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●科学技術振興機構（ＪＳＴ）による研究助成に採択されました 
 科学技術振興機構は大学・公的研究機関等で生まれた研究成果を基に実用化を目指すため研究成

果最適展開支援事業（Ａ－ＳＴＥＰ）を実施しています。このたび、同事業のＦＳステージ・探索

タイプに、当センターが提案した下記２課題が採択されましたので、今年度の研究テーマとして取

り組んでまいります。 
 黒麹菌発酵小豆（小豆麹）を利用した新規小豆発酵食品の開発 提案者 主任研究員 山本晃司 
 乳酸菌による食品洗浄水の再資源化             提案者 主任研究員 石川健一 
 
 
 
１．はじめに 

発酵生産物の研究や食品の品質管理などの

ために微生物叢（特定サンプル中に存在する

各微生物の種類や割合）を解析する方法とし

て、近年、変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法

（Denaturing Gradient Gel lectrophoresis : 
ＤＧＧＥ)が注目されています。従来、微生物

叢の解析は主に培養法により行われていまし

たが、微生物の培養に時間を要することや、

用いる培地によって生育する微生物が異なる

ために複数種類の培地で試験を行う必要があ

ることから、多くの時間と労力が費やされて

いました。しかし、ＤＧＧＥでは微生物を培

養せずに検出できるため、従来法よりも手軽

に微生物叢を解析することができます。更に、

培養が困難であった微生物を検出することも

可能です。 

 

２．ＤＧＧＥの原理 

ＤＧＧＥは尿素やホルムアミドなどの変性

剤（ＤＮＡの二本鎖を一本鎖に解離させる試

薬）の濃度勾配があるアクリルアミドゲルを

用いることにより、同じ長さのＤＮＡでも塩

基配列の違いにより分離されることを利用し

た電気泳動法です。ＤＧＧＥを行うには、泳

動装置、ゲル作成装置、ポリメラーゼ連鎖反

応装置（Polymerase Chain Reaction : ＰＣ

Ｒ）などの機器が必要です。 

ＤＮＡはＧ（グアニン）、Ｃ(シトシン)、

Ａ(アデニン)、Ｔ（チミン）の４種類の塩基

からなり、ＤＮＡの二本鎖中ではＧとＣ、Ａ

とＴがそれぞれ塩基対を形成します。食品等

から微生物のＤＮＡを市販のＤＮＡ抽出キッ

トなどにより抽出し、ＧＣ含量が高い配列で

あるＧＣクランプのついたプライマーを用い

てＰＣＲ反応を行います。それにより増幅さ

れたサンプルＤＮＡは端にＧＣ含量の高い配

列が存在することから、泳動が進行して特定

の変性剤濃度の領域に達すると、ＧＣクラン

プ以外の部分が解離してＹ字型になってゲル

中を移動する際の抵抗が増大し、泳動が進行

しにくくなります。ＧＣ含量が低いＤＮＡを

泳動すると二本鎖が早く解離してＹ字型にな

り、移動スピードが落ちて泳動距離が短くな

ります（図１）。一方でＧＣ含量が高いと、

二本鎖間の結合が強いことからＹ字型になる

ことなく泳動する距離が長いため、泳動距離

が長くなります。その結果、ＧＣ含量が異な

るＤＮＡを違うバンドとして検出することが

できます。 

増幅したサンプルＤＮＡ（ぬか床、チーズ、

キムチなどの発酵生産物由来のもの）をＤＧ 
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ＧＥで泳動すると、例えば図２のようなＤＮ

Ａバンドのパターンが得られます。各ＤＮＡ

バンドの塩基配列をＤＮＡシーケンサーで解

析し、日本ＤＮＡデータバンクなどのインタ

ーネット上のデータベースと照合することに

より、そのバンドが由来する微生物を知るこ

とができます。 

 
３．ＤＧＧＥの実施例 

１９９０年代後半から、ぬか床やチーズ、キ

ムチ、パン種、ワイン酵母、日本酒粕、味噌

等の食品中の微生物叢についてＤＧＧＥを用

いた研究が盛んに進められています。ＤＧＧ 
Ｅを用いたぬか床の熟成過程の解析から、熟

成した段階での優勢な微生物として、培養法

では検出が困難であった Lactobacillus 
acetotolerans が検出されています 1） 。モッ

ツァレラチーズについてはＤＧＧＥで解析し

たスターターの微生物叢が香気成分と密接に 
関係しており、かつ産地特異的であったとの 
報告がされています 2)。また、つぼ酢の微生

物叢の変化を調べた研究もあり、仕込み後の

経時変化と、米麹、つぼの内壁を解析した結

果、発酵初期の主要微生物である Lacto-
coccus lactis、Pediococcus acidilactici、

Lactobacillus fermentum は米麹から、発酵

後期の主要微生物である Lactobacillus aceto-
tolerans と Acetobacter pasteurianus はつぼ

内壁をから発酵過程に入ることが推測されて

います 3)。 
今後、ＤＧＧＥによる微生物叢の解析が、

発酵生産物の高品質化や品質管理などに役立

てられていくことが期待されています。 
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図２ ＤＧＧＥで解析したバンドパターンの例

図１ ＧＣ含量と泳動距離 

グレーの部分はＰＣＲの際に付与した高 

ＧＣ配列 
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