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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ｆａｄＤ遺伝子を有する微生物において、ｆａｄＤ遺伝子の発現を制御することを特徴
とする、微生物の酸耐性調節方法。
【請求項２】
　酸耐性が、低温状態で機能が維持される酸耐性である請求項１記載の酸耐性調節方法。
【請求項３】
　ｆａｄＤ遺伝子の発現を阻害又は抑制し、酸耐性を増強する、請求項１又は２記載の酸
耐性調節方法。
【請求項４】
　相対転写量が１％以下である、請求項３記載の酸耐性調節方法。
【請求項５】
　相対転写量が０．１％以下である、請求項３又は４記載の酸耐性調節方法。
【請求項６】
　微生物がビフィドバクテリウム属細菌である請求項１～５のいずれか１項記載の酸耐性
調節方法。
【請求項７】
　微生物がビフィドバクテリウム・ブレーべである請求項１～６のいずれか１項記載の酸
耐性調節方法。
【請求項８】
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　ｆａｄＤ遺伝子及び／又はその発現産物の有無及び／又は発現量を測定することを特徴
とする酸耐性を有する微生物のスクリーニング方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、微生物の酸耐性調節方法及び酸耐性を有する微生物のスクリーニング方法に
関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、微生物の中でも、生きた状態で腸管に到達し、宿主に対して有効な保健効果を示
す有用微生物が注目されている。これら有用微生物には、ある種のラクトバチルス属細菌
やビフィドバクテリウム属細菌が含まれる。これまでに、ラクトバチルス属細菌では、便
秘や下痢の改善等の整腸作用の他に、乳がんの発症リスクの軽減作用（特許文献１）やイ
ンターロイキン１２産生誘導能（特許文献２）、ビフィドバクテリウム属細菌では、コレ
ステロール吸収抑制作用（特許文献３）やエラスターゼ活性抑制作用（特許文献４）等と
いった多くの保健効果が報告されている。
【０００３】
　これらの有用微生物が消化管内で有効に働き保健効果を発揮するには、生きたままの状
態で消化管内に到達する必要があるが、消化管内に到達するまでには、温度、ｐＨ、酸素
、浸透圧、酸など、有用微生物にとって様々な生育阻害環境や生育阻害物質が存在してい
る。したがって、これらの微生物を利用するに際しては、その微生物が生育阻害環境や生
育阻害物質に対して耐性を有しているか否かが重要である。特に、酸はこれらの菌が消化
管内に到達できるか否かの大きな要因となる。よって、酸耐性を有することは、有用微生
物にとって有利な性質の一つであるといえる。
【０００４】
　有用微生物の中でも、特にビフィドバクテリウム属細菌は、偏性嫌気性菌であり、酸素
や低ｐＨ、高酸度に弱く、発酵飲食品においては製造時の増殖や保存時の生残性等、取り
扱いに困難な点が多い。ビフィドバクテリウム属細菌の保健効果を得るには、できるだけ
多くの菌が生きたまま腸に到達する必要があると考えられており、特に飲食品中での菌の
生残性、すなわち飲食後の腸への到達率を高めることが重要なファクターとされている。
このため、酸耐性が増強され、腸への到達度を高めたビフィドバクテリウム属細菌の必要
性は高いと言える。
【０００５】
　酸耐性を有する有用微生物として、ラクトバチルス属細菌のラクトバチルス　カゼイ　
ＹＩＴ９０２９（特許文献５）、ビフィドバクテリウム属細菌のビフィドバクテリウム　
ブレーベ　ＹＩＴ１２２７２（特許文献６）等が知られている。これら酸耐性を有する有
用微生物は、各種発酵乳製品や生菌製剤等の形態で多数の市販品が販売されている。特に
発酵乳飲食品は、優れた嗜好性を有していることから、継続的に飲用しやすく、これら有
用微生物の投与に適したものである。
　一方、微生物の酸耐性を弱くする必要性も存在し、微生物の酸耐性を所望の形で調節す
ることは極めて重要である。
【０００６】
　微生物の酸耐性調節機構としては、ＡＴＰ依存性のプロトンポンプによる菌体外へのプ
ロトンの汲み出しが挙げられる。しかし、ＡＴＰ依存による本機構は、微生物を低温保存
した際に、微生物の細胞内ＡＴＰが涸渇し、機能しなくなると推測され、低温状態でも機
能する酸耐性調節機構を利用して微生物の酸耐性を調節することが望まれている。
【０００７】
　ｆａｄＤ遺伝子は、幾つかの微生物においてその存在が確認され、脂肪酸をアシルＣｏ
Ａに変換する酵素であるｌｏｎｇ－ｃｈａｉｎ－ｆａｔｔｙ－ａｃｉｄ　ＣｏＡ　ｌｉｇ
ａｓｅとしてその機能が推定されている遺伝子である。
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　しかしながら、ｆａｄＤ遺伝子と酸耐性との関係はこれまでに知られていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】国際公開第２０１１／０４９１５４号
【特許文献２】特開２００９－１５５２２１号公報
【特許文献３】国際公開第２００７／０２９７７３号
【特許文献４】国際公開第２０１１／０８３７３８号
【特許文献５】特開２００３－２１９８６１号公報
【特許文献６】国際公開第２０１１／１０５３３５号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は、微生物においてｆａｄＤ遺伝子の発現を制御することにより酸耐性を調節す
る方法、及びｆａｄＤ遺伝子の発現量等を指標とする酸耐性を有する微生物のスクリーニ
ング方法を提供することに関する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは、偏性嫌気性菌で通常酸耐性を有さないビフィドバクテリウム属細菌の中
で、酸耐性を有する特定のビフィドバクテリウム　ブレーベ株及びその系統株の遺伝子を
網羅的に解析したところ、酸耐性を有する株ではｆａｄＤ遺伝子の転写量が顕著に抑制さ
れており、ｆａｄＤ遺伝子の発現を制御することによって微生物の酸耐性を調節できるこ
と、ｆａｄＤ遺伝子の発現量等を指標として酸耐性を有する微生物のスクリーニングが可
能であることを見出した。
【００１１】
　すなわち、本発明は、以下の１）～１６）に係るものである。
　１）ｆａｄＤ遺伝子を有する微生物において、ｆａｄＤ遺伝子の発現を制御することを
特徴とする、微生物の酸耐性調節方法。
　２）酸耐性が、低温状態で機能が維持される酸耐性である１）の酸耐性調節方法。
　３）ｆａｄＤ遺伝子の発現を阻害又は抑制し、酸耐性を増強する、１）又は２）の酸耐
性調節方法。
　４）相対転写量が１％以下である、３）の酸耐性調節方法。
　５）相対転写量が０．１％以下である、３）又は４）の酸耐性調節方法。
　６）微生物がビフィドバクテリウム属細菌である１）～５）の酸耐性調節方法。
　７）微生物がビフィドバクテリウム・ブレーべである１）～６）の酸耐性調節方法。
　８）１）～７）の方法により酸耐性が調節された改変微生物。
　９）１×１０8ｃｅｌｌ／ｍＬ以上の菌数に培養した後、低温保存した改変微生物を３
７℃で６０分間、胃酸で処理した場合に、当該改変微生物の生存率が改変前の微生物の生
存率に比べ５倍以上高い性質を有する、８）の改変微生物。
　１０）１×１０8ｃｅｌｌ／ｍＬ以上の菌数に培養した後、低温保存した改変微生物を
３７℃で６０分間、胃酸で処理した後、さらに３７℃で６０分間、胆汁酸で処理した場合
に、当該改変微生物の生存率が改変前の微生物の生存率に比べ１０倍以上高い性質を有す
る、９）の改変微生物。
　１１）ｆａｄＤ遺伝子の転写を制御するプロモーターの配列を改変することによる、８
）～１０）の改変微生物。
　１２）ｆａｄＤ遺伝子の転写を制御するプロモーターにおいて、開始コドン塩基から６
８ｂｐ上流の塩基配列が、チミン（Ｔ）からシトシン（Ｃ）に変異している、８）～１１
）の改変微生物。
　１３）８）～１２）の改変微生物を含有する飲食品。
　１４）８）～１２）の改変微生物を含有する医薬品。
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　１５）ｆａｄＤ遺伝子及び／又はその発現産物の有無及び／又は発現量を測定すること
を特徴とする酸耐性を有する微生物のスクリーニング方法。
　１６）１５）の方法により得られた酸耐性を有する微生物。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明によれば、育種改良により酸耐性を有する変異株を取得することなく、酸耐性が
増強された改変微生物を容易に作出することができる。ここで得られる酸耐性は、ｆａｄ
Ｄ遺伝子の発現調節によって獲得されるものであり、微生物の培養後のＡＴＰに依存する
酸耐性とは異なることから、低温状態でもその機能が発揮されるものである。また、この
改変微生物は、生体内での生残性が改善されていることから、微生物の持つ保健効果をよ
り確実に発揮することができる。さらに、この改変微生物は、低温保存下での生残性が改
善されることから、製品の保存期間を延長することができるようになる。さらに、製品の
製造時に、より酸度の高い状態まで培養可能なため、初期培養の菌数を増加させることが
でき、１回の培養で多くの菌数を回収することができる。
　また、本発明によれば、酸耐性が弱まった改変微生物を容易に作出することができる。
このような改変微生物は、胃酸で多くが死滅することから、微生物の持つ保健効果を胃で
は発揮させない微生物として使用することができる。
　また、本発明のスクリーニング方法によれば、酸耐性を有する微生物を簡易にスクリー
ニングすることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】ビフィドバクテリウムにおけるｆａｄＤ遺伝子の転写を制御するプロモーター領
域の塩基配列を比較した図。開始コドン塩基から１ｂｐ上流の塩基番号を－１として表記
。四角で囲んだ部分が変異が存在する箇所。
【図２】ｆａｄＤ遺伝子の相対転写量（対ＹＩＴ４００８株）を示すグラフ。
【図３】ｆａｄＤ遺伝子発現用プラスミドＤＮＡの作成図。
【図４】形質転換体のｆａｄＤ遺伝子の相対転写量（対ＹＩＴ４００８株）を示すグラフ
。
【図５】酸・胆汁酸連続処理後の生存率を示すグラフ。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明におけるｆａｄＤ遺伝子のヌクレオチド配列（配列番号１）及びこれと高い類似
性を有する複数のヌクレオチド配列が、ＮＣＢＩデータベースにて登録されており、脂肪
酸をアシルＣｏＡに変換する酵素であるｌｏｎｇ－ｃｈａｉｎ－ｆａｔｔｙ－ａｃｉｄ　
ＣｏＡ　ｌｉｇａｓｅとしてその機能が推定されている。
【００１５】
　本発明において、ｆａｄＤ遺伝子の発現を制御するとは、ｆａｄＤ遺伝子の発現を阻害
又は抑制すること、或いはｆａｄＤ遺伝子の発現を増強又は新たに導入することが包含さ
れる。ｆａｄＤ遺伝子の発現を阻害又は抑制することにより、酸耐性を増強することがで
き、ｆａｄＤ遺伝子の発現を増強又は新たに導入することにより、酸耐性を弱くすること
ができる。
　本発明において、ｆａｄＤ遺伝子の発現を制御する対象微生物としては、特に限定され
ないが、酸耐性の増強が求められる有用なグラム陽性細菌、グラム陰性細菌、酵母等が好
適に挙げられる。中でもグラム陽性細菌が好ましく、特に生体への安全性が確認されてい
るラクトバチルス属細菌、ビフィドバクテリウム属細菌が好ましい。
　ラクトバチルス属細菌としては、ラクトバチルス・カゼイ、ラクトバチルス・パラカゼ
イ、ラクトバチルス・ゼアエ、ラクトバチルス・ラムノーサス等のラクトバチルス・カゼ
イグループに属する細菌の利用が好ましく、特にラクトバチルス・カゼイ、ラクトバチル
ス・ラムノーサスを好適に利用することができる。
　また、ビフィドバクテリウム属細菌としては、ビフィドバクテリウム・ブレーべ、ビフ
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ィドバクテリウム・ロンガム、ビフィドバクテリウム・インファンティス、ビフィドバク
テリウム・アドレセンティス、ビフィドバクテリウム・ビフィダム、ビフィドバクテリウ
ム・カテヌラタム、ビフィドバクテリウム・シュードカテヌラタム、ビフィドバクテリウ
ム・アンギュラタム等が挙げられ、特にビフィドバクテリウム・ブレーべを好適に利用す
ることができる。
　ヒトにとって有用な生理効果を示すビフィドバクテリウム属細菌は、偏性嫌気性菌であ
り、酸素や低ｐＨ、高酸度に弱く、製造時の増殖や保存時の生残性等、取扱いに困難な点
が多いことから、本発明の適用対象となる微生物として好適である。
【００１６】
　本発明において、ｆａｄＤ遺伝子の発現を阻害又は抑制するとは、典型的には、（ｉ）
ｆａｄＤ　ｍＲＮＡへのｆａｄＤ遺伝子の転写を阻害又は抑制する、（ｉｉ）ｆａｄＤタ
ンパク質へのｆａｄＤ　ｍＲＮＡの翻訳を阻害又は抑制することが挙げられるが、これら
に限定されない。
【００１７】
　ｆａｄＤ遺伝子の発現を阻害するには、当該遺伝子を破壊、欠損すればよく、この方法
としては、全く別のＤＮＡ断片を遺伝子の内部に挿入する挿入失活法や段階的な相同組換
えによって標的遺伝子の一部又は全部を欠失する段階的二重交叉法が挙げられ、特に段階
的二重交叉法が好ましい。
　具体的には、ｆａｄＤ遺伝子の一部又は全部を欠失する場合には、欠失領域をはさむ両
側の領域を染色体ＤＮＡから分離するか、あるいはＰＣＲ法によって増幅して分離し、例
えばｐＹＳＳＥ３のような大腸菌では増殖するが対象とする微生物中では複製が出来ない
プラスミドベクターにそれらＤＮＡ断片を本来の向きと同じ向きに並んだ状態でクローニ
ングする。次に、得られる組換えプラスミドＤＮＡを、欠失を起こさせようとする微生物
にエレクトロポレーション法等を用いて導入し、生じる抗生物質耐性のクローンから、Ｐ
ＣＲ法等によって目的の欠失領域の上流又は下流のクローニングした領域との相同領域で
組換えを起こしてプラスミドが染色体上に挿入したクローンを選択する。こうして得たク
ローンを、抗生物質を含まない培地で継代培養を繰り返すことによって、プラスミドが再
び近接して存在する相同領域間の組換えによって染色体から離脱し、菌の増殖に伴って消
失することによって、抗生物質耐性をなくしたクローンを選択する。こうして得たクロー
ンからＰＣＲ法等によってｆａｄＤ遺伝子領域を欠失したクローンを分離することができ
る。
【００１８】
　ｆａｄＤ遺伝子の発現を抑制するには、当該遺伝子のｍＲＮＡの５’末端領域と相補的
な短いＲＮＡを合成することによる、いわゆるＲＮＡ干渉による方法や、該遺伝子の発現
を制御する領域又は制御遺伝子を破壊若しくは欠損等して改変する方法を用いることがで
き、特に該遺伝子の発現を制御する領域の改変が好ましい。具体的には、ｆａｄＤ遺伝子
の転写を制御するプロモーターの配列を改変することによって、該遺伝子のｍＲＮＡへの
転写量を多くしたり、少なくしたりすることができる。ここで、ｆａｄＤ遺伝子のｍＲＮ
Ａへの転写量を少なくするとは、相対転写量が１％以下、好ましくは０．１％以下になる
ことをいう。相対転写量とは、同種の微生物の中でｆａｄＤ遺伝子野生型である微生物の
ｆａｄＤ遺伝子の発現量（例えば、ｍＲＮＡの発現量）で、ｆａｄＤ遺伝子改変型である
微生物のｆａｄＤ遺伝子の発現量を除したものをいう。ここで、ｆａｄＤ遺伝子野生型で
ある微生物とは、ｆａｄＤ遺伝子又はそのプロモーターの塩基配列が変異しておらず、ｆ
ａｄＤ遺伝子の発現が増強若しくは導入又は阻害若しくは抑制されていない微生物をいい
、ｆａｄＤ遺伝子改変型である微生物とは、ｆａｄＤ遺伝子又はそのプロモーターの塩基
配列を改変する等により、ｆａｄＤ遺伝子の発現が増強若しくは導入又は阻害若しくは抑
制された微生物をいう。
　また、ここで、プロモーターの配列を改変とは、プロモーター領域において、ＤＮＡ断
片を構成する一部の塩基（例えば、１～２０個程度、好ましくは１～１０個、さらに好ま
しくは１～５個の塩基）が置換、欠失される場合、又は１～数個の塩基（例えば、１～１
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０個、好ましくは１～５個の塩基）が付加若しくは挿入される場合をいい、例えば、ｆａ
ｄＤ遺伝子のプロモーターにおいて、開始コドン塩基から６８ｂｐ上流の塩基配列をチミ
ン（Ｔ）からシトシン（Ｃ）に置換することをいう。
【００１９】
　一方、ｆａｄＤ遺伝子の発現を増強するには、該遺伝子を導入した組換えプラスミドを
対象とする微生物に導入すること、該遺伝子を染色体の別の場所に部位特異的組換えによ
って組み込むことによって微生物内での該遺伝子のコピー数を増加させること、該遺伝子
のプロモーター配列を改変し、ｍＲＮＡへの転写量を多くすることによって発現を増加さ
せること等の方法が挙げられ、特に該遺伝子のコピー数を増加させる方法が好ましい。
【００２０】
　ｆａｄＤ遺伝子の他の微生物への導入方法としては、ＤＮＡの取り込み能を利用したコ
ンピテンス法、プロトプラストを利用したプロトプラストＰＥＧ法及び高電圧パルスを利
用したエレクトロポレーション法等を利用すればよい。また、ｆａｄＤ遺伝子を微生物染
色体に組み込む場合には、相同組換えを利用した方法、部位特異的に組み込む方法を用い
ることができる。
【００２１】
　また、ｆａｄＤ遺伝子のコピー数を増加させる方法の具体例としては、１個の微生物細
胞あたり複数個のコピー数を持つプラスミドに、ｆａｄＤ遺伝子をその遺伝子の本来のプ
ロモーター配列とリボソーム結合部位を含めてクローニングするか、別の遺伝子から分離
した、あるいは化学合成によって作成したプロモーターとリボソーム結合部位の下流に該
遺伝子のポリペプチドをコードする領域だけをつなげてクローニングした組換えプラスミ
ドを作成し、微生物細胞内にエレクトロポレーション法などによって導入することが挙げ
られる。これによって、微生物細胞内での該遺伝子のコピー数を上げることができる。
【００２２】
　本発明において、ｆａｄＤ遺伝子の発現が制御され、酸耐性が増強されるように調節さ
れた改変微生物は、酸耐性が増強されているため、当該微生物が元来有する種々の生理効
果を効果的に発揮する飲食品や医薬品として利用することができる。また、酸耐性が弱ま
るように調節された改変微生物は、例えば当該微生物が元来有する種々の生理効果を胃に
到達する前に発揮し、胃では作用しない微生物として利用することができる。
　ここで、酸耐性とは、対象微生物が有するあらゆる酸、特に胃酸や胆汁酸に対する耐性
を意味し、より具体的には低温状態でも機能する酸耐性を意味する。すなわち、低温状態
では機能しなくなると推測されるＡＴＰ依存による酸耐性とは明確に異なる。
　ここで、低温状態とは、０～１０℃の状態にあることを云う。具体的には低温状態で保
存（低温保存）することが挙げられ、例えば１０℃以下で７日以上、５℃以下で１４日以
上、４℃で１４日以上保存することが挙げられる。
　酸耐性の増強とは、微生物のｆａｄＤ遺伝子やそのプロモーターを改変等することでｆ
ａｄＤ遺伝子の発現が阻害又は抑制されることにより、改変前の微生物に対して改変微生
物の酸耐性が増強していることを意味する。より具体的には、１×１０8ｃｅｌｌ／ｍＬ
以上の菌数に培養した改変微生物を４℃、７日間の条件で低温保存した後、３７℃で６０
分間、胃酸で処理した場合に、改変微生物の生存率（胃酸処理前の生菌数に対する胃酸処
理後の生菌数の割合）が改変前の微生物に比べ５倍以上、好ましくは１０倍以上高い性質
が挙げられる。又は４℃、１４日間の条件で保存した際には３０倍以上、好ましくは５０
倍以上、４℃、１９日間の条件で保存した際には１００倍以上、好ましくは１５０倍以上
高い性質が挙げられる。また、１×１０8ｃｅｌｌ／ｍＬ以上の菌数に培養した改変微生
物を４℃、７日間の条件で低温保存した後、３７℃で６０分間、胃酸で処理した後、さら
に３７℃で６０分間、胆汁酸で処理した場合に、改変微生物の生存率（胃酸及び胆汁酸の
連続処理前の生菌数に対する胃酸及び胆汁酸連続処理後の生菌数の割合）が改変前の微生
物に比べ１０倍以上、好ましくは３０倍以上高い性質が挙げられ、又は４℃、１４日間の
条件で保存した際には１００倍以上、好ましくは２００倍以上高い性質が挙げられる。こ
こで、胃酸及び胆汁酸としては、例えば国際公開第２０１１／１０５３３５号に記載の、
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人口胃液（ｐＨ３．３）、人工胆汁（１．０％　牛胆汁（Ｏｘｇａｌｌ））を用いること
ができる。
【００２３】
　本発明の改変微生物を飲食品や医薬品とする場合、菌体は、生菌又は加熱菌体（死菌体
）のいずれでもよく、又凍結乾燥したものであってもよく、あるいはこれら微生物を含む
培養物、菌体処理物として利用することもできるが、生菌の状態で利用することが好まし
い。
【００２４】
　医薬品として使用する場合は、本発明の改変微生物を固体又は液体の医薬用無毒性担体
と混合して、慣用の医薬品製剤の形態で投与することができる。このような製剤としては
、例えば、錠剤、顆粒剤、散在、カプセル剤等の固形剤、溶液剤、懸濁剤、乳剤等の液剤
、凍結乾燥製剤等が挙げられる。これらの製剤は製剤上の常套手段により調製することが
できる。上記の医薬用無毒性担体としては、例えば、グルコース、乳糖、ショ糖、澱粉、
マンニトール、デキストリン、脂肪酸グリセリド、ポリエチレングリコール、ヒドロキシ
エチルデンプン、エチレングリコール、ポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル、
アミノ酸、ゼラチン、アルブミン、水、生理食塩水等が挙げられる。また、必要に応じて
、安定化剤、湿潤剤、乳化剤、結合剤、等張化剤、賦形剤等の慣用の添加剤を適宜添加す
ることもできる。
【００２５】
　また、本発明の改変微生物は、上記のような製剤とするだけでなく、飲食品に配合して
使用することもできる。飲食品に配合する場合は、そのまま、または種々の栄養成分と共
に含有せしめればよい。この飲食品は、微生物の酸耐性が所望の形で調節されているため
、当該微生物が元来有する種々の生理作用を効果的に発揮する保健用食品又は食品素材と
して利用できる。具体的に本発明の方法により得られた改変微生物を飲食品に配合する場
合は、飲食品として使用可能な添加剤を適宜使用し、慣用の手段を用いて食用に適した形
態、すなわち、顆粒状、粒状、錠剤、カプセル、ペースト等に成形してもよく、また種々
の食品、例えば、ハム、ソーセージ等の食肉加工食品、かまぼこ、ちくわ等の水産加工食
品、パン、菓子、バター、粉乳に添加して使用したり、水、果汁、牛乳、清涼飲料、茶飲
料等の飲料に添加して使用してもよい。なお、飲食品には、動物の飼料も含まれる。
【００２６】
　さらに飲食品としては、本発明の改変微生物を利用した発酵乳、乳酸菌飲料、発酵豆乳
、発酵果汁、発酵植物液等の発酵飲食品の例が挙げられる。これら発酵飲食品の製造は常
法に従えばよい。例えば発酵乳を製造する場合は、まず、殺菌した乳培地に本発明の改変
微生物を単独又は他の微生物と同時に接種培養し、これを均質化処理して発酵乳ベースを
得る。次いで、別途調製したシロップ溶液を添加混合し、ホモゲナイザー等で均質化し、
更にフレーバーを添加して最終製品に仕上げればよい。このようにして得られる発酵乳は
、シロップ（甘味料）を含有しないプレーンタイプ、ソフトタイプ、フルーツフレーバー
タイプ、固形状、液状等のいずれの形態の製品とすることもできる。
【００２７】
　本発明の方法により得られた酸耐性が増強されるように調節された微生物は、低温状態
でも高い酸耐性を有することから、酸が存在する製品中での菌の生残性が高い。そのため
、低温保存中の生菌数の低下や死滅速度の増加が抑制され、製品規格の維持が容易となり
、ラクトバチルス属細菌等の微生物が有する整腸作用等の一般的な生理効果を効果的に発
揮させることができる。また、抗がん作用、ヘリコバクター・ピロリの除菌作用等の特異
的な生理効果を元来有するラクトバチルス属細菌やビフィドバクテリウム属細菌に対して
、本発明の方法により酸耐性を増強することで、該菌株を様々な飲食品に利用することが
可能になると共に、該菌株の生残性が改善することで該菌株が有する生理効果を増強させ
ることが可能となる。
　また、本発明の方法により得られた酸耐性が弱まるように調節された微生物は、胃酸で
多くが死滅することから、当該微生物が元来有する種々の生理効果を胃に到達する前に発
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揮し、胃では作用しない微生物として利用することができる。
【００２８】
　上述したように、ｆａｄＤ遺伝子の発現が阻害又は抑制された場合に微生物の酸耐性が
増強されることから、ｆａｄＤ遺伝子及び／又はその発現産物の発現量等を指標として酸
耐性を有する微生物のスクリーニングが可能である。すなわち、ｆａｄＤ遺伝子及び／又
はその発現産物の有無及び／又は発現量を測定することにより、当該酸耐性を有する微生
物をスクリーニングすることができる。遺伝子の発現産物としては、ｍＲＮＡやポリペプ
チド等が挙げられ、該ポリペプチドとしては、配列番号９に示されるアミノ酸配列からな
るポリペプチドが挙げられる。
　ここで、ｆａｄＤ遺伝子及び／又はその発現産物の測定は、ｆａｄＤ遺伝子や当該遺伝
子由来のｍＲＮＡを検出し得るプローブやプライマーを用いて、微生物における標的とす
る遺伝子の有無、コピー数や発現量をサザーンハイブリダイゼーション法やノーザンハイ
ブリダイゼーション法、ＤＮＡマイクロアレイやＲＴ－ＰＣＲ法により行うことができる
。また、ポリペプチドの量を紫外吸収法、ＢＣＡ法（ビシンコニン酸法）、ローリー法の
ような分光光度法や電気泳動法により行うことができる。そして、ｆａｄＤ遺伝子やその
発現産物の有無、それらの発現量により、目的の微生物（酸耐性を有する微生物）を選択
すればよい。
【００２９】
　尚、上述した遺伝子の改変や微生物のスクリーニングを効率よく行うためには、配列番
号１に示すポリヌクレオチド又はその一部を含む組換えベクター、配列番号１に示すポリ
ヌクレオチドの一部断片からなるＰＣＲ及びＲＴ－ＰＣＲ用プライマー、配列番号１に示
すポリヌクレオチド又はその一部を増幅することができるＰＣＲ及びＲＴ－ＰＣＲ用プラ
イマー、配列番号１に示すポリヌクレオチドに特異的にハイブリダイズするポリヌクレオ
チド又はその一部からなるハイブリダイゼーション用の核酸断片を用いることが好ましい
。
　ここで、使用されるプライマー等の核酸断片としては、本発明の遺伝子の塩基配列に関
する情報をもとにして化学合成されたヌクレオチド等が一般的に使用できるが、当該ヌク
レオチドとしては、配列番号１に示す塩基配列に対応する部分ヌクレオチド配列であって
、１０～５０個の連続した塩基、好ましくは１５～３５個の連続した塩基が好ましい。
　以下、実施例によって本発明の内容をさらに詳細に説明する。
【実施例】
【００３０】
実施例１　ｆａｄＤ遺伝子のプロモーター領域の変異箇所の確認
　酸耐性を有するビフィドバクテリウム　ブレーベ　ＹＩＴ　１２２７２（ＦＥＲＭ　Ｂ
Ｐ－１１３２０）と、その系統株であるビフィドバクテリウム　ブレーベ　ＹＩＴ　４０
０８（ＦＥＲＭ　ＢＰ－４５３８）およびビフィドバクテリウム　ブレーベ　ＹＩＴ　４
０６５（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６２２３）のｆａｄＤ遺伝子の周辺の塩基配列を、定法に従っ
てダイターミネーター法により解読し、比較した。その結果、ＹＩＴ　１２２７２では、
ｆａｄＤ遺伝子のプロモーターにおいて、開始コドン塩基から６８ｂｐ上流の塩基配列が
、チミン（Ｔ）からシトシン（Ｃ）に変異しており、その転写量が変化している可能性が
考えられた。ｆａｄＤ遺伝子のプロモーターにおける変異箇所を図１に示す。
【００３１】
実施例２　ｆａｄＤ遺伝子の転写量解析
　酸耐性を有するビフィドバクテリウム　ブレーベ　ＹＩＴ　１２２７２、その系統株で
あるＹＩＴ　４００８およびＹＩＴ　４０６５をＭＩＬＳ培地（Ｉｗａｔａ　ａｎｄ　Ｍ
ｏｒｉｓｈｉｔａ，　Ｌｅｔｔｅｒ　ｉｎ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ
，　ｖｏｌ　９，　１６５－１６８，　１９８９）を用いて３７℃で嫌気的に培養した。
嫌気培養は気相を窒素置換してブチル栓をし、静置培養にて行った。
　対数増殖期の各菌株よりＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ社製）を用い
てＴｏｔａｌ　ＲＮＡを調製した。さらに、本ＲＮＡ１μｇを用いてＰｒｉｍｅＳｃｒｉ
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ｐｔ　１ｓｔ　ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ社
製）により、ｃＤＮＡ溶液を調製した。各菌株から調製したｃＤＮＡ溶液を鋳型とし、Ｓ
ＹＢＲ　Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ（ＴａＫａＲａ社製）と表１に示したプライマーを
用いて、ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７５００（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社製）
によりリアルタイムＰＣＲ（９５℃・３０秒の反応後、９５℃・５秒および６０℃・３４
秒の反応を４０サイクル）を行い、ｆａｄＤ遺伝子および１６ＳｒＲＮＡ遺伝子の転写量
を測定した。なお、１６ＳｒＲＮＡ遺伝子の転写量を内部標準としてサンプル間の補正を
行った。
【００３２】
【表１】

【００３３】
　各菌株におけるｆａｄＤ遺伝子の転写量を、ｆａｄＤ遺伝子が野生型であるＹＩＴ　４
００８に対する相対値として図２に示した。ＹＩＴ　４０６５におけるｆａｄＤ遺伝子の
転写量はＹＩＴ　４００８と同程度であったが、ｆａｄＤ遺伝子の上流に変異が生じたＹ
ＩＴ　１２２７２では転写量が大きく低下しており、ＹＩＴ　４００８と比較した相対転
写量は、０．１％以下であり、ＹＩＴ　４０６５と比較しても０．１％以下であった。
【００３４】
実施例３　野生型のｆａｄＤ遺伝子を導入した形質転換体の取得および形質転換体のｆａ
ｄＤ遺伝子の相対転写量
　ｆａｄＤ遺伝子の酸耐性に与える影響を調べるために、ＹＩＴ　４００８由来のｆａｄ
Ｄ遺伝子プロモーターおよびｆａｄＤ遺伝子をＹＩＴ　１２２７２に導入した形質転換体
ＨＭ０１０２株を作製した。
　まず、ＹＩＴ　４００８のゲノムＤＮＡを鋳型とし、ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－（ＴＯＹＯＢ
Ｏ社製）と表２に示したプライマーを用いて、ｉＣｙｃｌｅｒ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ社製）に
よりＰＣＲ（９６℃・１５秒、６０℃・３０秒、７２℃・１５０秒の反応を３０サイクル
）を行い、ｆａｄＤ遺伝子の全長とその上流３００ｂｐおよび下流１００ｂｐを含むＤＮ
Ａ断片（配列番号６）を増幅した。
【００３５】

【表２】

【００３６】
　増幅したＤＮＡ断片と特開平１０－２６２６７０号公報に記載されたｐＢＥ△４べクタ
ーを、同文献に記載の定法に従って制限酵素ＥｃｏＲＩにて消化した。両消化断片を用い
て、ＤＮＡ Ｌｉｇａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｖｅｒ．２．１（ＴａＫａＲａ社製）によりラ
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イゲーション反応を行い、オリジナルプロモーター支配下でのｆａｄＤ遺伝子発現用プラ
スミドＤＮＡを作製した。本プラスミドＤＮＡの作製図を図３に示した。
【００３７】
　本プラスミドＤＮＡをエレクトロポレーション法により、ビフィドバクテリウム　ブレ
ーベ　ＹＩＴ　１２２７２に導入した。エレクトロポレーションは、ＧＥＮＥ　ＰＵＬＳ
ＥＲ　ＩＩ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ社製）を用い、２００Ω、２５μＦ、１８ｋＶ／ｃｍの条件
で行った。その後、３μｇ／ｍＬのエリスロマイシンを添加したＭＩＬＳ寒天培地にエレ
クトロポレーション反応液を塗沫し、アネロパック（三菱ガス化学社製）を用いて３７℃
で７２時間の嫌気培養を行った。生じたコロニーを形質転換体ＨＭ０１０２株として取得
し、定法に従ってアルカリ法によりプラスミドＤＮＡを抽出し、導入したプラスミドＤＮ
Ａが保持されていることを確認した。
【００３８】
　一方、ＨＭ０１０２株の対照として、ｐＢＥ△４ベクターのみをＹＩＴ　１２２７２に
導入したＨＭ０１０１株も、同様の方法で作製した。
【００３９】
　ＹＩＴ　１２２７２、ＨＭ０１０１株およびＨＭ０１０２株の３株について、実施例２
に記載の方法でｆａｄＤ遺伝子の発現量を測定した。なお、形質転換体であるＨＭ０１０
１株およびＨＭ０１０２株の培養は、ＭＩＬＳ培地の酵母エキス濃度を１．５％としたＹ
－ＭＩＬＳ培地を用い、終濃度が３μｇ／ｍＬとなるようにエリスロマイシンを添加して
行った。
【００４０】
　各株のｆａｄＤ遺伝子の転写量を測定した結果、ＹＩＴ　１２２７２およびＨＭ０１０
１株と比較して、野生型のｆａｄＤ遺伝子プロモーターおよびｆａｄＤ遺伝子を導入した
ＨＭ０１０２株では、ｆａｄＤの転写量が高いことが判明した。各株におけるｆａｄＤ遺
伝子の転写量を、ＹＩＴ　４００８での転写量に対する相対値として図４に示した。
【００４１】
実施例４　形質転換体の酸耐性測定
　形質転換体の酸耐性をより明らかに確認するために低温保存後の酸耐性を測定した。上
記実施例３に記載の培地で、１×１０8ｃｅｌｌ／ｍＬ以上の菌数となるよう一晩嫌気培
養したＨＭ０１０１株（培養後菌数：８．５×１０8ｃｅｌｌ／ｍＬ）およびＨＭ０１０
２株（培養後菌数：８．８×１０8ｃｅｌｌ／ｍＬ）の各培養液を４℃で嫌気静置保存し
た。保存０日目、７日目、１４日目、１９日目および２９日目において、胃酸・胆汁酸連
続処理を行い、両株の酸耐性を比較した。
　胃酸・胆汁酸連続処理は、特許文献６に記載の人工胃液および人工胆汁を用いて以下の
ように行った。まず予め３７℃で保温した人工胃液（ｐＨ３．３）１０ｍＬに、４℃で保
存した培養液０．５ｍＬを添加して撹拌し、３７℃で６０分間の胃酸処理を行った。さら
に、胃酸処理後の溶液２ｍＬに対して、人工胆汁（１.０％　Ｏｘｇａｌｌ）１ｍＬと反
応緩衝液（０．５％の塩化ナトリウム、０．１％の塩化カリウム、０．３％の炭酸水素ナ
トリウムを含有するｐＨ８．０の緩衝液）５ｍＬを添加して撹拌し、３７℃で６０分間の
胆汁酸処理を連続的に行った。胃酸処理０分後、同６０分後、胃酸・胆汁酸連続処理１２
０分後の各処理液１ｍＬを適宜希釈した後、ＴＯＳプロピオン酸寒天培地（ヤクルト薬品
工業社製）に塗沫し、アネロパック（三菱ガス化学社製）を用いて３７℃で７２時間、嫌
気的に培養した。出現したコロニー数に総希釈倍率を乗じて培養液１ｍＬ当たりの生菌数
を求め、酸処理０分後の生菌数に対する、各処理後の生菌数の割合を生存率とした。
　ここで、ＨＭ０１０２株は野生型のｆａｄＤ遺伝子、ＨＭ０１０１株は変異型のｆａｄ
Ｄ遺伝子を有し、それ以外の遺伝子は全く同一であることから、ＨＭ０１０２株はｆａｄ
Ｄ遺伝子改変前微生物、ＨＭ０１０１株はｆａｄＤ遺伝子改変微生物に相当する。
【００４２】
　胃酸処理後および胃酸・胆汁酸連続処理後の両株の生菌数および生存率の測定結果を図
５に、ＨＭ０１０２株に対するＨＭ０１０１株の生存率の比を表３に示した。その結果、
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低温保存の日数が経過するにつれて、野生型のｆａｄＤ遺伝子プロモーターを導入したＨ
Ｍ０１０２株では、胃酸処理および胃酸・胆汁酸連続処理後の生存率が大幅に低下したが
、ＨＭ０１０１株では、生存率の低下の幅が小さく、酸耐性がＨＭ０１０２株と比較して
増強されていた。ＨＭ０１０１株の酸耐性が増強されていることは、生存率の比において
も示された。このように、酸耐性の増強は、低温状態に置いた場合により顕著に観察され
た。
【００４３】
【表３】

【００４４】
　以上の結果からｆａｄＤ遺伝子の転写増大は、微生物、特にビフィドバクテリウム　ブ
レーベにおける酸耐性を低下させる方向へ働き、逆にｆａｄＤ遺伝子の転写を阻害又は抑
制することは、微生物、特にビフィドバクテリウム　ブレーベにおける酸耐性を増強させ
る方向へ働くことが明らかになった。このため、ｆａｄＤ遺伝子の転写量を低下させるこ
とは、培養後の細胞内ＡＴＰ量に依存することなく、微生物の酸耐性の増強に利用できる
と考えられる。
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