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ウメ果実の酸味を改変し, 新たな発酵食品を開発することを目的に, 耐酸性を有する乳酸菌として選抜した FPL2 株 

(NITE P-692) は, 生理生化学的性状, 16S rDNA 塩基配列, recA 遺伝子解析結果から Lactobacillus plantarum subsp. 
argentoratensis と同定された. また, FPL2 株はリンゴ酸を唯一の炭素源とする培地で培養すると, リンゴ酸が減少, pH
が増加し, マロラクチック発酵 (MLF) が観察された. さらに, 近縁株である L. plantarum , L. pentosus より高い耐酸性

を示し, ウメ果実の MLF 乳酸菌として有効性が示唆された.  
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Ⅰ. 緒言 
 
ウメは古くから梅酒や梅干などに利用されているが有

機酸が多く酸味が強すぎることで用途が限定されている. 
また梅酒以外にも希釈補糖して酵母により発酵させた果

実酒への利用がみられるが
7),  pH が低いため, 本来発

酵には不向きで, ウメ果実の発酵に関す報告はほとんど

みられない. 一方ワイン (ブドウ) では古くから味の改

変に乳酸菌によるマロラクチック発酵 (以下 MLF と略

記)13)
が行われており, ブドウ以外の果実でもキーウイ, 

リンゴで報告されている
12,14). そこで, ウメ果実の酸味

を改変し, 新たな発酵食品を開発することを目的に, 耐
酸性を有し, MLF を行う乳酸菌として山廃酒母より分離

した FPL2 株 (NITE P-692) を選抜した
10). 今回, 本菌株

の若干の性質について検討し,  その同定結果について

報告する.  
 

Ⅱ. 実験方法 
 
1. 使用菌株 
当研究所育成株 FPL2 を使用した. 比較用の近縁株に

は, Lactobacillus plantarum NRIC1067 Type strain および

Lactobacillus pentosus NRIC1069 Type strain (いずれも東

京農業大学, 岡田早苗教授より分与) を使用した.  
2. 培地 
通常の培養にはGYPブロス

8)
またはMRS培地 (Difco) 

を使用し, 培養温度は 30℃もしくは, 35℃とした. 生菌

数の計測には, GYP白亜寒天培地
8) , または, BCP加プレ

ートカウントアガール (日水製薬) を使用した.  
リンゴ酸を唯一の炭素源とする培地 (以下MalYPと略

記) は, GYP ブロスからグルコースを取り除き, リンゴ

酸が 2%になるよう添加し 30℃で培養した. 各形質の検

討で使用した培地は乳酸菌実験マニュアル
8)
に従った.  

3. 選抜株の形質, 同定 

3. 選抜株の形質, 同定 
乳酸菌実験マニュアル

8)
に従って, 細胞形態, 運動性, グ

ラム染色, カタラーゼ, ガス産生, 生育温度, 発酵形式, 
乳酸旋光性, ペプチドグリカンタイプ, 好塩性・耐塩性, 
糖類発酵性について検討した. また, BigDye Terminator 
v3. 1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) を
用いた 16S rDNA の全塩基配列, および Sandra15)

らの方

法に基づく recA (recombinase A protein) 遺伝子の解析は 
(株) テクノスルガ・ラボ (静岡県) に依頼した.  
4. 耐酸性の評価 
耐酸性の評価には, MRS 培地で培養した菌体を使用し

た. 耐酸性評価用試験液に OD600 が 0. 1 となるように各

菌を添加し, 20℃での生菌数の変化を測定した. 試験液

には 1 %クエン酸 - 20 %グルコース溶液 (pH 2. 7), また

は 0. 1 M 酒石酸 - 酒石酸ナトリウム緩衝液 (pH 2. 7) 
を使用した.  
5. 有機酸の測定 
島津有機酸測定システム (島津製作所) を使用した

pH 緩衝化ポストカラム電気伝導度検出法により, 有機

酸を定量した . カラム : Shim-Pack SCR-102H (φ8×
300mm). 移動相 : 5mM p-toluenesulfonic acid, 流速 : 0. 
8ml/min, 温度: 40℃, pH 緩衝化試薬: 20mM Bis-Tris, 5mM 
p-toluensulfonic acid, 100mM EDTA, 検出器: 電気伝導度

検出器 CDD-6A (島津製作所).  
 

Ⅲ. 結果および考察 
 
1. FPL2 株の同定 
 FPL2 株の形態的性質, 性状, 糖類発酵性, 耐塩性を第

1 表に示す. FPL2 株は中温性ホモ発酵, グラム陽性桿菌

で Lactobacillus に属し, 乳酸旋光, ペプチドグリカンタ

イプ, 糖類発酵性から, Bergey's Manual of Systematic 
Bacterology, Volume 26) 

によれば L. plantarum もしくは L. 
pentosus のいずれかであると推定された.  
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また, 16S rDNA の全塩基配列は L. plantarum および L. 
pentosus の 16S rDNA に対し, 99.6％以上の高い相同性を

示した (データ省略).   
 L. plantarumと L. pentosusの 16S rDNA塩基配列は極め

て類似しており, これらに L.  paraplantarum を含む L. 
plantarumグループ

3)
の分類はDNA-DNAハイブリダイゼ

ーションを基礎としている
1, 2, 16). これらの帰属分類群

の推定に recA 遺伝子を用いた塩基配列解析が有効であ

ることから
4, 15), recA 遺伝子の部分塩基配列 300bp を決

定し, 上記 3 種の既知 recA 遺伝子との分子系統解析を行

った.  

             第1表　FPL2の生理・生化学的性状

分離源

桿菌 胞子の有無 なし

なし グラム染色性 陽性

カタラーゼ - 乳酸旋光性 DL

ガス生産 - ペプチドグリカンタイプ meso-DAP

発酵形式 homo

15℃ + 　　40℃ +

20℃ + 　　45℃ -

30℃ +

+ 　Na-gluconate +

- 　galactose +

+ 　rhamnose -

- 　cellobiose +

+ 　maltose +

+ 　melibiose +

+ 　salicin +

+ 　ｔrehalose +

+ 　merititors -

+ 　Starch -

+ 　inulin -

-

+ 　7.5％ +

+ 　10% -

+ 　12.5% -

+

fructose

mannose

lactose

生
理
学
的
形
状

D-ribose

sucrose

糖
類
発
酵
性

D-xylose

+ : positive,   - : negative

形質的
形状

山廃酒母

生
育
温
度

glucose

glycerol

細胞形態

運動性

L-arabinose

耐
塩
性

0%

3%

4%

6.5%

raffinose

mannitol

sorbitol

 BLAST を用いた GenBank/DDBJ/EMBL に対する相同

性検索の結果, FPL2 株の recA 遺伝子部分塩基配列は L. 
plantarum subsp. argentoratensis 基準株 DKO22 株に対し

100%の相同率を示した . そこで , L. plantarum subsp. 
argentoratensis を中心に既知の Lactobacillus 属 (第 2 表) 
recA 遺伝子塩基配列をもとに分子系統解析を行った結

果を第 1 図に示した. FPL2 株はブートストラップ値 97%
以上で L. plantarum の 2 亜種で形成されるクラスターに

含まれたが, L. plantarum subsp. plantarum のクラスター

とは明らかに異なる分子系統学的位置を示した. また, 
近縁の L.  pentosus , L. paraplantarum のクラスターとは

大きくかけ離れた. 以上のことから, FPL2 株は種レベル

では L. plantarum に帰属し, 亜種レベルで L. plantarum 
subsp. argentoratensis と推定され,  生理生化学的性状, 

16S rDNA塩基配列結果, recA遺伝子解析結果になんら矛

盾を生じなかった.  
 

     第2表　分子系統樹解析に供した塩基配列の由来

株                名 アクセッション番号

FPL2

Lactobacillus paraplantarum LMG 16673T AJ621662

Lactobacillus paraplantarum LMG 18402 AJ271963

Lactobacillus paraplantarum NIRD-P2 AJ271964

Lactobacillus pentosus  LMG 10755T AJ286118

Lactobacillus pentosus  LMG 10755
T AJ621666

Lactobacillus pentosus  LMG 18401 AJ292254

Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis  A7 AJ640080

Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis  DKO 22T AJ640079

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917T AJ286119

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum B41 AJ271962

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum WCFS1 AL935263

Lactobacillus brevis  LMG 7944T AJ621625

Lactobacillus collinoides  LMG 9194T AJ621631

*株名の末尾のTはType strain　であることを示す

2. FPL2 株による MLF 
リンゴ酸を唯一の炭素源として含む MalYP ブロス 

(pH6. 8) に FPL2 株を接種し, 30℃で培養したときの培地

中の有機酸, pH の変化を第 2 図に示した. 濁度 (OD600) 
は徐々に低下したが, 乳酸は徐々に増加を示し, リンゴ

酸も速やかに減少し pH の増加が認められ, FPL2 株によ

るMLFが観察された. MLFに関与する乳酸菌としては球

菌の Oenococcus oeni , Leuconostoc mesenteroides, 桿菌の

L. plantarum, L. hilgardii, L. brevis などが知られており
5,11,13), 特に O. oeni , L. plantarum は MLF のスターターと

しての価値が見いだされている
9). FPL2株もL. plantarum

であることから MLF のスターターとして利用できる可

能性が示唆される.   
3. FPL2 株の耐酸性 

FPL2 株の近縁株である L. plantarum NRIC1067T, L. 
pentosus NRIC1069T

との耐酸性の差異を確認するため, 
比較試験を行った. FPL2 は梅果汁を発酵する能力を有し

ていることから, 耐酸性の比較にはウメ糖抽出液の組成

を参考にした 1% クエン酸 - 20% グルコース溶液 (pH 
2. 7) を使用した. 第 3 図に示すように, 近縁株の耐酸性

は低く試験開始以降短時間のうちに生菌数の減少が認め

られた. 特に L. pentosus は試験開始 2 時間で生菌数が

1/100 程度にまで減少しており, 3 株の中で最も低い耐酸

性を示した. L. plantarm の生菌数は開始後 2 時間までは

緩やかな減少であったが, それ以降死滅速度は速くなっ

た. 一方, FPL2株の生菌数は殆ど変化しておらず, 他の2
株とは異なる高い耐酸性を示した.  

FPL2 株は低い pH を示すウメ果実の発酵に適し, MLF
により果実に含まれるリンゴ酸を低下させ酸味を改変す

ることができる乳酸菌として有望であると思われる.  
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Lactobacillus plantarum subsp. plantarum B41

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum WCFS1

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917 T

Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis A7

FPL2

Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis DKO 22 T

Lactobacillus paraplantarum NIRD-P2 

Lactobacillus paraplantarum LMG 16673 T

Lactobacillus paraplantarum LMG 18402

Lactobacillus pentosus LMG 18401

Lactobacillus pentosus LMG 10755 T

Lactobacillus pentosus LMG 10755 T

Lactobacillus collinoides LMG 9194 T

Lactobacillus brevis LMG 7944 T

86
100
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第1図 FPL2のrecA遺伝子塩基配列に基づく分子系統樹

左下の線はスケールバー，系統枝の分岐に位置する数値はブートストラップ値，
菌株名の末尾のTはType strain  であることを示す．  
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Summary 
 

 Acid tolerance lactic acid bacteria ; FPL2 strain isolated from “Yamahai Syubo” (yeast mash, starter for 
Sake) and selected for fermentation of Mume fruits was identified to Lactobacillus plantarum subsp. 
argentoratensis based on morphological, biochemical and molecular properties , moreover recA gene 
sequence analysis.  Malic acid added in medium as only carbon source was decreased by FPL2 and malolactic 
fermentation (MLF) was occurred. FPL2 has high tolerance against low pH condition, compared with other 
typical L. plantarum or L. pentosus strains. Therefore, it may be worthwhile to inoculate the Mume fruit with 
FPL2 as an active strain of MLF.    
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