


2Ep06 Streptococcus zooepidemicusによるヒアルロン酸生産の
最適化
○小川 愛未 1, 小野 聡子 2, 成田 琴美 3, 武内 章 3, 山崎 思乃 2,
片倉 啓雄 2
（1関西大院・理工, 2関西大・化生工, 3キユーピー）

katakura@kansai-u.ac.jp

【背景と目的】ヒアルロン酸は保水力を持ち，眼球治療や関節治療などに利用さ
れている．また，ヒアルロン酸は加齢とともに減少することが分かっており，
近年では，アンチエイジングへの関心から，化粧品やサプリメントへの需要も
高まっている．ヒアルロン酸は従来，動物組織より抽出されていたが，経済性
の観点から近年では微生物による生産が主流となっている．しかし，微生物生
産で得られるヒアルロン酸は，動物由来のものと比較すると分子量が低いこと
が課題となっており，収率の改善も望まれている．ヒアルロン酸合成は炭素源
において菌体増殖と競合するため，基質あたりの収率を高めるには菌体増殖を
抑制する必要があるとされている．そこで本研究では，アミノ酸を培養途中で
枯渇させることで菌体増殖を抑制できるか検討した．
【方法】Streptococcus zooepidemicus KK-21をヒアルロン酸生産菌とした．炭酸カ
ルシウムを添加して，19種のアミノ酸，5種の核酸，14種のビタミン，8種の
無機塩および微量元素，スクロースから成る合成培地 15 mLに対して 0.006 OD
unitの菌体を植菌し，36℃，200 spmで振盪培養した．水酸化ナトリウムで pH
制御を行いながら培養し，OD660，ヒアルロン酸の濃度および分子量を測定した．
【結果と考察】培地中のフェニルアラニン濃度が 0.14 g/Lである場合，OD660は

3.9に達したのに対して，0.012 g/Lとした場合，OD660は 1.4に制限できた．増
殖停止以降のヒアルロン酸増加速度はそれぞれ，0.10および 0.28 g・g-cell-1・
h-1となり，菌体濃度を制限することによってヒアルロン酸の比生産速度が増加
することが分かった．今後，ヒアルロン酸濃度が高まっても十分に撹拌できる
ようにジャーファーメンターを改良するとともに，その酸素供給能力に合わせ
て菌体濃度を制限することで，ヒアルロン酸の高効率生産を検討していく．
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【背景と目的】
ノロウイルスは食中毒の原因の約半数を占め，その制御は食中毒対策上の重要
な課題である．ノロウイルスはエンベロープを持たないウイルスであるため，
薬剤の耐性が強く，不活化が困難である．そのため有用な薬剤の開発が求めら
れている．
我々はこれまでに，大気圧低温プラズマを水に照射したプラズマ処理水を用い
た殺菌実験を進め，殺菌有効成分が過硝酸（HOONO2，PNA: peroxynitric acid）
であることを明らかにし，PNAによる殺菌という世界初の技術の開発に至っ
た．150 μMの PNAにて大腸菌の殺菌実験を行ったところ，30秒で菌数を 10-6
以下にできるなど，PNAは非常に高い殺菌力を有していることが明らかになっ
ている．また，生体への安全性も動物実験による検証が進んでいる．そこで本
研究では，PNAがノロウイルスに対しても有効かを，ノロウイルスのモデルと
して一般的に用いられるネコカリシウイルス(FCV)を用いて評価した．
【方法および結果】
酸性条件下において過酸化水素と亜硝酸より PNAを合成した．PNAの半減時
間および反応速度（殺菌力）は温度と pHに依存するため，FCVを不活化する
際の溶液は 25℃，pH3.0に固定した．またウイルス液から PNAを取り除くのは
困難であるため，一定時間経過後，高濃度のタンパク質を含む培地と混合する
ことで PNAを瞬時に失活させ，不活化効果を停止させた．FCVの感染価は，
50％の細胞が FCV感染による形態変化を起こすウイルス濃度を求める 50%
Tissue Culture Infectious Dose法にて算出した．合成した PNAの原液（1M）を
1万倍希釈した 100 μMの溶液で FCVを不活化処理したところ，10秒間で感染
価を 4桁減少させることができた．今後，様々な角度から有用性の検討を行っ
ていく予定である．
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【目的】超音波を液中に照射すると，液中の気体分子に正・負の圧力が交互にか
かり，気泡が数 μm～100 μm程度に圧縮・膨張を繰り返すなかで，圧縮時の高
い圧力の限界でマイクロバブル気泡がはじけ，「衝撃波」や「局所的な高温高圧
場」が生じる．これを超音波キャビテーションという．この際「衝撃波による
物理的作用」，「局所的な高温高圧場における水の熱分解で生じる OHラジカル
による化学的作用」が生じる．一方，近年，10～100 nmサイズの微細な気泡で
あるナノバブルが注目を集めている．この「ナノバブル」は，1 μmサイズ以上
のマイクロバブルと異なり，水中で準安定的に存在する．このナノバブルが，
超音波キャビテーション発生の核になるのではないかという作業仮説を立てた．
そこで，ナノバブルと超音波の組み合わせにより，超音波キャビテーションの
際の「衝撃波による物理的作用」，「局所的な高温高圧場における水の熱分解で
生じる OHラジカルによる化学的作用」を相乗的に増大させることで，環境負
荷のない効率的な水質浄化を行う手法の開発を行った．
【方法および結果】「操作変数」は，A)超音波照射条件（周波数 38もしくは 1600

kHz，強度）および B)ナノバブル濃度とした．「評価項目」として，ナノバブル
粒径分布・濃度，OHラジカル，大腸菌生存率の経時変化を評価した．超音波
照射はソノリアクターを用い，照射強度については，カロリメトリ法を用いて
評価・設定した．ナノバブル水調整は，旋回液流出式ナノバブル製造装置を用
い，ナノバブルの粒径分布および濃度は，Nano Tracking Analysis法により測定
した．OHラジカルは Aminophenyl Fluoresceinを用いて検出した．殺菌試験は，
大腸菌のコロニーカウントを行った．ナノバブルと超音波の組み合わせにより，
OHラジカルの生成や殺菌効率は相乗的に向上する現象が見出された．
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【目的】伊都研究所が開発した平板状銀ナノ粒子 （AgNPL），ボロン樹脂(B)，
クレイ(C)で構成される ABC光半導体は，可視光や近赤外光照射により起電力
を生じる．また，有機溶媒中での分散と安定性に優れ，物体表面への塗布によ
る薄膜化が容易である．ABC光半導体は，これらの光照射下で細菌やカビ胞子
に強い抗菌作用を示す．また，いわゆる光触媒とは異なり，暗所でも抗菌作用
を示す．暗所での抗菌は，銀成分である AgNPLの抗菌力に由来すると考えら
れてきたが，他の B，C成分を無くすと抗菌力が顕著に低下することや，暗所
での抗菌力は試験前操作における照明の影響を強く受けることがその後明らか
になった 1)．このため，本光半導体では，光照射で発生した電気が蓄積されそ
の後放電されることによる殺菌が起きているのではないかと考え，抗菌試験実
施前の本半導体への光照射の影響について検証した．
【実験】ABC光半導体の希薄液を PETフィルムに塗布・固定化させて試験片を
作成し，これに大腸菌の菌液をマウントし，素の PETフィルムを被せ 30℃で
8時間放置することにより抗菌処理した．試験片上の菌液を回収し平板培地で
培養しコロニー数を比較することで抗菌活性を評価した．コロニー計数以外の
操作は全て暗所で実施した．
【結果】抗菌処理前に暗所で長時間保存した試験片と白色 LED（1000lx）を照射
した試験片について抗菌活性を比較したところ，暗所保存したものでの活性は
非常に弱かったが，光を 30分間事前照射した試験片ではある程度の活性増加が
見られた．さらに 24時間の事前照射では高い抗菌活性が認められた．この結果
は，ABC光半導体では遮光後もしばらくの間は放電が続くこととも一致する．
参考文献 1）辻塚ら．第 69回日本生物工学会大会講演要旨集 P241，2017年
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