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研究成果の概要（和文）：この研究で、我々はパルス電界（PEF）刺激によってAspergillus niger の生物学的
な機能変化を調査した。 特に増殖とクエン酸発酵のプロフィールを評価した。 すべての PEF によって処理さ
れたＡ. nigerはサイズと細胞重量で顕著な増加を示した。これらの増加はクエン酸発酵の中でグルコース消費
量とクエン酸生産量のプロフィールを変えていた。 PEF 処理、未処理のＡ. niger の発酵中で最大のクエン酸
集中に到達する培養期間はそれぞれ、１６と２９日だった。 PEF 処理、未処理のＡ. niger発酵におけるクエン
酸生産速度はそれぞれ１.６７、０.９６ｇ/L/dayだった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the induction of the biological function of 
Aspergillus niger by pulsed electric field (PEF) stimulation. In particular, the profiles of growth 
and citric acid fermentation were focused on.  All PEF-treated A. niger cultures showed significant 
increases in mycelial clump size and dry cell weight. These increases changed the profiles of 
glucose consumption and citric acid production in citric acid fermentation. Combining PEF 
stimulation with fed-batch citric acid fermentation increases citric acid productivity. The 
fermentation times to reach the maximum citric acid concentration in the fermentation of PEF-treated
 and non-PEF-treated A. niger were 16 and 29 days, respectively. Moreover, the volumetric citric 
acid production rates in the fermentation of PEF-treated and non-PEF-treated A. niger were 1.67 and 
0.96 g l-1 day-1, respectively.

研究分野： 生物化学工学

キーワード： 高電圧パルス　麹菌　増殖　クエン酸　グルコース
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１．研究開始当初の背景 
高電圧パルス電界(High Voltage Pulsed 

Electric Field; HV-PEF)処理による微生物の
殺菌は，薬剤の残留の懸念がない物理的処理
であり，処理条件を制御することで発熱量を
抑えた操作が可能であることから液体食品
の非加熱殺菌技術として注目されている．こ
れまでに多くの研究者により野菜・フルーツ
ジュース，牛乳，アルコール飲料など様々な
性 状 を有す る 液体食 品 を対象 と し た
HV-PEF 殺菌試験が報告されている．また、
Escherichia coli，Listeria monocytogenes，
Bacillus cereus，Staphylococcus aureus，
Lactobacillus brevis ， Saccharomyces 
cerevisiae などといった広範囲の病原性また
は非病原性の微生物に対して HV-PEF 殺菌
が有効であることが報告されている．
HV-PEF 殺菌のメカニズムは，電気穿孔によ
り微生物細胞膜に生じた孔が不可逆的な細
胞膜破壊に達し，膜の透過性が上がることで
細胞内外の物質移動が促進され、細胞内成分
の流出と細胞外成分の流入が起こることに
よるものであると考えられている．このメカ
ニズムを用いて，植物やキノコの細胞からの
生体由来有用物質の抽出効率を向上させる
手法としても HV-PEF は用いられている． 
近年，こういった食品分野への応用研究に

加え，バイオテクノロジー分野において
HV-PEF が生体機能の発現を誘導する刺激
となることが報告され始めている．Eologea
らは HV-PEF を印加することにより酵母 S. 
cerevisiae の細胞分裂速度が向上し， 0.85 
kV/cm の電界強度において最もその効果が
高かったと報告している．我々は以前に電界
強度 2.5 または 5 kV/cm の弱い HV-PEF を
酵母 S. cerevisae に印加し，幾つかの遺伝子
発現の変化を転写レベルで調査したところ，
酸化ストレス応答遺伝子の発現が誘導され
ることを確認している．また，Mattar らは
発酵前に酵母 S. cerevisiae に電界強度 6 
kV/cm の HV-PEF による電気的刺激を行う
ことで，グルコース・フルクトース・スクロ
ースの混合糖からなる発酵原料の消費挙動
が改善されると報告している．これらの研究
では，生体応答の解明研究に用いられる最も
簡易なモデル細胞であり，産業的にも有用な
アルコール発酵微生物である酵母 S. 
cerevisiae に着目し研究が行われている．他
の有用微生物においても HV-PEF がなんら
かの生体機能を誘導することが考えられ，学
術的・産業的に有用な知見が得られることが
期待される． 
本研究では，産業的に有用な微生物の一つ

で あ る 黒 麹 Aspergillus niger に 対 し
HV-PEF による刺激が及ぼす影響を調査し
た．黒麹 A. niger は複数の加水分解酵素の強
力な生産宿主として遺伝子組換えの有無を
問わず用いられており，国内では焼酎や泡盛
製造における糖化工程に用いられている．ま
た黒麹A. nigerの最たる特徴はそのクエン酸

発酵能力であり，全世界で年間に生産される
クエン酸の大半が黒麹A. nigerによるクエン
酸発酵により生産されている．有用物質の生
産宿主として微生物を考えた場合，微生物の
増殖能は高い生産効率を得る上で重要であ
る．  

 
２．研究の目的 
麹菌は、醤油、味噌、日本酒や焼酎といっ

た日本古来の発酵・醸造食品の製造に用いら
れ る 微 生 物 で あ る 。 ま た 黒 麹 カ ビ
(Aspergillus niger)は、泡盛の醸造だけでな
く、クエン酸を発酵によって生成する。世界
で年間150万トン(2010年)生産されるクエン
酸は、ほぼ黒麹カビのクエン酸の工業発酵法
により生産されている。 
麹菌と同じ菌類の研究として、シイタケの

菌床に高電圧を与えることで、菌糸が切れる
などの刺激を受けて生育が活性化し、収穫量
が倍近く増加したという報告がされている。
また当研究室では PEF（Pulsed Electric 
Field）を用いた研究をしており、シイタケと
同じ糸状菌に属する黒麹カビに PEF 印加を
行なうことで、菌体増殖やクエン酸生成の活
性化ができるのではないかと考えた。本研究
では PEF を用いた電界効果によって、黒麹
カビの増殖とクエン酸生成の促進を試みた。 
 
３．研究の方法 
3.1 培養方法および PEF 印加方法 
本研究では Aspergillus niger ATCC9142

を使用した。100 mL 三角フラスコを培養槽と
して用い、液体培地 50 mL に菌体濃度 105 
CFU/mL の胞子溶液を 100 L 添加し、30℃、
180 rpm で振とう培養した。植菌から 8 時間
後、A. nigerの胞子から菌糸が発芽している
ことを肉眼で確認した後、液体培地内に針電
極（Fig. 1）を差し込み、撹拌子で培地をか
き混ぜつつ PEF 印加 (印加電圧：10 kV、電
極間距離：10 mm、処理時間：1 min、周波数：
50 Hz) を行なった。印加後は再び振とう培
養し、液体培地内の炭素源のグルコースが全
て消費されるまで培養を続けた。この操作を
行なったものを PEF と呼称し、植菌から培養
終了時まで振とう培養のみを行なったもの
を Control と呼称する。 
3.2 流加培養 
培地の初期グルコース濃度を 35 g/L に設

定し、A. nigerによりグルコースが消費され
て濃度が10 g/L付近まで低下したら、150 g/L
に調製したグルコース溶液を追加して25 g/L
のグルコース濃度の培地になるように調製
した。追加したグルコース溶液の量が 11.67 
mL(グルコース重量換算1.75 g)に達したら溶
液の追加(濃度調整)を終了し、培地のグルコ
ースがなくなるまで振とう培養した。流加培
養で A. niger へ与えたグルコースの量は、
初期グルコース濃度 35 g/L×50 mL (液体培
地容量)= 1.75 g とグルコース溶液による
追加分 1.75 g で 1.75 g +1.75 g = 3.5 g で



ある。回分培養は培地の初期グルコース濃度
を 70 g/L に設定し、振とう培養を行なった。
回分培養で A. niger へ与えたグルコースの
量は、初期グルコース濃度 70 g/L×50 mL = 
3.5 g である。よって２つの培養方法で与え
たグルコースの量は同じ 3.5 g である。この
2種類の培養方法をControlとPEFで行ない、
クエン酸生成への影響を観察した。 

  
Fig. 1 PEF 印加時の概略図と写真 
 
４．研究成果 
4.1 PEF 印加による影響 
発芽が確認された A. niger に PEF 印加を

行い炭素源のグルコースが無くなるまで培
養した。Fig. 2 は、培養中の菌体を培養槽か
ら取り出し、シャーレに移して菌体の外観の
撮影および菌体重量の測定を行なったもの
である。培養終了後、PEF を印加した菌体の
乾燥重量（3回測定した平均値）は 0.40 g と
なり、PEF印加を行なわずに培養したControl
の菌体乾燥重量 0.33 g と比較すると、PEF に
より約 1.2 倍の菌体増殖効果が確認された。 
Fig. 3 は、液体培地内のグルコース濃度とク
エン酸濃度の経時変化を示したグラフであ
る。A. nigerのクエン酸生成量とクエン酸収
率は、Control：11.97 g/L、32.0％ PEF：
7.57 g/L、20.2％だった。しかしクエン酸の
最大生成量に達するまでにかかった日数は、
Control は 17 日、PEF は 8 日と PEF の場合、
半分以下に短縮できた。この結果からクエン
酸生成速度(＝クエン酸の最大生成量[g/L] 

Fig. 2 A. nigerの外観と菌体重量 

÷最大生成量に達するまでにかかった日数)
を求めた。Control のクエン酸生成速度は、
0.70 [g/(L・Day)](＝11･97[g/L]÷17[Day])、
PEF のクエン酸生成速度は、0.95 [g/(L・
Day)](＝7.57[g/L]÷8[Day])となり、PEF 印
加により A. nigerのクエン酸生成速度が 1.4
倍になることがわかった。PEF のクエン酸の
生成量は、炭素源を菌体重量の増加に使用し
たため減少したが、菌体が増えた分クエン酸
の生成が早いペースで行なわれたものと思
われる。 

Fig. 3 グルコースとクエン酸濃度の経時変
化 
 
4.2 流加培養を行なった場合の比較 
液体培地の初期グルコース濃度を変更す

る実験結果により、PEF 印加を行なった A. 
niger のクエン酸生成は、一定のグルコース
濃度(10~25 g/L)で盛んに行なわれることが
判明した。そこで、培地内のグルコース濃度
の調整をしつつ培養する流加培養を行なう
ことで、より多くのクエン酸生成が可能にな
るのではないかと考えた。Fig. 4 は、流加培
養と回分培養でのクエン酸生成の経時変化
を示したグラフである。流加培養による効果
を確認すると、クエン酸生成量は回分培養よ
りも増加していた。また、最大生成量に達す
るまでにかかった日数は、Control では流加
培養：29 日、回分培養：32 日となり、わず
かに流加培養が早かった。また PEF は流加培
養：16 日、回分培養：16 日と、どちらも同
じ日数で最大生成量に達した。 
Table 1 は Fig. 4 の結果に菌体重量・クエ

ン酸収率とクエン酸生成速度をまとめた表
である。流加培養による効果を確認すると、
Control と PEF ともに菌体重量は減少、収率
とクエン酸生成速度は増加していた。クエン
酸生成に適した環境をつくることで、今まで
菌体重量の増加に使用していたグルコース
をクエン酸の生成に使わせることができ、そ
の結果、収率とクエン酸生成速度が増加した
ものと考えた。 
 
  
 
 
 



Fig. 4 流加培養と回分培養でのクエン酸濃
度の経時変化 
 
Table 1 菌体重量・収率とクエン酸生成速
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