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研究成果の概要（和文）：光学活性乳酸生成菌(L. rhamnosus M23)を用いた、同時糖化発酵（SSF）による非加
熱・無殺菌状態の米由来バイオマスからの高乳酸生成について検討を行った結果、SSF培養液中に抗菌性ペプチ
ドの生成は認められなかったものの、T-RFLP法によるSSF中菌叢構造解析の結果、SSFへの酸性プロテアーゼの添
加、pH・酸素分圧の任意制御により、乳酸資化性を示すClostridium（属）クラスターIX, XIVa及びBacteroides
目による菌叢形成抑制、低級脂肪酸・エタノールの生成抑制の相乗効果により、高光学活性乳酸の生成が可能と
なった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluate the high-optically pure lactic acid production 
from non-sterilized biomass derived from rice by a newly isolated high-optically pure lactic acid 
producing bacterium (L. rhamnosus M23) under SSF cultivation. Antibacterial peptides were not 
produced in SSF culture. From the results of the T-RFLP analysis of SSF microbial flora, High lactic
 acid production was attained by the synergetic effect of decrease of dominance formation of 
Clostridium sp. cluster IX, XIVa and Bacteroidales, low accumulation of lower fatty acids and 
ethanol by the addition of acidic protease, pH control and oxygen partial supply SSF. 

研究分野： バイオマス資源学

キーワード： 光学活性乳酸　米加工副産物　T-RFLP法　バイオマスリファイナリー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題は，SSF発酵液中のバイオマス表層構造，菌体外プロテアーゼ等酵素系の挙動及び機能，微生物群集構造
などの複合的要因と乳酸生成能の関係を解明し，「米副産物を原料とした環境調和型高光学活性乳酸製造技術を
確立する」点に学術的特徴がある。本研究の実施により，米由来バイオマスを非加熱・無殺菌状態のまま，乳酸
製造の炭素源，栄養源，糖化酵素供給源として安定的に利用可能となれば，当該バイオマスの再資源化の促進の
みならず，関連する廃棄物・廃水の減量化，資源・エネルギー循環社会形成等，産業化にも社会的にもその波及
効果は極めて大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
生分解性プラスチックであるポリ乳酸(PLA)は，可塑剤の開発ならびに，抗菌性を有する機能

性素材としての需要増に伴い，PLA モノマー(原料)である乳酸の需要も近年高まりつつある。PLA
は，その熱安定性を高める際に, 光学純度の高い D-乳酸および L-乳酸モノマーを必要とするた
め[1]，ラセミ体乳酸を生成する化学合成法に比べ，光学純度の高い乳酸を生成可能な発酵法に
よる低コスト乳酸生成技術の確立が急務とされている。この事に関連し，発酵法による様々なバ
イオマスから安価な D-, L-乳酸の生成が試みられているが[2]，乳酸菌は高い栄養要求性を示す
ため，乳酸生成時に高価な酵母エキス，ポリペプトン等の供給が不可欠である上，澱粉を糖質と
して用いる場合，別途，液化・糖化プロセス等の付加的なコストを要する。従って、安価なバイ
オマスの利活用が可能とされる発酵法による乳酸生成の優位性が十分に生かされていない状況
にある。 
 米由来非可食部バイオマスである洗米排水，米糠はそれぞれ，糖化酵素であるα-glucosidase，
α-amylase を含有していることが知られている[3]。そこで申請者は，洗米排水，米糠を混合す
ることにより，別途糖化酵素の供給に依存しない SSF（同時糖化発酵）を着想し，澱粉の速やか
な糖化，エタノール生成の双方を認めた[4]。さらに，洗米排水から米由来バイオマス資化性を
有する高 L-乳酸生成乳酸菌(L. rhamnosus strain M-23)を新たに分離・同定し，非加熱・無殺
菌状態の洗米排水・米糠混合物を単一基質とした乳酸生成試験に供した結果，高濃度且つ，高光
学純度(95%以上)の L-乳酸生成を認めた[5]。2015 年には，分離菌株の生成乳酸濃度と SSF 発酵
液中のプロテアーゼ活性値との間に高い相関性を有する事，米由来バイオマス中のデンプン粒
子表層構造が培養初期段階からダイナミックに変化し，デンプンの結晶構造が露出する事を SEM，
FT-IR 解析により見出し，分離菌株により産生されたプロテアーゼが SSF を促すリファイナリ機
能を有していることが示された[6]。また，2017 年には，SSF 培養液中微生物叢解析(T-RFLP)の
結果，高 L-乳酸生成乳酸菌である M-23 株において，培養初期（培養開始～24 時間後）に，
Clostridium（属）クラスターIX，XIVa、Bacteroides 目から成る菌叢を形成し，その後，
Lactobacillales 目によるドミナント形成（80%以上）が認められた。それに対し，低 L-乳酸生
成乳酸菌は，培養初期に Clostridium（属）クラスターIX による菌叢形成と顕著なプロピオン酸
生成と乳酸濃度の低下が認められた。このことは，SSF 培養液中の微生物叢構造が乳酸生成・蓄
積に影響を与えていることを示唆しており，安定且つ，効率的な乳酸生成を可能にするためには，
乳酸製造時における SSF 培養液中の微生物叢と乳酸生成能との関係を理解するとともに，プロ
テアーゼ（分離菌株由来）の微生物叢形成への関与について明らかにする必要がある。 
 
２．研究の目的 
 
米加工副産物（洗米排水，米糠）は，国内自給が可能な未利用バイオマスであり，その有効利活
用技術が求められている。本課題では、米由来バイオマスを単一原料とした，非加熱・無殺菌プ
ロセスによる光学活性乳酸の低コスト発酵生産技術の開発に関して研究を行う。洗米排水から
分離された米由来バイオマス資化性を有する高 L-乳酸生成乳酸菌(L. rhamnosus strain M-23)
は，プロテアーゼを菌体外に産生することにより，バイオマス表層構造を改変し，高光学活性乳
酸生成を可能にしている。また，使用菌株により，異なる微生物叢を形成し，乳酸生成に影響を
与えている。本課題では，乳酸生成と SSF 発酵液中微生物叢との関連性，微生物叢形成に与える
菌体外プロテアーゼの影響を理解し，微生物叢任意制御による米副産物からの高光学活性乳酸
生成の安定・高効率化技術の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
（１）分子的生物学的手法による SSF 発酵液中の微生物叢と乳酸生成能の関連 
高光学活性乳酸生成能を有する分離菌株を非加熱・未殺菌の洗米排水・米糠混合物を単一原料

とした SSF による乳酸生成試験に供し、得られた SSF 発酵液中の微生物菌叢構造解析は T-
RFLP(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)法により実施した。SSF 発酵液か
ら DNA を回収後、PCR により全真正細菌の 16SrDNA 断片の増幅後、制限酵素処理（Bs1 I）を実
施した。その後、得られた上記 DNA 断片は、DNA シークエンサにより分析後、解析ソフトウェア
(Gene Maths)によりフラグメント解析を実施する。本解析により明らかとなった SSF 中菌叢構
造と乳酸生成およびその他発酵生成物との関連について考察する。 
 
（２）SSF 発酵液中の微生物叢形成に与える分離菌（乳酸生成菌）由来プロテアーゼとの関連を
タンパク質・ペプチド、菌叢解析 
米糠にはオリザスタチンなどの抗菌性ペプチドを含有するほか，乳酸生成菌の産生するバク

テリオシンは Clostridium（属）に対し抗菌活性を示す。しかしながら，プロテアーゼは，その



作用により抗菌ペプチドを分解することが知られている。本検討では，分離菌株（乳酸生成菌）
のバクテリオシン生成能，同時に産生するプロテアーゼの SSF 菌叢構造に与える影響をタンパ
ク・ペプチド解析，プロテアーゼ／プロテアーゼ阻害剤添加による SSF 乳酸生成試験／微生物菌
叢構造解析により明らかにする。 
 
（３）SSF 発酵液中の微生物叢の任意制御による光学活性乳酸の生成の高効率化と安定性向上の
ための基盤的情報の取得 
 現有設備である微生物培養装置を用い，環境因子である pH, 酸化還元電位(ORP)，溶存酸素濃
度(DO)の制御培養により，乳酸生成に悪影響（低級脂肪酸、アルコール類の副生）を与える微生
物群（検討項目１，2の結果を反映）をターゲットにした任意微生物叢制御を実施し，高乳酸生
成条件を確立する。併せて，微生物叢構造の再評価を実施するとともに，基質・生産物の定性・
定量分析結果を基に，当該バイオマスからの乳酸生成効率等，生産性評価の際に必要とされる生
物化学工学的知見を蓄積する。 
 
４．研究成果 

（１）非加熱無殺菌米由来副産
物を基質とした同時糖化発酵
(SSF)における乳酸を含む発酵
産物の生成および菌叢構造の
経時変化に与える pH 値制御、
プロテアーゼ添加の効果につ
いて検討を実施した結果を、図
１、２に示す。 
 pH 制御（図 1-B）により、pH
未制御（図 1-A）と比べ、SSF 中
乳酸濃度の増大が認められた。
pH 未制御では、培養中期(48-
60 h)に酢酸、プロピオン酸な
のどの低級脂肪酸の生成が認
められていたが、pH 制御(pH 
6.5)により、低級脂肪酸類の生
成が抑えられ、乳酸生成濃度の
向上につながったものと推察
された。pH 未制御における菌
叢構造解析の結果（図 2-A）、培
養初期において、乳酸を資化し
低級脂肪酸の生成能を有する
Clostridium（属）クラスター
IX，XIVa がドミナントの形成
が認められた。このことから、
上記、pH 未制御時の低乳酸生
成は、この微生物群による乳酸
資化と低級脂肪酸生成に起因
するものと考えらえた。また、
プロテアーゼ添加は、特に培養
初期（0-12h）における乳酸生
成を促進し、乳酸生成菌による
安定したドミナント形成が認
められた。 
 
（２）上記（１）の結果より、
微生物叢形成が乳酸生成に影
響を与えており、微生物叢形成
に影響を与える因子として、乳
酸菌が生成する抗菌性ペプチ
ドが関与している可能性があ
る。そこで、高乳酸生成菌であ
る M-23 株、低乳酸生成菌であ
る S-4 株を供試菌株として、寒
天ゲル法による抗菌活性試験
を実施した（図 3-1, 3-2）。そ
の結果、上記の両乳酸生成菌に
お い て 、 指 示 菌 株 （ L. 



rhamnosus NBRC 3425 、 B. 
coagulance NBRC 12583）に対
する抗菌活性は認められなか
った。したがって、SSF 菌叢構
造変化にバクテリオシンの関
与は低いものと推察された。 
 
（３）通気量の増大に伴い、生
成乳酸の値は増大する傾向を
示し、0.3L air/min 通気下にお
いて、44.3g HLA/l（培養開始
24 時間後）までに達した（図 4-
F）。生成された乳酸は、最高濃
度に達した後、全ての条件にお
いて、培養時間の経過とともに、
減少する傾向を示した。それに
対し、酢酸、プロピオン酸は、
培養開始直後から濃度の増大
が認められ、エタノールは、通
気条件下（図 4-E, F）において、
乳酸と同様に、生成・蓄積後、
減少する傾向を示した。 
 図 5において、通気条件下で
は 、 培 養 初 期 か ら
Lactobacillus目によるドミナ
ント形成が認められ、培養後期
から Bifidobacterium 目が検
出されている。  

Bifidobacterium 目は、ビフ
ィズス型ヘテロ乳酸発酵能を
有し、グルコールから乳酸、酢
酸生成し、酸化ストレス下にお
いては、エタノールからアセト
アルデヒドを生成する事が知
られている。このことから、通
気操作により生成促進が認め

られた、酢酸、アセトアルデヒドの生成・蓄積を抑えた SSF による安定した乳酸生成を可能にす
るにあたり、より厳密な通気制御による菌叢構造の任意制御による乳酸生成後の乳酸の代謝管
理の重要性が明らかとなった。 
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