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(57)【要約】

　　【課題】反芻動物のルーメン内メタン発生を抑制して飼料効率を向上するメタン生成

抑制剤を提供すること。

　　【解決手段】有効成分として乳酸菌由来のプロテアーゼ耐性バクテリオシンを含むこ

とを特徴とする反芻動物用メタン生成抑制剤。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 有 効 成 分 と し て 乳 酸 菌 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る

反 芻 動 物 用 メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。

【 請 求 項 ２ 】

　 該 有 効 成 分 が 、 乳 酸 菌 培 養 液 及 び ／ 又 は 乳 酸 菌 培 養 上 清 液 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求

項 １ 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。

【 請 求 項 ３ 】

　 該 乳 酸 菌 が ラ ク ト バ シ ラ ス 属 、 ワ イ セ ラ 属 、 ペ デ ィ オ コ ッ カ ス 属 及 び ロ イ コ ノ ス ト ッ ク

属 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 一 種 又 は 二 種 以 上 の 乳 酸 菌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま

た は ２ に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。

【 請 求 項 ４ 】

　 該 ラ ク ト バ シ ラ ス 属 乳 酸 菌 が ラ ク ト バ シ ラ ス ・ プ ラ ン タ ラ ム 、 ラ ク ト バ シ ラ ス ・ サ リ バ

リ ウ ス ま た は ／ お よ び ラ ク ト バ シ ラ ス ・ ペ ン ト サ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ に 記

載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。

【 請 求 項 ５ 】

　 該 ワ イ セ ラ 属 に 属 す る 乳 酸 菌 が ワ イ セ ラ ・ エ ス ピ ー 　 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ９ ５ ７ ７ 、 ワ イ

セ ラ ・ シ バ リ ア 、 ワ イ セ ラ ・ コ ン フ ュ ー サ 、 ワ イ セ ラ ・ ヘ レ ニ カ 、 ワ イ セ ラ ・ カ ン ド レ リ

、 ワ イ セ ラ ・ マ イ ナ ー 、 ワ イ セ ラ ・ パ ラ メ セ ン テ ロ イ デ ス ま た は ／ お よ び ワ イ セ ラ ・ タ イ

ラ ン デ ン シ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。

【 請 求 項 ６ 】

　 該 ペ デ ィ オ コ ッ カ ス 属 乳 酸 菌 が ペ デ ィ オ コ ッ カ ス ・ ペ ン ト サ セ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と

す る 請 求 項 ３ に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。

【 請 求 項 ７ 】

　 該 ロ イ コ ノ ス ト ッ ク 属 に 属 す る 乳 酸 菌 が ロ イ コ ノ ス ト ッ ク ・ シ ト レ ウ ム 、 ロ イ コ ノ ス ト

ッ ク ・ シ ュ ー ド メ セ ン テ ロ イ デ ス 、 ロ イ コ ノ ス ト ッ ク ・ ア ル ジ ェ ン テ ィ ナ ム 、 ロ イ コ ノ ス

ト ッ ク ・ カ ル ノ サ ム ま た は ／ お よ び ロ イ コ ノ ス ト ッ ク ・ メ セ ン テ ロ イ デ ス で あ る こ と を 特

徴 と す る 請 求 項 ３ に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。

【 請 求 項 ８ 】

　 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 反 芻 動

物 用 飼 料 組 成 物 。

【 請 求 項 ９ 】

　 請 求 項 ８ に 記 載 の 飼 料 組 成 物 を 反 芻 動 物 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 反 芻 動 物 の 発 育 を

改 善 す る 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 反 芻 動 物 用 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 お よ び 飼 料 組 成 物 に 関 し 、 さ ら に 詳 し く は 有 効

成 分 と し て 乳 酸 菌 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 反 芻 動

物 用 メ タ ン 生 成 抑 制 剤 、 な ら び に 該 メ タ ン 生 成 抑 制 剤 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 反 芻 動

物 用 飼 料 組 成 物 お よ び こ れ を 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 反 芻 動 物 の 発 育 改 善 方 法 に 関 す る

。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 反 芻 動 物 の ル ー メ ン か ら の メ タ ン 発 生 は 、 飼 料 の エ ネ ル ギ ー 利 用 効 率 の 損 失 と な る の み

で な く 、 メ タ ン は 地 球 温 暖 化 現 象 に 寄 与 す る 温 室 効 果 ガ ス で あ り 、 反 芻 動 物 の ル ー メ ン に

お け る メ タ ン 生 成 を 減 ら す こ と は 極 め て 重 要 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 ル ー メ ン 内 で は 多 種 多 様 の 微 生 物 に よ る 発 酵 が 行 わ れ て お り 、 種 々 の 代 謝 産 物 が 生 成 さ
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れ る 。 メ タ ン も そ の １ つ で メ タ ン 生 成 細 菌 に よ り 生 成 す る と 考 え ら れ て い る 。 ル ー メ ン 内

メ タ ン 生 成 細 菌 は 水 素 資 化 菌 で 、 水 素 を 利 用 し て 二 酸 化 炭 素 を 還 元 し 、 メ タ ン を 生 成 す る

。 従 っ て 、 こ れ よ り 強 力 な 還 元 反 応 が 存 在 す れ ば 、 メ タ ン 生 成 は 阻 害 さ れ る 。 （ 特 許 文 献

１ 等 ）

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 ル ー メ ン 内 の メ タ ン 発 生 を 抑 制 す る 方 法 と し て は 、 反 芻 動 物 に モ ネ ン シ ン や ア イ ベ リ ン

と い っ た イ オ ノ フ ォ ア を 給 与 す る 方 法 が 知 ら れ て い る 。 一 方 、 ル ー メ ン で の 還 元 能 の 調 節

に 着 目 し た 方 法 と し て 、 シ ス テ イ ン を 給 与 す る 方 法 （ 特 許 文 献 ３ ） 、 フ マ ル 酸 を 給 与 す る

方 法 （ 特 許 文 献 ２ お よ び ３ ） な ど が 知 ら れ て い る 。 ま た 、 硝 酸 塩 を 添 加 す る こ と も 効 果 が

あ る と 報 告 さ れ て い る が 、 ル ー メ ン 内 に 毒 性 の あ る 亜 硝 酸 が 蓄 積 す る た め 、 反 芻 動 物 の 亜

硝 酸 中 毒 を 引 き 起 こ す こ と も 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 微 生 物 の 産 出 す る 抗 菌 物 質 バ ク テ リ オ シ ン に つ い て も 検 討 が 実 施 さ れ て い る 。 乳 酸 菌 の

産 出 す る ナ イ シ ン を 単 独 で 用 い る 報 告 も あ る が （ 特 許 文 献 ４ ） 、 ナ イ シ ン は ル ー メ ン 中 の

プ ロ テ ア ー ゼ で 容 易 に 分 解 さ れ る た め 持 続 効 果 が な く 、 ま た ナ イ シ ン 耐 性 菌 も 出 現 す る と

報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 ま た 、 ソ ル ビ ン 酸 と バ ク テ リ オ シ ン の 調 製 物 を 併 用 す

る こ と で 飼 料 効 率 を 改 善 す る 方 法 も あ る が （ 特 許 文 献 ５ ） 、 反 芻 動 物 の 飼 料 と し て 添 加 し

た 場 合 の メ タ ン 発 生 抑 制 に つ い て は 明 ら か に さ れ て お ら ず 、 ナ イ シ ン 同 様 、 従 来 の プ ロ テ

ア ー ゼ 感 受 性 バ ク テ リ オ シ ン で は 持 続 効 果 が 期 待 で き な い 。

【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ３ ９ ８ ６ ０ 号 パ ン フ レ ッ ト

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 2003-88301号 公 報

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 平 7-322828号 公 報

【 特 許 文 献 ４ 】 国 際 公 開 第 W O99/41978号 パ ン フ レ ッ ト

【 特 許 文 献 ５ 】 特 開 2002-262780号 公 報

【 非 特 許 文 献 １ 】 James B. Russell et al, Current Microbiology, Vol.35, p.90-96, (

1997)

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 反 芻 動 物 の ル ー メ ン 内 メ タ ン 発 生 を 抑 制 し て 飼 料 効 率 を 向 上 す

る メ タ ン 生 成 抑 制 剤 、 こ れ を 配 合 し た 飼 料 組 成 物 及 び こ れ を 反 芻 動 物 に 供 与 し て そ の 発 育

を 改 善 す る 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と し て い る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 者 ら は 上 記 課 題 を 解 決 す る た め 鋭 意 研 究 を 行 っ た 結 果 、 反 芻 動 物 の ル ー メ ン （ 液

中 ） に 乳 酸 菌 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン を 有 効 成 分 と す る メ タ ン 生 成 抑 制 剤

を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 ル ー メ ン 内 メ タ ン 生 成 を 抑 制 で き る こ と を 見 出 し 、 こ の よ う な

知 見 に 基 づ い て 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 態 様 を 包 含 す る 。

　 （ １ ） 有 効 成 分 と し て 乳 酸 菌 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン を 含 む こ と を 特 徴

と す る 反 芻 動 物 用 メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。

　 （ ２ ） 該 有 効 成 分 が 、 乳 酸 菌 培 養 液 及 び ／ 又 は 乳 酸 菌 培 養 上 清 液 で あ る こ と を 特 徴 と す

る 上 記 （ １ ） に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。

　 （ ３ ） 該 乳 酸 菌 が ラ ク ト バ シ ラ ス 属 、 ワ イ セ ラ 属 、 ペ デ ィ オ コ ッ カ ス 属 及 び ロ イ コ ノ ス

ト ッ ク 属 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 一 種 又 は 二 種 以 上 の 乳 酸 菌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記

（ １ ） ～ （ ２ ） に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。

　 （ ４ ） 該 ラ ク ト バ シ ラ ス 属 乳 酸 菌 が ラ ク ト バ シ ラ ス ・ プ ラ ン タ ラ ム 、 ラ ク ト バ シ ラ ス ・

リ バ リ ウ ス ま た は ／ お よ び ラ ク ト バ シ ラ ス ・ ペ ン ト サ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ ３

） に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。
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　 （ ５ ） 該 ワ イ セ ラ 属 に 属 す る 乳 酸 菌 が ワ イ セ ラ ・ エ ス ピ ー FER M P-19577、 ワ イ セ ラ ・

シ バ リ ア 、 ワ イ セ ラ ・ コ ン フ ュ ー サ 、 ワ イ セ ラ ・ ヘ レ ニ カ 、 ワ イ セ ラ ・ カ ン ド レ リ 、 ワ イ

セ ラ ・ マ イ ナ ー 、 ワ イ セ ラ ・ パ ラ メ セ ン テ ロ イ デ ス ま た は ／ お よ び ワ イ セ ラ ・ タ イ ラ ン デ

ン シ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ ３ ） に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。

　 （ ６ ） 該 ペ デ ィ オ コ ッ カ ス 属 乳 酸 菌 が ペ デ ィ オ コ ッ カ ス ・ ペ ン ト サ セ ウ ス で あ る こ と を

特 徴 と す る 前 記 （ ３ ） に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。

　 （ ７ ） 該 ロ イ コ ノ ス ト ッ ク 属 に 属 す る 乳 酸 菌 が ロ イ コ ノ ス ト ッ ク ・ シ ト レ ウ ム 、 ロ イ コ

ノ ス ト ッ ク ・ シ ュ ー ド メ セ ン テ ロ イ デ ス 、 ロ イ コ ノ ス ト ッ ク ・ ア ル ジ ェ ン テ ィ ナ ム 、 ロ イ

コ ノ ス ト ッ ク ・ カ ル ノ サ ム ま た は ／ お よ び ロ イ コ ノ ス ト ッ ク ・ メ セ ン テ ロ イ デ ス で あ る こ

と を 特 徴 と す る 前 記 （ ３ ） に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。

　 （ ８ ） 前 記 （ １ ） ～ （ ７ ） の い ず れ か に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 を 含 有 す る こ と を 特 徴

と す る 反 芻 動 物 用 飼 料 組 成 物 。

　 （ ９ ） 上 記 （ ８ ） に 記 載 の 飼 料 組 成 物 を 反 芻 動 物 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 反 芻 動 物

の 発 育 を 改 善 す る 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 の 投 与 に よ り 、 反 芻 動 物 の ル ー メ ン に お け る メ タ ン 生 成 は 有

意 に 抑 制 さ れ 、 飼 料 の エ ネ ル ギ ー 効 率 が 向 上 し 、 延 い て は 反 芻 動 物 の 発 育 が 改 善 さ れ る 。

ま た 、 温 室 効 果 ガ ス で あ る メ タ ン 生 成 を 減 ら す こ と に よ っ て 地 球 温 暖 化 現 象 な ど の 環 境 問

題 へ も 貢 献 で き る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 は 、 有 効 成 分 と し て 乳 酸 菌 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ

オ シ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 反 芻 動 物 用 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 に お

け る 反 芻 動 物 と は 、 偶 蹄 目 反 芻 亜 目 に 属 す る 哺 乳 類 の こ と で あ り 、 胃 が 三 ま た は 四 室 に 分

か れ 、 食 物 を 反 芻 す る も の の こ と を 指 す 。 例 え ば 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 一 般 に バ ク テ リ オ シ ン と は 、 タ ン パ ク 質 性 の 抗 菌 性 物 質 で あ る が （ Klaenham mer, T.R.,

 Biochemie 60(3): 337-349 (1988)） 、 本 発 明 の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン と は 、

従 来 の ナ イ シ ン 等 の バ ク テ リ オ シ ン と 異 な り タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 （ プ ロ テ ア ー ゼ ） に よ り

分 解 さ れ な い バ ク テ リ オ シ ン を 意 味 し 、 ル ー メ ン 中 で ル ー メ ン に 存 在 す る プ ロ テ ア ー ゼ や

ル ー メ ン 微 生 物 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 分 解 を 受 け な い バ ク テ リ オ シ ン を 意 味 す る 。

ル ー メ ン 微 生 物 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ と は 、 例 え ば 、 Butyrivibrio fibrisolvens 由 来 の プ

ロ テ ア ー ゼ や Ruminobacter amylophilus、 Butyrivibrio fibrisolvens ま た は 、 Prevot

ella ruminicola 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ を 意 味 す る 。 佐 々 木 康 之 監 修 「 反 芻 動 物 の 栄 養 生 理

学 」 （ 農 文 協 ） ま た は 、 Wallace,R.J,Onodera,R.and Cotta,M.A.(1997)pp283-328 Academ

ic and Professional 参 照 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 に お け る 乳 酸 菌 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン は 、 ル ー メ ン に 存 在 す る

プ ロ テ ア ー ゼ や ル ー メ ン 微 生 物 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ 以 外 に も 、 醸 造 発 酵 の 際 に 用 い ら れ る

ア ス ペ ル ギ ウ ス 属 由 来 で あ る プ ロ テ ア ー ゼ や 食 品 加 工 分 野 に 用 い ら れ る 食 肉 由 来 プ ロ テ ア

ー ゼ に も 耐 性 を 有 し 、 分 解 さ れ な い も の も あ る 。 こ れ ら の プ ロ テ ア ー ゼ と し て は 、 例 え ば

、 醸 造 発 酵 の 際 に 用 い ら れ る ア ス ペ ル ギ ウ ス 属 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 天 野 エ ン ザ イ ム

（ 株 ） 製 「 ウ マ ミ ザ イ ム Ｇ 」 や 食 品 加 工 分 野 に 用 い ら れ る 食 肉 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ で あ る

カ セ プ シ ン （ cathepsin） を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら は 本 発 明 の バ ク テ リ オ シ ン が 耐

性 を 有 す る プ ロ テ ア ー ゼ を 代 表 す る も の で あ る が 、 本 発 明 の バ ク テ リ オ シ ン が 耐 性 を 有 す

る プ ロ テ ア ー ゼ は こ れ ら に 限 ら な い 。

【 ０ ０ １ ４ 】
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　 本 発 明 の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン は 、 そ の 生 産 菌 が 乳 酸 菌 で あ り 、 安 全 性 が 高

い 。 こ の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン は 、 ル ー メ ン 微 生 物 に 対 し て 抗 菌 作 用 を 有 す る

。 そ の 為 、 こ の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン 又 は そ の バ ク テ リ オ シ ン を 含 む 培 養 液 ま

た は そ の 上 清 液 を （ 飼 料 用 組 成 物 と し て ） ル ー メ ン に 投 与 し て も 、 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 分

解 を 受 け る こ と が な く 、 そ の ま ま 残 存 す る の で 、 ル ー メ ン 中 で メ タ ン を 生 成 す る 微 生 物 の

メ タ ン 生 成 作 用 を 抑 え る こ と が 出 来 る 。 更 に 、 こ の バ ク テ リ オ シ ン は 、 乳 酸 菌 に 由 来 し て

お り 、 従 来 の 化 学 合 成 さ れ た も の 等 と 比 べ 、 大 量 に 摂 取 し て も 安 全 性 の 上 で 心 配 が な く 、

反 芻 動 物 の 健 康 面 か ら 好 ま し い も の で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 こ の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン は 、 以 下 に 例 示 す る 乳 酸 菌 を 培 養 す る こ と に よ り

効 率 よ く 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 で 使 用 さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 を 有 す る バ ク テ リ オ シ ン を 生 産 す る 乳 酸 菌 は 、 発

酵 食 品 等 か ら 分 離 さ れ た 乳 酸 菌 で あ る 。 勿 論 、 発 酵 食 品 等 以 外 か ら で も 、 後 述 す る ス ク リ

ー ニ ン グ 法 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ で き る 抗 菌 活 性 の あ る 乳 酸 菌 で あ れ ば 何 れ で も 構 わ な

い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 に 用 い ら れ る 乳 酸 菌 は 、 ラ ク ト バ シ ラ ス 属 、 ワ イ セ ラ 属 、 ペ デ ィ オ コ ッ カ ス 属 ま

た は ロ イ コ ノ ス ト ッ ク 属 に 属 す る 乳 酸 菌 が 好 適 で あ り 、 特 に 、 ラ ク ト バ シ ラ ス 属 に 属 す る

乳 酸 菌 の な か で は 、 ラ ク ト バ シ ラ ス ・ プ ラ ン タ ラ ム 、 ラ ク ト バ シ ラ ス ・ サ リ バ リ ウ ス お よ

び ラ ク ト バ シ ラ ス ・ ペ ン ト サ ス を 、 ワ イ セ ラ 属 に 属 す る 乳 酸 菌 の な か で は 、 ワ イ セ ラ ・ エ

ス ピ ー FER M P-19577、 ワ イ セ ラ ・ シ バ リ ア 、 ワ イ セ ラ ・ コ ン フ ュ ー サ 、 ワ イ セ ラ ・ ヘ レ

ニ カ 、 ワ イ セ ラ ・ カ ン ド レ リ 、 ワ イ セ ラ ・ マ イ ナ ー 、 ワ イ セ ラ ・ パ ラ メ セ ン テ ロ イ デ ス お

よ び ワ イ セ ラ ・ タ イ ラ ン デ ン シ ス を 、 ペ デ ィ オ コ ッ カ ス 属 に 属 す る 乳 酸 菌 の な か で は 、 ペ

デ ィ オ コ ッ カ ス ・ ペ ン ト サ セ ウ ス を 、 そ し て ロ イ コ ノ ス ト ッ ク 属 に 属 す る 乳 酸 菌 の な か で

は 、 ロ イ コ ノ ス ト ッ ク ・ シ ト レ ウ ム 、 ロ イ コ ノ ス ト ッ ク ・ シ ュ ー ド メ セ ン テ ロ イ デ ス 、 ロ

イ コ ノ ス ト ッ ク ・ ア ル ジ ェ ン テ ィ ナ ム 、 ロ イ コ ノ ス ト ッ ク ・ カ ル ノ サ ム お よ び ロ イ コ ノ ス

ト ッ ク ・ メ セ ン テ ロ イ デ ス を 好 適 な も の と し て 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 こ れ ら の 種 に 属 す る 乳 酸 菌 の 中 で も 、 ラ ク ト バ シ ラ ス ・ プ ラ ン タ ラ ム JC M1149株 、 ラ ク

ト バ シ ラ ス ・ サ リ バ リ ウ ス JC M1231株 、 ラ ク ト バ シ ラ ス ・ ペ ン ト サ ス JC M1558、 ペ デ ィ オ

コ ッ カ ス ・ ペ ン ト サ セ ウ ス JC M5885株 お よ び JC M5890株 、 ワ ィ セ ラ ・ エ ス ピ ー FER M P1957

7、 ワ イ セ ラ ・ シ バ リ ア JC M12495、 ワ イ セ ラ ・ コ ン フ ュ ー サ JC M1093、 ワ イ セ ラ ・ ヘ レ ニ

カ JC M10103、 ワ イ セ ラ ・ カ ン ド レ リ JC M5817、 ワ イ セ ラ ・ マ イ ナ ー JC M1168、 ワ イ セ ラ

・ パ ラ メ セ ン テ ロ イ デ ス JC M9890、 ワ イ セ ラ ・ タ イ ラ ン デ ン シ ス JC M10694、 ロ イ コ ノ ス

ト ッ ク ・ シ ト レ ウ ム JC M9696、 ロ イ コ ノ ス ト ッ ク ・ シ ュ ー ド メ セ ン テ ロ イ デ ス JC M11945

、 ロ イ コ ノ ス ト ッ ク ・ ア ル ジ ェ ン テ ィ ナ ム JC M11052、 ロ イ コ ノ ス ト ッ ク ・ カ ル ノ サ ム JC

M9695、 ロ イ コ ノ ス ト ッ ク ・ メ セ ン テ ロ イ デ ス JC M6124な ど が 本 発 明 の 乳 酸 菌 と し て 特 に

好 適 で あ る 。 こ こ に 、 JC Mの 寄 託 番 号 が 記 載 さ れ て い る 菌 株 は 、 日 本 国 埼 玉 県 和 光 市 広 沢

２ － １ （ 独 立 行 政 法 人 ） 理 化 学 研 究 所 「 微 生 物 系 統 保 存 施 設 」 に 保 管 さ れ て い る 。 ま た 、

ワ ィ セ ラ ・ エ ス ピ ー FER M P19577は 、 平 成 １ ５ 年 １ ０ 月 ３ １ 日 付 で 　 日 本 国 茨 城 県 つ く ば

市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 中 央 第 ６ （ 独 立 行 政 法 人 ） 産 業 技 術 総 合 研 究 所 「 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ

ー 」 に 受 託 番 号 FER M P-19577と し て 寄 託 さ れ て い る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 所 与 の 乳 酸 菌 が 本 発 明 の プ ロ テ ア ー ゼ に 耐 性 で あ る バ ク テ リ オ シ ン （ 以 下 、 Ｐ Ｒ Ｂ と 略

称 す る こ と が あ る ） を 産 生 す る か 否 か は 、 例 え ば 、 以 下 の 方 法 で 確 認 出 来 る 。 す な わ ち 、

下 記 方 法 に て 、 検 定 菌 の 増 殖 阻 止 円 を 形 成 す る 乳 酸 菌 培 養 物 中 に Ｐ Ｒ Ｂ が 産 生 さ れ て い る

こ と が 分 る 。

　 （ １ ） 乳 酸 菌 の 培 養 の 常 法 （ あ る い は 当 該 乳 酸 菌 を 分 離 し た そ の 培 養 方 法 ） に て 乳 酸 菌

培 養 液 を 調 製 す る 。 乳 酸 菌 培 養 液 は NaO Hを 用 い て pH5.5-6.0に 調 整 し た 後 、 12,000rpm× 10
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min で 遠 心 分 離 し 、 Disposable Syringe Filter Unit (A D V A NTEC社 製 「 Dismic-25cs」 )で

 Cellulose Acetate 0.45μ mに て フ ィ ル タ ー 濾 過 し た も の を サ ン プ ル と す る 。 抗 菌 活 性 が

低 い 場 合 は 、 室 温 で 減 圧 に て ４ 倍 に 濃 縮 を 行 う 。 さ ら に 必 要 な ら ば 、 10倍 ま で 濃 縮 を 行 う

。

　 （ ２ ） 検 定 菌 と し て Listeria innocua ATCC33090T、 Bacillus circulans JC M2504T、 Ba

cillus coagulans JC M2257、 Micrococcus luteus IFO12708、 Bacillus subtil is JC M1465

T、 Bacillus subtil is IA M1381、 Lactococcus lactis sub sp. Lactis ATCC19435、 Ente

rococcus faecium JC M5804T、 Enterococcus faecium JC M5803TLactobacillus plantarum

ATCC14917TLactobacillus sakei JC M1157Tの う ち ２ ～ 3種 、 望 ま し く は 全 て 菌 株 を 用 い て

、 後 述 す る spot-on-lawn methodあ る い は 生 菌 数 測 定 に て 抗 菌 活 性 を 測 定 し 、 最 も 強 く 抗

菌 活 性 を 示 す 検 定 菌 を 選 定 す る 。

　 （ ３ ） 酵 素 に は ア ス ペ ル ギ ル ス 由 来 プ ロ テ ア ー ゼ （ 天 野 エ ン ザ イ ム (株 )製 「 ウ マ ミ ザ イ

ム G」 等 ） を 用 い る 。

　 （ ４ ） （ １ ） 記 載 の サ ン プ ル に （ ３ ） 記 載 の 酵 素 を 10～ 100 Unit/ml を 添 加 し 、 ３ ０ ℃

で １ 時 間 以 上 保 持 す る こ と に よ り 反 応 さ せ る 。

　 （ ５ ） （ ２ ） の 最 も 強 く 抗 菌 活 性 を 示 し た 検 定 菌 を 塗 抹 し た 、 検 定 菌 が 増 殖 可 能 な 培 地

、 例 え ば M RS培 地 等 に （ ４ ） の 酵 素 処 理 し た サ ン プ ル を 0.01ml滴 下 し 、 検 定 菌 の 増 殖 最 適

温 度 （ Listeria innocua、 Bacillus coagulans、 Enterococcus faecium、 お よ び Pediococ

cus pentosaceusは ３ ７ ℃ 、 そ れ 以 外 は ３ ０ ℃ ） で ２ ０ ～ ２ ４ 時 間 培 養 後 、 検 定 菌 の 増 殖

阻 止 円 を 確 認 す る 。 こ こ に 、 JC Mの 寄 託 番 号 が 記 載 さ れ て い る 菌 株 は 、 日 本 国 埼 玉 県 和 光

市 広 沢 ２ － １ （ 独 立 行 政 法 人 ） 理 化 学 研 究 所 「 微 生 物 系 統 保 存 施 設 」 に 保 管 さ れ て い る 。

ま た 、 ATCCの 寄 託 番 号 が 記 載 さ れ て い る 菌 株 は 、 例 え ば ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー

・ コ レ ク シ ョ ン よ り 、 登 録 番 号 を 利 用 し て 分 譲 を 受 け る こ と が で き る 。 各 菌 株 に 対 応 す る

登 録 番 号 は ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン の カ タ ロ グ に 記 載 さ れ て い る

。 ま た IA Mの 寄 託 番 号 が 記 載 さ れ て い る 菌 株 は 、 東 京 大 学 分 子 細 胞 生 物 学 研 究 所 バ イ オ リ

ソ ー シ ス 研 究 分 野 IA M カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン に 保 管 さ れ て お り 、 登 録 番 号 を 利 用 し て

分 譲 を 受 け る こ と が 出 来 る 。 各 菌 株 に 対 応 す る 登 録 番 号 は 、 IA Mの カ タ ロ グ に 記 載 さ れ て

い る 。 IA M Catalogue of strains Third Edition, 2004

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る メ タ ン 生 成 抑 制 剤 は

、 Ｐ Ｒ Ｂ 産 生 乳 酸 菌 の 培 養 液 を そ の ま ま 含 む も の で も よ く 、 ま た 培 養 液 を 乾 燥 さ せ た 菌 体

、 ま た 培 養 上 清 液 で も よ く 、 こ れ か ら 分 離 精 製 さ れ た バ ク テ リ オ シ ン で も 構 わ な い こ と は

い う ま で も な い 。 あ る い は こ れ ら に 、 後 記 の よ う に 適 宜 の 賦 形 剤 な ど を 使 用 し て メ タ ン 生

成 抑 制 組 成 物 の 形 態 と し た も の で も よ い こ と は も ち ろ ん で あ る 。 要 す る に 、 乳 酸 菌 由 来 の

Ｐ Ｒ Ｂ 活 性 を 示 す も の で あ れ ば よ い 。 因 み に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン 生 産 性 乳

酸 菌 に よ っ て 産 生 し た Ｐ Ｒ Ｂ （ の 活 性 ） は 産 生 菌 の 菌 体 内 に 存 在 し 、 ま た 菌 体 外 へ 分 泌 さ

れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 な お 、 乳 酸 菌 培 養 液 か ら 生 成 し た プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン を 必 要 に 応 じ て 分 離

精 製 す る に は 、 こ の 分 野 の 常 法 に 従 い 、 Ｐ Ｒ Ｂ 活 性 を 有 す る 画 分 を 追 求 し て 硫 安 沈 殿 、 カ

ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 等 に よ る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 で 用 い る

乳 酸 菌 は 、 使 用 す る 菌 株 や Ｐ Ｒ Ｂ 生 成 に 合 わ せ た 培 地 成 分 を 用 い て 培 養 す る こ と が で き 、

培 養 液 は 適 宜 濃 縮 し た 状 態 で 用 い た 方 が よ り 効 率 的 に 精 製 処 理 を 進 め る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 乳 酸 菌 の 培 養 は 、 例 え ば 以 下 の よ う な こ の 分 野 の 通 常 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 培 地 と し て は 、 炭 素 源 と し て 乳 清 、 デ ン プ ン 糖 化 液 、 食 品 用 グ ル コ ー ス 等 が 使 用 で き 、

窒 素 源 と し て 乳 清 タ ン パ ク 濃 縮 物 の 加 水 分 解 産 物 、 コ ー ン ペ プ チ ド 、 大 豆 ペ プ チ ド 、 業 務

用 調 味 液 原 料 、 焼 酎 粕 、 食 品 用 酵 母 エ キ ス 等 が 使 用 で き る 。 そ の 他 、 乳 酸 菌 の 生 育 、 及 び

酵 素 生 産 に 必 要 な 各 種 の 有 機 物 や 無 機 物 ま た は こ れ を 含 有 す る も の 、 例 え ば リ ン 酸 塩 、 マ
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グ ネ シ ウ ム 塩 、 カ ル シ ウ ム 塩 、 マ ン ガ ン 塩 等 の 塩 類 や 、 ビ タ ミ ン 類 、 酵 母 エ キ ス 等 を 適 時

追 加 す る こ と も 出 来 る 。 培 養 温 度 や 培 養 時 間 は 通 常 の 乳 酸 菌 の 培 養 方 法 、 例 え ば 静 置 培 養

で 、 ３ ０ ～ ３ ７ ℃ に お け る １ ２ ～ ３ ６ 時 間 の 培 養 と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 に お い て 、 本 発 明 の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン 投 与 に よ り ル ー メ ン 中 メ タ

ン 生 成 作 用 が 減 少 し た 効 果 の 確 認 は 、 人 工 ル ー メ ン 系 （ T. Hino et al. , J. Gen. Appl.

Microbiol. , 39, 35-45 (1993)） で 確 認 出 来 る が 、 in vivo で 実 際 に 反 芻 動 物 に 経 口 投 与

し て 確 認 し て も よ い こ と は い う ま で も な い 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 に 係 る 反 芻 動 物 用 メ タ ン 生 成 抑 制 剤 は 様 々 な 形 態 で 用 い る こ と が 可 能 で あ り 、 例

え ば 粉 末 、 顆 粒 、 錠 剤 等 の 各 種 の 形 態 が 挙 げ ら れ 、 必 要 に 応 じ て 賦 形 剤 、 増 量 剤 等 を 適 宜

添 加 す る こ と も で き る 。 メ タ ン 生 成 抑 制 剤 の 有 効 成 分 と し て Ｐ Ｒ Ｂ 産 生 乳 酸 菌 培 養 液 な ど

を 使 用 す る 場 合 、 同 抑 制 剤 に お け る 本 発 明 の 乳 酸 菌 の 割 合 は 、 使 用 目 的 な ど を 考 慮 し て 決

定 す れ ば よ く 、 プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン の 純 度 が 高 い 場 合 、 比 活 性 が 高 い 場 合 等

に は 少 量 で 、 培 地 を そ の ま ま 投 与 す る 場 合 、 比 活 性 が 低 い 場 合 等 に は 、 高 い 割 合 で 投 与 す

る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 メ タ ン 生 成 抑 制 剤 の 投 与 時 期 は 、 本 発 明 の メ タ ン 生 成 抑 制 効 果 の 奏 さ れ る 限 り は 特 に 制

限 さ れ る も の で は な く 、 飼 料 が ル ー メ ン 内 に 滞 留 し て い る 間 で あ れ ば 何 れ の 時 期 に 投 与 し

て も 良 い が 、 メ タ ン 生 成 さ れ る 前 後 に ル ー メ ン に メ タ ン 生 成 抑 制 剤 が 存 在 す る こ と が 好 ま

し い こ と か ら 飼 料 投 与 直 前 に 或 い は 同 時 に メ タ ン 生 成 抑 制 剤 を 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。

特 に 飼 料 に 配 合 す る こ と で 効 率 よ く 投 与 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 の 投 与 量 に つ い て も 、 本 発 明 の メ タ ン 生 成 抑 制 効 果 の 奏 さ れ

る 限 り は 特 に 制 限 は な い が 、 例 え ば 、 ル ー メ ン 中 の ル ー メ ン 液 量 に 対 し て 約 １ ０ ％ ほ ど 投

与 す れ ば よ い 。 具 体 的 に は 、 平 均 的 な ル ー メ ン の 液 量 を 体 重 あ た り に 換 算 し て 投 与 す れ ば

よ い 。 因 み に 、 反 芻 動 物 体 重 の 約 20％ が ル ー メ ン 液 量 と 考 え ら れ て い る （ 「 新 畜 産 ハ ン ド

ブ ッ ク 」 講 談 社 　 1995年 ） 。 予 備 試 験 に よ り 使 用 乳 酸 菌 や 投 与 動 物 に よ っ て 適 宜 調 整 す る

。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 次 に 、 本 発 明 に 係 る 反 芻 動 物 用 飼 料 組 成 物 は 、 上 記 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 が 添 加 さ れ て い

る 飼 料 組 成 物 で あ り 、 こ の 飼 料 組 成 物 に お け る メ タ ン 生 成 抑 制 剤 の 配 合 割 合 は 、 培 養 液 換

算 で 通 常 ０ ． １ ～ １ ０ 重 量 ％ 、 好 ま し く は １ ～ ５ 重 量 ％ で あ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 な お 、 反 芻 動 物 用 飼 料 組 成 物 に つ い て は 特 に 制 限 が な く 、 市 販 品 を そ の ま ま 使 用 し て も

よ く 、 あ る い は 必 要 に 応 じ て 市 販 品 に 対 し て 適 宜 サ イ レ ー ジ 、 乾 草 な ど を 加 え て も よ い 。

牛 用 の 飼 料 組 成 物 に つ い て 例 示 す る と 、 ト ウ モ ロ コ シ サ イ レ ー ジ ４ ０ ％ 、 ス ー ダ ン グ ラ ス

乾 草 ま た は ア ル フ ァ ル フ ァ ヘ イ キ ュ ー ブ １ ４ ％ 、 市 販 配 合 飼 料 ４ ６ ％ か ら な る も の が あ る

。 市 販 配 合 飼 料 の １ 例 と し て 、 粗 タ ン パ ク 質 １ ６ ％ 以 上 、 可 消 化 性 養 分 総 量 ７ １ ％ 以 上 の

飼 料 を 挙 げ る こ と が で き る 。 一 方 、 羊 用 の 飼 料 組 成 物 に つ い て 例 示 す る と 、 チ モ シ ー 乾 草

８ ５ ％ と 市 販 配 合 飼 料 １ ５ ％ か ら な る も の が あ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 メ タ ン 生 成 抑 制 剤 を 配 合 し た 飼 料 組 成 物 は 、 反 芻 動 物 に 自 由 摂 取 さ せ

る こ と が で き る 。 ま た 、 長 期 間 に わ た っ て 摂 取 さ せ る こ と が で き る 。 こ う す る こ と に よ っ

て 、 反 芻 動 物 に お け る メ タ ン 生 成 が 抑 制 さ れ 、 延 い て は 反 芻 動 物 の 発 育 が 改 善 さ れ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ３ １ 】

　 以 下 に 参 考 例 と 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の も の に よ っ

て 限 定 さ れ る も の で は な い 。

＜ 参 考 例 １ ＞
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【 ０ ０ ３ ２ 】

　 以 下 に 本 発 明 の 重 要 な 点 で あ る プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン を 生 産 す る 乳 酸 菌 の ス

ク リ ー ニ ン グ 法 に つ い て 、 発 酵 食 品 マ ト ゥ ー ン （ Matsoon） か ら の 分 離 を 例 に と っ て 述 べ

る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 発 酵 食 品 の １ つ で あ る 発 酵 乳 マ ト ゥ ー ン か ら 分 取 し た 乳 酸 菌 分 離 用 の 試 料 を 乳 酸 菌 の 生

育 で き る 培 地 、 例 え ば Ｍ Ｒ Ｓ 培 地 （ 下 記 表 １ ） や Ｍ １ ７ 培 地 （ 下 記 表 ２ ） な ど の 液 体 培 地

に ０ ． ５ ％ 添 加 し 、 ３ ０ ～ ３ ７ ℃ で 培 養 し た （ 種 培 養 ） 。 培 養 日 数 は 、 菌 株 の 性 質 や 培 養

条 件 に 応 じ て 、 １ 日 、 ５ 日 及 び １ ０ 日 と し た 。 培 養 終 了 後 、 ０ ． ５ ％ の 炭 酸 カ ル シ ウ ム を

含 む 前 述 の 寒 天 培 地 （ Agar 1.2%） に 塗 抹 培 養 し 、 生 じ た 乳 酸 菌 の コ ロ ニ ー を 採 取 し た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ３ ５ 】

【 表 ２ 】

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 採 取 し た 乳 酸 菌 は 、 前 述 の 液 体 培 地 及 び 培 養 条 件 で 同 様 に 培 養 し た （ 本 培 養 ） 。 次 に 、

予 め フ ィ ル タ ー 濾 過 し た ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ 由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 「 ウ マ ミ ザ イ

ム Ｇ 」 （ 天 野 エ ン ザ イ ム （ 株 ） 製 ） を 添 加 し た M RS寒 天 培 地 プ レ ー ト に 、 こ れ ら の 乳 酸 菌

を 植 菌 し ３ ０ ℃ で ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 次 い で 、 こ の プ レ ー ト に 検 定 菌 を 混 釈 し た Lactobac

ill i A O AC培 地 （ 下 記 表 ３ ） を 重 層 し 、 本 プ レ ー ト を ３ ０ ℃ で ２ ４ 時 間 培 養 し 、 検 定 菌 の

生 育 阻 止 円 を 形 成 さ せ た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】
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【 表 ３ 】

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 尚 、 プ ロ テ ア ー ゼ を 添 加 す る 方 法 と し て は 、 寒 天 培 地 に 添 加 す る 本 方 法 以 外 、 次 に 挙 げ

る 方 法 を 用 い て も 構 わ な い 。 す な わ ち 、 例 え ば 、 １ ） 検 定 菌 と と も に プ ロ テ ア ー ゼ を 混 釈

す る 方 法 ； ２ ） 寒 天 培 地 に プ ロ テ ア ー ゼ を 塗 布 す る 方 法 ； ３ ） 乳 酸 菌 コ ロ ニ ー を 培 養 す る

際 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ を 添 加 す る 方 法 （ こ の 際 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 培 養 開 始 時 や 培 養 途 中

さ ら に は 培 養 終 了 時 に 添 加 し て も よ い ） ； お よ び ４ ） 乳 酸 菌 コ ロ ニ ー を 培 養 し た 後 、 培 養

液 中 の 菌 体 を 除 菌 も し く は 死 滅 さ せ た 後 プ ロ テ ア ー ゼ を 添 加 し た サ ン プ ル の 適 量 を 、 検 定

菌 を 混 釈 し た プ レ ー ト に 滴 下 し 、 阻 止 円 の 形 成 を 確 認 す る 方 法 ； に よ る こ と が で き る 。 繰

り 返 し 述 べ る が 、 上 記 １ ） か ら ４ ） の 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 ま た 、 プ ロ テ ア ー

ゼ も ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ 由 来 の も の に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 次 に 、 抗 菌 ス ペ ク ト ル 解 析 に よ る Ｐ Ｒ Ｂ 活 性 の 評 価 を 行 な っ た 。 後 述 す る 抗 菌 活 性 プ レ

ー ト 上 に 、 抗 菌 活 性 の み ら れ た 乳 酸 菌 の 培 養 液 上 清 を 順 次 希 釈 し て ス ポ ッ ト す る spot-on-

lawn methodを 用 い て 抗 菌 ス ペ ク ト ル を 調 べ た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 ま ず 、 抗 菌 活 性 サ ン プ ル を 調 製 し た 。 前 述 の 方 法 で 取 得 し た 抗 菌 活 性 を 有 す る 菌 株 の 培

養 液 を １ ０ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し 、 培 養 上 清 を 得 、 さ ら に 上 清 液 を フ ィ ル

タ ー 濾 過 し 、 無 菌 サ ン プ ル と し た 。 本 サ ン プ ル を ２ 倍 ず つ 希 釈 し 、 段 階 的 に ２
1 1
希 釈 液 を

作 成 し た 。 ま た 、 活 性 が 低 い 場 合 は 必 要 に 応 じ て 、 室 温 に て ２ 倍 ず つ 減 圧 濃 縮 し 、 段 階 的

に ２
- 3
希 釈 液 を 作 成 し た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 次 に 、 抗 菌 活 性 プ レ ー ト に 混 釈 す る 検 定 菌 の 培 養 を 行 っ た 。 下 記 表 ４ に 記 載 し た 検 定 菌

を Ｔ Ｓ Ｂ Ｙ Ｅ 培 地 （ 下 記 表 ５ ） も し く は Ｔ Ｓ Ｂ 培 地 （ 下 記 表 ６ ） ま た は Ｍ Ｒ Ｓ 培 地 に て 培

養 し た 。 Bacillus属 及 び Micrococcus属 は 振 盪 培 養 を 行 っ た が 、 そ れ 以 外 は 静 置 に て 培 養

し た 。 ま た 、 Bacillus coagulans、 Listeria、 Pediococcusお よ び Enterococcusは ３ ７ ℃

で 、 そ れ 以 外 は ３ ０ ℃ で 培 養 し た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

【 表 ４ 】
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【 ０ ０ ４ ３ 】

【 表 ５ 】

【 ０ ０ ４ ４ 】

【 表 ６ 】

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 更 に 、 抗 菌 活 性 プ レ ー ト の 作 成 を 行 な っ た 。 即 ち 、 Ｍ Ｒ Ｓ 寒 天 培 地 （ agar 1.2%） １ ０

ｍ ｌ 及 び Lactobacill i A O AC寒 天 培 地 （ agar 1.2%） ５ ｍ ｌ を 、 そ れ ぞ れ 別 途 に １ ２ １ ℃ で

１ ５ 分 加 熱 殺 菌 し 、 ５ ５ ℃ に て 保 温 し た 。 滅 菌 シ ャ ー レ に 上 記 殺 菌 し た Ｍ Ｒ Ｓ 寒 天 培 地 を

撒 き 、 １ 時 間 ク リ ー ン ベ ン チ 内 に 置 い て お い た 。 次 に 、 ５ ５ ℃ で 保 温 し て お い た Lactobac

ill i A O AC寒 天 培 地 に 検 定 菌 培 養 液 ５ ０ μ ｌ を 添 加 し て 混 釈 し 、 Ｍ Ｒ Ｓ プ レ ー ト に 重 層 し

た 。 ク リ ー ン ベ ン チ 内 で プ レ ー ト の 蓋 を 約 １ ５ 分 開 け て 置 い て 表 面 を 乾 燥 さ せ た 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 上 記 で 作 成 し た 抗 菌 活 性 含 有 サ ン プ ル を １ ０ μ ｌ ず つ 滴 下 し 、 蓋 を し て １ 時 間 ほ ど 置 い

て 乾 燥 さ せ 、 プ レ ー ト を 各 検 定 菌 の 培 養 温 度 に て ２ ０ 時 間 培 養 し 、 生 育 阻 止 円 の 形 成 を 調

べ た 。 な お 、 抗 菌 活 性 （ Ａ Ｕ ／ ｍ ｌ ） は 、 以 下 の よ う に 定 義 し た 。 す な わ ち 、 抗 菌 活 性 （

Ａ Ｕ ／ ｍ ｌ ） ＝ （ 阻 止 円 を 形 成 し た 最 大 の 希 釈 率 ） × １ ０ ０ ０ ／ １ ０ 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 こ の よ う に 抗 菌 ス ペ ク ト ル を 解 析 し た サ ン プ ル は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 を 有 し て お り 、 か

つ 幅 広 い 抗 菌 ス ペ ク ト ル を 示 す も の で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 上 記 の 手 法 で 選 択 し た 乳 酸 菌 Ａ Ｊ １ １ ０ ２ ６ ３ 株 の 菌 学 的 性 質 を 調 べ た と こ ろ 、 １ ６ Ｓ

リ ボ ソ ー ム Ｄ Ｎ Ａ （ ｒ Ｄ Ｎ Ａ ） 塩 基 配 列 の 相 同 性 解 析 （ Altschul, S. F., Madden, T. F.

, Schaffer, A. A., Zhang, J., Zhang Z., Miller, W., and Lipman, D. J. (1997) Gap

ped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs. N

ucleic Acids Res. 25:3389-3402） に よ り ワ イ セ ラ ・ コ ン フ ュ ー サ （ Weissella confusa

） ATCC 10881株 と ９ ８ ． ２ ２ ％ の 相 同 性 を 示 し た （ 下 記 表 ７ ） 。 な お 、 相 同 性 評 価 は Ａ Ｔ

Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ て い る 基 準 株 （ type culture） を 用 い た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】
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【 表 ７ 】

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 Ａ Ｊ １ １ ０ ２ ６ ３ 株 の 基 本 特 性 （ 下 記 表 ８ ） が 乳 酸 菌 の 一 般 性 状 に 一 致 し 、 糖 質 の 発 酵

性 （ 下 記 表 ９ ） は 、 ワ イ セ ラ ・ コ ン フ ュ ー サ の 発 酵 性 に 類 似 す る と 考 え ら れ た 。 し か し な

が ら 、 Ｌ － ア ラ ビ ノ ー ス の 発 酵 性 が 異 な る こ と 及 び １ ６ Ｓ ｒ Ｄ Ｎ Ａ に お い て １ ０ ０ ％ の ホ

モ ロ ジ ー を 示 さ な か っ た こ と か ら 、 公 知 菌 と は 明 ら か に 異 な る 新 規 な 菌 株 と 認 め 、 本 菌 を

ワ イ セ ラ ・ エ ス ピ ー （ Weissella sp.） AJ110263株 と 命 名 し た 。 本 菌 は 、 （ 独 立 行 政 法 人

） 産 業 技 術 総 合 研 究 所 「 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 」 に 受 託 さ れ て お り 、 そ の 寄 託 番 号 は 前 述

の FER M P-19577で あ る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

【 表 ８ 】

【 ０ ０ ５ ２ 】
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【 表 ９ 】

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 以 下 に 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に よ っ て 限 定 さ れ る も の で

は な い 。

＜ 実 施 例 １ ＞

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 発 酵 乳 マ ト ゥ ー ン （ Matsoon） か ら 分 離 し た 乳 酸 菌 Weissella sp. AJ110263 (FER M P-19

577)、 な ら び に タ イ プ カ ル チ ャ ー か ら 入 取 し た 乳 酸 菌 Pediococcus pentosaceus JC M5885

、 Pediococcus pentosaceus JC M5890、 Lactobacillus plantarum JC M1149お よ び Lactobac

illus salivarius JC M1231を Ｍ Ｒ Ｓ 液 体 培 地 （ 前 記 表 １ ） で 前 培 養 及 び 本 培 養 を 行 っ た 。

培 養 温 度 は 、 Weissella sp.は ３ ０ ℃ 、 そ れ 以 外 の 菌 株 は ３ ７ ℃ と し た 。 前 記 ア ス ペ ル ギ

ル ス 由 来 プ ロ テ ア ー ゼ 「 ウ マ ミ ザ イ ム Ｇ 」 を ０ Ｕ ／ ｍ ｌ （ 不 添 加 ） 、 ２ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ 及 び

４ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ そ れ ぞ れ 添 加 し た Ｍ Ｒ Ｓ 寒 天 培 地 プ レ ー ト に 先 の 乳 酸 菌 を 植 菌 し ２ ４ 時 間

培 養 し た 。 尚 、 培 養 は ５ ０ ０ ｍ ｌ の 坂 口 フ ラ ス コ に Ｍ Ｒ Ｓ 培 地 １ ０ ０ ｍ ｌ を 張 込 み 、 前 培

養 液 １ ０ ０ μ ｌ を 植 菌 し 、 振 盪 数 １ ０ ０ 回 ／ 分 に て 培 養 し た 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 次 い で 、 バ ク テ リ オ シ ン を 産 生 し な い ラ ク ト バ チ ラ ス ・ サ ケ イ （ Lactobacillus sakei

） JC M1157 株 を 検 定 菌 と し て 混 釈 し た Lactobacill i A O AC培 地 を 重 層 し た 。 こ れ ら プ レ ー

ト を ３ ０ ℃ で ２ ４ 時 間 培 養 し た 結 果 、 検 定 菌 の 生 育 阻 止 円 が 形 成 さ れ た （ 下 記 表 １ ０ ） 。

こ の 結 果 か ら 、 い ず れ の 株 も プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン を 産 生 し て い る こ と が 分 か

っ た 。

【 ０ ０ ５ ６ 】
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【 表 １ ０ 】

＜ 実 施 例 ２ ＞

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 Lactococcus lactis NCD O497 （ NisinA生 産 菌 ） お よ び Lactococcus lactis　 NCIM B7020

54（ NisinZ生 産 菌 ） を そ れ ぞ れ Ｍ Ｒ Ｓ 液 体 培 地 で ３ ０ ℃ に て 培 養 を 行 っ た 。 実 施 例 １ と 同

様 に ラ ク ト バ チ ラ ス ・ サ ケ イ （ Lactobacillus sakei） JC M1157 株 を 検 定 菌 と し て 抗 菌 評

価 を 実 施 し た 。 ま た 、 Ｎ ｉ ｓ ｉ ｎ 生 産 菌 株 を 用 い る 代 わ り に ICN Biomedical社 製 「 NisinA

1000Ｉ Ｕ ／ ｍ ｌ 液 」 １ ０ μ ｌ を Ｍ Ｒ Ｓ 寒 天 培 地 プ レ ー ト 上 に ス ポ ッ ト し 、 上 記 抗 菌 評 価 を

実 施 し た （ 菌 株 不 使 用 ） 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 プ ロ テ ア ー ゼ 非 存 在 下 で は 検 定 菌 の 生 育 阻 止 円 が 形 成 さ れ た が 、 プ ロ テ ア ー ゼ 存 在 下 で

は プ ロ テ ア ー ゼ 濃 度 が 高 く な る ほ ど Nisinに よ る 抗 菌 活 性 が 低 下 し た （ 下 記 表 １ １ ） 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

【 表 １ １ 】

＜ 実 施 例 ３ ＞

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 検 定 菌 で あ る Weissella sp. AJ110263（ FER M P-19577） 、 Pediococcus pentosaceus JC

M5885、 Lactococcus lactis NCD O497（ NisinA生 産 菌 ） 及 び Lactobacillus sakei JC M1157

株 を 、 そ れ ぞ れ 、 培 養 し 、 培 養 液 を １ ０ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ０ 分 遠 心 分 離 し 、 培 養 上 清 を

得 た 。 「 ウ マ ミ ザ イ ム Ｇ 」 ２ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ を 培 養 上 清 に 添 加 し ２ ４ 時 間 プ ロ テ ア ー ゼ 処 理

し た 後 に 、 上 清 液 を フ ィ ル タ ー （ A D V A NTEC社 製 「 DISMIC25CS」 ） で Cellulose Acetate 0.

45μ mに て 濾 過 し 、 無 菌 サ ン プ ル と し た 。 spot-on-lawn methodを 用 い て 抗 菌 ス ペ ク ト ル を

調 べ た 結 果 、 Nisin生 産 菌 培 養 液 や バ ク テ リ オ シ ン を 生 産 し な い 乳 酸 菌 Lactobacillus sak

ei JC M1157に 比 べ 、 Weissella sp. AJ110263（ FER M P-19577） お よ び Pediococcus pentos

aceus JC M5885は プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 し て も 抗 菌 活 性 が 観 ら れ た （ 下 記 表 １ ２ ） 。 検 定 菌 を i

ndicator strainsと し て 、 本 発 明 の 乳 酸 菌 を sample strainsと し て 表 12に 示 す 。 こ れ よ り

、 Weissella sp. AJ110263（ FER M P-19577） お よ び Pediococcus pentosaceus JC M5885は

プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン を 生 産 し て い る こ と が 分 か っ た 。

【 ０ ０ ６ １ 】
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【 表 １ ２ 】

＜ 実 施 例 ４ ＞

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 下 記 表 １ ３ に 示 し た Weisella sp. AJ110263（ FER M P-19577） 、 Pediococcus pentosace

us JC M5885、 Lactobacillus plantarum JC M1149、 Lactobacillus salivarius JC M1231、 L

euconostoc citreum JC M9698、 Leuconostoc pseudomesenteroides JC M9696, JC M11045、 L

actococcus lactis　 NCIM B702054 (NisinZ 生 産 菌 )等 各 種 乳 酸 菌 の 培 養 液 を 実 施 例 ３ と 同

様 に 酵 素 に て 処 理 し た 後 、 Bacillus subtil is IA M1381を 検 定 菌 と し 、 spot-on-lawn meth

od に て 抗 菌 活 性 を 測 定 し た 。 酵 素 は 実 施 例 ３ に お け る と 同 様 に ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ

由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 「 ウ マ ミ ザ イ ム Ｇ 」 を 使 用 し た 。 ま た 、 バ チ ル ス ・ ズ ブ チ ル ス

由 来 の α -ア ミ ラ ー ゼ (和 光 純 薬 社 製 ) を 乳 酸 菌 培 養 液 に 100Unit/ml を 添 加 し 、 ３ ０ ℃ で

１ 時 間 以 上 保 持 し て 反 応 さ せ た 後 、 同 様 に Bacillus subtil is IA M1381を 検 定 菌 と し 、 spo

t-on-lawn method に て 抗 菌 活 性 を 測 定 し 、 α -ア ミ ラ ー ゼ に よ る 抗 菌 活 性 へ の 影 響 も 調 べ

た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】
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【 表 １ ３ 】

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 表 １ ３ に 示 し た よ う に Weisella sp.AJ110263（ FER M P-19577） 、 Weissella cibaria JC

M12495、 Weissella confuse JC M1093、 Weissella hellenica JC M10103、 Weissella kandl

eri JC M5817、 Weissella minor JC M1168、 Weissella paramesenteroides JC M9890、 Weiss

ella thailandensis JC M10694、 Pediococcus pentosaceus JC M5885、 Lactobacillus plan

tarum JC M1149、 Lactobacillus salivarius JC M1231、 Lactobacillus pentosus JC M1558

、 Leuconostoc citreum JC M9698、 Leuconostoc pseudomesenteroides JC M9696, JC M1104

5、 Leuconostoc argentinum JC M11052、 Leuconostoc carnosum JC M9695、 Leuconostoc me

senteroides JC M6124の 培 養 液 は プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 を し て も 抗 菌 活 性 が 観 ら れ た こ と か ら

各 株 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 バ ク テ リ オ シ ン を 生 産 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 こ れ

ら の 培 養 液 は α － ア ミ ラ ー ゼ 処 理 に よ り 、 抗 菌 活 性 が 低 下 す る こ と も 確 認 さ れ た 。 尚 、 表

１ ３ の 残 存 活 性 は 、 抗 菌 活 性 (A U/ml)＝ 阻 止 円 を 形 成 し た 最 大 の 希 釈 率 × 1000/10× (酵 素

処 理 サ ン プ ル の 阻 止 円 径 /コ ン ト ロ ー ル の 阻 止 円 径 )と し て 算 出 し た 。

　 ＜ 実 施 例 ５ ＞

【 ０ ０ ６ ５ 】

＜ ル ー メ ン 液 中 の 抗 菌 活 性 の 測 定 ＞

　 Ｍ Ｒ Ｓ 培 地 を 用 い て 、 Lactococcus lactis NCIM B8780（ NisinA 生 産 菌 ） 、 Lactococcus

 lactis NCIM B702054(NisinZ 生 産 菌 ） 、 Weissella sp.AJ110263（ Ｐ Ｒ Ｂ 生 産 菌 ） お よ び

Lactococcus lactis ATCC19435（ バ ク テ リ オ シ ン 非 生 産 菌 ） を ３ ０ ℃ で そ れ ぞ れ ２ ４ 時 間

静 置 培 養 し た 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 （ ａ ） 　 ル ー メ ン 液 処 理

　 乳 酸 菌 培 養 液 を １ ２ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ０ 分 遠 心 分 離 後 、 フ ィ ル タ ー （ A D V A NTEC社 製 「

DISMIC25CS」 ） で Cellulose Acetate 0.45μ mに て 濾 過 し 、 無 菌 上 清 液 を 作 成 し た 。 各 培

養 上 清 液 ４ ｍ ｌ に ル ー メ ン 液 １ ｍ ｌ を 加 え 、 ３ ７ ℃ で ２ ４ 時 間 反 応 し た 。 反 応 液 は 、 Ｎ ａ

Ｏ Ｈ 及 び 塩 酸 に て ｐ Ｈ ５ ． ５ に 調 製 し 、 減 圧 濃 縮 機 を 用 い て ３ ０ ℃ で ４ 倍 濃 縮 し た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】
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　 （ ｂ ） 　 抗 菌 活 性 テ ス ト

　 検 定 菌 に は 、 Bacillus subtil is IA M1381を 用 い 、 ５ ０ μ Ｌ を 「 Ｇ Ａ Ｍ 」 寒 天 培 地 （ 日

水 製 薬 社 製 ） プ レ ー ト に 塗 り つ け た 。 本 プ レ ー ト 表 面 を よ く 乾 燥 し た 後 、 前 項 （ ａ ） 記 載

の 調 製 サ ン プ ル を １ ０ μ Ｌ ず つ ｓ ｐ ｏ ｔ し 、 ３ ０ ℃ で ２ ４ 時 間 培 養 後 、 阻 止 円 の 形 成 を 確

認 し た 。 下 記 表 １ ４ の 「 ＋ 」 印 は 阻 止 円 径 の 大 き さ を 表 す 。 ル ー メ ン 液 処 理 し た 場 合 は 、

ナ イ シ ン の 抗 菌 活 性 は 失 活 す る が 、 Ｐ Ｒ Ｂ は 抗 菌 活 性 を 維 持 で き る こ と を 確 認 し た 。 詳 述

す る と 、 表 1４ 中 、 「 ＋ 」 は 抗 菌 活 性 あ り 、 「 － 」 は 抗 菌 活 性 な し を 意 味 す る 。 こ れ を 生

育 阻 止 円 径 で 表 示 す る と 、 「 ＋ ＋ ＋ ＋ 」 は 10ｍ ｍ 、 「 ＋ ＋ ＋ 」 は ７ ｍ ｍ 、 そ し て 「 ＋ ＋ 」

は ５ ｍ ｍ を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

【 表 １ ４ 】

＜ 実 施 例 ６ ＞

【 ０ ０ ６ ９ 】

＜ ル ー メ ン で の メ タ ン 発 生 抑 制 効 果 試 験 ＞

　 （ ａ ） 　 乳 酸 菌 の 培 養

　 下 記 表 １ ５ に 示 す 上 清 液 １ ～ ４ を 作 成 し た 。 す な わ ち 、 Lactococcus lactis NCIM B7020

54（ NisinZ 産 生 株 ） は 、 酵 母 エ キ ス ０ ． ８ １ ％ 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム ０ ． ５ ％ お よ び グ ル コ

ー ス ２ ． ２ ％ を 含 有 す る 培 地 を 用 い 、 ｐ Ｈ ５ ． ５ （ NaO H） に て ３ ０ ℃ で ２ ０ 時 間 培 養 し た

。 培 養 液 は １ ０ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ０ 分 遠 心 分 離 後 、 フ ィ ル タ ー （ A D V A NTEC社 製 「 DISMIC

25CS」 ） で Cellulose Acetate 0.45μ mに て 濾 過 し た 無 菌 上 清 液 １ を 作 成 し た 。 ナ イ シ ン

の 効 果 を 確 認 す る た め 、 上 清 液 １ に 「 ウ マ ミ ザ イ ム Ｇ 」 （ 天 野 エ ン ザ イ ム 社 製 ） を ４ ０ 　

Ｕ ｎ ｉ ｔ ／ ｍ ｌ に な る よ う に 添 加 し 、 Ｎ ｉ ｓ ｉ ｎ 分 解 上 清 液 ２ を 調 製 し た 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 Weissella sp. AJ110263 （ PRB産 生 株 ） は 、 Ｍ Ｒ Ｓ 培 地 に Ｌ － Ｃ ｙ ｓ 　 ０ ． １ ％ 及 び Ｌ

－ Ｍ ｅ ｔ 　 ０ ． １ ％ を 加 え た 培 地 を 用 い て 、 ３ ０ ℃ に て ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 培 養 液 は 先 と

同 様 に 遠 心 分 離 後 、 フ ィ ル タ ー 濾 過 し た 無 菌 上 清 液 ３ を 作 成 し た 。 本 培 養 液 の 効 果 を 確 認

す る た め 、 同 培 地 に 、 Lactococcus lactis NCIM B702054を 培 養 し 、 無 菌 上 清 液 を 作 成 後 、

「 ウ マ ミ ザ イ ム Ｇ 」 （ 天 野 エ ン ザ イ ム 社 製 ） を 添 加 し 、 Nisin分 解 上 清 液 ４ を 調 製 し た 。

培 養 上 清 液 の 成 分 を 表 １ ５ に 示 す 。

【 ０ ０ ７ １ 】

【 表 １ ５ 】

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 （ ｂ ） 　 ル ー メ ン で の メ タ ン 発 生 抑 制 効 果 の 確 認

　 前 項 （ ａ ） 記 載 の 培 養 上 清 液 を １ ０ ％ 添 加 し た in vitro ル ー メ ン 液 を 連 続 メ タ ン 発 生
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解 析 用 バ イ オ リ ア ク タ ー シ ス テ ム に て ４ ８ 時 間 培 養 し た 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

＜ 材 料 及 び 実 験 機 器 ＞

　 緩 衝 液 お よ び 固 形 飼 料 の 投 入 口 、 サ ー ミ ス タ ー プ ロ ー ブ 、 窒 素 ガ ス 投 入 口 、 磁 気 的 ス タ

ー ラ ー ， 近 赤 外 メ タ ン お よ び 二 酸 化 炭 素 分 析 器 を 備 え た 、 ４ つ の 1000ml発 酵 槽 容 器 か ら な

る イ ン ビ ト ロ 連 続 培 養 シ ス テ ム （ 高 杉 製 作 所 社 製 ） を 用 い て お こ な っ た 。 ２ 頭 の 非 授 乳 の

ホ ル ス タ イ ン ウ シ （ 平 均 体 重 800kg） を ド ナ ー と し て 、 帯 広 畜 産 大 学 の 施 設 動 物 の 世 話 と

利 用 委 員 会 で 承 認 さ れ た 外 科 手 術 に よ っ て 、 ル ー メ ン に 瘻 管 を 取 り 付 け 、 タ イ ・ ス ト ー ル

・ バ ー ン に て 飼 育 し た 。 ウ シ は 基 礎 飼 料 の 干 し 草 （ D M: 87.33%, O M: 98.98%, CP: 14%, A

DF: 38.84%, N DF: 73.26%, A DL: 4.10%, GE: 4.45 Mcal） を 維 持 レ ベ ル （ 55g D M kg-0.75

 B W/日 ） で 午 前 ８ 時 と 午 後 ５ 時 に 同 量 を 日 に ２ 回 与 え ら れ 、 水 と 塩 化 ナ ト リ ウ ム ブ ロ ッ ク

（ Fe: 1232, Cu: 150, Co: 25, Zn: 500, I: 50, Se: 15お よ び Na: 382mg/kg） を 自 由 に

取 る こ と が で き る 。 そ の ウ シ か ら 朝 の 餌 や り の 前 に ル ー メ ン 液 を 回 収 し 、 直 ち に ナ イ ロ ン

製 の 布 で 裏 ご し し て 、 酸 素 が 取 れ る よ う に 口 の 空 い た 三 角 フ ラ ス コ に 入 れ た 。 裏 ご し し た

ル ー メ ン 液 （ 400ml） の １ つ を オ ー ト ク レ ー ブ し た 緩 衝 液 （ 400ml） 11)の １ つ と 混 合 し た

。 す べ て の 培 養 は 嫌 気 性 で 39℃ に て 24時 間 、 １ ０ ｇ の 上 述 し た 粉 末 の 飼 料 （ 1m m　 ス ク リ

ー ン ） を 基 質 と し て 添 加 し て 、 ４ 通 り 行 わ れ た 。 １ 試 験 に つ き 、 ２ つ の 容 器 を ラ ン ダ ム に

割 り 当 て た 。 嫌 気 状 態 に す る た め に 窒 素 を 20ml/minの 割 合 で 投 入 し た 。 上 記 培 養 発 酵 基 礎

ユ ニ ッ ト （ 高 杉 製 作 所 株 式 会 社 、 東 京 ） を 用 い て 、 発 酵 容 器 の 温 度 を 39℃ に 保 ち 、 内 容 物

を 混 合 し た 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

＜ メ タ ン 及 び 炭 酸 ガ ス の 分 析 方 法 ＞

　 イ ン ビ ト ロ ル ー メ ン 系 に 所 定 の 材 料 を 全 て 投 入 し 、 反 応 を 開 始 し た 。 反 応 開 始 時 を ０ 時

間 と し 、 ル ー メ ン サ ン プ ル を 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 12 お よ び 24時 間 に て 回

収 し 直 ち に ｐ Ｈ お よ び 細 胞 成 長 （ Ｏ Ｄ ６ ６ ０ ） を 調 べ た 。 ル ー メ ン 液 の ｐ Ｈ は ｐ Ｈ メ ー タ

ー （ H M-21P, 東 亜 電 波 工 業 、 東 京 ） を 用 い て 測 定 し た 。 分 光 光 度 計 （ Part No. 100-004,

Serial No. 5667-15, 日 立 、 東 京 ） で Ｏ Ｄ ６ ６ ０ を 測 定 す る 前 に 、 サ ン プ ル を 蒸 留 水 で １

： ２ ０ ０ に 希 釈 し た 。 連 続 的 な メ タ ン お よ び 二 酸 化 炭 素 生 成 率 は 、 赤 外 線 ガ ス 分 析 器 （ 高

杉 製 作 所 ） を 用 い て 自 動 的 に 測 定 し た 。 次 い で 、 そ れ ら の デ ー タ を 分 析 器 か ら イ ン タ ー フ

ェ ー ス を 通 し て １ 分 間 隔 で コ ン ピ ュ ー タ ー (Windows(登 録 商 標 )XP Professional 1-2 CPU,

 IM B Corporation)に 取 り 込 み 、 蓄 積 し た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

＜ 統 計 分 析 方 法 ＞

　 そ れ ぞ れ の 試 験 に お け る イ ン ビ ト ロ の 連 続 培 養 を ２ 日 間 、 1日 に ２ 回 繰 り か え し て 行 っ

た （ n=4） 。 累 積 メ タ ン お よ び 二 酸 化 炭 素 生 成 は ベ ル タ ラ ン フ ィ モ デ ル （ Bertalanffy mod

el） の 非 線 形 回 帰 分 析 ［ メ タ ン （ ml） ま た は 二 酸 化 炭 素 （ ml） ＝ a+b(1-e-ct)3、 式 中 、 a:

最 初 の メ タ ン ま た は 二 酸 化 炭 素 生 成 、 b:２ 回 目 の メ タ ン ま た は 二 酸 化 炭 素 生 成 、 c:一 定 の

メ タ ン お よ び 二 酸 化 炭 素 生 成 率 、 t： 時 間 （ 分 ） ］ に よ っ て 、 メ タ ン お よ び 二 酸 化 炭 素 生

成 の ２ ４ 時 間 の 時 間 経 過 か ら 推 定 し た 。 試 験 の 結 果 の 平 均 値 の 差 の 検 定 を 、 Statistical

Analysis Systems Institute (SAS, 1994年 ) の General Linear Models Proceduresを 用

い て 、 一 元 配 置 分 散 分 析 に よ っ て 分 析 し た 。 ま た 各 試 験 区 の 平 均 値 間 の 統 計 学 的 有 意 差 に

は ダ ン カ ン の 多 重 検 定 (Duncan's Multiple－ Range Test)と 比 較 し た 。 Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ を 統

計 的 有 意 水 準 と し た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 そ れ ぞ れ の 試 験 に お け る イ ン ビ ト ロ の 連 続 培 養 を ２ 日 間 、 日 に ２ 回 繰 り か え し て 行 っ た

（ ｎ ＝ ４ ） 。 累 積 メ タ ン お よ び 二 酸 化 炭 素 生 成 は ベ ル タ ラ ン フ ィ モ デ ル （ Bertalanffy mo

del） の 非 線 形 回 帰 分 析 ［ メ タ ン （ ml） ま た は 二 酸 化 炭 素 （ ml） ＝ a+b(1-e-ct)3、 式 中 、 a

:最 初 の メ タ ン ま た は 二 酸 化 炭 素 生 成 、 b:２ 回 目 の メ タ ン ま た は 二 酸 化 炭 素 生 成 、 c:一 定

の メ タ ン お よ び 二 酸 化 炭 素 生 成 率 、 t： 時 間 （ 分 ） ］ に よ っ て 、 メ タ ン お よ び 二 酸 化 炭 素

生 成 の ２ ４ 時 間 の 時 間 経 過 か ら 推 定 し た 。 試 験 の 結 果 の 平 均 値 を 、 Statistical Analysis
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 Systems Institute (SAS, 1994年 )の General Linear Models Proceduresを 用 い て 、 一 元

配 置 分 散 分 析 に よ っ て 分 析 し た 。 試 験 平 均 を 統 計 学 的 に ダ ン カ ン の 多 重 検 定 (Duncan's Mu

ltiple－ Range Test)と 比 較 し た 。 Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ を 有 す る 差 異 を 有 意 性 あ り と み な し た 。

1分 あ た り の メ タ ン （ Ｃ Ｈ ４ ） 、 二 酸 化 炭 素 （ Ｃ Ｏ ２ ） 発 生 量 を 下 記 表 １ ６ に 示 す 。 Weiss

ella由 来 の Ｐ Ｒ Ｂ は 、 Ｎ ｉ ｓ ｉ ｎ に 比 べ 、 Ｃ Ｈ ４ 及 び Ｃ Ｏ ２ の 発 生 を 顕 著 に 抑 制 す る こ と

が 明 ら か と な っ た 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

【 表 １ ６ 】

＜ 実 施 例 ７ ＞

【 ０ ０ ７ ８ 】

＜ ル ー メ ン 中 の Ｎ ｉ ｓ ｉ ｎ 安 定 性 テ ス ト ＞

　 Ｎ ｉ ｓ ｉ ｎ 非 生 産 菌 株 Lactococcus lactis AJ13981を Ｍ Ｒ Ｓ 培 地 を 用 い て 、 ３ ０ ℃ に て

２ ４ 時 間 培 養 し た 。 培 養 液 は １ ０ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ０ 分 遠 心 分 離 後 、 フ ィ ル タ ー （ A D V A

NTEC社 製 「 DISMIC25CS」 ） で Cellulose Acetate 0.45μ mに て 濾 過 し た 無 菌 上 清 液 を 作 成

し た 。 in vitro　 ル ー メ ン 液 に こ の 培 養 上 清 液 を １ ０ ％ お よ び 試 薬 品 の NisinAを １ ０ μ Ｍ

に な る よ う に 添 加 し て 連 続 メ タ ン 発 生 解 析 用 バ イ オ リ ア ク タ ー シ ス テ ム に て ４ ８ 時 間 培 養

し た 。 （ ナ イ シ ン の 分 子 量 は 、 ３ ４ ０ ０ ダ ル ト ン で 、 １ μ ｇ あ た り 約 ４ ０ Ｉ Ｕ に 該 当 す る

。 従 っ て 、 ナ イ シ ン １ ０ μ Ｍ は 、 １ ３ ６ ０ IU/mlに 相 当 す る ） 。 下 記 表 １ ７ に 示 す よ う に

、 適 時 に サ ン プ リ ン グ し 、 Tween-20を 最 終 濃 度 ０ ． １ ％ と な る よ う に 添 加 し て よ く 懸 濁 後

、 上 述 の よ う に 上 清 液 作 成 し 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 及 び バ イ オ ア ッ セ イ 法 に て ナ イ シ ン 濃 度 を 測 定 し

た 。 バ イ オ ア ッ セ イ 法 で は 検 定 菌 に Lactobacillus sakei JC M1157を 使 用 し た 実 施 例 ５ の

方 法 を 用 い た 。 表 １ ７ に 示 す よ う に 、 ル ー メ ン サ ン プ ル 中 の Ｎ ｉ ｓ ｉ ｎ は 、 添 加 後 １ 時 間

程 で 抗 菌 活 性 が な く な り 、 少 な く と も 添 加 後 ６ 時 間 以 内 に ほ ぼ 完 全 に 消 滅 し て い る こ と が

明 ら か と な っ た 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

【 表 １ ７ 】

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
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【 ０ ０ ８ ０ 】

　 本 発 明 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 を 含 有 す る 飼 料 組 成 物 を 反 芻 動 物 に 投 与 す る こ と に よ り 、 反

芻 動 物 の ル ー メ ン 内 の メ タ ン 生 成 が 抑 制 さ れ 飼 料 効 率 が 向 上 し 、 反 芻 動 物 の 発 育 が 改 善 さ

れ る 。
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