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2MaO6 　変異導入 に よ る 薔薇の 香気成分 を 産生 す る植物乳

酸 菌の 分子育種
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【H的】鶏 肉は豚 肉や牛 肉に 比 べ て熟成 に 伴 う遊離 ア ミノ酸 の 増 加が大 き

く．こ れ は 鶏肉の 旱味 形成 の 大 きな 特徴 で あ る こ とが 知 られ て い る。本研

究で は ，鶏肉の 昊味形 成に 副 ける グ ル タ ミン 酸生成酵素 の 役害1「を明 らか に

する こ とを 目的 と し、鶏 肉中の グル タ ミル ア ミノペ ブ チダ
ー・ゼ 〔GAPase ＞活

性が 鶏肉中の 遊離 ア ミノ酸組成 に 及ぼす影響 を険討 した。
【実験方法】供試 肉は各種銘柄鶏肉及び食肉 とし，3倍量 の 緩衝液 を加 え て

ホ モ ジ ナイズ した もの を酵 素活 性及 びア ミノ酸分 析試料 と した。GAPase 活

性の 測定はグ ル タ ミ ル ーf’二 卜ロ ア ニ ドを基 質として 測定 した。遊離 ア ミ ノ

酸分析はHPLC または酵 素法 を用い て行った。
【実験結 果】鶏 肉の遊離 ア ミノ酸組成 は、L ずれ の銘柄 に お い て もグル タ ミ

ン 酸がt で あ る こ とが特徴的で あった．蜜た鶏肉は他の 食肉に 比べ GAPase
活性が 高 く、50℃ で の イ ン キ ュペ

ー
シ ョン に よ る グル タ ミ ン 酸 の増加量 も

最 も大 きか っ た。各種 ア ミノ ベ フ チ ダー一ゼ阻害剤を用 い た 試験によ っ て は 、
鶏肉の グル タ ミン 酸含吊：の 増加 に は GAPas 已 の 寄与が大き い こ とが 示唆さ

れ た。

【目的】 当研 究室 で は，文部科学省
・
知的ク ラス タ ー

創成事業お よび 都 市 エ

リ ア産 学官連携促進事業
・
杉i［1プ ロ ジ ェク トを 通 じて ，値物 乳酸 菌 の 有効

利用技術開 発を推進 して きた ．その 成果 と して ．乳酸菌超増殖促進 物質を

含 む泗 粕 を利 用する こ と に よ り ，世 界初の 植物 乳酸菌 の み に よ る ハ ード

ヨ
・．一グ ル トの 開発 にIN功 した 。本研 究で は ，薔薇の 香気成分 〔2一フ ェ ニ ル エ

タ ノ
ー・

ル ； 2PE ） を産生す る 植物乳酸 菌の 変 異処 理に よ る 分 了育種 を行っ
た。
【方法お よび結果】薔薇の 香気成 分を産生 する変、異株 の 育種 に 当た っ て ，私
たちの 研究室 に て 独 自に 分離 し，既 に食の 安全性 を確認済みの Laf／toba ・cillus
μα η 卿 w 応 Nl3T を親株 とした。本株は，フ ェニ ル アラニ ン 〔Phc 〕 を含 ま

ない 完 全合成培地 で生 育可能 で あったが ，Phc を含 まない 完全 合成培地 に

200 艮91ml，のp・フル オ ロ フ ェニ ル ア ラニ ン CPFP） を添加 する と，その 生育

は著し く阻害 され た。そ こで ，S
’
NIST の 菌体 を1％の エ チル メ タ ン ス ル ホ ン

酸で tSO分間処 理 後，200　pg〆mL 及 び300　pg！ml ．op　PFP を含む完全 合成培地

（Phe を含まな い ）に ス プレ ッ ダーにて 拡 げ．9．7℃ に て 培養 した。その 結 果，
2〔｝0 卜呼 mL 及び S〔〕O　pgtmL の PFP 存在下で 生育 した変異体が，そ れ ぞれ io

株及び 5株取得で きた 。これ ら計15 株の 変異株を それ ぞ れ8プC に て 48 時間

培養後，遠心 した ．得られ た 培養液上 清の ク ロ ロ ホ ル ム抽 出物 を GC ・MS に

よ ワ解析した とこ ろ ，駅｝0 μg〆mL の PFP 存在下 で生 育 した 変異株の うちの S

株が 2・PE を産生した 。現在，Phe 生合成経路に お い て ，？heに よ る フ ．f −．一ド

バ
ッ ク 阻害 を受 ける酵 索に 変異が生 じ て い る力 調査 中で ある。
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【目的】鶏卵 自リボフ ラビ ン 結合蛋 白質 CRBIコ）よ分 子量34kl）a、9箇所の SS

結合を持つ 糖 蛋自質で あるが、最近我 々 はRBP が普味 低減 作用 を有す る こ

とを 見出 した。その 分子機構解 明及び産業利用の た め に は高効率なRBP 生

産法を確立する 必要がある。そこ で RBP の 高効率な微生物生産法 に つ い て

検 討 しk 。
【方法

・
結果】宿主 に はβ．choslune ”．sig　HFD3 　1を、発現

・
分 泌ベ ク タ

ー
に は

Brevibacitltkb’、fii．cuii シ ャ トル ベ ク ター一の pNGMO2 を用い た。ニ ワ 1・リRBP

を コ
ードする cDNA をベ クタ ーに 組み 込み 、エ レ ク トロ ボ レ

ー・
シ ョ ン に よ

り形質転換 体を得た。その 培養 上清に つ い て SDS −PAGE に て 調べ た結果、
主 要バ ン ドと して RBP の 発現が認め られた。その 後培 養条件の 最適化 を検

討 した 結果0、8g ，

’
L の 高効率生産が 達成 された。発現RBP を培養 上清力 う硫

安沈殿お よび DEAE −Sepharose に よ っ て精 製 し性質 を調 べ た結 果、キ ニ
ー

ネに 対す る 呂
：
味低減効果が確認された。

【目的】沖 縄は、国 内で唯
一

の 亜 熱帯 に属す る瓧 域 で、さ らに 周 りを 海 に 囲

まれ離 島が多い な ど、独特な環境下 にあ る。その ため 他府県に は み られ な

い 特徴 の ある 微生物 をは じ めと する 亜 熱帯生物 資源 に 恵 まれ た 地 域 で あ

る。我 々 はこ の ような亜熱帯地域の 環境下な どか ら優れた 酵素生産性や 有

用物質生 産能 などの 機能性 を有す る微生物 を収集 し、それ らの 機能性評価

や菌陲 の 1∫定 などを行 うこ と を目的 と した 沖縄微生物 ライ ブ ラ リーの 構築

を行 っ て い る 。こ れ まで に乳酸 菌、酵母お よび 放 線菌な どの 微生 物 を分離

収集 して お り、こ れ ら困 株 の 特性評価 を行 っ て い る。今回、高 い GABA 生

産性 を有する 乳酸 菌を分離 し 、そ の 特性 を調 べ た ので 報告す る v

【ヂ験方法お よび 結果】沖 縄本島をは じめ 周辺 離島な どか ら花
・
呆実 ・

葉な

どの 植 物体、土壌、河川水 な どの 自然環境 中や 食品加 工 施設な どか ら試 料

を採取 した。且％ C 乱LC 儀 を含 む MRS 培地 を用 い て 生酸 国 を 分離 し 、約 J「　，000
株 を得 た e こ れら の 中か ら 隈 ．グ ルタ ミン 酸Na を 含む MRS 培地 で培 養 した

とこ ろ GABA 生 産性 を有す る菌株が 約
一t80 株 得ら れ 鵡 これ らの うち 、対 照

鹵株 と して LactobactlUu．s　bi’eins　 NBR 〔： lLOO5 株 よ りGAIiA生 産 性 が 高 い 菌株

が 得 られ 、これ ら は 16S　I　DNA の部分 配 列 解 析 に よ りノ，．　ki・cti　 subsp ．tfsctts．
L．ptafdta・lum ．　 L．9ω 雹 召砌 お よび E ”．terot．’oct／u．s　sp ．な どの乳酸 菌で あ っ た 。特

に Eftte・t’ococcuc 　sp ．と近 縁の 菌株 は高 沸 度 の グ ル タ ミン 酸 Na 培 地 で も高 い

GAI 〜A 変換効率 を示 し、培養24時間 で も高い GABA 変換 効 率 を示 し た。

High ・level　secretion 　of 　bitterness−reducing 　protein，　riboflavin −
binding　protein　in　B 「evibacillus 　choshinensis

　OKcnji　MAEHASIIII ，Mami 　MA 工ANO1 ，Makiko　SAITO1 ，
　Shtgcz 【｝ UDAKA2

　（
1
］）ep し．　Fermcnt 、　Sci、，］］（）kγ

o 　Uni 、  Ag 肛ic．，2Nago ）
’a　Uni 、つ

Key 　worCls 　bi［tcrl亙ess 】
・
eduction ，ribofiavin −binding　pllotein，1h

’
el丿めacitlus

ehes ノ，．iη nSt／s

GABA ・producing 　 lactic　 acid 　 bacteria　 f沁 m 　 Okinawa 　 microbial

lihrary

謝 ｝温 懸 隅 気黜 覗 瓣 β瀟 踏
超 撒 ・

　 NaQ 、
・
a　SHI ．NziYro2 ，Flbru　MA τ SUI2

　 （
［
Tl・opicnl　Technnlogy 　Center 　LID ．，2TBRC し「niv ．　Ryukyus 〕

Key　words 　lactic　acid 　bacteria，　GABA ，　okina “
，auulcrebiaT 　library

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


