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2MalO 　沖縄 産植物 か ら 得られ た GABA 生産性酵母
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2MallAticyelobacillus　acidoterrestris の 耐熱 性 に 関す る多

　面的な解析の試み （1．芽胞形成遺伝子か らの解析）
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【目的】沖縄地 域 は 囗本 国 内 で唯
一の 亜 熱帯地 域 に属 して お ＋J　．海に 囲 ま

れ、人的 影 響 を受 け て い な い無 人 島 も多 く存在 して い る。島嶼環境に よ り

独特 の進化 を と げた独 臼の生 態 系 を も ち、他府県 に み られな い 生物が 生息

す る な ど亜 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 中よ り採取 した サ ン プル を用い て 微生物 の 分離 と保存 を行 うと

と もに、多 様な 機能性の 解析を 行い 、沖縄微生物 ライブ ラ リ
ー

の 構築を行っ
て い る。γ　ア ミノ 酪酸 （GABA ）生 産性 を有 する 微 生物 は、乳酸菌な どで

の報告例 は 多い が 、酵母 での 報告例 は少ない e 本研究で は酵母の GABA 生

産 性 を有 する酵 母の 探索 を行った。
【実験方法及び 結果】沖縄本島北部お よび離島 よ り採取 した試料 〔植物体・
上 壌

・
河川水な ど）を分離源 として、ク ロ ラ ム フ ェニ コ ール 添加 YPD 寒天

培地 にて 微生物 を分離 した 。得 られた菌株よ り約3，eOO株 に つ い て 1％ グル

タ ミン 酸 ナ トリウム 添加YPD 培地で 培養 し、培養上清に 含ま れ るGABA を

TLG お よび IIPLC で 検 出し、　 GABA 生産性を 有する株を ス ク リーニ ン グ し

た ．こ れ らの GABA 生産性菌株は 、ヤ ン バ ル セ ン ニ ン ソ ウや イ ン パ チ ェン

ス の 花、更 に シ
ー

クワ
ー

サーやパ イ ナ ッ プル の 果実な ど、植物由来の 分離
源か ら分離 され、26S　r 　DNA 遺伝子解析の 結果、　Ca・ndida 　sp ．、P 癖 α sp ．、
加 脚撚 雌   規sp ．、　Kttt，ver

’
o・n ）
／f／es　sp ．な ど様 々 な 酵母が 含ま れて い た 。

【背景】芽胞形成菌の 芽胞の 耐熱性を測定する こ とは微生物品質の 高い 清涼
飲料の 製造 に お い て 意義深 い が、操作が 煩雑で あ り よ り簡便か つ 迅速 な方
法が求 められて い る ．現状 では

一
  対象の 芽胞形 成 菌の 芽胞 の 調整」、

一
 

耐熱性 の実測に 多 くの 労力が 必 要 1 と2つ の大 きな 課題が あ る。これ ら 2点

を解消 するべ く、耐熱性好酸性菌の
一
種で あ る Alic）clob α citlus　acidotetrestt ’is

｛．MT ）を対象に 遺伝学的な手法 に よ り耐熱性を 予測 する 手法の検 討を行 っ

た。【目的】AMT は 耐熱性 の 高低 に よ り ？ つ の グル ープに 分け られ、16S

rDNA とgyrBのSNPs と相 関が あ っ た D。今回は これ ら遺伝子よ りも耐 熱性

との 関 連性 が深 い と想定 され る芽胞形 成遺伝子に つ い て の 解析 を行 っ た。
【方法

・結果】ψoル Z ユ ニ バ ーサ ル プラ イ マ ー一で 確認 を行 っ た結果、AA ］「は

芽胞形 成遺伝子 を有す る こ とが 示唆 さ れた 。芽胞形 成遺伝f の sfolleA ・
sPoVT に つ い て 耐熱性 の 異なる AM

’
1
’
の 塩基配 列を比較 したとこ ろ、　 spoVT

は 耐熱性 と SNPs が 相関 し、　 sPoVT はAMT の 耐 熱性 マ
ー・カ ー

に なる こ とが明

らか とな っ た。しか し脚 ’鴎 は比較 した中 7 株 中の L株 が別 の挙動 を示 し

AAT の 耐熱性 マ ーカ ー
に はならなか っ た。
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【H 的 】AAT の 耐 熱 性 を 多 面 的に 解析 しよ り速 く、簡便 に 情報 を得 る方法を

開発 す る た め、芽 胞 の硬 さ に着 目し耐熱性 との 関連性 につ い て 調 べ た 。
【方法 ・結 果 】耐 熱 性 異 な る複数 の AAT 株 につ い て 、硬 さ と耐熱性 そ して 耐

熱 性 以 外の 物 理 的 耐 久 性 につ い て も関連が あ るか 解析 した 。硬 さ は 走査型

プ ロ
ー
ブ顕 微 鏡 （SPM ）の カ ン チ レ バ ーに よ る表面接触 走査 機能 に着 目し、

こ れ を利 用 した 解 析 をfJ：っ た ．ナ ノサ ーチ 顕 微 鏡 （島津製作所 ）の 装備す

る SPM カ ンチ レバ ーに よ る芽 胞 の 押込み に 対す る反発距離比か ら芽胞の

硬 さ を測 っ た （1）、その 結 果、AAT に も芽胞の 硬 さ と耐熟性に は相 関が あ

る こ とが 確認 で きた ．前 の 発 表 と併 せ 、これ まで の 加 熱方法以 外の 多面的

な アプ ロ
ー

チ に よ り芽胞 形 成 菌 の 耐 熱 性 を 解析す る こ とが 可能 で あ っ た 。

D中西 ら、囗本 農芸 化 学 会 2009年度 人 会 講演 要 旨集p．2．

【目的】近 年、食品添加物 で ある 次 亜塩 素酸ナ ト リウ ム （NaC：10） の 問題

点 を排除 した新たな殺菌剤 として 、「 酸化塩素 （CIO2）が 注 目 され て い るu
しか しなが ら、現 状で はGlo，の殺 菌機 購が 十 分 明 らか に さ れ て い な い と共

に 、微生物や食品成分に 及 ぼす影 響に 関する デ
ー

タ も少 な く、実際に 使用

す る ため の 基礎的知見が 揃 っ て い ない 。本研 究で は 、ClO2の簡便 な殺 菌活

性評価法の 開発を 試み た ，
【方 法 ・結 果】 モ デル として五∫ご加 励 舵 ω ’1とSat：cltrironr）

’
r
．
餌 徽 ・融 謄 用 い 、

eC　te な濃度の ClO2 （ある い はNaClO ）溶液 を lh 作用 させ た後、寒天平 板

培 養法を用い て 生菌数 を測定 し、殺曲活性 を評価 した nその 結果、〔1）CIO2
は NaCIO に 比 べ て低 濃度で殺菌が 可能、（2）∫、6撒 幅 齠 は E．　coii に 比 べ 、
CIO2 の 影響 を受 けに くい 、事 が示 唆 され た．しか しなが ら、操作 が煩雑で

評価に 長時間を要する と共に 、作用 濃度に よ っ て は CIO。が 残存 し、反応時

間を正 し く設定 で きない 等の 問題 があっ た．これ らの 問題点 を排 除す るた

め に 、96 穴 デ ィ
ープ ウ ェ ル 内で 一

定時間ClO ，の 反応を行 っ た後、　 caしalase

と MOPS の 混合液を添加 して ClO2 を消去 した。その 後、液 体培地 を添加 し

て 振盪 培養を 行 い 、0 ．D．で 菌体の 増殖 をモ ニ タ ー
し、増 殖経 過 に 基づ き

C ］Ou の 殺菌活性を評価す る 方法を考案 した。本法 に よ り種 々 の 条件下 に お

け る GLo
，
の 殺菌活性を簡便に 評価 する事が 可能に な っ た 〔

一
例 として 、本

法 に よ りuscorblc 　acid ，　catalase ．　SOD 等 の 抗酸化物質が共存す る とCi（）？の

殺 菌活性 が低 下する こ とが把握 で きた ｝e
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