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【研究論文】 【平成27～29年度 県単研究】 

 

地域資源微生物の食品加工特性評価 

 

石川 潤一，樋口 敦*1，小山 誠司*2，畑中 咲子 

食品バイオ技術部 

（*1現 新産業振興課，*2現 企画・事業推進部） 

 

発酵食品に欠かせない乳酸菌や酵母は，食品の発酵のみならず機能性成分の産生など，多くの可能性を秘めて

いる。本研究では，これまでに乳酸菌として収集した 959 菌株の生酸菌の 8 割の属種を同定するとともに，抗菌物質

産生の有無を調査した。次いで，一部の菌株について抗生物質耐性を調べ，食体験のある属種であり，抗菌物質を

産生せずかつ抗生物質耐性のなかった菌株を選抜した。更に，これらのうちからヨーグルトおよび漬物への適用を目

標に，ヨーグルトスターターとして良好な生酸性，凝乳性に優れた菌株を，なす漬への応用を視野に，官能評価，ガ

スクロマトグラフ質量分析により香気の優れた菌株を選抜した。 

 

キーワード： 乳酸菌，バクテリオシン，抗生物質耐性，香り評価，ガスクロマトグラフ質量分析  

 

1 緒言 

 

味噌，醤油をはじめチーズ，ヨーグルト，漬物等の発

酵食品に欠かせない乳酸菌や酵母は，食品の呈味向

上，風味向上，保存性向上だけでなく種々の健康機能

性成分の産生など，多くの可能性を秘めている。国内に

おいては，酵母や乳酸菌などの有用微生物をその地域

の食材や自然界から分離して微生物バンクを構築し，

地域の食産業振興に活用する取り組みが増えている。 

本県においても，生酸性を指標とし，乳酸菌の取得を

目標として被災地域などの地域資源から分離し，微生

物バンクを構築，これまでに 959 菌株の生酸菌を分離し

てきたが，加工適性に加え食品衛生上の安全性が求め

られるため，これらを用いた加工食品への利用は必ずし

も進んでいなかった。 

本研究では，加工食品への適用の観点から，これま

でに収集した生酸菌を同定し，抗菌物質産生の有無と

抗生物質耐性について調査することで安心して食品加

工に使える乳酸菌の選抜を試みた。次に，それらの乳

酸菌を応用するため，凝乳性などの特性からヨーグルト

スターター株を選抜するとともに，漬物製造への応用を

視野に，香気評価による選抜を試みたので報告する。 

 

2 材料と方法 

 

2.1 16S rDNA配列解析による簡易同定 

 

食体験のある菌株を食品加工に用いることで安全性

を確保する観点から，平成16年から平成27年にかけて

宮城県内の発酵食品，野菜を中心に植物などから定法

を用いて分離した 959 菌株の生産菌について DNA 配

列解析による菌種の簡易同定を行った。30 %グリセロー

ルに分散し，-80 °C にて保存された各菌株を，MRS 

Broth（日本ベクトン・ディッキンソン株式会社，東京）に

て 18 h～48 h 程度静置培養し，塩化ベンジル法 1)にて

菌体を溶解，エタノール沈殿により DNA を精製した後，

TE 緩衝液（pH 8.0）に溶解したものを DNA 溶液とした。

この DNA 溶液を鋳型とし，63f プライマー(5'-CAG GCC 

TAA CAC ATG CAA GT-3')2)および 1525r プライマー

(5'-AAA GGA GGT GAT CCA GCC-3')3)を用いて 16S 

rDNA の全長配列を増幅，ダイターミネーター法により，

GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis System 

(Beckman-Coulter, 米国)にて配列を解析した。得られ

た 16S rDNA の塩基配列について，NCBI（National 

Center for Biotechnology Information）の BLAST（Basic 

Local Alignment Search Tool）プログラムにより相同性検

索を行い，菌種を推定した。 

 

2.2 抗菌物質産生評価 

 

生酸菌株の抗菌物質産生評価は，産生されるバクテ

リオシンの抗菌スペクトルを考慮して2種類の菌株を指

標 菌 と し て 用 い ， Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus JCM1002T株(以下，JCM1002T株)を指標菌と

したペニシリンカップ法4)及びBacillus sp. C107株5) (以

下，C107株)を指標菌としたWST法6)にて行った。ペニシ
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リンカップ法は，指標菌を0.25 %となるよう接種した

0.75 % MRS agarにペニシリンカップ（外径8 mm，内径6 

mm）を静置，ペニシリンカップの中に培養上清100 µLを

添加し，37 °Cで一晩培養後，阻止円の直径（mm）を測

定した。抗菌の強さを簡易的に示す活性レベルは，抗

菌活性を示さなかったものを「0」，ペニシリンカップ内の

み指標菌の生育が抑えられているものを「1」，阻止円の

直径が8 mm以上，12 mm未満のもの「2」，阻止円の直

径が12 mm以上，18 mm未満のものを「3」，18 mm以上

のものを「4」とし，5段階で評価した（図1左）。WST法で

は，Microbial Viability Assay Kit-WST（株式会社同仁

化学研究所, 熊本）を用いた。活性の有無は比色法に

より判定し，指標菌であるBacillus sp. C107株の生育を

示す赤褐色の発色を観察することで行った。活性値は，

450 nmにおける吸光度が2.0以上のものを「0」，1.0以上，

2.0未満のものを「1」，1.0未満のものを「2」とし，3段階で

評価した（図1右）。 

 

2.3 ディスク拡散法による抗生物質耐性試験 

 

乳酸菌の培養菌液をMRS agarに塗沫し，24 h培養し

た。次に，2〜3コロニーを滅菌生理食塩水に懸濁，標

準比濁液を参考にしてマクファーランドNo.0.5となるよう

に調製した。更に滅菌綿棒を用いて菌液を感性ディス

ク用培地（日水製薬株式会社，東京）に4方向から均等

に塗布し，3 min〜5 min静置した。菌を接種した寒天培

地に間隔を24 mm以上離して14種のBDセンシディスク™

（6 mm）（日本ベクトン・ディッキンソン株式会社，東京）

を置き，35 °Cで24 h培養した後，ディスク周辺に形成さ

れた阻止円直径を測定した。耐性の有無は，アメリカ臨

床・検査標準協会（CLSI: Clinical and Laboratory 

Standards Institute）の判定基準値に基づき判定した7)。

使用したディスクに含まれる抗生物質とその作用部位に

ついて，図2に示したが，菌種により阻止円の大きさが

異なる薬剤については，記載されている中で最も厳しい

評価のもの（阻止円が小さいもの）をブレークポイント

（BP）として採用し，「耐性あり」と判断した。 

 
 

2.4 加工特性による実用株の選抜 

 

2.4.1 ヨーグルト乳酸菌株の選抜 

 

ヨーグルト向け乳酸菌は，保存菌株の中で白石市に

ある酪農場の草木，あるいは，その酪農場で飼育されて

いる乳牛の生乳から分離した70菌株の生酸菌を候補と

した。これらの生酸菌株を，10 %スキムミルク，0.006 %ブ

ロモクレゾールパープル（BCP）を含むリトマスミルクに植

菌し，37 °Cで24 h培養した。リトマスミルクにおける培養

で，酸の生成とスキムミルクの凝固が認められた菌株に

ついては，前述の手法で16S rDNA配列の相同性解析

を行い，属種を簡易同定した。また，抗菌物質産生につ

いてもペニシリンカップ法により安全性を評価した。さら

に，選抜した菌株を市販スターターとともに市販の牛乳

に添加し，40 °C，24 h保持してヨーグルトを試作，ヨー

グルト製造技術者の官能評価により供試菌株を決定し

た。 

 

2.4.2 なす漬用乳酸菌の探索 

 

なす漬向け乳酸菌候補株は，保存菌株の中で仙台

市にあるナスの圃場のナスの花およびナスの未熟な果

実から分離した生酸菌株について，前述の手法で16S 

rDNA配列の相同性解析を行い，属種を簡易同定した。 

なす漬加工適性評価については，生酸菌添加調味

液の香り評価と香気成分分析，技術者による官能評価

にて行なった。なす漬に使用される調味液およそ50 mL

に分離した生酸菌株を105 cfu/mL程度になるように植菌

し，10 °Cで24 hおよび48 h培養後，2.0 mLを香り分析，

図1 ペニシリンカップ法（左）とWST法（右）による評

価の様子 

図 2 各抗生物質の略号と作用部位 
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2.7 mLをガスクロマトグラフ質量分析に，残りを官能評

価に供した。 

香り評価は，香り評価装置αHERACLES （Alpha 

MOS，フランス）を使用し，バイアルに注入したサンプル

を40 °C保持後，バイアルのヘッドスペースの揮発成分

を分析した。分析カラムは，（5 %-フェニル）メチルポリシ

ロキサン無極性汎用カラム（Agilent，米国）と（14 %-シア

ノプロピルフェニル）メチルポリシロキサン低―中極性カ

ラム（Agilent，米国）を使用し，FID検出器により検出し

た。各ピークの保持時間及び面積についてAlpha SOFT

（Alpha MOS，フランス）により主成分分析を行った。 

香気成分分析は，GCMS-QP2010 Plus（株式会社島

津製作所，京都）を用いた。バイアルに注入したサンプ

ルに10 ppmシクロヘキサノールを内部標準として添加し，

ヘ ッ ド ス ペ ー ス の 揮 発 成 分 を DVB/CAR/PDMS 

SUPELCO SPMEファイバー（シグマアルドリッチジャパ

ン，東京）に40 °C，20 min吸着させた後，直ちにガスク

ロマトグラフ質量分析装置にスプリットレスモードで注入

した。GCカラムはDB-WAX（Agilent，米国）を60 m使用

し，分析時間は40 min，カラムオーブン温度は40 °C（0 

min）から200 °C（40 min）まで線形変化させた。気化室

温度は250 °C，キャリアガスはHeを使用し，圧力は

124.9 kPa，カラム流量は3.00 mL/minに設定した。 

官能評価は，なす漬製造企業の技術者に協力して

いただき，サンプルを鼻嗅ぎによりにおいを評価し，自

由意見にて好ましいフレーバーを選択した。 

 

3 結果と考察 

 

3.1 センター保存生酸菌株の16S rDNA配列に基づく簡

易同定 

 

センター保存の生酸菌株を培養したところ，全959菌

株中，グリセロールストックからの培養が可能であったの

が926菌株，配列解析により属レベルで同定できたのが

764菌株であった。同定できた菌株の属割合を図3に示

した。乳酸菌と知られている属名が多数を占めたが，乳

酸菌に分類されないBacillus属，Staphylococcus属がそ

れぞれ10菌株程度混入していた。乳酸菌の中で，食品

に応用可能な，食経験のある属として，Lactobacillus属，

Lactococcus属，Pediococcus属が代表として上げられる

が，これらの菌株で全体のおよそ60 %であった。また，ヒ

トを含め広く動物の腸管に生育していることで知られ9)，

乳酸菌整腸剤としても応用されているEnterococcus 

faecalis，Ec. faeciumを含むEnterococcus属は，9.5 %で

あった。しかしながら，Enterococcus属は，病原性を指

摘されている種が複数あること10)，Ec. faecalisおよびEc. 

faeciumは，抗生物質耐性遺伝子を含むプラスミドを保

有，伝播，プールする可能性があることから11)，食品に

応用する場合には完全に殺菌するなど，安全性を十分

に確保する必要があると考えられた。 

  

3.2 抗菌物質産生評価 

 

表1に生酸菌培養上清の抗菌活性レベルを調査した

結果を示した。調査に供した908菌株のうち，JCM1002T

株に抗菌活性を示した株が全体の41.1 %（373菌株），

C107株に抗菌活性を示した株が，全体の50.8 %（461菌

株）であった。 

 

乳酸菌は，乳酸を含めた有機酸をはじめとする様々

な抗菌物質を産生することで知られている。中でも乳酸

菌が産生するバクテリオシンは，グラム陽性の類縁菌に

対して殺菌的に作用することから，食品分野の保存性

向上について応用を検討する研究が盛んに行なわれて

いる13) 14) 15)。当センターの乳酸菌株にも少なからずバク

テリオシン産生株があると考えられ，活性レベル2以上

の菌株については，明確な抗菌阻止円およびWST法に

図 3 センター保存生酸菌株の属割合 

表 1 センター保存乳酸菌株の抗菌試験 
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表 2 実用化株の抗生物質耐性 

表 3 ヨーグルトスターター候補株 

おける生育阻止が観察されていることから，バクテリオシ

ン産生株であると推察した。 

バクテリオシンは，乳酸菌を含めた真性細菌により産

生されること，分子量10,000以下の耐熱性ペプチドであ

ること16)，構造遺伝子がゲノムまたはプラスミド上にある

ことなどの定義から17)，カビや酵母が産生し，医薬品とし

て応用されている抗生物質とは明確に異なる特徴を持

つ。乳酸菌が産生するバクテリオシンの中で，特に

Lactococcus lactis種が産生するナイシンAは，グラム陽

性細菌に対して広範囲に抗菌性を示し，酸や熱に対す

る高い安定性，たんぱく質分解酵素で容易に失活する

という安全性を有している。ナイシンAは，日持ち向上用

途での食品添加物として食品への応用が認められた唯

一のバクテリオシンである一方，ナイシンAとほぼ同様の

抗菌活性を示すナイシンZやその他のバクテリオシンは

食品添加物として認められていない。食品中で乳酸菌

が活動することで産生されたバクテリオシンは，物質とし

て意図的に添加されたものではないため，食品衛生法

による規制の対象外と考えたが，最終製品に存在する

バクテリオシンが微生物による産生によるものか，意図し

て添加されたものかの判別が難しいと想定されるため，

安全性の観点からバクテリオシン産生性の乳酸菌は，

実用化検討対象から外すこととした。 

 

3.3 ディスク拡散法による薬剤感受性試験 

 

当セ ンタ ーに お いて 実 用化 を検 討し ている

Lactobacillus属の抗生物質耐性を表 2に示した。

Lactobacillus sp. A株は，アズトレオナム（AZT），カナマ

イシン（KM）に耐性を示し，Lactobacillus sp. B株は，

AZT，ゲンタマイシン（GM ） ，KMに耐性を示し，

Lactobacillus sp. C株は，AZT，GM，KM，リファンピシン

（RFP）に耐性を示した。試験に供した実用化候補株に

は，後天的に獲得したと思われる抗生物質耐性は確認

できなかった。しかし，近年，抗生物質耐性遺伝子の伝

播により，多剤耐性菌の出現が報告され18)，深刻なリス

クとして懸念されている。当センターの微生物バンクに

登録されている乳酸菌の後天的な抗生物質耐性の有

無については，今後も調査して評価していく必要がある

と考えられた。 

 

3.4 加工特性による実用株の選抜 

 

3.4.1 ヨーグルトスターター乳酸菌株の選抜 

 

候補株について属種の簡易同定，菌株単体でのスキ

ムミルク凝固性，スターターと共培養した場合の凝固性

を調査した結果を表3に示した。いずれの菌株も，リトマ

スミルク試験において，酸の生成が認められた菌株であ

ったが，菌株単体での凝乳性は認められない株もあっ

た。また，興味深いことに，Lc. lactis MBR807株(以下，

MBR807株)およびLc. lactis MBR808株(以下，MBR808

株)は，市販のヨーグルトスターターと共培養しても凝乳

性を示さなかった。また，上記2菌株は，ペニシリンカッ
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プ法による抗菌物質産生試験において，直径18 mmを

越える明瞭な生育阻止円が観察された（図4）。 

 

 

ヨーグルトを製造スケールで量産するためには，工程

内で安定した凝乳性や，消費期限内において，規定以

上の菌数を保持するなど様々な条件が必要であること

から，乳酸菌選抜では市販スターターとの共培養で安

定した品質を保持できることが重要であると考えた。

MBR807株およびMBR808株が市販スターターと共培養

した場合でも凝乳性を示さなかった理由として，この2菌

株は抗菌物質を産生し，共培養したスターターに含ま

れる乳酸菌の生育を阻害したため，凝乳性を示さなか

ったと推察し，今回は使用不能と判断した。 

最終的に，製品の安定性，食経験，官能評価による

自由意見，分離源のイメージを考慮し，Lb. sakei 

MBR669株をヨーグルトスターター乳酸菌株とした。  

 

3.4.2 なす漬用乳酸菌の探索 

 

表4にナスの圃場から分離した生酸菌の属種の簡易

同定結果を示した。ナスの花および果実から分離した

17菌株の生酸菌のうち，7菌株が食経験のある乳酸菌と

推定された。 

 作製したなす漬の発酵調味液を香り評価装置に供し，

菌株ごとのフレーバーの違いを可視化するため，官能

評価と香り成分の消長から主成分分析を行った結果を

図5に示した。Controlである調味液と比較すると，香りの

傾向は大きく異なることが示唆された。座標の中心部に

Lc. lactis，Lb. ozensisなどの多くのサンプルが位置する

グループを形成したが，Lb. sakei NA-1，Lb. plantarum 

NA-2，Lc. lactis NA-3，Lb. ozensis NA-7は，それらの

グループとは離れたところに位置し，異なる特徴がある

ことを示した。 

 

 

一方，なす漬製造企業の技術者による官能評価の結

果は，Lb. sakei NA-1，Lb. plantarum NA-2，Lc. lactis 

NA-3，Lb. ozensis NA-7が特に良好であり，「すっきりし

ている」「花様の香り」といった評価であった。 

 図6に各サンプルのガスクロマトグラフ質量分析スペク

トルとピークの化学種を同定した結果を示した。各サン

プルにおいて，発酵によりピークの消長が確認された。

すべてのサンプルにおいて，図中15のピーク（n-デカナ

ール）は消失または減少した。また，Lc. lactis NA-4株，

Lc. lactis NB-1株において，図中14のピーク（2-エチル

ヘキサノール）が著しく増加するなど，菌株毎に発酵生

成物に差異があることが示唆された。今回の試験では，

香り評価とガスクロマトグラフ質量分析スペクトルの関連

付けはできなかったが，菌株ごとの香りについて，香り

評価による主成分分析と官能評価を関連付けることが

できた。今後は，香り評価の手法を有用菌株選抜に応

用したいと考えている。 

 

図 4 ヨーグルト候補株の抗菌活性試験（ペニシリン

カップ法） 

表 4 ナスの圃場から分離した生酸菌 
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図 5 主成分分析による乳酸菌発酵調味液の香り評価 

Control 
（調味液） 

Lc. lactis / Lb. ozensis 

Lb. sakei 

なす漬製造技術者高評価 

Lb. plantarum 

すっきり，花様の香り 

発酵的 

すっきり 

図 6 調味液を各乳酸菌株で発酵させた調味液香気成分の GC/MS スペクトルと各ピークの化学種同定 
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4 結言 

 

本研究をまとめると次のとおりである。 

①乳酸菌の安全性調査 

a. センター保有生酸菌 959菌株のうち，約80 ％にあ

たる764菌株が簡易同定された。 

b. 生酸菌908菌株について，抗菌物質の産生の有無

を評価した。 

c. 実用化候補の乳酸菌について，後天的に獲得した

抗生物質耐性は確認できなかった。 

 

②食品加工への応用 

a. ヨーグルト向け乳酸菌について，リトマスミルク試験

と凝乳性から，ヨーグルトスターターとして適した乳

酸菌を選抜し，官能評価で実用株を決定した。 

b. なす漬向け乳酸菌について，官能評価と香り評価

による菌株のグルーピングにより，なす漬における好

ましいフレーバーを有すると思われる乳酸菌候補を

選抜した。実用株については，今後試作を進める計

画である。 
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