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～2016年度日本乳酸菌学会泊まり込みセミナー～

2016年度日本乳酸菌学会泊まり込みセミナーにつきまして、下記の通り演題を募集いたします。ぜひとも多くの方々にご発表頂きたいと思っておりますので、皆様奮ってお申し込みください。


1. 講演種別
 　1) ショート講演 15分 (発表10分+質疑5分程度)
2) ロング講演   30分 (発表20-25分+質疑5-10分程度)
*()内の時間は目安です。
　ショートは学生・若手、ロングは中堅・ベテランを想定していますが、それに限らず申し込み可能です。研究紹介や開発事例の紹介、話題提供のような形での発表も大歓迎です。データが完全にまとまっていなかったり、すべての内容を公表できなかったりしても構いません。ざっくばらんに意見交換を出来る機会として是非発表をご検討ください。

2. 申し込み方法
(1) 演題申込み: 4月15日(金) 締め切り
  1) タイトル (仮題でも可)
2) 発表者名 (共同発表者も含む)とそれぞれの所属
3) ロング・ショートの別
以上1)～3)を下記申し込み先までお送りください。なお、これら情報は乳酸菌学会HP上に掲載させて頂きます。
　＊セミナー参加申込書の一般講演の欄にチェックを入れられた方もご連絡お願い致します。

(2) 要旨: 4月27日 (水) 締め切り
 1) 要旨: A4版で1～2枚
2) プロフィール: A4版で1枚
　形式は自由で、図表をお使いいただいても構いません (別紙要旨例をご参考ください)。要旨集は参加者へのPDFでの配信を予定しております。印刷は各参加者にお願いすることになりますのでその点ご了承ください。
過去の演題情報: http://www.jslab.jp/contents/conference/2015/03/2015-1.html

 (3) 申し込み先・要旨送付先
　E-mail: narisawa.naoki@nihon-u.ac.jp
(演題申し込みをされた方も、別途参加申し込みが必要ですのでご留意ください)

2016年度日本乳酸菌学会泊まり込みセミナー委員会

別紙
ピロシークエンス法を用いた発酵菌叢解析
～伝統発酵食品の菌叢ダイナミズム～

○小栁喬1、清原正志2、松井裕2、片山高嶺2、熊谷英彦2
（1石川県立大学食品科学科、2石川県立大学生物資源工学研究所）

【背景と目的】
  近年の遺伝子解析技術の進歩により大量の遺伝子配列を一挙に解読する研究例が飛躍的に増加し、全ゲノム解析を筆頭としてメタゲノム時代が到来し一般化されつつある。特に、腸内菌叢を次世代シークエンサーを用いて解析した研究は数多く見られ、単離培養法では得られなかった精緻なデータが多数報告されている。腸内環境と同様にダイナミックな菌叢変遷をとらえることができるのが、発酵食品の微生物フローラである。発酵食品の菌叢解析は古くから報告が見られるが、単離培養法、16S rRNA 遺伝子をターゲットとした RFLP法、SSCP法、および DGGE法等を駆使し精力的に研究が行われてきた。伝統発酵食品は製造される地方、その土地の気候、製造法等に極めて多様なバラエティがあり、菌叢を一つ一つ解析しつまびらかにする興味に尽きることない。本発表では、未だ解析例は十分とは言えないが、石川県に根付く伝統発酵食品に対して次世代シークエンス（ピロシークエンサー）を適用し、細菌の 16S rRNA 遺伝子配列をもとに菌叢を解明した例について報告する。

【使用発酵食品サンプル、DNA サンプルの調製、およびピロシークエンス解析法】
石川県の伝統発酵食品「かぶらずし」「なれずし」「山廃酒母」からガラスビーズを用いた破砕法を用いて DNA を抽出し精製を行った (Takara 社製 FastPure DNA kit 使用)。精製 DNA に対して PCR により 16S rRNA 遺伝子 V1-V2 領域の増幅を行い (断片長約 400 bp)、品質チェックおよびプライマーダイマー除去ののち Genomic Sequencer FLX (GS FLX) system (Roche 社製) を用いたピロシークエンス解析に供した。なお、使用したプライマーについては、5' 部位に GS FLX 用アダプター配列を付加し、さらに 3' 側の 16S rRNA 遺伝子へのアニーリング配列との間に 5 塩基のタグ配列を挿入し、同一ラン内での各発酵食品サンプルへの帰属を明確にできるよう設計を行った。発酵食品サンプルとして、加賀地方の「かぶらずし」（四十萬谷本舗社製）、「山廃酒母」（車多酒造社製）、および能登地方の「なれずし」（柳田食産社製）を用いた。また、発酵プロセス進展にともなう菌数変遷を追うため、定量 PCR 法を用いた 16S rRNA 遺伝子コピー数の解析も併せて行ったほか、ピロシークエンス法において得られたリードは RDP classifier および BLAST を用いた相同性検索により属・種レベルでの同定を行った。

【「いずし系発酵食品」の菌叢～加賀のかぶらずし】
　かぶらずしは塩漬けブリの切り身をカブにはさみ、米麹とともに1週間ほどの発酵過程を経て調製される加賀地方の伝統発酵食品で、秋田のはたはた鮨に並んで日本を代表する「いずし（飯鮓）」である。本研究により、かぶらずしの菌叢は発酵初期には Staphylococcus 属細菌が優勢であるが、総菌数の増大とともに Lactobacillus sakei が劇的に増え、発酵終了時には菌叢の90 % あまりを占めることが明らかになった (図)。
[image: ]
図. かぶらずしの発酵プロセス進行にともなう菌叢変遷

【「なれずし系発酵食品」の菌叢～能登のなれずし】
　いずし系発酵食品と異なり、麹を用いず米飯を仕込みに用いるのが「なれずし系発酵食品」である。能登のなれずしは、米飯に塩漬けおよび酢漬けしたアジやウグイ等の魚を仕込み、山椒の葉とともに重層して通常数か月の発酵の後に食用とされる。発酵期間の短いかぶらずしと異なり、長期間乳酸発酵が進行した深い酸味と香りが特徴の伝統発酵食品である。乳酸菌数が劇的に増加する点はかぶらずしと同様であったが、Lactobacillus brevis および Lactobacillus plantarum がともに存在し増殖することが明らかになった。完成品においては乳酸のほかに酢酸も顕著に検出され、ヘテロ乳酸発酵が進行したことが窺われた。

【「日本酒のモト」の菌叢～加賀の山廃酒母】
石川地方では、酒母の調製において山廃仕込みを採用する酒蔵が多数存在しており、その中で繁殖する乳酸菌について興味が持たれた。本研究では、山廃酒母の細菌叢の変遷も追った。山廃酒母は麹と蒸米を水とともに仕込むという、かぶらずしやなれずしに比してシンプルな原料とプロセスにて製造されるが、その中で Lactobacillus acidipiscis が仕込み初期に存在し、のちにかぶらずしと類似して L. sakei が優勢となる解析結果となった。発酵後期では菌数が徐々に減少し、酵母の添加によりアルコール濃度が上昇して乳酸菌が死滅したと考えられた。

【総括】
本研究では、それぞれ形態の違う日本を代表する伝統発酵食品をピックアップし、バラエティ豊かな菌叢を明らかにすることができた。未だ多くの発酵食品が国内国外に存在し、発酵食品に関する次世代シークエンス解析も本格化の時代を迎えている。日本では九州の糠床に関する報告 (Sakamoto et al. (2011) Int. J. Food. Microbiol.)、国外では韓国の塩辛「Joetgal」(Roh et al. (2010) ISME J.) やアフリカ・ブルキナファソのヒエ粥の乳酸発酵物「Ben-saalga」(Humblot et al. (2009) Appl. Environ. Microbiol.) などの報告があり、これからの研究動向に興味が持たれる。本研究チームにおいても、さらなる発酵食品菌叢の解明とその成分機能等との相関を追い求め、発酵食品の真の姿に迫るデータを得ていきたいと考えている。

小栁　喬　（こやなぎ　たかし）

略歴：
1977年		福岡県大牟田市生まれ
2000年		京都大学農学部生物機能科学科 卒業
2006年		京都大学大学院生命科学研究科統合生命科学専攻　博士後期課程 
単位認定退学
2006年		石川県立大学生物資源工学研究所　研究員
2009年		石川県立大学生物資源環境学部食品科学科　助教，現在に至る

研究テーマ：
1. ピロシークエンス法による伝統発酵食品菌叢の解析
1. 微生物の芳香族アミノ酸代謝関連タンパク質群の機能解析
1. 組換え微生物細胞を用いた芳香族有用物質の生産株の育種

趣味：
バイオリン

連絡先：
〒921-8836 石川県野々市市末松 1-308 石川県立大学生物資源環境学部食品科学科
食品製造系　食品微生物学研究室
Tel: 076-227-7460
Fax: 076-227-7410
E-mail: koyataka@ishikawa-pu.ac.jp
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