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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

あらゆる環境や動植物には，多種多様な微生物がいわ
ゆる『複合微生物系（mixed culture systems）』を形成し
て生息している。また，それらの複合微生物系はそれぞ
れ特有の機能・役割（物質変換，有機物・汚染物質分
解，栄養素供給，感染・病原化，健康維持など）を果た
しており，程度の差があるものの環境および動植物に影
響を与えている。一方，19世紀にコッホが純粋分離法
を開発して以降，微生物学は分離した単一微生物（純粋
培養系）を用いた研究により著しく発展し，今後も貢献
することは自明である。さらに，21世紀以降では，解
析技術（シーケンスや質量分析計など）の開発や進歩に
伴い，微生物を分離せずに直接複合微生物系をターゲッ
トとする細菌群集構造解析，メタゲノム，トランスクリ
プトーム，プロテオームやメタボロームなどの研究が活
発に行われ，新しい知見が次々に報告されている。とこ
ろが，複合微生物系による有価物生産に関する発酵研究
は，単一微生物を用いたものに比べて格段に少なく，知
見も技術は蓄積されておらず，学問としても体系化され
ているとは言いがたい。そこで本項では，複合微生物系
を用いた有価物変換法の制御および体系化に関する知見
を紹介するとともに，今後の展望を概説する。

2.　メタ発酵とは

著者らは，複合微生物系による有価物生産のための発
酵法を『メタ発酵』と定義している。メタ発酵（複合微
生物）と純粋発酵（単一微生物）の特徴を表 1に示し
た 1)。メタ発酵では，純粋系の維持を厳密化する必要が
ないため，殺菌・雑菌混入・設備／エネルギーコストに
関しては，純粋発酵よりも有利である。また，異なる基

質特異性を示す複合微生物を用いるメタ発酵では，広範
な基質を利用できることから，多様な成分より構成され
るバイオマスなどの複合基質の変換においても優れてい
る。ところが，多様な代謝経路により，最終代謝物質で
ある生成物は複雑であり，ホモ発酵が困難である。さら
に，純粋発酵では，単一微生物の代謝解析（菌数，転写
量，酵素活性，代謝物）は比較的容易であるが，メタ発
酵では，各菌種の代謝解析は複雑である。また，純粋発
酵で確立されている発酵制御技術は，メタ発酵では研究
蓄積が乏しく，理論すら構築されていないのが現状であ
る。これまでに，メタンや堆肥などの一部の有価物はメ
タ発酵によってのみ生産可能であるのは周知の通りであ
る。一方，その他の有価物生産に関する報告は格段と少
ないものの，メタ発酵によってエタノール 20)，ブタノー
ル 4)，水素ガス 14)，乳酸 8)，酪酸 3) などのバイオ燃料お
よびバイオケミカルを生産できることが報告されてい
る。次項以降には，主に光学活性乳酸生産を目指したメ
タ発酵に関する著者らの成果を紹介する。
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表 1．メタ発酵と純粋発酵の比較 1)

純粋発酵
（単一微生物）

メタ発酵
（複合微生物）

単一基質の変換 効率的 非効率的
複合基質の変換 非効率的 効率的

殺菌（加熱 /除菌） 必要 不必要

雑菌混入に対する強さ 弱い 強い

設備／エネルギーコスト 高い 安い

生成物 単純 複雑（課題）
微生物・代謝解析 容易 複雑（課題）
発酵制御研究 蓄積あり 困難（課題）

※太字はメリットを示す。
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3.　温度制御による生産物の選択 18)

微生物には，増殖可能温度領域と最適増殖温度が必ず
存在するため，発酵温度は純粋発酵でもメタ発酵でも各
微生物の増殖および代謝を制御する因子の一つであ
る 7,12,17)。本項では，標準生ゴミ培地にコンポストを複
合微生物系として用いて，異なる発酵温度 30–65°C で，
発酵液中の pHを 24 h 毎に 7.0に調整する pH振動制御
によるメタ発酵を行った。なお，先行研究により使用コ
ンポストの主要細菌は Bacillus 属であることが明らかと
なっている 9)。
表 2に各発酵温度における発酵 168 h 後の主要有機酸
生産濃度，l- 乳酸光学純度（（l- 乳酸生産濃度－d- 乳酸
濃度）／（l- 乳酸生産濃度＋d- 乳酸濃度）×100），乳
酸選択性（乳酸生産濃度／全有機酸生産濃度×100）お
よび酪酸選択性（酪酸生産濃度／全有機酸生産濃度 ×
100）を示した。酪酸（30°Cおよび 37°C），l- 乳酸（45–
55°C），混合有機酸（40°C，60°C および 65°C）と発酵
温度によって主生産物が異なった。特に，30° で酪酸生
産濃度 24.8 g L–1，酪酸選択性 80.5％，50°C で l- 乳酸
生産濃度 34.5 g L–1，乳酸選択性 91.6％，l- 乳酸光学純
度 100％が得られ，メタ発酵の課題であった副産物生成
をある程度抑制しながら，主生産物への高い変換率を
達成できた。また，変性剤濃度勾配ゲル電気泳動
（DGGE）による細菌群集構造解析の結果，Clostridium
属細菌および Bacillus coagulans がそれぞれ，酪酸
（30°C および 37°C）および l- 乳酸（45–55°C）生産細
菌であることが明らかとなった。
メタ発酵による l- 乳酸生産の過去の報告では，汚泥
や発酵原料に元来生息している微生物を複合微生物とし
て用いたが，本研究はコンポストを用いた初めての報告
である。また，これまでにメタ発酵で l- 乳酸光学純度
100％を報告した事例はなく，著者らが初めて達成した。
以上のように，メタ発酵においても発酵温度は重要な制
御因子であり，発酵温度を制御することで主生産物を選
択できることが明らかとなった。

4.　新規 pH 制御法による L- 乳酸生産の高効率化 16)

純粋発酵では，pH 制御により乳酸生産（濃度，収率，
生産性など）が向上し，特に，pH 一定制御法が有効な
手法であることが知られている 2,17)。一方，メタ発酵で

は，発酵温度同様に制御因子として pH についても pH
一定制御法や pH 振動制御法による l- 乳酸生産の効率
化が報告されている 6,13)。本項では，各種 pH 制御法を
検討して前項に構築したメタ発酵による l- 乳酸生産プ
ロセスの高効率化を目指した。

pH一定制御（pHコントローラーにより 7.0に常に維
持）を行ったメタ発酵を行った結果，pH振動制御（24 h
毎に 7.0に調整）よりも発酵時間は 168 h から 60 h に
短縮されて，最大生産速度は 0.520 g L–1 h–1に増加した
（図 1）。ところが，予想に反して，乳酸生産濃度は
45.1 g L–1から 16.9 g L–1に大幅に減少し，副産物濃度が
0.604 g L–1から 11.5 g L–1に増加し，混合有機酸発酵と
なった（乳酸選択性：59.5％）。また，DGGE 解析の結
果，B. coagulansなどの乳酸生産菌はほとんど増殖せず，
ヘテロ乳酸生産菌である Bacillus thermoamylovoransが
主要細菌であった。
そこで，pH 切替制御法を考案し，pH を 24 h まで非
制御として 24 h 以降に 7.0に一定制御する方法（非制
御→一定制御）と pHを 24 hまで 6 h毎に 7.0に振動制
御して 24 h 以降に 7.0に一定制御する方法（振動制御→
一定制御）を検討した（図 2）。その結果，両方法とも
l- 乳酸生産が向上し，特に，pH 切替制御（振動制御→
一定制御）法では，すべてのパラメータ（発酵時間：
36 h，生産濃度：39.2 g L–1，光学純度：100％，選択性：
96.6％，生産性：1.09 g L–1 h–1）で最高の値を示した。
よって，メタ発酵はもちろん純粋発酵でも報告例がない
新規な pH 切替制御法による l- 乳酸生産の高効率化に
成功した。

5.　体系的フィードバック分離法の開発と 
主要細菌の分離 11)

近年では，ハイスループットシーケンサーを用いた細
菌群集構造解析により，複合微生物系の主要細菌を網羅
的かつ高精度に決定できる 19)。主要細菌を分離できれ
ば，分離細菌群の各特性や機能および分離細菌間の相互
作用・機能等の解明に加えて，分離細菌群を用いたメタ
発酵の再構成による生産プロセスの効率化も可能であ
る。従来の細菌分離法では，固体培地によりコロニーを
形成させた後，得られたコロニーを 16S rRNA 遺伝子解
析などにより同定する方法が一般である 11)。ところが，
①コロニー形成効率（1％程度）が低く，標的細菌が必

表 2．異なる温度（30–65° C）におけるメタ発酵（168 h）の生産物パターン

温度（°C） Cl-LA（g L–1） Cd-LA（g L–1） CAA（g L–1） CBA（g L–1） CPA（g L–1） CFA（g L–1） OPl-LA（％） SLA（％） SBA（％）
30 0.330 0.755 2.27 24.8 2.41 0.219 –39.2 3.69 80.5
37 0 0 7.06 26.8 1.63 0.010 ̶ 0 75.5
40 16.6 1.23 5.70 6.51 0.090 1.00 86.2 58.3 20.9
45 34.2 0.224 2.57 0 0 0.143 98.7 91.3 0
50 34.5 0 2.80 0 0 0 100 91.6 0
55 21.7 0.185 2.30 0 0 0 98.3 89.7 0
60 9.51 1.51 5.24 3.00 0 0 72.6 57.3 15.6
65 7.93 1.31 2.73 0 0.166 0.586 71.7 73.2 0

Cl-LA；l- 乳酸濃度，Cd-LA；d- 乳酸濃度，CAA；酢酸濃度，CBA；酪酸濃度，CPA；プロピオン酸濃度，CFA；ギ酸濃度，OPl-LA；l- 乳
酸光学純度，SLA；乳酸選択性，SBA；酪酸選択性。
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ずしもコロニーを形成しない，②多数のコロニーの同定
は，時間や費用を要する，などが課題であり，複合微生
物系からの標的細菌の分離は容易ではない。本項では，
『体系的フィードバック分離法』の開発および複合微生
物系からの標的細菌の分離を試みた。
体系的フィードバック分離法のスキームを図 3に示し
た。概略すると，フィードバック分離によるコロニー形
成効率の向上と直接コロニー MALDI-TOF MS（Matrix 
Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass 
Spectrometry）法による標的微生物のスクリーニングの
迅速化である。すなわち，標的細菌の培養条件を近縁細
菌（基準株等）の文献情報から決定するとともに，多数
のコロニーからコロニーレベルで標的細菌候補株を選択
する戦略である。これまでに，直接コロニー MALDI-
TOF MS法は 16S rRNA遺伝子解析法に代わる新規同定
方法として確立されつつあるが 5)，迅速スクリーニング
法としての応用は報告されていない。分離株および標準
株を含む 27コロニーを MALDI-TOF MS に供し，マス
スペクトルより Similarity distance を計算した。全 351
ペアに対して，Similarity distance と 16S rRNA 遺伝子配
列の Similarity score をプロットした（図 4）。一般に，
Similarity score ≥ 97‒98％で同種と同定されることか
ら 15)，Similarity distance ≥ 0.55を指標に，直接コロニー

MALDI-TOF MS法による種レベルでの識別できること
が示唆された。16S rRNA 遺伝子解析には通常 1週間程
度を要するが，本法では，2日程度で解析が完了するた
め，多数のコロニーから標的細菌候補株の迅速スクリー
ニング法として有望である。
なお，体系的フィードバック法を用いて，6種

（Corynebacterium sphenisci, Bacillus thermocloacae, B. 
thermoamylovorans, Bacillus smithii, Bacillus humi, 
Bacillus coagulans）を標的細菌として，コンポストお
よびメタ発酵液からの分離を試みた。標準株との
Similarity scoreが 99.0‒100％であった三種（C. sphenisci, 
B. coagulans, B. smithii）の分離に成功したが，Similarity 
score の低い他三種（B. thermocloacae, B. thermoamy-
lovorans, B. humi）は分離できなかった。よって，標準
株との Similarity score が低い（≤ 97‒98％）標的細菌の
分離には，液系分離法 10) など他の分離法の開発が必要
である。

6.　お わ り に

以上のように，従来の温度制御および新規な pH制御
法において，複合微生物系によるメタ発酵による l- 乳
酸生産の高効率化を達成した。メタ発酵による有価物生

図 2．pH切替制御法〔pH非制御→ pH一定制御（a），pH振動制御→ pH一定制御（b）〕によるメタ発酵。

図 1．pH振動制御（a）および pH振動制御（b）によるメタ発酵。
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産は，ますますホットな研究課題となり得るだろうが，
著者らの知見は，蓄積されている知見・技術に基づく制
御方法と全く新しい制御方法の開発および体系化の重要
性を示唆している。メタ発酵を制御する技術としては端
緒についたばかりであるが，複合微生物系を制御して各
発酵原料から任意の有価物を生産するメタ発酵プロセス
の構築を目指したい。
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