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研究成果の概要（和文）： 

 パネットーネ乳酸菌が分泌する抗カビ性因子の作用点として DNA 合成阻害活性が確認
された。本因子の高活性画分と低活性画分を LCMS で差異分析を試みた結果、目的の物質
と思われる成分の分子量と組成式を割り出すことに成功した。本成分は、グラム陰性・陽
性の双方の細菌と、カビに対して抗菌活性があり、その作用点と分子量から推察すると、
新しいタイプのニューキノロン系抗菌剤であることが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 DNA synthesis was inhibited by the anti-mold factor excreted by panettone lactobacilli. 

As the result of LCMS differential analysis between high activity fraction and low activity 

fraction, the molecular weight and the chemical composition of the possible targeted factor 

was successfully obtained. Considering that this factor is inhibitory to the growth of both 

the gram negative- and positive-bacteria and mold, and also considering its action point of 

inhibiting the growth of bacteria and its molecular weight, it is expected that this factor 

might be a novel type antibiotic of new-quinolon. 
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１．研究開始当初の背景 

 当初、われわれは、人体に安全で効果の強
い抗カビ剤の実用化が強く世界中で望まれ
ていることを背景にして、食用抗カビ剤の発
見を目指して研究に着手した。抗カビ剤につ
いては抗菌剤に匹敵するような、安全で効力
の強いものがないため、バナナや柑橘類の皮
に使用されるもの以外では、一般の食品に食
用として使用が認可されているものがない
のである。 

われわれが研究材料として着目したのは
北部イタリアで伝統的に食されている天然
酵母パンの「パネットーネ」であった。ふつ
うのパンが１週間程度の放置期間でカビが
発生するのに対して、この「パネットーネ」
は防腐剤を使わないのに数カ月～半年もの
間、カビもネトも発生せずに長持ちすること
で知られる。この理由としては、糖の使用量
が多い菓子パンであり水分活性が低いこと
が言われているが、われわれは、パン種に生
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育するミクロフローラの中に何らかの抗カ
ビ性因子を分泌している微生物がいるので
はのではないかと考えたのである。 
さらに、「パネットーネ」が食品であるゆ

えに、もし抗カビ性因子が微生物によって分
泌されているとしたら、その因子は次のよう
な特性を持つことが予測された。 
(1) 人体に対して無害であること。 
(2) 加工の際に加熱操作が入るので、耐熱性
であること。 
そこでわれわれは、ミラノ大学農学部応用

微生物学研究室の協力を得て、イタリアで入
手した家伝のパン種から分離した酵母菌と
乳酸菌を得、抗カビ性因子が分泌されていな
いかどうかのスクリーニングを行った。その
結果、強い抗カビ活性を示す酵母菌と乳酸菌
の分離に成功した。なかでも、パネットーネ
乳酸菌 Lactobacillus sanfranciscensis＃2
は、強い抗カビ活性を示したことから、この
菌が分泌するする抗カビ性因子に関する解
析を行ってきた。 
 
２．研究の目的 

われわれは、これまでの研究から、北部イ
タリアの天然酵母パン「パネットーネ」の母
生地から分離した乳酸菌（Lactobacillus 
sanfranciscensis）の培養上清に、グラム陰
性・陽性の双方の細菌およびカビの生育抑制
能があることを発見した。この因子の作用点
を調べたところ DNA 合成阻害活性があること
が見出された。これまで細菌類全般と真菌類
に対して生育抑制能があり DNA合成阻害を作
用点とする抗生物質はニューキノロン系の
薬剤のみであったが、今回発見した因子の分
子量は 500 以下と小さいことから、ニューキ
ノロン系以外の新規な抗生剤であることが
期待される。本研究は、この DNA 合成阻害因
子の分離精製および化学構造の決定を目指
すとともに、本因子の医薬品としての諸性状
を調べることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 列挙すると以下のような事柄である。 
(1) 抗カビ性因子を分泌している乳酸菌の

同定を行った。 
(2) 抗カビ性因子を分泌する乳酸菌株から

得た抗カビ性因子の精製標品について、
作用点を明らかにすることによって、既
存の抗菌剤と同じ薬効を示すのか、それ
とも新規な作用機作を有する物質であ
るのかを調べた。 

(3) 抗カビ性因子の高活性画分と低活性画
分をさまざまな条件下で、LCMS による差
異分析を行うことに、抗カビ性因子の同
定とその化学構造解析を試みた。 

 
 

４．研究成果 
 
（１）リボソーム RNA の解析 
 イタリアで採取したパネットーネ母種か
ら分離した乳酸菌 8 株の rRNA スペ－サー配
列の塩基配列を分析し、同定解析を行った。
比較株として Lactobacillus casei Shirota
株を用いた。PCR 増幅の結果は図１の通りで
ある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
増幅産物について、rRNA スペ－サー配列の

塩基配列を分析した結果、今回分析したすべ
ての株の DNA 配列が 100％一致した。このこ
とより、分離した乳酸菌株の全てが、パネッ
トーネ乳酸菌として最もよく分離されてき
ている Lactobacillus  safrancisensis であ
ることが判った。 
 

（２）抗カビ活性因子の作用点の解析 

 これまで得た抗カビ活性因子の特性から、
いくつかの作用点を推察し検討を重ねてき
た結果、DNA 合成阻害活性が見いだされたの
で、その実験経過の概要をここに報告する。
DNA 合成阻害活性の解析には、Inspiralis 社
の検査キットを用いて、DNA Gyrase Super 
Coiling Assay 、 TOPOISOMERASE Ⅳ 
Relaxation Assay 、 TOPOISOMERASE Ⅳ 
Decantenation Assay の 3 つの解析を行なっ
て、DNA 合成のどのステップを阻害している
のかを調べた。コントロールには、ニューキ
ノロン系の norfloxacin を用いた。参考まで
に、この Assay の原理図（図２）を次に示す。 
 
 



 

図２．DNA 合成阻害活性解析の原理 

 

Gyrase Assay の電気泳動の結果は、次の図
3 の通りである。通常 DNA は Gyrase の働きに
よりねじれを形成し、超らせん構造をとるた
め、移動距離が大きい。しかし、抗カビ性因
子を含むレーンではバンドの移動距離が小
さいことが確認できた。これは、Gyrase の働
きが阻害されていることを示す。従って、抗
カビ性因子は Gyrase による超らせん構造の
形成を阻害している。 

 

 
 

TOPOISOMERASE Ⅳ Relaxation Assay の電
気泳動の結果は、図４の通りである。通常 DNA
は TOPOISOMERASE Ⅳの働きにより超らせん
構造を緩和させ、弛緩構造をとるため移動距
離が小さい。しかし、抗カビ性因子を含むレ
ーンでは、バンドの移動距離が大きいことが
確認された。これは、TOPOISOMERASE Ⅳの
Relaxation の働きが阻害されていることを
示す。従って、抗カビ性因子は TOPOISOMERASE 
Ⅳの Relaxation の働きを阻害し、DNA の複製
を阻害しているということが言える。 

 

 
 
TOPOISOMERASE Ⅳ Decantenation Assayの

電気泳動の結果は、次のページの図５の通り
である。kDNA は、小型環状 DNA が連環状の高
分子ネットワークを形成している高分子で
あるため、アガロース電気泳動ではゲルに侵
入できない。kDNA は TOPOISOMERASE Ⅳとの
特異的な反応で、これを遊離し容易にゲル中
を移動することにより移動距離は大きくな
ると考えられる。しかし、抗カビ性因子を含
むレーンではバンドの移動距離が小さいこ
とが確認された。これは、TOPOISOMERASE Ⅳ
が連結した小型環状を遊離させる働きを阻
害していることを示す。従って、抗カビ性因
子は TOPOISOMERASE Ⅳの連結した小型環状
二本鎖の DNA 分子を遊離する働きを阻害し、
DNA の複製を阻害しているということが言え
る。 

 
 
目的としている抗カビ性因子は、細菌が増

殖するために欠かすことのできない DNA 合成
関連酵素を阻害しているということが 3つの
Assay によって示唆された。3 つの結果に共
通していることは、抗カビ性因子の希釈倍率
が原液の 16 倍希釈と最も高いレーンにおい
て、抗カビ性因子の効果が薄れ、DNA 合成関



連酵素の働きを阻害していないという結果
が確認された。また、Gyrase と TOPOISOMERASE 
Ⅳを特異的に阻害するとされるポジティブ
コントロールの norfloxacin を反応させたレ
ーンは、3 つの結果ともに DNA 合成関連酵素
の阻害を確認することができたので、きちん
とコントロールがとれていることが示され
た。norfloxacin の溶媒である酢酸は、結果
に影響を及ぼさなかった。従って、3 つの結
果とも、阻害作用を示していないことが確認
でき、norfloxacin の特異的反応を確認でき
たことになる。これらの結果から、抗カビ性
因子は、DNA 増殖を抑制する効果があり、カ
ビや細菌類の増殖を抑制するのであろうこ
とが示唆された。 

 

（３）抗カビ性因子の同定 

Lactobacillus sanfrancisensis#2の培養液から
抗カビ活性の高い画分と低い画分を得て、
LCMSを用いた差異分析によって抗カビ活性成
分の同定を試みた。当初、候補成分と考えら
れたのは274と358の分子量を示す成分である
が、その後、別条件で解析した結果、そのマ
スクロマトグラムからは有意差が認められな
かった。274については、ある分析条件下で9.6
分に出現したが、不活性成分の強度が10倍近
い強度で出現した。また、358については強度
が弱く断定することができなかった。負イオ
ン検出を行ったところ、当初の解析条件と同
様に硫酸成分（97）については有意差が検出
されたが、乳酸（89）については有意差が認
められなかった。有意差のある1.8分のUVピー
クについて評価したところ乳酸に相当する成
分が重なり、特定できなかった。 
 
個々のLCMSによる解析結果は、今後、特許

出願、および、学術論文への投稿予定がある
ので、ここでは参考データのみを次の図６に
示す。 
 

図６．LCMSの解析データの例 
 
 

有力な候補物質として上がった硫酸につい
ては、前出のDNA合成阻害活性を調べた結果、
その阻害パターンが精製品と異なることから、
追い求めている抗カビ性因子ではないことが
推察された。 
 
274前後のピークに有意差のある230と318

が観察された。318はエチレングリコール 
に相当する。その未知成分の組成式も求める
ことが出来た。アミノ酸のLeu（132）とPhe
（166）に有意差が認められた。 
 
 以上の結果をまとめると、抗カビ活性画分
に特異的に検出された成分は、①エチレング
リコール、②未知の成分、③硫酸、④ロイソ
ン、⑤フェニルアラニンの5つである。このう
ち、①④⑤については、抗カビ性が認められ
ない物質であるので、活性成分の候補物質か
ら除外される。③については、乳酸菌が分泌
することが考えにくいことと、さらに、エー
テル抽出の操作において脱水剤として硫酸マ
グネシウムを使用していることから、これが、
昨年と今年の両実験において残留物として検
出された要因とも考えられるので、目的因子
の候補からは除外した。 
 
目的としている抗カビ性因子は、グラム陰

性・陽性菌の双方、および、カビに対して抗
菌性を示しているが、このような抗菌スペク
トルを示す薬剤は発見されておらず、その抗
菌スペクトルの特性と分子量から推定すれば、
未同定の本因子は、新しいタイプのニューキ
ノロン系化学療法剤の類縁物質ではないかと
期待される。 
 
 求めている抗カビ性を示す活性成分は、②
の未知成分が候補として残された。組成式が
判明しているので、現在、推定される化学構
造式を割り出しており、その結果をもとに、
目的物質を絞り出して、個々の物質について
検討を重ね、最終的には、目的物質であるこ
との確認と、その化学構造を割り出したい。   
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