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　植物精油成分は食品用香料の原料として用いられ，現在
の食品には欠かせないものとなっている．特に，飲料では
フレッシュ感やナチュラル感の演出や加熱臭のマスキング
などに用いられている．また，特定の植物精油成分は微生
物に対して抗菌効果を示すことから，天然物由来の抗菌物
質（バイオプリザバティブ）のひとつとしても注目されて
いる1）．
　我が国では，pH4.0 未満の清涼飲料水の殺菌には，
65℃，10 分の加熱またはこれと同等以上の効力を有する
方法で実施することが定められており，果汁飲料に代表
される酸性飲料は，主に 85 ～ 95℃，数十秒程度の加熱殺
菌を行うホットパック充填により製造されている．この
条件下では耐熱性の高い細菌芽胞が生残している場合で
も，製品が酸性環境下であるために発育できず，品質上問
題となることは極めて稀である．しかし，Alicyclobacillus 
acidoterrestrisに代表される好熱性好酸性芽胞形成菌
（Thermophilic Acidophilic Bacteria, TAB）については，
ホットパック充填では芽胞を十分に殺菌できず，製品の貯
蔵，流通過程で発育し，製品回収の原因となりうる．1984 
年には Cerny らが混濁リンゴ果汁から変敗原因菌を分離
し2），それ以降各国でTAB芽胞による果汁や酸性飲料の
汚染が報告されている3, 4）．
　これまでに，加熱殺菌に依存しない様々なTAB芽胞の
制御方法が検討されてきた．特に，近年では消費者のナチュ
ラル志向の高まりから，バイオプリザバティブを用いた微
生物制御が注目されている．一方で，微生物制御に関わる
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研究では，発育抑制効果の有無については議論されている
が，その作用特性についてはあまり明らかにされていない．
また，品質への影響を最小限に留めながら十分な微生物制
御効果を得るために，複数の制御因子を組み合わせたハー
ドル理論が提唱されており5），複数のハードルを併用した
ときに得られる複合効果も重要になる．
　本研究では，A. acidoterrestris芽胞に対する植物精油成
分の抗菌特性を調べ，芽胞に対する作用特性および植物精
油成分の複合効果に関する知見を得ることを目的とした．

実験方法

１．供試菌株
　供試菌株には変敗飲料から分離した A. acidoterrestris 
TIFT161004 6）を使用した．芽胞形成は 1.5% 寒天を加え
たmodified Alicyclobacillus acidoterrestris media 7）を用い
た表面塗末培養法（45℃，5日）にて行い，冷却滅菌水を
用いて芽胞を回収した．この芽胞懸濁液を遠心洗浄（1,500
× g，10 分，5回）し，終濃度約 9 log spore/ml となるよ
うに調製して精製芽胞液とした．

２．供試薬剤の調製
　植物精油成分にはオイゲノール（一級），カルバクロー
ル（化学用），シトラール（一級），p-シメン（特級），
trans-シンナムアルデヒド（特級），チモール（特級），
d-リモネン（一級）を用い，それぞれエタノール（特
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級，いずれも和光純薬）に 10%（v/v またはw/v）とな
るように溶解した．調製した各薬剤はいずれも濾過滅菌
（SLHV033RS，Millipore）してから以降の試験に供した．

３．植物精油成分の最小発育阻止濃度（Minimum 
Inhibitory Concentration: MIC）の測定

　植物精油成分のMICは 96 穴ポリスチレンマイクロプ
レート（平底，VIOLAMO，アズワン）を用いた微量希釈
法により測定した．すなわち，pH 3.2 および 4.0 に調整し
た二倍濃度 Yeast-Starch-Glucose broth（YSG broth）お
よび 各薬剤を用いて薬剤の二倍希釈液列を作成した後に，
加熱活性化（80℃，10 分）した芽胞を終濃度 4 log spore/
ml となるように接種した．45℃，48 時間培養した後に発
育の有無を目視にて観察し，発育の認められなかった最大
希釈段階を植物精油成分のMICとした．

４．植物精油成分の複合効果の測定
　芽胞の発育に対する二種類の植物精油成分併用系の複合 
効果を ,下式より求めたFractional Inhibitory Concentration 
（FIC）index 8）から，相乗効果（FIC index ≦ 0.5），相加
効果（0.5<FIC index ≦ 1.0），不関（1.0 ＜ FIC index ≦
2.0）および拮抗（2.0 ＜ FIC index）の四種類に分類した．
すなわち，pH 4.0 に調整した四倍濃度YSG broth，二倍
濃度YSG broth および植物精油成分を用いて 96 穴ポリス
チレンマイクロプレートに，横方向に植物精油成分の二倍
希釈液列を作成した後に，縦方向に別の植物精油成分の二
倍希釈液列を作成した．このプレートに加熱活性化した芽
胞を終濃度 4 log spore/ml となるように接種した．45℃，
48 時間培養した後に発育の有無を目視にて観察し，単独
処理時のMICと併用処理時の植物精油成分のMICから
FIC index を算出して複合効果を分類した．

５．芽胞の発芽に対する植物精油成分の影響

5－1）発芽による濁度低下の測定
　植物精油成分を所定濃度添加したYSG broth（pH 4.0）
を入れたスクリューキャップ付マイクロセルに，加熱活性
化した芽胞を終濃度 7 log spore/ml となるように接種し
た．セルは温調付きの分光光度計（U-2000，日立）にて
45℃，120 分保持し，経時的に 650 nmにおける濁度変化
（OD650）を測定した．なお，結果は各時間における濁度を
初発濁度で割った，濁度低下率で示した．

5－2）発芽による耐熱性消失の測定
　植物精油成分を所定濃度添加したYSG broth（pH 4.0）
に加熱活性化した芽胞を終濃度 7 log spore/ml となるよ
うに接種し，45℃，120 分間保持して十分に発芽させた．
経時的に菌液を採取し，発芽した芽胞を加熱殺菌（80℃，
10 分）した後に 0.1% Trypticase peptone（Difco）を加え
た 1/15 Mリン酸緩衝液（pH 7.0）を用いて適宜希釈し，
表面塗末培養法（YSG agar，pH 3.7，45℃，48 時間）に
て生残芽胞数を測定した．なお，耐熱性芽胞の生残率は，
加熱処理前後の芽胞数の割合から求めた．

5－3）位相差顕微鏡による発芽の観察
　trans-シンナムアルデヒドを終濃度 0～ 2000 ppmとな
るように添加したYSG broth（pH 4.0）に加熱活性化した
芽胞を接種し，スライドガラスに滴下した．カバーグラス
を乗せ，四辺をマニキュアで固定した後に，45℃で保持し
て位相差顕微鏡（BX-41，OLYMPUS）を用いて経時的に
発芽過程を観察した．

　　　　　　併用時の薬剤 A の MIC（FICA）　　　併用時の薬剤 B の MIC（FICB）
FIC index= ―――――――――――――――― ＋ ――――――――――――――――
　　　　　　単独時の薬剤 A の MIC（MICA）　　　単独時の薬剤 B の MIC（MICB）

実験結果および考察

１．植物精油成分の MIC
　A. acidoterrestris TIFT161004 芽胞に対する植物精油成
分のMICを表 1に示した．植物精油成分は低 pH側で 
MIC が小さくなる傾向が見られ，pH 4.0 におけるカルバ
クロール，trans-シンナムアルデヒドおよびチモールの
MICはいずれも 250 ppmであったのに対して pH 3.2 にお
けるMICはいずれも 125 ppmに低下した．また，d-リ
モネンおよびオイゲノールは pH 4.0 において添加濃度内
では発育抑制効果を示さなかった（MIC > 500 ppm）が，
pH 3.2 における MIC はいずれも 250 ppmであった．p-
シメンおよびシトラールは pH 4.0，3.2 いずれにおいても
添加濃度内では発育抑制効果を示さなかった（MIC > 500 
ppm）．
　天然物由来の抗菌物質である植物精油成分は，化学合成
された保存料などの使用を極力控えようとする現代社会に
おいて，その有用性が多数報告されている1）．TABに対

表 1．YSG 培地における A. acidoterrestris TIFT161004 芽
胞に対する植物精油成分の最小発育阻止濃度．
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しては，ユーカリ葉抽出物9）やオレンジ果皮抽出物および
リモネン10），trans-シンナムアルデヒドやオイゲノール11）

などが効果的である．特に，trans-シンナムアルデヒドは
100 ～ 500 ppm，オイゲノールは 500 ppmで芽胞の発育
を抑制し，その効力は trans-シンナムアルデヒド＞オイゲ
ノール＞リモネンの順であると言われている10）．この傾向
は力価がフェノール環ではなく，アルキル基に由来するこ
とを示唆している．本研究でもこれら三種類のMICはい
ずれの pHにおいても trans-シンナムアルデヒド＜オイゲ
ノール，d-リモネンの順となり，過去の報告と類似した
傾向が見られた．
　一方で，TABに対するチモールやカルバクロールの効
果はこれまでに報告されていない．チモールとカルバク
ロールはフェノールにアルキル基が結合した位置異性体
で，オイゲノールに類似した構造を示す．このことから，
TABに対しても有効であることは容易に推察でき，その
作用機作も同様と考えられる．また，p-シメンはTABに
対して効力が弱いリモネンと構造が類似していること，シ
トラールはシス -トランス異性体であるゲラニアールと
ネラール混合物で，これまでに食中毒細菌に対する抗菌効
果は報告されている7）が，本研究で用いた植物精油成分と
は構造が大きく異なることから芽胞に対しては効果を発揮
しなかったと推察された．

２．植物精油成分の複合効果
　A. acidoterrestris TIFT161004 芽胞に対する植物精油成
分の複合効果を表 2-1 ～ 3に示した．カルバクロールは
オイゲノール，trans-シンナムアルデヒド，チモールと
の併用で相加効果を示し，発育阻止に要する濃度が，単
独時のMICの 1/2 ～ 1/8 倍に低下した．シトラールおよ
び d-リモネンとの併用では，カルバクロールが単独時の 
MIC の 1/4 倍となる 31.3 ppm以下では複合効果は得られ
なかった．trans-シンナムアルデヒドはオイゲノール，チ
モールとの併用で共に相加効果を示し，特にチモール併用
系ではFIC index が最小の時に発育阻止に要する濃度が，
trans-シンナムアルデヒドは単独時の 250 ppmから 1/2 
倍となる 125 ppm，チモールは 125 ppmから 1/32 倍とな
る 3.9 ppmに低下した．シトラールおよびリモネンとの併
用では trans-シンナムアルデヒドが単独時の 1/2 倍となる
125 ppm存在下では高い複合効果を示したが，1/4 倍とな
る 62.5 ppm以下では複合効果は得られなかった．チモー
ルはオイゲノールとの併用で相加効果を示し，FIC index
が最小の時に発育阻止に要する濃度がチモールは単独時
の 125 ppmから 1/8 倍となる 15.6 ppm，オイゲノールは
500 ppmから 1/2 倍となる 250 ppmに低下した．シトラー
ルおよび d-リモネンとの併用では，チモール 62.5 ppmと
併用したときにそれぞれ相加効果を示したが，31.3 ppm

表 2-1．YSG 培地における A. acidoterrestris TIFT161004 芽胞に対するカルバクロールと植物精油成分の複合効果．

表 2-2．YSG培地における A. acidoterrestris TIFT161004 芽胞に対する trans- シンナムアルデヒドと植物精油成分の複合効果．

表 2-3．YSG培地における A. acidoterrestris TIFT161004 芽胞に対するチモールと植物精油成分の複合効果．
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以下では複合効果は得られなかった．
　これまでに植物精油（抽出物）や植物精油成分を用い
たTABの制御はいくつか報告されている9～ 11）が，そ
の多くが高濃度であり，品質への影響が考慮されていな
い．Bevilacqua らは trans-シンナムアルデヒドとオイ
ゲノールを併用することで単独添加よりも低濃度で A. 
acidoterrestris芽胞の発育抑制を達成し，リンゴジュース
中に trans-シンナムアルデヒドを 20 ～ 40 ppm添加した
場合でも官能評価にほとんど影響がないことを報告して
いる12）．この数値を本研究に照合すると，官能評価に影響
しないと考えられる水準である trans-シンナムアルデヒド
31.3 ppm存在下では，芽胞の発育抑制のためにオイゲノー
ルは 500 ppm，チモールは 125 ppmが必要である．これ
ら併用系の効果は共に不関で，官能評価でも異常を感じる

水準であると想像される．さらに，果汁中での制御ではパ
ルプなどの食品成分が阻害物質として作用する可能性もあ
るため，より一層の添加が求められる．このような点から，
芽胞の発育抑制に要する添加濃度の低減は達成できたが，
植物精油成分二種類のハードルのみでは品質に影響しない
水準での制御は困難であると推察された．

３．芽胞の発芽に対する植物精油成分の影響
　trans-シンナムアルデヒドまたはチモール存在下におけ
る A. acidoterrestris TIFT161004 芽胞懸濁液の濁度低下挙
動と芽胞の耐熱性の消失挙動を図 1および図 2に示した．
植物精油成分非添加区では保持 10 分後までに濁度は約
20%減少し，耐熱性芽胞も保持 15 分後までに約 70%減少
した．一方，trans-シンナムアルデヒド存在下では，濃度

図 1．YSG培地における A. acidoterrestris TIFT161004 芽胞の濁度低下（A）と耐熱性の消失（B）に対する
　　　　　　　trans- シンナムアルデヒドの影響．

各シンボルはそれぞれ trans- シンナムアルデヒド 0 ppm（○），250 ppm（▲），1000（■），2000 ppm（◆）を示す．

図 2．YSG培地における A. acidoterrestrisTIFT161004 芽胞の濁度低下（A）と耐熱性の消失（B）に対するチモールの影響．
各シンボルはそれぞれチモール 0 ppm（○），125 ppm ( ▲），500（■）and 1000 ppm（◆）を示す．
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依存的に濁度低下および耐熱性芽胞数の低下が抑制され，
250 ppm添加区では保持 10 分後までに濁度は約 15%，保
持 15 分後までに耐熱性芽胞は約 65%減少し，2000 ppm
添加区ではそれぞれ約 5%および約 15%低下した．特に，
2000 ppm添加区では保持 120 分経過後も濁度および耐熱
性芽胞の低下はほとんど観察されなかった．この傾向はチ
モール共存下でも同様に確認され，125 ppm添加区では
保持 10 分後までに濁度は約 15%，保持 15 分後までに耐
熱性芽胞は約 65%低下し，1000 ppm添加区では濁度およ
び耐熱性芽胞の低下はそれぞれ約 2%および 12%に留ま
り，保持 120 分経過後も濁度および耐熱性芽胞の低下は観
察されなかった．
　さらに trans-シンナムアルデヒド存在下での A. acidoterrestris 
TIFT161004 芽胞の発芽を観察した位相差顕微鏡画像を

図 3．YSG培地における A. acidoterrestris TIFT161004 芽胞の発芽に対する trans- シンナムアルデヒドの影響．
発芽の観察は位相差顕微鏡を用い，1000 倍で行った .

図 3に示した．処理前ではほとんどの芽胞が休眠芽胞
（phase-bright）であった（図 3-A）が，保持 4時間後
には trans-シンナムアルデヒド非添加区（図 3-B），125 
ppm添加区（図 3-C）および 500 ppm添加区（図 3-D）
においては暗色化（phase-gray, dark）や膨化が生じてい
る芽胞が多数観察され，発芽していることが推察された．
一方，2000 ppm添加区（図 3-E）では多くの芽胞が光屈
折性を示しており，膨化も認められなかったため，休眠
芽胞のままであることが観察された．これらのことから，
trans-シンナムアルデヒドやチモールは濃度依存的に A. 
acidoterrestris TIFT161004 芽胞の発芽を阻害し，高濃度で
は主に発芽阻害によって芽胞の発育を抑制することが示唆
された．
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　Chaibi ら は Bacillus cereusと Clostridium botulinumの芽
胞を用い，植物精油が低濃度の場合には栄養増殖の阻害
により，高濃度の場合には発芽の阻害により芽胞の発育
を抑制することを示した．さらに，この発芽阻害は，発
芽誘起剤が受容体へ結合するコミットメントの阻害に由
来すると報告した13）．Cui らはスペイン甘草抽出物で処理
した C. botulinum芽胞をTween 80 で洗浄すると，洗浄処
理の有無により生菌数が大きく異なることから，芽胞表面
にスペイン甘草抽出物中の精油成分が吸着していると推察
した14）．これらのことから，本研究における発芽阻害効果
も trans-シンナムアルデヒドやチモールが芽胞表面に吸着
し，表面を覆うことで発芽誘起剤の結合を阻害したことが
作用の一つと推察された．また，濁度や耐熱性芽胞の低下
が植物精油成分の濃度依存的に阻害される傾向も過去の報
告と類似していたことから，植物精油成分の発芽阻害効果
は濃度依存的で，様々な芽胞に対して発揮されると推察さ
れた．

結論

　A. acidoterrestris芽胞に対する植物精油成分の抗菌特性
を調べた．カルバクロールや trans-シンナムアルデヒド，
チモールはリモネンやオイゲノールなどと比較すると低濃
度で芽胞の発育を抑制した．異なる二種類の植物精油成分
を併用した複合効果では多くの組合せが相加効果を示し
た．特に，芽胞に対して発育抑制効果の高かったカルバク
ロール，trans-シンナムアルデヒド，チモールの三種類は
いずれを組み合わせた場合でも，比較的高い複合効果を示
し，併用により発育抑制効果を維持したままで添加量の低
減が可能となることが示唆された．ただし，過去の報告と
照合すると品質に対して悪影響を与えない水準での制御ま
では添加量を低減できていないことが推察された．trans-
シンナムアルデヒドおよびチモールは濃度依存的に発芽阻
害効果を示し，高濃度では発芽阻害によって芽胞の発育が
抑制されることが示唆された．また，発芽阻害が認めら
れない低濃度でも芽胞の発育が抑制されたことから，MIC
付近では発芽後生育や栄養増殖を阻害することで芽胞の発
育を抑制することが推察された．すなわち，発芽阻害によ
り芽胞の発育を抑制するよりも，発芽後生育や栄養増殖の
阻害により芽胞の発育を抑制する方が，低濃度の植物精油
成分で芽胞の制御が可能となることが示唆された．
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