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Abstract

Gluconacetobacter xylinus

G. xylinus
G. xylinus
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要旨

ナタデココはフィリピン発祥の弾力のあるゼリー状
食品であり，酢酸菌 Gluconacetobacter xylinusによる
発酵によりココナッツミルク表面上に形成される微生
物セルロースである．しかしながら，酢酸菌の遺伝的
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不安定性のため，ナタデココの工業生産は不安定なも
のとなっている．本研究では，G. xylinusを継代培養
することにより，ナタデココ生産性と寒天培地上で
のコロニー形態における変化を観察した．その結果，
G. xylinusは 3 つのコロニー形態（Rough 型，Smooth
型，および Rough と Smooth の中間型）を示すことが
わかった．Rough 型コロニーのナタデココ生産性は，
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Smooth 型コロニーの生産性よりも高かったことから，
ナタデココ生産性とコロニー形態の間には相関性があ
ることが示された．この知見はナタデココ生産株の選
抜に有用となるであろう．

緒言

酢酸菌は食酢の製造に古くから利用されてきた．ま
た，ある種の酢酸菌は菌体外にゲル状物質である微生
物セルロースを生産することが知られている．フィリピ
ン発祥の伝統発酵食品である「ナタデココ」は，セル
ロース生産能を有する酢酸菌（主に Gluconacetobacter 
xylinus）がココナッツミルクの表面上に形成する微生物
セルロースであり，低カロリーの食物繊維としてダイ
エット食や特定保健用食品に利用されている．1）微生物
セルロースは，植物由来セルロースと比較して微細な網
目構造を有し，リグニンやヘミセルロースを含まないな
どの特徴から工業用素材としても注目されている．
酢酸菌の形質は変わりやすく，セルロース生産能や

酢酸耐性などの形質がしばしば消失することが知られ
ている．酢酸菌ゲノムには多くのトランスポゾンが存
在しているほか，複数のプラスミドを保持しているこ
ともわかっており，これらが酢酸菌の遺伝的不安定性
に関与していると考えられている．2）ナタデココ生産に
おいても，その不安定性に起因すると思われる生産歩
留まりの低下が度々発生するため，ナタデココの安定
的生産が重要な課題となっている．さらに，ナタデコ
コ生産に用いられる培地には油分の多いココナッツミ
ルクや高濃度の酢酸が含まれており，極めて特殊な環
境となっていることから，これら環境因子が生産不安
定性の一因となっている可能性も考えられる．
酢酸菌の研究者人口は，海外を含めても多くはなく，

ナタデココ生産に着目した研究は極めて少ない．本研
究では，産業的ナタデココ生産に則した実験系を用い
て，ナタデココ生産菌の特徴とセルロース生産能の関
係を調査した．

実験材料および方法

1．使用菌株
ナタデココ生産用の種菌はフジッコ株式会社より分

譲された実用菌株を使用した．菌種同定のため，16S
rDNAをプライマー 12F および 1540R を使用して増幅
後，約 1.45 kb の塩基配列を決定し，日本 DNAデー
タバンク（DNA Data Bank of Japan, DDBJ）の登録

配列と照合した．16S rDNAの増幅及び塩基配列決定
に用いたプライマーは表 1に示した．

2．培地
培地に使用したココナッツミルクはフジッコ株式会

社より提供された．ココナッツミルクは熱湯により 4
倍希釈し，一晩冷蔵後，ろ過により油分を取り除いた．
さらに遠心分離により油分を取り除き，ココナッツエ
キスとした．ナタデココ生産株の培養は主にココナッ
ツエキス（CE）培地（グルコース 6％，ココナッツエ
キス 50％，酢酸で pH4.0 に調整）を用いた．酢酸菌培
養に一般的に用いられるHestrin-Schramm （HS） 培地
（グルコース 2％，酵母エキス 0.5％，ペプトン 0.5％，
Na2HPO4 0.375％，クエン酸 0.115％）も使用した．

3．ナタデココ生産性試験
ナタデココ生産用種菌を CE寒天培地（2.4％寒天を
含む CE培地）に植菌し，30℃で 1 週間培養した．出
現したコロニーの中から 1 コロニーをかきとり，CE
液体培地に植菌して 30℃で 1 週間静置培養した．1週
間培養後，培地表面に形成されたゲル部分の厚みを計
測して，セルロース生産性を比較した．

4．易変異性試験
ナタデココ生産用種菌をCE寒天培地上で生育させ，
出現したコロニーの中から 20 個のコロニーを無作為
に選抜し，No.1 ～ 20 とした．各コロニーをさらにCE
寒天培地上に塗布し，30℃で培養した．1週間培養後
に出現したコロニーを CE液体培地に植菌し，30℃で
静置培養してナタデココ生産を確認した．寒天培地上

表 1 16S rDNAの PCR増幅及び塩基配列決定に用い
たプライマー

プライマー名 塩基配列（5’ → 3’）
12F TTGATCCTGGCTCAGG
270R TTACCCCACCAACTAGCTAATGC
350F TACGGGAGGCAGCAG
520R ACCGCGGCTGCTGGC
800F ATTAGATACCCTGGTA
920R GTCAATTCCTTTGAGTTT
1100F GCAACGAGCGCAACCC
1240R CCATTGTAGCACGTGT
1400F TGTACACACCGCCCGT
1540R AAGGAGGTGATCCAGCC
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のコロニーを再び CE寒天培地に継代培養し，ナタデ
ココ生産を確認しながら 20 回継代観察を繰り返した．

結果及び考察

1．ナタデココ生産不安定性の検証
フジッコ株式会社より分譲されたナタデココ生産用
種菌をHS培地で培養したところ，この培地では増殖し
ないことがわかった．HS培地は多くの酢酸菌の培養に
一般的に用いられる培地であり，G. xylinusも増殖可能

であることから，ナタデココ生産用種菌は一般的な酢酸
菌株とは異なる可能性が考えられた．そこで，ナタデコ
コ生産用種菌の 16S rDNA塩基配列（約 1.5 kb）を決
定し，DNAデータバンクに登録されている配列情報と
比較したところ，Gluconacetobacter xylinus の基準株で
あるNBRC 15237 株の 16S rDNAと 99.9％（約 1500 塩
基中の 1塩基が不一致）相同であり，ナタデココ生産
用種菌は G. xylinus であることが確認できた．
次に，ナタデココ生産用種菌を CE寒天培地上にて
培養し，出現したコロニーの中から無作為に選抜した

図 1　ナタデココ生産株の継代培養によるセルロース生産性の変動
ナタデココ生産株を CE寒天培地上で培養し，出現したコロニーの中から無作為に選抜した 20 コロニー
をCE寒天培地で 20 回継代培養を行い、継代培養毎にナタデココ生産能を比較した．（A）植継毎の各コ
ロニーのナタデココ生産能の比較。ナタデココ生産能は試験管内に形成されたゲルの厚み（mm）により
判定した。（B）20 回植継後のゲル写真。植継 1回目（上段）および 20 回目（下段）の写真を比較している。

(A)

(B)
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20 個のコロニー（No.1 ～ 20）を 1 週間毎に CE 寒天
培地で継代培養し , その都度 , ナタデココ生産性を確認
した（図 1）．20 個のコロニーのうち，No.5，13，14，
15，19 は安定したナタデココ生産を示したが，No.1，
10，12，16 は一貫してナタデココ生産性が低かった．
No.2，3，4 は当初は良好なナタデココ生産性を示した
ものの，継代培養中に生産能の低下がみられた．その
他のコロニーは，ナタデココ生産能が一定せず，期間
中不安定であったが，No.6 は継代培養を繰り返すこと
により生産性の改善が見られた．このように，同じ種
菌から出現した単一コロニーであっても，ナタデココ
生産性は大きく異なっており，継代培養を繰り返すこ
とにより，その生産性が頻繁に変化することが明らか
となった．

2． ナタデココ生産菌のコロニー形態とナタデココ生
産能との相関性
前述のように，継代培養中にナタデココ生産性が著

しく変化することから，ナタデココの安定生産のため
には，高生産株を効率よく選抜し，植え継ぐことが肝

要である．我々は，CE寒天培地上のナタデココ生産
株のコロニー形態には，光沢のあるコロニー（Smooth）
と光沢のないコロニー（Rough），その中間的なコロニー
（R/S）の 3 種類が存在することを確認した（図 2A）．
20 回継代培養後のコロニー形態とナタデココ生産能を
比較したところ，R型コロニーは良好なナタデココ生
産性を示したのに対して，S型コロニーは試験管の底
部に菌体が沈降する傾向があり，ナタデココの生産性
は低下していた（図2B）．R/S 型コロニーは，R型と S
型が混在している状態であると考えられ，それらの比
率によりナタデココの生産性は大きく異なるものと考
えられた．継代培養中に生産性が低下したNo.3 および
No.4 は当初 R型コロニーを形成していたが，継代培養
を繰り返すことにより S型（No.3）または R/S 型（No.4）
に変化していた．また，継代培養により生産性の改善
が見られた No.6 は，継代培養当初は S型コロニーを
形成していたが，20 回継代培養後にはR/S 型コロニー
となっていた．このようなコロニー形態の変化に関し
ては，松下らも Acetobacter acetiにおいて同様な報告
をしている．3）また，彼らは熱耐性酢酸菌 Acetobacter 

図 2　ナタデココ生産株のコロニー形態とセルロース生産能の相関性
（A）CE寒天培地上でのナタデココ生産株のコロニー形態。Rough（No.5）および R/S（No.1），Smooth
（No.2）型のコロニー例を示している。（B）CE寒天培地で 20 回継代培養した後の各コロニーのナタ
デココ生産能とコロニー形態の比較。

(A) (B)

Rough SmoothR/S

#5 #1 #2
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tropicalisを用いたトランスポゾン解析により，polE 遺
伝子内におこる変異により菌体外多糖の合成能が失わ
れると S型コロニーを形成することも明らかにしてい
る．4）これらのことから，R型コロニーを形成する酢酸
菌は，多糖からなる菌膜を形成することにより培地表
面に浮かび，酸素を利用しながら増殖し，セルロース
を生産することができるが，S型コロニーは菌膜を形
成できないため，培地の底部に沈降し，酸素を十分に
利用することができず，セルロースも生産することが
できないものと考えられる．
本研究では，ナタデココ生産能とコロニー形態の相

関性を明らかにすることができた．ナタデココ生産株
のコロニー形態は極めて変化しやすいが，生産性の高
い R型コロニーを注意深く選抜することにより，ナ
タデココの安定生産に繋げることができるかもしれ
ない．今回使用したナタデココ生産用種菌は，16S 
rDNA配列比較により G. xylinus であることが確認で
きたが，S型コロニーを形成する原因変異やHS 培地
で増殖できない原因については未だ不明であり，今後
のゲノムシーケンス解析などにより明らかにする予定
である．
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