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研究成果の概要（和文）：  腸疾患防御には、腸のストレス防御が要といわれてきたが、腸の過酸化物分解活性は通常
組織の1/10以下である。そこで、申請者は発酵食品から菌体外の過酸化脂質を、強力還元する乳酸菌　Lactobacillus 
plantarum P2株を分離した。本株は、過酸化脂質還元力は強いが、過酸化水素還元力は低い。そこで、菌体外過酸化水
素を還元する乳酸菌　Pediococcus pentosaceus Be1株を新たに分離した。
　本申請では、両分離株の過酸化脂質還元力の生体内発現の検討のため、線虫によるバイオアッセイ系を構築した。さ
らに両株の過酸化脂質還元活性のin vivo での発現を実証した。

研究成果の概要（英文）：In order to develop a pro-biotic lactic acid bacteria system protecting intestine 
from oxidation stress, lactic acid bacteria, Lactobacillus plantarum P2 was isolated from fermented food. 
While L. plantarum P2 exhibited high scavenging activity for environmental alkyl hydroperoxide, its 
activity for environmental hydorgen peroxide was not so high. Next, Pediococcus pentosaceus Be1 
exhibiting high scavenging activity for environmental hydrogen peroxide was isolated from fermented 
vegetable. The scavenging activity for environmental peroxide in vivo of the two isolates were 
demonstrated by bio-assay system established with Caenorhabditis elegans Δfer-15;mev-1.

研究分野：応用微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)腸疾患防御には、腸のストレス防御と、
腸内還元環境の維持が要といわれてきた。ス
トレス時に腸内外で過酸化物が発生するが、
腸の分解活性は通常組織の1/10以下である。
腸の強化法として、強力な過酸化物還元酵素
を持つ微生物の導入が考えられるが、既知報
告に見いだせない。申請者は種々の発酵食品
からスクリーニングを行い、菌体外の過酸化
脂質を、強力還元する乳酸菌 Lactobacillus 
plantarum P2 株を分離した（平成１８年度基
盤Ｃ 新村）。分離株 L. plan. P2 株は、過
酸化脂質還元力は強いが、過酸化水素還元力
は低い。そこで、菌体外過酸化水素を還元す
る乳酸菌 Pediococcus pentosaceus Be1 株を
新たに分離した。本株は、菌体外過酸化水素
を in vitro で迅速に還元した(平成 21 年度
基盤Ｃ新村)。 
(2) 両株の過酸化脂質還元活性のin vivo で
の発現を検討した。線虫は全ゲノムが解読さ
れ、様々な突然変異体が作出され、変異体を
用いた薬剤試験が行われている。線虫は、通
常時に大腸菌を食して成長するため、乳酸菌
での酸化ストレスモデル系の確立が必要と
なる。そこで、線虫酸素感受性短寿命突然変
異体を用いてバイオアッセイ（線虫）系の確
立を試みた。 
 
２．研究の目的 
  本申請の最終目的は、乳酸菌による腸内
の酸化ストレス防御系の確立である。すでに、
過酸化脂質に加え、過酸化水素を還元無毒化
する乳酸菌株の分離に成功している。本申請
では、線虫酸素感受性短寿命突然変異体を用
いてバイオアッセイ（線虫）系の確立し、分
離株の過酸化脂質還元活性のin vivo での発
現を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)培養条件 
乳酸菌分離株 Lactobacillus plantarum P2
株と Pediococcus pentosaceus Be1株に加え、
食品由来乳酸菌株の Type Strain とし て
Streptococcus thermophilus NRIC0256Tを選
択し、過酸化水素、過酸化アルキル、過酸化
脂質分解能力について比較をした。 
Lactobacillus plantarum P2 株、Pediococcus 
pentosaceus Be1 株を 37℃、GYP 培地にて、
好 気 振 盪 培 養 し 、 Streptococcus 
thermophilus NRIC0256T は、好気振盪培養で
の生育が悪いため37℃でGYP培地を静置培養
した。 
(2)過酸化水素、過酸化クメン、過酸化脂質
分解能力の評価方法 
  各微生物が対数増殖期後期もしくは定常
期初期となるようダブルビーム分光度計を
λ660nm にて測定しながら培養し、遠心分離
（約 17,000G、1 分）により培養菌体を回収
した。回収した培養菌体は 50mM pH7.0 リン
酸バッファーで二回洗浄した。ダブルビーム

分光度計にて λ660nm＝1.6 に調整して菌体
懸濁液とした。過酸化水素分解評価試験では
菌体懸濁液を 4倍希釈し、470μlを 2.0ml エ
ッペンチューブに入れ、各終濃度 0.3、1.0、
3.0mM となるよう過酸化水素 10μl を加え、
終濃度 50mM となるようグルコースを 20μl
加え、37℃で 1.5 時間震盪（140rpm、水平振 
盪）し還元反応を試みた後、遠心処理（約
17,000G、1 分）して上清の過酸化水素，過酸
化アルキル、過酸化脂質残量を評価した。 
(3)乳酸菌の線虫酸素感受性短寿命突然変異
体への投与方法 
線 虫 Caenorhabditis. elegans 
Δfer-15;mev-1 株は、東海大学医学部基礎医
学系分子生命科学で管理、飼育されている変
異体を使用した（図１）。通常飼料の大腸菌
Escherichia coli OP50 株を投与した群、乳
酸菌 Lactobacillus plantarum P2 株を投与
した群、Pediococcus pentosaceus Be1 株を
投 与 し た 群 、 対 照 乳 酸 菌 と し て
Streptococcus thermophilus NRIC0256T株投
与群を用い寿命を評価した。寿命評価では同
試験を 4回行った。卵をＮＧＭ培地に環境下
にて播種し 20℃環境下で孵化させた。続いて
標準飼料である E. coli OP50 株が十分に生
育したＮＧＭ培地にてＬ4 ステージ（成虫）
まで成長させた。その後、ｐＨ緩衝能力を有
する改良ＧＹＰ培地の中央部に被検菌（ＯＰ
50 株群、Ｐ1-2 株群、ＳＴ株群）を滴下し、
線虫を各群 10 匹×10 プレートに移し替え、
25℃環境下にて全ての線虫が死滅するまで
観察した。 

「図 １」 
 
  ＮＧＭ培地は NaCl（WAKO） 3.0g、
Bacto-peptone（DIFCO） 2.5g、Agar Powder
（WAKO） 17g、イオン交換水 975ml を溶解
後オートクレーブにて滅菌し、1M Potassium 
phosphate buffer 25ml、1M MgSO4（WAKO） 
1.0ml、1M CaCl2（WAKO） 1.0ml、Cholesterol 
(5mg/ml EtOH) (WAKO) 1.0ml を添加後、9cm
シャーレに分注し寒天平板とした。改良ＧＹ
Ｐ培地はペプトン（日本製薬） 2.5g、Yeast 
Extract（DIFCO） 2.5g、Glucose（WAKO） 
1.0g、BCP（WAKO） 0.06g、Agar（WAKO） 17g、
イオン交換水 897ml を溶解後オートクレー
ブにて滅菌し、1M MES (pH6.0)（同仁化学、
NaOH にてｐＨ調整） 100.0ml、1M MgSO4
（WAKO） 1.0ml、1M CaCl2（WAKO） 1.0ml、

C. Elegans  
1. 大腸菌（Escherichia coli OP50株）を飼料として成長。 
　　雌雄同体、成虫体長約1mm、最大寿命30日。 
 

2.　表皮、消化器系、生殖系、神経、筋肉を有し、 
 動物として必要最低限の機能を整えている。 

 

3.　短期間で成体となり、哺乳類と比べ簡便に寿命評価が可能。 
 

WormAtlas, Altun, Z.F., et al, http://www.wormatlas.org  



Cholesterol (5mg/ml EtOH) (WAKO) 1.0ml を
添加後、3.5cm シャーレに分注し寒天平板と
した。乳酸菌はプロバイオティクスとして宿
主に有益な影響を与える事が知られている。
そこで過酸化アルキル、過酸化脂質分解能力
を有する乳酸菌の投与効果を検証する為に、
酸化ストレスモデル生物による有効性を評
価した。線虫 Caenorhabditis elegans は酸
化ストレスが関与する研究でモデル生物と
して広く用いられている。 
そこで、線虫酸素高感受性短寿命突然変異体
C. elegans Δfer-15;mev-1 株に各種過酸化
物分解能力の高い菌株、低い菌株を投与して
寿命測定を行い、その有効性を検証した。 
 
線虫突然変異体試験法：fer-15 突然変異を高
温環境（25℃）にて飼育した場合、生殖能
mev-1 突然変異：スーパーオキシドを消去す
る事ができないことから酸素感受性を示す。
大気条件下で飼育した場合、野生株に比べて
短寿命となり、消化管内部に脂質過酸化物由
来の老化性色素リポフスチンが沈着する。 
本研究では両方の突然変異を有する C. 
elegans Δfer-15;mev-1 株を使用した。これ
により酸化ストレス環境下における線虫の
寿命評価を行った(図２)。 
 

｢図 ２｣ 
 
４．研究成果 
(1)微生物培養菌体による外部の過酸化アル
キル、過酸化脂質分解の特性 
 S. thermophilus NRIC0256Tは過酸化水素、
過酸化アルキル、過酸化脂質の分解活性をほ
とんど示さなかった。一方 P. pentosaceus 
Be1 株は、過酸化水素に対して、特に高い分
解活性を示し、過酸化アルキルに対しても、
分解活性を示したが、過酸化脂質への分解活
性は低かった。L. plantarum P2 株の過酸化
水素分解活性は高くないが、過酸化アルキル
と過酸化脂質に高い分解活性を示した(図
３)。P. pentosaceus Be1 株の高い過酸化水
素分解活性は、本株が複数の過酸化水素分解
酵素を持つことにより（Watanabe et al. J. 
Gen. Appl. Microbiol. 62,75-82 2016）、L. 
plantarum P2 株の高い過酸化アルキル、過酸
化脂質分解活性には、新規の過酸化物分解酵
素が関与する可能性が示唆されている(平成
21 年度基盤Ｃ新村)。 

「図 ３」 
 
(2)過酸化脂質分解能力を有する乳酸菌の酸
素感受性線虫短寿命突然変異体への投与効
果 
 C. elegans Δfer-15;mev-1 株に乳酸菌を
投与した結果、すべての乳酸菌は通常飼料に
比べて平均寿命を延長する結果が得られた。
対 照 乳 酸 菌 群 と し て 設 定 し た S. 
thermophilus NRIC0256T投与群に比べ平均寿
命は、分離乳酸菌 P. pentosaceus Be1 株投
与群で１日、L. plantarum P2 株投与群で２
日間有意に延長される結果であった。この傾
向は繰り返し試験をした場合でも同様であ
った(表１)。 
 

｢表１｣ 
 
 死滅直前の線虫消化管に沈着したリポフ
スチンを観察した結果、両株ともリポフスチ
ンの沈着による蛍光は対照と比べて減少傾
向にあったが、L. plantarum P2 株投与群の
蛍光は顕著であった。この結果は、蛍光顕微
鏡の結果であり、定量化には無細胞抽出液で
の活性判定が必要になる。 
  C. elegans Δfer-15;mev-1 株が孵化直
後から乳酸菌を投与することを試みたが、生
育にばらつきが見られた。この結果は、孵化
時の幼虫の口吻の大きさが約 1μm であるこ
とから、大きさが異なる乳酸菌を摂取できず
にいた事が原因であると推測した。成虫とな
ったＬ４ステージにおいても大腸菌および
乳酸菌を投与する事を試みた。前述のとおり
過酸化脂質の還元には生菌体に糖を供給す
る事が重要であることから、NGM 培地に糖を
添加した結果、乳酸菌のみならず標準飼料で
ある大腸菌においても線虫が忌避行動を示
し、正当な寿命評価ができなかった。これは
糖を添加したときに大腸菌および乳酸菌が
代謝産物である酸を生成し、ｐH が低下する
ためであった。著者らは低ｐH に対する対応
策として、GOOD のバッファーを使用して解決
した。これらの問題を解決する事で初めて線
虫の寿命評価が可能となった。 
 過酸化脂質に対する挙動に関わらず、乳酸
菌は通常飼料の大腸菌と比較し宿主の平均
寿命が延長した結果から、乳酸菌が線虫に対
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《試験方法》  

《乳酸菌培養菌体が有する各種過酸化物還元能力》  

過酸化物還元濃度(μM)  

乳酸菌体をバッファーに懸濁し、  
過酸化物、グルコースを加え振盪。  

乳酸菌体を集め、  
上清の過酸化物量を測定。 

供試菌株  試験1 試験2 試験3 試験4 比較対象  

S. thermophilus NRIC0256T株  p<0.1 p>0.1 p<0.001 p>0.1 vs. E. coli OP50株  

P. pentosaceus Be1株  p<0.05 p<0.1 p<0.001 p<0.001 vs. S. thermophilus NRIC0256T株  

L. plantarum P1-2株  p<0.001 p>0.1 p<0.001 p<0.1 vs. S. thermophilus NRIC0256T株  



してプロバイオティクス効果を示す事が推
定された。C. elegans Δfer-15;mev-1 株は
宿主自身の酸化ストレス対応系のうち、スー
パーオキシドを除去する酵素を有しておら
ず、スーパーオキシドを除去する酵素が補完
された場合において最長寿命が延長するこ
とが知られている。今回の結果は過酸化アル
キル、過酸化脂質分解能力が高い L. 
plantarum P2株投与群および過酸化水素分解
能力の高い P. pentosaceus Be1 株の 2株と、
過酸化脂質、過酸化水素分解能力が低い S. 
thermophilus NRIC0256T投与群、標準飼料 E. 
coli OP50 株の順番で平均寿命延長効果がよ
り高い結果であった。 
  哺乳動物消化管はリノール酸をはじめ
とする不飽和脂肪酸に富み、粘膜細胞の炎症
により過酸化脂質が増加する事が知られて
いる。過酸化脂質の発生は微生物や宿主の代
謝に伴って発生する活性酸素や二価の鉄イ
オンが引き起こすフェントン反応が原因と
いわれている。菌体外の過酸化脂質を分解す
る乳酸菌が宿主への保健効果を示す部位を
特定すべく、ラットでの試験を行う予定であ
る。 
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