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研究成果の概要： 
 
 酢酸菌の「酢酸発酵」には，酢酸を生成するエタノール酸化能に加えて，生成された高濃度

酢酸に対する耐性能が必要である．本研究では，この酢酸耐性機構を，酸化呼吸鎖や酢酸排出

系と関連させて，解析した．結果，酢酸菌の属間および種間で様々に異なる能力を示す酢酸耐

性能は，共通して，そのエタノール酸化反応，特にその中心となるアルコール脱水素酵素，に

よるエネルギー生成能と密接に関係していること，細胞膜に存在する酢酸排出系に加えて，細

胞膜リン脂質および細胞表面に存在するヘテロ多糖が重要な役割を果たすことが明らかにした． 
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１．研究開始当初の背景 
 

 酢酸菌による酢酸発酵には、「酢酸生成」

反応，「酢酸耐性」反応，および「酢酸過酸

化」反応の３つの重要な反応機構が関与して

いる．私たちは，この「酢酸生成」および「酢

酸過酸化」反応について，これまで多くの生

化学的研究成果を発表してきた．しかしなが

ら，「酢酸耐性」反応についてはエネルギー

代謝と関連する高度に複雑な機構であると

予想されるため，さらに細胞膜や細胞壁など

の細胞構造と密接に関係していると予想さ

れるため，これまでほとんど手がつけられて

いなかった．最近になって，「酢酸耐性」に

関与する特異な酢酸排出系の存在がしめさ

れてきており，また静置培養で生成される菌

膜がこの耐性能に関係しているとする予備

的な結果も得られてきて，酢酸発酵における

この重要な課題に挑戦できる条件が整って

きた． 
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２．研究の目的 
 
 本研究では，酢酸菌の酢酸発酵に重要な

「酢酸耐性」機構を明らかにすることを目的

として，関連する以下の項目について解析を

試み，その解析を通じてその機構の解明に迫

ることとした． 
1） 酢酸菌の属および種間の酢酸耐性能の違

いと適応的酢酸耐性株の解析 
2） 酢酸菌のエタノール酸化（酢酸生成）反

応によるエネルギー生成が酢酸耐性能に及

ぼす影響 
3） 酢酸耐性を保障する「酢酸排出系」およ

び「酢酸防御系」の解析 
 
３．研究の方法 
 
1） 使用酢酸菌株：中度酢酸生成菌 Aceto- 
bacter pasteurianus IFO3283, 耐熱性中度酢酸

生成菌 Acetobacter pasteurianus SKU 1108, 高
度酢酸生成菌 Gluconacetobacter europaeus な

ど 
2） 培養方法：YPG（酵母エキス・ペプトン・

グリセロール）もしくは YPGD（YPG+グル

コース）に種々の濃度のエタノールおよび酢

酸を含む培地で静置および振盪培養，さらに

ジャーファーメンターでの培養を行った． 
3） 酵素活性の測定：菌体をフレンチプレス

で破砕し，超遠心によって細胞膜を集め，常

法に従って，アルコール脱水素酵素（ADH）

などの種々の酵素活性を測定した． 
4） 酢酸の取り込み：生菌体および膜小胞を

用いて，常法に従って，14C-Acetate の取り込

み活性の測定を行った． 
 
４．研究成果 
 
■ 酢酸菌の属間および種間の酢酸耐性能の

違いと適応的酢酸耐性株の解析： 酢酸発酵

を行う酢酸菌は，高度酢酸生成菌の G. 
europaeus を始めとするGluconacetobacter 属
酢酸菌と中度酢酸生成菌 A. pasteurianus を始

めとする Acetobacter 属酢酸菌に大別される．

前者は 6〜10％酢酸の生成を行うことができ，

後者は 2〜5％酢酸の生成に使われる． 
 これら酢酸菌両者の酢酸耐性能の違いの

要因の１つとして、細胞膜の ADH 活性に 2
倍以上の違い（Acetobacter 酵素の~8U/mg に

対し，Gluconacetobacter 酵素の~18U/mg）が

あることがわかった．両者からの精製酵素は

同じ比活性（180~190U/mg）をもつことから，

ADH の高発現が酢酸耐性の主要因であると

考えられた．加えて，Gluconacetobacter 酵素

は Acetobacter 酵素に比べ、高濃度酢酸に対す

る耐性を有していることも明らかとなった.  
 一方で、同じ中度酢酸生成菌 Acetobacter
属の中でも，その種によって，またその生育

温度によって、様々に異なる酢酸耐性を示す

ことがわかった．耐熱性酢酸菌A. pasteurianus 
SKU1108 および MSU10 株は，39℃の高温で

も 1.5%酢酸存在下で生育できるが，これらの

菌のADHは常温菌A. pasteurianus IFO3191の
酵素に比べ，その耐熱性だけでなく酢酸に対

して高い安定性を示すことが明らかとなっ

た（図１）． 
 また，酢酸感受性の Acetobacter syzygii 
SKU19 株から 1％酢酸存在下での培養をくり

返すことで酢酸耐性を示す適応株を取得し

たところ，やはり ADH 活性の増加がみられ

た． 
 このように，本研究の結果，「酢酸耐性能」

の少なくとも１つの要因として酢酸に耐性

をもつ ADH の高発現が関係していることが

明らかになった． 

 
 
図 1．耐熱性酢酸菌（MSU10 および SKU1108

株）の ADH と常温性酢酸菌（IFO3191 株）の

ADH の酢酸に対する耐性の違い これらの菌

株から精製された ADH を種々の濃度の酢酸（下

に示すのはそのときの溶液の pH）と氷中で 30 分

間インキュベートした後の活性を測定した． 
 
■ エタノール酸化系エネルギー生成反応と

酢酸耐性能の関係： 酢酸菌は酢酸発酵時に

「酢酸耐性能」を示す．上述したように，エ

タノール酸化系の初発に関与する ADH が酢

酸耐性と密接にリンクしていることから，こ

れには酢酸生成反応を行うエタノール酸化

系呼吸鎖によるエネルギー生成が寄与して

いる可能性が高い．そこで，エタノール以外



 

 

の酸化系でも酢酸耐性のためのエネルギー

供給を行えるか否かを明らかにするため，乳

酸やコハク酸などの呼吸基質をエタノール

に代えて与え，その「酢酸耐性能」に及ぼす

影響を比較解析した．その結果，これらの基

質でもある程度の酢酸耐性が認められたこ

とから，ADH 自身と言うよりは，ADH を初

発とするエタノール酸化系呼吸鎖のエネル

ギー生成能が酢酸耐性の要因となっている

と考えられた． 
 酢酸菌の酢酸発酵は，エタノール酸化期，

酢酸耐性期，酢酸過酸化期の各生育期によっ

て，エネルギー生成能および酢酸耐性能は変

化する．そこで，A. pasteurianus IFO3283 株の

各生育期における呼吸鎖とエネルギー生成

能について検討した．まづ，呼吸鎖末端オキ

シダーゼを低温スペクトルで解析し，エタノ

ール酸化期に Cytochrome ba3ユビキノール・

オキシダーゼが高濃度生成し，耐性期および

過酸化期ではそれが著しく低下して別のシ

アン耐性オキシダーゼ，ユビキノール bd も

しくはシアン非感受性オキシダーゼ CIO に

変化することがわかった．一方，初発で働く

NADH 脱水素酵素には Type I と Type II の 2
つが機能していることが明らかとなったが，

エタノール酸化期にどちらが主に機能して

いるかはまだ明らかになっていない．また，

膜小胞による種々の基質によるエネルギー

生成能を検討した結果，エタノールに加えて，

グルコース，乳酸，および NADH によっても

エネルギー生成が起ることが示された．  
 このようにして，まだその詳細は明らかで

はないが酢酸耐性を示すエタノール酸化期

の細胞では Cytochrome ba3オキシダーゼを末

端に持つ呼吸鎖で主にエタノールの酸化に

よってエネルギー生産を行っていることが

示唆された． 
 
■ 酢酸耐性を保障する「酢酸排出系」およ

び「酢酸防御系」についての解析： 「酢酸

耐性期」の急速な生菌数の減少する時期に，

CSLM を用いた生菌・死菌の解析を行った結

果，多くの死菌に加えて、生死中立のように

見える細胞が観察された．しかも，これらの

細胞の多くは何らかの膜様のものに覆われ

ているように観察された．これらの酢酸発酵

時の菌を寒天プレート上で観察すると，発酵

にともなって，S（滑面のコロニーを示す）

が減少し，逆に R 株（粗面コロニーを示す）

が増加することが示された．R 株は菌膜多糖

を生成することが知られているので，菌膜多

糖を生成できない S株とR株での生菌体によ

る 14C-Acetate の取り込み（流入）活性を測定

した．その結果，欠損株での取り込み（流入）

活性が高いことが示され，菌膜多糖が酢酸耐

性と相関があることが示唆された（図 2）． 
 

 
図 2．A. pasteurianus MSU10 の R 株と S 株の酢

酸の取り込みの違い 各菌体懸濁液（pH6.5）に

0.4 mM[1-14C] acetate を添加して，その取り込み活

性を測定した． 
 
 一方，高度酢酸生成菌 Gluconacetobacter に
おいて，その培養基に含まれる酢酸の濃度を

高めてゆくと，細胞膜のリン脂質組成と脂肪

酸組成に変化が現れることが明らかとなっ

た．つまり，ホスファチジルエタノールアミ

ンとカルジオリピンが減少し，ホスファチジ

ルコリンとホスファチジルグルセロールが

増加した．加えて，それらのリン脂質の主要

脂肪酸である不飽和 cis−バクセ酸が増加した．

このように，細胞膜のリン脂質の組成と構造

も酢酸耐性に重要な影響を与えることが明

らかとなった． 
 酢酸排出系の解析は，これまで中度酢酸生

成菌 A. pasteurianus で解析が進められている．

しかし，酢酸発酵下の菌体による酢酸排出能

を詳細に解析するためには，膜小胞や反転膜

小胞を使った解析をすすめる必要がある．そ

のため，YPG 培地で培養した細胞の休止菌体，

さらにそこから調製された膜小胞を用いた
14C-Acetate の取り込み活性の測定を行った．

これら生菌体および膜小胞では，その取り込

み活性が認められたが，排出活性を明確に示

す結果は得られなかった．そこで，酢酸耐性

において重要な役割を担うと思われる酢酸

排出系を解析するために，酢酸発酵条件下の



 

 

菌体からの膜小胞の調製と同時に，非発酵時

菌体および発酵条件下からの反転膜小胞の

調製法の開発が進められてきた．現在，それ

らの方法が一部確立され，またその他につい

ても確立できる展望がでてきた．今後，これ

らの膜小胞および反転小胞の調製法を早急

に確立し，それらを用いた酢酸の取り込みを

解析することによって，酢酸排出機構を解明

したい． 
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○出願状況（計 ２ 件） 
① 名称：高温酢酸発酵酢酸菌 
発明者：松下一信、秦野智行、薬師寿治、足

立收生 
権利者：山口大学 
種類・番号：特願 2008-287703 
出願年月日：20 年 11 月 10 日 
国内特許 
② 名称：酢酸菌 Acetobacter pasteurianus 
IFO3191 が産生するヘテロ多糖からなるメラ

ニン生産抑制剤 
発明者：大岡 朗、松下一信、外山博英、ア

ーパポーン・デラクサ、ソンポーン・ムーマ

ンミー、足立収生 
権利者：宇部興産／山口大学 
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