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概 要 これまで申請者らは，身近な沿岸域＝里海環境から分離される乳酸菌および酵母のうち，有用な機能を持つも

のを「里海乳酸菌・里海酵母」と位置づけ，スクリーニングを行い，発酵性が強く，発酵素材の機能性上昇させる菌株を選

抜・保存してきた。乳酸球菌の Lactobacillus lactis subsp. lactis は伝統的な発酵乳で重要な役割を担っているが，我々が

里海乳酸菌として分離・保存した株は，伝統的発酵乳から分離された基準株と比較して，塩分耐性だけではなく，豆乳の

発酵能が強いなど，いくつか異なる性状を示した。 

そこで本研究では，L. lactis subsp. lactis 基準株と代表的な沿岸環境由来株について，薬剤耐性（スターターやプロバイオティ

クスとして使用する場合に問題となる）と牛乳および豆類の発酵性に対する塩分馴化の影響を検討した。 

ディスク法で検討した 5 種類の抗生物質（バンコマイシン，シプロフロキサシン，ストレプトマイシン，ゲンタマイシン，カナマイ

シン）に対して，沿岸由来 31 株は基準株よりも耐性が強かった。代表的な沿岸由来株（Himuka-SU2）と基準株の塩分耐性を検

討した結果，Himuka-SU2 は塩分 6%（w/v）でも増殖可能であった。塩分 3.4%を含む培地で 24 h の馴化培養をすることにより，

試験菌株の薬剤耐性は上昇したが，その影響は基準株でより強かった。 

牛乳および豆類（大豆，ひよこ豆，レンズ豆）で調製した乳状食品の発酵試験で，基準株による pH の低下は牛乳のみ

でしか認められなかったが，Himuka-SU2 はいずれの試料も発酵した。この発酵性に対して塩分馴化の影響はほとんど見

られなかった。Himuka-SU2 の全ゲノムを基準株と比較した結果，薬剤耐性遺伝子の種類に違いは認めらなかった。一方，

Himuka-SU2 では検出されたショ糖分解酵素関連遺伝子（ sucroseoperon repressor scrR, sucrose-6-phosphate scrB, 

phosphotransferase system（PTS） sucrose-specific IIB component）が基準株では検出されなかった。 

これらの結果から，沿岸由来の L. lactis は薬剤耐性遺伝子に関する安全性の懸念は少なく，基準株と異なる性状は食

品加工や機能性食品の開発にとって重要な知見であると考えられる。薬剤耐性に関する遺伝子は両菌株でほとんど差は

なかったが，塩分馴化培養により特に基準株で耐性が上昇したので，今後，関連遺伝子の発現に対する影響について詳

細に検討する必要がある。 

 

 

１． 研究目的 

環境中に生息している微生物は，基本物資の循環に大

きく貢献しており，古くから醸造・発酵食品，残渣・廃液処

理等を介して，人々の暮らしとかかわっている。20 世紀前

半からは，抗生物質など医薬品候補物質産生菌，レンネ

ットなど有用酵素産生菌，調味料に用いられるアミノ酸や

核酸関連化合物などを産生する菌など，様々な環境由来

の有用微生物の探索が行われてきた。現在でも国内外の

多様な伝統的発酵食品や極限環境中からの微生物探索

は精力的に行われており，それぞれの厳しい環境へ対応

して進化したと考えられる遺伝子は，現在の様々な分野の

工業製品，環境浄化，医療，研究に応用されている。申請

者らは身近な沿岸域＝里海環境の生物および海産物を

微生物の分離源とし，分離される乳酸菌および酵母のうち，

有用な機能を持つものを「里海乳酸菌・里海酵母」と位置

づけ，スクリーニングを行い，発酵性が強く，発酵素材の
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抗酸化性や抗糖化性を上昇させる乳酸菌を選抜・保存し

てきた 1，2)。 

乳酸球菌の Lactobacillus lactis subsp. lactis は伝統的

な発酵乳で重要な役割を担っているが，我々が分離した

沿岸環境および魚類腸管から分離した株は，基準株と比

較して乳の発酵能が弱いものの，豆乳の発酵能が強いな

どいくつか異なる性状を示した 3) 。また，塩分耐性は株ご

とに異なったが，塩分 6%（w/v）で増殖を示す菌株をいく

つか確認した 1)。この高塩分濃度培地に順応した菌体は，

至適塩分濃度で増殖した細胞とは異なる細胞膜機能や，

浸透圧調節因子，その他の代謝産物を持つ可能性がある。

そこで本研究では L. lactis subsp. lactis 基準株と沿岸環境

由来株について，塩分耐性およ薬剤耐性（スターターや

プロバイオティクスとして使用する場合に問題となる）を比

較し，選抜した代表的な菌株の牛乳および豆乳の発酵性

に対する塩分馴化の影響を検討した。さらに，選抜株のゲ

ノム情報から薬剤耐性や発酵性にかかわる遺伝子を基準

株と比較した。 

２． 研究方法 

２．１ 薬剤耐性 

供試菌株として，本研究室で保有している沿岸環境由

来の乳酸球菌 Lactococcus lactis subsp. lactis 31 株とその

基準株 NBRC100933T を使用した。薬剤耐性試験には臨

床現場で一般的に使用される 10 種類の抗生物質の BD

センシ･ディスク（日本ベクトン･ディッキンソン）を使用し

（Table. 1），Kirby-Bauer 法 4)を測定原理とする Clinical 

and Laboratory Standards Institute（CLSI）が示す方法に沿

って行った 5)。具体的には，GAM ブロス（ニッスイ製薬）で

培養した菌液を McFarland 0.5～1.0 に調製し，滅菌綿棒

を用いて MRS 寒天培地（Thermo Scientific-Oxoid）に塗

抹した。各薬剤ディスクを置き，37℃，24 h 培養後，クリア

ーゾーンの直径をデジタルノギスで測定した。 

２．２ 増殖に及ぼす塩分の影響 

基準株と，上の実験結果より選抜した代表的な沿岸由

来菌株（Himuka-SU2）を，GAM ブロスに接種し 30℃，

24 h 前培養した。塩分を 0.8%（通常の GAM ブロス），

2.2%，3.4%および 6.0%（w/v）に調製した GAM ブロス

4 mL に前培養液を 0.04 mL 接種し（n = 3），30℃で 48 h

培養し，継時的に培養液 0.2 mL を 96 well マイクロプレー

トに移し OD 600 nm の濁度を測定した。 

２．３ 薬剤耐性に及ぼす塩分馴化培養の影響 

上記と同様の基準株と Himuka-SU2 の前培養液

0.03 mL を，塩分 0.8%および 3.4%の GAM ブロス 3 mL

に接種し 37℃，24 h 馴化培養した（n = 3）。この培養菌体

について，上記と同様に薬剤耐性試験を行った。 

２．４ 牛乳および豆乳の発酵性に及ぼす塩分馴化培養

の影響 

上記と同様の基準株と Himuka-SU2 の前培養液

0.03 mL を，塩分を 3.4%に調製した GAM ブロス 3 mL に

接種し 30℃，24 h の馴化培養を 2 回行った（n = 3）。市販

豆乳および豆乳製品 3 mL に菌液 0.03 mL ずつ接種し

（n = 3），30℃，48 h 培養後に pH およびスーパーオキシド

アニオン（O2
-）ラジカル消去能を測定（非酵素的 NBT 法 6)）

した。 

２．５ 薬剤耐性および糖分解酵素関連遺伝子の比較 

Himuka-SU2 の全ゲノムについて，（株）生物技研に委

託し，抽出および DNBSEQ-G400（MGITsch）を用いたシ

ーケンスを行った 7) 。得られたシーケンスは Prokka ver 

1.14.5（https://github.com/tseemann/prokka）を用いてアセ

ンブルし全ゲノムを構築した。得られた全ゲノム配列につ

いて PATRIC（BV-BRC https://www.bv-brc.org/）を用いて

薬剤耐性および糖分解酵素関連遺伝子を基準株の情報

と比較した。 

３． 研究結果 

３．１ 薬剤耐性 

L. lactis subsp. lactis 基準株は試験に供した 10 種類の

抗生物質のうち 9 種類（アンピシリン ABPC，テトラサイクリ

ン TC，ペニシリン PCG，エリスロマイシン EM，ゲンタマイ

シン GM，ストレプトマイシン SM，クロラムフェニコール CP，

バンコマイシン VCM，カナマイシ KM）に対して感受性 

（S）を示し，シプロフロキサシン CPFX に対して中間の感

受性（IS）を示した（Table. 1）。沿岸由来31株のうち，27株

が KM に，20 株が CPFX に対して耐性（R）を示した。ま

た，27 株が SM および GM に，21 株が VCM に対して IS

を示した。31 株全てが PCG，ABPC，CP，EM，TC に対し

て感受性を示したが，平板培地上発育阻止円は明らかに

基準株より小さかった。この実験で沿岸環境の代表的な

分離株として Himuka-SU2 株を選抜した。 
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Table. 1 Resistance of Lactcocus lactis subsp. lactis strains to abtibiotics in disc methods. 

 
* PCG: benzil penicillin, ABPC: ampicillin, VCM: vancomycin, CPFX: ciprofloxacin, SM: streptomycin,GM: gentamicin, KM: kanamycin, 

CP: chloramphenicol, EM: erythromycin, TC: tetracycline. 
** S: susceptible (inhibition zone diameter (IZD) >20 mm), I: intermediate susceptible (IZD =15-20 mm), R: resistant (IZD <15 mm). 
 

３．２ 増殖に及ぼす塩分の影響 

基準株およびHimuka-SU2株の増殖に及ぼす塩分濃度

の影響を Fig. 1 に示す。いずれの塩分濃度でも Himuka-

SU2 の濁度が大きかったが，いずれの株も塩分 3.4%でも

24 h 以内にピークに達する増殖を示した。一方 6.0%では

増殖が抑制され，基準株では 48 h でも濁度はわずかしか

検出されなかったが，Himuka-SU2 は 36 h で明らかな増殖

を示した。 

３．３ 薬剤耐性に及ぼす塩分馴化の影響. 

塩分 3.4%で馴化培養した菌体の薬剤耐性を通常の培地

で培養した菌体と比較した結果（阻止円直径：6 mm）を

Fig. 2 に示す。両株とも阻止円は塩分馴化により小さく（薬

剤耐性が強く）なったが，その影響は基準株でより顕著で

あった。 

３．４ 牛乳および豆乳の発酵性に及ぼす塩分馴化培養

の影響 

牛乳の場合は両株とも塩分馴化によらず発酵性を示し，

カードの形成が確認された。初期 pH は約 6.4 で，基準株

の塩分馴化なしで 4.23，ありで 4.15 と有意差はあったもの

のその差はわずかであった（Fig. 3A）。Himuka-SU2 で培

養後は約 pH 4.4 で基準株より若干高く，塩分馴化の影響

はみられなかった。豆乳では基準株によるカード形成は認

められず，Himuka-SU2 は固めのカードを形成した。初期

pH は約 6.6 で，基準株ではほとんど低下しなかったが，

Himuka-SU2 で約 4.3 まで低下した（Fig. 3B）。牛乳，豆乳

とも発酵前には明確な O2
-ラジカル消去能は検出されなか

ったが，発酵の示されたサンプルでは濃度依存的な活性

が認められた（Fig. 3C，3D）。また，牛乳の基準株による発

酵では塩分馴化の影響がわずかに認められた。 

３．５ 薬剤耐性関連遺伝子の比較 

ゲノム解析で得られた Himuka-SU2 の一般的な性状と

PATRIC に登録されている基準株の情報との比較を

Table. 2 に示す。GC含量，ゲノム長，タンパク質に対応する

配列の数はいずれもHimuka-SU2でわずかに低い値であっ

た。Fig. 4 は特定の生物学的プロセスまたは構造複合体を

一緒に実装する一連のタンパク質をであるサブシステムを

示しているが，両菌株で大きな違いはみられない。Table. 3 

上段に示されている 7 つのデータベース上で相同性のある

薬剤耐性とかかわる遺伝子の数はHimuka-SU4でわずかに

少ないものの，下段に示した PATRIC で解析された薬剤耐

性関連遺伝子は両菌株で全て一致した。 

３．６ 糖分解酵素関連遺伝子の比較 

Himuka-SU2 でショ糖分解酵素関連遺伝子として，

Sucrose operon repressor gene scrR ， Sucrose-6-phosphate 

hydrolase scrB，phosphotransferase system （PTS ） sucrose-

specific IIB component などが検出されたが，基準株では検

出されなかった。 

 



- 4 - 

 
Fig. 1 Growth curves of Lactobacillus lactis subsp. lactis type strain (A) and Himuka-SU2 (B) in medium broth containing 

0.8% (w/v), 2.2%, 3.4%, or 6.0% salt. 
Values are mean ± standard errors of the means (SEM, n = 3). 

 

 
Fig. 2 Effect of salt acclimatisation in on antimicrobial resistance of L. lactis subsp. lactis type strain (A) and  

Himuka-SU2 (B). 
The strains were acclimatised in 0.8%(w/v) salt culture (open columns) or 3.4%(w/v) salt (closed columns) at 37°C for 24 h. The cultures 
were spread on an MRS agar. Values are mean ± standard errors of the means (SEM, n = 3). ** p < 0.01. 
 

 
Fig. 3 Values of pH (A, B) and superoxide anion radical scavenging capacity (C, D) in cow milk and soymilk fermented for 

48h at 30℃ with L. lactis subsp. lactis type strain (circles) and Himuka-SU2 (triangles). 
The strains were acclimatized salt acclimatization in on antimicrobial resistance of L. lactis subsp. lactis type strain (A) and Himuka-SU2 
(B). The strains were acclimatized in 0.8%(w/v) salt culture (open symbols) or 3.4%(w/v) salt (closed symbols). Values are mean ± standard 
errors of the means (SEM, n = 3). ** p < 0.01. 
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Fig. 4 Subsystem and gene numbers of the L. lactis subsp. lactis type strain (A) and Himuka-SU2 (B). 
A subsystem is a set of proteins that together implement a specific biological process or structural complex. 
 

 
Table. 2 Genetic charcaterization of L. lactis subsp. lactis type strain and Himuka-SU2 analysed using PATRIC 
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Table. 3 Antimicrobial resistance related genes of L. lactis subsp. lactis type strain and Himuka-SU2 analysed using PATRIC 

 
 

４． 考察 

環境ストレス，例えば食塩の添加が，GM および EM に対

するブドウ球菌の薬剤耐性を増加させることがすでに報告さ

れている 8)。さらに，沿岸土壌の塩分濃度が環境最近の薬

剤耐性遺伝子を調節することも示唆されている 9)。しかし，本

研究の結果では，海岸由来の L. lactis は基準株よりも薬剤

耐性が高いものの，関連遺伝子にはほとんど差がないこと

が示された。また，興味深いことに，塩分馴化により基準株

の薬剤耐性は沿岸由来株と同程度まで増加したが，

Himuka-SU2 ではこの効果はみられなかった。これらのこと

から，沿岸由来 L. lactis は薬剤耐性遺伝子に関する安全性

の懸念は少なく，さらに，塩分馴化により発酵乳由来の L. 

lactis 株に機能性を持たせることができる可能性が示唆され

た。これは，食品加工や機能性食品の開発にとって重要な

知見であると考えられる。 

Himuka-SU2 と基準株とでは，豆乳の発酵性が大きく異な

った。ここでは詳細に示さないが，ひよこ豆やレンズ豆など

の乳状試料で同様の試験を行った場合もHimuka-SU2のみ

が発酵性を示した。牛乳の主な糖分は乳糖で，大豆の場合

はスクロースとラフィノースが主な糖である 10)。これまで我々

がスクリーニングの過程で行ってきた糖発酵試験では，基準

株にスクロース発酵能が認めれられないものの，沿岸由来

株の多くがスクロース利用能を示した 3)。今回のゲノム解析

でも豆類の発酵性の違いはショ分解関連遺伝子の有無によ

るものであり，塩分馴化の影響をほとんど受けなかったが，

より多様な環境由来株についても検討を加えることで微生

物生態学的に有用な知見となると考えられる。 

５． 今後の課題 

薬剤耐性に関する遺伝子は両菌株でほとんど差はなか

ったが，塩分馴化培養により特に基準株で耐性が上昇した
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ので，今後，関連遺伝子の発現に対する影響について詳細

に検討する必要がある。 
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Summary 
The lactic acid bacteria Lactococcus lactis subsp. lactis plays an important role in traditional fermented milk. 

Compared to the type strain that isolated from traditional fermented milk starter, the strains isolated from coast 

(satoumi) in Japan had shown some different properties, such as fermentability of soy milk as well as salt tolerance.  

In this study, effects of salinity adoption on antimicrobial resistance (AMR: which is problematic when used as a 

starter or probiotic) and fermentability of milk and legumes in the L. lactis subsp. lactis type strain and a selected 

satoumi strain were examined.  The 31 satoumi strains rather than type strain were highly AMR to the five 

antibiotics (vancomycin, ciprofloxacin, streptomycin, gentamicin, kanamycin) examined by the disc method.  

The selected satoumi strain (Himuka-SU2) was able to grow at 6% (w/v) salinity.  Interestingly, the AMR was 

increased by 24h acclimation incubation in a medium containing 3.4% salt, and the effect on the type strain was 

stronger than that on Himuka-SU2.  Fermentability tests on milk and emulsified foods prepared from beans (soya 

beans, chickpeas and lentils) showed that the type strain could only ferment milk, whereas Himuka-SU2 fermented 

all samples.  The effect of salt acclimatisation incubation on this fermentability was not clear.  Comparison of 

the whole genome sequence of Himuka-SU2 with the type strain showed no difference in the AMR-related genes.  

In contrast, sucrose degrading enzyme-related genes, such as sucrose operon repressor scrR, sucrose-6-phosphate 

scrB, and phosphotransferase system (PTS) sucrose-specific IIB component, were detected only in Himuka-SU2 

that were not detected in the type strain.  The expression of the relevant genes needs to be studied in more detail 

in the future. 


