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研究成果の概要（和文）： 液体培地／糸状菌–中空微粒子マット／疎水性有機溶媒よりなる抽
出液面固定化システム及び液–液界面バイオリアクターについて、アニオン交換樹脂及び疎水
性樹脂微粒子を中空微粒子層に配合することで界面物性（界面荷電状態、界面疎水性）を変動

させて、糸状菌の形態、増殖性、生化学的性質の変化の度合いを調べた。その結果、カチオン

交換樹脂及びキレート樹脂の配合系で糸状菌に対する著しい増殖阻害が認められたのに対し、

アニオン交換樹脂配合系では増殖性の向上、胞子形成の抑止、二次代謝物の発酵能並びにアル

カン水酸化活性の著しい向上等の諸現象が認められた。また、ポリテトラフルオロエチレンや

ポリメチルメタクリレート等の疎水性微粒子配合系では、糸状菌の増殖性には影響が認められ

なかったものの、配合樹脂の疎水性に比例してアルカン水酸化活性が向上することも見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： In an extractive liquid-surface immobilization system and a 
liquid-liquid interface bioreactor, the effects of ion-exchange and hydrophobic resin micro- 
particles on morphological, physiological, and biochemical properties of fungal cells located 
on an aqueous–organic interface were investigated. While the addition of cation-exchange 
and chelating resin microparticles into a ballooned polyacrilonitrile microsphere layer 
strongly inhibited the fungal growth, fermentation and hydroxylation activities, the 
addition of anion-exchange resin microparticles significantly increased growth, fermenta- 
tion and hydroxylation activities and decreased of spore formation. Furthermore, the 
addition of hydrophobic resin microparticles also increased alkane-hydroxylation activity. 
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１．研究開始当初の背景 
 ゲノムサイズが大きく、さらには属種の多
様性が広い糸状菌は、食品や醸造等の伝統的 

な産業においてのみでなく、産業用酵素の生
産、医薬品原料や化粧品原料等の工業生産に
とっても非常に有用な微生物である。しかし
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ながら、糸状菌の工業利用をタンク培養で行
う際には、菌形態の制御という非常に重要か
つ困難な問題に直面することになる。タンク
培養において糸状菌は、高速撹拌や酸素不足
といった過酷な環境下に曝され続けること
になり、フィラメント状、クランプ状、ある
いはペレット状といったカビ本来の形態と
は大きく異なる菌形態を強いられることに
なり、糸状菌が本来持っている有用な能力を
十分に発揮できているとは言い難いのが現
状である。したがって、自然に近い形態分化
を可能とし、なおかつ、糸状菌が有している
有用な能力を十二分に発揮させ得る新規な
培養システムの構築と、それの学術的裏付け
が、強く望まれている。 
 
２．研究の目的 
 上記のような糸状菌の菌形態を自然に近
い状態、すなわち、形態分化を促進して糸状
菌本来のマット状の菌形態に制御すること
が可能な培養システムとして、筆者らは液面
固定化システムを開発した。また、このシス
テムのカビマット上に疎水性有機溶媒を重
層して、脂溶性二次代謝物の発酵生産を行わ
せる「抽出液面固定化システム」（図１）と、
疎水性有機溶媒中に高濃度で添加した脂溶
性基質を効率的に微生物変換に供すること
が可能な「液–液界面バイオリアクター」（図
２）を開発した。本研究では、これら両シス
テムにおいて糸状菌細胞が固定化されてい
る中空微粒子層に対して、イオン交換性樹脂
及び疎水性樹脂微粒子を配合することでそ
の物性（荷電状態、疎水性）を変動させるこ
とで、糸状菌の形態分化や増殖性、さらには
発酵能や微生物変換能がどのように変化す
るかを解明することを目的とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 1. 抽出液面固定化システムの原理 
   MS, 中空微粒子 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     図２. 液–液界面バイオリアクターの原理 

３．研究の方法 
【界面荷電状態の発酵能に対する影響】 
 5 種類のアニオン交換樹脂、２種類のカチ
オン交換樹脂、１種類のキレート樹脂をポリ
アクリロニトリル製中空微粒子に対し、重量
比で 1:5 の割合でそれぞれ配合した。液体培
地 15 ml に対して樹脂微粒子 180 mg、糸状菌
(Trichoderma atroviride)培養液 225 µl の
組成で液面固定化システムを構築し、25℃で
3 日間前培養した。その後、低沸点ジメチル
シリコンオイル 3 ml をマット上に重層して
抽出液面固定化システムを構築した。所定時
間静置培養後、本株が発酵生産する抗真菌性
香料原料である 6-ペンチル-α-ピロンをガス
クロマトグラフィーにより定量した。アニオ
ン交換樹脂の交換容量と発酵能との相関、増
殖性と菌形態（胞子形成能）に対する影響、
アニオン交換樹脂微粒子の粒径と配合比の
影響についても検討を加えた。 
【界面荷電状態の水酸化能に対する影響】 
 5 種類のアニオン交換樹脂、２種類のカチ
オン交換樹脂、１種類のキレート樹脂をポリ
アクリロニトリル製中空微粒子に対し、重量
比で 1:5 の割合でそれぞれ配合した。液体培
地 15 ml に対して樹脂微粒子 180 mg、糸状菌
(Monilliera sp.)培養液 225 µl の組成で液
面固定化システムを構築し、25 ℃で３日間
前培養した。その後、n-デカン 3 ml をマッ
ト上に重層して液-液界面バイオリアクター
を構築した。所定時間静置培養後、本株が生
産する(̶)-4-デカノールと 4-デカノンをガ
スクロマトグラフィーにより定量した。アニ
オン交換樹脂の交換容量と水酸化活性との
相関、イオン交換樹脂微粒子の粒径並びに配
合量の影響、培地 pH の影響、イオン交換樹
脂微粒子の菌体増殖・形態分化に対する影響
についても検討を加えた。 
【界面疎水性の水酸化能に対する影響】 
 ポリテトラフルオロエチレンやポリメチ
ルメタクリレート等の疎水性樹脂微粒子（50 
µm メッシュパス）8 種類をポリアクリロニト
リル製中空微粒子に対し、重量比で 1:5 の割
合でそれぞれ配合した。液体培地 15 ml に対
して樹脂微粒子 180 mg、糸状菌(Monilliera 
sp.)培養液 225 µl の組成で液面固定化シス
テムを構築し、25℃で 3 日間前培養した。そ
の後、n-デカン 3 ml をマット上に重層して
液-液界面バイオリアクターを構築した。所
定時間静置培養後、本株が生産する(̶)-4-デ
カノールと 4-デカノンをガスクロマトグラ
フィーにより定量した。各樹脂の疎水性（接
触角を指標に設定）と水酸化活性との相関、
疎水性樹脂微粒子配合量の影響、ポリメタク
リレート側鎖種の影響の影響や、菌体増殖に
対する疎水性樹脂微粒子の影響についても
検討を加えた。 
 



４．研究成果 
【界面荷電状態の発酵能に対する影響】 
 オルガノ(株)製の 252 等のカチオン交換樹
脂とキレート樹脂 IRC748 が T. atroviride
の増殖を強く阻害したのに対し、IRA98 等の
アニオン交換樹脂は T. atrovirideの増殖を
促進し、6-ペンチル-α-ピロンの生産を有意
に亢進した（図３）。非常に興味深い現象と
して、発酵能が大きく亢進した IRA98、
IRA910CT、IRA958 では胞子の形成が劇的に抑
止されており、発酵生産能と胞子生産能との
間に逆の関係があることが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図３. 界面荷電状態と 6-ペンチル-α-ピロン発酵能、 
 胞子形成能との関係 
 
【界面荷電状態の水酸化能に対する影響】 
 上述の T. atroviride による 6-ペンチル
-α-ピロンの発酵生産と同様に、Monilliera 
sp.による n-デカンの位置・立体的水酸化に
関しても、カチオン交換樹脂微粒子とキレー
ト樹脂微粒子の添加は、糸状菌の増殖能と水
酸化活性を著しく阻害した。これに対し、
IRA910CT や IRA958 等のアニオン交換樹脂微
粒子を添加することにより、増殖能と n-デカ
ン水酸化活性の両者が著しく亢進すること
を明らかにした。交換容量が最も大きな
IRA958 を除き交換容量 1.0 meq/g-resin まで
は、交換容量が大きい樹脂ほど水酸化活性の
亢進効果が大きく、両者の間に強い相関関係
が認められた（図４）。また、イオン交換樹
脂微粒子の粒径並びに配合量の影響を調べ
た結果、交換容量の効果に同様の閾値がある
ことを確認した。以上の結果より、アニオン
交換樹脂は Monilliera sp.に対しても増殖亢
進活性があること、また、二次代謝物の発酵
能と同様に水酸化活性に対しても亢進活性
があることが結論として導かれた。一方で、

Monilliera sp.による水酸化活性の亢進には、
適度な交換容量（閾値）が存在することも結
論として導かれた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図４. アニオン交換容量と n-デカン水酸化活 

  性との関係 
 
【界面疎水性の水酸化能に対する影響】 
 接触角 50°のポリアクリロニトリル微粒
子に対し、粒径 50 µm メッシュパスの疎水性
樹脂微粒子（接触角 75~117°）を重量比 1:5
で配合し、Monilliera sp.の増殖・形態分化
並びに n-デカン水酸化活性に対する影響を
調べた。接触角 117°のポリテトラフルオロ
エチレン(PTFE)配合系で本株の増殖が亢進
することが確認されたが、他の樹脂配合系で
は有意な効果は認められなかった。しかしな
がら、n-デカン水酸化活性に対しては、疎水
性樹脂微粒子の配合は有意な亢進効果をし
めし、樹脂の接触角と水酸化活性の間に適度
な相関関係が認められた（図５）。 
 なお、アニオン交換樹脂微粒子と疎水性樹
脂微粒子の併用効果についても検討を加え
たが、両者の高配合に難があり、予想した併
用効果を確認するには至っていない。今後の
より詳細な検討を計画している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図５. 疎水性樹脂の接触角と n-デカン水酸化活 

  性との関係 

アニオン交換      カチオン交換 キレート 



【まとめ】 
 以上述べてきたように、ポリアクリロニト
リル製中空微粒子とともに液体培地と疎水
性有機溶媒との液‒液界面に位置する糸状菌
は、該界面における荷電状態と疎水性の影響
を強く受けることを見出した。以下に研究成
果として得られた知見を列挙する。 
 
 ① 界面にカチオン交換樹脂並びにキレー 
 ト樹脂を存在させると、供試２株の増殖 
 能・発酵能・水酸化能が大きく阻害された。 
 ② 界面にアニオン交換樹脂を存在させる 
 と、供試２株の増殖能・発酵能・水酸化能 
 は有意に向上した。 
 ③ ②のアニオン交換樹脂の効果では、交 
 換容量に閾値が認められ、1.0 meq/g-resin 
 までは、交換容量と水酸化能との間に強い 
 正の相関関係が認められた。 
 ④ 界面にアニオン交換樹脂を存在させる 
 と、Trichoderma atrovirideの形態分化が 
 大きく変化し、胞子形成が著しく抑制され 
 た。 
 ⑤ 界面に疎水性樹脂を存在させると糸状 
 菌の水酸化活性は有意に向上したが、増殖 
 能並びに形態分化はさほど影響を受けな 
 かった。疎水性樹脂の接触角と水酸化能と 
 の間に適度な正の相関関係があることも 
 明らかにした。 
  
 今後は、界面糸状菌に関して得られた上記
のような学術的・実用的知見をベースとして、
糸状菌細胞と界面との関係について更に深
く学術的・実用的なアプローチを図っていき
たいと考えている。 
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