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１．はじめに

　我々は古くから多くの発酵食品を製造し，食してき

た。それゆえにヨーグルトや漬物など，多くの発酵食

品に用いられる乳酸菌も我々にとって非常に馴染みが

あり，安心なものである。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る。乳酸菌の糖質の代謝は2種

類の代謝経路に分類され，消費された糖質の全てを乳

酸に変換するホモ乳酸発酵と乳酸の他にエタノールと

二酸化炭素などを生成するヘテロ乳酸発酵がある1)

（図１）。

　乳酸菌が多くの発酵食品に用いられる所以は，乳酸

菌が代謝産物として酸を生産し，食品保存や製品の旨

味を引き出す効能を有しているからである。

　さらに，近年，乳酸菌は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）としても注目を集め

ており2)，その効能も免疫賦活，整腸作用，抗腫瘍性，

抗炎症性，抗アレルギー効果，血清コレステロール低

下作用など実に幅広いものである3)-6)。実際，乳酸菌関

連商品が多く含まれる健康食品市場は2013年に2兆円

以上が見込まれる規模に到達しており，6000億円以上

のトクホ（特定保健用食品）市場においても乳酸菌関

連が3500億円以上を占める。即ち，乳酸菌は先述の食

経験に基づいた“身近”や“安全”というイメージと

ともに“健康”というイメージも有している。

　古くから京都では微生物の力を借りてつくられた多

くの発酵食品（飲料含む）が市場に出回っている。発

酵食品（飲料含む）の製造における主役は発酵過程を

担う微生物であり，商品の出来や品質を大きく左右す

る。しかしながら，大手企業を除けば菌株レベルで発

酵の基となる微生物（乳酸菌）を管理している事業所

は少ない。従って，新製品開発や品質の安定化を検討
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乳酸菌ライブラリーの構築に関する研究

図１　乳酸菌の糖代謝経路
乳酸菌による糖質の代謝経路は生成物が乳酸のみか乳
酸以外も生成するかどうかによってホモ乳酸発酵とヘ
テロ乳酸発酵に分類される。
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するにあたって特徴ある有用菌の保有は重要である。

現在，乳酸菌としては亜種も含めれば，既に400種以上

にものぼる属種が同定かつ分類されているが，同属種

の菌株同士でも株が異なれば，当然のことながら異

なった性質を有している。即ち，未だに，多くの単離・

同定されていない未知の有用菌の存在が考えられる。

　そこで，良い発酵食品等を作るために必要な良い微

生物を提供する目的で，多くの発酵食品（飲料含む）

が市場に出回る京都において，乳酸菌の単離及び収集

を行った。微生物は菌株それぞれが唯一無二であり，

今日，有用な微生物そのものが生物資源として価値が

再認識されている。研究所オリジナルの多様で特徴あ

る乳酸菌のコレクション，即ち，乳酸菌ライブラリー

の構築を目指して菌株の単離方法や保管方法を検討し，

生育性について調べたので報告する。

２．実験方法

2.1　使用菌株

　本研究において単離した乳酸菌及び比較として属種

の同定された独立行政法人製品評価技術基盤機構バイ

オテクノロジーセンター（NBRC）の乳酸菌を用いた。

2.2　乳酸菌の培養方法

　乳酸菌はMRS培地（DIFCO），ロゴ サ寒天培地

（Oxoid），そしてBCP 加プレートカウントアガール

（ニッスイ）の3種類を用いて30℃で静置培養を行った

（表１）。ロゴサ寒天培地とBCP加プレートカウントア

ガールは常に固体培地として用いた。MRS培地は液体

培地もしくは固体培地として用い，固体培地として用

いる時には液体培地の組成（表１）に終濃度で1.5%と

なるように寒天を添加した。培養時間は菌体の増殖か

ら判断し，数日培養を行った。嫌気培養を行う時は脱

酸素，炭酸ガス発生剤としてアネロパック（三菱ガス

化学）を用いた。

2.3　乳酸菌の保管方法（グリセロールストック）

　MRS液体培地を用いて培養した培養液と滅菌 50% 

グリセロールを7:3の比率で混合したものを凍結

チューブに分注し（グリセロール濃度15%），-80℃で凍

結保管した。

2.4　乳酸菌の単離

　漬物，キムチ，チーズなどの乳酸菌が存在する可

能性の高い品をおよそ1g量りとり，滅菌生理食塩水

を5 ～10ml添加して均一になるように混合したもの

をサンプルとした。クリーンベンチの中で無菌的に

操作し，2.2項の培地を用いて培養を行った。

2.5　乳酸菌の生育性試験

　生育性試験はMRS 液体培地を用いて培養を行った。

培養後，培養液を96穴マイクロプレートに分注し， 

xMark マイクロプレートリーダー（Bio-Rad）を用い

て濁度（吸光度600nm）を測定し，菌の生育の指標と

した。

３．結果と考察

3.1　乳酸菌の単離

　本研究で単離する乳酸菌は将来的には食品等に用い

るので，単離源としても食経験などがあり，安全性が

高いものを選択した。主に京都市で製造，販売されて

表１　培地
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おり，製造過程に乳酸発酵を含み，乳酸菌が存在する

可能性の高い食品等を収集し，乳酸菌の単離を試みた

（表２）。

　他の菌の混入を防ぎ，乳酸菌だけを単離して，かつ，

多様な乳酸菌を取得するために培養および単離には実

験方法の項に先述した3種の培地を順番に用いること

とした（図２）。予備実験から，すべての培養条件を30

℃，静置で嫌気的に行った。ロゴサ寒天培地で1回と

MRS 寒天培地で2回シングルコロニーを釣菌し，菌の

単一化をはかった。単一化した菌はグリセロールス

トックを作製し，-80℃で凍結保管した。

　単離源によっては，乳酸菌が単離できなかったもの

もあったが，多種類のサンプルから多数の乳酸菌を取

得できた。30℃で静置培養後，多くの乳酸菌が白色の

少し光沢のあるコロニーを形成した。ロゴサ寒天培地

への植菌は100ml一定としたが，サンプルによっては数

十しかコロニーを形成しないものも有れば，数百コロ

ニー形成するものもあった。中には，乳酸菌がコロニー

形成せずにプレート一面に生育したものもあり，その

場合は全体的に生育した菌をかきとって MRS 寒天

培地に何度か画線してシングルコロニーを形成させた。

この様に分離源とした発酵食品の種類や発酵の度合い

によって乳酸菌の数に違いが出ていることが示唆され

表２　単離を試みた分離源

図２　菌株ストックまでの工程
数種類の培地を用いて，複数回培養を行うことによって
単一菌株を取得し，-80℃で菌株を保存した。
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た。また，特徴的な菌株ライブラリーを構築するため

に，シングルコロニーを釣菌する時にはコロニーの大

きさなどが違うものなどを優先的に選択した。

　BCP加プレートカウントアガールは酸（乳酸）の生

成を確認するために用いた。静置培養後，全ての菌の

周辺が黄色に変色し，酸の生成が確認された。コロニー

の観察時にコロニーの形態や大きさが乳酸菌と異なる

ものがいくつか出現した。培養後，顕微鏡で観察した

結果，乳酸菌と同様に発酵食品に多く用いられる酵母

であることが示唆され，誤って単離された酵母につい

ては除外した。乳酸菌を選択的に拾いつつも多様な菌

株ライブラリー構築を目的としているので，乳酸球菌

の単離も試みた。ロゴサ寒天培地のpHを本来よりは高

めに設定した結果，顕微鏡観察において本ライブラ

リー中に球菌も観察された。本研究において300株以上

の菌株のストックを構築した（図２）。

表３　使用菌株
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3.2　乳酸菌の生育性試験

　属種が判明している乳酸菌と本研究において単離さ

れた乳酸菌の中から代表的な菌株を用いて生育性試験

を行った（表３）。-80℃で凍結保管されたグリセロール

ストックからMRS 液体培地に植菌し，30℃で3日間，

静置培養を行った。培養液100mlを96穴マイクロプレー

トにそれぞれ分注し，菌の生育の指標として濁度を測

定した（図３）。MRS液体培地は栄養分が豊富で乳酸

菌の培養において広く用いられる培地のため，試験に

用いた全ての乳酸菌が増殖したが，増殖の度合いにつ

いては菌株によって違いが観察された。

　属種の判明しているNBRC株を培養した結果，

Lactobacillus casei（NBRC15883），Lactobacillus parali-

mentarius（NBRC107152），Lactobacillus rhamnosus

（NBRC3425），そして，Lactobacillus plantarumの5種

（NBRC101973，NBRC101974，NBRC101975，

NBRC109604，NBRC15891）が高い生育能を示した。

一方，Lactobacillus senmaizukei （NBRC103853）の生

育能は低いことが示唆された。本研究で単離した菌株

については，F101株，F104株，F1201株，F1202株，F1203

株などスグキ由来の菌株が高い生育能を示した。その

他の菌株についても異なった濁度をそれぞれ示したこ

とから，本研究の単離工程で多様な菌種が取得できた

ことが示唆された。

４．まとめ

　我々の生活のまわりには多くの発酵食品が存在し，

京都市においても多くの事業所が清酒などの飲料も含

んだ発酵食品の製造に携わっている。これら発酵食品

は微生物の生命活動の結果としてつくりあげられる生

産物であり，当然のことながら製品の品質を微生物が

大きく左右する。良い発酵食品もしくは商品化のコン

セプトに合致した製品製造を可能にするためには，適

した性能を有した微生物を用いる必要がある。本研究

における菌株ライブラリーの構築はこのような現状を

踏まえて，本菌株ライブラリーから優れた菌株を提供

することにより，京都市内外の食品製造などの事業所

での新製品開発や品質管理に寄与しようとするもので

ある。そのためには，選りすぐりの優秀な菌株を提供

できるように豊富で多様な菌株ライブラリーを構築す

図３　乳酸菌の生育性試験
MRS培地を用いてNBRCから購入した菌株と本研究で単離した菌株を培養した。濁度を
測定して菌株の生育能を評価した。番号（試料）は表３の菌株をそれぞれ示す。
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る必要がある。

　そこで，本研究では多くの発酵食品に乳酸菌が関与

していることから，乳酸菌に限定し，京都市で製造・

販売されている発酵食品などから300株以上の乳酸菌

を単離し，グリセロールストックとして-80℃に保管し

た。今後，本菌株ライブラリーの更なる拡大，そして

充実化を図るのは当然として，使用目的に応じた菌の

選抜を行っていく。その一環として栄養成分や温度な

どの様々な条件での生育性試験のみならず，耐塩性，

耐酸性，アルコール耐性そして代謝産物などの生化学

的諸性質をそれぞれの菌株で調べて，特質を把握して

カタログ化することによって，製品ごとの様々な要望

に的確に応えられるようにする。更には，それらの分

析の結果から菌株の特質を抑えることにより，発酵工

程に関して品質管理を容易にすることができる。

　また，本研究で取り扱った乳酸菌はプロバイオティ

クスとしても大変注目されている。本菌株ライブラ

リーから免疫学的にも優秀な菌株や，腸管接着能など

の乳酸菌の効能を効率良く働かせるための特別な機能

を有している菌株7)を取得できるかもしれない。更に，

今日，ＤＮＡシークエンサーの発達もあり，多くの乳

酸菌の遺伝子情報が公開されている8)。結果，特徴的

な表現型の候補因子の選抜や，実際に特定のタンパク

質の機能性を調べることが容易になってきており，想

像もできないような有用な因子を発見する可能性もあ

る。本菌株ライブラリーは将来的に多くの効用が期待

できるとともに，独創的な製品開発を支援する重要な

ツールとしての展開が期待できる。
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