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研究成果の概要（和文）：過去に、Monoglycerol monocaprate（MC10）と加熱下でのカーボネーション処理
（CH）の併用により、Bacillus属細菌胞子を効率的に殺菌可能であることを明らかにした。本研究は本知見の深
化と利用を目的として行い、以下の3点を明らかにした。1. グリセリン鎖長、脂肪酸鎖長が短いMC10が特にCHの
殺菌効果を増加させる。2. 胞子の耐性には胞子形成条件や発芽が関与する。3. MC10とCHの併用処理後に再度加
熱処理を行うことにより著しい殺菌効果（5.5桁以上）が得られる。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that carbonation treatment (CH) effectively inactivates 
bacterial spores in the presence of monoglycerol monocaprate (MC10). In this study, the following 
three investigations were performed. 1. The influence of six types of glycerol fatty acids (2 mM) on
 the inactivation effect of CH was compared. Among the glycerol fatty acids tested, MC10 induced the
 highest inactivation effect against Bacillus subtilis spores. 2. The factors affecting the 
inactivation effect were estimated. Heat activation of spores did not alter their resistance to CH 
with MC10. It is suggested that the spores that survived after CH with MC10 did not have genetically
 high resistance to CH with MC10. CH with MC10 induced germination of spores, confirmed by enhanced 
release of dipicolinic acid and loss of refractility. 3. To increase the inactivation effect, CH was
 followed by treatment with HT2, which induced approximately 5 log units of inactivation in the 
presence of MC10.

研究分野：食品製造工学
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１．研究開始当初の背景 
Bacillus 属細菌胞子は、熱や圧力、エタノ
ールなど様々な物理的・化学的処理に対して
高い耐性を示す。したがって殺菌が非常に困
難であり、しばしば加工食品の腐敗を引き起
こす。現状では胞子の殺菌にレトルト処理
（121℃、5-10 分の加熱処理）が採用されて
いるが、食品の品質を大きく損なう点に問題
がある。一方で、胞子の増殖抑制（静菌）を
目的に、乳化剤グリセリン脂肪酸エステルや
ショ糖脂肪酸エステルの添加も行われてい
る。 
「カーボネーション処理」とは、液体食品
に二酸化炭素（CO2）を加圧下で溶解させる
処理を指す。処理中に CO2の溶解に伴って生
じる H+（CO2 + H2O ⇔ H2CO3 ⇔ HCO3

- + 
H+）により液体食品の pH が低下するが、処
理後に穏和な加熱等によってCO2を除去する
ことにより処理前と同等まで戻る。したがっ
て食品の品質に与える影響は小さい。申請者
は、Monoglycerol monocaprateのような疎水性
の高いグリセリン脂肪酸エステルと加熱下
でのカーボネーション処理の併用により、
Bacillus subtilis、B. coagulans、Geobacillus 
stearothermophilus 胞子を劇的に殺菌（約
1/104）できることを見出した（Klangpetch et 
al., 2013; Nakai et al., 2014）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、1. 各種乳化剤と CH処理を併
用したときの殺菌効果、2. その効果に影響を
及ぼす因子を明らかにする。また、3. 乳化剤
と CHの併用効果をより向上させるための間
欠処理を検討する。これらを通して乳化剤と
CH 処理を利用した新しい胞子滅菌技術の基
盤構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）使用菌株 

Bacillus subtilis MGNA-A001を使用した。 
 
（2）胞子懸濁液の調製 
 B. subtilisを普通栄養培地（Nutrient agar, NA, 
Difco）に塗布し、30℃で 3日間培養した。胞
子の形成は位相差顕微鏡観察により確認し
た。形成した胞子を集め、滅菌蒸留水と遠心
分離により 3回洗浄した。これを Percoll plus
（GE healthcare）を用いた密度勾配遠心に供
して胞子を精製した後、再度滅菌蒸留水と遠
心分離により 3回洗浄し、Nutrient broth（NB, 
Difco）もしくは水（間欠処理の場合のみ）に
懸濁したものを胞子懸濁液とした。 
 
（3）加圧カーボネーション処理（CH）、加熱
処理（HT）、間欠処理 
 CH は、恒温水槽中で所定の温度に加温し
た実験用耐圧容器中（Noma et al., 2011）に胞
子懸濁液を入れ、二酸化炭素を導入すること
により行った。処理条件は 5 MPa、80℃、15-30 
minとした。HTは、所定の温度に設定した恒

温水槽に、試験管に入れた胞子懸濁液を浸漬
することにより行った。間欠処理は CH後の
胞子懸濁液を 30 min以内にHTに供すことに
より行った。 
 
（4）生菌数評価 
 NAを用いた平板培養法により行った。 
 
（5）乳化剤 
 表 1に使用した乳化剤とその特徴等を示す。
これらは太陽化学株式会社様よりご恵与い
ただいた。これらを胞子懸濁液に添加した。 
 
表 1. 使用したグリセリン脂肪酸エステル 
 略称 分子量 HLB* 
モノグリセリン 
カプリン酸エステル 

MC10 246 6.5 

モノグリセリン 
ラウリン酸エステル 

MC12 274 5.3 

モノグリセリン 
ステアリン酸エステル 

MC18 358 4.1 

ジグリセリン 
ラウリン酸エステル 

DC12 348 8.5 

デカグリセリン 
カプリル酸エステル 

DeC8 876 16.1 

デカグリセリン 
ラウリン酸エステル 

DeC12 932 14.7 

*Hydrophile Lipophile Balance 
 
（6）ジピコリン酸（DPA）の定量 
 処理後の胞子懸濁液を遠心分離し、上清中
の DPA 濃度を塩化テルビウムを用いて測定
した（Shibata et al., 1993）。 
 
（7）DAPI染色 
 定法により染色し、蛍光顕微鏡により観察
した（Noma et al., 2011）。 
 
４．研究成果 
（1）乳化剤が CHの殺菌効果に及ぼす影響 
 表 1に示す各種乳化剤を 2 mMで添加した
時の CHの殺菌効果を調べた。その結果、脂
肪酸およびグリセンリンの鎖長が最も短い
MC10 において最も高い殺菌効果が得られ、
これらの鎖長が長くなるのに伴って殺菌効
果が減少する傾向が認められた（data not 
shown）。過去に、乳化剤の静菌作用は脂肪酸
鎖長が 10 前後の時に高いことが報告されて
いる（中山ら, 2003）。したがって、CH によ
り胞子の性状が変化し、乳化剤の静菌作用が
見かけ上殺菌作用にまで向上した可能性が
考えられた。 
 
（2）殺菌効果に影響を及ぼす因子の検討 
細菌胞子は非致死的な加熱処理によって
活性化され、発芽しやすい状態になる。そこ
で、非致死的な加熱処理（加熱活性化、80℃、
10 min）の有無が CH（5 MPa、80℃、30 min）
とMC10（1 mM）の併用殺菌効果に及ぼす影
響を調べた（図 1）。その結果、CHにおいて



は殺菌効果に違いは認められず、加熱活性化
は殺菌効果に影響を及ぼさないことが明ら
かになった。 
 CH（5 MPa、80℃、30 min）とMC10（2 mM）
の併用処理後に生残した胞子に対して再度
同様の併用処理を行った（図 2a）。その結果、
2 度目後にはほとんど殺菌効果が認められな
かった。したがって、併用処理後に生残する
胞子が本処理に対して高い耐性を有すると
考えられた。次に、生残した胞子を NAに塗
布し、再度胞子を形成させ、CH と MC10 の
併用処理に供した。その結果、通常の胞子と
同等の耐性を示した（図 2b）。この結果から、
併用処理後に生残する胞子は遺伝的に高い
耐性を有しているのではないと推察された。 
 胞子形成培地の組成が胞子の耐性に及ぼ
す影響を調べた。その結果、NA、modified G

培地（Stewart and Halvorson, 1953）、Schaeffer
胞子形成培地（Schaeffer et al., 1965）でそれ
ぞれ異なる耐性を示す胞子が形成された
（data not shown）。 
 
（3）間欠処理 
① 殺菌効果 

 CH（80℃、5 MPa、10 min）後に、HT2（90℃、
10 min）を行った時（CH-HT2）の殺菌効果を
MC10（2 mM）もしくはMC12（1.8 mM）存
在下、非存在下で調べた。比較として CHお
よび HT2単独処理の殺菌効果も調べた（図 3）。
その結果、乳化剤非存在下では CH単独、HT2

単独、CH-HT2の殺菌効果はそれぞれ 0.5、2、 
2.3桁であったが、MC10およびMC12存在下
ではこれらがそれぞれ増加し、特に CH-HT2

では 5.5 桁以上（初発胞子の完全殺菌）に向
上した。これらの結果から、これらの乳化剤
存在下では CHによる胞子の耐熱性が顕著に
低下し、CH-HT2 により高い殺菌効果が得ら
れることが明らかになった。 

 
② CH-HT2 の殺菌効果に対する加圧や加熱
の寄与 

CH では処理中に加圧と加熱を伴う。そこ
で、CHと同条件の加熱（HT1, 80℃、10 min）
後に HT2（HT1-HT2）、加圧加熱（HPT, 80℃、
10 min、窒素ガスで 5 MPa）後に HT2

（HPT-HT2）を行った。また比較として、こ
れらをそれぞれ単独で行った場合の殺菌効
果も調べた（図 4）。その結果、MC10未添加
においては HT1 単独、HPT 単独および
HT1-HT2のいずれもほとんど殺菌効果を示さ
ず、HPT-HT2のみで 2.3 桁の殺菌効果が得ら
れた。一方 MC10 および MC12 存在下では、
これらの殺菌効果がそれぞれ増加した。これ
らの結果からこれらの乳化剤はHT1-HT2およ
び HPT-HT2 の殺菌効果を顕著に増加させる
作用があることが示された。しかし、HT1-HT2 
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図1. 非致死的な加熱処理（加熱活性化）
の有無がCHとMC10の併用殺菌効果に
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図3. CH （ ）、HT2（ ）、CH-HT2（ ）の殺菌
効果。図中の異なる小文字、大文字はそれぞ
れ同じ乳化剤、同じ処理間に有意差があるこ
とを示す。
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と HPT-HT2 で得られた殺菌効果が同等であ
り、どちらの寄与が大きいのか判断できなか
った。そこで、HT2の時間を 10から 5 minに
短縮してMC10存在下での殺菌効果を比較し
た。また同時に、CH-HT2 の殺菌効果も調べ
た（data not shown）。その結果、殺菌効果は
CH- HT2＞HPT-HT2＞HT1-HT2となった。すな
わち、pH 低下、加圧、加熱の全てを含む場
合に最も殺菌効果が大きく、pH 低下が欠け
ると殺菌効果が低下し、pH 低下と加圧の両
方がない場合はさらに低下した。したがって、
pH 低下、加圧、加熱のいずれもが関与して
MC10 と CH の併用処理の高い殺菌効果を生
じていると考えられた。 
 

③ MC10 と CH、HT1、HPT の併用が胞子の
DAPI染色性に及ぼす影響 
 胞子が発芽すると色素染色性が増加する。
そこで、MC10存在下の CH、HT1、HPTに供
した胞子の DAPI染色性を調べた（図 5）。そ
の結果、CH と併用した場合に最も染色性が
増加していた。したがって、MC10 存在下で
の CHでは発芽様の現象が生じているため、
耐熱性も低下しており、CH- HT2において高
い殺菌効果が得られたと考えられた。 
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小文字、大文字はそれぞれ同じ乳化剤、
同じ処理間に有意差があることを示す。
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