
 

学 位 論 文 

 

 

 

 

Pediococcus pentosaceus LP28 のゲノム遺伝子配列の 

特異性と細胞外多糖の特徴に関する研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2016年 4月 

 

安武 哲也 

 

 

 

指導教員 杉山 政則 教授 

 

 



1 

 

序論 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・   ３頁 

 

第一章 ゲノム遺伝子配列からの特異性解析 ・・・・・・・・・・・・・・  ７ 

第一節 ゲノム遺伝子配列の決定 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・  ７ 

第二節 ゲノム遺伝子配列の相同性解析 ・・・・・・・・・・・・・・・  ９ 

第三節 低相同性遺伝子の機能分類 ・・・・・・・・・・・・・・・・・ １４ 

第四節 細胞外多糖生合成遺伝子クラスターの解析 ・・・・・・・・・・ １７ 

第五節 プラスミド上の遺伝子解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・ １９ 

 

第二章 細胞外多糖（EPS）の構造解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・ ２１ 

第一節 EPSの精製 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ２１ 

第二節 EPSの単糖組成分析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ２５ 

第三節 EPSに含まれるピルビン酸および酢酸の分析 ・・・・・・・・・ ２６ 

 

総括 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ２８ 

 

実験の部 

１．使用菌株 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ３０ 

２．菌株保存方法 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ３０ 

３．ゲノム遺伝子配列の解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ３０ 

４．プラスミドの抽出と分子量の確認 ・・・・・・・・・・・・・・・・ ３１ 

５．使用培地 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ３１ 

６．培地の調製方法 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ３３ 

７．フラスコ培養 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ３３ 

８．ジャーファーメンターによる培養 ・・・・・・・・・・・・・・・・ ３３ 

９．グルコース濃度の測定 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ３４ 

１０．菌濃度（濁度）の測定 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ３４ 

１１．培養液中の EPSの測定  ・・・・・・・・・・・・・・・・ ３４ 

１２．フェノール・硫酸法による EPSの定量 ・・・・・・・・・・・・・ ３５ 

１３．EPS の精製 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ３５ 



2 

 

１４．EPS の分子量測定 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ３５ 

１５．EPS の単糖組成分析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ３６ 

１６．EPS 加水分解物に含まれるピルビン酸の分析 ・・・・・・・・・・・ ３６ 

１７．EPS 加水分解物に含まれる酢酸の分析 ・・・・・・・・・・・・・・ ３６ 

 

引用文献 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ３８ 

 

謝辞 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ４４ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

[序論] 

 

乳酸菌とは，糖を資化して多量の乳酸を生産する細菌の総称であり，分類学における正

式用語ではない。乳酸菌を始めとする微生物の存在を知らなかった時代から，乳酸菌や麹

菌などを利用して食品を長期保存する技術がわが国で使われてきた。すなわち，乳酸菌は

昔から安心・安全な微生物として，私たちの食生活に深く関わってきた。 

「微生物がグルコースを分解して，アルコール，乳酸，酢酸などの有機酸や，炭酸ガス

を生ずる現象」は発酵と呼ばれている。乳酸菌の存在と発酵現象を最初に発見した人物は，

自然発生説を否定し，ロベルト・コッホ（Robert Koch : 1843-1910）と同じ時期に細菌学を

築いた科学者の一人，ルイ・パストゥール（Luis Pasteur : 1822-1895）である。彼は，酸っ

ぱくなったワイン，いわゆる「酸敗」したワインを保存した樽の中に酒石酸の結晶を見出

し，その詳細な研究を通じて，世界に先駆けて「立体化学」の概念を提唱した。さらに彼

は，「発酵現象のすべてに微生物が関与する」ことを突き止めたほか，アルコール発酵に

は酵母の存在が必須であることも証明している。また，ワインの酸敗は酵母とは異なる「細

菌」の混入が原因で発生することを見出すとともに，酸素のない環境，すなわち「嫌気」

環境において増殖可能な細菌の存在を発見し，それを嫌気性菌と呼んだ。乳酸菌の存在は

パストゥールによって 1857年に初めて示された。ただし，彼自身は乳酸菌の純粋分離に成

功したわけではなく，1873 年にそれを成功させたのは，イギリス人外科医のジョセフ・リ

スター（Joseph Lister : 1827-1912）であった。 

ところで，発酵乳の歴史の起源は紀元前数千年前にさかのぼる。チグリス・ユーフラテ

ス川の周辺に生活していた遊牧民が牛や山羊等の家畜を飼い，それらの乳を飲むようにな

った時期と一致している。家畜の腸管を水筒代わりにして乳を入れたとき，腸管内にいた

乳酸菌によって凝固した乳が美味しいと感じたのであろう。それ以後，人類は乳を発酵さ

せる技術を会得し，その方法が世界各地に広く伝搬した結果，気候や風土に適した独特な

発酵乳が誕生したと考えられる。 

貪食細胞に関する研究により，1908 年にノーベル医学生理学賞を受賞したパストゥール

研究所教授イリア・メチニコフ（Ilya Mechnikov : 1845-1916）は，腸管内で生育する細菌が

つくる腐敗物質が老化の原因であるとの「自家中毒説」を提唱した。他方，ブルガリア南

部のスモーリアン地方には長寿村があり，そこに住む人の多くが，酸っぱい牛乳（酸乳）

を飲んでいることに注目した。メチニコフは，1908 年，「酸乳を摂取すれば，酸乳中の乳
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酸菌が腸内に定着して有害菌の増殖を抑えることで，老化を遅らせることができる」とす

る「不老長寿説」を提唱した。また，酸乳からブルガリア菌（Lactobacillus bulgaricus）の分

離に成功し，以来，この乳酸菌を用いたヨーグルトの製造技術が欧州に普及していった。

その後，ブルガリア菌は，腸内に定着できないことが判明したことが切っ掛けで，一時，

酸乳による不老長寿説は鳴りを潜めた。それでも乳酸菌の研究は少しずつ世界中で進み，

嫌気性菌の分離と培養技術が進んだこともあり，腸管内で生息する乳酸菌やビフィズス菌

が，ヒトの健康維持に寄与していることがわかってきた。 

ヒトの生命活動に必要なエネルギーを獲得するためには，腸内細菌の存在が不可欠であ

る。これは腸内細菌叢が欠如している無菌マウスに高カロリー食を与えても体重増加がほ

とんど認められないことから見出された[1]。すなわち，栄養が十分に供給される腸管内は，

細菌にとっては恰好の住処である。腸管内に生育する常在菌は，ヒトが消化できない成分

をも栄養素として利用している。そこには 1,000種類を超える細菌が，総計で 100兆個以上

生存しているものと推測されている。さらに，腸管内には試験管で培養困難な細菌も存在

するので，腸管内細菌叢を形成する菌の種類はさらに多いものと思われる。 

乳酸菌と腸内細菌叢に関する研究は 1950年代に開始された。動物でもヒトでも，その腸

内には，ビフィズス菌のほか，ラクトバチルス（Lactobacillus）属や，エンテロコッカス

（Enterococcus）属の乳酸菌が住んでいる。他方，ウエルシュ菌（Clostridium perfringens），

黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus），毒素産生性大腸菌（toxin-producing Escherichia coli），

緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）などの悪玉細菌のほか，バクテロイデス（Bacteroides），

ユウバクテリウム（Eubacterium），嫌気性グラム陽性連鎖球菌（Peptostreptococcus spp.），

酪酸菌（Clostridium butyricum）なども腸管内を住処としている。善玉菌はヒトの健康維持

に貢献し，悪玉菌は身体に害を及ぼすとされ，乳酸菌やビフィズス菌は善玉グループに属

している。その善玉菌と悪玉菌が一定のバランスで腸内に住みつき，その中間にある細菌

も加わって，そのヒト固有な腸内細菌叢が形成されている[1]。 

生活習慣病の１つである肥満と腸内細菌叢の間には密接な関係があり，ヒトやマウスの

腸管内の細菌のうち，ファーミキューテス門（Fermicutes）がバクテロイデス門（Bacte- 

roidetes）に比べて優勢になることで，食餌からのカロリー回収率が上昇して体重増加につ

ながるとの発見が報告されている[2, 3]。 

現在，我が国の少子高齢化が進む中において，「健康寿命を延伸する社会」に向けた取

組みとして，高齢者のみならず現役世代からの健康づくりを目指す施策が多く進められて
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いる。また，健康長寿社会の実現に向けた新たな市場の創出は，わが国の成長戦略の鍵を

握る重要なテーマとなっている。こうした中で，近年，食生活において健康を維持するた

めの科学情報が以前に増して強く求められており，特定保健用食品や機能性表示食品とい

った科学的なエビデンスを有した商品の開発も進んでいる。これらの中で最も注目される

分野の 1 つとして，乳酸菌によるプロバイオティクス効果があげられる。ちなみに，プロ

バイオティクスとは「ヒトに保健効果を示す，安全性の担保された生きた微生物」と定義

されている[1]。この定義はプロバイオティクスの安全性と機能評価を種レベルではなく，

菌株レベルで科学的に検証する必要性を示している。さらに，その機能表示は医学的およ

び栄養学的なヒト試験研究を通じて解明され，表示されるべきものと理解されている。 

乳酸菌は食品や農産物からヒトや動物の体まで自然界に広く分布し，乳製品のスタータ

ーや発酵食品の製造に用いられてきたが，近年は，腸内環境改善（整腸）[4-6]，発癌リス

ク低減[7-9]，免疫能調節[10-12]，血圧降下[13, 14]，血液コレステロール低減[15-17] などの

健康につながる数多くの作用を持つことが見出されている。これらの保健機能性は科学的

に明らかになっており，乳酸菌がプロバイオティクスとして注目を集めている所以である

が，一方で，作用機序は十分には明らかになっていないことから，これらの作用機序を解

明することは，更なる乳酸菌の有効利用や新たな健康増進のための機能素材，医薬品の開

発などに繋がることが期待される。 

乳酸菌は，分離起源や生育環境の違いから，動物由来の乳酸菌と植物由来の乳酸菌に大

別することができる。果物，野菜，穀類，花，薬用植物などの表面に生息する植物由来乳

酸菌は，生育のための栄養分を茎，枝，葉などの滲出液から得ており，植物のアルカロイ

ド，タンニン，ポリフェノールなどの抗菌物質にも耐えて生息している。従って，栄養源

の豊富な腸管や乳に生息する動物由来乳酸菌とは異なる特異性を有する可能性が考えられ

る。また，その特異性が新たなプロバイオティクス機能の発見に結び付く可能性を有して

いる[1]。 

Pediococcus (P.) pentosaceusは，ホモ型乳酸発酵を行う乳酸菌であり，発酵食品やサイレ

ージから分離されていることから判断すると，動物の生体とは関係が少ないとされており，

一部の菌株は，バクテリオシンと総称される抗菌性ポリペプチドの生産[18] や D-ガラクト

サミン誘導性の急性肝細胞障害に対する抑制効果[19]，慢性肝疾患の抑制効果[20] を示すこ

とが報告されている。 



6 

 

P. pentosaceus LP28 は，杉山らによりロンガン（龍眼：果物の一種）から分離された，い

わゆる植物由来乳酸菌の１つである[21]。LP28 株の菌体粉末を高肥満マウスへ経口摂取さ

せると，過栄養状態における体重増加を抑制し，白色脂肪組織重量及び肝中性脂肪（トリ

グリセリド）量を減少させる効果を有することが見出された[21]。また，この時，LP28 株

を摂取したマウスの脂肪肝が改善され，かつ，脂肪酸の取り込みに関わる CD36，脂肪酸の

合成に関わる SCD1，トリグリセリドの取り込みに関わる PPARγの各遺伝子の発現が抑制さ

れることも判明している。従って，LP28 株は，体脂肪の蓄積，脂質代謝異常により引き起

こされる病態，すなわち，メタボリックシンドロームの代表とされる，肥満や脂質代謝異

常（例えば，脂肪肝，高脂血症）等の予防，改善，もしくは治療への利用が期待される。 

本研究は，P. pentosaceus LP28 が有する抗肥満効果の作用機序に関わる因子を解明するこ

とを目的として実施した。 
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[第一章] 

 

ゲノム遺伝子配列からの特異性解析 

 

趙ら[21]が行った予備実験において，P. pentosaceus LP28 もしくは Lactobacillus（Lb.）

plantarum SN13T を，予め，高脂肪食を摂食させて高肥満にさせた C57BL/6J マウスに経口

摂取させることで，両菌株が，Lb. plantarum SN35N，Enterococcus mundtii 15-1A，Lb. bulgaricus 

B-5bなどの場合と比べて，体重をより減少させることが観察された。次に，本試験として，

LP28 株と SN13T 株のいずれかを高脂肪食とともに C57BL/6J マウスに 8 週間摂食させた際

の体重増加率を比較した。その結果，LP28 株摂取群では SN13T 株に比べ，マウスの体重増

加率が抑制され，かつ，脂肪蓄積の抑制および肝中性脂肪量の減少が確認された[21]。 

本研究では，この抗肥満効果は LP28 株特異的であり，それを決定する因子は LP28 株の

ゲノム上に特異的に存在するとの仮説を立て，まず，本乳酸菌株の全ゲノム配列を解読後，

別の P. pentosaceus株や他の乳酸菌株のそれらと比較することとした。 

 

 

第一節 ゲノム遺伝子配列の決定 

 

LP28 株から抽出したゲノム DNA から，次世代シーケンサーIllumina HiSeq 2500 および

Roche454 FLX Titaniumを用いて，鎖長の異なる二つの DNA 断片化ライブラリーを作製し，

de novoアセンブリー解析を実施した。一方，OpGen 社のプロトコールに従って MapCard上

にオプティカルマッピングを実施して全ゲノム制限酵素地図を作成した。この制限酵素地

図上にアセンブリー解析によって得られたコンティグ配列（DNA 断片群を重ね合わせてで

きた配列断片）を当てはめることでコンティグ配列の整列化を実施した。生じたギャップ

領域に対しては，Illumina HiSeq 2500のリード配列を用いて局所的にシークエンス解析を実

施し，最終的な環状ゲノム遺伝子の配列を決定した。ちなみに，最終的に残存したギャッ

プ数は 25か所であったが，LP28株のゲノムが環状構造（Fig. 1）であることは証明できた。 

LP28株のゲノムは，総塩基数1,774,865 bp（GC含有率 37.1%）の環状ゲノム及び5,366 bp 

（GC含有率 36.5%）の環状プラスミドで構成されていた。得られた配列についてOpen 

Reading Frame (ORF) 解析を行った。その結果，環状ゲノム上には1,683個，プラスミド上に
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は6個のORFを見出した。また，環状ゲノム内は51個のtRNA遺伝子と6個のrRNA遺伝子がそ

れぞれ含まれていた（Table 1）。 

     

Fig. 1. Pediococcus pentosaceus LP28の環状染色体構造 

外側からORF (＋鎖), ORF (－鎖), ギャップ(青色), GC含量(赤色), GC-Skew(緑色) 

 

Table 1. P. pentosaceus LP28 ゲノム遺伝子の総塩基数と遺伝子数 

 Scaffold 1 (genome) Scaffold 2 (plasmid) 

塩基数 1,774,865 5,366 

ギャップ数 25 0 

ギャップの長さ 22,491 0 

GC 比率 37.1% 36.5% 

遺伝子数 1,747 6 

ORF数 1,683 6 

tRNA数 51 0 

rRNA数 6 0 

GenBank 登録番号：DF970691（ゲノム），LC075345（プラスミド） 
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第二節 ゲノム遺伝子配列の相同性解析 

 

LP28 株のゲノムがコードする全 ORF のアミノ酸配列を NCBI ゲノムデータベースにて

BLAST 検索し，各タンパク質の機能を解析した。また，既に全ゲノムが解読されている 4

種の P. pentosaceus由来遺伝子がコードするタンパク質のアミノ酸配列と比較した。ちなみ

に，Pediococcus属の一部は pediocin-like bacteriocin と呼ばれる，クラス IIaに属するバクテ

リオシン（bacteriocin）を産生することが知られ，これらの生合成遺伝子がクロモゾーム，

あるいはプラスミド上にコードされていることがわかっている[22, 23]。そこで， LP28 株

のゲノム中にバクテリオシン生合成遺伝子が存在するか否かを調査した。その結果，LP28

株はバクテリオシンの一種 colicin Vの生合成遺伝子を保有していることが予測された。 

Table 2に既に全ゲノム配列が公表されている P. pentosaceusの 4株を示す。これらの菌株

も LP28株と 99%の相同性を示す colicin V の生合成遺伝子を有していた。一方， LP28株は, 

prebacteriocin，pediocin PA-1などの pediocin様のバクテリオシン生合成遺伝子は有していな

かった（Table 3）。 

 

Table 2. ゲノム配列が解読されている P. pentosaceus 4株の分離起源と機能性 

P. pentosaceus 分離起源 機能性 

ATCC25745 [24] 植物由来（標準株） バクテリオシン生産 [22] 

LI05 (CGMCC 7049) [25] 健常人糞便 急性肝不全抑制（マウス）[28] 

SL4 [26] キムチ バクテリオシン生産 

IE-3 [27] 酪農排水 バクテリオシン生産 

 

Table 3. バクテリオシン生合成遺伝子の存在（○：あり，×：なし） 

Bacteriocins ATCC25745 LI05 SL4 IE-3 LP28 

Prebacteriocin ○ × × ○ × 

Pediocin PA-1 × × ○ × × 

Colicin V ○ ○ ○ ○ ○ 
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乳酸菌が生きた状態で腸管まで到達するためには，胃酸や胆汁酸に対する耐性が必要で

ある。そこで，これらの酸耐性に関わる遺伝子が存在するか否かを調査した。その結果，

LP28 株は胆汁塩に対する耐性に関与するコリルグリシンヒドラーゼ，6 つの標準ストレス

タンパク質（UspA），砒酸レダクターゼなどの代表的な環境ストレス耐性遺伝子を他の P. 

pentosaceus が有する遺伝子と高い相同性を示す形で有していた。しかしながら，先述した

P. pentosaceus 4株との比較において，その他の特異的耐性遺伝子は見出せなかった。従って，

消化器官内での生存性に関しては LP28 株と他の P. pentosaceus との間に特異性はないと結

論付けた。これらの結果から，バクテリオシン産生性，あるいは腸管内での生存性に関し

て，LP28 株の特異性はなく，従って，これらの性質が LP28 株の抗肥満作用に関与してい

る可能性はないと言えよう。 

植物乳酸菌 LP28株の「脂肪肝の改善や体内脂肪の蓄積抑制に有効である」との保健機能

性を担う因子は，ゲノム遺伝子にコードされていることは容易に考えられる。そこで，LP28

株の環状ゲノム上に存在する 1,683個の ORFに関して，他の 4種の P. pentosaceusすべてに

対して相同性が低い遺伝子を BLAST検索した。その際，低相同性遺伝子を検索する条件と

して，遺伝子の塩基配列から推定されるタンパク質のアミノ酸配列の相同性が他の 4 株す

べてに対して 50%以下であることを条件とした。その結果，71 個の遺伝子が抽出され，そ

のうちの 53個は，コードされたタンパク質の機能予測が可能であった。 

LP28 株の環状ゲノムの＋鎖および－鎖に存在する遺伝子を 5’末端側から順に並べ，他の

P. pentosaceusに対するそれぞれの相同性をプロットした結果を Fig. 2に示す。相同性が低い

遺伝子はゲノム上の複数の部位に集中して存在しており，遺伝子の交雑がゲノム上の限ら

れた領域で生じていると推測された。 
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Fig. 2. 他の 4種の P. pentosaceusに対する遺伝子配列の相同性比較 
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機能が推定された 53個の低相同性タンパク質のアミノ酸配列に関してUniProt KBタンパ

ク質データベースによる BLAST 検索を実施し，P. pentosaceus以外の他の乳酸菌との相同性

を評価した。その結果，Table 4 に示す通り 53 個の遺伝子のうちの 45 個は，他の乳酸菌が

有する遺伝子と高い相同性を有していた。一方，乳酸菌を含む他の微生物に対しても相同

性が 50%以下である遺伝子が，合計 8個存在していることを見出した。 

 

Table 4. P. pentosaceus (ATCC25745, LI05, SL4, IE-3)の遺伝子に対して相同性が 50%以下である

遺伝子の機能予測，およびこれらの遺伝子に最も高い相同性を示す遺伝子を有する微生物 

Gene ID 

PROK1 

Size 

(bp) 

Best BLASTp hit 

Functional description Organism Query 

cover 

Identity Accession 

498901 1023 Transcriptional regulator Pediococcus acidilactici 99 79 WP 002830626.1 

499215 723 GntR family transcriptional regulator Lactobacillus fuchuensis 100 78 WP 025083195.1 

499221 903 LysR family transcriptional regulator Lactobacillus oleohominis 98 71 WP 006915875.1 

499508 1245 Phage protein Lactobacillus mucosae 34 59 WP 039945879. 

499594 996 Transcription regulator Pediococcus lolii 98 58 WP 008841880.1 

499604 291 Integrase Lactobacillus reuteri 90 54 WP 003668165.1 

499606 258 DNA adenine methylase Lactobacillus plantarum 90 58 WP 011101784.1 

499656 1596 Type I restriction-modification protein 

subunit M 

Lactobacillus salivarius 100 81 WP 034982262.1 

499658 369 DEAD/DEAH box helicase Bacillus acidiproducens 94 74 WP 018664268.1 

499659 2712 DEAD/DEAH box helicase Clostridium tyrobutyricum 99 82 WP 039651891.1 

498902 717 Transaldolase Pediococcus acidilactici 99 83 WP 002830625.1 

498903 1677 PTS mannose-specific system 

component IICD 

Pediococcus acidilactici 100 89 WP 002830624.1 

498904 444 PTS mannose transporter subunit IIB Pediococcus acidilactici 99 70 WP 036672478.1 

498905 474 PTS mannose transporter subunit IID Pediococcus acidilactici 99 90 WP 036672476.1 

498907 1248 MFS family transporter Pediococcus lolii 95 77 WP 008841705.1 

498908 1323 Cellulase Pediococcus lolii 100 71 WP 008841704.1 

498909 816 AraC family transcriptional regulator Pediococcus lolii 98 67 WP 008841703.1 

498923 420 PTS mannose/fructose/sorbose family, 

IIA component 

Pediococcus acidilactici 100 62 WP 005918748.1 

498925 780 PTS mannose/fructose/sorbose family, 

IIC component 

Pediococcus acidilactici 98 89 WP 005918752.1 

498926 828 PTS mannose transporter subunit 

IIAB 

Pediococcus acidilactici 100 91 WP 024862695.1 

498927 993 Glutamine-fructose-6-phosphate 

aminotransferase 

Pediococcus acidilactici 99 78 WP 005918756.1 

498928 234 AraC family transcriptional regulator Oenococcus oeni 76 47 WP 032818732.1 

499222 399 Saccharopine dehydrogenase Lactobacillus brevis 98 69 WP 042520513.1 
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499223 291 Saccharopine dehydrogenase Lactobacillus spicheri 87 60 WP 045806518.1 

499224 486 Flavodoxin family protein Lactobacillus coleohominis 

101-4-CHN 

100 73 EEU 30733.1 

499226 618 Oxidoreductase Lactobacillus coleohominis 90 89 WP 006915881.1 

499228 276 Transcriptional regulator Carboxydothermus 

ferrireducens 

79 49 WP 034542176.1 

499234 753 Sugar phosphate isomerase Lactobacillus oryzae 99 72 WP 034529439. 

499235 1293 Gluconate:proton symporter Lactobacillus brevis 100 77 WP 003552746.1 

499236 963 2-dehydro-3-deoxygluconokinase Lactobacillus buchneri 100 75 WP 014939093.1 

499237 624 3-hexulose-6-phosphate synthase, 

Orotidine 5'-phosphate decarboxylase 

Lactobacillus brevis 100 63 WP 003552751. 

499238 543 6-phospho 3-hexuloisomerase Lactobacillus buchneri 100 80 WP 003558155.1 

499239 975 Transcriptional regulator Lactobacillus oryzae 99 56 WP 034529434.1 

499240 1749 Pyruvate oxidase Pediococcus acidilactici 99 93 WP 004166510.1 

499253 702 Transcriptional regulator Lactobacillus salivarius 100 97 WP 047036269.1 

499254 1017 Histidine kinase Lactobacillus salivarius 100 95 WP 047036270.1 

499256 1323 Pyridine nucleotide-disulfide 

oxidoreductase 

Enterococcus villorum 98 40 WP 010751212.1 

499277 807 NAD dependent 

epimerase/dehydratase family protein 

Lactobacillus curvatus 98 99 WP 004271101.1 

499278 1377 Branched-chain amino acid 

transporter II carrier protein 

Lactobacillus coryniformis 100 100 WP 004562607.1 

499283 408 Transposase Lactobacillus fermentum 

MTCC 8711 

100 96 EQC 58701.1 

499285 564 Transposase Lactobacillus fermentum 100 85 WP 046025901.1 

499286 1203 Transposase Lactobacillus 

malefermentans 

99 45 WP 010619804.1 

499314 1158 Polysaccharide polymerase Lactobacillus casei 99 35 WP 003588324.1 

499316 291 Sugar phosphotransferase Pediococcus pentosaceus 

SL4 

94 49 WP 023440189.1 

499317 981 N-acetylglucosaminyltransferase Lactobacillus salivarius 62 35 WP 047034941.1 

499318 903 Polysaccharide pyruvyl transferase Streptococcus constellatus 70 35 WP 038426319.1 

499319 1377 Exopolysacharide protein Wzx Lactobacillus pentosus IG1 100 63 WP 014940887.1 

499517 765 Phage recombination protein Bet Pediococcus lolii 92 63 WP 008840860.1 

499518 771 Prophage Lp1 protein 19 Pediococcus lolii NGRI 

0510Q 

100 78 GAC 44540.1 

499524 477 Methyltransferase Lactobacillus plantarum 97 67 WP 016511188.1 

499593 3174 Alpha-rhamnosidase Pediococcus acidilactici 61 63 WP 004165687. 

499595 1275 Sugar transporter Pediococcus acidilactici 97 74 WP 004166827.1 

499596 1173 Alpha-rhamnosidase Pediococcus acidilactici 96 63 WP 004165354.1 
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第三節 低相同性遺伝子の機能分類 

 

他の 4種の P. pentosaceus株に対して相同性の低かった 53個の遺伝子と LP28株の保健機

能性とを関連付けるため，BLAST 検索によって判明した各遺伝子の予測機能を分類した。

その結果，以下の 6 種に分類できることが判明した（下線を記した遺伝子は他の乳酸菌に

対しても相同性が 50%以下であった 8遺伝子を示す）。また，各分類に含まれる遺伝子数の

比較を Table 5に示す。 

 

(1) 一次代謝関連タンパク質（17遺伝子） 

Transaldolase：トランスアルドラーゼ（ペントースリン酸回路） 

Glutamine-fructose-6-phosphate aminotransferase：グルタミン-フラクトース 6リン酸アミノ

酸転移酵素 

Saccharopine dehydrogenase：サッカロピン（リシン代謝中間体）加水分解酵素（2遺伝子） 

Flavodoxin family protein：フラボドキシンファミリータンパク質（窒素代謝酵素） 

Oxidoreductase：酸化還元酵素 

Sugar phosphate isomerase：リン酸化糖異性化酵素 

2-dehydro-3-deoxygluconokinase：2-デヒドロ-3-デオキシグルコン酸キナーゼ 

3-hexulose-6-phosphate synthase：3-ヘキスロース-6-リン酸合成酵素 

6-phospho 3-hexuloisomerase：6-リン酸-3-ヘキスロースイソメラーゼ 

Pyruvate oxidase：ピルビン酸オキシダーゼ 

Histidine kinase：ヒスチジンキナーゼ 

NAD dependent epimerase：異性化酵素 

Methyltransferase：メチル基転移酵素 

Alpha-rhamnosidase：αラムノシド加水分解酵素（2遺伝子） 

Pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase：ピリジン核酸ジスルフィド酸化還元酵素 

 

(2) 遺伝子制御タンパク質（16遺伝子） 

transcriptional regulator：転写制御因子（2遺伝子） 

transcriptional regulator：転写制御因子（7遺伝子） 

DNA adenine methylase：DNA メチル化酵素 
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Type I restriction-modification protein subunit M：DNA 制限修飾酵素 

DEAD/DEAH box helicase：DNAヘリカーゼ（2遺伝子） 

Transposase：トランスポゾン転移酵素 

 

(3) 膜輸送タンパク質（10遺伝子） 

PTS mannose transporter subunit：マンノースの膜輸送システム（6遺伝子） 

MFS family transporter：膜輸送タンパク質 

Gluconate:proton symporter：グルコン酸/プロトン共輸送体 

Branched-chain amino acid transporter II carrier protein：分岐鎖アミノ酸輸送タンパク質 

Sugar transporter：糖輸送タンパク質 

 

(4) 細胞外多糖生合成タンパク質（5遺伝子） 

Polysaccharide polymerase：多糖合成酵素 

Sugar phosphotransferase：糖リン酸転移酵素 

N-acetylglucosaminyltransferase：N-アセチルグルコサミン転移酵素 

Polysaccharide pyruvyl transferase：多糖ピルビン酸化酵素 

Exopolysacharide protein Wzx：多糖排出タンパク質 

 

(5) 外来遺伝子タンパク質（4遺伝子） 

Phage protein：ファージ由来タンパク質 

Phage recombination protein Bet：ファージ由来タンパク質 

Prophage Lp1 protein 19：プロファージ由来タンパク質 

Integrase：レトロウイルス由来酵素 

 

(6) 分泌酵素（1遺伝子） 

Cellulase：セルラーゼ 
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Table 5. 他の P. pentosaceusおよび乳酸菌に対して相同性が 50%以下の遺伝子数 

分類 タンパク質機能 

他の P. pentosaceusに 

対して相同性 50%以下 

他の乳酸菌に対して 

相同性が 50%以下 

(1) 一次代謝関連 transaldolaseなど 17 1 

(2) 遺伝子制御 transcriptional regulatorなど 16 3 

(3) 膜輸送 sugar transporterなど 10 0 

(4) 細胞外多糖生合成 Polysaccharide polymeraseなど 5 4 

(5) 外来遺伝子 phage protein など 4 0 

(6) 分泌酵素 cellulase 1 0 

合計  53 8 

 

これら 53個のタンパク質のうち，一次代謝関連タンパク質，遺伝子制御タンパク質，膜

輸送タンパク質などは，すべて LP28の増殖や基本的な代謝機能に関わる遺伝子であり，そ

れらの配列特異性が本菌株の抗肥満作用に関与している可能性は低いと言える。また，外

来遺伝子がコードするタンパク質に関してもファージやウイルス由来であることから，

LP28 に特異的な機能を与える可能性は低いと考えられた。 

一方，細胞外多糖生合成に関わる 5 遺伝子のうちの 4 個が他の乳酸菌に対しても低い相

同性を示したこと，および細胞外多糖体は，ウイルスの増殖抑制など，何らかの機能性を

示すことが報告されていることから判断すると，細胞外多糖を生合成する遺伝子群が，LP28

株の抗肥満作用に関与している可能性がある。ちなみに，LP28 株が保有するセルラーゼ遺

伝子は，サイレージから分離された Pediococcus lolii [29]のそれと 71%の相同性を示すこと

から，本酵素が消化器官内で発現することにより，LP28 の機能性に関与する可能性が考え

られたが，LP28 の培養液中にはセルラーゼ活性が認められなかったことから，以降の検討

は行わなかった。 
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第四節 細胞外多糖生合成遺伝子クラスターの解析 

 

乳酸菌が産生する細胞外多糖（以降 EPS：exopolysaccharide)の生合成をコードする遺伝子

は，多くの場合，遺伝子クラスターを形成することが知られている。そこで，前節で機能

が推定された EPS生合成関連遺伝子近傍の ORF機能を調査した。その結果，12個の遺伝子

（ppeA～ppeL）でEPSの生合成遺伝子クラスターを構成していることが推測された（Table 6）。

そのうち，5’末端側の 4遺伝子（ppeA～ppeD）については，他の P. pentosaceus 株と高い相

同性を有していたが，その他の 8遺伝子の相同性は最大 68%であったことから，LP28株は

他の P. pentosaceus株には認められない，特異的な EPSを産生している可能性がある。 

それに加えて，相同性の低い遺伝子の１つ ppeK は Streptococcus constellatus subsp. 

constellatus SK53，Bifidobacterium (B.) longum 44B [30]，B. longum GT-15 [31] が持つ「多糖

をピルビン酸化する酵素」と，それぞれ 35%，31%，31%の相同性を有していたことから，

LP28 株の EPS は，上記の 3種の細菌 EPSと同様に，ピルビン酸による修飾を受けている可

能性が示された。 

なお ppeD は sugar transferase 以外に Lactobacillus plantarum AY01 株の priming 

glycosyltransferase 遺伝子に対して 64%の相同性を有しており，ppeH および ppeI は，P. 

pentosaceus IE-3由来の glycosyltransferase遺伝子と，それぞれ 51%および 38%の相同性を有

していた。 

EPS生合成遺伝子クラスター周辺の遺伝子構造を Fig. 3 に示す。クラスターの 5’側に位置

する 4 遺伝子（ppeA～ppeD）は，さらに 5’側の 7 遺伝子と共通のプロモーターを持つオペ

ロンを形成していると考えられた。これらの上流に存在する 7遺伝子の機能を BLAST検索

したところ，それぞれ，3 種のチアミン生合成酵素，転写制御因子，DNA ヘリカーゼ，プ

ロテアーゼ，セリン分解酵素をコードしており，同一オペロンに存在する 4 つ EPS 生合成

遺伝子（ppeA～ppD）と同様，他の P. pentosaceus 4株との高い相同性を示した。一方，特異

性の高い配列構造を有する ppeE～ppeL 遺伝子は，3 つのオペロン領域（ppeE～ppeH、ppeI

～ppeJ、ppeK～ppeL）に分かれて制御されているものと考えられた。 
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Table 6. P. pentosaceus LP28 の EPS生合成遺伝子クラスターの相同性調査結果 

Protein 

Leng

th 

(aa) 

Identity (%)  BLASTp hit 

IE-3 SL4 

ATC

C257

45 

LI05  Functional description Organism 

Quer

y 

cove

r 

Ident

ity 

(%) 

Accession 

PpeA 261 98 94 97 97  ESP biosynthesis protein Pediococcus pentosaceus 100 97 WP 011673151.1 

PpeB 243 98 99 98 100  ESP biosynthesis protein Pediococcus pentosaceus 100 100 WP 029257819.1 

PpeC 262 98 98 98 97  Capsular ESP biosynthesis protein Pediococcus pentosaceus 100 98 ABJ 67655. 

PpeD 221 96 99 97 40  Sugar transferase Pediococcus pentosaceus 100 96 WP 002833952.1 

PpeE 330 23 62 28 25  Glycosyltransferase family 1 Pediococcus pentosaceus 

SL4 

97 62 AHA 04799.1 

PpeF 335 27 51 39 27  Glycosyltransferase family 2 Pediococcus pentosaceus 

SL4 

96 51 WP 023440188.1 

PpeG 385 ND ND ND ND  Polysaccharide polymerase Lactobacillus casei 99 35 WP 003588324.1 

PpeH 181 51 68 44 48  Sugar phosphotransferase Pediococcus pentosaceus 

SL4 

97 68 WP 023440189.1 

PpeI 96 38 49 25 34  Sugar phosphotransferase Pediococcus pentosaceus 

SL4 

94 49 WP 023440189.1 

PpeJ 326 27 27 31 27  N-acetylglucosaminyltransferase Lactobacillus salivarius 62 35 WP 047034941.1 

PpeK 300 ND ND ND ND  Polysaccharide pyruvyl transferase Streptococcus constellatus 70 35 WP 006270484.1 

 Bifidobacterium longum 80 31 WP_038426319.1 

PpeL 458 ND ND 23 23  Exopolysacharide protein Wzx Lactobacillus pentosus IG1 100 63 CCC 16059.1 

 Flippase Lactobacillus buchneri 95 42 WP 014940887.1 

ND: クエリーカバー率 30%以下かつ相同性 50%以下の場合は該当遺伝子なしと判断した。 

 

 

 

 

Fig. 3. EPS生合成遺伝子クラスターの構造 
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第五節 プラスミド上の遺伝子解析 

興味深いことに，全ゲノム解析から，LP28 株が環状プラスミドを１つ保有していること

が見出された。このプラスミドを pLP28と命名した。 

これまでの報告から判断すると，乳酸菌が保有するプラスミドにはバクテリオシンや多

糖の生合成に関与する遺伝子が存在する可能性が高い。そこで，LP28 株を de Man, Rogosa 

and Sharpe (MRS) 培地で培養して得られた菌体からプラスミド DNA を抽出した。それを

EcoRIで切断し，アガロース電気泳動にかけた結果，約 5.4 kb の DNAバンドが観察され，

ゲノム解析から得られた 5,366 bpとサイズが一致した（Fig. 4）。 

本プラスミド上に存在する 6 個の ORF のアミノ酸配列を BLAST 検索した結果，2 個の

ORFはそれぞれ replication protein および DNA segregation ATPase FtsK/SpoIIIE related protein

と低い相同性を示し，その他 4 個の ORF は機能不明であったことから，pLP28 はいわゆる

cryptic plasmid と言える（Table 7）。 

 

 

      

Fig. 4. プラスミド（pLP28）のアガロース電気泳動図 
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Table 7. プラスミド（pLP28）遺伝子の機能解析 

Gene ID 

PROK1 

Size 

(bp) 

Identity (%)  BLASTp hit 

IE-3 SL4 

ATC

C257

45 

LI05 

 

Functional description Organism 
Query 

cover 
Identity Accession 

500497 354 ND ND ND ND  Hypothetical protein Thalassiosira pseudonana 

CCMP1335 

76 27 XP 002290956.1 

500499 447 ND ND ND ND  Hypothetical protein Tulasnella calospora MUT 

4182 

68 27 KIO28177.1 

500500 387 ND ND ND ND  Hypothetical protein Leuconostoc mesenteroides 97 29 WP 014333955.1 

500501 999 33 ND ND ND  Replication protein Bacillus thuringiensis 89 43 WP 029437119.1 

500502 1197 24 24 24 24  DNA segregation 

ATPase FtsK/SpoIIIE 

related protein 

Streptococcus anginosus 

C238 

96 44 AGU 84148.1 

500498 519 ND ND ND ND  Hypothetical protein Lachnoanaerobaculum sp. 

ICM7 

81 28 WP 035619939.1 

ND: クエリーカバー率 30%以下かつ相同性 50%以下の場合は該当遺伝子なしと判断した。 
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[第二章] 

 

細胞外多糖（EPS）の構造解析 

 

第一節 EPSの精製 

LP28 株が産生する EPS を精製して構造解析を行う上で，培地由来の多糖類の混入を防ぐ

必要がある。そこで，EPS精製用の培地にはカゼイン加水分解物である bacto casitone を 1%

含む semi-defined medium (SDM) [32, 33] を使用した。まず，250 mL の MRS培地を含むフ

ラスコで，28°C，18 時間静置培養した後，その培養液から 10 mLを採り，遠心分離して得

られた菌体を phosphate-buffer saline（pH 7.4）で 2回洗浄した。その洗浄菌体を，2 L の SDM

培地を含む 3 L容量のジャーファーメンターに植菌して，温度 30°C，窒素通気 200 mL/min，

撹拌 200 rpmの条件下で 48 時間培養した。なお，この間，25% NaOH により pH の下限を

6.0に自動制御した。培養液中の多糖をフェノール・硫酸法により測定した結果，LP28株は

約 250 mg/mLの EPS を生産した。培養中の pH，グルコース濃度，および菌濃度（OD610）

の推移をそれぞれ Fig. 5～7に示す。 

 

 

 

Fig. 5. pHの推移 
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Fig. 6. グルコース濃度の推移 

 

 

 

Fig. 7. 菌濃度（OD610）の推移 
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培養液からの EPS精製の流れを Fig. 8に示す（詳細な操作内容は実験の部参照）。 

 

 

 

 

Fig. 8. EPS精製の流れ 

 

凍結乾燥した粗精製の EPS を 50 mM Tris-HCl （pH 8.0）に溶解し，TOYOPEARL 

DEAE-650Mカラムに吸着させ，50 mM Tris-HCl（pH 8.0）でカラムを洗浄し，カラム未吸

着画分を採取した。一方，カラムに吸着した物質は，50 mM Tris-HCl（pH 8.0）を用いた 0

→0.5 M NaClの直線濃度勾配により溶出した。得られた各画分に含まれる EPSの濃度はフ

ェノール硫酸法による呈色反応により測定した。その結果，LP28 株が産生する細胞外多糖

には中性 EPSおよび酸性 EPSが存在することが明らかとなり（Fig. 9），各 EPS を凍結乾燥

して，構成単糖の分析に供することとした。なお，酸性 EPS の溶出ピークが複数に分かれ

たことから，異なる酸性度の EPS が混在している可能性が示唆されたが，これらの画分は

一括して酸性 EPS として分取し，以降の検討を進めた。それぞれの EPS の分子量をゲル濾

過法により測定した結果，中性 EPS は約 40 kDa，酸性 EPSは約 50 kDa であった。 
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Fig. 9. 陰イオン交換樹脂 TOYOPEARL DEAE-650Mによる EPSの分画精製 
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第二節 EPSの単糖組成分析 

 

中性および酸性 EPS を trifluoroacetic acid（TFA）に溶解した後，加熱処理により加水分

解を行い，減圧乾燥した加水分解物を HPLC で分析した。その結果，中性 EPS からは，グ

ルコース，マンノース，グルコサミンが検出された。一方，酸性 EPS からはグルコース，

マンノース，ガラクトース，グルコサミンが検出された（Fig. 10）。それぞれの分子モル数

比は Table 8 に示す。 

 

  

 

Fig. 10. 中性 EPS および酸性 EPS加水分解物の HPLC による単糖分析 

 

Table 8. 中性 EPSと酸性 EPSの単糖分子モル数比 

Saccharide RT (min) 
Relative molar composition 

Neutral EPS Acidic EPS 

glucosamine 11.17 3.5 1.8 

Galactose 12.92 － 0.3 

Glucose 13.68 4.6 6.6 

Mannose 14.72 1.0 1.0 
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第三節 EPSに含まれるピルビン酸および酢酸の分析 

 

LP28 株のゲノム解析の結果から，本菌株が EPSのピルビン酸化能を保持している可能性

が示唆された。そこで，精製した中性および酸性 EPS 分子にピルビン酸が存在するか否か

を検証することとした。それぞれの EPSを TFA 中で加水分解し，減圧乾燥した加水分解物

を HPLC で分析した結果，酸性 EPS からピルビン酸が明らかに検出された。また，きわめ

て微量ではあるものの，中性 EPS にもピルビン酸と同じ位置にピークが認められたことか

ら，ピルビン酸が含まれる可能性は否定できない結果であった（Fig. 11）。 

 

 

 

Fig. 11. 酸性 EPSおよび中性 EPSからのピルビン酸の検出 

A: ピルビン酸 Std. (1 mM)，B: 中性 EPS 加水分解物，C: 酸性 EPS 加水分解物 

矢印はピルビン酸の溶出位置を示す。 
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中性および酸性 EPS の各加水分解物からグルコサミンが検出されたが，細胞外多糖成分

としては N-アセチルグルコサミンとして存在しており，加水分解によりアセチル基が脱離

していることが予想された。そこで，EPSの加水分解物中に酢酸が検出できるか否かを分析

した。各 EPS を TFA 溶解し加水分解した後，加水分解溶液を HPLCで分析した結果，酸性

EPS および中性 EPS の加水分解物から，ともに酢酸が検出された。酢酸の検出量はグルコ

サミンのモル比に近かったことから，酢酸は N-アセチルグルコサミンから遊離したものと

推定された。 

以上の結果から，P. pentosaceus LP28が産生する EPSは中性 EPSおよび酸性 EPSであり，

中性 EPS はグルコース，マンノース，N-アセチルグルコサミンから構成されており，酸性

EPS はグルコース，マンノース，ガラクトース，N-アセチルグルコサミンから構成されて

いることが明らかとなった。また酸性EPSにはピルビン酸が結合していることが判明した。 
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[総括] 

 

脂肪肝の改善と体内脂肪の蓄積抑制に有効な植物乳酸菌 P. pentosaceus LP28 から全ゲノ

ム DNA を抽出し，2 種類の次世代シーケンサーを用いて解析した。その結果，本菌株のゲ

ノムは環状であり，その総塩基数は 1,774,865 bp (GC 含有率 37.1%) で，かつ，1種類のプ

ラスミド(5,366 bp : GC含有率 36.5%) を有することが明らかとなった。さらに，得られた

塩基配列から ORF の個数を予測した結果，染色体から 1,683 個，およびプラスミドから 6

個の ORFがそれぞれ見出された。 

次に，環状ゲノム上に存在する 1,683 個の ORF に関して，既に全ゲノム遺伝子が報告さ

れている P. pentosaceus 4株のそれらと比較した結果，すべての株に対してアミノ酸配列の

相同性が 50%以下の遺伝子が 71 個 見出された。これらのうち 53 個については，BLAST

検索によって，タンパク質の機能予測を行った。その結果，これら 53個のタンパク質機能

は 6 種に分類された。また，これら 6 種のうちの 4 種は一次代謝関連，遺伝子制御，膜輸

送，ファージ等の外来タンパク質であったことから，LP28 株の脂肪低減機能には関与して

いないと推定された。また，他の 1 種はセルラーゼと予測されたが，培養液中にセルラー

ゼ活性は検出されなかった。 

一方，53 個の遺伝子の中には，別種の乳酸菌が保有する遺伝子に対しても相同性が 50%

以下の遺伝子が 8個存在していた。興味深いことに，そのうちの 4個が細胞外多糖（EPS）

の生合成遺伝子であったことから，「LP28 株が他の乳酸菌とは異なる EPS 生合成遺伝子を

保有しており，産生する EPS の特異的構造が本菌株の抗肥満効果に関与している」との可

能性が示唆された。なお，プラスミド上の 6個の ORFもすべて相同性が 50%以下であった

が，DNA複製に関わる遺伝子と低い相同性を示す 2個と機能不明の 4個で構成されていた。 

EPS生合成に関与していると考えられた，上記 4遺伝子の近傍にある遺伝子を解析した結

果，12個の遺伝子から構成される EPS生合成遺伝子クラスターが存在することが判明した。

これら 12遺伝子のうち，4個は別株の P. pentosaceusと高い相同性を有していたが，それ以

外の 8 遺伝子の他の乳酸菌に対する相同性は最大で 68%であった。また，相同性が低い遺

伝子のひとつは，多糖のピルビン酸化を触媒する酵素と 35%の相同性を有していたことか

ら，LP28 株の細胞外多糖がピルビン酸による修飾を受けている可能性があることが判明し

た。 

次に，LP28株が産生する EPSを精製して分子構造を解析するため，まず，多糖を含まな
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い semi-defined medium（SDM）を使用して，pH を 6.0で維持しながら培養した結果，約 250 

mg/L の EPS を生産した。培養濾液に TCA を添加してタンパク質を沈殿除去し，得られた

上清のアセトン沈殿画分に対して核酸の酵素分解処理を行った。次に，再度 TCA 沈殿，エ

タノール沈殿を実施後，透析して粗精製 EPS を取得した。これを陰イオン交換樹脂に吸着

して NaClの直線濃度勾配法により溶出した結果，LP28 株が産生する EPS は中性 EPS およ

び酸性 EPS に分けられることが判明した。 

中性 EPSと酸性 EPSの分子量はそれぞれ約 40 kDa, 50 kDaと推定された。また，それぞ

れを加水分解して HPLC 分析を行った結果，中性 EPS からはグルコース，マンノース，グ

ルコサミンが検出され，酸性 EPS からはグルコース，マンノース，ガラクトース，グルコ

サミンが検出された。また，中性および酸性多糖の分解物中にそれぞれ酢酸が検出された

ことから，EPS に含まれるグルコサミンは，両者とも N-アセチル化されたグルコサミンと

して存在している。さらに，ゲノム解析の結果から，本菌株が EPS をピルビン酸化する能

力を持つ可能性が示唆されたため，酸性および中性多糖のそれぞれの加水分解物を HPLC

分析したところ，酸性 EPS からはピルビン酸が検出された 

これらの結果から，LP28が産生する EPS は，グルコース，マンノース，N-アセチルグル

コサミンからなる中性 EPS とグルコース，ガラクトース，マンノース，N-アセチルグルコ

サミン，およびピルビン酸からなる酸性 EPS であることが判明した。 

乳酸菌が産生するピルビン酸化 EPS については一例のみが報告されているが，構成糖が

グルコース，ガラクトース，ラムノースであることから， LP28 の EPS とは明らかに分子

構造が異なっている[34] 。従って，LP28が産生する EPS は，菌株特異的なものである可能

性が高い。それゆえ，今後，精製した EPS の抗肥満効果を検証することで，LP28株の有効

利用や健康増進のための新規機能性素材，並びに医薬品としての開発に興味が持たれると

ころである。 
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 [実験の部] 

1. 使用菌株 

植物乳酸菌 Pediococcus pentosaceus LP28 

 

2. 菌株保存方法 

LP28 株を MRS 培地 40 mLを含む 250 mL三角フラスコに植菌し，28°C で 24時間静置培

養した。得られた培養液を 33%グリセロール溶液と等量混合し，16.5%グリセロールストッ

クを調製した。本溶液を－80°C にて凍結保存し，セルバンクとして実験に使用した。 

 

3. ゲノム遺伝子配列の解析 

LP28 株を MRS 培地で培養し，得られた培養液を遠心分離して菌体を回収した。その菌

体から，DNeasy plant mini kit (Qiagen)を用いてゲノム DNAの抽出を行った。得られたゲノ

ムDNAを断片化して Illumina HiSeq 2500を用いてシーケンシングした Paired-end library (リ

ード長 約 200 bp) ，および Roche454 FLX Titaniumを用いてシーケンシングした Mate Pair 

Library (リード長 約 350 bp)を作製した。得られた両リード配列に対して，Newbler v2.8 

(Roche 454 FLX シーケンサーに付属の解析ソフトウェア)を用いて de novo アセンブリー解

析を実施した。一方，OpGen社のプロトコールに従って, MapCard上にゲノム DNA溶液を

添加し，制限酵素処理及び蛍光染色を行った後，各 DNA断片の長さを測定することで全ゲ

ノム制限酵素地図を作成した。この全ゲノム制限酵素地図上に上記のアセンブリー解析で

得られたコンティグ配列を当てはめることで，コンティグ配列の整列化を実施した。 

得られた環状化ドラフト配列について，Illumina Paired-end リード配列を用いたギャップ

クローズ解析を以下の手順で実施した。 

 

(1) BWA [35] による Illumina Paired-end リード配列のマッピング 

(2) 各ギャップ領域について近傍にユニークマップされたリードとその mate配列の収集 

(3) Velvet [36] を用いた(2)のアセンブリー 

(4) 上記で得られたコンティグ配列とギャップ周辺配列とのアラインメント，およびアラ

インメントに基づくギャップ配列の置換 

(5) ギャップが無くなるまで(1)～(4)の繰り返し 
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4. プラスミドの抽出と分子量の確認 

LP28 株を MRS 培地で培養し，得られた培養液を遠心分離して菌体を回収し，Genopure 

Plasmid Maxi Kit (Roche 社)を用いてプラスミド DNA を抽出した。抽出時に lysozyme（和光

純薬社）および achromopeptidase（和光純薬社）をそれぞれ 4 mg/mL添加し，室温で 2~3時

間インキュベートした。抽出されたプラスミド DNAを制限酵素 EcoRIで切断し，約 20 ng

を 0.8%アガロースゲル（低電気浸透・高ゲル強度：ナカライテスク，02468-66）を用いて

電気泳動した。電気泳動槽は Mupid-2plus (ADVANCE社製)を使用し，電圧 100 Vにて約 30

分間泳動した後，臭化エチジウム染色を行った。HindIIIマーカー（TAKARA，3403）を同

時に泳動することでプラスミドの分子量を確認した。 

 

5. 使用培地 

[de Man, Rogosa and Sharpe 培地 (MRS 培地)] 

Peptone    1.0 (w/v) % 

Beef extract    0.8 (w/v) % 

Yeast extract   0.4 (w/v) % 

Glucose    2.0 (w/v) % 

Tween 80    0.1 (w/v) % 

K2HPO4    0.2 (w/v) % 

Sodium acetate   0.5 (w/v) % 

Ammonium citrate   0.2 (w/v) %  

MgSO4·7H2O    0.02 (w/v) % 

MnSO4·4H2O   0.005 (w/v) % 
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[Semi-defined 培地 (SDM)] 

Glucose    2.0 (w/v) % 

Tween 80    0.1 (w/v) % 

Ammonium citrate   0.2 (w/v) % 

Sodium acetate   0.5 (w/v) % 

MgSO4·7H2O   0.01 (w/v) % 

MnSO4·5H2O   0.005 (w/v) % 

K2HPO4    0.2 (w/v) % 

Bacto casitone (Difco)  1.0 (w/v) % 

Vitamin solution *1   1 mL (add after autoclave) 

Trace element solution *2  1 mL (add after autoclave)     pH 6.5 ± 0.2 

 

*1 Vitamin solution (per liter) 

4-aminobenzoic acid   0.1 g 

Biotin    2 mg 

Folic acid    50 mg 

Lipoic acid    50 mg 

Nicotinic Acid   0.2 g 

Pantothenic acid   0.1 g 

Pyridoxamine-HCl   0.5 g 

Vitamin B12   0.1 g 

Pyridoxine    50 mg 

Riboflavin    0.1 g 

Thiamine    0.2 g 

 

*2 Trace element solution (per liter)  

HCl 25 (v/v) %   10 ml 

FeCl2·4H2O    1.5 g 

CoCl2·6H2O   0.19 g 

MnCl2·4H2O   0.1 g 
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ZnCl2    70 mg 

H3BO3    6 mg 

Na2MoO4·2H2O   36 mg 

NiCl2·6H2O    24 mg 

CuCl2·2H2O   2 mg 

 

6. 培地の調製方法 

(1) MRS培地 

Becton, Dickinson and Company製（Difco）のMRS培地を脱イオン水に規定量溶解し（pH 

6.2 ± 0.2），フラスコまたは 3 L容ジャーファーメンターに所定の液量を入れた後，オー

トクレーブ殺菌を実施して培養に使用した。殺菌条件は 121°C /20分（フラスコ）およ

び、122°C /20分（ジャー）とした。 

(2) Semi-defined 培地 (SDM) 

グルコースを除く各組成物を所定量計量し，脱イオン水に溶解した後，118°C /15分間

オートクレーブ殺菌を実施した。グルコースの 23 (w/v) %水溶液を調整し，122°C/20分

間オートクレーブで殺菌した後，所定の濃度になるようにその他の培地殺菌液と混合

した。Vitamin solution および Trace element solutionは各組成物を所定量脱イオン水に溶

解し，0.2 μmフィルターにより濾過滅菌を行った後に所定量を添加した。 

 

7. フラスコ培養 

ジャーファーメンターでの培養試験に用いるシード培養は，30 mLまたは 40 mLのMRS

培地を 250 mL三角フラスコに入れて殺菌し，セルバンク(Cell bank)を 0.4%（120 μLまたは

160 μL）植菌して，28°C で 18 時間または 24 時間，静置することで実施した。EPS の精製

を目的とした培養の際は，シード培養液 10 mLを遠心集菌し，phosphate-buffer saline（pH 7.4）

で 2回洗浄後，全量を SDM 2.3 Lに植菌した。 

 

8. ジャーファーメンターによる培養 

ジャーファーメンター装置は，いわしや製 3 L容Mini Jar Fermenter を使用した。使用す

る培地はあらかじめ前述の手順にて調製し，2 L容三角フラスコに入れて殺菌した。ジャー

ファーメンターのベッセルは，キャリブレーションを実施した pHセンサーを装着し，0.2 μm
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のエアフィルターを装着した通気ラインおよび NaOH 注入ラインの取り付け部に綿栓をし

て，121°C，30分間オートクレーブ殺菌した。常温に冷却後，殺菌した培地をクリーンベン

チ内でベッセルに無菌的に仕込んだ上で，培養装置に設置し，通気ラインおよび NaOH 水

溶液ラインを繋いでセットアップした。培養待機中は通気ラインから空気または N2ガスを

毎分 50 mL送り込み，ベッセル内の無菌性を維持した。 

培養開始前に温度および撹拌回転数を所定の値に合わせ，シード培養液を 1 mL添加する

ことで培養を実施した。培養液の pHはセンサーからの測定値により，NaOH 水溶液ライン

のペリスタ式ポンプを自動的に回転させることで制御した。 

 

3 L容ジャーファーメンターの基本的な培養条件 

培地仕込量   2.3 L 

培養温度   30°C 

撹拌回転数   200 rpm 

通気量（空気または N2ガス） 200 mL/min 

培養日数   24-48時間 

 

9. グルコース濃度の測定 

測定器の測定レンジに応じて脱イオン水で希釈した培養液を 3,500 ×gで遠心分離した後，

上清液のグルコース濃度を王子計測機製グルコース分析器 BF-30AS を用いて測定した。 

 

10. 菌濃度（濁度）の測定 

日立製分光光度計 U-1100を用いて，測定レンジに応じて培養液を脱イオン水で希釈した

後に OD610を測定した。 

 

11. 培養液中の EPSの測定 

 培養液 25 mLを 10,000 ×g，4°C，10 min 遠心分離し，得られた上清 20 mLに対して等量

の 40%トリクロロ酢酸溶液を添加して，タンパク質を沈殿させた後，遠心（13,000 ×g，4°C，

10 min）により EPS を含む上清を得た。この上清 20 mLに等量のアセトンを添加し，撹拌

後，氷上で 1時間放置し，EPS を沈殿化した後，遠心（13,000 ×g，4°C，10 min）により，

EPSを採取した。これを 70%エタノール（3 mL）で洗浄した後，減圧乾燥し，乾燥した EPS
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を水 5 mLに溶解し，フェノール・硫酸法により定量した。 

 

12. フェノール・硫酸法による EPS の定量 

 EPS を含む試料 0.5 mLに 5%フェノール水溶液を 0.5 mL 添加した後，2.5 mLの濃硫酸を

加えて，2 時間経過後，490 nm の吸光度を測定した。グルコース（無水）を溶解して調製

した標準液を用いて作成した検量線に基づき多糖濃度を定量した。 

 

13. EPSの精製 

培養液に trichloroacetic acid（TCA）を 4%加え，4°Cで 30 min 撹拌した後，12,500 ×g, 4°C，

10 minの遠心により上清を取得した。その上清に等量のアセトンを加え，4°C で一晩静置後，

12,500 ×g，4°C，10 min の遠心により沈殿を集めた。この沈殿を 50 mM Tris-HCl（pH 8.0） に

溶解した後，27,000 ×g，4°C，30 min の遠心で得られた上清に DNaseおよび RNaseをそれ

ぞれ 10 μg/mLになるように加え，37°Cで 6時間インキュベートした。さらに proteinase K

を 20 μg/mL になるように加え，37°C で 16時間インキュベートした。氷上で冷却しながら

反応液に 100% TCA を 10%加え，1時間静置した後，27,000 ×g，4°C，30 min の遠心により

上清を取得した。上清に 3倍量の 100 %エタノールを加え，17,300 × g，4°C，5分間の遠心

により沈殿を回収し，70%エタノールで洗浄した後，風乾した。沈殿を精製水に溶解し，

MWCO 8,000透析膜を用いて 200倍量の精製水に対して 2日間透析した（途中，水を 4回交

換）。透析後，凍結乾燥により粗精製 EPS を得た。粗精製 EPSを 50 mM Tris-HCl（pH 8.0）

に溶解し，TOYOPEARL DEAE-650Mカラム（2.5 cm × 22 cm）に吸着させた。50 mM Tris-HCl

（pH 8.0）による溶出分画（流速 1.0 mL/min）の後，同緩衝液を用いた 0→0.5 M NaClの直

線濃度勾配により溶出フラクションを分画した。各フラクションの EPS 濃度はフェノール

硫酸法による呈色反応により測定した。 

 

14. EPSの分子量測定 

EPSの分子量は Sephacryl S-500 HR（GE Healthcare社）によるゲル濾過クロマトにより測

定した。 

 

移動相 0.1 M NaNO3 

流速 0.8 mL/min 
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検出器 RI-2031 Plus, Jasco社 

デキストラン分子量標準品（Sigma社）を用いて分子量を算出 

 

15. EPSの単糖組成分析 

中性および酸性 EPS 5 mgをそれぞれ 2 Mの trifluoroacetic acid（TFA）1 mLに溶解し，120°C

で 2 時間加水分解を行った。加水分解溶液を減圧下で遠心乾燥させ，残渣を 100 μLの精製

水に溶解し，0.2 μmのフィルターで清澄化した後，HPLC 分析を行った。HPLC の条件を以

下に示す。 

 

Thermo Scientific ICS-5000システム 

分離カラム：CarboPac PA1 2×250 mm 

ガードカラム：CarboPac PA1 2×50 mm 

移動相：16 mM 水酸化ナトリウム溶液 

カラム温度：30°C 

検出器：Pulsed amperometric electrochemical detector 

流量：0.25 mL/min 

注入量：20 μL 

 

16. EPS加水分解物に含まれるピルビン酸の分析 

EPS 2 mg を 2 Mの trifluoroacetic acid（TFA）1 mLに溶解し，120°C，2時間加水分解を行

った。加水分解溶液を減圧下で乾燥し，3.8 mM の H2SO4に溶解した後，HPLC 分析を行っ

た。 

 

分離カラム：Aminex HPX-87H（Bio-Rad） 

移動相：3.8 mM H2SO4 

検出器：UV（210 nm） 

流量：0.6 mL/min 

 

17. EPS加水分解物に含まれる酢酸の分析 

EPS 2 mg を 2 Mの trifluoroacetic acid (TFA) 1 mLに溶解し，120°C，2時間加水分解を行っ
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た。加水分解溶液を HPLC で分析した。 

 

分離カラム：Shodex RS pak, KC-811 

移動相：1.0 mM perchloric acid 

検出器：Conductivity Detector 

流量：1 mL/min  
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