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緒論

1. En terococcus faeca1isについて

1 )分類学上の位置付け

Enterococcus faeαlis (以下、 E.faecalis)は、乳酸菌のl菌種である。

乳酸菌は、古来からヒトの生活に有益に関係し、具体的には、腐りやすい乳

を保存性の高い、付加価値のある乳製品に加工するための基本的手段として

乳酸発酵が用いられてきた。サイレージや漬物、発酵調味料(味噌、醤油、

酒)などの製造にも乳酸菌の関与は必要である。また、ヒトやその他の動物

の腸管には、腸内フローラの構成菌種として乳酸菌が含まれていることも明

らかにされている。

乳酸菌は、いくつかの糖を発酵し多量の乳酸を生産する細菌の総称であっ

て分類学上の呼び名ではない。細菌は現在、数百の属に分類されているが、

その複数の属が乳酸菌に分類されている。しかし、乳酸を多量に産生するに

もかかわらず、乳酸菌の範鴎に入れない属も多くあることから、乙こで乳酸

菌を定義する必要がある。現在、最もわかりやすく正確な乳酸菌の定義

[109Jをまとめると、次のとおりである。

①グラム陽性の梓菌または球菌で、カタラーゼ陰性、内性胞子を作らない。

②一般に運動性は持たないが、まれに若い細胞で運動性を示すものがある。

③消費したグルコースから50%以上の乳酸を作り、共通する特徴としてビ

タミンB群のうちナイアシンを必須に要求する。

これらの定義に当てはまる菌属は、結果的にLowG+C(G+C含量55%を

上限)のグラム陽性細菌となる。近年、微生物の分類では16SrRNAの塩基

配列に基づく系統解析が行われているが、図1はこれに基づく LowG+Cの

グラム陽性グループ細菌の進化系統樹である [132Jo Bergey's Manual of 

Systematic BacteriologyV01. 2 (1986) [129Jでは、 Streptococcus属から

En terococcus属とLactococcus属の2属を分離独立させた。この分類の正

当性は、この系統樹によっても裏づけられ、これら3菌属は別々のクラスター

を形成している。 Streptococcus属とLactococcus属はまだその関係が近い

が、 Enterococcus属はこれらからかなり離れ、むしろCamobacteriumや
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Vagococcαsに近い。　En亡erococcus属は、乳酸球菌の中では10℃、45℃、

6．5％NaC1、　pH　4．4のすべての条件下において生育性を示すことで特徴づけ

られ［128］、現在19菌種に分類されている。他に新しい乳酸菌の分類も行わ

れ、En亡erocoocus属を含めた総括として1994年にBergey’s　Manual　of

Determinative　Bacteriology［48］が刊行された。糞便や消化管内容物から

の分離例が多いが、植物からの分離例もある。現在のEn亡erococcαs

亀ec訓fsは、　S亡1rep亡ococcusセe（：泌唇subsp．血e（恕fs、　　S亡rep亡ococα1s

魚ec泌s　subsp．幻αe毎densおよびS亡rep亡oooccusねeα疽s　subsp．

勿mogenesの3亜種に分類されていたものが統一され、その基準株のG＋C

含量は38．6％である。細胞壁のペプチドグリカンは、D一イソアスパラギン

を架橋部に含むLys－D－AspタイプのものでEn亡eroooccus属や五ao亡ooocous

属に広く分布するが、E1加ca兆は特異的でLys－Ala圏タイプである。イソ

プレノイド・キノンは呼吸系の補酵素で、キノンの種類、側鎖のイソプレノ

イド鎖長とその水素飽和度が分類指標として使われている。一般に

S亡rep亡ococcus属はキノンを持たないが、　En亡erooocoαs属のうちEL

珀eca飴がデメチルメナキノンを持ち、　E．　cassema▽usとE．　ga伍narロmがメ

ナキノンを持つことが知られている［17］。E．ねeca飴とE　fヨedumは」性…状が

非常に類似しているが、E．ねeca遅sはメナキノンを持たないとされている

［127］。

2）E．拍eα必sに関する遺伝学

　乳酸菌の遺伝子の構成は、基本的に他の真正細菌と変わりがない。すなわ

ち、染色体、プラスミド、ファージなどがあり、乳酸菌の形質を規定してい

る。染色体の大きさが2メガベース（Mb）前後と小さめであること、重要な

性質を決定する遺伝子がプラスミド上にあることなどが乳酸菌の特徴である

［57］。また、1970年頃より始まった乳酸菌の遺伝子の解析は、1990年を境

として目覚ましく進展した。その主な原因の1つは、DNA・アミノ酸配列解

析装置の普及やPCR法の開発に代表される一般的な遺伝子解析技術の進展で

ある。もう1つは、エレクトロポレーション法に負うところが大きい宿主

一ベクター系の開発の進展である。以下、E．1aeα班sにおける重要な遺伝と
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育種に関する現状を述べる。

　原核生物における遺伝子交換の1機構である接合伝達は、細胞と細胞の物

理的接触を介して遺伝子が伝達する現象で、形質導入と並び乳酸菌における

自然界での遺伝子交換に重要な役割を担っている［30，131］。たとえば、

En亡erocoocus属細菌や五ao亡oooccus属細菌の多くは、接合により伝達する

プラスミドを複数保持し、さまざまな表現形質（各種糖類代謝能、ファージ

耐性能、薬剤耐性能など）をコードしている［31］。これらのプラスミドは、

他のプラスミドやゲノムの一部を伴って伝達し、さらにはそれらと融合

（co－integration）し再編成を起こす場合もあり、その遺伝的解析を非常に

複雑困難にしていた。しかし、乳酸菌からのプラスミドの単離法の開発［4］

をはじめとする遣伝子操作の技術発展により、それらの現象の遺伝子レベル

での詳細な解析が可能になり、接合伝達を介する遺伝子交換の現象に関する

研究は、乳酸菌の遺伝機構を知る上での重要な知見となってきた。乳酸菌に

おける接合伝達の機構は、Eねeα…癒sにおいてよく研究されている。　E

珀ec紐sからは、病原性や薬剤耐性などをコードしているプラスミド［10］や

トランスポゾン［11］が多く発見されており、広宿主域伝達性プラスミド

pAMβ1、フェロモン応答性プラスミド、接合伝達性トランスポゾンなど、

特徴あるものが含まれている。これら乳酸菌の接合伝達の研究は、その伝達

性プラスミドもしくはトランスポゾンの存在を明らかにすることに始まり、

その伝達機構の解析、遺伝子のマッピングなどの基礎研究から、遺伝子導入

系への応用まで幅広く行われている。乳酸菌のプラスミドの伝達機構に関し

ては、大腸菌のFプラスミドに対比して議論されているが、Efaeca佑や

Lao亡00000薦1∂C飴において性線毛様の構造体はみられず、菌体細胞の凝集

塊を形成し高頻度にプラスミドを伝達する機構を一部に備えている。接合法

による遺伝子導入系への応用は、エレクトロポレーション法と並んで乳酸菌

の遺伝子操作に欠かすことのできない手法となっている。実際に、高頻度伝

達性のプラスミドでなくても、フィルター膜上や寒天プレート上で強制的に

供与菌と受容菌の物理的接触を起こさせるという簡便な実験操作により、接

合伝達株を得ることができる。

　pAMα1とpAMβ1は、それぞれE．　fヨe　c訪sにおいて発見された薬剤耐性
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プラスミドであるが、これらのプラスミドは種さらには属を越えて接合伝達

する広宿主域性という特性を示し、S亡rep亡ococcαs属、　Lac亡ococcαs属、

Lac亡obao塑αs属、　S亡aphyloooccαs属など種々の細菌への伝達が報告されて

いる［11，29，33］。これらの広宿主域プラスミドは、供与血中に共存する自

己伝達能を持たない他のプラスミドを同時に伝達（co－transfer）させる

“conjugal　mo髄zation”という、乳酸菌の遺伝子操作に非常に有効な性質

を示す。Hayes　e亡aL［44］は、　Lao亡ococcαs　lao亡fs　subsp．　cremoπsのラク

トース発酵性およびプロテアーゼ産生能をコードする非自己伝達性の

pCI301とプロテアーゼ産生能をコードするpCI203を、　pAMβ1と

co－transferさせた。その結果、得られた薬剤耐性株においては、　pCI301お

よびpCI203ともそれぞれpAMβ1とco－integrateしていることが示されて

いる。

　E．faeα…曲のある種のプラスミドは、受容菌の分泌する性フェロモンに応

答し、その接合伝達を活性化するという他の細菌のプラスミドにはない特徴

的な牲質を持つ。この種のプラスミドは20種類ほど発見されているが、大き

さは一部の例外を除いてすべて50kbから70　kbで、　En亡erocoocαs属間での

み伝達可能である。この種のプラスミドは溶血素（ヘモリシン）、バクテリ

オシン、薬剤耐性などの表現型をコードしているほか、性フェロモンに応答

して培養中に凝集を形成し、高頻度で接合伝達するという特徴的な表現型を

コードしている。菌体細胞の凝集形成に関する機構は明らかにされており

［12，44］、また性フェロモンは7ないし8個のアミノ酸からなるペプチドであ

り、一部の例外を除いて、それぞれのプラスミドに対して異なる構造の分子

種が存在する。プラスミドには、供与菌が自己のフェロモンに応答するのを

防御する機構として、宿主染色体にコードされる性フェロモンの生産を抑え

るフェロモンシャットダウンと、性フェロモンに対するインヒビター生産の

2機構がコードされている。フェロモンインヒビターはフェロモン同様のペ

プチドでフェロモンシャットダウンの機構を払い潜って生産されたフェロモ

ンの作用を競合的に阻害している［91］。プラスミドの詳細なマッピングは

Tn　9エ7の挿入変異や部位特異的変異導入によって行われており、フェロモン

に対する応答やASの発現を制御する亡raおよびprg遺伝子群の個々の遺伝子

4



の機能解析も進められている［12，13，44，92］。

　乳酸菌におけるトランスポゾンの多くは、接含伝達性プラスミドと同様に、

細胞と細胞の物理的接触を介して伝達される。現在までにグラム陽性菌で発

見されているトランスポゾンは、大部分がE。1aeca船から得られたもので、

そのほとんどがテトラサイクリン耐性などの病院で使用されている薬剤に対

する耐性をコードするものである［10］。ナイシン産生能をコードする

Tn5276やTn530ヱなどは、食品微生物であるL．1ac亡fsからトランスポゾンが

得られた珍しいケースである。従来、ナイシン産生能はプラスミドにコード

されるものと考えられていたが、近年の遺伝子解析により、それらはし．

1ac亡fsの染色体上にコードされていることか判明し、トランスポゾンとして

接合伝達されていることが明らかとなった。これらのトランスポゾンは、ショ

糖発酵性も同時にコードしていることが認められた。トラジスポゾンが染色

体のさまざまな部位へ挿入されるという性質は、乳酸菌染色体の解析にも有

効である。E．負e　ca臨で発見されたTn　9エ6は、元来その転移頻度はあまり高

くないが、高頻度接合伝達性のプラスミドと共存させることによってその伝

達頻度を高めることができる。Tn916はLao亡。わac伽s　cα四a加s、

Lac亡obac塑αs　P1∂n亡arum、　L．1ac亡fs、五eαcon　os亡ooαremo五sなどさまざま

な乳酸菌への導入が報告されている［32］。Tn　9エ6においては接合伝達性プラ

スミドpAM　180中ヘトランスポゾンを挿入することにより伝達頻度を高める

工夫がなされ、この系を用いてL．1ao亡fsのマロラクティック発酵の欠損株が

得られている［115］。

　こういつた分子遺伝学の進行する中、現在、さまざまな生物でゲノム

DNAの全塩基配列の決定がなされている。乳酸菌においても例外でなく、

有用性の認められた菌種菌株において進められたり、そのプロジェクトが立

ち上げられたりしている。且fヨeα疵sもほぼ全塩基配列が決定された状況に

ある。

2．プロバイオティクス乳酸菌E．faecalfsについて

　プロバイオテイクス（probiotics）という言葉は、　LiUy　and　StillweH［66］

によって初めて提唱され（表1）、その後、定義として何度か改変がなされ、
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現在ではFuner［26］の提唱する「腸内微生物のバランスを改善することによっ

て宿主動物に有益に働く微生物添加物」という定義が受け入れられている。

この定義は、プロバイオティクスが「生きている」微生物菌体であることを

強調し、抗生物質との区分けを明確にしている。

　この概念を発展させたものが生菌剤である。すなわち、乳酸菌の生菌を単

一または複数組み合わせて経口的に投与し、便秘、下痢、腹部膨満感、鼓腸、

腹痛、湿疹、口内炎、さらには抗生物質などの薬物の投与による腸内細菌叢

の異常とそれによって引き起こされる感染症などの予防または治療を目的と

した医薬品として、日本をはじめ欧米においても実用化されている。

　1966年忌出版された「乳酸菌の研究」［61］の中で、すでに乳酸菌製剤

［41］という項目が乳酸菌の応用の章に記載されているのは興味深い。その

中に、本研究で取り上げたE．faeα疽sも生菌剤として採用されている。乳酸

菌は1856年忌Pasteur［114］によって発見されたが、それよりも前の1784

年にGrieve［87］は酸乳クーミスの医薬価値をすでに報告し、1908年～1914

にかけてMetchnikoff［76－79］が乳酸菌による不老長寿説を唱えている。

　現在、生菌剤として利用されている乳酸菌はヒト腸内細菌に由来するもの

が多い。具体的に、乳酸桿菌ではLac亡0わac伽s　acfdopゐ五αSグループをはじ

めLac亡obac塑us　sa互vlanlu　s、　Lac亡obadπαsplan亡arum、　Lao亡。わad1αs　case1

グループ、Lao亡obac塑us　delbrueckだsubsp．　bdganヒu　s、　Lac亡obadlu　s

delbrロed瞳subsp．1ac亡fs、および乳酸球菌ではE，　faec誼B、　E，　faecfulnな

どが用いられている［1］。

　以下、且ねec訪sに関するヒト・動物の腸管でゐ知見、プロバイオティク

スに関する知見についてまとめた。且ねeca飴のこれらの研究に関しては、

非常に早い時期からみられるのが特徴である。

　アノイリナーゼ菌保菌者は乳酸菌の連続投与でアノイリナーゼ菌が完全に

駆逐されることが知られていたが、そのような患者は腸内に乳酸菌が極めて

少ないことが認められた［38－40］。そこで、アノイリナーゼ菌保菌者の糞便

の10倍水浸出液を用いて各種乳酸菌に対するその生育阻止作用が調べられた

が、その結果は表2のとおりである［41］。この場合、数値の低い方ほど高い

耐性を有し、有益であることを意味する。且ねe（紐sは、B鮒dobao亡erfロm

6



b哲dusと並んで非常に高い耐性を示している。乳酸菌生菌剤は、便秘にも

効果があり、それは乳酸菌より産生される乳酸が腸管蠕動運動を促進するこ

とが推測されている。その推測をもとにアノイリナーゼ症が発見され、本症

のほか常習性便秘症、腸内腐敗症などの患者ではアンモニア態窒素量が健康

なヒトより異常に高いことが示された［73］。そこで、アノイリナーゼ保菌者

にE．ねeα狙s生菌剤を約1ヵ月間連続投与したところ、図2のとおり窒素量は

健康者レベルまで下がり、アノイリナーゼ菌が陰性となって便秘はしだいに

好転したことが報告されている［37－40］。

　また、生菌の胆汁酸に対する耐性は腸管付着性や経口投与を考える上で重

要となる。ヒト胆汁酸の代表的成分はコール酸とデオキシコール酸であり、

Efaec誠sを用いたそれらに対する耐性を試験した結果が報告されている

（表3、表4）［41］。すなわち、供試菌の生育阻止円の直径が小さいほど高い

耐性を有することを示し、乳酸菌8菌種の中でも特にE．ねe（泌sの胆汁酸に

対する耐性能の高さが伺える。このことは、経口的に投与された本菌が消化

管を通過する際の生存率に有利に働き、腸内で増殖できる可能性が高いもの

と考えられる。そのことを顕著に裏付ける実験結果を表5に示す［41］。これ

はラットの各消化管におけるpH：とE．ねec誼sの存在状況を示したものである。

胃ではpHが低く肛門へ向かうにつれて中性に近づく。　E．1ヨeα盟sの検出割合

もEfaeα盟s無投与区では、胃、十二指腸あたりではまったく検出されない

が、pHが中性に近づく結腸や直腸で検出がみられるようになる。一方、　E．

fae　ca飴を生菌で経口投与した試験区では、胃においてもE．　fヨe　ca佑が検出

され肛門に近づくにつれてその菌数の増大が確認された（表5）［41］。

　腸管内における乳酸菌の存在は、乳児のアミノ酸代謝を促進し窒素の蓄積

を良好にするといわれているが、無菌動物のニワトリやモルモットでも、E。

飴eca猷s、　L．　acfdoph丑us、　Bffldobac亡eがumが生体の発育を促進することが

確認されている［135］。60g～80gのマウスをビタミンB2欠乏飼料で飼育す

ると体重がしだいに減少する。しかし、その飼料と同時に且fae（泌sを生菌

の状態で経口投与すると体重は増加し、正常に発育することが認められてい

る（図3）。

　Ozawa　e亡a乙［113］は、薬剤耐性をもつE∫aec誼sを幼年期のブタに投与
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することにより、腸管内においてEn亡erococcαs属以外にB鮒dobac亡erゴαm

属、五ac亡obac伍us属、　S亡rep亡ococcus属などが乳酸菌フローラを形成し、

Salmon　e胎属が減少することを認めている。また、この現象はウシにもみら

れ、同等の効果があることを報告している。E．　faeca万sはヒトを含む哺乳類

の糞便中から検出される一般的な腸内細菌と考えられるところがら、生菌剤

として用いられている。たとえば、ヒト、ブタ、ウシに対する整腸剤として

市販されている。

　以上のことから明らかなように、Eねe（泌bは、古くから乳酸菌生菌剤と

して重要な役割を果たし、またそのことを裏付ける研究データと実績を有し

ている。本研究では、且珀e（泌sのプロバイオティクスとしての特性を検討

し明確にすると共に、その有する特性をさらに高めることを目的とした。

3．本研究で供試したE．faecalfs　TH10について

　世界には、数多くの伝統的発酵食品があり、各地域のもつ気候的特性が素

材を生みだし、発酵食品もその風土の特殊性から生まれたものである。特に

東南アジアにおいて日常的に食されている主な発酵食品をあげてみると、次

のとおりである。すなわち、飲料としてココナッツワインおよびライスワイ

ン、乳加工品としてダディヒ、穀物デンプン加工品ではタペ、豆類加工品と

してテンペ、キカップ、タオチュウ、ドサイおよびイド広魚類加工製品に

はベラチャン、チンチャロック、ブドウ、果実・野菜加工品としてテンポヤッ

クがある。乳酸菌は、これらの発酵食品において、直接あるいは間接的に関

与し貢献しているものと考えられる。大平ら［99－107］は、これら東南アジ

アの発酵食品より乳酸菌を分離同定し乳酸菌叢を明らかにすると共に、それ

らの生理生化学的諸性状について検討してきた。

　本研究で供試したEL拍e　ca〃B　TH10は、大豆を主原料とするマレーシア産

の発酵食品、テンペ（距mpeゐ）から分離されたものである［99］。伝統的

手法によるテンペの調製法は次のとおりである。まず現地産大豆（glycine

Inax）を洗浄し、半日程度浸漬させる。さらにこの大豆は水切りされ、脱皮

され、釜に入れて柔らかくなるまで煮込まれる。適当に柔らかくなった大豆

は冷却され、”Fungi”（乳酸菌やカビを含むスターター）が散布される。こ
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れを適当な大きさに固めて、バナナや大きな樹木の葉に包み、1～2日間室内

で静置発酵させる。最近、日本でもその風味や有用性、さらには機能性など

について研究されると共に日本での商品化も進められている。

　本菌株ならびに他の発酵食品から分離した3菌株についてまとめた生理生

化学的諸性状を表6に示した［100－103］。なお、G＋C含量と糖類発酵1生につ

いては、未発表のものであるが、一括してこの表に示した。これらの性状に

ついて述べると、グラム陽性、双球もしくは連鎖球菌の形で生育する。通性

嫌気性を示しカタラーゼ陰性である。リトマスミルク中で還元、酸生成、そ

の凝固性を示し、乳酸の旋光性はL（＋）型である。グルコースからガスは

産生せず、45℃でも生育し、比較的高い食塩耐性や高pH・低pH抵抗性を示

す。代謝できる糖類には、セロビオース、グルコース、ラクトース、マンニ

トール、リボース、サリシン、ショ糖、トレハロースがある。これら生理生

化学的諸性状をBergey’s　Manual　of　Systematic　Bacteriology　V　o1．2（1986）

［129］の記載と照合の結果、本菌株は且ねeα疵sと同定され、E拍e（紐s

TH10と命名した。

　本菌株は、食品由来かつ製造直後の二次汚染を回避した状態での製品から

分離されたE．抱eα血sである。したがって、人畜に対する安全性は高いもの

と考えられる。本菌株の特徴的な性状を表6から抜粋して表7にまとめた。す

なわち、一般の乳酸菌に比べて6倍以上の乳タンパク質分解活性（遊離チロ

シン含量において1．32㎎／5血）［108］を示すことがあげられる。次にそ

のpH抵抗性であるが、　E～fヨeca互sは低pHでの生育性に優れている。本菌株

はpH　3．5付近でも生育し、ヒト消化管での生育が期待できる。プロバイオティッ

ク乳酸菌としては、その他に抗菌性物質の産生能や腸管への付着性が要求さ

れる。

4．乳酸菌が他の微生物の生育を抑制するメカニズムについて

　多くの細菌は、生育環境の中で他の微生物との拮抗や共生の関係を維持し

ながら生育している。特に、栄養要求性において他の微生物と拮抗している

場合、自らの生育環境を安定維持するために他の微生物の生育を抑制あるい

は阻止するメカニズムを有していると考えられる。乳酸菌の場合も同様に、
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他の微生物の生育を抑制する系が存在し、そのメカニズムや物質について研

究が進んでいる［54］。プロバイオティクス乳酸菌を考える場合、その乳酸菌

が何らかの抗菌性物質を産生し他の細菌の生育を抑制する現象を明らかにす

ることは非常に重要な研究課題である。

1）有機酸

　乳酸菌の糖源からの主要な代謝産物は乳酸であり、その抗菌性については

古くから研究がなされてきた。まず、乳酸が存在することでその環境中の

pH：を低下させることによる抗菌性は最もよく知られた現象である。さらに、

非解離型の乳酸塩であった場合も、他の微生物の細胞内での電気的プロトン

勾配を壊すことによって抗菌的作用を示す。乳酸以外に産生する有機酸とし

て、微量ながら酢酸やプロピオン酸がある。これらの有機酸は乳酸よりpKa

値が高く、pHを同じ条件においた場合、解離度が低いために、抗菌活性は

乳酸よりも高い。低pHのもとで乳酸が示す抗菌性に対し、これらの有機酸

は相乗効果をもたらすことが認められている。

2）ジアセチル

　乳酸菌の産生するジアセチルは、チーズやバターなどの芳香成分として知

られ、利用性の上から代謝系や遺伝学について古くより研究がなされてきた

物質である［83］が、同時にこの物質は抗菌性も示す。一般に糖源からのピル

ビン酸の多くが乳酸デヒドロゲナ一項により乳酸になる部分の経路において、

ピルピン酸にジアセチルシンセターゼが作用することで生成される。一方、

Lac亡ococou　s　lac亡fs　subsp．1ao亡fs　biovar　diace　tylactisやLe　u　oon　os亡oc

mesen亡erofdes　subsp．　cremorゴsなどはクエン酸を代謝し、ピルビン酸を経

て大量のジアセチルを産生する。糖源由来の場合と同じようにピルビン酸を

経るにもかかわらず、この場合はすべてのピルビン酸から乳酸が産生されず

ジアセチルの産生経路に進む。これは、クエン酸代謝によってピルビン酸が

生成された場合、クエン酸は高度に酸化された物質なのでそれが分解された

時には還元性物質が生成されないため、ピルビン酸から乳酸デヒドロゲナー

ゼを経て乳酸ができる系が進まないのである。

　ジアセチルは、200μg／m1で酵母やグラム陽性菌の生育を抑制し、300

μg／m1でグラム陰性菌を抑制することが報告されている［54］。一方、ジアセ
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チルを産生する乳酸菌は、一般に350μg／m1でも生育抑制はみられず、ジア

セチルとアセトインに換算して培地中に0．3mM程度が蓄積すると自らジア

セチルレダクターゼやアセトインレダクターゼを誘導し、蓄積したジアセチ

ルを2，3一ブタンジオールに変換する。

3）3一ヒドロキシプロピオンアルデヒド

　Lac亡obad〃αs　re厩erゴの産生する抗菌性物質、ロイテリンとして同定され

た物質が、3一ヒドロキシプロピオンアルデヒドである。本物質は、後述す

るバクテリオシンとは異なり、グラム陰性菌、グラム陽性菌、酵母などに対

して広い抗菌スペクトルを示すことが知られている。

4）過酸化水素（H202）

　乳酸菌は、カタラーゼ陰性なのでフラボプロテインオキシダ凸凹を持つも

のが多い。そのため、次のような経路でH202が生成される。

　①ピルビン酸＋02＋PO43『一（ピルビン酸オキシダーゼ）→CO2＋H202

　②乳酸＋02一（L一乳酸オキシゲナ一罪）→ピルビン酸＋H202

　③乳酸＋02一（NAD一非依存型D一乳酸デヒドロゲナ一斗）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→ピルビン酸十H202

　④NADH＋H＋＋02一（NADHオキシダーゼ）→NAD＋H202

　10～20mMのH202は、大腸菌を死滅させることが報告されている。また、

牛乳のようにラクトパーオキシダーゼを含む場合は、H262による次のよう

な抗菌メカニズムが知られている。乳酸菌によって生成されたH202が0．01

～0．02mM程度牛乳中に存在すると、ラクトパーオキシダーゼはチオシアネー

トの酸化を促進し、その中間で生成する種々のチオシアネート（SCNりの

酸化物（OSCN一、02SCN一、03SCN一）は強い抗菌性を示す。この系によ

り、生乳やカッテージチーズの保存性が高まっているし、積極的にその系に

よる抗菌性を利用する試みがなされている。

5）バクテリオシン

　細菌の中にはタンパク質あるいはペプチドから成る抗菌性物質を作り出す

ものがあり、バクテリオシンと総称されている［51，54］。その特徴として、

類縁菌など比較的狭い抗菌スペクトルを示すと一般的に考えられている。し

かし最近は、．Lfs亡eπa属やBac伍us　oereαsなど病原性のグラム陽性菌に対し
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ても働く比較的広い抗菌スペクトルを示すバクテリオシンも知られるように

なってきている。バクテリオシンがタンパク質である場合は、熱処理で失活

するものの、そのほとんどが比較的高い耐熱性を有し、ヒトの腸管内消化酵

素によって分解されるため、安全性の高い天然の食品保存料として期待され

ている。

　乳酸菌の産生するバクテリオシンについては数多く報告されており、

1993年にKlaenham【ner［63］はその一次構造から4つのクラスに分類するこ

とを提唱し、1996年にNes　e亡a1．［93］によって、その構造や作用機序に基づ

いた修正が加えられて分類された。

　ナイシン（nisin　Aとnisin　Z）は、　Lac亡ocoocαs　lac施subsp．1ac亡fsによっ

て作られるバクテリオシンの1つでチーズスターターの中から見い出された

［62］。すでにその構造、生合成機序、作用機序（抗菌メカニズム）、自己耐

性、遺伝的な背景については完全に明らかにされ、現在はその応用に関する

報告も多く見られる。ナイシンは、バクテリオシンの中で唯一GRAS

（Genera皿y　recognized　as　safe）物質として認識され、日本を除く約50力

国で食品保存料としての使用が認められている。使用されている主な食品に

はチーズ、プロセスチーズ、缶詰、牛乳、クリームがあり、応用研究レベル

ではあるが、漬物や味噌において優れた結果が得られている。’

5．腸管感染症と乳酸菌

　現在、プロバイオティクス乳酸菌としての最も重要な性質にヒト腸管付着

性がいわれているのは、腸管感染症予防においてその特性が重要となるから

である。そこで、腸管感染症を引き起こす有害細菌の腸管定着性のメカニズ

ム、腸管上皮細胞に付着性を有する乳酸菌を用いて、腸管感染症起因菌の上

皮細胞への付着を阻止することによる感染症予防の可能性について述べる。

　腸管感染症では、病原菌の上皮細胞への付着が発症の第1段階となる［98］。

この付着は、細菌側の付着因子（アドヘシン）が上皮細胞側のレセプターに

結合することにより起こる。また、病原性大腸菌であるEsoh　erfchfa　co五

〇157：H7が産生するベロトキシンも同様に、腸管の上皮細胞の表面膜上に

ある糖鎖を特異的に認識してこれに結合し、その後細胞内に取り込まれる。
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すなわち、ガラクトースα1→4ガラクトース（ガラビオース）という構造

をもった細胞膜上の糖鎖を受容体として細胞に付着する［142］。そこで、こ

れら病原菌や毒素の付着を阻止することができるならば、感染症の予防が可

能と考えられ、anti－adhesion　therapyの原理となるであろう。

1）乳酸菌の腸管上皮細胞への付着機構

　ヒト消化管には腸内フローラが存在し、乳酸桿菌ではLao亡。わacf召αs

gas　s　e1ゴ、　Lao亡obac塑αs　crゴspa亡乙1　S、　Lao亡obacfZlus　sa互var1娘S、　Lac亡0わaofZ1αS

把α亡eがなど、ビフィズス菌ではB留dobac亡eがum　longum、　B雌doわac一

亡er加m　adolescen亡fsなどが常在菌種として分離されている［81］。したがっ

て、これらの菌種は腸管上皮細胞への付着性あるいはその表面を覆う粘液層

への結合性を有すると考えられる。乳酸菌の付着性については、手術により

得られた大腸や小腸細胞、固定化大腸上皮切片、固定化大腸粘液、抽出細胞

表層タンパク質、培養細胞（Caco－2、　HT29－MTX、　Intestine　407、　FHs

741nt）あるいは糖脂質などを用いて調べられている［137］。これら以外に

も、聖体表層の付着因子の検索法として赤血球凝集反応が用いられることも

ある［84，140］。バイオプシーで得られた小腸あるいは大腸細胞を用いる方

法は最も生体での条件に近似していると考えられるが、実施の容易さから

Caco－2、　Intestine　407、　HT29－MTXなどの消化管由来株化細胞が用いら

れることが多い。付着機構については、赤血球凝集反応の阻害活性、糖脂質

への結合、酵素処理が付着に与える影響を調べるなどの手法により研究され

ている。その結果、付着機構として、菌体表層のレクチン［18，140］、多糖

［46，110］、糖タンパク質［85］、上皮細胞表層の粘液層［23，133］、レクチン

［85］、糖タンパク質［2］および糖脂質［141］との結合が推定されている。ま

た、培養上清中に分泌されたタンパク質（secreted　bridging　protein）により

付着が促進されるという報告がConway　e亡a乙［19，117］やフランスのグルー

プ［5，6，9］により行われている。Conway　and　Kieneberg［19］は、

Lac亡obacfπus　fem～en加m　737により分泌される腸管付着性タンパク質を部

分精製し、分子量12，000～13，000の糖を含まないタンパク質と同定してい

る。しかし、Green　and　Klaenhammer［35］はフランスのグループ［9］の

報告した．Lac亡obac塑αs　acfdoPゐ五us　BF2FO4を用いて追試を行った結果、腸
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管付着性タンパク質の存在は確認できず、培養上清の添加により付着半数が

増加した原因は単なるpHの低下による付着菌数の増加にすぎなかったので

はないかと述べている。したがって、フランスのグループの成績については

他の菌株についても追試が必要と思われる。Fontaine　e亡訊［24］は

Bfffdobao亡erfum　b哲dαm　DSM　20082を用いて検討し、赤血球表面への付

着にはglycopho血Aの糖鎖が関与するが、ブタ胃粘液への付着にはその円

柱は関与せずペプチド鎖に結合すると推定している。彼らの結果は、赤血球

凝集反応から上皮細胞表層のレセプターを推定することができないことを示

している。

　以上のように、乳酸菌でも菌体側のアドヘシンと上皮細胞側のレセプター

を推定したいくつかの報告はあるが、病原菌で明らかにされているような腸

管定着性への関与が証明されたアドヘシンは乳酸菌ではまだ唄い出されてい

ない。

2）乳酸菌による病原菌の腸管上皮細胞への付着阻害

　FUi　iwara　e亡訊［25］は、毒素原性大腸菌のasialo－GM　1への結合が菌体外

に分泌する捌實dobao亡eがum　longum　S勝2928のタンパク質によって阻害

されることを示している。より生体に近い条件である培養細胞を使った付着

阻害の報告もある。培養上清に懸濁させたL。acfdop捌αsの生菌体あるいは

死菌体は、E．　coエf、　Sa㎞one胎亡yph㎞urfαm、】晦rs加fa　pseudo一

亡uわercα10sfs、　L∫s亡e百a　moLno（尻ogenesのCaco－2細胞およびHT29－MTX

細胞への付着あるいは侵入を阻止することがフランスの研究グループにより

示されている［15，16］。また、B荊dobac亡e．百αmの死菌体でも同様の結果が

得られている［5］。さらに最近Hudault　e亡aH50］は、　Lac亡。わac伍αs

酌amn　os　u　s㏄の培養上清でs．亡yph㎞αr加m菌体を前処理することにより、

後者のCaco－2細胞への侵入菌数が減少することを示した。　Lehto　and

Sa㎞inen［65］は、　Caco－2細胞を用いて．L．　rhar㎜osαs㏄のS．

亡yphlmαrfαmに対する付着阻害活性を調べた。彼女らは、あらかじめ．L．

rhamnosus　GGをCaco－2細胞に付着させることの有無はS．亡yph㎞uがumの

付着菌数に影響しないが、．L．出amnosus　GGの培養上清の添加は付着菌数

を減少させることを早い出した。さらにこの付着菌核の減少は、培養上清の

14



酸性pHにより引き起こされるS．亡yph㎞ur加mの付着性の低下および培養細

胞の死滅が原因であることを明らかにした。したがって、Caco－2細胞ある

いはHT29－MTX細胞に病原菌が付着あるいは侵入するのを乳酸菌が抑制す

るとした上述のフランスの研究グループの知見は、乳酸菌体の作用ではなく

図体を懸濁するのに用いた培養上清の酸性pHによる付着阻害あるいは培養

細胞の死滅の結果に過ぎなかったことを、Lehto　and　Sa㎞inen［65］の成果

は強く示唆している。

　H塑cobac亡er　pylo1ゴは胃潰瘍や胃癌との関連が指摘されている微生物であ

る。Kabir　et　al．［56］はヒト胃癌由来MKN　45細胞を用いた実験で、　H．

pylorf　130の付着はL。　sa臨aη嘘sWB1004株の添加により減少することを早

い出した。さらに彼らは、胃にH．pyloがを定着させたBALB／cマウスにL．

sa伽an敗sWB　1004株を投与すると、胃粘膜のH．　py1αゴの置数が減少するこ

とを明らかにした。この実験は、fn　v：f亡roのみならず加v：fvoの系でも有効で

あったことを示す例として貴重なものである。

　腸管感染症の原因菌の中には、S亡yph㎞αrfαm、病原性大腸菌、

距rs加ja　en亡eroco加。ξ～などが、ラミニン、フィブロネクチンあるいはコラー

ゲンなどの細胞外マトリックス（ECM）タンパク質に結合することも示さ

れている。そして、その結合性が病原性と関連していることを示したものも

ある［98］。ECMタンパク質は基底膜や結合組織に含まれるが、これらは上

皮細胞に覆われているので、消化管内微生物がECMタンパク質に接触する

機会はないように思われる。しかしLlungh　e亡aL［67］は、潰瘍発生時のほ

か、細菌あるいはウィルス感染などにより上皮細胞が剥離した場合あるいは

正常な上皮細胞のターンオーバーでも絨毛頂上部からの上皮細胞の脱落時に

は、基底膜や結合組織のECMタンパク質が露出することになると述べてい

る。Toba　e亡a乙［49］は、　L．αゴspa亡usが出血性大腸菌のIntestine　407細胞

への付着を中性条件下で阻害することをみい出した。この阻害はMatrige　1お

よび固定化ラミニンでもみられることと、ECMへの付着性を示さない菌株

では付着阻害が見られないことから、ラミニン分子を共通のレセプターとす

る結合の競合であるとその機構を推定している。

3）Anti－adhesion　therapyの問題点と将来展望
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　Sa㎞inen　e亡a1。［123］は、多くの科学的研究データから、有望なプロバイ

オティック乳酸菌としてL．casef　Shirota、　L　rhamnosαs㏄およびL

addo－p鯉αs　NCFB　1748をあげている。これら3菌株は、いずれも臨床研

究により細菌性やウィルス性の下痢症に効果があると報告されているが、そ

れが病原微生物の付着阻害に基づく感染予防や治療であるのかについては不

明である。Anti－adhe　sion　therapyに用いる乳酸菌株の開発に当たっては、

腸管感染症の原因菌により標的消化管部位やレセプターが異なるため、対象

とする病原菌ごとに異なる菌株を選ぶことが必要になると考えられる。レセ

プター分子は同一でなくても、立体障害により病原菌の付着を阻害すること

も可能であると考えられる。乳酸菌が複数の病原菌に対する付着阻害効果を

合わせ持つと効率的であるので、乳酸菌あるいは乳酸菌の菌体成分の混合物

として開発するのが有効であろう。乳酸菌の場合、レセプターの競合に加え、

抗菌性物質の寄与も期待できるので、これらとの相乗効果も期待できると思

われる。また、菌体以外にFujiwara　e亡a五［25］が報告しているような培養液

中に分泌される付着阻害タンパク質の利用も考えられる。

　上記2）で示したように、腸管への乳酸菌の付着機購や病原菌に対する付

着阻害機構に関してはまだまだ知見が乏しいが、1n嘘roの実験で

｛mti－adhesion　therapyに利用できる可能性のある乳酸菌株がいくつか卜い

出されている。これまで行われてきた研究は断片的なものが多いので、今後、

1n嘘mから臨床へと系統立てた科学的な研究が多数行われることにより有

効性が科学的に証明され、乳酸菌によるanti－adhe　sion　therapyが腸管感染

症に対する安全な予防・治療法の1つとして開発されることが期待されてい

る。

6．本研究の目的と本論文の構成

　まず、第1章においてrE．ねe（泌s　TH10の安全性と抗菌性」を検討した。

E．セeca飴は菌種としてプロバイオテイクス乳酸菌として扱える可能性が高

いが、菌種菌株によるところもある。また、Eゴヨeα疽sの場合、ごくまれに

溶血性による有害性を示す場合があるので、まず本研究で供試した且

faeα…必s　TH10の安全性について試験した。次に、粘菌の培養上清を用いて
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グラム陽性細菌に対する抗菌性の検討を行い、その抗菌スペクトルをもとに

ガスクロマトグラフィー・マススペクトロメトリー（GC／MS）による抗菌

性物質の分離同定を試みた。さらに得られた抗菌性物質について、Eoo丑

0157：H7、　Badπαs　cereusなど病原性細菌に対する影響を試験した。

　第2章において「EL負ec誼s　TH10のヒト腸管上皮モデル細胞への付着性」

を検討した。文献的にもディスク固定CacO－2細胞とECMタンパク質が用い

られているので、それらを用いてE，負ec誼sTH10の付着性を評価した。さ

らに、その精度を高めるために、独自に考案したラジオアイソトープ（RI）

でラベルしたElaeca飴TH10によるCaco－2細胞への付着試験を行った。

　そして、第3章ではr且1加（泌sTH10におけるヒト腸管付着遺伝子の発

現」を試みることとし、エレクトロポレーション法によるE．ねeca船TH10

の形質転換条件を検討した。また、優れた腸管付着性を有する五ac亡。わaof刀αs

角mユen加mからの糖鎖受容体タンパク質遺伝子のクローニングを行った。

そのクローン化した腸管付着因子（遺伝子）のE．ねeα…近sTH10への導入を

図り、得られる形質転換体での糖鎖受容体タンパク質の発現を試みた。
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第1章　Eη亡erococcus拍ecalls　TH　10の安全性と抗菌性

第1節　安全性と抗菌性に関する検討

【目　的】

　近年、ヒトや家畜に対するプロバイオティクスと同様、食品の保存に対し

てバイオプリザベーションの重要性が注目されている。Roy［119］の定義に

基づくと、バイオプリザベーションとは、バイオプリザバティブを使って食

品を保存することで、特に発酵によって生産された物質により食品の保存性

を向上させる方法は、その代表的な例といえる。ここでいうバイオプリザバ

ティブとは、植物、動物および微生物起源の抗菌作用を持つ化合物で、ヒト

に対して何ら害がなく、食品としてあるいは食品と共に長い歴史の中でヒト

に食されてきたものを指す。

　冷蔵保存あるいは低温流通を前提として作られた食品は、10℃以下での取

扱いを義務付けている。しかし、原［42］の報告によると、実際には小売店

における冷蔵ショウケースの温度は、全体の44％が10℃以上であり、18℃

に達する場合も明らかにされている。米国でもRoy［119］の報告にあるよう

に、冷蔵ショウケースで17％が10℃以上であったと述べている。このよう

な温度では、有害微生物の増殖により食品の安全性と品質は低下し、ヒトに

対する危険性も増大する。食品の安全性を向上させるためには、高い温度に

よる加熱が簡便でありかつ効果も大であるが、最近のコンビニエンスストアー

で売られるものは、ready－to－eat食品とされ、加熱調理の手間を省いて食

することができることをセールスポイントとしているものが多い。このよう

な状況にあるため、食品は少々の温度変化にも対応できること、すなわち有

害微生物の生育に対する抵抗性を持っていることが要求される。具体的には、

適切な加熱、包装形態、ガス置換、pH、水分活1生、保存料の使用などが考

え得る［72］。ただ、保存料としては、いわゆる化学合成による保存料や殺菌

料の使用は必ずしも好ましくなく、すべての食品に利用が認められている訳

ではない。このため、安全性の高い保存方法として、伝統的に安全とみられ

18



ている発酵食品の有害微生物に対する高い安全性と保存性を、科学的な検討

と管理のもとに利用しようという動きが出てきた。

　乳酸発酵食品のチーズ、ヨーグルト、発酵ソーセージ、ピクルスを含む漬

物類、なれずしなどの食品は腐敗しにくく、食中毒を起こす原因になること

はほとんどない。これは乳酸菌の貢献によるところが大きく、乳酸菌の産生

する抗菌作用を示す物質としては、①乳酸・酢酸・プロピオン酸などの有機

酸　②エタノール③ジアセチル④アセトアルデヒド　⑤バクテリオシン

⑥過酸化水素　⑦3一ヒドロキシプロピオンアルデヒド（ロイテリン）⑧乳酸

菌菌体細胞などがあげられる［54］。特に、乳酸菌菌体細胞による他の細菌の

生育阻害メカニズムは、これらの抗菌性物質の産生の有無を鑑みながらプロ

バイオティクス乳酸菌の抗菌作用を考える上でも重要なファクターとなる。

プロバイオティクス乳酸菌としての定義の上で、何らかの方法により競合す

る有害性細菌に対して抗菌性を有することは必須条件であり、その抗菌性の

メカニズムを明らかにし、さらに乳酸菌から新たな抗菌性物質の検索を行う

ことは非常に興味深い課題である。

　近年、S亡ap毎4000cous　a砿eαsに起因する院内感染症が劇的に増加し死者

まで出ている。この菌種は、特にメチシリンに耐性を持つことからメチシリ

ン耐性S．aαleαs（MRSA）と名付けられている。　MRSAの発生頻度は日本

において特に高く、その発生件数はヨーロッパなどと比較しほぼ4倍に達し

ている［75］。MRSAによる院内感染は、他の病気などで入院する患者への大

きな恐怖となっている。そのことから抗MRSA薬に対する研究が鋭意なされ

ているが、製薬業界ではMRSAを十分に制御し得る抗生物質をさらに開発す

ることは早急には困難であるとの見解を出している。

　本章第1節では、マレーシア産発酵食品のテンペから分離同定されたE．

faeα…疽s　TH10について、まずは人畜に対する安全性を試験した。次に、プ

ロバイオティクスやバイオプリザベーションに寄与することを目的とし、

MRSAを指標にその生育抑制に本菌株が有効であるかどうかをバイオアッセ

イスクリーニング法により検討した。特に、E．ねeα痘sの産生する有名なバ

クテリオシンであるヘモリシン［53］と比較しながら実験した。本章第2節で

は、本菌株培養上清から有機溶媒による抽出精製を進め、最終的に得られた
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その抗菌性物質を㏄／Mにより同定した。本章第3節では、その同定された

抗菌1生物質について、MRSA以外の病原性を示す細菌への抗菌性をバイオアッ

セイスクリーニング法により試験した。

【実験方法】

1．供試菌株と培養・保存法

　本研究に供した菌株と入手先は表8のとおりである。

　E．ねeα恵5TH　10はMRS液体培地（Oxoid、　UK）を用い37℃で8～24時

間培養した。1週間以上の保存には、MRS液体培地に1．5％量のバクトアガー

（Difco、　usA）を加えたMRs寒天培地を用いた。37℃で約48時間培養し寒

天平板上のコロニー形成を確認したうえで、4℃にて保存した。さらに1ヵ月

以上保存する時は、10％スキムミルク（110℃、20分間のオートクレーブ滅

菌）と培養液を等量混合し一85℃で凍結した。

　E．ねec訪sTH10の抗菌性を試験するために供試した菌株については下記

のとおりである。メチシリン耐性S，aureαs（MRSA）FSA－1とこれに耐性

を示さないS．a雄eus　FSA－2、　Eねec瓠s　RIMD　3116001、　E配erocoooαs

ねecfum　OR－1、　S亡rep亡oooocαs　sa遅vla17’αs　OR二12、　Lac亡oba（ゴ〃αs　mesen一

亡erofdes　subsp．　mesen亡e1て）∫des　OR－1、　Lac亡obac伍us　mesen亡erofdes

subsp．　dex亡ranfcαm　OR－7－1－9、　Lac亡。わad1αs　p伽亡arロm　OR－1、

Lac亡obao伍αs　delbru　e　dd　subsp．　delbrαeddf　ORr25については、　MRS液

体培地を用いそれぞれ37℃で培養した。Pe　dfoooccαs　addπac亡fcf　OR－34、

Pθdjooooα1s　pθn亡osaoeαs　OR－5－1、　Zヨ。亡oooocαs　lbc亡fs　subsp．1a（＝亡fs

OR－7は、グルコース含有のM　17（Difco、　USA）を用い30℃で培養した。1ヵ

月程度のそれぞれの細菌の保存には、上記の寒天培地を用い、1ヵ月以上保

存する時は、10％スキムミルク（110℃、20分のオートクレーブ滅菌）と培

養液を等量混合し一85℃で凍結した。

2．溶血性試験

　溶血性試験は、且ねec誠s　TH10の産生するヘモリシンについて行う方法
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［53］に準じ、ウサギとヒトの赤血球を用いて行った。

3．E拍θα必sTH10からの抗菌成分の抽出と抗菌性試験（ペーパーディスク

　法）

　三角eα必sTH10を37℃で24時間培養した培養液10　m1を、1，000　m1の

MRS液体培地に接種し37℃で8日間培養した。培養液を4，000×gで20分間、

4℃にて遠心分離を行った後、得られた上清について酢酸エチルを用いpH

3．0の条件下で抽出を行った。その抽出液に無水芒硝を加えて脱水し減圧三

二させ、これを2m1の2N　NaOHに溶解しpH　7．0に調整した。

　その60μ1を用いてペーパーディスク法による抗菌性試験を行った。すな

わち、試験菌の懸濁液を寒天平板全体に塗沫し、そのシャーレの中心部にそ

のペーパーディスク（直径8㎜）を置いて37℃（試騨の至適温度）で24

時間培養し、ペーパーディスクの周囲に生じるクリアーゾーン（生育阻止円）

の直径より抗菌活性について評価した［88］。

4．タンパク質分解処理

　プロテイナーゼK（和光純薬、大阪）、V8プロテアーゼ（和光純薬、大

阪）、トリプシン（Sigma、　USA）、アクロモペプチダーゼ（和光純薬、大

阪）をそれぞれ0．1rng含有の20　mMリン酸カリウム緩衝液（pH　7．5）100

μ1に上記酢酸エチル抽出の抗菌成分（乾燥重量10㎎）を溶解し、37℃で16

時間インキュベートした。全量をペーパーディスク（直径8㎜）にのせて

乾燥した後、供試細菌に対する抗菌性を試験した。用いた各タンパク質分解

酵素の最終活性ユニットは、プロテイナーゼK（2．2units）、V8プロテアー

ゼ（1，100units）、トリプシン（2．2　units）、アクロモペプチダーゼ

　（100units）に相当した。

【結果および考察】

1）溶血性試験

　E．ねeca船は、本来ヒトの腸管内の正常なフローラ形成菌種である。その
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ため、古くから整腸剤として用いられてきた経緯がある。しかし、同じ菌種

でも、その病原性がしばしば指摘される時がある。たとえば、フランス産の

チーズ［120］やモッツァレラチーズホエー［139］をはじめスーパーマーケッ

トで販売されている食料品［28］について、二次汚染によるE．fヨe（泌Bが分離

されている。その場合、この菌種は抗生物質やアミノグルコシドへの高い耐

性を有し、ヒトに対し病原性を示すことが認められている［121］。これらの

且fヨeα短sは、広範囲のグラム陽性細菌の溶菌現象を引き起こすバクテリオ

シンを産生すること［10］、この物質はヒト、ウサギおよびマウスの赤血球を

効果的に溶血するヘモリシンとして作用すること［53］が報告されている。

　試験の結果，本研究で供試した1⊃ねec誼唇TH　10の抗MRSA活1生成分は、

ヒトおよびウサギの赤血球を溶血しなかった。すなわち、この抗MRSA活性

成分は病原性を示すEねec挑の有するバクテリオシンとは異なるものであ

ることが証明された。また、E．1ヨe　ca飴TH　10が病原性を示さないことは、

分離源がマレーシアにおいて長く食されてきた伝統的発酵食品のテンペであ

ることから安全性は十分推測されることであったが、これで本菌の安全性が

実験的にも証明された。

2）E，fヨe（泌s　TH10の産生する抗MRSA成分

　Eねeca飴TH10の培養液（pH　3．0）から酢酸エチルによって抽出し、そ

の後、酢酸エチルは蒸発させpHを中性にした状態のものを用い抗菌活性を

試験した結果を表9に示した［108］。酢酸エチルでは、一般的に脂溶性の化

合物が抽出され、水溶性の極性化合物はほとんど抽出されない。しかし、抽

出率はそれぞれの化合物の酢酸エチルと水に対する分配率によるが、MRS液

体培地成分（表13）のグルコース、リン酸一水素カリウム、酢酸ナトリウム、

クエン酸ニアンモニウム、硫酸マグネシウム、硫酸マンガンは抽出されない

と考えられる。Tween　80はいくらか抽出され、カゼインペプトン（トリプ

シン消化物）、肉エキス、酵母エキスについては、その成分（作られた物質）

次第では、酢酸エチルに分配される物質が抽出されるかも知れない。供試し

た細菌はすべてグラム陽性菌であるが、これはその抗菌性物質をバクテリオ

シンと想定してのものであった。グラム陰性菌に対する効果については、本
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章第3節で行った。

　乳酸菌は、バクテリオシンと総称する多くの抗菌性物質を産生する。一般

にバクテリオシンは、バクテリオシン産生細菌に密接に関係する菌種に対し

抗菌活性を有する菌体外に放出するペプチドあるいはタンパク質と定義され

ている［62］。バクテリオシンを産生する乳酸菌は、発酵過程における病原性

細菌の生育阻害のみならず、感染症の予防や治療へのバクテリオシンの効果

について研究が進んでいるが、バクテリオシンはその抗菌スペクトルが狭く、

グラム陰性菌などへの抗菌性は示さないものが多い。また、バクテリオシン

がタンパク質である場合は、熱などにも弱く発酵食品などの加熱後における

効果は望めない。

　表9から明らかなように、E負e（幼sTH10の培養液から酢酸エチルによっ

て抽出された物質は、今回の供試細菌のうちMRSAに対して最も強い抗菌性

を示した［108］。酢酸エチル抽出液には、まだこの段階では色々な物質が含

まれているので、ある単一一の物質がMRSAに抗菌性を示しているとは言い難

いが、抗菌性物質の存在は示唆された。また同抽出液は、S亡rep亡ooocoαs

sa伽anbsやPedloooccαs　acfdπao亡fdを除く近縁乳酸菌に対してほとんど抗

菌性を示さず、特にEn亡erooocoαs属細菌にはまったく生育抑制を示さなかっ

た。

　上述のように、バクテリオシンはタンパク質あるいはペプチドで構成され

ているので、いくつかのプロテアーゼを用いて処理した時にその抗菌性が著

しく低下するようならば、バクテリオシンである可能性が高まる。一方、こ

れらの処理で抗菌性が失われない場合、本物質がバクテリオシンである可能

性はほとんどなくなる。本研究では、V8プロテアーゼ、プロティナーゼK、

トリプシンおよびアクロモペプチダーゼを使って、それぞれ至適条件下で本

抗菌1生物質を消化した。しかし、ここで用いたプロテアーゼでは、MRSAに

対する抗菌性にまったく影響を及ぼさず、抗菌活性は保持されていた。また、

フェノールやクロロフォルム処理による活性阻害もみられなかった。これら

の結果から、Efaeα狙sTH10はバクテリオシン以外の抗菌性物質を産生し、

その活性成分はpH　3．0において酢酸エチルに可溶性の酸1生低分子物質である

ことが明らかになった。
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　なお、その成分が乳酸である可能性が懸念されるので、乳酸ナトリウムを

用いたペーパーディスク法により抗菌性を調べた。その結果、乳酸ナトリウ

ム30mMまで試験したが、　MRSAに対する抗菌1生はみられなかった。次に、

HPLCにより分画した成分の抗菌性をアッセイし、抗菌1生物質の単離・構造

の決定を行った。
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第1章第2節ガスクロマトグラフィー・マススペクトロ
　　　　　　　　　　メトリーによる抗菌性物質の同定

【目　的】

　前節において、E．　fヨeα…近sTH10の培養嚢中には、メチシリン耐性

S亡apゐ回ooocous　a雄eαs（MRSA）の生育に阻害活性を示す物質の存在が示

唆された。この抗菌i生の効果は、E1ヨe（泌sTH10の産生する有機酸（乳酸

とギ酸）やそれに基づくpH低下に起因するものではないことを確認した。

また、フェノールやクロロフォルム処理による活1生阻害もみられないことか

ら、本抗菌性物質はタンパク質、脂質、多糖類のような高分子の物質ではな

いことが考えられた。

　本節では、E＝fae（泌s　TH　10の産生する抗菌性物質の精製を試み、その構

造を決定することを目的とした。まず、E血eca猷s　TH10の培養液をエーテ

ルで抽出し、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）の溶出パターンからい

くつかの画引に分け、それぞれの画分の抗菌性を試験した。抗菌性のアッセ

イには、上記MRSAを用いその生育が阻害される画工を検出し、その画分を

ガスクロマトグラフィー・マススペクトロメトリー（gas　chromat　o－

graphy－mass　spectrometry、　GC／MS）に供した。得られた結果から抗菌

性物質の同定を行った。

【実験方法】

1．供試試薬

スタンダードとして、フェニル乳酸のL体は東京化成工業（東京）から、

フェニル乳酸のD体はAldrich（USA）から購入し供試した。

2．HPLCによる抗菌性物質の分離

　HPLCにはJASCO　Mode1800－MP－15（Japan　Spectroscopic、東京）を、

逆相カラムには、Shodex　As曲ip誼C8P－50（250×4．6㎜、昭和電工、
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東京）を用いた。室温にて、濃度勾配法によりメタノール／水混合液を溶離

液とし0．5ml／minの流速で溶出した。

3．GC／MSによる抗菌1生物質の同定

　GC／MSは、　M　Station（日本電子、東京）を用いた。抗菌1生画歴に塩酸／

メタノール（5：95）を加えて120℃、1時間加熱して常法によりメチル誘導

体化した後、SPB－Octy1カラム（60　m×0．25㎜一i．d．；Supe1、　USA）を

用いて分析した。検出条件は以下のとおり行った。昇温条件：30℃

／r曲ユ／60－250℃；3℃／r曲ユ／250－280℃、注入口温度：230℃、分離管温度：

270℃、イオン源温度：280℃、イオン化エネルギー：70eV。

【結果および考察】

　E。f3ec誠s　TH10をMRS液体培地で培養後、遠心分離で単体を除き、その

上清について水飽和ブタノール、さらにエーテルを用いて抽出し、逆相分配

カラムによるHPLCで抗菌活性を示す野分を検討した。図4に示したとおり

経時的に混合比を調整したメタノール／水混合液を爆砕液とし、逆相分配

HPLCを用いてエーテル抽出物中の抗菌性物質の分離を試みた結果、約80％

メタノールで溶出される画分にMRSAの生育抑制が認められた（図4－e画

分）。すなわち、表10に示したとおり、MRS液体培地のエーテル抽出物を

50％加えた対照では、MRSAは37℃で24時間後に660　nmの波長で1．25の濁

度まで生育した。同様の系でE．faeα必s　TH10を接種したMRS培養液のエー

テル抽出物より得たHPLC画分をそれぞれ約50％加えた場合、　e画師以外のa、

b、c、　d、　f、　g、　h、　iおよびj画分では、まったくMRsAの生育に変化のみ

られない1．19～1．27のOD値を得た。一方、　e画分についてのみ0．53（±

0．13）のOD値しか示さず、明らかにMRSAに対する生育阻害が確認され、

この画分にE．負eα盟sTH10の産生する抗菌i生物質の存在が示唆された。

　この画分を直接マススペクトロメトリー（MS）に供したところ、その主

成分は分子量約160～170であることが確認された。この抗菌性物質をガス

化させるために、塩酸／メタノール（5：95）を加えて120℃、1時間加熱し
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てメチル誘導体化した。この物質をGC／MSのイオンクロマトグラフィーの

ライブラリー検索の結果、トータルイオンクロマトグラム（図5）に示した

とおり、本物質はメチル化されたフェニル乳酸（分子量：166）であること

が強く示唆された。

　そこで、スタンダードとして市販のフェニル乳酸を上記と同様、塩酸／メ

タノールによってメチル誘導体化したものを用いた。このフェニル乳酸メチ

ルエステルと本抗菌1生物質の保持時間およびマススペクトルを比較したとこ

ろ、図6に示したとおりフェニル乳酸に特徴的なフラグメントイオン180

（親イオン）、162、121、103、91（標準ピーク）が得られたので、本抗

菌性物質をフェニル乳酸と同定した。フェニル乳酸はその構造中に不斉炭素

を有することから光学異性体があるので、光学異性体分離用カラム

NU．CleOSi　Chira1－1（MaCherey－Nage1、　Germany）を用いて光学分割

HPLCを行った。得られたフェニル乳酸はD一体およびL一体の両方が存在し、

ラセミ混合物を形成していた。また、定量の結果、本菌は19当たりD体を

13．4μMおよびL体を6．7μM産生し、D一体：L一体＝2：1の比率であること

が認められた。この産生量は、培養条件や培地組成を検討することで増加さ

せることも可能であろう。D一フェニル乳酸の抗菌1生についてはDieuleveux

e亡訊［20］が報告しているが、興味深いことに種々のグラム陽性菌に対して

抗菌性を示すD一一フェニル乳酸が、E珀eα盟sには生育抑制効果を示さなかっ

たという彼らの知見である。すなわち、本菌種は自ら産生するD一フェニル

乳酸に対して抵抗性を有していることが伺える。

　アミノ酸の1種であるフェニルアラニンとフェニル乳酸の構造式は非常に

類似している。哺乳動物の場合、生体内でタンパク質合成に利用されないフェ

ニルアラニンは、フェニルピルビン酸に変換され、さらに還元されることで

フェニル乳酸が産生される系が存在する［27，55］。一方、動物や植物におい

て、乳酸とフェニルアラニンよりフェニル乳酸が生成される代謝系［80］は

知られているが、微生物におけるフェニル乳酸の産生に関する文献はほとん

どみられない。

　そこで、E拍eα哲sTH10が何を前駆物質としてフェニル乳酸を生成する

のかを検討するために、乳酸菌の合成培地組成［45，134］を参考にE
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ねeα挑TH10の合成培地を構築した。上記合成培地を一部改変し、本菌が

十分に生育する完全合成培地（D63合成培地）の作製に成功した。その成分

は、表11のとおりである。

　本菌のフェニル乳酸産生の代謝系にフェニルアラニンが関与しているかど

うかについて検討するため、フェニルアラニン含有のD63合成培地とフェニ

ルアラニンを含まないD63合成培地のOD（660　nm）値が0．6に達するまで

培養し、その中に含まれるフェニル乳酸をGC／MSにより検出した。その結

果、まず本菌はフェニルアラニンが存在しないことで著しく生育が悪くなっ

た。Guh’ard［36］は、　E　faeca飴ATCC　9790株、　ATCC　8043株、

ATCC6057株での生育性におけるフェニルアラニンの要求性が「±」と報

告しているが、そのことと一致する。フェニルアラニンを含む場合は、約9

時間後にこのOD値に達したが、フェニルアラニンがない培地では約72時間

を要した。その結果、フェニルアラニンを含む合成培地からフェニル乳酸の

生成が認められていたが、フェニルアラニンを含んでいない培地からはまっ

たくフェニル乳酸が検出されなかった。すなわち、哺乳動物と同様、本菌株

がフェニル乳酸を産生する際、フェニルアラニンの存在が不可欠であること

が示唆された。今後は、RIなどでラベルしたフェニルアラニンを用いて産生

されたフェニル乳酸がそのラベルされたものを含むかどうかの試験をする必

要があると考えられる。また、この代謝系は生育にも影響していることが認

められた。

　Brevfわac亡erfumやCOfynebao亡eがαmが、　D一フェニル乳酸を作るという

内容で特許がとられている［58］。細菌におけるフェニル乳酸の産生に関する

文献としては、これぐらいしか見当たらない。微生物に範囲を広げると、

Geo亡τfch　umα！ndfdαmはチーズ製造の際の自然なフローラを形成する微生

物であるが、この微生物が産生するD一フェニル乳酸のために、チーズ熟成

の際にカビや有害細菌などが生育しないとされている［21］。

　このように、乳酸菌がフェニル乳酸を作るという報告ならびに微生物がD

一フェニル乳酸を作るという内容でもD一およびL一フェニル乳酸を共に産

生するということを見い出した報告はいずれも見当たらない。したがって、

これらの結果は本研究で得られた新知見である。フェニル乳酸の五fs亡erゴa
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monoα虻ogenesに対する抗菌性については報告されている。この報告では、

D一フェニル乳酸のみよりD一およびL一フェニル乳酸の両者が存在する方が

抗菌性は強いことが明らかにされており［21］、E拍θα…曲TH　10がD一およ

びL一フェニル乳酸をつくることは、本菌株の抗菌性発現の上で有利なこと

と考えられる。そこで、次にグラム陰1生と陽性の有害性細菌に対するD一フェ

ニル乳酸13．4μMおよびL一フェニル乳酸6．713．4μM（量比は2：1）の抗菌

性について試験した。
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第1章　第3節　フェニル乳酸の有害性細菌に対する影響

【目　的】

　MRSAによる院内感染と同様、現在、日本で最も注目すべき有害性細菌は、

Esoheがchfa　oo直0157：H7と言っても過言ではないであろう。1982年に米

国での集団食中毒において初めて発見されたEc櫨0157：H7は、その後、

世界各国でも発生している［116］。E．　oo互0157：H7による食中毒や感染症は、

近年、わが国でも増加しつつある疾患として注目され、1996年には集団食

中毒として大発生し、患者数は1万人制超えるに至った。このような大規模

で短期間に多発した集団食中毒は、世界的に類をみないものである。大腸菌

は、ヒトの腸管内正常細菌叢に含まれるグラム陰性桿菌で、異所性（迷入）

感染を引き起こす以外、一般的には非病原性である。身体の特定場所に常在

する微生物は本来、病気を引き起こさないが、別の場所に移動（導入）する

と感染を引き起こすことがある。一部の特殊な病原因子産生能を獲得した大

腸菌は下痢性（病原性）大腸菌と総称され、いくつかに分類される。さらに、

血清学的に大腸菌には他の腸内細菌と同じくO抗原、H抗原、　K抗原がある

ことから、この3つの抗原により菌型が分類されている。

　EoolfO157：H7による消化管感染症の典型像が出血性大腸炎であったた

めに、その起因大腸菌は初め腸管出血性大腸菌と呼ばれていた。しかし、こ

の感染による下痢症が必ずしも消化管出血を呈さないことや大腸菌が産生す

る毒素がベロトキシン（VT）であることが明らかとなり、近年、腸管出血

性大腸菌はベロトキシン産生大腸菌とも呼ばれる。腸管出血性大腸菌はこれ

までに約60種の血清型が知られているが、わが国で分離されたその約7割は

0157である。本菌による感染症の特徴は、単に腸管感染症にとどまらず、

溶血性尿毒症候群（HUS）や血栓性血小板減少性紫斑病（TTP）や脳症な

ど生命をおびやかす感染症が数％～10％出現し、全身感染症としての側面も

有する。また，他の下痢性大腸菌は主に発展途上国で問題になっているのに

対し、このEco遅0157：H7は欧米や日本などの先進国で問題になっている

のも1つの特徴である。
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　MRSAやEco丑0157：H7の他にも、病原性細菌としてBad1αs　cefeus、

yわrs加fa　en亡eroc磁fca，　Clos亡rfd加m　perf血gens、　Sa㎞one∬a

cho1θraesαfs　subsp．　oholeraesufsなどがあげられる。　B。　oereusは、芽胞を

形成するグラム陽性の桿菌でエンテロトキシンを産生する。y：

en亡erooo加（温は、グラム陰性の桿菌で至適温度は25～30℃であるが、増殖

温度域は0～44℃と広い上に、冷蔵庫での保存温度でも増殖する性質がある。

エンテロトキシンを産生することで食中毒の原因となるが、感染するとエル

シニア症となる。C．　perf血gen　sは、芽胞を形成するグラム陽性桿菌で、あ

る種のブライン漬けチーズや乳製品を缶詰にした際の変敗の原因菌で、アン

モニア、硫化水素などのガスを発生し食品劣化の原因となる。また本菌は、

非常に危険性の高いClos加dfum　bo亡誼nロmのモデル細菌とされる。　S．

dho1θ蝦esωs　su．bsp．　cho1θ鍛θsωsは、グラム陰性桿菌で、チフス性疾患や

急性腸炎を引き起こす原因菌である。至適温度は35～37℃であるが、低温

や乾燥には抵抗性が高い。

　そこで、本節では上記にあげた6菌種8菌株について、フェニル乳酸の抗菌

性を試験した。その際抗菌性のメカニズムが重なることで抗菌性に相乗効

果がみられることが一般に知られているので、pHを下げた場合のフェニル

乳酸の影響についても検討を行った。

【実験方法】

1．供試菌株および培地

　メチシリン耐性S亡∂p1エyloooocαs∂αreαs（MRSA）FSA－1、　Badlu　s

cere　u　s　JCM　2152、　Esohe1ゴchfa　co万0157：H7（95－07株）、　Esσherfc1ゴa　co万

0157：H7（96－42株）、　E3che1ゴchfa　c誼0157：H7（96－70株）、距1窃nfa

en亡eroco万亡1ca　JCM　1677、　Sa㎞one丑a　chderaesαjs　subsp．　choleraesωs

JCM　6977およびClos濱d加ln　pe血nge1〕sJCM　1290を供試したが、菌株の

由来と培地、培養温度については表12および13に示すとおりである。

2．フェニル乳酸
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　フェニル乳酸のL体は、東京化成工業（東京）から、フェニル乳酸のD体

は、Aldrich（USA）から購入し供試した。　E　fヨeα曲TH10の産生するフェ

ニル乳酸に準じてD体13．4μM、L体6．7μM（量比は、2：1）に混合したも

のを用いた。

3．ペーパーディスク法による抗菌性試験

　表14に示した濃度とpHに調整しフェニル乳酸を加えた溶液60μ1を用い、

本章第1節と同様、ペーパーディスク法による抗菌性試験を行った。各試験

菌の懸濁液をそれぞれ供試菌株の至適寒天培地全体に塗沫し、そのシャーレ

の中心部にそのペーパーディスク（直径8㎜）を置いて供試齢の至適温

度で24時間培養し、ペーパーディスクの周囲に生じるクリアーゾーン（生育

阻止円）の直径より抗菌活性について評価した。

【結果および考察】

　種々の条件で各供試菌に対するフェニル乳酸の抗菌性を試験した結果を表

14に示した。まず、1．0％の濃度のフェニル乳酸を用いて各供試菌に対する

抗菌性試験を行った。広くグラム陰性・陽性細菌に関係なくすべての供試菌

に対し抗菌性が認められた。この中で唯一、C．　pe血ngensに対する抗菌性

はなかった。

　．Lfs亡e百a　moLnoqy亡ogenesは、グラム陽1生の短桿菌で0～45℃の範囲内で

生育し、動物性食品の原料となる乳、食肉、魚介類に広く分布している。本

菌の感染が原因のリステリア症は、ヒトと動物の人畜共通感染症と認められ

ており、骨髄炎、髄膜炎、敗血症などの症状を呈する極めて有害な細菌であ

る。Dieuleveux　e亡a乙［20］は、細菌に対するフェニル乳酸の効果を調べ、

このL．monocy亡ogenesなどグラム陽性菌への抗菌性は認めているが、グラ

ム陰性菌に抗菌性は示さないと述べている。しかし本研究では、グラム陰性

菌への抗菌性も認められた。Dieuleveux　e亡aゐ［20］の報告では、　D一フェニ

ル乳酸のみを用いたが、抗菌性はD型のみよりD型およびL型が存在する方が

強いことが認められている。本研究において、且fヨe（紐sTH10の抗菌性が
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グラム陰性菌にもみられたのは、本菌株がD型の他にL型のフェニル乳酸も

産生することに起因すると推察された。特に、グラム陰性細菌の中でもE㌧

co遅0157：H7に抗菌性を示したことは注目に値すると考えられる。　E　co左

0157：H7のヒトに対する病原性は、他の腸管出血性大腸菌の血清型に比べ

ると非常に高く、一般に他の血清型では1，000個の細胞が口に入ると下痢が

発症するが、E．　co五〇157：H7では少なく、約50個の菌体で下痢を発症させ

ることができる［52］。0157：H7はベロトキシン（VT）を産生するが、　VT

は細胞毒素（病気の直接的原因として感染症を引き起こす生菌の代謝産物で

ある外毒素）であり、アフリカミドリザルの尿細管細胞（ベロ細胞）に障害

性を有する分子量40，000のタンパク質毒素で、80℃で10分間（65℃で30分

間）の加熱により不活化される易熱性毒素で、抗原性の違いによりVT1と

VT2に分類される。　VT1は、志賀赤痢菌が産生する志賀毒素と類似（アミノ

酸レベルでは1残基しか違わない）し、抗志賀毒素血清により完全に中和さ

れる。VT2は、　VT1とアミノ酸レベルで50～60％の相同性を有し、志賀毒

素血清では中和されない。また、VT1は成人のγ一グロブリンに中和される

のに対しVT2はされず、マウスに対するLD50はVT1が0．1～0．2μgであるの

に対し、VT2は1．O　ng（VT1の500～1000倍）とVT1よりも強い毒性を示す。

それぞれの局在としては、VT1は菌体内に多く、　VT2は大腸菌が生きている

限り常に菌体外に放出されている。一般的な腸管出血性大腸菌はVT1のみを

産生することが多いのに対し、Eco万0157：H7はVT2のみあるいは両方を

産生することから、その病原i生の強さを推察できる。

　MRSA　FSA－1、　B．　cereαs　JCM　2152およびE．　co〃0157：H7（95－07株）

の3株については、pH　6．8でD一およびL一フェニル乳酸の濃度を0．7％、

0．2％と下げることでの抗菌性を試験した。その結果、濃度が低くなるほど

抗菌性が弱くはなるが、0．2％でも優れた抗菌性を示した。Geo亡rゴchαm

candfdumの作るD一フェニル乳酸では、0．1％での抗菌性が報告されており

［20］、それに呼応する結果であった（表14）。

　上記の試験は供試菌にとって条件の良い中性の培地で行ったが、次にpH

を6．0あるいは5．5に下げることでの抗菌性を試験した。pHの低下による抗

菌性向上のメカニズムは、プロトン勾配のバランスが崩れて菌体内のpH：を7
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付近に保てなくなることに起因している。その結果は、表14に示したとおり

で、pHが下がるにつれて抗菌性は上昇している。食品の場合、　pHが5付近

の製品は数多くあるので、pHが低いこととの相乗効果で抗菌性がさらに向

上することは非常に意義があるものと考えられる。

　フェニル乳酸の抗菌1生をさらに具体的に検討するために、Boereus　JCM

2152を1．0％のフェニル乳酸で処理した後、これを洗浄してフェニル乳酸の

入っていない寒天培地上で生菌数を測定した。その結果、20分間浸漬すると

ころがらはじめたが、この条件下では完全に死滅していた。そこで、浸漬す

る時間をだんだん短くしていき、最後には浸漬した直後に生菌数を調べたが、

その時点でRoeτeαsJCM2152はすでに死滅していた。すなわち、フェニ

ル乳酸の抗菌性はかなり速効性があることが認められた。

　次に、増殖対数期のちょうど真ん中の時間、約6時間後までは、フェニル

乳酸の入っていない培地で培養し、6時間後に最終濃度が1％になるようフェ

ニル乳酸を加えてそれらをグラム染色し1，500倍にて鏡検した。これは、細

胞壁の状態と生存の有無を間接的に見るためである。B．　oeτeusJCM　2152

はグラム陽性菌であるので、正常な細胞は紫色に染まる（図7）が、細胞壁

の状態が変化したり、死滅するとグラム染色により赤色に染まる。本研究で

も、フェニル乳酸を添加して200分後（図8）に赤く染まり出し、400分後に

は赤く染まる細胞がかなり多くなり、細胞壁の構造変化が伺えた。そこで、

これらの細胞を電子顕微鏡にて観察した。200分後（図8）には細胞壁の表

面に異常な隆起が観察され、400分後にはその細胞壁がかなり裂けた状態に

なり、これがグラム染色により赤く染まる原因であることが証明された。

　近年、「バイオプリザベーション」の概念が確立されてきたが、これはヒ

トの長い食文化の中で培われた食品にみられる英知の証明とも言える。たと

えばチーズ製造の場合、開放系で製造・熟成されるにもかかわらず、ヒト

にとって安全で良い製品が製造されてきた。これには、非常に精巧な抗菌性

メカニズムが働いていることは容易に推察される。チーズ製造の場合、有機

酸の存在やpHの低下による抗菌性は古くから理解されてきたが、それらの

みでこの強い抗菌性は理論付けられないとの仮説から、チーズスターターで

あるLac亡ococcus　lac亡fs　subsp．1ac亡fsからバクテリオシンが発見された［62］。
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同様に、Gcandldumの産生するフェニル乳酸が安全で効率の良いカマンベー

ルチーズの製造に貢献していることが示されている［21］。このように、発酵

食品に生育する有用細菌の抗菌性のメカニズムを1つずつ解明することによっ

て、加v：伽。では現れなくても、相乗効果により食品に大きな抗菌性ならび

に有用性を発揮していることが明らかになってきた。一方、フェニル乳酸は、

生体内で作られる物質であり、また上述のように長い歴史の中で食されてき

た実績のある物質である。したがって、乳酸菌の産生するフェニル乳酸が腸

管内での抗菌性に貢献し、本物質の産生菌がプロバイオテイクスとして有効

である可能性も示唆される。
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第2章　E．faecalfs　TH10のヒト腸管上皮モデル細胞への付

　　　　　着性

第1節　ディスク固定Caco－2細胞と細胞外マトリッ

　　　　　クスタンパク質へのグラム染色法による付

　　　　　着性評価

【目　的】

　細菌性感染症は、病原性細菌が感染部位に到達、定着した後、細胞侵入因

子や毒素を産生することによって成立する。定着とは、細菌が腸管内の細胞

に付着し増殖することである。したがって、感染の成立に最も重要なステッ

プが付着である。感染起因細菌の定着因子としての、線毛、外膜に存在する

レクチン様タンパク質およびS－laye　rタンパク質リポタイコ酸が、腸管上皮

細胞のレセプターとして糖タンパク質、糖脂質および細胞外マトリックス

（ECM）タンパク質などを認識し、定着性にそれぞれ関与していることが

明らかにされている［24］。

　乳酸菌においては、感染症を引き起こす有害細菌の定着と明らかにメカニ

ズムも異なるので、本論文中では、乳酸菌について腸管にある一定期間留ま

り、腸管上皮細胞に接着している現象を「付着」という表現にした。乳酸菌

も菌種、菌株によって腸管内に付着できる動物種が異なったり、加齢に伴っ

て付着菌種が変化するような現象が見い出されていることから、動物細胞に

対し特異的に付着する因子が存在するものと推察されてきた［82］。

　一方で、プロバイオティクス乳酸菌と病原性微生物との間の付着部位での

競合による感染症予防の可能性を探る観点から、主に腸管系乳酸菌の腸管上

皮細胞への付着性や付着因子に関して検討がなされている［137］。乳酸菌の

腸管上皮細胞への付着性の検討に関しては、実際の動物の腸管から剥離して

腸管上皮細胞を用いたり、Caco－2細胞やHT－29細胞などが利用されている。

Caco－2細胞およびHT－29細胞は、自ら分化する培養細胞であり腸管上皮細

胞の最適のモデルとされている［137］。また乳酸菌の一部は、細胞間に存在
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するECMタンパク質へ付着することも報告されている［51］ので、　ECMタン

パク質を用いた実験も散見される。しかし、乳酸菌の各種細胞やECMタン

パク質への付着に関するメカニズムについて現状ではあまり解明されていな

い。

　多くの病原性細菌の腸管上皮細胞への定着には、菌体表層に存在するレク

チンと呼ばれる糖鎖を含むタンパク質が関与していることが多い。

Lac亡obac盟us属や．B苗doわac亡erfαm属などにおいても、　Mukai　e亡a乙［84］を

はじめ多くの研究者がこれらの表層からレクチンを検出している。

En亡erocoooαs属細菌と動物腸管上皮細胞やEC　Mタンパク質との相互作用に

ついてはほとんど報告が見られず、Zare　ba　e亡訊［145］によるヒト腸管から

分離されたEn亡erooocou　s属細菌のECM細胞への付着性評価がなされている

程度である。E角eα疽sはヒト腸管に生息して、腸管内フローラを構成して

いることから安全性が高く、緒論でも述べたように古くから生菌剤として利

用されている。したがって、E。飴ecaαsのヒト腸管付着性について検討する

ことはプロバイオティクスとして評価する上で重要である。

　以上のことから本節では、E拍eα～加の赤血球凝集性、　Caco－2細胞および

ECMタンパク質への付着性について検討した。

【実験方法】

1．供試菌株

　供試菌株として、En亡erocoocαs　laeα曲TH10、　En亡erococcロs　1加（泌s

JCM　5803を用いた。五ac亡ococcαs　lac亡ゴs　subsp．1ac亡ゴs　NLAJ　527［59］および

Lao亡obac皿us　rhamn　osαs　JCM　1136［64］は、　Caco－2細胞への付着性評価

がなされている菌株なのでリファレンスとして、またECMタンパク質への

付着試験のリファレンスとしてLac亡obao浬αsαゴspa加s　JCM　5810［60］を供

試した。Lac亡ococcus属およびEn亡erocoocus属はM　17培地（Difco、　USA）

を用いて30℃で、Lac亡。わac塑us属はMRs培地（oxoid、　uK）にて37℃で

それぞれ培養した。
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2．赤血球凝集試験［84］

　ヒトO型赤血球およびヒツジ赤血球に対する凝集性を検討した。2％赤血

球溶液をそれぞれ調製後、マイクロタイターを用いて108細胞数／rn1の供試

菌懸濁液と氷上で反応させ、2時間後に判定した。

3．グラム染色法によるCaco－2細胞への付着試験［23コ

　CacO－2細胞は理研ジーンバンクの細胞開発銀行（つくば市）から入手し

た。培養には、アンフォテリシンB（2．5μg／m1、　Sigma、　USA）、ストレ

プトマイシン（100μg／ml、　Sigma、　USA）、ペニシリン（100　U／m1、

Sigma、　USA）を添加した20％ウシ胎児血清（ナカライ、京都）および1％

必須アミノ酸を含むDMEM培地（GIBCO　BRL、　USA）を用いた。　LAB

－TEKチェンバースライドに3．5×104細胞数／crn2になるようにCaco－2細

胞を接種し、CO2インキュベーター中で37℃で2週間培養した。培養後の細

胞層をリン酸緩衝液（pH6．8）で2回洗浄した後、供試菌株をDMEM培地に

菌回数約5×108／rn1となるよう懸濁した液を注加し、37℃で2時間保持し

た。リン酸緩衝液で2回洗浄後、グラム染色し、顕微鏡下で付着菌数を計数

した。

4．グラム染色法による細胞外マ、トリックス（ECM）タンパク質への付着試

　　験［49］

特殊印刷スライドガラス（ウェル直径8㎜、Adv㎝tec、棘）に2．5

pmo1となるようにラミニン（コスモ・バイオ、東京）、1型コラーゲン（コ

スモ・バイオ、東京）、IV型コラーゲン（コスモ・バイオ、東京）、V型コ

ラーゲン（コスモ・バイオ、東京）およびウシ血清アルブミン（BSA、

Sigma、　USA）を固定化した。2％BSAを含むリン酸緩衝液で2時間ブロッキ

ング後、三体旧約5×108／rn1の各供試菌株魍二二を滴下し、2時間放置した。

0．1％BSA含むリン酸緩衝液で洗浄後、付着した菌体をグラム染色し、顕微

鏡下で付着回数を計数した。
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【結果および考察】

　本実験は、Eねeα葱sTH10のヒト腸管付着性を評価する上で、赤血球凝

集性、Caco－2細胞への付着性およびECMタンパク質への付着性を指標とし

て検討した。病原性細菌における細胞への定着には、糖鎖結合性が関与して

いるものが多い。そこでまず、有害性細菌の一鎖結合性の検索に広く利用さ

れている赤血球凝集反応を行った。本実験ではヒトO型およびヒツジ赤血球

に対する凝集性を検討したが、供試した乳酸菌4株いずれにおいても凝集性

はほとんどみられなかった。Fontaine　e亡訊［24］は、　B笛dobac亡eがum

b苗dαmDSM　20082の赤血球表面への付着にはglycophOrin　Aの糖鎖が関与

するが、ブタ胃粘液への付着には糖鎖は関与せずペプチド鎖に結合すると推

定している。彼らの結果は、赤血球凝集反応から上皮細胞表層のレセプター

を推定することができないことを示している。東北大学のグループ［122］も

同様の見解を公表しており、従来の赤血球凝集反応とヒト腸管付着性との相

関はまったくないとしている。

　次に、各供試菌株のCaco－2細胞への付着性を検討した結果を表15に示し

た。この値は、1視野当たりの細胞数および細胞付着菌数を無作為に20視野

計数し、100細胞当たりの付着平門で表している。L．　rhamnosus　JCM

1136はCaco－2細胞への付着性と1m4voでの付着性との関連が示されている

菌株である［59］。この菌株の付着菌数は64．1±12．6であり、この約60の値

はよく付着している評価の目安となる。Efヨe（泌s　TH10、　E．負ec誼B　JCM

5803およびL．1ac亡fs　subsp．1ac亡fs　MAJ　527の付着菌数は10～25であった。

この数値が付着性の強度において優れているかどうかを評価する必要がある

が、木元ら［59］は、CacO－2細胞への付着性がみられる菌株としてこのL。

1ac亡fs　subsp．1ac亡fs　NIAI　527（菌体数約18．0±4．3）をあげていることから、

本実験においてそれ以上の付着性を示したE負e（泌sTH10（菌指数約23．2

±6．0）は、ヒト腸管上皮細胞への付着性を明らかに有する菌株であると考

えられた。

　これらの供試菌株について、ECMタンパク質であるラミニン、タイプ1コ

ラーゲン、タイプIVコラーゲン、タイフVコラーゲンおよびBSAへの付着性
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を検討し、その結果をそれぞれ図9～13に示した。BSAは、タンパク質の代

表的なものとして供試し、付着性がタンパク質特異性のあるものかどうかの

評価に用いた。各図の付着性評価は、ECMタンパク質面積2×104μm2当た

りの細胞数で示した。これらECMタンパク質への付着性の強いことが示さ

れているLac亡obac伽sαおpa亡us　JCM　5810も本実験に供した。」L．

αブspa蝕sJCM　5810は、ラミニン、タイプ1コラーゲン、タイプr▽コラーゲ

ン、タイフVコラーゲンへの付着性は非常に高いものであったが、BSAへの

付着性はほとんどみられなかった。

　Caco－2細胞への付着性の陽性コントロールとして用いたL。油amn　osαs

JCM　1136は、ラミニン、タイプIVコラーゲンおよびBSAにはまったく付着

性を示さなかった。L．αゴspa加s　JCM　5810には及ばなかったものの、本菌

株のタイプ1コラーゲン、タイフマコラーゲンへの付着が認められた。

　E．亀eα疸sTH：10は、ラミニンおよびBSAにはまったく付着性を示さなかっ

たが、陽性コントロールとしてのし．αブspa加s　JCM　5810には及ばなかった

ものの、タイプ1コラーゲン、タイプr▽コラーゲンおよびタイプvコラーゲ

ンに対して付着することが明らかに認められた。特に、タイプIVコラーゲン

に対してはかなり強い付着性を有していた。L．1ao亡fs　subsp．1ac亡ゴs　N闘

527およびE．亀eα必sJCM　5803もEセe（泌s　TH10と同様の傾向がみられ、

タイプIVコラーゲンに対して比較的強く付着することが観察された。

　Caco－2細胞への付着性は菌株により異なり、Lao亡。わac皿αs属では

Lao亡oba（：五1αs　rhamnosus　GG、　Lao亡oba（ゴπ乙1s　addopゐf1L！s　BG2FO4、

五ac亡obacπ1u　s　LBが、またB雌dobac亡erfum属では＆實dobac亡e．百αm　ble　ve　4

などが強い付着性を有すると報告されている［123］。これらの菌株の一部は

腸管毒素原性大腸菌、腸管病原性大腸菌などのCaco－2細胞への付着を阻害

することが示されており［123］、これら乳酸菌の1m4voでの感染症予防効果

が期待されている。これらの菌株のヒト上皮細胞への付着阻害メカニズムは

明らかにされていないが、乳酸菌と病原性細菌のCaco－2細胞上のレセプター

分子が一致していることが推察される。Mukai　e亡a1．［86］は

Bfffdobao亡er加m属においてCaco－2細胞への付着性を検討し、

＆17dobac亡erfum　b1がdumが高い付着性を有していることを認めている。さ
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らに感染症起因菌で示されているように、腸管上皮細胞のレセプターとして

ECMタンパク質も重要な成分と考えられている。　ECMタンパク質としての

コラーゲンやラミニンへの付着性については、いくつかの乳酸菌や

捌口dobao亡eがum属が報告されている［86］。　AleUung　e亡訊［3，118］は、

五∂c亡obad〃αs　re虚eガNCIB　11951におけるコラーゲン付着性タンパク質と

して分子量29，000および31，000のタンパク質の精製に成功している。また、

Yamada　e亡aL［140］は、　L．　acfdophガαsグループ6菌種を用いて検討し、　L．

αゴspa加sJCM　5810が高いECMタンパク質への付着性を示すことを報告し

ている。Mukai　e亡a1．［86］は、　B螢dobac亡erゴαm属12菌種のECMタンパク質

への付着性を検討したところ、＆五dobac亡er加m　adolesoeη亡fsがコラーゲン

に特異的に付着することを見い出している。このようにLac亡obad〃αS属や

B苗doわac亡erfum属の細胞付着性やECMタンパク質への付着性については多

くの報告が出されているが、En亡eroooocαs属では現在までのところほとん

どみられない。

　哺乳動物の腸管上皮細胞への付着性は特異性が認められているものもあり、

1種類の細胞への付着性のみで評価するのは妥当ではない。たとえば、

Bfffdobac亡erゴαm属はCaco－2細胞への付着性は低いものの、　Intestine　407

細胞には高い付着性を示すことが報告されている［74］。本実験で用いた且

血eα辺sTH10についてL．1ac亡fs　subsp．1ac亡fs　NIAI　527と比較した結果、

Caco－2細胞とECMタンパク質へのほぼ同程度の付着性が認められた。特に、

ECMタンパク質の中でタイプIVコラーゲンに対してE．1aeα盟s　TH10の明ら

かな付着性がみられた。タイプIVコラーゲンは消化管基底膜中の主要成分で

あるので、通常は腸内細菌と接することのないECM成分と考えられる。す

なわち、運動性のない乳酸菌のレセプターになり得ることはないが、下痢発

症時や潰瘍形成時には腸管の表層部に基底膜が露出し、これら腸内細菌の付

着する場となり得る。付着性のみられたこれらの菌株は、特に消化管内が何

らかの傷害を受けたときにその有効性が期待されるであろう。

　本実験は、一般に報告のあるグラム染色法で乳酸菌の付着性を試験し評価

したものである。試験の際、細菌を付着させる細胞をディスクに固定させた

後に洗浄のステップがあるが、この洗浄の際にCaco－2細胞やECMタンパク
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質がディスクから剥がれることもある。すなわち、一淀の洗浄条件が得られ

ず、本法も1つの指針になるとは考えられるが、付着性の客観的評価が難し

いことを感じた。そこで次節では、Greene　and　Kleaenhammer［35］の方

法に基づくラジオアイソトープ（RI）でラベルした乳酸菌を用いてCaco－2

細胞への付着性を検討した。
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第2章第2節　ラジオアイソトープ（RI）ラベル法を用い

　　　　　　　　　　たCaco－2細胞への付着性評価

【目　的】

　本章第1節において、ヒト腸管のモデル細胞として最もよく使われている

Caco－2細胞への付着性を検討した。しかし試験に用いたグラム染色法は、

微妙な洗浄条件により付着している細菌の洗い流される度合いに違いを生じ、

同じ条件での洗浄がしにくい傾向にあった。ディスクに固定したCaco－2細

胞がその洗浄時に剥がれ落ちてくる現象もあった。また、鏡検での1視野内

に付着している細菌数をカウントするのも部分的に多く付着している場所と

そうでない場所があり、どの位置が全体の付着性を反映しているのかについ

ても疑問を生じた。したがって、この方法は文献的にはかなり確立され、ま

た多くの報告［14，23，68，124］がみられるが、厳密な意味では研究者の主観

に頼っている部分が否めない。

一方、Greene㎝d　Klaenh㎜er［35］も同様のことを指摘しこの方法に

改良を加えた。すなわち彼らは、付着性を評価したい細菌に3H一チミジン

を直接取り込ませてラベルし、この段階であらかじめ放射能量と丁数との相

関を求めておく。ラベルした細菌をCaco－2細胞に付着させ洗浄後に、液体

シンチレーションカウンターにて放射線量を測定し付着している細菌数を数

値化している。このRIラベル法の優れたところは、従来の方法（グラム染色

法）ではCaco－2細胞の培養固定を直径2　cm以上のディスクで行うのに対し、

本法は直径7㎜の小さいディスクを使うことでCaco－2細胞が剥がれ1こくく

なり、さらにウェルの中でピペッティングによる洗浄条件の統一・が可能とな

る。また、グラム染色の鏡検による細胞数のカウントは部分的な評価から全

体の付着性を推定するものであるが、本法はディスク全体のCaco－2細胞を

回収して液体シンチレーションカウンターに供し、放射線量を数値化するの

で、付着性評価の信頼度が向上する。さらに再現性が非常に高いことが大き

な利点である。

　本研究では、Greene　and　Klaenhammer［35］の方法に準じてRIラベル法
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により付着性試験を行った。

【実験方法】

1．供試菌株

　供試菌株として、E．1吾eα…疽sTH10の他に、ヒト腸管への定着因子をもつ

Esohθがchfa　coガSH2［111］、この菌株からヒト腸管定着遺伝子をノックア

ウト（破壊）したヒトの腸管に付着性を示さないE，co五〇RN　103［136］、前

節で用いたLac亡ooocous　lac亡1s　subsp。1ac亡fs　MAJ　527ならびに

．Lac亡obac伍αs　f冷lmen亡un1の3菌株、Lfεmユen亡um　FAF－1、　L．

femユen蝕m　CP57およびL，　femユen蝕m　CP498を用いた。　L，角mlen加m

は、ヒトの正常な腸内フローラから検出される乳酸菌であるが、ヘテロ発酵

性細菌であるため発酵乳製造に用いられることがほとんどなかったので、比

較的プロバイオティクスとしての認識の薄い菌種である。しかし、その近縁

種であるLac亡。わac皿us　re磁erゴによるヨーグルトが最近市販されたり、L．

femユen加mのブタ腸管付着性が優れているなどの報告［19，46］がなされる

など、．L．　fem～en加mのヒト腸管付着性についても興味の持てる菌種であり、

ここで評価することとした。L．　fe㎜en蝕mは、　MRS液体培地を用いて37

℃で培養した。長期間の保存は、上記培養液と10％スキムミルクを1：1で

混合し、一85℃にて凍結した。

2．3H一チミジンでラベルした供試菌懸濁液の調製

1）各供試菌株をMRS液体培地で各菌種の至適温度にて16時間、前培養した。

2）その培養液の5％量を、5m1に対し5μ1の3H一チミジン（40　Ci／mmo1，

　室町製薬、京都）溶液を添加した新しいMRS液体培地に二二し、至適温

　度にて10時間培養した。

3）リン酸緩衝液（pH　6．8）で洗浄し、菌体表面に付着する過剰の3H一チミ

　ジンを取り除いた。

4）放射線量と細菌細胞数を液体シンチレーションカウンター（LSC－900，

　Aroka，　Ge㎜any）でカウントし、懸濁液400μ1の細菌細胞数から換算し
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てリン酸緩衝液1ml当たり107～108細胞数を含む菌体懸濁液を調製した。

3．Caco－2細胞の調製と付着性試験

1）Caco－2細胞の調製は、本章第1節の方法に基づいて行った。

2）実験に供しうる状態のCaco－2細1包を、プレートに1ウェル（7㎜）当

　たり1×105細胞になるよう調製した。

3）2日に1回培地を交換しながら30℃で7日間インキュベートした。

4）オートピペットで培地をゆっくり取り除き、2％グルタルアルデヒド含

　有のリン酸緩衝液（pH　6．8）で洗浄し、室温にて1時間インキュベート

　　した。洗浄の条件は、オートピペットにより2％グルタルアルデヒド含

　有のリン酸緩衝液（pH　6．8）でゆっくりと3回ピペッティングし、この

　　操作を2回繰り返した。

5）グルタルアルデヒドを含まないリン酸緩衝液（pH　6．8）で、上記と同様

　　に4回洗浄した。

6）3H一チミジンラベルの供試菌懸濁液400μ1を、　Caco－2細胞上に覆うよ

　　うに添加した。

7）37℃で1時間インキュベートした。

8）オートピペットで培地をゆっくり取り除き、上記と同様にオートピペッ

　　トによりリン酸緩衝液（pH　6．8）でゆっくりと3回ピペッティングし、

　　この操作を3回繰り返した。

9）ウェル内面に固定され菌体の付着したCaco－2細胞をすべて回収するた

　　めに0．1NNaOHと0．1％SDS溶液を用い、ウェル内の細胞懸濁液すべて

　　を液体シンチレーション液（和光純薬、東京）3m1に懸濁して測定用の

　　バイアルビンに移した。

10）3H一チミジンからの放射線量を、液体シンチレーションカウンターに

　　より測定した。

【結果および考察】

3Hラベルのチミジンを四体に取り込ませた各培養液400μ1中の放射線量、
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同じ容量の培養液中の細菌数、それぞれCaco－2細胞に付着させるよう1～

2．5m1の範囲で3Hでラベルした菌体培養液量ならびに3H：でラベルされた放

射線量を表16に示した。培養液400μ1中の放射線量は、菌体に3H一チミジ

ンを多く含むものは最初から数値が高くなるので、それを後で数値の補正が

できるように3H：でラベルされた放射線量当たりの細菌数（104細胞数／Bq）

をあらかじめ測定した。すなわち、L．たmユen蝕m　FAF－1やEセeca痘鱈

TH　10はMRS液体培地中で非常によく生育し、同じ量の培養液から菌体懸濁

液を調製すると菌体細胞数が多いことで多量の3Hが取り込まれ懸濁液中の

放射線量は高くなるので、これを補正するためである。

　表17は、各供試菌株のCaco－2細胞への付着性を示したものである。実験

は2回行い、その両者にほとんどばらつきはなかったので数値は平均して示

した。まず、E．　co五〇RN103であるが、これは本菌の有するヒト腸管付着性

因子である線毛（その先端のFim　Hタンパク質がもっとも重要）遺伝子を破

壊した菌株である。F㎞Hタンパク質とは、マンノースをもつ糖鎖に対して

特異的にそして強力に結合する因子である。Sa㎞oneπa属も、　E　c面のFim

Hタンパク質のホモロジーとはかなり異なるものの、同様にマンノースを認

識して付着するなど、病原細菌の感染症においては古くから研究されている

タンパク質である［22］。E．　coガSH2はクローニングされた線毛（f㎞）遺伝

子pSH2を上記EL　oo五〇RN　103に導入し発現させた形質転換体である。両者

はマウスの腸管付着性に大きな差のあることが認められており［97］、今回、

CaCo－2細胞への付着性および評価法に関してのリファレンスとして供試し

た。

　その結果、Caco－2細胞への付着性において両者には著しい有意差がみら

れ、E．　co五SH2の付着性を100％として表示した付着率は、線毛遺伝子を破

壊したEco万ORN103では9％を示し、10分の1以下に低下していた。これ

は、両菌株の性状から推察される結果を明確に反映するものであった。L，

1ac亡fs　NIAI　527はCaco－2細胞に付着性のある菌株と評価されており［59］、

その付着率は41％であった。一方、L。角mlen蝕m　CP57とL．角mユen加m

CP498の付着率もそれぞれ44％と42％であった。五。　fbrmen加m　FAF－1は、

ヒトの糞便中から分離された菌株であるが、付着率は且co万SH2よりも高く
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148％を示した。L．　rhamnosロs　GGは、すでにヒトへの投与がなされ、臨床

的にプロバイオティクス乳酸菌としての証明がなされている菌株で、ヒト腸

管付着性も認知されている［123］。同様の実験系を用いている研究者からの

私信［122］で、本菌株のCaco－2細胞への相対的な付着率は、42％程度との

情報を得ている。すなわち、この実験系で得られた40％という数値は優れた

付着性を示すものと考えられる。したがって、この評価法において、且

ねe（泌sTH10はL，　rha㎜osus　GGよりも強い付着性が証明された。　L，

τh㎜osus　GGは、投与後7日～10日でも糞便中から本菌株が回収されるな

ど、客観的評価でヒト腸管付着性のある菌株とされているが、且拍eca互s

TH　10は110％を示しそのヒト腸管付着性は十分に期待できるところである。

これは線毛の先端にマンノースと結合するF㎞Hタンパク質を有するE．co五

（三体数約64．3×106／ウェル）よりも本付着性試験においての数値が高かっ

た。これは、プロバイオティクスとして本菌を評価する場合、非常に有益と

なる結果である。

　Eco五〇157：H7感染症の治療には多くの臨床施設で抗生物質が用いられ

ている。下痢症の極初期に抗生物質を投与することは、大腸菌の増殖を阻止

し重篤な合併症の発生を軽滅する効果を期待できる。しかし一・方で、E．　co左

0157：H7を破壊して菌体内のVTを菌体外に大量に放出することが危倶され

ている。ただし、HUS発症に関係深いと考えられているVT2は腸管出血性

大腸菌が生存している限り菌体外に放出されるので、感染の早い時期に抗生

物質を投与するのは、菌体外へVT2が放出される危険性よりも菌の増殖を早

期に阻止することにより結果的にVT2の産生量を減少させ、体内への放出量

を減少させる効果を期待してのものである。VTは大腸菌より放出された後、

大腸菌が腸管に付着するのと同じメカニズムで腸管の表面に留まり、生体

（宿主）に取り込まれるのを待つ。したがって大腸菌の付着性を乳酸菌によっ

て拮抗阻害することは、VT自体の付着性の阻害にもつながる可能性がある。

　本章での検討結果より、Eねeα狙sTH10は乳酸菌でも、線毛を持つ大腸

菌を上回る付着性を有することが証明されたが、ヒト腸管上皮細胞において

病原性細菌の乳酸菌による付着性阻害を図14のようにイメージした場合、病

原性細菌よりかなり強力な付着性を乳酸菌が有すると拮抗阻害の効果がさら
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に期待できる。そこで、次章では、L．　femlen加m　FAF－1からCaco－2細胞

への付着性を示すタンパク質遺伝子をクローニングし、その遺伝子をE

faeα曲TH10に導入し発現させることで、本菌独自の付着性に新たな付着

因子を付与し、ヒト腸管上皮細胞への付着性増強の可能性を試みた。
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第3章　E．fヨecalfs　TH10におけるヒト腸管付着性遺伝子の

　　　　　発現

第1節形質転換条件の確立

【目　的】

　乳酸菌の産業的利用の増大と共に、乳酸菌における分子遺伝学的研究が急

速に進展してきた。薬剤耐性能をマーカーとするプラスミドを用いた遺伝的

な組み換え技術や形質転換法が確立され、育種した菌株の「産業的有用性」

が問われ、さらに目的の遺伝子を染色体に組み込んで安定化する技術、組み

換え体の安全性を保証する技術など、実用化への確固たる方法論の確立が重

要となってきている［125］。

　現在までに、形質転換法の開発・改良と共に、各菌株に適するベクターや

「制限・修飾欠損宿主」の開発、高電圧の電気パルス発生装置の改良など、

多くの技術的進歩が達成されたが、菌種菌株による形質転換条件の検討は必

須である。

　細菌における遺伝学の進展ならびにその手法の確立は大腸菌を先駆けとし

て行われてきた。その中で、コンピテント細胞を用いた形質転換法の確立は、

非常に大きな功績の1つとなっている。一・方、1970年代より乳酸菌において

プラスミドの存在やその機能が明らかにされてきたが、その遺伝子の導入に

は接合法やプロトプラスト融合法が導入されるのみで、一般の乳酸菌では効

果的な形質転換法が確立できなかった。すなわち、乳酸菌においてコンピテ

ント細胞がどうしても構築できなかったのである。しかし、1987年に

Harlander［43］が乳酸菌で初めて高電圧電気パルスによるintact　celを用い

た形質転換に成功し、同年にChassy　e亡a乙［7］によって、市販の機器

（Gene　Pulser、　Bio－Rad、　USA）を用いたエレクトロポレーション法によ

る乳酸菌の形質転換の基礎が確立された。

　エレクトロポレーション法による形質転換の頻度は、用いる方法、宿主・

ベクターの種類とその組み合わせなどによって大きく異なる。宿主の制限修
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飾（R／M）系の存否・強弱、細胞壁組成、ヌクレアーゼ活性などの影響も大

きい。また、一般にベクターのサイズの小さい方が形質転換頻度は高いと考

えられているが、他にもレプリコン・選択マーカーの種類、挿入断片の有無・

性質・転写方向など、さまざまな要因がその頻度に影響する。ベクターのコ

ピー数や構造的・継続的な安定1生についても同様に形質転換頻度に影響する。

これらの影響については、同一条件で比較した報告がないため、統一・的な解

釈はできず、各々の宿主一ベクター系で個別に検討する必要がある。選択マー

カーとしてはエリスロマイシン（Em）耐性能やクロラムフェニコール

（Cm）耐性能が明確にされているので、これら抗生物質耐性遺伝子が使用

されている。Double　crossoverによる薬剤耐性マーカー遺伝子が除去でき

る理論が確立され［125］、より食品レベルに近づくための安全な選択マーカー

も考えられている［126］。乳酸菌に存在するプラスミドのコピー数は1細胞

あたり10以下から多くても50程度で、これは大腸菌などのコピー数と比べ

てかなり少ない。また、細胞壁が構造的に固いので、アルカリ法のみによっ

ては溶菌せず、リゾチームなどの溶菌酵素を使用する必要がある。また除タ

ンパクがしにくく、DNase活性が高いなど、乳酸菌からのプラスミドの抽出

は大腸菌と比べて難点が多い。

　本節では、EL　faeα疽s　TH　10を形質転換するため、初期の方法に改良が加

えられ汎用性の高いHolo　and　Nesの方法［47］に準じたエレクトロポレーショ

ン法により、宿主一ベクター系を確立することを目的とした。ベクターには

Em耐性能をコードしたpIL253［130］を用いた。エレクトロポレーションに

供したプラスミドは、Anderson　and　McKay［4］による大量の培養液から

の抽出、そして塩化セシウム密度勾配超遠心法で精製を行った。この際、形

質転換頻度を考察する上で、他のいくつかの乳酸菌についても同様に試験し

た。

【実験材料】

1．供試菌株

　本研究に供試しているE．拍ec誼s　TH10の他に、乳酸球菌として
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Lac亡ocoocαs　lac亡fs　subsp．1ヨ。亡fs　LMO230を、乳酸桿菌として

Lac亡obac盟αs　fεmユen加m　FAF－1とLac亡obacf丑us　casef　NRIC　1917を供試

した。それぞれの培養と保存は、前述のとおり行った。Em耐性遺伝子をコー

ドしたpIL　253［130］は、プラスミドフリー株であるL。1ao亡fs　LMO230に導

入した状態で複製保存し、Em耐性．L。1ac亡fs　subsp．1ac亡fs　LMO230より抽出・

精製した。五．1∂c飴subsp．佐。飴LMO230は、米国ミネソタ州立大学のDr．

McKayより、　pIL　253はフランス国立農業研究所のDr．　Chopinより分譲して

いただいた。上記乳酸菌の長期間の保存は、各培養液と10％スキムミルクを

1：1で混合し、一85℃にて凍結した。

2．供試培地

　1）TYG液体培地（pH　6．8）

　　　トリプトン（Difco、　USA）

　　　酵母エキス（Difco、　USA）

　　　グルコース

　　　蒸留水

　2）MRS液体培地（pH　6．8）

　　　MRS　Broth（Oxoid、　UK）

　　　蒸留水

　209
　　59

　　59

1，000m1

37．259

！，000m1

3．プラスミド大量抽出用試薬［4］

　1）エチレンジアミン四酢酸（EDTA）溶液（pH　8．0）

　　　EDTA（Sigma、　USA）

　　　蒸留水

　2）ショ糖含有Tris－EDTA（TE）緩衝液（pH　8．0）

　　　ショ糖

9．39

100m1

6．79

　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン（Sigrna、　USA）0．619

　1）のEDTA溶液　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．40　m1

上記成分を溶解後・pHを調整し121℃で15分間オートクレーブで滅菌

した。
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3）トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン緩衝液（pH　8．0）

　　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン　　　　　　　　0．3g

　　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100m1

　上記成分を溶解後、pHを調整し121℃で15分間オートクレーブで滅菌

　した。

4）0．25MEDTA溶液（DNase不活化用）　（pH　8．0）

　　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン　　　　　　　　0．39

　　1）のEDTA溶液　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　ml

　上記成分を溶解後、pHを調整し121℃で15分間オートクレーブで滅菌

　した。

5）ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）含有TE緩衝液（pH　8．0）

　　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン　　　　　　　0．619

　　1）のEDTA溶液　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8．O　ml

　　SDS（ナカライテスク、京都）　　　　　　　　　　　　　20．O　g

　　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　71m1

　上記成分を溶解後、pHを調整し121℃で15分間オートクレーブで滅菌

　した。

6）トリス緩衝液（pH　7．0）

　　トリス塩酸塩　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　31．52g

　　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100m1

　上記成分を溶解後、pHを調整し121℃で15分間オートクレーブで滅菌

　した。

7）20：50TE緩衝液（pH　7．0）

　　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン　　　　　　　　0．619

　　1）のEDTA溶液　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8．O　ml

　　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100m1

　上記成分を溶解後、pHを調整し121℃で15分間オートクレーブで滅菌

　した。

8）塩化ナトリウム溶液

　　塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　29．229
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　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100m1

　上記成分を溶解後、121℃で15分間オートクレーブで滅菌した。

9）食塩水飽和フェノール

　　フェノール（ナカライテスク、京都）　　　　　　　　　　5009

　12gの塩化ナトリウムを400　m1の蒸留水で溶解し、この溶液をフェノー

　ルの入った試薬ビンに直接注ぎフェノールを溶解後、冷蔵庫にて保存し

　た。2層に分れるので、下層を供試した。

10）クロロフォルム・イソアミルアルコール（24＝1）混液

　クロロフォルム（ナカライテスク、京都）

　イソアミルアルコール（ナカライテスク、京都）

上記成分を混合し、冷蔵庫で保存した。

11）10：1TE緩衝液（pH　7．5）

　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン

　1）のEDTA溶液

　蒸留水

480m1

20m1

0．129

0．40rn1

100rn1

上記成分を溶解後、pHを調整し121℃で15分間オートクレーブで滅菌

した。

12）イソプロパノール（一20℃に冷却したものを使用）

13）リゾチーム溶液（用事調製）

　　リゾチーム（Sigma、　USA）

　　3）のトリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン緩衝液

上記成分を溶解後、氷上にて冷却した。

14）水酸化ナトリウム溶液（用事調製）

　水酸化ナトリウム

　蒸留水

上記成分を溶解後、氷上にて冷却した。

15）プロテイナーゼK溶液

　　プロテイナ一台K（Merck、（弛㎜any）

　　蒸留水

1．09

100m1

0．129

！．0血

0．19

29rn1

上記成分を溶解後、マイクロチューブに1mlずつ分注し、56℃で2時間
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インキュベートし一20℃にて保存した。

16）エチジウムプロミド溶液

　工チジウムプロミド　　　　　　　　　　　　　　　　　0．01g

　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．Oml

上記成分を溶解後、遮光し4℃にて保存した。

17）フェノール・クロロフォルム・イソアミルアルコール（25：24：！）混

　液
　9）の食塩水飽和フェノール　　　　　　　　　　　　　　　250ml

　　クロロフォルム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　240ml

　　イソアミルアルコール　　　　　　　　　　　　　　　　　　10ml

　上記成分を混合し、4℃にて保存した。

4．プラスミド少量抽出用試薬［112］

　1）リゾチーム含有ショ糖溶液（用事調製）

　　　ショ糖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25g

　　　リゾチーム（Sigrna、　USA）　　　　　　　　　　　　　　　　3g

　　ショ糖25gを蒸留水で100　m1にメスアップし、121℃で15分間オートク

　　レープで滅菌し、4℃にて保存した。この溶液にリゾチームを溶解した。

　2）水酸化ナトリウム含有SDS溶液（用事調製）

　　　SDS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．Og

　　　水酸化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．8g

　　SDSの3gを蒸留水で100　m1にメスアップし、121℃で15分間オートク

　　レープで滅菌し、4℃にて保存した。この溶液に水酸化ナトリウムを溶

　　解した。

　3）酢酸ナトリウム溶液（pH　4．8）

　　　酢酸ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40．8g

　　溶解後、pH調整し、蒸留水で100　m1にメスアップした。121℃で15分

　　間オートクレーブで滅菌し保存した。

　4）イソプロパノール（室温のものを供試）

　5）エチジウムプロミド含有酢酸アンモニウム溶液
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　酢酸アンモニウム溶液（最終濃度7．5M）　　　　　　　　57．8g

溶解後、蒸留水で100m1にメスアップした。121℃で15分間オートクレー

ブで滅菌し保存した。

　エチジウムプロミド溶液（最終灘20㎎／ml）　　　0．2g

　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10m1

溶解後、遮光し4℃にて保存した。

使用時に、酢酸アンモニウム溶液0．975mlとエチジウムプロミド溶液

0．025m1の割合いに混合した。

6）フェノール・クロロフォルム（1：1）試薬

　大量抽出用9）のフェノール試薬

　クロロフォルム

混合後、4℃にて保存した。

7）RNase　A溶液（最終激1㎎／㎡）

　RNase　A（S＠ma、　USA）

　　10mMトリス溶液（pH　7．5、トリス塩酸塩を使用）

50m1

50rr温

0．19

100m1

　上記成分を溶解後、マイクロチューブに1m1ずつ分注し、95℃にて10

　三間インキュベート後、一20℃にて保存した。

8）99％エタノール（一20℃のものを使用）

9）70％エタノール（一20℃のものを使用）

10）DNA緩衝液

　　プロムフェノールブルー　　　　　　　　　　　　　　　0．014g

　　ショ糖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5．Og

　　3r　1）のEDTA溶液　　　　　　　　　　　　　　　　　0．15　ml

　　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15m1

　上記成分を溶解後、pH　8．0に調整して121℃で15分間オートクレーブで

　滅菌し、自然冷却後1mlずつマイクロチューブに分注し冷蔵した。

5．Wizard皿Plus　Minipre　ps　DNA　Purification　System（ミニカラム精製）

　用試薬（Promega、　USA）

　1）細胞懸濁用溶液
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　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン　　　　　　　　0．05M

　EDTA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．01　M

　RNaseA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　g／m1

2）細胞溶解用溶液

　水酸化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．2M

　SDS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．0％

3）中和溶液

　酢酸カリウム（pH　4．8）　　　　　　　　　　　　　　　　1．32　M

4）カラム洗浄用溶液（pH　7．5）

　酢酸カリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　80mM

　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン　　　　　　　　　8．3mM

　EDTA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．04　mM

使用する直前にエタノール（99％）を55％になるように添加した。

6．エレクトロポレーションに供する培地と試薬［47］

　1）SGM17液体培地（pH　6．8）

　　　M17　BrOth（Difco、　USA）　　　　　　　　　　　　　　　37．25　g

　　　グルコース　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5．00g

　　　ショ糖　（最終濃度0．5M）　　　　　　　　　　　　　171．15　g

　　　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1，000m1

　　上記成分にグリシンを0．5、1．0％になるように加え、溶解後121℃、15

　　分間オートクレーブにより滅菌した。

　2）SGM17MC液体培地（pH　6．8）

　　　1）のSGM　17液体培地1，000　m1に、以下の試薬（フィルター滅菌済み）

　　　を無菌的に加えた。

　　　1MMgC12（最終濃度0．02　M）　　　　　　　　　　　　　20　ml

　　　lM　CaC12（最終濃度0．002　M）　　　　　　　　　2m1

　3）菌体洗浄液（エレクトロポレーションに供する菌体懸濁液）

　　　ショ糖（最終濃度0．5M）　　　　　　　　　　　　　171．15g

　　　グリセロール（最終濃度10％）　　　　　　　　　　　　　100m1
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　　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1，000rn1

上記成分を溶解後、121℃で15分間オートクレーブにより滅菌した。

4）エリスロマイシン（Em）溶液

　　Em（Sig：ma、　USA）　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．049

　　99％エタノール　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．25ml

Emは、水にほとんど溶けないので、あらかじめエタノールに溶解させ、

完全に溶解後、蒸留水で50m1にメスアップし、フィルター滅菌し遮光

下4℃で保存した。これを10倍希釈になるように培地に加え供試した。

7．アガロースゲル電気泳動用試薬［90］

　1）ゲル染色液

　　0．4㎎／血エチジウムプロミド溶液　　　　　　　0．02血

　　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．98m1

　2）TAE緩衝液

　　　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン　　　　　　　242．29

　　　3．一1）のEDTA溶液　　　　　　　　　　　　　　　　29．225　m1

　　上記成分を酢酸でpH　8．0に調整し、蒸留水を加え1，000　m1にメスアッ

　　プし、121℃で　15分間オートクレーブで滅菌した。

【実験方法】

1．受容菌の調製［47］

1）Efaeca旛TH10、　L　lac亡fs　LMO230、　L．（ヨsef　NRIC1917はTYG液体

　　培地で、Lfermen加m　FAF－1はMRS液体培地で前培養した。それぞ

　　れの培養液をSGM17培地に1％量植面し、波長600　nmのOD値が0・5～

　　0．7に達するまで培養した。

2）それぞれの培養液を6，000r．P．m．で10分間遠心分離して上清を除き・エ

　　レクトロポレーション用配慮洗浄液で2回洗浄した・

3）遠心分離後、エレクトロポレーション用溶体洗浄液に懸濁し・この懸濁

　　液を0．04mlずつ分注し一80℃で凍結保存した。
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4）直前に氷上にて解凍し、受容菌としてそのままエレクトロポレーション

　　に供した。

2．エレクトロポレーション法［47］

1）氷上で、expression培養用液体培地となるSGM17MC液体培地（pH

　　6．8）、Gene　Pulser用キュベットおよびスライダー（Bio－Rad，　USA）

　　を10分間ほど冷却しておく。

2）解凍した受容菌懸濁液40μ1を完全に脱塩したプラスミド溶液1μ1（0．1

　　μg／rri）と混合し、キュベットに入れ氷冷する。

3）Gene　Pulser（Bio－Rad、　USA）を2．O　kV、25μF　（Capacitance）、

　　200Ω（Pulse　Controler　Unit）に設定し、キュベット（0．2　cm　gap）

　　をスライダーに入れ、このスライダーをGene　Pulserの電極に装着した。

　　Gene　Pulserの左のパルスボタンを押したままの状態で右のボタンをブ

　　ザーが鳴るまで押し続けた。

4）ブザーが鳴ったら素早くSGM17MC培地（expression培養用液体培地）

　　1m1を添加し氷冷した。ゆっくり2～3回ピペッティングし、受容菌の至

　　適温度で2時間培養した（expression培養）。

5）培養液を遠心分離（6，000r．pmで5分間）により集菌し、300μ1のSGM

　　17MC培地に懸濁した。その100μ1ずつをEm含有M17G寒天培地上に塗

　　抹し、受容菌の至適温度で48～72時間培養し、Em耐性形質転換体を得

　　た。

3．プラスミド大量抽出法［4］

1）plL　253を含むL．1ac亡fs　subsp．1ac亡fs　LMO230を10　m1のEm含有TYG液

　　体培地で30℃、8～12時間培養した。

2）500m1のEm含有TYG液体培地に1％量の培養液を接種し、30℃で8時間

　　培養した。

3）遠心分離（5，000r．P．m．で10分間）により集菌し、0．85％生理食塩水で

　　洗浄した。

4）ショ糖含有TE緩衝液を50　m1添加し37℃で懸濁した。
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5）リゾチーム溶液を12．5m1添加して混和した。

6）370Cに保ち5分ごとに緩やかに撹搾し、20分間インキュベートした。

7）0．25MEDTA溶液を6．25　m1添加・混合後、プロテイナーゼK溶液を1

　　m1添加した。

8）SDS含有TE緩衝液を3．75　ml添加し、56℃で15～20分ごとに緩やかに撹

　　逸し、1時間インキュベート後、スターラーを用いて中速度で2分間混合

　　した。

9）水酸化ナトリウム溶液を2．5m1添加し、ユニバーサルシェーカー（140

　　r．p．m．）で10分間混合した。時々、手で上下にも混合した。

10）トリス緩衝液を6．Om1添加し、ユニバーサルシェーカー（140r．p．m．）

　　で10分間混合した。時々、手で上下にも混合した。

11）塩化ナトリウム溶液を9．5m1添加し、氷上で30分間インキュベートし

　　た。

12）遠心分離（12，000r．p．m．で20分間）した後、上清をプラスチックの

　　10rnlピペットを用いて新しいボトルに移した。このボトルに食塩水飽

　　和フェノールを75m1添加・混合し、遠心分離（10，000　r．p．m．で10分間）

　　した後、上清を新しいボトルに移した。

13）クロロフォルム・イソアミルアルコール（24：1）混液を75ml添加・

　　混合し、遠心分離（10，000r．p．m．で10分間）した後、上清を新しいボ

　　トルに移した。

14）イソプロパノールを75ml添加・混合し、遠心分離（12，000　r．p．m．で

　　30分間）した後、上清を除きペレット（DNA）を確認の上、　JKワイパー

　　の上にボトルを逆さまにして1～3分間ほど置いた。

15）ボトルの口の部分にパラフィルムを被せ白金線で複数の穴を開け、真

　　空ポンプで20分間乾燥させた。

16）乾燥したペレット（DNA）を確認後、20：50　TE緩衝液を2．83　m1添加

　　し、ユニバーサルシェーカー（120r．p．m．）で30分間ペレット（DNA）

　　を溶解した。

4．塩化セシウム密度勾配遠心を用いたプラスミドの精製法［89］
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1）5mlサイズのファルコンチューブに塩化セシウムを3．Og入れ、20：50

　TE緩衝液に懸濁した上記DNA溶液をさらに滅菌ピペットを用いてゆっ

　　くりと移した。上下にゆっくりと混合し完全溶解させた。

2）この溶液を超遠心分離用5m1のウルトラロックチューブ（日立計測器サー

　　ビス，No．3400－1351）に移し、エチジウムプロミド溶液を0．4　m1添加・

　　混合した。チューブの指定された先端を越えないようにミネラルオイル

　　でバランスをとった。

3）チューブの表面をきれいに拭き取り、所定のゴム栓で蓋をした。

4）超遠心分離機により遠心分離（15℃、55，000r．p．m．で14時間）した。

5）遠心分離は、スローストップにより30分ほどかけて停止させた。

6）暗室で紫外線をチューブに照射し、プラスミドの赤いバンドを2本確認。

　　その下のバンドの位置するチューブの部分にスコッチテープを貼り、ま

　　ずチューブの上部に注射針（18G！1／2”、テルモ、東京）で3～4ヵ所の

　　空気穴を開けた。

7）下のバンドが、クローズドサーキュラーのものであるので、そのバンド

　　の下に注射針を差し込み、2m1のシリンジ（テルモ、東京）を用いて、

　　ゆっくりとほぼ完全に吸い取り、新しい5mlサイズのチューブ（Fal－

　　con、　USA）に移した。

8）塩化ナトリウム溶液で飽和させたイソプロパノールを1ml添加し、上下

　　にゆっくり振ることでプラスミドを染色しているエチジウムプロミドを

　　イソプロパノール層に移行させて抽出した。上のイソプロパノール層を

　　取り除き、新たにイソプロパノールを1m1添加し、同様の操作を5回繰

　　り返した。最終的に紫外線をチューブに照射し、溶液が赤くないことを

　　確認してこの操作を終えた。

9）集めた上層の溶液を濃縮フィルター（セントリコン分画分子量10，000、

　　直径25㎜、㎞icon、　USA）に移し、記載の線（約2血）まで10：1

　　TE緩衝液を入れ、遠心分離（6，000　r．p．m．で約30分間）した。溶液が

　　約1㎜の高さまで冷し、また記載の線まで10＝1TE雛灘入れ、

　　遠心分離（6，000r．p．m．で約30分間）した。この操作を3回繰り返し、3

　　回目は10：1TE緩衝液がなくなるまで遠心分離した。
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10）セントリコンを逆さまにし上の部分にキャップをかぶせ、そこにプラス

　　ミドを回収した。逆の位置に0．1m1の10：1TE緩衝液を入れ、遠心分離

　　（6，000r．p．m．で5分間）した。この操作を3回繰り返した。

11）この溶液をマイクロチューブに移し、フェノール・クロロフォルム・

　　イソアミルアルコール（25：24：1）混液0．5m1を加え、よく混和した。

12）遠心分離（6，000r．pm．で5分間）し、上清を新しいチューブに移し

　　た。残した下の層に、新たにフェノール・クロロフォルム・イソアミル

　　アルコール（25：24：1）混液0．1m1を加え、よく混和した。

13）遠心分離（6，000r．p．m．で5分間）し、上清を先の上清と合わせた。

14）99％エタノールを0，75m1添加し、室温で5分ほど静置した。

15）遠心分離（12，000r．p．m．で10分間）し、上清を取り除きペレット

　　（プラスミド）を得た。そのチューブに70％エタノールを1m1ゆっくり

　　加え、遠心分離（12，000r．p．m．で2分間）し上清を取り除いた。

16）真空ポンプで20分間乾燥後、5μ1の滅菌蒸留水を加えてペレットを溶

　　解し、99％エタノールを0．125ml添加し室温で5分間ほど静置した。

17）遠心分離（12，000r．p．m．で10分間）し、上清を取り除きペレット

　　　（プラスミド）を得た。そのチューブに70％エタノールを1m1ゆっくり

　　加え、遠心分離（12，000r．p．m．で2分間）し上清を取り除いた。

18）真空ポンプで20分間乾燥後、適量の滅菌蒸留水を加えて溶解のために、

　　指で数回弾き、卓上遠心機の「フラッシュ」機能でチューブの先端に集

　　めた。

5．プラスミド少量抽出法［112］

1）供試菌株を5～10m1の液体培地で培養し、マイクロチューブに集起した。

2）リゾチーム含有ショ糖溶液0．2m1を添加し、指で弾いてよく混和後、37

　　℃で15分間インキュベートした。

3）水酸化ナトリウム含有SDS溶液0．4m1を添加し、指で弾いてよく混和後、

　　室温で7分間インキュベートした。

4）冷蔵した酢酸ナトリウム溶液0．3m1を添加し、指で弾いてよく混和後、

　　遠心分離（12，000r．p．m．で15分間）した。
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5）新しいマイクロチューブに上清を移し、室温のイソプロパノール0。3ml

　　を添加し、指で弾いてよく混和後、遠心分離（12，000r．p．m．で15分間）

　　した。

6）上清を取り除き、ペレットを真空ポンプで15分間乾燥後、滅菌蒸留水

　　0．32m1でペレットを溶解し、エチジウムプロミド含有酢酸アンモニア

　　溶液0．2m1を添加しよく混和した。

7）フェノール・クロロフォルム（1：1）混泳0．35mlを添加し、よく混和後、

　　遠心分離（12，000r．p．m．で5分間）した。

8）上清を新しいマイクロチューブに移し、99％エタノール1m1加え、よく

　　混和後、遠心分離（12，000r．p．m．で15分間）した。

9）上清を取り除き、ペレットに70％エタノール1mlを加え、よく混和後、

　　遠心分離（12，000r．p．m．で15分間）し、上清を取り除いて真空ポンプ

　　で20分間乾燥させた。

10）これを滅菌蒸留水0．08m1に溶解して、　RNase　A溶液を0．02　rn1添加し、

　　指で弾いてDNA緩衝液を2μ1加え4℃に保存した。

6．アガロースゲル電気泳動法［90］

1）蒸留水300mlにTAE緩衝液を6m1添加し、その溶液30　m1にアガロース

　　（SeaKem　MEAgarose、　Bio　Products、　USA）0．18　gを添加し、マイ

　　クロウェーブで約2分間処理し溶解した。

2）45～50℃に冷却後、エチジウムプロミド溶液を0．075ml添加し、ゲル

　　プレートに流し込み、コームを後から差し込み固まらせた。固まったら

　　（15分間以上保持）コームを静かに抜き取り、泳動槽に入れTAE緩衝

　　液をゲルの上、5－8㎜ぐらいまで浸るように入れた。

3）サンプルをウェルに注入し、電極をセットし電気泳動装置（デンケン、

　　東京）により電圧を60Vにセットし約1時間45分間泳動した。

4）泳動後、フェイスマスクを着用し、ゲルを紫外線テーブル（コナフシ、

　　東京）上で紫外線（312nm）を照射しプラスミドDNAを確認した。

5）ポラロイドカメラ（MP－4電気泳動ゲル撮影セット、藤本写真工業、大

　　阪）のレンズに紫外線と青色線を遮断するフィルター（赤色R1フィル
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ター）をつけ、ポラロイド写真を撮影した。

【結果および考察】

plL253は、乳酸菌においてEm耐性能を有し複製可能な分子量4，963　bpの

プラスミドである。広く乳酸菌用のベクターとして用いられているが、もと

もとE．fae（：泌s由来の接合伝達性プラスミドpAMB1から構築されたプラスミ

ドゆえ、Elaeα…曲TH10の形質転換に用いるには最適と考えられる。

　O’Su1豆van　and　Klaenha㎜e　r［112］のプラスミド少量抽出法により、　E．

fae（泌s　TH10からプラスミドを抽出・精製した。この方法は、従来の乳酸

菌の少量抽出法にエチジウムプロミドを使用するステップを加えているので、

プラスミドは良く精製されている証明として、彼らはこの方法で得たプラス

ミドを制限酵素で消化し、得られたDNA断片をさらにライゲーションして

いる。

　E．faecalfs　TH　10は、図15に示したように3種類のプラスミドを保有して

いた。それぞれ分子量の高い方からpTH　10－1、　pTH　10－2、　pTH：10－3とした。

プラスミドは、抽出・精製の段階でクローズドサーキュラー、オープンサー

キュラー、リニアーの形態をとるので、アガロースゲル電気泳動の際に同じ

プラスミドであっても移動度の異なるバンドが得られる。図15に矢印で示し

たpTH　10－1、　pTH10－2、　pTH：10－3のそれぞれのバンドは、クローズドサー

クラーのものである。それ以外のバンドについてはpTH　10－1、　pTH　10－2、

pTH　10－3の違う形態のものであることを、各バンドのプラスミドをゲル板

から切り出し制限酵素によって確認した。

　本研究では、Holo　and　Nesの形質転換法［47］を採用したが、受容菌を作

る際に細胞壁の硬度を低くするため培地にグリシンを添加した。しかし、グ

リシンを添加することで細菌の生育が抑制されるので、グリシンの最適添加

濃度を検討した。すなわち、、且1aeα…必s　TH10（グリシン濃度0．5、1．0、

2．0％）、L．　femユen亡αm　FAF－1（グリシン濃度0．75％、1．0％）、L。α1sef

NRIC　1917（グリシン濃度0．75、1．0％）、L，1ac施しMO230（グリシン濃

度0．75、1．0％）の受容菌を用意した。それぞれショ糖（最終濃度0。5M）
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とグリセロール（10％）含有の滅菌懸濁用溶液で培養液の約百分の一容量に

し、40μ1ずつに分注して一85℃で使用するまで保存した。

　リゾチームなどの溶菌酵素処理によって調製した受容菌が、菌株によって

は高い形質転換頻度を示すこともあるが、酵素処理時間の検討や条件設定に

よる再現性を得にくいことが指摘されているので、本研究では溶菌酵素処理

をせずに受容菌を調製し形質転換に供した。

　plL　253は、　L．1ac亡fs　LMO230が保有しているpIL253を用いることとし、

500m1のEm含有培養液からAnderson　and　McKay［4］のプラスミド大量抽

出法に準じて抽出し、塩化セシウムを用いた密度勾配遠心法によって精製し

たものを形質転換に供した。エレクトロポレーションには、0．2cm　gapのキュ

ベットを用いたことで、微量の塩が残存してもほとんどショートすることが

なくなった。

　その結果、Eセe（泌s　TH10はグリシン濃度1．0％を用いた場合にのみEm

耐性形質転換体が得られ、その数も1平板あたり50～100コロニーが得られ

乳酸菌の形質転換頻度としては十分なものであった。エレクトロポレーショ

ン処理していない受容野をEm含有の上記平板に塗沫したが、自然突然変異

的なEm耐性株はまったく検出されなかった。グリシン濃度0。5％と2．0％で

処理した受容菌からEm耐性形質転換体は得られず、グリシン濃度1．0％処理

のものが最適条件であった。そこで、Em耐性形質転換体をランダムに4枚の

平板から5コロニーずつ計20コロニーを釣菌し、Em含有の液体培地で培養

した。これらよりプラスミドを抽出したところ、親株にはないプラスミドが

検出され（図15のplL　253の矢印）、そのプラスミドは約5　kbで、　plL253の

4，963bpと一致した。したがって、　Ern耐性を有するこれら形質転換体は、

pIL　253が染色体にインチグレイトすることもなく、プラスミドの形で菌体

内に保有されることが認められた。また、再現性もあり、Efae（泌sTH10

におけるpIL　253を用いた形質転換宿主一ベクター系が確立された。

　その他の供試乳酸菌、L．允rmen加m　FAF－1（グリシン濃度0．75％）、

五．αエse1　NRIC　1917（グリシン濃度0。75％）ならびにL。1ac亡fs　LMO230（グ

リシン濃度0．75％）においてEm耐性形質転換体を得ることができ、すべて

のEm耐性形質転換体は、　plL　253を保有していることが証明された・plL
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253は、広く乳酸菌において複製可能なプラスミドであることが認められた。

　且oo左JM105が保有するアンピシリン（Ap）耐性能をコードしたpUC19

をWizard踊Plus　Minipre　ps　DNA　Purification　System（Prome　ga、　USA）

によって精製し、上記の乳酸菌すべてについてエレクトロポレーションを行っ

た。その結果、Ap耐性形質転換体はまったく得られなかった。これは、

pUC19が乳酸菌の中で複製できないこと、　Ap耐性遺伝子のプロモーターが

グラム陽性菌とグラム陰性菌では異なることで説明できる。
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第3章　第2節しac加bacfllus　ferme撹umからの糖鎖受
　　　　　　　　　　容体タンパク質遺伝子のクローニング

【目　的】

　多くの病原性細菌やウイルスは、宿主の細胞膜表面に存在する糖タンパク

質や糖脂質の糖鎖を受容体として細胞に定着し感染することが知られている。

たとえば、病原性大腸菌は線毛を介して細胞膜上の帯解と結合して感染し、

さらに細菌が産生する毒素（コレラ毒素やベロ毒素など）も細胞膜上の糖脂

質の糖鎖をレセプターとして細胞に定着し感染することが知られている［97］。

　一方、腸内細菌にとっても腸の蠕動運動や消化物の流れに抗して腸管内に

コロニーを形成するためには、腸管上皮細胞への付着が重要なステップであ

る。乳酸菌のヒト腸管付着性ついて、現象面での事実は認められているもの

の、レセプターなどメカニズムの詳細についてはほとんど明らかにされてい

ない。そういう中、乳酸菌の明確なヒト腸管付着性の因子として図16に示し

たとおり、Lac亡obac伍us　rhar㎜OS　USから糖鎖受容体タンパク質が精製され、

そのN末端からのアミノ酸シークエンスが公表された［142］。

　山本［142，143］はまず、L．　rhamnosusについて、糖脂質閉鎖との結合性

を薄層プレートを用いた免疫染色法により検討している。その結果、この菌

株は、Ga1∂1－4Ga1　B1－4Glc　B1－1　ceramide（CTH）とGa1　B1－3Ga1NAc

B1－4Gal　B　1－4Glc　B　1－1　ce　ramide（GA1）に強く結合し、　Glucosylceramide、

Galactosylce　ramideおよびLactosylce　ramideにも結合した。しかし、ガン

ダリオ系の糖脂質など、下下にシアル酸を含む酸性糖脂質にはまったく付着

性を示さなかった。これらの結果より、本甲は中性糖脂質、すなわち非還元

末端がガラクトシル基かグリコシル基である等割に結合することを示唆し、

ガラクトシル基は∂一結合でもB一結合でも、また比較的短い糖鎖にも結合す

ることを認めている。

　次に．L．ぬ㎜osasが腸管内に常在するラットを用いて、本菌が細胞膜上

の糖鎖に付着性を示す実験を行っている。すなわち、ラット小腸の粘膜表層

を剥ぎ取りホモジェナイズ後、クロロフォルムーメタノールで抽出し、
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Folch法で得られた脂質成分をイオン交換カラムクロマトグラフィーによっ

て酸性糖脂質外分と中性糖脂質画分に分離し、それぞれの画分について菌体

の付着性を試験した。その結果、酸性糖脂質画分には数種類の糖脂質が存在

するにもかかわらず本志の付着性は認められず、これは上記モデル系の実験

結果と一致していた。一方、中」1生糖脂質画分には、CTH、　GA1および

Glucosylce　ramideに相当する糖脂質が存在し、菌体との結合性が明らかに

認められた。これらの結果は、中性糖脂質の糖鎖が、菌体と結合するレセプ

ターの役割を果たしていることを示すものである。現在、乳酸菌においてヒ

ト腸管付着性を論ずる場合に、唯一、付着性に関与するレセプターとして明

確にされたものである。しかし、この付着性の機序により、どの程度の付着

強度を有するものかについては明らかにされていない。

　さらに、L．　rh㎜osαsの菌体表層に存在する付着因子と考えられる糖鎖

受容体タンパク質が精製されている。本菌をグアニジン処理し表層タンパク

墨画分を得て、これにGA1を添加後ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行い、

抗GA　1モノクローナル抗体を用いてウエスタンプロッティングにより、　GA　1

に結合する1本のバンドを思い出している。本タンパク質は、約16，000の

分子サイズを持つサブユニットから構成された分子量約160，000のタンパク

質であった。しかし、このタンパク質のN末端より155残基のアミノ酸シー

クエンス（図16）は決定されたが、DNAシークエンスは公表されていない。

　本章では、乳酸菌と感染症を引き起こす細菌の腸管付着性の拮抗作用（図

14）による感染防御、さらにはその治療へのアプローチを試みるため、以下

のとおり検討を行った。

　その第1段階が、有用細菌への強力な腸管付着性の付与であり、分子育種

学的手法を用いてEfae（泌s　TH10にさらなる強力な付着性を付与すること

を計画した。すなわち、優れたヒト腸管付着性の証明された乳酸菌から付着

性に関与する遺伝子をクローニングし、この遺伝子をE負eα殖sTH10に導

入することを試み、ヒト腸管付着性が増強された形質転換体を得ることを目

的とした。本節では、L．　femlen加n1からの糖鎖受容体タンパク質遺伝子の

クローニングを試みた。

　L．fermen亡um　FAF－1は、前章でのヒト腸管付着性モデル試験に基づき、
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Caco－2細胞への付着性が供試菌株の中で最も強く認められた菌株である

（表17）。L．　femユen亡umは、ヒトの正常な腸内フローラの構成菌種でヘテ

ロ発酵型の乳酸菌である。まず、本菌にL．rha㎜osαsの連鎖受容体タンパ

ク質と同様の遺伝子が存在するかどうかをPCR法により試験した。得られた

増幅断片をシークエンスし、目的のアミノ酸シークエンス（図16）と一致す

るかどうかを検討した。

　次に、L．　fem2en亡um由来の遺伝子をPCR増幅およびクローニングするた

めに、ファージベクターを用いて本菌のゲノムライブラリーを作製した。

PCR増幅したDNA断片をプローブにゲノムライブラリーから目的の遺伝子

を含むクローンをスクリーニングした。このDNAの全シークエンスを決定

し、オープンリーディングフレーム（ORF）を推定した。また、得られた

DNAシークエンスからこのタンパク質のアミノ酸シークエンスを決定し、

報告されているL，rha㎜osusの糖鎖受容体タンパク質［142］とのアミノ酸

レベルでの相同性について検討を行った。

【実験材料】

1．供試菌株

　．L．　femユen加m　FAF－1を供試し、培養と保存は第2章第2節に基づいて

行った。ゲノムライブラリー作成用のベクターにはλDASH　IIを用い、常法

［70］に準じてファージプラークを作らせ保存した。

【実験方法】

1．L．艶mユen加m　FAF－1のゲノムライブラリーの作成（スキーム：図17）

（1）L．艶rmen亡αlnからのゲノムの調製［69］

1）MRS液体培地にて、　L．　fαmen亡Umを37℃で16時間培養した。

2）3，500r．p．m．で15分間、4℃で遠心分離後、生理食塩水で1度洗浄し、5

　m1の50　mM　EDTA溶液（pH　7．0）に懸濁した。

3）50㎎／mlのりゾチームを200μ1力口え、37℃で60分間保持した。
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4）3，500r．p．m．で15分間、4℃で遠心分離し、上清を除いた。

5）Wizard　Genomic　DNA　Purification　System（Promega，　USA）のNuclei

　Lysis　Solutionを5ml加え、80℃で10分間保持した。

6）2㎎／mlのRNase　Aを1μ1力養えて37℃で45分間保持した。

7）TE緩衝液飽和フェノール／クロロフォルム（1：1）混液10　mlを加え、穏

やかに10分間撹延し、3，500r．p．m．で15分間遠心分離し、その上層を回収

　した。なお、下の水層については、さらにTE緩衝液飽和フェノール／クロ

　ロフォルム（1：1）混液を加えて、同様の操作を3回行った。

8）すべての上層を集め、これにクロロフォルム10m1を加え、穏やかに10分

　間撹心し、3，500r．pm．で15分間遠心分離した。

9）その上層に冷エタノールを加えゲノムを沈殿させた後、1．5rn1のTE緩衝

　液に溶解しゲノム溶液を調製した。

（2）制限酵素Sau3AIによるゲノムの限定分解（制限酵素による消化条件の検

　　討）［69］

　調製したゲノム溶液の一部を用いSaα3AIで部分消化し、　Saα3AI断片の分

布の中心が9～18kbになる条件を決定した。　Saα3AIは、4塩基（5L　GATC

－3響）でGC含量を片寄りなく認識し、またその切断部位が．BamH　Iと一致す

るので利用価値が高い。あらかじめSau3AIによる限定分解の至適条件を決

定するために、下記の実験を行った。

1）13本のマイクロチューブに5μ1の滅菌蒸留水を入れた。

2）そのうちの1本のチューブに2UのSaα3AIを5μ1入れた。

3）よく混合し、その5μ1混合液を次のチューブに移した。

4）この操作を全13本のチューブに繰り返すことによって段階的にSau3AIを

　希釈し、本酵素の1／2希釈系列を得た。

5）100～200kbのDNAを10μg／45μ1台目るように滅菌蒸留水に溶解した。

6）この45μ1のDNA溶液に10倍濃度のSau3AI緩衝液を5μ1ずつ加えた。

7）この混合液を5μ1ずつ、氷上で13本のチューブに加えた。

8）37℃で60分間インキュベートした。
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（3）制限酵素Saα3AIによるゲノムの限定分解（全量による実験）

1）（2）の実験の50倍にスケールアップした限定消化を行った。

2）2UのSa　u3AIは、64倍に希釈する条件で加えた。

3）反応を45分後、60分後、90分後に止めた。

4）それぞれの反応液をショ糖密度勾配遠心法によりサイズの分画を行った。

（4）ベクターファージへの組み込み

1）切断断片（5L　GATC－3’）がSaα3A　Iと同じλDASH　IIのBamH　Iアームに

　ライゲーションした。

2）ライゲーションしたDNAをλファージの骨格を作るコートタンパク質に

　組み込むために、血v伽。パッケージングを行った。パッケージングイク

　ストラクトには、Gigapack　lI　Gold（Stratagene、　USA）を用いた。

3）ライブラリー保持のために、ファージを増幅させ保存した。ライブラリー

　のタイターの算出は、成書［69］に基づいて行った。

2．輝線受容体タンパク質遺伝子のPCRによる検索

　糖鎖受容体タンパク質遺伝子のDNAシークエンスが公表されていなかっ

たことから、アミノ酸シークエンスに基づいて複合プライマーを構築した。

アミノ酸を指定するコドン表より、図16のとおり考え得る配列のDNAをす

べて含んだものを構築し複合プライマーとして用いた。PCR条件は図18に

示したとおりに行った。得られたPCR断片はDNAシークエンスし、それを

アミノ酸に変換して既存のものとの相同性を検討した。

3．糖鎖受容体タンパク質遺伝子のスクリーニング［71］

1）上記2．で得られたDNAシークエンスをもとに、　non－RIのビオチンで標

　　識したプローブを作成した。

2）ゲノムライブラリーとのハイブリダイゼーションによるスクリーニング

　　は、成書［71］に基づいて行った。

3）プラークのスクリーニングは、3rdスクリーニングまで行い、得られた

　　クローンのDNAシークエンスを行い、既存のものとの相同性を検討し
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た。

【結果および考察】

　Lfemlen加m　FAF－1より抽出されたゲノムのアガロースゲル電気泳動

写真を図17に示した。両端の1と15レーンがマーカーで、2～14レーンがゲ

ノムであるが、良く調製されていることが確認された。ゲノムのDNAとし

ての濃度は0．28μg／μ1で、全体として約1．5m1が回収された。純度も

OD26・／OD28・＝1．86であったので、次のステップに進むこととした。

　制限酵素反応の至適条件を決めるためにまずは少量のゲノムを用いて、

制限酵素濃度を段階的に検討した。限定分解に4塩基認識の制限酵素として

5L㏄CC－3璽を認識するHae　IIIのような制限酵素を用いると、㏄に富む領

域を小さく切りすぎる上、クローニングする際のベクターのサイトも限られ

る。通常は5L　GATC－3’を認識し、しかもその断片がBam　HIと一致してい

るSaα3AIが使用される。　Saα3AIで切断すれば汎用されるシャロン系λファー

ジやλEMBLのクローニング部位の13amH　I配列に連結したり、　f皿一in反応を

行ってλFIX　IIのpartial　f皿一inベクターに組み込むことができる。

　そこでまず、ゲノムの一部をSaα3AIで消化したところ、図17の結果が得

られた。両端がマーカーで、マーカーの9～23kbの領域に最も強い染色が見

られるのが最も良い消化条件と考えられる。染色の強度は、DNAのモル数

だけでなく長さにも相関するため、低分子領域では同じモル数のDNAが存

在しても染色像は薄くなる。したがって、9～23kbの領域よりも少し塩基配

列の長い部分が濃く染まったレーン、すなわち図17のレーン8が至適条件で

ある。

　得られたこの至適条件でラージスケール、すなわち約200μgのゲノムを

Sau3AIで消化した。この全DNAを10～40％ショ糖密度勾配遠心法により分

画し、分布の中心が9～23kb付近にあるDNA断片を有するフラクションを

精製し、これらをベクターとのライゲーションに供した。精製したゲノム

DNA断片について、λDASH　II（BamH　Iアーム）とのうイゲーションを行っ

た。ライゲーション後に、アガロースゲル電気泳動を行い、ライゲーション

71



が目的どおりなされていることを確認した。

　1n　vf亡ro　packaging　kit（Novagen、　USA）によりパッケージングを行い、

宿主にはXLI　Blue　MRA（P2）を用いてタイ三一測定を行った［70］。その

結果、プライマリーライブラリーは、約5．5×105pfu．であったので、十分な

ライゲーションからその後の処理が順調に進んでいることが確認された。

　宿主にXLI　Blue　MRA（P2）を用いて、プライマリーライブラリー（5．5

×105pfu）の踊を4℃で液行りた。直径150㎜のプレート当たり約5

×104pfuのプラークを形成させ10　mlのSMバッファーを重層した。回収し

たSMバッファーに、7％となるようにジメチルスルフオキシド（DMSO）を

加え一80℃で保存した。増幅したライブラリーについてもタイター測定を行っ

たところ、十分な量が得られていた。

　このゲノムライブラリーをテンプレートに、上記複合プライマーを用いて

PCR反応させたところ、図18に見られる370　bpの増幅断片1つが得られた。

この増幅断片をDNAシークエンスしたところ、すでに報告のあるL，

rhamnosαsにおける糖鎖受容体タンパク質の122アミノ酸のうち、92アミ

ノ酸が一致（75．4％）し、この範囲内では特に大きなクラスターでの相同性

があった。

　次に、データベースを用いてアミノ酸レベルでのシークエンスの相同性を

検索してみた。その結果、75．4％の相同性でもってL．rha㎜osusの菌体表

層タンパク質として登録のあるものが検索された。本実験を始めた当初は、

アミノ酸シークエンスのみの公表であったが、その数ヵ月後、同じ実験者に

よって五．rhamnosαsでこのタンパク質をコードするDNAシークエンスがジー

ンバンクに登録された。アクセッション番号は［AFO37091］である。以下、

その登録されたDNAシークエンスを参照しながら、実験を進めた。

　このDNAシークエンスをプローブとして、　L．把rmen亡umのゲノムライブ

ラリーからのスクリーニングを試みた。non－RIでのスクリーニングを行う

よう、プローブはビオチンで標識した。スクリーニングは3rdスクリーニン

グまで行い、10個のクローンが得られたので、それぞれクローン1～クロー

ン10の番号を付けた。まず、クローン1について、5端からのDNAシークエ

ンスを決定した。この段階で得られた10個のクローンは、スクリーニングの
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ステップを考慮し、どれも糖鎖受容体タンパク質遺伝子を持つクローンであ

ると推測した。そこで、まずクローン1の挿入DNA断片をシークエンスした

ところ、このDNAシークエンスがジーンバンクに登録されている糖鎖受容

体タンパク質遺伝子のシークエンスとは大きく異なったので、登録されてい

るL．rhamn　os　usの糖鎖受容体タンパク質をコードするDNAシークエンスを

もとに、このオープンリーディングフレーム（ORF）中央部に当たる部分に

プライマーを構築し、上記10個のクローンについてPCR反応させDNA断片

を得た。

　10個のクローンのうち、目的のサイズ（約370bp）のDNAが得られたの

は、クローン6～クローン10の5個のクローンであった。ここでクローンは、

スクリーニングの際のプローブとの反応性の高いものから順に番号を付した。

一般にはその方が相同性が高くスクリーニングしている遺伝子を含むクロー

ンである確率は高いと考えた。しかし、本実験ではPCRによる検索の結果、

その反応性の低い方からの5っのクローンが糖鎖受容体タンパク質遺伝子を

有するクローンであることが示唆された。

　この5つのクローンについて、順番に挿入断片のDNAシークエンスを試み

ることとした。クローン6について行った結果、前半のDNAシークエンスは

一致していたが、後半のシークエンスはまったく異なるものであった。解析

の結果、相同性がなくなったところにSaα3AIの制限酵素サイトがあり、こ

の部分で消化されたためそこに別のSau3A　Iの制限酵素サイトをもつ断片が

ライゲーションされたクローンであることが明らかとなった。

　次に、クローン9をシークエンスし相同性を調べた。その結果、全体に相

同性をもつクローンをスクリーニングすることに成功した。その全シークエ

ンスは図19に示したとおりであるが、ATGの開始コドン、　TAAの終始コド

ン、開始コドンの上流にはプロモーターが確認され、糖鎖受容体タンパク質

遺伝子のORFを含むクローンであった。山本［143］は、．L．　rhamnosαsのゲ

ノムから約3kbのDNA断片をクローニングし、その中に4つのORFを好い出

し、このうちのORF－2にGA1受容体タンパク質のアミノ酸シークエンス、

すなわち血路受容体タンパク質遺伝子がコードされていたことを示している・

図20は得られたDNAシークエンスからアミノ酸に置き換えたもので、すで
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に報告［142］のあるL．rh㎜osロsと比較した。その結果、開始コドンから

終始コドンまで154アミノ酸のうち119が大きなクラスターで一致し、相同

性は77．2％と高いものであった。本研究で得られたクローン9も、この

ORF－2との相同性が高く同じ機能をもっていることが強く示唆された。こ

こで、糖鎖受容体タンパク質遺伝子を持つクローンがスクリーニングされた

ため、クローン7、8および10については解析の必要がないので、凍結保存

した。以下の実験は、クローン9を用いて行った。
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第3章　第3節　糖鎖受容体タンパク質遺伝子の導入と発現

【目　的】

　本章第2節においてLfemユen加m　FAF－1からクローニングされた糖鎖

受容体タンパク質遺伝子が、E．1加α…班sTH10で発現するかどうか、そして

そのタンパク質が機能するかどうかを試験した。クローニングしたし．

fermen亡Ulnの糖鎖受容体タンパク質遺伝子は、ファージベクターλDASH：II

に連結されているため、このままでは乳酸菌で複製されない。そこで、本章

第1節において旦ねeα葱sTH10の宿主一ベクター系を確立することができ

たプラスミドplL　253［130］をベクターとして用い、クローン化したこの遺

伝子をサブクローニングした。さらに、plL　253ヘサブクローニングした構

築プラスミドを用いてEL　faeα班s　TH　10を形質転換し、プラスミドの解析お

よび糖鎖受容体タンパク質遺伝子の発現について検討を行った。プラスミド

の解析は、少量抽出法［112］によって得られたプラスミドをテンプレートに

組み込んだ遺伝子のプライマーでPCR増幅させ、目的の遺伝子の存在を確認

することとした。

　Eねeca〃b　TH10における糖鎖受容体タンパク質遺伝子の発現は、抗GA1

モノクローナル抗体を用いたウエスタンプロッティング法により試験した。

ただし、本法では二子受容体タンパク質が検出されたとしても、このタンパ

ク質が骨体の表層に位置していない場合は付着性機能を示さないことになる。

そこで、本タンパク質の局在位置が、E拍eα菰sTH10形質転換体の菌体表

層なのか、菌体内であるのかについても検討した。最後に、本タンパク質の

付着性機能を確認するため、第2章第2節の方法に準じ、得られたE

ねeα狙sTH10形質転換体のCaco－2細胞への付着試験による評価を行った。

その手順は図21に示したとおりである。

【実験方法】

1．L，ねm2en蝕m由来糖鎖受容体タンパク質遺伝子の乳酸菌用ベクターplL
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　253へのサブクローニング

　L．角mlen加mの糖鎖受容体タンパク質遺伝子の完全なDNAシークエンス

（図19）からORFを含む部分のプライマーを設計した。ベクターに用いる

plL　253には、　EcoR　IとX：h　o　Iが存在するので、コード領域の5’野上流域のフォ

ワードプライマー（Clone9　F　109）にEeoR　Iサイトを、3’端下流域のリバー

スプライマー（Clone　9　R1238）にXhoIサイトを導入し、糖鎖受容体タン

パク質遺伝子のORFを含むよう下記プライマーを設定した。

1）フォワードプライマー（Clone9　F109）

　　5L　GCGAATTCGTCTTCCACGAC　CAAGCACT－3’

2）リバースプライマー（Clone9　R1238）

　　5L　CGCTCGAGTGGCCCTGAATCACGGTGTC－3’

　テンプレートには、本章第2節で得られたファージクローン9を用い、

PCR条件もその際と同様に行った。アガロースゲル電気泳動法によりこの

DNA断片のサイズが確認できたところで、　EcoR　IとXh　o　Iで消化し精製した。

得られたDNA断片をpIL　253のEcoR　IとXh　o　Iサイトにライゲーションする

ことにより、L．允mユen加m由来の糖鎖受容体タンパク質遺伝子が方向性を

もって組み込まれたプラスミドを構築した。ライゲーションの反応には、

TaKaRa　Ligation　Kit　V　er．2を用い、16℃で18時間反応させた。以下、この

ライゲーション産物、すなわちこの構築プラスミドをp921EXと表記した。

2．サブクローニングした糖鎖受容体タンパク質遺伝子（p921EX）によるE

　拍eα疽sTH10の形質転換

　このp921EXを用い、まず形質転換頻度の高いプラスミドフリー株、　L．

1ac亡fs　LMO20を受容菌としてEm耐性形質転換体を得た。この形質転換体か

ら得られたp921EXのサイズをアガロースゲル電気泳動法で確認した。この

Em耐性形質転換体でコピー数を増やしたP921EXを、フェノール・クロロ

フォルム・クロロフォルム骨筆で処理した後、エタノール沈殿法により、精

製と脱塩を行った。精製したP921EXを少量の滅菌蒸留水に溶解し、本章第

1節の条件に準じて、エレクトロポレーション法によりEfaec誼s　TH10を

形質転換した。得られた形質転換体のプラスミドについては、PCR法と制限
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酵素を用いて解析した。

3．PCR法による．L．　fe㎜en加m由来糖鎖受容体タンパク質遺伝子のEm耐性

　形質転換体での存在確認

　L．femlen加mから糖鎖受容体タンパク質遺伝子を検索する際、本章第2

節において約370bpのDNA断片を増幅させる複合プライマーを設計した。

このプライマー対を用いて、E．1ヨeα班sTH10のゲノムおよび保持する3つ

のプラスミドをテンプレートにPCR反応させた。これは、　E，ねeα班b　TH10

がL．femユen亡umと同様の糖鎖受容体タンパク質遺伝子を有していないこと

を確認するためである。

4．Em耐性形質転換体における糖鎖受容体タンパク質の確認［94－96］

　本タンパク質を、マウスに免疫して得られた抗GA　1ポリクローナル抗体を

用いてウエスタンプロッティングで調べた。その際の試料には、菌体表面を

緩衝液で洗った画筆とグアニジン処理して得られた画分を用いた。この実験

により、形質転換体が実際に糖鎖受容体タンパク質を発現しているかどうか、

またその局在を確認することができる。

5．Em耐性形質転換体のCaco－2細胞への付着性評価［35］

　糖鎖受容体タンパク質遺伝子の発現について、実際にこのタンパク質が機

能しているかどうかを、第2章第2節の方法に基づき、形質転換体のRIラベ

ル法によるCaco－2細胞への付着性で評価した。すなわち、　RIで形質転換体

をラベルし、CacO－2細胞と混合・洗浄後、液体シンチレーションカウンター

によって、付着した細菌数を計測した。

【結果および考察】

　クローン9のDNAをテンプレートにフォワードプライマー（5L　GCGAA

TrCGTCTTCCACGACCAAGCACT－3’）とリバースプライマー（5L　C㏄

TCGAGTG㏄CCTGAATCACGGTGTC－3’）のプライマー対を用いてPCR
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増幅したところ、約500kbのDNA断片が得られた。　PCR増幅されたDNA断

片の場合、条件やポリメラーゼの種類によってはポイントミューテーション

が起こる場合があるが、この断片をシークエンスしたところ、図19のDNA

シークエンスと1塩基も違わず一致し、L，　fεmlen加m由来賢将受容体タン

パク質遺伝子のORFを含むものであったことから、このDNA断片をEooR　I

とXhoIで消化した。一・方、　plL　253についてもEcoR　IとXhoIで消化し、両

者を混合してライゲーションを行った。フォワードプライマーにはEcoR　Iサ

イトを、リバースプライマーにはXho　Iサイトをそれぞれ設けたので、　plL

253に方向性を決めて組み込むことができた。

　この構築プラスミドp921EXを用い、　L．1ao亡ゴs　LMO230を受容菌としてエ

レクトロポレーション法によりEm耐性形質転換体を得た。1μg　DNA当たり

約120個のEm耐性形質転換体が得られ、比較的高い形質転換頻度であった。

このうちの10個の形質転換体についてプラスミドを抽出し、アが三田スゲル

電気泳動に供した。その結果、プラスミドのアガロースゲル電気泳動パター

ンから、8個のEm耐性形質転換体には挿入断片のないplL　253による形質転

換がなされていることが認められた。これは、消化されなかった、もしくは

セルフライゲーションしたpIL　253によるEm耐性形質転換体であった。そこ

で、あとの2つの形質転換体より抽出したプラスミドをテンプレートに上記

プライマーを用いてPCR反応させた。その結果、この2つの形質転換体から

約500bpのDNA断片が得られ、いずれも目的のDNA断片を含むプラスミド

（p921EX）であることが認められた。

　このうち1つの五。1ao亡fs　LMO230のEm耐性形質転換体を1，000　mlのEm

含有TYG液体培地で培養し、　p921EXをフェノール／クロロフォルム、クロ

ロフォルムを用いて抽出した後、エタノール沈殿により、精製と脱塩を行っ

た。精製したこのp921EXを少量の滅菌蒸留水に溶解し、本章第1節の条件

に準じて、エレクトロポレーション法によりEfae（泌s　TH10を形質転換し

た。E．ねeα班s　TH　10において、1μgDNA当たり9個のEm耐性形質転換体

を得ることに成功した。得られた形質転換体のプラスミドについては、上記

のとおりPCR法を用いて解析した。その結果、目的の遺伝子を導入したE・

血ec訪s　TH10の形質転換体が得られたことが確認された。
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　次に、L。　fermen加m由来糖鎖受容体タンパク質遺伝子についてE

ねe（泌sTH10での存在の有無を試験した。　L，　femlen亡αmから糖鎖受容体

タンパク質遺伝子を検索した時と同じ約370bpのDNA断片を増幅させる複

合プライマーを用いPCR反応させた。　E．　fヨeca互s　TH！0は、ゲノムの他に3

種類のプラスミドを有することが本章第1節で認められているので、これら

すべてのDNAをテンプレートにPCR反応させた。その結果、増幅される

DNA断片は得られなかった。すなわち、　E．　faeα狙s　TH10はL．　femユen加m

と同様の糖鎖受容体タンパク質遺伝子を持っていないことが、この実験で証

明された。このタンパク質は、サザンプロッティング解析によりLac亡。一

わac超usplan亡arumやLac亡bac伍us　paraαisefでその存在が報告されており

［143］、本研究でも．L。允mユen加mからは検出されたがE．　fヨe（泌sには存在せ

ず、五ac亡obao皿αs属に由来するタンパク質である可能性が示唆された。　E

faec誼B　TH10が示すCaco－2細胞への付着性は、本タンパク質の関与しない

異なるメカニズムによって発現するものと考えられる。このことから、別の

付着性因子をE．f3ec狙sTH：10へ導入することによって、菌体表層に本タン

パク質が検出されるか、またEしねec誼s　TH　10本来のCaco－2細胞への付着性

にプラスの効果がみられるかどうかを試験した。

　E．faec誼s　TH10形質転換体に糖鎖受容体タンパク質遺伝子の導入が認め

られたので、Efヨeca互s　TH10での糖鎖受容体タンパク質の確認を行った。

抗GA1モノクローナル抗体を用いて、ウエスタンプロッティングしたが、そ

の際の試料には、点出表面を緩衝液で洗った画分と飽和グアニジンにより洗

浄して得られた画分を用いた。その結果を図22に示した。レーン1にはもと

もとこのタンパク質を有するL．feτmen亡umの試料を泳動した。その結果、

矢印で示す分子量136，000の位置に、強いバンドが検出された。レーン4に

はpIL　253のみが導入されたEL負e（泌s　TH　10のEm耐性形質転換体であるが、

その位置に検出されるバンドは存在しない。レーン3はp921EXによって形

質転換されたE．faeca互s　TH10のEm耐性形質転換体であるが、　L．

femユen亡αmと同様に抗GA　1モノクローナル抗体で反応する分子量136，000

のタンパク質が検出されている。したがって、導入された遺伝子が発現し、

糖鎖受容体タンパク質を産生していること、そしてこのタンパク質が菌体表
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層に局在し発現していることが示された。

　一方、飽和グアニジンで処理した2つの菌株についての結果を図22のレー

ン5とレーン6に示した。レーン5にはP921EXによって形質転換されたE

負eca飴TH10のEm耐性形質転換体を、レーン6はpIL　253のみが導入された

Eねeα必sTH10のEm耐性形質転換体である。その結果、レーン4に抗

GA1モノクローナル抗体で反応する分子量136，000のタンパク質が検出され、

レーン5にはみられなかった。したがって、本タンパク質はEねe（紐b

TH　10形質転換体の細胞質内と菌体表層の両方に存在することが示された。

このことから、p921EXには菌体内で産生した本タンパク質を菌体表層に局

在させるためのシグナル配列もコードされていることが伺えた。

　ヒト乳児の糞便から分離された五．plan加rαmやし．　paracasefは、糖鎖受容

体タンパク質を菌体表層に発現しているが、他にその遺伝子の存在が推察さ

れる五ac亡0わaof丑US属では、本タンパク質を発現していない。すなわち、遺伝

的にかなり相同性の高い部分はあるものの、実際にこのタンパク質を産生し

ないと述べられている［143］。本研究に用いたL．fermen亡umではこの糖鎖

受容体タンパク質遺伝子を発現し、またEfae（泌s形質転換体において産生

したこのタンパク質が付款表層に局在することを証明できたことは意義があ

るものと考えられる。本研究では、ヒト腸管上皮細胞への付着性を検討して

おり、本タンパク質が菌体表層に位置することが付着性に関与するための必

須条件と考え得るからである。

　さらに、形質転換体のCaco－2細胞への付着性を評価し、親株との付着性

の強度ならびに形質転換体で作られた薄書受容体タンパク質が機能している

かどうかを第2章第2節の方法に基づいて試験した結果を表18に示した。す

なわち、L，　femユen加mの糖鎖受容体タンパク質遺伝子をE．　fヨeα曲TH：10

へ導入することによって、Caco－2細胞への付着性が親株より1．65倍増強さ

れた形質転換体を得ることができた。この形質転換体は、マンノースをレセ

プターとし定着するタイプ1線毛を持つE．oo直SH2に比べて1．81倍

　（165／91）も高いCaco－2細胞への付着性を有することが認められた。

　薬剤耐性能をもつプラスミドをキュアリングする時は、アクリジンオレン

ジやリボフラビンを用いなくても、薬剤の入っていない液体培地で数～十数
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回継代することでそのプラスミドを欠落させることができる。本研究で用い

たP921EXはEm耐性を有するので、　Emを含まないLB液体培地で10回継代

し、LB寒天培地に塗沫した。形成した10コロニーをEmを含むLB液体培地

と含まない培地に釣菌し培養した結果、10コロニーともEmを含む培地では

生育せず、Emのない培地では生育することが確認された。このうち、3菌株

についてプラスミドを検出したところ、p921EXは欠落しており、キュアリ

ング株を得ることができた。p921EXをキュアリングした3菌株について、

CacO－2細胞による付着性試験を行ったところ、親株とほぼ同等の値（付着

率）に戻ることが確認された。すなわち、形質転換体の付着性増加は、

p921EXに由来するものであることが示された。

　現在、遺伝子組換え体の安全性についてかなり議論されている。植物であ

れば、害虫に対する耐性能や完熟を遅らせる遺伝子を組み込んだ作物が商品

として出荷されている。また、チーズ製造の際に用いる凝乳酵素キモシンは、

大腸菌にキモシン産生遺伝子を組み込んで大量にかつ安価に製造され商品化

されている。細菌において、死菌であれば組換え体使用を表記することで食

品に応用は認可されているが、生菌の組換え体はまだその安全性を検討中で

ある。生菌を食することで効能が最も期待されているものの1つに乳酸菌が

あり、組換え体のスクリーニングに従来の薬剤マーカーを用いないで安全な

選択マーカーとして乳酸菌由来のチミジン合成酵素遺伝子（亡11yA）を用い

る試みがなされている［126］。Double　crossOverにより薬剤耐性マーカー遺

伝子を除去できる手法が確立されている［125］ので、スクリーニングを薬剤

耐性マーカーで行い最終的にこの遺伝子を切り出す（除去）ことも可能となっ

ている。すなわち、乳酸菌のみからの遺伝子で選択マーカーを持つベクター

を開発し、そこに安全性の確認された細菌由来の有用な遺伝子を組み込み、

結果的に安全な細菌由来の遺伝子のみを用いた組換え体を作成し、ヒトや動

物に対し生菌としての摂取を試みる考え方である。腸管内では異種腸内細菌

の間で接触や融合により遺伝子の複雑な交換が起こることが証明されており、

上記のアプローチは、現象的には自然現象に基づいた安全性の考察を意味し

ている。

　本研究により、E魚e（泌sTH10の有するプロバイオティクスとしての優
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れた特性が科学的に評価された。さらに、他の乳酸菌の比較的強いヒト腸管

付着因子である糖鎖受容体タンパク質遺伝子を本菌株に導入したことで、本

タンパク質を菌体表層に発現させることが可能となり、ヒト腸管上皮細胞へ

の付着性を増強させるモデル乳酸菌として得られた形質転換体は有用である

ことが示された。

82



総括

　血孟θrooooω5亀θoa飴はヒトの腸内乳酸菌フローラの代表的菌種の1つであ

り、すでに1950年代より、その整腸作用が注目され生菌剤（プ西バイオティク

ス）としてヒトあるいは動物に用いられてきた。

　本研究に供試したE抜θo語5TH　10は、マレーシアにおける大豆を主原料と

する伝統的発酵食品「テンペ」から優勢菌種の1つとして分離されたもので、

著者は、これまでに、割判が酸耐性（pH　3．5）、食塩耐性（10％）、胆汁酸耐性

（6．1％）など亙漁θo認θとしての一般的性状を有するとともに、他の乳酸菌の6

倍以上の強いプロテアーゼ活性を持ち＼また、抗菌性物質あるいはフレーバー

物質としてのコハク酸の産生性を示すことなど、プロバイオティクスとして有

用と考えられる性状を有することを明らかにしてきた。

　本研究は、さらに、本州が（1）これまで他の乳酸菌では知られていなかった

特性としてフェニル乳酸の産生性を有すること、および（2）ヒト腸管上皮細胞

の培養モデルCaco・2細胞に対する付着性を有することを明らかにするととも

に、（3）プロバイオティクスの最も重要な特性の1つといわれるヒト腸管付着性

の増強を目的として、分子育種学的手法を用いて他の乳酸桿菌のゲノムからク

ローニングしたヒト腸管付着性遺伝子を本甲に導入し、その遺伝子が本尊にお

いて発現することを明らかにした。

1．E蛮θ03万5　TH　10のフェニル乳酸産生性

　プロバイオティクス乳酸菌の特性の1・つとして、バクテリオシンなどの抗菌

性物質の産生性があげられている。そこで、各種病原性細菌に対する抗菌陛を

指標にE抜θoa五5　T且10のMRS液体培地（Oxoid）培養ろ液（pH　4．o）の酢酸エ

チル抽出物をスクリーニングした結果，酢酸エチル抽出乾燥物は10mg1ディス

クの濃度でメチシリン耐性3孟3Pゐ蜴oooooα5θπrθα5（MRSA）、・8aα71認。θzθ礁

＆訪θガ。炬aoo万0157：H7および五∫56θガθ加。ηoの吻gθ刀θ5に対して抗菌性を示

すことが認められた。次いで、エーテル抽出物から逆相分配カラムを用いた高

速液体クロマトグラフィーによって抗菌活性画期を得、この画分をメチル誘導

体化後、SPB・Octylカラム（Supe1）を用いたガスクロマトグラフィー’マスス

ペクトロメトリーによって分析した結果、抗菌性を示す物質はこれまで乳酸菌

からの産生が報告されていなかったフェニル乳酸と同定された。また、光学異

性体分離用カラム（Nucleosi　Chha｝1，　Macherey－Nagel）を用いた光学分割に

よってD体と：L体の混合体であることがわかり、MRS液体培地における産生

量はD体13．4μM、：L体6．7μMで、量比は2：1であった。D一およびL一

フェニル乳酸（Sigma）は、いずれも0．2％の濃度で：LB液体培地（pH　7・0）に
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おいて瓦oo万0157：H7ならびにMRS液体培地（pH　6．3）においてMRSAの

増殖を抑制し、その抗菌性はpHの低下につれて増強した。また、：L体とD体

の混合体はD体のみより高い抗菌性を示した。この開削θo認8TH　10によるフ

ェニル乳酸の産生性は、プロバイオティクス乳酸菌における初めての知見であ

る。

　プロバイオティクス乳酸菌の整腸作用のメカニズムについては、PE、バクテ

リオシン、腸管付着性、免疫などいろいろなファクターの関与が考えられてい

るが、その詳細はほとんど不明である。一方、フェニル乳酸は、チーズの熟成

過程において酵母0θo加b加味oalldld召塑によって多量（6mM）に産生され、

五加0η0の吻gθ盟θ5など多くの汚染細菌に対し抗菌性物質として作用（静菌）し

ていることが知られている。したがって、このE負θoa五5　TH　10によって産生

されるフェニル乳酸もその抗菌性を通じてプロバイオティクス乳酸菌の特性の

1つとして、整腸作用に関与している可能性が初めて示唆された。

2．E血θ03五5　TH　10のヒト腸管上皮細胞の培養モデルCaco・2細胞および細

　回外マトリックスタンパク質への付着性

　プロバイオティクス乳酸菌の最も重要な特性の1つがヒト腸管付着性である

といわれている。病原性細菌の付着因子として線毛や外膜に存在するレクチン

様タンパク質、リポタイコ酸、糖タンパク質などがあげられ、腸管上皮細胞側

のレセプターとしては糖タンパク質、糖脂質、細胞外マトリヅクス（ECM）タ

ンパク質などが明らかにされている。乳酸菌においては、菌種菌株によってそ

の腸管内定着性に動物種特異性が見い出されていることなどから、ある種の動

物の腸管上皮細胞に特異的に付着する因子が存在するものと想定されてきてお

り、病原性細菌の場合と類似の付着機構が示されている。しかし、その明確な

タンパク質や遺伝子はほとんど知られていない。特に翫紛oooooα5属について

の腸管付着性に関する報告はほとんどみられない。本研究は、E治θo語5

TH　10のヒト腸管上皮細胞培養モデルCaco－2細胞およびECMタンパク質への

付着性について調べた。

1）グラム染色法によるCaco・2細胞への付着試験

　Caco－2細胞の培養には、抗生物質、ウシ胎児血清を含むDMEM培地（Gibco

BRL）を用い、24ウェルプレートー（住友ベークライト）のウェルに薄膜ディスク

（7mm）を入れ、3．5×104個／cm2のCaco－2細胞を接種し、37。Cで2週間

CO2培養した。培養後ディスク面の細胞層をリン酸緩衝液で2回洗浄し・供試

菌株のDMEM培地懸濁液（菌体四域5×108／m1）1mlを注加し・37。Cで2

時間保持した。リン酸緩衝液で2回洗浄後、グラム染色し顕微鏡下で付着菌数
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を計測した。

　各供試菌株のCaco・2細胞100個当たりの付着菌数は、これまでに強い付着性

を示すことが知られている、乙aoホ。加α71αθ功a灘η05α5　JCM　1136で最も高く、

64．1±12．6であった。これに対してE角θoa五5　TH　10は23．2±6．0と、前者に

比して上値であった。しかし、瓦血θ03五θTH　10は、木元ら（1998）が付着性

を有することを確認している五1ao翻8　subsp．1ao孟f5　NIAI　527の18．0±4．3より

も高い値を示した。

2）グラム染色法によるECMタンパク質への付着試験

　特殊印刷のガラススライド（岩城硝子）に2．5pmo1となるようにECMタン

パク質のラミニン、1型コラーゲン、IV型コラーゲン、　V型コラーゲンおよび

陰性対照としてウシ血清アルブミン（BSA）をそれぞれ溶解し、その一定量を

一定面積に固定した。2％BSAを含むリン酸緩衝液で2時間のブロッキングの

後、各供試菌の懸濁液（解体誓約5×108／ml）0．4　mlを滴下し、2時間感作し

た。0．1％BSAを含むリン酸緩衝液で2回洗浄後、付着した恥辱をグラム染色

し、付着菌数を計測した。

　供試5菌株のうち、ECMタンパク質に強い付着性を持つことが知られてい

るムαおρa6認JCM　5810は、すべての供試ECMタンパク質（20μm2当たり）

に対して1，000～1，700個の高い付着性を示した。また、Caco・2細胞に高い付

着性を持つ恥骨aπ～刀05α5JCM　1136は、タイプ1およびタイプVコラーゲン

に対して約200個の低い付着性を示すのみであった。これらに比較して、亙

血θoa五8　TH　10はタイプIVコラーゲンに対して約400個の中程度の付着性を示

すことが認められた。

3）RIラベル法によるCaco－2細胞への付着試験

　上記のグラム染色法は、一般に染色作業中に細胞が剥離脱落するので方法論

的に難点が示唆され、これを改善したRIラベル法によってCaco・2細胞への付

着試験を行った。

供試菌株を3H一チミジン（室町製薬）添加MRS液体培地で培養しRIラベル菌

体を得て、洗浄後、1菌体当たりの放射線量を算出した。1）と同様にウェル内

で培養したCaco・2細胞に、洗浄後、　RIラベル供試菌懸濁液400μ1（菌置数約

107～108／ml）を添加し、37。C　1時間接触させた後洗浄し、ウェル内のすべて

のCaco・2細胞を回収して、液体シンチレーションカウンター（：LSC・900，　Aroka）

で放射線量を測定し、付着細菌数を計測した。

　供試7菌株の付着性を1ウェルの全Caco－2細胞（細胞数約1×105）への付

着細菌数で表示すると、ヒト腸管付着因子である線毛（：Fim　Hタンパク質）遺
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伝子を持つEoo五SH2は64．3×106　C：FUであった。この値を100％とした場

合、上記の線毛遺伝子をノヅクアウトしたEoo万ORN103は9．2％となり親株

の1／10以下の低い値を示した。また、付着性が確認されている五姦。翻5subsp．

180飴NIAI　527などの4株はいずれも40％前後の付着性であった。これらに対

して、瓦治θoa五5　TH　10は109．7％で瓦oo万SH2よりさらに高い値を示し、強

い付着性を有することが明らかにされた。

3．瓦角θo語5TH　10におけるヒト腸管付着遺伝子の発現

　優れた腸管付着性を持つプロバイオティクス乳酸菌は、病原性細菌の腸管付

着性に拮抗し、感染症の防御ならびに感染後の治療に用いることが期待される。

そこで、著者はヒトの糞便からEoo五SH2よりも1．48倍も高い付着性を有する

五θoホ。わθ（痘1隠州㎜θ鉱召加：FAF・1を分離しており、その付着性に関与する遺伝

子をクローニングし、この遺伝子をE治θoa五θT且10に導入してその発現の可

能性を試みた。

　五鼎㎜θ鉱α塑FA：F－1の付着性はレクチン様タンパク質によるものと推測し、

既知のム功8加η05π5のレクチン様タンパク質のアミノ酸シークエンス（山本、

1998）からフォワードプライマー（5’・CAYCARACNCAYTGGTAYATG・3’）

とリバースプライマー（5’一ARYTCDGCYTGDATCATCCA－3’）を構築した。

なお、このプライマー表記中のYは塩基のCまたはTを、RはAまたはGを、

NはA、C、　GまたはTを、　DはA、　GまたはTをそれぞれ示し、これらすべ

ての組み合わせの複合プライマーを作製した。五企㎜θ嘘α加FA：F－1のゲノム

をテンプレートにPCR増幅して、370　bpの増幅断片を得た。このシークエンス

を決定したところ、五功a加η05π5のレクチン様タンパク質遺伝子と75．4％の相

同性が認められた。

　上記遺伝子をクローニングするために、五山㎜θ螂π加FAF－1のゲノムライ

ブラリーを構築した。まず、ゲノムを融π3AIで9～23　kbの断片になるように

限定分解し、λDASH　IIのEa加HIアームにライゲーションし、ゲノムライブラ

リーを得た。上記370bpのDNAシークエンスをプローブに3rdスクリーニン

グまで行い、ゲノムライブラリーよりレクチン様タンパク質遺伝子のオープン

リーディングフレーム（OR：F）を持つファージクローン9を得た。このクロー

ンに組み込まれたDNAの全シークエンスを決定した。その結果、開始コドン

から終止コドンまで154アミノ酸のうち119個が大きなクラスターで一致し、

ムz加加η05αθとの相同性は77．2％と高いものであった。

　次に、このム飽㎜θn加加FA：F・1由来のヒト腸管付着性遺伝子を乳酸菌用ベ

クターpl：L253にサブクローニングするために、ファージクローン9に含まれる

シークエンスよりフォワードプライマー（5’・GCGAATTCGTCTTCCACGAC
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CAAGCACT－3’）とリバースプライマー（5’一CGCTCGAGTGGCCCTGAATCA

CGGTGTC・3’）を設計した。このプライマーにより増幅されるPCR断片は、

五地㎜θ刀加加：FA：F・1由来腸管付着性遺伝子のORFを含むものであった。フォ

ワードプライマーには瓦oo　RIサイトを、リバースプライマーにはX加1サイト

をそれぞれ設けた。この両制限酵素サイトは、乳酸菌用ベクターpl：L253のマ

ルチクローニングサイトに切断部位があるので、方向性を決めてこのベクター

に組み込んだ。このプラスミド（P921EX）を精製・脱塩後、15μ1の滅菌蒸留水

に溶解し、亙治θo∂五θTH　10を受容菌としてジーンパルサー（Bio－Rad）を用い

るエレクトロポレーション法に供した。得られたエリスロマイシン（Em）耐性

形質転換体のプラスミドがPCR法により五ゐ㎜θ刀加加：FAF－1由来のレクチン

様タンパク質遺伝子を持つことを確認し、さらに抗体を作製してこのタンパク

質を検出した。p921EXを導入したE血θoa五5　TH　10のEm耐性形質転換体の

ヒト腸管付着性を、RIラベル法によるCaco・2細胞を用いた試験法で評価した。

その結果、得られた形質転換体は、タイプ1線毛を持つ亙oo五SH2に比べ1．8

倍高い付着性を有することが認められた。この形質転換体の付着性はp921EX

をキュアリングすることで、親株とほぼ同じ値に復帰することが確認された。

すなわち、五距㎜θ刀加m：FAF－1のヒト腸管付着性遺伝子は瓦漁θoa五5　TH　10

で発現され、腸管付着性が親株より1．65倍増強された形質転換体を得ることが

できた。

　以上、本研究は、マレーシアの大豆を主原料とする発酵食品由来の亙ぬθoθ五5

TH　10についてプロバイオティクスとしての観点からその特性を調べ、本菌株は

E血θ0θ五5の一般的性状に加え、新たにフェニル乳酸の産生性および腸管付着

性を有すること、さらに他の乳酸菌のヒト腸管付着性遺伝子を本菌に導入し、

その遺伝子が潜血において発現することを明らかにしたものである。
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Probiotic Characteristics of thterococcus faecaZts THIO and

     Expression of a Gene ofAdherence to the Human
              Intestinal Cells in this Strain

Summary

Iichiro Ohhira

99



   E>iterococeus faeealZs, a bacterial strain typical of the intestinal lactic

acidbacterial flora in human, has been in use since the 1950's in human and
animals as a live bacterial product (probiotics) effective in regulating the

intestinal function.

   E: faeealis THIO, used in this studM has been isolated as one of the

dominant strains from the Malaysian fermented food " 71)mpeh '; whose
principal raw material is soybeans. The authors have so far fbund that, in
addition to its general characteristics as E: faeeaZis, i.e., acid tolerance (pH

3.5), salt tolerance (10%) and bile acid tolerance (6.1%), this st'rain shows

protease activity more than 6 times stronger than other lactic acid bacteria

and production of succinic acid, used as an antibiotic and a flavor substance,

and that it can be considered, therefore, to have usefu1 probiotic
characteristics.

   The objectives of this study were (1) to determine if this strain produces
phenyllactic acid, a property so far unknown in other lactic acid bacteria, (2)

to determine its adherence to cultured Caco'2 cells, used as a model for

human intestinal epithelia cells, and (3) using molecular breeding
techniques, to introduce a gene of a(iherence to the human intestinal cells,

cloned from･ the genome of other lactobacilli, into this strain, in order to

increase its adherence to the human intestinal cells, which is ene of the most

important probiotic properties, and determine if this gene is expressed in

this strain.

1. ProductionofphenyllacticacidbyELfaecalZsTHIO
  One of the characteristics of probiotic lactic acid bacteria is the production

of antibiotic substances such as bacteriocin. As an index of its antibiotic
activity against various pathogenic bacteria, the ethyl acetate extract of

f[ltra.te (pH 4.0) of MRS culture (Oxoid) of Et faeeaZis THIO were screened.

The ethyl acetate extract dried product showed antibiotic activity against
methicillin'resistant Staphyloeoeeus auTeus (MRSA),                                                  decMus eereus,
Elschenthia eoli O157:H7 and Listen'a monoeytogenes at a concentration of

10 mg/disc. Next, using high performance liquid chromatography with a
reverse phase partition column, the antibiotic fraction was obtained from the

           , and after methylation of that fraction, it was analyzed byether     extract
means of gas chromatography using a SPB'Octyl column (SupeD                                                        and mass
spectrometry (GC/MS) and identified as phenyllactic acid, whose production

hasnotbeenpreviouslyreportedinlacticacidbacteria. Inopticalpartition,
using an optical isomer separation column (Nucleosil                                                         Chiral"1,
               , the product was found to contain a mixture of D' andMacherey'NageD
L'isomers and their concentrations ih M]RS broth were 13.4 pM of the D type
and 6.7 pM of the L type. D' and L'phenyllactic acid (Sigma), at
concentrations of O.2%, inhibited the growth of E cch O157:H7 in LB broth

(pH 7.0) and of MRSA in MRS broth (pH 6.3)                                                          activity                                                  antibiotic                                         and their
increasedwithlowerpH. Inaddition,themixtureofL-andD'typesshowed
stronger antibiotic activity than the D'type alone. The finding of
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phenyllactic acid production by E faecalZs TH10 is the first such discovery in

probiotic lactic acid bacteria.

   The mechanism controlling intestinal function of probiotic lactic acid

bacteria is known to be associated with the pH, bacteriocin, intestinal
adherence, immunology etc., but the specifics of this mechanism are hardly

known. Ontheotherhand,itisknownthatphenyllacticacidisproducedat
large quantities (6 mM) by Geotr:ichum eandidum in the maturation process
of cheese and that it is used as an antibiotic agent (bacteriostatic) against

numerous infective bacteria such as L. monoaytQgenes and against fungi.
The results obtained suggest, therefbre, for the first time, that the
production of phenyllactic acid by lit faeealis THIO is one of its
characteristics as a probiotic lactic acid bacterium and that the production of

this substance may be associated with the intestinal controlling function of

probiotics.

2. Adherence of EL faeeaZLs THIO to cultured Caco-2 cells as a model fbr

human intestinal epithelial cells and to extracellular matrix proteins

   Adherence to the human intestinal cells is considered one of the most
important characteristics of probiotic lactic acid bacteria. The adhesion
factors of pathogenic bacteria include lectin'1ike proteins, lipoteichoic acid

and glycoproteins, present in the fimbriae and adventitia. Glycoproteins,
glucolipids and extracellular matrix (ECM) proteins present as receptors on

the intestinal epithelial cells. For lactic acid bacteria, species specificity

was found in the intraintestinal colonization ofbacterial species and strains,

and the presenee of factors responsible for their specific adherence to the

intestinal epithelial cells of certain species was therefore speculated,
suggesting an adhesion mechanism similar to that of pathogenic bacteria.
Nevertheless, the exact proteins and genes are hardly known and there are
almost no reports concerning the adherence of enterococci to the intestinal

cells. In this studM the adherence of E: faeeaZis THIO to cultured Caco'2

cells, used as a model for human intestinal epithelia cells, and to ECM

proteins, was studied.

1) Study of the adherence to Caco'2 cells using Gram staining
 A DMEM culture medium (Gibco BRL) containing antibiotics and fetal

bovine serum was used fbr incubating the Caco'2 cells. 3.5 × 104 /cm2
Caco'2 cells were seeded onto thin membrane discs (7 mm) in vials in a
24"vial plate (Sumitomo Bakelight) and cultured fbr 2 weeks at 370C and in

C02. After the incubation, the cell layer on the disc surfaces was rinsed

twice using phosphate buflrer, 1 ml ' (5 × 108 CFU/ml) DMEM culture of the
                                                    r 2 hr at 370C.bacterial strains tested were added and the discs were kept fo

The discs were rinsed twice using phosphate buffer, subjected to Gram

staining and the adhered bacteria were counted.
   The number of adhered bacteria per 100 Caco'2 cells was highest for L.

i:hamnosus JCM 1136, so far known to have the strongest adherence, and
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reached 64.1 ± 12.6. The count for E faeealZs THIO, on the other hand, was

23.2 ± 6.0, a Iow count compared with the above. Nevertheless, the
adherence of Et faeeah's THIO was higher than that of L. laetis subsp. laetis

NIAI 527 (18.0 ± 4.3), previously reported by Kimoto et aL (1998) to have
considerable adherence.

2) Study of the adherence to ECM proteins using Gram staining

   The ECM proteins laminin, type-I collagen, type'IV collagen, type'V
collagen and bovine serum albumin (BSA) were prepared at concentrations
of 2.5 pmol and fixated onto special printing glass slides (Iwaki). After

blocking for 2 hr using phosphate buffer containing 2% BSA, O.4ml of

suspensions containing each ofthe tested bacterial strains (5 × 108 CFU/ml)
were dripped and sensitization was conducted for 2 hr. After rinsing the
slides twice using phosphate buliEbr containing O.1% BSA, the adhered
bacteria were subjected to Gram staining and the number of a(ihered
bacteria was counted.
   Of the 5 strains tested, L on'spatus JCM 5810, which is known to have
strong adherence to ECM proteins, showed the strongest a(Iherence, ranging

between 1,OOO and 1,700 cells per 20 pm2 ofeach of the tested ECM proteins.

In addition, L zhamnosus JCM 1136, which showed strong adherence to the
Caco'2 cells, showed in this test low adherence of approximately 200 cells to

type'I and type'V collagen. E faeealis THIO, on the other hand, showed
moderate adherence of approximately 400 cells to type"IV collagen.

3) StudyoftheadherencetoCaco'2cellsusingRIlabeling
   The tested bacterial strains were incubated in MRS broth containing
3H'thymidine (Muromachi Pharmaceuticals), yielding RI'labeled strains,
and aiteer rinsing the radioactivity of each strain was calculated. Caco'2
cells, incubated in vials in the same manner as in 1), were rinsed, 40Qpl

(107'108 CFU/ml) of suspensions of the RI'Iabeled tested bacterial strains

were added to the cells and after incubation for 1 hr at 370C they were rinsed,

all the Caco'2 cells contained in each vial were collected, their radioactivity

was measured using a liquid scintillation counter (LSC"900, Aroka) and the

number of adhered bacteria was calculated.
   The adherence of the 7 tested bacterial strains was represented by the

number of bacteria adhered to all the Caco-2 cells in 1 vial (1 × 105 cells).
The result for E: eali SH2, a bacterium containing a cilium (Fim H protein)

gene which is an adhesive factor to the human intestinal cells, was 64.3 ×
106. This value was used as 100% and the value for 11 eQZi ORNI03, from
which the above-mentioned fin2Hgehe, pSH2 was knocked out, of9.2%, was
less than 1/10 that of the new strain, representing a low value. Moreover,

the adherence of 4 strains fbr which adherence was confirmed, such as L.
lacds subsp. lactts NIAI 527, was around 40%. The adherence of E: faecaZis

TH10, on the other hand, was 109.7%, a value higher than that of Et caZi SH2,

indicating that this strain has a strong a(lherence.
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3. Introduction of a gene of adherence to the human intestinal cells into E

faecaltsTH1O
   It is expected that probiotic lactic acid bacteria, which have excellent

adherence to the intestinal cells, can be used for prevention of infectious

diseases and for post'infectious treatment through their antagonism to the

intestinal adhesion of pathogenic bacteria. The author isolated from
human feces LaetobaeiZlus fermentum FAF'1, a bacterium whose adherence
is 1.48 times higher than that of Et eoli SH2, cloned the gene associated with

its adherence, introduced this gene into E: faeealZs THIO and determined the

possibility of its expression.

   The adherence of L fZ?rmentum FAF'1 with lectin'like protein was
inferred and a forward primer (5'" CAYCARACNCAYTGG[[AYA[VG '3') and
reverse primer (5" ARYTCDGCYTGDATCATCCA '3') were constructed from
the amino acid sequence from the lectin'like protein of L. zhamnosus
(Yamamoto,1998). ThesearemultipleptmersandtheYofthisprimercan
beCorT,RcanbeAorG,NcanbeA,C,GorTandDcanbeA,GorT. The
genome of L. fezmentum FAF'1 was PCR widened on a template and a 370
bp widened fragrnent was obtained. Its sequence was determined and
75.4% homology with the lectin-like protein gene of L. zhamnosus was found.

   In order to clone the above'mentioned gene, the genome library of L.
fermentum FAF-1 was constructed. First, the genome was subjected to
partial cleavage into 9 to 23 kb fragments by Sk2u 3AI and ligation to the

Bam HI arm of XDASH II, yieldmg the genome library The
above'mentioned 370 bp DNA sequence was used as a probe and up to 3rd
screening was conducted, and phage clone 9 with an open reading frame
(ORF) of the Iectin'like protein gene was obtained from the genome library

The co. mplete sequence of the DNAintegrated into this clone was determined.

These results were consistent with a large cluster of 119 out of 154 amino
acids from the initiation codon to the termination codon and their homology

was also as high as 77.2%.
   Next, in order to sub'clone this gene of adherence to the human
intestinal cells derived firom L fennentum FAF-1 in vector plL253 fbr lactic

acid bacteria, a forward primer (5'- GCGAATTCGTCTTCCACGACCAAGCA
CT '3') and a reverse primer (5'- CGCTCGAGTGGCCCTGAATCACGGTGTC
'3') were designed from the sequence contained in clone 9. The PCR
fragment widened from this primer was the one containing the ORF of the
gene of adherence to the human intestinal cells derived from L f2armentum

FAF'1. Eleo RI site was set in the forward primer and .8?hoI site was set m

thereverseprimer. Boththeserestrictionenzymesiteshavecleavageparts
in the multi'cloning sites of vector plL253 for lactic acid bacteria and they
were integrated into this vector at a set direction. The plasmid (p921EX)

was purified and desalted, dissolved in 15 pl sterile distMed water and

incorporated into E faeealis THIO by means of electroporation usmg a gene
pulsar (Bio'Rad). The erythromycin (Em) resistant transfbrming plasmid

103



thus obtained was fbund to contain a lectin'like protein gene derived from L.

fezmentuni FAF'1, using the PCR method. The adherence to the human
intestinal cells of the Em'resistant transformant of E: faeeaZLs THIO into

which p921EX was introduced was assessed by means of the test method
involving RI labelmg and Caco'2 cells. The results confirmed that the
transformant thus obtained had adherence 1.8 times stronger than that of E:

eok' SH2, which contains type'1 fimbriae. That the adherence of the
transformant cures p921EX was confirmed by recovery of a value similar to

that of the parent strain. In other words, the gene of adherence to the
human intestinal cells of L. f2armentum FAF'1 was expressed in Et faeealtg

THIO and a transformant whose adherence to the intestinal cells was 1.7
times stronger than that of the parent strain. This value was used as 100%.

The value for EL coli ORN 103, whose fimbriae gene was cured from E: eoli

SH2, was 9.2%, and less than 1110 that of the parental strain, representing a

low va}ue.

   In this studM the probiotic characteristics of E: faeealls THIO, derived

from Malaysian fermented food whose main starting material is soybeans,
were studied. In addition to the general properties of E faecaZLs, this

bacterial strain was found to produce phenyllactic acid and to have
adherence to the intestinal cells. In addition, it was found that when a gene

of adherence to the human intestinal cells, derived from another lactic acid

bacterium, was introduced into this strain, the gene was expressed in this

strain. The result of this study is a first achievement in the field of
probiotics and it is expected to lead the way to new studies involving the use

of microbial genetic engineering in the field of probiotics.
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表6　東南アジア地域の伝統的発酵食品より分離した乳酸菌4菌株の生理生化学的諸性状

分離菌株 翫6θ2℃000偲3

倉θc8ゐ18　TH　10

　（Tem　eh）

五80∫000㏄〃3　　エンα」α加019∫oo　Pθ訪boOOω5

180捻3DH　1　加。施DH　1　ゐθ1ρρゐ17α5113

形態　　　　　　　　　　　　　　　　　　双球菌，　　双球菌，　　　運鎖球菌　　　　双球菌
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　連鎖球菌　　　連鎖球菌
酸素要求性：

　　　絶対好気性
　　　通性嫌気性
カタラーゼ活性

リトマスミルクで示す性質：

　　　還元性
　　　酸形成能
　　　凝固性
ゼラチン液化能

生成乳酸の施光性

グルコースからのガス生成能

6，5％NaCl含有培地での生育
pH　9．6調整培地での生育

アルギニン分解性

馬尿酸塩分解性
糖類発酵性：

　　　セロビオース
　　　クルコン酸カリウム

　　　グルコース
　　　グリセロール

　　　イヌリン

　　　ラクトース

　　　マンニトール
　　　ラフィノース

　　　リボース

　　　サリシン
　　　ソノレビトーノレ

　　　ソルボース

　　　スクロース
　　　　トレハロース

耐塩性：5％NaCI含有培地での生育
　　　　10％NaC1含有培地での生育
　　　　15％NaCl含有培地での生育
耐熱性：40℃保持培地での生育

　　　45℃保持培地での生育
　　　50℃保持培地での生育
　　　55℃保持培地での生育
耐酸性：pH　3．0調整培地での生育

　　　pH　3．5調整培地での生育
　　　pH　4．0調整培地での生育
　　　pH　4．5調整培地での生育
酸度：0％NaCI含有培地での生酸性
　　　5％NaC1含有培地での生酸性
pH値：：0％NaC1含有培地での生酸性
　　　5％NaCl含有培地での生酸性
タンパク質分解能：

　　　0％NaCl含有培地、38℃，24hr培養
　　　5％NaC1含有培地、38℃，24hr培養
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0％および5％NaC1含有スキムミルク（対照試料）の示す酸度は・それぞれ0・14％および0・16％・

（大平ら、1988－1990）
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