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研究成果の概要（和文）：本研究では、『従来法で設定できる培養環境の明確化』および、『未開拓の培養環境
の創出』をおこなった。フラスコの形状および培養栓の種類に注目し、微生物培養で普及している従来の振盪フ
ラスコ培養法で実現できる培養環境を把握するため、種々のフラスコ条件の酸素（O2）供給能と二酸化炭素
（CO2）換気能を定量化した。その結果、従来の三角フラスコや坂口フラスコではCO2換気能がO2供給能と比べて
非常に小さいことが明らかとなった。また、換気能を改善できる独自開発したデバイスを付与した新たな振盪培
養法を開発した。

研究成果の概要（英文）：This study was challenged to "clarify the conventional culture environment" 
and "create the unexplored culture environment". In order to understand the microbial culture 
environment that can be set by the conventional shake-flask culture conditions, the oxygen (O2) 
supply capacity and carbon dioxide (CO2) ventilation capacity of various flask conditions, focusing 
on the shape of the flasks and the type of culture-stoppers were quantified. As a result, it was 
cleared that CO2 ventilation capacity was much smaller than O2 supply capacity during shaking 
culture used by Erlenmeyer flasks and Sakaguchi flasks. Therefore, novel device was developed for 
enhancing ventilation to shake-flask systems. The small device does not require additional 
electrical power.

研究分野：培養工学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
振盪フラスコ培養法は、微生物を用いた生産技術の開発や改善を図るうえで、作業しやすいスケールで低コスト
かつ多検体を検討できる重要な液内培養技術である。これまで意図せず換気不十分で使用されてきたため、非意
図的な二酸化炭素の影響が潜在していたことが明らかとなった。開発した小型の換気デバイス（外部電力が不要
で、フラスコを設置する振盪基盤のデッドスペースに外付けできる）を付与することで、液内振盪培養中のフラ
スコ気相部の培養環境を制御でき、バイオプロセス開発上流の培養条件の検討や、培養を介した微生物種および
物質生産のスクリーニングに期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
現在に至るまで微生物学を支えてきた根幹的な培養技術の一つにフラスコを用いた液内振盪
培養がある。振盪フラスコ培養法は国内外で普及しており、様々な用途に使用されている。代表
者は、振盪フラスコ培養中に遭遇した新奇な現象を起点に、従来の振盪フラスコ培養法で設定で
きる培養環境を明確化する重要性を指摘してきた。近年、フラスコ内の分析技術の発展に伴い、
振盪培養中のガス濃度のモニタリングが実現可能となった。そこで、代表者が独自に開発したモ
ニタリングデバイスを活用し、「現在の振盪フラスコ培養法の設定限界は何か？ それを打破し
た未開拓の培養環境を創出するためには何をすればよいのか？」という問いに答えることは、上
流のバイオプロセスの新たな開発や改善の提起に直結する重要な知見につながると考え、本研
究を遂行した。 
 
 
２．研究の目的 
微生物を用いたバイオ生産技術の開発や改善を図るうえで、作業しやすいスケールで低コス
トかつ多検体を検討できる振盪フラスコ培養法は重要な液内培養技術である。代表者は、振盪フ
ラスコ培養中の微生物群集構造が、培養中に行う通常のサンプリングの有無によって異なると
いう現象を見出した。興味深いことに、サンプリングプロセスの無菌的な培養栓の開封を繰り返
した条件で集積した微生物群集の中には、複数種の培地検討だけでは集積しなかった特異的な
微生物の存在を認めている。この現象と向き合い、本研究では、『従来法で設定できる培養環境
の明確化』および、『未開拓の培養環境の創出』をおこなうことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
振盪培養中のフラスコ内の気相部や培養液内の種々の培養因子をモニタリングでき、振盪を
中断せずにフラスコ内のガスや培養液をサンプリングできる独自開発のデバイス（Circulation 
Direct Monitoring and Sampling System：CDMSS）を活用し、サンプリングプロセスのような意
図せず微生物に影響を及ぼしている培養因子も含め、従来法で設定可能なフラスコ条件の全体
像を明確化し、従来の振盪フラスコ培養では設定できなかった未開拓の培養環境の創出を試み
た。 
 
 
４．研究成果 
(1)サンプリング操作中の意図せぬ影響の解析と利用 1） 
振盪培養中のフラスコ内の培養環境を把握するためには、様々な培養因子を測定する必要が
あるため、測定対象が限定されるモニタリングだけでなく、サンプリングも重要である。振盪フ
ラスコのサンプリングプロセスは、（ア）振盪の中断、（イ）振盪基盤からの着脱、（ウ）クリー
ンベンチへの持ち込み、（エ）培養栓の開封、（オ）フラスコの開口部分の火炎殺菌、（カ）フラ
スコの開口部分からの培養液の採取、という一連の流れであることが多い（図 1）。代表者は、
上述のプロセス（エ）の有無により、集積培養中の微生物群集構造が変動することを見出してい
る 2）。また、プロセス（ア）に該当する振盪フラスコ培養時の振盪の中断によって、酸素（O2）
供給能力が一時的に減少することが、RAMOS を用いて報告されている 3）。 
本研究では、国内外を通じて詳細に解析されていない火炎殺菌操作に着目し、CDMSS を用いて、
ブンゼンバーナーによって生じる燃焼ガスのフラスコの開口部分への流入を検証した。その結
果、ブンゼンバーナーの火炎でフラスコの開口部分を手作業で炙った際、接触時間が長いほど、
フラスコ内の二酸化炭素（CO2）濃度が上昇することが明らかとなった。また、火炎殺菌操作に
よる CO2の流入は、手作業に起因するため、個人差が生じやすいことが示唆された。そこで、支
配的な構成要素と推察される 2つの因子（フラスコの開口部分を炙る操作角度と操作時間）を選
定し、フラスコやバーナーを固定したレール状の専用基板と CDMSS を用いて調査した。その結
果、手作業を模倣できる操作角度や操作時間を見出した（図 2）。また、検討した操作角度では、
全条件において高濃度の CO2を含んだ燃焼ガスがフラスコ内に流入し、操作時間の長期化に伴い
フラスコ内への CO2蓄積が増大することを実証した。したがって、振盪フラスコ培養を再現よく
行うならば、培養終了まで同一のフラスコからサンプリングを行わない、または、従来とは異な
るサンプリング方法を考案する必要がある。 
 
サンプリングプロセスから見出した現象を解析し活用する事で、新たな培養制御も期待でき
る。具体的には、従来のサンプリングプロセスの火炎殺菌操作による意図せぬフラスコ内への
CO2蓄積を活用するために、振盪培養を中断せずにサンプリングできるデバイスを作成し、火炎
殺菌操作による一時的な CO2の蓄積を模倣できるシステムを構築した。間欠的に制御された CO2
通気条件下で振盪フラスコ培養した結果、増殖が増大した微生物種が認められた。また、微生物



に限らず様々な細胞を用いた多種多様な培養法において、種々のサンプリングプロセスを整理
し各操作を評価することは、サンプリングが培養に及ぼす影響の理解やサンプリングの機械化・
自動化においても重要である。本研究は、手作業による非意図的な振盪フラスコの培養環境の変
動を実測し、支配因子を抽出し、環境変動を模倣・利用した点において国内外を通じて先駆的な
成果である。 
 
(2)振盪フラスコで設定できる培養環境の明確化 
①フラスコ 4） 
三角フラスコと円筒型フラスコを用いた旋回振盪および坂口フラスコを用いた往復振盪中の
の溶存 O2濃度や CO2分圧をモニタリングし、独自に作成した解析プロセスを活用してデータ処理
した。総括酸素移動容量係数（kLa）を指標として O2供給能を評価する際、初発の溶存 O2濃度を
ゼロにする操作が必要である。窒素を過剰に通気する方法が多用されるが、フラスコ気相部の O2
分圧が意図せずに大気の O2分圧と比べて極端に低下する問題があった。本研究では、CDMSS を用
いてフラスコ気相部の O2分圧を確認しながら、O2分圧が大気と同程度になるように注意深く調
整・維持し、精度よく kLa を算出し O2供給能を評価した。CO2換気能は、フラスコ気相部から外
気に換気されるポテンシャルを解析するために独自に係数（kG）を定義し評価した。その結果、
従来のフラスコ（三角フラスコや坂口フラスコ）では CO2換気能が O2供給能と比べて非常に小さ
いことが明らかとなった。一方で、円筒型フラスコでは従来のフラスコと比べて、高い CO2換気
能を有したが、O2供給能が小さかった。円筒型フラスコに Oリング型のバッフルを付与すること
で、円筒型フラスコの特徴である高い CO2換気能を維持しながら、従来のフラスコと同程度の O2
供給能を有することができた（図 3）。呼吸活性が大きくなる微生物培養の条件（高い kLa や基質
濃度、増殖速度が大きい微生物）下では、意図せずフラスコ気相部に CO2が充満し、それに伴い
溶存 CO2濃度も大きくなることが示唆された。 
②培養栓 5） 
振盪フラスコ培養法の構成要素の 1 つである通気性のある培養栓はフラスコと同様に数多く
の種類があるが、その選定基準は実験者の経験則に起因していることが多い。代表者は、特定の
フラスコ内に CO2を充満させた後、培養栓を介して CO2がフラスコ外へ自然換気され、新鮮空気
時の CO2濃度を考慮した充満濃度が半減するまでの時間（CO2半減期）を指標として、培養栓付
きフラスコの換気能力を評価した。その結果、栓の種類（素材や多孔性の程度）に依存するが、
通気性のある培養栓が付与された三角フラスコの CO2半減期は約 30～90 分程度であり、微生物
の振盪培養中に意図せず気相と液相の両方の CO2濃度を増大させ、培養条件によっては、微生物
の培養挙動に影響を及ぼすことが明らかとなった。半減期を用いて培養経過に伴う CO2変化をシ
ミュレーションした結果に基づき、種々検討した結果、CO2半減期が約 10分未満だとフラスコ内
の CO2蓄積を抑制しやすい傾向であることが示唆された。 
 
これまでの振盪フラスコの評価は、溶存 O2が枯渇しやすいため kLa が注目されてきた。本研究
では、CO2を活用した振盪フラスコの評価を加えることで、O2供給能と CO2換気能のマッピング、
また、CO2半減期によるフラスコ気相部のシミュレーションが可能となった。今後、革新的な培
養栓付きフラスコを開発するためには、培養液中に供給する O2と微生物によって排出される CO2
の両方のガスにバランスよく着目することが重要である。本研究で用いたフラスコや培養栓の
評価方法は、他の培養器の評価でも同様に活用できることが期待され、培養器の設計において大
きな波及効果を及ぼす研究成果である。 
 
 
(3)未開拓の培養環境の創出 6） 
 本研究を含めた代表者のこれまでの研究から、振盪培養で用いられる従来の通気性のある培
養栓付きフラスコでは、フラスコ気相部の換気不十分により、培養経過に伴う O2分圧と CO2分圧
の経時的な変動 7）（併せて、ヘンリーの法則に従い経時的な酸素移動速度［OTR］と溶存 CO2濃度
の変動）や、フラスコ気相部の鉛直方向のガス濃度勾配 8）が生じる。サンプリング操作だけでな
く、意図せず生じている振盪フラスコの不均一性に着目し、振盪培養中の気相環境の均一化を試
みた。 
 具体的には、CDMSS とガスシリンダーを電磁弁で接続し、適切な PID 制御を行うことで、培養
栓付きフラスコ内の CO2濃度を一定に制御することができた。モニタリングデバイスを用いたフ
ラスコ気相部の制御は他にも報告されているが培養栓を介した換気が考慮されていない 3）。ま
た、このようなモニタリングシステムと連結した振盪フラスコ培養法は、特定の培養条件を詳細
に把握・制御するためには有効であるが、設置スペースやシステムの複雑性の点からスループッ
トに課題が残る。そのため、簡便に多検体の培養を並列に実施できる振盪フラスコ培養法の特徴
を維持しながら、かつ、従来のフラスコや培養栓を使用しながら、フラスコ内の気相環境制御が
求められる。そこで、上述した要求を満たすことができる新規デバイス Nonelectric bellows 
pump for shake-flask（NeBP-sf）を独自に考案、開発した（図 4）。NeBP-sf は、追加の外部電
力を必要とせず、フラスコを設置する振盪基盤のデッドスペースに設置し、振盪（水平方向の様
式）で生じる運動エネルギーを換気能力に変換するデバイスである。具体的には、振盪条件に応
じて、デバイス内に装填されている硬球が往復運動し、内蔵されているベローズを繰り返し押し



出す。それに伴い押し出された空気がフラスコ気相部へ送り込まれ、換気能力が増大するメカニ
ズムである。そのため、NeBP-sf が付与された培養栓付きフラスコの換気能力は、振盪条件に依
存して大幅に向上し、培養経過に伴うフラスコ気相部の O2や CO2の濃度変化を抑制することがで
きた。 
国内外を通じて、初めて水平方向の振盪を活用した換気能力増大デバイスである。現段階では、
１つのフラスコに対して NeBP-sf を 2つ設ける必要があるので、今後、換気能力のパフォーマン
スを改善するためにデバイスを最適化する。NeBP-sf が外付けされた培養栓付き振盪フラスコの
気相部は、フラスコ外の気相環境と速やかに平衡化でき、フラスコを設置しているインキュベー
ター内の気相環境を制御することで、個々のフラスコ気相部のガス濃度を簡便かつ並列に制御
できることが期待される。 
 
本研究成果は、従来の振盪フラスコ培養中のモニタリング 9）に留まらず、振盪フラスコ培養
法の未制御因子の理解に寄与すると共に、再現性の高い培養の実現や新たな培養条件の拡張（そ
れに伴う新規な微生物機能や新規微生物資源の開拓）にも貢献でき、微生物培養関連分野におい
て産業面でも新たな潮流を生む起点としても期待できる。 
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図 1 従来の振盪フラスコからのサンプリング過程. 
（ア）培養の中断;（イ） 振盪基盤からの着脱;（ウ）クリーンベンチへの持ち込み;（エ）培養
栓の開封;（オ）フラスコ開口部分の火炎殺菌;（カ）フラスコ開口部分からの培養液の採取. 



 

 
図 2 フラスコ開口部分の火炎滅菌によるフラスコ気相部の最大 CO2濃度. 
白色と灰色はそれぞれ最大濃度と初期濃度を、条件（ア-ウ）はそれぞれフラスコの操作角度 15, 
25, 35°を示す. 
 

 
図 3  4 種類の振盪フラスコにおける kLa と kGのマッピング. 
 

 
図 4 旋回振盪中の NeBP-sf の挙動. 
（ア）内蔵されている硬球がベローズを押し出し空気が送り込まれる構造;（イ）振盪フラスコ
との接続イメージ. 
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