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緒 言

乳酸菌のタンパク質分解作用はチーズの熟成過程
における風味発現と組織形成，発酵乳製品における
機能性ペプチドの生成さらに乳タンパク質のアレル
ゲン性の低減など乳製品製造において極めて重要な
特性の一つである1～3)。熟成型チーズではスター
ター乳酸菌と非スターター乳酸菌の協働的な作用で
風味形成が起きていることから4)，生乳やチーズを
分離源として，強いタンパク質分解力や芳香成分生
成能を有する非スターター乳酸菌の単離が試みられ
ており，チーズ製造への利用が検討されている5,6)。
チーズ製造への利用が検討されている非スターター
乳酸菌の多くは Lactobacillus casei/paracasei，Lb.
plantarum，Lb. rhamnosus などの Lactobacillus 属
乳酸菌が多い7)。また，タンパク質分解作用が強い
とされている Lb. helveticus を通常はスターターと
して使用しないゴーダチーズに加えることでタンパ
ク質分解を促進し，熟成期間の短縮を目指す試みも
なされている8)。このように，タンパク質分解性を
有する乳酸菌はチーズ熟成において有用なものと考
えられている。
乳から特徴的なタンパク質分解作用を有する乳酸
菌を分離する試みは以前より行われている。Tulimi
らはウシ乳，スイギュウ乳およびヤギ乳ならびに
チーズよりミルク成分を含む寒天培地を用いてタン
パク質分解力の強い乳酸菌のスクリーニングを行っ
ている9)。また，Graham らは同様にミルク成分含

有寒天培地を使いタンパク質分解性の強い
Enterococcus 属乳酸菌の分離を試みている10)。
乳酸菌のタンパク質分解作用はチーズならびに乳
を主体とする培地での生育において重要な代謝系で
ある。ある種の乳酸菌はミルク成分のみの培地では
生育できないことが知られている。これらの乳酸菌
はカゼインの酵素分解物やアミノ酸を添加すること
で生育が改善されることから，タンパク質分解系に
何らかの問題があるものと考えられる。このことは
タンパク質分解性が強い乳酸菌はカゼインの分解物
の添加が無くてもミルク培地で良好に生育できるこ
とを意味している。そこで本実験では，乳製品製造
に利用可能な特徴ある乳酸菌株の取得を目指し，ま
ず，いくつかの市販乳酸菌株を用いてカゼイン分解
物を添加した脱脂粉乳培地と無添加の脱脂粉乳培地
での生育を比較することで乳酸菌のタンパク質分解
性を推定できるかどうか確認した後，生乳を分離源
としたタンパク質分解作用が強いと思わる乳酸菌株
のスクリーニングを試みた。

材料および方法

⚑．実験に用いた市販乳酸菌株
当研究室において－80℃で保存してある市販乳酸
菌株より，表⚑に示した 12 株を使用した。

⚒．生乳からの乳酸菌の分離
本学農場由来の生乳をプラスチックシャーレ（直
径 90 mm）にて作製した MRS 寒天培地及び
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Rogosa 寒天培地に 0.5 ml 塗抹し表面を乾燥させた
後，アネロパックケンキ（三菱ガス化学株式会社）
とともにアネロパック角型ジャー内にて，15℃の場
合は⚗日間，30℃および 45℃の場合は⚒日間，嫌気
条件下で静置培養を行なった。培養終了後，各プ
レートに生じたコロニーより無作為に最大 20 コロ
ニーを滅菌爪楊枝で釣菌し，クライオチューブ
（IWAKI，2782-002）に分注した 1 ml の MRS 液体
培地に懸濁した。懸濁後，15℃と 30℃で分離したコ
ロニーは 30℃で，45℃で分離したコロニーは 45℃
で 24～48 時間静置培養後，10％量のグリセリンを
添加し－80℃で凍結保存し，分離保存菌株とした。

⚓．乳酸菌の培養
凍結保存菌体溶液を融解した後，MRS 液体培地
にてそれぞれの乳酸菌の生育至適温度にて静置培養
した。生育が確認できたらその 0.1 ml を 10％還元
脱脂粉乳（RSM）培地（10 ml）に接種し，さらに⚑
日静置培養し前培養とした。前培養において乳酸菌
の生育が確認できたら，RSM培地，RSM培地に⚒
％のハイポリペプトン（日本製薬株式会社）を添加
した P-RSM 培地ならびに RSM 培地に⚒％のカザ
ミノ酸（Bacto Casamino Acids，BD社）を添加した
C-RSM 培地に前培養液を 0.1％量添加して 24 時間
静置培養し，これを本培養とした。本培養期間中経
時的に培養液の pH を pH メータで測定し，生育の
指標とした。

⚔．16S rRNA遺伝子配列解析による乳酸菌の同
定

（1）DNA抽出と精製
凍結保存していた分離菌体液を融解後，その 0.5
ml より遠心分離（KUBOTA3700，8,000 rpm（5,870
×g），⚔℃，10 分間）にて菌体を回収した。回収し
た菌体に 1.2％ TritonX-100 及び 20 mg/ml のリゾ

チーム（和光純薬工業株式会社）を含む TE buffer
（10 mM トリス塩基，1 mM EDTA，pH8.0）を
180 �l 加え，ボルテックスにてよく混濁した後，37℃
のウォーターバスで 30 分間静置した。このリゾ
チーム処理菌体液を QIAquick Gel Extraction Kit
（QIAGEN社）を用いてDNA抽出を行った。
このDNA抽出液に等量のフェノールとクロロホ
ルムを加え，ボルテックスにて撹拌した後，遠心分
離（KUBOTA3700，15,000 rpm（10,000×g），⚔
℃，⚕分間）にて上層を回収した。回収した上層液
に等量のクロロホルムを加え，ボルテックスにて撹
拌した後，同様に上層を回収した。この回収液に
0.5 ml のジエチルエーテルを加え，同様に遠心分離
を行い上層を取り除いた。この操作を⚒回行い，ド
ラフト内でチューブのふたを開けたまま室温で 10
分間静置し，残存するジエチルエーテルを蒸発させ
た。
静置後，残存液の 1/10 量の 3M 酢酸ナトリウム

（pH5.2）を加え，さらに 2.5 倍量の 99.5％エタノー
ルを加え，ボルテックスにてよく撹拌した後，－
80℃ で 15 分 間 静 置 し た。そ の 後 遠 心 分 離
（KUBOTA3700，15,000 rpm（10,000×g），⚔℃，
⚕分間）を行い，上清を除去したマイクロチューブ
の水分を除去した後，70％エタノールを加え，同様
に遠心分離を行い上清を除去し，遠心エバポレー
ター（CVE-3100，東京理化器機株式会社）を用いて
完全に上清液を取り除いた。最終的にマイクロ
チューブにTE buffer を 22 �l 加え，精製鋳型DNA
抽出液とした。

（2）PCR を用いた 16S rRNA 遺伝子領域の増幅と
生成産物の精製
BIOTAQ DNA Polymerase（BIOLINE 社）を用
い，Taq Polymerase（5 U/ml），プライマーDNA（100
pM），鋳型DNA（37.5 ng）を含む 50 �l の反応液に
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表 1 実験に用いた市販乳酸菌株
Lactobacillus acidophilus JCM1132T
Lactobacillus casei JCM1134T
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus JCM1002T
Lactobacillus gasseri JCM1131T
Lactobacillus helveticus JCM1120T
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM8130T
Lactobacillus rhamnosus JCM1136T
Lactococcus lactis subsp. lactis JCM5805T
Leuconostoc lactis JCM6123T
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum JCM9700T
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides JCM6124T
Streptococcus thermophilus IFO13957



て PCR を行った。用いたプライマーは表⚒に示し
た。遺伝子配列解析のための PCR 産物の調製には
27f および 1492r をプライマーペアとして用いた。
反応条件はまず始めに予備加熱（97℃，⚒分）後，
変性（97℃，30 秒），アニーリング（61℃，30 秒），
伸長（72℃，30 秒）とし，この変性から伸長までを
30 サイクル繰り返した。最後に 72℃で 10 分処理し
た後，冷却（⚔℃）した。得られた PCR 産物は
QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN社）にて
精製した。

（3）16S rRNA遺伝子配列の解析
得られた PCR 産物の DNA 配列の解析には表⚒
に示した⚕つのプライマーを使用した。配列解析は
株式会社ファスマックシーケンスサービスに依頼
し，そ の 結 果 を NCBI（National Center for
Biotechnology Information）の検索機能 Nucleotide
BLASTを用いて菌種の同定を試みた。

結 果

⚑．市販乳酸菌株の RSM培地およびカゼイン分
解物添加RSM培地における生育特性

表⚑に示した市販乳酸菌 12 株を RSM，P-RSM
および C-RSM 培地にて 24 時間静置培養を行なっ
た。培養 10 時間目および 24 時間目における pHを
測定し，培養開始時からの pH より引いた pH 低下
度を表⚓に示した。
Lactococcus 属および Leuconostoc 属乳酸菌計⚔
株は培養 10 時間目において，RSM 培地における
pH低下度よりも P-RSMおよび C-RSM培地におけ
る pH低下度が顕著に大きかった。これらの菌株の
うち Leu. lactis JCM6123Tの培養 24 時間目におけ
る pH低下度は⚓種類の培地において差が見られな
くなったものの，他の⚓株においては培養 10 時間
目と同様の差が見られた。
Lb. paracasei JCM8130Tと Lb. acidphillus
JCM1132Tの P-RSM における培養 10 時間目の pH
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表 2 PCRに使用したプライマー

名称 タイプ＊1
16S rRNA

遺伝子中の位置＊2

（5ʼ → 3ʼ）
塩基配列（5ʼ → 3ʼ） 参考

文献

27f f 8～27 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG （11)＊3
1492r r 1492～1510 GGC TAC CTT GTT ACG ACT T （11)
V3f f 341～357 CCT ACG GGA GGC AGC AG （12)
U968-f f 968～984 AAC GCG AAG AAC CTT AC （13)
L-1401-r r 1401～1417 GCG TGT GTA CAA GAC CG （13)

＊ 1 f，forward；r，reverse。
＊ 2 大腸菌における位置。
＊ 3 文献中では 8FEの名称で記載されている。

表 3 市販乳酸菌株の還元脱脂粉乳およびカゼイン分解物添加還元脱脂粉乳培地におけるpH低下度のまとめ

菌株名＊1

pH 低下度＊2

培養 10 時間目 培養 24 時間目
RSM P-RSM C-RSM RSM P-RSM C-RSM

Lb acidophilus JCM1132T 0.93 1.15 0.80 2.35 2.53 2.10
Lb casei JCM1134T 2.46 2.58 2.58 3.25 3.08 3.18
Lb bulgaricus JCM1002T 1.30 0.98 0.86 3.07 2.78 2.95
Lb gasseri JCM1131T 2.60 2.68 2.64 3.23 3.13 3.18
Lb helveticus JCM1120T 2.64 2.59 2.71 3.31 3.04 3.21
Lb paracasei JCM8130T 0.88 1.52 0.96 3.03 2.97 3.10
Lb rhamnosus JCM1136T 1.41 1.38 1.41 3.04 2.89 3.06
Lc. lactis JCM5805T 0.44 1.19 0.83 1.21 2.47 2.03
Leu. lactis JCM6123T 0.82 1.17 1.34 3.12 3.36 3.19
Leu. mesenteroides JCM9700T 0.47 1.28 1.03 1.59 2.52 2.21
Leu. mesenteroides JCM6124T 0.66 1.54 1.26 1.29 2.43 2.18
St. thermophilus IFO13957 3.26 3.25 3.16 3.86 3.75 3.76
＊ 1，一部菌株名を省略した。詳細は表 1を参照のこと。
＊ 2，培養開始時の培地の pH より培養 10 時間目および 24 時間目における pH を引いた値。RSMは還元脱脂粉乳培地，P-RSM

は 2％ペプトン添加RSM培地，C-RSMは 2％カザミノ酸添加RSM培地。



低下度は RSM 培地と比べてやや大きかった。ま
た，Lb. bulgaricus JCM1002Tの RSM培地での低下
度は他の⚒つの培地よりも大きかったが，これら以
外の Lactobacillus 属⚔株と St. thermophilus の計
⚕株においては，⚓種の培地における pH低下度に
大きな差は認められなかった。また，これら⚘株は
培養 24 時間目ではいずれの培地においても pH 低
下度に差は見られなかった。従って，これら⚘株の
乳酸菌はカゼイン分解物の添加に拘らず RSM培地
で良好に生育するものと思われた。

⚒．生乳から得られた乳酸菌分離株の RSM培地
およびカゼイン分解物添加 RSM培地におけ
る生育特性

先に述べた市販乳酸菌株の結果より RSM培地と
カゼイン分解物を添加した RSM培地での生育性を
調べることで，カゼイン添加物の添加に拘らず
RSM培地で良好な生育を示す Lactobacillus 属乳酸
菌の選択的な分離が可能ではないかと考え，まず生
乳から得られた乳酸菌分離株を用いて RSM培地と
C-RSM培地における生育性を調べた。
表⚔に示した通り，乳酸菌の生育選択性が強いと
言われているMRS 寒天培地および Rogosa 寒天培
地を用いて生乳より分離後保存した菌株数はそれぞ
れ 463 株および 196 株であった。分離培地と分離温
度の組み合わせごとに最大 20 コロニーを目途に分
離したが，MRS寒天培地に比べてRogosa 寒天培地
に出現するコロニーは顕著に少なかった。特に，中
温性乳酸菌の生育温度の下限に近い 15℃での分離
では搾乳日の異なる⚙回分の生乳を用いても⚘株し
か得られず，同温度におけるMRS 寒天培地での分
離株数（145 株）と大きな差が見られた。
これらの分離株を用い，RSM 培地における生育
性を培養 10 時間目の pH を培養開始時の pH から
引いた pH低下度を RSM-pH 低下度10とし⚔段階に
分けて判断した。さらに，C-RSM 培地における培
養 10 時間目の pH低下度（C-RSM-pH 低下度10）か
ら RSM培地における RSM-pH 低下度10を引いた値
をΔpH 低下度10とし，カゼイン添加物であるカザ
ミノ酸添加による RSM培地での生育性の変化を⚔

段階に分けて判断した。表⚕および表⚖はその結果
をまとめたものである。
今回，表⚒で示したように培養 24 時間目で RSM
培地と C-RSM 培地で大差なく生育が見られた菌株
の中で，培養 10 時間目でのRSM培地での pH低下
度が最も小さかった Lb. paracasei で 0.88 であった
ことから，RSM培地における pH低下度の選抜基準
値を 0.80 以上と設定した。また，培養時間は pH
低下度が識別できる値として得られる培養 10 時間
目とした。RSM 培地における pH 低下度が 0.8 以
上あったものは MRS 寒天培地分離株で 463 株中
227 株あった。このうち 1.2 以上の pH 低下度を示
したものは 123 株あった。一方，Rogosa 寒天培地
分離株では pH 低下度が 0.8 以上示したものは 196
株中 37 株，そのうち 1.2 以上の低下度を示したも
のは⚕株あった。これらの菌株のうち，C-RSM 培
地での生育性が RSM培地と変わらないもの，すな
わちΔpH低下度10に差が無かったもの（0.1 ＞ΔpH
低下度10＞－0.1）は MRS 寒天培地分離株では 227
株中 43 株，Rogosa 寒天培地分離株では 37 株中⚓
株がそれに該当した。

⚓．分離乳酸菌株の同定
前述の RSM 培地での生育性が良好でかつ，C-
RSM培地での生育性と差が見られなかった 46 株に
ついて 16S rRNA遺伝子配列による菌種同定を試み
た。表⚗はその結果をまとめたものである。
46 株の内訳は Lactobacillus 属と推定されたもの
が 29 株，Enterococcus 属と推定されたものが⚖株，
Lactococcus 属 と 推 定 さ れ た も の が ⚒ 株，
Streptococcus 属と推定されたものが⚑株，同定でき
なかったものが⚘株であった。今回，推定菌種が得
られた 39 株のうち，15℃で分離した⚙株中⚗株，
30℃で分離した 13 株中⚗株，45℃で分離した 17 株
中 16 株は Lactobacillus 属乳酸菌であった。
Lactobacillus 属が推定菌種として得られた 29 株
のうちLb. casei，Lb. paracasei または Lb. rhamno-
sus とされたものが 25 株，Lb. helveticus または Lb.
gallinariumとされたものが⚔株あった。
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表 4 生乳からMRS寒天培地およびRogosa 寒天培地を用いて分離した菌株数

分離培地
分離保存菌株数

15℃ 30℃ 45℃ 計
MRS寒天培地 145 200 118 463
Rogosa 寒天培地 8 117 71 196

計 153 317 189 659



考 察

多くの乳酸菌はアミノ酸をはじめとしてビタミン
類，金属イオンなどの複雑な栄養要求性を示すこと
が知られている。従って，乳酸菌用の合成培地には
酵母エキスやタンパク質分解物であるペプトン類な
どが使用されている。一方，乳酸菌の培養には牛乳
成分を主体とする天然培地も古くから使われている

が，合成培地ではよく生育するものもミルク培地で
は生育できない乳酸菌が存在することも知られてい
る14～16)。このような生育的特性をもつ乳酸菌の培
養ではタンパク質分解物を加えることでミルク培地
でも良好に生育することから，ミルク培地での生育
にはその乳酸菌がもつタンパク質分解酵素システム
が強く関係していることも報告されている17)。
本実験では RSM培地にカゼイン分解物を添加し
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表 5 RSM 培地ならびにカザミノ酸添加 RSM 培地における pH 低下度を指標とした生乳由来分離菌株
（MRS寒天培地分離株）の分類

分離
温度

ΔpH
低下度10

＊2

（B）

含まれる菌株数
RSM-pH 低下度10

＊1（A)
小計 計

A＜0.4 0.4≦A＜0.8 0.8≦A＜1.2 1.2≦A
15℃ B≧ 0.3 0 5 3 1 9 143

0.3＞B≧0.1 2 6 3 1 12
0.1＞B≧－0.1 9 28 6 3 46
－0.1＞B 1 18 21 36 76
小計 12 57 33 41

30℃ B≧ 0.3 5 11 4 1 21 200
0.3＞B≧0.1 7 11 9 4 31
0.1＞B≧－0.1 31 15 7 8 61
－0.1＞B 0 24 37 26 87
小計 43 61 57 39

45℃ B≧ 0.3 0 12 2 2 16 118
0.3＞B≧0.1 0 4 1 5 10
0.1＞B≧－0.1 0 14 5 14 33
－0.1＞B 0 33 6 19 59
小計 0 63 14 43

＊ 1，RSM培地における培養 10 時間目の pH低下度（培養 10 時間目の pHを培養開始時の pHから引いた値）。
＊ 2，C-RSM培地における培養 10 時間目の pH低下度からRSM培地における培養 10 時間目の pH低下度を引いた値。

表 6 RSM 培地ならびにカザミノ酸添加 RSM 培地における pH 低下度を指標とした生乳由来分離菌株
（Rogosa 寒天培地分離株）の分類

分離
温度

ΔpH
低下度10

＊2

（B）

含まれる菌株数
RSM-pH 低下度10

＊1（A)
小計 計

A＜0.4 0.4≦A＜0.8 0.8≦A＜1.2 1.2≦A
15℃ B≧0.3 0 1 0 0 1 8

0.3＞B≧0.1 0 0 0 0 0
0.1＞B≧－0.1 3 1 0 0 4
－0.1＞B 0 2 0 1 3
小計 3 4 0 1

30℃ B≧0.3 1 1 1 0 3 117
0.3＞B≧0.1 1 0 0 0 1
0.1＞B≧－0.1 57 15 2 0 74
－0.1＞B 5 19 11 4 39
小計 64 35 14 4

45℃ B≧0.3 0 0 0 0 0 71
0.3＞B≧0.1 0 0 0 0 0
0.1＞B≧－0.1 1 27 1 0 29
－0.1＞B 0 25 17 0 42
小計 1 52 18 0

＊ 1，＊ 2，表 5と同じ。



ても同程度の生育が見られる乳酸菌にはチーズ製造
に利用可能な強いタンパク質分解作用をもつものが
あるのではないかと考え，生乳を分離源としてその
ような乳酸菌の分離を試みた。まず，乳製品製造に
よく使われる乳酸菌種の市販乳酸菌株を用いて
RSM 培地およびカゼイン分解物であるポリペプト
ンまたはカザミノ酸を添加した RSM培地での生育
を見てみたところ，調べたすべての Lactobacillus
属乳酸菌種と St. thermophilus は培養 10 時間目に
おいてRSM培地とカザミノ酸添加RSM（C-RSM）

培地の生育に差が無かった（表⚕）。このことはこ
れらの乳酸菌がカザミノ酸添加により生育が促進さ
れた Lactococcus ならびに Leuconostoc 属乳酸菌に
比べてより強いタンパク質分解系を有すること，な
らびにこれらの培地の生育性を比べることは
Lactobacillus 属乳酸菌の有効な選抜手段になるこ
とが示唆された。
RSM 培 地 と カ ゼ イ ン 分 解 物 を 添 加 し た
Lactobacillus 属乳酸菌のなかでは Lb. acidophilus
と Lb. paracasei の⚒株は RSM 培地での培養 10 時
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表 7 RSM培地と C-RSM培地での生育程度に差が無い生乳由来菌株の 16SrRNA 遺伝子配列によ
る同定

菌株番号 分離
培地

分離
温度 推定菌種＊1 アクセッション

番号
M15-005 MRS 15℃ Enterococcus sp. LC463226
M15-033 MRS 15℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463227
M15-035 MRS 15℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463228
M15-068 MRS 15℃ Enterococcus faecalis LC463229
M15-070 MRS 15℃ Lactobacillus paracasei/casei/rhamnosus LC463230
M15-073 MRS 15℃ Lactobacillus rhamnosus/paracasei/casei LC463231
M15-082 MRS 15℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463232
M15-104 MRS 15℃ Lactobacillus paracasei/rhamnosus/casei LC463233
M15-137 MRS 15℃ Lactobacillus paracasei/casei/rhamnosus LC463234
M30-001 MRS 30℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei
M30-012 MRS 30℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463254
M30-013 MRS 30℃ Streptococcus lutetiensis
M30-077 MRS 30℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463235
M30-084 MRS 30℃ Lactococcus lactis
M30-094 MRS 30℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463236
M30-118 MRS 30℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei
M30-139 MRS 30℃ Enterococcus faecalis
M30-145 MRS 30℃ Lactococcus lactis LC465154
M30-175 MRS 30℃ Enterococcus faecalis
M30-179 MRS 30℃ Enterococcus faecalis
R30-105 Rogosa 30℃ Lactobacillus casei/paracasei
M45-001 MRS 45℃ Lactobacillus helveticus/gallinarium LC463237
M45-004 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463238
M45-009 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463239
M45-021 MRS 45℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463240
M45-024 MRS 45℃ Lactobacillus helveticus/gallinarium LC463241
M45-025 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463242
M45-032 MRS 45℃ Enterococcus faecalis LC463243
M45-050 MRS 45℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463244
M45-059 MRS 45℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463245
M45-062 MRS 45℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463246
M45-067 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463247
M45-070 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463248
M45-073 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463249
M45-075 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463250
M45-088 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463251
M45-107 MRS 45℃ Lactobacillus helveticus/gallinarium LC463252
M45-121 MRS 45℃ Lactobacillus helveticus/gallinarium LC463253

＊ 1，相同値 99％以上を示した菌種を推定菌種とした。複数の菌種が記載されている場合はスコア値が高く出たもの
から順に示した。



間目における pH 低下度が他の Lactobacillus 属乳
酸菌に比べて小さくさらにペプトンの添加により
pH 低下度は増加している（表⚕）。Masuda らは
Lb. acidophilus のある株はミルク培地での生育性が
悪いこと，カゼイン分解物の添加で生育が促進され
ることを報告している16)。今回用いたこの⚒株もミ
ルク培地での生育性は他の Lactobacillus 属乳酸菌
に比べて高くない菌株だったと考えられる。また，
この⚒株において培養 10 時間目に生育促進効果が
カザミノ酸添加では見られず，ポリペプトンでのみ
見られたことは興味深い点である。菌種は異なる
が，Arakawa らは Lb. gasseri のある株のミルク培
地における生育にはタンパク質やアミノ酸ではな
く，ぺプチドが必要であることを報告している18)。
今回用いたポリペプトンもカザミノ酸もカゼインの
水解物であるが，前者は酵素分解物，後者は酸加水
分解物であり，後者の方がより低分子分解物を多く
含むものと考えられることから，今回用いた Lb.
acidophilus と Lb. paracasei の⚒株はミルク培地に
おいてカゼイン由来のペプチドにより生育が促進さ
れるタイプなのかもしれない。
今回，RSM 培地で良好な生育を示し，かつ C-
RSM 培地での生育と差が無い菌株として選抜した
46 株で推定菌種が得られた 39 株中，29 株，約 74％
が Lactobacillus 属乳酸菌であった。このうち Lb.
casei，Lb. paracasei または Lb. rhamnosus とされた
ものが 25 株，Lb. helveticus または Lb. gallina-
rium とされたものが⚔株あった。これらはそれぞ
れにおいて近縁種であるため，16S rRNA遺伝子配
列の相同性だけでは単一の菌種には同定されなかっ
た。今後，候補となった菌種の標準菌株と糖資化性
などの培養特性を比較しながら，同定を進める必要
がある。また，C-RSM培地での生育よりもRSM培
地での生育がより良好であったもの（表⚕，⚖にお
ける B値が－0.1 より小さいもの）がかなりの数で
存在していた。これらの分離株はカゼイン分解物の
添加が生育を抑制しているとも考えられるが，現時
点では詳細は不明であり，興味が持たれる点である。
推定菌種の候補となった Lb. helveticus と Lb.
casei/paracasei はチーズ製造に深く関係している菌
種であり，前者は風味形成促進効果をもつタンパク
質分解性の強い乳酸菌種として19)，後者は熟成型
チーズの非スターター性乳酸菌として熟成後期に出
現し，チーズの風味形成に関与する菌種として7)そ
れぞれ知られている。Tullini らは生乳およびチー
ズからのタンパク質高分解性乳酸菌のスクリーニン
グにおいて脱脂粉乳培地での生育と SDS-PAGE に

よるカゼインの分解程度を指標として，我々と同様
にEc. faecalis ならびに Lb. paracasei を分離したこ
とを報告している9)。今後，選抜された乳酸菌株の
タンパク質分解作用についてさらなる検討を進める
ことで，チーズ製造への利用性についてさらなる知
見が得られるものと思われる。
以上の結果より，カゼイン分解物の添加に拘らず
RSM 培地で良好に生育する乳酸菌の選抜はチーズ
製造に関与するタンパク質分解性の強い
Lactobacillus 属乳酸菌のスクリーニングにおいて
有用なものと考えれらた。
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Abstract

In the present study, we aimed to identify lactic acid bacteria with the proteolytic activity useful for
manufacturing dairy products. To achieve this goal, we investigated whether the addition of casein degradation
products, such as casamino acids and peptone, affects the growth of various lactic acid bacteria in reconstituted
skim milk (RSM) medium and then attempted to identify lactic acid bacteria growing equally well in RSMmedium
regardless of the presence or absence of casein degradation products, using lactic acid bacteria strains isolated
from rawmilk. We tested a total of 12 commercially available lactic acid bacteria of the genus Lactobacillus (n = 7),
the genus Leuconostoc (n = 3), the genus Lactococcus (n = 1), and Streptococcus (n = 1), and found 8 Lactobacillus
and Streptococcus species showed no differences in growth in 10 h of culture in RSM medium with casein
degradation products versus without casein degradation products. Meanwhile, the other four bacterial species
grew faster in RSM medium supplemented with casein degradation products than RSM medium. Because all
strains of genus Lactobacillus used in this study showed no differences between the growth rate in RSM medium
and that in RSM medium supplemented with casein degradation products, we investigated the growth
characteristics of bacterial isolates in these culture media to identify lactic acid bacteria of the genus Lactobacillus
with potent proteolytic activity. We compared growth rates of lactic acid bacteria isolates (n = 659) in RSM
medium and casamino acid-supplemented RSM medium. Forty-six strains with no difference between the growth
rates in the two media were selected and subjected to 16S rRNA gene sequencing for species identification.
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Consequently, 29 Lactobacillus strains, 6 Enterococcus strains, 2 Lactococcus strains and one Streptococcus strain
were identified. These results suggest that lactic acid bacteria of the genus Lactobacillus can be efficiently isolated
from raw milk using RSM medium supplemented with casein degradation products.
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