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報 文

ナイシンによる水産練り製品における芽胞形成菌の発育抑制

山崎浩司1*，田代 卓2，白浜慎也2，全 峻瑩2，川合祐史1

1 北海道大学大学院水産科学研究院
2 北海道大学大学院水産科学院

Growth Inhibition of Spore-forming Bacteria in Fish-paste Products by Nisin

Koji Yamazaki1*, Taku Tashiro2, Shinya Shirahama2, Joon-young Jun2 and Yuji Kawai1

1 Faculty of Fisheries Sciences, Hokkaido University, Hakodate, Hokkaido 041-8611
2 Graduate School of Fisheries Sciences, Hokkaido University, Hakodate, Hokkaido 041-8611

We investigated the effect of nisin and sucrose fatty acid esters on the growth of spoilage bacteria in fish-paste
products. Nisin showed antibacterial activity against Bacillus subtilis and B. licheniformis vegetative cells and
spores in liquid medium. Also, nisin exhibited a synergistic effect in combination with sucrose fatty acid esters
(sucrose monolaurate and sucrose monopalmitate). The addition of nisin (12. 5 µg/g) to fish-paste products
suppressed the growth of B. subtilis and B. licheniformis during storage at 20℃ and resulted in longer shelf-life of
fish-paste products compared to control and fish-paste products with added potassium sorbate. In addition, the
growth of spoilage bacteria was strongly inhibited by the combination of nisin (12.5 µg/g) and sucrose fatty acid
esters (10mg/g) in fish-paste products without starch. From these findings, we conclude that the addition of nisin is a
potential alternative method for preventing spoilage caused by spore-forming bacteria in fish-paste products.
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水産練り製品の一つであるカマボコは，最も代表的な水

産加工食品であり，その生産量も水産加工食品の中でも多

い．

カマボコは，一般に水晒しした魚肉から製造したすり身

に調味料を入れ，弾力（足）の形成と殺菌を目的とした加

熱処理を施す水産加工食品である．そのため，ケーシング

詰めカマボコやリテーナ成形カマボコのような特殊包装カ

マボコでは，微生物の二次汚染によって腐敗を起こすこと

は少ない．しかし，原料の冷凍すり身由来，特に副原料と

して添加されるデンプン由来の耐熱性芽胞形成菌である

Bacillus属の細菌は加熱処理後にも生残し，カマボコが不

適切な環境に置かれた場合，気泡，軟化，斑紋などの腐敗

の原因となる1）∼4）．このような芽胞形成菌による腐敗を防

止するために合成保存料の一つであるソルビン酸カリウム

を添加し，腐敗防止を行っている製品も多数存在している．

しかし，食嗜好の変化や食品の安全性に対する意識の高ま

りから，食品微生物制御においては可能な限り合成保存料

を使用しない方法への転換が望まれている．

合成保存料の代替として生物由来のバイオプリザバティ

ブを利用した食品での微生物制御が注目されており，その

一つに乳酸球菌の Lactococcus lactis subsp. lactisの産生す

るバクテリオシンであるナイシンが挙げられる．一般に，

ナイシンはグラム陽性菌全般に幅広く抗菌効果を発揮する

抗菌ペプチドであるが，耐熱性や耐 pH性にも優れ，安全

性も高いと考えられる．よって，ナイシンは米国FDAから

GRAS（Generally Recognized As Safe）物質として認可さ

れ，世界 50 カ国以上で食品保存料として使用されている．

日本においても 2009 年に食品保存料として食品添加物指

定を受け，その使用は欧米での使用実績を基に食肉製品や

乳製品など一部の食品に対して許可された．食品へのナイ

シンの利用は，主に食中毒菌であるリステリア（Listeria

monocytogenes）の制御を目的とした場合が多いが，Bacillus

属および Clostridium属などの芽胞形成菌に対しても優れ

た抗菌活性を示すことから，缶詰食品をはじめとする加熱

加工食品における芽胞形成菌の制御にも広く利用されてい

る5）∼8）．しかし，水産食品における微生物制御へのナイシン

の利用例は少なく，スモークサーモン9）10）や魚卵製品11）12）で

のリステリア制御での有効性に関する研究が主である．水
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産食品の腐敗防止という観点からナイシンの有効性を検討

したものは，カマボコにおける乳酸菌の発育へのバクテリ

オシン（ナイシンおよび Pisicolin KH1）の影響を検討した

もの13）以外は見当たらない．

そこで，水産食品における微生物制御へのナイシンの有

効性を評価するため，本研究では代表的な水産食品である

水産練り製品に着目し，ケーシング詰めカマボコにおける

腐敗原因菌である Bacillus属細菌の発育に及ぼすナイシ

ンの影響を調べることを目的とした．

実 験 方 法

1． 供試菌株および芽胞懸濁液の調製

供試菌株には，B. subtilisNBRC 13719Tおよび B. licheni-

formis NBRC 12107 を用いた．各菌株の前培養は，普通ブ

イヨン培地（栄研化学）で 30℃または 37℃で 24 時間行っ

た．この培養菌液を 2×SG14）培地に表面塗抹し，培養した．

平板培地上に形成した菌体の一部をメチレンブルー染色お

よび位相差顕微鏡で観察し，90%以上の割合で芽胞が形成

しているのを確認した後，冷滅菌脱イオン水を用いて芽胞

を回収した．芽胞の精製は，滅菌脱イオン水を用いた遠心

分離操作（2500×g，20 分間，3-4 回）を行い，夾雑する栄

養細胞およびスポンラジアを除去した．これを滅菌脱イオ

ン水に再懸濁したものを芽胞懸濁液とし，使用するまで−

20℃で保存した．

2． ナイシンおよび食品添加物に対する最小発育阻止濃

度（MIC）測定

48 穴プレート（Iwaki）の各ウェルに 1M塩酸または水

酸化ナトリウム水溶液で pH7.0 に調整した 0.04mg/ml

フェノールレッドおよび 0.6% 酵母エキス添加 Tryptic

Soy broth（PR-TSBYE, Difco）500µl を分注した．これに

ナイシン（Nisin A, Sigma），ショ糖モノラウリン酸エステ

ル（SML，L-1695，三菱化学フーズ），ショ糖モノパルミチ

ン酸エステル（SMP，P-1670，三菱化学フーズ）またはソル

ビン酸カリウム（和光純薬）の所定の濃度溶液を 500µl 分

注し，混合後，各ウェルから 500µl を採取しながら 2倍段

階希釈液列を作成した．各ウェルに，供試菌株の新鮮培養

液または加熱活性化（80℃，15 分間）した芽胞懸濁液を終

濃度 105CFU/ml または 105spores/ml となるように 2µl ず

つ接種し，30℃，2日間培養した．各菌の発育の有無は，増

殖に伴う指示薬の色調変色（赤色→黄色）および濁りの有

無を目視にて確認し，MICを決定した．

3． 芽胞に対するナイシンとショ糖脂肪酸エステル

（SE）の併用効果の評価

48 穴プレートの各ウェルに PR-TSBYE を 250µl を分注

し，続いて SML，SMP，ソルビン酸カリウム（PS）を 250

µl 分注して 2 倍段階希釈液列を作成した．さらに各ウェ

ルに所定濃度のナイシンを含む PR-TSBYE を 250µl 分注

後，芽胞懸濁液を 105spores/ml となるように 2µl ずつ接

種した．30℃，2 日間培養後，菌の発育に伴う指示薬の色

調変色および濁りの有無から併用処理時における各々の濃

度におけるMICを決定し，得られたMIC値から以下の式

で表されるFIC index を算出し，併用効果を評価した．

FIC index=FICA+FICB

=
併用時の薬剤AのMIC
単独時の薬剤AのMIC

+
併用時の薬剤BのMIC
単独時の薬剤BのMIC

なお，併用効果の評価基準15）は，相乗作用（FIC index≦

0.5），相加作用（0.5<FIC index≦1.0），不関（1.0<FIC

index≦2.0）および拮抗作用（2.0<FIC index）とした．

4． カマボコにおける芽胞形成菌の発育に及ぼすナイシ

ンの影響

スケトウダラ冷凍すり身（陸上 2級）重量に対して食塩

3%，脱イオン水 25%とデンプン 5%を添加し，このすり

身ペーストにしたものを基本とし，これにナイシン（12.5

µg/g），SE類（10mg/g）または PS（2.68mg/g）を添加し

た．これを十分に擂潰後，調製したすり身ペースト 10g を

ストマッカーバッグ取り分け，棒状に成形後，B. subtilis

または B. licheniformis芽胞懸濁液を，加熱後の初発芽胞

数が約 103spores/g となるようにカマボコの表面に 100µl

接種した．なお，デンプンを添加しないカマボコ（デンプ

ン不含カマボコ）も同様に調製した．加熱は一段加熱

（90℃，30 分間）を行い，加熱後直ちに氷冷したものをサン

プルとして保存試験（20℃，5日間）に供した．なお，本研

究ではカマボコの不適切な保存処理での腐敗の防止を考慮

して保存温度は 20℃とした．各所定期間に 2 サンプルず

つランダムに選択し，各サンプルに 9 倍量の 0.1% ペプト

ン添加生理食塩水を加えてストマッキングを行った．これ

を同希釈液で適宜希釈し，0.6% 酵母エキス添加 Tryptic

Soy Agar（Difco）を用いた混釈平板を作成した．培地が固

化した後，Bacillus属のコロニー拡散を防止するために約

5ml の同培地を重層し，30℃，24 時間培養後，生菌数を測

定した．それぞれ 2回の保存試験を行い，結果は平均値で

示した．

実 験 結 果

1． ナイシンとショ糖脂肪酸エステル（SE）の併用効果

B. subtilis, B. lichniformisの栄養細胞および芽胞に対す

るナイシンおよび SE 類の MIC 値を Table 1 に示した．

pH7.0 における B. subtilisおよび B. licheniformis芽胞の

ナイシンに対する感受性は栄養細胞よりも高く，MIC 値

は，各々の栄養細胞に対するMICの 1/4 および 1/2 であっ

た．一方，両菌の栄養細胞および芽胞に対する SML, SMP，

PS は本実験における設定濃度範囲内では発育抑制効果を

示さなかった（>5.00mg/ml）．

次に，ナイシンと SE 類の供試菌芽胞に対する併用効果

山崎・他：ナイシンによる練り製品腐敗抑制 71（ 25 ）



をFIC index により評価した．なお，SMLおよび SMP単

独の MIC は 5.0mg/ml として FIC index を算出した．そ

の結果，ナイシンと SML および SMP の最少濃度の組み

合わせは，B. subtilisに対してナイシン0.098µg/ml の時に

各々 0.039 および 0.0024mg/ml となり，FIC index は 0.039

および 0.032 と算出された．また，B. licheniformisに対し

てもナイシン 0.098µg/ml の時に SMLおよび SMPの有効

濃度は 0.078 および 0.0048mg/ml となり FIC index は

0.039および 0.032 と算出された．したがって，B. subtilis

と B. licheniformisに対するナイシンと SML または SMP

の併用は非常に優れた相乗効果を発揮すると評価された．

2． デンプン含有カマボコにおけるナイシンおよびショ

糖脂肪酸エステル添加による腐敗抑制効果

ナイシン，PSまたは SE類を添加し B. subtilisまたは B.

licheniformisを接種したカマボコにおける生菌数の変化

をFig. 1 および 2に示した．なお，本研究で調製したカマ

ボコは，pH未調整であったが，保存前のカマボコの pHは

食品添加物（PS，ナイシン，SE類）の有無にかかわらず，

いずれも pH は 7. 0 であった．B. subtilis および B.

licheniformisを接種したナイシンおよび SE類非添加のカ

マボコ（非添加カマボコ）における生菌数はともに保存 1

日目以降から増加し，4日目には各々 9.8×107 CFU/g およ

び 2.1×107 CFU/g となりカマボコの軟化や溶解などの変

化が見られた．その後，108CFU/g に達する頃から腐敗臭

が感じられるようになった．一方，PS を添加した B.

subtilis接種カマボコでの生菌数は保存 5 日目に 2.7×105

CFU/g となり，非添加カマボコに比べてシェルフライフ

の延長が認められた．しかし，PS添加 B. licheniformis接

種カマボコでは，非添加カマボコと同様な生菌数の増加傾

向であった．次に，ナイシン単独添加区での B. subtilis接

種カマボコの生菌数は保存開始時の初発菌数 2.6×103

CFU/g から 2 日目で 4.3×102 CFU/g となった後，保存 5

日目に 105CFU/g 程度まで生菌数は増加したが，官能的な

腐敗臭は感じられなかった．また，B. licheniformisを接

種したカマボコでは保存 3 日目まで徐々に生菌数が減少

し，5 日目においても初発菌数とほぼ同等の 9.7×103

CFU/g であった．したがって，両菌株を人為的に接種し

たカマボコにおいても，ナイシンの添加によって，非添加

カマボコや PS 添加カマボコと比較して強い細菌発育抑制

効果を示し，5日間以上の腐敗抑制が可能となった．

一方，ナイシンのカマボコにおける芽胞形成菌の発育抑

制効果の向上を期待して，培地系においてナイシンと強い

相乗効果を示した SMLまたは SMP との併用を試みたが，

カマボコにおいてはナイシン単独添加の場合とほぼ同等の

発育抑制効果しか認められなかった．

3． デンプン不含カマボコにおけるナイシンおよびショ

糖脂肪酸エステル添加による腐敗抑制効果

ナイシン，PS，SE 類を添加し B. subtilis または B.

licheniformisを接種したデンプン不含カマボコにおける

生菌数の変化を Fig. 3 および 4 に示した．ナイシン，PS

および SE 類を含まないデンプン不含カマボコでは，両菌

株接種区ともに前項のデンプン含有カマボコよりも生菌数

の上昇は早く，腐敗に達するまでの日数は短かった．また，

PS 添加デンプン不含カマボコにおいても，4 日目には 107

CFU/g に達し，腐敗と評価された．

一方，ナイシン単独添加デンプン不含カマボコでは，B.

subtilis 接種試料で保存 5 日目に 1. 5× 106 CFU/g，B.

licheniformis接種試料では 9.8×105 CFU/g となった（Fig.

3 および 4）．また，SML 単独添加デンプン不含カマボコ

では，両菌株接種試料でナイシン単独添加試料と同様な発

育挙動を示した（Fig. 3）．一方，SMP単独添加の場合，B.

licheniformis接種デンプン不含カマボコでは発育抑制効

果が見られたものの，B. subtilis接種デンプン不含カマボ

コではほとんど発育抑制効果が見られなかった（Fig. 4）．

しかし，デンプン含有カマボコの場合と異なり，ナイシン

+SML 添加試料では，両菌株を接種したデンプン不含カ

マボコで各々の生菌数は 5 日間でも 103CFU/g 以下とな

り，ナイシン単独添加の場合よりも強い発育抑制効果が見

られた．また，ナイシン+SMP 添加デンプン不含カマボ

コにおいても SML 併用添加の場合よりも発育抑制効果は

弱いものの複合効果が見られた．カマボコの風味に関して

は，官能的に，10mg/g SMLの添加によりカマボコが強い

苦みを呈し，SMPの添加では，カマボコの風味に与える影

響は小さかった．

考 察

水産練り製品に対して利用が認められている PS などの

有機酸塩の抗菌力は pHに大きく依存し，pHが低いほど，
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sporesvegetative cellsspores

B. licheniformis NBRC12107
Compounds

12.5

vegetative cells

B. subtilis NBRC13719T

Table 1 MICs of nisin and some food additives against vegetative cells and spores of

B. subtilis and B. licheniformis in TSBYE incubated at 30℃ and pH7.0

Pottasium sorbate（mg/ml）

>5.00>5.00>5.00SMPb（mg/ml）

>5.00>5.00>5.00SMLa（mg/ml）

3.136.253.13Nisin （µg/ml）

>5.00>5.00>5.00>5.00

>5.00

>5.00



抗菌力は高まる16）．しかし，酸性条件下であっても乳酸菌

や嫌気性芽胞形成菌に対する PS の効果は非常に弱い17）．

一般にカマボコの pHは足（弾力）の形成のために 6.5-7.0

であり，この pH において微生物の発育を PS によって抑

制するには使用基準である 0.2% より高い濃度が必要と考

えられる．しかし，PS は水産練り製品に対して保存効果

を期待して添加されている製品も存在する．その理由に，

①ソルビン酸と食塩の間に相乗的な抗菌作用があること，

② PS の水に対する溶解性が高く，練り製品の pH 域では

練り製品中の自由水中に集まり，そこではソルビン酸濃度

が添加濃度の数倍に達していること，などが考えられてい

る16）18）．本研究においても，カマボコの pHが中性であるに

も関わらず B. subtilisを接種したカマボコにおいて PS 添

加によって一般生菌数の増加が抑えられたことから，上述

のような理由が関係していると考えられる．

本研究では，カマボコでの芽胞形成菌の発育による腐敗

防止にナイシンの利用が有効であるか検討した．ナイシン

の抗菌作用は，グラム陽性菌の栄養細胞に対しては細胞表

層に存在する Lipid II にナイシンが結合し細胞壁の合成を

阻害するとともに，細胞膜に膜孔を形成し，膜電位や膜内

外の pH勾配の恒常性を崩すことで細胞死を引き起こすに

起因するとされている19）20）．一方，芽胞に対しては芽胞への

直接的な影響ではなく，芽胞の発芽後生育を阻害すること

が明らかになっている21）∼23）．したがって，カマボコでのナイ

シンの抗菌効果は，弾力形成のために行う加熱後に生残し

た Bacillus属の芽胞の発芽後生育を抑制するためにシェ

ルフライフが延長したと推察される．また，本研究ではカ

マボコにおけるナイシンの抗菌力を増強するために優れた

相乗効果を示す物質として SE 類に着目した．Thomas ら

（1998）24）は，グラム陽性菌 4種（L. monocytogenes，B. cereus，

Lactobacillus plantarum，Staphylococcus aureus）に対して
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Symbols represent control (●), 2.68mg/g potassium sorbate

(◆), 12.5 µg/g nisin (⃝), 10mg/g SML (▲) and 12.5 µg/g nisin
+10mg/g SML (△).

Fig. 1 Changes in total viable cell counts in fish paste

products with starch containing nisin and sucrose

monolaurate (SML) inoculated with B. subtilis (A)

and B. licheniformis (B) during storage at 20℃

Symbols represent control (●), 2.68mg/g potassium sorbate

(◆), 12.5 µg/g nisin (⃝), 10mg/g SMP (▲) and 12.5 µg/g nisin
+10mg/g SMP (△).

Fig. 2 Changes in total viable cell counts in fish paste

products with starch containing nisin and sucrose

monopalmitate (SMP) inoculated with B. subtilis

(A) and B. licheniformis (B) during storage at

20℃



ナイシンと SMPの併用効果を検討し，SMPの存在により

ナイシンの抗菌効果が相乗的に高まることを報告してお

り，両物質の抗菌作用を示すための標的部位がいずれも細

胞膜であるために相乗効果を示すと推察している．本研究

での培地系における B. subtilisおよび B. lichniformisに対

する結果もこれらによく一致した結果であった．そこで，

ナイシンと SE 類の併用よるカマボコのシェルフライフ延

長を試みた．しかし，デンプン含有カマボコにおいては培

地系での結果から期待されるような相乗作用は認められな

かった．これまでに SMP の抗菌力はデンプンやスキムミ

ルクによって阻害され，またデンプンの種類によってもそ

の阻害作用が異なることが知られている．すなわち，トウ

モロコシデンプンで最も SMP の阻害作用が強く，次いで

小麦デンプン，バレイショデンプンの順に阻害作用が強い

とされている25）26）．さらに，朝賀と遠田27）はデンプンによる

SMP の抗菌作用阻害の機構を検討し，デンプン中のアミ

ロース重合度に依存して阻害作用が大きくなり，これは

SMP とアミロースが複合体を形成するためと推察してい

る．したがって，本研究で作製したカマボコにも原材料と

してバレイショデンプンを添加したため，このデンプンに

よって SE 類の抗菌作用が阻害されナイシンとの複合効果

が得られなかったものと考える．そこでカマボコに配合さ

れるデンプンの抗菌効果に与える影響を調べるため，デン

プン非含有カマボコを作製し，ナイシンと SE 類との複合

効果を調べたところナイシンと共に SE 類を併用するとカ

マボコのシェルフライフはナイシン単独添加の場合より延

長した．すなわち，カマボコ中においても SE 類の抗菌性

およびナイシンとの複合効果がデンプンの存在によって大

きく阻害を受けることが明らかとなった．さらに，ナイシ

ンも食品成分の脂質やタンパク質への吸着や食品中での酵

素反応などにより抗菌活性が低下することも知られてい

る28）29）．したがって，ナイシンと SE類の複合効果を期待す
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Symbols represent control (●), 2.68mg/g potassium sorbate

(◆), 12.5 µg/g nisin (⃝), 10mg/g SML (▲) and 12.5 µg/g nisin
+10mg/g SML (△).

Fig. 3 Changes in total viable cell counts in fish paste

products without starch containing nisin and SML

inoculated with B. subtilis (A) and B. licheni-

formis (B) during storage at 20℃

Symbols represent control (●), 2.68mg/g potassium sorbate

(◆), 12.5 µg/g nisin (⃝), 10mg/g SMP (▲) and 12.5 µg/g nisin
+10mg/g SMP (△).

Fig. 4 Changes in total viable cell counts in fish paste

products without starch containing nisin and SMP

inoculated with B. subtilis (A) and B. licheni-

formis (B) during storage at 20℃



る場合，デンプンなどの食品に存在する阻害物質の影響も

考慮する必要があると考えられる．

カマボコの風味に関しては，10mg/g SML の添加によ

り，カマボコに苦みが感じられた．一方，10mg/g SMPの

添加では，カマボコの風味に大きな影響はなかった．伊藤

と細井30）は，デンプン含有カマボコおける L. monocyto-

genesの発育に及ぼすにポリリジンと SE 類の併用効果に

ついて検討しており，1% SMLまたは 1% SMPと 0.2% ポ

リリジンの併用によって，10℃における L. monocytogenes

の発育をポリリジン単独添加区よりも強く抑制すると報告

している．また，SML+ポリリジン添加試料の方が SMP

+ポリリジン添加区よりも抑制効果が強いとしているが，

本研究と同様に 1% SML の添加によりカマボコが苦みを

呈し，SMPでは，2%添加でエグ味を呈したと報告してい

る．したがって，デンプン含有カマボコでは，ナイシンと

SE 類の併用によっても高い抗菌効果が得られたが，製品

の品質を考慮した場合，SE 類の利用は実用的でないと言

える．しかし，デンプン非含有カマボコでは，10mg/g

SMP とナイシンの併用は，カマボコの風味に大きな影響

を与えずに，Bacillus属細菌に起因する腐敗に対して有効

なハードルとして利用可能であると考えられる．

要 約

本研究ではケーシング詰めカマボコにおける腐敗原因菌

の発育に及ぼすナイシンとショ糖脂肪酸エステル類の影響

を調べた．その結果，カマボコへナイシンを添加すること

によって Bacillus属の発育を効果的に抑制でき，シェルフ

ライフの延長が可能となることが明らかになった．またデ

ンプン不含カマボコでは，ナイシンとショ糖脂肪酸エステ

ル類の併用添加によってナイシン単独添加の場合よりも

Bacillus属を長期に亘って抑制できた．したがって，水産

練り製品の品質保持にナイシンの添加が有効な方法の一つ

と考えられ，既存のソルビン酸塩の添加に代わる方法であ

ることが明らかになった．

本研究は農林水産省プロジェクト研究「生産・流通・加

工工程における体系的危害分析の特性解明とリスク低減技

術の開発」（FP-6105）によって実施した．
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