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農産物発酵用乳酸菌の分離とマロラクティツタ発酵の遺伝解析
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要 旨

農産物のマロラクティック発酵のためにマロラクティック発酵高活性乳酸菌をスクリーニングした。

分離菌株は，Lenconostocmesenteroidessubsp．mesenteroidesと同定した。この菌株のマロラクテ

イツク酵素（MLE）生合成メカニズムについて遺伝解析を行った結果，MLEはL－リンゴ酸によって

m－RNA合成時すなわち転写レベルで誘導合成されることが推定された。

1．緒　　　　　言

マロラクティック発酵（MLF）は，2価の酸であ

るL一リンゴ酸から1価の酸であるL一乳酸への脱

炭酸化反応で，多くの乳酸菌で行われる1ニ■。この発

酵は，酸度と酸味を低減化させる効果をもつことか

ら赤ワインの製造工程に重要で，ワインの酸味と香

味の調節に利用されている21。MLFの主体はマロラ

クティック酵素（MLE）で，多くの乳酸菌から精製

され研究がなされている21‾5■。また微生物遺伝学的

解析も一部の菌株で行われ，Lactobacillussp．におけ

るMLE誘導メカニズムの研究G▼7）やLactococcus

迦垣のMLE調節遺伝子の塩基配列も決定されてい

るH■。

近年，乳酸菌のMLFは，ワインにとどまらず各種

の果実や野菜の発酵に応用され，新しい発酵飲料が

開発されている9、】ZJ。北海道内には，マルメロ，コ

ケモモ，ハスかソ70などのリンゴ酸含量の高い果実

が数多く栽培され，それらへのMLFの応用が期待さ

れる。そこで道産農産物へのMLFの利用のため，高

MLF乳酸菌を自然界より分離し，同定を行った。さ

らに分離菌株のMLEの誘導メカニズムについて遺伝

解析を行った。

2．実　験　方　法

2．1　乳酸菌の分離と同定

分離源として各種農産物や函館市近郊の土壌を用

い，一次スクリーニングはL－リンゴ酸を最終濃度

0．5％となるように添加し，pH6．0に調整したBCP加

プレートカウント寒天培地（日水）を使用して30℃，

2日間平板培養して行った。2次スクリーニングは

1次スクリーニングで得た黄変haloを釣菌し，0．5％

Lrリンゴ酸を含むMRS液体培地（pH4．0）に接種

し行った。30℃，2日間培養後，pH上昇の最も大き

い株を減酸効果の高い，すなわちMLF高活性株とし
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た。菌株の保存はMRS液体培地に培養後，最終濃度

12．5％グリセリンを加え－80℃で保有した。分離菌

株の同定はBergey’smanualなど1‥う，14、■を参照して行

った。

2．2　洗浄菌体の調製

乳酸菌接種用培地（日水）を用い，分離菌株を30

℃にて対数増殖後期まで培養後，遠心分離（30℃

8000rpm，20分）して集蔚した。これを30℃で0．05M

リン酸緩衝液（pH5．1）を用いて3回洗浄し洗浄菌体

を得た。

2．3　マロラグティック机酵素液の調製

神戸らの方法15■を参考に行った。菌休を，0．05M

リン酸緩衝液（pH6，0）で3回洗浄後，同緩衝液5ml

にけん濁し，水冷下，超音波細抱破砕機（Branson．

SoniflerCellDisruptor250，0utputContro16，duty

cycle60％）で20kHz，10分間処理して菌体を破砕し

た。得られたホモジネートを遠心分離（4℃，12000

rpm，30分）してその上活をMLE机酵素液とした。

2．4　マロラクティック酵素活性測定

原らの方法2トを参考に行った。L－リンゴ酸20／上

mol，β－NADlO／上mOl，MnC126／上mOlを含

む0．1Mリン酸緩衝液（pH6．0）1．9mlに阻酵素液0．1

mlを加え30℃で30分間反応させた。反応後，反応液

を沸騰水中で5分間加熱して反応を停止し，遠心分

離（10000rpm，5分）後，生成したL一乳酸を酵素

法1いて定量した。活性の単位は上記の条件で1分間

に1〟gのし一乳酸を生成する酵素量を1単位とした。

2．5　マロラクティック酵素の誘導実験

MLEの誘導は各棟塩類，グルコース，カサミノ酸

を含む反応培地に誘導物質としてL－リンゴ酸を0．5

％となるように添加し，洗浄菌体を接種して行った。

経時的に菌体培養液を採取して速やかに0℃に冷却

後，MLE岨酵素液を調製し，MLE活性を測定した。

またクロラムフェニコール（cm）やリファン70シン

（Rf）による阻害は各々10pg／ml，2／上g／mlとなるよ

うに培養液に加え同様に行った。

3．実　験　結　果

3．1　分雑株の同定

約100検体の分離源からMLF高活性株として，No．3

株を分離した。No．3株の同定結果を表1および表2に

示した。No3株は，グラム（＋），球菌，カタラー

ゼ（－），運動性（－），胞子形成（－），グルコ

ースからのガス発生（＋），乳酸旋光性D（一㌦

リトマスミルクでの生育（一），嫌気下での生育

（＋），糖からの主な代謝産物は乳酸であることか

らLeuconostoc属に属し，デキストラン形成（＋），

pH耐性，生育温度，アルギニン加水分解，食塩耐性，

糖から酸の生成試験（特にアラビノースから酸の生

成）などの結果からLeuconostoc mesenteroldes sub

sp，meSenterOidesと同定した。

表1．No．3株同定結果

グラム染色

形　　　態

大　き　さ

カタラーゼ

運　動　性

嫌気下での生育

ブルコ【久からのか、ス発生

牛　乳　凝　固

乳酸旋光性

グルコースからの主な代謝生産

アルギ二ンからNH3の生産

生　育　温　度15℃

〝　　　　　37℃

〝　　　　　45℃

糖から酸の生成　グルコース

キンロース

ラムノ【ス

マンノース

アラビノース

リボ【ス

ラグトース

セロビオース

ソルビトール
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表2．No．3株同定結果

糖から酸の生成　マン二トⅦル

マナレトース

ガラクトース

トレハトース

フルクト【ス

サリ　シ　ン

アミググリン

メレどす一一ス

ラフイノーース

メレチトース

サツカロース

エスクリン

コー1ンスターチ

テキストラン形成

pH　3．7での生育

4．パ　　ル

6．5　　H

ethZlnOll0％での生育

NaC13％での生育

6．5％での生育

Yeast glucosclltmaSmllk

醸凝　固

還　　元

ガス発生

グルコⅦス培地での最終p11

＋
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十
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・

3．2　Nr）．3株のマロラグティック酵素誘導メカニ

ズム

乳酸菌のMLE誘導に関して，これまでLactobu－

clllus murlnuSG　やLaCtObaclllus thermobacterium5

（CN R2）3137　について報告されている。この両

株はホモ発酵型であることから，菌体中のMLE合

成量測定は菌体培養液に生じるL一リンゴ酸由来の

CO遠を定量して行っている。しかしながら、分離菌N〔）

3株はヘテロ発酵里であるために，グルコース由来

のCO2発生も考えられ，この活性測定法を用いるこ

とができない。そこで本菌体におけるMLE合成量

は，反応培地におけるMLE合成誘導後，菌体から

調製したMLE机酵素液を用い，L－リンゴ酸から

生成Lたし一乳酸を測定して求めた。MLE誘導実

二
t
u
n
）
　
堰
輩
へ
　
、
車
へ
小
口
卜

験の結果を図1に示した。MLEの活性は反応培地

だけでは認められなかった。しかし，L－リンゴ酸

を添加すると，培養30分後からMLE活性が認めら

れ，直線的に増加した。cmまたは，RNAポリメラ

ーゼ阻害剤であるRfを培養開始時，L－リンゴ酸を

含む培地に添加すると，MLE活性は確認されなか

った。また，これらの阻害剤を培養開始30分後に添

加するとcmの場合は同様にMLE活性は認められな

かった。しかし，Rfの場合はMLE活性が認めらtL，

添加後30分で活性は添加しない時より低い値で一定

となった。

30　　　　　　　　　60　　　　　　　　　90

時lU卜分〉

図1．No．3株によるマロラクティツタ酵素の生合成

反応培地組成（g／1）：KH2PO。0．25，K2HPO4O25，

CH3COONalOO，MgSO40．1，

MnSO。0．005，FeSO40．005，

カゼイン分解物5，グルコース5，

反応培地への添加物：

×無添加　　『L－リンゴ酸（0．5％最終濃度）

OL－リンゴ酸

／ml最終濃度，

△L－リンゴ酸

ml最終濃度，

●L－リンゴ酸

／′ml最終濃度，

▲L一リンゴ酸

ml最終濃度，

（0．5％最終濃度）十cm（10〟g

培養開始時に添加）

（0．5％最終濃度）＋Rf（払g／

培養開始時に添加）

（0．5％最終濃度）＋cm（10／1g

培養開始30分後に添加）

（0．5％最終濃度）十Rf（2〟g／

培養開始30分後に添加）

反応培地への添加後，最終pHを5．1に調整した。
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4．考　　　　　察

高MLE活性を指標に分離したNo．3株はLeucono－

旦堕 Subsp．mesenteroidesであった。Leuconostoc

sp．は乳酸菌の中で最もMLF活性が高いとの報

告1・2）があり，この分離株のMLFによる農産物へ

の応用が期待できる。

No．3株におけるMLEの生合成はLrリンゴ酸に

よって誘導され，培養30分後からMLEの合成が確

認された。一万、cmやRfを培養開始時から添加する

と，MLE生合成は完全に阻害された。しかしなが

ら，誘導培地での培養30分後に，これらの抗生物質

を添加するとcmは同様に完全な阻害効果を示した

が，Rfの場合にはMLEの合成が認められた。cm

はリボゾーム阻害剤であることおよびRfはRNAポ

リメラーゼ阻害剤であることから，培養開始30分間

にL一リンゴ酸の誘導によってm－RNAが蓄積し，

その後，翻訳が開始してMLEが合成されていると

考えられる。

以上のことから，分離菌No．3株におけるMLEの

L一リンゴ酸による誘導は，転写レベルで作用する

ことが推定された。Saadらはしactobacillusmurinush■

やしactobaclllus thermobacterium7、■においてL－［）

ンゴ酸によるMLE合成は培養20分後から開始され，

誘導は転写レベルで生じるとの同様の結果を報告し

ている。今回明らかにしだNo3株におけるMLE誘

導メカニズムは，Saadらが行ったLactobacillus属一）▼7

や他の微生物で明らかになった遺伝的調節メカニズ

ム17Ll机と同様であると思われる。
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