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　　To　develop　the　technique 　 of 三ndustrlal 　biomass　production　of 　tobacco 　cdls 　by
continuous 　cultivation ，皿 any 　experiments 　were 　carried 　out 洫 200’and 　2，0001fer ・
mentors

，　
usmg 　the　stram 　of ハTicetiana　tabacum 　L 　cv ．　Bright　Ye 皿ow −2．　 In　this　study

，
　the

  ldvation　conditions 　in（licatecl　by 　the　above 　experimenta1 　results 　were 　applied 　to 　a　20　kl
fermentor　and 　the　validity 　of 　the 　cond ｛tions　for　stabilizing 　the 　continuous 　culture 　for　a
夏ong ほme 　was 　con 丘rmed ，

　　 The 　residual 　sugar 　 oontent 血 the　 culture 　 wou 正d　be　 an 　index　of 　the　 state 　in　the
continuous 　culture ・ Itwas　i皿 portant　to　ma 洫tain　t埆 value 　at　over 　59 μby　contro 盗 ng

貸1e　aera 重ion
，
　agit 飢 ion　and 　diEution　rates ，　 An 　increase　of 　the 　m θ 【五um 　concentr 飢 ion　was

rcqu 量red 　ibr　i皿 provillg　 the　productivity．　 Tbe 　 maximum 　 v 艮lue　obtained 　was 　 5．82
g
・tmi・day−1，　when 　the　sugar 　content 　in　the 　frcsh　 medium 　 was 　37　glム

　　Morphological　change 　ofceU 　aggregates 　with 　Ume 　in　the 螂 table　sta 霊e　ceased 　ln　the
stable 　state 　and 　characteristic 　values 　became 瓢most 　constant 　thmughout 　the　r   ．

　タバ コ 植物細胞を天候や土壌の 条件に影響され る こ

となく大量 に生産 して ， た ば こ原料とする研究が進め

られた．そ の
一

環として ，昭和5G年 3月完成 した テ ス

トプ ラ ン トに よ る ， タ バ コ 植物細胞 Nicotiana　tabacum

L．　cv ．　Bright　Yellow−　2 株の 連続培養結果を報告す る．

　同株の 他の 面で の 有用性，回分培養特性お よ び特に

た ば こ 素材 と して の 品質向上 を指向した培養法等 につ

い て は別の 報告が あ る 1・2）の で 参照された い．

　テ ス トプ ラ ン トは，連続培養の 可能性を示唆した加

藤らの 小型槽 に よ る短期間の 試 験結果
S，を 参考として t

日本専売公社小 田 原製塩試験場に て 昭和48年設計に着

手，同49年度末完成 した．公 称 20kl 培養槽 3 基 を 中

心 に ，20　t， 200　1， 2，0001pt 培養槽各 1 基，20】d 槽 へ

の 培地連続滅菌設備，培養液 の 連続排 出 そ の 他
一

連 の

設備をそ な えて い る．昭 和50年度中に 回分培養，お よ

＊
現在，日本専売公社中央研究所

ぴ 1 日に 1 回培養液量の 1／2〜1／3を 排出 （採取） して

直ち に 同量 の 新鮮培地 を補給 し，増殖倍率 2 〜 1．5 倍

の 回分培養 を連 日 くり返す こ と に相当す る半連続培養

試験を終え ，

4・6） 年度後半に は予備試験設備と して 種

培養槽 に も培地連続滅菌設 備を 付設 して 連続培養試験

を実施 した．

　連続培養試験で の トラ ブ ル 　　当初 ，
200t お よ び

2
，
000t 槽で 先行した連続培養試験で は，次 の 諸点の 解

決が 課題とな っ た。

（1｝ 連続滅菌設備で 培地 成分の
一
部が ス ケ ール と して

析出 した こ とに 起因して ， 多 くの 場合 3週聞程度で 増

殖がほ とん ど停止 した 現象．  前記（1）と明確 な 区別

は で き な い が，回分培養に用 い る従来か らの 培地 組成

が必ず しも連続培養 に は適合 しな い ためとみ な され る

増殖の不調，す な わち増殖速度が低位 で ある 現象．（3）

通気 ・か くはん ， 希釈率 の 不適合に 起因 した細胞集塊
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Fig．1．　 MOde1 　Cliagrani　of 　moypholo 摂c証 change 　ef　 cells　in　a 　condnuous 　culture ．
　　Double　arrow 　 Morphological　change 　in　tthe　cel1 　cycle 　on 　batch　culture 　or 　continuous 　culture

　　　　　　　　　 under 血 e　proper　conditions ．
　 　 1−1

2−2

Gourse　ofmorphological 　change 　on 　continuous 　culture 　under 　the　more 　excessive

aeratiQn 　and 　agitation 　conditions ．　（Aggregates　became　va 姓ous 　shapes 　like
sponge ．）
Course　of 　morpholog 三cal 　change 　on 　continuous 　cu 互ture　undcr 　excessive 　aera −
tion，　agita 亘on 　and 　dilution　rate 　conditions ．（Aggregates　became　largc　and
tigh亡clumps 　wi 出 sma11 　cells．）

の 大型化とち密化，お よ び褐色化 な ど，壊死 ・
破砕 を

伴う連続培養の不安定現象．

　初期に は ， 上記が複合 した 不安定性の た め，3〜4

週間以上の 連続培養は不可能で あ っ た．

　 トラブ ル 対策　　前記 の 問題点ω と（2）につ い て は，

連続滅菌器で の ス ケ
ー

ル 析出防止 の ため
， 培地 中の リ

ン 成分を分離滅菌する手法を 開発 し，e） そ れ と併 せ て

培地中の 糖と窒素成分以外を増量 した？）結果，増殖 の

停止あるい は そ れに 近い増殖阻害現象 ， を解決す る こ

と がで き た．しか し，問題点  の 不安定現象 はな お解

決で きな か っ た．8） 希釈率を検討 した結果
9 ）か ら ， 適

正 値は比較的低 い 領域 に存在す る との示唆を得たが ，

そ れだけで は安定化 に 対 して まだ 十分で はなか っ た ．

　細胞 観察か らの 見解
10｝　 そ こで

， 不安定状態が 発

生す る ときの 細胞 の 状態を観察 して．状態変化の 過程

と操作〜環境条件 と の 関係を把握する こ とを意図 した．

　回分培養で は，植え つ ぎか ら植 え つ ぎまで の 間に ，

細胞また は細胞集塊の 形状は Fig．1 の 二 重線矢印で 示

した 閉サ イ クル 的な 変化をたど る が，多 くの連続培養

で は，二 重線矢印以外 の 形 態 が 出現す る ．特 に，通 気 ・

か くはん条件が過大で 細胞の 増殖 が旺 盛な と き は，集

塊 の 形態変化 は F三g．1 の 1−1また は2−2の 経路を た ど

り，同時 に基質濃度の 著 しい 低下と と もに細胞自らが

変色 。壊死 して培養液は褐色化する．つ い で 壊死細胞

の 増加 に 伴い 基質濃度 が増大す るが，そ の 増大に際し

て 原形質分離す る細胞もみ うけられる
一

方，一
部 の 生

き残 り細胞が 増 殖 を 始め，再び 1−・1
，
2−2の 経路をた ど

る細胞が増加 して 基質濃度を低下させ
， 以後 ， 上 記の

現象を くり返すところ の 不安定状態 とな る．しか し，
そ こ で 通 気 ・か くは ん条件を 適当 に 緩和すれば基質濃

度 そ の 他 が ほ ぼ定常 とな り不安定状態が 軽減する，
こ

とが認められた．

　研究の 目的　　以上 か ら，後述する 20k1 培養槽の

各実験 は次 の 事項 を 目的と した．

　no ．1 試験 ：前述の問題点｛1）と  に対する対策の成

果を実用設備で 確認す る．no ．2 試験 ：希釈 率 の 適 正

値に関す る上 記の 示唆を確か め る．そ れ に よる低い 希

釈率で は低い 生産性とな るの を ， 培地濃度 の 増大で補

うこ とを 試みる．no ．3 試験
11 ） ：希釈率とともに通気 ・

か くは ん条件の 適正 化をは かり，培養液の 基質濃度を

適当値 に保持 して 細胞の 形態変化を二 重線経路 に近づ

ける こ とが ， 総括的な 安定化条件で ある こ とを確かめ

る．生産性向上 の 手段 として ，積極 的に 培地 濃度の 増

大 を は か る．

試験設備および方法

　培養設備　　20kl培養槽は，内径 2．5m ， 実容積約
21m3 ，変速 範囲 10．v40 　rpm

，
1’2 内径傾斜角 45°

の 広
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幅櫂型 か くはん翼 4枚を上下 2 段にそな えて い る．ス

パ ージ ャ
ー

は数 mm 径め小孔多数を リ ン グ状管 の 下

面 に 開孔 させ ，各孔 か らの 噴気量が 均一に な る よ うに

した ．

　長期連続培養 に そな え，か くはん軸貫通部は特殊な

除菌対策 を施 しt12
）槽内に 供給す る 空気の 除菌 フ ィ ル

ターは ， ポ リビ ニ ル ・ア ル コ
ー

ル （PVA ）を 基材 とす

る フ ィ ル ター2段と ， 放射線で 穿孔 した ポ リカー
ボネ

ート膜 フ ィ ル タ
ー1段 の 3段構成とした．

　培地 の 連続滅菌設備 と して
， 水蒸気加熱 プ レ ート型

熱交換器と ， そ れに直列させ た 2 重蛇管熱交換器をそ

なえ，120QC で 20分間滅菌し，プ レ
ー

ト型予熱器と冷

却 器 で 培養温度まで 冷却 した．

　培養液 の 誹出に は，槽内圧力を利用 した．槽か らス

ラ リ
ー受槽へ 導 い た 排出管 口 の 無菌 シ

ー
ル に つ い て は，

排 出 管の 途中に 接続 させ た配管か ら槽内よ りも低圧の

除菌空気を常 に 供給 し．培養液と除菌空気とを並流さ

せ放出する方式 と した ，また 随時配管を滅菌 した．

　種培養槽 と して ， メ
ーカー製 の 標準型 20t

，
2001

，

2，0001 培養槽を設備 した ．こ の うち 2001
，
2

，
000i 槽に

は 自家製の 連続絵液設備を付護して，1s ）
連続培養槽 と

して も活用 した．8・e｝

　フ ロ ーシート　　Fig．　2 は 20　kl槽を用 い た連続培

養試験 の フ ロ
ー

シ
ー

トで あ る．20kl槽 1基を連続培

養槽，他 の 1基 を 滅菌培地貯槽と した ．こ れ は プ ラ ン

ト本来の 使用方法 で は な く，長期試験 に おける生産物

処理 の 負担 を軽 くす る た め ，培養液量を正規 の 約1／3〜

1／2 量とした こ とによる． こ の ため ， 連続滅菌設備の

流量が培養液量 に対 して 過大 とな っ た の で ， 正 規流量

で 滅菌 した 培地を貯槽に た くわ え ，所要量を貯槽から

培養槽に 給液した．無菌を保持すべ き槽は 2槽 ， 実質

負担はそ れ以上とな っ た が，無菌保持に 困難はなか っ

た．

　培地調製槽で ，リン成分を 除い た 1成分液をつ くり，

連続滅菌設備をとお して貯槽に給液す る一方， 且成分

液槽で リ ン成分主体の 液を調製 し， 加熱器で滅菌した

あと冷却器をとお して 貯槽に 給液， 両液を混合した と

き Tible　2 の 培地組成 に なるように した．6｝ 培地の 使

用 に伴 い 随時補給した．

　貯槽か ら培養槽へ の 給液管に ，滅菌可能 な テ
ーパ ー

金属管面積式流量発振器と調節計 とを組み合わせ た 流

量記録調節計 FRC を取り付け た．

　連続給液 に よ る増加液量を培養槽の 液位調節記録計

LRC で 検出して ，間欠的 に ほぼ
一

定液量をス ラ リ
ー

受槽に排出した （Table　1， 排出量参照）．

　20kl槽試験の 種細胞は，20t 槽か ら 2，000 ♂槽 に 接

種 して ほ ぼ 100倍に 増殖
M ） させ た もの を用 い た．

　試験条件　　各試験の 条件を Table　1
， 培地 の 組成

を Table　2 に 示す．

　no ．　2 と ne ．　3 試験で は ， 圧力差に よ る培養液の排

出をス ム
ーズ に する ため ， 槽の 圧力を少し高くした．

no ・3 試験で は ， 後述す る よ うに細胞 の 状態 ， 希釈率

に応 じて 通気量を微調節した．

　Table　2 の 基本培地は，　 Linsmaier＆ Skoog の 培

　　 TRCPIC
　　 S量e

2（X〕Oずseed
奮ロnk
　 　 　 TIC

Composi雪ion　I

隲

匿−
LF

heate　　　Holding　pi

CoolerC

◎elant

Composition ］

HeaterTRCSteam

　Coolont

FRCAir PIC

音
齟
ir歐

o

pHIRFRC

20kl 　medium

reservelr

FRC　　 PIC

HL

→
…

U一JLRCT

【C

20k「fementor

uBroth
　reservoi 「

Cooler

RCTR　

T

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Heeter｛Oilbath ｝

　 　 Medium 　preparatien
　 　 　 tank

Fig。2．

FRC −
： Flow 　record 　controller

TRG ： Temperature 　record 　controller

TIC ： Ternperature　indication　controller
TR ： Ternperature　rec ・ rder

PIC 　　： Pr¢ ssure 　indication　controller
LRC 　： 1．ovcl 　record 　controller

pHIR ： In（lication　recordcr

Schemadc 　gow　diagram　of 　pilot　plant　for　continueus 　cultures 　with 　a 　20　kl　fermentor．

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

120 畦地昭 二 ら 醗酵 コニ学　　第61巻

Table　1．　 Experimental　conditions ．（20　k1　fermentor）

Expt．　no ．1 Expt・n 。．2 Expt．　no ．3

Worhng 　vol   e＊

Temperature ＊

Pressure＊

Aeration　ratc ＊

Agitatien　rate

FIOW 　 rate 　of 　fresh
medium ＊

Dilution　rate

（kl＞

（
ec

）

（kglcm2G）
（N 皿

a
／min ）

（rpm ）

（kllday）

（day
一
り

E田 uen   of 　culture 　broth＊

50r 　6280

．52
〜3

　201
．92

0．320rO ．38

5．65

0，7
　 3＊＊

30　
「

1。85

0．33

　 6．34

　 28

　 0．7

　 3〜 2．23＊＊

35〜27．5

1．8〜 2．4

0．28一）0．38

鰮 鰡 L譜ut

黼 1黯 齠
ut

瑞巴鰮 繍 饂 IG＊＊，

＊ Automatic 　contrel ，
＊＊ Included　a　little　ah7 　fbr　the　ai 認 eal

，
　 t＊＊ Depth 　change 　of 　culture 　broth　with

　 I．RC 　was 　about 　l　cml

Table　2．　 M 団 i  composltion ．＊ （mgil ）

　 　 　 　 　 　 　 　 Basal　　　　MOdium 　usedComponents
　　　　　　　 medium ＊＊ 　 in　expt ．　n ・．1Medium

　used

皿 expt ．　no ．2Medium
　used

mexpt ・no ．3

　　　　　　　　　 r“H4NOs

　　　　　　　　　 KNO3

　　　　　　　　　 MgSO4 ・7H 詔0

　 　 　 　 　 　 　 　 　 晩 SO4・4H20

　 　 　 　 　 　 　 　 　 ZnSO4 ・7H2（）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 CuSO4 ・5H20
Comp （rsition 　l＊＊＊

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Na2 −EDTA

　　　　　　　　　 FeSO4・7H20

　 　 　 　 　 　 　 　 　 GaGI2・2H20

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Vita贓 n　B1

　　　　　　　　　 2，4−D
　 　 　 　 　 　 　 　 　 Sucrose

1485　　　　　　1485　　　（1）
1710　　　 1710　　（1）

　260　　　　　　　390　　　　（L5 ）

　 22．3 　　　　33．6 　　↓

　 10．6 　　　　15．9

　 　 0．025　　　　　0．039

　 37．3　　　　　　56．1

　 27．8　　　　　　41。7

　 220　　　　 330

　 　 0．4　　　　 0．6

　 　 0．2　　　 　 0．3

30000　　　30000　　（1）

1733　　　　（19167）　　　1827　　　（1．23）
1996　　　（1．167）　　　2103　　（1．23）

　390　　　（1．5）　　　　　416　　（1．6）
　 33．6　　　↓　　　　　　　　35。7　　　t
　 15．9 　　　　　　　　 17eO

　　O．Q39　　　　　　　　　　　0．04
　 56．1　　　　　　　　　　　　59．7

　 41．7　　　　　　　　　　　　44，5
　 330　　　　　　　　 352

　 　 0．6　 　　　 　　　　 0．64

　　0．3　　　　　　　　 0．32
35000　　　（1．167）　　37000　　　（1．23）

Composition　H 楙

KH2PO4

H3BOeKINazMoO4

・2HsO

GoGI
呂
・6H20

600

　 6．2

　 0．83
　 0．25

　 0．025

900　　　（1．5）
　9．3　　↓

　 1。245

　0．375

　0．0375

900　　　（1．5）
　9．3　　↓

　 1．245

　 0．375

　 0．0375

960　　　（1．6）

　9．9　 ↓

　 1．33

　 0．4

　G．04

Ratie L5 ／1＝＝1．5　　　　L　5／16167罕1．285　　1．6／1．23＝1．3

　
＊ Concentration　of 　each 　component 　in　the　medium 瑚 ervoir ．

綜

毳鑑 靆 黯 臨 黼
a

蠶亀膿 翻 臨 。撫灘 躑 ご
・h − ’蜘 ・・

＊＊＊ Er ・h ・・m 呻 ti・・ w … t・・ili・ed ・ep ・蝋 ・1y　wi 出 ・a ・h … tin・… st・   五・e・ t・ prevent ，cal 。 倉。 m

　　be皿 g　deposlted　on 　the 　heat  g　sur 飴cc ．
　　（ ）＝Goncn ．　of 　uscd 　mediumlconcn ．　of 　basa裏medium ＝ co 且 cn ．　ratio

地
15）に 対 し，窒素成分を O．9倍 に 減じ，リン成分を3．5

倍 に 増量 ， そ の 他も若干修正 した培地 で あ る．16， 前記

の
， トラ ブル 対策で 述 べ た よ うに ，2001，2，0001 槽 に

よ る 試験結果か ら，糖 と窒素成分以外を増量 した方が

よ い と判断された の で ．8・9） no ．1試験の 培地 は基本培

地 の 糖 と窒素成分量を基準と して そ の 他を表の （濃度

比率）値で増量 した。また生産速度を向上 す るた め，
no ・2 試験以後 は ，

ス ク ロ
ー

ス と窒素成分の 濃度 と と
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もに 他 の 成分 の 濃度を表の （濃度比率）で 増大 した．

各培地 の pH は 6．3〜6．1とした．

　 測定項 目　　以下 に示す項目そ の他を測定また は観

察 した ．

1） 比増殖速度 μ（day
−i）は （1｝式，希釈率 D （day

−th
）

は（2｝式で 求 め た．

　　　　 μ
＝・ln（XIXi ）lt十FIV 　　　　　　　　 （1）

　　　　 刀＝Fiv 　　　　　　　　　　　　　 （2）

X は細胞乾物重量濃度 （gtl），　Xi は測定区間 の は じめ

すな わち時間 t＝・O にお け る X 値，F は連続的 に 供給

する培地 の 流量を （kl／day）で 表 した給液量， 7 は培

養液量 （H ）， tは Xi を測定 して か ら X を 測定するま

で の 経過時間 （day）で あ る。た だ し，　 no ・1 試験で は

上 記の 給液量を F とし，
ロ o．2 試験以後は培養槽から

の排出液量を F として D を求めた．なお，（1）式 に よ

る μ は，t＝ O か ら t≡’t まで の 測定区間 の 間 は ，
そ の

系の μ は変わ らな い と仮定した 値を表す．

2）　細胞湿物重量濃度 XS は，既知容量 の 培養液試料

を 200 メ ッ シ ュ 程度の ろ布 で 吸引 ろ過 した 細胞重量濃

度 （gll），細胞乾物重 量 濃度 X は，　Xf を 測定 した細胞

試料を 4時間以上 80℃ で通 風乾燥して ほぼ 恒量とし

た 値，重量比 XtfX は 上記の 比で あ る．

3） 生産速度　DX は ，  式の D と X の 積 で あ り，単位

培養液量 ， 単位時闇当た りの 細胞生産量 （g・t
−1・day−1）

を，測定区間 （本試験で は 1 日）ごとに 求め た 値．

4） 培養 ろ液 の 糖濃度 5 は，ス ク ロ
ー

ス 基準に よ る フ

ェ ノ
ー

ル 硫酸法
17） に よ る値 （gtl）， 同 じ くリン酸 イオ

ン 濃度 PO4s 一
は，吸光光度計

18》 に よ る値 （mg μ）で

あ る．

5）　細胞収率 丿，丿，糖消費率　Sc の 計算式は 別報
le｝に

示 した．た だ し， そ れ ぞ れは次の 意味をもつ ．収率記

号に ？ を用 い たの は回分培養の 】張〆3 と区別す る た め

で ある．

　収率 丿 ； 連続培養で 消費 された 糖量 に対す る細胞収

穫量 （乾物重量）の 割合を，測定区間 ご と に 求め た 値．

　 実用収率1
’
：連続培養に 投入 した 糖量 に対す る上記

細胞収穫量 の 割合を ， 同上区間ごとに求 め た値．Jvt−

7S 、， で あり経済性の 指標と な る．

　糖消費率 Sc： 連続培養に 投入 した糖 の うち消費され

た 糖量 の 割合を，測定区間 ご とに求めた値．
6） 培養液の pH と細胞液 （しぼ り液）の pH を測定

した．

7） 発熱量 Q は，培養槽 の 温度調節機構を利用 して ，

熱精算方式 で 求 め た．ジ ャ ヶ ッ ト冷却水，排気管か ら

の 空気と水蒸気の 持ち出し熱量 ， か くはん機軸動力，

空気，ス チーム ・シ ール 部か らの入熱量 ， を 測定また

は推定 し，そ れらの 代数和を細胞乾物重量で 除して Q
〔gal1

・
g
’1・h−1）とした．槽の 保温壁をとおる熱量，培地

・培養液によ る入 ・出熱量は無視した．

8） 細胞を観察 した．形態を分類記録 し，変化 の 過程

を考察 して 操作の 指針と した．　10｝

　試験期間　　2001 および 2，0001槽で 連続培養試験

を先行 し， 20k 匪槽で そ れ らの 成果を確認 した，

　　　no ・1　試験　　昭和51年 8 月24日〜 9 月24日

　　　no ・2 試験　　昭和52年 2 月 5 日〜3 月25日

　　　no ・3 試験　　昭和52年 8月24 日〜11月 1 日

実施の 経緯に つ い て は ， 試験結果 の 項 で説明する．

試 験 結 果

　 1）　no ・1 試験

　概要　　初期の 頃，3 週 間程 度 で増殖 が ほ とん ど停

止 した理由は，連続滅菌器 で の ス ケ
ー

ル 析出に 起因す

る こ とが 突 き とめ られた時点で n ・ ．1試験を実施した ．

ス ケ
ール 成分はお もに （CaMg ）B （PO4 ）z で あ っ た．6｝対

策と して ，リン成分を分離滅菌 し，Table　2 の よ うに

糖と窒素成分以外を 増量 した 結果，
こ う した 阻害に つ

い て は克服 し得た こ とを示す Fig．3 の 結果が 得られ

た ．

　試験経過　　最初，2，0001培養槽か ら 1．4kl の 培養

液を接種 して 5ki で 回分培養 した あと連続培養を開始

した．給液量 F を 1．92kl／day， 希釈率D は O．38　dayt1

とした．細胞濃度 X が 次第 に 減少 した の で，通 気 量

を 2 か ら 3　Nrn31minに増加 し，給液量は
一

定 の まま，

連続培養の 6 日目から培養液量を 6kl に増加して 希釈

率を O．32　day−i に下げた 結果，　 X は増大 した、だが，

細胞集塊の 大型化 ・ち密化がすすみ．X｝IXが 急 速 に

低下して 不安定状態の 前兆とな っ た。

　そ こ で ， 8 日目 か ら遇 気量 を減 らし 2．5　Nmal皿 in と

した がな お細胞の 集塊化 はすすみ，試験中期 に は ザ ラ

ザ ラ した大粒 とな り，壞死 した 細胞と破砕片が増加 し

て培養液は次第に茶褐色に な り，培養 ろ液の 糖濃度 8

は 2〜 3　glt に 減少，培養液　pH ＞ 細胞液 pH ， とな っ

て 不安定状態が一
層すすんだ．そ の とき の 生産速度

i）X は，実用生産を考慮 した 当面 の 目標値 5g ・
卜 Lda

ゾ

に は達しない 4．5g・1−’・day−i に とど ま っ た の で ，19El

目以降 試 み と して 再び 培養液量を 5k1 に減ら し ，
　 D

を最初 の O．38　day『1 に もど した．

　そ の 結果 ， 以後終了 ま で の 9 日間， 系 の 比増殖速度μ
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は D の 増加に ほ ぼ伴 っ た形 とな り，
DX は5g・1”1・dayHi

程 度 にな っ た。S はほ ぼ 4　glt まで 回復 し， 細胞の 状

態 に も変化が み られ 破砕片が減少 して 培養液は正 常色

に 近 くな っ た が，細胞集塊の ち密化とともに SCflXが

減少 しは じめ再び 不安定状態が進行 した，こ の あとも

試験を継続 して い た ならば，細胞集塊 の 褐色化・壌死・

破砕を周期的に くり返 して い た とみ な される．

　 結果および考察　　希釈率を増大 した19日 目以後 の

成績値を Table　3 に示した．

　
一

時は培養液が褐色化す る不安定状態 と なり，細胞

の 形態的変化に ほ ぼ 伴 っ て 諸特性値も変化 した が，回

復可能な 範囲を逸脱 しな い 培養状態を維持す る こ とが

で きた，この結果は，既述 した増殖の 停止または そ れ

に 近 い 現象は克服 し得た こ とを示すと同時に，与えた

希釈率 0．32 〜 0．38da ゾ
ユ
の 範囲内に

， 上記の 変化を消

失させ る適当な 希釈率 が ある こ とをも予想させ た．

　 しかし，そ の 条件下 で は生産速 度 1）X は，19日 目以

後 の 値 を か な り下 回 る こ とは 明らか で あり， な お ，
DX

を求 め た D は給液量に よ る値で あ るた め ， 培養中の

水分蒸発量を考慮すると （槽 へ の 給気と排気の 湿度差

か ら，蒸発量は給液さ れた 量の 数％に 及ぷ と推定され

た）， 実質の 生産速 ue　DX は さらに小さい値に と どま

る見込 み と な っ た．した が っ て ，目標値 5g・1−’・day−1

を達成する に は別途 の 対策を必要とす る一
方 ， 排出液

量を正 しく把握す る こ とも大切とな っ た．

設靴 約30分｝d 醂 出 した骼 （齷 17．5   ）

が，大型 の ち密集塊で 詰 ま り勝 ちで あ った．こ う した

操作上の 障害を排除するた め に も，細胞の 状態すなわ

ち連続培養の 安定化が急務とな っ た．

　 2） no ．2 試験

　概要　　no ・1 試験以後の 数次 の 200 ら 2，00eitwat

験 によ り，著 しく不安定にな っ た状態を改善するに は，

そ の 時点 で 希釈率または供給す る培地 の 濃度を下げ，

基質負荷すな わちそ の 時点の 細胞量に 対する供給基質

量 の 割合を低減するの が有効とわか り，安定化条件に

つ いて の 1つ の 知見が得 られ た．s・e）一方，こ れま で の

培地 で は，生産速度 の 目標 を達成で きな い こ とは 明ら

かで あ っ た，

　そ こで ，供給培地濃度を 高 くして 生産性を確保す る

と同 時に ， 上 の 知見 に もとづ き単位 細胞量 当た りの 基

質負荷を適当 な 値に 維持す る こ とによ り， 連続培養 の

安定化を は か る こ とを目的とした．

　培地濃度を高 くした 見返 りと して ，希釈率を幾分小

さくした．Fig，4 の よ うに 諸特性値は 周期変化 した が，

Table　3．　 Results　of 　experiment 　no ．1．

Dilution　 rate

Dry　cell　weight

Productivity
YieldPractical

　yield

D 　　　daゾ
『t

x 　　　gμ

1）X 　　　9・た 1・day−1

丿

0．381350

．50

。44

Values　of 　D 　and 　1）X 　were 　apProxhnate 且gures
calculated 　from　the　How 　 rate 　 of 　fi’esh 　mcdium ，
Refer　to　Table　5　fbr　the　o 廿上er 　items．

培養液 の 褐色化は見 うけられない準安定状態で 終始し，

生産速度 は 向上 した．

　試験経過　　培地 の 糖 と窒素成分を 1．167倍，そ の

他は1．5倍と した．糖 に 対する増量比率を1．5／1．　167　＝＝

1．　285 とした の は，no ．1 試験の そ の 値1．5はやや過剰

で はな い か との 判断に よ る，

　2
，
0001 槽からの 種 1．4ki を接種 して 培養液 5．65　k1，

か くはん速度 30rpm
，　maSt量　3　Nm3／min ， 給液量 1．85

kllday
， 希釈率 0．33　day−1 で 試験を開始した．終了 ま

で 条件を変え なか っ た の で ，細胞の 状態 と諸特性 の 周

期変化をよ く観察で きた．10）

　Fig・3 の ［A］期間は，　 x が低下 し培養 ろ液 の s が

増大 して ，通 常は余り多 くな い きわめ て 細長い 紐状の

細胞 （20〜40 ×数100 ミク ロ ン）ばかりとなり，異様

な状態 とな っ た．実用収率ヅ， 生産速 ec　DX は低 い 値

で あ っ た が，発熱 量 は大 きか っ た，しか し，10日 目頃

か らすべ て の 長大な紐状細胞 の 内部に，まず横縞状の

細胞板が現れ ，
つ い で 縦方向に も分裂 を重 ね ， 期末 に

は
一

塊の 長径が数 100ミク ロ ン に 達す るあた か もい び

つ な とうもろ こ し状の 集塊が増加した ．

　田］期間 は，試 験終了まで
， 集塊状の 発達 → 個々 の

細胞の 肥大〜一部の 分散 → 再分裂 ・集塊状の 発達を循

環的 に くり返 し， 発達期の 集塊が 多い 時期は X が増

大 して Xf ／X と S が 減 少，肥大〜分散状が 多い とき

はそ の 逆とな っ た．しか し，集塊 の ち密化傾向 はな く，

む しろ肥大 した細胞が破砕された とみな される破片が

多 く，X｝tx は ほ ぼ20〜23の 範囲で 増減 し，
こ れ と槽

内圧力を高 くした 効果で 排出管が詰まる こ と はなか っ

た．

　破砕片 は 多か っ た が ， 集塊の 褐色化 ・壞死 に よ るも

の で は なか っ た の で ，培養液は正 常よ りもや や に ご っ

た灰黄色 で 終始 した．S は no ．1 試験 よ りも高い 値

4〜9g μの 範囲で 周期変化 し，ま た 常に，細胞液診H ＞

培養液 pH ，で あ っ た．
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F三g．4． Time　course 　of 　continuous 　cu ユture　in　exper 三ment 　no ．2．

　　R．efer 　te　Tables　l　and 　2　for　the 　cxperimcntal 　con （litions　and 　Table　5　tbr　the　symbols ．　 The

　　values 　of 　D
，
　pS　and 　DX 　were 　calculated 　fro皿 the ｛low　rate 　 of 　e田 uent ．　 The 　values 　of 　X，　S　and

　　XflX 　changed 　periodic烈ly，　but　cUlturc 　breth　was 　Closc　to　the　normal 　colour ．　Only 　cyli 皿d  cal

　　cells 　grew　in　period［A］，　but　they　changed 　into　the　normal 　form　in　period ［B】．　 The　average

　　value 　of 　DX 　increased　to　5．18　g ・1”’1・day−1　on 　use 　of 　high　concentration 　medium （Table　4）．

　結果お よび 考察　　細胞形態の 循環に伴い 諸特性が

周期変化 した以外 に は，不安定要素は 見うけられ ない

準安定の 状態で 終始し ，
no ・1 試験と比較 して 安定化

Table　4．　ResUlts　of 　experimcnt 　no ．2．

Dilution　ratc

Dry 　cell 　weight

Productivity

Yie璽dPractical

　y三eld

1）　　　day
一
孟　　　　　0．309（0，325）

丿『　　　g1」　　　　　　16．8
DX 　g

・1− 1・day−1　5．18　（5．46）

丿　　　　　　　　 0，515

ノ
’

　　　　　　　 0，455

Values　in　parenthcses　and 　others 　were 　calculatcd

fr・m 　the 旦・w ・ rate ・ ef ・fresh・ me （lium・ and 　 eMuenr
，

respectively ．　 Re 飴 r　to　Table　5　fbr血 e　other 　itcms．

の 面で の 進歩がみ られた．

　PB］期間の 成績値を Table　4 に示 した．　 Table　3 の

値 よ りも 刀 は小 さ い が ，
DX は給液量に よ る値で 比

較す る と5．46／5＝1，09倍に増大 し ， タ ン ク計量 した排

出液量 によ る実質の 生産速度は ， 目標値以上の値であ

る 5．18g ・t−i・day−i とな っ た，排出液量 に よ る値 と給

液量 に よ る 値 との 差 は約5 ％で あ っ た ．

　排 出 液は 小気泡を含 み供給培地とは比重，性状が 異

な り，大 量 を計 量 する の は意 外 に 難 しく，あ る程度の

誤差 は避けられな い が ， 上記の 両生産速度の 差は排出

液量 に よ る値で 生産性を評価すべ きこ とを示 して い る，

　初期に 細長い 紐状細胞ばか りが増 殖 した と き，培養
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て 増大 した．

　 試験経過　　Table　2 の よ うに ，培地 の ス ク ロ
ー

ス ・

濃度を 37　gJl， 糖に対する他成分の 増量比率は no ．2

試験とほぽ 同 じと して ，一
層 の 生産速度向上を目標と

した．試験条件は Tab 玉e　1 の とおりで ある，2
，0001tw

か ら 1．4kl の 培養液を接種 して 6．34　k1 で 回分培養 し

た あと，給液量 1．8〜 2．4kliday
， 給液量で みた希釈率

D を 028 〜0・38dayti と して 実施 した ．　 Fig．5 の ［A ］

期間は不安定期，［B］は安定化 し得た 期間，［C］は生

産速度を上げ るた め希釈率を 徐 々 に 増大 した 期間で あ

る．

　［A］期間 ： no ．2 試験 は培養ろ液の 糖濃度が や や高

い値で 推移 したの を参考として ， か くはん速度を増大

し 35　rpm で ス タートした．酸素移動容量係tw　kLa の
』

適当値は，2，0001槽の 結果 か ら初発値で ほ eg　2e　h
−t

程

度と推定されて い た が ，
20k 星槽 の 液量を 6．34k1とし

た ときの 諸条件と kLaとの 関係は未測定で あっ た た め，
kLa　Ptで の 条件設定 はで きな か っ た、

　そ の 結果 ，
4 日 目頃か ら同調的な増殖と と もに X が

増加しは じめ ，
7 日 目頃まで その 状態がつ づ い て 細胞

集塊 の 大型化 とち密化がすす み，培養ろ液の S は約 2

gll に 低下 した ．つ い で ， 細胞集塊 が変色 ・壊死して

培養液全体が褐色となり， 破砕片 の 増加で 涛 耀 が 増

大，従来か らの 不安定状態そ の もの とな っ た．

　 そ こ で 図 示の よ うに ， ほ ぼ 0．3　dayLi 以下で あ っ た

希釈率を少 しずつ 増 し， か くはん 速度を逐次小さくし

た が，S の 増加は約 3　gltまで に とどま り，褐色度は

一
瞻減少 した もの の ，23 日 目頃ま で の 盛ん な増殖 の あ

と再び中度の 褐色化を くり返 した の で ，
26日 目以後 ，

通気量も低減した結果 ，
S は漸 く2，0001槽で 安全濃度

と認 め られた 5　glt付近 に 増大 し，そ れ に 伴 っ て 変色

現象は急速 に 退行した．

　 こ の 間，増殖 が盛ん な ときは，細胞液 pH ＞ 培養液

pH とな り ， 生 産速度，収率，発 熱量は 図示の よ うに

変化した．褐色化 した ときの 発熱量は正 常時の 値で あ

る 30〜35　cal ・gri・h
−1 の ほ ぼ 2倍 に近 く，　 PO43｝濃

度 は上 の 諸数値 と は必ず しも相関 しな い 変化を示した ．

　［B］期間 ：分裂中の 個 々 の 細胞が比較的大きくソ フ

トな 固まりにみ え る集塊 の増加とともに，細胞破砕片

とち密集塊が減少 して 次第 に 細胞の 状 態 が 安 定 し， ほ

ぼ，細胞液 pH ＞ 培養液 pH ，とな り．8 お よ び PO4s 一

濃度 も一定値 を示す よ うにな っ た．ま た状態が安定 し

て い る と きの 指標で あ る特に大き く肥大 した 単独 の 細

胞 も見 うけられ た．．9・1 °） そ の 時 の誹出液量 に よ る D は

0．32　day’i
程度で ，　 Table　4 に示 した no ．　2 試験の値

よ りも少し大 き い ，

　糖消費率 Scは，　S が増大した た め ［A］期よ りも低

下 した が，実用収率 ノ
’

は余り変わ らなか っ た．図示

した 通 気量の 変化は，S を 5　gtl付近 に維持す るため

に ，
S の わずか な変化 に 応 じて 微調節 した結果で ある．

　 ［C］期聞 ：細胞 の状態 が十分 に 安定 した の で ，い ま

一
歩 の 生産性向上を期待して希釈率を徐々 に増大する

か た わら，可能な希釈率の 上限 ， すなわ ち安定 した 連

続培養に お い て 比増殖速度が 最も大き くな る とき （以

下，こ の 状態を臨界状態 と呼ぶ ） の 細胞の 状態を観察

する こ とに期待をかけた．

　通気量を調節 しながら給液量をわずかずつ 増加 した．

排出液量に よ る期末の 希釈率は 0。35．−O．37dayLlとな

り，そ の 間 XsfX は次第 に 増加 した が
，
　 X は ［B］期の

約 17gμに対 して や や低 い 値 の 16．5gfl付近で
一
定 と

な り，結果として 生産速度 は増大した．しか し，通気

量の 相つ ぐ増 加 に もか か わ らず ，S は少 し増大 して 実

用収率 〆 は低下気味とな り，
こ れ以 上希釈率を増大

して も生産性向上 に は寄与 しな い とみな される，つ ま

り，安定状態を前提と した 増殖に 関す る
’1つ の 限界状

態で あ る こ とを示唆した ．

　小型の 集塊とともに単独細胞も混在 して い る と ころ

の，回分培養終期 の 姿 に近い 全体と して 比較的バ ラバ

ラ した 感 じの 細胞状態とな り， 特に最後の 1 週間は，
Fig．1 に示 した 二 重線経路の 諸形態が ， 常に ほぼ一

定

割合で混在して い る定常状態とな っ たの で ，そ の 状態

が と りもな お さず臨界状態で あろ うと判断 した．10）

　しか し， 図の ＊ 1・＊E・＊ 3
は ［q 期の 中で発泡が比較

的多か っ た 時期 で あり，細胞の 状態が見掛け上安定し

て い たときに も，わずか な が ら周期性が存在して い た

こ とを示 して い る．

　こ の 試験は，なお継続可能で あ っ た が，先述 した 2

つ の 目的と，臨界状態 と思われる細胞の 姿を観察 した

の で，66日で
一

応試験を終了 した．全期を 通 じ，排出

管 が 詰まる こ とは なか っ た ．

　結果お よ び考察　　Table　5 は各期間の 成績値を示

した ・た だ し，［A ］期は全期と変色が激 しか っ た A’

期間，お よ び At を除 い た期間に ，［B］期 は全期 と比

較的高収率 の B’期間に ， ［G ｝期 は全期と臨界状態の

C
’
期間に 分けて 示 した．

　1）
， μ，

1）X はタ ン ク計量 した排出液量に よ る値 で あ

る．今回は給液量 に よる値との 開 き は 2〜 3％程度 と

測定 された．DX は C’

期が最 も大きく5．82　g・1
−1・day”i
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Table　5．　Results　of 　experimant 　no ．3．

？er 五〇d （cf．　Fig．5）
［A］ ［B］ ［G ］

Tetal　 Total−A ’

　　 A ’ Total　　 　 B’ Totalc ’

Days 30 18 12 14　　　 7 22 14

pH 　of 　culture

pH 　of 　coll　squceze

Fresh　cell 　we 孟ght
Dry 　cell　w （証ght

XilxFlow

　rate 　of 　fresh　medium
FIOW 　r飢 e 　 of 　e田 uent

Dilution　rate

Sped丘c　growth 　rate

PrOductivity

Sugar　content 　in　filtrate
Consumption 　ra   o 　ofsugar 　Sc

YieldPractical

　y艮eld

Heat　of 　fermentation

ノ

丿
〆

Q．ca1 ・g
駲1・h−1　40．5

　 　 　 　 　 　 　 5．95

　 　 　 　 　 　 　 6．01
Xr　911　　 312

2【　　gμ　　　　　17．4

　 　 　 　 　 　 　 18，0
・F　　k1／day　　　2．00

F ＊　　klfday　　　　1．94
D 　　day

旧1
　　　　0．306

μ　　day『i　　　　O．301
DXg ・1−i・day−1　5．32

S　　　9μ　　　　　　　2冒79

　 　 　 　 　 　 　 0．950

　 　 　 　 　 　 　 0．483

　 　 　 　 　 　 　 0．458

　5．92

　6．0427917

．915

．6

　2，00

　ユ．93

　0．304

　0．292

　5．43

　3．23

　 0．939

　0．502

　 0．47134

．5

　6．60　　　　5．82　　　　5．86　　　　5。92
　5．96　　　　5．93　　　　6。04　　　　（｝．08
361　　　　　235　　　　　238　　　　　274
16．7　　　　17，1　　　　17、5　　　　16．5
21．7 　　 13．7　　 13．6　　 16．6

　 2．01　　　　2，11　　　　2．05　　　　2．27

　1．96　　　　2．07　　　　2．02　　　　2．23

　0．3G9　　　0．327　　　0．318　　　0．352

　 0．313　　　0．325　　　0曾317　　　0．350

　 5．15　　　　5．62　　　　5．57　　　　5．82
　 2．14　　　　5．31　　　　4．69　　　　5。37

　0．965　　　0，893　　　0，904　　　0，897

　0．453　　　0．511　　　0．515　　　0．489

　0．437　　　0．456　　　0．466 　　　0．439
49．7　　　　30．2　　　　33．3　　　　33，5

　 5．97

　 6．1228316

．417

．2

　 2．29

　 2．25

　 0．355

　 0．354

　 5．82

　 5，61

　 0．893

　0．489

　 0．43733

．2

Values　of 　D ，μ and 　1）X 　were 　calculated 　from　F ＊．
Values　of 〆 were 　the　ratios 　of　dry　cel】wcight 　to　g．　ugar 　usOd 　 in　the 　medium ．They 　equal

］
Sc．

とな っ た．この 値は no ．　1 試験 の 1．16倍以上 で あ る．

　［B］期は収率が大で ， 安定期の 中で は 8 が 低い B’

期の 値が特に 大きい．［C］期の収率が小さい の は S が

［B］期 よ りも高 い た め とみな される が ，
こ れを改善す

る た め，そ の とき図示 の 値よ りも通 気量を 増大 して S

の 低下をはか っ て い たとして も， そ れ ま で の安定状態

を 維持 した まま目的を達 し得たかどうかは わ か らな い ．

　［A ］期は不安定で あ っ た た め ， 生産速度は Fig．5 の

よ うに 大き く変動 したが，平均値は他期よ りも若干悪

い 程度で ある 。 また，S が低 く糖消費率 Sc は約 O．　95

と大きか っ た に もかかわらず，実用収率 〆 は ［B］期

と比べ て 大差 の な い 0．46程度で ，特に，A ’

期の プ は

最も低 い ［G1期と同等で あり， 消費 さ れた糖 の一部は

い たず らに解糖生成物に 転化 さ れ，発熱量を増大させ

たと推定され る．細胞破砕 が激 しくな っ たの は 5がほ

ぼ 3g ！t 以下の ときで あ っ た．そ の と き は細胞が利用

し得 る ス ク ロ
ー

ス ，グル コ ース
，

フ ル ク トース はほ と

ん ど存在 しな い 多糖類ばか りの 状態で あ っ た とみ な さ

れ る．20 ，

　通 気 量 の 過大が 細胞活性の 増大を 促 し，S を著 しく

低下させ るた め に 不安定状態を招く， との 見解か ら，

田］期以降，
S を通 気量で 調節 して 安定状態を達成し

た ．こ れは S が安定化 へ の 直接指標で ある こ とを 意味

す る と同時に ，
no ．2 試験 の 結果 が示唆 した S の 上限

と下限を律する因子は，間接 に は通気 ・か くは ん条件

で あ っ た こ とを示 して い る．ま た ， 細胞群の 増殖が 非

同調的で あれば ， 周期性は減少な い し消失す る こ とを

観察 した．

　使用 した 培地に つ い て は ， ［G］期末にわずか に 希釈

率を下げた とき，直ちに PO4e一濃度が そ れ ま で の約

170　mgll か ら 110   μ程度に低下 したが ， そ の 濃度

で 再び平衡 して い る こ とか ら，糖と窒素成分以 外を増

量した Table　2の 培地 は ほ ぼ適当で あ っ た とみ な され

る．

　各期の 通気量と希釈率の 比 は ほ ぼ ， ［A］1．5〜1．4
，

［B］1．15， ［a］1．1vvm μ） で あり，［B］， ［C ］期 の 値は

上 記 培地 に お け る 安定 条件の 目安を 与え る．

要 約

　20kl 培養槽 に よ り，タ バ コ 植物細胞 1胱 o磁 肥 励 α・

ctcrn 　1．．　cv ．　Bright　Yellow−2 の 連続培養試験を実施 した ．

目的は，別報 の 200　1，　2，0001槽試験で把握 した連続培

養の 安定化と生産性向上条件を，実用規模装置で 確か

め る こ とで あ っ た。
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　1） 糖と窒素成分以外の割合を増加した 培地を用 い，

培養ろ液の 糖濃度 Sを適当な値に保つ よ うな通気 ・か

くはん条件と希釈率を与えた とき，細胞 の 状態が良好

に な り，安定した連続培養が可能で あ っ た．

　2） 連続培養の 安定を保ちな が ら生産速度を向上す

る に は ，培地濃度を増大する必要があ っ た．Table　2の

糖濃度 37　gil の 培地 によ り，　 Table 　2 の 糖濃度 30gll

培地 の 1．11〜 1．16倍以上 の 生産速度 1）X ・・5．57〜5．82

g・1
『1・dayt1 を 得 た．こ の とき，細胞濃度 X − 17．5〜16．4

glt， 排出液量 に よ る希釈率 D ＝0318 〜o．355day『1， 培

養 ろ液 の 糖濃度 8 は約 5gil で あ っ た．

　3） 安定した状態で は，Fig．1 に 示 した 二 重線経路

（適正 な条件下 で の経路） に 属する細胞形態が，常 に

一
定 の 割合 で 存在す るよ うに な り， 諸特牲値はほ ぼ定

常化す る．しか し，不十分な 安定状態で は，細胞濃度

X ，培養ろ液 の糖濃度 S 等が 周期的 に 増減す る。

　操作条件の うち，お もに 通 気量 の 過大が 不安定状態

の 原因 に な り，そ の 条件下で は ， 細胞の 旺 盛な 増殖 と

集塊 の大型 化 ・ち密化，そ れに つ づ い て 変色 ・壊死 ・

破砕す る現象が 順次くりか え し発 生す る。
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