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研究成果の概要（和文）：VBNC（Viable But Non-Culturable）とは『生存しているが通常の培養では菌として
検出が困難な状態』である。損傷菌は細菌が VBNC やそれに近い状態へと変化した総称で、通常の培養法では増
殖の不能や遅延を示すが、ヒト体内では蘇生・増殖可能となる。近年VBNC菌による大規模な感染事例が明らかに
なり、新たな食中毒感染リスクとして危惧されている。しかし、損傷菌・VBNC 菌の発生や修復・蘇生機構は明
らかでなく、予防法も確立されてない。そこで本研究では、特異的な波長の LED光照射がVBNC発生や蘇生・修復
を制御する分子機構を解明し新しい食中毒予防法を開発することを目的とする。 

研究成果の概要（英文）：VBNC (Viable But Non-Culturable) state bacteria poses potential health risks
 especially foodborne disease because it includes ability of recovery or resuscitation in the body. 
Injured bacteria is referred to as a state of
VBNC or near VBNC state during food preservation or sterilization. VBNC state is induced by many 
factors such as temperature downshift, pH change, nutrient condition or oxygen concentration. 
However VBNC/injured bacteria occurrence and mechanism of resuscitation are not yet understood well.
 In this study, in order to develop a new preventive approach of foodborne diseases, level of gene 
expression was compared on our hypothesis that specific wavelength of light would be a factor of 
VBNC induction or resuscitation.

研究分野： 食品衛生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的基盤となる「光による病原微生物の応答と制御」の分子機構は光の受容体の同定を含めてを未だ
解明されていない点が多いが、本研究課題で取り入れた網羅的な遺伝子発現に加えて代謝機能解析を合わせたこ
とでVBNC・損傷菌の発生や蘇生と修復を制御する重要な知見が得られた。
現在我が国における食品衛生管理は、塩素系薬剤など薬剤を使用した方法が主流のため、光による衛生管理シス
テムは欧州に 比べると立後れているといえる。本研究の成果は、分子メカニズムのエビデンスを基盤とした光
による損傷菌・VBNC 菌に対する食中毒感染予防への応用可能性が示唆され、食品衛生管理の質の向上が期待で
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

安全な水・食品の供給は人々の健康の維持に必須である。食中毒は病原微生物が混入した水・
食品を摂取し、ヒト体内に感染することで成立する。食品衛生管理技術が発達した現在において
も食中毒事件は依然として発生している。2011 年には腸管出血性大腸菌（EHEC、血清型 O-
104）による 大規模な集団食中毒事件がドイツ北部を中心に発生したが、その原因究明が遅れ
被害が拡大し、収束に時間を要した。その理由は、原因菌が通常の培養法では培養できないが、
ヒト体内においては蘇生可能な VBNC 状態を形成したことが一因であった。VBNC（Viable But 
Non-Culturable）とは『生存しているが通常の培養では菌として検出が困難な 状態』である。
損傷菌は食品の保存や消毒・殺菌の行程で細菌が VBNC やそれに近い状態へと変化した総称で、
通常の培養法では増殖の不能や遅延を示すが、ヒト体内では蘇生・増殖可能となる。これまで 
1980 年代において環境水中のコレラ菌の生残状態に関する研究を契機に、「生から死への一課
程」 や「自衛的残存状態」など病原細菌が VBNC 状態を形成する意義が議論されるとともに、
食中毒リスクが危惧されてきた。しかし、食中毒の病原細菌が VBNC 状態に陥る機構や VBNC
から回復する機構の分子基盤は解明されていないため、感染予防対策は未だ確立されていない。 
 
２．研究の目的 

本研究では、特異的な波長の LED 光照射が VBNC 発生や蘇生・修復を 制御する分子機構を
解明し、生体モデルを用いた実証評価により新しい食中毒予防法を開発することを目的とする。
すなわち LED を光源として様々な波長の光を V . parahaemolyticus (RIMD2210633) に対し
て照射し、損傷菌・VBNC 菌の発 生や蘇生・修復を制御するために、[1]  LED 光の波長の特
定、 [2] LED 光照射による傷害・修復制御分子機構の解明、 [3] 生体モデルを用いた実証試験
を行う。 
 
３．研究の方法 
［1］波長の特定 
LED 光の波長・照射エネルギー比率の特定 食中毒原因細菌に対して LED 光源による様々な波
長の光を照射し、損傷菌・VBNC 菌の発生、蘇生・修復を制御する条件の検討を行う。 照射波 
長は紫外・可視光・近赤外線を V. parahaemolyticus に対して照射し検討を行う。紫外線（UVC 
255nm, UVB 310nmm, UVA 365nm）、可視光線（青 465nm, 緑 535nm, 赤 625nm）、近
赤外線（750, 800nm） の波長を使用する。 
[2] LED 光照射による傷害・修復制御分子機構の解明   
VBNC 状態は細菌内の劇的な代謝変化が起こることが予想される（Int. J. Food Microbiol. 
2013） 。よって、網羅的な遺伝子発現に加えて代謝機能解析を合わせたメタボローム解析やプ
ロテオーム解析による翻訳後修飾解析を行うことにより損傷菌・ VBNC 誘導・発生や蘇生・修
復課程での重要な代謝経路や遺伝子・タンパク質を同定する。  
[3] Galleria mellonella をモデルとした生体実験（in vivo）による実証  
[1]～[2]で得られたエビデンスを基に、Galleria mellonella を用いて実証試験を行う。生体内に
おいて各波長の LED 光照射によって制御された損傷菌・VBNC 菌の蘇生・増殖を評価する。 
 
４．研究成果 

［1］波長の特定 
V. parahaemolyticus に対して紫外線（UVC 
255nm, UVB 310nmm, UVA 365nm）、可視
光線（青 465nm, 緑 535nm, 赤 625nm）、近
赤外線（750, 800nm）の照射を行いその後の生
存を確認した。可視光・近赤外線照射によるコロ
ニー形成は影響がなく VBNC 状態に移行してい
ないと考えられた。紫外領域の波長はいずれも
コロニー形成能が減少したため紫外領域の波長
に絞り次の検討を行うこととした（図 1）。 

図 1 紫外領域の波長 
 
 
 



[2] LED 光照射による傷害・修復制御分子機構の解明 
 
各波長の生存比を Log-0.5 に統一し、紫外領域 LED 光照射後の遺伝子発現を DNA マイクロア
レイにより網羅的な解析を行った。無照射に対して紫外領域の波長を照射したものを比較する
と、Control（紫外線無照射）に対し有意に発現が増加した遺伝子数は、310nm:15、365nm:148、
385nm:145 であった（図２）。Pathway 頻度解析を行った結果、他の波長には確認できなかっ
たが 365nm においてのみヒスチジンの代謝経路に関連する遺伝子の発現上昇を確認できた。 
 

  
 
 
 
 

 
また、紫外領域 LED を照射しタンパク質の酸化を比較したところ、UVC 領域では酸化はほと

んど検出されなかったが UVA 領域では照射時間依存的に酸化が顕著となったことからタンパク
質の酸化と細胞死との関連性が示唆された。さらに活性酸素種の１つである Superoxide anion 
radical を不均化する酵素である Superoxide Dismutase (SOD) 遺伝子欠損株においては細胞
死とタンパク質の酸化がともに上昇したことから UVA 領域による細胞死と SOD との関連が示
唆された。このときのタンパク質を同定するため、LC/MS/MS 法による質量分析を行ったとこ
ろ VP2495 遺伝子でコードされているアコニット酸加水酵素が検出された。 
                
[3] Galleria mellonella をモデルとした生体実験（in vivo）による実証試験 
 
V. parahaemolyticus に対して紫外領域の各波長について生存比を Log-0.5 に統一し、数日～
数週間低温保存し VBNC 状態にあることを確認したものを Galleria mellonella に感染させた。
Control（紫外線無照射）の致死率に対して 365nm 照射を行ったものは致死率が高い傾向、す
なわち生体内において VBNC 状態からの回復の存在が示唆された。他の波長においては Control
と同程度の致死率であり顕著な差は確認できなかった。 
 
本研究においては、紫外～近赤外の光を腸炎ビブリオに対して照射し、その後に網羅的な遺伝子
発現に加えて代謝機能解析を合わせたことで VBNC・損傷菌の発生や蘇生と修復を制御する重
要な知見が得られた。また生体モデルによる実証試験においては紫外領域の中でも特異的な波
長においてのみ VBNC からの回復が確認された。 
以上の結果から、LED 光照射による損傷菌・VBNC 菌に対する食中毒感染予防への応用可能性
が示唆された。 

図 2 紫外線領域 LED 照射後の遺伝子発現数 
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