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　　　　 Lactic　acid 　bacteria　have　been　 traditionally 　 used 　for　the 　fヒrmentation 　of 　fbods　and 　beverages

　　 because　of 　 their 　contributign 　to 且avo 田 nd 　aroma 　development　and 　to　spoilage 　retardation ．　 The
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　　 in　the　human 　alimentary　cana1 　and 　lactic　acid 　bacteria　have　been　used 　in　foods　since 　ancicnt 　times ，

　　 bacteriocins　are 　used 　as　natural 　fbod　prcservatives ．　 As　such ，　they 　have　been　the　subject 　of　a　con
−

　　 siderable
　
amount

　of 　researd1 ．　 We 　outline 　here　recent 　studies 　on 　bacteriocins，　mainly 　nisinproduced

　　 by　Lactococcus　laσtis　subsp ・lactis・

　　　　［K ・yw ・・d・・ b ・ ・t・ri・・i・
，
　ni ・i・ ，1・・ti・ add 　b・ ・t・・i・・L ・・tac・ccu… fo・d　p・e・e・vativcs 】

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　菌 の よ うな活発な 研究が 展開 されず ， 乳酸菌の 種類 と

　 　 　 　 　 　 　 は 　 じ　 め 　 に

　乳酸菌 （1actic　aciCl 　bacteria）｝よ，糖 を 発酵し，多量 の

乳酸を 生 産 す る細 菌の 総称 で あ り，古来 か ら人間の 生

活に 深 く関係 して きた ．た とえば ， 乳酸 （菌）飲料，

チ
ーズ ，醤油，味噌，酒など伝統的発酵食品の 製造 に

利用 され ，食 品 の 保存性 を高め て きた．また ，種 々 の

潰 け物や発酵調味料な どに ， 乳酸発酵 に よ る 良好 な テ

ク ス チ ャ
ー

や フ レ
ーバ ーを与えて きた．こ の よ うに ，

私 た ち人類 は 乳酸菌を そ れ と知 らず，巧 み に 利用 して

きた の で あ る．しか しな が ら，乳酸菌 が 複雑 な 栄養要

求性をもつ な ど の 理 由か ら，好気性菌 や 他 の 微好気性

＊

連絡先 ，
Corresponding　author ．

役割 が 明 らか に され て きた の は ，こ こ 100年 の こ とで

あ る．

　乳酸菌の 食品保存効果 は乳酸発酵に お け る pH の 低

下 が 第
一

要因で あ る が，そ れ以外 に ，乳酸菌が生産す

る さ ま ざ まな増殖阻害物質が食品汚染菌 の 生育 を抑制

あ る い は 阻害 して い る こ と が近年明 らか と な っ て き

た ．こ れら増殖阻害物質 に は ，乳酸な どの 有機酸，過

酸化 水 素，ジ ア セ チ ル お よ び 低分子の タ ソ パ ク 質性 の

物質 （パ クテ リオ シ ソ ）な どが あ り，
こ れ らの 物質が

発酵食品中の 安定 した ミ ク ロ フ ロ
ー

ラ （菌叢）の 形成

に 関与 して い る も の と考 え られ る ．特 に ，パ ク テ リオ

シ
’y ・1−＋）は

．一
般的 に 生産菌 に 近縁の グ ラ ム 陽性菌 に 対

し て抗菌作用を示す耐熱性 の 物質で あるが ， 中 に は食
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中毒 の 原因 に も な る食品汚染菌の リス テ リア 菌 （Liste−

ria 　monec
）togenes），ボ ツ リ ヌ ス 菌 （α 観 融 耀 伽 認 π膨規 ），

黄色 ブ ド ウ 球菌（StaPhコtococcus　aureus ）な どを は じめ と

す る グ ラ ム 陽性 菌全般に 広 く抗菌作用を示す もの もあ

る．こ の よ うな バ ク テ リオ シ ン は ヒ トの 腸管 に あ る消

化酵素に よ り分解され る だ け で な く，乳酸菌が昔か ら

広 く食品 に 利用 され て安全 性 が高い こ とか ら，天然の

食品保存料 と して 期 待 され て い る ．し た が っ て ，さ ま

ざま なバ ク テ リ オ シ ン に つ い て ， 生産菌 の ス ク リ
ー

＝

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 遺伝子の 解析 と

生合成 ・分泌 プ ロ セ ス の 分子機構な ど幅広 い 研究 が精

力的 に 行われ る よ うに な っ て きた ．

　本論 で は，乳酸菌 の パ ク テ リ オ シ ン に つ い て 概説 し

た 後 ，Lactococcus　lactis　subsp ．　la‘tisが 生産す る ナ イ シ ン

を 中心 に 最近 の 研究 の 進展 を 紹介す る．

1． バ ク テ リオ シ ン の 分 類

　乳酸菌が 生産す る バ ク テ リオ シ ソ は その 構造 や 性質

の 違 い に よ り 以 下 の よ うに 4 種類 に 大 別 さ れ て い

る．3｝

（1） ラ ン チ ピ オ テ ィ ヅ ク （lantibiotic）；不飽和 ア ミ ノ

酸，ラ ソ チ オ ニ ソ ，3一メ チ ル ラ ン チ オ ＝ソ な どの 異常

ア ミ ノ 酸 を 含 む耐 熱性 低 分子ペ プ チ ド（く5kDa ）．

　 nisin
，

5）1acticin　481，fi）lactocin　SJ） carnocin 　UI49s）な

どが あ る，

（1 ） ラ ソ チ オ ニ ソ を 含 ま な い 耐 熱性 の 低 分 子 ペ プ チ

ド （〈 10kDa ）； こ の パ ク テ リ オ シ ソ プ レ カ ー
サ

ー
は

Gly−2・Gly− i−Xaa ＋ 1
の プ 卩 セ ッ シ ソ グ 部位 を もつ ．こ

の ク ラ ス は さ ら に 3 つ の サ ブ グル ープに 分け る こ とが

で きる．

（la ） N 末端側に コ ン セ ソ サ ス 配列 （
−Tyr ・Gly−Asn −

Gly・val−Xaa −Cys うを有す る 抗 リ ス テ リ ア 活性 ペ プ チ

ド．

　pediocin　PA −1
，

9＞ sakacin 　A，to｝ sakaci 皿 P，11）leucocin

A ，12 ｝curvacin 　Aii）な どがある，

（∬ b）　 2 分子 の ペ プ チ ド複合体を形成 して 抗菌活性

を示す．

　lactococcin　G ，t3）　lactoeoccin　M ，エ4）　lactacin　Fis）な どが

あ る．

（Ic ） 抗菌活性 に 還元型 の シ ス テ イ ン 残基が必 要 ，

　lactococcin　B亅5｝

（皿 ）熱感受性 の 高分子 タ ン パ ク 質 （＞ 30　Ma ）

　helveticinJ
，

17）　helveticin　V −1829 ，エ8）　acidophilucin 　A
，

t9）

lacticin　A ，！o）lacticin　B20｝な どが あ る．

（】V）タ ソ パ ク 質分子以外 （糖質や脂質）と複合体を

形成 して抗菌活性を示す．

　plantaricin　S，21）ieucenocin　S，22，　lactocin　27，23）pedio【

cin 　SJ−IMI などが あ る．

　乳酸菌の 多 くは ， 古 くか ら食品と して 利用 されて き

た もの や，動物の 腸管か ら分離された もの な どで あ り，

腸内に お け る乳酸菌の 整腸作用 に も，乳酸菌が生産す

る抗菌物質が寄与して い る と考えられ る．した が っ て，

上 に 挙げた よ うな バ ク テ リオ シ ソ を 食品 の 保存性向上

に 利用 しよ うとす る 研究が 行われ る よ うに な っ た ．パ

ク テ リオ シ ン の 中で もも っ と も産業的に 重要 で 唯
一

実

用化され て い る の は ，ラ ン チ ビ オ テ ィ ッ ク （ク ラ ス 1 ）

に 属す る ナ イ シ ン （nisin ）
s｝で あ る ．ナ イ シ ン は，　 tg69

年 に FAO （Food 　 and 　Agriculture　Organizatien） と

WHO （World 　Health　Organization＞の 食品添加物 に つ

い て の 共同委員会会議で 安全 な食品保存料 と して 認め

られ ，

2s｝現在約 50 ヶ 国で 食品保存料 と して ，プ 卩 セ ス

チーズ，野菜や果物 の 缶詰， ミ ル ク ，マ ヨ ネーズ な ど

に 使 用 され て い る ．26）

2． ナイシ ンの 生合成と構造

　 ナ イ シ ン は 通 常 の タ ソ パ ク 質 と 同様 に ，まず リボ

ソーム で 57個の ア ミ ノ 酸か らな る プ レ カ
ー

サ
ーペ プチ

ド（prenisin）と して 合成され る．そ の プ レ カ
ー

サ
ーペ

プ チ ド中の セ リ ソ とス レ オ ニ ン が 脱水 され て ，それぞ

れ，デ ヒ ド ロ ア ラ ニ ン ，デ ヒ ド ロ ブ チ リ ン とな り，
こ

れ ら不飽和 ア ミ ノ 酸が シ ス テ イ ン と分子内縮合して チ

オ エ ー
テ ル 環 （モ ノ ス ル フ ィ ド結合）を有す る ラ ソ チ

オ ＝ ン と 3一メ チ ル ラ ソ チ オ ニン に それ ぞれ変化する

と考えられ て い る．27，2B）最後 に N 末端側 の リーダーペ

プチ ドが切断 され て ，28 ）34個 の ア ミ ノ 酸か ら構成 され

る 活性 型 ナ イ シ ソ （Fig．1）が 菌体外 に 分泌 さ れ る．こ

の よ うな ナ イ シ ン の 生合成 ， 特 ICプ レ カ
ー

サ
ー

ナ イ シ

ソ 修飾酵素，す な わ ち異常 ア ミ ノ 酸生合成酵Pt30・31 ）　k一

よ び プ ロ セ ッ シ ソ グ 酵素31鋤 に 関す る 遺伝子工 学的研

究 は も っ とも盛 ん に 行わ れ て い る．そ の 結果，Fig．2

に 示す よ うに ナ イ シ ン 生合成遣伝子は オ ペ ロ ン を 形成

し て お り，S3
”35）部位特異的変 異 や データ ベ ース 検 索 な

ど か らそ の 役割 が 次第 に わ か りか け て い る （Table

l）．また 最近 ， 活性型 の ナ イ シ ソ が シ グ ナ ル 伝達分子

と して 機能し，ナ イ シ ソ 構造遺伝子 （niSt ）の 転写 が 調

節 され る こ と が明 らか に さ れ た （Fig．3）．
3fi） し か し な

が ら，完全 に ナ イ シ ン の 生合成機構が証明 され て い る

N 工工
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prenisin　A

丶
　 　 一1

NiSB，　NisC

HsN

NiST，
　NiSP

nisinAA

COOH

COO 髄

tX ）OH

　　　　　　　　　　　　　 9H・ 　 　 　 　 　 　 9HCHs
　 　 　 　 　 　 　 　 　 DHA ： NH ユ

ーC −COOH （dehydfoaLanine）　　 DHBt 　NHi −C −−COOH （dehydrobutyrine｝

　　　　　　　　　　　　　 9HK］H ’

　 　 　 　 　 　 　 　 　 ABA ： NH ユ
囀CH −COOH （2−arninobutyric 　acid）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 CHh 　　　 S　　　 CHI
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 l　 　　　 　　 　　　 　　 　 l
　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ala−S−A ■a ：NH2 −CH −COOH 　　 NH2 −CH −COOH 〔lanthienine｝

　　　　　　　　　　　　　　 CHICH 　　　　S　　　　CHi

　　　　　　　　　 ABA ．S．A 、a、．NH 、一さH−C。。H　 NH 、
一己H −C・・H （3・me ・hy11・ nthi ・・i・ ・）

　Fig．1．　Biosynthesis　of 　nisin 　A ．　 The　white 　arrow 　indicates　processing　of 　dle　leader　peptide　by　the　action 　of

　　　NisP．　 Nisin　Z　diHfers　in　a 　single 　amino 　acid 　residue 　at　position　27（His　in　ni8in 　A　and 　Asn　in　nisin 　Z），

わ け で は な く，生合成酵素 の 立体特異性 もい ま だ不 明　　明 し て い る わ け で は な い ．した が っ て，ナ イ シ ソ の よ

で あ る，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 うに 異常 ア ミ ノ 酸を含む ラ ソ チ ビ オ テ ィ ッ ク の 構造 を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　決定す る際 lcex，構造遺伝 子 配列 か ら推察され る ア ミ

　　　　　S・ ナ イ シ ン の 精製 と構造解析　　　　　　　ノ 酸配列だ け で は不 十分 で あ り，目的物質 の 単離
・精

　前述 し た よ うに ，ナ イ シ ン の 生 合 成 機構 が完全に 解　　製後に 活性型 ペ プ チ ドの 搆造解析を行 うこ とが必須と

N 工工
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1− −
nisA 　 nisB 　　　　 廊 r 　　　 廊 c 　　 nisl 　　　 nisP 　　　 niSR 　　 ttisK 　　 廊 F 　　廊 君　　nis（｝

Fig．2．　 Organiz刎 ion　of 　the　nisin 　A 　operon ．33−35）

な る ．ナ イ シ ソ A は ，1947年 に Mattick と Hirsh37）に

よ りク 卩 ロ ホ ル ム とオ ク タ ノ
ー

ル で 抽出 され，単離 さ

れ た が ，わずか 2 〜4 ％の 回収率 で あ っ た ，その 後 ，

向流分配法を は じめ とす る溶媒抽出法が用い られ て き

た．3a一鋤 こ れ ら の 精製物 に は ナ イ シ ン A 以外 の い くつ

か の 不 純物が 含 まれ て い た が ，Baileyと Hurst42）は ，

陰イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー，pH 勾配 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ーな どを 行 って ，電 気 泳 動 的 に 単一

に 精製 さ

れ た ナ イ シ ソ A を得 て い る、最近 で は，逆相系 の 高

速液体 ク 卩 マ ト グ ラ フ ィ
ー

を用 い る こ とに よ り，高純

度 で 精製 で き る よ うに な っ た ．29・4S）

　 ナ イ シ ソ の よ うな ラ ン チ ビ オ テ ィ ッ ク は，そ の 分子

内に 不飽和 ア ミ ノ 酸や チ オ エ ー
テ ル 環 が 存在す る．こ

れ ら は ，エ ドマ ン 分解 で きな い た め ，自動 ア ミ ノ 酸 シ ー

ケ ソ サ ーを 用 い て ，ラ ン チ ビ オ テ ィ ッ
ク の 全構造を 明

らか にす る こ とが で きな か っ た．しか し ， 近年に な っ

て 精製法 も改良され，さら に 核磁気共鳴 （NMR ）に よ

る 構造解析が 盛 ん に 行 わ れ る よ うに な り，epidermin ， 

galiderm孟n ，
45）Pep5 昏6）な どの 構造 が 明 らか に され た ．

NMR ．に よ る分析は ，現在微量 の サ ン プ ル で 行 うこ と

が で ぎつ つ あ る も の の
，

一一一
般 的 に は

一
次 元 の

IH −

NMR で さえ数 rng の 精製物 を 必 要 と し，二 次 元 分析

に な る と 10mg ほ どを要す．し た が っ て ，ナ イ シ ソ

様 の 抗菌物質の 構造決定 を行う際，効率的 に 精製す る

必要 が あ る．ま た ，そ の 構造解析 も従来 よ り煩雑 で あ

る ．し か し な が ら，最近 Meyer ら
47 ）は ラ ン チ ビ オ テ

ィ ッ
ク を エ タ ン チ オ

ール な どを用 い て 前処理 す る こ と

に よ り，エ ドマ ン 分解が 可能とな る こ とを 見 い だ し た ．

こ れ に よ り，数 nmol の ラ ン チ ビ オ テ ィ ッ ク で エ ドマ

ソ 分解Vこ よ る構造決定が 可能 と な っ た ，

4． ナ イ シ ン の性質

　 ナ イ シ ソ A は 食品保存料 と し て 唯
一

実 用 化 され て

い る パ ク テ リオ シ ン で あ りt　
2J「）多 くの グ ラ ム 陽性菌 に

対 して抗菌作用を示す，そ の 作用機作 は 陽 イ オ ソ 性 の

界面 活性剤的作用 に よ り，細菌の 細胞表面 に 付着 し，

標的で ある細胞膜に 作用 して ， 孔を穿ち ， ATP や カ

リ ウ ム イ オ ン な ど細 胞内物質の 漏出 ， 呼 吸活性 の 阻害

Table　1．　Genes　and 　sequence 　characteristics 　of 　nisin 　A　operon ．

　 　 　 　 Putative　number 　of
Feature
　 　 　 　 　 　 amino 　acids

Description

niSAnisB

nisTnisc

nisl

π誌P

nisR

nisK

nisFnisEnisc

57993

600418

245683

229

447

2252
蛋7214

Structural　gene 　for　nisi1 　A 　precursor ．

117　1Da 　protein　homologous　to　SpaB 　and 　EpiB ，　several 　C 　terrninal 　a 皿 phipa 血 c

　 transmembrane 　helices　and 　associated 　with 　membrane 　fractions．30｝
Ni8B　provides　 an 　essential 　processing／maturation 　function；dehydration 　rea ひ

　 tion，

64kDa 　ATP ・dependent　membrane 　translocator　with 　homology 　to　HlyB ．3 

43．7kDa 　pmtein　with 　homology 　to　SpaC 　and 　EpiC ，　essentia 】 for　biosynthesis

　 of 　subtMn 　a皿d　epidermin ．ヨo）

Lipoprotein　that　confers 　nisin 　immunity ．33）

Subtilisin−like　 serine 　protease　thought 　to　cleave 　the　nisin 　precursor　to　form
　 皿 ature 　 nisin ．s2｝

Transcriptional　regulatory 　proteill　belonging　to　lhe　fa面 ly　of 　two 　component

　 regulat ・ rs．S2−S4）

Regulatory　protein　beLonging　to 　thc 　same 　family 　of 　two 　component 　re
劉 Lators　as

　 NisR ，
NisK 　 shows 　 similarity 　to　the　histidine　kinases　 of　two 　 component 　 regUlatory

　 systems ．33）

NisF　and 　NisE　show 　strong 　homologyω members 　of 　t卜e　family　of 　the　ATP ・

　binding　cassette （ABC ）transporter ．35）

NisF，　NisE　and 　NisG　are 　involved　in　immunity 　to　nisin ．s5｝
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Fig．3．　 Model 　fer　nisin 　biosynthesis　and 　regulation ．se）

お よび細胞膜の 脱分極 を 引き起 こ す．疊S−S3 ）グ ラ ム 陰性

菌 で は ，エ ソ ベ ”
一プ （envelope ）の 外膜が ナ イ シ ン の

細胞膜へ の 進 入 を防 い で お り， 結果 と して ナ イ シ ン 耐

性を示す．しか し，生育阻害が ま っ た くな い わ け で は

な く，Cutter と Siragusa5昏）は E ∫chcrichia 　coli　0157 ：H7

に ナ イ シ ン を添加す る と， ナ イ シ ン を添加しな い 場合

と比 べ て ， 菌体量 や寒天 平板上 の コ 卩 ニ ー数が減少す

る こ とを 示 し て い る．さらに ，ナ イ シ ソ を EDTA の

よ うなキ レ ート剤 とともに グ ラ ム 陰性菌 に 作用 させ る

と ， 外膜の リボ多糖に存在す る マ グネ シ ウ ム イ オ ソ が

キ レ
ー

ト化 され，外膜 の 透過性 が 増す の で ，55）ナ イ シ

ン が 細胞膜に 接触 しやす くな り，ナ イ シ ソ に 対す る感

受性を増す こ とが 知 られ て い る．54−5S｝

　 ナ イ シ ン の 溶解度 は pH に 大 きく依存 し，ナ ィ シ ソ

A に お い て pH　2．5 で 12％，　 pH　5．0 で は 4 ％と比較的

大きい が，中性 お よび ア ル カ リ性で は ほ とん ど不 溶 で

ある．59・60）安定性 も溶解性 と関連 して お り， pH 　2，5 の

と き 115．6° C で の オ
ー

ト ク レ
ープ に よ る 加熱処 理 に

も安定 で あ る が ，pH 　5．5 で は 約CO％ ，　 pH 　6．8 で は 約

90％以上 が失活 し ， pH 　7 以上 で は 室温で も失活す

る．59 ＞こ の よ うに ，ナ イ シ ソ は 酸性領域で の み溶解度

が 高 く，安定 で あ る た め ，そ の 使用 の 用 途 は 今 の と こ

ろ制限され て い る，26）ナ イ シ ソ A の 天然 の 構造類縁体

で あ る ナ イ シ ン Z は ナ イ シ ソ A の His27 が 極性 の 高

い Asn27 に 置換 し て い る た め ， ナ イ シ ソ A よ り も中

性 pH で の 溶解度 が 高 く，61）しか も同等な抗菌ス ベ ク

トル お よ び 抗菌活性を示す こ と か ら，

62）実用化 が 期待

され る．ま た，タ ソ パ ク 質工 学的手 法に よ り，さ ま ざ

まな ナ イ シ ン Z 改変体 が作製さ れ ， 中性 pH で の 溶解

性 お よび 安定性 の 増強が試 み ら れて い る．fi1）そ の 際，

ナ イ シ ソ の N 末端側 の 19個 の ア ミ ノ 酸，nisinKl −19）

が
， 抗菌活性に 必要な最小構造で あるた め ，63）ナ イ シ

ン の G 末端側 の ア ミ ノ 酸を 極性 の 高い もの に 置換す

る 必 要 が あ る ．こ の よ うな 改 変 体 の 安 全 性 が 証 明 され

れ ば，食品保存料 の み な らず，新た な抗生物質と して

医療用，薬用などに 広 く利用 され るに 違 い な い 、た と

え ば，staphyl ・ c ・ cci に 対 して 抗菌活性 が高い こ とか ら，

虫歯予 防に お け る歯磨き粉へ の 利 用，病院内感染の 原

因で ある 多薬剤耐性菌 （メ チ シ リ ソ 耐性黄色 ブ ドウ 球

菌） の 殺菌剤 な どが 考 え られ て い る ．

5． ナ イシ ン 生産性 の 向上

　 こ の よ うに ，ナ イ シ ン は 食品保存料など多方面 へ の

応用 が 期待 され て い る が ， ナ イ シ ソ の 大量生産技術の

確立 も不可欠 で あ る．乳酸菌 の い くつ か の パ ク テ リオ

シ ン に お い て ，培養温度 641G5｝や pH ，6← 67》炭 素源，　fi壬・fiS｝

窒素源，69） リ ソ tafig）の 影響 さ ら に は 金属塩，fi4）ア ミ

ノ 酸，アo）界面活性剤“ ・65）な どの 培地 へ の 添加効果など

が検討 され，そ の 生産性 の 向上 が 認め られて い る，乳

酸菌が 生産す る ナ イ シ ソ を は じめ と し て パ ク テ リオ シ

ソ の 多 くは ，生産菌 の 増殖 とともに 生産 され，一
般的

に 最大菌体 量 の と き に 最大抗菌活 性 を 示 す ．67・68）す な

わ ち ， 生産菌 の 増殖に お け る最適温度が，バ ク テ リオ

シ ソ 生産 に お ける最適温度 と考えられ て きた が ， 必ず

し もそ うで は な く，増殖最適温 度 よ りもや や 低 い 温度

の 方が生 産性 が 高い こ と もあ る．71 ）また ，pH は バ ク

テ リ オ シ ソ 生産 に お い て も っ と も重要 な 因子 で あ

り，

64−67｝最適 な pH は
一一

般的 に 弱酸性 で あ る．ま た，

ナ イ シ ン 生産菌を pH 　6、8 で 培養を行う と，生産され

た ナ イ シ ン の 80％以上 が 菌体表面 に 付着 して い た が ，

pH 　6．0 以下 で は ， 80％以 上 の ナ イ シ ン が培養液上 清

中に 存在す る こ とが見 い だ され て い る，12・7S ）こ れ は ，

中性 pH で は 多 くの パ ク テ リ オ シ ソ が 疎水性 で あ る た

め 生産菌 の 菌体表面に吸着 しやす く， 低 pH で は それ

が遊離す るた め で あ る，7肇）

　 バ ク テ リ オ シ ン 生産 に お け る炭素源や 窒素源の 影響

に つ い て の 報告例 は 少な い ．通常乳酸菌 の 培養に は

MRS 培地などの 完全培地 が 用 い られ る．こ れ は ，乳

酸菌 の 栄養要求性が 複雑 で あ る た め ，合成培地で は 菌

体の 生育が不 良で ある か らで ある．こ の 性質は，バ ク

テ リオ シ ソ の 生産 コ ス トを高くす る．した が っ て ，よ

り安価 な培地 で の 発酵生産が 望 まれ る ．ナ イ シ ソ 生産

菌で は ，ス ク ロ ース 発酵能に 関す る 遺伝子 が ナ イ シ ソ

生合成遣伝子 と同 じ ト ラ ン ス ポ ゾ ン 上 に 位置して い る

た め，75」6）ス ク ロ
ース は 良好 か つ 安価 な 炭素源 とな り

得 る ，また ，La‘‘卿 卿 ∫‘α痂 の 多 くの 株は ，キ シ ロ
ー
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Fig，4．　 1nfluence　of 　the　type 　Qf 　carbon 　source 　on 　nisin

　　Zproduction　by　Lnctococcus　lactis　lO −1．　 Gu 置tivation

　 　 was 　done 　at 　37° C　in　300・ml 　cenical 　flasks　 contai 胙

　　ing 工OO　ml 　 medium 　 with 　5　g〃 CaCO3 　 amd 　 10g 〃

　　carbon 　sour ℃ c，　 Symbols： ● ，glucose； ○ ，xylose ；

　　▲，frUCtOSe；△，　galaCtOSe；　■ ，SUCrOSC ．

ス を 発酵す る こ とが で きな い が，L ．　lactis　IO−1 は，グ

ル コ
ー

ス と 同 様に キ シ ロ
ー

ス か ら著量 の L一乳酸 を 生

産 し，　77・7e）さ らに ，グ ル コ ース や ス ク ロ ース に 比 べ て

生産速度 が 劣 る もの の ナ イ シ ン z を生産す る （Fig．

4）．
アq・）キ シ ロ

ー
ス は 農産廃棄物で あ る ヘ ミセ ル ロ

ー
ス

の 主 成 分 で あ り ，
こ の よ うな 木材資源 を有効利用で き

れ ぽ ， よ り安価に ナ イ シ ソ Z が 生産さ れ る こ と が 期

待され る ．窒素源 と し て は ，酵母 ＝ キ ス の 他に 綿実粕

な ど で ナ イ シ ン が 良好 に 生産され て い る．69）ナ イ シ ン

Z 生産 に お い て，ア ミ ノ 酸の培地 添 加 に よ る影響が報

告 され て お り，アDβ ゜｝ナ イ シ ソ の 生合成は 硫黄源 （シ ス

テ イ ン ，メ チ オ ニ ソ な ど） の 存在に 強 く依存す る こ と

が 明らか に され て い る．80）界面活性剤 で あ る Tween 　80

は ，バ ク テ リ オ シ ン の 生産性を向上 させ る．6郷 ）こ れ

は ，界面活性剤が バ ク テ リオ シ ン の 凝集，す な わ ち 抗

菌活性 の 低下を防 い で い るもの と思われ る．

　 こ の よ うに ，
パ ク テ リオ シ ソ 発酵生産に つ い て さ ま

ざ まな影響が検討され ，そ の 生産性 の 向上 が報告され

て い る，しか しな が ら ，
バ ク テ リオ シ ソ 生産に つ い て

総合的 か つ 詳細に 研 究 した 例 は少な い ．筆者ら は L，

tactis　IO一工に よ る ナ イ シ ソ Z 発酵生産 と，菌体増殖や

乳酸生産 との 関連性 を検討 した 結果，カ ル シ ウ ム イ オ

ン が 菌体 の 増殖と乳酸生産 に ほ とん ど影響 を与えず，

ナ イ シ ン Z 生産性 の み を向上 さ せ る こ とを明 らか に

し，ナ イ シ ソ Z 生 産収率 を 約 3 倍 に ま で 高 め る こ と

に 成功 した ，71）ま た ， ナ イ シ ン は 菌体 の 増殖 とともに

生産され る こ とか ら，乳酸と同様 に
一

次代謝産物 の 特

徴を示す．fi7・6a） しか し なが ら，ナ イ シ ン z 生産 に お け

る 最適条件 は 乳酸生産 に お け る 最適条件 と異な っ て い

た ．こ れは ，ナ イ シ ン の ブ レ カ ーサ ーペ ブチ ド合成や

post・translatienal　modification な どの 生 合成 過程 に お

け る最適条件 が乳酸生 産の 場合 と異な っ て い るこ とを

示唆す る もの で あ っ た．

　さ らに ， 乳酸な ど の 最終生産物の 培養系外へ の 除去，

回収率の 高い バ ク テ リオ シ ン 分離法の 開発 とい っ た 培

養工 学 的研究 も検討 され るべ きで あ り，最近，菌体ろ

過モ ジ ュール を組み 込 ん だ パ イ オ リア ク タ ー
を用 い た

ナ イ シ ソ 連続生産 Sl］　“ 固定化菌体を 用 い た ナ イ シ ソ

生産
82）な どが 報告され て い る．

6． バ ク テ リオ シ ン生産菌の ス ク リーニ ン グ

　食品保存料 と して 使用 され．て い る ナ イ シ ン の 用途 は

今 の と こ ろ 限 られ て い る ．し た が っ て ，ナ イ シ ソ よ り

も好 ま しい 性質を有す る 天然型 バ ク テ リ オ シ ソ の 探索

が行 わ れ て い る．パ ク テ リオ シ ン 生産菌の ス ク リー
ニ

ン グ法 と して は ，直接法 と間 接法が あ る．前者 に は ，

K6kessy と Piguetss｝ の 十 字 法 （cross
−streak 　method ），

Gratias4）の spot −on −the ・lawn　assay や Tagg ら85）の 方法

な どが あ る．こ れ らは ，分離菌の コ 巨 ニ ー
に 感受性 菌

（検定菌）を重層 した りす る 方法 で ある が ，い ずれ も

乳酸菌 が 生産す る さまざまな増殖阻害物質 の 影響を考

慮 し て い な い ．乳酸や 酢酸，プ ロ ピ オ ン 酸 な どの 有機

酸や 過酸化水 素 な どは 増殖阻害物質 で あ る た め ，直接

法で は バ ク テ リオ シ ソ 非 生産菌 で も増殖阻止円を形成

す る こ とが しば しば起 こ る，そ こ で ，乳酸菌を 分離 し

て 培養 した 後 に ，サ ン プ ル の 調 製を 行 う間 接法 が考え

られ た．分離源か ら乳酸菌を分離する こ とは ， 比較的

容易 で あ る．炭酸 カ ル シ ウ ム を 含 ん だ寒天培地 を 用 い

て ，乳酸菌を ス ク リーニ ン グす れ ば，乳酸菌 コ ロ ニ ー

の 周 りの 白濁 （炭酸 カ ル シ ウ ム ）が生産され る乳酸 に

よ り溶解 し て ク リ ア ゾー
ン を形成す る．ク リア ゾー

ン

を形成 し た コ 卩 ニ ーを分離 し，培養を 行 っ た 後，培養

液 の pH を中性 に す る，カ タ ラ
ーゼ 処理 に よ り過酸化

水素を分解す る ， な ど の 処 理 を行 う．こ の よ うに して ，

パ ク テ リ オ シ ン 以外 の 増殖阻害物質の 影響を除い た サ

ン プ ル を 寒 天 培地 の 穿 っ た 穴 （well ）に 添加 す る Tagg

と McGivenas ＞の 改良法 が しば しば用 い られ て い る．8η

こ の 方法は パ ク テ リ オ シ ソ 自体 の 抗菌活性 の 定量 に も

用 い られて い る ．しか し なが ら，こ の 間接法 は 操作が
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煩雑 で あ る た め ，簡便な ス ク リ
ーニ ン グ法 の 開発 が 望

まれ て い る．一
つ の 試み と して ，寒天培地を緩衝化 し

て有機酸 の 影響 を 抑制で きれば，直接法で パ ク テ リオ

シ ソ 生産菌を 分離す る こ とが で きる が ，検定菌 と して

汎用 さ れ て い る Microceccas　tuteusの よ うに 乳酸 に 対す

る感受性 が高 い 場合もあ り，必ず し も万能 と は 言え な

い ．筆者ら は ，TGC （Thioglycollate　medium 　w ／o　dex−

trose，　Difc。）寒天培地 で ，パ ク テ リオ シ ソ 生産菌の 分

離が可 能 で あ る こ とを見 い だ し た （未発表）．こ の 培

地 は グ ル コ ース な どの 糖 を 含 ん で い な い た め ， 乳酸菌

を培養 して も乳酸をほ とん ど生産 しな い ．こ れ に よ り，

バ ク テ リ オ シ ン を 生産す る 乳酸菌を簡便に 検出す る こ

とに 成功 し た ．

お　わ　 り　 に

　ナ イ シ ソ を 中心 に 本論 で
一

部紹 介 した よ うに ，最近

の 乳酸菌 の パ ク テ リオ シ ン に 関す る研 究 に は，目を 見

張 る もの が あ る ．しか しな が ら，我が 国 で の こ の 分野

の 研究 は ，欧米 に 大 き く水 を あ け られ て い る．反面，

我が 国の 伝統的発酵食品な どが未知 の 乳酸菌 の 魅力的

な分離源と な り うる可能性 を秘 め て い る．た とえば，

数 百 年 続 い た ぬ か 床が す ぐれ た 乳酸菌 の 馴養場所 と し

て有望 で あ る．実際、筆者 ら は 新規なパ ク テ リ オ シ ン

を生産す る 乳酸球菌 Pediococcus　sp ．　ISK −1 を分離 し ，
バ

ク テ リ オ シ ン の 精製 を 完了 し て ，ee｝現在そ の 物質 の 同

定 を 行 っ て い る．こ の 乳酸菌は ， 欧米な ど で分離され

た 乳酸菌 とは 糖 の 資化性な どい くつ か の 異 な っ た性質

を示 し た ．また ，ぬ か 床な どで は ，安定な ミ ク ロ フ ロ
ー

ラ が 形成 さ れて お り， そ の フ ロ ーラ コ ン ト ロ ール 機構

と抗菌物質の 関係が以前か ら示 唆 されて い た．最近，

パ ク テ リオ シ ン 生産を促す誘導物質が 感受性菌か ら単

離 され て お り，
　
S9）さ ま ざま な フ ロ ーラ コ ソ ト 卩 一ル 機

構 の 解明に お い て も非常に 興味深い もの で あ る．今後，

種 々 の バ ク テ リオ シ ソ に つ い て ，上述 し た よ うな生産

菌の ス ク リーニ ソ グや さ ま ざま な生化学的，分子生 物

学的研究だけ で な く，バ ク テ リオ シ ソ 発酵生産 に お け

る制御技術 の 開発，連続生産 パ イ オ リア ク タ
ー

の 構築，

分離 ・精製 シ ス テ ム の 開発などの 培養工 学的研究 も進

展 し，乳酸生産を も含 め た Lactate　indu8try 　world が 近

い 将来開か れ て い くこ とを 期待 した い ．
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