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はじめに

自然環境では，微生物－植物－動物がさまざまな形で
共生関係にあり，一つひとつの生命の営みとともに，生
態系全体を支えている．たとえば，土壌には，1グラム
あたり数十億個を超える細菌が存在しており 1,2)，その
種類は100万種を超えるといわれている 3)．このような
土壌において植物は生育し，根圏微生物，ならびに植物
の体内や体外に生息する微生物群（エンドファイト，エ
ピファイト）をも抱え 4)，植物体としては，微生物－植
物の共生系を形成している．動物も同様のことがいえる．
近年，進展している腸内細菌の研究においては，ヒトの
腸内に生息している微生物群，いわゆる腸内フローラを
形成する細菌群が，数百種類の細菌からなり，ヒトの細
胞数37兆個 5)よりも多く，少なくとも40兆個以上が共

生している可能性があることが明らかになっている 4)．
Lederbergは，これらの宿主と細菌の共生する様を捉え
て，「superorganism」として表現している 6)．和訳する
ならば，「超生命体」であり，植物も動物も同じ見方と
して捉えることができる．一方，Wallらは，土壌の微
生物群の多様性が，ヒトの健康に有益であることを提唱
しているが 6)，動植物が「超生命体」であると捉えた時
には，自然界の微生物の様相とその相互作用のあり方が
いかに重要であるかが推察される．
人類が自然界の微生物を利用してきた歴史における代
表的な事例として，酵母，乳酸菌，枯草菌（納豆菌）に
代表される常温領域で活動する中温菌を活用した発酵食
品があげられる．これらの中温菌に関わる研究について
は，多くの研究者による国内外の研究成果が集積し，今
なおさまざまな研究開発が進められている（図1a）．一
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方，これらの中温菌以外にも，環境中にはさまざまな微
生物が存在している．それらの環境微生物自体の単一菌
としての機能，あるいはその機能分子の利用研究は数多
くあるが，それら環境微生物群の生態系における役割を
探り，かつ産業に役立てた研究成果は意外に少ない．そ
の中で，筆者らが取り組んできた研究は，50°C以上の
高い温度領域で活動する極限環境微生物の一つである好
熱性微生物群集が，動植物にどのような影響を与えるの
か，その作用機序の解明であった（図1b）．20年以上に
及ぶ研究開発の結果，動植物の健全化の管理に役立つ機
能性肥・飼料，ならびに環境負荷の少ない生分解性プラ
スチックの製造に関わる新しい基幹技術の開発に至った
（図2）．

研究の着手段階

1980年代より，植物の成長に寄与する堆肥の生産を
するために，独自の fed-batch式の閉鎖系発酵槽で連続
発酵する技術開発を進めた．原材料としては，未利用の
海産資源，特に食用にならずに，漁港などで廃棄される
小魚や甲殻類などを活用した．当初は，ヒーターによっ
て加熱可能な発酵槽において発酵試験を実施したが，原
材料の配合率などの調整によってヒーターをつけずに微
生物自体の発熱によって速やかに70–80°Cの発酵温度
となることが明らかになった．そこで発酵工程に貢献す

る微生物を評価するために，微生物の単離試験が始まっ
た．原材料の一部となっている甲殻類に着目し，甲殻類
が持つキチン質を分解する菌を採取することが最初の研
究のターゲットとなった．キチン質としてコロイダルキ
チンを添加した選択培地を活用し，発酵物から耐熱性キ
チン分解酵素を有する好熱性細菌Bacillus sp. CH-4株，
ならびにMH-1株を単離することに成功し，これらの菌
群が産生する複数種の耐熱性キチン分解酵素の同定に成
功した 7,8)．CH-4株が産生するキチン分解酵素は，至適
温度が75°Cのエキソキチナーゼであり，キチンオリゴ
マーを還元末端から加水分解すると同時に，N-アセチル
ガラクトサミニドも加水分解することから， -N-アセチ
ルヘキソサミニダーゼに属する酵素であった 7)．MH-1
株が産生するキチン分解酵素は，3種類のエンドキチ
ナーゼ（L，M，S）であり，これらの質量は，71，62，
53 kDaで，それぞれの至適温度は75，65，75°Cであっ
た．これらの酵素群は，基質認識が異なっていたが，
n = 2～3のキチンオリゴマーを生成する性質を有して
いた 8)．2000年に入り，これらの発酵物の発酵工程を当
時最新の複合微生物の評価法であったPCR-DGGE（変
性剤濃度勾配ゲル電気泳動）法などを用いて検証し（図
3），発酵工程から管理したうえで安定な菌叢となるよ
うに発酵物を調製し，そのうえで動植物に与える影響に
関する研究を進めた．また，併せて動物の腸内で有効な
機能を有する発酵物中の機能性乳酸菌，特に腸内と同じ
嫌気条件下で生育できる菌を見いだすためにMRS培地
を用いた試験を実施し，B. coagulansの近縁株を単離同
定した．さらに，まだ培養できない未知の菌群を含めた
好熱性複合菌をAmerican Type Culture Collection
（ATCC）に国際寄託し（寄託番号PTA-1773），特許申
請をしたうえで，これらの安定な高温発酵物の菌叢の詳
細な解析を進めた．その結果，発酵物はB. thermocloacae
とB. thermoamylovoransなどを中心とした好熱性芽胞
菌群で構成されていることが明らかとなった 9)．

図1．中温発酵物と高温発酵物について

図2．本研究の概要

図3．好気性高温発酵工程における菌叢変化
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高機能肥料化とその作用機序の解明

これらの好気下で高温発酵した発酵物は，植物の成長
に寄与する肥料として活用できることが植物生育試験の
結果，明らかとなっていた．そこで，発酵物に含まれて
いる植物成長促進根圏微生物（plant growth-promoting 
rhizobacteria: PGPR）の単離が進められた．その中で，
植物病原性糸状菌であるFusarium属菌に対して静菌作
用を有するBacillus sp. NP-1株の単離に成功した（図4a）．
Bacillus sp. NP-1株は，B. subtilisとB. polyfermenticusの
近縁種であり，抗菌物質候補として環状リポペチドを生
産していることが明らかになった 9)．また，あらかじめ
当該菌溶液をpHあるいは温度を変えてから静菌効果を
調べた結果，pHに対して安定性が高く（図4b），pH 12
では阻止円の形成における力価は約40％低くなるもの
の，pH 2では，約20％が落ちる程度で，基本的に酸に
もアルカリにも強い傾向を示した．同様に温度に対して
も安定性が高く，121°C条件下においても約20％力価
が落ちる程度であった．さらに，当該高温発酵物の土壌
への施用は，作物を成長させるにもかかわらず作物中の
硝酸濃度を低減化させる傾向があった（図5a，b）．一般

的に，窒素系化学肥料を用いて作物が成長する際には，
作物中の硝酸濃度が増えるため，高温発酵物に特徴的な
作用機序の解明が求められた．さまざまな窒素制御の過
程を調べた結果，土壌中の脱窒反応が特徴的であること
が明らかになった．すなわち，N2O（一酸化二窒素）
→N2（窒素）の反応をブロックするアセチレンを用い
て土壌からの脱窒過程を調べた結果（アセチレンブロッ
ク法），当該高温発酵物の施用により土壌からの脱窒反
応が促進し，それによって作物体に吸収される窒素化合
物の量が減少し，結果として過剰な硝酸が蓄積しないこ
とが証明された．また，この過程では，脱窒に関わる遺
伝子群のうち，亜硝酸還元酵素（nitrite reductase）の
一つであるnirSとniKの遺伝子配列において，特徴的な
遺伝子断片がPCR-DGGE法によって検出されたため，
これらの亜硝酸還元酵素が脱窒反応に関与していること
が示唆された 10)．このように植物体中の硝酸濃度の調節
機構の一部は明らかになったものの，脱窒反応だけでは，
高温発酵物が作物の成長を促進する機能とは相反する
データであるため，植物の成長に寄与する微生物の単離
が進められた．その結果，窒素固定遺伝子を有する複数
種のPaenibacillus sp.を単離することに成功し，国際特
許申請を実施した（PCT/JP2013/67907）．以上の結果か
ら，当該高温発酵物の土壌への施用によって，図5cの太
字実線で示したようなアンモニア同化反応が進み，植物
が成長しうることが示唆された．さらに，DNAマイク
ロアレイの解析データなどから，図6で示したようにい
くつかの作用によって，植物の生育が制御されている可
能性が示唆されており，現在，これらの仮説を含めて当
該高温発酵物の機能について詳細な解析を進めている．

高機能飼料化とその作用機序の解明

好気高温発酵物を豚や採卵鶏に与えると，これらの排

図4．抗カビ活性物質とその安定性の評価

図5．高温発酵物の施用による作物の低硝酸化と成長促進

図6．好熱菌を含む高温発酵物が植物の生育に与える影響評価
（概念図）
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泄糞の臭気が軽減するとともに，豚舎内での豚の落ち着
き度合いや鶏卵の状態が改善する傾向があることが確認
されていた．そこで，当該発酵物を液状にし，飲水添加
によって豚に継続的に給与する試験が合計6か年の間，
2か所の農場において実施された 11)．発酵液を継続給与
した農場の疫学調査では，母豚1頭あたりの出産数は約
12頭で，非給与区と給与区は同程度であった．しかし
ながら，死産率は約30％減少した（図7a）（p < 0.0001）．
この時，同じ母豚の糞中の有機酸組成を解析した結果，
酢酸，酪酸，プロピオン酸などの短鎖脂肪酸は，有意差
はないものの，給与後に増加傾向が確認された（図7b）12)．
近年，酢酸や酪酸は，腸内の生体防御機能を担う主要な
分子であることが明らかになっており，興味深い知見で
ある 13,14)．さらに，有機酸組成の特徴としては，排泄糞
中の乳酸濃度が有意に低くなった（図7c）．このような
傾向は，採卵鶏においても確認されている．図8に示し
たように，産卵率が改善するとともに，鶏の老齢化に伴っ
て増加する卵の肥大化が抑制される傾向が確認された．
そして，これらの鶏の排泄糞の有機酸組成を調べた結果，
豚同様に高温発酵物溶液を給与した鶏の排泄糞中の乳酸
濃度が減少していた．健康な動物の排泄糞中の乳酸濃度
は低レベルか，検出されないことが知られている 15,16)．
このような時には，乳酸を酢酸や酪酸などの有用な有機
酸に変換可能な乳酸資化菌が機能しうる 12)．そこで，豚
においては乳酸資化菌の機能を探索することを目的とし
て，乳酸資化菌の一つであるMegasphaera elsdeniiの選
択培地の構築を進めた 17)．その結果，豚において特徴的
なM. elsdeniiの単離にすでに成功している．さらに，一
般的に用いられている抗生物質，乳酸菌，酵母，枯草菌
に対する上乗せ効果も確認されている．これらの成果を
踏まえて，高温発酵物の給与後の家畜・家禽類に認めら
れる飼育成績や環境負荷低減（糞臭の軽減と堆肥の発酵
促進）と宿主側の腸内フローラとの関係がさらに明らか
になると思われる（図9）．
高温発酵物が動物に与える影響については，げっ歯類

を用いたモデル動物を用いた研究も並行して進められて
きた．マウスやラットを用いた試験では，高温発酵物給
与後の腸内フローラや腸管の発現遺伝子，ならびにタン

図7．好熱菌を含む高温発酵物が豚の出産数，死産数，ならびに排泄糞中の短鎖脂肪酸，乳酸の組成に与える影響評価

図8．（a）高温発酵物溶液が採卵鶏の飼育成績，（b）高温発酵
物溶液が採卵鶏の排泄糞中の乳酸値に与える影響評価．

図9．高温発酵物が家畜・家禽類の腸内フローラと飼育成績に
与える影響評価
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パクレベルの解析を実施しており，粘膜免疫系に与える
影響を明らかにしている（図10）18)．B細胞やNK細胞の
活性化とともに，分泌型 IgAの産生促進が確認されてお
り 18)，他の生理作用としても，肝臓や筋肉における過酸
化脂質の低減や抗酸化活性の増加が確認されている 19)．
また，ガス代謝や糖質，アミノ酸代謝レベルへの影響な
ど多彩な機能が示唆されている．一方で，フィルター滅
菌した高温発酵液は十分な効果を発揮できなかったた
め，これらの生理的機能は，高温発酵物中の生菌によっ
てもたらされることが推察された．そこで，無菌マウス
に高温発酵液を給与したノトバイオートを構築し，盲腸
内に生着性のある好熱菌群の単離試験を実施した．その
結果，ヤシ酒の発酵微生物B. thermoamylovoranceの近
縁菌，ならびに有胞子性の乳酸菌B. coagulansなどの複
数種の好熱菌，耐熱菌群が単離された 20)．中でも，前者
は標準菌株とのDNA-DNAハイブリダイゼーションな
どの結果に基づいて，新菌種としてB. hisashiiと命名さ
れた（図11）21)．また，当該菌株は，内臓脂肪の蓄積軽
減効果も有することから（図12）22)，当該菌株を国際寄

託するとともに（NITE国際寄託番号BP-863），国際特
許取得のためPCT出願し，現在，日本，中国，EUにお
いて特許の権利化を実現させている 23)．
なお，高温発酵物の飼料としての適用は，魚類でも試
されている．ヒラメ，真鯛，鯉をモデルとした研究にお
いて効能が確認されており 22,24,25)，特に筋肉中の遊離ア
ミノ酸の増加，過酸化脂質の減少，病原菌であるエドワ
ジエラに対する抗病性などが報告されている（図13）．
今後，魚類に効果を示す優占菌群の同定やその作用機序
を解明する試験を実施予定である．

食品廃棄物からの高光学活性L-乳酸の生産

前述のように，好気高温発酵物には，種々のBacillus
属細菌が含まれていることが明らかとなっているが，実
際に効果を発揮している環境（土壌中・腸内）は，嫌気
的条件である．そこで同時並行で，嫌気発酵における発
酵物の機能の検証を進めていた．栄養源として標準生ゴ
ミを用いて，発酵物を接種し，温度30–65°Cで，10％
アンモニア水で24 hごとにpH 7.0へと調整して回分発
酵を行った結果，30°Cおよび37°Cでは，全生産物に対
する割合として75.5–80.5％で酪酸を生産することが明
らかとなった（図14）．前述のように，動物の腸内にお

図10．高温発酵物が動物の腸内環境に与える影響（概念図）

図11．Bacillus hisashii N11T（BP-863）の発見

図12．高脂肪食条件下のマウスのCTスキャン画像

図13．高温発酵物が魚類の飼育成績に与える影響
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ける酪酸の役割は認知されており 14)，腸内免疫において
大きな役割を担う制御性T細胞（Treg）の誘導に関わっ
ていることから，発酵物の生理的作用を考慮するにあ
たって興味深い知見と言えた．次に，制御温度の上昇に
伴う有機酸産生能の挙動を観察した結果，酪酸生産濃度
が減少し，L-乳酸生産にシフトしていた．生産量として
は，50°CでL-乳酸生産濃度が最大となり，選択性
91.6％の最大値を示すとともに複合微生物による乳酸発
酵の中では，初めてL-乳酸光学純度100％を達成した（図
15）．さらに，PCR-DGGE法による細菌群集構造解析
の結果，B. coagulans細菌がL-乳酸生産に寄与している
ことが明らかとなった 26)．近年，生分解性プラスチック
であるポリ乳酸の原料として，光学活性乳酸（L-乳酸ま
たはD-乳酸）生産に関する研究が精力的に行われてい
るが 27)，筆者らは当該高温発酵物を複合微生物種菌とし
て活用することによって，食品廃棄物からの高機能性製
品への変換が可能であることを示唆したことになる．次
に，これらの生産効率をさらに向上させるために，いく
つかの仮説を立てて検証した結果，発酵初期の低pH化
の制御が乳酸生産において重要であることが明らかとな
り，新たなpH切替制御法（pH振動制御→一定制御）を
確立し，pH振動制御法と比較して最高のパフォーマン
ス（発酵時間，360％短縮；L-乳酸生産濃度，57％向上；
乳酸選択性，10％向上；乳酸生産性， 630％向上；L-乳
酸光学純度，100％）を得ることができた 28)．

さらに，高温発酵物中の機能性バクテリアの分離試験
を実施したところ，グラム染色陽性・内生胞子形成・通
性嫌気性の耐熱性桿菌であるBacillus sp. MO-04株を見
いだした．本株はB. thermolactis R-6488Tと99.4％の高
い相同性（16S rRNA遺伝子配列）を示したものの，系
統分類解析と形状により，新種B. kokeshiiformis sp. 
nov. MO-04Tを提唱した 29)．さらに，新たに分離された
Bacillus sp. MC-07株はB. thermoamylovorans LMG18084T

と99.2％（16S rRNA遺伝子配列）の相同性を示し，デ
ンプン分解性・好熱性（最適増殖温度50°C，最高増殖温
度62°C）のL-乳酸生産細菌であった．発酵温度50°Cで
振動制御法によるpHの影響を検討した結果，MC-07株
およびLMG18084T株の両株ともpH 7.0で最大乳酸生産
濃度を示したが，MC-07株はLMG18084T株よりも高い
乳酸生産能［光学純度，100％；生産濃度，16.6 g/L；
選択性，92.1％；収率，0.977 g/g；生産性，0.701 g/(L·h)］
を示した．さらに，MC-07株はわずか0.001％ (w/v)有
機窒素源含有培地で乳酸生産が可能であった．これらの
結果は，MC-07株を用いた培養系が，糖化酵素を用いず，
安価な培地でデンプン質バイオマスからの直接L-乳酸
に高温下で変換できる系であることを示唆している（図
16）30)．本研究は高温下における食品廃棄物からの高効
率的な光学活性L-乳酸生産プロセス技術を開発しただ
けではなく，複合微生物による発酵工学研究の新しい発
想・基盤となり得るものである．

複合微生物系における標的微生物の新たな分離法の開発

自然界では，90％以上もの難培養の微生物が存在し
ているが，近年の遺伝子解析技術の発展に伴い，微生物
を単離することなく生態系，環境や発酵プロセスを評価
するために，複合微生物系における微生物群集構造，メ
タゲノムやトランスクリプトーム解析などの利用が可能

図14．好熱菌複合菌を用いた食品廃棄物からの高純度L型乳
酸の生産特性

図15．好熱菌複合菌を活用した高純度L型乳酸の生産技術

図16．デンプン分解能を有する新規好熱性Bacillus sp.による
L型乳酸生産プロセス
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となった．一方，難培養性，あるいは未同定の微生物を
分離できれば，株レベルで基礎的な微生物特性（増殖条
件，基質特異性など）を知ることができ，各微生物の機
能や微生物間の相互機能も直接証明できる．さらに，単
離微生物群を用いて発酵プロセスの再構成や改良・向上
も可能となることから，複合微生物系からの標的微生物
の分離はきわめて重要である．
標的微生物の純粋分離が困難である理由として，①培

養条件の不適当な微生物が固体培地で増殖（コロニーを
形成）しない，②分離微生物の同定に時間と労力を要す
る（1週間程度）うえに，同定結果から標的微生物でな
いことが多い，などが考えられる．換言すれば，コロニー
形成効率を向上し，標的微生物類縁菌を迅速にスクリー
ニングできれば，高効率かつ迅速な分離法となり得る．
そこで，複合微生物系の標的微生物をスクリーニングし
分離する新しい方法として，『体系的フィードバック分
離法』を考案した（図17）．要約すれば，標的微生物が
増殖できる培養条件を文献情報から分離条件にフィード
バックし，得られたコロニーを直接コロニーMALDI-
TOF MSに供して，対象株（たとえば標的微生物の基
準株）とのMSスペクトルの類似性から標的微生物候補
株をスクリーニングする手順である．体系的フィード
バック分離法により，高温発酵物中の複合微生物系によ
る発酵プロセスから標的細菌3種と標的細菌と類縁であ
る3種の分離に成功し，本分離法の有効性を確認するこ
とができた 31)．今後，本分離法は，自然環境の複合微生
物系の評価をさらに詳細に実施する過程の手順の一つと
して活用可能であると捉えている．

おわりに

本技術は，好熱性微生物を活用した発酵産物が，1）
化学肥料，農薬，抗生物質などの過剰な薬剤の使用を避
けながら農畜水産業の生産効率を向上させる機能性肥・

飼料として活用できるとともに，2）生分解性プラスチッ
ク原料のL型乳酸を生ゴミから高効率に生産可能である
ことを示している．当該技術は，その開発の過程で得ら
れた知見を含めて，持続可能な循環型社会の構築，なら
びに国連が提唱している「持続可能な開発目標（SDGs）」
のためにも次世代に貢献できる技術シーズであると言え
る．発酵肥・飼料としての利用については，現在では多
くの製品の原料の一部として用いられている．循環型農
業を構築するための発酵資材としての利用や畜産製品の
ブランド化についても一翼を担っている（図18）．今後，
さらなる技術開発によって社会貢献できることを期待し
てさらなる研究の進展を図っている．
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