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　　　Natural　rubber　seri，rm　pewder，　which　is　by－preduet　obtained　in　the　productien　of　ia｛；ex

rubber，　has　a　stroRg　grewth－stimulating　activity　for　Bzifidobacte　ri2tm　bzfielum　JCM　i　254．　The

retained　fraction　obtained　by　ultrafiltration　（moleeular　weight　cutoff　1000）　showed　a

growth－stimniating　activity　in　a　dose－dependent　manner　on　Bi2　assay　medium　with　ammonium

sulfate．　One　of　the　growth　stimulators　was　purified　from　the　retained　fraction　by　a¢etone

precipitation，　solid－pha＄e　e’xtraction　with　a　hydrophobic　pretreatment　colum，　and　ruultF＄tage

reversed－phase　HPLC．　Axx　increase　of　53－fold　in　the　specMc　activity，　aRd　a　recovery　of　2．3e／，

were　oめ毛a熱eδ．　The・amine　aeid　c◎即◎siもi◎飛a総N－terWimal　sequeRce　aRalyses◎f　this　S・r◇w漁

s託児目玉aもor　pmvided　t｝総sもr犠cture◎f　A至a－Thr－Pr◎一（｝｝u－Lys－G王u－Glu－Pro－Thr－A捻，　The

molecular　mass　was　1075，　by　MALDI－TOF　MS　aRalysis．　These　resnits　showed　thatthis　growth

stimulator　was　a　decapeptrde　with　the　sequence　shown　aboxre．　This　is　the　first　report　that

clarified　the　structure　of　an　a¢tive　peptide　for　the　growth　of　Bofidobacteriztm．

lNTRO］DUCTION

　　　　Bifidobacteria　have　been　extensively　studied　on　the　basis　of　the　very　close　correlation

between　their　irthabitance　in　intestinal　tract　and　promotion　of　the　host　health，　／recently

referred　to　as　a　probiotic，　which　benefits　the　host　by　improving　its　irttestinal　rrricrobial

balance　（Hent・ges，　1992），　alongside　of　lactic　acid　baeteria．　Compared　wtth　sueh　¢lmicai

research，　knowledges　on，　biochemistry　and　physiology　of　BofZelobacterium，　ineluding

carbohydrate　and　nitrogen　metabolism，　oxygen　to｝erance　and　synthesis　of　vitamins，　seem

to　be　less　availab｝e．　Of　these　works，　search　for　growth　stirau｝ators　charactGristic　to

b澁dobacもeria，　mosも◎f　which　h畿ve　a獄1もritio嚢a懇yねsも孟di（澱s　growもh　eveR　IR　a　fUll　synthetic

medium，　is　oRe　of　the　T￥iest　attractive　topics　in　appheci　as　well　as　fundamenta｝　aspects．

Summarizing　a　recent　review　（Tamine　et　aL．，　19，　95）　and　original　reports，　growth

stimulators　are　generally　classified　into　the　following　groups：　（1）　Bifidus　factor　1；　this

growth　factor　consists　o／f　glycoproteins　or　enzymatic　digests　that　contain　sugars　such　as

．2V－acetylglucosarnine，　glucosamine，　and　galactosamine，　in　milk　and　colostru／ras．　（K）
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B燈dミユsfaetor　2；伽s　repre＄el“s　no敷一91ycosy撫ted　peptides　derived　fr◎獄proもe㎞礁er

hydrolysis｝2sing　Pr◎teiRase．　H◎wev¢r，　Rone　of抜em　have　bee箕sもr嚢。加r認y呈de賊澁ed．

（IID　Oligos，　accharides；　they　act　as　energy　or　carbon　sour¢es　for　growth，　and，　their　chemical

strueture＄　aRd　eutstaRdiRg　s．　electivity　for　bif｝dobgcteria　have　bee’ri　s｛rfficieritly　described．

Theref◎re，　these／n◎蓑digesも掘e　nutr嶽◎簑al　co聯◎unds　have　bee識accepted　as　a　p艶b韮◎tic

the　availability　of　which　has　been　also　proved　in　in　vivo　model　systerns　（Roberfroid，　1996；

F．ω1er　a鼓dαbs◎嬬エ997）．（W）0も｝．ler　c◎mpo鷺ndsもhat　be｝◎貧慕t◎汽◎蕪e◎fもhe暮r（）護ps

desc曲ed　above，　a慧d　have　been　fou数d　from　a　variety．◎f　nat慧ral　reso撚ces。　Recently，

2－amino－3－carboxy・一一1，4－naphthoquinone　was　discovered　in　the　cell－free　filtrate　and　in

．the　metha難01－exもracもfractiOl’l　of　Pγoメ）②o？乞乞δαo冶《yr乞z“mプ＞re？Ldenre乞《つん乞乞thaもis嚢sed数至もhe

production　of　Swiss－type　cheese　（Mori　et　aL．，　1997）．　The　comp｝ete　identifieation　of　this

growth　stimulator　successfully　enabled　the　action　mechanisms　to　be　studied　at　molecular

沁vels．　Th．is盤cdedも。もhe　prop（）sal　of　a　Rew　m（）del　f◎r　b澁d◎baα融rial　grow撫sも㎞鷺1a乞圭。准

by　efficient　tumover　of　an　intracellular　redox　reaction　via　2－amino－3－carboxy－1，4－naph－

thoqtmone　as　an　electron　transfer　mediator　CYamazaki　et　aL．，　1998）．

　　　We　have　reported　that　natural　rubber　serum　powder　（NRSP），　obtaiRed　iR　large

quant，ities　as　bv．　一product　in　the　production　of　｝atex　rubber，　has　a　great　potentiai　as　an

additionai　candidate　resource　of　growth　stimulators　for　a　wide　rartge　of　bifidobacteria　of

類ユ．man　origi1≧（ls㎞搭aki，1995）．　NRSP　had　the　acもivity　for　B騨（影。わαc‘θγ②z搬zわ騨（Zum　iR

the　same　manner　as　casein　enzymatic　hydrolysates，　both　of　which　were　abl，e　to　grow　the

test　strain　on　a　medium　deficient　in　nitrogen　source．　Moreover，　NRSP　markedly

st．irnulated　grovv”th　eveR　in　thc＞．　nutritionally　complete　bifidobacterial　mediurR　（Oiki　et　at．，

1996）．　ln　our　previous　paper，　we　described　a　bioassay　systern，　whici，　：t　is　based　on　Bi2　assay

medium　with　O．25％　amraonium　sulfate，　speeMcally　to　detectthe　activity　of　desired

growth　stimulators　1．R　NRSP，　and　obtained　partially　purified　active　fract．ions　which　all

m／ight　be　composed　of　many　kinds　of　peptides　（Etoh　et　al．，　1999）．　Neverthel，ess，　although

℃he　sign勲ance　of　p¢Pもides　for　a　su雌deRt　gr◎帆h◎f　b燈dobacteria蟄wha竃ever　syれ漁etic

mediura　or　milk　and　related　complex　media　has　beeR　we｝1　proved　（Poch　and
Bezkorovainy，　1991；　Gornes　et　al．，　i　998；　Gorrtes　aAd　Maicata，　1998），　there　are　few　reports

attempting　tc　clarify　the　fuaetigk　ef　peptides　as　a　grewth　stimniater　at　melecu｝ar　｝eve｝s，

which　is　in　part　due　to　the　complicated　nutrient　requirement　of　bi．fidobacteria，　especially

with　regard　to　nitrogen　sources　（Po（ih　and　Bezkorovainy，　1991）．　For　the　successful

bioche磁cal　eluc漁もi◎n　of撫e　phys韮d◎9tcal　resp◎灘se　ofβ麟・doわαα碗㍑魏t◎

growth－sti．mulating　peptides，　accumulation　of　informatioR　oR　the　¢hemica｝　structures　wtll

be　essential．　ln　this　paper，　we　report　the　purification　of　a　growth－stimuiating　peptide

from　NRSP　aRd　the　elucidation　cf　its　structure．

MATERIALS　AND　METHODS

Microorganism
　　　B．わ伽襯JCM　1254，0f　h㎜an　origin，　was　purchase面om　the　Japa11．　Collection　of

Microorganisms，　Wako．

Nat繭紬ber　ser㎜powder（NRSP）
　　　NRSP　was　provided　by　Nakanihon　Air　Serviee　Co．，　Lrd．　（Nagoya）．　NRSP　used　iR　this
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study　was　the　spray－dried　product　of　natural　rubber　serum　imported　from　Malaysia．　lt

wa＄　¢err｛pesed　of　raaRy　knds　o，　t’　amiRo　acids，　peptides，　iftorgaRic　salts，　and　so　oR．　［1］he

detailed　composition　of　NRSP　was　described　previously　（lshizaki，　1989）．

Bioassay
　　　T’he　microerganism　was　grewn　in　anaerobic　jars　（ArtaeroPack　Kenki，　Mitsubishi　Gas

Chem．ical　Co．，　lne．，　Tokyo）　in　thioglycolate　（TGC）　medinm　without　dextrose　（Difco

Laborateries，　Detroit，　Ml，　U．S．A．）　and　stered　at　5，　OC．　The　＄tored　culture　was　first　cnitured，

in　th¢b誼dobacteri．um　medium（lshizaki，1995）at　37℃for　24h．　The　cUl加re　broth　wa＄

centrifuged　at　8，000　X　g　for　I　O　xx’tm．　The　precipitated　cells　were　washed　two　times　and

suspended　iR　a　sterlle　solution　of　KCI　（1．08e／o）．　The　basal　rrted，iura　used　for　a　bioassay　was

Bi2　assay　medium　（Difco）　wtth　O．25C／o　ammonium　sulfate　（Etoh　et　al．，　19．　99）．　The　assay

medium　（3．6　mi）　was　nrdxed　with　O．4　mi　of　samples　and　then　inoculated　with　50／o　of　the

prepared　in◎culum．　The　co庸◎l　contained◎．4　ml　of　water　instead◎∫the　samples．

Cukure　wa．s　doue　’under　aRaerobic　conditions　at　37“C．　The　extent　ef　growth　wa＄

measured　by　the　absorbance　at　562　nrn　（As62）　after　40　h　of　cultivation．　The　growth

experiments　were　done　in　du．plicate　or　more　each　time，　and　resulting　values　were

averaged　in　each　experiment．　ln　the　purificatioR　of　growth　stimulater（s），　the　activity

（As62）of　the　fracti◎臓was　de負ned　as　the　differ磁ce　tn　ceU　gm帆h　of　8わ鰍珈窺observ¢d

after　40　h　in　B　i2　assay　medium　with　2．5g／1　amrrtonium　sul．fate，　with　and　without　the

fractioR．　Fer　preparaticR　of　a　purificatieR　tab｝e，　eRe　imit　（U）　of　activity　of　the　growth

stimulator　was　defmed　herein　as　the　amount　of　the　growth　sttmulator　required　for　1　mg

iriereas　e　in　dry　cel］．　ryiass，　which　is　converted　from　A．r62　by　a　standard　curve，　during　40　h　of

cultivation　of　the　test　strain　in　the　assay　system　used．　Protein　concentration　of　each

samp1¢㎞the　p嚢r泌。就10n　steps　was　ca｝culaもed　as　a　toもal撚瓢ハ（）acid　co熱．郵e捻もby　a】漁◎

acid　composition　analysis　described　below．

Purif1cation　of　a　growth　stimulator　from　NRSP

　　　醸SP　was　u1甑撒ered賊h我！￥le舳ra総of難decぬr　weight　cut◎ff（MWCO）1◎0◎
（Amicon，　lnc．，　Bever｝y，　MA，　U．　S．　A．）．　The　retained　fraction　was　mixed　with　cold　acetone

もhe　conce慮at韮◎R　of　which　was　a（加sもed　to　8◎％．　The㎞瞭三re　was　lefもat　4℃◎vemighも。

The　resulting　precipitate　was　removed　by　centrifugation　at　10，000　X　g　for　10min．　The

s“pem＆taRt　was　dried　by　a　Speed　Vac　CenceRtrater　（Savant　lnstrwmepts，　lnc．，　NY，　U．　S．

A．）　and　then　dissolved　in　distil｝ed　water．　The　solution　was　put　on　a　hydrophobic

pretreatmeRt　eel｛imut，　tCis　Sep－Pak　cartridge　（Waters，　Mll　ferd，　MA，　U．　S．　A．）　aRd　eluted

successively　with　3　mi　of　the　solution　of　O，　10，　20，　30，　40，　and　500／o　acetonitrile　in　O．05t／，

trMuoroacetic　acid　（TFA）．　The　fractioR　wtth　the　highest　acti．vity　was　drie〈／i　aRd　disso｝ved

in　disti］led　water　a＄　mentioned　above．　Further　fractionation　was　done　by　reversed－phase

HPLC　as　follows．　ln　the　first　run，　aetive　eomponents　were　eluted　wtth　a　linear　gradient　of

O－40t／e　acetonitrile　in　O．050／e　TFA　for　30　min　through　a’column　of　TSKge｝　ODS－120A

（Tosoh　Co．，　Ltd．，　ffbkyo：・　25cmX4．6mm　inner　diameter）　at　a　fiow　rate　of　O．8mi／min，

while　monitoring　the　absorbance　at　210　nm．　The　fraction　of　the　highest　activity　was　used

fer　the　secend　rurt　under　these　eonditiens　except　for　a　1inear　gradi，ent　of　O－15C／）

acet（m宝もrile　for　60買㎞．　The　res泌t蟄g　active　fracもi◎ns　were撫rもher　a漁alyzαi　by　TSKg紐

ODS－80TM　column　（Tosoh：　25　cm　X　4．6mrn　immer　diameter）　with　a　linear　gradient　of
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O－150／o　acetom’trik）　for　80　min．

Speed　V（ac　Concei’itrator．

The　purified・sa’rtxple　was　col｝ected　and　dried　with　the

Mass　spectmmet町，　amino　acid　composition　and　sequence　analyses

　　　The　molec鷺玉ar　mass　of　the　p慧rified　gr◎wもh＄糠m級1ator　was　measured　usin慕縦

Voyager－RP　MAI．」DI一・TOF　spectrometer　（Perspective　Bio＄ystems，　MA，　U．　S．　A．）．　ln　this

analysis，　an　a－cyano4－hydroxycirmarnic　acid　solution　was　used　as　matrix．　The　ami．no

acid　a益alysis　w畿s　done　wi撫aHitachi　L－85◎O　a瞬貧◎acid　a翻yzer（Hlもachi）after漁e

purified　samp］，e　was’ ?凾р窒盾撃凾嘯?п@in　6　N　HCI　under　a　vacuum　at　l　IOeC　for　24　h．　The

N－tertmal　arrtmo　acid　sequence　of　the　purified　one　was，　analyzed　by　E　dman　degradatien．

wlth　ax　automated　ga＄一phase　autema．tic　sequence　ana｝yzey　（PSQ－1，　Shi，Kiadzu，　Kyoto）

with　an　on－liiie　LC－6A　HPLC　system　（Shimadzu）．

RESULTS

Growth　stimulation　by　the　retained　fraction　of　NRSP

　　　Pur泌caもio盤of慕rowth　st㎞ulators　fr◎mもhe磁も虻a劔traもe（Etohθ孟編。， 1999），　ob£ained

§
ぐ

1．S

1．0

O．5

o O．1 O．2

RetaiRed　fraction　concentration　（mg／ml）

Fig．　1．　Effects　ef　concentrations　of　the　retainect　fraction　on　Bzfidobacte？ftittm

　　　　　　わ頑（伽ηzJCM　1254．　The　retained．　fraction　was　obtained　by

　　　　　　u，ltrafiltration　（MWCO　1000）　of　NRSP．　Bi2　assay　medium　was　rrtixed

　　　　　　with　the　fraction　in　the　presence　of　2．5　g．　fl　ai’nmoniLim　su｝fate　（e）　and

　　　　　　witlwut　arainoRium　sulfate　（O）．
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by　ultrafiltration　（MWCO　1000）　of　NRSP，　fell　into　a　lot　ef　d，ifficu｝ties　because　of

interfereRce　by　rrtaRy　kiRds　of　araine　acids　aftd　unidentified　，low一，i￥iolecular－weight

cor叩ounds．　Therefore，　we　addressed　the　retained　fraction∫or撫e　isQlation　of　growth

sttmu｝ator（s）．　The　retaii｝ed　fraction　showed　the　activity　only　togeth，er　wtth　ammonium

sulfate　in　a　dose－dependent　manner，　like　the　peptide　，fract．iolt　．from　t，he　u｝trarutrate　（Etoh

et　al．，　1999），　oR　Bi2　assay　medium　（Fig．　1）．　This　finding　sttggested　that　the　retained

fractiori　w　ou｝d　be　cempgsed　ef　the　substances　with　ali￥｝ost　the　same　mature　a＄　the　peptide

fraction．　However，　the　addition　of　the　retamed　fraction　above　O．1　agrnl　decrea＄ed　the

gtつWもh－Sも㎞U圭at童㎎acも呈vity．

PurifieatieR　ef　a　grewth　stimulater

　　　Like　the　peptide　fraction　（Etoh　et　aL．，　1999），　dispersai　over　several　aetive　fractions

and　decrease　in　the　activity　were　also　observed　in　the　proces＄　of　th，e　puri．fication　frora　the

retained　fractioR．　Pech　aRd　Bezkerovainy　（199i）　also　encountr，ered，　a　＄imi，lar　phenornenon

during　the　purification　of　growth　sttmulators　from　K－casein　digests．　However，　wtth　the

aim　bf　ideRtifyiRg　at　least　eRe　active　cempoReRt，　we　concerxtra’ted　／fractiorts　obtained　iri

each　purMcation　step　to　a　level　capable　of　detecting　a　signhicant　actjvity，　and　followed

the　fraCもi◎鍛Wi撫the　higheSねCtiV圭ty　am◎ng　a11もhe　a磁陀OReS．　FirS親頓e　retaiRed

fraction　was　treated　with　800／o　acetone　to　remove　high　molecular　weight　materials　and　to

readily　target　active　components　with　low　molecular　weight，　for　si．mplification　of　the

subsequent　purlf7ieation　aRd　identification．　The　specifie　aedvity　of　the　supematant　was

four－fold　higher　than　that　of　the　precipitate．　The　supernatant　was　put　on　a　hydrophobic

pretreaもme厩。◎1㎜覆βep－PakもC、，，　a鍛d　was　fractio鍛aもed　by　s穂pwis愈el．就lo登w誌h　several

concentrations　of　acetonitrile．　The　fraction　eluted　with　10t／）　acetonit；rile　had　the　highest

activity　of　all　the　fractions　eluted　（data　not　shown），　suggesting　that　relatively　hydrophilic

materials　cou｝d　be　responsible　for　high　growth－stimu｝ating　aetivity．　Thi＄　fraction　was

further　fractionated　by　multi－stage　reversed－phase　｝IPLC．　”1“he　chromatogram　obtained

by　the　first　ruR　with　一a　TSKge｝　ODS－12eA　colwm　is　shown　in　Fig．　2a．　The　’highest　aetivity

was　observed　in　the　fraction　（F－15）　eluted　at　approximately　15　mi．’n．　．F一．1，5　was　t，hen　put

oR　the　secoftd　ruR　vvGth　the　sarae　colixnn，　where　the　slepe　of　the　gradient　was　raore　geRt｝e

than　that　in　the　first　run　（Fig．　2b）．　All　the　fractions　with　some　aet，ivity　were　further

arta｝yzed　by　the　third　run，　where　the　co｝imm　was　a　TSKge｝　ODSBOTM　co｝umn，　to　confirm

Tab蓋e　1．　Pu謡爺cation◎f　a　Growもh　S意㎞賢玉a船r費◎㎜NRSP

SafftP玉e V◎茎㎜e（認）
Total　protein　T◎もal　acもiv諏y　Speeifi《：灘蕊孟vi’ty　Re（こov¢ry　Pu綴licaもio難

　　　（rag）　　　　　　　　（U）　　　　　　　　（U／難慕）　　　　　　　（％）　　　　　（一fo玉d）

　Retained　fraction

　　（Mwco　lgoe）

　　　800／o　acetone

　　　super】Raもa】窪も

　　　Sep－Pak　tCis

　　　　　eluate

　　飛everse（量一P蓑ase

HPLC　eluate　（F－15d）

20

100

10

玉◎

3e．3

6．78

2．30

732　×　IO－3

275

131

163

3．52

9．e9，．

19．3

70．7

481

1ee

47．6

59．3

1．28

1

2．12

7．78

52．9
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F量9。2． P慧r澁ca雛○簸茎）reeed臓Oe◎f　a　g罫ow康sも㎞滋a急◎r動◎灘NRSP。

（a）The　fract童on　e1朧d　with　10％aceto臨r盆e　thro胤鳩h　the　hydrophobic

pretreatrrtent　column　was　chromatographed　on　a　TSKgel　（1）DS－120A

column　（fvrst　ruR）．　The　fraction　with　the　highest　activity　（F－15）　wa：．

collected．　（b）　F－15　was　chromatogyaphed　ofi　a　TSKgel　ObS－120A

¢olumn　（seeond　run），　The　eluates　were　divided　into　four　fraetions　（F－

15a－d）．　（c）　F－15d　was　chromatographed　on　a　TSKgel　ODS－80TM

c（）短㎜tO　c◎n餅m　i慰s　pu麺ty．鷺　luted　fr銭ctions　we鷲玉nonit（）r磁d　with　t艶

absorbance　aも21◎撒1（蓋eft　sca玉e，　s◎1id　1漁e）．　A戴r¢prese庶s漁e　exもe貰も

of　growth　（right　scale，　shaded　bars）　in　the　assay　medium　supplemented

with　each　fraetion　the　protein　concentration　of　whic，h　was　16　times　that

熱嶽eretal．xed・fracti（）蓑（Oユ5㎎／認）．
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Mass　（m／z）

Hg．3．　M糺DI－TOF　mass　spect㎜of　F－15d．

the　purity　of　each　fraction．　As　a　result，　the　fraction　（F－15d）　was　detected　as　a　single

pe菰k賦h　gr◎wth－sも㎞睡at童㎎act重viもy（Fi92c），　w㎞1e　the　o撫er・wwpu雌ed　fでacも沁ns　c◎擁d

not　be　resolved　any　more　by　using　reversed－phase　HPLC　（data　not　shown）．　Apparent

spec澁。　ac伽iもy㎞crease（i　53ぜdd　a蓑dもhe　recovery　of　the　act韮vity　was三．3％as　sh◎w識㎞

the　purification　tabie　for　F－15d　（’1’able　1）．　ltis　not　so　surprising　that　the　recovery　of　the

activity　was　very　lovv　because　growth－stiraulating　activity　was　’ 垂窒?唐?獅煤@in　the　overall

廷acもi◎繋s　separa艶d㎞the　pr◎c磁ss　of　the　pu雌caもi◎n．　A1撫ough　the　sy箕ergism　of　F－1δd

with　other　fractions　was　also　expected　on　the　grovvth　stiraulation，　we　used　F－15d　as　a

repre＄eRtative　of　the　grcwth　stimulators　iR　the　subsequeRt　experwteRt＄．

Strueture　analysis　of　a　grewth　stimulater

　　　Since　F－15d　was　positive　in　the　r血hydrin　reaction　test，　its　amino　acid　compositio識

was　aRa｝yzed．　The　aRa｝ysls　gave　the　fol｝owi’ng　compesition：　Glu（3），　Lys（1），　A｝a（2），

Thr（2），　Pre（2）．　Fiuthermere，　N－termina｝　sequence　aRalysis　c｝early　yielded　the　primary．

structure　of　Ala－Thr－Pro－Glu－Lys－Glu－Glu－Pro－Thr－Ala．　MALDI－TOF　MS　analysis　of

F－15d　showed　thatthe　meleeular　weight　was　1075　（Fig．　3）．　This　va｝ue　was　almost　in

agreement　with　that　（1072）　calculated　from　the　amino　aeid　sequence．　Given　these

str慧。撫ral　afialyses◎f　F－15d，◎囎◎f撫e　gr◎w撫就重m撮at◎rs㎞NRSP　was　a　decapeptid¢

with　a血ique　symmetric　sequellc（！．　at　both　term．inals．

DISCUSSION

This　is　the　fust　report　that　clarified　the　structure　of　ar｛　active　peptide　for　the　growth
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o．f　Bzfidobacterium．　T，　he　peptide　was　an　unmodif7ied　decapeptide　belonging　to　Bif7idus

faetor　2　in　the　＄eRse　of　a　xon－glycosylated　peptide，　utike　the　cru〈le　glyceraaeropeptide

fraet－ioR　the　sngar　aRct　polypeptide　meietie＄　of　which　were　reported　to　be　tmpertaRt　for

the　activity　of　the　bifidus　factor　by　Azuma　et　al．　（1984）．　Moreover，　the　peptide　did　not

c◎蕊aiR　a惣y　s掘魚ydry1墓r（）犠ps，　che磁ca1瓢od韮ficati◎繋of　which　ha＄pr（）ved　to　markedly

decrease　the　growth－stimulating　activity　of　rc－casein　digests　by　Poch　and　Bezkorovainy

（，1991）．　This　indicated　that　sulflriydry｝　greups　wenid　not　be　Reeessarily　indispensable　for

gr◎wth－sもim磁aも加g　acもivity　f◎rβ廓doわααθγ運用。　These　co就radicも◎ry　fi’ndiRgs◎嚢

structure－functien　relation＄hips　suggest　that　bifidobacteria　rnight　possess　a　highly　diverse

a数（lc◎搬P三ex殺se　ma㎜er　eve難fbr　a　peptid¢．

　　　Utilizable　peptides　for　microorganisms　exert　several　unique　functions　ftot　oRly　as

nutritienal　sovirces　but　al＄e　as　＄igmal　molecules，　wl｝ich　are　translationally　＄ymthe＄ized　aRd

once　secreted　outside　of　the　cell，　in　cellular　functions　and　property　such　as　sensing　of

pepulation　density　（Rudner　et　Gg．，　1991；　Koide　artd　Hoch；　1994）　and　sporulatiolt　（Perego

et砿1991）in　Baciglws　s％罐旛。　Ge簑e翻y，重もmay　as　we昼be　c◎ns三dered　thaもex◎ge－

nously　derived　peptides　for　bacteria　would　fしmction　as　nutritional　sources　hke　the　use　of

milk　peptides　for　grewth　eb＄erved　iR　Lactococczts　lact’e’s　（Kunji　et　esg．，　1996）；　they　are

irreversibly　transported　into　the　cell，　followed　by　intracellular　digestion　by　a　variety　of

peptidases，　and　resulting　amino　acids　are　ceRsequently　used　for　proteiR　symthesis　er

a鷺ernatively　as　a　s◎urce◎f撮tτ◎gen　or　carb◎n．　It　is　therefbre　Utilく：ely　that　th¢is◎1ate（i

fiawless　peptide　directly　a¢tivates　the　expression　of　certain　genes　to　stimulate　the　growth

o£　the　test　stram．　The　presence　ef　intracedular　peptidases　（CheRg　and　Nagasawa，　1985a，

i985b；　Minagawa　et　al．，　1985；　EL－Soda　et　al．，　1992）　and　extraceilular　proteinase（s）

（Desjardins　et　al．，　1991）　in　Bzfidobactertum　ceuld　also　support　the　pessibiiity　that　the

decapeptide　would　be　respon＄ible　for　growth　stimulation　as　a　nutritional　souree．　Thus，

b澁d◎bacteria　are斑くelyも（）hε駕ve　aR　ef貸cient　peptide　use　system欺eゐα蕊◎cocezLs諭。6窃

（K：婆垣ietαS．，1996），s◎搬e　rep◎r毒s　sugges漁9もhe　sig雌ca飛ce◎f　peptides罫atherもhan

amino　acids　as　a　nitrogen　source　（Gomes　et　al．，　1998；　Gomes　and　Malcata，　1998）．　More

exacも｝y　meRt玉◎鍛ed，もhe　pept玉de　il、　this　S綴dy　w◎u｝d　C（）就ributeも◎Cell　pr◎duCti◎薮as　a

growth　promoter　synergistically　with　amraonia，　which　is　also　effective　as　a　nitrogen

sQurce　in　b廊◎bacteria（Maもte“zzi窃砿1978），derived　from　ammon圭um　su猛ate　added　to

Bi2　assay　medium　（Etoh　et　ae．，　1999）．

　　　The　hydrophobi¢ity　and　the　molecular　weight　of　peptide　are　always　foeused　on

discussing　its　efficiency　of　u＄e　by　micreorganisras．　Such　a　speeificity　ef　peptides　seems　to

strictly　depend　on　the　strains　used．　For　exaruple，　Chen　et　al．　（1987）　demonstrated　that

hydrephilic　casein　dige＄ts　were　iRccrporated　twe一一feld　faster　into　the　e．e｝1　than

hydrophobie　ones　in　rurnirtal　bacteria，　by　evaluating　the　growth　rate　or　the　metabolite

productioR．　On　the　other　hand，　Juiliard　et　al．　（1998）　coRcluded　that　basie　and　hydropho－

bic　pepもides　wiもh搬◎玉ecular通ass　ra㎎鎗g　b就wee簸apPr（）ximaもely　6◎◎a猟至1，10（）Da　were

most　preferentially　used　by　Laetecocczts　tactis，　by　rnonitoring　disappearance　of　peptides

拠the撮e（慧麟by　HPLC　a魏h◎蟻gh　this　descr三pt重。装only　sh◎ws　the　f註。鐵もy　in　the　traRsp◎rも

of　peptides　by　the　cens．　ln　our　case，　the　pepticie，　which　was　obtained　as　a　consequence　of

screeniRg　．for　higher　active　growth　stirau｝ators　durikg　the　purif．ieatioA，　wa＄　high｝y

hydrophiKc　and　with　a　length　of　ten　armo　acid　residues．　Although　the　defMition　itseif　of

‘preferentiai　uti］ization’　thus　appears　to　be　se．mewhat　differefit　in　each　case，　our　results



σγ◎鵬ん一stimz・eea；tiw．9（惣αゆ｛？；pticteプbr　BOfidobαctewi2Lmわ2fidzem 179

refiect　at　least　how　efficieRtly　this　peptide　was　incorporat，ed　into　the　overall　system　te

produce　cell　ma＄s．

　　　Anether　possib｝e　actioR　mechanism　of　the　peptide　is　．ltever　nied　out，　while　the　above

description　is　a　plausible　hypothesis．　Poch　and　Bezkorovainy　（1991）　have　supposed　that

cysteine－c◎購ai類ng　Peptide　may　be　reg譲red　as　membra捻e　carriers◎f　nuもr童e簸もs，　a玉もh◎ugh

this　idea　has　not　beeft　siifficient｝y　proved．　Ofi　the　other　hand，　Zhao　et　ag．　（1996）　have

suggested　that　a　growth－sttmulating　peptide　isolated　from　bovine　hemoglobin　may　target

the　periplasmic　bi捻（㎞9－proもe無for　the縦ptake◎f簸utr絶鷺もs℃◎activaもe　the　cOrresp（）簑d㎏

transport　systems　of　Gram－negative　bacteria．　Recently，　lactoferrin，　an　iron　binding－gly－

coprote㎞f◎撒d　ab㎜da数tly嶽hUma簑澱旦k，　was　rep◎r鰍i　t（）have　a　gr◎w撫一sも㎞ulaも沁9

aetivity　for　B？frdobacterium　breve　by　transfetmg　iron　directly　to　the　cell　（Catchpoie　et

ag．，　1997）．　Thus，　our　peptide　aise　may　be　assgciated　with　tke　acce｝eration　o£　the　mptake

of　some　nutrients　rather　than　with　anabolism　for　cell　production．　Phytochelatin　has　been

known　to　be　a　heavy　rfletal－eRtrapping　polypeptide，　the　biosynthesis　of　which　occurs

under　the　stress　coRditioRs　caused　by　heavy　meta｝s，　resultiRg　in　the　expressioR　of

tolerance　against　such　toxic　metals　for　higher　plants　（GrM　et　al．，　1985）．　This　polypeptide

就ab玉y　e慮aps膿¢tals　with　the　repeated　s磁hy（むyl　gr◎ups，　which　c◎◎rd血ate　toもhe　metals

in　a　multidentate　way，　in　the　sequence　polymerized　with　7－Glu－Cys　（Gril｝　et　al．，　1985）．

1遮ere§もingly，　a澱iqUe　iRVerもed　r命peaもSeq嚢enCe　W畿S　a王S◎Clearly◎bSerVOd　at　b◎もh

tem血als　tn　the　pur遁ed　peptide　here．　As　far　as　the　isolated　peptide　is　concemed，　the

strucもural　fE｝atu罫e肇e（i軽s　t◎supP◎s（）thaもth圭s　peptide蒲ghもbe　a澱embra籍e　carrier　f6r

particular　metals　required　for　growth　stimulation．　Furthermore，　it　is　noteworthy　that

both　peptides　arise　from　higher　plants．

　　　It　is　greatly　sigrtif｝cant　that　a　＄tructurally　identif｝ed　peptide　was　obtained　as　a　grewth

stimulator　fer　Bzftaobactewi2Lm．　Usiirg　the　synthetic　derivat，ives　based　on　the　sequence

obtaiked　as　a　bioprobe，　we　could　zzet　oniy　elncidate　the　imction　ef　the　peptide　but　also

dramatically　develop　new　avenues　for　the　related　biochemistry　and　physiology　of

Bzptdebacterize7rb，　which　have　ftot　beeR　profoimdly　investigated　due　te　the　difficulty　gf

approaches　to　this　strain．

ACKNOWLEDGEMENTS
　　　’1’he　author＄　are　grateful　to　M．　Kimura　of　the　Laboratory　of　Biochemistry，　lnstitute　of

Applied　Biglogica｝　Chemistry　（Graduate　Schgo｝　of　Bioresource　and　BioenvireRmeRtal

Sciences，　Kyushu　University），　for　mass　measurements，　protein　sequencing，　and　armo

acid　compositien　analysis．

REFERENCES
Azurna，　N．，　K．　Yarnauchi，　and　T．　Mitsuoka　1984　Bibous　growth－promoting　activity　of　a

　　　glycomacropeptide　derived　from　human　rc一一casein．　Ag7xgc．　Biog．　Ctwn．，　48：2159－2162

Catchpole，　R．　M．，　E．　Kot，　G．　Haloftis，　S．　Fumanov，　aRd　A．　Bezkorovainy　1997　Laetoferrin　car｛　sttpply　iroR

　　　for　the　growth　of　BofidobacteTium　breve．　Nutr．　Res．，　17：　205・・一213

CheR婁G．，｝｛．」．　Sもro麦）e1，」．　B．　Russe｝｝，　and　C，3．　SRぜ罫e汽　1987　駕ffecも（）f銭y（lroph◎bicity（）数u膿捻ati◎R　of

　　　peptides　by　r臓nl血1a玉セ）acもeria魚v鷲ro．〆1∬4晃．．麦罫7z⑳②γo？z．ノ漉。7ro～）ioe．，53：2◎21－2025

Cheng，　C．　C．　and　T．　Nagasawa　1985a　Purification　and　some　properties　of　an　aminopeptidase　from

　　　Bzfidobaceerizem　breve．　Jpn．　」．　Zootech．　Sci．．，　56：　257－266



180 S．　Etoh　eS　aS．

Che㎎，　C．　C．　a設d　T．　Nagasawa　1985b　Pミユ懸caもio難畿癩so瓢eμoρerも韮es◎f　a　pr◎1茎黙e瞬！脚e擁d恭＄e・frera

　　　β癖（lobαctene．m　breue．　加．」：Zoひtech．　Sct．，56；484－49《

1）esjar（戴漁s，錘．，　D．　Roy，　and　J。　Gou玉et　19薮）i　　β「9ala¢もos玉dase　and　proteolyt達。　activities　of　bifl（iQba（）ter三a　in

　　　m■．k：aprel㎞ary　study．ルノ寵。んω乞ssenshafC，46：11－13

EL－S◎da，　N．，　A。簸acedo，　a瓢！N．　F．α＄on　1992　The　pep綴d¢hydr◎玉a＄e　sy＄tera◎fβ晒（オ。わaetertum

　　　sρ瞭es．観醜？vissewsha＃，　47：87－9◎

Etoh，　S．，　K．　Sono．moto，　and　A．　Ishizaki　1999　Complementary．　effects　of　b節dogerUc慕rowth　st虹．nulators

　　　and　ammo蜘m　sulfate　i簸．　natura｝　rubber　serura　powder　on　BzfidobtxcteTiumわOfidzem．　Biosci．

　　　β¢o‘θoん？zol．β乞。（》んθηz　63：627－631
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つ

Fuller，　R。　a蓑d　G．　R．　G三bsoR　1997演。（懸餓雛◎蓑ofも短i就es雛ミa…麗cr◎flora　usa9　pr◎嬢◎ties　akd　prebi◎もics．

　　　3cα？堀．　Jl　Gαstroe？z彦erol．，32（supP1222）：2＆31

G（）搬es，　A．蟹．　P．，　li’t．　X。　Malca繊，　aRd　F．　A。湿．　Klaver　1998　0row嶽e漁a貧ce獄eRt　o重君耀。δ（臨¢γ纏窺

　　　tαct？i　Bo　andゐactobαcillimsαc乞（topんit’tes　Ki　by㎜呈皿（hydrolyuates．」：DainJ　Sci．，81：2817－2825

G◎照es，　A．簸．　P．，　a識d　F．　X．蟹a圭ca捻　　1998　Use　o釜sma銭rum漁ants買戯k　SllPP至eme難ted　w誌h　av認ab圭e

　　　nit．r◎gen　as　growth　media　for　Bzfi（加わacter乞u77b　lαcti8　and　Lαctoわαc乞llusαci伽ρん乞12tS．　Jl、取）ipt．

　　　Mi（，γoわ乞。‘．85：839－848
　　　　　　　　　　　　コ

Gri11，　E．，　E－L．　Wi㎜acker，　and　M．．　H．　Zenk　1985　Phytochelatih＄：The　prh、cipal　heavy－metal　complexi㎎

　　　pe頭des　of　h㎏her　plants．　Seience，230：674－676

Hentges，　D。　1992　Guもfiora．　and　d　isease　resisもa跳ee。撫Pro厩（）認δs：The　Scie　ztzfic　Bctsis（R．　F綴1¢r，　e（1．）撃

　　　Chapman＆HaU，　New　York，　USA，　pp　87－109

1shizaki，　A．1989　U樋za摂◎rt◎f　naもural　rubber　wa＄te　as　me（漁rm　lngre（lients　for　fer職entation　pr◎cess。

　　　擁（》？℃～）．び‘日曜舘．r酷e？zθ．wα～）i，e　Res．，6：235－241

1shizaki，　A．　1995　Na斑ral　m董）ber　serwm　which　c◎難雛熱s　a　sひec繍．　gr◎w愈峯）r（）拠◎ter　for　BOfddebαcterizem．

　　　Bios（地．　B乞ote（rhnol．」B乞ochem　59：1150－1151
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つ

3題盤afd季V．，　A．　Gu澱。塾，　D．　L。　B哉rs，　a鍛d，∫一C．　Gr三PQ数　1998　S茎）ec澁。三もy　of獄重玉k茎｝e茎）雛de砿重｝izatiOR　by

　　　■actOCOCCItS’Lactis．　API）乙。．Environ．ノ疵σγoわioS．，64：1230－1236

K◎i（圭e，A．　and　J．　A．　H◎ch　1994　1dent薫㈱tion　of　a＄ec◎nd◎爺慕◎peptide　transp◎r七system熱Bacilt2Ls

　　　su～）編翻8　and　d〔津terr㎡nation　of　its　role　i勲sporulation．ルfol．ル1乞（♪7roわ乞。ム，13：417－426

K：晦i，鷺．R．　S．，王．醗αau，　A．漁麟㎎，　B．｝》◇◎lraaR，　a難d　W。餐．　K磁㎎s　199S騒e　pr伽◎lyもlc　sys総ms◎f

　　　｝actie　acid　bacteria．ノ4nt（）？z2e．　yαn、乙．eeZL2ve？zhoek　　70：187－221．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

Matteu癩，　D．，　F．　Crociani，　and　O．　Emaldi　1978　Amino　acid＄pr6duced、by　bi∬dobacteria　and　some

　　　clQ＄t！1dia．　Ann．ルf乞oγoわ¢oム，129B：175－181

M玉nag翫wa，　E．，　S．　K絃m鎗ogawa，欝．　Tsukasaki，正｛．　Moto＄㎞a，　and　K．　Yamauchi　1985　E　x（）peptidase　I）rof涯es

　　　◎f董）三f量d◎bacも奪r呈畿．　」．！〉毫志診磨．3《露，　Vi．t〈Lverb・i？乞◎志　　31：5≦｝9－6◎6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つ

Mori，　H。，　Y．　Sato，　N．　Taketomo，　T。　Kamiyama，　Y．　Yosh．iyama，　S．　Meguro，　H．　Sato，　and　T．　Kaneko　1997

　　　1s◎蓋a糠on　　aRd　　structufaユ　ldeRtif圭ca雛oR　　◎f　bifidoge汽圭。　　grow捻峯　stir駐u至aも（）r　pr◎duc《垂（建　by

　　　Pr◎pioni～）CtcteWiZL？7zプbeeu（i〔mreichii．　」：五）αiγ2／S（癒．，80：1959－1964

0ik圭，　H．，　K、　S（）R◎搬ot《），　aRd　A．茎shizak主　　1996　　Gr（）w£h－sも㎞疑娠纏難g　ef£ecもs　O罫Raturai　r縫bber　seritva◎R

　　　B碗（オobαcteγium　bOfidztm．」．　Femaent，　Bioθrzg．，82；165－167

Pereg◎，　M．，　C．　F．　H㎏菖1戯s，　S．　R。菱）earce，懸．　P．　Gailagher，　aR（圭」．　A．｝董oc｝毫　王991　The（）至嬉○墨）e茎）もi（圭e　trartsPort

　　　system　of　Bαcillzts　szLbtiltS　plays　a　role　in　the　initiation　of　sp（）皿ation．　Mol．　Microわi〈）1。，5：173一．一185

P◎ch，瓢，　and　A．　Bezkor◎va沁y　1991　Bovlne翻kκ一case短t聡）s嶽d嬉esも玉s　a　grow撫enhancer　f⇔r　the

　　　gel難ユs　BOfidobacteri2Lm．　Jlメlg短。．　Food　Oんθηz．，39：73－77

Roberfroid，　M　B．1轡96　F㎜cもlonal　eff磁s　of　fbod　eomponents　aad　the　gas℃rointes伽al　system：Chicory

　　　fru伽。㎏osac（畑r量des．　NzLtx　Rev．，54：S38－S42

Rudner，　D．　Z．，　J．　R．1。eDeaux，　K．　Ireton，　a貰．しd　A．　D．　Grossman　1991　The　3jpoOκIocus　ofβαc鰯zる8　s？xbtiZis

　　　圭s難○…マ｝ol（）9（）gsもく）もhe　d霊9（）pg｝茎）乞ide　per！難ease　k）c糠＄a難d三s　re（議鷺重red　fGr　s峯）or疑茎a乞i◎勲axx《＝圭。◎rapeもeR（｝e．」：

　　　Bα（：tE？riol．，173：1388－1398

Tai￥diie，　A．　Y．，　V．　M．£．　M［arsh撚．：i》a誼d　R．　K．　R◎b短s◎装　1995　M叢cr◎b沁王ogical．　a難（3　tech篶。蓋（＞gica茎as茎）（きαs◎f

　　　mUks　fe㎜ent疎d　by　biHdobacteria．♂Dα物Res．，62：151－187

Yaraazaki，　S．，　K　K欝｝o，　T．至k愈d段，　K：．至sawa，　aRd　T．　KaReko　l998瓢echa類stic　s拠dy　o獄嶽e　r磯s　of　a

　　　bifidogenic　growth　stirnulator　based　on　physicoch¢mical　characterization．　B乞。σんi？7b．　BtOpんys．！lctα，

　　　　1425：5圭6－526

Zhao，　Q．　Y．，」．　M．　Pio，　t，　V．　Gaut童er，　and　G．　C（）枕enceau　1996　夏＄oiat重on　and　characterizati◎n　of　a　bacterial

　　　gr◎糀h－stimulat魚g　Peptid¢from　a　peptic　bov魚e　hem◎繧董◎bin　hydrolysate，　ApPl．　Micγoわ乞ol．



　　　　　　　　　　　GT（）籾書為rS認窺％δα麺㎎諺θδ㈱eg）麺認θプb劉」B麟（lobes｛露θ短乞6窺わofζオzs窺

Bdotechnol．，　45：　778－784

181


