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　　To 　establish 　an 　e 伍 cient 　Ineth 〔♪d　for　the　nlicrobial 　trca〔mcntofkitchen 　refuse ，　experimellts 　were

perfbrlned　to　isolate　heat−stable 　multi −enzyme −producing　thermophilic 　bacteria　and 　to　verif 〜
・func−

tional　 actMties 　 of 　the　 lsolates　 ror 〔hc　 complete 　 decomposition 　 of 　kitchcn　 refuse ．　 Five　 Bacitlus

strains
一β．　amyloligucfaciens 　FTP148 ，　B ．　arn

］
lo勿 uefaciens 　FTP2414 ，　B．　subtitis 　FTP237 ，

8．  読 6η功厂
一

7ηガ∫ FTP136 ，　 and 　B ．　 tichen　ITorm　is　 FTP2530 − were 　 successhllly 　 isola〔cd 　 from　 feces　 of 　the 　 Giant

Panda ．　 The 　 strains 　showed 　 ef五cient 　growth 　at　incubation　tempt ：raturcs 　bctwcen　45 ° C　 and 　60°C
and 　pr 〔｝duced 　amylase

，
　protcase，

　 and 　lipase、　 The 　highes［ activhics 　of 　thc　amylase 　and 　protease

produced　by　the 　strains 　at　thc　optimal 　growth 　temperature 　were 　obtained 　at　reaction 　tempcratures

belwccn　50 ° C　and 　60 °C ．　The 　arnylasc 　and 　protcase　activities 　were 　stable 　up 　to　maximuln 〔em
−

pcratures　of 　750C 　and 　70°C ，rcspcctively ；after 　incubation　at 　600C 　fbr　3　h，59％ and 　40％，　respec −

tively，　ofthe 　initial　activlty 　rcmaincd ．　 Uslng　a 　commercial 　was ［e −treatlnent 　device，　kitchcn　refuse

wLIS 　treated 　with 　the　five　 s［rains 　with 　the 　following　results 、　 When 　l　l（g　per　day　was 　trcatcd 　for　4

weeks ，　 a 　total 　of 　24kg　of 　mixe 匸l　refhse 　consisting 　of 　green　vegetablcs 　and 且sh 　remains 　as 　well 　as 　raw

and ！or 　fricd　potat｛⊃es　was 　reduced 〔o　only 　O，98　kg　and 　a　final　digestive　rate 　of 　96％ was 　obtained ．

Ihs 　nQteworthy 　that　the　internal　tempera 【urc 　 of 　thc 　 compost 　 mass 　 rcached 　 a　peak　of 　72DC ．
Thcsc　rc ：　ults 　indicate　that　the　nc ，vd 〔hcrmophilic　bacterial　strains 　isolated　from　Giant　Panda 　feces

ma ￥ bc　useful 　for　high−peribrrllancc　waste 　treatment 　at　a　high　temperature 　of65
° C ．

lKeア words ：　 waste
−treatment ，　thermophilic 　bacteria，　heat−stable 　enzymes ，　panda 　feces］

　我 が 国 で は 年間 5千 万 トン を超え る
・
般廃棄物が排出

され ，そ の 約73 ％は 焼却処理 され，最終的 に ゴ ミ全体の

約 23 ％ が 埋 め 立 て に よ り処分 され て きた ．1｝ ま た 東京都

内か ら だ けで も毎年総 計5100万 ト ソ の 廃棄物 が ゴ ミ と し

て 収集 されて い るが ， そ の 半分は 植物性廃棄物が占め る

と言 わ れ て い る 沖 近年に な っ て 生 ゴ ミ な どを含む廃棄

物 の 焼 却 処 琿 に よ リ ダ イ オ キ シ ン の よ う な 有害物質 が 新

た に 生み 出され る こ とが 次第に 明 ら か に され て ぎた．

　 ダ イ オ キ シ ソ などの 化学物質 を排 出 し ない 焼却 に 代わ

る 処理 法 と 1 て ， 微 生 物 を 利用 した 生 ゴ ミ 処 理 法が 注 目

さ れ て きて い る ．微生物に よ る生 ゴ ミ処理 は ，特殊 な 大

型装置を 必 要 とせ ず，省 エ ネ ル ギ ー型で あ り，発酵後 の

残渣は 堆肥 と して 利用 で ぎ る などの 利点 が あ げ られ て い

る ．こ の よ うな背景 か ら生態系 か ら 得 られ た微生物を 活

用 す る 生 ゴ ミ 処 理 機 が 開 発 され 広 く発 売 され て い る．

　 しか し，分解反応 の 中心 的 な 役割 を 担 う微生物 の 分離

＊
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や そ の 性状 に つ い て は ，ほ と ん ど検討 され て い ない ．
「
｝’t’）

そ こ で 我 々 は ，こ れ まで に 培 っ て ぎた 新規微生物の 探索

経験に 基 づ ぎ，h
−7）牛 ゴ ミ 処 理 に 用 い る こ と が で き る 微

生 物，特 に 何種 類 か の 耐 熱 性 酵素群 を 産牛す る 高温菌 を

分離 し，そ れ ら分離菌を 用 い る生 ゴ ミ処理法 の 確立 を目

標 に 実験 を 開始 した ．こ れ まで に 動物の 糞や 昆虫 な ど よ

り基質分解能が 高 い 好 気 性 高 温 菌 の 分離 を 試 み た 結果，
パ ン ダ の 糞 か らプ ロ テ ア …ゼ ，ア ミ ラ

ーゼ や リパ ー一ゼ な

ど の 酵素群を 産 牛 す る 高温菌を分離 で ぎた ．こ れ ら の 新

規 な高温細菌は ，生 ゴ ミを連 日 投 入 し て も残渣 を ほ とん

ど残 さな い 成績を示 した の で ，こ こ に そ の 成果の
一

部 を

報告す る．

実　験　方　法

　 細菌 の 分離源　　新規 な 微生物 の 分離源 と し て パ ン ダ

（Ailurop〔｝da　melan 〔）［eucda ）の 糞 を 用 い た ．パ ン ダ の 糞は ，

恩賜 H野動物園 よ り正 式な手続 きを し た 後に 恵与 され た

もの を 実験 に 供 し た．

　培地　　主 に ト リ プ ト ソ f ブ イ ヨ ン 〔栄研化学 ）， ト

リ プ ト ソ イ 寒 天 培 地 〔栄 研 化 学 、 と0．5％ に 肉 エ キ ス を

加 え た ト リプ ト ソ イ寒天 培地 を 用 い た ．

　生 ゴ ミ 処理機 　　市販 の 家庭用 生 ゴ ミ処 琿機 （松下 電

工 ，1200 タ イ プ，EM452AH ）を 実験 に 供 した ．使 用 L．

た 生 ゴ ミ処 理 機 は ，内容積 が 概 ね 27t で 菌床 の 容 量 が

121 の 大 きさ で ，撹拌 は 三 枚 の フ
ィ

ン に よ り毎分 2 同 転

の 割合 で 2 分間回 転 し，つ づ い て 逆 回 転 を 2 分間 し，そ

の 後 60分 間 休 止 す る よ うに 設 計 され て い た．こ の 機種 を

加熱温度 と回 転時間を 変更で きる よ う
一一
部改 良 し て 牛 ゴ

ミ処理 の 実証試験 に 用 い た ．

　 生 ゴ ミ　 　次 の よ う な 組成 の もの を 生 ゴ ミ と して 用 い

た ．「標準混 合 ゴ ミ 」 と して は 青野菜 （主 に キ ャ
ベ ツ ）

300g ，生 ジ ャ ガ イ モ 200g と 魚屑 （骨や頭を含む魚の ガ

ラ ）500g の 混 合 した物，「高 タ ソ パ ク 類 生 ゴ ミ」 と し て

は 青野菜 300g と魚屑 700g ，「高 デ ン プ ン 類 生 ゴ ミ 」 は

青野菜 300g ，魚屑 200　g と生 ジ ャ ガ イ モ 500　g お よび 「高

揚げ物類生 ゴ ミ 」 は 青野菜 fl〔10　g，魚屑 200　g，生 ジ ャ ガ

イ モ 200g と揚 げ 物 〔主 に コ ロ
ッ ク

ー
） 300g な ど を 混 合

した もの を 生 ゴ ミ と して 用 い た．青野菜 と生 ジ ャ ガ イ モ

は ，数 セ ソ チ 角の 大 き さに 切 っ て使用 した ．魚腎 と揚げ

物 は ，そ の ま ま使 用 した ．

　細 菌 の 分離 法 　　パ ン ダ の 糞 10g を 滅菌生 食塩 水

90ml に 加 え て よ く撹拌 し た．こ の 懸濁液を滅菌 i・リ プ

ト ソ イ ブ イ ヨ ン で 10 倍階 段 希釈 を し，各希釈液 か ら

0．1ml を量 り取 り0．5％ 肉 エ キ ス 加 ト リ プ ト ソ イ 寒 天 培

地 の 平 板 に 接種 した ．37 °C ，45
°C ，55

°G と 60°c の 各温

度 で 平板 4 枚宛 て 保温 し，最長 ユ週間 まで 培養 した．形

成 され た コ 卩 ニ ーを釣菌 し，純培養 に な る ま で 分離 を 繰

り返 した ．適当数 の 菌株 が 得 られ る まで ，こ の 分離操作

を数 回 繰 り返 した ．

　分離菌 の 同定法　　純粋培養した 各菌株 は ，染 色 に よ

り グ ラ ム 染色性，菌体の 形状 と 芽胞 の 有無を 観察 した．

次 に ， オ キ シ ダ ーゼ 試験 ，カ タ ラ
ー

ゼ 試験，O ／F 試験，

運動性 な ど の 確認試験 を 行 い ，Cowan 　and 　S ［ccrs 医 学

細菌 同 定 の 手 引 ぎ O）の 一次 鑑 別法 に 従 い 大 ま か た 分類 を

行 っ た ．芽胞 を有す る グ ラ ム 陽性桿菌の 同定 は ，口本 ビ

ォ メ E丿．．一製 の API 　50　CHB と API 　20E を 用 い て 行 ’
り

た ．

　分離菌 の 増殖温度 の 検討法　　新鮮継代菌を ト リ プ ト

ソ イ寒天培地 に 植 え，37° C か ら 5 °C 間隔 で 60 °C ま で

の 温度で 48時間培養 し た ．集落 の 形成 を 増殖 可 能温度 と

し，さ らに 集落の 数 と 大ぎさが 最大に な る温度を そ の 菌

株 の 最適増殖温度と判断 した．

　基質利用能 の 検討法　　分離菌の 基質分解能を 観 る た

め の
一

次定性試験は，肉 ｝E
一
の 分解試験 に ク

ッ
ク ド ミ ー

ト

培地 （（⊃XOII ）），タ ソ パ ク 分解試験 に 0．5％ゼ ラ チ ン 加 1・

L丿プ ト ソ イ 寒天培地 と 1 ％ カ ゼ イ ン 加寒 犬 培地， リ ピ ド

分 解試験 に 2 ％卵黄 加 ト リ プ ト ソ イ 寒 K培地，さ らに デ

ン プ ソ の 分解能 は 1 ％可溶性 デ ン プ ソ 加 ト リ プ ト ソ イ ブ

イ ヨ ン を 用 い た ．

　 1 ％ カ
ー
ビ イ ソ 寒 天 培 地 は ，蒸留 水 1000ml に 1・リ プ ト

ア 5．Og ，酵 母 エ キ ス 2．5g ，ブ ド ウ 糖 1．Og ，カ ゼ イ ン ナ ト

リ ウ ム 10．Og ，クコ＝ン 酸三 ナ ト リ ウ ム ニ 水 和 些41g ，塩 化

カ ル シ ウ ム ニ 水和 2．94g ，寒天 15，0g を 加 え て f乍製 L た．

1 ％可溶性 デ ン プ ン ト 1丿 プ ト ソ イ ブ イ ヨ ソ は ， 1 ％可溶

性 デ ン プ ン と0．4％ に pH 指示薬 （プ ロ ム ク レ ゾ
ー

ル パ ー．

プ ル 〕 を添加 し て 調製 し た ．

　基質 を 加 え た ト リプ
．
ト ソ イ寒天 培地 に 新鮮継代蕾を 接

種 し，各菌株 の 最適増殖温度 で 24時間 か ら48時間培養 し

て ，各基質 び）分解を判断 した．肉片 の 分解能は ，ク
ッ

ク

ド ミ ー
ト培地 に 各菌株 を 接種 し， 1 週 間 まで 培 養 した．

肝臓片が 消失す る か また は 崩力 た 場合，肉片分解能陽性

と判定 した ．デ ン プ ン の 分解能 は ， 1 ％ 卩∫溶性 デ ン プ ン

加 ト リ プ ト ソ イ ブ イ ヨ ン に 各菌株を接種 し，最適温度 で

24時間か ら 48時間培養 した．培地 の pH が 酸性 に 傾 い た

ら デ ン プ ン 分解陽件 と判断 した．

　酵素活性の測定法　　酵素 の 誘導 に は ，卩亅溶性 デ ン プ

ン （和 光純薬），カ ゼ イ ン （ア ゾ ウ エ ル ） と ラ
…

ド （雪

印〕 を 使用 し た ．粗酵素液 の 調製は ， 基質 （1 ％可溶性
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デ ン プ ン ， 1％ カ ゼ イ ソ ま た は 0．5％ ラ ード） を添加 し

た ト
1」 プ ト ソ イ ブ イ ヨ ン に 接種した 菌株を最適増殖温度

で 4S時間か ら96時 間 培養し，培 養液 をISO〔〕〔｝回転 で 30分間

遠 心 した ．遠 心 上 清を 採取 し，0．4 μII1 孔径 の メ ン ブ ラ

ン フ i ル タ
ー

で ろ 過 した．ろ 液を保存す る こ と な くその

ま ま 粗酵素液 と し て 使用 し た ．

　酵素活性 の 測定は ，次の よ うに 行・りた ．ア ミ ラ ーゼ 活

性 は ，0．5％可溶性 デ ソ プ ン 添加 ト 1丿プ ト ソ イ ブ イ ヨ ン

で の 培養上清を ネオ ・ア ミ ラ
ー

ゼ テ ス ト 「第
一

化学 」 で

発色 さぜ ， 波長 620nm の 吸 光度 か らα
一ア ミ ラ

ーゼ 活性

を 測 定 し た． リ パ ーゼ 活性 は ，0．5％ ラ ードを加え た ト

リ プ ト ソ イ プ イ ヨ ン の 培養 上 清を ネ ス コ
ー

ト VN リ

パ ー一ビ 測定法 で レ シ チ ナ
ーゼ 活性 を 測 定 した．添付 され

て い た 標準 「血清を陽性対照 と菌未接種 の 培 地 を陰性 対照

と して 用い た．

　 プ 卩 テ ア ーゼ 活 性 ば ，以 ドの よ うな 方法 で 測 定 した ．

0，5％ カ ゼ イ ン 加 ト リ プ ト ソ イ ブ イ ヨ ン の 培養 上 清 を

0 、51111ずつ 二 本 の 試験管 に 移 して ，一．・
本 の 試験管 に 1 ％

カ ゼ イ ン 溶液 0．5rnl とブ ラ ン ク 用
一

本 に 蒸留水 （｝．5ml

を 加 え，よ く混和 した 後 45 °C の 恒齟 水槽 で 反 応 させ た ．

反応直後 に 1．8％ ト リ ク ロ ロ 酢酸 を 3．O・fill加 え 数分間放

置 し た ．蒸留水 6．Oml を 加 え た 後，3000 回 転 20分間遠

心 し，そ の 上 清 に Lowry −Folin 試薬 を 添 加 し て 発色 させ

た ．e）波長 720　nm で 吸 光度 を 測定 した ．カ ゼ イ ン 分解液

の 吸 光度 か ら
．
ブラ ン ク の 吸光度を 差引 ぎ，チ ロ シ ソ の 標

準 曲線 よ リ タ ン パ ク 分解能 を 求め た ． 1分間 に チ 卩 シ ン

1 μg 相 当量 の 生成物 を与え る酵 素量 を 1 単位 （ufml ）と

し た ．

　酵素活性の 反応温度お よ び熱安定
ll

生の検討法　　各菌

株を24時間 か ら 120 時間 ま で 培養して 粗酵素液 を 得 た ．

5°C 聞隔に 設 定 し た 45 ° G か ら 70 °C ま で の 水槽 に 粗酵

素液と基質と を30 分間保温 し て ア ミ ラ
ーゼ と プ 卩 テ ア

ー

ゼ の 活性 を 測定 した ．最大活性 を 示 す 反応温度 と各菌株

の 酵 素活性が最大に な る培養時間を求 め た ．ま た粗酵素

液を各設定温度 に 3〔〕分か ら 5 時間 ま で保温 した 後，酵素

活性 を 測 定 し酵 素 活 性 の 熱安 定 性 を 調 べ た ．な お ，ネ ス

コ ー一ト VN リ パ ーゼ 測 定 キ
ッ

トに 含 まれ る 基質 の 熱安

定 性 の 関 係か ら， リ パ ー一
ゼ 活性 の 測定 は 37° C で の み 行

っ た ．

　 生 ゴ ミ処理 の 実証試験　　細菌を 定 着 させ る菌 床 は ，

生 ゴ ミ 処 理 機 に 添付 さ れ て い る菌床 素材 1kg と籾 殻

1．5kg の 計 2、5kg と した ．菌床 は 高圧蒸気滅菌 の 後，乾

燥 さぜ て か ら用 い た ，そ れ を 生 ゴ ミ 処 理 機に 移 し た後，

蒸留 水を 1000m1 加え，処理機 の 温度 を 40 °C に 設定 し

て 連続的 に 12時間撹拌 して 菌床 に 湿度を 与えた ．一
晩撹

拌 と加熱を休 ［Eさぜ た 後，200ml の ト リ プ ト ソ イ ブ イ

ヨ ン で
一

晩培養 し た 5 菌株 （後述） の 菌液，総 計 1000

ml と 100倍 に 希釈 した ト リ プ ト ソ イ ブ イ ヨ ン 500 　ml を

菌床 の Lか ら振 り注 い だ ．処 理 機の 温度 を 生5°C に 設定

し，】2時 間 連続的に 撹拌 と加熱 した 後，約36 時間 の 間撹

拌も加 熱も休ILさせ た 状態に 放置 し た ．月曜 日の 朝菌床

の 重量 は ，ほ ぼ 2．5kg で あ っ た ．毎朝 1kg の 生 ゴ ミ を

投 入 し，処理機を 1 時間運転 して よ く撹拌混合 させ た後

2 時間休 II．さぜ ，こ れ を 4 回連続的 に 12時間繰 り返 し，

その 後 は 翌朝 まで 運転 を 休止 させ た ．翌 朝生 ゴ ミ を 加 え

る 前 に 重 量 と処 理機内の 温度 を 測定 した ．

実　験　結　果

　有用 細菌の 分離　　45° C か ら 60 ° C の 培養温度 で 増

殖す る 212株 の 細 菌 を パ ン ダの 糞 か ら 分離 し た ．増殖温

度域 が 高い 菌株 の 基 質分解能 を 観 る た め の 一次 定 性 試 験

を最初 に 実施 した．デ ン プ ン
， 肉片，ゼ ラ ヂ ン ，カ ゼ イ

ン ，卵黄 な どすべ て の 基質に 対 して 反応陽性 を 示 した 菌

株を 選 別 L ，次 い で 酵素活 性 を 調べ た ．そ の 結果，10株

が ア ミ ラ
ーゼ ，プ 卩 テ ア

ーゼ と リ パ ーゼ を 産生す る こ と

が判 っ た ．比較的酵素活性 が 高 く 45 °C か ら 60 ° C の 温

度域 で 増殖 が 良い FTR136 株，　 FTR ．148 株，　 FTR237 株，

FTP2414 株 と FTR2530 株 の 5 菌株 を選別 し ， 同定を試

み た ．

　 こ の 5 菌株は ，一
次鑑 別 法 の 結果す べ て グ ラ ム 陽性有

芽胞桿菌で Bat／iUas属の 細菌で あ っ た ．用 い た 同 定 キ ッ

ト の 結 果 か ら FTRI36 株 は 99．9％ の 確 率 で Bacillus

licheniformis，　FTR148 撫 よ 少 し 確 率 が 低 い が 69．9％で

BaciUus　am ．ytoliguffaciens，　FTR237 株 は 83．4％ の 確 率 で

BaciUus　subtitis，　FTR2530 株 は 99．8％で B ．　lichen　tfo 　rm 　isと 同

定 さ れ た ．しか し，FTP2414株は ，同 定確率 の 高 い 種

は 見 つ か ら な か っ た が ，候補種 の う ち ADH と DNasc

が陰性 で あ る こ と か ら 低 い 確率 で あ る が 40．9％ で B，

α尠 ’o 吻 μ幽
・iensと判定 した ，

　 5 株 の 細 菌 の う ち 各 2 株が B．am ）
，loliquffaciensと B ，

9ichent：forrnisで あ ・・た が ，　 Table 　1 に 示 す 増殖温 度域 を 含

め た い くつ か の 性 状が各株で 異な る こ とか ら，各 々 別な

株と して 以下 の 実験 に 用 い た ．

　 分離菌 の 産生 す る 酵素活性 の 検討 　　45°C で 72時間

か ら96時間培養 し た 培養液 を 用 い て ，
5 菌株の 産生 す る

3種類の 酵素活性 を 測 定 し た．ア ミ ラ
ーゼ と プ 卩 テ ア

ー

ゼ の 最大活性値 を 示す反応温度 とそ の 活性値 お よ び リ

パ ーゼ は 37 °C で の 活性値を Table　2 に 示 し た．ア ミ ラ
ー
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Properly

Table 　 1．　 Di偸 ren 吐ial　pr〔，pcrties　ofisolated 　BaciUus　strains ．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Strain

　 ギ136　　　　　　　　　ギ148　　　　　　　　　韋237　　　　　　　　　12414 韋2530

Aerobic　growth
　 37°C
　 十5°C
　 50 °C
　 55 °C
　 60D （二】

Ana じ robic 　gr｛⊃wth

Utilization

　 Galactose

　 （：｝enti 〔，biosc

　 Lactose
　 N｛elibiose

　 Rhamnc ｝se

　 Ra 伍 nose

　 Sorbose

　 Citratc

DNasc 　production

Identification

斗卞

4十

2十

2十

十

　 　 十

　 　 十

　 　 十

　 　 十

　 　 十

　 　 十

　 　 十

　 　 十

　 　 十

Bacillus

〜勲 吻プひr加 ∫

2 ・

41

十

十

十

十

BacitiusamJlotigutfaciens

ゼ と プ 卩 テ ア ーゼ の 活性値が 比較的低 い 菌株 と比較的高

い 菌株とが存在す る こ とが判明 した ．

　ア ミラ
ー

ゼ とプ ロ テ ア
ー

ゼ の熱安定性　　96時間培養

し て 得 た 培養液中 の ア ミ ラ ーゼ 活性 と プ 卩 テ ア ーゼ 活性

の 熱安定性を検討 し た ．そ の 結果，Tablc　3 に 示 した よ

うに ，比 較的低活性値 の ア ミ ラ
ーゼ を産生す る FTP136

株 と FTP2530 株 の ア ミ ラ ー一ゼ 活性 は ，酵素 活性 の 最適

温度 で あ る 60 °C に 3 時間保温後 で も59％ と36％ の 活性

を示 した ．FTR148 株，　 FTP2414 株と FTP237 株 の 高活

性値 の ア ミ ラ
ーゼ は ，最適温度 の 55 °C に 60分 間 保温す

る と活性 は 約 20％ に 低減 し た ．

　一方 ，
プ ロ テ ア

ーゼ 活性 は ，Table　4 に 示す よ うに 全

体的 に 安定 で ，FTP2530 株 の サ ソ プ ル を 除 い て ．

FTP148 株，　 FTP2414 株 ，　 FTP237 株 と FTP136 株 で は

Table　2．　Activitics　 of 　enzymes 　produced 　by　 isolated
　 　 Bacillu、『 strai πLS ．

Strain　　　　　　　　．一一．．　　一一一　　　　　　　　　　　　　　　Lipasc　　Amylase

Activi亡｝
・Tcmp ．

　 　 Protease

A 。 ・i。 i・y．　 T ，mp ．　
ac ‘i“ity”

FTP136 　 　 35 ．4
FTP148 　　 329．6
FTP237 　　 239．2
FTP2414 　 305 ．3
FTP2530 　 　 12．2

60°C55
°C60QC55

冂C60
ロC

23．246
．435
、350
．419
．3

60°C55
°C50
°C55DCf

）oec

07Q

／
56

1
　

　
　
　
　

　

1

aLipase
　actMty （units ／ml ）was 　determincd 　at 　37 °C ，

十

十

十

十

　

4

±

十

十

十

↓

．＋．
↓

＋

　

4ユ
2

±

十

十

十

　 十

Baciilu∫　　 Bacillus

subtitis 　　 am ）
’！oiigueflaciens

十

十

ー

⊥．

　

24L

t

　
一
ト
．

Bacillusticheniformis

50 ° C ，55
° C ま た は 60°G に 3 時間保温 した 後 で も30％か

C
）
　40％程度 の 酵素活性 を 示 した ．

　次 に ，最高 75° C ま で の 温 度 に 30分 間保温 し た 場 合の

酵素 の 熱抵抗性 を 検討 した．FTP148 株，　 FTR2414 株 と

FTR237 株 の ア ミ ラ
ーゼ は，650C 　ac　30 分間保温後に は

ほ ぼ失活 した ． L か し，　 FTRI36 株 と FTR2530 株 の ア

ミ ラ ー一ゼ は，75DC と 70 °C に 加熱 し て も各 々 約 56％ と

約36％ の 活性 が 残存 し た （Table　5）．TFP148 株 ，

TFP2414 株 とTFP237 株の プ ロ テ ア ーゼ は 65°C の 加 熱

で 失 活 し た が ，TFP2530 株は 65DC で 約 48％ ，ま た

「
rFP136 株 で は 70 °C の 加 熱 で も8フ％お よ び 75°C で

13％の 活性 が 残存 した （Table　6）．

　Table 　3．　Heat 　 stabilit ｝
・

〔，f　amylase 　at　the 　optirlla 主 rcac −

　 　 　 tlon 　te 【nperature ・

Incul〕at 三〇 n 　　　　　　　Strain　N 〔，・and 　alllY 且ase 　activi しy

重ime
　 　 　 　 　 FTP1 斗8　FTP2414　FTP237　 FTP136 　FTP2530

　 0nlin 　 嬲 ・7（100）29ア・S｛10U｝3？O．1〔100）33．2（IOO） 11．9 （100〕

　30min 　 S8・斗（29．6）8斗・S（2El・5）］斗う．5（斗5．＋）22．6（68．1＞ y．5 （80．。）

　60min 　 61．8（2°・フ）53．5（1鋤 9斗、0（29．4）21．。（63．3＞ 5．：刷 」）

　 3h 　　　2・〔〕〔｛廟 　 O．9〔0、3：1　 5．2 （1、6） 19．6 〔59．0〕 ．｝．2 〔：36．2）
Activity：IU ！mL 　Nulllbcrs　in　parentheses 　indicate　a ⊂tivity （％ ）
relative 　to　 a　non −hcated　co 【Ur 【）1、　 Three 　 samp ］es 〔，f　F

「
1
’
1コ148，

FTP2414 　 and 　 FTP237 、　 arld 　 twu　 samples 　 of　 FTPI36 　 and

FTP253 〔［w じ rc 　incuba 疋e 〔：I　a 口 5 °C 　and 　60 °C ，　respcctivcly ．
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Ta．ble　4．　Heat 　stability 　of 　pro 吐ease 　a け he　o ｝）tinlal　rcac −

　 　 〔1〔：｝nl ．empera ｛．Ure ・

Incubati〔，D
time

Omin301
．
uln60min3h5hActivity

：　u 〆nll ．
indiC・ 【．… ［iVi匸｝・（％）・C 玉atlV ・ t・ an ・ ・レhe・1．・d ・・nt ・・1．
plcs　I．レf卜

1F
「P1斗8　a．11cl　FTP2414 ，0ne 　samptc ／　（〕「FTP237 ，and 　tw 〔，

samples ・ f　rTPllう6　 and ド rP2530 　 werc 　incubatcd 　 at 　55
°C ，

50D⊂二，　and 　6〔）
OC ，　respectively ．

rrabl
じ 5．　 HCat　Stability 　Of　amy ］ase 　actiVity ．

Incubittl｛：m
teTnp ・

Straill　ND ．とmd 　a 塵
．
rMa ．8e 　 a 〔⊃li＞ h．〉　　　　　　　 ’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド

　 　 　 S 〔rain 　No ．　 and 　 amylasc 　 aCtlvit．v

FTPl 斗8　 FTP241 斗　FTP237　 FTP136 　 FTP2530

斗4．6〔1C｝〔〕） 斗1．8（100＞ 3斗．3〔1U［．り 23．1“：10〔｝） 18．1（loe）
35．！匚79．0｝　25．2（6〔〕．1）　19．0（5S．斗）　！1．1〔fl「〕．5）　且L．2 〔6L6）

30．4．〔6S．2）　27、7　〔66．1）　15、1　〔斗斗．2
．
）　且O．2 ｛：生3．8）　　6．5 〔35．7〕

16．9 （38．O） 17、3〔41．う〕11、3（32．9） 9・9（
’12．6） 1．4σ．6）

15．6 〔3斗．9＞　17．1（斗0．6）　4．圭（12．1〕　3、2 〔］：う．〔ilj　　 NT

　 NT ： 【lo し t．ested ．　 N し11iibcrs 　 ir1圧）arer 】t．heses
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

「
1．
1W

〔釦 sarI1
一

　分離菌 に よ る 生 ゴ ミ処 理 の 実証試験　　FTP136 株 ，

FTP148 株，　 FTP237 株，　 FTP24 且 株 と F
「．
rP253 ｛〕株 の 分

離菌を 用 い て 生 ゴ

．
ミ処理 の 実証試験を行 ’．．・ た．試験 は ，

処 理 機 の 温．度 を 45DC に 設定 し ，月曜 口 か ら 土 mp　H
．
ま で

行い ，原則 と して 日曜 日 は 休 【L した．

　そ の 結果 の 概要
．
を Fig．1 に 示 した ．標準混 合 ゴ ミ と タ

ン パ ク 類 ゴ ミを 投 入 した時，重 量の 増加 は 認 め ら れず，

分解率は 100 ％ で あ ・．．・た ，しか し，継続投 人 し た デ ン プ

ア 類 ゴ ミ と揚げ物類 ゴ ミの 分解率 1．よ多少低
．
ドし た ．生 ゴ

．

ミ を 総計 饕 kg 投 入 し最終的 に は 0．95　kg の 重量 が 増加

G 〔mt ．rol55
ロC600c65

匸）
（〕

ア0°C75
° CAd

．iN・iTY： IU 〆ml ．
indk ：atc 　tLctlvlty （％）re 】ative 　t〔，　a 　non −hcatじd　L／（．｝ntr 〔，1．
雪 amples 　f）重

1
　FTP148 ，　FT ．P241斗 and 　FTP2 ／17，　and 　I．w 〔，　salnples

or 卜
1FIll） 136　 and 　FTP2530 　were 　r じ spcctively 　irL〔：：uba ．ヒe【．1　at ．　tem −

peraI．ures 　ranging 　Fr・ m 　55 じC　and 　60°
ぐ〕t・ 75°G 　fbr　30　mh ユ．

111TP1斗8　FTP2 斗14　FTP237 　 FTPl36 　1ボ
「
rP2530

L）911．双且OO｝297．5（1〔［C））32〔〕」 （川 ］｝ ！il・1．2 〔100） 11．9〔100）

嬲 ．斗〔29．6）8斗．8　（L／8，5）145、5（45．5）　 NT 　　　NT

15．1〔5．〔り　　13．7（斗．6）　38、3〔12．1＞　2斗．3 （ア3．3）　5．3 （生斗．う）
〔）．斗〔〔L］）　　1．ア（O、6）　　〔｝、3（O・り　　2斗・3 （ア3．3）　壬・8 （斗U・O）

　 NT 　　　 NT 　　　 NT 　　2［｝．8 （62．6）　士．Lt〔35．6）
　 NT 　　　 NT 　　　 N

「
11　 ］8．5 （55．8：〕　O

　 　 NT ： not 　tcsted 、　 Nurnbers 　hl　parentheses
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Three

し，その 分解率 は 約 96％ で あ っ た ．

　処理槽内 の 温度変化 を 観察 した 結果，菌床湿度は 生 ゴ

ミを 投 人す る と
．．一・
度40数度まで ドが る が 3 〜 4 時闘後か

ら処 理 機内 の 温度 は 急激 に ．．ヒ昇 しは じめ ，8 時間前後 に

は 最高 72°C ま で 上 昇し，菌床か ら 湯気 が 立 ち の ぼ る こ

とが観察 され ，翌 朝 に な っ て も 60 【
．
℃ 以 Lの 高温 が 維持

され て い た 〔成績 は 示 さず ）．ま た 朝 処 埋 機 の L蓋 を 聞

け る と，異臭 は ま・．
・ た く感 じ られ な か っ た が ，菌 床 よ り

上 部 の 処 埋 機 の 内壁 と蓋 の 内側に は ，流れ る ほ どに び っ

し り と 水分 が付
．
着 して い た．こ の 水 分 は 短朝 ふ ぎ取 ・．

・

．
た．

（kg．
’
C ｝
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Fig．1．　
’
FreaMrner】t　ofkitchen 　rdhsc 　with 　nve　ne 、v 　Bacitlus　strains ．　（二）ne 　kg！d　nlixed 　refUse 　was 　trcated 　wi1 ．h　1．he　5　isolated

　　s 〔ra ．ins　fbr 斗 successive 　wecks ．　The　rymbols ● 、■ ，and ▲ rcsped ．ively　indicate　th じ 〔 ulnulative 　weight ．（kg），　t⊂）tal　weight （kg）

　　includlエ192 ．5kg 　ofthe 　bactcria⊥Ceed，　and 　the 　hternahcmpera 〔ure （
°C ）of 　the し：〔，mpt ｝st　mass 、　The　weight 　and 　intcrnai

　　lemperaturc 　of 　the 　con ユpost　mass 　wcrc 　rneasured 　in　the 　m 〔，rning 　c｝「thc ほrs 〔6days　ofeach 　week ．　 OI1 （：a 〔｝L　ofthese 　days，

　　1kg 　reh 亅se 　was 　addcd 　as 剛 ows ．1st　wc じk （
：＋t
ユ）： green　vegetables 　300　g，　raw 　pI．順 t（，es　2〔［〔）g，　fish　remains 　500　g； 2nd　week

　　（
＊2）・g・e・n ・・g・t・b且・ 3009，＆・h ・em ・ ins　700　g：　／1・d　w ・・k （

＊3）・ 9・ een 　vcg ・ t・bl・ 3｛．1｛．）9，　il・h ・ ・ m ・in・ 2009，・ ・ w 　P・ t・ u
．
，・ s　5009 ；

　　4th　week （
＊4）： grecn　vege こables 　300　g，　fish　rcmains 　20〔l　g，　 raw 　potatocs　200　gゴ ried 　1）ot．atoes 　300 　g．
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　　　 Table　6．　 Hca 重 s［ability 〔，f
’
protease　ac 〔ivity．

Incub。 ti。 n 　 　 St・・ in　N … nd ・ myl ・ ・… ti・ ity

吐emP ’
　　　 FTP1 斗8　FTP2414　FTP23 フ　FTP136　FTP25 ／10

C 〔｝ntrol50

°C55
°G60
°G65
°C70
°C75
°C

斗4・6 〔1〔〕0） 斗1．8 （100〕 3・t，3 〔10〔｝） 23．／G　｛100＞
35．2 （79．0）LS．2 （60．2）190 （554）　 NT

26、3（58．9）17．1C・g）．8〕 1斗．9 （43、4）　　NT
8．9 即 2）ll．6 〔？7．6〕
｛〕　 　　 3．2（ア．6）　 0　 　　 20、Jl（a8．1〕
　NT 　　　NT 　　　NT 　　20．2（S7、O）
　NT 　　　NT 　　　NT 　　 3．O（13、0）

18．1 〔100）

　 N
「
11

　 NT
9．1　（26、う）　21　1〔90．5〕　且⊥　2（61．6｝

87 （．｝7．s）
1．8 〔9．9）
1〕．？〔0．S＞

Activity： u ！mL 　NT ： nor 　 tcstcd ．　Numbers 　 in　 parじ ntheses

indicate　actMty （％）relative 　to　a　nol1 −11じated α mtr 〔〕L　Two 　s．lrTl−

ples　ofFTP148 　and ド 「P2斗1斗、　olle 　s跏 lple 　orFTP237 ，and 　two

samples 　r）f　F
「
11P136　and 　FTP253 〔〕 “・ere 　rじ ＄pectively　incubaIed

at　tcmperatures 　rangi ・】9 「r・ m 　55°C ，50°C ，　and 　60°C 　l・ 75°C
fbr　30　min ，

　 こ れ ら の 結果 か ら，パ ン ダの 糞 か ら分離 され た 5 菌株

を 川 い て 成 分 の 異 な る 生 ゴ ミ を 効率的 に 分解 で ぎ る こ

と，また こ れ ら の 菌株の 発酵 力で 処理機内 の 温度を 15時

間程度 は 60DC か ら 6rコ　°C の 間 に 保持で ぎる こ とが 判 ・
）

た．

考 察

　現在数 多 く市販 され て い る 微生物を用 い た 家庭用牛 ゴ

ミ処 理 機 は ，新 聞 社 の 調 査 結果 な ど に よ る と，投 入 され．

た 廃棄物 を 外気温 の 高い 夏場 で も最大 で 90％程度減容す

る に 止ま り，外気温 の 低い 冬場 で は 60％程度に ま で 処 理

能 力が 低下す る こ と もあ る と百 わ れ て い る．分 解 で きな

か った 最終 産 物 ま た は 発酵後 の 残渣は ，堆肥 と し て の 利

用 が考 え られ て い る．しか し ， 今後堆肥 と して 使用 1．．き

れな い 場 合は ，本来価値あ る 堆肥 も二 次産業廃棄物 と し

て 焼却 処 理 す る必 要 が 生 じ，ダ イ オ キ シ ノ な どの 有害 な

副産物 の 発生に つ な が る 可能性 が危惧さ れ る．

　牛 ゴ ミ を迅速 に か つ 完令に 処理す る に は ，分解反応 の

中心 的 な役割 を 担 う微 牛 物 の 増殖温度が 高 く耐 熱性 酵 素

群を産生 し 高 い 分解能を持 つ 細菌 などの 使用が望 まれ

る，我 々 は ，こ れ ま で に 動物 の 糞や昆虫などか ら基質分

解能を持 つ 細菌 の 分離 を 試み て きた．試行錯誤 の 結 果，
バ ン ダ の 糞 か ら グ ラ ム 陽件 有芽胞桿菌が 多数 分離 され

た ．そ れ ら の 菌株 の なか か ら ，増殖温度域が IJ「OC か ら

60 ° C で ，ア ミ ラ ーゼ ，プ P テ ア ーゼ と リ パ ー
ゼ を 産生

し t ア ミ ラ
ー

ゼ と プ ロ テ ア ーゼ の 活性 が 50 °C か ら

60DC の 温度域 で 最大 に な る 5 菌株を 分離した ．

　B αcillu，s 属 の 5菌株 は ，比較的高値 の 酵素活 性 を 示 す

Bampy ！ogir？uefacien ∫　1　48株，β諏 酬 減 37株 と B ．　amJlotiquofla 一

ciens 　2414株 の 3 株 と酵素活 性 の 比 較的低値の B 鯒 覗 物
一

mis 　136株 と B 、〜勲 6η麹師 ∫ 2530 株 の 2 株に 分か れ た ．　 B 、

tit，h．enrlformis　136株と B ，！ガ6伽 ｛か 瘤 ∫ 2530株 が 産牛す る 比 較

的低 活性値 の ア ミ ラ ー一ゼ と プ 卩 テ ア ーゼ は，他の 3 株が

産生す る 高活性 値 の ア ミ ラ ーゼ と プ ロ テ ア ーゼ と比較 し

て 熱安 定性 が 高 い 結 果 を 示 し た ．特 に B，鰰 6ηの徽 ∫

FTRI36 株 の ア ミ ラ ーゼ と プ 卩 テ ア ー一ゼ は ，75 °
（〕 と

70 ° C に 30分間加熱 して も約 56％ と87％ び）活性 が 残存す

る 熱抵抗性 を 示 した ．Tablc　3 と 4 に 示 した 結果 は ，こ

れ ら の 菌 株 の 産 生 す る 酵 素融 よ，処理機 内 の 温 度 が

50 °C か ら 60DC に 3 時間程度維持 さ れ て も，ア ミ ラ ー

ゼ とプ ロ テ ア
ー

ゼ の 活性 は あ る稈 度残存す る こ と を示唆

し て い る と考 え らtlる．

　 分 離 した 5菌株 を用 い た 生 ゴ ミ分解の 実証実験 で は ，

Fig．1 に 示 し た よ うに ，4 週間連続 で 生 ゴ ミ を 投 入 した

場 合の 最終分解率 は 約96％ で あ っ た ．魚屑 と して 用 い た

ア ジ や サ バ の 骨 や 皮 お よ び キ ャ
ベ ツ の 芯な どは 消失 し て

い た が，カ ツ オ な どの 比 較的大型魚 の 太い 骨 は
一

部残存

す る 傾向が 観 られ た ．総計 24kg の 生 ゴ ミ を 処 理 し 菌床

重量が 0．95kg 増加 し た が ，比較的 太 い 骨 や ウ ロ コ な ど

が 未分解残渣 とし て 残 っ た 可能性が考え られ る．牛 ゴ ミ

に あ る 程度含 まれ る 灰分 が 残存 し，菌床重量が増加 す る

こ とが 予 測 され る が ， し か し，現在 ま で 200kg ほ ど の

生 ゴ ミを 投 入 して い る段階 で は ，全体 として 顕著 な 車量

増加 は 見られ て い な い （成績は 示 さず ）．

　試験 に 供 した 5 菌株 は ，各々 の 特黴か ら識別 が 可 能 で

あ る ．そ こ で ，菌を 定着 させ 生 ゴ ミ を投 入 す る 直前 と生

ゴ ミ処 理 を 行 った 後，菌叢を構成す る細菌 の 総菌数 と優

占菌の 検討 な らび に 定着させ た 5 菌株 の 残存 と構成比率

を 確認す る 目的 で ，菌床 か ら細菌 の 分離を試 み た ．結果

は ，各菌株の 発育温度と増殖速度な どの 違 い か ら，培養

温度 ご とに 総菌数 も各菌株と 類推 さ れ る 集落数 も異な

り，さ ら に
一

培養 条件 ドで は 集落 の 特 色 の 識別も難 し く

冂的 を 達 成 す る こ とは で ぎな か っ た ．しか し，異 な る培

養温度で増殖 させ た平板 Lに は，外観的 に 目的爾とは 異

な る集落も観察され ，少数な が ら放線菌や 真菌 と推 測 さ

れ る集落 も観察 さ れ る こ とが あ った ．

　処理機内の 温度 と湿度 は，生 ゴ ミ 処 理 の 分解速度 と分

解率 に 重要 な 要因 とな る．Iu ）今回 使用 した 5 菌株の 産生

す る酵素 の 活性 に 対す る 最適 pH は ，検討 しな か った の

で 生 ゴ ミ 分解に 対す る pH の 影響 に つ い て は 現 段 階 で は

判 らな い ．しか し，5 菌株を 用 い た 生 ゴ ミ分解実証実験

で は ，処理機内菌床 の pH は 無調整 で あ っ た が ，異臭 を

放 つ こ と も な く，ま た 結 果 と して 生 ゴ ミ分解率 に も悪影

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

2001 年 　第 12号 酵 素産生高温菌 の 生 ゴ ミ分解 469

響を 示 して な い と考えられ る ．

　パ ン ダ か ら分離 し た 新規 な 5 株の 好気性高温菌の 生 ゴ

ミ処 理 へ の 利 用 は ，次 の よ う な 特徴が 考 え ら れ る ：高温

菌 で あ る た め 生 ゴ ミ処理 の 時間が 短縮 で ぎる ，強 い 発酵

力に よ り処理機内 の 温度 が 72 °C に も達す る た め 省 エ ネ

ル ギ ーで あ る，ま た 処理機内菌床 か ら の 水 分 の 発散率が

高 い ，さ ら に 生 ゴ ミ と 共に 混 入 して 来 る可能性 の あ る病

原性大腸 菌や黄色 ブ ドウ 球菌な どの 般 病原性細菌群 の

殺滅 ま た は 増殖抑制 な どが期待 で き る の で 安全性 の 確保

が 期待 で ぎる．

　我 々 は こ れ ま で に ，シ 卩 ア リ か ら新規な水素生 成菌を

多数分難 し，それ ら の 菌株 は セ ル 卩 ・レース ，キ シ ラ ソ ，

デ ン プ ン な ど，六 炭 糖 や 五 炭 糖 の 多 くの 糖分 を 水素 に 効

率 よ く変換 で きる こ と を報告 して きた ．b 川
一ll ｝そ こ で ，

今後 の 問題と して ，シ 卩 ア リか ら 分離 した 水素生成菌 で

生 ゴ ミか ら 水素 を 回 収 し，そ の 残濟 を パ ン ダか ら の 新規

な 高温 菌を 用 い て 完全分解す る エ ネ ノし ギ
ー同 収型 牛 ゴ ミ

処理 シ ス テ ム の 確立 を目標 に 試験 を展開 して い る．近い

将来 こ れ ら の 新技術を も っ て 清浄な環境 の 保僧 こ 貢献 で

ぎる こ と を願 っ て い る ．

要 約

　台 所 か ら の 廃棄物 と して の 生 ゴ ミ を微 生物に よ り効率

的 に 処 理 す る方法 を確立す る 目的 で ，高温 で 増殖 し耐熱

性酵 素 を庠牛す る細菌 の 分離 お よ び 分離菌に よ る 生 ゴ ミ

処 理 の 実証試験 を 試 み た ．パ ン ダ の 糞か ら分離 した 菌株

の なか か ら，斗5DC か ら 60 °C の 温度 で 増殖 し ア ミ ラ ー

ゼ ，プ ロ テ ア ーゼ お よび リ パ ーゼ を 産牛す る Bacillus　K
の 細菌 5 株を 選別 した．5 菌株を最適増殖温度 で 培養 し

た培養 1清 EIiの ア ミ ラ ーゼ ，プ 卩 テ ア ーゼ お よ び 1）パ ー

ゼ な ど の 酵素活性 を 測定 した ．リ パ ーゼ の 熱抵抗性 は 測

定 で ぎな か っ た が ，ア ミ ラ ーゼ と プ ロ テ ァ
ー

ゼ は ，

j
「o°C か ら 60°C の 反 応 温 度 で 最 大 活 性 を 示 し，ア ミラ

ー

ゼ は 75 °C ま で ，
プ ロ テ ア ーゼ は 70 °C ま で の 温度 に 30

分間 加熱 して も安定 で あ っ た ．60 ° C に 3 時間保温 して

も，保 温 前 の 活性 値 に 対 し て ア ミ ラ
ーゼ は 59％と プ ロ テ

ア ーゼ は 釦 ％ の 活性 が 残存 し た ．市販 の 家 庭用 生 ゴ ミ処

理 機 と分離 し た 5 菌株 を 用 い て ， 野菜，魚屑，生 ジ ャ ガ

イ モ ま た は 油 で 揚げた ジ ャ ガ イ モ な どか らな る 生 ゴ ミの

処 理 を 試 み た ，生 ゴ ミ は ，毎 日 lkg を 1 週 間 に 6 口 間，

連続的 に 4 週間投 入 した ．処 理機内の 温度 は，生 ゴ ミを

投 入 す る と 40°C 稈 度ま で 下 が る が数時 間後 に は 最 高

72°C ま で L昇 し，湯気 が 立 ち ヒる よ うに な ・
） た．翌朝

の 温度 は 60 °C 程度 に な り，処 理 機内部に は 流れ る ほ ど

に 水滴 の 付着が 観察 され た ．投 入 した 24　kg の 生 ゴ ミ は，

結果的 に O．98kg に 減少 した ．こ れ らの 結果 は，耐熱性

酵素 を 産 生 す る バ ン ダ か ら の 分離 5 菌株 は，高温 で の 生

ゴ ミ処 理 に 使用 で ぎる 可能性 を 示唆す る もの と考 え られ

る．

　本 研 究 に 川 い た パ ン ダ の 糞は，恩賜一L野 動物園 よ り恵 ワし て 頂

い た ．また 本研 究 の
一
部 は ，株 式 会社 電 制か ら の 研究助成金に ょ

っ て 行わ れ た．

文 献

1）　谷 川　昇，堤　紀 子 ； 資源環境対策，S2，1041 −1048

　 　 （1996 ）．
2） 東京都環境局廃棄物管理 情報 （2001）

　　 httP：〃w “ w ．kとmkyo ．me 吐m ．tokyo ．jp／slim 〆haikl！sangyo ・html

3）　Nakasaki，　K ．，Sasaki，M ，，Shoda ，　M ．、and 　Kul ）o 吐a ，　H ．：

　　Apf）1．　Enr／iron．　Mierebiot．，49 ，
42−45 （1985 ）、

4）　Strom，　 P ．　li．； Appl．　 Environ．　 Microbiol．，50
，
899−905

　　（1985）、
5）　S匸r⊂｝m ，P ．F ．：　Apf）t．　 Em ／iron、　 Micr〔，biol．，50，906−913

　　（ユ985）・
6） Taguchi ，　 F ．，　 Ghang ，　J、D ，，　Takiguchi，　 S．、　 and 　 Mori−

　　 mo 【o ，　M 、： ノ．　Ferment．　Bioen8、，73，2斜 一2斗5 （］992 ）．

7） Taguchi，　F．，Chang ，　J，　D ．，Mizukami ，　N ．，　Saito−Taki ，

　　 T ．，and 　Huscgawa ，　K ．：　 Can．ノ Microbiot．、39 ，
726−730

　　 （1993 ）．

8）　Lowry ，　 D ．H ．，　 Rosebrough ，　 N ．J．、　 Farr，　 A ・L・，　 and

　　 Randall ，R ．J．： ．f，　Bioi、　Chem．，193，265−275 （ユ951）．
9） 坂 崎 利

．・〔監 訳〕； 医学細菌同定 の 手 引 き，近 代 出版

　 　 （1993 ）．
10）　Fog’nrty ，　A ．M ．　 and 　Tuovinen，0 ．H ．： nficrobioi、　 Rev，，

　　 55 ，225−233（1991）．
11）　Taguchi，　F．』Mlzukami ，　N ．，Hascgawa ，　K ，and 　Saito−

　　 Taki、　T ．：　 Cart．ノl　Microbiot．，40 ，
228 −23S （199勤．

12）　Taguchi ，卜
1、，Mizukami ，　N ．，Hascgawa ，K ．，Saito−Taki，

　　 T ．，and 　NTorirnoto，　M ．：　，ノ．　Fe・rment 、　Bioen，g．77，565−567

　　 （1994 ）．
i3） Taguchi ，　 F．，　Mizukami ，　 N ．，　Yamada ，　 H ．，　Hasegawa ，

　　 K ．，alld　Sailo−Taki，T ．：　Enayntev　arndiL4it
・
robiol ．　Tech．，17

，

　　 147−150 （1995 ）．

14）　Taguchi ，　F ．，Hasegawa ，　K ，Saito−Taki ，　T ．，and 　Hara，

　　 K 、： ノ Ferment　Bioeng、，81 ，
178−180（1996）．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


