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1-1 はじめに 
 
	 食品は、私たちが生命活動を維持する上で欠かすことのできない栄養源であり、「安

全・安心に食べることができる」ことが必須条件で挙げられる。また、内閣府食品安

全委員会が毎年行なっている、「食品の安全性に関する意識等について」の令和 2年度
（2020年度）の調査結果において、モニター357名のうち 83.2%の方が「有害微生物
（細菌等）、ウイルス等による食中毒」に対して、「とても不安を感じる」または「あ

る程度不安を感じる」と回答している 1)。このことからも、食品の安全性を担保する

上で微生物制御技術が最優先事項である。その方法として代表的なものに、加熱殺菌・

放射線照射・塩蔵・糖蔵などが挙げられる 2)。主に用いられる方法は加熱殺菌である

が、熱により食品の味や風味に影響を与えること、また生鮮食品に応用できないこと

から、加熱の代替技術として食品添加物が作り出され、令和 3年 1月時点では、指定
添加物（472品目）、既存添加物（357品目）、天然香料および一般飲食物添加物が登録
されている 3)。 
一方で、消費者の健康志向の高まりから、食品添加物は避けられ、自然由来な原材

料のみを用いた商品が要望される傾向にある。しかしながら、現代社会における忙し

さや食品価格（特に野菜や果物）の高騰により、調理済み食品・レトルト食品などの

需要も拡大し、味・風味の均一化や保存性を高めるために食品添加物が使用されると

いう一見背反した状況が、現在の食を取り巻く環境で起こっている。ゆえに、食生活

における利便性の向上と、栄養や品質などの食品価値やその安全性との両側面におい

て食品保存（保蔵）が非常に重要となってくる 4) 。 
	 このような傾向から、近年、天然由来の食品保存技術としてバイオプリザベーショ

ンが注目されてきた 5)。バイオプリザベーションとは、「植物、動物および微生物起源

の抗菌性物質で、何らの害作用なしに食品として長期間食べられてきたもの（バイオ

プリザバティブ）を用いて食品を保存する技術」と定義される。日本において、古く

からこの手法を用いた食品保存は行われており、各地域で伝統的に受け継がれてきた

発酵食品などがその代表例である。私たちは発酵食品を古くから摂取しており、その

食経験の豊富さから、バイオプリザバティブの安全性を確立してきた。乳酸菌は発酵

食品中に見られる安全な微生物の一つである。乳酸菌の生産するバイオプリザバティ

ブの一つである、抗菌物質のバクテリオシンは、安全性の高い天然の食品保存料とし

ての利用が期待されている。また、近年の感染症拡大によってライフスタイルが大き

く変化し、免疫力や健康意識といった点から腸内環境が注目されている。そのため、

生きて腸管まで到達し、宿主であるヒトに有益な効果をもたらす微生物（プロバイオ

ティクス）を環境中から探索することも重要であり、食品への応用が期待されている。 
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1−2 乳酸菌について 
 
	 乳酸菌は炭水化物（糖類、多糖類、配糖体および糖アルコール）を含む有機培養基

によく繁殖し、発酵生産物として、主として乳酸（50%以上）を生産する細菌を指す
6)。この他、グラム陽性で、運動性がなく、胞子を形成せず、ブドウ糖に対しホモ発酵

あるいはヘテロ発酵に従うことを条件に挙げている。さらに詳しい乳酸菌の定義を

Table 1-1に示す。 
 
Table 1-1  乳酸菌の定義 6) 

1. グラム陽性 
2. 桿菌または球菌 
3. カタラーゼ陰性 
4. 内生胞子を形成しない 
5. 運動性を持たない（稀に若い細胞で示すものがある） 
6. 消費したブドウ糖に対し、50%以上の乳酸を産生する 
7. ビタミン B群のうちナイアシン（niacin）を必須要求する 

 
	 乳酸菌の代謝について詳しく述べる。乳酸菌は生育時に酸素を必要とせず、好気代

謝に関わる TCAサイクルを持たない。1 molのグルコースを代謝したとき、好気性菌
の好気代謝（呼吸）では 38ATP のエネルギーが確保できるが、乳酸菌は 2ATP（ホモ
発酵）か 1ATP（ヘテロ発酵）しか確保できない 7)。 
 
①ホモ発酵 : C6H12O6 → 2CH3CHOHCOOH + 2ATP 
②ヘテロ発酵 : C6H12O6 → CH3CHOHCOOH + CH3COOH + CO2 + 1ATP 
 
①ホモ発酵：Leuconostoc属と一部の乳酸菌を除く全ての乳酸菌は解糖系でグルコース
を分解することで 2 molの ATPを生産する。 
②ヘテロ発酵：ヘキソースリン酸経路によりグルコースを分解し、エタノール、CO2、

そして 1 molの ATPを生産する。 
加えて、乳酸菌はグルコースから乳酸を生成する過程で生命維持に必要な ATPを連続
的に生成する。 
 
	 上記のことより、乳酸菌が生育に必要な十分量の ATPを得るには、好気性微生物よ
りも多くのグルコースを消費しなければならない。また、タンパク質は菌体成分とし

て、乳酸菌にとって重要な成分である。細胞を増やすために自己のタンパク質を合成

する必要があり、従ってタンパク質を構成する 20種類のアミノ酸全てが必要である。
しかし、乳酸菌は TCA サイクルを持たないため、20 種類のアミノ酸のうち半数以上
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は自前で合成できず、細胞外にあるアミノ酸を取り込まなければならない。ビタミン

類についても同様で、多種類のビタミン B群を取り込まなければならない。さらに一
部の乳酸菌は脂肪酸の一つであるオレイン酸（培地中では Tween 80が代用）を必須に
要求する。 
また、乳酸菌が生育する場所には、糖質、アミノ酸、ビタミン類、ミネラル、さら

に脂肪酸がそろっていなければならない 8)。これら乳酸菌が必要とする栄養成分はヒ

トでいう五大栄養素、すなわち炭水化物、タンパク質、ビタミン、ミネラル、脂質に

該当し、人間の食料に乳酸菌が多く棲み着く点からも理解できる。 
	 乳酸菌の分類体系は 1900年初頭から 1980年頃までは細胞形態、細胞配列、乳酸発
酵様式の違いにより区別され、Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Lactobacillusの
4つの属で乳酸菌の世界が構築されていた 9, 10)。その後、生理・生化学的性質に加え化

学分類学的性質や 16S rRNA 遺伝子の塩基配列に基づく分子系統解析が分類学へ適応
され、乳酸菌にも属の再編や新規分類群の提案が行われた（Table 1-2）。また、2020年
には、260 を超える種が存在していた Lactobacillus 属について、より詳細なゲノム解
析によりさらに 25属に再編成された（Table 1-2）11, 12)。 
 
Table 1-2  Lactobacillales目に分類される科および属 6, 11, 12) 
科 属 
Lactobacillaceae科 Acetilactobacillus, Agrilactobacillus, Amylolactobacillus, 

Apilactobacillus, Bombilactobacillus, Companilactobacillus, 
Dellaglioa, Fructilactobacillus, Furfurilactobacillus, 
Holzapfelia, Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus, 
Lactobacillus , Lapidilactobacillus, Latilactobacillus, 
Lentilactobacillus, Levilactobacillus, Ligilactobacillus, 
Limosilactobacillus, Liquorilactobacillus, Loigolactobacillus, 
Paralactobacillus, Paucilactobacillus, Schleiferilactobacillus, 
Secundilactobacillus 

Enterococcaceae科 Enterococcus, Catellicoccus, Melissococcus, Tetragenococcus, 
Vagococcus, Pilibacter 

Aerococcaceae科 Aerococcus, Abiotrophia, Facklamia, Delosicoccus, 
Eremococcus, Globicatella, Ignavibranum 

Carnobacteriaceae科 Carnobacterium, Alkalibacterium, Allofustis, Alloiococcus, 
Atopobacterm, Atopococcus, Atopostipes, Desemzia, 
Dolosigranulum, Granulicatella, Isobaculum, 
Marinilactibacillus, Trichococcus 

Streptococcaceae科 Streptococcus, Lactococcus, Lactovum 
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乳酸菌は、農産物や食品からヒトや動物の体まで自然界に広く存在し、それらは菌

種によってはっきりした“すみわけ”があると言われている。乳酸桿菌（旧分類での

Lactobacillus属）は乳酸菌の代表的なものであり、発酵食品から、口腔、腸管、膣の常
在菌として存在し 13) 、それらのさまざまな機能が近年注目されている。例えば、ヒト

や動物においては抗菌作用、抗変異原性、抗腫瘍活性、免疫賦活作用などの効果を有

し、食品においては保存性の付与、風味形成、熟成促進などの役割を果たしている 14) 。 
 
1-3 プロバイオティクスについて 
 

1989年に Fullerにより“腸内常在菌のバランスを変えることにより宿主に保健効果
を示す生きた微生物” と定義された「プロバイオティクス」は、同年、Salminenらに
よって“宿主に保健効果を示す生きた微生物およびそれを含む食品” として定義され
た 15, 16)。Salminen らの定義により、プロバイオティクスおよび関連食品については、
各菌株レベルでの安全性と機能評価の科学的な証明が要求されるようになった。腸内

常在菌の構成を改善し、宿主に有益な作用をもたらすプロバイオティクスに用いられ

る有用微生物の条件を以下に示す。 
 
i) 胃酸や胆汁酸などの消化管上部のバリアー内でも生存できること	

ii) 増殖部位として消化管下部で増殖可能なこと	
iii) 便性改善、腸管内菌叢のバランス改善および腸管内腐敗物質の低下などの	

有効果を発現すること	

iv) 抗菌性物質の産生や病原細菌の抑制作用を有していること	
v) 安全性が高いこと	

 
現在、世界各国で用いられているプロバイオティクスの微生物は、乳酸桿菌（旧分

類の Lactobacillus属）、Bifidobacterium、Enterococcusなど、その菌株は 21種類以上に
およぶ 16)。これらプロバイオティクスの研究および発信は、欧米より盛んに行われて

いるが、発酵食品の多いアジア地域では知らず知らずのうちに乳酸菌をうまく利用し

てきた。特に、日本は温和な気候で微生物の発酵に適した環境であり、世界有数の発

酵大国でもあるため、プロバイオティクス候補となる未知の乳酸菌が存在する可能性

は非常に高い。プロバイオティクスに求められる条件として、以下の 6つが挙げられ
る 17)。 
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① 胃酸耐性	
② 胆汁酸耐性	
③ 粘液、腸管細胞またはその両者に対する付着性	
④ 病原菌に対する付着阻害性	
⑤ 胆汁酸変換活性をもたないこと	
⑥ 殺精子剤に対する耐性	

 
  つまりは、⑥を除いて、生きて腸に到達して長くとどまり、悪玉菌を排除する作用
に加えて生体機能に対する影響力と有用性が明確化されていることが、プロバイオテ

ィクスに求められる条件である 17)。 
	 これまでに多くの乳酸菌のプロバイオティクス作用が報告されている。例えば、発

酵乳から分離した Lacticaseibacillus rhamnosus BFE5264 は血清コレステロール低下作
用、ケフィアから分離した Lactobacillus spp. は腸管への高い付着性および抗酸化作用、
また Lactiplantibacillus plantarumや Lactobacillus acidophilusの一部が生産するバクテリ
オシン（抗菌物質）は、消化器系条件下で、Helicobacter、Clostridium difficile、ロタウ
イルス、多剤耐性の Shigella 属や E. coli、さらに多くの泌尿器系病原体に対しても抗
菌活性を示し、腸内細菌叢の組成を調整する、などが報告されている 18–20)。このよう

に、乳酸菌の有するプロバイオティクス効果を調べ、食品保存機能とプロバイオティ

クス機能を併せて応用化することが重要である。 
 
1-4 バイオプリザベーション 
 
	 最近の食生活の質的向上に伴い、素材の特徴を活かした新鮮感覚でナチュラルな食

品を求める消費者の志向が強まってきた。そこで、過度の加熱や化学合成保存料の代

わりとして関心が高まっている保存方法が、バイオプリザバティブを利用したバイオ

プリザベーションである 5)。バイオプリザベーションとバイオプリザバティブの定義

について Table 1-3に示した。 
 
Table 1-3  バイオプリザバティブとバイオプリザベーション 5) 
バイオプリザバティブ 植物、動物及び微生物起源の抗菌作用を持つ化合物で、

何らの害作用もなしに食品としてあるいは食品ととも

に長期間ヒトに食べられてきたもの。 
バイオプリザベーション 上記のバイオプリザバティブを使って食品を保存する

こと。特に発酵によって生産されたものによって食品

の保存性を高める方法はその代表的なもの。 
 



 7 

	 バイオプリザベーションは、生きている乳酸菌によって乳酸発酵が起こらずとも、

乳酸菌の生産した抗菌作用を持つ物質を利用するのであるから、乳酸菌と有害微生物

のアンタゴニズム（拮抗作用）による抑制、乳酸菌の生産した有機酸の利用、乳酸菌

などによって生産されたバクテリオシンや過酸化水素の利用、熱などによって不活性

化された乳酸菌そのものの利用などが含まれることになる 5)。乳酸菌を起源とするバ

イオプリザバティブを Table 1-4に示す。 
 

Table 1-4	 乳酸菌を起源とした食品バイオプリザバティブ 5) 

有機酸 乳酸、酢酸、ギ酸、プロピオン酸 
アルコール エタノール 
ケトン ジアセチル 
アルデヒド アセトアルデヒド 
抗菌性タンパク質 バクテリオシン 
その他の物質 ロイテリン 
乳酸菌菌体細胞 酵素系による過酸化水素生産など 

 
伝統的に食されてきた発酵食品の保存性に、上記のバイオプリザバティブを生産す

る乳酸菌が寄与していることは明らかである。そこで、乳酸菌由来バイオプリザバテ

ィブを科学的に検討・管理し、利用しようとする動きが高まっている 5)。 
乳酸菌が生産するバイオプリザバティブのうち、有機酸（乳酸、酢酸、ギ酸、プロ

ピオン酸など）は、非解離型の場合は脂溶性となり細胞膜を通過し、細胞内で解離型

となって細胞機能を破壊して死に至らしめる 21)。したがって、有機酸の抗菌活性は酸

性領域で発揮され、解離度が低く非解離度が高いほど抗菌活性が強くなる。しかしな

がら、乳酸は酸味を帯びており、食品中に抗菌物質として利用するには好ましくない。

その他、過酸化水素、ジアセチル、ロイテリンについては、その強力な酸化力や刺激

臭ゆえに法的規制がなされているものもあり、食品加工には不適切である。そこで、

有機酸などに並ぶ重要な抗菌物質としてバクテリオシンが近年注目されている。 
 
1-5 乳酸菌が生産するバクテリオシン 
 
	 前項で述べたように、バイオプリザバティブのひとつとして、乳酸菌が生産するバ

クテリオシンが近年注目されている。Klaenhammer は、バクテリオシンとは「抗菌作
用を示すタンパク質性の成分であり、通常はその類縁菌に対して作用する物質」と定

義している 22)。バクテリオシンは多くのグラム陽性菌および陰性菌が生産することが

知られている。乳酸菌が生産するバクテリオシンの特徴を Table 1-5に示す。 
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Table 1-5  乳酸菌バクテリオシンの特徴 2) 
1. 安全性が高い 
2. 食品加工上都合の良い性質を持つ 
3. 通常の方法では阻止しがたい微生物に効果がある 
4. 抗菌スペクトルが限定されるため、製造に必要な微生物スターターや
腸内菌叢に対する影響が小さい 

 
	 乳酸菌バクテリオシンの多くは生理的条件下で不安定であり、また純粋なペプチド

であるため、トリプシンやキモトリプシンなどの消化酵素によって容易に分解・失活

する。また乳酸菌自体が、最も安全な微生物として伝統的に食品加工に積極的に利用

されており、安全性が高いと考えられている。さらに、大部分の乳酸菌バクテリオシ

ンには異味・異臭がなく、酸性側で安定であり、耐熱性が高いなどの食品加工上都合

のよい性質を持つ 4)。また、特定の乳酸菌バクテリオシンは低温増殖能をもつ Listeria 
monocytogenesに対して有効である。L. monocytogenesは食品を広く汚染し、5 ˚C以下
で活発に増殖すること、致命率が高いことなどから、十分な加熱殺菌のできない食品

（生ハム、デザート類、チルド食品）や調理済み食品（ready to eat）など、低温管理に
よって腐敗が防止される食品において潜在的脅威となっている。欧米においては、L. 
monocytogenesは乳酸菌バクテリオシンの主要なターゲットとなっている 4)。 
	 現在、商業的に実用化されている乳酸菌バクテリオシンとして、nisin A、pediocin PA-
1、そしてMicocin ®が挙げられる 23) 。Nisin Aは、世界保健機関（WHO）およびアメ
リカ食品医薬品局（FDA）で構成される食品添加物専門家会議（JECFA）の第 12 回
（1968年）会議において評価・使用許可され、さらに FDAから GRAS認証（Generally 
Recognized As Safe）を受けており、現在世界 50ヶ国以上で使用されている 24)。さら

に近年の研究により、nisin A は、多剤耐性 Streptococcus pneumoniae の 56 種、
Staphylococcus aureus の 33 種、バンコマイシン耐性 Enterococcus faecium および
Enterococcus faecalisの 29種に対し、抗菌効果を発揮することが報告されている 23)。

また、pediocin PA-1は、Pediococcus acidilacticiが生産するバクテリオシンであり、食
中毒細菌の Listeria属に効果を示す。これまでに pediocin PA-1を化学合成して使用す
ることも検討されたが、抗菌活性を有するペプチド合成に至っておらず、収率も 1%未
満と非常に低いことがわかっている 25)。Micocin®は、バクテリオシンやその他の抗菌

物質を生産する Carnobacterium maltaromaticum CB1の培養液を乾燥させたものであり、
カナダ、メキシコ、コスタリカ、コロンビア、米国での使用が承認されている 26)。こ

のように、一部のバクテリオシンやバクテリオシン生産乳酸菌の食品保存への応用は

認められてきているが、使用用途の制限や、食品保存料としての潜在性を持ちながら

応用化まで至っていないものが多く存在する。 
乳酸菌が生産するバクテリオシンは、その構造や特性からクラス分類がされており、

その分類は常に新しい特徴をもつバクテリオシンの発見により変化している。1993年、
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最初に分類の定義を提唱した Klaenhammerによると、バクテリオシンはその一次構造
から Class I-IVの 4つのクラスに分類された 22)。その後、新たな構造として環状構造

をもつバクテリオシンが発見され、2003年に Kempermanらにより 5つのクラスに分
ける分類体系が提唱された 27)。その後、2005年に Cotterらにより、これまでと大きく
異なり、Class I（ランチビオティック）および Class II（非ランチビオティック）に分
類した 28)。さらに、2016年 Alvarez-Sieiroらによって新たな分類体系が提唱された 29)。

詳しい定義を Table 1-6に示す。 
 

Table 1-6  Alvarez-Sieiroらによるバクテリオシンの分類 29) 

Class 
(Subclass) 

Property Example 

I Heat stable, modified small peptide (<10 kDa)  

(Ia) Lanthipeptides Nisin A 
(Ib) Cyclized peptides Enterocin AS-48 
(Ic) LAPs Streptolysin S 
(Id) Sactibiotics Subtiliosin A 
(Ie) Glycocins Glycocin F 
(If) Lasso peptides Micrococin J25 

II Heat stable, unmodified small peptide (<10 kDa)  
(IIa) Pediocin like Pediocin PA-1 
(IIb) Two-peptide Lactococcin Q 
(IIc) Leaderless Lacticin Q 
(IId) Non pediocin-like, single-peptide Laterosporullin 

III Thermo-stable, larger than 10 kDa peptide  
(IIIa) Bacteriolysin Zoocin A 
(IIIb) Non-lytic Helveticin J 

 
	 Class I バクテリオシンはランチオニンや 3-メチルランチオニンなどの翻訳後修飾
を受ける残基をもつ、分子量の小さいペプチドでありランチビオティック（lantibiotics; 
lanthionine-containing antibiotics）と呼ばれる。Alvarez-Sieiroらは、この Class Iをその
ペプチドの特徴から、さらに 6つに分類した（Table 1-6）29)。このクラスに属するバク

テリオシンは酵素認識部位や輸送、ペプチド不活性化に関与するリーダーペプチドを

含みコアペプチドと結合している。 
	 Class II バクテリオシンはランチオニンや 3-メチルランチオニンなどといった異常
アミノ酸を含まない低分子ペプチド（10 kDa）である。両親媒性のヘリックス構造を
持つことで指標菌の細胞膜に入り込むことができる 30)。Class IIaバクテリオシンは別
名 pediocin-like バクテリオシンとも呼ばれる。N 末端近傍に抗リステリア活性に必要
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な構造である、YGNG(V/L)モチーフ（pediocin-box）および αヘリックス構造をもつ 30, 

31)。Class IIbバクテリオシンは 2分子ペプチドバクテリオシンであり、完全に作用す
るのは両方のペプチドが相互に働いた場合である。Class IIc バクテリオシンは、環状
構造をもつバクテリオシンが属しており、N末端と C末端が繋がることで、そのバク
テリオシンの構造が安定する、リーダーレス（リーダーペプチドを持たない）バクテ

リオシンである。一方で、Class IIdバクテリオシンはさまざまな構造・特徴をもつバ
クテリオシンが属している。例えば、単分子であるがペディオシン様ではないものな

どが属している 30)。 
Class IIIバクテリオシンは、一般的に分子量 10 kDa以上であり、熱に安定、複雑な
構造・特性をもつバクテリオシンが属している 32)。作用機構は他のクラスのバクテリ

オシンとは異なり、標的細胞の細胞壁を溶解することにより抗菌作用を示すと言われ

ている。N末端はエンドペプチターゼと相同性を持ち、C末端は標的細胞を認識する
ために必要な構造をとっている。これは zoocin Aに特異的な構造であり、zoocin Aは、
標的細胞のペプチドグリカンを貫くことで抗菌活性を示す bacteriolysinsとして特徴づ
けられている 29) 。 
乳酸菌バクテリオシンの作用機序は、そのクラスや種類によって差異が見られる。

Class Iである nisin Aは、細胞膜前駆体である lipid IIに結合することで、細胞膜合成
を阻害する 33)。これに伴い、細胞膜に孔を開けることで標的細胞を死滅させる。

Staphylococcus warneriが生産する nukacin ISK-1も、nisin Aと同様に lipid IIに結合す
ることで細胞膜合成を阻害するが、孔形成については見られず、meticillin 耐性
Staphylococcus aureus（MRSA）のバイオフィルム形成を阻害することが報告されてい
る 34)。Microbispora sp. ATCC-PTA-5024が生産するランチビオティックである NAI-107
は、lipid IIに結合し、vancomycin耐性 Enterococcus属（VRE）やMRSAの生育を阻害
する 33)。この他にも、DNA の複製阻害 35)、タンパク質合成阻害により抗菌活性を示

すバクテリオシン 36)、細胞膜を破壊することにより抗菌活性を示すバクテリオシン 37)

も報告されている。 

	 乳酸菌が生産するバクテリオシンは、プレバイオティクス機能も持ち、その機能は

大きく三つに大別される 38)。一つは、コロニー形成を促進する作用（colonizing）であ
る。バクテリオシンを生産する菌は、生物の消化管等のような環境下で、非バクテリ

オシン生産菌数を自身のバクテリオシンにより減少させ、コロニーを形成する。この

例として、非バクテリオシン生産 Escherichia coliは streptomycin処理したネズミの腸
管内でその菌数が著しく減少した（106 CFU/gから 102 CFU/g）のに対し、colicinを生
産する E. coli は、菌数を変化させずに生存できたという報告がある 39)。 
	 二つ目に、抗菌作用（killing）が挙げられる。例えば、広い抗菌スペクトルを持つ
lacticin 3147は、in vitro試験においては L. monocytogenesに対し抗菌作用を示すが、in 
vivo試験では活性を示さない 40) 。複数のバクテリオシンを生産する E. coli H22は、in 
vivo 試験においても抗菌作用を示し、さらにヒトにとって有用菌であると言われてい
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る Bacteroidetes門には作用しないことが知られている 41)。このように、腸管由来バク

テリオシン生産菌は、実際に腸管内でも有害菌に対して抗菌作用を示すことにより、

宿主の健康を維持すると考えられている。ただし、細菌の増殖やバクテリオシン生産

に対して、食品粒子、香辛料、添加物、塩分、胆汁、消化酵素などが悪影響をおよぼ

す可能性がある 42)。さらに、消化管内でのバクテリオシンの食物粒子への付着性や拡

散性、さまざまな pH 状況下での安定性、消化酵素やタンパク質分解酵素への耐性な
ども、バクテリオシンの抗菌活性に関わる。さらに、塩分や EDTA（エチレンジアミ
ン四酢酸）濃度の増加は、一部のバクテリオシンにおいてグラム陰性菌の感受性を高

めることもわかっている。そのため、消化管内でのバクテリオシンを可視化し、その

機能を決定することは極めて困難である 43)。 
	 最後に、シグナル作用（signaling）が挙げられる。細菌は、菌体外のシグナル物質の
拡散を感じ取ることによりコミュニケーションおよび物質生産を行っている（クオラ

ムセンシング）44)。このシグナル物質には 3種類あり、アセチルホモセリンラクトン
（AHL）、オートインドゥーシングペプチド（AIP）、そしてフラノシルボレートジエス
テルまたはテトラヒドロキシフラン（AI-2）が挙げられる 45)。ホモセリンラクトン（AHL）
はグラム陰性菌、バクテリオシンなどのペプチド（AIP）はグラム陽性菌、そして AI-
2はグラム陰性菌・陽性菌におけるシグナル物質として機能する。この例として、nisin 
Aは、抗菌作用を示すと同時に生産菌のシグナル物質として、自身の生合成を促進し
ている（二成分制御系）46)。 
 
1-6  Lactiplantibacillus plantarumとその菌種が生産するバクテリオシン 
 

L. plantarum はキムチ 47) やチーズ 48)、ワイン 49) などの発酵食品や乳製品のほか、

サイレージ 50) やヒトの唾液 51)に至るまで、あらゆる環境下に存在している乳酸菌種

である。この L. plantarum に属する菌株の局在性および多様性は、それらの表現型や
代謝能力が関係している。そのため、この多様性を今後のさまざまな技術へ応用する

べく、多くの研究が進んでいる。例えば、一部の L. plantarum は、プロバイオティク
スとしての機能をもち、機能性食品や口腔内のワクチンへの応用化が進んでいる 52) 。

あるいは、健康効果や食品の保存効果を促進する潜在的機能によって、乳製品や野菜

等の漬物のスターター菌として利用されている 53)。また、胃腸などの酸および胆汁存

在下においても耐性を示す L. plantarumの報告もある 54)。 
  L. plantarum が生産するバクテリオシンは plantaricin と呼ばれ、一種類のバクテリ
オシンを生産するものから複数種のバクテリオシンを同時に生産するものまで多岐に

わたる。一種類のみを生産する例として、中国のヤクヨーグルトから分離した L. 
plantarum Q7が生産する plantaricin Q7 55)、山羊の生乳チーズから分離した L. plantarum 
LpU4 が生産する plantaricin LpU4 56)、インドネシアの牛肉製品から分離した L. 
plantarum IIA-1A5 が生産する plantaricin IIA-1A5 57)、オレゴン州のワインから分離し
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た L. plantarum LMG 2379が生産する plantaricin W 58)などが挙げられる。一方、複数の

plantaricinを生産するものとして、きゅうりから分離された L. plantarum C11（plantaricin 
A、plantaricin EFおよび plantaricin JKを生産）59)、サイレージから分離した L. plantarum 
NC8（plantaricin NC8およびplantaricin EFを生産）60)、赤ワインから分離したL. plantarum 
J23（plantaricin JKおよび plantaricin EFを生産）61) などが挙げられる。 
複数の plantaricinを生産する株のほとんどは、plantaricin A、plantaricin EF、plantaricin 

NC8および plantaricin JKのいずれかを生産し、それらの株はさまざまな生態系から分
離されている。そこで、それらの株が生産するバクテリオシンの特徴を述べる。 
 
＜Plantaricin A＞ 
きゅうりの発酵食品から分離した L. plantarum C11 が生産するバクテリオシンであ
り、誘導ペプチドとしての機能も有する 59)。また、プロテアーゼによって分解され、

熱に安定（150 ̊ C、30分未満）で、非透析性（＞8,000 MW）であり、pH 4.0～6.5で活
性を有する。さらに、Sand らによると、plantaricin A は真核細胞にも浸透性を示すこ
とや、膜タンパク質との間に静電的な引力が働くことが抗菌活性に関与すると報告さ

れている 62)。Calasso らによると、plantaricin A を L. plantarum DC400 および L. 
sanfranciscensis DPPMA174 の培養時に添加すると、クオラムセンシングに関与する
Histidine kinase、Response regulator、PlnC activator、AgrB-like proteinsの合成量が増加す
ることがわかっており、同種に限らず他の種のクオラムセンシングの誘導ペプチドと

して機能することが示唆されている 63)。 
 
＜Plantaricin EF＞ 
	 L. plantarum C11、L. plantarum 8P-A3、L. plantarum LZ95などによって生産されると
報告されている 59, 64) 。 
 Plantaricin EF は class IIb バクテリオシンであり、plantaricin E は 33アミノ酸残基、
plantaricin Fは 34アミノ酸残基からなる 65, 66)。これら 2つペプチドが揃ってバクテリ
オシンとしての機能を発揮する。また plantaricin Eはダブルグリシン（Gly-Gly）を 2
つ有する（1つは 22-23残基、もうひとつは 27-28残基）59)。また、plantaricin Eおよ
び F のアミノ酸配列上に複数存在する GxxxG モチーフによって、両ペプチドのヘリ
ックス構造間の相互作用が起こり、抗菌活性を高めることが明らかになっている 66)。

さらに、L. plantarum pl2を用いた実験にて、plantaricin EFは指標菌のプロトン駆動力
を低下させ、菌体内の ATPを減少させることによりその抗菌作用を発揮することも報
告されている 65)。 
 
＜Plantaricin NC8＞ 
	 L. plantarum NC8が生産する 2分子ペプチドバクテリオシンであり、class IIbバクテ
リオシンに属する。Plantaricin NC8αおよび NC8βの 2分子両方が存在して完全な抗菌
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活性を示す 60)。Plantaricin NC8αは 28アミノ酸残基、plantaricin NC8βは 34アミノ酸
残基からなり、質量分析によると、plantaricin NC8α は 3,587 Da、plantaricin NC8β は
4,000 Daである。また、plantaricin NC8の生産が、Lactococcus latis MG1363、Pediococcus 
pentosaceus FBB63 および異なるタイプのグラム陽性菌の存在などにより誘導される
ことがわかっており、これは NC8 株が MG1363 株や FBB63 株にさらされた結果、
PLNC8IF（制御）オペロンの発現を促進するためと考えられる 67)。なかでも、Bacillus
属、Enterococcus 属、Lactobacillus 属、Levilactobacillus 属、Lacticaseibacillus 属、
Latilactobacillus属、Lactiplantibacillus属、Lentilactobacillus属、Limosilactobacillus属、
Ligilactobacillus 属、Lactococcus 属、Leuconostoc 属、Listeria 属、Pediococcus 属、
Staphylococcus属、Streptcoccus属に属する 82株中の 41株は plantaricin NC8の生産を
誘導する 68)。また、現在食品保存料として使用されている nisin Aは、指標菌の lipid II
を標的物質として抗菌作用を示す一方、plantaricin NC8は lipid IIの有無で抗菌活性の
差が見られず、lipid II 以外の物質を標的としていることが示唆される 69)。加えて、

plantaricin Eおよび plantaricin Fの構造に見られる GxxxGモチーフは plantaricin NC8α
のみ有しており、plantaricin NC8βには見られない。 
 
＜Plantaricin JK＞ 
	 L. plantarum C11 59)、L. plantarum NC8 60)、L. plantarum WCFS1 70)が生産する 2分子
ペプチドバクテリオシンである。Plantaricin JKは、標的細胞の細胞膜の ΔpHを速やか
に消失させることで指標菌を死滅させる 71)。また、plantaricin Jおよび plantaricin Kの
L. plantarum 965に対するMIC（Minimum Inhibitory Concentration; 最小生育阻止濃度）
は、plantaricin Jが 20 nM、plantaricin Kが 200 nMと単独でもある程度の抗菌活性を有
し、両ペプチドを組み合わせることで単独使用と比べて約 103倍の抗菌活性を示す 72)。

一方、L. plantarum J23では、plnJ遺伝子（plantaricin Jの構造遺伝子）の下流に 42 bp
の欠失がみられ、plnK遺伝子（plantaricin Kの構造遺伝子）も見い出されない 61)。ま

た、Weissella viridescens NCFB 1655の plantaricin JK耐性変異株のゲノム解析により、
アミノ酸-ポリアミン-オルガノカチオン（APC）ファミリーの輸送タンパク質が
plantaricin JK受容体と推定され、バクテリオシン耐性に関与することが示唆されてい
る 73, 74)。 
	 上記のバクテリオシンを生産する株の多くは、類似の plantaricin 生合成関連遺伝子
群（pln locus）を有している（Fig. 1-1）75)。 
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	 最も詳細に pln locusが調べられているのは C11株であり、バクテリオシン生産はク
オラムセンシングによって制御されている 76, 77)。C11株の pln locusは、5つのオペロ
ンで構成されている（Fig. 1）。Plantaricin Aはバクテリオシンとして、かつ他のバクテ
リオシン遺伝子の転写を誘発するフェロモンとしての、2 つの役割を持つ。ある一定
の菌密度条件下では、plantaricin A (PlnA) がヒスチジンキナーゼ（PlnB）およびレスポ
ンスレギュレーター（PlnCD）のリン酸化反応の引き金となり、転写量が増加する。次
いで、リン酸化されたレスポンスレギュレーターは、5つのオペロン（plnABCD、plnEFI、
plnJKLR、plnMNOP、plnGHSTUV）の転写を誘導する 78)。plnEFIと plnJKLRは、plantaricin 
EFと plantaricin JKをコードするオペロンであり、plnI、plnL、plnRおよび plnPはそれ
らバクテリオシンの自己耐性機能に関わる遺伝子である。PlnGは ABC輸送タンパク
質、PlnHは PlnGのアクセサリータンパク質と高い相同性を示しており、in vitroにお
いて、PlnGは ABC輸送体として plntaricin Eの抗菌活性に寄与していることが明らか
となっている 59, 79)。一方、PlnHは PlnGのアクセサリータンパク質として、バクテリ
オシンの免疫活性および菌体外分泌能に関与していることが推測されているが、その

機能の詳細は明らかになっていない。また、plnOおよび plnN（バクテリオシン様タン
パク質遺伝子）の機能は未だ解明されていない 80)。一方、PlnTUVWは type II CPBPフ
ァミリーに特有な 4つのモチーフを有しており（EExxxR, FxxxH, sxxxsおよび HxxxB: 
E, Glutamic Acid; R, Arginine; F, Phenylalanine; H, Histidine; s, small residue; B, asparagine 

Fig. 1-1  pln loci of L. plantarum 75) 
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or aspartate; x, any amino acid residue that usually has a hydrophobic residue）、バクテリオ
シンの自己免疫機能に関与することが示唆されているが、詳細は明らかにされていな

い 81)。L. plantarumにおいて類似の生合成関連遺伝子クラスターが見出されているが、
多成分 plantaricin生合成機構は完全には明らかとなっていない。 
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1-7  研究目的 
 
	 近年、消費者の天然・自然志向によって、化学合成食品添加物に変わる天然の食品

保存料の需要が高まっている。その代表的な手法が「発酵」であり、特に日本は高温

多湿な気候条件から、全国各地でさまざまな発酵食品が製造され、食されてきた。代

表的な発酵食品として、醤油、味噌、みりん、日本酒、漬物、チーズ、ヨーグルトな

どが挙げられ、中でも大豆由来の発酵食品は多岐にわたる。また、日本人の平均寿命

が世界でもトップレベルであることから、発酵食品を中心とした日本食が健康に良い

こともうかがえる 82)。九州は特に温暖な環境下なため、多くの発酵食品が伝統的に製

造されており、発酵による風味や栄養価の向上を享受してきた。さらに、発酵食品の

保存性に、乳酸菌が大きく関与していると考えられ、特に、Lactiplantibacillus plantarum
はさまざまな植物性の発酵食品から分離されている。例えば、これまでに発酵茶（石

鎚黒茶、阿波晩茶）、らっきょうの塩漬け、野沢菜漬けなどから分離した例が報告され

ている 83–85)。このように、多くの発酵食品には乳酸菌が存在し、風味の付与や栄養価

の向上だけでなく保存性にも寄与しており、発酵スターター菌としても用いられてい

る 86)。 
乳酸菌が生産する抗菌物質の一つにバクテリオシンが挙げられ、中でも食経験豊富

な乳酸菌が生産するバクテリオシンは、無味無臭なため食品の風味に影響を与えず、

腸管内の消化酵素で容易に分解できることから、安全性の高い天然の食品保存料とし

て期待されている 87)。現在食品保存料として利用されているバクテリオシンとして代

表的なものにナイシンが挙げられるが、酸性領域でのみ安定で中性〜アルカリ性では

活性が低下、失活してしまう。また、単独使用ではグラム陽性菌にしか抗菌活性を示

さない。そのため、この欠点を補うために、現在さまざまなバクテリオシン生産乳酸

菌の研究が行われている。 
	 我々は、熊本県球磨地方で 800年にわたり伝統的に製造され、食べられてきた「味
噌漬け豆腐」からバクテリオシン生産乳酸菌を分離し、Lactiplantibacillus plantarum 
PUK6（旧名 Lactobacillus plantarum PUK6）と同定・命名している 88)。L. plantarumは
一般的に 6.5% NaCl に耐性であるが、PUK6株は塩分を含む味噌漬け豆腐から分離し
た菌株であることから、食塩を添加する発酵食品のスターター菌として好ましいと考

えられる。そこで本研究では、L. plantarum PUK6の特性、および PUK6株が生産する
バクテリオシンの精製、同定、生合成関連遺伝子群の同定（pln locus）および解析、さ
らに pln locus上に存在する機能不明遺伝子の解析を行うことを目的とした。 
	 第一章では、乳酸菌、プロバイオティクス、バイオプリザベーションであるバクテ

リオシン、そして L. plantarumが生産するバクテリオシンについて概説した。 
	 第二章では、L. plantarum PUK6の耐塩性、乳酸生産およびプロバイオティクス評価
を行った。本研究では、プロバイオティクスの条件である胃酸耐性および胆汁酸を含

む培地でのコレステロール吸収・吸着率を調べた。 
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	 第三章では、PUK6 株の培養条件およびそのバクテリオシン精製方法の確立を目指
した。さらに精製物のアミノ酸配列を分析し、PUK6 株が生産するバクテリオシンに
ついて検討した。 
	 第四章では、PUK6 株が生産するバクテリオシン生合成関連遺伝子群の同定および
解析を目指した。第三章で PUK6株が生産すると予想したバクテリオシンの生合成に
関連する遺伝子を明らかにすることで、生合成メカニズムを推察することを目的とし

た。 
	 第五章では、第四章で明らかになった P UK6株が生産するバクテリオシン生合成関
連遺伝子群上に存在する機能不明遺伝子の解析を試みた。 
	 第六章では、L. plantarum PUK6が生産する 4種類のバクテリオシンについて、化学
合成ペプチドを用いて、それぞれの抗菌スペクトルを比較した。 
	 第七章では、本論文で得られた結果を総括した。 
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第二章 

 
 

Lactiplantibacillus plantarum PUK6の特性 
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2-1	 緒言 
 
	 これまでの研究で、熊本県球磨地方で 800年以上続く伝統的発酵食品である味噌漬
け豆腐から、Lactiplantibacillus plantarum PUK6を分離・同定・命名している。一般的
に L. plantarumは 6.5%NaClに耐性を示すとされている。そこで、発酵食品から分離
された乳酸菌ということも踏まえ、L. plantarum PUK6の特性評価として NaCl耐性に
ついて調べた。 
また、乳酸菌は糖を消費して多量の乳酸を生産する微生物の総称であり、D-乳酸お
よび L-乳酸のどちらか一方、もしくは両方の乳酸を生産する。乳酸は一般的に食品に
おける食品添加物や、医薬品、化学工業などの分野において幅広く利用されている 1, 

2)。さらに、近年乳酸は環境中の微生物によって水や二酸化炭素に分解される、いわ

ゆる生分解性プラスチックのポリ乳酸（Poly(lactic acid), PLA）の原料として、医療用
の縫合糸や接着剤、支持材料などに用いられている 3, 4)。化学的に合成される乳酸は

DL-乳酸（ラセミ体）であり、ポリ乳酸の原料としては適していない。一方、乳酸菌を

用いた乳酸発酵では、乳酸菌の種類や発酵条件を選択することによって D-乳酸、L-乳

酸、DL-乳酸のいずれも製造することが可能となる 4)。一般的に、L. plantarumは D-乳

酸および L-乳酸の両方を生産することが知られている。そこで、L. plantarum PUK6
の今後の応用可能性を広げるために乳酸生産量および D/L乳酸比を調べた。 
	 乳酸菌には乳酸生産だけでなく、そのほかのさまざまな生理機能が知られており、

中でもプロバイオティクスとしての利用が注目されている 5)。特に、L. plantarum の
プロバイオティクス効果は数多く報告されており、例えば、キムチから分離した L. 
plantarum 200655の免疫増強作用 6)、糞便から分離した L. plantarum OLL2712の抗炎
症作用 7)、ヤギ乳ヨーグルトから分離した L. plantarum HFY01の抗酸化作用 8)などが

挙げられる。乳酸菌は古くから発酵食品の主要な微生物であることから食経験が豊富

で安全性が高く、今後もプロバイオティクスとしての応用が期待される 8)。そこで、

本章では L. plantarum PUK6 の特性として NaCl 耐性、乳酸生産とその光学活性に加
え、プロバイオティクスとしての利用可能性として、胃酸耐性および胆汁酸耐性を調

べ、コレステロールの吸収・吸着作用について調べた。 
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2-2	 実験操作 
 
	 以下の項目について L. plantarum PUK6の特性を調べた。 
・耐塩性 
・乳酸生産量と乳酸の光学活性 
・胃酸耐性 
・胆汁酸耐性 
・コレステロール吸収・吸着作用 
 
2-2-1	 使用菌株および使用培地 
本研究の対象菌である L. plantarum PUK6に加え、当研究室でこれまでに自然環境
や食品中から分離した 5株の、合計 6株を用いて研究を行った（Table 2-1）。 
 
Table 2-1  Strains used in this study 

Strain Relevant characteristics Source  

Lactiplantibacillus plantarum PUK6 Bacteriocin producer Tofu pickled in miso 

Lactococcus lactis PUK11 GABAa production Venerupis philippinarum (calm shell) 

L. plantarum PUK20 GABAa production Fermented bamboo powder 

L. plantarum PUK25 GABAa production Pickled mustard 

Lactocaseibacillus casei PUK26 Bacteriocin producer Tofu picked in moromi 

Lactococcus lactis PJR24 Bacteriocin producer Pickled Japanese radish 
a γ-aminobutyric acid 

 
【使用培地】 
《耐塩性試験》 
・NaCl含有MRS培地 
	 MRS培地（5 mL）に 0、3、4、6.5、7.5、10、12.5、15、18および 20%となるよう
に NaClを添加した。 
	 Appendix -1（Table A-1）参照。 
《乳酸生産量の測定》 
・MRS培地 

Appendix -1（Table A-1）参照。 
《胃酸耐性の評価》 
・MRS寒天平板培地および液体培地 

Appendix -1参照。 
・pH 2.5および 3.0に調整した人工胃液（0.32 %ペプシン含有MRS培地） 

Table A-1（Appendix -1参照）の 50 mL分の MRS培地試薬 2.6 gを蒸留水 30 mLに
溶解し、6 N HClで pH 2.5および 3.0に調整した。それを試験管に 3 mLずつ分注
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し、121 ̊ C、15 minオートクレーブ殺菌を行った。ペプシン 0.16 gを 20 mLの 0.01 
N HClに溶解し、0.2 µmフィルターを用いてフィルター滅菌した（0.8%ペプシン）。
培地の使用前に、3 mLの MRS培地に 0.8%ペプシン溶液を 2 mL添加した（0.32%
ペプシン含有MRS培地）。 

《胆汁酸耐性およびコレステロール吸着作用の評価》 
・0.2%タウロコール酸ナトリウム含有 MRS-THIO（0.2%チオグリコール酸ナトリウ
ム含有MRS培地） 

Table A-1 の MRS 培地試薬および 0.2% (w/v) タウロコール酸ナトリウムと 0.2% 
(w/v) チオグリコール酸ナトリウムを添加して、蒸留水に溶解した。それを試験管
に 5 mLずつ分注し、121˚C、15 minオートクレーブ殺菌を行った。 

 
2-2-2	 耐塩性試験 

L. plantarum PUK6 が生育可能な食塩の上限濃度を調べるため、耐塩性試験を行っ
た。まず、PUK6株を 5 mLのMRS液体培地に接種し、30 ˚Cで一晩培養した（前培
養）。培地の NaCl 濃度を 0、3、4、6.5、7.5、10、12.5、15、18および 20%に調製し
たMRS培地 5 mlに前培養液をそれぞれ 10 µL接種し、30 ˚Cで培養した。培養 1、
2、3、4、7日目に、600 nmにおける吸光度（濁度）を測定した。 
 
2-2-3	 乳酸生産量 
	 D-および L-乳酸生産量の測定には、F-キット D-乳酸/L-乳酸（J.K.インターナショ
ナル）を用いた。 
 
【キット内容】 
・ビン 1；グリシルグリシンバッファー（pH 10.0、L-グルタミン酸 約 440 mg） 
・ビン 2；NAD（凍結乾燥品） 
・ビン 3；GPT（ALT）（約 1100 U） 
・ビン 4；D-LDH（約 3800 U） 
・ビン 5；L-LDH（約 3800 U） 
 
ビン 1、3、4、5はそのまま使用する（溶液 1、懸濁液 3、溶液 4、溶液 5）。 
ビン 2の内容物は、滅菌水 6 mLで溶解した後、使用する（溶液 2）。 
 
【方法】 

PUK6株をMRS培地（5 mL）にて 30 ˚C、18 h、120 strokes/minで前培養した。前
培養液を新しいMRS培地（5 mL）3本に 2%（v/v）接種後、30 ̊ C、18 h、120 strokes/min 
で培養し、6、9、12 hごとにサンプリング、3 mLをマイクロチューブに移した。遠
心分離後（12,000 rpm、5 min、4 ̊ C）、上清を新しいマイクロチューブに移し、1 N NaOH
を用いて pH 7.0～8.0に調整した。フィルター滅菌（0.2 µm）後、ヒートブロックで
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80 ˚C、15分間加熱処理し、これをサンプルとした。紫外線透過型ディスポセルにグ
リシルグリシンバッファーを 1.00 mL、NADを 0.20 mL、GPT（ALT）を 0.20 mL、サ
ンプルを 0.10 mL、滅菌水を 0.90 mL加え、パラフィルムで密閉後ゆっくり転倒混和
した。また、紫外線透過型ディスポセルにグリシルグリシンバッファーを 1.00 mL、
NADを 0.20 mL、GPTを（ALT）0.20 mL、滅菌水を 1.00 mL加え、パラフィルムで
密閉後ゆっくり転倒混和したものをブランクとした。約 5分後、それぞれ 340 nmの
吸光度（A1）を測定した。試料溶液、ブランクともに D-LDHを 0.02 mLを加え、パ
ラフィルムで密閉後ゆっくり転倒混和した。続いて、反応終了後（室温、約 30分後）、
それぞれ 340 nmの吸光度（A2）を測定する。続いて、試料溶液、ブランクともに L-
LDHを 0.02 mL加え、パラフィルムで密閉後ゆっくり転倒混和した。反応終了後（室
温、約 30分後）、それぞれ 340 nmの吸光度（A3）を測定した。ブランクおよび試料

について吸光度差（A2- A1）を求め、試料の吸光度差からブランクの吸光度差を差し

引いた。 
 

ΔAD-乳酸 ＝（A2- A1）試料 －（A2- A1）ブランク 

 
ブランクおよび試料について吸光度差（A3- A2）を求め、試料の吸光度差からブラン

クの吸光度差を差し引いた。 
 

ΔAL-乳酸 ＝（A3- A2）試料 －（A3- A2）ブランク 
 
求めたΔAD-乳酸およびΔAL-乳酸をもとに、下記の計算式を用いて D-および L-乳酸生産
量を算出した。試料が希釈されている場合は希釈率を乗じた（本実験では 20 倍希釈
したため、最後に 20を乗じた）。 
 
【D-乳酸生産量】 

 
 
 
【L-乳酸生産量】 
 
 
 
2-2-4	 胃酸耐性試験 

Watanabeら 9)の方法を改変し、Table 2-1の乳酸菌株の胃酸耐性能を調べた。 
 
【方法】 
《人工胃液での培養》 

c [D-乳酸	g/L] =
2,240 x 90.1

6.3 x 1.00 x 0.100 x 1,000
x ΔAD-乳酸 ≅ 0.3203 x ΔA

c [L-乳酸	g/L] =
2,260 x 90.1

6.3 x 1.00 x 0.100 x 1,000
x ΔAL-乳酸 ≅ 0.3203 x ΔA



23 

Table 2-1で示した各乳酸菌を MRS液体培地（5 mL）に 1白金耳接種し、30 ̊ C、18 
h、120 strokes/minで振とう培養を行った。pH 2.5または 3.0に調整した人工胃液 5 mL
に前培養液を 1 %（50 µL）接種し、37 ̊ C、4 h、50 strokes/minで振とう培養を行った
（胃の中の環境をシミュレートするため、緩やかに振とう培養した）。培養 0 時間目
（接種時）、2時間目、4時間目（培養終了時）に培養液を 500 µLずつサンプリング
した。 
 
《生菌数の測定》 
滅菌生理食塩水（0.9% NaCl）を用いて 105、106、および 107倍に希釈した。MRS寒
天平板培地に菌体の希釈懸濁液 200 µLを 2枚ずつプレーティングし、30 ̊ Cで培養し
た。コロニーの数を数え、3 種類の希釈系列を 2 枚ずつの計 6 枚の平均値を算出し、
生菌数を求めた。接種時の生菌数と培養終了後の生菌数を比較し、生残率を算出した。

生菌数の測定には、コロニー形成法を用いた。 
 

生残率 (%)  
	 = （培養終了後の生菌数 (cfu/mL) ）/（接種時の生菌数 (cfu/mL) ）×100 
 
 
2-2-5	 胆汁酸耐性とコレステロール吸収・吸着作用試験 

Watanabeら 9)の方法を改変し、Table 2-1に示す乳酸菌株を 0.2%タウロコール酸ナ
トリウム存在下で培養した菌体へのコレステロールの吸収・吸着作用を調べた。 
 
【試薬】 
・33 % （w/w）KOH 
	 16.5 gの KOHをメタノール 33.5 g（41.9 mL）に溶解した。 
・エタノール 
・ヘキサン 
・イソプロパノール 
・コレステロール定量 F-キット（J.K.インターナショナル） 
	 食品および一般試料中のコレステロールの酵素法による可視吸収法測定キット。こ

の測定法でのコレステロールの最適量は 0.400 mLの試料中に 8～160 µg（試料中の
コレステロール濃度（0.07～0.4 g/L）であるため、この測定範囲に入るように試料
を濃縮・希釈する。 
・ビン 1 
	 	 リン酸アンモニウム緩衝液、pH約 7.0；メタノール 2.6 mol/L；カタラーゼ約	 	  
	 	 220,000 U 
・ビン 2 
	 	 アセトン 0.05 mol/L；メタノール 0.3 mol/L 
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・ビン 3 
  コレステロールオキシターゼ約 12 U 
・溶液 4 
	 	 ビン 1：ビン 2 = 3：2で混合した。褐色瓶に入れて 2～8 ˚Cで保存した（3ヵ月

安定）。使用前に 20～25 ˚Cで 1時間放置した。 
 
【方法】 
《前培養》 

Table 2-1に示した乳酸菌株を MRS液体培地（5 mL）に 1白金耳接種し、30 ̊ C、24 
h、120 strokes/minで振とう培養した。前培養液をボルテックスし、マイクロチューブ
2本に 1 mLずつ分注した。6,000 rpm、3 min、4 ˚Cで遠心分離後、上清を除去し、生
理食塩水を 200 µLずつ加え、懸濁、洗菌した。6,000 rpm、3 min、4 ̊ Cで遠心分離後、
上清を除去し、2 つのマイクロチューブのうち片方に生理食塩水を 200 µL 加えて懸
濁し、その後全量をもう片方のマイクロチューブに移し、懸濁して 2本を 1本にまと
めた（合計 200 µL）。その後、マイクロチューブから 30 µLを試験管にとり、蒸留水
を 3 mL加えて 101倍希釈し、その希釈液の 600 nmにおける濁度を測定した。 
 
《本培養》 
上記で調製した菌体懸濁液を OD600 = 0.15となるように生理食塩水で希釈し、0.2%
タウロコール酸ナトリウム含有 MRS-THIO（0.2%チオグリコール酸ナトリウム含有
MRS培地）（5 mL）に 1 %（50 µL）接種した。その後、滅菌コレステロール溶液（エ
タノール中 10 mg/mL）を最終濃度が 70 µg/mLとなるように添加した（5 mLの試験
管につき、滅菌コレステロール溶液（エタノール中 10 mg/mL）を 35 µL添加）。37 ̊ C、
20 h、50 strokes/minで振とう培養を行った（腸内の環境をシミュレートするため、緩
やかに振とう培養した）。その後、培養液をボルテックスした後、マイクロチューブ

2本に 1.4 mLずつ分注し、2,800 g、10 min、4˚Cで遠心分離し、得られた培養液上清
をコレステロール定量用のサンプルとした。 
 
《コレステロールの定量》 
栓付きフラスコ（300 mL 容）に、コレステロール定量用サンプルを 2 mL とり、

33 % KOHを 6 mL、エタノールを 30 mL添加した。栓付きフラスコに重りを付け、
37˚C の湯浴中で 30 分けん化させた。50 mL の冷ヘキサンと 30 mL の蒸留水を添加
し、スターラーを入れて 1分間攪拌させた。上層（有機層）と下層（水層）に分離し
たら、マイクロピペッターで上層のみをナスフラスコ（100 mL容）に移した。エバ
ポレーターで有機層を蒸発させて濃縮乾固させた後、イソプロパノール 0.4 mLを加
え、溶解させた。溶液 4を 5 mL入れて混和した後、全量を試験管に移してボルテッ
クス後、別の試験管に 2.5 mL移し、それにビン 3の 0.02 mLを加え、混和した（試
料）。残りの溶液の約 2.5 mLを試料ブランクとした。パラフィルムで試験管を密封し、
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37˚Cの湯浴中に 1時間インキュベートした。 20～25 ˚Cになるまで放冷後、試料ブ
ランク、試料の順に、405 nm における吸光度を測定した。このとき、空気を対照と
した。試料の吸光度から試料ブランクの吸光度を引いた値を ΔAとし、コレステロー
ル定量 F-キット（JK インターナショナル）に記載されている式に従って、培養液上
清のコレステロール量を算出した。 
 
コレステロール（g/L）= 0.711×ΔA/5（5倍に濃縮しているため） 

 
また、コントロールと比較して、菌体のコレステロール吸着率を求めた。 
 
コレステロール吸着率（%） 

 = 100 – [(培養液上清コレステロール量（µg/mL）/ 
コントロールのコレステロール量（µg/mL）] ×100 
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2-3	 結果および考察 
 
2-3-1	 L. plantarum PUK6の耐塩性 
	 L. plantarum PUK6の耐塩性を調べた。0、3、4、6.5、7.5、10、12.5、15、18、20%
となるよう NaClを添加したMRS培地で L. plantarum PUK6を培養した結果、培養１
日目で NaCl 濃度 7.5%までは生育が確認されたが、10% 以上の NaCl 条件下では、
生育が確認できなかった（Table 2-2）。2日目以降も 10% NaCl含有MRS培地での生
育を観察したが、7日間で生育の確認はできず、L. plantarum PUK6は 7.5% NaCl耐性
であると判断した。一般的に、L. plantarumは 6.5% NaClに耐性であるが、PUK6株は
塩濃度の比較的高い味噌漬け豆腐（塩分濃度 10%）から分離した乳酸菌でもあること
から、高い耐塩性を有することが明らかとなった。 
 

Table 2-2  Growth of L. plantarum PUK6 under 
NaCl conditions 

NaCl concentration（%） OD600 

0 10.12 

3.0 9.03 

4.0 7.43 

6.5 4.49 

7.5 3.13 

10.0 −  

 
2-3-2	 L. plantarum PUK6の乳酸生産 
	 L. plantarum PUK6 が生産する D-および L-乳酸生産量、そして D/L 乳酸比を調べ
た。PUK6株は増殖速度が速いため、接種時から 6、9、12 hの培養液をサンプリング
し、培養液上清の D-および L-乳酸量を測定した。その結果、12時間後の乳酸生産量
は、D-乳酸が 4.8 g/L、L-乳酸が 3.4 g/L、総乳酸生産量が 8.2 g/L、D/L乳酸比は 1.42
であり、PUK6株は L-乳酸よりも D-乳酸を多く生産することがわかった（Table 2-3お
よび Fig. 2-1）。発酵で生産される乳酸の多くは L-乳酸であり、D-乳酸を優位に生産す
る菌株の探索は重要である 10)。PUK6 株は増殖速度が速く、乳酸生産量も多いので、
乳酸生産の有力な候補株となり得る。 
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Table 2-3  Lactic acid production by L. plantarum PUK6. 
Cultivation time    

 (h) 

D-lactic 

acid (g/L) 

L-lactic 

acid (g/L) 

Total lactic 

acid (g/L) 

D/L (ratio) OD600 Final  

pH 

 6 2.6 1.7 4.3 1.47 3.1 5.0 

 9 3.7 2.1 5.8  1.78 5.9 4.3 

12  4.8 3.4 8.2 1.42 7.5 3.9 

Fig. 2-1 Lactic acid production profile by L. plantarum PUK6. 
Profile of lactic acid fermentation by L. plantarum PUK6. The fermentations were conducted in 5 mL MRS broth 

and incubated at 30˚C with shaking at 120 strokes/min. Closed circles, D-lactic acid production; open circles, L-

lactic acid production; closed triangles, D-/L-lactic acid production ratio; open triangles, total lactic acid 

production; closed squares, cells (optical density at 600 nm); open squares, pH. 

 
2-3-3 胃酸耐性の評価 

Table 2-1に示した乳酸菌 6株を pH 2.5または 3.0の 5 mLの人工胃液（0.32 % ペプ
シン含有MRS液体培地）を用いて 37 ̊ Cで 4 h振とう培養（50 strokes/min）し、生菌
数と生残率を算出した（Tables 2-4, 2-5 and 2-6および Fig. 2-2, 2-3, 2-4 and 2-5）。まず、
pH 3.0に調整した人工胃液における生菌数の変化（Table 2-4 and Fig. 2-2）および接種
時の生菌数と培養終了後の生菌数を比較し、生残率を算出したところ（Table 2-6 and 
Fig. 2-4）、PUK6株および PUK25株の培養 4 h後の生残率は 100 %であった。また、
pH 2.5に調整した人工胃液における生菌数の変化（Table 2-5 and Fig. 2-3）および生残
率を算出したところ（Table 2-6 and Fig. 2-5）、PUK6株の生残率は 100 %であった。こ
のことから、PUK6株はヒトの胃酸に強い耐性を示すと考えられた。 
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Table 2-4	 Viable cell number (cfu/mL) in artificial gastric juice (pH 3.0) 
Strain 0 h 2 h 4 h 

PUK6 3.0×109 3.5×109 3.2×109 
PUK11 1.7×109 6.3×108 2.1×108 
PUK20 3.4×109 3.8×109 2.4×109 
PUK25 2.5×109 2.8×109 2.7×109 
PUK26 9.6×108 5.0×108 2.1×108 
PJR24 1.9×109 1.8×108 7.9×108 

 
Table 2-5	 Viable cell number (cfu/mL) in artificial gastric juice (pH 2.5) 
Strain 0 h 2 h 4 h 

PUK6 3.1×109 3.3×109 3.2×109 
PUK11 2.1×109 3.0×107 1.6×105 
PUK20 3.1×109 2.2×109 2.2×109 
PUK25 2.3×109 1.1×109 4.0×108 
PUK26 9.1×108 2.2×107 2.8×105 
PJR24 1.7×109 0 0 

 
Table 2-6	 Viable cell number rate (%) in artificial gastric juice 
(pH 3.0 or 2.5) after 4 h of cultivation 

  Strain pH 3.0 pH 2.5 
PUK6 106.6 103.2 
PUK11  12.4      0.0076 
PUK20  70.6  71.0 
PUK25 108.0  17.4 
PUK26   2.2   0.03 
PJR24   4.1   0.00 
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Fig. 2-2	 Time course of viable cells count in artificial gastric juice at pH 3.0 

Closed circles, open circles, closed triangles, open triangles, closed squares, and open squares indicate the 

results of PUK6, PUK11, PUK20, PUK25, PUK26 and PJR24 strains, respectively.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2-3	  Time course of viable cells count in artificial gastric juice at pH 2.5 
Closed circles, open circles, closed triangles, open triangles, closed squares, and open squares indicate the 

results of PUK6, PUK11, PUK20, PUK25, PUK26 and PJR24 strains, respectively. 
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Fig. 2-4	  Survival rate of the cells in artificial gastric juice at pH 3.0 
Closed circles, open circles, closed triangles, open triangles, closed squares, and open squares indicate the 

results of PUK6, PUK11, PUK20, PUK25, PUK26 and PJR24 strains, respectively. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2-5	  Survival rate of the cells in artificial gastric juice at pH 2.5 
Closed circles, open circles, closed triangles, open triangles, closed squares, and open squares indicate the 

results of PUK6, PUK11, PUK20, PUK25, PUK26 and PJR24 strains, respectively. 
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2-3-4	 胆汁酸耐性とコレステロール吸収・吸着作用 
	 Table 2-1に示した乳酸菌を、コレステロール（最終濃度 70 µg/mL）、0.2 % タウロ
コール酸ナトリウムおよび 0.2 % チオグリコール酸ナトリウムを含むMRS液体培地
（5 mL）を用いて 37 ˚Cで 20 h振とう培養した（50 strokes/min）。培養液上清をけん
化・濃縮後、菌体に吸収・吸着されなかったコレステロール量を定量し、菌体へのコ

レステロールの吸収・吸着作用を評価した。また、腸内の状態をシミュレートするた

めタウロコール酸含有培地での増殖を観察することによる胆汁酸耐性の評価も同時

に行った。その結果、L. plantarum PUK6のコレステロールの吸収・吸着率は 28.7 %
であり、当研究室で分離した他の乳酸菌株（PUK11株、PUK20株、PUK25株、PUK26
株、および PJR24 株）と比べて最も大きいコレステロール吸収・吸着作用を示した
（Fig. 2-6）。また、PUK6 株はタウロコール酸含有培地にて増殖が良好であり、胆汁
酸に耐性を示すことがわかった。 
	 PUK6株のコレステロール吸収・吸着率 28.7%は、他の 5株のコレステロール吸収・
吸着率に比べ約 2～5 倍と高い値であり、PUK6 株はコレステロール吸収・吸着作用
に優れる可能性がある。しかし、既に報告されているコレステロール低下作用が知ら

れている乳酸菌と同条件下で試験を行ったわけではないため、比較することはできな

い。また、コレステロール低下作用には、今回調べた菌体へのコレステロールの吸収・

吸着作用の他に菌体の胆汁酸脱抱合作用などがあり、PUK6株をプロバイオティクス
として評価する場合はこのような作用についても調べていく必要がある。以上の結果

より、PUK6 株はコレステロールを吸収・吸着する作用があるため、PUK6 株をヒト
が摂取すると、菌体とともにコレステロールが便として排泄されると考えられ、ヒト

へのコレステロール低下作用が期待される。 
以上より、L. plantarum PUK6は有力な D-乳酸生産株であり、7.5% NaCl耐性、胃酸
耐性・胆汁酸耐性を持ち、胃酸や胆汁酸に耐えて腸に届くことに加え、コレステロー

ル低下作用が期待されることから、有力なプロバイオティクス候補となる可能性があ

る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2-6 Cholesterol absorption and adsorption effect. 
The PUK11, PUK20, PUK25, PUK26, and PJR24 strains are lactic acid bacteria isolated in our laboratory. 
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2-4 小括 
 
  本章では、L. plantarum PUK6の特性評価として、耐塩性、D-および L-乳酸生産能、
胃酸耐性、胆汁酸耐性およびコレステロール吸収・吸着作用を調べた。また、本章で

行った実験は全て MRS培地を用いて、30 ̊ Cにて培養を行っているが、条件検討につ
いては第三章で述べる。 
	 PUK6株の耐塩性について調べた結果、7.5% NaCl存在下での増殖が確認でき、10% 
NaCl存在下では菌が増殖できなかったことから、PUK6株は 7.5% NaClに耐性である
ことがわかった。これは一般的な L. plantarumの耐塩性（6.5% NaCl耐性）よりも高
く、PUK6株が塩濃度の比較的高い味噌漬け豆腐（塩分濃度 10%）から分離した乳酸
菌であるためと考えられる。 
  また、PUK6株の乳酸生産量について調べた結果、培養 12時間後の乳酸生産量は、
D-乳酸が 4.8 g/L、L-乳酸が 3.4 g/L、総乳酸生産量が 8.2 g/L、D/L乳酸比は 1.42であ
り、PUK6 株は L-乳酸よりも D-乳酸を多く生産することがわかった。このことから
PUK6株は増殖速度が速く、乳酸生産量も多いので、D-乳酸生産の有力な候補株とな
り得る。 
当研究室でこれまでに環境中および食品から分離した、PUK6株を含む乳酸菌 6株
について胃酸耐性を評価した。pH 2.5 または 3.0 の人工胃液（0.32 % ペプシン含有
MRS 液体培地）における 4 h 後の生残率を算出したところ、PUK6 株および PUK25
株が pH 3.0 の人工胃液に対して強い耐性を示し、生残率は 100 %であった。また、
PUK6株は pH 2.5の人工胃液に対しても強い耐性を示し、生残率は 100 %であった。
このことから、PUK6株はヒトの胃液に対しても強い耐性をもつと考えられた。 
また、PUK6 株を含む乳酸菌 6 株について胆汁酸耐性能およびコレステロール吸
収・吸着作用を評価した。その結果、本研究で試験した 6株は、タウロコール酸含有
培地にて増殖が良好であったため、この 6株はいずれも胆汁酸に耐性をもつことがわ
かった。また、コレステロール（最終濃度 70 µg/mL）、0.2 % タウロコール酸ナトリ
ウムおよび 0.2 % チオグリコール酸ナトリウムを含む MRS 液体培地で培養を行い、
菌体へのコレステロールの吸収あるは吸着率を算出したところ、試験した 6株のうち
L. plantarum PUK6が 28.7 %と最も大きいコレステロール吸収・吸着作用を示した。
このことから、PUK6株は胃酸および胆汁酸耐性でありコレステロール吸収・吸着作
用があることから、有力なプロバイオティクス候補株であることがわかった。今後、

PUK6株をプロバイオティクスとして利用していくためには、ラットやマウスを用い
た動物実験などより詳細な試験が必要である。 
以上より、L. plantarum PUK6は有力な D-乳酸生産株であり、7.5% NaCl耐性、胃酸
耐性・胆汁酸耐性を示すことから、PUK6株をヒトが摂取した場合、胃酸や胆汁酸に
耐えて腸に届くことに加え、コレステロール低下作用が期待されることから、有力な

プロバイオティクス候補となる可能性がある。 
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第三章 

 

 

Lactiplantibacillus plantarum PUK6が 

生産するバクテリオシンの精製 
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3-1	 緒言 
 
	 今日、日本では多くの食品が流通・販売されている 1)。これらの食品の安全性につ

いては、多くの研究や技術の発達により以前より向上しているものの、微生物による

食中毒の発生をはじめとした食品に関する苦情は多く、課題は山積みである。さらに、

近年は一般消費者の天然・自然志向を求める声が大きくなり、食品の安全と安心を同

時に叶える食品微生物制御技術が求められている。 
	 このような背景から、環境中の植物や微生物による天然の抗菌物質（バイオプリザ

バティブ）を用いた食品保存技術である、バイオプリザベーションが注目されている
2)。バイオプリザバティプの一つであるバクテリオシンは、細菌が生産する抗菌ペプ

チドであり、特に食経験豊富な乳酸菌が生産するバクテリオシンは、ヒトの腸管内の

消化酵素で容易に分解できることや無味無臭であることから、安全性の高い天然の食

品保存料として期待されている 3)。実用化されているものの代表としてナイシンが挙

げられ、乳製品や缶詰などの食品保存料に用いられている 4)。しかしながら、ナイシ

ンは酸性領域でのみ安定であることや、単独使用ではグラム陽性菌にしか抗菌活性を

示さないという問題点がある 5)。そこで、バクテリオシンの応用可能性を広げるため

に、さまざまな特徴を持つ汎用性の高いバクテリオシンの探索を行い、それぞれの用

途にあった性質を持つバクテリオシンを適材適所に用いることで、より高度な食品微

生物制御技術の実現につながる 6)。 
  これまでの研究で、熊本県球磨地方で 800年以上続く伝統的発酵食品の味噌漬け豆
腐から、バクテリオシンを生産する Lactiplantibacillus plantarum PUK6 を分離してい
る 7)。L. plantarum PUK6は、第二章で述べたように胃酸および胆汁酸に耐性があり、
コレステロール低下作用が期待されるプロバイオティクス候補株である。すなわち、

本株は発酵食品のスターター菌として用いた際の保存効果に加えてプロバイオティ

クス効果も期待できる。また、一部の L. plantarumは複数のバクテリオシンを生産す

る種として知られている 8)。そのため、L. plantarum PUK6も複数のバクテリオシンを
生産するのであれば、昨今問題視されている多剤耐性菌出現の抑制も期待される。そ

こで、本研究では、L. plantarum PUK6が生産するバクテリオシンの精製を行い、その
構造解析を行うことを目的とした。  
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3-2	 実験操作 
 
3-2-1	 使用菌株および使用培地 
	 Table 3-1の菌株を用いた。 
 

Table 3-1  Strains used in this study 
Strain Medium 
Lactiplantibacillus plantarum PUK6 MRS 
Latilactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157T MRS 
Weizmannia coagulans JCM 2257T NB 
Niallia circulans JCM 2504T NB 
Bacillus subtilis subsp. subtilis JCM 1465T NB 
Kocuria rhizophila NBRC 12708 LB 
Enterococcus faecalis JCM 5803T MRS 
Enterococcus faecium TUA 1344L MRS 
Lacticaseibacillus casei JCM 1134T M17G 
Loigolactobacillus coryniformis subsp. coryniformis JCM 1164T MRS 
Lactiplantibacillus plantarum ATCC 14917T MRS 
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435T M17G 
Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 7638 M17G 
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 6124T MRS 
Listeria innocua ATCC 33090T LB 
Pediococcus pentosaceus JCM 5885 MRS 
Eschericha coli JM109 LB 
ATCC, American Type Culture Collection 

JCM, Japan Collection of Microorganisms  

NBRC, National Institute of Technology and Evaluation Biological Resource Center 

TUA, Tokyo University of Agriculture 

 
【使用培地】 
・MRS培地 
	 Appendix -1参照。 
・MRS培地（0.5% CaCO3） 
	 Appendix-1の MRS 培地試薬 52gを 1 Lの蒸留水に溶解し、0.5% CaCO3を加え、

121 ˚C、15 minオートクレーブ殺菌を行う。 
・M17G培地 
	 Appendix -1参照。 
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3-2-2	 バイオアッセイ 
	 抗菌活性の検出には一般的にはバイオアッセイが用いられている。これは、抗菌物

質を実際に指標菌に添加し、指標菌の生育阻害を調べる方法である。バイオアッセイ

には、被検菌のコロニーを形成させた後、指標菌を重層する direct method（直接法）
と spot-on-lawn method（間接法、寒天拡散法）とがある。本研究では、Ennaharらの方
法を改良した spot-on-lawn method（間接法、寒天拡散法）を用いて抗菌活性値、活性
回収率を算出した 7, 9)。 
 
【方法】 
Appendix -2参照。 
L. sakei subsp. sakei JCM 1157Tを指標菌に用いた。 
 
3-2-3	 培養条件の検討 
	 PUK6 株の生育およびバクテリオシン生産における培養条件（培地、温度、時間）
を検討した。 
 
【方法】 
・培地および培養温度の検討 
	 PUK6株を 5 mLのMRS試験管培地に接種し、30 ̊ Cで一晩培養した（120 strokes/min）
（前培養）。5 mLのMRS試験管培地 2本または 5 mLの M17G試験管培地（0.5%グ
ルコース）2本に、前培養液を 50 µLずつ接種し、30 ˚Cまたは 37 ˚Cで 18時間振と
う培養した（100 strokes/min）。培養終了後、600 nmにおける吸光度（濁度）、pH、抗
菌活性について調べた。 
・培養時間の検討 

PUK6株を 5 mLのMRS培地に接種し、30 ̊ Cで一晩培養した（120 strokes/min）（前
培養）。300 mL容三角フラスコに 150 mLのMRS培地（0.5% CaCO3）を作製し、前

培養液を 2%（v/v）となるように接種、6 hおよび 9 hにサンプリングし、600 nmに
おける吸光度（濁度）、pH、抗菌活性について調べた。 
 
3-2-4	 バクテリオシンの生産 
【方法】 

MRS寒天平板培地上の PUK6株のコロニーを 5 mLのMRS試験培地に接種し、30 
˚Cで一晩培養した（120 strokes/min）（前培養）。1 L容三角フラスコに 500 mLのMRS
培地（0.5% CaCO3）を 4本作製し（計 2 L）、前培養液を培地の 2%（v/v）となるよう
に接種、30 ˚Cで 9 h培養した（90 strokes/min）。 
  



37 

3-2-5	 硫安沈殿（塩析） 
【試薬】 
・20 mM リン酸ナトリウム buffer（pH 5）：20 mM NaH2PO4・2H2Oに 20 mM Na2HPO4・

12 H2Oを加えて pH 5.0に調整する。 
【方法】 
本培養液を遠心チューブに入れ、15,000 g、10 min、4 ̊ Cで遠心分離した。培養液上
清の一部を滅菌遠沈管に 2 mLとり、NaOHを用いて pHを 6～7付近に調整し、クリ
ーンベンチ内でフィルター滅菌（0.2 µm）を行った。これを培養液上清の抗菌活性測
定用サンプルとした。残りの上清をあらかじめ乾熱滅菌しておいた 1 L容三角フラス
コに集め、乳鉢で細かく粉砕した(NH4)2SO4 を、培養液上清 500 mL に対して 236 g
（70%飽和）になるよう少しずつ入れ、氷中でかくはんした。(NH4)2SO4 を全て入れ

た後、30分以上撹拌し、4 ̊ Cで一晩放置した。懸濁液を遠心チューブに移し、15,000 
g、10 min、4 ˚C で遠心分離し、活性沈殿物を得た。その沈殿物をできるだけ少量の
20 mMリン酸ナトリウム buffer（pH 5.0）で懸濁し、滅菌遠沈管に集めた。 
 

3-2-6	 透析（脱塩） 
【試薬および器具】 
・20 mM リン酸ナトリウム buffer（pH 5.0）：本章 3-2-4 参照。 
・8 M 尿素-HCl buffer（pH 5.0）：尿素 240 gを蒸留水に溶解後、濃 HClで pH 5.0に調
整し、蒸留水で 500 mLにメスアップする。 
・ 透析チューブ（スペクトラポア 7 、MWCO 1,000、φ38 mm x 24 mm x 5 m、SPECTRUM） 
 
【方法】 
硫安沈殿物を、透析チューブに入れ、1 L 容ビーカーを用いて外液を 20 mM リン
酸ナトリウム buffer（pH 5.0）とし、4 ̊ C下で撹拌した。外液の 20 mM リン酸ナトリ
ウム buffer（pH 5.0）を 2～3 h毎に 2～3回新しいものに替え、外液が透明になるまで
撹拌した。外液を 8 M 尿素-HCl buffer（pH 5.0）に取り替え、500 mL容ビーカーを用
いて 2～3 h 、4 ˚C下で撹拌し、沈殿が完全に溶解したことを確認した後に透析チュ
ーブからサンプルを取り出し、遠沈管に回収した。その一部をクリーンベンチ内でフ

ィルター滅菌（0.2 µm）し、抗菌活性測定用サンプルとした。回収した残りのサンプ
ルは滅菌遠沈管に入れ、4 ˚Cで保存した。L. sakei subsp. sakei JCM 1157Tを指標菌と

して spot-on-lawn 法によるバイオアッセイを行い（Appendix-2 参照）、抗菌活性を測
定して活性回収率を算出した。また、集めたサンプルの一部を用いて、粗精製バクテ

リオシンの抗菌スペクトルを調べた。使用した指標菌を Table 3-1に示す。 
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3-2-7	 Sep-Pak Plus tC18によるバクテリオシンの粗精製 
前処理カラム Sep-Pak Plus tC18（Waters）を用いて、PUK6株の培養液上清の硫安沈
殿および透析によって得られたサンプルの粗精製を行った。 

 

【試薬】 
・A液：0.05% (v/v) TFA（トリフルオロ酢酸） 
・B液：0.05% (v/v) TFA含有アセトニトリル（CH3CN） 
 
【方法】 
あらかじめ、A液と B液を A/B=70/30、40/60、10/90の 3種類の比（v/v）で混合し
た。10 mL 容シリンジに 2 つ連結した Sep-Pak Plus tC18 のカードリッジをはめ、
A/B=10/90を 10 mL通し、カラムの洗浄を行った。以降、流速は全て 1.0 mL/min以下
で行った。A/B=70/30を 10 mL通し、カラムの平衡化を行った後、透析サンプルをア
プライした（透析後サンプルの抗菌活性値、タンパク質濃度などを考慮し、サンプル

アプライ量を決定した）。A/B=70/30、40/60を順に 10 mLカラムに通し吸着画分を溶
出させ、耐圧ビンに回収した。その後、A/B=10/90を 10 mL通しカラムを洗浄した。
回収した画分を凍結乾燥させ、A/B=70/30、A/B=40/60 および A/B=10/90 溶出画分を
それぞれ少量の 20 mMリン酸ナトリウム buffer（pH 5.0）で溶解した。このサンプル
を、L. sakei subsp. sakei JCM 1157Tを指標菌として、spot-on-lawn法によるバイオアッ
セイを行い（Appendix -2参照）、抗菌活性を測定した。 
 
3-2-8	 逆相高速液体クロマトグラフィー（RP-HPLC） 
	 Sep-Pak Plus tC18を用いた粗精製により得られた活性画分を凍結乾燥にて濃縮した
後、HPLCによる精製を行った。 
 
【使用した機器】 
・HPLC装置：PU-2080（日本分光） 
・検出器：UV-2070（日本分光） 
・カラム：Resource RPC（3 mL）（GE Healthcare） 
・フラクションコレクター：CHF100AA FRACTION COLLECTER （ADVANTEC） 
 
《検出》 
【試薬】 
・移動相 A：0.05% TFA in Water 
蒸留水 499.75 mLにトリフルオロ酢酸（TFA）0.25 mLをドラフト内で添加し、ス
ターラーで混合する。0.45 µm セルロースアセテート膜を用いて吸引ろ過を行い、
その後減圧下で 30～45 min脱気する。 
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・移動相 B：0.05% TFA in CH3CN 
アセトニトリル（CH3CN）499.75 mLに TFAを 0.25 mLをドラフト内で添加し、ス
ターラーで混合する。0.5 µm PTFEを用いて吸引ろ過を行い、その後減圧下で 15～
30 min脱気する。 

 
【条件】 
・流速：1.0 mL/min 
・吸光度：210 nm 
・グラジエント条件 

1st HPLC：60 minで A/B = 70/30から A/B = 40/60 
2nd HPLC：60 minで A/B = 70/30から A/B = 60/40 

 
【サンプル】 
・Sep-Pak Plus tC18クロマトグラフィーにおける A/B=40/60溶出画分を凍結乾燥後、

121 ˚C、20 min でオートクレーブ殺菌した少量の 20 mM リン酸ナトリウム buffer
（pH 5.0）に溶解したもの 

 
【方法】 
流路内を移動相で満たすために、まず A液、B液ともに流速 10 mL/minで約 5～10
分パージした。A/B = 70/30の割合でベースラインが安定するまで流速 1.0 mL/minで
流し、カラムの平衡化を行った。その後、0.45 µmのフィルターに通したサンプル 20 
µLをカラムにアプライし、60 minで B液が 30%から 60%となるグラジェント条件で
溶出させ、フラクションコレクターを用いて 60 secまたは 40 sec で 1フラクション
となるように分画した（1st HPLC）。採取したフラクションの抗菌活性を L. sakei subsp. 
sakei JCM 1157T を指標菌とした spot-on-lawn 法によるバイオアッセイ（Appendix-2）
により測定した。また、回収した活性フラクションの一部は、60 minで B液が 30%
から 40%となるようグラジェント条件を変更し、再び HPLCに供した（2nd HPLC）。 
 
3-2-9	 Tricine-SDS-PAGEおよびゲルのバイオアッセイ 

HPLCによって粗精製したサンプルを用いて、Tricine-SDS-PAGEおよびゲルバイオ
アッセイを行った（Appendix-2参照）。ゲルバイオアッセイ時の指標菌には、L. sakei 
subsp. sakei JCM 1157Tを用いた。 

 
3-2-10	 タンパク質の定量 

Quick Start Bradford Protein Assay（Bio-Rad）のマイクロアッセイ法によりタンパク
質濃度を求めた。 
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【試薬】 
・Quick Start BSA スタンダードセット 
（0.125、0.25、0.5、0.75、1、1.5、2 mg/mL） 
・Quick Start BSA プロテインアッセイ染色液 
 
【方法】 
	 定量を行うサンプルについて、20 mMリン酸 buffer（pH 5.0）を用いて 10, 100, 1,000
および 10,000倍希釈サンプルを調製した（50 µL）。ディスポセルにスタンダードある
いは、サンプルの希釈液を各 20 µL、染色液を各 1 mL加えて混和し、室温で 5 min以
上放置した後、595 nmにおける吸光度を測定した（ただし、1時間以内に測定）。こ
のとき、キット中の 1.5および 2.0 mg/mLのスタンダードを 10倍希釈して 0.15およ
び 0.2 mg/mLとし、これらもスタンダードとして使用した。スタンダードの吸光度の
結果から検量線を作成し、それをもとに各サンプルのタンパク質濃度を BSA 濃度と
して換算した。 
 
3-2-11	 構造解析 

PUK6株バクテリオシンの精製物についてアミノ酸配列分析および質量分析を行っ
た（共同研究者の九州大学大学院農学研究院生命機能科学部門システム生物工学講座

微生物工学研究室の善藤威史准教授に分析を依頼した）。 
 
【使用機器】 
・アミノ酸配列分析：PPSQ-31 gas phase automatic sequencer（島津製作所） 
・質量分析：JMS-T100LC mass spectrometer（日本電子） 
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3-3	 結果および考察 
 

L. plantarum PUK6 が生産するバクテリオシンの精製を進めるため、まず PUK6株
の培養条件を検討した。その結果、PUK6株は 150 mLのMRS培地を含む 300 mL容
三角フラスコにて 30 ̊ C、9 h培養したときに、その培養液上清は 3,200 AU/mLと、最
も高い抗菌活性を示した（data not shown）。そこで、この結果をもとに PUK6株の培
養を行った。500 mLの 0.5% CaCO3含有MRS培地を含む 1 L容三角フラスコ 4本（2 
L分）を用いて、30 ̊ C、9時間の振とう培養（90 strokes/min）を行った。このときの
培養液上清の抗菌活性は 100 AU/mL（総活性 200,000 AU）であった。培養条件検討
時に比べて培養液上清の抗菌活性が低下した原因として、培養液量が増えたことで菌

体の密度が低下し、クオラムセンシングによるバクテリオシン生産が減少したことや、

液量が増えたことによるフラスコ培地の温度上昇が緩やかとなり、培養 9時間では十
分な生産量に達しなかったことなどが考えられた。 
培養液上清に細かく粉砕した硫酸アンモニウムを 70%飽和（500 mLあたり 236 g）
となるように、撹拌しながら少しずつ添加して活性沈殿物を回収した。回収した沈殿

物を 20 mMリン酸ナトリウム buffer（pH 5.0）に対して透析を行い、その後、沈殿物
の完全な溶解およびバクテリオシンの凝集を解離させて単量体の状態にするために8 
M尿素-HClバッファー（pH 5.0）で透析した。透析チューブ内の沈殿が完全に溶解し
た時点で透析を完了した。このとき、約 20 mL透析サンプルを得た。また、この透析
サンプルの抗菌活性は、6,400 AU/mL（総活性 128,000 AU）であった。 
	 次に、この透析サンプルについて Sep-Pak Plus tC18 を用いて粗精製を行った。10 
mL容シリンジに 2つ連結した Sep-Pak Plus tC18のカードリッジを装置し、10 mL の
A/B=10/90でカラムの洗浄、10 mL の A/B=70/30でカラムの平衡化を行った。透析サ
ンプルを 500 µL アプライし、カラムに吸着させ、A/B=70/30、40/60 および 10/90 と
次第にアセトニトリル濃度を高めて吸着画分をステップワイズで溶出した。これを繰

り返し、透析サンプル全量の粗精製を行い、溶出したサンプルを濃縮するために凍結

乾燥した。その後、A/B=70/30溶出画分には夾雑タンパク質が多く含まれることから、
20 mMリン酸ナトリウム buffer（pH 5.0）を少しずつ加え、最終的に 3.5 mLに溶解し
た。A/B=40/60溶出画分は 0.8 mLの 20 mMリン酸ナトリウム buffer（pH 5.0）で溶解
した。これら粗精製後サンプルのバイオアッセイを行った結果、A/B=70/30 および
40/60での溶出画分において抗菌活性がみられた（Figs. 3-1 and 3-2）（A/B=70/30；抗
菌活性 1,600 AU/mL、総活性 5,600 AU、A/B=40/60；抗菌活性 204,800 AU/mL、総活
性 163,840 AU）。 
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Fig. 3-1	 Antimicrobial activity of the samples after Sep-Pak Plus tC18 eluted with 30% 
CH3CN containing 0.05% TFA. 
Cell suspension of L. sakei subsp.sakei JCM 1157T was overlaid on the gel. 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
Fig. 3-2	 Antimicrobial activity of the samples after Sep-Pak Plus tC18 eluted with 60% 
CH3CN containing 0.05% TFA. 
Cell suspension of L. sakei subsp. sakei JCM 1157T was overlaid on the gel. 

 
今回 A/B=70/30溶出画分を用いたバイオアッセイで抗菌活性が検出されたが、Sep-

Pak Plus tC18クロマトグラフィーのカラムは A/B=70/30を用いて平衡化しており、本
来は活性画分がカラムに吸着している画分である。これは硫安沈殿・透析後サンプル

の Sep-Pak Plus tC18クロマトグラフィーへ供する量（500 µL）が多すぎたことにより、
平衡化の段階でカラムに吸着できずに溶出してしまっていることが原因と考えられ

る。そこで本実験では、A/B=40/60溶出画分サンプルを活性画分とし、逆相 HPLCに
よる精製を進めた。Sep-Pak Plus tC18 の A/B=40/60 溶出画分を凍結乾燥させ、少量
（800 µL）の 20 mMリン酸ナトリウム buffer（pH 5.0）で溶解した。そのサンプルを
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20 µLアプライし、60 minで A/B = 70/30から A/B = 40/60となるグラジェント条件に
て逆相 HPLC を行った（1st HPLC）。その結果、複数のピークが検出された（Fig. 3-
3）。次に、このグラジェント条件で 40秒で 1 fraction となるように分取して Fraction 
1~7の 7つの画分に分けた。それぞれ回収これらの 7つの画分を凍結乾燥後、少量の
buffer で溶解し、バイオアッセイを行った。HPLC を用いて精製する場合には、検出
と各フラクションへの回収時間にタイムラグが生じるので、タイムラグを考慮し（52
秒）、Fraction 1～7を回収した。Fraction 1～7の溶出時間および溶出したアセトニトリ
ル濃度を Table 3-2に示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-3  Reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) of the 
crude bacteriocin (1st).  
The crude bacteriocin eluted with 60% acetonitrile by Sep-Pak Plus tC18 was injected into the resource RPC 

column and eluted with a linear gradient of 30%–60% solvent B in solvent A (solvent A, 0.05% TFA in 

distilled water; solvent B, 0.05% TFA in CH3CN) for 60 min at a flow rate of 1 mL/min. Two active fractions 

with antimicrobial activities were obtained (Fractions 1 and 4) and a indicated by arrows. 
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Table 3-2	 Elution time and acetonitrile concentration of each fraction when 
the crude bacteriocin obtaind from Sep-Pak Plus tC18 chromatography was 
subjected to HPLC (1st HPLC). 
Fraction Eluted time (sec) Concentration of solvent B (%) 
1 462～912 33.9～37.6 
2 912～1342 37.6～41.2 
3 1342～1522 41.2～42.7 
4 1732～1922 44.0～45.6 
5 1922～2142 46.0～47.8 
6 2272～3252 48.9～57.1 
7 3492～4032 59.1～63.6 

 
採取時のサンプルは、9回（20 µL、40 µL×2回、50 µL、70 µL×3回、75 µL×2回）
に分けてアプライし、その合計は 510 µLだった。採取したサンプルを凍結乾燥させ、 
200 µLの 20 mMリン酸ナトリウム buffer（pH 5.0）で溶解し、バイオアッセイを行っ
た結果、Fraction 1と Fraction 4にのみ抗菌活性が検出された（Fig. 3-4）。また、各画
分の Tricine SDS-PAGEおよびゲルバイオアッセイを行った結果から Fraction 1のバク
テリオシンの分子量は 6.1 kDa、Fraction 4のバクテリオシンの分子量は 4.1 kDaであ
ることがわかった（Fig. 3-5）。さらに、抗菌活性が検出された 2つのピークのバクテ
リオシンの相乗効果を調べるために、2つの活性 Fractionを等量混合したもの（混合
サンプル）のバイオアッセイを行ったが、Class IIbバクテリオシンに見られるような
抗菌活性の相乗効果を確認することはできなかった（data not shown）。これらのこと
から、PUK6株は 2分子ペプチドバクテリオシンではなく、少なくとも 2種類の異な
るバクテリオシンを生産していると推測された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 3-4  Antimicrobial activity of Fraction 1 and 4 obtained by 1st HPLC. 
Cell suspension of L. sakei subsp. sakei JCM 1157T was overlaid on the gel. 
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Fig. 3-5 Gel bioassay of of Fraction 1 and 4 obtained by 1st HPLC. 
M, Precision Plus Protein Dual Xtra Prestained Protein Standards (Bio-Rad); 1 and 2, Fractions 1 and 4 

obtained by RP-HPLC, respectively. The gel was overlaid with L. sakei subsp. sakei JCM 1157T as an 

indicator strain. 

 
また、Fraction 4のバクテリオシンについては、逆相 HPLC（1st）における活性ピ
ークが単一であったため（Fig. 3-3）、アミノ酸配列分析および質量分析を行った。
Fraction 4のバクテリオシンのアミノ酸配列は、AELTLLAGLQFSLGIANRQDQ、であ
り、21アミノ酸残基まで決定することができた。このアミノ酸配列の相同性検索を
行うと、既知バクテリオシンと相同性を示すものはなかったが、L. plantarum LZ95 
(ALV16217.1)が生産する機能不明タンパク質の一部と相同性を示した（data not 
shown）。さらに、Fraction 4には塩基性アミノ酸を多く含んでいることからも、Fraction 
4は、その機能不明タンパク質の分解物であり、その分解物が静菌作用を示したので
はないかと考えられた。 
一方、逆相 HPLC（1st）で抗菌活性を示した Fraction 1については複数のピークが
重なっていたので、グラジェントの勾配を穏やかにした逆相 HPLC（2nd）をさらに行
うことにした。まず、Fraction 1を全て回収後、凍結乾燥して 300 µLの 20 mMリン酸
ナトリウム buffer（pH 5.0）で溶解したものを、60 minで A/B = 70/30から A/B = 60/40
となるようなグラジェント条件で溶出させた。サンプルを数回に分けて（25 µL、50 
µL、100 µL）全量をアプライした。その結果、8つのピークが検出され、どのピーク
がバクテリオシンであるのかを調べるために、ピークごとに区分けし、フラクション

コレクターを用いて回収した（Fraction 1-A、-B、-C、-D、-E、-F、-G、-H）（Fig. 3-6）。
それぞれ回収し、バイオアッセイを行ったところ、全ての Fractionで抗菌活性がみら
れた（Table 3-3）。その中でも、最も高い抗菌活性を示した Fraction 1-H（1,600 AU/mL）、
次に高い抗菌活性を示した Fraction 1-D（800 AU/m L）、そして単一ピークで分画する
ことができた Fraction 1-G（400 AU/mL）を凍結乾燥後、アミノ酸配列分析および質量

2 
5 

10 
15 
20 
25 
37 
50 
75 

M      1       2       

Fraction 4 
Fraction 1 
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分析を行った。アミノ酸配列分析の結果、Fraction 1-Dは VSIAKSLQMGATAIKQVXKL 
FXKXG、Fraction 1-Gは(V/D)(F/L/P)(T/H)AK(L/S)ARGVRNN(K/L)(K/G)SAVGPADXVI 
SAVRGFIHL、Fraction 1-Hは GVPAMVLTLGIQILRQAKKHRKTIEWSPNWであった。
次に、これらのアミノ酸配列のBLASTによる相同性検索を行った結果、Fraction 1-D、
Fraction 1-G、Fraction 1-Hはそれぞれ plantaricin A10)（60.0%）、plantaricin F11)（78%）、
および plantaricin NC8β12)（63.3%）と相同性を示した。さらに、各フラクションの質
量分析の結果、Fraction 1-Dは 1502.21（2価）および 1001.85（3価）を検出したこと
から約 3,000 Daのバクテリオシンと推定された（Fig. 3-7）。Fraction 1-Gは不純物が
多く複数のピークが検出されたものの、1795.24や 1853.16（2価）を検出したことか
ら、約 3,700 Daのバクテリオシンであると推定された（Fig. 3-8）。加えて、Fraction 1-
Hの質量分析の結果、1334.75（3価）および 1001.33（4価）を検出し、約 4,000 Daの
バクテリオシンであると推定され（Fig. 3-9）、これらは plantaricin A、Fおよび NC8β
の推定分子量（2,985、3,702および 4,000）とほぼ一致した。Fraction 1-D、1-Gおよび
1-Hと plantaricin A、Fおよび NC8βのアミノ酸配列と比較したものを Fig. 3-10に示
した。以上より、plantaricin A、plantaricin Fおよび plantaricin NC8βの推定分子量と質
量分析の結果がほぼ一致することから、PUK6株はこれら 3つのバクテリオシン、あ
るいはその構造類似体を生産すると予想された。また、逆相 HPLC（2nd HPLC）で見
られた 8 つのピークのうち残りの 5 つのピーク（A、B、C、E、F）のいずれかは、
plantaricin Eまたは plantaricin NC8αである可能性が示唆された。しかしながら、一般
的に 2分子ペプチドバクテリオシンは 2分子の中央付近で水素結合や塩橋を形成し、
相互作用するという特徴があるため、精製過程でそれぞれのペプチドを分画すること

は難しい 13)。そこで、今後は推定アミノ酸配列を基にバクテリオシン遺伝子のクロー

ニングと分子解析を行うことが望ましい。 
Plantaricin Fおよび plantaricin NC8βは、2分子ペプチドからなるクラスⅡbバクテ
リオシン（plantaricin EFおよび plantaricin NC8）であることが知られている 11, 12)。ま

た、これまでに L. plantarum C11 が plantaricin A と plantaricin EF を生産し 11)、L. 

plantarum NC8が plantaricin NC8を生産する 14)ことがわかっている。Plantaricin Aは
抗菌活性をもつバクテリオシンであるとともに、バクテリオシン生合成関連遺伝子の

転写を促進する誘導物質であることも明らかとなっている 15)。このことから本研究

の L. plantarum PUK6のバクテリオシンも同様の生合成機構を有する可能性がある。 
PUK6株バクテリオシンの精製をまとめたものを Table 3-4に示す。培養液 2 Lから

Sep-Pak Plus tC18によるバクテリオシンの粗精製まで、活性回収率 25.6%、比活性 3.1
倍で粗精製することができた。しかしながら、PUK6株は複数のバクテリオシンを生
産することが明らかとなり、各バクテリオシン精製物の回収率および比活性は精製量

が少なく求めることはできなかった。また、PUK6株の培養液上清および硫安沈殿・
透析後の粗精製サンプルを用いて抗菌スペクトルを調べた結果、L. sakei subsp. sakei 

JCM 1157Tや Loigolactobacillus coryniformis subsp. coryniformis JCM 1164Tなどの近縁

種だけでなく、食品汚染菌の Bacillus subtilis subsp. subtilis JCM 1465T、Weizmannia 
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coagulans JCM 2257Tおよび Niallia circulans JCM 2504Tにも抗菌活性を示した（Table 
3-5）。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-6  Second RP-HPLC of Fraction 1 obtained from the first RP-HPLC.  
The bacteriocins were eluted with a linear gradient of 30%–40% solvent B in solvent A (solvent A, 0.05% 

TFA in distilled water; solvent B, 0.05% TFA in CH3CN) for 60 min at a flow rate of 1 mL/min. Three active 

peaks with high antimicrobial activities (peaks D, G, and H) were obtained. 

 

Table 3-3	 Antimicrobial activity of Fraction 1-
A, B, C, D, E, F, G and H 
Fraction 1 Antibacterial activity（AU/mL） 

-A 200 

-B 100 

-C 100 

-D 800 

-E 400 

-F 400 

-G 400 

-H 1600 

 

A B C D E F G H 

In
te

ns
ity

 (µ
V

) 
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Fig. 3-7	 ESI-TOF mass spectrum of Fraction 1-D 
 

Fig. 3-8	 ESI-TOF mass spectrum of Fraction 1-G  
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Fig. 3-9	 ESI-TOF mass spectrum of Fraction 1-H 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-10 Sequence comparison of Fractions 1-D, 1-G and 1-H obtained from 2nd HPLC 
with plantaricin A, plantaricin F, and plantaricin NC8β. 
 

(V/D)(F/L/P)(T/H)AK(L/S)ARGVRNN(K/L)(K/G)SAVGPADXVISAVRGFIHL 

 *    *        * *    * *******      *   ******* ********** 

 V    F        H AY   S ARGVRNN Y    K   SAVGPADWVISAVRGFIHG 

VSIAKSLQMGATAIKQVXKLFXKXG   

   * ************ *** * * 

   AYSLQMGATAIKQVKKLFKKWGW  

 

Fraction 1-D： 

Fraction 1-H： GVPAMVLTLGIQILRQAKKHRKTIEWSPNW   

 **  * **** **  * ******* * * 

SVPTSVYTLGIKILWSAYKHRKTIEKSFNKGFYH 

Fraction 1-G： 

plantaricin A： 

plantaricin F： 

 

plantaricin NC8β： 
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3-4 小括 
 
本章では、L. plantarum PUK6 が生産するバクテリオシンの精製と構造解析を行っ
た。 
	 まず、L. plantarum PUK6を 500 mLの 0.5% CaCO3含有MRS培地 4本（計 2 L）を
30 ̊ C、9 h培養した（100 strokes/min）。培養液上清を回収し、硫酸アンモニウムを 70%
飽和となるように添加し、氷上で緩やかに撹拌したのち、4 ̊ Cで一晩放置した。活性
沈殿物を遠心分離で回収後、20 mMリン酸ナトリウム buffer（pH 5.0）に対して透析
を行った。その後、沈殿物の完全な溶解およびバクテリオシンの凝集を解離させて単

量体の状態にするために外液を 8 M尿素-HCl（pH 5.0）に替えて透析を続けた。透析
チューブ内の沈殿が完全に溶解した時点で透析を終了し、約 13 mL の透析サンプル
を得た。また、この透析サンプルの抗菌活性は、6,400 AU/mL（総活性 83,200 AU）で
あった。その後、Sep-Pak Plus tC18を用いて粗精製を行った結果、60%アセトニトリ
ル溶出物の抗菌活性は 204,800 AU/mL、総活性 163,840 AUであった。次に、Sep-Pak 
Plus tC18による活性画分を用いて逆相HPLCを行った。一回目の逆相HPLC（1st HPLC）
では複数のピークが検出され、Fraction 1〜7の 7画分に分けた（Fig. 3-3）。各画分を
回収してバイオアッセイを行った結果、Fraction 1および Fraction 4に抗菌活性が検出
された（Fig. 3-5）。Fraction 4については単一ピークで精製できたため、アミノ酸配列
分析を行った。その結果、Fraction 4のアミノ酸配列は AELTLLAGLQFSLGIANRQDQ
であった。このアミノ酸配列の相同性検索を行ったが、既知バクテリオシンと相同性

を示すものはなく、L. plantarum LZ95（ALV16217.1）が生産する機能不明タンパク質
の一部と相同性を示した（data not shown）。Fraction 4は塩基性アミノ酸を多く含んで
いることから、機能不明タンパク質の分解物が静菌作用を示したと予想した。 
	 一方で、Fraction 1については逆相 HPLC（1st HPLC）において複数のピークが重な
っていたため（Fig. 3-5）、その画分を全て回収し、グラジェントの勾配を穏やかにし
て再び逆相 HPLCに供した（2nd HPLC）。その結果、Fraction 1はさらに A〜Hの 8つ
のピークに分けることができ（Fig. 3-5）、それぞれ回収してバイオアッセイを行った
ところ、全てのピークで抗菌活性が検出された。その中で、特に抗菌活性が高かった

Fraction 1-D、1-Gおよび 1-Hのアミノ酸配列分析を行った。その結果、Fraction 1-D、
1-G および 1-H は L. plantarum が生産する既知バクテリオシンの plantaricin A、
plantaricin Fおよび plantaricin NC8βとそれぞれ相同性を示した。このことと、質量分
析の結果から、PUK6株は、plantaricin A、plantaricin EFおよび plantaricin NC8あるい
はそれらの構造類似体の少なくとも 3 種類のバクテリオシンを生産することが明ら
かとなった。また、PUK6株の培養液上清および硫安沈殿・透析後の粗精製サンプル
を用いて抗菌スペクトルを調べた結果、PUK6株が生産するバクテリオシンは、近縁
種の他に食品汚染菌の Bacillus subtilis subsp. subtilis JCM 1465T、Weizmannia coagulans 

JCM 2257Tおよび Niallia circulans JCM 2504Tに対しても抗菌活性を示すことが明らか

となった。 
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  多成分バクテリオシンを生産する L. plantarumは複数報告されており、PUK6株の
ように発酵食品由来の株も多成分バクテリオシンを生産する 16–18)。すなわち、発酵期

間における高い保存性に、乳酸菌が生産するバクテリオシンが関与している可能性が

高い。そのため、発酵食品から分離した乳酸菌が生産するバクテリオシンを明らかに

することで、今後の食品微生物制御技術に新たな知見をもたらすことが期待される。 
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第四章 

 
 

Lactiplantibacillus plantarum PUK6が生産する 

バクテリオシンの生合成関連遺伝子群 

（pln locus）の同定および機能解析 
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4-1	 緒言 
 
	 ヒトにとって古くから身近な存在である乳酸菌が生産するバクテリオシンは、無味

無臭であること、ヒトの腸管内の消化酵素で容易に分解できること、食経験豊富な乳

酸菌が生産することから、安全性の高い天然の食品保存料として注目されている。バ

クテリオシンを食品保存料として安全かつ幅広く利用するためには、それらの抗菌作

用機序や性質、構造、生産機構等を明らかにしていく必要がある。例えば、現在食品

保存料として世界 50ヵ国以上で使用されているナイシン（nisin A）は、Lactococcus 
lactis のある株が生産するバクテリオシンであり、諸性質や抗菌作用機序、生合成機
構が明らかになっている 1)。さらに、ナイシンは医学分野においても応用が進んでお

り、従来の抗生物質との併用でグラム陰性菌をはじめとしたさまざまな細菌感染症予

防も可能であることが報告されている 2, 3)。他にも、Pediococcus acidilacticiが生産す
る pediocin PA-1/ACHや、Enterococcus属が生産する enterocinなど、乳酸菌が生産す
るバクテリオシンの食品への応用に関する研究が行われている 4)。このように、バク

テリオシンやバクテリオシン生産乳酸菌を食品保存へ応用するためにも、分子レベル

での解析が求められる。 
  Lactiplantibacillus plantarum は、漬物やワインなどの植物性発酵食品から多く分離
される乳酸菌であり、これらはプランタリシン（plantaricin）と呼ばれるバクテリオシ
ンを生産する。代表的なものとして、発酵キュウリから分離した L. plantarum C11が
生産する plantaricin A、JKおよび EF 5)、L. plantarum NC8が生産する plantaricin NC8
などが挙げられる 6)。これらをはじめとした多くの L. plantarum における plantaricin
生合成遺伝子群（pln locus）の分子解析および生合成機構の解明は進められているが、
未だ不明点も多い 7)。 
我々は、熊本県球磨地方に伝わる伝統的発酵食品の味噌漬け豆腐からバクテリオシ

ンを生産する L. plantarum PUK6を分離した 8)。第三章にて、この PUK6株が生産す
るバクテリオシンの精製と構造解析を行った結果、plantaricin A、plantaricin EFおよび
plantaricin NC8あるいはそれらの構造類似体の、少なくとも 3種類のバクテリオシン
を生産することを明らかにした。これらのバクテリオシンを同定し、生合成関連遺伝

子群を明らかにすることは、L. plantarum PUK6 の多成分バクテリオシンの生合成機
構の解明につながる。 
そこで本章では、PUK6 株ゲノム DNA を抽出し、遺伝子クローニング、プライマ
ーウォーキングにより PUK6 株が生産する多成分バクテリオシンの構造遺伝子を含
む生合成関連遺伝子群の塩基配列を決定すること、さらには各遺伝子の機能を解析す

ることを目的とした。 
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4-2	 実験操作 
 
4-2-1	 使用菌株およびプラスミド 
	 以下の菌株およびプラスミドを用いて研究を行った（Table 4-1）。 
 

Table 4-1  Strains and plasmids used in this study 
Strain or plasmid Relevant characteristics Reference or  

source 

Strains   

	 Lactiplantibacillus plantarum PUK6 Wild strain   

	 Escherichia coli DH5α Host for cloning and plasmid propagation, deoR, endA1, 

gyrA96,  
hsdR17 (rK

-mK
+), recA1, relA1, supE44, thi-1, Δ(lacZYA-

argFV169), Φ80ΔlacZΔM15, F-  

Clontech 

   

Plasmids   

	 T-vector pMD20 E. coli cloning vector, Apr, lacPOZ, SP promoter TaKaRa 

	 pUC118 HincII/BAP E. coli cloning vector, Apr , lacPOZ , lac promoter TaKaRa 

Apr, ampicillin resistance gene 

 

4-2-2 菌株の保存 
菌株の保存には、復元が容易な凍結保存法を用いた。E. coliでは、菌体が生育して
いる LB寒天平板培地（必要に応じて抗生物質含有）から、単コロニーを液体培地に
植菌し、最適温度で 12～18 時間振とう培養（120～150 strokes/min）を行った。その
培養液に、保護分散媒として 60%グリセロール水溶液（オートクレーブ殺菌済み）を
3：1 の割合で加え（終濃度 15%グリセロール水溶液）、セラムチューブ（滅菌済み）
に 0.5 mLずつ分注し、-80ºCで保存した。L. plantarum PUK6は MRS液体培地で 30 
˚C、18 h振とう培養を行った培養液に上記と同様の処理を行った。 
実験期間中の短期の保存には、E. coliでは、菌体が生育している寒天平板培地から
単コロニーを寒天平板培地に植菌後、37 ˚C で 12～36 時間培養を行い、4 ˚C で保存
し、3 週間毎に植え継ぎを行った。L. plantarum PUK6 では MRS 寒天平板培地で 30 
˚C、一晩培養後、4 ˚C で保存し 2 週間を目安に新しい培地に植え継いだ。詳細を
Appendix-2に示す。 
 

4-2-3	 Plantaricin A、EFおよび NC8様バクテリオシン構造遺伝子のクローニング 
	 L. plantarum PUK6のゲノム DNAを調製し（Appendix-2参照）、PCRクローニング
の鋳型に用いた。 
第三章より、PUK6株は、plantaricin A, EF および NC8様バクテリオシンを生産す
ることが明らかとなった。そこで、これらの遺伝子に特異的なプライマー（Table 4-2）
を用い、L. plantarum PUK6のゲノム DNAを鋳型にして、Ex Taq HS DNA Polymerase
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（TaKaRa）による PCRを行った（Tables 4-3 and 4-4）。特異的な増幅産物が確認でき
たサンプルについては QIAquick PCR Purification Kitを用いて精製後、T-vector pMD20
に挿入して Sambrookら 9)の方法により E. coli DH5αに形質転換した（Appendix-2参
照）。EmeraldAmp PCR Master Mix (TaKaRa)を用いたコロニーPCRによりインサート
のチェックを行い（Tables 4-5 and 4-6）、目的 DNAの挿入が期待されたコロニーから
プラスミドを抽出した（Appendix-2参照）。その後、GenomeLab GeXP Genetic Analysis 
System（BECKMAN COULTER, SCIEX）を用いて DNA の塩基配列を決定した

（Appendix-2参照）。 
 

Table 4-2	 Primers used for cloning of bacteriocin structural genes 

Gene Primer name Sequence (5′→3′) Reference 

plnA plnA-F GTACAGTACTAATGGGAG 10 

 plnA-R CTTACGCCATCTATACG  

plnEF plnEF-F GGCATAGTTAAAATTCCCCCC 11 

 plnEF-R CAGGTTGCCGCAAAAAAAG  

plNC8βα plnNC8-F GGTCTGCGTAAGCATCGC 12 

 plnNC8-R AATTGAACATATGGGTGCTTTAAATTCC  

 

Table 4-3	 Components of reaction mixture 
Components Volume (µL) Final concentration 
10 x Ex Taq buffer （Mg2+ plus） 5 1 x 
2.5 mM dNTPs 4 0.2 mM each（A,T,G,C） 
Forward primer（10 µM） 2.5 0.5 µM 
Reverse primer（10 µM） 2.5 0.5 µM 
Template DNA x <500 ng 
Ex Taq HS DNA Polymerase 0.25 2.5 unit/100 µL 
Sterilized water up to 50  

 

Table 4-4	 Thermal cycling condition 
 Temperature Time 
Preheat 	 94 ˚C 3 min 
Denature 	 98 ˚C 10 sec 
Anneal 	 55 ˚C 30 sec 
Extend 	 72 ˚C 1 min (to step 2 x 30) 
Cool 	  4 ˚C  ∞ 
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Table 4-5	 Components of reaction mixture for 10 colonies 
Components Volume（µL） 
EmeraldAmp PCR Master Mix（2 x Premix）（TaKaRa）                50 
Forward primer（10 µM） 	 	  2 
Reverse primer（10 µM） 	 	  2 
Sterilized water 46 
Total 100 

 
Table 4-6	 Thermal cycling condition 
 Temperature Time 
Preheat 	 94 ˚C 5 min 
Denature 	 98 ˚C 10 sec 
Anneal 	 55 ˚C 30 sec	 	    
Extend 	 72 ˚C 1 min (to step 2 x 35) 
Cool 	  4 ˚C  ∞ 

 
4-2-4	 Plantaricin A、EFおよび NC8様バクテリオシン構造遺伝子座の決定 
	 PUK6株が生産する 3種類のバクテリオシン（plantaricin A、EFおよび NC8あるい
はそれらの構造類似体）の遺伝子座を PCRを用いて決定することにした。L. plantarum 
PUK6 のゲノム DNA を鋳型とし、前項で用いたプライマーおよび Tks Gflex PCR 
polymerase（TaKaRa）を用いて PCRを行った（Tables 4-2, 4-7, 4-8 and 4-9）。アガロー
スゲル電気泳動により、特異的な増幅産物が確認できたサンプルについてはQIAquick 
PCR Purification Kitを用いて増幅産物を精製した。そして、Mighty Cloning Reagent Set 
<Blunt End> (TaKaRa)を用いた Bluting Kination反応後、pUC118 HincII/BAP に挿入し、
E. coli DH5αに形質転換した（Appendix-2参照）。コロニーPCRにより目的遺伝子の
導入が期待できたコロニーから DNA シークエンシング用のプラスミド抽出を行い、
塩基配列を決定した（Appendix-2参照）。 
 

Table 4-7	 Components of reaction mixture 
Components Volume（µL） Final concentration 
2 x Gflex PCR buffer（Mg2+, dNTP plus） 25 1 x 
Forward primer（10 µM） 1.5 0.2 µM 
Reverse primer（10 µM） 1.5 0.2 µM 
Template DNA X 100 ng 
Tks Gflex DNA Polymerase  1 2.5 unit/100 µL 
Sterilized water Up to 50  
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Table 4-8	  Thermal cycling condition 
 Temperature Time 
Preheat 	 94 ˚C 3 min 
Denature 	 98 ˚C 10 sec 
Anneal 	 55 ˚C 15 sec	 	    
Extend 	 68 ˚C 15 min (to step 2 x 30) 
Cool 	  4 ˚C  ∞ 

 
Table 4-9	  Thermal cycling condition 
 Temperature Time 
Preheat 	 94 ˚C 3 min 
Denature 	 98 ˚C 10 sec 
Extend 	 68 ˚C 15 min (to step 2 x 30)	   
Cool 	  4 ˚C  ∞ 

 

4-2-5	 PUK6株のバクテリオシン生合成関連遺伝子群（pln locus）のクローニング  
  本章 4-2-4の結果より、PUK6株は L. plantarumの 8P-A3株および J51株と同様の
遺伝子クラスターを有していることがわかった。そこで、これらの株やその他の L. 
planatrumに共通する遺伝子の塩基配列をもとに設計したプライマー（Table 4-10）お
よび PrimeSTAR HS DNA Polymerase（TaKaRa）、Ex Taq HS DNA Polymerase（TaKaRa）
または Tks Gflex DNA Polymerase（TaKaRa）を用いて、PUK6株ゲノム DNAの PCR
を行った（Tables 4-11, 4-12, 4-13, 4-14, 4-15, 4-16, 4-17 and 4-18）。得られた増幅産物を
QIAquick PCR Purification Kit を用いて精製し、Mighty TA-cloning Reagent Set for 
PrimeSTAR（TaKaRa）を用いて dAを付加、あるいはMighty Cloning Reagent Set <Blunt 
End> (TaKaRa)を用いた Bluting Kination 反応後、T-vector pMD20 または pUC118 
HincII/BAP に挿入し、E. coli DH5αを形質転換した（Appendix-2参照）。コロニーPCR
により目的 DNAの挿入が期待されたコロニーからプラスミドを抽出し、塩基配列を
決定した（Appendix-2参照）。 
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Table 4-10  Primers used in this study 
Gene Primer name Sequence (5′→3′) Reference 

plnA plnA-F GTACAGTACTAATGGGAG 11 

 plnA-R CTTACGCCATCTATACG 11 

plnEF plnEF-F GGCATAGTTAAAATTCCCCCC 13 

 plnEF-R CAGGTTGCCGCAAAAAAAG 13 

plNC8βα plNC8-F GGTCTGCGTAAGCATCGC 14 

 plNC8-R AATTGAACATATGGGTGCTTTAAATTCC 14 

 C18 CCAAGTTATGGAGCTCTTGGGGATATTATC This study 

brnQ1 brnQ1-F ATGCTCTTTGGGATGTTTTT 13 

napA1 napA1-F CGGTCAGGTGACTGCAACAC 15 

plnG plnG-F TTACAAGGGGTCAGCTATCGTT 15 

 plnG-R TCAGTAATTGCATCCAGTCCAC 15 

plnW P22 GATGAAATGTTACAGAAGAATTTA This study 

 plnW-R GTGTCATCGCTACCGGATTT 15 

helD C34 TTACTTCTTAGACACCTATGAACAAT This study 

 
Table 4-11	 Components of reaction mixture 

 

Table 4-12	 Components of reaction mixture 

Components Volume (µL) Final concentration 
10 x Ex Taq buffer（Mg2+ plus） 5 1 x 
2.5 mM dNTPs 4 0.2 mM each（A,T,G,C） 
Foward primer（10 µM） 2.5 0.5 µM 
Reverse primer（10 µM） 2.5 0.5 µM 
Template DNA x <500 ng 
Ex Taq HS DNA Polymerase 0.25 2.5 unit/100 µL 
Sterilized water up to 50  

 

Components Volume（µL） Final concentration 
5 x PrimeSTAR PCR buffer（Mg2+ plus） 	  10 1 x 
2.5 mM dNTPs 	 	 4 0.2 mM each（A,T,G,C） 
Foward primer（10 µM） 1.5 0.2～0.3 µM 
Reverse primer（10 µM） 1.5 0.2～0.3 µM 
Template DNA 	 	 x <100 ng 
PrimeSTAR HS DNA Polymerase 0.5 1.25 unit/50 µL 
Sterilized water up to 50  
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Table 4-13	 Components of reaction mixture 

 

Table 4-14	 Thermal cycling condition 
 

 

 

 

 

 

 

Table 4-15	 Thermal cycling condition 
 Temperature Time 
Preheat 	 94 ˚C 3 min 
Denature 	 98 ˚C 10 sec 
Anneal 	 50 ˚C 30 sec	 	    
Extend 	 72 ˚C 1 min (to step 2 x 30) 
Cool 	  4 ˚C  ∞ 

 

Table 4-16	 Thermal cycling condition 
 Temperature Time 
Preheat 	 94 ˚C 3 min 
Denature 	 98 ˚C 10 sec 
Anneal 	 55 ˚C 15 sec	 	    
Extend 	 72 ˚C 6 min (to step 2 x 30) 
Cool 	  4 ˚C  ∞ 

 

 

 

 

 

Components Volume（µL） Final concentration 
2 x Gflex PCR buffer（Mg2+, dNTP plus） 25 1 x 
Foward primer（10 µM） 1.5 0.2～0.3 µM 
Reverse primer（10 µM） 1.5 0.2～0.3 µM 
Template DNA x <100 ng 
Tks Gflex DNA Polymerase  1 2.5 unit/100 µL 
Sterilized water up to 50  

 Temperature Time 
Preheat 	 94 ˚C 3 min 
Denature 	 98 ˚C 10 sec 
Anneal 	 55 ˚C 15 sec	 	    
Extend 	 72 ˚C 3 min (to step 2 x 30) 
Cool 	  4 ˚C  ∞ 
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Table 4-17	 Thermal cycling condition 
 Temperature Time 
Preheat 	 94 ˚C 3 min 
Denature 	 98 ˚C 10 sec 
Anneal 	 55 ˚C 15 sec	 	    
Extend 	 68 ˚C 4 min (to step 2 x 30) 
Cool 	  4 ˚C  ∞ 

 

Table 4-18	 Thermal cycling condition 
 Temperature Time 
Preheat 	 94 ˚C 3 min 
Denature 	 98 ˚C 10 sec 
Anneal 	 55 ˚C 15 sec	 	    
Extend 	 72 ˚C 4 min (to step 2 x 30) 
Cool 	  4 ˚C  ∞ 

 

4-2-6	 プライマーウォーキング  
  PUK6株の pln locusの全塩基配列を決定するために、前項で作製したクローンの塩
基配列を決定した。その際、インサートの全長を一度の DNAシークエンシングで明
らかにできなかったので、明らかにした塩基配列を基に新たにプライマーを作製し、

この作業を繰り返すことで各クローンの目的とする部分の全塩基配列を決定するプ

ライマーウォーキングを行った。使用したプライマーを以下に示す（Tables 4-19 and 
4-20）。 
 
Table 4-19	 Primers used in this study (sense strand) 

Primer Sequence 

PUK6pln-P1 5’-GTTTAAATTAGTGACGACAAGC-3’ 

PUK6pln-P2 5’-AGCTATCTTGGATGACACTACAT-3’ 

PUK6pln-P3 5’-ATGAGAATGGTAATACACTATCA-3’ 

PUK6pln-P4 5’-TTAGTCGTATTTAAAATTAGTGACAA-3’ 

PUK6pln-P5 5’-AATAAGCAATTAAATGATTATCTTAA-3’ 

PUK6pln-P6 5’-AAGGGTCAAAAGCTATTAGTTTATA-3’ 

PUK6pln-P7 5’-AATTAATATTTAATTGATAAGCAACAA-3’ 

PUK6pln-P8 5’-AATAAGTGTTTCCAATTTATTTATTA-3’ 

PUK6pln-P9 5’-ATATTGATAGCTTAACGACACAAT-3’ 

PUK6pln-P10 5’-TTGCATATTTATTAGAAGAAAACAT-3’ 

PUK6pln-P11 5’-TTCCAGGTAATTTAAATAGTTTTGA-3’ 
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Table 4-20	 Primers used in this study (antisense strand) 

PUK6pln-P12 5’-ATCACGAATGGTTTTGTAATCTA-3’ 

PUK6pln-P13 5’-TTAACGTCAAATACCAATGTTAG-3’ 

PUK6pln-P14.2 5’-GATTATTAAGGACATCAATGTAGTA-3’ 

PUK6pln-P15 5’-GGATTTATTCCAAGCTTATTAAA-3’ 

PUK6pln-P16 5’-ATTAAAACATAAGAATTAGTTTATCCA-3’ 

PUK6pln-P17 5’-ATAGATTGCGAAAACTACAATAA-3’ 

PUK6pln-P18 5’-CTAAACTAATTATTCCAGCTGTAA-3’ 

PUK6pln-P19 5’-AATTTGTTGATTATCTACGTAAGA-3’ 

PUK6pln-P20 5’-ATCGATATTTTAACACTCAAGTATAA-3’ 

PUK6pln-P21 5’-AGACTAACTGTTCATGTATTCACTAA-3’ 

PUK6pln-P22 5’-GATGAAATGTTACAGAAGAATTTA-3’ 

PUK6pln-P23 5’-ATAATTGAAATTGTAGTGCTACAA-3’ 

PUK6pln-P24 5’-ATAGTGGAAATTTTATGTTGATT-3’ 

PUK6pln-P25 5’-TATTGGTAATTTATTGGATAATG-3’ 

PUK6pln-P26 5’-TAATGTCTGTTAATTATACCAATC-3’ 

PUK6pln-P27 5’-ACATTCATCAAATATTGATTGATA-3’ 

PUK6pln-P28 5’-ATAATTAAATAGATACCGATACTTAATAAT-3’ 

PUK6pln-P29 5’-GTATTCTTCAGTTATCGCTACAAT-3’ 

PUK6pln-P30 5’-TAGGTGTTATATTAAGAGCATAGAAA-3’ 

PUK6pln-P31 5’-TATTTATTAGCTTACTCATTGATTT-3’ 

PUK6pln-P32 5’-CTAAATTTCCTAAAATCAGTTATC-3’ 

PUK6pln-P33 5’-ATTTAACGACTTTAGTTCAAACG-3’ 

PUK6pln-P34 5’-ACTACTTAACTGGGTCCATTTAA-3’ 

PUK6pln-P35 5’-AACTATTATGGCGATTATTATTTGTTTAGC-3’ 

PUK6pln-P36 5’-TTACGTCTTGTCAGACCAATAT-3’ 

PUK6pln-P37 5’-CTATATATGAAATTTTGCACAGATA-3’ 

PUK6pln-P38 5’-CTAAATCTTTAGTTAGTACGGCAA-3’ 

Primer Sequence 

PUK6pln-C1 5’-GCAAAAATAGCACTAAAAAATTC-3’ 

PUK6pln-C2 5’-AATCGTCAAATTAACATCATCTAA-3’ 

PUK6pln-C3 5’-ACCGTTATCCAGTTATACTTGAGT-3’ 

PUK6pln-C4 5’-ATCTATTTCCAATAATAAATTGAAT-3’ 

PUK6pln-C5 5’-TAATCCAAAAAAGTGTCATATTCT-3’ 

PUK6pln-C6 5’-TTTGTGCACACTAATGTTAATAA-3’ 
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PUK6pln-C7 5’-CTTATTATCGCAAACACAACTAA-3’ 

PUK6pln-C8 5’-CACCAATTATTAAGTATCGGTATCTA-3’ 

PUK6pln-C9 5’-GATAATTACGGTGATTATACTGATT-3’ 

PUK6pln-C10 5’-AAATAATTACTATGACGATTGAACT-3’ 

PUK6pln-C11 5’-TGCTCAGCCTTTTTAGTTTATAT-3’ 

PUK6pln-C12 5’-TTTATAATAATCAAACCAAGTCACC-3’ 

PUK6pln-C13 5’-TTTATACTTCTAAAGACGTCGATAGA-3’ 

PUK6pln-C14 5’-ACTAAGTAGTAACAACGTTTTTGA-3’ 

PUK6pln-C15 5’-CTTAGCGACATACTCATTAAAAA-3’ 

PUK6pln-C16 5’-ATTGGTTGATAGATTTTTCTAGTT-3’ 

PUK6pln-C17 5’-GAATAATTAGTAATGTTGAAAAATTT-3’ 

PUK6pln-C18 5’-TAATTGCTTTCTATAGCTTTAATATAA-3’ 

PUK6pln-C19 5’-GAACTCAGCAACCCTTATTAATA-3’ 

PUK6pln-C20 5’-TTAATTCCACTTGAGATTTGAT-3’ 

PUK6pln-C21 5’-TATTATCGTACAATAATTTACCGATA-3’ 

PUK6pln-C22 5’-ATCTCAAAACAAGATACTACGATT-3’ 

PUK6pln-C23 5’-TAAACTGCTCATATCAATATTCACT-3’ 

PUK6pln-C24 5’-TTAGAATTCATAACATTATTCATTAA-3’ 

PUK6pln-C25.2 5’-ATTTAATTGACTTTCATTATGAATT-3’ 

PUK6pln-C26 5’-CAATATCTCATTCTTCAGATGCT-3’ 

PUK6pln-C27 5’-AATAATTTCAATACCAATGAATAAAT-3’ 

PUK6pln-C28 5’-ACCAAAATAATATCCGAATAGTAA-3’ 

PUK6pln-C29 5’-CAATCATGATACTCAACAGAAT-3’ 

PUK6pln-C30 5’-AAAGTCTTACCATCTATCATACAC-3’ 

PUK6pln-C31 5’-CATCTATCATACACCTTTAGTCCT-3’ 

PUK6pln-C32 5’-ATAACTGATTTTAGGAAATTTAGC-3’ 

PUK6pln-C33 5’-ATTACTGATAAATCAGTGAATTTG-3’ 

PUK6pln-C34 5’-TTACTTCTTAGACACCTATGAACAAT-3’ 

PUK6pln-C35 5’-ATTACGTTGAATAAGAGCTACC-3’ 

PUK6pln-C36 5’-ATCTTATATACGATTGCGTCAC-3’ 

PUK6pln-C37 5’-ACACGAATATCATGCTTAGATAATA-3’ 

PUK6pln-C38 5’-AAGCTAACTAACAGTGTAAACCAA-3’ 
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4-2-7	 pln locus上遺伝子の機能解析 
	 前項で決定した塩基配列を元に BLAST検索を行い、相同性の高い他の L. plantarum
の株のゲノム情報を入手した。さらに機能について明らかになっていない遺伝子につ

いては、データベースによるその塩基配列由来の推定アミノ酸配列に基づいた機能解

析を行った。 
 
【使用データベース】 

 
 
 
 
 
 
 

・BLAST （https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi） 
 （NCBI : National Center for Biotechnology information） 
・InterPRO （https://www.ebi.ac.uk/interpro/） 
 （EBI : European Bioinformatics Institute） 
・Phobius （http://phobius.cgb.ki.se/） 
 （SBC : Stockholm Bioinformatics Center） 
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4-3 結果および考察 
 
4-3-1	 Plantaricin A、EFおよび NC8様バクテリオシン構造遺伝子の塩基配列の決定 
	 第三章にて、L. plantarum PUK6は plantaricin A、plantaricin EFおよび plantaricin NC8
あるいはその構造類似体を生産していると考えられた。そこで、これらの構造遺伝子

に特異的なプライマーを用いて PCR を行ったところ、それぞれ特異的増幅産物が得
られた（Fig. 4-1）。次に、得られた PCR増幅産物をベクターにクローニング後、DNA
シークエンシングを行い、塩基配列を決定した。BLAST 検索したところ、塩基配列
を明らかにした範囲において、各増幅産物の塩基配列は plantaricin A、plantaricin EF
および plantaricin NC8とアミノ酸レベルで 100%一致した。このことから、L. plantarum 
PUK6が生産するバクテリオシンは plantaricin A、plantaricin EFおよび plantaricin NC8
と同一である可能性が高いと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4-1 Electrophoresis of PCR using the primers specific for the structural genes of  
plantaricins A, EF and NC8 

Agarose gel electorophoresis of PCR products with the primers specific for plantaricins A (lane 1), EF (lane 2), and NC8 

(lane3). The genomic DNA of L. plantarum PUK6 was used as a template. M, 100 bp DNA ladder marker. 

 
4-3-2	 Plantaricin A、EFおよび NC8様バクテリオシン構造遺伝子座の決定 
	 L. plantarum PUK6は plantaricin A、plantaricin EFおよび plantaricin NC8を生産する
ことが予想された。そこで、これら各バクテリオシンの構造遺伝子座を決定するため

に、PUK6株ゲノム DNAを用いた PCRクローニングを行った。まず、以下に示す 8
つの仮説（Fig. 4-2）を立て、各バクテリオシン構造遺伝子に特異的なプライマーの組
合せを考えた（Table 4-21）。 

2 1 M 

500 

1,000 
1,500 

(bp) 

200 

3 

100 



 67 

Fig. 4-2  Hypothesis of putative plantaricins structural genes locus  
in L. plantarum PUK6 

 

Table 4-21 Combination of the primers 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

PUK6株のゲノム DNAを鋳型とし、Table 4-21に示したプライマーの組み合わせに
て PCRを試みた結果、Fig. 4-2の仮説の（2）および（6）にて、それぞれ約 10 kbお
よび約 4 kbの特異的増幅が見られた（Fig. 4-3）。 

  

(1) plNC8-F plnEF-R 

(2) plNC8-F plnEF-F 

(3) plNC8-R plnFF-F 

(4) plNC8-R plnEF-R 

(5) plnA-F plnEF-R 

(6) plnA-F plnEF-F 

(7) plnA-R plnEF-F 

(8) plnA-R plnEF-R 

plNC8βα plnEF

plNC8βαplnEF

plNC8βα plnEF

plNC8βαplnEF

plnA plnEF plnA plnEF

plnAplnEF plnAplnEF

(1) (2)

(3) (4)

(5) (6)
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Fig. 4-3	 Location and orientation of plantaricin structural genes on pln 
locus in L. plantarum PUK6 by PCR analysis 

M, Loading Quick λ/HindIII marker; (2), The product amplified by PCR with plnNC8-F and plnEF-F; (6), The product 

amplified by PCR with plnA-F and plnEF-F. 

 
	 以上の結果より、PUK6 株の生産する 3 種類のバクテリオシンの構造遺伝子は、
plNC8βα、plnA、plnFおよび plnEの並びで Fig. 4-4のように位置していると考えられ
た。また、各バクテリオシン構造遺伝子の位置や相同性から、PUK6株のバクテリオ
シン遺伝子は、L. plantarum J51および 8P-A3と同様の遺伝子クラスターを有してい
ると予想された 15, 16)（Fig. 4-4）。 

 

Fig. 4-4	 Putative plantaricin structural gene locus in L. plantarum PUK6 
 

 

 

plNC8βα plnA plnFE

4,485 bp

●pln locus in L. plantarum strains J51 and 8P-A3
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4-3-3	 PUK6株のバクテリオシン生合成関連遺伝子群（pln locus）の決定 
	 前項において明らかにした遺伝子の塩基配列や構造遺伝子の位置関係から、PUK6
株の plantaricin生合成関連遺伝子群（pln locus）は、L. plantarumの J51株および 8P-
A3株と同様の遺伝子クラスターを有していると考えられた 15, 16)。そこで、これらの

pln locusと同様あるいは類似の pln locusを有する L. plantarumに共通する遺伝子であ
る、brnQ1、napA1、plnG、plnWおよび D-helicase遺伝子を選択し、その遺伝子に特異
的なプライマーを設計した（Fig. 4-5）。 
 

 

Fig. 4-5	 pln loci in L. plantarum11) 
 
	 まず、これら遺伝子と、これまでに明らかにした構造遺伝子に特異的なプライマー

を用いて、さらに PCRクローニングを行った（Figs. 4-6 and 4-7, and Table 4-22）。 
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Fig. 4-6	  Specific genes and PCR fragments on pln locus in L. plantarum PUK6 

 

Table 4-22	 PCR condition 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-7 PCR analyses of the pln locus 

The products amplified by PCR with the primer sets. (1), The product amplified by PCR with brnQ1-F and PUK6pln-C18; 

(2), The product amplified by PCR with napA1-F and plNC8-R; (3), The product amplified by PCR with plnNC8α-f2 and 

plnA-R; (4), The product amplified by PCR with plnA-F(I-UL4) and plnG-R; (5), The product amplified by PCR with plnG-

F and plnW-R; (6), The product amplified by PCR with PUK6pln-P22 and PUK6pln-C34; M, Loading Quick λ/HindIII marker. 
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No. Sense Antisense Components Cycling condition 

(1) brnQ1-F PUK6pln-C18 Table 4-11 Table 4-14 

(2) napA1-F plNC8-R Table 4-12 Table 4-15 

(3) plnNC8α-f2 plnA-R Table 4-11 Table 4-16 

(4) plnA-F(I-UL4) plnG-R Table 4-13 Table 4-17 

(5) plnG-F plnW-R Table 4-13 Table 4-17 
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	 次に、得られた PCR増幅産物を精製し、pUC118HincII/BAPまたは T vector-pMD20
にクローニングした。以降、作製したクローンを用いて DNAシークエンシングを行
った。さらに、明らかにした塩基配列を基に新たにプライマーを作製し（Tables 4-19 
and 4-20）、プライマーウォーキングを行った。その結果、21,847 bpの plantaricin生合
成関連遺伝子群（pln locus）の塩基配列を決定した（Fig. 4-8）（accession no. LC666911 
in EMBL, GenBank and DDBJ databases）。また、PUK6株の pln locusの塩基配列は、L. 
plantarumの J51株および 8P-A3株の pln locusの塩基配列と 99%の相同性を有してい
た。 
 

 

Fig. 4-8	  pln locus in L. plantarum PUK6 
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4-3-4	 pln locus上遺伝子の機能解析 
前項で明らかにした pln locus上に存在する遺伝子について、BLAST検索による機
能解析を行った。その結果、PUK6 株は L. plantarum の J51 株および 8P-A3 株の pln 
locus と 99%の相同性を示した。そこで、これらの株のゲノム情報を基に、各遺伝子
の機能を決定・推定した（Table 4-23）。 
 

Table 4-23	  Gene function on the pln locus in L. plantarum PUK6 

Gene Designation 
brnQ1 branched-chain amino acid transport protein 
napA1-like putative cation:proton antiporter 
plNC8β plantaricin NC8 beta peptide precursor 
plNC8α plantaricin NC8 alpha peptide precursor 
plNC8c putative immunity protein (plantaricin NC8) 
orf1 two-peptide bacteriocin precursor (plantaricin PUK6) 
orf2 two-peptide bacteriocin precursor (plantaricin PUK6) 
orf3 putative immunity protein 
orf4 hypothetical protein 
plnR-like putative plantaricin biosynthesis protein PlnR 
plnL bacteriocin immunity protein 
orf5 hypothetical protein 
plnQ plantaricin biosynthesis protein PlnQ 
plnA plantaricin A precursor 
plnB histidine protein kinase PlnB 
plnC response regulator PlnC 
plnD response regulator PlnD 
plnI immunity protein PlnI 
plnF two-peptide bacteriocin plantaricin EF subunit PlnF 
plnE two-peptide bacteriocin plantaricin EF subunit PlnE 
plnG peptide cleavage/export ABC transporter PlnG 
plnH bacteriocin secretion accessory protein PlnH 
plnS plantaricin biosynthesis protein PlnS 
plnT integral membrane protein PlnT (protease CAAX family) 
plnU integral membrane protein PlnU (protease CAAX family) 
plnV integral membrane protein PlnV (protease CAAX family) 
plnW integral membrane protein PlnW (protease CAAX family) 
orf6 hypothetical protein 
helD DNA helicase gene (AAA family ATPase) 
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その結果、PUK6株は既知バクテリオシンである plantaricin A、plantaricin EFおよび
plantaricin NC8を生産することがわかり 10–12)、さらに pln locus上に 29の遺伝子を見
出した。このうち、plNC8βαc、plnLR-like、plnABCD、plnEFI、plnGHSTUVWはバクテ
リオシン生合成に関連する 5つの推定オペロンであった。plNC8βαcと plnEFIは 2分
子ペプチドバクテリオシンと関連する免疫タンパク質をコードする。また、plnABCD
は二成分調節系に関係し、plnA はバクテリオシンかつ他のバクテリオシン遺伝子の
転写を誘導するフェロモンである plantaricin A、plnB はヒスチジンキナーゼ、plnCD
はレスポンスレギュレーターをコードする。リン酸化された PlnCDは、pln locus上に
存在する複数のオペロンの転写を促進または抑制する 7)。なお、plnB および plnDに
ついては、開始コドンが TTGであり、plnCの開始コドンは GTGである。これは、原
核生物の開始コドンの多様性によるものであり、まれに見られる配列である 17)。

plnGHSTUVW は、バクテリオシン輸送遺伝子および免疫タンパク質遺伝子と推定さ

れる 11)。菌体内で生成したバクテリオシン前駆体は、PlnG/H によってリーダー配列
部分が切断され、活性型バクテリオシンとして菌体外に排出（分泌）されることが推

測されているが、未だこの機能は完全には解明されていない 18)。plnJR-like は、L. 
plantarumの C11、WCFS1、99および V90株の pln locus上に存在する 2分子ペプチ
ドバクテリオシン遺伝子とその免疫タンパク質遺伝子のオペロンである plnJKLR の
一部であり 11)、PUK6 株だけでなく J51 株と 8P- A3 株においても、plnJK の一部と
plnRの一部が欠損している 16)。また、J51株の napA1と相同性 99%を示した遺伝子が
PUK6株の pln locus上に存在するが、遺伝子の途中に終止コドンが存在していたこと
から、活性型として発現していない可能性が考えられる（napA1-like）。さらに、pln locus
上に機能不明の 6つの orfを見出した。そこで、InterPROを用いて、これら 6つの遺
伝子の推定翻訳産物の機能解析を行った。その結果、Orf1 は ComC protein family、
Orf2は Bacteriocin class IIb protein familyに属していることが明らかになり、2分子ペ
プチドバクテリオシンである可能性が示唆された。さらに、Orf3については、膜貫通
領域のドメインが検出された。そこで、Phobius（https://phobius.sbc.su.se）を用いて、
詳細な膜貫通領域解析を行った（Fig. 4-9）。 
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Fig. 4-9 Transmembrane region analysis of the putative translational product  
of from orf3 using Phobius 

 
その結果、1番目のアミノ酸が N領域（正電荷アミノ酸）、2-13域が H領域（疎水
性アミノ酸）、14-18域に C領域（シグナル配列）が存在し、また、28-58残基が膜貫
通領域であった。このことから、Orf3は細胞膜上に存在していることが示唆された。
PlNC8c（plantaricin NC8の免疫タンパク質）や PlnI（plantaricin EFの免疫タンパク質）
など、多くの免疫機能（自己耐性機能）を司るペプチドは細胞膜上に存在している。

このことから、Orf3は細胞膜上に存在し、免疫タンパク質として機能していると予想
された。また、Navarroらにより、J51株における orf3、orf4および orf5はバクテリオ
シンおよびその免疫タンパク質遺伝子としてオペロンを形成していることが推察さ

れている 16)（Fig. 4-10）。 

Fig. 4-10 pln locus in L. plantarum J5117) 
 

J51株の orf3、orf4および orf5と PUK6株の orf1、orf2および orf3は 100%の相同
性であり、同一の機能をもつ遺伝子と考えられる。すなわち、PUK6株においてもこ
れらの遺伝子はオペロンを形成していると推測される。また、PUK6 株の orf4、orf5
および orf6については、それらの機能は不明のままであった。 
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4-4	 小括 
 
	 本章では、PUK6株が生産する多成分バクテリオシンおよびその生合成関連遺伝子
群（pln locus）上に存在する遺伝子を明らかにするために、PCRクローニングとそれ
らの遺伝子解析を行った。第三章において PUK6株は plantaricin A、plantaricin EFお
よび plantaricin NC8あるいはその構造類似体を生産することが示唆された。そこで、
これらの構造遺伝子に特異的なプライマーを用いた PCR クローニングを行い、得ら
れた増幅産物の塩基配列を決定した結果、塩基配列を明らかにした範囲において、

plantaricin A、plantaricin EFおよび plantaricin NC8とアミノ酸レベルで 100%一致した。
このことから、PUK6株は plantaricin A、plantaricin EFおよび plantaricin NC8を生産す
ると予想した。そこで、次にこれら 3種類の構造遺伝子に特異的なプライマーをさま
ざまな組み合わせで PCRを行い、各構造遺伝子の位置を明らかにした結果、PUK6株
のゲノム上には、上流から plnNC8、plnA、plnEF（逆向き）で存在することが明らか
になった。また、これらのバクテリオシン遺伝子の位置や相同性から、PUK6株のバ
クテリオシン生合成関連遺伝子群（pln locus）は、L. plantarum の J51株および 8P-A3
株と同様の pln locusを有すると予想した。 
次に、PUK6 株の pln locus の全塩基配列を決定し、遺伝子解析を行った。まず、

PUK6株と類似の pln locusを有していると考えられた他の L. plantarumに共通する遺
伝子に特異的なプライマーを設計し、それらを用いて PUK6株ゲノム DNAの PCRク
ローニングを行った。得られた 6 つのクローンを用いて、DNA シークエンシングお
よびプライマーウォーキングを行い、PUK6株の pln locus（21,847 bp）の全塩基配列
を決定した（accession no. LC666911 in EMBL, GenBank and DDBJ databases）。得られた
塩基配列の BLAST検索を行い、29遺伝子を見出し、それらの機能を解析した。その
結果、PUK6 株の pln locus 上に既知バクテリオシンである plantaricin A、EF および
NC8をコードする遺伝子（plnA、plnEF、plnNC8βα）およびバクテリオシン免疫タン
パク質遺伝子（plnNC8c、plnI）を見出し、その他にも多成分バクテリオシンの生合成
関連遺伝子を見出した。また、pln locus上に機能不明の 6つの orf（open reading frame : 
機能不明遺伝子）を見出し、InterPROを用いて機能解析を行った。その結果、Orf1は
シグナルペプチド、Orf2は class IIbバクテリオシンのペプチドファミリーに属してお
り、2分子ペプチドバクテリオシンの可能性が考えられた。Orf3については InterPRO
により膜貫通領域が検出されたため、Phobius により詳細に解析した結果、シグナル
配列および膜貫通領域をもつことが明らかとなり、免疫タンパク質の可能性が示唆さ

れた。さらにこれら 3つの orfsは、オペロンを形成していることが予想された。しか
しながら、未だ機能が明らかになっていない遺伝子が複数存在しており、これらにつ

いても異種発現や遺伝子破壊株を作製することで推定バクテリオシンの抗菌活性と

の関連、あるいは今回までに明らかにされたバクテリオシンの生産性との関連を調べ

ていく必要がある。これにより、PUK6株の多成分バクテリオシン生合成メカニズム
を詳細に明らかにしていくとともに、乳酸菌の有用物質生産メカニズムの知見の蓄積
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に貢献できることが期待される。 
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第五章 

 

Lactiplantibacillus plantarum PUK6の pln locus上

に存在する機能不明遺伝子（orf1および orf2）の 

機能解析 
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5-1	 緒言 
 
	 乳酸菌が生産するバクテリオシンは、ヒトの腸管内の消化酵素で容易に分解できる

こと、無味無臭で食品の風味に影響しないことから、天然の食品保存料として期待さ

れている。そのため、バクテリオシンの作用機序や生合成機構の解明のために、生合

成関連遺伝子群の決定と解析、そして新たな特徴を有する新規バクテリオシンの探索

が行われている 1)。 
第四章では、味噌漬け豆腐から分離した Lactiplantibacillus plantarum PUK6が生産す
る多成分バクテリオシンの同定、およびその生合成関連遺伝子群の決定と遺伝子の機

能解析を試みた。その結果、PUK6株は少なくとも 3種類のバクテリオシン（plantaricin 
A、plantaricin EF、plantaricin NC8）を生産することを明らかにし、その生合成関連遺
伝子群（pln locus）の全塩基配列を決定し（21,847 bp）、pln locus上に 29遺伝子を見
出した。BLAST検索や InterPRO等による機能解析の結果から、各遺伝子の機能を推
定し、L. plantarum PUK6の生合成メカニズムを推察したが、複数の遺伝子については
その機能は未だ不明のままである。その機能不明遺伝子の中で、InterPROの結果より、
orf1は ComC protein family、orf2は Bacteriocin class IIb protein familyに属しているこ
とが予想され、2分子ペプチドバクテリオシンである可能性が示唆された。また、Orf1
および Orf2の推定アミノ酸配列中にはバクテリオシンに特徴的な double-glycine配列
が見出された。これらのことから、Orf1 および Orf2 はバクテリオシンの可能性が高
いと予想される。また、orf1 および orf2 の下流に存在する orf3 は、InterPro および
Phobius によるドメイン解析の結果より、膜貫通領域を見出したことから、orf3 はバ
クテリオシン免疫タンパク質遺伝子であると予想した。さらに、PUK6株と同様の pln 
locusを有する L. plantarum J51の pln locus上にも、PUK6株の orf1、orf2および orf3
と相同性を有する orf3、orf4および orf5が存在し、これらについても 2分子ペプチド
バクテリオシンおよびその免疫タンパク質遺伝子であると推定されているが、未だそ

の機能は証明されていない 2)。 
そこで本章では、PUK6株 pln locus上に存在する機能不明遺伝子の orf1、orf2およ
び orf3について、遺伝子の発現を RT-PCRにより確認し、orf1および orf2については
化学合成ペプチドを用いて機能解析を行った。 
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5-2	 実験操作 
 

L. plantarum PUK6の pln locus上に存在する機能不明遺伝子 orf1および orf2の機能
を調べるため、以下の項目を調べた。 
・遺伝子発現 
・抗菌活性 
・作用機序 
 
5-2-1	 使用菌株 

Table 5-1の菌株を用いた。 
 

Table 5-1  Strains used in this study 
Strain Medium 
Lactiplantibacillus plantarum PUK6 MRS 
Latilactobacillus sakei subsp. sakei JCMa 1157T MRS 
Loigolactobacillus coryniformis subsp. coryniformis JCM 1164T MRS 
Lactiplantibacillus plantarum ATCCb 14917T MRS 
Pediococcus pentosaceus JCM 5885 MRS 
Bacillus subtilis subsp. subtilis JCM 1465T LB 
Weizmannia coagulans JCM 2257T LB 
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435T M17G 
Enterococcus faecalis JCM 5803T M17G 
Listeria innocua ATCC 33090T LB 
Escherichia coli JM109 LB 
a JCM, Japan Collection of Microorganisms (Wako, Japan). 
b ATCC, American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). 

 
【使用培地】 
《遺伝子発現解析》 
・MRS寒天平板培地および液体培地 

Appendix -1（Table A-1）参照。 
《抗菌活性試験》 
・MRS寒天平板培地およびねじ口試験管培地 
	 Appendix-1（Table A-1）参照。 
《作用機序》 
・MRS液体培地 

Appendix -1（Table A-1）参照。 
・10倍希釈MRS液体培地（試験管 1.5 mL） 

MRS培地試薬それぞれ 1/10量（計 5.2 g）を 1 Lの蒸留水に溶解し、試験管に 1.5 
mLずつ分注してシリコ栓をし、オートクレーブ殺菌（121˚C、15 min）を行った。 
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・M17G培地 
Appendix -1（Table A-1）参照。 

・LB寒天平板培地および液体培地 
Appendix -1（Table A-1）参照。 

 
5-2-2	 Lactiplantibacillus plantarum PUK6の total RNAの抽出 
	 L. plantarum PUK6の pln locus上に存在する機能不明遺伝子 orf1および orf2が実際
に発現しているかを調べるために、RT-PCRによる遺伝子発現解析を行った。 
 
I.	 生菌数の測定 
	 RNA 抽出を行う際には一定の生菌数から RNA を抽出する必要があるため、L. 
plantarum PUK6の生菌数を調べた。なお、操作は全てコンタミネーションを防ぐため
クリーンベンチ内で行った。 
 
【方法】 

L. plantarum PUK6を 5 mLの MRS試験管培地に 2本接種し、30 ̊ C、120 strokes/min
で一晩培養した（前培養）。前培養液を新しい 5 mL MRS試験管培地 4本に 2%（v/v）
接種後、30 ̊ C、120 strokes/minで 4～6 h振とう培養した。培養液をマイクロチューブ
に移した後、6,000 rpm、3 min遠心分離して上清を捨てた。ペレットを 500 µLの生理
食塩水（0.85% NaCl）で懸濁した後、6,000 rpm, 3 minで遠心分離して上清を捨てた。
ペレットを生理食塩水（0.85% NaCl）1 mLに懸濁し、4本のマイクロチューブを 1本
にまとめ、15 ｍL容遠沈管に入れた（全量で 6 mL）。そのうち 300 µLに 2.7 mLの蒸
留水を加えて 10倍に希釈し、分光光度計で 600 nmにおける濁度を測定した結果OD600

＝1.86 であったことから、これを OD600＝1（≒106個のコロニー）になるように生理

食塩水（0.85% NaCl）で希釈した（原液サンプルとする）。原液サンプルを用いて、さ
らに 2, 3, 4, 5, 10, 20倍希釈サンプルを 4 mLずつ作製した。2〜20倍希釈サンプルは
105〜107倍希釈系列を、原液サンプルは 107〜109倍希釈系列を 450 µL ずつ作製し、
MRS寒天平板培地に 200 µLずつプレーティングした（計 6枚）。30 ˚Cにて一晩培養
し、形成されたコロニーの個数を数え、以下の式にしたがって「CFU/200 µL」の単位
から「CFU/mL」に換算し、検量線を作成した。 
 

CFU/mL＝	 形成コロニー数 × 希釈倍率 × 5 
 
II.	 L. plantarum PUK6の total RNAの抽出 
	 Qiagenの RNAprotect Bacteria Reagentおよび RNeasy RNA purificationキットを用い
た。プロトコールによると、このキットは、シリカゲルカラムメンブレン法を用いて

おり、DNase I 処理なしで、DNA を効果的に除去することができると言われている。
しかしながら、抽出後の RNA サンプルを用いて、PCR により DNA の混入を調べた
ところ、RT-PCR に支障を与える程度の DNA がコンタミしているようであった。ま
た、Hoffmannと Rehm3)も、RNA抽出後に DNase処理を行っていることから、このキ
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ットのみでは完全に DNAを除去できず、DNase処理が必要であることが示唆された
ため、本研究でも DNase I処理を同時に行うこととした。 
 
【試薬】 
・ RNAprotect Bacteria Reagent (Qiagen)（RNAの分解を防ぐ） 
・ RNeasy Mini (Qiagen) 
・ RNase-Free DNase Set (Qiagen) 
・ b-メルカプトエタノール（以後、b-MEと省略する） 
・ リゾチーム 
・ 100%エタノール 
 
II-A.  Total RNAの抽出 
＜培養およびサンプル抽出量の決定＞ 

L. plantarum PUK6を 5 mLのMRS試験管培地に植菌し、30 ˚Cで 16 h振とう培養
した。培養液を分取し 100倍希釈して、分光光度計にて 600 nmで濁度を測定し、初
発菌体濃度が OD600=0.05となるようにMRS前培養液を 100 mLのMRS培地（300 ml
容の三角フラスコ）に 2%（v/v）接種し、8 hおよび 20 h振とう培養した。培養液を
10倍希釈して OD600を測定し、あらかじめ作成した検量線をもとに培養液中の生菌数

を算出し、培養液サンプル中の生菌数を求め、採集するサンプル量を決定した。Qiagen
のプロトコールによると、RNeasy Mini スピンカラムの許容生菌数は、7.5 ´108 であ

り、生菌数から取れる RNA量が定かでないときは、最初 2 ́ 108個の生菌数から RNA
を抽出することを試すとよいと記されている。培養 8 時間後のサンプルが 2.7 ´ 109 
CFU/mL、20 時間後のサンプルが 9.4 ́  109 CFU/mLの菌体数となり、許容生菌数を超
えていたが、7.5 ´108 CFU/mLに合わせて使用する培養液量を減らした際、RNAが抽
出できなかったため、500 µL（8 h）、1 mL（20 h）の培養液を使用することにした。 

 
＜キットを用いた RNAの抽出＞ 
次に、生菌を含む培養液（500 µL（8 h）、1 mL（20 h））にサンプル量の 2倍液量の

RNAprotect Bacteria Reagent（2 mL）を入れてボルテックスし、室温で 5 minインキュ
ベートした。2 mLマイクロチューブに分注し、5,000 g、10 min、4 ̊ C遠心分離後、上
清を捨て、20 mg/mLの Proteinase Kを 10 µLおよび 1 mg/mLリゾチーム含有 TE buffer
を必要量添加した（Table 5-2を参照）。ボルテックスで 10 sec混合し、室温で 10 min
インキュベート、その間 2 min毎に少なくとも 10 secボルテックスで穏やかに撹拌し
た。サンプルに 1% b-ME含有 Buffer RLTを必要量添加し、激しく撹拌した（Table 5-
2を参照）。このとき、微粒子（おそらく DNAおよびその他菌体破砕物だと考えられ
る）が見える場合には、4 ̊ Cにて遠心分離（2 mL以下では、微量遠心機での最高速度
（13,000 rpm）で 2 min、2 mL以上では 3,000〜5,000 rpmで 5 min）によりペレットを
除き、上清のみを次のステップに使用した。100%エタノールを必要量、ライセートに
添加し、ボルテックスした（Table 5-2を参照）。2 mLコレクションチューブにセット
した RNeasy ミニカラムにサンプルをアプライし、10,000 rpm、15 sec遠心分離後、フ
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ロースルーを廃棄した。700 µLの Buffer RW1を RNeasyカラムにアプライし、チュー
ブのふたを閉めて 10,000 rpm、15 sec、4 ̊ Cで遠心分離し、フロースルーを廃棄した。
RNeasy ミニカラムを新しい 2 mLコレクションチューブに移した後、500 µLの Buffer 
RPEをカラムにアプライし、10,000 rpm、15 sec、4 ̊ Cで遠心分離後、フロースルーを
廃棄した。500 µLの Buffer RPEをカラムにアプライし、10,000 rpmで 2 min遠心分離
後、フロースルーを廃棄した。RNeasyカラムを新しい 1.5 mL容量のコレクションチ
ューブに移し、30〜50 µLの RNase Free waterをメンブレンに加えて 10 minインキュ
ベート後、10,000 rpmで 1 min遠心分離して RNAを溶出させた。 
 

Table 5-2	 Volume of TE buffer, Buffer RLT and EtOH for purification of total RNA 
Number of pelleted cells TE buffer containing 

lysozyme 

Buffer RLT 

containing β-ME 

Ethanol 

< 5 x 108 100 µL 350 µL 250 µL 

5 x 108〜7.5 x 108 200 µL 700 µL 500 µL 

 
今回は、8 時間後のサンプルが 2.7 ´ 109 CFU/mL、20 時間後のサンプルが 9.4 ´ 109 
CFU/mLのバクテリア数であったため、TE（リゾチーム含有）bufferを 200 µL、Buffer 
RLTを 700 µL、エタノールを 500 µL添加した。 
 
II-B.  DNase I処理 
	 1500 Kunitz units の粉末状態の DNase I を、RNase free water に溶かし、2.7 Kunitz 
units/µLになるように調製し、50 µLずつ小分けして保存した（以後、これを DNase I
ストック溶液と表記する）。基本的には-20°Cで冷凍保存しておき、使用するもののみ
を冷蔵保存とした。 
 
【方法】 

RNA抽出後サンプルの 87.5 µLに Buffer RDDを 10 µL、DNase Iを 2.5 µLを加え、
穏やかに混合し、室温（20–25 ̊ C）で、5 hインキュベートした。その後、サンプルに
350 µLの Buffer RLTを添加して混合し、250 µLのエタノールを加え、ボルテックス
により懸濁した。全量 700 µLのサンプルを 2 mLコレクションチューブにセットした
RNeasy ミニカラムに加え、10,000 rpmで 15 sec遠心分離後、フロースルーを廃棄し
た。カラムを新しい 2 mL コレクションチューブに移し、500 µL の Buffer RPE を加
え、10,000 rpm で 15 sec遠心分離後、フロースルーを除いてカラムを洗浄した。500 
µLの Buffer RPEをカラムに添加し、10, 000 rpmで 2 min遠心分離後、フロースルー
を廃棄した。カラムを新しい 2 mLコレクションチューブに移し、15,000 rpm、1 min
遠心分離後、フロースルーを廃棄してメンブレンを完全に乾燥させた。RNeasy カラ
ムを新しい 1.5 mL容量のコレクションチューブに移し、30〜50 µLの RNase Free Water
をメンブレンに添加し、10 minインキュベート後に 10,000 rpmで 1 min遠心分離して
RNAを溶出させた。10 µLの 5 M NaClおよび 250 µLの 100%冷エタノールを加え、-
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80 ˚C、10 min以上放置した（エタノール沈殿）。エタノール沈殿後、真空遠心乾燥機
で約 15 分間乾燥し、沈殿物を 40 µLの RNase Free Waterで溶解した。得られた RNA
溶液について、分光光度計（NanoVue, GE Healthcare）を用いて RNA濃度を測定した。 
 
5-2-3	 RT-PCR 
	 L. plantarum PUK6の total RNAを用いて、RT-PCRを行った。まず、Total RNA溶液
1 µLをマイクロチューブに分注し、DEPC処理水を加えて、5 µg/µLのサンプルを作
製した。RT-PCRは、PrimeScript II High Fidelity RT-PCR Kit（TaKaRa）を用いて行っ
た。使用したプライマーを Table 5-3に示す。プライマーは全て RNase Free Waterに溶
解した。 
 

Table 5-3  Primers used in this study 
Primer Sequence Tm (˚C) 

orf1-f1 5’- ATGAAAAATATTAATAATTTTCAGGCATT -3’ 61.7 
orf2-r1 5’- CTAGTAGCCATAACCTTTTTTCTTG -3’ 60.1 
orf3-r2 5’- AATTACAGCTACTATAATTCCCAAATTTC -3’ 61.6 

 
Total RNAを鋳型として、逆転写酵素を加えて反応を行ったもの（cDNA）および逆
転写酵素を加えずに反応を行ったもの（ネガティブコントロール）、また L. plantarum 
PUK6のゲノム DNAを鋳型として、PCR反応を行ったもの（ポジティブコントロー
ル）の 3種類を作製した。 
 
A.	 鋳型 RNAの変性とプライマーのアニーリング 
	 ネガティブコントロール作製のために、反応液量を通常のプロトコール（10 µL）の
2倍量で調製した。また、プロトコールによると、template RNAは、8 µLまで持ち込
み可能であり、total RNAは 6 µgまで使用可能である。推奨使用量は、10 µLあたり
200 ng〜2 µgとなっているが、今回は 4 µg/10 µLで反応を行った（Tables 5-3, 5-4 and 
5-5）。サーマルサイクラーで（65 ˚C, 5 min; 4 ˚C, ¥）反応させ、鋳型 RNA の変性と
reverseプライマーの鋳型 RNAへのアニーリングを行った。その後、アニーリング済
み反応液を、PCRチューブ 2本に分注し、1本をサンプル、1本をネガティブコント
ロール用とした。 
 
Table 5-4	 Components of reaction mixture  
Components Volume (µL) Final concentration 
dNTPs mixture (10 mM each) 1 10 mM 
Reverse primer (2 µM) 1 0.2 µM 
Template RNA  x 4 µg 
RNase free water 10 - x - 
    Up to 10       
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Table 5-5  RNA concentration and amount used in this study 
Sample Concentration (µg/µL) Template RNA (µL) 
RNA (8 h) 2.6 1.6 
RNA (20 h) 1.3 3.1 

 
B.	 逆転写反応 

Table 5-6の組成で調製したサンプルを用いて、サーマルサイクラーにて（42˚C, 30 
min; 95˚C, 5 min; 4˚C, ¥）で逆転写反応させ、一本鎖 cDNAを作製した。 
 

Table 5-6	 Components of reaction mixture 
Components Sample (µL) Negative control (µL) 
Annealing finished solution 10 10 
5 x PrimeScript II Buffer 4 4 
Primescript II RT Enzyme mix 1 - 
RNase free water 5 6 
Up to  20 20 

 
C.	 PCR 
  Table 5-7 に従ってサンプルを調製したあと、でサーマルサイクリングを行った
（Table 5-8）。ただし、サイクルの途中で、サンプルを分注する場合は、必ず反応を再
開始する前に、94 ̊ C, 2 min熱変性を行ってから、サイクルを行った。その後、増幅さ
れた DNA 断片のサイズを確認するため、2 %アガロースゲル電気泳動を行った
（Appendix-2参照）。 
 
Table 5-7	 Components of reaction mixture 
Components cDNA (µL) RNA (µL) 

(Negative control) 
Genomic DNA (µL) 

(Positive control) 
5 x PrimeSTAR GXL Buffer 10 10 10 
dNTP mixture (10 mM each) 1 1 1 
Forward primer (10 µM) 1 1 1 
Reverse primer (10 µM) 1 1 1 
cDNA or RNA or gDNA 5  5 1.5 µL（130 ng/µL） 
PrimeSTAR GXL for RT-PCR 2   2 2 
RNase free water 30  30 33.5 
Up to  50  50 50 
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Table 5-8	 Thermal cycling condition  
 Temperature Time 
Preheat 94 ˚C 2 min 
Denature 98 ˚C 10 sec 
Anneal 60 ˚C 15 sec	 	    
Extend 68 ˚C  1 min (to step 2 x 30) 
Cool 4 ˚C  ∞ 

 
5-2-4	 Orf1および Orf2の化学合成ペプチドの調製 
	 Orf1および Orf2の機能解析を行うため、推定成熟ペプチド（mOrf1および mOrf2）
を化学合成した（Greiner Bio-One, Tokyo, Japan）（Table 5-9）。まず、粉末状の mOrf1お
よび mOrf2を 1 mMになるように 0.05% TFAおよび 0.1% Tween 80含有滅菌水に溶解
し、ガラス容器に入れ、-25 ˚C で冷凍保存した。なお、このサンプルについて 0.1% 
Tween 80を用いて 10 µMとなるように希釈した。 
 

Table 5-9	 Amino acid sequence and molecular weight of mOrf1 and mOrf2 

 
5-2-5 抗菌活性試験 
まずはじめに、mOrf1および mOrf2の抗菌活性の有無を調べるために、Table 5-1に
示す指標菌を用いたバイオアッセイを行った（Appendix-1）。このとき、mOrf1（10 µM）、
mOrf2（10 µM）および mOrf1と mOrf2の等モル混合物（各 5 µM）を用いた。このと
き、mOrf1および mOrf2が 2分子ペプチドバクテリオシンである予想し、2つのペプ
チドが相互作用して抗菌活性を示すと考え、mOrf1と mOrf2の等モル混合物は使用前
に氷上にて 30分間保持した。 
 
5-2-6 作用機序 
	 mOrf1および mOrf2の指標菌に対する作用機序を調べた。このとき、mOrf1および
mOrf2の抗菌作用への感受性が高かった L. sakei subsp. sakei JCM 1157Tを指標菌とし

て用いた。また、mOrf1および mOrf2の抗菌作用が微弱であったことから、使用する
MRS培地は 10倍希釈したものを用いた。 
 
《増殖阻害試験》 
【方法】 
指標菌をMRS液体培地（試験管 5 mL）に接種し、30℃、120 strokes/minで一晩振
とう培養した（前培養）。10倍希釈MRS液体培地（試験管 1.5 mL）4本に前培養液を

Name Amino acid sequence Molecular weight 

(actual measurements） 

mOrf1 SNNKFWTWAGYTYENWRISSRRAFNLRQRKNTMTHH 4559.470 

mOrf2 IWQWIVGGLGFLAGDAWSHSDQISSGIKKRKKKGYGY 4138.520 
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それぞれ 15 µL（培地の 1%量）接種し、30	̊ C、120 strokes/minで振とう培養した（本
培養）。指標菌培養の 0 時間目または 4 時間目（対数増殖期）に、それぞれの試験管
に mOrf1（10 µM）、mOrf1（10 µM）および mOrf1と mOrf2の等モル混合物（各 5 µM）
を 150 µLずつ添加した。また、コントロールとして 0.0005% TFA含有 0.1% Tween 80
溶液を 150 µL添加した。その後、培養液 100 µLを 1時間毎にサンプリングした（培
養 0～11時間）。サンプリング溶液（100 µL）に蒸留水 900 µLを加えて 10倍希釈と
し、600 nmにおける指標菌の濁度を測定した。 
 
《蛍光顕微鏡観察》 
	 増殖阻害試験における、mOrf1 および mOrf2 の指標菌への増殖阻害作用について、
-Bacstein- Bacterial Viability Detection Kit- DAPI / PI（DOJINDO, Japan）を用いた蛍光顕
微鏡観察を行い、指標菌の状態を観察した。 
 
【使用機器】 
・HS オールインワン蛍光顕微鏡（BZ-9000、キーエンス） 
以下に、用いたフィルタとその波長特性を示した（Table 5-10）。本実験で用いた蛍
光染色試薬と染色を観察したフィルタが対応している。 

 
Table 5-10	 Filters used in fluorescence microscopy 
Filter Excitation wavelengt（nm） Reagent 

OP-66834 BZ Filter DAPI-BP 320-400 DAPI Solution  
OP-66838 BZ Filter TexasRed 520-600 PI Solution  

 
【方法】 
指標菌をMRS液体培地（試験管 5 mL）に接種し、30	̊ C、120 strokes/minで一晩振
とう培養した（前培養）。10倍希釈MRS液体培地（フラスコ 10 mL）4本に前培養液
をそれぞれ 100 µL接種し、30 ˚C、100 strokes/minで振とう培養した（本培養）。指標
菌培養の 4時間目（対数増殖期）にそれぞれの試験管に mOrf1（10 µM）、mOrf2（10 
µM）および mOrf1と mOrf2の等モル混合物（各 5 µM）を 1 mLずつ添加した。培養
4～8時間目に培養液 1.4 mLを 1時間毎にサンプリングした。サンプリングした指標
菌の培養液 1.4 mLを 1.5 mL容マイクロチューブに移し入れた。12,000 rpm、3分間、
常温で遠心分離した。上清を捨て、生理食塩水（0.85% NaCl）200 µLを加え懸濁し、
手順を 2回繰り返した。懸濁液 200 µLに対して DAPI Solutionを 0.2 µL加え、よく混
合した。暗所、常温で 5分間静置した。その後、PI Solutionを 0.2 µL加え、よく混合
した。暗所、常温で 5分間静置した。反応後の蛍光染色サンプルをスライドガラスに
10 µL滴下して、空気が入らないようにカバーガラスをかぶせ、プレパラートの観察
部分に半滴～1滴ミネラルオイルを滴下し、ステージに固定した。プレパラートと対
物レンズ（×100）を接触させ、倍率 1,000倍で焦点を合わせ、蛍光観察用フィルター
で観察した（Table 5-11）。 
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Table 5-11	 Wavelength properties of fluorescent staining reagents 
Reagent Maximum Ex/Em Filter Excitation wavelength (nm) Emission wavelength (nm) 

DAPI Solution 360/460 DAPI-BP 320-400 410-510 

PI Solution 530/620 TexasRed 520-570 535-675 
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5-3	 結果および考察 
 
5-3-1	 orf1および orf2の発現解析 
	 Lactiplantibacillus plantarum PUK6の pln locus上に存在する orf1および orf2は、そ
の推定翻訳産物のアミノ酸配列にバクテリオシンに特徴的なダブルグリシン配列

（Gly-Gly）を有していた（Fig. 5-1）。また、InterProを用いたドメイン解析により、バ
クテリオシン遺伝子と推定された（第四章 4-3-4 参照）。そこで、orf1 および orf2 が
PUK6 株において実際に発現しているのかを RT-PCR によって調べた。また、orf1 お
よび orf2 の下流に存在している orf3 を、第四章の機能解析の結果より、バクテリオ
シン免疫タンパク質遺伝子であると推定している。一般的に、バクテリオシン免疫タ

ンパク質遺伝子はバクテリオシン構造遺伝子の近傍に位置する。例えば plantaricin EF
の免疫タンパク質遺伝子である plnIは、バクテリオシン構造遺伝子 plnEF遺伝子のす
ぐ下流に位置し、オペロンを形成している 4)。同様に orf1、orf2および orf3がオペロ
ンを形成し、ポリシストロン性 mRNA として転写されているのであれば、これらの
遺伝子が関連しながら機能している可能性が高い。そこで、orf1、orf2および orf3の
発現解析を行った。まず、L. plantarum PUK6より RNAを抽出するため、まずは PUK6
株の菌体濁度と生菌数との関係を調べ、検量線を作成した（Table 5-12 and Fig. 5-2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5-1	  Putative amino acid sequences of Orf1 and Orf2. The vertical arrow indicates 
the putative processing sites. 
  

Orf1  MKNINNFQALQKNELSKVKGG

Orf2  MRKSISNFKALNEKELGAVNGG

Leader peptide Mature peptide

SNNKFWTWAGYTYENWRISSRRAFNLRQRKNTMTHH

IWQWIVGGLGFLAGDAWSHSDQISSGIKKRKKKGYGY
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Table 5-12	  Number of growing colonies of L. plantarum PUK6 
CFU/ mL 1 x dilution 2 x dilution 3 x dilution 4 x dilution 5 x dilution 10 x dilution 20 x dilution 

Absorbance 

at 600 nm 

1.62 0.788 0.536 0.406 0.326 0.163 0.084 

×105 － － － － － 117750000 069250000 

×106 － 600000000 460000000 345000000 250000000 112500000 112500000 

×107 1400000000 425000000 450000000 200000000 325000000 － － 

×108 1750000000 － － － － － － 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 5-2	 Calibration curve prepared from the viable cell count of L. plantarum PUK6 
  

y = 9.7645x – 0.2354 
R2=0.9975 
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	 以後、OD600を Xとしたときに、生菌数（CFU×108/mL）Y = 9.7645 ´ X – 0.2354と
して求めることにした。また本実験では、L. plantarum PUK6の pln locus上の orf1、
orf2および orf3遺伝子の発現の有無を調べるにあたり、対数増殖期中期にあたる 8時
間目および定常期にあたる 20時間目の total RNAを抽出した（8時間後の RNAは 26 
µg/µL、20時間後の RNAは 13 µg/µL）。これらの RNAを用いて RT-PCRを行った結
果、8 時間目および 20 時間目において、orf1-orf2 間および orf1-orf3 間で特異的な増
幅が見られたことから発現していることがわかり、8 時間後よりも 20 時間後に抽出
した RNAサンプルの方が発現量が多いと考えられた（Fig. 5-3）。なお、逆転写酵素を
添加せずに RT-PCRを行った場合（negative control）では、増幅産物は得られなかった
（data not shown）。以上の結果より、orf1および orf2はバクテリオシン様遺伝子、orf3
はバクテリオシン免疫タンパク質様遺伝子として、一つのオペロンとして PUK6株で
発現していることが示唆された。また、pln locus上の orf1、orf2および orf3の下流に
隣接する orf4 についても RT-PCR を行った結果、orf1-orf3 と一緒に発現しておらず、
単独で発現していたことから、orf4は何らかの機能を有する遺伝子であることが示唆
された（data not shown）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 5-3	 RT-PCR analysis for determining orf1-3 expression 
M, 100 bp DNA ladder marker; 1 and 2, orf1-orf2 products amplified from the RNA extracted after 8 and 20 h of cultivation, 

respectively; 3 and 4, orf1-orf3 products amplified from the RNA extracted after 8 and 20 h of cultivation, respectively. 
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5-3-2	 抗菌活性試験 
	 Orf1およびOrf2が実際にバクテリオシンとして機能を有するか否かを調べるため、
orf1および orf2の推定翻訳産物における、ダブルグリシン配列以降の推定成熟ペプチ
ド（Fig. 5-1）を化学合成（mOrf1および mOrf2）し、バイオアッセイを行った。その
結果、mOrf1および mOrf2単独では Table 5-1に示した指標菌に対して抗菌活性を示
さなかった（data not shown）。しかし、mOrf1と mOrf2の等モル混合物（各 5 µM）で
は、L. sakei subsp. sakei JCM 1157TおよびW. coagulans JCM 2257Tに対してのみ、明瞭

ではないものの生育阻止円を確認できたことから、mOrf1 と mOrf2 の等モル混合物
は、上記の 2株に対して、弱いながらも抗菌活性を示すことがわかった（data not shown）。
それゆえ、感受性の高い L. sakei subsp. sakei JCM 1157Tを指標菌として、以下に述べ

る作用機序を調べることにした。 
 
5-3-3	 作用機序 
  mOrf1および mOrf2は弱いながらも抗菌活性を示したため、より詳細な増殖阻害試
験を行った。このとき、mOrf1および mOrf2の等モル混合物（各 5 µM）の抗菌活性
が微弱であったため、培地には 10倍希釈したMRS培地を用いた。指標菌の培養開始
時に各合成ペプチドを添加した結果、mOrf2単独を添加した場合はコントロールと同
様に指標菌は増殖し、抗菌活性を示さなかった（Fig. 5-4A）。しかし、mOrf1単独およ
び mOrf1と mOrf2の等モル混合物を添加した場合は指標菌の増殖を阻害した。 
次に、指標菌の対数増殖期にあたる培養4時間目に各合成ペプチドを添加した結果、

mOrf2単独では指標菌の増殖に影響せず、抗菌活性を示さなかった（Fig. 5-4B）。しか
し、mOrf1単独では指標菌の増殖を抑制し、静菌作用を示した。さらに、mOrf1と mOrf2
の等モル混合物は指標菌の増殖を最も抑制し、殺菌作用を示した。これは 2つの mOrfs
が相乗作用したことを示していると考えられる。また、mOrf1単独でも静菌作用を示
し、mOrf1および mOrf2を等モルで混合したときに最も強い殺菌作用を示すという挙
動は、2分子ペプチドバクテリオシンに見られる特徴である 5)。以上のことから、mOrf1
および mOrf2 は 2 分子ペプチドからなる Class IIb バクテリオシンであることが強く
示唆された。 
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Fig. 5-4 Effects of the chemically synthesized peptides (mOrf1 and mOrf2)  
on the growth of L. sakei subsp. sakei JCM 1157T.  

Cell growth was monitored by measuring the OD at 600 nm. The synthetic peptides were added to the medium at 

a final concentration of 1 µM (mOrf1 and mOrf2) or 0.5 µM (mixture of mOrf1 and mOrf2) at the start of culture 

(A) and after 4 h of cultivation (B). Closed circles, mOrf1; open circles, mOrf2; closed triangles, an equimolar 

mixture of mOrf1 and mOrf2; open triangles, 0.1% Tween 80 containing 0.0005% TFA as the control. Arrows 

indicate the time when the samples were added. 
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次に、各合成ペプチド添加前（指標菌培養 4 時間目）と添加 1～4 時間後（指標菌
培養 5～8時間目）の指標菌の菌体を DAPI（4’,6-diamidino-2-phenylindole）および PI
（propidium iodide）を用いて染色し、蛍光染色の経時変化を観察した。その結果、コ
ントロールではほとんどの指標菌は青色のままで生存していることがわかり、mOrf2
を添加した場合は、コントロールと比較して大きな違いは見られなかった（Fig. 5-5）。
一方で mOrf1を添加すると、コントロールと比較して経時的に紫の割合が増加した。
さらに、mOrf1と mOrf2の等モル混合物を添加すると、添加 1時間後にはほぼすべて
の指標菌が紫色に変化し、添加 3時間後には膜破壊によって菌が破裂・死滅したもの
が観察され、mOrf1と mOrf2を混合したものが最も強い抗菌活性を示した。このこと
から、両者を混合することで抗菌活性を相乗的に高め、指標菌を死滅させる（膜破壊

する）ことがわかった。 
指標菌に対する増殖阻害試験および蛍光顕微鏡観察の結果より、orf1および orf2遺
伝子を 2分子ペプチドバクテリオシン遺伝子と結論し、plnPUK6αおよび plnPUK6βと
名付けた。そしてそれらが発現したバクテリオシンを plantaricin PUK6と命名した。
さらに、第四章の結果より Orf3 は膜貫通領域を持つことが推定され、本章の発現解
析の結果より orf3は orf1および orf2とオペロンを形成することから、orf3は plantaricin 
PUK6の免疫タンパク質遺伝子と予想されたため、これを plnPUK6cと名付けた。 
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Fig. 5-5	  Fluorescence microscopy 
Fluorescence microscopy via DAPI/PI staining. L. sakei subsp. sakei JCM 1157T cells treated either singly with 

or without mOrf1 or mOrf2, or with an equimolar mixture of both mOrf1 and mOrf2. Synthetic peptides were 

added to the culture broth of L. sakei subsp. sakei JCM 1157T after 4 h of cultivation, and images were taken at 4, 

5, and 7 h timepoints. 
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5-4 小括 
 
  本章では、Lactiplantibacillus plantarum PUK6が生産するバクテリオシン生合成関連
遺伝子群（pln locus）上に存在する機能不明遺伝子（orf1 および orf2）の機能を明ら
かにすることを試みた。 
はじめに、orf1 および orf2 の下流に存在する orf3 も含めた遺伝子発現解析を行っ
た結果、PUK6株の培養期間における対数増殖期（8 h）および定常期（20 h）におい
て、orf1-orf2および orf1-orf3の遺伝子の発現を確認し、これらがオペロンを形成して
何らかの機能を有していることが示唆された。また、orf1、orf2および orf3の下流に
隣接する orf4についても発現解析を行った結果、単独で発現しており、何らかの機能
を有していると考えられた。 
次に、orf1および orf2の翻訳産物の推定成熟ペプチド（以下、mOrf1および mOrf2）
を化学合成し、その機能解析を行った。Table 5-1に示した 15種の指標菌に対して、
mOrf1および mOrf2の等モル混合物を用いた抗菌活性試験を行った結果、Weizmannia 
coagulans JCM 2257Tおよび Latilactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157Tにのみ、明瞭

ではないものの抗菌活性を示した。そこで、L. sakei subsp. sakei JCM 1157Tを用いて増

殖阻害試験を行った。L. sakei subsp. sakei JCM1157Tの培養開始時（0時間目）および
対数増殖期（4時間目）に mOrf1のみ、mOrf2のみ、または mOrf1および mOrf2の等
モル混合物を添加した結果、mOrf2の単独添加では指標菌に対する増殖阻害が見られ
なかった。一方で、mOrf1、または mOrf1および mOrf2の等モル混合物を添加した場
合、指標菌に対して静菌的あるいは殺菌的に作用した。さらに、4時間後に添加した
場合、mOrf2 の単独添加では指標菌に対する増殖阻害作用は見られなかったものの、
mOrf1は指標菌の増殖を抑制し、静菌作用を示した。さらに、mOrf1および mOrf2の
等モル混合物を添加したとき、指標菌の増殖を阻害し、殺菌作用を示した。次に、培

養 4 時間後に化学合成ペプチドを添加した際の培養液を 1 時間毎にサンプリングし、
指標菌を DAPI/PIで染色して蛍光顕微鏡にて観察した。mOrf2のみを添加した場合は
指標菌の生菌数に変化は見られなかったが、mOrf1のみを添加した場合は、指標菌が
経時的に膜破壊された様子が観察され、mOrf1および mOrf2の等モル混合物を添加す
ると、指標菌の膜破壊による菌体の破裂・死滅が認められた。 
以上より、PUK6株の pln locus上に存在する orf1および orf2は 2分子ペプチドか
らなるバクテリオシン遺伝子であると結論し、plnPUK6αおよび plnPUK6βと名付け、
それらが発現した活性型の成熟バクテリオシンを plantaricin PUK6と命名した。そし
て、orf3はその免疫タンパク質遺伝子と予想され、plnPUK6α（orf1）および plnPUK6β
（orf2）とオペロンを形成することから、plnPUK6cと名付けた。 
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第六章 

 

Lactiplantibacillus plantarum PUK6が生産する 

多成分バクテリオシンの抗菌スペクトル 
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6-1	 緒言 
 
	 従来の微生物制御技術において、有害微生物の生育を阻害するために抗生物質が使

用されてきた。しかしながら、近年、抗生物質耐性の細菌が出現し、特に多剤耐性グ

ラム陰性菌（multidrug resistance in Gram-negative bacteria, MDR-GNB）の存在が、世界
共通の課題となっている 1)。多剤耐性菌には、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌

（methicillin-resistant Staphylococcus aureus: MRSA）、バンコマイシン耐性腸球菌
（ vancomycin-resistant enterococci: VRE）、多剤耐性緑膿菌（multi-drug resistant 
Pseudomonas aeruginosa: MDR）などが挙げられ、臨床や身近な環境において深刻な問
題となっている。このように、有害微生物が特定の抗生物質や抗菌物質に対して耐性

を獲得しないように、新しい抗菌剤の研究が行われている。 
	 乳酸菌が生産するバクテリオシンは、ヒトをはじめとした哺乳類の消化管に存在す

るプロテアーゼなどのタンパク質分解酵素で容易に分解されるため、環境中へ排出さ

れる心配が少ない 2) 。また、抗生物質と異なり、多くのバクテリオシンの抗菌スペク

トルは狭く、特定の病原細菌を標的とすることができる 3)。このような特徴から、バ

クテリオシンは多剤耐性菌出現を抑制できる抗菌物質として期待されている。 
バクテリオシンを食品に取り入れるには、さまざまな方法があり、①バクテリオシ

ンを生産する乳酸菌を食品へ直接用いる、②保存料として精製バクテリオシンを添加、

③バクテリオシン生産乳酸菌を含む発酵生成物を添加する、などが挙げられる 4)。こ

のように、バクテリオシンの応用方法を検討する上で、バクテリオシンの特性評価や

抗菌スペクトルの決定が重要となる。 
	 本論文のこれまでの研究で、味噌漬け豆腐から Lactiplantibacillus plantarum PUK6を
分離し、4種類のバクテリオシン（plantaricin A、plantaricin EF、plantaricin NC8および
plantaricin PUK6）を生産することを明らかにしてきた。L. plantarum PUK6のような複
数のバクテリオシンを生産する乳酸菌を発酵食品のスターター菌として用いること

は、上述した耐性菌が出現しにくく、かつ安全性の高い食品保存が可能となる。そこ

で本章では、L. plantarum PUK6 が生産する 4 種類のバクテリオシンの抗菌スペクト
ルを決定し、比較した。 
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6-2	 実験操作 
 
6-2-1	 使用菌株 
以下の菌株を用いて研究を行った（Table 6-1）。 

 
Table 6-1  Strains used in this study 
Strain Medium 
Lactiplantibacillus plantarum PUK6 MRS 
Latilactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157T MRS 
Loigolactobacillus coryniformis subsp. coryniformis JCM 1164T MRS 
Lactiplantibacillus plantarum ATCC 14917T MRS 
Pediococcus pentosaceus JCM 5885 MRS 
Bacillus subtilis subsp. subtilis JCM 1465T NB 
Weizmannia coagulans JCM 2257T NB 
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435T M17G 
Enterococcus faecalis JCM 5803T MRS 
Listeria innocua ATCC 33090T NB 
Escherichia coli JM109 LB 
JCM, Japan Collection of Microorganisms 

ATCC, American Type Culture Collection 

 
【使用培地】 
・MRS寒天平板培地、ねじ口試験管培地および液体培地 

Appendix -1（Table A-1）参照。 
・M17G培地 

Appendix -1（Table A-1）参照。 
・LB寒天平板培地および液体培地 

Appendix -1（Table A-1）参照。 
 
6-2-2	 化学合成ペプチドの調製 

PUK6株が生産する各バクテリオシンの抗菌スペクトルを明らかにするためにペプ
チドを化学合成した（Greiner Bio-One, Tokyo, Japan）（Table 6-2）。まず、粉末状の各合
成ペプチドを 1 mMになるように 0.05% TFAおよび 0.1% Tween 80含有滅菌水に溶解
し、ガラス容器に入れ、-25 ˚Cで冷凍保存した。なお、使用時には 0.1% Tween 80を
用いて 100 µMになるよう希釈した。 
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Table 6-2	 Amino acid sequence and molecular weight of plantaricins A, EF, NC8 and 
PUK6 

 
 
6-2-3 抗菌活性試験 

6-2-2で調製した各合成ペプチドについて、0.1% Tween 80を用いて、100 µMの各
合成ペプチドを順次 2 倍希釈して、spot-on-lawn 法によるバイオアッセイを行った
（Appendix-2）。また、2分子ペプチドバクテリオシンである plantaricin EF、plantaricin 
NC8および plantaricin PUK6は、2分子のペプチドが相乗作用的に抗菌活性を示すこ
とを考慮し、各合成ペプチドを混合した後、使用前に氷上にて 30 分間保持し、用い
た。 
  

Name Amino acid sequence of mature peptide Molecular weight 

plantaricin A KSSAYSLQMGATAIKQVKKLFKKWGW 2985.301 

plantaricin E FNRGGYNFGKSVRHVVDAIGSVAGIRGILKSIR 3545.924 

plantaricin F VFHAYSARGVRNNYKSAVGPADWVISAVRGFIHG 3702.448 

plantaricin NC8β SVPTSVYTLGIKILWSAYKHRKTIEKSFNKGFYH 4000.797 

plantaricin NC8α DLTTKLWSSWGYYLGKKARWNLKHPYVQF 3587.855 

plantaricin PUK6α SNNKFWTWAGYTYENWRISSRRAFNLRQRKNTMTHH 4559.470 

plantaricin PUK6β IWQWIVGGLGFLAGDAWSHSDQISSGIKKRKKKGYGY 4138.520 
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6-3	 結果および考察 
 
  第三章、第四章、第五章の結果より、Lactiplantibacillus plantarum PUK6は 4種類の
バクテリオシン、plantaricin A、plantaricin EF、plantaricin NC8および plantaricin PUK6
を生産することを明らかにした。そこで、これらの多成分バクテリオシンの抗菌スペ

クトルを調べるために、各バクテリオシンを化学合成し、10種類の指標菌を用いてバ
イオアッセイを行った。 
	 各バクテリオシンについて、化学合成ペプチドを 100 µMになるように調製した。
2分子ペプチドバクテリオシンである plantaricin EF、plantaricin NC8および plantaricin 
PUK6 については、2 分子ペプチドが相乗作用的に抗菌活性を示すことを考慮して使
用前に両ペプチドを混合し、氷上で 30分放置してから用いた。その結果、PUK6株が
生産する 4 種類のバクテリオシンは共通して Latilactobacillus sakei subsp. sakei JCM 
1157Tおよび Weizmannia coagulans JCM 2257Tに対して抗菌活性を示した（Table 6-3）。
加えて、plantaricin A、plantaricin EFおよび plantaricin NC8はアメリカ等で食中毒の主
要原因菌として問題となっている Listeria monocytogenes に比較的近縁の Listeria 
innocua ATCC 33090Tおよび Pediococcus pentosaceus JCM 5885に対して抗菌活性が検
出された。また、plantaricin EFおよび plantaricin NC8は Loigolactobacillus coryniformis 
subsp. coryniformis JCM 1164Tに対して抗菌活性を示し、plantaricin EF は Lactococcus 
lactis subsp. lactis ATCC 19435Tに抗菌活性を示した（Table 6-3）。一方で、Enterococcus 
faecalis JCM 5803T およびグラム陰性の Escherichia coli JM109 に対しては、4 種の
plantaricinはいずれも抗菌活性を示さなかった。 
	 また、第三章において調べた PUK6株の培養液上清および硫安沈殿・透析サンプル
（粗精製バクテリオシン）の抗菌スペクトルのうち、本章で用いた指標菌の表を Table 
6-4 に示す。これらの抗菌スペクトルと、各合成ペプチドを用いた抗菌スペクトル
（Table 6-3）を比較した結果、4 種類の各バクテリオシンでは抗菌活性を示さなかっ
た E. faecalis JCM 5803Tに対して、粗精製バクテリオシンでは抗菌活性を示した。こ

れは、4種類のバクテリオシンが組み合わさることで抗菌活性を示した可能性が考え
られた。しかしながら、L. lactis subsp. lactis ATCC 19435Tおよび L. innocua ATCC 33090T

では、培養液上清および粗精製バクテリオシンで抗菌活性が検出されず、各合成ペプ

チドを用いた場合に抗菌活性を検出した。これらの差異は、培養液上清や粗精製バク

テリオシンの濃度が低いことや夾雑タンパク質が多いことが原因かもしれない。また、

先に述べたように PUK6株が生産する 4種類のバクテリオシンは、L. sakei subsp. sakei 
JCM 1157Tおよび W. coagulans JCM 2257Tに対して抗菌活性を示し、培養液上清およ

び粗精製バクテリオシンにおいても高い抗菌活性を示した。 
以上より、PUK6株が生産する plantaricin A、plantaricin EF、plantaricin NC8および

plantaricin PUK6 はそれぞれ異なる抗菌スペクトルを有することが明らかとなった。
それゆえ、PUK6株を発酵食品のスターターとして使用することによって、耐性菌出
現の抑制やさまざまな環境下での応用が可能となる。そのためにも、各バクテリオシ

ンの諸性質や生産量、高塩分濃度条件下でのバクテリオシン生産などの調査が待たれ

る。 
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6-4 小括 
 
	 本章では、Lactiplantibacillus plantarum PUK6 が生産する 4 種類のバクテリオシン
（plantaricin A、plantaricin EF、plantaricin NC8および plantaricin PUK6）の抗菌スペク
トルを調べた。その結果、PUK6株が生産する 4種類のバクテリオシンはそれぞれ異
なる抗菌スペクトルを有していた。また、一部の plantaricinは、現在欧米で問題視さ
れている食中毒細菌 L. monocytogenesと比較的近縁な L. innocua ATCC 33090Tに対し

て抗菌活性を示した。一方で、4種の plantaricinは Enterococcus faecalis JCM 5803Tお

よび Escherichia coli JM109に対して抗菌活性を示さなかった。また、PUK6株が生産
する 4種類のバクテリオシンは、それぞれ異なる抗菌スペクトルを有していたことか
ら、PUK6株が生産するバクテリオシンへの耐性菌出現を抑制する可能性が考えられ
た。 
次に、第三章で調べた、PUK6株の培養液上清および粗精製バクテリオシンの抗菌
スペクトルと比較した結果、4種類の各バクテリオシンでは抗菌活性を示さなかった
E. faecalis JCM 5803Tに対して、硫安沈殿後の粗精製サンプルは抗菌活性を示した。一

方、L. lactis subsp. lactis ATCC 19435Tおよび L. innocua ATCC 33090Tは、各合成ペプチ

ドを添加すると抗菌活性を示したが、培養液上清および粗精製バクテリオシンでは抗

菌活性を示さなかった。このことから、4種類のバクテリオシンのうち、複数のバク
テリシンがお互いに作用しながら抗菌活性を高める可能性があるものの、培養液上清

および硫安沈殿・透析による粗精製の段階では夾雑タンパク質除去や高純度でのバク

テリオシンの精製・回収が難しく、それらの抗菌活性を示すのに十分でないことが考

えられた。しかしながら、第四章で決定したバクテリオシン生合成関連遺伝子群をも

とに、多成分バクテリオシン生合成メカニズムをより詳細に解析し、より効率の良い

バクテリオシン生産方法が確立された暁には、PUK6株の発酵食品製造におけるスタ
ーターカルチャーとしての利用価値が非常に高まると考えられる。すなわち、多成分

バクテリオシンを生産する PUK6株をスターターカルチャーに用いることで、発酵食
品中の耐性菌出現を抑制できることに加えて、食品微生物制御技術への応用も期待さ

れる。 
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	 論文課題「Lactiplantibacillus plantarum PUK6の特性とその多成分バクテリオシンに
関する研究」として、味噌漬け豆腐から分離した Lactiplantibacillus plantarum PUK6の
特性評価と、それが生産するバクテリオシンの同定およびその生合成関連遺伝子群の

解析を行った。 
	 第一章「序論」では、本研究のキーワードであるバイオプリザベーション、乳酸菌、

プロバイオティクス、バクテリオシン、L. plantarumとその菌種が生産するバクテリオ
シン、そして本研究の目的について述べた。 
	 近年の消費者の天然・自然志向から、安全で安心な食品保存方法の需要が高まって

いる。そこで近年、バイオプリザベーションが注目されている。バイオプリザベーシ

ョンとは、「植物、動物および微生物起源の抗菌性物質で、何らの害作用なしに食品と

して長期間食べられてきたもの（バイオプリザバティブ）を用いて食品を保存する技

術」のことであり、日本において、古くからこの手法による食品保存は発酵食品など

を例に用いられてきた。私たちは発酵食品を古くから摂取しており、その食経験の豊

富さから、バイオプリザバティブの安全性を確立してきた。その発酵食品の保存性に

寄与する主たる微生物に、乳酸菌が挙げられる。 
乳酸菌とは糖を消費して発酵生産物として乳酸（50%以上）を生産する細菌を指す。
古くから発酵食品や農作物などの食経験豊富な食品に生息している微生物であり、近

年はヒトに有益な作用をもたらすとしてその機能性が注目されている。“宿主に保健

効果を示す生きた微生物”をプロバイオティクスとよび、胃酸耐性や胆汁酸耐性などの
特徴を持つ。コレステロール低下作用や抗酸化作用などを示すプロバイオティクスも

これまでに報告されており、乳酸菌が生産する抗菌物質のバクテリオシンも、腸内細

菌叢の組成を調整するものとして報告されている 1)。 
	 バイオプリザバティブのひとつであるバクテリオシンとは、細菌が生産するタンパ

ク質性の抗菌物質であり、中でも食経験豊富な乳酸菌が生産するバクテリオシンは、

ヒトの腸管内の消化酵素で分解されること、食品の風味に影響を与えないことから、

安全性の高い天然の食品保存料として注目されている。現在食品保存料として利用さ

れているものに nisin Aが挙げられるが、酸性領域でのみ安定であること、単独使用で
はグラム陰性菌には抗菌活性を示さないなどの特性から、その使用用途が牛乳やチー

ズをはじめとした乳製品や缶詰などの一部の食品に限られている。そこで現在、さま

ざまな特徴を持つバクテリオシンおよびバクテリオシン生産乳酸菌の探索が行われて

いる。 
Lactiplantibacillus plantarum（旧名 Lactobacillus plantarum）は、古くから植物性の発
酵食品やサイレージ、ヒトの唾液などさまざまな環境から分離されてきた乳酸菌であ

る。一部の L. plantarum は、プロバイオティクスとしての機能が調べられ、機能性食
品や口腔内のワクチンへの応用化、あるいは、乳製品や野菜等の漬物のスターター菌

として利用されている 2, 3)。 
  L. plantarum の生産するバクテリオシンは plantaricin と呼ばれ、一種類のみ生産す
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るものから複数種類の plantaricinを生産するものまで多岐にわたる。複数の plantaricin
を生産する株の多くは、plantaricin A、plantaricin EF、plantaricin NC8および plantaricin 
JK のいずれかを生産し、それらはさまざまな生態系から分離されている。これら
plantaricin生合成関連遺伝子群（pln locus）について、最も詳細に調べられているのは
C11株であり、この菌株の pln locusは、5つのオペロンで構成されている（plnABCD、
plnEFI、plnJKLR、plnMNOP、plnGHSTUV）4, 5)。Plantaricin A (PlnA) はヒスチジンキナ
ーゼ（PlnB）およびレスポンスレギュレーター（PlnCD）のリン酸化反応の引き金とな
る。次いで、リン酸化されたレスポンスレギュレーターは、5つのオペロン（plnABCD、
plnEFI、plnJKLR、plnMNOP、plnGHSTUV）の転写を誘導する 6)。plnEFIと plnJKLRは、
plantaricin EFと plantaricin JKをコードするオペロンであり、plnI、plnL、plnRおよび
plnPはそれらバクテリオシンの自己免疫機能に関わる遺伝子である。PlnGは ABCト
ランスポーター、PlnHは PlnGのアクセサリータンパク質と推定されている。また、
plnOおよび plnN（バクテリオシン様タンパク質遺伝子）の機能は未だ解明されていな
い。一方、PlnTUVWはバクテリオシンの自己免疫機能に関与することが示唆されてい
る 7)。これらと類似の生合成関連遺伝子クラスターが L. plantarum において見出され
ているが、多成分 plantaricin生合成機構は完全には明らかとなっていない。 
  我々は、熊本県球磨地方で 800年以上続く伝統的発酵食品「味噌漬け豆腐」から、
L. plantarum PUK6を分離・同定している。この菌株が生産するバクテリオシンが、味
噌漬け豆腐の保存性に寄与していると予想し、本研究では、この PUK6株の特性評価
とそれが生産するバクテリオシンの同定、生合成関連遺伝子群の決定、遺伝子解析お

よび新規バクテリオシン様遺伝子の機能解析を目的とした。 
第二章「Lactiplantibacillus plantarum PUK6の特性」では、L. plantarum PUK6の特性
として、耐塩性、乳酸生産性、胃酸耐性、胆汁酸耐性、コレステロール吸収・吸着作

用について調べた。耐塩性試験の結果、PUK6株は 7.5 % NaCl耐性であった。次に、
乳酸生産量を測定した結果、12時間後の乳酸生産量は、D-乳酸が 4.8 g/L、L-乳酸が 3.4 
g/L、総乳酸生産量が 8.2 g/L、D/L乳酸比は 1.42であり、PUK6株は L-乳酸よりも D-
乳酸を多く生産することがわかった。また、PUK6株は pH 2.5の人工胃液に対しても
強い耐性を示し、生残率は 100 %であったことから、PUK6 株はヒトの胃液に対して
も強い耐性をもつと考えられた。さらに、PUK6 株はタウロコール酸含有培地でも良
好な増殖を示し、コレステロール吸収・吸着率は 28.7%でこれまでに本研究室で分離
した他の乳酸菌 5 株と比べて高い値を示した。これらのことから、PUK6 株は DL-乳
酸生産株であり、耐塩性、胃酸および胆汁酸に耐性であることから、それを摂取した

場合、胃酸や胆汁酸に耐えて腸に届くことに加え、コレステロール低下作用が期待さ

れることから、有力なプロバイオティクス候補株といえる。ただし、今後、PUK6 株
をプロバイオティクスとして利用していくためには、ラットやマウスを用いた動物実

験を行い、より詳細な試験が必要である。 
	 第三章「Lactiplantibacillus plantarum PUK6が生産するバクテリオシンの精製」では、
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PUK6 株のバクテリオシン生産における培養条件の検討およびその精製を行った。ま
ず、培養条件を検討した結果、MRS 培地にて 30 ˚C、9 時間培養を行った際にバクテ
リオシンを最も生産した。次に、PUK6株の培養液上清から、硫安沈殿、透析、Sep-Pak 
plus tC18、および逆相 HPLCを行った。逆相 HPLC（1st HPLC）では、7つの画分（Fraction 
1〜7）を回収し、Latilactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157Tを指標菌に用いて抗菌活

性を調べた。その結果、Fraction 1および 4にて抗菌活性が検出された。Fraction 4は
単一ピークで分離できたため、アミノ酸配列分析を行ったところ、既報のバクテリオ

シンと相同性を示さず、機能不明タンパク質の分解物が抗菌活性を示したと考えられ

た。一方、Fraction 1は複数のピークが重なっていたため、逆相 HPLCにおけるアセト
ニトリル濃度勾配を緩やかに変更し、Fraction 1を再び逆相 HPLCに供した（2nd HPLC）。
その結果、Fraction 1はさらに A〜Hの 8つのピークに分けることができ、それぞれ回
収して抗菌活性を調べたところ、全てのピークで抗菌活性が検出された。そこで、特

に抗菌活性値が高く、単一ピークで精製できた Fraction 1-D、1-Gおよび 1-Hについて
アミノ酸配列分析を行った結果、Fraction 1-Dは plantaricin A、Fraction 1-Gは plantaricin 
F、Fraction 1-H は plantaricin NC8β と相同性を示した。このことから、PUK6 株は
plantaricins A、EFおよび NC8あるいはそれらの構造類似体を生産すると予想された。 
	 第四章「Lactiplantibacillus plantarum PUK6が生産するバクテリオシンの生合成関連
遺伝子群（pln locus）の同定および機能解析」では、PUK6株が生産するバクテリオシ
ンの同定と、それらの生合成関連遺伝子群（pln locus）の同定および機能解析を行っ
た。第三章において PUK6株が生産すると予想された plantaricinの構造遺伝子に特異
的なプライマー、および PUK6 株と類似の pln 遺伝子クラスターを有する他の L. 
plantarumに共通する遺伝子に特異的なプライマーを用いて、PUK6株の pln locus上遺
伝子のクローニングとプライマーウォーキングを行って、pln locus の全塩基配列
（21,847 bp）を決定した。さらに BLAST検索により、pln locus上の 29個の遺伝子の
機能解析を行い、各遺伝子の機能を決定・推測した。また、複数の機能不明遺伝子の

中で、orf1および orf2については、その推定翻訳産物のアミノ酸配列中にバクテリオ
シン前駆体に特徴的なダブルグリシン配列（Gly-Gly）を見出し、また BLAST検索に
より、バクテリオシン様遺伝子であることが予想された。さらに、Orf3は膜貫通領域
を有することが示唆され、自己免疫機能を有するタンパク質であることが推察された。

加えて、PUK6株と同様の pln locusを有する L. plantarum J51の pln locus上にも、PUK6
株の orf1、orf2および orf3と相同性を有する orf3、orf4および orf5が存在し、これら
については 2分子ペプチドバクテリオシン遺伝子（orf3および orf4）とその免疫タン
パク質遺伝子（orf5）と推測されているが、未だその機能は証明されていない 8)。 
	 第五章「Lactiplantibacillus plantarum PUK6の pln locus上に存在する機能不明遺伝子
（orf1および orf2）の機能解析」では、PUK6株の pln locus上に存在する orf1および
orf2についての機能解析を行った。発現解析の結果、orf1および orf2は、その下流に
位置する orf3とポリシストロン性 mRNAを形成していた。また、Orf1および Orf2の
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推定成熟ペプチドを化学合成し（mOrf1 および mOrf2）、抗菌活性試験を行った。そ
の結果、mOrf1およびmOrf2の等モル混合物（各 5 µM）を用いた場合、L. sakei subsp. 
sakei JCM 1157TおよびWeizmannia coagulans JCM 2257Tに対して、明瞭ではないもの

の生育阻止円を形成した。そこで、さらに詳細な作用機序を調べるために、L. sakei 
subsp. sakei JCM 1157T を指標菌に用いて増殖阻害試験および蛍光染色による蛍光顕微
鏡観察を行った。その結果、mOrf2 単独では指標菌の増殖を阻害しなかった。一方、
mOrf1単独では静菌作用を示し、mOrf1および mOrf2の等モル混合物では指標菌の生
育を最も阻害し、殺菌作用を示した。さらに、培養 4時間後に化学合成ペプチドを添
加した際の培養液を 1 時間毎にサンプリングし、DAPI/PI を用いて指標菌の染色を行
った。mOrf2 単独では指標菌の生菌数に変化は見られなかったが、mOrf1 単独では、
指標菌が経時的に膜破壊された様子が観察され、mOrf1およびmOrf2の等モル混合物
を添加すると、指標菌の膜破壊による菌体の破裂・死滅が認められた。このことから、

orf1および orf2は 2分子ペプチドバクテリオシン遺伝子であると結論し、それぞれを
plnPUK6αおよび plnPUK6βと名付け、それらが発現した活性型の成熟バクテリオシン
を plantaricin PUK6と命名した。また、orf3は RT-PCRによる発現解析やドメイン解析
の結果より、plantaricin PUK6の免疫タンパク質遺伝子であると予想され、plnPUK6cと
命名した。以上の結果を踏まえ、PUK6 株が生産する多成分バクテリオシン生合成メ
カニズムを提唱した（Fig. 7-1）。PUK6株はバクテリオシン前駆体である pre-PlnA、
pre-PlNC8β/α、pre-PlnE/Fおよび pre-PlnPUK6α/βを生産し、それらは PlnG/Hによって
リーダー配列が切断され、菌体外へ活性型バクテリオシン（plantaricin A、EF、NC8お
よび PUK6）として排出・分泌されると推測した。また、plantaricin Aは自身が誘導ペ
プチドとして働き、PlnB がそのセンサー（ヒスチジンキナーゼ）として plantaricin A
を感知すると、ATP を消費してレスポンスレギュレーターである PlnC/D をリン酸化
し、タンパク質の発現を調節すると考えられる。そして、PUK6 株が生産するバクテ
リオシンに自身が抗菌作用を受けないように、バクテリオシン免疫タンパク質

（PlNC8c、PlnI および PlnPUK6c）が細胞膜上に存在すると考えられる。加えて
PlnTUVW も細胞膜上に存在し、これは PUK6 株が生産する 4 種のバクテリオシンの
いずれかの免疫タンパク質として機能すると推定した。 
	 第六章「Lactiplantibacillus plantarum PUK6が生産する多成分バクテリオシンの抗菌
スペクトル」では、PUK6株が生産する 4種類のバクテリオシン（plantaricin A、plantaricin 
EF、plantaricin NC8 および plantaricin PUK6）の抗菌スペクトルを調べた。その結果、
4 種類のバクテリオシンはそれぞれ異なる指標菌に対して抗菌活性を示した。このこ
とから、PUK6 株を発酵食品等のスターター菌と用いることで、耐性菌出現の抑制が
可能であると考えられる。 
	 以上より、本博士論文研究において、L. plantarum PUK6の特性評価とそれが生産す
るバクテリオシンの同定、多成分バクテリオシン生合成関連遺伝子群（pln locus）の同
定および pln locus上遺伝子の機能解析、pln locus上に見出したバクテリオシン様遺伝
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子の機能解析および新規バクテリオシンの同定および命名、さらに PUK6株が生産す
る 4種類のバクテリオシン（plantaricins A、EF、NC8および PUK6）の抗菌スペクト
ルを決定した。この研究成果は、多成分バクテリオシンを生産する乳酸菌を用いた食

品保存技術の新たな糸口になることを期待する。加えて、PUK6 株は胃酸・胆汁酸耐
性を有していることからも、in vivo試験なども精力的に進めることで、保存性と健康
機能性の両方を有する発酵食品の優れたスターター菌として今後の研究の発展が期待

される。 
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Appendix-1	 使用培地 
 
【抗生物質】 
※ 下記を開放系で調製する。 
・ アンピシリン（Amp）（100 mg/mL） 
遠沈管にアンピシリンナトリウム（Wako）1 gを量り取り、滅菌水 10 mLを加え、
ボルテックスで溶解させる。 

※ クリーンベンチにてフィルター滅菌（0.2 µm）し、滅菌遠沈管（15 mL 容）で 
-25 ˚C で保存する。また、これらは、マイクロチューブに 100 µL ずつ分注してお
く。 

 
【誘導物質】 
・ IPTG（イソプロピル-β-D-チオガラクトピラノシド）（0.1 M） 
遠沈管に IPTG（Wako）238 mgを量り取り、滅菌水 10 mLを加え、ボルテックスで
溶解させる。フィルター滅菌（0.2 µm）を行い、滅菌遠沈管（15 mL容）で-25 ̊ Cで
保存する。 

 
【発色性基質】 
・ X-gal（5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリル-β-D-ガラクトピラノシド） 
β-ガラクトシダーゼに対する発色性基質として使用する。 

 
【培地組成】 
・ MRS培地（OXOID） 

 
Table A-1	 MRS medium（1 L） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table A-1のMRS培地試薬を 52 g/Lとなるように蒸留水に溶解し、試験管に 5 mL
ずつ分注し、121 ˚C、15 minオートクレーブ殺菌を行い（特に断らない限り以後も
同様の条件で殺菌）、被検菌の前培養にはこの MRS 試験管培地を使用した。また、
上記のMRS培地に 1.2%寒天を加えたものをオートクレーブし、約 20 mLずつ滅菌

Typical formura   (pH 6.2 ± 0.2) (g/L) 
 Peptone 10 
 ‘Lab-Lemco’ Powder  8 
 Yeast extract  4 
 Glucose 20 
 Tween 80  1 (mL) 
 Di-potassium hydrogen phosphate  2 
 Sodium acetate 3H2O  5 
 Manganese sulphate 4H2O  0.05 
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シャーレに分注してプレートを作製した。菌株の短期保存にはこの寒天プレート培

地を使用し、4 ˚Cで保存し、菌は 1週間、または 2週間毎に植え継ぎを行った。 
 
・ 20 mM DL-トレオニン含有MRS培地 

MRS 液体培地試薬（Table A-1）に、DL-トレオニンを 20 mM になるように添加後
121 ̊ C、15 minオートクレーブ殺菌を行った。PUK6株ゲノム DNAを調製する際の
本培養に用いた。 

 
・M17G培地 
 

Table A-2	 M17 medium (1 L) （OXOID） 
Typcal formura （pH 6.9±0.2） g/L 
Pancreatic digest of casein 
Soy peptone 
Beef extract 
Yeast extract 
Ascorbic acid 
Magnesium sulfate 
Disodium-β-glycerophosphate 

 5.0 
5.0 
5.0 
2.5 
0.5 

 0.25 
19.00 

Table A-2のM17培地試薬 37.25 gを 1 Lの蒸留水に溶解し、試験管に 5 mLずつ分
注してシリコ栓をし、121 ˚C、15 minオートクレーブ滅菌を行った。被検菌の培養
にはこの培地に別殺菌した 20%グルコースを無菌的に 125 µL（終濃度 0.5%）添加
したものを使用した。 

 
・ LB（lysogeny broth）液体培地 
 

Table A-3	 LB medium（1 L） 

Bacto Tryptone（Difco）              10 g 
Yeast extract（Difco） 
NaCl 

 5 g 
 5 g 

Table A-3の成分に蒸留水を加えて 1 Lとし、pH 7.0に調整した後、121 ˚C、20 min
オートクレーブ殺菌を行う。プラスミド維持のため、必要に応じて抗生物質のスト

ック溶液を培地の 1/1000量添加する。 
 
 
・ LB寒天平板培地 

Table A-3の LB培地を pH 7.0に調整した後、1.5%濃度になるように Agarを加え、
121 ̊ C、20 minオートクレーブ滅菌を行う。55〜65 ̊ Cまで放冷後に、必要に応じて
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抗生物質のストック溶液を培地の 1/1000 量添加し、混合して滅菌シャーレに 15〜
20 mLずつ注ぎ、寒天平板培地を作製する。 

 
・ LB（AXI）寒天平板培地 

Table A-3の LB培地に、1.5%濃度になるように Agarを加え、121 ˚C、20 minオー
トクレーブ滅菌を行う。55〜65 ̊ Cまで放冷後、Table A-4に示したように X-gal（5-
ブロモ-4-クロロ-3-インドリル-β-D-ガラクトピラノシド）、およびろ過滅菌（0.2 µm）
した IPTG（イソプロピル-β-D-チオガラクトピラノシド）とアンピシリン（Amp）
を添加、混合して滅菌シャーレに 15〜20 mLずつ注ぎ、寒天平板培地を作製する。 

 
Table A-4 

 	 	 	 	 終濃度 
アンピシリン（Amp） 100 µg/mL 
IPTG              0.1 mM 
X-gal  40 µg/mL 
※ X-galは疎水性のため、添加時に X-galを最終濃度が 40 mg/mLとなるようマイ
クロチューブに取り、これが 2%となるようにジメチルホルムアミドに溶解させた
ものを添加。 

 
・ SOB培地 

 
Table A-5	 SOB medium（1 L） 

  終濃度 
Bacto Tryptone（Difco） 20 g   2.0% 
Bacto Yeast extract（Difco）  5 g   0.5% 
5 M NaCl  2 mL  10 mM 
2 M KCl  1.25 mL   2.5 mM 

Table A-5の成分に蒸留水を加えて 1 Lとし、pH 7.0に調整後 121 ̊ C、20 minオート
クレーブを行う。これに別殺菌した 1 / 100量の 2 M Mg2+溶液（2 M MgSO4・7H2O 
+ 2 M MgCl2・6H2O）を加える。 

 
・ SOC培地 

SOB培地（2 M Mg2+が入っていないもの）（1サンプルにつき 200 µL使用）に、オ
ートクレーブした 2 M Mg2+溶液と 2 Mグルコース溶液を、それぞれ使用する直前
に 1/100量（2 µL）ずつ加える。  
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Appendix-2	 Protocols 
 
【バイオアッセイ（Spot-on-lawn method）】 
＜方法＞ 
1) 指標菌は最適試験管液体培地を用いて、最適生育温度で一晩振とう培養を行う。 
2) 98 ˚Cに設定したヒートブロックで、ねじ口試験管に入った 5 mLの寒天培地を溶
かし、寒天培地の温度が 50～60 ̊ C程度まで下がった後、これに指標菌の培養液を
50 µL（ただし、Kocuria rhizophila NBRC 12708 は 5 µL、および Listeria innocua ATCC 
33090T は 500 µL）接種し、ボルテックスを⽤いて菌を均⼀に撹拌する。 

3) 無菌状態の寒天平板培地の上に 2）で懸濁した寒天培地（菌の生育において、MRS
培地および M17G培地を用いたものは MRS寒天平板培地、LB培地および NB培
地を用いたものは LB寒天平板培地を使用）を直ちに重層し、クリーンベンチ内で
固化後、約 15 min乾燥させる。 

4) 乳酸による影響を除くため pH 6付近に調整し、フィルター滅菌したサンプルを順
次 2倍希釈し、3）で乾燥させたプレート上に 10 µLずつ滴下する。 

5) サンプルが寒天平板培地に浸透したら、シャーレのふたを下にして、指標菌の最適
生育温度で一晩培養し、阻止円の有無を観察後、各指標菌の抗菌活性を算出する。 

 
《抗菌活性測定法（算出法）》 
	 （式）	 抗菌活性（AU/mL）＝（1/D）/（抗菌物質の滴下量（mL）） 
	 	 	 	 	 AU；Arbitary Unit 
	 	 	 	 	 D；抗菌活性を示す最大希釈率 
 
《活性回収率（算出法）》 
	 （式）	 活性回収率（%） 
	 	 	 	 	  

＝ 
	  
 
【Tricine-SDS-PAGE】 
＜試薬＞ 
・40%アクリルアミド／ビス混合溶液（40% T、3.3% C） 

 
 
 
 
 
 

 必要量 
Acrylamide（BIO RAD）    38.66 g 
Bis（BIO RAD）     1.34 g 
超純水  約 100 mL 
 計 100 mL 

{各精製過程後の抗菌活性（AU/mL）×各精製過程後の液量（mL）} 
{培養液上清の抗菌活性（AU/mL）×培養液上清の液量（mL）} 

上記は遮光の状態にし、4˚Cで保存する。 
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・3.0 M Tris-HCl（pH 8.45） 
 
 
 
 
 

 
・5.0 M Tris-HCl（pH 6.8） 

 
  
 
 
 

 
 

・水飽和イソブタノール（2-メチル-1-プロパノール） 
	 	 2-メチル-1-プロパノールと超純水を 2 : 1の割合で転倒混和し、静置する。上層
が 2-メチル-1-プロパノールである。 

・10 x Tris／Tricine／SDS泳動バッファー 
 必要量 
Tris    122.1 g 
Tricine    179.1 g 
SDS 10.0 g 
超純水	  約 1,000 mL 
 計 1,000 mL 

	   pH調整不要。 
 
・1 x Tris／Tricine／SDS泳動バッファー（0.1 M Tris、0.1 M Tricine、0.1% SDS） 

10 x Tricine／SDS泳動バッファー100 mLを 900 mLの超純水で 1 Lに希釈。 
・10% APS 

Ammonium persulfate（過硫酸アンモニウム）0.1 gを滅菌水 1 mLに溶解する。ボ
ルテックスで撹拌後、4 ˚C、遮光保存で 2週間使用可能。 

・TEMED 
N, N, N’, N’-Tetramethylenediamine（BIO-RAD）をそのまま使用する。 

 
 
 
 

 必要量 
Tris     36.36 g 
超純水 約 100 mL 
 計 100 mL 

 必要量 
Tris     6.05 g 
超純水 約 100 mL 
 計 100 mL 

濃 HClを用いて pH 8.45にする。4 ˚Cで保存。 

濃 HClで pH 6.8に調整後、全量を 100 mLになるようにメスアップする。 
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・2 x sample buffer 
       必要量 
Tricine Sample buffer（BIO-RAD）        49 µL 
2-Mercaptoethanol         1 µL 
      計 50 µL 

	 	 随時調製。4 ˚C保存。 
・分子量マーカー	 1 mg/mL Precision Plus Protein Dual Xtra Standards (BIO-RAD) 
・染色液	 Bio-Safe Coomassie（BIO-RAD） 
 
＜方法＞ 
分離ゲル（16.5%）をつくる。 

 
 
 
 
 

 
1) 上記を吸引びんに入れ、スターラーを用いて混合する。その後、減圧下で 15 

min脱気し、スターラーごとビーカーに移す。 
2) ゲルカセットに注入する直前に 10% APS を 50 µL、TEMEDを 5 µLを添加して
ゲル溶液を調製し、素早く混和する。 

3) 直ちにピペットを用いて、ガラスプレートの上部から 2 cmの位置まで素早く分
離ゲル溶液を注入する。 

4) ゲルが乾燥しないように、注入した溶液の上に直ちに水飽和 2-ブタノール（2-ブ
タノールの上層）をゲルに重層し、分離ゲルを 1 h固化させる。 

5) 濃縮ゲル（4% T、3.3% C）をつくる。 
 
 
 
 
 

6) 上記を吸引びんに入れ、スターラーを用いて混合する。その後、減圧下で 15 
min脱気し、スターラーごとビーカーに移す。 

7) 分離ゲルが固化した後、水飽和 2-ブタノールをろ紙などを用いて除く。 
8) 分離ゲルの上部を超純水で満たし、ろ紙で除くという作業を 2回繰り返す（洗
浄）。 

9) ゲルカセットに注入する直前に 10% APS を 25 µL、TEMEDを 5 µLを添加し、 
ゲル溶液を調製する。素早く混和する。 

40%アクリルミド／ビス混合溶液 4.1 mL 
3.0 M Tris-HCl（pH 8.45） 3.35 mL 
50%グリセロール溶液 1.0 mL 
超純水 1.2 mL 

40%アクリルアミド／ビス混合溶液 0.5 mL 
3.0 M Tris-HCl（pH 8.45） 1.66 mL 
超純水 2.82 mL 

計 9.65 mL 

計 4.98 mL 
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10) 直ちにピペットを用いてガラスプレートの上端まで素早く注入し、コームを差し
込んで濃縮ゲルを 1 h固化させる。 

11) タンパク質溶液（サンプル）を 2 x sample bufferと混合し、98 ˚Cに設定したヒー
トブロックで、10 min処理する。 

12) 泳動槽に、1 x 泳動バッファーを入れる。 
13) 室温に放置し、冷めたサンプルをゲルにアプライする（マーカーには Precision 

Plus Protein Dual Xtra Standards（BIO-RAD）を使用（10 µL））。 
14) 100 Vで約 4 h、電気泳動を行う。 
15) 泳動後、バットに蒸留水を入れゲルを洗浄する（5 min×3回）。 
16) 下記の組成で固定液を調製し、洗浄後のゲルを固定液で 30 min振とうする。 

 
 
 
 
 

 
17) 固定液を捨て、Bio-Safe Coomassie（BIO-RAD）に替えて 1 h以上振とうする。 
18) Bio-Safe Coomassieを捨て、蒸留水に替えて 30 min×4回振とうする。 
19) 少量の蒸留水とともにハイブリバックに入れ 4 ˚Cで保存する。 
 
【ゲルバイオアッセイ】 
＜方法＞ 
1) SDS-PAGE泳動後、70%エタノールで殺菌したバットに超純水を入れゲルを洗浄
する（15 min×3回）。 

2) 98 ˚Cに設定したヒートブロックで、ねじ口試験管に入った 5 mLのMRS寒天培
地を溶かし、寒天培地の温度が 50～60 ˚C程度まで下がった後、これに L. sakei 
subsp. sakei JCM 1157Tの培養液を 50 µL 接種し、ボルテックスを⽤いて菌を均⼀
に撹拌する。 

3) 無菌状態のMRS寒天平板培地の上に、しわにならないようにゲルを乗せる。 
4) ゲルが乾燥しないうちに 2) で懸濁した寒天培地を重層し、クリーンベンチ内で
固化後、15～30 min乾燥させる。 

5) ゲルがはがれ落ちるのを防ぐため、シャーレのふたを上にしたまま 30 ˚Cで 18 h
以上培養し、阻止円の有無を観察する。 

 
【銀染色】 
ポリアクリルアミドゲル電気泳動用銀染色用キット Silver Stain KANTO Ⅲ（関東
化学）を用いた。タンパク質量が少なく、Bio-Safe Coomassieでの染色が不十分な際
に、銀染色を行った。 

メタノール 40 mL 
酢酸 10 mL 
超純水 50 mL 
  計 100 mL 
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＜試薬＞ 
キット内容 
名称 主成分 
試薬 A（増感原液） ジチオスレイトール 
試薬 B（染色原液Ⅰ） 硝酸銀 
試薬 C（染色原液Ⅱ） けいタングステン酸 
試薬 D（現像原液Ⅰ） ホルムアルデヒド 
試薬 E（現像原液Ⅱ） 炭酸カリウムナトリウム 
試薬 F（現像停止液） クエン酸 

 
・固定液 
 必要量 
メタノール   50 mL 
酢酸   10 mL 
蒸留水   40 mL 
 計 100 mL 

 
・増感液 
 必要量 
試薬 A    5 mL 
蒸留水   95 mL 
 計 100 mL 

 
・染色液 
 必要量 
蒸留水   90 mL 
試薬 B    5 mL 
試薬 C    5 mL 
 計 100 mL 

 
・現像液 
 必要量 
蒸留水   90 mL 
試薬 D    5 mL 
試薬 E    5 mL 
 計 100 mL 
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＜方法＞ 
1) Tricine-SDS-PAGE後のゲル、あるいは、Bio-safe Coomassie染色後のゲルを、固定
液 100 mLで 20 min振とうする。 

2) 固定液を捨て、増感液 100 mLに替えて 10 min振とうする。 
3) 増感液を捨て、蒸留水 100 mLに替えて 10 min振とうする。 
4) 蒸留水を捨て、染色液に替えて 10 min振とうする。 
5) 染色液を捨て、蒸留水 200 mLに替えて 1 min×2回振とうする。 
6) 蒸留水を捨て、現像液に替えて、適度な染色液が得られるまでよく振とうする（5 

min〜10 min）。 
7) 適度な染像が得られた時点で、さらに試薬 F を 5 mL注ぎ、10 min振とうする。
現像液を捨て、ゲルを蒸留水で十分洗浄した後、保存する。 

 
【Lactiplantibacillus plantarum PUK6ゲノム DNAの調製】 
＜試薬＞ 
・MRS液体培地（5 mL、試験管） 
・DL-トレオニン含有MRS液体培地（100 mL、300 mL容フラスコ） 
・0.5 M EDTA（エチレンジアミン四酢酸）（pH 8.0） 

EDTA-2Na・2H2O（エチレンジアミン四酢酸二水素ナトリウム二水和物）18.6 gを 
超純水 80 mLに溶かし、5N NaOHを用いて pH 8.0に調整し、超純水で 100 mLに 
メスアップする。オートクレーブ殺菌を行う。 

・50 mM EDTA（エチレンジアミン四酢酸）（pH 8.0） 
0.5 M EDTA（pH 8.0）を 10倍希釈したものを用意し、121 ̊ C、20 minオートクレー
ブ殺菌を行う。 

・Lysozyme（Wako） 
サンプルに対し、0.5〜1.0 mg/mLとなるように加える。 

・Labiase（生化学工業） 
5 mg/mLとなるように加える。 

・10% SDS：Sodium dodecyl sulfate（ドデシル硫酸ナトリウム） 
30 gを超純水で溶解し、HClで pH 7.2に調整して 300 mLにメスアップする。121 
˚C、20 minオートクレーブ殺菌を行う。なお SDSは粘膜刺激性薬品であるため、計
量する場合は、マスク等を着用する。 

・クロロホルム/イソアミルアルコール（24：1） 
クロロホルム、イソアミルアルコールを 24：1（v/v）で混合する。プラスチックを
腐食させるので使用する器具に気をつける。 

・TE (pH 8.0) 
10 mM Tris-HCl、1 mM EDTAを混合、pH 8.0に調整し、121 ˚C、20 minオートクレ
ーブ殺菌を行う。非常に強い緩衝作用を持ち、DNAや RNAを溶解する基本溶液と
なる。 
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・TE飽和フェノール 
核酸抽出用フェノール（Wako）を約 60 ˚Cで温めて溶かし、TEを加えて二層に分
かれるまで混合した後、一晩放置した後、下層を使用する。 

・3 M酢酸ナトリウム（NaOAc） 
3 M酢酸ナトリウム（酢酸ナトリウム 40.8 gを溶解させ 100 mLにしたもの）に 3 
M酢酸（酢酸原液 12 mLを 70 mLまでメスアップしたもの）を徐々に加えて pH 5.2
に調整し、121 ˚C、20 minオートクレーブ殺菌を行う。 

・100%冷エタノール 
耐熱ビンを 121 ˚C、20 minオートクレーブ殺菌後、室温に冷ましてから 100%エタ
ノールをそのまま入れ、-25 ˚Cで保存する。 

・70%冷エタノール 
必要量の超純水を 121 ˚C、20 minオートクレーブ殺菌する。室温に冷ましてから、
エタノール濃度が 70%となるように 100%エタノールを加え、-25 ˚Cで保存する。 

・20 mg/mL Proteinase K (Wako) 
滅菌水に溶解後、-20 ˚Cで保存する。 

 
＜方法＞ 
1) L. plantarum PUK6の単一コロニーをとり、5 mLの MRS 試験管培地に接種し、30 

˚Cにて一晩培養する（120 strokes/min）。 
2) 1) の培養液 5 mLを、100 mLの 20 mM DL-トレオニン含有MRS培地（300 mL容
三角フラスコ）に移す（接種量 5%）。 

3) 30 ˚Cで 4～6 h穏やかに振とう培養する（90 strokes/min）。 
4) 全量をあらかじめ滅菌した遠心チューブに移し、6,000 rpm、5 min、4 ̊ C遠心分離す
る。 

5) 菌体ペレットを約 50 mLの 50 mM EDTA（pH 8.0）に懸濁し、6,000 rpm、5 min、4 
˚Cの遠心分離を行う（これを 2回繰り返す）。 

6) 菌体を 1 mLの 50 mM EDTAに懸濁し、10 mg/mLになるように Lysozymeを加え
る。 

7) 37 ˚C、2 hインキュベートする。 
8) Labiase（生化学工業）を 5 mg/mLとなるように添加し、37 ˚Cで 4 hインキュベー
トする。 

9) 10% SDS を 200 µL 加えて、チューブを上下逆さにしてゆっくりとよく混和す 
る。途中で穏やかによく混ぜながら、60 ˚C、10 min インキュベートする。  

10) 400 µLずつ 5本のマイクロチューブに分注する。 
11) 等量の PCI溶液（フェノール／クロロホルム／イソアミルアルコール（25 : 24 : 1））
を加える（フェノール処理）。穏やかに転倒混和（10 min）した後、12,000 rpm、10 
min、4 ˚Cで遠心分離を行う。 

12) 粘性のある水層（上層）を新しいマイクロチューブに移す。（フェノール処理は中間
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の白い層がなくなるまで 3回繰り返した。中間層の白い層は変性タンパク質） 
13) 1/10 量（40 µL）の 3 M NaOAc、2.5倍量（1 mL）の 100%冷エタノールを加え、
穏やかによく撹拌する（エタノール沈殿）。  

14) -80 ˚Cで 10 min保冷する。  
15) 12,000 rpm、10 min、4 ˚Cで遠心分離する。  
16)  1 mLの 70%冷エタノールでリンスする。  
17) 12,000 rpm、5 min、4 ˚Cで遠心分離する。  
18) 真空遠心装置を用い、15〜30 minペレットを乾燥させる。  
19) 得られたペレットをそれぞれ 195 µLの TEに溶解する（DNAが溶けない場合は、

4 ˚Cで一晩静置する）。 
20) 20 mg/mL proteinase K溶液を 5 µL加えて、ゆっくりよく混ぜる（転倒混和）。 
21) 37 ˚Cで 2 hインキュベートする。 
22) フェノール処理を数回行い、タンパク質の除去を行う。 
23) 1/10量（40 µL）の 3M NaOAc、2.5倍量（1 mL）の 100% 冷エタノールを加え、混
和、-80 ˚C、10 min保冷。 

24) 12,000 rpm、10 min、4 ˚C遠心分離し、上清を除く。 
25) 1 mLの 70% 冷エタノールでペレットをリンスする。 
26) 12,000 rpm、5 min、4 ˚C遠心分離後上清を除き、ペレットを真空遠心装置で乾燥さ
せる。 

27) それぞれ 200 µLの TE（pH 8.0）に溶解する（DNA が溶けない場合は、4 ̊ Cで一晩
静置する）。 

28) ゲノム DNA溶液の 8 µLをアガロースゲル電気泳動に供して、ゲノム DNAの存在
を確認し、吸光度計（NanoVue : GE Healthcare）を用いて、DNA濃度を測定する。 

 
【RNAの除去】 
＜試薬＞ 
・ TE 
・ 10 mg/mL Ribonuclease A bovine pancreas（RNase A）（DNase free） 

  最終濃度 
RNase A（SIGMA）     50 mg  10 mg/mL 
1 M Tris-HCl (pH 7.5)      0.05 mL  10 mM 
5 M NaCl (pH 7.5)      0.015 mL  15 mM 
滅菌水 up to 5 mL  
※まず、1 M Tris-HCl（pH 7.5）および 5 M NaCl（pH 7.5）でバッファーを作製し、
それに RNase A粉末を溶解する。マイクロチューブに分注し、100 ̊ Cのヒートブロ
ックで 15分処理後、そのまま室温になるまでゆっくりと冷まして作製する。 

・ クロロホルム/イソアミルアルコール（24 : 1） 
・ TE 飽和フェノール 
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・ 3 M酢酸ナトリウム（pH 5.2） 
・ 100％冷エタノール 
 
＜方法＞ 
1) ゲノム DNAの調製で得られた 100 µLの DNA溶液に TE（pH 8.0）100 µLをさらに
加える。 

2) 10 mg/mLの RNase（DNase free）を 2 µL添加後、37 ̊ Cで 10～30 minインキュベー
ションを行う。 

3) 1/10量（20 µL）の 3M NaOAc、2.5倍量（500 µL）の 100% 冷エタノールを加え、
混和、-80 ˚C、10 min保冷。 

4) 1 mLの 70% 冷エタノールで沈殿を 2回リンスする。 
5) 12,000 rpm、5 min、4 ˚Cで遠心分離する。 
6) 上清をよく取り除き、真空遠心乾燥機で約 15分間沈殿物を乾燥させ、100 µLの TE
に溶解する。 

7) 得られたゲノム DNA は分光光度計およびアガロースゲル電気泳動により濃度およ
び純度を測定、確認する。 

 
【アガロースゲル電気泳動】 
＜試薬＞ 
・ 電気泳動用低融点アガロース LO3  (TaKaRa) 
・ 50 × TAE buffer 

 2 M  Tris 
 2 M  酢酸 
50 mM  EDTA (pH 8.0) 
 超純水 

※ 1 × TAE bufferはこれを希釈して用いる。 
・ EtBrストック溶液 

10 mg/mL の溶液（市販）を 1 × TAE bufferで 1,000〜2,000倍程度に希釈し、遮光で
室温保存。EtBrは発ガン性物質のため、必ず手袋をして取り扱うこと。 

・ 分子量マーカー	 Loading Quick λ/HindIII digest（TOYOBO） 
・ 色素	 Loading Dye（TOYOBO） 

 
＜ゲルの作製＞ 
	 アガロースゲル 1.2 gを三角フラスコに量り取り、1 × TAE buffer 150 mLを加え、
電子レンジで加熱融解させる（ゲル濃度 0.8%）。アガロース溶液を注ぎ、コームを
セットして放冷し固化させる。ゲル使用時に、1 × TAE bufferを加える。 
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＜操作＞ 
1) サンプル溶液 5〜8 µLに色素 2 µLを混合し、ウェルにアプライする。 
2) 10 µLの分子量マーカーとともに 100 V、約 30 min泳動する。 
3) 電気泳動装置からゲルをそっとはずし、EtBrに 15 min振とう染色後、蒸留水で  
4) 15 min穏やかに振とう洗浄する。 
5) UV（短波長 254 nm）でバンドを確認し、写真を撮る。 
 
【PCR 産物の精製】 
QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN）を用いた。 キットのプロトコールに従う。  
 
【アガロースゲルからの DNA抽出】 

QIAGEX II Agarose Gel Extraction Kit（QIAGEN）を用いた。 
キットのプロトコールに従う。 

 
【RNA除去および制限酵素処理】 
＜試薬＞ 
・ 10 mg/mL RNase A（DNase free） 
・ 制限酵素 
・ 10 × buffer 
・ 3 M NaOAc 
・ 100%冷エタノール 
・ 70%冷エタノール 
 
＜操作＞ 
1) プラスミド溶液を数 µLとり、滅菌水を加えて 19 µLにする。 
2) 10 mg/ml RNaseを 1 µL加える。 
3) 37 ˚C、10 minインキュベートする。 
4) RNA除去処理後、それぞれに 10 × bufferを 20 µL添加し、滅菌水 169 µLを加え、
これに制限酵素を各 1 µL加えて、穏やかに混和する（計 200 µL）。 

5) 37 ˚Cで 4 h〜一晩インキュベートする。 
6) 制限酵素処理後、3 M NaOAcを 20 µLと、500 µLの 100%冷エタノールを加え、エ
タノール沈殿を行う。 

7) 12, 000 rpm、10 min、4 ˚C遠心分離して沈殿を得る。 
8) 1 mLの 70%冷エタノールで沈殿をリンスする。 
9) 上清をよく取り除き、真空遠心乾燥機で約 15 min沈殿物を乾燥させ、ライゲーショ
ンに用いる。 
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【TAクローニング（T-vector pMD20とライゲーションする場合）】 
※ PrimeSTARシリーズなどの α型 DNAポリメラーゼにより増幅された PCR産物
の場合は、Mighty TA-cloning Reagent Set for PrimeSTAR（TaKaRa）を用いて 3’末端
に dAを付加した後、T-vector pMD20とライゲーションする。 

＜操作＞ 
1) dA 付加を行った PCR 産物（滅菌水を加え計 4 µL になるように調製）に T-vector 

pMD20を 1 µL加え混和する。 
2) サンプルと同量（5 µL）の Ligation Mighty Mixを加える（計 10 µL）。 
3) 16 ˚Cで 2 h以上ライゲーションを行う。 
 
【ライゲーション（pUC118 HincII/BAPとライゲーションする場合）】 
＜操作＞ 
1) Mighty Cloning Reagent Set <Blunt End>（TaKaRa）を用いて PCR 産物をリン酸化
（kination）反応を行い、フェノール/クロロホルム抽出、エタノール沈殿により精製
を行う。 

2) 精製した DNA溶液 5 µLに pUC118 HincII/BAP（50 ng/µL）を 1 µL加え、混合する。 
3) Ligation Mighty Mixを 6 µL加え、穏やかに混合する。 
4) 16 ˚Cで 1 h以上ライゲーションを行う。 
 
【プラスミドの単離（アルカリ SDS法）】 
＜試薬＞ 

・Solution I（GTE溶液）ストック 
50 mM glucose  1.8 g 
25 mM Tris-HCl（pH 8.0）  5 mL 
10 mM EDTA（pH 8.0）  4 mL 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	   計 200 mL 

121 ˚C、20 minオートクレーブする。室温保存。 
 

・Solution II	 試験管（1.5 mL）1本分 
0.2 N NaOH      8 µL 
10% SDS     20 µL 
滅菌水   172 µL 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 計 200 µL 

使用時に調製する。 
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・Solution III（3 M K, 5 M 酢酸）ストック 
5 M 酢酸カリウム   60 mL 
氷酢酸   11.5 mL 
超純水   28.5 mL 

                            計 100 mL 
121 ˚C、20 minでオートクレーブする。室温保存。 

 
＜操作＞ 
1) プラスミドを保持した大腸菌の単コロニーを 1.7 mLの LB培地（必要に応じて抗生
物質を入れる）に植菌し、37°Cで一晩振とう培養（120 strokes/min）を行う。 

2) 培養液をマイクロチューブに移し 6,000 rpm、3 min遠心分離する。 
3) 菌体ペレットを 100 µLの Solution I に懸濁して室温で 5 min放置する。 
4) 200 µLの Solution IIを加え、チューブを上下逆にして穏やかによく混和し、氷上で

5 min放置する。 
5) 150 µLの Solution IIIを加え、同様に穏やかによく混和し、氷上で 5分間放置する。 
6) 12,000 rpm、10 min遠心分離後、上清を新たなマイクロチューブに移してフェノー
ル処理を数回繰り返す。 

7) コピー数の少ない広宿主域ベクターなどの場合は、純度よく抽出するために 3回行
った方が良い。 

8) フェノール処理後、上層を新しいチューブに移し、2.5 倍量の冷エタノールを加え
て混和し、-80 ˚Cで 10 min放置した後、12,000 rpm、10 min、4 ˚C遠心分離する。 

9) 上清を取り除き、70% 冷エタノール（-25 ̊ C）1 mLでリンス後、12,000 rpm、5 min、
4 ˚C遠心分離する。 

10) 上清をよく取り除き、真空遠心乾燥機で約 15 分間沈殿物を乾燥させ、沈殿物を適
量の TE もしくは滅菌水に溶解させる。このとき、試験管培地（1.5 mL）1 本あた
り、pBluescript II KS+などの場合は 20 µLに溶解させると良い。 

 
【プラスミドベクターのアルカリフォスファターゼ処理（脱リン酸処理）】 
＜試薬＞ 
・ 10 × buffer 
・ CIAP（Calf Intestine Alkaline Phosphatase）（TOYOBO） 
・ 3 M NaOAc 
・ 100%冷エタノール 
・ 70%冷エタノール 
 
＜操作＞ 
5’突出末端の場合 
1) 制限酵素で消化したプラスミドベクターの乾燥ペレットを滅菌水 44 µLに溶解した
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後、5 µL の 10 × buffer、1 µLの CIAPを加える。 
2) 37 ˚C、1 hインキュベートする。 
3) 反応終了後、滅菌水で 200 µLにし、等量（約 200 µL）のフェノール／クロロホル
ム／イソアミルアルコール（25：24：1）を加え、撹拌する。 

4) 12,000 rpm、10 min遠心分離する。 
5) 上清を新しいマイクロチューブに移し、エタノール沈殿を行う。 
6) エタノール沈殿後、真空遠心乾燥機で約 15 min沈殿物を乾燥させ、ライゲーション
に用いる。 

 
平滑末端及び 3’突出末端の場合 
1) 制限酵素で消化したプラスミドの乾燥ペレットを滅菌水 170 µL に溶解した後、20 
µLの 10 × CIAP buffer、10 µLの CIAPを加える。 

2) 37 ˚C、30 minインキュベートする。 
3) 50 ˚C、1 hインキュベートする。 
4) 反応終了後、等量（約 200 µL）のフェノール／クロロホルム／イソアミルアルコー
ル（25：24：1）を加え、撹拌する。 

5) 12,000 rpm、10 min遠心分離する。 
6) 上清を新しいマイクロチューブに移し、1/10倍量（20 µL）の 3 M NaOAcと 2.5倍
量（500 µL）の 100% 冷エタノールを加えて混和し、-80 ˚Cで 10 min放置した後、
12,000 rpm、10 min、4 ˚C遠心分離する。 

7) 上清を取り除き、70% 冷エタノール 1 mLでリンス後、12,000 rpm、5 min、4 ˚C遠
心する。 

8) 上清をよく取り除き、真空遠心乾燥機で約 15 min沈殿物を乾燥させ、ライゲーショ
ンに用いる。 
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【大腸菌のコンピテントセルの調製】 
＜試薬＞ 
・ LB液体培地 
・ SOB培地 
・ Transformation Buffer (TB) 

 
Table A-6	 Transformation Buffer 
Components Final Concentration Volume 
PIPES  10 mM      3.0 g 
CaCl2・2H2O 
（CaCl2） 

 15 mM      2.2 g 
    (1.66 g) 

KCl 250 mM     18.6 g 
MnCl2・4H2O  55 mM     10.9 g 
超純水     950 mL 
  Up to 1 L 

Table A-6の試薬を超純水に懸濁後、5 N KOH（または HCl）にて pH 6.7-6.8に調整
する。（低 pHでは白濁状態だが、pH調整によって溶解する。）pH調整後、MnCl2・

4H2Oを添加、溶解し、液量をメスアップする。0.2 µmのフィルターを用いて滅菌
し、4 ˚Cで保存する（1〜2日）。 
 

・ 2 M Mg2＋溶液 : 2 M MgSO4・7H2O、2 M MgCl2・6H2O調整後、121 ̊ C、20 minオー
トクレーブ殺菌する。 

・ ジメチルスルホキシド（DMSO）（Wako） 
 
＜操作＞ 

1) 大腸菌を LB寒天平板培地にストリークし、シングルコロニーを形成させる。 
2) LB液体培地（必要に応じて抗生物質を添加）に大腸菌を接種し、37 ̊ Cで一晩培養
する。 

3) 50 mL SOB培地の入った坂口フラスコ（500 mL容）に前培養液を 500 µL（1%）接
種する。 

4) 18 ̊ Cで 19〜50時間、 28 ̊ Cで約 4時間を目安に激しく振とう培養（130 strokes/min）
を行う。 

5) OD600=0.4〜0.8に達したら培養を止め直ちに、氷中で約 10分間冷却する。 
6) 冷却しておいた滅菌遠心管に培養液を入れ、3,000 rpm、15 min、4 ̊ Cで遠心分離し、
菌体を回収する。 

7) クリーンベンチ内で上清を捨て、培養液の 1/3 容量（坂口フラスコ 1 本につき 15 
mL）の氷冷した TBを加え氷上で穏やかに撹拌しながら懸濁させる。さらに 10分
間氷冷する。 
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8) 3,000 rpm、15 min、4 ˚Cで遠心分離し、クリーンベンチ内で菌体を回収する。 
9) 上清を除いたあと、培養液の 1/12.5容量 （坂口フラスコ 1本つき 4 mL）の氷冷し
た TBに懸濁し、最終濃度が 7%になるように（坂口フラスコ 1本につき 300 µL）
DMSO（ジメチルスルホキシド）を添加し、さらに 10分間氷冷する。 

10) 110 µLずつ滅菌したマイクロチューブに分注後、直ちに液体窒素に浸し、凍結させ
る。 

11) -80 ˚C で保存。 
 
【形質転換】 
＜試薬＞ 
・ LB（AXI）寒天培地 
・ SOB培地 
・ SOC培地 

 
＜操作＞ 
1) プラスミドを、5 min氷冷する。 
2) 凍結していたコンピテントセル（E. coli DH5αなど）を融解後、直ちにプラスミド
に加える。 

3) 氷中に 30 min放置する。 
4) 42 ˚Cで正確に 90 secのヒートショックを行う。 
5) 氷中で 2 min急冷する。 
6) 200 µLの SOC培地を加え、穏やかに懸濁する。 
7) 37 ˚Cで振とうさせながら、1 hインキュベートする。 
8) 全量適当な抗生物質あるいは誘導物質を含んだ LB寒天平板培地にプレーティング
する。 

9) 37 ˚Cで一晩培養する。 
 
【DNAシークエンシング】 
《DNAシークエンシング用プラスミド抽出》 
	 FlexiPrep Kit使用（GE Healthcare） 
＜試薬＞ 
・ LB試験管培地 
・ FlexiPrep Kit（GE Healthcare） 
・ 2-プロパノール（関東化学） 
・ 5 M NaCl 
・ 100%冷エタノール 
・ 70%冷エタノール 
・ TE（pH 8.0） 



 143 

＜操作＞ 
1) ストリークしたプレートから 1サンプルにつき 4本の 1.7 mL LB試験管培地（必要
に応じて抗生物質を添加）に植菌する。 

2) 37 ˚Cで一晩振とう培養する（120 strokes/min）。 
3) 1.5 mLずつマイクロチューブに移し、6,000 rpm、3 min遠心分離を行う。 
4) DNAシークエンシング用プラスミド抽出キット（FlexPrep Kit）の Solution Iを 200 
µL加え、ピペッティングにより懸濁する。 

5) Solution IIを 200 µL加え、チューブを転倒混和し、室温で 5 min放置する。 
6) Solution IIIを 200 µL加え、チューブを転倒混和し、室温で 5 min放置する。 
7) 12,000 rpm、10 min遠心分離し、上清を新しいマイクロチューブに移す。 
8) 上清に 0.7倍量（420 µL）の 2-プロパノールを加え、2〜3秒ボルテックスにかけ、
室温で 10 min放置する。 

9) 12,000 rpm、10 min遠心分離する。 
10) 沈殿を取らないように、マイクロピペットで注意深く上清を完全に取り除く。 
11) マイクロチューブのふたを開け、真空遠心乾燥機で 30 min乾燥させる。 
12) Sephaglas FPのボトルを、円を描くようによく振り沈殿物を懸濁し、150 µLを乾燥
ペレットに加え、ペレットが懸濁するまでボルテックスにかける。 

13) 12,000 rpm、1 min遠心分離し、上清をマイクロピペットで除く。 
14) ペレットに 200 µLの wash bufferを加え、ボルテックスにより懸濁する。 
15) 12,000 rpm、1 min遠心分離し、上清をマイクロピペットで除く。 
16) ペレットに 300 mLの 70%冷エタノールを加え、ボルテックスにより懸濁する。 
17) 12,000 rpm、1 min遠心分離し、上清をマイクロピペットで除く。 
18) 乾燥しやすいように、マイクロチューブをボルテックスにかけ、ペレットを壁面に
くっつける。ふたを開けて 37 ˚Cのインキュベーター内でペレットを乾燥させる。 

19) ペレットに 50 µLの TEを加え、ボルテックスにより懸濁し、1 min毎にボルテック
スにかけながら室温で 5 min放置する。 

20) 12,000 rpm、1 min遠心分離をし、上清を新しいマイクロチューブに移す。 
21) 19)、20)の操作をもう一度行い、上清を新しいマイクロチューブに移す（2本のマイ
クロチューブを 1本にまとめる）。 

22) ペレットに 100 µLの TEを加え、19)、20)の操作をもう一度行う。 
23) 12,000 rpm、10 min遠心分離をし、上清を新しいマイクロチューブに移す。 
24) この操作を数回（3回以上行うとよい）繰り返し、完全に Sephaglasを取り除く。 
25) エタノール沈殿を行い、真空遠心乾燥機を用い、15〜30 minペレットを乾燥させる。 
26) 適量の TEに溶解し、分光光度計を用いて DNA濃度を測定する。 

 
《DNAシークエンシング用サーマルサイクリング反応と解析》 
DTCS クイックスタートキット（BECKMAN COULTER）を用いた DNAシークエン
シング（GenomeLab GeXP/CEQ System）を行った。 
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＜試薬＞ 
・ マスターミックス 
・ シークエンスプライマー（1.6 pmol/µL） 
・ グリコーゲン（20 mg/mL）：シークエンス反応後、エタノール沈殿に使用 
・ サンプルローディングソリューション（SLS）：シークエンス産物の精製後に使用 
・ Mineral Oil  
・ 100%エタノール 
・ 70%エタノール 
・ 3 M NaOAc 
・ 100 mM Na2-EDTA (pH8.0) 
・  
＜操作＞ 
＊ スーパーコイル状のプラスミド DNAの反応効率を上げるために、シークエンス反
応前にプレヒートを行い、「ニック」を入れ、スーパーコイルの状態を緩和する。 

1) PCRチューブに DNAテンプレートと滅菌水をとり、サーマルサイクラーでプレヒ
ート処理を行う。 
Components Volume（µL） 
Tempelate DNA（50 fmol） Ｘ 
滅菌水 Up to 5 

	 90 ˚C、1 minプレヒートさせ、直ちに氷冷する 
2) プレヒートしたテンプレートにプライマー、マスターミックスを加え、下記反応プ
ログラムでサーマルサイクリングを行う（Tables A-7 and A-8）。 
 
Table A-7	 Components of reaction mixture 

Components Volume（µL） 
Tempelate Pre-Heated DNA（50 fmol）  5 
DTCSマスターミックス  4 
Primer（1.6 pmol/mL）  1 
Total 10 

 
Table A-8	 Thermal cycling condition 
 Temperature Time 
Preheat 
Denature 
Anneal 
Extend 
Cool 

96 ˚C 
96 ˚C 
50 ˚C 
60 ˚C 
 4 ˚C 

 2 min 
20 sec 
20 sec 
 3 min (to step 2 x 30) 

∞ 
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3) Stop Solutionをサンプル＋1の数量分調製する。 

Stop Solution/1sample（要時調製）  
Components Volume（µL） 
3 M NaOAc      1 
100 mM Na2-EDTA      1 
20 mg/mL-Glycogen      0.5 
Total      2.5 
 

4) 1.5 mLチューブに Stop Solutionを 2.5 µLずつ分注する。 
5) シークエンス反応液を全量、Stop Solutionを分注したチューブに移し、軽く混和す
る。 

6) 30 µLの 100%エタノールを加え転倒混和する。 
7) ただちに、14,000 rpm、15 min、4 ˚Cで遠心する。 

*シークエンスサンプルのエタノールへの暴露は最小限にする。 
8) 上清をオートピペッターで取り除き、200 µL の 70%エタノールで、14,000 rpm、2 

min、4 ˚Cで遠心し、2回リンスする。 
*沈殿物を吸わないように気をつける。 

9) 真空遠心装置を用い、3~5 minペレットを乾燥させる。乾燥させ過ぎに注意する。 
10) サンプルローディングソリューション（SLS）を 30 µL加え、溶解する。 
11) SLSに溶解させたサンプル全量をサンプルプレートに移し、Mineral Oilを各ウェル
に 1滴ずつ滴下する。空気を入れないように注意する。 

12) GenomeLab GeXP/CEQ Systemにて解析を行う。 
 



 146 

謝辞 

 

	 本研究を遂行し学位論文をまとめるにあたり、丁寧なご指導、ご助言を頂きました、熊

本県立大学環境共生学部環境共生学科食健康環境学専攻食品バイオ工学研究室の松崎弘美

教授に深く感謝申し上げます。学部生の時から、学会発表など多くの貴重な経験を与えて

くださり、博士後期課程への進学および研究全般にわたり多大なご支援を賜り、とても感

謝いたしております。また、本研究の遂行にあたり、ご多忙な中、丁寧なご指導やご助言

を賜り、アミノ酸配列分析のご協力をいただいた九州大学大学院農学研究院生命機能科学

部門システム生物工学講座微生物工学研究室の善藤威史准教授、多大なご支援、ご助言を

頂きました本学環境共生学部環境共生学科食健康環境学専攻食品分析学研究室の白土英樹

教授に心より感謝申し上げます。 

	 本研究を進めるにあたり、数多くの有益なご意見をいただきました、大学院博士前期課

程修了の山下奈菜さん、本学卒業の村上千晶さん、田崎美沙さん、林里帆さん、志賀梨沙

さんに感謝申し上げます。そして、同研究室で共に研究に励んだ食品バイオ工学研究室の

皆様に厚く御礼申し上げます。 

	 また、学部生から博士後期課程までお世話になった熊本県立大学の諸先生方、職員の皆

様ならびに熊本県立大学大学院の皆様に感謝申しあげます。最後に、陰ながらに応援し、

温かく見守り続けてくださいました友人および家族に心より感謝いたします。 

 

	 この研究の一部は、2020年度笹川科学研究助成（研究番号 2020-4070）を受けて実施さ

れました。 

 

 


	0_表紙
	0_目次 ver.11（最終）
	1_第一章 ver.7（最終）
	2_第二章（特性評価）ver.11（最終）
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