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1．はじめに
近年，プロバイオティクス（ヒトの健康に好影響を与
える生細菌）1）として注目を集めている乳酸菌は，古く
から漬物，キムチ，味噌，醤油，酢，馴れ寿司，チーズ，
ヨーグルト，パン，清酒といった多くの発酵食品に用い
られてきた 2）。これらの乳酸菌を用いた発酵食品の品質
は発酵過程を担う乳酸菌の特性に大きく左右される。高
品質で高付加価値の発酵食品製造を可能にするためには
優れた乳酸菌が必要となる。そこで，研究所では優れた
乳酸菌を獲得するために多様で充実した乳酸菌のコレク
ション，即ち乳酸菌ライブラリーを保有することとした。
将来的に食品製造に利用され，人の口に入る可能性があ
ることを鑑みて，既に食経験があり，安全が担保された
発酵食品等から乳酸菌を採取及び単離し，これまでに
500 株以上の乳酸菌から構成される乳酸菌ライブラリー
を構築した 3-6）。
乳酸菌はブドウ糖（グルコース）などの糖質を分解利
用（代謝）して乳酸を生成する細菌類の総称であり，嫌
気性かつ栄養要求性が複雑で，生育するためには栄養が
豊富に整っている必要がある。そのため，乳酸菌は食品
製造を意識した条件で培養を行うと，乳酸菌と並んで発
酵微生物として有名な酵母と比べて生育が安定しない一

面がある。研究所では昭和 30 年代より清酒製造に用い
られる清酒酵母を市内の酒造メーカーに分譲している。
将来的に酵母と同様に乳酸菌においても分譲を行おうと
するならば，製品製造の生産スケジュールとスケールに
臨機応変に対応することが求められる。食品製造のため
に安定して乳酸菌を提供できるように，必要なタイミン
グで必要量の菌を確保する方法を検討し，乳酸菌の実用
化（分譲）システムを確立する必要がある。そこで，乳
酸菌の十分量の安定供給を達成するために，食品製造へ
の利用が可能な条件で乳酸菌の貯蔵を可能にするような
保存方法を検討することとした。

2．実験方法
2.1　使用菌株
研究所保有乳酸菌ライブラリーの中から，これまでの
研究より 5），酒母製造において適性を有すると示唆され
た 2 菌株を用いた（表 1）。

2.2　乳酸菌の培養方法
乳酸菌の培養はMRS 培地（DIFCO）（表 2）を用い
て 30℃，静置で行った。
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表 1　使用菌株

F1304
F1401

Leuconostoc mesenteroides
Lactobacillus curvatus
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する過程の前後での生菌数から生存率（保存後の生菌数 
/ 保存前の生菌数 × 100）（％）を算出した。

3．結果と考察
本研究に用いた Leuconostoc mesenteroides F1304 株

（以下 F1304 株）と Lactobacillus curvatus F1401 株（以
下 F1401 株）はどちらもMRS 培地を用いた 30℃の培
養で良好に生育した。MRS 寒天培地を用いた培養では
白色のコロニーを形成した。生菌数の換算はMRS液体
培地を用いて乳酸菌懸濁液を数段階に希釈し，作製した
希釈系列をMRS 寒天培地にそれぞれ 100μL ずつ塗布
して培養を行った。出現したコロニーの数が三桁以上の
非常に多い場合や二桁に満たない非常に少ない場合を除
いて，適度にコロニーを形成した希釈濃度のプレートを
採用しコロニーを数えた（図 1）。凍結時の安定剤は食
品製造の観点から食品添加物として使用できるものを用
いた。

F1304 株 F1401 株はどちらもグリセロールやスクロー
スを添加したときに約 80％以上の非常に高い生存率を
示した。グルタミン酸ナトリウムについて F1401 株は
91％と非常に高い生存率を示したが，F1304 株の生存率
は 62％だった。一方で，可溶性デンプンについては
F1304 株の生存率が 60％だったのに対して F1401 株の
生存率は 25％と低かった（表 3）。結果，用いた安定剤
によっては乳酸菌の生存率 80％以上を達成することが
できた。細菌のフリーズストック作製時に凍結防止剤と
してよく用いられるグリセロールは低濃度でも添加する
ことによってどちらの乳酸菌でも非常に高い生存率を示
した。安定剤としてグリセロールやスクロース利用の可
能性が示唆された。特に食品製造に用いることを考慮す
ると添加する量が少ない方が好ましいので，グリセロー
ルを 1％の濃度で添加した時の F1304 株と F1401 株の
生存率がそれぞれ 79％と 100％であったことは十分実用

図 1　MRS寒天培地を用いた培養（乳酸菌）
生菌数の算出には乳酸菌をMRS寒天培地で培養し，ｃ 
のように適当な数のコロニーが出現したプレートを採用
した。

2.3　乳酸菌の保存方法の検討
乳酸菌の保存はディープフリーザーを用いて -80℃で
行った。凍結すると生存率が落ちることが予想されたの
で，冷凍保存時に用いるグリセロールやスクロースなど
種々の安定剤を検討した。乳酸菌をMRS液体培地で培
養，集菌後に方法Ⅰ～Ⅷに示す保存候補液に懸濁した。

方法Ⅰ：MRS液体培地に懸濁した。
方法Ⅱ：  MRS 液体培地に安定剤として最終濃度 1％と

なるようにグリセロールを添加し，懸濁した。
方法Ⅲ：  MRS 液体培地に安定剤として最終濃度 5％と

なるようにグリセロールを添加し，懸濁した。
方法Ⅳ：  MRS 液体培地に安定剤として最終濃度 10％と

なるようにグリセロールを添加し，懸濁した。
方法Ⅴ：  MRS 液体培地に安定剤として最終濃度 10％と

なるようにスクロースを添加し，懸濁した。
方法Ⅵ：1％グルタミン酸ナトリウム水溶液に懸濁した。
方法Ⅶ：2％可溶性デンプン水溶液に懸濁した。
方法Ⅷ：  20％スクロース，0.9％塩化ナトリウム，0.5％

アスコルビン酸ナトリウム水溶液に懸濁した。

上記保存候補液を用いて -80℃にて保存する前と保存
一か月後にMRS寒天培地を用いて培養を行った。出現
したコロニーを数え，生菌数をそれぞれ算出した。保存
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表 2　培地
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に耐えうることが分かった。
一方で，本研究で試料として用いた 2菌株において用
いる安定剤ごとに生存率の傾向が異なることから，乳酸
菌が菌株によって冷凍耐性が異なることが考えられる。
データとしては示さないが，実際に研究所保有乳酸菌ラ
イブラリーの免疫学的に特徴を有するとして選抜された
Lactobacillus plantarum F706 株を用いて同様の実験
を行ったところ，グリセロールやスクロースでは高い生
存率を示したが，それ以外の安定剤については本研究で
用いた 2菌株と比べて非常に低かった。このことからも
乳酸菌が菌株によって冷凍耐性が異なることが示唆され
た。

4．ま と め
本研究において安定剤を選択することで酒母製造に適
性を有すると考えられる F1304 株と F1401 株は 1 か月
間の保存期間を経た後も，非常に多くが生存することが
分かった。しかしながら，乳酸菌の多くの特性が菌株ご
とに異なるように冷凍耐性についても乳酸菌の菌株ごと
に異なることが示唆された。
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表３　保存方法と生存率


