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総 説

低温流通食品の品質および安全性確保に関する基礎的研究

（平成 25 年度日本食品科学工学会奨励賞）
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九州大学大学院農学研究院生命機能科学部門食料化学工学講座食品衛生化学分野

Basic Studies on the Quality and Safety of Foods

Stored and Distributed at Low temperature

Ken-ichi Honjoh*

Department of Food Science and Technology, Faculty of Agriculture, Graduate School,

Kyushu University, 6-10-1 Hakozaki, Fukuoka, Fukuoka 812-8581

Convenience and a rise in health awareness has increased the demand for ready-to-eat vegetables and fruits;
however, along with this increase in demand has been an increase in the number of food poisonings associated with
the low-temperature storage and distribution of foods. To maintain the quality and safety of vegetables, we have
conducted basic research on the freezing tolerance of plants by using chlorella and yeast. First, two low-
temperature inducible genes from Chlorella were investigated by genetic modification techniques. Next, the
availability of taurine and trehalose to plants stored at freezing temperatures was investigated. Finally, a rapid
detection method for Listeria monocytogenes, a psychrophilic bacterium and a pathogen in foods stored and
transported at low temperature, was developed based on subtyping clinical isolates and isolates from food and the
environment. （Accepted Dec. 6, 2013）
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1． は じ め に

近年，簡便性や健康志向の高まりにより，カット野菜な

どの ready-to-eat 野菜や果物の消費量が増加しており，そ

れに伴い，これらの未加熱生食用野菜などを原因食品とす

る食中毒事件も増加している1）2）．これらの野菜や果物の品

質を保持した流通は低温流通システムの整備により可能と

なってきたが，生産段階での汚染および加工段階での不十

分な殺菌などにより生残した食中毒細菌などの微生物が非

凍結温度の低温でも増殖する事が食中毒発生の原因とも

なっている．

低温流通には冷蔵と冷凍の二つの手法があるが，もし，

冷蔵で流通している生食用野菜を冷凍状態で流通すること

ができれば，微生物の増殖温度域（−10℃程度）より低い

温度での流通となり，食中毒の危険性の低減につながる．

植物の中には，非凍結温度の低温処理により凍結耐性を

獲得するものがある．その際，種々の遺伝子発現が誘導さ

れるが3），これらの中には直接凍結耐性獲得に関わるものや

低温で発現誘導された酵素によって生合成された適合溶質

と呼ばれる物質が凍結耐性に関与する場合もある4）5）．

著者らは，これまでに単細胞緑藻であるクロレラ（Chlo-

rella vulgaris C-27）を用いて凍結耐性獲得機構について解

明を進め，凍結耐性獲得時に発現が誘導される遺伝子をク

ローニングした6）∼9）．このうち特に重要と思われた二つの遺

伝子に着目し，酵母や植物で作製した遺伝子組換え体を用

いて凍結耐性に関する解析を行った．また，凍結耐性向上

に寄与すると推察された二つの物質（タウリン，トレハロー

ス）に着目し，添加実験10）ならびに遺伝子組換え酵母11）12）

を用いて，凍結貯蔵への利用性について検討を行った．

さらに，著者らは低温流通食品において問題となる低温

増殖性食中毒細菌であるリステリア（Listeria monocyto-

genes）の臨床株ならびに食品由来株について病原性関連

遺伝子の解析に基づく分類を行い，ヒトへの高い病原性を

有する可能性が高いリステリア検出法の開発を行った13）．

本総説では，これまで著者らが取り組んできた低温流通

食品の品質および安全性確保のための基礎的研究について
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解説する．

2． 凍結耐性関連遺伝子の利用

著者らはこれまでにクロレラを 3℃での低温処理により

発現する遺伝子についてディファレンシャルスクリーニン

グ，サブトラクション法などにより解析を行い，137 種の

遺伝子の cDNAを取得している6）∼9）（表 1）．多くの遺伝子

は，植物が低温などのストレスを受けた際に発現が見られ

るものであった．このうち，ノーザンブロッティングやリ

アルタイム PCR 法による解析によって，特に発現量が多
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Elongation factor

Translation initiation factor

（29 種）
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く，凍結耐性との関わりについて新規性ならびに強い関与

が推察された二つの遺伝子に着目した．

まず，一つ目は Late Embryogenesis Abundant（LEA）

タンパク質をコードする hic6遺伝子6）であるが，この遺伝

子は 11 アミノ酸の繰り返し配列14）を有し，その繰り返し

配列が凍結耐性に強く関与している可能性が考えられた．

そこで，大腸菌組み換え体による生産や化学合成法により，

11 アミノ酸の繰り返し数が異なるポリペプチドを合成し，

凍結に弱い乳酸脱水素酵素（LDH）に共存させて凍結し，

融解後の LDH残存活性を測定した．その結果，HIC6 タン

パク質は BSA などと同程度の凍害防御活性を有し，その

活性は 11 アミノ酸の繰り返し数に依存していることを明

らかにした（図 1）15）．さらに，この遺伝子を酵母16）あるい

はタバコ植物（図 2）に導入した組み換え体では17），それぞ

れにおいて凍結耐性が向上した．植物での凍結耐性は−3∼

−4℃程度の比較的高い温度ではあったが，実際にタバコ

植物でも凍結耐性が向上したことから，HIC6 タンパク質

の実用性が示された．

二つ目として，NADPH依存性葉緑体局在型チオレドキ

シン還元酵素（NTRC）遺伝子に着目した．本酵素は，葉

緑体に局在し18），ペルオキシレドキシン（Prx）と協働して

過酸化水素などの過酸化物を還元する酵素である19）．そこ

で，クロレラから NTRC と相互作用するタンパク質を精

製し，N-末端アミノ酸配列決定により同定したところ，

Prx タンパク質であった20）．そのため，共同研究していた

東京農業大学の新村洋一教授より本 Prx遺伝子ならびに

大腸菌での発現ベクターの分与を受けた．NTRC ならび

に Prx タンパク質を大腸菌で大量発現させて精製後，活性

を測定したところ，両タンパク質存在下で過酸化水素およ

び過酸化物の分解が確認された21）．さらに，両遺伝子を発

現する組換え酵母の凍結耐性あるいは酸化ストレス耐性に

ついて評価したところ，NTRC 単独発現あるいは NTRC-
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各濃度でポリペプチドを乳酸脱水素酵素（LDH）溶液に添加後，−20℃で 24 時間凍結融解後の残存活性を測定．

括弧内の数値はそれぞれのポリペプチドが持つ 11 アミノ酸のモチーフ数を示す．

図 1 hiC6遺伝子由来合成ポリペプチドの凍害防御効果

タバコの葉を各温度で 3時間凍結し，その後 25℃に戻して 4日後に写真を撮影した．

図 2 hiC6遺伝子を導入したタバコ葉の凍結耐性



Prx 共発現酵母でストレス耐性の向上が認められた（図

3）．このことから，NTRC-Prx 抗酸化系酵素群が，凍結時

あるいは融解時に発生する活性酸素種の分解に働くことで

凍結耐性向上に寄与していることが推察された．

3． 凍結耐性関連物質の利用

タウリンは動物細胞において膜の安定化，浸透圧調節，

抗酸化作用が報告されていることから22）23），凍結耐性の向上

にも機能することが期待された．そこで，酵母をタウリン

添加培地で培養してタウリンを蓄積させた酵母について凍

結耐性評価を行った10）．その結果，凍結耐性向上は認めら

れたものの，凍結耐性向上に寄与することが知られている

プロリンと比べ，低かった．しかし，細胞への取込量（モ

ル数）当たりで凍結耐性増加率を比較したところ，プロリ

ンよりも高いことが確認された（図 4）．そこで，タウリン

生合成に関わる二つの酵素遺伝子（システインデオキシゲ

ナーゼ（CDO），システインスルフィン酸デカルボキシラー

ゼ（CSD））の cDNAをコイの cDNAライブラリーよりク

ローニングした11）．さらに，これらの遺伝子をそれぞれ個

別に共発現，あるいは融合タンパク質として発現させる形

で酵母に導入し，凍結あるいは酸化ストレス耐性について

評価した．その結果，共発現および融合タンパク質いずれ

の発現酵母においても，凍結耐性は明確に向上しなかった

ものの，酸化ストレス耐性は顕著に向上した（図 5）．CDO

および CSDにより，ヒポタウリンが合成され，その後，自

動酸化によりタウリンに変換される．しかし実際には合成

されたヒポタウリンのうち，6-7 割がタウリンまで変換さ

れることなく残っていた11）．この結果は，ヒポタウリンに

より酸化ストレス耐性は大きく改善したが，これ以降のタ

ウリンまでの変換がうまく機能していないために凍結耐性

は向上しなかったものと考えられた．

次に，動物や酵母で凍結耐性向上効果についてすでに報

告されているトレハロースについても検討を行った．

元々，トレハロースを蓄積する植物は少ない24）．そこで，植

物が持つトレハロース合成に関わる遺伝子を改変すること

でトレハロース合成および蓄積量を増やす可能性について

検討を行った12）．モデル植物であるタバコからトレハロー

ス合成に関わるトレハロース 6-リン酸合成酵素（TPS）お

よびトレハロース 6-リン酸フォスファターゼ（TPP）を

コードする遺伝子をクローニングした．他の生物由来の配

列と比較したところ，タバコのTPS においても，シロイヌ

ナズナ由来の TPS と同様に，トレハロースを蓄積する大

腸菌や酵母のTPS には見られない配列がN末端側に確認

された．そこで，N末端側のアミノ酸配列を欠損させた Δ

NTPS 遺伝子または TPS 遺伝子および TPP 遺伝子を，

TPS1欠損酵母（Δtps1）に導入し，そのトレハロース蓄積

と凍結耐性について評価した．その結果，ΔNTPSを導入

した酵母では，トレハロース蓄積量の増加ならびに凍結耐

性の向上が認められ（図 6），遺伝子を改変することで植物

にトレハロースを蓄積できる可能性が示された．

4． 低温増殖性食中毒細菌の検出法の開発

低温増殖性細菌のリステリアは低温のみならず，塩に対

しても強いことから，低温流通食品で危害因子となりう

る25）．食中毒患者から分離される菌株の血清型としては

1/2a，1/2b，4b が多いが，この血清型であるからといって

必ずしも病原性を示すものではないことから，病原性を有
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図 3 NTRCならびに Prx遺伝子導入酵母の凍結耐性ならびに酸化ストレス耐性試験

図 4 タウリンの細胞内蓄積量が酵母の凍結融解後の生残率

に及ぼす影響



するリステリアの検出法の開発が重要である．そこで著者

らは，収集した臨床株 31 株ならびに食品・環境由来株 161

株，全株について，病原性に関与する hlyA，inlA，clpC，

plcAの 4 遺伝子の内部塩基配列決定後，配列比較により

サブタイピングを行った13）26）．その結果，hlyA，clpC，inlA，

plcAは 12，17，28，30 のグループに分けられた．この中

で特に二つの遺伝子について臨床株と高い相関が認めら

れ，病原性を有する可能性が高い株に特徴的な配列が見出

された．すなわち，hlyAについては，臨床株であり血清型

1/2a の 11 株中 7 株がグループ 5に分類される配列を有し

た．また，clpCについては，臨床株で血清型 1/2b の 8 株

中 7 株が，また臨床株で 4b の 12 株中 9 株がグループ 13

に分類される配列を有していた．著者らの研究室で保存す

る食品由来で血清型 1/2a の 43 株中 11 株が hlyAグルー

プ 5 の配列を有し，また，血清型 4b の 34 株中 13 株なら

びに 1/2b を示す 56 株中 17 株が clpCのグループ 13 に分

類される配列を有することが判明し，これらについては高

い病原性を有する可能性が疑われた13）．さらに，hlyA グ

ループ 5および clpCグループ 13 の塩基配列中に特異的な

一塩基置換箇所を見出し，その周辺箇所に相補的な蛍光標

識した RNAプローブを合成した．このプローブを用いた

サイクリングプローブ法27）により，病原性を有する可能性
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TPS/TPP, ΔNTPS/TPP：個別に発現，TPS-TPP, ΔNTPS-TPP：融合タンパク質として発現．

図 6 トレハロース合成酵素遺伝子導入酵母のトレハロース蓄積ならびに凍結耐性

数値はリステリアの保有株番号．No. 2 と No. 118 は hlyAグ

ループ 5に分類された．

図 7 サイクリングプローブ法を用いた hlyA遺伝子グルー

プ 5に分類されるリステリアの特異的検出

CDO/CSD：個別に発現，CDO-CSD：融合タンパク質として発現．

図 5 CDOおよび CSD発現酵母の凍結および酸化ストレス耐性



が高い株を特異的に検出するリアルタイム PCR 法を開発

した（図 7）13）．

5． お わ り に

低温流通の整備により，簡便なカット野菜などの生食用

青果物の市場規模はさらに拡大していくことが予想される

が，それに伴い，食中毒事件も増加する可能性があり，加

工，流通各段階での品質と安全性を確保に向けた取り組み

は強化される必要がある．本研究は高品質を維持できる様

に低温流通に適した生食用野菜への品種改良・育種を目的

とした基礎研究と低温流通食品の安全性確認確保のための

検査法の開発である．今後，実用レベルでの活用を目指し

て研究を進めていく予定である．

本研究は，九州大学大学院農学研究院生命機能科学部門

食料化学工学講座食品衛生化学研究室で行われた研究であ

ります．研究を遂行するにあたり，直接ご指導ご鞭撻を賜

りました，九州大学名誉教授 波多野昌二先生，九州大学

名誉教授 飯尾雅嘉先生，九州大学教授 宮本敬久先生，

鹿児島女子短期大学教授 吉元誠先生に心より感謝申し上

げます．また，ご支援ならびにご協力を賜りました九州大

学の九州大学農学部旧食糧化学工学科の先生方ならびに共

同研究者の皆様に心より御礼申し上げます．また，研究遂

行にご協力頂いた食品衛生化学研究室の同窓生の皆さんに

厚く御礼申し上げます．
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