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研究成果の概要：生ごみを対象にした効率的な非滅菌条件下での L-乳酸発酵技術を開発した。

55℃の高温酸発酵では pH 5～6 の条件により、長期間にわたり安定して高光学純度の L-乳酸が

生成できた。pH 調整剤の検討を行い、55℃、pH5.5 の培養条件下で、アンモニア、水酸化ナト

リウム、水酸化カルシウムのいずれを用いても乳酸発酵を行えた。菌叢解析により Bacillus 
coagulans が独占して同定された。グルコースや乳酸による阻害影響を表す定数を算出し数理

モデルを構築したところ、実験結果がおおむね再現された。 
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１．研究開始当初の背景 
 本研究は、著しい需要の増大が予想される
生分解性プラスチックであるポリ乳酸の原
料として使用可能な L-乳酸を、生ごみといっ
た有機性廃棄物などのバイオマス資源から
安価で容易に製造するプロセスの開発を意
図している。L-乳酸は、現在有機性廃棄物か
ら製造される製品（例えばコンポスト）と比
較して商品価値が高い。従って、本研究で課
題としているプロセスが完成すれば、経済的
に自立できる有機性廃棄物の資源化プロセ
スとなる可能性が高く、国家的目標であるバ

イオマス資源の利活用を推進する上で社会
全体に与える影響も非常に大きいと考えら
れる。 
ポリ乳酸の合成で重要となる光学純度の高
い L-乳酸の生成は、植物由来の有機物の発酵
により主になされているが、一般には、
Lactobacilus 属、Leuconostoc 属の細菌や
Rhizopus oryzae のような真菌の純粋培養で
発酵が行われており、生成する乳酸異性体の
純度を維持するためには、他の微生物の混
入・汚染を厳格に防がなくてはならず、生産
コストの上昇を招いていた。発酵の植物材料
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としては、トウモロコシ、ジャガイモなどの
多量の炭水化物含有作物が報告されている
が、食糧問題の可能性や環境保全の観点から
代替原料として、有機性廃棄物の可能性も報
告されていた。このような観点から、より効
率的で運転操作の容易な乳酸発酵技術の開
発が求められていた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生ごみを対象にした効率的な
非滅菌条件下での L-乳酸発酵技術を開発す
ることを目的とした。そのために、まず生ご
みを対象とした基礎的実験により、pH や温度
などが乳酸発酵に及ぼす影響を実験的に検
討するとともに、反応に関わる菌相解析を行
った。発酵により得られた L-乳酸は、対とな
っている陽イオンの種によりナトリウム塩、
カルシウム塩、アンモニア塩などで存在する
ので、発酵の際の pH調整剤の検討も試みた。
さらに、高温 L-乳酸発酵法の実用化を促すた
めに、グルコースを主体とした単純基質培地
も含めて様々な条件下での乳酸発酵の動力
学的解析を行い、数理モデルの構築および生
ごみ培地での L-乳酸発酵への適用を試みた。
分子生物学的手法により、関与する微生物群
集の定量も同時に試みた。 
 
 
３．研究の方法 
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図-1 乳酸発酵装置の概略 

 
(1) 実験装置 
 L-乳酸発酵実験で用いた、実験装置の概略
を図 1に示す。有効容積 1 L の反応器をウォ
ーターバス中に設置し、反応温度の設定およ
び維持を行った。所定 pH 値での制御は、pH
コントローラーを用いて乳酸発酵の進捗に
従い低下する pH に対処する目的で下限値
ON/OFF 制御を行い、コントローラーから起
動・停止操作を受けるローラーポンプにより、
各 pH 調整剤を供給する方法を採用した。培
養を行うにあたって、予め反応器はオートク
レーブにより120℃で30分間の滅菌処理をし
た。また、反応器内の嫌気状態を保持するた
めに、装置のセット完了後にヘッドスペース

を窒素ガスで充満し、また乳酸発酵に伴い発
生するガスを捕集するガスパックとともに、
サンプリング時に空気が混入しないように
窒素ガスを充填したガスパックも取り付け、
コックにより気体の流路を制御した。 

 

(2) 実験条件 
 本研究では、グルコースを主体とした単純
基質、および人工生ごみを使用した。人工生
ごみの組成は、キャベツ 10％、ジャガイモ
10％、大根 10％、白菜 10％、ニンジン 10％、
リンゴ 2.5％、オレンジ(皮)7.5％、バナナ
(皮)10％、ご飯10％、パン2.5％、麺類7.5％、
挽肉 5％、魚 2.5％、卵 2.5％であり、実生ご
み組成に関する調査結果を参考にして決定
したものである。TS は約 19％、COD は約
180g-COD/L および糖質は約 13％である。各
食品は角切りにして構成比に従って秤量、混
合し、ブレンダーによりスラリー状になるま
で粉砕した後、使用時まで冷凍庫にて保存し
た。また、撹拌の都合により、作成した人工
生ごみを蒸留水にて 2 倍に希釈したものを、
生ごみ培地として滅菌操作を行わずに乳酸
発酵実験に利用した。回分式実験の開始に当
たっては発酵対象液 1 L に対して植種材料を
10 mL 植種し、L-乳酸発酵を行った。以下に
示す３種類の発酵実験を行った 
 
①半連続式培養 
 非滅菌条件において 2倍希釈した模擬生ご
みを基質に、半連続式培養により高温（55℃）
および中温（37℃）酸発酵を実施した。pH は
5～7 の範囲で、および水理学的滞留時間
（HRT）は 20～3 日（COD 負荷率 5.2～34.4 
g-COD/L-Reactor/日）の条件を設定した。 
 
②pH 調整剤の検討 
 非滅菌条件において 2倍希釈した模擬生ご
みを基質に、55℃および pH5.5 の条件下で回
分式実験を行った。pH 調整剤の濃度はアンモ
ニア水を基準に調整した。アンモニア水の濃
度が高くなると、アンモニア水中からの揮発
したアンモニアの発酵液中への溶け込みな
どが起こり、pH が 5.5 より常に高い状態にな
ると考えられるため、アンモニア水濃度が
7.5～12.5％の間のアンモニアを用いた回分
式発酵の予備実験を行った。その結果、
12.5％では常に pH が 7 以上となり乳酸発酵
が行えなかったことと 10％以下では pH 制御
が可能で順調な L-乳酸発酵ができたことか
ら、10％が適切であると判断した。そして、
pH 調整剤添加による希釈の影響に差が出な
いようにするために、各 pH 調整剤の 1 mL 中
に含まれる水酸化物イオン濃度を、10％アン
モニア水と等しくなるように調整して実験
を行った。なお、この濃度であれば、水酸化
カルシウム水溶液は白濁しており、添加する



 

 

際によく攪拌し毎回濃度が均一になるよう
に心掛けた。 
 
③阻害影響の検討 
 基質阻害や生成物の阻害影響を把握し、数
理モデルの適用性を検証するために、グルコ
ースを主体とした人工培地の回分式実験
（Test 1～3）、人工生ごみの回分式実験（Test 
4）、および人工生ごみとバナナ果皮を等量ず
つ混合した基質の半連続式実験(Test 5)の 5
つの実験を行った。人工培地には、栄養源と
してポリペプトンと Yeast extract をそれぞ
れ 5ｇ/L となるよう添加した。pH は 5.5 で
温度は 55℃とした。 
 
(3) 分析方法 
 生ごみ培地および各培養実験によって得
られた発酵試料を発酵期間中に経時的に採
取し、それらについて、pH(ガラス電極法)、
CODCr(Standard Method)、炭水化物(フェノー
ル硫酸法)、タンパク質(ローリー・フォーリ
ン法)、有機酸(液体クロマトグラフィー法)、
D-・L-乳酸(液体クロマトグラフィー法)、お
よび ATP(ルミカウンター法)を測定した。溶
解性物質の分析では、0.45 μm フィルターに
てシリンジろ過した試料を用いた。次式によ
り光学純度を求めた。 
 
光学純度(％)＝ 
｜(L乳酸－D乳酸)/(L 乳酸－D乳酸)｜×100 
               (1) 
 
 菌叢解析は、ランダムクローニング法によ
り行った。そして、菌叢解析により判明した
L-乳酸発酵で主要な微生物種である Bacillu
s coagulansの16S rDNAを特異的に測定でき
るプライマーを製作し、発酵過程における菌
数をリアルタイム PCR 法により測定した。リ
アルタイム PCR 法による B.coagulansの定量
は、DNA の抽出を、発酵液から DNeasy Tissu
e Kit (QIAGEN) を用いて行った。PCR は Lig
ht Cycler (Roche) にて、反応試薬 Fast St
art DNA Master Plus SYBR Green I (Roch
e) を用いて行った。定量プライマ－は、BAC
O186F および BACO447R を用い、PCR 条件は、
初期変性を 95℃、10 分、サイクリングは、
変性を 95℃、10 秒、アニーリングを 56℃、1
0 秒、伸長反応を 72℃、30 秒で、32 サイク
ルとした。検量線は、DNA 濃度既知サンプル
の希釈列より作成した。 
 
４．研究成果 
(1) 人工生ごみを対象とした半連続式培養 
 非滅菌条件において 2倍希釈した模擬生ご
みを基質に、半連続式培養により高温（55℃）
および中温（37℃）酸発酵を実施した。その
結果、高温酸発酵でのみ pH 5～6 および水理

学的滞留時間（HRT）20～3 日（COD 負荷率 5.2
～34.4 g-COD/L-Reactor/日）の条件により、
長期間にわたり安定して 90％以上の光学純
度を有する L-乳酸が生成できることを見出
した。また、pH 6 の条件下では、乳酸濃度と
乳酸収率がそれぞれ 32 g/L と 0.58 以上（生
成乳酸量/基質糖質量 [-]）となること、光
学純度 93％以上が安定して得られること、お
よび基質中にあらかじめ存在する乳酸を考
慮（排除）して求めた生成乳酸に対する光学
純度では 96％以上が得られることを示した。
生ごみ負荷率との関係では、HRT が 10 日から
3 日へ減少する（負荷率が増大する）に従い、
光学純度が 92.8％から 94.5％へ向上し、乳
酸収率が 0.73 から 0.58 へ減少し、乳酸以外
の有機酸に対する乳酸の選択性（COD 基準）
が 97.0％から 93.5％へ低下する傾向が見ら
れた。 
 
(2) 人工生ごみを対象とした pH 調整剤の検
討 
 ポリ乳酸合成過程を考慮すると、L-乳酸発
酵過程での pH 調整剤として水酸化ナトリウ
ムより、アンモニアがアルカリ剤として望ま
しいことが考えられた。pH 調整剤の高温 L-
乳酸発酵への影響を検討した結果、pH 調整剤
ごとに同様の終端乳酸収率や 98%以上の光学
純度が、純菌培養でないにも拘わらず得られ
ることが示された。有機酸に対する乳酸の割
合により、いずれの pH 調整剤を用いた場合
もほとんど乳酸以外の有機酸の生成が起こ
っていないことがわかった。これは、糖質が
乳酸以外の有機酸にならず、高効率で乳酸の
生成が行えていることを表す。今回いずれの
Run においてもガスの発生は見られなかった。
これは、COD の値がほぼ変化していないこと
とも一致する内容である。これらのことから、
いずれの Run においても CO2の発生がなく、1 
mol のグルコースから 2 mol の乳酸が生成す
るホモ乳酸発酵が起こっていたと考えられ
る。 
 終端 L-乳酸濃度、L-乳酸の光学純度および
収率に関しては、pH 調整剤による差異を明確
に断定できる傾向は見られなかった。ただし、
水酸化カルシウムで pH を調整した場合の終
端 L-乳酸濃度に関しては、アンモニアおよび
水酸化ナトリウムで pH を調整した場合に比
べて少し劣っていた。これは、本研究では溶
解性の乳酸の濃度を HPLC で測定したため、
生成した乳酸塩の溶解度の影響であると考
えられる。いずれの pH 調整剤でも、基本的
に糖質から一定の割合で乳酸の生成が行わ
れ、その割合は収率により表示しうることが
示されている。これより L-乳酸のアンモニア
塩、ナトリウム塩およびカルシウム塩を pH
調整剤の選択により作り分けられることが
示された。 



 

 

 乳酸生成に関与する微生物の活性の指標
として ATP活性を測定した結果例を図 2に示
す。運転開始から約 20～50 時間の間で、ア
ンモニアおよび水酸化カルシウムで pH 調整
した場合は急激に高くなり、一方、水酸化ナ
トリウムで pH 調整した場合は、あまり高く
ならず、低い状態で活性が維持されているこ
とが示されている。これは前述の乳酸生成状
況と一致する。また、両者は明らかなに対応
した変化を示しており、ATP 活性を乳酸生成
活性の指標として用いることが有用である
ことが分かる。また、これらの結果から、基
質に生ごみを用いて非滅菌かつ 55℃および
pH5.5 で乳酸発酵を行う場合、水酸化ナトリ
ウムよりも水酸化カルシウムおよびアンモ
ニアの方が、乳酸生成菌の活性が高く、より
速くより多くの乳酸が生成できるという点
で pH調整剤として優れていると考えられた。 
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図 2 乳酸生成速度と ATP 濃度の比較例 

（アンモニアによる pH 調整） 

 

 

(3) 菌叢解析および定量 
 16S rDNAを利用した微生物群集解析により
乳酸発酵に関与しているのは Bacillus 
coagulans と同定され、自然環境を含む生ご
み由来であることが確認された。微生物の活
動状況を把握するために、分子生物学的手法
を 用 い た 微 生 物 量 の 把 握 も 試 み た 。
B.coagulans の DNA 濃度の増減傾向と処理特
性の傾向は一致しており、リアルタイム PCR
法により、B.coagulans の定量が可能である
ことが示された。処理特性の分析だけでは、
実際面で必要な情報は入手可能であるもの
の、直接的な反応機構の担い手である微生物
群の情報は間接的にしか得られない。本手法
は、特に混合基質を対象とした発酵過程にお
いて、特定の微生物群の定量可能である点で
有用となる。B.coagulans の DNA 濃度と菌体
重量との相関関係を検討した結果、DNA 濃度
を COD 値で除した値(1 g-COD/L あたりの DNA
濃 度 ) の 平 均 値 で あ る 6.47 × 1010 
(copies/g-COD)を換算係数とした。 
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図 3 実験結果および計算結果例；曲線で表

された Sは全糖質濃度(g-グルコース-COD/L)、

L は乳酸濃度(g-乳酸-COD/L)、X は菌体濃度

(g-B.coagulans-COD/L)の計算結果を、点は

実験結果を示す 

 
(4) 数理モデルの構築 
 主要な構成要素のモデルにおける経路の
概略は、でんぷんが加水分解されてマルトー
スになりマルトースがさらに加水分解され
てグルコースになる経路、スクロースが加水
分解されてその半量がグルコースになる経
路、グルコースが消費され一部が菌体の増殖
に用いられ L-乳酸を生成する経路、および菌
体が死滅・分解する経路である。各反応速度
式は、速度定数や基質濃度を考慮した
Michaelis-Menten の式などを組み合わせて
表現した。実験結果により、基礎的なパラメ
ータ値を求め、グルコースや乳酸による阻害
影響を表す定数を算出した。本発酵法におけ
る 生 成 物 で あ る 乳 酸 の 阻 害 形 式 は 、
Lineweaver-Burk プロットより非拮抗型と定
めた。 



 

 

 得られた L-乳酸の光学純度は、Test1 およ
び Test 2 では 100％を実現でき、Test 3 で
98.3％、Test 4 で 98.5％、Test 5 で 99.5％
であった。そして、得られた値を組み込んだ
数理モデルを構築した。モデルでの計算結果
例を、実験結果と合わせて図 3に示す。グル
コースを主体とした人工培地の回分式実験
（Test1～3）および人工生ごみの回分式実験
（Test4）いずれの実験結果もおおむね再現
されている。また、生ごみおよびバナナ果皮
の混合培地を基質とした半連続式実験
(Test5)でモデル式を検証した結果、適用性
が確認された。 
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