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　Lactic　acid　bacteria　were 　isolated　frem　fermented　squid （lka−kimuehi）with 　the　aim 　of　finding　new
probiotic　bacteria，　The 　isolated　bacteria　were 　exposed 　to　a　GYP 　medium 　at 　pH 　2．0，2．5，　and 　3．O　for　four
hQurs．　Ail　the　bacterial　strains　survived 　at　pH 　3、O，　and 　three 　of　them ，　strains 　D−1，　D −2　and 　D −3　 retained

their　ability　to　grow 　at 　pH 　2．0，　These　three　acid −tolerant　strains　were 　grown 　in　a　medium 　with 　pepsin
and 　bile．　their　growth 　not 　being　affected．　An 　analysis 　of　the　16S　rRNA 　sequences 　led　to　the　identifica−

tion　of　these 　three 　strains 　as 　Lactobaci 〃“s　ptantarum．
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　1．緒　　言

　乳酸菌とは糖類 を エ ネル ギー源 と して 発酵 し，多量

の 乳酸を 生成す る
一

方 ，たん ぱ く質を分解 して も腐敗

産物を産出 しない な ど，ヒ トに とっ て 有用 な細菌 の
一

群
1 ）

で あ り，多 くの 発酵食品に存在 して お り，我 が 国

で も，味噌，醤油，日本酒，漬物 な ど の 発酵熟成 に深

く関わ っ て い る，こ の 乳酸菌は，近年，健康志 向に よ

り 「発酵過程 に お い て 有用 で あ る もの 」 とい う視点か

ら，「栄養生理機能 の 中心 に生 きた乳酸菌が存在 し，
こ の 機能性 を 積極 的 に 利用 しようとす る もの」 と い う

視点 に変化 して きて い る ．こ れ は プ ロ バ イ オ テ ィ ク ス

（probiotics）と呼ば れ，「適正量 を摂取 した際に宿主

に有用 な作用を示す生菌体」 と定義 さ れ る
2 ）．プ ロ バ

イ オ テ ィ ク ス の 機能は様 々 ある が ，腸 内感染防御，免

疫応答 の調節，ア レル ギ ーお よ び 自己免疫疾患 の 改善，

炎症性腸疾患 の 改善，過敏性腸症候群 ならび に ス トレ

ス 応答 の 緩和，血 圧 降下作用，皮膚 の 健康維持な どに

注 目が集ま っ て い る
3）．発酵食品中 の 乳酸菌が プ ロ バ

イ オ テ ィ ク ス と し て 機能す る に は い くつ か の条件が あ

る が ，特に重要な こ とは，胃酸や胆汁を含む消化液に

対 して 耐性 を有 し，生 きた まま腸管に達する こ と で あ

る
21・．そ こ で ，本研究に お い て は，水産発酵食品中か

ら乳酸菌 を分離 し，プ ロ バ イオ テ ィ ク ス として活用す

る こ と を最終 目 的 と し て ，in　vitre に お け る 酸耐性 に

つ い て検討を行 っ た．

　 2．実験材料 お よ び 方 法

　〔1） 使用 菌株

　市販 の 発酵食品 で あ るイ カキ ム チ （新潟県産）を滅

菌 生 理食塩水 で ホ モ ジ ナ イズ後，希釈液を 0．OO1％ ア

ジ 化 ナ トリウム お よび O．001％ シ ク ロ ヘ キ シ ミ ドを添

加 した GYP 寒天平板培地 （グ ル コ ー
ス 1．0％ ，酵母

エ キ ス 1．0％ ，ペ プ ト ン   ．5％ ，肉エ キ ス 0，2％，

CH ヨCOONa ・3H ，O　O．2％ ，　 MgSO4 ・7H200 ，0ユ％ ，

MnSO ，
・4H ，00 ．Ol％ ，　 FeSO4 ・7H200 ．Ol％ ，　 NaCl

O．01％ ，ポ リオキ シエ チ レ ン ソ ル ビ タ ン モ ノ オ レー ト

1％ ）に塗布 し，BBL ガ ス パ ッ ク （BECTON 　DICK −

INSON 　Microbiology　Systemes 製）を用 い て 25℃ で

約 1週 間，嫌気 的 に培養を行 っ た，培養後，色 ・形等

の 肉眼 的観察お よび顕微鏡観察を行 い ，見た 目の 異な
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る コ ロ ニ ーを 釣菌 し
， 同培地 に て 25℃ で 3〜7 日嫌気

的に純粋分離培養 し，分離 した細菌を GYP 高層培地

に釣菌後，1週間培養 し保存菌株 と した ．

　（2） 酸耐性試験

　1）　酸耐性試験

　分離乳 酸菌 を液体 GYP 培地 に 接 種 し，25℃ で 16

時 間培養 した もの を前培養液と した，こ の 培養液の

10倍希釈 液 を，pH 　2，2．5，3 に調製 し た液体 GYP

培地に，1％ずつ 接種 し，37℃ で 3 時 間培養 し た，培

養後，滅菌 0，1M リ ン 酸バ ッ フ ァ
ー

（pH 　6．8）で 中和

後，滅菌生理食塩水に て 適宜 希釈 し，同培 地 で 25℃

で 1〜2 日間，BBL ガ ス パ ッ ク を用い て嫌気的に培養

を行い ，生菌数を測定 した，また ，対照として ，前培

養液 の 生菌数 を測定 した．なお 1菌株に対 し，2連 で

2 回ずつ 実験を行 い ，pH 　2 まで 耐性が見 ら れ た菌株

に つ い て は確認 の ため，再度，確認実験を行 っ た．

　2）　人工 胃液耐性試験

　人工 胃液 に対す る耐性試験は 東らの 方法
4）

に従 っ た．

上記試験 で 酸耐性 の 見ら れ た菌株 を液体 GYP 培地 に

接種 し，
25℃ で 18時 間前後培養 した もの を前培養液

と した．pH を 2，2．5，3 に調製し，　 O．04％ ペ プシ ン

を添加 した液体 GYP 培地 （人工 胃液）に，各菌株 の

前培養液を 1％ず つ 接種 し
，
37℃ で 3 時間培養後，酸

耐性試験 と同様に 生菌数 を測定 した ．また，対照 とし

て ペ プ シ ン 無添 加 の pH 　6．8 の 液体 GYP 培地に つ い

て も同様の操作を行 っ た，

　 3）　人工 胆汁液耐性試験

　胆汁 に対す る 耐性試験は東ら の 方法
4 ）

に 従 っ た ．酸

耐性 の 見 られ た菌株を，液体 GYP 培地 に接種 し，25

℃で 18時間前後培養 した もの を前培養液 とした．胆

汁末を 0．L　 O．2 ま た は 0．3％ 添加 し た 液体 GYP 培地

（人工胆 汁液）お よ び 対 照 と して 用 い た胆汁末無添加

培地 に，前培養 液を 1％ずつ 接種 し，37℃ で 18 時間

培養 し た．培養後，培養液 を蒸留水 に て 適宜に希釈 し，

660nm に お ける吸光度を測定 した．なお，1菌株 に

対し 4 回ずつ 試験を行 っ た，

　（3＞ 人 工 消化液耐性菌株の推定

　 人工 消化液耐性を有する乳酸菌の 推定 は分子生物学

的手法 を用 い て 行 っ た 。すなわち，耐酸性菌の DNA

を Godon ら の 方法
5 ，

に よ り抽 出 し，精製後，16S リ

ボ ソ
ー

ム RNA 遺伝子 （16S　 rDNA ）の ほ ぼ全 長 を

PCR に よ り増幅 させ た，プラ イマ ーお よび反応条件

は Tajima らの 報告
6｝

に 従 っ た．得 られ た増幅断片は

Presequencing　kit（usb 　corporation ，　C且eveiand ，　OH ）

で精製 した．こ の DNA 断片をテ ン プ レー
トとして 用

い ，DYEnamic　ET　Terminator　Cycle　Sequencing　Kit

（Amersham 　Biosciences，　Piscataway，　NJ）に よりシ
ー

ケ ン ス 反応 を行 っ た，プラ イ マ
ーに は 530f （5

ノーGTGC

CAGCMGCCGCGG −3
’
）あ る い は 1392r （5

’−ACGGGC

GGTGTGTRG31 ）を用 い た
7 〕，塩基 配列 の 解読 は

ABI 　PRISM 　3100　Genetic　Analyzer　（Applied

Biosystems，　Foster　City，　CA ）で 解読 した．こ の よう

に して 得 られ た 746−815塩 基対 の 16S　rDNA の 部分

配列は NCBI 　BLAST （http：〃 www ．ncbi ．nlm ．nih ．gov／

BLAST ／）に より相同性検索 を行 い ，属種の レ ベ ル ま

で 推定 し た．得 ら れ た 塩基配列 は 日本 DNA デ ータバ

ン ク （DDBJ）に登録 し た （ア ク セ ッ シ ョ ン 番号 AB

295638−・AB295640）．

　3．実験結果

　（1） 酸耐性試験

　イカ キ ム チ か ら GYP 培地を用 い て ，平板分 離培養

法に よ り分離 した 18株 に つ い て ， 酸耐性試験 を行 っ

た ．そ の 結果，表 1 に 示す とお り，対照 と して 用 い た

hactobacitlus　casei 　subsp ．　casei は pH 　3 で も生 育 し な

か っ た が ，今回分離 したすべ て の 菌株 に お い て ，pH

3 に お け る耐性が確認された．また，pH 　2．5 まで 生

育 した株 が 12株，pH 　2 まで 生 育 した株が D −1，　 D −2

お よび D−3の 3株 で あっ た ．

　（2） 人工 胃液耐性試験

　次に ，pH 　2 まで の 酸耐性 が確認 され た 菌株 を用 い

て ，ペ プシ ン 耐性 試験 を行 っ た，表 2 に示すとお り，

D −1，D −2 お よ び D −3 株 に お け る 人 工 胃液耐性 は，酸

耐性試験の結果 と比較 して ，同程度の 生菌が残存 して

い た ．こ の こ とか ら，D −1，　 D −2 お よ び D −3株 は，ペ

プ シ ン に よ る影響を受けない と考えられた．

　（3） 人 工 胆汁液耐性試験

　次 に，pH 　2 まで の 酸耐性が確認さ れた菌株 を用 い

て ，胆汁液耐性試験 を 行 っ た ．表 3 に 示す とお り，

D −1，D −2 お よび D −3株 に お け る 入工 胆汁液耐性は，

無添加の際の濁度 と比較 して ，0．1％ は 96％，0．2％ は

94％ ，0．3％ は 89％ と，非常 に 高 い 耐性 で あ っ た ．ま

た，各菌株間 に お ける 人工胆汁液耐性 に有意差は 認 め

られ ず ， 同程度 で あ っ た ，

　   　人工 消化液耐性が確認 され た 乳酸菌 の 推定

　 上記 の 結果 よ り，人 工 消化液耐性が確認された D−1，

D −2 お よ び D −3 株 に つ い て ，形態観察お よ び性状試験

を行 っ た．そ の 結果 ，3株 と も，桿菌で あ り，グ ラ ム
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表 1．分離乳酸菌 の 耐酸性

株
生 菌数 （Leg　cfu／ml ）

pH 　6．8 pH 　3 pH 　2．5 pH 　2

飼

紹

罵

圃

脱

脇

q

 

G弓

m

瑰

囲

砌

税

睇

恥

 

日

8．04± 0．16

7，96± 0．37

8．73±0，04

8．48± 0，04

8，24：ヒ0．08

8，19 ± 0．09

7，88± 0．06
7．28± 0．06
6、7工± O．49

8、89± O，41

8．81± O．16
8．81± 0．03

5．26± O．43
7．29± 0．02
7．81± 0．06

8．60± O．05

8．81± O．03

8．44：ヒO．06

6，38± 0．23
6．67± 0．07
6．91± 0．10

6．79± 0．02

6、62± 0．03

6，44± O，07

6．40士 0．04

5．58± 0．05

5．36± 0．06
6．91± 0．02

7．04±0．23

6．75± 0．Ol

4．05i：0．06

5．46± O．03

5．88± O．03
6．55± 0．03
6．85± O．02
6．54± 0．06

　 　 05

，58± 0．32

5，23：ヒ0．21

6．76± O．01

6．61± 0，02
6．42ゴ：0．06
6．11± 0．08
5．46 ± 0．06

5，29：ヒ0．03

6．83± 0，04

6．99± 0．17
5．67 ± 0．03

　 　 0

　 　 Q5

．86± O．03

6．43± 0，02

6．85± 0．02

6．48± 0．07

　 　 0

　 　 0

　 　 0

　 　 0

　 　 0

　 　 0

　 　 0

　 　 0

　 　 05

．48：ヒ0．32

4．3ユ±O．11

4．17± O．05

　 　 0

　 　 0

　 　 0
　 　 0

　 　 0

　 　 0

表 2．分離i乳酸菌 の 人 工 胃液耐性

株
生 菌数 （Log　cfu ／ml ）

pH 　6．8 pH 　3 pH 　2．5 pH 　2

123　
　

　
　
ロ

DDD 8．77± 0．04

8．89± O．Ol
8．95± 0．02

6．91± 0．02

7，15± 0，ユ0
7．14± 0，07

6．83± 0．02

6，98± 0．0ユ

7．04± 0．04

4，82± 0．02

5．36± O．04

5．48± 0．03

表 3．分離乳酸菌の耐胆汁酸性

吸光度 （OD 　660）

株 胆汁末濃度 （％ ）

0 0ユ O．2 0．3

工

23

ロ
　

　　
　
　ロ

DDD 0．90± 0．Q3

0．89：ヒO．03
0．90± O．01

0．86± 0．02

0，84± 0．04

0，88± 0．02

0．83± 0．02
0．84± 0．04
0．86 ：to．01

0．8工± 0．02

0．78± 0．04

0．81± O，02

染色陽性，カ タラ
ーゼ試験陰性，糖か ら乳酸 を生成 し，

そ の 発酵形式は ホ モ 型で あっ た ．

　 また，3株 の 16S　rRNA 遺伝子 の 部分塩基配列 を解

析 し，「BLAST 」に よ り相同性検索を行 っ た結果 ，　 D一

ユ， D・2 お よ び D −3 株 は ， い ず れ も inctobacillus

plantarum で ある と推定 され，相 同性 は 99％ で あっ た．

　4．考　　察

　通常，空腹時 の ヒ トの 胃内 の pH は 1〜2 で ある が，

食物摂取時 に は pH 　5〜6 まで 上昇する と さ れ て い る
昼 〕。

そ の た め
， 今回 は Hyronimus ら

9〕
が 行 っ た 実験 に も

とつ い て，pH を 2，2．5，3 に 設定 し た．今回，試験

を行 っ た菌株はい ずれ も pH 　3 まで の 耐性 を示 し，そ
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の うち の ほ と ん ど が pH 　2．5 ま で の 耐性を示 し た． こ

の ときの菌数は，対 照 の 10分 の 1か ら 100分の 1 の

減少で あ っ た こ とか ら，他の 食品 とい っ しょ に摂取 し，

胃内 の pH を上昇させ る こ とに よ り腸 まで 到達 さ せ る

こ とも可能 で あ る と考え ら れ る，また，D −LD −2 お

よ び D −3 の 3 株は pH 　2 ま で 生 残 し，菌数の 減少は 1

万分の 1程度で あ っ た．よっ て，こ の 3株に つ い て は，

単独で los個以上 の菌数を摂取 す る こ と に よ り，生 き

たまま小腸 まで 到達 さ せ る こ とが で きる こ と か ら，プ

ロ バ イオ テ ィ クス と して の利用の 可能性が示唆され る．

また， こ れまで の 報告か ら見て ，L．　plantarum の酸耐

性の程度は様 々 で あるが
」の 哺 ，こ の 中 で今回分離され

た D ・1，D −2，　 D −3株 は比較 的耐性 の 高 い 方で あっ た．

　 ヒ トの 胃内は，胃酸 の 働 き に よ っ て ，pH が低 い だ

け で な く，消化酵素で ある ペ プ シ ン が働 い て い る た め ，

殺菌力が 非常に高い 状態に ある
S＞．そ の ため，強酸性

下 に おけ る耐性 が 確認 さ れ た乳酸菌で あ っ て も，同時

に ペ プ シ ン に おける耐性 がない 場合，生 きて腸管に到

達す る 可 能性 を検証する こ とが で きな い と考え られ る．

よ っ て ，酸耐性試験 に お い て ，耐
．
性が 確認された D −1，

D・2，D −3株に つ い て 人 工 胃液耐性試験 を行 っ た とこ

ろ，ペ プ シ ン の 影響 は 見 られ なか っ た ．

　腸管内の 胆汁は ，摂取 した 食物 の 種類 に よ り分泌量

が 異なる こ と，消化管の部位 に よ りそ の 濃度に差が あ

る こ と な ど か ら，腸管内の 胆汁濃度 を一定値 と して求

める こ と は 困難 と考え られ る
d）

が，Davenport は，

腸管内の 胆汁濃度は 最高値で 2％ と報告 して い る
7 ）．

胆汁濃度 2％ は
T 胆 汁末濃度 0，2％ に 相 当す る こ とが

知られ て お り，0．LO ．2お よ び 0．3％ に設定 して 実験

を行 っ た．D −1，　 D −2，　 D −3株 と同じ L．　plantarum につ

い て は耐胆汁酸性を有す る菌株 に つ い て の報告が い く

つ か ある
⊥°）
−12｝15，−IP）

が，実験条件が異 な る た め ，比較は

難 しい ．同条件で実験 を行 っ た 同 じ lactobacitlus　ecの
L．　ga∬ 副 NY 　O509や Lcasei 　NY 　1301‘ 〕

と比較 す る と，

本実験で分離され た 3 株の耐胆汁酸性は非常 に高 い こ

とが明 ら か とな っ た ．

　 今回，分離 され た L．plantarum は ，サ イ レ
ージ

， し

ば漬け，キ ム チ，す ん き，ザワ ーク ラ ウ ト
衂

などの 植

物性発酵食 品 や ，マ サ イ ミ ル PZII，サ ラ ミ ソ
ー

セ
ー

ジ
2°）

な どの動物性食品か らも検 出 され て お り，H 本人

に とっ て，こ れ まで に 食経験 が 深 い 乳酸菌の 1 つ で あ

る，こ の 菌を用 い て 調製 した発酵乳 の 摂取に よる糞便

細菌叢の バ ラ ン ス改善効果
2Z）

も報告 されて い る ．こ の

こ とか ら，D −1，　 D・2，　 D −3株 もプ ロ バ イオテ ィ ク ス と

して 応用の 可能性が期待で きる，しか し，耐酸性お よ

び人工消化液耐性 を有する こ と と生 きて 腸管 に 達す る

こ とは同義 で は ない こ とか ら，経口投与 した菌株 の 糞

便中 で の 検出 な ど，今後は in　 vivo に おける効果 につ

い て の検討を行う必要がある，

　5 ．要　 　約

　新規 プ ロ バ イオテ ィ ク ス乳酸菌の検索を目的 に ， 市

販 の 発 酵食品 か ら乳酸菌の 分離を行い ，分離 された菌

株に つ い て in　 vitro に おける酸耐性 の検討を行 っ た．

　1＞　GYP 白亜寒天培地 を用 い て，イ カ キ ム チ か ら

分離 し た 乳酸菌 18株に つ い て 酸耐性試験を行 っ た と

こ ろ ， D −1，
　 D −2 お よ び D −3 の 3 株に つ い て は pH 　2 ま

で の 耐性が認 め られ た ．また，こ の 3株 はい ずれ もペ

プ シ ン お よび 胆汁末 の 影響を ほ とん ど受けなか っ た ．

　2）　耐酸性 を有す る 3株 の 16S　rRNA 遺伝子 の 塩

基配列を解析 し，「NCBI 　BLAST 」 を用 い て 相同性検

索 を した結果 ，D −1，　 D −2 お よ び D −3 株 は，い ずれ も

LactobaciUus　plantarum で あると推定 され た ．

　本研究 は，山村乳業   と の 共 同申請 に よ り採択 さ

れ た 平成 15年度三 重県医療 ・健康 ・福祉産業産学官

共 同研究補助事業補助金 に よ り行 っ た．また，塩基配

列の 解読は三重大 学生命科学研究支援セ ン ター
遺伝子

実験施設 で 行 っ た．
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