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(57)【要約】
【課題】  乳性炭酸飲料中で増殖する耐熱性芽胞形成細
菌であるSporolactobacillus属菌を的確かつ迅速に検出
し判定することができる手法を提供する。
【解決手段】  乳性炭酸飲料中で増殖する耐熱性芽胞形
成細菌であると認められたSporolactobacillus属菌を、
抗原－抗体反応を利用した微生物検出技術によって特異
的に且つ迅速に検出し判定するようにした。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  調製したSporolactobacillus属菌に特異
的に結合するSporolactobacillus抗体が微細粒子に固定
化されたものを主成分とする乳性飲料の変敗菌検出試薬
による結果を基準にして、乳性炭酸飲料の原料若しくは
最終製品として採用するか否かの基準とする方法。
【請求項２】  Sporolactobacillus抗体を固定化する微
細粒子は合成高分子ラテックスあるいは金属コロイドで
あることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項３】  Sporolactobacillus抗体を固定化する合
成高分子ラテックスが着色されているものであることを
特徴とする請求項２記載の方法。
【請求項４】  免疫クロマト法を使用することを特徴と
する請求項１記載の方法。
【請求項５】  ラテックス凝集法を使用することを特徴
とする請求項１記載の方法。
【請求項６】  調製したSporolactobacillus属菌に特異
的に結合するSporolactobacillus抗体が微細粒子に固定
化されたものを主成分とする乳性飲料の変敗菌判定試
薬。
【請求項７】  調製したSporolactobacillus属菌に特異
的に結合するSporolactobacillus抗体に対して特異的に
反応する原料を除外して製造された乳性炭酸飲料。
【請求項８】  調製したSporolactobacillus属菌に特異
的に結合するSporolactobacillus抗体に対して実質的に
陰性の乳性炭酸飲料のみから成る密閉容器入り乳性炭酸
飲料群。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、抗原・抗体を利用
して乳性炭酸飲料に使用する原料および乳性炭酸飲料中
のSporolactobacillus属菌を簡易かつ迅速に検出・判定
する方法及び試薬に関する。
【０００２】
【従来の技術】pH４未満の酸性清涼飲料水については一
般的にBacillus属菌等の耐熱性芽胞形成細菌が増殖でき
ないと考えられているため製造時の加熱殺菌条件は、耐
熱性芽胞形成細菌の芽胞を殺菌する加熱殺菌条件ではな
く、主にカビや酵母の殺菌を目的とした加熱細菌条件に
より商業的無菌を確保するのが通常である。とりわけ、
高温では熱変性する可能性のある乳性炭酸飲料について
は、その加熱殺菌温度を７５～８０℃程度とするのが一
般的である。
【０００３】また乳性炭酸飲料に使用する原料に関して
も、品質面等の問題から必ずしも耐熱性芽胞形成細菌を
殺滅できるような加熱殺菌条件とはしていない場合もあ
る。
【０００４】しかし、pH3.5～4.0程度に調整された乳性
炭酸飲料においては、上記加熱殺菌処理条件で製造した
場合でも、一部の特殊な耐熱性芽胞形成細菌が混入した

2
場合、製品中で増殖する場合がある。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】このような状況下にお
いては、使用前の原料についてその中に乳性炭酸飲料中
で増殖する特殊な耐熱性芽胞形成細菌が存在するか否か
について検査をし、それらが存在する原材料の使用を回
避することによって製品変敗の未然防止を図るなど、製
品中で増殖する耐熱性芽胞形成細菌の混入防止について
はより深い注意を払う必要がある。
【０００６】ところが、乳性炭酸飲料に使用する原料に
存在する耐熱性芽胞形成細菌は多種多様であり、それら
の中の乳性炭酸飲料中で増殖する耐熱性芽胞形成細菌の
存否を的確に行うためにはかなりの時間、労力を伴なう
という問題がある。
【０００７】
【発明が解決するための手段】以上のような問題を解決
するために本発明者らが鋭意研究を行った結果、乳性炭
酸飲料中で増殖する耐熱性芽胞形成細菌はSporolactoba
cillus属菌であろうということが突き止められた。
【０００８】Sporolactobacillus属菌については、シロ
ップ漬みかん缶詰の変敗菌として報告されているが、乳
性炭酸飲料の変敗に関与しているとの報告はなされてい
ない。これに対して本発明者らは、Sporolactobacillus
属菌に対する抗原―抗体反応を利用することにより、乳
性炭酸飲料中で増殖するSporolactobacillus属菌の使用
原料および製品での存否を的確かつ迅速に検出し、判定
することができる方法を確立し、本発明を完成するに至
ったのである。
【０００９】より詳しく説明すると、本発明は、通常の
酸性飲料中では増殖しないにも拘らず、乳性炭酸飲料中
に限って増殖する耐熱性芽胞形成細菌であると認められ
たSporolactobacillus属菌を、抗原－抗体反応を利用し
た微生物検出技術によって特異的に且つ迅速に検出して
同定することによって判定を行うものである。
【００１０】より具体的には、本発明では、Sporolacto
bacillus属菌に対する抗体として調製された抗体とラテ
ックス粒子とを固定させたもの（ラテックス試薬）の混
濁液を、被験体となる乳性炭酸飲料の原料あるいは製品
から検出された細菌の集落に接触させ、粒子同士の凝集
反応を視覚的に確認することにより判定を行う。
【００１１】そして、被験体となる乳性炭酸飲料の原料
あるいは製品から検出された細菌がSporolactobacillus
属菌であった場合には粒子同士の凝集反応が生じるの
で、それが観察されたものを原料として使用しないこと
によって、最終製品たる乳性炭酸飲料の変敗を予防し、
また製品でのSporolactobacillus属菌の存否を的確かつ
迅速に判定することができるのである。
【００１２】ここにおいて、ラテックス試薬を着色標識
し、これを試験紙に展開し、抗原抗体反応によって試験
紙の検出部に捕捉された着色粒子でSporolactobacillus
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属菌の有無を判定するようにすると、視認が容易になる
ので、更なる簡易、迅速な判定が可能となる。
【００１３】より具体的に本発明の内容を示すと、それ
は以下のようなものである。
【００１４】（１）  調製したSporolactobacillus属菌
に特異的に結合するSporolactobacillus抗体が微細粒子
に固定化されたものを主成分とする乳性飲料の変敗菌検
出試薬による結果を基準にして、乳性炭酸飲料の原料若
しくは最終製品として採用するか否かの基準とする方
法。
【００１５】即ち、この方法によれば、乳性炭酸飲料に
使用する原料から検出した微生物が上記の変敗菌検出試
薬で陽性を示す場合は不適切なものとして判定し、その
原料を乳性炭酸飲料の原料としては採用せず、陽性を示
す微生物を含まない原料のみを採用することで、飲料製
造の前段階で、製品中で増殖するSporolactobacillus属
菌の混入を防止するようにすることができる。
【００１６】または、この方法によれば、最終製品とし
ての乳性炭酸飲料から検出した微生物が上記の変敗菌検
出試薬で陽性を示す場合は、当該乳性炭酸飲料は最終製
品として不適切と判定し、それを最終製品としては採用
せず、陽性を示す微生物を含まない最終製品のみを出荷
するようにすることで、飲料出荷の段階で、Sporolacto
bacillus属菌が混入した製品が拡散するという事態を防
止することができる。
【００１７】なお、「乳性炭酸飲料」というのは「乳」
を成分として含有する炭酸飲料のことを意味する。
【００１８】ここで、抗原－抗体反応を利用して検出を
行う方法としては、例えばＥＩＡ法、ＲＩＡ法、ＥＬＩ
ＳＡ法、免疫クロマト法などを挙げることが出来、基本
的にはこれらに限られるものではないが、本発明におい
ては免疫クロマト法が好適である。なお、抗原で免疫を
行う方法や抗体を得る方法は、現在一般的に行われてい
る方法（例えば、ウサギに免疫をしてＩｇＧを得る方
法）を採用することができる。
【００１９】（２）  Sporolactobacillus抗体を固定化
する微細粒子は合成高分子ラテックスあるいは金属コロ
イドであることを特徴とする（１）記載の方法。
【００２０】（３）  Sporolactobacillus抗体を固定化
する合成高分子ラテックスが着色されているものである
ことを特徴とする（２）記載の方法。
【００２１】（４）  免疫クロマト法を使用することを
特徴とする（１）記載の方法。
【００２２】（５）  ラテックス凝集法を使用すること
を特徴とする（１）記載の方法。
【００２３】（６）  調製したSporolactobacillus属菌
に特異的に結合するSporolactobacillus抗体が微細粒子
に固定化されたものを主成分とする乳性飲料の変敗菌判
定試薬。
【００２４】（７）  調製したSporolactobacillus属菌
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に特異的に結合するSporolactobacillus抗体に対して特
異的に反応する原料を除外して製造された乳性炭酸飲
料。
【００２５】（８）  調製したSporolactobacillus属菌
に特異的に結合するSporolactobacillus抗体に対して実
質的に陰性の乳性炭酸飲料のみから成る密閉容器入り乳
性炭酸飲料群。
【００２６】なお、「密閉容器」の概念には、缶やＰＥ
Ｔボトル等の通常の飲料に使用されている一般的な密閉
容器の全てが含まれる。また、「実質的に」というの
は、誤差範囲にあるものを除く概念である。更に、乳性
炭酸飲料「群」は、量産されて一次的に倉庫に格納され
ているような状態を意味する。
【００２７】本発明に関連して、Sporolactobacillus属
菌は、シロップ漬けみかん缶詰の変敗（特に膨張型変
敗）を起こす細菌として知られているが、これが乳性炭
酸飲料を含む酸性飲料の変敗に関連しているという報告
は一切なされていない。
【００２８】また、これまでの培地を用いた検査では、
検査時に検出された細菌集落には乳性炭酸飲料では無害
な耐熱性芽胞形成細菌が同時に検出される場合が多く、
それらの中の乳性炭酸飲料中で増殖するSporolactobaci
llus属の存否を確認するためには、検出した集落につい
てさらに鑑別試験を行う必要があり、そのために多くの
労力と日数とが必要とされていたが、本発明によれば、
乳性炭酸飲料中で増殖するSporolactobacillus属菌を迅
速に判定することができる。
【００２９】
【発明の実施の形態】［乳性炭酸飲料中で増殖する耐熱
性芽胞形成細菌の分離］乳性炭酸飲料中で増殖する耐熱
性芽胞形成細菌の分離は、正常な加熱殺菌条件で製造し
たにもかかわらず微生物の増殖によると考えられる異常
品が見つかった場合に、以下のような手順に則って行う
ことができる。
【００３０】
【表１】
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【００３１】Sporolactobacillus属菌は、ＭＲＳ寒天培
地の他、標準寒天培地、一般乳酸菌保存検出培地等の市
販培地を用いた３５℃の嫌気培養で比較的簡単に検出す
ることができるが、この際に乳性炭酸飲料中で増殖しな
い耐熱性芽胞形成細菌であるＢacillus属菌等も同時に
検出されてくることから、各検出集落を正常品に接種
し、製品中での増殖による異常の再現性により乳性炭酸
飲料中で増殖する耐熱性芽胞形成細菌と推定する。
【００３２】［乳性炭酸飲料中で増殖する耐熱性芽胞形
成細菌の同定］乳性炭酸飲料中で増殖する耐熱性芽胞形
成細菌と推定された細菌については芽胞形成能の確認を*
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*行うとともに、酸素要求性、菌の形態、グラム染色、カ
タラーゼ活性、乳酸の発酵形成、糖からの酸産生等を調
査し同定を行う。Sporolactobacillus属菌か否かの判定
についてはSporolactobacillus属菌の標準株とその特性
を対比することにより行う。
【００３３】［抗原-抗体反応による検出］抗原-抗体反
応による検出を行うにあたっては、調製したSporolacto
bacillus属菌に特異的に結合するSporolactobacillus抗
体が着色ラテックス粒子に固定化されたものを含む試薬
（以下、「ラテックス試薬」と言う）として用いること
ができる。
【００３４】免疫クロマト法によって検出する場合に
は、図１に示されるように、クロマトグラフの捕捉ライ
ンの部分に前記Sporolactobacillus抗体を固定化したも
のに対して、被験体（原料若しくは製品から検出された
細菌）を前記ラテックス試薬と共に滴下する。すると、
被験体（原料若しくは製品から検出された細菌）がSpor
olactobacillus属菌である場合には、前記捕捉ライン上
に着色ラテックスの着色縞ができる。
【００３５】
【実施例】［乳性炭酸飲料中で増殖する耐熱性芽胞形成
細菌の分離］乳性炭酸飲料中で増殖する耐熱性芽胞形成
細菌の分離には、乳性炭酸飲料開発試作段階で偶然に得
られた異常品を用いて行った。異常品の状況は以下の通
りである。
【００３６】
【表２】

【００３７】乳性炭酸飲料中で増殖する耐熱性芽胞形成
細菌の分離は以下のようにして行った。
【００３８】異常品１ｍｌをＭＲＳ寒天培地で混釈し、
３５℃５日間嫌気培養した。検出した集落を、それぞれ
単離、増菌して滅菌水に懸濁した。乳酸炭酸飲料の正常
品に１ｍｌあたりの接種菌が１０～１００個の添加とな
るように菌懸濁液を添加し、３５℃で１４日培養した。
異常品で見られた乳成分の分離沈殿現象を再現した集落
を乳性炭酸飲料中で増殖する耐熱性芽胞形成細菌と推定
した。

【００３９】［乳性炭酸飲料中で増殖する耐熱性芽胞形
成細菌の同定］乳性炭酸飲料中で増殖する耐熱性芽胞形
成細菌と推定した細菌について各種性状を調査した結果
は表３に示される通りである。尚、Sporolactobacillus
属菌であるか否かの判定は標準株であるSporolactobaci
llus inulinus(JCH6014T)とその特性を対比することに
より行った。
【００４０】
【表３】
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【００４１】以上の結果より異常品分離菌は耐熱性芽胞
形成能を有するSporolactobacillus属菌と判定し、異常
品分離菌をSporolactobacillus属菌（ＳＢ－１株）と命
名した。
【００４２】［抗体の取得］ＳＢ－１株について標準寒
天培地（日水製薬）で３５℃の嫌気培養を２日間行って
菌体を得、その菌体を生理食塩水で洗浄し、この浮遊液
に等量の０．６％ホルマリン液を加えて３７℃で２４時
間固定した。生理食塩水で３～４回洗浄後、生理食塩水
に浮遊させ（０.Ｄ６６０＝１．０）抗原とした。免疫
は日本白色種（Ｊ．Ｗ）２．５～３．０ｋｇのオスのウ
サギに週２回１ｍｌを２ケ月間投与し、途中試採血を行
い、力価測定の結果により適宜追加免疫を行った。１抗
原２羽以上のウサギを用い、固体差およびアナフラキシ
イーショック死によるリスクを避けた。
【００４３】［ラテックス凝集法によるSporolactobaci
llus属菌の検出］Sporolactobacillus属菌（ＳＢ－１
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株）に対する抗体を固定化したラテックス試薬を用い、
Sporolactobacillus属菌を含む主要な耐熱性芽胞形成細
菌との凝集反応を検討した。
【００４４】［方法］
＜1.ラテックス試薬（Ｌｘ）の作製＞着色ラテックス粒
子（スチレン／アクリル酸共重合体粒子、粒径０．３μ
m）に抗ＳＢ－１抗体を水溶性カルボジイミドを用いて
結合させた。これをホウ酸緩衝液（ｐＨ８．２）に分散
させ、２．５％（ｗ／ｗ）Ｌｘを調製した。
【００４５】＜2.凝集反応＞Sporolactobacillus属菌を
含む主要耐熱性芽胞形成細菌については、塩化アンモニ
ウム緩衝液（ｐＨ８）に懸濁し、６６０ｎｍの吸光度
０．５に調製した。各懸濁液１００μlに２．５％Ｌｘ
５μlを添加し、３分間混合反応させ、凝集を観察し
た。
【００４６】［結果］
【表４】
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【００４７】この表から明らかなように抗ＳＢ－１抗体
は耐熱性芽胞形成細菌の中でSporolactobacillus属菌の
み特異的に反応することによりラテックス粒子の凝集反
応を生じさせることが分かる。
【００４８】［免疫クロマト法によるSporolactobacill
us属菌の簡易検出］図２に示されるように、抗体を固定
化した試験片の滴下パッド部に、（１）被験体である菌
懸濁液６０μｌ（ＯＤ

660
＝0.5）、（２）ラテックス試*
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*薬６０μｌ（試験片と同じ抗体を固定化したもの）、を
順次滴下し、５分後の検出ラインの発色を目視にて観察
した。
【００４９】抗ＳＢ－１抗体を用いてSporolactobacill
us属菌を含む主要な耐熱性芽胞形成細菌について免疫ク
ロマト法を行った結果を以下の表に示す。
【００５０】
【表５】

【００５１】この表から明らかなように、抗ＳＢ－１抗
体を用いた免疫クロマト法によりSporolactobacillus属

菌を特異的に検出し、判定を行うことができるというこ
とが分かる。
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【００５２】
【発明の効果】以上のような本発明によれば、乳性炭酸
飲料製品あるいは原料から検出された細菌が乳性炭酸飲
料において正常な加熱殺菌条件で製造した場合でも製品
中に生残し、かつ増殖するSporolactobacillus属菌か否
かを迅速かつ簡易に検出・判定することができる。
【００５３】また、本発明によれば、乳性炭酸飲料に使
用する原料から検出された細菌がSporolactobacillus属
菌か否かを迅速かつ簡易に検出・判定し、Sporolactoba*

12
*cillus属菌が混入した原料の使用を回避することによっ
て乳性炭酸飲料の変敗の可能性を低減し、未然にその変
敗を防止する手段として有効である。
【図面の簡単な説明】
【図１】  免疫クロマト法（図１）の基本原理を説明す
るための図である。
【図２】  免疫クロマト法を用いた実施例を説明するた
めの図である。

【図１】 【図２】
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