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研究成果の概要（和文）： Lactobacillus plantarum ML11-11 の表層には細胞内タンパク質が存在
し、酵母との細胞接着や複合バイオフィルム（BF）の形成に何らかの役割を果たしていると示
唆された。また、酵母との接着への関与が考えられる特異なマンナン結合タンパク質の遺伝子
を ML11-11 ゲノム中にみいだした。無殺菌稲わらに形成した乳酸菌・酵母複合 BF は固定化菌
体としてエタノール生産に利用可能だった。さらに、乳酸菌・酵母・酢酸菌 3 菌種共培養系を
構築し、培養液の底部の乳酸菌・酵母複合 BF と上部の酢酸菌 BF が共役する「二層バイオフィ
ルム発酵システム」により糖を酢酸に効率的に変換可能なことを示した。 
 

研究成果の概要（英文）：On the surface of Lactobacillus plantarum ML11-11 cells, some 

intracellular proteins were existed and seemed to contribute toML11-11 cells adhesion to yeast cells and 

mixed-species biofilm (BF) formation with yeast. At the same time, a gene coding specific mannan 

binding protein, also suggested to contribute to adhesion to yeast cells, was found in the genome of 

ML11-11. Mixed-species BF formed by lactic acid bacteria (LAB) and yeast on non-aseptic rice straw 

can be adopted as immobilized cells for ethanol production. Triple species co-cultivation system, with 

LAB, yeast and acetic acid bacteria (AAB), was devised and with this system it was demonstrated that 

an efficient conversion of glucose to acetic acid could be proceeded by “Dual BF Fermentation System” 

in conjugation of AAB single BF formed on medium surface and LAB/yeast BF formed at the bottom of 

medium. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)本研究開始当初までに我々は、鹿児島県
福山町の伝統発酵食品の福山酢から、共培養
すると顕著に複合バイオフィルムを形成す
る酵母、乳酸菌及び酢酸菌を見出していた。
また、乳酸菌と酵母のつくる二菌種複合バイ
オフィルムの形成に乳酸菌表層のレクチン
様タンパク質と酵母表層のマンナンの相互
作用が重要な役割をもっていることを推定
していた。さらに乳酸菌の産生する乳酸によ
って酢酸菌バイオフィルム（ペリクル）の形
成が促進されることを見いだしていた。 
(2)また、乳酸菌と酵母の複合バイオフィル
ムを一種の固定化菌体としてエタノール発
酵に利用できること、ならびに三菌種共培養
系で酢酸発酵が可能なことを見いだしてい
た。 
(3)しかしながら、これらの複合バイオフィ
ルムの形成機構の詳細は不明であり、また、
その固定化菌体としての利用法についても
詳細な検討は行われていなかった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、これらの複合バイオフィルム
の形成機構の詳細を解明するとともに、複合
バイオフィルムを固定化菌体として用いる
新しい物質生産システムの構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)乳酸菌と酵母の複合バイオフィルム形成
機構解明：複合バイオフィルム形成性乳酸菌
L. plantarum ML11-11 の表層タンパク因子の
同定をプロテオーム解析などにより進める。 
当該タンパク因子が同定できた場合には、当
該遺伝子をクローニングする。 
(2)乳酸菌と酢酸菌の複合バイオフィルム形
成機構解明：乳酸菌の生成する乳酸による酢
酸菌バイオフィルムの形成促進機構につい
て、その原因が酢酸菌の菌数増加によるのか
バイオフィルム形成に必要な菌体外多糖の
生産増加によるのかを検討する。また、乳酸
添加による酢酸菌プロテオームの変化につ
いて検討し、乳酸の添加が酢酸菌の代謝にど
のような影響を及ぼしているのかを解明し、
バイオフィルム形成に関わる遺伝子を見出
す。 
(3)複合バイオフィルムによる物質生産シス
テム構築に向けた基礎的検討： 
複合バイオフィルムリアクターに適した乳
酸菌や酵母のスクリーニングを行い、複合バ
イオフィルムの高機能化・多機能化を目指す。 
多様な機能を有する乳酸菌（バクテリオシン
生産菌、プロバイオティクス菌、各種産業用
乳酸菌など）、様々な機能を有する酵母（各
種産業用酵母など）及び多様な機能を有する
酢酸菌（各種産業用酢酸菌など）との共培養
により、複合バイオフィルムの高機能化・多
機能化を目指す。同時に、複合バイオフィル
ムリアクターに適した乳酸菌、酵母及び酢酸
菌のスクリーニングも行う。 

４．研究成果 
(1)乳酸菌と酵母の複合バイオフィルム形成
機構解明 
酵母との複合バイオフィルム形成性を示

す L. plantarum ML11-11 から誘導した非凝集
性変異株が、酵母接着性を喪失し（Fig. 1）、
細胞の負荷電が増大し（Fig. 2）、表層タンパ
ク質量が顕著に減少（Fig. 3）していることを
あきらかにした。接着因子の同定を目的に、
非凝集性変異株で減少している表層タンパ
ク質に相当する野生株のタンパク質バンド
を分画・抽出して質量分析により解析したと
ころ、DnaK、GAPDH, Elongation factor G な
どのいくつかの細胞内タンパク質が同定さ
れ、これらが乳酸菌の細胞内から表層に移行
して酵母接着因子として働いている可能性
が示唆された。しかしながら、これらの細胞
内タンパク質は一般的には低 pH 域で細胞接
着に関与することが報告されているが、
ML11-11 と酵母の細胞接着は中性域を含む広
い pH 域で起こること、更には酵母のマンノ
ース糖鎖に特異的に結合するなどの特徴を
有していることから、ML11-11 表層に見いだ
されたこれらの細胞内タンパク質が酵母と
の接着活性の本体ではない可能性も考えら
れた。 
一方、ML11-11 など当研究室で分離した複

合バイオフィルム形成能を示す酵母接着性
乳酸菌 L. plantarum 3 菌株のゲノム構造を解
析した結果、共通して存在する特異なマンナ
ン結合型タンパク質をコードする遺伝子を
みいだした。このタンパク質がこれら酵母接
着性乳酸菌の接着活性の本体である可能性
が考えられたため、当該遺伝子を ML11-11 よ
りクローニングして、非共凝集変異株に導入
したが、共凝集性の回復は確認できなかった。
当該遺伝子の機能に関しては今後さらなる
解析が必要だが、当該遺伝子の産物が酵母接
着因子として機能している可能性も考えら
れる。 
以上のように本研究では、酵母との複合バ

イオフィルム形成に関与する乳酸菌表層タ
ンパク質に関して最終的な同定には至らな
かったが、酵母と乳酸菌の異種間細胞接着に
関する重要な新知見を得ることができた。 

 
 

 
 
 
 
 
Fig. 1  ML11-11 野生株（左）と変異株(右)の酵母との 

共凝集性 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 ML11-11 野生株と変異株のゼータ電位 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 ML11-11 野生株と変異株の細胞表層タンパク量 

   （左：4M LiCl 抽出；右：2%SDS 抽出） 

 
 
(2) 乳酸菌と酢酸菌の複合バイオフィルム
形成機構解明 
乳酸菌・酵母・酢酸菌 3 菌種により形成さ

れるバイオフィルム系に関しては、細胞培養
用プレートの活用、3 菌種を同時計測可能な
平板培地の開発などにより、簡易で高精度の
実験系を構築した。さらに、共培養系では酢
酸菌のバイオフィルム形成が増加するが、乳
酸やアルコールを添加した場合に、代謝など
に関与する幾つかのタンパクの発現が変化
していることが質量分析解析で明らかにな
った。このことから、乳酸菌や酵母との共培
と、及び、これらのタンパクのバイオフィル
ム形成への関与が示唆された。 
構築した実験系を用いて 3 菌種複合培養に

よる酢酸発酵を試みた結果、乳酸菌が共存す
る 3 菌種系で酢酸の生成が顕著に高まること
を確認でき、乳酸菌が生成する乳酸により酢
酸菌のエネルギー代謝や糖新生が活性化す
るため酢酸生成が高まると考えられた（Fig. 
4）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig. 4  酵母(Y)・乳酸菌(L)・酢酸菌(A)の 3 菌種複合培養

による酢酸発酵 

  
 

(3)複合バイオフィルムによる物質生産シス
テム構築に向けた基礎的検討 
乳酸菌-酵母複合バイオフィルムによる物

質生産に関しては、セルロース、ガラス、ポ
リスチレン、ゼオライトビーズ担体を用いた
反復回分式アルコール発酵を行ったが、セル
ロースビーズ担体が発酵能及び菌体の保持
に最も優れていることが確認された。 
セルロースビーズに形成させた乳酸菌-酵

母複合バイオフィルムを用いることにより、
回分培養のみならず、連続的にもアルコール
を生産可能であること（Figs. 5, 6）、及び、当
該培養系は、高い雑菌排除能を有することを
明らかにすることができた。 
また、セルロースビーズの代わりに稲わら

を担体とした実験も行った結果、担体として
遜色なく用いることができ、しかも無殺菌の
ままの稲わらをもちいても安定した発酵成
績が得られることが明らかとなった（Fig. 7）。
今後、この系にセルラーゼを添加することに
よって、バイオフィルムを形成させた稲わら
をセルラーゼで糖化しつつ、エタノール発酵
を行える可能性が拓けてきた。 
これらの結果は、農産廃棄物利用において

複合バイオフィルムを利用した新規発酵シ
ステム構築に向けての有用知見と考えられ
る。 
さらに、乳酸菌・酵母・酢酸菌により形成
される 3 菌種バイオフィルム系に関しては、
前述のように簡易実験系を用いて酢酸発酵
を試みた結果、乳酸菌が共存する 3 菌種系で
酢酸の生成が顕著に高まることを確認でき
た。 
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Fig. 5  酵母・乳酸菌複合バイオフィルムをもちいた 

半連続エタノール発酵 
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Fig. 6  酵母・乳酸菌複合バイオフィルムをもちいた 

連続エタノール発酵 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. 7  殺菌及び無殺菌のイナワラに形成させた酵

母・乳酸菌複合バイオフィルムを用いた半連続

エタノール発酵 

 
 
以上のように、本研究では福山酢をモデル

として、新しい発酵システムを開発すること
を目標に取り組んできたが、培養液底部に形
成した乳酸菌・酵母複合バイオフィルムと培
養液上部に形成した酢酸菌バイオフィルム
を共役させる「二層バイオフィルム発酵シス
テム」（Fig. 8）によって、糖を酢酸に効率的
に変換可能なことを示すことができ、応用に
もつながる重要な知見が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 8  福山酢発酵モデルによる二層バイオフィルム

発酵システム 
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と物質生産、日本乳酸菌学会 2013 年度大会 
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成と共凝集，日本農芸化学会 2013 年度大会
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⑫森永 康，古川壮一，酵母と乳酸菌の複合
バイオフィルムを利用した発酵生産，イノベ
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⑬平山 悟、古川壮一、荻原博和、森永 康，
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〔図書〕（計 0 件） 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 2 件） 
 
名称：連続発酵法 
発明者：森永 康，古川壮一，荻原博和 
権利者：学校法人日本大学 
種類：国内優先権主張 
番号：特願 2012-284395 
出願年月日：平成 24 年 12 月 27 日 
国内外の別：国内 
 
名称：抗菌物質生産菌と発酵菌を共培養する

発酵法 
発明者：森永 康，古川壮一，荻原博和 
権利者：学校法人日本大学 
種類：国内優先権主張 
番号：特願 2012-284396 
出願年月日：平成 24 年 12 月 27 日 
国内外の別：国内 
 
○取得状況（計 0 件） 
 
名称： 
発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
出願年月日：平成  年  月  日 
取得年月日：平成  年  月  日 
国内外の別： 
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