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Using the agar well di 伍JSion metho d， we examined the production of antib 配 terial subs 旬nces by 291 lactic acid 

bacterial s同.ins isolated 企om' red wine in our labor ョtory 企om 1990 ・1995. Among the s回 ins tes 旬d， 63 showed weak 

antibacterial 邸 tivity 喝誼1StEscherichia coli RIFY 5058 T and Staphyloco c<αIS aureus RIFY 5058T• We measured 血e

antibacterial activity a合:erneutralizing with NaOH the cul 仰向 supema 句nt to remove organicacids produced dUI 旬g血egrowth

of lactic acid bacteria. As a resul t， there w:出 not the antibacterial activity in all s回 ins. Oenococc 凶 oeni 95S tMer4 ・1s 同 in

isolated 企om a winery in Yamanashi in 1995 showed antibacterial 低 tivity comparable to 也at of Oenococcus oeni JCM 6] 25 T 

strain. B田a田 e血is antibac 附 al activity was not at 凶butable to lactic acid ， we determined the reason behind this observation. 

The企'action that showed antibacterial activity was evaluated by various methods ， including digestion wi血v釘ious pm 飯田es ，

such ぉ proteinase K， pepsin ， tryps in， and α d戸no 町'psin ，白e heat tolerance test (60 "C・ 121 "C)， dialysis' examinatio n， 

叫回日l仕ation examination (MW 5，000 -M W  50 ，000) and 出e dilution test (2 times ・200 times). Results show 血at 白e

substance responsible for the antibacterial activity wasnot a bacteriocin or a peptide. 官官 antibacterial activi ザ of 0. oeni 

958 削 er4 ・1s 回 in is probably at 仕ibutableωa lysogenic bacteriophage. 
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緒言

乳酸菌の一部はパクテリオシンと称される、ペプチ

ド性またはタンパク質性の抗菌活性物質を生産する。

パクテリオシンは一般的に狭い抗菌スベクトルを有し、

類縁菌に対してのみ抗菌効力を示すのが特徴である

(20) 。乳酸菌は長期に渡りヨーグルト、チーズ、酒類、

調味食品等の発酵食品と密接に関わり合ってきたこと

から、そのパクテリオシンは安全性の高いものだと考

えられ、広い分野においてその応用が期待されている。

2005 年 6月 8 日受理

乳酸菌のパクテリオシンに関する研究は、これまでに

Lac tobac il/ us 属やLactococc ω属を中心に研究が進めら

れてきた。中でも LaCtOCOCI αISlac ，佑 sub 甲.lactis の生産

する比較的広い抗菌スベクトルを示すパクテリオシン

であるナイシンについては、各国で研究が進み、その

分子構造、遺伝学的背景や作用機作等についての詳細

な報告のも数多くなされている。ナイシンは欧米諸国

においては既に食品添加物として認可されており、ワ

イン醸造における恥伍F乳酸菌 f後述)の生育コント

ロール因子としての利用や(11，14 ， 15) 、清酒醸造での

火落菌の生育阻害剤としての利用についても検討され
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ているο4)。また、乳酸菌利用に関してパクテリオフ

ァージによる生育阻害も考えられている。

乳酸菌はワイン醸造においても重要な役割を果たし

ている。ワインに重要な酸味を与える各種有機酸のう

ち、レリンゴ酸は発酵中や貯蔵中に乳酸菌によるマロ

ラクティック発酵 (MLF) を受け、 L-乳酸と炭酸ガス

に分解される(13)0 これによりワインの酸味が低減さ

れまろやかになると共に微生物学的にも安定化される。

さらに MLF による副産物がワインに芳醇な香味を与

えることも知られており、赤ワイン及び一部の白ワイ

ンに重要な工程である(18 ，19)0 MLF に関与する乳酸菌

としては、 Lac tobac i/lus plant an.un 、Lac tobac il/ us hi/gardii 

などの梓菌、 Oenococc 附 oeni (4)や Le町 onostoc

mesenteroides (8， 22) などの球菌等が挙げられる。その中

で主となるのは Oenococcus oeni である。

今回、これらの乳酸菌からパクテリオシン生産菌やパ

クテリオファージを持つ菌株が得られればワイン醸造

における汚染菌の抑制や恥伍F菌の制御に利用できる

ものと思われた。そこで本研究室で 1990~1995 年の聞

に赤ワイン仕込み工程から分離した乳酸菌 291 株につ

いて、そのパクテリオシン活性およびパクテリオファ

ージについて調べた。

材料と方法

1 乳酸菌の生産する抗菌活性物質の検索

1)供試菌株および培養方法 供試菌は当研究室に

おいて過去 19 卯年度から 1995 年度までの赤ワイン仕

込工程中より分離された乳酸菌、 Oenococcus oeni 135 

株、 Lac tobacilli 山 plantarum 94 株、 Leuconostoc

mesenteroides 31 株 Lac tobacill 凶 brevis 10 株、

Lac tobac il/ us reuteri 5 株、 Lac tobacillus mali 2 株、

Lac tobaci !l悶 fermentum2 株、 Lactobac il/ us casei 1株、

Lac tobacill: 出 hilgardii 1株、Lac tobacillus helvetil ω1株、

およU満未同定のLac tobac il/; 山 sp.5 株、 Leuconostl ぽ sp.

3 株、ならびに未同定株を 1株の計 291 株を使用した

(23)0 これらは、スクリーニング、の結果と共に Table 1 

に示した。全ての分離乳酸菌の培養には BM 培地を使

用した。抗菌活性を検出するための指標菌にはワイン

醸造工程中から高頻度に分離される乳酸菌のうち代表

的な 3 菌種を選んだ (Lac tob ぽ illus plantar 捌

NRIC1067 T、Oenococcus oeni JCM 6125 T、Leuc onostoc

mesentero 雄 's JCM 6124 T)。これらの培養には、 BM 培

乳酸菌の抗菌活性

地を使用した。また、食中毒に関連のある菌株の中か

ら代表としてグラム陽性細菌の Stap 砂'lococ ，側仰加

RIFY 5059 T、およびグラム陰性細菌のEscherichia coli 

RIFY 5058 T も供試した。これらの培養には、 Nutrient

培地を使用した。

2) パクテリオシンの検索方法 Agar well difiusion 

法を用いた(1， 17). 。

(t)試験菌株の処理 活性測定に用いる乳酸菌は、

5ml の BM 培地にて、前々培養、前培養 (30 'C， 3~4 

日間)後に遠心分離 (3，00 伽pm ，l伽nin) を行い、菌体

を除去した。生成された乳酸および各種有機酸の影響

を除くため、上清液を 1N NaOH にて pH6.8 :t0.1 に調

整した。さらに、残存する乳酸菌の菌体の影響を排除

するためにメンプランフィノレター ω.45μm) による

除菌櫨過を行った。一次スクリーニングには、 NaOH

による pH 調整を行わない培養上清液を用いて検索を

行った。

(2) 検定用平板培地の作製 指標菌として用いた

細菌はそれぞれ液体培地にて培養した。この培養液

100 μ1 をそれぞれに適した 5伽nl のオートクレープ

(121 'C， 15 min) 済の軟寒天培地 ω.9% 昭 r) に圏化

する前(約 60 'C)に接種して、予め作製しておいた寒

天平板培地に重層した。培地が固まったところで、コル

クポーラーを用いて直径 5mm、深さ 8mmのウェルを

穿った。

(3) 活性の測定 先に調製しておいた培養上清液

50μl をウェルに無菌的に注入して培養した。指示菌

に乳酸菌を用いた場合は 30'Cで 3~4 日、 Escherichia

co/i、 StaphylococlαlS aureus を用いた場合には 2~3 日培

養し、ウェノレの周辺に阻止円が見られたものを抗菌活

性陽性(+)、見られなかったものをーとした。

2 分離乳酸菌 9銀側er 4-1株(仇'1IOCOCCUS oeni) の

抗菌活性の検討

1)供試菌株および培養方法 指標菌株として、

Oenococl 側側iJCM 6125 T と、これに対して抗菌活性

を示した Oenococl ω oeni 95S tMer 4・1株を供試した。

95S tMer 4・1 を前培養後、 50ml スケールで 30 'C、 4 日

間培養した。その培養液を遠心分離(3，000 中m ，lO min) 

して得た上清液を、 6N NaOH にて pH6.8 :tO.lに調整

し、メンプランフィルターによる櫨過除菌を行った。

これを JCM6125 T を指標菌とした以下の抗菌活性測定
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Table 1 Number of strains showing antiba Ci erial activity 

Indicator a) 

Numberof RIFY RIFY JCM JCM NRIC 
Lactic acid bacteria Isolates 5058 T 5059 T 6124 T 6125 T 1067 T 

Oenococcus oeni 135 13 4 o 。
Lactobaci l/us plantarum 94 29 17 O O 。
Leuconostoc mesenteroides 31 9 8 o O O 

Lactobacillus brevis 10 。 。 。
Lactobacillus sp. 17 5 2 O 。 。
Leuconostoc sp. 3 O 。 。 。 。
Unidentified 。 O 。 。 。
total 291 57 32 O 。
a}: RIFY 5058T : E. coli ， RIFY 5059T: S. aureus ， JCM 61241 : Leu. mesenteroides ， JCM6125T: 0. oeni ， NRIC 
1067 T: Lb. plantarum. 

試験に供試した。抗菌活性測定には Agar well 

diffusion 法を用いた。

2) 抗菌物質の熱耐性試験 抗菌活性に対する

加熱の影響を調べた(9，16) 。培養上清液をオートク

レープ(121 0C ，15 min) したもの、および 2ml 容

マイクロチュープに入れて、 60 0C 、80 0C のウォー

ターノ〈ス中、ならびに沸騰湯浴中 (100 0C) で、 30

および 60 分処理したものをメンプランフィルター

で櫨過除菌し、抗菌活性試験に供試した。

3)各種酵素処理 抗菌活性に対するプロテア

ーゼ処理による影響(9，16 ，21) を調べた。上清液 400

μl に対して Proteinase K (Merk) ， Pepsin ， Trypsin ，α 

・・Chymotrypsin (Wako Pure Chemichal Industries. Ltd.) 

の各酵素溶液 (2 mglml ， M /1 0 Tris-HCI buffer pH 

8.0) を 133μ I(反応液の最終濃度で 500μglm I)添

加し、 1.5ml 容マイクロチュープにて 37 0C で 1時

間および 4 時間反応させた。また、 Pepsin とα

-Chymotrypsin に関しては、反応液の最終濃度を 2

mglml に調整した溶液を同様の条件で反応させた。

反応の後、問液をメンプランフィノレターで除菌漏

過して抗菌活性測定試験に供した。

また、抗菌活性が過酸化水素に原因するかを試

験した。 pH 調整後の培養上清液 400μ1 に対して

Catalase (Wako Pure Chemich a1 Industries. Ltd.) 溶液

(2 mglml ， M/15 Phosphate buffer pH 7.0) を 133μl

(反応液の最終濃度で 500μglmO 添加し、 1.5 ml 

容マイクロチューブ、にて室温で 30 分間反応させた

ものをメンプランフィルターで櫨過し、抗菌活性

試験に供した(5)。

4)抗菌物質の分子量の検討

( 1 )透析試験 pH 調整後の培養上清液、約 1ml

を透析チュープ(直径 0.6cm ，三光純薬株式会社)

に入れ、これを 1，000 倍量の脱イオン水および

50mM Tris-CI buffer (pH 8.0) に沈めて、 40C で一昼

夜透析を行った。透析した内液および透析を行わ

なかった培養上清液を抗菌活性試験に供した。

(2 )限外櫨過および濃縮試験 pH 調整後の培

養上清液 10 ml を限外櫨過用遠心チューブのウル

トラフリー15 (日本ミリポア株式会社)へ注入し、

5，000 叩m で約 1h の遠心を行って、1.0 ml まで濃縮

(x 10) した。この方式では、濃縮と同時に高分

子物質の分画が可能であり、 M W 5，000 、10 ，000 、

30 ，000 、および 50 ，000 の 4 種のチューブ、にて限外

櫨過と濃縮を行った。その漏過液およひ。チュープ

内被をメンプランフィルター (0.45μm) で櫨過し、

抗菌活性試験に供した。

(3 )希釈試験 培養上清液をメンプランフィ

ノレター櫨過した後、滅菌水にて 1，2，5，10 ，20 ，40 ，80 ， 

100 および 200 倍に希釈した。各希釈液を抗菌活性

試験に供した。

結果及び考察

1 分離菌株の抗菌活性について

当研究室にて過去に赤ワイン仕込み工程中から
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分離された乳酸菌 291 株の抗菌活性の一次スクリ

ーニング結果を Tab!e 1 に示した。培養上清液の pH

調整を行わない場合、 Escherichia co /i、ならびに

Staphylococcus au.陀凶に対して阻止円を形成した菌

株が複数の種に渡って多く存在した。同種の中で

も抗菌作用を示す株とそうでない株が存在する点

は、興味深いものであった。しかし、それらの活

性は pH 調整後に失活した(結果は示していない)。

このことから抗菌活性は、乳酸菌の生育に伴う乳

酸あるいはその他の有機酸生成によるものだと考

えられた。今回、分離株 95StMer4 ・1 の l 株のみが

Oenococcus oeni JCM 6125 T に対して、 pH 調整後も

抗菌活性が認められました。この株は山梨県内の

ワイナリーの赤ワイン仕込み工程中から 1995 年度

に分離されたものであり、形態学的、生理生化学

的試験、および 16S ribosomal RNA-DNA の RFLP

分析により Oenococcus oeni と同定されている。

Table 2 E 自民t of heat trea 加 ent on antibacterial activity of 
95StMer 4-1 

Temperature 

20 0C 

60 "C 

80 "C 

IOO "C 

Autoclaving 
(121 "C， 15 min) 

30min 

+a) 

a) : +， positive ぉtivity ;一， negative activity 

60min 

+ 

Table 3 Effect of protease and catalase treatment on antibacterial 

activity of95StMer 4・1

React for 1 React for 4 

Tested protease hour hour 

Proteinase K +a} + 

Trypsin + + 

α・Chymotrypsin + + 

Pepsin + + 

Conc-Pepsin b) + + 

Conc ・α-Chymotrypsin b) + + 

Catalase + + 

a) : +， positive activity ;一， negative activity 

b) : 2 mglml of final concentration 

乳酸菌の抗菌活性

2 Oenococcus oeni 95StMer ・4-1 株の抗菌活性に

ついて

本菌株のパクテリオシン活性について、以下の

ように詳細に検討した。 Oenococcus oeni は一般的

に生育が遅く、多種のパクテリオシンに対する感

受性が報告されている。現在のところ、この菌種

ではパクテリオシン生産に関する報告はなされて

おらず、今回活性を有した 95StMer 4・1 が

Oenococc u.s oeni である点に注目した。

Tab!e 2 に加熱処理後の培養上清液の残存活性を

示した。全ての処理区で加熱処理後に抗菌活性は

失活していた。特に 60 0C の比較的低温の処理でも

失活した。 Table 3 に各プロテアーゼ処理をした後

の残存活性について示した。

一般に乳酸菌のパクテリオシン (9，16 ， 21) では、

各種プロテアーゼによる失活が認められるが、本

試験では 1 時間ならびに 4 時間反応させた両区分

で全く失活しなかった。また、 Proteinase KとPepsin

については、さらに高濃度での処理も行ったが、

阻止円形成に変化は見られなかった。本結果から、

抗菌活性物質がタンパク性でない可能性が示唆さ

れた。また、 Catalase 処理後にも抗菌活性は維持さ

れており、本活性が過酸化水素によるものでは無

いことも判明した。さらに、透析後の上清液の活

性は、脱イオン水および buffer の両試験区分に、透

析前と同様に保有された。これより、抗菌活性因

子が高分子の物質である可能性が示唆された。

Table 4 に限外櫨過および濃縮による活性への影響

を示した。この場合、 M W 30 ，000 までを分画でき

るチュープによる限外櫨過では、いずれの区分で

もチューブ内液には抗菌活性が見られており、櫨

過液には見られなかった。 M W 50 ，000 の分画チュ

ープでは、櫨過液およびチューブ、内液共に抗菌活

性が見られた。通常ならば、どちらか一方に活性

が維持されるはずであるが、共に活性を維持する

という結果となった。この抗菌物質の分子量がこ

れを通過できるサイズであることが示唆された。

一般に抗菌活性試験では検定液中の抗菌活性物質

の濃度が高くなるにつれ、阻止円の直径は大きく
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Table 4 Result ofultrafiltration test 

Fraction b) 

Ultrafiltration tube Intemal fluid Extemal fluid 

M W  5，000 cut off +a) 

M W  10 ，000 cut 0汀 + 

M W  30 ，000 cut off + 

M W  50.000 cut off + + 

a) : +， positive activity ;一， negative activity 

b) : Intemal fluid were concentrated to 10 times-fold. 

なる(12) はずである。今回の場合、濃縮後に失活

は起きなかったものの、いずれのチューブで濃縮

した場合も阻止円の拡大が見られなかった。さら

に、最小阻害濃度 (MIC) の希釈試験を行った。そ

の結果、抗菌活性は、希釈 80 倍までの区分で認め

られ、 100 倍の希釈では見られなかった。また、 80

倍までの希釈サンプルにおいては、各希釈率によ

る阻止円の形成状況(直径、形状)に全く差異は

見られなかった。よって、この培養上清液による

抗菌作用が、検定液中の抗菌物質の濃度に依存し

ないことを示唆した。すなわち、これは単なる高

分子量物質ではなく、他の何らかの因子によるも

のであることが推定された。以上の結果より、こ

の抗菌活性が 1) 熱感受性である、 2) タンパク性の

物質ではない、 3) 過酸化水素によるものではない、

4) 低分子量の物質によるものではない、 5) 有機酸

物質によるものではない、などの性質を示した。

これらのことから、パクテリオシンではないこと

が示唆された。

また、 Agar well diffusion 法による抗菌活性の検

出において、軟寒天培地上の阻止円から幾分離れ

た位置に、僅かな生育阻害が見られた。この形状

がファージの検定を行う際に見られるプラーク

(溶菌斑)と類似していた。よって、上記の性状

およびその抗菌性(生育阻害)からみて、 Oenococcus

oeni 95StMer 4・1株の抗菌活性は、本菌株に感染し

ている溶原性のパクテリオファージによることも

考えられた。
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乳酸菌の生産するパクテリオシンに関する研究

は近年急速に進展しており、 Lactobac i/l ωp/antarum

の Plantaricin-149 (6) 、 Plantaricin A (3)および

Plantacin B (25) 、Lactobac il/ us brevis の Brevicin 37 

(16)、Leuconostoc mesenteroides の Mesenterocin 52 

(10)、Mesenterocin 5 (2) 等が知られている。また、

ワインより分離された乳酸菌の生産する抗菌活性

物質に関する報告(1) もされている。

今回、ワインから分離した乳酸菌の生産するパ

クテリオシンは、見出せなかった。しかし、 1995

年に山梨県内のワイナリーより分離された

Oenococcus oeni 95StMer 4・1株は、 Oenococcus oeni 

JCM 6125 T 株に抗菌活性を示した。この抗菌活性の

性状を検討した結果、本菌株の有している溶原性

のバクテリオファージによることが推察できた。

今後、このファージの詳細な検討を行い、。ワイン

醸造における汚染菌の抑制や MLF 菌の制御等への

利用の可能性について検討してし、く予定である。

要約

本研究室で 1990-1995 年の聞に赤ワインもろみ

から分離した乳酸菌 291 株について、その生産す

るパクテリオシン活性を、培養上清液を用いて

Agar well diffusion 法により検索した。供試菌のう

ち、 63 株が Escherichi αco /i RIFY 5058 T および

Staphylococcus au 陀 us RIFY 5058 T に対して弱し、活性

を示した。次に乳酸菌の生育に伴い生成される有

機酸による活性作用を除くために、培養上清液を

NaOH にて中和後、パクテリオシン活性の測定を行

った。その結果、全ての抗菌活性が失活した。次

に、 1995 年に山梨県内のワイナリーより分離され

た Oenococcus oeni 95StMer 4・1株は、 Oenococcus

oeni JCM 6125 T 株に対して抗菌活性を示した。この

抗菌活性の性状を検討した結果、 Proteinase K， 

Pepsin ， Trypsin ，α・Chymotrypsin を用いたプロテア

ーゼ試験、 60 0C ー121 0C までの耐熱性試験、透析試

験、 M W 5，000-MW 50 ，000 までの限外措過試験、

および、 2 倍一200 倍まで、の希釈試験を行った。そ
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の結果から、本活性物質がペプチド性物質でない

こと、すなわち、パクテリオシンではないことが

判明した。さらに、 Oenococcus oeni 95StMer 4・l株

の抗菌活性は、本菌株の有している搭原性のパク

テリオファージによることが推察できた。
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