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糠床の ミク ロ フ ロ ー ラ と乳酸菌の 共生

阪本　直茂 ＊ ・中山　二 郎

　我が国の伝統的発酵食品 の 縁 の 下 の 力持ち「糠 床」に

は，「究極の」 とい う枕詞が よく似合う，一
つ に糠床は，

「究極の 自然発酵食品」 と言えよ う．米糠 とい う，い わ

ば食品廃棄物の再利用を図る点，そして，防腐剤な ど
一

切使用する こ となく．自然発酵だけに頼 り，しか し特に

は数百年間もの 間に わた り保存 されうる．まさしく究極

の 自然発酵食品とい えよう．そ して こ れ は「究極の ス ロ ー

フ
ード」とも言える．米糠を自然発酵させ t 糠床を準備

し，それか ら野菜を漬け，食する まで に は何週間も必要

と なる．しか も毎日の 撹拌 とい う作業が その 間た えず必

要 となる．しかし，熟成を繰 り返せ ば繰 り返すほ ど，そ

の 風味に深み が加わ っ て い く．福岡県に は，こ の ような

糠床の 中で も，100年を超える熟成期聞を経た究極の熟

成糠床が多 く存在する．筆者 ら九州大学で は，こ れ らの

超熟成糠床の ミ ク ロ フ ロ ー
ラ に興味を もち，約 10年間

の 年月をかけて研 究を行っ て きた．特に近年，次世代型

シー
ケ ン サ

ーを用 い た細菌叢解析法とい う究極 の 菌叢解

析シス テ ム を用 い て こ れ ら超熟成糠床の ミクロ フ ロ
ー

ラ

の 解析を行 っ た，そ して そ の 結果，「究極の ミ クロ フ ロ
ー

ラ」とも言える乳酸桿菌 （ラク トバ チ ル ス ）の 群集構造

が顕 に なっ た，こ の 特集の 場 を借 りて，そ の 研究結果 を

紹介 した い と思 う． なお，本 研 究結果 に つ い て は

Intemational　Joumal　of 　Food　Microbiology1｝に発表して

い る の で，詳細に つ い て はそちらを参照され た い ．

熟成糠床に生息する乳酸菌の 多様性

　複合微生物系である熟成糠床の群衆構造解析を行うに

あた り，次世代型 DNA シ ー
ケ ン サ

ーを利用 し，網羅的

な細菌叢解析を行 っ た．北部九州地区を中心に 4 つ の 糠

床店 と 12の 家庭で それぞれ調製されて い る糠床をサ ン

プ リ ン グ した （表 1），細菌叢解析は，16の 熟成糠床よ り

ゲ ノ ム DNA を抽出後，16S　rRNA 遺伝子の V6 −V8 領域

（約 400bp ）の増幅産物に つ い て ，計約 16
，
000本，各サ

ン プ ル あた り約 1000本の DNA 配列 を解析 した．得 ら

れた配列に つ い て，Ribosomal　Database　Pr（｝ject（http：〃
rdp ．cme ．msu ．edu ！）の 分離株デ ータベ ー

ス との 相同性検

索を行い
，各サ ン プル の 菌種レ ベ ル での 組成情報を得た2）．

16サ ン プ ル の うち2 つ を除 い た 14サ ン プ ル に お い て

Lactobacillus属が 50％ 以上 の 最優占属 として検出され

た （表 1），平均す る と Lactobacitlus属 の 占有率は 87．5％

を占めた．こ れ は，糠床 とい う環境が Lactobaeillus属

乳酸菌に好 ましい ニ ッ チ と な っ て い る こ と を示 して い

表 1．使用 した 熟成 糠床サ ン プル と熟成糠 床 中の 16S　rRNA 遺伝子 の 構成 ・

　 　 　 　 　 　 　 熟成
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a　Sakamoto　et　al．｛i）論文中の Table　2 よ り，米由来 と考え られ る Chloroplastの 16S　rRNA 遺伝子を除い た デ
ー

タ を示 して い る．
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る．一一方，比較的異な る群集構造を示 した糠床サ ン プ ル

N と0 で は，Proteobacteria門 に 属 す る Acetobacter

pasteurianusと Candidatus　Liberibacter　sp ，“P　Actino−

bacteria門に属する Corlynebαcterium 　variabile などが多

くみ られた．比較的熟成期間の 短い 糠床 L ，
M

， N ，
P にお

い て は，Leuconostoc，　 Pediococcus属乳酸菌が O．1〜

lL4％，O〜272％程度検出された，こ れ らの 乳酸球菌は，

糠床の 発酵初期にお い て よ く検出されるが，そ の 後時間

を重ねる こ とで ，球菌は検出 されず桿菌が主体の 細菌叢

へ 変遷 して い くこ とが知られ て い る 3）．こ れ は球菌 と桿

菌 の pH や塩分濃度に対する耐性能 の 違 い の ため と考

えら れ ，熟成糠床 を種糠 と し て 継代す る こ と に よ り

Lactobacillus属乳酸菌が集積されて い くと考え られ る，

　 図 1に熟成糠床に生息する乳酸菌組成を ヒー
トマ ッ プ

で示 した．興味深い こ と に，ヒートマ ッ プ左上部に お い

て ，糠床F
， G ，

　 H
，
1
，
　 J

，
　 K の 6サ ン プル 中で 12菌種の

Lactobacillusか ら成る コ ア クラス タ
ー

が見られる．ヒー

トマ ッ プの右方に お い て は，各サ ン プ ル特有の乳酸菌種

が み られ る．こ の 16サ ン プ ル の 熟成糠床の 乳酸菌叢は，

大 きく3 つ の グル ープ に分類 された．まず 1つ 目は糠床

F
，
G

，
　H

，
1

，
　J

，
　K の L αctobaciilus 　acetotolerans とLacto−

baciltus　namurensis を優占種として持つ グル
ー

プ1，次に

Lb，　acetotoienans とLb．　namurensis 以外の乳酸菌で構成 さ

れ る グ ループ II，最後に糠床A ，　B ，　C の Lb，　aeetotolerans

の み を最優 占種 として もつ グ ル ープ IH に分け られ た，

こ こ で，これらの 細菌叢の タイプ決めに，どの ような因子

が 関連 して い る の か と い う疑問が生 じる．熟成糠床中の

細菌叢 とpH や乳酸濃度な どの 相関関係は見い だ されな

か っ た が ， グ ループ m の 糠床A，B，C は古 くか ら伝わる

とされ る糠床で熟成期間が 40〜 100年間で あり，糠床Fを

除くグループ1の糠床は， 約 1年と比較的若い 糠床であっ た．

こ こ に熟成期間が長 くなるとともに，Lb．　acetotolerans

とLb．　n αmurensis で作 られ る細菌叢の バ ラ ン ス が，徐 々

にLb．　acetototerans を主体とする細菌叢になる傾向が見

られる．

糠床の発酵 ・熟成過程における菌叢変化

　糠床が 時に 人 の 寿命以 上 の 長期に わ た り維持され る 1

つ の 要因に は，足し糠に よ る再発酵がある．足 し糠 をす

る頻度や量は地域や家庭の 流儀によっ て も異な り，また

その 時 々 の 糠床の 状態に よ っ て も異なる．また，販売を

目的とする場合などに は，種糠の 量を減らし足し糠を多

くして 糠床自体の 量 を増や すこ ともする．こ の過程を
一

重 に微生物学的に説明する こ とはで きない が，強い て言

えば，継代培養と連続培養の 中間の操作を，複合微生物

系サ ン プル で 延 々 と繰 り返 して い る とい っ た具合に考え

る こ とが で きる．実験的に，こ の 過程を一概に再現する

こ とは困難で あるが，多 くの発酵食品の研究で行われて

い るように，筆者らも実験室モ デ ル糠床を作製し，模擬

的に糠床の 発酵 ・熟成過程 の モ ニ タ リ ン グを試み た．た

だ し，こ こ で い う熟成は，こ れまで述べ て きた何年間に

もわたる経年
“
aging

”
の こ とで はなく，足し糠を加えて
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図L 熟成糠床 に生 息する乳酸菌の ヒ
ートマ ッ プ．横軸の デン ドロ グラ ム は，糠床中の 乳酸菌叢をもとに クラス タ リ ン グ，縦軸は，各々

の 細菌種の 占有率をもと に ク ラ ス タ リ ン グ を行 っ た，○，6サ ン プ ル 以 上 で 検 出 さ れ た細 菌種 ；△ ，サ ン プ ル 特有の 細菌種．†，
同 じV6 −V8 領域 の 配列を 有する 細菌種．　Lb，　Lactobacillus；Le，　Lactococcevs；Leu，　Leuconostoc；P，　Pediococcus；St，　Streptococcus；翫

Meissella．
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特　集

乳酸発酵がお よそ終了 した後の数週間の 過程
“
ripening

”

を示す．具体的に は，福 岡市内の 糠床老舗 「千束」よ り

（可能性 としては小笠原忠真が 1632年小倉城に入城の 折

に，北九州に持ち込ん だ糠床に起源をもつ とい う説があ

る） より長期熟成糠床 を提供い ただ き，それ に20倍量

の 生糠を混合 し，千束で 用 い て い る もの と ほ ぼ 同 じス パ

イ ス を加え．また，毎 日の 撹拌操作を行い なが ら，経時

的に微生物菌叢と有機酸 ・糖量をモ ニ タ リ ン グ した．図 2

にそ の モ デ ル糠床中 の 有機酸お よびグ ル コ
ース 濃度

pH の 変化 （A ）t 細菌叢の 変遷 （B）を示 して い る．ピ

ロ シー
ケ ン ス 解析の 結果，検出された細菌種は，そ の 増

殖挙動か ら4 つ の タイプに分 ける こ とがで きる，1つ は

発酵開始時に は優 占種で あるが，発酵とともに減少する

A．pasteurianusや Candidatus　Liberibacter　sp ．などで あ

る．こ れ らは米糠に存在する野生菌と思 われる．2 つ 目

は，Lb．　namurensis で あ り．発酵 開始か ら速 い 増 殖速度

で 増殖する．本菌 の 増殖は 乳酸濃 度 の 上 昇に リ ン ク して

お り，Lb．　namurensis が主体的に乳酸発酵して い る こ と

が伺 える．3つ 目として，緩慢 に増殖 し続ける Lb．　aceto −

toleransが観察 され る．本菌は長 い 倍加時間で発酵開

始後か ら増殖を続け，約 2週 間後に最優占種となる．こ

の 発酵後期 の Lb．　acetotolerans の 増殖に伴 い ，糠床 の pH

が 4，8か ら4．4 まで 減少する．こ の pH の さ らなる低下が，

A 発酵 前期 発酵後期
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図 2，モ デ ル 糠床中の 化学組成 （A），細菌叢 の 変遷 （B）．（A ）

グ ル コ ース （○）．乳酸 （■ ），酢酸 （口 ）．エ タノ
ー

ル （△ ），

pH （＊ ）の 変化．（B）優占種の 存在割合の 変化 （ピロ シーケ

ン ス ）．A、pasteurianus（★ ），　Candidatus　Liberibacter　sp．（☆ ），
Lb，　 acetoto ’erans 　（●），　 Lb．　 acidifarinae 　（△ ），正ゐ．
alimentarius （＊ ），　 Lb．　brevis（■），　 Lb．　namurensis （▲ ），　 Lb．
nodensis （□ ），　Lb ．　spicheri （◇），　 Lb．　zymae （◆）．

484

糠床 の 腐敗防止に重要な役割を果た して い る と考えら

れ る．他に，Lactobacillus　acidifarinae ，　Lactobacittus

aii〃lentariUS
，
　Lactobacil〜US　brevis

，
　LactobaeillUS　nodensis

，

Lactobaci〃US　spicheri ，　LactobacillUS　2［ymae などの Lacto−

bacillusOS乳酸菌の増殖も確認された．こ れらの乳酸菌は，

発酵前期にサ ブ ドミ ナ ン トと して増殖し，発酵後期か ら

熟成期にかけて，その ポピ ュ レーシ ョ ン を
一定に保 つ ．

糠床の菌叢の安定性

　時 として 100年以上 の 熟成期 間を経て絶妙な風味を醸

し出す究極の ス ロ
ー

フ
ー

ドとも言える糠床で あるが，四

季の気候変動の 大 きな日本にお い て，どの ように その 品

質は保たれ て い る の で あ ろ うか．もち ろ ん，そ の 1つ に

微生物フ ロ
ー

ラ が絡んで い る こ とは疑い な い ，上 に示 し

た ように乳酸桿菌を主体とする フ ロ ーラ で は，1％程度

の 乳酸に加 えて，酢酸お よびエ タノール とい っ た有機酸

と ア ル コ
ー

ル 類 が生 産 され る．こ れ らは，pH の 低 「と

ともに，抗菌効果を示す，つ ま り，い っ たん乳酸菌主体

の フ ロ
ー

ラが構築 されれば，雑菌の混入 ・増殖は有効的

に抑えられる と考え られる，それ で は，実際 に，糠床 の

フ ロ
ー

ラ は どの 程度安定して い るの で あろうか．こ の疑

問 に答える ため に，筆者 らは，千束より四季を通 じて 糠

床をサ ン プ リン グ し，そ の 菌叢を PCRIDGGE 法により

解析した 4）．する と興味深い こ と に，Lb．　acetotolerans

はどの 季節の糠床に も優占種 として存在 して い た．しか

し，それ以外 の 増幅断片の バ ン ドに はかな りの変化が

見 られた．また，異なる季節の 熟成糠床サ ン プル を種糠

とする モ デ ル 糠床に よる発酵 ・熟成の モ ニ タ リ ン グ を

行 っ た．そ の 結 果，驚 くべ きこ とに，Lb．　namurensis が

まず早い 速度 で増殖 し，
一

方，Lb．　 acetotolerans はLb．

namurensis が増殖を停止 した後も緩慢 に増殖を続け，

最後に は最優占種に なる とい う変遷パ ターン は常に再現

された．こ の結果か ら，増殖速度の 異なる こ の 2 つ の 乳

酸桿菌に よる協調的乳酸発酵が糠床の 菌叢の堅牢性に貢

献して い る と考えられ る，

　次に，試し に糠床を接種 しない モ デ ル糠床を作製 し，

菌叢とpH ，有機酸の 変化をモ ニ タ リ ン グ した．その 結

果，Lb．　 namurensis の増殖は実験開始後 10日後に，　 Lb．

acetotolerans は 30日後にほん の わずか の 増殖が見 られ

た．そ して こ の 乳酸発酵の 遅延に 伴い ．Bacillus属や

Steρhylococcus属な どの 野生菌の増殖が見 られた．種糠

を接種しない 条件で は Lb，　namurensis とLb，　acetotolerans

の 協調発酵をうまく導き出せ ない と思われ る，先人達は

無意識 の うちに種糠を利用する こ とで安定な乳酸菌叢を

継代しつ つ ，2菌種に よ る効率的な糠 の 協調発酵を促進
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し，安心 して食する こ と の で きる糠漬け文化を継承 して

きた と考えられる．

酵母と細菌の相互作用

　糠床 を作製する過程で糠床 の 表面 を覆 うように増殖す

る産膜酵母が見られ る．産膜酵母は，過剰に繁殖 すると

シ ン ナー
や カ ビ臭の 原因菌とな る，こ うい っ た産膜酵母

は乳酸菌の 生産する乳酸をわずかなが ら資化すると言わ

れ て お りS＞，糠床の 乳酸菌と良好な共生関係 に ある と考

えられ る．そこ で，糠床の産膜酵母が乳酸菌に与える影

響につ い て調べ た，上記の モ デ ル 糠床と同様の 実験系に

より、抗真菌剤を用 い 酵母の 増殖を抑制したモ デ ル糠床

を作製し，酵母が細菌叢に与える影響を調べ た，しか し，

抗真菌剤 を加えて，酵母の 増殖を完全に抑えて も細菌叢

に 大 きな変化 は見 られなか っ た，一方，糠床中の 有機酸

濃度 を 解析 した 結果，抗真菌剤 を添加 した糠床 の 酢酸 と

エ タ ノ ール の濃度が 比較的高い 値を示 した，産膜酵母は，

エ タ ノ ール 資化能 が あ り，ワ イ ン な どの 風味成分を生成

する こ とが知られ て い る，こ の こ とからも糠床中の 酵母

は，細菌叢と片利共生 で あ り，糠床の 独特なにお い 成分

に寄与 して い ることが示唆され る．

熟成糠床中に存在する緩慢増殖 ・難培養性

　　　　Lb．　acetotolerans の実態

　先 に 述 べ た よ うに，Lb．　acetotolerans は，北部九州地

方の糠床に共通 して存在し，また糠床の発酵 ・熟成 に重

要 な働きをして い る よ うで ある．そ こ で，筆者 らは当然

の こ と なが ら熟成糠床からの Lb．　aeetotoierans の培養分

離 を試みた．しか し，数 々 の試み にも反し，以前その培

養分離 に は成功 して い ない ．糠床中の Lb．　 aeetotolerans

の 16S　rRNA ！l6S　rDNA の 比率を調べ て み る と，他 の 乳

酸菌に 比 べ て 異常 に低い こ とが分か っ て い る 4｝．つ まり，

Lb．　 acetotolerans は熟成糠床中で代謝活性を非常に低く

保ちなが ら生息 して い ると考えられ る．こ の 性質ゆ えに，

Lb，　acetotolerans が培養困難な状態に陥 っ て い ると思 わ

れ る．Lb．　acetototerans は米酢から汚染菌として分離さ

れ，基準株と して 登録 されて い る6）．熟成糠床中 で検出

された五ろ．aeetotolerans の 完全 16S　rDNA の 約 1500　bp

と 16S−23S の ス ペ
ー

サー領 域 に つ い て，基準株の Lb，

acetotolerans 　JCM3825Tの そ れ と比較解析 した ，その 結

果，それぞれ の Lb，　acetotolerans は．基準株と99％以上

の相同性を示 した．筆者らは基準株に つ い て も火落ち菌
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検出培地で培養する こ とで ，液体培地中の 菌数と寒天培

地中の 菌数が顕著に異な り，培養困難な状態に移行する

こ とを見 い だ して い る．それ と同時 に，菌 長が 10倍程

伸長 し，それ に伴 い グ リセ ル ア ル デ ヒ ドー3一リ ン 酸 デ ヒ

ドロ ゲナ
ーゼ が多く発現 されて い る こ とを見い だ して い

る，グリセ ル ア ル デ ヒ ドー3一リ ン 酸デ ヒ ドロ ゲナ
ーゼ は，

Lactobacillus　plantarumな どに お い て もス トレス 条件下

で 誘導され るこ とが報告されてお り
7），大変興味深い ．

おわ りに

　今回，究極の ス ロ
ー

フ ードで あり究極の 自然発酵食品

で ある糠床の ミ ク ロ フ ロ ーラ に つ い て その 深淵を覗 き込

ん で見た，保存菌株などの ス ターターをま っ た く使用せ

ず，原材料の滅菌も施さず，100年以上 の 長期間，発酵

と熟成を繰 り返す とい う操作の 結果生 まれて きた フ ロ
ー

ラ は意外 とシ ン プ ル で あるが 堅牢で ある こ とが 分か っ

た．特 に興味深 い 点は，ダ ブ リン グ タ イ ム の 異なる 2 つ

の 乳酸桿菌を優占種として い る こ とで あ る．こ の 2 つ の

乳酸桿菌の 継年を経て の優占化は，糠とい う環境に物理

的そ して栄養的に適 して い た とい うこ とで説明可能と思

わ れるが，さらに，数週間から 1月に
一

回程度生糠を加

えて リフ レ ッ シ ュ する とい う周期に，こ れ らの 2菌種 の

増殖周期が適合して い た の で は ない か と考えられ る，先

人達が 自然 と行 っ て きた作業であるが，それ を繰り返す

うちにそ の 環境に最 も適したもの が自然と集積されて き

た．至極あた りまえ の こ とであるが微生物生態学の 基本

原理を糠床の 世界 の 中 に垣間見た思 い で あ る．今後は，

実際 に，Lb．　namurensis と Lb．　acetototerans の 間にどの

ような協調的相互作用が存在して い るの か，遺伝子お よ

び物質レ ベ ル で解明して い きたい と考えて い る．
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