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【背景1地 球上 の 微生 物の 殆 ど は未 だ人 為的 な分離
・
培養が 困難で あ り、そ の 実

態 は不 明な部分 が 多い 。こ れ まで 、微生 物の 分離
・
培養 には 固形 培 地 を利 用 し

た コ ロ ニ ー
形 成に 慕 つ くもの が 殆 どで あ っ た が 、固形培地 で は 培養巾 の 培地 成

分 の 交換 や変 更は 不可 能で あ っ た 。また 、固化剤で あ る寒天 が 微生 物 の 生 育 に

少なか らず影 響を 与え て お り、寒天 上 で 生 育 し ない 微生 物 も数多 く存在す る こ

とも古 くか ら知 られ て い る 、t我 々 は 固形培地 の 欠 点 を克 服 す るた め 、培地 成 分

の 連 続的交換 が で き、コ ロ ニ ー形成 が 可 能な 微生 物 培養装 置を開発 し、様 々 な

難培 養性微生 物の 分離
・
培養 を実現す る こ と を 目指 して い る。本 研 究 で は培 養

装 置の 開発 に先立 ち 、装 置に用 い る最適 な培地 支 持基 盤 等 に つ い て 検 討 を行 っ

た 。【方法 と結果】LB 液体培地 を吸 収 パ ッ ドや 高吸 水性 ポ リ マ ー等 の支 持 基 盤

に保 持 させ 、そ の ヒに数種類の メ ン ブ レン フ ィ ル タ ーを敷 い た。各メ ン ブ レ ン

上 で Escherichia 　coli を培 養 し、　 CFU カ ウ ン トを 行 っ た結 果 、い くつ か の組 み 合

わ せ で は寒天 培地 と 同程度 の コ ロ ニ ー
形成 能が 確認 さ れ た。特 に高 吸水性 ポ リ

マ
ーと ポ リ カーボ ネートメ ン ブ レン の 組 み合 わせ は 、寒 天 と同程 度 の培 養能 を

示 して お り、培養装 置に用 い る培地 支 持 基 盤 と して 有用 で あ る こ と が示 唆さ れ

た 。現在、生 育に長 期 間を要 する Gemmatimonas 　aurantiaca に つ い て も同 様の 試

験 を行 っ て お り、得 られ た 結果 に基 づ き最適 な 素材 を 選 択 し、環 境 サ ンプ ル を

用い た 培養可 能 な菌叢の 解 析や 新規 培 養装置 の 開発 に つ い て検討 を 行 う予 定で

ある 。

【B 的 】大豆 ペ プ ト ン 〔ポ リペ ブ トン ）は食 品添加 物や培地 成分 な ど様々 な用途

に 用 い られ て きた が 、近 年 、ア レル ギ
ー
表示 の 義務化 に よ り、社会的 ニ

ーズ と

して 大 豆 ペ プ トン に 替 わ る植 物性 ペ プ ト ン が 求め られ て い る。我 々 は 低ア レ ル

ゲ ン の 米 に 着 目 し、実 用 的 な 微 生 物培 養用 の 米ペ プ ト ン を作 成 し、酵 母

〔∫aceharOtnyces 　cerevisiae ＞の 細 胞や プ ロ トプ ラ ス トを対象 に そ の 有用性を示 し

た CO。本 研 究 で は 、米 ペ プ トン の 利 用 性の 拡大を 目指 し、ビ フ ィ ズ ス 菌や 乳酸

菌等 の有 用 な食品 微生 物の 培養 へ の 適用 を試み た 。
【方 法 と 結 刹 モ デ ル 微 生 物 と し て JCM 登 録株 の 即 ‘1曲 σ σ‘餅 翻 齬 ソθ 等 の ビ

フ ィ ズス va”“
’
LaCtobacilius　casei 等の 乳酸菌 を複数種実験 に用い た。米ペ プ トン

は前 報 ω に従 い 作成 した 。大 σペ プ トン を含む液体培地で 前培養 を行い 、大豆

ペ プ トン培地 と米 ペ プ トン 培地 で 液体培養 を行 っ た結果、米ペ プ トン 培地で は

い ず れ の 菌 株 も大 豆 ペ プ トン 培 地 と比 べ て 同 程度 以 上の 増殖 が認 め られ （B．
breve　JCM 　l273R ’L．　casei 　JCM 　l　134で は増殖促進効 果が 認め られた）、米ペ プ ト

ンが ビ フ ィ ズス菌 や 乳 酸菌の 培養 に有効で あ る事が 示 され た。米ペ プ トン 培地

で前培養 を行 い 同様 に検討 した結果、米ペ プ トン 培地の 増殖促進効果が明確 に

示 さ れ た 〔全般 的に ビ フ ィ ズス菌 に比べ て乳酸菌 で強い 増殖促進効果が見 られ

た）。現 在、ビ フ ィ ズ ス菌や 乳酸菌の pH 制御培養 およ び米ペ プ トン が 有す る他

の機 能の探索 に つ い て検 討中で ある ，、〔1）H22 生物工 学会要 旨p．54．
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［H 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 19SO 　e一代 に確 立 され 、今 日ま で用 い られ て きた。近年、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 牛物利用 の新 た な 可
．
能性 が 見出せ る と考 え、フ ラス コ 振盪培 養法に換 わ

る 新規 な小 型振 盪 培 養 シ ス テ ム （High　Aeration　and 　Ventilation［HAVI リア ク

タ
ー
）を開 発ω し、微生物 ス ク リ

ーニン グへの 活用 を提案 した
f2）。本研究 で は 、

HAV リ ア ク タ
ー
特 有の 培養条件で 集積培養 を行い 、その 有効性 を評価 した 、，

【方法 と結果】HAV リ ア ク タ
ー

は三 角 フ ラ ス コ よ F，も酸素移動容 量係 数 （k，a ）

が 2．93倍、揮 発速度定数 吹 ） が46倍、高い 値 を設定 で き、既存の フ ラス コ に

は ない 培養環境 を実現で きた。HAV リ ア ク タ
ー

で 種 々 の 条件 を設定 して環境サ

ン プ ル の 集積培 養 を行い 、PCR −DGGE 法で 菌叢解析 を行った ，　k【．a と kv を変化

さ せ 、菌叢 を解析 した結呆、HAV リ ア ク タ
ー

で は特定 の 微生物の 濃縮が認 め ら

れ た。また、HAV リ ア ク タ
ー

は 高い kLaと馬 を有す る環境 を好 む菌の 培養 に適

して い る こ とが 示唆 され た。培養温度が 菌叢 に及 ぼ す影響 を解析 した結果、特

定の微 隼物の 濃縮 が 認 め ら れ た。5％CO2 通気条件
．
卜
．
で 、菌叢 を解析 した 結果、

Airを 通 気 した 場 合 と は異 な る菌 叢が 得 られ た。　 HAV リア ク タ
ー

を用い て kLa、
k．，培 養温度、通気す る ガ ス の種類等 を変化 させ る こ とに よ り、新規微生 物 を

ス ク リ
ー

ニ ン グ で き る可 能 性 が示 唆 され た 。（DH21 生物 工 学会要旨 P．T75，（2）
H22 生 物 工 学 会 要 旨 P52 ，

【目的】近年、従 来の 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

生物 の 1％ 前後で あ る こ とが示唆 され、新 た な培 養法が求め られ て い る 。こ の

現状 を踏まえ、我々 は微少 重力環境 に蔚 目 し、微小 重力培養条件 が 環境 サ ン プ

ル の 微生物叢に 及ぼ す影響 を解 析 した ω 。そ の 結果、微小重力条件に 対する 感

度が微生物の 種 類に よ り大 きく異なる こ とを明 らか に した ω
。 本研 究で は 、微

小重力培養 と通常重力培 養を 種々 組 み合 わせ た 際に 生 じる微生物叢の 挙動を解

析 し、微生 物の 新規ス ク リ
ーニ ン グ 法と して の 微小 重力培養の 有効性を評価 し

た 。
【方法 お よび 結果】Schneider、　 LB 、　 R2A な ど各種培地 に環境サ ン プ ル を接種 し、
微小重力培養 と通常重力培養 を種々 組み 合わ せ て 培養を 行い 、微生物叢の 培養

経過 を比較す る と伴 に、DGGE 法に よ る菌叢解析を行 っ た 。そ の 結果、微小革

力培養 に よ り特異的 に増殖が 促進す る微生物の 存在が 認め られ た。また、異 な

る孔径 を有
’
する 種 々 の フ ィ ル ターで 環境サ ン プル を濾過 した後 に各種培地 に接

種し、微小tE力培養を行 っ た とこ ろ 、培萎で きる微坐物の 数や 種類が大 き く異

なった。さ ら に、微小重 力培養した 培養液 を、寒天平板培地 に塗布 して 培養 し

た結果、微小重 力培養で 特異的 に増殖す る微生物 を寒天平板培地上 で 培養で き

る可能性が 示唆 さ れ た tt 以 上 の 結果 を基盤 に種 々 検討 を行った結果、微小重力

培 養は微生 物の 新規 ス ク リ ーニ ン グ法として 有効に活用で きる可能性が示 され

た 。
（1）H22 生 物 丁学会要旨p．52
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