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酵母菌体の製造

酵母はもっとも古くから発酵食品に利用されてきた微
生物の一つであり，微生物の存在が知られる以前から酒
類やパン製造などに用いられてきた．酵母は真核単細胞
性であり，その優れた増殖速度，耐酸性，耐糖性から，
これまでに各種有機酸や機能性糖質，油脂，ビタミン類，
異種タンパク質，さらには未利用バイオマスを原料とし
たバイオ燃料などの多岐にわたる有用物質の効率的生産
プラットフォームとして活用されている．酵母菌体その
ものを大量増幅する技術の進歩に大きく影響を与えた技
術・事柄としては，1）1860–70年代に通気培養によっ
て収率が大幅に増大し，それまでアルコール発酵の副産
品として利用されてきた酵母菌体が積極的に生産される
ようになったこと，2）19世紀末期から20世紀初頭に
かけて穀類の代替として廃糖蜜（molasses）が栄養源と
して検討され，良質な酵母の生産が可能であることがわ
かったこと，3）1910–20年代に酵母の増殖に合わせて
指数的に栄養源を流加する指数流加培養法が開発され，
さらなる収率の増大が達成されたこと，4）好気発酵な
どの酵母の生理・代謝に関する理解が進むとともにオン
ライン式のアルコールセンサーや代謝ガス分析計が登場
し，コンピューターを用いたアルコール制御や呼吸商
（RQ）制御といった基質流加量制御技術（1970年代）
が工業規模で実装されたこと，などがあげられる 1–3)．
本稿では，流加培養技術の工業化適用例としてもっとも
知られるこの古典的プロセスを題材として，流加培養の
理論やその制御技術を振り返り，これを応用した近年の
適用例にも触れたい．

流加培養

回分培養において，培地を抜き出すことなく，培地を
連続的ないしは間欠的に培養槽に供給する培養法が流加
培養法と定義される（図1）．時間経過とともに培養液量
は増大する．産業上の流加培養法の利点は，培養液中の
基質濃度を低く保つことで，高い基質濃度による基質消
費あるいは物質生産，菌体増殖に対する抑制（リプレッ
ション）の解除が可能となる事である．

菌体増殖工程における流加培養では，培地中の基質枯
渇状態をスタートとして，菌体の指数増殖により見込ま
れる量の基質を指数的に流加する指数流加培養が行われ
る．この指数流加培養において，経時的に指数増加する
培地流加速度F［L h-1］は，以下の式（1）で算出される．
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ここで，
V0：流加開始時の培養液量［L］
X0：培養開始時の菌体濃度［g-cell L-1］
YX/S：菌体収率［g-cell g-substrate-1］
SF：流加培地の基質濃度［g L-1］
m：比増殖速度［h-1］
t：培養時間［h］
である．たとえば一時間毎に，流加量を段階的に指数増
加させる方法はステップ制御などと呼ばれる．また，こ
の際の培養液量V［L］の経時変化は以下の式（2）で算
出される．
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以上の2式の導出過程は，成書に詳細に記載されてい
る 4,5)．上記式は理論的な経時変化を示しており，実際
には培地の流加に加えて，サンプリングや通気に伴う蒸
発による培養液の減量，pHの維持に用いる酸やアルカ
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図1．流加培養
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リの流入による培養液の増量が無視できない場合が多
く，定期的に培養液量の実測値を得て流加量を調整する
ことが好ましい．

好気発酵による菌体収率の低下

酵母菌体の製造においても，式（1）に従い，Fを経
時的に変化させていけば，理論上は，菌体は指数的に増
殖し，培養槽中の基質濃度は低濃度に保たれるはずであ
る．しかしながら，実際には理論上のFと実際に菌体が
要求するFに差異が生じ，特に基質供給量が要求量より
も過剰となった時に好気発酵と呼ばれる現象が現れ，菌
体収率を大幅に低下させることが問題となる．工業規模
で正確なVを得ることや，Fを精密に制御することには
困難さがあり，また高細胞濃度では酸素供給が律速に達
することで設計式通りのmで菌体が増殖しないなどの事
柄もこの差異の原因となりうる．
パスツール効果（Pasteur effect）は，嫌気状態でアル

コール発酵を営んでいる酵母に酸素を供給すると発酵が
抑制され，糖の消費速度が減少するとともに酸素呼吸が
促進され，高いmとYX/Sが得られる現象である 6)．対して，
好気状態にも関わらず一定濃度以上のグルコースの存在
（110 mg/L以上）7)によって酸素呼吸が抑制されアルコー
ル発酵が起き，mとYX/Sの低下する現象は，発見者にち
なみクラブトリー効果（Crabtree effect），または，好気
発酵として知られる（図2）8)．
（注：酵母の中でも，クラブトリー効果を示す（クラ
ブトリー効果陽性）種としてSaccharomyces cerevisiae，
Scizosaccharomyces pombe，Torulopsis glabrataなど
が，クラブトリー効果陰性種としてCandida   utilis，
Kluveromyces marxianus，Hansenula nonfermentansな
どが存在する．）

好気発酵を抑制する流加速度制御

収率低下を招く好気発酵を避けるためにもっとも簡単
な方法は，式（1）において酵母の実際のmより低めの
値を採用し，つまりは基質をゆっくりと流加する事であ
る．しかしながら工業的にはできるだけ短い時間で生産

を終えることが望ましいため，できるだけ高いm値を設
定したい．では実際には，どれだけ高いm値を設定でき
るだろうか．図3に，好気条件においてグルコースを増
殖制限基質としたS. cerevisiaeの連続培養（グルコース
ケモスタット）した際の，m（＝希釈率D）［h-1］と菌
体濃度X［g-cell   L-1］，YX/S，O2消費速度QO2［mmol 
g-cell-1 h-1］，CO2生成速度QCO2［mmol g-cell-1 h-1］，
呼吸商（RQ = QCO2/QO2）の関係を示す 9)．図中において，
m = 0.25 h-1以下ではYX/S = 0.5と一定で，RQ = 1に保た
れているのが分かる．一方，m = 0.25 h-1以上では好気
発酵に伴うQCO2の上昇とQO2低下により，RQ値は急激
に上昇し，YX/Sは低下している．これらの知見を活用し，
S.  cerevisiaeの指数流加培養プロセスにおいて，式（1）
のmとYX/Sをそれぞれ0.25 h-1，0.5と設定して流加培養
を開始させた上で，RQ値を一定の範囲（1.0 < RQ < 1.2）
に保つようFを制御（RQ値が1.2以上ではFを減じ，1.0
以下ではFを増加）し，好気発酵の発生を抑制するのが，
合葉らにより開発されたRQ制御と呼ばれる方法である
（図4）10)．培養初期の菌体濃度が薄い段階では，排ガス
中におけるO2濃度やCO2濃度の変化が微量すぎるため，
センサー感度の問題などからRQ値の信頼性が乏しくな
る．このような菌体濃度領域においては，Xと好気発酵
を起こしていない状態に相応するQCO2値から排ガス中
の然るべきCO2濃度をあらかじめ推算し，CO2濃度が
高くなり過ぎないようにFを制御する方法が採られ，
CO2制御と呼ばれる．排ガス中のアルコール濃度を測定
する半導体センサーを用い，培養液中のアルコール濃度
を推定し，Fの制御を行う方法はアルコール制御と呼ば
れ，工業的に実装可能なセンサーの登場によって実現さ
れた．実際のプロセスでは，これらの方法が適材適所に
組み合わされ利用されている．

図2．パスツール効果とクラブトリー効果
図3．グルコースを制限基質としたS.  cerevisiaeのケモスタット
（文献9を改変）
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遺伝子組換え乳酸生産酵母の指数流加培養制御

豊田中央研究所とトヨタ自動車，東京大学により開発
された遺伝子組換え乳酸生産酵母（S.   cerevisiae）は，
発酵性プロモーターであるピルビン酸デカルボキシラー
ゼ（PDC）プロモーターの制御下で乳酸脱水素酵素
（LDH）を発現する点が特徴的である 11,12)．パスツール
効果に従い，好気条件では菌体増殖を優先し，嫌気状態
では乳酸生産を優先するため，通気条件によって増殖と
生産の明確な切替えが可能である．このような特徴は，
菌体増殖工程では廃糖蜜などの混雑物が多いものの低コ
ストである培地を使用する一方，発酵工程にはある程度
純度が高い糖を原料に用いることで乳酸精製工程への負
荷を軽減する事も可能と推測される．菌体増殖のための
指数流加培養に話を戻すと，この遺伝子組換え酵母では
副生成物であるアルコールの生成は大幅に低減されてい
るため，指数流加培養プロセスにおいては前述したRQ
制御，CO2制御，アルコール制御は使用することが原理
的に難しくなる（好気発酵をCO2やアルコールの発生に
よって検知することができない）．そこで，好気発酵に
よって培地中に生成する乳酸によるpHの低下をpHセ
ンサーで検知し，Fを制御する方法が開発されている（図
5）13)．実際にpHの低下をモニタリングすることによっ
て，RQ値の上昇をモニタリングする場合よりも，早期
に（高感度に）好気発酵を検知し高いYX/Sが実現された
ことが示されており，新しい物質生産系のデザインに古
典的な指数流加培養制御法の理論をシンプルに適用した
興味深い例である．

工業的な酵母生産に用いる培地原料の注意点

最期に補足として，酵母を工業規模で生産する際の，
培地原料に関する注意点を少しだけ述べたい．酵母菌体
を効率よく工業的に製造するにあたり，原料の特性が製
品の品質に大きく影響を及ぼすことは十分理解すべきで
ある．たとえば，酵母製造に用いられる主原料である廃
糖蜜は，寒冷地作物である甜菜大根より得られる甜菜糖

蜜と，亜熱帯作物である砂糖キビより得られる甘蔗（か
んしょ）糖蜜の2種類に大別される．元原料のみならず，
その製造プロセスも大きく異なるため，糖組成に加えて
窒素やリンといった，菌体構成に必要な成分の含有量に
は大きな違いが生じる．この組成差は製品である酵母菌
体の活性や保存性といった特性に影響を及ぼすことが知
られる．また，酵母の増殖には鉄や亜鉛，銅，マンガン
などの微量金属に加え，ビタミン類も必要となる．微量
金属類は基本的には糖蜜中に含まれる量で十分に賄える
のに対し，ビタミン類でも特に酵母の増殖に律速的な因
子となるケースが多いビオチンに関しては，とりわけ甜
菜糖蜜中の含有量は非常に低く，これを用いる場合には
ビオチン補給を目的として，甘蔗糖蜜を適宜混合して使
用する方法も取られる 14)．さらに，廃糖蜜の原料は農作
物であるため，品種や産地，その収穫時期により成分値
が大きく変動することが知られており，特に工業的生産
を行う上で培地原料の組成・特性を把握することは重要
なポイントとなる．
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図5．遺伝子組換え乳酸生産酵母の流加培養における制御図4．好気発酵を検知して基質流速Fを制御する
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