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沖縄で分離した好アルカリ性・好塩性細菌による PHB 生産 
 

世嘉良宏斗、花城隆二、楽隆生*1、常盤豊*2 
 

好アルカリ性・好塩性細菌は高 pH や高塩濃度条件下で生育可能なことから、培養時の雑菌汚染を抑制した

効率的な発酵生産が期待できる。沖縄県内で分離した 66 菌株について、pH10 に調整した培地を用いてポリ

（３-ヒドロキシ酪酸）（PHB）の生産性を調べた。このうち生産性の高かった４菌株について、異なる pH 条

件で発酵試験を行ったところ、いずれの菌株も pH8～9 のとき生育が良好で PHB を多く生産した。また、こ

れらの菌株は塩濃度が高いほど良好に生育し、このうち１菌株は高塩濃度（NaCl 濃度 10％）のとき最も PHB

量が多かった。さらに、２種類の無機窒素源を培地に用いたときの生産量の変化を比較した結果、窒素源の

種類が生産性に影響することが分かった。 

 

１ はじめに 

ポリ（３-ヒドロキシ酪酸）（PHB）は代表的な生分解

性プラスチックのひとつで、微生物による発酵生産が可

能なことから、未利用バイオマスを原料とする生産が期

待されている。PHB の発酵生産に関する研究は多数報

告されており、これらを応用した樹脂について商業生産

が行われた例もある 1)。一方、微生物の細胞内に蓄積さ

れる PHB は分離・精製することが容易ではないため、

近年では、PHB の構成単位である (R)-３-ヒドロキシ酪

酸（R3HB）を効率的に生産するための方法も検討され

ている 2)。光学活性体である R3HB はプラスチックや医

薬品の原料となるキラルビルディングブロックとして期

待されている。また、R3HB は人間の体内における生理

活性物質としても重要な役割を担っており、いくつかの

疾病に対する予防や治療の効果も期待されている 3, 4)。 

沖縄県内においても小規模ながら PHB の発酵生産が

行われているが、県内で用いられている PHB 生産菌株

は生育が不安定で発酵管理が容易ではないことが課題と

なっており、低コスト生産や生産規模の拡大ができない

要因のひとつとなっている。一方、PHB 生産菌のなか

でも Halomonas 属細菌は、好アルカリ性・好塩性の微

生物で、pH10 の強アルカリ条件や 30％塩化ナトリウム

含有培地での生育が可能な菌株も報告されている 5, 6)。

好アルカリ性・好塩性菌の培養では、培地の pH や塩濃

度を高めることによって雑菌汚染を抑制することが可能

なため、培地や培養装置の高圧高温滅菌を省略できる可

能性がある。好アルカリ性・好塩性菌を用いることで

pH や塩濃度条件によって発酵管理を容易に行うことが

できれば、生産規模拡大のための設備やエネルギーのコ

スト低減が期待できる。 

そこで本研究では、発酵管理が容易な PHB 生産菌を

得るため、沖縄県内で採取した試料から好アルカリ性・

好塩性細菌を分離・収集し、その PHB 生産性を調べた。

さらに生産性の高い菌株について、培養条件の最適化を

検討した。 

 

２ 実験方法 

2‒1 微生物の分離 

 沖縄県内で採取した海洋由来の試料や天然藍染料を分

離源として用いた。海洋由来の試料は pH10 に調整した

液体培地に接種し、1～5 日間好気的に集積培養した。

これらを生理食塩水で適宜希釈して、pH10 に調整した

寒天培地に塗布し、30℃で数日間培養した。寒天培地上

に出現したコロニーを、見た目の違いにより釣菌して新

たな寒天培地で培養し、純化するまでこれを繰り返した。

分離菌株は一部を凍結保存するとともに寒天培地で継

代・保存した。 

 

2-2 分離菌株の PHB 発酵試験 

 分離菌株の PHB 生産性を比較するための発酵試験で

は 3 種類の培地（無機窒素培地、糖蜜培地、酵母エキス

培地）を用いた。培地は水酸化ナトリウム溶液で pH10

に調製後、ろ過滅菌して使用した。1L あたりの培地組

成は以下のとおり。 

無機窒素培地：スクロース 15g、グルコース 15g、炭酸

ナトリウム 34g、炭酸水素ナトリウム 13g、塩化ナトリ

ウム 15g、硝酸ナトリウム 2g、リン酸水素二カリウム

1g、硫酸マグネシウム七水和物 10mg、硫酸鉄七水和物

8mg 

糖蜜培地：糖蜜 50g 

酵母エキス培地：スクロ―ス 20g、酵母エキス 2g、塩化

ナトリウム 10g、硫酸マグネシウム七水和物 10mg、硫

酸鉄七水和物 8mg 

これらの培地を試験管へ 4mL ずつ分注した後、分離
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菌株の種培養液（液体培地で数日間好気培養したもの）

を接種して３日間好気培養（30℃、振とう 200rpm）し

た。培養液のうち 3mL を遠心分離して菌体を回収し、

加熱乾燥（120℃、３時間）した後で重量を測定した。

乾燥菌体はさらに硫酸で加水分解し、生成したクロトン

酸量から PHB 量を換算した。 

 

 

2-3 pH 及び塩濃度の違いによる生産性比較 

 pH の影響を比較した発酵試験では、水酸化ナトリウ

ム溶液で pH8、9、10 に調整した液体培地（1L あたり

の組成：スクロース 50g、酵母エキス 4g、塩化ナトリウ

ム 10g、硫酸マグネシウム七水和物 10mg）をろ過滅菌

後、試験管に各 4mL ずつ分注し、上述と同様に分離菌

株を接種・培養して PHB 量や菌体量を調べた。 

 塩濃度の影響を比較した発酵試験では、塩化ナトリウ

ムを 0、1、5、10％となるよう添加した液体培地（1L

あたりの組成：スクロース 50g、酵母エキス 4g、硫酸マ

グネシウム七水和物 10mg）を水酸化ナトリウム溶液で

pH10 に調製してからろ過滅菌し、上述と同様に試験し

た。 

 

2-4 窒素源の違いによる生産性比較 

 窒素源の違いを比較するための発酵試験は、尿素ある

いは硝酸ナトリウムを加えて窒素濃度が同じになるよう

調整した培地 2L を用いて、卓上型培養装置で培養条件

を一定に保つよう制御して行った（pH9、30℃、撹拌速

度：700rpm、通気量：5L/分）。培養の途中で培養液の一

部を分取して、PHB 量や菌体量、糖の消費量を調べた。

1L あたりの培地組成：グルコース 100g、炭酸ナトリウ

ム 5g、炭酸水素ナトリウム 13g、塩化ナトリウム 10g、

硝酸ナトリウム 10g（又は尿素 5g）、リン酸水素二カリ

ウム 2g、硫酸カリウム 1g、硫酸マグネシウム七水和物

200mg、エチレンジアミン四酢酸四ナトリウム 90mg、

塩化カルシウム 40mg、硫酸鉄七水和物 10mg 

 

2‒5 HPLC 分析及び 16S rRNA 遺伝子解析 

 グルコース及びクロトン酸（上述した PHB の加水分

解物）は HPLC を用いて定量した。また、分離菌株の

分類は 16S rRNA 遺伝子領域の解析情報を用いて行った。

HPLC の分析条件や 16S rRNA 遺伝子解析等の方法につ

いては既報 7, 8)に示した。 

 

３ 実験結果と考察 

3‒1 好アルカリ性菌の分離と PHB 生産性 

 沖縄県内 42 カ所で採取した海水等の海洋由来の試料 

表１ 分離菌株の PHB 生産量比較 

1011 海水 (N.G.) － －
1211 海岸堆積物 (N.G.) 1.9 0.5
1212 海岸堆積物 (N.G.) 2.5 0.5
1213 海岸堆積物 (N.G.) 1.9 1.3
1235 海岸堆積物 (N.G.) － (N.G.)

1251 海水 2.5 1.0 0.6
1252 海水 1.7 1.1 0.5
1261 海岸堆積物 4.8 4.5 2.2
1262 海岸堆積物 2.5 1.5 0.7
1271 海水 2.3 2.4 1.3
1281 海水 4.9 3.3 3.4
1291 海水 0.9 2.0 1.0
1301 海水 1.5 1.8 0.7
1302 海水 0.2 0.7 0.5
1313 海水 4.2 3.3 3.4
1320 海水 － － －
1330 海水 2.4 0.9 0.9
1340 海水 2.2 3.0 3.0
1341 海水 0.4 － －
1342 海水 2.0 3.3 3.3
1350 海水 1.1 1.9 1.9
1380 海岸堆積物 (N.G.) － －
1381 海岸堆積物 (N.G.) － －
1390 海岸堆積物 (N.G.) － －
1391 海岸堆積物 (N.G.) － －
1400 海水 1.8 2.4 1.1
1410 海水 0.9 0.8 0.5
1420 海藻 0.4 1.2 0.6
1430 海藻 1.7 2.2 1.0
1440 海岸堆積物 0.9 2.5 1.5
1450 海岸堆積物 0.3 0.3 2.0
1451 海岸堆積物 － － －
1460 海水 1.3 0.6 0.8
1461 海水 0.3 2.5 0.7
1462 海水 0.3 2.5 1.4
1470 海岸堆積物 － 0.1 －
1471 海岸堆積物 0.1 3.1 －
1480 海水 (N.G.) － －
1481 海水 － － －
1490 海岸堆積物 0.7 0.1 1.3
1500 海水 0.2 － 0.3
1501 海水 2.3 0.2 0.5
1502 海水 1.5 0.4 0.6
1510 海岸堆積物 1.2 0.3 2.5
1511 海岸堆積物 0.2 1.4 1.5
1520 海岸堆積物 3.1 0.1 2.3
1530 海水 (N.G.) 0.1 －
1531 海水 (N.G.) － 0.1
1532 海水 (N.G.) － －
1540 海岸堆積物 － 3.4 (N.G.)

1550 海岸堆積物 (N.G.) － (N.G.)

1560 海岸堆積物 － 2.7 0.8
1570 海水 0.1 1.3 0.7
1571 海水 0.2 (N.G.) 0.8
1572 海水 0.2 (N.G.) 2.2
1580 海岸堆積物 － (N.G.) (N.G.)

1590 海水 (N.G.) － (N.G.)

1591 海水 (N.G.) 1.5 0.5
1600 海岸堆積物 － 0.7 1.0
5093 藍染料 － 1.2 0.6
5105 藍染料 － 0.6 0.5
5108 藍染料 (N.G.) 2.2 0.7
5110 藍染料 － 0.1 0.6
5113 藍染料 5.2 1.9 2.2
5139 藍染料 3.2 1.0 0.3
5151 藍染料 － 1.8 2.3

－：検出限界以下　　N.G.：生育不良

分離源
無機窒素培地 糖蜜培地 酵母エキス培地

菌株
ID

PHB (g/L)
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と県内５カ所の工房で採取した天然藍染料を分離源とし

て、pH10 の強アルカリ条件で生育する微生物を分離し

た結果、海由来の分離源から 84 菌株、天然藍染料から

７菌株（計 91 菌株）を単離した。 

分離菌株のうち液体培地での生育が良好だった 66 菌

株について、３種類の培地（無機窒素培地、糖蜜培地、

酵母エキス培地）で培養したときの PHB 生産性を比較

した（表１）。その結果、52 菌株が PHB を生産するこ

とが分かった。これらの PHB 生産量は培地の種類によ

って異なり、無機窒素培地では ID5113、糖蜜培地では

ID1261、酵母エキス培地では ID1281 と ID1313 がそれ

ぞれ最も生産量が多かった。 

 分離した 91 菌株について、16S rRNA 遺伝子領域の解

析を行ったところ、Halomonas 属や Bacillus 属等に分類

されることが分かった（図１）。このうち生育良好で生

産試験に供した 66 菌株は、未同定の３菌株以外、ほぼ

全て Halomonas 属に分類された。上述のとおり

Halomonas 属細菌のような好アルカリ性・好塩性細菌は、

その特異な性質を利用した効率的な発酵生産が期待され

ており、PHB 生産性の高い菌株も報告されている 9）。

好塩性である Halomonas 属細菌は塩分濃度の高い環境

から分離が報告されており、県内の海洋由来の試料から

も多数分離できることが分かった。また、強アルカリ条

件で使用される天然藍染料も有価物生産菌の分離源とな

ることが確認された。 

今回分離した Halomonas 属細菌は培地条件や菌株に

よって様々な生産性を示しており、強アルカリや高塩濃

度の環境から好気条件で分離を行うことで多様な性質の

PHB 生産菌株を分離・収集できる可能性が示唆された。 

Halomonas, 53
Bacillus, 26

Amphibacillus, 3

Idiomarina, 1
未同定, 8

 
図１ 分離菌株の分類と分離数 

 

3‒2 塩濃度及び pH の影響 

 Halomonas 属細菌は好塩性・好アルカリ性の PHB 生

産菌として知られていることから、培地の塩濃度と pH

が生産性にどのような影響を与えるか調べた。表１の各

培地条件で生産性の高かった４菌株（ID5113、1261、

1281、1313）を用いて、NaCl 濃度あるいは pH が異な

る培地で培養した時の PHB 生産量と菌体重量を比較し

た。 

塩濃度の影響については、４菌株とも NaCl 濃度が高

いほど菌体重量が増加して生育が良好であることが示唆

された（図２B）。しかし、PHB 生産に最適な NaCl 濃度

は菌株によって異なっており、ID1261、1313、5113 は

NaCl 濃度 1％、ID1281 は NaCl 濃度 10％のとき高い生 
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図２ NaCl 濃度の影響 
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図３ pH の影響 
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産性を示した（図２A）。 

pH の影響については、４菌株とも pH9 の強アルカリ

条件下でも良好に生育して PHB を生産することができ

た（図３A、３B）。しかし、pH10 では生育が悪くなり

PHB の生産量も低下した。 

以上のとおり、分離菌株のうち生産性の高かった菌株

についてさらにその特性を調べたところ、ID5113 及び

1261、1281、1313 は pH9 のアルカリ条件で PHB 生産が

可能で、特に ID1281 は高塩濃度での PHB 生産に適して

いることが確認された。 

 
3‒3 無機窒素源を用いた発酵試験 

 無機窒素等の安価な窒素源で構成される培地で PHB

生産が可能な菌株を用いれば、比較的高価な培地成分で

ある酵母エキス等が不要となるため、発酵生産における

培地費用の低減が期待できる。そこで表１の無機窒素培 
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図４ 窒素源の影響（菌株 ID5113) 

地で最も生産性の高かった ID5113 について、２種類の

窒素源を用いたときの PHB の生産性を調べた。 

窒素源として用いた硝酸ナトリウムあるいは尿素は、

培地中の窒素濃度が等しくなるようにそれぞれ 1％及び

0.5％を加えた。NaCl 濃度及び pH は前項の試験で PHB

生産量の高かった条件とし、pH や温度、撹拌速度、通

気量は卓上型培養装置で一定に制御するよう設定した。 

培養期間中の PHB（図４A）及び菌体重量（図４B）、

グルコース（図４C）の時間変化を比較すると、ID5113

は窒素源として尿素を用いたときに速く生育することが

分かった。PHB 生産量についても培養開始後 24 時間で

7g/L となり、硝酸ナトリウム含有培地の約３倍多く生

産していた。また、基質となるグルコースの消費速度も

尿素含有培地の方が速かった。以上のことから ID5113

は、硝酸ナトリウムよりも尿素を窒素源として利用し易

く、PHB 生産速度も向上することが確認された。 

尿素や硝酸ナトリウムを用いることで培地費用を低減

できるだけではなく、これらを窒素源として利用できな

い他の微生物の増殖を抑制することとなり、発酵管理が

容易になることが期待できる。PHB 生産を確認できた

分離菌株 52 菌株のうち 37 菌株は硝酸ナトリウムを窒素

源とする培地でも PHB を生産し、さらにこのうち

ID5113 を含む 20 菌株は酵母エキスを窒素源とした場合

より生産性が高かった（表１）。これらの PHB 生産菌は、

安価な培地による効率的な発酵生産に適しており、窒素

源を最適化することで生産性の向上が期待できる。 

 

４ まとめ 

 沖縄県内で採取した試料から、強アルカリ条件で生育

する微生物 91 菌株を分離した。これらのうち 52 菌株は

PHB を生産し、高 pH や高塩濃度条件下でも発酵生産が

可能な菌株が含まれていた。また、45 菌株は安価な窒

素源を用いた培地でも PHB 生産が可能であり、窒素源

の種類によって生産性の向上が期待できることが分かっ

た。 

 今回分離した PHB 生産菌株を用いれば、高 pH や高

塩濃度で培養が可能となり、雑菌汚染を抑制して発酵管

理が容易になることが期待できる。さらに、安価で雑菌

が資化しにくい窒素源を用いることも可能なことから、

コストを低減した効率的な発酵生産が期待できる。 

 

本研究は「海洋微生物を利用した R-３-ヒドロキシ酪

酸の効率的生産（2013 技 015／工業研究費（受託）／平

成 25～26 年度）」として行ったものである。 
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