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1.　はじめに

自然環境中では，細菌は，種々のストレスに曝されている．

細菌がある環境から他の環境へ移った場合，温度，栄養状態，

塩濃度，pH などの変化に直面する．多くの病原細菌や常在

菌は環境と宿主の間を移行し，宿主の免疫ばかりでなく，栄

養状態の突然の変化に適応しなければならない．細菌は環境

の変化のもとで生存するために，多くの適応メカニズムを進

化させてきた．芽胞の形成もその一つであるが，芽胞を形成

しない細菌は，エネルギーや栄養の欠乏した（飢餓）状態で

生存するために，種々の適応プログラムを有している．その

一つが相変異である．相変異は，ある遺伝子のスイッチが周

期的に ON あるいは OFF になることでおこる．鞭毛，線毛，

外膜タンパク，菌体外多糖（EPS：exopolysaccharide）など

が相変異を起こすことが知られている．我々は，コレラ菌が

飢餓などの環境ストレスに反応し，通常の透明なスムーズコ

ロニーからルゴース（皺のよった）コロニーに変異すること

を見いだした 1,2）．ルゴース株はスムーズ株に比べ，大量の

EPSを産生し，浸透圧の変化や酸化ストレスに抵抗性を示し，

バイオフィルム形成を促進する．バイオフィルムは，細菌が

存在するあらゆる環境表面（自然，工場，生態系，感染症）

で形成される．バイオフィルムは生態学の立場から見ると細

菌の生存に有利な環境といえる．

生きているが培養できない（viable but nonculturable：VNC）

状態もまた，きびしい環境下での細菌による適応戦略と考え

られている 3）．VNC 状態の細菌は通常の培養法では増殖しな

い．しかし，細胞は代謝・呼吸活性を有し，膜のインテグリ

ティも保たれ，特殊な mRNA の転写が行われている 4,5）．

本稿では，コレラ菌のストレス下での生存戦略をバイオ

フィルム形成と VNC 状態への移行に焦点を絞り述べる．

2.　バイオフィルム

細菌はそのライフサイクルにおいて浮遊細胞としてよりも

何かの表面に固着した共同体（バイオフィルム）として存在

している期間が長いと考えられる．バイオフィルム形成は微

生物の分化に結びつけられ，広い意味では多細胞生物の分化

システムに関連づけられる．発生はいわゆる高等生物に限ら

れてはいないともいえる．細菌の発生過程の例としては単個

細胞の分化（Caulobacter crescentus の遊走細菌から有茎細菌

への移行）と枯草菌の芽胞形成などが含まれる．コレラ菌等

のグラム陰性菌のバイオフィルムの形成過程は 4 つの段階に

分けられる．1）鞭毛による遊走と表面への軽度の付着，2）

線毛によるより強固な定着，3）増殖・マイクロコロニーの

形成，4）成熟（EPS の産生と高次構造の構築）（図 1）．形

成過程の根幹は多くの微生物に共通であると思われるが，正

確な分子メカニズムは菌により異なる．コレラ菌のバイオ

フィルム形成は，コロニー形態の相変異に密接に関連してお

り，大腸菌等のバイオフィルム形成とはやや異なった様相を

呈している．
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2.1　コレラ菌の相変異

これまで血清型が O1 のコレラ菌のみがコレラの流行を起

こしてきたが，1992 年，血清型が O1 とは異なる O139 コレ

ラ菌による流行が起こった 6）．O1 コレラ菌と O139 コレラ菌

を低温・低栄養状態に曝すとスムーズコロニーからルゴース

コロニーに相変異することを見いだした（図 2）．他のスト

レス（高浸透圧，高濃度の抗生物質，酸や凍結）も，コレラ

菌の相変異を誘導した．

2.2　コレラ菌のルゴース株による EPS 産生とバイオフィ

ルム形成

ルゴース株は多量の EPS を産生することが判明した 1,2）．

EPS は種々の細菌種においてバイオフィルムの形成に関与

していることが報告されている（大腸菌のコラン酸や緑膿菌

のアルギン酸など）．コレラ菌の EPS 産生とバイオフィルム

形成の関連性を検討した．O1 および O139 ルゴース株は試

験管の壁と培地表面に膜状のバイオフィルムを形成した．一

方，スムーズ株はバイオフィルムを形成しなかった（図 3）．
走査電子顕微鏡の観察では，菌がバイオフィルムマトリック

スに埋め込まれた像が見られた（図 4）．菌と菌は細いフィ

ラメント状の線維（ナノチューブ）で連結している．最近の

研究では，ナノチューブを介して同菌種間および異菌種間で

様々な物質（DNA，RNA，タンパク）を交換していること

が示された 7）．興味深いことに，バイオフィルム内の一部の

菌はねじれた長いフィラメント状や球菌状の形態を呈してい

る（図 5）．通常私たちが知っているコレラ菌は少しねじれ

たコンマ型の単桿菌であるが，これは栄養豊富な液体培地中

で培養された結果であり，むしろ人工的な形態かもしれない．

培養 2 日後および 4 日後のバイオフィルム内の菌と浮遊細菌

の超薄切片を観察すると，バイオフィルム内の菌は正常な内

部構造を維持しているが，浮遊細菌の大多数はインテグリ

ティを失い死んでいるように見える（図 6）．バイオフィル

ム内の菌は飢餓などのストレスに対し抵抗性を示すと考えら

図 3 コレラ菌のルゴース株によるバイオフィルム形成

A：ルゴース株

B：スムース株

⇨：バイオフィルム

図 4　コレラ菌のバイオフィルム（走査電子顕微鏡像）

コレラ菌とバイオフィルムマトリックスが観察される．菌と菌

は細いチューブ（ナノチューブ）で連結されている．

―：1 μm

　O1 型コレラ菌のコロニーの相変異

⇨：ルゴースコロニー

：スムースコロニー

―：2 mm

図 1 グラム陰性菌のバイオフィルム形成過程

EPS：exopolysaccharide（菌体外多糖）

細菌は鞭毛で個体表面に遊走し，付着する．線毛を発現し強固

に付着し，増殖する．EPS を分泌し，マッシュルーム様の成

熟したバイオフィルムを形成する．
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れる．また，バイオフィルム内のフィラメント状の菌は捕食

細胞からの貪食に抵抗しているのではないかと考えられる．

これは尿路病原性大腸菌の研究でも示されている 8）．バイオ

フィルム形成とそれに関連した形態学的変化（フィラメント

状変化等）は，宿主および環境中での細菌の生存に有利であ

ると思われる．

O139 コレラ菌は O1 コレラ菌以外で初めてコレラの流行

を起こした菌である．O1 コレラ菌に既に感染したヒトは，

O139 の感染に交差防御（免疫）を示さなかった．それは

2 つのコレラ菌のリポ多糖抗原が違うからである．一方，ル

ゴース型 O1 コレラ菌の産生する EPS に対する抗体はルゴー

ス型 O139 コレラ菌の EPS と交差反応を示した 2）．O1 コレ

ラ菌と O139 コレラ菌の EPS の分子生物学的研究は，この

2 つの菌に共通したワクチンの開発に繋がる可能性がある．

3.　VNC（viable but nonculturable）状態

コッホ以来 100 年以上に亘って培養可能であるということ

が細菌が生きていることの定義であった．しかし近年生きて

いるが培養できない（VNC）状態の細菌の存在が報告され

るようになった．VNC とは，通常の培養条件では増殖が認

められないものの，菌体が何らかの生物活性を維持している

状態を示す．コレラや腸管出血性大腸菌の感染は，汚染され

た食品や，井戸水等の飲料水を介して起こることが知られて

いるが，感染源の特定は容易ではない．検体中，特に水中で

は，低温・低栄養状態に曝され原因菌が培養不能（VNC）状

態になっている可能性が考えられる．

VNC 状態の菌は温度の上昇や動物通過により蘇生され感

染を起こす可能性があることが示されているので，公衆衛生

上大きな関心事になっている 9）．しかしながら，VNC 状態が

飢餓へのプログラムされた適応反応であるという概念は論争

の的となっており，菌体細胞の変質のため培養不能となり，

結果として瀕死の状態になっているという説もある 10）．コレ

ラ菌や腸炎ビブリオは環境からの分離頻度は夏期より冬期の

方がずっと低くなるが，Colwell らは，低温の水系環境で細

菌は培養されないが存在していることを示した 3）．この培養

能の低下が VNC 状態へ移行しているためであると考えら

れ 11,12），現在まで少なくとも 30 種の細菌の VNC への移行が

報告されている 12）．VNC は芽胞を形成しない細菌のストレ

ス環境中での生存反応とも考えられる 11）．低栄養と低温が

VNC への誘導の主な原因ということが示されている 11,13）．腸

炎ビブリオ，コレラ菌は低温で VNC へ誘導され，菌液の温

度を上げて 10 数時間培養（temperature upshift）した後寒天

培地に播種するとコロニーが形成され，培養能が回復し蘇生

されることが示された 12 ～ 14）．しかしながら，この蘇生が真

の蘇生か，検出を免れて生存していた少数の培養可能細菌の

増殖によるものかは判定が困難である 12,13）．かように液体培

地中で行われる蘇生法は常に多くの論争を巻き起こしてき

た．temperature upshift とは違った方法を用いた VNC 細菌

の蘇生の試みについて述べる．

3.1　コレラ菌の VNC
コレラ菌は大量の下痢を起こす病原細菌であり，その感染

源は川や池，井戸等のような自然環境の表層水である．しか

しながら，流行地では自然環境からコレラ菌を検出すること

は必ずしも容易ではない．Colwell らは，コレラ菌は VNC へ

移行することを示唆した 3）．Wai らはコレラ菌を低温低栄養

で数十日間培養することにより VNC 状態へ誘導した後，非

常に短い熱ショック処理をし寒天培地に播種すると VNC 細

菌の真の蘇生が観察されたと報告した 15）．Kell らは蘇生に関

する 31 の報告をレビューした結果 3 つの報告が真の蘇生で

あり，コレラ菌の熱ショックによる蘇生はその内の 1 つと結

論づけた 16）．熱ショックにより，VNC 状態の菌が培養能を

回復するメカニズムは明らかでない．細菌が，高温などのス

トレスに曝されると，一過性にある一群のタンパクの発現が

図 5　バイオフィルム内のコレラ菌の形態（走査電子顕微鏡像）

フィラメント状（）や球菌状（）の形態をしたコレラ菌が

観察される．

―：1 μm

図 6　バイオフィルム内のコレラ菌と浮遊コレラ菌の超薄層切

片電子顕微鏡像

―：1 μm
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誘導されることが知られているが，誘導されたタンパクがコ

レラ菌の VNC からの蘇生に関与している可能性がある．こ

れまでなされてきたほとんどの研究は真の蘇生とわずかばか

り残っていた増殖可能な菌の再増殖（regrowth）との鑑別が

困難である．そこで我々は今まで行われてきた温度の上昇や

ある特別な培養液を用いた方法ではなく，直接寒天培地上に

播種し蘇生させる方法を考案した．著者等は，VNC 状態の

腸管出血性大腸菌や腸炎ビブリオなどをカタラーゼやピルビ

ン酸などの過酸化水素を分解するような化合物を添加した寒

天培地に播種することにより，培養能を回復することに成功

した 17,18）．VNC 状態のコレラ菌についても同様の蘇生結果

を得た（図 7）．飢餓状態におかれた培養不能菌は，酸化ス

トレスに感受性となっており，突然栄養豊富な培地に移され

ると，代謝により発生した活性酸素を処理できず，菌の増殖

が認められない．すなわち，過酸化水素感受性であることが

VNC 細菌の生理学的状態の一端であると考えられる．

4.　結　　語

ストレスに対する細菌の適応は広範な細胞の生理学的変化

を伴っている．バイオフィルムの形成は様々な環境中での生

存の重要な要素である．我々はコレラ菌がルゴースコロニー

に相変異し多量の菌体外多糖を分泌しバイオフィルム形成を

促進することを示した．また，ルゴース株は浸透圧や酸化ス

トレスに抵抗を示した．VNC 状態もまた，悪条件下での生

存戦略と考えられている 19）．VNC 状態は遺伝的にプログラ

ムされた生存型であり，適切な環境に出会うと再び増殖する

可能性がある．今後，バイオフィルム形成や VNC 状態に関

わる分子生物学的解析が医療や公衆衛生の観点からも必要だ

と考えられる．
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図 7　VNC 細菌の寒天培地上での蘇生

人工海水中で数十日間培養し VNC 状態に誘導されたコレラ菌

を普通寒天培地上に100 μl播種し，37°Cで24時間培養した．（A）
普通寒天培地．（B）カタラーゼ添加普通寒天培地．（C）ピル

ビン酸添加普通寒天培地．
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