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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

乳酸菌は，古くから世界各地で，ヨーグルト，チー
ズ，漬物，発酵ソーセージなどの発酵食品の製造に利用
されてきた。その他にもバクテリオシンの生産による変
敗の防止，あるいは代謝産物による香りや風味の付加な
どにおいて多くの発酵食品に寄与している。さらに，プ
ロバイオティクスとして腸内環境の改善や健康の維持に
有効であることからも人間にとって非常に有益な菌種と
して広く知られている。
しかしながら，その一方で，これら乳酸菌は，食品に
おける変敗，異臭，またはパッケージの膨張を引き起こ
す「変敗菌」，「汚染菌」あるいは「危害菌」としても非
常によく知られている。食品業界では長い間この問題に
悩まされ，食品製造時の多くの場面で乳酸菌を意識した
制御対策が講じられてきた。

2.　食品における乳酸菌汚染の現状

乳酸菌による食品の変敗や汚染の例としては，日本
人が古くから経験してきた清酒における「火落ち」（製
成酒に乳酸菌が繁殖して濁る事）がまず挙げられる。
これは火落ち菌といわれる Lactobacillus homohiochi, 
Lactobacillus heterohiochi（Lactobacillus fructivorans）
などの混入2,8) によるもので，アルコール含量が低いと
よりおこり易い。アルコール飲料では，この他，ビール
やワインに対する乳酸菌汚染の報告がある3)。ビールに
おける汚染菌の事例としては，Lactobacillus brevis が
最も多く，汚染事例の 30％を占めている。ワイン発酵
では，糖含量の高いデザートワインを汚染する菌とし
て，Lactobacillus fructivoransと Lactobacillus hilgardii
が報告されている。乳酸菌を利用して製造するチーズ8,43)

やヨーグルト8,10)，漬物8,10) においてもそれらの風味を損

なわせる混入菌として，Lactobacillus, Leuconostoc，お
よび Enterococcus属の乳酸菌が多く報告されている。
酢23,25)，マヨネーズ32)，ドレッシング32)，ピクルス42)，マ
リネ36) などの酸性の食品，ソーセージなどの食肉加工
品1,4,8,15,17,39)，かまぼこ，イカの燻製などの魚肉加工
品6,8,11)，佃煮5)，醤油やつゆ7,9,12) あるいは味噌8,38) など
塩分含量の多い食品においてエタノール臭や異臭を
起こす変敗菌，酸敗あるいはパッケージの膨張の原因
菌として Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus，お
よび Pediococcus属の乳酸菌が多く報告されている。こ
れらの属の中でも Lactobacillus fructivorans, Lacto-
bacillus plantarum, Enterococcus faecalis, Leuconostoc 
mesenteroides, Pediococcus cerevisiae, Pediococcus 
acidilacticiなどが報告事例の多い菌種として挙げられる8)。
これら食品の変敗や汚染を乳酸菌が引き起こす最も大
きな理由としては，乳酸菌が環境ストレスに対し高い耐
性を有することが挙げられる。すなわち食品中あるい
は食品製造工程における重要な微生物制御因子である
酸22,23,25,32)，エタノール2)，塩7,9,12)，熱21)，殺菌・防腐剤8)，
低温8) などのストレスに対して，またビールにおいては
ホップ16,40) に対しても乳酸菌は非常に高い耐性を有して
おり，このことが危害を引き起こす最も大きな原因と考
えられている。このように様々なストレスに対し耐性を
有し，かつ我々の身近な環境に多く存在している乳酸菌
は，食品の製造工程において原料に付着して，あるいは
工場内の環境から製品中に混入し，製品の中では危害菌
として生存することも危惧される。このため原料や製造
環境の微生物管理時には十分な注意を払う必要があった。

3.　バイオフィルム視点での微生物制御研究

一方，環境中で微生物は，固体表面に付着し存在して
いることが多く，付着した微生物は菌体外に産生するポ
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リマーなどを介してバイオフィルムを形成している場合
も多いことが知られている。このようなバイオフィルム
の形成は，微生物の環境応答，すなわち生き残り戦略と
考えられており，その特徴として熱や薬剤などの物理的
または化学的なストレスに対して浮遊の状態よりも耐性
化する事が様々な菌種で知られている24,26,37,44,49)。そのた
め，微生物制御の観点では，目的の微生物を液中に懸濁
させた状態（浮遊状態）で薬剤の評価を行う従来の抗菌
試験による評価のみではなく，実際に環境に存在してい
る状態を反映させた評価に基づく制御も重要であると考
えられている。医療分野における緑膿菌のバイオフィル
ム制御に代表されるようなバイオフィルム状態の菌を制
御対象とした研究が推進されている。
食品危害菌においても同様で，「バイオフィルムの制
御」の重要性については認識されていた52) が，実際的
な制御研究や抗菌評価の多くは浮遊の状態の細菌を用い
て行ってきており，バイオフィルム形態を加味した制御
研究は少なかった。実際，1990年代後半以降，食品分
野においてもバイオフィルムを対象とした制御研究の報
告も増えてきてはいたが，その多くは，例えば，食品製
造ラインや生鮮原料などの表面のバイオフィルムの解析
やそれらの場面で使用する抗菌剤，除菌剤，および洗浄
剤について，あるいは物理的殺菌手法などによる洗浄除
去効果についてなど13,14,18,28) 実学的研究であり，医療分
野における「緑膿菌のバイオフィルム研究」等に比べる
と，食品微生物のバイオフィルムに関する基礎的な研究
の例は圧倒的に少なかった。
乳酸菌の「バイオフィルム制御」に関しては，口腔内
の齲蝕原因菌といわれている Streptococcus mutansにお
いて詳細な研究が進められてきた34,35)。しかしながら，
食品への危害の対象になることが多い Lactobacillus 属
などにおいては，クオラムセンシング，付着，バイオ
フィルム形成あるいはそれらに関わる遺伝子に関する
報告 27,29,33,45-47) があるものの，バイオフィルムの形成と
その耐性の変化について詳細に調べられてはおらず，耐
性の変化をもたらすバイオフィルム状態を科学的に考慮
して制御法を決定している例もなかった。
このような背景の下，我々は，古くから様々な場面で
危害菌となっていた乳酸菌をより適切に制御するための
アプローチの一つとして，バイオフィルム状態を考慮す
ること，すなわち，バイオフィルム視点からの制御を行
うことが必要であると考え研究に着手した。原料中での
バイオフィルム形成の可能性やその耐性の変化を詳細に
把握することで，より科学的で適切な制御手法を提案す
ることが可能となり，食品の安全性の確保はもちろんの
こと，過剰な制御による味や風味の低下を回避できるこ
とから商品設計の幅を広げることも期待できた。

4.　原料上の乳酸菌の存在状態30)

我々は，まず実際の食品原料上ではどのような乳酸菌
がどのような状態で存在する可能性があるかというこ
とを調査するために，一年を通して安定的に流通して
いる野菜の一つであるタマネギを例として取り上げ，タ
マネギ上の微生物の存在状態の観察や存在する乳酸菌
の分離を試みた。すなわちタマネギ上の SEM 観察を行
う（図 1）とともに，MRS（de Man, Rogosa, Sharpe）
培地を用いて嫌気的あるいは好気的に乳酸菌を分離し，
16S rRNA 遺伝子の相同性およびそれを用いた系統樹解
析により種の同定を行った（表 1）。その結果，タマネ
ギ上には微生物が付着し，バイオフィルム状態で存在す
る場合もあること，また，タマネギからは様々な乳酸菌
が分離され，その中に食品の危害菌としてよく知られて
いる乳酸菌種である L. plantarum, L. brevis などが存在
していることが判明した。

5.　乳酸菌のバイオフィルム30)

続いて，代表的な危害菌とされる乳酸菌種が固体表面
にバイオフィルムを形成する可能性について実験により
評価した。危害菌として多く報告されている Lactoba-
cillus 属の中から，その中でも多くの報告のある L. 
plantarum, L. brevis, L. fructivorans の標準株および前述

図 1．タマネギ表層の SEM観察

表 1．タマネギからの乳酸菌の分離

分離タマネギ 分離菌数

Lactobacillus plantarum Lactobacillus brevis その他の Lactobacillus属
Lactobacillus属
以外の乳酸菌

カットタマネギ 4 0 0 0

ミンチ状原料 4 3 7 4

ペースト状原料 0 1 0 20
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のタマネギからの分離株 43株について，O’Toole ら41) 
の手法を改変した方法によりバイオフィルム形成能の評
価を行った。まず，親水化処理を施した 96穴マイクロ
プレート（Costar 3595 96-well polystyrene microtiter dishes, 
Corning, NY, USA）にて MRS培地を用いて培養し，培
養終了後，培地を取り除いて静かに洗浄した後にウエ
ル上に残ったものをバイオフィルムとした。次に，0.1％
（w/v）クリスタルバイオレット（CV）水溶液を添加し
てバイオフィルムを染色した。CV 水溶液を取り除いて
静かに洗浄した後，一定量のエタノールを添加して CV
を脱色させ，そのエタノール溶液の吸光度（A595）を測
定することで形成量を評価した。尚，本実験では菌を接
種せずに同様の操作をおこなった際の A595値が 0.1より
も小さかったことから，A595>0.1の場合をバイオフィル
ム形成があるものと判断した。
その結果，供試した全ての菌株において好気条件ある
いは嫌気条件でバイオフィルムの形成が認められた（図
2）。供試した全ての乳酸菌がバイオフィルム形成能を有
していることや前項の結果から食品の危害菌となりうる
乳酸菌が食品原料上や食品製造現場でバイオフィルムを
形成して存在する可能性が示唆された。

6.　乳酸菌バイオフィルムのストレス耐性31)

先述のようにバイオフィルム状態の微生物は，熱や薬
剤などの物理的または化学的なストレスに対して浮遊の
状態よりも耐性化する事が様々な菌種で知られているた

め，乳酸菌についてもバイオフィルム状態でのストレス
耐性を評価することとした。Sturme ら45) の手法を参考
に，タイタープレート内に入れた丸型カバーガラス
（12 mmφ, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）
上にバイオフィルムを形成させ（図 3），耐性試験に供
した。供試菌としては，先の実験の結果バイオフィルム
形成量が最も多く，かつ食品（ピクルス）由来である
L. plantarumの標準株（JCM 1149株）を選択した。
耐性試験は薬剤を添加した溶液に浮遊状態およびバイ
オフィルム状態の菌を室温で一定時間接触させた後，バ
イオフィルムの場合は 10回以上のピペッティングによ
りバイオフィルムを崩壊したもの，浮遊菌の場合はよく
攪拌したものを生理食塩水に懸濁し，懸濁液あるいはそ
れを希釈した液を MRS 寒天上に塗抹した。30°C で 3
日間嫌気ボックスを用いて培養した後，コロニー数を計
測して生菌数を算出した。薬剤溶液の代わりに生理食塩
水を用いて同様の操作を行ったものをコントロールとし
た。尚，耐性試験結果を示した図中の菌数の表示は，比
較を容易にするために菌の状態に関わらず，処理溶液
1 mL あたりの生菌数（CFU）とした。生菌数計測の際
の検出限界は次亜塩素酸ナトリウムを接触した場合は
200 CFU/mL，それ以外の場合は 100 CFU/mLである。

6.1.　Lactobacillus plantarum subsp. plantarum JCM 
1149 株バイオフィルムの酢酸耐性

乳酸菌は多様な食品において汚染菌としての報告があ
るが，特に酸性の食品においてはより酸に強い Lacto-

図 3．カバーガラス状に形成させた Lactobacillus plantarum subsp. plantarum JCM 1149株のバイオフィルムの SEM観察

図 2．乳酸菌のバイオフィルム形成量の評価
a, Lactobacillus plantarum；b, Lactobacillus brevis；c, その他の Lactobacillus 属；d, Lactobacillus属以外の乳酸菌
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bacillus 属乳酸菌の制御が重要な課題となっている。そ
こで，まず酸性の食品を想定して pH 3付近での酢酸の
影響についてバイオフィルム状態と浮遊の状態の菌を用
いて評価することにした。pH 3.0付近に調整した酢酸
溶液を用いて室温で 30分間接触させることにより耐性
試験を行った結果，浮遊状態では，対数増殖期に比べ定
常期の菌の酢酸耐性が高く，また，酢酸濃度が 10％以
上になると定常期の菌に比べてバイオフィルム状態の菌
が顕著に高い耐性を示すことが明らかになった（図 4）。
この結果は，酸性の食品において，危害菌としてバイオ
フィルム状態の乳酸菌を考慮した制御をすることの重要
性を示唆していた。
次に，バイオフィルム状態の菌を懸濁あるいは希釈し
た状態で酢酸（8.2％，pH 3.0）耐性の評価（室温，30
分間接触）を行った。その結果，バイオフィルム状態の
菌は浮遊状態の場合と同じ菌体濃度になるように懸濁し
た状態でも，更にそれを 10～ 100倍希釈した状態でも，
その耐性の低下が認められないことが判明した（図 5）。
バイオフィルム状態の菌ばかりではなく，バイオフィル
ム状態から浮遊状態に移行したり，それがさらに希釈さ
れてラインなどに存在したりしても，ある一定の時間は
バイオフィルム状態と同様の高い耐性を持って危害菌と
なりうる可能性を示唆している。このため生産ラインや
原料中に危害菌として乳酸菌が存在している場合は，こ
のような実験結果を踏まえた適切な制御法が必要と考え
られた。

6.2.　Lactobacillus plantarum subsp. plantarum JCM 
1149 株バイオフィルムの種々のストレス耐性

続いて，バイオフィルム状態の菌の様々なストレスに
対する耐性を調べるために，食品の防腐や食品製造時の
衛生管理に重要な制御因子となる有機酸，エタノール，
次亜塩素酸ナトリウムに対する耐性の評価を行った。
種々の有機酸溶液中で，L. plantarum subsp. plantarum 

JCM1149の浮遊状態（対数増殖期，定常期）およびバ

図 5．各種状態における酢酸（8.2％，pH 3.0に調整）耐性

図 4．Lactobacillus plantarum subsp. plantarum JCM1149株の
浮遊状態およびバイオフィルム状態における酢酸（pH 3.3–
2.9に調整）耐性

 a, 検出限界以下

図 6．浮遊状態およびバイオフィルム状態における有機酸耐性
a) 2.7–27％（v/v）酢酸水溶液（pH 2.5–1.7），b) 4.6–27％（w/
v）クエン酸水溶液（pH 2.0–1.4），c) 0.9–20.0％（w/v）乳
酸水溶液（pH 2.3–1.5），d) 2.7–1.8％（w/v）リンゴ酸水溶
液（pH 2.1–1.5）．a, 検出限界以下
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イオフィルム状態における耐性（室温，30分間接触）
を比較した結果を図 6に示す。2.7–27％（v/v）酢酸水
溶液（pH 2.5–1.7）（図 6-a) ），4.6–27％（w/v）クエン
酸水溶液（pH 2.0–1.4）（図 6-b) ），0.9–20.0％（w/v）乳
酸水溶液（pH 2.3–1.5）（図 6-c) ），2.7–1.8％（w/v）リ
ンゴ酸水溶液（pH 2.1–1.5）（図 6-d) ）のいずれの場合
も，浮遊状態では，対数増殖期に比べ定常期の菌の耐性
が高く，バイオフィルム状態の菌は対数増殖期および定
常期のいずれのフェーズの浮遊状態の菌に比べても高い
酸耐性を示していた。その耐性の違いは酢酸あるいは乳
酸溶液中で特に顕著に認められた。エタノール，次亜塩
素酸ナトリウムに対する耐性を評価（室温でそれぞれ
60分間，10分間接触）した結果を図 7に示す。いずれ
の薬剤に対しても浮遊状態では定常期の菌のほうが対数
増殖期の菌よりも高い耐性を有していた。エタノールに
対しては 20％付近よりバイオフィルム状態の菌が浮遊
状態に比べて明らかに高い耐性を有していた（図 7-a) ）。
また，次亜塩素酸ナトリウムに対しては低濃度（有効塩
素濃度 10 ppm 付近）からバイオフィルム状態の菌が顕
著に高い耐性を有していた（図 7-b) ）。このように評価
したすべての薬剤に対してバイオフィルム状態の菌が浮
遊状態の菌（対数増殖期および定常期）よりも高い耐性
を有していることが初めて明らかとなった。これらの結
果からも食品分野における危害菌としての乳酸菌の制御
においては，制御する薬剤に関わらずバイオフィルム状
態での耐性を把握することと，それを考慮した評価系の
構築が必須であると考えられた。

7.　Lactobacillus plantarum subsp. plantarum JCM1149
株バイオフィルムのストレス耐性機構30,31)

乳酸菌 L. plantarum subsp. plantarum JCM1149株は
バイオフィルムを形成すると種々のストレスに対して高
い耐性を示すことがわかってきたため，耐性機構の推定
を試みた。初めに，酢酸あるいはエタノール耐性試験後
の菌体の状態を SEMにより観察した（図 8）。10％酢酸
や 30％エタノールで処理した場合には，浮遊状態の菌
の細胞表層の損傷が大きく，特にエタノールで処理した
場合には，視野に存在する菌数も顕著に減少していた。
それに対し，バイオフィルムの場合は 10％酢酸に接触
させた場合での細胞表層の大きな損傷はほとんどなく，
30％エタノールの場合においても大きく損傷している菌
の数は少なかった。これらの観察結果は塗抹法による生
菌数の測定結果を反映していた。バイオフィルム全体を
観察したところ，10％酢酸に接触させた場合は表面の凹
凸が目立ち，30％エタノールに接触させた場合はより平
坦であり，いずれの場合もバイオフィルムの表層部分は
薬剤との接触により構造が変化していた。バイオフィル
ム中では外側の菌体のみが損傷し，その際に損傷した菌
体は耐性試験中に脱離した，あるいは脱離した菌体の多
くが試験中に損傷したが集合体を作っている菌体の多く
は薬剤の影響を受けなかったという可能性が考えられ
た。そこで酢酸耐性試験後に浮遊状態となっていた菌体
（試験中に脱離した菌体）を回収して同様に観察を行っ
たところ，バイオフィルムから脱離した菌体では損傷し
た菌の割合が高いことも判明した（data not shown）。ま

図 7．浮遊状態およびバイオフィルム状態における薬剤耐性
a) エタノール，b) 次亜塩素酸ナトリウム．a, 検出限界以
下

図 8．耐性試験後の Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 
JCM 1149株の SEM観察
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た同時にバイオフィルム培養時（調製時）にバイオフィ
ルムとして付着しなかった菌体についての酢酸耐性を評
価した結果，その耐性は低かった（data not shown）。こ
れらのことは耐性発現にガラス面への付着や菌体同士の
付着が重要であることを示唆している。
一方，有機酸の抗菌メカニズムは，疎水的な構造を有
している非解離分子の細胞表層への作用であるといわれ
ている19,20)。使用した有機酸の中で非解離分子の疎水度
がより高い酢酸や乳酸に対して，バイオフィルム状態の
菌が浮遊状態に比べて特に顕著な耐性を示しているこ
とは，疎水性の物質が菌体の表層構造に作用する機序
に対して，バイオフィルムを形成することにより耐性
を向上させていることを示唆している。図 9に 50 mM
酢酸 –HCl 緩衝液を用いて pH を変化させた場合の pH
ストレス耐性試験の結果を示した。この結果から，有機
酸ではなく HCl にて pH を変化させた場合であっても
より pH の低い酸性下（pH 2以下）でバイオフィルム
状態のほうが浮遊状態の菌に比べて高い耐性を示すこと
がわかった。バイオフィルム状態においては，疎水性の
物質の細胞表層に対する作用に対して耐性を向上させて
いるのみではなく，プロトン（H+）に対する耐性も向
上させていると考えられた。乳酸菌の酸耐性機構の一つ
としてプロトン（H+）に対する耐性機構も総説22,50) に
まとめられており，F0F1-ATPase, K+-ATPase あるいは脱
炭酸化など様々な代謝によるプロトン（H+）の移動に
より細胞内プロトン（H+）濃度を維持することが Strep-
tococcus 属や Lactobacillus 属などでの酸耐性機構の一
つであることが報告されている。また，ureaseや arginine 
deiminase などによりアルカリ性の物質を生産すること
で細胞内 pH を維持するというような酸耐性機構も
Streptococcus 属や Lactobacillus 属などで報告されてい
る。本研究においても，このような耐性機構がバイオ
フィルム状態でより活発に働いている可能性も考えられ
る。また，乳酸菌は薄い酸溶液あるいは弱酸性の pH 値
を示す溶液に曝されることで pH 値がより低い酸溶液へ
の耐性を示すように適応するという報告もある50)。S. 
mutans においては，バイオフィルム状態で，浮遊状態
より酸耐性が高く，その酸耐性はやや高い pH 値（弱酸
性）で前培養することによりさらに向上することが報告
されている51)。また，Lactobacillus reuteri CRL 1098で
は胆汁酸に曝されることにより膜の脂質組成が変化し
た48)。これらのことから，培養の段階で浮遊状態の菌と
バイオフィルムの状態の菌体では，酸に曝された履歴が
異なることで耐性の違いが生じるということも考えられ

たが，本試験条件では，バイオフィルム状態での培養時
も浮遊状態での培養時も 12時間，24時間後の培養液の
pH はいずれも 3.5であり，またバイオフィルム状態と
浮遊状態の有機酸（酢酸，乳酸，クエン酸，リンゴ酸）
の生産量も状態に関わらず各時間でそれぞれほぼ等し
かった（data not shown）。このため，現段階において
は，菌体の培養の段階での酸適応の違いからバイオフィ
ルムと浮遊状態の菌の酸耐性の違いが生じている可能性
は低いと考えている。
また，前項で述べたように浮遊状態の菌は希釈すると
酢酸耐性が低下するにもかかわらず，バイオフィルム構
造を形成している菌体を浮遊状態のように壊してもその
耐性は維持されている。このことはバイオフィルム形成
にともなう遺伝子発現の変化により個々の菌体の耐性が
向上していることを示唆している。

8.　お わ り に

食品の微生物制御においては，危害菌の実態や耐性の
変化を把握することが重要な意義を持ち，これらを把握
することにより，より科学的で適切な制御による食品の
安全性の確保はもちろんのこと，過剰な制御による味や
風味の低下の回避が可能となり，商品設計の幅を広げる
ことも期待される。本研究では，食品分野で古くから危
害菌として問題視されている乳酸菌に焦点を当て，バイ
オフィルム状態での耐性の変化に着目した。
代表的な危害菌である L. plantarum の標準株を用い
て食品の製造や処方設計，衛生管理における重要な微生
物制御因子とされている種々の有機酸，エタノール，お
よび次亜塩素酸ナトリウムを用いた場合について浮遊状
態（定常期，対数増殖期）とバイオフィルム状態の菌の
耐性を評価した。その結果，評価した全ての剤に対して
バイオフィルム状態の菌が高い耐性を有しているという
新しい知見が得られた。更にこのバイオフィルム状態で
の高い酢酸耐性は，バイオフィルムを壊して懸濁した菌
体でも，それを希釈した場合にも維持されていた。食品
危害菌としての乳酸菌においてはこのような結果につい
ての報告はこれまでになく，乳酸菌が危害となるような
食品分野における乳酸菌バイオフィルム制御研究の必要
性および重要性を示すものである。また乳酸菌はバイオ
フィルム状態では，構造全体と個々の菌の変化の両面か
ら耐性が向上している可能性があり，この両面から詳細
に検討していくことが重要であると考えられた。今後，
構造に着目して細胞外ポリマーなどの存在や構造体の中
での菌体の役割分布等を探ること，個々菌の変化に着目
してバイオフィルム形成時における遺伝子発現の変化や
膜組成の変化を調べることを進めていく予定である。こ
れらの観点からの耐性機構解明が，食品危害菌としての
乳酸菌の生態を明らかにしていくとともに，乳酸菌バイ
オフィルム制御技術の開発につながるものと考えてい
る。
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