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チーズ大作戦 「なお ， こ の 乳酸菌は 自動的に 消滅する」

　一乳製品 製造 に お け る酵素利用 の最前線
一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 明治乳業  中央研究所　佐藤英一

　チ
ーズ は 世界中で 食さ れて い る 代表的 な 発酵乳製品 で あ り，そ の 数は 1000 種類 を 越す とい わ れ る ．チ

ーズ の 製

造に は細菌，カ ビ
， 酵母 な ど多 くの 微生物が 関与す る が，特 に ス タ

ー
タ
ーと して添加す る乳酸菌 の 働きが 主要 で

あ る．とい うの は ，乳酸 生 成 に よ り凝 乳酵素 の 作用 を促進 した り，汚染菌 の 増殖を抑制する こ とに 加え，乳酸菌

が 乳 成 分を 代謝す る 過程 で 生 じるペ プ チ ドや 遊離 ア ミ ノ 酸がチ ーズ 特有 の 風味を形成 して い る か ら で あ る．原料

とな る 牛乳 中 に は 乳酸菌 が 生育する うえ で 必要とする遊離 ア ミ ノ 酸が少な い た め ，乳酸菌 は 自らの プ 卩 テ ィ ナ ー

ゼ ，ベ ブ チ ダーゼ で 乳中の カ ゼ イ ソ を 低分子量 の ペ プチ ドや ア ミ ノ 酸に ま で分解し，代謝 に 利用す る．した が っ

て ，こ れ らの プ ロ テ イ ナ
ーゼ やペ プ チ ダーゼ は ，乳酸菌 が 牛乳中で 生 育す る た め に 必 要 で あ る だ け で な く，同 時

に チ
ーズ 製造 に お い て も重要な役割を果 た して い る の で あ る．も 5少 し詳 し く乳酸菌の タ ン パ ク質分解 シ ス テ ム

を 説明 し よ う．チ
ーズ 乳酸菌の Lactec・acus 　lactisで は プ ロ テ イ ナ ーゼ が プ ラ ス ミ ド支配 で あ る こ とか ら，これ ま で

多 くの 研究が な された ．こ の プ Pt テ イ ナ
ーゼ の 活性発現 に は 成熟型 へ の 変換が 必要 で ，そ の た め に は 細胞膜 の 外

側に 存在す る マ チ ＝ラ
ーゼ と呼ばれ る リポ タ ソ パ ク 質 の 作用 が 必 須 で あ る．マ チ ュラ

ーゼ を 欠 い た 乳酸菌 で は，

た とえ プ ロ テ イ ナ
ーゼ が合成 され て も牛乳中で 生育す る こ とは で きな い ．こ の 酵素 の もう 1 つ の 特徴は ，カ ル シ

ウ ム 存在下 で は 細胞壁 に 局在 し，非存在 下 で は 自己 消化に よ り遊離す る性 質を もつ こ とで あ る が，牛乳中は カル

シ ウ ム が豊富なた め 細胞eetc安定 に 存在す る こ とが で きる．ま た ，プ ロ テ イ ナ
ーゼ が細胞壁 に 存在す るとい うこ

とは，乳酸菌 が 牛乳中の カ ゼ イ ン を 効率 よ く分解す るの に 好都合 で ある．細胞壁 に 局在す る プ 卩 テ イ ナ
ー

ゼ の 作

用で カ ゼ イ ン か ら生 じた ペ プ チ ドは ，ペ プ チ ド輸送 シ ス テ ム を介 して 細胞内に 取 り込 まれ る．細胞内に は い くつ

か の べ プ チ ダ ーゼ が 存在 し て お り，取り込 ん だ ペ プチ ドを さ らに 分子 量 の 小さい ペ プチ ド， ア ミ ノ酸 へ と分解す

る．現在 まで に タ イ プの 異な る種 々 の ベ ブ チ ダー
ゼ が 単離精製 され て お り，さ ら に 乳酸菌内で の 各 ペ ブ チ ダ ーゼ

の 役割 や 他 の ベ ブチ ダーピ との 関係 も明 らか に され て きた ．t｝実際 の チ
ーズ の 熟成 に は 通常 3 〜6 ヵ 月要す る と

され ，そ の 間 に こ の よ うな 乳酸菌 の タ ン パ ク質分解シ ス テ ム が働 い て ，時間をか けて 風味成分が 形成 されて い く

の で あ る．一
方 で ，熟成期間 の 短縮は コ ス トの 軽減 に もつ な が る重要な課題で あ り，

こ れ まで 多くの 試 み が な さ

れ て い る．

　そ こ で，お も しろ い
一

例を紹介 し よ う．そ の た め に は ，もう 1 つ の 話題を取 り上げなければ な ら な い の で ，こ

こ か らは 乳酸菌 の 自己溶菌 シ ス テ ム 2）に つ い て述べ る こ とに す る ，細菌 に フ ァ
ージ が 感染す る と，フ

ァ
ージ の 溶

菌酵素 teよ り細菌細胞壁 が分解されて しまう．乳酸菌の 場 合 も同様 で ，フ
ァ
ージ が 作 り出す溶菌酵素 ラ イ シ ソ に

よ っ て 溶菌す る．し た が っ て ，乳製品製造 に お い て フ ァ
ージ 汚染は 深刻 な問題で あ り，通常 は 汚染防止 に 注意 が

払 わ れ る．と こ ろが，逆 に こ の 現象を積極的に 利用 し よ う とす る研究が進 め られ て い る ．フ 7
一ジ か ら単離 し た

溶菌酵素遺伝子を チ ーズ 乳酸菌 に 組 込 み ，人 為的 に 溶菌を誘発させ よ うとい うの で あ る．チーズ の 熟成 に 関与す

るペ プ チ ダーゼ は 細胞内に 存在 し て い る の で ，乳酸菌 が 溶菌す れ ば蓄積され て い る ベ ブ チ ダーゼ が 放出 され ，チ ー

ズ の 熟成が 促進 され る とい う寸法で あ る ，た だ し溶菌させ る時期 が 重要で，勝手 に 溶菌 され て は 都合 が 悪 い ．そ

の た め に は ，溶菌 を コ ン ト 卩
一

ル で きな け れ ばな らな い の だ が ， 最近 に な り特殊 な ブ 卩 モ
ー

タ
ー

を利用 して溶菌

させ る方法 が 開発 され た ，特定 の 濃度 の NaCl 存在下 で の み 誘導 され る プ 卩 モ ーター−S）が L、　lastisか ら単離 され

た の で あ る．こ の プ 卩 モ ー
タ
ーを利用 して 溶菌酵素遺伝子を チ ーズ 乳酸菌 で発現 させ れ ば，食塩 の 添加に よ り 自
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在 に 乳酸菌を溶 か して し ま う こ とが で きる わ けで あ る．実際の チ ーズ 製造行程 で は 加塩後に 熟成 さ せ て 製品 に す
る た め ， 実に エ レ ガ ン ト な発想で あ る ．さ らに ，苦味成分 を生 じる不 都合 な ペ プ チ ダー

ゼ 遺伝子を 破壊 して お く
とか ， 酵素活性を増強す る な どの 工夫を し て お けぽ ，優良な製品を早 く安定に 供給す る こ と も可 能 で あ ろ う．乳

酸菌の 能力を十分 に 利用 し 後に な っ て 溶か して しまうとは ，さな が ら ス パ イ 大作戦 （最近 の 人に は ミ
ッ

シ
ョ

ン

イ ン ポ シ ブ ル の 方 が 分か りや す い か も）の 自動消減す る テ
ープの よ うな話だ が，ヨ

ー
ロ

ッ
パ で は こ の よ うな研究

が精力 的 に 進 め られ て い る の で ある．
1）Konings ，　W ．N ．： Antonie　van 　LeeuuJenhooek

，
70

，
187（1996）．

2）Gasson，　M ．J．； Antanie　van 　Leeutvenhooek，70，工47 （1996＞．
3）Sanders，J，W ．： 5th　SlmPe∫ium　on 　Laσtic　Acid　Bacteria，　Abstract（1996）．

植物体生 産プ ロ セ ス に おける溶存酸素濃度の 重要性

東京工 業大学生命理 工学部生物工 学科　邪　新会

　脱分化植物細胞 の 維持 は ，細菌 や 動物細胞 の よ うな簡単 な冷凍保存法 が 確立 され て い な い た め ，現在 の と こ ろ

主 に 好気的t 継代培養に 頼 っ て い る．一
方 ，植物細 胞 の 継 代培養 を 繰 り返 し て い く とそ の 再分化能が 次第 に 失わ

れ て しま うこ とが経験的 に 知られ て い る ．し た が っ て ，植物細胞 か ら の 植物体 の 生産 プ ロ セ ス に お い て 誘導され
た 脱分化細胞 の 再分化能の 維持が 不可欠 で あ る，こ の た め，ク ロ

ーソ 植物体 の 生産 を 目指す 培養操作を確立す る

た め に は 脱分化植物細胞 の 再分化能を保持 で き る簡便な細胞保存方法が 求 め られ て い る．

　
ニ ン ジ ン カ ル ス や イ ネ カ ル ス の 培養に お い て は，溶存酸素 （DO ）濃度が 低 い と細胞増殖速度 は 低 下す る が ，嫌

気代謝 に よ りそ の 生存が 可能で あ り， 脱分化細胞 の 再分化能 を 保持 して い る ．1・2）こ の 事実 は，低酸素あ るい は 無

酸素条件に す る こ とに よ り再分化能 を 保持 で きる 簡便 な脱分化植物細胞の 保存の 可能性を示唆 して い る，

　好気性細胞 と され て い る 脱分化植物 細 胞 の 再 分 化 過程 で は ，DO 濃度 の 影響が 大 きい ．］・s｝ イ ネ カ ル ス の 再分化

を 行 うバ イ オ リア ク タ
ー

に お い て ，再分化個体数の 向上 や そ の 成長促進 に は 高 い DO 濃度が 必要 で あ る．s）ま た，
Jayらエ1は ニ ン ジ ン カ ル ス の 不定胚形成 に お け る DO 濃度 の 影響を調べ た と こ ろ，100％飽和酸素濃度下 で の 不 定

胚数 は ，10％酸素濃度下 で の もの に 比 べ 3 倍以上 とな っ た．脱分化植物細胞 の 再分化過程 に お け る DO 濃度 の

作 用機作 は 明 ら か で な い が ，
ニン ジ ン 細胞 の 不 定 胚 形 成 の 初期 で は 低酸 素分圧下 で の 細胞内alc・hol　de−

hydr・genase（ADH ）活 性 は 高分圧 の もの と 同様 で あ っ た もの の ，後期で は 高くな る とい う現象が認 め られ て い

る．t）

　
一
方，低酸素濃度 や 無酸素状態 で の 幼植物体 の 細胞内の 嫌気的代謝活性 とそ の 無酸素 へ の 耐性 との 関係 に つ い

て 多 く報告され て い る．Bertaniらの 研究を｝に よ る と ， 好気的 に 発芽 した イ ネ 幼 植物体 は 48時間 の 無酸素処理 に

よ り細胞内の ADH 活性 が 増加 し，こ れ に 伴っ て 生産され た エ タ ノ
ー

ル の 大部分が 培 地 中に 放 出され，そ の 幼植

物体あた りの 最大量 が 57．8 μmo1 に も達 した ．こ れは ，
エ タ ノ

ー
ル 発酵 に よ っ て イ ネ幼植物体は 生存の た め の エ

ネ ル ギ ーを獲得した こ とを示唆 して い る．しか し，イ ネ とは 異 な る ト ウモ ロ コ シ 幼植物体 に お い て は ，無酸素下
で 細胞内で 乳酸が蓄積し て細胞 が 死滅す る が ，低酸素条件下 で 前処理す る と無酸素耐性 を誘導で き る．5−7）こ れ
は ，低酸素条件で の 前処 理 に よ り植物細胞内の 乳酸 の 生産量 が 低下 した うえ ， そ の 大部分が培地中に 放出 され た

た あ か ，ま た 多 くの 代謝産物が エ タ ノ ール 発酵 に よ っ て 細胞に と っ て毒性 の 小さい エ タ ノ
ー

ル に な っ た た め で あ
る．また，こ れらの 結果 は ，低酸素条件下 で の 前処理 に よ り植物細胞 内で lactate　dehydr 。genase（LDH ），　pyruvate
decarboxylase（PDC ）や ADH に 関わ る 遺伝子 の 発現量が 増大 した た め と推 定 され て い る ．sl フ｝さ らに ，嫌気代謝遺

伝子 の プ ロ モ ー
タ
ー
領域 に Anaerobic　Response　Element が 存在 し，こ れ が 低酸素処 理 の 効果に 関わ っ て い る可 能

性 も指摘され て い る、η こ れ らの 結果 は，DO 濃度に よ っ て 植物細胞 の 多様な 代謝経路 を制御 し うる こ とを 示 唆

して い る，今後 ， 植物細胞 の 持 っ て い る嫌気代謝遺伝子 とそ の 機能を解明す る こ と に よ り，植物細胞を利用す る

バ イ オ プ ロ セ ス へ の 新 た な応用 が 期待 で きる．
1）　Jay，　V ．　et　al ．：　Ptant　Cetl　RePortsJ　11

，
605（1992）．

2） Xing，　X ．−H ．　et　ai ．： 」．　Ferment．　Bieeng．，82，168（1996）．
3） Okamoto ，　A ．　et　al ．： Plant　Cell　Reports，　15，　731（1996），
4）　Bertani，A ．et　at ．；　丿

tt
　ExPerim．　Botan7、31，325 （1980）．

5）Xia ，J、−H ．　and 　Saglio
，　P．　H ．： Ptant　Phlsiet．，100 ， 40（王992）．

6） Hoffeman ，　N ．　E．　et　al．： Plant　PhJsiot．
，
82

，
658 （1986）．

7）Andrews ，　D ，　L 　et　al．：　Plant　Ph7siot．
，
106

，
1575（1994）．
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