
ビール汚染能を持つ

偏性嫌気性細菌に関する研究

本山 靖朗



目次

頁

略 語 表　 4

第1章 序 論　 6

第II章 Pectinatusの 分 離 ・同 定

第1節 緒 言　 10

第2節 材 料 お よび 方 法　 12

第3節 結 果

1. 分 離 培 養 法 お よび ス ク リー ニ ン グ法 の検 討　 23

2. 工 場 サ ン プ ル の 解 析　 25

3. ビー ル 生 育性 試 験　 26

第4節 考 察　 28

第5節 要 約　 32

第III章 Pectinatus、Selenomonas、Zymophilusの 系 統 解 析

第1節 緒 言　 33

―1―



第2節 材 料 お よ び 方 法　 35

第3節 結 果

1. ITS領 域 の 増 幅　 39

2. ITS領 域 の 解 析　 39

3. 系 統 解 析　 43

第4節 考 察　 45

第5節 要 約　 48

第IV章 PCR法 に よ る 迅 速 同 定 法 の 開 発

第1節 緒 言　 49

第2節 材 料 お よ び 方 法　 50

第3節 結 果

1. 特 異primersに よ る 増 幅　 53

2. 特 異 性 の 確 認　 53

3. 種 内 で の 保 存 性　 53

4. 検 出 感 度　 54

第4節 考 察　 55

第5節 要 約　 56

―2―



第V章 Ribotyping法 に よ るPectinatusの 汚 染 追 跡 法

第1節 緒 言　 57

第2節 材 料 お よ び 方 法　 58

第3節 結 果

1. P. frisingensisの 分 類　 60

2. ビ ー ル 工 場 別 の 解 析　 60

3. 分 離 箇 所 別 に よ る 解 析　 61

第4節 考 察　 62

第5節 要 約　 65

第VI章 総 括 お よび 今 後 の 展 望　 66

引 用 文 献　 69

原 著論 文　 79

謝 辞　 80

―3―



略語表

BSA Bovine serum albumin

bp Base pair

BU Bitter unit

CCD Charge-coupled device

DDBJ DNA data bank of Japan

DNA Deoxyribonucleic acid

CTAB Cetyltrimethylammonium bromide

dATP 2'-Deoxyadenosine-5'-Triphosphate

dCTP 2'-Deoxycytidine-5'-Triphosphate

dGTP 2'-Deoxyguanosine-5'-Triphosphate

dNTPs 2'-Deoxyribonucleoside-5'-Triphosphates

DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

dTTP 2'-Deoxythymidine-5'-Triphosphate

DW Distilled water

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

IFO Institute for fermentation, Osaka

ITS Internal transcript spacer

JCM Japan collection of microorganisms

kbp Kilo-base pair

LB Luria-Bertani
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LPS Lipopolysaccharides

MK Menaquinones

MRS De Man, Rogosa, and Sharpe

NJ Neighbor-joining

PAT PBS-BSA-Triton X

PBS Phosphate-buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PL Asahi brewery's culture collection (Pectinatus-like)

RFLPs Restriction fragment length polymorphisms

rrn rRNA operon

rRNA ribosomal ribonucleic acid

rTaq recombinant Taq

SDS Sodium dodecylsulfate

SSC Standard saline citrate

TBE Tris-Borate-EDTA

TE Tris-EDTA

TGC Thioglycolate

Tris Tris hydroxyethyl aminomethane

tRNA transfer ribonucleic acid

UQ Ubiquinones

UV Ultraviolet
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第I章

序論

ビ ー ル 造 り の 歴 史 は 長 く 、そ の 起 源 は 古 代 エ ジ プ ト ・メ ソ ポ タ ミ ア 文 明 に

ま で 遡 る (1)。 当 時 の 偶 然 に 左 右 さ れ た 自 然 発 酵 に よ る 醸 造 法 か ら 技 術 は 飛

躍 的 に 進 展 し 、 現 在 の 大 規 模 な ビ ー ル 工 場 で は 大 型 タ ン ク で 醸 造 し た ビ ー

ル を 毎 分1000本 以 上 の 速 度 で 缶 や 瓶 に 充 填 し 、 品 質 的 に 制 御 さ れ た ビ ー ル

を 迅 速 か つ 大 量 に 生 産 で き る ま で に な っ た 。

し か し 、 幾 つ か の 重 要 な 問 題 が 未 だ 残 さ れ て お り 、 そ の ひ と つ が ビ ー ル

を 汚 染 す る 細 菌 に 対 す る 衛 生 管 理 で あ る (2)。 近 年 で は 、 新 規 の ビ ー ル 汚 染

菌Pectinatusが 問 題 と な っ て い る (3, 4)。 こ の 細 菌 に 汚 染 さ れ た ビ ー ル は 、 著

し く 混 濁 し 、 硫 化 水 素 、 メ ル カ プ タ ン に よ り 、"硫 黄 臭""腐 卵 臭"と い っ た 、

ビ ー ル の 爽 快 な 味 感 と は 極 め て か け 離 れ た 香 味 を 呈 す る (3, 4, 5)。 属 名 は 、や

や 湾 曲 し た 菌 体 の 内 側 側 面 に 複 数 の 鞭 毛 が 付 い て い る こ と か ら (3)、"櫛" を

意 味 す るPectinatusと 命 名 さ れ た (3)。Pectinatusの 諸 性 質 (3, 4, 6, 7, 8, 9, 10) を

Table 1に 、 鞭 毛 染 色 写 真 をFig.1に 示 す 。

Pectinatusは 、 ア メ リ カ の 大 手 ビ ー ル 会 社Adolph Coors CompanyのLee et

al. に よ り1978年 に 初 め て 報 告 さ れ 、Pectinatus cerevisiiphilusと 命 名 さ れ た

(3, 4)。 報 告 当 初 、 こ の 細 菌 はZymomonasやBacteroidesに 含 め ら れ る な ど の

混 乱 が あ っ た が (5)、 特 徴 的 な 鞭 毛 の 付 き 方 や 、 代 謝 産 物 、 免 疫 交 差 性 の 違
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Table 1. Characteristics of Pectinatus

a Data from reference 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10

b DMA=dimetyl acetal



Fig. 1. Photograph of Pectinatus cerevisiiphilus DSM 20467T
/flagella staining.(Photo; Miwa Tanaka)



い に よ り 、新 属 新 種 と認 定 さ れ た (5)。 こ のP. cerevisiiphilus ATCC29359株 は 、

エ タ ノ ー ル 濃 度4.5% (w/v) ま で 、pH3.7の 酸 性 条 件 下 で 生 育 性 を 示 し 、 ビ ー

ル 中 で 旺 盛 に 増 殖 し た (3)。 し か し 、Haikaraが ビ ー ル 醸 造 の 添 加 酵 母 (pitching

yeast) よ り分 離 し た "Pectinatus" は 、糖 の 利 用 能 や 低 温 生 育 性 が 異 な り 、pH4.2

以 下 で は 生 育 し な か っ た (11)。 ビ ー ル のpHは3.7-4.8で あ る た め (2)、 こ の

"Pectinatus" は ビ ー ル に 生 育 し な い か、 例 え 生 育 し て も ビ ー ル 品 質 に 混 濁 な

どの 重 大 な 影 響 は 及 ぼ さ な い と考 え られ た 。こ の よ うに "Pectinatus" の ビー

ル 生 育 性 に つ い て の 情 報 が 混 乱 して い た 。そ こで 国 内 ビ ー ル 工 場 か ら新 た

にPectinatusの 分 離 同 定 調 査 を 行 い 、 全 て の 株 の ビー ル 生 育 性 を 調 べ た 。 そ

の 結 果 に つ い て 、第II章 に 記 述 した 。

Lee et al. が 最 初 に 報 告 し たP. cerevisiiphilus ATCC29359株 (3, 4) 以 降 、 偏

性 嫌 気 性 の グ ラ ム 陰 性 桿 菌 が 次 々 と 分 離 さ れ た (10, 11, 12, 13)。分 離 源 は 、 混

濁 ビ ー ル (12, 13)、 添 加 酵 母 (11)、 ビ ー ル 工 場 の 排 水 (10) な ど様 々 で あ っ た 。

そ の 中 でVTT-E-79100株 は 、Pectinatusに 特 徴 的 な 鞭 毛 が 菌 体 側 面 に 並 ぶ ユ ニ

ー ク な も の で あ っ た こ と か ら、Pectinatusに 属 す る と 推 定 さ れ た (12, 13)。 し

か し 、P. cerevisiiphilus ATCC29359株 と はGC含 量 が3%異 な り、 各 種 糖 発 酵

性 やATCC29359抗 血 清 に よ る 凝 集 性 も 異 な っ た こ と か ら 、P. cerevisiiphilus

と は 異 な る 種 で あ る と 推 定 さ れ た が 、 そ れ 以 上 の こ と は 解 ら な か っ た (12,

13)。 一 方 、VTT-E-86269株 は 、 低 温 で の 増 殖 能 が 高 く エ タ ノ ー ル 耐 性 も 強

か っ た が 、 低pHで は 生 育 せ ず 、VTT-E-79100と のDNA-DNA交 雑 試 験 に お け

るDNA類 似 度 が0-10%と 低 い 為 、P. cerevisiiphilusと は 異 な る 種 か 、他 の 異 な
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る 属 で あ る と 推 定 さ れ た (11)。Schleifer et al. は 上 記 の 菌 株 を 含 め た 類 似 の 菌

株 群 に つ い て 、 各 種 糖 の 発 酵 性 、 ペ プ チ ド グ リ カ ン 、 イ ソ プ レ ノ イ ド キ ノ

ン (UQ, MK)、GC含 量 、DNA-DNA交 雑 、16S rRNAの 解 析 を 行 っ た (10)。 そ

の 結 果 、VTT-E-79100株 を 含 む グ ル ー プ はPectinatus属 の 新 種P.frisingensis、

VTT-E-86269株 を 含 む グ ル ー プ はSelenomonas属 の 新 種S.lacticifexと 命 名 さ

れ た (10, 11)。 さ ら にPectinatus、Selenomonasと は 異 な る 菌 株 群 が 存 在 す る こ

と が 判 明 し 、 そ の 菌 株 群 は2つ の 菌 種 か ら 構 成 さ れ 、新 属 新 種Zymophilus

raffinostvorans、Z. paucivoransと 命 名 さ れ た (10)。 第III章 で はTable 2に 記 載

し た 細 菌 の 詳 細 な 系 統 学 的 位 置 の 確 認 に つ い て 記 載 し た 。

欧 米 に お け るPectinatusを 原 因 と す る ビ ー ル 混 濁 事 故 は 、 大 手 の ビ ー ル 企

業 を 中 心 に 発 生 し て い た (5)。 こ の 理 由 は 、大 企 業 が 有 す る 最 新 鋭 の 設 備 で は

酸 素 濃 度 の 低 い ビ ー ル の 生 産 が 可 能 で あ り (2, 5)、 そ の 結 果 偏 性 嫌 気 性 の

Peotinatusの 生 育 が 可 能 に な っ た 為 で あ る 、 と 推 定 さ れ た (14)。 我 が 国 の ビ

ー ル 製 造 の 特 徴 も、 欧 米 と 同 様 に 酸 化 耐 久 性 向 上 の 為 酸 素 濃 度 が 低 い こ と 、

加 え て 生 (未 殺 菌) ビ ー ル が 主 流 で あ る こ と 、 ビ ー ル の 鮮 度 を 重 視 す る 傾 向 か

ら 製 造 か ら 出 荷 ま で の 日 数 が 減 少 し て い る こ と 、 が 挙 げ ら れ る 。こ れ ら の 要

因 は 、Pectinatusの 汚 染 の 危 険 性 が 高 ま っ て お り 、迅 速 検 査 を 実 施 す る 必 要 性

を 示 し て い る 。 そ こ で 第IV章 で は 、Pectinatusの 新 た な 検 査 法 の 開 発 に つ い

て 記 し た 。

ビ ー ル か らPectinatusが 検 出 さ れ た 際 、 迅 速 な 汚 染 源 の 発 見 と汚 染 経 路 の
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Table 2. List of Bacterial Strains of Pectinatus, Selenomonas, Zymophilus, and
Megasphaera

a Data from reference (10)
b Data from reference (15)
c Data from reference (16)
d Data from reference (17)
e Data from reference (18)
e N. A.=Not Available



把 握 を す る こ とが 求 め られ る 。しか し、 同 種 の 菌 が 複 数 の ポ イ ン トか ら検 出

され た 場 合 、 種 レベ ル の 情 報 だ け で は汚 染 源 や 汚 染 経 路 を 特 定 す る こ と は

で き な い 。 そ こで 第V章 で は 、Pectinatusを 株 レベ ル で 分 類 す る こ と に よ り、

汚 染 源 と経 路 を科 学 的 に 把 握 す る こ と を 可 能 に す る 汚 染 追 跡 法 に つ い て 記

述 した 。
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第II章

Pectinatusの 分 離 ・同 定

第一節 緒 言

ビー ル あ る い は 醸 造 用 酵 母 、ビー ル 工 場 排 水 な ど か ら、新 規 の 偏 性 嫌 気 性

細 菌 の 分 離 が 、欧 米 を 中 心 に 報 告 され た (3, 4, 10, 11, 12, 13)。そ の 中 でPectinatus

は 新 しい ビー ル 汚 染 菌 と して 報 告 され た (3, 4)。 しか し、Pectinatusに 属 す る

全 て の株 に ビー ル 生 育 性 が あ る か は 不 明 で あ っ た (11)。 こ の調 査 を 行 うに は

多 数 のPectinatus菌 株 を 用 い た 網 羅 的 な ビー ル 生 育 性 試 験 をす る 必 要 が あ っ

た が 、 本 研 究 以 前 に 分 離 され たPectinatusは 株 数 が 少 な か っ た (3, 4, 12, 13)。

Pectinatusは "微 生 物 事 故" の ビ ー ル か ら 分 離 さ れ た 新 規 の 細 菌 で あ っ て

(3, 4)、 環 境 か ら の 分 離 法 が 確 立 さ れ て い な い こ と が 株 数 の 少 な い 理 由 で あ

る。 そ こで 第II章 で は 、以 下 の 項 目の 検 討 を 行 っ た 。

・採 取 ・培 養

Pectinatusは そ の 生 育 に 高 度 な嫌 気 度 を 要 求 す る た め (3, 4, 6)、採 取 か ら培

養 ま で の過 程 に お い て 、高 度 な嫌 気 状 態 の 保 持 に配 慮 す る 必 要 が あ り、 特 に

平 板 培 養 は 困 難 で あ っ た (4)。 しか し混 濁 ビー ル が 分 離 源 で あ る場 合 は 、 ビ

ー ル 中 に 占 め るPectinatusの 存 在 比 率 は 優 勢 で あ る た め 、 平 板 培 養 で の コ ロ

ニ ー 形 成 率 が 低 くて も純 分 離 操 作 に 問 題 は な か っ た もの と推 定 され た 。

一 方、環 境 サ ン プ ル に は 多 種 多 様 な 細 菌 が 混 在 して い る 。 従 っ て 、サ ン プ
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ル 中 のPectinatusの 存 在 比 率 が 低 い 場 合 、 以 前 報 告 さ れ た 平 板 培 養 法 で は 、

コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ な い か 、形 成 さ れ て も 他 の コ ロ ニ ー に 隠 れ て し ま う可

能 性 が 高 い 。 そ こ で 、 選 択 培 養 法 お よ び コ ロ ニ ー 形 成 率 が 高 い 嫌 気 培 養 法

を 検 討 し た 。

・ス ク リー ニ ン グ

平 板 培 地 に 生 育 し た 個 々 の コ ロ ニ ー に 対 し 、 グ ラ ム 染 色 、 鞭 毛 観 察 、 糖

発 酵 性 な ど の 性 状 試 験 を 行 う こ と は 、 操 作 が 煩 雑 で 、効 率 が 悪 い 、 と い う問

題 が あ っ た 。そ こ で 、Colony Hybridization法 (19, 20) を 用 い て ス ク リー ニ ン グ

す る こ と に し た 。プ ロ ー ブ は 、Pectinatusの 全 染 色 体DNAを 使 用 し た 。 ま た 、

対 象 と す る コ ロ ニ ー に は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 な ど のPectinatus以 外 の 細 菌 が 含 ま

れ る こ と を 想 定 し 、フ ィ ル タ ー 転 写 後 の 溶 菌 条 件 や 、Hybridizationの

stringencyを 検 討 し た 。

・同 定 試 験

以 前 に 記 載 さ れ たPectinatusの 一 般 性 質 (3, 4, 6, 10) を 参 考 に し 、 基 準 株 、 参

考 株 を 基 に 、 各 種 糖 発 酵 能 、GC含 量 、DNA類 似 度 (21, 22, 23, 24) を 中 心 と し

た 化 学 分 類 法 に 基 づ く 同 定 を 実 施 し た 。

以 上 よ り 、分 離 ・同 定 を 行 っ た 全 て のPectinatus株 に つ い て 、 ビ ー ル 生 育 性

を 調 査 し た 。
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第二節 材 料 お よび方 法

1. サ ン プ ル 採 取 お よび 培 養

(1) サ ン プ ル 採 取 お よ び 増 菌 培 養

滅 菌 済 木 軸 綿 棒 (栄 研 器 材) を 用 い た 拭 き 取 り法 を採 用 した 。採 取 後 の

綿 棒 は 、 直 ち に チ オ グ リ コ レー ト培 地 (25, 変 法TGCTM, 日水 製 薬) へ 穿

刺 し培 養 を 開 始 した 。

TGC: カ ゼ イ ン-ス イ 液 消 化 ペ プ ト ン17g, 大 豆 ペ プ ト ン3g,

ブ ド ウ 糖6g, 塩 化 ナ ト リ ウ ム2.5g, チ オ グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム

0.5g, L-シ ス チ ン0.25g, 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム0.1g, カ ン テ ン0.7g,

精 製 水1000ml, pH7.0

(2) 選 択 培 養

市 販 ビ ー ル を5N-NaOHでpH4.6以 上 に 調 整 しpore size φ 0.45μmの フ ィ

ル タ ー で ろ 過 し た "Modified Beer" を 選 択 培 地 と し た 。嫌 気 条 件 下 で 、

30℃、 最 長1ヶ 月 の 培 養 期 間 と し た 。

(3) 嫌 気 培 養 法

ガ ス パ ッ ク 法 (Gas Pack Pouch: BBL)(Fig. 2A) お よ び 嫌 気 グ ロ ー ブ ボ

ッ ク ス 法 (Anaerobic glove box: COY Laboratory Products Inc.)(Fig. 2B) を

比 較 検 討 の た め に 使 用 し た 。
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Gas Pack Pouchは 、 活 性 試 薬 液 を 試 薬 袋 (鉄 粉 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 ク

エ ン 酸 が 混 在) に 注 入 す る事 に よ りPouch内 の 酸 素 を 消 費 し炭 酸 ガ ス を

発 生 させ 、嫌 気 状 態 を 作 成 す る。 これ は 、活 性 液 と試 薬 袋 内 の クエ ン酸

に よ り酸 が 発 生 し、そ の 酸 が 炭 酸 カ ル シ ウ ム と反 応 し、炭 酸 ガ ス が 発 生

す る と 同 時 に 、 鉄 の 酸 化 反 応 で 酸 素 が 減 少 す る。 ま た 、付 属 のindicator

は 約3時 間 で 青 色 か ら 白色 に 変 わ り、 嫌 気 状 態 に な っ た 事 を 示 す 。

Anaerobic glove boxの 構 成 は 次 の 通 り で あ る 。ま ず シ ャ ー レ な ど の 培

養 物 をentry box内 (Fig. 2B-1) で 強 制 的 に 嫌 気 状 態 に す る 。こ れ は 真 空 ポ

ン プ (Fig. 2B-2) に よ るentry box内 空 気 の 排 気 、ガ ス に よ る 置 換 の サ イ ク

ル を 複 数 回 繰 り 返 す.こ の 際 使 用 さ れ る 混 合 ガ ス (N2:CO2:H2=8:1:1) は 、

混 合 ガ ス 作 成 装 置 (Fig. 2B-3) で 作 製 さ れ る 。本 体glove boxに は 、Catalyst

Boxes (Fig. 2B-4) が 設 置 さ れ 、 ガ ス 置 換 で 除 去 し き れ な か っ た 微 量 な 酸

素 を 混 合 ガ ス 中 の 水 素 と 反 応 させ 水 に す る 。生 じ た 水 は シ リカ ゲ ル へ 吸

着 さ せ る 。な お 、 内 部 に 設 置 す るOxygen and Hydrogen Analyzer (COY

Laboratory Products Inc)(Fig. 2B-5) は 、酸 素 濃 度 お よ び 水 素 濃 度 を 監 視 す

る こ と が 可 能 で あ る 。

(4) 嫌 気 培 養 法 の 比 較 検 討

上 記1.(4) の 方 法 で 培 養 し たP. cerevisiiphilusお よ びP. frisingensisを

PBSで 希 釈 した 後 、Bacteria Counting Chamber deep0.02 (Erma) で 菌 数 を

計 測 し た 。 こ の 菌4×102cellsを 予 め0.45μmφの フ ィ ル タ ー で ろ 過 し た ビ

ー ル に 接 種 し た。 こ のPectinatus添 加 ビ ー ル を0.45μmφの ニ トロ セ ル ロ ー
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Fig. 2. Anaerobic Systems for Pectinatus Cultivation (A) GasPak system (BBL),

(B) Anaerobic glove box (COY Laboratory Products Inc.); 1, Entry Box; 2,

Vacuum pomp; 3, Gas mixer, 4, Pt-Pd (Catalyst); 5, Oxygen and Hydrogen

Analyzer,(C) Comparison of Anaerobic Systems,□; Anaerobic globe box,

■; Gas Pak System.



ス 製 メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー (Toyo Roshi Kaisha) を セ ッ ト し た 減 圧 濾 過

ユ ニ ッ ト (Toyo Roshi Kaisha) で 濾 過 し 、濾 過 後 の メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ

ー を 滅 菌 済 の ピ ン セ ッ ト と ハ サ ミ で2分 割 し た 。 そ の 分 割 した 各 々 の メ

ン ブ ラ ン を 別 々 の1.5% (w/v) 寒 天 添 加TGC平 板 培 地 に 載 せ 、 直 ち に1.(3)

の ガ ス パ ッ ク 法 な ら び に 嫌 気 グ ロ ー ブ ボ ッ ク ス 法 で 嫌 気 培 養 を 開 始 し

た 。 培 養 温 度 は30℃と し 、 コ ロ ニ ー の 数 を 目 視 で 計 測 し た 。 な お 、 培

養 期 間 は 最 長2週 間 ま で と し た 。

(5) 平 板 培 養

1.5%寒 天 を 含 むTGC培 地 に よ り、30℃、 嫌 気 グ ロー ブ ボ ッ ク ス 法

に よ る嫌 気 培 養 で 行 っ た 。

(6) 基 準 株 、 参 考 株 の 培 養

グ ラ ム 陰 性 菌 (Table2に 示 し たType Strain) お よ び グ ラ ム 陽 性 菌Lacto-

bacillus brevis (JCM 1059, Type Strain)、L. casei (ATCC334, Type Strain)、

L. plantarum (JCM1149, Type Strain) を 供 し た 。 グ ラ ム 陰 性 菌 は 、TGC

培 地 、30℃、 グ ラ ム 陽 性 菌 は 、MRS broth (Merck)、25℃で 各 々 嫌 気 グ ロ

ー ブ ボ ッ ク ス 法 に よ り、3日 間 行 っ た 。

MRS broth (g/liter): Peptone from casein 10.0, Meat extract 8.0, Yeast

extract 8.0, D (+) Glucose 20.0, di-Potassium hydrogen phosphate 2.0,

Tween 80 1.0, di-Ammonium hydrogen citrate 2.0, Sodium acetate 5.0,
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Magnesium sulfate 0.2, Manganese sulfate 0.04, pH5.7±0.2 at 25℃

2. ス ク リ ー ニ ン グ

(1) DNA抽 出

10mlの 液 体 培 地 で 定 常 期 ま で 培 養 し た 菌 体 を 、 滅 菌 水 で1回 集 菌 洗

浄 し 、 最 終1mlのsuspension buffer (10mM Tris-HCl、1mM EDTA、0.35M

sucrose、pH8.0) に 懸 濁 し た 。 そ の 懸 濁 液 にLysozyme (SIGMA) を1mg/ml、

N-acetylmuramidase (Seikagaku-Kogyo Co.) を50μg/mlお よ びRNase A

(SIGMA) を100μg/mlと な る よ う に 添 加 し 、37℃で1時 間 保 持 し た 後 、

160μg/ml proteinase K (Nakalai tesque) を 含 む2mlの2×CTAB bufferを 添

加 し 、50℃で1時 間 保 持 し た 。

2×CTAB buffer: 100mM Tris-HCl, 1.5M NaCl, 20mM EDTA, 2%

CTAB, 2% 2-mercapt ethanol, pH8.0

そ の 後 、 反 応 液 に2mlのChloroform-isoamyl alcohol (97:3) を 加 え 、20分

間 リ ス トシ ェ ー カ ー で 懸 濁 振 と う し た 後 、 室 温 で2000×g、10分 間 遠 心

し た 。 上 清 を 新 し い チ ュ ー ブ に 移 し 、 等 量 の2-propanolを 加 え て 、 氷 中

で1時 間 保 持 し た 後 、4℃で2000×g、10分 間 遠 心 し た 。 そ の 後 、 上 清 を

捨 て 沈 殿 物 を1mlの70%ethanol (-20℃) を 加 え 、4℃で2000×g、10分 間 遠

心 し た 。 再 度 上 清 を 捨 て 、,5分 間 真 空 乾 燥 し た 後 、 沈 殿 物 を100μlのTE
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に 懸 濁 し 、CHROMA SPIN columns (CLONTECH) で 最 終 精 製 を 行 っ た 。

(2) プ ロ ー ブ の 作 製

近 年 、 ア イ ソ トー プ を 使 用 しな い 簡 便 なDNA標 識 法 が 開 発 され (26)、

これ を 参 考 に した 。

標識

2.(1) で 抽 出 し た10～30μlのDNA溶 液 と1mg/mlに 調 製 し たphotobiotin

溶 液 (VECTOR) を 等 量 混 合 し 、 水 銀 ラ ン プ (KYOKUTO ELECTRIC

300W) 下 で20分 間 光 照 射 し た 。次 に 、最 終 溶 液 が100μlに な る よ う に1mM

EDTAを 含 む100mM Tris-HCl (pH9.0) を 加 え た 後 、2-butanolを100μl添 加

し 、 手 で 撹 拌 し て エ マ ル ジ ョ ン を 形 成 さ せ た 。16,000-18,000×g、1分 間

遠 心 し た 後 、 遊 離 のbiotinを 含 ん だ 上 層 を 除 い た 。 こ の 抽 出 操 作 を 計2

回 繰 り返 し た 。

変性

標 識 した プ ロ ー ブ を 沸 騰 水 中 で5分 間加 熱 した 後 、氷 中 で 急 冷 す る こ

とに よ りプ ロー ブ を変 性 させ た 。

(3)Dot Blot/Colony Hybridization

メ ン ブ ラ ン フ ィル タ ー の 調 製
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a. Dot Blot

10ngのDNAを ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン (Hybond-N+; Amersham) 上 に ス ポ

ッ ト後 風 乾 し 、0.4N-NaOHを 染 み 込 ま せ た 濾 紙 (WhatmanTM) 上 に 載 せ 、

20分 間 放 置 し た 。 そ の 後 、2×SSC (0.3M NaCl, 0.3Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ

ム) で 中 和 し た 。

b. Colony hybridization

Table 3に 示 す よ う に 、Betzl et al. の 方 法 (19)、Lonvaud-Funel et al. の

方 法 (20)、 更 にproteinase K処 理 を 追 加 す る 改 良 法 を 検 討 し た 。改 良 法

を 具 体 的 に 述 べ る 。positive chargeの ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン (Hybond-N+;

Amersham) 上 に コ ロ ニ ー を 転 写 し 、 コ ロ ニ ー 面 が 上 向 き に な る よ う に

し た. 次 にLysozyme溶 液 の 上 に メ ン ブ ラ ン を 載 せ 、室 温 で45分 間 イ ン

キ ュ ベ ー ト し た 。

Lysozyme溶 液: 10mg/ml Lysozyme, 50mM glucose, 50mM Tris-HCl,

pH7.5

続 い て 、 ア ル カ リ溶 液 (0.5N NaOH, 1.5M NaCl) に て7分 間 イ ン キ ユ ベ

ー ト し、 ト リス 緩 衝 液 (0.5M Tris-HCl , 1.5M NaCl, pH8.0) に て 中 和 操 作

を3分 間2回 行 い 、続 け て5×SSCに 浸 し 、キ ム ワ イ プ でcell debrisを 拭

き 取 る こ と に よ り 除 い た 。 こ の メ ン ブ ラ ン を プ ロ テ ア ー ゼ 溶 液

(100μg/ml proteinase K, 0.1% SDS, 2×SSC) 中 に 浸 し 、68℃で1時 間 イ
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ン キ ュ ベ ー ト し た 。 溶 液 を 捨 て 、0.1% SDSを 含 む2×SSCで68℃、15

分 間 の 洗 浄 を2回 行 っ た 。

Hvbridization

上 記2.(3) で 調 製 し た メ ン ブ ラ ン を 、68℃のECL gold hybridization

buffer (Amersham) に 浸 し 、1時 間 以 上pre-Hybridizationを 行 っ た 。続 い

て 、2.(2) で 調 製 し た プ ロ ー ブ を50ng/mlと な る よ う に 加 え 、68℃、16時

間Hybridizationを 行 っ た 。 な お 、 こ こ で の プ ロ ー ブ は 、P. cerevisiiphilus

プ ロ ー ブ と 、P. frisingmsisプ ロ ー ブ のmixtureを 用 い た 。Hybridization

bufferを 除 き 、 メ ン ブ ラ ン を2×SSCに よ り5分 間 室 温 で 振 と う し た 後 、

0.4% SDSを 含 む2×SSCで68℃、15分 間 の 洗 浄 を2回 行 っ た 。 次 に

Blocking溶 液 (1% casein, 0.1M maleic acid, 0.15M NaCl, pH7.5) で 室 温 、30

分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 そ のBlocking溶 液 にStreptavidine-peroxi-

dase conjugate (PIERCE) を0.1μg/mlと な る よ う に 添 加 し 、室 温 で30分 間 反

応 さ せ た 。溶 液 を 除 き 、マ レ イ ン 酸 緩 衝 液 (0.1M maleic acid, 0.15M NaCl,

pH7.5) で 室 温 、20分 間 の 洗 浄 を2回 行 っ た 。 次 に 、ECL遺 伝 子 検 出 キ ッ

ト の 発 光 試 薬Detection reagent 1及 び2 (Amersham) を 等 量 混 合 し た 後 、 そ

の2mlを メ ン ブ ラ ン のDNA面 に ム ラ な く 滴 下 し 、1分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト

し た 。 検 出 は 、X-ray Film (Hyper film-ECL; Amersham) に 感 光 さ せ 、 レ ン

ド ー ル 、 レ ン フ ィ ッ ク ス (フ ジ カ ラ ー サ ー ビ ス) で 現 像 す る 方 法 、 或 い は

CCDカ メ ラ を 用 い た 画 像 解 析 シ ス テ ムArgus (浜 松 ホ ト ニ ク ス) を 用 い る

方 法 を 採 用 し た 。
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3. 同 定 試 験

(1) マ イ ク ロ プ レ ー トを 用 い たDNA-DNA交 雑 試 験

上 保 ら (21) お よ び 山 田 ら (22) の 方 法 を 参 考 に し た 。

DNA吸 着 プ レー トの 調 製

2.(1) の 方 法 で 抽 出 ・精 製 し たDNAを 沸 騰 水 中 で5分 間 加 熱 後 、氷 中 で

急 冷 し た 。 こ の 操 作 よ り 変 性 し たDNAを0.1M MgCl2を 含 むPBS (8mM

Na2HPO4, 1.5mM KH2PO4, 137mM NaCl, 2.7mM KCl) で4ng/μlに 調 製 し 、

マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (Nunc Immunoplateま た は ス ミ ロ ン イ ラ イ ザ

プ レ ー トH) に100μlず つ 分 注 し た 。30℃で15-16時 間 保 温 し た 後 、200μl

のPBSで1回 洗 浄 後 、60℃で3時 間 乾 燥 さ せ た 。 な お 、 陰 性 対 象 と し て サ

ケ 精 子DNAを 、 陽 性 対 象 と し て プ ロ ー ブ と し た 菌 種 の 精 製DNAを 用 い

た 。

Hvbridization

50℃に 加 温 し たPre-hybridization buffer 100μlを 各 ウ ェ ル に 入 れ 、50℃

で30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。Pre-hybridization bufferを 除 い た 後 、4. で

作 製 し た プ ロ ー ブ を 予 め50℃に 保 温 し たHybridization bufferに0.5μg/ml

に な る よ う に 添 加 し 、 各 ウ ェ ル に100μl入 れ てHybridizationを18時 間 行

っ た 。
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Pre-hybridization buffer: Formamide 5.0ml, 20×SSC 2.5ml, 50×

Denhardt 1.0ml, DW 1.25ml, 熱 変 性Calf thymus DNA 0.25ml

Hybridization buffer: Formamide 4.5ml, 20×SSC 2.0ml, 50×Denhardt

0.2ml, 50% Dextran Sulfate 2.0ml, DW 1.1ml, 熱 変 性Calf thymus DNA

0.2ml

DNA類 似 度 の 測 定

Hybridization bufferを 除 い た 後 、200μ1の0.2×SSCで3回 ウ ェ ル を 洗

浄 し 、200μlのPAT bufferを 入 れ 室 温 で10分 間 放 置 し た 。

PAT buffer: 0.5% BSA (fraction V), 0.1% Triton X-100 in PBS

PAT bufferを 捨 て 、Streptavidine-β-galactosidase複 合 体 (Gibco/BRL Life

Technoiogies, lnc.) を0.1%含 むPAT bufferを100μl入 れ 、37℃で30分 間 保

温 し た 後 、200μlのPBSで ウ ェ ル を3回 洗 浄 し た 。

0.1mg/mlの4-Methylumbelliferyl-β-D-galactopyranoside (Sigma)(1mM

MgCl2含 むPBS) を200μl加 え 、37℃に 保 温 し た 。 蛍 光 強 度 の 測 定 は 、

マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い 、 励 起 波 長360nm、 放 射 波 長450nm

に て 測 定 し た 。

DNA類 似 度 の計 算 は 次式 で算 出 した。
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DNA類 似 度=100*(X-N)/(P-N)

X: 測 定 対 象DNA、P: 陽 性 対 象DNA、N: サ ケ 精 子DNA

(2) グ ラ ム 染 色 試 験

グ ラ ム 染 色 キ ッ ト (日 水 製 薬) を 使 用 した。 試 験 法 は 添 付 の 説 明 書 に 従

っ た 。

(3) カ タ ラ ー ゼ 試 験

3%H2O2過 酸 化 水 素 水 溶 液 を 菌 体 に 滴 下 し、気 泡 の 発 生 の 有 無 を 肉 眼

で 判 定 した 。

(4) 糖 発 酵 性

API50CH (bioMerieux) を用 い た。 この キ ッ トは 、galactose、glucoseな

どの 基 質 が 各 々49の ウ ェ ル に 封 入 して あ り、 そ の ウ ェ ル に 菌 を 懸 濁 し

た 培 地 を 分 注 し培 養 す る。 こ の 培 地 に は炭 素 源 以 外 の 嫌 気 性 細 菌 の 生

育 に 必 要 な 成 分 、 な らび に ブ ロモ ク レ ゾ ー ル パ ー プ ル が 添 加 して あ り、

基 質 分 解 に よ る酸 生 成 に 伴 うpH変 化 に よ り、 培 地 は 黄 色 に 変 化 す る。

各 基 質 の 発 酵 能 は 、 これ ら の 色 調 の 変 化 を 目視 で 読 み 取 っ た 。

(5) GC含 量

2.(1) の 方 法 で 抽 出 ・精 製 し たDNAをNuclease I (ヤ マ サ 醤 油) で 分 解

後 、HPLCで 分 析 し た。 条 件 は 、YMC-PACK AQ-312を 用 い 、移 動 層 に は
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10mMリ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ フ ァ ー (pH3.5) を 流 速1.5ml/minで 行 い 、

UV270nmで 検 出 し た。GC含 量 の 算 出 は 、 検 出 さ れ た ピ ー ク 面 積 の 比 よ

り 行 っ た 。

4. ビー ル 生 育 性 試 験

TGC培 地 で 嫌 気 条 件 下 、30℃、3日 間 培 養 したPectinatus菌 体 を 集 菌 洗 浄

後 、 市 販 ビー ル (500ml瓶) に105cells接 種 し、 瓶 肩 部 に 衝 撃 を 加 え ビー ル 泡

を 噴 出 させ る こ と に よ り空 寸 部 の 空 気 を 追 い 出 し、 直 ち に 再 打 栓 し た 。

25℃、 静 置 状 態 で 最 大3ヶ 月 間 観 察 した。生 育 判 定 は 、 瓶 内 ビー ル の 濁 り、

沈 殿 の 有 無 を 肉 眼 で観 察 す る こ と よ り実 施 した 。
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第三節 結果

Pectinatusの 環 境 か ら の 分 離 ・同 定 ス キ ー ム をFig.3に 示 し た。 ま ず 、拭 取 り

法 で サ ン プ リ ン グ し た 綿 棒 は 、TGC brothで 嫌 気 培 養 を 開 始 し た。 培 養 後 生

育 が 認 め ら れ た 場 合 、TGC平 板 培 地 で 培 養 を 開 始 す る 一 方 で 、Modified-Beer

ヘ 植 継 い だ。Modified-Beerで 生 育 が 認 め られ た 場 合 は 、同 様 にTGC平 板 培 地

で 培 養 を 行 っ た。 こ れ ら の 培 養 操 作 よ り 生 育 し た コ ロ ニ ー は 、Colony

Hybridization法 ヘ 供 し た。Colony Hybridizationで 検 出 さ れ た 陽 性 コ ロ ニ ー

は 、TGC平 板 培 地 で 純 分 離 操 作 を 行 い 、 形 態 が カ ン 菌 で あ り 、 グ ラ ム 陰 性 カ

タ ラ ー ゼ 陰 性 で あ る 細 菌 に つ い て 、Dot Blot Hybridizationを 行 っ た。 こ のDot

Blotは 、Colony Hybridization法 で の 擬 陽 性 の 確 認 、種 の 推 定 (P. frisingensis/P.

cerevisiiphilus) を 目 的 に 実 施 し た。 こ れ ら の 試 験 に よ り選 抜 さ れ たPectinatus

株 は 、最 終 的 にGC含 量 の 測 定 、各 種 糖 の 発 酵 性 試 験 、DNA-DNA類 似 度 の 測 定

に よ り 同 定 を 行 っ た 。

1. 分 離 培 養 法 お よ び ス ク リー ニ ン グ 法 の 検 討

(1) 培 養 法 の 検 討

ガ ス パ ッ ク 法 (Fig.2A) と 嫌 気 グ ロ ー ブ ボ ッ ク ス 法 (Fig.2B) の 比 較 試

験 で は 、 嫌 気 グ ロ ー ブ ボ ッ ク ス 法 の 方 がPectinatusの コ ロ ニ ー 形 成 率 が

高 か っ た (Fig.2C)。 従 っ て 、 平 板 培 地 の 嫌 気 培 養 は 、 嫌 気 グ ロ ー ブ ボ ッ

ク ス 法 を 採 用 し た 。
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Fig.3. Isolation/Identification Scheme of Pectinatus from Brewery Environment.

■; Cultivation in Anaerobic glove box



(2) ス ク リー ニ ン グ 法 の 検 討

Dot Blot Hybridization

Hybridization温 度 を68℃に 設 定 す る こ と に よ り 、species-specificな 検

出 が 可 能 に な っ た (Fig. 4A)。 検 出 感 度 は 、106 cells/spot (Fig. 4B) で あ っ た 。

こ の 方 法 は 、Fig.3の ス キ ー ム に 示 す よ う に 、純 分 離 操 作 後 に 実 施 す る こ

と で 、Colony Hybridizationで の 擬 陽 性 の 確 認 と し て 用 い る と 共 に 、2種 類

の プ ロ ー ブ (P. cerevisiiphilus/P. frisingensis) を 各 々 使 い 分 け る こ と に よ

り、同 定 試 験 を 行 う前 の 大 ま か な 種 の 推 定 と して 用 い た 。

Colony Hybridization法

フ ィ ル タ ー の 調 製 に 関 し 、複 数 の 方 法 が 報 告 さ れ て い る (19, 20)。Betzl

et al. は 、 フ ィ ル タ ー 上 のLactococciの コ ロ ニ ー に 対 し 、 界 面 活 性 剤 処 理

後microwave ovenに て 細 胞 を 破 砕 し た (19)。 一 方 、Lonvaud-Funel et al.

は 、Lysozymeに よ る 溶 菌 処 理 と ア ル カ リ処 理 を 併 用 し た (20)。 こ れ ら の

方 法 を 評 価 し た 結 果 、signalが 得 られ な い か 、 特 異 性 が 得 ら れ な い 問 題

が 生 じ た (Table 3)。 そ こ で 、Lonvaud-Funel et al. の 方 法 (20) を 改 良 し 、

Lysozyme/ア ル カ リ 処 理 の 次 に プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 を 追 加 し た。 こ れ よ り 、

非 特 異 的 結 合 の 問 題 を 解 決 で き た (Table 3, method 3-1)。 さ ら に 、 ア ル カ

リ処 理 の 改 良 に よ りsignalの 増 強 が 認 め られ た (Table 3, method 3-2)。Fig.

5AにP. frisingensis DSM6306を 供 し たColony Hybridizationの 結 果 を 示 し

た 。
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Fig. 4. Specificity (A) and Sensitivity (B) Detection by Dot Blot Hybridization.
(A) Total DNA of P. cerevisiiphilus DSM20467 was used as the probe (Left).
Total DNA of P. frisingensis DSM6306 was used as the probe (Right). The
DNA to be tested was spotted on the filter; 1, P. cerevisiiphilus; 2, P. frisingensis;
3, S. lacticifex; 4, Z. paucivorans, 5, Z. raffinosivorans; 6, L. brevis; 7, L. casei; 8,
L. plantarum.(B) Total DNAs, which were extracted from various concentrations
of Pectinatus cells, were spotted on the filter.



Table 3. Evaluation of the Membrane Preparation for Colony Hybridization

a Method from reference (19)
b Method from reference (20)
c Modified method of reference (20)
d The degree of the evaluation result is indicated by-(bad),+(good), and ++(very good)



2. 工 場 サ ン プ ル の 解 析

ア サ ヒ ビ ー ル (株) の 工 場 (A, B, C, D, E, F, G) よ りサ ン プ リ ン グ し た 試 料 を 、

Fig. 3に 従 っ て 培 養 を 進 め た 。

(1) 選 択 培 養 法 お よ びColony Hybridization法

ふ き 取 り法 に よ る 採 取 後 、TGC brothで 生 育 が 認 め られ 、 そ の 後 の 平

板 培 養 の コ ロ ニ ー を 供 し たColony Hybridization法 で 陽 性 判 定 が 得 ら れ

た も の をType A、 こ のTGC平 板 で は 陰 性 で あ っ た が 、"modified-Beer" に

よ る 選 択 培 養 でColony Hybridization法 の 陽 性 判 定 が 認 め ら れ た ケ ー ス

をType B、 い ず れ の 培 養 結 果 に 対 し て もColony Hybridization法 の 陰 性 判

定 で あ っ た も の をType Cと し た (Table 4)。 代 表 的 な 工 場 の デ ー タ と し

て 、そ の 構 成 比 率 は 、Type Aは1.8%、Type Bは0.9%、Type Cは97.3%で あ

っ た (Table4)。Type Bが 認 め ら れ 、 こ の こ と は "modified-Beer" に よ り

Pectinatusの 選 択 培 養 が 行 な わ れ た こ と を 示 し た 。 工 場 サ ン プ ル か ら

Colony Hybridization法 に よ りPectinatusを 検 出 し た 代 表 的 な 結 果 をFig.

5Bに 示 し た 。

以 上 の 操 作 に よ り得 ら れ た 菌 株 で 、グ ラ ム 染 色 、カ タ ラ ー ゼ 反 応 、Dot Blot

試 験 に よ りPectinatusと 推 定 さ れ た 菌 株 は30株 で あ り 、 菌 種 の 内 訳 はP.

cerevisiiphilusが1株 、 残 り29株 はP. frisingensisで あ っ た 。
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Table 4. Results of Colony Hybridization from a Representative
Brewery. Type A: Pectinatus was detected from both TGC and
Beer media, Type B: Pectinatus was detected from Beer media
after TGC cultivation, Type C: Pectinatus was detected from
neither TGC nor Beer media.+; Hybridized,-; no signal, N. T.;
Not Tested.



Fig. 5. Representative Results of Colony Hybridization. A; A pure culture of P.
frisingensis (Left: Result of colony hybridization, Right; colonies on TGC medium),
B; Environmental sample (Brewery's waste)



(2) 同 定 試 験

DNA-DNA交 雑 試 験

P. frisingensisと 推 定 さ れ た29株 は 、 基 準 株DSM6306Tと58.0%-100.0%

のDNA類 似 度 を 示 し た 。 一 方 、P. cerevisiiphilusと 推 定 さ れ た1株 (PL-44)

は 、基 準 株DSM20467Tと87%のDNA類 似 度 を 示 し た (Table 5)。

糖資化性

試 験 し た30株 は 、基 準 株 の 糖 発 酵 性 の 試 験 結 果 (Table 6) と ほ ぼ 一 致 し

た 。 し か し 、P. frisingensisのmaltose発 酵 性 に つ い て 、 基 準 株 は (-) あ る

い は (+w) で あ る (Table 6) の に 対 し 、 分 離 株 の73.5% (34株 中25株) が

maltose (+) で あ っ た (Table 5)。

GC含 量

Pectinatusと 同 定 さ れ た 株 のGC含 量 は37.9%-41.2%で あ り 、 以 前 の 記

載 (10) と ほ ぼ 一 致 し た (Table 5)。

3. ビー ル 生 育 性 試 験

供 試 し たP. frisingensis 34株 お よ びP. cerevisiiphilus 5株 を 接 種 し た ビ ー ル

は 、 全 て3ヶ 月 間 以 内 に ビ ー ル 中 で 著 量 の 菌 体 増 殖 が 認 め られ 、 生 育 を 確 認

し た (Table 5, 6)。従 っ て 、Pectinatusに 属 す る 株 は 全 て ビ ー ル 生 育 能 を 有 す る

こ と が 判 明 し た 。
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以 上 よ り 、 工 場 サ ン プ ル か ら分 離 さ れ た 菌 株 の 内 、29株 はP. frisingensis、

1株 はP. cerevisiiphilusと 同 定 さ れ た 。 分 離 源 の 内 訳 は 、 工 場 排 水 が40.0%、

製 造 場 の 床 が13.3%、 回 収 瓶 が3.3%、 そ の 他 が32.5%で あ っ た (Table 7)。
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Table 7. Sources of the Pectinatus
Strains Isolated from Japanese Breweries

a Symbols A-G represent Japanese domestic breweries.



第 四節 考 察

Lee et al. やHaikara et al. は 、 使 用 直 前 に 液 体 培 地 を 煮 沸 し て 溶 存 酸 素 を 除

い て か ら 容 器 に 空 寸 部 が 無 く な る ま で 充 填 し 、 偏 性 嫌 気 性 のPectinatusの 培

養 を 行 っ た (4, 12)。 し か し 、 平 板 培 養 に つ い て は 、 コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ な い

か 、 形 成 さ れ て も 形 成 率 が 低 い な ど 良 好 な 結 果 は 得 ら れ な か っ た (4, 12)。嫌

気 培 養 法 と し てCO2 incubatorとGasPak systemが 検 討 さ れ た (4, 12) が 、 前 者 は

充 填 す るCO2に 微 量 な 酸 素 が 含 ま れ る こ と 、後 者 は 嫌 気 状 態 を 作 出 す る 化 学

反 応 の 間 、 菌 体 が 酸 素 に 曝 さ れ る こ と 、 が こ れ ら シ ス テ ム の 欠 点 と し て 考

え ら れ た 。従 っ てPectinatusの 平 板 培 養 の ポ イ ン トは 、 酸 素 を 速 や か に 除 去

し 、 高 度 な 嫌 気 状 態 を 維 持 す る こ と 、 と 考 察 し た 。嫌 気 グ ロ ー ブ ボ ッ ク ス 法

は こ の 両 方 の 条 件 を 満 た す も の で あ り 、 こ の 方 法 の 採 用 に よ りPectinatusの

良 好 な 平 板 培 養 が 可 能 に な っ た (Fig.2C)。 ま た 、採 取 ・輸 送 法 に つ い て もTGC

培 地 を 使 用 し た 嫌 気 条 件 に 配 慮 し た 方 法 を 採 用 し た 。

選 択 培 養 は 改 変 し た ビ ー ル を 培 地 と す る 方 法 を 検 討 し た 。 ビ ー ル の 主 要

な 生 育 抑 制 因 子 と し て 、pH、 ホ ッ プ 成 分 、炭 酸 ガ ス が 挙 げ ら れ (28)、Pectinatus

はpH3.7-8.0の 範 囲 で (29)、 エ タ ノ ー ル 濃 度4.5 (%W/V) ま で (14)、 苦 味 成 分33-

38BUま で (14) 生 育 が 確 認 さ れ て い る 。 そ の 中 でpHが 重 要 な 因 子 で あ り

(14)、 僅 か なpHの 違 い が 生 育 に 大 き く影 響 す る (28)。 そ こ でPectinatusの 生 育

性 を 重 視 し 、 ビ ー ル のpHを4.6以 上 に 調 整 し た "modified-beer" を 選 択 培 地 と

し た 。
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Pectinatusの ス ク リ ー ニ ン グ と し て 、Colony Hybridization法 (19, 20) を 検 討

し た 。 こ の 際 、 基 準 株 のtotal DNAを プ ロ ー ブ と し た 。 こ の 理 由 は 、Hybri-

dizationのStringencyを コ ン トロ ー ル す る だ け で 、 特 定 のDNA領 域 の 解 析 や 、

プ ロ ー ブ 設 計 を す る こ と な く 、 簡 便 に 種 レベ ル で の 検 出 が 行 え る 利 点 に よ

る (24)。Dot Blotの 試 験 系 に お い て は 、Hybridization温 度 を68℃に 設 定 す る こ

と よ り 、 種 レ ベ ル の 特 異 検 出 が 可 能 に な っ た (Fig.4A)。 し か し 、Colony

Hybridizationの 既 存 の フ ィ ル タ ー 調 製 法 (19, 20) で は 、他 の 細 菌 へ の プ ロ ー ブ

の 交 差 性 が 見 ら れ 特 異 検 出 が で き な か っ た (Table 3, method 2)。 こ の 理 由 は

グ ラ ム 陽 性 菌 の 細 胞 壁 の 溶 解 が 困 難 で あ る た め (19)、 フ ィ ル タ ー 上 にcell

debrisが 残 存 し 、そ のcell debris中 の タ ン パ ク 質 に プ ロ ー ブ が 非 特 異 的 に 吸 着

し た も の と 考 え ら れ た.検 討 の 結 果 、Lonvaud-Funel et al. の 方 法 (20) に プ ロ テ

ア ー ゼ 処 理 を 追 加 し特 異 性 の 問 題 を 解 決 し た (Table 3, method 3-1)。 ま た 、 ア

ル カ リ 処 理 条 件 の 変 更 に よ りsignalの 増 強 を 行 う こ と が で き た (Table 3,

method 3-2)。 こ れ はpositive chargeの フ ィ ル タ ー を 使 用 し た が 、 過 度 の ア ル

カ リ 処 理 に よ りDNAの 拡 散 が 起 こ る も の と 推 察 し た 。

以 上 で 検 討 し た ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 、Pectinatusの 選 択 培 養 を 評 価 し

た 。 そ の 結 果 、 ビ ー ル のpH調 整 を 行 っ た "modified-beer" でPectinatusの 選 択

培 養 に 成 功 し た ケ ー ス が 認 め ら れ た (Table 4 Type B)。 こ の こ と か ら 、

"modified-beer" に よ りPectinatusの 短 期 間 の 培 養 が 可 能 に な り、 そ の 一 方 で

未 調 整 の 生 育 抑 制 因 子 (エ タ ノ ー ル 、 ホ ッ プ 成 分) に よ り他 細 菌 の 生 育 が

抑 制 さ れ た 、 と 考 察 し た 。
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以 上 の 採 取 、 培 養 ス テ ッ プ を 経 て 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 菌 株 に つ い て 、

Pectinatusの 同 定 試 験 を 行 っ た 。 方 法 は 、 基 準 株 とDNA塩 基 配 列 の 類 似 度 を

比 較 す る 、最 も 直 接 的 か つ 信 頼 性 の 高 い 方 法 (21) で あ るDNA-DNA交 雑 試 験

法 を 採 用 し 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト法 (21, 22, 23) に よ り測 定 し た 。DNA類 似 度 と

菌 種 の 独 立 性 に つ い て 現 在 の 取 り決 め は 、基 準 株 と70%以 上 のDNA類 似 度 が

あ る 場 合 同 一 種 と み な し 、50%以 下 で あ れ ば 独 立 し た 別 の 種 と み な さ れ る

(24, 27)。 得 ら れ た デ ー タ は 、 全 て が50%以 上 の 高 い 値 を 示 し た こ と か ら 、

Pectinatusに 属 す る 株 で あ る と 同 定 さ れ た 。GC含 量 、 糖 発 酵 性 は 、 以 前 の 報

告 (10) お よ び 基 準 株 の 試 験 結 果 (Table 6) と ほ ぼ 一 致 し 、DNA類 似 度 に よ る 同

定 結 果 を 支 持 し た も の で あ っ た 。

分 離 し た 株 に は 、maltoseの 発 酵 能 を 有 す る 株 が 多 数 認 め ら れ た (Table 5)。

こ れ ま でPectinatusに は 、 ビ ー ル 中 の 主 な 炭 素 源 で あ るmaltoseを 発 酵 す る 株

が 少 な い (10) と さ れ 、基 準 株 を 用 い た 試 験 で もmaltoseを 発 酵 し な い か 発 酵 能

が 弱 か っ た (Table 6)。 従 っ て 、 今 回 分 離 さ れ た 株 は 、 こ れ ま で 欧 米 で 分 離 さ

れ た 株 と は 異 な る タ イ プ の 株 が 多 い 。 ま た 、 分 離 株 はP. frisingensisの 方 がP.

cerevisiiphilusよ り も 多 か っ た 。P. frisingensisはP. cerevisiiphilusと 比 較 し て 、

糖 の 発 酵 パ タ ー ン が 広 い こ と (Table 5, 6)、 耐 熱 性 が 高 い こ と (30, 31)、 広 い

pH範 囲 で の 生 育 が 可 能 で あ る こ と (32) が 背 景 と し て 挙 げ ら れ る 。 従 っ て 、

ビ ー ル 工 場 で 実 施 す る 熱 や 酸 ・ア ル カ リ に よ る 殺 菌 洗 浄 、 環 境 中 の 制 限 さ

れ た 栄 養 状 態 が 、Pectinatusの 分 離 頻 度 に 影 響 を 与 え た も の と 考 え ら れ た 。

以 上 の よ う に 、 効 率 的 な 環 境 か ら のPectinatusの 分 離 法 を 確 立 し た 為 、 短
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期 間 に 多 数 のPectinatus株 を収 集 す る こ と が 可 能 と な っ た 。 これ らの 株 の ビ

ー ル 生 育 性 を調 査 した 結 果、 全 て の 株 に ビー ル 生 育 性 が 認 め られ た (Table 5,

6)。 従 っ て 、Pectinatus属 細 菌 は 全 般 的 に ビー ル 生 育 性 を有 す る こ と が 判 明

した 。
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第五節 要 約

Pectinatusの 環 境 か ら の 分 離 法 を 確 立 す る こ と で 多 数 の 株 を 収 集 し 、

Pectinatusの ビ ー ル 汚 染 性 を 調 査 し た 。 ま ず 、 環 境 か ら の 採 取 に は 還 元 剤 を

含 むTGC培 地 を 使 用 し 、速 や か に 嫌 気 条 件 下 へ 移 行 し 高 度 な 嫌 気 度 を 維 持 で

き る 嫌 気 グ ロ ー ブ ボ ッ ク ス 法 を 採 用 し た 。 ま た 、 選 択 培 養 と し てpH調 製 ビ

ー ル を 使 用 し た。 こ の よ う に 培 養 し た コ ロ ニ ー の 中 か らPectinatusを 効 率 良

く 、か つ 精 度 良 く ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、Colony Hybridization法 を 検 討

し た 。 コ ロ ニ ー 溶 菌 条 件 な ど検 討 し た 結 果 、Pectinatusの 特 異 検 出 が 可 能 に

な っ た 。 以 上 よ り選 択 ・分 離 し た 株 をDNA-DNA交 雑 試 験 を 中 心 と し た 同 定

試 験 を 実 施 し た 。そ の 結 果 、34株 をP. frisingensis、1株 をP. cerevisiiphilusと 同

定 し た 。GC含 量 、 糖 の 発 酵 性 は 概 ね 以 前 の 記 載 と 一 致 し た が 、 マ ル トー ス

発 酵 能 を 有 す る 株 を 多 数 認 め た 。 こ れ ら 分 離 し た 株 は 、 全 て ビ ー ル 生 育 能

を 有 す る こ と が 判 明 し た 。
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第III章

Pectinatus、Selenomonas、Zymophilusの 系 統 解 析

第一節 緒言

Woeseは 、rRNAが 全 て の 生 物 種 に保 存 され た 高 分 子 で あ る こ と に 注 目 し、

この 塩 基 配 列 を 分 類 の 指 標 に 用 い て 生 物 の 系 統 進 化 を 論 じた (33)。こ の 研 究

に よ り、動 物 界 と植 物 界 、 細 菌 との 距 離 が 明 ら か に さ れ 、生 物 界 を 分 類 す る

階 層 で あ るDomainと い う考 え 方 を提 唱 し た (33, 34)。細 菌 の 系 統 分 類 法 と し

て も、rRNAの 塩 基 配 列 を 利 用 した 多 くの 研 究 成 果 が 発 表 され て い る (34)。

一 方、 細 菌 の 化 学 分 類 学 で は、DNA-DNA交 雑 試 験 に よ るDNA類 似 度 に 基

づ く種 の 概 念 の 提 案 が あ る (21, 22, 23, 24)。 さ ら に 近 年 で はWoeseの 概 念 (33)

を 取 り入 れ て 、16Sの 塩 基 配 列 の 相 同 性 が97%以 上 、か つDNA-DNA類 似 度 が

70%以 上 、 が 同 一 種 で あ る と い う 条 件 が 多 く の 研 究 者 に 支 持 さ れ て い る

(35)。 し か し 、16S rRNAの 塩 基 配 列 の 相 同 性 が99.5%以 上 あ っ て も 、DNA

-DNA交 雑 で のDNA類 似 度 が70%以 下 で あ る ケ ー ス が あ る よ うに 、 別 種 で あ

りな が ら16Sの 相 同性 が 極 め て 高 い 例 が あ る (36)。従 っ て 、近 縁 種 問 の 系 統 解

析 を16S rRNA遺 伝 子 の 塩 基 配 列 だ け で 行 うこ とは 不 明 確 で あ り、他 の 有 用

な 領 域 の 検 討 の 必 要 性 が 論 じ られ て い た (37)。

Pectinatus、Selenomonas、Zymophilusは 、DNA-DNA交 雑 試 験 で は 明 確 に 区

別 さ れ 、16S rRNAの 比 較 で は 、PectinatusとSelenomonasは87.5-88.2%、
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PectinatusとZymophilusは87.9-88.6%、SelenomonasとZymophilusは92.0%で あ

り、 こ れ ら の 菌 種 は 近 縁 関 係 に あ る こ と が 示 さ れ て い る (10)。 し か し 、 第II

章 で 確 認 し た よ う にPectinatusは ビ ー ル 汚 染 能 を 有 す る 一 方 で 、Selenomo-

nas、Zymophilusは ビー ル 汚 染 能 を 有 さ な い (10, 11)。 そ こ で 第III章 で は 、 こ

れ ら の 細 菌 の 系 統 を よ り 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た 。

我 々 は 、16S rRNA遺 伝 子 と23S rRNA遺 伝 子 に 挟 ま れ るITS領 域 (Internal

Transcript Spacer: 内 部 転 写 領 域) に 注 目 し た 。 こ の 領 域 は 、rRNA遺 伝 子 よ り

も 保 存 性 が 低 い (37) こ と か ら 、 近 縁 種 の 細 菌 の 解 析 と し て 注 目 さ れ て い る

(37, 38, 39)。
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第二節 材 料 お よび方 法

1. 菌 株 お よ び 培 養 方 法

供 試 菌 株 はTabie 2に 記 載 し た 。 但 し 、P. cerevisiiphilus、P. frisingensisに

つ い て はType Strainの み と し た 。 培 養 は 、TGC broth、30℃、 嫌 気 条 件 下 、3

日 間 と し た 。

2. ITS領 域 のPCR増 幅

第II章 記 載 のDNA抽 出 法 よ り 、各 細 菌 の ゲ ノ ムDNAを 得 た 。 こ のDNAを 鋳

型 に 用 い て 、ITS領 域 をPCRで 増 幅 し た 。PCRプ ラ イ マ ー は 、16S rRNA遺 伝

子 な ら び に23S rRNA遺 伝 子 か ら 設 計 し た 。16S rRNAは20,000を 超 え る デ ー

タ ベ ー ス が あ る こ と 、23S rRNAは16S rRNAほ ど の デ ー タ は な い (40) が い く

つ か 保 存 性 の 高 い 領 域 が あ る こ と か ら 、 こ れ ら の 領 域 か ら 設 計 し た プ ラ イ

マ ー よ りITS領 域 をPCR増 幅 す る こ と が 可 能 で あ り 、 様 々 な 菌 種 で 増 幅 さ れ

た 例 が 報 告 さ れ て い る (37, 38, 39, 41, 42)。

(1) P. frisingensis、P. cerevisiiphilus, S. lacticifex、Z. raffinosivorans、Z. pau-

civoransのITS増 幅

P. frisingensis、P. cerevisiiphilus、S. lacticifex、Z. raffinosivorans、Z.

paucivoransの16S rRNA遺 伝 子 の 塩 基 配 列 が 報 告 さ れ て お り (10, Table

2)、 こ れ ら 菌 種 間 で 保 存 性 が 高 く 、16S rRNA遺 伝 子 の5'末 端 よ り557-576

bpに 相 当 す る 配 列 をforward primerlと し た 。 一 方 、23S rRNA遺 伝 子 の 塩

―35―



基 配 列 は 、P. frisingensisの み の 報 告 が あ っ た (40)。 そ こ で 、 多 く の 菌 種

に つ い て 保 存 性 が 高 く 、ITS領 域 のPCR増 幅 を 行 う際 の プ ラ イ マ ー と し

て 使 用 実 績 が あ る 塩 基 配 列 (37) で あ り 、か つ 、P. frisingensisの23S rRNA

遺 伝 子 の5'末 端 か ら21-28bpに 相 当 す る 配 列 (40) をreverse primerlと し た

(Fig. 6A)。

Forward Primerl for ITS amplification:

5'-GGCAAGCGTTGTCCGGAATT-3'

Reverse Primerl for ITS amplification:

5'-CGCCAAGGCATCCACCAT-3'

(2) Megasphaera cerevisiae, M. elsdenii, S. ruminantium, S. sputigena, S.

infelix、S. flueggei、S. noxiaのITS増 幅

Tabie 2に 示 し た よ う に こ れ ら の 細 菌 の16S rRNA遺 伝 子 の 塩 基 配 列 が

公 開 さ れ て お り 、Fig. 6Aに 示 し た 保 存 性 が 高 い 配 列 をforward primer2

と し た 。 一 方 、23S rRNA遺 伝 子 に つ い て は 、ITS領 域 のPCR増 幅 を 行 う

際 の プ ラ イ マ ー と し て 使 用 実 績 が あ る 配 列 (37) をreverse primer2と し た

(Fig. 6A)。

Forward Primer2 for ITS amplification:

5'-GCCCGTCACACCACG-3'

Reverse Primer2 for ITS amplification:
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5'-CGCCAAGGCATCCACCAT-3'

PCR反 応 は 、denature 95℃ 30sec、annealing 55℃ 30sec、extension 75℃ 30

secを 、25-30サ イ ク ル で 行 っ た 。PCR産 物 を 精 製 後 、ベ ク タ ーpCR 2.1

(invitrogen) ヘ ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、E. coliコ ン ピ テ ン トセ ルINVαF'へ 形 質 転 換

し た 。 次 に50μg/mlア ン ピ シ リ ン 添 加LB液 体 培 地 、37℃で 一 晩 培 養 し た 菌 体

よ り プ ラ ス ミ ド を 回 収 し た 。 プ ラ ス ミ ドDNAの 抽 出 は 、piasmid mini Kit

(QIAGEN) に よ り 添 付 の プ ロ トコ ー ル に 従 っ て 実 施 し た 。

3. 塩 基 配 列 決 定

塩 基 配 列 決 定 は 、4000L Long ReadIRTM DNA Sequencing System (LI-COR)

ま た はCEQTM 8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter) を 用 い た 。 前 者

で は 、シ ー ケ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー は 、IRD41 Infared Dye Labeled M13 Forward

プ ラ イ マ ー お よ びIRD41 Infared Dye Labeled M13 Reverseプ ラ イ マ ー (日 清

紡) を 、 反 応 液 はSequiTherm TM Long-Read TM Cycle Sequencing Kit-LC

(EPICENTRE TECHNOLOGIES) を 使 用 し た 。 後 者 で は 、CEQTM DTCS Quick

Start Kit (Beckman Coulter) を 使 用 し た 。

4. 解 析

tRNA遺 伝 子 の 検 索 、相 同 性 解 析 、ド ッ トマ ト リ ク ス 解 析 は 、GENETYX ver.

6.1 (GENETYX CORPORATION) を 用 い た 。ITS領 域 は ギ ャ ッ プ が 多 い た め 、

相 同 性 解 析 はITSI、ITS3 (後 述) に 分 割 し て 行 っ た 。 同 様 の 理 由 に よ り、 ア ラ
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イ ン メ ン ト な ら び に 系 統 樹 の 作 成 は 次 の よ う に 行 っ た 。ま ず 、GENETYX ver.

6.1でITS1、ITS2、ITS3、tRNA遺 伝 子 ご と に ア ラ イ メ ン ト を 作 成 し た 。 こ の

よ う に 作 成 し た ス ペ ー ス を 含 ん だ 塩 基 配 列 を 各 々 繋 ぎ 合 わ せ 、 最 終 的 に 全

長 の ア ラ イ メ ン ト と し た 。 こ の ア ラ イ ン メ ン ト をfasta形 式 で 出 力 し 、DDBJ

プ ロ グ ラ ムClustal Wに 入 力 し 、 出 力 さ れ た フ ァ イ ル をTree View ver. 1.6.5に

て 系 統 樹 を 作 成 し た 。 な お 、 系 統 樹 はNJ法 (近 隣 結 合 法; 43) を 採 用 し 、

Streptcoccus coelicolor (Accession No.; Z76678)、Bacillus subtilis (Accession

No.; J01551, ABO50658) お よ びEscherichia coli (Accession No.; K00763,

U55296) を ア ウ ト グ ル ー プ と し た 。
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Fig. 6. Amplification of the ITS region of Pectinatus, Selenomonas, Zymophilus,
and Megasphaera by PCR. (A) PCR Primers for Amplification of ITS (B)
Agarose Gel Electrophoresis of PCR Products using Primerl (Left) and Primer2
(Right). Lane M1: pHY molecular size marker, 1: P. cerevisiiphilus DSM20467,
2: P. frisingensis DSM6306, 3: S. lacticifex DSM20757, 4: Z. paucivorans
DSM20756, 5: Z. raffinosivorans DSM20765, 6: M. cerevisiae DSM20462, 7: M.
elsdenii JCM1772, 8: S. sputigena JCM6580, 9: S. ruminantium subsp.
lactilytium JCM6582, 10: S. ruminantium subsp. ruminantium JCM7528, 11: S.
flueggei JCM8544, 12: S. infelix JCM8545, 13: S. noxia JCM8546, M2: 100bp
ladder



第三節 結 果

1. ITS領 域 の 増 幅

各 々 のDNAを 鋳 型 に し たPCRに よ り 、2-3種 類 の 増 幅 産 物 が 得 られ た (Fig.

6B)。 以 下 、 分 子 量 の 大 き い 順 に 、long、(middle)、shortと し た 。

2. ITS領 域 の 解 析

long、middle、shortの 塩 基 配 列 を 解 析 し た 結 果 、末 端 に はforward primerの

3'側 以 降 の16SrRNA遺 伝 子 配 列 が 存 在 し 、 そ の 反 対 側 は 、reverse primerの

5'上 流 の23SrRNA遺 伝 子 配 列 が 存 在 し た 。 従 っ て 、long、middle、shortは 、

い ず れ もITS領 域 を 含 ん で お り 、以 下long-ITS、middle-ITS、short-ITSと し た 。

(1) ITSの 構 造

ITSの 塩 基 配 列 長 をTable 8に 示 し た 。Pectinatus spp.、Selenomonas

spp.、Z. paucivorans、M. cerevisiaeのlong-ITSに はtRNAile遺 伝 子 お よ び

tRNAala遺 伝 子 が 存 在 し た 。一 方 、Z. raffinosivorans、M. eladeniiのlong-ITS

お よ びM. cerevisiaeのmiddle-ITSに はtRNAala遺 伝 子 が 存 在 し た (Table

8)。 一 方 、short-ITSに はtRNA遺 伝 子 が な か っ た (Table 8)。

ITSにtRNA遺 伝 子 が 含 ま れ る 場 合 、 そ の 数 は1つ ま た は2つ で あ り 、

そ の 種 類 はtRNAile、tRNAalaの み で あ る (37)。 従 っ て 、Pectinatus、Seleno-

monas、Zymophilus、Megasphaeraの 解 析 結 果 (Table8) は 以 前 の 報 告 と 一

致 し た 。 こ の2つ のtRNA遺 伝 子 の 順 序 は 、16S rRNA遺 伝 子 方 向 よ り

―39―





tRNAile→tRNAalaで 配 置 さ れ る の が 一 般 的 で あ り (37)、Z. raffinosivorans

お よ びM. cerevisiaeに つ い て は 、 以 前 の 報 告 と 一 致 し た 。 し か し 、

Pectinatus spp.、Selenomonas spp. のtRNA遺 伝 子 順 は 、tRNAala遺 伝 子

→tRNAile遺 伝 子 で あ り (Fig. 7)、 こ れ ま で の 報 告 (37) と 逆 で あ っ た 。

ITSに は 少 な く と も4つ の 機 能 を 有 す る 領 域 が 存 在 す る 。 す な わ ち 、

16Sの3'末 端 のprocessing stalk、23Sの5'末 端 のprocessing stalk、tRNA遺

伝 子 、Box A (後 述) で あ る (44)。 そ こ で 他 菌 種 の 解 析 (41, 42) と 同 様 に 、

tRNA遺 伝 子 お よ び そ の5'側 、3'側 に 分 割 し て 解 析 し た 。16S rRNA遺 伝 子

の3'末 端 か ら1番 目 のtRNA遺 伝 子 ま で の 領 域 をITSIと し 、2つ のtRNA遺

伝 子 間 の 配 列 をITS2、2番 目 のtRNA遺 伝 子 の3'末 端 か ら23S rRNA遺 伝

子 の5'末 端 ま で をITS3と し た (Fig. 7)。short-ITSに は 、long-ITSのITSI領

域 お よ びITS3領 域 そ れ ぞ れ に 高 い 相 同 性 で 対 応 す る 領 域 が あ り 、 各 々

ITS 1'、ITS 3'と し た (Fig. 7)。ITSI (1') 領 域 は102-318bp、ITS2領 域 は

4.227bp、ITS3 (3') 領 域 は94-364bpで あ っ た (Table 8)。

(2) 相 同 性

16S rRNAに よ る 比 較 をTable 9に 示 し た 。Pectinatus spp.-S. lacticifex

で は87.5-88.2%、Pectinatusspp.-zymzophilus spp. で は87.9-88.6%で あ っ

た 。 一 方 、ITSの 比 較 で は 次 の 通 り で あ っ た 。ITS1/ITS3の 属 内 の 比 較

で は 、Pectinatusで は56.2%/82.7%、Selenomonasで は47.0-96.7%/40.0-

82.4%、Zymophilusで は65.7%/91.7%、Megasphaeraで は43.7%/52.1%で

あ っ た 。 一 方 、 属 を 超 え た 比 較 で はITSIで は44.0-77.9%、ITS3で は
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Fig. 7. Basic Structure of ITS region from Pectinatus, Selenomonas, Zymophilus,

and Megasphaera. ■; tRNAile, ■; tRNAala, ■; Box A





27.8-58.8%で あ り 、全 般 にITS1よ り もITS3の 方 が 菌 種 間 で 保 存 性 が 低 か

っ た (Table 10)。 ま た 、ITS2は そ の 長 さ が4-227bp (Table 8) で あ り 、 菌

種 に よ り大 き な 差 異 が あ る た め 、 相 同 性 の 比 較 か ら除 外 した 。一 方 、

short-ITSの 比 較 で は 属 を 超 え た 比 較 で は 、 明 確 な 区 別 が つ け られ な か

っ た (Table 10)。

(3) 保 存 性 が 高 い 領 域

tRNA遺 伝 子

Pectinatus、Selenomonas、Zymophilus、MegasphaeraのtRNA遺 伝 子

の 塩 基 配 列 長 は 全 て76bpで あ っ た 。tRNAala遺 伝 子 お よ びtRNAile遺 伝

子 の 菌 種 間 の 相 同 性 は 、 各 々97.4-100%、93.4-100%で あ っ た 。 ま た 、

全 て のtRNA遺 伝 子 の3'末 端 に は ア ダ プ タ ー 配 列CCAが コー ドされ て

い た (Fig. 8-10)。 こ の 配 列 は 、Laotobacillusな ど の 例 外 を 除 き (38)、 殆

ど の真 正 細 菌 のtRNA遺 伝 子 の3'末 端 に コ ー ドされ て い る。

Box A様 配 列

Box A配 列 はtranscriptional antiterminorで あ り 、leader領 域 に あ る

leader Box Aと 、ITSに あ るspacer Box Aが 報 告 さ れ て い る (45, 46, 47)。

こ の 領 域 にRNA polymeraseが 到 達 す る と 、Nus factorに よ る 修 飾 を 受

け ("recharge")、23S rRNAの 合 成 が プ ロ モ ー ト さ れ る (45)。Box AはE.

coliで 詳 し く 研 究 さ れ 、 そ の 後 広 く 真 正 細 菌 (eubacteria) や 古 細 菌

(archaebacteria) に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る (47)。 そ の 配 列 は 、E.
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Fig. 8. Alignment of the Nucleotide Sequences of long-ITS Region from Pectinatus. Pc, P.
cerevisiiphtlus; Pf, P. frisingensis;Nucleotides conserved among Pectinatus spp. are labeled

with an asterisk. Box A are underlined and shown in boldface. tRNA genes are indicated by
lowercase lettering and shown in boldface.



Fig. 9. Alignment of the Nucleotide Sequences of long-ITS Region from Selenomonas. Sl, S.
lacticifex; Sf, S. flueggeri; Si, S. infelix; Sn, S. noxia; Si; S. infelix; Srl, S. rumitantium subsp.
lactilytium; Srr, S. ruminantium subsp. ruminantium; Ss, S. sputigena, Nucleotides conserved
among Selenomonas spp. are labeled with an asterisk. Box A are underlined and shown in
boldface. tRNA genes are indicated by lowercase lettering and shown in boldface.



Fig. 9.-Continued.



Fig. 10. Alignment of the Nucleotide Sequences of ITS Region from Zymophilus and
Megasphaera. Zp, Z paucivorans; Zr, Z raffinosivorans; Mc, M. cerevisiae; Me, M elsdenii,
Nucleotides conserved between Zymophilus and Megasphaera are labeled with an asterisk.
Box A are underlined and shown in boldface. tRNA genes are indicated by lowercase
lettering and shown in boldface.



coliで はTGCTCTTTAA (C/A) AATTT、B. Subtilisで は (A/T) G (A/T) TCTTT

GAAAACTAで あ る (47)。Pectinatus、Selenomonas、Zymophilus、Mega-

sphaeraのITSに もspacer Box Aと 推 定 さ れ る 配 列 がITS3 (3') 領 域 の5'

側 に 認 め ら れ た (Fig. 8-10 underline)。 こ の 配 列 はPectimtus、Seleno-

monas、Zymophilus、MegasphaeraのGenusレ ベ ル で は 良 く 保 存 さ れ て

い た。 こ のBox A様 配 列 の3'下 流 に あ る11塩 基CACAGAAGAAAは 、

Pectinatus、Selenomonas、Zymophilusに 共 通 の 配 列 で あ っ た (Fig. 8-10)。

ITS1 (1') の1-59bp相 当 領 域

ITS1 (1') の1-59bpに 相 当 す る 領 域 は 、Pectinatus、Selenomonas、

Zymophilus、Megasphaeraで 保 存 性 が 高 か っ た (Fig. 8-10)。 こ の 領 域 は

16S rRNAのprocessing stalk (44) に 相 当 す る 領 域 で あ る と 考 え ら れ た 。

(4) ギ ャ ップ (挿 入/欠 失)

近 縁 種 間 のITSの 相 同 性 比 較 で は 、 塩 基 置 換 だ け で な く ギ ャ ッ プ が 多

い こ と が 報 告 さ れ て い る (41, 44)。 ド ッ トマ ト リ ク ス 解 析 に よ り 、P.

cerevisiiphilusのITS1に はP. frisingensisに は 認 め ら れ な い100bpの ギ ャ ッ

プ が 存 在 し た (Fig. 11A)。 同 様 にS. lacticifexのlong-ITS1に は 、S.

ruminantiumに は 認 め られ な い99bpの ブ ロ ッ ク が 存 在 し た (Fig. 11B)。S.

flueggeiとS. infelixの 比 較 で は 、S. flueggeiのITS2、ITS3 に 種 特 異 的 な

54bpと 約180bpの ブ ロ ッ ク が 認 め ら れ た (Fig. 11C)。 ま た 、Z

raffinosivoransのlong-ITSに 存 在 す るtRNAile遺 伝 子 お よ び そ の 周 辺 領 域
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がZ. paucivoransで は 欠 失 し て い た (Fig. 11D)。

(5) GC含 量

一 般 にITSはrRNA遺 伝 子 よ り もGC含 量 が 低 く (38)、 そ の 分 布 は 偏 り が

あ り 、 保 存 性 の 高 い 領 域 はGC含 量 が 高 く 、 保 存 性 の 低 い 領 域 はGC含 量

が 低 い 傾 向 が あ る (41)。Pectinatus、Selenomonas、Zlymophilus、Mega-

sphmra各 々 のITSのGC含 量 も 、 ゲ ノ ムDNAのGC含 量 よ り低 い 値 を 示 し

た (Table 8)。さ ら に 、 保 存 さ れ た 領 域 のGC含 量 は 比 較 的 高 い 値 を 示 し た

(tRNA ala遺 伝 子; 57.0-61.5%、tRNAile遺 伝 子; 49.3-52.2%、ITSl (1') の

1-59bpの 保 存 領 域; 52.5%)。 一 方 、 保 存 性 の 低 い 領 域 のGC含 量 が 低 か っ

た (Fig. 12)。 特 に 、tRNA遺 伝 子 領 域 の 両 端 (ITSlの3'側 お よ びITS3の5'

側) や 、 上 記 (4) で 述 べ たP. cerevisiiphilus、S. lacticifex、S. flueggei, Z.

paucivoransの ブ ロ ッ ク の 両 端 は 、GC含 量 が 低 い 個 所 が 認 め ら れ た (Fig.

11▽, 12)。

3. 系 統 解 析

Schleifer et al. はPectinatus、Selenomonas、Zymophilus、Megasphawaの16S

rRNAの 塩 基 配 列 よ り系 統 樹 を 作 成 し た (10)。 そ の 系 統 樹 で はSelenomonasと

Zymophilusは 近 縁 でPectinatusと は 異 な る ク ラ ス タ ー を 形 成 す る こ と を 示 し

て お り 、Fig. 13に 示 す よ う に 明 確 な 系 統 解 析 が で き な か っ た (10)。 一 方 、ITS

領 域 は ギ ャ ッ プ が 多 く 、 分 子 時 計 と し て の 仮 定 が 成 り 立 た な い 為 、 系 統 樹

に は 進 化 速 度 一 定 を 仮 定 し な いNJ法 (43) を 用 い た 。 そ の 結 果long-ITSよ り作
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成 し た 系 統 樹 で は 、PectinatusとSelenomonasは 近 縁 で あ り 、 こ の ク ラ ス タ ー

と は 離 れ てZymophilus、Megasphmraが 存 在 し た (Fig. 14)。
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Fig. 13. Unrooted Phylogenetic Tree Showing the Relationships Among Five
Species Investigated in This Study, Bacillus subtilis, Streptomyces coelicolor,
and Escherichia coli Based on the 16S rRNA Gene. Scale bar=10 nucleotides
substitutions per 100 nucleotides.



Fig. 14. Unrooted Phylogenetic Tree Showing the Relationships Among
Pectinatus, Selenomonas, Zymophilus, Megasphaera, and Reference Strains
Based on the DNA Sequence Obtained from the Long-ITS. Scale bar=10
nucleotides substitutions per 100 nucleotides.



第 四節 考 察

細 菌 の ゲ ノ ム あ た り のrrn数 は1 (Mycoplasma) か ら10 (Bacillus subtilis) ま で

報 告 さ れ て い る (37) が 、ITS領 域 をPCR増 幅 し ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行

う と こ れ ら は 纏 ま っ た バ ン ド と し て 検 出 さ れ る (37, 38, 49)。 こ の 理 由 は 複 数

のrrnのITSの 長 さ は2、3種 類 に 大 別 さ れ る 為 で (37)、 例 え ばEscherichia coli

で は 全7rrnオ ペ ロ ン のITSの 長 さ は355bpと431-441bpに 大 別 さ れ る (37)。

Pectinatus、Selenomonas、Zymophilus、Megasphaeraに つ い て も 複 数 のrrnを

有 す る も の と思 わ れ る が 、PCRで は サ イ ズ の 異 な る2-3種 類 のITSの 増 幅 産 物

が 認 め ら れ た (Fig. 6B)。

一 般 にITS解 析 は 全rrnのITSを 比 較 す る こ と な く、PCR産 物 を 基 に 行 な わ

れ る (37, 38, 39, 41, 42)。 こ れ は ゲ ノ ム 内 のITS塩 基 配 列 のvarietyは 、 近 縁 種 間

のvarietyほ ど 大 き く な い こ と が 理 由 で あ る (48, 49)。Bacillus subtilisの 例 で

は 、10のrrnオ ペ ロ ン は8つ のshort-ITSと2つ のlong-ITSに 大 別 さ れ る (36)。 そ

のshort-ITS間 の 相 同 性 は97-100%で あ る (48)。long-ITSに 存 在 す るtRNA遺 伝

子 を 一 塩 基 の 変 化 と み な し た 場 合 、long-ITSとshort-ITSの 相 同 性 は 、

95.3-97%で あ る (48)。 一 方 、近 縁 種B. atrophauesのITSとB. subtilisの 全 て の

ITSと の 比 較 で は 、88.2-91.6%で あ る (48)。

Pectinatus、Selenomonas、Zymophilus、Megasphaeraも 同 様 に 、long-ITSは

short-ITSよ り も200-300bp程 度 長 く 、 そ の 領 域 に は1-2個 のtRNA遺 伝 子 が 認

め られ た (Table 8)。ITS1 (1') な ら び にITS3 (3') は 各 々 相 同 性 が 高 く 、long-ITS

はshort-ITSの 中 央 にtRNA遺 伝 子 お よ び そ の 周 辺 領 域 が 挿 入 さ れ た 構 造 で あ
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っ た (Fig. 7)。 こ の う ちtRNA遺 伝 子 お よ びITS1領 域 の1-59bpは 保 存 性 が 高

く 、 か つGC含 量 が 高 い 領 域 で あ っ た (Fig. 12)。 一 方 、 こ れ 以 外 の 領 域 は 保

存 性 が 低 く 、GC含 量 も 低 か っ た (Fig. 12)。 さ ら に 近 縁 種 間 の 比 較 で は 、 塩

基 置 換 だ け で な く ギ ャ ッ プ が 認 め ら れ 、 そ の 両 端 はAT richな 領 域 が 存 在 し

た (Fig. 11)。ITSの ギ ャ ッ プ に つ い て 他 の 菌 種 で の 報 告 が あ る (44, 50, 51)。E.

coli K-12株 で は 、rrnBオ ペ ロ ン のITS領 域 の86bpか ら な るrsl (risomal spacer

loop) が 欠 失 し た こ と が 実 験 的 に 確 か め ら れ 、 こ のrslはhairpin-loop構 造 を と

る も の と推 定 さ れ た (44)。Staphylococcus aureusで は 、rrnAとrrnEのITSの 比

較 に よ り ギ ャ ッ プ が 認 め られ 、 そ の 両 端 はAとTの み で 構 成 さ れ る 配 列 が 存

在 し た (50)。 こ の こ と か らrrnオ ペ ロ ン の 相 同 組 換 え (51) に よ り ホ モ ロ ジ ー の

低 い 領 域 がlooped outし た 、 と い う モ デ ル が 提 唱 さ れ て い る (44, 50)。

Pectinatus、Selenomonas、Zymophilus、Megasphaeraに つ い て も 同 様 の モ デ ル

が 当 て は ま る も の で あ り 、更 にITSの ギ ャ ッ プ は 各 々 の 種 を 特 徴 付 け る も の

で あ っ た 。

ITSは16S、23S、5Sの3つ のrRNAサ ブ ユ ニ ッ ト と 一 続 き の 前 駆 体RNAと し

て 転 写 さ れ た 後 、プ ロ セ シ ン グ を 受 け る 領 域 で あ り (49)、 そ の 構 造 は16Sの3'

末 端 のprocessing stalkを 含 むITS1、23Sの5'末 端 のprocessing stalkを 含 む

ITS3、tRNA遺 伝 子 に 分 け られ る (44)。 一 方 、ITSの ア ラ イ ン メ ン トに あ た っ

て は 、ITSに は 多 く の ギ ャ ッ プ が 認 め ら れ た 為 、 ホ モ ロ ジ ー を 最 大 に す る 為

に ス ペ ー ス を 加 え る 必 要 が あ っ た 。 そ こ で 適 切 な 高 次 構 造 を 維 持 す る 為 に 、

ITS1、2、3お よ びtRNA遺 伝 子 毎 に 整 列 し 、 最 終 的 に 全 長 の ア ラ イ ン メ ン ト

を 作 成 し た 。 そ の 結 果long-ITSに よ る 系 統 樹Fig. 14は 、 特 異 的 なITSの 構 造
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を 持 っPectinatusとSelenomonasが 同 一 の ク ラ ス タ ー を 形 成 し て お り 、16S

rRNAに よ る 系 統 樹 (Fig. 13) と は 明 確 に 異 な っ て い た 。 こ れ ら の 細 菌 の 共 通

祖 先 (54) か ら の 系 統 進 化 に お い て 、Zymophilus、Megasphaeraの 系 統 で はITS

のtRNA遺 伝 子 の 順 序 に 変 化 は 起 こ ら ず 、Pectinatus、Selenomonasの 系 統 で

はtRNA遺 伝 子 の 逆 転 が 起 こ っ た も の と 考 察 さ れ た (Fig. 15)。 我 々 の 報 告 と

同 時 期 に 、Pectinatus、Selenomonasと 同 様 のtRNA遺 伝 子 の 順 序 をITS領 域 に

持 つ 細 菌 種 が 報 告 さ れ た (52)。 こ の 細 菌Antactrobacter heliothermusは 、Table

11に 纏 め た よ う に グ ラ ム 陰 性 で 好 気 性 細 菌 で あ り 、 α-Proteobacteriaに 属 す

る (52, 53)。 一 方 、Pectinatus、Selenomonasは 、Gram-positive bacteria with a low

DNA G+C contentに 含 め られ (10)、A. heliothermusと は 系 統 学 的 に 大 き な 隔 た

り が あ る 。 こ の 細 菌 の 存 在 は 、ITSのtRNA遺 伝 子 の 逆 転 は 、各 々 の 系 統 で 起

こ っ た 特 有 の 現 象 で あ る こ と を 裏 付 け る も の で あ る 。

Pectinatusは ビ ー ル か ら 分 離 さ れ た 細 菌 種 (3, 4, 5, 6) で あ る 一 方 で 、

Selenomonasは ヒ トや 動 物 か ら の 分 離 例 が 多 い (15, 16, 17)。 本 研 究 に よ る 系 統

解 析 は 、16S rRNAで は 明 ら か に さ れ な か っ た ビ ー ル 醸 造 に 関 連 す る 偏 性 嫌

気 性 細 菌 と こ れ ま で 分 離 例 の あ る 類 縁 細 菌 と の 系 統 を 明 確 に し 、Pectinatus

のHabitat (14) を 考 察 す る 上 で 興 味 深 い も の で あ っ た 。
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Fig. 15. Schematic Hypothetical Evolutionary Course of Pectinatus, Selenomonas,
Zymophilus, and Megasphaera. ■; tRNA ala □; tRNA ile



Table 11. Characteristics of Antarctobacter heliothermus

a Data from reference 52, 53



第五節 要約

Pectinatus、Selenomonas、Zymophilusの よ う な 近 縁 関 係 に あ る 細 菌 の 系 統

解 析 系 に 、 保 存 性 の 低 いITS領 域 に よ る 解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、ITS領 域

は 塩 基 置 換 だ け で な く ギ ャ ッ プ が 多 く 認 め ら れ る 領 域 で あ っ た 。 さ ら に 、

Pectinatus、Selenomonasのlong-ITSに コ ー ド さ れ て い た2つ のtRNA遺 伝 子 は 、

16S rRNA方 向 よ りtRNAala→tRNAileで あ っ た 。 こ れ ま で 報 告 さ れ た 細 菌 の

ITSのtRNA遺 伝 子 順 は 全 てtRNAile→tRNAalaで あ る こ と か ら 、Pectinatus、

SelenomonasのITSの 構 造 は 特 異 的 で あ っ た 。近 縁 な 細 菌 で あ るMegasphaera、

Zymophilusと も 明 確 な 区 別 が つ け られ た た め 、16S rRNAよ り も 詳 細 な 系 統 学

的 位 置 の 確 認 を 行 う こ と が で き た 。
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第IV章

PCR法 に よ る迅 速 同 定 法 の 開 発

第一節 緒 言

近 年 ビー ル 業 界 で は ビ ー ル 鮮 度 を重 視 し て お り、 ビー ル を製 造 後 速 や か

に 品 質 上 の 問 題 の 有 無 を 見 極 め て 出 荷 す る こ と が 必 要 に な っ て い る。一 方 、

第II章 で はPectinatusが 多 数 分 離 さ れ 、 わ が 国 に 於 い て も 欧 米 と 同 様 に

Pectinatusに よ る ビー ル 汚 染 が 懸 念 され た 。 以 上 の こ とか ら 、 ビー ル に 混 入

したPectinatusを 迅 速 に 同 定 し、 危 険 性 を 早 急 に 察 知 す る必 要 が あ る。 しか

し従 来 か らの 細 菌 の 同 定 法 で あ る 、 生 理 ・生 化 学 性 状 を 基 に した 検 査 法 を

用 い る こ とは 時 間 を 要 し、 再 現 性 に 乏 し く、 精 度 が 悪 い 等 の 問題 が あ っ た

(55)。 一 方 、DNA-DNA交 雑 試 験 は 最 も信 頼 性 の 高 い 方 法 で あ る (17, 18, 23, 24)

が 、 日常 検 査 に 用 い る に は 操 作 が 煩 雑 で あ る な ど の 問題 が あ っ た 。

そ こ で 第IV章 で は 、PCR法 に よ るPectinatusの 迅 速 同 定 法 を 開 発 す る こ と

に し、 第III章 で 解 析 したITS領 域 を 利 用 した 。
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第二節 材 料 お よび方 法

1. 供 試 菌 お よ び 培 養 条 件

第II章 で 分 離 し たPectinatus (Table 5)、Table 2に 記 載 し た グ ラ ム 陰 性 菌 (基

準 株) を 、 第II章 に 記 載 の 方 法 で 培 養 し た 。 グ ラ ム 陽 性 菌 と し て は 、Lacto-

bacillus acidophilus IFO13951、L. casei ATCC334、L. brevis JCM1059、Lacto-

coccus lactis JCM5805、Leuconostoc mesenteroides JCM6124、Pediococcus

damnosus JCM5886を 試 験 に 供 し 、 そ の 培 養 は 、MRS broth (Merck) に よ り 、

25℃、 嫌 気 条 件 下 で3日 間 行 っ た 。Escherichia coli IFO3301は 、LB培 地 、37℃

好 気 条 件 下 で1日 間 行 っ た 。

2. DNA抽 出 法

第II章 第 二 節 2.(1) のDNA抽 出 法 を 簡 易 化 し た 方 法 を 採 用 し た 。培 養 菌

体200μlを 、 滅 菌 水 で1回 集 菌 洗 浄 し 、200μlのsuspension bufferに 懸 濁 し た 。

そ の 懸 濁 液 にLysozyme (SIGMA) を1mg/ml、N-acetylmuramidase (Seikagaku-

Kogyo Co.) を50μg/mlと な る よ う に 添 加 し 、37℃で1時 間 保 持 し た 後 、

160μg/ml proteinase K (Nakalai tesque) を 含 む400μlの2×CTAB bufferを 添 加

し 、50℃で1時 間 保 持 し た 。 そ の 後 、 反 応 液 に2mlのPhenol-chloroform (1:1)

を 加 え 、 手 で 攪 拌 し た 後 、4□で16,000-18,000×g、5分 間 遠 心 し た 。 上 清 を

新 し い チ ュ ー ブ に 移 し 、1μlのGlycogenを 加 え 軽 く 攪 拌 し た 後 、300μlの

2-propanolを 加 え て 、再 び 手 で 攪 拌 し 、-20℃に て30分 間 放 置 し た 。そ の 後 、4℃

で16,000-18,000×g、15分 間 遠 心 し た 。そ の 後 、上 清 を 捨 て 沈 殿 物 を1mlの70%
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ethanol (-20℃) を 加 え 、4℃で16,000-18,000×g、10分 間 遠 心 し た 。 再 度 上 清 を

捨 て 、5分 間 真 空 乾 燥 し た 後 、 沈 殿 物 を100μlの 滅 菌 蒸 留 水 に 懸 濁 し た 。

3. PCRプ ラ イ マ ー の 設 計

Forward primerは 、Sakamoto et al.(55) がPectinatusの 特 異 検 出 法 と し て

16S rRNA遺 伝 子 (10) よ り設 計 し た 塩 基 配 列 を 利 用 し た 。reverse primerは 、第

III章 で 解 析 し たITS領 域 よ り 設 計 し た 。

(1) Forward Primerの 設 計

Sakamoto et al. に よ り 、P. cerevisiiphilusとP. frisingensisの16S rRNA遺 伝

子 (10) か ら 、Pectinatusの 特 異 プ ラ イ マ ー が 選 定 さ れ て い る (55)。 こ れ は 、

P.cerevisiiphilusの16S rRNA遺 伝 子 (10) の5'末 端 よ り1024bpか ら1043bpま

で の 部 位 、P. frisingensisの16S rRNA遺 伝 子 の5'末 端 よ り657か ら674bpで あ

る 。 こ の 領 域 をForward Primerと し た (Fig. 16AB)。

Forward Primer (16F-F)

for P. cerevisiiphilus: 5'-CGTATGCAGAGATGCATATT-3'

Forward Primer (16C-F)

for P. frisingensis: 5'-CGAACTGAGGTTCTTGAG-3'

(2) Reverse Primerの 設 計

P. cerevisiiphilusのlong-ITSに は 約100bpの ブ ロ ッ ク が 存 在 し (Fig. 11A)、
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こ こ か らReverse Primerを 設 計 し た (Fig. 16A)。 一 方 、P. frisingensisのITS3

(3') は 保 存 性 が 低 く 、こ こ か らReverse Primerを 設 計 し た 。long-ITSの5'末 端

よ り377bpか ら395bpま で の 部 位 、short-ITSの5'末 端 よ り195bpか ら213bp

ま で の 部 位 をP. frisingensisの 特 異 プ ラ イ マ ー と し て 選 択 し た (Fig. 16B)。

Reverse Primer IC-R

for P. cerevisiiphilus: 5'-CACTCTTACAAGTATCTAC-3'

Reverse Primer IF-R

for P. frisingensis: 5'-CCATCCTCTTGAAAATCTC-3'

4.PCR

TOYOBO社rTaq polymeraseを1μl、10×Bufferを5μl、DNAを5μl、dNTPs

(dATP, dTTP, dGTP, dCTP) を 各1μl、5mM MgCl2を5μl、H2Oを31μl加 え

Tota150μlと し た 。 装 置 はPerkin-Elmer社 のGenAmp2000を 、 温 度 プ ロ グ ラ ム

は 、denature: 95℃ 30sec annealing: 55℃ 30sec extension: 75℃ 30sec

を30サ イ ク ル と し た 。PCR増 幅 産 物 は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ り 検

出 し た 。ア ガ ロ ー ス ゲ ル は 、2.5%NuSieve agarose gelを 、TBE Buffer中 で100V

約30分 間Mupidに よ り 実 施 し た 。 核 酸 の 染 色 に は 、SYBER GREEN II

(Molecular Probes) を 、 添 付 の 説 明 書 に 従 い 使 用 し 、UV照 射 に よ り バ ン ド を

検 出 し た 。
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Fig.16. (A) Deduced Structure of the ITS Region of P. cerevisiiphilus.
Nucleotide positions 135 to 153 in the P. cerevisiiphilus long-ITS are represented
by the checked box. That region was only found in the P. cerevisiiphilus long-
ITS. The white arrows represent the species-specific primers for the detection of
P. cerevisiiphilus. (B) Deduced Structure of the ITS Region of P. frisingensis.
The hatched boxes represent the regions relative with low homology between P.
cerevisiiphilus and P. frisingensis. The gray arrows represent the species-specific
primers for the detection of P. frisingensis. (C) Polymerase Chain Reaction (PCR)
Products from different template DNAs using species-specific primers which
were developed in this study. Lane M, pHY markers; lane 1, PCR product with P.
cerevisiiphilus DNA and primers 16C-F and IC-R; lane 2, PCR products with P.
frisingensis DNA and primers 16F-F and IF-R.



第三節 結果

1. 特 異primersに よ る 増 幅

P. cerevisiiphilus用 のreverse primerはlong-ITSの 配 列 の み を 標 的 と す る た

め 、 こ れ を 用 い たPCRで はP. cerevisiiphilusのlong-ITSの み が 鋳 型 と な り 、1

種 類 の 増 幅 産 物 が 得 ら れ た 。 こ の サ イ ズ は 約600bpで あ っ た (Fig.16C)。

P. frisingensisのreverse primerは 、longな ら び にshort-ITSに 共 通 な 配 列 を 標

的 と し た 。 従 っ て 、 こ れ を 用 い たPCRで はlong-ITSお よ びshort-ITSが 鋳 型 と

な り 、2種 類 の 増 幅 産 物 が 得 ら れ た 。Long-ITSを 鋳 型 と し た 場 合 、 増 幅 さ れ

る 領 域 はITS2領 域 な ら び にtRNA遺 伝 子 を 含 む た め 、short-ITSを 鋳 型 と し た

場 合 の 増 幅 産 物 よ り も 約200bp塩 基 長 が 長 か っ た 。 従 っ て 、 増 幅 産 物 の サ イ

ズ は 約1200bpお よ び 約1000bpと な っ た (Fig.16C)。

2. 特 異 性 の 確 認

P. frisingensisの 特 異primersを 用 い たPCRで は 、P. frisingensis DNAを 鋳 型

と し た 場 合 の み 増 幅 が 認 め ら れ 、 他 の 細 菌DNAか ら は 増 幅 が 認 め ら れ な か

っ た (Fig.17A)。P. cerevisiiphilusの 特 異primersを 用 い たPCRで は 、P.

cerevisiiphilus DNAを 鋳 型 と し た 場 合 の み 増 幅 が 認 め ら れ 、 他 の 細 菌DNAか

ら は 増 幅 が 認 め ら れ な か っ た (Fig.17B)。

3. 種 内 で の保 存 性

P. frisingensisの 特 異primersを 用 い て 、 第II章 で 分 離 し たP. frisingensis29株
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Fig.17. Specific Detection of P. frisingensis (A) and P . cerevisiiphilus (B). The
DNA from various bacteria was reacted with the specific primers for P . frisin-
gensis (A) and P. cerevisiiphilus (B). Lanes M: pHY markers, Lane 1: P. frisin-
gensis DSM6306, Lane 2: P. cerevisiiphilus DSM20467, Lane 3: S. lacticifex
DSM20757, Lane 4: Z. raffinosivorans DSM20765, Lane 5: Z. paucivorans
DSM20756, Lane 6: E. coli IFO3301, Lane 7: M. cerevisiae DSM20462, Lane
8: L. acidophilus IFO13951, Lane 9: L. casei ATCC334, Lane 10: L . brevis
JCM1059, Lane 11: Lacto. lactis JCM5805, Lane 12: Leuconostoc mesenteroides
JCM6124, Lane 13: Pediococcus damnosus JCM5886, Lane 14: Negative control



(Table5) と 基 準 株5株 (Table2) のDNAを 鋳 型 と し たPCRを 行 っ た 。得 ら れ た 増

幅 産 物 の サ イ ズ は 、P. frisingensisのType Strain DSM6306株 由 来 のPCR増 幅

産 物 と 同 様 で あ り 、Fig.18Aに 結 果 の 一 部 を 示 し た 。P. cerevisiiphilusの 特 異

primersを 用 い て 、第II章 で 分 離 し たP. cerevisiiphilus 1株 (Table5) と 基 準 株4株

(Table2) のDNAを 鋳 型 と し たPCRを 行 っ た 。 得 ら れ た 増 幅 産 物 の サ イ ズ は 、

P. cerevisiiphilusのType Strain DSM20467株 由 来 のPCR増 幅 産 物 と 同 様 で あ

っ た (Fig.18B)。

4. 検 出 感 度

E. coli 107 cellsに 対 しPectinatusを105、104、 …、100cellsと な る よ う に

添 加 後DNAを 抽 出 し 、PCR試 験 に 供 し た 。 そ の 結 果P. cerevisiiphilusお よ び

P. frisingensisそ れ ぞ れ の 検 出 系 に お い て 、 検 出 限 界 は102cellsで あ っ た (Fig.

19)。
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Fig.18. (A) Reactivity of other P. frisingensis strains with specific-primer 16F-F
and IF-R (partial data). The DNA from various strains of P. frisingensis reacted
with the specific primers for P. frisingensis. Lane M, pHY markers; Lane 1, DSM
6306T; Lane 2, DSM20759; Lane 3, DSM20761; Lane 3, PL-437; Lane 4, PL-
466; Lane 5, PL-471; Lane 6, PL-473 (B) Reactivity of other P. cerevisiiphilus
strains with specific-primer 16C-F and IC-R. The DNA from various strains of P.
cerevisiiphilus reacted with the specific primers for P. cerevisiiphilus. Lane M,
pHY markers; Lane 1, DSM20467T; Lane 2, DSM 20466; Lane 3, DSM20762;
Lane 4, DSM20763; Lane 5, PL-44



Fig. 19. Sensitivity in the PCR Detection of Pectinatus. Cells of P. frisingensis (A)
and P. cerevisiiphilus (B) was serially diluted and Genomic DNA was puntied as a
template. E. coli cells (108cells) were added to each Pectinatus cells before DNA
extraction as a carrier. The following cell amounts of templates were used: Lane 1,
105cells; lane 2, 104cells, lane 3, 103cells; lane 4, 102cells, lane 5, 101cells; lane 6,
100cells; Lanes M, pHY marker.



第 四節 考察

Pectinatusは 全 て の 株 に ビ ー ル 汚 染 性 が あ る こ と が 第II章 で 判 明 し 、一 方

で 類 縁 菌 で あ るSelenomonasやZymophilusは ビ ー ル 汚 染 性 を 持 た な い(10,

11)。 従 っ て 、類 縁 菌 や そ の 他 の 細 菌 と 区 別 し てPectinatusを 特 異 検 出 で き れ

ば 、 ビ ー ル 汚 染 性 を 予 測 す る こ と が で き る 。こ れ ま で 、Pectinatusの 検 出 に

PCRが 適 用 さ れ た 報 告 が あ る (55, 56) が 、P. frisingensisとP. cerevisiiphilusを 区

別 で き ず 類 縁 菌 で あ るZymophilusに 交 差 性 を 示 す 問 題 が あ っ た (56).こ の 理

由 は 、 プ ラ イ マ ー を 選 択 し た16S rRNA遺 伝 子 の 保 存 性 の 高 さ に 起 因 す る も

の と 考 え ら れ た 。

我 々 は 第III章 で 検 討 し たITS領 域 の 塩 基 配 列 を 利 用 し た 。ITSは 保 存 性 が

低 い た め 、こ の 領 域 か ら 設 計 し た プ ラ イ マ ー は 極 め て 特 異 性 が 高 い も の と

期 待 さ れ た 。様 々 な 菌 株 を 用 い た 試 験 で は 、 特 異 性 が 高 く 、P. cerevisiiphilus

とP. frisingensisが 判 別 可 能 で あ る こ と が 確 認 さ れ た (Fig. 17)。 こ の 方 法 は 従

来 の 同 定 試 験 法 よ り も 、高 感 度 で 精 度 の 高 い 迅 速 な 同 定 法 で あ っ た (Fig. 17,

18, 19)。

本 法 は 現 在 で は ビ ー ル 工 場 の 品 質 管 理 法 と し て 採 用 さ れ 、ビ ー ル の 出 荷

判 定 検 査 に 用 い ら れ て い る 。
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第五節 要 約

Pectinatusの 迅 速 検 査 法 と し て 、ITS領 域 を 利 用 し たPCR法 を 構 築 し た 。 こ

の 方 法 は 、 特 異 性 が 高 く 近 縁 関 係 に あ るSelenomonasやZymophilusそ の 他 の

細 菌 に 交 差 性 を 示 さ な い 。 さ ら にPectinatusの2種cerevisiiphilusとfrisingensis

を 明 確 に 区 別 す る こ と が 可 能 で あ る 。 従 っ て 、本 法 は 以 前 報 告 さ れ た16S

rRNA遺 伝 子 の 配 列 を 利 用 し た 検 査 法 よ り も 優 れ て い た 。
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第V章

Ribotyping法 に よ るPectinatusの 汚 染 追 跡 法

第 一 節 緒 言

Pectinatusに よ る ビ ー ル 汚 染 の 迅 速 判 定 が 第IV章 に よ り可 能 に な っ た 。 そ

こ で 微 生 物 的 に よ り安 定 な 製 造 を継 続 す る為 に 、Pectinatusの 汚 染 源 や 経 路

を 追 跡 で き る 手 法 を 開 発 して お く必 要 が あ っ た 。この 為 にPectinatusをstrain

レベ ル で 分 類 す る こ と が 重 要 で あ る。 こ の 手 段 と して 、 これ ま で糖 発 酵 性

パ タ ー ン な どの 生 理 生 化 学 試 験 が 用 い られ て き た (57) が 、 時 間 を 要 す る こ

と、 同 種 で あ る 場 合 類 似 した 結 果 が 得 られ る例 が あ る 等 、 い くつ か の 間 題

が あ っ た (57)。

近 年 、DNAやRNAの 塩 基 配 列 の 差 異 を 検 出 す る 遺 伝 子 解 析 が 応 用 され る

よ う に な っ た (34, 57)。 これ ら の 中 でRibotyping法 は 、rRNA遺 伝 子 の 制 限 酵

素 断 片 長 多 型 を 検 出 す る 方 法 で あ り (57-61)、 主 に 病 原 性 細 菌 の 疫 学 的 調 査

に 適 用 され て い る (58, 59, 60, 62, 63)。 そ こ で 我 々 は 、Pectinatusの 汚 染 追 跡 法

と して このRibotyping法 を 検 討 した 。
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第二節 材 料 お よび方 法

1. 供 試 菌 お よ び 培 養 、DNA抽 出 方 法

第II章 で 分 離 し たP. frisingensis29株 (Table 5) お よ びP. frisingensisの

reference株5株 (Table2) を 供 し た 。 培 養 お よ びDNA抽 出 は 、 第II章 に 記 載 の

方 法 に 準 じ た 。

2. Ribotyping法

EcoRI、HindIII、BamHIで 処 理 し たDNA断 片 を 、RiboPrinterTM Characteri

zation System (Qualicon, Inc.)(57) に 供 し た 。 本 装 置 の 詳 細 な ス テ ッ プ は 、

以 下 の 通 り で あ る 。

(1) 電 気 泳 動 に よ る 分 離 お よ び メ ン ブ レ ン へ の ブ ロ ッ テ ィ ン グ

DNA断 片 は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 し 、 さ ら に メ ン ブ レ

ン に ブ ロ ッ テ ィ ン グ す る 。

(2) 特 異 的 プ ロ ー ブ に よ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

メ ン ブ レ ン 上 のDNA断 片 は 、 固 定 、 変 性 し た 後 、 化 学 標 識 し た プ ロ ー

ブ (大 腸 菌 由 来 のrRNAオ ペ ロ ン) と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ る 。洗 浄

後 、ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー と 抗 ス ル ホ ン 化DNA抗 体/ア ル カ リ ホ ス フ

ァ タ ー ゼ ・複 合 体 で 順 次 処 理 す る 。

(3) 化 学 発 光 に よ る バ ン ドの 検 出

メ ン ブ レ ン に 化 学 発 光 性 基 質 を 添 加 し 、発 光 し て い るDNAの バ ン ドパ

タ ー ン をCCDカ メ ラ で 撮 影 す る 。 そ の 画 像 デ ー タ を デ ジ タ ル 化 し 、 コ ン
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ピ ュ ー タ ー に 保 存 す る 。

(4) デ ー タ 処 理 お よ び 解 析

コ ン ピ ュ ー タ ー に 保 存 さ れ た サ ン プ ル の 画 像 デ ー タ は 、RiboprinterTM

Microbial Characterization Systemの 専 用 画 像 解 析 ソ フ ト に よ り 、 サ ン プ

ル とマ ー カ ー の バ ン ドの位 置 や 強 度 の 比 較 な ど か ら標 準 化 され る。

―59―



第三節 結果

1. P. frisingmsisの 分 類

P. frisingensis34株 は 、制 限 酵 素EcoRI、HindIII、BamHIに よ り 、各 々13type、

12type、12typeに 分 類 さ れ た (Fig. 20)。 最 も 分 解 能 が 高 い 酵 素 はEcoRIで あ

っ た が 、EcoRIに よ り 同 一 のribotypeを 示 す 菌 株 群 が 、 他 の 制 限 酵 素 に よ り

異 な るribotypeを 示 す ケ ー ス が 見 ら れ た 。 例 え ばEcoRIに よ り 示 さ れ る

ribotype: Elの8株 (PL-437, 451, 452, 453, 454, 469, DSM20759, DSM20761) は 、

BamHIで は5種 類 (ribotype: B3, 4, 5, 11, 12) に 分 類 さ れ 、HindIIIで は4種 類

(ribotype: H1, H3, H11, Hi2) に 分 類 さ れ る 。 こ の よ う に 各 株 を 制 限 酵 素 別 の

ribotypeを ま と め た と こ ろ 、C1～C17の17typeに 分 類 す る こ と が で き た(Table

12)。

2. ビー ル 工 場 別 の 解 析

P. frisingmsisは 、 第II章 でA～G工 場 よ り合 計29株 が 分 離 さ れ た (Table 7)。

そ こ でTable12とTable7よ り 、 工 場 別 の 分 離 源 とribotypeの 関 係 を ま と め た 。

そ の 結 果 、 各 工 場 に 特 有 のribotypeを 有 す る 菌 株 が 存 在 し 、 同 一 のribotype

を 示 す 株 は 複 数 の 工 場 で 重 複 して 分 離 さ れ て い な い こ と が 判 っ た (Table

13)。

ま た 、D工 場 で 検 出 さ れ たPL-47、PL-48、PL-49株 は 、 ヨ ー ロ ッ パ で 分 離

さ れ たDSM20760と 同 じribotypeC6を 示 し た (Table 13)。 一 方 、 他 の26株 の

ribotypeは 基 準 株 と は 異 な っ て い た (Table 13)。
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Fig. 20. Ribotypes of 34 P. frisingensis Strains Isolated from Breweries and Reference
Strains. Ribotypes;El-E13, Bl-B12, and H1-H12 were obtained by EcoRI, BamHI,
HindIII, respectively.



Table 12. Composite Typing of 34 P. frisingensis Strains
Based on Ribotypes Digested with EcoRI, BamHI, and HindIII

a The EcoRI, BamHI, and HindIII ribotype data for each strain was assembled into

a composite pattern, and composite ribotypes were formed.



Table 13. Distribution of P. frisingensis isolated from
Japanese Breweries



3. 分 離 箇 所 別 に よ る 解 析

A工 場 か ら8株 のP. frisingensisが 分 離 され て お り 、 そ の 分 離 箇 所 は 排 水 口 、

製 造 場 の 床 、 回 収 瓶 で あ る (Table 7, 13)。 そ の 中 で 、回 収 瓶 か ら 検 出 さ れ た

PL-473株 はribotypeC 11で あ っ た (Table 12)。 排 水 口 よ り 分 離 さ れ たPL-471、

PL-472株 は 、 回 収 瓶 由 来 のPL-473株 と 同 じribotypeC 11を 示 し た (Table 12,

13)。 ま た 、 排 水 口 か ら 分 離 さ れ たPL-468株 は 、 製 造 場 床 由 来 のPL-466株 と

同 一 のribotypeC 1を 示 し た (Table12)。

E工 場 か ら12株 のP. frtsingensisが 分 離 さ れ 、 こ の 内7株 は 複 数 の 排 水 口 か

ら 分 離 さ れ て い た (Table 7, 13)。 こ れ ら の7株 は 全 てribotypeC 12で あ っ た

(Tablel2)。
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第 四節 考察

Ribotyping法 は 、rrnオ ペ ロ ン の 制 限 酵 素 切 断 断 片 長 多 型 (RFLPs) を 検 出 す

る方 法 で あ る (57, 58)。 制 限 酵 素 はEcoRIが 最 も汎 用 され て い る が 、 細 菌 種 に

よ り分 解 能 の 高 い 制 限 酵 素 は 異 な る (61)。 一 方 、 細 菌 の タ イ ピ ン グ に は 、

Ribotyping以 外 に も 様 々 な 方 法 が 報 告 され て い る (34) が 、 菌 種 に よ っ て 評 価

は 異 な り、 複 数 の 方 法 を 組 み 合 わ せ て 実 施 され る 例 も あ る (62, 63, 64)。 し か

し、 操 作 の 煩 雑 さや 迅 速 性 、 コ ス トの 面 で 問 題 が あ っ た 。

そ こ で 我 々 は 、PectinatusのRibotypingに あ た り ゲ ノ ムDNAをEcoRI、

HindIIIお よ びBamHIで 各 々 処 理 し、 そ の 制 限 酵 素 処 理 断 片 を1種 類 の プ ロ ー

ブ で 検 出 し た.そ の 結 果 、得 ら れ たribotypeの う ちEcoRIが 最 も 多 く の パ タ ー

ン を 示 し た (Fig.20) が 、 他 の 制 限 酵 素 で 得 ら れ たribotypeと 複 合 し 新 た に 分

類 す る こ と に よ り 、 よ り詳 細 な タ イ ピ ン グ が 可 能 に な る こ と を 示 し た (Table

12)。 こ の 複 数 の 制 限 酵 素 を 使 用 す るRibotypingは 、分 解 能 、 な ら び に 迅 速 性

や コ ス ト面 の 問 題 点 を 解 決 す る 方 法 で あ っ た 。

日 本 各 地 で 分 離 さ れ たP. frisingensisは 、 各 地 域 固 有 のribotypeを 示 し た

(Table 13)。 こ の こ と は 、 各 工 場 に 生 息 す るPectinatusは 各 地 域 に 特 徴 的 な 菌

株 で あ る こ と を 示 し た 。 ま た 、 国 内 分 離 株 はmaltose発 酵 能 を 持 つ 株 が 多 い

な ど 、 欧 米 で の 分 離 株 と は 異 な っ て い た (第II章Table5) が 、Ribotyping

に つ い て も 国 内 分 離 株 はreference株 と は 異 な るribotypeを 示 す 株 が 多 数 を 占

め て お り (Table 13)、maltose発 酵 試 験 の 成 績 を 裏 付 け る も の で あ っ た 。
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こ れ ま で 分 離 さ れ たPectinatusの 分 離 源 は 、 ビ ー ル や ビ ー ル 工 場 の 設 備 で

あ り (3, 4, 10, 11)、 工 場 で の 汚 染 経 路 な ど は 不 明 確 で あ っ た (14). 現 在 の ビ ー ル

工 場 の 衛 生 管 理 で は 、 醸 造 設 備 の サ ニ タ リー 化 、CIPシ ス テ ム に よ る 洗 浄 殺

菌 が 行 わ れ て い る (28) に も 関 わ ら ず 、 最 新 鋭 の 工 場 を 中 心 にPectinatusに よ

る 汚 染 事 故 が 発 生 す る こ と (5) は 矛 盾 して い る様 に も 見 え る 。 こ の 件 に 関 し

Haikaraは 、水 が 有 力 な 汚 染 源 の 一 つ で あ る と 報 告 し (14)、Backは 、Pectinatus

の 汚 染 が ビ ー ル 醸 造 ラ イ ン と は 異 な る 経 路 で 起 こ る こ と を 指 摘 し て い る

(65)。 しか し、い ず れ も 具 体 的 な 汚 染 経 路 に つ い て 言 及 して い な か っ た 。 第

II章 で 回 収 瓶 か らPectinatusが 分 離 さ れ て い た (Table 6)。 こ の 回 収 瓶 か ら 分 離

さ れ た 株 と排 水 口 か ら 分 離 さ れ た 株 のribotypeが 一 致 し た (Tablel2)。 市 場 か

ら回 収 され た ビー ル 瓶 は 洗 浄 ・殺 菌 して 再 利 用 す る が 、 こ の 洗 浄 ・殺 菌 プ ロ

セ スの うち最 初 に予洗 水で 回収瓶 内部 の汚 れ を排 出す る予洗 工程 があ る

(Fig. 21)。 この 水 は 殺 菌 成 分 を含 ま な い た め 細 菌 が 死 滅 せ ず 、 瓶 内 部 の 細 菌

が 排 水 口 に 移 行 す る 可 能 性 が あ る 。従 っ て 、Pectinatusは 回 収 瓶 経 由 で 工 場 に

侵 入 し、 洗 浄 工 程 を 経 て 排 水 口 に 侵 入 す る 経 路 が 示 され た 。 一 方 、 複 数 の

排 水 口 由 来 の 分 離 株 が 同 一 のribotypeを 示 し た (Tablel 3)。 排 水 口 は 排 水 管 で

繋 が っ て い る こ と か ら、 排 水 管 を 通 じてPectinatusが 拡 散 す る経 路 が 示 され

た 。 加 え て 、 排 水 口 由 来 の 分 離 株 と床 由 来 の 分 離 株 が 一 致 した 事 例 が あ っ

た (Tablel 3)。 これ よ り、 排 水 口一 床 の 汚 染 経 路 が 示 され た 。 偏 性 嫌 気 性 菌

で あ るPectinatusは エ ア ロ ゾ ル 中 で の 生 存 が 可 能 で あ り 、 空 気 を 介 し て ビ ー

ル に 混 入 す る 、 と の 報 告 が あ る (14)。 さ ら にBackは 、Pectinatusに よ る ビ ー

ル 汚 染 はFilling machine (ビ ー ル 充 填 機) やCrowner (王 冠 打 栓 機) を 介 す る 、
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と の 報 告 を し て い る (65)。 以 上 の 知 見 を 基 に 推 定 さ れ た 、Pectinatusが 回 収

瓶 か ら排 水 管 を 通 じ て ビ ー ル 充 填 室 に 侵 入 し ビ ー ル へ 混 入 す る 汚 染 経 路 を

Fig.21に 示 し た 。 こ れ は 、 こ れ ま で の 断 片 的 な 情 報 (14, 65) を 支 持 す る 、 ビ ー

ル 工 場 のCCP (Critical Control Point) に 関 す る 有 力 な 情 報 で あ る 。
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第五節 要約

Pectinatusが ビー ル へ 混 入 した 場 合 の 汚 染 源 や 経 路 の 解 明 の 為 、Ribotyping

法 を 検 討 した 。 そ の 結 果 、1種類 の 制 限 酵 素 よ り も複 数 の 制 限 酵 素 を 使 い 、

各 々 の 制 限 酵 素 か ら得 られ たRibotypeを 再 編 成 し 、よ り高 度 な 分 類 が 可 能 に

な っ た 。P. frisingensis 34株 が17 typeに 分 類 され 、 この 分 類 結 果 と分 離 箇 所

を解 析 し た 結 果 、 興 味 深 い 知 見 が 得 られ た 。 ま ず 国 内 地 域 に よ り分 離 され

たP. frisingensis株 は 、各 地 域 に 特 有 な タ イ プ を 示 した 。次 に 複 数 の 分 離 源 か

ら同 一 のRibotypeを 有 す る 株 が 認 め られ 、Pectinatusの 汚 染 経 路 が 類 推 され

た 。 以 上 の 解 析 結 果 を 基 に 、Pectinatusは 回 収 瓶 経 由 で 工 場 内 に侵 入 し、 排

水 管 を 通 じて 工 場 内 を拡 散 す る、と い う汚 染 経 路 を 推 定 した 。
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第VI章

総括お よび今後の展望

本 研 究 で 取 り上 げ た ビー ル 汚 染 細 菌Pectinatusは 、 技 術 革 新 を背 景 に 突 然

出 現 した 細 菌 で あ り、 ビー ル の 長 い 歴 史 の 中 で 極 め て 最 近 の 出 来 事 で あ っ

た 。Pectinatusは 、 従 来 の ビー ル 汚 染 菌 と は 異 な り ビ ー ル に 不 快 な 臭 味 を も

た らす 産 業 上 の 重 大 な 細 菌 で も あ る こ とか ら、 新 属 新 種 に 対 す る調 査 ・研

究 と同 時 に ビ ー ル 工 場 に お け る 検 査 体 制 の 整 備 も 早 急 に進 め る必 要 が あ っ

た 。 そ の 実 施 す べ き必 要 項 目 を 順 に 述 べ る。

第 一 に 、そ の 細 菌 に 関 す る 情 報 を得 る こ と 、す な わ ちPectinatusの ビー ル で

の 汚 染 性 を 確 実 に 調 査 す る こ とで あ っ た 。 これ に つ い て は 、豊 富 な株 数 を確

保 し、各 々 の 菌 株 に つ い て ビー ル 汚 染 性 を調 査 す る必 要 が あ る。 しか し本 研

究 以 前 に 分 離 され たPectinatusは 、 環 境 か らの 採 取 方 法 が 確 立 され て い な い

た め 菌 株 数 が 少 な か っ た 。 そ こで 第II章 で は 、環 境 か ら の 分 離 方 法 の確 立 を

試 み た。 採 取 ・培 養 方 法 、 ス ク リー ニ ン グ法 を検 討 し これ らを 組 み 合 わ せ 、

短 期 間 で 効 率 よ く多 数 のPectinatus候 補 株 を 分 離 す る こ と が で き た 。 こ の 候

補 株 は 最 終 的 に 、1株 をP. cerevisiiphilus、29株 をP. frisingensisと 同 定 した 。こ

れ ら のPectinatusは 全 て ビー ル 生 育 性 を 有 して お り、Pectinatus全 般 に ビー ル

生 育 性 が あ る 、 こ とが 判 明 した 。

第 二 に は 、 類 縁 菌 との 系 統 を 明 らか に す る事 で あ り、 これ よ り ビー ル 汚

染 性 を 有 す る細 菌 と有 さ な い 細 菌 との 詳 細 な 系 統 学 的 位 置 の確 認 を行 うこ
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とが で き る。 そ こ で 第III章 で は 、Pectinatus、Selenomonas、Zymophilus、

MegasphaeraのITS領 域 の 解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、Pectinatus、Selenomonas

のlong-ITSは 特 徴 的 な 構 造 を 有 す る こ とが 判 明 し、そ の 塩 基 配 列 を 基 に 詳 細

な 系 統 解 析 を 行 う こ とが で き た 。

第 三 に 、迅 速 な 検 査 体 制 を整 備 し、汚 染 源 や 経 路 の 追 跡 法 を 開 発 す る 必 要

が あ っ た 。 そ こ で 第IV章 で は 、ITS領 域 の 塩 基 配 列 を利 用 したPCR法 を 適 用

した 。ITSか らプ ラ イ マ ー を設 計 し、 高 感 度 で あ り特 異 性 に優 れ た 迅 速 な 検

出 法 を 開 発 で き た 。 こ の 方 法 を ビー ル 工 場 の 品 質 検 査 法 と して 導 入 す る こ

と に よ り、精 度 の 高 い 迅 速 出 荷 判 定 シ ス テ ム の 構 築 を 行 うこ とが で き た 。 第

V章 で はPectinatusの 株 レベ ル の 分 類 法 と してRibotyping法 を検 討 した 。そ の

結 果 、複 数 の 制 限 酵 素 よ り得 られ るRibotypeを 組 み 合 わ せ 、詳 細 な 分 類 が 可

能 と な っ た 。 第II章 で 分 離 したPectinatus29株 の 分 類 結 果 と分 離 源 との 関 係

を解 析 す る こ と で 、Pectinatusが 市 場 か ら回 収 した ビー ル 瓶 を 介 して ビー ル

工 場 へ 侵 入 後 排 水 管 を 通 じて 工 場 内 部 を 拡 散 し、 製 造 場 の床 に ま で 到 達 す

る経 路 が 示 され た 。 本 研 究 以 前 はPectinatusの 汚 染 源 や 経 路 は 不 明 で あ っ た

為 、今 後 の ビー ル 工 場 の 汚 染 対 策 に つ い て の 重 要 な 知 見 を得 る こ とが で き

た 。

本 研 究 はPectinatusに フ ォ ー カ ス を 当 て た 研 究 で あ る が 、成 果 の 一 部 は 他

の 細 菌 へ 応 用 可 能 な 汎 用 性 を 有 し て い る。 す な わ ち 、 環 境 か らの 分 離 法 と

して 確 立 した 、 嫌 気 度 に 配 慮 した 採 取 、培 養 法 や ス ク リー ニ ン グ 法 は 、 他 の

嫌 気 性 細 菌 に も適 用 可 能 で あ る。Colony Hybridization法 は 、 グ ラ ム 陽 性 菌
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を 含 め た 溶 菌 条 件 の 設 定 を して お り、全 染 色 体DNAを プ ロー ブ と した 特 異

的 検 出 が 可 能 で あ る。従 っ て 、分 離 を 目的 とす る 菌 株 あ る い は 全 染 色 体DNA

が 入 手 で きれ ば 、本 法 に よ り迅 速 に 精 度 良 く ス ク リー ニ ン グ す る こ とが 可

能 で あ る。 系 統 解 析 で は 、ITSの 塩 基 配 列 を 類 縁 菌 と比 較 解 析 す る こ とで 、

詳 細 な 系 統 解 析 が 可 能 で あ る 。ITS領 域 を 増 幅 す るPCRプ ライ マ ー の 設 計

は 、鋳 型 と な る16Sな らび に23SrRNAの デ ー タベ ー ス は 日々 拡 充 して い る

こ と か ら選 択 肢 は 今 後 も 広 が り、 様 々 な 菌 種 へ の 応 用 範 囲 が 広 が る も の と

期 待 され る。ITS領 域 は16SrRNAに 比 べ 保 存 性 が 低 く、種 に 特 異 的 な領 域

が あ る こ と が 判 明 した た め 、 この 領 域 か ら特 異 的 なPCRプ ラ イ マ ー を 設 計

し、 迅 速 な 同 定 法 が 構 築 可 能 で あ る と期 待 され る。PCR法 は 日常 検 査 が 可

能 な 品 質 管 理 法 と して 、ビー ル 工 場 に 導 入 済 み で あ り、 新 た な プ ラ イ マ ー を

追 加 す る こ と で 、 検 査 対 応 菌 種 を 拡 充 す る こ とが 可 能 で あ る。 汚 染 追 跡 法

で は 、複 数 の 制 限 酵 素 を 用 い たRibotyping法 よ り、詳 細 な株 レベ ル で の 分 類

が 可 能 に な っ た 。 こ の 方 法 は 、 他 の 菌 種 に対 す る汎 用 性 を 有 して い る。

将 来 、 ビー ル の 味 の 変 化 や 更 な る技 術 革 新 に 伴 う ビー ル 製 造 法 の 変 化 に

よ り、Pectinatusと は 異 な る 新 し い 細 菌 種 が ビ ー ル 汚 染 菌 と して 突 然 出 現 す

る 可 能 性 が 想 定 され る。 そ の よ うな 事 態 が 起 こ っ た 場 合 、本 研 究 で 得 られ た

成 果 は 大 い に 役 に 立 つ もの と期 待 され る。
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