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5． 乳酸球菌の 生産す るバ ク テ リオ シ ン に 関す る研究

園元　謙二 （九州大学 農学部食糧 化学工 学 科）

1． は じ め に

　乳酸菌は 広 く食品 の 分野 に お い て 利 用 の 拡大が み ら

れ て い る が，こ の 理 由に 乳酸菌が 多 くの す ぐれ た 代謝

機能 とそ の 増殖や 発 酵 に 伴 う保蔵的 ， 栄養的お よび 保

健治療的効果を有 して い る か らである，最近 そ の 純粋

培養法が確立 し，や っ と近代の 生化学 的，遺伝子工 学

的手法も活用 され始め た 結果，本研究部会 の よ うな乳

酸菌 の 総合的産業利用 を 目指 した研究など新 しい 流れ

が 生まれ た・現在浮 職 菌 の バ イ オ テ ク ノ ・ ジ ーは急

速 に 進展 しつ つ あ る．

　と こ ろ で ，乳酸菌 に よ る競合微生物の 排除，すなわ

ち食品の 腐敗防止 な どに 有効 で ある こ とは 蓄 積 した 乳

酸 の 効果だ けで は 説明が つ か な か っ た．乳酸菌が 生産

す る きわ め て 特異的な構造をもつ 抗菌性 ベ ブチ ド （バ
ク テ リオ シ ソ ）が深 く関与 して い る こ とが判明 し，そ

の 抗菌九 抗菌 ス ペ ク トル ，物理 化学的性 質が 解 明 さ

れ る に 伴 っ て 新 し い 食品保存料と して 実用化 され るに

Table　 1．

至 っ た．そ して ，近年，乳酸菌 由 来の 生理活性物質 の

多様性や 腸 内菌 の フ ロ ー
ラ コ ン ト ロ ー

ル へ の関与が 非

常に 興味ある課題 として登場 して きた．

　乳酸菌 の バ ク テ リ オ シ ン は
一

般 に 生 産菌 に 近縁 の グ

ラ ム 陽性菌に 対 し て の み 抗菌作用 を示すが ，中に は 食

品 汚染菌な どに 対 し て も働く， 比較的iZliL・抗菌作用 範

囲 をもつ もの もあ り注 目 され て い る．さ らに ，パ ク テ

リ オ シ ン は 人 の 腸 管に ある消化酵素に よ り分解され る

こ とや，乳酸菌が 古 くか ら広 く食品に 利用 され て い て

安全性 が 高い こ とな どか ら，今後，多 くの バ ク テ リ オ

シ ン が食品の 保存性 向上 に 利用 され る もの と考え られ

る ．そ の た め ，生産菌 の ス ク リーニン グだ け で な く物

質 の 単離 ・
精製 ・構造解析お よび 感受性菌へ の 増殖阻

害作用機作，生合成遣伝子 の 解析と生合成 ・分泌 プ ロ

セ ス の 分 子 機 携 な どの 研究 が精力的 に 行 わ れ て い

る．1−＋）こ の よ う な 研究成果に 基 づ い て ，乳酸菌 が 生

産す るバ ク テ リ オ シ ン は 現在 4 つ の ク ラ ス に 分類され
て い る （Table　1）．

Classi丘・a ・i… fb ・・… 三・・i・・ p ・・d・・ed 　by　lac，i、　a。id・b。 ，，，，i。 ，

ClassPropetties Molecular
maSS

Example

1

II

Ila

Ilb

IIC

III

IV

Lantibiotics
，　membrane

−
active 　peptides，　　　　　＜　5　kDa

h・・t・・t・bl・・unu ・・al・mi ・・ a・id・ （1舳 i・ ni 。 ，，
3’m ・出 yIl・n 岫 ・ i… d・hyd ・a ・ed ・e・id… ）i・
the　matu 爬 bacteriocins

N ・ n ・lantibi・ tl・，　m ・mb ・ an ・
一
・・ti・ ・ p ・ptld。、

，
〈 玉OH 〕。

h・at −s・ab1 ・ ・Gly−G1ゾ 」＊叫 1Xaa
　p・・ ce ・si・g ・五・。

三nthe 　precursor
Listeria・act 五ve 　peptides　wirh 　a 　consensus

sequence
　
i紬 ・ N −・emi ・al ・f・Tγ・

・G1
γ
一A ・n −Gly−

Va1−Xaa ・Cys−

P ・・ati。… mpl ・…
，

・w 。　P・… inace… p，p・id，、

fbr　activity

Th五。1−a・ti・ ・ted　p・ptid・ ・，・ed … d ・y・t・i。，

・esidu ・ ・ 飴 ・ aC 面 亡y

Non ・lantibiotic，　heat−labile　proteins　　　　　　　＞ 30kDa

Complex
　bactcriocins，　protein　plus　one 　or 　more

ch ・mi ・al皿 ・ieti・・（1ip圭d，・a・b・hyd ・a ・・）fo，

aCtivity

Nisin 　A
，　nisin 　Z

口
lacticin　481，

carnocln 　UI49 ，lactesin　S

Pediocin　PA −1
， sakac 三n 　A

レ

・akacin 　P，1・uc ・・in　A ，　curvacin
ALactococcin

　G
，
　laetococcin　M ，

lactacin　F

I−actOCOCC 三n 　B

Hclveticin　J，　helveticin　v −1829 ，
acidophilucin 　A ，　lacticin　A ，
工aCticin 　B

Plantaric正n　S，　leuconocil　S，
1ac【ocin 　27，　pediocin 　SJ齟1
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HtN COOH

　 　 　 　 　 　C｝L　 　　　 　　　　 　　　　 　　　 　　　　 CHCH3
　 　 　 　 　 　 11　　　　　　 　　　　　　　　 　　　　　　　　 　　　　　　 謄

DHA ： NH ，
−C −COOH （dehydroalanine）　　】）HB3　NH2− C −COOH （dehydrobutyrine）

　 　 　 　 　 CH2CH3
　 　 　 　 　 　 l
ABA3 　NH2 −CH −COOH （2−aminobutyric 　acid）

　 　 　 　 　 　 　 CHk　 　 　 S
　 　 　 　 　 　 　 　 I
A且a卩S・A   ：NH2 −CH −COOH

　　　　　　 CHhCH 　　　 S
　 　 　 　 　 　 　 　 I
ABA ・S騨A 置a ：NH2 −CH −COOH

　 　 CH2
　 　 　 1NH2

−C正｛−COOH （laiithionine）

　 　 　 CH2

NH 、
一己H ．COOH （3．m 。・hyl1。nthi 。。ine）

Fig．1．　Proposed　structure 　of　the　peptide　antibietic 　puri 丘ed 　f辷om 　La‘tococ‘us　la‘tis　IO −1．
　　 residue 　at　position　27　is　a　Hls　residue 　in　nisin 　A ．

The 　amino 　 acid

　乳酸球菌 Lactococcus　lactis　subsp ．　tactis　h：生産す る パ ク

テ リオ シ ソ ，ナ イ シ ン A は ，StSePtOCOCCttS，　Bacillus，
　Clos−

tridium ，赫 18磁 ，　SlaPh］ieCOCCUS　tsどの グ ラ ム 陽性菌 に 対

して広 い 抗菌 ス ペ ク トル をもち，酸や熱 に 安定である．

実用化 されて い る唯一
の パ ク テ リオ シ ン で あ り，欧 米

など40 ヵ 国 以上 で，チ ーズ
， 缶詰 ， 牛乳，マ ヨ ネ

ー
ズ

などの 天然保存料 として使用 が許可 され て い る ．わ が

国 で は 「食品，添加物等 の 規格基準」 に よ り食品 へ の

使 用 は 認 あ ら れ て い な い ．ナ イ シ ン A は ，分子量

3
，
354の 低分子ベ ブ チ ドで ， そ の 構造遺伝子 の翻訳 に

よ り生 じた ブ レ ペ ブ チ ドが さ ま ざ ま な修飾を受け，不

飽和 ア ミ ノ 酸 や チ オ エ
ー

テ ル 環 を 有 す る ラ ン チ オ ニ ン

な ど の 異常 ア ミ ノ 酸を含む活性型 ペ プ チ ド （ラ ン チ ビ

オ テ ィ ッ ク） に 変化す る．ラ ソ チ ビオ テ ィ ッ ク の 研究

は ，EC 委員会 の BRIDGE （Biotechn。1。gy　ResearCh　for

Innovation，　Development 　and 　Growth 　in　Europe）pro
−

gram が 1990年 か ら始 ま り ，　Bi。techn 。logy　oflactic 　acid

bacte  a が プ ロ ジ ェク トの
一

つ に 取 り上 げられ た 結

果，め ざ ま し い 進展 が 見 られ た ．5）しか し，目 本 で は

欧米ほ ど研究 は 盛 ん で は な く，ナ イ シ ソ 生産菌を 単離

した とい う報告例 もこれ まで なか っ た 、

　こ こ で は ，当研究室 で 分離 した新菌Lactec・ccus 　iactis

IO −1　UCM 　7638）
6）が 生産 す る新 しい 抗菌ペ プ チ ドに

つ い て ， 精製 ， 構造決定，生産性 の改良な ど ， 筆者ら

の
一
連の 研究を 簡単 に 紹介す る．

2． ペ プ チ ドの 精製 と構造解析
7）

　本菌の 培養液上 清か ら酸処 理 ， 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム に

よ る 塩析，尿紫 を外液と した透析 ， イ オ ン 交換 ク ロ マ

ト グ ラ フ
ィ
ー、高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
（HPLC ）

を行 っ て ，本 ペ プ チ ドを比活性 122倍 ，活 性 回 収率

24％ で 精製 した．ア ミ ノ 酸配列 お よ び 組成分析 に よ り ，

本 ペ プ チ ドは異常ア ミ ノ 酸を含 み ， ナ イ シ ン A とき

わ め て 類似 し て い た が，HPLC 分析で は 異 な る 物質

で あ る こ とが 分 か っ た ．そ こ で ，さ ら に 質 量 分 析

（FAB −MS ）や NMR 分析を行 っ た とこ ろ，本 ペ プ チ ド

の 活性 型 の 構造は ， 不 飽和 ア ミ ノ 酸や ラ ン チ オ ＝ ン な

どを含 み，ナ イ シ ン A の Hls27 が Asn27 に 置換 した，

分子量3β38の ナ イ シ ン 誘導体 ， ナ イ シ ソ Z で あ る こ

とが 明らか に な っ た （Fig．1），

3 ． ペ プ チ ドの 特性
B）

　感受性菌 に 対す る生育阻害作用，抗菌ス ペ ク トル
，

pH や 熱安定性 お よ び タ ン パ ク 質加 水 分解酵素の 作用

性 な ど，ナ イ シ ン A と ほ ぼ 同 様 な 性 質を 示 した ．ナ

イ シ ン Z は ， ナ イ シ ン A に 比べ て 中性 pH で の 溶解

度 が 高 い こ とか ら，す ぐれ た 食品保存料 と して 期待さ

れ る．

4． ペ プ チ ド発酵生産 の 最適化9）

　ペ プチ ドは ，乳酸 と 同様 に 菌体 の 増殖 と共 に 生産さ

れ る が，そ の 最適生産条件 は ， 菌体増殖や乳酸生産 の

条件 と異な っ て い た ．特 に ，カ ル シ ウ ム イ オ ソ の 添加
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’
・・ ・… U・d 琵m ・ ・ … i・ n ・f ・i・正・ Zb 吻 ・’・・鰤 la・耐 O −1．・・ F ，  ，m 。、i。。 、

　w ，， ＿ d。、，，d 幡
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は，ペ プ チ ドの 生産性 の み を 高 め る こ とを 見 い だ した ．
こ れ ら の 結果 よ り，ペ プ チ ドの 最大活性値が約 3 倍増

加 し た （Fig．2）．

5．連続生産 バ イ オ リア ク ターの 開発 ID｝

　 12種類 の 固定化用担体を用い て ，菌体を吸着あ るい

は包括固定化 し，ペ プチ ドの 生産性 に つ い て 検討 した．

菌体 の 新しい 吸着担体 と して ，光架橋性樹脂 ビーズ は，
回分操作 で の 繰 り返 し生産に お い て ，高い生産速度と

す ぐれ た操作安定性を与え た ．さ らに ，こ の 固定化菌

体を用 い た バ イ オ リア ク タ ーに よ る 連続生産 で は ， 回

分培養で の 最大 生 産 速度を上回 る と共 に ，少 な く と も

180時間連続運転が可能で あ っ た．

6．　 お わ り に

　以上 ，乳酸菌の バ ク テ リ オ シ ン に 関 して の 概略や筆

者 らの 研究を述 べ て きた が ，こ の よ うな研究 は ，今 日，
食品業 界 に お い て 食品保存料 の 開発 を す る 際に 重要 で

ありな が ら難 しい と され て きた 「抗菌性 」 「味」「耐熱

性」 な ど とい っ た 問 題 を解決 して い く うえ で 基礎 とな

る 重要 な示 唆 を 与えて くれ る．また，他 の 殺 菌方法 や

保存料 を軽減し，食品素材の 栄養価や テ ク ス チ ャ
ー

を

変えない ．こ の よ うに ，よ りす ぐれた 抗菌物質 の検索
は ，よ りす ぐれ た 食品の デザ イ ン や食品に 新 た な機能
性を賦与す る こ と を可 能に す る ．さ らに ，乳酸菌 の 斬
新 な 培養工 学的技術は 他の 食品製造 プ P セ ス に も適用

で きる．した が っ て ， 熱や酸に安定なペ プチ ド性抗菌

物質の 検索や生産技術は ， 乳酸菌 の もつ 顕在的お よび

潜在的可 能性を最大限に 引出 し，生鮮 ・
高品質か つ 安

全な 「新 し い 食品」 の 製造技術 の 大きな エ ポ ッ ク とな

る で あ ろ う．

　また ， 食品保存料以外 の 視点か ら，以下 の よ うな研
究課題 が あ る．

  人 の 腸内 フ ロ ー
ラ やさま ざまな 伝統的発酵食品の

　 ミ ク ロ フ ロ
ー

ラの コ ン ト ロ
ー

ル 機構へ の 乳酸菌 や パ

　 ク テ リオ シ ン の 寄与

  バ ク テ リオ シ ソ の 抗菌性 に お け る構造と活性 の 相

　関 ， その 成果 を利用 した ハイ ブ リ ッ ド体 や キ メ ラ体

　あ る い は ま っ た く新 しい タ イ プ の バ ク テ リオ シ ソ の

　de　neve デ ザ イ ン や 創製
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6． ビ フ ィ ズ ス 菌 とプ ロ ピ オ ン 酸菌の 混合培養

谷 囗 　正之 （新潟大学工学部）

　 ビ フ
ィ ズ ス 菌とそ の 発酵物は ， 腸内菌叢 の 改善，腐

敗産物 の 生成抑制，便性改善な どの 体調節機能 （整腸

作用）ば か りで な くコ レ ス テ Pt 一ル 低 下 作用，免疫賦

活作用 （発癌抑制作用）な どの 各 種生理 効果 を 有す る ．

した が っ て ，
ビ フ

ィ
ズ ス 菌は 特定保健用食品 い わゆ る

機能性食品中 の 有効 成 分 と して ，ま た 生菌製剤 と し て

も非常に 有用 な乳酸菌で ある．著者 らは ， これ まで に

膜 ろ過型バ イ オ リア ク タ ーを 用 い た ス タータ ー微生物

と して の 乳酸菌や ビ フ
ィ

ズ ス 菌 の 生産 お よび 乳酸菌に

よる 抗生 物質，芳香成分，酵素などの 有用 物質の 生産

に つ い て すで に 報告して きた ，1−4）

　本稿 で は，有用物質の 生産に 混合培養を積極的に 利

用す る こ とを 目的 と して ，ビ フ ィ ズ ス 菌 とプ ロ ピ オ ン

酸菌 の 混合培養 に つ い て 検討 した結果を紹介 す る。す

なわ ち ， 各種食品 の 保存性を向上す るた め に必 要な 天

然 の 安全 な 抗菌剤と し て ，ビ フ ィ ズ ス 菌 と プ P ビ オ ン

酸菌 の 混合培養物 の 生産 に つ い て 検討 した ．こ の 混合

培養 に お い て は ，これ らの 2種類 の微生物を用 い た 逐

次 転換法 に よ っ て 高 い 抗菌活性を有す る天然抗菌剤の

効率的な 生産を試み た ．5 向 また ，ビフ ィ ズ ス 菌 に 対す

る プ ロ ビ オ ソ 酸菌培養物の 増殖促進作用を解析 ・利用

す る た め に ，膜型 混 合バ イ オ リア ク タ
ー
を新規 に 開発

しte　．　7・S》こ の 装置を用 い て 別 々 の 培養槽で ビ フ ィ ズ ス

菌 と プ ロ ピ オ ソ 酸菌 を培養 し，ビ フ ィ ズ ス 菌と プ ロ ピ

ナ ン 酸菌 の 菌体生産 に つ い て 検討 した，S−11｝

L 　混合培養に よ る 抗菌物質 の生産

1．1　有機酸の抗菌活性　　標準液 と して 用 い た 乳

酸，酢酸 お よび プ ロ ピ オ ン 酸 の 抗菌活性 に つ い て検討

し た ，標準液 の 抗菌活 性 は ，Microce‘cus　luteus，　Pseudo一

伽 剛 sp ．お よ び Stapiplececcus　aureus を検定菌と した ペ ー

パ ーデ ィ ス ク寒天平板拡散法 に よ っ て ，24時間後の 生

育阻止円径か ら求め た．抗菌活性は 酢酸相当活性 と し

て 衰 した　．5・6）被験 液 の 抗 菌 活 性 は pH に よ っ て 大 き く

影響を受けた が，非解離型 の 有機酸濃度の 対数と生 育

阻止円径 の 間 に は 直線関係 が 成立 した ，また，市販 の

各有機酸の 抗菌活性の 問 に は ，検定菌に よ らず酢酸＝

プ ロ ピ オ ン 酸〉 乳酸の 関係が あ っ た．s・s）

1．2 混合培養 に よ る逐次転換　　ビ フ
ィ

ズ ス 菌 と

プ ロ ピ オ ン 酸菌 の 混合培養 に よ っ て，有効利用 され て

い ない ラ ク ト
ー

ス を炭素源 と して 抗菌活性 の 高い 有機

酸混合物を生産す る 方法を考案 した．まず第
一

段 階 は

ビ フ ィ ズ ス 菌に よ っ て ラ ク ト
ー

ス を乳酸 と酢酸 に 変換

す る．次 に ，第二 段 階 は い っ た ん 生 成 した 乳酸を共存

す る プ ロ ピ オ ン 酸菌に よ っ て 抗菌活性 の 高い プ ロ ピ オ

ン 酸 と酢酸 に 変換す る．結果 と して ，ビ フ ィ ズ ス 菌 の

単 独 培養に よっ で得 られ る 培養液 よ りも，抗菌活性 の

高 い プ ロ ピ オ ン 酸 と酢酸を 含 む 培養液が 生産 で きる と

考 え られ る．混 合培養に お い て は ， 第
一

段階 と第 二 段

階 の 変換反応 が 同 時に 進行 す る こ とに な り，プ ロ ピ オ

ソ 酸菌が 十分 に 生育で きれ ば 乳酸は あ ま り蓄 積 しな い

と考えられ る ．

1．3　混合培養 によ る 有機酸混合物の 生産　　上記

の 概念に 基づ い て ，2 種類 の 食品微生物を用 い た 逐次

転換法に よ っ て 抗菌性培養物を生産 した．Fig．1 は ，

ラ ク トース を 炭 素源 と し た TPY 培 地 を 用 い て
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