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3L10−2 メシ マ コ ブ と乳 酸菌 の 混合培 養を用い た新規機能

性食品 の 研究

○王 奇．許 善花，武島 嗣 英，長谷1
　松永 政司

帽 生バ イオ 株式会社）

英司 ，杉 正 人 ，西 則 雄 ，

目的 ： メシ マ コ ブは 、β・グル カ ン等 の 免 疫賦活物質 を含み、癌や ア レ ル

ギ
ー

な どの症 状が緩 和す る こ とが 知 られ てい る。乳酸菌 も、その 菌体 や代

謝産物に よ り、整腸 作用 、ア レル ギ ー抑 制作用 な どが 報告 されて い る．メ

シ マ コ ブ と乳 酸菌を 混合 培 養 し、そ れ ら 単独 で は得 られ ない 免疫賦活効果

の ある新規機能 性食 品 を 開 発 す るn 方法 ； メ シ マ コ ブ 菌糸体 を液体培 養に

よ っ て得 た。メ シ マ コ ブ菌糸体 を 含む培 養液 に乳酸 菌 B．lacti／s，　 B．　tongtt・nt
そ して1，．配  σ鷹 劭 を そ れ ぞ れ接種 して 混合培養 を行った。その 際 には培養

液同 量 の
’ao％ ス キム ミル ク を添加 した 。メ シ マ コ ブ・乳酸菌混 合培養は：7

℃ で 24時間行い ，得 られ た 培壁物を凍結 乾燥 し混合培養物を得た 。同時に

混 合 培養 と1司じ培地 組成 で メ シ マ コ ブ菌糸体培養 と 10％ ス キ ム ミル クで

の乳 酸菌培養 を37 ℃で 24時間行 っ た。混合培養物の 免疫賦活効果とア レル

ギ ー
抑制効果 をマ ウス 脾臓細胞 を用 い in　vit］

’
o で 調べ た ．

結 果 ：B．lactis，　 B．　tonbqor．m ，J．．　butgaricusの 混 合培養で の 生 菌数は 単独で 培養
した 時に比べ て それ ぞれ55倍，349倍そ して L9倍 に ヒ昇 して い た．混 合培

養物 と
一

緒に 培 礎した膵臓細胞中の GD69 陽性細胞の 割合は単純混合物の

場 合に 比べ 高 く、免疫網胞 をよ り活性化させ る こ とが わか っ た．混合培養

物刺激 に よる脾臓細胞上清中の 1L−4 濃度は 単純混合物 と比較 して低下 し
てい るこ ともわか っ た。これ らは

．
11hliTh2バ ラン ス を丁hl優位 に してい る

こ とを意味す る c

3L10−3 　メ タ ノール資化性酵母 Pichia　Pastorisの連続培養
　に よる一本鎖抗体生産
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　メ タ ノ ール資化性酵母 PichiaPastwtsは遺伝子高発現宿主 として注 目され

てい る。こ の酵母 は メ タ ノール で誘導可能な iXOXI プ ロ モ
ー

タ
ー

を有 して

い る た め、遺伝子発現 を容易 に制御す るこ とがで きる。また H的タ ン パ ク

質の 遺伝f を染色体 内に 導入す るこ とがで きるため、安定 したタ ンパ ク質

生産が 期待 で き る。本研究で は、抗bisphenol　A 　scFv発現株R 　pa・stotis　（MuL
＋

）
の連続培養を行 い、s⊂Fvの 生産に つ い て検 討 した。　 培養は2．OL の ジ ャ

ー
フ ァ

ーメ ン ター中で 1．〔， L の 基礎坤 地，温度SO℃，pll5．0−7．0で 行い 、溶存酸
素 （DO ）は撹拌 速度 （400−IOOO　rpm ）と空気流量 （1．0−2．Ovvm ）を調節する こ

とで ．空気飽和の LO％以 上に維持 した．
　連続培養 は、グリセ ロ

ー
ル を用い て 菌体を高密度に 増殖さ せ た 後、メ タ

ノ
ール の供給にはDO を指標 として 基質を供給する DO −SLa しを用い 、同時に

培地 を連続的に 供給 した。希釈率〔D）は D ＝0．0067−0．0528h ．1
の 範 囲

一C’行っ
た。
　低希釈率 にお い て scFv 生産濃度は 高くな り、　 D＝O．0067 の とき．定 常状

態にお い て scFv 濃度 は約200　mgtL に 達した 。こ の と きの 生産性 はi．S2mg 〜

L ・h とな り、’1／・回 分 培養（D≡0．OU41 ）にお い て 得 られた 生産性 1．17mg ！L ・
h を上同 っ た。低希釈率で 運転す る こ とは培 地コ ス トの 削減 など工 業 的に

有利で ある た め、DO −stat を用い た 連続 培養 が有効で ある と考え られるtt
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【日的】糸状菌は そ の形態の た め 菌体濃度 を高 め る と培養液の 見 か け粘 度 が

上昇 し．培養が 困難 とな る 。＿の ため 、20g ，工 以 上の 高濃度培 養の 赧 告 は

極 め て少ない 。高濃度化 の 手法 と して 固定化が有効で あ り、一般 的 に 包括
法 が 用 い られ るが 、固定化担 体内部へ の 物質移動の 低下や 、せ ん 断 応 力 に

弱 い とい う問題が あ る n 本研究で は こ れ らの 問題 を解決す る方法 と して 凝

集性 ポ リマ
ーに よ る固定化方法 を開発 し、糸状UtASPergiltus　niger に よ るグ

ル コ ン酸生産 を行い 、その 有用性 を検討 した．【方法】フ ラ ス コ 振 と う培 養

に よ り菌体 を培養し、そ の 菌体を純水で 洗浄後、ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

に

よる グル コ ン 酸生産を 行 っ た 。固定化は、洗浄 後の 菌体懸濁液に ア ニ オ ン

性ポ リマ
ー

で ある ポ リビ ニ ル 硫酸カ リウム とカ チオン 性ポ リマ
ー

で ある メ

チル グリ コ ール キ トサ ン を攪拌 しなが ら加えた。こ れに よ リイ オン コ ン プ

レ ッ クス を形成さ せ 、菌体を架橋する 形で 凝集、固定化 した。グル コ ン酸

生産 は、酸素 ガス また は 空気 と酸素の 混合ガス を 】vvnl で 供給 し、1000
rPTn で攪拌した。【結果】菌体 とポ リマ

ー一
の 重量比が 1 ：0．5の条件 で 菌体 を

1cn1秤度の 人き さに 凝集、固定化で き、　 IOOO　tpm の 攪拌 で も壊れ なか っ

た。人部分の 菌体は 培養液に 直接接 して お り、ポ リ マ
ー

の ゲル は大 きな網
目構造を持つ た め物質移動は大 き く損なわれな い と考 え られ た。さ らに 、
グル コ ン 酸生産に お い て、歯体 濃度が4e　g！L と高濃度 な条件 で 同濃度 の 遊
離 菌体に 比 ぺ 、約1．5倍の 生産性 を得 る こ とがで きた。

【目的】モ ン ゴル の 伝統 的発酵 飲料で ある 馬乳 酒か ら、バ ク テ リオ シ ン 生 産

菌 E 漉 r〔鷹 r紘げ祕 α1〜ε 1レ 5 株お よ びそ のバ ク テ リオ シ ン に対 す る感 受 性 菌
Ertterococczas　sp ．数株を分離同定 した．本研究は ，発酵槽培 養に よ る バ ク テ

リオ シ ン の 高抗曲 丿J価 生産条件お よび 構造 解析 の た め の精製 に つ い て 検 討

した ．【方法 と結果】バ ク テ リオシ ン 生産菌 は，Enten’ococcus ．faecatis　l　1−5株
を用 い た ．抗菌活性検 出お よ び 抗菌力価測定 は ，検定 鹵と して馬 乳 酒 か ら

分 離 した五漉 ro ω ‘粥 sp ．8−1株 を用い て gpOL 　on　lawn　meth 〔，dで 行 っ た ．　l　L
ft 発酵槽 培養で の バ ク テ リオ シ ン 生産 は．　 MRS 培地 500　mL を用 い ．培 養

温 度37℃，無通気，か くは ん 速度2【10rpm ．お よびpH 　6制御で 行 っ た ．最

大 抗 菌 力 価は．対数増殖期後期で あ る 培養8h に 12800AU ／mL が 得 られ た ．
そ の後，抗菌力価 は低下 し、バ ク テ リオシ ン 生産 は極 大値 を示 した ．本 バ

ク テ リオ シ ン の精製 は，ア ン バ ー
ライ トXAD 樹 脂を用 い た 非特異 的 吸 着 に

よ る濃縮 に よ り抗 菌力価 を高める こ とがで きた，しか し，次 の 陽 イ オ ン交

換樹脂 SP　Sephadcx 　Fas ［ Flow を用い たク ロ マ トグラ フ ィ
ーで は，全 て の溶

出 画 分で 抗菌活性が 得 られ ず，また，溶 出画分 を組 み 合 わ せ て 混 合 して も

抗菌活性 が得 られ なか っ た．こ れ らの 結果か ら，本バ ク テ リオ シ ン は 自己

的 あ る い は タ ン パ ク質分解酵 素に よ り分 解 され や すい こ とが 示 唆 され た 、
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