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１ ．はじめに
　東アジアでは，中国をはじめ台湾，韓国などで
様々な発酵茶が存在する。発酵茶には，微生物によ
る発酵茶（後発酵茶）と茶葉の酸化酵素による発酵
茶（強発酵茶，半発酵茶）が存在し，前者の代表的な
ものとしてAspergillus属，Penicillium属，Eurotium

属などのカビ等で発酵するプーアール茶（黒茶）が，
後者では紅茶（強発酵茶）やウーロン茶（半発酵茶）
がそれぞれ挙げられる（梶田，1992；郭ら，2004）。
このうち前者の微生物発酵による後発酵茶は日本に
も存在し，特に四国地方には碁石茶，石鎚黒茶，阿
波番茶などの発酵茶が複数存在する（宮川ら，1989）。
碁石茶は高知県大豊町で生産される微生物発酵茶で，
蒸した茶葉をカビ付けし，その後桶に漬け込み発酵
させ乾燥させたものであり，主要な微生物として
Aspergillus fumigatusおよびLactobacillus planta-

rumが報告されている（小谷，1991；田村ら，1994；

岡田ら，1996）。また石鎚黒茶は愛媛県西条市小松町
で製造される後発酵茶で，蒸した茶葉を桶に詰めカ
ビ付けを10日ほど行った後，さらに漬け込みを行う
ものである。石鎚黒茶に存在する微生物としてMucor

属のカビおよびLactobacillus属細菌の存在が示唆さ
れている（宮川ら，1989；田村ら，1994）。こうした
発酵茶を製造，飲用する地域は日本でも珍しく，そ
の微生物相や含まれる成分と機能などに関して，種々
検討がなされている（Horieら，2016）。
　本研究対象の阿波番茶は徳島県内でのみ生産され
る微生物後発酵茶であり，その製法は，茶葉を煮て
揉
じゅう

捻
ねん

し，石で重しをして桶で漬け込むことで嫌気
的に発酵させるものである。阿波番茶の主な生産地
としては，上勝町や那賀町相生地区が挙げられる

（南，1975；宮川ら，1989）。過去の知見において，
上勝町や那賀町の阿波番茶より単離培養された細菌
としては，Lactobacillus plantarumとKlebsiella 

pneumoniaeが主要な細菌であり，これらが発酵過
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程に関与しているとの報告がある（岡田ら，1996）。
一方，徳島県内で茶の主要な生産地として三好市が
あり，三好市においても発酵茶および非発酵茶が生
産されているが，三好市産発酵茶や非発酵茶茶葉の
微生物相に関する報告はこれまでない。そこで本研
究では，これまで知見のない徳島県西部の三好市で
生産される 3 種の後発酵茶（阿波番茶）および 2 種
の非発酵番茶中の微生物相について知見を得るため
に，各茶葉洗浄液に含まれる細菌の16S rRNA遺伝
子を用いたクローンライブラリー法による解析を行
い，上勝町，那賀町など徳島県内で生産された10種
の阿波番茶茶葉の微生物相と比較検討を行った。

２ ．実験方法
　 １ ）阿波番茶および非発酵番茶試料
　本研究で用いた阿波番茶（後発酵茶）および非発
酵茶茶葉は，2016年 1 月から2017年 3 月の期間に，
市販商品を購入または個人より入手した。三好市以
外で生産された阿波番茶茶葉試料は，試料Ａ，Ｅ，
Ｆ，Ｇが上勝町産,試料Ｂ，Ｃ，Ｄが那賀町相生産，
試料Ｍが神山町産,試料Ｊ，Ｌが徳島県内産のものを
用いた。三好市産の阿波番茶試料は，試料Ｈおよび
SCが三好市山城町産，HIBが三好市東祖谷で生産さ
れたものである。一方，三好市産の非発酵番茶は，
試料IBが三好市東祖谷産，BBが三好市山城町産の
市販商品を購入し，実験に使用した。表 1 に試料と
して用いた茶葉の概要を，図 1 に各茶葉試料の写真
を示す。

　 ２ ）発酵茶および非発酵茶茶葉中の細菌由来16S 
rRNA遺伝子のクローンライブラリー作製と
塩基配列解析

　まず，13種の発酵茶（Ａ－Ｈ，Ｊ，Ｌ，Ｍ，SC，
HIB）および 2 種の非発酵茶（IB，BB）の茶葉試料

（図 1 ）より，表 1 に示した重量の茶葉を無菌的に採
取し，10mLのTE緩衝液（ 1 mM EDTAを含む10mM 
Tris-HCl 緩衝液（pH8.0））で茶葉を30℃，1 時間振

しん

盪
とう

洗浄した。茶葉洗浄液を静置後，その上澄みを遠
心分離（15,000rpm， 5 分，室温）し，沈殿を回収
した。この沈殿よりWirzard SV genomic DNA puri-
fication kit（Promega）を用いて，茶葉洗浄液に含
まれる細菌の全ゲノムDNAを調製した。その後，
Beffaらの方法（Beffaら，1996）を参考に，E.coli 16S 
rRNA遺伝子の11－26位に相当するUpper primer：
5 ’－ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA－3  ’

表 １　本研究で用いた阿波番茶および非発酵番茶試料と
　　　分析したクローン数

図 １  本研究で用いた阿波番茶および非発酵番茶茶葉試料
各茶葉試料名は表 １ に対応し，IBおよびBBのみ非発酵番茶である。
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（24mer，Tm=53℃）およびE.coli 16S rRNA遺伝子
の1393－1411位に相当するLower primer： 5 ’－
ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTG TGTA－3  ’

（27mer，Tm=67℃）を用いて，得られたゲノムDNA
を鋳型にして，ASTEC社製PC707サーマルサイク
ラーによりPCRを行った。PCRプログラムは，98℃
で10秒間DNAを変性させ，55℃で60秒間primerを
アニーリングし，72℃で90秒間DNA鎖の伸長を行
うサイクルを30サイクル繰り返した。得られたPCR
産物をpGEM－Tベクター（Promega社製）に挿入
し，各茶葉試料細菌由来16S rRNA遺伝子のクロー
ンライブラリーを作製した。表 1 に示したように，
各茶葉試料につき16〜25クローン（計292クローン）
を，ABI社製310 Genetic analyzerでDNA塩基配列
決定を行った。解析可能であった約1300bpについて
塩基配列をNCBI BLAST（http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi）のblastnプログラムでDNA塩基配列
データベースと照合し，各茶葉に含まれる細菌の推
定を行なった。一方，塩基配列の相同性解析はDDBJ

（DNA Data Bank of Japan）のClustal W ver.2.1プ
ログラム（http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/）を用い，
系統樹の作成・解析はTreeViewプログラムにより
NJ（Neighbor joining method）法により行なった。
その際，乳酸菌群の解析にはBacillus subtilis（枯草
菌）を，Klebsiella属細菌の解析にはE.coliの16S 
rRNA遺伝子の塩基配列をそれぞれOutgroupとして
用い，Bootstrap値の計算を1000回行ない，結果を進
化距離として表した。

３ ．実験結果
　 １）発酵茶および非発酵茶茶葉細菌由来16S rRNA

遺伝子のPCRによる増幅とクローンライブ
ラリー作製

　上記 ２ . で述べたように，13種の発酵茶（Ａ－Ｈ，
Ｊ，Ｌ，Ｍ，SC，HIB）および 2 種の非発酵茶（IB，
BB）の茶葉試料をTE緩衝液で洗浄し，各茶葉中の
細菌の全ゲノムDNAを調製した。次に，これらを鋳
型としてE.coli 16S rRNA遺伝子に相同なprimerを用
いてPCRを行った。PCR産物のアガロースゲル電気
泳動の結果を図 2 に示す。茶葉に細菌が含まれてい
れば，細菌は16S rRNA遺伝子を有するため，PCR
でこの遺伝子が増幅される。図 2 の結果より，検討
した15種の茶葉洗浄液すべてにおいて，細菌の16S 
rRNA遺伝子の長さに相当する約1.5kbpのPCR増幅

断片が見られたため，各茶葉における細菌の存在が
明らかとなった。そこで，これらの細菌の同定を行
うために，16S rRNA遺伝子と推定されるPCR増幅
産物を精製後，pGEM－T vectorに挿入したクロー
ンライブラリーを作製した。各茶葉試料由来の得ら
れたクローン（計292クローン）よりプラスミドDNA
を調製し，M13 forwardおよびM13 reverseシークエ
ンスプライマーを用いて，クローニングした各16S 
rRNA遺伝子の塩基配列（1300－1500bp）を決定した。
　 ２ ）10種の徳島県内産発酵茶（阿波番茶）茶葉の

16S rRNA遺伝子解析による細菌の同定
　徳島県内で生産された発酵茶（阿波番茶）10種（試
料Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｆ，Ｇ，Ｊ，Ｌ，Ｍ）につ
いて，上記 １ ）で決定した塩基配列のうち，PCRプ
ライマーの塩基配列を除いた塩基配列データを，
NCBI BLASTのblastnプログラムでDNAの塩基配列
データベースと照合し，茶葉に存在する細菌の同定
を行った（表 ３ ）。
　その結果，試料ＡではStaphylococcus属細菌が最も
多く（10クローン），その他Paenibacillus属，Bosea

属，Burkholderia属細菌や（相同性99.5%以上），乳
酸菌の一種であるLactobacillus vaccinostercusと相
同なクローン（A12）が 1 クローン検出された（相

図 ２　阿波番茶および非発酵番茶茶葉由来細菌の16S 
rRNA遺伝子のPCR増幅

阿波番茶および非発酵番茶茶葉洗浄液に含まれる細菌のゲノム
DNAを鋳型とし，E.coli 16SrRNA遺伝子に相補的なprimerおよ
びTakara ExTaq DNA polymeraseを用いてPCRを行った。この
うち反応液10μlを電気泳動に用いた。PCR産物（矢印）を切り
出し後，pGEM-Tベクターに挿入し,DNA塩基配列を決定した。
Mは分子量マーカー（λ/Hin d Ⅲ）であり、Controlは約1500bp
のPCR産物であり，予想されるPCR産物は1300～1500bpである。
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同性99.6%）。試料ＢではBurkholderia属細菌が最も
多く検出され（ 7 クローン，相同性99.6－99.8%），試
料Ａ同様，Staphylococcus属（相同性99.4－99.6%），
Bosea属（同98.5－99.1%）も見られた。これらの細
菌に加え，Brevundimonas属（相同性99.8－99.9%），
Propionibacterium属（同100%），Anaerococcus属

（同99.4%），Veillonella属（同99.6%），Streptomyces

属細菌（同99.8%）が見られ，乳酸菌は検出されなか
った。試料ＣではStaphylococcus属，Escherichia属，
Rahnella属細菌が 4 クローンずつ検出され（相同性
99.3－100%），Streptomyces属（同99.5－99.9%），Paeni-

bacillus属細菌（同99.6%）も見られた。また乳酸菌
の一種であるLeuconostoc mesenteroides subsp. dex-

tranicumに相同なクローン（C52）が 1 クローン検
出された（同99.4%）。試料Ｄは試料Ａ～Ｃと異なり，
乳酸菌であるLactobacillus属細菌が優占種であり

（14クローン，相同性99.5－100%），岡田ら（岡田ら，
1996）が報告しているKlebsiella pneumoniae（同
99.5－99.9%）も 3 クローン検出された。試料Ｅでは，
Klebsiella pneumoniaeが 5 クローン（相同性99.5－
99.9%），Lactobacillus属細菌が 4 クローン検出され

（同97.5－100%），その他Staphylococcus属，Propi-

onibacterium属，Bosea属，Geobacillus属，Brevun-

dimonas属細菌などが見られた（同99.2－100%）。試
料ＦではStaphylococcus属およびSphingomonas属
細菌がそれぞれ 4 クローンずつ見られ（相同性99.6

＊表に示したAccession Numberは，本研究で解析した細菌の16S rRNA遺伝子の塩基配列データが，DDBJ（DNA 
Data Bank of Japan）などのDNAデータベース上で最も一致するものを示した。

表 ２　16S rRNA遺伝子解析による10種の徳島県内産阿波番茶茶葉の細菌種の同定
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－100%），他の試料とは異なるPeptoniphilus属，
Edaphobacter属，Methylobacterium属，Methylover-

satilis属細菌も 1 クローンずつ検出された（同99.3－
100%）。試料ＧはKlebsiella pneumoniaeが 6 クロー
ン（相同性99.4－99.8%），Lactobacillus属細菌が10
クローン（相同性98.9－99.9%）検出され，これらが
優占種であった。その他Pseudomonas属，Acetobacter

属細菌は，徳島県内産試料ではこの試料Ｇのみで検
出された（相同性99.3－99.9%）。試料Ｊでは，Lactoba-

cillus属細菌（相同性99.4－100%）およびKlebsiella

属細菌（相同性99.5－99.7%）がそれぞれ 6 クローン
ずつ検出され，これらが優占種であった。試料Ｌで
は，Lactobacillus属細菌が優占種（10クローン，相
同性91.4－99.8%）であり，他試料でも見られたMethy-

loversatilis属細菌も 3 クローン検出された（同92.7
－99.6%）。最後に試料MではLactobacillus plantarum

が12クローンと優占種であり（相同性94.8－99.8%），
他にKlebsiella pneumoniaeが 2 クローン見られた

（同99.5－99.9%）。以上より徳島県内産阿波番茶では，
特に試料Ｄ，Ｇ，Ｊ，Ｌ，Ｍにおいて，乳酸菌であ
るLactobacillus属細菌や，発酵に関与が示唆されて
いるKlebsiella属細菌が多く検出された。また阿波
番茶10種で見られた乳酸菌において，岡田らが報告
しているLactobacillus plantarumに加え（岡田ら，
1996），本研究の解析によりLactobacillus vaccinos-

tercus，Lactobacillus fermentum，Lactobacillus 

coryniformis，Lactoba-cillus collinoides，Leuconostoc 

mesenteroidesの存在が新たに示唆された。

　 ３ ）三好市産発酵茶（阿波番茶）および非発酵茶
茶葉の16S rRNA遺伝子解析による細菌の
同定

　これまで報告のない三好市で生産された 3 種の発
酵茶（試料Ｈ，SC，HIB）および 2 種の非発酵茶（番
茶，試料BBおよびIB）茶葉に存在する細菌相につい
て，上記と同様に得られた各クローンの16S rRNA
遺伝子の塩基配列データを，NCBI BLASTのblastn
プログラムでDNAの塩基配列データベースと照合
し，各茶葉に存在する細菌の同定を行い，上記 ２ ）
の徳島県内で生産された発酵茶（阿波番茶）茶葉の
細菌と比較検討した（表 ３ ）。
　まず三好市産発酵茶 3 種の茶葉の細菌同定の結果，
試料Ｈでは他の阿波番茶試料ではほとんど検出され
なかったAcetobacter属細菌（相同性93.6－99.2%）が
15クローンと優占種であり，またKlebsiella属細菌
も 3 クローン検出された（相同性99.4－99.8%）。さ
らにGluconacetobacter属，Comamonas属，Sphingo-

bium属，Sphingobacterium属細菌など（相同性99.4
－99.7%），他の阿波番茶では見られない細菌が多く
検出された。試料HIBでは，Lactobacillus属細菌と
Klebsiella属細菌（両者とも相同性99.6－99.9%）のみ
が検出され，Lactobacillus vaccinostercus（ 8 クロ
ーン）およびKlebsiella pneumoniae（ 5 クローン）
が優占種であった。また試料SCでは，Lactobacillus

属細菌（13クローン，相同性94.2－99.9%））が優占
種であり，その他Klebsiella属細菌（ 4 クローン，同
94.2－99.9%）），Enterobacter属細菌（ 3 クローン，同

＊表中のAccession Numberは，表 ２ と同様に示した。

表 ３　16S rRNA遺伝子解析による三好市産発酵茶および非発酵茶茶葉の細菌種の同定
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99.3－99.6%）などが見られた。さらに，乳酸菌の一
種であるLactococcus lactis（相同性99.9%）やKleb-

siella oxytoca（相同性94.2－99.6%）は，解析した全
試料のうち試料SCのみで検出された。
　一方，三好市産非発酵茶（番茶）の細菌について
は，BB，IBとも乳酸菌やKlebsiella属細菌は検出さ
れず，ほとんどが茶葉葉緑体由来の塩基配列（Camel-

lia sinensis var. sinensis chloroplast）を持つクロ
ーンであった（IB，15クローン；BB，17クローン）。
また非発酵茶茶葉の細菌については，IBではAcidov-

orax属，Escherichia属，Pseudomonas属，Chryseo-

bacterium属，Herbaspirillum属，Methylobacterium

属，Bosea属，Sphingomonas属細菌などが検出され
（相同性99.3－99.9%），一方BBでは，Enterobacter

属，Brachybacterium属，Brevibacterium属，Staphy-

lococcus属，Bosea属細菌などが検出された（相同性

98.2－100%）。これらのIBおよびBBの細菌群は，乳
酸菌がほとんど見られなかった県内産阿波番茶茶葉

（試料 ƒ など）の細菌種と類似していた。
　 ４ ）発酵茶（阿波番茶）茶葉の16S rRNA遺伝子

解析による乳酸菌群の系統解析
　上記の結果より，徳島県内および三好市で生産さ
れた発酵茶（阿波番茶試料Ａ，Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｆ，Ｇ，
Ｊ，Ｌ，Ｍ，SC，HIB）には，これまで報告された
Lactobacillus plantarum以外の乳酸菌であるLacto-

bacillus属，Lactococcus属，およびLeuconostoc属
細菌の存在が示唆された。そこで，表 4 に本研究で
検出された乳酸菌由来クローン一覧をまとめた。さ
らに各阿波番茶に存在する乳酸菌の系統関係を検討
するため，表 4 の決定した16S rRNA遺伝子の塩基
配列（1151〜1402bp）について，DDBJのClustal W 
ver2.1を用いて多重アライメント解析および系統樹

表 ４　阿波番茶茶葉における乳酸菌由来クローンの16S rRNA遺伝子解析
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による系統解析を行なった（図 3 ）。その結果，徳島
県内で生産された阿波番茶茶葉には， 3 属（Lacto-

coccus属，Leuconostoc属，Lactobacillus属）の乳酸
菌群の存在が示唆された。Lactococcus属細菌（図 3
グループⅠ）は三好市産試料SCでのみ検出され，
Lactococcus lactisと99.9%塩基配列が一致した。ま
たLeuconostoc属細菌（図 3 グループⅡ）は那賀町相
生産試料Ｃでのみ検出され，Leuconostoc mesen-

teroides subsp. dextranicumと99.4%一致した。この
2 属の乳酸菌は田村ら（1994）および岡田ら（1996）
の阿波番茶中の微生物に関する報告には含まれてお
らず，本研究で新たに阿波番茶茶葉での存在が示唆
された。一方，最も多く見られたのはLactobacillus

属細菌（図 3 グループⅢ）で，徳島県産試料Ａ，Ｄ，
Ｅ，Ｆ，Ｇ，Ｊ，Ｌ，Ｍ，および三好市産試料SC，
HIBにおいて計80クローン検出された（表 4 ）。さら
に図 3 の系統解析の結果より，Lactobacillus属細菌
は 5 サブグループ（図 3 グループⅢa－Ⅲe）に分類
され，それぞれLactobacillus（Lb.）fermentum（図
3 グループⅢa），Lb. coryniformis subsp. coryni-

formis（同Ⅲb），Lb. vaccinostercus（同Ⅲc），Lb. 

collinoides（同Ⅲd），Lb. plantarum/pentosus（同
Ⅲe）と相同なクローンが多数見られた。サブグルー
プⅢaは徳島県内産試料ＤおよびＬのみ，Ⅲbは県内
産試料ＪおよびＧのみ，サブグループⅢdは試料Ｊ
のみでそれぞれ見られたことから，これらは各阿波
番茶に特異的に存在している可能性が考えられる。
さらにサブグループⅢcは試料Ａ，Ｅ，Ｇ，Ｊ，HIB
で見られ，上勝町産試料および今回検討した三好市
産試料HIBで多く検出された。一方，グループⅢeの
Lb. plantarum/pentosusについては，田村ら（1994）
および岡田ら（1996）もその存在を報告しており，
Ⅲeは検討した発酵茶13種のうち 8 種（Ｄ，Ｅ，Ｆ，
Ｇ，Ｊ，Ｍ，SC，HIB）より検出され，特に試料Ｄ，
Ｍ，SCでは優占種として存在していることが示唆
された。以上より本研究で検討した結果，阿波番茶
茶葉にはⅢa，Ⅲb，Ⅲc，Ⅲdに分類されるLactoba-

cillus属細菌の存在が新たに明らかになった。

図 3　阿波番茶茶葉乳酸菌由来クローンの16S rRNA
遺伝子塩基配列に基づく系統樹（近接結合（NJ）法）

図中の数字は1000回計算のBootstrap値を，バーは 1 %の塩基配
列の相違をそれぞれ示す。Outgroupは，Bacillus subtilisの16S 
rRNA遺伝子の塩基配列（AJ276351）を使用した。
細菌グループ；Ⅰ：Lactococcus sp.（Lc.）,Ⅱ：Leuconostoc sp.

（Le.），Ⅲ：Lactobacillus sp.（Lb.）
略記号；K: Klebsiella *表に示した各クローンの16S rRNA遺伝
子の塩基配列データは，試料欄に示したAccession Numberによ
り，DDBJ（DNA Data Bank of Japan）に登録されている。

表 ５　阿波番茶茶葉におけるKlebsiella属細菌由来クロー
ンの16S rRNA遺伝子解析
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 ５ ）発酵茶（阿波番茶）茶葉の16S rRNA遺伝子
解析によるKlebsiella属細菌の系統解析

　これまでの検討により，徳島県で生産される阿波
番茶茶葉の細菌相，特に乳酸菌群の系統分類上の特
徴について述べてきた。上記 1 ．で触れたが，四国の
発酵茶のうち阿波番茶と石鎚黒茶の発酵の過程にお
いて，乳酸菌とともに寄与していると考えられてい
るのがKlebsiella属細菌である（田村ら，1994，岡田
ら，1996）。Klebsiella属細菌を含む発酵食品は珍し
く，その細菌の機能や生産物質に関する注目が集ま
っている（Tamang，2016）。そこで本研究において
検討したクローンのうちKlebsiella属細菌（表 5 ）の
系統関係を検討するため，各16S rRNA遺伝子の塩
基配列（1360〜1402bp）を，DDBJのClustal W ver 
2.1を用いて多重アライメント解析および系統樹によ
る系統解析を行なった（図 ４ ）。
　その結果，検討した阿波番茶茶葉には少なくとも
3 種のKlebsiella属細菌（図 ４ グループＩ〜Ⅲ）が存
在していると推定された。グループⅠはKlebsiella 

oxytocaで（図 ４ グループＩ），三好市産試料SCの
SC13，SC39，SC40の塩基配列は最もKlebsiella 

oxytocaに類似していた（表 ５ ）。ただし，SC39は
98.7%，SC40は94.2%と類似性は低く，SC13のみが
99.6%と高い相同性を示したことから，茶葉試料内
で種間に相違があるものと推定される。一方，グル
ープⅡのKlebsiella pneumoniaeはこれまで報告が
あり，本研究においても，県内産試料D，E，G，J，
Ｍや三好市産試料Ｈ，HIB由来の計28クローンが
Klebsiella pneumoniaeに高い相同性を示した（99.4
〜99.9%）。また，クローン間の塩基配列の相違も 1 %
以内とサブグループⅡ内では高い類似性が見られた。
さらにグループⅡの中には，第 3 のグループとして
Klebsiella variicolaに類似したクローン（J22，SC204）
が含まれており（図 ４ グループⅢ），三好市産茶葉試
料（Ｈ，SC，HIB）では 3 種のKlebsiella属細菌の
存在が示唆された。一方，県内産茶葉試料ではグル
ープⅠのKlebsiella oxytocaに相同なクローンは検
出されず，Klebsiella variicolaも 1 クローン（J22）
のみであったことから，Klebsiella pneumoniaeが
主要な細菌であると考えられる。

４ ．まとめ
　本研究では，徳島県三好市で生産される阿波番茶
および非発酵番茶中の微生物相について知見を得る

ために，徳島県内産発酵茶（阿波番茶）13種および
非発酵茶（番茶） 2 種の茶葉微生物のクローンライ
ブラリー法による16S rRNA遺伝子の解析を行い，他
の県内産阿波番茶のものと比較検討を行った。
　その結果，県内産阿波番茶茶葉由来細菌の特徴と
しては，乳酸菌群として 3 属（Lactococcus属，Leu-

conostoc属，Lactobacillus属）の存在が挙げられる。
このうち，Lactococcus属細菌（図 3 グループⅠ）は
三好市産試料SCでのみ検出され，Leuconostoc属細
菌（図 3 グループⅡ）は那賀町相生産試料Ｃでのみ
見られた。さらに，最も多く検出された Lactoba-

cillus（Lb.）属細菌はさらに 5 サブグループ（図 3
グループⅢa－Ⅲe）に分類され，Lb. fermentum，
Lb. coryniformis subsp. coryniformis，Lb. vaccinos-

tercus，Lb. collinoides，Lb. plantarum/pentosus

を含むことが明らかとなった。このうち，三好市産
発酵茶試料（H，SC，HIB）では特にLb. plantarum

またはLb. vaccinostercusが優占種であった。
　以上より，Lactococcus属，Leuconostoc属，およ
びLactobacillus属細菌のうち 4 種（Lb. fermentum，
Lb. coryniformis subsp. coryniformis，Lb. vaccinos-

図 4　阿波番茶茶葉のKlebsiella属細菌由来クローン
の16S rRNA遺伝子塩基配列に基づく系統樹（近
接結合（NJ）法）

図中の数字は1000回計算のBootstrap値を，バーは 1 %の塩基配
列の相違をそれぞれ示す。Outgroupは，E.coliの16S rRNA遺伝
子の塩基配列（J01695）を使用した。
細菌グループ；Ⅰ：K. oxytoca，Ⅱ：K. pneumoniae，Ⅲ：K. variicola
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tercus，Lb. collinoides）については，田村ら（1994）
および岡田ら（1996）の阿波番茶中の微生物に関す
る報告には含まれておらず，本研究で新たに阿波番
茶茶葉での存在が示唆された。乳酸菌群は26属に分
類され，Lactococcus属はL－乳酸を生成するホモ発
酵型球菌，Leuconostoc属はD－乳酸などを生成す
るヘテロ発酵型球菌である。前者は主に乳製品に，
後者は漬物などに含まれる（中川ら，2001，辨野，
2011）。一方Lactobacillus属は乳酸菌の中で最も種
類が多く，ホモ発酵型（乳酸のみ生成）もしくはヘ
テロ発酵型（乳酸，エタノール，酢酸，CO2などを
生成）桿

かん

菌
きん

であり，多くの乳製品や発酵食品から見
つかっている（中川ら，2001，麻植ら，2014，Tamang
ら，2016）。遠藤らの分類に従うと，本研究で見出し
た 5 種のLactobacillus属細菌は，Lb. plantarumと
Lb. collinoidesがLb. plantarumグループ，Lb. fer-

mentumがLb. reuteriグループ，Lb. coryniformisと
Lb. vaccinostercusはその他となっている（遠藤ら，
2008）。これらはグループにより発酵過程や生成物
が異なるため，発酵茶に含まれる乳酸菌と生成物の
関係，そしてプロバイオティクスなど保健効果など
については大変興味深く，今後検討する必要がある。
　一方，もう一つの主要な細菌のKlebsiella属細菌
については，三好市産茶葉試料（Ｈ，SC，HIB）で
は 3 種のKlebsiella属細菌（Klebsiella oxytoca，Kleb-

siella pneumoniae，Klebsiella variicola）の存在が
示唆され，特に試料SCではKlebsiella pneumoniae

に相同なクローンは見つからず，残り 2 種のKlebsi-

ella属細菌のみであった。一方，三好市以外の県内
産茶葉試料ではKlebsiella oxytocaに相同なクローン
は検出されず，Klebsiella variicolaも 1 クローンの
みであったことから，Klebsiella pneumoniaeが主要
な細菌であると考えられる。Drancourtらによると，
グラム陰性桿菌であるKlebsiella属細菌は大きく 3
つのクラスターに分けられ，Klebsiella pneumoniae

はクラスターⅠ，Klebsiella oxytocaはクラスターⅢ
に属する（Drancourtら，2001）。これらは生育温度
や炭素源として利用可能な糖の種類が異なり，また
岡田らは阿波番茶のKlebsiella pneumoniaeが発酵
によりアルコールを生成すると報告している（岡田
ら，1996）。一方Klebsiella variicolaは，2004年に
Rosenbluethらにより系統的にKlebsiella pneumoniae

と異なる新種として提唱され，adonitolは非発酵/
rhamnose発酵性と報告されている（Rosenbluethら，

2004）。以上のKlebsiella属細菌について，これまで
報告のないKlebsiella oxytocaおよびKlebsiella varii-

colaが三好市産阿波番茶茶葉に含まれる可能性を本
研究で初めて見出した。Klebsiella属細菌と生成物，
阿波番茶の成分への寄与などについても，今後検討
する必要がある。
　一方非発酵茶である番茶茶葉試料（BB，IB）では，
茶葉の揉捻作業より茶葉が傷つけられるが，阿波番
茶のように発酵工程がないため，茶葉中の葉緑体

（Camellia sinensis var. sinensis chloroplast）に起
因する16S rRNA遺伝子クローンが多数検出された。
検出されたクローン数は少ないものの，細菌として
はAcidovorax属，Methylobacterium属，Pseudomo-

nas属，Sphingomonas属などの細菌が茶葉に付着し
ていることが示唆された（表 3 ）。これらの細菌の一
部は発酵茶茶葉試料の一部でも検出されており（表
2 ），茶の栽培土壌中や茶の根にも見られる細菌で
あることから（Gulatiら，2011，Liら，2016，）検討
した試料においても茶の栽培土壌由来の細菌が検出
されたものと推定される。これらの細菌は茶の土壌
からの炭素や窒素利用に寄与しており，土壌中の細
菌叢

そう

が安定した茶の栽培や収量等に影響を与えると
考えられる（Gulatiら，2011）。そのため本研究の細
菌に関する知見は，三好市で栽培される茶の栽培土
壌の維持管理につながると期待される。
　最後に，茶の栽培は中山間地域や山間部で行われ
るため，栽培農家の後継者育成が問題となっており，
また阿波番茶の製造者も減少しているため，次世代
に栽培，製造法や茶の文化をどのように継承するか
が課題となっている。2018年現在，国の文化審議会
は，四国で伝承されている発酵茶の製造技術を記録
作成等の措置を講ずべき無形の民俗文化財に選択す
るよう答申している。このような状況から，現在製
造されている阿波番茶茶葉の微生物相に関する知見
を文献として記録しておくことは重要であり，意義
深いと考えられる。ただし，本研究で検討した徳島
県内産阿波番茶でも，発酵性微生物が見られない，
もしくは少ないものもあったため，阿波番茶製品の
微生物検査などを行えれば，阿波番茶の品質管理や
品質保持に役立つものと思われる。また本稿で報告
した潜在的に存在する微生物について，培養条件を
適切に設定して微生物株の探索・単離を行い，得ら
れた菌株の系統保存なども今後必要であろう。
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