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第1章  
序論 
 
 
 

 セルロースは地球上に最も多く存在するバイオマスとして，人類の文明史に寄与してき

た．情報媒体としての紙，衣類のための繊維，そして近年ではセルロースナノファイバ 

(CNF) の構造材料としての利用が進んでいる．これらの原料となるのは木材由来のパルプ

であるが，急激な人口増加に伴う急速な森林面積の減少は，環境への大きな脅威である． 

 一方，原核生物である真正細菌の中にもセルロースを生成する種が存在する．こうした細

菌から産み出されるセルロースはバクテリアセルロース (BC) と呼ばれ，その性質の違い

から植物セルロースとは明確に区別される．サイズが小さく，大きな比表面積をもつ原核生

物は，植物を含む真核生物よりも 3 倍以上代謝速度が高い[1]．これはすなわち，原核生物

は真核生物よりもエネルギー利用効率が 3 倍以上高いことを意味し，BC が植物に替わるセ

ルロース供給源となる可能性を示唆する．しかし，BC の産業利用は現在のところバイオ医

療分野の高付加価値製品に限られている．これは，現在の技術水準では BC の生産コストが

高いためである．この現状を打開し，BC を新たなセルロース供給源として産業に組み込む

ことが可能となれば，森林に依存した現在の経済構造を変えることができる． 

 本研究では，2 つの方向からこの目的の達成を試みた．1 つは，BC の微細成形技術を確

立することにより，付加価値を向上することである．成形する形状別に，BC の平坦な膜上

に微細構造体を形成するための製作プロセスと，マイクロメートルオーダの直径をもつ微

小球の製作プロセスの 2 つを提案する．もう 1 つのアプローチとして，生産コストを大幅

に削減するため，生物汚染を回避可能な屋外培養方法を提案する．本手法は，ハイドロゲル

で作製した微小な中空チューブ内で微生物を培養することで，BC 生産に必要な栄養素の吸

収と老廃物の除去を行いながら，周囲環境に存在する競合微生物の侵入を防ぐという方法

である． 

 本章では，BC の材料特性と本研究との併用が可能な応用技術，そして従来研究について

述べ，本論文の予備知識を与えるとともに，本論文の目的を述べる． 



2 

 

 

 

1.1 バクテリアセルロース (BC) の材料特性 
 構造式の上では，BC は植物セルロース同様，β-D-グルコース重合体である．しかし，両

者には多くの相違点が存在し，BC の植物セルロースに対する優位性から多くの研究がなさ

れてきた． 

植物セルロースにはリグニンやヘミセルロースなどの不純物が含まれ，セルロースの比

率は 40%程度にとどまる．一方，BC は純粋なセルロースのみから成るため，精製にかかる

コストを大幅に低減できる．  

 また，BC の重合度 (DPw = 16000) は植物セルロースよりも高く，コットン (DPw = 5000) 

や広葉樹パルプを (DPw = 12000) を上回る[2]．これにより，ガラス転移点は 300℃程度と

熱的な安定性も高い[3]． 

 さらに，植物セルロースと BC には結晶構造においても相違点がある．天然セルロース繊

維には，セルロース Iα と Iβ と呼ばれる 2 つの結晶形があり，植物セルロースではほとんど

が Iβ 結晶相である一方，BC では Iα 相 65%，Iβ 相 35%の割合で複合結晶を構成していると

される[4]．Iα は一本鎖の三射晶で，格子の内角は全て 90 度でない準安定構造であるため，

高温などの処理で Iβ に変態することが知られる．Iβ は二本鎖の単射晶の結晶格子からなり，

Iα よりも安定な構造である．また，コットンなどの植物セルロースは結晶化度が 50-60%程

度であるのに対して，BC の結晶化度は 95%以上と極めて高い． 

 これらの性質は，CNF の供給源として BC をみたときに極めて有用である．植物セルロ

ースにおいて，セルロース分子は 30-40 本の規則的な束である幅約 3 nm のセルロースミク

ロフィブリルを形成している．CNF はセルロースミクロフィブリル単位，あるいはその集

合体の幅数十 nm 以下の結晶化繊維のことを指す．パルプ中の CNF を単離することは近年

まで困難であったため，その優れた性質が注目されるようになったのは近年のことである．

CNF とフェノール樹脂などのプラスチック複合成形物が，構造用鋼やマグネシウム合金な

どの先端材料を上回る比強度をもつことが示されて以降，CNF の産業化に向けたプロジェ

クトが様々な国で推進されており，日本でもオールジャパン体制で研究が進められている．

特に，日本の山がちな地形から木材の使用は極めて非効率であり，これを有効に活用するこ

とができれば林業が主要な輸出産業となりうる．そうした期待から，木材パルプを機械的・

化学的に解せんして CNF を取り出すことが共通の方針であるが，植物の成長速度は極めて

遅い．BC は通常，CNF よりも大きなリボン状の構造をしているが，カルボキシメチルセル

ロース (CMC) を添加することにより，CNF を得ることができる[5, 6]．これは，CMC がセ

ルロースミクロフィブリル表面に吸着し，フィブリル間の結合を妨げるためと考えられて

いる．したがって，植物細胞よりもセルロース合成速度の速い BC 産生菌は，植物に代わる

CNF の供給源となる可能性を秘めている． 

また，ハイドロゲルとして BC をみたときに特徴的な点として，構造の特異性が挙げられ

る．BC は直径 40–60 nm のセルロースナノファイバがランダムな方向に絡み合った 3 次元
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網目構造を有している[7]．これにより，BC は径 150-400 nm の孔同士が相互接続した多孔

性ハイドロゲルでもある[8]．多細胞生物の足場材料である細胞外マトリックス (ECM) も

れに類似の高次構造を形成しており，接着する細胞の機能発現に大きな影響をもつ．実際，

Tian らは様々な径のナノファイバを製作し，径が小さくなるほど，細胞の接着，伸展性が増

加することを確認している[9]．さらに，ナノファイバはバルクと比較し広大な表面積を有

することから，生体由来因子の吸着サイトを多数設計できる．また，バルクのゲルなどより

も生体物質の透過性に優れ，細胞や生体成分の湿潤が容易に生起される．ナノファイバの作

製方法は，ボトムアップ式とトップダウン式の 2 つに大別でき，前者では主に材料の自己組

織化現象を用いる．例えば，ナノポア等の物質をテンプレートとして作成するといった方法

が挙げられる．一方，後者のトップダウン式には，電界紡糸法やレーザによる溶解延伸紡糸

法といった方法が挙げられる．トップダウン式のこれらの方法は，比較的多様な材料からナ

ノファイバが得られる[10-14]が，生産性の低さから実用化された製品はいまだ多くない．BC

は温和な条件下で合成され，複雑な装置も不要であるため，応用次第では価格競争力の高い

ナノファイバ作成方法となりうる． 

BC のナノファイバ表面に多数露出する水酸基を利用することで，様々な性質や機能を付

与することも可能である[15]．この化学修飾方法は大きく 3 つに大別され，一つは水酸基を

アセチル基やシラノール基などの低分子で置換する方法である．他の方法としては，様々な

溶剤によるグラフト重合法と，原子移動ラジカル重合などを用いたグラフト重合法がある． 

また，他の一般的なハイドロゲルと比較して BC は機械的強度が極めて高い．BC の体積

の 90%以上が水であることを考えると，BC の機械的強度の高さは非常に魅力的である．さ

らに，中山らは BC をゼラチン溶液に浸し，N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide に

よってゼラチンを架橋することで，BC とゼラチンから成る DN ゲル (DN ゲル) を作製し，

機械的強度を向上させた[16]．通常の BC では，圧縮により容易に内部の水が外部へ放出さ

れ，塑性変形を起こす．一方，この DN ゲルでは，ゼラチンを組み込むことによって水の放

出が抑制され，3.7 MPa の圧縮を受けたのちも元の形状へと回復した．彼らは，ゼラチンの

他にもジェランガムやアルギン酸，カラギーナンなどの多糖類高分子と BC を組み合わせる

ことで DN ゲルを作製し，機械的強度の向上を確認している． 

さらに植物セルロースと同様，BC は生体適合性に優れた素材で，その安全性が広く認め

られている．Helenius らは，ラットの皮下に BC を移植し，12 週経過後も繊維組織や異物巨

細胞がみられなかったことから，BC は異物反応を引き起こさないことを確認した[17]．移

植した領域には，発赤や腫れ，滲出もみられなかった．動物の ECM を構成する主要成分の

コラーゲンはタンパク質であることから，HLA 型が異なるものは免疫系の認識を受け，免

疫拒絶を引き起こす．一方，セルロースは多糖類であるため，この問題を克服できる．また，

微生物由来の物質を医療用に用いる際に問題となるエンドトキシン含有量は，BC では 0.1 

EU/mL 以下である[18]．FDA が医療器具に求める基準値は 0.5 EU/mL であることから，BC

から製作された製品の多くが FDA の認可を受けている．  
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1.2  応用 
BCの特異な性質，特にナノファイバ材料としての構造的特徴を利用した様々な応用がこ

れまでに展開されている． 

例えば医療分野では，KlemmらはBCの生体適合性，および化学的安定性に着目し，BCで

チューブを作製し，ラットの頸動脈を一時切断後，チューブで血管をつなぎ合わせた[19]．

一カ月経過後も，拒絶反応の兆候である炎症反応や血栓の形成はみられず，BCが原型のま

ま分解されていなかったことから，代替血管としての可能性が示された．また，筆者らは円

錐形状のBCに運動性細菌を固定し，マイクロロボットの開発を行った[20]．微小空間におい

て効率的かつ自律的に運動可能な運動性細菌は低レイノルズ数環境における理想的な動力

源である．ナノファイバ材料であるBCはゼータ電位が低く，細菌に働く静電的反発力が小

さいため細菌の強固な固定が可能となる．作製されたマイクロロボットは約4.8 μm/sで駆動

され，薬物送達技術などへの応用可能性が示された． 

 BCのナノファイバネットワーク構造をテンプレートとして利用する研究も行われている．

例えば，Wan らは BC をオルトケイ酸テトラエチル (TEOS) とエタノールの混合溶液に浸

漬したのち水／エタノール混合溶液に移し，最後に煆焼することで自立した 3 次元ネット

ワーク構造を有するシリカナノチューブを作成した[21]．このゾル－ゲル反応は BC の水酸

基が触媒として機能し中性付近のpHで進行するため，容易にスケールアップが可能である．

また，Olssonらは BC からフレキシブルな強磁性エアロゲルを作製することに成功した[22]．

彼らは，凍結乾燥した BC を FeSO4と CoCl2の混合溶液に浸漬し，90℃で加熱後，水酸化ナ

トリウムおよび硝酸カリウムの混合溶液内 (90℃) に移すことで，BC のセルロースナノフ

ァイバ上に CoFe2SO4 ナノ粒子を形成した．FeSO4 と CoCl2 の混合溶液の総量を調製するこ

とで，磁性ナノ粒子の径を 40-120 nm の範囲で制御できる．さらに，このエアロゲルを圧縮

することにより，磁性ナノ粒子の密度が非常に高い磁性薄膜を得ることもできる． 

 また，近年では BC を熱分解することで得られる電極触媒が注目されている．燃料電池や

金属空気電池では，酸素還元反応 (ORR) を進行するため白金が一般的に用いられるが，白

金の希少性から代替材料が求められる．Liang らは，BC を直接熱分解したのち NH3で活性

化させた窒素ドープカーボンナノファイバ (N-CNF) を作製した[23]．BC の高い比表面積を

保った N-CNF は，高い窒素含有領域 (5.8 at%) と Barrett-Emmett-Teller (BET) 表面積 (916 

m2/g) を有していた．これにより，N-CNF は NH3 処理を施されたカーボンブラックやカー

ボンナノチューブを含む多くの非金属触媒を上回る ORR 性能を示した．Lai らはさらに，

窒素ドープした炭化 BC のナノファイバ上にニッケルとコバルトの酸化物を共析出するこ

とで，スーパーキャパシタ用の電極 (CBC-N@LDH) を開発した[24]．CBC-N@LDH は 1 A 

g-1の放電電流密度で高い比静電容量 (1949.5 F g-1) を示し，また 10 A g-1の放電密度に対し

54.7%の容量維持率を有していた．さらに，CBC-N@LDH を陽極，CBC-N を陰極として校

正した非対称スーパーキャパシタは，36.3 Wh kg-1という高いエネルギー密度を達成した． 
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BC の光学的性質を利用した応用例として，田渕らによる研究が挙げられる[25, 26]．彼ら

は，電気泳動における充填ゲルに粒子状の BC を用いることで，分離度と感度を向上させる

ことに成功した．100 bp 以下の 10 bp ごとの分離，SSCP 法による一塩基多型解析 (SNPs 解

析) への応用，メタボリックシンドロームで重要なリポタンパク質の高精度分離に成功して

いる．圧縮によりナノ構造を消失させた BC では，蛍光増強が確認されなかったことから，

特異的な光散乱効果は BC のナノ構造に起因していることが示唆される．さらに，マイクロ

流路の入射光方向と逆側上部に回折加工を施すことにより，蛍光強度が 6 倍強まで増加し

た．これは，マイクロ流路内での光閉じ込め効果によるものと考えられている．他の光学分

野への応用として，矢野らは透明でフレキシブルな BC 複合体薄膜を製作した[27]．彼らは

まず，ホットプレス加工により BC 薄膜を得たのち，ファイバ間の空隙をアクリル樹脂また

はエポキシ樹脂で満たすことにより，80%以上の光透過率をもった厚さ約 60 μm の薄膜製作

に成功した．製作された薄膜上に有機発光ダイオードを形成することで，発光素子への応用

も可能である[28]． 

 

 

 

 

 

Table 1.1  Applications of BC in various fields. 
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1.3  従来研究 

1.3.1  加工技術 

 BC の加工技術は主に，トップダウンプロセスとボトムアッププロセスの 2 つに分けられ

る． 

トップダウンプロセスとして，Ahremらは CO2レーザを用いて BCに穴加工を施した [29]．

寒天ゲルの上に配置された BC はパルスレーザにより，ゲル状態のままレーザ照射方向に垂

直の貫通した穴が形成される．これを様々な方向から繰り返すことで，3 次元方向に貫通孔

を有する BC ゲルが作成された．穴は最小で数百マイクロメートルオーダまで加工できる．

ただし，ゲル状態のまま機械加工はすることは困難であり，乾燥させると 3 次元ネットワー

ク構造が不可逆的に崩壊するため，トップダウンプロセスの報告はほとんどなされていな

い． 

ボトムアッププロセスには，数多くの研究例がある．例えば，Gatenholm のグループはパ

ラフィンワックスとスターチの微粒子を培地内に配置し，相互接続した多孔性 BC を作製し

た[30]．この方法では，配置する粒子の径を変化させることで孔径を自在に制御できる．培

養後，パラフィンとスターチ微粒子はそれぞれ界面活性剤と分解酵素により除去される．ま

た，Putra らはシリコーンチューブ表面で BC を培養することにより，BC チューブを作成し

た[31]．シリコーンは酸素透過性が高いため，シリコーンチューブ表面で BC が形成されて

いく．この際，形成される BC の繊維方向は重力方向や酸素濃度，シリコーンチューブ内壁

の形状にはよらず，シリコーンチューブの内径に依存することが示された．他には，培養フ

ラスコを回転させることで，球状の BC を作成することができる[32]．回転数を増やすと BC

の径は減少するが，粒径は培地量によっても変化した．また，マクロな形状加工ではなく，

BC の繊維方向を制御することで機械的性質を変化させた報告もある．Putra らは，

polydimethylsiloxane (PDMS) の表面で BC 産生菌を培養した[33]．この際，PDMS の表面構

造を様々な幅をもった溝構造にすると，得られた BC は異方性の弾性率など，通常の BC と

は異なる性質を示した．これは，BC の繊維方向が一方向に制御されたためと考えられる． 

 

 

Table 1.2  Methods for forming BC with various geometries. 
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1.3.2  生産性の向上 

BC の生産コストは依然として高いことから，生産性を改善するための研究がこれまで多

くなされてきた．これらの方法は主に 3 つに大別される． 

1 つの方法は，安価な培地成分から効率的に BC を生産することで，糖蜜や廃グリセリン

[34]を炭素源として用いた培養が行われている．糖蜜はビート糖製造時における副産物であ

り，工業的な微生物培養で広く用いられる安価な炭素源である．廃グリセリンはバイオディ

ーゼル燃料製造時における副産物であり，原料油脂の 20%程度はグリセリンとなり廃棄さ

れる．Vazquez らはバイオディーゼルからのグリセリンを炭素源に，コーンスティープリカ

ーを窒素源に用いて BC 産生菌を培養し，高い BC 生産量を得た．形態，結晶化度，耐熱性

などの様々な点で，得られた BC は通常のグルコースを用いた培地と同様の性質を示した．

BC 生産において基質コストは総コストの 50-65%を通常占めることから，低価格な代替成

分を用いるのは必須である． 

また，培養装置を改良することによって，生産性の向上が試みられている．BC は静地培

養において，セルロースナノファイバが絡み合いってゲルを形成する．一方，撹拌などによ

り培地に流れがセルロースの合成速度は増加するが，ゲルは形成されない．そこで Hofinger

らは，BC 産生菌と循環させた培地の間を多孔質膜で隔て，栄養素と老廃物を迅速に交換で

きるシステムを構築した[35]．これにより，乾燥質量で一時間当たり 0.82 g/m2の BC が生産

されている． 

別の方法として，遺伝子工学を用いる方法により BC 生産性の向上が期待される．例えば，

Florea らは Komagataeibacter rhaeticus を単離し，合成生物学のためのツールキットを作成し

た[36]．ゲノムシーケンスにより作成されたこのツールキットを用いて，BC 生産の時間的

制御やタンパク質修飾など，BC の機能化がなされた．こうしたツールキットにより BC 生

産能力の高い菌株の作出も可能であると考えられる．特に，近年では CRISPR-Cas9 の出現

[37]によりゲノム編集技術の自由度，確実性，効率が飛躍的に向上している．また，進化分

子工学も発達していることからも，遺伝子工学を通じた BC 生産性の向上はより加速してい

くものと思われる． 

 

 

 

Table 1.3  Approaches for improving the productivity of BC. 
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1.4  本論文の目的 
これまでみてきたように，BC は有用性の高さが認められながらも，生産コストの高さか

ら利用が限られているため，本論文では 2 つの方向から BC の産業利用能の向上を試みる． 

1 つは，新規な BC 微細加工プロセスを確立することで，BC の付加価値向上を図る．具

体的には，微細構造を有する BC 膜を作製するためのプロセスと，マイクロメートルオーダ

の直径を有する微小球の製作プロセスである．ナノファイバ材料である BC は，その構造が

ECM と類似していることから，動物細胞培養のための足場材料として応用されることが多

い．細胞が接着する場の局所的な形状が，細胞の形態，移動，増殖，分化および遺伝子発現

などの挙動と機能に大きな影響を及ぼすので，ナノファイバ材料に微細な構造を形成する

技術はバイオ医療分野への応用において，極めて重要である[38-42]．また，ナノファイバ材

料から構成された微小球は，ハンドリングの容易さ，比表面積の大きさなどからマイクロキ

ャリアーや細胞送達技術といった多岐に渡る応用が期待できる．これまで，ナノファイバ材

料の作製には，エレクトロスピニング技術が主に用いられてきたが，歩留まりの悪さから製

造コストが高いという欠点がある．また，電界紡糸法では隣接するジェット同士の干渉や，

低流量といった問題もしばしば生じるため，ナノファイバ材料の産業利用は限られた分野

に止まっている．したがって，ナノファイバ材料である BC の膜上に微細構造を形成する技

術，および BC から微小球を作製する技術は新たな応用を生む可能性がある．本研究では，

これらの製作プロセスを提案するとともに，プロセスの特徴づけを行う．具体的には，両プ

ロセスにより作製可能な構造の最小サイズを検証する．また，微細構造を有する BC 膜の成

形においては，BC 産生菌の培養時間と PDMS 鋳型の膜厚が BC 膜厚に及ぼす影響を調べ

る．一方，BC 微小球の成形においては，鋳型となるゼラチン微小球の粒径と BC 微小球の

粒径との関係を明らかにする． 

もう 1 つの方向として，BC の生産コストを低減するための新規な培養プロセスを提案

する．本培養プロセスの概要は，チューブ状の半透膜で微生物を包括することで，屋外培

養の際に問題となる生物汚染を回避するというものである．以下では，このチューブを微

生物チューブと表記する．ハイドロゲルなどの半透膜は，微生物の栄養素，酸素，老廃物

などを透過するとともに，ウイルスを含む微生物の通過を妨げる．したがって，培養対象

の目的微生物は微生物チューブ内部に保持され，外部環境に存在する競合微生物からの汚

染を防ぐことができる．想定する微生物チューブの利用形態として，まず汚染のリスクが

ない製造設備を用いて微生物チューブを生産する．これを，耕作放棄地などの土地へ輸送

し，屋外培養を行う．数日間培養したのち，生産された BC を処理設備へ輸送し，分離お

よび回収ののち洗浄することで BC を得ることができる．なお，回収の際に分離された BC

産生細菌は再び微生物チューブの製造に再利用できるため，価格競争力の高いシステムで

あると考えられえる．  
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1.5 本論文の構成 
 本論文の構成は以下の通りである． 

第 1 章では，本論文の研究背景と関連する従来研究，本論文の社会的な意義と目的につい

て述べた． 

第 2 章では，微生物に関する基礎的な知識と培養の理論について述べる．それに基づき，

本論文全体を通して必要となる，BC 産生菌の予備実験の結果について議論する． 

第 3 章では，微細構造を有する BC 薄膜の製作プロセスについて述べ，工学的な有用性を

担保する上で必要となるプロセスのパラメータおよびそれの影響について論じる． 

第 4 章では，BC 微小球の製作プロセスについて述べる．さらに，製作プロセスに影響を

与えるパラメータについて，理論に基づいた考察を行う． 

 第 5 章では，BC 産生菌を屋外培養するための新規な微生物培養方法の提案を行う．さら

に，培養方法の特性を実験的に明らかにするとともに，理論に基づいた考察を行う． 

 第 6 章に本研究の結論をまとめる． 
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第2章  
微生物培養の理論と実験 
 
 
 

2.1 緒言 
本章では微生物培養における理論，留意点および BC 産生菌の特性に関して述べる．それを

踏まえて BC 産生菌の培養に関する予備実験を行う． 

 

2.2  微生物培養の理論[43] 
 生物は酵素が多数連なった酵素ネットワークを形成することで，多様な生成物を生産す

る．1 基質による酵素反応のモデルでは，基質 S がまず酵素 E と共有結合によらない酵素－

基質複合体 (enzyme-substrate complex: ES 複合体) という反応中間体を形成する．基質分子

は酵素分子上の特定部位に結合し，反応中間体は酵素の触媒作用によって生成物 P を生成

する．生成物は酵素分子表面から脱離し，酵素は再び反応に使用される．つまり，酵素は反

応によって変化しない．これを式で表すと， 

 

E + S 
𝑘+1

⇌
𝑘−1

 𝐸𝑆  
𝑘+2

⇀ 𝐸 + 𝑃 (2.1)  

となる．ここで，k+1 [s-1]は基質と酵素の結合速度定数，k-1 [M・s-1]は酵素－基質複合体の解

離速度定数，k+2 [M・s-1]は生成物の生成速度定数である．このモデルで多くの酵素反応速度

の基質依存性を説明することができ，また 2 種類以上の基質や，多段階反応への応用も可能

である． 

 式 (2.1) において，基質が酵素に比較して過剰に存在し，酵素分子中の基質結合部位が 1

つである場合，E と S から ES 複合体が生成する反応が反応開始後きわめて速やかに平衡状

態に達すると仮定する．これは，迅速平衡法と呼ばれる．このとき，E，S，ES のモル濃度

をそれぞれ CE，CSおよび CESとすると， 
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𝑘+1𝐶E𝐶S = 𝑘−1𝐶ES (2.2)  

が成り立つ．この式から， 

 
𝐶E𝐶S

𝐶ES
=

𝑘−1

𝑘+1
= 𝐾ES (2.3)  

と KES [M]が定義される．KESは ES 複合体の解離定数であり，化学反応における平衡定数の

逆数である．この定数は，ES 複合体の E と S への解離のしやすさを表す． 

 生成物の生成速度 r [M・s-1]は ES の濃度に比例し， 

 
𝑟 = 𝑘+2𝐶ES (2.4)  

となる．ここで，k+2 は生成物の生成速度定数である．また，反応液中に存在する酵素の全

濃度 CE0は一定であるため， 

 
𝐶E0 = 𝐶E + 𝐶ES (2.5)  

が成り立つ．式 (2.3) と式 (2.5) より，CESは次式で与えられる． 

 
𝐶ES =

𝐶E0𝐶S

𝐾ES + 𝐶S
 (2.6)  

式 (2.6) を式 (2.4) に代入して， 

 
𝑟 =

𝑘+2𝐶E0𝐶S

𝐾ES + 𝐶S
=

𝑉max𝐶S

𝐾ES + 𝐶S
 (2.7)  

 
𝑉max = 𝑘+2𝐶E0 (2.8)  

となる．Vmax [M・s-1]は最大速度と呼ばれ，CSが十分高いとき，r は最大速度に漸近する．

この状態では反応速度は基質濃度によらなくなる． 

 また，酵素は種々の原因で活性を失うが，特に熱によって失活することが多い．酵素分子

は活性があるかないかの悉無律に従うとされ，失活速度は未失活酵素の濃度 CEに比例し，

一次の反応速度過程に従う．これは，未失活酵素の初期濃度を CE0とすると以下の式で表さ

れる． 
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𝑑𝐶E

𝑑𝑡
= −𝑘d𝐶E  (2.9)  

 
𝑙𝑛

𝐶E

𝐶E0
= −𝑘d𝑡 

(2.10)  

ここで，kd [s-1]は失活速度定数である．kdの温度依存性は，次式で与えられる． 

 

𝑘d =
𝑘B𝑇

ℎ
exp  (

−∆𝐺≠

𝑅𝑇
)  (2.11)  

 
∆𝐺≠ = ∆𝐻≠ − 𝑇∆𝑆≠ = 𝐸a − 𝑅𝑇 − 𝑇∆𝑆≠ (2.12)  

ここで，kBはボルツマン定数，h はプランク定数，R は気体定数である．また，ΔG≠は失活

の活性化自由エネルギー，ΔH≠は失活の活性化エンタルピー，ΔS≠は失活の活性化エントロ

ピー，Eaは失活の活性化エネルギー，T は絶対温度である．一般的に，失活の活性化エネル

ギーは反応の活性化エネルギーの 10 倍から 20 倍大きいため，失活速度は温度に強く依存

する． 

また，酵素の活性と安定性は pH にも強い依存性を示す．これは酵素の活性部位が，カル

ボキシル基，アミノ基，イミダゾール基，スルフィド基，フェノール性ヒドロキシ基などの

イオン性側鎖を有するアミノ酸から構成されるためである．アミノ酸残基の解離状態は，活

性部位の構造や基質の結合性に大きく影響を及ぼすため，pH により酵素の触媒活性は著し

く変化する．ここで，酵素が En+1，Enおよび En-1の 3 状態をとるとし，3 種類の分子種をそ

れぞれ， (－COOH，－NH3+) ， (－COO－，－NH3+) ， (－COO－，－NH2) とする．これら

3 種類の分子種とプロトンの間の関係は，以下の式で表せる． 

 
En + H+ ⇌ En+1 (2.13)  

 
𝐾E1 =

𝐶En

𝐶En+1

[H+] (2.14)  

 
En−1 + H+ ⇌ En (2.15)  

 
𝐾E2 =

𝐶𝐸𝑛−1

𝐶En

[H+] (2.16)  

ここで，[H+]はプロトン濃度である．迅速平衡法を用いることで，反応速度 r が以下のよう
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に求められる． 

 

𝑟 =
𝐶S𝑘+2𝐶E0

𝐾m(1 + 10p𝐾E1−pH + 10pH−p𝐾E2) + 𝐶S (1 + 10p𝐾ES1−pH + 10pH−p𝐾ES2) 
 (2.17)  

ここで，pKE1 = －logKE1，pKE2= －logKE2，pKES1 = －logKES1，pKES2 = －logKES2である．式 

(2.17) からわかるように，酵素反応速度には pH の至適値が存在する (Figure 2.1) ． 

次に，多段階の酵素ネットワークにより代謝活動を行う微生物の増殖速度について考え

る．菌体の増殖は自己触媒反応的に起こると仮定できるため，増殖速度 rx は次式のように

菌体濃度 CXに比例する． 

 

𝑟X =
𝑑𝐶X

𝑑𝑡
= 𝜇r𝐶X (2.18)  

ここで，rX [kg-乾燥菌体･m-3･s-1]は乾燥菌体質量基準の増殖速度，CX [kg-乾燥菌体･m-3]は乾

燥菌体質量濃度である．慣例的に，菌体質量には乾燥菌体質量が用いられる． 

式 (2.18) を変形すると，次式が得られる． 

 

𝜇r =
1

𝐶X
(

𝑑𝐶X

𝑑𝑡
) (2.19)  

この式から，μr [s-1]は単位乾燥菌体質量あたり，単位時間あたりの菌体量の増加を表すこ

とがわかる．このことからμrは比増殖速度とよばれる． 

 菌体の質量が2倍になるのに要する時間td [s]を倍加時間とよぶ．一方，細胞分裂するのに

要する平均的な時間tg [s]を平均世代時間とよぶ．細胞が2分裂して増殖する菌では，倍加時

間と平均世代時間は一致し，μrとtdおよびtgの間には次の関係式が成り立つ． 

 

𝑡d = 𝑡g =
𝑙𝑛2

𝜇r
 (2.20)  

比増殖速度μrや倍加時間tdは菌の種類および培地組成，細胞濃度，温度，pHなどの培養条

件により異なる値をとる．一般的に，遺伝情報が多い高等な生物の細胞ほどμrは小さく，

逆にtdは大きい値となる．先行研究において，BC産生菌の倍加時間は1.5-8時間であると報

告されている[44]． 

 比増殖速度と基質成分濃度との関係を表す式として，次式で表されるMonodの式が一般

的によく用いられる． 

 
𝜇r =

𝜇r,max𝐶s

𝐾s + 𝐶s
 (2.21)  
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ここで，Ksは特定の基質成分Sの飽和定数であり，最大比増殖速度μr, max の1/2を与える基質

濃度と定義される．このとき，S以外の成分は培地中に十分量に存在すると仮定し，基質S

を制限基質とよぶ．なお，式 (2.21) は式 (2.7) のミカエリス・メンテン式に似ているが，

前者は経験式である． 

 式 (2.18) のように，菌体の増殖速度が菌体濃度に対して一次反応であると仮定できると

き，時間 t における菌体濃度 Cxは次式のようになる． 

 
𝐶𝑋 = 𝐶X0exp  (𝜇r𝑡)  (2.22)  

ここで，CX0は初期の菌体濃度であり，式 (2.22) は菌体濃度の時間変化が指数関数的に増

加することを意味する．環境の制約がない条件の下では，実際に菌体の増殖曲線は指数関

数を描く．しかし，回分培養では菌体の増殖に伴い，基質成分の減少やpHの変化が起こる

ため，菌体の増殖曲線は単純な指数関数とはならない． 

誘導期 (Lag phase) は細胞分裂が始まるまでの準備期間で，増殖に必要なRNAや酵素な

どが菌体内で合成される．細胞分裂はみられず，菌数は一定であるが，菌体質量は増加す

る．この期間の長さは培養条件や接種する菌体の菌齢によって変わる．すなわち，対数増

殖期の菌体を接種すると短くなり，静止期の菌体を接種すると長くなる． 

細胞が分裂を開始すると，増殖曲線は式 (2.22) のような指数関数を描く．この期間は対

数増殖期 (Log phase) とよばれ，制限基質の濃度Csが十分存在し，Ks≪Csが成立してい

る． 

 菌体の増殖に伴い，制限基質の濃度は次式に伴って減少する． 

 
𝑑𝐶S

𝑑𝑡
= −

 (𝑑𝐶X/𝑑𝑡) 

𝑌X/S
 (2.23)  

ここで，YX/Sは制限基質の質量基準細胞収率を表す．細胞収率とは，投入した基質量に対

して得られる菌体質量の割合で，次式により表される． 

 
𝑌X/S =

∆𝑊X

∆𝑊S
 (2.24)  

ここで，ΔWSは基質の消費量，ΔWXは菌体の生成量である．Monodの式 (2.21) が示すとお

り，基質濃度の減少に伴い，比増殖速度が減少する．この期間が減速期 (Decelerating 

phase) であり，増殖速度の減少は制限基質濃度の減少のみならず，有機酸やアルコールと

いった代謝産物による増殖の阻害や，それらの蓄積によるpHの変化も要因となる． 

 減速期を過ぎると，菌体濃度が変化しなくなる．この期間は静止期 (Stationary phase) と

よばれる．この期間では，菌体の増殖速度と死滅速度が平衡となっており，次式が成り立

つ． 
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𝑑𝐶X

𝑑𝑡
= (

𝜇r𝐶S

𝐾S + 𝐶S
) 𝐶X − 𝑘d𝐶X (2.25)  

ここで，kdは死滅速度定数である．上式において，dCX/dt = 0の状態が静止期となる． 

静止期がしばらく続くと，式 (2.25) における第2項が大きくなり，生菌体数の減少が始

まる．この期間は死滅期 (Decline phase) とよばれ，菌体濃度は対数的に減少する．しか

し，一般的に細胞の死亡速度は，対数増殖期における増殖速度よりもはるかに遅い． 

 次に，基質の消費速度について考える．この速度は，基質の細胞内への取り込み速度と，

細胞内での酵素反応速度により決定されるが，前者の速度過程が律速段階となる場合が多

い．基質が細胞膜および細胞壁を通過し，細胞内へ取り込まれる機構として，単純拡散によ

る受動輸送，細胞膜の担体やチャネルによる促進拡散，およびエネルギー消費を伴う能動輸

送の 3 つが存在する．膜透過速度や細胞内での代謝速度を考慮し，基質の消費速度を定量的

に取り扱うことは困難であるため，基質消費速度 rS = -dCS/dt は次式で示すように，細胞収

率を増殖速度 rXと関係付けた形で表現される． 

 
𝑟S =

𝑟X

𝑌X/S
 (2.26)  

 式 (2.26) において，菌体の維持代謝に消費される基質量も考慮し，菌体濃度に対する基

質消費速度 rrは次式のようになる． 

 
𝑟S =

𝑟X

𝑌∗
X/S

+ 𝑚𝐶X (2.27)  

ここで，Y*
X/S は増殖に消費される基質量から算出される細胞収率，m は維持定数を表して

おり，rrは比消費速度とよばれる． 

 

 
Figure 2.1  Dependency of the reaction rate on pH, where pKE1 = pKES1 = 3, pKE2 = pKES2 = 9, Km = 

10, Cs =10 in Eq. (2.17).  
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2.3  BC産生菌 

2.3.1  特性 

セルロースは，植物のみならず細菌や菌類，粘菌類，藻類，ホヤなどさまざまな生物から

合成される地球上最大の再生可能バイオマスである．そうしたセルロースのうち，細菌によ

って合成されるセルロースはBCと呼ばれ，特異な性質からさまざまな応用が期待されてい

る．BCを産生する細菌の1つで，本研究で用いたKomagitaeibacter xylinus は，通性好気性の

グラム陰性菌であり，大きさが幅0.5-1 μm，長軸方向の長さ2-10 μmの棍菌である．この細菌

は嫌気的環境下では，原形質膜たんぱく質のエタノール酸化能により，アルコールから酢酸

を生成する．一方，好気的環境下ではグルコースをウリジン5’-二リン酸グルコース (UDPグ

ルコース) に変換し，細胞膜上の顆粒複合体 (ターミナルコンプレックス：TC) によってセ

ルロースを合成すると同時に菌体外へ排出する (Figure 2.2) ．また，エタノールを添加する

ことにより，BCの生成量を大幅に増加することができる．これは，エタノールが酢酸塩 

(Acetate) に変換され，TCA回路を介して最終的に二酸化炭素，水およびATPが生成されるが，

このATPがペントース-リン酸経路 (PP経路) を阻害するためであると考えられている[45]．

つまり，菌体内のATPの増加がグルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼの活性を50%以上減ら

し，PP経路が阻害されることによりセルロース合成反応が亢進する．セルロース合成には酸

素消費を要するため，静地培養ではBCは酸素濃度の高い気液界面で生成される． 

セルロースの合成酵素遺伝子オペロンは AxCesA，AxCesB，AxCesC および AxCesD で構

成されている．AxCesA は，UDP グルコースから (1→4)-β-グルカンセルロースを合成する

触媒活性を有する 4-β-グルコシルトランスフェラーゼを発現させる．AxCesB は環状グアニ

ル酸が結合することにより，AxCesA の反応を活性化させる制御たんぱく質であるとされ，

AxCesC はグルカン鎖排出のための孔形成に関わるとされる．また AxCesD はセルロースの

排出，結晶化の役割を担っていると推定されている．これら 4 つの遺伝子にコードされた 4

つのポリペプチドによる複合体が TC サブユニットとなって集合し，TC が形成される．原

核生物 TC は 12-70 個のサブユニットが細胞膜中で直線状に並び，真核生物の TC とは異な

る形態をとる．各 TC サブユニットから生合成されたセルロース分子鎖が自己集合して束に

なって直径 1.5 nm のファイバができる．これをサブエレメンタリーフィブリルと呼ぶ．こ

のサブエレメンタリーフィブリルが数本集まって幅約 4 nm のミクロフィブリルとなり，さ

らにミクロフィブリルが集合して幅約 40-60 nm，厚み 10 nm のリボン状のセルロースナノ

ファイバとなる．細菌はファイバ噴出の際，長軸の周りを右回りに自己回転しながら，噴出

の反作用によって噴出方向と逆方向に 25℃で約 2 μm/min の速度で移動する[46]．この過程

で産生されたセルロースナノファイバはねじれ，リボン状となる． 

BCを産生する生物学的意義はいまだ明らかになっていないが，仮説がいくつか唱えられ

ている．一つは，好気性の菌であることから呼吸の目的で，高酸素濃度の気液界面に自身を
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保持しておくためというものである[47, 48]．実際，静地培養の場合では多くの菌体はBC膜

内部および表面に担持され，液体培地には菌体濃度が非常に低い．また，自分自身の細胞を

紫外線や有害物質などから保護するため[49, 50]や，菌体にとって炭素源の一時的貯蔵状態

である[51]等の仮説もある．  

本研究では，NITE バイオテクノロジーセンター (NBRC) が保有する菌株の中で，高い

BC 生産性を有する K. xylinus (NBRC 16644) を用いた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2.2  Proposed biochemical pathways for the BC production based on [52].  
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2.3.2  培養実験 

BC の生成量は，大量培養した際のコストに大きな影響をもつため，最適なグルコース添

加量を決定することが重要である．そこで，Table 2.1 の組成で培地を調製し，グルコース添

加量 x と BC 生産量の関係を実験的に評価した．ここで溶液 1 はアミノ酸，溶液 2 は糖を主

成分としており，これらを混合して加熱滅菌を施すと，還元糖とアミノ酸などの 1 級アミン

が縮合してシッフ塩基を形成し，褐色メラノイジンが生成する．これはメイラード反応と呼

ばれ，還元糖やアミノ酸濃度の増加，加熱温度および時間の増加，pH の増加などによって

褐変が強くなり，細菌の基質濃度が低下する．これを避けるため，溶液 1 と 2 を別々に加熱

滅菌処理し，これらを等量で混合することにより培養液を調製した．また，揮発性のエタノ

ールは加熱滅菌によって溶液外に散逸してしまうため，シリンジフィルタを用いて除菌し

たものを溶液 2 に加えた．なお，使用した試薬は全て和光純薬工業株式会社より購入した．

培養は直径 90 mm，高さ 15 mm のプラスチックシャーレ (CHIC シャーレ，アズワン株式会

社) に 10 mL の培地を入れ，菌懸濁液 (4×107 cells/mL) を 1 mL 加えることで行った．温度

30℃の恒温槽内で 2 日間培養した後，得られた BC の湿潤質量を測定することで BC 生成量

を評価した．結果を Figure 2.3 に示す．BC 生産量はグルコース濃度が 0.5 M 付近で極大値

をとり，それを越える濃度では生産量が減少していることがわかる．グルコース濃度が 0.5 

M 以下の領域においては，グルコース濃度の増加に伴って Monod の式 (2.21) における Cs

が増加し，BC の生成量が増加したものと思われる．この傾向は，先行研究においても示さ

れている[50]．一方，グルコース濃度 0.5 M 以上の領域においては，グルコース濃度が増え

るにしたがって，BC 生成量が減少している．式 (2.21) を考えると，基質濃度がある一定値

を越えると BC 生成量は変化しなくなるはずであるが，これは高濃度のグルコースによる高

浸透圧環境が BC 産生菌の増殖を阻害したためであると考えられる．すなわち，細胞内の水

が細胞外へと移動し，同時に生育に必要なナトリウムやカリウムなどの無機イオンが流出

したことで，BC の生成速度が低下した可能性が挙げられる．この生育阻害現象は，食品分

野における糖蔵として用いられている技術である． 

次に，Table 2.1 においてグルコース量を 200 g とした培地を用いて，K. xylinus の増殖曲

線を作成した．培養は，培地 20 mLを含んだフラスコに K. xylinus を植菌することで行った．

静地培養では菌が産生した BC 膜に付着し，正確に菌濃度を評価することが難しいため，マ

グネットスターラーによる撹拌培養にて培養を行った．なお，培養温度は 30℃とした．ま

た，菌濃度の計測には菌数計算盤 (C-Chip DHC-N01，アズワン株式会社) を用いた．誘導期

の長さの違いを確認するため，指数増殖期 (Log phase) ，減速期 (Decelerating phase) ，静止

期 (Stationary phase) それぞれの菌を植菌し，菌濃度の変化を調べた．まず，静止期の菌 20 

μL を植菌して培養を開始し，68 時間後に 20 μL 培地を採取，これを新たな培地に植菌する

ことで減速期の細菌を培養した．次に，減速期の細菌の培養開始から 12 時間後に 20 μL 培

地を採取，これを新たな培地に植菌することで対数増殖期の細菌を培養した．結果を Figure 
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2.4 に示す．この図からわかるように，どの期間から培養した細菌も，2.2 で述べたように誘

導期，対数増殖期，減速期を経て増殖していることがわかる．また，静止期から培養を開始

した細菌は誘導期が一番長く，減速期から培養を開始した細菌の誘導期が一番短かった．静

止期の細菌は，細胞分裂に必要な物質の合成が停止した状態であるため，誘導期が一番長く

なったと考えられる．また，減速期から培養を開始した細菌は，対数増殖期から培養を開始

した細菌に比べて初期濃度が高かったため  (減速期は 1.0×105 cells/mL，対数増殖期は

4.0×103 cells/mL) ，より早く静止期に達したものと思われる． 

 

 

 

Table 2.1  Composition of culture medium for K. xylinus. 

 

 

 

 

 

 
Figure 2.3  BC production as a function of glucose concentration. The weight of BC was measured 

in wet state. Error bars represent the standard deviations; n = 3. 
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Figure 2.4  Growth curve of K. xylinus inoculated from various phase. 

 

 

2.4  結言 
本章では，微生物培養の理論と BC 産生菌の特性を示し，本研究全体に関わる基礎的な知

識について述べた．加えて，BC 産生菌の培養実験を行い，用いた菌株の増殖特性を明らか

にした．培地に加えるグルコース量には至適値が存在することを示し，その濃度はおよそ

0.5 M であることを確認した．また，異なる増殖期にある BC 産生菌を，培地に植菌した際

の増殖速度の違いを評価した．その結果，減速期，対数増殖期，静止期の順で増殖速度が高

いことがわかった． 
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第3章  
微細構造を有する BC膜の成形技術 
 
 
 

3.1  緒言 
 ナノメートルオーダの直径をもつ繊維で構成された材料はナノファイバ材料と呼ばれ，

ECM との構造的類似性のために，特に組織工学に応用されている[53-55]．ナノメートルオ

ーダの繊維に加え，マイクロメートルオーダの足場構造が接着細胞の機能と挙動に大きな

影響を与える．したがって，生体内環境を模倣する上で，ナノファイバ材料から微細なトポ

グラフィを形成する技術は極めて重要である[38-42]．例えば，Martins らはポリ(ε-カプロラ

クトン)の前駆体溶液を導電性メッシュコレクタに電界紡糸して，微細構造を有するナノフ

ァイバ膜 (P-NFM) を作製した[56]．平坦膜 (PCL NFM) に播種されたヒト骨髄間葉系幹細

胞は明確なパターン形成を示さなかったが，P-NFM に播種された細胞は接着性を示し，パ

ターンに沿って広がった．また，骨組織特異的な転写産物であるアルカリホスフォターゼ，

Runx2，および Osterix の転写量も，P-NFM を用いた培養では有意に多く，マクロな構造が

分化を促進することが示された． 

ナノファイバ膜上にマイクロメートルオーダの構造を形成するためには，エレクトロス

ピニング法が主に用いられてきた[57-63]．この技術は，表面に微細構造を有する導電性コレ

クタを使用する方法と，光架橋可能材料を電界紡糸した後に，膜をフォトリソグラフィで微

細パターン化する方法との大きく 2 つに分けられる． 

しかしながら，これらの方法はすべて，歩留まり悪さから製造コストが高いという欠点が

ある．また，電界紡糸法では隣接するジェット同士の干渉や，低流量といった問題もしばし

ば生じる[64]．ノズルなし電界紡糸法[65-67]やマルチジェット電界紡糸法[68]といった，生

産性を向上させる研究例はあるものの，ナノファイバ材料の産業利用は限られた分野にと

どまっている． 

そこで，本章では簡便に微細構造を有する BC 膜を成形可能なプロセスを提案し，プロセ

スの評価を行う．  
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3.2 プロセス概要 
 Figure 3.1 にプロセスを示す．まず，微細構造を有する PDMS の膜を K. xylinus の培地表

面上に浮遊させる．PDMS は疎水性であるため，密度は水よりも高い (1.11 g/cm3) が，培地

表面に安定的に浮遊する． 

次に，培地内に K. xylinus の懸濁液を加えて静地培養する．PDMS はガス透過率が高いた

め[69]，その膜を通して酸素が K. xylinus に供給される．したがって，K. xylinus は PDMS 膜

上で BC を生成し，PDMS の微細構造パターンと反転した微細構造が BC 膜上に転写され

る． 

本プロセスは，容易にスケールアップが可能で，現在産業的に用いられる BC 生産プロセ

スと組み合わせることもできる．また，PDMS 膜のマスターモールドは何度でも繰り返し使

用することができ，経済性も非常に高い． 

 

 

 

 

 

Figure 3.1  Schematic illustration of the process for micropatterning BC film. PDMS master molds 

with micrometer-range geometries are placed onto the culture medium with the bacteria. PDMS is 

highly gas permeable, allowing oxygen to be supplied with bacteria from atmosphere for the 

production of BC. Subsequently, by consuming oxygen and nutrition, the bacteria produce cellulosic 

nanofibers along with the surface of the PDMS master mold during the bacterial locomotion, resulting 

in the micropatterned BC film.  
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3.3 実験 

3.3.1  マスターモールドの作製 

 以下の手順により，フォトリソグラフィ技術によってPDMS鋳型を製作した． 

 

 (1) スピンコート 

フォトレジストとして，エポキシ樹脂であるSU-8を使用した．SU-8には粘性に応じて様々

なグレードが存在し，適する膜厚もそれに応じて異なる．本実験ではSU-8 10およびSU-8 

3050を用いた (ともに日本化薬株式会社)． 

まず，高圧窒素ガスにより洗浄したガラス基板 (Micro slide Glass，76×52×1.1 mm3，松

浪硝子工業株式会社) をスピンコータのステージ上に配置し，基板上にレジストを塗布した．

スピンコート後，基板をホットプレート上 (65℃または100℃) で加熱し，レジスト中の溶

媒を蒸発させた． 加熱後，基板を室温下で10分間放置して冷却した．これにより，ガラス

基板とレジストの線膨張率の違いから，レジストが基板から剥離することを防ぐことがで

きる． 

 

 (2) 露光 

フォトマスクとレジストを接触させた状態で，マスクアライナ (EMA-400，ユニオン光学

株式会社) を用いて紫外線を照射した．露光に使用した紫外線の波長は405 nm，エネルギー

密度は20 mW/cm2であった．紫外線が照射された領域は，発生した酸により高分子鎖が相互

に架橋される．紫外線の照射後，基板をホットプレート上 (65℃または100℃) で加熱し，架

橋反応を促進した． 

 

 (3) 現像 

 露光処理した基板を，現像液であるSU-8 Developer (日本化薬株式会社) 内に配置し，レジ

ストの未架橋領域を溶解させた．この際，溶解したSU-8が基板表面に留まらないよう，振と

う機 (ROTARY SHAKER NX-20，株式会社日伸理化) の上で振とうさせながら現像を行った．

その後，現像液から基板を取り出し，高圧窒素ガスで基板を洗浄することで，微細構造体を

ガラス基板上に形成した． 

 

 次に，製作した微細構造をPDMS上に転写した．PDMSのプレポリマは表面エネルギーが

小さいため，微細な形状を正確に転写することができる．まず，PDMS (sylgard 184，東レ・

ダウコーニング株式会社) の主剤と重合剤を体積比10:1で混合し，真空デシケータ―内に30

分放置することで，プレポリマ内の泡を除去した．次に，プレポリマをシリンジにてSU-8微

細構造上に4 ml滴下し，プレポリマが基板全体に広がったのちにスピンコートを行った． 
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その後，基板を100℃のホットプレート上で約1時間加熱し，重合を促進した．重合が終了し

たPDMSを，医療用メスにより切断し，微細構造を有するPDMS膜を製作した．  

本実験では，フォトマスクとしてFigure 3.2に示した2種類のパターンを使用した．なお，

このフォトマスクの製作は東京プロセスサービスに委託した．ドットパターンマスク，ライ

ンパターンマスクを使用した際のプロセス条件をそれぞれTable 3.1，Table 3.2に示す．製作

した構造体の高さをレーザ顕微鏡 (VK-X100，株式会社キーエンス) により測定した．その

結果，ドットのパターンでは52.15±1.84 μm，ラインパターンでは，4.28±0.08 μmであった．  

次に，PDMS膜製作におけるプロセス条件をTable 3.3に示す．また，膜厚と回転数rの関係を

Fig. 3.5に示す．スピンコーティングにおける膜厚は，初期液膜の厚さが不均一であっても回

転にするにつれて均一になる[70]．Meyerhoferは粘性流と蒸発の効果を考慮し，膜厚hを表す

以下の式を導いた[71]． 

 

ℎ = x (
𝑒

2 (1 − 𝑥) 𝐾
)

−
1
2
 (3.1)  

 
𝑒 = C√𝜔 (3.2)  

 

𝐾 =
ρ𝜔2

3𝜂
 (3.3)  

ここで，x は溶液中の有効固体成分，e とK はそれぞれ蒸発定数と流れ定数，ω は回転数，

ρ は液体の密度，η は粘性率，C は気相流れに関する定数である．多くの実験例から膜厚が

ω の－1/2乗に比例することがわかり，多くの実験例は式(3.1) とよく一致するが，液体の揮

発性により乗数は異なる値となることがある[72]．したがって，以下の式を用いて膜厚hを

実験的に求めることができる． 

 

ℎ = (
𝜔

𝑘
)

1
𝑛

 (3.4)  

ここで，k は樹脂や湿度などの要因に起因する定数である．式 (3.4) を用いてフィッティン

グした結果をFigure 3.3に実線で示す．これにより，回転数を変化させることでPDMS膜の膜

厚を制御できるが，膜厚が200 μmよりも薄いPDMS膜を基板から剥離させる際，PDMSが微

細構造へ付着し，膜が破損した．したがって，BC膜の製作には膜厚200 μm以上のものを用

いた． 

 Figure 3.4に，ラインパターンのフォトマスクを用いて製作したPDMS膜の微細構造を示す．

この図からわかるように，線幅2.5 μm以下の凹構造は製作できなかった．また，凸構造につ

いては，幅の測定値が2.5μmよりも大きかった (4.25±0.12μm) ため，パターン幅5 μm以上の

膜を，BC膜の製作に使用した． 



25 

 

 

 

 
Figure 3.2  Photomask design for the dot pattern (top) and the line pattern (bottom).  
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Table 3.1  Condition of photolithography for the dot pattern. 

 
 

 

 

 

 

Table 3.2  Condition of photolithography for the line pattern. 
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Table 3.3  Condition of spin coating process for the PDMS master mold. 

 
 

 

 

 

Figure 3.3  Thickness of PDMS master mold as a function of rotational speed in the spin coating 

process. Fitting curve was calculated by using the Eq. (3.4). Error bars represent standard deviation; 

sample size n = 5.  
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Figure 3.4  Micrographs of the micropatternd PDMS master mold film with line-pattern. The images 

show the concave (left) and convex (right) pattern. Scale bars, 40 μm.  
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3.3.2  微細構造を有する BC膜の成形 

 3.3.1 で作製した PDMS 膜を用いることで，Figure 3.5 に示すような微細構造を有する BC

膜を製作することができる．培養のプロセスはまず作製した PDMS 膜を K. xylinus の液体培

地表面に浮遊させ，K. xylinus の懸濁液 (菌濃度：2.0×108 cells/mL) を 1 mL 培地中に加える

ことで K. xylinus を培養した．なお，培地は Table 2.1 に示した溶液 1 と 2 を等量混合したも

のを 15 mL 使用した．培養容器には，ポリスチレン製の EOG 滅菌済みシャーレ (CHIC シ

ャーレ，アズワン株式会社，直径 90 mm，高さ 15 mm) を使用し，30℃に設定された恒温槽

内で 3 日以上培養を行った．Figure 3.5 から，BC のセルロースナノファイバネットワーク構

造が保たれていることがわかる．BC 膜は培養容器の気液表面全体を覆うようにして形成さ

れるが，興味深いことに PDMS 膜の縁部分では BC 膜の厚さが 10 μm 以下と非常に薄くな

っていた． 

 

 

 

 

 
Figure 3.5  Images of the micropatterned BC film. (a) Photograph of the micropatterned BC film. (b) 

SEM image of the micropatterned BC film with concave pattern. (c) SEM image at the cross section 

of the line-patterned BC film. Scale bars, 20 mm for (a), 30 μm for (b), and 50 μm for (c).  
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3.3.3  最小構造の評価 

 本プロセスを産業利用する上で，成形可能な構造の最小サイズは重要な指標である．K. 

xylinus の大きさが数 μm であるため，製作可能な最小構造の存在が予測される．そこで，

様々なサイズの構造を有する BC 膜を作製し，その構造サイズについて調べた． 

まず，ドットパターンのフォトマスク (Figure 3.2 (上) ) を使用して作製したPDMS膜から

BC膜を作製した．製作されたBC膜の光学顕微鏡画像をFigure 3.6に示す．この図から，PDMS

膜の微細構造が正確に転写されていることがわかる．この転写の正確性を定量的に評価す

るため，倒立顕微鏡から得た画像データをもとに，円形微細構造の直径を測定した．なお，

測定にはImageJを使用した．結果をFigure 3.7に示す．結果からわかるように，微細構造の直

径に依存することなく，また凹構造，凸構造どちらのパターンも，BC上に形成された全て

の微細構造体のサイズはフォトマスクの設計値と等しくなった．このことから，20 μmまで

の微細構造体をBC膜上に転写することが可能であることがわかった． 

 次に，ラインパターンのフォトマスク (Figure 3.2 (下) ) を用いて作製した PDMS 膜から

BC 膜を作製した．製作された BC 膜の電子顕微鏡画像を Figure 3.8 に示す．なお，電子顕微

鏡画像の取得に際し，製作した BC 膜を凍結乾燥することでサンプルを作製した．ここで，

BC 膜をまず 1 M NaOH 溶液 (和光純薬株式会社)， 次いで脱イオン水で洗浄したのち，5.1 

mM マルトース溶液に 1 晩浸漬した．マルトース溶液は，マルトース分子が BC のセルロー

スファイバ間に入り込み，乾燥した際ファイバ同士が凝集するのを抑制する効果がある．こ

のプロセスを経た BC 膜を液体窒素にて凍結し，凍結乾燥機 (FD-1000，東京理化器械株式

会社) にて乾燥した．これにオスミウムをコートし，サンプルを作製した．ドットパターン

のときと同様に，転写の正確性を定量的に評価するため，形成された微細構造体の線幅を測

定した．結果を Figure 3.9 に示す．この結果からわかるように，BC 上に形成された全ての

微細構造体のサイズはフォトマスクの設計値と等しくなった．したがって，本プロセスは最

低でも 2.5 μm の構造を形成できることがわかった． 
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Figure 3.6  Micrographs of the micropatternd BC film with dot patterns. The pattern diameter means 

the design value for the photomask to prepare the replica mold for the PDMS master mold. Scale bars, 

400 μm for large images and 30μm for insets. 
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Figure 3.7  Diameters of the dot patterns on the PDMS master molds and the BC films with concave 

pattern (left) and convex pattern (right). Error bars show standard deviation; sample size n = 30. 

 

 

 

 
Figure 3.8  SEM images of the micropatterned BC film with line patterns. The images in right row 

are enlarged views of the left images. The pattern width means the design value for the photomask to 

prepare the replica mold for the PDMS master mold. Scale bars, 100 μm for the upper images and 

20μm for the lower images. 
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Figure 3.9  Widths of the line patterns on the PDMS master molds and the BC films with convex 

pattern. Error bars show standard deviation; sample size n = 30. 
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3.3.4  膜厚の評価 

BC膜の膜厚は，応用において重要なパラメータとなりうる．そこで，膜厚と諸条件との

関係を調べた． 

まず，培養時間と膜厚の関係を調べるため，膜厚0.30 mmのPDMS膜を用いて培養を行っ

た．Figure 3.10にその結果を示す．このグラフが示すように，培養時間が2日から7日に増加

するにしたがい，膜厚が84.3 μmから987 μmまで増加した．1日よりも少ない培養時間では，

機械的強度も不十分であったため膜厚の測定は行えなかった．また，BC生成量は菌体濃度

に比例する，増殖連動型 (growth associated) の生成物生成過程であることが知られており

[73]，2日から4日の培養期間は対数増殖期を反映していると考えられる．したがって，挿入

図のように膜厚の対数を縦軸にとることで，培養時間を変化させることにより膜厚を正確

に制御可能であることが分かる． 

次に，PDMS膜の膜厚がBC膜の膜厚に及ぼす影響を調べた．実験では，0.30，0.78，1.02，

3.63，8.25 mmの膜厚をもったPDMS膜を使用した．なお，0.30，0.78，1.02 mmの膜厚をもっ

たPDMS膜は，スピンコートにより製作し，3.63，8.25 mmの膜厚をもったPDMS膜はSU-8基

板をプラスチック容器内に配置し，その容器内に注入するPDMSの容量を調節することで製

作した．また，培養時間は全ての膜厚で7日とした．Figure 3.11に結果を示す．この結果が示

すとおり，PDMS膜の膜厚が増加するにしたがい，BC膜の膜厚は減少していることがわか

る．また，膜厚が3.63 mm以上のPDMS膜を使用したサンプルでは，BCの生成が認められな

かった．これについて考察を行うため，以下の式で表されるFickの第一法則について考える． 

 

𝐹 = 𝐷
𝐶𝑎𝑖𝑟 − 𝐶0

𝑧
 (3.5)  

ここで，F は細菌の酸素消費速度，D は酸素の培地における拡散係数，z は気液界面から深

さ方向への距離，Cair は空気中の酸素濃度，C0 は位置z における酸素濃度を表す (Figure 

3.12)．これらに各値，F = 100 pmol s-1 cm-2，D = 2×10 -5 cm2 s-1，Cair = 160 nmol mL-1を代入

し，BC産生菌がBC生成に要する最低酸素濃度C0 = 100 nmol mL-1[74]用いると，z = 1.2 mmと

なる．この値はFigure 3.11の結果と整合するようにみえる．一方で，1.02 mm以下の膜厚で

は，PDMS膜厚とBC膜厚は線形の関係にない．これは，式 (2.21) のように，BC産生菌の増

殖速度が酸素濃度と非線形の関係にあるためと考えられる． 

これらの結果より，提案のプロセスを用いて生成されるBCの膜厚は，時間とPDMS膜厚に

依存することがわかった．PDMS膜厚は，倍地中の酸素濃度を介してBC膜厚を変化させるも

のと考えられる．これらの因子は，BC産生菌を静地培養した際のBC膜厚に影響を及ぼすも

のと同等であることから，培地成分とその濃度やpH，温度といったその他の因子もBC膜厚

に影響をもつと考えられる．  
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Figure 3.10  Thickness of the micropatterned BC film h as a function of time. Inset shows the linear 

fitting from 2 to 4 days. Error bars represent standard deviation; sample size n = 9. 

 

 

 

 

Figure 3.11  Thickness of BC as a function of thickness of PDMS master mold. Error bars show 

standard deviation; sample size n = 9.  
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Figure 3.12  Schematic illustration of the cultivation model for micropattering BC membrane. 
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3.4  結言 
本章では，PDMS 鋳型を用いることで BC 膜上に微細構造を転写する方法を提案した．提

案の成形プロセスにおいて，鋳型の構造を様々に変えることにより，鋳型構造が正確に転写

された BC 膜を作製可能であることを確認した．また，5, 10, 20 μm の幅をもつラインパタ

ーンの PDMS 膜を用いて，作製可能な最小サイズを調べた．その結果，パターンの凹凸に

関わらず，5, 10, 20 μm 全ての構造サイズが製作可能であった．したがって，本プロセスに

よって成形可能な最小構造は数 μm より小さいと考えられる．この結果と BC のファイバ径

が 50 nm 程度であることを考え合わせると，この最小構造は数百-数千 nm オーダであると

推定される．BC ナノファイバのナノメートルオーダの構造と，足場のマイクロメートルオ

ーダの構造を複合的に組み合わせることにより，生体内環境をより正確に模倣できる可能

性がある．これにより，幹細胞の効率的な分化などが期待される． 

また，PDMS 膜の膜厚と BC 膜の膜厚との関係を評価した．その結果，PDMS 膜厚の増

加にともない BC 膜厚が減少することがわかった．また，PDMS 膜厚が一定の値を越える

と，BC 膜が生成されないことが明らかになった．これは，BC 産生菌に供給される酸素濃

度が，PDMS 膜厚の増加にともなって減少し，ある厚み以上になると BC 生成に必要な酸素

供給量が満たせなくなるためであると推測された． 

さらに，BC 産生菌の培養時間を変化させることにより，生成される BC の膜厚が約 0.1-

1.7 mm の範囲で変化することを確認した．BC 膜厚は細菌濃度に比例することが知られてい

るため，対数増殖期の範囲では，比増殖速度 μrを知ることができれば BC 膜厚を正確に制御

することができる．ただし，μrは温度，酸素濃度，基質濃度などにより変化するため，培養

条件に応じて実験的に μrを求める必要がある． 
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第4章  
BC微小球の成形技術 
 
 
 

4.1  緒言 
 ナノファイバ材料からなる微小球は，ナノテクノロジーの発展とともに近年盛んに研究

されている．なお，ここで微小球とはマイクロメートルオーダの径をもつ粒子のことを指す．

特にその有用性が期待されるのは，マイクロキャリアーや細胞送達技術への応用である． 

 マイクロキャリアーとは，足場依存性をもつ細胞の接触面積を増大させる技術で，抗体医

薬など付加価値の高いバイオ医薬品の生産に欠かすことのできないものとなっている[75-

81]．一般的には，ポリスチレンやジエチルアミノエチルセルロースなどの安価な材料が用

いられるが，マイクロキャリアー単位体積あたりの接触面積を増やし，培養装置内の培地流

れの影響を少なくする目的で，多孔質マイクロキャリアーも製品化されている． 

 細胞送達技術は，組織の再生を目標とし，細胞を付着させた微小球を損傷箇所に注入する

技術である．損傷部形状は不規則かつ複雑であり，注入可能な微小球は実用性が高い[82]．

これまで，ナノファイバ材料から微小球を作製し，骨[83]，軟骨[84]，象牙[85]，歯髄[86, 87]，

椎間板[88]など，様々な部位の再生を目的として研究がなされてきた． 

 ナノファイバ材料微小球を作製する従来方法としては，乳化重合法[89]や星型構造を有す

る分子の重合[90, 91]といったものがある．しかし，これらの方法では粒径が不均一であり，

また用いられる材料には生体適合性が確立されていないものもある．細胞培養の足場材料

として多くの研究例をもち，滅菌処理も可能な BC から微小球を作製することができれば，

より広範な応用が期待される．本章では，マイクロ流体法と組み合わせることにより，粒径

の均一な微小球を得ることができるプロセスを提案し，プロセスの評価を行う．なお，本研

究では細胞の足場材料としての応用を想定し，数十－数百マイクロメートルオーダの粒径

を有する微小球の作製を目的とする． 
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4.2 製作プロセスの概要 
 製作プロセスの概要は，可逆的に相転移する材料の微小球を犠牲構造として，ハイドロゲ

ル内部に球状の空隙を作製し，この空間の中で K. xylinus を培養することで，ゼラチン微小

球と同形状の BC 微小球を得るというものである．可逆的な相転移を示す材料は多く存在す

るが，プロセスを考慮すると細菌が死滅しない温和な条件で相転移を示す材料が必要とな

る．ゼラチンは理想的な温度範囲で固体と液体状態を転移することから，本研究ではゼラチ

ンを用いた． 

 ゼラチンは，動物の皮膚や骨，腱といった結合組織を酸またはアルカリ処理することによ

り，構造タンパク質であるコラーゲンが低分子化されて抽出されるものである．常温では未

変性のコラーゲンと同様に 3 重螺旋構造をとるのに対し，加熱による分子間会合の解消に

より，高温ではランダムコイル鎖として振る舞う．十分高濃度かつ高温の水溶液を冷却する

と，ゼラチン分子の一部が立体構造転移を起こして 3 重螺旋構造を回復し，これらの部分が

網目の結び目となって，ゲルが形成されると考えられている[92]．ゼラチンのゾル－ゲル間

の相転移はパーコレーション理論によって説明できるとされ，ゼラチンの濃度および冷却

速度に依存して転移温度が変化する．また，分子量も転移温度に影響を及ぼすため，ゼラチ

ンの由来と抽出方法にも注意を要する．  

また，犠牲構造を包括するハイドロゲルに求められる性質は，ゼラチンを固体状態で包括

し，細菌を死滅させないことである．アルギン酸カルシウムゲルは，直鎖型の高分子多糖類

であるアルギン酸が，カルシウムイオンによりイオン架橋することで形成される．このゲル

は温和な条件でゲル化し，毒性も少ないため，バイオ医療分野において多く用いられている．

アルギン酸は β-1,4 結合の D-マンヌロン酸 (M ブロック) と α-1,4 結合の L-グルロン酸 (G

ブロック) から構成されるブロック共重合体である．アルギン酸分子内では，M ブロックと

G ブロックが様々な順番で分散しており，異なる分子鎖の G ブロック間で Ca2+や Ba2+，Sr2+

などの 2 価金属イオンを抱き込み，エッグボックス構造を形成することでゲル化すると考

えられている．また，炭酸水素ナトリウムやクエン酸，エチレンジアミン四酢酸などの存在

下では金属イオンが奪われ，ゾルへ転移する． 

 製作プロセスを Figure 4.1 に示す．まず，ゼラチン (和光純薬工業株式会社) を 2. 2. 2

で調製した溶液 1 に加えて高圧滅菌処理を行う．これに等量の溶液 2 を加えてゼラチンを

含んだ培地を調製する．次に，この培地に対数増殖期の K. xylinus の懸濁液を体積比 10:1 (= 

培地：懸濁液) となるよう加え，この溶液が分散相，コーン油 (和光純薬) が連続相となっ

たエマルションを調製した．なお，このコーン油には，ゼラチン液滴の会合，およびゼラチ

ンゲル微小球の凝集を防止する目的で，界面活性剤 (Span 80，Sigma-Aldrich) を加えた．ま

た，エマルションの調製には，乳化法またはマイクロ流体法を用いた．生成されたエマルシ

ョンは，下流部の遠沈管で回収したのち，冷蔵庫内 (2℃) へ移して約 30 分間冷却した．分

散相に含まれるゼラチンにより，液滴がゲル化する．その後，純水 (2℃) の上にエマルショ
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ンを加え，回転数 2000 rpm で 1 分間遠心分離することにより，エマルション中の分散相を

純水中に移す．分離されたコーン油および純水を取り除いたのち，濃度 1.5 w/w%のアルギ

ン酸ナトリウム水溶液を加え，K. xylinus を含んだゼラチン微小球をアルギン酸ナトリウム

溶液内に分散させた．なお，用いたアルギン酸ナトリウムは和光純薬株式会社から購入した 

(粘度範囲：80-120 cp (10 g/L，20℃) ) ．この分散溶液をプラスチックシリンジ (汎用注射筒 

SS-10SZP，テルモ) で吸引し，分注用ノズル (内径：1.2 mm) を用いて塩化カルシウム溶液 

(150 mM，和光純薬) 中に吐出することで，ゼラチン微小球を含んだアルギン酸カルシウム

ファイバが得られる．これを 2. 2. 2 で調製した K. xylinus の培地内へ移し，恒温槽内 (温度

30℃，湿度 100% RH) で培養することで，K. xylinus が BC 微小球を生成する．ファイバ内

の BC を回収するには，ファイバをエチレンジアミン四酢酸 (EDTA) などのキレート剤に

浸漬することで，アルギン酸カルシウムゲルファイバは溶解する．本研究では，0.5MのEDTA

溶液 (ニッポンジーン株式会社，pH 8.0) を用いて，BC 微小球を回収した． 

なお，ゼラチンを含有する菌懸濁液は，ゼラチン水溶液を菌懸濁液に加えることで調製し

た．混合前の菌懸濁液は，液体培養した静止期の K. xylinus をフィルターで BC を除くこと

で得られる．プロセスの性質上，菌濃度が高いほど最終的な BC 微小球の収率は高いと考え

られる．つまり，加えるゼラチン溶液は少なければ少ないほど望ましい．そこで，まずゼラ

チン (和光純薬) 試薬が水に溶解する最大量を求めた．その結果，35 w/w%が最大濃度であ

ることがわかった．次に，菌懸濁液がゲル化するゼラチン溶液の最小追加量を求めるため，

試験管倒立法[93]によりゼラチンのゲル化点を調べた．その結果，ゼラチンの最終濃度が 4 

w/w/%以上のときゼラチン溶液はゲル化し，それを下回るときゼラチン溶液はゲル化しない

ことがわかった．そこで，ゼラチンの最終濃度が 4 w/w%となるよう，ゼラチン含有菌懸濁

液を調製しこれを用いた． 
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Figure 4.1  Process flow of the fabrication method: Emulsion is prepared using emulsification or 

microfluidics. (a) The emulsion is cooled to turn the gelatin droplet to gel state. (b) The emulsion is 

placed onto cold water (~2°C). (c) The gelatin microspheres are transferred into the cold water by 

centrifuge. (d) The gelatin microspheres are dispersed in Na-alginate solution. (e) Ca-alginate fiber is 

formed in CaCl2 solution. (f) In culture medium at 30°C, the gelatin changes to sol state. Here, the 

bacteria produce BC in the calcium alginate gel fiber. After production of BC, the calcium alginate gel 

fiber is dissolved in solution of EDTA. (g) The BC microspheres are obtained.  
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4.3  乳化法によるゼラチン微小球の調製 

4.3.1  エマルション安定性[94] 

 エマルションは粒径に従って，以下のように 3 つに分類できる． 

・マイクロエマルション：100 nm 以下 

・ミニエマルション：100 nm -1 μm 

・マクロエマルション：1 μm 以上 

マイクロエマルションはそのサイズの小ささから，分散相，連続相および界面活性剤を適切

に選定することで，熱力学的に安定した系とすることができるが，ミニエマルションおよび

マクロなエマルションは準安定状態であり，最終的には必ず 2 相に分離する．このエマルシ

ョンの熱力学的な安定性は以下の式で与えられる． 

 
∆𝐺form = ∆A𝛾12 − 𝑇∆𝑆conf (4.1)  

ここで，ΔGform はエマルション形成に伴うギブズ自由エネルギー変化，γ12 は 2 相の界面張

力，ΔSconfは配置エントロピー変化，ΔA は界面の面積変化であり，この式から ΔGformが負で

あればエマルションは自発的に形成されることがわかる．ミニエマルションとマクロエマ

ルションの場合，この値は正となりエマルションの形成には粉砕などのエネルギー入力を

要する． 

この粉砕は，主に強制的な流れを繰り返し与えることで行われ，乳化法と呼ばれる．流れ

は一般的に乱流となり，大きな液滴が引き伸ばされて，テイラー不安定によって小さな液滴

へ崩壊する．この過程では液滴の再合一も同時に起こっているため，液滴径を正確に制御す

ることは困難である．平均の液滴サイズは単位時間当たりの供給エネルギーに依存し，これ

が大きいほど，平均液滴サイズは小さくなる．また，界面活性剤などの乳化剤を加えること

で γ12が低下するので，乳化剤は平均液滴直径を大きく減少させる．界面活性剤はさらに，

液滴の再合一を抑制することでエマルションの安定性を向上させる．本研究で作製するエ

マルションは，分散相がゼラチン水溶液の油中水滴 (W/O) エマルションであり，乳化剤を

適切に選定することでエマルションの安定性を大きく向上させることができる．どの乳化

剤を選定するかは依然として経験によるところが大きいが，Griffin [95]によって導入された

以下の式で表される親水－親油バランス (HLB) が一般的に利用される． 

 
∆𝐺form = ∆A𝛾12 − 𝑇∆𝑆conf (4.2)  

 

HLB<10 のとき W/O エマルションが形成され，HLB>10 の場合は O/W エマルションが形成
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されることとなる．マクロな W/O エマルションを作製する場合，HLB が 3-6 程度の界面活

剤が一般的に用いられる．  

エマルションの崩壊過程は，以下に示す 4 つの機構に大きく分類される． 

 

(1) 沈降と浮上 (クリーミング)  

 希薄なエマルションの場合，沈降または浮上する速度 vｓは次式で表される． 

 

𝑣s =
2𝜋∆𝜌𝑔𝑎2

9𝜂
 (4.3)  

ここで，Δρ は分散相と連続相の密度差，g は重力加速度，a は液滴半径，η は連続相の粘度

である．この式から，分散相と連続相の密度差が小さくなるよう，油を選定すればよいこと

がわかる．また，η を増加させることで沈降速度が減少し，エマルションの安定性を増加さ

せることができる．この目的で，連続相に高分子を添加させるといった方法も用いられる． 

 

(2) 凝集 

 液滴同士が会合し，より大きな集合体となる現象は凝集とよばれる．液滴間には静電斥力

とファンデルワールス引力が働き，これらの全相互作用によってコロイド粒子の安定性が

評価できる．この理論は提唱者の頭文字をとって，DLVO 理論とよばれる．ファンデルワー

ルス引力は連続相環境の変化に対して敏感ではないため，一定とみなすことができる[96]．

静電斥力は距離の 2 乗に反比例する一方，一般的にファンデルワールス力は距離の 6 乗に

反比例するため，斥力によるエネルギー障壁を熱エネルギーkBT が上回り，液滴同士が十分

に接近すると，引力が斥力を常に上回り凝集が引き起こされる．連続相が水やエチレングリ

コールのような極性の大きい液体であるとき，pH 変化やイオン性界面活性剤の添加により，

静電斥力を増加させることでエマルションを安定させることができる．一方，W/O エマル

ションでは連続相の極性が小さいため，凝集を防ぐには界面活性剤を系に導入し，構造的に

凝集を阻害して安定化させることが必要である．  

 

(3) 合一 

 2 つの液滴が互いに近接すると，慣性エネルギーによって液滴間の連続相は平らな薄膜を

形成する．この薄膜が何らかの要因で破裂することで，液滴は合一する．この破裂は，熱的

あるいは機械的な振動波の節同士が接近し，膜中に穴を形成することで引き起こされる．界

面活性剤が液滴表面に吸着したエマルションでは，振動波が 2 つの界面の面積増加 ΔA によ

り妨げられる．界面の拡張のしやすさは界面の膨張率，すなわちギブズの弾性率 ε と呼ばれ

る以下の式で定義される． 
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𝜀 =
𝑑𝛾12

𝑑𝑙𝑛𝐴
 (4.4)  

ε が大きいほど，エマルションは合一しにくくなるが，界面活性剤濃度 csが大きいほどこの

効果は大きい．これは，界面内の界面活性剤移動により，波の節で界面活性剤の濃度が減少

するが，バルク相内の界面活性剤がこの枯渇領域に流れ込むため，枯渇が相殺されるためで

ある．しかし，十分高い csでは，振動波によって生じる界面活性剤分子の界面に沿う移動速

度が，界面活性剤のバルク相から液滴表面への吸着速度と等しくなるため，式 (4.4) の dγ12，

ε 両方が減少する．したがって，エマルションの合一を抑制するための csに最適値があるこ

とが示唆される． 

 

(4) オストワルド成長 

 湾曲した液液界面の両側には圧力差 Δp が存在し，以下のラプラス式で与えられる． 

 

∆𝑝 =
2𝛾12

𝑟
 (4.5)  

ここで，r は液滴の半径である．この圧力差はラプラス圧と呼ばれ，液滴が小さいほど大き

くなる．よって，小さい液滴は大きな液滴へ連続相を横切って液滴のサイズが等しくなるま

で分子が移動し，エマルションを不安定化させる．この現象はオストワルド成長と呼ばれる．

この現象は，液滴のサイズ分布が広い，つまり多分散性が高いほど促進される．また，式 

(4.5) から分かるように，界面活性剤の添加により界面エネルギーγ12 が小さくなることで，

オストワルド成長を抑えることができる．しかし，分散相分子の連続相への溶解度が増すほ

ど，移動速度が増加するため，過剰な界面活性剤はオストワルド成長を促し，エマルション

を不安定化する．このことからも，エマルションの安定性に関して，界面活性剤濃度 csには

最適値が存在することが示唆される． 
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4.3.2  油／界面活性剤系の決定 

 本プロセスに使用する油と界面活性剤の選定において，BC 産生菌を死滅させないことが

求められる．また製作プロセスを考慮すると，ゼラチンをゲル化させるためにエマルション

を冷却する必要があり，ゼラチンのゲル化転移点が 20℃程度であるため，凝固点がこの温

度以下である油を使用しなければならない．したがって，油はコーン油を選定した．また，

界面活性剤の候補としては W/O エマルションに適した HLB を有する Span 80 (メルク株式

会社，HLB：4.3) を選定した．界面活性剤の最適な濃度を決定するため，様々な濃度の界面

活性剤を用い，撹拌によりエマルションを調製しエマルションの安定性を評価した． 

エマルション安定性の評価指標として，Pearce と Kinsella が 1978 年に提案した以下の値

が用いられることがある[97]． 

 
ESI =

𝜏(0)𝑡

𝜏(𝑡) − 𝜏 (0) 
 (4.6)  

ここで，τ (0) と τ (t) はそれぞれ初期と一定時間後の濁度であり，特定の波長を用いた分光

光度計によって簡便に測定できる．しかし，濁度と粒径の間に単純な相関はないため，エマ

ルションの評価指標として上式を用いるのは不適切である． 

そこで，正確にエマルション安定性を評価する指標として，近年では Emulsion Stability 

Index (ESI) と呼ばれる以下の式が用いられる．  

 
ESI =

𝑑(0)𝑡

𝑑(𝑡) − 𝑑 (0) 
 (4.7)  

ここで，d (0) は液滴の初期平均直径であり d (t) は t 時間後の平均直径を表す．この ESI を

用いる上での注意点は， (1) 粒径は線形に増加しないので，経過時間はそろえる． (2) 液

滴成長は初期の粒径分布に依存するので，初期の平均直径を極力そろえる必要がある． 

ゼラチン球の直径は，レーザ回折／散乱法に基づく粒子分布計測装置である LA-960 (株

式会社 堀場製作所) を用いた．本装置は赤色 (波長 650 nm) 半導体レーザおよび青色 (波

長 405 nm) 発光ダイオードを用いた光学系により，20 nm から 5 mm までの粒子直径が測定

可能とされる．粒子径直径の測定方法としては，他に光学顕微鏡による画像処理が挙げられ

るが，安定性の乏しいエマルションのでは，測定中に液滴径が変化し，正確な液滴径の評価

が困難である．レーザ回折／散乱法では，Mie 散乱理論に基づき粒子径分布を短時間で測定

が可能であるため，本実験に最適な手法である．  

 界面活性剤の最適な濃度を決定するため，以下の手順でエマルションを調製し，液滴径分

布を測定した． 

 

(1) マグネットスターラーを内包した遠沈管に菌懸濁液とゼラチンの混合溶液を 1 
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mL 滴下し，次いで Span 80 を混合したコーン油を 9 mL 滴下した． 

 

(2) スターラーを用いて，回転数 750 rpm で 3 分間上記の液体を撹拌し，エマルショ

ンを調製した． 

 

(3) 調製したエマルションを 10 mL のコーン油に 50 μL 滴下し，十分撹拌して測定サ

ンプルを調製した． 

 

(4) コーン油の屈折率を 1.47 で設定し，粒子径分布測定を行った． 

 

(5) エマルションの調製から 1 時間後，再び同様の希釈率で測定サンプルを調製し，

粒子径分布計測を行った． 

 

 Figure 4.2 に代表的な粒子径分布を示す．Span 80 の濃度が低いとき，エマルションの調製

から 1 時間経過すると崩壊過程によって液滴径が大きくなっていることがわかる．また，濃

度が増加するにつれて分布がエマルション調製直後と 1 時間経過後に差がなくなっていく

ことがわかる．この安定性を定量的に評価するため，それぞれのサンプルの平均径を用いて

ESI を式 (4.7) から算出した．結果を Figure 4.3 に示す．Span 80 の濃度が 2.5%を超えると

急激に安定性が増していることがわかる．これは，界面活性剤が全てのコロイド表面を被覆

する濃度がこの付近であるためと考えられる．また，界面活性剤濃度 8%で安定性は極大値

をとるようにみえるが，これは式 (4.7) をみると分かるように，分母が小さいほど，つまり

初期液滴径と 1 時間経過後の液滴径の差が小さくなるほど，安定性が過大に評価される．実

際，界面活性剤濃度が3%より大きいとき，初期径と終端径の間に統計的有意差がなくなる．

よって，以降では Span 80 の濃度を 3%とした． 
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Figure 4.2  Size distributions of the droplets with different concentrations of Span 80. Frequency is 

based on the number of particles measured by laser diffraction scattering type particle size distribution 

measuring method. 
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Figure 4.3  Emulsion stability index (ESI) versus the concentration of span 80. ESI was calculated 

from Eq. (4.7). 
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4.4  マイクロ流体デバイスによるゼラチン微小球の調製 

4.4.1  液滴生成デバイス[98] 

 マイクロメートルオーダの構造体から構成されるマイクロ流体デバイスでは，層流の性

質を利用して流れの正確な制御が可能となる．これにより，一定のせん断応力を発生させる

ことができるため，極めて単分散性な，すなわち液体サイズの均一性が高い液滴生成が可能

となる．液滴生成デバイスは，その応用性の高さからこれまで様々な研究が行われてきた．

液滴生成の原理は大きく分けて受動型と能動型に分けられる． 

受動型では，交じり合わない 2 相の流れがシリンジポンプなどの一定のエネルギー入力

によって制御される．その機構の簡便さから粒径の予測式を始め，能動型と比較して理論が

充実している． 

一方，能動型では受動型で用いられる微小構造に加え，クーロン力などの追加的なエネル

ギー入力を用いて液滴を生成する．受動型と比較し，より広範囲かつ正確に液滴サイズを制

御でき，また液滴生成速度を大幅に低減することも可能である． 

また，マイクロ流体デバイスはソフトリソグラフィー技術による 2 次元型と，3D プリン

タやガラスキャピラリなどから構成される 3 次元型に分けられる．2 次元型では分散相流体

が流路壁に付着することで安定な液滴生成が行えないなど，いわゆる濡れ性の問題 (Wetting 

problem) が現れる．よって，本研究では煩雑な作業を要さず作製が可能な 3 次元型の同軸

流 (Co-flow) 原理のマイクロ流体デバイスを用いた． 
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4.4.2  理論[99] 

 同軸流による液滴生成デバイスの液滴生成過程を Figure 4.4 に示す．この液滴生成は，分

散相の体積流量 qdや連続相の体積流量 qcなどに応じて，様々な領域に変化する．マイクロ

流体デバイスを用いる最大の利点は，サイズが均一な液滴が得られるという点であり，これ

はドリッピング (Dripping) 領域において実現される．したがって，本研究ではドリッピン

グ領域のみで液滴を生成することとし，この領域における液滴径の理論式について以下で

述べる． 

 ドリッピング領域においては，連続相の流れによる液滴表面の粘性応力が液滴の界面張

力を越えるまで，液滴はサイズを増す (Figure 4.4) ．ここで，ガラスニードルが液滴を保持

する界面張力は πdiγ と表せる．レイノルズ数 (Re = dvρc/ηc) が十分低いとき，連続相による

抗力はストークスの法則より 3πηc (d - do)(v – vd) で表せる．ここで，ρc，ηc，v はそれぞれ連

続相の密度，粘度，速度である．また，d は液滴径，vdは成長する液滴の流線速度成分であ

る．d - doの項はガラスニードル先端による液滴の遮蔽効果を表す．また，v – vdは連続相と

液滴周囲流速の相対速度であり，vd ≈ q/πd2である．浮力，ラプラス圧はそれぞれ，πd3gΔρ/6 

(Δρ は 2 相の密度差), πγdi2/d (d > di) と表せるが，本研究で用いたシステムではこれらの値

は小さく無視できる．また，分散相がガラスニードルから液滴へ流入する際，運動量が変化

することによる力は 4ρdq2/di2と表せる．この力も小さいため無視できる． 

 よって，界面張力と抗力の釣り合いから， 

 
𝑣̃𝑑̃3 − (𝑣̃ + 1)𝑑̃2 − 𝑞̃𝑑̃ + 𝑞̃ = 0 (4.8)  

となる．ここで，𝑣̃ = v/vo，𝑑̃ = d/di， 𝑞̃ = q/qo，vo = γ/3ηc，qo = πdi2γ/3ηcである．また，di ≈ 

doと仮定している． 

 qoに比べて q が小さいとき，𝑞̃ の項は無視でき， 

 
𝑑̃ = 1 + 𝑣̃−1 (4.9)  

となる．実際には，補正係数 a, b を用いて 

 
𝑑̃ = a + 𝑏𝑣̃−1 (4.10)  

とすることで，より実験値との整合性が向上する．ここで，a, b はガラスニードル径に依存

した係数であり，1 に近い正数となる． 

 

 

 



52 

 

 

 

 

 

Figure 4.4  Schematics of the drop evolution in the co-flow microfluidic device. 
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4.4.3  デバイスの製作 

 本研究におけるマイクロ流体システムの概要図を Figure 4.5 に示す．図に示したマイクロ

流体デバイスの製作にあたり，まずガラス管 (内径：0.4 mm，外径：1.2 mm，リングスキャ

ップス，アズワン株式会社) をガラスプーラー (PC-10，株式会社成茂科学器械研究所) によ

って延伸し，中空のガラスニードルを製作した．プーラーに固定されたガラス管は，ヒータ

により加熱されながら重りによって引き伸ばされ，鋭利な先端をもつガラスニードルとな

る．この先端を切断する位置をマイクロフォージ (MF-900，株式会社成茂科学器械研究所) 

により調製することで，様々な内径をもつ中空ガラスニードルが製作できる．次に，あらか

じめ固化させた PDMS (厚さ 2 mm 以下) の層の上に分注用ノズル (外径：1.3 mm) を配置

し，PDMS プレポリマ (主剤:重合剤＝10:1 (体積比) ) に埋没させて固化させたのち，分注用

ノズルを引き抜くことで，径 1.3 mm の円形断面流路を製作した．この流路の入口側に，ガ

ラスニードルと T 字型プラスチックコネクタ (ミニフィッティング VFT106) を挿入し，出

口側にプラスチックコネクタ (ミニフィッティング VFI116) とシリコーンチューブ (内

径：1.5 mm，外径：2.5 mm) を接続し，それをステンレス製の中空金属管 (内径：1 mm，外

径：2 mm，長さ 0.5 m) に接続した．この金属管を冷却浴に浸すことで，生成された液適を

合一させることなく，流路内でゲル化させた． 

また，T 字型プラスチックコネクタの連続相側入り口にはシリコーンチューブ (内径 1.5 

mm，外径 2.5 mm) を介してフローレスポンプ (スムーズフローポンプ Q，株式会社タクミ

ナ) からコーン油が流入するようにデバイスを構成し，また分散相側の入り口はシリコーン

チューブ (内径 1.0 mm，外径 2.0 mm) を介してシリンジポンプと接続し，ゼラチンと K. 

xylinus 懸濁液の混合溶液が流入するようデバイスを組み立てた．なお，ここで使用したプ

ラスチックコネクタおよびシリコーンチューブは全てアズワン株式会社から購入した． 
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Figure 4.5  Microfluidic device for generating monodisperse gelatin microspheres. (a) The schematic 

illustration of the microfluidic device. Droplets of the continuous phase were formed at the tip of the 

glass needle. Prepared emulsion was collected at the end of the glass capillary in cold water. (b) The 

schematic of the microfluidic device composed of a plastic T junction connector, a hollow glass needle, 

and polydimethylsiloxane (PDMS) flow channel. (c) The photographs of the hollow glass needle and 

the flow channel. The needle was coaxially set in the channel.   
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4.4.4  実験 

4.4.2 で示したように，同軸流には様々な液滴生成モードが存在する．単分散な液滴を得

るには，ドリッピング領域内で液滴を生成することが望ましい．したがって，まず分散相と

連続相の流速を変化させ，液滴生成のモードについて調べた．なお，本実験ではガラスニー

ドル内径が 50 μm のものを使用した．流速を変化させることで，ドリッピング領域やジェ

ッティング領域が現れる．これを様々な流速で観察し，発現したモードを分類した結果を

Figure 4.6 に示す．ここで，分散相の流速は We 数として，連続相の流速は Ca 数として表し

た．なお，We，Ca 数の算出にはゼラチン溶液の密度が 1200 kg/m3，粘度 1.0 mPa･s，コーン

油が密度 916 kg/m3，粘度 75 mPa･s，また 2 相間の界面張力は 0.02 Nm-1という値を使用し

た． 

次に，ドリッピング領域において液滴を生成し (Figure 4.7) ，その粒径を計測した．結果

を Figure 4.8 に示す．粒径の均一さを表す CV 値は，全ての条件において 4%未満であった．

工業的には 10%未満が単分散性の基準とされていることから，本プロセスにおいてもマイ

クロ流体法によって単分散なエマルションが得られることがわかった．また，グラフの実線

は式 (4.10) を用いてフィッティングを行った結果である．なお，フィッティングにはオー

プンソースソフトウェアの gnuplot を用い，最小自乗法により求めた．全ての流速およびガ

ラスニードル径において，実験結果は理論式とおおよそ適合した． 

 

 

 

Figure 4.6  Phase diagram in Cac, Wed plane for dripping and jetting regime in the co-flow 

microfluidic device. For calculation of Cac and Wed, following values were used; ρd= 1200 kg/m3, ηd 

= 1.0 mPa･s, ρc= 916 kg/m3, ηc = 75 mPa･s, γ = 0.02 N/m.  
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Figure 4.7  Micrograph of the produced gelatin microspheres using the co-flow microfluidic device. 

Scale bar, 400 μm. 

 

 

 

 
Figure 4.8  Droplet dimeter versus capillary number of the outer fluid for gelatin in corn oil emulsion 

using the co-flow microfluidic device. Solid curve is a fit using Eq. (4.10), where wd = 39 μm, a = 7.3, 

b = 0.1; wd = 52 μm, a = 5.9, b = 0.1; wd = 58 μm, a = 9.1, b = 0.1. Error bars represent the standard 

deviation; sample size n > 19.  
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4.5  BC微小球の成形 
乳化法またはマイクロ流体法により調製したエマルションを，アルギン酸カルシウムゲ

ルファイバ内に移し (Figure 4.9)，K. xylinus を 2 日間培養することによって，BC 微小球を

作製した (Figure 4.10)． 

 乳化法を用いて調製したエマルションの粒径分布と，調製されたエマルションを用いて

作製した BC 微小球の粒径分布を Figure 4.11 に示す．なお，エマルションは，回転数 750 rpm

で 3 分間撹拌を行うことで調製した．撹拌後，エマルションは 2 時間冷水浴中で冷却した 

(2℃)．エマルションの液滴直径は平均が 5 μm で，最小径は 2 μm である．一方，BC 微小球

の最小径は 10 μm であった．これは，径 10 μm 以下の空間内部では BC のナノファイバが

絡み合ってゲルを形成することができなかったためと考えられる．この結果から，本プロセ

スにより製作可能な最小径は 10 μm であることがわかった． 

 次にマイクロ流体デバイスを用いて調製したエマルションを使用し，作製した BC 微小球

の粒径を Figure 4.12 に示す．横軸は，エマルション作成時の連続相流速であり，縦軸はそ

れに対応した BC 微小球の粒径を表す．BC 微小球の粒径は，エマルションの粒径と同様の

傾向，すなわち液滴生成において連続相流速の増加，またはガラスニードル径の減少に伴っ

て粒径が減少するという傾向を示した．また，全ての条件において CV 値は 6%未満であり，

マイクロ流体法を用いることで単分散な BC 微小球を成形できることを確認した．しかし，

どの流速においても，エマルションでの粒径よりも作製された BC 微小球の粒径は小さくな

っていた．Figure 4.13 に，横軸にエマルション中のゼラチン微小球の径，横軸左側に BC 微

小球の径をとったグラフを示す．また，縦軸右側はゼラチン微小球の径に対する BC 微小球

の径の割合を示しており，径に関わらず 80-90%の大きさに BC 球が縮小していることがわ

かる．実際，Figure 4.14 (b) のように，培養後ではゼラチン微小球により形成されたゲルフ

ァイバ内の空洞と BC 球の間に隙間がある．これが，ゼラチン微小球よりも BC 微小球の径

が小さくなっていた原因であると考えられる．隙間が形成された要因としては，ゾルとなっ

たゼラチン分子が周囲の壁面に吸着され，一定の厚みをもった層が形成されたことが考え

られる．実際，アルギン酸カルシウムは，M ブロックのカルボキシ基により負に荷電してお

り，ε-ポリ-L-リジンのような水溶液中で正に帯電する高分子を吸着させることで膜を形成

することができる[100, 101]．しかし，本実験で用いたゼラチンはアルカリ処理されたもの

であり，中性付近の pH では負に帯電するはずであるため，壁面への吸着が起こりえない．

その他の原因としては，細菌とアルギン酸カルシウムゲルとの静電気的反発力が考えられ

る．通常，細菌は細胞膜上のカルボキシ基などの官能基により負に帯電している[102]．一

方，アルギン酸カルシウムも負に帯電しているため，細菌とアルギン酸カルシウムゲルの間

に静電気的反発力が働き，細菌はゼラチン微小球よりも小さな径の BC を生成したことが考

えられる．  
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Figure 4.9  Merged fluorescent micrograph of the Ca-alginate hydrogel fiber containing gelatin 

microspheres colored with blue and green fluorescent particles. Scale bar, 400 μm. 

 

 

 

 
Figure 4.10  Optical micrograph of the produced BC microspheres in Ca-alginate hydrogel fiber after 

2-day-cultivation of K. xylinus. Scale bar, 100 μm.  
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Figure 4.11  Size distribution of gelatin and BC microspheres using emulsification method to prepare 

the emulsion. Emulsification was conducted under the condition of stirring the two phase liquid at 750 

rpm. 

 

 

 

 

Figure 4.12  Diameters of BC microspheres using the emulsion prepared from the co-flow 

microfluidic device. Horizontal axis is the corresponding outer flow rate. Error bars represent the 

standard deviation; sample size n > 19.  
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Figure 4.13  Diamter of BC microsphere  (left vertical axis)  and fraction of BC diameter to gelatin 

droplet  (right vertical axis)  as a function of corresponding gelatin droplet diamter using the 

microfluidic device. 

   

 

 

 

 
Figure 4.14  Micrographs of BC microspheres (a) at initial state, and (b) after 2-day-cultivation. 

Scale bars, 200 μm.  
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4.6  結言 
本章では，BC から微小球を作製するための新規な成形プロセスを提案した．まず，ゼラ

チン微小球がコーン油に分散したエマルションを調製するにあたり，界面活性剤である

Span 80 の使用量を決定した．乳化法により調製されたエマルションを安定化指標の ESIを

用いて評価した結果，3.0 wt%以上の濃度でエマルションが安定化することがわかった．過

剰な界面活性剤の添加は不安定化を招くことが理論的に予測され，またコストを不要に増

加させる．したがって，提案のプロセスでは界面活性剤の濃度として 3.0 wt%を用いた． 

エマルションの調製には乳化法とマイクロ流体法を用いた．乳化法によって調製された

エマルションの最小粒径は約 2 μm であったが，得られた BC 微小球の最小粒径は約 10 μm

であったことから，提案のプロセスによって成形可能な最小粒径は 10 μm 程度であると推

測される．これは，BC のナノファイバが絡み合い，ゲルを形成するために一定の大きさの

空間が必要であるためと考えられる． 

マイクロ流体法を用いて調製したエマルションの粒径は，4.4.2 の半理論式とおおよそ適

合することが分かり，粒径の予測が可能であることが示された．また，エマルション粒径の

CV 値は全ての条件で 4%未満であり，生成されたエマルションの単分散性が示された．こ

のエマルションを用いて成形された BC 微小球も，同様に単分散性を示した一方，大きさが

エマルション粒径の 80-90%と小さくなった．したがって，BC 微小球の粒径を正確に制御す

る必要がある場合，この粒径の減少を考慮して成形を行う必要がある． 
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第5章  
ハイドロゲルチューブによる屋外培養法 
 
 

 

5.1  緒言 
 CNF の実用化には，より安価な生産方法が求められる．CNF は BC 産生菌の倍地中に

CMC-Na を添加することでも得ることができ，BC 産生菌は価格競争力を有した CNF 産生

源となりうる．しかし，BC 産生細菌の培養コストは依然として高い．付加価値の低い構造

材料としての利用を考えると，現在の BC 生産技術に価格競争力はない．本章では，この問

題を解決するため，ハイドロゲルの中空チューブ内に微生物を包括することで，生物汚染を

防ぐことできる，新規な培養プロセスの提案および概念実証実験を行う． 

 

5.2 従来の屋外培養法 
 培養方法は開放系と閉鎖系に分けることができ，それぞれに長所と短所がある (Table 

5.1) ．微生物の培養による目的物質の生産コストは，変動費と固定費からなる．このうち，

変動費には培地のコスト，分離精製に必要な溶媒などの消耗品コストおよび光熱費などの

ユーティリティコストが主なものとして挙げられる．また，廃水や廃棄物の処理コストも場

合によっては生産コストの 1/3 を占め，無視できない．固定費には，設備投資による減価償

却費と人件費が主な要因である．これらを考えると，多額の設備投資を要さず，スケールア

ップも容易な屋外培養は理想的には生産コストを劇的に下げることができる．しかし，屋外

培養では温度などの環境制御を空間全体にわたって均一に行うことが難しく，また周囲か

ら侵入する競合微生物による生物汚染も容易に発生する．これによって，著しく収量が下が

り，結果的に閉鎖系よりも生産コストが高くなる場合が多い． 

こうした問題を解決するため，これまでに様々な屋外培養技術が開発されてきた．一つの

アプローチは，硫酸キニーネ[103, 104]やロテノン[105]，水酸化アンモニウム[106]といった

化学添加物を使用することである．しかし，この方法は目的とする微生物の増殖も妨げる場

合が多く，また残存する添加物の除去に費用がかかる．別の方法としては，高塩濃度や高ア
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ルカリ性の培地を用いることであるが，使用可能な株を大きく限定する[107]．最後の方法

は，pH を一時的に下げるなど，目的微生物の増殖速度を増加させるよう培養条件を制御す

ることである[108]．このアプローチは様々な微生物に適用されるが，屋外において大規模

に環境を制御するための設備投資費は莫大なものとなる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 5.1  Comparison between closed and open systems based on the ref. [109] 
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5.3 本研究で提案する手法 
 屋外培養において大きなリスクファクターである生物汚染の問題を解決するため，チュ

ーブ状の半透膜で微生物を包括する新たな培養方法を提案する．以下では，このチューブ

を微生物チューブと表記する．ハイドロゲルなどの半透膜は，微生物の栄養素や酸素，老

廃物を透過するとともに，ウイルスを含む微生物の通過を妨げる．したがって，培養対象

の目的微生物は微生物チューブ内部に保持され，外部環境に存在する競合微生物からの汚

染を防ぐことができる． 

想定する微生物チューブの利用形態を Figure 5.1 に示す．まず，汚染のリスクがない製

造設備を用いて微生物チューブを生産する．これを，耕作放棄地などの土地へ輸送し，屋

外培養を行う．数日間培養したのち，生産された BC を処理設備へ輸送し，分離および回

収ののち洗浄することで BC を得ることができる．なお，回収の際に分離された BC 産生

細菌は再び微生物チューブの製造に再利用できる． 

 

 

 

 

 

 

s 

Figure 5.1  Conceptual schematic of the hollow hydrogel microfiber containing microorganisms in 

open cultivation system. Due to the pore size of the hydrogel, nutrition passes through the fiber while 

contaminants are prevented from entering the fiber.  
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5.4  理論 
微生物チューブを作製するため，4.4 で使用したものと同様の同軸流デバイスを用いる． 

ガラスニードル部から細菌の懸濁液，もう一方の入り口からアルギン酸ナトリウム水溶液

を流入させると，コネクタ出口部で同軸 2 層流が形成される．この流れを塩化カルシウム溶

液中に導くことで，細菌を内包した中空のアルギン酸カルシウムゲルファイバを作製する

ことができる．  

半径 R の円管内を流れる体積流量 q の発達した層流は，ハーゲン・ポアズイユ流れと呼

ばれ，円管中心から r 離れた位置での速度 V (r) は 

 
𝑉(𝑟) =

2𝑞

𝜋𝑅2
(1 −

𝑟2

𝑅2
) (5.1)  

と表せる． 

細菌懸濁液 (コア層) の流量を qi，アルギン酸ナトリウム水溶液 (シェル層) の流量を qo

とし，コア層とシェル層の半径をそれぞれ Ri, Ro,とすると， 

 

 
𝑞i = ∫ 𝑉(𝑟)2𝜋𝑟𝑑𝑟

𝑅i

0

  

 
=

4q

𝑅o
2

(
𝑅i

2

2
−

𝑅i
4

4𝑅o
2

) (5.2)  

ここで，q = qi+qoである．式 (5.2) を Riについて解くと， 

 

𝑅i
2 = 𝑅o

2 ± √𝑅o
4 −

𝑅o
4𝑞i

𝑞
 (5.3)  

 

 

= 𝑅o
2 (1 ± √1 −

𝑞i

𝑞
) (5.4)  

ここで，0 < Ri <Roより 

 
𝑅i

𝑅o
= √1 − √

1

𝑞i/𝑞o + 1
 (5.5)  

とコア層の半径が表せる．したがって，ファイバのコア層とシェル層の半径比，または直径

比は体積流量比のみの関数となり，デバイスの幾何学構造によらない値となる．  
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Figure 5.2  Formation of the microfiber using a co-flow microfluidic device. The bacterial suspension 

inlet, sodium alginate solution is introduced. The produced coaxial laminar flow is extruded into 

calcium chloride solution, resulting in the hollow microfiber of calcium alginate hydrogel.  
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5.5  実験 

5.5.1  微生物チューブの形成 

 4.4 で使用したものと同様の同軸流デバイスを用いて，中空チューブを作製した．ただし，

用いたデバイスのガラスニードルの先端内径は 150 μm で外径は 400 μm のものを使用した．

また，ポンプはコア相，シェル相ともにシリンジポンプを使用した．シェル層には，1.5 wt%

アルギン酸ナトリウム水溶液を使用し，同軸 2 層流を 150 mM 塩化カルシウム溶液中に吐

出することで中空チューブを得た．なお，T 字コネクタの出口には内径 1.5 mm，外径 2.5 mm

のシリコーンチューブ (アズワン株式会社) を接続し，これが塩化カルシウム溶液まで同軸

2 層流を導き，出口部にて中空チューブを形成する． 

Figure 5.3 は青色蛍光粒子をコア層に，緑色蛍光粒子をシェル層に含んだ中空チューブの

蛍光顕微鏡画像である．図からわかるように，コア層とシェル層が明確に分かれた中空のフ

ァイバが形成されている． 

次に，流速比を変化させることで，コアとファイバ膜厚の制御をおこなった．このとき，

流速比 qi/qoが 1 を越えると流れが不安定化し，チューブが作製できなかった．したがって，

流速比が 1 より小さくなる範囲の体積流量を用いた．また，流速比が小さ過ぎるとアルギン

酸ナトリウム溶液がガラスニードルへ逆流するため，流速比が 0.01 以上となるような体積

流量を用いた．さらに，総流量が小さ過ぎると生産性が低く，産業利用には不適当となる．

したがって，総体積流量が 100 μL/min を越えるようにした． 

結果を Figure 5.4 に示す．このグラフからわかるように，シェル層の流速 qo が一定下で

は，コア層流速 qiを増加させると，チューブの内径，外径ともに増加する．内径の増加割合

は外径の増加割合より大きく，膜厚は qiの増加にともない減少する．これらを qi/qoを横軸

に，液滴径比 di/doを縦軸にまとめた結果を Figure 4.5 に示す．式 (5.5) から計算した理論値

と比較すると，液滴径比は理論値よりも大きくなっている．この原因として，本システムで

は同軸 2 層流が流路内でゲル化せず，出口部で塩化カルシウムと接することでゲル化する

ためであると考えられる．出口から同軸 2 層流が流出する際，アルギン酸ナトリウム溶液は

広がりながらゲル化する．この広がり度合いは，総流量に依存することが知られている[110]．

本実験においても，この傾向がみられたが (Figure 5.6) ，増加の割合は線形ではなく，また

塩化カルシウム溶液に吐出される流路出口の外径および濡れ性の影響を受ける．これが理

論値とのずれの原因であると考えられ，本システムで所望の外径と膜厚を有するファイバ

を得るには，個別のシステムごとに実験的な膜厚測定が必要であると思われる． 

 次に，微生物を培養する上で最適な膜厚を決定するため，Corynebacterium glutamicum 

(NBRC 12168) を内包した微生物チューブを様々な膜厚で作製した．C. glutamicum は棍棒状

のグラム陽性菌であり，L-グルタミン酸ナトリウム生成菌として産業的に広く用いられてい

る．C. glutamicum の培地を Table 5.2 に示す．C. glutamicum は代謝の老廃物として乳酸を生
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成するため，その濃度を測定することにより代謝速度を評価することができる．生成された

乳酸は，薬剤 F-kit (L-Lactic acid，Roche Diagnostics) と UV-Vis により測定した． 

 C. glutamicum を内包した微生物チューブを 2 時間，20 mL の培地により培養し，乳酸の

濃度を測定した．結果を Figure 5.7 に示す．これより膜厚が 120 μm までは乳酸濃度はほと

んど変化しないが，膜厚が 120 μm を上回ると急激に減少することがわかる．微生物チュー

ブを用いずに培養を行ったコントロール実験では，乳酸濃度が 21 mg/L であったことから，

膜厚が有意に細菌の代謝へ影響を及ぼすことがわかった．これは，半透膜を介した基質の輸

送速度が膜厚による影響を大きく受けるためであると考えられる．物質輸送速度 𝑑𝑀 𝑑𝑡⁄ は，

半透膜実質部分の拡散と細孔内拡散の両者に支配され，以下の式で表される． 

 

𝑑𝑀

𝑑𝑡
=

𝑆(1 − 𝜀)𝐷n𝑃 (𝐶outside − 𝐶inside) 

ℎ
+

𝑆𝜀𝐷P (𝐶outside − 𝐶inside) 

ℎ𝜏
 

 

ここで，S は放出面積，Dn は栄養素の膜実質部分の拡散係数，DP は栄養素の細孔内での拡

散係数，P は膜表面と培地間の分配係数，Coutsideは培養液中の栄養素濃度，Cinsideは微生物チ

ューブ内の栄養素濃度，h はチューブ膜厚である．また，𝜀 は膜の空隙率，𝜏 は細孔の曲路率

である．この式より，輸送速度は膜厚 h に反比例するため，チューブ内の細菌に供給される

基質が膜圧の増加に伴って急激に低下し，Figure 5.7 のような代謝速度の急峻な低下につな

がったものと考えられる． 

 

 

 

 

Figure 5.3  Merged fluorescent micrograph of the hollow hydrogel microfiber colored with blue and 

green fluorescent particles for the core and the shell region, respectively. 
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Figure 5.4  Inner and outer diameter of the microbial tube (left axis), and the membrane thickness of 

the tube (right axis) as a function of inner flow rate. 
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Figure 5.5  Diameter ratio of the microbial tube as a function of the flow rate ratio at various outer 

flow rate. The solid curve was calculated using Eq. (5.5). 

 

 

 

 
Figure 5.6  Outer diameter of the microbial tube as a function of total flow rate. 
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Table 5.2  Composition of culture medium for C. glutamicum. 

 

 

 

 

 

Figure 5.7  Concentration of the lactic acid produced by C. glutamicum as a function of the membrane 

thickness of the microfiber.  
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5.5.2  微生物の培養 

 微生物チューブが，競合微生物からの保護を可能にすることを示すため，実証実験を行っ

た．まず，同軸 2 層流デバイスにより C. glutamicum を内包した微生物チューブを作製した．

また，コントロールとして微生物チューブを用いず，C. glutamicum の培地で，C. glutamicum

を培養し，両者の増殖速度を比較した．なお，細菌濃度は所定の経過時間ごとにピペッティ

ングにて C. glutamicum を取り出し，C-チップにて計測した．C. glutamicum の菌体濃度の時

間変化を Figure 5.8 に示す．微生物チューブ内で培養した C. glutamicum の濃度はコントロ

ールよりも急速に増加し，培養 9 時間では微生物チューブにおける細菌濃度がコントロー

ルの約 5 倍となった．これは，微生物チューブを用いた培養では細菌の絶対数がコントロー

ルよりも少なく，基質濃度の減少も緩やかであるために，C. glutamicum の増殖速度が大き

かったためと考えられる． 

 次に，微生物チューブにより目的微生物を競合微生物から保護可能であることを示する

ため，目的微生物と競合微生物を共培養した．まず，あらかじめ C. glutamicum の懸濁液を

内包した微生物チューブを作製したのち，微生物チューブ内で目的微生物を培養し，Vibrio 

alginolyticus (NBRC 15630) を含んだ C. glutamicum の培地に浸漬した．V. alginolytics は海洋

性の運動性細菌であり，C. glutamicum との識別が容易であることから用いた．V. alginolyticus

は，共培養の前に Table 5.3 に示す培地で培養した．また，コントロール実験として微生物

チューブを用いず，C. glutamicum の培地内で C. glutamicum と V. alginolyticus を共培養し，

両微生物の増殖速度を比較した．結果を Figure 5.9 に示す． 

このグラフより，微生物チューブを用いることで， 競合微生物存在下においても目的微

生物の培養が可能であることが確認できた． 
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Table 5.3  Composition of culture medium for V. alginolyticus. 

 
 

 

 

 

 

 

Figure 5.8  Cell density of C. glutamicum as a function of culture time. The measurements were 

conducted every 3 h for both conditions. 
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Figure 5.9  Cell densities of C. glutamicum and V. alginolyticus (top) without the microfibers and 

(bottom) in the microfiber exposed to a suspension containing V. alginolyticus as a function of culture 

time. Error bars represent standard deviation; sample size n = 3.  
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5.5.3  微生物チューブの高強度化 

 アルギン酸カルシウムゲルは加工が容易で安価であるが，化学的安定性と機械的強度が

低い．実際，培養実験において微生物チューブを数時間培地に浸漬すると，微生物を回収す

る際にチューブが容易に破壊され，ハンドリング性に課題がみられた．これは，分子鎖間の

カルシウムイオンが経時的に培地中へと散逸し，イオン結合が解消されたためと考えられ

る．微生物チューブを屋外で培養する場合，より長期の培養時間が必要になると考えられる

ため，微生物チューブの高強度化が求められる．そこで，アルギン酸カルシウムゲルにポリ

アクリルアミドゲルを混合した DN ゲルを用い，微生物チューブ高強度化の可能性につい

て調べた． 

DN ゲルとは 2003 年に Gong らにより開発された高強度ゲルであり，相互侵入 2 重網目

構造を有する．一般的に，希薄で伸張しきった網目を有する脆い第 1 網目と，濃厚で縮んだ

網目をもった柔軟な第 2 網目から成り，前者が犠牲結合，後者が隠れ長の役割を果たす．

DN ゲルの高強度化原理は，伸張性が極めて大きいマトリックス中に，脆い犠牲結合を導入

することで達成されるとされ，「犠牲結合と隠れ長」理論と呼ばれる．これは，高い伸張性

を有する「隠れ長」網目を伸び切らせて破断させるまでに，亀裂周囲に存在する脆い犠牲結

合の破壊にエネルギーが費やされ，最終的なゲルの破断に要するエネルギーが膨大になる

という考え方である． 

この原理に基づき[111]，Suo らは 2012 年にアクリルアミドとアルギン酸カルシウムを利

用した DN ゲルを開発した[112]．このゲルは Figure 5.10 のような構造をもつ．アクリルア

ミドとアルギン酸カルシウムによる DN ゲルは，2 種類のハイドロゲルの混合比によって強

度が大きく変化する．そこで，本研究では複数の混合比率でチューブの溶液を調製した．な

お，すべての混合比率においてペルオキソ硫酸アンモニウム (APS) は 5.1 mM，N, N, N’, N’-

Tetramethyl-1, 2-ethanediamine (TEMED) は 8.6 mM となるよう調製した．また，アルギン酸

ナトリウム (粘度範囲：80-120 cp (10 g/L，20℃) ) および塩化カルシウムは和光純薬工業株

式会社から，アクリルアミド溶液 (30 w/v%-アクリルアミド/ビス混合液 (29:1) ) ，APS お

よび TEMED はナカライテスク株式会社から購入した．  

 コア層の入り口流路から菌懸濁液，シェル層の入り口流路からアルギン酸ナトリウムと

アクリルアミド溶液，APS の混合溶液をシリンジポンプにより流入させ，出口にて塩化カ

ルシウム (150 mM) と TEMED (8.6 mM) の混合溶液へ吐出することで，DN ゲルによる微

生物チューブを作製した．なお，体積流量はコア層 100 µL/min，シェル層 1000 µL/min とし

た． 

 まず，作製したチューブの機械強度を引張試験により測定した．ここで，産業的に微生

物チューブを用いる上で，強度上問題になるのは瞬間的に加わる応力であると想定される

ため，評価指標として破断応力を用いた．破断応力不十分であると，微生物回収時に微生

物チューブが破断し，微生物がチューブ外に流れ出てしまう可能性や，培養中のコンタミ
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ネーションといった危険性が考えられる． 

引張試験には高い分解能を持ち，様々な形状のポリマーの固定が可能である RSAⅢ (TA 

Instruments Japan Inc.) を用いた．全長 5 mm の試料の片端を固定し，引張速度 0.1 mm/s で試

験を行った．DN ゲルを試料に用いて破断応力を求めた．微生物チューブは培地内に浸漬さ

れることで強度が低下する．そこで本実験では，微生物チューブ作製直後 (初期状態) の微

生物チューブと，2 時間 C. glutamicum の培地に浸漬したのちの微生物チューブに対して引

張試験を行い，破断応力を測定した．以下に詳細な実験方法を示す． 

 

(1) 外径約 1.5 mm，膜厚が約 100 µm の微生物チューブを作製した． 

 

(2) それぞれの微生物チューブを，医療用メスを用いて長さ約 10 mm に切断した． 

 

(3) 微生物チューブの両端を RSAⅢのジグに固定した．このとき，微生物チューブが

押しつぶされる，または切断されない様注意した． 

 

(4) 試料が破断するまで，0.1 mm/s の引張速度で試験を行った．このときの応力－ひ

ずみ線図を描き，破断応力を求めた．それぞれのチューブに対し，5 回ずつの引張試

験を行った．ゲルをジグで固定する際，ゲルの破損や滑りにより破断応力のばらつき

が大きくなる．そこで，5 回のデータから破断応力の最大値と最小値を誤差として抜

き，中間 3 回分のデータの平均を試料に用いたチューブの破断応力とした． 

 

(5) 2 時間培地に浸漬した微生物チューブについても (1)-(4) と同様の手順により，引

張試験を行い応力－ひずみ線図を描くことで破断応力を測定した．なお，高分子は引

張試験において弾性変形を示す区間が非常に短いため，ひずみが 0%-20%の領域にお

いてはプロット数を約 0.1%ごとに 1 プロットとし，それ以降は約 20%ごとに 1 プロ

ットとした． 

 

初期状態の各混合比での引張試験に関して，代表的なふるまいをしている応力－ひずみ

線図を Figure 5.11 に示す．ポリアクリルアミドゲルの混合比率が増加するにしたがって，

ひずみと破断応力ともに増加していることから，DN ゲルの形成に成功していると考えられ

る． 

同様に，2 時間培養後の各混合比での引張試験に関しても，代表的なふるまいをしている

応力－ひずみ線図を Figure 5.12 に示す．初期状態と同様に，ポリアクリルアミドゲルの混

合比率が増加するにつれ，ひずみ，破断応力共に増加していることがわかるが，初期状態と

比較すると非常に小さな値となっている．これは，アルギン酸塩成分のカルシウムイオンが

放出され，アルギン酸カルシウムゲルの構造が変化することにより機械的強度が低下した
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ものと考えられる．また，初期状態の応力－ひずみ線図と比べ，ひずみが 0%-20%の領域に

おいて 2 時間培養後のばらつきが増大している．これも培養液に浸漬したことによって，ア

ルギン酸カルシウムゲルの架橋構造が不安定となったことが原因と考えられる． 

次に，各混合比と破断応力の関係を Figure 5.13 に示す．初期状態の微生物チューブでは，

アルギン酸カルシウムゲルのみで製作した微生物チューブに比べ，DN ゲルではすべての混

合比において破断応力の増加が認められた．また，ポリアクリルアミドの混合比が 0 w/v%

から増加するに従い破断応力は増加し，92.3%のとき最大値をとることがわかる．しかし，

混合比が 94.1%となると，破断応力は低下した．一方，培養 2 時間後の微生物チューブにお

いては，アルギン酸カルシウムゲルのみで製作した微生物チューブに比べ，アクリルアミド

ゲルを混合した DN ゲルを用いた場合は破断応力が大きく，混合比 85.7%で破断応力は最大

値を取ることがわかる．これは，培養によってアルギン酸カルシウムゲル中の一部の架橋構

造が崩壊し，DN ゲル中のアルギン酸カルシウムとポリアクリルアミドの混合比が変化した

ためと考えられる． 

次に，微生物チューブを用いて C. glutamicum を培養し，副生成物である乳酸の生成量を

比較することで微生物の増殖速度を評価した． 

実験は，まず様々な混合比の DN ゲル微生物チューブ内で C. glutamicum を 3 時間培養し

た．そののち，C. glutamicum の副生成物である乳酸を F-kit (L-Lavtic acid, Roche Diagnostics)  

と UV-Vis 測定により測定した．以下に詳細な実験方法を示す． 

 

(1) 菌体濃度 2×107 cells/mL の C. glutamicum 懸濁液を 200 µL 内包した膜厚約 100 µm

の微生物チューブを 3 本ずつ作製した． 

 

(2) それぞれの微生物チューブを 1 本ずつ C. glutamicum の培地 20 ml に浸漬し，3 時

間培養した． 

 

(3) 培養後，微生物チューブを浸漬した培養液を撹拌することで乳酸濃度を均一化し，

孔径 0.2 µm のシリンジフィルタ (Disposable membrane filter unit, Advantech) により微

生物チューブ外に漏れ出た C. glutamicum を除去した． 

 

(4) 薬剤 F-kit と UV-Vis 測定により乳酸生成量を測定した． 

 

測定した乳酸の生成量と DN ゲルの混合比の関係を Figure 5.14 に示す．この結果から，

アクリルアミドの混合比 66.7%の乳酸生産量が最も多く，アルギン酸カルシウムのみを用い

た微生物チューブの乳酸生成量も上回っており微生物の培養効率が最も良いことが考えら

れる．一方で平均値に対するばらつきが大きく，アルギン酸カルシウムのみを用いた微生物

チューブの乳酸生成量に対して，どの混合比率の DN ゲルの微生物培養効率がより優れて
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いるのか判断できない．そこで，それぞれの混合比率の群に対してアルギン酸カルシウムの

群が有意差を持つかを統計的に調べるため，一元配置分散分析 (ANOVA)を行った．なお，

評価は統計ソフト IBM SPSS Statistics (IBM) を用いて行った． 

 本実験においては，微生物チューブに用いた全ての混合比において，乳酸生成量に有意差

が無いという帰無仮説のもと分散分析を行った．分散分析結果を Table 5.4 に示す．この結

果，p 値が 0.05 を大きく上回ったため，帰無仮説は棄却できず，有意差あるとはいえない．

すなわち，アルギン酸カルシウムとアクリルアミドの混合比は乳酸生成量に対して影響を

もつとはいえないことがわかった． 

この結果から，単独のアルギン酸カルシウムゲルと DN ゲルは同程度の拡散係数を有し，

微生物の培養においてチューブ外環境から栄養素を取り込む能力に差異はないものと考え

られる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 5.10  Schematics of the double-network hydrogel [112]. (a) The structure of alginate hydrogel 

where the G blocks on different polymer chains form ionic crosslinks with Ca2+. (b) The structure of 

polyacrylamide gel where the polymer chains form covalent crosslinks with N, N-

methylenbisacrylamide (MBAA). (c) The structure of double-network hydrogel where the two 

polymer networks are interwined, and joined through covalent cross links between amine groups on 

polyacrylamide chains and carboxyl groups on alginate chains. 
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Figure 5.11  Stress-strain curve of the fabricated microbial tube before culture of the bacteria at 

various weight ratios of acrylamide to acrylamide plus alginate, as shown in the legend. 

 

 

 

Figure 5.12  Stress-strain curve of the fabricated microbial tube 2h after culture of the bacteria at 

various weight ratios of acrylamide to acrylamide plus alginate, as shown in the legend. 
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Figure 5.13  Fracture stress of the microfiber due to elongation as a function of the composition ratio 

of acrylamide and alginate. 

 

 

Figure 5.14  Concentration of the lactic acid produced by C. glutamicum as a function of the 

composition ratio of acrylamide and alginate after cultivation for 3 h. Error bars show standard 

deviation; sample size n= 3. 
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Table 5.4  Result of ANOVA. 

 
 

 

5.6  結言 
ハイドロゲルチューブ内部に微生物を封入することで，生物汚染を防ぐ新たな屋外培養

法を提案した．4 章でも使用したマイクロ流体デバイスを用いることで，様々な膜厚を有す

るチューブを作製できる．ただし，本研究で用いたシステムでは膜厚の予測式を構築するこ

とは困難であると思われる．より正確に膜厚を制御する必要がある場合，T 字型コネクタを

下流部に 1 つ追加し，同軸 3 層流を用いたマイクロ流体デバイスが利用できる[113]．この

デバイスでは，流路内部でアルギン酸がゲル化するため，流速の比によって膜厚を制御でき

る． 

微生物培養速度に対する，チューブ膜厚の影響を評価するための実験では，チューブ膜厚

が 100 μm を越えると急激に微生物培養速度が減少することがわかった．したがって，膜厚

は 100 μm 以下であることが望ましいが，薄すぎると機械的強度が低下し，チューブのハン

ドリングが困難となる．100 μm 以下では微生物培養速度は膜厚によらないことも確認され

たため，チューブの膜厚は 100 μm が最適値であると考えられる． 

概念実証実験として，C. glutamicum を目的微生物，V. alginolyticus を競合微生物のモデル

として共培養実験を行った．ハイドロゲルチューブなしの共培養では，C. glutamicum がほ

とんど増殖しなかったのに対して，ハイドロゲルチューブ内部に C. glutamicum を封入した

培養系では，純粋培養と同等の速度で C. glutamicum が増殖した．この結果から，提案の培

養法が生物汚染を防ぎうることが示された． 

アルギン酸カルシウムゲルは，微生物培養の過程においてイオン架橋が解消され，機械

的強度が減少する．そこで，ポリアクリルアミドを併用した DN ゲルを用いることで，微生

物チューブの高強度化を試みた．先行研究において，DN ゲルは配合比により強度が大きく

変化し，配合比の最適値が存在することが示されており，本研究においても同様の傾向がみ

られた．ただし，最適な配合比は微生物培養の前後で変化した．これは，イオン架橋の解消

によって，ゲルを構成するアルギン酸カルシウムとポリアクリルアミドの比率が変化した

ためであると考えられる．また，DN ゲルを用いて C. glutamicum を封入した微生物チュー

ブを作製し，代謝産物である乳酸量を測定したところ，その量は配合比によらないことがわ

かった．この結果は，DN ゲルの栄養物質に対する拡散定数は配合比によらないことを示し

ていると考えられる．  
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第6章  
結論 

 
 

 

6.1  結論 
 本研究では微細加工技術を利用し，BC の産業利用性の向上を目的とした．具体的には，

BC の微細成形法を新たに 2 つ開発した．目的とする形状別に，2 つの加工プロセスを提案

し，それぞれの方法について，プロセスの評価を行った．また，ハイドロゲルチューブ内部

で BC 産生菌を培養する新規な屋外培養法を開発した．本研究の結論を，章ごとに以下に述

べる． 

 

第 3章 微細構造を有する BC膜の製作技術 

 微細構造を有する PDMS 膜を鋳型として用いて，BC 膜上に微細構造を転写するための製

作プロセスを開発した．PDMS 膜は，フォトリソグラフィにより製作した SU-8 微細構造の

上に PDMS 前駆体を滴下し， スピンコートすることにより製作した．PDMS はガス透過率

が高いため，PDMS を通して BC 生成に必要な酸素が細菌に供給され，PDMS 鋳型の微細構

造が BC は膜に転写される．本章では，以下のことを明らかにした． 

 

・5, 10, 20 μm 幅の線状パターンをもった PDMS 膜を用いて，本プロセスにより成形

可能な最小サイズを評価した．その結果， 5, 10, 20 μm 全ての構造サイズが製作可能

であった．したがって，本プロセスの製作限界はこれらよりも小さいことが明らかに

なった． 

・培養時間を変化させることにより，生成される BC 薄膜の膜厚を約 0.1-1.7 mm の範

囲で制御できることを確認した． 

・PDMS 膜の膜厚と BC 膜の膜厚との関係を評価した．その結果，PDMS 膜厚の増加

にともない BC 膜厚が減少することがわかった．これは，BC 産生菌に供給される酸

素濃度が，PDMS 膜厚の増加にともなって減少するためであると推測された． 
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第 4章 BC微小球の製作技術 

 温度可逆的なゾル－ゲル転移を示すゼラチンを犠牲構造として用いることで，BC 微小球

を得るためのプロセスを開発した．この犠牲構造となるゼラチン微小球は，乳化法またはマ

イクロ流体法により作製した．なお，マイクロ流体法には同軸流れ原理による液滴生成デバ

イスを用いた．本章では，以下のことを明らかにした． 

 

・単分散なゼラチンエマルションを調製するため，マイクロ流体デバイスを製作した． 

・マイクロ流体デバイスの条件を変えることで，径約 250-1000 μm の範囲の単分散 BC

微小球を得ることに製作した． 

・単分散性の評価に用いられる CV 値は， 全ての流速について 3%よりも小さく，実

用に耐えうるプロセスであることを確認した． 

 

第 5章 ハイドロゲルチューブによる屋外培養法 

 目的微生物を競合微生物から保護しながら屋外培養を行うことができる，新たな培養方

法を提案し，その評価を行った．この方法では，ハイドロゲルの中空チューブ内に目的微生

物を包括するが，このチューブ作製は第 4 章で使用したマイクロ流体デバイスを用いて行

った．本章では，以下のことを明らかにした． 

 

・マイクロ流体法により，目的微生物を封入した微生物チューブの作製に成功した．

また，このチューブ膜厚は，流速比によって制御可能であることを確認した． 

・膜厚が微生物代謝に顕著な影響を及ぼすことを示し，100 μm が膜厚として最適で

あることを確認した． 

・微生物チューブ内に目的微生物を封入することで，競合微生物存在下において目的

微生物の培養に成功し，新たな屋外培養法としての可能性を示した． 

・DN ゲルを用いた微生物チューブはアルギン酸カルシウムゲルを用いたハイドロゲ

ルより破断応力が大きく，高強度化することができた．また，初期状態では混合比

92.3%の DN ゲルにおいてにおいて破断応力が最大になり，2 時間培養後では混合比

85.7%で破断応力が最大となることがわかった． 

・DN ゲルを用いた微生物チューブは，アルギン酸カルシウムゲル単独場合と比較し

て，C. glutamicam の乳酸収量に有意差は認められず，培養効率に差異はないことがわ

かった．  
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6.2  今後の展望 
3 章で提案したプロセスによって成形可能な最小サイズは，数 μm より小さいことがわか

ったが，一般的なフォトリソグラフィ技術では，数 μm より小さな構造をつくることは困難

であるため，より詳細な評価を行うためには異なる技術を用いて鋳型を作製する必要があ

る．例えば，電子線リソグラフィでは数百 nm オーダの構造形成が可能であり，同サイズの

構造を有する光学素子などが市販されている．これを母型として PDMS 鋳型を作製するこ

とで，提案のプロセスが作製できる最小サイズがより正確に評価できると考えられる．ただ

し，電子顕微鏡ではサンプル作製の際に構造が多少変化することも考えられ，また構造の明

確な識別が困難になることも想定される．したがって，構造の評価には原子間力顕微鏡など，

ゲル試料を湿潤状態のまま観察でき，かつ深さ方向の情報も取得可能な測定技術を用いる

ことが望ましい． 

4 章で提案した BC 微小球の成形プロセスでは，犠牲構造として用いられるゼラチン微小

球の粒径が，生成される BC 微小球よりも大きいことが示された．この物理的な原理を明ら

かにし，BC 微小球の粒径がどれだけ減少するのかという定量的な情報が，BC 微小球の粒

径を正確に制御する上で求められる．マイクロキャリアーや細胞送達技術など，バイオ医療

分野への微小球応用を考える上で，この情報は特に重要である．また，BC 微小球は筆者が

開発した運動性細菌を駆動源としたマイクロロボットへの応用も可能であると考えられる．

提案のプロセスによりサイズが正確に制御された BC の微細構造体を，大量に生産すること

が可能となり，様々な研究が可能になると考えられる．例えば，マイクロアレイデバイス

[114-116]を用いることで，運動性細菌を固定する領域を限定することが可能となると思われ

る．マイクロアレイデバイスとは，リポソームなど球状の物体を配列的に固定するマイクロ

流体デバイスで，典型的な例としては半円状の微細構造に対象物を捕捉する．これにより固

定された BC 微小球に運動性細菌を接着させ，接着領域を限定することで，より効率的に運

動性細菌を駆動源として利用できると考えられる． 

5 章で提案した微生物チューブによる屋外培養法では，微生物チューブを用いて BC 産生

菌を実際に屋外で培養することができるかを検証する必要がある．この際，微生物チューブ

により培養コストを低減できることも合わせて示さなければならないが，微生物チューブ

内部を栄養素で満たすと，培地コストと輸送費が押し上げられる．したがって，乾燥状態の

チューブを培養する場所へ輸送することが望ましく，これを実現するに新たなハイドロゲ

ルチューブ形成技術が必要となる．例えば，チューブのみを押出成形などにより先に作製し，

次にチューブ内に BC 産生菌を封入する，といったプロセスが考えられる．また，チューブ

はこの状態で密閉されるため，培養場所にチューブが留置された際に，外部環境からチュー

ブ内部に栄養が取り込まれる機構を設ける必要がある．ただし，この機構を設けるにあたっ

ては，大きな追加コストを費やすことなく，比較的簡便に機構の付与が実現可能であると考

えている．
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たこと，個人を信頼し，自由に研究を進めさせて下さったことなど，感謝するにしきれませ

ん． 

博士論文審査にて副査をお願い致しました，慶應義塾大学大学院理工学研究科の藤本啓

二教授，同大学大学院理工学研究科の宮田昌悟准教授および同大学大学院理工学研究科の

尾上弘晃准教授には，それぞれの専門的な視点から多様で有益な意見やご助言を頂き，深い

議論を通すことで，本論文の完成度が非常に高まりました．誠にありがとうございました． 

また，宮田昌吾准教授と尾上弘晃准教授には実験室を共同利用させて頂き，時には装置を

利用させて頂くとともに，装置利用に関する適切な助言を頂きました． 

かわさき新産業創造センター (KBIC) には，環境制御走査型顕微鏡や原子間力顕微鏡な

高度な実験装置を多く使用させて頂きました．これらの実験装置を日々メンテナンスし，充

実した環境を整えて下さった佐藤昇さん，菅野修さん，佐藤友美さん，松垣仁さんに感謝申

し上げます． 

慶應義塾大学理工学部中央試験所には，粒径分布装置や電界放出形走査型顕微鏡など

様々な実験装置を使わせて頂きました．装置の使用方法を丁寧に指導して頂いたおかげで，

質の高いデータを短時間で取得することができました． 

慶應義塾大学理工学部マニュファクチュアリングセンターには，レーザー加工機や工作

機械を使わせて頂きました．装置の使用方法を丁寧に指導して頂き，機械工学科の卒業生と

して名の恥じぬ技術を身につけることができました． 

慶應義塾大学メディアセンターには，大量の書籍を借りさせて頂き，膨大な知識を身につ

けることができました．品揃えが大変豊富で，長期休暇には何十冊も借りるのが習慣となり，

中には返却期限を大きく過ぎてしまうものもありました．この場を借りてお詫び申し上げ
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ます． 

慶應義塾大学理工学部学術研究支援課の林伸哉さん，高野道子さんには，日本学術振興会

特別研究員 (DC1) としての活動を支えて頂きました．毎度提出する書類に不備があり，ご

迷惑をおかけしましたが，辛抱強く丁寧にご対応頂いたことに感謝申し上げます． 

独立行政法人製品評価技術基盤機構バイオテクノロジー本部生物遺伝資源部門 (NBRC) 

には微生物株を分譲して頂き，また微生物培養に関する初歩的な質問や相談に丁寧に対応

して頂きました． 

三木研究室の OB・OG を含む皆さんには，研究を進める上で助言やモチベーションを頂

きました．特に，OB の加野智慎さんには微生物を扱う上での基礎的な知識や技術，そして

研究の厳しさを教えてもらうとともに，リーダーとしてのあり方も学ばせて頂きました．ま

た，三木研究室微生物グループの小川実穂さん，藤本和真君，斉藤薫君には，後輩として実

験を手伝ってもらったり，よき雑談相手になってもらいました．加野さんのような頼れる先

輩ではなかったと思いますが，先輩後輩の垣根なく楽しく過ごさせてもらいました．ただ，

整理整頓が苦手で迷惑をかけていたことについては深く反省しております．神奈川県立産

業技術総合研究所 (KISTEC) に出向していたメンバーとは必然的に交流が少なかったもの

の，その研究に対する姿勢は先輩後輩関わらず非常に尊敬していました．特に，同期の矢菅

浩規君の結果を出し続けるストイックな姿勢からはとても刺激を受けました．David Romain

君は分野が全く違ったものの，互いの進捗を話し合うことで見識を広めることができまし

た．これは三木研究室全体にもいえ，幅広い研究を行っている環境であるからこそ，他のメ

ンバーと議論を重ね，時には実験の被験者となり，誰かの代わりに研究の説明を行っていく

中で，見識と興味が非常に広まりました．改めて，協力し付き合ってくれたメンバー全員に

感謝申し上げます．秘書の神戸典子さんには，三木研究室所属時から最後までお世話になり

ました．書類関係で度々ご迷惑をおかけしましたが，神戸さんの穏やかな雰囲気は研究生活

を送る上で大きな癒しでした．また，三木研究室では研究以外の場でも充実した時間を共有

することができました．こうした時間が，精神面で非常に有益な効果をもたらしてくれたこ

とは間違いありません． 

大学入学からの友人である土元翔平君と河内比花留君は，全員が博士課程に進むことに

なり，孤独になりがちな博士課程という世界で生きていく上で，大きな心の拠り所となりま

した． 

最後に，家族に感謝の意を述べたいと思います．The Francis Crick Institute にて，分子生物

学に関する研究を行っている兄からは，科学や研究の面白さを教えてもらい，この世界に入

る上で大きな影響を与えてもらいました．岐阜大学池田研究室にて薬物送達システムの研

究を行っている妹には，英語に苦手意識をもちながらも渡米し，アメリカ国立衛生研究所 

(NIH) で立派に留学を果たした姿に刺激を受けました．幼少期から特に思春期にかけて迷惑

をかけっきりの母には，経済面でさらなる追い打ちをかけてしまいました．やりたいことを

目一杯できるよう見守ってくれた母に，最大の感謝の意を表し，謝辞の括りと致します．  
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