚介類を材料とする生
鮮食品では味、風味、食感などの食品本来の
おいしさを保ち、食品の持つ栄養素をできる
限り保持することが求められている。つまり、
一般に食品の品質をできる限り保つにも、最
も効果的な方法もやはり温度管理である。 

 このように食品の製造・流通過程において
温度管理は非常に重要であるにもかかわら
ず、実際の温度管理はどれほど守られている
であろうか。食品の製造、保管、輸送、販売
はそれぞれ異なる業者、団体が管理している
ことが多い。そのため、食品の一貫した温度
管理は非常に困難であり、食品の温度履歴も
明確にトレースバックできる例はまれであ
ろう。この過程のどこか一ヵ所でも温度管理
が不適当で製品が高温に曝されると、そこで
微生物が増殖してしまう。その後の過程で再
び低温に戻されても、一度増えた微生物は減
少しない。 

もし、食品の温度履歴がわかれば消費者が食
べる前に、それが微生物学的に安全かどうか
を推測できる。食品が真夏に冷蔵保管される
前に屋外に出され、ある時間高温に暴露され
るケースはまれではない。その場合、食品の
温度履歴が得られれば、その処分を決定する
大きな情報となる。 

食品の温度履歴を測定する方法は物理的、
化学的、生物学的手法の 3 つに分類される。
物理学的手法の一例として、食品の表面ある
いは内部に温度センサーを装着し、連続的に
自動温度計で測定するものがある。化学的手
法としては、ある色調のシート状センサーを
食品包材の表面に装着し、その色調の変化か
ら温度履歴（高温暴露）を知るものがある。
微生物学的な手法としては、微生物(酵母)の
浮遊液の入ったビニールパウチの中を食品
包材表面に装着し、微生物増殖によってパウ
チ内に生じた気体を検出するものがある。 

これらの手法にはそれぞれ長所、短所があ
る。物理的センサーでは精確な温度履歴はわ
かるが、それは直接、微生物増殖予測に結び
つかず、何らかの変換が必要となる。また、
化学センサーでは色調の変化なので肉眼で
識別しやすいが、やはり直接、微生物増殖予
測には結びつかない。酵母を用いた生物セン
サーは微生物増殖を反映しているが、小さな
気泡であるため、識別しにくい。そこで、微
生物を使って直接その増殖が反映し、かつ非
常に識別しやすい温度センサーの開発が望
まれてきた。 

 

２．研究の目的 

 最近、私達は濃い青紫色の色素を生成する
細菌を発見した。この細菌はおよそ 10℃以下
の低温度域では増殖はするが、色素生成はし

ない。色素生成が起こるためには 10℃以上の
温度にある時間以上暴露される必要がある。
したがって、この細菌をある温度条件に保存
した場合、色素生成が起きていれば 10℃以上
の温度である時間保存されていたことを示
す。これはまさに 10℃以下で低温流通されて
いるはずの生鮮食品がそれ以上の不適当な
温度にある時間暴露されたかを測定するた
めの、非常に判定しやすい温度センサーとな
ることを示している。しかも本菌自体が低温
で増殖できる細菌であるため、低温による細
胞の活性低下がない。 

 したがって、本研究課題として、この細菌
の生成する色素がどのような温度条件下で
生成されるかを調べた。具体的には、本菌の
本色素生成に適した(温度以外の栄養成分、水
素イオン濃度などの)環境条件を最初に検討
した。同時に、色素生成量の測定方法を確立
した。次に、その環境条件下で本菌を各種温
度で保存し、その間に生成される色素量を測
定した。すなわち、保存温度と時間によって
本菌の色素生成がどのように影響を受ける
か、その特性を解析した。さらに、定常温度
での生成量から変動温度での生成量を数学
モデルを使って予測した。 

 

３．研究の方法 

(1)上述した細菌の色素生成に最適な(温度
以外の)環境条件を確立させた。すなわち、
どのような栄養成分、水素イオン濃度 pH、酸
素濃度などの環境条件が色素生成に最も適
しているかを調べた。栄養成分としては糖、
たんぱく質などを検討した。酸素濃度は密封
容器内および開放系の容器での色素生成を
比較した。 
(2)色彩色差計および分光光度計を用いて青
紫色の定量方法を検討した。色彩色差計では
直接培地上の色素を解析でき、分光光度計で
は色素生成した培地からの抽出液の色調を
解析し、両者を比較した。 
(3)対象微生物の同定をその各種生化学的性
状および遺伝子学配列を解析して行なった。 
(4)本色素の物性（安定性）を調べた。すな
わち、本細菌を大量に培養し、アセトンで色
素を抽出、精製し、その試料についてｐＨ、
熱に対する安定性を調べた。 
(5)色素生成に調整した寒天平板(4ｍｌ、直
径 35ｍｍシャーレ)上で、各種温度において
どのようにこの細菌が増殖し、どの程度の青
紫色素量を生成するかを測定した。すなわち、
各種の定常温度下（0℃－30℃）で保存中の
本菌の色素生成量を経時的に測定して、色素
が確認されるまでの時間およびその後の生
成量を解析した。同時にこの細菌の生菌数も
標準寒天平板を用いて測定した。 
(6)初期菌数によって保存中の色素生成量に
どの程度の影響があるかを検討した。 



(7)変動させた温度下で本色素がどの程度の
青紫色素量を生成するかを解析した。すなわ
ち、プログラム式インキュベーターを用いて、
各種の変動温度下で本菌の色素生成量を経
時的に測定した。上記で得られた定常温度下
での色素生成データを解析して、どのような
温度履歴で暴露された場合、どの程度の色素
が生成されるかを予測する数学モデル開発
を検討した。 
これまで私たちは変種温度下での微生物

増殖予測モデルを開発してきた。本モデルは
各種温度条件下で非常に高い精度の増殖予
測ができ、さらに微生物代謝産物(黄色ブド
ウ球菌エンテロトキシン)の生成量も予測で
きた。この予測手法がこの色素生成にも適用
できるかを検討した。 
 
４．研究成果 
(1)濃青色色素生成細菌の色素生成条件を検
討した。すなわち、本菌の色素生成に最適な
培地条件を各種のタンパク源、炭素源、さら
に水素イオン濃度について調べた結果、
Trypticase soy broth をタンパク源、ブドウ
糖を炭素源とし、pH5.6 に調整した寒天平板
培地が最適であった。さらにグリセリンを加
えることによって色素の安定性が増加する
ことが明らかとなった。このようにして、本
色素生成に最適な培地条件が確立した。 
(2)色素生成量は寒天平板の色調変化を色彩
色差計によって測定する方法の方が寒天培
地から色素を抽出してその吸光度を測定す
る手法よりも非常に迅速で簡便に定量でき
ることが判明した。以後この測定法で生成量
を測定した。 
(3)対象微生物の同定を行い、その性状を解
析した。すなわち、グラム染色試験を行い、
各種生化学的性状を調べ、さらに遺伝子解析
を 行 っ た 結 果 か ら 、 本 菌 は Pantoea 
agglomerans と同定された。この菌種で青色
色素を生成する菌株はまだ報告がなく、本研
究株はこれまでにない新たな変異株である
ことが明らかとなった。また、本株は増殖に
酸素が必要であり、10 度以下の低温でも増殖
できる低温細菌であった。 
(4)本色素の物性を検討した。すなわち、本
色素を培養した培地からアセトンで抽出し、
細胞を除去した試料を作成した。その吸収ス
ペクトルを測定した結果、570nm 付近で最大
吸収が認められた。また、各種溶媒への溶解
性を調べた結果、本色素は水溶性であった。
しかし、水溶液中でやや不安定で、時間とと
もに青色は消失した。また熱にも不安定であ
った。 
これらの結果から、本色素はこれまで報告
例のない、新しい青紫色素であることが明ら
かとなった。 
(5)青色色素を生成する P. agglomerans 株に

ついてその色素生成に最適な寒天平板培地
を用いて、各種定常温度下での色素生成量を
時間的に検討した。その結果、図 1 に示すよ
うに寒天平板培地に本菌 ( 約 8.5 log 
CFU/plate)を接種した結果、8℃では菌の増
殖は認められたが、青色色素は生成されなか
った。10℃以上で青色色素生成がみられた。
また、温度暴露初期は色素生成が認められず、
あるタイムラグの後、急激な生成がみられた。
最大値に達した後は徐々に色調度は減少し
ていったが、肉眼的にはかなり長時間青色色
素は確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1．各種温度下での P. agglomerans 青色色
素生成能．  
色素生成量は色調度で表した。 

 
図 1 に示したように、保存温度が高いほど
色素生成の急激な上昇時期は早まったが、そ
の上昇速度は大きな差がなかった。30℃でも
色素生成はみられたが、35℃ではほとんどみ
られなかった。青色色素生成がみられなかっ
た場合、本菌は黄色コロニーに成長した。 
(6)各種の接種菌数(9.33, 8.55, 7.88, and 
7.25 log CFU/plate)における色素生成を検
討した結果、接種菌数が高いほど、色素生成
は早く認められたが、最も多い菌数 9.33 log 
CFU/plate では全く青色色素は生成されず、
黄色コロニーとなった。また、青色色素生成
後の最大到達菌数は約 10 log CFU/plate で、
菌数増加自体は小さかった。 
(7)上述した各種定常温度での色素生成量か
ら数学モデルを用いて変動温度での色素生
成量を推定した結果、良好な結果が得られた。 
 以上の結果から、本菌株の各種温度での色
素生成特性を用いた温度センサーの開発に
関する多くの知見が得られた。 
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