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要旨 
	 黒酢は、鹿児島県特産の醸造酢であり、経験的にヒトの健康維持に有効であるとされてい

る。以前申請者らは、黒酢の発酵細菌である酢酸菌について検討し、外膜成分であるリポ多

糖 (LPS) がヒトの自然免疫系を弱く活性化する弱毒型であること、同様の物質が黒酢に溶解
していることを明らかにした。また最近、酢酸菌の培養上清に外膜小胞 (OMV) と呼ばれる
ナノ粒子状構造体が含まれること、本 OMVが LPSを含んでおり自然免疫系を活性化するこ
とも明らかにした。本 OMVと同様の構造体は黒酢にも含まれていることから、OMVと黒酢
の機能性に何らかの関係があることが考えられた。本研究では、酢酸菌由来 OMV を免疫賦
活剤として利用し、黒酢など食品の高機能化を図ることを目的として、OMVの回収方法の最
適化に必要な酢酸菌由来 OMV の分離方法、OMV 産生に使用する酢酸菌種などを検討した。 
 
 
１．緒言 
	 黒酢は、鹿児島県福山町特産の醸造酢であり、経験的にコレステロールや中性脂肪の減少

など生活習慣病の改善、アレルギーなどの免疫系疾患の改善といったヒトの健康の維持に有

効であるとされている。しかし、その有効成分や作用機構については不明な点が多い。 
	 以前申請者らは、福山黒酢がヒトの自然免疫レセプターを活性化する疎水性成分を含むこ

とを明らかにしている 1)。またこの成分が黒酢の発酵細菌である酢酸菌  Acetobacter 
pasteurianus のリポ多糖 (LPS) と類似していることも見出している。近年、LPS などの細菌
由来成分がヒトの免疫系を調節して健康維持に寄与することが明らかになりつつあり 2)、黒

酢の機能性がこれらの細菌由来成分の効果であることが期待できる。 
	 外膜小胞 (OMV) は、約 50年前に発見された細菌由来構造体であり、直径 20-300nm程度
のナノ粒子状構造を持つ 3)。OMV は、膜および内腔に膜脂質、LPS、ペプチドグリカン、タ
ンパク質、DNA、RNAなどの親細菌由来の成分を含むため、哺乳類の細胞に対する免疫調節
能を持つことが知られている。また OMV は、宿主細胞に接触するとエンドサイトーシスな
どで内部に侵入し細胞機能を調節する役割を果たすこともわかってきた。そのため、OMVを
免疫賦活剤として利用して、ワクチンなどへ応用する研究が進んでいる。 



	 最近申請者らは、酢酸菌 A. pasteurianus が OMVを産生することを見出した 4)。本 OMVは
LPSを含んでおり、自然免疫系を活性化することがわかっている。また黒酢中にも LPSを含
んだ OMV様の構造体が存在することを明らかにしており、OMVと黒酢の機能性に何らかの
関係があることが考えられた。しかし、黒酢から得られる OMV は微量であり、機能性の評
価が難しい。 
	 酢酸菌は、エタノールを酢酸に酸化する代謝系を持つ細菌の総称であり、Acetobacter、
Gluconobacter、Komagataeibacter属などに属する多くの菌種が知られている 5)。これまで申請

者らは A. pasteurianus NBRC3283を用い LPSや OMVの分離や化学構造の解析を検討してき
た。しかし細菌由来の成分や構造体は、菌種、菌株、培養条件などによってその化学構造、

免疫活性化能、産生速度、産生量などが大きく異なることが知られている。そこで本研究で

は、OMVの分離方法、OMV産生酢酸菌種などを検討し、OMVの回収方法の最適化を図るこ
とを目的とした。 
 
２．実験 
２.１ OMVの分離 
	 酢酸菌は Acetobacter pasteurianus NBRC 3283、Gluconobacter oxydans NBRC 14819、
Komagataeibacter europaeus NBRC 3261、Komagataeibacter hansenii NBRC 14820を使用した。
酢酸菌は 804 培地（Hipolypepton-Yeast extract-Glucose-MgSO4）で１〜７日間培養した。培養

上清は培養液を 10,000×g、20 min で遠心分離し、0.22 µm のメンブランフィルターで濾過し
て回収した。 
	 OMV は超遠心分離法および硫酸アンモニウム沈殿法を用いて回収した。超遠心分離法で
は、培養上清を 100,000×g、3 hで遠心分離して OMV粗画分を沈殿として得た後、Optiprepを
用いて 100,000×g、16 hで密度勾配遠心分離して OMV画分を得た。硫酸アンモニウム法では、
培養上清に硫酸アンモニウムを加え、25,000×g、20 minで遠心分離して OMV粗画分を沈殿と
して得た後、Sephacryl S-500 カラムを用いたゲル濾過クロマトグラフィーによって分離して
OMV画分を得た。 
 
２.２ 分析法 
	 菌の増殖は濁度（OD600）を測定して推測した。サンプル中のヘキソースは、アントロン硫
酸法で呈色させ 620 nm の吸光度を測定することで比色定量した。サンプル中の膜脂質は、細

胞膜に可逆的に挿入される蛍光試薬である FM4-64 を用いてサンプルを標識し、
Ex/Em=515/640 nmの条件で蛍光強度を測定し定量した。SDS-PAGEは、サンプルを Tris-glycine
法で泳動した後、過ヨウ素酸銀染色または CBB染色で可視化した。 透過型電子顕微鏡 (TEM) 
は、HT7700を用いて加速電圧 80 kVで測定した。測定サンプルは、カーボンコートコロジオ
ン膜グリッド上で 1%リンモリブデン酸ナトリウムを用いてネガティブ染色して作成した。 
 
 



３．結果と考察 
３.１ OMVの回収法の検討 
	 以前の報告 4)では、OMV は超遠心分離法で回収していたが、超遠心分離機が必要であり、
また操作時間がかかる欠点があった。そこで硫酸アンモニウム沈殿法による OMV 回収を検
討した。まず OMVの沈殿に適した硫酸アンモニウム濃度を検討した。A. pasteurianusの 7日
間培養上清を用い、濃度 40%、50%、60%、70% になるように硫酸アンモニウムを加え、遠
心分離することで OMV粗画分を回収した。各サンプルを TEMで観察したところ、濃度 60%
及び 70%のサンプルで多くの小胞が見られた (Fig. 1a)。また各サンプル中の膜脂質量を比較
したところ、硫安濃度 60%のサンプルで最も多く膜脂質が含まれていることが分かった (Fig. 
1b)。そこで、硫酸アンモニウム濃度は 60%に決定した。 

 

	 ついで OMV 粗画分中の夾雑物の除去法について検討した。今回は、密度勾配遠心分離に
代えて、Sephacryl S-500 カラムを用いたゲル濾過クロマトグラフィーによる精製を試みた。
カラム溶出液を分取し、各フラクション中のヘキソース量と膜脂質量を定量しクロマトグラ

ムを作成したところ、ヘキソース、膜脂質共に高分子量領域に溶出が観察された (Fig. 2a)。
各フラクションの TEMを観察したところ、Fr. 36付近に多くの小胞が存在し、また夾雑物も
除去できていることがわかった (Fig. 2b)。 

 



	 以上の結果は、従来の超遠心分離法に代えて、硫酸アンモニウム沈殿法を用いることで

OMV画分を回収できることを示している。また、回収量は両方法ともに同等であることから、
硫酸アンモニウム沈殿法が超遠心分離機を使用しない簡便な方法として酢酸菌 OMV の回収
に有効であることを示している。 
 
３.２ OMVの回収法の検討 
	 次に各種酢酸菌を用いて OMV 産生能を比較した。４種類の酢酸菌を培養し、培養 0 日目
から培養 5日目の培養上清をそれぞれ回収した。培養上清を硫酸アンモニウム沈殿し、OMV
粗画分を得た。各種サンプルの膜脂質量を測定したところ、K. europaeusと K. hanseniiの膜脂
質量が A. pasteurianusに比べ多いことがわかった (Fig. 3a, b)。また G. oxydans はほとんど膜
脂質が回収されないこともわかった。ついで各サンプルを TEM で観察したところ、

Komagataeibacterの 2種の菌で多くの小胞の存在が明らかになり、OMV産生能に優れている
ことがわかった (Fig. 3c, d)。以上の結果は、酢酸菌種によって OMV 産生能が異なっている
ことを示しており、OMV産生株の最適化が必要であることを示唆している。 

 

 
４．結論 
	 本研究では OMV の回収法を検討し、超遠心分離法に代えて硫酸アンモニウム沈殿法を適
用できることを示した。また、酢酸菌種によって OMV 産生能が異なっており、今回検討し
た中では Komagataeibacterが優れていることも明らかにした。本知見は、酢酸菌由来 OMVを
免疫賦活剤として利用する際の基盤となるものであり、今後の免疫活性化研究に利用できる

成果である。 
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 Unpolished rice black vinegar, (kurozu), a traditional Japanese vinegar, is considered to have 
beneficial health effects. Previously, we separated a low innate immune system-stimulatory 
lipopolysaccharides (LPS) from kurozu-fermenting acetic acid bacteria. We also found the LPS-like 
material in kurozu. Recently, we showed that outer membrane vesicles (OMVs), nano-sized spherical 
structures secreted from bacteria, are produced by acetic acid bacteria. We further showed that the 
OMVs contain LPS and act as innate immune stimulants. Since the OMV-like spherical particles were 
observed in kurozu, the OMV are considered to participate in the beneficial health effects of kurozu. In 
this study, we investigated the separation methods for OMVs derived from acetic acid bacteria and 
identified bacterial species suitable for OMVs secretion.  


