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773 浸透 圧 シ ョ ッ クに よ る細菌死滅 の 特性
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774 PCR 増 幅 物 の イ ム ノク ロ マ トグラ 厶 膜に よ る 迅 速 検
出法
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【目的 】微生物は乾燥 や濃縮 の 過 程で 起 こる急速 な水 分活性 の変化 に 障害 を

受け、死 に 至 るこ とが推 測 され る．食 品や医薬 品な どの 粉粒体製造 時の 乾
燥、濃縮過程に 起 こ る細菌の 死 滅挙動 に つ い て の 基礎的知見 を得 る た め 、
本研 究で は大腸 菌細胞 の 浸透圧 シ ョ ッ ク死 の 特性 を調 べ た。
【方法 と結果 】対数増殖期の 大腸菌細胞懸 濁液 を 4，20，37，45℃ の 3M の 塩

化 ナ トリ ウム を含 む緩衝液 （pH7 ．0）に 1〔〕倍希釈法に よって 急に さ らし、サ
ン プ リン グ 、希釈後、平板 法に よって生残数 を測定 した 結果 、二 相性 が 見

られ た 。シ ョ ッ ク後数分聞 の 第 1 相 で は シ ョ ッ ク時 の 温 度 に依存 し て急激
に生 存数が 低下 し 、その 後は 比 較的緩やか な死 滅が 見 られ た ．ま た 、シ ョ ッ

ク 時の 塩濃 度、pH 、希釈倍率の 影響 を調 べ た ところ、低濃度、酸性 pH 、
低希 釈倍率の 方 が死 滅 は減少 した。こ の 作用 は溶質 の 種類に依存し 、グ リ

セ リン は全 く効 果が な く、塩化 ナ トリウム 、ス ク ロ ース 、グル コ ース の 順

に効 果が あ っ た。本研究 で認 め られ た浸透圧 シ ョ ッ ク に よ る死 滅 は 、溶 質
濃度 の 急激 な変化 に よる著 しい 細胞 内外 の浸 透圧 薙 が も た らす 細 胞 膜 の 物

理 的な 損傷 に 由来す る もの と考 えられ る dis、こ れ に基づ く生理 学的 な分解
反応 の 関与の 可 能性 に つ い て検討 し て い るc

【目的1 近 年、PGR 増幅 と ア ガ ロ
ー

ス ゲル 電気泳動に よる増幅物の 検 出を

組合せ た微生 物の 迅速検 出が 幅広 く行われてい る．ア ガ 卩
一

ス ゲル 電気泳
動 と臭 化 エ チ ジ ウム 染 色 に よ る検出は 煩雑で あ り時間が か か る。そ の た め、
蛍 光 エ ネル ギー転移の 解消等 を利用 した PGR 増1隔物の リア ル タイム モ ニ

タ リン グ技術が 開発 された が 、高価な機 材
・
資材が 必要で あ り、定性 的な

PGR 検出 には 活用 されて い ない の が 現状で あ る。そ こ で 、よ り迅 速簡 易な
PGR 増 幅 物 の 検出 法 を 開 発 した ．
【方 法 お よび結 果 】イ ム ノ ク ロ マ トグ ラム 用の ニ トロ セ ル ロ

ー
ス 膜 の 中央部

に ア ビ ジ ン を固定 した 。こ の ニトロ セ ル ロ
ー

ス 膜の
一

端に検 査液 を滴 下す
るた め の マ ウン ト用パ

ッ ドを、他端に余剰液を吸収する ための 吸収パ ッ ド
を装着した 、同時 に 、サル モ ネラの oriC 領域 を標 的 とするプ ライ マ

ー
の 正

規 鎖 の 5「末 端 を フ ル オ ロ セ イ ン で 、逆鎖の 5
「
末端を ビオ チ ン で 標識 し 、

S．Enteritidisの DNA 抽 出物 を鋳型 と して PCR 増幅を行 っ た．　PCR 増 幅物
をイ ム ノ ク ロ マ トグラム 膜 の マ ウン ト用パ ッ ド ヒに注 入 し数 分間展開後、
トラン ス イ ル ミネ

ー
タ
ー

で 蛍光観察 した 。ア ビ ジン を固 定 した位 置に蛍 光
が 観 察 され た ．一方、S．Enteritidisの DNA 抽 出物を加 えずに PCR 増 幅を

行 っ た 揚合、フ ル オ ロ セ イ ン 化プ ラ イ マ
ー

は ア ビ ジ ン 固 定化 部位 に 吸着 さ

れず、蛍光は観 察 されなか っ た。こ れ らの 結 果 よ り、フ ル オ ロ セ イ ン と ビ

オ チ ン で ヘテ ロ ラ ベ ル され た PGR 増幅物を 迅 速に 検出 で き る DNA セ ン

サ
ー

が構築 された。
　サ ル モ ネ ラ属細菌の oriG 領 域を属特異的に 増幅で きる ア ビ ジ ン 化お よ び

フ ル オ ロ セ イン 化ブ ラ イ マ
ー

を使用 し oriC 断片を PCR 増幅 し、こ の DNA
セ ン サ

ー
を使用 し検 出す る こ とに よ り、電気 泳動 法 よ りも迅 速に サル モ ネ

ラ属 を検出する こ とがで きた。
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776 オカ ラ高 度酵素分解 に 関する研究
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【目的】　食品の 衛生管理 を 目的と して 、多チャ ン ネル 型溶存酸素 測定装置
DOX とサ ル モ ネ ラ抗体 を組み合 わせ て 、多検体 の サル モ ネラ属菌 の 検 出
が 可 能 とな っ た ．今 回 、本 法 に よ るサ ル モ ネラ属菌の 検出 とその 定量性 を
実 試料 に つ い て 検討 した 。
【方法 と結 果 】　多 チ ャ ン ネル 型 溶 存酸素 測定装置 はダイ キン 環 境研究所
製、DOX −96 を 用 い た。本 装置は、三電極方式 で 96 穴プ レ

ー
ト底部 に

一
体型 と な っ て 装 着 され て い る．抗体溶液を プ レ

ー
トの 各 ウェル に 固定化 し

ブ ロ ッ キ ン グ した 後 、試 料 を反応 、培地 を加 え 30 ℃ で 培養 し溶存酸 素の

経時変化 を 測 定 した 。∫．t）Phimurium、　E ．　coli、　 B．　subtilts に つ い て交差反 応
を検討 した と こ ろ E．‘罐 が ウェ ル あた りの 生菌数 で 103 オ

ー
ダ
ー

ま で混 在
して い て も、溶存酸素 の減 少が 12 時 間以内 に観 察 され ない 揚合 は 、S、
卵苑瀚 識 侃 は存在 して い な い と判断 され ．大腸菌 な ど多数の 微生物 の 混在
する 試料 中 に お い て も ∫．tyPhimutiumが ウェ ル 中に 1 個 の オ ー

ダ
ー

で存在
す れ ば 本 方 法 で 特 異 的 に 検出 で きる 可能性 が示 唆 され た。食 肉を実試料 と
して 、本方法 と通 常の 平板培 地 に よ る 生 菌数測定 を比較 したとこ ろ 、本方
法で は 極め て 高い 感 度で S．妙 h勘 編 跚 を検出 す る こ とが 可能で あ っ た 。溶
存酸素の 減少 時間 と ∫謝 ρん漉蛾 齟 の 生 菌数 の 定 量的 関係 につ い て も論 じ

る．

【目的 】未利用 農産物 の 廃棄 が問 題 とな っ て きて い る。特 に豆 乳の 絞 りか す
で ある オ カ ラ は 我が 国を は じめ ア ジア諸 国で 廃棄物 で あ り、そ の 有効利用
が研 究 され て き た．しか しな が ら 、オカ ラ は 高度 な難分解性繊維 と して 考
え られ 、50−7D％ の分 解 が 限 界 と され て き た 。本 発 表 に お い て は 、大 豆 オ

カ ラ の 高度 液化 法確 立 とそ の有 効利 用 探索 を 目的 と した 酵素 に よ る高度分
解 の た め の検討 を行 っ た ．
【方法】オ カ ラ を対 象物 と して ．オートク レ

ープ 処理、糖分解可溶化酵素 を
中心 に 40°G，15 時間 の 反応 条件 下 ．検 討 を 行 っ た。ま た 消 化物 に 対 して

は、重量 損失 量 、全 糖 量 ．糖 組 成 、タ ン パ ク量 、SDS −PへGE 、　 HPLC 、光学
顕 微 鏡 に よ る反 応 処 理 後 の 染 色 像観察な どに よ り評価 した e

【結果】オカ ラ をオ
ー

トク レ
ープ した もの 、同セ ル ラーゼ処 理 し た もの 、及

び大 豆細胞 に っ い て 糖、蛋 白質、脂質に つ い て それぞれ PAS 、ア ク ロ レ イ
ン シ ッ フ 、ズ ダン染色 し、セ ル ラー一ゼ 分 解に よ る変 化 を観察 した 。ま た セ

ル ラ
ーゼ 分 解処 理 で 残 る オカ ラ及 び 大 豆 細 胞 にっ い て も 1司 じ く顕微鏡下各

種染色 を行 い 比 較検 討 した。そ の結 果 、夫 分解オ カ ラは 主 と して 蛋 白質 と

糖質 か らなる構造物 と考 え られ た。本未 分解物に 対 して 、各種プ ロ テ ア
ー

ゼ 、糖質分解酵素で の 分解の 有無、及 び 未 分 解物 ア ル カ リ 可溶 化 後 、ゲ ル

濾過 にて 得 られ る高分 子画 分 に つ い て 分 析 検 討 した 。そ の 結 果 、主 成 分は

蛋 白質、中性 糖、ウ ロ ン 酸 か らな る 700KDa 程 度 の 高分子 成分で あ り、一
部の ベ クチ ナ

ーゼ に よ り効果的 に分 解で き る こ とが 判 明 した 。
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