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培養装置の 開発 とそ の 実用的利用
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　The 　traditional　method 　of 　designing　and 　scaling 　up 　bioreaα ors 　for　aerobic 　microorganisms 　has　been
based　mainly 　on 　quantitative　indices　ofthe 　ox アgen　suppiied 　to　the　inoculated　microorganisms ．　Howeve ら

many 　experiments 　based　on 　such 　oxygen 　indices　have　produced　unsatisfactory 　results ．　The 　 author 　and

his　group　have　developed　new 　bioreactors　which 　take 　account 　no 〔 only 　of 　the 　oxygen 　uptake 　capacity 　but
of 　the　whole 　range 　of 　cell　properdes．　 Here ，　the 　author 　summarizes 　the 　group

’
s　work 　on 　the　fbllowing

f（）ur 　new 　bioreactors　and 　outlines 　their　practical　appiication ．　 L　In　response 　to 　the 　two 　pl
・
ol）lems　of

adequa ［e　oxygen 　supply 　and 　hydrQdynamic　stress 　associated 　with 　oxygen 　supply 　by　aeration −agitation，
anew 　rotating 　drum 　fermentor　and 　a　new 　jar　fermentor　with 　a　mod 丗 cd 　padd ［e −type 　impeller　were
develQped　f辷）r　culturing 　Plantしells　at　high　density．　Industrial −scale 　（lkl ）production　of

−
shikonin

derivatives　through 　cultivation 　ofLithospermum 　erフthrorhizon　cells　at　high　density　was 　achieved 　fbr　the 　iirst
time 　in　both　of 　these 　bioreactors．2．　In　response 　to　the　two 　problems　of 　ox γgen　suppl γ and 　ef 五cient

mixing ，　the　Maxb 旦end 　fermentor　 equipped 　with 　 the 　Maxblend 　impe 旦ler　 aIld 　 a　spiral 　sparger 　was

developed　fbr　high−viscosity 　fermentation　broth．　 Industrial．scale （10kl）production　of 　hyaluronic　acid
仕 om 　Streptococczlts　 zooepidemicus 　 cells 　in　high−vis⊂osity 　fermentation　broth　 was 　 achieved 　 using 　 this

fermentor．3 ．　A 　special 　pressure−proof　ferrnentor　with 　pressure　control 　system 　was 　used 　to　stud アthe

effects 　on 　microorganisms 　in　large　fermentors　of （a ）liquid　pressure　gradient　between 　liquid　surface 　layer
and 　liquid　bottom 　layer，　and （b）dissolved　gas　gradient．　 The 　scale −up 　ofbialaphos 　production　f

−
om 　a　3　l

jar　fermentor　to　a　3  O　kl　industrial艶rmentor 　was 　achieved 　using 　a　new 　scale −up 　method 　based　on 　the

results 　obtained 　with 　the 　special 　pressure−proof　fermentor．4．　A　new 　system （apparatus ）fbr　real −time

quantitative　assessment 　of 　individual　cell　activities 　in　a　mixed 　culture 　system 　was 　developed．　The 　system

was 　used 　to　analyze 　individual　cell　growth　activities 　in　mixed 　culture 　systems 　of 　two 　or 　three 　strains ．

［Ke アwords ：bioreactoら microbial 　cells，　plant　cells ，　scale −up ，
　industrial　production］

は じめ に

　微生物関連産業 に係 わ る 培 養装置 の 歴 史 は，パ ス ツー

ル （1822−1895）や コ ッ ホ （184S−1910） らに よ る 培養

微生物学 の 確 立 後，19世紀 の 後半 か ら 20世紀 の 前半 に か

けて の 嫌気性微生物細胞用 の 培養装置の 開発を経 て，20

世紀 の 前半 に おける好気性微生物細胞用 の 培養装置の 開

発 に 引き継がれ現在 に 至 っ て い る，と概観する こ とが で

きる．好気性微生物細胞 に とっ て，酸素が 他 の 栄養源 と

比 較 して 極端 に 難溶性 で あ る に もか か わ らず，炭素源 の

1〜3倍 の モ ル 数を代謝や増殖 に 必要 とす る こ とか ら，好

気性 微 生物細胞 用 の 培養装置 は，い か に経済的 で 効率 よ

く酸素を培養液中へ 供給 で きる か を 目指 して これ ま で進

化 して きた と言え よ う．小 型 の 好気性微生物細胞 用 の 培

養装置 の 先駆 けとして，1933年 に オ ラ ン ダ の Kluyverと

Perquint）に よ る綿栓付 き三 角フ ラ ス コ を回転振盪機上

で，1942年に 日本の鹽田 と坂 口
E）に よ る綿栓付き肩付き

フ ラ ス コ を往復振蠱機上で，そ れ ぞ れ振蘯 させ ，酸素を
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綿栓 を通 し て 培 養液 中へ 供給す る 画 期的 な 小型 の 培養

装置が 開発され た．ま た，堅牢で長期使用 可能 な現在型

の 回 転振 盪 機 は 1954 年 に s｝，往復振盪機 は 1952年 に 4）

す で に 完成 して い た．一
方，大型 の 好気性微生物細胞用

培養装置 として ，1937 年頃，中部 ヨ
ー

ロ ッ パ で 内部 に 撹

拌機 とエ アー・ス パ ージ ャ
ーが 設置 され，内壁 に 邪魔板

を取 り付けて，通気 と撹拌 を組み合わせ ，培養液の 混合

と効率 よ い 酸素供給 を 行 う こ とが で き る ，直 立 円 筒式 通

気撹拌型 の 培養装置 の 原型が開発され た 5｝．そ の 後，こ

の 通気撹拌型 の 培養装置 は 広 く用 い ら れ，1943年に米国

で ペ ニ シ リ ン 生 産用 の 54kl の 大 型 培養 装 置 が，1955 年

に は，ペ ニ シ リン や ス トレ プ トマ イ シ ン 生産用 の 125kI

の 大型培養装置 が 用 い られ た，さ ら に，それ ら の 小型培

養装置 の 綿栓付 き フ ラ ス コ で 得 ら れ た 基 礎研 究 結 果 を，

酸素移動容量係数 （kLa）や 単位液量 あ た りの撹拌消費動

力 （Pv ）を定量的指標として 大規模の 工 業用培養装置の

通 気 撹拌型 培養装置 で 再 現 さ せ る ス ケ
ー

ル ア ッ プ法 もす

で に 開発 さ れ て い た．こ の よ う に，好気性微生物細胞用

の 小型 お よび大型培養装置や ス ケール ア ッ プ法は，1955

年頃す で に 開発 さ れ，ほ ぼ完 成 さ れ て い た と言え よ う．

　筆者 は 大学 を 卒業 して 以 来 40年近 く，微生物細胞や植

物細胞 の 培養に係わ る研究に携わ っ て きた．その 間，多

くの 学生 や 研究 者 との 共 同 研究 の 中 で，好 気 性 の 生物細

胞 （微生物細胞 お よ び植物細胞） の 培養や 培養装置，さ

ら に ス ケール ア ッ プ法な ど の 取扱 い に お い て ，支配因子

と して 酸素供給 を 中心 に 考 え る 1955 年 まで の 考え方 だ

けで は解決 で き な い 多 くの 問題 に 遭遇 し，それ ら の 解決

を図 っ て きた．解決に 当た っ ては，従来 の 考え方 に 把わ

れ る こ とな く，細 胞 の 対酸素特性 以 外 の 種 々 の 特性 に 注

目 した，そ れ らの 特性を定量的 に 把握す る こ とに より，

新た に 生 まれ る 培養装置の コ ン セ プ トの 下 に対象細胞 の

機能 が 十分活 か せ る 新規な培養装置を開発 し，そ の 実用

的利用 を 目指 し て き た．こ こで は，その 中で 受賞対象と

な っ た 「培養装 置 の 開 発 と その 実 用 的 利 用 」 に つ い て 紹

介 した い ．表 1に そ れ ら に つ い て ま と め た．開発 した 8種

類 の 培養装置 と特に配慮した細胞の特性お よび培養装置

の 特 性 が 示 して あ る，本 論 文 で は 誌 面 の 都 合 上，実 用 的

利用 を中心 に 1．2，3お よび 4 の み を記述し，5，6，7 お

よ び 8 に つ い て は ふ れ て い な い．興味 の あ る 方は参考文

献 を 参 照 さ れ た い ．

1，植物細胞用培養装置の 開発と そ の 実用 的利用 14｝

　植物細 胞 の 液体培養 で 得 ら れ る 細胞 の 状態 は一
般 に

図 1 に 示 す よ うに ，すべ て が単細胞 の 状態 で は な く，む

しろ大部分が数十，数百の 細胞集塊 の 状態であ り，それ

ら が 培 養 液 中 に 混 在 し て い る．ハ リ ク ワ （Cudrania

trictts’Pidata） の 液体培養 を綿栓付 き の 肩 付 き フ ラ ス コ

　　 44〜149μm 　　　149〜297μm 　　　297〜500μm

図 L 液 体培 養 に お け る ハ リク ワ培養細胞 （各細胞 集塊 グル
ー

プ は粒 径 サ イズ 別 に 篩 分 け した ）

表 L 開発 した 培養装置 とそ の 実用 的研究

開 発培養 装 置 （実 用的 利用 の 例 ） 配慮 し た 細 胞 の 特性 お よ び培養装置の 特性

1．植物 細胞 用培 養 装 置

　 （ム ラサ キ細胞 に よる シ コ ニ ン の 工 業生産）

2．高 粘性 物質 生産 用 培養 装置

　 （連鎖 状球 菌 に よる ヒ ア ル ロ ン 酸 と放線 菌 に よ る

　γ
一リノ レ ン 酸 の 工 業生 産 ）

3．ス ケ
ー

ル ア ッ プ 解析用 培 養装 置

　（放線菌に よ る 除草剤 ビ ア ラホ ス の 工 業 生産 ）

4，混 合培 養解 析装 i

5，ベ ン チレ
ー

シ ョ ン 機能付き フ ラ ス コ 培養装置
6・7｝

6．ス ケー
ル ア ッ プ ・∫能 な光 合成細 胞 用培養 装置 8−10）

7，酸 素除 去 機 能 1。字 管型 培 養装置 山

8．ヘ チ マ 繊維 体 を 固 定 化担 体 と して 用い る 培養 装置 12・Is）

物 理的 ス トレ ス が 5え る 細胞 へ の 影 響

高 粘性 物 質 生産 に 適 し た 通 気 撹拌 に よ る 培 養液 の 混 合 特 性 と酸

素供給 能

大 型培 養装 置 内で の 圧 力変動 お よ び 気体 濃 度 変動 の 細胞 へ の 影

響

複数種 の 細胞 の 混 合 培 養 に お ける 各 種細 胞 濃度 の リア ル タイ ム

測 定

振盪 フ ラス コ の 換気効果

効 率的，経 済性 の 高い 均
一

な光 の 細胞 へ の 供 給

嫌 気 条件 下で 簡 便 な経時 的細 胞濃 度 の 測定

細 胞 の 付 着性，使 用 後 の 自然 分 解性 お よび 経済性 に す ぐれ た 固

定 化担 体 の 使 用
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図 2．ハ リ ク ワ細 胞 の 振 盪培 養 に お ける 初 発 kLa と培 養 15 日後

の 細胞濃度 と の 関係．●．往復 振蠱 機 Hの 肩 付 きフ ラス コ 培 養 ；

▲．回転振盪機上 の 三 角フ ラ ス コ 培養．数 字 は邪魔 板 の 数
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図 3．ハ リクワ 細 胞 の 振盪培 養 に お け る 15 日後 の 細胞 濃度 と物
理 的 ス トレ ス が 細胞 に与え る 影響の 強さ （K ）との 関係．シ ン

ボル は 図 2 と同 じ．

（500ml 容 50　ml 液量） と三 角フ ラ ス コ （500 　ml 容

100ml 液量）を用 い て 次 の条件 で行 っ た．前者は往復振

盪機上 で 3 つ の振蘯 速 度 （85，100 お よ び 120 往復 〆分）

で，後者 は回 転振盪機上 で，内壁 に 0〜4枚の 邪魔板 を取

り付けた フ ラ ス コ を用 い て 回転速度
一

定 （130rpm ） と

した．こ れ ら2種類 の フ ラ ス コ を 用 い て 15日間培養して

得 られた細胞濃度 と，そ れ ら の振盪条件に お け る酸素移

動供給能 の 指標，初発 hi．a との 関係 を示 したの が 図 2 で あ

る．酸素供給能が 大 き い 条件 ほ ど得 られ る細胞濃度が 低

い とい う，細菌や酵母 の培養 で は認 め られない 結果が 得

られた．こ れ らの 結果か ら，植物細胞 の 増殖が酸素供給

以外の 因子 に 支配 されて い る こ とが 示 唆 さ れ た，そ こ で

肩付 フ ラ ス コ に お ける 3つ の 振盪条件 で 15日間培養 して

得 られた細胞 に つ い て，細胞集塊 の 粒径サイズ 分布を重

量比率 で 調 べ た と こ ろ ，ハ リク ワ 細胞 の 粒径 サ イズ は大

きい もの は 1981 μm 以上であり，広 い 粒径分布を有 して

い た．また．S つ の 振盪条件 の 粒径分布 を比較 した 結果，

振盪速度 が 速 い ほ ど粒径 サ イズ が大 きな部分 （径 1981

μm 以上）の 比率が減少 し，逆 に サイ ズ の 小 さな部分 （径

80 μm 以下） の 比率が増大す る こ と が明 らか と な っ た．

さ ら に 100 お よび 120 往復 ！分 の 条件 に お ける サ イ ズ の 小

さ な 部分の 顕微鏡的観察で は，生細胞 が ほ とん ど 認 め ら

れず，破壊損傷 した細胞が 大部分で あ っ た．なお，三 角

フ ラ ス コ 培養 に お い て，邪魔板数が 増大す る ほ ど小 さ な

部 分の 比率 の 増大 が 同様 に 認 め られ た．以 Eの よ うな現

象は，ハ リクワ細胞 に 限らず植物細胞 に
一一

般に認められ

る 現象 で あ り，振盪操作 の 悪影響 の 強弱 は 細胞 自体 の 大

きさ や物理的強度，細胞集塊 サ イズ 分布などに 依存 し て

い る とい えよう，こ の こ とは，植物細胞 の 液体培養に お

い て ，酸素供給速度 よ り も振蘯操作 な ど の 物理的 ス トレ

ス の 細胞 に 与 え る影響 の 強 さ の 方が 細胞増殖速 度 の 律速

因子 に なり得 る こ とを示唆 して い る．

　植物細胞 に 与 え る 剪断応力な どの 物理的 ス トレ ス の 影

響度合を定量的 に測定す る 方法は，こ れまで 開発され て

こな か っ た．Hixson とCrowc11 は，撹拌槽 に お い て 固体

粒子 の 液中に お け る物質溶解速度係数 （K ）が，用 い る

装置 の 操作条件，構造や 規模，固体や液体 の 物性，固体

粒子 の 形状 や 大 き さ な どの 関数 で あ る こ とか ら，撹拌系

に お い て，K 値の 大き さ に よ り，撹拌の 強さが 比較で き

る こ と を明 ら か に した 15）．固
一
液系 に お い て ，K 値 の 大

小 を支配して い る 因子の ほ とん どが，細胞集塊の 破壊損

傷 に か か わ る 因 子 と同 じで あ る とい う考 え の 下 に 筆者

は，剪断応力 な ど の物理 的 ス トレ ス が細胞 に与え る影響

の 強 さ を間接的な方法で 定 量 的に把握する た め の指標と

して κ 値を用 い る こ とを提案 した．植物細胞 の モ デル と

して ，植物細胞 と比 重 が ほ ぼ等 し く，水 に 難溶性 のβ一ナ

フ ト
ー

ル を選択 した．また，物理的 ス トレ ス の 影響を受

け易 い ，大 きな細胞集塊 の 粒径サイズ に ほぼ等 しい 円筒

型 （径 お よび高さが 2mm ） の 粒子 にβ一ナ フ トール を整

形 して 用 い た．なお 微量 の β
一ナ フ トール の 水 に お ける 溶

存濃度は，分光光度計 に より波長 275　nm の 吸光度で測

定 さ れ た．次 に 図 2 に 示 した フ ラ ス コ の 種 々 の 培養条件

下 で，15 日間培養 して 得 られ た 細胞量 と，そ れ らの 培養

条件 に お け る 物理 的 ス トレ ス の 細胞 に与え る影響 の 強 さ

K 値 と の 関係 を示 し た の が 図 3で あ る．κ値 の 増大 に つ れ

て 得 ら れ る 細胞濃度 の 減少 が 認 め られ，細胞増殖 が 物理

的 ス トレ ス に 支配 され て い る こ とが示唆された．なお ハ

リク ワ 細胞 の 場合，物理的 ス トレ ス が 細胞 に 与 え る 影響

の 強 さ がK 値 で 4，4xIO −s （cm ！s）程度 まで は，ほぼ正 常

な増殖を示 し，それ以上の κ 値 で は悪影響 を生 じ る こ と

が 明 ら か と な っ た ．

　植 物細胞培養用 の 培 養装置 と し て の 性 能 の 評価 を，
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図 5．種 々 の 培養装置の 培養条件に お ける 初発kJ．a と細胞へ の 物

理的 ス トレ ス の 影響 の 強 さ （K ） と の 関 係 ．S，綿栓 付 き 肩 付 き

フ ラス コ ；E，綿栓付 き三 角フ ラ ス コ ；B，気 泡塔型 リア クター
；

A エ ア リフ ト型 リア ク ター
；J− T ，平 羽根タ

ービン型 イン ペ

ラ
ー

付 き ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

；」− M ，変 形パ ドル 型 イ ン ペ

ラ
ー

付 き ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー．

  培養液 に お ける 酸素供給能 の 定量 的指標 （初発ki．a ）と

  通 気撹拌操作 な ど に よ る細胞 へ の 物理 ス トレ ス の 影

響 の 強 さ の 定量的指標 （K ） の 2 つ の 指 標 を 用 い て 行 っ

た．こ こ で 使用 した培養装置は，綿栓付 き肩付き フ ラ ス

コ （S），綿栓付 き三 角 フ ラス コ （E），気泡塔型 リア ク ター

（B ），エ ア リフ ト型 リア ク タ ー
（A ），平 羽 根 タービ ン 型

イ ン ペ ラ
ー

付きジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン ター

（J − T ）お よび変

形 パ ドル 型 イ ン ペ ラー
付 き ジ ャ

ーフ ァ
ーメ ン ター （J −

M ）の 6種類 で あ る．な お，J − M は 筆 者 らが 開 発 した 糸

状菌
t6）お よび 植物細胞用 の 培養装置で あ る （図 4）．こ

の装置 は，大 き な変形 パ ドル 型 の 撹拌翼を用 い る た め，

気 泡 の 微 細 化力は 弱 い が 撹拌翼近傍 の み に 強 い 剪断力 を

集中させ る こ とな く，ま た，小型 の邪魔板と合わせ て 用

い る こ とに よ り，培養槽全体を均
一

に撹拌混合する こ と

が 可能 で あ る．な お，酸 素 供 給 は，ス パ ージ ャ
ー

か らの

通気 に 加え，液表面 か らの 空気の 巻き込 み に よ り行う仕

組み に な っ て い る．水系に近 い 低細胞濃度 の培養 に お い
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て，6 種類 の 培養装置 の 植物細胞培養装置 と し て の 性能

を比較 し た 結果 が 図 5 で あ る．植物 細 胞 培養 用 の 装置 と

し て は，細胞 へ の 物理的ス トレ ス の 影響 が 少 な く，酸素

供給能が 大きい 装置が好ましい ．この 図より，振盪機上

の 2 種類 の フ ラ ス コ ［S，E ］や 通 気 型 培 養装 置 ［へ B ］

の 方 が，通気撹拌型培養装置 ［J − T ，J − M ］ に 比 べ て

植物細胞培養装置 と し て適して お り，また J − M の 方が

J− T に比 べ て 適 し て い る こ とが わ か る．な お，よ り高 濃

度 の 植物細胞を含む 培養液は擬塑性で非ニ ュ
ートン 流体

を示 し，細胞濃度 が 1％ 以上 に な る と，その み かけの 粘

度 （μa） は 対 数 的 に 増 大 す る こ とが 知 ら れ て い る
17〕，2

％ 以上 の 細胞濃度 の 高粘性培養液を含む 種 々 の 培 養装置

を用 い て，K 値で 4．4　x 　IO“s （cm ！s）程度 の 条件で酸素供

給 能 （ki．a） を 測 定 し た と こ ろ，　 J− M 以 外 の 培養装置 で

は，装置内の 混合 が 不 均
一

とな り，そ の 結果 ki．a の 測 定

が 不可能で あ り，J− M の み が，高濃度 の 植物細胞培養

装置 と して 適 して い る こ とが 明 らか と な っ た，こ の J− M

を 用 い て，ハ リ ク ワ 細胞 の 高濃度培養 を した 結果 培養

24 日 目で ほ ぼ 3％ の 細胞濃度が得 られた
14）．こ の 濃度は，

生細胞 の 含水率 が 93 〜94％ で あ る 多 くの 植物細胞培養

に お い て こ れまで 得 られた最高の 細胞濃度 に 相当す る も

の で あ っ た．以 ．ヒの 結果 か ら，」− M が高濃度 の 植物細

胞 用 培養装置 として 適 して い る こ とが 実証 さ れ た．

　筆者ら は，さらに こ れま で の 植物細胞培養装置 と は

ま っ た く異な る コ ン セ プ トの もとに ，新規な回転 ドラム

型培養装置 （RDF ） の 開発を行 っ た
18）．図 4 に 示すよう

に ，培 養器 自体 が 回 転す る こ と に よ り，培養液 の 混 合撹

拌 が行 われ，同時 に 酸素が液中 に 供給 され る 仕組み と

な っ て い る．こ の 培養装置は メ カ ニ ズム が 単純で あ り，

槽内壁が た え ず洗浄 さ れ て い るた め に，壁 面 に は 細 胞 が

付着す る こ とな く，安定な長期間運転が 可能で あ る．ま

た 剪断応力な ど の 物理的 ス トレ ス の 細胞へ 与え る影響が

少な く，高濃度 の 細胞 の 培養液 に 効率 よ い 酸素供給 が 可

能な点 に 特徴があ る．本研究者 らの ニ チ ニ チ ソ ウを用い

た 研究結果か ら も，森本 ら の 多年生 の ム ラ サ キ 細胞 に よ

る 二 次代謝産物 の シ コ ニ ン の 生産 に 関す る 研究 か ら も，

RDF は J− M と同様 に 植物細胞 の 増殖や 二 次代謝産物の

生産 に 適 した 植物細胞用培養装置 で あ る こ と が 明 らか と

な っ た 19）．

　三 井石油化学工 業  の 藤 田 らは，筆者 らが 開発 した培

養装置 RDF とJ − M を用 い て，物理的 ス トレ ス の 影響 に

敏感な ム ラサ キ細胞 の シ コ ニ ン 生産に 関 して lkl の大型

培養装置 で，工業生産を目的 に検討を行 っ た 20）．RDF ，

J− M お よ び エ ア リフ ト型 リア ク ター
（A） の 3種類 の 培

養装置を用 い ，2−51 の 実験室規模 の 培養装置か ら lkl の

大型培養装置 へ の ス ケ
ー

ル ア ッ プ で 得 られた結 果を図 6
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図 6，ム ラ サ キ細胞 の 回 分培 養 に お ける相対 シ コ ニ ン 収 量 と培

養装置の 大 きさ （液量 ） との 関係．（相 対 シ コ ニ ン 収 量 ：5t の

回 転 ドラ ム 型培 養装置 で 得 られ た 収 量 に 対 す る 他 の 条 件 で

得 ら れ た 収量 の 比較 ）．○，回転 ドラム 型培 養 装 置 ；●，変形
パ ドル 型 イ ン ペ ラ 付 き フ ァ

ーメ ン ター
； ▽，エ ア リフ ト型 培養

装置．

に 示 した．なお ，い ずれ の培養に お い て も初発 kLaを 10

（h
−1
）に 設定 した．A に 比 べ ，　 RDF と 亅一M は い ずれ も高

収量 の シ コ ニ ン が 得 られ，ス ケ
ー

ル ア ッ プ に成 功 した．

特 に，RDF に お け る シ コ ニ ン 生産は最高の 収量 が 得 ら

れ，以後工 業生産用 の 培養装置 として 用 い られ た，本培

養装置を用 い た
“
バ イオ ロ 紅

”
の 原料 と して の シ コ ニ ン

の 工 業生産 は，植物細胞 に よ る有用物質生産に関し，世

界 で最初 の 成功例 で あ る．なお，本培養装置は 他 の 植物

細胞 の 大量培養 に も広 く利用 で き る．

2，高粘性培養液用培養装置の 開発と そ の実用的利用
21）

　 ピ ア ル ロ ン 酸 や キ サ ン タ ン ガ ム な どの 多糖類を含む培

養液 や，糸 状 菌 菌 糸 を含 む 培養液 は，い ず れ も非ニ ュ
ー

トン 性の高粘性培養液で あ る 22・　23）．従来の 低粘性培養液

用 の 培養装置 は培養装置の 機能  培養液の 均
一

混合， 

細 胞 へ の 効 率的 な 酸 素供給の 2 つ の 機能 を 同時 に 機能 さ

せ る観点 に 立 っ て開発さ れ た．これ に対 し，本研究 に お

MBF

＠

」
− T

ぴ

H

図 7．MBF とJ − T の 概略図．　 MBE 　マ ッ ク ス ブ レ ン ドジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン ター （ス パ イ ラル ス パ ージ ャ

ー
付
．
き）；J − T ，タ

ー
ビ ン 型 イン ペ ラ

ー付 き フ ァ
ー

メ ン タ
ー 〔リ ン グス パ ー

ジ ャ
ー

付

き）．

い て 高粘性培養液用 の 培養装置 の 開発 に 当た っ て は，培

養装置 の 2 つ の機能を別 々 に 機能 させ るとい うこ れまで

に な い 新た な観点 に 立 っ て 行 っ た．すな わ ち，培養液 の

均
一

混 合 の 機能 は，高粘性液体 の 混合撹拌用 に 開発 さ れ，

使用 され て きた大 きな撹拌翼面を有するマ ッ クス ブ レ ン

ド翼 （MB ）
2a）を用 い た．また，細胞 へ の 効率的な酸素

供給機能 は，培養槽底 全 而 か ら微細 な 気泡 が 上 昇す る よ

う に ，微細な 細孔 を多数持 つ ス パ イ ラ ル ス パ ージ ャ
ー

（直径 0，Imm の 細孔 を 34個）を作製し用 い た，筆者ら は

MB とこ の ス パ
ー

ジ ャ
ーを 組 み 合 わ せ た マ ッ ク ス ブ レ ン

ドフ ァ
ーメ ン ター （MBF ）を高粘性培養液用培養装置と

して提案 した．本装置 の 特性 を比較す る ため に，従来か

ら広 く用 い ら れ て い る 2 段平 羽 根 タ
ービ ン 型 イ ン ペ ラー

付 きで ，リン グ ス パ ージ ャ
ー （直径 2mm の 孔 を 7個）を

有 す る タ ービ ン 型 イ ン ペ ラ
ー

付 きジ ャ
ーフ ァ

ーメ ン

表2．MBF と」−T の 形 状

MBF J− T

実容量 （1）

イ ン ペ ラー
径，D （cm ）

液 の 高 さ，HL （cm ）

ス パ ージ ヤ
ー

径 ds （cm ）

邪魔 板数 （一）

イ ン ペ ラー

径 di （cm ）

高 さ，Hi （cm ）

　 　 　 　 2，0

　 　 　 　 13．　．0

　 　 　 　 16．0

ス パ イ ラル ス パ ージ ャ
ー

　 　 　 　 10．O

ilO．1　mm 　x　S4 （穴数 ）

　 　 　 　 4

　マ ッ ク ス ブ レ ン ド型

　 　 　 　 6，9

　 　 　 　 14、8

　 　 　 　 　 2．O

　 　 　 　 　 l3．0

　 　 　 　 　 16．0

　　 リン グ ス パ
ージ ャ

ー

　 　 　 　 　 6， 

　　 φ2．  mm × 7 （穴 数）

　 　 　 　 　 　 4

2 段 6 枚 平羽 根，タ
ー

ビ ン 型

　 　 　 　 　 6．9

　 　 　 　 　 14．8
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時間

MBF

J− T

0秒 15秒 40 秒

図 8，ヨ ウ 素脱 色 反 応 に よ る 混 合培 養時間の 比 較．MBF ．粘度

4500 ⊂ P，190rpm ，　 L5 　kWm ：1
；J−T ．粘度 4500 　cP 、2901 ’pM ．

1．5kw 〆ni／i．
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図 9．MBF と 亅一T に お け る ア ル カ リ添加 時の pH 分布経時変化
〔o．71kw 〆m

：1
）．  　 、 

．．．．， 
一一一，

タ
ー

（J− T ）を用 い た．それらの 概略図を図 7 に，MBF

と亅一T の 形状 は 表 2 に 示 した．

　 は じ め に．ヨ ウ 素脱色反応 に お け る 混合状態 の 経時変

化 に より，混合特性 を調 べ た，4500 　cP の CMC 水溶液 を，

単位撹拌動力 〔ハ ・） 1．5kw ！ms で MBF と J − T を 撹拌 し

た 時 の 脱色反応を 示 した もの で あ る．な お通気 は行っ て

い な い ，撹拌 しな が ら ヨ ウ 素で 着色 した CMC 水溶液に

脱色剤 （Na2S20 ：モ） を添 加 して．15秒後と 40秒後の 培養

槽内の 状態が 図 8 に 示 した，MBF で は 培養槽内全体で脱

色 が 速 や か に 進 行 す る が，J − T で は 培養槽内 下 部 の 脱

色が遅れ る こ とが明 らか とな っ た．

　次 に，1000 お よび5000 　cP の GMC 水溶液を用 い ，無

通気 で 両培養装置を撹拌 しな が ら培養槽 ヒ部 か ら ア ル カ

リ （NaOH ）を添 加 し，培養槽内の pH の 変化を図 9 に示

した，pH は 図 中 に 示 す 3 点 で 測 定 した．栄位撹 拌 動 力 を
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図 10．MBF お よ び J− T を 用 い た ピ ア ル ロ ン 酸 発酵 の 培 養経 過．
（溶存酸素 濃度 lppm に 維持 〕．　 ，M 畳IF ；

一一一，　 J−
「
［．

 ．71k “
’1　ni3 とした，ま ず，50  O　cP 溶液で は，　 J− T の 場

合，NaOH 滴下直後 に 上段 の でン ペ ラー周辺 に 滴下 した

ア ル カ リが 停滞 し．槽内が 均
一

に な る ま で 約 14分 を 要 し

たが ，MBF で は 約 3分 で 完全に 均
一

状態 とな っ た．　 lOOO

cP 溶液 で は，　 J − T の 場合は約 6．5分 に 対 し，　 MBF で は約

1分 と 良好 な 混合性能 を 示 し た，こ の よ う に，3 点の pH
が同 じ に な る の に 要す る 時間は MBF の 方が J− T よ り短

く，図 8 の 結 果 と合わ せ て 考え る と MBF の 高粘性系で の

撹拌混合性能 が 高 く，特 に 上 下混合流 の 強 い こ とが 明 ら

か とな っ た．

　通 気 特性 に つ い て は 酸素移動容 量 係数 （hi．a ） に よ り評

価 した，水系お よ び 4600cP の GMC 水溶液 で Pv を変 え

て hLaを測定 した 結果を MBF と J− 「
1
．
の 比較 で 見る と．水

系で は P 、
・≡3kw 〆m3 以 下 で MBF の ki．a が J − T に比較 し

て 高 く，Pv が 小 さ くな る ぼ ど そ の 差 は 大 き くな っ た．

46eo 　cP で も MBF の た1．α は J − T の hi．Ct よ り40 〜70％ 大 き

く，特 に 低動 力 下 で の 通 気撹拌性能 が よい こ とが わ か っ

た．

　上 記 の よ うな特徴 を もつ MBF を，高粘性 を示 す ピ ア ル

ロ ン 酸発酵 に 適用 し て み た． ピ ア ル ロ ン 酸 は、連鎖状球

菌 （StrePtococcus　zOoePildemicu ．s）が生産す る 高分
一f’の バ イ

オ ポ リマ ーで，す ぐれ た 保湿性 と潤滑性を有す る こ とか

ら，化粧品 素材 や 医薬用間接潤滑剤な どに 使われ て い る．

MBF と J− T を用 い て 培養 した 典 型 的 な 発酵パ タ
ー

ン を

7

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

比較 して 図 10に 示 した．ピ ア ル ロ ン 酸 の 蓄積 とともに 培

養液の 粘度 が 著 し く増 大し，菌体形成が終了 した定常期

以 降 は 酸素の 需要 が 減 り，撹拌 回 転数 は 低 ドした，MBF

で は，菌体濃度 （OD ） が J − T に 比 べ 低 く推移す る もの

の ピ ア ル ロ ン 酸生産濃度 は逆 に 高 く，約 20％ の 生産量 の

増大 が 認 め られた．ヒ ア ル ロ ン 酸発酵で は，MBF を用 い

る こ とで 培養槽 内の pH 分布 お よ び翼剪断な どが改善さ

れ．ピ ア ル ロ ン 酸生成 が 増大 した こ とが 推察 さ れた．

　次 に ，MBF を高濃度 の y一リノ レ ン 酸 を 含有す る 糸状菌

Olfrtrtie・rtetta・　ra・ma ・nni ．a・na ） の 変 異 株 の 培養 に 適 用 して み

た．γ
一リノ レ ン 酸は必須脂肪酸 として 生理機能を有す る

と と もに，プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 合成 の 前駆物質 として

種 々 の 生理活性 に 関与 し て い る こ とが 知 ら れ て い る．

MBF で培養 した場合，　 J− T で 培養 した場合 と比較 して

低 い 撹拌動力 で，効率よい 生産性を示 し，均 で 小 さな

ペ レ ッ トを形成 し，高含量の γ
一リノ レ ン 酸菌糸を高濃度

に 得 る こ とが で きた．

　開発 した 高粘性培養液用培養装置 MBF は，高粘性物質

で あ る ヒ ア ル ロ ン 酸 や 糸 状菌菌糸 内 に蓄積 す る γ
一リノ レ

ン 酸 の 1：業生産 に お い て，10kl レ ベ ル の ス ケール で 用 い

られた，なお，本論 文は 明 治製菓  お よび住友化学工 業

  との 共 同 研究 の 成果 で あ る．

3．ス ケ
ー

ル ア ッ プ解析用 圧 力可変型培養装置 の

　　　　　 開発とそ の 実用的利用

　好気性微生物 の 発酵生産 シ ス テ ム に お け る ス ケ ール

ア ッ プ法の 歴 史的経緯を概観 して み て も，ス ケ ール ア ッ

プ法 は 未だ ト分 に 確 立 した 状態 に 達 し て い る と は 言 い

難 い 2・
”
）．好気性微生物 の 培養装置 に は 図 11 に 示 す よ う

に，実験室 に お け る培養装置 と し て，  振蘯培養 フ ラ ス

コ お よ び  ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン ター

（小型通 気撹拌 型 培養

装置），T．場 に お け る 培養装置 と して，  パ イ ロ ッ トプ ラ

ン トの 発酵タ ン ク （中規模通気撹拌型培養装置）および

  工 業生産 用 の 発酵 タ ン ク （大規模通気撹拌型培養装置）

培養フ ラ スコ

八
髫

ー
旦

  振量 フ ラス コ

（数 m 且〜数1程度）

　 ［1］一 →

中 ・小規模 培養装置

薗
邪

魔
桓

　 　 　 血

  ジ ヤ
ー7 ア

ー
メ ンタ

ー
（数卜 数 10 曜 度）

　　… 1

邪

魔

板

／
  パ イ ロ ッ トプラ ン トの タン ク

（数 101−trkl程度｝

大規模培養 装置

s

　 　   タ ンク

〔数 k1〜数 100　H 程度〕

図 ll．培 養 フ ラス コ か ら大規模 培養 装置 へ の ス ケール ア ッ プの

手順

8

の 4 種類 に 大別され る．発酵生産プ ロ セ ス の培養装置 の

ス ケ
ー

ル ア ッ プは 1 （  →  ），皿 （  →   ）お よび 皿 （ 
一

・   ） と順 次 行 わ れ る．こ の よ うな ス ケ ール ア ッ プ を行

うに 当た っ て の 基本的な考え方は，用 い る培養装置の形

や 大 き さ に 関係な く微生物細胞 を 取 り巻 く培 養環境 が 同

等 に な る よ う に 調整す る こ とで あ り，そ の こ と に よ っ て

ス ケ
ー

ル ア ッ プ
．
は達成 され る こ とに な る．大 き さ が 異な

る 2 つ の 培
．
養装置間で 培養環境が同等 で あ る か否かを判

定 す るた め の 定 量 的指標 と して，こ れ ま で 多 くの 指標が

提 案 され 用 い られ て き た．そ の 代表的な 定 量 的指 標 と し

て装置 の 単位液量あた りの撹拌消費動力 （Pv）と酸素移

動容量係数 （hJ．a ）があ る．

　 ス ケ ール ア ッ ア の 問題点を ま とめ て み る と，IIに 比 べ

て，1と 皿 の ス ケ ール ア ッ プの ア ロ セ ス に 問題点 が 多く

認 め ら れ る．1 の ス ケ
ー

ル ア ッ プ に 関す る 問題 点 とそ の

解決法に 関して，細胞 に 与・え る物理的ス トレ ス の影響に

つ い て は参考文献 14），16）を，換気効果 に つ い て は参考

文献 6），7＞を参照 し て い た だ き，こ こ で は 特 に 皿 の ス

ケー
ル ア ッ プ の プ ロ セ ス の 問題点 と そ の 解決法 に 絞 っ て

述 べ る
’
a6｝，

　こ れ ま で，これ らの ス ケール ア ッ プ指標 （Pv とk．L（t）を

採 用 して ス ト レ プ トマ イ シ ン ，ベ ニ シ リン ，カ ナ マ イ シ

ン ，メ デ ィ カ マ イ シ ン な ど 多 くの 抗生物質発酵の 小型培

養装置か ら大型培養装置へ の ス ケール ア ッ プ に 成功 して

（
ま
）

遡

蛸

間
矧
較
爨
eK

旨
甑

100
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60

40
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oo2

　　　 4　　　 6　　　 R　　 tO
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図 12．　 ・
定 の 硯α お よび単位液量 あ た りの 撹抻消費動 力 〔Pv）

に お け る 種 々 の 培 養 装 置 で の ビ ア ラホ ス 生 産．O ，3t （750
rpm ，　hLei＝13Jr　h

−1）；△ ，2kl （200 　rpm ，　ilJ．（1＝135 　h　
1．　 Pv ＝2．5

kw〆　k］）；▲ ，10k1 （17〔｝rpm ，　 Pv ≡2．5kw 〆kl）；●，300　kl （95
rpm ．　 Pv ＝2．5　kw！kl），ビ ア ラ ホ ス の 相 対生産 濃度 ：31 ジ ャ

ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

に お け る ビア ラ ホ ス の生 産濃度 を 100 ％ とした．
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ー

ロタ メータ
ー

　 　 b

鸞
　 　 　 　 　 ｛パイ目7トプ尹ント．
　 　 　 　 　 ！セ77アヒメンタート

゜
干

　 人 規 榎 培養9 置

図 IS．ス ケ
ー

ル ア ッ プ 解析 用 圧 力可 変型培 養装置 の 概略 図

い る．本研究 で は，放線菌 （StrePtom）’ces　h）／gt
’
oscoPicus ）が

生産す る ビ ア ラ ホ ス （非選択性茎葉処 理 型除草剤 で 殺 草

ス ペ ク トル が 広 く，生育中の作物の根か ら吸 収 さ れ て 薬

害作用を示 す こ とが な く．また十．壌 で容易 に代謝，分解

さ れ る 微生物農薬）発酵 を 対象 に ス ケ
ー

ル ア ッ プ の 検討

を行 っ た，ビ ア ラ ホ ス 発酵 に お い て も，こ れ ら の 抗生物

質 の 例 に な ら っ て，3t ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン ター

か ら2k1培

養装置へ の ス ケー
ル ア ッ プ （皿） は kt．a を 指標 に，ま た，

2kl 培養装置 か ら 10kl培養装置 お よび 300 　kl培養装置へ

の ス ケ ー
ル ア ッ プ （皿 ）は単位液量あた りの 撹拌消費動

力 Pv を指標 に 実施 した．それ らの 結果を図 12 に 示 した

が，こ れ まで の 抗生物質生産 に お い て 得 られ た 結果 に 反

して，Sl ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

の ビ ア ラホ ス 生産能 に 比

べ 3（）Okl 培養装置 で は 約 50 〜60％ と著 し く低 い 結果 に

終 わ っ た．ビ ア ラホ ス 生産は，大型培養装置 に な る ほ ど

生産能 の 低 ドは大 き く，またグル コ
ー

ス の 消費が速 く，

菌体濃度 が 高 ま る こ とが 観察 さ れ た ．こ の よ う に ビ ア ラ

ホ ス 生 産 で は，kJ．a や Pv を指標 に ス ケー
ル ア ッ プ し た 場

合 に は，小型培養装置 と 大型培養装置 の 発酵経過 を同
一

に す る こ とは 困難で あ り，酸素供給以外の 別 の 律速因子

を 検索 す る こ とが 必 要 とな っ た．小型 培養装 置 と大 型 培

養装置で の 発酵経過 の 不
一

致 の 原因 と して は，a ）翼径な

ど と関係す る物理的因子 （剪断応力）の 相違，お よび b）

大型 培養装置 で の 液深 に付随 す る環境因子 〔圧 力，炭酸

ガ ス濃度，溶存酸素濃度） な どの 相違 が 考 え ら れ た．

　まず，撹拌速度 （N ） お よび撹拌翼径 （Di） をそ れ ぞ

れ 変化 させ て 剪 断 応 力 （翼 先 端 周 辺 速 度 ，πND の の ビ ア

ラ ホ ス生産 に 及ぼす影響を調 べ た．そ の 結果 ，撹拌速度

お よび撹拌翼径 い ず れ を変化 さ せ た 場 合 も，ビ ア ラ ホ ス

生産 に は 変 化 は 認め られ な か っ た．

　次 に，大型培養装置の水圧 勾配 に 関連す る環境 を小型

培養装置で 再 現す るた め の 圧 力可変型培養装es27） （液量

21 の 培 養 装置 ） を製 作 し （図 13），液深 0〜10nl の 大型

槽内を微生物が循環す る 環境 を本培養装置内に 設定 （培
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図 14．ビ ア ラ ホ ス 生 産 に 及ぼ す圧 力の 影 響．●，加圧 な し （10］3
HPa ）；▲．周期 的圧 力変動 〔1013 〜1994 　HPa ）；●，　 一

定 圧

丿J 〔150S 　HPa ）．

養装置 内を 2分 間 周 期 で 1013〜1994HPa 変動 ） した と

こ ろ，ビ ア ラ ホ ス の 生産能 は 300kl 大 型 培養装置 と同 じ

く低 い 結果 とな っ た （図 14）．ま た，周 期的な 変動圧 力

の 平 均 圧 力 （15eS　HPa ）を 定 に 維持 した 場 合で も ま っ

た く「司 じ低 い 生産能が観察さ れ た，

　こ れ ら の こ とか ら，圧力可 変培養装置を 用 い る こ と に

よ り，液深 に 付 随 す る環 境 因 r一が ビ ア ラホ ス の 生 産 を 阻

害 し て い る こ とが明 らか とな っ た．こ の 環境因 r一と し て，

a ）圧 力その もの ，b｝ 溶存炭酸ガ ス お よび c ）溶存酸素

ガ ス が 挙げら れ る．そ こ で まず小型培養装置 に ガ ス 富化

装置を設置 し，酸素分）Eを一
定 に 設定 した条件下 で 圧力

その もの の 影響 を調 べ た．その 結果，圧 力そ の もの は ビ

ア ラ ホ ス の 生産 を阻害 しない こ とが明らか とな っ た．次

に 溶存炭酸 ガ ス の 影響を調 べ た結果，溶存炭酸 ガ ス 濃度

が 通常 の 6 〜20倍高い 場合 で も，ビ ア ラ ホ ス の 生産阻害

が認 め られなか っ た．さ らに ，溶存酸素濃度 を
一

定 に維

持 し な が ら発酵 を 行 わ せ た．そ の 結果，ビ ア ラ ホ ス 発酵

で は溶存酸素濃度 を低 く保 つ 発酵条件が望ましく、その

最大生産能 を与 え る 溶存酸素濃度 は O，5ppm で あ っ た．

また，溶存酸素濃度 O．25　ppm 　）／下 で は ビ ア ラ ホ ス 生産 は

完全 に停止 した．

　小 型培養装置 の 実験 で得られ た 最 大 の 生 産 能 を与 え る

溶存酸素濃度 （0．5ppm ） を 大型 培養装置 300　klに 再現

させ る こ とを試 み た．培養装置の 中心 部 に セ ン サ ー
を取

9
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図 15．溶存 酸素 濃度 に 基 づ い た ビ ア ラホ ス 生産 に 関 す る ス ケ
ー

ル ア ッ プ．△ ，a．1ジ ャ
ーフ ァ

ーメ ン ター （DO ≡O．5　ppm ）；〔り，
SOO 　klタ ン ク （Pv ＝2．5kw 〆kl，　 D （， コ ン トロ ール せ ず ）；●，　 soe

k］タ ン ク （DO ＝O．5　ppm ，セ ン サー位 置 は槽内中央 ）．

り付け，溶存酸素濃度 を0．5ppm に制御 し た 場合 の 結果

を図 15に 示 した．300kl 大型培養装置の ビ ア ラホ ス生産

能 は 小型培養装置の そ れ に 比 べ 85％ で あ っ た．こ の 生産

能は，溶存酸素濃度 を制御 し な い 場合 の 生産能 （60％ ）

に 比べ て は著 し く向 Eし た が，まだ 小型培養装置の そ れ

に は 及 ばな か っ た．この こ と は，培 養装置内の 溶存酸素

濃度 の 不均
一

性が 微生物細胞 に種 々 の 悪影響を与え る よ

う なビア ラ ホ ス 発酵 に つ い て は，小型培養装置 の 実験 で

得られ た 最大生産能を与え る溶存酸素濃度を大型培養装

置全体に 再現 させ る こ とが 難 しい こ とを意味 し て い る．

　従来の ス ケール ア ッ プ法は，大型培養装置 内環境が小

型培養装置内環境 と同様 に 均
一

で あ る とい う前提 の もと

に行わ れ て きた．しか しなが ら，培養液が撹拌混合 さ れ

て い る に もか か わ らず，実際 に は人型培養装置内に は 大

きな液深 に より水圧勾配が形成 され，そ の 結果溶存酸素

濃度 （DO ） の 勾配 が 同様 に 形成 さ れ る，溶 存 酸 素 濃 度

の 不均
一

性が細胞 に 種 々 の悪影響を与え る よ う な ビ ア ラ

ホ ス発酵に つ い て は，槽内環境が 均
一

で ある こ とを前提

と し て い る 従 来 の ス ケ ール ア ッ プ法 は 十分 で ある と は い

え な い ．した が っ て，本研究 の よ うに 溶存酸素濃度が生

産 に影響を テえ る発酵の 場合に は，大型培養装置の 中央

付近 に あ る DO セ ン サ ーの 設 置位置 に 小 型培養装置 の 最

大 生産能 を 与 え る 溶存酸素濃度を設定 させ る こ と は 好 ま

し くな く，底か ら表面まで の 大型培養装置内 の 溶存酸素

濃度 の 分 布 の 幅 を考慮 に 入れ た 新 し い ス ケー
ル ア ッ プ法

が必要 と な る．

10

隶
亟

too

蛸

　 　 509K5

卜
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図 16．ア ラ ホ ス 生産 に 関 す る ス ケ
ー

ル ア ッ プ に お ける 溶存 酸 素

濃度 勾 配 の 影 響．図 中の 2 本の 破 線 はそれ ぞれ 培養装 置 の 液表

面付近 と底面の 溶存酸素濃度 を示 す．

　大型培養装置の種 々 の 位置に DO セ ン サーを取 り付け

て，そ れ ぞ れ の 位置 で 溶存酸素濃度 を小型培養装置 の 最

大生産能を与え る溶存酸素濃度 に 設定 した場 合の 生産能

の 差異 を図 16に 示 した．すなわち，a）は液面付近，　 b）

は中央付近，c）は底部付近 に そ れ ぞ れ DO セ ン サーを 設

置 し，小型培養装置 の 最大生 産 能 を 与 え る溶存酸 素濃 度

O．S　ppm に 制御 した．破線で 示 さ れ る部分が 大型培養装

置 （液深 10m ）の 溶存酸素濃度の 分布幅で，ま た 斜線 で

示 さ れ る部分 は，小型 培養装置 よ り生産能が 減 じて い る

部分を示 して い る，この こ とか ら も，生産能を最大 に す

る に は，従来の 培養装置の中央付近 に 設置して あ る DO

セ ン サーに 小型 培養装置 の 最大生産能 を ケえ る 溶存酸素

濃度 を 合 わ せ る こ とに よ り，タ ン ク 底部付近 に 小型培養

装置の最人生産能を与え る溶存酸素濃度 を合わ せ る 方が

有利 で あ る こ とが 説 明 で きる ．

　 こ の 考 え を実際 の ビ ア ラ ホ ス 生 産 の 大型 培養装置 に 適

用 した結果．300kl 大型培養装置の底部に DO セ ン サー

を取 り付 け，溶存酸素 を O．5　ppm に 制御 した 場合 に は，

小型培養装置 の 最 人 生 産 能 の 96％ ま で 再 現す る こ とが

可能 とな り工 業生産 の実用化に 成 功 した．

　以 上 の よ う に ，装置内の 溶存酸素濃度が 均
一

な小型培

養 装 置 で 得 ら れ た 結 果 を，不 均
一・

な 大型培養装置 で 再現

する た め に は，装置内 の 溶存酸素濃度分布 を考慮 した ス

ケ ール ア ッ プ法が有効 で ある こ とが 明 らか と な っ た．な

お，本論文 は 明 治製菓  との 共同研究 の 成果で あ る．
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4．混合培養解析装置の 開発 と そ の 利用
’
28・LK））

　 19世 紀 の 後半 に，パ ス ツ
ー

ル や コ ッ ホ ら に よ っ て 確 、ン：

さ れ た 単
一

の 微 生物 の純 粋 培 養 法 は，20世 紀 の IOO 年 間

に 数多 くの 産業 を 興 し，人間生活 に 多 くの 曹か さ を 潤 し

て きた．こ れらの 成果 の 延長上 に，複数 の 微生物を組 み

合わ せ た い わ ゆ る 複合系の 混 合 培養法 を用 い れ ば，さ ら

に 大 きな可能性 と成果が得 られ る で あ ろ うと考 え．多 く

の 研究者が 複合系の 混合培養 を試み て きた が，こ れまで

得られ た 成果は ほ ん の わずか に 過ぎなか っ た．その 主 な

原因として，複合系の 培養 で 期待された成果 を 上げ る に

は，単
一

の 微生物 の 純粋培養 で 永きに わた っ て こ れまで

蓄積 さ れ て きた 種 々 の 経験 や 理論だ けで は 十分 対応 で き

なか っ た 点 に あ る と考え られ る．すなわち，イ） 微生物

の 複 合系 と して，利用 目的 に 適 した 安定な複合系 の 選抜

法や その構築法，ロ ）複合系の 混合培養に お い て，構成

す る 微 生 物 そ れ ぞ れ の 増 殖 や 代 謝 な どの 挙 動 を 別 々 に リ

ア ル タイムで定量的に把握 し，解析す る方法　ハ ） 目的

を達成す るた め の 効率的で 安定な複合系 の 最適培養条件

の 設 定 法 な ど，微 生物 の 複 合 系 の 混 合 培養法の み が 有す

る独特の解決すべ き課題が現在まで ほとん ど未解決の ま

ま放置 さ れ，複合系の 培養法 が 未だ確立 さ れ て こ な か っ

た 点 に あ る とい え よ う．

　筆者 らは，こ れ らの 背景 の もとに，混合培養系 を 構成

複 数 種 の 微 生 物 細胞 　2種 類 の 微生 物 細 胞

　 　 混合培 養　　　　 　 混 合培養

⇒ 　
　　　
　　

　 　 　
“
仕切 り

”

〔鬻 欝
婀

〕
図 17．混 合培 養 解析装 置 の 概念 図

す る 複数種 の 微生物の 挙動を 別 々 に把 握 し，そ れ らの 微

生物間 の 相互作用 の 解析をす る た め に 必要な，混 合培養

系 の 解析装置の 開発 を 目的 と し て こ れ ま で 研 究 を行 っ て

き た．本稿 で は，新規 に 開発 した メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ター

型お よび ホ ロ ーフ ァ
ーバ ーモ ジ ュ

ール 型 混合培養解析装

置 とその 利用 に つ い て紹 介す る．

　4．1．混合培養解析装置の 開 発 　　混 合 培 養 系 解析装

置 の 開発 に 当た っ て の基 本概念 は，同 糟 内 に複数 の 菌

株細胞が 混在す る 混合培養 に お い て 認 め られ る 各菌株細

胞の 挙動を，同 環 境を維持 した 複数の 槽内 に 複数 の 菌

株細胞 を 1種類ず つ 別 々 に培養す る こ と に よ っ て 再現す

る こ とが ・∫能な装置 を 開発す る とい う もの で あ る．員体

的 に は，最 も単純な 2菌株間の 混 合 培 養 を 例 に と る と，図

17に 示 す よ う に ，培養液 の 成 分 は 通 過 で きる が，細胞 は

通過 で きない 1つ の
“
f±’切 ザ を培養槽の 中 に 設 け て．2

菌株の細胞をそ れ ぞ れ 別 々 の槽内に生育さ せ，人為的な

操作 に よ っ て こ の 両 槽
．
内の 環境 を 同

．・
に 維持す る こ と が

で きれば、混合培養に お ける それ ぞれ の菌株細胞の挙動

を別 々 に リア ル タイ ム で 定量的 に把握 で きる の で は な い

か，と い う考 え に 基 づ い た 混合培養装置を開発す る こ と

で あ る （なお，3 種類以 Eの菌株の細胞の 混合培養に お

い て も，菌株数 に応 じ た 数 の
“
仕 切 ヅ を 設 け て 同 様 に

考え る こ とが で き る ）．上 記 の 概念 に 基 づ い て，2 菌株細

胞 の 混 合培養 を 想定 し た 「混 合培養解析装置」 の 開発研

究 を行 い ，図 17 に 示 した第 1槽 （A ） と第 2槽 （B ） の 環

境 をい か に 早 く同
一

環境 に す る か とい う 目的の た め に．
“
仕切 り

”
に 相当す る 部 分 を メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ター型 に し

た解析装置 （
「
fype　1）およびホ ロ

ー
フ ァ イバ

ー
型に した

解析装置 CT＞’pe　2） の 2種類 の 解析装置 を 開 発した，

　 D メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ター
型混合培養解析装置 の 開発

（Typc 　l）　 培養槽 A お よ び B の 間 の 仕切 りに メ ン ブ ラ

ン フ ィ ル ターを用 い た 装置で
「
lypc　l−1，乃

・pe　l−2 お よ び

「
1｝
’
pel −3の 3 種類を開発 した （図 18）．い ずれの 装置 に お

い て も 2 つ の 培養槽内 は マ グネ チ ッ ク ス ターラーで 撹拌

メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ター

Type 　l−1 Type 　l−2

メ ン ブ ラ ン フ ィル タ
ー

Typc レ3

図 18，開 発 した さ まざ まな タ イプ の メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ター型混 合培養 解析 装 置の 概略 図
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》副 AType

　2一且
v 艦■鶴 lB Vbs ” 1　ATypc

　2・2v
幽 』B V 儒 蔔 lATypc2

・3VCtSet
　B

図 19．開 発 した さ まざ ま な タ イ プの ホ ロ
ー

フ ァ イバ ー型 混合 培養 解析 装置 の 概略 図

さ れ均
一
系と な っ て い る．な お，Type 　l−1の 培養槽の 液

量は 250ml で あ り，
rFype

　1−2お よび野pc　l−3の 培養槽 の

液量 は 300m1 で あ る．

　
rrype

　1−1 は培養槽A お よ び B 間の 培養液成分 の 濃度差

の み の 拡散 に よ る 移動機能 を有 し た装置 で あり，野 pc
l−2は培養槽 A お よび B 間をポ ン プ に よ り強制的 に

一
定 の

液量 を循環させ 培養液成分 を移動 さ せ る こ とが で き る装

置 で あ り，Type 　l−3は
「
fype　l−2の機能 を 拡大 し た装置 で

あ る．すな わ ち，細胞懸濁液 を 用 い た 場合生 じる 膜面 の

細胞 の 目詰 まりを少な くす る た め に 循環流 の 方向を横

方向 か ら縦方向に 変 え，膜面積を拡大 し た．Type 　l−1お

よび
「
Fype　I−2の メ ン ブラン フ ィ ル タ

ー
はMillipore社製で

材質 polycarbonate，直径 47　mm ，孔径 O，6 μm ，空隙率

5 〜 10％ で あ る ．Type 　l−3 の メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ターは

Type 　1−1および Type 　1−2 と同様な素材で大きさの みが異

な る （直径 90mm ）．

　 2） ホ ロ
ー

フ ァ イ バ ー
型 混合 培 養解 析 装置 の 開 発

（Type 　2）　 培養槽 A お よび B の 仕切 りに ホ ロ ー
フ ァ イ

バ ー
を用 い た 装置 で Type 　2−L　 Type 　2−2 お よ び Type 　2−3

の 3種類 を開発 し た （図 19）．メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ターに 比

べ て 膜 の 表面積を飛躍的 に 増大 させ る こ とが で き る特徴

を有す る．な お、い ずれ の装置に お い て も各培養槽 の液

量 は 300　 ml で 槽内 は マ グネ チ ッ ク ス ターラーで撹拌さ

れ，均
一
系と な っ て い る．

　
「
rype　2−1 は 1 本 の ホ ロ ーフ ァ イ バ ーモ ジ ュ

ール に 1束

（160 本） の ホ ロ ーフ ァ イ バ ーを 組 み 入 れ た もの で，ホ

ロ ーフ ァ イ バ ー内 ・外で 培養液成分 の 移動 を行うシ ス テ

ム を有す る 装置 で ある．Type 　2−2 は 1 本の ホ ロ
ー

フ ァ イ

バ
ー

モ ジ ュ
ー

ル に 2束 （160 本 x2 ）の ホ ロ
ー

フ ァ イバ ー

を 組み 入 れ た もの で，グ ル コ ー
ス は一

方の ホ ロ ーフ ァ イ

バ ー
の 内部か ら外へ さ ら に 他方 の ホ ロ

ーフ ァ イバ ーの 内

部へ と 2 段階 の 物質移動 を 行 う シ ス テ ム を 有す る 装置 で

あ る．
「
Fype　2−3 は Type 　2−1お よび Type 　2−2が 手 作 りで あ

る点を改良 し，耐圧性にすぐれ，循環流速を高め る こ と

が 可能な市販 の ホ ロ ーフ ァ イバ ーを 2 基 つ なげ，それ ぞ

れ の ホ ロ ーフ ァ イバ ーモ ジ ュ
ール か ら 浸 透 した 溶 液 を 循

環させ る シ ス テ ム を有す る装置で あ る．

　
Plypc

　24 お よび Type 　2−2の ホ ロ ーフ ァ イバ ーは 材質が

polypropylene ，内径250 μm ，外径290μm ，口 径 0．3μm

で あ る．Type 　2−3の ホ ロ ーフ ァ イバ ーは 三 菱 レ イ ヨ ン 社

製 で 材質 polypropylene，内径380 μm ，口 径O．15 μm で

あ る．ま た
「
取pe　2−1お よび Type 　2−2の ホ ロ ーフ ァ イ バ ー

モ ジ ュ
ー

ル は い ずれ も 内径10mm ，長 さ 40　cm と した．

　3）混合培養解析装置の 性能評価　　混 合培養を 考え

る 上 で，混合培養解析装置を構成す る 2 つ の 培養槽 の 環

境は常 に 同 じ状態 に な っ て い なければ な ら な い．そ こで

装置 の 性能 を評価す る 1 つ の 目安 と して グル コ ース 溶液

を用 い た場合は，2つ の 培養槽間 の 物質 の 移動率 （De ）

90％ を得 る まで の 時間，お よ び移動速度定数 （K ） を，

細胞懸濁液 を 用 い た 場合 は 膜 へ の 細胞 の 目詰 ま り を取 り

上げた．

　物質移動率 の 測定 は，
一
方の 培養槽A に 30　g！1の グル

コ
ー

ス 溶液 を 250ml ，も う
一

方 の 培養槽 B に 同量 の 蒸留

水 を入れ る．こ こで，培養槽 A 中の グル コ ース は メ ン ブ

ラ ン フ ィ ル ターや ホ ロ ーフ ァ イ バ ーの膜を通 して濃度差

を 駆 動 力 と した 拡 散 や ポ ン プ な ど の 機械 的 力 に よ っ て 培

養槽B に移動す る．こ の時の各培養槽の グル コ ース 濃度

の 経時変化 を測定 した．

　野 pe　lお よ び Type　2の それ ぞ れ 3種類 の 混合培養解析

装置の特性評価を表 3に 示 した．Typc 　1 に 関して ，移動

率 90％ を得る ま で の時間 は Type　l−1で は長時間 （16時

間 ）か か っ た の に 対 し，
「
rype　l−2お よ び

「
fype　l−3 は （い

ずれ も循環速度 10m1 ／min 程度 の 場合）35 分程度 で あ っ

た．膜 へ の 目詰 ま りは Type 　1−2 は 著 し く，
「
Fype　l−3 は 逆

洗操作に よ り解消す る こ とが 可能とな っ た．一
方 Type

2−1 お よ び Type 　2−2 （い ず れ も循環速度 10　mY 　 min の 場

合）で は移動率90％ を得る まで の 時間は 100分前後 で あ

り，膜 へ の 細胞 の 目詰まりに 問題があ っ た．
「
fype　2−2の

循環速度 15工）mll 　 min の 場合 17分，
「
辱pc　2−3 の 循環速度

ISOお よび 600　ml ！min の 場合は 11分および 3分 と短時間

で ほぼ均
一

化 し，培養槽 A および培養槽 B が同
一

環境 に

な り，しか も膜 へ の 細胞 の 目詰ま りが 生 じ な い こ と が 明
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表3．
「
Fype　lお よび

「
1ヤpe　2の 混 合培 養 解析 装置 の 性 能評価

条件
移動率 90％ を

得 る まで の 時 間

移動 速度 定数 K
　 （min

一
り

細胞 の 目詰 ま り

ltt’pc 丘一1

’
且ype　l−2

1｝
’
pel −3

濃度差 を 駆 動力 と した 拡散 の み

膜 面積 ： 17．3 ｛
・
m2

循環速度 8．3　 m レmin

膜 面積 ： 17．Scm2

循環速 度 10nll〆min

膜 面積 ：63．6cm2

16h

36min

34min

1．22xlOII

3．21xI 〔｝
−2

3．35 × 10v

測 定せ ず

十 十 十

十 ＊

rl
〜pe　24 循環速度 10　mUmin

モ ジ ュ
ー

ル 長 ：40cm ．膜面積 1582 　cm2

rl
〜pe　2−2　　循環速度 10mUmjn

　 　 　 　 　 循環速 度 150m レmin

　 　 　 　 　 モ ジ ュ
ー

ル 長 ：4〔）c・m ．
rIypC

　2−S 　 循環 速 度 1う〔レm レmin

　 　 　 　 　 循環速 度 600　ml 〆min

　 　 　 　 　 モ ジ ュ
ール 長 ：18cm ，

膜 「酊積 ：582c 【n2

膜 面積 ：764Cm2

88min

1（，〔｝nlin

且7nlin

1且min3min

1．31x 　l 一2

1．15 × 10Lt

6．76x 　lO−u

L〔）8 × 10−L

3．71 × lo
−1

十 十

十

移動 率 9｛，％ を得 る ま で 時 間お よび 移動 速度定 数 の 測 定 は グル コ
ー

ス 溶液 を，細胞 の 目詰 ま りの 測 定 は 細 胞懸 濁液 を 用 い て 行 っ た．
一，目諸 ま りな し ；＋，目詰 ま り あ り ：＋＋ ，目詰 ま り多い ；＋ ＋＋ ．目詰ま り顕 著．
＊ 逆洗操作 （6 分間循環後 24秒間） に よ り細胞の 目詰ま りを解消．

E
匚
0
ロ｝

n（
1▼．
Ω．
O．
⊃

5．

4．

3，

2．

愚
表4．単独お よ び 混 合培 養用 培地

Components giT

1．

▲＝● 十 靂

　 　 S　 ZTYpc2

；

幽脂’

〔｝1UcoscKH2PO

蓬

Yeast　extract

（NH4 ）2SO ，4

MgSO ．i’7H20

0884

亠
9h

3

●

  鳥 櫨魯

△ ニ ●十 ●

pH6 ．2

Cuttiva電ion　time‘hl

図 2U．嫌気 条件 に お け る酵 母 （∫α‘伽 r翩 W ∫ 68溜 t脳 α8） と細菌

〔冷 7π ‘朋 θ π α 、 脚 扉’鱒 の 混 合培養 と そ の 解析，嫌気条件，N2 ガ

ス　（J
「om レmin ）．

らか とな っ た．

　 以 上 の 結果に よ り，混 合培養解析装置 として， メ ン ブ

ラン フ ィ ル ター
型 よりもホ ロ

ー
フ ァ イバ ー

型 の 方が性能

評価 で す ぐれ て い る こ とが 明 ら か と な り，特 に ホ ロ ー

フ ァ イ バ ー型 の
’
1｝・pe　2−2お よび

「lypc　2−3は 実用 性 の高い

混合培養解析装置 として の 可能性が明らか とな っ た．

　4．2．開発し た混合培養解析装置の利用　　開 発 し た

ホ ロ ーフ ァ イバ ー型漫合培養解析装置 〔野 pe　2−2） を用

い て，Saccharo
・
mツces　cerevis

・iae（S）お よび Z）
’
momonas 　mobilis

（Z ）の 混合培養 に お け る，両菌株 それ ぞれ の 増殖経過 と

コ ン トロ ール の 両 菌株 を合わ せ た増殖経過 を図 20 に 示

した．な お ，使用 した培地組成は表 4 に 示した．い ずれ

の 培養 も嫌気条件 〔Ng ガ ス を 0．3　vvm ） で 行 い，培養液

の 循環速度は い ずれ もIOO　！nl ！　inin と した，1つ の 培養装

置 に 両菌株 を同時 に 接種 し た コ ン トロ
ー

ル で は，両菌株

を合わせ た 増殖 （UOD ）経過 （▲ ） し か 得 ら れなか っ

た．しか しな が ら，
’
1｝
’
pe　2−2の 培養装置 で は，そ れ ぞ れ

の 菌株が 同
一

環境に 保 た れ た 別 々 の 培養槽に存在し て い

る た め，それぞれの 培養槽の 増殖 （UOD ）を 測 定す る こ

とで，各菌株の 増殖経過を別 々 に，リア ル タ イム で 迅速

か つ 定量 的 に 把握 す る こ とが で きた．な お，両菌株の

UOD の 値を足 して 得 ら れた増殖経過 （△ ） は，コ ン ト

2006年 　第 1号 Is

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

貴
▲ ＝● 十 ■ 十 ◆

Typc 　2−2

▼囓囃 dA 　 V 刷 旧 凶 B 　 V喇 c

　 △ ＝● ＋ 鬮 ＋ ◆

4

⊃

　

　

Z

§
oO21

（A ）

oo

　　 2　　 4　　 6　　 8 　　 隹o

　 　 Cul帆 va 重ion 監im 己｛ti　I

4

，

　

　

Z

§
OOP1

（B ）

00
　　 2　　 4　　 6　　 8

　 　 CultiγatiOn　timt ｛h ｝

図 21．好 気条件 （A ）お よび嫌気 条件 （B ） に お け る 酵 母 （S．
僻 臨 勲 の と細 菌 （Z ．mobilis お よ び F．．　coli ） の 混 合培養 と その

解析．好気 条件，空 気 （50　 mVmin ）；嫌気条 件，　 N ？ ガ ス （50

mVmin ）．

ロ ール で の増殖経過 とほ ぼ
一

致 し て お り，この こ と か ら

Type 　2−2で は 2菌株の混合培養系が 再現 さ れ て い る こ と

が 明 らか とな っ た．ま た，この よ う に得られた 結果 か ら，

培養期間 を通 して ホ ロ ーフ ァ イ バ ー内 に細胞 の
“
目詰 ま

り
”

が 認め られ な か っ た．ち な み に，培養8 時間目の 細

胞濃度 の 比率は （S）： （Z）；2，8 ： L5 で あ っ た．

　 次 に 3菌株からなる混合培養系の 解析を，図 21に 示す

3 つ の 培養槽 を連結 した，3菌株用混合培養解析装置を作

成 した．用 い た菌株は ∫．c齶 磁 α 6 （S），　 Z，賜 oわ撚 （Z）と

Escherichiα　cot
・i （E ）の 3種類 を用 い た．なお，好気条件

（空気をe．3　 vvm ）と嫌気条件 （N2 ガ ス を 0，3　vvm ）の 異

な る 2 つ の 通気条件下で 混合培養を行 い ，培養液 の 循環

速度 は い ずれ も100ml ！min と した．そ れ ぞれ の 条件下 で

の 個 々 の 菌株の 挙動 に つ い て，検討 した 結果 を図 22 の

（A ），（B ） に 示 した．こ れ らの 図 よ り，3 菌株用混合培

養解析装置に お け る 3 菌株それ ぞ れ の増殖経過を得る こ

とが で き，し か も そ れ ら の 増 殖 経 過 を 足 し た 増 殖 経 過

（△ ）は，好気条件お よ び嫌気条件 い ずれ も コ ン トロ ール

で 3菌株 同 時 に培養 した 場合 の増殖経過 （▲ ）と
一
致す

る こ とが 明 ら か と な っ た，こ の こ と は，ホ ロ
ー

フ ァ イ

バ ー3 束 を組 み 入れたホ ロ ーフ ァ イバ ーモ ジ ュ
ール を用

い た 3 菌株用混合培養解析装置が 3 菌株か らな る混合培

養 の 解析 に 有効 で あ る こ とが 示 さ れ た．ち な み に，好気

条件 に お け る培養 9時間 目の 細胞濃度比率 は （S）： （Z）：

（E）＝2．5 ：0．8 ： 0．8 に対 し て，嫌気条件 で は （S）： （Z）：

（E）＝2．4 ： 1」 ：0，5 で あ っ た．

　 以 Eの 結果 の よ うに，本研究 で 開発 した ホ ロ ー
フ ァ イ

14

バ
ー

型 混 合 培 養解析装 置 は，こ れ ま で 不 可 能 で あ っ た 2

菌株 3菌株あ る い は そ れ よ り多数の菌株の 混合培養系

に お い て，そ れ ぞ れ の菌株の増殖経過を別 々 に リア ル タ

イ ム で 迅 速 で 正 確 に 得 る こ と を 可 能 に した．ま た，こ こ

に は 示 さ な か っ た が，代謝 に 関 し て も混合培養 系 で の

種 a の 情報を得 る こ と も可能 で あ っ た．その 結果，微生

物 の 複合系の 混合培養法 の み が 有す る 独特 の 解決すべ き

課題 （先 に 述 べ た イ）〜ハ ））を解決す る た めの 方法 の 1

つ と し て，本混合培養解析装置を用 い る こ と の 有効性が

明 らか とな っ た．

　 な お，谷 口 ら は 本 研究 で 開発 した 2 菌株 用 混合培養解

析装置 を 活用 して，Pゴc1磁 帥 痂∫ と ∫．‘
・
e
’
1
’
eτノdsia・e の 混合培養

に よ る グル コ ース とキ シ ロ ース の 混合基質 か ら効率的 に

エ タ ノール を 生産す る こ とに 成 功 し て い る t3e）．

お わ り に

　 2エ）世紀 の 中頃 か ら後半に か けて ，あれほど繁栄を誇 っ

た 微生物関連産業 の い きお い は，今ど こ に 行 っ て しま っ

た の か．21 世紀の 微生物関連産業 の 新 た な発展 を目指す

た め に ど の よ うに した ら よ い か．そ れ ら の 問 い に 対 し て ，

微生物関連産業 の 根底を支 えて い る パ ス ツール や コ ッ ホ

らが確立 して きた 「純粋培養法 に 基づ く培養微生物学 」

の 限界 に よ る の で は な い か，と い う立 場 か ら新 た な 視点

を 求 め て 多 くの 研究者が そ の 方向を 探 っ て い る の が 現状

で あ ろ う．あ る シ ン ポジウ ム の 会場 で，「あなた に とっ て

発酵微生物 の 研究者は どの ように 見えますか 」 とい う筆

者 の 問い に ，あ る高名な ｛壌 微生物の 研究者は 「パ ス ツー

ル を始 め 発酵微生物 の 研究者 は 非常 にせ っ か ち な研究者

の 集 団に 見えます．パ ス ツ
ー

ル らが微生物 の純粋培養法

を確立 して か ら約 100 年経 ち ま し た が，そ の 間 に発見 さ

れ培養 された微生物 の 数は，自然界に 存在す る 全微生物

の た か だ か 1％ に もすぎない の で す よ．せ っ か ち に な ら

ず，自然界をも っ と し っ か り見 つ め て は い か が で すか 」

とい う，私 た ち 発酵微生物 の 研究者 に と っ て 大変貴重 で

意味深 い お 答え を い た だ い た．筆者は長い 年月，微生物

細 胞 の 培養工 学 の 研 究 に 携 わ っ て き た．その 間，培養 装

置は微生物細胞の家で あ り，い か にすみ 易い 家を つ くる

か とい う思 い を巡 らせ 研究 を重 ね，や っ と最近 に な っ て

そ の 家 が 少 し見 え て き た な と思 っ て い た．しか しな が ら，

未知 の 微生物細胞 が まだ 自然界 に 99 ％ 以上 もい る と な

れば，こ れか ら も途方 もな い 多 くの 家をつ くり続けなけ

れ ばな らな い こ とに 愕然 と し，と 同時 に，思 い を 新た に

微生 物 の 家 に 関す る次 の 設計計 画 を 考 え始 め て い る と こ

ろ で あ る．

表 1 に 示 しま した 8 つ の 研 究 は じめ 他の 多 くの 研究 は．東京
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教育 大学 農 学 部培 養工 学 研究 室 お よび筑波 大 学大学院 生命環

境 科学研 究科 の 細 胞培 養 1：学 （現 細胞 機能開発 1／学）研究 室 に

か か わ る 多 くの 優 れ た学 生 や 研 究 室の ス タ ッ フ，オ ボ ン ナ
・

ジ ェー一
ム ス 先 生 （現 ナ イ ジ ェ リア ．ア ボ ニ 大学 教授 ），青柳 秀

紀 助 教 授，さ ら に 多 くの 企 業の 方 々 と共 同 で 行 っ た 研究 で あ

り，それ らの 成 果で あ ります．この 間，絶 え ず ご指導 ご薫陶 を

い た だ い た 恩師 上 田 清基 先生 に 御 礼 申 し上 げ ます．また．筆 者

の 研究 に 対 し、こ れ ま で 絶え ず あた た か い 目で 攴 えて 下 さ い ま

した 合葉修
．・

先牛，高橋 穣 二 先 生，凵」中啓先生．中村以 【E先生，

片岡廣先生 お よ び二 澤正愛先生 に 深 謝 申 し上げ ます．

　な お，本 研究 の
・
部 は，21 世紀 COE

「
複合生 物系応 答機構

の 解析 と農 学的 高度 利用」 プ ロ ジ ェ ク トか らサ ポ ートを受 け ま

した の で．こ こ に 厚 く御 礼 申 し上 げ ま す．
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