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1909年にデンマークのSørensenがpHなる概念を初
めて提唱し，これを測定し得ることを示した．現在では，
ガラス複合電極を用いた簡便なpH測定が可能となって
いるが，その測定方法にはいくつかの仮定が含まれるこ
とや，厳密な定義が複雑であることを，みなさんはご存
じだろうか？
一方で，細胞培養や酵素反応を伴う生物プロセスにお

いて，pHは基本的ながら依然として非常に重要なパラ
メータである．筆者らも微生物を用いた発酵生産におい
て，フラスコからジャーファーメンターへのスケール
アップを行う際に，ファーメンター中のpHを一定値に
保つのではなく，フラスコ培養中のpH挙動を厳密に再
現することが重要であるという経験からpH制御の難し
さを実感した．
今回の解説では，前半でpHの定義や測定原理を，後
半では細胞培養における典型的なpHの計測・制御方法
やpHにまつわる最新のトピックスに関して概説する．

pHの定義

pHの誕生　　当初，SørensenによってpHは下記の
ように定義された 1)．

pH = –log10([H+]/(mol/dm3)) （1）

ここで，[H+]は水素イオンのモル濃度である．式（1）
に従えば，たとえば0.1 mol/dm3のHCl水溶液のpHは1
ということになる．これは，おおよそ正しいが厳密にい
うと違う．0.1 mol/dm3のHCl水溶液の25°Cにおける
pHを正しく調整したpH計で測定すると1.088くらいに
なるはずである．つまり，式（1）は，ほぼ成立するが，
pHの定義そのものではないのである．その後の研究に
より，pHは理想溶液からの補正を考慮した，水素イオ
ン活量 ( H+)に関係することが判明し，1920年代に次式
の定義に変更された．

pH = –log10( H+) （2）

ここで H+ =  × [H+]， は活量係数である．以降，現
在に至るまで，この定義に基づきpH値は議論されてい
るが，国際純正・応用化学連合（英：International 

Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC）は，現在，
各国の規格で用いられているpHの定義は，すべて操作
的定義であるとしている．なぜなら水素イオン活量 H+

は，物理的および科学的方法では直接測定できないもの
であったからである．水素イオン活量のみを測定するた
めには，試料溶液の電気的中性を保ちながら陽イオンで
ある水素イオンの濃度のみを変化させる必要があるが，
それは現実的には不可能だからである．
しかしながら，水素イオン活量が水溶液の性質に大き
く作用していることは明らかであり，溶液の酸性度合い
を一定の尺度によって精密に評価したい．こういう実際
のニーズに答えるために，測定可能な実用pHが検討さ
れた． H+を正しく決める一般的方法がないことから，
妥協したものが実用pH（操作的定義）である．この実
用pHを決定するための操作的定義に関しては，実は各
国でまちまちであり，pHはそれぞれ異なっている．
Harnedセル　　pHの操作的定義を統一するための
一次測定法として，Harnedセル法が IUPACなどで指定
されている．Harnedセルは，白金黒電極と参照電極（銀
/塩化銀電極など）を液絡のない容器中の溶液に組み込
んだものである．図1に示す，産業技術総合研究所の計
測標準研究部門で開発が進められているHarnedセルで
は，白金黒電極側には1本の筒の中に4枚のガラスフィ
ルターを用いて，測定液中の水素ガスが飽和状態になる
ように供給されている 2,3)．Harnedセルは恒温槽内で一
定温度に保たれ，二つの電極間の起電力は高精度で測定
され，pH値が決定される．Harnedセルのデザイン自体
は各国ごとに異なっているが，よく一致したpH値が報
告されている．

pHの測定方法

ガラス電極　　水素イオン濃度の異なる溶液の間に薄
いガラス膜を置くと，ガラス薄膜の両側の溶液に電位差
が発生する．この現象は，1906年にCremerによって報
告され，1920年代以降に，pH測定に応用されるように
なった．
この電位差の発生機構については次のように考えられ
ている．ガラスは，ケイ素原子と酸素原子（酸化物イオ
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ン）でできた不規則な3次元構造の隙間にナトリウムイ
オンなどの陽イオンを含んだ構造である．ガラス膜を水
や希釈な酸水溶液につけておくと，表面の加水分解によ
り陽イオンが溶け出し，それに見合った電荷の水素イオ
ンがガラス構造内に入ってくる．この結果，図2の左端
に示すように厚さ数十 m程度のケイ酸の水和層が形成
する 4)．この状態で，ガラス膜がある溶液と接すると，
溶液中の水素イオン濃度と平衡し電位を発生する．この
ときに，中性やアルカリ性であれば電位差は大きくなり，
酸性であれば小さくなる．電位差は，ガラス膜の内側（ガ
ラス電極内部液）に発生する電位をガラス電極で測り，

外側（被検液）に発生する電位を比較電極で測定し，算
出する．そして，このときの電位差をあらかじめpH標
準液で測定したときの電位差と比較すれば，被検液の
pHを知ることができるということになる．
複合電極（ガラス電極＋比較電極）　　現在，一般的
に使用されるpH電極は，複合電極と呼ばれるものであ
る．外見上は1本のガラス電極のようにまとめ上げられ
ているが，実はガラス電極と比較電極との組合せとなっ
ている．図2に示すように，複合電極は，支持管が二重
になっていて，中心部がガラス管，外周部が比較電極で
ある．外周部の側面につけたセラミックプラグが液絡部
になっている．複合電極は，洗浄・取扱いが容易で，試
料溶液の体積も1/5くらいですむ．もう一つ大きな長所
は，応答速度が速いことである．ある溶液が入っていた
ガラス電極を引き上げて洗浄した後に，他の溶液を入れ
たとき，pH計の指示が安定するまでには相当な時間が
かかる．これはガラス電極自身の応答が遅いからではな
く，pH計の指示部がきわめて入力抵抗の大きい電圧計
であるということに起因する．ガラス電極を溶液から引
き上げておくと，ガラス電極上に静電気がたまってくる．
ガラス電極単独では，この正電荷の逃げ道としては，ガ
ラス電極の支持管，ケーブルおよび指示部のガラス電極
用端子しかないが，これらはきわめて高い抵抗をもつよ
うに作られているので，いったん帯電すると容易に電荷
が抜けない．これに対して，複合電極の場合にはガラス
膜と液絡部とが接近しているので，溶液から引き上げた
状態でガラス膜が帯電しても支持管表面を伝って電荷が
比較電極（これはアースにつながっている）に逃げるこ

図1．産業技術総合研究所による試作Harnedセル

図2．ガラス複合電極の概略図
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とができる．そのため，複合電極は，次の溶液に入れて
から指示が安定するまでに要する時間がずっと短くて済
むのである 4)．
このようなわけで複合電極が現在は主流となってい
る．ただし，特に精密な測定をする場合やそのほか特殊
な目的の場合には，ガラス電極と比較電極とが別となっ
ている形式が良い場合も少なくない．

フラスコレベルでの計測を伴わないpH保持

実際に実験室でpHを測定する場合，上記のような複
合電極を用いるケースが多いであろう．では次に，どの
ようにして実際に細胞培養中のpHをコントロールする
かについて紹介したい．まずは，フラスコなどの比較的
小スケールでの培養において，pH計測を行わない場合
のpH保持のノウハウについて説明する．
微生物培養　　微生物の多くは，糖を基質として消費
し酢酸や乳酸などの有機酸を生産するため，培養の経過
とともに培地中に酸が蓄積してpHが大きく下がり，強
い増殖阻害が引き起こされる場合がある．そのため，フ
ラスコ培養などを行う際には，酸の中和剤として培地中
にあらかじめ炭酸カルシウムを加えておくことによっ
て，培地の酸性化を抑え，培養時間を長く維持すること
ができる．図3に示すように，培養液中で炭酸イオンは
水素イオンと反応しCO2を排出することでpHの低下を
抑制する．炭酸カルシウム由来の添加量は培地に含まれ
る糖の半分量が目安となる．他の培地組成を溶解して
pHを調整した後に，炭酸カルシウム（必要な場合は寒
天も）を加えてオートクレーブ滅菌して作製する，ない
しは乾熱滅菌を行った炭酸カルシウムをオートクレーブ
後の培地に添加することも可能である．固形培地の場合
は固まるまでに炭酸カルシウムが底に沈んでしまうた
め，平板培地の場合はなるべく冷ましてから，加えるほ
うがよい．高層培地の場合は，オートクレーブ後にミキ
サーなどでよく攪拌してから氷水などで急冷すると，炭
酸カルシウムが分散した状態で固まらせることができ
る．また，液体培地で培養する場合は，微生物の増殖を
濁度などで測定する場合が多いが，炭酸カルシウムは不
溶性のため，測定に影響を与える．そこで，サンプリン
グを行った培養液を薄い塩酸水溶液で希釈することで，
菌体を残したまま炭酸カルシウムのみを溶かすことがで
きる 5)．
動物細胞培養　　動物細胞培養で使用されるインキュ
ベーターは，一般的にCO2インキュベーターと呼ばれ
るものであり，95％空気および5％ CO2の雰囲気下で使
用される 6)．培養中の動物細胞も，微生物細胞と同様に

有機酸などを生産し，培養液のpHが低下する傾向があ
るため，図3に示すような重炭酸バッファー系が利用さ
れている．生じた水素イオンは，培地中の重炭酸イオン
HCO3

–と反応することで炭酸H2CO3を生じる．炭酸か
らのCO2生成は気相中のCO2濃度との平衡関係に従う
ため，5％ CO2雰囲気下ではpH 7.4前後に保たれるよう
になっている．したがって，CO2濃度が低い通常の空気
雰囲気下などで保持すると，pHは7.4前後よりも高い
値で平衡に達するため，CO2インキュベーター外での作
業は短く終える必要がある．重炭酸 /CO2を用いた方法
は，血液の緩衝系を模したものであり，細胞に適したバッ
ファー系といえる．一方，HEPESなどの両性イオンを
用いる系では，気体環境の制御は必要なくpH 7.2～7.4
での緩衝能に優れているが，比較的高価で，高濃度では
一部の培養細胞に対して毒性を示すことがある．市販の
動物細胞培養用培地の大部分は，フェノールレッドが添
加されており，色によってpHを目視で確認できるよう
になっている．

バイオリアクターでの測定を伴うpH制御

バイオリアクターなどを用いて，より大きなスケール
での細胞培養を行う場合は，前述の複合電極などにより
培養中のpHをリアルタタイムで計測しながら，状況に
応じたpH制御を行うことが一般的である．
微生物培養　　一般的に，ペプトンや酵母エキスなど

で構成される天然培地ではアミノ酸が炭素源と窒素源を
兼ねるが，窒素より炭素の必要量が多く，余剰窒素がア
ンモニウムイオンとして放出されるため，pHは次第に
上昇する 5)．このような場合は，希硫酸を用いてpHを
調整する．一方で，グルコースが主な炭素源となる合成
培地では，酢酸などの有機酸の生産によりpHは低下す
るため，水酸化ナトリウムで調整する．塩化アンモニウ

図3．フラスコレベルでの計測を伴わないpH保持
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ムなどの無機窒素を窒素源とする場合は，アンモニウム
イオンの消費によってpHは低下するため，窒素源の補
充を兼ねてアンモニア水でpHを調整する．
動物細胞培養　　動物細胞培養のバイオリアクターに
おけるpH制御は，CO2とアルカリ溶液を両方用いる方
法が取られる場合が多い．細胞を播種した直後の培養初
期は，リアクター中に空気が混入するため培養液中の
CO2が抜けpHが上がるので，CO2を供給しpHを下げる．
CO2の供給に関しては，ラボスケールでは上面通気が多
く，スケールが大きくなると液深の影響で，培養液全体
に供給できないため，培養液中に直接CO2を供給する．
一方で，細胞の増殖に伴い乳酸などの有機酸生産により
pHが低下するため，アルカリ液（NaOH，NaHCO3水
溶液など）を供給し，pHを上げることになる．

最新のpH計測技術

近年の医療分野の進歩により，さまざまな人体内や組
織内のpH計測技術が発案および実用化されてきている．
その中でも特に興味深いトピックについて，以下に紹介
したい．
人体内のpHモニタリング　　人体内のpHモニタリ
ングが必要となる場合として，胃食道逆流症などの診断
があげられる．従来利用されてきた食道内pHモニタリ
ングシステムは，pHセンサー付きカテーテルを経鼻的
に食道と胃の接合部まで挿入し，経時的にpHを計測す
るもので，患者負担が非常に大きかった．これに対し，
イスラエルのGiven Imaging社によって，カプセル型の
センサーを用いたワイヤレスpHモニタリングシステム
「Bravo」が開発された 7)．Bravoは，アンチモン電極と
呼ばれる小型化に適したpH電極が内包された，カプセ
ル型pHモニターである．カテーテルの先端に装着して
経口的に挿入し，食道と胃の接合部にまで進めた後，
pHモニター部のみを食道粘膜に固定する仕組みとなっ
ている．具体的には，カテーテルを通して空気を吸引す
ることで，小型カプセルのpHモニター本体に開いた小
さな穴に粘膜組織を引き込み，そのまま針で固定する．
pHモニターは48時間pHを計測し，患者が身につける
記録装置へとデータを送信する．計測後，カプセルは自
然に食道を離れ，排泄される優れものだ．
生体組織内pHのモニタリング　　再生医療技術の進

歩に伴い，生体外で調製した細胞や細胞組織を体内に移
植する試みが進められている．移植後の細胞状態を確認
する方法としては，細胞標識法とレポーター遺伝子を用

いる方法があるが，細胞標識法は細胞死の有無に関わら
ず信号が出続ける可能性があり，レポーター遺伝子の使
用は外来遺伝物質を導入するという臨床的デメリットが
ある．Johns Hopkins大学の研究グループは，磁気共鳴
イメージング（MRI）を用いて生体内で非侵襲的にpH
を計測することで，細胞死をモニタリングできるナノセ
ンサーを報告している 8)．これは，pHに応答する造影
剤をリポソームマイクロカプセルに封入して，細胞死に
伴う局所的なpH変化をMRIで検出する仕組みである．
光学的イメージング法などを使用した場合には，信号が
生体組織を透過しにくいなどの問題があるが，MRIで
はそういった問題が生じない．さらに，この方法で得ら
れた情報は，解像度の高い解剖学的画像と重ね合わせ利
用することができるので，臨床評価が容易になる．この
センサーを用いれば，生体への細胞移植後の細胞死の過
程，特にもっとも重要な細胞死のタイミングについて
pHモニタリングをベースに明らかにできると期待され
ている．

おわりに

pHは，依然として生物反応におけるもっとも重要な
パラメータの一つである．ヒトの血液のpHが7.40 ± 0.05
という精度でコントロールされており，上下0.4以上の
変化で心停止してしまうことを考慮すれば，人体の恒常
的な機能を保つために，いかにpH制御が重要であるか
わかるだろう．今後，再生医療分野の進展に伴い，移植
や治療に伴う生体内の局所的なpH変化のモニタリング
や制御の必要性はますます高まっていくだろう．一方で，
pH測定は，随分前に構築された技術であるにも関わら
ず，その操作的定義の違いにより，各国での実用pH定
義が異なるなどの根本的な問題を依然として抱えてい
る．古くても新しく奥が深いのが“pH”である．
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