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抄録  

 新規食品開発を目的として、植物由来の乳酸菌を探索した。埼玉県秩父地域の森林資源

（花、葉、苔など）から乳酸菌を分離したところ、凝乳特性のあるホモ型乳酸菌を単離し

た。これらは 16S rRNA 塩基配列解析などから、 Lactococcus lactisと Lactiplantibacillus 

plantarumと同定された。食経験がある属種のため、食品利用が可能であると考えられた。 

 

   キーワード：乳酸菌，植物由来，食品，乳製品，秩父  

   

１ はじめに 

 埼玉県の森林は、全県面積の約32%を占め、県

土保全・水源のかん養・保健休養など貴重な役割

を担っている。また森は、広葉樹や針葉樹、動物、

昆虫、微生物など、様々な動植物によって構成さ

れ、貴重な地域資源である。特に、埼玉県西部に

位置する秩父地域は、面積の約8割に森林が広がっ

ており、豊かな森林資源を活用して地域経済を活

性化させる製品開発が期待されている。 

 近年、消費者の健康志向により、発酵食品に関

心が高まっている。総務省統計局の家計調査(令和

2年)によれば、1世帯当たりの牛乳やチーズの消費

量は埼玉が全国上位であり、乳製品の需要が高い

地域であると言える。 

そこで本研究では、秩父地域の森林資源として、

乳製品開発に必要不可欠である乳酸菌に着眼した。 

 

*1 現 材料技術担当 

*2 食品・バイオ技術担当 

*3 総務・事業化・製品開発支援担当 

 

植物由来の乳酸菌を探索して食品への利用を検討

することとし、単離した乳酸菌から新たな乳製品

を開発することを最終目標とした1)~7)。 

 

２ 実験方法 

2.1 乳酸菌の分離 

秩父地域の森林資源である、花、葉、樹皮、実、

種、苔を、乳酸菌の分離源とした。採取した試験

片は、常温保存牛乳(市販)、またはシクロヘキシ

ミドとアジ化ナトリウムを各々10 ppm 添加した

MRS 培地(Difico 社製)で、30℃で約 5 日間集積培

養した。常温保存牛乳では、継代培養(30℃・約 2

日間)を 3 回実施後、pH 低下能(pH < 5.0)及び凝

乳性(目視)を指標にスクリーニングした。シクロ

ヘキシミドとアジ化ナトリウムを添加した MRS

培地では、白濁の有無(目視)を指標にスクリーニ

ングした。 

スクリーニングした培養液を滅菌りん酸緩衝生

理食塩水で段階希釈した後、0.5%炭酸カルシウム

を添加した MRS 寒天平板培地に塗抹し、30℃で

約 2 日間培養した。コロニー形成後、MRS 培地に
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接種し、30℃で約 2 日間培養した。最後に、20%

グリセロール添加 MRS 培地にて-80℃で保存し、

これらを乳酸菌の候補株とした。 

 

2.2 乳酸菌の選抜 

乳酸菌の候補株に対し、グラム染色を行った。

グラム染色は、フェイバーG「ニッスイ」(日水製

薬(株)製)を使用し、青色に染色されたものをグラ

ム陽性とした。グラム陽性であるものは、カタラ

ーゼ試験(ビオメリュー・ジャパン(株)製 ID カラ

ーカタラーゼを使用)を行い、ガスの発生が観察さ

れないものをカタラーゼ陰性とした。発酵形式は、

ガストラップチップ入り MRS 培地で純粋培養

(30℃・約 2 日間)し、ガスの生産性を目視で確認

して、ホモ発酵型かヘテロ発酵型かを判定した。 

形態観察は、光学顕微鏡 ((株 )ニコン製

ECLIPSE 80i)と走査型電子顕微鏡(日本電子(株)

製 JSM-IT300LA)により行った。走査型電子顕微

鏡用の試料作製は、2%グルタルアルデヒド溶液で

固定し、50～100%エタノール溶液で順次脱水後、

t-ブチルアルコール凍結乾燥を行った。 

 

2.3 乳酸菌の凝乳性 

1 mL の MRS 培地で、乳酸菌の候補株を 30℃・

約 2 日間前培養した。5 mL の常温保存牛乳(市販)

に、前培養液を 100 L 添加し、30℃及び 40℃で

24 時間発酵させた。発酵後、目視観察と pH 測定

により凝乳性を評価した。 

 

2.4 乳酸菌の同定 

2.4.1 同定キットによる菌種推定 

乳酸菌同定キット(ビオメリュー・ジャパン(株)

製 API50CHL)を使用して行った。培養後、プレー

ト上の 49 種類の炭素源の資化性パターンから菌

種を推定した。 

 

2.4.2 遺伝子解析による菌種同定 

細菌の種の同定に用いられる 16S rRNA の塩基

配列を解析した。(株)マクロジェン・ジャパンへ

の委託試験により行った。 

 

３ 結果及び考察 

3.1 乳酸菌の分離・選抜 

 本研究では、秩父地域の花、葉、樹皮、実、種、

苔から合計 500 検体サンプリングを行い、乳酸菌

の分離を試みた。その結果、乳酸菌の候補株とし

て 56 菌株を得ることができた。 

 乳酸菌の候補株に対し、グラム染色、カタラー

ゼ試験、ガス発酵試験を行ったところ、グラム陽

性・カタラーゼ陰性・ホモ発酵型に該当したもの

は 56 菌株中 44 菌株であった。さらに、光学顕微

鏡と走査型電子顕微鏡を使用して、球菌や桿菌の

形態を確認した(図 1, 2)。 

 

図 1 グラム染色後の光学顕微鏡観察結果 

 

図 2 走査型電子顕微鏡による観察結果 

 

3.2 乳酸菌の凝乳性 

 30℃及び 40℃で 24 時間の発酵試験後、目視観

察により凝乳が確認され、pH が 5.0 未満に低下し

たものは 44 菌株中 11 菌株であった(図 3)。 
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図 3 凝乳性の評価 

 

3.3 乳酸菌の同定 

 凝乳性が目視で確認され、pH が 5.0 未満に低下

した 11 菌株に対し、乳酸菌同定キットを用いた

菌種推定と 16S rRNA の塩基配列解析を行った結

果、Lactococcus lactis が 4 菌株、Lactiplantibacillus 

plantarum が 2 菌株であった(表 1)。分離培地とし

て常温保存牛乳を用いた場合 Lactococcus lactis

が、シクロヘキシミドとアジ化ナトリウムを各々

10 ppm 添加した MRS 培地を用いた場合

Lactiplantibacillus plantarum が同定され、乳酸菌の

属種がスクリーニングの条件に影響を受ける結果 

となった。同定された乳酸菌は、食経験がある属

種のため、食品利用が可能であると考えられた。 

 

４ まとめ 

 植物由来乳酸菌を利用した新たな乳製品開発を

目的として、埼玉県秩父地域の花、葉、樹皮、実、

種、苔から、乳酸菌を分離した。 

 500 検体サンプリングのうち、グラム陽性・カ

タラーゼ陰性・ホモ発酵型・凝乳性が確認された

ものは 11 菌株で、乳酸菌の属種が特定されたも

のは 6 菌株であった。これらは、Lactococcus lactis

または Lactiplantibacillus plantarum と同定され、食

経験がある属種のため、食品利用が可能であると

考えられた。 
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表 1 単離した乳酸菌の同定結果 

 

凝乳なし凝乳あり

サンプリングNo 19 82 161 184 287 298

分離源 葉 苔 苔 苔 花 花

グラム染色 陽性 陽性 陽性 陽性 陽性 陽性

カタラーゼ反応 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性

発酵形式 ホモ ホモ ホモ ホモ ホモ ホモ

細胞形態 球菌 球菌 球菌 球菌 桿菌 桿菌

凝乳性
あり
(30℃)

あり
(30℃)

あり
(30℃)

あり
(30℃)

あり
(30℃・40℃)

あり
(30℃・40℃)

推定属種
Lactococcus
lactis

Lactococcus
lactis

Lactococcus
lactis

Lactococcus
lactis

Lactiplantibacillus
plantarum

Lactiplantibacillus
plantarum

相同率 99% 99% 100% 99% 99% 99%
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