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される）が計測された ，後者は母娘細胞の分離お よび出

芽の 準備時期で こ の 間に酵母 の 体積 の 上昇 は 見 られな

い ．また増殖の 回数が増え る と同調性が低 くな り墾確な

誘電率の 増加の サ イ ク ル が認め に くくな る．デー
タ か ら

オ ン ラ イ ン で酵母 の 増殖 の サ イ クル タ イ ム を計測する こ

とが で ぎ， 実際の 工 場で は適切な麦汁添加，通気や 昇温

とい っ た 工程の制御条件を コ ン ト ロ
ー

ル する こ とが可能

とな り，発酵工 程 の 安定化，造 り込 み とい っ た方策に 有

効 で ある．さらに そ の 周波数特性を解析す る こ とに よ り

同調 性 の 割合 （率）を測定す る こ と が て せ きる．6）こ れ は

増殖中に つ なが っ た 母娘細胞が離れる ときに ， そ の前後

で低周波数側 （こ の 場合 100kHz 付近）の 誘電率が低下

す る の で 同調性が高ければ誘電率 の 減少が こ の 時期に 顕

著 に 観測 され る．Fig．　g に Fig．8 の 実験 の 際，同時 に 計

測した他の 周波数で の 誘電率を示 した．増殖の 同調率を

パ ラ メ ータ に し て誘電率 の 減少挙動を シ ミ ュ レ ーシ
ョ

ン

を行 うこ とに よ り解析 した 結果 ， こ の ビール 発酵は最初

の 1 回 目の 同調は 70％ ， 2，3 回 目の 増殖 で は それ ぞれ

60％，30％の 同調率である と推定され た ．

お　 わ　 り　 に

　本研究 は発酵工 程 で の モ ニ タ リ ソ グ，特に 酵母 の 状態

を オ ア ラ イ ソ で 計測 しそ の 情報を工 程制御に 利用する こ

とを 主眼と して取組ん で きた．実際の現場で の モ ニ タ リ

ン グを行い 発酵中の 酵母の 挙動を とらえる こ とが で きる

よ うに な っ た の で，その 制御を工学的 に行 うこ とを取組

み始め て い る．現在の とこ ろ リア ル タ イ ム の 制御を構築

するに は 至 っ て い な い が，温度を始め とする工 程 パ ラ

メ ー
タ との 相関の 把握 ， 発酵工程の 安定化 ， 造 り込み の

制御 の ベ ース に な る部分の 検討を行 っ て い る．また誘電

計測に よ り得られ る情報を利用す る こ とに よ り従来行え

なか っ た制御を行 うこ とが可能とな る．た とえば ビール

の 酵母添 加 プ ロ セ ス に 誘電 セ ン サ
ー

を組込 ん だ シ ス テ

ム 7）を使用する こ とに よ り，従来よ りも高精度か つ 酵母

の 状態 （サ イ ズ
， 死滅）を反映した適正な酵母添加が可

能で ある．ワ イ ン や焼酎 ， 日本酒
8＞な どの 酒類やそ の 他

発酵食品， 酵母菌以外に もカ ビ 9）などもそ の 応用範囲 で，

また 固形培地 へ の 利用 も可能で あ る の で 十分に 誘電測定

の 特性を引 き出して ，応用を図る こ とに よりプ ロ セ ス の

制御を行うこ とがで きる と考えて い る．
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糸状菌培養プ ロ セ ス の 菌体濃度オ ソ ライ ソ 計測

塩谷　捨明
＊ ・Somchai　Krairak 　’山村　幸司 ・中嶋　幹男 ・清水 浩

　本研究室 で 保有する M ・nascus ． sp ，　KB20M10 ．2 は ， キ

ャ ッ
サ バ デ ン プ ン と大豆粉か らな る安価な培地 に お い て

黄色色素を生産す る が，そ の 生産性 は培養状態に大きく

依存して い る．こ の 培養状態を最適化す る た め に は ，
プ

ロ セ ス の状態を把握する必要がある が，Monascus　tgどの

糸状菌培養プ ロ セ ス に お い て は，重要な状態変数で あ る
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菌体濃度を リ ア ル タ イ ム で 計測す る こ とが可能な セ ソ

サ ーがな い ．細菌や酵母などの 培養に お い て 広 く利用 さ

れ て い る レ ーザ ー濁度計は，糸状菌 の 作るペ レ
ッ

トを含

む培養液で は大きな ノ イ ズ を生 じ，実用的で は ない ．

　近年 ， 電気物理的な測定に よ り得 られ る誘電率 と生細

胞 の 濃度に 相関があ る こ とが示 され て い る．1”S）こ の 測

定法は，生細胞 の 構造が電解質で ある細胞質が絶縁体で

ある細胞膜に よ っ て覆われ て い る こ とを利用 して お り，

培養液中に 存在する固体や死細胞などの 影響を受け に く

い 特徴を有 して い る．した が っ て ，誘電率を用い る こ と

で ，
レ
ー
ザ

ー
濁度計などの光学的計測法で は 不可能で あ

っ た糸状菌培養プ ロ セ ス の オ ン ラ イ ン 菌体濃度計測が可

能に なると考えられ る，

　本報告で は ，新 しく開発された殺菌可能な コ ロ イ ド誘

電プ ロ
ーブを用 い た M ・nascus 菌体濃度 の オ ン ラ イ ン 計

測 に もっ とも適し た条件を 明らか に し ，

4）そ の 適用限界

に つ い て述べ る．

実 験 方 法

　使用菌株　　Monascus　sp ．（KB20M10 ，2）を使用 した ．

　測定方法

  菌体濃度 （乾燥菌体重量法）　 20ml程度の 培養液を

　グ ラス フ
ァ イ ・ ミーフ ィ ル タ

ーAP20 （Millipore社製）

　で 吸引ろ過 し，蒸留水 で 数回洗浄した後 ，
80 ° C の 乾

　燥機で 48時間乾燥させ ， 重量を測定した，

  オ ソ ラ イ ン 菌体濃度　 HPE5050A コ ロ イ ド誘電 プ

　 ロ
ーブ，HP 　E4285A プ レ シ ジ ョ

ソ LCR メ ータ ー，

　HPE2120C 　HP 　VEE 　for　Biochem （す べ て Hewrett

　Packard 社製）を用 い て ，周波 数を 75　kHz か ら 1．1

　MHz の 間 で 変化 させ ，各周波数ご とに 20回誘電率を

　測定し，そ の 平均値を計算した ．なお，一般に 「誘電

　率」 とい っ た 場合 ， 物質の 誘電率 ε と真空の 誘電率 εo

　（
＝8．854x10 −2

（F／m ））との 比 （ε！εo）， 比誘電率 ε，の こ

　とを指す場合が多い ．本報告中に お い て も， 比誘電率

　ε
，
の こ とを単純に 誘電率として 用 い て い る．

実験結果および考察

　誘電率測定に最適な測定条件の検討　　オ ン ラ イ ソ で

菌体濃度を計測す るに は ，培養槽 に 直接誘電 プ 卩
一ブを

取 り付け ， 連続的に 誘電率を計測するの が ， も っ とも普

通の 方法で あり， 我 々 もこ の 方法の 採用を試み た ．対象

とする培養は好気培養で あ り，
エ ア レ ー

シ
ョ

ン
， 撹拌条

件などの 培養操作条件，また培養中に 変化する培養環境

の条件変化が誘電率計測に及ぼす影響を充分検討 して ，

最適な計測条件を求め て お く必要がある．

　まず最初tlL・51ジ ャ
ーフ

ァ
ーメ ソ ターを用 い て，培養

槽に直接取 り付けた プ ロ
ーブ で誘電計測した ．こ の とき

本培養は 0，75vvm で 曝気を行 っ て い る が，い か な る曝

気条件で も安定 した計測値は得られなか っ た．こ れ は曝

気 に よ る気泡が菌体 に 付着し測定対象の 液容積減をもた

らし ， 撹拌に よ りこ の値が変動する た め 測定値が大ぎな

ノ イズ を もた らす結果と考えられ た ．した が っ て ， 誘電

率測定時 に は曝気を い っ た ん 止 め，撹拌に よ り菌体の沈

降を防ぐよ うな，計測タ イ ム を設け る必要の あ る こ とが

分か っ た ．こ の よ うな計測方法を採るに して も，測定 に

お け る最適な交流電圧 の 周波数 ， 培養槽 の 撹拌回転数を

決定す る必要がある．特に ，撹拌回転数が大きすぎる と

気泡を生じ，それが ノ イ ズ の 原因 とな る し，小 さす ぎる

と，ペ レ ッ ト状の 菌体が沈降す る た め，菌体の 分散状態

が悪 くな る．そ こ で M ・nascus 、sp ．の 回分培養に お い て
，

時間 ごと に 撹拌 回転数が 100　rpm ，150　rpm ，200　rpm ，

250rpm の誘電率の 測定 とサ ン プ リ ン グ を行い ， 別 に 求

め た乾燥菌体重量 と誘電率に つ い て の 相関に つ い て調べ

た ．そ の 際，ノ イ ズ の 大 きさを表す S／n −ratio （誘電率の

平均値／標準偏差）を使用 した．

　誘電率測定に 最適な 周波数の 決定　　こ こ で は まず，

周波数の影響を調べ た ．51 ジ ャ
ー培養に お い て 最大菌

体量 に達した 後の
， 培養開始後 83h お よび 106h の s／n −

ratio と周波数 の 関係を調 べ た．全 体的 に ば らつ きがあ

る が周波数が 200kHz か ら 400　kHz の 間 の 時 に s／n −ratio

が大きい 値 （相対的に ノ イ ズ が小さい ）をと り，測定に

とっ て よ り好ま しい こ とが分か っ た ．

　
一

般 に交流電圧の周波数を低い方か ら高い方に 変化さ

せ て い くと誘電率が 減少す る．こ れ は誘電緩和現象とい

われる．こ の 現象は高周波領域で は電圧変化が速い た め ，

イ オ ン の 移動が こ れ に 追従で ぎず分極 の 程度が減少する

た め に 起こ るが，測定周波数が高すぎる と分極の 程度が

きわ め て減少し誘電率が小さな値に な る．こ の た め標準

偏差値自体も小 さくなるが，誘電率の値が小さい た め，

わずか な値の ばらつ きが大きな測定誤差 を生 じさせ る，
一

方，イ オ ソ の 移動速度に 比べ て電圧 の 変化が十分遅い

低周波領域で は分極の 遅れが ほ とん どな い た め直流電流

と同じよ うに分極 し，誘電率自体は 大 きな値をとる が，

ジ ャ
ーフ

ァ
ーメ ソ ター内の 菌体濃度が完全 に 均一で はな

い た め測定値 に 大 きなばらつ きが生 じ標準偏差の 値が大

きくな る．そ の た め に測定誤差が 大きくな る．結局 ， 誘

電率の 値 の 大きさと，測定誤差の バ ラ ン ス が とれ て い る

184kHz か ら 400　kHz の 間が測定に 最適な周波数で ある

N 工工
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Fig．1，　 Relationship　between　dry　cell 　wcight 　and 　permittiv−

　　ity　of　various 　Monascus　cell　morphologies ，　such 　as 　medium

　　pelet（O ），　fine　pellet（□ ），　and 　mycelial 　form （△）at　l　84
　 　kHz．

と考え られ ，以後特 に 断 ら な い 限 り 184kHz を 用 い た ．

　誘電率 の 測定に 最適な撹拌回転数の決定　　周波数

2弱 kHz に おける，安定した菌体量 の 得られ る培養開始

60h （定常期前半）， 106h （定常期中盤），120　h （定常

期 後半 ）の s／n −ratio と撹拌回転数 100　rpm ，150　rpm ，

200rpm ， 250　rpm の 関係を調べ た．これよ り， 撹拌回転

数 150rpm か ら 200　rpm を頂点 とす る 山型 に な っ て い る

こ とが わ か る．こ れ は撹拌回転数が低い と菌体の
．一

部が

ジ ャ
ー

フ
ァ

ー
メ ソ ター

の 底に 沈殿 して ，ジ ャ
ー

フ
ァ
ーメ

ン タ
ー

内の 均
一

性が低下するた め に誘電率の 測定値にば

らつ きがで て くる た め と考え られ る．逆に ， 撹拌回転数

が高すぎる と菌体の 均一
性 は増すが，表層の 空気を液中

に巻ぎ込 む た め ，結果 と して ジ ャ
ー

フ
ァ

ー
メ ン タ ー内の

均
一

性が低下する た め と考えられ る．また，同じ菌体量

で あ っ て も，定常期 の 前半 ， 中盤，後半 に よ っ て ，若干

最適な撹拌回転数 が異な り，培養槽内の粘性の 高い 中盤

で は 少し高い 撹拌 回転数が最適で あ り， 若干粘性の 落ち

る前半お よび後半に お い て は，少 し低 い 撹拌回転数が最

適で あ っ た ．以上 よ り，誘電率の 測定に 最適な撹拌回転

数 は ，培 養時 間 に よ り若干異 な る が 150rpm か ら

200　rpm だ と 考 え られ る ． こ の 傾 向は ， 測定周 波数

184kHz か ら400　kHz の 間で は 変わ らなか っ た ，

　誘 電率計測に及ぼ す培養条件の 影響　　回分培養中

は，pH 制御を しな い と ，　 pH は 対数増殖期 の 5 付近 か

ら静止期 の 7．5 付近まで 上昇し ， ま た培養後期に は 黄色

色素の蓄積 ， 培地成分の 変化が起 こ る．こ の よ うな培養

環境 の 変化 に 対す る誘電率の 影響を調べ て お く必要があ

る．

　pH 変動に 対 して は，　 pH 　5 か ら 8 ま で の間で ， 同
一

サ
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Fig．2，　 A　comparison 　between　ceU 　concentration 　obtailled 　by

　　dlrec之 measurement 　of 　dry　cell　weight 　and 　that　obtained

　　by　capacitance 　probe　at　184　kHz ．（A ）Growth 　of 　Monas−

　　cus 　in　mycehal 　f｛）rm 　when 　3％ of 　homogenized　inoculum

　　and 　cultivated 　at　500　rpnl 　agi ヒation 　speed ， ．75　vvm 　 aera
−

　　tion 　and 　28°（〕．（B）GrGwth 　of　Monascus正nto 　predomi−

　　nantly 且ne 　pellet　form　using 　3％ of 　the 　rotary −
prepared

　　inoculum　type　 and 　the　cu 垂t三vation 　in　a 　5−tjar　fermentor

　　was 　run 　at　600　rpm 　agitation 　speed ，0．75　vvm 　aerat 三〇n

　　  d28 °C ．（C ）Growth 　of 　Monascus　into　predominantly
　　medium 　pellet　form　using 　3％ of 　the　reciprocal −prepared
　　inoculum　type　and 　cultivated 　in　a　5−ljar　ferment・r　carried

　　out 　 at 　 500　rpm 　 agitation 　 speed ，0．75　vvm 　 aeration 　 and

　 　28°C ．□　and 　圏　indicate　the　cell　conccntrations 　ofMonas −

　 cus　by　dry　cell　weight 　measurelnent 　and 　by　permittivity
　　measurement ，　respectively ．

ソ プ ル に対する誘電率計測値に 大きな差 は なか っ た，ま

た ，食塩濃度に して 0〜 0．23M の 間で 差は な か っ た．

黄色色素の蓄積に対して も， その影響は無視で きる程度

で あっ た ，3）

　異なる菌体形状における誘電率の測定　　糸状菌であ

る M ・nascus 、sp ．は培養条件 に よ っ て 大小 の ペ レ ッ トを 形

成す る．そ こ で ， 異な る形状 の 菌体の 培養を行 い ，そ の

誘電率を測定 し，乾燥菌体重量 との 相関に つ い て 調べ
，

菌体形状の 違い ，大 きさが誘電率測定に お い て どうい う

影響を与える か に つ い て 検討を行 っ た．

　直径 1 〜2mm 程度の 小ペ レ
ッ ト，直径 3 〜5mm 程

度 の 大ペ レ ッ トを 500ml フ ラ ス コ を使用 して ，小ペ レ

ヅ トは往復型振盪機，大ペ レ
ッ トは 回転型振盪機に よ り

培養 した ．菌糸体は 前培養後の 菌体を ホ モ ジ ナ イ ズ した

後に ，51 ジ ャ
ーフ

ァ
ー

メ ソ タ
ー

に植菌 し培養 した後集

菌 した．こ れらの 菌体に つ い て，乾燥菌体重量 と誘電率

の 関係を Fig．1 に 示す．図に は ， 対数増殖期 ， 静止期の

菌体の デ
ー

タ も載せ て い る．こ の 図か ら分 か る よ うに ，

対数増殖期であれば ， 菌体形状に 関係なく乾燥菌体 と誘
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電率に は 同
一

の 相関関係が成立 し ， 誘電率計測値か ら乾

燥菌体重量が予測 で きる．

　誘電率計測に よる培養経過 の モ ニ タ リン グ　　前培養

条件を変え る こ とに よ りさまざまな形態の 菌体を培養す

る こ とが で ぎる．Fig．2 は こ の よ うに して培養した菌体

濃度を，今ま で述べ て きた計測方法に よる誘電計測値 か

ら予測で きる か を検討した もの で ある．図か ら，対数増

殖期に お い て は どの よ うな形態で あ っ て も充分な精度で

予測 で きる こ とが分か る，しか し ， 静止期 に 入 り死滅菌

体が 含 まれ て くる よ うに な る と ， そ の 相関は や や悪 くな

っ て くる．これ は誘電計測の特微で もある ， 誘電率は乾

燥菌体量だけで は なく菌の 生理活性の 状態を反映す る こ

とを示し て い る，すなわち，誘電計測 の 方が真に 活性 の

ある菌体量を代表 して い る と も言え る．

　以上，誘電率測定に お い て測定条件さ え整えれぽ，菌

体形状 の 相違は測定に 影響を及ぼ さ ない と考えられる．

お　わ　 り　 に

　本報告で は ，誘電率 の 測定を行 うこ とに よ っ て ，従来

不可能であ っ た糸状菌菌体濃度の オ ン ラ イ ン 計測 シ ス テ

ム が構築で ぎる こ とを示 した ．糸状菌 の 場合 ， 酵母菌の

ように菌体形状が均一一で な い た め ，
こ の 中心 の 穴付近の

菌体濃度が絶えず変化す る．そ の た め誘電率測定の 際，

エ ア レ ーシ
ョ

ソ を止 め，適度 な撹拌に よ っ て培養槽内の

菌体を均
一

な状態に 保つ こ とが不可欠であ り， 菌体が完

全 に 電離 して しま うよ うな周波数で は測定誤差が大きく

な る ため ，適度 に菌体が電離する周波数を選択する必要

がある．さらに ，培地内に 気泡が存在する と均
一
性が著

しく低下するた め ， 通常培養時の よ うに ， 高回転で撹拌

し通気も行う条件で の 測定 は，誤差が大 きく不可能と考

え られ る，今回は ， 1 つ の 周波数 に対 して ，20回 の 誘電

率測定を行 っ た，こ の 測定回数を増やす こ とに よ っ て測

定値の 正確さが増す と考えられ るが ，
エ ア レ ーシ

ョ
ソ を

止 め る た め ，本培養へ の 影響を極力抑え る た め に は ，こ

の 程度の 測定数に せ ざる を得なか っ た．結局，M ・nascus

sp ，の よ うな糸状菌に お い て も，測定条件さえ整えれば，

誘電率測定 に よっ て，対数増殖期の 菌体濃度 の オ ソ ライ

ン 計測が可能で ある と考え ら れ る．ま た ，原料中 に 非溶

解性固形成分を含む場合も乾燥菌体濃度に か わ っ て有効

な菌体濃度を 計測 で きる と考え られ る．

　現在 ，
こ の方法 に よ っ て 菌体濃度を オ ソ ラ イ ン 計測し，

菌体濃度の 情報を用い て 比増殖速度
一

定の 流加培養を精

度良く実現で きる こ とがわ か っ て い る，この流加培養に

よれば，最適な比増殖速度の選択に よ っ て，回 分培養に

比べ て色素生産量を倍加する こ とがで き る．こ の よ うに ，

誘電率計測に よ る糸状菌菌体濃度測定法 は 幅広 い 応用が

期待 され る．
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誘電率計測に よ る酵母細胞分裂サ イ ク ル の モ ニ タ ー

浅　見　耕　司

　細胞増殖機構の 解析や細胞周期に依存した現象の 研究

に 同調培養法は 不 可欠で ある．こ の 方法 で は ，細胞が細

胞周期の どの時期に い る の か を知 る こ とが大変重要で あ

る．こ の た め に，フ ロ
ー

サ イ ト メ ト リー
を利用した，細

胞 の DNA 含量 の 分布を調べ る方法が最近よ く用い られ

て い る．また ，酵母 の よ うに 形態的に細胞周期時期を特

定で きる もの で あれば，顕微鏡観測 に より出芽率 （出芽

酵母）や 隔壁形成率 （分裂酵母）か ら細胞周期時期を決

定す る こ とがで きる．しか し ， これらの 測定に は細胞 の

採取，測定の た め の 前処理，細胞 の 計数 などが必要で あ

り， 時間や手間がか か る ため ，リア ル タ イ ム で情報を得

る こ とは 困難 で あ る ．そ こ で ，誘電計測法に よ る 同調増

殖 の リア ル タ イ ム ・モ ニ ター1）を試みた の で紹介す る．

　本題 に 入る前に 細胞の 誘電計測の 原理 を簡単に説明す

る．生物細胞の 懸濁液に交流電場を与え，誘電率を ラ ジ

オ 波と呼ばれ る周波数領域 （1kHz
−100　MHz ）で 測定す

る と，一般に Fig．1 に 示すよ うな誘電率の ス ペ ク トル （誘

電緩和 また は 誘 電分散）が 見られ る．2一り こ れは 界面分

極に よ る誘電分散 とい わ れ る もの で、次の よ うに 説明で

きる．細胞は導電性の 細胞質が電気抵抗の 高い 細胞膜 で

覆われ た もの とみなせ るの で，等価回路で表すとあらま

し抵抗 （細胞質）と コ ソ デ ソ サ ー （細胞膜）の 直列結合

とな る．電場を与え る こ とに よ りコ ン デ ン サ
ーが充電さ

れ ， 細胞は見か け上大 きな等価誘電率 （比誘電率に して

1000の オ ーダー）を持つ こ とに な る．また ，抵抗と コ ソ

デ ソ サ ーで決ま る時定数 （緩和時間）を持つ の で ，交流
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