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研究成果の概要（和文）：  

Lactobacillus plantarum ML11-11と出芽酵母による複合バイオフィルムの形成には、乳酸菌

の表層タンパクと酵母表層のマンナンを介した細胞間接着が必要であった。検討の結果、乳酸菌

の表層タンパクが認識するのは、マンナン主鎖にマンノースがひとつ以上付加した構造であるこ

とが明らかになった。また、複合BFを固定化菌体として用いる複合BFリアクターの開発につなが

る基礎的知見を得ることができた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Co-aggregation between Lactobacillus plantarum ML11-11 and budding yeast was necessary for 

mixed-species biofilm formation of them. It is clarified that the specific structure, consisted of mannan 

main chain to which are attached side chains containing one or more mannose residues, is critical for 

co-aggregation with L. plantarum ML11-11. It was indicated that the biofilm reactor using above 

mixed-species biofilm have a potential for developing the continuous fermentation processes. 
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１．研究開始当初の背景 

福山酢とは、鹿児島県霧島市福山町で 200

年余りにわたり、壷を用いた特殊な製法によ

り発酵生産されている米酢である。 

申請者らは、そのもろみから分離した酵

母と乳酸菌のスクリーニングを行い、共培

養すると顕著にバイオフィルムを形成する

酵母（Saccharomyces cerevisiae Y11-43）

と乳酸菌（Lactobacillus plantarum 

ML11-11）の組み合わせを見出した。 

その後の検討で、今回分離した乳酸菌（L. 

plantarum ML11-11）が分離菌以外の清酒酵

母などの実用酵母及び遺伝情報や実験ツー

ルが整備されている実験室酵母とも複合バ

イオフィルムを形成可能であることを明ら

かにすることができた。一方、現在までに

百数十株程度の乳酸菌について検討を行っ

ているが、今のところ本活性を有する株は

分離乳酸菌 ML11-11と併せて計 6株のみで

ある。このことから、本現象は限られた乳

酸菌が有する特殊な性質に依存していると

考えられる。 

申請者らの分離した L. plantarum 

ML11-11と出芽酵母を共培養すると、固体

表面に酵母細胞を高密度に含む強固な酵

母・乳酸菌複合バイオフィルムを形成させ

ることができる。 

また、これまでの研究から、L. 

plantarum ML11-11は、出芽酵母と高い凝

集活性を示すことが明らかとなっており、

実際、両菌液を混合すると数分で肉眼で確

認できる凝集塊が多く形成される。このこ

とから、乳酸菌 ML11-11 と出芽酵母による

複合バイオフィルム形成は、L. plantarum 

ML11-11と出芽酵母の高い凝集性、及び L. 

plantarum ML11-11の担体との高い親和性、

の 2つに依存していると考えられる。出芽

酵母を加熱しても凝集能は喪失しないが、

乳酸菌 L. plantarum ML11-11 を加熱する

と凝集能が喪失し、またマンノースの添加

でも凝集能が喪失したことから、出芽酵母

側の因子はマンナンなどの多糖であり、乳

酸菌の表層因子はタンパクであることが

推定された。 

 
２．研究の目的 

清酒や醤油をはじめとする多くの伝統発

酵食品においては、乳酸菌と酵母が共存して

いる場合が多く、それらを含む多種多様な微

生物間の相互作用が発酵の安定性や製品の

質に大きく影響を及ぼしていると考えられ

る。また、「もろみ」中では、固形物表面に

微生物細胞が付着し集落を形成することも

また、発酵の安定化に一定の役割を果たして

いるのではないかと考えている。我々は、鹿

児島福山町で 200年余りに渡りつくられて

きた福山酢より、共培養すると顕著に複合バ

イオフィルムを形成する酵母と乳酸菌を見

出した。本研究では、これらの複合バイオフ

ィルムの形成機構解明を目指すと共に、複合

バイオフィルムを固定化菌体として用いる

ことによる新しい物質生産システムの構築

を目指す。 

ところで、多くの東アジアの伝統的発酵は、

「もろみ」の状態で進行する。「もろみ」は

多く固形物を含む。「もろみ」中では、固形

物表面に微生物細胞が付着して一種のバイ

オフィルムのような状態となって、発酵が進

行するのでないかと考えられ、こうした微生

物の付着は、発酵の安定化に一定の役割を果

たしているのではないかと考えられる。 

なお、バイオフィルムとは、一般に固体液

体界面上に形成されるフィルム状の微生物

集落のことを指し(Microbial Biofilms, ASM 

Press, Washington (2004))、菌体がつくる



菌体外多糖に囲まれている場合が多い。一般

に、バイオフィルムは、各種の物理・化学的

処理に対して高い耐性を示すため、医療をは

じめとする種々の産業活動において問題視

されてきた。ただ、その一方で、バイオフィ

ルムは水の浄化などにも貢献しており、必ず

しも悪い面ばかりではない。実際には、バイ

オフィルム形成はほとんど全ての微生物が

有する普遍的な性質であると考えられるの

で、意図せず色々な分野で利用されてきた可

能性があり、発酵・醸造分野もそのひとつな

のではないかと考えられる。 

本申請研究では、L. plantarum ML11-11

と出芽酵母が複合バイオフィルムを形成機

構するために必要な互いの因子を明らかに

するとともに、複合バイオフィルムを固定化

菌体として利用することによる物質生産へ

の利用に関する基礎的検討を行った。 

 

３．研究の方法 

乳酸菌と出芽酵母の複合バイオフィルム

形成機構解明とその固定化菌体としての利

用基盤技術の創出を目指す。まず、複合バイ

オフィルム形成に必要な、乳酸菌 L. 

plantarum ML11-11と出芽酵母それぞれの表

層因子の同定を行い、そのことを通して、複

合バイオフィルム形成機構解明を行う。乳酸

菌と酵母の表層因子の同定は、変異株もしく

は欠損株ライブラリーのスクリーニングと

プロテオーム解析を並行して行った。 

次に、複合バイオフィルムを固定化菌体

として用いることによる新しい物質生産シ

ステムの構築を目指す。まずは、エタノー

ル発酵を対象に研究を行う。特に、繰返し

使用耐性の向上、連続化、及び、コンタミ

ネーション耐性化に関する検討を行った。 

まず、乳酸菌の複合バイオフィルム形成

に必要な表層因子の探索に関しては、L. 

plantarum ML11-11 のトランスポゾン変異

株ライブラリーの構築を行い、これを用い

て、複合バイオフィルム非形成変異株のス

クリーニングを行うことにより、複合バイ

オフィルム形成に必要な遺伝子の獲得を目

指した。 

次に、L. plantarum ML11-11 ショットガ

ンクローンライブラリーのスクリーニング

に関しては、共凝集活性を有しない L. 

plantarum ML11-11 変異株に野生株ゲノム

のショットガンクローンを導入することに

よりライブラリーを構築し、これを用いて、

複合バイオフィルム形成変異株のスクリー

ニングを行うことにより、マルチサプレッ

サークローンの獲得を目指した。 

L. plantarum ML11-11表層タンパクのプ

ロテオーム解析に関しては、現在までの検

討より、乳酸菌側の表層因子はタンパクで

あることが推定されることから、乳酸菌の

表層タンパクを抽出し、二次元電気泳動か

ら LC/MS/MS 解析を行い、表層タンパクのプ

ロファイルを調査した。 

予備的検討結果より、酵母側の因子はマ

ンナンであることがある程度推定されたが、

複合バイオフィルム形成に関わる遺伝子は

多岐に渡るものと考えられるため、出芽酵

母遺伝子欠損株ライブラリーを用いたマン

ナン生合成欠損株を対象とするスクリーニ

ングと併せてランダムスクリーニングも行

った。 

スクリーニングには、出芽酵母遺伝子欠

損ハプロイド株ライブラリー（BY4741 

haploid background (MATa his3Δ1 leu2Δ0 

met15Δ0 ura3Δ0)）を用い、複合バイオフ

ィルム非形成変異株を探索した。 

また、複合バイオフィルムリアクターの

実用展開に向けた基礎的研究については、

セルロースビーズを担体として用いた連続
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式複合バイオフィルムリアクターを作製し、

連続エタノール発酵能について検討する。

また、併せて、バクテリオシン生産乳酸菌

を、複合対象菌として用いることにより、

コンタミネーション耐性化に関する検討を

行った。 

 

 

４．研究成果 

鹿児島県の福山酢（図 1）もろみから分離

された乳酸菌（Lactobacillus plantarum 

ML11-11）は、出芽酵母と共培養すると顕著

に複合バイオフィルムを形成し（図 2、3）、

同時にそれらは高い共凝集活性を有してい

た。そこで本申請研究においては、共凝集機

構の解明、及び、複合バイオフィルムの固定

化菌体としての利用に関する基礎的検討を

行った。 

まず、共凝集特性について検討を行ったと

ころ、本共凝集は pH 3以下と 12 以上の環境

及びマンノースを添加した環境では抑制さ

れ、乳酸菌表層をプロテアーゼで処理した場

合も共凝集しなかった。また、乳酸菌細胞を

加熱した場合には共凝集は起こらなかった。

これらのことから、本乳酸菌と酵母の共凝集

は、乳酸菌の表層タンパクと酵母の表層のマ

ンナンを介して行われていることが強く示

唆された（図 4）。 

次に、両菌液を混合後、凝集沈殿後の上清

部分から菌液を採取し、それらを乳酸菌もし



くは酵母の選択培地で培養することを繰り

返し行った結果、15株の非凝集性乳酸菌自

然変異株を得ることが出来た。一方、酵母の

変異株は取得できなかった。本乳酸菌非凝集

性変異株の複合バイオフィルム形成能は著

しく低く、複合バイオフィルム形成には、共

凝集が重要な役割を果たしていることが明

らかになった。 

さらに、非凝集性乳酸菌自然変異株の表層

タンパクを抽出し SDS-PAGE によりそのプロ

ファイルを比較したところ、非凝集性変異株

において発現が著しく減少しているタンパ

クが見出された。そこで、質量分析法を用い

て当該タンパクの同定を行い、現在得られた

部分ペプチド配列から候補タンパク質の絞

り込みを行っている。今後、当該部分ペプチ

ド配列を有するタンパク質の遺伝子のクロ

ーニングを行いたい。 

なお、共凝集に必要な乳酸菌の表層因

子に関しては、約 8,500 株より成る

ML11-11のトランスポゾン変異株ライブラリ

ーを構築することができた。現在までに千数

百株程度スクリーニングを行ったが、有意に

共凝集活性を失ったものは得られていない。

また、ML11-11 の非凝集変異株を用いること

によるマルチコピーサプレッサースクリー

ニングを行うべく、ショットガンクローンラ

イブラリースクリーニングの構築を進めて

いるが、これまでにゲノム DNAの安定抽出を

行うことができるようになり、現在ライブラ

リー作製を進めている。共に、今後さらに検

討を継続したい。 

一方、共凝集に必要な出芽酵母表層マンナ

ンに関しては、出芽酵母遺伝子欠損ハプロイ

ド株ライブラリーを用いてスクリーニング

を行った。結果、マンナンの主鎖にマンノー

スがひとつ付加した構造を乳酸菌表層のタ

ンパクが認識して接着していることが明ら

かになった。さらに、当該遺伝子（mnn2）相

補実験を行った結果、共凝集現象が再現され

た（図 5）。 

さらに、これまでに複合 BF を固定化菌体

として用いる複合 BFリアクターの試作と発

酵試験を行った。まず、シャーレ底部に形成

させた複合バイオフィルムを用いてアルコ

ール発酵が可能かどうかを検討したところ、

複合バイオフィルムは洗浄操作を行っても

シャーレ底面に保持され、アルコール生産に

利用可能なことが確認された。また、複合バ

イオフィルムを形成させたガラスビーズや

セルロースビーズを担体としてカラムリア

クターを用いて反復回分培養を行った結果、

同系は、収率や安定性が高いことが確認され

た。 

次に、スケールアップと発酵の連続化につ

いて検討を行った。全容 670 ml 容のガラス

容器に複合バイオフィルムを形成させたセ

ルロースビーズを充填したリアクターを用

いて連続発酵システムを構築し、チューブポ

ンプを用いて連続発酵試験を行った結果、10

日間にわたってアルコールが連続生産可能

であった（図６）。そこで、このリアクター

を用いて、菌を追加接種することなく、約 1

カ月にわたる連続運転を試みたところ、途中

トラブルにより非定常状態が発生したもの

の発酵を継続することができた。これらの結

果より、乳酸菌と酵母の複合バイオフィルム



を用いたリアクターは、長期間の連続使用に

適したロバスト性（堅固な安定性）を備えて

いることが期待された。 

なお、酵母と乳酸菌の共培養系に、大腸菌

や枯草菌などをモデル雑菌として接種した

ところ、共培養系は優れた雑菌排除能を有す

ることが示唆された。乳酸菌と酵母の複合バ

イオフィルムを用いた連続発酵リアクター

で安定した連続運転が可能な理由は、バイオ

フィルムとして酵母細胞が固定化されて系

外へ流出しにくくなったことに加えて、優れ

た雑菌排除能によるのではないかと考えら

れた。 

これらのことから、本申請研究を通して、

「低殺菌自律複製型固定化 BF リアクター」

の作製につながる基礎的知見を得ることが

できたものと考えている。 
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