
1. 緒 言

近年，石油資源の枯渇への危機感や環境問題に対する
関心の高まりからバイオプラスチックが注目されてい
る。その中でもポリ乳酸（PLA）はポリカーボネ―トと
比較されるほど強靭かつ，透明性，生体への安全性が高
く，最も期待されている材料のひとつである。石油を原
料として合成される汎用プラスチックと比べ，ポリ乳酸
の原料である乳酸はバイオマスを原料として発酵法を用
いて生産が可能である。よって，カーボンニュートラル
の概念が成り立ち，環境に優しい素材であると言える。
しかし，ポリ乳酸は汎用プラスチックに比べて高価格で
あり，本格的な普及には至っていない。すなわち，乳酸
を安価に大量生産可能なシステムの構築が普及には必須
の条件であると考えられる。

L-乳酸を生産する微生物としては Lactobacillus 属に
代表される乳酸菌が一般的に知られている。しかし，乳
酸菌は低 pH 耐性が弱く，複雑な栄養要求性を持つこと
や高密度培養が難しいといった課題があり，発酵プロセ
スが高コストとなる問題点がある。また，車体材料とし
てポリ乳酸を使用する場合，高品質，高結晶性のポリ乳
酸を用いる必要があり，原料として 99％以上という高
光学純度の L-乳酸が必要となる 6）。しかし，多くの乳
酸菌は L-乳酸生産時に D-乳酸が副産物として混入する
場合がある為 2），発酵の段階で高光学純度の L-乳酸を
得ることが困難であり，乳酸精製時において光学分割の

工程を要し 5,9），さらなるコスト増大の要因となってい
る。一方，Saccharomyces cerevisiaeに代表される酵母は，
高密度培養が可能であると同時に乳酸菌に比べて低 pH
耐性が強く，栄養要求性も複雑でない等の利点があるが，
一般的に酵母は L-乳酸脱水素酵素（L-LDH）遺伝子を
持たないことから乳酸生産を行わない 11）。しかし，遺
伝子組換え技術を利用して L-LDH 遺伝子を細胞内で発
現させることにより，酵母においても乳酸生産が可能で
ある。本研究では乳酸発酵に使用する菌株として㈱豊田
中央研究所とトヨタ自動車㈱が構築した遺伝子組換え酵
母を使用した。本研究で使用した菌株はエタノール生産
に関与しているピルビン酸脱炭酸酵素（PDC）に着目し，
PDCをコードする主遺伝子を破壊してプロモーターのす
ぐ下流に L-LDH 遺伝子を導入することによって 99.9％
以上という高光学純度の L-乳酸を生産可能である 3）。
遺伝子組換え酵母を用いた発酵を用いた L-乳酸生産プ
ロセスを行う際には，最終生産物である乳酸による菌体
への影響が問題となる。その回避策として，炭酸カルシ
ウム中和発酵とカルシウム沈殿法が用いられてきた 12）。
しかし，このプロセスは精製工程が複雑で，廃棄物の発
生や加熱操作が必要であることからコスト面でまだ問題
を抱えている。また，近年，アンモニア中和発酵とエス
テル蒸留法を組み合わせたプロセスも検討及び実用化が
なされている 1,12）。しかし，このプロセスも精製工程が
複雑で多数の加熱工程を含む為に，精製コストや加熱操
作に伴う乳酸の光学純度及び収率の低下が問題となる。
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そこで，我々はこれらの問題を回避する為に抽出発酵
を用いた乳酸生産プロセスの構築を目指した。抽出発酵
は培養液に直接抽出溶媒を重層し，抽出を行いながら同
時に発酵を行う手法で，常温常圧で行えることが特徴で
ある。この方法で培養液から乳酸を取り除くことにより，
乳酸による最終生産物阻害が回避でき，また培養液から
直接乳酸を抽出することから加熱による精製工程を簡略
化可能である。その為，コストの削減とともに，収率や
光学純度の低下の回避も期待できる。
これまでの研究において，抽出発酵後半の 40 g/L 程

度（水相中）の高乳酸濃度条件下において，その生産が
停止する現象が得られている。現在，その阻害要因とし
て抽出剤の毒性，乳酸自体の毒性，乳酸生産による pH
低下の影響が考えられている。そこでフローサイトメー
ターを用いて抽出発酵時における菌体生存率を測定し，
生産阻害要因を探るとともに，発酵後抽出も含めた生産
性向上の可能性について検討した。

2. 非中和発酵および中和発酵

前々培養として 500 mL 容バッフル付フラスコに用意
した YPD培地 100 mLに S. cerevisiae T165R株 5）のグ
リセロールストック 500 µL を植菌して 30°C，170 rpm
で 24時間旋回培養を行った。前培養として 5 L容ジャー
ファーメンターに用意した菌体増殖用培地 1 Lに前々培
養液全量を植菌して 30°C，pH 7，通気量 1 vvm，
300 rpmで培養を 8 時間行った。培養終了後は培養液を
遠心機を用いて 7,700×g で遠心分離を 10 分間行い，菌
体を回収した。本培養として 5 L 容ジャーファーメン
ター（MDL-500，丸菱バイオエンジ）に用意したスクロー
ス-糖蜜培地 2 Lに集菌した菌体を OD660=10程度になる
ように植菌して 30°C，50 rpm で培養を行った。中和発
酵では培養開始 60 時間後から NaOH による中和を行
い，pH を 5 に維持した。非中和発酵においては pH の
低下に伴い，残糖が存在する状態での乳酸生産の停止が
見られた（図 1）。培養終了時の pH は 2.5 であった。
一方，中和発酵においては，グルコースを完全に消費し，
乳酸生産量も 70 g/L と高い値を示した（図 1）。次に，
この中和発酵後の上清を用いて抽出実験を行なった。
7 mL 容のスクリューバイアル瓶に水相として 2 mL の
培養後上清と有機相として 1 mL の抽出溶媒を添加し，
適宜数回激しく攪拌しながら，30 分間 30°Cで静置する
ことにより抽出を行った。なお，有機相に関しては有機
酸の抽出に有効性が示されている 3 種類の抽出溶媒 13）

（TDA, Alamine336 および TBP）を使用した。操作後の
水相中の乳酸濃度を測定し，抽出溶媒（有機相）への乳
酸の抽出の割合を示す抽出度（％）13）を算出した。

3. 抽 出 発 酵

上記と同様の方法で前々培養，前培養を行い，本培養
においては培養開始 60 時間目から 30％（v/v）TDA/
オレイルアルコール（オレイルアルコールに容積比で
30％となる様に TDA を溶かした液）1 Lを重層し，抽出
発酵を行なった。抽出発酵を行なうことによって乳酸が
有機相中に抽出されるため，非中和発酵よりも水相の

pH を高く，水相中の乳酸濃度を低く維持できた。その
結果，60 g/L 程度と中和発酵には劣るものの非中和発
酵時よりも高い乳酸生産が実現した（図 1）。なお，抽
出発酵における乳酸濃度 Ccal は，次式を用いて水 1 L当
りに換算して示した。
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そこで，主な要因として考えられる抽出発酵中の溶媒
毒性について検討する為，抽出剤として TDA, TOA お
よび Alamine336 の 3 種をそれぞれ用いた抽出発酵中の
菌体に対し，フローサイトメトリーを用いた細胞の生存
率測定を行なった 4,7,8,10）。抽出発酵の場合，抽出溶媒の
重層により培養液中の乳酸濃度が減少し pH も上昇する
ため，菌体の生存率は溶媒を重層しない非中和発酵より
高く維持されると予想されたが，実際は非中和発酵時よ
りも生存率が低くなる結果となった（図 2）。これは抽
出溶媒による菌体毒性の影響と考えられる。一方，乳酸
生産量は抽出発酵が非中和発酵より増加した。今後
TDA よりも毒性の低い抽出溶媒を探索することが，抽
出発酵をさらに高生産なものするための重要な検討項目

図 1．乳酸濃度の経時変化。
5 Lジャーファーメンタを用いて，2 Lの培養液に対し中和
を行なわない場合（非中和発酵）（◆），培養開始 60 時間
後から 5N NaOH にて pH 5 に維持した場合（中和発酵）
（■），培養開始 60 時間後に 30％（v/v）TDA/ オレイルア
ルコール 1 L を重層し，抽出発酵を行なった場合（○）に
おける乳酸生産量の経時変化を比較した。抽出発酵での乳
酸濃度は本文中の（1）式を用いて換算した。

図 2．抽出発酵時における菌体生存率の経時変化。
100 mL 容三角フラスコを用いて，40 mL の培養液に対し
培養開始時に抽出剤 TDA（○），TOA（●）または
Alamine336（ ）の 30％（v/v）オレイルアルコール溶液
20 mLを重層した場合および重層しない場合（非中和発酵）
（◆）の菌体生存率の経時変化を比較した。
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であると推測された。

4. 中和発酵後の抽出プロセスの検討

中和発酵における問題点は発酵後培養液における抽出
度の低下である。非中和発酵条件においては抽出度の低
下が起こらなかったことから，抽出度低下の原因として
NaOH 添加による pH の上昇および Na+イオン濃度の
増加が考えられた。そこで HCl添加による pHの低下，
陽イオン交換樹脂（AMBERLITE IR-120 PLUS（H））
の使用による pH の低下および Na+イオンの除去によ
り，抽出度を改善することを試みた。HCl 添加による
pHの低下により TDA 使用時には抽出度が上昇した（図
3）。また，陽イオン交換を行なった場合には更なる抽出
度の上昇が見られ，他の抽出溶媒使用時に関しても抽出
度が非中和時と同程度となった（図 3）。以上の結果から，
抽出度低下の原因が Na+イオンであることが明らかとな
り，中和発酵と陽イオン交換を組み合わせることで，中
和発酵により大量に生産された乳酸を抽出溶媒中へ効率
良く抽出することが可能となった。
以上を含めて，現時点で考えられる実プロセスを表 1

にまとめて示す。NaOH 中和を行った後に溶媒抽出を
行うプロセスが最終的に生産される乳酸量や対糖収率が
高く，発酵と抽出を別々に行えるため毒性の制約なしに
使用する溶媒を選択できる利点がある。一方，中和やイ
オン交換処理をする必要があることが欠点として挙げら
れ，これらに必要なコスト次第では抽出発酵が優位なプ
ロセスになると考えられる。

5. ま と め

中和発酵時の発酵後の抽出度低下は陽イオン交換を用
いることにより改善が可能であった。一方，抽出発酵に
おいては中和発酵には劣るものの 60 g/L の高い乳酸生
産量を達成できた。さらに，抽出溶媒による菌体生存率
への影響を解析し，抽出溶媒毒性の軽減が抽出発酵の生
産性の向上に重要であると推察された。
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表 1．L-乳酸生産プロセスの比較。

非中和発酵＋
溶媒抽出法

NaOH中和発
酵＋溶媒抽出法 抽出発酵

最終乳酸濃度
（換算値）

45 g/L程度 70 g/L程度 60 g/L程度

対糖収率（g/g） 約 33％ 約 42％ 約 35％

抽出溶媒
の選択

毒性の
制約なし

毒性の
制約なし

毒性の
制約あり

中和剤 不要 必要 不要

イオン
交換処理 なし あり なし

菌体再利用 不可 可 不可

図 3．イオン交換処理による水相からの乳酸の抽出度の変化。
抽出剤として TDA，Alamine336または TBPの 80％（v/v）
オレイルアルコール溶液を用いた。中和発酵終了後の培養
上清から抽出を行った場合，培養上清に対し HCl の添加
によって pH を 2 付近まで低下させた後に抽出した場合，
および培養上清を陽イオン交換処理を行った後に抽出した
場合の抽出度を比較した。


