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　The　 En 伽 西  7 ‘伽 48　GAO 　arisen   m 　plant　and 　E ．‘IOacae　IAM 　123十9，　 E∬ 勧 輔 ‘α α沼 IAM

12119 訂 iSenし肋 m 　int戯 ino　can 　be　judged　by　simple 　mc 山 od5 ．

　The 　grow 血 of 　Euterobacter‘teacae　GAO （abbrevlated 　hereafter　as　GAO ） was 　stLmulated 　two

and 止 ree 　times　in　optical 　de面 ty　by　addition 　of 　apple 　juice　and 　 casamino 　acid ，　respectively ．

　Cellobiosc　and 　xylo6e 　w α c　utilizcd 　bc駄 as 　 carbon 　sources 　by　GAO ，　although 　the　latter　was

51ighdy 　utilizcd 　by　E ．‘loa‘傷 IAM 　12349 （abbreviatcd
　hcreafter　as 　IAM 　12349）．

　GAO 　grew 　in　a　wide 　range 　of 　pH 　glO
，
　but 且 coli　IAM 　 l2119（abbreviated 　hereaftor　as 　E．

の 紛 蝕Ucd　bclow　pH 　7　and 　abovc 　pH 　10．

　GAO 　proved　positivo　hl　escu1   hydrdysis　tesl
，
　whi 】e　bo【h　IAM 　I2349　and 　E．‘o’i　proved　nega −

tive，　 Their 【丗 ference　was 　clearly 　observed ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （Receivcd　March 　22，1991）

Ke ）rwordst 　wheal 　 flour小麦粉，　 starter ス ター
タ
ー，　 leavening　bacteria

bacter　cteacae ニ ン テ ロ パ ク タ ー ク 卩 ア カ エ ．
発酵性細菌 ，

Ettierρ
・

　1． 緒　　雷

　小麦粉の 膨化は ，
パ ン 酵母 、

ベ ーキ ン グパ ウ ダーに よ

る もの が一般的 で ある が 自然酵母 や 乳酸菌 の 関与す る報

告もみ られ る 1〕一“ ．野菜種や果実浸潰水 な どを用 い る こ

と も伝統的 な方法の
一

つ として伝承 され て お り ， 著者 ら

は リ ン ゴ 浸潰水 を用 い て 発麺，つ ま りス タ
ータ ーを 調

製し， そ の 中か ら発酵 に 関与して い る主 要 発酵性 細 菌

Enterdiacter　 tloaeae 　 GAO を単離同定 した
5）．ま た，こ

れ が小麦粉食品 に 及 ぼす特tt6）−S），お よび急性毒性や感

染性の 面か ら検討し安全性に つ い て
9）
報告した．本 細 菌

は 腸内細菌群 に 属 して お り，食品衛 生 検査に 用 い られて

い る デ オ キ シ コ レ ート培 地 に 対 して 陽性を示す た め ， 実

地応用 の 面 で 問題を残 して い る．こ れ を解決する方法と

して は，デ オ キ シ コ レ ー
ト培地 に 対し反応を 示す本細菌

の 有する Pgalactosidaseの 遺伝学的検討や 他菌 の 生産

す る エ ン テ ロ トキ シ ン との 関わ り等を 明らか に す る こ と，
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また，現在 で も用 い られて い る伝統的な食品の 中か らス

ク リーニ ン グを 行 うこ とに より新たな膨化性細菌を分離

す る こ と な どが考え られ る．一方，腸内細菌群 は 他の 菌

属に 簡単に あ て は ま らない 菌が集 め られ て お り ， こ れら

の 分離に は ま だ多 くの 問題が あ る
le｝11）．さ らに ，　 E ．　eto・

acae は植物か ら多 く分離されて い る 12》に もか か わ らず腸

内細菌群 に 属し て い る．著者らは現在の 実地応用 の 問題

点を解決す る一手段 と して 食品衛生法 の もとで GAO の

諸性質を み る こ とに よ っ て 腸由来 の E．elcacae と E ．　ceti

との簡易判別 を行 うた め 研究 を行 っ た．そ の 結 果 ，
E ．

elaacae 　GAO とタ イ プ カ ル チ ャ
ーで あ る E ．‘icacae　IAM

12349 な らび に E ．coli　IAM 　12119 とを 比較 し ， 生 育

pH，糖 の 資化性 ，
エ ス ク リ ン 分解 な どの 差か ら GAO

と両株を容易に 分別す る こ とを 認 め た の で 報告す る。

　 Z 　 実験方法

　 （1）試料調製法

　 リン ゴ （青森県産，ふ じ ， つ が る）を よ く洗浄後皮 を

む き，芯 を 除 い た もの を お ろ し金 で お ろ し，
メ ソ ブ ラ ソ

フ ィ ル タ ー
で 除菌 し ，

Brix　4°に 希釈 した もの を リ ン ゴ

ジュース とした．

　 （2）使用菌株

　 Enterabacter　cloacae 　GAO （以下 GAO と略），　Entere・

bacter　 cteacae 　 IAM 　 12349 （以下 IAM 　12349 と略），

E5chen’chia 　celi　IAM 且2119（以下 E ．　celi と略）を用 い た，

　 （3）微生物の 培養条件

　培養は G 培地
13），すなわ ち グ ル コ ース 20g

， ア ス パ ラ

ギ ソ 2g ，・KH2PO40 ．5g，　 MgSO4 ・7　H200 ．　2B　g を 蒸

留水 で 1
，000　ml に 調製した もの （pH 　6．　4）を 用 い て 30

℃ で 培養を 行 い ，660nm で 吸光度を測定する こ とに よ

り菌体濃度 と した．この とき， 培地 の pH を変化 させ て

増殖度 を測定 し，至適 pH 条件を測定 した．また，炭素

源 の グ ル コ ース の 代わ りに 他 の 有機酸お よ び糖類を ， 窒

素源 の ア ス パ ラ ギ ン の 代わ りに 天然型 18種ア ミ ノ 酸 混

合物 や カ ザ ミ ノ 酸を 用い て 同様 に 培養を 行 っ た．ア ミ ノ

酸混合物 は，L 型 0．06 ％，　DL 型 O．12％の 濃度 の もの を ，

培地 1，000・ml 当 り 10　ml ず つ 添加 して 18種ア ミ ノ 酸混

合物 とした．ア ミ ノ 酸 と し て は ス レ オ 昌 ン ，グ ル タ ミ ン

酸，ア ル ギ ニ ン
， プ ロ ； ン

， チ ロ シ ン ，メ チ オ ； ン
，

パ

リン ，
ロ イ シ ン

， グ リシ ン
， シ ス チ ン ， ヒ ス チ ジ ン の L

型 とフ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン

， セ リ ン ， ト リブ トフ ァ ン ，ア ス

パ ラ ギ ン 酸，イ ソ 卩 イ シ ン
，

ア ラ 昌 ソ の DL 型を用 い た．

カ ザ ミ ノ 酸 は，培地 1，000　ml 当 り 10　g を加えt もの を

用 い た．

旬

　（4） エ ス ク リ ン 分解反応

　エ ス ク リ ン を含 む市販 エ ス ク リ ン 胆汁培地 （Bilc　Esc・

lin　Agar ，デ ィ フ コ 製）を用 い ，平板培 地 を 調製 した，

また合成培地 として G 培地 tt　O．　1 ％ エ ス ク リ ン ，　O．　05　％

塩化第二 鉄を 加 えた 平 板培 地 （G −一エ ス ク リ ン 培地）を調

製した．こ れに使用菌株を接種後培養 し，そ の 呈色反応

か ら陽性 ， 陰性を判定した．

　3．　結果および考察

　（1）E ．cleacae 　GAO の 生育 に お よぼす リ ン ゴ ジ ュー

　　　 ス の 効果

　 リン ゴ 浸潰水 よ り分離 した小麦粉発酵性細菌 GAO の

生育に 及ぼ す リ ン ゴ ジ ュ
ース の 効果 を Fig．1 に 示 した．

　 G 培地 に ，
メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ターで 除菌 し Brix　4  こ

希釈 した リン ゴ ジュー
ス を加 え た も の は培養直後か ら急

激な生育を示 し，菌 の 増殖が 吸光度 で 約 2 倍 に 捉進 され

た．データ として は示 して な い が ， リン ゴ ジ ＝
一ス 濃度

を Brix　2°

に希釈 した もの で は 鐓生物 の 生育が吸光度で

O．　77 で あ っ た．こ の 事 は 4
°

の もの に 対 し て ほ ぼ同値 で

あ り， 無添加 の 場合 よ り良 好 で あ っ た．こ れ は IAM

12S49を用い た場合に お い て も同様 で ， リ ン ゴ 浸漬液 か

ら本 細 菌 が分 離 され た こ と 5，と合わ せ 考察する と リ ソ ゴ

浸潰液，ま た は ジ ュ
ース の 中に ， GAO の 生育に と っ て

何らか の促進物質が存在す る もの と考え られ る，

　GAO は ， 腸内細菌群に 属して い る た め ，
　E ・　coli を用

い て 同 じ実験を行 っ たが E ．celi に対して は リ γ ゴ ジ＝

1．0

50

〔
360

｝
5
韓
OhO

　 　 　 0
　 　 　 0　　　　　　10　　　　　 20　　　　　 30　　　　　40　　　 48

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Time （hr｝

Fjg．　 L　 Changes・f　growth 　cun 厂e ・f　lkterebacter‘‘・aeae

　　　　 wi 山 and 　without 　aPPle 　juice
E，‘loa‘仞 GAO 　 and 　 IAM 　 12349　 in　 G −media 　 with

（一●一），（一■一）and 　withOUt （一一●一一），（一■
一

）aPPle

juice，
　respectively ．
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Fig，2．　 Effect　of　pH 　on 　growth　of　EntCrebacter‘letzcae

　 　 　 　 GAO 　and 　E．　coli　IAM 　12119

Gasamino　acid （
一

昌
一
）or 　18　amino 　acid （＿▲一）was

supplemented 　with 　G ・medium 　and 　adjusted 　to 　pH 　3〜

10．Tbe 　strains 　were 　grown 　for　48　hr　at 　30°C．　OD 　was

measuted 　at　 660　nm ，一
●
− and −−O −− are 　E．　cleacue

and 　 E ．‘oti　 in　G ・medium 　alone ．

一ス の 促進効果は ほ とん どみ られ な か っ た．

　（2）E，cloecae 　GAO の 生育に お よぼす pH の 影響

　GAO の 生育 に 及ぼす pH の 影響を Fig．2 に 示 した．

G 培地に カ ザ ミ ノ 酸や 天然型 18種 ア ミ ノ酸混合物 を 加

え た もの を 用 い 試験 した とこ ろ ， い ずれ の 培 地 に お い て

も pH 　4 か ら 10 ま で の 広範囲 で 生 育が 可能 で あ っ た．

GAO は pH 　10 ま で生育 して い るの が 観察され ，　 IAM

12349 は ほ ぼ GAO と同様の 生育結果で あ っ た ・E・celi

は pH 　7 以下 ，
　 pH 　 IO 以 上 で は 生育せ ず ， 腸内細菌群

の 指標とし て 用 い られ て い る E ．　celi と GAO との 相違

が明らか で あ り，これ は E ．　coli の 混入 時 ，　E ．　celi との

分離が可能 である こ とを示す もの で あ る．

　（3）E ．ctoacae 　GAO の 生青に お よぼす炭素源の 影響

　リ ソ ゴ 酸 は リ ソ ゴ 浸潰水中に 存在 し ， そこ か ら GAO

の 分離 を行 っ た た め ， ま た リ ソ ゴ ジ ＝・一一ス は 小麦粉発酵

を行う GAO の増殖を促進 した た め．　 G 培地中の 炭素源

を リソ ゴ 酸 を は じめ TCA サ イ ク ル に 関与する有機酸に

置き換え て微生物 の 増殖を試験 し ， その 結果を Fig．3 に

示 した ．GAO ，　 IAM 　12349 とも リソ ゴ 中に存在する リ

ソ ゴ酸に対し て の 資化性に は差がな く，フ マ
ール 酸を炭

素源 に 用 い た時に は GAO の 方 が増殖が や や よ く・逆 に

ク エ ン 酸，酒 石酸 の 場合で は IAM 　l2349の 方 が増殖が
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Fig．3．　 UtiliZation　 of　 organic 　 ac量dヨ iロ Enterebacter

　 　 　 　 c’eaeae

且 ‘lcacae　GAO （口）and 　IAM 　12349 （圀）  cu1 恤 ℃d
in　G −modified 　media 　with 　sornc   ds　of 　organic 　 acid5

instcad　 of 　glucose　for　48　hr　at　30 °α OD 　was 　measured

at 　 660　nm ．
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FigL　4．　 Uti1地ation 　of 　saccharides 　in　Ek伽 ）bacter　 clOacae

E ．　deacae　GAO （口 ）and 　1AM 　I2349 （圀）were 　cu1 血ired

in　 G −modi 丘ed 　 media 　 wi 山 somc 　 kindS　 of 　saccharide5

instead　of　glucosc　fbr　48　hr　at 　30°C ．　OD 　wa5 　measurcd

at 　 660 皿 1．

よか っ た．ギ酸 ， 酢酸な どの モ ノ カ ル ポ ソ 酸 で は GAO ，

IAM 　123・19とも細菌 の 増殖は ほ とん ど認め られ な か っ

た．ま た クエ ソ 酸 ，
フ マ

ール 酸の GAO と ，　 IAM 　12349

に 対する増殖が異な っ て い た ．特に クエ ン 酸を添加 した

場合 ，
GAO に 比ぺ て IAM 　12349 の増殖が よか っ た・

デ
ー

タ と して示 して ない が ， 炭素源 と して 有機酸を 変 え

（39且） 仙

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan society of Home Economics

NII-Electronic Library Service

Japan 　sooiety 　of 　Home 　Eoonomios

日本 家 政 学 会 誌　VoL 　43　No，5 （置992）

　 A 　　　　　　　　　 B　　　　　　　　　 C
Fig．5，　Escu1藍n 　hydrolysis　o 『Enterobactsr‘IOacae　GAO

　A ： 瓦 ‘IOacae　GAO ；　 B 沼 ，‘leacae　IAM 　12349 ；

　 C ：E．‘oii 　IA 112119，

る こ とに よ っ て ，
CO2

，
　 Ht の 発生量 ， 比率が異 な る た

め 「4）
， その 経路に つ い て は 今後の 課 題 と して 検討 した い ．

　 G 培地中の 炭素源を， リ ソ ゴ ジ a
一ス 中に 存在す る果

糖，ブ ドウ 糖 ， シ e 糖：5）．お よ び ラ ク トース 等の 各種糖

類 に 置 き換えて微生物の増殖を試験した 結果を ，
Fig．4

に 示 し た ．リ ン ゴ 中に 含 まれ て い る シ ョ 糖 で は GAO の

方が細菌の 増殖度は わずか に 大 きく， 果糖 は ， ほ ぼ同 じ

値を示 した．IAM 　12349に比較 して GAO の 増殖が き

わ め て 大 き く，認 め られ た 塘 は セ ロ ビ オ
ース

， キ シ 卩 一

ス
， リボ

ー
ス で ，特に キ シ ロ ース は 顕著 で あ っ た．逆 に

ラ ク ト
ー

ス の 資化性 は GAO よ り IAM 　12349 の 方が 大

きく認 め られ た．こ れ らが IAM 　12349 の 生理 上 との 相

違点で あると考えられた．

　（4）E ．cleacae 　GAO の エ ス ク リ ン 分解とそ の 応用

　現在用 い られて い る簡便な大腸菌群 テ ス トに ， デオ キ

シ コ レ ート培地が 用 い られて お り， こ の 培地 に 対 し て

GAO は 陽性を 示す．し た が っ て GAO と大 腸 菌 とは食

品衛生法上 は 大腸菌群 と して 扱われ ， 食品工 業 へ の 実用

化は 困難 な状況 に あ る．GAO と IAM 且2349 で は ，

Bergey’s　Manuali6 ）
の 記載内容の エ ス ク リ ン 分解 に 差が

あ る 5）．こ の 特徴を大腸菌 に まで 広げ て 検討 を行 っ た．

っ ま り ， 市販胆汁 エ ス ク リソ 培地 に コ ロ ニ ーを作らせ ，

エ ス ク リ ソ 分解反応の 結果を Fig．5 に 示 した．　 GAO は ，

IAM 　12349 や E ．　c・liと異な り，
エ ス ク リ ン を分解 し

て 黒色 の 反応が み られ た．G 培地に エ ス ク リ ン と塩 化第

二 鉄を 加 え た合 成 培地 （G −
； ス ク リ ン 培地）を作 り観察

を 行 っ た結果 ，
GAO は増殖が よ く， 市販 エ ス ク リ ン 培

地 と同様に 黒色反応がみ られ た．こ れ に 対 し E ・celi の

方は 生育が 悪 く ， 黒色反応 が 観察 されなか っ た．こ れ ら

の こ とか ら，
E ．　ceti の 混入が疑われた場合 ， 市販胆汁 エ

ス ク リソ 培地 お よび G 一エ ス ク リン 合成培地 を 用い る こ
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とに よ っ て GAO と E ．　 celi との 相違点を明 らか に す る

こ とが 可能 で ある し，IAM との 違 い を見出すた め に も

有効 で あ る と 考え られ る．また ， 実際 u＝ 　E ．celi　h：混入 し

て も培養時の pH を調製すれ ば GAO の み を E ．‘eli と分

別 し て 選択的に 培養する こ とが 可能 で あ る と考 え られ る，

　簡易判別法開発 の た め 以上の 結果を Table　l に 示 し

た． GAO ，　 IAM ，　 E．　coli　3 株の リ ン ゴ ジ ュ
ー

ス 中の 増

殖お よ び生 育に 及 ぼす pH の 範囲 よ りE ．　cleacae と E ．　eeE

と判別 が で き，有機酸，糖お よび エ ス ク リ ン 分解 に よ り

植物由来 の GAO と腸由来の IAM 　 12349 との 判別 が 可

能で あ っ た．リン ゴ 浸漬液か ら分離 し た GAO は ， 大腸

菌群に 属す る もの で は あ るが ，
マ ウ ス を用 い た実験 で も

安全性 に 何 ら問題は な く
9）

， ま た 生育 pH ．糖 の 資化性，
エ ス ク リン 分解 な どの 諸性質は ，植物由来の E ．ctaacae

Table　1．　Characterization　of 　growth　of 　E．　clOacac

　　　　 GAO
，
　IAM 　12349　and 　E ．　coli　IAM 　121且9

Growth　factorE ．‘’0ロ‘α‘　　E ．cloa ‘46 　　　 E．‘oli

GAO 　 IAM 　12349　 1AM 　12119

Effect　of 　apple 　juice　　 ＋

pH 　of 　G・medium 　　 4−10

　

0

＋

4

　

4 8−9

Organic 　acid

　 Citric　ac 三d

　 F皿 maric 　acid

Saccharide

　Xylose

　 Riboge
　 Cellobio6e

　 Lactose

EscUlin　hydrolys魯

十

卅

帯

廾

＋

＋

十

T
＋

＋

廾

（392）
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リ ソ ゴ 浸 漬液 よ り分離 した 発酵性細菌 （Enterobacter　cloacae 　GAO ）の 諸 性質

に 普遍的な性質で ある．現在で は酵母 を 用い た食品の 製

造が一般的で あ るが ， 東南ア ジ ア
2）17》

， 日本ls）を は じ め

世界各地
19〕20）

の 伝統的な食品 の 中に は さ ま ざまな微生物

が存在 し食品 の 特鍛を出 して い る ．その よ うな微 生 物 の

一つ で ある GAO は 有益 な株で あ り， さ らに 伝統 的 な食

品中の 微生物の 分布を 地球規模 で 再確認す る こ と も必要

で あ る と考 え る．

　4． 要　 約

　植物由来の EnterChacter　 ctoacae 　 GAO と，腸 由来 の

Ecleecae　 IAM 且2349，　 E．　celi　IAM 　 12119 との 簡易判

別法開発の た め の 検討を 行 っ た．

　（1）E ．　ctea ‘ae　GAO の 生育は グル コ
ース

， ア ス パ ラ

ギ ン を含む G 培地 に リ ン ゴ ジ ュ
ース を添加す る と約2 倍

に ， カ ザ ミ ノ 酸 を 添加す る と約 3 倍 に 促進 され た．

　（2）GAO の 炭素源 と して は リン ゴ ジ ュ
ース 中に 存在

す る ブ ド ウ糖 と シ ョ 糖が IAM 　 l2349に 比ぺ よ く資化 さ

れ た．セ P ビ オース
， リポース が よ く資化され て お り，

特に キ シ ロ
ー

ス は IAM 　I2349で は ご くわずか な資化性

で あ るが ，
GAO で は よ く資化された．

　（3）GAO は ，　 pH 　4 か ら 10 ま で の 広 い 範囲で 生育が

可能 で あ り，E ，　coti は pH 　7 以下 ，　 pH 　10 で は 生 育せ

ず，ま た GAO は エ ス ク リ ン 分解陽性 で あ っ た が，　 IAM

12349，E ．　 celi は 陰性 で あ り相違が 明らか で あ っ た．

　以上 の 結果よ り簡易判別法に な り うる もの で あ っ た ．

　本研究 の
一部は 平成 2年度文部省科学研究費補 助 金

（
一

般 C，No ．　OI580054）の 助成 を 受けて 行 っ た もの で
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