
緒　言
発酵ソーセージはドライソーセージまたはセミドライ

ソーセージの一種であり， ヨーロッパ地中海沿岸を起源
とする伝統的な発酵食肉製品である。発酵ソーセージ
は， 原料肉が非加熱の状態で発酵し， 熟成および乾燥
されるため， その品質は原料肉あるいは製造過程にお
いて混入した微生物によって大きく影響を受ける。この
ため， 品質の安定化， 熟成期間の短縮および有害微生
物の生育阻止などを目的として， 良質な発酵ソーセージ
より分離した細菌をスターターとして摂取する試みが
1955年に初めて行われ， 以後工業的には微生物スター
ターカルチャーを使用する方法が一般化されている。こ
れらのスターターカルチャーとしては， 乳酸菌， Micrococ-
cus， Staphylococcus， 酵母， カビなどが利用されるが， 

中でも乳酸菌が最も重要であり， 多くの場合不可欠と考
えられている 1， 2）。スターターとして接種された乳酸菌は， 
ソーセージ中で速やかに増殖して優勢となり産出される
乳酸などの有機酸によって製品の pHが低下し， 他の
微生物の生育しがたい環境を形成する 1）。また
Lactococcusなどの乳酸菌は， 乳酸以外にバクテリオシ
ンなどの抗菌性物質を生産する 3）。一般的に， 食肉は
103～ 104 cfu/gの細菌に汚染されており， Pseudomonas 
などのグラム陰性菌や Coryneformsなどのグラム陽性菌
の比率が高い 4）。また， Salmonella菌や病原性のある
Escherichia coli， Staphylococcus aureus， Listeria 
monocytogenesなどの食中毒細菌が検出される場合も
ある。乳酸菌がもつ抗菌作用は， これらの腐敗原因菌
や食中毒細菌の増殖を阻止し， 発酵ソーセージの安全

【原著論文（一般論文）】

島田  謙一郎 1・菅野  紗彩 1・伊藤  　綾 1・長谷川  隆則 2・ 
韓　  圭鎬 1・永田  龍二 1・福島  道広 1

1国立大学法人北海道国立大学機構　帯広畜産大学， 北海道帯広市　080-8555 
2日本ハム株式会社中央研究所，茨城県つくば市　300-2646

（2023.10.11受付， 2023.10.16受理）

要　約
発酵ソーセージは原料肉を発酵， 乾燥および熟成して製造する非加熱食肉の製品のため， 品質の安定化や安全
性を保持するため細菌をスターターとして利用している。今回， 単菌のスターター菌株を接種した際に生成される有機
酸の構成および濃度と， タンパク質分解との関係を検証するため， 市販されている菌株として Staphylococcus carnosus 
MIII， Staphylococcus xylosus DD-34および Lactilactobacillus sakei D-1001に加えて， 市販されていない Lactilacto-
bacillus sakei H1204， Levilactobacillus brevis C1101および Lactiplantibacillus plantarum HSK201を使って発酵ソー
セージを製造し， 一般生菌数， 乳酸菌数， 大腸菌群， pH， 有機酸分析， SDS-PAGE， ペプチド量および遊離アミノ酸
を分析した。S. xylosus DD-34および S. carnosus MIII以外は， 熟成 7日目の pHが 5まで低下した。併せて乳酸
菌数も最大となり， 菌叢は乳酸菌が優勢になっていることが推察された。pHの低下が著しいスターターでは有機酸の
うち酢酸の割合が多かった。タンパク質分解ではペプチドの産生量および遊離アミノ酸の産生量でも S. carnosus 
MIIIが最も優れていたが， それに準ずるペプチドおよび遊離アミノ酸の増加量を示したL. plantarum HSK201およびL. 
sakei H1204もタンパク質分解活性が強いスターターとして期待できることが推察された。
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沈殿した菌株を採取し， スターターとした。

発酵ソーセージの製造
原料肉は豚モモ肉 （赤身 85％ブツ切り） をやまさミー

ト （帯広） から購入した。これを 5～ 6 cm角にカットし， 
この肉重量に対して食塩 2％， ブドウ糖 0.5％， オニオン
パウダー 0.3％， ガーリックパウダー 0.2％， 黒コショウ
1％， 亜硝酸ナトリウム 0.001％になるように加えて塩漬
し， 1.5 kg ずつ小分けにして凍結した。また豚背脂肪に
ついても2 cm 角にカットした後， 同様のスパイス配合で
塩漬を行い 500 gずつ小分けにして凍結した。次に半
解凍した塩漬肉 1.5 kg と背脂肪 200 g をサイレントカッ
ター （OMF-500D， 株式会社大道産業， 前橋） で 5 回
転カットし， これにスターターカルチャードライ粉末を （市
販品は用法通りに， 供試菌株も肉 1 kgあたりに 109～
1011 cfu ） 30 ml 程度の水に溶かした懸濁液を加え， さ
らにサイレントカッターで 30～ 40回転カットを行い細切・
混和した。出来上がったソーセージミートをプラスティッ
クバックに入れて， 真空包装機で脱気した後スタッファー
でファイブラスケーシング（4/5DS， Viskase社）に充填し， 
温度と湿度を制御した熟成庫（Bio TRON,株式会社
日本医化器械製作所， 大阪）で 21 日間熟成を行い完
成品とした。熟成工程は 25℃， 湿度 85～ 90％で 3
日間， 4日～ 21日目まで 15℃， 湿度 84～ 88％に設
定した。懸垂場所は 1日 1回移動した。

試料採取
試料採取は製造日から 0， 3， 7， 14および 21日目

に行った。微生物検査用および pH測定用の試料は凍
結せずに， 採取当日に分析を行った。試料から有機酸， 
ペプチド量， 遊離アミノ酸および筋漿タンパク質の SDS-
PAGE用の試料を採取し， 分析まで ‒20℃で凍結保存
した。

ペプチド量および遊離アミノ酸分析用の試料調製
細切した試料 5 gに 9倍量の超純水を加えてヒスコト

ロン （NS-60， マイクロテックニチオン） によりホモジナイズ
し， この懸濁液を遠心分離した （1,2600 × g， 0℃， 20
分）。上澄みは東洋ろ紙 No. 5Cでろ過し， このろ液 4 
mlと 4％トリクロロ酢酸 （TCA） 溶液 4 mlを混合し， 
37℃で 30分間保持した。これを東洋ろ紙 No. 5Cで
ろ過したものを 2％ TCA可溶性画分とした。ペプチド
量はこれを試料とし， 遊離アミノ酸量は， 0.45 µmでフィ
ルターろ過したものを試料とした。

性を向上させるのに極めて重要である。
発酵ソーセージにおいても乾燥・熟成中にペプチド

や遊離アミノ酸が増加することが知られている。Hierro
ら 5）は， 発酵ソーセージの乾燥・熟成工程におけるタ
ンパク質分解は， ソーセージの食味性に関与する低分
子ペプチドや遊離アミノ酸を増加させると報告しており， 
PezackiとPezackaら 6）は， 熟成中のタンパク質分解に
伴う遊離アミノ酸の増加と蓄積が風味に関連するものと
して重要であると報告している。
市販の発酵ソーセージ用スターターカルチャーでは， 
乳酸菌 （LactobachillusとPediococcus） とグラム陽性カ
タラーゼ陽性球菌 （StaphylococcusとKocuria） を混合
したものが多く， これらは発酵期間中に望ましい微生物
反応を促すものが多い 7）。しかし， スターター接種の有
無に関わらず， 完成品の主要細菌叢は乳酸菌で占めら
れ 8）， さらに乳酸菌を単独で用いた発酵ソーセージにお
いても肉タンパク質の分解が生じ 9）， 非タンパク態窒素
や遊離アミノ酸の増加を促進したこと 10）が報告されて
いる。以前， 我々は市販の単一および混合スターター
菌株を用いた際のタンパク質分解と遊離アミノ酸量につ
いて報告している 11）。しかし， 乳酸菌が生成する有機
酸の構成や濃度がどのような影響を与えるかよくわかっ
ていない。
本研究では， スターター菌株を用いた独特な呈味の
形成に重要なタンパク質分解に関して， ペプチド量およ
び遊離アミノ酸の比較を行い， スターターのタンパク質
分解能について検討した。さらにスターターにより生成
される有機酸との関連性について検討した。

材料および方法
スターター
単菌のスターターとして， 市販されているものは Lacti-

lactobacillus sakei D-1001 （MMF-161， サンエイ糖化， 
知多）， Staphylococcus carnosus MIII （S-B-61 Bacto-
ferm, Chr. Hansen GmbH., Polheim） および Staphylo-
coccus xylosus DD-34 （S-SX Bactoferm, Chr. Hansen 
GmbH., Polheim）を用いた。Lactiplantibacillus plan-
tarum HSK201, Levilactobacillus brevis C1101 および 
Lactilactobacillus sakei H1204は日本ハム中央研究所
より供試された。これらの供試菌株は MRSブロス 
（CM0361, OXOID） 10 mlに菌液 10 µlを懸濁し， 37℃
で 24時間前培養を行い， さらに 500 mlのMRSブロス
に前培養液を懸濁し， 3日間・37℃で培養した。これ
を滅菌チューブに移し遠心分離 （3,000 rpm, 4℃， 40
分） を行い， 上澄みを取り除き， 滅菌水を加えて懸濁
し， さらに遠心分離 （3000 rpm, 4℃， 40分） を行った。
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pH 測定
細菌検査で用いた 10 倍希釈のホモジネート溶液を

pH メーター （F-51, HORIBA） で測定した。

有機酸の測定
試料調製は Visessanguanらの方法に従い 13）， 細切

した試料 5 gに 9倍量の蒸留水を加えてヒスコトロン 
（NS-60， マイクロテックニチオン） によりホモジナイズし， 
この懸濁液を遠心分離した （3,000 rpm， 25℃， 10分）。
その上澄み 0.9 mlに 0.1 mlのギ酸（10 mg/ml）を内
部標準として加え， さらに 0.5 N過塩素酸 2 mlを加えて
撹拌して 5分放置し， 12,000 × gで 10分間遠心分離
を行い， フィルターろ過し（0.45 µm, Tosoh）， ブロモチ
モールブルーポストカラム法で HPLC分析した（LC-
10AD, Shimazu）。

ペプチド量の測定
ペプチド量はローリー法を用い 14）， 検量線作成には， 
牛血清アルブミン標準物質 （A3059， Sigma-Aldrich） と
して用いた。

遊離アミノ酸量の測定
遊離アミノ酸量はニンヒドリン法 15）によるアミノ酸分
析計 （H8800F,株式会社日立ハイテクフィールディング， 
東京） を用いて測定した。標準物質には， アミノ酸混合
標準液 H型 （和光純薬， 大阪） を用いた。

SDS-PAGE
20 µgの SDS-PAGE試料は， 12.5%ポリアクリルアミ

ドの分離ゲルと4％ポリアクリルアミドを濃縮ゲルとして
Laemmli緩衝液システムにより電気泳動に供試した 16）。
ゲルの染色は 0.1％ Coomassie Brilliant Blue R-250， 
50％メタノールおよび 10％酢酸溶液で染色し， 脱色は
5％メタノールとおよび 7.5％酢酸溶液で行った。

統計処理
多重比較検定は SASの Tukey多重比較検定を用い

て統計処理を行った。P値は 5％未満を有意差ありとし
た。

結果および考察
6種の単菌スターターで製造し， 熟成 21日目までの

pH， 一般生菌数および乳酸菌数の結果を図 1に示し
た。pHの結果では， 熟成 0日目では群間で差は見ら
れず pH 5.78～ 5.97を示した。熟成 3日目にかけて
Lactilactobacillus属， Levilactobacillus属および Lacti-

筋漿画分の試料調製
細切した試料 5 gに 3.5倍量の 20 mMリン酸緩衝
液 （pH 7.2） を加えてヒスコトロン （NS-60， マイクロテック
ニチオン） によりホモジナイズし， この懸濁液を遠心分離
した （12,600 × g， 0℃， 20分）。得られた上澄みは東
洋ろ紙 No. 5Cでろ過し， 筋漿画分とした。タンパク質
濃度はビュレット法を用い， 検量線には牛血清アルブミ
ン標準物質 （A3059， Sigma-Aldrich） を用いた。

SDS-PAGE 用試料調製
Ahnらの方法 12）に従って， タンパク質濃度を測定し

た筋漿画分が 5 mM EDTAおよび 5 mM トリス塩酸緩
衝液 （pH 8.0） で希釈し ,溶液組成が 1％ SDS， 1％β
メルカプトエタノール， 10％グリセリン， 5 mM EDTAおよ
び 5 mM トリス塩酸緩衝液 （pH 8.0） の組成になるよう
に可溶化し， 攪拌後に沸騰水中で 2分間加熱後， 速や
かに冷却し， 0.1％ブロモフェノールブルーおよび 50％グ
リセリンから成る溶液を 1/5量加えて， 電気泳動用試料
とした。筋漿タンパク質の最終濃度は 3 mg/mlとし， 分
析まで ‒80℃で凍結保存した。

細菌検査用試料調製
試料 10 g を測りとり， 90 ml の滅菌生理的食塩水を加

えてストマッカー （エクスナイザー 400,オルガノ株式会社） 
で 2 分間均質化を行い， 10進希釈法で順次希釈し以
下のように各種の細菌検査を行った。一般生菌数， 乳
酸菌数および大腸菌群は培養後集落を計測し， 1平板
に 30～ 300 個の集落が得られたシャーレを採用し， 計
測数に希釈倍数を乗じて検体 1 g 当たりの菌数とした。

一般生菌数
希釈試料 1 ml をシャーレに注加し， これに予め加温
溶解しておいた約 40℃の標準寒天培地 （栄研器材株
式会社） 15～ 20 ml を無菌的に流し込み， 試料とよく
混和させた培地が完全に凝固した後シャーレを静置し， 
37℃， 48 時間好気培養を行った。

乳酸菌数
MRS 寒天培地 （OXOID CM0361） を用い， 一般生

菌数と同様に希釈平板法を用い， 37℃， 72 時間培養
した。

大腸菌群数
クロモカルト COLIFORM 寒天培地（MERCK）を用
い， 希釈平板法で 37℃， 24 時間好気培養を行った。
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それ以降は一定に推移した。pHでは旧 Lactobacillus
属のスターター群が低い値を示し， 総量が多いものに相
当しており， pHの低下が殆ど見られない S. xylosus DD-
34， もしくは中程度の S. carnosus MIIIは総量が少ない
ことがわかった。さらにそれぞれの有機酸組成が影響
を及ぼしているかを検討するため， 図 3に熟成 21日目
における有機酸組成を示した。いずれの単菌スターター
においても乳酸が 90％程度を占めており， 次いでクエ
ン酸， 酢酸の順に多く認められ， 各菌株により産生され
たと示唆された。コハク酸については S. carnosus MIII
以外の発酵ソーセージで認められた。従って， S. 
carnosus MIIIはコハク酸を産生しないと考えられた。ま
た， pHが主に低下したスターターでは有機酸総量およ
び酢酸の割合が多いものと一致しているように見受けら
れた。

plantibacillus属の旧 Lactobachillus属のスターターはす
べて pH 4.93～ 5.09まで急激に低下した。S. xylosus 
DD-34はほとんど pHの変化は認められなかったが， S. 
carnosus MIIIは pH 5.43±0.04まで低下した （図 1A）。
一般生菌数は熟成 0日目 4.54～ 7.16 log10 CFU/g程
度から熟成 3日目で 8.40～ 9.58 log10 CFU/g程度まで
増加し， 熟成 21日目まで一定で推移した （図 1B）。乳
酸菌数は熟成 0日目 5.13～ 7.18 log10 CFU/g程度か
ら熟成 3日目で 8.54～ 9.51 log10 CFU/g程度まで増加
し， 熟成 21日目まで一定で推移した （図 1C） ことから， 
乳酸菌が優勢になっていることが示唆された。これらの
変化は， これまでの発酵ソーセージの報告と一致す
る 11）。一方， 結果には示さないが， 大腸菌群について
はいずれも検出されなかった。
次に， pHの低下の原因としてスターターが生成する
有機酸が影響していると推察されるため， 熟成日数ごと
に有機酸 （乳酸， クエン酸， コハク酸， 酢酸） を分析し
た。これら 4種の有機酸の総量を図 2に示した。いず
れの単菌スターターにおいても熟成 7日目まで増加し， 
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図 1　熟成期間中の pH, 一般生菌数および乳酸菌数の変化
（A） は pH， （B） は一般生菌数および （C） は乳酸菌数の結
果を示す。横軸は熟成期間を示し， 異なるアルファベットは
Turkey多重比較検定による有意差 （p<0.05） を示す。平均
値 （n=6） のみで示した。シンボルは●S. xylosus DD-34， ■S. 
carnosus MIII， 〇 L. sakei D-1001， ◆ L. sakei H1204， × L. 
brevis C1101， ▲ L. plantarum HSK201を示す。

図 2　熟成日数に伴う総有機酸量の変化
シンボルは S. xylosus DD-34， S. carnosus MIII ， L. 
sakei D-1001， L. sakei H1204， L. brevis C1101， L. 
plantarum HSK201を示す。異なるアルファベットは Turkey多
重比較検定による有意差 （p<0.05） を示す。値は平均値 
（n=9） で示した。

図 3　熟成 21日目の有機酸組成
i は S. xylosus DD-34，ii は S. carnosus MIII，iii は L. akei 
D-1001，ivは L. sakei H1204，vは L. brevis C1101， viは L. 
plantarum HSK201を示す。 は乳酸， はクエン酸， はコ
ハク酸， は酢酸を示す。値はそれぞれの有機酸の平均値 
（n=9） から算出した割合で示した。
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の染色強度が弱くなり， 16 kDa付近のバンドの染色強
度が強くなる傾向がみられた。また， 高分子のバンドが
減少し， 低分子のバンドが増加する傾向が見られた。
また， スターターごとに分離パターンが僅かに異なり， 同
じ L. sakeiであっても異なった （図 4 （i） の （a） および 
（b））。ただ， これら試料をさらに高分離の Tris-Tricine 
PAGEなどの解析を行っていないために， これ以上のこ
とは分からなかった。そこで， 遊離アミノ酸を分析するた
めに調製した試料は除タンパク質操作を行った TCA可
溶性画分中を Lowry法で測定した結果をペプチド量と
して図 5に示した。熟成 0日目を図 5Aに， 熟成 21日
目を図 5Bに示した。図 5Aから分かるように単菌スター
ターごとにペプチド量はわずかに異なるが概ね 300 
mg/100 g程度であることが分かる。熟成 21日目になる
と， 473.3～ 564.5 mg/100 gまで増加し， 中でもS. car-
nosus MIII， L. sakei H1204 および L. pluntarum 
HSK201が 550 mg/100 g程度と高いペプチド量を示し
た。結果を図では示さないが， 熟成 21日間におけるペ
プチドの増加量が最も高い単菌スターターは L. plunta-
rum HSK201で 260 mg/100 gで， 次に高い含量となっ
たのは 235 mg/100 gの L. sakei H1204であった。S.  

次にタンパク質分解について検討するため， 熟成日
数が 0日目と21日目のそれぞれの試料から筋漿画分
を調製して， 12.5%の分離ゲルを用いて SDS-PAGEで
解析した （図 4）。熟成 0日目および 21日目のいずれ
のスターターにおいても， 30～ 50 kDaにかけてのバンド
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図 4　筋漿画分の SDS-PAGE像 （熟成 0日目， 21日目）
単菌スターターを用いて製造した発酵ソーセージの筋漿画分
を12.5％のSDS-PAGEに供した。 （i） はL. sakei D-1001 （a），
L. sakei H1204 （b）， L. brevis C1101 （c） の3菌種を， （ii） はL. 
plantarum HSK201 （d）， S. carnosus MIII （e）， S. xylosus 
DD-34 （f） の 3菌種を示し，それぞれ熟成 0 日目および 21 
日目とした。M は分子量マーカー（MP-0120, protein marker 
prestained low range, Sigma Genosys） で，上から phosphory-
lase B, bovine serum albumin, ovalbumin, carbonic anhydrase 
II, soybean trypsin inhibitor A, lysozymeである。

図 5　熟成 0日目と熟成 21日目のペプチド量
（A） および （B） は熟成 0日目および熟成 21日目を示す。i
は S. xylosus DD-34， ii は S. carnosus MIII， iii は L. sakei 
D-1001， ivは L. sakei H1204， vは L. brevis C1101， viは L. 
plantarum HSK201を示す。異なるアルファベットは Turkey多
重比較検定による有意差 （p<0.05） を示す。値は BSA換算
とし， 平均値±標準偏差 （n=4） で示した。

図 6　総遊離アミノ酸量
（A） は熟成 21日目の総遊離アミノ酸量を， （B） は熟成 0日
目から 21日目にかけての増加量を示す。iは S. xylosus DD-
34， iiは S. carnosus MIII， iiiは L. sakei D-1001， ivは L. 
sakei H1204， vは L. brevis C1101， vi はL. plantarum HSK201
を示す。異なるアルファベットは Turkey多重比較検定による有
意差 （p<0.05） を示す。値は平均値 （n=3） で示した。
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Abstract
Dry-fermented sausages are unheated meat products produced through fermenting, drying, and aging. Bacterial starter 

cultures are incorporated during preparation to stabilize quality and maintain safety. Commercially available starter 
starins, including Staphylococcus carnosus MIII, Staphylococcus xylosus DD-34, and Lactilactobacillus sakei D-1001 
were studied to evaluate the relationships between organic acid composition, organic acids concentrations, sarcoplasmic 
protein proteolysis, and amounts of peptide and free amino acids produced when sausages are inoculated with a bacterial 
starter strain during aging period. In addition to commercially available bacterial culture strains, we assesed 
Lactilactobacillus sakei H1204, Levilactobacillus brevis C1101, and Lactiplantibacillus plantarum HSK201 strains. The 
pH decreased to 5 from 6 on day 7 of aging in sausages with added Lactobacilli. Starters that resulted in marked 
decreases in pH yielded high amounts of total organic acids. S. carnosus MIII resulted in the highest peptide and free 
amino acid production. L. plantarum HSK201 and L. sakei H1204 yeilded similar increases in peptide and free amino 
acid production, suggesting that L. plantarum HSK201 and L. sakei H1204 are highly proteolytic. L. plantarum HSK201 
and L. sakei H1204 would exhibit strong proteolytic activity.
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Effect of a starter strain of dry-fermented sausage on proteolysis and producing 
ability of organic acid
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