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　清酒醸造における酒母は，雑菌の生育を防止するために
多量の乳酸を含むことが必要である．酒母は，乳酸菌に
よって乳酸を生成させる生酛系酒母（生酛，山廃酛）と，
既製の乳酸を添加する速醸酛系酒母とに区分される．伝統
的製法である生酛系酒母では，自然に発生してくる微生物
を利用する．生酛系酒母が主流であった時代から，生酛系
酒母に生育する乳酸菌については，多くの研究がされてい
る． 伝 統 的 製 法 で は， ま ず 乳 酸 球 菌 の Leuconostoc 
mesenteroides が 増 殖 し， 少 し 遅 れ て 乳 酸 桿 菌 の
Lactobacillus sakei が増殖するとされている1）2）．しかし，
乳酸桿菌，乳酸球菌のどちらかだけが出現し，乳酸菌種の
変遷がみられない酒母も報告されている3）4）．速醸酛系酒
母が主流となった近年においても，生酛系酒母の乳酸菌叢
が調査され，過去の報告と同様に，乳酸桿菌と乳酸球菌両
方が認められるもの5）～7）や，乳酸桿菌が認められないも
のも多くある8）と報告されている．
　生酛系酒母製造では，自然由来の硝酸還元菌や乳酸菌を
利用するため，使用する麹，水の菌叢や菌数が大きく影響
し，安定性に乏しい．微生物の遷移を不確定な自然増殖の
制御によらず，人為的に硝酸還元菌や乳酸菌を添加するこ
とにより，生酛系酒母製造を安定化させようとの試みがな
されてきた3）9）～12）．
　今回，広島県で製造されている清酒の酒質を変えること
なく，生酛系酒母製造安定化の一助とするべく，添加乳酸
菌として活用できる菌株探査のため，県内酒造場の山廃酛
から，乳酸菌を分離し，諸性質を調べた．分離した乳酸菌

（以下，分離乳酸菌とする）の性質と，伝統的生酛系酒母

で発生するとされている乳酸球菌の L. mesenteroides お
よび乳酸桿菌の L. sakei の性質を比較検討したので報告す
る．
　1．実験方法
　⑴　分離源および分離方法
　広島県内酒造場（山岡酒造株式会社）において，山廃酛
を，2008年2月，3月の2回採取し，分離源とした．どちら
のサンプルも，採取時は湧付休みであった．酒母を生理食
塩水（0.85%塩化ナトリウム）で10倍希釈したもの0.1ml
を，真菌抑制剤シクロヘキシミドを10ppm 添加した GYP
培地13）10ml に添加し，30℃で3日間静置培養した．酸度
の上昇を確認した培養液を GYP 白亜寒天培地13）に混釈し，
30℃で3日間培養した．生酸による明確なクリアゾーンを
形成したコロニーを各分離源につき3株ずつ釣菌，純化し，
分離生酸菌株とした．
　⑵　生理・生化学的試験
　分離生酸菌株について，乳酸菌実験マニュアル13）に従
い，次の項目について試験を実施した．すなわち，グラム
染色，顕微鏡による細胞の形態観察，カタラーゼ試験，運
動性試験，グルコースからのガス発生，発酵形式，スク
ロースからのデキストラン生成，糖類発酵性試験，初発
pH 試験，生育温度試験，生成乳酸光学活性の各試験を実
施した．また，生成乳酸の光学活性は F － kit L －乳酸 /
D －乳酸測定キット（J.K. インターナショナル）を用いて
測定した．さらに，耐アルコール試験も実施した．
　比較対照とした乳酸菌株は，微生物資源保存施設
NBRC か ら 入 手 し た． す な わ ち， 乳 酸 球 菌 と し て，
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Leuconostoc mesenteroides subsp. sake NBRC102481株（以
下，NBRC102481株 と 示 す ）， 乳 酸 桿 菌 と し て， 
Lactobacillus sakei NBRC15893T 株（ 以 下，NBRC15893T

株 と 示 す ） お よ び L. sakei  NBRC3541株（ 以 下，
NBRC3541株と示す）を用いた．なお，NBRC102481株，
NBRC15893T 株，NBRC3541株とも，清酒の酒母から分離
された乳酸菌株である．
　⑶　16S rDNA 配列解析
　 乳 酸 菌 か ら の ゲ ノ ム DNA の 抽 出 は，FastDNA Kit

（Qbiogene）を使用して行った．16S rDNA 領域は，プラ
イマーとして341F（5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’）と
907R（5’-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3’） を 用 い，
TaKaRa Ex Taq（タカラバイオ）で，サーマルサイク
ラー（タカラバイオ，TP3000）を使用して PCR 増幅した．
PCR 産 物 は，ABI PRISM310 シ ス テ ム（Applide 
Biosystems）によりその配列を決定した．得られた DNA
配 列 は， 日 本 DNA デ ー タ バ ン ク で 公 開 さ れ て い る
BLAST サーチによる相同性検索により解析した．

　2．実験結果および考察
　⑴　酒母からの乳酸菌分離
　採取1回目の酒母から分離した生酸菌株 A1株，A2株，
A3株は，全てグラム陽性の球菌，カタラーゼ陰性であり，
3株とも乳酸球菌であった．採取2回目の酒母からの分離で
は，純化の過程で1株生育しなくなったため2株 B1株，B2
株の生酸菌株取得となった．B1株，B2株とも，グラム陽
性の桿菌，カタラーゼ陰性であり，乳酸桿菌であった．分
離乳酸球菌，分離乳酸桿菌の顕微鏡写真を図1に示す．
　採取１，2回目の酒母とも，湧付休み時に採取したサン
プルであった．湧付休み時は，酵母の生成するアルコール
により，乳酸菌は減少，死滅していく時期である．今回の
実験では，酒母を生理食塩水で希釈し，生残している乳酸

菌を液体培地で増殖させた後，分離した．
　生酛系酒母では，初期段階に，低温で生育しやすく，か
つ栄養分が少なくても生育する乳酸球菌の Leuconostoc 属
が出現し，次第に，亜硝酸耐性が高く，乳酸生成能の強い
乳酸桿菌である Lactobacillus 属に遷移すると言われてい
る14）．最近の報告では，両方の菌種がみられるという報告
とともに，乳酸球菌のみしか認められないとの報告もある
6）～8）．今回，山廃酛採取1回目サンプルからは乳酸球菌が，
採取2回目サンプルからは乳酸桿菌が分離された．
　⑵　分離乳酸菌の同定
　分離乳酸球菌，分離乳酸桿菌それぞれと，その比較対照
株の諸性質をまとめた結果を表１，表2に示す．
　分離乳酸球菌 A1株，A2株および A3株の3株は，16S 
rDNA 配列解析の結果，解析した約500bp の配列で L. 
mesenteroides と100％の相同性を示した．3株とも，ヘテ
ロ発酵連鎖（双）球菌で，生成乳酸の光学活性は D －型，
スクロース資化性は陽性，スクロースからのデキストラン
生成は陰性，アラビノース資化性は陽性であった．これら
のことから，分離乳酸球菌3株は，L. mesenteroides と同
定した．
　分離乳酸桿菌 B1株および B2株は，16S rDNA 配列解析
か ら， 解 析 し た 約500bp の 配 列 で，L. sakei お よ び
Lactobacillus curvatus と100％の相同性を示し，いずれか
の菌種であると推定された．分離乳酸桿菌は，ホモ発酵型
で，高温45℃での生育は陰性，アラビノース資化性は陰
性，生成乳酸の光学活性は DL －型，リボース資化性は陽
性，マンニトール，ソルビトールおよびメリビオース資化
性はいずれも陰性であった．また，L. sakei の近縁種の解
析から，L. sakei は，酢酸ナトリウム存在下では，生成乳
酸が DL －型から L －型に変わることが，種特異的な特徴
として示されている15）．分離乳酸桿菌2株は，酢酸ナトリ
ウム存在下でも生成乳酸は DL －型であった．これらのこ

図１　分離乳酸球菌（A3株）および分離乳酸桿菌（B1株）の顕微鏡写真
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は，L. sakei と同様4℃程度の低温生育性を示す株もある
ことが知られている17）．
　生育 pH 域については，分離乳酸球菌3株は pH4.0では
ごく弱い生育を示したが，分離乳酸桿菌2株は pH3.5でも
生育可能であった（表1，2）．分離乳酸球菌，分離乳酸桿
菌 は， そ れ ぞ れ 比 較 対 照 の NBRC102481株 お よ び
NBRC3541株と同程度以上の低 pH 生育性を示した．
　GYP 培地で30℃，2日間培養後の酸生成量は，分離乳酸
球菌 A2株と比較対照の NBRC102481株は，乳酸換算で
0.8％程度の酸を生成し，また，分離乳酸桿菌 B1株と比較
対照の NBRC3541株は1.0％程度の酸を生成し，いずれも

と か ら， 分 離 乳 酸 桿 菌2株 は，L. sakei で は な く，L. 
curvatus と同定した．
　⑶　分離乳酸菌の諸性質
　低温で仕込みを開始する生酛系酒母で生育する乳酸菌の
ほとんどが，L. mesenteroides と L. sakei の2種であるの
は，両種が４℃程度の低温においても生育可能という特徴
を有しているためと考えられている2）．近年，この2種以
外に，低温発酵性の乳酸菌として，米麹から乳酸球菌
Leuconostoc citreum が分離されている16）．今回，山廃酛
から分離した乳酸桿菌2株は，いずれも L. curvatus と同
定され，5℃での低温生育性は良好であった．L. curvatus

表1 分離乳酸球菌の性質

分離乳酸球菌 Leuconostoc mesenteroides
A1株 A2株 A3株 NBRC102481株

グラム染色 + + + +
細胞の形態 球 球 球 球
細胞の大きさ（μm） 0.5～0.7 0.5～0.7 0.7～1.0 0.5～0.7
カタラーゼ反応 － － － －
運動性 － － － －
グルコースからのガス発生 + + + +
発酵形式 ヘテロ ヘテロ ヘテロ ヘテロ
スクロースからのデキストラン生成 － － － －
生成乳酸の光学活性 D D D D

糖
類
発
酵
性

スクロース ++ ++ ++ ++
L －アラビノース ++ ++ ++ －
D －リボース ++ ++ ++ +
D －キシロース ++ ++ ++ －
D －グルコース ++ ++ ++ ++
D －フルクトース ++ ++ ++ ｗ
D －ガラクトース ++ ++ + ｗ
D －マンノース ++ ++ ++ ｗ
マルトース ++ ++ ++ ｗ
メリビオース ++ ++ ++ －
D －トレハロース ++ ++ ++ ++

生
育
温
度
（
℃
）

5 + + + w
10 ++ ++ ++ +
15 ++ ++ ++ +
20 ++ ++ ++ ++
30 ++ ++ ++ ++
35 ++ ++ ++ ++
40 ｗ ｗ ｗ ｗ
45 － － － －

生
育
ｐ
Ｈ

3.5 － － － －
4.0 ｗ ｗ ｗ －
4.5 ++ ++ ++ +
5.0 ++ ++ ++ ++
6.0 ++ ++ ++ ++
7.0 ++ ++ ++ ++

生
育
ア
ル

コ
ー
ル（
％
）

5 ++ ++ ++ ++
7.5 ｗ ｗ ｗ －
10 － － － －

+，陽性 （++，強；ｗ，弱）；－，陰性
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比較対照株と同程度の酸生成を示した（図2）．乳酸桿菌の
比較対照株の1つとした NBRC15893T 株は生育があまりよ
くなかったが，今回分離した乳酸桿菌 L. curvatus は，L. 
sakei と同程度の低 pH 生育性および酸生成能を持つと考
えられる．
　エタノールに対する耐性は，分離乳酸球菌，分離乳酸桿
菌とも，比較対照株と同程度に低かった（表1，2）．いず
れの株もエタノール10％（v/v）下での生育能力はなく，
アルコール感受性をもち，火落ちの原因菌にはなり得ない
ことが確認された．
　分離乳酸球菌は，既述のように L. mesenteroides であ

表２　分離乳酸桿菌の性質

分離乳酸桿菌 Lactobacillus sakei
B1株 B2株 NBRC15893T 株 NBRC3541株

グラム染色 + + + +
細胞の形態 桿 桿 桿 桿
カタラーゼ反応 － － － －
運動性 － － － －
グルコースからのガス発生 － － － －
発酵形式 ホモ ホモ ホモ ホモ

生
成
乳
酸

光
学
活
性

GYP 培地 DL DL DL DL
GYP 培地 + Ac

（50mM 酢酸ナトリウム） DL DL L L

糖
類
発
酵
性

L- アラビノース － － ++ ++
D- リボース ++ ++ ++ ++
D- マンニトール － － － －
D- ソルビトール － － － －
メリビオース － － ++ ++
D- グルコース ++ ++ ++ ++
マルトース ++ + ++ ++
D- マンノース ++ ++ ++ ++
スクロース － － ++ ++
D- トレハロース ++ ++ ++ ++

生
育
温
度
（
℃
）

5 + + ｗ +
10 ++ ++ + ++
15 ++ ++ ++ ++
20 ++ ++ ++ ++
30 ++ ++ ++ ++
35 ++ ++ ++ ++
40 ++ ++ ｗ ++
45 － － － －

生
育
ｐ
Ｈ

3.5 + + － +
4.0 ++ ++ － +
4.5 ++ ++ + ++
5.0 ++ ++ ++ ++
5.5 ++ ++ ++ ++
6.0 ++ ++ ++ ++
7.0 ++ ++ ++ ++

生
育
ア
ル

コ
ー
ル（
％
）

5 ++ ++ ++ ++
7.5 ++ ++ ｗ ++
10 － － － －

+，陽性 （++，強 ； ｗ，弱）； －，陰性

図２　�分離乳酸球菌，分離乳酸桿菌および比較対照株の GYP 培
地における30℃，2日間培養後の酸生成量（乳酸換算）n=4
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り，比較対照の NBRC102481株と同様の性質を有してい
た．また，分離乳酸桿菌は，既述のように L. curvatus で
あったが，L. sakei と同程度の低温生育性，アルコール感
受性および低 pH 生育性を有していた．
　以上の結果から，分離乳酸球菌 L. mesenteroides と分
離乳酸桿菌 L. curvatus は，生酛系酒母中で増殖すること
を示唆しており，生酛系酒母製造安定化のための添加乳酸
菌としての活用が期待できる．
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