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序文 

 

 Campylobacter spp.は、近年、多くの先進諸国において高頻度に検出される下痢

症起因菌である（Mead et al. 1999; Coker et al. 2002; Adak et al. 2005; 厚生労働省 IASR．

2010）。日本においては、1982年に Campylobacter jejuni と Campylobacter coli が食中

毒起因菌として指定され、1983年から厚生労働省の食中毒統計に掲載されるようにな

った。現在、C. jejuni / C. coli による食中毒は、細菌性食中毒において全国的に発生件

数が最も多い食中毒であり（厚生労働省．食中毒事件一覧速報; 図 1）、その予防対策

を講じることが急務となっている。また、C. jejuni は、感染の結果、腸炎や発熱等の

症状を引き起こすだけでなく、近年では、手足の麻痺や重症になると呼吸不全を伴う

ギラン・バレー症候群との関連性が指摘され（Rees et al. 1993; McCarthy et al. 2001）、

発生件数の多さのみならず、病態の深刻さからも重要性が増している細菌である。 

Campylobacter spp.は、その発育に酸素濃度が 3～15%の微好気条件を必要とする

細菌である。そのため、実験的には大気中の酸素濃度では、すみやかに培養不能とな

る。しかし、C. jejuni によるヒトへの感染は、10
2個程度の少ない菌数でも引き起こさ

れることがあるため（Robinson. 1981; Black et al. 1988）、たとえ汚染のレベルが低い場

合でも食中毒の発生するリスクは高い。さらに低温下で保存した水や食品中では比較

的長期間生存できる特徴がある。これらが、Campylobacter 食中毒の発生防止を難し

くしている原因として挙げられている（三澤ら. 2005）。 

日本において Campylobacter食中毒の原因となる菌種は、主に C. jejuni である。

原因食品として、鶏肉が疑われる場合が多く、その流通および保存は冷蔵や冷凍とい

った低温温度帯である。低温は、多くの細菌にとって不都合な環境であり、C. jejuni

もまた、低温による損傷やストレスを受け、細胞の増殖能力が低下して、生きている

が培養できない、いわゆる viable but non-culturable（以下、VBNC）状態になることが
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確認されている。（Lázaro et al. 1999; Chaisowwong et al. 2012）。 

C. jejuniのVBNC状態は、1986年に RollinsとColwellによって初めて報告（Rollins 

and Colwell 1986）されて以来、pHや低温等の様々なストレス要因によって、この状

態に入り込むことが多くの研究者によって報告されている（Lázaro et al. 1999; 

Chaveerach et al. 2002; Murphy et al. 2006; Jackson et al. 2009; Chaisowwong et al. 2012）。

この状態のC. jejuniを、発育鶏卵に接種したり、実験動物に経口投与することにより、

培養可能な生菌が回収されたという報告（Cappelier et al. 1999; Baffone et al. 2006）が

あり、VBNC 状態は、食中毒発生の潜在的なリスク因子として食品衛生上の重要性が

示唆されている。 

  Campylobacter spp.による食中毒を制御するためには、本菌の特徴に応じた検査法

や予防対策が必要である。つまり、培養可能な状態の菌のみならず、VBNC 状態の菌

も検出可能な検査法を確立すること、そして、生き延びる温度帯である低温における

本菌の生存機構を分子レベルから解明することが非常に重要である。しかし、

Campylobacter spp.の低温下での損傷および回復に関する分子機構は、ほとんど明らか

にはなっていない。 

本研究では、まず、C. jejuni が低温損傷などによる VBNCの状態にあっても検出

可能な方法として、遺伝子検査法である real-time PCR 法を活用した検査法を確立した。

その際、食中毒検査は、様々な菌種に応じた煩雑な検出操作と長時間培養を要するこ

とから、他の主要な食中毒起因菌も含めて一斉に検索できるシステムを確立し、実際

の臨床検体へ導入して検査法の有用性を検討した（第 1章）。次に、C. jejuni を PBS(-)

中に低温（4℃）で保存することによって、実験的に C. jejuni の VBNC 状態を作製し

た（第 2章）。そして、VBNC 状態の遺伝子発現を、real-time RT-PCR 法およびマイク

ロアレイ法を用いて調べ、VBNC状態への移行に関連する候補遺伝子を推定した（第

3章）。さらに、VBNC 状態から回復させる条件とその再現性についても検討した（第

4章）。 



5 

 

第 1章 Duplex SYBR Green real-time PCR法による食中毒

起因菌 16遺伝子の一斉検索法の確立 

 

序論 

   

食中毒事件が発生した場合、感染拡大防止や危害の未然防止など公衆衛生の観点

から、早急な病因物質ならびに原因食品などの究明が求められる。現在、細菌性食中

毒の検査では、主に培養法が主体であるが、培養法による検出は、煩雑な操作と長時

間培養を伴うだけでなく、原因菌の潜む検体の環境条件にも左右されやすい。すなわ

ち、細菌が低温や低栄養などの環境条件によって、生理活性状態を変化させ、VBNC

あるいは死菌の状態で、検体に存在している可能性が考えられる。このような場合に

は、培養法では原因となった菌を分離することは不可能である。 

細菌性食中毒の中で、最も発生件数の多い C. jejuni 食中毒は、感染源すなわち原

因食品を特定することが困難な場合が多い。この原因として、原因食品が残っていな

いことの他に、細胞が死菌あるいは VBNC 状態にあり、生菌分離が困難であることが

推測されている（上野ら. 2009）。特に、検体の凍結・融解によって菌体が損傷を受け、

C. jejuni の生残性は、著しく減少することが報告されている（三澤ら. 2005）。 

細菌を検出する方法には、培地によるコロニー検出や顕微鏡による菌体検出など

があるが、近年では、各種病原細菌に特有の遺伝子配列が解明され、PCR法などによ

る遺伝子検出が、感染症の原因究明に広く利用されるようになってきた（Fukushima et 

al. 2003; Matsuki et al. 2004; Ott et al. 2004）。低温における長期間培養や栄養飢餓の実

験では、コロニーの検出が消失した VBNC の状態においても、長期にわたり、検出可

能な DNA が菌体に保持されていることが観察されている（Yamamoto et al. 1996; 

Weichart et al. 1997; Lázaro et al. 1999）。そのため、検体に存在する病原細菌の遺伝子

を検出することで、病原細菌の培養が困難な状況でも食中毒の病因物質の特定や食品
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の汚染実態の把握に寄与することが可能である。 

第 1章では、C. jejuni などの食中毒起因菌が培養可能な状態の場合のみならず、

VBNC 状態のような潜在的な菌であっても、包括的かつ迅速に検出する方法として、

検体から DNAを抽出し、検体 DNA中から real-time PCR法により食中毒起因菌の遺

伝子を検索する検査法を、既報のプライマーの組み合わせを改良して構築した。本検

査法の技術は、Fukushima らが開発した multiplex SYBR Green real-time PCR 法による

食中毒起因菌の 24遺伝子の一斉スクリーニング法（Fukushima et al. 2010）を参考に

した。しかし、Fukushima らの方法は、対象遺伝子が 24 種類と多いため、その作業は

煩雑であり、菌種の同定の要となる PCR 増幅産物の Tm 値の差が 1℃以上確保されて

いないために判定に苦慮する場合があるなど、現場への実践的な導入には向いていな

い。そこで、本研究では、実際の食中毒検査において、より現場の実情に即した検査

法とするため、対象を主要な食中毒起因菌の 16種類（遺伝子として 16 種類）に絞り、

PCR増幅産物の Tm 値の差をできるだけ大きく確保することにより、作業や判定が容

易で、発生頻度の高い食中毒起因菌を一斉に検索して確実に検出できるシステムに改

良した。さらに、本検査法を実際の食中毒事件で採取された臨床検体に導入し、方法

の有用性について検討した。 
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材料と方法 

 

対象微生物 

対象とした食中毒起因菌は、過去 10 年間に静岡県で発生した食中毒事件を参考

に 16種類を選定した。すなわち、最も発生件数の多かった C. jejuni に加え、Salmonella 

spp.、下痢原性大腸菌 diarrheagenic Escherichia coli（腸管出血性大腸菌（EHEC）、腸管

病原性大腸菌（EPEC）、腸管凝集性大腸菌（EAEC）、腸管侵入性大腸菌（EIEC）、毒

素原性大腸菌（ETEC））、Shigella spp.、Bacillus cereus （emetic toxin producing B. cereus 

and enterotoxigenic B. cereus）、Clostridium perfringens、Staphylococcus aureus、Vibrio 

parahaemolyticus、Yersinia enterocolitica、Y. pseudotuberculosis、Listeria monocytogenes

の 16菌種とした。 

 

菌株 

菌株は、静岡県環境衛生科学研究所微生物部に保管されている株を各遺伝子につ

き 3菌株ずつ選択し、検査法の特異性の確認で使用した。陽性コントロールとしての

菌株は、C. jejuni ATCC 700819（C. jejuni specific gene）、Salmonella Typhimurium 

ATCC13355（invA）、E. coli-EHEC O157:H7 09089（stx2）、E. coli-EHEC O26:H11 09009 

（stx1）、 E. coli-EPEC 050922（eaeA）、E. coli-EAEC 05102（astA）、 E. coli-EIEC 

O124:HNM E93254（virA）、E. coli-ETEC 2002.10（st および lt）、Bacillus cereus 04158

（ces および nheB）、C. perfringens 09019（cpe）、S. aureus ATCC 6538P（femB）、V. 

parahaemolyticus O3:K6（tdh）、Y. pseudotuberculosis 08009（yadA）、L. monocytogenes 

ATCC19115（hly）を用いた。 

 

DNA抽出 

QIAamp DNA Stool Mini kit (QIAGEN)を用い、上記の菌種の純培養液（200µL）お
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よび糞便検体（最大 200mg）から、キット添付のプロトコールに従って DNA 抽出を

行い、PCR のテンプレートとした。 

 

検出用プライマー 

上記の 16菌種を検出するために標的とした 16種類の遺伝子および検出用プライ

マーは、過去の報告（Bubert et al. 1997; Fukushima et al. 2003; Nguyen et al. 2005; 

Fukushima et al. 2009; Fukushima et al. 2010）を参考にして、real-time PCR 法に適した

短い増幅産物が得られるものを選定した。Duplex PCR 法では、1つの反応で複数遺伝

子が同時に検出される場合を考慮し、反応系には主要な食中毒菌のうち 1種類ずつを

含み、PCR 反応で競合することがないような組み合わせを考えた。さらに、各反応系

における 2種類の PCR増幅産物の Tm 値の差を、可能な限り大きく確保した。使用し

たプライマーの配列および PCR増幅産物の Tm 値を表 1に示した。 

 

Duplex SYBR Green real-time PCR反応 

表 1の A～Hに示す 8系列の duplex SYBR Green real-time PCRを、96穴マイクロ

プレートおよび ABI7500 Real-Time PCR システムを用いて行った。各系列は、1列あ

たり 12well で構成され、陰性コントロール、陽性コントロール（2 種類）、テンプレ

ート DNAサンプルを含む。反応液の組成は、2× SYBR Premix DimerEraser (TaKaRa) 

10µL、2種類のプライマー（10µM）forward および reverse を 0.8µL、ROX Reference Dye 

Ⅱ 0.4 µL、滅菌蒸留水 4.4µLおよびテンプレートDNA 2µLに調製し、PCR反応液 20µL

を作製した。反応条件は、95℃で 30 秒加熱後、95℃・5 秒、55℃・30 秒、72℃・40

秒を 30 サイクル行った。判定は、融解曲線分析で、陽性コントロールとサンプルの

PCR増幅産物の Tm 値を比較して確認した。 
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検出限界の測定 

  検出限界は、各菌株の培養液の菌数（CFU）を測定後、抽出 DNAを 10 倍段階希

釈した DNA テンプレートを用い real-time PCR 法を行って、検体 1g あたりの検出限

界（CFU/g）を測定した。 

 

臨床検体への導入 

2009 年～2012年に、静岡県内で実際に発生した食中毒関連の 12 事例（表 2）の

冷凍あるいは冷蔵保存されていた患者糞便検体（200mg 以下）を用いて DNA 抽出を

行い、real-time PCR 法を実施し、培養法による分離結果と比較した。なお、本試験で

取り扱う対象は人体より採取された検体であるため、「島根県保健環境科学研究所倫

理審査委員会」に審議を図ったが、取り扱う対象が行政検査対象物であるため、特に

倫理面の問題は生じないと判断され、疫学研究の倫理指針に基づき、「非該当」の承

認を得た。 
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結果 

 

食中毒起因菌の duplex SYBR Green real-time PCR法の構築 

本研究で構築した duplex SYBR Green real-time PCR 法は、8反応系で 2種類ずつ

の食中毒起因菌の遺伝子を特異的に検出することが可能であり（図 2）、合計で 16 種

類の対象遺伝子をそれぞれ特異的に検出することが可能であった。各反応系の組み合

わせで、陽性コントロールの Tm 値の差は 1.9℃以上を確保した（表 2）。96穴マイク

ロプレートを用いた場合、サンプルは最大 9検体まで検査可能であった。 

 

検出限界の測定 

各食中毒起因菌の本検査法での検出限界は、DNA QIAamp DNA Stool Mini Kit（供

試検体量は 200mg）で抽出した場合、検体 1g あたりに換算すると約 10
3～10

6
CFU/g

であった（表 3）。そのうち、約 10
3
CFU/g は V. parahaemolyticus および ETEC、約

10
6
CFU/g は S. aureus であり、その他の菌種は約 10

4～10
5
CFU/g であった。C. jejuni

は約 10
4
CFU/gであった。 

 

臨床検体への導入 

静岡県で実際に発生した細菌性食中毒関連事例の患者糞便検体の原因菌を特定

するため、本検査法を実施したところ、全 12 事例において培養法での分離菌と同じ

菌種の遺伝子が検出され（表 2）、培養法と同等の結果を 3～4 時間で得ることが可能

であった。全 12 事例の病因物質別の内訳は、C. jejuni が 4 事例と最も多く（事例 2、

3、7、8）、C. perfringensが 3事例（事例 1、4、9）、Salmonella spp. が 2 事例（事例 5、

11）で、V. parahaemolyticus、S. aureus、Y. pseudotuberculosisが各 1事例であった（そ

れぞれ事例 6、12、11）。本検査法は、食中毒の主な原因となった細菌の遺伝子のみな

らず、複数の遺伝子が検出された事例もあった（事例 2、3、5、6、8、9、11、12）。 
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臨床検体、特に少量しか残っていない糞便検体を用いた場合に、サンプルの Tm

値が陽性コントロールの Tm 値とは完全に一致しないものの、－1℃以内の近似値を

示すことがあった。Fukushima らは、融解曲線分析で陽性と判定する場合、陽性コン

トロールの Tm値±1℃以内としていることから、本研究においても同様に判定した。 

事例 3は C. jejuni 食中毒であり、検査した糞便検体 7検体（S1～S7）のうち、培

養法では S6は陰性であり、他の 6検体からは C. jejuni が検出された。この事例の糞

便検体から DNAを抽出し、real-time PCR 法を行ったところ、サンプル S6を除いた 6

検体の PCR 増幅産物の Tm 値は C. jejuni 陽性コントロールと同値あるいは－1℃以内

の値を示し、C. jejuni 陽性と判定された。この検出結果は、培養法での分離結果と一

致していた。事例 8の C. jejuni 食中毒では、培養法により 4検体のうち 2検体から菌

が分離され（S2およびS4）、サンプルS1およびS3は陰性であった。この事例の real-time 

PCR検査では、菌が分離された 2検体だけでなく、培養法で C. jejuni が検出されなか

ったサンプル S3も、融解曲線分析でピークが得られた（図 4）。S3の Tm 値も、76.3℃

と C. jejuni の陽性コントロールの Tm 値 77.0℃の－1℃以内の値を示したことから、

C. jejuni 陽性と判定され、real-time PCR 法では 4検体中 3検体から C. jejuniの特異的

な遺伝子が検出された（表 2）。 
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考察 

 

本研究で構築した検査法は、duplex SYBR Sreen real-time PCR 法を活用すること

により、食中毒起因菌の 16 遺伝子をそれぞれ特異的に検出することが可能であった

（図 2）。参考とした Fukushima らが開発した方法（Fukushima et al. 2010）も、24種

類の対象遺伝子をそれぞれ検出することは可能である。しかし、multiplex PCR 法とす

ることで一般的に検出感度は低下し、操作が煩雑となる。さらに、24 種類のうち検出

頻度の低い食中毒起因菌も対象とすることは、未だ経験していない病原菌による食中

毒にも対応できるが、通常の食中毒検査では検出頻度の高い食中毒起因菌を簡便かつ

確実に検出できる方法を望む場合も多い。そのため、Fukushima らの方法は食中毒起

因菌の一斉検査として有用な検査法ではあるが、各自治体の現場での検査へ導入する

には難しいと考えられた。 

本研究の real-time PCR 法は、食中毒検査において、より現場の実情に即した検査

法へ改良された。すなわち、主要な食中毒起因菌の 16 遺伝子を対象としたことによ

り、その操作を簡便にし、PCR 増幅産物の Tm 値の差を 1.9℃以上確保することによ

って融解曲線分析での判定を容易にした。検出限界は、約 10
3～10

6
CFU/gであり、食

中毒起因菌の菌種間で差が認められた（表 3）が、一般に食中毒等の患者糞便には

10
6
CFU/g 以上の病原菌が含まれるため、実用上の一斉迅速スクリーニング法として

問題ないと判断した。つまり、本検査法は頻度の高い食中毒起因菌を迅速かつ確実に

検出する実用的な方法であると考えられた（Iida et al. 2013）。 

実際に静岡県内で発生した食中毒関連事例の患者糞便検体を用いて、本研究の

real-time PCR 法を実施したところ、全 12 事例で従来の培養法で分離された原因菌と

同じ菌種の遺伝子が検出された（表 2）。さらに、培養法では原因菌の特定に、通常で

は 2～4 日間以上要するところを、本検査法では DNA抽出も含めて 3～4 時間で原因

菌を推定した。特に、長期間培養を要する菌（C. jejuni 等），毒素産生性等の確認が
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必要な菌（C. perfringens や ETEC）についても迅速かつ確実に検出でき、構築した

検査法の有用性を証明することができた。さらに、複数の遺伝子が検出された事例で

は、サンプル中に原因菌以外にも他の食中毒起因菌が含まれていたことが示唆され、

重複感染の推定も可能であることが示唆された（Iida et al. 2013）。 

事例 8の C. jejuni による食中毒事例では、培養法で C. jejuni の生菌が分離されな

かったサンプル S3 が、本検査法では C. jejuni の遺伝子が検出され、陽性と判定され

た（図 4、表 2）。この理由として、糞便中に含まれる C. jejuni が VBNC あるいは死菌

の状態であったため、培養法では不検出であったが、遺伝子検査である本検査法では

検出されたことが考えられた。このことから、構築した検査法は、VBNC 状態の細胞

についても十分検出できる方法であると考えられた。 
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第２章 低温（4℃）保存による C. jejuniの VBNC状態の 

作製 

 

序論 

 

C. jejuni はグラム陰性、無芽胞のらせん状桿菌（0.2～0.8×0.5～5µm）である。

両端もしくは一端に、鞘のない極鞭毛を持ち、コルクスクリュー様の回転運動をする。

発育には酸素濃度が 3～15%の微好気条件を必要とし、実験的には好気条件下では容

易に死滅するが、低温条件では長期間の生存が可能であり、低温ストレスによって、

生きているが人工培地で培養できない、Viable but Non-Culturable（VBNC）の状態に

なることも報告されている（Buswell et al. 1998; Lázaro et al. 1999; Chan et al. 2001; 

El-Shibiny et al. 2009; Chaisowwong et al. 2012）。 

C. jejuni による食中毒の最も重要な媒介物は鶏肉であり（Notermans et al. 1992; 

Corry et al. 2001）、その流通および保存は冷蔵や冷凍といった低温温度帯である。C. 

jejuni は、微好気条件かつ 32～45℃の温度範囲でのみで増殖するため、通常では、本

菌が食品中での増殖はないと考えられる。しかし、C. jejuni の発症菌数は 10
2個程度

ともいわれ（Robinson. 1981; Black et al. 1988）、食品に付着して冷蔵保存で生き残った

わずかな本菌によって感染が成立する可能性がある。したがって、C. jejuni食中毒の

予防策においては、菌の増殖に注意を払うよりも、抵抗性、生残性など本菌の生理学

的特徴を念頭においた対策を講じる必要がある。しかし、C. jejuni の低温における生

存機構等については明らかになっていない。 

本研究では、C. jejuni を PBS(-)中で低温の 4℃で保存し、菌の生残性や培養能の

経時的変化や菌体の形態変化を調べ、低温保存による VBNC 状態の実験的な作製につ

いて検討した。 
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材料と方法 

 

菌株および菌液調製 

ヒト患者由来株である C. jejuni ATCC 700189（C. jejuni NCTC 11168 と同等）を本

実験で使用した。保存培地（－80℃）から 1 白金耳をウマ血液寒天培地（BD）に接

種し、37℃で 48時間、微好気条件（5%O2、10%CO2、85%N2）で培養した。培養後、

平板上の 1集落を試験管内の、37℃で 24 時間、微好気培養した。培養液 50µLを新た

なMueller Hinton Broth（Difco）5mLに接種し（16本）、37℃で 16時間、微好気培養

した。この対数増殖期後期の状態の培養液を 8,000×g で 5 分間遠心した後、沈渣を

PBS(-)で再浮遊させた。この操作を再度行った後、4℃に冷却した PBS(-)で C. jejuni

の最終濃度を約 10
8 

CFU/mLに調整し、300mLの菌液を作製した。その後、菌液を速

やかに 14mLのポリプロピレン ラウンド・チューブ（FALCON）へ 10mLずつ分注し、

4℃に設定したインキュベータ内で静置保存した。 

 

生残性および培養能試験 

静置直後および保存後は菌の生残性や培養能の経時的変化をみるため、1 週間毎

に 12 週間目まで、全菌数、生存率および培養可能な菌数を測定し、測定項目ごとに

平均値を算出した。総菌数はアクリジンオレンジ（和光純薬工業）、生存率は

LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kits（Molecular Probes）で染色後、蛍光顕微鏡

（OLYMPUS BX60、UVフィルター）で測定した。生存率は、1,000倍で 200～300の

菌数について生菌数（緑色）と死菌数（赤色）をカウントし、生菌が占める比率から

生存率を算出した。培養可能な菌数は、菌液を PBS(-)で 10 倍段階希釈し、各希釈液

の 100µLをmCCDA培地(OXOID)およびウマ血液寒天培地に各 2枚ずつコンラージ棒

を用いて塗抹し、37℃で 48 時間、微好気培養後、平板上の集落数の平均値から菌数

を算出した（塗抹平板培養法）。これらの試験は 10回以上行い、各菌数や生存率の経
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時的変化について再現性を確認した。 

 

菌体の形態観察 

4℃においた静置直後と 12週間後の菌液を、蛍光顕微鏡および透過型電子顕微鏡

（日本電子、JOEL-1230）で観察した。蛍光顕微鏡では、LIVE/DEAD BacLight Bacterial 

Viability Kits で染色したものを観察した。また、電子顕微鏡観察では、菌液を 2%リン

タングステン酸によるネガティブ染色を施し、親水化処理したコロジオン膜貼付メッ

シュ（日新 EM）を用いて観察した。 
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結果 

 

生残性および培養能試験 

C. jejuni を PBS(-)中で 4℃12週間静置保存したところ、全菌数は期間を通して変

化はほとんどなかった。生存率は、最初はほぼ 100%であったが、12 週間後には 70

～80%をであった。培養可能な菌数については、mCCDA 培地では 8 週間目以降、血

液寒天培地では 11週間目以降、培地上での集落形成が認められなくなった（図 5）。 

 

形態変化 

4℃においた静置直後と 12週間後の菌液を、蛍光顕微鏡で観察したところ、静置

直後ではらせん状であった本菌は、12週間後では多くの菌が球状（coccoid form）に

変化していた。電子顕微鏡による観察でも、VBNC 状態では球形化した菌体を認め、

鞭毛については両端に保持したままであった（図 6）。 
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考察 

 

Campylobacter spp.は、高温かつ乾燥状態に弱く、これまで環境に弱い細菌である

考えられていた。しかし、Campylobacter spp.は VBNC の存在が明らかになるなど、

食品を含む様々な厳しい環境で生存するために必要な環境適応機構を兼ね備えてい

ることが明らかとなってきた（三澤. 2005; Murphy. 2006）。特に、C. jejuni の低温にお

ける生残性や VBNC状態等の生理学的特徴は、本菌が汚染した鶏肉が食中毒の主な感

染源で、そのような食材が冷蔵状態で流通していることを考慮すると、十分に理解し

ておく必要がある。 

第 2 章では、実験的に C. jejuni を鶏肉の保存・流通温度である冷蔵温度（4℃）

に静置保存し、その生存率と培養能の変化を経時的に調べ、最終的に VBNC 状態の作

製を試みた。その結果、11週間経過して、非選択性培地である血液寒天培地上で集落

形成がみられなくなっても、菌液に含まれる全菌数のうち 70～80%が生存していた

（図 5）。本研究で使用した LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kits は、細胞膜の

構造安定性によって死菌と生菌を判別できる（Haugland. 1996; Boulos et al. 1999）。こ

のことから、12週間保存した場合でも、菌体の細胞膜は安定していることが示唆され

た。12週間後の菌体の形態は、多くの菌で本来のらせん状から球状（coccoid form）

に変化している様子が確認された（図 6）。このように、C. jejuni が低温などのストレ

スに暴露されることによって、菌の形態が球形化することは、過去の報告（Rollins et 

al. 1986; Lázaro et al. 1999; Chaveerach et al. 2002; Murphy et al. 2006; Jackson et al. 2009; 

Chaisowwong et al. 2012）と同様であった。 

VBNC 状態とは、「生きているが培養できない」状態である。しかし、どのよう

な培地を使用して「培養できない」状態を VBNC状態と判定するかについては、明確

な定義がない。VBNCに関する研究の多くは、血液寒天培地やトリプケースソイ寒天

培地などの非選択性培地を用いて培養能を調べているが、各研究によって定義付ける
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必要がある。また、C. jejuni が VBNC 状態に至る期間は、菌株によって異なることも

報告されている（Jones et al. 1991; Terzieva et al. 1991; Chan et al. 2001）。本研究におい

ては、mCCDA培地で培養できなくなった 8週間目の時点では、血液寒天培地ではま

だ培養可能であることから、いわゆる“損傷菌”の状態が混在していると推測される。

一方で、11 週間目以降では、生きているが非選択性培地の血液寒天培地であっても培

養できない状態であり、菌体の形態も球状（coccoid form）であることを確認した。

そこで、本研究では、VBNC 状態の定義を「血液寒天培地で集落形成しない状態」と

した。そして、C. jejuni を PBS(-)4℃で 12週間保存して、生きているが血液寒天培地

で培養できなくなった状態を“VBNC 状態”、静置直後の培養可能な状態を“通常状

態”として、以後の実験を行うこととした。なお、第 2 章で作製した VBNC 状態の

C. jejuni は、第 1章で確立した real-time PCR 検査法でも、検出可能であることを確認

した（データは示していない）。 
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第 3章 C. jejuniの VBNC状態の遺伝子発現変化 

 

序論 

 

  細菌の VBNC状態への移行は、細菌が外部刺激によるストレスに適応し、生き延

びるために、自らの生理活性状態を変えていることが考えられる。C. jejuniが低温で

長期間生存することや VBNC に入り込むことは、現象として既に報告されているもの

の（Buswell et al. 1998; Lázaro et al. 1999; Chan et al. 2001; El-Shibiny et al. 2009; 

Chaisowwong et al. 2012）、その分子機構については、ほとんど解明されていない。C. 

jejuni は、32～45℃の温度範囲で増殖する細菌であるが、最高発育温度付近だけでな

く、最低発育温度付近においても、2～3℃の違いで増殖率が突然低下し、全く増殖し

なくなることが報告されている（Hazeleger et al. 1998）。さらに、C. jejuni は、E. coli

などの他菌種で報告されている主要な低温ショックタンパク質（CspA）を保有してい

ないことが、PCR 法、ゲノム解析およびタンパク質の解析から推測されている

（Qoronfleh et al. 1992; Hazeleger et al. 1998; Parkhill et al. 2000）。 

第 3章では、低温による C. jejuni の VBNC状態への移行について分子機構を解明

するために、特に遺伝子発現変化に注目した。過去に、5℃の短時間暴露による C. jejuni

の遺伝子発現を網羅的に比較解析し、エネルギー代謝に関する遺伝子の発現が増加し

ていたとの報告（Moen et al. 2005）はあるが、低温暴露により VBNC 状態となった菌

について、遺伝子発現変化の網羅的な解析に関する報告は見当たらない。そこで、C. 

jejuni を第 2 章の実験と同様に PBS(-)4℃で保存し、12 週間後の VBNC 状態に至る過

程で RNAを抽出し、real-time RT-PCR 法およびマイクロアレイ法により遺伝子発現を

解析することで、通常状態から VBNC 状態への移行に関与する特異的な遺伝子の探索

を行った。 

 



21 

 

材料と方法 

 

RNA抽出 

C. jejuni の RNAは、4℃静置直後（通常状態）、1週間後（短期間低温状態）およ

び 12 週間後（VBNC 状態）の菌液から抽出した。まず、菌液を 4℃で 8,000×g、5 分

間遠心して集菌し、RNAprotect Bacteria Reagent（QIAGEN）を用いて RNAを安定化

させた。その後、RNAは NucleoSpin RNA II（MACHEREY-NAGEL）を用いて抽出し、

RNase-free H2O 60µLで RNAを溶出した。ゲノム DNAを分解するため、DNase 処理

は、RNase-Free DNase Set（QIAGEN）を用い、最終溶液量を 100µLに調製後、室温

（20～25℃）で 10分間、DNase 反応を行った。その後、NucleoSpin RNA Clean-up XS

（MACHEREY-NAGEL）で RNA の濃縮と精製を行い、抽出 RNA の濃度と純度を測

定した。 

 

real-time RT-PCR法 

C. jejuni のそれぞれの状態の菌液から抽出した RNAについて、SuperScript Ⅲ

（invtrogen）を用いて cDNAを合成し 1ng/µLに調製後、SYBR Green を用いた real-time 

PCR法で mRNAの発現量を定量解析した。対象遺伝子は、過去に報告されている V. 

cholerae における低温ストレスと VBNC 化に関する研究（Asakura et al. 2006）や C. 

jejuni の増殖温度に関する研究（Stintzi. 2003）等を参考に選定し、低温ストレスや

VBNCに関与すると推測された 60遺伝子（表 4）とした。そのプライマーは、フリー

ソフトの Primer3Plus（http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi）

を用いて設計した（表 5）。反応液の組成は、KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix（2×）

Universal（KAPA BIOSYSTEMS）、プライマー各 0.4µM、Rox Reference Dye II 0.4µL、

cDNA溶液（1ng/µL）2µLで、滅菌蒸留水を用いて全量 20µLとした。装置は、7500 

Real-Time PCR system を用い、95℃で 30 秒処理後、95℃・5秒、60℃・40秒の反応を

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3
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40サイクル繰り返した後、融解曲線分析を行った。結果の解析は、SDS software を用

いて行い、ΔΔCt 法により定量解析した。 

 

内部標準遺伝子の検討 

内部標準遺伝子は、Ritz らの C. jejuniの内部標準遺伝子に関する検討の報告をも

とに（Ritz et al. 2009）、4 つの候補遺伝子（ilvC、rpoA、slyD、thiC）について検討し

た。4℃静置直後（0h）、4時間後（4h）、7日後（7d）の各時間の菌液から RNAを抽

出し、候補とした 4種類の各遺伝子について、上記の real-time RT-PCR 法により、そ

れぞれの時間における遺伝子発現を比較した。 

 

マイクロアレイ法 

Filgen 社の DNAマイクロアレイ遺伝子発現受託解析サービスにより、マイクロ

アレイ実験を行った。比較したサンプルは、4℃静置直後の通常状態の菌と 12週間後

の VBNC 状態の菌に加え、短期間低温状態の 4℃静置後 1週間の菌も加え、3点での

遺伝子発現をそれぞれ比較し、3通りの解析を行った。実験は、Agilent 2100 Bioanalyzer

により total RNAの品質を確認後、T7RNA増幅を行って Cy5 で標識し、Filgen Array 

Campylobacter jejuni を用いてハイブリダイゼーションを行った。その後、スキャニン

グおよびデータ解析により数値化し、C. jejuni の 1680遺伝子について解析した。なお、

C. jejuni のゲノムサイズは、約 1.6Mb であり（Parkhill et al. 2000）、今回の解析に用

いた 1680遺伝子は、ほぼすべての遺伝子を網羅している。 
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結果 

 

real-time RT-PCR法で使用する内部標準遺伝子の検討では、rpoA が他の 3遺伝子

と比較して最も安定して発現していることを確認した（図 7）。そのため、以後の実験

では rpoA を内部標準遺伝子として採用した。 

real-time RT-PCR法によって、静置直後（0h）の菌と 12週間後（12w）の菌につ

いて60種類の遺伝子発現を比較し、2倍以上の変化に注目したところ、12種類（cj0909、

flaC、cadF、dcuB、sdhC、pebC、cj1371、cj0864、ciaB、cj1541、cdtA、cj0758）が確

認でき、全て減少した遺伝子であった（表 6A）。顕著に増加した遺伝子はなく、約 1.5

倍ではあるが安定して発現の増加が認められた遺伝子は 5種類（cj0920、katA、cj0334、

kgtP、cj0358）であった。 

マイクロアレイ法では、C. jejuni の 1680 遺伝子について、静置直後（0h）、1 週

間後（1w）、12週間後（12w）の遺伝子発現をそれぞれ比較解析した（12w vs 0h、1w 

vs 0h、12w vs 1w）。2倍以上の変化に注目すると、1680 遺伝子の変化の内訳は表 6B

の通りであり、各データの ScatterPlotを図 8に示した。変化のあった遺伝子について、

タンパク質の機能と発現変化の比率を表 7に示した。 

C. jejuni の VBNC状態に関与する遺伝子の探索では、VBNC状態の「培養できな

い」という状態から、関連する酵素の活性が減少していると推測し、発現の減少した

遺伝子に注目した。そして、4℃で静置後 1週間での発現の減少は、VBNC状態への

移行ではなく、低温に置いたことの影響によると推測し、該当する遺伝子を除外して

候補遺伝子を絞り込んだ。すなわち、マイクロアレイ法による結果において、静置直

後と1週間との比較では 2倍の変化は確認されなかった 1628種類の遺伝子に含まれ、

なおかつ、1 週間と 12 週間との比較では 0.5 倍以下の減少がみられた遺伝子を候補

対象とした。その結果、候補となった遺伝子は hisI、cj0728、cj0849、sdhC、cj0988、

lolA の 6種類が確認された。 
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マイクロアレイ法により候補として挙げられた遺伝子のうち、コハク酸デヒドロ

ゲナーゼサブユニット C (SdhC)をコードする遺伝子は、先に行った real-time RT-PCR

法による結果にも発現の減少する遺伝子として含まれていた。そこで、1 週間目の変

化も加えて real-time RT-PCR 法により sdhC の発現の定量的解析を実施したところ、マ

イクロアレイ法による変化と同様に、4℃静置 1 週間後では減少せず、12 週間後には

0.5倍以下に減少することを確認した（図 9）。 

SdhC は、TCAサイクルに関連する酵素であるコハク酸デヒドロゲナーゼ Sdhを

構成するサブユニットである。そこで、Sdhに関連する他のサブユニット A,Bをコー

ドする遺伝子（sdhA, sdhB）についても注目したところ、マイクロアレイ法では 1 週

間から 12 週間の変化では 0.5倍以上の変化を認めなかったものの（表 9）、sdhCと類

似したパターンを示していることが明らかとなった。この変化について、real-time 

RT-PCR法で確認したところ、sdhA および sdhB も sdhC と同様に 1週間後の遺伝子発

現は変化せず、12週間で約 0.5倍に変化することが明らかとなった（図 9）。 
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考察 

 

第 3章では、C. jejuni の VBNC状態に関する分子レベルの解析の一つとして遺伝

子発現について注目し、real-time RT-PCR 法およびマイクロアレイ法により解析した。 

real-time RT-PCR法では、静置直後（通常状態）と 12週間後（VBNC 状態）の遺

伝子発現を比較した結果、2倍以上の変化は全て減少した遺伝子で、12 種類であった

（表 6A）。この結果より、VBNC 状態への移行には、特に減少する遺伝子の関与が推

測された。VBNC 状態では「培養できない」という状態から、関連する酵素の活性が

減少していると推測し、マイクロアレイ法では、C. jejuni の VBNC状態に関与する候

補遺伝子の探索方法として、発現の減少した遺伝子に注目することにした。そのうち、

4℃で静置後 1 週間目に発現の減少した遺伝子は除外することとした。その理由は、

静置直後、1週間後、そして 12週間後の 3点について遺伝子発現を比較し、減少の変

化のパターンを見ると、1 週間後に遺伝子発現の減少がみられるパターンと、1 週間

後はあまり変化はないが、12 週間後には減少しているパターンの 2 パターンがあり、

1 週間という早い段階で発現が減少するパターンは、培養能の低下というよりも、単

に低温に置いたことの影響が予想されたためである。培養能の変化は、第 2章の培養

可能な菌数を測定する実験（図 5）から、1 週間後はまだ培養が可能な菌が大半で菌

数は変化せず、12週間後にまったく培養できない状態になったことから、遺伝子発現

でも培養能と同様な減少パターンを示す遺伝子を検索対象とした。その結果、マイク

ロアレイ法で解析した C. jejuni の 1680 遺伝子のうち、検索対象とした遺伝子は、6

遺伝子（hisI、cj0728、cj0849、sdhC、cj0988、lolA）であり、タンパク質の機能が明

らかな遺伝子は 3種類（hisI、sdhC、lolA）であった。このうち、コハク酸デヒドロゲ

ナーゼサブユニット C（SdhC）をコードする遺伝子の発現は、先に実施した real-time 

RT-PCR法による遺伝子発現変化においても減少した遺伝子に含まれていた。そこで、

この sdhC に注目し、1 週間後の変化も加えた 3 点の real-time RT-PCR 法による sdhC
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の定量的解析を実施したところ、1週間後にはあまり変化しないが、12 週間後には 0.5

倍以下に減少し、マイクロアレイ法と同様の傾向を示した。さらに、sdh に関連する

他のサブユニット A、B（sdhA、sdhB）の遺伝子発現についても、マイクロアレイ法

および real-time RT-PCR 法で、sdhCと同様の経時的変化を示すことが確認された（図

9）。 

Sdh は TCAサイクルに関与する酵素であり、Sdhはコハク酸からフマル酸に酸化

するときに作用する酵素である（図 10）。VBNC 状態でこの酵素をコードする sdh の

遺伝子発現が有意に減少していた本実験の結果より、この酵素反応の低下や停止が

VBNC状態への移行に関連するのではないかと推測され、sdh が VBNC 状態への移行

に関連する候補遺伝子の一つとして示唆された。本実験で候補に挙がった他の遺伝子

は、その機能面から VBNC 状態への関与は低いと推測されたため、詳細な解析は実施

しなかった。 
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第 4章 VBNC状態の C. jejuni を回復させる条件の検討 

 

序論 

 

VBNC 状態になることが証明されている病原細菌は、現在のところ、約 50 種に

達している（Oliver. 2010）。近年は、これらの細菌の VBNC 状態に関して遺伝子発現

解析やプロテオーム解析等の様々な側面から研究が行われ、VBNC 状態の菌の回復に

ついても多くの研究が行われるようになった（Wai et al. 1996; Steinert et al.1997; 

Mizunoe et al. 2000; Reissbrodt et al. 2002; Gupte et al. 2003; Panutdaporn et al. 2006）。回

復させる方法は様々であり、温度変化によるもの（Wai et al. 1996）、アンモニウム塩

が存在する培地でヒートショックを加えるもの、カタラーゼやピルビン酸のような過

酸化水素除去剤を補足するもの（Mizunoe et al. 2000）、アメーバとの共存（Steinert et 

al.1997）など、多岐にわたる。 

C. jejuni においても、VBNC 状態からの回復について過去に検討されている

（Cappelier et al. 1999; Baffone et al. 2006）が、発育鶏卵やマウスを用いた in vivo での

実験系であり、遺伝子発現解析に基づく実験系は見当たらない。 

第 4章では、4℃で作製した VBNC 状態の C. jejuni を回復させる方法として、ま

ず、第 3 章の VBNC 状態で遺伝子発現の低下がみられた Sdh の代謝産物であるフマ

ル酸を培地へ添加することで、VBNC 状態から培養可能状態への転換を試みた。さら

に、VBNC 状態から回復させる別の方法として、V. cholerae や E. coli などの他菌種に

おいても検討されている培養細胞との共培養や発育鶏卵接種を本実験においても検

討してそれぞれの再現性を確認した。 
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材料と方法 

 

①フマル酸の培地への添加 

培地作製 

培地は、コロンビア寒天培地（BD）あるいはブルセラ培地（BD）を使用した。

各培地に、フマル酸ナトリウム（和光純薬工業）を 0.25g/Lあるいは 1.0g/Lを追加

で添加し、微生物用シャーレあるいは試験管で培地を作製した。 

 

菌液の接種 

VBNC 状態の C. jejuni 10
7
CFUを、それぞれの培地に接種し、37℃で 48時間、

微好気培養した。液体培地であるブルセラ培地を用いた場合の回復の確認として、

培養後の培地 100µLを血液寒天培地にコンラージ棒で塗抹し、37℃で 48時間、微

好気培養した。 

 

②培養細胞との共培養 

細胞培養 

使用した培養細胞は、腸管内に近い環境を用いるため、腸管上皮由来の培養細

胞である CACO-2、ECC-4 を使用した。その他に、子宮頸癌由来である HeLa、肝

細胞がん由来である HepG2、チャイニーズハムスター卵巣細胞の CHOの計 5種類

の培養細胞を用いた（いずれも RIKEN BRC より購入）。24穴組織培養用シャーレ

を用い、コンフルエント状態の各種培養細胞を作製した。 

 

培養細胞との共培養 

作製した各種培養細胞に、VBNC 状態の C. jejuni を 1well あたり 10
7
CFUを添

加し、37℃で菌体と培養細胞を接触させ、5%CO2、37℃の環境下で共培養した。一
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定時間後、菌液を除き、培養細胞用の培地を加えて、さらに細胞を培養（5%CO2、

37℃）した。陽性対照として、通常状態の C. jejuni を用い、同様の処理をした。培

養細胞用の培地を除いた後、PBS(-)で 3回洗い、細胞溶解のために 0.1%の Triton-X

を 100µL 添加した。ピペッティング後、細胞溶解液をウマ血液寒天培地にコンラ

ージ棒で塗抹し、37℃で 48時間以上、微好気培養した。C. jejuni との接触時間や、

菌が細胞内に侵入したと仮定して菌液を除去した後の細胞培養時間などの条件を、

様々に組み合わせて試験を行った。 

 

③発育鶏卵接種 

発育鶏卵は、（株）大畑シェーバー孵化場で購入した 7 日齢の発育鶏卵を使用し

た。25Gの注射針および 1mLのシリンジを用い、鶏卵 1個につきVBNC状態のC. jejuni 

10
7
CFUを卵黄嚢内へ接種した。陽性対照として通常状態の C. jejuni、陰性対照として

PBS(-)を用い、同様の処理をした。鶏卵を 37℃で 2日間あるいは 6日間培養後、卵黄

液のみを 18G の注射針および 2.5mL のシリンジを用いて無菌的に回収した。卵黄液

150µL をウマ血液寒天培地および mCCDA 培地にコンラージ棒で塗抹し、37℃で 48

時間以上、微好気培養を行い、集落形成を確認した。 
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結果 

 

VBNC 状態の C. jejuni を回復させるために、①フマル酸の培地への添加、②培養

細胞との共培養、③発育鶏卵接種の 3 種類の方法を検討した。1 つ目の方法として、

Sdh の代謝産物であるフマル酸を 0.25g/L あるいは 1.0g/L の濃度で追加した培地で

VBNC状態の C. jejuni を培養したが、血液寒天培地上での集落形成や液体培地中での

菌の発育はみられなかった。 

2つ目の方法として、CACO-2、ECC-4、HeLa、HepG2、CHO の 5種類の培養細

胞と共培養した。その結果、48時間培養した HeLa を用いて、VBNC 状態の C. jejuni

を 5 時間接触させ、さらに 48 時間、細胞培養した条件の試験において、血液寒天培

地上での集落形成が確認された。しかし、再度同じ条件で試験を行ったが、再現性は

得られなかった（表 10）。この他に、各種類の培養細胞と VBNC状態の C. jejuni を様々

な条件で共培養したが、いずれにおいても寒天培地上での集落形成を認めることはな

かった。表 10には、集落形成の確認された HeLa の他に、代表的な腸管系培養細胞で

ある CaCo-2を用いた場合の実験条件と結果を示した。 

回復させる 3つ目の方法として、発育鶏卵の卵黄嚢内に VBNC状態の C. jejuni を

接種した。接種した VBNC 状態の C. jejuni は、培養細胞の試験の時と同じロットを使

用し、菌数もほぼ同じ数を接種した。2 回行った試験のうち、1 回目の試験では、接

種後 6日目の鶏卵 6個中 1個、2回目の試験では鶏卵 13 個中 1個から、VBNC 状態の

C. jejuni を接種した発育鶏卵の卵黄液から血液寒天培地と mCCDA培地で C. jejuni の

発育が検出された（表 11）。一方で、発育鶏卵接種後 2 日目での回収では、培養可能

なカンピロバクターは得られなかった。発育鶏卵接種 6日間の培養による回復率は約

10%であった。 
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考察 

 

VBNC 状態からの回復とは、培養不能性に起因する代謝および生理過程が逆転し

て、細胞の増殖を支える通常の培地上で増殖する能力を取り戻すことと定義されてい

る（Oliver. 1993）。 

第 3 章で遺伝子発現の減少がみられた sdh は TCA サイクルのコハク酸からフマ

ル酸に酸化する酵素をコードする遺伝子である。代謝過程で不足していると推測され

たフマル酸を培地へ添加して VBNC 状態からの回復を試みたが、培地上での集落形成、

すなわち増殖能の回復はみられなかったことから、代謝過程で不足していると思われ

る物質を単純に培地に添加しただけでは、VBNC状態の C. jejuni は回復しないのかも

しれない。今回のフマル酸の添加濃度は、C. jejuni の培地である mCCDA培地やプレ

ストン培地、ボルトン選択増菌培地の組成に含まれる、ピルビン酸ナトリウムやα-

ケトグルタル酸の濃度を参考に決定した。C. jejuni の細胞膜において、フマル酸の透

過酵素は確認されていないが、C. jejuni の培地にフマル酸を添加している研究

（Tangwatcharin et al. 2010）もあることから、フマル酸は菌体内への透過するものと

思われる。 

他の 2つの方法では、遺伝子発現変化に基づいて行う回復条件の検討とは異なる

アプローチで回復条件を検討し、第 2 章で作製した VBNC 状態の C. jejuni が、実際

に培養可能な状態へ回復するという状況を確認するために行った。 

V. cholerae においては CACO-2 や HeLa、CHO などの培養細胞との共培養で、

VBNC状態からの回復、すなわち培養可能状態への転換が確認されている（Senoh et al. 

2012）。そこで、本研究でも同様な実験を検討したところ、HeLa を用いた共培養の 1

試験で 1集落の出現が確認されたが、再試験では同じ結果が得られず、再現性は得ら

れなかった（表 10）。その他、様々な条件の組み合わせで試験を行ったが、いずれに

おいても C. jejuni の VBNC 状態においては、回復がみられず、培養細胞との共培養と
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いう条件において、今回作製した VBNC 状態の菌が回復する可能性は低いことが考

えられた。 

  さらに、VBNC状態の細胞を回復させる別の方法として、発育鶏卵接種を検討し

た。過去の報告（Cappelier et al. 1999）で、高温条件で作製した C. jejuni の VBNC状

態の菌が、発育鶏卵の卵黄嚢内に接種することで培養能を回復したとある。そのため、

低温条件で VBNC 状態を作製している本研究においても、同様な実験を行って回復

するのかを検討した。その結果、検討した 2回の試験において、VBNC状態の細胞を

接種して 6 日間培養させた発育鶏卵の卵黄液から、培養可能な C. jejuni の集落形成

が検出された（表 11）。本研究の発育鶏卵接種 6日間の培養による回復率は約 10%で

ある。これは、Cappelier らが 37℃で作製した VBNC 状態の C. jejuni を発育鶏卵に

10
6
CFU 接種し、12 時間から 96 時間培養した場合の回復率が約 80%であったことと

比較すると、低い確率である。しかし、2回の試験で再現性が得られたことより、本

研究で作製した VBNC 状態の菌は、生体を通過することによって培養可能状態へと

転換する可能性が示唆された。接種した菌液に、培養可能な菌が残っていた可能性は

排除することはできないが、培養細胞との共培養では菌の発育がみられなかった一方

で、同じロット、同じ菌量を接種した発育鶏卵では菌の増殖がみられた。このことよ

り、本研究で作製した VBNC状態の菌において回復現象が実際に起こることを、この

実験から確かめることができた。  

なお、この発育鶏卵接種の実験から得られた C. jejuni の回復株について、回復し

たことによる遺伝子の変異を確かめるために、C. jejuni ATCC 700819の元の菌株と

回復株（HeLa 由来、発育鶏卵由来）からゲノム DNA を抽出して RAPD-PCR 法と

次世代シークエンス法を実施した。RAPD-PCR法では、12種類のプライマーを用い

たが、いずれの場合も 3菌株の電気泳動のパターンは同様であり、そのうち 6種類の

プライマーを用いた場合の実験結果を図 11 に示した。次世代シークエンス法による

全ゲノム解析を実施したところ、本研究で注目していた sdhA,B,Cの塩基配列は、元の
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菌株の配列と一致し、回復したことによる遺伝子変異は認められなかった。また、こ

れら遺伝子の発現は、元の菌株の通常状態と同様であることを確認した。 
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総括 

 

Campylobacter jejuni 食中毒は、細菌性食中毒の中で全国的に最も発生件数の多い

食中毒であり、その予防対策を講ずることが急務となっている。C. jejuni は、食品の

保存や流通の温度帯である低温に保存することによって、生きているが培養できない、

いわゆる Viable but non-culturable（VBNC）の状態になることが確認されている。その

ため、C. jejuni 食中毒を制御するためには、VBNC状態であっても検出できる検査法

の確立と低温における生存機構の解明が非常に重要である。 

本研究では、まず、C. jejuni が VBNC 状態であっても検出可能な方法として、

duplex SYBR Green real-time PCR 法を活用し、C. jejuni を含む 16種類の食中毒起因菌

を一斉に検査するために、これらを特異的に検出するための 16 遺伝子を既報のプラ

イマーの組み合わせを改良することで検査法を確立した。実際に発生した食中毒関連

事例の患者糞便検体から DNAを抽出し、本検査法を実施したところ、3～4時間で従

来の培養法と同等の結果を出すことが可能であり、本検査法の有用性を証明すること

ができた。さらに、培養法では陰性であった検体が real-time PCR 法では陽性と判定さ

れた C. jejuni 食中毒事例があり、本検査法は、検体中の VBNCあるいは死菌の状態の

菌も検出可能であることが分かった（第 1章）。 

次に、C. jejuni を低温（4℃）に保存することによって、実験的に C. jejuni の VBNC

状態の作製を試みた。C. jejuni ATCC 700819 を使用し、PBS(-)4℃で静置保存したとこ

ろ、1週間毎に全菌数、生菌数および培養可能な菌数を測定すると、11 週間目以降は

生きているが非選択性培地の血液寒天培地で集落形成がみられなくなり、実験的に

VBNC 状態の菌を作製することができた。このことより、本研究では VBNC 状態を

「血液寒天培地で培養できない状態」と定義し、PBS(-)4℃で 12週間静置保存し、生

きているが血液寒天培地で培養できなくなった状態を“VBNC 状態”として、以後の

実験を行った。この状態の菌体は、蛍光および電子顕微鏡で観察すると、形態が本来
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のらせん状から球状（coccoid form）に変化していた（第 2章）。 

C. jejuni の VBNC 状態の分子レベルの解析として、遺伝子発現変化に注目した。

4℃静置直後、1週間後（短期間低温状態）、12週間目（VBNC状態）の C. jejuni から

それぞれ total RNAを抽出し、3点の遺伝子発現について定量的 real-time RT-PCR 法お

よびマイクロアレイ法により C. jejuniの遺伝子を網羅的に解析したところ、コハク酸

デヒドロゲナーゼ(Sdh)をコードする遺伝子の発現が VBNC 状態で減少しており、sdh

が VBNC 状態への移行に関与する候補遺伝子の一つとして推定された（第 3章）。 

VBNC 状態で発現の減少がみられた Sdh は TCA サイクルのコハク酸からフマル

酸に酸化する酵素である。そこで、フマル酸を培地へ添加し、VBNC 状態の C. jejuni

を接種したが回復はみられなかった。作製した VBNC状態の菌が回復することを確認

するために、培養細胞との共培養を試みたところ、V. cholerae などの他菌種では VBNC

状態からの回復が報告されているものの、C. jejuni では確認できなかった。さらに別

の方法として、発育鶏卵の卵黄嚢内に VBNC 状態の C. jejuni を接種した実験では、回

復率が 10%ではあったものの、培養可能状態への転換が認められ、再現性が得られた。

このことより、C. jejuni の VBNC状態の菌は生体にとって感染源となることが示唆さ

れた（第 4章）。 

 

本論文の一部は以下に公表した。 

Iida, N., Fukushima, H., Hiroi, M., Yagi, M., Kanda, T., Murakami, M. and Sugiyama, K.: 

Development of duplex SYBR Green real-time PCR for rapid and simultaneous detection of 

16 specific genes of 16 major foodborne bacteria. Jpn. J. Food Microbiol., 30 (2013) 160-164 
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General overview 

 

      Campylobacter jejuni, a Gram-negative microaerobic bacterium, is the most prevalent 

foodborne bacterial pathogen in Japan. Understanding its resilience is crucial for preventing 

its spread and the recurrence of food poisoning due to foodborne outbreaks. C. jejuni can 

enter a viable but non-culturable (VBNC) state at low temperatures. Therefore, to control C. 

jejuni foodborne outbreaks, it is important to develop an assay for detecting the pathogen in 

both the VBNC and culturable states and to elucidate its mechanism of survival at low 

temperatures. 

      In Chapter 1, we describe our design of a modified duplex SYBR Green real-time 

polymerase chain reaction (PCR) assay for simultaneously detecting 16 specific genes of 16 

major foodborne bacteria including C. jejuni in not only the culturable state, but also the 

VBNC state. The 16 primer pairs for the 16 target genes were selected based on the findings  

described in a previous report. The present real-time PCR assay was evaluated to detect the 

causative bacteria in DNA extracted from the fecal samples of symptomatic patients infected 

by actual foodborne outbreaks. This assay (DNA extraction from feces and duplex real-time 

PCR) was performed within approximately 3 to 4 h and the results were consistent with those 

of culture. This finding shows that the proposed PCR method is useful for rapid identification 

of the causative pathogens of foodborne outbreaks. Furthermore, a specimen from a patient 

with food poisoning caused by C. jejuni was negative by culture and positive by duplex 

real-time PCR, indicating the suitability of this method for detecting bacterial cells in both the 

VBNC and dead states. 

      In Chapter 2, we present our attempt at experimentally inducing the VBNC state of C. 

jejuni ATCC 700819 by exposing it to cold stress. The C. jejuni strain was subjected to cold 

shock in PBS(-) at 4°C for up to 12 weeks. Then, a portion of the resuspended cells was 
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assessed each week to enumerate the viable and culturable cells; viability was assessed by 

BackLight staining and the culturable cells were measured using blood-free Campylobacter 

selective agar (mCCDA) and non-selective blood-containing agar plates. After 11 weeks of 

cold stress, no C. jejuni colonies were detected in the selective agar plates or non-selective 

blood-containing agar plates, with viability of 70-80%, indicating that C. jejuni entered the 

VBNC state under this condition. The cells in the VBNC state obtained by incubating in 

PBS(-) at 4°C for 12 weeks were used in subsequent experiments. Fluorescence and electron 

microscopy revealed changes in the morphology of the VBNC C. jejuni cells from the spiral 

form to the coccoid form. 

      In Chapter 3, we focus on changes in gene expression to analyze the VBNC state of C. 

jejuni at the molecular level. Total RNA was extracted from C. jejuni cells under each 

condition immediately after incubation at 4°C, after 1 week (short-term incubation state), and 

after 12 weeks (VBNC state). We analyzed the gene expression of C. jejuni by subjecting the 

total RNA to quantitative real-time reverse-transcription-PCR and microarray assays. In the 

VBNC state, the expression of sdh, the gene encoding succinate dehydrogenase, was 

significantly downregulated, and the gene was considered a candidate in the transition from 

the culturable state to the VBNC state.  

      Sdh is an enzyme that oxidizes succinic acid to fumaric acid in the tricarboxylic acid 

cycle. Following on from our findings outlined in Chapter 3, Chapter 4 presents our 

examination of whether addition of fumarate to the culture medium could resuscitate the 

cold-stressed cells of C. jejuni with downregulated sdh expression from the VBNC state; 

however, no recovery was observed. Next, we attempted to resuscitate the VBNC cells 

produced at 4°C under co-culture conditions with mammalian cultured cells, as reported for 

other species such as Vibrio cholera and Escherichia coli. The C. jejuni cells could not be 

resuscitated from the VBNC state even in the presence of several kinds of cultured cells such 
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as CACO-2 and ECC-4. On the other hand, when C. jejuni in the VBNC state was inoculated 

in the yolk sacs of embryonated eggs, recovered culturable cells were reproducibly detected in 

approximately 10% of the eggs. The resuscitated cells were genomically identical to the 

original strain. This observation indicated that C. jejuni even in a cold stress-induced VBNC 

state might be a viable source of infection in humans. Taken together, C. jejuni can retain its 

pathogenicity in the VBNC state because of its potential to be resuscitated in food. 
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