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プトレシン生産能を有する新規な醤油乳酸菌
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　ポリアミンは核酸やたんぱく質合成系の活性化など様々な生理活性をもつこ
とが明らかとなっており，近年ではアンチエイジングファクターとして働くこ
とも報告されている。我々は醤油諸味中からポリアミン生産能を有する微生物
の探索を行い，ポリアミンの 1 種であるプトレシンを生産するTetragenococcus 
halophilus PAM26株を分離した。これまで高い耐塩性を有するプトレシン生産菌
の報告はなく，PAM26株について微生物学的な諸性質やプトレシン生産能を明ら
かにした。PAM26株はオルニチン経路でプトレシンを生産し，20％（w/v）食塩濃
度での高塩条件下においてもプトレシン生産能を有し，オルニチンからの変換効
率は約76％（モル比）であった。

諸　　　　言
ポリアミンはアミノ基を 2 つ以上もつ脂肪族アミ
ンで，細胞増殖・分化に重要な役割を果たす低分子生
理活性物質である。代表的なポリアミンであるプトレ
シン，スペルミジン，スペルミンはRNAと相互作用
することで核酸合成系やたんぱく質合成系を促進し，
細胞増殖因子として機能する 1 ‒ 5 ）。また最近の研究で
は，マウスを用いた実験によりポリアミンが心臓機能
改善 6 ）や寿命延長 7 ）といった生体調節機能以外にもア
ンチエイジング効果をもつことが報告されている。
これらの 3 種のポリアミンは細胞増殖因子として
類似の機能を有しており，図 1 に示すようにアルギ
ニンからオルニチンもしくはアグマチンを経てプトレ
シンが生成され，プトレシンを前駆体としてスペルミ
ジン，スペルミンが生成されるが，これら 3 種のポ

リアミンは相互変換することにより生体内におけるポ
リアミンとしての至適濃度が厳密に保たれている 8 ）。
井部氏らは市販の醤油中に含まれるポリアミンを調
査し，プトレシン，スペルミジン，スペルミンは70％
を超える多くの市販醤油で検出されたことを報告して
いる 9 ‒11）。さらに濃口醤油と淡口醤油ではプトレシン，
スペルミジン，スペルミンの検出量や検出率に差がみ
られず，原料からも同レベルで検出されていることか
ら，それらのほとんどが原料由来であるとしている 9 ‒11）。
本研究では，醤油諸味よりプトレシン生産能を有する
醤油乳酸菌PAM26株を分離し，食塩存在下におけるプ
トレシン生産能を解析した。これまで耐塩性を有する
ポリアミン生産菌は報告されておらず，PAM26株はプ
トレシン生産能を有する新規な醤油乳酸菌と考えられ
た。
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実 験 方 法
 1 ．生揚培地
酵母添加前の諸味をろ過し，得られた生揚を全窒素

0.5％（w/v），グルコース（和光純薬工業株式会社） 5 ％
（w/v），各試験条件に合わせ食塩，L（+）-オルニチン
一塩酸塩（和光純薬工業株式会社），L-アルギニン（和
光純薬工業株式会社）を添加し，炭酸ナトリウム（和光
純薬工業株式会社）で培地pHを6.5に調整した。

 2 ．薄層クロマトグラフィーによるポリアミンの検出
薄層クロマトグラフィーによるポリアミンの検出
は衛生試験法12）に準じて行った。薄層板はTLC Silica 
gel 60 F254（メルク社製）を使用し，培養液10μLをア
プライした後，展開溶媒（メタノール（和光純薬工業株
式会社）：28％アンモニア水（ナカライテスク）：クロ
ロホルム（和光純薬工業株式会社）＝50：40：25））に
て展開した。ポリアミンは呈色指示薬として0.1％（w/
v）ニンヒドリン（和光純薬工業株式会社）を用いて検
出した。

 3 ．糖の資化性
PAM26株の糖資化能はシスメックス・ビオメリュー
社製　API50CHLを用いて検査した。

 4 ． 高速液体クロマトグラフィーによるプトレシン
測定13）

試料は培養液を0.1N塩酸で100倍希釈し，0.45μm
フィルター（ADVANTEC）でろ過を行ない調製した。
高速液体クロマトグラフィーのカラムにはShodex 
Asahipak ODP-50 4 D（4.6㎜×150㎜）を用い，移動
相は50mM　ホウ酸塩緩衝液（pH9.9）と, 2 mM　オル
トフタルアルデヒド（和光純薬工業株式会社）および 2 
mM　NaCl（和光純薬工業株式会社）を含むアセトニ
トリル（和光純薬工業株式会社）を77：23に混合した
溶媒を使用し，カラム温度40℃，流速0.5ml/分で送液
した。検出器にはSHIMAZU　蛍光検出器　RF-20A
（励起330nm，蛍光430nm）を用いた。

結果および考察
（ⅰ）プトレシン生産菌「PAM26株」の単離
酵母発酵前の醤油諸味より10％（w/v）食塩濃度の生
揚培地で生育する菌を分離し，0.2％（w/v）オルニチン
塩酸塩または0.2％（w/v）アルギニンを含む10％（w/v）
食塩濃度の生揚培地で培養した。その培養液のポリア
ミンを薄層クロマトグラフィーで確認し，プトレシ
ン生産能を有する 1 株（PAM26株）を単離した（図 2 ）。

図 1 　ポリアミン生合成経路

図 2 　 PAM26株のポリアミン生産能（薄層クロマト
グラフィー）

オルニチン添加：生揚培地にオルニチン塩酸塩0.2％（w/v）添加，
アルギニン添加：生揚培地にアルギニン0.2％（w/v）添加，Put：
プトレシン，Spd：スペルミジン，Spm：スペルミン
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PAM26株はオルニチン添加培地からプトレシンを生
産し，アルギニン添加培地からはプトレシンを生産し
なかった。また，スペルミジン，スペルミンの生産能
は有していなかった。
（ⅱ）PAM26株の同定

PAM26株の菌学的，生理学的性質を示す。PAM26
は直径0.8μmの四連球菌でグラム染色性が陽性，カ
タラーゼ反応が陰性，乳酸を産生することから
Tetragenococcus halophilusであることが推測され
た。次に糖の資化性をAPI50CHL（シスメックス・
ビオメリュー社製）で確認したところ，ガラクトース，
グルコース，フルクトースを資化し，D-アラビノー
ス，D-キシロースは資化しなかった（表 1 ）。糖の資
化性よりID99.9％でTetragenococcus halophilusと判
定された。さらに，16S rRNAの塩基配列による微生
物同定をタカラバイオ株式会社に委託し，GeneBank 
Non-redundantデータベースに対してBlastn検索し
た結果，Tetragenococcus halophilusと98.5％以上の
相同性を示した。これらの結果より，プトレシン生
産菌として単離した「PAM26株」はTetragenococcus 
halophilusであると同定した。

（ⅲ）PAM26株のプトレシン生産能
食塩濃度を 6 ％，10％，15％，20％（w/v）に調整
したオルニチン塩酸塩0.5％（w/v）を含む生揚培地で
PAM26株を30℃で静置培養し，各食塩濃度でのプト
レシン生産量を経時的に解析した。PAM26株は食塩
濃度 6 ％，10％では培養 3 日目に定常期に達し，食
塩濃度15％では 4 日目で定常期に達した。食塩濃度
20％においてもゆるやかに増殖し, 9 日目で定常期に
達した（図 3 A）。培地pHはPAM26株の増殖に合わせ，
低下した（図 3 B）。プトレシン生産能では菌数の推移
と同様に食塩濃度 6 ％，10％では 3 日目に，食塩濃
度15％では 4 日目に，食塩濃度20％では 9 日目に最
終生成濃度の約2000ppmに達した（図 3 C）。PAM26
株は高食塩濃度下でもプトレシンを生産し，今回培地
に添加したオルニチン塩酸塩量からプトレシンへの
変換率はモル比で約77％であり，食塩濃度 6 ％から
20％では差はみられなかった。
次にオルニチン塩酸塩の添加濃度を0.5％，1.0％，

2.0％（w/v）に調整した生揚培地（食塩濃度15％（w/v））
で30℃，15日間静置培養し，プトレシン生産量を測定
した。プトレシン生産量はオルニチン塩酸塩添加量に

PAM26株の糖資化性をAPI50CHLにより調べた。＋：資化性あり，－：資化性なし

表 1 　PAM26株の糖資化性
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比例して高くなり，0.5％添加では約2,000ppm，1.0％
添加では約4,000ppm，2.0％添加では約8,000ppmで
あった（図 4 ）。オルニチン塩酸塩からプトレシンへ
の変換率はいずれもモル比で約76％であった。
（ⅳ）プトレシン生産時のPAM26株の増殖能　
アスパラギン酸を脱炭酸しアラニンを生産する

Lactobacillus属は，アスパラギン酸添加により増
殖が促進されることが報告されている14）。そこで，

PAM26株も同様にオルニチン添加による増殖促進に
ついて検討した。オルニチン塩酸塩0.5％（w/v）または
プトレシン二塩酸塩0.37％（w/v）を添加した食塩濃度
15％（w/v）の生揚培地で静置培養した際のPAM26株
の増殖と培地のpH推移を調べた。OD660nmにより
菌体量の推移を測定したところ，オルニチンを添加し
た培地では無添加の培地と比べ，増殖速度が速く，菌
体量も 2 倍に増加した。一方で，プトレシンを添加
した培地では無添加の培地と同様の増殖を示し（図 5 
A），培地のpH推移にも違いはみられなかった（図 5 
B）。アスパラギン酸を脱炭酸しアラニンを生産する
Lactobacillus属においては脱炭酸によりエネルギー
生成を行っている14）ことから，PAM26株ではオルニ
チンを脱炭酸することでエネルギー生成を行い，増殖
が促進された可能性が示唆された。
以上の結果より，プトレシン生産能を有する

PAM26株はオルニチンからプトレシン変換能を有す
るTetragenococcus halophilusであり，20％という高
食塩濃度下であってもプトレシンを生産し，オルニ
チンからプトレシンへの変換率はモル比で約76％で
あった。これまでTetragenococcus halophilusを含め
耐塩性微生物においてプトレシンをはじめポリアミン
を生産するという報告はなく，PAM26株は新規なポ
リアミン生産能を有する醤油乳酸菌であると考えられ
る。PAM26株は培地にプトレシンを添加しても増殖
は促進されず，オルニチンを添加することにより増殖

図 3 　PAM26株の食塩存在下におけるプトレシン生産能
オルニチン塩酸塩0.5％（w/v）を含み，食塩濃度を 6 ％，10％，15％，20％（w/v）に調整した生揚培地でPAM26株を静置培
養（30℃）した。A：菌数の経時変化，B：培地pHの経時変化，C：培地プトレシン量の経時変化

図 4 　 PAM26株のオルニチン添加によるプトレシン
生産量の変化

オルニチン塩酸塩の添加濃度を0.5％，1.0％，2.0％（w/v）に調
整した生揚培地（食塩濃度15％（w/v））でPAM26株を静置培養
（30℃，15日間）し，プトレシン生産量を比較した。
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が促進されたことから，大腸菌で報告されているよう
に15），培地中のオルニチンを取り込み，脱炭酸により
プトレシンを合成し培地中に放出する過程で種々の栄
養源を取り込むために必要なプロトン駆動力とヌク
レオチド合成に必要なCO2 が形成されることでエネル
ギーを生成し増殖が促進されたものと考えられる。
大豆を原料とする納豆や醤油，味噌などの発酵食品
にはポリアミンが多く含まれているが，醤油や味噌な
どの食塩を含む発酵食品に含まれるポリアミンは原料
由来であるとされている 8 ）。今回分離したPAM26株
は高食塩濃度下でもプトレシン生産能を有しており，
食塩を含む発酵食品においても耐塩性微生物によるポ
リアミン生産が行われている可能性が示唆された。

要　　　　約
 1 ．醤油諸味よりオルニチンをプトレシンに変換する
新規醤油乳酸菌PAM26株を分離した。

 2 ．PAM26は糖の資化性および 16s　rRNAの塩基
配列より Tetragenococcus halophilusと同定さ
れた。

 3 ．PAM26株は20％（w/v）の高食塩濃度下でもプト
レシンを生産し，オルニチンからの変換能はモル
比で約77％であった。

 4 ．PAM26株はオルニチンを脱炭酸することでエネ
ルギー生成を行い，増殖を促進することが示唆さ
れた。
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図 5 　 オルニチン添加，プトレシン添加による
PAM26株の増殖能変化

オルニチン塩酸塩0.5％（w/v）またはプトレシン二塩酸塩0.37％
（w/v）を添加した食塩濃度15％の生揚培地でPAM26株を静置培
養（30℃）した。A：増殖（培地OD660nm）の経時変化，B：培地
pHの経時変化


