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 １． はじめに 

 

 自然界には数百万種以上の微生物が存在すると推定されているが、その大半（99%以上）は

発見・培養できておらず、「微生物ダークマター」と呼ばれている 1)-4)。近年では環境 DNA 解

析等の発展により、培養を介さずに自然界の微生物菌叢を解明することができるようになって

きているが、あくまで分子系統学的な情報が得られるのみであり、未培養微生物の詳細な性質

を明らかにして利用することは困難である 5)。申請者は、乳酸菌に用いられる一般的な培養条

件（炭素源：グルコース、pH 6.0～7.0）では増殖しない未培養微生物であった新属新種の乳酸

菌 WR16-4T 株（NBRC 115064T=DSM 112857T）を発酵野菜エキスから単離することに成功し、

Philodulcilactobacillus myokonensis と命名した 6)。さらに、WR16-4T 株の培養法の確立に取り組

んだ結果、①炭素源（スクロース）や pH（4.0～5.0）を工夫することで液体培地を用いた培養

に成功し、さらに②ゲランガムを固化剤として用いることで、寒天培地では生育困難な WR16-

4T 株の固体培地における安定的な培養を実現した。  

 しかし、有用微生物の単離培養や食品工業で日常的に用いられている、微生物を培地に混釈

してから固化させて培養・単離する方法（例： ISO / IEC17025 認定試験）では、ゲランガムの

ゲル化温度（70～80°C）は寒天（35～45°C）より高温であるため、目的の微生物が培地混釈時

に殺菌されてしまい単離培養できないという課題がある。そのため、寒天培地を用いた未培養

微生物の単離・培養法の確立が切望されている。  

 申請者は豆乳や大豆タンパク質を寒天培地に添加することによって、新属新種の乳酸菌 P. 

myokonensis WR16-4T 株の生育が特異的に促進されることを偶然、発見した。さらに、様々な

マメ類・ナッツ類を原料とした熱水抽出液を調製して予備検討を行った結果、植物の種類によ

って増殖促進作用に顕著な差異があることを見出した。そこで本研究では、様々なマメ類・ナ

ッツ類に含まれる増殖促進物質を網羅的に解析し、さらに新奇な未培養微生物（特に乳酸菌）

の単離・培養に適した方法を開発することを目的として、以下の調査を行ったので報告する。 

 

 ２．マメ類・ナッツ類由来の新奇な増殖促進物質の網羅的な解明  

 

 本研究では、予備検討で用いたマメ類・ナッツ類のうち、P. myokonensis WR16-4T 株に対し

て増殖促進作用が認められたレンズ豆、ヒヨコ豆、ピーナッツに含まれる増殖促進物質の精

製を行った。市販の各マメ科植物（レンズ豆、ヒヨコ豆、ピーナッツ）を超純水に浸漬し、

植物：超純水＝1：1（w/v）となるように混合して均質化、煮沸を行った後、遠心分離によっ

て上澄みを回収した。得られたマメ科植物抽出液に等量の 1-ブタノールを用いて溶媒抽出

し、遠心分離を行った。さらに、得られた水相に 80%飽和濃度となるよう硫酸アンモニウム

を添加し、静置、遠心分離を行い、上清と沈殿を回収した。各精製段階で得られた 4 つの画



分（画分 A：マメ科植物抽出液、画分 B：

硫安沈殿物、画分 C：水相、画分 D：1-ブタ

ノール相）を凍結乾燥した後に等量の滅菌

超純水に再懸濁・溶解し、寒天平板拡散法

による増殖促進性の評価を行った。  

各マメ科植物抽出液の増殖促進試験の結

果を図 1 に示す。いずれのマメ科植物にお

いても、画分 A：マメ科植物抽出液、画分

B：硫安沈殿物、および画分 C：水相に活性

がみられた。また、各マメ科植物の画分 A~

画分 C には、タンパク質が数千~数万 μg/mL

で含まれており、画分 B：硫安沈殿物でも

増殖促進効果を示したことから、タンパク

質が増殖促進物質の 1 つであることが示唆

された。また、ヒヨコ豆では画分 D：1-ブ

タノール相にも増殖促進円が確認された。

タンパク質定量の結果、タンパク質量は抽

出液の 1%未満であったことから、ヒヨコ豆

には疎水性成分にも増殖促進物質が含まれ

ていることが示唆された。そこで次に、各

マメ科植物抽出液から得られた画分 B：硫

安沈殿物について、逆相クロマトグラフィ

ー（RP-HPLC）による精製および電気泳動

（SDS-PAGE）による分子量の評価を行っ

た。  

レンズ豆由来硫安沈殿物の RP-HPLC によ

る精製を行った（図 2a）。その結果、66 個

の画分が得られ、そのうち 11 個の画分が増

殖促進性を示した（図 2b）。これらの画分

には、タンパク質が数百~数千 μg/mL で含

まれていた。さらに、これらの画分につい

て SDS-PAGE を行った結果、分子量 6,500 

~60,000 に複数のバンドが確認された（図

2c）。Shrestha らの報告と比較した結果、こ

れらのタンパク質はレグミンやビシリンな

どのグロブリン（貯蔵タンパク質）のサブ

ユニットであることが示唆された 7)。  

ヒヨコ豆由来タンパク質の RP-HPLC によ

る精製を行った（図 3a）。その結果、51 個

の画分が得られ、そのうち 4 個の画分が増

殖促進性を示した（図 3b）。これらの画分  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．各マメ科植物抽出液の増殖促進効果  
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図 2．レンズ豆由来増殖促進物質の精製  



には、タンパク質が数百~数千 μg/mL で含

まれていた。さらに、これらの画分につい

て SDS-PAGE を行った結果、分子量 5,000 

~50,000 に複数のバンドが確認された（図

3c）。Francesco らの報告と比較した結果、

レンズ豆と同様、これらのタンパク質はレ

グミンやビシリンなどのグロブリン（貯蔵

タンパク質）のサブユニットであることが

示唆された 8)。  

ピーナッツ由来タンパク質の RP-HPLC に

よる精製を行った（図 4a）。その結果、52

個の画分が得られ、そのうち 4 個の画分が

増殖促進性を示した（図 4b）。これらの画

分には、タンパク質が数百~数千 μg/mL で

含まれていた。さらに、これらの画分につ

いて SDS-PAGE を行った結果、分子量

5,000~50,000 に複数のバンドが確認された

（図 4c）。Beyer らの報告と比較した結果、

これらは Ara h 1、Ara h 3 などのグロブリン

や、Ara h 2 などのアルブミン（貯蔵タンパ

ク質）のサブユニットであることが示唆さ

れた 9)。  

 以上の結果から、各マメ科植物（レンズ

豆、ヒヨコ豆、ピーナッツ）に含まれる増

殖促進物質はタンパク質であり、少なくと

も数百~数千 μg/mL の濃度で P. myokonensis 

WR16-4T 株の増殖を促進することが明らか

となった。  

 

３． 未培養微生物の単離培養法の開発  

 自然界から花、果実、野菜などを採取

し、2%（w/v）フルクトースおよび各マメ

科植物抽出液を 2.5%（v/v）の割合で添加し

た MRS 寒天培地（BD DifcoTM、pH 6.5）

を用いて、未培養微生物の単離・同定に取

り組んだ。その結果、最も相同性の高かっ

た乳酸菌として、Levilactobacillus、

Apilactobacillus、Holzapfelia、および

Lactiplantibacillus のような乳酸菌を分離、

同定することができた（表 1）。  
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図 3．ヒヨコ豆由来増殖促進物質の精製  
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図 4．ピーナッツ由来増殖促進物質の精製  



表１．本研究で単離した乳酸菌の 16S rRNA 遺伝子配列による相動性検索  

分離源  培地に添加した植物抽出液  最も相同性の高かった候補株  

ケイトウ  レンズ豆抽出液  Levilactobacillus brevis  

シロツメクサ  レンズ豆抽出液  Apilactobacillus kunkeei  

ムラサキツユクサ  ヒヨコ豆抽出液  Holzapfelia floricola  

マリーゴールド  ピーナッツ抽出液  Lactiplantibacillus plantarum 

 

 ４． まとめ 

 

 本研究では、マメ類・ナッツ類に含まれる増殖促進物質を網羅的に解析し、さらに新奇な

未培養微生物（特に乳酸菌）の単離・培養に適した方法の開発を行った。結果として、レン

ズ豆、ヒヨコ豆、ピーナッツに含まれるタンパク質が指標菌（Philodulcilactobacillus 

myokonensis WR16-4T 株）の増殖を促進することが示唆された。また、これらのマメ科植物抽

出液を添加した MRS 寒天培地を用いることで、様々な属の乳酸菌を単離・同定することがで

きた。これらの乳酸菌が各マメ科植物抽出液の添加によって特異的に増殖が促進されたかに

ついては、今後、マメ科植物抽出液未添加の MRS 寒天培地との比較を行う予定である。  
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