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3P−1117　　 沖縄微 生 物ラ イブ ラ 1丿一よ り得 られ た酵 母 の 抗
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【目 的 】 沖 縄 県 は 亜 熱 帯 地 域 に 属 し、島 嶼 環 境 に よ り 独 特 な 進 化

を とげ た 生 態 系 を も っ 、亜 熱 帯 生物 資 源 に 恵 ま れ た 地 域 で あ る 。
我 々 は 、こ の ような地域か ら採取 した試料 を 分 離源 と し、様 々 な 微 生 物 の

分離培養を行って産業 へ の利用 を 目指 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 分 離 した微生 物の 培養 特性や ア ル コ ール 生産

性、フ ＝ノ
ー

ル 酸分解性 およびGABA 生産性 などの機 能性解析を 行 っ て き

た が、今回 は 分離 した酵母様微生物 の培養上清 の 抗酸化活性に つ い て 報告

す る。
【実験方法及 び結果J沖縄各地 よ り採取 した試料 〔土 壌

・
植物体

・
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 て酵母

様微生物 の 分離 を行った。得 られた 微 生物 約 2，000株をYPD 液体培地 で 培

養 し、培養上 清 の 抗酸化活性 をDPPH ラ ジカ ル ス カベ ン ジ ャ
ー法 で 測 定 し

た と こ ろ、約 160 株 に強 い 抗酸化活性が 確認 された。こ れ らの菌株 は 海岸

沿 い の 土 壌 や 砂 、お よび 河 川 水か ら 多 く分離 され た が 、植物 由来試料か ら

も分 離さ れ た e 分 離菌 株 の遺 伝 子解 析に よ る 同定 も行って お り、併せて 帳

告す る。
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［目的］プ ー
ア ル 茶 は茶葉 に 含まれる 酵素の 作用 を 利 用 して 製造 され る紅 茶

や烏 龍茶 とは 異 なり、微生物の 作用 に よって 発酵さ れる 茶で あ る。本 研 究

で は 、プーア ル 茶発酵過程 にお ける茶葉 に含 まれる有機 物の 変化と 発酵過

程 に 出現 す る特徴的 な微生物の 特性 を解析す るこ とで プ
ー

ア ル 茶の 製造 に

関わ る 微 生物 の 役割 を 明 らか にす る こ と を 目的と した。
［実 験 方 法 お よ び 結 果 1発 酵過程 に お ける 茶葉 椎積層 の 温度 変化を 測定 し

た と こ ろ 、微 生 物 の 自己 発熱 に よ りお よ そ 1週間で 温 度は 約 60 ℃ まで 上

昇 し、約 1週 間 毎 の 堆 積 層 の 撹 拌 に と も な って30℃ 付近 ま で低 下す る こ

と を 繰 り返 して 、発酵全体 を 通 じて 約 30℃ か ら60℃ の 範 囲で 推移 した 。
また、発酵 過程 で 適 宜サ ン プル を 採取 し、pH 、含 水 率 を 測 定 し た と こ

ろ 、pH は4か ら 5の 酸性条 件 に 、含 水率は 30％か ら40％ 程 度 に維 持 さ れ て

い た 。HPLC を 用 い て 、茶の 渋み成分で ある カ テ キ ン 類 の含有量 を 測 定 し

た と こ ろ 、発酵過程を 通 して 濃度 が 減少 し続 けた。また香 気成分 に っ い

て 〔｝C −MS を用 い て 定 量 した 結果、発酵過程 で 1．inaloo1 の濃 度は減 少 し、
Dimethoxybenzene およ びTrimet ．hexybenzeneの i農度 は増 加 した こ とが確か

めら れた。真 菌に っ い て は26S 　rRNA 遺伝子、細菌に っ い て は 16S 　rRNA 遺

伝子 を対 象と して PCR −DGGE 法 に よ り菌叢解 析をお こ な った と こ ろ 、真

菌
・
細 菌と もに 発酵過程 に 特徴的 なバ ン ドが確認 された．引き 続い て 発

酵過 程 にお いて 特徴的 に見 られ た 2種 類の 真菌 を単離 し、滅菌 した 緑茶に

接種 して 純粋培養 した 結果、カ テキ ン 分解活性 を有す るこ とが明 らか と な

り、これ ら の 2種 類 の 単離菌 は プ ー
ア ル 茶発酵過程 で カ テ キ ン 類 の 分 解を

担 って い る こと が 示 唆さ れ た 。
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【背景
・目的】近年、化石 燃料 を代替す る エ ネル ギ

ー
源の 創出が課題 と な

り、再 生可 能 なバ イ オマ ス 資源を原料 と したバ イオ ェ タ ノ
ー

ル 生産 に注 目

が集 まって い る。そ こで 、木質系バ イオ マ ス 原料 の主 要成分の
一

つ で あ る

キシ ロ ース を利 用 す るた め に、酵母 h
’
att／harvmpアces　cfirevi“ifteに お い て 外来の キ

シ ロース 代謝系遺伝子を発現 させ 、キ シ ロ ース か らコ［タ ノール を 生産す る

形 質転換酵母が作 出されて きた。しか し、バ イオ マ ス の 前処 理工 程 によ っ
て 生 じる遇分解物質であ る酢酸や ギ酸 などの 弱酸類はキ シ ロ

ー
ス か らの エ

タノール 生産を強 く阻害す るv そ こ で本 研究 では、酢 酸やギ酸存 在下で も

キ シ ロ ース か ら効率的に エタ ノール を生産す る酵母の 創製 を試み た。
【実験方法

・結果】キ シ ロ ース 資化性酵母S．cerevisiae　MN8140X 株を用 い て

酢 酸存在下、非存在下で キ シ ロ ース か ら の発酵 試験 を行い 、酢酸が酵 母の

代謝、発酵能に 及 ぼ す影響を 検討 した。具体的 に は、発酵過程の 酵母菌体

か ら細胞 内代謝産物を 抽出 し、抽 出液をCE−TOFMS 、　 GC −TOFMS に供す

るこ とで 、代謝産物量 の 網羅的解析を行った 。その結 果、酢酸存 在下で 特

異的 に 蓄積す る中間代謝産物 を同 定 し、遺伝子工 学的に この 蓄積を 解消 さ

せ る こ と に よ り酢酸存在 下で も効率 的に エ タ ノ
ー

ル を生産する酵母の 創製

に 成 功 した c さ ら に 、こ の酵母 に ギ酸耐性 を強化す るために ギ酸 デ ヒ ドロ

ゲ ナ ー一ゼ を 過 剰 発現 させ る こ とで 、酢酸、ギ酸存 在下 に お い て キ シ ロ
ー

ス

か ら効 率 的 に エ タ ノール を 生 産す る新 規酵 母 の 創製に 成功 した u
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【目的】 フ レ ッ ク ス 酵母 Kluコvcrom“：e，s　manv ’anuJ’　KD −15 は 、カ タボ ラ イ ト リプ

レ ッシ ョ ン非感受 性の 酵母 で あ り、テ ン サ イ シ ッ クジ ＝一ス と チ
ーズ ホ

エ
ー

か ら成 る培地中の ス ク ロ
ー

ス と ラ ク トース を完 全 に 消 費 し、効 率的に

エ タ ノ
ー

ル を生産す る
＊．本研究 で は 実用 化 を視 野 に 入 れ て 、無 滅 菌混 合

原料 か ら繰 り返 し回分発酵 に よる エ タ ノ
ー

ル 生産 に っ い て検討 し た。
【方法お よ び結果】総塘 濃度が 15％ （w ／v ） に なる よ うに シ ック ジュー一ス

をホ エ ーで希釈 した培地 50mlに お い て30〜37℃で KD −15を培養す る と 、培

養温 度の 上昇に 伴い 発酵速度 も上昇した が 、牛菌率 は培蕎温度が 高い ほ ど

低下 しやすか っ た。発酵速度 と生菌率の 観点か ら良好な結 果が得 ら れたの

は33℃で あ っ た。次 に、2L フ ァ
ーメ ン タ ー中の 無滅菌培地 1．5LにK ］）

−15の

tt体 3mg 〆ml を接種 して 、33℃、通 気量 15m1〆min 、回 転数300rpmで 発酵を

行 っ た。繰 り返 し回分発酵試験 は、この 発酵終 了後 の培地 か ら遠心 分離に

よ り菌体 を同収 し、次の 発酵 に用い て 行 っ た。その結 果、発酵完 了 まで に

要す る時間 は、1−・・3同 円で36時間、4 回 目で 48時間 とな り．5回 目 に おい

て は 96時間が 経過 して も発酵は完了せず、5 回 目の最 大生成 」．タ ノ
ー

ル 量

は 1〜4回 目の 8S9・程 度 に と ど ま って い た 。この 結果か ら、菌体 は4回まで

再生 利用 可能で ある こと が わ か った 。＊Oda　et　al．（201e）Biontass　Bieenerge．34，
1263一上266．
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