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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　ヘマトコッカスを培養液中で培養してアスタキサンチンを産生させるヘマトコッカスの

培養方法において、

前記培養液の塩分濃度を、０％から３．５％まで段階的に上昇させる塩分順応工程を含み

、

塩分順応工程は、塩分濃度を、０％から０．２９～０．４４％の濃度に１段階上昇させた

段階を第１段階、続いてさらに次の濃度に１段階上昇させた段階を第２段階とし、最終濃

度に上昇させた第Ｎ段階（Ｎ＝３～１０の整数）までのＮ段階（Ｎ＝３～１０の整数）を

含み、

塩分順応工程の第２段階の塩分濃度が０．４４～１．８％であり、

塩分順応工程の第３段階の塩分濃度が１．８％～３．５％であり、

塩分順応工程の第１段階の期間が３～５日間であり、第２段階の期間が３～５日間であり

、第３段階の期間が３～１０日間であり、

ヘマトコッカスが、ヘマトコッカス・ラクストリスである、ヘマトコッカス培養方法。

【請求項２】

　塩分順応工程の全体の期間が１４日間～３０日間である、請求項１に記載のヘマトコッ

カス培養方法。

【請求項３】

　塩分が、塩化ナトリウムを含む、請求項１または２に記載のヘマトコッカス培養方法。

10

20



(2) JP  7734965  B2  2025.9.8

【 請 求 項 ４ 】

　 ヘ マ ト コ ッ カ ス を 培 養 液 中 で 培 養 し て 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス に ア ス タ キ サ ン チ ン を 産 生 さ せ

る ア ス タ キ サ ン チ ン の 製 造 方 法 に お い て 、

前 記 培 養 液 の 塩 分 濃 度 を 、 ０ ％ か ら ３ ． ５ ％ ま で 段 階 的 に 上 昇 さ せ る 塩 分 順 応 工 程 を 含 む

ヘ マ ト コ ッ カ ス 培 養 方 法 に よ り マ ト コ ッ カ ス を 培 養 し 、

塩 分 順 応 工 程 は 、 塩 分 濃 度 を 、 ０ ％ か ら ０ ． ２ ９ ～ ０ ． ４ ４ ％ の 濃 度 に １ 段 階 上 昇 さ せ た

段 階 を 第 １ 段 階 、 続 い て さ ら に 次 の 濃 度 に １ 段 階 上 昇 さ せ た 段 階 を 第 ２ 段 階 と し 、 最 終 濃

度 に 上 昇 さ せ た 第 Ｎ 段 階 （ Ｎ ＝ ３ ～ １ ０ の 整 数 ） ま で の Ｎ 段 階 （ Ｎ ＝ ３ ～ １ ０ の 整 数 ） を

含 み 、

塩 分 順 応 工 程 の 第 ２ 段 階 の 塩 分 濃 度 が ０ ． ４ ４ ～ １ ． ８ ％ で あ り 、

塩 分 順 応 工 程 の 第 ３ 段 階 の 塩 分 濃 度 が １ ． ８ ％ ～ ３ ． ５ ％ で あ り 、

塩 分 順 応 工 程 の 第 １ 段 階 の 期 間 が ３ ～ ５ 日 間 で あ り 、 第 ２ 段 階 の 期 間 が ３ ～ ５ 日 間 で あ り

、 第 ３ 段 階 の 期 間 が ３ ～ １ ０ 日 間 で あ り 、

ヘ マ ト コ ッ カ ス が 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス ・ ラ ク ス ト リ ス で あ る 、 ア ス タ キ サ ン チ ン 製 造 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス に よ り 効 率 よ く ア ス タ キ サ ン チ ン を 産 生 さ せ る 、 ア ス タ キ サ

ン チ ン の 製 造 及 び そ の 利 用 に 関 す る 。 詳 し く は 、 塩 分 順 応 工 程 を 含 む ヘ マ ト コ ッ カ ス 培 養

方 法 及 び ア ス タ キ サ ン チ ン の 製 造 方 法 、 並 び に ア ス タ キ サ ン チ ン を 蓄 積 し た ヘ マ ト コ ッ カ

ス を 含 む 水 産 養 殖 用 餌 料 、 及 び 同 ヘ マ ト コ ッ カ ス を 利 用 し た 海 洋 動 物 養 殖 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 カ ロ テ ノ イ ド 系 抗 酸 化 物 質 の ア ス タ キ サ ン チ ン は 、 他 の カ ロ テ ノ イ ド 類 と 比 較 し て 高 い

抗 酸 化 作 用 を 有 す る 。 そ の た め 、 ア ス タ キ サ ン チ ン は 、 健 康 食 品 、 化 粧 品 、 お よ び 養 殖 魚

の 色 揚 げ 等 に 好 適 に 使 用 さ れ る 。 従 来 、 ア ス タ キ サ ン チ ン を 製 造 す る 方 法 と し て 、 淡 水 性

の 藻 類 で あ る ヘ マ ト コ ッ カ ス を 培 養 す る 方 法 が 用 い ら れ て い る 。 ヘ マ ト コ ッ カ ス は 、 強 光

、 窒 素 制 限 、 塩 分 （ 例 え ば 塩 化 ナ ト リ ウ ム ） と い っ た 外 的 な ス ト レ ス を 受 け る と 、 そ の 形

態 が 変 化 し て ア ス タ キ サ ン チ ン を 産 生 す る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 例 え ば 特 許 文 献 １ に は 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス を 屋 外 で 培 養 さ せ る こ と で 、 太 陽 光 に よ る 強 光

の ス ト レ ス を ヘ マ ト コ ッ カ ス に 与 え る 方 法 や 、 ０ ． ３ ～ ０ ． ４ ％ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 等 の 添

加 に よ る 塩 分 濃 度 の 増 加 に よ っ て ヘ マ ト コ ッ カ ス は シ ス ト 化 す る こ と が 記 載 さ れ て い る 。

ま た 特 許 文 献 ２ に は 、 屋 外 培 養 池 の 培 地 に 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し て 培 養 す る こ と に よ り

、 栄 養 細 胞 の 休 眠 細 胞 化 （ す な わ ち 、 シ ス ト 化 ） と 細 胞 内 部 へ の ア ス タ キ サ ン チ ン の 蓄 積

を 誘 発 す る こ と が 記 載 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 し か し 、 上 記 い ず れ の 文 献 に も 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス を 海 水 と 同 程 度 の 塩 分 濃 度 ま た は 塩 化

ナ ト リ ウ ム 濃 度 （ 約 ３ ． ５ ％ ） で 培 養 し た こ と に つ い て は 記 載 さ れ て い な い 。 こ れ は 淡 水

性 の 藻 類 で あ る ヘ マ ト コ ッ カ ス は 、 海 水 と 同 程 度 の 高 塩 分 濃 度 に 晒 さ れ る と 死 滅 し て し ま

う た め で あ る 。 そ の た め 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス に 、 塩 分 に よ る 刺 激 を 与 え る こ と で シ ス ト 化 し

ア ス タ キ サ ン チ ン を 産 生 す る こ と は 知 ら れ て い て も 、 海 水 と 同 程 度 の 高 塩 分 濃 度 で 培 養 す

る こ と は 不 可 能 で あ っ た 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － ６ ０ ５ ３ ２ 号 公 報

【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 ２ ０ ０ ５ ／ １ １ ６ ２ ３ ８ 号 明 細 書

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
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【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 は 、 海 水 程 度 の 高 塩 分 濃 度 環 境 下 で も ヘ マ ト コ ッ カ ス の 致 死 率 を 下 げ て 死 滅 さ せ

ず に 培 養 す る こ と に よ り 、 ア ス タ キ サ ン チ ン を 高 収 率 で 得 る こ と が で き る ヘ マ ト コ ッ カ ス

培 養 方 法 、 ア ス タ キ サ ン チ ン 製 造 方 法 、 及 び こ れ ら 方 法 に よ り 得 ら れ た ア ス タ キ サ ン チ ン

を 含 有 す る 水 産 養 殖 用 餌 料 、 並 び に 海 洋 動 物 養 殖 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス を 培 養 液 中 で 培 養 し て ア ス タ キ サ ン チ ン を 産 生 さ せ る ヘ マ ト

コ ッ カ ス の 培 養 方 法 に お い て 、 前 記 培 養 液 の 塩 分 濃 度 を 、 ０ ％ か ら ３ ． ５ ％ ま で 段 階 的 に

上 昇 さ せ る 塩 分 順 応 工 程 を 含 む 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス 培 養 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 ま た 本 発 明 は 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス を 培 養 液 中 で 培 養 し て 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス に ア ス タ キ サ ン

チ ン を 産 生 さ せ る ア ス タ キ サ ン チ ン の 製 造 方 法 に お い て 、 前 記 培 養 液 の 塩 分 濃 度 を 初 期 濃

度 か ら ３ ． ５ ％ ま で 段 階 的 に 上 昇 さ せ る 、 Ｎ 段 階 （ Ｎ ＝ ３ ～ １ ０ の 整 数 ） か ら な る 塩 分 順

応 工 程 を 含 む 方 法 に よ り ヘ マ ト コ ッ カ ス を 培 養 す る 、 ア ス タ キ サ ン チ ン 製 造 方 法 を 提 供 す

る も の で あ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 さ ら に 本 発 明 は 、 上 述 の ヘ マ ト コ ッ カ ス 培 養 方 法 、 ま た は ア ス タ キ サ ン チ ン 製 造 方 法 に

よ っ て 得 ら れ た ア ス タ キ サ ン チ ン を そ の 細 胞 内 に 蓄 積 し た ヘ マ ト コ ッ カ ス を 含 有 す る 、 水

産 養 殖 用 餌 料 を 提 供 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 は 、 上 述 の ヘ マ ト コ ッ カ ス 培 養 方 法 、 ま た は ア ス タ キ サ ン チ ン 製 造 方 法 に よ っ て

得 ら れ た ア ス タ キ サ ン チ ン を そ の 細 胞 内 に 蓄 積 し た ヘ マ ト コ ッ カ ス を 、 動 物 プ ラ ン ク ト ン

に 与 え る こ と を 含 む 、 海 洋 動 物 養 殖 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 に よ り 、 海 水 と 同 程 度 の 高 塩 分 濃 度 下 で も ヘ マ ト コ ッ カ ス の 致 死 率 を 下 げ て 、 ア

ス タ キ サ ン チ ン を 産 生 す る 中 間 体 細 胞 ま た は シ ス ト 化 細 胞 （ シ ス ト ） と し て 生 存 （ 生 残 ）

さ せ る こ と が 可 能 と な り 、 ア ス タ キ サ ン チ ン を 高 収 率 で 得 る こ と が で き る 。 ま た 本 発 明 に

よ り 、 淡 水 性 の ヘ マ ト コ ッ カ ス を 、 海 水 と 同 等 の 高 塩 分 濃 度 で も 死 滅 せ ず に 培 養 す る こ と

が 可 能 と な り 、 ア ス タ キ サ ン チ ン を 豊 富 に 蓄 積 す る ヘ マ ト コ ッ カ ス を 海 水 に 放 ち 、 水 産 養

殖 の 餌 で あ る ワ ム シ や か い あ し 類 、 ア ル テ ミ ア な ど の 動 物 プ ラ ン ク ト ン の 餌 （ 水 産 養 殖 用

餌 料 ） と す る こ と が で き る 。 さ ら に 本 発 明 に よ り 、 ア ス タ キ サ ン チ ン を 豊 富 に 蓄 積 す る ヘ

マ ト コ ッ カ ス を ワ ム シ や か い あ し 類 、 ア ル テ ミ ア な ど の 動 物 プ ラ ン ク ト ン に 与 え る こ と に

よ る 海 洋 動 物 （ 主 に 魚 類 や 甲 殻 類 ） 養 殖 方 法 を 提 供 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 仔 稚

魚 の 生 残 率 を 上 昇 さ せ る こ と で 、 成 体 の 養 殖 生 産 量 を 最 大 化 す る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ２ 】

【 図 １ 】 実 施 例 １ ～ ３ 、 比 較 例 １ 、 及 び 参 考 例 １ ～ ４ の 培 養 条 件 を ま と め た 表 で あ る 。 図

中 の 数 字 は 塩 分 濃 度 （ ％ ） を 表 す 。

【 図 ２ 】 実 施 例 １ ～ ３ の 細 胞 密 度 、 シ ス ト 化 率 、 ア ス タ キ サ ン チ ン 含 量 、 及 び ア ス タ キ サ

ン チ ン 収 量 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 各 実 施 例 と も 、 棒 グ ラ フ は 左 か ら 、 細 胞 密 度 、 シ ス ト 化

率 、 ア ス タ キ サ ン チ ン 含 量 、 及 び ア ス タ キ サ ン チ ン 収 量 に 対 応 し て い る 。

【 図 ３ 】 参 考 例 １ ～ ４ の 培 養 最 終 日 に お け る 、 運 動 性 細 胞 （ VC: Vegetative cell） 、 不

動 性 細 胞 （ GCC: Green coccoid cell） 、 中 間 体 細 胞 （ IC: Intermediate cell） 、 及 び シ

ス ト 化 細 胞 （ Cyst） の 細 胞 密 度 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ４ 】 比 較 例 １ 、 及 び 実 施 例 １ ～ ３ の 培 養 条 件 を ま と め た 表 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 明 細 書 に お い て 、 「 塩 分 」 は 「 塩 化 ナ ト リ ウ ム 」 を 主 成 分 と す る が 、 さ ら に 「 他 の 塩
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分 」 を 含 ん で も よ い 。 「 他 の 塩 分 」 と し て は 、 例 え ば 、 塩 化 カ リ ウ ム 、 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム

、 及 び 塩 化 カ ル シ ウ ム が 挙 げ ら れ る 。 本 明 細 書 に お い て 、 「 塩 分 濃 度 」 は 、 塩 分 の す べ て

が 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 場 合 は 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 濃 度 を 、 塩 分 が 塩 化 ナ ト リ ウ ム と 「 他 の 塩 分

」 を 含 む 場 合 は 塩 分 の 合 計 濃 度 を 、 そ れ ぞ れ 示 す 。 ま た 本 明 細 書 に お い て 、 単 位 「 ％ 」 は

、 特 に 断 ら な い 限 り 重 量 ％ を 示 す 。 さ ら に 本 明 細 書 に お い て 、 細 胞 の 「 生 存 」 と 「 生 残 」

は 、 共 に 、 生 き 残 る （ survived） こ と を 示 す 。

【 ０ ０ １ ４ 】

＜ ヘ マ ト コ ッ カ ス の 性 質 ＞

　 ヘ マ ト コ ッ カ ス は 、 塩 分 を ほ と ん ど 含 ま な い 淡 水 に 生 息 す る 藻 類 で あ る 。 ヘ マ ト コ ッ カ

ス は 、 強 光 、 窒 素 制 限 、 高 温 、 乾 燥 、 高 塩 分 と い っ た 外 的 な ス ト レ ス を 要 因 と し て 形 態 が

変 化 （ シ ス ト 化 ） し 、 ア ス タ キ サ ン チ ン を 産 生 す る 。 こ の と き 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス は 、 赤 く

変 色 す る 。 こ れ は 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス が 、 ス ト レ ス に よ り 生 じ た 活 性 酸 素 を 消 去 す る た め 、

抗 酸 化 成 分 で あ る ア ス タ キ サ ン チ ン を 産 生 す る た め で あ る 。 尚 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス に は い く

つ か の 種 が あ り 、 本 発 明 の 塩 分 順 応 工 程 に よ り 順 応 し や す い 種 と し て 、 実 施 例 で 用 い た ヘ

マ ト コ ッ カ ス ・ ラ ク ス ト リ ス の 他 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス ・ プ ル ビ ア リ ス 、 及 び ヘ マ ト コ ッ カ ス

・ ニ ヴ ァ ー リ ス が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 ヘ マ ト コ ッ カ ス の シ ス ト 化 は 、 い く つ か の 形 態 を 経 る 。 詳 細 に は 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス は 、

外 的 な ス ト レ ス を 受 け て い な い 状 態 で は ２ 本 の 等 長 鞭 毛 を 有 す る 運 動 性 細 胞 （ Vegetative

 cell） の 状 態 で あ り 、 細 胞 分 裂 に よ り 増 殖 す る 。 こ の と き 、 少 し の 外 的 な ス ト レ ス を 受

け る と 細 胞 分 裂 を 停 止 し 、 不 動 的 な 細 胞 で あ る 不 動 性 細 胞 （ Green coccoid cell） と い う

状 態 に 変 化 す る 。 こ こ で 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス は 、 さ ら に 外 的 な ス ト レ ス を 受 け る と 、 ア ス タ

キ サ ン チ ン を 産 生 し 始 め 、 ア ス タ キ サ ン チ ン を そ の 細 胞 内 に 少 量 含 む 中 間 体 細 胞 （ Interm

ediate cell） と い う 状 態 に 変 化 す る 。 そ し て 、 さ ら に 多 く の 外 的 な ス ト レ ス を 受 け る と

ア ス タ キ サ ン チ ン を 多 く 産 生 し 、 ア ス タ キ サ ン チ ン を そ の 細 胞 内 に 多 く 含 む シ ス ト 化 細 胞

（ Cyst） と い う 状 態 に 変 化 す る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

＜ ヘ マ ト コ ッ カ ス の 培 養 方 法 ＞

　 本 発 明 の 一 の 態 様 は 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス を 培 養 液 中 で 培 養 し て ア ス タ キ サ ン チ ン を 産 生 さ

せ る ヘ マ ト コ ッ カ ス の 培 養 方 法 に お い て 、 前 記 培 養 液 の 塩 分 濃 度 を ０ ％ か ら ３ ． ５ ％ ま で

段 階 的 に 上 昇 さ せ る 塩 分 順 応 工 程 を 含 む 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス 培 養 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 塩 分 順 応 工 程 と は 、 培 養 液 の 塩 分 濃 度 を 段 階 的 に 上 昇 し な が ら ヘ マ ト コ ッ カ ス を 培 養 す

る 工 程 を 示 す 。 塩 分 順 応 工 程 は 、 塩 分 濃 度 を 初 期 濃 度 （ ０ ％ ） か ら 次 の 濃 度 に １ 段 階 上 昇

さ せ た 段 階 を 第 １ 段 階 、 続 い て さ ら に 次 の 濃 度 に １ 段 階 上 昇 さ せ た 段 階 を 第 ２ 段 階 と し 、

最 終 濃 度 に 上 昇 さ せ た 第 Ｎ 段 階 （ Ｎ ＝ ３ ～ １ ０ の 整 数 ） ま で の Ｎ 段 階 （ Ｎ ＝ ３ ～ １ ０ の 整

数 ） を 含 ん で よ い 。 第 Ｎ 段 階 は 最 終 段 階 を 指 し 、 こ の 時 の 塩 分 濃 度 を 海 水 の 塩 分 濃 度 程 度

で あ る 約 ３ ． ２ ～ ３ ． ８ ％ の 範 囲 、 ま た は 約 ３ ． ５ ％ と な る よ う に 構 成 す る こ と が で き る

。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 こ こ で 、 「 Ｎ 」 は 整 数 で あ り 、 ３ ～ １ ０ と す る こ と が で き る 。 「 Ｎ 」 は 、 各 段 階 の 塩 分

濃 度 の 上 昇 度 合 い に よ り 適 宜 設 定 す る こ と が で き る 。 な お 、 第 Ｎ 段 階 は 最 終 段 階 を 指 す 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 塩 分 順 応 工 程 に お け る 培 養 液 の 塩 分 濃 度 は 、 例 え ば 、 第 １ 段 階 で は ０ ． ０ ５ ８ ％ ～ ０ ．

５ ８ ％ 、 ま た は ０ ． ２ ９ ～ ０ ． ４ ４ ％ 、 第 ２ 段 階 で は ０ ． ２ ９ ～ ２ ． ３ ％ 、 ま た は ０ ． ４

４ ～ １ ． ８ ％ 、 第 ３ 段 階 で は １ ． ８ ％ ～ ３ ． ５ ％ 、 第 ４ 段 階 で は ２ ． ８ ％ ～ ３ ． ５ ％ と し

、 第 Ｎ 段 階 で ３ ． ５ ％ と す る こ と が で き る 。 塩 分 濃 度 の 具 体 的 な 態 様 と し て 、 以 下 の よ う

な 例 が 挙 げ ら れ る 。

例 １ ： 第 １ 段 階 ０ ． ２ ９ ％ 、 第 ２ 段 階 ０ ． ４ ４ ％ 、 第 ３ 段 階 １ ． ８ ％ 、 第 ４ 段 階 ３ ． ５ ％

例 ２ ： 第 １ 段 階 ０ ． ２ ９ ％ 、 第 ２ 段 階 １ ． ８ ％ 、 第 ３ 段 階 ３ ． ５ ％
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例 ３ ： 第 １ 段 階 ０ ． ４ ４ ％ 、 第 ２ 段 階 １ ． ８ ％ 、 第 ３ 段 階 ３ ． ５ ％

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 塩 分 順 応 工 程 の 各 段 階 の 継 続 期 間 は 、 塩 分 濃 度 の 上 昇 度 合 や 総 段 階 数 に 照 ら し て 設 定 す

る こ と が で き る 。 各 段 階 の 継 続 期 間 は 、 具 体 的 に は 例 え ば 、 ３ ～ １ ０ 日 間 、 ３ ～ ７ 日 間 、

ま た は ３ ～ ５ 日 間 と す る こ と が で き る 。 総 段 階 数 が ３ 以 上 で あ る 場 合 、 各 段 階 の 継 続 期 間

は 、 同 一 で あ っ て も 異 な っ て も よ い 。 例 え ば 、 第 １ 段 階 の 継 続 期 間 を ３ ～ ５ 日 間 と し 、 第

２ 段 階 を ３ ～ ５ 日 間 、 第 ３ 段 階 を ３ ～ ５ 日 間 、 第 ４ 段 階 を ３ ～ １ ０ 日 間 の よ う に 設 定 す る

こ と が で き る 。 特 に 、 第 １ 段 階 の 継 続 期 間 を ３ 日 間 以 上 と す る こ と に よ り 、 生 残 す る 細 胞

数 を 多 く す る こ と が で き る 。 塩 分 順 応 工 程 の 各 段 階 の 継 続 期 間 の 具 体 的 な 態 様 と し て 、 以

下 の よ う な 例 が 挙 げ ら れ る 。

例 １ ： 第 １ 段 階 ３ 日 間 、 第 ２ 段 階 ３ 日 間 、 第 ３ 段 階 ５ 日 間 、 第 ４ 段 階 ５ 日 間

例 ２ ： 第 １ 段 階 ３ 日 間 、 第 ２ 段 階 ５ 日 間 、 第 ３ 段 階 ８ 日 間

【 ０ ０ ２ １ 】

　 塩 分 順 応 工 程 の 全 体 の 期 間 は 、 塩 分 濃 度 の 上 昇 度 合 や 総 段 階 数 、 ア ス タ キ サ ン チ ン の 収

率 等 に 照 ら し て 設 定 す る こ と が で き る 。 全 体 の 期 間 は 、 具 体 的 に は 例 え ば 、 ５ 日 間 ～ ３ ０

日 間 、 １ ０ 日 間 ～ ２ ５ 日 間 、 ま た は １ ４ 日 間 ～ ２ ０ 日 間 と す る こ と が で き る 。 特 に 好 ま し

い 期 間 と し て 、 １ ６ 日 間 、 ま た は ２ ０ 日 間 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 の ヘ マ ト コ ッ カ ス の 培 養 方 法 に お い て 、 塩 分 順 応 工 程 以 外 は 、 従 来 公 知 の 条 件 や

方 法 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 の ヘ マ ト コ ッ カ ス 培 養 方 法 を 経 て 生 き 残 っ た ヘ マ ト コ ッ カ ス は 、 高 塩 分 濃 度 の ス

ト レ ス に よ っ て 少 な く と も 一 部 が 中 間 体 細 胞 ま た は シ ス ト 化 細 胞 の 状 態 に 変 化 し て い る 。

そ し て 生 存 す る ヘ マ ト コ ッ カ ス の う ち の 半 分 か ら 大 部 分 （ ７ ０ ％ ま た は ８ ０ ％ 以 上 ） が 、

中 間 体 細 胞 ま た は シ ス ト 化 細 胞 で あ る こ と が 特 徴 で あ る 。 中 間 体 細 胞 及 び シ ス ト 化 細 胞 、

特 に シ ス ト 化 細 胞 は 、 よ り 多 く の ア ス タ キ サ ン チ ン を 産 生 す る た め 、 本 発 明 の ヘ マ ト コ ッ

カ ス 培 養 方 法 に よ り 、 効 率 よ く ア ス タ キ サ ン チ ン を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 本 来 は 淡 水

性 の 藻 類 で あ る ヘ マ ト コ ッ カ ス で あ る が 、 本 発 明 の ヘ マ ト コ ッ カ ス 培 養 方 法 を 経 て 生 き 残

っ た ヘ マ ト コ ッ カ ス は 、 海 水 の よ う な 高 塩 分 濃 度 の 環 境 に お い て も 生 存 す る こ と が で き る

。

【 ０ ０ ２ ４ 】

＜ ア ス タ キ サ ン チ ン 製 造 方 法 ＞

　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス を 培 養 液 中 で 培 養 し て 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス に ア ス タ

キ サ ン チ ン を 産 生 さ せ る ア ス タ キ サ ン チ ン の 製 造 方 法 に お い て 、 前 記 培 養 液 の 塩 分 濃 度 を

、 ０ ％ か ら ３ ． ５ ％ ま で 段 階 的 に 上 昇 さ せ る 塩 分 順 応 工 程 を 含 む ヘ マ ト コ ッ カ ス 培 養 方 法

に よ り ヘ マ ト コ ッ カ ス を 培 養 す る 、 ア ス タ キ サ ン チ ン 製 造 方 法 で あ る 。 ヘ マ ト コ ッ カ ス の

培 養 、 塩 分 順 応 工 程 に つ い て は 、 上 述 の 通 り で あ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 の ア ス タ キ サ ン チ ン 製 造 方 法 に よ り 、 生 存 す る ヘ マ ト コ ッ カ ス の 中 間 体 細 胞 ま た

は シ ス ト 化 細 胞 か ら 、 ア ス タ キ サ ン チ ン を 高 収 率 で 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 本 来 は 淡 水

性 の 藻 類 で あ る ヘ マ ト コ ッ カ ス で あ る が 、 本 発 明 の ア ス タ キ サ ン チ ン 製 造 方 法 に よ り 、 海

水 の よ う な 高 塩 分 濃 度 の 環 境 に お い て も 生 存 可 能 な 多 量 の ア ス タ キ サ ン チ ン を そ の 細 胞 内

に 蓄 積 し た ヘ マ ト コ ッ カ ス を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

＜ 水 産 養 殖 用 餌 料 ＞

　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 上 述 し た ヘ マ ト コ ッ カ ス 培 養 方 法 、 ま た は ア ス タ キ サ ン チ ン 製 造

方 法 に よ っ て 得 ら れ た ア ス タ キ サ ン チ ン を そ の 細 胞 内 に 蓄 積 し た ヘ マ ト コ ッ カ ス を 含 有 す

る 、 水 産 養 殖 用 餌 料 で あ る 。 こ こ で 、 水 産 養 殖 用 餌 料 は 、 本 発 明 の ヘ マ ト コ ッ カ ス 培 養 方

法 、 ま た は ア ス タ キ サ ン チ ン 製 造 方 法 に よ っ て 得 ら れ た ア ス タ キ サ ン チ ン を 蓄 積 し た ヘ マ

ト コ ッ カ ス を 、 主 成 分 ま た は 一 成 分 と し て 含 ん で い て も よ い し 、 添 加 物 と し て 含 ん で い て
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も よ い 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 こ の よ う な ア ス タ キ サ ン チ ン を そ の 細 胞 内 に 蓄 積 し た ヘ マ ト コ ッ カ ス は 、 海 水 程 度 の 高

塩 分 濃 度 の 環 境 に お い て も 生 存 可 能 で あ る 。 こ れ ら ヘ マ ト コ ッ カ ス を 海 水 に 放 て ば 、 水 産

養 殖 （ 海 洋 動 物 養 殖 ） 用 の 餌 料 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 詳 し く は 、 ア ス タ キ サ ン チ

ン を 蓄 積 し た ヘ マ ト コ ッ カ ス を 、 養 殖 場 に 放 ち 、 ワ ム シ 等 の 動 物 プ ラ ン ク ト ン の 餌 と す る

。 さ ら に ヘ マ ト コ ッ カ ス を 摂 取 し た 動 物 プ ラ ン ク ト ン は 、 仔 稚 魚 に 捕 食 さ れ る こ と に よ り

、 ア ス タ キ サ ン チ ン を 豊 富 に 含 む 有 用 な 水 産 養 殖 用 餌 料 と な る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

＜ 海 洋 動 物 養 殖 方 法 ＞

　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 上 述 し た ヘ マ ト コ ッ カ ス 培 養 方 法 、 ま た は ア ス タ キ サ ン チ ン 製 造

方 法 に よ っ て 得 ら れ た ア ス タ キ サ ン チ ン を そ の 細 胞 内 に 蓄 積 し た ヘ マ ト コ ッ カ ス を 、 動 物

プ ラ ン ク ト ン に 与 え る こ と を 含 む 、 海 洋 動 物 養 殖 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 こ の よ う な ア ス タ キ サ ン チ ン を そ の 細 胞 内 に 蓄 積 し た ヘ マ ト コ ッ カ ス を ワ ム シ 等 の 動 物

プ ラ ン ク ト ン に 与 え る こ と に よ る 海 洋 動 物 （ 主 に 魚 類 や 甲 殻 類 ） 養 殖 方 法 に よ り 、 仔 稚 魚

の 生 残 率 を 上 昇 さ せ る こ と で 、 成 体 の 養 殖 生 産 量 を 最 大 化 す る こ と が で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 以 下 に 具 体 的 な 実 施 形 態 を 挙 げ て 本 発 明 を 説 明 す る が 、 本 発 明 は そ の 実 施 形 態 に 限 定 さ

れ る も の で は な く 、 そ れ ら に お け る 様 々 な 変 更 及 び 改 変 が 当 業 者 に よ っ て 、 添 付 の 特 許 請

求 の 範 囲 に 規 定 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 ま た は 趣 旨 か ら 逸 脱 す る こ と な く 実 行 さ れ 得 る こ と が

理 解 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

（ 微 細 藻 類 の 細 胞 密 度 お よ び 細 胞 組 成 の 測 定 ）

　 所 定 量 の 培 養 液 を 採 取 し 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド で 固 定 す る （ 最 終 濃 度 ２ ％ ） 。 固 定 し た

試 料 の 一 部 を 血 球 計 算 盤 へ 移 し 、 生 物 顕 微 鏡 を 用 い て 、 細 胞 数 の 計 数 な ら び に 細 胞 状 態 の

観 察 を 行 っ た 。 得 ら れ た 細 胞 数 を 用 い て 、 以 下 の 式 に よ っ て 細 胞 密 度 を 算 出 し た 。 ま た 、

観 察 さ れ た 細 胞 状 態 か ら 、 細 胞 組 成 を 求 め た 。

（ 細 胞 密 度 ｃ ｅ ｌ ｌ ／ ｍ Ｌ ） ＝ （ 計 数 さ れ た 細 胞 数 　 ｃ ｅ ｌ ｌ ） ÷ （ 観 察 領 域 の 体 積 ｍ Ｌ

）

【 ０ ０ ３ ２ 】

（ シ ス ト 化 率 の 測 定 ）

　 実 施 例 、 比 較 例 、 及 び 参 考 例 に お い て 、 「 シ ス ト 化 」 は 、 中 間 体 細 胞 も し く は シ ス ト 化

細 胞 （ シ ス ト ） へ と 変 化 し た こ と を 示 す 。 シ ス ト 化 率 は 次 の 様 に し て 求 め た 。

（ シ ス ト 化 率 ％ ） ＝ （ 中 間 体 細 胞 数 ＋ シ ス ト 化 細 胞 数 　 ｃ ｅ ｌ ｌ ） ÷ （ 計 数 さ れ た 細 胞 数

　 ｃ ｅ ｌ ｌ ） × １ ０ ０

【 ０ ０ ３ ３ 】

（ 微 細 藻 類 の 乾 燥 重 量 の 測 定 ）

　 所 定 量 の 培 養 液 を 採 取 し 、 予 め マ ッ フ ル 炉 に て ５ ５ ０ ℃ で ２ 時 間 加 熱 し た Ｇ Ｆ ／ Ｆ ガ ラ

ス 繊 維 濾 紙 （ Ｗ ｈ ａ ｔ ｍ ａ ｎ ） 上 に 捕 集 し 、 濾 紙 ご と ６ ０ ℃ の 恒 温 乾 燥 機 へ 移 し て ２ ４ 時

間 乾 燥 さ せ て 、 精 密 天 秤 を 用 い て 重 量 （ 灰 分 込 み 重 量 ） を 測 定 し た 。 そ の 後 、 濾 紙 ご と マ

ッ フ ル 炉 へ 移 し 、 ５ ５ ０ ℃ で ４ 時 間 加 熱 し た の ち 、 重 量 を 測 定 し て 灰 分 重 量 と し た 。 細 胞

の 乾 燥 重 量 は 、 以 下 の 式 に よ っ て 求 め た 。

（ 乾 燥 重 量 ｍ ｇ ） ＝ （ 灰 分 込 み 重 量 ｍ ｇ ） － （ 灰 分 重 量 ｍ ｇ ）

【 ０ ０ ３ ４ 】

（ ア ス タ キ サ ン チ ン の 測 定 ）

　 ５ ｍ Ｌ の 培 養 液 を Ｇ Ｆ ／ Ｆ ガ ラ ス 繊 維 濾 紙 （ Ｗ ｈ ａ ｔ ｍ ａ ｎ ） 上 に 捕 集 し 、 濾 紙 ご と ５

ｍ Ｌ の Ｎ ， Ｎ － ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （ 以 後 Ｄ Ｍ Ｆ ） に 沈 め 、 ４ ℃ 暗 所 下 で ４ ８ 時 間 静 置

し 、 ア ス タ キ サ ン チ ン を 抽 出 し た 。 そ の 後 、 抽 出 後 の Ｄ Ｍ Ｆ を ０ ． ２ μ ｍ の Ｐ Ｔ Ｆ Ｅ シ リ
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ン ジ フ ィ ル タ ー （ Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ ｐ ｏ ｒ ｅ ） で ０ ． ５ ｍ Ｌ 以 上 濾 過 し 、 Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ （ Ｗ ａ ｔ ｅ

ｒ ｓ 、 Ａ ｃ ｑ ｕ ｉ ｔ ｙ 　 Ｕ Ｐ Ｌ Ｃ ） で 分 析 し た 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

［ 実 施 例 １ ］

（ 前 培 養 ： 順 応 培 養 に 用 い る 細 胞 の 増 殖 ）

　 キ サ ン ト フ ィ ル の ひ と つ で あ る ア ス タ キ サ ン チ ン を 生 産 す る 、 ヘ マ ト コ ッ カ ス ・ ラ ク ス

ト リ ス Ｎ Ｉ Ｅ Ｓ － １ ４ ４ 株 を 用 い た 。 ４ ガ ロ ン 、 ポ リ カ ー ボ ネ イ ト 製 の 密 閉 型 ボ ト ル （ Ｎ

ａ ｌ ｇ ｅ ｎ ｅ ） に 以 下 の 組 成 の Ｃ 培 地 を 入 れ て 、 Ｎ Ｅ Ｉ Ｓ － １ ４ ４ 株 を 接 種 し た 。 そ の 後

、 人 工 気 象 機 を 用 い て 、 光 強 度 １ ０ ０ μ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ
２

／ ｓ 、 明 暗 周 期 １ ２ 時 間 、 培 養 温 度

２ ５ ℃ の 条 件 下 で 、 空 気 を ０ ． １ Ｌ ／ ｍ ｉ ｎ で 通 気 し な が ら １ ０ 日 間 培 養 し た 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ３ ７ 】

（ 順 応 プ ロ セ ス を 用 い た 、 塩 分 ス ト レ ス に よ る 細 胞 の シ ス ト 化 ）

　 前 培 養 に よ り Ｎ Ｉ Ｅ Ｓ － １ ４ ４ 株 を 増 殖 さ せ た 培 養 液 を 遠 心 分 離 し 、 上 澄 み を 捨 て て 、

濃 縮 し た 。 ５ ０ ０ ｍ Ｌ の 三 角 フ ラ ス コ に ３ ０ ０ ｍ Ｌ の Ｃ 培 地 を 入 れ て 、 濃 縮 し た Ｎ Ｉ Ｅ Ｓ

－ １ ４ ４ 株 を 、 初 期 濃 度 が １ ． ０ × １ ０
５

ｃ ｅ ｌ ｌ ／ ｍ Ｌ と な る よ う に 接 種 し た 。 Ｎ ａ Ｃ

ｌ を 培 地 に 加 え て 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を ０ ． ２ ９ ％ と し 、 ３ 日 間 培 養 し た （ 第 １ 段 階 ） 。 そ の

後 、 新 た な Ｎ ａ Ｃ ｌ を 培 地 へ 加 え て 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を ０ ． ４ ４ ％ に 上 げ て 、 さ ら に ３ 日 間

培 養 し た （ 第 ２ 段 階 ） 。 引 き 続 き 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 加 え て Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 １ ． ８ ％ の 条 件 下 で ５

日 間 培 養 （ 第 ３ 段 階 ） し 、 そ の 後 さ ら に Ｎ ａ Ｃ ｌ を 加 え て ３ ． ５ ％ と し て ５ 日 間 培 養 し （

第 ４ 段 階 ） 、 合 計 で ４ 段 階 、 １ ６ 日 間 の 培 養 を 行 な っ た 。 な お 、 こ れ ら の 培 養 は 、 上 記 の

前 培 養 と 同 じ 光 ・ 温 度 ・ 通 気 条 件 下 で 行 わ れ た 。

　 培 養 後 の Ｎ Ｉ Ｅ Ｓ － １ ４ ４ 株 は 、 培 養 初 期 の 緑 色 か ら 赤 色 へ と 変 化 し て お り 、 シ ス ト 化

し た こ と が 確 認 さ れ た 。 シ ス ト 化 し た Ｎ Ｉ Ｅ Ｓ － １ ４ ４ 株 か ら は 、 乾 燥 重 量 あ た り に ０ ．

０ ０ ４ １ ％ （ ｗ ／ ｗ ） の ア ス タ キ サ ン チ ン 含 量 が 認 め ら れ 、 ３ ． ５ ％ Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 下 に お

い て ５ ． ７ × １ ０
４

ｃ ｅ ｌ ｌ ／ ｍ Ｌ の 細 胞 密 度 が 得 ら れ る と と も に 、 ７ ６ ％ の 細 胞 が シ ス

ト 化 し て い た 。 得 ら れ た ア ス タ キ サ ン チ ン 収 量 は 、 培 養 液 あ た り ０ ． ８ ７ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ っ

た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

［ 比 較 例 １ ］

　 培 養 初 日 の Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を ３ ． ５ ％ と し た 以 外 は 、 実 施 例 １ と 同 様 に し て Ｎ Ｉ Ｅ Ｓ － １

４ ４ 株 を １ ６ 日 間 培 養 し た 。 培 養 後 の 結 果 を 、 実 施 例 １ と と も に 以 下 に 示 す 。

【 ０ ０ ３ ９ 】
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【 表 ２ 】

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 表 ２ よ り 、 微 細 藻 類 （ ヘ マ ト コ ッ カ ス ） を 順 応 さ せ な が ら 培 養 す る と 、 ３ ． ５ ％ の Ｎ ａ

Ｃ ｌ と い う 、 生 存 が 困 難 な 環 境 （ 高 塩 分 ） に お い て も 生 存 し 、 比 較 的 高 い 細 胞 密 度 を 維 持

す る こ と が わ か る 。 ま た 、 環 境 ス ト レ ス （ 高 塩 分 ） に よ っ て 細 胞 は シ ス ト 化 し 、 ア ス タ キ

サ ン チ ン を 生 産 す る 。 一 方 、 比 較 例 １ で は 、 培 養 後 数 日 間 の う ち に 、 ９ 割 以 上 の 細 胞 が 死

滅 し た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

［ 実 施 例 ２ ］

（ 急 激 な 塩 分 濃 度 上 昇 を 伴 う 順 応 に よ る シ ス ト 化 ）

　 実 施 例 １ に 比 べ て よ り 急 激 な 塩 分 上 昇 系 列 に よ る 順 応 培 養 を 検 討 し た 。 実 施 例 １ と 同 じ

培 地 、 初 期 細 胞 密 度 、 光 、 水 温 、 通 気 条 件 の も と 、 Ｎ Ｉ Ｅ Ｓ － １ ４ ４ 株 を 、 初 期 Ｎ ａ Ｃ ｌ

濃 度 ０ ． ２ ９ ％ で ３ 日 間 培 養 （ 第 １ 段 階 ） し た の ち 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を １ ． ８ ％ に 上 げ て ５

日 間 培 養 （ 第 ２ 段 階 ） し 、 そ の 後 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を ３ ． ５ ％ に 上 げ て ８ 日 間 培 養 し た （ 第 ３

段 階 ） （ 合 計 ３ 段 階 、 １ ６ 日 間 ） 。 結 果 を 以 下 に 示 す 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

【 表 ３ 】

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 表 ３ よ り 、 ０ ． ２ ９ ％ か ら １ ． ８ ％ へ と 急 激 な 濃 度 上 昇 を 伴 う 順 応 培 養 に お い て は 、 順

応 を 行 わ な い 場 合 （ 比 較 例 １ ） と 比 べ て 高 い 細 胞 密 度 、 す な わ ち 高 い 生 残 率 を 示 し た も の

の 、 ４ 段 階 で 比 較 的 穏 や か に 濃 度 上 昇 さ せ た 場 合 （ 実 施 例 １ ） に 比 べ て 、 細 胞 密 度 は 低 く

な っ た 。 シ ス ト 化 率 お よ び ア ス タ キ サ ン チ ン 含 量 も 同 様 に 、 実 施 例 １ に 比 べ て 低 く な っ た

。 こ れ ら の 結 果 は 、 急 激 な 濃 度 変 化 で は 細 胞 の 順 応 が 間 に 合 わ な い こ と を 示 し 、 ヘ マ ト コ

ッ カ ス 特 有 の 濃 度 上 昇 幅 （ 度 合 ） が 存 在 す る こ と が わ か る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

［ 実 施 例 ３ ］

（ 初 期 濃 度 を 高 く し た 順 応 培 養 に よ る 細 胞 の シ ス ト 化 ）

　 実 施 例 ２ に 比 べ て 初 期 濃 度 を 高 く し 、 緩 や か な 濃 度 上 昇 に よ る 順 応 培 養 を 行 っ た 。 実 施

例 １ と 同 じ 培 養 環 境 の も と 、 Ｎ Ｉ Ｅ Ｓ － １ ４ ４ 株 を 、 初 期 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を ０ ． ４ ４ ％ と し

て ３ 日 間 培 養 し た （ 第 １ 段 階 ） の ち 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を １ ． ８ ％ に 上 げ て ５ 日 間 培 養 （ 第 ２

段 階 ） し 、 そ の 後 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を ３ ． ５ ％ に 上 げ て ８ 日 間 培 養 し た （ 第 ３ 段 階 ） （ 合 計 ３

段 階 、 １ ６ 日 間 ） 。 結 果 を 以 下 に 示 す 。

【 ０ ０ ４ ５ 】
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【 表 ４ 】

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 表 ４ よ り 、 初 期 濃 度 を ０ ． ４ ４ ％ と し た ３ 段 階 順 応 で は 、 初 期 濃 度 ０ ． ２ ９ ％ の ３ 段 階

順 応 （ 実 施 例 ２ ） に 比 べ て 高 い 細 胞 密 度 、 シ ス ト 化 率 を 示 し た 。 シ ス ト 化 率 は 実 施 例 １ に

匹 敵 し た も の の 、 乾 燥 重 量 あ た り の ア ス タ キ サ ン チ ン 含 量 は 少 な か っ た 。 加 え て 、 細 胞 密

度 が 実 施 例 １ に 比 べ て 低 い た め 、 ア ス タ キ サ ン チ ン 収 量 は 実 施 例 １ よ り も 低 く な っ た 。 こ

の よ う に 、 実 施 例 ３ で は 、 実 施 例 １ に 比 べ て ア ス タ キ サ ン チ ン 収 量 は 落 ち る も の の 、 実 施

例 １ よ り も 短 い 期 間 で 順 応 培 養 が 可 能 で あ る た め 、 プ ロ セ ス の 短 期 化 と い う 点 で 、 産 業 利

用 に お い て 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

［ 参 考 例 １ ］

（ 第 １ 段 階 の 継 続 期 間 （ 初 期 濃 度 に よ る 順 応 期 間 ） と シ ス ト 化 ）

　 実 施 例 ３ に 比 べ て 、 第 １ 段 階 の 継 続 期 間 （ 初 期 濃 度 に よ る 順 応 期 間 ） を 短 く す る こ と で

、 短 期 間 に 順 応 さ せ る 培 養 を 行 っ た 。 実 施 例 １ と 同 じ 培 養 環 境 の も と 、 Ｎ Ｉ Ｅ Ｓ － １ ４ ４

株 を 、 初 期 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を ０ ． ４ ４ ％ と し て １ 日 間 培 養 （ 第 １ 段 階 ） し た の ち 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ

濃 度 を １ ． ８ ％ に 上 げ て ４ 日 間 培 養 （ 第 ２ 段 階 ） し た （ 最 終 濃 度 １ ． ８ ％ 、 ５ 日 間 ） 。 そ

の 結 果 、 細 胞 密 度 は ５ ． １ × １ ０
４

ｃ ｅ ｌ ｌ ／ ｍ Ｌ 、 シ ス ト 化 率 は ８ ２ ％ と な っ た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

［ 参 考 例 ２ ］

　 参 考 例 １ と 同 じ 培 養 環 境 の も と 、 初 期 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 ０ ． ４ ４ ％ で ３ 日 間 培 養 （ 第 １ 段 階

） し た の ち 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を １ ． ８ ％ に 上 げ て ２ 日 間 培 養 （ 第 ２ 段 階 ） し た （ 最 終 濃 度 １

． ８ ％ 、 ５ 日 間 ） 。 結 果 を 、 参 考 例 １ と と も に 以 下 に 示 す 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

【 表 ５ 】

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 表 ５ よ り 、 第 １ 段 階 の 継 続 期 間 （ 初 期 濃 度 に よ る 順 応 期 間 ） が 短 い 場 合 、 シ ス ト 化 率 は

高 く な る も の の 、 生 残 す る 細 胞 が 少 な く な る こ と が わ か っ た 。 こ の 高 い シ ス ト 化 率 と 低 い

細 胞 密 度 よ り 、 初 期 濃 度 に よ る 順 応 期 間 が 短 い と 、 順 応 が 間 に 合 わ ず 、 高 い ス ト レ ス 負 荷

に 晒 さ れ て い る （ シ ス ト 化 率 は 上 が る ） こ と が わ か る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

［ 参 考 例 ３ ］

（ 第 １ 段 階 の 塩 分 濃 度 （ 初 期 濃 度 ） ・ 継 続 期 間 と シ ス ト 化 ）

　 参 考 例 １ に 比 べ て 、 第 １ 段 階 の 塩 分 濃 度 （ 初 期 濃 度 ） を 低 く し 、 さ ら に 継 続 期 間 （ 初 期

濃 度 に よ る 順 応 期 間 ） を 短 く し て 培 養 を 行 っ た 。 実 施 例 １ と 同 じ 培 養 環 境 の も と 、 Ｎ Ｉ Ｅ

Ｓ － １ ４ ４ 株 を 、 初 期 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を ０ ． ２ ９ ％ と し て １ 日 間 培 養 （ 第 １ 段 階 ） し た の ち

、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を ０ ． ４ ４ ％ に 上 げ て １ 日 間 （ 第 ２ 段 階 ） 培 養 し 、 さ ら に Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を
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１ ． ８ ％ に 上 げ て ５ 日 間 培 養 （ 第 ３ 段 階 ） し た （ 最 終 濃 度 １ ． ８ ％ 、 ７ 日 間 ） 。 そ の 結 果

、 細 胞 密 度 は ３ ． ４ × １ ０
４

ｃ ｅ ｌ ｌ ／ ｍ Ｌ と 著 し く 減 少 し た 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

［ 参 考 例 ４ ］

　 参 考 例 ３ と 同 じ 培 養 環 境 の も と 、 初 期 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 ０ ． ２ ９ ％ で ３ 日 間 培 養 （ 第 １ 段 階

） し た の ち 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を ０ ． ４ ４ ％ に 上 げ て １ 日 間 培 養 （ 第 ２ 段 階 ） し 、 さ ら に Ｎ ａ

Ｃ ｌ 濃 度 を １ ． ８ ％ に 上 げ て ３ 日 間 培 養 （ 第 ３ 段 階 ） し た （ 最 終 濃 度 １ ． ８ ％ 、 ７ 日 間 ）

。 結 果 を 、 参 考 例 ３ と と も に 以 下 に 示 す 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

【 表 ６ 】

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 表 ６ よ り 、 低 い 初 期 濃 度 に お い て も 、 ３ 日 間 程 度 の 順 応 期 間 を 要 す る こ と が わ か り 、 少

な く と も １ 日 間 の 順 応 期 間 で は 、 不 十 分 で あ る こ と が わ か る 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 発 明 に よ り 、 ア ス タ キ サ ン チ ン を 高 収 率 で 効 率 的 に 製 造 す る こ と が 可 能 な ヘ マ ト コ ッ

カ ス の 培 養 方 法 、 並 び に ア ス タ キ サ ン チ ン の 製 造 方 法 を 提 供 す る こ と が 可 能 と な る 。 ま た

淡 水 生 の ヘ マ ト コ ッ カ ス を 海 水 濃 度 と 同 程 度 の 塩 分 濃 度 下 で も 死 滅 さ せ ず に 培 養 す る こ と

に よ り 、 ア ス タ キ サ ン チ ン を よ り 高 い 割 合 で 含 有 す る 付 加 価 値 の 高 い 水 産 養 殖 用 餌 料 、 及

び 魚 類 等 の 海 洋 動 物 養 殖 方 法 を 提 供 す る こ と が 可 能 と な る 。 さ ら に 本 発 明 に よ り 、 仔 稚 魚

の 生 残 率 を 上 昇 さ せ る こ と で 、 成 体 の 養 殖 生 産 量 を 最 大 化 す る こ と が 可 能 と な る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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