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Occurrence of Lactic Acid Bacteria in the SOil ofthe Cultivated Ficlds ofVagetables of Vagetables

in Kumamoto Prefectural Research Center
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畑地上壌中の微生物、とくに乳酸菌類の生態と作物生産とのかかわりを明らかにする目

的で、その分離法を検討した。①試験固場の畑地土壌より希釈平板法で平L駿菌を多数分離、

同定したが、主要なものは 2グループにまとめられた。SとrθガοcθθβどS2ガ 物と乃加οcθcc

u s  s p ,であった。②畑地土壌では乳酸菌は優占種ではないので乳酸菌の分離には薬剤に

よる選択分離が必要で、そのための選択培地の検討を行つた。改変乳酸菌分離培地にはCy

c l o h e x i m i d e 1 0 0 m g / 1およびSod i u m  a z i d e 5 0 m g / 1を加えることによつて選択的に平L酸菌を分

離し、有胞子細菌などの雑菌の汚染を消去しながら純粋分離を行 うことができた。この結

果を元にして③畑地上壌中の乳酸菌の生態を疫学的に研究調査をする目的で畑地上壌や作

物根からの乳酸菌の直接平板分離について検討を行った。

キーワー ド: Sをrりをοθθθθ″s 2ガ 切z乃 ″θcθc c″S  S p ,改 変乳酸菌分離培地 M o d i f i e d  c u l t u r e  m e d i u m  f o r

i s  o l a t i o n  o f  l a c t i c  a c i d  b a c t e r i a ,畑地上壌 S o i l  o f  t h e  c u l t i v a t e d  f i e l d s  o f  v e g e t a b l e s ,

直接平板分離 d i r e c t  p l a t i n g  f o r  i s o l a t i o n

約要

I  緒   言

近年、適 当な農業用微生物資材を農地に投入する

ことによって、作物の生育を促進 し、収穫が格段に

増大するとともに生産物の品質にも著 しい改善が認

められた とい うレポー トを見かける。
一方で、畑地

上壌 lgあた り10 8を越 える常在微生物相の中にわず

かな微生物を導入 して しかもそれが 日立って有益な

機能を発揮す るとい うことは、あ り得ないとい う見

解 も多い。 これは醸造物のように閉鎖的な空間で起

きている現象 と畑地上壌のような開放的で媒体 とし

ても不均一な空間に形成 されている微生物世界に対

する認識に差があることによるものであろう。例え

ば、畑地土壌に植生、施肥、時に微生物の生活によ

つても環境変化が起きるか ()しれない。そこに展開

している微生物世界はその都度その変化に敏感に対

応 して揺動す る。 これは畑地上壌が微生物世界に対

する選択培地の役割を果た していることを示 してい

る。 この点を明 らかにすると、畑地上壌 と農業用微

生物資材の関係はおのず と筋道が見えてくる。

この研究は、畑地上壌中の微生物、とくに乳駿菌

の生態 と作物生産 との係わ りを明 らかにす ることを

目的として行っている。その一環 として今回の報告

は、①研究センターの畑地上壌中に孝L酸菌が常在 し

ているか、また②常在 しているとするとどのような

種類かについて一部明 らかにできたので報告する。

H  材 料および方法

1  畑 地土壌および作物根試料

熊本県農業研究センターの施肥履歴の明 らかな

畑地上壌および作物根を採取 し、可能なかぎりその

まま3時間以内に分離実験に使用 した。①通常の希釈

平板法での微生物の分離試料は収穫直前のキャベツ

の根圏土壌を採取 し実験に供 した。根圏土壌の水分

量はそれぞれ平均3 5 1 % (平 成 1 3年1 1月2 7ロハ クサ

イなど)、2 9 1 % (平 成 1 4年6月1 9日、キャベツ)お

よび3 7 4 % (平 成 1 4年1 2月2ロキャベ ツなど)で あっ

た。
一方、②畑地土壌中の平L酸菌の定性的分離には

直接平板分離を行つた。根圏土壌の他、キャベツの

根を分離に使用 したが、作物根はその根に土壌が付

着したままの ( )のを試料 とし滅菌 したカ ミソリ刃で
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根の先端から5c mに切 りそろえたものを1人 トリ皿1あ

た り3本 (約lg )使 用 して分離実験に供 した。③疫

学的微生物分離では作物根及び根国土壌を実験に供

した。作物は1) "ア カダイコン
"、
2)ハ クサイ、3)

チンゲンサイ、4)タ アサイ、5) "オ ー タムボエム

"(菜
心 )、6)ヨ ウサイタイ、7)ネ ギお よび 8 )

ピーマンの8点について行つた。なお、希釈平板法な

どでの通常の分離 とか疫学的実験などでの対照 とし

ては作物を植え付けていない畝の上壌を採取 したが、

前作後はそのまま作つけがないとはいえ、ホ トケノ

ザ (シソ科)お よびナズナ (アブラナ科)な どが点

在 していたのでなるべ くそれ らの根圏に含まれない

と神1断できる土壌を採取 し、実験に供 した。

2 分 離培地

孝L酸菌の分離には通常、麦芽肉汁寒天培地
6, 1 1 )ゃ

M R S ( d e  M a n , R o g o s a  a n d  S h a r p e , 1 9 6 0 )培地朝な ど

が使用 されることが多い。 ところが畑地上壌は乳酸

菌の利用可能な糖類の少ない環境なのでそこに適応

生息す る乳酸菌を分離するには選択培地の使用が必

要である15七このためD( ) f r u c t o s eお よび麦芽エ

キスを強化 した改変乳酸菌分離培地 (表1)を 調製 し

て使用 した。

表 1 改 変乳酸菌分離培地 ・保存培地

分離培地  保 存培地
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2 5 g

2 5 g

2 5 g

10g

2 5 g

5g

5g

5ml

0 5g

15※g

ll

分離 した細菌類の菌株の保存には糖類を半減 し

た予L酸菌保存培地 (表1 )を 用いた。

3  分 離操作

①通常の希釈平板法に加え、試料 と日的に応 じて

以下の分離方法を採用 した。②中皿重層平板方式
1 7 )

:試料中に乳酸菌がいるかどうかとい う定性的な分

離では多数の試料を迅速に処卑する必要があるので、

いきな り希釈平板法で分離を行 うことには無弾があ

る。そのため直接分離を行 うのが普通である。中皿

重層平板で乳酸菌を検出するにはペ トリ皿の外蓋の

中に土壌あるいは作物根を入れ、乾熱滅菌 した炭酸

カルシウムを加 える。その にから乳酸菌分離寒天培

地を2 0  4 0 m l前後注入、よく混合 して同める。その表

面にペ トリl l l Lの中皿 を反転 して中皿の背面を固めた

寒天培地の表面を覆 うように押 し付けて置いて中皿

重層平板 とする。 1つこれは嫌気微生物の簡易培養法

の一形式である。なお、使用 した乳酸菌分離培地に

はC y c l o h e x i m i d e  およびS o d i u m  a z i d eをそれぞれ

1 0 m g / 1加えた。③直接平板分離 :分離条件の検討 と

か疫学的分離などではl g以内の試料 を直接希釈な し

に分離培地 と混合 して回めて後、培養する。 この時

は分離寒天培地にはC y c l o h e x i m i d e  およびS o d i u m

a z i d eを種々な濃度に加えて分離を行 う。

4  同 定実験

常法に従って固定実験を行つた。3 , 7 , 1 0 , 1 1 , 1 ,  実験

に用いた平L酸菌株は前報り以降の研究で分離 した乳

酸菌株多数か ら選抜 した代表株2 0株であるが、目的

に応 じて、あるいは特別な微生物の特徴について多

数の菌株のデータが必要なときなどには使用する菌

株を増や して実験を行つた。糖類利用性基本培地は

必要に応 じて種々の生理的テス トの基本培地に用い

たが、組成は以 下の通 りである :肉エキスb e e f  e x t r

a c t , 3 g  i酵母エキスy e a s t  e x t r a c t , 2 g  iポリペプ

トレ/polypepton, 10 g ,   NaCl,    3  g i

polyoxyethylene一sorb itall一monooleate, lg; D―gluc

o s e , 3 0 g ; 蒸 留水,  1 1 ; p H  6  8 。 なお五炭糖類を

糖質源 とするときは濾過滅菌 した五炭糖溶液 ( 1 0 g /

1 0 0 m l または2 0 g / 1 0 0 m l ) を無菌的に力日えた。

乳酸の検出と光学活性 :乳酸の証明と生成乳酸の

光学活性は糖類発酵性培地5 m lに乳酸菌を接種 して5

- 7日 間3 0℃で培養を行い培養濾液について食品分析

酵素法試薬D乳 酸/ L乳 酸お よびDグ ル コ
ース ( F

キット, R  B l o p h a r m  C m b H ) を使用 して生成乳酸を定

量 し、乳酸の光学活性を判定 した。1 2 1 3 1 4 )

田 結 果および考察

D―gluoose

D―(―)―fructose

yeast extract(Difco)

malt extract(Difco)

beef extract(Difco)

polypeptone(第五栄養)

sodium acetate,3H20

塩類溶液 (原液)※ 1

Tween80(Polyoxyethylene

sorbitan monooleate

ager,powder(Difoo)

蒸留水

５ｇ

５
ｇ

５ｇ

‐Ｏｇ

５
ｇ

５ｇ

５ｇ

５ｍ ‐

0 5g

塩類溶液 (原液) ; M g S 0 4・7 H 2 0 , 4  0 g i

MnS04・ 4H20,0 2g;FeS04・ 7H20, 0 2g ;

N a C l , 0 2 g , 蒸留水、1 0 0 m l

培地の滅商は1 2 1 C , 2 0 分; p H の調整は培地調整

時にはp H 6  8 とす るが、炭酸カルシウム (沈降

性 , 1 6 0 C , 1 時間乾熱滅菌)を 加える時はp H 6  5

としたものをオー トクレーブで滅菌 して用いる。
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乳酸菌の定義6 , 1 0は①唯
一のエネルギー代謝は乳

酸発酵であること。通常ブ ドウ椿の代謝で対糖収率

が5 0 %以 上 (ホモ発酵乳酸菌は対糖収率8 0 %以 L ,

E M P経路経由 ;ヘテロ発酵乳酸菌は対糖収率、4 0～5 0

% , P h o s p h O k e t o l a s e経 路経由)で あること。②グ

ラム染色は陽性、形態は球菌および梓菌。③酸素分

圧に対 し通性嫌気性。ヘムタンパクは含まず、カタ

ラーゼテス トは陰性 ;チ トクローム系呼吸酵素はな

いのでオキシダーゼテス トは陰性。従つてa z i d eや

c y a n i d eで阻害を受けない。 これ らの項 目を分離 した

酸生成菌がクリアーすれば孝L酸菌 として同定作業に

乗せ ることが出来る。純粋分離の過程でこれ らの項

目を確認 して実験用の乳酸菌株 とした。結果は表2

にまとめてある。

乳酸の検出と光学活性 :生成 したD乳 酸および

L乳 駿の定量はそれぞれD乳 酸航水素酵素およびL

乳酸脱水素酵素を使用す る酵素法によつて行った。

また、消費糖量の測定もG 6 P ( G l u c o s e  6  p h o s p h a t e )

脱水素酵素による酵素法で測定 した初糖 と残糖の差

から求めた1 3 , 1♂実験に供 した菌株はいずれも乳駿を

産生 した。このうちM 4 , M - 1 3 , M 1 4 , S 3お よびR 3 8

がホモ型発酵、L乳 酸のみを生成 した。 もう
一つの

ホモ型発酵のグループは同様にし乳酸を産生 したL 5

41, L-546, L-421, L-411, L-122, A-1-3, 5/345A-3,

A 3 1 の 菌株が これに該当した。一方、第二のホモ

型発酵株はD L一乳酸を生成 した。M l , M 5 , M 6 , L 8

1 , L 7 1 お よびS 3が これである。結果は表2に示 し

たがこの特徴は前2者がS t t rのォοcοC C″S属で後者は′θ」

メθcοθc応属であることを示 している。

生育温度 :温度実験に使用 した代表株 を接種 した

寒天平板をビニールに包み、それぞれの培養温度の

ウォータバスに沈めて培養を行い、①生成乳酸によ

る炭酸カルシウムの溶解環の直径を計 り生育とした。

一方、②改変子L酸菌分離培地の液体培地でそれぞれ

の温度で培養 し、クレッ ト濁度で生育判定を行つた。

結果は図1の通 りであつた。M 4お よびL 5 4 1の グルー

プは4 0℃生育はあるが、4 5℃培養では1 7日培養でも

生育濁度はほとんど0であった。 この4 5℃生育がない

ことは高温性のSを/ββどοθθc c J s  t tθθガおお よびS c

めθ拘″よりはこの温度での生育遅延を示すJθ 2だ」″

に近い性質をもつことになる。4 5℃生育 とN a C 1 6  5 %

での生育 を組み合わせてP h y s i o l o g i c a l  g r o u pの

動 をθrθごοθt t Jの 範疇に入れることができるが、M 4

およびL 5 4 1の グループは4 0℃生育があるので、N a C l

6 . 5 %生 育だけでこのグループの境界領域の細菌 と判

断 した。一方でM lに 代表 される菌株には4 5℃生育は

3 7℃生育および4 0℃生育のほぼ3 0 %程 度であつたが、

4 5℃生育は陽性 と判定 し、土壌環境に適応 した菌株

で これ も温度的には境界領域の性質を示 してい る

降れ cθθt t s属 と判断 した。

N a C l加乳酸菌培地での生育 : N a C lをそれぞれの濃

度に含む乳酸菌培地の液体培地 ( 0 0 , 1 0 , 2 0 ,

3 5お よび7 0 % )と 軟寒天培地 ( 0 . 3 , 3 0 , 6 . 5お よ

び1 2 . 0 % )に 穿利培養 して比較 したが、図2に示す よ

うに液体培地ではN a C l濃度7 . 0 %で M lお よびM 4両 グ

ループとも1 2日培養では生育はほぼ0、軟寒天培地で

はN a C l濃度6 5 %に 穿刺培養 した場合には1 2日の培養

で生育はm O d e r a t e  g r o w t hで6 . 5 %生 育は確実な陽性

と判定できた。 この濃度は分離乳酸菌にとつて生育

限界の濃度ではあるが、軟寒天穿刺培養での結果を

採用 して陽性 と判定 した。
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一方 、呼吸系の阻告剤 S o d i u m  a z i d e については、

従来、平L 製品か らの乳駿南分離 で7 5 m g / 1 1 ( M a y e u x ,

Sandine and Elllker,″とβ」ごοヵοSttOC Medium with Sodium

A z i d e″, 1 9 6 2 ) )、また水試料中のF a e c a l  s t r e p t o c o c c i

の分離 に1ま2 5 0 m g′! 1 ( H a n n a y  a n d  N o r t o n ,″G l u c o s c

A z i d e  B r o t h″, 1 9 4 7 ) )な どの濃度が採用 されてお り

醸造物 中の乳擁 菌分離 の 1 0 m g / 1よりははるかに高濃

度 で実験 が行 われてい る。 分離乳確商類 を液体培地

に接種 してS o d i u m  a z i d eに対す るク レッ ト濁度 を経

時的 に測 定 した。結果 は図4 aに示 した。 また、改変

乳酸菌分離平板 に接種 して炭酸 カル シ ウムの溶解環

の直経 を測定 して■育の指標 とした ものが図4 bであ

る。 これか ら孝L駿菌類には濃度 1 0 0 m g / 1まではほ とん

ど影響が認め られ なかったが、その他の雑菌類は3 0 -

1 0 0 m g / 1の間 で 生 育 に桂 度 の 差 は あ るが ブ レー キ

が か か る もの と思 われ る。 以 上 の結 果 か ら通 常 の

乳 酸 菌 の選択 培 地 と して は改 変 乳酸 菌分 離培 地 に

Cycloheximideお よびSodium azide は /れ ぞれ 100mg

/ 1および50 m g / 1とし、有胞 子細菌 もBa c i l l u s  s p pや

E n t e r o b a c t e r  s pが 非 常に大 きな比重 を占める分離

試料 では、So d i u m  a z i d eを1 0 0 m g / 1として対応す る必

要があろ う。

英 難 芸 ‐部― 体、い 転 さ々 鞍 苺  鹸 や犠 &i冬

】   卓    =      嫌 よ  11

乳鶏鱗密淳デげf貯 Ⅲ専中ゑ濃疑

醸も r求 銘ナト撃蓉ゑ導強軍Wゆ 戦鍛簿様翔 堂競t/
ユポン点、

氏競 R 位 癖ミ 銀 算ヤう終諄't費れぷお 私 求ネ

既鶴競 ドヽメ|チすrfゥ 長最呼,

題→本 アジ転す1導中族苺壌下、乳盤憩恐貸薄湯 ポ涼
魚【純驚おおラ券こ熱韻鞭、小料ぉユ

畑地上壌からの乳陵菌の分離試行 :以 卜1の結果

踏まえて実際の分離にどのような問題点があるか

討 した。 と くに上記の実験で出 した結論は選択培

に必要な薬剤濃度はC y C l o h e x i m i d e : S o d i u m a z i d e =

1 0 0 : 5 0 ( m g / 1 )で ある。 この結果からキャベツの根

圏上壌について改変乳酸菌分離培地に加える薬剤濃

度C y C l o h e x i m i d e / S o d i u m  a z i d e ( m g / 1 )を0 / 0 , 0 / 5 0 ,

0 / 1 0 0 , 1 0 0 / 0 ,および1 0 0 / 1 0 0の組み合わせで希釈平

板法および直接平板分離を行つたが、結果は表3であ

る。 コロニー数がなるべく 3 0≦N≦1 0 0の範囲に入る

ような希釈 7板 について比較 した。

表 3  C y c l o h e x i m i d eおよびS o d i u m  a z i d eの濃度組み

合わせによる分離

※酸生成菌 :乳酸菌を主とした炭酸カルシウム溶解環直径

2mm以上。

微少コロニー:p i n  h e a d  c o l o n y ,大部分はBa c i l l u s  s p

pお よびク
｀
ラム陰性細菌、乳駿菌も一部含まれる。

主として、So d i u m  a z i d eによつて生育が制限さ

れたもの。

Ba c i l l u s  s p :寒天平板表面に被覆拡張型(s p r e a d i n g )

コロニー形成。

※※純粋分離菌株 :P c , P e d i o c o c c u s  s p . M l群; S c ,

S t r e p t o c o c c u s  a v l u m  M - 4君羊 i  S c , S t r e p t o c o c c u s

a v i u m  L  5 4 1群

ヨロニーの炭駿カルシウム溶解環の直径が2m m以上

のもの,そ れ以下で通常lm m以下のもの とpi n  h e a d

c o l o n y )挽おガ″s s p p ( B a c . )お よびRh i z o o p u sを主

とする糸状菌類 (M )と して計数 した。表中、培地に

カロえるCy c l o h e x i m i d e  1 0 0 m g / 1とS o d i u m  a z i d e 5 0 m g / 1

濃度比を10 0 / 5 0のよ うに示 した。また、有胞子細菌

のコロニーあるいは糸状菌の菌蓋がペ トリmlの寒天

培地表面を全面覆 う場合 10 0 %、 それ以外の場合は同

様に百分率 として示 した。通常の希釈平板法では結

果に希釈率を掛けた数値、例えば 5希釈の栗剤 10 0 /

5 0の 結果では学L酸菌 (酸生成菌)は 平板 上3コロニ

ーなので3X 1 0 5 c e l l s / g (土壌湿物重)と なるが、こ

弾

鞭

帥

斡

紳

串

瑠

磁

李

れ弱
襲
五登
金
＜
九
発
電
心
解
ぷ

（窪
■４韻
導

，態
強

態
〓
章
ふ
心援
鶴
遥
）ヽ

ぶ
番
，
お
態
覇

を

検

地

RESERCH BULLETIN OF THE KUMAMOTO PREFECTURAL ACRiCULTURAL RESEARCH CENTER(2005)

酸生成菌※

微少],二※

8acillus sp※

酸生成菌米

微少コ,ニー※

B a c i l l u s  s p ※

分離乳酸菌※※

酸生成菌

微少ヨロニ

Cycloheximide/Sodium azide

0/0  0/50 0/100 100/0 100/50 100/100

2      7

1      3

70%(2)0

Pc-l  Pc-l  Sc-3
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この結果か ら乳酸菌の分布について直接平板分離の

結果が低希釈平板分離の結果 と似た傾向を示 してい

ると判断 している。有胞子細菌数 とR h i z o p u s  s p  の

分布状況か ら、薬剤によつてこれ らの雑菌の生育の

遅延があればかな り乳駿菌にとつて有利な状況を作

り出すことが期待できるので、希釈平板法を直接平

板分離に置き換えても上壌中の乳酸菌事情をある程

度把握できることを示 している。また、試料の状態

によつては直接平板分離では薬剤は1 0 0 / 1 0 0 ( m g / 1 )

の方が有胞子細菌などの影響を最小限にとどめるこ

とができるし、純粋分離成功の可能性 も高まると思

われる。現在の段階では乳酸菌の分布および分離に

関 して法則性は明確ではないが、根圏土壌には多 く

の乳酸菌が有胞子細菌の1 %以 下のレベルで分布 して

いるのは確かなようである。 しかも分離 される乳酸

菌は挽rθβ t tθθθθθどs  a v i u m  および′θゴメθθοθθ」J sク

で、分離方法は異なっても通常の希釈平板法による

ものと同様な結果であった。

予備的疫学実験 :直接平板分離の妥当性を考慮 し

て疫学的な実験によつて乳酸菌の分布 と植生 との関

係 を検討す るため以下の予備実験を行つた。乳駿菌

にとつて重要な糖類 ・生育因子等の供給系は堆肥な

どと同時に作物など植生の影響はかな り大きいと考

表 6 野 菜類の根からの直接分離

※分離孝L酸菌 : S c , S t r e p t o c o c c u S  a V i u m ; P c ,

P e d i o c o c c u s  s p . S c およびP c―の後の数値は純粋分離

でできた乳酸菌の菌株数。

えられる。 このため種々の作物根を採取 して薬剤1 0 0

/ 5 0 ( m g / 1 )を含む改変乳酸菌分離培地で直接平板分

離の方式で分離を行い、分離 される乳酸菌を検討す

ることによつて、乳酸菌相の畑地上壌中での意味を

解明することが出来るものと考えている。

乳酸菌群について現在までのところ、植生 と乳酸

菌 との間に特別な関係は認められてはいないが、作

物および季節など種々の条件を勘案 して疫学実験を

行えば、何 らかの法則牲を見いだす ことができるか

も知れない。そのための予備的実験 として作物根か

らの直接平板分離を行つた結果が表6である。

この範囲内で酸生成菌の分布は有胞子細菌の分離

とは密接な関係が物か らの分離が 目立っている。 こ

れ らの培養 した平板について剣山を利用 し R a f f i n o

s eおよびM e l e z i t o s e、さらにA r a b i n o s eを組み合わせ

て レプ リカ法を行えば種的分布比率は明 らかにする

ことができると思われる。 このような疫学的データ

を重ねることによつて乳酸菌の分布 と意味について

も何 らかの法則性を引き出す ことができると判断 し

ている。
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