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研究成果の概要： 我々は初めて、保存菌株の乳酸菌と酵母菌からなる複合バイオフィルムの形

成を見出した。また乳酸菌の培養濾液中で酵母菌を培養すると酵母菌が単独でバイオフィルム 
形成をおこなうことを見出した。この培養濾液中のバイオフィルム形成因子を部分精製し、そ
の性質を明らかにした。一方、鹿児島県福山町で伝統的に製造されている福山壷酢の醸造諸味
から分離した乳酸菌と酵母菌の組合せでは、さらに旺盛な複合バイオフィルムの形成が認めら
れた。この場合は上記のようなバイオフィルム形成因子を要せず両者の接触が必要であった。 
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１． 研究開始当初の背景 
 バイオフィルムの研究は従来、殆ど単独の
微生物で形成されるものに限られていた。し
かし自然界に見られるバイオフィルムは複
合系であるため、我々は複合バイオフィルム
形成に興味をもって、各種細菌や酵母菌の２
種混合系でのバイオフィルム形成を調べて
きた。その過程で乳酸菌と酵母菌の間ではっ
きりした複合バイオフィルム形成がおこな
われることを見出した。従来、発酵・醸造の
過程では乳酸菌と酵母菌が菌数密度高く共
存していることが知られながら、両者間の相

互作用或いは共生現象は見出されていなか
った。乳酸菌と酵母菌の複合バイオフィルム
形成は、両者の相互作用を顕著に示すもので、
これを指標に発酵・醸造における乳酸菌と酵
母菌の共存関係の意味を探ろうとした。 
 
２．研究の目的 
 われわれは既に保存菌株において、特定の
乳酸菌と酵母菌の組合せで複合バイオフィ
ルムが形成されることを世界で初めて報告
した (T. Kawarai et al., Appl. Environ. 
Microbiol., 73, 4673-4676 (2007)。更に乳酸
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菌の培養濾液中で酵母菌を培養すると酵母
菌は単独でバイオフィルムを形成出来る様
になることを見出した。即ち乳酸菌培養濾液
中には酵母菌のバイオフィルム形成因子が
含まれている。ここで述べた複合、或いは単
独バイオフルム中の酵母菌は細胞表層には
多数の小さい丘のような突起を生じていた。 
(1) 本研究の第１の目的は、上記バイオフィ
ルム形成因子の化学的本体を明らかにする
ことである。 
(2) 第２の目的は実際の発酵・醸造の諸味か
ら採取した乳酸菌と酵母菌の組合せでもバ
イオフィルムが顕著に形成されるかどうか
を調べることである。もしそのような例があ
れば、発酵・醸造においてどのような寄与が
あるのか、例えば生態学的な優先化に関与し
ているのか否かを明らかにすることである。 
(3) 第３の目的は、複合、または単独のバイ
オフィルム形成酵母菌の遺伝子発現パター
ンをマイクロアレイ法で調べ、細胞表層の丘
状突起生成の生理学的意味を探ることであ
る。 
 
３．研究の方法 
(1) バイオフィルムの形成は一般に行われて
いるタイタープレート法に拠った。 
(2) バイオフルム形成因子の精製には逆層シ
リカゲルを用いた高速液体クラマトグラフ
ィーに拠った。 
(3) 伝統的な発酵・醸造食品としては鹿児島
県福山町の福山壷酢を選び、醸造会社の好意
で経時的に採取してもらった発酵中の諸味
から乳酸菌と酵母菌を分離した。 
 
４．研究成果 
(1) バイオフィルム形成因子の精製 
 保存菌株の乳酸菌 Lactobacillus casei 
var. rhamnosus IFO3831 を YPD 培地で大量
培養した。その培養濾液を分画し、協会 10
号酵母菌が単独でバイオフィルムを形成出
来る度合いをタイタープレート法での生物
検定を行った。まず分子篩膜で分画したとこ
ろ、分子量 3,000～5,000 Da にバイオフィ
ルム形成活性が存在した。更にその活性は酸
性(pH 3.0)で酢酸エチルに転溶された。この
酢酸エチル画分を数回、逆層シリカゲルカラ
ムによる高速液体クロマトグラフィーにか
け、活性画分を単１ピーク（矢印で表示）に
まで精製した（図１）。 

しかし微量にしか得られなかったため、組
成分析は無理であった。バイオフィルム形成
因子は熱感受性であった。多くの乳酸菌で抗
生物質様の殺菌効果を持つペプチド系のバ
クテリオシンの生成が報告されていて、分子
量も上記の数値の範囲である。ただこれらは
皆熱耐性があり、バイオフィルム形成因子と
は異なる。また我々の精製標品には紫外部吸

収が認められなかった 
 

 図１ 逆層シリカゲルカラムを用いた高 
速液体クロマトグラフィーによるバイ
オフィルム形成因子の精製 

 
 このような結果からバイオフィルム形成
因子はペプチド性のものではないと推定出
来る。事実、バイオフィルム形成因子はプロ
テイナーゼ Kの分解にも耐性であった。 
次の(2)に述べる複合バイオフィルム形成

例では、このバイオフィルム形成因子を必要
としないので、バイオフィルム形成因子を必
要とする例を「因子型」と呼ぶことにした。 
(2) 福山壷酢発酵諸味由来乳酸菌と酵母菌に

よる複合バイオフィルムの形成 
①旺盛なバイオフィルム形成の組合せ 
鹿児島県福山町で伝統的に醸造されてい

る福山壷酢は、図２に示すような大きな壷に
蒸米、米麹、水を仕込み、簡単な蓋をして野
外に静置し、自然発酵に任せて造る米酢であ
る。原始的な醸造であるが故に発酵学的には
未解明なところが多く興味深い。春秋２回仕
込みが行われる。 

 
図２ 福山壷酢の醸造風景 
 
2006 年秋仕込み５日目及び 11 日の発酵諸

味から乳酸菌、酵母菌を多数分離した。これ
ら分離菌の２種混合の組合せでバイオフィ
ルム形成能を調べた。仕込み５日目から分離
した乳酸菌と酵母菌の間でも幾つかの組合
せで顕著なバイオフィルム形成が認められ
た。しかし仕込み 11 日目試料から分離した
乳酸菌と酵母菌の組合せでは更に顕著なバ
イオフィルム形成を示すものが幾つか現れ
た。ちなみにこの仕込み 11 日目は高密度に
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乳酸菌と酵母菌が共存している状態にある。
 仕込み 11 日目から採取した乳酸菌

 

は特

ML11-11)と酵母菌(Y11-43) 
    による複合バイオフィルムの形成 

の
養濾液は相方の菌に単独バイオフィルム

うな構造或い

母菌 Y11-43 の種を同
子の塩基配列

菌 ML11-11 と酵母菌 Y11-43 よりなる
子顕微鏡を

り成る複合バイオフィルムの走査

 
⑤因子型

本研究を通して乳酸菌と酵母菌の複合バ
型と接触型の２

フィルム形成における因子型と 

 

(ML11-11)と酵母菌(Y11-43)の組合せで
に旺盛な複合バイオフィルム形成が認めら
れた（図３）。 

 図３ 乳酸菌(
 

  
 
 この組合せの場合、乳酸菌或いは酵母菌
培
形成をさせることが出来なかった。従って乳
酸菌 ML11-11 と酵母菌 Y11-43 からなる複合
バイオフィルムの形成はバイオフィルム形
成因子には依存せず、両者の接触が必要と考
えられ、これを「接触型」と呼ぶことにした。 
②組合せ相手の互換性 
 接触型の場合には乳酸菌、酵母菌はそれぞ
れ相手菌の細胞表層のどのよ
は表層分子を認識しているのであろうか。そ
れを明らかにするには遺伝学的な解析が出
来ることが望ましい。その為には、複合バイ
オフィルム形成の相手が、既にゲノム情報が
得られている菌と互換出来ると好都合であ
る。そこで乳酸菌の方は ML11-11 に固定して
おいて、酵母菌の方を種々の実験室株に置き
換えてみた。その結果、乳酸菌 ML11-11 は酵
母菌の代表的実験室株である Saccharomyces 
cerevisiae X2180-1A とも顕著な複合バイオ
フィルム形成を行えることが判明した。同菌
はハプロイド株であり多くの多くの変異株
があるので、これらの変異株と乳酸菌
ML11-11 の組合せで、複合バイオフィルム形
成不能な変異株を探し出せる道筋が得られ
たことになる。一方、酵母菌の方を Y11-43
に固定しておいて、種々の乳酸菌の保存菌株
と組合わせてみたが、複合バイオフィルムは
形成されなかった。 
③乳酸菌、酵母菌の種の同定 
 乳酸菌 ML11-11 と酵
定するため、small rRNA 遺伝
の決定を行った。その結果、乳酸菌 ML11-11
は Lactobacillus plantarum、酵母菌 Y11-43

は Saccharomyces cerevisiae と相同性が最
も高いことが判明した。両種とも発酵・醸造
の現場からは頻度高く見出される種類であ
る。 
④走査型電子顕微鏡による観察 
 乳酸
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複合バイオフィルムを走査型電
用いて観察した。その結果乳酸菌がアンカー
の役割を果たし、その上に酵母菌が乳酸菌を
介して凝集することにより、担体表面上に高
次の構造体を構築していることが分った。そ
の画像を図４に示す。 

 
図４ 乳酸菌 ML11-11 と酵母菌 Y11-43 よ

型電子顕微鏡像 

と接触型の比較 
 
イオフィルム形成には因子
タイプのあることが分った。因子型に於いて
は乳酸菌の作るバイオフィルム形成因子が
酵母菌の細胞表層のリセプターに受容され
て酵母菌体内にその情報が流れ、細胞表層に
丘状の突起が幾つも現れ、これが担体に付着
する役目を果たして、酵母菌単独でもバイオ
フィルム形成が可能であると考えられる（図
５）。 

 
図５ 乳酸菌と酵母菌の複合バイオ 

接触型の差異 
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一方接 表層分子が、酵母
の表層構造を認識して凝集し複合バイオフ
ィ

ム形成は微生物生態
学

て福山壷酢諸味試料を採
して頂いた、伊達醸造の伊達英史社長、ま

（研究代表者、研究分担者及び研究連携者

計 ２ 件） 
 古川壮一

触型では乳酸菌 菌

ルム形成に至ると考えられる。図４の拡大
図をみると酵母菌の表面には丘状の突起は
見られない。走査型電子顕微鏡での観察結果
からはまず乳酸菌が担体表面に付着すると
考えられる（図５）。 

この接触型での乳酸菌と酵母菌による旺
盛な複合バイオフィル

的に考えると両者が微生物集団の中で優
先化することを予測させる。その実証は今後
の課題となる。 
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