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緒 言

Lactobacillus plantarumは,漬 物や発 酵 ソー

セー ジな ど発 酵 食品 の製造 に利 用 され る ととも

に1),家畜 の冬 季粗飼 料 で あるサ イ レー ジの調製

時 には,活 発 な乳 酸発 酵 を行 なって サ イロ内の

pHを 低下 させ,有 害 なClostoridium属 菌 の増

殖 を抑制 して良質 なサ イ レー ジの調 製に寄 与 し

てい る2). L. plantarumは,自 然界 では植 物か

ら高率 に分 離 されて お り3),著者 はその糖発 酵性

を検 定 す る過 程 で,植 物 中に豊 富 に含 まれて い

る メ リビオー スお よび ラフ ィ ノー スの代謝 が高

温 感受性 であ る こ とを見 出 した.即 ち,本 菌 は

30℃ では これ らの糖 質 を利 用 して よ く増殖 す る

が, 37℃ では まった く増殖 が 認め られ ない.こ

の よ うな現 象 は,大 腸菌Escherichia coli K-12

系 統 の メ リビオー ス代 謝 系 で もBeckwithに よ

って報告 され てい るが4), Lactobacillus属 菌 では

本 報告 が初 め てで あ る.

E. coliの メ リビオー ス代 謝系 は,メ リビオー

スの透過 にあず か るガ ラ ク トシ ドパ-ミ アーゼ

系 とメ リビオー ス分 解酵 素 であ る α-ガラ ク トシ

ダーゼ に よ り構成 され る5). PrestidgeとPardee

は, E. coliに は ラ ク トー スオペ ロ ンのlacY遺

伝 子 に コー ドされ てい る ラク トー ス輸送 を司 ど

るチ オ メチル ガ ラク トシ ドパー ミアーゼI (以

下TMGパ ー ミアーゼIと 略)の 他 に,別 の ガ

ラ ク トシ ドパー ミアーゼ が存在 す る ことを発見

し,こ れ をチ オ メチ ルガ ラ ク トシ ドパー ミアー

ゼII(以 下TMGパ ー ミアー ゼIIと 略)と 命名

した6).彼等 は さらに, E. coli K-12系 統 のTMG

パ ー ミアー ゼIIが37℃ で不 活化 され るこ とを明

らか に し, TMGパ ー ミアー ゼIを 欠 くK-12系

統 は,菌 体 内に メ リビオー スを取込 む こ とが で

きないために37℃ で増殖 できない と述べ ている6).

著者 は,予 備 実験 と してL. plantarumの 菌

体 お よび培養 炉液 よ りα-ガラ ク トシダー ゼ活性

の検 出 を試 みた とこ ろ,菌体 に は α-ガ ラク トシ

ダーゼ 活性 が存在す るに もかか わ らず,培 養 炉

液 中には本 酵素の活 性 は まった く検 出 され なか

った.従 って,本 菌 に おい て もメ リビオー スは

そ の輸 送系 に よって細 胞内 に取 込 まれ た後,α-

ガ ラ ク トシダーゼ に よって分解 され る と考 え ら

れ る.

本実 験 では, L. plantarumが37℃ で メ リビオ

ー スを利用 して増殖 しない現象 は
,メ リビオー

ス輸送系 あ るいは分解 酵素 α-ガラク トシダーゼ

の いずれが 高温感受 性 であ るこ とに由来す るも

の であ るか検 討 し,そ の結 果,メ リビオー ス輸

送系 が高温 で誘導 され ない こ とが 明 らか に なっ

た.

材 料 と 方 法

1. 供 試菌 お よび培 地組 成

本実 験 にはL. plantarum ATCC 8014を 供 試

した.本 菌 を, 1%グ ル コー ス添 加ISL液 体培

地に て37℃ で一夜静 置培養 し,こ の前培養 菌 液

を1000容 の新 鮮培 地 に接種 した. ISL培 地11中

の組 成 は, Trypticase peptone 10g, Yeast

 extract 5g, Tryptose 3g, K2HPO4 3g, KH2
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PO4 3g, (NH4)3C6H5O7 2g, CH3COONa 1

g, Tween 80 1g, MgSO4・7 H2O 0.575g,

 FeSO4・7 H2O 0.034g, MnSO4・2 H2O 0.12gで

あ り,さ ら に, Mini-sart NML 0.2μm(ザ ル ト

リ ウ ス社)で フ ィ ル タ ー 滅 菌 し た糖 質 を最 終 濃

度1%に な る よ う添 加 し た.な お,培 地pHは

6.8に 調 整 し た.

2. 糖 発 酵 性 の 検 定

前 培 養 した 菌 を,各 種 糖 質1%お よ びpH指 示

薬 と して0.008%の プ ロム ク レゾー ルパ ー プ ル(以

下BCPと 略)を 含 むISL培 地 に 接 種 し, 30℃

お よ び37℃ で24時 間, 48時 間 お よび72時 間 培 養

し て,両 温 度 に お け る糖 発 酵 性 を調 べ た.対 照

と して,糖 質 を 添 加 し な いBCP添 加ISL培 地

に 菌 を 接 種 し,同 様 に 培 養 し た.糖 質 が 分 解 さ

れ て 生 じた 酸 に よ りBCPが 黄 変 し た 場 合,糖

発 酵 性 を 陽 性 と し た.供 試 し た糖 質 は,ア ラ ビ

ノー ス,キ シ ロ ー ス,ガ ラ ク トー ス,グ ル コー

ス,マ ン ノー ス,フ ル ク トー ス,ラ ム ノー ス,

マ ル トー ス,セ ロ ビ オ ー ス,ト レハ ロ ー ス,メ

リビ オ ー ス,ラ ク トー ス,ス ク ロー ス,ラ フ ィ

ノー ス,メ レ ジ トー ス,ソ ル ビ トー ル,マ ン ニ

トー ル お よ び サ リ シ ン の18種 類 で あ っ た.

3. 菌 の 増 殖 測 定

前 培 養 した 菌 を,メ リビ オ ー ス,ラ ク トー ス,

ラ フ ィ ノー ス を 各 々 添 加 したISL培 地 お よび 対

照 と して 糖 質 を 添 加 しな いISL培 地 に 接 種 し,

菌 の 増 殖 を経 時 的 に 観 察 した.菌 量 はU-2000分

光 光 度 計(日 立 製 作 所)を 使 用 して 光 電 比 色 法

に よ り測 定 し,波 長650nmに お け る濁 度 で 表 し

た.

4. α-ガ ラ ク トシ ダー ゼ お よ び β-ガ ラ ク トシダ

ー ゼ 活 性 の 測 定

α-ガ ラ ク トシダ ー ゼ お よ び β-ガ ラ ク トシ ダー

ゼ の 測 定 に は,完 全 菌 体 を用 い た.本 菌 を,メ

リ ビ オー ス あ る い は ラ ク トー ス を添 加 したISL

培 地 に て30℃ お よ び37℃ で約20時 間 培 養 し, 4℃

で5000r. p. m, 10分 間 の 遠 心 分 離 に よ り集 菌 し,

 20mMリ ン酸 ナ トリ ウ ム緩 衝 液(pH 7.0)で 洗

浄 後,同 一 緩 衝 液 に2mg湿 菌 量/mlと な る よ う

懸 濁 し た.こ の 細 胞 懸 濁 液1mlを, 2mMのo

-ニ トロ フ ェ ニ ル-α-D-ガ ラ ク トピ ラ ノ シ ド(以

下 α-ONPGと 略)あ る い はo-ニ トロ フ ェ ニ

ル-β-D-ガ ラ ク トピ ラ ノ シ ド(以 下 β-ONPGと

略)を 含 む 等 量 の20mMリ ン酸 ナ ト リウ ム 緩 衝

液 と混 和 し, 30℃ お よび37℃ で イ ン キ ュベ ー ト

し た. 30分 後, 2m1の0.5MNa2CO3を 添 加 して

反 応 を停 止 させ, Mini-sart NML 0.45μm (ザ

ル ト リ ウ ス社)で 除 菌 後, o-ニ トロ フ ェ ノー ル

の 吸 光 度 を 波 長420nmで 測 定 し て,湿 菌 量1mg

の 菌 が 単 位 時 間 当 た りに 遊 離 す るo-ニ トロ フ ェ

ノー ル 量 を 求 め た.

5, [3H]-メ リ ビオ ー ス の 調 製

[3H]-メ リビ オ ー ス は, Tanakaら の 方 法7)

を改 変 し[3H]-ラ フ ィ ノー ス を イ ンベ ル ター ゼ

に よ り加 水 分 解 して 調 製 し た.[3H]-ラ フ ィ ノ

ー ス はDu Pont NEN Research Productsよ り

購 入 した. 0.3mlの0.5mM [3H]-ラ フ ィ ノー ス

水 溶 液 を,等 量 の0.2M酢 酸 ナ トリ ウ ム 緩 衝 液

(pH 4.9)に 溶 解 した イ ンベ ル ター ゼ100μg/ml

と混 和 し, 50℃ で90分 間 イ ン キ ュベ ー トし た.

 0.6mlの0.5Mリ ン 酸 カ リウ ム 緩 衝 液(pH 7.0)

を添 加 し た後,沸 騰 水 中 で3分 間 加 熱 して イ ン

ベ ル タ ー ゼ を不 活 化 し,た だ ち に 氷 冷 した.次

に,こ の[3H]-ラ フ ィ ノー ス加 水 分 解 産 物1.2

mlを 蒸 留 水 で 平 衡 化 し たセ フ ァ デ ッ クスG-15カ

ラ ム(1.6cm×90cm)に 添 加 し,室 温 に て 流 速20

ml/時 間 で 溶 出 し て2mlず つ 分 取 した.各 画分 の

放 射 活 性 を測 定 し,[3H]-メ リ ビ オ ー ス に相 当

す る画 分 を 回収 し て,非 ラ ベ ル メ リ ビ オ ー ス 溶

液 で希 釈 し て供 試 した.

ラ フ ィ ノー ス,メ リビ オ ー ス お よ び フ ル ク ト

ー ス の 溶 出 パ タ ー ン は
,予 め 非 ラベ ル ラ フ ィ ノ

ー ス の イ ンベ ル ター ゼ 分 解 産 物 を用 い て 決 定 し

た.ゲ ル 炉 過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 後 の 各 画 分 を

凍 結 乾 燥 に よ り濃 縮 し,ラ フ ィ ノー ス,メ リビ

オー ス お よ び フ ル ク トー ス 標 品 と と もにToyo

 No. 51B〓 紙(東 洋 炉 紙 会 社)に ス ポ ッ ト して,

 n-ブ タ ノー ル-酢 酸-水(26:6:25)で18時 間

展 開 後,風 乾 した.糖 質 の検 出 は,ジ フ ェ ニ ル

ア ミ ンーア ニ リン 試 薬8)を 噴 霧 し た 後, 80℃ で5

分 間 発 色 さ せ た.

6. メ リ ビ オー ス 輸 送 系 活 性 の 測 定

メ リビ オ ー ス輸 送 系 の 活 性 は, Winklerら の

方 法9)に 準 じて 測 定 し た.本 菌 を,メ リ ビ ォー ス

あ る いは ラ ク トー ス を添 加 したISL培 地 にて30℃
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あ る い は37℃ で 約20時 間 培 養 し, 4℃ で5000

r. p. m., 10分 間 の遠心 分 離 に よ り集 菌 し, 50mM

リン酸 カ リウム緩衝 液(pH 7 .0)で 洗 浄後, 50

μg/mlの クロラム フェニ コール を含む糖質 無 添加

ISL培 地 に, 1.5mg湿 菌 量/mlに な るよ う懸濁 し

た. 30℃ あ るいは37℃ で5分 間 プ レイン キュベ

ー トした後
,最 終濃 度100μMの[3H]-メ リビ

オー ス を添加 して,各 温度 で30秒, 1分 , 2分,

 4分 お よび6分 間 イ ンキュベー トした.こ の反

応 液100μ1を,直 径25mm,孔 径0.65μmのMF-

ミ リポア フィ ルター(日 本 ミリポア ・リ ミテ ッ

ド)で 減 圧 吸引 炉過 し,フ ィル ター上 の菌 体 を

1mlの リン酸 カ リウム緩衝 液 で洗浄 した後 ,そ

の放 射 活性 を シンチ レー ター,ク リアゾ ルI(ナ

カ ライテ ス ク株 式会 社)2ml中 で シンチ レー シ

ョンカウ ンター を使 用 して測定 した.

結 果

1. メ リビオー スお よび ラフ ィ ノー ス代 謝 の高

温感 受性

L. plantarumの30℃ お よび37℃ における糖 発

酵性 は, Table 1に 示 した.糖 質 を添加 しな い

BCP添 加 培 地 で本 菌 を培養 した場合,い ずれの

温度 で もBCPは 黄変 しなか った.供 試 した18

種類 の糖 質 の うち,二 糖 類 の メ リビオー スお よ

び三 糖類 の ラフ ィノー スの代 謝 は顕 著 な高 温.感

受性 を示 した.メ リビ オー ス あ るいは ラフ ィノ

ー スを添加 した培地 で30℃ で菌 を培養 した場 合
,

接種24時 間後 にBCPは 紫 色か ら淡 緑色 に変化

し, 48時 間後 には完全 に黄 変 したが, 37℃ で は

接種72時 間後 で もBCPの 黄変 は観 察 されなか

った.ま た,こ れ らの糖 質 を構 成す る単糖 で あ

るガ ラ ク トー ス,グ ル コー スあ るいは フル ク ト

ー ス を添加 した培 地 で培養 した場合,本 菌 は い

ず れの 温度 にお いて も速や か に増殖 し,接 種24

時 間後 に はBCPが 黄 変 した.

次 に,菌 の 増殖 を経 時的 に観察 した. Fig. 1

は,糖 質 を添 加 しない培地 にお け る菌 の増 殖 で

あ り, L. plantarumは 添加 した糖 質 以外 の培地

成分 を利 用 して わずか に増殖 した.メ リビオー

ス を糖質 と して添加 した培 地 では, Fig. 2にT

した よ うに,本 菌 は30℃ お よび37℃ いずれ の温

度 で も接種10時 間 目まで わずか に増殖 し,そ の

後30℃ では接種16時 間 目よ り再び増殖 を開始 し,

菌 量 は急速 に増加 して26時 間 目には定常 期 に達

したが, 37℃ で はその 後は まった く増 殖が 認め

られ なか った.同 様 な現象 は ラフ ィノー ス添 加

培 地 で も観察 され, Fig. 3に 示 した よ うに本 菌

は ラフ ィノー ス以 外の 培地成分 を利用 して わず

かに増殖 した後, 30℃ では接種28時 間 目よ り増

殖 を再 開 したが37℃ では増殖 しなか った.ま た,

ラ ク トー スを添加 した培 地 で本 菌 を培養 した場

合 に は, Fig. 4の 如 く30℃ よ りむ しろ37℃ で よ

く増殖 し高 温感受性 は認め られ なか った.

Fig. 1 Growth of L. plantarum in ISL medium 

not supplemented with carbohydrate.

Fig. 2 Growth of L. plantarum in ISL medium 

supplemented with 1% melibiose.
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Fig. 3 Growth of L. plantarum in ISL medium 

supplemented with 1% raffinose.

Fig. 4 Growth of L. plantarum in ISL medium 

supplemented with 1% lactose.

2. α-ガラク トシダー ゼお よび β-ガラク トシダ

ー ゼ の活性 と反 応温度

L. plantarumを,メ リビ オー スあ るいは ラ ク

トー ス を添 加 した培地 に て30℃ で培養 し,そ の

完全菌体 と α-ONPGを30℃ お よび37℃ で反応

させ,両 温 度 におけ る α-ガ ラク トシダーゼ 活性

を比較 した. Fig. 5に 示 したよ うに,α-ガ ラ ク

トシダーゼ は いずれ の温度 で も α-ONPGを 分

解 したが, 30℃ で反応 させ た場合 に は よ り高い

活性 が認め られ, 30℃ にお け る活性 は37℃ にお

け る活性 の約1.5倍 であ った.次 に,本 菌 を同様

の条件 で培 養 し,その完 全菌体 を基質 β-ONPG

と30℃ お よび37℃ で反応 させ た とこ ろ,β-ガ ラ

ク トシダーゼ は30℃ よ り37℃ で活性 がやや高 く,

 30℃ におけ る活性 は37℃ におけ る活性 の約4/5

であ った.

Fig. 5 Effect of assay temperature on activity 

of ƒ¿-galactosidase and ƒÀ-galactosidase._??_

: assayed at 30•Ž_??_

: assayed at 37•Ž

Fig. 6 Effect of incubation temperature on 

induction of ƒ¿-galactosidase and 

ƒÀ- galactosidase._??_

: incubated at 30•Ž_??_

: incubated at 37•Ž

3. α-ガラク トシダーゼお よび β-ガラ ク トシダ

ー ゼの誘 導 と培養 温度

本菌 を,メ リビ オー スあ るいは ラク トー ス を

添加 した培 地に て30℃ お よび37℃ で培養 し,そ

の α-ガラ ク トシダー ゼお よび β-ガ ラ ク トシダ

ーゼ活 性 を30℃ で測定 して
,両 酵素 の誘 導 に及

ぼす 培養 温度 の影響 を調べ た. Fig. 6に 示 した

ように,メ リビオー ス添加 培地 で培養 した場合1

30℃ で は極 めて高 い α-ガラ ク トシダー ゼお よび

β-ガ ラ ク トシダーゼ 活性 が認め られたが, 37℃
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では両酵 素 ともわず かな 活性 しか検 出 され なか

った.ま た,ラ ク トー ス添 加培 地で は30℃ あ る

いは37℃ いずれ の温度 で培 養 して も,両 酵素 が

ともに誘 導 され た.

Fig. 7 Effect of assay temperature on activity 

of melibiose transport system.

4. メ リビオー ス輸送 系 の活性 と反応 温度

メ リビオー ス輸 送系 の活 性 に及ぼす 反応 温度

の影 響 を調べ る 目的 で,本 菌 を メ リビ オー ス を

添加 した培 地に て予め30℃ で培養 した後,菌 体

内へ の[3H]-メ リビオー スの取 り込 み を, 30℃

お よび37℃ で測定 した.両 温度 にお け るメ りビ

オー ス輸 送 系の 活性 を比較 した ところ, Fig. 7

に示 す よ うに,本 菌 はいず れの 温度 にお いて も

速や か に[3H]-メ りビオー ス を取 り込 み,反 応

を開始 して2分 後 に は菌体 内の[3H]-メ リビオ

ー ス量 は最 大 とな り,以 後徐 々 に減 少 した.[3H]

-メ リビオー スの取 り込み速 度 は37℃ よ りも30℃

でや や大 きか ったが,顕 著 な差 は認め られ なか

った.

5. メ リビオー ス輸 送系 の誘 導 と培養 温度

メ リビオー ス輸送 系 の誘 導 に及 ぼす培養 温 度

の影響 を調 べ る 目的 で,本 菌 を,メ リビオー ス

あ るいは ラ ク トー ス を添加 した培地 に て30℃ お

よび37℃ で培養 して,菌 体 内へ の[3H]-メ リビ

オー スの取 り込 み を30℃ で測定 した.そ の結果

をFig. 8に 示す.メ リビオース添加培 地 にて30℃

で培養 した場 合,本 菌 は速 やか に[3H]-メ リビ

オー ス を取 り込み,反 応 を開始 して2分 か ら4

分 後に菌体 内の[3H]-メ リビオー ス量 は最大値

を示 したが, 37℃ で培養 した場合 に は,菌 体 内

へ の[3H]-メ リビオー スの取 り込 み は まった く

認 め られ なか った.一 方,ラ ク トー ス添 加培 地

で培養 す ると, 30℃ あ るいは37℃ いず れの温 度

で培養 して も,菌 体 は[3H]-メ リビオー スを速

や かに取込 ん だ.こ の とき, 30℃ で培養 した菌

は, 37℃ で培養 した菌 の約3倍 の 速度 で[3H]

-メ リビオー ス を取 り込ん だ.

Fig. 8 Effect of incubation temperature on 

induction of melibiose transport system._??_

: incubated in ISL medium sup

plemented with melibiose at 30•Ž_??_

: incubated in ISL medium sup

plemented with melibiose at 37•Ž

_??_: incubated in ISL medium sup

plemented with lactose at 30•Ž_??_

: incubated in ISL medium sup

plemented with lactose at 37•Ž

6. メ リビオー ス輸送 系の30℃ お よび37℃ にお

け る安 定性

本菌 を,メ リビオー ス添加 培地 に て30℃ で約

20時 間培養 し, 50mMリ ン酸 カ リウム緩衝 液(pH

 7.0)で 洗浄 後,50μg/mlの クロラム フェニ コー

ル を含 む糖 質無添加ISL培 地 に, 1 .5mg湿 菌 量/

mlに な るよ う再懸 濁 した.こ の菌 懸濁液 の一部
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Table 1 Fermentation profiles of L. plantarum 

at 30•Ž and 37•Ž. Symbols indicated the 

color of BCP.-

: purple,•}: light green, +: light 

yellow,++: dark yellow

Fig. 9 Stability of melibiose transport system 

at 30•Ž and 37•Ž.

を とり,た だ ちに30℃ で5分 間 プ レイン キュベ

ー トした後 ,最 終 濃度100μMの[3H]-メ リビ

オー ス を添加 し,4分 後 に菌体 内に取 込 まれた

[3H]-メ リビオー スを定量 して対 照 とした.次

に,残 りの懸濁 液 を2つ に分 け て各々 を30℃ あ

る いは37℃ の恒 温槽 中に静 置 して加 温処 理 を行

な い, 1時 間, 2時 間お よび3時 間後 に その一

部 を氷 冷 して イン キュベ ー シ ョン を停 止 した.

これ ら各温度 で インキュベ ー トした菌体 が4分

間に取 込 む[3H]-メ リービオー ス量 を,対 照 の場

合 と同様 に測 定 し,対 照 に対す る百分率 で表 し

た. Fig. 9に 示 したよ うに30℃ お よび37℃ いず

れ の 温度 で処 理 して も, 3時 間後 の活性 は対照

の86%か ら87%で あ り,温 度処 理 に よる メ リビ

オー ス輸 送系 活性 の低下 は観 察 され なか った.

考 察

L. plantarumの18種 類 の糖質 に対す る発 酵性

を, 30℃ お よび37℃ で検 定 した とこ ろ, Table 1

に示 した よ うに,メ リビオー スお よび ラフ ィノ

ー スの代 謝 は顕著 な高温 感受性 を示 した
.同 様

な現 象 は,既 にE. coli K-12系 統の メ リビ オー

ス代 謝系 で観察 されて い る4).

E. coliを メ リビオース を含 む培 地 に接種 す る

と,メ リビオー ス輸 送 系で あ るTMGパ ー ミア

ーゼIIと メ リビオー ス分 解酵 素 α-ガラク トシダ

ーゼ が誘 導 され るが5)
, K-12系 統 のTMGパ ー

ミアーゼIIは 熱 に対 して不安 定 で あるために6),

 TMGパ ー ミアーゼI即 ち ラク トー ス輸 送系 を

欠 くK-12系 統 は,メ リビオー ス を菌体 内に取 込

む こ とが で きず, 37℃ では増 殖 しない.一 方,

メ リビォー スは, TMGパ ー ミアーゼIIの み な
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らずTMGパ ー ミアー ゼIを 誘 導 し10), 11), 12),誘

導 され たTMGパ ー ミアー ゼ1は,ラ ク トー ス

の他 に メ リビオー ス をも輸送 するので7), 10), TMG

パー ミアー ゼIが 健全 であ るな らば, 37℃ では

メ リビオー ス はTMGパ ー ミアーゼ1に よって

菌体 内に取 込 まれ,α-ガ ラ ク トシダー ゼの分 解

を受 けて利 用 され る.

予備 実験 の結 果, L. plantarumの 菌体 には α

-ガ ラ ク トシダーゼ 活性が 存在 す るに もかか わら

ず,そ の 培養炉 液 中 には本 酵素 の活性 は ま った

く検 出 され なか った.従 って,本 菌 の メ リビオ

ー ス代 謝 系 もメ リビオース輸 送系 と α-ガラク ト

シダ-ゼ に よ り構 成 され てお り,メ リビオー ス

は その輸 送系 に よ って細胞 内 に取込 まれ た後,

α-ガ ラ ク トシ ダー ゼ に よって分解 され ると考 え

られ る.ま た,糖 質 を添加 しない培地 あ るいは

グル コ-ス 添加 培地 で培養 した菌 の α-ガラ ク ト

シダー ゼ活性 は,メ リビオー ス添加 培地 で培養

した場合 に比 べ て極 めて低 いので,本 菌 にお い

て もメ リビオー ス に よってそ の代謝 系が誘 導 さ

れ るこ とが,予 備 実 験 に よ り示 唆 され た.そ こ

で本実 験 では, L. ptantarumが37℃ で は メ リビ

オー ス を利 用 して増 殖 しな い現象 は,本 菌 の メ

リビオー ス輸 送 系お よび α-ガラク トシダー ゼの

誘 導 あ るいは機 能 のいず れが 高温感 受性 で ある

こ とに由来 す る ものか解析 を行 なっ た.

E. coliに おいては,α-ガ ラク トシダーゼ は30℃

のみ な らず37℃ で も誘導 され, 37℃ で α-ONPG

を分 解 す る13).そ こ で,本 実 験 で も ま ず, L.

 plantarumの α-ガ ラ ク トシダー ゼ活性 に及 ぼ

す 反応 温度 の影 響 お よび本酵素 の誘 導 に及ぼす

培養 温 度 の影 響 につ い て検 討 を行 な った. 30℃

で培 養 した菌 を用 いて,反 応温 度30℃ および37℃

で α-ガラ ク トシダ-ゼ 活性 を測 定 した結果, Fig.

 5に 示 した よ うに, 37℃ にお け る本 酵素 の活性

が30℃ に比べ て著 し く低 い とい う事 実 はなか っ

た.従 って, L. plantarumが37℃ で まった くメ

リビオ-ス を代 謝 しな い現象 は,本 酵素 の至適

温度 に起 因す る もの では ない と考 え られ る。次

に,α-ガ ラ ク トシ ダーゼ の誘導 に及 ぼす培 養温

度 の影響 を調 べ た ところ, Fig. 6に 明 らか なよ

うに,メ リビ オー スは30℃ で は α-ガ ラ ク トシダ

ー ゼ を誘 導 したが, 37℃ では ほ とん ど誘導 しな

か った.し か しなが ら,ラ ク トー スは いずれ の

温度 で も α-ガラ ク トシダーゼ を誘 導す るの で,

本酵素 の誘 導機構 が 高温感 受性 で あ る とは結論

で きな い.以 上 の結果 は,本 菌 の メ リビオー ス

代謝 系が示 す高 温感受 性 は,α-ガ ラ ク トシ ダー

ゼ よ りもむ しろ メ リビオー ス輸 送系 に由 来す る

こ とを示 唆 してい る.

そこで まず,メ リビオー ス輸 送系 の活性 を30℃

お よび37℃ で測 定 した とこ ろ, Fig. 7に 示 した

よ うに,両 温度 にお け る活 性 には ほ とん ど差が

なか った.次 に,メ リビオー ス輸 送系 の誘 導 に

及ほす 培養 温度 の影響 を調べ た結 果, Fig. 8に 明

らか な よ うに,メ リビオー ス添加 培地 に て30℃

で培養 した菌体 は[3H]-メ リビオー ス を取 込ん

だが, 37℃ で培養 した菌体 はほ とん ど[3H]-メ

リビオー ス を取 込 まなか った. 37℃ で培養 した

菌体 が[3H]-メ リビオー ス を取込 まない理 由 と

しては, 37℃ で メ リビオー ス輸送 系が誘 導 され

ないか,あ るいはE. coli K-12系 統 で報 告 され

て い るよ うに,輸 送系 が誘 導 されて も37℃ で不

活化 され るこ とが考 え られ るの で,こ の点 につ

いて検 討 した. E. coli K-12系 統 のTMGパ ー

ミアーゼIIが37℃ で不 活化 され る こ とを,初 め

て報告 したの はPrestidgeら であ るが6), Tsu

chiyaら もまた, 30℃ で培養 したE. coliを37℃

でイ ンキュベー トす る と, 30分 後 に は メ リビオ

ー ス輸送 系の活性 が対 照の50%に 減少 し
, 3時

間後 には ほぼ完全 に失 活す ると報告 してい る14).

本実 験 で も同様 に して, 30℃ あ るい は37℃ で メ

リビ オー ス輸送 系が不 活化 され るか否 か を調べ

た ところ, Fig. 9に 示 した よ うに, E. coliで

報告 され て いる ような顕著 な活性 の低下 は認 め

られなか っ た.こ の こ とは, L. plantarumの メ

リビ オー ス輸送 系は37℃ で不 活化 され るの では

な く,そ の誘導機 構 その ものが 高温感受 性 で あ

るこ とを示 唆 して い る.

一 方
,ラ ク トー ス添加 培地 で培養 す る と, Fig.

 8に 示 した よ うに, 30℃ お よび37℃ いずれ の温

度 で培養 した菌体 も[3H]-メ リビオー ス を取込

ん だが,前 項 で述べ た よ うに,メ リビ オー ス輸

送系 は37℃ では誘 導 され ない と思 われ るの で,

本輸 送系 に よって取込 まれた とは考 え難 い. E.

 coliに お いて は,メ リビオー スは メ リビオー ス
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輸送 系 のみ な らず ラ ク トー ス輸送 系 に よって も

取込 まれ る7), 10).従 って, L. plantarumに おい

て も,ラ ク トー ス添加培 地 で培養 す る とラ ク ト

ー ス輸送 系 が誘 導 され
,メ リビオー ス を取込 む

もの と考 え られ る.

また, E. coliの ラ ク トー ス輸送 系が メ リビオ

ー スに よって誘 導 され るこ とは 多 くの研 究者 が

報 告 しているが10), 11), 12),もし同様 にL. plantarum

の ラ ク トー ス輸 送系 もメ リビオー ス に よって誘

導 され るな ら,前 述 の よ うに ラ ク トー ス輸送 系

は メ リビオー ス を輸送 す るの で,メ リビオー ス

添 加培 地 にて37℃ で培養 した菌体 は[3H]-メ リ

ビオー ス を取込 むは ずで あ る.し か しなが ら,

 Fig. 8に 明 らか なように,上 記 の条件 で培養 した

菌 体 は まった く[3H]-メ リビオース を取込 まな

か った.従 つて, L, plantarumの ラ ク トー ス輸

送 系 はE. coliの 場合 とは異 な り,メ リビオー

スに よ って誘 導 されない こ とが 明 らかになった.

 E. coliの メ リビオー ス代謝 に必要 な遺伝 子は,

プ ロモー ター,α-ガ ラ ク トシ ダー ゼ遺伝 子,メ

リビオー ス輸 送系 遺伝子 の順 に染 色体上 で オペ

ロ ンを構 成 して お り, 2つ の構 造遺 伝 子は ま と

まっ て転 写 され る15).と こ ろが, L. plantarum

の メ リビオー ス輸送 系 は37℃ で誘導 されな いに

もかか わ らず,ラ ク トー ス添加 培地 で は30℃ お

よび37℃ いず れの温度 で も α-ガラク トシダーゼ

が誘 導 され た.こ の結果 は,本 菌 の メ リビオー

ス輸送 系遺 伝子 と α-ガラク トシダーゼ遺伝 子は,

そ の遺伝 子座 が異 な ってお り,同 一 のプ ロモー

ター の支 配 を受 け ない可能 性 を示唆 した.ま た,

本菌 をメ リビオー ス添加培 地 にて37℃ で培養 す

る と,メ リビオー ス輸送 系が誘 導 され ないだけ

で な く,α-ガ ラ ク トシ ダー ゼ お よび β-ガラ ク ト

シダーゼ も誘 導 され なか った.従 って, L. plantar

umに お いて は まず,メ リビオー ス輸 送系 が誘

導 され,菌 体 内に メ リビオー スが蓄積 した後,

α-ガラク トシダーゼが誘導 され る と推 察 され た.

今 後 は,α-ガ ラ ク トシダー ゼお よび ラ ク トー ス

輸送 系の活性 を欠損 した突然変 異体 を選 抜 して,

メ リビオー ス輸 送系 の性質 をよ り詳 細 に研 究 し

たい と考 えて い る.

結 論

1. L. plantarumは30℃ で メ リビオー スあるい

は ラフ ィ ノー ス を利 用 して増殖 したが, 37℃

で は増殖 しなか っ た.

2. メ リビオー スの代謝 系 は,メ リビオー ス輸

送系 と分 解酵 素 α-ガラク トシダーゼ に よ り構

成 され る.

3. α-ガ ラ ク トシダーゼ は, 30℃ お よび37℃ い

ずれ の温度 で も誘 導 され た.ま た,本 酵素 は

いず れの温度 で も α-ONPGを 分解 し, 30℃

にお け る酵素 活性 は37℃ の約1.5倍 であ った.

4. メ リビオー ス輸 送系 は, 30℃ では誘 導 され

たが37℃ では誘 導 され なか つ た.ま た,メ リ

ビオー ス輸送 系 は30℃ お よび37℃ いず れの温

度 で も[3H]-メ リビオー スを取込 ん だ.

5. 30℃ で誘導 された メ リビオー ス輸 送 系は,

 37℃ で3時 間 インキ ュベ ー トして も不 活化 さ

れ なか った.

6. メ リビオー ス代謝 の高 温感受 性 は,メ リビ

オー ス輸 送系 が37℃ で誘 導 され ない こ とが原

因で あ る と推察 され た.
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L. plantarum can grow on melibiose when incubated at 30•Ž but not when incubated at 37

•Ž. In this study, the temperature sensitivity of melibiose metabolism was analyzed. The 

melibiose metabolism seemed to consist of the melibiose transport system and hydrolyzing 

enzyme, a-galactosidase. a-Galactosidase was induced with melibiose at 30•Ž but not at 37•Ž. 

This enzyme induced at 30•Ž hydrolyzed colorimetric substrate, ƒ¿-ONPG at 30•Ž and 37•Ž. On 

the other hand, lactose induced a-galactosidase at both temperatures. These findings suggest

ed that the temperature sensitivity of melibiose metabolism was not due to the induction and/ 

or function of a-galactosidase. 

 Thus, the effect of temperature on induction and function of the melibiose transport system 

was examined. Cells grown on melibiose at 30•Ž exhibited the rapid uptake of [3H]-melibiose 

at 30•Ž and 37•Ž, while [3H]-melibiose was not taken up by the cells grown at 37•Ž. The 

induction of the melibiose transport system seemed to be temperature-sensitive because the 

transport system was not inactivated by exposure of the cells to 37•Ž for 3hours. In conclusion, 

the temperature sensitivity of melibiose metabolism was attributed to the temperature sensi

tivity of the induction of melibiose transport system.


