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１．背景

　持続的発展が可能な循環型社会の構築を目指すうえで、廃棄物の減量は重要な課題の一つに位置付け

られている［1］。現在、我が国では年間 1700 万トンの食品由来廃棄物が排出されており、このうち事業

系廃棄物が 3 分の１を占めている［2］。これら事業系の食品由来廃棄物のほとんどは、焼却・埋め立て

られており、循環利用されずに廃棄されている。一部の廃棄物については、飼料・肥料化 1、またはエ

ネルギー化といった循環利用がされているが、その他の利用方法が限られていることから、新たな再生

利用方法が求められている。

　静岡県富士市は、お茶や柑橘類の産地であることから、これらを加工する食品工場が多数あり、その

加工工程で茶葉や柑橘類果皮等の食品残さが大量に廃棄されている。茶葉や柑橘類果皮には、抗菌活性

を有する成分が含まれていることが知られているが［3-6］、食品由来廃棄物として排出された残さに含ま

れる抗菌活性を有する成分に注目した研究は少ない。この植物由来抽出液の抗菌作用を新たな製品に利

用することが可能となれば、食品残さを肥料や飼料にするだけではなく、抗菌性成分として高付加価値

を与えて再生利用することが可能となる。

　細菌による食品汚染が社会的に注目されるようになった 1990 年代から、衛生的な生活環境の向上を

目的とした、所謂ウェットティッシュのような生活用品の需要が増加した。それら生活用品は、身の回

りの物や手などを清潔に保つことを目的に市販されており、抗菌剤や静菌剤等が含有されているものが

多種市販されている。しかし、このような製品に利用できる合成抗菌剤の種類は限られているだけでな

く、その価格も安価ではない。そこで、近年は植物に含まれている抗菌活性を有する天然成分が注目さ

れている。植物から抗菌活性を有する成分を抽出し、これを製品に添加することで生活用品に抗菌性を
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付与する手法が試みられている。植物抽出液を抗菌性成分として利用するためには、多種検体の抗菌活

性を何度も評価する必要があることから、その評価のために迅速で簡便かつ安価な抗菌活性の評価試験

法が求められている。

　植物抽出液や市販の抗菌剤が有する抗菌活性は、薬剤感受性試験によって評価されている。この試験

の評価は、一般に日本化学療法学会［7］、や臨床検査標準委員会 (Clinical and Laboratory Standards 
Institute; CLSI)［8］の指針に基づく、平板培地法によるコロニー形成や、試験管希釈法による濁度を目

視で観測した結果が指標とされていることから、試験操作が煩雑なだけでなく、培養や測定に時間を要

する。試験操作を簡便にするために 96 穴マイクロプレートを用いた微量希釈法（以降、MP 法と呼称

する）を適応させた簡易試験法も開発されているが［9,10］、それら試験法では吸光度で濁度を測定した結

果を指標としており、測定結果を得るためには 20 時間以上の培養時間を要する。そこで、近年ではテ

トラゾリウム塩を検出試薬とした、高感度な薬剤感受性試験法の開発が試みられている［11-13］。この検

出試薬は、生細菌によってホルマザン色素へと代謝される。この色素の生成量は生菌数と比例すること

から、色素の吸光度を測定することで細菌の生存率や増殖率を評価することが可能である。Tukatani
らは［11］、新たに合成された水溶性テトラゾリウム塩を検出試薬とした MP 法を採用することで、高感

度かつ迅速な試験法を開発したが、この試薬は高価であることから、抗菌性物質のスクリーニングといっ

た多検体の測定・評価を行う場合に莫大な研究費を要する。

　そこで、本研究では培養に 96 穴マイクロプレートを用いることで操作を簡便にすることと、検出試

薬として安価で入手が容易なテトラゾリウム塩を用いることで、迅速かつ簡便なだけではなく、安価に

抗菌活性を評価できるスクリーニング試験法を開発することを目的とした。また、本試験を用いて実際

の食品由来廃棄物から茶葉廃棄物と柑橘類のダイダイ果皮廃棄物を選択し、それら廃棄物から抽出した

茶葉抽出液とダイダイ精油の抗菌活性を評価した。

２．実験方法

2-1. 試薬

　細菌の培養にはミューラーヒントン（MH，関東化学株式会社製の）培地を用いた。本試験では、安

価で入手が容易な 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide（MTT，株式会

社同仁化学研究所製）を検出試薬として用いた。MTTは精製水で0.1 mg/mL溶液となるよう調整し、0.20 
μ m の加圧式フィルターでろ過滅菌した後、試験に用いた。本研究では、抗菌剤として使用されている、

benzalkonium chloride（BZC，鹿 1 級，関東化学株式会社製）、cetylpyridinium chloride（CPC，鹿

1 級，和光純薬工業株式会社製）、chloramphenicol（CF，生化学用，和光純薬工業株式会社製）、

oxacillin sodium monohydrate（OX，生化学用和光純薬工業株式会社製）、ciprofloxacin（CFX，

purity >98.0%，東京化成工業株式会社製）の 5 種の化合物の抗菌活性を評価した。表 1 は今回試験に

用いた抗菌剤を一覧にし示したものである。また被検試料の調整にエタノール（残留農薬試験用 300，

関東化学株式会社製）を用いた。生成したホルマザン色素を溶解するために、sodium dodecyl sulfate
（SDS，1級，和光純薬工業株式会社製）を用いた。
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　表 1. 本試験で抗菌活性を評価した抗菌剤の一覧

2-2．菌種

　本研究では、独立行政法人製品評価技術基盤機構より分譲された大腸菌 Escherichia coli (NBRC 3972)
を評価試験菌として用いた。この菌は、MH 培地で 20 時間培養し、その培養液を滅菌リン酸緩衝生理

食塩水で希釈して波長 550 nm の吸光度が 0.125 になるよう調整した。この操作によって試験に用いる

菌液の菌数は約 1 × 106 CFU/mL に調整した。また、試験操作においてマイクロプレート上で 5 × 105 

CFU/mL に希釈した。

2-3．吸光度測定

　吸光度の測定に、コロナ電気株式会社製マイクロプレートリーダー SH-1000Lab を用いた。測定波

長は 530 nm に設定した。

2-4．植物由来試料

　本研究では、チャノキ（英名：Tea plant，学名：Camellia sinensis）から採取し、茶葉へと加工され

る過程で排出される粉末状の廃棄物から抽出した茶葉抽出液と、搾汁残さとして廃棄されたダイダイ（英

名：Bitter orange，学名：Citrus aurantium）の果皮から抽出したダイダイ精油を試料として選択した。

　茶葉抽出液は以下の方法で調整した。粉末状の茶葉 2 g から、温度 78℃で 5 分間の条件でエタノー

ルを抽出溶媒としたソックスレー法により得られた 40 mL の抽出液を茶葉抽出液とした。この抽出液

には色素類が多く含まれており、本試験における測定を妨害することが予測されたことから、色素類を

固相カートリッジ ENVI-Carb LC/NH2（Supelco 社製）によって除外したものを被検試料とし、その

50 μ L を試験に用いた。

　ダイダイ精油は以下の方法によって調整した。ダイダイ果皮 3 kg に水を加えて粉砕した後、減圧下

で 50℃の条件で水蒸気蒸留法によって 42 g のダイダイ精油を得た。この精油の 0.5 mg をエタノール

に 1 g となるよう溶解したものを被検試料とし、そのうち 50 μ L を試験に用いた。茶葉抽出液とダイ

ダイ精油は、試験に用いる直前に、0.2 μ m の加圧式フィルターでろ過滅菌した。

2-5．大腸菌の増殖試験

　大腸菌の増殖試験は既報を参考に行った［11］。初期菌数が約 5 × 106 ～ 102 CFU/mL になるようマイ

クロプレート上で 10 段階希釈し、37℃で 0、1、2、3、4、5、6、7、8 時間の設定で培養した。設定し

た各培養時間で培養した後、MTT を添加し、1 時間反応した後の吸光度を測定することで、培養時間
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2－4．植物由来試料 

本研究では、チャノキ(英名：Tea plant，学名：Camellia sinensis)から採取し、茶葉
へと加工される過程で排出される粉末状の廃棄物から抽出した茶葉抽出液と、搾汁残
さとして廃棄されたダイダイ(英名：Bitter orange，学名：Citrus aurantium)の果皮から
抽出したダイダイ精油を試料として選択した。 

表 1. 本試験で抗菌活性を評価した抗菌剤の一覧 

Compounds (abbreviation) CAS No. M.W. Chemical Formula Classification Type of activity

benzalkonium chloride (BZC) 3001-54-5 353.5
a)

C6H5CH2N
+

(CH3)2R•Cl
−

 

(R=C8H17～C18H37) 

quaternary 

ammonium salt 

bactericidal 

chloramphenicol (CP) 56-75-7 323.13 C11H12Cl2N2O5 chloramphenicol bacteriostatic 

cetylpyridinium chloride (CPC) 123-03-5 358.00 (C5H5NC16H33)Cl・H2O quaternary 

ammonium salt 

bactericidal 

ciprofloxacin (CFX) 85721-33-1 331.35 C17H18FN3O3 fluoroquinolone  bactericidal 

oxacillin sodium monohydrate (OX) 7240-38-2 423.42 C19H19N3O5S β-Lactam bactericidal 

a) 本研究では BZC のアルキル側鎖を C13 として分子量を計算した  
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による吸光度の経時変化を観測した。

　また、増殖試験から得られた吸光度のデータを用いて、吸光度が 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 に達

するまでの培養時間と初期菌数をプロットし回帰式を求めた。

2-6．スクリーニング試験による抗菌活性評価

　本研究で開発したスクリーニング試験によって抗菌剤や植物抽出液の抗菌活性を評価した。MTT は、

生細菌によって約 530 nm に吸収を有するホルマザン色素へと代謝されることから、生成される色素量

は生菌の代謝活性に比例する。つまり、被検物質を含んだ液体培地中で菌を培養した後、MTT を添加

することで生じるホルマザン色素の吸光度を測定し、その増減を観測することで、被検物質による菌の

発育阻止率を評価することが可能である。

　スクリーニング試験は、既報を参考に行った［11-13］。本研究で行ったスクリーニング試験の手順を以

下に記す。まず、96 穴マイクロプレートの全ウェルに MH 培地を 50 μ L 分注した。次に、被検試料

50 μ L を A 列に添加し、かく拌した後、A 列から 50 μ L 採り、それを B 列に添加した。この操作を 
H 列まで行うことで段階希釈した。マイクロプレートを撹拌した後、菌数を約 1 × 106 CFU/mL に調

整した菌液を、全てのウェルに 50 μ L 添加し、37℃で 4 時間培養した。培養後、MTT 溶液を全ウェ

ルに 50 μ L 添加し、37℃で１時間反応させた。反応後、10%SDS 溶液を 50 μ L 添加しホルマザン色

素を溶解し、マイクロプレートリーダーで吸光度を測定した。

　また、陰性コントロール（以降、N.C. と略記する。最も吸光度が高くなる）として、被検物質の代

わりにエタノールを添加した。さらに、菌液と被検物質を添加しないブランク（以降、BL と略記する。

最も吸光度が低くなる）を設定した。細菌の発育阻害率は、式 (1) により算出した。被検試料濃度の増

加に依存した阻害率の増加、つまり用量‐反応曲線が観測され、かつ阻害率が 50% を超えた検体につ

いて、本試験では抗菌作用を有すると判断した。なお、これら阻害率は全て 2回の試験により得られた

値の平均値とした。

　本試験では、被検試料の抗菌力の評価に、50% 阻害濃度（50% inhibitory concentration: IC50）と、

最少発育阻止濃度（minimum inhibitory concentration; MIC）を用いた。本研究における IC50 の定義

は、被検試料濃度と阻害率との間で単回帰式を求め、得られた回帰式から 50% 阻害率になる濃度を外

挿して算出された値とした。また、MIC の定義は、菌の発育を 90% 以上阻害する最少濃度とした。

．．．(1)

３．結果と考察

3-1．培養時間の検討と定量性の評価

　図 1 は大腸菌の増殖試験を行った結果を示したものである。初期菌数を 5 × 106 CFU/mL とした場

合では、培養時間が 0、1時間の時吸光度は変化せず、2時間以降から増加し、4時間培養で吸光度は約

1.20 まで達し、さらに長時間の培養をしても吸光度はほぼ一定となる増殖曲線が得られた。また、初期
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3-1．培養時間の検討と定量性の評価 

図 1 は大腸菌の増殖試験を行った結果を示したものである。初期菌数を 5×10
6

 

CFU/mL とした場合では、培養時間が 0、1 時間の時吸光度は変化せず、2 時間以降か
ら増加し、4 時間培養で吸光度は約 1.20 まで達し、さらに長時間の培養をしても吸光
度はほぼ一定となる増殖曲線が得られた。また、初期菌数を少なくすると、吸光度が
増加するまでに必要な培養時間が長くなった。これは大腸菌の増殖に伴い検出試薬と
して添加した MTT から生成されたホルマザン色素の量も増加したことを示唆してお
り、MTT を用いることで、大腸菌の増殖を吸光度によって十分評価できると考えられ
た。 

図 2 は、このデータを用いて吸光度が 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 に達するまでの
培養時間と初期菌数をプロットし回帰式を求め、その直線性を示す決定係数（r

2）を
算出した結果を示したものである。これより、吸光度 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8 におい
て r

2 が 0.9 以上であり培養時間と菌数の高い相関が得られた。つまり、本条件で評価
試験を行う場合、吸光度が 0.1 から 0.8 に到達する培養時間で、定量的な測定が可能
と言える。この結果から、抗菌活性のスクリーニング試験法の条件として、初期菌数
は 5×10

5

 CFU/mL とし、培養時間は 4 時間に設定することで、可能な限り短時間でか
つ定量的な測定が可能であると考えられた。 

また、吸光度が 0.8 に達するまでの培養時間に対する初期菌数をプロットして得ら
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菌数を少なくすると、吸光度が増加するまでに必要な培養時間が長くなった。これは大腸菌の増殖に伴

い検出試薬として添加した MTT から生成されたホルマザン色素の量も増加したことを示唆しており、

MTT を用いることで、大腸菌の増殖を吸光度によって十分評価できると考えられた。

　図 2 は、このデータを用いて吸光度が 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 に達するまでの培養時間と初期

菌数をプロットし回帰式を求め、その直線性を示す決定係数（r2）を算出した結果を示したものである。

これより、吸光度 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8 において r2 が 0.9 以上であり培養時間と菌数の高い相関が得

られた。つまり、本条件で評価試験を行う場合、吸光度が 0.1 から 0.8 に到達する培養時間で、定量的

な測定が可能と言える。この結果から、抗菌活性のスクリーニング試験法の条件として、初期菌数は 5

× 105 CFU/mL とし、培養時間は 4 時間に設定することで、可能な限り短時間でかつ定量的な測定が

可能であると考えられた。

　また、吸光度が 0.8 に達するまでの培養時間に対する初期菌数をプロットして得られた回帰式は y = 
-0.38ln(x)+7.284 であり、この式から約 8 時間の培養で 1 個の大腸菌を検出できることが示唆された。

この結果は、新規の検出試薬を使用した既報の試験方法とほぼ同じであった［8］。Tukatani らは［11］、

近年高感度で迅速に生菌の検出が可能な試薬として水溶性テトラゾリウム塩を使用しているが、この試

薬を使用するとプレート 1 枚あたり約 10,000 円のコストを要する。一方、本法では 10%SDS 溶液を添

加してテトラゾリウム塩を溶解させる操作が加わるが、安価な検出試薬である MTT を使用しているこ

とから、プレート 1枚あたり約 1,000 円と、10 分の 1のコストで試験が可能である。従って、本試験方

法を用いることで、高価な検出試薬を使用しなくても高感度に大腸菌を検出することが可能であり、本

試験法は多検体の抗菌活性評価に有益と言える。

3-2．スクリーニング試験による抗菌剤の抗菌活性評価

　本研究で構築されたスクリーニング試験を用いて、5 種の抗菌剤の抗菌活性を評価した。図 3 はその

結果得られた抗菌剤の用量‐反応曲線を示したものである。この結果、高い精度で IC50 と MIC を評価

するためには、さらに細かい濃度設定で試験をする必要があるが、全ての抗菌剤において、用量の増加

によって阻害率の増加が認められた。今回試験に用いた抗菌剤は、全てグラム陰性菌に対する抗菌活性
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図 1. 大腸菌の増殖試験 図 2. 目的の吸光度に達するまでに要し
た培養時間
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を有することが知られており、本試験結果からも大腸菌に対する抗菌活性を有することが確認された。

　一般に、抗菌剤の抗菌力を正確に評価するためには、日本化学療法学会や CLSI の指針に準拠した薬

剤感受性試験によって測定された IC50 や MIC 値を用いる必要がある。しかし、本試験法はスクリーニ

ング試験であることから、IC50 や MIC 値を測定することが目的ではなく、迅速に抗菌活性の有無を確

認することと、相対的な抗菌力の比較を目的としている。従って、本研究では、図 1の用量‐反応曲線

から算出された IC50 と MIC の値から抗菌力を比較し、既報の簡易試験法から得られた値と比較しても

差し支えないと判断した。表 2 に算出した 5 種の抗菌剤の IC50 と MIC の値を示した。IC50 の値から 5

種の抗菌剤の抗菌力を比較したところ、表 2に示したように抗菌力の順位は、CFX > OX > CPC > CP 
> BZC であった。最も強い抗菌力が観測された CFX は、ニューキノロン系の抗菌剤であり、幅広い抗

菌スペクトルと強い抗菌力を有することが知られている［14］。検出試薬に WST-8 を用いた Tukatani ら
の試験においても［11］、大腸菌に対して CFX の抗菌活性が最も強かったことが報告されている。

　表 3 は本試験で測定された抗菌剤の MIC 値を他研究と比較したものである。これより、CP の MIC
値はほぼ同じであった。BZC と CPC の MIC については、他研究の結果よりも 4~10 倍程度抗菌力が

強く検出された。BZC や CPC のような陽イオン界面活性剤は、エタノール等のアルコールと混合する

ことで、抗菌活性に相乗的な効果が得られることが知られている［15］。本研究では、標準試薬の溶解に

エタノールを使用したことが、BZC と CPC において他研究結果よりも強い抗菌活性が観測された要因

の一つと考えられた。

　試験に要する時間を他研究と比較すると、表 3に示したように本研究では培養時間に 4時間、発色試

薬との反応に 1時間と共に短時間であった。つまり、本試験法は数時間の実験操作によって、他研究結

果と同程度に、抗菌活性を評価することが可能であり、スクリーニング試験法として十分使用できると

言える。

表 2. 本実験から得られた各種抗菌剤の IC50 と MIC 値

図 3. スクリーニング試験から得られた抗菌剤の用量‐反応曲線
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3-3．スクリーニング試験による茶葉抽出液とダイダイ精油の抗菌活性評価 

スクリーニング試験により得られたダイダイ精油、茶葉抽出液の用量‐反応曲線を
図 4 に示した。植物抽出液中に含まれる抗菌活性を有する物質の濃度は不明であるこ
とから、今回は横軸を濃度ではなく希釈倍率として表した。これより、ダイダイ精油
と茶葉抽出液から希釈倍率が低くなるに従い阻害率が増加することが確認された。つ
まり、ダイダイ精油と茶葉抽出液中に大腸菌の増殖に対する阻害活性を有する物質が
含まれていることが示唆された。茶葉抽出液
とダイダイ精油中には、今回の試験では、茶
葉抽出液とダイダイ精油中に存在すると推察
される抗菌活性物質の濃度は不明であること
から、茶葉抽出液とダイダイ精油の抗菌力を
数値として表し比較することはできない。し
かし、本試験法を用いることで、植物から得
られた抽出液の抗菌活性の有無を迅速に評価
できることが確認されたことから、本試験法
は、植物抽出液の抗菌活性スクリーニング試
験として十分使用可能と言える。  

 

 

表 2. 本実験から得られた各種抗菌剤の IC
50
と MIC 値  

No. Compounds IC50 [µM] MIC
 

[µM] Concentration range [µM] 

1 CFX 0.1 0.5 0.004 - 0.5 

2 OX 0.8 1.2 0.4 - 5.0 

3 CPC 3.0 5 40 - 5000 

4 CP 8.6 16 625 - 62500 

5 BZC 11 16 4000 - 500000 

表 3. 本実験と他試験で得られた MIC 値の比較  

 
Microbial 

MIC [µg/mL] 
Incubation Reaction Detection 

Authors E. coli BZC CPC CP CPX times [h] times [h] regents 

This study NBRC3972 5.7 1.8 5.7 0.16 4 1 MTT 

Tukatani et al
 [11]

 NBRC3972 - - 8 0.062 6 2 WST-8 

Miyano et al 
[9]

 IFO3972 15.8 15.8 - - 24 0 Not use 

Hosono et al 
[10]

 NBRC3972 25 - 6.3 - 24 0 Not use 

図 4. スクリーニング試験から得られた茶葉
抽出液とダイダイ精油の用量‐反応曲線 
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表 3. 本実験と他試験で得られた MIC 値の比較
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推察される抗菌活性物質の濃度は不明であることから、茶

葉抽出液とダイダイ精油の抗菌力を数値として表し比較す

ることはできない。しかし、本試験法を用いることで、植

物から得られた抽出液の抗菌活性の有無を迅速に評価でき

ることが確認されたことから、本試験法は、植物抽出液の

抗菌活性スクリーニング試験として十分使用可能と言え

る。

４．まとめ

　本研究によって開発したスクリーニング試験法を用いることで、合成抗菌剤だけでなく、食品由来廃

棄物である茶葉粉末から抽出した茶葉抽出液と、搾汁残さであるダイダイ果皮から抽出したダイダイ精

油の抗菌活性を評価することが十分可能であることが確認された。この試験法は、良好な定量性が確認

されただけではなく、平板培地法や検出試薬を用いない MP 法と比較して培養時間を短縮でき、生菌

の検出感度も高かった。また、安価なテトラゾリウム塩を使用することで、研究コストを低く抑えるこ

とが可能であることから、多検体のスクリーニングにも適応可能である。つまり、本研究で開発したス

クリーニング試験法を用いて、様々な食品由来廃棄物から得られた抽出液の抗菌活性を測定することで、

新規な天然の抗菌性成分を見出すことが可能である。従って、本試験法は食品由来廃棄物に、抗菌活性

の付加価値を与えて再生利用するためのスクリーニング試験法としての利用が期待できる。

図 4. スクリーニング試験から得られた茶

葉抽出液とダイダイ精油の用量‐反応曲
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