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Optimization　 and 　control 　in　fcd−batch　cultures 、− Monograph − SuTEAKI　SHIoYA （Depart−

　　 me 刎 げ Bietechnologノ，　 Osaha　 Universit），　 Suita，0∫σ舷 565）Hakkokogaku 　 70： 395−404，
　 　 1992．

　　A 　method 　fbr　ebtaining 　rnaximum 　production　of　the　bioproduct　in　fed−batch　cultures 　is
cxplained

，
　and 　its　validity 　is　demonstrated　by　experimental 　data．　 The 　approach 　is　based　on

amodel 　which 　desじribes 　the　relationsh 三p　between　thc　spccific 　production 　rate ，ρ，　and 　speci 且c

growth　rate ，μ ．　 Using　a　mathematical 　model ，　an 　optimal 　pro田e　of 匡he　speci 且じ growth　rate

cQuld 　then　be　obta 三ned 　casUy 　by　the　Maximum 　Principle ．　 F 三nany ，　the 　optimal 　pro｛這e　was

realized 　by　changing 　the　feed　rate 　of 　the　substrate 玉n 　a　practica1琵d冒batch　culture ，　Practical

examples 　of 　bioproduction，　such 　as 　histid  e，1yshLe，　and 　glutathione ，　as　weli 　as 　production
of 　an 　enzyrne ，　showed 　that 山e　two −stage 　produα ion　process　could 　be　realized 　experimen −

tallγ，　thus 　demonstrating 　the 　validity 　of 　the　method ．

1． は じ め に

　培養系 で は
一

般 に 基質阻害な どの た め に 回 分培養 よ

りも濃度を 低 い レ ベ ル で
一定 に 保 て る 流加培養が多 く

使わ れ て い る，こ の 培養系の 最適化，た とえ ぽ最大生

産 の 方策を考えて み よ う，最適化 は Fig．1 に示す よ う

に 培養系 の モ デ リ ソ グー
最適政策 の 計算

一
その 実現，

とい うス テ ッ
プ を とっ て実現 され る．しか し，こ こ で

こ れ ら の い くつ か の ス テ
ッ

プで 問題が お こ り うる，ま

ず第
一

に 実験結果とモ デ リ ン グ との 間に は 避け難 い 誤

差一モ デ リ ン グ は
一

般 に 構造 を 仮定 し，デ ー
タ に 合 う

よ うに パ ラ メ
ー

タ
ー
推定 され る が こ の よ うな モ デ リン

グ を い か に 巧 み に 行 っ て も避け 難 い 誤 差一が生 じ ，現

象の 本質を つ い て い な い よ うなモ デ ル で は よ り大 きな

誤差 を生ず る こ とに な る・

　
一

方，モ デル を もとに最適政策を計算す る段階で も

困難 が生 じる．すなわ ち，複雑なモ デ ル で あれ ば あ る

ほ ど最適解を求め るの に 時間がか か っ た り，計算に は

困難性 が ともな う．次に 得られた最適解を実現する段

階に も問題が あ る．こ の 段階 に お い て もモ デ ル が真の

もの と異な っ て い た り，また，初期条件 が ずれ た りす

れ ぽ もは や 最適解で は な くな っ て しま う．した が っ て，

モ デル 化 の 段階 か ら こ の 点 を 考慮 し て お く必要 が あ

る，そ して ，明 らか に こ の モ デ ル 化 は モ デ ル を同定す

る 目的 に依存 して い る．

　本論文 の 目的は 流 加培養系の 最適化 を 念頭 に お い た

モ デ ル 化 の
一

方法を 提 案し，そ の 最適解 を与 え る こ と

で あり，また それ を実現す るた め の 方策を示す こ と で

ある，それは 簡単 に まとめ て し まえぽ ，複雑な対象を

モ デ ル 化す る こ との 困難 さ ・不 確定 性 を制御技術 で カ

パ ーし よ うと い うア ブ ・ 一チ で あ る．ま た 具 体例 と し

05 頃」‘  　　　駐口sheSS 　 cqb 」btbn　　　 d贋照 6　 einstfumortation
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Fig．1．　Three 　steps 　fDr　optimal 　production　in　a 　process，
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て 菌体内生産物で あ る グ ル タ チ オ ソ の 生産お よび 菌体

外生産物 と して の ヒ ス チ ジ ソ 生産を と りあげ て 本方法

論 の 有効性を論 じ，リジ ソ 生 産系 に お い て ，モ デ ル 誤

差 の 影響を検討す る．

2．比増殖速度をもと に した 流加培養系の最適化

2．1 流加培養系の 最適化 の
一

方法　　流加培養系に よ

る代謝産物 の 最大生産 を 考 え た 場合，Fig．2下段 ec示

す よ うに
一

般 に 反応槽内 の 環箋濃度 と生産や 増殖 を 特

徴 づ け る単位菌体あた りの 生産物生 成速度 （比生産速

度 p）や菌体増殖速度 （比生成速度 μ） とを関係 づ け

る 数 式 モ デ ル を作 りこ の 数式 モ デ ル を基に 最適な基質

添加量すなわ ち最適な環境濃度 パ タ
ーγ を 求 め る こ と

に よ り解 くこ とが で きる．しか し ， 数値計算で 求め た

最適解は 必ず し も現実に 最適で は な い 、とい うの は，

初 期条件 を数値計算 に 用 い た 値 に 揃え る の が 困 難 で あ

っ た り，簡単 な モ デル で 複雑な現象を表現す る た め ，

モ デ ル 化 が 容易で な く， 非常な労力を か け て モ デ ル を

作 り上 げ て もモ デ ル パ ラ メ ー
タ が しば しば変化 し，場

合に よ っ て は モ デ ル 構造自身も変わ っ て し ま うよ うな

多 くの 不 確定性を 含む．した が っ て ，現 に 運転中 の 現

象に 対 して その 操作 が最適で あ る保証は一般に な い か

らで あ る．

　 モ デル 化の 困難性 は主 に 反応槽内環境濃度変化 を記

述 しよ うと した こ とに起因す る の で，我 々 は ま っ た く

違 っ た 観点か ら最適化 の 実現をは か ろ うとし て い る．

す なわ ち ，Fig．2 上 段 に 示 す よ うに ，最適 な 環境濃度

パ タ
ーン を実現す る の で は な く， 培養状態 を表現す る

状態量 と して 比増殖速度 μ や 比生産速度 p を と り，

こ れ ら の 量 を 被制御 量 や 操 作量 な ど の 変数 と と ら え て

い こ う とい うの が我 々 の 基本的 な 考 え 方 で あ る．1−3）

現実 に は 反応速度 μ や ρ の 最適なパ タ
ー

ン を求 め ，

こ れを培地添加量変化 に よ っ て 実現 し て い こ うとす る

もの で あ る．

2．2 流加培養系の モ デ ル 化　　さて 以 上 で提案した モ

デ ル を数式で 表現す る と

諏黷
吋

・ 翩 黷1急蜘 ，。 勲
噛LP「°fiLe

駻飜
n °tF

Modelling　 P二Ptp｝　 omrnimtiOn　　 E5匚」nctlon 　　 PkUlmwm

　 　 　 　 　 by　MP 　　　　　　　　＆　　　　　ftedロロ lon

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Cantro［

菌体 量

dUX一
蕊
一＝

μvx

生産物生成速度

　菌体内生産

撃 一 P（・）・vx

（1）

（2a）

　菌体外生産

　　　望 一
・（・）vx 　 　 　 （・b）

培養液量変化

　　　詈一・　　　　　　 （・）

の よ うに表現で きる．比増殖速度に よ っ て 比生産速度

が 近似的 に 近似 で きる とい う系 に 対 し ， こ の よ うな モ

デ ル の 表現 は 非常に 簡単 で あ り，後に 示 す よ うetある

程度広 い 対象に う ま く適用 で きる もの と思わ れ る，し

か し，ペ ニ シ リン に代表 され る よ うな 2 次代謝産物 の

生産 に は こ の ま まで は 適用 で きない と思われ る．

　な お ，μ お よ び pが 糖濃度 s の 関数 で 表現 され て い

る 場合 で も ， 最適解探索 の
一

手段
書）と し て ∫ を 消去 し

て μ と p の対応関係を 用 い る こ とも考え られ る．

2．S 最 適化　　こ こ で 「運 転 時 間 tf と初 期 条 件 が 与 え

られ た とき，得られ る生産量を最大に する こ と」 を考

え る．すなわ ち，評価関数ノを

ノ； vnytf）
一

唄 0）

また は

＝
　VpX （ti）

一
耻 （G） （4）

と定義 し，こ の ノを最大 に す る こ とを考え る．こ の 場

合 Eq ．（5）の よ うな

Um ° I
　 pe，m 。，t　

Nbde［。t
MethOd　 　 　 　 　 　 − dbqtChCu十turtOPLimal

　ProtllO
Df　FllecfingRenlllellDno

「

M 鰍 皿 umPro 削 ζL 

　 　 　 　 　 Medelling　F：P｛s ）　　OPtimlzot「σ冂　　　　　　Contro1
　 　 　 　 　 　 　 ρ・ρ〔5 ｝

Fig．2．　 Procedures　for　max 五mum 　production　in　a　fed−

　　batCh　 culture 　 by　 usual 　 method 　 and 　 proposed

　 　 method ．

z ＝曜 （5）

変数変換 を す る と菌体内生産物の 生 産 で あ ろ う と菌 体

外 で あろ うと最適問題 として 同 し表現 が 可 能 で あ る．

す な わ ち Eq ．（6）の ノ

　　　イ ・… Zdr

を 最大に す る よ うな μ（りを 求め る 問題 とな る．

z は 次式

　 　 　 dZ

　　　了
＝

μz

（6）

た だ し

の

を満 た し μ に は Eq．（8）の 制約があ る も の とす る ．
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μ皿 皿
≦μ≦μm 猷 （8）

　こ の 問題は ρ（μ）が 与 え られれ ば 最 大 原理 5｝に よ っ

て 簡単 に 解 くこ と が で き る．こ こ で は 後で 用 い る μ

の 形 と し て Fig．3 に 示 す p（Pt）が pc で 最大 とな りそ の

両 側 で 直線 で 近似 で き る場 合を まず考 え る，

2．4　最適解

A ．直線近似 で きる 場合　　最大原理 に よ る 最適解は

次 の よ うに 与 え られ る．ハ ミ ル ト ニ ア ソ H を 次 の よ

うに

　　　H △
ρz ＋ APtzAo μ＋ Ψ 　 　 　 　 （9）

定義す る時，最適な μ は H を最大 に す る よ うに 求 め

られ る．た だ し 2 は 次を満 た す，

詈一一
詈一一

ρ
一λμ

A（tf）・ ・O

（10）

（11）

い ま p（μ）が Fig，3 に 示す ご と く両側直線近似 で きる

場合を考え る ．すなわ ち ， p（μ）が次の よ うに 与え ら

れ る とす る．

　　P（”）
一 ｛笠μ＋ b　：：豊萋茎萋盗

こ の と き Eq．（9）の φは 次 で 与 え られ る ．

　　　・一 ｛1包撰）。 麓轍
また ， φは 次に 示す性質を もつ 、

　　　普
一
｛−9。 〈。 舞二1盞

一方，Eq．（11）の 関係か ら

ρ

K ． ．

ρ：−a2トL＋b

（12）

（13）

（14）

　　　φω
一｛鴫。：旛 躯ラ蝋　（1・）

す な わ ち t＝ tfで，　 H （μ）を μ に 対 し て そ の 関係 を 摸式

的 に 描 い て み る と Fig．4 の （c）の よ うに な っ て お り、

Eq ．（14）を 考慮す る と一
般 に は H （p）は Fig．4 の

（a）→ （b）→ （c）の よ うに 変化 して い る もの と考え られ

る ．そ こ で 最適 な μ。Pt
は ハ ミ ル トニ ア ン H を 最大 に

する こ とか ら次 の よ うな境界操作 （bang・bang操作）

で与え られ る．

　　　圖 ll酬 暫蠹 　　　（16）

なお ， t、は Eq．（13）に φ（t。）
＝o を代入 す る と

2（t，）＝＝a2 （17）

で あ り Eq．（1G）を 積分 し て Eqs．（11），（17）を満たす よ

うに t。を求め る と

　　　tc† 1・ （1＋奇）1Pt
また は

また は

一t・
− 1・ （b．哉）fPc

＝ごr
− ln（み！ρm 巴置yμc

別 の 表現 と して ，

　　　t，＝ △t
，
一・

，
； 1。 （b／ρ． ． ）／Stf

（18）

（19）

こ こ で 注 意す べ き は，Eq．（16）の 解釈 と し て ，最適操

作は最初 Pt．，　ttmaxを維持す る増殖期間 と ， そ れ に つ づ

くμ
＝

μ。を 持続す る生産期間 と区 別 で き，二 段培養 が

最適で ある と解釈 で きる こ とで あ る．また，μ
＝

μc を

持続する 生産期間 ら
＝
（tr
− tc）は t

，
　R 初期条 件 に 依 存 せ

ず ρ（μ）の 形 に よ っ て 決 ま っ て い る こ と も興味あ る結

果 で あ る．

　さ て補足 と し て，tr＜ ts の 場 合 に は 最初 か ら μ
＝p。

を続け る の が 最適 で あ る ．な お ，特異制御 す な わ ち

φ≡ 0 が最適解 とな る可能性 は A≡
−

al ＜0 しか な い が

ρnt μ
H

　　　　OP ・nin 　 ｝k 　Ft・… P
Fig．3．　 Mathematical　model 　of8peci 丘c　production　rate

　　ρ by 　speci 五c　glowth　rate μ．　　　　　　　　　　　　　　　 Fig・4・

H H

　　o 一 陣 陋
μ　 o 陣 陣 艸

“

The　relationship 　between　HamUtonian　H 　and μ，
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こ れ は Eq．（11）を 満 た さず，あ り得な い こ と が わ か る ．

B ．ρ（μ）が 極大値を 持 つ 場合 　　ρ（p）が μ に 関 して 上

に 凸 の 関数で 与え られ る場合，∂H1 ∂p ・＝0 を満たす μ，

すな わ ち F・min ≦ μ≦ μmax の 間 に H を 最大bこ す る μ が 存

在す る こ とに 注意 しなけれ ぽ な らな い ．こ の条件か ら

H を最大に す る μ の 条件と して

　　　卑 一
一

え（t）
　 　 　 oμ

が 導け る．した が っ て ，最適操作は

　　　P ・pr
−
｛ll“ ？、i：蠹

とな る．

（20）

（21）

　　　　ただ し，μh は Eq．（20）を満 た す μ で あ り A〈t）
は ，Eqs．（ao），（11）を 満 た す ．具 体 的 に は Eq 、（10）を

Eq ．（11）の 初期条件 の もとで 次 の Eq ．（22）

μh（tf）
＝Pc （22）

の 条件 お よ び Eq．（20）で 与 え られ る μh を 用 い て 逆 時

間方向 に 解 くこ と がで き る．す な わ ち th は ち ょ う ど

Eq．（20＞で 与 え られ る μh が μma に な る時刻 とい え る．

　た とえ ば ρが 具 体的に 次式 の よ うに μ の 2 次関数

　　　ρ
一一

2牆・ （・
− 29

・）・

で 与え られ る場合 に は Eq ．（20）か ら

μ、
＝ 螳 え＋ μ。 f。， ‘、≦‘≦，f

　 　 ρ皿 ew

（23）

（2t）

と求 ま る．一方 Eq．（10）よ り， その 区間で λ  は 次 を

満 た す こ と も明 ら か で あ る．

　　　←・・・瀚（讐 殉
一 ・

ち ょ う ど t＝ thの と き μb
＝ StmtX とな る か ら，

ら

（25）

こ の 式か

　　　搾 ・（1，一，li．：；．）　 　 （・6）

と な る こ とが わ か る．こ の 場 合 も （t「 iL）は 初 期条件

や ’
「
に は 依存 し ない こ とが わ か る．

　他 の 場合，すなわ ち ρ（μ）が μ に 関 して 単調増加 の

場 合 に は μ
＝・Ftmaxを 操作時間中続け る こ とが 最適 で あ

る こ とが自明 で あ り，ま た ρ（μ）が μ に 関 して 単調減

少 の 場合 は，B の 場合 とほ ぼ 同 じ結果 に な る が μ
＝

μ．

を有限時間持続 さ せ る 時期が 存在す る ．

3．　流加培養系 の制御

3 ．1 制御系の 役割　　さて ， 流加培養系 に お い て 以上

の よ うに 求 ま っ た 比増殖速度 μ の 最適な パ タ
ーソ は ，

基質流加 な どに よ っ て 実現されねばならな い ．よ く知

られて い る よ うに 比増殖速度を一定 に 保 つ 糖流加 方法

は，対糖菌体収率が変化しなけれぽ指数流加とな る．

し た が っ て ，μ の 境界操 f乍 （bang −bang 操作）は ， μ

の 切 り替え時点を除い て は 指数流加の 組合せ を 用 い て

実現 で きそ うで あ る．事実 ， 後述の 応用例 の い くつ か

は ，こ の 指数流加の 組合せ に よ る フ ィ
ードフ ォ ワ ード

制御 で実現 し よ うとし，また
一

定の 成果をあげた ．

　 し か し， こ の 指数流加 を 成就 させ る に は，収率の 値

を適切 に 選定す る こ と の 他に ，初期菌体濃度を精度 よ

く与え る必要 が あ る，こ れ らパ ラ メ ータ の 他に ，予期

せ ぬ外乱が 入 っ た ときに は，こ の よ うな フ ィ
ー

ド フ
ォ

ワ ード的制御 で は なく，情報を フ
ィ
ードバ

ッ ク させ ，

流加量を変更 させ る ，フ ィ
ードバ

ッ
ク 制御が 必 要 と な

る．こ の と ぎ， 目標値 は 比増殖速度 で あ るが こ れ は 直

接測定 で きな い の で な ん らか の 手段 に よ り推定す る必

要 が あ る．

3．2 カ ル マ ン 7 イ ル ターに よ る 比増鑓速 度 の 推定

比増殖速度 p は，v ク ロ な物質収支 の 関係や pH 制御

に 要 し た 酸 や ア ル カ リの 量か ら算出 し カ ル マ ソ フ ィ
ル

タ
ーな どの 雑音除去 フ

ィ
ル タ

ーを 用 い る こ とに よ り推

定 で きる こ とが ある．以下 ， pH 制御 を 利用す る こ と

が で き る具体例 3・6・η を示 そ う．

　 バ イ オ プ ロ セ ス に お い て は ，た とえ ば，菌体が増殖

や生産物生成をお こ な っ て pH が 変化す る場合 や，加

水分解反応を触媒す る 酵素反応が 進行 して pH が 変化

す る場合に は ，至適な pH の 値 に 保 つ た め に ，随時，

酸 や 塩基を適当量添加す る必 要 がある．こ の とき添加

した酸や塩基 の 量 か ら発酵 プ ロ セ ス に お け る菌体 の 増

殖速度，生産物生成速度，酵素活性 な どを知 る こ とが

で きる．

　 あ る場合に は 以 下 で利用す る よ うに ， pH 制御 よ り

ア ソ モ ニ ア 消費速度が推定 で きる．ア ン モ ニ ア 消費速

度 R（k）が正確に 求まれ ぽ菌体の 増殖速度 Rx（k）は 、

R ，（k）＝（MW δ）R （k） （27）

と求 ま る ．こ こ で ，（MW δ）は ア ン モ ＝ ア 消費 1moI

に 対 す る菌体 の 増殖量 で ある ．推定 され た増殖速度を

拡張 カ ル マ ン フ ィ ル タ ー
の 観測値と して 用 い ， 比 増殖

速度 お よ び 菌体濃度を オ ン ラ イ ン 推定す る こ とが で き

る．

　 カ ル マ ン フ
ィ ル タ ーと は，観測 お よ び シ ス テ ム に 含

まれ る 雑音を除去 し，もっ とも確か ら しい 値 を推定す

る一
連 の 手 続 きの こ とで あ る．S）カ ル マ ン フ ィ ル タ リ
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ソ グ に 含 まれ る可 変 なパ ラ メ
ー

タ に 適当な値 を 入 れ て

チ ューニ ソ グ し ， も っ と も望 ま し い フ
ィ

ル タ
ーを 構成

す る こ とが で きる．推定 した 結果菌体濃度の オ ン ライ

ン 推定値 とオ フ ラ イ ソ 測定値は 良好な
一

致を示 し，菌

体濃度 お よ び菌体比増殖速度を 正 確 に 推定 で きて い る

こ とが わ か っ た ．3・η推定結果 の
一

例 を Fig，5 に 示 す．

3．3PF シ ス テ ム　　さ て ， μ の 推定が可能と して こ

れ を 基 質流 加 量 で 制御す る問 題 を 考え て み る．こ れ は

バ
ッ チ プ ロ セ ス 制御の

一
種 と考えられ 次 の よ うな 特徴

を持 つ ．9）

　パ
ッ チ プ ロ セ ス 制御 の 特徴は ，i）連続 プ ロ セ ス の

制 御 が 定 常 点 か らの ずれ を 問 題に して い る の に 対 し，

バ
ッ チ プ 卩 セ ス の 制御は 目標値が 1 つ の パ タ

ーソ に な

っ て い る こ とが 多 く， ii）入 出力関係が 非線形 で あ り，

そ の ダ イ ナ ミ
ッ

ク ス は 平均的に い え ば，連続プ ロ セ ス

が ス テ
ッ

プ 入 力に 対 し定位形で ある の に 対し，バ
ッ チ

プ ロ セ ス は原点に 極を持つ 無定位形 また は原点 に零点

を 持つ 定常 ゲ イ ン 0 とな る よ うな応答を 示す もの が 多

い ．iii）操作時間 が 比較的短 い た め ，定常特性 よ りも

過渡特性が 問題 とな る ．また ， iv）同 じ よ うな操作 が

バ
ッ チ ご とに 繰 り返 し行わ れ る反復操作 の 形態が多い 。

　 こ こ で ii） の 特徴 は 際 だ っ て お り，た とえ 目標値が

一
定 で あ り，外乱 の 存在を 無視して もこ れ を実現す る

操作量 は
一

定 と ならない こ とを意味す る．これ は 時変

形 シ ス テ ム と し て 捉え る こ とが で きる し，ま た ，プ ロ

Fig．6．　 PF　system 　with 　extellded 　Ka 工man 丘lteL

セ ス 制御 で よ くや られ る定常点 回 りの 線形化 とい う概

念が定常点 が 存在 しない か 存在 して も意味が な い た

め ，そ の ま ま で は 使 え な い と もい え る ．

　上 で 述べ た 特徴 を 持つ バ
ッ

チ プ ロ セ ス 制御 に 対 し，

い ろ い ろ な制御系の 応用が考え られ て きた，しか しそ

れ らの 制御系構成 上 の 目的 は極言すれ ぽ，目標パ タ
ー

ソ を 達成 で き る操 作量 を 生成す る逆 シ ス テ ム を ，近似

的に しか で きな い に しろ，い か に構成す るか とい う点

に 集約 で き る よ うに 思われ る．こ の とき制御対象 の 数

式 モ デ ル を 利用 し よ う とい うの が Fig．6 に 示 す PF シ

ス テ ム la・11 ］で ある ．

　Fig．6 の プ P グ ラ ム 制御 と呼ん で い る フ ィ
ードフ ォ

ワ ード入力部分 は モ デ ル を 用 い た 目標パ タ ーン か らの

操作量 が算出 され ，こ こ が 逆 シ ス テ ム に な っ て い る．

した が っ て 完全な 目標入力を与え るの が 困難な場合も

存在す る．ま た，フ
ィ
ードバ

ッ ク 回路 （前置補償器）

に よ り外 乱 や モ デ ル 誤 差 の 修 正 を は か ろ う と して い

る，本制御系で は ，
フ ィ

ード フ ォ ワ ード部分が 支配的

で あ りこ の モ デル さ え正確に 与えられれ ば，前置補償

器に は 必 ず し も高性能 の 制御 を 要求 せ ず，PI 制御 で

も十 分 と考 え られ る ．

4． 応　　用　　例

4．1 流 加 培 養 に よ る ヒ ス チ ジ ン の 最 大 生 産

Brevibacterium．fiavumを用い た ヒ ス チ ジ ン 生産を考え る．

生 産株は ヒ ス チ ジ ン 生 産を 高 め る た め，ウ ラ シ ル 要求

性 で あ りまた ヒ ス チ ジ ン ア ナ ロ グ 耐性株と して 選択さ

れ た もの で あ る．こ の 株 に お け る培養条件を検討の 結

果 ： （1）代謝系として 等 モ ル の グ リシ ソ 副生は 避け ら

れ ない こ と，（2） ウ ラ シ ル は 流加培養中 250　mg
・1
−1

以上 存在す れ ぽ 増殖，生 産両方 とも影響 は な い こ と，

（3 ）溶存酸秦は 4ppm 以上 で な い と，他 の ア ミ ノ酸

を 副生成す る こ と，（4）炭索源 として 酢酸お よ び グル

コ
ー

ス の 両 者 と も不 可 欠 で あ る こ と ，（5）そ の 最適な

モ ル 比 は 2．3 程度 ， 等が 判明 し て い る ．12〕そ こ で こ れ

ら の 溶存酸素濃度 ， 培地条件を固定 し，指数流加速度

を 変えて ，流加培養実験 し た 結果 Fig．7 の よ うな デ
ー
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Fig，7．　Th 肛 elationship 　between　speci 員c　histidine　pro−

　　duction　rate ρH 　and 　speci 丘c　growdl　rate μ・

タ を得た ．すなわ ち，μc
＝
　O．16h −1

を境に ヒ ス チ ジ ン

比生産速度 PH は 直線的 に 単調増加 し ， また ，　 p ＞μc

で は ρH は 直 線 的 に 減 少す る こ とが わ か る．2）

　 こ の 関係 は，前節 A で議論 した 場合に 相当す る．

した が っ て ，最大生産 の た め の 最適政策 は μ
三

μ＿ か

ら μ
＝

μ。へ の bang−bang 操作，すなわ ち Eq．（16）で 与

えられ る境界操作 ，
二 段 培養 が最適と な る．な お，t，

は 7，3h と求まる．

　い ま tf＝10h と し て こ の 最適政策を実施 し た 結果を

Fig．8 に 示 す．こ の 場 合は 次 節 で 述 べ る 方 法 と 同 じ く

指数流加を 基本 と して い るが適宜指数流加速度の 初期
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Fig．8．　 The 　result 　of 　maximum 血isUdine　production　in

　 　 fed−batch　culture ．

値を変え て い る．こ の 結果 μ は Fig，8a に 示す ご と く

変化 して お り，や や 不 満 は ある もの の μ の 希望 の パ

タ ーソ に 追従 して い る とい え る．な お ，こ の と きの 基

質流加速度も図中に 示 す．μ の 制御に つ い て は もう少

し 改良す べ き点 が 残 され て い る と思 わ れ る．次節 で 述

べ る よ うな ， た と えぽ ア ル カ リ量か ら の μ の 推定機

構 の 開発が 行えれ ば，μ の 推定に もとつ く制御が行え，

こ の 点は 改良 され る と期待 され る ．

　 こ の と きの 評価関数ノの 値は Fig．8b に 示 す ご とく

経時変化 して い る．対 照 の た め μ
騾02h 一

ユ
，
0．16h −1

の とき の ノの 値 も示 して い る．こ れ らの 実験 は 操作時

間が 7h だ っ た り 9h だ っ た Dす るた め 完全な比較 は

で きない が，図中の 点線 で 示す よ うな挙動を と る もの

と予想 され る ．また 初期菌体量 の 各実験間 の 差を な く

す た め 初 期 菌体 量 を 最 適政 策実験 の 場 合 に 相 当す る よ

う換算率を か け て 規格化 して表示 して い る．

　 こ の 結果 か ら明 ら か な よ うに ，μ の 制御は やや不十

分 な が ら μ
＝

μm 似 や μ
嵩

μc と
一

定 に 保つ よ うな制御 よ

りも十分生産量は 大 きく，μ を指標 とす る モ デ ル 化，

最適化と実現 とい うこ こ で 提案す る方法 の 有効性を示

すもの とい え る．

4 ．2　流加培養に よ るグ ル タ チ オ ン 生産の モ デ ル化と

　　 最大生産 の実現

4．2．1 流加培養系 の モ デ ル 化 　　Saccharomレces 　ce7evisiae

を 用 い た グ ル タ チ オ ン （GSH と略す）生 産を 考 え る ．

グル タ チ オ ン は ア ミ ノ 酸 の ト リペ プ チ ドで 医薬 と し て

用 い られ て い る．こ の 系に お い て ，3　t−Jar・feTrnentor
を 用 い た グ ル コ ース を 炭素源 とす る指 数流 加 培養実験

か ら比増殖速度 μ と比 グ ル タ チ オ ソ 生産速度PGSH と

の 関係 が Fig．9 の よ うに 得られた．3＞なお，こ の GSH
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Fig．9．　The 　relationship 　between　speci 丘c 　GSH 　produc−
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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

1992 年　　第 5 号 流 加 培養系 の 最適化とそ の 実現 401

Fig，10．　 Estimation　and 　con ロ℃ 1　system 　for　specific 　growth 　rate μ．

は 菌体内に 蓄積され る の で Eq．（2a）の 式の よ うに 書け

て い る．こ の よ うに ある μ の 値 ，μc を境に ρCSH が減

少す る の は 糖 の 過 剰 流 加 に よ る CrabtTee効 果 に よ っ

て エ タ ノ
ー

ル が生成す る こ とと関連 して い る と思われ

る．図中に エ タ ノ
ー

ル 生産速度 と μ の 関係も示 した 、

Fig．9 の 関係は μ が 十分大 きくて も時間 が そ れ ほ ど経

過 し ない 範囲，す なわ ち エ タ ノ ール が培 地 中 に 1 ％以

下 しか蓄積して い ない よ うな範囲 で は 十分成立する こ

とが確認 され た．

　 また，こ れ ら比 生産速度は 図 中の 直線 で 近似 で きる

もの とした，な お ， こ の 図か ら菌体内 GSH 含量 p は

次 の よ うに 求め られ る．物質収支か ら

普一
… H

−
・P （28）

と書け る の で ，一
定 となる GSH 含量は dP〆dt＝0 とお

い て

P＝ρGSH1 μ （29）

す な わ ち，あ る 与 え られ た μ に 対 し て 求 ま る PGSHの

点 へ 原点か ら引い た 直線 の 傾 きで 与 え られ る こ とがわ

か る．こ の こ とか ら μ≦ μ。で は GSH 含量 は
一定で あ

り，μ、≦μ で は 含量 は こ の 値 よ り小 さ くな る こ とが わ

か る．

4 ．2，2 最大生産 の 実現　　さ て ，Fig．9 の よ うな関係

が 与え られ た とき ， 最大生産を与え る μ は す で に 議

論 した よ うに μm 邸→
μ。へ の bang−bang 制御，二 段 培

養 と な る．次 の ス テ ッ プ は こ の 理 論 的 に 求 め られ た p

の パ タ
ー

ソ を 基質流 加 に よ っ て 実現す る こ とで ある ．

こ の た め に は y を 何 らか の 方法 で 推定 し ， こ の μ を

理想の パ タ ーソ に ト ラ
ッ キ ン グ させ る 方策が必要で あ

る．こ の よ うな μ の 推定 と制御 に つ い て は す で に 提

案 して きた Fig．10 に 示す よ うな シ ス テ ム を 構築 した ．

まず，拡張 カ ル マ ン フ
ィ

ル タ を利用 して pH
一

定制御

の た め の ア ン モ ニア 流加速度 か ら μ を推定す る．3）こ

の 方法 に よ っ て 少な くとも本培養系で は 十分 の 精度 で

推定 で きる こ とが 実証 され て い る．S）

　一
方，制御系 として は フ

ィ
ードフ

ォ
ワ ード／ フ ィ

ー

ド・  ク 制御 系 の 1種 で あ る PF （progr  med ！feed−

back　control シ ス テ ム le ）を 用 い る ．こ こ で ，プ ロ グ ラ

ム 入 力 と し て は 理 想的 に 与 え ら れ る p の パ タ ーソ か

ら変動が な い と して計算さ れ る流加量 で あ る．feed・

back　c ・ ntrol と して は い わゆ る 比例 ＋ 積分 （PI）制御系

を 用い た ．Fig．11 に GSH 最大生産の 実験結果を 示 す．

　い ま Eq ．（18）に 従 うと t，＝2．Oh で あ り， 本実験で は

tf＝6h と と っ て い る．　 Fig．　lo の シ ス テ ム 構成 に よ る μ

（
』

こ）
　

　
（
、
丶
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駄
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Fig．1：．　 The 　result 　of　maximum 　GSH 　production　in

　　fed・batch　cujture 　by　the 　proposed　method ．
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Fig．12．

cys電e［ne　sho↑

　 　 　 　 　 ts＝tc

　 　 　Feeding　time　（h）

Sdheme 　 of 　optimal 　 strategy 　 for　 maxlmum

GSH 　production　in　fed
−batch　culture 　witli 　cysteine

shot ，

の 推定制御結果は ，Fig，11a に 示す．なお ，図中 に は

こ の と きの 流 加 量，μ か ら計算 され る 菌体濃度 お よび

実測値を 示 す ．こ の 計算値 と実 測 値 の
一致性 か ら μ

の 推定 は ほ ぼ 満足すべ きもの とい え る．一
方，μ の 推

定 は と もか く，μ の 制御に は や や 不 満 の 残 る結果 とな

っ た が 流 加 量 変 化 と μ の 応答間 に 無駄時間が 含 ま れ

る た め，こ の 程度 の 制御結果 に な っ た もの と考 えられ

る，

　ま た ，Fig．11b に は 」の 経時変化 を 示 し，ま た 対照

と して μ
＝

μ。を維持した と きの ノの 値 も示 し た ，こ の

図 か ら
一

応 μ の 推定 ・制御 を行 うこ と に よ りμ
＝

μ。

を保 つ よ りも生産量は 高 くな り，本論 で展開 した方法

論 の 有 効 性 が 確 認 され た ．

　なお，こ の 系 へ の シ ス テ イ ン 添加に よ り生産速度，

菌体内含量の 顕著な 上昇が み られ シ ス テ イ ソ 添加時
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Fig ．13 ，　 Actual 　 specific 　growth　rate　in　 the 　 realizati ・n

　　experiment 　and 　total 　GSH 　productien　of 　the 　optiinal

　　 strategy 　in　 comparison 　to　 constant 　co ロtrol　of μrnax

　 　 or μc・

期 ，μ の 切 り替 え時期 に つ い て最適化 した と こ ろ ，

F三g．12 に 示す パ タ
ーソ が最適で あ る こ とが わ か っ

た ．13）また ，こ の 系を 実験 に よ り実現す る と，Fig．13

に 示す よ うに μ
＝

μ。を保つ 場合 よ りも生産量 は ，約

1．6倍 に 上昇 し た．

5． モ デ ル 誤差 の 評価

5．1 モ デ ル 誤差 と 最適性 　 以 上 で 展開 し た 方法論

は ，比増殖速度 と比生産速度 が Fig、3 に 示 す よ うに 環

境濃度や他 の 変数を介 さず直接対応 して い る とい うモ

デ ル を 基本 に し て い る ．こ れ ら の データ は ，指数流加

培養実験か ら得 られ て お り，比 増殖速度 μ は ほ ぼ一

定の 擬定常状態とな っ て い る．一
方，流加量を変化 さ

せ て こ の μ を 実現 し よ うとす る と流加量変化 と μ の

変化 の 間eこ は ，動的な 遅れ が必 ず存在す る ．こ の 遅れ

は 糖濃度等 の 環境濃度 の モ デ ル を考慮して 最適操作を

求 め た とき と ， 考慮しな い ときの最適操作 の 違い とし

て 現わ れ る，そ こ で ，こ こ で 用い た 擬定常状態 モ デ ル

とそ うで な い モ デ ル と の モ デ ル 誤差 の 最適性に 与え る

影響を リ ジ ソ 発酵で の データ をもとに 検討 した ．

5．2 リジ ン 生産 にお けるモ デル誤差 と最適性　　さて，

CorlnebacteriumglutamiCttm　Vlよ る リ ジ ン 発酵 に つ い て 実

験 デ ータ を見 て み よ う．μ と ρ の 関係は ，
Fig，14 に

示 すよ うに 与え られ 即 5｝こ の データ を もし直線 で 近似

す る 時 （こ れ を M ・del一工 と す る ）は ，上 で 求 め た よ

うな境界操作が 最適 とな る．しか し，こ れ を Table・1

に 示す よ うな主要酵素濃度まで 取 り込 ん だ少 し詳 しい

モ デ ル （Model ・2 とす る ）を用い て 擬定常状態を作 り，

表現す る と図中 の 曲線 の よ うに な る，

　 どち らがデータ に よ く合 っ て い るか 何 と もい え な い

が こ こ で は，仮 に Mode1−2が正 しい と し よ う．い ま，
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O　 　 　 　 　 　 σ1　 　 　 　 　 　 0．2

　　 Specific　gr◎wth 　rate ，　y く11h）

Comparison 　 of 　 Mode1 −1 （straight 　 line）and

Model ・2　fbr　prediction　of ρfrom μ at　a　quasi ・steady

　　　Syrnbol： O ，experimental 　data．State ．
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Table　1，　 System　equation 　of　Mode｝2．

薯一
（・
一
号）

d8　　 　　 　　 F
i广

一VGX ＋7 （s・両

d乙　　 　　 　　 F
ヨ7

篇 一
曜 ＋ 7 （LF

− L）

器 叶 含

夢一
…

一
・・

− K
・
E

・
一鵯 。嗇L

　 　 　 　 l　　　 　 1
ひ G
＝m ＋

虱
μ＋

酉
ρ

　 　 　 　 1
りL

＝ M ＋
｝秘、

μ

・
一騫 ・

・
・
− A

，
＋

1毒

Mode1 −2 を も とに 最 終 生 産 量 を 最 大 に す る 流 加 量 の パ

タ ーン を シ ミ ュレ ーシ
ョ

ン か ら 求め る と Fig．15 の 下

段 の よ うに 求 まる，た だ し，流加量 の あ る時刻 で の 上

・
下限 は μ の 上 ・

下限 に 対応す る よ うに 与 え た ，図

か ら明らか な よ うに Model −1 と Mode1 −2 で は 最初 μ

が 最大 で後 で μ。に 近 い 値とす る よ うな傾向 は 似 て い

る もの の 若干 の 差 は ある よ うで あ る，しか し，評価関

数値 の 差は ，約 5 ％ とほ ぼ 近 似 と して は 問 題 な い と思

わ れ る．すなわ ち，こ の 例で は ダ イ ナ ミ ッ ク ス を無視

す る こ とに よ る 差 は ， 実用上 は 問題ない 程度 で あ り，

こ こ で 展開 し た方法論 は ，実用 的 に 用 い られ る もの と

考 え られ る．

Q21

2　019
：
vaO

．17

O．15

6．　 お 　 わ　 り　 に

　比 増殖速度 μ を 指標 とす る 流加培養系 で の モ デ ル

化 ， 最適化 また そ の 実現 とい う方法論を展開 し， そ の

有効性 を
一，二 の 培養系に 実際に 適用 して確認 した ．

本方法論 は 回 分培養系や 連続培養系に も拡張 で きる も

の と思 わ れ る ．回 分培養 で は す で に ，培養温度に よ る

発現調節が可能な 遺伝子組み替え 菌 の 培養 で ， 最適培

養温度切 り替 え 問題 に 適用 可 能 な こ とを 示 した．］6〕本

方法論 で は 現実 の 操作量 で ある 基質流加速度 と比増殖

速度 g の 間 の 関係 の モ デ ル 化を最適化 の た め の 道具

と して は 用 い て お らず， 制御 に よ っ て ，で きる だ け理

想 の もの に 近 づ け る こ ととして い る．そ して ，現実的

に は こ の 方法論 で 十分 で ある と思わ れ る．すな わ ち ，

本方法 で は 従来法の モ デ ル 化に 含 まれ る 不 確定性 の 最

適解 に 及 ぼす影響 を，理 想 の μと制御結果 と して の p

との ギ ャ ッ プに 押 し込め よ うと して お り，多 くの 場 合

こ の 方 が ，従来 の モ デ ル 化 に もとつ く動的最適化 よ り

簡便 で 実用的な方法だ と考えられ る．また，こ の 方法

で ま とめ きれない 場合，す な わ ち μ と p の 間 に そ れ

ほ ど強 い 関係が な い よ うな場 合，た とえば 抗生物質 の

　
£ O．2
こ
）

20 ．129

きQ。4
［

　　　　　0　　 2　　 4　　 6　 　 8　　 10

　　　　　　　　 Feeding 　 time （h ）

Fig．15．　 Qptimal　 policies　 calculated 　 from　 Model −1b

　　（
一一一一

）anCl 　Model −2 （
一

）．

よ うに 増殖段階 と生産段階に は直接的な 相関を 見 い だ

しに くい 場合 に つ い て は 今後 に 残され た 課題 で ある．

　本研究は ，大 阪大 学工 学部 応用 生物工 学科に お い て 行わ れた も

の で ，終始，適切なる ご助言 を下 さい ました菅健一教授に 深 くお

礼申し上 げます．また，共 同研究者と して 多大 な ご協力を い た だ

き ま した菅 研究 室 の 教職 員，卒業 生，在 学生 諸氏，お よ び費重 な

実験材料を ご提供い た だい た 皆様に 深 く感謝致 し ます．今回 の 受

賞は 我 々 の グ ル ープで 行われ た 研 究に 対 して 与え られ た もの と考

えて お り，筆者 が その 代表 と して 光栄 に 浴 した もの と思 っ て お り

ます．こ こ に 深 く感謝 します．
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