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本研究の目的と論文の構成

植物#ll1胞増感法は,脱分化した細胞を川いて植物山瀬のイT川1rJJ'f17を人:.とかつf批'ヱ'i州
に対して安定に生産する上で有望な方法であるO特に,脚 勿の 次代軌(ゝ=物である瀧効
成分,糾 ト,食品別 ‖物等のLF.産はとして,fgl符されている しかしながら l那 Lll1JJ′L二,}lr:

に結びイ･jいた例は少なく,また,その生慮肘 乍rLも捌 夷的な加1いこ依るとこ7,が人きい

不研究は,iLh-物培養細胞を用いた物質年鹿を1Jうハイオリアクターンステムについて

の..2li｢指針を確立することを目的とした｡本システムの確 J′においでは.帥物t,[州辻にお

けるU的物質の生J埠汁と.リアクター操作にともなう物判.的ストレスに対する仙物秋川迩U)

耐久性を明らかにする必裳があると考えた｡

植物細胞の二次代謝生掛 ま,細胞系によってダ(=なり,また様々な環境条件により,&化

する◇そこで,生確に作用する因子の採乳 それら園丁の作川の速度.論的解析が七･設と
なる｡また,リアクターrrTでの細胞活代の低下単軌 二ついては,稚減の馴 在が小明であ

るために,評価の指標もT}'lu-されていない｡

以上の検討を行う対象として,へこバナ細胞のビタミンE′F蓬を退択した 後述する

ように,ペ二ハナは良質のビタミンEを多く合イけ るため商別 州 伯が.･.:;(.またJ･nに

安馴 勺な脱分化細胞が子In,られているため,本研究の対象として適 していると考えられた

本論文は5巾で構成されているo構成図を次頁に′),Lた｡節】一･;･においてはまず 仙

物細胞増益法とその課掛 二ついて蹴観する｡第2叫 こおいては,ビタミンEのJL淵 ′=二対

して作用する図7-について実験的に探索 評価することを試みるり節 3榊二おいては

約7-刊 こおいて観察された挙動に遊づき,細胞の朋 白,二次代謝′ほ の)lJiJ.力を,.じ述する
ための構造化モデルを提案するO雛峠 は,リアクター小で′トじるストレスによる利州白

の死滅挙動について,検討を行うO第5帝では,本研究を線描し,/,k後の娘7,を速へる
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第 1章 緒言

H 植物紳胞培掛去

植物肘 よ分化した細胞の堆合体としてff在しているが 切々の細胞は形fi.'lrZ一丈にl',Jし

て完全な逝IL三仙損を持っている (全能性) このことから物ft･代批 二rlLlしてい...ip,物 二

回様のIF7撒を持つものと考えられ,植物租臥 才芸'6-Jiび租･Lvkを斬滋や徴′I二物のよ:∫二,,I

H,TDで増益する地物軌範培養法による植物成/Jlの'i席:=ついての†乳汁がiJLわれている
帥物の単離細胞の培必 120LtL紀初頭にHaberlaLdLにより.式iTがl対始され.19_30勺代 暮-は

にWllILeは即位エキスを用いた培地によってトマ トの才芸1才増益に如力し,Jこ その絞,
1930年代後半に地物ホルモンのオーキシンが,19501Ht;綾Ii-にJl･=ーくサイト1)イ二ンか

発見,I.,促 され,さらに無様塩組成の改l'tが進められ,lt)6沖 にMum､h■geとsLoog.二よ
りタハコ細胞のためのLE,t地租成 (MS培地として収似止も軌禁に利川されている が充

ノミされ (Mura､h'gCandSkoog1962),/u"成培地による親糾 .-I.櫨は.ri)E本F'Jt二は仔 ､LJさ)._
た｡

旭物が')増 する 二次代謝魔物は,Lli采より灰風1品,か ｢引,色ぶなとに広く川い-,れ

てきたc J.次化軌g･_物のFE_産のための増産細胞の利川は19601l･[亡l三ばに始め,,iL.斗‡∴

1980咋代に多くの細胞系についての検討が進められ,硯/J=までにムラサキ前脚逆による色

よシコニンlI-.妊 (T̀.b.ltaCLaLl985) (二井LI油化学による),オタネニンジン細胞に

よるサポニン′l一席 (Yosh-k▲twacLal.1987) (HillIL'JIによる)か ｢濃化されており.さ

らにニンキジソ細胞 によるロズ71)ン恨 (抗炎砿剤) (zc'ILcl､lH 977 R▲-I./LLqUCeHIL

1977)オウレンによるベルペ')ン (苦味他門幣JJ鎗剤) (silt('elul.19R4N.lkt一呂1-､リ.lCl111

1984)などで'L川化をu指した研究が進められている｡

これらイJJJH物ilrの1k雌に細胞培嬉Ti:を川いる利･.■[1.は,

勺化,II一合成が閤維な梯維な構造の化合物を生媒することができる

旬/丸候や嫡.̀1池 などの自然粂作に左右されずに,il.一定的な′ト虎がJR硯できる
'Bリアクターを川いることにより,大品LF.産を行うことができる
ことなどがあげられるC

その-IJ,fI明知細胞を用いる場合,酔顔や微/t=_物を川いる場合と比へて 川lJ･JI･汚物の

牛席性が 一般に牧く,また多くの場合,′l･催 物を培地中に/Jl泌しか 一二と.利 己が柑判■
的ストレスに掛 ､ことなどの問題点がある｡従って,他物鰍抱上だ在日;をl滋RLf1-.の拘TL･
Ji確に利川するためには,以下の検討が必要とされる.

L柄物細胞に行き閉りな有用物質をLt産する系を選択すること

甘臼的物質を効･SFよく生産する細胞を選抜すること

3I生確作を向Lさせる')アクタ-の操作 ･制御条件を確､JI.すること

l'[=_産物を効率よくかつ細胞に対して温和な条件で分社 LLiE収すること

本研究では,特に生産作制御のためのリ7クター操J乍条件の検討を行った
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要因も指摘されている｡

物刺勺囚/の影響
物捌 勺凶仁としては,A,温度,浸透圧,流体ストレスがあげられる

. ､ -1 一

二次代謝系を誘導するシグナルとしての物刑 姻 /･としては.光J朋 Jの右折.1に-'いて

多くのJiJF先があるOニチニチソウ (Knob]och1982),ブドウ (Ytm k.,wL.Iり糾)やイ

チゴ (Mor..1993)郷地によるアントシアニン生風 コーヒー抑伽 こよるカフrLイ/′ト

鮭 (Kuraln.-991)などはRZl朋小二よM 二椎が促進されること,その -ノJムラサキ棚川』に
よるシコニン生産などは光照射により抑[1'uされる (TLlbatll】974)ことが鰍 .]されている

流体ストレスの効果については,第4帝で述べる

化学的Lfl子の影耶

化 祁̀'J因子としては培地成分があげられるO

植物弧抱については,Murashrge･Skoog培地を始めとして数棟の)..h本刑 也がj.E⊥束されて
いるが,他桝 も｢川勺JJi産物によって粒適な培地条件が1℃なる,また 1,:I.地中のIJR/Jナの
LE走性への彫弓削二ついての検討も行われている｡

リン酸胤 二ついては,跡た度での供給が,キナによるキノリンアルカロイドのJh椛を

rn害すること (paynèLndWang.1988)やブドウ細胞によるアントシアニン′l肘 二おいて

リン酸飢餓条件が生産を促進すること (駒駄 】991)などが報告されている また

),J･紺泡の増掛 二村しては.リノ澱塩の含有立が維速因子になっていることも附-され
ている (CunlS､】991)

また･電熱原についてはアンモニア態と硝酸態の比率が _次代謝4-I,(-_L二完珊 している

という報幣がある｡例えばシコニン牛掛ま,アンモニアの作仙 二よってItjl･.1,される (
FuJlla,198])｡

生塑型図7の影響
'巨物的LB7-としては分化や逝伝形JErがあげられる｡

柿物体における二次代謝は･分化した器′n･で特輿的に生庫･鮒 ほ れるので.脱分化
Lたカルス細胞においでは･牡削 巨が抑制されることが多い そこで,脱分化した#EE川辻
から分化を誘導することにより,生乾性が向 け る例がみられる 特にAg.Y,bL,CtC.lL.l‖

rh17-OgCneSの悠炎によって誘避される毛状根は,物JEE生産への利mが多く検.,･lされている

また,逝伝形質の改変のための逝伝 絹 人についても近年,胤 IJが加えられている

.4_



竺ヱヱタ-拙作粂作 (培盛T字的要凶L
埠鎧泣盈
パイカリ7クターの操作は,人別 して連&'L枚作と阿//-fl鮒 の2,那)のjJIl')がある .il
耗操作では,反応条件を 一定に保つことにより,1削 んの.',r',rLrを 一･,Lに保つことがてきる

二次代･射年齢 ま.環境条件に対する応答が鋭敏であるので,辿7-,lc射 1;引Tうこと1Jt彰11
1二望まれる-しかしながら 連枝操作は操作が稚しく. 維伽 t,tiさなt･の.指紋の処岬が血
田である 反復阿分塔屋 伴 連続培養)はその叫tiJにll:,_LhlL,rrlI',ILl･.1益の事与川tにL.て良
推 l細胞を含む)の 一部を撞珊胞として残し,残り別(,川lLそれとHru}lのJLli魁を加えこ

li'盛を掛 )返す方法であり 連振放作に比べてdL.Lll'Aや技加の.1'Jで柄佃であり.巧E.一t,I,･炎

に111する安乍作 も践いC

掛 二グルコースやリン椴塩を制限したt,7益に対 しては.止端推1..riイ),A,)てある

mugalIら(I983)は,ニンジン細胞の■ド巡礼培叡 二よって.lJン傑Ji.llrfは 京なとl仙川ー

質のアントンア二ン年在に及ぼす効果を検討している schni.PPら(1991)やvunGuhL

日992)はグルコースを制限した連続および､卜連続増'掛 二よって,ll.7姉における対糾 小 .

維持代m逆圧の評価を行っているoしかしながら,7:川を目指 した研究は少ない
二段桁培並

細胞の相継と 二次代謝生産に対 しては.舛なる甥益条作が紫求されることがある そ

こで,増地をjiHrf'Jにした増遵により矧抱を大Li化し,その校,l･_Iq;-を l-El抑 こしたfL●･.滋
を守1う二段剛 等超がzcnkら(1975)によりj,-i-案されている シコニン′l.IF.においてt..汁..

約に適した土だ地 (MG-5)とリン恨塩なt'を制限した′i･-)}'F_に過した培地 M_9 ,,1･HJLlた

~段ド糾 手並が守了われている (Tabata,1985)｡

追'折壁娃査

仙物#LFJ他培超法による｢川()'生産物の含イパ.とは 瀬 に低いっそこで,･)7クター糾 ;,あ

たりのLl-♪計は (L'･7めるためには,細胞のr.::;密度柿葺を子】うことが?Jfれる また fl/L拘

細胞の含水輝は約')0-95%稚度あり,均 一な懸濁状態を糾 fできる.)アクター中の#LIJlri

の乾物tBJ法は.3-35%棉度といわれているoまた..L:.,,.-H,L戊化により懸濁系の仙Ix州 ,,I
加すること,物乍‡移動掛 -i係数が低 け ることが.tli;'テされている ′TanuL.H L)821 従
って･rtl.J-'密度化の問題は,細胞を破壊 しない条件 卜で物斑移動利他を保つノ)はのFmEに
ある｡

鎚 のEhl完化

酵素や微生物と同様に納物細胞の固定化がLIAみられている 机物制 畠の川,道化は 7･

ルギン転*)レシウムゲル (BrodeL.uゝ 1979)やホリウレタンフォーム lL.ndx･."nd

Yeomannl984)などのマ トリノクスがJHいられる 捌 包%II'･T,立化すること.二より, 1

射 トなどによる流体ストレスから細胞が帆 要される,且,L=種物が,/I泌されるJ毒(｢.二は,

生魔物と脚 立の分線が芥易であるなどの利点があげられる さら.こ,Li7･荘系によって:i,

蜘定化;=よって′f:･定性のlIIJJ=(Lshlda.1988.LmdseyandYcolllunn.1981)や′L庶物のLli･地

中への放叫 wIChers.)983)が見られる例がある

固定化は一生確物が分泌される場合に料 こ有効であり.化学rfは よび物卿 は JiJ包処

確の利用も併せて検Uほ れている (B,odel,us19881

-5-
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1-3ビタミンEの工業的生産

l 止,棚 側 と工紫枇 蜘 馴

ビタミンEは1922年-,Ev̀LnSとB■shopによって1JLLイこ妊ビタミンとして先止された ビタ

ミンEは動脈硬化の収凶ともなる過酸化脂質の発仕を【U)-ぐなどのため名付uJJlのヒクミ

ンと呼ばれている｡動物に摂取されたビタミンEは紗抱内のオルガネラ膜に別 ･1される

そのためビタミンEの機能については,以 卜の二説が挙げられている (ll,倍 L98())

埠体内非特捌 勺抗恨化作用 プリ-ランカルを帥1Jミし,′川 映リン脈Tlのィ､
J 飽和脂JJJJJ酸の恨化をIU)Al卜する

l 一 ㌦ -" ∴ -

ビタミンEには,4校の トコフェロー)I,と4椎の トコト.)ユノールの"18仲の仙 川
が存イヒするOビタミンEとLての生物活件はトコフェロールyl-が.I.-.I,(.また トコ-/ェ r7

-ル類の巾でもaトコフェロールが'-諒も恥 ､生物清作をイけ る

視心ビタミンEには人然晶と今山 ふとがある○ トコフェロール馴 二は3個の小J†iJこ,よ
が存在し,化ノ芦合成品はラセミ体である｡

(2)天然品の製法

犬然ビタミンEは天雛抗慨化剤として食品に用いられているほか,顔-nc.r,,I.や化桃.I",.川

などで年lF';Jl5OOトン得度年産されていると雌･足されるDヘンケルfI,イーストマンコダ

yク比,エーザイが主要メ-カ-である｡

大然ビタミンEの原料としては,植物油の粕製行程,特に脱臭行椛で綿J,fこするTM が

一般的に広 く利mされているoIT'-も消炎名主の多い大豆脱j!7r一価 が1-体である 脱u/rlrl,
にはトコフェロ-ルのほかステロイド,遊#脂肪酸,グリセリドなどが:Tまれている

これらの成分を効率よく掛 斉的に分離する)J一法として,繕i媒llllLLL けん化 訂.I,F..I,化,分
f-藩札 吸話などの拙作が組み合わされているo

i呈止的 培削 り胞によるビタミンEの生壁

脚 勿培削 り胞としてペニバナ (C･,''th."'7uSL'nc'on.LS)SIl他 を用いたビタミンE'l三脚 二つ

いの検討が･これまでに古谷らによってなされている(l987日 Fu.し.y▲. lL)87) トコフ

ェロール各棟の杜子に含まれるビタミンEの芯を衣H (槻木､1982)に,llした JlilI=)(

然nlhの原料として用いられている大豆椎了は,ビタミンEを多く含むがその i一･llなI,i/,I
はγ休であるO -jJ-･べ二ハナはaトコフェロールを多く含むためか ,ビタミンE..州
をもつ｡

古谷らはベニバナの｣モ熱花弁よりカルス細胞を.釦芳し,以 卜の胤ほ 行った
①懸濁培養におけるべこハナ細胞の増殖とトコフェロール′ほ

培地の検討を行い,細胞iiとトコフェロールも主の桂時,変化を取ったC
②前ElJ体の殺つによるトコフェロ-ル生寵iiとのjilJul1
トコフェロールの前駆体となる物Tfを培掛夜に捌 HL,生離-i.:-の変化を,抑へた 7 イ

ト ル(l00pprn)及びホモゲンチジン酸の捌 11により生削 主の相加が見られた
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表ト1各種子のヒクミンE含有量

植物 ビタミンE αToc 効力

_- _Jig_gL_.Lと_ggl_｣ 上 g二j_･gl_

大豆

菜種

へ二バナ

棉

ヒマワリ

落花生

効力は動物実験の結果による

αβγ∂-10050103

ト4ビタミンEの生合成

ビタミンEの工L=合成は高等植物や微生物によって4iわれている ビタミンEはその他J道

中にクロマン債と弧状構造を有するが,FLJiJ抑 まシキミ懐経路によって分岐されるホモゲ

ンチジン酸 (HGA)に,後者はメバロン酸縫掛 二よるフィトールに山東する ′ト(ナI,i

経路を匡=｣に示すo

卦 こフィトールはクロロフィルを構成する化合物であるが,その分岐とトコ7 1ロー

ル,クロロフィルへの反JtJIについて以下の知見が得られているO

フィトールの前駆体であるゲラニルゲラニルピロリン酸 (GGPP)からブイナルヒ

ロリン取 (フィトールの二リン酸化物)への還元は,紫紺休で,盛緑休'dH･;･l(1ンベロ

~プ)に存在する道元辞表-L二よって起こる0-〟.クロロフィル (Chl)今成における

GG吾脱 の還元はチラコイドでおこる (solい983).ここで,GGPPの述ノL缶ずぶが･/(-

花しない変5℃体を用いた実験において･クロロフィルは分成されている (1→ellryl986-

従って,クロロフィル合成におけるCG部位-の迎ノ亡は,GGPPがクロロフィリドとI丈
応した後に起こる｡以上の概略を匡=-2に示したO

まt=,エンベロープで必安以 LにつくられたPPPや7.)-のフィトール フイト-

ル プール (胎木にみられる)はChI形成にあたってCGPPと舵令あるいは代川とな

る (soll1983)｡逆に,Ch)の分解により得られたフィトールが, トコフェロールli･収

に利川される現象もまた老化掛 こおいて測定されている (R】scl989.SdbL..er1978)



ト5本研究の日的

本研究は,再現作よくトコフェロールを拭い割合で含有するペニパナ細川辻を人;.:に′i
産するための指針を示すことを口的としたO

そのために,

(1)ペニバナ細胞の朋 自および トコフェロール生雌に影笥;する化朋 姻 rの探れ 1価

(2)mlJ泡の朋 軒, トコフェロール生産性の制御するうえでイf効なLl油 拙作ノ,はのけてul
(3)lLtく榊 勿細胞培超系一般に越川nT能なモデルの構築

(4)(I)I(2)の実験的検討により縛られた化別 姻 /･の別 荘,生碇に対するji抑 :に糊する.
(3)で構築 したモデルを用いた速度論的評価

(5)リアクタ一抹作において生じる流体ス トレスによって紺他州 t-,射系に′lじる変化の
評価

l について検言､ほ 行った｡
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図1-1 ビタミンE(トコフェロール)の生合成経路 (I)





第2章 ベニバナ細胞によるビタミンE生産に対する

有効因子の評価と制御

本絹では,ペ二バナ紺胞によるビタミンE生産について.上Pi.遊脚 乍に女･]するJ.LL･指をJJー
験的に検討した｡旭物細川包による物質生産性は,細胞内代謝系の蝕維なIRl,虫による;1.1Jf袖

下にあり,その機構は解明されていない｡

本frJF究では,回分増雀および反才史回'h増益を4)こい,イJ一助性を小すと■且われるLdlにつ
いて,その効果の検討を行った0

2-】研究の方針

‖4=i在性の向｢.

ペニバナ細胞においてビタミンEは,紬抱外に放.'Lr.されない tJEって,小作iJtを.･:.･,め

るためには,多L7主の苗含有kEl=抱を短時間で作ることが必要となる

細胞内灘稲生産物の浪人含Jl'-:'主としては,液胞などの生産物ぷ耶 ILはGr)糾指や′ト催物
阻7J'による限界'#度などによって決まる維対的眼科 こよることも想定できるが.多くの

域合,生産速度とJl;(一所速度のバランスによって淡'/iiされていると増えられる｡J恨 rが弛

緩している系においては,生産が行われていても,同時に同肇の朋 的てなされれば紙火

として含有立はIb止 しないoつまり応人合11も主は以下の粂作においてI)tまる

1dp

掌 -告 一貫-÷意-芹 .(2_.I
言 古

(p 系内総崩約品,x 紺抱TLi-.汀 比吐耗速胤 iL 比増拙速Ijt)
この場合,含有iitの と収は増感条件に依存するo

増殖連動とは,主要生体構成蚊升の代謝綻路とLEi穂綿路が述J凋しているということで

あるが,桁養操作粂作の問題としては,jY.傾 向 卜の条件と′ほ 向｣二の灸作が -放してい

るということであり,増如または生起に特有の条件を兄いだすことによってそれらを,,j･

離できる可能性が残されるO

従って生産性を向上させるノJ法の検討は,(t)削立E耶 】当りのみ7在でよ1川 I.,E:止を【''l目

させる粂作を探索する,(2)生産速度が向上する条件で細胞の朝 日が抑制される城で ナ

二段隅培養の検討を行う.(3)細胞の柳 窪が抑制されないIBj合,rチ..,密使で辿机]')(二3日目地

を生産する苅 L=の検討を行う,という手順で行うことが有効であると考えた

本串では,増軌 生産に関7-する化学的因子の探丸 評価を行い,∫..Jは 肘 乍の検.日を
行う｡
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lilj岨型｣三
相舶および/i=屈 に対する化判 W-り限因子は,上EI,益系における(lJ/1JrZ乳 .'1,1を比変化の /1't
動から以下の4つに類別することができる｡

① ｢非f;T･発性).経17｣ 培地成分 ,消掛 二より減少する

② ｢抑発作)占質｣ 5<Tt仙IX分 ,供給と消41',のバランスにより概IR-が7)i･,Lzされる

③ ｢非放LIJ.生産物｣ 細胞内に劇 だされるが.細胞Ijlwrhfliはfi･',･鰍 こ料 ､,変化する

④ ｢放.Ll拙 魔物｣ 培掛 こより培地中に削 点される

この類別における細胞外の成分である非搾発†′Ui;門.作兜作).ら;'ir(恨フ衣).JUilIH,Ill,ド
捌 二ついて本車では川fl次検言･ほ 行った｡

2-2基本操作

しLLil_ll三J.
占有iらが1976咋にべ二バナの来成熟I岩の花弁より誘涼し,約13年掛りと拙､さされてし､る
rJA走なカルスを川いたo

(2)析地

継代増産,液体蛸壷ともに下記の培地 (RT-B2KC培地)をJm たゝ これは脚!DL.1鳩 糾

胞用の培地として広 く川いられているMurashLge-Skoog軒地をノ.巨木としたもので,.1,Ti

らが改良したものである(Furuya.T .]987).以下に粗放を示す pHは56-58に.J,1.日.Lkした

l)仙機成分

NHINO]

KNOI

MgSOI

MnSO.I

ZnSO4

CuSOJ

即

諾

gr.
CaCl,2H:0

CoCLコ
KI

KH2POI

H,B O l

Na,MoOJ 2ト

NiI2-EDTA

Peso. 7日20

2)sucrose

岬

gr'

′0

?
A
t

汁

ETJJ
T1.
7,.
1

汁

Ti,J
机
,
･fi/.
I,.
1

叶

7L
TJ,
1

止
.

L

m

m

m

E

E

m

∩
m

∩

m

m

m

m

m

.訂

0

∩)
0

0

0

5

(U
5

3

0

2

5

3

8

0

165

190

37

2
･
3

8
･
6

02

44

02

0
･
8

17

6

0
･
2

31

2-

3

7
1

0

0

3)ビタミン饗tT

ビタミンB.: 00015 lllyL

柴 酸 05

リボフラビン 05

塩酸チアミン 1

リン酸ピリドキサル 1

ビオチン 1

塩化コリン l

パントテン酸カルシウム L

ニコチン恨アミド つ

･-1),0-イノシトール 55 gn_

カサミノ駿 】gn_

4)成艮ホルモン磐l

Ktnetm 01mdL

IBA (インドール齢酸) 2 mg/L

5)植物培地川嬢大人 S yL

(Lbl休七号地のみ)
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L吐J星.Li
坦企継代培韮
カルスの継代培掛 ま,】cK)mL三角フラスコLnニ同体培地40TllLをいれたもので‡】つ/=<

25℃のインキュベーター内で培超した｡jLh'_え継ぎは3j馴与11TLに行った

illfit.iJi
3週間目の継代培並細胞をピン七yトで醗(砕き,300n-LフラスコrfTの 】O()...Lの始り;

培地しいに移し,紳栓をした027℃で往復振とう諸芸(88sI〕--i)でiE･'f超した

_(4)分析
細胞 :Fを

培並系より採収 した細胞懸濁液より,r吸引油過によ州 目地をIH川丈し,その,Tt:,:を獅(

丘品 (rreshceILweEght FCWと略nEする)として測rJA=したoまた,採取 しt=訓川辻を淡もL.

したのち穴空位燥を行い,その_TEl芯を乾燥屯呈丘 (dryceLl､ve'Bht DCWと略日付 る)とし
て測定したo

ビタミンEの州州 分析

①孤胞を懸濁 した培超液を吸引ろ過 (TOYOFILTERPAPERN｡2をT･M j)にかけ 細

胞をサンプリン//する｡

②185℃でl'--n以上冷塊 し,在宅乾燥機で乾燥する｡ (12時fiu)

③吃燥細胞を乳ばちで粉砕するo

④抑泡粉末を100mL二角フラスコにいれ,ヘキサ/を60mL加える｡宝,)(喜,/iLJH',汁 でS

矧 uほ汀ドし,ビタミンEを州Luする(Furuy.1､T J987)｡

⑤吸引ろ過 (MILLIPOREO22FLm)にかけ,ろ液をビーカーにガきめる｢沈澱を2O"Lの

ヘキサンで洗い,その洗液をろ液に加える｡

スア ノブするo

①HpLCに,,･yi_人しビタミンEを足尾するo

ビタミンE定JilのためのHPLCの条件
･送液ポンプ ●TOSOHCCPE

カラム TSKgeLSIILCtL-6046×250mm

･移動相 ●n-ヘキサンージオキサン-エタノール (976 20 O4)

･流速 10nlL/1111n

･倹L'-H･ :'Bi'光検出器 比津 RF1530(Ex.28')'-■1-,E1--.325nnl)

壁妙 測定ii:-(フェノール硫酸法)

①試料および,ショ糖03%溶液をl/500に茶釈し, 】0.-､Lを試験1･1.･に耽る

②50/.(W/W)フェノール液 10mLを加える.

③濃硫酸 50nlLを速やかに (10-20秒で)滴下する｡

④10分放逆縁,一志温度 (20-30℃)の水掛 二一走時間 (10-20分)保った後.･け
る血色を比色する｡ (吸光波蚊 ,490n-ll)
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2_3回分培養

山実験条件
ペこバナ細胞をICOnlLの液体培地中で35rlluj懸濁桔超し,その過+.1において.細胞 :.:
およびトコフェロ-)i/合4-1量,pH,糠漬I空の測定を才JJった ここで帆鵜だどのL13幣を比帖

するために,舵 (ショ粘)の初Iy]濃度を l/3にした城'LJの脚 与,変化を.l･Jllして取った｡

実験条件 軌 也条件 .RT-B2KO】C培地

初期シヨ楓農度 30g凡,一og/L

細胞毒別封両石1- :06-07g-DCW/L

i2111:米と考宅亨
[ロⅠ分培掛 二おける細胞の乾燥利 達,細胞7:.-ill(りの トコフェロール命イJ:事i,および柵J,n{

度の相棒変化を図2ll,2に示す｡またショ掛濃度3%の域合の比1m打速I3i-および比′l_I,'F油
圧を求めた結兄を図2-3に示すC

-/∃糖初期濃度 3%の場合,細胞-;Llg (乾燥五品)のヒ-クは12E=コにトコフr_u-ル

含有ili-のピークは9EIE7および25にlFlに存在しているo細胞ri.1-のヒ-クの前後に(,Tイl:.:

のピークが見られるというのは,傾向としては.iT谷らの捌 主と 17:する ソヨ批初朋,I:t
JiE1%の助命,この傾向はみられないO
ここで,比増舶速度 (/i)および比生産速度 (7r)は 卜Jtより求めた

Ll=
･＼､､-:.lI
△l

△P
一 ･･三 二
(X 細胞丑 (i･乞煉毛並),P 仝 トコフェロール-i.i･)

比生徒速度は大まかには培超臥刑 に伴い,細胞量の増加に従って,減少している こ

の結米から.消糾 二より減少する非揮発性迎賓もしくは細胞芯に関りするE左目′ nrクEll
l 遊資)が,比生産速度に対する制限因子として働いていることが推察される また比F.r.I

横速度は培塵開始のUS,(寸で低くなっている｡誘導期が存在しているといえる

2-4反複 回分培登

場 星象牲
回分柿掛 こおける挙動より,細胞の環境を横溢の初期の状掛 二根っことにより比′川_

速度が安定し,生産性が向上するものと考えられたことから,IL*綾b]桝立並をJIIつた
ベニバナ細胞を100mLの液体培地rrlで培溢し,所',if日数 (初糊8日,以後61日 かjI二細

胞を懸濁した培地】omLを新鮮培地90mLにJunえ,培養を繰り返した｡その過柑 二おいて.

細胞昆及びトコフェロール含有品の測定を行った.
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IL IIIy ,

実験条件 培地粂作 RT-B2KOIC上,･ち地

初期ショ糖濃度 (新鮮培地) jog/L

ia)結火と考察

反松回分増益におけるiEIE胞還および細胞当りの トコフTロー7L,(,T才l抗の不純),変化を卜刈
2-4に不した｡また,比岬殖速度,4=席速峻 (フラスコ当 り),比′lpl;-idiJlの寺川.ほ 化

を求めた総菜を図2-5に/示した｡細胞Il川 のトコフ ェロール7;_は乍作の帆 ■P.)としてはII'J

LL,天然稚了での含嫡i誌に当たる73mB/100g-DCWの情を越えた｢しかLながら,ti-
ハノチャバ yチI'111で比生産速度が安定していない

2-5有効培地成分の抽出 と効果の検討

(日英鼠 汁画と分散分析法

培地成分は多様な囚丁の躯合であるため,Lk験計脈よと分散分析のT-はをJrJいた

対象となるlnrの設定条件を直交衣に従って割付けてrj;験をrRb転することにより.,,jL

散分析により各因子の効兄を評価した0

分tlJFi分析は,ある因子の効果によるデータの,変動を.漢,7-_,A:4力と比較することによりそ

の因子の効果の有意作を検定する手法である｡検定には 一般にF佃が川いられる F伸が

上側5%もしくは と仙 %の碓雫を示す伯を超える場合.そのL7日一による変動にイ(,:,J.-が

あるものと判定されるO (F関数の分JfHま自由度の組合せにより)でなる､)

個 子Aの変動)/ (囚(-Aの白由圧)

(,ilF三屋変動)/ (誤差の白山皮)

iZj制限凶+の袖山と効果の検討

i2-1)布効培地成分の探索

横長6F川 の細胞を懸濁した耕運液の20mLをサンプリングした後,I.,I:i:の条丁川 きJ.て

地を捌 目して3El閃横超を行い, ìIJTJ析地の効果を朋べた 捌 n棉地は.粁地成分を.

糖 (ショ糖),登必凧 リン酸塩 その他の撫機塩,ビタミン噺 (カサミノ恨.イノシ

トールを含む),ホルモンの6掛 こ}/ループ分けを41Aい,各国(･の朋 畔を2-1b-/1太に従
ってIEIJり佃 ナて調製した.涼加増地中のL川姻 子は,標難横地の3倍./Iillに朋112したC

比朋 鎧速度,比生産速度を各図1-の効果軌 ニ17均化した結果を.凶2-6に示した FllIr

を許出した結米をあわせて'示したO各国7一花びに諾1-壬差のl'川コ圧は1である ‖川5CJのF
値は得られなかったが,F催2以 1二を示したものについては更に検ulほ 進めることとし

たcF倍-2とは,ここでは L:側確率約50%に相当するo

比生産速度に関与する因子として,糖,ビタミン軌 比相継速fiEにEliJLJ一する凶J'とし

て,リン酸塩,比増殖速TTt,比′ヒ妊速度では大きな効果は見られなかったものの, (,Tイ1
冠で効果のみられた (F伯=300)毛音源の効果についても検p-｣を4fうこととした この

うち.ビタミン,執 筆必原の効果は,数社の凶1-が複合していると増えられたためt
各囚f-rT,のイT効囚了の探索をまず行ったO

-[6一



ii-2)1-[効ビタミン畑の検p寸

液体研掛 8日Hの細胞をmいて,制限培地中で5L川り培並をJIJい,その劫火-を.朔へた

上記の検｡寸でビタミン蛾とした成分を,カサミノ憶,イノシトール,リボ7ラビン,ニ

コチン酸アミド,バントテン較カルシウム,その他の6肘 二グルーブ分けをし.糾J汗
のイ㌻妹を2鳩 交衣に従って割り付けて横地を調製した

5rl閲のL.lb=巷における比糊 鎧速度,比′I:酷速度の各凶Fの効LFu')-の17JiJLLlrを,卜42-7に

示した.各凶子碓びに誤差のnEllJ変はEである｡F他を1,7はした紙某をあわせて′J､し/_

カサミノ酸の比fk産速度に対する幼児において.有13-'595%以 1二である.F=2078をfL,1

た｡カサ ミノ酸はカゼイン加水/分解物であり,7ミノ慨を多く含む アミノ暇LfLJJHか

次代謝産物生産を促進することは,ブドウ刺胞のアントシアニン′卜碇においてフ 二ル

アラニンが効5にを不す例がある (駒禎 1991)

カサミノ懐濃度の生産性への影掛 二ついての紙ifとを図21引二′｣くした l系列しかなく.

有悪性の評価は行っていないが,濃度の刷 りに従い比生徒速度がlけ線的にJl.{]J)け る傾い''J
が得られた.

他の因了-L二ついての効果は有古差以 卜にしかj)Lれなかったため.カサミノ概を抹(也

の囚Hこついて,同様の手法で検討したが,いずれの凶+についても大きなノ崇は../LJLめっ
れなかったので,制御凶[-の対象外とした｡

(2-3)牡の効果の検討

ショ糖としてり･えられ/=糖は.細胞外でブドウ糖と米鰍 二分附され.li川 される そ

えられる｡さらに糖濃度の効果については,栄蕃LI,5..として作川している耶 巨竹の他に

fl速rLの効果が作用している可能性が考えられたため,紺胞に分力71,糾Tiされないマニ

ト~ルを加えた場合の劫火を検討したO糖の祉類を ｢ショ朴｣と ｢ブドウ 帆 リ川守の汁と

合｣とし,各条件で濃度30および15yL,初馴 守濃度15g/Lの似合についてはそれそれ

マニト-)i,を加えた場合,加えない場合の,..16粂作を2回試行した｡

5口閲の培掛 二おける比11.7舶速度.比生産速度を各因子の効果転にlLjiJ化した船1ほ

は12-9に示す0.7,H& が大きく布.7u7.差は検出できなかったが,械封lの効X･にははとんと).'

がないのに対Lて,濃度の効児では3%のものが】5%のものの26倍となる/l'_-が兄らALた

また,マニトールの有鎌には分散分析で上側5%確率を示すイTな差が見られた 以 1_の

検討により,初期の比JL産速度に及ぼす糖の;.m,riは,主にu透Ll_の効果によるものであ

り,マニ トールによって代用されることが少Jちかになった｡

30がLのショ糖を含むMS培地の虻透圧は,ショ糖による2気圧,他のMS士t,,地成'Jjiによ

る25気旺の計45気旺程度であることが報告されている (日日.,1992) 紙 上ll.地の(lli

削二よりt3気圧まで浸通日=_は低Fする｡糖によるTi透l引よ,本･)淵 で41つたEli糖と 一
棟の10%以下の条件では,以遠圧はvanllHorrの式 (浸透圧-√絹 のモルl農政×lL休)にLJJ

X絶対/R伎)とほほ一致している (Atk】nsonandMavTrun乙一､1991) '佃 の検｡｣でショ帆

の分解が早いため,7日uJでの平均濃度にはノこきな,Yiが竹じないものと増えられる

一17.
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i2-4)窒素源の効某の晩謎

宝;JhI,6日土木研究においては,茄I憾 態40mMとアンモニア態20mMで供給している t.I,応

の過程において,宝凝II,窮の濃度は減少すると共に,Wi酸態とアンモニア態の比千切､,A=化

するものと考えられるoそこで,適層の培地 (NH)と硝慨態のみによりliLJ常の上.'･.JBと

等モJL,の窒熟J,qu畏度にしたもの (NR)のIIIりで老身原の他力紳)如月1-を検uLH/,さらにWJ

酸鮮のみの粂11J下で濃度をNRのL/3にしたもの (NO)とNRとのt.17.Jで胤itの劫リほ 快ul
したC各条件について3フラスコで行った｡

7｢lrE朋の培掛 こおける各条作に対する比増拙射 空.比iL席速度:の17)州 ほ い和一10に小

したO柁軌 膿度の各囚(-に対して比増貼速IB:,比咋催速JjfともにJlTirJ.'_を小し 化II.'E
舶速度については,NH>NO>>NR,比生産速度については,NO>NH>'NRというlgH''りを

示した.(農産条件の効兇により,硝酸態豊泉は,紺地の棚fr, トコフェロールの′卜I,F_を

馴 'Jに阻占することがわかった｡稚紙 生産に対するL農Ijiの劫火をか こ検｡け ることに

より,L設大含有丑を締るための般適粂作が求められることが馴寺される NttとNRの).I

については,朋 fiに対してはアンモニア態の存在が促進rl()(二作例するといえるが,,hl,ド
に対してはアンモニア態の効米によるのか,硝酸態が少ないことによるのかはすJJ′iiでき
ない｡

従って,アンモニア態の存在する似合としない域合それぞれにおける,nrj憤怒fLH把 の
増晩 生虜に対する効Iifiを検声｣しなくてはならない｡

(2-5)生産ストレスのスクリーニング

栄養素として餐必1,9,リン酸塩,増殖阻害物質としてマロン敵 朋如.W.k物符として
のホルモン,環境囚+としての光の影響を25日間の増掛 こよって検討した

実験粂Iif.培地粂作 ●RT-B2K(01orI)C柿地を2.t,本とした

初捌ショ糖濃度 3〆L

細胞初Igは品 06-07A-1XW/L

ストレスを加える各培避条件を下吉LlにホすO

額滋源制IIR

窒素源O

リン酸 lハ0,0
ホルモンフリー

カサミノ燕麦欠損

尤照射

マロン酸 1,Ol

NH/を含む宅崩(原別封別 Ho総室劇糾ま基本培地のl/3t二,'F,lJr;li
奄泉源を無添加

雛機リン酸塩を)Ji本培地の1/】0またはOに,'MrILi
ホルモン(klnCtlne,IBA)を細漆))u

天然物カサミノ酸 (カゼイン加l水ク州等物)をfqrは加

培塵の全期Flりを通じて光l朋 は 行ったo

TCA回路r阻吉物質マロン酸をtまたはolmg/loomL'別11

種々のストレスを加えて培塵を祈った皐.i,･弟を衣 2-1に,示す｡

-ト.



哀2-1ス トレスの生産件に及ぼす影珊

培薙条件 増殖比 aToc分有:I_;.lmgJIOOg-DCWl
Klppm KO-1ppl一一 Klppn1 KO.lpprll

秦 .Itq 9.7 9.3 ).79 1.25
窒素淵制限令射LEjTo JI.L'4.3 ー8.0 (⊃5_450 ○2.20
リン酸 1/lO 8.0 10.0 1.68 0.94
リン酸o 5.6 10.3 1FI A_74
マロン酸 1 l2.7.2..鳥…圭マロン酸 0.1光照射 l2.59.9 Il02_66日_5標難 03_42
この結盟より,25日間の培掛 二対 して,豊熟 I,Tiの制限,尤I朋 寸.ホルモンプリ-が′l-
産性の向 L.に効果があることが分かるO

筆太源のlj珊;

植物は全点を七として硝酸態のものを,能動輸送によって根から服 り込み.これをア

ンモニア態まで還元し,アミノ酸の企舷などに用いるOこれはr■7J化的GLl順 逆ノ亡と岬ばれ,

硝酸還元終糸と亜硝酸遠元酔,)F等が関与 しているOこのように生長は結んJはアンモニア態

で利用されるのであるが,アンモニアは高濃度で植物にとってイJ吉であり, ･句kLに十州勿

に吸収されにくいという説がある (桜井,1980)C租純増益に用いるE..17-地についても

アンモニア塩のみを含む培地では多くの植物でよい年長が見られない以IJLが多い それ

に対し,硝放牧のみを含む培地では多くの相物材料で比燦的よい,A:kが見られる tElL
それと柳井にアンモニア塩を漁加することによって強い生長促進効果の見られることが
ある (煉LU,駒嵐 L979)O

スクリーニングの結果,本研究ではアンモニア態窒素を涜加しないlLlJl,-のノJが,25EI

FFりの培塵で高しヰ 産性を′示したので,硝恨塩濃度のぶ子iEi【についてリン倍化を.別目した似
合としない場合について更に検討を行ったO

実験条件 鹿本培地 RTIB2K(0t)CLl･'f地

初矧ショ糖濃度 3g凡

初期細胞17ト 07-Ig-DCWn_

リン酸塩濃度 標堆 (】2nln10仙),0
窒宗'lJ,STJ 梢倍塩のみ0,20,40,60-1llV1

位終細胞謎とLlL終含布量を図2-11に示すDリン厳塩を7別 Hしない場合,本J)iLShの前川fl
内では.梢較塩t,A度の増J)l=二従い娘終細胞貴は低下 し (･･.%滋源Oの峻烈 ま除 くHlと終斤
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有r;kは増加する.リン慨塩をr別目した場合では獅 冬紺ra:.I.-はlまは :,iiで,LI上終(,T4事1.:は

硝酸塩濃度40mMで殺人となった フラスコqlの培地､】川 のili終 トコ77T_ローJL,:1ほ 川
2-E2に示すC硝酸塩濃[3i:が高いほどフラスコ全体の/Jl正Li･が7.L石くなり.含イJ:lIlの比較で

はリン酸塩をいれない場合の方が高くなったが,フラスコユE川 の :.とでは,リン惟Jkを一TL

I)Hした場合のノブが高い他が得られたO

ホルモンの彫響

スクリーニングでは,ホルモンの粂作については,ホルモ/フリーが.化し､仲を小して

いる｡また,K‖1et■nがlppmの場合とolppmの場合を比較すると前月の))が1＼体として.t.'.･,

いJf_碓性を示すと)仁に,窒必帆 光に対してより強い影幣を受けている しかしながら,

短igjRj)での増益の純米からは,増殖,生穂ともにその影矧 ま認められていない

一般にKlnetmなどのサイトカイニン掛 ま,細胞分裂を促進するホ/レモンと‥われるも

のであるので,増殖速度と生k)重度のl娼遵している本系に対してイJ効であるEり(lElJlは -々
えられる｡

光照射の影響

既往の研究に'T.,したように,フィトールを7別 目した場合. トコフェロールの/ト附よ仙

進されるoつまりは,ビタミンEの生合成速度をフィトールが律している 那 1.､;7_に′ト

したように,フィトールは植物の光合成色,i::クロロフィルの加水分析生成物TITである

光照射により,クロロフィルの合成が促進されると,フィトール浪fjfもまfJr.I,,I)IIL ト

コフェロIJレ能J唯品が相加すると考えることができるo

Fb藍培地の検剥
榔胞の増殖と二次代謝産物の生産とを同 の培地をmいて行う培養)J一式が 一眼的であ

るが,I目端らはムラサキ細胞の培掛 こついて増舶用横地とンコ二ン生雁培地のE;;悦 をiJ

い,これら二つの培地を組み合わせた培塵方式を採用し,ンコ二ンの人!止生擬に収功 し

た(TabalLL,1985.藤日日985)O増殖培地はLS培地を,生耗培地はWhltcの培地を改山したも
のである0本系についても,前額で述べたように,JT/FLを変化させる逆目′かイ[-/I:する
と増えられるO



2-6放 出生 産物 の影響

LJ)実験粂作
植物細胞横長において,紺地の初期細胞接柁iT:が少ない場(T,#L"胞の州帥速は｢=1､が

PTJ制されることがある｡そこで,まずペこバナ細胞について,初)別細胞:.LとiIEIJrhLl.FfWrの

相対を検｡]した｡所rjif渦度の拙llraを7日脚.7凝し,その川Jの F,-1iJ比増紳辿Jlを求めた

また,増益系における細胞濃度の効米について.細胞から他州される′F=r′(物の111′Jに
ついて検討を行 うために,既に細目泡を培適 した培薙ろ液の効米を紺地,'肘空の,lM lとtJfせ
て検討を行った｡所定濃度の郷 泡を7EIJFり横遊した上.I,,TBろ液を所',iz別介で.別 HLたL..rH也

をJ恥 -て,所定濃度の粗目抱を7EIL的 ‡虚し,比1朋rl速lh:と比JI=_稚速IxをiMJ,iIした

実験条件 細則細胞ILと .017, 023, 030g-DCW/L

lrl培地流加制令 ●O, LO, 2O%

初期細胞/畏度に対する比増殖速度の関係をL対2-)3に,)-,した 初IyJ紺 泡不のLIF1.,JmLこlFL､
比増植速度が上削 nすること,初馴 u胞濃度 1g/L以 上で比J朋か速JiEがほぼ -フiiになるこ
とが観辞された｡

また,初期*IEl胞濃度,ln軌 也捌 H割合に対する比増車白速度.比,h)rA J父のEkl保をl叫

2-日日こ示 したO各速度は,各凶+に関 してTtZ均 した他を小 Lた ここで//JWx,,jlJlLl,を川

いて,各凶 (-のイ1効tlを評価 したところ,初,lyJ刺"脚 .主,旧培地ili_ともに.比糊 付速瓜

比生産速度に3;1rZ!,坪を及ぼしていることが 粥らかになった｡

この結果より,緋胞授権ir主の減少による比粁殖速度の低下を,桔遊ろ液の.刷 りにより
抑制することができることがわかる｡増地中に放..Jr.される棚 夷促進閃丁は.コンテ イン

ヨこング囚Tといわれる (LIJ川.]990)｡これは植物ホルモンとは追うものであるとそ

えられているが,特定されていない｡既守iの研究ではアミノ酸と11t,発破/,T説 (stu...1

1969),アンモニアとアミノプリン析紬化合物.=Jiなどがあげられている

本系においでは, トコフェローJレ生徒も放..j'.生Jl,'E_物の影で㌘を受けていることが, I ‖tl

の結果よりわかる｡旧培地rr.の有効因子の候補としてl朋 巨体を想Jjtした 前述のように.

生産性に寄与する前駆体としてフィトール,HGAがあるOそこで増加 kの分桝により.

HGAを,そのヘキサンによる軸比J.液の分析により,フィトールとそのl打脚 本であるゲ

ラニオール,さらにそれらのエステル化物の検出をHPLCにより試みた. しか しなが
ら,いずれの分析においても該当する物斑rは検,Ttiされなかった 比咋'}rf速比はlfT捌 (Jに

CFによって影響 されるのではなく,cFにより細胞内の状態が f･[･の分化のように,.朋た

されることで,間接的に影坪を受けると増えることもできる｡



2-7溶存酸素濃度 (DO)の影響

LL)糾 i慨滋濃度の推17-

.i)JILi
増益液中における較崩の物別 父支式として次式がなりたつO

告-kLa(C'-C)J3.2X '2-4'

(C 清作椴安濃JiE.C* 平衡f('締 厳京J良風 x 維川kIe!Jh;
kLa 懲兼の物‡乍移動芥:諒係数,Qo_,一呼吸速度)

ここで擬r'完備 (dC/dt-0)と近似することにより(2-5),仁が成り､とつ

kLa(C'-C)-Q｡zX '2-5)

従って,kLaとQo:を操作条件もしくは溶存枝,Jfi濃度の関数として衣すことにより(2_5)
式を用いて細胞濃度から溶存椴-;Jr書損度を舵節することができる
b)呼吸速度の測定

道雄細胞における酸ik7-の約数速度を,ダイナミノク.i-により測定した(Fu,u､.lklS el..

1988)｡実験装置を凶2-15に示したoi>め空気を吹き込んだ椛地か f･に.祁HJ'dをI芸人し

布器を密閉した後の溶存酸必農度の経時変化を溶iI一酸滋-Tu睡 (DKKDOC-】O)により,FI
I/巨した｡

rR験条件 .紺抱 液体巧荘川Uの遊離細胞
(Toc合材品 】94mg/100g-DCW)

細胞濃度 .179g-DCW凡 (0206g-Dew/115mL)
温度 25℃

slフラスコへの酸左移動

反復rnl分堵発の板盤条件E=おけるフラスコrJlJの物質移動布71-係数 (k.Ll)をtFllf":工掛 ノ
ーダ法によって測'jifした(cooper,1944)0
試衣の調製

①酸化反応液 (A)

05MNa2SOl水溶液を調製した (63g/100nlL).反応開始前に触媒として.10--Mに

相当するCuSO｡ 5H,0 (0025g)を加えた.

◎ヨウ素液 (B)

1っ,KIを各olM含む水溶液を調興した｡糾 令,遮光保-/I-1したO

③逆滴定液 (チオ硫酸溶液) (C)

02MNu2S三〇､水溶液を調製したO
反応と分析

①反応憎にAを入れ,一定温度で反応を開始したO

◎所走時f･'･q(30分)鋸に,反応液 ImLをサンプ.)ングした.

③サンプ1)ング液に直ちにBをloTllL捌 nL.遮刑 場 で掛 放し,反I.i.させた
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①③の反応液についてCで迎滴'jizを行った｡滴下品 をxnlLとする

反応を下..己に示す0

2SOlヱ+01-･2SOJ

so12+け H,0 -SOf十2I+2H4

2S201ヱ+Ⅰユ ーSJO62+2r

従って,tmo】の02の移動は,4nl01のSI0㌔の滴下の減少につながる 従って.kE.)は 卜
式により求められる｡

kLa=
△xxlO~-【L]×02[M]/△t[h]

C'(sp衡酒柵 棄濃度)[一一一oL/mL]
･去 (2_6)

d)呼吸速度,酸点移動速度の測定

指数増益フラスコ内の培地での較素の収支を調べるために榔抱のEtT-[炊迎J文および恨｣,:
の物質移動谷品係数を測起したO

呼吸速度について,図2-16に示したようにM■ch̀､eJIS-Menle一機 の1別系が引,1られた よっ

て呼吸速度 (Qo2)は∝傾度 (C)によって以丁のように,示されるolLlL, ,,ii仙

(0】5ppm)以~トの亡沿濃度においてはQ.,はOになる (一定肺以下の濃度の欣射 illTJ･[吸に利

用されない)ので,以下の計朋はm 渋皮を補止して行っている

Q｡コ-篭霊
(2-7)

これより

Qo1--732lmB-0/g-DCW ･hl
Km =0456[ppm】

と求められた｡

また,酸&-の物'AF移動谷姐係数について,亜硫酸ソーダ法により
kLa-191lh')

と求められたo

以上の結果より,(2-5)式をJTJいて細胞濃度からtX),農度を碓井することができる この

推言う式より･回分培掛 二おけるCO膿度のイむを求めると,約4-7rn.i/Ljの削 りであるこ

とになr'),図2-16の呼吸速度の5...-某から,呼吸に対する酸素棋給は十分な稀帥削こある

i21遜存酸繋濃度と比生産速度

浴存酸卦虐使と比勧韮速度との1姻係の検討を行うために図21)7に示した1U的 州 リ7

クタ~を組んだ.リアクター内の溶存酸題浪贋をD3'.電極 (ABLELOAN)で測,rt,モニ

タ~し,供給地気品を規定し,酸弟分仔を凋節することで亡0濃度を一定に保った .ti
存酸熟濃度のLt産性への影軌 ま,これまでは｣三に.)アクター･中の過/fL速度をJ&更するこ

とで･検討されている (Gaol1992,LeCkle,l99E.SpIClel.t985)a

48時間の培養前後の トコフェロ-ル含1[品から比LL耗速度を求めたしフラスコl人Jで5
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から10Fl問懸濁坊適した細胞をナイロンメソシュで探糾し.蹄垂tLI･[地に柁人し,+I

Ⅸ)波及と比生推速度との鵬係を歯2-18に,T<した '八抱によ:)榊 萌した細胞の格付TTへ
のけ眉の割合がr糾 ､ため,比′ヒ産速度はF式によって近似した.

爪-竺禁 ･21幕,

光に述べた比/F.廠速度(2-3)は,次のように.I.tきれすことがてきる

汀-竺空 し (pm)av .(2-9'

本実験においては,比増殖速度 (JL)の止確な1JlLは収れか ､が,これまでの宗純 か･',

0I-03としてよい このとき(2-8)式をmいることによる..1,nt,7-はⅠ'BlJ以IJlてある

lX]2-18よりDO8ppml.J近までは.亡沿と対LLJ･してほほIT線的にIt′JI碓)1日iEが 川々lしてい

る○またこのデータを外挿することにより,oppmでは比JJ.J7t辿J文一28l-llg/I00ぎーDCW/dl
という伯が紺られる この肺は細胞内におけるトコフェロールの消Tt･JJしくは/̂作の,ど
皮であると考えられる

トコフェロールは,生作内で抗酸化剤として働き,恨議書によって.J>-,.I?される倍化スト

レスから細胞内成/JH･防御する働きがある (cho帆･.1991) 従って,倭,kストレスによ

って'f:産が誘蒋されることは,合目的件に今致している 脱臼この研究で.植物(糾 Lの ト

コフェロール含什能力.'過倍化ストレスに応答して,増加1するという打iI'丁がある(K…､crl

1985)

i3)浴JI;E恨基′長使帆埋却超
LX)の効果をIIl捌 灸ulすするために,的 を8ppmに3.11御して30I川りのLl7苑を子Tった ここ

で故山J巨花物のイり上が生じないよ:)に,初剃細胞液皮を23g-L)CW/Lとした 'N'd肘 二よ

る培衣では,タ巨砲,細胞持上を伴うため.fi那 E,k掛 二は過さないので撫塩フラスコ上:描
において い郎気仙の鮫,存分圧を制御することによりiJ･jL･.500nlL三Il]フラスコ中の

150mL培地の上[%に毎51100mLで通気を行い,27℃.100叩mで七T･超した
Ffr'Jizrl散1lJ-(二細胞を含む培養液を所定祉サンプリングし,追心分鮭により紺地Jを'JT邸

し,上[''11をフラスコにLTiした｡細胞についてLTI_U(, トコ7,Lロール含 イJ-:,;を測,,iiした

D3制御を行わない培塵を同様にして併せて行った:

比増地速]空,比生席速度.m 制御を行わない域合の∝)の食化をlx121t9に小LlJ m

を8pprntこ制御した城合,制御を行わない場合と比べて6I=ほ では,.Lt,t､他を示すが L:I,

養初別において低下を'Jたす傾向は変わりなく,また.制御を行わない楊fIにおける比,1:

産速1空の回復はtX)の増加と時,qがずれていた 従って 糾 [倍滋は特にL,ち,長洲g]にお

いて比JF産速Igj,に影苛を及はすが,回分培益 二̀見られたIt:/I-･摩辿J2の托 卜の傾Il'IJに対す

るi=_lJJLlでは小 一ことが明らかになった｡
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2-8緒言

回分培益および反複回分培盤で組黙された細胞の増軌 ビタミンEの′I_椎の榊;U.I)三

験計画法を用いた培地成分の検討より,特に棚柏.生産に佃1け るとぢえられt=収,,r!二
ついて検PJを進めることにより,有効囚戸の効米について評価をおこなった lユトに#.
,論を要約する｡

(I)回分培か こおいて,ビタミンEの比和柄適性は.培盛の梅細別に低い仙Jl'小したの
ち位人伯を,(;し,その後細胞'71-の増l)I=二ともない低下する挙動を′Jこし1=

(2)反松阿分培掛 こより,細胞の比増殖速度.ビタミンEの比′I三稚ji;f空がとい二,I:.I.(耕

持された｡また,天然種子を超えるビタミンETHILiiほ もつL,I;益細胞が7.r7.,れた

(3)細胞の増殖.ビタミンEの年産は,細胞濃度が低いときに低 卜すること,ll光に棚川』

を培超した培盛液 (培養ろ液)の捌 llにより,朋 巧,′l=.庄性が向 i-_することから.
一定:-i以 l二の細胞放出性の物質 (コンディショニングLqll)が細胞のIiWlおよびヒ
タミンEの生産に必要であることを示した

(4)''＼砲塔を川いて,港市放熱恭度 日カ)を制御した触相川勺な#111胞のj;■･鳩 を〒Jつて

ビタミンEの比生産速度の応芥をijlJJ起した｡そのもー探,糾 f一校ぷ漉蚊の9ppnlまての
増加によってビタミンEの′F_産が促進することが紋Y,丈された

(5)醸#JIJI-_を湘盤した空'}ほ 上面適'̂した,フラスコ振とう増掛 二より,D3,q<Lli如

ppmに制御した30El間の回分培並を行った｡その結JFi,培並の初馴 二おいては り
.Ullとして行った【カ非制御培養において見られた比Lt-濾 過蛇の低下を′J,-さす .･:,･,L､化

′ヒ稚速度を維持したが,その後)州召培握と同掛 二低下する/tを助を示した

(6)培地成分についての評価により,リン駿塩が艮糊的な細胞の増純に 仙r{性かヒク
ミンELE産に関Lj--していることを明らかにしたCさらに,枇漉f空の効1ミについては
iIに泣透圧の効果によることを7T;した｡
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図2-17DO制御のための気泡塔型リアクター
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第3章 構造化モデルによる増殖と生産の解析

611やでは堵超システムを漸進的に改良するJfはについて述べた しかしなから,その
過程で得られた結果は,操作の部分的改良に寄Lj-一するのみにfLTlまらず,uiに.貫くサーy,7,3:

行うことで,生産機構を解読する)長碇データとして胴いることができる 従って.トド

では,生産機梢をシステム的に杷超し.91なる生席JjPL-の改良へと適川すること引 ilth,

とする 本科 こおける生産システムの構造的把将は,植物細胞LT.L'盛 鮫に対して 卜'/(な

tr虎を有することであると考える 特に,連続研h･での細胞の,l壬軌 -次代､At,hCのHtl

3-1研究の方針

Mモデル構築の)5杜
松物細胞におけるE]的生鹿物は 巨に-_次代謝産物であり,その,ト椛は糾Jl帥 Jの･IJ､態に

より変動する｡有用物馴 _確のために環境射牛を効判 ()にil刈御するうえで.刺MrdrJLl代謝
傑梢を総括的に把振することが必JATとなる｡

植物細胞において,他の徹′ヒ物や動物と比較して抑徴的な.在として,i)こ水化物なとの
必質をデンプンなどの形で細胞内に削 ■け ることが挙げられる 従って,細胞r勺#7-i,･I物
の化射 (内在代謝)は,特に柄物細胞については類を視することができない 仲にl")桝 ■,,-

益の挙動において,植物細胞は微生物などの場斜 二見られる対数朋 h.Jyjの校の･,ii･.i;I,lIJJを
示さない場合が多い.この挙動については,後述するように,V｡nGul.kら(】9L)コ)の検pI
により細胞内貯蔵炭水化物の消費によることが明らかにされた

また,)占質を連削 りに供給する辿綻培養は,か ､増姫速度の維持のために また 二1)､

代･射生産の安定のための培益環境の恒′馴ヒのためにも有月は /1はである しかしながら.

希釈やを一定以上に上げた場合,また,細胞濃度が低い粂作での培崖(二おいて.細胞の

機軸が抑制される傾向がみられる 細胞の噌軌 こ細胞山瀬の分泌成分の/flIか払LRてあ

ることが此花の研究において朝'L-･されている｡前噂で示したように.これらの那 辿分..F.
性の因子はコンディショニング囚fと呼ばれているが.その鰍,A,ll-m肘掛よ剛 Jされ

ていない｡
地物細胞の辿続的塔屋の解析のためには,細胞の内在代謝および,コンディショニン

グ凶Fの効果を都酎二入れたモデルの開発が繋まれる｡朋 壬では,ペニバナ細胞の上.Il場

系においてコンディショニング効果が生じることを確認するとともに,柵臥t.lil(,立:二よ

り･その朋 主の定式化を行った〇二のモデルは,横溢液中に分泌される凶√のみを棚
に入れ,細胞により持ち込まれる品はパラメータとして扱った しかしながら,油紙操

作に油川するにあたって,細胞の存在:iと 培地の才,肘牢を,,hiJ御するた桝 二は,榔胞IJ･J･二

郎JfされているJBlJ合を評価する必要があると増えられる
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出郷 仕謝系
植物細胞における二次代謝を含む上な代叔経路を凶3-I(火野 1992よ･H に略記Lt_
植物の二次代m裡路は,大きく次の5縫路に/Jlけちれる lメバロン懐紙軌 ごンキミ

醸総称,3)メバロン酸+シキミ慨結臥 Iシキミ酸節路+マロニルCoA.5寸ルこナン締

れ 本研究で対象としているビタミンE(トコフェロールIは.掛 やで小したよう∴

シキミ酸経路由来のホモゲンチジン酸とメバロン椴稚拙山瀬のフィトールからILIT収さ

れる｡

これらの二次代謝程路は,出発物質として舶糖系の終端馴 二/rlJ=するホスホユ ノール

ヒルビン椴やアセチルCoA.またはTCAサイクルの構成化合物をt)つ 従って. 次代

謝系の生産適任を記述しようとする場合,酵糸や捕成蛋11民 映親紙などからなる ｢細

胞悌造作｣や.軌 デンプンなどの細胞内の ｢貯戚炭水化物｣とIx_別して.排他r勺のIl
味の -次代跡 rl問体として ｢呼吸逝質｣のilEを評価する必盟があるといえる

(3)的物細胞の構造化モデルに関する既往の研究

Balkyら(1989)は,細胞の死滅を考え併せたモデルにより増軌 ′ヒ碇の不刺を附析する

ことを拙某しているOこのモデルにおいて,梢道化は,特に糖収1)込み後の過rほ 糾胞

の純減とその分解として解釈しており,地物抑胞において往々にして組られる柵収り込

み作IL後の物質生産に対して有効なモデルとはなっていない

細胞の内作代謝の記述には.細胞内の帖道をr<分けしたコンハー トメントモデルが過

していると増えられるO柄物培遵細胞に対するこの判のモデルとしては,Hookerら

(I992),vnnGutlkら(1993)によって提案されているモデルがある 特にvanGullkのモテル

では,I)ン駿塩の代謝系制御への作JH,細胞内選伐多糖類のHillLIを月収に入れることに
より,植物細胞特有の内在代謝の解釈を行っている しかしながら,このモデルでは

基質の細胞内への収り込みや呼吸肱質の所在を多元化するなど,ノHヒ･F'.的知見とは粍な
る面がある｡また,二次代h唯産の明確な記述を与えていない

一九 細胞分泌性物質を考慮 したモデルとしては,Frazler(1989)は,鞭収 lI込みとLl.i
砲について分泌性の中間体を考燈したモデルを提示しているrLかしながり.その対象

は軸分桔掛 ことどまっており,コンディショニング効火が鮎も屯要な役側を′トす姓識糸

の記述には適mしていない 本報告では.コンディショニング囚jl作riJについて.
Frulだrの仮定を取 り込んだモデルを捉無 し.半連続操作における増継の挙動を評触した

脚 略

本研究では,細胞内の重要な組成として.解糖系やTCAサイクルを形成する呼吸仏Tf

を考膿に入れた｡祁川包外から取 り込まれた概は,細胞内で呼吸兆芹を耗山して.叶収に

より消牡されるとともに,さまざまな細胞内での構成質Rの席山に供される 従って

呼吸地質を考慮に入れることにより.基質の流れを簡略化することができるとともに,
細胞の｢次代謝産物の生産を記述することができると考えた
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3-2実験方法

モデルを梢築するにあたり,細胞の増的および′仁梶の)rt勅と細胞州 札戒に-)いて.lJ二
族的検utを加えた

妙 ::里製造
細胞飲 細胞懸濁液を3mL探札 細胞塊を/JT解するため,へ'/ナナ一七01-11Lを涼

加し2時間撮漁した按,血球..I-節盤をけIいて.汁致した
新鮮屯il:･採取した槻胞を吸引漣過し秤ili･した

乾燥亜炭 凍結した細胞を!',T空乾燥し梓にとした

リン酸胤農度 モリブデンブルーはによって測定した.

溶存椴滋濃度 ●満作頂点電極により測'起した

呼吸速度の測定
ダイナミノクはにより行った｡前作恨,Iき電極を設起した容器中に細胞懸濁液をT.<L人し
架先により厳R-を飽和させた後,袴旨詮を嫁閉した,懸濁液･ilのIT'f作腺炎.畏Jh;のJlH､減
少速度により娘人呼吸速度を.?F;価した｡

口Cによる細胞内呼吸活性の分析

TTCrt叩henyl-tetrazol.umchlorlde)は,細胞内の呼吸油化酵点立を.沖llTFけ るための.淡紫
である.TTCは細胞内の''IL4子lL己述系で還元され,赤色色素fomluJL̀...を合成する

ITCを用いることにより牧存雫をiJIJ促 する 測定L上は,染色 (培題).ユタノ-ルに

よる拙tJl,吸光度 (485mm)測定のステノブからなる 鹿本的にはTo､Ⅵ‖&M../.… lり75)

により!,隻,示された分析条件に従ったOしかしながら,染色に関してはTTCのIIL散カW 速
になることによる誤差を防ぐため,聖女17'スIII人後,恒温下 (25℃)内で舶InLTtすること

によって行ったCまた,染色におけるTTCの濃度に関しては紺胞椎によりうミ過粂什が1㌧I

なることが指摘されているため,7･備実験として,べ二バナ細胞に対するiミ過なTTC,67{

度を選択し (実#1),その条件において生存率の測定が可能であることi･帆LtJした
(実験2)｡以 Fl:その実験条件と結束を,示す

土邸rR馬釦 .生存や分析に対する至適TTC濃度の送状

以下に示す実験条件で,染色におけるITC液圧を0-12%で変化させて. I,iz:,:-のillI
胞に対する抽出液の吸光度を比較した

rR験粂件 '前培養粂作 RT-B2K液体培地にて6｢川り培避
細胞芯 025g(新鮮玉虫 :FCW)仲11L

TTC濃度 0,04,08, 10, 12%

結果を岡3-2に示すC結果には誤差が見られるが,概ねITC10%で姑も高しり奴光Jlか

子IJlられたC以下の'R験にはTTC10%の粂作を採mすることにした

ヱ岨塞版2.TTCによる生存雫分析

TTCl%の条作において,細胞の生存-草が測'jkできることを確認するた桝 二,化娘捌

胞を含む細胞懸濁液を川いて生存r糾二相する仙L'JJ.il笈の吸光度の1･ll.L,.を調へた サン

プリンJ/した細胞懸濁液の 一部を死滅IjLm主し, JL一件細胞と化滅矧Hraの比･キーの～.は る
サンプルを川意した｡実験粂作を以下に示す｡
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実験条件 前培塵条件 ●RT-82K.糾本培地にて7卜相川･,盛

花滅処理条件 90℃の港浴で3分F.riJ処PF_

細胞-Fit.- 024g-FCW/2mL

生存細胞比率 0. 1/6,2/6.3/6.4/6,5/6. 1

#=果を剛 -3に示す.細胞の生存半の増加に従って吸光fiEが増加Lでいる

'E:/T-'Fi3/6までは直線性が得られたが,それ以 卜では外れてきている その理山こし

て,抽出効平も考えられたため,州,LJl.後のサンフルについてflJl仙 日.をir-r= そ'J)
結児からはみ測定値における諾捕 レベルの吸尤]3iFLか得られなかったたれ 州.･EF,祖

率のFE･lJ週ではないと考えられた 頼経性からのずれは生[絹8胞が多しけ鶏で｢∴lrで.LLL

度の減少の効果が大きいためであると考えられる このことから懸描.rlの糾l胤r把

は012g-FCW/2mL以下に抑えるノfがよいといえる.

3-3モデルの構築

il⊥国分培掛 こおける呼吸速度の評仙

細胞はペニパナ細胞.培地はRT-B2K培地を捌いた｡固体培地｣二で3辿M Jに附 しし

たカルスを】00mLの液体培地に移し,2週F7帖 に二l一･憾 萄̀摂長 (llTJL藷避)を/1J,,I=絞.

'E験にmいた｡10本の3COn.Lフラスコ (培地90mLを含む)に同 一フラスコl勺の拙IJrd･掛IgE)

液を10n.Lを加え,27℃,哨帆 88spmの条件で38EIFJd順 iFt増益を行った その,也fL.1にお
いて,所定Ut-の細胞懸濁液を採収し,細胞数.乾蝶正鼠 新郎屯;追,lTC 化̀ .呼吸速
皮,培地中の糖濃度の測定を行った｡

lu扮 培養における細胞乾燥亜品,新鮮正もt,細胞乳 糖.農肢 位人呼吸姓fiEおよび
ITC還元色滋濃度の経時変化を,図314-9に示す｡紺地乾性&:.≒およびmr雛TH.;は柵が

7柑 される増感22口まで増加し,その後低 Fした 一方,細胞数は上絹 32旧 ほ でLi･.･tJH

を掛 ナた 乾燥屯:llfの新鮮丘敬 二対する比半は横溢経過とともに低下しているが.この

傾向は他の培養でもみられる｡この比率と,細胞外穂状圧とのJuE対をExE3-LOに′Jけ ほ

ほll.胤 的な対応がみられることから,細胞の膨W{やがtl遥旺に大きく依lrしているとE･
えられる

た 乾燥iEil主あたりのTTCの倍とTTCあたりの呼吸速JB:の変化を【和 一11a2に′J三十 (･L喋

亜iJ:あたりのTrCは培掛 8ljElから低 Fしている○その-),,lTCあたりの叶JVl速fl-(ま
増益1g川りを通じてほほ一定であった｡ITCの伯は,呼吸基質の削ヒ速比に111.としている

と考えられる 従って,呼1吸過掛 よ呼吸)j潤 の代謝速射二律速されているとぢえられる
そこで,本研究では,呼吸速度が細胞内の呼吸)&質のilによって比,上されるものi:ILL
遥したCまた,既往の研究において呼吸速度と朋 []速度が仙柑していることが判i;･.され

ていることから,細胞梢遺体の合成速度は,呼吸速度によって別-起されるものとした



廷側胞内リン恨塩の関ji

既往の研究において,リン酸塩が細胞の畑地辿Ih:(二･.#L5-していることが附 ,されてい

る (Curlis･)99日 細胞内のリン椴塩はエネJレギー物FIL守や核憶の LLAなJ占川 である ま

た細胞内の呼吸)1質や細胞構造体には 一定T.上のリン倍化合柏が含まれる リン脚 立.た比

の増軌重度へのl対与は,6 エネルギ一代m速度による,f細胞仙 女憶:.:の.J.11･.i,による
富呼吸礁質韻や酵射 再性の調節によるというnT能代が考えられる
細胞におけるエネルギ-生掛 ま呼吸であり.エネルギーlrJ･J'tの i-,&な.TIL/Jj･は.ケン′､

クなど細胞偶遺体の合成に用いられる 既往の研究においても.呼吸逆性は1..･.lhlr油性.r;

大きく依存することが示されているが･細胞構造体のll-成によるものと4･える 削他州

のATPfFll三芯は欽/JmOl/gのレベルであり･細胞の掛F'iii･速度はg-Sugar/g/dでIgの紙によ
って約200nl1--01のATPが生産される｡従って,ATPは砂のレベルの代洲 -rlrl.をしている

ことになる 呼吸,細胞構造体合成速IEは.ATPの(,D転辿litに川 LLtするもので,あるf1..

度の1)ン恨塩漬圧においては,その'Af空に引地 されるものではないとぢえられる

細胞l勺の帆韻炭水化物は1)ン慨塩を要さない○つまり,lrf頗炭水化物の/(/1は.細胞

内の炭水化物のみならずエネルギ一別 守.核恨馴 lこしてJT効な.)ン倍化の毒川 のため

の71割をJTしている｡従って,核膜臥 呼吸盛質,細胞梢遊脚 iEをJtjJjZ川,Jに.JEgl･.け るた

めに,帆,'i炭水化物の調掛 二リン厳塩が作用しているものと仮起した lTX･1TのL.JF知 二お

いても,郷胞l久]1)ン醸塩濃度が細胞内貯蔵JX水化物故の.即 行に閲J-)していることが如;,.

されている (portlS,l982･GLaqU.nta･-980) 本モデルでは,lrj戚jj三水化物と岬l牧).lJj･i
ちrEの比準の制御に1)ン恨塩濃度が関J-).するものとした

(3)コンディショニング四T-のF鞄墜

F相中で示したように,培盛ろ液を捌 目した際にも増殖促進効果がみられることかごつ,

細胞外に分泌される物質が増刷'挺進にI対与-しているといえる 付し,イ1･劫I,E3Tの細胞r勺
に取り込まれたE;kが,細胞内で作用すると考えられる

そこで･細胞外分泌とともに細胞内苗Hfも存在するものと仮･/izした 従ってその･,i:Jt
化は,FruZ●erのモデルと同様に,① 細胞の比増納速TB:は,細胞l勺に削 Ilされたコンテイ

ショニン'/囚 仁の品により決まる ② コンディショニング凶f･の,組胞IW ,Af,'[:.;朋 ll胎
外硬度と比例した平衡状掛 二あるものとしたD

コンデ1シヨニング囚Fの生産速度は,二次代謝′上座の非胤量化モデルである

Leudek･ng-PlrClモデルの二つの項,つまり増触誌比例生徒と細胞:i比 例,I:舷の行々の場
合を想定した.

この仮定に遊づいて.以下のように定式化を行った,



筈 -α,砦
もしくは

等 -α,C入

以 Lの)占碇式より,細胞濃度 (C､),コンディショニング囚J'の細川alL1品fl'l:. LJ
は下1℃より求めることができるO

慧 -βqcx

･し ⊥≒ _一二己Cx+K

本研究での偶道化モデルでは,岬僻見はコンデイ-/ヨこング凶 rのみによってはL)とま

らないため･(3-6)式はコンディショニング凶仁のパラメータ (K, a,,～)a)lJtL･,iiのiT,?
にのみ用い,構造化モデルでは肘杖り込み過料 二呼人したCまたここで 紺地lノll.I,fill.

q'で･lミ衡に述している解題系より,紺地をcxo,培必削夏をvl別 rした1㍍チ リ,I,*Tに止
した後のqは下式で示される佃をとる

q=(】･Cxo+KVT
Cxo+K (3-8)

(4)構造化モデルの概略

本研究で想定したモデル構造の概略を[舶 -13に示す 細胞内構造を ll1J-[牧に川いうる

基質 (r呼吸基質｣)をLP心にして,その前段階物質として晶析されている ｢貯成Jj三水

化物J.そして呼吸には用いられない ｢租】胞構造体｣とに分けて考えた ここで.拙川也
の詣代m横能の中心をなす群耕 土,細胞構造体に含まれるものとした

また,細胞外の制限苑質としては,楓 リン酸塩のみを考慮した .)ン蝦塩がhurulJ,f=

符となっていることは,多くの植物細胞培掛 目の培地においてみられていることであ:).

増殖速度がリン醍塩の含有晶によりBL定されていることについては.多くのfEi;l手がある

また.国分増益後JyJにおける細胞増殖の停止,細胞のIFIl大漁度は,ほぼ楓長蛇によりlJtL
走されている｡

班 .Wの謂速度過樺

収l)込み速度

細胞外の糖 (se) リン椴塩 (pe)の濃度に対して,Mzchi､el】S-Menten埋!TIJi･,iiLた

また-特に糖の取り込みに対してコンディショニング囚f含机 上(｡)がI/J･-JlJlるもの
として,その効児を加えた｡取り込みにF狙うする糾抱成分は,細胞捕近体 (B)とした
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二二一(./a.A )C8

鴨取り込み速度 (T.

rl- k廿 志

リン酸塩取り込み迎IB:

r2-k2(浩 二,CB

呼吸速度および細胞他遺体分岐

呼吸速度は,細胞内の呼吸鹿Tf濃度に比例するものとした また,叶徴によ-てJlし

たエネルギーのうち,維持代謝に川いられるものを点し引いたものが.細胞仙)造血'Jj･J)
介蚊に川いられるものとした｡

呼吸速度 (｢,)

r3=k,CN

細胞順逆成分合成速度 r一)

,一=也 Y

弟瑞災水化物と呼吸低質のハランス

苗椛炭水化物 (C)への呼吸准Er(N)の変換逆性 (r.)は,細胞IJ･Jのurl岐)i:'EE:J:1のJI.･!
加に上って促進され,苗枯炭水化物およびリン廠塩の増加=二よって抑糾されるものとし

た 逆に,苗梢炭水化物の呼吸)占賃への変換速度 (rホ)は,細胞内の呼吸).I;罪;I:のmI州
によって抑制され,遜桜炭水化物およびリン酸塩の糊JJl‖二よって促進されるものとし[=

r5-(k5品 ,C8

r6-{k･笥賢,cB
L61物劉文王
以上のfSg係および速度式より,以下の物王訓丈よ式が縛られる

空室=_,.
〟l

EIC,.
- 三一√2〟t

生ら =,.-,3-,4-,5.,6〟l

(3-15)



a)′L-濾過程のモデル化

本モデルの埋溝から,また,ビタミンEの前駆体のフィトールが解糖系終端のアセチ

ルCoAにホモゲンチジン酸がシキミ酸に山火するものであることから.).t{lHIとしては捌

胞内呼吸姓質を用いるとした｡JLl_し,前額の検討において,カサミノ慨が′I~l･(･(二人きく
関与していることから,前駆体のいづれかは細胞外から†lt-iたされるカサ ミノ椴に1L(/IL

でいるものとした｡カサミノ酸は天然物であり,秋成中の有効成分は抑',iiされていない

イr劾成分の耽り込み速度は,師佃のため細胞外でのLCllに比例するものとした さらに

取り込まれた11効成分と細胞内呼吸1去字号の細胞偶遺体に含まれる形,i壬を介したIir心によ
って, トコフェロールが合成されるとした｡LJタミンEの消幣 分脈辿似 よ.帆†Fi!のた

め117Eiiiに比例するものとした｡また前掛 こおいて,LLl鹿jAJlに泣退Ilが附 I=ノている
ことを′J､した｡7/たって,ビタミンEの/Ji肘 こF対LJ-する岬収).r'l;i'の損Jlは細胞'N仏を代ノ､

FWから

cF-轟 (3120,

(cr'新鮮iri晶,cx･細胞乾蚊並岨 C臣:細胞外矧農度.
Sp･舶′ト虻煉変額比,p-比屯)

というl淵係式でモデルに導入した｡

生産に対するコンディショニングについては.特別の速Jh:式を設･起しなかった 坤.F9)ll

に設定したコンディショニングの効果は.LL腫物の甚質として設定した細胞 F勺呼lyl),tJL壬
の含Alllfにr対与するため,間接的に生産速度に関'j-することになるe

以上より,培地から供給される有効成分の細胞州Ti度 (pm),および紺larJ･IにJriり込

まれた菜の培養液基盤の濃度 (pr),最終生産物ビタミンEの濃度 (pv)の変化は以 卜

の式で点される｡pm,pr,pvの判立は便宜的にIiLgのT∝生産に必L姿な:,:.をIU州とした

dP

一詳 =~h･PmCB (3-21)

等 -h･p-Cn-h宅 cN (3-22'

P

dl'､

T -桟 cN-h-Py (3-23)
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山ごラ}-2些墨左

取り込み速度
既往の研究において,拙&.びにリン酸塩の取り込みの速艇は細胞の';'衣h:Lllやて′Tミ

られる また.その佃は,培養系によって大きく取なっている 本モテル:-_ijいてii.

取l)込みは細胞構遺作准唯で進行するとしているが.細胞構造体の'ii杭的Hf佃を子† ′

いないため.実験によるこれら速度の決'jEはできない そこで.'J:娘純米よ.),'f>期限

前材脹唯の稔およびリン酸塩の故人取り込み速駿を決定し その細胞帆)"&仙人㌧VEのWlと
の比率をハラメータとした｡また,文献他より'ilミカエリス',ヒ汝を油J,iiLl= ここでLLh

取り込みのミカエリス'jE数は.細胞系によって15-6gn_(∨州GuHL.】992.Sclmupp

199])の範囲で変化しているが.本研究の範朋で入射 二影習しないので.中川的な肺を

採糊した

リン酸塩の蝦人耽り込み速度は,リン低塩液性を125,コ5,5mmoVLのtl1.1地:二よるr上

松回JJl培塵を行い,細胞外のリン酸塩の収り込み速比を測定することによりは'jil_I:

その耗果,'6条件において0.086-0124mnl州g-DCW/dの範凶で射 ヒした ');娘抑 たかJ

この肘 二は右古着はない そこで.前人リン椴松取り込み適性はギ州 ImIlMVg-DCW付 と
した 一方,始の取り込み適性については,数回のH,1分培養においてムiJ､仏かnSg/gkl
であったが,この故地は細胞輔柄の挙動に人きく彩冊するので,ハラメータとLJ-

flfホ止JILrとur唄連J"の ilrl

呼吸速度と比増殖速度の関係は,細胞系によちうはは同様な仙rkEを′バしているたれ

文献他より決定した 化し,ここでもIj･えられている他は全比較前【lり川 ≠であるので

細胞他遺作遁唯の他に前述のパラメータによって変換した

コンディショニング凶 [-の効㌍

ここで,コンディショニング凶Fの単位を,細胞の比輔柄速性をiiW:■lLln加させるこ
とに質するコンディショニング図7品を州 帖とした (3-2)式におけるノ=1と/+Jるよう

i二束適した

舶椛蕗後の細胞巾着輯並,細胞外分泌や Kl.細胞による生iCJtや 血 をハラメ

ータとして,図2-】4に示した実束および図2113に′示した初期細胞漬圧を安えたちで姪の条

件について.(3-5),(3-6),(317)式に従って放伐hMfによr)穀終細胞iJ･を求め{_I I)二輪

により打ちれた結果との対応について,娘小目束はによってハラメータ仲を山半紙L/i

前述のようにLf.在比や (a)については.細胞州柄誌に依存する場汁と,紺地1,:にuくfJ
する域今の2椎熟について検討した｡計先により縛られた身を終細胞㍉1と'L;側的との対仏

を帆㌻14に'i=した 和地依rF作の生姥の場合,Oは04runlt/gl.KはIlgnJで./i/L:I:h!く

/Fの似合.ぴはO.08runlt/g/dl,Kは09rg仙 で伯過であったが,特にff/ル イ糾Fの場介の
Kの仙よ04から09までではは芙版佃とのよい41日対が比られたため.この′火煉のみによ

ってKの佃を決走することは避け,次に反役阿分培掛 二ついて,愉弘シミュレーション
を行った
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光の(315-8)式を剛 -て.2日蝕に細胞懸濁液の桝 を交換したIA触"HJl増産のL.潔

に対してシミュレーションを4Tった結果を凶3-15に′バした その紙丸 岬的依/Eの｣ン

デイショニング凶 (-)L産を仮定した場合,先の検討で7-[られた/､ラメータのkl叫て.ま.二

韓佃と一致 しない その一方.細胞存在FLLt駅II-の隼銘を仮'ji:した均lT.細胞外'Ji泌 K
をOJとした均/J.実験値と計質伯はよい相関を小した
ここで,式(3-9)にi#入するコンディショニング凶 /-のhl人肌は.′L軒さ)∴ Ⅰ勺/･･)i
ベてが細胞に必織された場合の純である 従って./I/rautlIの均今03三日川It/g)と'j:･l

担刺される比増納速度のレベIL,にはは ･致している

(2州 分析益および反触回分培益における増鏡の挙動

パラメータの,七価
上記の検討により.穂取り込み速度定数 kI,呼吸辿J17:ii欲 し .貯瑞ii:水化的

こ呼吸濃質の軸TL変換速度定欽 k" ㌔),細胞枯iZE作に対する乾虹巾Tl:J)比1号言
CJC.)の5'Jと汝をパラメータとして設定し,約2碑に小した如糊批横比3r'tの哨trの('Jl/JT
軒並 (阿2-I)および反撤回分増益 図2-4)における細胞屯Fliの経時変化との,)'ノテ

ィングによりHl適鵬を求めた 決定 したハラメータ佃をJi311に小した

k.の他l.9Lg/A/d)と細胞乾燥屯h相 戦で求めたrR騒仙08lg/ddlとの比は2｣であり ハブ

メータとして設定したCY/G=2と近い偶になっている また.シミュレーション!=おけ

る対数増細胞のC､/Gの佃ともほぼ一致する

回分横溢における岬鵬の挙動
細別糖濃は:3%および1%における細胞品および糠漬牧,別の初mJ細胞条件で子Tつた
WJl培益における細胞品及び細胞内呼吸底質のそれぞれシミュレーション純米を榊_Llb.
17に'j;した 利他 鼠,糖濃度の似 よ実験地と.よい他悦を小した また.細胞l勺岬収Jた
好の挙動は,LR男剣二よって得られたTTCの測'jii仙とほほrHlじ不励を示した
疑似回姐 掛二二かナる叩舛
比視岨/Jl培鹿のシミュレーションを,新たに行った坊掛こ対して行った 七号掛よ,也
東を同じくする細胞を同濃度で棲捜した懸濁液を川いて,2El恥 二細胞を含む懸濁椎の

40%もしくは.6日毎に80%を採収し,同iJ:の新野培地をは加することによりifっT= こ
こで懸濁池の'1換比耕 土,両条件で希釈やが等しくなる 0.261dl ように流 し1=

従って.比増始速腔が両条件で同じく 一定の帖をとる域合.細胞歳晩の安化はHkv)傾

向をとることになる

川3118に,各条作での細胞濃度の撞時変化について,'A:験によ;Jifきられた胎.本モチ
A,【こよる仏を併せて示した 培益の経過を通してほぼ -免しているといえる
L3)阿分およびIL*孜回分培差におけるビタミンE!L#_

H分培避および反役回分培益lこおけるビタミンE'L雌の単軸をシミュレーション､二よ

り評価した 回分析益におけるシミュレーション枇米を帆3-19に′T(す<細胞:止水少仙 二

一三ビタミンF.のLiに実験僻と(,r碇他t二ずれが兇られるが,この時は=ま細胞内の微少,JdL･rl'
敬砥iirH:よりビタミンE生産が左右される特別であり.細胞rJl咋喉仏㌍変化.二山胡な
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調整朋が加えられていないことを考慮するとこの結架は本モデルの HIなiT.liLJを′トして
いるといえる

fif復阿分増産についての-/ミュレーションもu1-をLx)3-20に示す f丈松の糾=L'Jlここおい
て,ほほ一致している｡このとき,細胞1丘あたりの含有11は.lHl'JI増益でのItlF_のト JT.7

に至るOま!.:含11--L主の経時変化を図312Iに示す 前･t:{の庄子kr･･1分横溢 (E(Tユ｣IlLj"l')
た含有iitの各阿分でのff.Q減の偉効と同し,Jll動を示した

以 Lの結果より,本モデルは,ビタミンEJJI産を‖亡述するのにIf効であるといえる

3-5考察

本モデルは,連続培養のためのコンテイソヨニング凶 Fの効果を増収に入れている.･..I

紳胞内構造として呼吸准質を想定している...lT.にオリジナリティをイJすると考える lJil
h'L系の孤胞増姉の歎佃言1馴 こよる,TFlF抗としては.schr.̀LPPら日991)の研先例か/(ll.するが

そのモデルでは連続操作による棚胞増拙速圧の変動という挙動を女親できない また.

本研究でのコンディショニング囚仁の効米は,ill.某としてFrazlerが拙Ikさした'Jjh.ど.竹J.I/iJf

中Fll'J体のモデルと柿餅な傾rhJを示したが,このことは,コンディショニング凶/-として

検討されている物矧 ま,細目血眼透過他をすけ る鵜質,皐即胤隅近体の/1号てが†,Tまれている
ことを示している

Butleyら(1989)は細胞の化減を細胞の膨潤,憶機的掛かこよるものとiIl,iiしているが.

吹.■;壬で検討するように柏物細胞はフラスコ振とう1汗遵伴性の機械的ストレスではrlll'JTL.-.

塵の際に見られるような細胞Lt減少を′Jlすとは増えにくい 本研先では鮒胞の妃鳩はぢ

腺していないが,フラスコレペJL,で見られる細目胞/l三存卓の低 卜は.細胞r勺のlL･』=二よる

と考えられる｡本モデルにおいて,Ld分増益終馴 こおいては,呼吸)kTirのIIJl･lrt速従は維

持代,卦にLR--求されるも主を下回っている｡細胞の死滅速度はこのような呼吸).L4'lrrl小)Lによ

ることが考えられる｡

本モデJレの梢嵐 特に貯蔵炭水化物のノ削即ま.vanGLLl'k(1993)によるモデルにか ､も

のであるが,彼らのモデルにおいては,呼I敗)k質の/f･在を考慮していないため.Lr;Li'tlL;三
水化物の代m過襟が,他の純成成分と触･■rしている そのため,肌馳上,I;･題ヤ _))こ代mI〉f,

物の/1三度の.言己速には不足があると考えられる

二次代.JaT生苑の挙動はJF構造化モアJL,のLcudcklng-PtreL(1959)のモデルが多川さjして
きた /1=.庄作を増殖Ei-依存と存在丘依存との和から)け このモア)i,は, ･,上条什トでの
塔屋挙動をよすのには有効であると考えられる しかしながら,LlT･益条目･の51:なる描(T.
異なるパラメータを要することが多い｡本研究で構鹿F.したのは,F九川_代.封の甘 Jを..LIAi

することにより.舛なる培養環境で適用可能なモデ/レの構築であった イこモデルでは.

岬吸盤JG'f以降の前駆体の品や細胞構遺体のnL1分戸削二よる盈fi'T31;給を考塩していないが.
これらを考慮することにより,他の生産系への適JHを検｡J+ることができると刷('1され
るO



3-6緒言

ruJ分培養および反復阿分培掛 こおける細胞の増弛およびビタミンEの′トll･'fJl､J,bについ
て検｡Ijを行い以下の結果を得た

(l)コンデイショニン'/囚子の効果について.愉bJモデJL,をHJLlた定:一丁札J川1rをhL,
生産速度,細胞外分泌雫を,#価した

(2)呼吸ノ占質を考慮 した構造化モデルを構築した 細胞の増気力(格造成分(ナ収辿比 が

エネルギー律速であること.呼吸Jl質と貯蔵炭水化物の仙ltJ変換が利他IJl■ノン恨塩
による制御を受けていることを仮r/tLた さらに,コ/デ1ショ二ンクの劫リ土をぢ

膿することにより,ベニバナ細胞の凶分培並および反徹也分L.I,'-掛 二13けるLl.(.･WlJl'-刺
を記述することができた｡

(3)呼吸)1空FFをH絹巨体として.kL定し,前甲で明らかになったビタミンEJl･_肘 二村+るイl

効凶Fの効鵜を考慮することにより.ビタミンE生雌を記述する構造化モデルをj,F上糸
した

以上の成果をもつ本モデル,は,辿綻増握系の.記述にも適用(.lJH旨であり.日T'l蚊),lー'lr';Pをそ
ぼした細胞lノ･】構造化により二次代.謝/t潅系の記述にも有川な丁一liIを/I-えるものであると
増えられるO

b

U

/
F

X

抑

JJ
h

∩

T

;

糾胞捕遣触農度 [g凡】

貯蔵炭水化物濃度 rgA_I
呼吸)占質濃度 【少し】

新鮮亜炭濃度 rgn_]

細胞濃度 (乾燥重量) FがL】

初軌細胞濃度 (乾燥屯i;l･) r少し)

培地中糖濃度 【gnJ

増地中リン較塩濃度 [mmovLl

細胞内リン酸塩濃度 【nlmOu_l

全コンディショニング因 (一浪皮 lunlt/Ll

培地中コンディショニング囚 FECTi度 [uml凡】

hl.培地中′l三並晶質取 り込み速度延数 lL/a/d]

hz,トコフェロール合成速度定数 ld■】

h､,トコフェロール分解速艦定数 【d')
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L. .柑取り込み達也定点 【g/g/dl

L】 ,リン恨塩取 り込み速rlR 故 LTTlmOl/dd)

k. ,呼吸速Ih:定数 rg/dd】

L. ,uf'吸).一三fTの貯成炭水化物への変換辿rR:'Ji故 【g/g/dl

i. ,貯蔵炭水化物の呼吸)占質への変換速敗走奴 lg/g/d)

K .コンディショニング囚f･細胞外分泌キ′LgN

KS ;ミカエリス定款 順 取り込み) Lgn｣

K, .ミカエリス'Jと致 リン較塩取 り込み Inl】-.OLn_I

p. ;培地中Iと産基質濃IB: lunlLnJ

p, ,細胞IW =庵湛質漉Ih:luniVLI
p､ ;トコフェロール濃度 L.ugnJ

q ;コンディショニング囚TEJfJfZT( lumt/g】
q書 ;平衡コンディショニング同 仁薪桜丘 Lunlt/gJ

q.M ,LI土人コンディショニング凶 Ll凝析;]ト Iun･l/gl

肘 杖り込み速度 LgnJdJ

リン倍塩取 り込み速度 rmmol/lJd】
呼吸速度 LgN d】
細胞構造体合成速度 IgnJd】

呼吸)&TEの貯成炭水化物への変換速度 EA/LJ(Ll

貯蔵lLit水化物の呼吸)&質への変換速度 Eg/LJdI

S.. ;LEi,ト性比正敏/新鮮並Ii,比 Ig/gJ

L ;棉益時【l'り Id]

vT ;析地移入や･tlAI

a ,コンディショニング凶+生産速度'jE故 (州的比例 Lun.L/gl

a: ;コンディショニング田子生産速度走故 側 胞;Jut例' lLLn"/A/d)

.3 ,コンディショニング凶+効力 LB/a/unlり

y;細胞構造体介成♪呼吸収率 【dg】

～.維持代n係致 LdJ

p .比1Tl. (かし】

/I :比岬帥速度 【d7]
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衣3-1 シミュレーションのパラメータ

パラメ- タ 決 定 帆 単位_ 決起は

K O4 gn_ 実験偶の範Iltlで7イノテ ィング

αユ 0 08 uM/dd 実験1Lhl

k. 19 g/A/d フィッティング (つ王族1LTl'で胤 IE)

kz 0IX(Cx/CD).-ll-101/g/d 文献催

k､ 15 g/A/d 7イノテ ィング

k5 005 (11 7イノテ ィング

kb OO5 dl フイノテ ィング

Ks 3 かし 文献1Ll,

K, 00012 mmol凡 文献他
γ lX(Cx/CB)g/g 文献佃

0 01×(Cx/Cb)dL 文献値

Cx/Ch 2 g/g フィッテ ィング

h. 08 L/A/d フィッテ ィング

hコ 05 d' フイノティング

h, Ol dJ フイソテ ィング
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(乾燥重塁との比較)
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第4章 撹枠操作により生じる流体ストレスによる

細胞内代謝系の変化

リアクターr勺での増益を行ううえで,過/jt雌揮操作により生じる減作ストレスは.1龍

体の組合,細胞の懸濁,主に!jt体成分の物質移動を'E現するうえで必牡rr()にJlLる

JTJ,通気税杵操作は,多くの場合.増軸椎,d=鹿作の低Fを起こすことが指摘されてい

る｡従って.リアクタ-操作にあたっては.細艦の/Ji作性維持のための物州的条作をろ

ばすることが必要となる｡しかしながら,流体ストレスによる植物細胞の応符俺胤 i耶

明されていない｡流体ストレスによる細胞のダメージの指標を確正し,if過な1)アクタ

ー操作条件を検討するためには.細胞の応答機構の解明が望まれる

本巧では.ペニバナ細胞を用いて,特に税印による細胞の変化を馴らかにすることを

目的とした｡

411既往の研究

(1)流体ス トレスの細胞培輩系への彩や

流体ストレスは動植物細胞培遊系に以 トの影響を甘える(BllemandHermann19糊 )

①沈体の混合

壇)細胞の懸濁

③物質移動

以 Lの項口については,これまでに化一7⊥17-的知見が得られている｡

④生産物形成

⑤榔胞生存字,増殖

⑥細胞札 または支持体への付茄 (特に付Xt依存作の動物細胞について
ここで,①9に指摘した細胞の生存牢と増殖,/f:確 の流体ストレスに対する仏器を知
ることが要求される｡表4｣に既往の研究をまとめた

以下に既往の研究より得られた流体ストレスに対する細胞の応芥をまとめた .龍作ス
トレスは上にせん断応ノ)に眉目して検占すが進められてきたOまた 柄物糾胞に対する検

討は少ないので,ハイプ1)ド-マなとⅧむ物細胞の検討による知見をTTl心にJLけ

せん断応力による増殖の阻害

-股に,増枠速度の大きいリアクター内では岬桝がml'Eされる傾向がある しかしな
がら.これは細胞の柁滅.分解による見かけの増殖の減少による効米であるとも 考え

られる｡

CrouBhan(1989)らは,マイクロキャリアに付前した動物細胞の軒並=において,スヒナ

ーフラスコを用いて,撹揮速度と細胞の増殖を測定した 細胞の死滅:lYLをJ.1地中に放川

きれたDNAのritから求め,細胞増殖に対する3i由りの仮説 (Olに味の細胞蛸柵はbL汁の
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効果により附r{されない｡(互マイクロキャリア上で増殖は棲触阻rlを受け,刺赦後 攻

脚 をするn各正味の増殖延の減少は増紳ml'占のみにより紺地の死楓 刺経によらない

と比較検占ナし,細胞のTF_味の増殖はせん断応力の影矧 二よらか -ことを′ドした
shuerchら(1988)ち,二亜円田増のVLSCOmderで 一定のせん断 的J5:ヾ/n一二■を日付L/i

後のハイブリドーマ細胞について,その後の増地,抗体七庫 グルコースけ州辿rlを
せん断処捜しないものと比較し,大きな点のないことを示している

但し./Ji産性に対しては,各生産物に特粥的なものであり,糊触速度に問姓するJlけノ

物はせん断の彩管を受けないと々えられるが,相称 二間辿しないものについてはその影

響が現れるnT能性はある(Croughimelall989)

そこで.せん断応ノJに対する培養細胞の応答については,せん断r!何条什での′Hlで'.

細胞分解.生産性の影響が特に戊諭されることになる｡ 卜記shuerchら(1988日'せん析心

力に対して雑胞の非生存学が一定の関係にあることを,指摘している

/r=Zi:輝のせん断応力に対する応芥
細胞の生存雫は,せん断応))の強度,f3仲時間に伴い減少する(PctcrⅦnlり桝.
Abu-Ree山 iuldKaty.1989, Hooker.1988)o
Abu-Reeshら(1989)は,二前門絹糊のvLSCOmCtCrを用いて, (乱推状態における)せんWTJ

応ノ)に対する生存率の応答が ･次の速度式で示される関係にあることを'I:した 卜八1

この研究はハイプリド-マを用いて検討されているが,他の動物細胞(AugcnHCInlり7日.
地物細胞(Rosenberg,1987)についても同様のHJ係が示されていることが本品文中に指摘さ
れている｡

dk:lH -〝〟V (4-日

ここで,K｡はせん断応)J(')の強度に依ifJする そこで.I/2-2rh]のせん断rl･L･)Jの

‡1僻による生 :々･Fの変化 (△V)をとり,下pdのl淵保式を7.ur,各条什 (せん断応ノ)fH'L･'T

時Flil)におけるTl,Kを求めた｡

△V-K･丁八 ･(4-2)

しかしながら,ここ'1=された結果のr''SH二は相関はない これは.せん帆 LlノJの'1.Jjntを

一次の速度式により点すことに聞過があるものと.11まわれる｡現象から巧繁しても.せん

断応ノJには各細胞に対して効果を示す一定の 卜収がiiイF_すると考えたJfがを■I'lであると

思われる｡いずれにしても,せん断応力の生存雫に及ぼす影轡についての'Jj::I:Ill)"HIIJlに
はまだ検討の余地が大きい｡

なお,ここで生存牢としているのは,tryp.'nbhc淡色法で確 .L'cJ.された指穴の',IL:''一作であ
り,班点のLl=_jT一撃 (増柄や特定生IIR物/ヒ塵の能ノJ)とは逆､ずLも-放しか ､ そこで
むしろ呼吸活性により/ヒ存やを測定することを提案しているolEl'吸にr糊')･するミトコン

ド1)アの脱水ぷ膨劇 ま生/f･細胞内でしか機能しないoまた,細胞の分脈 二ついてもf礼.J

をキIつているが,これは細胞rノ､】の乳腺脱水必勝糸 (LDli)の細胞外分泌;rL-により,.1仙を

行っている.このノ)法はPetersenら(1988)も川いているノ)法であり,LDHがrLL-.I,分 / (クJhl'
;丘1400m)であるため,細胞暇の透過性が増加するたけでは放LHl'されないことによる
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膜通過作,呼吸は性.細胞分鮒 こついて比較したt.I,丸 呼lu17[キ作一触丘退化 佃‖胞分

解の帖にせん断応ノ)の影響を受け払いことがわかった ここで,呼吸iL川 ′HT･;T が.

醗通過性より-/-くせん断応ノJの影層を受けることから.股構造が破壊される抑 二･せん

断J:Ll-･J)が細胞質に伝えられる偉牌が存在することが示曝された-

せん断感皮の変化

以上のように示されたせん断応))の影背の度合 (せん断盛伎)は.細胞柑∴よ-て[)l･:

なるが,同価の細胞においでも,前増壷でのせん断応ノJriluTの脚.'.t.上..r純 前.†t.軌榊勿
の薪掛 こよって)等なることが指摘されている Petersenら(1988)は,1:F'JIJ桔鬼においてせ

ん断応ノJがか ､環境で培遊された紺地はせん断応))に対して耐作のあること,i.丘.削UJ.
静1L鵜Hの紺地が対数増殖期の細胞よりもせん断応力に対して弓小,こと,3アンモニア

孔軌 p11のせん断感度に対する影響を調べ.特にpliの射 ヒがせん附盛性に影TIEを/iほ

していることを示す結果を得た 特に培虎齢の効D1-について史に検uJJを進め.上[沌 齢に
ょるせん断感度の変化は,増姉速度の変化 (誘中胤 静止期は輔的速Jlが止いH =よる
ものではないことを示した｡

せん断EIL_&度を速める細胞内パラメータを特定することが.今縁せん附 しノJO)劫火を快
討していくうえで正安な課題となるo

股流動性の効果

RalreZら(1990)は,細胞膜の流劫性 (plusnluMembru一一eFlu■dlty=PMF)がせん斬悠IiEにHjJ

Fiすると考え.味酔惟ペ/ジルアルコール,iLi瓜 コレステロール1.I.Hlによって服-Jii動
性を操作し,そのせん断応ノ)に対する′t=llI･牢の射 ヒを求めた その紡米,pMFがllhJす

るほどせん断感度は低いこと (流動性が増すほど細胞は壊れあいこと)を小した ここ

で,PMFは蛍光プローブの完状増光t稲光作を測定することで,坐/i辛'はtr)p.1■lblue']弛

はで求めた｡

この結果は定17;_的評価には至っていないが,せん断応力の劫火を.汗価するうえてIllt炎

な指針になるとF7L_1.われる｡また,この研究では,培澄齢,せん断心ノJr!fu'ftこよるPMFの

変化を検6-11していないが,今後,iE安な戊題となるだろう｡

紳物細胞に対するせん断応力の効果

地物細胞培塵に対するこれまでの研究の多くは,せん断応ノ)に対する延 :FVlt)(,卜価をJT】

わず,通気速風 拙作速度の影野として捉えている しかしながら,HooLcIら日9m)は.

coueuej蜘与圧計を用いることで,細胞の牡イ(･･彰,生産件に対するせんEqrl.L･)Jの3結竹を'Jii

;;と的に評価したO但し,この実験肘乍 (4001800Euj4軸111Il)においては,.'jABLF.rI.ll勺の.JLれ状
態は層流状fLEにはないので,ここで捌 ,Tとして用いた朋流と仮';LLたせん断速ItEはあく

までも使宜的なものであるとしている｡

その結火,せん断伯仲初期 (ll-)において生稚物 (フェノ1)クス)横JXAは/i湖 にIP,1I州

であり,史に2hという短別間での放出砧の測rjiiを行った結果からも.′‡エイJ･部のilt卜 'JT

解が起こるよりfJi‖こ細胞外濃度がせん断応))の強度に対応した 一定のLLlTにW.I)州すること
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が比られた_しかしながら.これはこの系に特別 tJなストレス応符作 (細胞の似 二相す

る1.と･答としている)であると考えられる｡

次に,せん断応))への応答に対する,細胞の培並齢の影響を検p･=′た ′川 手につい

ては対数増鵜期の細胞が誘港乳対数和郎初乳 t馴 二即校糊の朝粥』よりもせん!̀jI･L.JJ:二
).fして掛 -と述べている｡この結果は前.T亡のPctersenらの純米と)'･Jrfするが,これは終
期問の-jii弟の唆昧さによるところが大きく,欄納曲線と).lLLLさせること∴より 対と'(ll.rT
榊糊の細胞は対数増殖期後取 掛 ヒ軌YU糊の細胞よりもせん断l･t))に対して掛 ､といえ
る 静｣E二捌後期の細胞は対数増殖脱の鰍胞よりも･強いというもuiは変わらか -が.この

増益齢の細胞についてはpeterscnらの結果はなく,j･店しない-また.'暮三郎勿比El'Jに/)
いては増産齢が高 くなるほど,せん断応))の影響が'巧くなる

的物細胞に対するせん断応力の効果について検｡寸を行った例は少ない ハイ1リト-

マなどで得られた知見をどの程度逓川できるかはわからないが,孤胞に退き71は･Jiはすせ

ん断応)〕の強度についてはBdl■caら(1992)のJTjF先において,ハイブリトーマのL.)r究にお

いで対象とされているIOヱdyn/cmlのオーダーのせん新化･)｣が地物細川』に対しても細り土を

示していることから,ある程度の湘=対はあるものとP;えられる Ilookcrら(1988)のt･/JIL,)
におけるせん断速度 (lo†s-■近傍)は液の朴i度を紬 cpとおくことにより紬 oclyn/cmlI-l'Jl

となる｡この値は,若者ら｢lら他生的としているせん断速Ijiによったもので.I.fWtl'lは

低いが,ハイブリドーマにおける検｡寸と比較してせん断の強度がlMI乞い'JT,その劫火
が観察される時即日よ1桁高くなっている.このような傾向から,ハイブリドーマにより

得られた結米は植物細胞への効果を検討していくうえで参照に仰するものであるとl上E.わ

れるc

t2)流れ場の.71;価

せん断測定'1&軒

先にAbu-Recshら(1989)による乱流新城でのせん断応))の影響を′jミしたが P.井･l'はそ

の帆充繍域での影響も検討,比較している｡この結果から,同じせん抑 L-･ノJでもト,･uiLの

方が乱流よりもせん断応力の効果が小さいと示された これと同様のiJ.刀とは血TnJ･日立細

胞についても示されている(DavleS.PF.clal.l')86)-この効米をA･必らはレイノルズl･L-I

)Jのl7-在によるとしているが.その詐佃】は行っていない

せん断rLIJ)の評価には 一般に粘度Htや それに斬似した装即がけい られる Abu-Rec､ll

らが用いた粘度計は,二重円筒判である これは 利 L]筒のl̂]･符と外でAi:の日.11Jの.'LE,rL､州 i;i

を平行板rH]と同様と見なし,内符の匝】転によりほぼ一誌Zのせん断速度を/にじさせること

ができるとするものである｡既往のせん断応力に1関するLijF究においてJHいられてきた8.I.

度E-11は,平行板刑,二屯円印母1,円錐平板1弛,コニシT)ンド1)カルrt.Jに'Jj-けちれる 以
Fに各粘度,汁について述べる.

①Trll行板糊 付 ŷF依存性の血号で内岐細胞などの検言･=二用いられている ･LJ守rな,JL九が

がら,懸濁細胞についてはその流山を避けられないため,過川することかできか ,

甘 二項fl相方Jiy 上に述べたように, 二重FZJfIlJrH.】のr出隅ミを描くすることによE)半行脚モlr
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流れをC｡uetLe流という この二亜rTl符他およびコニシリント1)カルJlリの1/lF辻..1与川

いている研究では,CoueuBJtuという衣BLが佼わiLている ~.T･-_FT川;1馴 二おいて=1･:)
増の流れ場の内行と外経の比を099以上にすることで,試し､せん帆 射父までr･.･I.iLf_Y-

形成できる これにより,掛苛細胞に対するせん帆仁･JJの検｡ほ irうことが一一日)巨:二

なる｡

a,円錐平掛 望 :平板とこれと小さい角をなす円錐E両の剛 馴二.式利液休をいれる 場所
によらず均一なせん断速JiEが縛られる｡しかしながら他のJftiに比較して.-Xnの;I:が

少なくなるため,この形式のものは多くはmいられていない

i)コニシリンドリカル (CC)塑 ｢亜rrJ筒他のIB:部をrrl錐平板榔 こしL.もの FT._ij
筒型で生じる末端効果を解消するもの

②以降の阿脚 .機 計は, -)Jが州 G=JL,もう-)J-のトルクから+EJ】fiEを測'Jiiする諾:こ純て
ある｡せん断I.LllノJの効果の検言jにおいては.1人淵;の流動を既往の肌 FMA佃より求め.+'J.lit

はおおよその伯をJ恥 ､ることで,せん断応))はjl朝 より矧 rけ るJilよをとることにより,
トルクの測定は行えないものをmいることもある｡

二五円T:Jでの流れ場

二iTtEl旧 型.コニシ7)ンド1)カJI,判の粘度計はせん断Iも.力の検ulJに多く川いりれてい
るので,そのtJiTLれ場 (円筒部)について掛 二述べるO

-.正円馴 二おいて,その内筒を回転させる域合,その流れ掛 ま以下のようにして求

められるテイラー数 (Ta)により評価することができる (Abu-RecshI989)

･a-響(結 Re(好 日-3'

U 円f:JL近傍の速度 (cm/～),h'間取幅 (cm)

･J'流体動粘度 (cmヱ/S),R, 内円T?Jの'F行 (cT1､)

ここで,流れ場は以下のように評価される

① Ta<413 層流

② 4t3<Tu<400 テイラー渦
(卦400<Ta 乱i/TL

(D 帽 流)の場合,FTi】掛 (rT]筒中心からのW.離 ｢)における流速 (vo)およびせん断

速度 (α)は,油紙方程式およびナヴイエ-ストークスの方棉Jtより以 Fのように求め

られる｡

(4-4)



2f2RjK･:

α=不可 -̀4-5)

(0 円悶回転の角速度 (I/i),R:-外円筒の 円卓tcnl K=R/Rl

ここでせん断速度の平均値 (cLa､g)は, 卜式のように求められる

･a､g-等 (4-6,

樹北におけるせん断応ノ)の効果は,上式を用いて回転の内通11から弘IIIIすることがで

きる Schucrchら (1988)は,簡便に FJtによりせん断辿畦を評価 し.この.与tm 二よ-,

でもLDA (レーザー ドノブラー分析)による測'jiiと 一致する右j.火が門られると姓へてい

る｡

a=R.n巾

･J)-,③ (乱流)におけるせん断応ノJ(せん断速は:)は,テイラーの');-矧 lt俄 のfFl州

から.求められている｡

BLlemら(1988)は,先に示 したようなlBiiEと乱流におけるせんl析応ノ｣の効火の述いは

乱流におけるせん断応ノJの評fLnが鯉次元数 (レイノルズ数など)を(Tむ稚版式が川いら
れているに過ぎないことに問週があると指摘 している レイノルズ数なとによるせ/Jfjf

芯力の,沖lllhが,乱流における細胞のダメージを正 しく′JミきないPli山として,レイノルズ
数はマクロな乱u己(横枠現により生 L:る)の性iirを示すが.細胞に対 してダメーシをIJ

えるのはより小 さな渦であるとのべている. (テイラーの実験他も, .屯HW t'iの枇比

計における トルクの読みから得られたいわば総体的なせん附.Lk-tノ)によるi)のである )

そこで乱流に関して微小渦に方和 した評価がでてきている

乱流におけるせん断L,打力
乱流は03次元の②渦運動である @非線形現象によって大小様々な州が形成される

が,大きい渦から′トさい渦への迎励エネルギーの賭送が行われるため椛々の人きさの1Ilq

が維持されており,このため喧)大きな拡散能ノJをもっている｡

大きなスケールの乱IJiE構造は一般に非等方的であるが,′トさなスケールのhllT造では4:;

))一性が放り立つ｡ここで,等)JJ性 とは乱流雑..ト品が特定の方向にlh;った性質trをもたない
ことをいう｡等)J一性乱流は投もiii純な乱流である

と述のように大きいスケールの渦のエネルギーは.よE)′トさなスケールの.[,',Iへ と輸送

される｡つまり撹拝現からのエネルギーは,大きな渦のモーメントとして)JiEl小二fL;えら

礼, ミクロな渦- とfj:過 される｡N.'缶のスケールの減少にともない遊動エネルギーの帖J'fり

変化 (dE/dt)は減少 し0に達する｡この状態を普遍平衡状態と呼ぶ 各スケールの汁.nこ

おける遊動エネルギーの時日'rl/&化は,遊動エネルギーの輸送による付if'川Lと (エネルギ
ーの)･lJliI汝JTLとの差として衣されるが,好適平衡状fLEにおいでは†別当一助 と日JJ日比Jltが釣り

合っている,つまり,輸送された遊動エネルギーは全て熱へとげ1散する

微小llln二よるせん断l応力の評価は,乱LhEのこのような構造に)占づ き.乱流を II策':3ノJ
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Jl_礼.瀧と見なせるI.:)所的に粁遥平衡状態にある渦､ニよって.,ト他するJJ7上である こr)ILI

域にある湖の特性良さをし 特性速度をVとするとき,以 トのIqJ様式かKohllく'gOrO‖∴よ

り′1くされている(Schucrch.U.ela11988,Cherr).RS.K"onK-Y.I990)

L=(扉 '{J-7.

V-(eL,)= -1↓~糾

し .流体の動粘度, E,エネルギー消火 L;Kolmogo'onl長さ

croughan()987)らは,動力入力がある佃を越えると細胞のデノーシが'1.･.恥二増りH17J
ことから,Kolmogoror畷 さが懸濁柁 r一に対して大きな接合.掛れLT.を引'.Sbするよう;二
働き細胞にダメージを'-1えないが,臨非位より小さくなると渦が書:I.(-にIil九･を一)えるt･_
した一成h物細胞を付崩したマイクロキャリアについて,微小渦との街'Jr:L∴よ･)胡貼恥 ?(

が起こるものとして.撹杵伸における細胞破壊のモデル化を行い.細胞船&''LL'L Ll

はエネルギーilJ'k (上式のE)の3J4乗にtt:例することを小した これは Kol一､10ぎOrOll

の輪作良さのJtから,預かれる渦の端,-倭のオーダーと一致する また.比fl_の珊先のデー

タに対してもその仇係が満たされることを'T<した

CherTyら(I988)ち,同様の解析を行っているが,このモデルにおいて拙えるf.IrI-はマイ
クロキャリア (約200/Jnl)のようなKolmogo'orrflさ (約100JLnl)と近いオーダーのキ:I

f･であり.独立した細胞 (数10/Lm)に対してはIrJいることができないC

そこで,Cherryら(1990)は,KoJmogororr軸内のせん断速Il'JHl'Jを求めることで 湘IJ､J

,qiで軌桝と{ (細胞)の受けるせん断応ノJの時日'り変化を節出した このとき.懸濁かJ.)
はi仙人Jでの流速!L)FlCのため凶転するが,そのi.li皮によってL之けるせんidfJ.LtJJか)tをなるた
め,杓 (-)A,の特定の点の受けるせん断応ノJは時171川()に磁動する

柄物細胞に対して乱流場においてKotmogo'orr渦を軌軌二入れる槻合,細胞の･lJl態 (凝

1jsIJe悠)により,上記二つの観点 (衝突か内部移動か)の化しゝ/Jlけが必要となる

ia'Jく抱の影坪
/Ji抱ストレス_(二よる細胞qL死滅

リアクターfJlでは.以上に′Jミしたようなhl作による流仏ストレスの他に 辿'/u二日･;)
ストレスが生じていることが指摘されている リアクターに投入された',く泡は.人lnJ)

I/L波界血で破裂する その際に生ずる物PP_的ストレスが細胞の牝娘に人きくHdlj-すると

いう轍'LI.･がなされている｡

TrT.lnlPCrら(1988)は.昆虫糊胞の培養に1.日ノ,I/t泡港人姓と細胞の死.Q)虫TB:の胤生を')､

した '̂7'dに対して一定の割合の体積の内部にある細胞はすべて死滅するものとI;R',tL,
その体仇の割合をJA泡筋を用いた増益の頼光より')三験lJtJに求めた

また.HnJldaら(1987)は気泡塔を捌いた榔孔方i細胞のLiT益において, I,ifのjiQlも,iili

5mLJmln)で桔潜を行う場合,液淀が′トさくなるほど地人′LIF:細胞;ltが托くなることを

小し,/,Lt泡破壬笠の起こる比表面柿が増大することが細胞の4t:娘を増加させることを.7.･略

した_
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そこで,これらのhl見に姓づき.lt泡によりJ狩人されるエネルギーが'JL泡rJは ､二FT,＼し
て/,(抱近傍の液相でJp3Trr的に散逸され,'̂抱近伐に/(一在する細胞に掛 ､ダノーシを')え

るものと考えられたo

cherTyら(1992)は,理論的に'jt泡の破裂による細胞の死滅を評価することを.yt71た 柵
胞の死滅は.破裂する気泡により形成される液の滞眼の収縮速効によってLdこるもV)と

し,鰍胞の死滅速度定数をkdとし,次式をたて,41.項を実験的に.汁価した

kd- r(潮 見における紗抱の死滅割合)× (刺 削 Jの細胞海蛇)

× (気泡当りの捌 矢作f削 × (I,.i泡党′l.速度 J

/ 【(バルクの孤胞密度)× (仝7L7Lrは日
また,この過掛 こおいて′巨じるエネルギーrJJL過速度を埋1釦 tJに求めた そのtlt.iJl 破

裂する刺 別こおいては,9×107lcn12/sllのエわ しギー散逸速J1-があるとIlfnした lEt L.

二の丸1.-耕 土.流れによるエネルギーIrX速に対し7桁も大きなイEtl_7㌢,'Jt泡の破…空でIIは逸す
ることになること,このように大きなエネルギー散逸がありながら,その中の剥EIJ抱が20

%しか舵滅 しないとしていることから,正しい.汁(仙であるとは考え嫌い

またChalnlerSらのグlレープは.chcnyちとは11なるモデ)i,で,/JEも抱破き空によるストレ
ス/L-.成を附折的および実験的に検討をrrっているo

同グループは'/L泡近傍におけるストレス発生を脈叩け るために,/.JL泡破PLllii7校の'/〔('d

近傍の液の流れについて,Jl限体相法をIIIいて解析を行い,エネルギー散逸速Jh:の''Ht,

を示 した｡/jL抱破裂による液の流れについては,既往の研究において朋影された寺!.Lにヒ

ー致 している｡その結風 気抱破裂後.JJも泡盛僧を形成していた液相がlEl締■.中心軸 J_

で衝突 し,上ノブへ突出するという,1:'勅を示す際に,''ミ砲行が077rmmlの域(.i,拡大的

10'lerg ･cm ' S■1のエ不ルギーRLt'x過速度を′Lじるものと求められた (M･gUCI19L)ll
このilを人エネルギー散逸速度は5<ミ抱経の増加に伴って減少する この他は拙作けiやもlil生
計をTFlいた既往の研究において求められた細胞の死滅を起こすといわれている仙とIt恨
して.大きなものである｡また,上方に突LIJ.する液を探lTlする姑lFF圭を例党し その糾 1■l
および採収液中の細胞の死滅割合を評価した (Trlnl11994) 死滅紺地は約 750.)であり,

採取液の寄掛 ま.TTljnlPerらの示した伯とほぼ ･故していた｡また,この耕某より求め

られる仝液相あたりの細胞の死娘速度は,実際の測定値に 一致した

(4)リアクターの開発

リアクターにおける流れ場

1)アクター (特に撹伴僧)FJlのせん断応ノJの評価の岡難は,1)アクタ-l勺におけるス

トレスがせん断応)Jのみでなく複雑であるとともに,リアクターl小二/F･_じている孔IiLに

よるせん断応力の評価が,光に示したように閉経であることにもよっている そこで

リアクターにおけるせん断応ノJの.刑lHlは i-にリアクターの形状,脚 乍条件 H'別1油性,

織の流風 通気速度)によるhI3唱長の検討が多い.

Kawaseらは,//t砲塔雌(1989)および外部循環7日エアリフトり990)リアクターについて

リアクター内の流体の挙動 (液流速.軸ノ)-向拡散係臥 ガスホールドア ノ7.収雌怖放)
の解析を行っているが,懸濁木立7-に対するせん断応力については,私論していない
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リアクターの作能.汗価
バイオリアクターの性能を評価するうえで.物宇ir移動速Tl せん附 し.)｣は El■投なLIH

であり,ともにでリ7クターの形帆 才細胞一たliおよび培基1Lkの柑空,31垣'八･榔 ■速
度 (如)Jインプノト)により,決定される

特に言の条件については.物質移動の促進は 一般にせん断応))の増加引 l･う これは

物乍守移動が濃圧のL)配,せん断応ノJが流速の勾配により,かつ横雌と流速のJl･JAiのr札二

は一定の関係が存在することから理糾される

mr7.(1985)は,細胞濃度,1)アクターの柁軌 こよる物質移動と (せん附 しjJの幼火を

丹む)横桟的ストレスの影響を検討している｡ここT･対巣としているのは 1'ulJt秘rl淵

?′火砲塔,Q)エアリフト (内部循環),q変形ハドル型インペラ-1･jき辿'八才N.Tl=的のl

椎であるC榔物細胞の高密度摂益を対象としたこの研究において.飼uJrd-畏比による):I.ilil

椎の 拙作の川 L-tを.凋べた後,各1)アクターにおける物lPi'移動辿JE:(KL..1と機械的な;桝 ,いと

を検討した 糾胞濃度に対するK.aは佼擬棚他に柑状楽人を川いてLLILl'JilL,,lJ3'̂ILtTド州

(1つ①),柑 二①が細胞商務Tit懸劉生に対して Lか ､物質移仙椎日_をもつことをryIらかにし
た｡また,俄根的ス トレスの影掛 こついては.榊仏経r(Iトナフトール1のtfk小にお
ける棚 等速度係数(K)を指憎とした｡このKとK.itとの相E対を各1)7ククーについて胤J
した｡その結月i･,紺他濃度が低い領域においては,掘滋フラスコや辿''州 23)が過
していることを,77した｡しかしながら,細胞濃度が.チ.I,い節域においでは,'ujlL1t哩では

KLaの低 卜が激しいことを指摘しているO

また,M00-Young(1988)は,各椎のsheLI'ISCnSll･veな細胞の培掛 二対して.1)アクタ~の

改良によるshcarの回避について検討を行った 細歯に対してhUI:価(A). ドラフトチュ

ーブ付きエアリフト(a).およびその結合型(C)について駄汁し,動))人ノJ-''iiの条目 卜
でのk.aは各リアクタ-とも同等であるが,生産化は(C1がrか ､ことをJJJl'した ここで.

(A)はせん断J:E･力が強く,(B)は粘性の高い液の循環が悪いことにその悦凶を求めている

那.走品的な評価は行っていない｡一九 よりせん断応力に対して!J'fJい胤 帥物細胞
動物孤胞に対しては,エアリフト型を)lJtEにしたリアクターが適していることを小L.
占い生厳性を示すことを実証した｡ここで,継物細胞に対しては傾斜板をもつ臓エアリ
フトといえる1℃砲塔')アクターをF井J発した.

ここで,エアリフトなどの通気秒Jアクターが通3'i撹押倒リアクターよりち.舵-良性

においてせん断応力が低く,店番皮において性能低下を′斥す蚊凶について以 トのように

定性的に解釈できる｡

①KLaにより,J<される物質移動速度は1-地 および細胞近傍の温度生州亡に人きく1仙 す

るが,この横座勾配は上述のようにそれぞれの辿旺勾配にI跳坐し,逆性勾配はせん

断応力を迎(0

②通気Jt'J_においては気泡運動が駆動力になっているため,//t泡近傍におけるJA31土/JJHLr
及びl濃度勾配が細胞近似 二おける伯よりも大きくなる -jJ-,過'.̂雌rM-1において

は,機械的な撹作動ノブが 巨な割/励ノJになっているため.lt泡近傍及び細胞近傍の速
度勾Ellは同粗度になる.
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′3.'J(相成分の液相への移動に対しては,界L軒棋力などによるlL液料lllの桝●i移動かけ
速になっているため,I,'L泡近傍と細胞近傍での速度勾配にJY_のある通'̂州 か桜川を

伴う場合よりも,低いせん断応)JでLR'-求される物Ti'移動 (恥に'八川成'JT!:ついて
が得られるr

tA,しかしながら,特に辿//1射 F型においては速皮勾配の域 (せんL析城)は はてはJi

く,推拝謁付近で高いせん断応力を示す そのlJめ,lt抱に対して系の'H･L･:二h･ナ
るせん断とともに撹拝裂付近でのせん断が大きな影常を′】け

3)液の粘IiEが高まるにつれ拡散係数が減少し,紫求されるL熊IILJH己がI'::'(/JL:)ji;I注とJ
配も増加する｡粘度Fl体の効果も掛け'..1わされて,系のせん附心)Jは;:古まる

@通'jltTS.)_tこおいては,その影守を端的に受けることになるが 辿1減れ叫 においては
税作現近傍でのせん断場が保イ声されるため,そこを風塵する'Jt泡を分F'rLさLLること

ができる..5%.'度状態においては,この気泡の分散の劫火の'+>体の物‡'L>拶JEJuへの.t'

与が.I:ほ るため.辿'}こ授拝)朗 =過'/t型よりも高い物質移動的T'L.を維付することがで

きる｡

新肘 Jアクターの開発

f･_述のように,これまでの1)7クターシステム (掛 二位射朋lT)によるのであiLは.

ェァ.)フト咽が帖もせんWl心力が少ないがiqLLlrdのIljs油.'Ik一化には過さないことかI別Ilされ

る｡/T後,リアクターのFiF悦 を行うには,せん断応力と物Ifir移動にr刺しでは.FI::J'6-1h;で

もせん断1.i.jJの低い裳正のFHl党が望まれる 卜記の考熱 こしたがえば,lL仙女ク)1二IIL)し

てはT･め液相に分散させて供給することにより高い物質移動特作が退成される また,

税印条件については, (気泡の分散のためには強い縦枠が紫求されるが)せんErlTl･L.ノJの

分布を少なくするために系全体を綴やかに拙作することがJOiまjtる

物質移動特性について特に酸劇朋告法にl対しては多くの研究がなされている(Sm･Th

∫M ,elat.[990,HeggLln･M ･eLaL1990,ManoITelaI1990 BloChem Tcchl-070g)ll1亡

1990,PtehI.GW .etalJ988)O庄野らは, い白山糾抗通気,言.･多孔作テフロンーTユーフ
通//i.a)′,.-フルオロカ-ボンの漆J)U,也外 部エアレ-ション (すべてJ'l山E#llIlをもつ

射乍で操作)という4種の酸劇共給法におけるK.aの比較を4Jつている その?.I.火では.

②または旬 (リアクターのサイズによる),旬,i)の順に高い物質移動判f'ほ 示した
せん断応力に対する記述はほとんどないのであるが,物質移動特作のr':い､jhL･がせん噺

応ノJが低くなるであろうことを示唆している

-I)-.雌作操作については,上記のul中の研究と同様,HookcIら(19901によWMlli]古
の形状の改良などが行われている｡

雌作と厳封朋缶の両条件を改良したリアクターとして.PlehLら(]')88)による1u'dのな
い脱税樺1)アクター (コイル1人またはバスケノト状の多IL性ホリプロヒレン{1-空捌 tkに
より過!Jは 行いつつ雌梓する)の開発がある｡



衣4-l.バイオリアクター中での流体ストレスの細胞に対iる撃三軌 こ糊する凡手の岬允
(目地物細胞

名名 発行年 shearの測定 検U川i‖

Allunら 1988 × 細胞の馴化

Scaggら 1988 × バイオリアクター (恕戊I
IVl00-Youngら 1988 × バイオリアクター 偲 説)

Ilookerら 1988 0 Lt/f･千三,分解, -.i)ニ代n

細胞鈴の劫米･

Smllhら 1990 × ガス状i'1制御 (送o榊/JTrI-)

Souleら 1987 0 細胞の増埴

Heggl'nら 1990 × 同',と1L 恨-.IrE:1.'化乍lL

(2)動物細胞 ハイブリドーマ

著者 発行年 shcarの測定 検討ギLu

Brenninら 1987 × リアクターによる/暮=.伴')二験

Schuerchら 1988 0 /I:jl･呼.比増拙速lh:,tit体/1･_
席,グルコースii-J'iltなど

PelerSenら 1988 0 shearscnq1t■VHyの印紙

増益齢,代,対席物流Jl依fl･1'暮

Abu-Recshら 1989 0 辿紋比外相IでのsheこLrに対する
映完全作,呼吸i.1性,//1脈

Ra･-llre乙ら 1990 0 くheこIrSe那-VH5,の紺馴災流

動性とのIW辿

BIIemら Ⅰ988 × バイオリアクター lせん断I.i.))と

物質移動に関する作品的総点I

Pauliら L989 0 リアクター内甲の hヽcJrW,上は
MaJlCら L990 × 鮫超供給)JH法の比較

BloChcm.Technology X ハーフルオロカーボンを朋い+i

Inc. 1990 枚嘉供給の故L'



4-2実験方法

Ll)弧胞および析題条件

ペ二バナカルスは,41･成熟潜の花弁より誘導され,約t7年郡代増益されたものをIIIい'=

i.Y･地はRT-B2KC培地 (MS培地を1.⊆にし.ホ)レモンとしてIBA Lmcl111 人肌拘1Jサ ミノ

慨を含む)をJHいた｡液体掘音盤析塵は寒天糾 也】で横森3退け=事の孝洲他を30OmLフラス

コのl00mL柵地lPに懸濁し,暗凧 27℃,88spmの粂11で行った

(2)装置
邪魔廠(3枚,幅8mm州 き,内緒85nlnlの授押槽 (∫.t'f必姫ii･550nlL).('枚Ijiアイス'/ケ

-ビン塑撹搾取を川いた｡本研究に川いたリアクターの形状をllT4-1に′Jミす

横枠槽におけるエネルギ-消散 (p)にl関しては,槽の形状が1)とまっている場(㍗ drJ)

ノJ数 (NP-P/(fmld'))は,レイノルズ数 (Rc-pndコ/〟)のF対数としてfErきられる 小,IF
究で用いた拙作槽は,Rushtonらのデ-夕を利mできる条件であり,阿触.故を食えるこ

とにより稚内のエネJレギー消散を操作 した｡リアクターは地久を行わずに操rFを子1つた
が.細胞濃度10g-Few/L 雌梓速度200rpm以上の条件において.1)アクター中のtT'1r/(恨

題濃度は2ppnl以 卜に保たれているO

洛在校,Jrき漉皮の制御を行った検討においては,リアクタ-1̂Jの L_部'八手Llに'/J%tとnurこ
の混合ガスを100mL/mlnで通気した 税作柵LIJのL糾j:酸崩l鎧IiFを(糾F酸糸fli似て111.g',ilL.

仮京分圧を制御することで,洛存厳粛一最度を7pp■1げ法度に削御 した

(3)縦榊 缶での培遜

リアクターF̂)での培轟には,液肘 .,t益710nuの対数増殖期の細 粒懸濁液をyr如上:i
他でt/2に希釈 して,LEIMl化培&･を行った後,新鮮培地で1/5にJf.1和して川いた リ7I/

ター培益は細胞懸濁液550TTILで行った｡

液体培塵7-10FJ目の)･t数増如畑】の細胞懸濁液を新鮮培地でI/2に席釈して さらに1lr

臓泣群題を行った後,新郎培地でり5に希釈してTTlいた｡税rl二款を2CK)-500rE)■1llE】LIL也を
27℃に制御し,24時間培塵を行ったC同じFl11J増凝集T′Iの細胞を川いて禎休職111,lil.'りさを子l
い,対照とした 初矧細胞密度は約10g-FCWn_としたO

(4)分析

鍵盤星
細胞数は,酵崩処矧 こより細胞塊を分解後,BurkeトTuTklrlL球J'fl:鯨を丹ト､てHE'軌L/i
乾燥重品は,採取 した細胞を凍結 ･1号空乾燥後に測Iiiしたぅ

生存率の評価

′1=.仔平井価の下は

生存牢は,本*,増殖性の維持として評価される しかしながら.用地代の‖川 lには

Lla･い時間が必輩であると)とに,細胞の横再旨以外にも多くの環境囚 J'-が影で'.nする そこで.

比較的短時FuH二行うことのできる,評価法として,生体繋き色法がとられる ′HI一幸.I1仙の
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ための/i.仏漁色の訪英としては, r非選択的に細粒l勺にtl追うるが.′HI細砧かI,LIll
的に排除されるものと.ぎ生存細胞内で濃確もしくは反吐 ･安化㌻るものとがある 向
R (tl)の例として,E､･aJuBIue.TrTPanblueがある Tr)TW blueは,紹J暮物41,γHJ:

の分析に広く川いられているが,植物細胞に.rま必iLLも適していない(ZllLilh5 JndJ

GresscLl978) 後者の例として,neuLTdredやFDA Fltl0恥CeH1dl三lCe川C .llT コ15-
TnphenyLteLm血llurnchdde)がある neuLmLredは′Hl細胞により結(鮎さiLるが pH.-II

する燥比が強いため.生存率の分析に用いるのは関も:である FDAは帥施細胞.=3､.け

生存牢測定に地もよく用いられている物質である FT)Aは細胞F勺のエステラーtr川

より脱エステル化され,蛍光物質であるフルオレセインが迫稚される 7Jンナ','七イン

はUV光により励起されて蛍光を発するので.蛍光別殿鏡をJHいてJr:,lf寸を.,r*J(L,Jl.二よ
り求めることができる

m は咋fF細胞内の馬丁伝達系で還Jtされて,赤色色よであるromazmがや攻する

漁色に時間がかかる 18122h)という短所はあるが /i,_成され+=色糸を安'jii仰 二帆Il

することができるため,吸光度測定によるJL/iやの測'iiiを行うことができる 他の･発色

物質を川いる槻分は搬板紙下での計数によりぷ価するのに比べ,TTCによればよ.)多杭

の細胞における/ヒ在任を'延髄的に評価することができる｡

本研究における生存や評価

'i#ヰ=ま, 1投打後5E]閥の細胞増殖性.号Evansblue敗色Hr故はによる牧通過選択㌣
(Tuticekl990)∴3,TTCをmいた敗色抽出法による細胞FJl呼吸捕作によりJf佃した

岬雛41_q)滞価

fn雑作の神仙‖よ,所定のストレス下での増益を行った後の細胞を51川り振出フラスコ
中で増益し.その揃後の細胞数を測定することによって行った その帆 ,Fl欄 胞の比

和姉速度はJjizと仮定することで,1)アクターでのE;て益終 ｢時における′I_/lJやi･ )･lLFH
として守iったフラスコ培養との比として求めた｡

EvarLSBIue

採取した細胞懸濁液1mLに,2%マセロザイム,12%マニ トールiii液ImL合流加し.1
時間の処理により細胞塊を分解した 処埋後の細胞懸濁披2mLに対して 25CtE､un､blue

水溶液をolmL滴 ｢,細胞漁色を行い,顕徽縫下で乍細胞致およびl●.く染色さjLt細虹

数を.*鼓し.その比字を求めた｡約l∝氾細胞の計数をrTった

1丁(;

TTCによる'k.存雫測定は基本的にはTowtII&紙皿｢(1975)によ;)托示された'J/粁粂(.二
従った 採収した細胞懸濁液2mLに対して.I5%TTCの])ン便Bu恥r心痛Jn山を涜如し.

空虚ガス封入後,佃温室 (25℃)内でL8-22時札 梅迫した 細胞を採収綾.3mLのエ

タノールで30分帆 抽出を行い.その抽出液の吸光JE l185nm を潮'ji;した
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ATP_

逆心分掛 こより探Jrtした細胞に,7%過塩女腹水溶液を涼加し.粉砕 ･柵 tlをir lJ

Ryll,TandRWagJTer.1991) 袖山油はlM炭酸か )ウムでpH62-67に朋やL )皇心1山･

過により沈澱を除いた(DeJ(1erk-Klebert.YM nndLHW vLLnderPliLb.1984) AlY,ADP

浪皮はHPLC (DEAJiカラム,溶離椎として1)ン仮綴繊姑 (02M.pH16 7七 トー ト
リル (41))により分弧 紫外横川結 く260rLnl)により横川J'jii:■:-を行った 柁Hは-1
ぺて水上にて行った｡

推作はすべて水上にて行った｡15-20mLの細胞懸濁液を採取し.遠心分曲 or,
30(氾G,2分)級,上納を廃盤し15mLの懸濁椎を紺た これに15mLの7q過Jhよ恨水lYi
液を涼加 し.テフロンホモジナイザーを用いて細胞を粉砕,州州 を子Tつた 遠心'Jl甜

0℃,10000G.3分)で残杏を分粒したのち.柵 h液をlM就恨カリウムでpH62-67Lこ
調整し,退心嘘過チューブ (分画分丁蒜10000)を川いて州Hl'J池を門た 州=畑 中 の
ATP,ADP濃度をHPLCにより分析を行った｡DEAEカラム,溶離液として02ヽ1リノ恨払

衝渦 (pH46)/アセ トニ トリル (4/I)を用い,紫外検出器により260nl11での吸光IfLを測

定した｡

租胞凝塊塊サイズおよび細胞径

採取した細胞懸濁液の顕徴税pbjl像から,アグリゲ- トサイズをpbJ催処雅米桝で洲,iiし

た 細胞従の計測にもこのとき画像処理装粥に取り込んた耐性をFHいた

細胞股流動性

細胞股流動件は,iiiT光偏光解消はにより測定した(Legge.RL etaI1986 Rnm lre/nod

Mutharasan.1990)｡細胞懸濁液ImLを採取し.遠心分離後,II%マニ トール.01% Jh化

カルシウム浴液で洗浄 (x2),再懸濁 したO股結合性のプローブ,2mMジフェニルヘ

キサ トリエン (DPH)DMSO溶液をDPH濃度がIFLMになるようには加し､5/JjWJf.̀,.lrrす

ることにより,細胞膜に耽 り込ませた｡偏光盤をつけた蛍光光圧り卜(Ex357nm.

Em430mm)で入射光画と0度と90度の蛍光銀度測F'iiL,･iii光相方性を求めた 本ノJuIを
用いるに叫たっては,プロトプラス ト化処坤を行った細胞とプロトプラスト化処即を子r

わない細胞での測定を行い,両名で同等の伯を示すことを碓rAした

i53塑壁的ストレスの評価
雌拝借におけるエネルギー消散 (ド)に関しては,既に研究がなさjしている 榊の形

状が決まっている場合,動jJ数 (Np=P/(pn'd5))は,レイノルズ数 (Re-Cnd/:I)の

偶数として得られる｡パ ドル (平利根),タービンを推称規とする雌枠順において 邪

魔板のない場合と完全邪魔板状掛 こおけるNpの推弘式として永mらの計外式がある(永
閏ら､1957)｡また,Rushtonら(L950)はいくつかの排唯的な雌作†桝こついてレイノルス比

と動力数の対応をとっている｡これら既往の析児を川いることにより.拙作的r勺のエ不
ルギー消散を推紫することができる｡本研究では,Rushtonらのデータを利川できる械

押槽条件で培養を行い,回転数を変えることにより楢内のエネルギーを嫌作した

･9ト



413*A

El)'i存性の脱抑強度依存作
艇作数を200-5OOrpm,温度を27℃に制御 し 2J時ml)アクターしいでのiI抜 本イJつ',
対照としてICOTnL細胞懸濁液を含む,30OrrlLフラスコでの掘.ji蛸益を子rっ/= 車)Jm柑目脂

密度は,約log-FCW凡であった｡
培塵後の細胞数,蛇枚並ia:の対照培題との比引如 -2に′ltLt.: 拙作止JiEを食えるこ
とによる培益系中への酸弟の移動が与える影堺を検討するた桝 二 溶/I-倍岩礁性や7pp‖一

に制御した噛付の結果も併せてホした 乾煉屯｢11には大きな変化はか 一 別他仏 土.-it

/f酸鼻を制御した場合にも制御しない秘合にも火適して.雌作藤牧が紋いときここは ノ=J
スコ指数培掛 二おけるより低くなっているが,推作強度の増加‖二従い相加し 棚瑞t.●.良
における他を越えるという傾向を'JtしたO

培凝後の岬舶速度,EviulSBLue,TTCからもとめた′ト仲平をL糾-3に′Jくした TTC:二よ

る生存平は,糾胞積による安物をJE;感して,乾性屯芯で割った佃をMいた ここで相 即t

培養での他を1とした｡200叩mにおいて増始性による'l:fi平が低くなっているか これ

は,200rpmにおいてはリアクターr中での溶存酸点状雌が2ppm柑iEになるため,その-形

管とも考えられる｡また,増柄作による評価は朽荘LrJの様々な凶 仁のhtZ邪を′ヱけhJJいの
で誤差も大きいと考えられるCその他の場合についてはhi:作速度の増加に什い.行′巨f/

やとも滑らかに低下している また,ここで増殖作生イf確 ,TTCは300叩m以椎.E､JH､

blueによる輯存やよりも低い価を示しているっまた.恥 2に比たように細胞:.1は.臥

屯芯のどちらも雌拝速度の増加に作う低下を'Jtしていない この結Xl.は.動物細1胞に13

いて観察された,細胞の死滅が細胞内部から進行するという既11:の研究t=一致する

また,特赦批 1)7ククーおよびフラスコでの増産後のアグリゲー トrnT純分巾を図

LL4に示す｡各条件での分布は4枚の税件粂作で得られた他を､平J5Jした他として′Jl-し/i

リ7クターでの培滋を行った緋胞においては粁必FドEやフラスコ椛益後に止られた大きな

痢椛のアグ1)ゲートが減少し,より′トさい而桜のアグリゲートに仙る傾Il'･Jが比られた

また,リアクターおよびフラスコでの培益後の細胞経を抜徴税 卜で測定したとこ7) 7

ラスコでの倍速細胞では106〃m,リアクター増益細胞では94/Lmの'ドjfJJ伽 ;f!Iられた

この結果は各条件20個の細胞の計測より得られたもので,分散分析によりイl-･ユな).二かあ
ることを催.盗したD

(2)生存やの程時変化

捉押速度を500rpm,温度を27℃に制御した税相補に細胞懸濁池を投入し.21日細目滋什
培並を1Tつた｡その過程において4時間毎に細胞懸濁液を採取し.EviLnゝBlueおよびTTC

による生存率の経時変化を測定した.対照としてフラスコでの搬混培塵を行った LH良

脱胎鴫の測定佃をそれぞれ盛畔として規格化した｡結米をL刈4-5に示す Evun､blucにつ

いてはフラスコでの伸は3%稚度の.L.誤差範囲で安定しているのに対して.リアクターで
の他は培養12時間日以降,徐々に低下を示した しかしながらTTCについては フラス

コ,リアクタ-での低とも12時間日までで30-40%まで低Fした後.201時間lほ てに州
LIJ:-



加を′JiL,その後舟び低下した,12時間Fほ てにつ､､てさら:二細かく.町′ilをLT:)と,

TTC苅定伯はより細い期間に増減を示し.そのJlLL勅は内税性よくfm.与さ JJ= こ31.'=.

TTCが細胞内の辞去油化によるため,細胞内の代劉 上泥によ;)i:勅LyJ,lZ=ノ)=ある こ
ろえられる.従って,寺至時的な生fi半の変化を秋!,享する喝fT.TTC.二よる !Il,ii.ま:I帯巾
が低いとuiえる しかしながらリアクターとフラスコでの差が Elan､hlueト二iさけるi:コ',i:

よりもFiL期に現れていることから,細胞の死滅が細胞内から進行-1るという九にLH i
た傾向と一致する､

また.同じ条件でのリアクター培掛 こおけるアグ1)ゲー トサイズ'Jll11をl(川.II.日日iて

25時制毎に測'起したtt.,-児削舶-6に'示した スター ト時に見られる05 1()nlnlのJJllEJ

は25時rlTJRまでにほほ見られなくなり,5時川Il以降ではol‖1Tnl以 t.の-/'クリ'/- ト

が全休の65%以 卜をrtfめるようになった

L3JATPを_.tび細胞耽流動件

拙作によるス トレスが細胞内凶 Fにはわる殿‡港を考繁するために.紺地l勺ADP T̂P

および細胞昧び己軸性の測定をrTつた

塊椎款を2仰-5(氾rpm,温度を27℃に制御し,2J柑 札 リアクター 日でのL.'7益をiJつ
た｡対照として1007†1L細胞懸濁液を含む.300mLフラスコでの如･Aql,A;轟{_r･子T-,{=
tl?産後のADP,All'測定代を対照におけるJu)PとATPの和を)&･Vに舶附 ヒし/J=tk.lrl
速度との関係引如 -8に示 した 各測定においてJ2-3サンプルの測定をiTLl.1'-rl)1'Hr･
とった.ここでAMPは測'ji;限界以 F:にしか検111されなかった フラスコでの L.I,HYeにE3.チ

るAll'の割合はほほ0.9で 一延 しているのに対して.リアクタ-I.7-足線の細胞においては

税拝速度の増加にともない.ATP品は063日まで低 f:した｡この変化.ri,L小一5に′Jくし,+i

EvilnSblucやTTCによる4-.fr:･牢よりも大きなものである 従って拙作によるストレスが謝】
胞のATPJE産または消廿にr対与-する代m系に作用すること,年fTJ･幸一のfEi卜はそのような.
代m系の変化により/巨じることが推察される｡

同じ培産後の細胞について細胞隈の沈動作測'起したところ.フラスコでのll;益と Jア

クターでの培卓で,誤X,:J:を越える差は見られなかったっこの結米は掛 r(校の細胞懸濁､ll

での評価であり,リアクター内で培養している時.Jiでの脱塩動作を′Jけ ものでは･+Jい
従って,リアクター内の流体ス トレスによI川更淀動作が変化しているnT龍叶を .̂t',iTr/U

ものではない しかしながら,流動性に悦一J-する細胞帳の組成が.lJ柑 Eけのり7クダー

拙作で大きな変化を示さないことは推察される.

4-4考察

乱淡における懸濁粒子に作月け る液体ス トレスとしては,渦サイズの,;.JuJ三.拙作せん

帆 EL)).レイノルズ応)),止力変動が考えられる

渦サイズ劾恥ま山女小渦のKoln10gOrOIrスケールを用いて 詐 (111iされる 懸7馴LI,J'サイズ!二
よって7)t'/iiされた臨界値よりも大きい渦は柁/のl(車幅を誘 導するため柑 rJ{n=こぶよは
すIE味のス トレスが減少する -〟.粒(-スケールに対して′トさいil.'もは榊/-にyメーシ

をり･えると考えられている 本研究の捜作速]女の範岡における札tiLIftJlのKoLmogoronスウ
-9_i ,



-ルは25.8-5)2/1mと,汁放される この他は17J5)7クJy-hll.ほの6-14rI.=あ,+=る

渦サイズ幼朱の沖価から全てのアグリゲートは流作))･/'rl')ダメージを･ヱけること./jる
ダメージの圧分いについては.この評価からは講冶できろLLい

砧竹せん断JJ.レイノ)I,ズ応ノJ,旺ノ)受動の仇は各JJE･コ.I. i .二比'IJl-iる 細
胞のダメージの度合いをATP減少.二より評価することをi'tふた ATP7)く少.よ.奄 ･̀.､ス

トレスをrl_様受けるアグリゲート衣面に位托する細胞においてのふ′L_る=七え'=
T̂P減少･iEは,アグリゲート表面∴位甲する細胞中の.触'jl岬のATP:.1.=よ.,す'-I,ATP7-lL
火平によりp-F価した-彼杵処理を行わない域11の./I_t細胞ATPH.よ1･)･.‖長巾｡＼Tp;.i
とした

アグリゲート衣bJに位尻する細胞の割合はl舶-5て′Jくした各//の奴n辿Ii;二13.TるJfZT,

柵増益の後のアグリゲートサイズ分布よりi央Jjiiした 1打if_Rの-F'/リy-ト中のllは r
の細胞故はおよそ(R/r)一に等しい 細胞の斬血Ehが,T'-,アyリy-トノ<lTtlt.VH rrこ

あるから,7グリゲー ト兵血に位置する細胞故はおよそJ(R/r)に守い I 経って.アグ

リゲートJ<[机二位濫する細胞の割合はRArという条件 トではJr爪 =なる 7'yTJJ/-

トサイズが4rより小さいときは全ての細胞がアグリJ/-トLM l.こft'川 するとtF(,iiてき

と胡ES)こされた

rX14-8にATP減少中と撹押通IiEよりpr許された附､'/_Gil'idあたりのエネルギーTL'LJ堂EのITJJ
対数7ロノトを示したoATP減少が粘性応ノJ,あるいはJT_JJ,kglJvに比例するとlrL(,ir1る

と T̂P減少の対数はlogEと傾き)rZで比例し,lxF4-8のフ u ノトよりf:ILL,れた1(II.もそれ:二
ほほ等しい

CroughilneLalは徴年_物細胞及びmICr∝ilTTlerI-.の励物棚胞の化繊は細胞r日日:の軌IJ欠や乱
iJE渦とともに起こり,比死滅速度はE3Ilに比例すると捉II'.した 7JRらの泉u主と比較する

ためには,ATPIll尖と細胞死の関尉 二ついてさらにTifLi的に検討を1rう必･bこかある
エネルギー代mEこおけるATP消掛 まATPの加水分桝によって起こり.ADPを,LlY:する

本研究ではADPレベルの変化は観察されなかった 流作ノJ.7:的ストレスによって起こる

ATP減少は)E許としてのATP消費またはATP合成の剛'AH二よるものと与えられる

4-5結言

ペニパナ弧胞を戊Tt:槽中で培超し.生/It準の流体ストレスにl･Tする心行.二ついてJL'J三U丁

を行い.以 Tlの結果を得た

(I)雌作速度の増JJF=二伴い,呼吸活性,脱透過選択作の牡 卜が見られることを′JJJ=

(21呼吸76-化.帳透過選択性の韓時変化において 呼吸清作はL,7-益lJJUjよ:).枚1LHミ作

による低下を示した 細胞破壊が観測されず.映通過選択t'lに托 Fか比ら九F.L･い掘作
発作一下において,呼吸76-作の低下が見られたことから.紳物細胞においてlJこ什ストレ
スの細胞内へのfL't迂横梢が存在することを,fした

(3)細胞l勺のATP含有立を辞価したところ,推枠操作により.Ei少する71'-iJ,がu.),れた

以 Il.の知見により,推枠操作による細胞の岬弧 牛虎捕作の恨 トは,エゴ･ルギー代講.L
のJ変化に起因することが推察された

-9-ト



記iJ･一弘

p.エネルギー消散 【kg･nl:/S〕 p二流作掛空 rLg/rnl

E 単位屯ii･当りのPLmコ/sI IJ:流体砧tf rig/mH

トp:動ノ)放 し】 d:推件現の･rJ郎ほtLm)

Re:レイノルズ放 ト】 n 税作翼tn惟 放 【り

第4申 引11J文献

IAlLan.Ej.etaL.JPlanlPh),sLO1..132.176.1988

2Abu-Rccれ IandF･KarglJ･BlOteChnol.9.167.1989

3AugenSleLnJ)･C.SlnSkey.A∫.Wang.DIC･.BlOleChnoLBIOCng･.131409 1971

4･BiIIltca.R.Ryu.DD･Y.Powe日.RL.LIndOWcn.D･BIOtCCllT10LProp.841.i.199三

5.BIOCheI-1Technologylnc..El本公開特りfli:期 1990

6BllCIn.RuEldHcm1uZln.K.TrendsBl01cchnol‥6.22LH988

7BrcTITlan,AJ.etal.RtoleChnoITech.,l｣69J9月7

8Chcrry.RSPilPOutSakIS,ET.BlolechnoIBIOeng.32.10011988
9.Cherry.R.S,KWon.K-Y‥Bl0LeChl101810Cng36,563,19L)0

10Cherry.RSiLndCTHu‖e.BlOleChnoIPros.8.日 1992

I1Croughiln.MS,cLal.BIOteChnoIBIOellg.29.1301987

12Croughun.MS.Wang.DIC‥BIOleChnoLBl0Cng..33.731.1989
13DllVICゝ.PF.elulJ)roeNullAcLldScLUSA.83.2114,19t;6

14,DcKlerk-Kleben,Y.M.andLHW vanderPh_S.Pl.LnLScl.LeLLerヽ.33.155-162.19H

15HLL-1diLA,Ctal.Proc4thEuropeanConBrBlOICChnoL3.60日987

16日cgg )ln.M etalChlmla(Ger).44261990

17日ooker.BSelulEn'LymeMICrObTeChnollI.4841988

18Hooker.BS.clal.BIOtCChnoLBIOCng.35.296.1990

L9.Kawi15C.Y,Moo-Young.M.AppIMICrOblOlBtoleChTIOl,30.596.1989
20Kawase.Y･,BIOleChnoIBl耽ng35.540.1990

21･Lcgge･RL.K-HChcng,∫RLepukandIE-n10nlpSOn.Pk"-IPhy､tol.8195J-959.

1986

22MこInO.T.eLalJChemTechnoIB101eChnol.47.259.1990

23.VllguCI.A elalChem EngScL43.2301.1994

24Moo-Young.M.ChLSll.Y.Blo/Techno一ogy.6.129日988

25永Ftl進if,.,山本一夫,城山藤平,志21'闇次帆 化･7二1171.21708-715.)957

26･PaullJ.elul.ChernEngTecrmol12.3741989

27･PcICr､C11lJド-,McJnllre.L･V･,Papoulゝaklも.E/rJ.BIOtCChnoI,7コ29.1988
28PlehlG.W.elalApp)MICrObioI.BioleChno1..29J561988

29RamlreZ･OT.MuLhamsiLn.RBIOleChnoH31∝ng.36.911.1990

･95･



301Rosenberg･MZDocLortlldlSSertut】OnWashH一gtonUrn･SILoulゝ.MO･ L'SA IL)H7

31RushtollJH,EWCostlChandH∫EvereuChenlEngProsJe.･J67･1950

32RyLITandRWagner,∫ChroTl"tOgraphy･570 77-881]991

33Scragg･AltFo､vler･MW,elulProcEurConrMl- g･6th1457･1988

34SclluerCh,U.etaU Bl0teChnol.7.179.】988

35SnlLthJM.etal,BLOteChrl0】BIOeng,35.1088･1990

36SoulcJC.etillEnlropLe(Fr),23.24,1987

37LiH.秀夫､発酵T/羊､63.245.1985

38TatlCek.RA.MooIYoung･MIandLegge･RLAAppIMICrOblOIBIOLeChnolJl,･2HO

1990

39ToWLll.LandPMazurC.tnJBot.53.1097.l975

40TraTTIPer.I･eLaLB.oproccssEng･3･37､1988

41Trlnh.KHll,eLal.BIOleChnoIBIOengI43 37.1994

42ZllkiLh､SuTld∫GrcsseL.PlantSclLell.12305.1978



十 rnl 十 <d)

l40 l(aow 8fflc)8▲97

図4-1授拝槽の形状

(a)邪魔板,(b)撹拝巽 (6枚羽ディスクタービン)

(C)マグネチックプレー ト,(d)通気フィルター
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第5草 本研究の総括と展望

5-L本研究の稔楢

的物細胞における目的物許の生産惟制御)i法.I)アクター操作!=ともなう拘理的スト

レスに対する伯物榔胞の耐久性を評価することを臼的として.ペ二ハナ紺地U)ヒクミン

E生産を対象として検討を行ったo以 ドに各 ･乍ごとの成ALを′JJtL,そのLTJtを通へる

節1中 綿冶
本研究の弓子Iiとして,地物細胞坑道に関する研究の流れを′Jくし,肌物細胞L;て並のu架uii.
特に紺胞の憎軌 および J次代謝系の培並操作粂作およびリアクター中の流体-/,トレス

に対する応答性を解例することの塵安性を指摘し,本研究のZ川りを述べた また.～

究で対象としたペニパナ細胞およびビタミンEについてその仲買を示した

節2位 べ二バナ維胞によるビタミンE4=1座に_対する々効凶 /▲の,梓川と肌軸
本位では,ペ二バナ細胞によるビタミンE生成について 培盤操作粂什に叶する応手‡

を実験的に検Jした紙米を′示した｡植物細胞による物許生産性は,細胞州 亡潮系の柚抑
な関連による糾御下にあり,その機構は解明されていない tl1他紙成,カス環境なとの

析並梯作粂作は多成分系であり,すべての成分に対する個々のrt.L･掛 こついての快い.Tは椎
準的ではない 本研究では,国分培塵および反復回分析益で組黙された測胞の斗う机 ヒ

タミンEの生産の挙動,実験日トPl法をFfJいた培地成分の検dJより.相に州帆 ′L瓜 二什

mすると考えられた成分についての検占寸を進めることにより,イ[劫凶 /･の劫恥 二ついて

評価をおこなった｡以下に結論を要約する｡

(])ln1分培掛 二おいて,ビタミンEの比増殖速度は,特産の帖初馴 二低い仙を小したの

ち股大仰を示し,その後細胞品の増加にともない低下する挙動を示した

(2)反復回分培萎により,細胞の比増始速度,ビタミンEの比Jt碓速度がともに.I..･)く維
持された｡また,人然櫨71を超えるビタミンE含イす丘をもつ増益捌胞かNりれた
(3)細胞の増殖,ビタミンEの生掛 ま,細胞濃度が低いときに低 卜すること 性に細胞

を増益した増益液 (培益ろ液)の流加により.増殖,′ト舷性がrL'りLすることかつ

一定溢以上の細胞放出性の物TE(コンディショニング凶 (-)が細胞の糊的およびビ

タミンEの生産に必要であることをホした

(4)/.Jも砲塔を用いて,浴仔酸鼻濃度 (m )を肌糾した細川的な細胞の椛左を子Tつて.

ビタミンEの比J生産速度の応答を測定した｡その紙果,浴作椴超濃度の9ppm までの

増加によってビタミンEの生産が促進することが税額された

(5)恨讃分圧を調惣した空itを上面通先 した,フラスコ掘とう析掛 二より.[力演比をH

ppmに肌御 した30EZMjの凶分析題を行った.その紙凪 増長のb)川においては,対
,Wとして行った亡の非制御培掛 二おいて見られた比′F_範速度の低 トを′lミさう,.小一比
生産速度を維持 したが,その後対照培塵とrdj帆 二枚F-する)F劫を′トした
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(6)培地成分についてのi平価により,リン酸塩が長期的な細胞の増机に.軸流はがビタ
ミンE生産に関EJ･していることを明らかにした さらに,特損性の劫火-については
巨に泣逆圧の効果によることを示した

第3帝 梢造化モデルによる増鵜と生起の解析
操作条件の制御を行う上で.和地,二次代謝'f確の挙動をI'･湖を.,T能と-3るためのモ

デルが必安となる 植物培遊細胞における岬約 二次代淵/卜席についてのモデルは.人

だ確立されていないO

培並操作条件に対する植物細胞の応答は,細胞rJlの仏道変化をともなう 従っ-I モ

デル化にあたっては,構造化モデルの構築が必貿となる 本研究では,回'JTおよび1人独

tLJ)分増益における,細胞の増殖およびビタミンE/f三碇の.k!述を目的としたモデル引社案

した｡細胞内の呼吸兆質を中心にしたコンパートメントモデルの他姓.コンテ1,シ 3_

ング凶子の効果の導入により,岬姫および二次代謝斗雌の記述を叶舵とした

植物細胞は,動物微生物細胞と比較して,細胞内にデンフン耳の形で叶吸)STf収付を
貯蔵できる点に特粍性をjlLすること,7ミノ厳等の糾胞偶造作や~次代湖系のr揃u(ILか.

呼吸必質を出発物質としていることから,コンハートメントモデルの鵬袋にあた･=て吋

吸基質を考慮する必繋があるo細胞内の組成区分を,｢呼吸鵜質｣をrE･･Llに ｢ul'収[)こ水
化物｣,｢細胞構造体｣に分け,呼吸基質と貯蔵炭水化物の倒立変換速度をエネルギー
物質idを代滋するリン酸塩濃度の関数とした また,コンデイシヨ二ノブ凹 /･に-)いて
は,細胞星に比例して年産され 細胞内外に :jif比で分配するものと仮'起した
その結果.回分および反視回分培壷における増殖挙動に過分するモデルを仙染した

また,ビタミンEの生庵に関しては,前帝で粘られた実験紙米より,前馳作il:が呼吸

基質誠および培地からの供給蚊分に対仏すると仮定することにより.回分およびkfi1回

分増益における挙動を衣わすことができた｡

約4

リアクター内での培並を行ううえで,通気税作操作により/LL:る流体ストレスは Ih

体の混合,細胞の懸濁, i=に気体成分の物質移動を尖硯するうえで必.鞍的に′Eじる L

かしながら,地先税押操作は,多くの場合増継代､生権化の低下をIkじることか)別府さ

れている 従って,リアクター操作にあたっては,細胞のLt,_/TA学の流体ストレスに対す

る応答を知ることが安求される｡
植物培養細胞の流体ストレスに対する広行については,報告例は少ない 洲 勿糾胞に

ついての検討では.流体ストレスが細胞内に伝達されることが指摘されているか.その

鮒 は明らかにされていない｡

雌作槽中で24時間の培菜を行い,細胞抜,雌押操作後の細胞増机 呼吸7六作 帆卓越

選択性の評価を行ったOその結果,捉押避妊の増加にともない,呼吸76-竹,脱退出題別

件の低下が見られた さらにその過掛 二おける,呼吸括他,膜通過適訳性の脚 ri4:化を

測定したところ,呼吸活性は培慈初期より,撹作操作による低下が観黙された 細胞破

横が観測されず,股透過選択牡に低 Fが見られない税仲条作 卜において,uf吸iFm の紘
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卜が比られ/=ため,植物細胞においても流体ストレスの細胞IJlへのt.･1.'退位偶が/llI~手る
ことを,Ttした｡さらに.細胞内のATP含有量を評価したところ 拙rr托′1,'より.ti少r

る挙動が見られた

ここで門fられた知見により,便梓操作による細胞の朋 句.′f.射J汁巨のfL'iトは,剤JELi･Ll
のエネルギ一代Nの変化に起因することが推察され/i

5-2今後の展望

モデルの鵬FぷJil･6171
本研究で擢繋 したモデルは,植物細胞の二次代m′E耗 一位の.てこ述･二仙川しうることを

目標として,手書案されたものである そこで,本モデルの他の地物系への適HIFT能咋か
検討されなくてはならない 本系の場合の生産速Tiは.JtI･芯誌'rlr,虫のモデルてllLl,上,さる
ことができたが,-.次代&在物の櫨類によっては.わTLl的なシグナル t)亡 羊匂冊1')スト
レスなど)で速沸される好Rの活性に生産速1空が什せられる別もあると考えI'2Lる ま

た,tIT蚊の礁firとして,細胞構造体の合成中間体,JJl解物などの1.ff')-も ilLl'･izされる

流体ス トレスに)け る応芥頗捕年鑑堅
木.-̂文では.流体ストレスに対する細胞のI:LIJ.符について.細胞1人Jのエネルギーlt.qlが
f唱与することを′バしたが,ス トレスの細胞内伝適職偶,ストレスによって..,T'･発されるエ

ネルギー消伸Ji瓜 二ついては脈明していない 今後,LL･谷保f経の材yほ さらに進め .舵
作ス トレスに対する細胞ダメージの指標,リ7ククーの操作条目の設計指引,J-r碓tJ,/3ーる
ことが望まれる

本研究の成米に)iEづき,昨年度にユーか )細胞をJrJいた拙作ストレス(ム迂躍帖につい

て検ul,Jを行った その結R,ス トレス伝適に膜1ii陀仏†什け 1ンネルを通Lてのか レシ

ウム移動がl刈')-･していることを示した (北川,式日,r札 II棚 .化J､;'=[′7･会節601ド三で
(1995))｡
また,リアクターIfij削こおける細胞の増殖 ･一次代.hlJl一社の榊 JM二ついて.仙造化モ
デルを川いた解析を行うことも今後の誠題である
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