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総 合 論 文

フォトバイオリアクターによる

有用物質生産のための

生物化学工学的検討

勝田　知尚

A Biochemical Engineering Study of Bioproductions Using Photobioreactor

Tomohisa Katsuda (Department of Chemical Science and Engineering, Graduate School of Engineering,
Kobe University, 1-1 Rokkodai-cho, Nada-ku, Kobe, Hyogo 657-8501) Seibutsu-kogaku 86: 117–122,
2008.

緑藻，藍藻，光合成細菌といった光合成微生物は光合

成と関連した特徴的な代謝を有し，植物と同様に二酸化

炭素からグルコースを生産するばかりではなく，クリー

ンエネルギー源として実用化が期待される水素，抗酸化

作用が注目されているカロテノイドやフィコシアニンと

いった色素，高度不飽和脂肪酸や化石燃料の代替として

利用可能な炭化水素を生産するものもある．こうした光

合成微生物を利用した有用物質生産では，生育に必要な

光エネルギーを供給する光源を備えたフォトバイオリア

クターと呼ばれる培養槽を用いる．フォトバイオリアク

ターには，密閉型の培養槽にランプを配置したものや，

太陽光を利用するチューブ型，あるいはオープンポンド

型のものなどがある．フォトバイオリアクターでは光合

成微生物へ効率的に光エネルギーを供給することが肝要

で，このためフォトバイオリアクターの設計や光合成微

生物を利用したバイオプロセスの運転では，他の微生物

の場合にはない特有の問題を考慮せねばならない．すな

わち，光が培養液に入射し，それを透過する際，光強度

は低下し，スペクトルも変化するといった問題である．

光強度とスペクトルはともに光合成微生物の活性を左右

する因子であるので，これらの変化は光合成微生物の活

性が培養槽内の位置によって変化することの原因となる

とともに，そうした不均一な場を光合成微生物が移動す

ることにより生育条件に変動が生じ，生理的な変化をも

たらすことの原因にもなる．本研究は，こうした光強度

とスペクトルの変化をいかに定量化するか，そしてこれ

ら光条件の変動が光合成微生物の生理状態にどのような

影響を及ぼし，それをどう活用するかといった問題に興

味を向けて行ってきた．本稿では，はじめに培養液中の

光強度分布とスペクトル変化を定量的に表すために提案

したモデル式について解説し，次に光強度分布が光合成

微生物の生理状態に及ぼす影響を調べた研究として，光

合成細菌 Rhodobacter capsulatusの半連続培養における増

殖速度の安定性ついて述べる．そして，光強度とスペク

トルの変化を有用物質生産に利用した例として，緑藻

Haematococcus pluvialisによるアスタキサンチン生産にお

いて行った2段階サイクリック培養法を紹介する．

光合成微生物の培養液中における光強度減衰

光合成微生物の培養液中において光強度がどのように

減衰するかを表すモデル式は，70年代ごろから数多く提

案されている．しかし，光学や電磁気学の理論に基づい

て導出されたモデル式は，非常に高度な計算を必要とす

る，あるいは決定の非常に困難なパラメーターを含むも

のが多く，結局，培養とは別に光強度と光路長，および

細胞密度の関係を調べておき，得られた経験式を培養に

適用するというアプローチがよく採られている．著者は，

光合成微生物の培養液中における光強度減衰を，細胞に

おける吸収，ならびに散乱による減衰，培地による減衰，

光線の拡散による減衰に分けて考え，細胞における散乱

による減衰は，Rose-Lloydの仮説1)を適用すると，吸収

による減衰を表す Lambert-Beerの式と同様に指数関数
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で表せることに注目し，これら細胞による光減衰の減衰

係数のみを分光光度計によって決定するという，以下に

示すようなモデル式を提案した2,3)．

細胞による減衰について

培地による減衰について

光線の拡散による減衰について

よって

ここで，I0とIはそれぞれ入射光強度と培養液中の光強度

[mW cm−2]を表し，Imedと Ivoidはそれぞれ槽内が培地の

み，および空のときの光強度 [mW cm−2]を表す．添字の

λは波長を表す．C，L，およびL0は細胞密度 [g cm−3]，

光路長 [cm]，光源から受光面までの距離 [cm]を表す．

εa,cellとεs,cellはそれぞれ細胞における吸収と散乱の減

衰係数 [cm g−1]を表し，それらを含めた減衰係数をεcell

と表した．また，εmedは培地の減衰係数 [cm g−1]を表す．

このモデル式は，減衰係数を変更することにより種々

の光合成微生物に適用することができるとともに，細胞

の色や大きさといった光学的特性が培養中に変化する光

合成微生物に対しても，適宜，減衰係数を決定すること

により適用できるといった利点がある．図 1には，光合

成細菌 Rhodobacter capsulatus（a）と緑藻 Chlamydomonas

reinhardtii（b）の懸濁液中における光強度の実測値（実験

点）と，このモデル式を用いて算出される推算値（実線）

を示す．これらの光合成微生物は水素生産に用いられ，

R. capsulatusは有機酸や糖を水素源とした際の収率が高

いことで知られている4– 6)．R. capsulatusの細胞はストー

クス径約 800 nmの桿状で，細胞の色は赤褐色をしてい

る．一方，C. reinhardtiiの細胞は直径約5 µmのほぼ球形

で，細胞の色は鮮緑色をしている．このように細胞の大

きさ，色はまったく異なるが，これらの光合成微生物の

減衰係数を分光測定により決定し，それを上記のモデル

式に適用することにより，光強度減衰挙動の推算値は実

測値をよく満足することが示された．なお，種々の光源

に対する適用性も放射スペクトルの異なる 3種の光源を

用いて確認された．また，図 1（c）には，R. capsulatus

が凝集剤によりストークス径約 200 µmのフロックを形

成した際の，培養液中の光強度減衰挙動を示す．このと

きも凝集体に対する減衰係数を適用することで，推算値

は実測値をよく満足することが示された．

上記のモデル式は，波長ごとに光強度の計算を行うた

めフォトバイオリアクター内の光強度分布とともに，ス

ペクトルの変化も容易に推算することができる．図 2に

は，R. capsulatusの培養液中において，ハロゲンランプ

より放射された光のスペクトルが光路長に応じてどのよ

うに変化するかを上記のモデル式によって計算した例を
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図1．光合成細菌R. capsulatus（a），緑藻C. reinhardtii（b），フロックを形成したR. capsulatus（c）の培養液中の光強度分布．実験点，
実測値；実線，計算値．
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示す．

上記のモデル式によって推算される光強度減衰挙動

は，培養液中を一方向に透過する光線の光強度とスペク

トルの変化を表す．よって，光が一方向からのみ入射す

る平板型などのフォトバイオリアクターでは，上記のモ

デル式を用いて光強度分布を推算することができる．一

方，図 3に示した外部照射式円筒型フォトバイオリアク

ターのように，さまざまな方向から光線が入射するフォ

トバイオリアクターでは，培養液中の任意の点にはその

周囲の全方向から光線が到達し，その点での光強度はそ

こに到達する各光線の光強度の総和で表されると仮定し

た，拡散モデル7) と呼ばれるモデルを適用し，以下の式

により光強度分布を推算することができる8)．

ここで，

こうした光強度分布の推算を，光強度と光合成微生物の

増殖速度，あるいは有用物質生産速度の関係と組み合わ

せると，生産性予測を行うことができ，それに基づいて

フォトバイオリアクター設計，ならびにフォトバイオプ

ロセス運転の最適化が図られる．

光強度分布の影響

光は光合成微生物の増殖，ならびに有用物質生産に関

し，培地に溶解している栄養素と同様に重要な因子であ

る．栄養素の濃度は連続操作によって時間的，ならびに

空間的に一定に保持することができるが，光強度は時間

的に一定に保持できるものの，空間的に一定にすること

はできない．さらに，そうした培養液中の光強度の不均

一さは，細胞濃度が高い，または光路長が長い場合に大

きくなる．光強度と増殖速度，あるいは物質生産速度の

関係は，前述のようにフォトバイオリアクターにおける

生産性を予測する際に用いられるが，これを決定する際

には，培養液中の光強度分布が変化しないように細胞濃

度を一定に保持しつつ培養を行い，測定された速度を培

養液中の平均光強度に対して相関づけることが多い．こ

うした測定では，培養液中に生じる光強度差を小さくす

るため，細胞濃度を低くするか，光路長を短くした上で

測定することが望ましいが，顕著な光強度差がある場合

にどのような影響が生じるかについては，ほとんど知ら

れていなかった．そこで筆者らは，平板型フォトバイオ

リアクターにおいて半連続培養操作を行い，培養液中の

光強度分布が R. capsulatusの増殖速度に及ぼす影響を検

討した9,10)．

図4には平板型フォトバイオリアクターの光路長を20

mmとし，細胞濃度を 0.1，0.55，1.0 mg ml−1として半

連続培養を行った際の細胞濃度（a）と，比増殖速度（b）

の経時変化を示す．本実験の半連続培養操作では，細胞

濃度が初期値に対して20％まで増加すると，その増加分

に相当する体積の培養液を新鮮な培地に置き換え，細胞

濃度を初期値に戻す操作を繰り返した．このとき，フォ

トバイオリアクター内は窒素ガスにより嫌気的に保持し

た．また，培地には窒素源として 7.5 mM硫酸アンモニ

ウムを加えたRCV培地を用い，光照射はハロゲンランプ

を用い，培養液中の平均光強度が 0.47，および 1.9 mW

cm−2となるよう，細胞濃度に応じて入射光強度を 2.1 –

8.8 mW cm−2の間で調整した．

図4（a） では，培養期間中ほぼ一定の増加幅を示した実

験に対し白抜きの実験点を，増加幅が漸減した実験に対

し黒塗りの実験点をそれぞれ用いた．この図の増加幅に

基づいて比増殖速度を算出し，培養時間に対して点綴し

たのが図4（b） である．図4（b） において，白四角の実験

図 2．R. capsulatusの培養液中における照射光のスペクトル変
化．細胞濃度を0.17 mg ml−1として算出した．

図 3．外部照射式円筒型フォトバイオリアクターにおける拡散
モデル．矢印，光線．
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点は，細胞濃度 0.1 mg ml−1の培養液に入射光強度 3.6

mW cm−2で光照射を行った際の比増殖速度を，黒丸の実

験点は，細胞濃度0.55 mg ml−1の培養液に入射光強度8.8

mW cm−2で光照射を行った際の比増殖速度を示す．これ

ら両条件における培養液中の平均光強度は1.9 mW cm−2

で等しいが，白四角の実験では，比増殖速度がこの微生

物株のほぼ最高値である0.3 h−1で培養期間中にわたり維

持されるのに対し，黒丸の実験では，培養開始より 5 h

までは0.3 h−1で維持されるものの，その後，急激に0.08

h−1まで低下した．同様に，白丸と黒菱の実験点は，それ

ぞれ細胞濃度0.55，および1.0 mg ml−1の培養液に入射光

強度 2.1，および 3.4 mW cm−2で光照射を行った際の比

増殖速度を示し，両条件の平均光強度は 0.47 mW cm−2

で等しい．しかし，白丸の実験では比増殖速度 0.15 h−1

で維持されるのに対し，黒菱の実験では培養開始より 5

hまでは同等の値を示すものの，その後，急激に低下し

た．比増殖速度が0.3 h−1で維持された白四角の実験と培

養開始 5 h後から急激に低下した黒丸の実験とで，透過

光強度の入射光強度に対する比を比較すると，白四角の

実験では3.7倍であったのに対し，黒丸の実験では40倍

と，大きな違いがあった．一方，細胞濃度が0.55 mg ml−1

で等しい黒丸の実験と白丸の実験とでは，透過光強度の

入射光強度に対する比はともに40倍で同じであるが，黒

丸の実験では比増殖速度が途中で急に低下したのに対

し，白丸の実験では，白四角の実験で得られた半分の値

ではあるが，培養期間中にわたり維持することができた．

以上の結果から，培養期間中，比増殖速度を安定して維

持できるかどうかは，透過光強度の入射光強度に対する

比の値に依存すること，そして高い比増殖速度ほど，透

過光強度の入射光強度に対する比の値が低い，すなわち

培養液中の光強度差が少ない光照射条件を必要とするこ

とが示された．このことは，光合成微生物の培養を長期

間にわたり安定して行うには，こうした光強度分布が光

合成微生物に及ぼす影響も加味する必要のあることを意

味する．

高い比増殖速度を得ようとする際には，透過光強度の

入射光強度に対する比の値を低くするため細胞濃度を下

げるか，透過距離を短くせねばならないのは，実用上，

不都合である．著者らは，比増殖速度の安定性を回復す

るための手段も見いだした11)．ひとつは鉄イオンの添加

で，当時，培養実験を行っていた学生が，比増殖速度の

低下が見られるはずの条件で予想に反して安定した値を

示した際に，フォトバイオリアクターの部品のひとつが

ひどく錆びていたことに気づき，これをきっかけとして

見いだした手法である．図 5に示すように，いったん比

増殖速度が低下した培養液に鉄イオンを初期値の 4倍濃

度となるよう加えると，比増殖速度は初期値まで回復し

た．このとき，鉄イオンは2価も3価も同等の効果を示し

た．また，主光源の反対側から異なるスペクトルの光照

射を低強度で行うと，比増殖速度の低下が緩和されるこ

とも見いだした．

これらの結果から，比増殖速度の低下は酸化還元系か

光合成色素に問題が生じていることが予想された．そこ

で，0.3 h−1で比増殖速度を維持することのできた実験と，

途中で低下した実験とで，バクテリオクロロフィル含有

率の初期値に対する比の値を経時的に調べた．その結果，

この比の値が急速に低下する条件下で比増殖速度の低下

が生じたことから，培養途中で比増殖速度が低下するこ

との直接的な原因は，バクテリオクロロフィルが分解し

図4．R. capsulatusの半連続培養における細胞濃度（a），および
比増殖速度（b）の経時変化．光路長：20 mm．細胞濃度（mg
ml−1）：□，0.1；○●，0.55；◆，1.0．平均光強度（mW cm−2）：
□●，1.9；○◆，0.47．
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たためと考えられる．現在のところ，培養液中の光強度

の差とバクテリオクロロフィルの分解との間の作用機序

は解明できていないが，低い光強度下で光合成微生物を

培養すると，クロロフィル含有率を高め，その光強度に

適応することが報告されている12) ので，そうした光強度

に対する適応反応の関与が予想される．

培養液中の光強度とスペクトルの変化を利用した

有用物質生産

緑藻Haematococcus pluvialisは近年，高い抗酸化作用が

注目され，健康食品としての需要を伸ばしているアスタ

キサンチンのバイオ生産によく用いられる微生物であ

る．盛んに増殖する栄養細胞のときには，緑色，20 µm

程度の涙滴形をしており，2本の鞭毛によって遊泳する

（図 6a）．赤色をした同様な形態の細胞がごくまれに観察

される（図 6b）が，栄養細胞時にはほとんどアスタキサ

ンチンを蓄積しない．栄養細胞は栄養素，とりわけ窒素

源が枯渇する，あるいは強光に暴露されると，直径 50

µm程度の球形の包嚢細胞へと変化し，アスタキサンチン

を蓄積し始める（図 6c）．包嚢細胞は増殖も遊泳もしな

いが，細胞全体が深赤色となるまでアスタキサンチンを

蓄積する（図 6d）．こうしたH. pluvialisによりアスタキ

サンチンを生産する際には，多くの場合，増殖期とアス

タキサンチン生産期からなる二段階培養法が採られる．

二段階培養法では，増殖期からアスタキサンチン生産期

への移行を速やかに行うことが，生産を効率的に行うた

めに重要である．

著者らは近年，紫色から赤色までの各色を取り揃える

ようになった発光ダイオードを光源として用い，H.

pluvialisによるアスタキサンチン生産に及ぼす照射光波

長の影響を検討してきた13–17)．その結果，赤色などの長

波長の光を比較的低強度で照射すると栄養細胞の増殖が

促進し，一方，青色などの短波長の光を高強度で照射す

ると包嚢化が進み，アスタキサンチン生産が促進するこ

とを見いだした．この知見に加え，図7（a）に示すように，

H. pluvialisの包嚢細胞の培養液を透過した光は，青色域

が少なく，赤色域が多いスペクトルとなることに注目し，

培養槽を前槽と後槽に分け，後槽で前槽からの透過光を

利用して栄養細胞の増殖を行い，前槽へ移動することに

よってアスタキサンチン生産を誘導するといった二段階

サイクリック培養法と呼ぶ手法を提案した18)．この手法

では，アスタキサンチン生産を誘導する際に光強度を強

めるのみならず，増殖期および生産期にそれぞれ適した

スペクトルの光照射を行える利点がある．また，培養液

を透過する光を有効利用することにより，受光面積あた

りの生産性にも有益である．

こうした二段階サイクリック培養操作は繰り返して行

うことが可能で，1000時間にわたる培養期間中，細胞増

殖，ならびにアスタキサンチン生産を安定して行えるこ

とが確認された．また，このときのアスタキサンチン生

産性を回分式に二段階培養を行った際と比較すると，約

1.6倍程度向上する結果が得られた．こうした二段階サイ

クリック培養法は，H. pluvialisによるアスタキサンチン

生産のみならず，操作因子として光を利用し，誘導操作

を伴う他の二次代謝産物生産にも好適であると思われ

る．

おわりに

本研究では，光強度分布とスペクトル変化の定量化を

起点として，光強度分布の影響，照射光波長の影響，間

図5．R. capsulatusの半連続培養における比増殖速度の回復．細
胞濃度 , 0.55 mg ml−1；平均光強度 , 1.9 mW cm−2．

図6．緑藻H. pluvialisの栄養細胞（a, b）と包嚢細胞（c, d）
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欠的光照射の影響 19,20) といった光合成微生物の光に対

する応答特性を検討し，それらに基づく新規培養法を提

案してきた．光合成微生物によるバイオ生産では，CO2

を原料として高付加価値物質を生産できる21)ことが最大

の特徴である．地球温暖化に対する懸念がますます増大

しつつある中，こうした特徴から光合成微生物によるバ

イオ生産は，今後大きな役割を担うことが期待される．

化石燃料から用役を得る際には，短時間に多量のCO2が

排出される．これを吸収し固定するには，速度に優れる

物理的ないし化学的方法が採られるであろう．しかしこ

れらの方法は吸収，固定の過程で有用物質を生産しない

ので大きな経済的負担を伴う．光合成微生物によるバイ

オ生産は，こうした経済的負担の緩和を図る際に有効な

手段となると思われる．

本研究は，大阪市立大学大学院 工学研究科 生物応用化学専

攻に在学中より今日に至るまで行ってまいりました．この間，

ご懇寧なるご指導，ご鞭撻を賜りました大阪市立大学大学院 工

学研究科 大嶋　寛 先生，神戸大学大学院 工学研究科 加藤滋雄

先生に心よりお礼申し上げます．また，本研究を行うにあたり

ご助力くださいました京都女子大学 短期大学部 高桑　進 先

生，大阪市立大学大学院 工学研究科 東　雅之 先生，同 五十嵐

幸一 先生，ならびに大阪市立大学大学院 工学研究科 生物応用

化学専攻 生物化学工学研究室と神戸大学大学院 工学研究科 応

用化学専攻 生物プロセス工学研究室の学生諸氏に深謝いたし

ます．
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