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論 文 内 容 要 旨

序 論

乳酸菌スターターにおいて,液 状濃縮菌の保存性改善に関する研究例は,凍 結菌および凍結乾

燥菌に比較すると極めて少ない。 しか し,本 スターターは,調 製法ならびに使用法がいずれも簡

便である・従って,冷 蔵保存 しτ も・生残性,生 酸活性ならびに香気成分生産性の優れた濃縮菌

スターターの製造法が確立されれば,発 酵乳製品工業において極めそ有用なものとなる。

一方 ,本 スターターを含めた乳酸菌の香気成分生産性は,発 酵条件により著 しく影響を受ける。

従って,発 酵乳中の主要な香気成分である,ア セ トアルデヒド,ジ ァセチル,エ タノール等の生

成を容易に制御することが可能となれば,発 酵乳製品品質の安定化に大いに資することになる。

本論文では,乳 酸菌の生残性に及ぼす要因の解析とその改善法を検討 した。更 に,乳 酸菌が産

生する香気成分の生成促進に関与する要因と,そ の作用機構を中心に検討 した。

1.乳 酸菌の生残性 ・生酸活性な らびに香気成分生産性の特

性把握

乳 酸 桿 菌(Lαc如 うαc`伽s肋Z8αricμs1067,L㏄ εoわαc`ZZωsん θZひe`εcωs1408,B`∫`doわ α就 θr画ηL

Zoη9αz～τ600ユ)は,孚L酸 球 菌(8古rθP`ococc拐s`ん εr1γLoPん`Zωs3002,S`rqp`ococc肱sZαc`εssubsp.

TablelResistanceofLacticAcidBacteriatoHzOa.

Viablecounts(cfu/ml)

Sもrain Survivors

BeforeexposureAfterexposure(%)

L.bulgaricus1067

工ゐ んθZひe``cαs1408

Sthermophilus3002

Slactissubsp.

読αcθ亡ッZαc``s3022

L,cremoris5004

B.longum6001

5.1x

7.0×

1.8x

2.5x

6.2x

1.2x

lOs

10s

10'

10'

10'

108

5.1x

1.6x

1.4x

2.5x

5.4x

2.8x

lOs

103

10'

10'

10'

10'

100

aoa

78

xoo

87

23

TheresistanceofthelacticacidbacteriatoHzOzwasdeterminedas

describedunderMaterialsandMethods".Afterthecellswereexposured

toHzOz(200mg/L)at30ｰCfor60min,survivors(ｰo)weredetermined .
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Fig.1 lRelationshipbetweenAcidproduction(△A)andviablecounts(N)

justafterInoculationoftheLiquidConcentratedCultureinto10

ReconstiutedSkimMilk'Medium.

A,L.bulgaricus1067;B,L.helveticus1408;C,S.thermophilus3002,
.F

resh.liquidcohcentratedculture(●).,.li(1ロi母concentfatedculture

storedat5ｰCfor16days,aerobically(O).Fourhoursincubation

(solidlines),fivehoursincubation(brokenlines).
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Fig.2 GaschromatogramofAcetaldehyde,Ethanol,DiacetylandAcetoin.

Analysiswasperformedbythe .headspacegaschromatographictechni-

queonaPerkin-ElmerDualFIDChromatographSIGMA300with

L8m×3mm.OD.steelcolumnpackedwithUnicarbonA-200;60～80

mesh.Onegramofthesamplewastransferedintoavialandthenthe

vialwasclosedbyarubberseptumandanaluminiumcap.Samplewas

heatedat80ｰCfor30min,followedbyinjection.Afterholding

thecolumntemperatureat70ｰCfor4min,thetemperaturerisewas

programmedatarateof30ｰCperminfrom70to130ｰC.Thenitrogen-

flowratewas30mlperminandthetemperaturesofinjectionportand

detectorwere150ｰC.
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d`αceεンZαc``s3022,LeωcoπosεoccreπLorεs5004)に 比 較 す る と,生 残 性 が 劣 っ た 。1408

株 と6001株 はH202耐 性 が 低 い(表1)の で,こ れ ら供 試 菌 の 生 残 性 に は 自 ら産 生 したH202

が 影 響 す る こ とを 示 唆 した 。

一 方
,供 試 乳 酸 菌 を脱 脂 粉 乳 培 地 に 接 種 した 際 の 生 菌 数(N)と,一 定 時 間 培 養 後 の 生 酸 量

(△A)の それ ぞれ の対 数 値 に は,直 線関 係 が 成 立 した(図1)。 この 結 果 を も と に,1067株,

1408株,3002株 の 生 酸 活 性(B)は,B=△A/No・42,B=△A/No・74,B=ム クNo・18

.で示す,そ れぞれの回帰式 より算出されることを認めた。香気成分生産性についても同様の方

法で表現することが可能であった。本法により,冷 蔵保存 した乳酸菌の生酸活性 と香気成分生産

性を測定すると,い ずれ も低下することを認めた。なお,各 種香気成分生成量は,ヘ ッドスペー

スガスクロマ トグラフィーにより,一 括 して測定することが可能であった(図2)。

2.β 刎40加o'碗 襯10πgπ 彫 の 生 残 性 改 善

6001株 は,NADHオ キ シ ダ ー ゼ に よ りH202を 生 成 し牟 。 本 菌 のpH4.7培 養 菌 は,pH6.0

培 養 菌 よ りNADHオ キ シ ダ ー ゼ 活 性 が 高 く,H202生 成 量 も高 か った(表2)。 こ れ に 対 し,

Table2EffectofCulturepHonNADHOxidaseActivityand

HzOzProductionbyBifidobacteriumdongum6041.

CultureNEIDHoxidaseViablecounts

pHactivitybeforestorage
(mU/mgprotein)<cfu/ml)

HzOaCmg/L)found

a)
BeforestorageAfterstorage

4.7

6.0

lOl

30

4.9×109

L4× 工0】o

ρ0

4

0
σ

0

10.1

0.5

a)B.longum6001cellswerestoredat15ｰCfor5days.

pll4.7培 養 菌 は,pH6.0培 養 菌 よ り生 残 性 が 高 か っ た 。 す な わ ち,本 菌 の 生 残 性 と,NADH

オ キ シダ ー ゼ活 性 も し くはH202生 成 量 と には,明 らか な因 果関 係 が 存 在 しな か った 。

そ こ で,H202耐 性 を 調 べ る と,pH4。7培 養 菌 は,pH6.0培 養 菌 よ りH202耐 性 が 高

い ことが 分か っ た(図3)。 ま た,培 地 の 炭 素 源 を 変 え て 培 養 した6001株 のH202耐 性 と,生
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残性の挙動はほぼ一致 した。すなわち,本 菌の生残性 にはH202耐 性が大き く影響す ることが

結論できた。このことは,H202耐 性変異株が,親 株 より生残性が高 くなることか らも支持で

きた(図4)。 一方,カ タラーゼ,も しくは酵母の生細胞又はその無細胞拙 出液を保存液に加え

ると,い ずれ も同程度の6001株 に対する生残性改善効果を認めた。すなわち,酵 母の共存による

6001株 の生残性改善には,酵 母の有するカタラーゼに類す る物質が作用 していることを明らかに

した。
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Fig.4 ViabilitiesofBifidobacteriumlongum6001andItsHzOz-ResistantMutants

(No.1022,No.3041).B.longum6001anditsmutantscellswereincubated
inTPYGmediumat37ｰCatpH4.7.Thewashedcellswithsterilized

distilledwaterweresuspendedinO.1Mlactatebuffer(pH5.0)a.ndstored
at10ｰCfor7days.
Viablecountsduringincubation(brokenlines)andsurvivors(%)after

storage(solidlines)weredetermined.B.longum6001(O),No.1022
(ｮ)andNo.3041(D).

3.加6'o勿o"1粥 伽4g碗o粥 の 生 残 性,生 酸 活 性 な らび に

ア セ トア ル デ ヒ ド生 産 性 の 改 善

Span80添 加 培 地 で1067株 を 培 養 して得 た濃 縮 菌 に,ア ス コ ル ビ ン酸 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し,

更 に窒 素 ガ スを 通 気 して 保 存 す る と,5℃ で14日 間 保 存 後 で も,生 菌 数 お よび 生 酸 活 性 が 殆 ど低

下 しな か っ た(表3)。 ア ス コル ビ ン酸 ナ ト リウ ムの 添 加 は,保 存 液 のEhを 低 め る と共 に,本

齢 産生 したH・0・と反嘆 ることか ら・2甜 酸素による灘 魍 を燗 する ものと擦 した・

一方 ,1067株 をSpan8〔 麻 加培地で培養す ると,菌 体膜脂質のオ レイン酸含有最が増加 し

(表4),示 差走査熱量測定による菌体膜脂質の吸熱 ピークが低温側に移動することを認あた(図

5)a
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Table3 ChangesinAcid-ProducingActivityandViabilityoftheLiquid

(LC)CultureofLactobacillusbulgaricus1067DuringStorage.

Concentrated

Additionto

growthmedium

Additionto

LCculture

Measurement

Storagetime(days)

at5ｰC

start 8 14

pHe)Ehe)

(mV)

none

c)

A100d

)B(×10願5)

り
σ

ρ
0

7

i
⊥

「D

∩
0

1 4.35 435

none

a)
0.1%As-Na A

B(x10_5)

roO 4

8

R
U

り
乙

亡ひ

R
)

0
乙

2

4.25 379

0.1ｰoAs-Na

+Nab)

A

B(×10-5)

100 ρ
0

7

8

2

3

「0

「
0

2

4.21 234

none A

B(× ユ0-5)

100 3

に
」

7

り
乙

[ひ

只
り

5

1
↓

4.35 394

0.1ｰo

Span80

0.1%As-Na A

B(x10's)

100 0
0

9
臼

ρ
)

0
0

r
∂

5

只
)

9
自

4.30 3$1

0.1ｰoAs-Na

+Nz

A

B(x1Q-s)

100 0

0

0

0
◎

1 ∩
)

亡ひ

0

2

1 4.38 201

a)Sodiumascorbate.;b)NZgaswasbubbledintotheculturefor3min

beforestorage.;c)Survivors(ｰo),Theviablecountbeforestoragewas4.5x

109cfu/ml.;d)Acid-producingactivity(B),TheBvalueofthefresh

culturesubculturedtwicebeforeusewas29x10-5.;e)Afterthecultureswere

storedfor14days,thepHandEhweredetermined,respectively.

Table4FattyAcidCompositionoftheLipidsofLactobacillusbulgaricus1067.

Additionto

growthmedium

Lipid

fraction

Fattyacids(relativepercentage)

CloCiz C19 CisCis:i c18 Cia:iOther

none Free

Bound

1.5 2.2 9.1

10.5

57.70,9

44.9

6.0

6.5

17.4

38.0

5.2

0.1

o.ii Span80 Free

Boロnd

7

2

ロ

ロ

ー

0

8

7

ロ

コ

2

0

慶
U

O
O

コ

ロ

8

7

25.05.9

17.37.8

5

ー

コ

サ

ρO

Q
り

0
0

5

コ

ロ

Q
U

3

り
0

「D

2

只
U

ロ

コ

0

0
σ

1
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DifferentialScanningCalorimetricPatternsoftheLipidsofLactobacillus

bulg｢ricus1067.
LipidsfromthecellsgrowninthemediumwithoutSpan80(A);Lipids

fromthecellsgrowninthemediumwithO.1%Span80(B).

また,Span80添 加 培 地 で の 培 養 菌 は,ラ ク トー ス 消 費 能 が 高 く,保 存 後 の 菌 体 内 のATP含

量 も高 い こと を 認 め た(表5)。 さ ら に,本 菌 体 は,Span80無 添 加 培 地 での 培養 菌 に 比 較 し,食

塩 一 浸 透 圧 シ ョッ クに対 す る耐 性 が 高 か った。

以 上 の 結 果 よ り,菌 体 膜 脂 質 中 の オ レイ ン酸含 有量 を 高 め る こ とは,膜 脂 質 の 融解 温度 あ るい

は相 転 移 温度 を 低 下 し,本 菌 の 低 温 にお け る安 定 性 を増 加 させ る もの と推 察 した 。 ま た,本 操 作

は,エ ネ ル ギ ー源 と して のATP生 成 に必 要 な糖 源 と な る,ラ ク トー ス透 過 性 を 促 進 す る も の と

推察 した 。

一 方
,脱 脂粉 乳 培 地 で の ア セ トア ル デ ヒ ド生 産 性 は.1067株 が3022株 よ り高 か っ たが,培 地 に

ス レオ ニ ンを添 加 して培 養 す る と,逆 に,3022株 の ア セ トア ル デ ヒ ド生 産 性 が1067株 よ り高 くな
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った。 これ は,1067.株 の た ん ぱ く質 分解 活 性 が3022株 よ り高 い の に 対 し,ス レオ ニ ンァル ドラ ー

ゼ 活 性 は,逆 に3022株 が1067株 よ り高 い た め で あ る こ と が 分 か った(表6)。 ま た,本 菌 の

ス レオ ニ ンの 取 り込 み 量 は,培 地 中 の ス レオ ニ ン濃 度 を 高 め る と共 に増 加 し,ア セ トアル デ ヒ

ド生 成 量 も増 加 す る こ とを認 め た 。

Table5ChangesofBacterialAdenosineTriphosphate(ATP)ContentandLactose

UtilizationintheLiquidConcentrated(LC)CultureofLactobacillus

bulgaricus1067DuringStorageat5ｰCfor14Days.

Addition

togrowth

medium

Additionto

LCculture

Beforestorage Afterstorage

ViablecountsATP

Ccfu/ml)(wg/cell)

LactoseATP

utilized(g/Z)(ug/cell)

none none

O.1ｰoAs-Na

+Nza>

5.4x109

5.4×10g

1。1× ユ0-8

五.1×10瞠8

4

4Q

O
σ

ワ
ー

2.Ox王 〇一10

9.1×10冒10

0.1%

span80

none

O.1%As-Na

+N2

3.4×109

3.4×109

8,8x10-9

8.8x10_s

0

00

4

8

1

1

2.1×10需9

】.9×10-9

a)NzgaswasbubbledintotheculturesupplementedwithO.1%sodium

ascorbate(As-Na)for3minbeforestorage.

Table6ThreonineAldolaseandProteolyticActivitiesofLactobacillusbulgaricus

1067andStreptococcuslactissubsp.diacetylactis3022inSkimMilk

Medium.

Strain

Threonine

aldolase

CU/mgproteim)

Incubation

time

(hours)

Tyrosinevalue

Cugtyrosine/gculture)

L.bulgaricus

.1067

o.so

start

16

24

68.9

144.8

152.5

S.lactissubsp.

diacetylactis

3022

3.33

start

16

24

68.9

72.2

71.6

L.δ 。㎏。珈61067.・ ・dS...Z顧3.白 ・b帥1.dl・ ど・ε伽 εゴ・3022w・ ヒ・i・,ubat,d・i。

20%reconstitutedskimmilkmediumat37ｰCandat30ｰC,respectively.
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4.3〃 θρ'oooo6π3100'ゴ3subsp.4勿66砂 如o'づ3の ジ.ア セ チ

ル 生 産 性 の 改 善

ク エ ン酸 は ジァ セ チ ル レダ ク タ ーゼ 活 性 を 低 め る こ とか ら,ジ ァ セチ ル の 蓄 積 に関 与 して い る

ことを 認 あ た。 一 方,本 菌 の ジ アセ チ ル 生 成 は,銅 又 は 鉄 等 の 金 属 塩 添 加 培 地 で培 養 す る こ と に

よ り促 進 され た。 特 に,Cu2+は 本 菌 の クエ ン酸 代 謝 に お け る ジ ア セ チ ル 生 成 活 性 を 著 し く高

め た(表7)。 ま た,高 い ジ ァセ チ ル 生 成 活 性 が 残 存 して い る24時 間 培 養 菌 液 にCu2+と ク ェ ン

酸 を添 加 し,引 き続 き培 養 す る と,ク エ ン酸 の 消 費 は 低 下 す る もの の,.多 量 の ギア セ チル を 短 時

間 の うち に生 成 した(図6)。

以 上 の結 果 よ り,Cu2+の 添 加 が ジ ア セ チ ル 生 成 を 促 進 す るの は, .Cu2+が ジ ァ セ チ ル 生 成 活

性 を 高 め る こ と と,ク エ ン酸 消 費 の 低 下 に よ り残 存 した ク エ ン酸 が,ジ アセ チル レダ ク タ ー ゼ活

性 を 低 め る こ との 両者 の作 用 に よ る と推 察 した。 ま た,Cu2+の 添 加 に よ り ク エ ン酸 消 費 が 低 下

す るの は,多 量 に 生 成 され た ジ ァセ チル が,本 菌 の クエ ン酸 取 り込 み を 抑 制 す る(図7)た め で

Table7EffectsofMetalIonsonActivitiesoftheCitrateFermentation

PathwayofStreptococcuslactissubsp.diacetylactis3022.

Relativeactivity(%)

Addition

Citrate

uptake

Citrate

lyase

DiacetylDiacetyl

formationreductase

none

CuC12・2H20

MnSO4・4H20

MgSO4・7H20

ZnSO4・7H20

NazMoOa2HZO

CoSO4・7H20

FeSO4・7H20

AIC136HzO

Fez(SOa)a

1.00

95

96

98

96

100

93

91

95

102

100

212

108

113

122

100

164

116

133

100

100

823

159

182

194

324

253

324

65

306

0

4

8

6

2

7

5

4

2

3

0

9

9

9

0

9

9

0

9

9

1■凸

1

1

Theactivitiesofcitrateuptake,citratelyaseanddiacetylreductasewere

assayedasdescribedunder"MaterialsandMethods",exceptthatthereaction

mixturecontainedO.05mMmetalion.Diacetylformationactivitywasassayed

asdescribedunder"MaterialsandMethods",exceptthatthereactionmixture

containedO.1mMmetalion.
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Fig.6 EffectsofCu2+onDiacetylProductionandCitrateUtiliza七ionby

Streptococcuslactissubsp.diacetylactis3022.

Slactissubsp.diacetylactis3022cells,wereincubatedinMRSmediumat

30ｰCfor24hours.At24hours.incubation,indicatedbyarrows,1mlofMRS

mediumwithandwithoutllmMCuClzcontaining3.5ｰotriammonium

citrate,wasaddedto10mloftheculture,respectively.

AftertheadditionofMRSmedium,diacetylaccumulation(solid

lines}andcitrateutilization(brokenlines)weredetermined.

Mediumsupplementedwith(O)andwithout(-)Cuz*.
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Fig.7 EffectofDiacetylonCitrateUptake

lactissubsp.diacetylactis3022(O).

ActivityofStreptococcus

Table8 EffectofCuz`onOxygenUptakeDuringthe

ReactionforDiacetylFormationfromPyruvate.

Additionto

reactionmixture

Oxygenuptakea)

(wlOz/30min)

none

O.1mMCuZ'

0.14

0.14

a)Oxygenuptakewasdeterminedafterthereactionat30ｰC

for30minasdescribedunder"MaterialsandMethods".

あ る こ とを 認 め た 。

一 方
,.Cu2+を ジ ァ セ チ ル 生 成 活 性 測 定 時 に 加 え て も,酸 素 廠 収 量 が 高 くな らな か った.(表

8)。 また,Cu2+を 加 え,窒 素 気 流 下 で 酸 素 と接 触 さ せ ず に 反 応 させ る と,ジ ァ セ ≠ ル 生 成.母

が 更 に 高 くな っ.た.(表9)み さ らに,無 細 胞 抽 出 液 を 加 熱 処 理 す る と,Cu2+を 添 加 して も ジ
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TablegEffectsofCuz*andAtmosphereonDiacetylProduction.

Atmosphere Additionto

reactionmixture

Diacetyl

(mg/L)

Air

十

0
σ

ワ
σ

Q
り

ー
⊥

2

Nz

十

15.4

28.0

a)0.1mMCuClz:added(+),notadded(一).

ア セ チ ル生 成 が 殆 ど認 め られ な か った。

以 上 の結 果 よ り,ピ ル ビ ン酸 よ り ジア セ チ ル に 至 る代 謝 に お い て,Cu2+は,α 一 ア セ ト乳 酸

と酸 素 との反 応 に作 用 す る の で は な く,活 性 ア セ トア ル デ ヒ ドを経 由 す る経 路 を 触媒 す る,酵 素

を活 性 化 す る ことが 結 論 で き た 。

5.五 甜ooηoε'ooo7θ 駕07お の ジ ア セ チ ル お よ び エ タ ノ ー ル

生 産 性 の 改 善

5004株 は ジ ア セチ ル 生 成 活 性 が 低 い の に対 し,ジ アセ チ ル レダ ク ター ゼ 活 性 が 著 し く高 い こ.と

か ら,培 地 中 へ の ジア セ チ ル の 蓄 積 が 少 な か っ た。 しか し,Cu2+添 加 培地 で 培 養 す る と,3022

〆.

株 と同 様 に ジア セ チ ル 生 成 量 が 高 くな った 。

一 方
,培 養 初 期 で は,好 気 培 養 菌 が 嫌気 培 養 菌 よ りエ タ ノ ー ル生 成 量 が 低 か った が,培 養 後 期

で は,エ タ ノ ール 生 成 量 は いず れ も著 し く増 加 した 。培 養 初 期 で は,好 気 培 養 菌 が 嫌気 培 養 菌 よ

り,NADHオ キ シダ ー ゼ活 性 が 高 い の に対 し,ア ル コー ル デ ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 が 低 か った 。

ま た,乳 酸 生 成 量 は 嫌気 培 養 菌 が 高 く,乳 酸 デ ヒ ドロゲ ナ ー ゼ 活性 も高 か った 。 更 に,培 養 後 期

で は,何 れ の条 件 下 で も,NADHオ キ シ ダ ーゼ 活性 が低 減 す る の に 対 し,ア ル コ ー ル デ ヒ ドロ

ゲ ナ ー ゼ活 性 が 増 加 した(表10)。

す な わ ち,培 養 初 期 で は,好 気 条 件 下 に お い てNADHオ キ シ ダ ー ゼ に よ るNAD+の 再 生 が

起 こ り易 い の で,ア セ トア ル デ ヒ ドが エ タ ノ ール に変 換 され る際,も し くは ピル ビ ン酸 が 乳 酸 に

変 換 され る際 に伴 う,NAD+の 再 生 系 に対 す る依 存 度 が 低 い もの と推 察 し た 。 ま た,培 養 後 期

で は,NADHオ キ シ ダー ゼ活 性 が 低 下 し,ア ル コ ー ～レデ ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼ の 触 媒 す る反 応 系 に よ

るNAD+の 再 生 が 促 進 され ・結 果 と して エ タノ ーツレ生 成 量 が 高 くな る もの と推察 した 。
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Table10ActivitiesofIVADHOxidase,AlcoholDehydrogenaseandLactate

DehydrogenaseofLeuconostoccremoris5004.

Incubationtime(hours)

Activity Headspace

6 24

NADHoxidase

(mU/mgprotein)

Air

COz

ハ0

5

0

0
0

2

1

戸
D

Q
)

4

ワ
臼

Alcoholdehydrogenase

(U/mgprotein)

A童r

COz

Q
り

1

0

1

4

7
1

1

1

.Lactatedehydrogenase

(U/mgprotein)

Air

COz

2

ワ
◎

」
q

5

8

4

疏
)

7

L.cremoris5004cellswereincubatedinMRSmediumat30ｰC,atpH6.5.

結 論

BZoη8μ 〃L6001お よ びL.塀gαr蜘s1067の 生 残 性 に は,そ れ ぞ れH,02耐 性, .お よ び

菌 体 膜 脂 質 の 脂 肪 酸 組成 と菌 懸 濁 液 のEhが 関 与 す る こ とを 指 摘 す る と 共 に,こ れ らの 要 因 の 制

御 に よ る,乳 酸 菌 の 生残 性改 善 の 可 能 性 を 明 らか に した。 ま た,乳 酸 菌 の生 成 す る主 要 香気 成 分

の ア ・セ トァ ル デ ヒ ド,ジ アセ チ ル,エ タ ノ ー ル の な か で,L.わ 配8αrε侃81067の ア セ トァ ル デ

ヒ ド生 成 に は,た ん ぱ く質 分 解 活 性 と培 地 中 の ス レオ ニ ン濃 度,S,1αcε εssubsp.dε αce`ッZαc`εs

3022と 五crε πzor∫s5004の ジ ア セ チ ル 生 成 に は,Cu2+1等 の金 属 イ オ ン,も し くは 残 存 ク

エ ン酸 に よ る ジ ァセ チ ル レダ ク ター ゼ の 活 性 低 下 作 用 が 影 響 す る こ とを 認 あ た 。 さ らに,Cu2+

は,ピ ル ビ ン酸 よ り ジア セ チ ル に 至 る代 謝 に お い て,活 性 ア セ トアル デ ヒ ド経 由 の経 路 を触 媒 す

る,酵 素 を活 性 化 す る こ とを 明 らか に した 。

一 方
,五crε 〃30r`s5004の エ タ ノー ル 生 成 促 進 に は,ア ル コ ー ル デ ヒ ドロ ゼ ナ ー ゼ の補 酵 素

で あ る,NAD・ の 再 生 系 が 関 与 す る こ とを 示 唆 した 。

一63一



審 査 結.果 の 要 旨

乳 用 乳 酸 菌 の ス タ ー タ ーは 発酵 乳製 品 の製 造 にお いて,最 も重 要 な 役 割 を 演 ず る が,ス タ ー

タ ー乳 酸 菌 の 活 性 を 維持 し,優 れ た香 気 を産 生 させ るた め の 有 効 な 方策 が,乳 業 界 で は求 め られ

て いた 。 本 研 究 は 発 酵乳 製 品 の製 造 に多 用 され る代 表 的 な ス ター ター乳 酸 菌 につ い て,そ の生 残

性 に お よぼ す 要 因 な らび に そ の産 生 香 気 成 分 の 生 成 促 進 に 関与 す る要 因 の解 析 を通 じて,乳 酸 菌

ス タ ー タ ーの 改善 を試 み た も の で あ る。

まず 著 者 は,Blfidobacteriumbηgumお よびLactobaci11usbulgaricusの 生 残 性 を取 り上 げ て,そ

れ らの 生残 性 に は,そ れ ぞ れ 過 酸 化 水 素 耐 性 お よび菌 体膜 脂 質 の脂 肪 酸 組 成 と菌 懸 濁 液 の 酸 化還

元 電 位 が 関 与す る こ とを指 摘 す る一 方,こ れ らの 要 因 制御 に よっ て乳 酸 菌 の生 残 性 の 可 能 で あ る

こ とを 明 らか にす る ことに 成 功 した 。

つ い で,乳 酸 菌 の生 成 す る主 要 香 気 成 分 の アセ トア ル テ ヒ ド,ジ ア セ チル お よび エ タ ノ ール の

なか で,L,bu!garicusの ア セ トアル デ ヒ ド生 成 に は,タ ンパ ク質 分 解 活 性 と培 地 中の ス レオ ニ ン

濃 度 が,ま た,StreptococcuslactissubspdiacetylactisとLeuconostoccremorisの ジ アセ チ ル生 成

に は,Cu+2イ オ ソな どの金 属 イ オ ンも し くは残 存 クエ ン酸 に よる ジ ア セ チ ル レダ ク タ ー ゼ の 活

性 低 下 作用 が影 響 す る こ とを 明示 した 。

そ して,さ らにCu+2は ビル ビン酸 か ら ジ アセ チ ル に至 る代 謝 に おい て,活 性 アセ トアル デ ヒ ド

経 由の経 路 を触 媒 す る酵 素 を 活 性 化 す る もの で あ る こ とを 指 摘 した 。 ま た,L,cermorisの エ タ

ノ ール 生成 促 進 に は,ア ル コ ール デ ヒ ドロ ゲナ ー ゼ の補 酵 素NAD+の 再 生 系 の 関与 す る こ とを 示

唆 した 。

以上 の成 果 は,乳 業 技 術 の 発 達 に 寄 与 す る と ころ が大 き い ばか りでな く,学 問 的 に も幾 多 の新

知 見 を含 み,関 係 領 域 の 科 学 の 進 歩 に 貢 献 す る と ころ が多 大 で あ る。 よ って 審 査 員 一 同 は 本研 究

に 対 し,農 学 博 士 の 学 位 を 授 与 す るに 値 す る もの と認 定 した。
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