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Fig．1，　Decarboxylative　Phosphorylation，　 Inward　transport

　　of 　the 　precursor　is　followed　by　intracellular　decarboxyla−

　　tion　and 　an 　outward 　movement 　of 　the　product ．　 These

　 　 events 　 reHect 　 a 　 combiIlat 孟on 　 of 　vectrial 　 and 　 scalar 　 reac −

　　tions　that　together　comprise 　a 　proton 　pump ．

（未発表デ
ー

タ を含む）．2・
4）大腸菌に お い て 発現 した 両

遺伝子産物を ， pr・teolip・ s・ me に 再構成し輸送過程を解

析した結果，電位差形成的交換輸送活性を示 した （未発

表デー
タ を含む）．

4）

5．脱炭酸共役エ ネルギー生成系の生理的意義

　現在まで に知られ て い る ATP 生成系は ， 基質 レ ベ ル

の リ ン 酸化，光合成 に おける光 リン 酸化，呼吸鎖に おけ

る酸化的 リン 酸化 の 三 種 で あ り，今回紹介した 系は脱炭

酸的 リ ン 酸化 （Decarboxylative　Phosphorylation）と も呼

べ る ， 新た に 見い だ され て ぎた第四 の ATP 生成系と言

え る．こ の 系は ，pr・t・ n　pump と して，
一

般に 二 反応系

（基質 ；産物の交換輸送と脱炭酸反応）で構成されて お

り，反応的に も酵素数的 に も単純で ，他の 代謝の 影響を

ほ とん ど受けずに 自己触媒的 に 高速 に 反応が進む．また，

そ の エ ネル ギー生成能は脱炭酸される カ ル ボ キ シ ル 基の

解離に 依存する こ とか ら， 細菌は広範な pH 領域を カ

パ ー
す る proton　pump と して ， 種 々 の カ ル ボ キ シ ル 基を

脱炭酸す る系を備えて い る もの と考えられる．こ れらの

性質は種 7t の 細胞 に 人工 的に 組込み可能なエ ネル ギ ー生

成系と して大変魅力的である．
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乳酸菌を利用する食品に や さ しい 殺菌方法

　　　　一 パ イ オ プ リザベ ー シ
ョ

ン ー

園元　謙二
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1．新し い微生物制御法と して の バイオプリザ ベ
ー

シ ョ

　 ン

　食品の 安全性を確保する た め に は生産 ・
加 工時 の 細菌

汚染防止 と流通時の増殖防止対策が重要で ある．薬剤 の

多用や過度の 加熱処理 に よ る 無菌に 近 い 食品 の 製造 は，

我 々 の 免疫獲得の 機会を少な くし，食品 へ の 好まざる細

菌の 侵入 を許す こ とに な り，食中毒多発の
一

因 に もな っ

て い る．ま た ，現代は フ レ ーバ ーP ス の ない本来 の フ レ ー

バ ーを もち，バ ク テ リア コ ソ ト P 一ル された 食品を要求

す る時代 で ある．こ の ような消費者 の 生鮮 ・高品質化志

向な ど の ニ ーズ に 応え る に は ，さ らに 穏和な殺菌条件 の

確立が必要とな っ て きて い る．そ の技術の ひ とつ に 食品

保存料 の 開発があ る が，こ れ ら添加物 の 使用は人 の 健康

に かかわる安全性 の 面か らの 十分 な検討が必要 で あ る．

安全性 が高 く，か つ よ り効果 の あ る 新 しい 抗菌性物質の

探索 が世界的な趨勢であ り ， 食品の 国際競争力 の バ ロ

メ
ー

タ
ー

ともな っ て い る．

　 とこ ろ で ，化学的殺菌技術の 中で バ イ オ プ リザベ ーシ

ョ
ン が注目され て い るの は ，

“

食品 に や さしい 殺菌 ・除

菌 ・静菌方法
”

である か らで あ る．た とえば，乳酸菌 は

人間の 生活に深 くか か わ っ て い る有用な微生物の
一

つ で

あ り，特に食品製造や健康 との か か わ りで は ， もっ とも

な じみ深 い 細菌で あ り産業的 に も有用 である．近年，乳

酸菌が競合微生物の 排除，すなわち食品の 腐敗防止や発

酵食品中の安定 した ミク ロ フ ロ
ーラの形成などに関与 し

て い る こ とが明らか とな っ て ぎた ．乳酸菌がつ くる代表

的な増殖阻害物質で あるバ ク テ リオ シ ン は きわめ て 特異

的な搆造をもち，そ の 特性 は ，熱安定性 に す ぐれ，ヒ ト

の消化酵素に よ り分解され ， 食品の 風味に 影響を与え な

い など，従来の 抗菌物質に代わ る夢の 抗菌剤と して現代

＊
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社会に マ
ッ チ す る ．なお ，バ イオ プ リザ ベ ーシ ョ ン の 考

え方や実際例 などは 紙面の 都合上，既刊の 成書や総説を

参照 して ほ し い ．1
−3）

2．バクテ リオ シ ン の応用

　質 ・量 ともに世界の 乳酸菌 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー研究全

体を牽引す る欧州各国で は す ぐれた機能を もつ 乳酸菌を

分離して きた が，わ が国 の 伝統的発酵食品な どが未知の

乳酸菌の魅力的で未開拓な分離源である こ とは疑 う余地

は な い ．すな わ ち ， わ が 国の 伝統的発酵食品中に は ，糖

源 の 資化性が異な る な ど独特 の 乳酸菌が生息 して お り，

こ れ らの 分離源 は 乳 ・肉中心 の 欧米 の 乳酸菌生育環境と

大きく異な る とい える．我 々 は こ れ まで ， 新規バ クテ リ

オ シ ン 産生乳酸菌の 検索 ・
同定 ，

パ ク テ リオ シ ソ の 精製

と構造お よび遺伝子解析 ， 特性 ， 発酵生産の最適化 ， 連

続生産バ イ オ リ ア ク タ ーの 開発 ， などに つ い て 取 り組ん

で きた．殉 さら に ，産学官よ り成 る 「機能性食品製造

プ ロ セ ス 開発チ ーム 」を作 り，バ ク テ リオ シ ン の 食品製

造プ ロ セ ス へ の応用に つ い て ，以下の よ うに，構成 メ ン

バ ー
の 特徴を生か した研究項目に取 り組み ， 顕著な研究

成果を得る こ とが で きた．η

機能性食品製造 プ ロ セ ス 開発チ
ーム

産 　オ ーム 乳業 

　　  安河内綜合食品

　　  や まや コ ミ z。　＝ ケーシ
ョ

ン ズ

学　九州大学大学院農学研究院生物機能科学部門応用微

　　生物学講座微生物工 学分野

官　福岡県保健環境研究所

研究項 目

1）新規バ ク テ リ オ シ ソ産生乳酸菌 の 検索

2）新規バ ク テ リオ シ ソ の 特性 に関す る研究

3）新規バ ク テ リオ シ ン の 発酵生産技術 の 開発

4）新規バ ク テ リオ シ ン の 精製 と簡易迅速測定法 の 開発

5）食品製造技術と機能性食品の 開発

研究成果

1）ナ イ シ ン Z 生産菌 の 分離 ・同定

2）バ ク テ リオ シ ン 活性の 検出系の 確立

3）食品汚染菌に対する ナ イ シ ン Z の 有効性

4）実用規模を指向 した ナ イ シ ン Z の 発酵生産お よ び分

　離技術の 確立 （設計指針 ， 生産性評価 ，
コ ス ト評価）

5）ナ イ シ ソ Z に よ る非加熱食品などの 品質保持効果 （賞

　味期限の 延長）

6）ナ イ シ ン Z と
一

般静菌剤 との 相乗静菌効果 （静菌剤

　の 低減化）

7）ナ イ シ ン Z に よ る発酵食品製造 プ ロ セ ス の 微生物制

　御 （選択的静菌効果）

　ナ イ シ ン z 製造方法に つ い て ，こ れ ま で に そ の 安価

な培地 の 検討や 濃縮 ・精製プ ロ セ ス の 開発に 成功した ．

ま た ， ナ イ シ ン Z を含む培養液上清ある い は粗精製物

を種 々 の 加 工食品，特に 非加熱食品 や 日持ち し に くい 食

品 （明太子，豆腐な ど），に適用 した と こ ろ，一
般生菌

数の 減少が観察され，賞味期限を大幅に 伸ばす こ と に 成

功 した ．さらに ， 従来の抗菌剤の使用量を減ら しそ の 併

用に よ り，低濃度で も格段の 相乗静菌効果が得られた ．

こ れ らの 食品 の 風味や テ ク ス チ ャ
ー

は ま っ た く変化し な

か っ た ．以下 に ，ナ イ シ ン Z の 実用的な濃縮 ・精製 プ

ロ セ ス の 開発お よ び福岡特産の 辛子明太子 に 対する静菌

効果に つ い て詳細に 述べ る．

　ナ イ シ ン Z は 筆者らが開発 した 最適発酵条件下で約

3000U ！ml が得られる （なお ， 精製ナ イ シ ン A の 1μg

が示す抗菌活性を 40u と定義して い る）．本物質を実用

化す る に は，で きるだ け低 コ ス トで 濃縮 し，か つ 他 の 培

地成分な どを取 り除 く簡便な精製が必要である．食品添

加物 と して の 用途を考え る場合 ， 商品の 活性は少な くと

も 10，000　U ／ml は 必要で あろ う，そ こ で ナ イ シ ソ Z の

実用的な濃縮 ・精製方法を検討し た ．ナ イ シ ソ Z 発酵

液の 上清を濃塩酸で pH 　3．0 に 調整 し，4°C で 一晩放置

し （酸性処理），得 られ た 上 清を ナ イ シ ン Z 溶液 （約

3000U ！ml ）と した ．まず逆浸透膜や限外ろ過膜を用 い

て ナ イ シ ン Z の 膜濃縮を検討し た ．そ の 結果 ， 負荷電

逆浸透膜を用 い た場 合 に 透過液側 に リー
ク す る こ とな

く，効率よ く活性画分を濃縮 で きた．こ の ときの 濃縮倍

率は約3，8倍，回収率は 約88％で あ っ た．濃縮だけ で は ，

培地成分や他の 発酵産物の残留が避けられず ， これ ら狭

雑物質を除 くた め に，イオ ソ 交換 ク P マ トグ ラ フ ィ
ー

に

よる粗精製を行 っ た，各種の陽イ オ ン 交換体を用い て ナ

イ シ ン Z の 吸着 と溶出 に つ い て 検討 した と こ ろ ，弱陽

イ オ ン 交換体が最適で あ っ た （回収率，約 89％），こ れ

らの 濃縮 ・精製プ ロ セ ス で，培養液を約 3 〜4 倍 に 濃縮

し，収率約80％で 10，000U ／ml 以上 の 無味 ， 無臭 の 無色

透明 ナ イ シ ン Z 液を調製で きた ．た だ し，目的の食品

や製造プ ロ セ ス に よ っ て精製度 の 異な る ナ イ シ ン を使い

分けて コ ス トダ ウ ン を図る必要がある．

　辛子明太子は ， タ ラ コ を唐辛子な どを含む調味料 に

5QC 前後 で 1 週間漬け込 み 熟成さ せ た 発酵食品で ある

が，まれ に ガ ス ，酸味臭を発生す る もの があ り，それら

の 原因菌を抑え，よ り安全性を高め る方法が必要 とな っ

て きて い る．まず辛子明太子か ら分離した菌90株に対す

る ナ イ シ ン Z の 効果を検討した ．試験方法は MRS 培地
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上 に 分離菌を含む標準寒天培地を重層 し ， そ の 上 に粗精

製 ナ イ シ ン Z を滴下 して 30 °C ，48時間培養し，生育阻

止円 の 有無で最少有効阻止濃度を決定 した．そ の 結果，

粗精製 ナ イ シ ン Z は 7．8〜500U ／ml の 濃度で 約 8 割 の

菌に 生育阻止が見られた ．次に ， 辛子明太子に対する静

菌効果 に つ い て検討 した．辛子明太子 の 菌数を
一

定 に す

るため外の 皮を取 り除 い た バ ラ コ に，直接 10
，000U ／ml

の 粗精製ナ イ シ ソ Z を添加 し，10 °C で の 日毎 の 菌数を

検査する こ とに よ り静菌効果の有無を判断 した．粗精製

ナ イ シ ン Z 添加区は ナ イ シ ン Z濃度が0，25％ （25U ／g）で

も無添加区と比較 して菌数が 1 分 の 1 に低下 し， 3〜 4

日の 日持ち期間の 延長が見 られた ．そ の 効果 は，ア ジ ピ

ソ 酸 ，
プ ロ タ ミ ン （白子 タ ン パ ク質），リ ゾチ ーム ，ポ

リ リジ ソ
， 竹抽出物な どの 市販 の 静菌剤 と比較 して最も

優れ た グル ープ に 属 して い たa ま た ， ナ イ シ ソ Z と市

販 の 静菌剤との 併用効果 に つ い て 検討 した結果，組み合

わ ぜ 次第で低濃度で も大幅な静菌効果が得られた．辛子

明太子漬け込み 工 程に お い て も同様 に ，工程 に 使用する

調味液に ナ イ シ ン Z を 100U ／ml 以上添加する こ とで静

菌効果 が認 め られ，ポ リ リジ ン との 併用に よ り強い 静菌

効果が得られた．そ こ で ，ナ イ シ ン z とポ リ リジ ソ を

添加 した 調味液に タ ラ コ を 1週間漬け込み ，辛子明太子

を作成 した結果， 大幅な 日持ちの 向上が見られ，か つ 官

能試験に お い て も特に 従来の もの と比較 して遜色な か っ

た．以上 の結果か ら ， 粗精製ナ イ シ ン Z は市販の静菌

剤 と併用 し て 辛子明太子 の 品質を向上 させ ，か つ 製造プ

ロ セ ス の 細菌汚染防止 に有効で ある こ とが明らか とな っ

た．

3．今後の課題と展望

　パ ク テ リオ シ ソ 生産菌は ，自己 の 生産するバ ク テ リオ

シ ン に対して耐性 で ある．しか し ， そ の機構は パ ク テ リ

オ シ ン の 抗菌 メ カ ニ ズ ム に比 べ ，解明が大きく遅れ て お

り，そ の 多くは自己耐性 に 関与すると思われ る遺伝子か

ら得られ る情報や ， 遺伝子欠損や 異種菌に お け る自己耐

性 タ ソ パ ク 質の発現で確認され る の み である．近年，こ

の よ うな耐性機能や特別な パ ク テ リオ シ ン 分解酵素を持

たな い 菌が，高濃度 の パ ク テ リオ シ ン 添加培地 で 培養を

行 うこ と で，バ ク テ リオ シ ン 耐性 に な る こ とが報告され

大きな話題とな っ て い る ．バ クテ リオ シ ン 耐性菌の出現

は バ ク テ リ オ シ ソ の バ イ オ プ リザ ベ ーシ
ョ

ン へ の 利用に

は脅威で あ り，解決しなければな らな い 問題 で ある．そ

の 解決策の
一つ に 異 なる バ ク テ リオ シ ソ の 併用 が あげら

れ る．併用効果は お そ らく使用し た バ クテ リオ シ ン の異

な る作用機作に よ る と思われ る が ， 今後さらに バ ク テ リ

オ シ ン 耐性 ， お よ びバ ク テ リオ シ ン の 作用機作 の 完全な

解明が必要で ある，

　 バ ク テ リオ シ ン は ， 広域に作用を及ぼすバ ソ コ マ イ シ

ン な どの セ フ ェ ム 系抗生物質と異 な り，狭い 範囲で しか

抗菌作用を示さな い ．こ の こ とが多様な微生物が共存し

て い る環境 （腸内 フ P 一
ラ や天然 の 発酵食品 フ ロ

ー
ラ な

ど）を巧妙に保つ 要因の
一

つ と考えられる．した が っ て ，

酵母や カ ビな ど多様な生物が共生 して い る発酵食品の 原

料な どに お い て，耐性菌 の みが選択的に増殖す る こ とは

難 しい と考えられる，また ，微生物間の 協調と攻撃の 現

象に お げる ぎわ め て特異的な物質と して の 乳酸菌の バ ク

テ リ オ シ ン をさ ま ざ ま な 分野で改め て見つ め直す必要が

ある．

　乳酸菌 の バ ク テ リオ シ ソ 研究は，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 く上 で ，

基礎 とな る重要な示唆を与えて くれる．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，より有用なバ ク テ リオ シ ソ 生産菌の ス ク リーニ

ン グに お い て は ，保全を 目的 とす る食品やす ぐれ た発酵

食品を積極的に分離源とし て活用すべ きであろ う。そ の

意味で
， 筆者ら の 日本ある い は ア ジ ア 型発酵食品 を分離

源 とした研究は参考とな る．バ ク テ リオ シ ン 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，

耐性機構， 新規の バ ク テ リオ シ ン の 発現系の 開発 ・分子

改変 な どの 基礎研究も重要で ある．8”t7）こ の よ うな基礎

研究成果は遠か らず バ ク テ リ オ シ ソ を利用 した バ イ オ プ

リザ ベ ー
シ ョ ン の 実現に 結び つ く．さらに，こ の ような

乳酸菌は食品の み な らず ヒ トの 腸内フ ロ
ー

ラ コ ン ト Pt　一

ル に きわ め て重要な役割を担 っ て お り，乳酸菌の ミク ロ

フ ロ ーラ調節機構を解明し ， その 機能を積極的に ヒ トの

健康増進 に役立 て る食品 の製造技術の開発は ， 今後 ， 食

品産業が取 り組むべ き創造的な研究 テ
ー

マ で あ る．
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生物に学ぶ ：乳酸菌との 共培養に よ る有用物質生産

塩谷 捨明
＊ ・江川 直 ・清水 浩

　乳酸菌は古くか らさまざまな用途 に 利用 され て きて い

る が，我 々 は 抗菌性 の ペ プ チ ド，バ ク テ リオ シ ン の 生産

に注目し ， 天然保存料と して食品添加剤に用い る こ とを

想定し，培養プ ロ セ ス とい う点か らの 効率的な生産を 目

指 して 検討を進 め て い る ，ナ イ シ ン は Lact・c・ccus ・lactisカミ

生産する代表的な バ ク テ リ オ シ ン で ，ヨ
ー

ロ
ッ

パ で の 研

究の 歴史が古い ．乳酸菌培養に お い て の 問題点 の
一つ は ，

乳酸生成お よび pH 低下 に よ る増殖阻害，生産阻害で あ

り， 我 々 は ， 生成乳酸を資化する よ うな微生物 との混合

培養，共培養に よ り，どの 程度 こ の 問題点が解決可能か

の 検討を進め て きた，混合培養に よるナ イ シ ン 生産性向

上 の 基本的概念を Fig．1 に 示す．乳酸菌は ナ イ シ ン 生産

と同時に乳酸を副生する の で ， 培地の pH 低下 ， 乳酸の

蓄積な どに よ り増殖が著 し く抑えられ，ナ ィ シ ン 生産も

停止す る．そ こ で ，副生す る乳酸を酵母 に よ っ て 資化さ

せ る こ とを考え る．一方，乳酸菌に と っ て 主炭索源とな

る マ ル トース は酵母 に よ っ て資化されな い の で ， 酵母は

乳酸菌に よ っ て増殖阻害 とな る乳酸の み を除去 して くれ

る こ とに なる．結果，ナ イ シ ン 生産性の 向上が は か られ

る．こ の 場合， 2 種の 微生物は 正 の 双利共生関係 りに あ

る とい え よ う．こ の よ うな微生物相互関係は 自然界に よ

く見られ る現象で あ り，我 々 は こ の よ うな自然現象を生

産プ ロ セ ス に利用し よ うと考え た わ けで ある．

　本報告で は ，こ の プ ロ セ ス に つ い て最近の 研究成果に

讐  纛 ，
　 　 　 　 　 　 Acetoin 　 Fo   缸 o

　 　 　 　 　 　 ム．tacttg　　　　　　　　　　　　　　　　　　κ marmeanus

Fig．1．　 Microbial　 interaction　 and 　 removal 　 of 　lactate　 by
　 　 coculture ．

つ い て述べ る．

L 実験方法

　ナ ィ シ ン 生産乳酸 菌は Lactococcus　lactis　subSP ．　lactis

（ATcc11454 ）を用い ，乳酸資化性菌と して は ，ケ フ ィ
ー

ル 粒 中か ら分離 し たPt母　Klu2veromコces　m αrxianus 　MSI を

用 い た ．こ の酵母 は マ ル 1・一ス 資化能を持た な い ．培地

は ，混合培養用に は炭素源 40g〃，ポ リペ プ ト ン 10　g！1，

酵母 エ キ ス 10g ！lを用 い ，炭素源 として は マ ル トース を

用 い た ．純粋培養で は グ ル コ
ー

ス や乳酸を適宜使用 した，

ナ イ シ ン の 定量 は 市販 ナ イ シ ン A （SIGMA ：2．5％　con −

tents ）を標準品と し ，
　 StaPhylOCOCCttS　aureu ∫　

taf検定菌 とする

液体法に よ る パ イ オ ア
ッ

セ イ に よ っ た ．菌濃度は，混合

培養で は コ ロ ニ ーカ ウ ソ トに よる生菌数を，純粋培養で

は 生菌数，乾燥菌体重量な どを用 い た ，乳酸，酢酸濃度

は F一キ ッ ト酵素法 ， 培養は ， 51 ジ ャ
ーフ

ァ メ ン ター好

気培養に よ っ た ．

2．実験結果

　本乳酸菌は ，乳酸濃度 に 関わ らず pH 　4，5 以下 で 急激

な増殖阻害を起 こ し ， また ， 乳酸濃度 15　g！1以上で増殖

阻害が無視で きな か っ た ．

　 ス ク リ
ー

＝ ン グ し て きた酵母は好気条件下で培養する

ため ，混合培養系全体を好気条件 で 培養す る こ とを考え

た．したが っ て ，好気条件下 で の 乳酸菌の 培養特性，ナ

イ シ ン 生産特性を チ ェ ッ ク した ．ま た こ の と き酢酸，ア

セ トイ ソ を副生 した ．好気系に おける代謝は概略 Fig．2

の よ うに考え られ ， 酸素は NADH と NAD の 均衡を図

るため ，NADH の 酸化 に 必要 と考 え られた。事実，生

成乳酸 ・酢酸量も し くは ア セ トイ ン ・二 酸化炭素量 ， 消

費 マ ル トース ・酸素量か ら計算し た ，NADH ，　NAD 　S

は釣 り合 っ て い る こ とが証明され た ，

　酵母 K ，marxianus は DO レ ベ ル を操作す る こ とに よ っ

て乳酸資化速度をある範囲 の なか で 制御で ぎる ．乳酸の

生産に伴 っ て pH が低下する．こ の pH 低下は 共培養し

て い る酵母 の 増殖に伴 う乳酸資化に よ っ て抑え られ ，制

＊

著者紹介 （代表）　 大阪大学大学院工 学研究科応用生物工 学専攻 （教授）

　〒565−0871 吹 田市山 田丘 2一ユ　 TELfFAX ．06−6879−7444　 E−mail ： shioya ＠bio．eng ．・ saka −u ，ac ．jp

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


