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　　 Isolation　and 　Charactcrizat量on 　of 　Psychotrophic　Leuconostoc　citreum

　　　　　　　　　　　　　　　Isolated丘 om 　Ricc　K 〔’ji
NAoTAKA 　KuRosE ，＊

「IADAo　AsANo ，　SADAo 　KAwAKITA ，　and 　SHoJI ］蓋RuMI （Tahara　Shuzo　Co．，
Ltd．，　Seta　3−4−1，0tsu，　Sんiga　520−2193 ）Seibutsu−kogaku　82： 183−190

， 2004．

　Three　strains 　efIactic　acid 　bacteria　able 　to　cause 　fermentation　at　a 　low　temperature 　were 　isolated　fi’om

rice 　k（’ji　fbr　sake 　brcwing．　 The 　one 　producing　the 　most 　lactic　acid 　at　4°q 　NL7 −3，　was 　ident愉 ed 　as

Leuc’onosto ‘ citreu7rt　by　means 　of 　ribopatterns 　and 　the　homology　Of　16S　rDNA ，　This　strain 　produced 　D （十）−

lactic　acid 　fめ m 　citric 　acid 　as　well 　as 　glucose，　and 　showed 　alcohol 　sensitivi ［y　as　well 　as　antibacterial 　activity ，
inhibiting　the　growth　 of 　similar 　lac口c　 acid 　 bacteria．　 In　 sake 　 mash 　brewed 　 widl 　 viable 　 cells　 of 　the

strain 貢nstcad 　of 畳aα ic　acid ，　it　produced　lactic　acid 　in　the 　early 　period，　and 　all　bacteria　cells 　died　in　the

midd 旦e　period．　Thc 　sake 　thus 　brewcd　contained 　lactic　acid ，　a　reduced 　amount 　of 　citric 　acid ，　alld 　slight

amounts 　of 　ma ］ic　acid 　in　prop （）rtion 　to　the 　amount 　of 　cclls　addcd ．　 From 　these 　results ，　it　was 　clcar 　that

there 　are ム citreum 　 strains 　 which
，
　Hke　L α ctobaciUus 　 sahei 　 and 　Leuconostoc　mesenteroides

，
　 are 　 capablc 　 of

growing　at　4
°C ，　and 　which 　can 　produce　bacteriocins　and 　convert 　the 　citric　acid 　produced　by　k（〜ji　to

D（＋ ）−lactic　acid 　in　the　sced 　mash 　ofsake ．

［Key　words ：Leuconostoc　citreu7iz，　low−temperature ，　antibacterial 　acdvit ア，　citric 　acid ］

　清酒醸造に関与す る有用乳酸菌 と して ，古典的な生 も

と系酒 母 で 自然発 生す る 球菌の Leuconostoc　mesenteroides

や桿菌 の Lactobacittus　sakei が 知 ら れ て い る．1）生 も と 系

酒母 で は，醪 に乳酸 を添加 せ ず，自然発 生 す る乳酸菌 に

よっ て 生成 され る乳酸 で 雑菌 の 抑制 を行 い
， 酵母 の 純粋

培養 を導 くもの で あ る．生 もと系酒 母 中で の 乳酸菌 の

挙 動 に つ い て は 古 くか ら多 くの 研 究 が 成 され て お り，定

説 と して 低温 環境 下で の 生 育が 速 い L，mesenteroides が 先

に 生育 し，少 し 遅れ て L．sakei が 生 育す る とい われ て い

る．2，S＞生 もと系酒 母 で 生育す る こ とが で き る 乳酸菌は，

これ ら 2種 の み と され て い る が，これ は 4℃ と い う低 温

＊連絡先，Corresponding　author ．
TEL ．077−543−7211　 FAX ．077−543−7286
E−mail ：kurosen＠ takara ．cojp

にお い て も生育可能 で あるとい う特徴を有 して い る ため

で あ る と考え られ て い る．4）こ の よ うな 生 も と系乳酸菌

は，生 も とや 山廃もとか ら分離 され て い る
5−9）が ，百瀬

ら6）は 最近 の 生 も と系酒母 か らは L．　sahei が 検 出 され な

い 場合 も し ば しばあ る こ と を 報告して い る．ま た ，生 も

と 系酒母 に こ れ ら 2 種以外 の 乳酸菌が存在す る こ と も示

唆 され て い る が ，生 もと 系乳酸菌 に 匹敵す る よ うな低 温

発酵性乳酸菌 の 分離 に つ い て は 報告がない ．

　本報 で は，清酒 用 の 米 麹 か ら，4QC で 良好 に 生 育 し，

か っ 乳酸を著量生 成す る乳酸菌を分離 し，そ の 分離株 の

同 定 お よび 生 も と系乳酸菌 の 標 準株 との 諸性質 の 比 較検

討 を 行 っ た の で 報告す る ．

実験方 法

分離源 お よ び 分離方法　　 当社清酒 工 場 （N 工 場 お よ
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Table　L 　List 〔｝fr嵒ce 　k 〔’ji　as 　resources 　f（）r 　isdatinglactic　acid 　ba⊂teria，

AMtei’7−d　incubati（エn 　at 　l5°C ・・

Sample　n ・・ Fact・ ry 　 P ・lished　ratc

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （％〉

pH
’
lbuil　acid

　 （ml ＞

Amino 　add

　 （ml ）

12345678 NNNFFFNF 5000005046666667 3．6 

3，563

．493

．688

．688

．643

．665

．12

s．44

．44

．94

．34

．24

，13

．90

．6

877731391

且

且

22222

≡」Five　grams 　ofrice 　kc≧ji　was 　hlcubated 　a仕cr 　addition 　of 　l5ml 　ofwateL

び F 工 場） か ら採取 した精米歩合 の 異な る 米麹 8 点を乳

酸菌 の 分離源 と し た （Table　l），米麹 5．O　g に 15ml の 蒸

留水 を 添 加 して ，15°C で 7 日間培養 した 後，酸度 が 上 昇．

した培養液 を GYP （290グル コ
ー

ス ，1％ 酵母 エ キ ス ，1％

ポ リペ プ トン ）
一
炭酸 カ ル シ ウ ム （1％）寒 天 培地 に 接種

し，30°G で 3 日間培養した ．出現 した コ ロ ニ
ー

を米麹 ご

とに 5 株ずつ 釣菌 し，新 しい 同培地に接種 して 4°C で 14

日間培養 し，生育して か つ 大 き な ク リア ゾーン を形成し

た コ ロ ニ
ーを低温 発酵性乳酸菌と して 選択 した ．

　 生 理的試験　　分離 し た 乳酸菌 に つ い て ，GYP 液体培

地 （10ml） を用 い て pH 耐性 ， ア ル コ
ー

ル 耐性 ， 低 温

生育性 を調 べ た ．ま た ，GYP 一
炭酸 カ ル シ ウ ム 寒 天培地

を ベ ース に，グ ル コ
ース を他 の 糖 （1％ ） に 変 え た 寒 天 培

地を作製 し，乳酸菌 の 前培養菌体 を滅菌生理食塩水 で 洗

浄 した 後 ，種 々 の 糖を含む 寒 天 培 地 に 接 種 して ，30°C で

3 日間培養 し，ク リア ゾー
ン の 形成 を指標 に糖類 の 発酵

性を調べ た．

　菌株の 同定　　乳酸菌の 同 定 は 遺伝子 フ ィ ン ガープ リ

ン ト解析 （リボプ リ ン トパ ター
ン 解析）と 16S　rDNA の

相同性解析 に よ っ て 行 っ た ．リボプ リ ン トパ ター
ン 解析

は ， リボプ リン タ
ーTM シ ス テ ム （Qualicon社製 ，米国）

を 用 い ，デ ュ ポ ン
・ア イ デ ン テ ィ フ ィ ケ

ー
シ ョ ン ・デー

タ ベ ース （DuPont 　lD） に 対 して リ ボパ ターン の 相 同

性 が 高い 菌株 を 検索した．16S　rDNA 解析 は ，　 PCR 法 に

よ り増幅し た 16S 上 流 の 約 500　bp の 部分塩 基配 列 を

MicroSe （i「M 　Microbial　 Identification　System （Applicd

Biosystems 社製，英国） を 用 い て解析 し，　 MicroSeqTM

Bacterial　500　Library に 対 して 塩基配列 の 相 同 性 の 高 い

菌 株 を 検索 した．

　クエ ン 酸の 発酵試験　　GYP 液 体培地 の グル コ
ー

ス

（1％）を クエ ン 酸 （500　ppm ）に代え た CYP 培 地 を 川 い

て IS℃ に お け る 乳酸菌の クエ ン 酸資化 と乳酸 生 成を調

べ た ．培地 中の ク エ ン 酸 と乳酸 は F一キ ッ ト （ロ シ ュ
・ダ

イ ア グ ノ ス テ ィ ソ ク ス 社製）を川 い て 定量 した ．

　抗菌活 性 　　乳 酸 菌 の 他 の 細 菌 に 対 す る 抗菌活性 は，

Kawai ら
le）の 方法に準 じ て 行 っ た．すなわち，乳酸菌 の

GYP 液体培地 で の 培養上清 を 1NNaOH で 中和 し た後

に，滅菌済メ ン ブ ラ ン フ ィル ター （0．45 μm ） を 通 し て

除菌し，24穴 マ イ ク ロ プ レ ートの ウェ ル に 1ml と り，こ

れ に 他 の 細菌 の GYP 液体培養液を 10 μ1 （1％ 容量）添加

して ， 30°C で 3 日間培養 し た．接種 した細菌が生育 しな

い 場合 に ，抗菌活 性 があ る と判定 した ．

　清酒 小 仕 込 試験　　清酒 は
「
lhblc　2 に 示 す仕 込 配合 で

二 段仕込を行 っ た．掛米 と麹米は65％ 精 自米を使 用 した．

酵 母 は き ょ うか い 酵母 701号 （日本 醸造協会） の 培養酵

母 を使用 し た．初添 の 水麹時に 醸造用乳酸を入れ た もの

を対照 とし，乳酸 を入れな い で 乳酸菌 の 培養菌体を種 々

の 菌数 で 添加す る 試験 区 を設けた ．品温 は 最高で 13 °C に

設 定 した ．ト槽は 遠心分離法 で 行 い
， 上槽酒 の 成 分分析

は 国税庁所 定分析法 1D に 従 っ て 行 っ た．有機酸 の 定量 は

高速液体 クロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（島津製作所製） を用 い て

行 い ，L一乳酸 よび D一乳酸 の 分析 には F一キ ソ トを用 い た ．

結 果

　低温発酵性乳酸菌 の 分離 　　8種 の 米麹 の 15 °G に おけ

る 培養液 の pH お よ び 酸度を測 定 し た 結果，7 種 の 米 麹

の 培養液 で 酸度が一ヒ昇 し て お り，乳酸菌 が 増殖 して い る

こ とが 予想 された （］7able　l）．こ れ ら7種 の 米麹培養液 を

GYP 一
炭酸 カ ル シ ウム 寒 天 培地 に 接種 し て 30°C で 培養

し，ク リア ゾー
ン を形成 し た コ ロ ニ

ー
を 5 株ず つ 分離 し

N 工工
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Tuble　2．　 Amounts 　of 　materials 　used 　for　sake 　brewing．

Addltion

Initial IntermcdLatc Final
「
rotal

Total　rice （9）

Additlona ］rice （g）

Koji　rice （9＞

Water （m1 ）

Lactic　acid （9）

184124602681

．14

31424866358 50242874648 100080020

〔｝

1274Ll4

The 　additional 　and 　k（’ji　rice　were 　polished　to　65％ ef 　original 　weight ．
The

ア
east 　cells 　were 　cultured 　in　50　ml 　ofl　YPD 　medium 　at 　3   ℃ for　24　h　with 　shaking ，　collected

by　centrifugation ，　and 　used 　in　the　sake 　brewing　test．

た．分離 した 35株の 乳酸菌を新 しい 同培地 に接種 し，4
°C

で 14H 間培養 した ．良好 に コ ロ ニ
ーを形成 し，か つ 清酒

の 酒母か ら分離され た こ とが記載 され て い る 2種 の 乳酸

菌の 標準株 （Leuconostoc　mesenteroides　subsp ，　mesenteroides

JcMl564お よ び L αctobacillus ∫akei 　JCM1157T）よ りも大

きな クリア ゾー
ン を形成 した 3株 ，NL1 −3 （米麹 No ．1 由

来），NL2 −2 （米 Pt　No ．2 由来）， お よ び NL7 −3 （米麹 No ．3

由来）を 選択した ．

　 こ の 3株 の 中で 4°C に お ける GYP 一炭酸 カ ル シ ウム 寒天

培地 で の ク リア ゾ
ー

ン の 面積が最 も大 きか っ た NL7 −3株

に つ い て，GYP 液体培地 で培養 して グル コ
ー

ス の 消費量

を 調べ た．そ の 結果，NL7 −3 株 は 4℃ か ら 15°C の 低 温

域 に お い て も，L ．　sakei の 標準株 よ りもグル コ
ー

ス の 消費

が 速 い こ とが わ か っ た （Fig，　D ．

　分離株の諸性質　　4°C で 生育 可 能 な NL7 ・3 株に つ

い て ，生 も と系乳酸菌 の 標準株 と諸性質を 比 較した結果

を
「
rable　3 に ま とめ た．　 NL7 −3 株 は 短桿菌 に 近い 長円状

A8100

丕
8809tn

　 6。

霎
婁

40

も　20

£
8　 0

4　 　 　　 　 15　　 　 　　 30

Incubation　temperature （℃）

の 形態を して お り，キ シ ロ
ー

ス ，マ ン ニ ト
ー

ル お よび メ

リ ビ オ ース の 発酵 性 が な い 点 や pH 　4．0 で 生育す る 点 は

L．sahei に 類似 して い た．しか しな が ら，グル コ
ー

ス 培地

Table　3．　 Characteristics　ofstrain 　NL7 −3　isolated．

CharacteTistics NL7 −3　　JCMI157a　」CM1564b

Fig．　L 　G 正ucose 　consunlptk 〕n 　in　GYP 　medium ．　Lactobac’illu，s　sftke ・i

　　IFOI2456 （鬮 〉，JCMII57τ
1
（□ 〉，　and 　straill　NL7 −3 （■）were

　 　incubated 　ill　GYP 　medium 　 at　4，15，　 and 　30°G 　fbr　25 ，7，　and
　　5d ，respectivel ｝ 

Cell　shape

Gram 　stnin

C］atalase 　producUon

CO ？　from　g】ucose

Growth 　at 　49C

GrI ，wth 　at　pH 　4．O

Growth 孟n 　7、5％ ethanol

FermentaLion ｛）fsugars

　 Glucose

　 L−Arabinose

　 D −Ribosc

　 D −Xylose

　 FrUα ose

　 Mannosc

　 Maltosc

　 I．actose

　 Sucrose

　 Trehar 〔レse

　 RafEnose

　 Melibiose

　 Mannitol

　 So童七ito正

UtiliZatiOn　OfCitrate

Optical　R）rm 　oflactic 　acid

Oval 　c：（冫cd

　 十 し

W

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

一D

15α

＋

R

十

十

十

十

十

十

十

十

十

DL

Cocci

十

W

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

D （
一
）

aJ ．actobac ’itlza〜 sakei ．
t’　Leuc （，n （，stoc　

・
mesenteroides 　subsp ．  鰡 艀 o編 ．

c
＋ ，Posidve；w，　weakly 　positive；一，　negative ，
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で 炭酸 ガ ス を 発 生 させ る 点，D 一リ ボース を 発酵せ ず ，ト

レ ハ ロ ース を 発酵す る 点，お よ び D 一乳酸を生成す る点な

ど で は，L ．　me ．ge’nterot
’
desに 類似 し て い た ．また，エ タ ノ

ー

ル に 対す る耐性 は 生 もと系乳酸菌の 標準株 2 種 と 同 レ

ベ ル で 低 か っ た．一
方，NL7 −3 株は ク エ ン を資化す る点

で ，い ず れ の 標準株 と も異 な っ た ．こ の よ うに ，糖発酵

性 やそ の 他 の 生理 的試 験 の 結果 か らは ， NL7 −3 株 は L．

mesenteroide，〜，　L ．、Wthe71 の い ずれ とも同 定で き な か っ た．

　分離株の 分子系統解析 で の 同定　　生 もと系乳酸菌の

標 準株 の い ずれ とも合致 し ない NL7 −3 株 に つ い て ，遺

伝 子 レ ベ ル で の 解析 に よ っ て 属 種 を 決 定 し た．リボ パ

タ ー
ン の 相同性 が ラ イ ブ ラ リ

ー
の 中 で 最 も高 い 0，97 を

示 し た 菌株 は ，Leuconostoc　citreum 　DUP −9513 で あ っ た

（Fig．2）．また，　 NL7 −3株 の 16s　 rDNA の 535　bp の 塩基

配 列 の 相同 性 が 最も高い 相同性 を示 した の も Leuconostoc

属 で あ っ た （相同性，L．　citreum ［99、81％ ］；L．，η配 η 砂 0龍 ∫

subsp ，　mesenteroi，des　［97，38％］；L．　mesentero
・ides　subsp ．

dextranicum　匚97．38％］　；L．　me ∫enteroides 　subsp ．　cremoris

［97．20％］；L．　Pseudomesentero
・ides［97．20％］）．こ れ らの 結

果か ら，NI．7−3 株 は L．　citreum で あ る と同定 した．

　 ク エ ン 酸発 酵性　　NL7 −3株 と L．　sαkeiの 標 準 株 2 菌

株 に つ い て ク エ ン 酸 を炭素源 とす る CYP 液体培 地 に接

種 して 15°C で培養 し，ク エ ン 酸濃度 と乳 酸濃度の 経時変

化 を 調 べ た （Fig．3）．そ の 結 果，　 L．　sakei の 培養液 で は ク

エ ン 酸 が ほ とん ど減少 しなか っ た の に 対 し，NL7 −3株 の

培養液 で は急速 に ク エ ン 酸 が 減少 して 乳酸が増加 した．

こ の よ うに ，
NL7 −9．株 は ク エ ン 酸 を乳酸に変換で き る ク

エ ン 酸発酵性 を有 して い る こ とが わ か っ た．

　抗菌活性　　NL7 −3 株 の GYP 培養液 を中和 し，メ ン

ブ ラ ン フ ィ ル タ
ー

で 除菌 して 作製 した培地 に，乳酸桿菌

9株 ，乳酸球菌6 株 の 標準株 の GYP 培養液を 1％ 量接種

して 30°C で 培養 した．
「
hble 　4 に使用 し た標準株 とそ の

生育結果を示 したが ，桿菌 9株 中で 8株が生育 し なか っ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 RiboPrint ｛R ）　Patt 二ern

一

AB

盤
Fig．2．　Gray5ca ［e 　RiboPrhl し patterns　 of 　Leuconostoc　 cttf

”
eu ・m ．

　 RiboPrint　patしerns 　o 「ゐ、　 citreutn．　DUP −9513 （A）and 　 sしra孟n

　　NL7 −3 （B ）were 　analysed 　with 　the 　RiboPrinter 　systcm ．
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Fig．3．　Lactate　production丘〔，m 　g且ucose 　aIld　citric　acid ・Lactoba‘i！ltus　sahei　IFol2456 （▲ ），　JcMl】57T （■ ），
　　and 　strain 　NL7 −3 （● ）were 　incubatcd 　in　GYP （A 　and 　B ）and 　CYP （C　and 　D ）medium 　aし 15°C　fbr　7　d．
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］／able 　4．　 An 巨bacterial　activity　l）fa飢 ibacterial　subsLance 　produced　by　strain 　NL7 −3．

Strain Growtha　in　GYP 　medium
　 Growtha　in　supernatant
ofneutralizcd 　NL7 −3　culture

None1

、actobaci ，llus　sahei

五α伽 ゐ褊 伽 s．Sttke・i　subsp ．∫α舳

ム鰡 oうα‘漁 〜∫α為θ subsp 、∫廊

ムactoba ‘illtLS　sahe　subsp ．sahe

乙α鰰 acitttes
’
　casei，　subsp ．　casei

乙α認 rめ伽 ”  s　t／a．瞬 subsp ．　t／a．s’ei

乙αctobαcilltas　acido がliltLS

五α‘励 α‘記妬 μ翻 a
・ru・m

乙α‘ω伽 跏 ∫μα跏 TUM

乙8郡 60η o∫’06 耀 ∫翻 6γoゴ48∫ subsp ．　me ，s’e廨 rθides

ヱ・euconostoc 　nzesenteroides 　subsp 、，nesentero
・ide．Y

1’齠 翩 o蜘 c・mes 翩 eroides　subsp 、ηnes 翩 e
・
roitles

乙eucOnostoc 　mesente ・roide ．s　var ．．sake

LeucOno．吻 6　mesenteroi ・des　Var ．sake

ノ’actococcus 　lactis　subsp ．　lactts

IFO 　l2456

亅CM 　1157T

旦AMl90  

IAM 　10077

1AM 　10062

1AM 　12473

1AM 　IOO74

1AM　lO41

1AMl2477

1FO 　3882

1FO 　1206 

JCM　I564

1AM 　lOO60

1AM 　lOO69

1FO　12007

一b

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

Ww

十

dStrainswere
　incubated　with 　l％ inoculum　at　30DG 　fbr　3　d．

b ＋ ，Positive；w ，　weakly 　positive；
一，　negative ．

「
rable　5．　Antibac しer 重al 　activity 　against 　stl

・
ain　NL7 −3　Qfantibacterial 　substances 　produced　by　various 　lactic　acid 　bacteria，

Strain pH 　ofneutralized

culture 　supernatant

　 Growtha　ofstrain 　NL7 −3　in
supernatant 　ofrespective 　strain

None （GYP 　medium ）

NL7 ．3La

，t／tobrtc’itizas　sakei

1’actoba ‘記’z♂5　sahei 　subsp ．．“ake ’］：

Lactθbaciltus　casei 　sL取bsp．　case ・i

ムα ‘tebacillus　casf ／i　subsp ．‘α癬

Leuconostoc　mesenter
’
oides 　subsp ．　m，esenteroides

Leucorto．sto6 　mesenterOides 　vaL 　sahe

L α‘‘oω 6δ邵 lactis　Sllbsp ．　lactts

IF（， 12456

JCM　ll57T

IAM 　10062

1AM 　12473

JCM　1564

1AM 　lOO60

1FOl2007

5．866

．956

．746
．816

，986

，886

．836

．786

，77

十
b

十

十

1煽S紅rains 　were 　incubated　wi πh　1％ ino⊂ulum 　at　30°C 　fbr　3　d．
b

十 ，p｛，si口ve ；
一，　negativc ．

た．ま た，球菌 6 株中 で 3株 が 生育 しなか っ た．L．　sahei

の 5株 の 中で は ，1株 の み生育 したが，4株 は 生育が抑え

られ た．L．　ntesenteroides 　5株 の 中で は，3株 の 生育 が 抑 え

られ ，ま た 残 りの 2株 に つ い て も生育が悪 か っ た．

　
一

方 ，種 々 の 乳酸 菌 の GYP 培養液を中和 し，メ ン ブ

ラ ン フ ィ ル ター
で 除菌 して 作製 し た 培地 に NL7 −3 株 の

GYP 培養液 を 1％ 量 接種 して 3 
゜C で 培養 し た．その 結果，

試験した L．sαhei，　L．　CCthseiおよび L．　mesenteroides （各 2株）

の 培養液 の 中和後除菌液 で は NL7 −3 株 は 生 育し な か っ

た （
「
Fable　5）．

　NL7 ・3株 の 清酒醪中で の 挙動　　NL7 −3株 に は低温 で

の 乳 酸 発 酵性 や 他 の 乳酸菌 に 対す る 抗菌 活 性 が あ る こ

と，お よ び ア ル コ
ー

ル 耐性 が 低 い こ と が わ か っ た の で，

清酒醸造 の 初添 工 程 で 醸造用乳酸 を添加す る 代わ り に
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NL7 −3 株 の 培養菌体を 汲 水 lml あ た り に lxl 〔〕
3，lx

lO4，1xIO5 お よ び 1xlO6 個に な る よ うに 添 加 し，清酒

醪 中 で 乳 酸 菌が ど の よ うな 挙動 を と る か，ま た 製成酒の

成分 が ど の よ うに変化す るの か を検討 し た．初添 で 乳酸

菌 を汲水 lml あた り 104個以 E添加 した試験区で は，留

添時 に 酸度が醸 造用乳酸 を 添加 した 対 照 と ほ ぼ 同等に

な っ た ．ま た ，い ずれ の 乳酸菌添加 区 に お い て も，留後

4 日付近 で 乳酸菌数が最高に な り，留後 10 日 に は ほ ぼ死

滅 して い た （Fig．4）．

　留後 19 日で の ト槽酒を分析す る と，乳酸あ る い は 乳酸

菌 の 添加 に 関 わ らず，日本酒 度，ア ル コ ール ，ア ミ ノ酸

度は ほ ぼ同等の 値 を 示 した，pH と酸度は 乳酸菌の 添加

量 に 応 じ て 変化 し ，乳酸菌 の 添加 菌数 が多い ほ ど pH は

低 下 し
， 酸度 は 上 昇 し た．対照 と最 も近 い 酸度を示 し た

の は，乳酸菌を 104個添加 した試験 区 で あ っ た．また，乳

酸 菌 を ］os個 以 上 添 加 し た 試 験 区 で は ，酵 母 が 生 成 す る

低沸点香気成分 の 中で ，特に酢酸 エ チル ，酢酸イ ソア ミ

ル ，カ プ ロ ン 酸 エ チ ル な どの エ ス テル の 生成濃度 が 低下

した （
PI
油 le　6）．上 槽酒の 有機酸組成を 測定 した 結果 乳

酸菌添 加 区で は ク エ ン 酸が 消失 し，リ ン ゴ 酸 が や や減少

し た ．ま た，乳酸菌の 添加 量 に応じて ピ ル ビ ン 酸，乳酸

お よび酢酸 が 増加 した （Fig．5）．乳酸 の 旋光度は，乳酸

菌 の 添加 に 従 っ て D 型が増加 した （Fig．6）．乳酸を添加

した 対 照 と酸 度 が 近 い IO4個添 加試験 区 の 上 槽酒 は，対

照に比 べ て 酸味が ソフ トで 味 の ふ く らみ が あ り，官能的

a1 ．OE＋09
∈

＼ 1．OE＋ 08
望
0 　1．OE＋07
3N

　1．OE＋06’
匚

≦3　1・OE ＋ 05
o8

　1．OE＋04

コ⊇　1．OE＋03
8

　 1．OE＋02
9
召 1．OE・01

−」　1．OE＋00SN1
　 4 　 7 　 10 　13 　16 　19

　　　　Fermentation　period（d）

Fig．4．　Viable　cells 　of 　lactic　acid 　bacteria　in　sake 　mash 　with 　strain

　　NL7 −3　 added ．　In　the　initial　 addition ，　lactk　 acid （○ ）as

　 　 colltroL ，1 × IOs 〔● ），　l　x　lO斗
（▲ ），1 ・ 1 う

（◆ ），　and 　l　x 　lO6

　　（■ ）ce 旦［s　o 「5train 　NL7 −3　per　m1 〔，fwuter 　wcre 　addcd ．　Lactic

　　acid 　bactcria　were 　me ；亀sured 　by　cok 川 y　fl）rmadon 〔m 　GYP

　　 medium 　with 　caldu 暫n ｛：arb ‘じnate ．　The 　day　omnal 　addition

　　is　shown 　as　day　l，the 　initial　additi 〔m 　as 　S，　and 　thc 　inしer −
　 　 mediate 　addition 　as　N ．

な評価は 高 か っ た．

考 察

　乳酸球菌 乙．citreZt．m は 10 °C 以 ドの 低温で の 生 育に 関す

る 報 告 は な く，そ の 標準株 JCM9698Tは 4°c で の 生 育

が き わ め て緩 1曼で あ っ た．今 回，この 種 に属す る乳酸菌

Table 　6．　Analysis　ofsake 　brewed　with 　lactic　acid 　ba〔
・
tcri試、

Strain　NL7 −3　udded （cells ！inl 　ofwater ＞

ContrOl 1、OE十 〇3 1．OE 十〇4 1．OE ＋ 05LOE 十 〇6

Sake】neter

Alcohol（％）

pHJbta
且acidity （ml ）

Anlim 　acidi しy（ml ）

十 8，019

．44

．342

．J「

2．1

十 9．519

．64

．4u2

、12

，0

十 7．Ol9

．04

．242

．72

．2

＋ 7．Ol9

．14

．093

．62

．1

十6．519

．24

．024

．22

．1

Aromadc 　comp て｝nen ヒ

　Ethyl　acetute （PPm ）

　η
一P貰
』
opyl 　alcoh 〔♪1（PPm ）

　Isoarnyl　ace 【ate （PPn1）

　Isobutyl　al〔ohol （ppm ｝

　Ethyl　caproate （ppm ）

　Isoamyl 　a ］cc ，hol（PPm ）

82 ．65Ll

　 5．977

．2

　 0．7185

．8

95．449

．2

　 6．99

．1．2

　 0．8196

．1

73．542

．S

　 4．879

．9

　 0．6182A

44、3S9

、う

　 2．666

．1

　 0．4158

．9

43．os9

．　．8

　 2．260

，9

　 0，4150

．2

In　the 　initial　addition 　f（）r　the 　small −scale 　sake 　bre輔 ng 　tes〔，　cells　of 　strain 　NL7 −3　were 　added 　wi しhoiuし

addidon 　 oflactic 　add 　as 　con しro 且，
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Control1
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Fig．5．　CQIlcemration 　oforganic 　acid 　components 　in　sake 　brewed ．　In　the 　illit正al 　addition 正br　thc 　sake 　brewing

　 Lest，1 × 1011、1 × 104，　l　x　lO5，　and 　l　x 　106　cells　ofstrain 　NL7 −3　per　ml 　ofwatcr 　were 　added 　withQut 　addi −

　 tion　of 　lactic　acid 　as 　controL 　Thc 　concentration 　oforganic 　acids 　in　sake 　was 　deにermiIled 　by　I　IPLC、

Control

1．OE＋03

1．OE＋ 04

1．OE＋05

1．OE＋06

　　 Concentration（PPm ）

0　　　500　1000　1500　2000　2500

Fig．6，　0pdcal 　fbrnl　oflacdc 　acid 　in　sake 　brewcd．　In　the 　initia］

　　addition 　fbr　the　sake 　brewing　tcsし，　l　x　IOs，1 × 104，1 × 105，
　　and 　 l　x 　lO6 ⊂ells　 of 　sしrain 　NL7 −3　 per　 inl　（〕丘

’
water 　 were

　　added 　without 　udditi 〔m 　of 夏acti｛
・
a 〔
・id　as 〔on 【roL 　Thc 　optica ［

　　fbrm（L （＋ ），□ ； D （
一
），■ ）o 臼 acdc 　acid 　was 　analyzed 　using 　an

　 　 F−kit．

で あ っ て 低温 （4
°C ）で 良好に 生育し，生も と系乳酸菌の

標準株 よ り も乳酸 を高生 成す る分離株 （NL7 −3） を取得

した．Bergey ’
s　Manual 第 9 版

12）で は，　 L．　 citreum の 形態

につ い て 「sometimcs 　short 　rods 　with 　roulldcd 　ends 」 と

記載 され ，球菌で あ りな が ら短桿菌様の 楕円状 を して い

る と い う特徴 が あ る．ま た ，Takahashi ら Is）は ，　L．　citreum

は Le？tCO・nostoc 　ametibios ？t7n と き わ め て 近縁 で ，い ずれ の

種 も pH 　4．8 で 生育 し，また 15°C で 生育す る こ とを報告

し て い る，NL7 −3 株 が L．　sakei と 同 程 度 の 低 温 発 酵 性 ，

ア ル コ ール 耐性 お よ び pH 耐性 を有 して い た こ とは ，生

も とや 山廃も と 中で 生育す る乳酸菌は L，inesenteroides と

L．∫αkeiの 2種 に 限 られず，L．　citrett・m も増殖す る可 能性 が

あ る こ とを示唆 して い る．こ れ らの 菌株 は お 互 い に抗菌

活性 を有 して お り，菌株 の 組合せ に よっ て は 酒母 中で 先

に 生育した菌株が優位に た ち，酒母 中の 菌叢に 影響 を与

え る もの と考え られ る．そ の 結果，乳酸桿菌が 増殖 し な

い 牛 もと 系酒母 が製造 され る 可能性 も考 え られ る．

　低 温 発酵性 の L ．citreum 　N 　L7 −3 を，固形酵母仕込 の 初添

水 麹 で 添 加 した 清酒 は，留添時 に は 乳酸を添加 した 対照

とほ ぼ同 等 の 酸度 と な っ た ．こ れ は ，7 〜 8°C の 品 温 に

制御す る仲添 ，留添 の 問 に NL7 −3 株 が 良好 に 生 育 し，乳

酸 を 生成 した こ とを 示 して い る．NL7 −3株に抗菌活性 が
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あ る点や留添時 に す で に 対照 と 同 じ酸度 に な っ て い る こ

とか ら，醪 の 雑菌汚染 の 可能性 は低 い と考 え られ た．醪

中 の 乳 酸菌 の 菌数 は 留後 10 冂で ほ ぼ 死 滅 し て い た が
，

こ

れ は NL7 −3 株 の ア ル コ
ー

ル 耐性 から判断 して ，酵母 に よ

る 生成ア ル コ
ー

ル に よる もの で あ る と 考 え られ る．製成

酒 の 有機酸分析 の 結果，乳酸菌添加清酒 で は ク エ ン 酸 が

顕著 に 低 ドし，リン ゴ 酸 もやや減少 した．こ の 現象 は ワ

イ ン に お け る マ ロ ラ ク テ ィ ッ ク 発酵 に 似 て い る．ま た
，

製成酒 の 乳酸は n 型 の 生 成 比率 が 極端 に 増加 し たが ，

乳酸 に 関 し て は旋 光度 の 違 い に よる 官能 的な差 は 認 め

られ て い な い ．NL7 −3株添加清酒 は，有機酸組成 の 著 し

い 変化に よ る た め か ，対照 に 比 べ て 官能的 に は酸 味が

ソ フ トで ，味 に ふ くらみ が 感 じ られ た ．こ れ らの 結果か

ら，低温発酵性 L ．citreum が生も と系酒 母 に お い て増殖

した場合は，D一乳酸 の 比 率が高 くな る こ とに 加え て ，ク

エ ン 酸 の 含有 量 が 低 く な る こ と が 推 察 で き る ．そ の た

め，生 も と 系酒 母 中で優先的 に 増殖す る乳酸球菌 が L．

mesenteroides ，　 L．　citreum か に よ っ て ，生 もと系酒 母 の 酸

味成分 が 多様化す る 可 能性 が 考え られ た．

要 約

　清酒 工 場 で 製造 した 米麹 か ら，生 もと系乳酸菌 の 標準

株 と 同等以 上 の 低温発酵性 を有す る乳酸菌を 3株分離 し

た，そ の うちの 1株 （NL7 −3）は，リボプ リ ン トパ ター

ン 解析お よ び 16S　 rDNA 解析 の 結果 か ら，　 Leuconostoc

citreum で あ る と 同定 した ．分離株 NL7 −3 は 低温 で の D 一

乳酸 の 生成能 が 高く，またクエ ン 酸を資化 して 乳酸を生

成 した．類似 の 乳酸菌 に 対す る 抗菌活性 も有 して い た．

固 形酵母 仕 込 の 初添 で 乳 酸 の 代 わ りに NL7 −3 株 を 添 加

した清酒 は，留添 で 酸度が 乳酸添 加 の 対照 と 同等 に な り，

正 常な発 酵 を 示 し た．製成酒 の 有機酸分析 の 結果 ，
ク エ

ン 酸が 顕著に 低下 し，リン ゴ 酸もやや減少 した特徴的な

有機酸組成を 呈 し，官能的には対照の 乳酸添加清酒 に 比

べ て 酸 味 が ソ フ トで 味に ふ くらみ が 感 じ られ た．こ れ ら

の 結果か ら，生 もと系乳酸菌 と1司様 に 4°C とい う低 温 で

生育 で き る L．citreum が存在 し，こ れ が優先的に 生 も と

系酒 母 で増殖 した 場合に は，D 一乳酸 の 比 率 が 高 くなる こ

とに加 えて ，クエ ン 酸 が減少 した 酒質になると考 えられ

た ．
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