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【目的】
日田天領水は一般的なミネラルウォーターとは異なり弱アルカリ性(pH8.3)の性
状を有する。これまで長期飲用による NK 細胞の活性化（北川等、BBRC,
2011）などが報告されているが、本研究班では日田天領水長期飲用がもたらす
‘体調改善効果’について評価を行った。

【方法】
8 週齢のマウス(C57BL/6)各 10 頭を、日田天領水(試験群：HWG)または水道水
(対照群：TWG)摂取にて 6 ヶ月間通常食餌飼育下、１．体重、２．食餌量、３．
飲水量、４．体脂肪計測（皮下・内臓脂肪別 CT スキャン）、５．計測終了時に
各群の脂肪組織の遺伝子発現をリアルタイム PCR、などで解析した。

【結果と考察】
１．6 ヵ月飼育後の各群の体重は、TWG：57％、HWG：53％増加（p=0.409）。
２ ． 食 餌 摂 取 量 は 、 TWG28.8g/ 週 (SD ： 2.5g) 、 HWG29.9g/ 週 (SD ： 2.1g) 、
(p=0.0116)。３．飲水量は TWG：36.1ml/週(SD：4.2ml)、HWG：36.0ml/週(SD：
3.7ml)、(p=0.727)。４．CT スキャンによる定量では、5 ヵ月後に HWG は対
TWG で内臓脂肪量 21%(p=0.132)、3 ヵ月後に皮下脂肪 13.4％(p=0.190)の低減が
観察されたが、個体間の差が大きく統計的有意差は無し。５．CT スキャンか
ら脂質蓄積の減衰傾向が観察されたので、UCP-1 の発現変動を定量化した。こ
の場合も対照群に比べ 3.89 倍(HWG：1.07E-03/GAPDH、TWG：2.75E-04/GAPDH)
の転写誘導が観察されたが、有意差は得られなかった(p=0.1710)。
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高圧処理による細菌の死滅は細胞膜損傷を伴い、圧力、温度、加圧時間、圧媒
体などの影響を受け、細菌種ごとあるいは同一種であっても株ごとに異なる死
滅曲線を示すことが知られている。また、細菌は高圧処理によって死滅するだ
けでなく、一部の細胞が損傷菌（コロニー形成できないが完全には死滅してな
い）となって残存しており、低温保持によって損傷状態からの回復が促進され
る可能性が指摘されている。回復過程を詳細に解析するため、膜透過性の異な
る蛍光色素による細胞染色とフローサイトメータを用いた観察を行った。【実験
方法】定常期の大腸菌 ATCC25922 株（FDA 参照株）を 400－600 MPa で 25 度、
10 分間高圧処理し、蛍光色素（PI と SYTO9 ）で染色した細胞をフローサイト
メータで分析した。並行して寒天培地上でのコロニー数計測を行い、経時的に
両データを比較して損傷からの回復過程を追跡した。高圧処理なし、および加
熱処理（90 度 30 分）した細胞を生菌、死菌の対照とした。【結果・考察】高圧
処理した大腸菌細胞は、蛍光強度分布において生菌領域には検出されず死菌領
域および生菌・死菌とは明確に異なる蛍光特性を示す領域に分布した。この領
域に含まれる細胞集団を 3 日間追跡したところ、その多くは死菌領域へ吸収さ
れたが一部は生菌領域へ移行した。コロニー形成数は、フローサイトメータで
生菌領域に現れた細胞数とよく一致し、低温保持による増加が認められた。以
上の結果から、高圧処理大腸菌のフローサイトメータ分析で新たに現れた領域
に損傷菌が含まれることが示唆された。
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【目的】豆腐の味噌漬は熊本県の伝統的な保存食であり、チーズ様の風味を有
し、生体アミンを含む。発酵食品中のアミン生成に関与する微生物を特定し、
性質を知ることは食品衛生上重要である。乳酸菌には、脱炭酸酵素を利用して
アミノ酸をアミンに変換できる菌が存在することから、本研究では生体アミン
の中でもチラミンに着目し、豆腐の味噌漬から単離した乳酸菌のチラミン生成
能を評価した。

【方法】生体アミンが検出された市販の豆腐の味噌漬から乳酸菌を単離し、16S
rRNA 遺伝子解析によって菌種を同定した。次に、チロシン脱炭酸酵素である
tdc 遺伝子に着目し、PCR により単離菌株における tdc の有無を確認した。ま
た、合成培地を用いた培養試験を行い、HPLC 分析によりチラミン生成の有無
を評価した。

【結果】16S rRNA 遺伝子解析の結果、単離した乳酸菌は、Weissella viridescens、
W. hellenica、Enterococcus faecium、Lactbacillus curvatus、L. homohiochii、L. sakei
と同定された。チラミン生成能を評価した結果、E. faecium 近縁株は PCR で tdc
が増幅し、培養試験でもチラミンが検出された。一方、W. viridescens に近縁な
単離株においては、PCR と培養試験の両方で陽性を示した株と、陰性を示した
株に分かれた。また、L. sakei に近縁な単離株においては tdc の増幅が確認でき
なかったが、培養試験ではチラミンを生成した。以上の結果から、単離株にお
けるチラミン生成株は、概ね tdc 遺伝子を有し、チラミン生成能は菌種特異的
ではなく菌株特異的であると考えられた。
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納豆の粘性成分の一つであるポリ-γ-グルタミン酸 (PGA) は、マクロファージに
認識され、インターロイキン 12 (IL-12) の分泌を促進すると報告されている。
本研究では PGA の熱処理の有無による IL-12 遺伝子転写量の差異を検討した。
まず、 PGA 合成に関わる 4 つの遺伝子 pgsB, pgsC, pgsA および pgsE の高発現
系を PGA 生産がほとんど認められない B. subtilis 168 株を用いて作製した。本
株により生産させ、精製した PGA は SEC-MALS 分析により分子量 450 万の単
一ピークであることが判明し、アミノ酸分析の結果、グルタミン酸以外のアミ
ノ酸は含まれていないことがわかった。この PGA に 100℃ にて約 18 時間の熱
処理を施すと、分子量が約 3.5 万まで低下することがわかった。以上の 2 つの
サンプルを用いて、マクロファージ様細胞株ヒト単球 THP-1 の IL-12 遺伝子転
写量を RT-PCR により相対的に定量した。その結果、熱処理前の高分子 PGA は
高い IL-12 転写活性を示したが、熱処理を施し低分子化した PGA の転写活性は
熱処理前の約 1/16 まで低下していることがわかった。以上の結果より、高分子
の PGA による免疫賦活能は低分子のそれより大きい可能性が示唆された。
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