
(57)【要約】
　本発明は、 Y g/Lの細胞乾燥物質（ CDM）（ここで、 Yは、 100～ 300g/Lの範囲で存在する
）で、好気性条件下で発酵槽において栄養要求性海洋微生物を連続して培養するための最
適化された方法を提供し、ここで培養液１ L当たり（ Y× h） g（ hは、 1.1～ 3.0の範囲であ
る）の量で徐々に添加され、そして 20～ 100時間の滞留時間をもって、炭素源を含んで成
る培養培地において、前記栄養要求性海洋微生物を培養することを含んで成る。本発明は
、細胞脂質、特にポリエン酸の高い生産性を維持する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Y g/Lの 細 胞 乾 燥 物 質 （ CDM） （ こ こ で 、 Yは 、 100～ 300g/Lの 範 囲 で 存 在 す る ） で 、 好 気
性 条 件 下 で 発 酵 槽 に お い て 栄 養 要 求 性 海 洋 微 生 物 を 連 続 し て 培 養 す る た め の 方 法 で あ っ て
、 培 養 液 １ L当 た り （ Y× h） g（ hは 、 1.1～ 3.0の 範 囲 で あ る ） の 量 で 徐 々 に 添 加 さ れ 、 そ
し て 20～ 100時 間 の 滞 留 時 間 を も っ て 、 炭 素 源 を 含 ん で 成 る 培 養 培 地 に お い て 、 前 記 栄 養
要 求 性 海 洋 微 生 物 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 培 養 培 地 が 、 培 養 液 １ L当 た り （ Y× h× f） （ こ こ で 、 fは 、 0.002～ 0.2の 範 囲 で あ
る ） の 量 で 徐 々 に 添 加 さ れ る 、 窒 素 源 を 含 ん で 成 る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 培 養 培 地 が 、 達 成 さ れ る バ イ オ マ ス 濃 度 の た め に 制 限 的 で な い 量 で 、 徐 々 に 添 加 さ
れ る 、 バ イ オ マ ス 形 成 の た め に 必 要 と さ れ る 塩 、 鉱 物 及 び 任 意 に は 、 ビ タ ミ ン を 含 ん で 成
る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ｈ が 、 1.1～ 2.5の 範 囲 、 特 に 1.2～ 2.0の 範 囲 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ｆ が 、 0.004～ 0.1の 範 囲 、 特 に 0.01～ 0.04の 範 囲 で あ る 請 求 項 ２ ～ ４ の い ず れ か １ 項 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 栄 養 要 求 性 海 洋 微 生 物 が 、 藻 類 で あ る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 栄 養 要 求 性 海 洋 微 生 物 が 、 ト ラ ウ ス ト キ ト リ ド sp.(Thraustochytrids sp.)で あ る
請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ト ラ ウ ス ト キ ト リ ド sp.が 、 シ ゾ キ ト リ ウ ム （ Schizochytrium） 又 は ト ラ ウ ス ト キ
ト リ ウ ム （ Thraustochytrium） か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 培 養 温 度 が 、 20～ 35℃ の 範 囲 で あ る 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 培 養 培 地 の pHが 、 3.0～ 9.0の 範 囲 で あ る 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 生 成 さ れ る バ イ オ マ ス の 少 な く と も 40％ が 、 ク ロ ロ ホ ル ム ： メ タ ノ ー ル の 混 合 物 に
よ り 抽 出 で き る 成 分 か ら 構 成 さ れ る 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 ク ロ ロ ホ ル ム 及 び メ タ ノ ー ル が 、 ２ ： １ （ v/v） の 比 で 混 合 さ れ る 請 求 項 11記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 少 な く と も 0.2gの DHA/l/hの ポ リ エ ン 酸 生 産 性 が 達 成 さ れ る 請 求 項 １ ～ 12の い ず れ か １
項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 連 続 培 養 工 程 に お け る 培 養 液 の 滞 留 時 間 が 、 一 定 に 維 持 さ れ 、 そ し て 20～ 100hの 範
囲 で あ る 請 求 項 １ ～ 13の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 連 続 培 養 工 程 に お け る 培 養 液 の 滞 留 時 間 が 、 20～ 100の 範 囲 内 で 変 化 す る 請 求 項 １
～ 14の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 連 続 的 培 養 が 、 次 の ３ 培 養 段 階 ：
　 ａ ） 初 期 バ ッ チ 工 程 、 続 い て
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　 ｂ ） フ ェ ド バ ッ チ 工 程 、 続 い て
　 ｃ ） 連 続 工 程 、
を 含 ん で 成 る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 溶 解 さ れ る 酸 素 の レ ベ ル が 、 段 階 ｃ ） の 開 始 か ら 10％ 以 下 の 飽 和 で 維 持 さ れ る 請 求
項 16記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野 ：
　 本 発 明 は 、 100－ 300g/Lの 細 胞 乾 燥 物 質 （ CDM） が 連 続 発 酵 工 程 を 用 い て 、 20～ 100時 間
で 生 成 さ れ る 、 好 気 性 条 件 下 で 海 洋 微 生 物 を 培 養 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景 ：
　 微 生 物 の バ ッ チ 、 フ ェ ド バ ッ チ 又 は 連 続 培 養 に よ り バ イ オ マ ス 、 又 は そ の 有 意 な 部 分 を
構 成 す る 成 分 の 産 業 的 製 造 に お い て は 、 最 高 の 可 能 性 あ る バ イ オ マ ス 生 産 性 を 達 成 す る こ
と が 所 望 さ れ る 。 さ ら に 、 実 質 的 に 連 続 操 作 を 構 成 す る 発 酵 工 程 は 、 低 い 労 力 必 要 性 及 び
工 程 制 御 の た め の 実 質 的 に 低 い 必 要 性 の 利 点 を 有 す る 。 連 続 発 酵 工 程 は 、 十 分 に 安 定 性 で
あ る 、 使 用 さ れ る 株 に 依 存 し 、 そ の よ う な 株 が 入 手 で き る 場 合 、 連 続 発 酵 工 程 の 使 用 は 、
達 成 さ れ る べ き 生 成 物 濃 度 及 び 生 成 物 回 収 能 力 を 包 含 す る 全 体 の 培 養 液 特 徴 に 関 し て 、 よ
り 高 い 程 度 の 均 質 性 を 可 能 に す る 製 造 工 程 を 実 質 的 に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア メ リ カ 特 許 第 5,244,921号 は 、 60時 間 で 、 70g以 下 の CDM/l収 率 を も た ら す 、 珪 藻 、 例
え ば ニ ツ ス シ ア ・ ア ル バ （ Nitzschia alba） か ら 商 業 的 に 実 行 可 能 な 収 率 で エ イ コ サ ペ ン
タ エ ン 酸 （ EPA） を 生 成 す る 方 法 を 記 載 す る 。
　 ア メ リ カ 特 許 第 5,711,983号 は 、 ク リ プ テ コ ジ ニ ウ ム sp. (Crypthecodinium sp.) を 包
含 す る 海 洋 渦 鞭 毛 藻 類 か ら 商 業 的 に 実 行 可 能 な 収 率 で ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸 （ DHA） を 生 成
す る 方 法 に 関 す る 。 収 率 は 、 75時 間 で 23gの CDM/l及 び 160時 間 で 33gの CDM/lの 範 囲 で 報 告
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 EP0823475A1号 は 、 シ ゾ キ ト リ ウ ム 属 SR21か ら の DHA及 び DPAの 生 成 に 関 す る 。 得 ら れ る
収 率 は 、 150時 間 で 多 く と も 60gの CDM/lで あ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。
　 ア メ リ カ 特 許 第 5,518,918号 は 、 ト ラ ウ ス ト キ ト リ ウ ム 及 び シ ゾ キ ト リ ウ ム か ら 成 る 群
か ら 選 択 さ れ た 微 生 物 を 含 ん で 成 る ミ ク ロ フ ロ ー ラ バ イ オ マ ス に 関 す る 。 得 ら れ る CDMは
、 8g/L以 下 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 WO01/04338号 は 、 多 不 飽 和 脂 肪 酸 の 合 成 の た め に 微 生 物 、 す な わ ち ク リ プ テ コ ジ ニ ウ ム
・ コ ヒ ニ （ Crypthecodinium cohnii） を 培 養 す る 方 法 に 関 す る 。 得 ら れ る 収 率 は 、 140時
間 で 46gの 以 下 の CDM/l で あ る 。
　 ア メ リ カ 特 許 第 6,582,941号 は 、 シ ゾ キ ト リ ウ ム 株 に 関 す る 。 得 ら れ る 収 率 は 、 120時 間
で 60g以 下 の CDM/lで あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 WO01/54510号 は 、 バ ッ チ 発 酵 工 程 に お い て 培 養 さ れ る 、 真 核 微 生 物 及 び 特 に 、 ト ラ ウ ス
キ ト ア ド （ Thraustochytriads） 目 の ミ ク ロ フ ロ ー ラ に 関 し 、 そ し て 全 体 の 発 酵 工 程 を 次
の ２ つ の 段 階 、 す な わ ち バ イ オ マ ス の 初 期 構 築 の た め の 段 階 、 及 び 特 定 さ れ る 栄 養 物 － 制
限 及 び 低 酸 素 力 の 条 件 下 で の ポ リ エ ン 脂 肪 酸 の 蓄 積 の 発 生 を 可 能 に す る 段 階 に 分 離 す る こ
の 重 要 性 を 強 調 す る 。 少 な く と も 20％ （ w/w） の 脂 肪 を 含 む 、 100g/L以 上 の 細 胞 乾 燥 物 質
が 達 成 さ れ 、 そ し て DHA（ オ メ ガ － 3 C22:6, ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸 ） の 生 産 性 は 、 バ ッ チ 発
酵 工 程 で 0.3g/L/時 間 よ り も 高 い 。 し か し な が ら 、 包 含 さ れ る 発 酵 工 程 の 複 雑 な 性 質 の た
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め に 、 DHA－ 生 産 性 は 、 実 施 さ れ る 31の 同 一 の 発 酵 バ ッ チ 内 で -2の 因 数 、 変 化 す る こ と が
示 さ れ た （ 例 ４ を 参 照 の こ と ） 。 WO01/54510号 は ま た 、 20g/Lま で の 細 胞 乾 燥 物 質 の 収 率
が 、 連 続 発 酵 工 程 を 用 い る 場 合 に 達 成 さ れ 得 る こ と を 示 す （ 例 ９ を 参 照 の こ と ） 。
　 従 っ て 、 高 い ポ リ エ ン 酸 生 産 性 を 維 持 し な が ら 、 油 性 ポ リ エ ン 酸 生 成 微 小 藻 類 を 培 養 す
る た め の 発 酵 工 程 を 単 純 に す る た め の 方 法 が 必 要 と さ れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 要 約 ：
　 本 発 明 は 、 非 常 に 高 い バ イ オ マ ス 生 産 性 を も た ら す 栄 養 要 求 性 海 洋 微 生 物 の 培 養 の た め
の 改 良 さ れ た 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 100～ 300g/Lの 収 率 の 細 胞 乾 燥 物 質 が 、 バ イ オ マ ス 乾
燥 物 質 1g当 た り 約 0.5gの 脂 質 の 脂 質 含 有 率 及 び 少 な く と も 0.2gの DHA/L/hの ポ リ エ ン 酸 生
産 性 を 維 持 し な が ら 、 培 養 液 滞 留 時 間 が 20～ 100時 間 の 範 囲 で あ る 、 連 続 的 に 操 作 さ れ た
発 酵 槽 か ら 収 穫 さ れ 得 る 。
　 従 来 技 術 に 比 較 し て 、 そ の よ う な 高 い ポ リ エ ン 酸 生 産 性 が 細 胞 増 殖 及 び ポ リ エ ン 酸 生 成
を 分 断 し な い で 達 成 さ れ 得 る こ と は 、 最 も 驚 く べ き こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 第 １ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 Y g/Lの 細 胞 乾 燥 物 質 （ CDM） （ こ こ で 、 Yは 、 100～
300g/Lの 範 囲 で 存 在 す る ） で 、 好 気 性 条 件 下 で 発 酵 槽 に お い て 栄 養 要 求 性 海 洋 微 生 物 を 連
続 し て 培 養 す る た め の 方 法 に 関 し 、 こ こ で 前 記 方 法 は 、 培 養 液 １ L当 た り （ Y× h） g（ hは
、 1.1～ 3.0の 範 囲 で あ る ） の 量 で 徐 々 に 添 加 さ れ 、 そ し て 20～ 150時 間 の 滞 留 時 間 、 特 に 2
0～ 100時 間 の 滞 留 時 間 を も っ て 、 炭 素 源 を 含 ん で 成 る 培 養 培 地 に お い て 、 前 記 栄 養 要 求 性
海 洋 微 生 物 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ｈ の 範 囲 か ら 出 発 す る と 、 炭 素 源 の 量 は い ず れ の 関 連 す る 水 を 含 ま な い も の と し て 与 え
ら れ る こ と が 理 解 さ れ る 。 次 の 文 章 に お い て は 、 窒 素 源 の 量 は 窒 素 の 量 と し て 与 え ら れ る
こ と が 理 解 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
発 明 の 特 定 の 記 載 ：
　 微 生 物 が 、 増 殖 す る た め に 炭 素 源 を 必 要 と す る こ と は 良 く 知 ら れ て い る 。 ま た 、 培 地 に
お け る 炭 素 源 の 濃 度 は 、 細 胞 乾 燥 物 質 の 最 終 収 量 の た め に 重 要 で あ る 。
　 驚 く べ き こ と に は 、 連 続 作 動 発 酵 抗 体 に 供 給 さ れ る 培 地 に お け る 炭 素 源 の 濃 度 を 高 め る
こ と に よ り 、 100～ 300g/Lの 程 度 、 細 胞 乾 燥 物 質 （ CDM） と し て 表 わ さ れ る 収 率 （ Y） を 得
る こ と が 可 能 で あ り 、 こ こ で 前 記 バ イ オ マ ス の 量 は 、 炭 素 源 又 は 窒 素 源 の い ず れ か が 、 高
い 脂 質 及 び ポ リ エ ン 酸 生 産 性 を 維 持 し な が ら 、 バ イ オ マ ス 形 成 の た め に 制 限 性 で あ る 培 養
培 地 に お い て 海 洋 微 生 物 を 培 養 す る 場 合 、 100時 間 以 下 で 生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 炭 素 源 は 、 培 養 液 1L当 た り Y× h gの 量 で 添 加 さ れ る べ き で あ り 、 こ こ で ｈ は 、 1.1～ 3.0
の 範 囲 、 好 ま し く は 1.1～ 2.5の 範 囲 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 1.2～ 2.0の 範 囲 で あ る 。
　 カ ザ ミ ノ 酸 及 び /又 は (NH 4 ) 2 SO 3 の 形 で の 窒 素 は 、 0.002～ 0.2× 炭 素 源 の 量 で あ る 量 （ Y
× h× f） 、 好 ま し く は 0.04～ 0.1× 炭 素 源 の 量 で あ る 量 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 0.01～ 0
.04× 炭 素 源 の 量 で あ る 量 で 入 手 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 従 っ て 、 １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 好 気 性 条 件 下 で 栄 養 要 求 性 海 洋 微 生 物 を 連
続 し て 培 養 す る 方 法 に 関 し ［ こ こ で 所 定 の 点 で の Yg/Lの 細 胞 乾 燥 物 質 （ CDM） （ Yは 、 100
～ 300g/Lの 範 囲 で あ る ） が 、 20～ 100時 間 以 内 に 発 酵 槽 か ら 収 穫 さ れ 得 ］ 、
　 ｉ ） 培 養 液 1L当 た り （ Y× h） （ こ こ で 、 hは 1.1～ 3.0の 範 囲 で あ る ） の 量 で 連 続 的 に 添
加 さ れ る 炭 素 源 ； 及 び
　 ii) Y× h× f（ こ こ で 、 fは 0.002～ 0.2の 範 囲 で あ る ） の 量 で 連 続 的 に 添 加 さ れ る 窒 素 源
を 含 ん で 成 る 培 養 培 地 に お い て 前 記 海 洋 微 生 物 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 る 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 バ イ オ マ ス 形 成 の た め に 必 要 と さ れ る 追 加 の 成 分 、 例 え ば 塩 、 鉱 物 及 び ビ タ ミ ン は 、 増
殖 培 地 へ の そ れ ら の 成 分 の 添 加 に よ り 微 生 物 に 供 給 さ れ る 必 要 が あ る 。 前 記 成 分 は 、 そ れ
ら の 成 分 の さ ら な る 添 加 が 達 成 さ れ る バ イ オ マ ス 濃 度 に 対 し て 有 意 な 効 果 を 有 さ な い よ う
な 量 で 添 加 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】

：
　 培 養 方 法 の 多 く の 異 な っ た 企 画 が 適 用 さ れ 得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 範 囲
を 制 限 し な い い ず れ か の 手 段 で 、 培 養 方 法 は 、 次 の ３ 培 養 段 階 を 含 ん で 成 る 連 続 発 酵 工 程
で あ る ：
　 ａ ） 初 期 バ ッ チ 工 程 、 続 い て
　 ｂ ） フ ェ ド バ ッ チ （ fed batch） 工 程 、 続 い て
　 ｃ ） 連 続 工 程 、 こ こ で 培 地 は 、 一 定 の 供 給 速 度 で 連 続 的 に 添 加 さ れ 、 そ し て 培 養 液 は 、
合 計 の 液 重 量 が 維 持 さ れ る よ う な 手 段 で 連 続 し て 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 Y g/Lの 細 胞 乾 燥 物 質 （ CDM） （ こ こ で 、 Yは 、 100～ 300g/Lの 範 囲 で 存 在 す る ） で 、 好 気
性 条 件 下 で 発 酵 槽 に お い て 栄 養 要 求 性 海 洋 微 生 物 を 連 続 し て 培 養 す る た め の 方 法 は 、 培 養
液 １ L当 た り （ Y× h） g（ hは 、 1.1～ 3.0の 範 囲 で あ る ） の 量 で 徐 々 に 添 加 さ れ 、 そ し て 20
～ 100時 間 の 滞 留 時 間 を 有 す る 、 炭 素 源 を 含 ん で 成 る 培 養 培 地 に お い て 、 前 記 栄 養 要 求 性
海 洋 微 生 物 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 発 酵 工 程 は 、 次 の ３ 培 養 段 階 ：
　 ａ ） 初 期 バ ッ チ 工 程 、 続 い て
　 ｂ ） フ ェ ド バ ッ チ (fed batch)工 程 、 続 い て
　 ｃ ） 連 続 工 程 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 段 階 ａ ） 及 び ｂ ） は 、 主 に １ つ の 目 的 、 す な わ ち 段 階 ｃ ） に お い て の 定 常 状 態 の 達 成 に
基 づ い て 達 成 さ れ る バ イ オ マ ス 濃 度 の 50％ 以 上 の レ ベ ル へ の バ イ オ マ ス 濃 度 の 達 成 を 可 能
に す る よ う 作 用 し 、 こ れ は 、 段 階 ｃ ） に お い て 、 最 終 的 に 達 成 さ れ る 定 常 状 態 バ イ オ マ ス
濃 度 に 近 い 濃 度 で の 段 階 ｃ ） か ら の バ イ オ マ ス の 収 集 物 の 初 期 発 生 を 可 能 に す る 。 初 期 バ
ッ チ 段 階 及 び フ ェ ド バ ッ チ 段 階 の た め に 使 用 さ れ る 培 地 の 組 成 は 、 こ の 目 的 を 表 わ す べ き
で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 段 階 ａ ） か ら 段 階 ｂ ） へ の 移 行 は 、 段 階 ａ ） 培 地 に お け る 炭 素 源 が 消 耗 さ れ る よ う に な
る 前 に 生 ぜ し め る べ き で あ る 。
　 段 階 ｂ ） か ら 段 階 ｃ ） へ の 移 行 は 、
　 ｉ ） 達 成 さ れ る べ き 、 上 記 に 言 及 さ れ た 段 階 ａ ） 及 び ｂ ） に つ い て の 集 合 的 目 的 の た め
に 適 切 な 時 点 で 、 及 び
　 ii)段 階 ｂ ） に お い て 使 用 さ れ る 供 給 培 地 に お け る 炭 素 及 び 窒 素 源 、 及 び 段 階 ａ ） の バ
ッ チ 培 地 に お け る 炭 素 及 び 窒 素 源 に 依 存 す る 時 点 で 生 ぜ し め ら れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 達 成 さ れ る バ イ オ マ ス 生 産 性 及 び 使 用 さ れ る 培 地 の 規 格 に 関 し て の 全 体 的 工 程 の 記 載 を
構 成 す る 定 常 状 態 に 入 る 場 合 、 連 続 工 程 の 特 徴 で あ る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
　 当 業 者 に 関 し て は 、 連 続 発 酵 工 程 が 通 常 、 一 定 の 培 養 液 滞 留 時 間 を 用 い る こ と は 明 白 で
あ る 。 し か し な が ら 、 当 業 者 に 関 し て は 、 そ の 滞 留 時 間 の 変 更 が 連 続 発 酵 工 程 の 全 体 の 状
態 を 改 良 す る こ と が で き 、 そ し て そ の よ う な 変 動 が 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る こ と も ま た 、 知
ら れ て お り 、 そ の 結 果 、 次 の ２ つ の 方 法 を 請 求 す る ：
【 ０ ０ １ ９ 】
　 連 続 培 養 工 程 に お け る 培 養 液 の 滞 留 時 間 が 一 定 に 維 持 さ れ 、 そ し て 20～ 100時 間 の 範 囲
で あ る 本 発 明 の 方 法 ； 及 び 連 続 培 養 工 程 に お け る 培 養 液 の 滞 留 時 間 が 20～ 100時 間 の 範 囲
内 で 変 化 す る 本 発 明 の 方 法 。
　 窒 素 の 量 は ま た 、 変 化 し 、 そ し て 有 機 及 び 無 機 窒 素 の 合 計 濃 度 N k n o c . が Y× h× fで あ る
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よ う な 手 段 で 炭 素 源 の 量 に 対 応 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 海 洋 微 生 物 を 培 養 す る 場 合 、 バ イ オ マ ス 乾 燥 物 質 １ g当 た り 約 0.5gの 脂 質 含 有
量 を 維 持 し な が ら 、 及 び 少 な く と も 0.20gの DHA/l/h、 好 ま し く は 少 な く と も 0.25gの DHA/l
/h、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 0.30gの DHA/l/h、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 0.35gの DHA/l
/hの 高 い ポ リ エ ン 酸 生 産 性 を 維 持 し な が ら 、 培 養 培 地 1L・ h当 た り 0.67～ 15gの 範 囲 で 細 胞
乾 燥 物 質 を 、 発 酵 槽 か ら 収 穫 さ れ 得 る CDMの 形 で バ イ オ マ ス 生 産 性 を 得 る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 0.20～ 0.40gの DHA/l/h の 濃 度 、 好 ま し く
は 0.25～ 0.4gの DHA/l/hの 濃 度 、 よ り 好 ま し く は 0.30～ 0.40gの DHA/l/hの 濃 度 、 最 も 好 ま
し く は 0.35～ 0.40gの DHA/l/hの 濃 度 で ポ リ エ ン 酸 を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 発 酵 は 、 １ つ の 態 様 に お い て は 、 10％ 以 上 の 溶 解 さ れ た 酸 素 飽 和 レ ベ ル で 行 わ
れ る 。 し か し な が ら 、 低 レ ベ ル で の 発 酵 の 実 施 は 、 WO01/54510号 に よ れ ば 、 ポ リ エ ン 酸 形
成 で の 生 産 性 を さ ら に 増 強 す る 傾 向 が あ る 。 フ ェ ド バ ッ チ 発 酵 工 程 に 対 す る 連 続 発 酵 工 程
の 使 用 の 利 点 は 、 発 酵 関 節 の １ つ の 目 的 が 低 レ ベ ル で 溶 解 さ れ た 酸 素 の レ ベ ル を 維 持 す る
こ と で あ る 場 合 、 当 業 者 に と っ て 明 白 で あ る 。 な ぜ な ら ば 、 連 続 工 程 に お け る そ の よ う な
調 節 が 固 定 さ れ た レ ベ ル で 通 気 及 び 攪 拌 速 度 を 調 節 す る こ と に よ り 単 純 に 達 成 さ れ 、 そ し
て フ ェ ド バ ッ チ 工 程 に お け る 調 節 が 発 酵 工 程 を 通 し て 行 わ れ る 溶 解 さ れ た 酵 素 の 正 確 な 測
定 に 依 存 す べ き で あ る か ら で あ る 。 さ ら に 、 溶 解 さ れ た 酵 素 の そ の よ う な 正 確 な 測 定 は 失
敗 し や す い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 者 は ま た 、 次 の 方 法 を 請 求 す る ：
　 Y g/Lの 細 胞 乾 燥 物 質 （ CDM） （ こ こ で 、 Yは 、 100～ 300g/Lの 範 囲 で 存 在 す る ） で 、 好 気
性 条 件 下 で 発 酵 槽 に お い て 栄 養 要 求 性 海 洋 微 生 物 を 連 続 し て 培 養 す る た め の 方 法 は 、 培 養
液 １ L当 た り （ Y× h） g（ hは 、 1.1～ 3.0の 範 囲 で あ る ） の 量 で 徐 々 に 添 加 さ れ 、 そ し て 20
～ 100時 間 の 滞 留 時 間 を 有 す る 、 炭 素 源 を 含 ん で 成 る 培 養 培 地 に お い て 、 前 記 栄 養 要 求 性
海 洋 微 生 物 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 発 酵 工 程 は 、 次 の ３ 培 養 段 階 ：
　 ａ ） 初 期 バ ッ チ 工 程 、 続 い て
　 ｂ ） フ ェ ド バ ッ チ 工 程 、 続 い て
　 ｃ ） 連 続 工 程 を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 段 階 ｃ ） に お け る 溶 解 さ れ る 酵 素 力 の レ ベ ル は 、 10
％ 以 下 の 飽 和 、 好 ま し く は ５ ％ 以 下 の 飽 和 、 よ り 好 ま し く は １ ％ 以 下 の 飽 和 で 維 持 さ れ る
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 発 酵 は 、 １ つ の 態 様 に お い て は 、 20～ 35℃ の 範 囲 、 特 に 25～ 30℃ の 範 囲 で の 培
養 温 度 で 行 わ れ る 。
　 培 養 培 地 に お け る pHは 、 3.0～ 9.0の 範 囲 、 特 に 5.0～ 7.5の 範 囲 で あ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】

：
　 本 発 明 の 好 ま し い 栄 養 要 求 性 海 洋 微 生 物 は 、 藻 類 、 特 に 微 小 藻 類 又 は 藻 類 の よ う な 微 生
物 、 好 ま し く は ス ト ラ メ ノ ピ レ ス （ Stramenopiles） グ ル ー プ 、 よ り 好 ま し く は ハ マ ト レ
ス ps. （ Hamatores sp.） , プ ロ テ ロ モ ナ ド sp. （ Proteromonads sp.） , オ パ リ ネ ス sp. 
（ Opalines sp.） , デ ベ ロ パ イ エ ラ sp. （ Developayella sp.） , ジ プ ロ フ ィ リ ス sp. （ D
iplophrys sp.） , ラ ブ リ ン ス リ ド ス sp. （ Labrinthulids sp.） , ト ラ ウ ス ト キ ト リ ド sp
. （ Thraustochytrids sp.） , ビ オ セ ク ル ス sp. （ Biosecids sp.） , オ ー マ イ セ テ ス . 
（ Oomycetes sp.） , ヒ ポ キ ト リ ジ オ マ イ セ テ ス sp. （ Hypochytridiomycetes sp.） , コ
マ チ オ ン sp. （ Commation sp.） , レ チ キ ュ ロ ス フ ァ エ ラ sp. （ Reticulosphaera sp.） , 
ペ ラ ゴ モ ナ ス sp. （ Pelagomonas sp.） , ペ ラ ゴ コ カ ス sp. （ Pelagococcus sp.） , オ リ
コ ラ sp. （ Ollicola sp.） , ア ウ レ オ コ ー カ ス sp. （ Aureococcus sp.） , パ ヌ レ ス sp. 
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（ Parmales sp.） , ジ ア ト ム ス sp. （ Diatoms sp.） , キ サ ン ト フ ィ テ ス sp. （ Xanthophy
tes sp.） , フ ァ エ オ フ ィ テ ス sp. （ Phaeophytes sp.） (褐 藻 )、 ユ ー ス チ グ マ ト フ ィ テ ス
sp. （ Eustigmatophytes sp.） , ラ フ ィ ド フ ィ テ ス sp. （ Raphidophytes sp.） , シ ヌ リ
ド ス sp. （ Synurids sp.） , ア ク ソ ジ ネ ス sp. （ Axodines sp.） , ク リ ソ メ リ ダ レ ス sp. 
（ Chrysomeridales sp.） , サ ル シ ノ ク リ シ ダ レ ス sp. （ Sarcinochrysidales sp.） , ヒ
ド ル ラ レ ス sp. （ Hydrurales sp.） , ヒ ベ ル ジ ア レ ス sp. （ Hibberdiales sp.） , 又 は ク
ロ ム リ ナ レ ス sp. （ Chromulinales sp.） の メ ン バ ー で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 海 洋 微 生 物 は 、 ト ラ ウ ス ト キ ト リ ド sp., 特 に シ ゾ キ ト リ ウ ム sp.
, 又 は ト ラ ウ ス ト キ ト リ ウ ム sp. で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 シ ゾ キ ト リ ウ ム sp., 特 に S. 
リ マ シ ナ ム sp., 好 ま し く は SP21株 （ FERM BP-5034） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】

：
　 本 発 明 の 方 法 は 、 種 々 の 脂 質 化 合 物 、 特 に 不 飽 和 脂 質 、 好 ま し く は 多 不 飽 和 脂 質 （ す な
わ ち 、 少 な く と も ２ つ の 不 飽 和 炭 素 － 炭 素 結 合 、 例 え ば 二 重 結 合 を 含 む 脂 質 ） 、 及 び よ り
好 ま し く は 、 高 い 不 飽 和 の 脂 質 （ す な わ ち 、 ４ 又 は そ れ 以 上 の 不 飽 和 炭 素 － 炭 素 結 合 を 含
む 脂 質 ） 、 例 え ば オ メ ガ － ３ 及 び /又 は オ メ ガ － ６ 多 不 飽 和 脂 肪 酸 、 例 え ば ド コ サ ヘ キ サ
エ ン 酸 （ す な わ ち 、 DHA） ； 及 び 他 の 天 然 に 依 存 す る 不 飽 和 、 多 不 飽 和 及 び 高 い 不 飽 和 の
化 合 物 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ 脂 質 ”
と は 、 リ ン 脂 質 ； 遊 離 脂 肪 酸 ； 脂 肪 酸 の エ ス テ ル ； ト リ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル ； ス テ ロ ー ル
及 び ス テ ロ ー ル エ ス テ ル ； カ ロ テ ノ イ ド ； キ サ ン ト フ ィ ル （ 例 え ば 、 オ キ シ カ ロ テ ノ イ ド
） ； 炭 化 水 素 ； イ ソ プ レ ノ イ ド － 由 来 の 化 合 物 及 び 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 他 の 脂 質
を 包 含 す る 。 特 に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 ポ リ エ ン 酸 の 生 成 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 成 さ れ る 細 胞 乾 燥 物 質 に お け る 脂 質 含 有 物 は 、 ク ロ ロ ホ ル ム ： メ
タ ノ ー ル の 混 合 物 に よ り 抽 出 で き る 成 分 で あ り 、 そ し て 生 成 さ れ る バ イ オ マ ス の 少 な く と
も 40％ 、 好 ま し く は 生 成 さ れ る バ イ オ マ ス の 少 な く と も 45％ 、 よ り 好 ま し く は 生 成 さ れ る
バ イ オ マ ス の 少 な く と も 50％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 生 成 さ れ る バ イ オ マ ス の 少 な く と も
55％ を 構 成 す る 。 ク ロ ロ ホ ル ム ： メ チ ノ ー ル の 比 は 、 １ つ の 態 様 に お い て は 、 ２ ： １ （ v/
v） で あ り 、 好 ま し く は ク ロ ロ ホ ル ム ： メ タ ノ ー ル の 比 は 、 １ つ の 態 様 に お い て は 、 0.1％
ブ チ ル ヒ ド ロ キ シ ト ル エ ン に お い て 、 ２ ； １ （ v/v） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 一 定 の 海 洋 微 生 物 、 例 え ば ト ラ ウ ス ト キ ト リ ド sp. は 、 所 望 す る 長 鎖 の 多 不 飽 和 脂 肪 酸
（ LC PUFA） 、 例 え ば エ イ コ サ ペ ン タ エ ン 酸 （ EPA） 及 び ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸 （ DHA） を 生
成 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 LC PUFAに よ り ヒ ト 食 事 を 富 化 す る こ と の 臨 床 学 的 効 果 が 集 中 的 に 提 供 さ れ て い
る 。 特 に 興 味 あ る LC PUFAは 、 エ イ コ サ ペ ン タ エ ン 酸 （ EPA） 及 び ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸 （ DH
A） で あ る 。 し か し な が ら 、 ヒ ト 成 人 の た め の 食 事 に お け る EPA： DHAの 最 適 化 に 関 す る コ
ン セ ン サ ス は ま だ 達 成 さ れ て い ず 、 そ し て さ ら に 、 バ イ オ マ ス 、 脂 質 及 び LC PUFAを 高 い
効 率 で 生 成 す る ト ラ ウ ス ト キ ト リ ド sp. の 能 力 は 、 １ つ の 株 に お い て 最 適 比 の EPA： DHAを
生 成 す る 能 力 を 組 合 す 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 従 っ て 、 バ イ オ マ ス 、 脂 質 及 び LC PUFA生 産 性 に 関 し て 、 及 び /又 は 本 発 明 の 出 願 と 組 合
し て 生 成 さ れ る EPA： DHAの 比 に 関 し て ト ラ ウ ス ト キ ト リ ド 種 の 特 徴 を 改 良 す る こ と の 観 点
は 、 非 常 に 好 都 合 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ２ 】

：
　 "National Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial S
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cience and Technology, Japan"培 養 物 収 集 所 か ら 得 ら れ た 、 寒 天 上 の 培 養 物 を 、 そ の 寒
天 上 の 細 胞 を “ 1/2TM” （ 下 記 に 記 載 さ れ る ） に 懸 濁 す る こ と に よ り 、 振 盪 フ ラ ス コ に 移
し た 。 そ の 振 盪 フ ラ ス コ （ 懸 濁 液 中 、 100mlの 培 地 “ OMEPRK_A” （ 下 記 に 記 載 さ れ る ） ＋ 1
0mlの 細 胞 を 有 す る 500mlの 円 錐 状 フ ラ ス コ ） を 、 Unitron, Infors AG製 の 温 度 調 節 さ れ た
回 転 シ ェ ー カ ー に お い て 、 28℃ 及 び 150rpmで 25時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 25mlの 熱 殺 菌 さ
れ た グ リ セ ロ ー ル を 前 記 振 盪 フ ラ ス コ に 添 加 し た 。 室 温 で の 40分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の
後 、 1mlの ア リ コ ー ト を 低 温 管 に 移 し た 。
　 低 温 管 （ 40pc.） を 、 フ ラ ミ ン ゴ － ボ ッ ク ス （ 20× 20cm w/4cmの フ ラ ミ ン ゴ 壁 、 蓋 及 び
底 ） に お い て 、 前 記 低 温 管 を 、 使 用 ま で -80℃ で 貯 蔵 所 で 保 持 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】

：
　 “ OmePRK_A” ：
　 Tropic Marin（ 商 標 ） (商 品 10135)： 　 　 　 16.7g
　 KH 2 PO 4 ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  5g
　 カ ザ ミ ノ 酸 、 ビ タ ミ ン フ リ ー ； 　 　 　 　 　  3g
　 “ MikroPM” （ 下 記 に 記 載 さ れ る ） ： 　 　 　 20ml
　 “ VitaPM” （ 下 記 に 記 載 さ れ る ） ： 　 　 　  20ml
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 上 記 を す べ て 混 合 し た 。 pHを HaOH/HClに よ り 7.0に 調 節 し た 。 体 積 を 、 水 道 水 に よ り 900
mlに 調 節 し た 。
　 熱 殺 菌 を 、 121℃ で 20分 間 、 行 っ た 。 0.25μ mの フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 殺 菌 さ れ た 33g
の グ ル コ ー ス ・ 1H 2 Oを 最 終 的 に 添 加 し た 。 そ の 100mlを 、 空 の 熱 殺 菌 さ れ た 500mlの 円 錐 状
振 盪 フ ラ ス コ に 無 菌 下 で 移 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 “ 1/2TM”
　 Tropic Marin（ 商 標 ） :　 　 　 　 　 　 　 　 　  16.7g/L
　 上 記 を 水 道 水 に 溶 解 し た 。 熱 殺 菌 を 、 121℃ で 20分 間 、 行 っ た 。
　 “ MikroPM”
　 MnSO 4 ・ 1H 2 O： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.98g
　 FeSO 4 ・ 7H 2 O： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  3.93g
　 CuSO 4 ・ 5H 2 O　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.39g
　 ZnCl 2 ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.39g
　 ク エ ン 酸 ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 19.6g
　 上 記 を す べ て 混 合 し 、 体 積 を 脱 イ オ ン 水 に よ り 1.0Lに 調 節 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 “ VitaPM”
　 チ ア ミ ン － ジ ク ロ リ ド ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.28g
　 リ ボ フ ラ ビ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.19g
　 ニ コ チ ン 酸 ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1.53g
　 カ ル シ ウ ム D－ パ ン テ ナ ー ト ： 　 　 　 　 　 　  1.9g
　 ピ リ ド キ サ ル ・ HCl　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.38g
　 D－ ビ オ チ ン ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.075g
　 葉 酸 ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.19g
　 上 記 を す べ て 混 合 し 、 体 積 を 脱 イ オ ン 水 に よ り 1.0Lに 調 節 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】

：
　 室 温 で 融 解 さ れ た １ つ の 低 温 管 か ら の 細 胞 を 、 40mlの 円 柱 状 ガ ラ ス に 含 ま れ る 10mlの “
OmePRK_A” 培 地 に 移 し 、 そ し て 無 菌 培 養 し 、 そ し て 28℃ 及 び 150RPM（ Unitron, Enfors, A
G） で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の よ う に し て 生 成 さ れ た 培 養 液 を 、 500mlの 円 錐 状 振
盪 フ ラ ス コ に 含 ま れ る 100mlの “ OmePRK_A” 培 地 に 移 し 、 そ し て 無 菌 培 養 し 、 そ し て 28℃
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及 び 150RPM（ Unitron, Enfors, AG） で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の よ う に し て 生 成
さ れ た 培 養 液 90mlを 、 発 酵 槽 を 接 種 す る た め に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】

：
　 Porton型 の 2Lの ガ ラ ス /ス テ ン レ ス 鋼 発 酵 槽 を 使 用 し た 。 1.0Lの 培 地 “ OME8” 上 で の 菌
株 の 増 殖 を 、 下 記 条 件 を 維 持 し な が ら 20時 間 、 可 能 に し た ：
　 － NaOH/H 3 PO 4 の 調 節 さ れ た 添 加 に よ る 6.0－ 7.0の 範 囲 の pH、
　 － 28℃ で の 温 度 、
　 － 300rpmか ら 直 線 的 に 上 昇 す る 400rpmで の 攪 拌 、
　 － 1.0L/分 で の 通 気 、
　 － 10％ 以 上 の 飽 和 で の 溶 解 さ れ た 酸 素 力 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 20.1時 間 で 、 培 養 物 の フ ェ ド バ ッ チ 供 給 を 、 0.057g/分 で 培 地 “ OME8a” （ 下 記 に 記 載 さ
れ る ） に よ り 開 始 し た 。 供 給 速 度 を 、 100時 間 ま で 、 維 持 し た 。
　 20～ 80時 間 の 攪 拌 を 、 400rpmか ら 500rpmま で 直 線 的 に 高 め ； 他 の 工 程 パ ラ メ ー タ ー は 、
前 に 言 及 さ れ た 値 で 維 持 さ れ た 。
　 100時 間 で 、 連 続 培 養 モ ー ド を 、 供 給 培 地 を “ OME17b” （ 下 記 に 記 載 さ れ る ） に 変 え 、
供 給 速 度 を 0.5g/分 に 高 め 、 そ し て 合 計 の 培 養 液 重 量 を 1000gで 維 持 し 、 ポ ン プ に よ り 発 酵
槽 か ら の 培 養 液 の 除 去 を 可 能 に す る こ と に よ り 、 増 強 し た 。 さ ら に 、 攪 拌 を 、 100時 間 で
、 800rpmま で 高 め た 。 発 泡 を 、 ブ ド ウ 種 子 油 の 手 動 的 添 加 に よ り 調 節 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ODの 測 定 （ 650nm, 1cmの キ ュ ベ ッ ト 、 測 定 の 前 、 脱 イ オ ン 水 に よ る 液 の 400倍 の 希 釈 ）
、 及 び 培 養 物 の 呼 吸 活 性 （ Innovo Air, Tech. Instrumentsか ら の 1313の 発 酵 槽 モ ニ タ ー
に よ り 測 定 さ れ る 場 合 、 排 気 空 気 に お け る ％ O 2 ） か ら 判 断 さ れ る 場 合 、 定 常 状 態 が 約 160
時 間 で 達 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 190時 間 で 、 50mlの サ ン プ ル を 取 り 出 し 、 そ し て Heraus Labofuge Aeに お い て 500rpm及
び 室 温 で 10分 間 、 遠 心 分 離 し ； こ の よ う に し て 生 成 さ れ た ペ レ ッ ト を 、 約 35mlの “ 1/2TM
” に よ り 軽 く 洗 浄 し 、 遠 心 分 離 を 反 復 し 、 そ し て こ の よ う に し て 生 成 さ れ た ペ レ ッ ト を －
80℃ で 凍 結 し 、 そ し て 次 に 、 Heto Lab Equipmentか ら の Hetosicc CD52-1フ リ ー ズ ド ラ イ
ヤ ー 上 で 凍 結 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 104.1g/Lの 懸 濁 さ れ た 固 体 乾 量 濃 度 を 決 定 す る 。 す べ て の 培 地 は 独 占 的 に 可 溶 性 成 分 か
ら 成 る の で 、 こ の 数 値 は 、 細 胞 乾 量 濃 度 と し て 取 ら れ る 。
　 サ ン プ ル の 適 切 な 希 釈 に 関 し て 、 ACCU－ CHEKか ら の “ Keto-diabur-test 500” を 用 い る
こ と に よ り 決 定 さ れ る 場 合 、 残 留 グ ル コ ー ス 濃 度 は 、 25時 間 ～ そ れ 以 上 で 、 1g/L以 下 で あ
っ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ の 例 に お い て 、 Y＝ 104.1g/L、 ｈ ＝ 1.24及 び ｆ ＝ 0.021．
　 “ OME8”
　 Tropic Marin（ 商 標 ） ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 16.7g
　 KH 2 PO 4 ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5g
　 カ ザ ミ ノ 酸 、 ビ タ ミ ン フ リ ー 　 　 　 　 　 　 　 3g
　 (NH 4 ) 2 SO 4 ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.5g
　 “ MikroPM” ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  20g
　 “ VitaPM” ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 20g
　 上 記 す べ て を 混 合 し 、 pHを NaOH/H 3 PO 4 に よ り 6.5に 調 節 し 、 そ し て 体 積 を 700mlに 調 節 し
た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 培 地 の 熱 殺 菌 を 、 発 酵 槽 に 含 ま れ る 培 地 と 共 に 121℃ で 40分 間 、 行 っ た 。 熱 殺 菌 及 び -40
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℃ へ の 冷 却 後 、 水 道 水 中 、 33gの グ ル コ ー ス ・ 1H 2 O（ 121℃ で の 40分 間 の 別 の 熱 殺 菌 の 前 、
体 積 を 300mlに 調 節 し た ） を 、 発 酵 槽 /培 地 に 添 加 し 、 従 っ て 発 行 器 に お け る pHを 6.5に 調
節 し 、 そ し て 次 に 接 種 す る た め に 容 易 な “ ONE8” を 生 成 し た 。 水 道 水 が こ の 期 間 を 通 し て
使 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 “ OME8a” ：
　 す べ て の 成 分 は 、 g/Lで 与 え ら れ る 。
　 す べ て の 成 分 （ グ ル コ ー ス を 除 く ） を 、 NaOH/H 3 PO 4 に よ り pHを 5.0に 調 節 し た 後 、 40％
（ v/v） の 最 終 培 地 体 積 に お い て 一 緒 に 、 121℃ で 40分 間 、 熱 殺 菌 し た 。 グ ル コ ー ス を 、 60
％ （ v/v） の 最 終 体 積 に お い て 別 々 に 熱 殺 菌 し 、 そ し て 次 に 、 -40℃ に 冷 却 し た 後 、 他 の 成
分 に 添 加 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 水 道 水 が こ の 期 間 を 通 し て 使 用 さ れ た 。
　 Tropic Marin（ 商 標 ） ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 16.7g/L
　 KH 2 PO 4 ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5g/L
　 “ MikroPM” ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  20g/L 
　 “ VitaPM” ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 20g/L
　 カ ザ ミ ノ 酸 、 ビ タ ミ ン フ リ ー ： 　 　 　 　 　 　 45g/L
　 (NH 4 ) 2 SO 4 ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  7.5g/L
　 グ ル コ ー ス ・ 1H 2 O： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 495g/L
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 “ OME17b” ：
　 す べ て の 成 分 は 、 g/Lで 与 え ら れ る 。
　 す べ て の 成 分 （ グ ル コ ー ス を 除 く ） を 、 NaOH/H 3 PO 4 に よ り pHを 5.0に 調 節 し た 後 、 40％
（ v/v） の 最 終 培 地 体 積 に お い て 一 緒 に 、 121℃ で 40分 間 、 熱 殺 菌 し た 。 グ ル コ ー ス を 、 60
％ （ v/v） の 最 終 体 積 に お い て 別 々 に 熱 殺 菌 し 、 そ し て 次 に 、 -40℃ に 冷 却 し た 後 、 他 の 成
分 に 添 加 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 水 道 水 が こ の 期 間 を 通 し て 使 用 さ れ た 。
　 Tropic Marin（ 商 標 ） ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 16.7g/L
　 KH 2 PO 4 ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5g/L
　 “ MikroPM” ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  20g/L 
　 “ VitaPM” ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 20g/L
　 カ ザ ミ ノ 酸 、 ビ タ ミ ン フ リ ー ： 　 　 　 　 　 　 12.94g/L
　 (NH 4 ) 2 SO 4 ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  2.15g/L
　 グ ル コ ー ス ・ 1H 2 O： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 142.3g/L
【 ０ ０ ４ ９ 】

：
　 こ の 培 養 は 、 次 の 変 更 を 伴 っ て 、 例 ３ に 記 載 の よ う に し て 行 わ れ た ： 連 続 培 養 モ ー ド が
100時 間 で 増 強 さ れ る 場 合 、 供 給 流 速 は 、 0.25g/分 で 設 定 さ れ た 。 さ ら に 、 190時 間 で 、 供
給 培 地 を 、 “ OME17b” か ら “ OME17c” （ 下 記 に 記 載 さ れ る ） に 変 え た 。
　 285, 350, 450及 び 500時 間 で 、 そ れ ぞ れ 188.6, 152.54, 189.07及 び 182.75g/Lの 細 胞 乾
量 濃 度 を 、 例 ３ に 記 載 の よ う に し て 決 定 し た 。 攪 拌 及 び 通 気 速 度 を 、 初 期 の 100時 間 で の 8
00rpm及 び 1L/分 か ら 約 400時 間 で の 550rpm及 び 0.75L/分 に 低 め る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 残 留 グ ル コ ー ス は 、 例 ３ に 記 載 の よ う に し て 決 定 さ れ る 場 合 、 25時 間 ～ そ れ 以 上 の 時 間
で 1g/L以 下 で あ っ た 。
　 “ OME17c：
　 す べ て の 成 分 は 、 g/Lで 与 え ら れ る 。
　 す べ て の 成 分 （ グ ル コ ー ス を 除 く ） を 、 NaOH/H 3 PO 4 に よ り pHを 5.0に 調 節 し た 後 、 40％
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（ v/v） の 最 終 培 地 体 積 に お い て 一 緒 に 、 121℃ で 40分 間 、 熱 殺 菌 し た 。 グ ル コ ー ス を 、 60
％ （ v/v） の 最 終 体 積 に お い て 別 々 に 熱 殺 菌 し 、 そ し て 次 に 、 -40℃ に 冷 却 し た 後 、 他 の 成
分 に 添 加 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 水 道 水 が こ の 期 間 を 通 し て 使 用 さ れ た 。
　 Tropic Marin（ 商 標 ） ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 16.7g/L
　 KH 2 PO 4 ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10g/L
　 “ MikroPM” ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  40g/L 
　 “ VitaPM” ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 40g/L
　 カ ザ ミ ノ 酸 、 ビ タ ミ ン フ リ ー ： 　 　 　 　 　 　 25.88g/L
　 (NH 4 ) 2 SO 4 ： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  4.3g/L
　 グ ル コ ー ス ・ 1H 2 O： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 284.6g/L
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 上 記 か ら ：
　 285時 間 で 、 Y＝ 189g/L； h＝ 1.37及 び f＝ 0.021；
　 350時 間 で 、 Y＝ 153g/L； h＝ 1.70及 び f＝ 0.021；
　 450時 間 で 、 Y＝ 189g/L； h＝ 1.37及 び f＝ 0.021；
　 500時 間 で 、 Y＝ 183g/L； h＝ 1.42及 び f＝ 0.021。
　 細 胞 の 生 産 性 内 の 変 動 は 驚 く べ き こ と に は 、 低 い こ と が 注 目 さ れ る べ き で あ る （ hが 一
定 で あ る 場 合 、 Yは ま た 、 そ れ ぞ れ 285時 間 及 び 450時 間 で の 結 果 に よ り 示 さ れ る よ う に 、
ほ と ん ど 一 定 で あ る ） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

：
　 凍 結 乾 燥 に よ り 生 成 さ れ た 材 料 か ら の 、 洗 浄 さ れ た 50mlの 液 サ ン プ ル を 、 約 40mlの “ 1/
2TM” に 十 分 に 再 懸 濁 し た 。 脂 質 を 、 前 記 再 懸 濁 物 か ら ク ロ ロ ホ ル ム ： メ タ ノ ー ル （ ２ ：
１ （ v/v） 、 0.1％ （ w/v） の ブ チ ル ヒ ド ロ キ シ ト ル エ ン （ BHT） ） に よ り 抽 出 し 、 そ し て 抽
出 さ れ た 脂 質 の 量 （ g） を 、 す べ て の ク ロ ロ ホ ル ム ： メ タ ノ ー ル の 蒸 発 の 後 に 決 定 し た 。
こ の よ う に し て 回 収 さ れ た 脂 質 を 、 -80℃ で 貯 蔵 し 、 そ し て 次 に 、 40℃ で メ チ ル 化 に ゆ だ
ね 、 そ し て 標 準 の HPLC方 法 に 従 っ て DHAに つ い て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 従 っ て 細 胞 乾 燥 物 質 中 の 脂 質 含 有 率 及 び ポ リ エ ン 酸 生 産 性 は 、 そ れ ら の 方 法 に よ り 決 定
さ れ 得 る 。
　 例 ３ に 記 載 さ れ る 発 酵 （ 約 30～ 35時 間 の 滞 留 時 間 ） に お い て は 、 190時 間 で の 細 胞 乾 燥
物 質 中 の 脂 質 含 有 率 を 、 47.5％ （ w/v） 以 上 と し て 決 定 し た 。
　 例 ４ に 記 載 さ れ る 発 酵 （ 約 60～ 70時 間 の 滞 留 時 間 ） に お い て は 、 350時 間 で の 細 胞 乾 燥
物 質 中 の 脂 質 含 有 率 （ 攪 拌 /通 気 を 低 め る 前 ） は 、 60.1％ （ w/w） 以 上 と し て 決 定 さ れ 、 そ
し て ポ リ エ ン 酸 含 有 率 は 21で あ っ た （ 合 計 脂 肪 酸 の ％ （ w/w） で の DHA） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 例 ４ に 記 載 さ れ る 発 酵 （ 約 60～ 70時 間 の 滞 留 時 間 ） に お い て は 、 450時 間 で の 細 胞 乾 燥
物 質 中 の 脂 質 含 有 率 （ 攪 拌 /通 気 を 低 め る 前 ） は 、 56.4％ （ w/w） 以 上 と し て 決 定 さ れ 、 そ
し て ポ リ エ ン 酸 含 有 率 は 23で あ っ た （ 合 計 脂 肪 酸 の ％ （ w/w） で の DHA） 。
　 例 ４ に 記 載 さ れ る 発 酵 （ 約 60～ 70時 間 の 滞 留 時 間 ） に お い て は 、 500時 間 で の 細 胞 乾 燥
物 質 中 の 脂 質 含 有 率 （ 攪 拌 /通 気 を 低 め る 前 ） は 、 48.2％ （ w/w） 以 上 と し て 決 定 さ れ 、 そ
し て ポ リ エ ン 酸 含 有 率 は 25で あ っ た （ 合 計 脂 肪 酸 の ％ （ w/w） で の DHA） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 例 ４ に 記 載 さ れ る 発 酵 （ 約 60～ 70時 間 の 滞 留 時 間 ） に お い て は 、 ポ リ エ ン 酸 生 産 性 は 、
そ れ ぞ れ 350、 450及 び 500時 間 で 、 0.30、 0.38及 び 0.34gの DHA/l/hで あ っ た 。 DHAの 生 産 性
内 の 変 動 は 驚 く べ き こ と に は 、 低 い こ と が 注 目 さ れ る べ き で あ る 。 結 論 に お い て は 、 例 ４
は 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 60～ 70時 間 の 滞 留 時 間 で 高 い 細 胞 濃 度 及 び 高 い DH
A濃 度 を 得 る こ と が 可 能 で あ る こ と を 示 す 。
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例 ５ ： 高 い 細 胞 密 度 の 連 続 培 養 か ら の 細 胞 乾 燥 物 質 に お け る 脂 質 含 有 率
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