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 1．はじめに
高電圧パルス電界（High Voltage Pulsed Electric Field; 

HV-PEF）処理による微生物の殺菌は，薬剤の残留の懸
念がない物理的処理であり，処理条件を制御することで
発熱量を抑えた操作が可能であることから液体食品の非
加熱殺菌技術として注目されている．これまでに多くの
研究者により野菜・フルーツジュース 1-4），牛乳 5-7），ア
ルコール飲料 8, 9）など様々な性状を有する液体食品を対
象とした HV-PEF 殺菌試験が報告されている．また，
Escherichia coli，Listeria monocytogenes，Bacillus cereus，
Staphylococcus aureus，Lactobacillus brevis，Saccharomyces 

cerevisiae などといった広範囲の病原性または非病原性
の微生物 10-12）に対して HV-PEF 殺菌が有効であることが
報告されている．HV-PEF 殺菌のメカニズムは，電気穿
孔 13）により微生物細胞膜に生じた孔が不可逆的な細胞

In this study, we investigated the induction of the biological function of Aspergillus niger by pulsed electric field （PEF） 
stimulation. In particular, the profiles of growth and citric acid fermentation were focused on. PEF treatment was carried out at 
the germination phase, logarithmic growth phase, and early stationary phase of cultivation. All PEF-treated A. niger cultures 
showed significant increases in mycelial clump size and dry cell weight. The average diameters of the mycelial clumps of the 
PEF-treated culture and non-PEF-treated culture were 7.8 and 3.5 mm, respectively. The maximum dry cell weight was obtained 
in the PEF-treated culture at the germination phase, which was 1.8-fold higher than that of the non-PEF-treated culture. These 
increases changed the profiles of glucose consumption and citric acid production in citric acid fermentation. Combining PEF 
stimulation with fed-batch citric acid fermentation increases citric acid productivity. The fermentation times to reach the 
maximum citric acid concentration in the fermentation of PEF-treated and non-PEF-treated A. niger were 16 and 29 days, 
respectively. Moreover, the volumetric citric acid production rates in the fermentation of PEF-treated and non-PEF-treated  
A. niger were 1.67 and 0.96 g l-1 day-1, respectively. 

膜破壊に達し，膜の透過性が上がることで細胞内外の物
質移動が促進され，細胞内成分の流出と細胞外成分の流
入が起こることによるものであると考えられている．こ
のメカニズムを用いて，植物やキノコの細胞からの生体
由来有用物質の抽出効率を向上させる手法としても HV-

PEF は用いられている 14-18）．
近年，こういった食品分野への応用研究に加え，バイオ

テクノロジー分野において HV-PEF が生体機能の発現を誘
導する刺激となることが報告され始めている．Eologea ら
は HV-PEF を印加することにより酵母 S. cerevisiae の細胞
分裂速度が向上し， 0.85 kV/cm の電界強度において最もそ
の効果が高かったと報告している 19）．我々は以前に電界強
度 2.5 または 5 kV/cm の弱い HV-PEF を酵母 S. cerevisae に
印加し，幾つかの遺伝子発現の変化を転写レベルで調査
したところ，酸化ストレス応答遺伝子の発現が誘導される
ことを確認している 20）．また，Mattar らは発酵前に酵母 S. 

cerevisiae に電界強度 6 kV/cm の HV-PEF による電気的刺
激を行うことで，グルコース・フルクトース・スクロース
の混合糖からなる発酵原料の消費挙動が改善されると報
告している 21）．これらの研究では，生体応答の解明研究に
用いられる最も簡易なモデル細胞であり，産業的にも有用
なアルコール発酵微生物である酵母 S. cerevisiae に着目し
研究が行われている．他の有用微生物においても HV-PEF



がなんらかの生体機能を誘導することが考えられ，学術
的・産業的に有用な知見が得られることが期待される．

本研究では，産業的に有用な微生物の一つである黒麹
Aspergillus niger に対し HV-PEF による刺激が及ぼす影響
を調査した．黒麹 A. niger は複数の加水分解酵素の強力
な生産宿主として遺伝子組換えの有無を問わず用いられ
ており，国内では焼酎や泡盛製造における糖化工程に用
いられている．また黒麹 A. niger の最たる特徴はそのク
エン酸発酵能力であり，全世界で年間に生産されるクエ
ン酸の大半が黒麹 A. niger によるクエン酸発酵により生
産されている 22-24）．有用物質の生産宿主として微生物を
考えた場合，微生物の増殖能は高い生産効率を得る上で
重要である．本研究では HV-PEF による刺激が黒麹 A. 

niger の増殖挙動ならびに回分・流加条件におけるクエ
ン酸発酵に及ぼす影響について報告する．

  2．実験方法・手順
  2.1　黒麹A. nigerの調整と培養・発酵

黒麹 A. niger は American Type Culture Collection から購
入した．購入した黒麹 A. niger （ATCC number: 9142）は
PDA 寒天培地［3.9％ （w/v） Potato Dextrose Agar］上に
復元し 30℃で 2週間培養することで胞子形成させた．滅
菌した生理食塩水を用いて寒天培地上に形成した胞子を
懸濁し，ガーゼを用い濾過することで寒天培地片と菌糸
を除去した．得られた胞子懸濁液の一部を適当に希釈し，
PDAT 培地［3.9％ （w/v） Potato Dextrose Agar, 0.25％ （v/v） 

Triton X-100］上に塗布し 30℃で 2日間培養後，形成され
たコロニーをカウントすることで，胞子濃度を決定した．

回分条件での黒麹 A. niger の培養ならびにクエン酸発
酵は 100 ml 容量の三角フラスコを用い，合成培地［3.5～7

％ （ w/v ） glucose, 1.69× 10-2％ CaCl2·2H2O, 0.25％ 

NH4NO3, 2.5× 10-2％ MgSO4·7H2O, 4.5× 10-4％ ZnSO4· 

7H2O, 4.28 × 10-2％ KCl, 0.01％ KH2PO4, 7.5× 10-3％ 

FeSO4·7H2O］ 50 ml に初発菌体濃度 103 cells/ml となるよ
う胞子懸濁液を植菌し，振盪数 180 rpm にて 30℃で行っ
た．流加条件でのクエン酸発酵では初発グルコース濃度
35 g/L ［3.5％ （w/v）］の合成培地を用い培養を開始し，
培地中のグルコース濃度がおよそ 10 g/L に低下後，150 

g/L のグルコース溶液を用いて培地中のグルコース濃度
がおよそ 25 g/L となるように流加を行った．流加発酵
中に複数回グルコースの流加を行い，初発グルコースと
して合成培地中に含まれていた 1.75 g と合わせ合成培地
中に加えられたグルコースの総量が 3.5 g となるまで実
施した．これは初発グルコース濃度 70 g/L の合成培地
50 ml 中に含まれるグルコース量と同等である．

2.2　HV-PEF処理
パルス電源としてロータリースパークギャップ型パルス

発生装置を用いた（図 1）．コンデンサー容量 8 nF，周波数
50 Hz であり印加電圧はスライドトランスにより調整した．

HV-PEF を黒麹 A. niger 培養液に印加するための電極
としてステンレスワイヤー（0.5 mmφ）を用いた．先端
10 mm を除きシリコン材料で絶縁したステンレスワイヤ
ー2本を電極間距離 10 mm となるよう培養栓に設置した

（図 2a）．これを黒麹 A. niger 培養液の入ったフラスコに
固定し，マグネチックスターラーを用いて穏やかに撹拌
しながら HV-PEF を印加した（図 2b）．

印加条件は黒麹 A. niger の生菌数低下がわずかとなる
条件を検討し，印加電圧は 10 kVp，印加時間は 1分間，
培養（発酵）期間を通じてこの条件で 1回のみ印加を行
うこととした．この際の電圧電流波形を図 3 に示す．

2.3　分析方法
黒麹 A. niger 菌糸の乾燥重量は以下のように測定した．

ろ紙を用いた濾過により培養液から菌糸を分離し，蒸留
水に再懸濁することで洗浄を行った．再度ろ紙を用いた
濾過により洗浄液から菌糸を分離した後，乾燥したろ紙
の間に挟み圧迫することで水分を除去した．これを 65

℃にて 24時間乾燥させた後に密閉し常温に戻した後，

図 1　本実験で用いたパスル電源装置の回路図
Fig.1　Schematic of the circuit diagram used in this study

図 2　電極構造の模式図（a）と PEF 処理時の写真（b）
Fig.2　 Schematic of the electrodes used in this study （ a ） and 

picture of PEF treatment （b）.
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重量を測定した．
培養液中のグルコース濃度は，遠心分離により培養液か

ら菌糸を除去した培養上清に対しグルコース C-II テストワ
コー（和光純薬）を用いて吸光分光法により測定した．

培養液中のクエン酸濃度は，グルコース濃度の測定と
同様に培養上清に対し Marier と Boulet のメソッド 25）を
用いて吸光分光法により測定した．

3．実験結果および考察
3.1　HV-PEFが黒麹A. nigerの増殖挙動に及ぼす影響

黒麹 A. niger を合成培地を用い 30℃にて培養し，培養
期間中に一度だけ 1分間の HV-PEF 処理を実施した．こ
の時，放電が発生していないことを確認している．発生
した電流の多くは熱に変換されたものと考えられるが，
印加時間が短時間であったため培養液の急激な温度上昇
は確認されなかった．培養のスターターとして胞子を用
い，黒麹 A. niger の発芽期，対数増殖期，定常期初期（そ
れぞれ培養開始から 8時間後，4日後，6日後）に HV-

PEF 処理を実施した．培養開始から 10日後に培養液か
ら菌糸を取り出し観察を行ったところ HV-PEF 処理を行
った黒麹 A. niger 培養液の外観に明確な変化が確認され
た（図 4）．菌糸塊は HV-PEF 処理を行った培養系（図
4b， 4c，4d）では HV-PEF を行わなかった培養系（図
4a）に比べ明確に大きくなり，PEF 処理を行った培養系

（図 4c）と行わなかった培養系（図 4a）における菌糸
塊の平均直径はそれぞれ 7.8 mm と 3.5 mm であった．液
体培養条件下において Aspergillus 属を含む糸状菌は pH

変動，機械的応力，培地の浸透圧，酸素供給，栄養素供

給など培養条件下における様々な刺激に応じてその形態
を変化させることが知られている 26）．本研究で確認され
た結果から，HV-PEF も黒麹 A. niger の形態変化を引き
起こす刺激であるといえる． 

黒麹 A. niger を 50 ml の合成培地を用い 10日間培養し
た後の乾燥菌体重量の比較を表 1 に示す．乾燥重量にお
いても HV-PEF 処理を行った培養系では HV-PEF を行わ
なかった培養系に比べ重量が増加していることが確認さ
れ，HV-PEF 処理を行った培養系においては，培養の初
期に HV-PEF 処理を行うほど菌体重量の増加が顕著であ
った．発芽期に HV-PEF 処理を行った系（PEF-treated at 

germination phase）において乾燥菌体重量は 346 mg と最
大値を示し，これは HV-PEF 処理を行わなかった系

（control）と比較し 1.8倍の値となった．菌糸塊の大き
さの増加に比べ乾燥重量の増加の割合が小さくなったの
は，酸素透過性が悪い菌糸塊の中心は中空構造であるこ
と，HV-PEF 処理を行った系では菌糸塊の密度が幾分低
いように見受けられたことが原因であると考えられる．

図 3　パルス電圧印加時の電圧波形（a）ならびに電流波形（b）
Fig.3　 Typical waveforms of voltage （a） and current （b） when 

PEF was applied to the culture.

図 4　 培養 10日後の黒麹 A. niger 菌糸の写真：PEF 未処理（a），
発芽期に PEF 処理（b），対数増殖に PEF 処理（c），
定常期初期に PEF 処理（d）

Fig.4　 Pictures of mycelial clumps of A. niger after 10 days of 
incubation. Each picture shows non-PEF-treated A. niger 

（ a） and PEF-treated A. niger at germination phase （b）, 
logarithmic growth phase （c）, and early stationary phase 

（d） of cultivation.

A. niger culture Dry cell weight ［mg］
Control （non-PEF-treated） 193 ± 50
PEF-treated at germination phase 346 ± 48
PEF-treated at logarithmic phase 279 ± 27
PEF-treated at stationary phase 241 ± 19

表 1　 培養 10日後の培養液 50 ml 当たりの黒麹 A. niger 乾燥
菌体重量

Table 1　 Dry cell weights of 50 ml of A. niger cultures after 
incubation for 10 days.
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これまでに確認された培養液中の黒麹 A. niger の菌体
塊が大きくなるという形態変化ならびに乾燥菌体重量の
増大から，HV-PEF 処理は黒麹 A. niger の増殖能を向上
する効果があるものと考えられる．HV-PEF により酵母
S. cerevisiae では酸化ストレス応答遺伝子が誘導される
ことが分かっており 20），黒麹 A. niger においてもこのよ
うな遺伝子が誘導されることで，生体内の代謝やシグナ
ル伝達などに影響し増殖能の向上が引き起こされている
のではないかと考えられる．

3.2　 HV-PEF処理が黒麹A. nigerによるクエン酸発酵

挙動に及ぼす影響

HV-PEF によって黒麹 A. niger の増殖能が向上した．
この増殖能の改善がクエン酸発酵に及ぼす影響を調査し
た．黒麹 A. niger 胞子を種々の初発グルコース濃度の合
成培地に植菌，30℃でインキュベートし発芽期に HV-PEF

処理を行った．培地中に含まれるグルコースの消費と培
地中へのクエン酸の生産の経時変化を調査した．クエン
酸発酵挙動を図 5 に，発酵結果を表 2 に示す．初発グル
コース濃度，HV-PEF 処理の有無に関わらず，グルコー
スの消費に伴いクエン酸が生産されていることが確認さ
れ，系中のグルコース濃度が低下すると生産されたクエ
ン酸も炭素源として黒麹 A. niger に消費されていること
が確認される．すべての初発グルコース濃度の発酵にお
いて，HV-PEF 処理を行った系においてはグルコース消
費が促進された．しかしながら，HV-PEF 処理を行った
系では HV-PEF 処理を行っていない系に比べ最大クエン
酸濃度が低く，クエン酸収率も低いものとなった．これ
らの結果から，HV-PEF を行った系ではグルコースの多
くの部分が増殖能の向上した黒麹 A. niger の菌糸形成に
利用されたものと考えられる． HV-PEF 処理を行ってい
ない系では発酵を通じてクエン酸濃度はほぼ直線的に増
加していることが確認される．一方で，HV-PEF 処理を
行なった系ではクエン酸濃度がある時期を境に急激に上
昇している． この急激な上昇は培地中のグルコース濃
度が関連しているようであり，グルコース濃度がおよそ

25 g/L 以下で誘導されるようである．
3.3　 HV-PEF処理を行った黒麹A. nigerを用いたクエン

酸の流加発酵

培地中のグルコース濃度の制御が HV-PEF 処理を行っ
た黒麹 A. niger によるクエン酸発酵に及ぼす影響を，発

Initital glucose 
cocentration Treatment Maximum citric 

acid concentration
Fermentation 

time
Glucose 

consumed
Glucose 

consumption rate
Volumetric citric 

acid production rate Citric acid yield

g l-1 g l-1 day g l-1 g l-1 day-1 g l-1 day-1 mol mol- 
consumed-glucose-1

35 None 11.98± 1.10 17 32.18± 1.27 1.89± 0.07 0.70± 0.06 0.34± 0.02
35 PEF 7.57± 1.43 7 22.85± 1.72 3.26± 0.25 1.08± 0.20 0.32± 0.08
50 None 16.90± 0.65 20 47.52± 2.43 2.38± 0.12 0.85± 0.03 0.33± 0.03
50 PEF 9.20± 0.75 10 45.10± 0.97 4.51± 0.10 0.92± 0.07 0.19± 0.02
70 None 21.75± 3.10 32 64.42± 0.80 2.01± 0.02 0.68± 0.10 0.32± 0.05
70 PEF 18.31± 2.81 16 58.26± 2.60 3.64± 0.16 1.14± 0.18 0.29± 0.04

表 2　種々の初発グルコース濃度における黒麹 A. niger によるクエン酸発酵結果
Table 2　Results of citric acid fermentation in medium at various initial glucose concentrations.

図 5　 初発グルコース濃度 35（a），50（b）ならびに 70（c）　
g/L における黒麹 A. niger によるクエン酸発酵挙動． 
●▲：PEF 未処理，◯△：PEF 処理，●◯：グルコー
ス濃度，▲△：クエン酸濃度

Fig.5　 Citric acid fermentation profiles in medium at various initial 
glucose concentrations of 35 （a）, 50 （b）, and 70 （c） g/L. 
Circles indicate glucose concentration and triangles indicate 
citric acid concentration. The closed and open symbols 
indicate the fermentation of non-PEF-treated and PEF-
treated A. niger, respectively. The data points represent the 
average of three independent experiments.
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酵系中に逐次的に基質を添加する流加培養を行うことで
調査した．初発グルコース濃度 35 g/L の合成培地に黒
麹 A. niger 胞子を植菌，30℃でインキュベートし発芽期
に HV-PEF 処理を行った．培地中のグルコース濃度を経
時的に測定し，グルコース濃度が 10 g/L 程度となったら
150 g/L グルコース溶液を用いて培地中のグルコース濃度
が 25 g/L となるようにグルコースの流加を行った．流加発
酵で用いた総グルコース量は初発グルコース濃度 70 g/L

の合成培地に含まれる量と同量である．流加発酵における
クエン酸発酵挙動を図 6 に，発酵結果を表 3 に示す．

回分発酵結果（図 5c，表 2）と比べると流加発酵では
最大クエン酸濃度が向上し HV-PEF 処理を行った系にお
いては回分発酵時では 18.31 g/L であったのに対し，流
加発酵では 26.76 g/L とおよそ 1.5倍に向上した．またこ
の最大クエン酸濃度（26.76 g/L）は，流加発酵において

HV-PEF 処理を行っていない系の最大クエン酸濃度
（27.80 g/L）とほぼ同等であった．流加発酵においても

HV-PEF 処理を行った系ではグルコース消費が促進され
る現象は維持されていた．このため，最大クエン酸濃度
に達するまでに必要となる発酵期間が HV-PEF 処理を行
わなかった系では 29日であったのに対し，HV-PEF 処理
を行った系では 16日と 13日間短縮され，体積あたりの
クエン酸生産速度も 0.96 g/L/day から 1.67 g/L/day と向
上した．これらの結果から HV-PEF によって誘導される
黒麹 A. niger の増殖能の向上はクエン酸発酵生産におい
て有用であることが考えられる．しかしながら，本研究
で得られたクエン酸収率は一般的な工業レベルで実施さ
れているクエン酸発酵における収率 0.5～0.6 mol/mol-

consumed-glucose （対糖収率 50～60％）に比べ低いもの
である．この主な原因としては，本研究では pH や溶存
酸素量の調節が不可能な小規模のフラスコ内での発酵で
あることが挙げられる．溶存酸素は糖酸化で生じる電子
の受容体として重要であり，pH2以下の低 pH は不要な
他の有機酸の生成を抑制する上で重要である 27）．これら
の要素も形態変化などの黒麹 A. niger が有する生体機能
を誘導する刺激であり，これらの要素を制御しつつ HV-

PEF と組み合わせることでどのような影響が得られるか
の検討が今後必要になると考えられる．また本研究では
HV-PEF 印加条件は発芽期に 1分間，1回のみとしてい
るが，印加時間や複数回の印加が及ぼす影響についは検
討化はなされておらず，他要素と組み合わせた際の最適
化を含めた検討も必要である．

4．まとめ
近年 HV-PEF は生体機能発現を誘導する刺激として着

目され始めており，本研究では黒麹 A. niger を対象とし
て HV-PEF による刺激が増殖とクエン酸生産に及ぼす影
響を調査した．HV-PEF 処理により，黒麹 A. niger の菌
糸塊が大きくなり菌体重量も増加する，つまり増殖能が
向上することが確認された．また増殖能が向上すること
でグルコース消費速度が向上する一方，回分条件でのク
エン酸発酵においてはクエン酸生産量が低下した．これ
は消費されるグルコースの多くが菌糸形成に利用されて

図 6　 PEF 未処理（a）ならびに PEF 処理（b）を行った黒
麹 A. niger によるクエン酸流加発酵挙動．●▲：PEF
未処理，◯△：PEF 処理，●◯：グルコース濃度，▲△：
クエン酸濃度

Fig.6　 Citric acid fermentation profiles in the fed-batch 
fermentation of non-PEF-treated （a） and PEF-treated （b） 
A. niger. Circles indicate glucose concentration and 
triangles indicate citric acid concentration. The data points 
represent the average of three independent experiments.

Treatment Maximum citric 
acid concentration

Fermentation 
time

Glucose 
consumed

Glucose 
consumption rate

Volumetric citric 
acid production rate Citric acid yield

g l-1 day g l-1 g l-1 day-1 g l-1 day-1 mol mol- consumed-glucose-1

None 27.80± 1.58 29 67.91± 1.52 2.34± 0.05 0.96± 0.05 0.38± 0.02
PEF 26.76± 2.20 16 67.33± 1.38 4.21± 1.98 1.67± 0.14 0.35± 0.01

表 3　黒麹 A. niger によるクエン酸流加発酵結果
Table 3　Results of citric acid fermentation in fed-batch fermentation.
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いるためだと推測された．この時クエン酸生産挙動は培
地中の残存グルコース濃度に依存することが示唆され，
流加発酵によりグルコース濃度を制御することでクエン
酸生産効率を大幅に向上できることが明らかとなった．
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