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論文内容の要旨

本論文は、紅麹カビ MonaSCllS sp. の変異株を用いた黄色色素の最適生産に関するものである。従来、即時計測す

ることの困難であった糸状またはぺレット状の菌体濃度を誘電率計測法を用いて観測することにより、菌体の形状に

依存することなく、菌体濃度を測定した。さらに、この情報を流加培養系における基質流加の決定のために用いるこ

とにより、精密な菌体増殖速度制御を行い、増殖と黄色色素生産の最大生産を達成しているo 論文は序章、第 2 章、

第 3 章、第 4 章及び総括、結論から構成されている。

序章では、 MonaSCllS が分泌する色素について従来の研究を要約し、本論文で用いた黄色色素生産変異株の研究背

景について述べている。また、本論文の、目的、意義、構成を明らかにしている。

2 章では、黄色色素生産の基本的な培養条件の検討について述べている o 従来、キャッサパデンプン、大豆粉を栄

養源とする天然培地により MonaSCllS 培養は行われてきたが、均一な品質のイーストエキス、モルトエキス、ポリペ

プトン、グルコースに栄養源を変換することにより、より安定して高い生産量を得ることのできる培地が設計されて

いるo また、 5L 容ジャーファーメンターの基本的培養条件について検討している。

3 章では、誘電率計測技術を用いた菌体濃度の測定法について示している。誘電率を計測することにより、

Monascus が菌糸状、ぺレット状などの形態変化を伴ったり、色素生産するような状況においても、即時的に菌体濃

度を計測する方法を確立している。誘電率計測の周波数が計測感度、計測ノイズの大きさに影響を及ぼすため、感度

が大きく、かつ、ノイズの比較的小さな周波数を決定している。これにより、菌体が増殖を続けている限りにおいて

は、良好な精度で菌体濃度の計測が行えることが示されている。

4 章では、 MOllaSCllS 流加培養系における黄色色素生産について示している o MOllaSCllS は炭素源であるグルコース

が、非常に低濃度になると黄色色素生産が誘導されるため、流加培養系における最適生産法が開発されている。誘電

率計測から得られた菌体濃度情報に基づき、流加速度を変更することにより、微生物の増殖、黄色色素生産活性を制

御できることが示されている。増殖と生産のバランスを考慮、して、回分培養の初期基質濃度、培地流加速度が設計さ

れ、最適生産が実現化されることが示されている o

最終章において本論文の内容を要約し、総括的結論が述べられている。
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論文審査の結果の要旨

赤色色素を生産する JVlonaSCllS は紅麹菌として日本でも古くから知られ利用されてきた微生物である。本研究で用

いられた Monascus sp. EB20MlO.2 は赤色色素の代わりに高濃度の黄色色素を生産する変異株であるo 従来より、カ

ビを用いた有用物質生産においては、形態が変化することにより菌体濃度の即時的な計測が困難であること、目的物

質が二次代謝産物である場合、その生産パターンをモデル化することが困難であること、従って、最適生産の方策が

立てにくいことなどの問題点があった。本研究では、誘電率計測を利用することにより、菌体濃度を計測し、さらに、

この情報を用いて流加培養を行うことにより黄色色素生産を最適化する方法論を開発したものである。得られた主な

成果は以下の通りであるo

(1)誘電率を計測することにより、培養液中の菌体濃度を計測する方法を開発している o 培養槽に直接、誘電率計測

プロープを取り付け、連続的に誘電率を計測する方法が発酵プロセスで用いられるようになってきているが、本

論文では、通気、撹持、培地栄養成分、 pH などの培養環境条件がどのように計測に影響を与えるかを詳細に検

討している。 pH、培地栄養成分の変化、色素の生産は、計測に影響を与えないが、通気、撹拝が最も計測精度

に大きく影響することを明らかにし、通気、撹持の影響を受けない測定法を開発している。

(2) 誘電率計測において、測定周波数を変えるとノイズとシグナルの感度が変化するが、ノイズとシグナルの強度の

比(誘電率の平均値を標準偏差で割った値)が最も大きくなる、すなわち、感度が大きく、かっ、ノイズが小さ

い最適測定周波数の決定を行い、この条件で、即時計測を行うことにより、菌糸状、ペレット状のカビの形態に

関わらず、生細胞の乾燥重量濃度を計測できることを明らかにしている。

(3) 回分培養系では、黄色色素は、炭素源であるグルコースが枯渇する時点で急速に生産が開始されることから、低

濃度のグルコース濃度に保つことのできる流加培養系における黄色生産の解析を行っている。流加培養系におけ

る培地流加速度の決定には菌体濃度の情報が必要であるため、誘電率計測により得られた菌体濃度を用いて流加

速度を決定することにより、精密な増殖の制御が行えることが確認されているo この方法を用いて、比増殖速度

を種々の値に制御し、比増殖測度と黄色色素比生産速度の関係について明らかにしているo

(4)得られた比増殖測度、比生産速度の関係より、用いる総グルコース量を一定とした場合の最大の色素生産を得る方

策を検討しているo 培養全体をグルコース濃度を高く保った回分培養による増殖期、グルコース濃度を低く保ち

増殖を制限させっつ色素生産を活性化させる生産期に分割し、回分培養期における初期グルコース濃度、流加培

養期における設定比増殖測度を最適化することにより、回分培養法に比較して、同量のグルコースから約 2 倍の

黄色色素が生産されることが明らかになっているo

以上のように、従来は複雑な形態変化や培地中に存在する色素のために即時的な菌体濃度計測が困難であったカビ

の培養系において誘電計測法を利用した菌体濃度のオンライン計測、また、この情報をもとにした増殖制限流加培養

法を構築し、低グルコース濃度における増殖と色素生産の関係を明らかにする方法論を確立しており、また解析結果

を用いて最適方策を構築し、実現している o このように、本研究は、微生物培養工学の発展に寄与するところが大き

く、よって本論文は、博士論文として価値あるものと認めるo
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