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論 文 内 容 要 旨

自然 界 か ら優良 な 乳 酸菌 を純粋 分 離 し,こ れ をス タ ータ ーに用 い て良 質 な発 酵 乳 製 品 を安 定 的 に

製 造 す る試 み は 古 くか らな され て きて い る。 最 近 で は,単 に発 酵 乳製 晶 だ け で な く,よ り広 範 な食

品 の 発 酵 に,・乳 酸 菌 の もつ 機 能 を応 用 す る技 術 が 進 み つ つ あ る。 この場 合,発 酵 用 食品 原 料 に適 し

た 乳 酸菌 の探 索が,食 糧 資源 の利 用 の 上 か ら重 要 な意 味 を もつ と考 え られ る。 しか しなが ら,豆 類

を原 料 と す る豆 乳 の発 酵 食品 化 に つ い て は,そ れ に適 した乳 酸 発 酵 に関 す る知 見 に乏 し く,そ の乳

酸発 酵 の 検討 に着 手 した の が,本 研 究 の端 緒 で あ る。

そ こで,第1章 に お い て は,豆 乳 の乳 酸発 酵 に適 した 菌 株 を新 た に探 索 す る 目的 で,植 物 に由 来

す る野生 の 乳 酸 菌 を 重 点 的 に分 離 し,豆 乳 発 酵 に応 用 可 能 な 乙α`60加 厩Z諺56£ 詔 ゴsubsp。

認 α6彦05鋸 を選 抜 した 。 この ラ ク トース 非発 酵性 乙α6如 加`π 伽56α5ε ゼ は ラ ク トー ス発 酵 能 を

欠 くた め に,本 来 の機 能 が 過少 評 価 され て い π もの と考 え られ,牛 乳 の 発 酵 は も とよ り,食 品 の加

工 に積極 的 に 応用 した とい う報 告 が み られ な か った菌 種 で あ る。

従 って,第2章 で は,分 離,同 定 され た ラ ク トース 非 発 酵 性 乙α6齢 魔 諺 」伽5偲5認 の 培 養 的

お よ び代 謝 的 諸 性 状 を調 べ て,食 品 の加 工 に応 用 す る場 合 の 基 礎 的 な知 見 を明 らか に した 。 第3章

で は,前 章 に お いて 追 求 した 情 報 を も とに,こ の菌 株 を用 い た ヨー グル ト様 豆 乳 食 品 を製 造 す る た

めの 基 礎 技 術 を確 立 した 。 さ らに 第4章 で は,こ の菌 株 に ラク トー ス発 酵 性 の機 能 を付 与 して,牛

乳 の発 酵 に も適 用 可 能 な変 異 株 の 作 出 を試 み た 。・

以上,4項 目 に大 別 され る各 研究 の概 要 は 次 の とお りで あ る。

1.豆 乳発酵用乳酸菌の探索 とラク トース非発酵性 肱6∫o加6ノ 〃螂o鋸 碗 の分離

一 般 に健 全 な植 物 体 の 表 面 にお い て は乳 酸 菌 は増 殖 しな い もの とい わ れ て い る。 しか し果 実 の果

肉部 や 作 物 の 汁 液 は,乳 酸 菌 の 好適 な 培 養 基 と考 え られ,こ れ らに生息 す る乳 酸 菌 の 代 謝特 性 は,

従 来 の 乳 業 用 乳 酸 菌 とは異 る こ とが 推 定 され た 。 そ こでパ イ ナ ップル,パ パ イ ヤ,サ トウキ ビ,牧

草 な どの果 実 や 栽 培 植 物 を供 試 試 料 と し,乳 酸 菌 選択 培地 を用 い て,47試 料 か ら399株 の 乳 酸 菌 を

分 離 した 。分 離 株 の 代 謝 能 か ら実 用 的 に有 用 と思 わ れ る菌 株 を選 抜 す るた め に,グ ル コ ース添 加 脱

脂 乳 培 地 で の 酸生 成,タ ンパ ク質 分 解 能 お よび芳 香 産 生 能 を調 べ,分 離 源 も考 慮 に入 れ て,代 謝 能

の 高 い菌 株 を合 計31株 選 抜 した 。

選 抜 した 菌株 をBergey'sManua1(第8版)に 基 づ い て 周定 した結 果,乙 α`'o磁6〃Z〃5属 ユ4

株,S'rθ ρ'oooo6鷹 属14株,乙6鷹oπ05彦06属3株 が 得 られ た 。 菌株 と して は,植 物 界 に広 く分

布 して い る とい わ れ る 乙α砿06α 麗Z伽5ρZα 疵 α7銘駕,S〃 θρ如6006%5 .海66αZf5,乙 甜00フZO5如6

翫 θ5ε漉 傑o刎85が 多 く分 離 され た。選 抜 した 菌株 の応 用 上 の重 要 な性 質 と して,大 豆 乳 培 地 で の

生 酸 活 性 を調 べ た と ころ,こ れ らの 菌 株 の 中 に は,対 象 と して用 い た乳 酸 菌 に比 べ て,同 等 もし く

は そ れ以.一ヒの 生 酸活 性 を示 す もの もあ った 。
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と くに沖 縄 県 石 垣 農 の 熱 帯 農 業 研 究 セ ン タ ー内で 採 取 した熱 帯 果 実 の一 種 パ ン レイ ン試 料 では,

そ の果 皮 の とれ た果 肉 部 に付 碧,増 殖 してい た乳 酸菌 が 認 め られ,こ れ をBCP加 プ レ ー トカ ウ ン

ト寒 天 培地 の105倍 希 釈 の 混 釈 平 板 か ら分離 同 定 した 乙α6如 う4歴 〃 獅 侃 ∫ε∫Nα34143は,同 種

の 標準 株 に 比 べ て,大 豆 軋 培 地 で の 生 酸 性 と ジア セ チ ル 生成 能 が 高 く(Tab豆eD',豆 臭 改 善 を 目

指 した 豆 乳 発 酵 食 品 の 製 造 に,応 用 の 可能 性 が 大 で あ った 。

TablelEffectofincubationtimeonacidanddiacetylproductionin

soymilkincubatedat35ｰCwithLactobacilluscaseiNU34143

andIFO3953

Incubation

time(hr)

Acidity(%) Diacetyl(ppm)

34143 3953 34143 3953

4

8

0
乙

ρ
0

0

4

1

1

2

9
9

o.oz

O.04

0.23

0.65

0.74

0.77

o.oz

O.05

0.04

0.04

0.oz

o.oz

0.21

0.93

2.13

i.is

O.74

0.80

0.32

0.85

i.ie

O.70

0.53

0.za

Table2に 示 す よ うに,こ の 菌株 は,グ ラ ム陽 性 の 比 較 的 長 い連 鎖 を なす 桿 菌 で,ホ モ型 乳 酸

発 酵 を し,15℃ で生 育 可 能 で あ る。 牛 乳 を凝 固 せ ず,Ll+レ 乳 酸 を生 成 す る 。 ま た リボ ー ス,ス ク
ロ

ロ ー ス,セ ロ ビ オ ー ス,マ ン ニ トー ル な ど を 聚 酵 す るが,ア ラ ビ ノ ー ス,ラ ム ノ ー ス,ソ ル ボ ー ス,

ラ ク トー ス1ラ フ ィ ノ ー ス,デ ン プ ン な ど を 発 酵 し な い の で,乙 α6∫oう砺f〃 π∫oα58fの 亜 種 で

あ る ラ ク トー ス 非 発 酵 性 乙α`'o加 厩 〃 π5.ど ρ5εfと 同 定 され,乙 α6∫oうα6∫〃 獅6α56fsubsp・

αZ・卿 …34143と 呼 ぶ こ と1こ し た ・ 標 準 株.の 乙・・∫・6・・ゴ"・ ・ ・…f・ub・p・ ・」α・6・…

IFO3953は,Table2の 糖 類 の う ち イ ヌ リン 発 酵 性 に お い て 陰 性 で あ っ た 。

2.ラ ク ト.一ス 非 発 酵 性 乙α6'06α`∫ 〃 π50α5擁 の 培 養 的 機 能

乙ασ60施 廊 〃 π5cα5εfsub6p.αZαcfo5π534143の 発 酵 食 品 へ の 適 用 を考 慮 して,こ の 菌

株 の 培養 的 お よ び代 謝 的 諸 性 質 を検討 し た。 大 豆 乳,脱 脂 乳 お よ び これ らの 混 合 培 地 での 生 酸 活 性

は,大 豆 乳 の みの 場 合 が 最 も高 く,脱 脂 乳90%以 上 の 混 合 培地 で は 酸生 成 の増 加 は み られ なか った・

ま た各 種 糖 類 や ク エ ン酸 塩,ピ ル ビン 酸塩 を基 賓 と して,生 菌 体懸 濁 液 に よ る乳 酸 お よ び ジア セ

チル の生 成 能 を調 べ た と こ ろ,乳 酸 の生 成 は グ ル コ ース を基 質 と したpHα0～&0の 範 囲 で高 く,

ジア セチ ルの 生 成 は ピ ル ビ ン酸塩 を 基質 と したpHα0以 下 にわ い て 高 か っ却 。グル コ ース.からの乳.

酸生 成 お よび ピル ビ ン酸塩 か らの ジア セ チ ル生 成 の 至 適 温 度 は39℃ 前 後 で あ った・(Fig.1)。
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Table2 Differential

Na-34143

characteristicsofLactobacilluscasei

Morphology
gG

ramsstaining

Reductionofnitrate

Catalasetest

Gasfromglucose

Growthat15ｰC

Growthat45C

Ammoniafromarginine

Hydrolysisofhippurate

Coagulationofmilk

Configurationoflacticacid

Carbohydratefermentation:Arabinose
Xylose

Rhamnose

Ribose

Sorbose

Glucose

Mannose

Fructose

Galactose

Sucrose

Maltose

Cellobiose

Lactose

Trehalose

Melibiose

Raffinose

Melezitose

Stachyose

Starch
Inulin

MannitoI

Sorbitol

Inositol

Esculin

Salicin

Amygdalin

Gluconate

do

十

R

十

紛

十

ーL

一

十

一

十

十

十

十

十

十

÷

一

十

一

十

一

十

十

十

十

十

十

十

十

十indicatespositive. 一indicatesnegative .
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しか しクエ ン酸 塩 か らの ジア セ チル の 生成 は み られ な か った 。 実 際 に クエ ン酸 ナ トリウ ム を含 む

液 体 培地 で の 培養 中 の クエ ン 酸 含 重 は ほ とん ど変 化 が な く,対 照 と して用 い た 乙α6如 肱6f〃 伽

ρ砺 π地 彫 彫 で は クエ ン酸 の消 費 が み られ た 。 この場 合 の ジア セ チル とア セ トイ ン含 量 は ・

乙α6彦oうα6fZ伽5少 」〃z`αア銘那 で は 培養24時 間 目 まで か な り増 加 す るが,乙 α6∫06α4〃%56α56∫

subsp.α 」α6'o∫π534143で は ほ とん ど 変 化 が み られ な か った 。

これ らの 菌 株 の クエ ン醗 過 麟 お よ び クエ ン醐 解 酵 素 の 瀧 を ・、生菌 購 騰 や無 細 麟 出

灘 用 い て 険討 した と ころ,対 照 の 乙・・`・ゐ・・f〃・・ ρZ・・鰍 窺 やS〃 ・ρ'・・・・… 伽Z5

subsp.4彪68砂 ♂α謡 お に 比 べ て,こ れ らの 酵素 活 性 は ほ と～しどみ られず(Table3),

乙。。,。∂。。ゴ〃 。、 。。、。ゼ 、ub、p.。Z昭 。、・・34143の ク エ ン酸 代 謝}・関 係 す る酵 素 系 は 非 常 に微

弱 あ るい は な い もの と推 定 され た 。

Table3Citratepermeaseandcitritaseactivityofsomelacticcultures

Cultures

Uptakeofcitrate
byintactcells
(mg/mlmedium)

辞e詫黙 呈。ε1。遥器 多
(Absorbanceat287nm)

壼乏猛 温 ∫su艶 、
乙.μ α瞬 α摺 辮6-2-Oi

6-2-14

S彦7・.Zα6彦 ゴ5st1bSp.

4彪6θ'yZα6'ゴ5N-7

0.09

0.35

0.32

0.39

0.140

0.570

0.425

0.481

a)Cell-freeextractstreatedwithDowexlwereusedinestimating

citritaseactivity.

一 方
,脱 脂 乳 培 養 中 の 有 機 酸 の 消 長 を ガ ヌ ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 測 定 し た と こ ろ,乙 αo彦oうα擁 〃 鰯

6α・擁subsp.αZα ・'・5%・34143 ,は 微 量 の 乳 酸 お よ び ギ 酸 の 生 成 と,他 の 菌 種 よ り も 多 い 酢 酸 の

生 成 を 示 す の が 特 徴 で あ?た.。

aラ ク トース非発酵性 乙α拡o諏6πzπ56α5擁 の豆乳発酵へ の応用

熱帯の未利用資源植物の一つである四角豆を供試試料 として,そ の発酵食品化に資する目的か ら,

大算乳 と同様に調製 した四角豆乳培地を用いて,ヨ ーグル ト様豆乳食品の試作実験を行っ#。

大豆 乳 お よ び 四角 豆 乳 は α5%ラ グ トー ス を含 む もの ど,含 ま ない 培 地 を使 用 し,ま た 菌 株 は

乙α6如6α擁 〃 彫∫6α5θ ∫subsp.α 」α6605%534143と 乙α6∫oゐα厩 〃 π5ん θZη8麗cπ5B-1の

単 独 お よ びそ れ らの 混 合 菌 を用 い た。 ラク トースを含 まない豆 乳 培 地で は,乙 α6如 うαo〃 伽5ん6ん 認 ゴー

6郷 単 独 の ときは1まとん ど酸 生 成 が み られ な か った(Fig・2)。 しか し ラク トース の添 加 で 酸 の生 成

量 が増 加 した。 大豆 乳 と四角 豆 乳 で の 酸 生 成 は,い ず れ の 発 酵条 件 で も同 じよ うな傾 向 を 示 した 。
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豆 乳 培 地 で最 も高 い酸 生 成 を示 した もの は,乙 α6'oうα擁 〃 π56α5ε ∫subsp.αZ⑳`05π5と

乙α謡oう α6泥 伽5舵 あ θ擁6鰐 の混 合 菌 で 発 酵 した ラ ク トース 含 有豆 乳 培 地 で あ っ た。

同様 の 培 地 で ジア セ チ ル と アセ トア ル デ ヒ ドの 生 成 能 を検討 した と ころ,ジ ア セ チ ル は 乙α6加 一

うα厩 〃 鰐6α56fsubs画 α♂α6`o鍬5よ り生 成 され,一 方,ア セ トアル デ ヒ ドは 乙α`,oうα6f〃 π5

加Zτ θ〃`π5よ り主 に 生 成 さ れ た(Table4)。

乙σ`'oう α`ゴ〃 鰐6α5擁subsp.α!α6∫05郡34143を 用 い た 四角 豆 乳 か らの ヨ「 グル ト様 食 品

の 製 造 試 験 の結 果,ラ ク トー ス0.5%,ピ ル ビ ン酸 ナ トリウ ム α1%,ス ク ロー ス10%,ゼ ラチ ン

α5%を 含 む 四角 豆 乳 を,乙 α6'oうα6f〃 π56α56∫subsp.αZα6'05π5と 乙α6'o∂α擁 〃 π∫

んdη θ∫f6π∫の 混 合 ス タ ー タ ーで 発 酵 す るの が 望 ま しい方 法 で あ った(Fig.3)。 す な わ ち この 方

法 に よ り,ヨ 」 グル ト様 フ レーバ ー と して の ジアセ チ ル とア セ トアル デ ヒ ドは,そ れ ぞ れ

乙αo∫o伽6ぎ"お6α5厩subsp.αZα6'o∫ π5お よ び 乙伽 彦06α6f〃 π5瘤Zη θ擁6μ5か ら生 成 され

た。 と くに 乙α6`o∂α`∫〃 π56α5θ ∫subsp.αZα6'05π5か らの ジア セ チ ル生 成 は,ピ ル ビ ン酸 塩

を添 加 す る こ ζに よ って促 進 され た。 ま た 四角 豆 乳 へ の ラ ク トース の 添 加 は,乙 α6加6α 擁Z玩5

ん8Zηθ'f6π5の 生 育に有 効であ り,結 果 としてアセ トアルデ ヒドの 生成 を もた らした(Tabie4)。 さ らにス

ク ロー スの 添 加 は発 酵 液 の甘 味 を 調整 す る上 で,ま だ ゼ ラチ ンの添 加 は 発 酵 液 の カー ドに 強 度 を も

たすの に必 要 で あ った。 この 四角 豆 乳 と脱 脂 乳 を等 量 混 合 して製 造 した ヨ ー グル ト様 製 品 は,層そ の

嗜好 性 を一 層高 め る こ とが で きた 。 この こ と か ら,タ ンパ ク質 と脂 質 に富 み,熱 帯 の 大豆 とい わ れ

る四 角 豆 の この 種 の 有効 利 用 は,熱 帯 地 域 の 人 々の 栄 養 改 善 に資 す る こ と が大 きい と考 え られ る。

上 記 のLα6'oう α`f〃 π∫6α5擁subsp.αZαdo躍534143の 大 豆 乳 培 地 でのす ぐれ た酸 生 成 能

は,大 豆 乳 に含 ま れ る糖 や 窒 素 化 合 物 な どの組 成 に起 因 す る もの と推 定 され た 。 この 点 を明 らか に

す る 目的 で,大 豆 乳 分 画 物 の 乳 酸菌 に対 す る発 育 促 進 作 用 を調 べ た 。

まず 大豆 乳 か ら調 製 した豆 乳 ホ エ ー をエ タ ノ ール で 溶 剤 分 別 し,得 られ たエ タ ノ ー ル 沈殿 画分 を

α5%グ ル コゐ ス を含 む 脱脂 乳 培 地 に 加 え,各 種 乳 酸菌 に対 す る発 育 促 進 効 果 を.酸生 成 か ら検討 し

た(Table5)。 その 結 果,エ タ ノ ール 沈 殿 画 分 は,乙 α6彦oみα6∫〃 π5`α5θfお よ び 乙αo'06α6f〃 〃5

α6諺o幽 μ π5の 供 試 菌 株 に対 して顕 著 な 酸生 成 の 促 進 効果 を 示 した 。.また 乙α6加 うα6fZ1π56α5擁

subsp.認 α謡05π534143のLac+変 異 株 で あ るN-25株 に対 して も促 進効 果 を示 した ことか ら・

大 豆 乳 に は乳 酸菌 の発 育 に有 効 な糖 以外 の物 質 も含 まれ て い る と考 え られ た 。

そ こで,乙 α6∫oうα4〃 π56α5θ'Subsp.αZα6605π534143を 試 験 菌 とす る微 生 物 学 的 険定 法

に よ り,発 育 促 進 活 性 を示 す 物 質 の 分 離 を試 み た結 果,エ タノ ール 沈殿 而 分 の ス ル フ ォプ ロ ピル ー

セ フ ァデ ック スC-25カ ラ ム に よ る溶 出 曲 線 か ら活 性 を示 す3つ の ピ ー ク を得 た 。 この うち最 も高

い活 性 を示 した ピー ク の薄 層 ク ロマ トグ ラ ム は,ニ ン ヒ ドリン 反 応 陽 性 の 単 一 ス ポ ッ トで あ り,そ

の 紫 外 吸 収 スペ ク トル は210と280nnl付 近 に 吸 収 極 大 を も ち,分 子 量 は 約1.150ダ ル トンの ペ プ
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チ ドと考 え られ た。 ま た 大豆 乳 に は,単 離 され た この物 質 以 外 に も 乙α6'oうα6∫〃 π5`α5θ ∫subsp.

認 αo如5π5の 発育 を促 進 す るニ ン ヒ ド リン反 応 陽 性 の物 質 が 多 数 存 在 す る こ とが 推 定 され た。

以 上 の 検討 結 果 か ら,大 豆 乳 中 の ペ プチ ドを始 め とす る窒 素 化合 物 お よ び主 要 構成 糖 で あ るス ク

ロ ース の存 在 に よ って,乙 αo如 ∂α謡 〃 π56α ∫擁subsp.α 」αc彦05%∫34143は 大 豆 乳 培地 で の生

育が 促 進 さ れ る と推 論 され た 。

4ラ ク トース非 発酵性L硯 彦o肱cゼ〃π∫oα5♂ のラク トース発酵能 の機能開発

乙αo彦oうαo∫Z伽5`α56∫subsp.αZαo≠05%534143は ラ ク トース 発 酵 能 を欠 くた め に,牛 乳 培

地 で は酸 生成 が み られ ず,乳 業 用 乳 酸 菌 と して 応 用 す る場 合,ラ ク トース 発 酵 性 を この 菌 株 に付与

す る必 要 が あ る。 そ こで,ま ず 突 然 変 異 剤 の 利 用 に よ る ラク トー ス 資化 菌 株 の分 離 を試 み た 。

供 試菌 を ニ トロソ グ ア ニ ジ ン(NTG)で 処 理 し,50%以 下 の 生存 率 を示 した平 板 よ り合 計107株

のNTG処 理 株 を釣 菌 し,脱 脂 乳 培 地 で それ らの 生 酸 活性 を調 べ た と こ ろ,脱 脂 乳 を凝 固 し,ラ ク

トー ス発 酵 能 を獲 得 した変 異 株 が2株 分 離 され た。 このLa(≠ 変 異 株 は4年 を経 過 した現 在 もそ の

性 質 が 安 定 で あ り,親 株 と同一 の フ。ラ ス ミ ド組 成 を示 した こ とか ら,そ れ らの ラク ドー ス代 謝 は,

染 色 体 上 の 遺 伝 子 に支 配 さ れて い る と考 え られ た 。 しか しラ ク トー ス発 酵 性 変 異 株 を再 現 性 高 く得

る に は,分 子 育種 学 的 手 法 を導 入 して 菌 株 の 改 良 を試 み る必 要 が あ っ た。

そ こで,乙 α6'oうα認 〃%5`σ5擁subsp.αZαo彦05π534143の ス トレ プ トマ イ シ ン(Str「)

お よ びペ ニ シ リン耐 性 株(Pen「)を 分 離 し,そ れ ら を受容 菌 と して,接 合 法 に よ りLac+変 異株 の

作 出 を検討 した。

そ の結 果,受 容 菌 と供 与 菌 乙4c'06α 擁 〃 π5う 認gβ 短`π57235と の 交 配 で 得 られ たLa♂Str「/

Pen「 の交配 株,乙 α6`oうα6∫〃 π56α56subsp.痂 αηπ05π31FO3425と のL4c+Str「/Pen「 株

および 廓7θ ρ彦ooo66%5訪 εアπoρん∫伽518235と のLac+Pen「 株 を,3回 の 繰 り返 し試 験 で再 現 性

高 く得 る ことが で きた 。それ らの 接 合 頻 度 は,供 与 菌 当 り1.6×1げ2'か らL1×10-5の 範 囲 で あ った 。

得 られ た交 酉己株 は 大 部分 が 脱 脂 乳 を凝 固 し,ラ ク トー ス発 酵 能 は 安 定 で あ った。 ま た交 配 株 の 糖 類

発 酵 性 や そ の 他 の 性状 試 験 か ら,受 容 菌 や 供 与 菌 と異 な る性 質 を発 現 した交 配 株 や,受 容 菌 の もつ

性 質 を一 部 欠 落 した卒 配 株 も認 め られ た(Table6)。 しか しそ れ らの 形 態 は いず れ も受 容 菌 と同 一

で あ った 。 こ れ らの ラ ク トース 発 酵 性 変 異 株 の 出 現 は,自 然 突 然 変 異,形 質 導 入 お よ び形 質 転 換 に

よ る もの で はな く,受 容 菌 と供 与 菌 の 接 合 に よ り,ラ ク トース 発 酵 性 が 発現 した もの と考 え られ た。

一 方
,乙 αo`o加ofZ伽 ∫6α5廓subsp.4Zoo∫05%534143の ス トレプ トマ イ シン 耐 性株 を

0,9Mラ ク トース で高 張 に した プ ロ トプ ラス ト緩 衝 液 中 で,細 胞 壁 溶解 酵 素 の リゾ チ ー ム と ムタ ノ

リシ ン を併 用 して プ ロ トプ ラ ス ト化 し,α5Mマ ル トー ス あ るい は α25Mマ ル トー ス と α25Mス ク

ロ ース を組 み 合 わ せ た再 生 培 地 上 で,高 い再 生率(約20%)を 示 す 条 件 が得 られ た(Table7)。
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e

同 様 の 条件 で調 製 した 乙α`ご06α6f〃 ～456α5擁subsp.プ 乃α7ηη05z451FO3425の プ ロ トブ ラ ス

トとの 融合 も試 み,菌 種 内 で のLac+Str「 の融 合 株 を作 出 す る こ と もで きた 。 この成 功 は,さ ら

に他 の 菌 鍾 や 菌 属 間 で の プ ロ トプ ラ ス ト融 合 に よ る ラク トー ス非 発 酵性 乙α6∫oうα魔 〃 π∫6α5εf

の変 異株 作 出 に,一 層 の 句 能 性 の拡 大 を期 待 させ る もの で あ る。

以上,こ れらの一連の研究結果は,乳 酸菌の機能 を食品加工 に応用した製造技術の開発に寄与す

るものと考 えられる。またラク トース非発酵性 乙碗∫06α6f〃π56α5θfの ラク トース発酵能 を開

発する試みは,乳 酸菌の代謝能あ強化 とその性質の安定化,あ るいは効率的発現を目指 した乳業用

乳酸菌の育種の分野において,新 たな乳酸菌利用の可能性を導 くものである。
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審 査 結 果 の 要 旨

東南アジア ・西インド諸島などに分布する四角豆は,熱 帯産の末利用資源として,テ ンペーや

発酵豆乳の製造原料に応用 される可能性が高 く,そ の開発研究が発展途上国への貢献は勿論,先

進国の食品の新製品創出のために,先 進工業国において広 く研究されるようにな りつつある。本

論文は四角豆の利用上,実 施の可能性の大きな発酵製品開発に必要なラク トース非発酵性乳酸菌

の探索,分 離,同 定と本菌による発酵豆乳製造への応用の可能性ならびに本菌の長所を乳製品へ

拡張するための育種学的検討を行ったものである。

本論文の著者はまず,多 数の熱帯植物の試料から約400株 の乳酸菌を分離 し,分 離株の代謝能

の検討結果から,Lactbacillus属14株,Streptococu$属14株,Leucon。stoc属3株 を選抜したが,

最終的には大豆乳での生酸性と香気物質としてのジアセチルの生成能の高い一菌株を分離するこ

とに成功 した。そ して,こ の菌株について各種の性状の比較から,本 菌をLactobacilluscasei

subsp.alactosus34143と 同定した。

っぎに著者は,こ のLactobacilluscaselsubsp。aiactosusに ついて,発 酵豆乳への応用に資する

ために生酸性およびジアセチル生成能の産動要因の解析を行い,本 菌は他の乳酸菌と異なり,多

量の酢酸と少量の乳酸およびギ酸の生球をグルコースの存在下で行い易 く,ジ アセチルの生成は

ピル ビン酸から生成するが,ク エソ酸からは生成 しないことを明らかにした。そして四角豆から

発酵豆乳を本菌を適用して製造し,大 豆乳との比較から,本 菌によって四角豆から豆乳臭をマス

クした優れた発酵豆乳の製造 しうることを示 し,さ らに豆乳中のペプチ ドやスクロースが:本菌の

生育促進因子として働 くことを証明した。

最後に著者は,本 菌にラクトース発酵性を付与 して,発 酵乳製品への応用を図るために突然変

異剤の利用のみならず,接 合伝達ならびにプロ・トプラス ト融合を始めて本菌に適用 し,ラ ク トー

ス発酵性を有する本菌の育種に成功している。

以上の結果は幾多の新知見を含み,学 術上のみならず,産 業面にも貢献するところ大である。

よって,審 査員一同は著者の業績に対して農学博:士の学位に授与するに価するものと判定 した。
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