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研究成果の概要（和文）：　ヒト小腸に常在する乳酸桿菌のガセリ菌は様々な保健効果を有することが知られ
る。しかし、その栄養要求性は不明で、発酵スターターとしての食品利用は制限されていた。本研究では、ガセ
リ菌の生育因子がペプチドであることを明らかにし、そのペプチド要求性が低い菌体外プロテアーゼ活性に起因
することを示唆する結果を得た。次いで、ペプチド添加に頼らないガセリ菌による発酵乳製造法として、発酵基
材をプロテアーゼ（特にペプシン）処理する方法、および特定の乳酸球菌と共培養する方法を新たに開発した。
さらに、ガセリ菌が外因性ペプチドだけでなく、内因性ペプチド（ペプシン消化胃ムチン）をも窒素源として利
用可能なことを突き止めた。

研究成果の概要（英文）：   Lactobacillus gasseri is well-known as a species of probiotic lactic acid
 bacteria resident in human small intestine. However, the usability of Lb. gasseri as a fermentation
 starter was limited, because of its indefinite auxotrophy. In this study, we first revealed that 
Lb. gasseri requires peptides for growth, and that the peptide requirement would be caused by low 
activity of cell-envelope proteinases of Lb. gasseri. Next, we developed new two methods for milk 
fermentation using Lb. gasseri without any supplementation of peptides. In a method, fermentation 
was achieved after hydrolysis of milk proteins using food-grade proteinases particularly pepsin. In 
another, cocultivation with selected coccal strains of lactic acid bacteria was used. In addition, 
it was found that Lb. gasseri can assimilate endogenous peptides such as pepsinolytic hydrolysates 
of gastric mucin, as well as exogenous peptides generated from orally ingested food proteins.

研究分野： 酪農科学, 畜産物利用学, 食品加工学, 食品微生物学, 乳酸菌学, 発酵学
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年、分子生物学や分析技術の急速な発展
に伴い、哺乳動物の腸内細菌叢の全容が徐々
に解明されつつある。ヒト小腸では乳酸桿菌
であるLactobacillus gasseriが常在細菌種の
1 つとされ、宿主であるヒトに有益な効果を
もたらすプロバイオティクスとしてよく研
究されている（Reuter, Curr. Issues Intest. 
Microbiol., 2001; Selle & Klaenhammer, 
FEMS Microbiol. Rev., 2013）。しかし、その
生理機能の解明が進む一方で、Lb. gasseri
の栄養特性等の基本的な微生物学的性質に
ついては明らかにされてこなかった。特に、
Lb. gasseri 等の腸内常在乳酸桿菌は、乳等の
食品素材中では良好に生育しないことが経
験的に知られていたにもかかわらず、その原
因は不明なままであった。そのような背景の
中で、研究代表者らは、酵母エキスもしくは
プロテオースペプトンを添加することによ
って、Lb. gasseri が乳中で良好に生育するこ
とを 2008 年に報告した（Arakawa et al., 
Anim. Sci. J., 2008）。本報告の中で、遊離ア
ミノ酸、糖、脂質、核酸、ミネラル、ビタミ
ンといった他の栄養成分の添加では生育が
向上せず、ペプチドを豊富に含む酵母エキス
とプロテオースペプトンのみが有効であっ
たことは、ペプチドが Lb. gasseri の乳中生
育因子であることを強く示唆していた。しか
し、その後、Lb. gasseri 等の腸内常在乳酸桿
菌の栄養特性に関する研究に大きな進展は
なく、本助成研究開始時まで至っていた。 
 
２．研究の目的 
 
 本助成研究では、腸内常在の代表的なプロ
バイオティクスである Lb. gasseri の発酵ス
ターターとしての有効利用を目指し、まず、
同菌種の栄養要求性を調べることとした。特
に、先行研究の結果に基づいて、そのペプチ
ド要求性について明らかにすることとした。
次いで、Lb. gasseri を発酵乳製造のスタータ
ーとして用いるための新手法として、ペプチ
ド添加に頼るのではなく、乳タンパク質のプ
ロテアーゼ分解に着目した発酵法の開発を
試みた。また、このプロテアーゼ処理法を活
用して、Lb. gasseri による発酵大豆製品（豆
乳、オカラ）の開発も行った。さらに、プロ
テアーゼ処理にも頼らない別の発酵法とし
て、選抜乳酸球菌と Lb. gasseri との共培養
法を確立することとした。加えて、哺乳動物
の消化管内での Lb. gasseri の生存戦略の一
端を解明するために、ペプシン消化胃ムチン
に対する資化性について調べ、同菌種が外因
性のペプチドだけでなく、内因性のペプチド
をも窒素源として利用する可能性があるこ
とを in vitro にて検証することとした。 
 
３．研究の方法 
 

(1) Lb. gasseri のペプチド要求性について 
 Lb. gasseri 3 菌株を供試菌とし、カゼイン
（タンパク質混合物）、カゼインの酵素分解
物であるトリプトン（ペプチド混合物）、も
しくはカゼインの酸分解物であるカザミノ
酸（遊離アミノ酸混合物）を添加した MRS-N
培地（乳酸桿菌用の MRS 培地から窒素源を
除いた培地）および還元脱脂乳にて培養し、
生育性を培養液 pH と濁度にて経時測定した。 
 
(2) Lb. gasseri およびその他の乳酸桿菌の菌
体外プロテアーゼ活性について 
 Lb. gasseri のペプチド要求性は、同菌種の
菌体外プロテアーゼ活性が低いことに起因
することが考えられた。そこで、Lb. gasseri
を含む各種乳酸桿菌の菌体外プロテアーゼ
活性を以下の通りに測定することとした。腸
管常在性乳酸桿菌としてLb. gasseri（5菌株）、
Lb. crispatus、Lb. gallinarum、Lb. johnsonii、
Lb. reuteri を用い、乳業用乳酸桿菌として
Lb. casei、Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus、
Lb. helveticus、Lb. zeae を用いた。これら
の乳酸桿菌を培養後に集菌洗浄し、カゼイン
と反応後、遊離したペプチド量を測定するこ
とによって、プロテアーゼ活性とした。 
 
(3) Lb. gasseri を用いた発酵乳製造における
プロテアーゼ処理の利用について 
 Lb. gasseri をプロテアーゼ処理した各種
乳培地（ヒト母乳、牛乳、還元脱脂乳、還元
チーズホエイ、酸ホエイ培地、カゼイン培地）
で培養し、生育性を培養液 pH、滴定酸度、
および生菌数にて経時測定した。プロテアー
ゼ処理には、食品利用可能なペプシン、トリ
プシン、α-キモトリプシン、レンネット、フ
ィシン、ブロメライン、パパインを用いた。 
 
(4) Lb. gasseri を用いた発酵大豆製品製造に
おけるペプシン処理の利用について 
 まず、MRS-N 培地に未処理もしくはペプ
シン処理した大豆タンパク質を添加して、そ
の培地中での Lb. gasseri の生育性（培養液
pH、生菌数）を比較することにより、同菌種
の大豆タンパク質資化能を調べた。次に、豆
乳および 12.5-50.0%オカラ懸濁液をペプシ
ン処理し、Lb. gasseri を接種・培養した。ペ
プシン処理の有効性は、培養物 pH と生菌数
を経時測定することで調べた。 
 
(5) Lb. gasseri を用いた発酵乳製造における
選抜乳酸球菌との共培養法の活用について 
 まず、研究室保有の乳酸球菌 59 菌株を供
試菌に用いて、37℃での生育性、および Lb. 
gasseri に対する生育促進作用を調べた。選
抜した 2 菌株については、糖資化性パターン
分析（API 50CHL）および 16S rRNA 遺伝
子配列の解析などから菌種同定した後、Lb. 
gasseri との乳中共培養試験に供した。共培
養の効果は、培養液 pH、滴定酸度、および
Lb. gasseri と選抜乳酸球菌のそれぞれの生



菌数を経時測定することで評価した。 
 
(6) Lb. gasseri のペプシン消化胃ムチン資化
性について 
 ペプシン消化胃ムチンを添加した MRS-N
培地にて Lb. gasseri を培養し、生育性を培
養液 pH、濁度および生菌数にて経時測定す
ることで、同菌種のペプシン消化胃ムチン資
化性を評価した。また、ペプシン消化胃ムチ
ンを添加した培地で培養した Lb. gasseri 菌
体の形態および細胞サイズを位相差光学顕
微鏡ないし走査型電子顕微鏡にて観察・測定
し、菌体細胞の形態およびサイズに与えるペ
プシン消化胃ムチンの影響を調べた。 
 
４．研究成果 
 
(1) Lb. gasseri のペプチド要求性について 
 Lb. gasseri はカゼインおよびカザミノ酸
を添加した MRS-N 培地および還元脱脂乳で
は良好に生育しなかったが、トリプトンの添
加によってその生育性は大幅に向上した。窒
素源以外の栄養成分を添加した還元脱脂乳
で良好な生育が認められなかった先行研究
（Arakawa et al., Anim. Sci. J., 2008）の結
果と合わせて、Lb. gasseri の生育因子はペプ
チドであることが示された。 
 
(2) Lb. gasseri およびその他の乳酸桿菌の菌
体外プロテアーゼ活性について 
 Lb. gasseri がペプチド要求性を示す要因
の 1 つとして、菌体外プロテアーゼが不十分
なために、乳タンパク質を十分に分解できず、
窒素源を必要量得られていない可能性が示
唆された。そこで、Lb. gasseri および同様に
ペプチド要求性が示唆された腸内常在性の
乳酸桿菌（乳中生育緩慢乳酸桿菌）の菌体外
プロテアーゼ活性測定を行った。その結果、
菌体外プロテアーゼ活性が明らかな乳業用
乳酸桿菌（対照）と比較して、Lb. gasseri
等の腸内常在乳酸桿菌の活性は顕著に低い
ことが明らかとなった。本結果は、用いた腸
内常在性乳酸桿菌種のゲノムに明確な菌体
外プロテアーゼ遺伝子が見られないデータ
ベース上の情報と一致しており、菌体外プロ
テアーゼの不備または不足が Lb. gasseri の
ペプチド要求性の要因の 1つであることを示
していた。 
 
(3) Lb. gasseri を用いた発酵乳製造における
プロテアーゼ処理の利用について 
 Lb. gasseri のペプチド要求性が示された
ことから、発酵基材中にペプチドが豊富に遊
離していれば同菌種による発酵が可能とな
ると考え、乳素材をプロテアーゼ処理した後
に、菌接種・培養を行うことを試みた。その
結果、乳素材（乳タンパク質）の種類にかか
わらず、事前のプロテアーゼ処理によって乳
中で Lb. gasseri が良好に生育することが明
らかとなった。また、試験に用いた食品利用

可能なプロテアーゼのうち、レンネットを除
く全てにおいて Lb. gasseri の生育向上が確
認された。中でも、ペプシン処理の効果が最
も高かった。また、ペプシン処理した牛乳中
では、Lb. gasseri だけでなく、他の腸内常在
性の乳酸桿菌の生育性向上も見られた。 
 
(4) Lb. gasseri を用いた発酵大豆製品製造に
おけるペプシン処理の利用について 
 Lb. gasseri を含む腸内常在乳酸桿菌を用
いた新たな発酵乳製造法として、乳素材のペ
プシン処理が有効であることが示されたこ
とから、同手法を発酵大豆製品製造に利用で
きないかと考え、まずは、Lb. gasseri の大豆
タンパク質および大豆ペプチドの資化能に
ついて検証した。その結果、大豆タンパク質
を添加した MRS-N では良好な生育性は見ら
れなかったが、ペプシン処理した大豆タンパ
ク質（すなわち大豆ペプチド）の添加によっ
て、Lb. gasseri の生育性が大幅に向上するこ
とが明らかとなった。このことは、乳素材で
の結果と合わせて、タンパク質の種類は然程
重要ではなく、窒素源としてのサイズ（ペプ
チドであること）が Lb. gasseri の生育にと
っては重要であることを示唆していた。次に、
豆乳およびオカラ懸濁液を発酵基材に用い
てペプシン処理の有効性を検証したところ、
未処理では Lb. gasseri は良好に生育しなか
ったが、ペプシン処理を経ることによって、
両大豆素材は十分に発酵することが明らか
となった。同様の結果は、他の腸内常在乳酸
桿菌でも見られ、ペプシン処理がこれらの乳
酸桿菌を用いた発酵乳・発酵大豆製品製造に
有用であることが示された。 
 
(5) Lb. gasseri を用いた発酵乳製造における
選抜乳酸球菌との共培養法の活用について 
 これまでの研究によって、Lb. gasseri を含
む腸内常在乳酸桿菌を用いた発酵乳製造に
ペプチドの添加もしくはプロテアーゼ処理
が有用であることが示された。しかし、添加
物の利用は消費者に敬遠される傾向にあり、
その上、これらの手法によるペプチドの富化
は苦味や雑味を生じる可能性があることか
ら、最善の発酵法とは言い難い。そこで、添
加物や事前の酵素処理に頼らない発酵法と
して、乳酸球菌との共培養法を確立すること
とした。共培養乳酸球菌の選抜は、当研究室
保有の乳酸球菌 59 菌株を供試菌として、Lb. 
gasseri の生育至適温度である 37℃での生育
能と、乳中での Lb. gasseri の生育促進効果
を評価することにより実施した。その結果、
Lactococcus lactis subsp. lactis 4B254 と
Leuconostoc mesenteroides subsp. 
dextranicum OR-1 の 2 菌株を共培養乳酸球
菌として選抜した。以上より、ペプチド添加
やプロテアーゼ処理に頼らない Lb. gasseri
による発酵乳製造法として、本選抜 2 菌株を
用いた共培養法を確立するに至った。 
 



(6) Lb. gasseri のペプシン消化胃ムチン資化
性について 
 消化酵素であるペプシンによるタンパク
質分解が Lb. gasseri 等の腸内常在乳酸桿菌
の生育に有用であることが示されたことか
ら、経口摂取した食品タンパク質が胃内で加
水分解され、生じたペプチドが小腸に常在し
ている同菌群の窒素源として利用されてい
る可能性が示唆された。すなわち、乳タンパ
ク質や大豆タンパク質は腸内の Lb. gasseri
等乳酸桿菌の‘プレ’プレバオティクスになっ
ていると推察された。また、食品タンパク質
のような外因性のタンパク質だけでなく、消
化管ムチンに含まれるような内因性のタン
パク質も in vivo ではペプシン消化を経て、
Lb. gasseri 等の窒素源として利用されてい
る可能性が示唆された。そこで、ペプシン消
化胃ムチンの Lb. gasseri 生育性に与える影
響を in vitro で調べることとした。その結果、
ペプシン消化胃ムチンは窒素源として Lb. 
gasseri の生育に利用され、大幅にその生育
性を向上させていることが明らかとなった。
またペプシン消化胃ムチンは生育性向上に
貢献するだけでなく、Lb. gasseri の菌体サイ
ズを縮小させていることが顕微鏡観察によ
り示された。すなわち、ペプシン消化胃ムチ
ンは Lb. gasseri の細胞伸長抑制因子として
も働いていることが示唆された。これらの作
用は in vivoでも起きていることが想定され、
消化管内だけでなく、生体内のムチンがプロ
テアーゼ分解を経て Lb. gasseri の窒素源に
なっていると考えられる。特に、Lb. gasseri
は膣内に常在し、細菌叢のバランスを整える
重要な役割を果たしており（Lamont et al., 
BJOG, 2011）、これまでその栄養源は不明で
あったが、本結果から、膣ムチンを利用して
いる可能性が示唆されることとなった。 
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