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研究成果の概要（和文）：バンカーサイロで調製したトウモロコシホールクロップから

Acetobacter pasteurianus を優勢菌として分離した。A. pasteurianus の存在は DGGE でも確認

され、岡山だけでなく北京（中国）で行った実態調査でも A. pasteurianus が高頻度で検出さ

れた。分離株を用いてサイレージへの添加実験を行ったところ、A. pasteurianus はトウモロ

コシサイレージでのみ開封後の好気的変敗を遅延させた。この効果は Bacillus spp.の生育抑

制を介したものと考えられたが、変敗抑制効果は確実なものではなく、イタリアンライグラス、

ギニアグラスおよび飼料イネサイレージではまったく見られなかった。また、開封後に A. 
pasteurianus を添加すると、トウモロコシサイレージでは好気的変敗が促進した。空気が侵入

しやすいバンカーサイロは A. pasteurianus の好適な生息場所であり、嫌気貯蔵と好気的変敗

の両者において、他の細菌群集と相互作用していることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Acetobacter pasteurianus was isolated from bunker-made untreated 
corn silage as the predominant bacterium. The presence of A. pasteurianus was confirmed 
by denaturing gradient gel electrophoresis, and in other bunker-made corn silages 
produced in different regions including Beijing, China. Using the isolate, the effects 
of A. pasteurianus on fermentation, aerobic stability and bacterial community were 
determined. Addition of A. pasteurianus before ensiling improved aerobic stability in 
corn but not in grass and rice silage, whereas addition of A. pasteurianus after silo 
opening accelerated aerobic spoilage in corn silage. These results indicate that A. 
pasteurianus can inhabit bunker-made corn silage, and may show significant interactions 
with other bacterial species associated with anaerobic storage and aerobic deterioration. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００９年度 6,500,000 1,950,000 8,450,000 

２０１０年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

２０１１年度 3,300,000 990,000 4,290,000 

総 計 13,300,000 3,990,000 17,290,000 

 
研究分野： 農学 
科研費の分科・細目：畜産学・獣医学、畜産学・草地学 
キーワード：飼料・サイレージ・微生物 
 
１．研究開始当初の背景 
サイレージは自給飼料の主要な貯蔵形態で

あり、栄養価や発酵特性の改善に関する研究

は現在も非常に活発である。生産者の約7割が
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添加剤を使用しており、微生物制御に対する

意識や新規技術の普及性は非常に高い。安全

性、コスト、取り扱いの簡便さ等から微生物

製剤への期待は大きく、多様な調製条件でも

効果が確実なものや、貯蔵性の改善だけでな

く開封後の変敗防止に有効なもの等が求めら

れている。 

 サイレージの微生物制御については、乳酸

菌を中心にこれまで数多くの研究が行われ

てきた。なかでも優勢菌種と発酵特性に関す

る研究は多く、ホモ発酵型乳酸菌を主体とす

る現在の微生物製剤はそれらの知見をもと

に選抜されている。サイレージ調製の基本は

材料草の栄養価を高く保持することであり、

ホモ発酵型乳酸菌の利用はエネルギー損失

とタンパク質分解の抑制という点で絶対的

に優れる。しかし、現代のサイレージは高水

分の材料を細断して気密サイロに詰め込む

という古典的なものではない。ロールベール

は強く予乾した低水分材料を用いることが

多く、十分な圧密が困難なこともあって、ア

ルコールの生成量がしばしば有機酸のそれ

を上回る。バンカーサイロは細断した高ある

いは中水分の材料を用いるが、サイロ上部か

ら微量の空気が侵入しやすく、開封後は取り

出し面すべてが空気に曝されるため好気的

変敗が起こりやすい。すわなち、現代のサイ

レージは貯蔵中および開封後のいずれも酵

母やカビが生育しやすくなっており、それら

を防止することが次代の微生物製剤には必

要である。 

我々は、サイレージの微生物群集を培養法

および非培養法（DGGE）で解析してきた。ロ

ールベールやバンカーサイロも調査対象とし

ているが、2008年5月にサンプリングしたトウ

モロコシのバンカーサイロから、酢酸菌の

Acetobacter pasteurianusを優勢菌として分

離した。このサイレージは添加剤なしで1年以

上貯蔵されたものであったが、サイロ上層の

一部ではA. pasteurianusがほぼ単独で、下層

ではA. pasteurianusと数種の乳酸菌が共存

して細菌群集を構成していた。 

分離株を用いてトウモロコシサイレージ

への添加試験を行ったところ、開封後の好気

的変敗が1週間以上遅延することが判明した。

しかも、乳酸含量は減少しておらず、サイレ

ージ調製の基本を保持したうえで、現代のサ

イレージがもつ弱点を補強するという可能

性が示された。本研究では、貯蔵中および開

封後の真菌生育を抑制する新たな微生物製

剤の開発を目的として、A. pasteurianus の

有用性とその作用機序を明らかにすること

を目的とした。 

 

２．研究の目的 

A. pasteurianus は偏性好気性菌であり、

エタノールを酸化して酢酸を生成する。酢酸

は酵母やカビの抑制に有効な抗菌物質であ

るが、サイレージ中のエタノールを酢酸に変

え、開封後の変敗を防止するという発想はこ

れまで全くなかった。一方、偏性好気性菌の

A. pasteurianus が、嫌気貯蔵を基本とする

サイレージで生育あるいは生残できるのか

は不明であり、開封後に急激な増殖があれば

逆に好気的変敗を促進することも考えられ

る。A. pasteurianus を用いた微生物制御は

サイレージの新しい品質マネジメントとな

る可能性があるが、作用機序を明らかにしな

ければ、実用化に足る技術とはなりえない。

そのため本研究では、有効処理条件の把握と

ともに、変敗防止に関わる微生物因子の解明

を主たる目的とした。 

 
３．研究の方法 
取り組んだ課題は、(1)バンカーサイロに

おける細菌群集の解析と分離した A. 



 

 

pasteurianus の微生物学的特性の調査、(2)

イネ科牧草（寒地型および暖地型）、トウモ

ロコシおよび飼料イネを材料とした A. 

pasteurianus 添加サイレージの調製と作用

機序の解析、(3)A. pasteurianus を添加した

サイレージの反芻動物による嗜好性および

採食量評価である。(1)では岡山、北海道お

よび北京（中国）でトウモロコシサイレージ

を採取し、DGGE で細菌群集を調査するととも

に、分離した A. pasteurianus の微生物学的

特性を調べて、サイレージの品質管理におけ

る A. pasteurianus の意義について検討した。

(2)では A. pasteurianus を様々な材料に添

加して実験室規模のサイレージを調製し、発

酵生成物、生菌数および好気的安定性の変化

を調べて、新規微生物製剤としての有用性を

明らかにした。また、DGGE で細菌群集を調べ

るとともに、エタノールから酢酸を生成する

鍵 酵 素 PQQ-dependent alcohol 

dehydrogenase (ad)遺伝子の発現状況につい

ても調査した。(3)では A. pasteurianus を

添加したバッグサイレージを調製し、嗜好性

や採食量が低下しないことを確認した。当初

の計画と異なり、A. pasteurianus の変敗防

止能はイネ科牧草や飼料イネではまったく

見られなかった。また、トウモロコシでも添

加効果は約 50%の確率で見られるに過ぎず、

A. pasteurianus を新規微生物製剤として利

用することは難しいと判断された。一方、北

京（中国）で採取したサンプルと岡山で採取

したサンプルには高頻度で A. pasteurianus

が検出され、バンカーサイロは Acetobacter 

spp.にとって好適な生息地であることが明

らかとなった。イネ科牧草やロールベールサ

イレージに A. pasteurianus を認めたことは

なく、草種やサイロ形式による違いがどのよ

うな要因によるのか、それらが品質管理のう

えでどのような意味を持つのかについて、現

在も調査研究を続けている。 

 
４．研究成果 

我々は、バンカーサイロで調製したトウモ

ロコシサイレージから、MRS 培地に生育する

優勢菌として A. pasteurianus を分離した。

MRS 培地は乳酸菌（Lactobacilli）の分離・

培養に適した培地であり、発酵食品/飼料の

生菌数測定でもよく使われる。この培地で A. 

pasteurianus が良好に生育するのであれば、

サイレージの乳酸菌動態に関するこれまで

のデータは、A. pasteurianus を含む形で得

られてきた可能性がある。一方、Acetobacter 

spp.をサイレージに検出した報告はこれま

でに数編存在するが、実規模サイレージの優

勢菌種を同定したものは 1編しかなく、明ら

かにされた菌種は A. aceti と A. pomorum だ

けである。我々の知見が例外という可能性も

あり、岡山以外の地域を対象にした実態調査

を行う必要があると考えた。そこで、2009 年

以降も岡山でバンカーサイロのサンプリン

グを行うとともに、北海道および北京（中国）

で同様の調査を行い、A. pasteurianus の検

出と管理技術との関連について検討した。

 

 

そ の 結 果 、 MRS 培 地 に お け る A. 

pasteurianusの生育はEY培地（エタノールを

基質とする）における生育とほとんど変わら

ず、嫌気条件で培養しても104 cfu/g程度の生

菌数が長期間維持されることが明らかとなっ

図 1．Acetobacter pasteurianus を分離したバ

ンカーサイロにおける細菌群集． 



 

 

た。また、実態調査では岡山（n=5）および北

京（n=14）のサンプルから高頻度でA. 

pasteurianusが検出され、岡山のサンプルか

らは複数年にわたって優勢菌としてA. 

pasteurianusが分離された。北海道（n=6）の

サンプルにはA. pasteurianusが検出されな

かったが、冬期（2月）に採取したことが影響

している可能性もあり、実態調査は今後も継

続する。これらの結果は岡山の知見が決して

例外でないことを示しており、地域に関わら

ず、バンカーサイロにはA. pasteurianusが存

在することが明らかとなった。 

 

 

 続く実験では、A. pasteurianusをイタリア

ンライグラス、ギニアグラス、トウモロコシ

および飼料イネに添加して、実験室規模のサ

イレージを調製した。添加レベルは105あるい

は106 cfu/gとし、短期および長期間貯蔵して

発酵生成物、生菌数および好気的安定性の変

化を調べた。この中で好気的変敗の抑制効果

が見られたのはトウモロコシサイレージだけ

であり、その効果も4回中（年度およびトウモ

ロコシの品種を変えて実験を行った）2回とい

う確実性の低いものであった。変敗抑制時で

も発酵生成物の変化はほとんどなく、同目的

で市販されている乳酸菌 Lactobacillus 

buchneriとは異なる作用機序が示唆されたが、

添加効果を安定させる処理条件を見出すこと

はできず、新規微生物製剤としての展開は難

しいと判断した。一方、DGGEで細菌群集を調

べると、抑制効果が見られた事例では開封時

および変敗試験後にBacillus spp.が検出さ

れ な い と い う 特 徴 が 認 め ら れ た 。 A. 

pasteurianusが生残しなくてもBacillus spp.

は消失していたことから、変敗抑制の作用機

序として、同じ好気性菌のBacillus spp.を嫌

気貯蔵の過程で拮抗的に抑制したことが示唆

された。 

A. pasteurianusを開封後に添加する実験

も行った。イタリアンライグラスとトウモロ

コシサイレージについてのみ実験を行ったが、

前者ではA. pasteurianusによる変化がなか

ったのに対し、後者では好気的変敗が促進さ

れた（3回中2回）。変敗過程でA. pasteurianus

が増菌していることも確認され、ad遺伝子も

明確に検出されるようになった。また、トウ

モロコシサイレージでは、A. pasteurianus

を添加してなくても、好気的変敗後にそのDNA

が検出されることがあった。トウモロコシ以

外で同様のことが観察されることはなく、A. 

pasteurianusの生息・生育には、明確な草種

特異性が存在することが示された。なお、ト

ウモロコシであっても、実験室規模で調製し

たサイレージの開封時にA. pasteurianusが

検出されることは一度もなかった。そのため、

A. pasteurianusはバンカーサイロで調製し

たトウモロコシに特徴的な細菌であり、開封

後の空気侵入によってその生育が刺激されて

いると考えられた。サイレージ調製に関わる

細菌でこれほど明確な草種特異性を示すもの

はなく、A. pasteurianusの微生物生態は今後

も調査を継続して調べる予定である。 

A. pasteurianusの変敗抑制効果は確実で

ないという判断を下したが、抑制効果が見ら

れる時に採食量が低下しないことを確認する

ことは重要である。L. buchneriによる変敗抑

制は草種に関わらず認められるが、乳酸を酢

図 2．北京（中国）周辺の酪農家 14 件を対象と

したバンカーサイロ細菌群集の実態調査． 



 

 

酸に変えて抗真菌作用を示すことから、増加

した酢酸が採食量を低下させるという懸念を

示すユーザーは多い。微生物製剤の添加効果

は嗜好性および採食量の査定を含めて評価さ

れるべきであり、第3の課題として採食試験を

行った。トウモロコシホールクロップを材料

として15 kgサイズのバッグサイレージを調

製し、反転法で選択性および自由摂取量を調

査する試験を行った。この試験に用いたトウ

モロコシサイレージではA. pasteurianusに

よる変敗抑制効果が認められ、発酵生成物で

は酢酸が増加していたが、嗜好性および採食

量が低下することはなかった。すなわち、添

加効果が確実でないことがA. pasteurianus

の弱点であるが、生産性の向上につながる潜

在的有用性はあると考えられた。 

以上のように、A. pasteurianusを用いた新

しい品質マネジメントを、研究期間中に具体

化することはできなかった。しかし、バンカ

ーサイロの実態調査や好気的変敗に関わる微

生物群集の解析を繰り返したところ、サイレ

ージの微生物制御に関する新たな知見を多数

得ることができた。培養法と非培養法を組み

合わせた研究手法の有用性も高く評価され、

国際学会における招待講演も研究期間中に受

けることができた。A. pasteurianusの明確な

草種特異性など、研究を継続すべき興味深い

知見も多数得られている。雑誌論文として公

表していない研究成果については、今後順次

発表していく予定である。 
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