
機能性関与成分ガセリ菌 SP 株(Lactobacillus gasseri SBT2055)定量試験方法

以下の試験法は、雪印メグミルク試験検査法に準拠している。

１． 培地および試薬

（１） 希釈液の調製

試料の希釈には改変A 希釈液を使用する。調製方法は以下の通り

表１．改変A 希釈液組成

希釈液成分 /1,000ml

リン酸二水素カリウム（和光純薬（株）製 特級） 4.5g

リン酸水素ナトリウム（和光純薬（株）製 特級） 6.0g

L-システイン塩酸塩（和光純薬（株）製 特級） 0.5g

Tween80（関東化学（株）製 特級） 0.5g

Bacto Agar（Difco 社製） 0.5g

① イオン交換水に 1,000ml に Tween80 を溶解する。完全溶解後にリン酸二水素カリウム、リン酸水素ナトリウ

ム、L-システイン塩酸塩を完全溶解する。

② Bacto Agarを加え攪拌する（加温していないので分散するのみ）。この時点で水溶液のpHが6.8～7.0で

あることを確認する。

③ オートクレーブ等で 105℃、30 分間処理し、寒天を溶解させる。寒天が溶解しているうちに、試験管に

9.0ml ずつ分注、オートクレーブ等で 121℃、15 分間滅菌処理する。

（２） ガセリ菌用選択培地の調製

ガセリ菌を選択的に計数するには MRS/CL/CIP 寒天培地を使用する。同培地は MRS 寒天培地にクリンダマ

イシンおよびシプロフロキサシン（いずれも抗生物質）を添加したものであり、ISO20128(IDF192)において

Lactobacillus acidophilus 計数用の培地として認定されている。適宜希釈した試料を MRS/CL/CIP 寒天培地に平

板塗布し培養する。MRS/CL/CIP 寒天培地の調製方法は以下の通り。

表2．MRS/CL/CIP 培地組成

培地成分 /1,000ml

MRS 寒天培地（Difco 社製） 70.0g

① イオン交換水に MRS 寒天培地を溶解する（加温していないので寒天は分散するのみ）。

② オートクレーブ等で 121℃、15 分間滅菌処理する。

③ 44～48℃に冷却後、クリンダマイシン溶液（0.2 mg/ml） 0.5ml、シプロフロキサシン溶液（2 mg/ml） 5ml を

添加、混合後すぐに 15～20ml ずつ滅菌シャーレに分注して平板とする。

２． 器具および装置

・ 滅菌シャーレ

・ 滅菌ピペット ：2ml、10ml。

・ 滅菌コンラージ棒

・ 角型ジャー ：気密性が確保されるストッパー付きプラスチック容器、容量約 5L。

・ ガスパック（ケンキ） ：三菱ガス化学（株）製「アネロパックケンキ」。使用方法は説明書に従う。

・ インジケーター ：BBL 社製「Dry Anaerobic Indicator Strips」

・ 孵卵機、又は恒温機 ：37℃で使用できるもの。



３． 培養方法

試料の調製

・ 均一にした試料1g を改変A 希釈液9ml に添加し、攪拌して 10 倍希釈液（1 段目）とする。

・ 順次10倍ずつ希釈を実施し、6段階の希釈試料を準備する。なお、希釈試料調製後、培地に塗布するま

での時間を要する場合は、希釈試料を一時10℃以下に冷蔵保存する。

平板塗布

・ 希釈段階4～6 段目の希釈試料を供試する。

・ MRS/CL/CIP 培地に希釈試料を 0.1ml 滴下し、コンラージ棒で塗末する。

培養

・ MRS/CL/CIP 培地は、嫌気条件下で培養する。シャーレを角型ジャーに逆さに入れ、ガスパック（ケン

キ）3 パウチとインジケーターを同封の上、上蓋を密閉する。インジケーター変色により角型ジャー内が嫌

気状態になったことを必ず確認する。

・ 角型ジャーは、37℃に設定、保温した孵卵機又は恒温機内で 72±3 時間静置し、培養する。

菌数の計数

・ MRS/CL/CIP 培地上のコロニーは角型ジャーを解放後すぐに計数できる。抗生物質によりブルガリクス

菌、サーモフィルス菌は生育できないため、出現したコロニーは全てガセリ菌として計数する。

・ コロニーが 30～300 個が出現した平板について計数を実施する。

・ ・計数したコロニー数に希釈率をかけた数字を、機能性関与成分であるガセリ菌SP 株(Lactobacillus gasseri 

SBT2055)の生菌数とし定量する。

以上



【補足資料】

１．当該商品の届出添付資料に於いて、ガセリ菌の特異的な測定が可能とする理由

本届出の「機能性関与成分ガセリ菌 SP 株（Lactobacillus gasseri SBT2055）定量試験方法」は、アシドフィ

ルス類縁菌（アシドフィルス菌、ガセリ菌、ジョンソニイ菌、クリスパタス菌）を選択的に測定できる国際標準

試験法 ISO20128/IDF192 に準じている。

本試験法では、アシドフィルス菌は、ガセリ菌、ジョンソニイ菌、クリスパタス菌と非常に近縁であり本方法

では区別できないため、仮定としてアシドフィルス菌についてのみ述べられている旨が記載されている。したが

って、本試験法ではアシドフィルス類縁菌（アシドフィルス菌、ガセリ菌、ジョンソニイ菌、クリスパタス菌）

を選択的に測定できることになる。

一方、当該届出商品は殺菌した脱脂乳等の混合液に○○○を添加し製造しているが、上記によると、本試験法

で測定できる菌種はガセリ菌のみである。したがって、本試験法を用いて当該届出食品を測定した場合は、ガセ

リ菌のみが生育し特異的に測定される。

なお、当社が把握する限りでは、ガセリ菌のみを選択的に測定できる培地は見当たらない。以上のことから、

当該届出食品におけるガセリ菌 SP 株の定量に本試験法を使用することは妥当と考える。

また、本試験法を用いてガセリ菌を定量している査読付きの学術論文 1) が認められることから、本試験法をガ

セリ菌の定量に用いることは妥当であると考える。

1) Kalinka Baltova et., al, Biotechnology & Biotechnological Equipment, 28, No.6, 1084-1088(2014)）

２．当該商品の届出添付資料における測定方法にて生育したコロニーがガセリ菌 SP 株(Lactobacillus gasseri
SBT2055)であることが確認できる理由

ガセリ菌 SP 株(Lactobacillus gasseri SBT2055)、サーモフィルス菌、ブルガリクス菌を加え発酵させた発

酵乳を用いて、本測定方法にて生育したコロニーがガセリ菌 SP 株(Lactobacillus gasseri SBT2055)であるこ

とを、コロニー形態と遺伝学的な観点から下記のように確認した。

＜コロニー形態による定性確認＞

ガセリ菌 SP 株(Lactobacillus gasseri SBT2055)のコロニーは、当該培地にて選択的に生育する他の菌と

は異なり、白色かつ円形で、周縁部は波状態を示す。また、大きさは直径 2～3mm で表面は円滑である。当

該特徴と形状見本（添付資料 1）)に基づきガセリ菌 SP 株(Lactobacillus gasseri SBT2055)であることを判

定した。



＜PCR 法を用いた遺伝学的試験＞

生育したコロニーがガセリ菌 SP 株(Lactobacillus gasseri SBT2055)であることを、特開 2013-226077（添

付資料 3）に記載のガセリ菌 SP 株(Lactobacillus gasseri SBT2055)特異的プライマーを用いて、遺伝学的に

確認した。以下に詳細を記載する。

PCR 反応液には、Go Taq Hot Start Green Master Mix(Promega)を用いた。そこに各プライマー0.5μM

と菌株から抽出した鋳型 DNA 1μl を入れ、滅菌水で全量を 20μl とした。PCR 条件は、94℃(5 分間)変

性後、94℃(20 秒間)、60℃(20 秒間)、72℃(50 秒間)で 30 サイクル、最後に 72℃(7 分間)である。

PCR 後、得られた DNA 断片を、2%アガロースゲルを用いた電気泳動に供してバンドパターンを確認し

た。その結果、生育したコロニーがガセリ菌 SP 株(Lactobacillus gasseri SBT2055)であることを示す、単

一のバンドが見られた（添付資料 2）。このことから、形成されたコロニーはガセリ菌 SP 株であることが確

認できた。

ガセリ菌 SP 株(Lactobacillus gasseri SBT2055)特異的プライマーの配列

配列表配列番号①

GCCTTATTGCTATTCCATGC（フォワードプライマー）

配列表配列番号⑥

AAGTTAAATGCGGAAGCTGG（リバースプライマー）

＜出願済み特許(特開 2013-226077) 概要＞

ガセリ菌 SP 株（ラクトバチルス・ガセリ SBT2055）に特異的な塩基配列を含むオリゴヌクレオチドを用

いてPCR 法を行うことで、ガセリ菌 SP 株を迅速かつ簡便に確認できる。

＜添付資料＞

1） ガセリ菌 SP 株(Lactobacillus gasseri SBT2055)コロニー見本

2） ガセリ菌 SP 株（Lactobacillus gasseri SBT2055）の菌株特異的プライマーを用いた PCR 法（特開

2013-226077）で得られたDNA 断片の電気泳動結果

3） 出願済み特許(特開 2013-226077)



添付資料.1

ガセリ菌 SP 株(Lactobacillus gasseri SBT2055)コロニー見本



添付資料.2

ガセリ菌 SP 株（Lactobacillus gasseri SBT2055）の菌株特異的プライマーを用いた PCR 法（特開

2013-226077）で得られたDNA 断片の電気泳動結果

① ② ③ ④

レーン①：マーカー

レーン②：ガセリ菌 SP 株（Lactobacillus gasseri SBT2055）

レーン③：JCM1131 株（Lactobacillus gasseri 基準株）

レーン④：サーモフィルス菌、ガセリ菌 SP 株、ブルガリクス菌を加え発酵させた発酵乳を、届出資料「機能性関

与成分ガセリ菌 SP 株（Lactobacillus gasseri SBT2055）定量試験方法」に準じて培養し、生育した

単一コロニー

添付資料.3

出願済み特許(特開 2013-226077)
次頁以降に記載。

以上








































