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うとするもの で あ る．ナ イ シ ソ 系の ラ ソ チ ビ オ テ ィ ッ
ク

は ，お に ぎりを モ デル に 使用 した 雑菌増殖の ア
ッ

セ イ系

で 市販 の 各種静菌剤に 比 較 しす ぐれ た効果 を 示 す こ とが

明らか に な っ た ．実用化 に つ い て は ， ラ ン チ ビ オ テ ィ ッ

ク 生産菌 の 培養液 を 直接使用す る の で は ，抗菌物質の単

位 力 価 が 低 か っ た り，培 地 の 栄養成分 が 雑菌増殖 を 促進

した りするの で ， 簡単な有効成分 の 濃縮が必 要で ある ．

こ れ に つ い て は ，効率の 良い 吸 着溶離が可 能 な ク ロ V ト

グ ラ ム の 開発が 進 ん で い る．また ，コ ス トを安 く生産す

る に は ， 培地 コ ス トの 低減が 重要で ある．ホ エ
ー

に 焼酎

か すを混合 した食品産業廃棄物か らの 生産を検討 して い

る．
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2． 緩慢な生育 をす る乳酸菌の 特性解明へ の 第
一

歩

岡田　早苗

　食品 の 混濁事故の 原因細菌と して 分離 され る乳酸菌 の

中に 生 育 が 非常に 緩慢な も の が い る。一
般 の 乳酸菌が 24

時間以内に 最高生育 に達す る の に 対 し て ，緩慢な 生育 を

する乳酸菌は 2 日 以上，場合 に よ っ て は 7 日以上 もか か

る も の が い る．特 に 生育 に 時間 が か か る ，あ る い は 平板

プ レ ー
ト上 で コ ロ ニ ーを 形成 しに くい 乳酸菌が食品 に 混

入 して い た場合，そ れ らを 検出で きず に 食品が 流通す る

こ とに な る．そ して 流通過程中 に それ ら乳酸菌 が 徐 々 に

生育 を し ， 食品 混 濁や ガ ス 発生，パ
ヅ ク 膨張など とい っ

た 事故を 引き起 こ す こ とに な る，ビ ール 混濁，滋養強壮

剤の ガ ス 発生，減塩醤油 の プ ラ ス チ ッ ク 容器 の 膨張な ど

稀 に 起 こ る 際 の 原因 は 生育 が緩慢な乳酸菌 に よ る こ とが

多い ．

　 ビー
ル を混濁させ る乳酸菌や 生育が緩慢なた め に その

す ぐれ た能力 の 活用 に 支障を来 し て い る ウ ィ
ス キ ー

発酵

醪中の 有用乳酸菌に つ い て ，その 生育特性 に つ い て 検討

を した ．生育 の 段階 に 従 っ て ， 誘導期 （lagphase ）を 短縮

す る こ とや対数期 （10g　phase）の 増殖速度を上 昇させ るた

め の 条件 に つ い て 検討を し，生育が緩慢で ある原因 の 解

明を試 み る こ とに した ．こ れまで に 得 られ た知見か らは ，

緩慢な生育を十分に 説明で きる結果や 考察 は得 る に 至 っ

て い な い が ，下 記 の よ うな 特徴がわ か っ た ．

　   対数期 の 増殖速度 に つ い て は，酵母菌体 に 由来す る

成分を補強す る こ とに よ り，改善を図 る こ とが で きた．

こ れ らの 検討 の 中か ら酵 母 菌体 に 由来す る ナ イ ア シ ソ な

ど の ビ タ ミ ソ 結合 ペ プ チ ド （分子量 1，300 前後）の 存在

が 明らか に な っ た．1）  誘導期短縮に 関連 し て ， NADH ／

NAD の リ サ イ ク ル に 注 目 し，　 NADH 　oxidase 活性を検

討 した と こ ろ ， 緩慢な生育をす る乳酸菌 に は その 活性が

な い もの が見 られ た．2 ）こ の こ とが 乳酸菌 の 生育段階の

初期 に どの よ うな 影響があ る の か 検討中 で あ る ．  生育

が特に 緩慢で ある ビ ール 混濁乳酸菌 は 生育 が 認 め られ る

ま で ， 4 日 以上 を 必要 とす る．それ らの 分離株に つ い て ，

DNA ＝ 　DNA 　hybridizationの 実験結果 か ら，　 Lact・bacillus

lindneriで ある との 結論 を得て い る．3） しか し ，
　 L．　lindneri

NRIC 　O204T （type 　strain ）は 乳酸菌 用
一

般培 地 で あ る

MRS 培地 に お い て ，48時間以内 に 蝕 ll　growth に 達す る

生育の 速い 株で ある （Fig．1）．　 DNA 同士 が 高 い ホ モ ロ

ジー値を 示 し て い る S）に もか か わ らず，生育の 大 きな差

は 何に 由来す る の か ，解決 の 手段 に 使え る と考えて い る．

  混濁事故 を 起 こ し た ビ ール か ら 分離直後 の 乳 酸菌 を

ビ ール な どの 液体培地 で 継代培養す る場合，培養液量 が

少量 （5m1
〜10ml ）で は 生育 が ま っ た く見 られな い が ，

100ml 以 上 の 培 地 液量 に す る と生育が見 られ る ．こ れ

は 乳酸菌が強い 嫌気を要求 し て い るわ け で は な い こ と も

わ か っ て い る、さ らに こ の よ うな乳酸菌を実験室で 長 く

継代培養 を 繰 り返 し て い る と ， 生育がや や良好 に な る傾

向が あ る ．生 育が良好 に な る とい っ て も，24時間や48時
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Fig．1．　 GrQwth 　curves 　of 　La‘tobaitlus　lindneri　NR ．IC　O204T

　　and 　！actic 　acid 　bacteria　isolated　frorn　spoilaged 　draft　beer，
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間 の うちに 十分に生育する よ うに な るわ けで は な い ．

　生育 の 緩慢な乳酸菌に つ い て は ， 以上述ぺ て きた よう

な特性が明らか に され つ つ ある が ， 生育の緩慢さが何に

由来 して い るの か 結論を得 るに は 至 っ て い な い ．緩慢な

生育をする乳酸菌が上述した ように複数の場所で認め ら

れ て い る．した が っ て ， 生育の 緩慢な乳酸菌は ，もっ と

幅広 く自然界に 分布して い る こ とも十分 に 考えられ る．

従来の 乳酸菌分離法 で は 活性 の 高い 乳酸菌の 生育が優先

し て しまい 注 育の 徽 な乳酸菌が嶺 して 、、て も検出

されず ， 見逃．して い る可能性も推定して い る．現在，緩

慢な乳酸菌の 分布を把握する試み も実施して い る．
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3．乳酸菌の ATPase 欠損変異株の 解析 ：

酸性条件に お け る ATPase 遺伝子の 発現調節

　我 々 は こ れ ま で に 乳酸菌 に お け る ATPa8e の 機能解

析， お よび酸性感受性乳酸菌株の 構築を 目的 として lact・一

‘eccus 　lactis　subsp ．　imtis　C2 株の 膜結合型 ATPase 活性低下

変異株No ．1016−51株を取得 し ， そ の 特徴を親株 と比較

して きた ．そ の 結果，変異株 は酸性条件 に お い て 細胞内

pH が低下する た め 親株に 比 ぺ て 酸性感受性を示す こ

と，さらに 両株は酸性条件下 で ATPase 活性を上昇させ

る こ とを明 らか に した ．1−S）今回 ， 本変異株の 変異の レ

ベ ル を さらに 詳細に 解析するた め ， 中性お よび酸性条件

に お け る両株の ATPase 遺伝子の mRNA 量 ， βサ ブ ユ

ニ
ッ トの タ ソ パ ク 量を比較した ．

1．Lactecetrcasの ATPase 　M 伝子に特異的なブ ロ
ー

ブ

　 の 構築

　広い 生物種に お い て高い保存性を 示すこ とが知られ て

い る ATPase オ ペ 卩 ン の βサ ブ ユ ニ
ッ ト塩基配列 を もと

に プ ラ イ マ ーを設計 し，親株 の ゲ ノ ム DNA に 対 して

PCR を行 っ た．増幅 された約 0．5kbp の DNA 断片 の 全

塩基配列を決定し，その ア ミノ 酸配列を近縁の グ ラ ム 陽

性細菌 の ATPase βサ ブ ユ ＝
ッ ト と比較 した ．そ の 結果 ，

い ずれ も80％以上 の 高 い 相同性を示 した た め ， こ れを

LactOceccusの ATPase 　M 伝子 に 特異的なプ 卩
一ブと し て

ノ
ーザ ン 解析に 用 い る こ と と した ．1）

2・ノー
ザ ン 解析

　酸性 ， 中性条件下 で培養 した親株お よび変異株の 菌体

か ら総 RNA を 抽出 し，ノ ーザ ン 解析 に 用 い た．その 結

果，Fig．1 に示す よ うに 両株 の ATPase 遺伝子 の mRNA

量 は酸性条件下 で 顕著に 上昇して い た．4）い くつ か の 乳

酸菌 に お い て 培地 pH ま た は 細胞 内 pH の 低下 に 伴 い

ATPase 活性が上昇す る こ とが知 られ て い るが，5
‘9）こ の

現象が転写 レ ベ ル で制御され て い るこ とを示唆した の は

天知　誠吾
＊ ・石川　浩平

・横田　　篤 ・冨田　房男

今回が初め て である，ま た興味深い こ とee ， 中性条件に

お け る 両株 の mRNA 量 に は 差が認 め ら れ な か っ た の に

対 し，酸性条件下 で は 親株よ りも変異株 に お い て mRNA

量 が増 大 し て い る こ とが 明 らか とな っ た ．Enterecoccus

ゐゴ耀 に お い て は ATPase 活性が細胞内pH に よ っ て制御

される こ とが報告され て い る．5・S）酸性条件下で の培養で

は親株 よ りも変異株に お い て よ り細胞内pH が低い と推

察され る こ とか ら，L観 o‘o‘‘螂 に お い て も細胞 内 pH に

よ っ て ATPase の 発現が 制御され て い る とすれば，変異

株に お い て よ り mRNA 量が上昇す る と考 えられ る．

3。ウ ェ ス タン 解析

　抗体 lc　etE．　biraeの ATPase 　F
】部位

5）お よ び Th ¢ rmo 一

1　2　3　4 1　 2　3　4

− 7kb

一 　23S　2，9　kb
← 　16S　1．6kb

Fig．　 L　Northem　blot　 analysis 　 of　RNA 　 cxtra α od 　from　t肱¢

　　ceU5 　 cultured 　 in　 pH −controUed 　jar　 fermentors．　 The

　　pare夏 tal　 strain （1ane51 ，
3）and 　 the 　strain 　No ．1016 −51

　　σane82 ，一）　wcre 　cultured 　with 　pH 　controlied 　at　7．0 （lanes

　　1，2）and 　4．5 （lanes　3，4）．　 Total　RNA 　was 　extracted 　from

　　出ecdL80f 　the8e　stra 三ns ．　The　extracted 　RNA 　samples

　　 wer 。　fractienatcd　on 　agarose ・formaldehyde　ge1，　blott◎d　to

　　nylon 　membrane ，　 and 　hybridized　with 　［α一
32P

】dCTP ・

　　labencd　O．5−kb　PCR 　fragment　contain 藍ng 　part　of　ATPa 鵑

　　FIβ3ub 岨 it　geロ e　of ム lactis．　 The 　16S　and 　t馳e　23S　rRNA

　 　 band5　were 　used 　a8 　 sizc 　standards ，
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