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2P・1173　　 セ ル ロ
ース フ ィ ル ム を用 い た新 規 微 生 物培 養法 の

　 　　 　　 　　開 発

　　　　　　○馬場 康輔
1，村山 晃

．・z，今泉 卓 三
a，後 藤 直 美

2
，

　　　　　　 青柳 秀 紀
1

　　　　　　 （
1
筑波 大 院 ・生命環 境 ，

z
フ タ ム ラ化 学 ［株コ）

2P−1174　 　 微小重力 培養 を活用 した微 生物の 新規 ス ク 1丿
一

ニ

　　　　　　　ン グ法 の 開発

　　　　　　○黒 田 晶葉 ，青 柳 秀 紀

　　　　　　 （筑波大 院 ・生 命環境 ）

【緒言 】

寒 天 平板培蒼法 を 基 礎 と した 微生物純粋培養 法に よ り単 離培養で きる 微

生 物は 自然 界 の 微 生 物 の 1％ 前後で あ る こ とが 示唆 され、従来法 の 問題 点

を 排除 した 新 規 培 養 法 が 求め られ て い る。Tamaki ら
1〕
はゲ ル 化剤 と して寒

天 の 代わ りに ジ ェ ラ ンガ ムを 用 い て 培 地 を 作 製 し、培養を 行 った 結 果、寒

天培地 で は 得 られな か っ た 微生物の コ ロ ニ
ー

を得 る こ と に成 功 し た。しか

しなが ら、こ の 現象の メ カ ニ ズム は 十分 に 解明 されて い な い。ま た、寒 天

や ジ ＝ラ ン ガム は天然物の ため 品質に ば らつ きが あり、得 られ る結 果 の再

現性 に 問題 が ある。そ こ で 本研究で は 、材質が均
．
で 物性 の改 変 も容 易 な

セ ル ロ
ー

ス フ ィ ル ム を活用 した 、微生物の 新規培養法 の開発を試み た ．
【方法 と結果】

YPD 寒天 培地 上 に セ ル ロ ー
ス フ t ル ム を 敷 き、フ ィ ル ム 上で Saecharon

“
ce 」’

‘θπ 泌 跏 を培 養 した 結 果、コ ロ ： t一が 良好 に 形 成さ れ た。フ ィ ル ム 上 の コ

ロ ニ
ー

は 全 て 容 易 に 回 収 で き た ．ゲ ル化 剤 と して 寒 天 と ジ ，．ラ ン ガ ム の 2

種類 を 用 い、YPD とR2A 培 地 を 作成 した ．そ れ ぞ れ の 培 地 上 に フ ィ ル ム を

敷 き、フ ィ ル ム 上 に環 境サ ン プ ル を塗 布 して培 養を 行 い、フ ィル ム を用 い

な い YPD とR2A 培地 の 系 と比較 した。そ の 結果、　 YPD とR2A 培 地 で は コ ロ

ニ ・一
形成が 認め られ ない サ ン プ ル で 、フ r ル ム を用い た系で は コ ロ ニ

ー
形

成 が 観察され た．コ ロ r一 の DNA を抽 出 し、　 DGGE 法で 微生物叢 を比 較解

析 した 結果、セ ル ロ ー
ス フ ィ ル ム を 用い た 系で の み 得 られ る微生物の 存在

が示 唆 された。現在、微生物叢の 詳細を 解析中で あ る。1）　Tamaki ら，Env．
，lficrobiot．　IL1827 （2009 ）．
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【目的 】近 年 、従 来 の 微 生物 培養法に よ り単離培養で きる微生物 は 自然 界

に 存在す る 微牛物の 1％ 前後 で あ るこ とが 示唆 さ れ、従米 法に 代わ る新た

な培養法が求 め られ て い る。こ の 現状 を ふ ま え 、我 々 は 微小 重力培養 に 注

目し、新規 ス ク リー：ニ ン グ法 と して活 用す る 事 を 考案 した 。これ まで 微小

重力 を微生物 の ス ク リーニ ン グに 応用 した 研 究 は 無 く、微 小重 力 に対 して

感度が 高 い 微生物 の存在 の有 無に つ い て も未解明 な部 分 が 多 い。本 研究で

は 、微小重 力培養 に よ る微 生物の新規 ス ク リーニ ン グ法 の 開 発 を 最 終 目的

と し、微 小重 力培養条作 が環 境サ ン プ ル の 微生物叢に 及 ぼす影 響 を解 析 し

た 。
【方 法 お よ び 結果 】Schneider、　LB 、　 R2A な ど各種培地 を適宜 調整 し、環

境サ ン プル を 接種 し、微 小重 力 培養装置 （Synthecon社） を用 い て 培養 し

た。そ の 結 果 、通 常 重 力 下 の培 養系 に 比べ て 、微生物叢 の 増殖促 進、糖

消費の 促進、誘 導期の 短縮 な ど 、微 小 重 力培 養特異的な培 養経過が 得 られ

た。変性剤濃度勾配 ゲル 電気泳動 （DGGE ） 法 を 用 い て、種 々 の 微生物叢

を比較解析 した結 果、（a）微小重力培養で 特異 的 に増 殖 （あ る い は 増殖促

進 ）、（b）微小重力培養で 増殖 が抑制 （ある い は 阻 害）、　 （⊂） 微 小重 力培

養 の 影響 を受 けに くい 、3種類 の タ イプの 微生 物の 存在が 示 唆 さ れ た （現

在 、微 生 物種を 解析
ll．1

）。ま た、種 々 検 討 した 結果、微小 重力培 養 を 適切

に 用 い る事 で 、微 生 物 の 新規 ス ク リーニ ン グ 法と して 有効に使 用 で き る可

能 性が得 られ た。
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2P・1175　　 リン の 除去 を 目的 と した ビフ ィ ズ ス 菌お よ び 乳酸

　　　　　　　菌の ス ク リーニ ン グ とそ の 利用

　 　　 　　 　○ 佐藤 麻 出 子，青柳 秀 紀

　 　　 　　 　 （筑波 大院 ・生 命環 境）

2P−1176　　 培養温度 と通 気条件 が 設 定 可 能な 小 型 振盪培養 シ

　　　　　　　ス テ ム の 開 発 （第 2 報〉
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【P的】

慢性 腎臓病で は腎臓機能 の低 下に より、尿 素や ク レア チ ニ ン な ど の老 廃

物 が 体内に 蓄積 し、病気の 進行 に 伴 い 血中の リン 値が L昇す る。現 在、高

リ ン 」血症 治 療剤 と して塩 酸 セ ベ ラ マ
ー

や炭酸 ラ ン ダ ン （CLa ） など リ ン吸

着 剤 が 使 用 さ れ て い る が、便秘や 副作用な どの 聞題が ある ため、QOL の 観

点 か ら新た な リ ン 除 去 法 が 求 め られ て い る。新 た な リ ン除 去法 と して腸 内

有用 微生物 の 活用 が期待さ れ るが 、これ まで リン 除去 能 に着 目 し比較評価

した研究は ほ とん どない。本研究で は 、リ ンの 除 去 を 目的 と し た ビフ ィ ズ

ス 菌およ び乳酸菌 の ス ク リ
ー

ニ ン グを試み た。
【方法 お よ び結果】

高 リ ン 血 症治療剤 は リン 酸水溶 液中で は高 い リン 吸着能 を示 した が、各

種 培地 中で ば リ ン 吸 着能が 大 き く低下 した （特 に CLu は 著 しく低 下）。
亅CM 登 録株のBifidobacteriwm　hret，e等の ビフ ィ ズ ス 菌9株、　 LactobttaiUnsptarttarum

等 の 乳酸 菌7株を用 い て 静置培養を 行い 、リン 酸 イ オ ン 濃 度 〔リン 除 去

能 を評価）、pll、細胞量 、糖消費な ど 培養経過 を モ ニ ダ
ー一した。その 結

果、リン除 去量 は菌株 に よ り大き く異 な った 。単位 菌体当た りの リン 除 去

量 で比較す る と、全般 的 に ビフ ィ ズ ス 菌は 乳酸 菌に比 べ て 高い値 を 示 し

た （ビフ ィ ズ ス 菌株 闘で比較す ると リン除去能は約3倍 の幅 があった ）．、
種 々 検 討し た結果、リン除 去能 を指標に プ ロ バ イオ テ ィ ク ス 用 の 腸 内微生

物 の ス ク リーニ ン グ を 行う事の 意義が 示唆 された。現在、‘a｝他の ビ フ ィ

ズ ス 萬 や乳 酸菌の リン除去 能評 価、（b）効果 的 なリ ン 除 去が可能な条件、
に っ い て 検討中で あ る。
Screening 　of 　bifidobacteria 　 and 　lactic　 acid 　bacteria 　f‘）r

removing 　phosphorus 　and 　it，s　app1 孟cation ．
　OMayuko　SATO ，巨 idcki　AOYAGI

　I：Grad、　Sch．Lifc　Env ．　Sci．，Uni統Tsukuba ；

【日的 】　フ ラ ス コ 等 を用い た 振盪 培養法や 培 養条件 は、ペ ニ シ リン が工

業生 産 され た 1950 年代 に 確立 され、今 凵まで 用 い られ て き た。近 年 、社会

的 二 ・一ズ と して新 た な微生 物機能の 利用性の 拡大が求め られて い る．我 々

は 従 来 の培 養 法 や 培 養条件 を 見直すこ とで 微生物利用 の新た な可 能性 が見

出 せ る ので は な い か と 考え 、フ ラス コ 振盪培養法 に 換わ る新焼 な小 型振蠱

培養 シ ス テ ム を開発 した
〔D。今 回 は 新 規 培養 シ ス テ ム の 微生物 ス ク リ

ー
ニ

ン グへ の適用 を試み た。
【方法 と結 果】新規培養 シ ス テ ム の 酸 素移 動 容 量 係 数 （k【．a） ［16．3〜32．5

h
．1
］、揮 発速度定数 硫）［0．113〜0．499 　h

“
］、お よ び 培養 温 度 ［亅O〜5  ℃ ］や

使 用 す る培地 を種 々 の条件 で組 み合わせ 、環魔サ ン プル を 用 い て 集 積培贊
を 行 った 。経 時的 に、本シ ス テ ム と従 来の フ ラス コ 振盪培養法 で 得 られ る

微生物叢 を 、PCR −DGGE 法 を 用い て 比較 した 結果、全般 的に 、本 シ ス テ

ム で は 従来法 と異 な り特定 の 微 生物 の 濃縮 が 認め られた。また、従来法 と

は 異 な る微生物の 存 在 が 示 唆 され た。種 々 検討 した 結果、適切 な条件 を設

定する こ とで 、本 シ ス テ ム が微 生 物 ス ク リーニ ン グ に 有用で あ る事が示 峻

されたc また、ス ク り
一

ニ ン グの 効率 を 向上 さ せ るた め、本シ ス テ ム を基

本に 、32 サ ン プル 同 時培養 が 可能 な シ ス テ ム を作製 した ．現在、CO2 など
Air以外の ガ ス を通気 した系の ス ク リ

ー
ニ ン グ を 実施 中 で ある。

（1）H21 生物T．学会要 旨P．／75
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