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21pO9 　抗菌活性測 定法の 高感度化 と そ れ を用 い た 植物 由

来抗菌タ ン パ ク 質の 検索
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21p10 大腸菌の 高圧 死 滅挙動に 及ぼす共存塩 の 影響
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【日的】従来の 抗菌活性測定法の 中で 最 も多月され て い る 方法は、濁度 に基

づ く方法で あ るが、感度が低い 、サン プル を多 く必 要 とする な どの短所 が

あ る．そこ で 本研究で は、濁度法に 代わ る 高感度な測定法の 確立を 目的 と

した。また、確 立 した方法を用 い て植物 由来の抗菌 タン パ ク質 を検索 した。
【実 験方 法】モ デル 微生物 として 、歯周病 菌で ある J’oriJh．），ro ？nurta ．y　gingilvaii．t
JCM 　8S2iコ

．
【
を用 い た。抗菌活性 は96 ウェル マ イクロ タ イタ

ー
プ レ

ー
トを

用 い て行 っ た。各 ウ ェル に 変法GAM 培地 とサ ン ア ル を潟ミ加 した 後、初期 細

胞濃度 を変 えて被験 菌を添加 した．その 後、一定時間毎に 、濁度を測定 し

た後にAl1Pに基づ く化学発光法 と蛍光ブ ロ ーブを 用い た 蛍光法に よ っ て 細

胞数 を言平1山　した。
【結果】濁度法に 比 べ て 化学発光 法と蛍 光法は感度が 高い こ とが わか っ た ．
また 、それ ぞれ の 測 定法 で精確に測 疋で き る初期細胞濃度の 範囲 を決定 し

た 。化学発光法は、蛍 光法 t＿比 べ て 感度は 低い が 、初期細胞澹度を広 くし

て も抗菌活性 を測 定で き る こ とが わ か っ た 。また 、米 由来の タ ン パ ク 質中
に歯 周病菌 に対 して 抗 菌活性 を有す る成分 が 存在す る こ とが わ か っ た 。

【目的】食品の 品質低下 を抑制 しなが ら微生物を殺 菌す る こ とが 可 能な 非加

熱殺菌法 の ひ とつ が高圧処理 で ある。食品中の 微生物は 必 ず共存物質 と共

に 存在 する の で 、共存物質 を添加 した 状態で の 死 滅挙動 を知 る こ とが 重 要

で ある．本研 究で は、共存物質 と して NaCt お よび KCI を選び 、水和半径の

異なる
一

価の 陽イオ ン 存在
．
トで の 大腸 菌の 高圧 死 滅挙動 を解析 した 。

【方法お よび結果】O．1〜〔1）．3mol ！lの 濃度域 に調整 した NaCl また は KC ：1水溶

液に大 腸菌Kl2 株 を懸濁 し、25〔〕〜4DO 　MPa （20 ℃〕 の 条件で 高）E 処理 を

施 した，処埋後の 大腸菌懸濁 液の 生菌数か ら死滅 挙動 を解析 した ．い ずれ

の 塊 にお い て も大 腸菌の 高圧死滅挙動 は
一

次反応に 従 うこ とが 示さ れ た 。
死滅速 度定数はKCI共存 下よ り もNaGl 共存 下の 方が大きい 値 とな F）、陽 イ

オ ン の 違い が 死滅挙勤 に影 響する こ とが示 され た。死滅速度定数 の E　．YJ依
存性の 結果か ら活性化 体積 を算出 した とこ ろ、い ずれの 塩 に お い て もO．2 
mDl ／1．以 ドで は そ の絶 対値が 濃度依存 的に 減 少し、〔）．20　moM 以 上で は増加

した 。こ れ らの 糾果か ら、共存塩が大腸菌周囲の 水不lr状態 に 影響す る こ と

で e．20　movl を境 とした高圧死滅挙動の 違い を引 き起 こ す・」
．
能 性が示 さ れ

た。本研究は、ソル トサ イエ ン ス 研究則
．
団の 助 成 を受け実施 した もの で あ

る。
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21p12 　海 洋酵母 YS41 の β・1，3・glucanaseの精製 と性質
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【目的】機能性甘味料 として 利用が期待 され る エ チル ・
α
一グル コ シ ド （以 ド

EG） は、エ タノ
ー

ル 中 にお ける、α
一グル コ シダ

ー
ゼ に よる マ ル ト

ー．・
ス 分

解時 の転移反応、お よび グル コ
ー

ス へ の ．エ タノ
ー

ル の 縮合反応に よ り生

成 する。これ まで に我 々 は様 t／ な微生物力 ら司酵素の ス クリ
…

ニ ン グ を行

い 、高EG 生産のA．ka．u．／rtchii　N−3株 を取得、同株由来 α
．グル コ シダ

ー
ゼ につ

い て転移能や縮合能 を含めた 各種性状 に っ い て報告 して い る。本研究では

高EG 生 産性が、菌種に 依存 してい るもの かを明確にす るため、　A 、kata．‘κ翩
と系統 的に近縁種 なA．nigeT およびA．or｝，me の生産す る α

・グル コ シ ダーゼ の

EG 生産 性に つ い て比較 を行った。
【方法お よび結果】供試菌株 として A ．kα．wachii 　N −S株、　 A ．niger 　12株、お よ

びA．o・n／zati　3株を用い た。まず、供試菌株 の系統 関係 を確認す るた め、全菌

株の 28SrRNA遺 伝子 内の D1 〆D2 領域を比較 した と ころ、　 A．π弊 rお よび A．
oり

isa，eの 各菌株は所属する 菌種で ク ラス タ ー
を形成 し、N −S株 にd ．η紹 r の ク

ラ ス タ ーに位 置 した。次に．各菌株よ ト，粗酵素 を調製、加水分解能 と、転

移
・
縮合反応 に よ る EG 生産性 を確認 し た。そ の結果、　A．η細 γお よび N ・3山

来α × グル コ シ ダーゼ は転移、縮合能を持 つ が、A ρワ鯢 は縮 合能 を持た な

か ワ 鵡 ま た、同酵 業の遺伝 子配列 を決定 し た と こ ろ、それ ぞれ 高い 相同

性を示 した が 、系統解析した と ころ 、．9．喫 σ お よびN ・3 と，i、［｝rJlzae に 分か

れ た 。

【目的】未利用資源に 難分解性多糖類、θ一1β gLucan を多 く含む海藻類 が挙

げ られ る、，海藻類はバ イオマ ス 資源 として近 年注 「1されてお ワ、利用方法

な ど研究がな されて い る 。そ こで 5−1，3gLucanascを有する、海洋酵母YS41

を迭抜 し同定、最適分解条件 を報告 した
1）

n そ こで本報ではYS41 の β一1，3
glucanase の精 製を行 い 、酵素科学的性質 を検討 した。

【方法 及び結果】Y ：Pl β一1，3glucan 培地 に て 培養 した YS41 を用 い 、各種

ク ロ マ トグラ フィ
ー一

に て β一1、3glucanase の酵素精製 を行 っ た 。そ の結果、
本酵累の 分子量は31KDa 、単量体 で ある こ とが 明 らか とな っ た 。至適温度、
至適 pIIを検討 したとこ ろ50℃、　pII5で 最 も活性が高 く、

．
酵素の 作用 機作

は cxo 型で あ っ た。
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