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(57)【要約】
【課題】生物学的手法を用いた簡便な高純度Ｄ-乳酸の
生産であって、乳酸溶液中のＬ-乳酸を選択的あるいは
優先的に資化する菌によって、簡便、効率的かつ低コス
トで高純度Ｄ-乳酸の製造方法を提供する。
【解決手段】Ｄ-乳酸及びＬ-乳酸を含む乳酸溶液でＬ-
乳酸資化性菌であるピキア　マンシュリカ（Pichia man
shurica）を培養し、該乳酸溶液中のＬ-乳酸を資化させ
ることによってＤ-乳酸の純度を高めるＬ-乳酸除去工程
を有することを特徴とする高純度Ｄ-乳酸の製造方法に
よって解決する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｄ-乳酸及びＬ-乳酸を含む乳酸溶液を調製する乳酸溶液調製工程と、
　該乳酸溶液中でＬ-乳酸資化性菌を培養し、該乳酸溶液中のＬ-乳酸を資化させることに
よってＤ-乳酸の純度を高めるＬ-乳酸除去工程と、
　を有する高純度乳酸の製造方法。
【請求項２】
　前記乳酸溶液が、Ｄ-乳酸生産菌を培養して得られる乳酸発酵液である、請求項１に記
載の高純度乳酸の製造方法。
【請求項３】
　前記Ｌ-乳酸資化性菌が、ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）である、請求項
１又は２に記載の高純度乳酸の製造方法。
【請求項４】
　前記Ｌ-乳酸資化性菌が、ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受
領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）である、請求項１～３のいずれか１項に記載の高純度
乳酸の製造方法。
【請求項５】
　前記Ｌ-乳酸除去工程が、２５～４０℃、ｐＨ２．６～７．０の条件下で振とう培養に
より実施される、請求項１～４のいずれか１項に記載の高純度乳酸の製造方法。
【請求項６】
　前記Ｄ-乳酸生産菌による乳酸溶液調製工程の終了後、前記Ｌ-乳酸資化性菌によるＬ-
乳酸除去工程を実施する、請求項２～５のいずれか１項に記載の高純度乳酸の製造方法。
【請求項７】
　前記乳酸生産工程の終了後、前記乳酸溶液を遠心分離する工程を含む、請求項６に記載
の高純度乳酸の製造方法。
【請求項８】
　前記Ｄ-乳酸生産菌による乳酸溶液調製工程と、前記Ｌ-乳酸資化性菌によるＬ-乳酸除
去工程とを同時に実施する、請求項２～５のいずれか１項に記載の高純度乳酸の製造方法
。
【請求項９】
　培養開始から２４時間経過までは前記Ｄ-乳酸生産菌の最適生育条件で培養を実施し、
　培養開始から２４時間経過後は前記Ｌ-乳酸資化性菌の最適生育条件で培養を実施する
、
　請求項８に記載の高純度乳酸の製造方法。
【請求項１０】
　前記Ｄ-乳酸生産菌の最適生育条件が、３５～４０℃、ｐＨ４．５～５．５の嫌気培養
であり、
　前記Ｌ-乳酸資化性菌の最適生育条件が、３０～３５℃、ｐＨ３．０～３．８の好気培
養である、
　請求項９に記載の高純度乳酸の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、微生物を用いた高純度Ｄ-乳酸の製造方法に関し、詳しくは、Ｄ-乳酸及びＬ
-乳酸を含む溶液からＬ-乳酸資化性菌によってＬ-乳酸を除去する高純度Ｄ-乳酸の製造方
法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、化石資源の枯渇への危惧や地球環境保全の観点から、生分解性プラスチックに対
する関心が高まっており、中でもバイオマスを原料として生産が可能なポリ乳酸系バイオ
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プラスチックが注目されている。
【０００３】
　ポリ乳酸のモノマーである乳酸は、光学活性が異なるＬ-乳酸とＤ-乳酸の２つのエナン
チオマーが存在する。どちらかのエナンチオマーのみ、すなわち、Ｌ-乳酸あるいはＤ-乳
酸でポリ乳酸を合成した場合、ラセミ体であるＤＬ-乳酸を原料とした場合と比べて、結
晶性や延伸性、耐熱性、成型加工性等の優れたポリマーができることがよく知られている
。ちなみに、Ｌ-乳酸で合成したポリ乳酸は、ポリ-Ｌ-乳酸、Ｄ-乳酸で合成した場合は、
ポリ-Ｄ-乳酸という。
【０００４】
　ポリ-Ｌ-乳酸あるいはポリ-Ｄ-乳酸を合成する場合、その原料モノマーであるＬ-乳酸
あるいはＤ-乳酸の純度が重合度やガラス転移点に大きく影響する。さらに、原料モノマ
ーへの他方のエナンチオマーの混入は、合成されたポリ乳酸の融点を下げることが知られ
ている。そのため、工業用プラスチック素材としてポリ乳酸を使用するためには、ポリ乳
酸製造のための原料乳酸の光学純度が高いことが必要となる。
【０００５】
　ところで、これまでのポリ乳酸は、人体で生成される乳酸がＬ-乳酸であることなどの
理由からポリ-Ｌ-乳酸が主流であった。そのため、その原料となるＬ-乳酸生産のための
研究やその光学純度を高める研究がなされてきた。例えば、特開平９－１２１８４４号公
報には、高光学純度のＬ-乳酸を生産する新規バチルス(Bacillus) sp. SHO-1（FERM P-15
234）を培養し、この培養物から光学純度９５％以上のＬ-乳酸を採取することが開示され
ている（特許文献１）。
【０００６】
　ところが最近になって、ポリ-Ｌ-乳酸とポリ-Ｄ-乳酸とを混合して得られるステレオコ
ンプレックス型ポリ乳酸が、ポリ-Ｌ-乳酸あるいはポリ-Ｄ-乳酸と比較して、その強度や
耐熱性の点でさらに優れた特性を有することが見いだされた。例えば、特開２０００－１
７１６３号公報には、Ｌ-乳酸、Ｄ-乳酸及び／又は乳酸以外の共重合成分により構成され
た非晶性ポリマーを特定の混合重量比で溶融ブレンドした結晶性ポリ乳酸ステレオコンプ
レックスポリマー組成物が、成形加工性に優れ、低コストで得られる旨が開示されている
（特許文献２）。そのため、効率的なＤ-乳酸生産方法および光学純度の高いＤ-乳酸生産
方法の開発が必要となった。
【０００７】
　一般的な乳酸の生産方法は、合成法及び発酵法の２つが知られている。合成法は、アセ
トアルデヒドに青酸を作用させ、生成したシアンヒドリンを加水分解して乳酸を合成する
場合と、アセトアルデヒドと一酸化炭素とを高圧下で反応させて合成する場合が知られて
いる。一方、発酵法は、ショ糖、ブドウ糖、デンプン、ジャガイモ等のバイオマス原料を
乳酸生産菌によって発酵させて得た乳酸を精製する。
【０００８】
　合成法によって合成された乳酸の光学純度は、Ｌ-乳酸：Ｄ-乳酸比が１：１のラセミ体
となる。
【０００９】
　一方、発酵法においては、発酵に用いる微生物を選択することによってＬ-乳酸あるい
はＤ-乳酸の光学純度を高めることができる。例えば、Ｄ-乳酸生産菌を用いることによっ
て、比較的純度の高いＤ-乳酸を生産することができる。
【００１０】
　また、遺伝子工学的手法によって改変した微生物を用いた高純度Ｄ-乳酸の生産につい
ての研究も行われており、例えば、Ishida, N.らは、高光学純度Ｄ-乳酸の効率的生産を
目的として、ピルビン酸デカルボキシラーゼ遺伝子を欠損したサッカロミセス　セルビシ
エ（Saccharomyces cerevisiae）にロイコノストック　メセンテロイデス（Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides）NBRC 3426株由来のＤ-乳酸デヒドロゲナーゼ遺伝
子を導入してグルコースからのＤ-乳酸生産を試みたところ、光学純度９９．９％のＤ-乳
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酸を生産したことが開示されている（非特許文献１、特許文献３）。
【００１１】
　ところで、Ｄ-乳酸およびＬ-乳酸のように光学活性の異なる物質を分割する方法には、
（１）ラセミ体にキラル化合物（光学分割剤）を作用させてジアステレオマーを形成させ
、ジアステレオマー間の物理的な性質、例えば溶解度などの差異を利用して、それぞれの
ジアステレオマーを分別結晶化した後、得られた単一のジアステレオマーから光学分割剤
を取り除くことで目的のエナンチオマーを得る結晶化による光学分割法、（２）不斉要素
をもつ固定相を用いたカラムクロマトグラフィーによって、その保持時間の差異を利用し
て分割する光学分割法、（３）酵素の高い不斉識別能によって一方のエナンチオマーを選
択的に反応させる酵素法の３つが知られている。さらに、結晶化による光学分割方法には
、優先晶出法、ジアステレオマー法、包接錯体法、優先富化法がある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１２】
【特許文献１】特開平９－１２１８４４号公報
【特許文献２】特開２０００－１７１６３号公報
【特許文献３】特開２００５－１０２６２５号公報
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Ishida, N. et al.，J. Biosci. Bioeng., 101(2), 172-177 (2006)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　合成法によって合成された乳酸の光学純度は、上記のようにＬ-乳酸：Ｄ-乳酸比が１：
１のラセミ体となるため、Ｄ-乳酸を高純度で製造することができない。
【００１５】
　乳酸菌により発酵法で生産される乳酸の光学純度は、Ｌ-乳酸およびＤ-乳酸のいずれに
おいても、高いもので９７～９８％程度であり、数パーセント含まれる光学異性体の存在
が、ポリ乳酸の結晶性や融点の低下とそれに伴うバイオプラスチック強度の低下や生産効
率の悪化の一因となっている。
【００１６】
　また、遺伝子工学的手法による高光学純度乳酸生産菌の育種などに関する検討も現在進
められているが、組み換え菌においても、その培養を繰り返すことで遺伝情報の欠落やそ
れに伴う形質の変化が生じることや、遺伝子組換え体の取り扱いが非常に難しいことなど
の問題がある。
【００１７】
　さらに、物理化学的な光学分割法により、ＤＬ-混合乳酸から多量の高光学純度乳酸を
製造することは必ずしも容易ではない。
【００１８】
　従って、本発明の目的は、生物学的手法を用いた簡便な高純度Ｄ-乳酸の生産であって
、乳酸溶液中のＬ-乳酸を選択的あるいは優先的に資化する菌によって、簡便、効率的か
つ低コストで高純度Ｄ-乳酸の製造方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　上記課題を解決するため、本発明は、Ｄ-乳酸及びＬ-乳酸を含む乳酸溶液を調製する乳
酸溶液調製工程と、該乳酸溶液中でＬ-乳酸資化性菌を培養し、該乳酸溶液中のＬ-乳酸を
資化させることによってＤ-乳酸の純度を高めるＬ-乳酸除去工程と、を有する高純度Ｄ-
乳酸の製造方法を提供するものである。
【発明の効果】
【００２０】
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　本発明に係る高純度乳酸の生産方法によれば、Ｌ-乳酸を優先的に資化する能力が高い
新規Ｌ-乳酸資化性菌を使用し、Ｄ-乳酸及びＬ-乳酸を含む乳酸溶液中のＬ-乳酸をこのＬ
-乳酸資化性菌によって資化させることで、簡便、効率的かつ低コストでＬ-乳酸を除去し
、高純度のＤ-乳酸の生産を製造することが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】ピキア　マンシュリカLAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）の顕微鏡
写真である。
【図２】ＤＬ-乳酸を含む培地を乳酸溶液として高光学純度Ｄ-乳酸の生産を実施した結果
を示す図である。
【図３】Ｄ-乳酸発酵液を乳酸溶液として高光学純度Ｄ-乳酸の生産を実施した結果を示す
図である。
【図４】ＤＬ-乳酸発酵液及びＬ-乳酸発酵液を乳酸溶液として高光学純度Ｄ-乳酸の生産
を実施した結果を示す図である。
【図５】Ｄ-乳酸発酵液及びＬ-乳酸発酵液を乳酸溶液として高光学純度Ｄ-乳酸の生産を
実施した結果を示す図である。
【図６】ラクトバチルス　デルブリュッキー141株とピキア　マンシュリカLAAM001株（受
領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）の混合培養法により高純度Ｄ-乳酸生産を実施した結果
を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　本発明の高純度乳酸の製造方法は、Ｄ-乳酸及びＬ-乳酸を含む乳酸溶液を含む乳酸溶液
を調製する乳酸溶液調製工程と、該乳酸溶液中でＬ-乳酸資化性菌を培養し、該乳酸溶液
中のＬ-乳酸を資化させることによってＤ-乳酸の純度を高めるＬ-乳酸除去工程を有する
。
【００２３】
　本実施形態で使用されるＤ-乳酸及びＬ-乳酸を含む乳酸溶液は、公知の方法によって合
成された合成乳酸、あるいはショ糖、ブドウ糖、デンプン、ジャガイモなどを原料として
乳酸生産菌による乳酸発酵によって生成された発酵乳酸を用いることができる。Ｄ-乳酸
生産収率の観点からは、乳酸溶液は、Ｄ-乳酸生産菌による乳酸発酵で生産された乳酸で
あることが好ましい。
【００２４】
　本実施形態で使用されるＤ-乳酸生産菌としては、例えば、ラクトバチルス属（Lactoba
cillus）、ラクトコッカス属（Lactococcus）、ロイコノストック属（Leuconostoc）及び
スポロラクトバチルス属（Sporolactobacillus）に属する微生物などが好ましく使用でき
る。
【００２５】
　これらのうち、Ｄ-乳酸の生産能の高いものを選択することが好ましく、例えば、ラク
トバチルス　デルブリュッキ（Lactobacillus delbrueckii）、ラクトバチルス　コリニ
フォルミス（Lactobacillus coryniformis）、ラクトバチルス　カゼイ（Lactobacillus 
casei）、ラクトバチルス　アシドフィルス（Lactobacillus acidophilus）、ラクトバチ
ルス　ビフィダス（Lactobacillus bifidus）、ラクトバチルス　ビフィダス　ペンシル
バニカス（Lactobacillus bifidus Pennsylvanicus）、ラクトバチルス　ブレビス（Lact
obacillus brevis）、ラクトバチルス　ブフネリ（Lactobacillus　buchneri）、ラクト
バチルス　ブルガリカス（Lactobacillus
bulgaricus）、ラクトバチルス　コーカシカス（Lactobacillus caucasicus）、ラクトバ
チルス　ファーメンタム（Lactobacillus fermentum）、ラクトバチルス　ヒルガルディ
（Lactobacillus hilgardii）、ラクトバチルス　ラクティア（Lactobacillus lactia）
、ラクトバチルス　ライヒマニ（Lactobacillus leichmannii）、ラクトバチルス　サー
モフィルス（Lactobacillus thermophilus）、及びラクトバチルス　トリコデス（Lactob
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く、その中でもＤ-乳酸の生産比率が高いラクトバチルス　デルブリュッキー（Lactobaci
llus　delbrueckii）であることがより好ましい。
【００２６】
　前記Ｄ-乳酸生産菌を培養するための条件として、使用培地は、乳酸菌が増殖し、Ｄ-乳
酸を生産するためのものであればよく、乳酸菌の培養に一般的に用いられる様々な液体培
地を用いることができる。好適な培地としては、ＧＹＰ培地、ＭＲＳ培地などを挙げるこ
とができ、その中でも、ＧＹＰ培地を用いることがより好ましい。また、培養温度は、１
５～５０℃の範囲で適宜決定することできるが、乳酸菌の培養至適温度を考慮すると２５
～４５℃に設定することが好ましい。乳酸発酵は嫌気的条件下で行われるため、静置培養
又は嫌気的条件下での撹拌培養又はこれらの組み合わせで培養することが好ましい。
【００２７】
　本実施形態におけるＬ-乳酸除去工程は、Ｄ-乳酸およびＬ-乳酸を含む乳酸溶液からＬ-
乳酸資化性菌によってＬ-乳酸を除去することにより、乳酸溶液中のＤ-乳酸の純度を高め
る工程である。
【００２８】
　上述のように、Ｄ-乳酸生産菌で乳酸発酵を実施した場合であっても、実際のＤ-乳酸の
純度は高いもので９７～９８％程度であり、Ｌ-乳酸が数％混在している。そのため、１
００％に近い純度が要求されるバイオプラスチック製造においては、数パーセント含まれ
るＬ-乳酸の存在が、ポリ乳酸の結晶性や融点の低下とそれに伴うバイオプラスチック強
度の低下や生産効率の悪化の一因となっている。従って、本実施形態の高純度乳酸の製造
方法においては、Ｌ-乳酸を特異的に資化し、Ｄ-乳酸を資化しない又はＤ-乳酸資化能の
低いＬ-乳酸資化性菌を選択することが重要となる。
【００２９】
　本実施形態に使用されるＬ-乳酸資化性菌は、ピキア　マンシュリカ（Pichia manshuri
ca）であることが好ましく、その中でも特に、ピキア　マンシュリカ（Pichia manshuric
a）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）は、Ｌ-乳酸の選択的資化能及び前記
乳酸溶液からのＤ-乳酸生産収量の観点から好ましい。
【００３０】
　ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-
９０２）は本発明者らが土壌からスクリーニングして得られた酵母であり、形態観察、炭
素源資化性試験、26S rDNA-D1/D2塩基配列の解析を行い本菌の同定を試みた結果、ピキア
　マンシュリカ（Pichia manshurica）と同定されたものである。
【００３１】
　本菌株の栄養細胞は広楕円形であり、多極出芽による栄養増殖を示した。また、子のう
における１～４個の帽子形の胞子形成、および偽菌糸の形成が確認された（図１）。また
、炭素源資化性試験から、ヘキサデカンを資化せず、N-アセチル-D-グルコサミンを資化
することが明らかとなり（表１）、これらの性質はピキア　マンシュリカ（Pichia mansh
urica）の性質と一致していた。さらに26S rDNA-D1/D2塩基配列は、子のう菌系酵母の一
種であるピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）の基準株IFO 10726Tに対して１０
０％の相同率を示した。
【００３２】
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【表１】

【００３３】
　前記Ｌ-乳酸除去工程の条件は適宜設定し得るが、例えば、Ｌ-乳酸資化性菌を添加し、
２５～４０℃、ｐＨ２．６～７．０で好気培養（120oscillations/min）することによっ
て実施することができる。
【００３４】
　本実施形態において、前記乳酸溶液調製工程の終了後に前記Ｌ-乳酸除去工程を実施す
ることができる。かかる場合、前記乳酸溶液調製工程の終了後に、乳酸溶液を遠心分離等
によりＤ-乳酸生産菌を除去し、上清（Ｄ-乳酸純度９７～９８％）をＬ-乳酸除去工程に
供することが好ましい。これにより、Ｄ-乳酸純度が９９．８％以上の高光学純度Ｄ-乳酸
溶液を得ることができる。
【００３５】
　また、前記乳酸溶液調製工程と、前記Ｌ-乳酸除去工程とを同時に実施することもでき
る。かかる場合、Ｄ-乳酸生産菌を培養する培地にＤ-乳酸生産菌とＬ-乳酸資化性菌を添
加し、所定条件で培養することにより、Ｄ-乳酸純度が９９．６％以上の高光学純度Ｄ-乳
酸溶液を得ることができる。このように、乳酸溶液調製工程とＬ-乳酸除去工程とを同時
に実施するとことで、より効率的に高光学純度Ｄ-乳酸を得ることができる。
【００３６】
　培養条件は、培養開始から２４時間経過まではＤ-乳酸生産菌の至適生育条件で培養を
実施し、培養開始から２４時間経過後はＬ-乳酸資化性菌の至適生育条件で培養を実施す
ることが好ましい。培養開始から２４時間経過までＤ-乳酸生産菌の至適生育条件で培養
することで、培地中に乳酸が蓄積されていき、培養開始から２４時間経過後はＬ-乳酸資
化性菌の至適生育条件で培養することで、培養液中に混在しているＬ-乳酸をＬ-乳酸資化
性菌により資化させ、これを除去していくことができる。
【００３７】
　Ｄ-乳酸生産菌の至適生育条件は、３５～４０℃、ｐＨ４．５～５．５の静置培養ある
いは嫌気条件下での撹拌培養とし、Ｌ-乳酸資化性菌の至適生育条件は、３０～３５℃、
ｐＨ３．０～３．８の振とう培養あるいは通気撹拌培養とすることが好ましい。かかる培
養条件で培養することで、前半はＤ-乳酸生産菌の乳酸発酵に適した嫌気的条件となり、
後半はＬ-乳酸資化性菌によるＬ-乳酸の資化・除去に適した好気的条件となるため、より
効率よく高光学純度Ｄ-乳酸を得ることができる。
【実施例】
【００３８】
１．各種ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）の乳酸資化特性
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（１）Ｌ-乳酸資化性菌
　ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-
９０２）と既知のピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）７菌株（NBRC1004株、NBR
C1284株、NBRC1789株、NBRC1790株、NBRC10062株、NBRC100562株、NBRC10562株）のＬ-乳
酸資化特性を比較検討した。
【００３９】
（２）乳酸生産菌
　乳酸生産菌としては、ラクトバチルス　デルブリュッキ　サブスピーシーズ　デルブリ
ュッキ（Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii）141株（Ｄ-乳酸生産菌）、ラ
クトバチルス　パラカゼイ　サブスピーシーズ　パラカゼイ（Lactobacillus paracasei 
subsp. paracasei）1532株（Ｌ-乳酸生産菌）およびラクトバチルス　プランタラム（Lac
tobacillus plantarum）NRIC 1067株（ＤＬ-乳酸生産菌）を使用した。
【００４０】
（３）乳酸資化特性の評価
　ＹＭ培地を用いて培養した各Ｌ-乳酸資化性菌の培養液を使用し、これらをそれぞれＬ
ＹＰ培地（DL-Lactic　acid：Purity　85.0～90.0%(Wako Pure Chemical Industries, Lt
d.)2.5％、Peptone0.25％、Yeast　extract(BD.Bacto)0.25％、KH2PO40.04％、pH3.8）に
添加して30℃で72時間培養を行ったのち、培養液中に残存するＤ-乳酸およびＬ-乳酸の濃
度を定量し、乳酸資化特性を評価した。
【００４１】
　Ｌ-乳酸及びＤ-乳酸の分別定量は、酵素法（ＤＬ-乳酸測定用Ｆキット：ロシュ・ダイ
アグノスティックス社製）によって行った。なお、ＤＬ-乳酸の分別定量に供する培養液
試料の調製は、以下のとおりである。すなわち、マイクロチューブに、培養液の遠心分離
（4℃、12,000rpm、10分）上清を入れてキャップをロックした後、８０～９０℃の温浴中
で１５分間加温することにより、培養液中に含まれる各種酵素を失活させた。これを水浴
中で冷却した後、遠心分離（4℃、12,000rpm、10分）し、回収した上清を定量試験に用い
た。また、対照（Control）には試料液の代わりに同量の蒸留水を用いた。
【００４２】
　結果を表２に示す。表２に示すように、いずれの菌においても、培養液中の残存乳酸濃
度は、初発乳酸濃度の約１／２～１／４程度となっており、用いた全ての菌が乳酸資化能
を有することが明らかとなった。
【００４３】
　また、乳酸資化の様相から、いずれもＬ-乳酸の資化力が強く、その特性がピキア　マ
ンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）の場
合と類似していることが明らかとなったが、Ｄ-乳酸の割合が最も高くなったピキア　マ
ンシュリカ（Pichia manshurica）NBRC1790株においても、その比はＤ：Ｌ＝81.66：18.3
4に過ぎなかった。
【００４４】
　以上のことから、Ｌ-乳酸資化能はピキア　マンシュリカ（P. manshurica）に比較的広
範に認められる共通の性質であるものの、他の菌よりもＤ-乳酸を資化せず特異的にＬ-乳
酸を資化する特性を有するという観点からは、分離菌ピキア　マンシュリカ（Pichia man
shurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）は、極めて特異な菌であるこ
とが明らかとなった。
【００４５】
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【表２】

【００４６】
２．ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株の培養特性
（１）培養温度の検討
　ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-
９０２）の培養温度条件を検討した。なお、該試験はＹＭ培地を用いて調製した菌体を種
菌として用い、これをＬＹＰ培地に添加して、２５℃、３０℃、３５℃あるいは４０℃で
７２時間振とう培養（120 oscillations/min）した。
【００４７】
　試験したすべての温度で菌体の増殖が認められた。特に、増殖速度は、培養温度３５℃
までは温度の上昇と共に増加し、最大菌体濃度はＯＤ660値で約２５となった。一方、培
養温度４０℃の場合では、菌体増殖速度及び菌体濃度ともに低下した。以上のことから、
ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９
０２）の生育および乳酸資化に関わる最適培養温度は３０～３５℃であると考えられた。
【００４８】
（２）初発ｐＨの検討
　ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-
９０２）の培養時における培地の初発ｐＨについて検討した。なお、該試験はＹＭ培地を
用いて調製した菌体を種菌として用い、これを１Ｎ-ＨＣｌあるいは６Ｎ-ＮａＯＨによっ
て初発ｐＨを２．６～７．０に調整したＬＹＰ培地に添加し、３０℃で７２時間振とう培
養（120 oscillations/min）した。
【００４９】
　培地の初発ｐＨが３．０～４．６の範囲で菌体の増殖が良好であり、培養７２時間後に
ＯＤ660値が約２０～２５であった。また、初発ｐＨが３．０～３．８の範囲で特に良好
な乳酸資化が認められ、初発乳酸量の約６０％に相当する乳酸が資化された。一方、培地
の初発ｐＨを２．６以下あるいは７．０以上にした場合は、菌体増殖及び乳酸資化力が低
下した。特に、該菌株のＬ-乳酸資化能を利用した高純度Ｄ-乳酸生産において、培地の初
発ｐＨは、菌体の増殖が最も良好であり、高い乳酸資化性が認められたｐＨ３．８が最も
良いことが分かった。
【００５０】
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（３）窒素源の検討
　該菌株の培養時における培地の窒素源として添加する素材の種類について検討を行った
。なお、該試験はＹＭ培地を用いて調製した菌体を種菌として用い、前記ＬＹＰ培地の窒
素源をYeast extract ０．１％及び各種窒素源素材０．４％に置換した培地を用いて、３
０℃で７２時間振とう培養（120 oscillations/min）を行った。
【００５１】
　窒素源素材としてPeptoneあるいはExtract ehlrichを添加した場合、菌体の増殖が良好
であり、培養７２時間後の菌体濃度がＯＤ660値で２０以上になり、初発乳酸量の約５５
～６０％が資化された。また、硫酸アンモニウムを添加した場合では、先の２つの条件の
場合と比較して十分な菌体の増殖は認められなかった（ＯＤ660値は１２．８８）ものの
、乳酸資化量は同程度であった。これらに対して、硝酸ナトリウムあるいは尿素を添加し
た場合では、菌体濃度（ＯＤ660値は１２以下）及び乳酸資化量（初発乳酸量の２３～５
０％程度）は低い値であった。このように、該菌株の培養時における培地の窒素源として
は、有機態窒素及びアンモニア態窒素のいずれも使用可能であった。
【００５２】
（４）窒素源濃度の検討
　さらに培地の窒素源の添加濃度についても検討を行った。なお、該試験はＹＭ培地を用
いて調製した菌体を種菌として用い、本培養で使用するＬＹＰ培地の窒素源素材をYeast 
extractおよびPeptoneとした。
【００５３】
　窒素源濃度０．３％以上の場合、菌体の増殖及び乳酸の資化が良好であり、乳酸資化速
度も高い値を示した。中でも、窒素源濃度を０．７％とした場合、培養７２時間後に菌体
濃度が最大（ＯＤ660値は２６．９）となり、初発乳酸量の約６３％が資化された。これ
に対し、窒素源濃度０．１％の場合は、培養７２時間後の菌体濃度（ＯＤ660値は９．７
５）は小さく、資化された乳酸量も初発量の５０％以下であった。以上を総合的に考慮す
れば、培地の窒素源及びその濃度は、Yeast extract ０．２５％とPeptone ０．２５％と
を含む場合が最適であると判断された。ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAA
M001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）の増殖範囲及び最適培養条件を表３に示す
。
【００５４】
【表３】

【００５５】
３．乳酸試薬からの高光学純度Ｄ-乳酸の生産
（１）実験方法
　実験には、市販の乳酸（DL-乳酸比50：50）を用いて調製したLYP培地を使用し、ここに
あらかじめYM培地を用いて培養したピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001
株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）を添加して振とう培養を行い、液中の乳酸光学
純度を経時的に測定した。
【００５６】
（２）結果
　図２はＤＬ-乳酸を含む培地（LYP培地）を乳酸溶液として高光学純度Ｄ-乳酸の生産を
実施した結果を示す図である。図２に示すように、培養開始直後より菌体の良好な増殖が
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認められ、培養開始４８時間で菌体量は定常となった。また、菌体増殖と連動するような
型式でのＬ-乳酸濃度の急激な低下が観察され、これに起因すると思われる培養液ｐＨの
上昇も認められた。しかしながら、培養液中のＤ-乳酸濃度にはほとんど変化が見られな
かった。培養開始７２時間後における培養液中のＤＬ比は88.1：11.9であり、ピキア　マ
ンシュリカ（Pichia　manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）の添
加によるＤ-乳酸の光学純度向上が認められた。
【００５７】
　以上のことから、Ｌ-乳酸を優先的あるいは選択的に資化するというピキア　マンシュ
リカ（Pichia　manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）の特性に着
目し、本菌の培養系を利用することで、高光学純度Ｄ-乳酸の調製が十分に可能であるこ
とが示唆された。
【００５８】
４．乳酸発酵液からの高光学純度Ｄ-乳酸の生産
（１）乳酸発酵液の調製
　乳酸溶液として、上記１．（２）に記載の乳酸生産菌を液体培養して得られた乳酸発酵
液を使用した。その調製手順は以下の通りである。
【００５９】
　すなわち、100ml容三角フラスコにMRS broth培地（Oxoid社製）50mlを入れ、121℃、10
分の条件でオートクレーブ滅菌を行った。ここに前記１．（２）に記載の乳酸生産菌を１
白金線接種し、各乳酸生産菌の適温（Lb. delbrueckii 141株：37℃、Lb. plantarum
NRIC1067株：30℃、Lb. paracasei 1532株：30℃）で24時間静置培養した（前培養）。
【００６０】
　500ml容三角フラスコにＧＹＰ培地（Glucose 1%、Yeast extract 1%、Peptone 0.5%、C
H3COONa・3H2O 0.1%、MgSO4・7H2O 0.02%、FeSO4・7H2O 0.001%、MnSO4・4H2O 0.001%、N
aCl 0.001%、Tween80 0.05%）300mlを入れ、121℃、10分の条件でオートクレーブ滅菌を
した後、ここに上述の前培養液3mlおよび、あらかじめ乾熱滅菌（180℃、120分）した炭
酸カルシウム6.0gを添加し、マグネティックスターラーにより液を穏やかに撹拌しながら
、各乳酸生産菌の生育最適温度で48時間培養（本培養）した。
【００６１】
　そして、培養液を遠心分離（4℃、10000G、30分）して得た上清を、121℃、10分の条件
でオートクレーブ滅菌したあと流水で急冷し、これを乳酸発酵液とした。
【００６２】
　なお乳酸発酵液の名称は、その調製に使用した乳酸菌の種類によって、それぞれＤ-乳
酸発酵液（Lb. delbrueckii 141株により調製）、ＤＬ-乳酸発酵液（Lb. plantarum NRIC
 1067株により調製）およびＬ-乳酸発酵液（Lb. paracasei 1532株により調製）とした。
　
【００６３】
　各乳酸発酵液に含まれる乳酸のＤＬ比は乳酸生産菌の種類によって異なり、Ｄ-乳酸発
酵液はＤＬ比＝97.6：2.4、ＤＬ-乳酸発酵液はＤＬ比＝51.4：48.6、Ｌ-乳酸発酵液はＤ
Ｌ比＝6.1：93.9であった。
【００６４】
（２）実験方法
　Ｄ-乳酸発酵液（ＤＬ比＝97.6：2.4）に、あらかじめＹＭ培地を用いて培養したピキア
　マンシュリカ（Pichia　manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）
を添加してこれを３０℃で振とう培養し、培養液中の乳酸光学純度を経時的に測定した。
また、比較対象として、ＤＬ-乳酸発酵液（ＤＬ比＝51.4：48.6）、Ｌ-乳酸発酵液（ＤＬ
比＝6.1：93.9）を乳酸溶液として用いた場合についても同様に実施した。
【００６５】
（３）結果
　図３はＤ-乳酸発酵液を乳酸溶液として高光学純度Ｄ-乳酸の生産を実施した結果を示す



(12) JP 2011-200161 A 2011.10.13

10

20

30

40

50

図である。図３に示すように、ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（
受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）は培養開始直後より良好に生育し、培養開始４８時
間でその菌体量はほぼ定常値となった。また、菌体増殖と連動して培養液中のＬ-乳酸も
その大部分が資化されたが、Ｄ-乳酸は初発の半分以上が残存しており、培養開始７２時
間のＤ-乳酸濃度は約8.8g/l（回収率57.33%）であった。また同時点における培養液中の
乳酸のＤＬ比は約99.8：0.2であった。
【００６６】
　以上のことから、Ｄ-乳酸生産菌の発酵液を対象とした場合においても、ピキア　マン
シュリカ（Pichia　manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）の乳酸
資化特性を利用した高光学純度Ｄ-乳酸の調製が可能であることが示唆された。
【００６７】
　図４及び図５はＤＬ-乳酸発酵液及びＬ-乳酸発酵液を乳酸溶液として高光学純度Ｄ-乳
酸の生産を実施した結果を示す図である。ＤＬ-乳酸発酵液（ＤＬ比＝51：49）を使用し
てもＤ-乳酸発酵液を使用した場合と比較してピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica
）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）の生育にほとんど差は認められなかっ
た。しかしながら、ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受領番号：
ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）を添加した直後から、液中に多量に存在しているＬ-乳酸が直ち
に資化され、これを伴って培養液ｐＨ値が急激に上昇した。
【００６８】
　分離菌ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　
ＡＰ-９０２）によるＬ-乳酸の資化は培養７２時間でほぼ停止し、その時点における液中
の乳酸のＤＬ比は81：19であったことから、分離菌によるＤ-乳酸の光学純度向上が確認
されたが、その光学純度や収量はＤ-乳酸発酵液を用いた場合と比べると低い値であった
。
【００６９】
　一方、液中のＬ-乳酸含量が極めて高いＬ-乳酸発酵液（ＤＬ比＝6.1：93.9）を用いた
場合には、ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ
　ＡＰ-９０２）の添加によりＬ-乳酸が資化されたが、７２時間の培養を行っても系内に
Ｌ-乳酸が多量に残存しており、乳酸のＤＬ比は11：89であったことからＤ-乳酸の光学純
度が向上したと考えられるが、その程度は極めて低いものであった。
【００７０】
　以上のことから、ピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受領番号：
ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）のＬ-乳酸資化特性を利用すれば、乳酸発酵液の種類を問わずそ
の液中Ｄ-乳酸の光学純度を向上させることが可能であることが示された。また、高光学
純度の乳酸を高収量で得るためには、Ｄ-乳酸の初発光学純度や濃度が高い試料を用いる
ことが望ましいことが推察された。
【００７１】
４．混合培養法における高純度Ｄ-乳酸生産
　これまでの高光学純度Ｄ-乳酸の調製は、「Ｄ-乳酸溶液の調製」と「Ｄ-乳酸の高光学
純度化」という２段階の工程からなっており、各工程で使用する種菌もそれぞれ別途用意
する必要があることから、工程の運転・管理の簡素化や生産効率の向上に関して改善すべ
き問題点も少なくないと考えられた。そこで、これら問題の解決策の１つとして、ラクト
バチルス　デルブリュッキ（Lb. delbrueckii）141株とピキア　マンシュリカ（Pichia m
anshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）との混合培養による高光学
純度Ｄ-乳酸の生産を試みた。
【００７２】
（１）実験方法
　坂口フラスコを用いた振とう培養法によるラクトバチルス　デルブリュッキ（Lb. delb
rueckii）141株とピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受領番号：Ｎ
ＩＴＥ　ＡＰ-９０２）との混合培養を行い、高光学純度Ｄ-乳酸の生産を試みた。実験に
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は、炭酸カルシウム０．５％を添加したＧＹＰ培地を使用し、培養開始から２４時間後ま
ではＤ-乳酸生産菌であるラクトバチルス　デルブリュッキ（Lb. delbrueckii）141株の
最適生育温度である３７℃で静置培養を行い、培養２４時間目以降はＬ-乳酸資化性菌で
あるピキア　マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ
-９０２）の最適生育温度である３０℃で振とう培養を行った。
【００７３】
（２）結果
　図６はラクトバチルス　デルブリュッキー（Lb. delbrueckii）141株とピキア　マンシ
ュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）の混合培
養法により高純度Ｄ-乳酸生産を実施した結果を示す図である。図６に示すように、ＯＤ6

60で表される菌体の生育は典型的なシグモイド曲線となり、培地に添加したグルコースは
培養開始後約４８時間で消費されたことから、いずれの菌も培養期間全体を通じて良好に
生育していると考えられた。
【００７４】
　また、Ｄ-乳酸の生産形態は菌体の増殖と連動しており、７２時間の混合培養により11.
98g/l（対糖収率59.90%）のＤ-乳酸が得られた。一方、培養液中のＬ-乳酸濃度は培養開
始２４時間目までは増加し、その濃度は最大で約0.2g/lに達したが、それ以後濃度は徐々
に低下し、72時間の培養で0.05g/lとなった。72時間の培養で得られたＤ-乳酸の光学純度
は99.58%であり、ラクトバチルス　デルブリュッキ（Lb. delbrueckii）141株とピキア　
マンシュリカ（Pichia manshurica）LAAM001株（受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ-９０２）と
の混合培養により、極めて高光学純度のＤ-乳酸を効率的に生産可能であることが明らか
となった。

【図２】 【図３】
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【図６】

【図１】
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