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研究成果の概要（和文）：コンポストより好熱性を示す新規なデンプン資化性L-乳酸生産菌Bacillus MC-07株を分離・
同定し，Bacillus thermoamylovorans LMG 18084Tと99.2 %の相同性を示すものの，異なる種であった．また，蒸煮デ
ンプン（加熱してデンプン粉末を溶解したもの）12時間ごとにpH振動制御による直接乳酸発酵試験（糖化工程を伴わな
い）では，MC-07株の方が高い乳酸生産能を示した．さらに，無蒸煮デンプン（加熱せずに粉末状のデンプン）からも
直接乳酸生産プロセスの開発に成功した．

研究成果の概要（英文）：New thermophilic L-lactic acid producing Bacillus sp. MC-07 strain with starch 
utilization was isolated and identified. This strain was different from Bacillus thermoamylovorans LMG 
18084T at species level regardless of 99.2% similarity of 16S rRNA gene sequence. This strain showed 
higher lactic acid production by pH-swing control every 12 h using gelatinized starch with heat treatment 
than LMG 18084T strain. Furthermore, we could establish a direct lactic acid production process without 
saccharification process from non-gelatinized starch.

研究分野： 環境微生物学

キーワード： デンプン　Bacillus sp. MC-07株　直接高温乳酸発酵　L-乳酸光学純度
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１．研究開始当初の背景 
（１）常温性乳酸菌によるバイオマスからの
乳酸発酵プロセス 
資源の枯渇化や二酸化炭素排出による異

常気象などの環境問題への方策として，再生
可能でカーボンニュートラルな『バイオマ
ス』を原料としたグリーンケミカル『乳酸』
生産が期待されている．近年，乳酸はバイオ
プラスチック（ポリ乳酸）への利用が注目さ
れているが，ポリ乳酸合成には光学活性乳酸
であることが必要であるため，乳酸は光学活
性乳酸生産微生物による乳酸発酵プロセス
により生産されている．そのほとんどでは，
常温性乳酸菌（最適温度：25-40°C）が用いら
れている．しかしながら，乳酸菌には，高温
での発酵が不可能であることや多量の窒素
源（>10 g/L）の添加が必要，などの課題があ
る 1． 
（２）好熱性バチルス属細菌による乳酸発酵
プロセス 
高温乳酸発酵プロセスには，雑菌汚染に強

いことに加えて，投入エネルギー（冷却水，
殺菌にかかるエネルギー）が小さいなどの省
エネ型メリットが存在する 2．近年，好熱性
バチルス属細菌を用いて，高温乳酸発酵プロ
セス（約 50°C）が報告されつつある．申請者
はこれまでに，多数の L-乳酸生産・好熱性バ
チルス属細菌を分離しており 3，複数種のバ
チルス属細菌による生ゴミから高温 L-乳酸
生産（光学純度 100%）にも成功している 4．
しかしながら，好熱性バチルス属細菌による
効率的乳酸発酵プロセスに関する報告はわ
ずか 20～30 報と乳酸菌に比べるとはるかに
少なく，それらは主にグルコースを発酵原料
とするものである． 
  
２．研究の目的 
 本研究では，「好熱性バチルス属細菌によ
る低環境負荷型・省エネ型新規乳酸生産プロ
セスの開発と解析」を目的として，デンプン
を用いて，糖化工程を伴わない直接乳酸発酵
に関して以下の項目を検討した． 
（１）蒸煮デンプンからの高効率的な直接高
温 L-乳酸生産プロセスの開発 
（２）Bacillus sp. MC-07 株による無蒸煮デン
プンを原料とする新規L-乳酸プロセスの開発 
 
３．研究の方法 
（１）蒸煮デンプンからの高効率的な直接高
温 L-乳酸生産プロセスの開発 
  
I. デンプン資化性好熱性乳酸生産 Bacillus 属
細菌の分離、同定および性状解析 
 コンポストより寒天プレートを用いてデ
ンプン資化性好熱性乳酸生産 Bacillus 属種
MC-07 株を分離した．MC-07 株を 16S rRNA
遺伝子解析および性状解析により同定した． 
 
II. pH 振動制御法による Bacillus sp. MC-07 株
とB. thermoamylovorans LMG 18084T株の発酵

挙動の比較 
Bacillus sp. MC-07 お よ び Bacillus 

thermoamylovorans LMG 18084Tを用いた．直
接乳酸発酵試験を温度 50°C で，20 g/L 蒸煮
デンプン・有機窒素源 0.001％含有培地を用
いて，pH6.0、6.5、7.0、7.5、8.0 でそれぞれ
12 時間ごとに振動制御した回分発酵を行っ
た．発酵液をサンプリングし，デンプン濃度，
有機酸濃度を定量した． 
 
（２）Bacillus sp. MC-07 株による無蒸煮デン
プンを原料とする新規L-乳酸生産プロセスの
開発 
 Bacillus sp. MC-07 を用いた．無蒸煮デンプ
ンからの直接乳酸発酵試験を温度 50°C で，
20 g/.L 無蒸煮デンプン（粉末状）・有機窒素
源 0.001％含有培地を用いて，pH7.0 で 12 時
間ごとに振動制御した回分発酵を行った．培
地成分の改変，ヒートショックの有無，振と
う速度，およびデンプンの種類（バレイショ，
サゴ，サゴタピオカ）の影響を検討した．発
酵液をサンプリングし，デンプン濃度，有機
酸濃度を定量した． 
 
４．研究成果 
（１） I. デンプン資化性好熱性乳酸生産
Bacillus 属細菌の分離，同定および性状解析 5 
 コンポストより，デンプン加水分解せずに
乳酸に変換できる MC-07 株を分離した．16S 
rRNA 遺 伝 子 解 析 の 結 果 ， Bacillus 
thermoamylovorans LMG 18084Tと 99.2 %の相
同性を示したが，糖類発酵性の違いが大きく，
Bacillus sp. MC-07 株と同定した．MC-07 株は
内生胞子形成，カタラーゼ陽性，オキシダー
ゼ陽性で 50°C–62°Cで活発に増殖する中等度
好熱性菌であった． 
 
（１）II. pH 振動制御法による Bacillus sp. 
MC-07株とB. thermoamylovorans LMG 18084T

株の発酵挙動の比較 5 
 発酵温度 50°Cにて，窒素分を 0.001％しか
含まず，炭素源を蒸煮デンプンとする培地で
両菌株を用いて嫌気的に直接乳酸発酵試験
を行った．発酵液の pH を 6.0，6.5，7.0，7.5，
8.0 でそれぞれ 12 時間ごとに振動制御した．
その結果，両菌株とも pH7.0 で最大菌体濃度，
最大乳酸生産濃度，最大乳酸生産性，最大乳
酸選択性を示し，いずれの pH でも L-乳酸光
学純度は 100%であった（表 1）．また，pH7.0
における MC-07 株と LMG18084 株のそれぞ
れの乳酸生産濃度（16.6 g/L，11.7 g/L），乳酸
生産性（0.701 g/L/h，0.195 g/L/h），乳酸収率
（0.977 g/g，0.789 g/g），乳酸選択性（92.1%，
57.0%）より，MC-07 の方が高い乳酸生産能
を有することが明らかとなった（表 1）． 
これまでに，蒸煮デンプンを用いた直接乳

酸発酵に関する報告はあるが，本成果は，デ
ンプンからの直接乳酸発酵に関する報告の
中で，最小有機窒素源濃度（0.001%），最高
発酵温度（50°C），L-乳酸光学純度（100%），



乳酸収率（0.977 g/g）となった． 
 
表 1 MC-07 株と 18084T株による乳酸発酵 
Strains pH 濃度 

(g/L) 
収率 
(g/g) 

選択性  
(%) 

生産性 
(g/L·h) 

MC-07 

6.0  6.40 0.653 66.7 0.133 

6.5  7.98 0.851 78.2 0.221 

7.0 16.6 0.977 92.1 0.701 

7.5  8.22 0.944 66.8 0.171 

8.0  1.79 0.364 43.3 0.029 

LMG 
18084T 

6.0  3.25 0.644 57.7 0.054 

6.5  8.01 0.877 56.3 0.111 

7.0 11.7 0.789 57.0 0.195 

7.5  5.90 0.771 53.6 0.082 

8.0  2.16 0.352 33.8 0.030 

 
 
（２）Bacillus sp. MC-07 株による無蒸煮デン
プンを原料とする L-乳酸発酵試験 
 
 （１）で使用した培地では，調製時の沈殿
の発生に伴う乳酸生産濃度の低下など，乳酸
生産が不安定であった．そこで，硫酸鉄から
クエン酸鉄および塩化マグネシウムを硫酸
マグネシウムに改変することで，沈殿の発生
を防ぐことが可能であった．無蒸煮デンプン
を用いて，改変前の培地および改変培地を用
いた乳酸生産濃度および乳酸選択性はそれ
ぞれ，1.20 g/Lと 15.8%および 1.31 g/lと 36.8%
であった．改変培地でも同等以上の乳酸生産
が得られたので，以後は改変培地を使用した．
よって，無蒸煮デンプンからも Bacillus sp. 
MC-07 株による直接乳酸生産が可能であり，
蒸煮に係るコスト削減の可能性が示された． 
次に，リフレッシュ培養前のヒートショッ

ク処理が乳酸生産に与える影響を調べた．ヒ
ートショックを 70°Cで 1，1.5，2，20 min 行
った場合，最大乳酸生産濃度および乳酸選択
性はそれぞれ，0.51 g/L と 34.5%，0.42 g/L と
53.8%，0.62 g/L と 38.0%および 0.84 g/L と
21.8%であった．一方，100°Cで 1，1.5，2 min
行った場合，最大乳酸生産量と乳酸選択性は
それぞれ 1.13 g/L と 39.9%，1.00 g/L と 43.7%
および 1.73 g/L と 32.8%であった．よって，
100°C でヒートショック処理を行うことによ
る乳酸生産の安定性の可能性が示唆された． 
次に，発酵中の振とう速度が乳酸生産にお

よぼす影響を調べた．振とう速度 0，90，110，
120，140 rpm において，最大乳酸生産量と乳
酸選択性はそれぞれ，0.46 g/L と 64.4%，0.30 
g/L と 15.7%，1.20 g/L と 93.0%，0.73 g/L と
39.0%，1.13 g/L と 64.4%であった．また菌体

増殖の指標となる∆OD660（660 nm における
濁度）はそれぞれ 0.132，0.241，0.740，0.451，
0.635 であった．この結果から，振とう速度
110 rpm のとき乳酸生産量および菌体増殖は
最も高く，∆OD660 も最も高い値となったた
め，発酵試験における振とう速度は 110 rpm
が最適であると考えられた． 
次に，原料となるデンプン種の影響を調べ

た．サゴデンプン，バレイショデンプン，タ
ピオカデンプンを用いた発酵試験において，
最大乳酸生産濃度と乳酸選択性はそれぞれ 0 
g/L と 0%，1.31 g/L と 59.0%，0.63 g/L と 24.8%
となり，サゴデンプンからの乳酸生産がなか
った．蒸煮デンプンを用いた直接乳酸発酵の
報告では，サゴデンプンを用いた場合に最大
乳酸生産濃度が得られており，無蒸煮デンプ
ンを用いた場合と乳酸生産におよぼす効果
が異なることが示唆された． 
これまでに，無蒸煮デンプンを用いた直接

乳酸発酵は 2 例報告がある．本研究成果は既
報と比較して，最高発酵温度（°C），最小有
機窒素源濃度（0.001%），最安培地コスト（43.2 
yen/L）および最高乳酸収率対有機窒素源（138 
g/g）を示した（表 2）．今後，乳酸生産濃度
を向上させることにより，さらなる乳酸生産
の高効率化が期待できる． 
 
表 2. MC-07 株および既報との無蒸煮デンプ
ンからの直接乳酸発酵 

使用菌株 温度 
(°C) 

有機
窒素 
(%) 

濃度 
(g/L) 

選択
性 
(%) 

培地コ
スト 

(yen/L) 

窒素源
収率 
(g/g) 

S. bovis 148 37 1.75 14.73 nd 5536.
1 0.84 

Lb. plantarum 30  1 41 nd 168.
3 4.1 

Bacillus sp. 
MC-07 50 0.001 1.38 36.8 43.

2 138 
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