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[bookmark: _GoBack]Introduction（実験の目的）
一般に、回分培養が培養終了時に生産物濃度を最大にするのに対して、連続培養は、最適な希釈率を制御できることから、物質生産性を一定に保つことができ、定常状態において常にその値を最大にしておくことができる利点を有している。本実験では、酵母 Saccharomyces cerevisiaeを用いた連続培養による2 LHB生産を例として、連続培養の基本的な操作を実施し、溶存酸素濃度( DO ) と希釈率 ( D ) の関係について考察した。
材料及び方法
1. 供試菌株
実験には、Saccharomyces cerevisiaeを用いた。本菌株は、酵母エキス5.0 g/L, Polypeptone3.0 g/L, D-マンニトール 3.0 g/L, 寒天15.0 g/L, CaCO315.0 g/L から成る保存用寒天培地で保存して使用した。
2. 供試試薬
高速液体クロマトグラフィ(HPLC) 分析用の標準2 LHBナトリウム塩は、以下に示す方法で調製した。12 gの2 LHBを含有する約200 mLのSaccharomyces cerevisiae変異株の培養液を遠心分離し、得られた上清をイオン交換樹脂Amberlite IR120 ( H+- form ) に透過させた。溶出液は、NaOH溶液の添加により中和し、真空条件下で50 mLに濃縮した。濃縮液は、室温でわずかに濁りが出るまで、ゆっくりとエタノールを添加した。さらに、2 LHBの結晶が出現するまで4℃に維持した。結晶は、濾過により集積した後、少量の純水に溶解させ、再度濃縮した。得られた濃縮液は、上述のようにエタノールを添加し、再結晶化のため、4℃に維持した。さらに、真空条件下で濃縮することにより、無色の2 LHBナトリウム塩結晶を得た。本研究で使用した結晶の物理化学的特性は、融点が144 ～ 145℃であり、Anal. Found: C, 31.00; H, 4.70.  [α]D = -24.0℃ (c=2.0%, 22℃ in water).であり、高純度の2 LHBナトリウム塩であることが示されたため、本結晶を標準品として用いた。
また、すべての培地成分は特に説明がない限り、商業生産グレードの試薬を使用した。
Saccharomyces cerevisiaeの種細胞培養方法
上述の保存用寒天培地より、1エーゼのSaccharomyces cerevisiaeを用いて、種菌培地No.5 ( Y.E.) に植菌し、培地100 ml を入れた500 ml 三角フラスコにおいて、30℃で2日間培養した。Y.E.培地の組成は、酵母エキス15 g/L, MgSO4·7H2O 2.5 g/L, 7H2Oglycerol 0.5 g/L, CaCO3 15 g/L, antifoam 1.5 g/L, D-グルコース80 ～ 100 g/L である。本菌培養液を、ジャーファーメンター中の生産培地に植菌した。


単槽連続培養法
Saccharomyces cerevisiaeの単槽連続培養法には、トップ・ドライブ型で、pH及び溶存酸素 (DO) コントローラー、排出ガスモニターを付設した3 L容のD-typeガラス製ジャーファーメンターを用いた。Working volume 2 Lとし、攪拌速度 800 rpm、通気速度を0.5 v. v. m. に設定した。pHは、12N NaOH溶液により、7.0に制御し、植菌量は、10 (v/v) % に設定した。さらに、連続的に新鮮培地を供給するために、10 Lの流加培地を準備した。本連続培養の流加速度は、図1に示したように、ペリスタルテイックポンプAで制御し、培養槽から2 LHB含有培養液を、連続的に、ペリスタルテイックポンプBで培養液貯留槽に取り出し、Working volumeを一定に保ちながら、連続培養を実施した。生産培養には、D -グルコース 120 g/L, Glycerol 0.5 g/L, MgSO4·7H2O 2.5 g/L, コーンステイープリカー 30.0 g/L, antifoam 1.5 g/Lの組成からなる培地[footnoteRef:1]を使用した。 [1:  初発培地及び連続培養用流加培地は、同一の培地である] 

[image: ]図 1実験方法

分析方法
2 LHB 及び D-グルコース濃度は、HPLC を用いで測定した。尚、本研究の2 LHB測定値は、すべてfree acid formのものである。菌体濃度は、0.1N HCl溶液を加えて、培養液中のCaCO3を溶解した後、600nmのO.D.で測定した。
溶存酸素濃度( DO ) と希釈率 ( D ) の関係
D-グルコース律速条件下（ D-グルコースが完全に消費されている状態 ）におけるDO とD の関係を検討し、その結果をグラフ1に示した。DOが16 から58 % ( 空気飽和濃度100 % 換算 ) の範囲にある場合に、DO とD の関係を調べたところ、高い正の相関（ 決定係数R2 = 0.8498 ）が認められた。
Dがより低い値 ( 0.0365 h-1以下) で制御された時、D-グルコース消費速度は、細胞にとって至適な値となり、酸素摂取速度及び酸素移動速度 (OTR) は、増大する傾向にあった。さらに、Dが0.0435 h-1以上の高い値で制御された場合には、培地に含まれるD-グルコースの供給は、増大した。先述した2 LHB生産速度と2 LHB生産濃度の関係から明らかなように、このDは、100 g/L 以上の 2 LHBを生産するために、理論的に連続培養系のウオッシュ・アウト・ポイントとなる0.0400 h-1よりも、実際には、高い値であった。この時、細胞のD-グルコース消費活性は、臨界点に到達しており、OTRは、次第に減少した。その結果、DOは、徐々に58 % まで増大していく傾向にあった。
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図 2実験結果
結論
酵母 Saccharomyces cerevisiaeを用いた連続培養による2LHB生産プロセスにおいて、2LHB生産速度と2LHB生産濃度の関係から算出された希釈率に基づき制御された、ケモスタット培養は、高濃度の2LHB生産を実現するのに有効な培養法であった。また、連続培養系の希釈率及び2LHB生産濃度の変化に伴って、培養液中の溶存酸素濃度 ( DO ) レベルは変動していた。DO とD の関係を調べたところ、D-グルコース律速条件下で、高い正の相関が認められた。
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