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研究成果の概要： 

好気的変敗（発酵飼料が開封後に腐敗すること）が起こりにくい TMR サイレージ（発酵混合

飼料）の細菌群集を解析して、変敗防止能をもつホモ発酵型乳酸菌の探索と作用幾序の解明を

試みた。培養法およびPCR-DGGEによる調査結果から、L. delbrueckii、P. acidilactici、S. bovis、

L. paracasei、L. plantarum を候補細菌としてリストアップし、牧草への添加試験によって P. 

acidilactici に変敗抑制効果があることを確認した。 
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１．研究開始当初の背景 

サイレージの調製・利用においては貯蔵過

程の発酵の良否が重視されるが、開封後の好

気的安定性を確保することもそれに匹敵す

る重要性をもつ。好気的変敗は乳酸や残存糖

が多いサイレージで進行しやすく、高糖材料

の選択、ホモ発酵型乳酸菌製剤の利用、予乾

の励行等、調製技術が進展した現代の方がそ

の解決は困難になっている。プロピオン酸

（塩）などの薬剤が好気的変敗の防止に有効

なことは明らかだが、コストおよび作業効率

の問題から広く普及するには至っていない。 

研究代表者らは、食品残渣を多用した TMR

サイレージ（発酵 TMR）の発酵特性と品質制

御に関する研究を行ってきた。その中で、TMR

サイレージが開封後 2週間以上発熱しないこ

とを示すとともに、高レベル（>105 cfu/g）

の酵母が検出されても高い好気的安定性が
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認められることを報告した。酵母はサイレー

ジを変敗させる主要因と考えられており、開

封時に 105 cfu/g 以上の酵母が検出されるサ

イレージは変敗しやすい。TMR サイレージは

酵母の増殖基質となる乳酸や残存糖も多く、

その好気的安定性を従来の知見で説明する

ことは困難である。 

ビール粕を主体とする TMRサイレージでは、

しばしば微量の 1,2-プロパンジオールが検

出される。研究代表者らはその原因微生物と

してヘテロ発酵型乳酸菌の Lactobacillus 

buchneri を分離しており、トウモロコシやイ

タリアンライグラスへの添加実験から、L. 

buchneri の変敗防止能と 1,2-プロパンジオ

ール生成能を明らかにした。L. buchneri は

乳酸から酢酸と 1,2-プロパンジオールを生

成するユニークな代謝系を有しており、増加

した抗菌性の酢酸が酵母の増殖や発熱を防

止する。古典的な微生物製剤にはない有用な

性質と考えられるが、これまで避けるべきと

されていた酢酸が多くなるので、関連研究者

のなかでもまだ評価が確定していない。L. 

buchneri の変敗防止能は広く認められてい

るが、ホモ発酵型で変敗防止能をもつ乳酸菌

等が明らかになれば、すみやかに置き換えら

れると考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、TMR サイレージの細菌群集を

解析して、好気的変敗を防止する細菌種とそ

の作用幾序を明らかにすることを目的とし

た。ホモ発酵型乳酸菌の組み合わせを目標と

したが、栄養素の損失や飼料の健全性を損な

う恐れがなければ、ヘテロ発酵型乳酸菌も候

補として考えた。 

 

３．研究の方法 

取り組んだ課題は、(1)TMR サイレージに見

出される細菌群集の解析、(2)ホモ発酵型乳

酸菌の分離と変敗防止能の調査、(3)実規模

TMR サイレージにおける細菌群集の解析であ

る。(1)ではビール粕とトウフ粕を主体とす

る実験室規模の TMRサイレージを調査対象と

したが、PCR-DGGE による群集解析から

Lactobacillus delbrueckii 、 Pediococcus 

acidilactici および Streptococcus bovis が、

培養法による解析から L. delbrueckii、

Lactobacillus paracasei 、 Lactobacillus 

plantarum、P. acidilactici および S. bovis

が候補細菌としてリストアップされた。(2)

ではトウモロコシとイタリアンライグラス

を材料として変敗防止能を調査したが、上記

の ホ モ 発 酵 型 乳 酸 菌 の な か で P. 

acidilactici に変敗抑制効果があることが

示された。続く(3)では国内各地から TMR サ

イレージを収集して実態調査を行ったが、実

規模 TMR サイレージにも L. buchneri が見出

されることや、製造工場や製造ロットによっ

て細菌群集が変動することが示された。 

L. buchneri ほど強力ではないものの、変

敗防止能をもつホモ発酵型乳酸菌として P. 

acidilactici を提示することができた。P. 

acidilactici をサイレージ用添加剤として

試験した報告は過去に数例あるが、変敗防止

の可能性は調べられておらず、新たな乳酸菌

製剤として今後の発展が期待できる。これま

でのところ作用機序がほとんど分かってお

らず、科学的な裏付けをもつ添加剤とするに

はさらなる実験が必要である。研究は現在も

継続しており、好気的変敗を促進する Pichia 

anomala に対して抗真菌作用をもつことが示

唆されている。研究成果の公表は今後も積極

的に行い、作用機序の解明を進めて P. 

acidilactici の実用化を目指したい。 

 

４．研究成果 



 

 

第一の課題では、実験室規模の TMR サイレ

ージを調製して、貯蔵中および開封後の細菌

群集の変化を調査した。食品残渣を多用する

TMR サイレージはバイオマスのリサイクル技

術として近年多くの研究がなされているが、

特筆すべき性質として開封後の好気的安定

性が非常に高いことが挙げられる。通常の牧

草サイレージは開封後 1～2 日目に変敗しは

じめるが、TMR サイレージは 1 週間以上変敗

しない。ビール粕やトウフ粕を主たる食品残

渣とすることが多く、また給与対象を高泌乳

牛とする製品が多いため、地域が異なっても

TMR サイレージの栄養素組成は近似している。

そのことが関係しているのかもしれないが、

変敗しにくいという性質は地域に関わらず

認められるようである。 

ビール粕を主体とする TMRをプラスチック

パウチに入れて貯蔵した。乾草材料としてア

ルファルファとスーダングラスを用い、発酵

特性の異なる TMRサイレージの調製を試みた。

酵母数はアルファルファを含むサイレージ

で低い傾向にあり、乳酸含量はスーダングラ

スを含むものが少ない傾向にあった。好気的

安定性は乾草材料と貯蔵期間の組み合わせ

によって変化し、短期貯蔵（2 週間）ではス

ーダングラスを含む TMRサイレージが開封後

5 日目に変敗した。貯蔵期間を 8 週間とする

といずれの TMRサイレージも発熱しなくなり、

これらの変化に対応する細菌群集の差異に

ついて検討した。 

16S rDNA の V3 領域を対象として PCR-DGGE

を行ったところ、TMR 材料に L. delbrueckii

と Lactobacillus fermentum が認められた。

これらは貯蔵中および開封後も安定して検

出されており、ホモ発酵型乳酸菌の L. 

delbrueckii が第一の候補細菌として挙げら

れることになった。一方、Lactobacillus 

buchneri と Lactobacillus brevis は貯蔵中

に主要菌種となっており、TMR 材料に優勢す

る L. buchneri が貯蔵中に増殖して好気的安

定性を高めるのではないことが示された。短

期貯蔵で一部の TMRサイレージが変敗したこ

とから、L. delbrueckii と L. fermentum よ

り L. buchneri と L. brevis が変敗防止に強

く関わると推察されたが、L. delbrueckii は

非常に安定して検出されたため、TMR サイレ

ージの好気的安定性に何らかの貢献をして

いることが示唆された。 

続く実験では、TMR サイレージの主原料と

してビール粕とトウフ粕を使用した。それま

での実験では常にビール粕を使用していた

が、トウフ粕もしばしば TMR 材料となる食品

残渣である。製造粕の違いによる細菌群集の

変化を調べたことになるが、興味深いことに、

トウフ粕を含む TMR サイレージは L. 

buchneri が検出されなくても好気的安定性

が高かった。しかも、ビール粕を含むものよ

り乳酸優勢の発酵特性を示しており、トウフ

粕を含む TMRサイレージではホモ発酵型乳酸

菌が変敗防止に関わっていることが示唆さ

れた。群集解析の結果は Weissella sp.と L. 

brevis というヘテロ発酵型乳酸菌の関与を

明らかにしたが、S. bovisと P. acidilactici

も検出されたため、これらのホモ発酵型乳酸

菌を候補細菌として加えることにした。 

この実験では、PCR-DGGE によって群集解析

を行うだけでなく、MRS 培地に生育した乳酸

菌を多数釣菌して同定するという培養法に

基づく群集解析も行った。L. fermentum、L. 

delbrueckii、S. bovis および Weissella sp.

は TMR 材料から分離され、P. acidilactici、

L. buchneri および L. brevis は TMR サイレ

ージから分離された。PCR-DGGE の結果は

Weissella sp.と L. brevis が主要菌種であ

ることを示していたが、培養法による解析で

は TMR サイレージに Weissella sp.は検出さ



 

 

れなかった。一方、PCR-DGGE の結果と同様、

トウフ粕を含む TMR サイレージに L. 

buchneri はほとんど存在しなかった。ビール

粕を含む TMR サイレージには高頻度で L. 

buchneri が見出されており、培養法と非培養

法による結果は似かよった部分とそうでな

い部分が存在した。また、上記以外の乳酸菌

と し て Lactobacillus plantarum 、

Lactobacillus paracasei お よ び

Leuconostoc pseudomesenteroides が分離さ

れた。 

第二の課題では、トウモロコシホールクロ

ップを用いて、分離株の変敗防止能を調査し

た。ポジティブコントロールとして L. 

buchneri を用い、L. delbrueckii、S. bovis

および P. acidilactici を有望菌種として添

加実験を行った。その他の分離株もすべて実

験に使用し、開封後の温度変化から変敗防止

能の有無を判断した。対照サイレージは開封

後 2日目に変敗し、その他のサイレージもほ

ぼ同時期に変敗したが、P. acidilactici を

添加したサイレージでは温度上昇が 4日目ま

で遅延された。L. buchneri を添加したサイ

レージは 7 日間発熱しなかったが、P. 

acidilactici には強力ではないものの変敗

抑制効果があることが明らかとなった。L. 

delbrueckii と S. bovis にも同様の効果が期

待されたが、それらを添加したサイレージで

温度上昇の遅延は見られなかった。 

微生物製剤の効果を一回の実験で判断す

ることはできないため、イタリアンライグラ

スとトウモロコシホールクロップを材料と

して添加実験を繰り返した。ここでは P. 

acidilactici と L. brevis を添加菌種とした

が、これは前述の培養法に基づく群集解析で、

トウフ粕を含む TMR サイレージに P. 

acidilactici と L. brevis が優勢してことが

理由である。PCR-DGGE による群集解析は

Weissella sp.と L. brevis の関与を示して

いたが、前年の添加実験で Weissella sp.を

単独で添加してもトウモロコシサイレージ

の変敗はまったく抑制されなかった。L. 

brevis も単独添加では効果を示さなかった

ため、Weissella sp.と L. brevis の組み合

わせではなく、P. acidilactici と L. brevis

を単独あるいは組み合わせて実験した。その

結果、イタリアンライグラスでは P. 

acidilactici の変敗抑制効果が単独添加で

も確認されたが、トウモロコシホールクロッ

プでは P. acidilactici と L. brevis を組み

合わせた場合にのみ弱い変敗抑制効果が認

められた。 

P. acidilactici の 変 敗 防 止 能 は L. 

buchneri ほど強力ではなく、開封後の酵母増

殖をイタリアンライグラスでも抑制できて

いない。しかし、乳酸主体の発酵特性という

ホモ発酵型乳酸菌の長所は明確に示されて

おり、開封後 7 日目でも pH と乳酸含量は開

封直後とほとんど変わらなかった。L. 

buchneri の短所は酢酸含量を著しく高める

ことであり、そのような懸念がない P. 

acidilactici はたとえ変敗防止能が中程度

であってもユーザーに受け入れられる可能

性がある。トウモロコシサイレージで P. 

acidilactici の効果が再現しなかったのは

説明が難しいが、P. acidilactici と L. 

brevis が相乗効果をもつことが示されたの

は前進であった。サイレージ用微生物製剤は

現在でも混合型がいくつか存在するが、それ

らは単に相加的な効果を期待して組み合わ

されたものである。相乗効果をもつ細菌種の

組み合わせは非常に多いと考えられるが、有

望な組み合わせを示す情報がまったくなけ

れば、それらを検証することは難しい。本研

究は、不完全ではあるが、群集解析による細

菌種の絞り込みとそれに基づいた検証試験



 

 

というアプローチの有用性を示していると

考えられる。 

第三の課題では、実規模 TMR サイレージを

収集して細菌群集を調査した。研究代表者ら

のこれまでの知見は、すべて実験室規模のサ

イロおよび岡山県で製造された TMRサイレー

ジの調査結果に基づいていた。ビール粕やト

ウフ粕はそれぞれ 1社から生産されたものを

用いており、地域や工場に起因するある種の

偏りを否定できなかった。そのため、多様な

地域からサンプルを収集して実態調査を行

うことにしたが、この実験では同一工場から

複数個のサンプルを採取して製造時期や製

造ロットによる変動も調べた。その結果、実

規模 TMR サイレージにも Weissella sp.、L. 

fermentum、L. brevis、L. buchneri といっ

た多様なヘテロ発酵型乳酸菌が検出された。

L. buchneri の存在が好気的安定性に必須で

ないことも確認されたが、L. delbrueckii や

P. acidilactici といったホモ発酵型乳酸菌

は検出されなかった。また、高値の乳酸含量

を示す TMR サイレージに Weissella sp.だけ

が検出されるという事例も認められた。ヘテ

ロ発酵型乳酸菌が主体でも、乳酸優勢で高い

好気的安定性を示すサイレージが製造でき

る可能性もある。Weissella sp.に変敗防止

能がないことは添加実験で明らかにしてい

るが、他因子との相乗効果も考えられるため、

これらの実験も継続している。PCR-DGGE によ

る菌種同定も継続中であり、調査事例を増や

して新しい微生物製剤の開発につなげたい。 

研究成果は以上のように要約されるが、群

集解析によるアプローチという点では、培養

法も PCR-DGGE も同程度のメリットがあると

考えられた。サイレージは閉鎖型の発酵シス

テムであり、古典的な培養法と PCR-DGGE など

の非培養法による結果が大きく異なるという

ことは少ない。腸内細菌のように、発酵基質

や細菌が継続的に流入・流出するシステムで

は違いが大きいかもしれないが、サイレージ

の場合はいずれかの手法が圧倒的に優れると

いうことはなさそうである。ただし、PCR-DGGE

の結果がなければ P. acidilactici などのホ

モ発酵型乳酸菌に目を向けることもなかった。

非培養法のメリットはサイレージ研究でも非

常に大きく、培養法と非培養法を組み合わせ

て群集解析を行えば、新たな機能をもつ微生

物製剤の開発を高い効率で進められると考え

られる。なお、好気的変敗は酵母をはじめと

する真菌の役割が非常に大きい現象であるが、

本研究では真菌の群集解析をまったく行わな

かった。体制の不備がその理由であるが、精

緻な制御を行うには細菌とともに真菌の動態

を把握する必要がある。真菌の群集解析はサ

イレージ研究に欠けている分野であり、体制

を整備してそれらの課題にも取り組みたい。 
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