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有明海由来 の キ シ ロ ー ス 資化性乳酸菌 の 分離
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Isolation　ofXylose −Utilizing　Lactic　Acid　Bacteria　from　Ariake　Sea − Note一

Genta　Kobayashil ＊

，　Hiroyoshi 　Oka2，　 Yukihiro　Tashirol，　Fumio　Kato2，　 Kohzo 　Kanda2，　and

Nobuyuki 　HayashiU（D 霞丿肋 御 μ 伽 o ろ1α口 融 η 伽 副，　Ari・ahe 　Sea　Resea・rch 　P 吻8‘1 且

，αnd 　Dei）a伽 翻

げ助μ泌 鋭 o跏 繍 t’rp
’
　a．nd 　Food　Science，1”aCZLtt；v （ゾオg 加 4オ祝 彫

2，　Saga び舩 ’6アN む，∫α解 840−8502）
Seibutsu−kogaku ： 86，217−220，2008，

　Ascrccning 　test　wus 　carried 　c）ut 　to　obt 乱in　lactic　acid 　bacteria　utilizing 　x アlosc丘om 　bottoln　sediments
in　Ariake　Sea　as　sources ．　 About 　lOO 　xylose −utihzing 　bacterial　iso正a ［es　as　acid 　producer　were 　obtained

from　several 　sources ．　 M 〔｝re 　than 　50　isolates　were 　catalase −negative 　and 　eight 　isolates　produccd 　morc

than 　8　gtl　lactic　acid 　in　MRS 　medium 　col1 しaiIling 　xylose 　at 　20　g肱 Thc 　OTK −l　strain ，which 　produced 　a

high　concent ．ration 　oflactic 　acid （morc 　1han 　l　2　g〆♂）was 　isolated　from　tideland 　in　Al・iake　Sca．　Thc 　OTK −l
strain 　was 　rod −shapcd ，　as　observed 　under 　a　microscope ．　This　strain 　was 　designated　as ゐactobacillus 　brevis
OTK −l　on 　the　basis　of 　l6S　rDNA 　sequencc 　analysis ，

「
rhe　Inaximum γield　of 　produccd 　lactic　acid 　with

respect 　to　utilized 　xylosc ，　and 　the　lactic　acid 　pr〔）ductivity　were 艮．且5　mol ！mol 　and 　LO　g〃h
，　respectively ．

「
lllis　straln 　was 　ab 】e　to　utilize 　xylooligosaccharidc 　as　a　fご mentative 　substrate ，

：Key 　words ；lacしic　 acid 　fermentation，　xy 】osc 　utiliza しion，　biomass，　Ariake　Sea］

　 もみ殻や麦わ らな どの 農産廃棄物 は年間約 1600万 ト

ン 発生 し，
一

部 は 飼料 や 堆肥 に 利 用 され て い る が，約 140

万 トン は焼却処分され，少な か らず環境 に 負荷をか け て

い る．こ の よ うな 過剰 な農産廃棄物問題 　また化石 資源

枯渇化の 問題 　さ ら に は 地 球温暖化問題 など，環境 に 対

す る 関心 が 高ま っ て い る，その ため，近年 バ イオ マ ス

を循環型有機資源 と し て 微生物 に よる有用物質 へ の 変換

が 試み ら れ て い る 1）．一
般 的 に 植物 バ イ オ マ ス は セ ル

ロ ース，ヘ ミセ ル ロ ー
ス ，リグニ ン か らなり，セ ル ロ ー

ス は ヘ キ ソー
ス で あ る グル コ

ー
ス を構成単糖 として い る

の に 対 し，ヘ ミセ ル ロ ー
ス は キ シ ロ

ー
ス や ア ラ ビ ノ ース

な ど の ペ ン ト
ー

ス を構成単糖 として い る．ヘ ミセ ル ロ
ー

ス や そ の 加水分解物 で あ る キシ ロ
ー

ス やキシ ロ オ リゴ糖

の有効利用法の 確立 に は，そ れ ら を発酵原料 と して 効率

よ く資化し有用物質を生産す る 微生物 の 分離が期待され

る．農業県で あ る佐賀県内有明海湾奥部は 干拓に よ る稲

作 を 中心 と し た 農地 が 広 が っ て お り，稲 わ らや もみ 殻 な

どの農産廃棄物系の植物バ イオ マ ス が浅海域 へ 流出す る

可能性 が 高 く，キ シ ロ ース や キ シ ロ オ リゴ 糖資化能を有

す る細 薗が 存在 し て い る と考 え，本 報 で は 有 明 海 湾奥部

の 佐賀県小城市芦刈 町 下潟や鹿島市沖合 よ り採取さ れ た

底泥 を分離源 として 新規 キ シ ロ ース 資化性乳酸菌 の 分離

を 行 っ た．ま ず，MRS −xylosc 培 地 （1％ ペ プ トン ，　 O．8

％ 肉 エ キ ス，O．4％ 酵母 エ キ ス，　 O．5％ CHsCOONa ・

3H20 ，0，2％ K ・2HPO4 ，0，2％ Tri−ammoniuln 　citrate ，　 O．1

％ ］［圦
『
een 　80，0．02％ MgSO エ

。7H20 ，0，005％ MnSO4 ・

4H20 ，2％ Xylose，　 pH6 ．5）に 分離源 を 1白金 耳接種し，

酸素吸収剤で あ る ア ネ ロ パ ッ ク ケ ン キ （三 菱ガ ス 化学社

製） を用 い た嫌気条件下 に て SO℃ で 数 日 間静置培養 を

行 っ た．次 に上記 の 培養 液 を O．5％ CaCO ：a 含有 MRS 一

＊ 連 絡先 　
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xylosC 寒天 培 地 に植菌し，同条件下 で数 日間静置培養を

行 い ，コ ロ ニ ー
周 辺部分 に ク リア ゾー

ン を形成 し た 約

100 株 を釣菌 し，同条件 下 で 10ml の MRS −xyloes 培地 を

張 り込 ん だ 試験管培養 を静 置に て 行 っ た ，そ の 培養液 を

遠 心 分離操作 （IO，OOO　rpm ，10mil1）に て 得ら れた菌体

ペ レ ッ トに 3％ 過酸化水素水溶液 を lml 加 え，カ タ ラー

ゼ 試験 を行 っ た．発泡が観察されなか っ たカタラーゼ 陰

性 の キ シ ロ
ー

ス 資化性酸牛成菌約 50 株を分離 した．そ れ

ぞ れ の 培養液 上清 中 の 乳酸 濃度 と キ シ ロ
ー

ス 濃度 を

Shibataら 2）の 手法に従 い HPLG に て 測定 した．その 結

果 8株 に お い て 8 離 以一ヒの顕 著な乳酸生産 を確認 で き，

そ の 中で も小城市芦刈 町 の 下潟よ り 分離した OTK −1 株

が 129〃以⊥ の高い 乳酸生産を示 した．F一キ ッ ト （J．K．
イ ン ターナ シ ョ ナ ル 社製） を用 い て 生成 乳酸 異 性休 タ イ

ブ を 調 べ た と こ ろ，OTK −1株が 生産する乳酸は DI 、一乳酸

で あ り，L一乳酸と D 一乳酸の 生成 比 は 8．9 ：3．2 で あ っ た．

そ こで 本 菌 株 を今後 の 実 験 に 供 す る こ と と し，菌 種 の 1司

定 を行 っ た．位相差顕微鏡 （EGLIPSE 　80i，ニ コ ン 社製）

を 用 い て細胞の 形態を観察し た結果，OTK −1株は桿菌で

あ っ た．次 に 以 下 に 示す よ う に 16S　rDNA 解析 に よ る 同

定 を行 っ た．OTK −1株 の ゲ ノ ム DNA 抽出 に は．　 QIAmp
DNA 　Mini 　Kit （Qiagen社製）を用 い ，抽 出 した DNA を

鋳 型 と して，細菌ユ ニ バ ーサ ル プ ラ イ マ ー（8UA ；5
”−AGA

GTT 　TGA 　TCC 　TGG 　CTC 　AG −3’and 　 1510r； 5，−GTG

AAG 　CTT 　AGG 　GYT 　ACG 　TTG 　TTA 　CGA 　GITL3「

）を 用

い て 鞄　16S　rDNA の Vl −V9 領 域 の 約 1500　bp を 増幅 し

た．PGR 反応は 以 下 の条件 （変性95DC　30　s，ア ニ ーリ ン

グ 55°C30 　s，伸長 72ec　l　min ；30　cyclcs ）で T グ ラ ジエ

ン トサ ーモ サ イ ク ラー96 （Biometra 社 製） を用 い て 行 っ

た．得られた PCR 産物をQIAquick　PCR 　Puri玩 ation 　Kit

（Qiagen社製）を 用 い て 精 製 した．精製 PCR 産物 を

pGEMil
’
　Easy　Vector （Promega 社製）に TA ク ロ

ー
ニ ン グ

を行い ，EscheTichia　cott
’
　JM　1　09 （TOYOBO 社製）に て 形

質転換後，形質転換株 か ら High　Purc　Plasmid　Isolation

Kit （Roche 社製）を 用 い て プ ラ ス ミ ドを抽 出 した．得 ら

れたプ ラ ス ミ ドの 当該部分 の 塩基配列を決定後 データ

ベ ース （BLAST 　program 　 of 　the 　National　Gcntcr　fbr
BiotcchnologY　Information，　http：1！www ．n ⊂bi．nlm ．nih ．gov！

BLAST 〆）に て 相 同 性検索 を行 っ た．そ の 結果，　OTK −1株

の 16S　 rDNA 配列 は GeneBank 　 Accession　 numbers

DQ523492 ，　 AB2665S5 ，　 ABo24299 ，　 AJ422044 な ど の

Lactobα cillus 　brevisの 16S　rDNA 配列 と 99 ％ 以 ．ヒの 相 同 性

を有す る こ とが明らか とな っ た．こ の こ とよ り本菌株 を

L α‘tobac・illus　brevis　OTK −1 と同 定した．　 MRS −xylose 培地

を用 い た時の L．brevis　OrrK −1株 の 最大乳酸生産濃度 と対

キ シ ロ
ー

ス モ ル 収率 は 13．9　g！1お よび 1，15　mol 〆mo1 で

2正8

あ っ た．Gardc ら は 4〕，　 L．　bre’vds　CHCC2097 を用 い た時

に 20，9g 〃の キ シ ロ ー
ス か ら IL5g 〆♂の乳酸を 生産した

と報告 して お り．この 時の 生 産 さ れ た 乳 酸 の 対 キ シ ロ ー

ス モ ル 収率 は 0．91molfmol と算出 され，本五．　brevi．y　OTK −

1 は 同 じ L．　brev・isで は あ るが CHCC2097 株と比較し て非

常 に す ぐれ た 乳酸生産能 お よび 対 キ シ ロ ー
ス モ ル 収率 を

有 し て い る こ とが明 ら か とな っ た．乳酸菌 の キ シ ロ
ー

ス

代謝 は，ホ ス ホ ケ 1・ラ
ーゼ 経路 で 代 謝 さ れ る 場 合 は l

mol の キ シ ロ ー
ス か ら乳酸 と酢酸 が lmol ずっ 生産 さ れ

る た め に 対キ シ ロ
ー

ス モ ル 収率 は 1．〔〕Omol ！mol とな る

が ，今 回 の よ うに 対 キ シ ロ
ー

ス モ ル 収率が 1 を超え る 場

合 に は ペ ン トース リン 酸経路 を経 て 代謝され て い る こ と

が 考えられ る．この 経路 で は，キ シ ル ロ ース 5一リン 酸を

トラ ン ス ケ トラ
ーゼ や トラ ン ス ア ル ドラ

ーゼ の 働 き に よ

りすべ て グ リセ ル ア ル デ ヒ ド3一リン 酸に 変換 し，理論的

に は 3　 mol の キ シ ロ ース か ら 5mol の 乳酸が 生産 され る．

理 論 的 に は対 キ シ ロ ー
ス モ ル 収 率 は 1．67mol ／mo1 とな る

が，これ ら 2 つ の経路の うち
一
方だけ利用す る 場合 もあ

れ ば両方を利用する場合 もあ る と報告され て い る 5｝．本

菌株 もホ ス ホ ケ トラーゼ 経路 と ペ ン トース リン 酸経路 の

両方を併せ 持 っ て い る と推察 さ れ る．次 に L．brewdS　OTK −

1 の 至 適発酵温度を調 べ る た め に，MRS −xylose 培地 を用

い て，培 養温度 を そ れ ぞ れ 25，30，37，43 °C と した フ

ラ ス コ 培養 （200ml 容＝ 角フ ラ ス コ に 100　ml の 培 地 張

込 ） を 彳J っ た．そ の 時 の 乳酸生産 とキ シ ロ ース 資化 の 経

時 変化 を Fig，1に 示 す．25，30，37，43°G の 時 の 最大乳

酸生産濃度は そ れ ぞ れ lL5，1L7，8，8，0．7g〆♂で あ り，

最大乳酸生産濃度で は 25°G と30°C で は顕著な差は見 ら

れ な か っ た が，乳酸生産 速 度 お よ び キ シ ロ
ー

ス 資化速度

が 大 きか っ た温度 30 °C を至適条件 と決定 した．さらに 至

適 pH を決定す るた め に．初発 キ シ ロ
ー

ス 濃度 を40　g／tに

調製 した MRS −xylose 培 地 を 用 い て，温度 30 °G に て pH

O
＼
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Fj9．　L 　F・fffect　of 　temperature 　on 　production 　oflactic 　acid 　and

consumption 　orxylose 、　Lactic　acid 　concentrations 　at　25°G （◆ ），
So °G （● ），37°G （▲），and 　43 °G （■），xylose 　concentrations 　at 　25°C

〔◇ ），30uC 〔Q ），37 °C （△ ），　and 　43°C （匚 ）．
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Fig．2．　 EIIbct　of 　initial　pH 　on 　production 　of 　lactk　acid 　and

consumpdon ｛，flxアlo5e，　Lactic　acid 　c〔♪ncentratbnsat 　pH 　5，5 （◆ 〉，
6．0 （▲ 〉，6，5 〔● ），and 　7．5 （■ ），　x γ

h，se　concentrations 　at　pH 　5．5
（◇ ），6、0 （△ ），6．5 （O ），7，5 （口 ）．
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Fig，4　E正lbct　of 　NaCl　 on 　production　 of　lactic　acid 　aIld 　con −
sumption 　ofxylose ．　Lactic　acid 　concentrations 　at　NaCi　O％ （● ），
3％ （◆ ），4％ （▲ ），and 　6．5％ （■ ），　xyl ・ se　c・ ncentrad ・ 1・s… t

NaCl 　O％ （O ），3％ （◇ ），4 ％ （△ ），　and 　6．5 ％ （口）．
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Fig，3　T 孟me （lourscs 　ofl ）roducLion 〔｝flactk　acid 　and 　consump −
tion　 of 　xylosc 　at　pII　6・O　and 　6．5．　Lactic　acid 　concentratioIls

at　pH 　6、0 （○ ）and 　6．5 （● ），　xyiose 　concentrati 〔，ns 　at　pH 　6．0
（ハ ）and 　6．5 （▲ ），　drア⊂ell　weights 　at　pII6．0 （−1）and 　6．5 （■ ），

をそれぞれ 5．5．6，0，6，5，7，0 とした フ ラ ス コ 培養（200ml

容三 角 フ ラ ス コ に 100ml の 培 地 張 込）を 行 っ た．そ の 時

の 乳酸生 産 と キ シ ロ ース 資化 の経時変化を Fig．2 に 示

す．pH 　5．5，6．0，6．5，7．〔〕の 時の最大乳酸生産濃度は

それ ぞれ 22．9，26．5，26．6，24．6　g！lで あ っ た．pll6．0 と

6．5 の 場合 の 最大乳酸生産濃度 が ほ ぼ同 じ で あ っ た こ と

か ら，pH コ ン トロ
ー

ラ
ー

（Ablc社製）に よ りpH6 ．0お よ

び 6．5 に 制御 した ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン ターを 用 い た 回 分 培

養 （1000ml 容 ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン タ ーに 400 　ml の 培 地 張

込．か くはん速度 100rpm ） を行 い ，至適 pH を詳細に

検討 した，その 時 の 乳酸生産 キ シ ロ
ー

ス 資化，菌体増

殖 の 経時変化 をFig，3 に 示 す．最大乳酸生産濃度は，　pH

を 6，0 お よび 6．5 に コ ン トロ ール した場合 の どちらも 24−

25　gflと差 はなか っ たが，　 pH6 ．5 に コ ン トロ
ー

ル した 場

合 は 培養 24時問 目で キ シ ロ ース を ほ ぼ資化 しつ く し，そ

の 時 の 乳酸生産速 度は LOg1 〃h で あ っ た の に 対 して，

pH6 ．0に コ ン トロ ール した 場合 の 24時間 目で は キ シ ロ ー

ス は 14g 〃以 上 残 存 して お り，そ の 時 の 乳酸 生 産速度 は

0．73g！Vh で あ っ た．最終的な対 キ シ ロ ー
ス モ ル 収率 は

pH6 ，0 と 6，5 の い ずれ の 場 合 も 1．00　molfmol で あ り，

Gardc ら t）に よ る L．　brewils　GHGG2097 の O．91　 mol ／Tnol よ

りも高い 値 で あ っ た．ヘ テ ロ 乳酸発酵 で は培養条件 に

よ っ て ホ ス ホ ケ トラ
ーゼ経路 とペ ン ト

ー
ス リン 酸経路の

両代謝 の 変化 が 起 こ る こ とが報告 さ れ て お り 」
“
・・fi），本菌株

に おけ る対キ シ ロ ー
ス モ ル 収率が pH をコ ン トロ

ー
ル し

な い 場合 の 1．1．5mol！mol か ら pH を コ ン トロ
ー

ル した場

合 の 1．00mQ 【！mol へ と変化 し た こ とか ら，か く は ん な ど

の 培養条件 の 変化 に よ っ て 代謝経路バ ラン ス が変化 した

こ とが 示唆さ れ た．．・
方，L．ろγ齠 ∫ OTK −1は 有明海干潟

泥 か ら分離 し た 菌株 で あ る こ とか ら NaGl が 乳酸発酵 に

及ぼす影響 に つ い て も検討を行 っ た．MRS −xylosc 培地 に

NaGl を 3，4，6．5％ とな る よ うに 添加 し，30°C で 培養を

行 っ た 結果 を Fig，4 に示す．一
般的 に海水中 の 塩 濃度 は

3．5％ 程度 と 言わ れ て い るが ，本菌株 は 3−4％ 以 上 の NaCl

濃度で は 乳酸生産や キシ ロ ース 資化 に 阻害を示 し，本菌

株は NaCl を添 加 し な い 場合 に 最 も 良好 な 乳酸 牛 産 を 示

し，有明海由来 で は あ る が 本菌株 は 好塩性 で は な い こ と

が 明 らか とな っ た，次 に将来的な バ イ オ マ ス 有効利用を

考 慮 して，キ シ ロ オ リゴ 糖 を 炭 素源 と し た 場合 の 乳酸発

酵を検討 した．市販 キ シ ロ オ リ ゴ 糖 （和光純薬社製）を

MRS −x ＞
・lose培地 中の キ シ ロ ース代替 と し て 培 地 を調製

し，前述 の よ う に フ ラ ス コ 培養 を 彳1 っ た ，そ の 結果 を

Fig．5 に示す．市販オ リゴ糖の 主 成分は キ シ ロ ビ オー
ス

とキ シ ロ トリオ ース で あ り，わずか に キ シ ロ ースが 含ま

れ て い た，本 菌株 は キ シ ロ ビ オ ース と キ シ ロ ト リオー
ス

もキ シ ロ ース と同様に炭素源 と して 乳酸生産 を 行 う こ と

が 可 能 で あり，資化 したオ リ ゴ糖を 学糖に換算した 乳酸
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の 対 キ シ ロ ース モ ル 収率は Ll5 　mol ！mol で あ っ た．さら

に 我 々 は ソ フ トバ イオマ ス の
一

種 で あ る 稲わ らか ら加圧

熱水法 に より抽出した バ イオ マ ス 分解物 を本乳酸発酵原

料 として 利 用 可能 で あ る こ とも明 らか として お り T｝，今

後 はバ イオ マ ス の 有効利 用 に大 きく貢献す る こ とが 期待

され る．

要 約

有明海 の 底泥よりキシ ロ
ー

ス を炭素源 として 乳酸 を高

生産す る乳酸菌 を分離 し，五α‘励 α‘漁 ∫伽 添 OTK −1 と同

定．命名 した．本菌 は 既報 の L ．brevis　CHCG2097 よ りも

高 い 乳酸生産速度 （1．Og 〃h） お よ び対 キ シ ロ ース モ ル

収率 （1．15　mol ！rnol ）で 乳酸を生産す る こ とが 可能 で あ っ

た．この乳酸菌は キ シ ロ オ リゴ糖か ら も乳酸を 生産する

こ と が 可能で あ り，ヘ ミセ ル ロ ース系バ イ オ マ ス 分解物

か ら の 乳酸生産の 可能性が 示 され た ．
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