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ま え が き

微生物をはじめとする生体触媒の物質変換磯能を利用し

て有用物質を生産するバイオリアクターには,近年,有用

物質生産,あるいは培養液と生体触媒の分離機能を付加す

ることが求められてきている｡最近,比表面積が大きく,

かつ軽量であることなどの特色を持つ種々の材質からなる

発泡体が開発されてきており,このような発泡体に生体触

媒を固定,あるいは付着させ,これらを充i真,浮遊させて

生体触媒反応を行わせるバイオT)アクター,およびその

操作方法が急速に開発されつつある｡

われわれはウレタンフォ-ム(以下発泡体という)を付

着担体としたカビ類の新しい培養方法を試み,培養過程や

生産物質の分離過程に多くの利点があることを見いだし,

これまでにペニシl)ン生産を例としたシューカ･フラスコ

による予備実験として,

(1)培養液中で浮遊菌体が増殖せずに発泡体内に付着増

殖させる発泡体の添加条件

(2)ペニシリン収量に及ぼす影響因子(酸素の物質移動

容量係数kL…､,培地組成,胞子植菌漬度, pH,および

温度)

などを検討し,発泡体を添加しない場合と比

較してペニシリン収量が15倍になることを

明らかにしてきた1)2)｡さらに,0.8e,8e流

動培養槽および160 e流動層塑レヾイオl)アク

メ-のパイロットを制作し,流動化条件,物質

移動特性を評価,および回分培養操作を行い,

ペニシl)ンq又量が発i包体添加量,浮遊菌体

量,消泡剤添加量などの効果を考慮した修正

kLaで評価できることを明らかにした3)4)0

本稿では,これらの知見をもとに流動層型

バイオl)アクターでペニシl)ンの半連続発酵

生産を行ったので,その操作方法,実験結果

および従来法との比較などについて報告する｡

1.抗生物質の発酵生産

生物反応操作には,大きくわけて回分]菜作

と連続操作の二つの振作方法があるが,国分

操作には半国分操作(流加操作)が含まれ,

回分操作と連続凍作との中間に位置するよう

な半達続操作として反復回分操作などが開発
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されてきている｡第1図に微生物反応プロセスの各種操作

方法として,発酵槽内の培養液量の時間的変化の概念図を

示す｡回分操作(1)の工程を大別すると

(1)発酵槽の洗浄,殺菌,培地の仕込み,植菌という立

ち上がり工程

(2)培養(発酵)期間

(3)生産物収穫(集菌)期間

という操作が含まれ,合計が1回分操作期間となる｡連続

操作(4)の工程は,植菌操作までは回分操作と等しく,菌体

の増殖期間を経て定常状態に到達すると,培地の供給･引

き技きを連続して行い,培養液量は一定で操作される｡半

回分操作(流加操作) (2)は,特定の培地を培養終了後まで

供給するが途中で引き抜かない回分操作である｡半連続操

作(反復回分操作) (3)は,操作として回分操作と同等であ

るが,培養終了後培養液量を全て引き技かないで一部を次

の培養の種菌として再使用し,新鮮無菌培地を供給し再び

回分操作を行う操作方法である｡生産工程的に言えば,逮

続操作は生産性が高く,回分操作は最も低いということが

できる｡これらの操作方法は取り扱う生体触媒の種類(醍

忠,バクテリア,カビ,放線菌など)や形態(浮遊菌体か
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固定化されたもの),および,その培養特性によって選択

されるが,それを可能とさせるバイオT)アクタ-の型式の

;巽定も極めて重要となる｡

ペニシリンを始めとする抗生物質のような二次代謝産物

の生合成は,第2図に示したように多くの場合菌体の増殖

後期,基質の消費過程の後期に始まることが知られてい

る｡したがって,このような二次代謝産物の培養操作方法

として連続操作によって生産することは困難であるため,

従来法では回分操作または流加操作などが採用されてい

た｡すなわち,生体触媒である菌体を高密度にl)アクタ-

内に保持させ,代謝産物を分離させて1)アクタ-の外へ回

収するという操作を連続的に行うためには,どのようにし

て菌体をリアクグー内に閉じ込め,代謝産物の生産活性を

維持するのかが問題となっていた｡

そこで,われわれは発泡体を用いた流動層塾バイオリア

クターによる培養方法の特長のもう一つに,増殖した菌体

を発泡体内に付着固定することによって,菌体を1)アクタ

ー内に保持させたまま生産物質を含む培養液を分離して引

き抜くことができるという利点に着目し,発泡体に付着士曽

殖させた菌体を再利用して連続的にべニシ1)ンの発酵生産

することを実験的に検討した5)0

2.流動層型バイオリアクターを用いたペニシリ

ンの半連続的発酵生産
2. 1実験方法

1)使用菌株

Lactose

Corn･steep- liquor

NaNO 3

KH2PO4

MgSO4
･7H20

Distilled water

Initial pH

40g

20g

3g

0.5g

0.25 g

1_0 e

3. 9〔-〕

Sterilized

water.Mediuzrl

㊥､

S
alTlpl

1lュg

.C)

Perforated p一ate

1N11Ce

^Tltifoame r

まCompressor

第3園 フローシート

Fig. 3 Flow sheet of bench testor

第1表

基本培地組成

Table I

Basal
medium

composition

ニ1りり

首lob

卓1O7

占l()”
n

105

Penicillium
chrysogenum, JCM 2056 (Q176)

2)培地組成

第1表に示したものを基本培地として用いた｡

3)発泡体

人工土車用ウレタンフォーム(日東電気工業(秩)

製)を4/-6 mmの立方体に裁断加工したものを用い

た｡

4)分析方法

ペニシl)ン,ヲクトース王柴度は高速享夜体クロマトグ

ラフィ-で測定し,その抗菌力価は Staphylococus

aures ATCC 653Pによって求めた｡

5)操作方法

流動層型バイオl)アクターの概略培養フローを第3

図に示す｡所定の発泡体,基本培地を1)アクタ-に投

入し,滅菌,冷却後胞子植菌を行い培養を開始して,

発泡体に菌体を付着増殖させた｡ペニシl)ン生産量が

最大に到達した後,培養液を引き技き,新しい滅菌済

み培地を投入交換し,繰り返し培養を行った｡最初VL

培養壬夜を引き技くまでは,回分堵養操作と同様で,こ

こでは繰り返し培養期間と区別して初期回分培養期間

と言うことにする｡交換培地条件として,組成を基本

培地組成と等しくし,潰度を高くした場合(RUN-

1), i貴度を低くした場合(RUN-2),およびコーン

ステイープ･リカーをカットした場合(RUN-3)に

ついて繰り返し培養を行った｡

2. 2 実鼓結果および考察

第4図に交換培地深度を高くした場合(RUN-1),第

5図に同濃度を低くした場合(RUN-2)の培養経過の一

例を示す｡図中には, pH,浮遊菌体濃度ⅩE,培養妻夜中の

胞子濃度Ⅹnもそれぞれ示したo RUN-1では,交換後の

ペニシT)ン生産濃度P(g/1)は大きくなる傾向を示したが

繰り返し回数の増加とともに急激に減少した｡また,培地

交換後Ⅹz (g/1)が次第に増加し, Ⅹn(spores/1)も増加する

傾向を示した｡図はⅩ′の増加による発泡が著しくなるまで
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第4図 半連続培養結果(RUN-1)
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の結果を示した｡培養享夜中のⅩcの増加が繰り返し培養に

おけるペニシ1)ン生産に影響を及ぼしたと考えられる｡

RUN-2では,交換培地環度を低くしても交換培地i柴度に

比例する傾向でペニシ1)ン生産量が高く得られたo また,

Ⅹ′の増加は低く維持され, Ⅹ｡の増加も抑えられる傾向と

を示した｡ RロN-3の場合もほぼRロN-2の培養経過と等

しい結果が得られたが, Ⅹ｡が比較的大きく増加する傾向

を示した｡いずれの場合においても,培地交換後の繰り返

し培養期間は3日程度と初期回分培養期間より短期間で最

大ペニシl)ン生産濃度に到達し, RUN-1の条件の場合を

除き初期回分培養と同等またはそれ以上のペニシ1)ン生産

壊度を繰り返し培養することによって得ることができた｡

ペニシl)ン収量は初節で述べたように,発泡体添加効

果,浮遊菌体効果,消泡剤添加効果を考慮した修正kLaに

相関づけられる｡第6図に繰り返し交換後の最大ペニシリ

ン収量Pm*(-) (s'ェーカ･フラスコ発泡体添加系培養時

の基本培地による最大収量を1とした相対値で表示),お

よび基質(ラクナース基準)に対するペニシ1)ンl挟率Yp

m*(-)
(P皿*と同様の相対値)と前述した修正kLaとの関

係を示す｡同図には回分培養振作単独で実施した結果を実

線で表記してある｡また,図中, B表記は初期回分培養結

果,数表記は繰り返し培養回数を示す｡図に示すように,

交換培地深度が基本培地i箕度と同程度と高い場合には,揺

ぼ回分培養の収率と等しい結果を示し(RUN-1),交換

培地濃度が低い場合には, kLaの減少にもかかわらず,初

期回分培養時より2/-3倍の収率が得られた(RUN-2,

3)｡これは,交換培地濃度を低くした場合,菌体の増殖が

抑制され,ペニシl)ン生産が優位となるように代謝が調整

されたものと考えられる｡浮遊菌体の増加によるkLaの減

少を避ける意味でも,交換培地洩度を低くしたほうが好ま

しいと考えられた｡

2. 3 半連続操作の効果

われわれが用いた操作方法は,初期回分培養終了後,発

泡体に付着増殖した菌体をl)アクター内に保持し,揺地の

引き抜き交換を繰り返して行う方法で,繰り返し培養ごと

に櫨菌操作をする必要はない｡その意味で反復回分振作と
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Pm*, YpIIl*と修正

kLaの関係
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言え,回分操作,あるいは連続操作よりも高い生産性をあ

げることが可能となる｡流動層型バイオ1)アクターを用い

た半連続的操作法による生産性をPR,回分振作法の生産

性をPBとし,培養終了時のペニシリン深度Pを一定とし

て次式によってそれぞれ定義する｡

PR-P[f･V(n-1)＋V]

/[tb＋(nll)(t,＋td) ＋ts]V (1)

PB
-P･Ⅴ/(tb

＋ ts)Ⅴ (2)

ここで, nは繰り返し培養回数, Ⅴは初期仕込み培養液

量, fは引き技き培地交換率で, tbは初期回分培養時間,

tpは繰り返し培養時間, td は繰り返し交換引き抜き時間,

t≦は培地投入･洗浄･滅菌･冷却･植菌･引き抜き時間を

示す｡これらの関係を第7図に培養経過モデルとして示し

た｡ここで, Ⅴが等しいリアクターを用いて, fをo.75,

nを6回とし,培養経過時間をそれぞれtb-8, tp-3, td

-0.1, t.q-2の日数がかかるとして導入すると,生産比

(PR/PB)は約1.9倍となる｡これは,前述したように,発

泡体を添加しない従来法の通気撹拝槽による国分操作と比

較して,発泡体を用いた流動層型バイオリアクタ-による

回分操作で, 15倍のペニシl)ン収量を得ることから,辛

連続的操作を行うことによって約30倍もの生産性が得られ

ることを示している｡また,本法の場合,繰り返し培養時

の基質i柴度は回分培養の場合より低い環度で操作すること

が可能となるので,収率の面でもさらに生産性は高くなる

といえる｡

これらの情報をもとに, 160eの流動層型バイオT)アク

ターによるペニシリンの半連続発酵生産を実施し,繰り返

し培養回数が6回の半連続操作に成功し,発泡体を用いた

流動層塾バイオl)アクターによって高い生産性が得られる

ことを実証している｡

3. 流動層型バイオリアクターによる半連続生産

プロセス

上述してきたようiこ,抗生物質のような二次代謝産物は

菌体の増殖活性が低下した培養後期に生産されるので,檀

菌扶作のたびに菌体の増殖期間を設定する必要のある回分
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第7囲 半連続振作(a)と回分操作(b)の操作概念図

Fig. 7 0perational mdes of semi-continuous(a) and batch(b)
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Fig. 8 Flowchart of fltlidized bed bioreactor

操作では,代謝産物の生産性は低くなる｡われわれが開発

してきた半連続生産7Dロセスは,代言動産物の生産終了後に

代謝産物を含む培養液をリアクター下部(あるいは中間

部)より,多孔板を介して発泡体に付着固定した菌体と分

蘇(一部の発泡体を引き抜く場合がある)し,代謝産物の

生産活性を有する菌体をリ7タグー内に残留させ,引き続

き新鮮な無菌培地を供給して,菌体の増殖期間を経ること

なく代謝産物を生産させる方法で,生産期間の短縮,高い

生産活性の維持によって生産性を高めるバイオプロセスで

ある｡本振作方法において重要なことは,リ7ククー内に

保持された菌体の代謝産物の生産活性を保たせることと新

しく更新させて行くことであり,その意味で,繰り返し交

換培養する場合の交換培地が代謝産物の生産を促進させる

培地(濃度,組成)であること,また,菌体量に合わせた

培地量とするなど培養特性に応じた引き抜き交換条件を設

定することが重要となる｡このため,菌体が付着固定した

発泡体の一部を培養液と共に引き抜く捷作を必要とする場

合もある｡

本挨作法の実用的な発酵生産プロセスとして,第8図に

流動層塾バイオリアクターを用いたフローチャートを示

す｡前述した操作方法を可能とするシステムとして,本発

酵プロセスは,初期植菌操作および繰り返し培養時に必要

とする交換培地(一部発泡体の添加する場合もある)を供

給するための前培養槽および本培養槽の2つの流動層型バ

イオリアクタ-をメインとして, pH, DO,温度センサ

ー,オンラインによる基質,生産物濃度測定装置などの情
報を処理して培養過程を監視し,培地(一部の発泡体)

を引き抜き交換するためのコントロールシステム(当社開

.A/Iicrobul)ble

ReticulatedfoalTIS

Purification and

extraction process

発のプロセス監視システム｢プロセスモニタ+6)組込み)

から構成される｡このように発泡体を用いた流動層型バイ

オ1)アクターは,従来の通気撹群槽による回分操作による

発酵生産とは異なり,菌体の培養特性に応じて連続的発酵

生産を可能とする生産性の高いバイオプロセスを設計する

ことができる｡7)

む す ぴ

本稿では,発泡体を用いた流動層塾バイオリアクターに

よるペニシリンの半連続的発酵生産について,実験結果概

要,発酵プロセスの概要を紹介した｡当社では,これらの

知見をもとに,ユーザ各位のご希望にお応えできるよう抗

生物質の生産菌であるカピ,放線菌類を始めとする各種細

胞の培養,発酵生産に流動層塾バイオリアクターの開発を

進めている｡

最後に,本研究開発にご指導涙いた理化学研究所化学工

学研究室遠藤勲主任研究員,長棟輝行研究員および関係各

位の皆様に感謝の意を表します｡
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