
1．はじめに

日本酒の製造では，アルコール発酵を行う酵母を純粋に
培養する酒母製造工程が重要であり，その工程には大きく
分けて「生酛（きもと）」と「速醸酛（そくじょうもと）」
の 2 種類がある�1）。中でも生酛は酒蔵や日本酒製造に用い
る木製の器具に生息している乳酸菌が酛中で生育し，これ
らの乳酸菌が生成する乳酸によって原料中に存在する硝酸
還元菌や野生酵母などの雑菌を殺菌した後に純粋培養した
良質な清酒酵母を添加し醸造する技術であり，最初に乳酸
球菌である Leuconostoc mesenteroides が，その後乳酸桿
菌である Lactobacillus sakei が増殖することが知られてい
る�2）。これら生酛乳酸菌は酛中で増殖する際，乳酸のみな
らずさまざまな物質を菌体外に分泌生産することが報告さ
れている�3）。日本酒中にはさまざまな d- アミノ酸が存在
しており，特に生酛造りの日本酒には d-Ala,�d-Asp,�
d-Glu が 豊 富 に 含 ま れ， こ れ ら の d- ア ミ ノ 酸 が L. 
mesenteroides と L. sakei によって生産され，日本酒の旨
みに寄与することをわれわれは報告している�4,�5）。これら
生酛乳酸菌の d- アミノ酸の生産には，どのような培地成

分が影響するのか興味が持たれる。一般に乳酸菌の培養に
用いられる MRS（de�Man,�Rogosa,�Sharpe）培地は，ペ
プトン，肉エキス，酵母エキス等の有機窒素を含む基礎培
地に，グルコース，クエン酸アンモニウム，酢酸アンモニ
ウム，Tween80，硫酸マグネシウム，硫酸マンガン等の
炭素源や無機金属が含まれている（Table�1）�6）。

MRS 培地の成分の中で特にクエン酸は，クエン酸回路
のメンバーであり，乳酸菌のさまざまな代謝に関与すると

Table 1����Composition�of�de�Man,�Rogosa,�Sharpe�(MRS)�medium
Peptone 10�g
Yeast�extract 5�g
Beef�extract 10�g
D(+)-Glucose 20�g
Tween�80 1�g
Dipotassium�hydrogen�phosphate 2�g
Sodium�acetate 5�g
Diammonium�hydrogen�citrate 2�g
Magnesium�sulfate�heptahydrate 0.2�g
Manganous�sulfate�tetrahydrate 0.05�g
Deionized�water 1�L

pH�6.2 ± 0.2�at�25°C
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考えられ注目されてきた。

2. クエン酸がさまざまな乳酸菌の生育に及ぼす影響

これまでに，クエン酸が生育に影響を及ぼす乳酸菌とし
て，Lactococcus lactis�CRL264�8）,�Lactobacillus casei�
ATCC� 393�9 , � 10）, � Lac tobac i l lus  p lantarum1919�9）,�
Lactobacillus rhamnosus�ATCC�7469��11）,�Leuconostoc 
mesenteroides�19D�7）が報告されている。

Lactococcus lactis�CRL264 の場合，培地中にクエン酸の
みを添加しても本菌の生育促進効果は認められなかったが，
クエン酸とともにグルコースを添加すると，これらの物質
が共代謝され生育が促進されることが明らかとなっている。
また培地中にクエン酸のみを添加して常に培地の pH が
6.5 となるように調整しながら L. lactis�CRL264 を培養す
ると，クエン酸の代謝速度は非常に遅くなるが，その終止
菌体をグルコースとプレインキュベートした後，同培地中
で生育させると，培地中のクエン酸濃度は著しく減少した。
このことから，クエン酸代謝経路の酵素が本菌には存在す
ることが明らかとなった。一方，pH�4.5 で本菌を培養す
ると，クエン酸の代謝速度は非常に速くなるが，どちらの
pH で本菌を培養した場合でもクエン酸の代謝速度はグル
コースの存在下で増加することがわかった�8）。L. lactis�
CRL264 のクエン酸輸送体をコードしている遺伝子配列は
L. mesenteroides�19D のそれとほぼ同一であり，2 つの輸
送体の機能に大きな違いがないことがわかっている�12）。ま
た，L. mesenteroides�19D によるクエン酸の代謝経路も
L. lactis�CRL264 のクエン酸の代謝経路と同様にプロトン
駆動力を産生する経路であることがわかっており�13-15），こ
れらのことから L. lactis�CRL264 はクエン酸の代謝によっ
て L. mesenteroides�19D で観察されたのと同様の方法で
エネルギーを産生していると考えられる。また，10�mM
クエン酸，60�mM 乳酸，10�mM クエン酸および 60�mM
乳酸（終濃度）を含む培地で L. lactis�CRL264 を培養し
OD660 を測定し比較したところ，クエン酸だけを添加した
培地で培養したもの，クエン酸と乳酸の両方を添加した培
地で培養したもの，クエン酸も乳酸も添加しなかった培地
で培養したもの，乳酸だけを添加した培地で培養したもの
の順に OD660 が高くなった�8）。このことから，クエン酸に
は乳酸による L. lactis�CRL264 の生育阻害を軽減させる効
果があると考えられる。

L. casei�ATCC�393 及び L. plantarum�1919 の場合，ガ
ラクトースやグルコースを単一炭素源とする培地よりも，
それらにクエン酸を添加した培地の方が，生育が促進され
る�9）。ガラクトースのみを添加した培地あるいはガラク
トースとクエン酸を両方添加した培地で前培養した L. 
casei�ATCC�393 及び L. plantarum�1919 を用いて，生育
に利用されるクエン酸の単位時間あたりの物質量を測定し
たところ，L. casei�ATCC�393 の場合，ガラクトースのみ
を添加した培地では 0.308�μmol/A600/h であったのに対し

て，ガラクトースとクエン酸を添加した培地では 1.704�μ
mol/A600/h と約 6 倍の違いがあった。一方 L. plantarum�
1919 の場合，それぞれ 0.027�μmol/A600/h，0.443�μmol/
A600/h となり，約 16 倍の違いがあることが明らかとなっ
た。 こ れ ら の 結 果 か ら，L. casei�ATCC�393 及 び L. 
plantarum�1919 のクエン酸代謝に関わる酵素は，クエン
酸と糖の両方が培地中に存在する場合に誘導的に生産され
ると考えられ，実際 L. plantarum�1919 のクエン酸リアー
ゼ活性はクエン酸存在下でのみ検出された�9）。このことか
ら，L. plantarum�1919 のクエン酸リアーゼは，クエン酸
によって誘導的に生産される酵素であると考えられる。
Leuconostoc 属の同酵素も誘導酵素であることが知られて
いるが，Lactococcus 属の同酵素は構成的に存在している
酵素である�16,�17）。また，クエン酸そのものが L. casei�
ATCC�393 及び L. plantarum�1919 の生育に影響を与えた
わけではなく，L. lactis�CRL264 の場合と同様にクエン酸
とグルコースが共代謝されることによって生育が促進され
ると考えられる。同様の結果は，Lactobacillus rhamnosus�
ATCC�7469 を用いた実験でも確認されている�11）。また L. 
casei�ATCC�393 では，培地中に添加されたクエン酸が代
謝されることによって，本菌の対数増殖後期での糖代謝に
よる培地の酸性化を軽減するということが報告されてい
る�9）�。2001 年，Lactococcus lactis ssp. lactis� IL1403 の 全
ゲノムが解読され，L. lactis のゲノム中に 5 つの推定クエ
ン酸リアーゼ関連遺伝子の存在が確認されている（Fig.�1）。

L. mesenteroides の場合，本菌から調製された膜小胞体
にクエン酸が取り込まれる割合は，クエン酸を含まない培
地で培養した菌体から調製した場合でも十分大きいが，ク
エン酸を含む培地で培養した菌体から調製した場合に比べ
ると小さいことがわかっている�14）。また，クエン酸を含ま
ない培地で培養すると，オキサロ酢酸デカルボキシラーゼ
がオキサロ酢酸をピルビン酸に変換することによってオキ
サロ酢酸がクエン酸回路に流入することを妨げる�7）。この
経路はオキサロ酢酸からアスパラギン酸への生合成のバイ
パス経路となることから，アスパラギン酸の生合成経路に
はクエン酸の代謝が大きな影響をもたらすことがわかる。
このように，クエン酸が培地に含まれない時にはオキサロ
酢酸デカルボキシラーゼによるバイパス経路は，クエン酸
回路を経由する主なアスパラギン酸生合成経路へのフラッ
クスを減少させることが見出されたが，クエン酸が培地に

Fig. 1����Localization�of�citrate�lyase�homolog�genes�in�Lactococ-
cus lactis subsp. lactis�Il1403�genome.�
citR,�citrate�lyase�regulator�gene;�citC,�acetate-SH-citrate�
lyase�ligase（EC:�6.2.1.22）;�citD,�citrate�lyase�subunit�
gamma（EC:�4.1.3.6）;�citE,�citrate�lyase�subunit�beta

（EC:4.1.3.6）;�citF,�citrate�lyase�subunit�alpha（EC:�4.1.3.6）.

citC

citR

citFcitD citE

― 87 ―



含まれる時には別のアスパラギン酸生合成経路が存在する
ことも明らかとなっている�7）。また，ワイン醸造に用いら
れる乳酸菌 Leuconostoc oenos をクエン酸存在下で培養し，
培養液を核磁気共鳴法によって分析した結果，培地中のク
エン酸が培養中に本菌によってアスパラギン酸に変換され
ることも明らかにされている�18）。以上のことから，培地中
のクエン酸の有無がさまざまな乳酸菌の生育や物質代謝に
大きな影響を及ぼすと考えられる。

3．おわりに

以上のように，クエン酸はさまざまな乳酸菌の生育や代
謝に影響を及ぼすことが明らかとなっており，その影響は
乳酸菌の属や種によって大きく異なっている。これまでに，
Leuconostoc mesenteroides の生育にクエン酸が関与して
いることが報告されている�7）。しかし，同じ生酛造りで利
用されている Lactobacillus sakei については，本菌の生育
と培地中のクエン酸濃度の関係は未だ明らかになっていな
い。そこでわれわれは，酒造会社の酒蔵から単離されたさ
まざまな L. sakei の菌株から日本酒の旨味に寄与する d-
アミノ酸の生産能が高い L. sakei�LK-145 株を選抜し，本
菌を培養する際の培地成分や培養条件を検討して d- アミ
ノ酸をより多く生産する条件を明らかにするとともに，
L. sakei�LK-145 の生育にクエン酸が影響するのかを明ら
かにすることを目的として現在研究を行っている。
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