
 

緑藻 Botryococcus braunii 

突然変異系統の作製 

及び 

開放系培養への検証 

 

 

 

 

 

2014年 1月 

 

 

 

谷中（中平）有香 

  



 

緑藻 Botryococcus braunii 

突然変異系統の作製 

及び 

開放系培養への検証 

 

 

 

 

筑波大学大学院 

生命環境科学研究科 

生命共存科学専攻 

博士（理学）学位論文 

 

谷中（中平）有香 



 i 

目	 次 

図目次 ................................................................................................................ iii 

表目次 ................................................................................................................ ⅴ 

略語 .................................................................................................................... ⅵ 

概要 ...................................................................................................................... 1 

1. 序論 .............................................................................................................. 4 

2. Botryococcus braunii 除草剤耐性系統の確立 

 （BOT-88-2株および BOT-22株由来） ................................................... 12 

2.1. 緒言 ...................................................................................................... 12 

2.2. 材料と方法 ........................................................................................... 14 

2.2.1. 供試藻類と培養 ............................................................................... 14 

2.2.2. EMS変異処理 ................................................................................ 15 

2.2.3. 変異体のスクリーニング ................................................................ 15 

2.2.4. 比増殖速度の測定 ........................................................................... 15 

2.2.5. オイル含有率の測定 ....................................................................... 16 

2.3. 結果 ...................................................................................................... 17 

2.3.1. EMS変異処理条件の検討 .............................................................. 17 

2.3.2. 除草剤耐性系統の確立 .................................................................... 17 

2.3.3. 除草剤耐性系統の評価 .................................................................... 17 

2.3.4. 除草剤耐性系統mvr2-10（BOT-22株由来）への 

 除草剤負荷テスト ........................................................................... 19 

2.4. 考察 ...................................................................................................... 20 

3. Botryococcus braunii除草剤耐性系統による開放系培養への検討 ........... 22 

3.1. 緒言 ...................................................................................................... 22 

3.2. 材料と方法 ........................................................................................... 24 



 ii 

3.2.1. 供試藻類と無菌培養 ....................................................................... 24 

3.2.2. 開放系培養 ...................................................................................... 24 

3.2.3. オイル含有率の測定 ....................................................................... 24 

3.2.4. クロロフィル量の測定 .................................................................... 25 

3.2.5. 生物種の計測 .................................................................................. 25 

3.2.6. HPLCによる除草剤MV濃度の測定 ............................................. 26 

3.3. 結果 ...................................................................................................... 27 

3.3.1. 除草剤耐性系統mvr2-10(BOT-88-2由来)開放系培養の検証 ........ 27 

3.3.2. 野生株（BOT-88-2）での開放系培養の検証 .................................. 30 

3.4. 考察 ...................................................................................................... 32 

4. 総合考察 ..................................................................................................... 36 

5. 引用文献 ..................................................................................................... 39 

6. 図表 ............................................................................................................ 45 

6.1. 図 ......................................................................................................... 47 

6.2. 表 ......................................................................................................... 69 

7. 謝辞 ............................................................................................................ 75 

 

  



 iii 

図目次	 

図 1 石油ピークと枯渇 .................................................................................. 47 

図 2	 B. braunii 細胞観察像 ............................................................................ 48 

図 3	 B. brauniiの細胞分裂とコロニー形成過程の模式図 .............................. 49 

図 4 B. brauniiのオイル生合成経路 .............................................................. 50 

図 5 1% EMS処理による生存率 .................................................................... 51 

図 6 除草剤耐性系統のスクリーニング ......................................................... 52 

図 7-1 BOT-88-2株(Race A)に由来する除草剤耐性系統の比増殖速度と 

	 	 	 	 乾燥重量あたりのオイル含有率（除草剤処理条件） .......................... 53 

図 7-2 BOT-88-2株(Race A)に由来する除草剤耐性系統の比増殖速度と 

	 	 	 	 乾燥重量あたりのオイル含有率（除草剤非添加） ............................. 54 

図 8-1 BOT-22株(Race B)に由来する除草剤耐性系統の比増殖速度と 

	 	 	 	 乾燥重量あたりのオイル含有率（除草剤処理） ................................. 55 

図 8-2 BOT-22株(Race B)に由来する除草剤耐性系統の比増殖速度と 

	 	 	 	 乾燥重量あたりのオイル含有率（除草剤非添加） ............................. 56 

図 9 メチルビオロゲン耐性mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）の 

	 	 	 	 除草剤濃度影響評価 ............................................................................ 57 

図 10 前培養および本培養の様子 .................................................................. 58 

図 11 mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）開放系培養テストで 

	 	 	 	 水槽内外に設置した温度・照度ロガーの測定値 ................................. 59 

図 12 開放系培養水槽の除草剤MV濃度変化 ............................................... 60 

図 13 mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）開放系培養水槽の週ごとの 

	 	 	 	 濁度(OD660) ，乾燥重量，クロロフィル量変化 ................................. 61 

 



 iv 

図 14 mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）開放系培養水槽の 

	 	 	 	 週ごとの種構成変化 ............................................................................ 62 

図 15 BOT-88-2株(Race A)開放系培養水槽の週ごとの種構成変化 .............. 64 

図 16 mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）開放系培養水槽の 

	 	 	 	 オイル含有率・オイル含量変化 .......................................................... 65 

図 17 ヘプタン法による細胞外オイル抽出法の検証 ..................................... 66 

図 18 開放系培養でのオイル含有率比較（ヘキサン・ヘプタン） ............... 67 

図 19 開放系培養でのオイル含量（細胞外オイル含量を含む） ................... 68 
 
  



 v 

表目次	 

表 1 各種作物・微細藻類のオイル産生能の比較 ........................................... 69 

表 2 光独立栄養型微細藻類各種のオイル含有率およびオイル種類 .............. 70 

表 3 B. braunii 各系統が生産する炭化水素の特徴内訳 ................................ 71 

表 4 mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）開放系培養での 

      水槽内外の平均・最高・最低温度 .......................................................... 72 

表 5 mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）開放系培養での 

      初日および 28日目の乾燥重量とオイル含有率変化 ............................... 73 

表 6 先行研究と本研究（mvr2-10系統開放系培養）との比較 ..................... 74 

 
  



 vi 

略	 語 

am3 atto (= 10-18) cubic meter  

Ave. average 

B. braunii Botryococcus braunii 

cDNA complementaly deoxyribonucleic acid 

CO2 carbon dioxide 

conc. concentration 

EMS ethyl methanesulfonate 

EN European norm 

EPA eicosapentaenoic acid 

FAMEs fatty acid metyl esters 

GF glufosinate 

GM genetic modified 

DHA docosahexaenoic acid 

g gram 

gfr glufosinate resistance 

ha hectare (= 10,000 cm2) 

HPLC high performance liquid chromatography 

IEA International energy agency 

LMO living modified organism 

mg milligram (= 0.001 g) 

MV methyl-viologen 

mvr methyl-viologen resistance 

OD optical density 

PCR polymerase chain reaction 

PUFA polyunsaturated fatty acid 

rRNA ribosomal ribonucleic acid 

SE standard error 



 vii 

SEM scanning electron microscope 

t ton (= 1,000 kg) 

TAG triacylglycerol 

Temp temperature 



 1 

概	 要 

	 近年，石油資源が枯渇する懸念から次世代エネルギーとしてバイオ燃料の研究

が盛んになりつつあるが，農作物を原料とした場合，食料価格の高騰を引き起こ

すことから，食糧生産と競合しないバイオ燃料の生産技術が模索されてきた。こ

れまでに廃棄物を利用したバイオ燃料の研究がなされたが，どれも採算性が悪く

実用化の見通しが立っていない。光合成を行う微細藻類は光合成効率やオイル生

産性の高さからバイオ燃料の有用な資源として期待されている。藻類によるバイ

オ燃料の生産は食糧と競合しない上に，細胞が単純な構造のために成長するまで

のコストは少なく，基本的に水と光があれば場所を選ばずに培養可能という利点

がある。高効率でオイル生産する藻類を用いれば，わずかな面積でも需要分を上

回るオイル生産が可能であると見込まれている。 

	 代表的なオイル産生藻類のうちBotryococcus braunii（以下B. braunii）は次

世代バイオ燃料として注目されている。B. brauniiのオイル含有率（乾燥重量あ

たりのオイル重量の百分率）は 7から 75 ％であり高いオイル産生能力を有する

ものがある。他の藻類と異なる点は，(1) ガソリンへの転換が可能な炭化水素を

生産できる（藻類のほとんどは脂肪酸由来のトリアシルグリセロール），(2) 細

胞外マトリクスへオイルを分泌している，以上 2点である。B. brauniiは群体性

緑藻で，世界各地の淡水から汽水域に生育する。細胞の形態はくさび状，倒卵，

楕円形で，コロニーの大きさは 30 µmから 500 µm程度である。細胞の色調は緑

から赤で増殖は著しく遅い。時折野外で大量発生（ブルーム）が起こるが，実験

室内では再現できていない。B. brauniiが生産するオイルの化学構造は主として

テルペノイドであり，そのままでもディーゼル燃料として使用できる。触媒変換

によりガソリン，ケロシン（ジェット燃料），プラスチック原料へ利用可能であ

る。 

	 現段階で，B. brauniiオイルの生産コストは非常に高く，産業としての実用化

のためには 1/10程度に生産コストを低減させる必要があり，コスト削減に必須な

大量培養系はスケールアップの観点から閉鎖系よりも開放系が望ましい。しかし

ながら，B. brauniiの成長は極めて遅く，開放系培養では混入した他の藻類が先
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に増殖することから，B. brauniiの開放系培養はこれまで成功していない。本研

究では B. braunii の開放系培養を可能にすることを目的として，除草剤耐性の

B. braunii突然変異体を単離した。また，得られた変異体から優良系統を選抜し

て開放系培養を検証した。 

	 本研究では変異誘発剤EMS（エチルメタンスルホン酸）によるB. brauniiの

突然変異系統作製法を確立した。B. brauniiの野生株 2種（BOT-88-2株，BOT-22

株）を用いて変異誘発処理をおこない，除草剤メチルビオロゲン（MV）および

グルホシネートで選抜することによって，変異系統を獲得した（BOT-88-2 株：

MV耐性 29系統，グルホシネート耐性 16系統。BOT-22株：MV耐性 21系統，

グルホシネート耐性 44系統。突然変異系統取得率 1〜2 × 10−8）。 

	 獲得した除草剤耐性系統のうち，比増殖速度（µ）が早くかつオイル含有率（％）

の多い優良系統として，BOT-88-2株からは除草剤MV耐性mvr2-10系統，およ

び BOT-22株からグルホシネート耐性 gfr35系統と gfr101系統を選抜した。次

に優良系統のmvr2-10系統を用いて，除草剤MV（0，50，100 µM）を添加し，

開放系培養（5L）にて培養を行い，各３点ずつ試行し検証した。その結果，乾燥

重量，クロロフィル量，濁度は除草剤MV非添加区では 7日目以降急激に増加し

たのに対し，MV 50 µM，100 µM処理区では緩やかに増加した。これはMV非

添加区では除草剤の選択圧が無いために B. braunii以外の藻類が急速に増殖し，

一方MV処理区では除草剤により他の藻類の増殖が抑制され，B. brauniiが徐々

に増殖したのではないかと推定された。水槽内の生物種を確認したところ，MV

非添加区ではB. brauniiの増加は，主にイカダモやクロレラが顕著に増加してい

た。一方，MV 50 µM処理区では 14日目以降にイカダモやクロレラの増加が顕

著であった。またMV処理区では28日目まで他の藻類の増殖は少なく，B. braunii

が占有していた。しかしながら，35日目以降になると他の藻類の増殖が認められ

た。MV 100 µM処理区における種別体積比を調べたところ，B. brauniiの割合

が 28日目で 9割，35日目で 6割，42日目で 5割程度であった。以上の結果か

らMV 100 µM処理区では一定期間，他の藻類の増殖抑制が可能であることが判

明した。なお，MV 50 µMおよび 100 µM処理区において除草剤濃度は一定に維
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持されていたことから，本培養の後期に除草剤耐性を持つ他の藻類が出現したと

推測される。開放系培養での各採取日における全オイル含有率をヘキサン法で計

測したところ，MV 100 µM処理区では50 %前後と高く維持されていたのに対し，

MV 非添加区，および 50 µM 処理区では 20〜40 %程度であった（前培養では

51.9 ％）。MV非添加区，または 50 µM処理区のオイル含有率の低下は，オイル

含有率の低いイカダモ（オイル含有率	 約 10 %）やクロレラ（オイル含有率	 28

〜32 ％）が増殖した影響と考えられる。B. braunii の細胞外分泌オイルは炭化

水素である。細胞外オイル含量の測定をおこなったところ，MV 100 µM処理区

の 28 日目が も多く，全オイル含量と同程度であったことから，この時点で生

産されたオイルのほとんどが B. braunii 由来の炭化水素であると考えられる。

MV 100 µM処理区での乾燥重量は 28日間で 22.8倍になった。過去の報告例で

は 高 13.5 倍であった。また，本研究でオイル含有率は 51.3 %で，培養前の

51.9 %と比較して低下していなかった。従って，本研究で作成した除草剤耐性変

異体を用いての開放系培養の効率は過去の研究を上回る結果を示していた。さら

に開放系培養では困難だったB. brauniiの優占培養を 28日間可能にした。 

	 本研究の除草剤耐性系統の確立によりB. brauniiの開放系培養が一定期間可能

であることが実証された。以上の結果は，B. brauniiを用いた開放系大量培養に

よる，オイル生産の実用化に向けて大きな一歩であるといえる。 
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1. 序論 

	 我々の生活に欠かせない石油は，近い将来は枯渇するといわれている。石油お

よび液化ガスの生産量は 2006年にピークを迎えた可能性が高いと IEA（国際エ

ネルギー機関）により報告され，その後は減少すると予測されている（Hubbert 

1956，Brandt 2010）。さらにピーク後は，特に発展途上国で増大する需要量と

のギャップが急激に広がり危機的状況に陥り，2035年には予測されている石油需

要量の半分程度しか生産できないと見込まれる（図 1）。この予測に基づき，石油

資源の枯渇への懸念およびガソリン価格の高騰からエネルギーの供給源は再生可

能エネルギーへ転換されつつある。代表的な再生可能エネルギーとして，風力，

水力，地熱，太陽光，バイオマス資源が挙げられる。なお，エネルギー密度が高

い原子力発電は，1987年のチェルノブイリや 2011年の福島に代表される原子力

発電所事故や廃棄物処理の問題から，今後は規模が縮小され，別のエネルギーへ

代替されると推測される。現在までに太陽光など，再生可能エネルギーの開発に

より一定量の電力補完は可能になったが，再生可能な液体もしくは気体燃料の供

給は未整備である。ジェット機の航行には運搬や取扱が容易な液体燃料が望まれ

ており，太陽光等は電力を供給するので燃料とはなりえず，液体燃料を生産でき

る再生可能エネルギーはバイオマス由来しかなく，対応したバイオマス資源の開

発が期待されている(Ndimba et al. 2013)。 

	 次世代エネルギーとしてバイオ燃料の研究が近年盛んになっているが，農作物

を原料としたバイオ燃料の生産は，食糧供給とトレードオフの関係になるために

食糧生産と競合しないバイオ燃料生産の確立が模索されている。食糧生産と競合

しないバイオ燃料として，これまでに廃棄予定である廃材木，稲藁，トウモロコ

シの葉茎，サトウキビの搾りかすなどのバイオマス資源によるバイオエタノール

の生産が検討されているが，市場へ商品として供給できるまで実用化される（産

業実用化）にはほど遠い。廃棄予定のバイオマス資源をバイオエタノール化させ

るには植物の頑強な細胞壁の構成成分，特にセルロース，を分解して糖を得る必

要があり，セルロースの分解プロセスの効率が低く，処理コストが嵩むので，産

業実用化はされていない。セルロースを分解する手法は大きく分けて２つあり，
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1つは硫酸等を用いた酸糖化法で，もう 1つはセルラーゼを用いた酵素糖化法で

ある。酸糖化法は処理時間が短くてコストはかからないが，すぐに過分解が起こ

り糖の収量が低下し，さらに過分解物が酵母などの発酵を阻害する欠点がある。

よって適切に反応を制御する技術が必要となる。また酸廃液を中和する処理のコ

ストがかかる上に，酸によって装置が腐食されるのでその対応が必要である。一

方，酵素による処理は長時間で，高コストである。しかしながら，高圧や熱水に

よる分解等で前処理した時間短縮化や従来よりも効率の良いセルラーゼの単離お

よび利用により，将来は改善される可能性がある。 

	 藻類は安価で生産可能であることが想定されている。その理由として，①藻類

は食糧（主食）に使用されないために価格高騰の懸念はない，②藻類は陸上植物

に比べて単純な構造であるため成長するまでのコストは少ない，という点があげ

られる。藻類は基本的に水と光があれば，場所を選ばずに大量培養が可能である。

ただし，どの地域でも水の入手は容易であるとは言い難く，よって淡水で生育す

る藻類を培養する場所は限られてしまう。藻類のうち，特に微細藻類はボディサ

イズが微小で成体までの成長期間が短いため，維管束植物と比較して高効率な燃

料生産性が期待される。現在までにスピルリナ，クロレラ，ユーグレナが開放系

で大量培養され，栄養サプリメントなど産業利用されている。また，藻類のうち

光独立栄養の種は二酸化炭素排出削減にも貢献可能である。高効率でオイルを生

産する藻類を用いれば，わずかな耕作面積でも現在の石油需要を満たすと見込ま

れている。例えば，オイル含有率（乾燥重量あたりのオイル重量の割合）70 ％

の藻類ならば，36 Mha（地球上の耕作面積の 1.8 %相当）だけで世界の石油需要

を満たすことが可能だと推定されている（Chisti 2007; 渡邉 2010，表 1）。し

かしながら過去に藻類でのバイオ燃料の生産が模索されたが，たびたび頓挫して

いる。例として我が国では 1993年から 2000年度まで実施された経済産業省主導

のニューサンシャイン計画が挙げられる。当時の原油価格は低く推移しており

（1999年WTI原油価格 19.17 USD/バレル），高いコストをかけてまで藻類で

オイル生産する必要がないために，研究が打ち切りになった。一方で，現在は原

油価格が高騰したこと（2012年WTI原油価格 94.14 USD/バレル），また，藻
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類においてオイル生産性の高い種類が見つかったため，藻類によるバイオ燃料生

産の採算がとれる見通しがあったため（Haag 2007），藻類オイル生産は再び着

目されるようになった。 

	 藻類オイル生産に適していると考えられる代表的な藻類は以下の通りである。

なお，どの種においてもオイル生産としての産業実用化は確立されていない。 

①	 Nannochloropsis（オイル含有率 31〜68 ％）は不等毛植物門，真正眼点藻

綱に属する単細胞藻類である。ほとんどが海産である。この藻類が生産し

ている脂質のうちトリアシルグリセロール（TAG）は 10 ％から 20 ％で，

その他はガラクト脂質やリン脂質である（Hodgson et al. 1991）。またTAG

の構成成分である脂肪酸のうち多価不飽和脂肪酸（PUFA）のエイコサペン

タエン酸（EPA；20:5 n-3）を多量に生産する特徴がある。 

②	 Neochloris（オイル含有率 35〜54 ％）は緑色植物門，緑藻綱に属する。蓄

積する脂質の約 80 %が TAG で，他はリン脂質，糖脂質などである

（Tornabene et al. 1983）。 

③	 Phaeodactylum（オイル含有率 20〜30 ％）不等毛植物門，珪藻綱に属す

る単細胞藻類である。熱帯から極地，海水から陸水と多様な環境に生育す

る。また PUFA である EPA を生産する生物として注目されている。P. 

tricornuumの生産する全脂肪酸のうち約30%がEPAである（Domergue et 

al. 2002）。 

④	 Dunaliellaは緑色植物門，緑藻綱に属する単細胞性藻類である。D. salina

（シオヒゲムシ）は死海など高塩濃度環境に生息することで知られ，細胞

壁を持たない特徴がある。主にカロテノイドの生産に利用され，その製品

は化粧品や健康食品として市場に供給されている。オイルを生産するので

あれば同属他種のD. tertiolecta（オイル含有率 23 ％）が適している。産

生するオイルは TAGである。D. tertiolectaは極端な好塩性ではないが，

海水より低い濃度で生育する。すでに確立しているD. salinaの工業的大量

培養法を転用しての生産が期待されている。 

⑤	 Botryococcus braunii（オイル含有率 7〜75 ％）に関しては後述する。 
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⑥	 Chlorella（オイル含有率 28〜32 ％）は緑色植物門，トレボウクシア藻綱

に属する。産生するオイルはTAGである。自生胞子により無性的に増殖を

繰り返す。クロレラは健康補助食品として市場へ供給されている。 

⑦	 Pseudochoricystis ellipsoidea（オイル含有率 10 ％）は日本の温泉地から

単離された緑色単細胞藻類で，正式な記載はされていない。形態的に

Choricystis属に類似するがピレノイドを欠く葉緑体を有するという分類学

的特徴が一致していないので，別属と扱っている（渡邉 2012）。TAG を

蓄積するが少量の炭化水素オイルも含有する（渡邉 2010）。 

⑧	 Euglena はユーグレナ植物門の葉緑体を持つ鞭毛虫で，和名ミドリムシで

知られ，鞭毛を有し運動性がある。葉緑体があるので光合成をするが，有

機物も利用して成長する。エネルギー貯蔵物質として ß-1-3グルカンの多糖

類パラミロンと C20~C23の高級脂肪酸と C12~C18の高級アルコールから成

るワックスエステルを蓄積し，パラミロンは嫌気・暗条件下でワックスエ

ステルに転化される。Euglena の産業的な大量培養法はすでに確立されて

いて，栄養サプリメント等で市場に供給されている。  

⑨	 オーランチオキトリウム（Auranchytrium；オイル含有率 50〜77 ％）は

ストラメノパイル・ラビリンチュラ類に属する海洋性真核微生物で，葉緑

体を備えない従属栄養生物である。そのため培養には炭素源や窒素源とな

る有機物を添加する必要がある。ラビリンチュラ類は PUFAを高濃度で蓄

積することが知られている。オーランチオキトリウムの多くは脂肪酸を生

産するが，例外的に炭化水素の一種であるスクアレン（C30H50）を乾燥重

量あたり 20 ％蓄積する培養株が報告されている（渡邉 2010; Kaya et al. 

2011）。なお，炭化水素を乾燥重量あたり 20 %以上生産する藻類はこれま

でにB. brauniiしか報告されていない。オーランチオキトリウムのオイル

含有率（％）は低いが成長は早いためB. brauniiよりも生産性が上回ると

見込まれており，今後の産業利用が期待されているが，従属栄養のため培

養には適度な栄養源を供給しなければならず，光独立栄養の藻類と比較す

ると低コストでの培養には課題が残る。 
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	 多くの藻類が生産するTAGはメタノールを触媒にしてメチルエステル化され，

脂肪酸メチルエステル（FAMEs）となり，バイオディーゼル燃料として使用さ

れる。問題は，TAGをメチルエステル化するには手間がかかり，その分のコスト

が嵩むという点である。また，藻類由来のオイルに多く存在する 4箇所以上の二

重結合をもつ EPA や DHA などの不飽和脂肪酸は酸化されやすい性質があり，

そのままではバイオディーゼル燃料としての利用が制限される。藻類由来のオイ

ルが酸化されやすい性質は維管束植物が生産するオイルであるリノール酸やリレ

イン酸とは異なる。さらにFAMEsをバイオディーゼル燃料として普及させるに

は諸外国の基準を考慮しなければならず，例えば欧州バイオディーゼル基準（EN 

14213/14214; http://www.biofueltesting.com/specifications.asp）では 4 箇所以

上の二重結合をもつ不飽和脂肪酸の混入は 1 ％までと制限されており，さらに化

学構造を変換する必要がある。また，この基準をクリアしたとしても，運輸燃料

としてFAMEsを使用するには，内燃機関の腐食，NOxの発生，低温凝固など，

解決すべき課題が多い（渡邉 2012）。 

	 本研究で扱う緑藻Botryococcus braunii Kützingは産業化が大いに期待されて

いる藻類である。オイル産生微細藻類のほとんどは脂肪酸由来の TAG を細胞内

に蓄積するのに対し，B. brauniiはガソリンやジェット燃料（ケロシン）などへ

転換可能な長鎖炭化水素オイルを細胞外マトリクスに分泌し，オイル産生緑藻の

中では比較的高い割合のオイル含有率（乾燥重量あたりのオイル重量割合）で

75 ％を有するものがある（Metzger and Largeau 2005; Chisti 2007，表 2）。さ

らに通常のオイル産生藻類は細胞内に蓄積するのに対しB. brauniiは細胞外にオ

イルを分泌するので，オイル回収コストの大幅な低減が期待されている。B. 

braunii は緑色植物門，トレボウクシア藻綱のコリシスティス系統群に属する

（Senousy et al. 2004）。世界各地の淡水から汽水域に生育する群体性藻類で，30 

µmから 500 µm程度の大きさのブドウの房状をしたコロニーを形成し，色調は

緑から赤である。また，細胞の形態はくさび状，倒卵，楕円形であり，2 種類の

細胞壁：Apical cap（細胞上部を覆う；透明で脆く薄い組織）とCell cup（細胞
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基部を覆う；頑強で厚い組織）により細胞は覆われている（図 2；Tanoi et al. 2013）。

B. brauniiの細胞は細胞壁内で長軸方向に二分裂し，娘細胞がApical capを押し

のけて外側へ突き出していくことを繰り返すため，扇状などのコロニーを形成す

ると予想されている（図 3；Tanoi et al. 2013）。B. brauniiを含めたコリシステ

ィス系統群の有性生殖は知られておらず（渡邉 2012），B. brauniiは無性生殖の

みで増殖している可能性がある。細胞外に分泌するオイルを細胞間隙に蓄積する。

また，大量の粘性細胞外多糖を分泌する（Allard and Casadevall 1990）。増殖は

他の藻類と比較して著しく遅く，報告されている倍加時間は 7日である（Chirac 

et al. 1985）。野外でB. brauniiは時折ブルームといわれる大量発生する現象が

知られているが，実験室内ではいまだに再現されていない。したがって，この現

象を解明出来れば，本種の大量生産への足がかりとなりえる。B. brauniiは生産

する炭化水素の炭素数により３タイプ（Race A，B，L）もしくは４タイプ（Race 

A，B，L，S）に分類され（表 3），この炭化水素による分類は 18S rRNA系統

樹とおおよそ一致している(Kawachi et al. 2012)。Race AやRace Sは脂肪酸由

来のオイルを，Race B やRace Lはテルペノイド由来炭化水素オイルを生産する

（Metzger et al. 1985, 1990; Huang and Poulter 1989; Kawachi et al. 2012）。

炭化水素合成の系統ごとの仔細は以下のとおりである。Race Aでは葉緑体でパル

ミチン酸（C16）やオレイン酸（C18）といった脂肪酸まで合成されたのちに，小

胞体へ移行し，脂肪酸に炭素が２つずつ縮合されることにより炭化水素の伸長が

起こり， 終的には直鎖状の長い炭化水素アルカジエンやアルカトリエンが生成

する（Metzger and Largeau 2005）。Race BではRace Aとは異なる合成経路

で，C30のトリテルペノイド，特にB. braunii特有の炭化水素ボトリオコッセン

を生産する（Metzger and Largeau 2005）。このボトリオコッセンは触媒ゼオラ

イトを用いたクラッキング処理によりガソリン（C5〜C8）やジェット燃料ケロシ

ン（C12〜C15）など炭素数を少なくさせる変換が可能である（Hillen et al. 1982）。

触媒の作用によって反応時間は数秒程度と極めて短くなり，この高効率な手法を

用いればコストはかからず，実際の石油精製の現場ですでに用いられている。

Race Bでの炭化水素合成はRace Aでみられる脂肪酸由来ではなく，まったく別
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なテルペノイドの経路により行われ，ピルビン酸とグリセルアルデヒド３リン酸

よりイソプレノイド（C５）が合成され，さらに伸長を繰り返してトリテルペノイ

ド（C30）が生成される。イソプレノイド生合成経路としてヒトなど真核生物やバ

クテリアの多くの種で存在するメバロン酸経路が知られているが，車軸藻綱を除

いた緑藻のグループではMEP経路（非メバロン酸経路）しか報告されていない

（Schwender et al. 2001）。陸上植物や車軸藻綱ではメバロン酸経路とMEP経

路とも存在し，葉緑体内ではMEP経路が，サイトゾルではメバロン酸経路が使

用されている（Lichtenthaler 1999; Schwender et al. 2001）。B. brauniiのイソ

プレノイド合成経路は２経路のうちMEP経路しか存在しないのかが不明であっ

たが，B. brauniiの３株（BOT-88-2, BOT-22, BOT-70）によるEST解析により

MEP 経路関連遺伝子由来の cDNA しか検出できなかったこと（Ioki et al. 

2012abc; Baba et al. 2012），および同位体を用いた代謝研究（Sato et al. 2003; 

Ishimatsu et al. 2012）によりB. brauniiのイソプレノイドはMEP経路由来で

あることが判明した（図 4）。Race Bに特異的な炭化水素ボトリオコッセンを生

合成する酵素の実体は 近になり解明された（Okada et al. 2004; Niehaus et al. 

2011）。ボトリオコッセンの化学構造はスクアレンに類似しているためにスクア

レン合成酵素（BSS）酵素に類似することが示唆されていた。EST配列の探索等

でスクアレン合成酵素の cDNA と塩基配列が類似する遺伝子が３種の存在する

ことが判明した。さらにこれらの酵素単独ではボトリオコッセンの合成が不可能

で，２つの酵素（SSL-1，SSL-3）を組み合わせてボトリオコッセンの合成が可

能となることが判明した（Niehaus et al. 2011）。B. brauniiには，Race Aと

Race Bの他にRace LとRace Sが存在する。Race Lに属する株は少数のために

オイルの合成経路に関してはほとんど解析されていないが，クロロフィルの構成

成分フィトール，あるいはリコペンやカロテン由来のテトラテルペノイド（C40）

であるリコパジエンを合成している（Metzger and Casadevall 1987）。また

近同定されたRace Sは，Race Aに類似の炭化水素を生成するが炭素数が異なる

ことにより別系統にされたグループである（Kawachi et al. 2012）。Race Sは

C18からC20のエポキシ-n-アルカンや飽和 n-アルカンを蓄積している。 
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	 B. brauniiの生産する炭化水素オイルの生産を産業実用化するためには，コス

トは低くかつ信頼できる培養システムの確立が必須である。開放系培養は も安

価に生産できる培養法である。しかしながら開放系培養はB. brauniiの欠点であ

る成長の遅さのため，成長速度の早い緑藻やシアノバクテリア等が混入・増殖し，

B. brauniiの増殖は抑制されて培養不良に陥る（Sheehan et al. 1998）ため不適

である。本研究ではB. brauniiの開放系培養を実現させる方法を模索した。他の

藻類の成長を抑制し，B. brauniiの成長を妨げない手段として，B. brauniiを育

成させるための選択圧を与える必要があり，その選択圧として遺伝子組換え（GM）

作物で利用されている除草剤の使用を検討した。除草剤は農業において不要な雑

草の成長を阻害する化学物質であり，除草剤の使用により雑草の成長を抑制する

が，除草剤耐性GM作物のみが生育する。除草剤の標的はイネ科など維管束植物

を想定しているが，葉緑体を備えた微細藻類は維管束植物と共通する機構が多い

ために除草剤に対して高感受性である（Deng et al. 2012）。よって本研究では除

草剤存在下におけるB. brauniiの開放系培養の適用可能性について検証を行った。

具体的には除草剤耐性系統B. brauniiをEMS処理により作製し，除草剤の投与

により開放系培養で競合相手（シアノバクテリアや緑藻類等）の成長を抑制し，

除草剤耐性B. brauniiのみ増殖させることを目指した。検討した事案は，①除草

剤耐性系統の作製，②除草剤耐性系統の開放系培養，である。B. braunii変異系

統の確立は未報告であるために，①については本研究で実験手法の 適化をおこ

なった。続いて除草剤耐性系統を確立し，さらに有望な系統を選抜した。選抜し

た系統を用いて他の藻類の侵入が容易な開放系培養を実施し，B. brauniiを優占

させた培養が可能であるかを検証し，産業実用化について検討した。 
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2.	 Botryococcus braunii 除草剤耐性系統の確立（BOT-88-2株および BOT-22

株由来) 

2.1.	 緒言 

	 本研究の前半ではB. brauniiの突然変異導入手法を確立し，除草剤耐性系統の

確立を目指した。B. braunii由来の炭化水素生産の産業実用化を目指すには，生

産コストを減少させる必要がある。 も効果的なコスト削減方法の１つは，屋外

での開放系でB. brauniiのみを増殖させる大量培養系システムにすることである。

しかしながら屋外開放系でB. brauniiを培養すると，B. braunii以外の緑藻やシ

アノバクテリアが増殖し，B. brauniiのみの培養はうまくいかないことが報告さ

れている（Sheehan et al. 1998）。この原因としてB. brauniiの成長が極端に遅

いためであると報告されていて，したがって競合する種の増殖を抑制し，B. 

braunii によるオイル生産コストを可能限り減少させる手法を構築する必要があ

った。対応策として競合相手のシアノバクテリアや緑藻の増殖を抑制させるのに

除草剤を使用した培養法を検討した。除草剤はB. brauniiを含めた緑藻に影響を

及ぼすが，除草剤に耐性のある B. brauniiは正常に増殖可能であると想定した。

藻類を含めた各種生物への遺伝子導入法は確立されているが，B. brauniiへの遺

伝子導入法は未確立である。よって突然変異処理後に除草剤で変異系統を選抜す

る手法で，除草剤耐性系統の確立を目指した。 

	 B. brauniiでの突然変異系統はこれまでに報告されていないため，本研究で

適条件を検証し，実際に変異系統を確立した。変異誘発には EMS（エチルメタ

ンスルホン酸）を使用し，スクリーニングに使用した除草剤は，①メチルビオロ

ゲン（MV，商品名パラコート），②グルホシネート（商品名バスタⓇ）の 2種で

ある。EMS は植物や酵母，線虫などでの化学的変異誘発によく利用される揮発

性の突然変異誘起剤であり，DNAの塩基置換を引き起こす作用がある。EMS に

よる 適な変異挿入が起こる条件として致死率 50 %に設定し，処理時間を検討し

た。メチルビオロゲン（MV）はピリジニウム系除草剤に分類され，作用機序は

細胞内に入り NADPH などから電子を奪って活性酸素ラジカルを生成する

（Suntres 2002）。そのためにヒトを含め動物への毒性が高いことが知られてい
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る。また，MVは活性酸素による生物影響の研究に汎用され，知見は豊富にある。

グルホシネートはアミノ酸系除草剤に分類され，作用機序はグルタミン合成酵素

の作用を阻害するため，塗布された植物は体内にアンモニアが蓄積して枯死する

（Hoerlein 1994）。 

	 EMS処理したB. braunii変異細胞を除草剤２種で選抜し，耐性系統を確立し

た。また確立した系統について，成長およびオイル産生能力でさらに有用な系統

を選抜した。 
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2.2.	 材料と方法 

2.2.1.	 供試藻類と培養 

	 本研究で使用した緑藻Botryococcus brauniiの野生株BOT-88-2 (Race A)，お

よびBOT-22 (Race B)は，国立環境研究所	 生物・生態系環境センター	 生物資

源保存研究推進室長	 河地正伸	 博士より提供頂いた。B. braunii の培養は 24

時間連続光下，80–90 µmol photons m−2·s−1，25℃で維持された培養チャンバー

内で実施した。B. brauniiの育成培地は主にAF6培地（Kasai et al. 2004）で，

場合によりChu培地を改良したBOT培地（Chu 1943; Tenaud et al. 1989; Ioki 

et al. 2012d）を使用した。なお，AF6培地はBOT-22株由来変異系統の評価に，

BOT培地はBOT-88-2株由来変異系統の評価に使用した。 

 

培地の組成は以下のとおりである。 

AF6培地：14 mg· L-1 NaNO3，2.2 mg· L-1 NH4NO3，3 mg· L-1 MgSO4·7H2O，

1 mg· L-1 KH2PO4，0.5 mg· L-1 K2HPO4，1mg· L-1 CaCl2·2H2O，1 mg· L-1 CaCO3，

0.2 mg· L-1 Fe citrate·nH2O，0.2 mg· L-1 citric acid, 0.2 µg· L-1 Biotin，0.1 µg· L-1 

Thiamin HCl, 0.1 µg· L-1 Vitamin B6, 0.1 µg· L-1 Vitamin B12, 98 µg· L-1 

FeCl2·6H2O, 18 mg· L-1 MnCl2·4H2O, 11 µg· L-1 ZnSO4·7H2O, 2 µg· L-1 

CoCl2·6H2O, 1.25 µg· L-1 Na2MoO4·2H2O, 2 µg· L-1 Na2EDTA·2H2O, 0.4 g· L-1 

MES（pH 6.6）。 

 

BOT培地：0.2 g· L-1 KNO3，0.04 g· L-1 K2HPO4，0.1 g· L-1 MgSO4·7H2O，0.054 

g· L-1 CaCl2·2H2O，0.01 g· L-1 Fe citrate· nH2O，0.1 g· L-1 citric acid 

monohydrate，18.1 ng· L-1 MnCl2·4H2O，2.22 ng· L-1 ZnSO4·7H2O，0.5 ng· L-1 

Na2MoO4·2H2O，0.8 ng· L-1 CoCl2·6H2O（pH 7）。 

 

	 液体培養は滅菌したガラス製試験管，またはガラス製三角フラスコ（0.2 L〜1 L）

内で静置した状態で実施した。三角フラスコでの培養では 0.22 µmフィルターで

濾過
ろ か

した空気を常時バブリングした。固形培地は各培地にアガロースを 1.5 %添
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加して作製した。除草剤耐性系統の選抜や培養はメチルビオロゲン（ナカライテ

スク社，京都，日本）50 µMおよび 100 µM，グルホシネート（バスタ；バイエ

ルクロップサイエンス社，東京，日本）40 mg· L-1を含む培地により行った。 

 

2.2.2.	 EMS変異処理 

	 50 mLチューブに対数増殖期のB. braunii細胞を 40 mL採取し，3,000 rpm

で 10 分遠心し，上清を廃棄して沈殿物を新しい培地で洗浄した。この操作を 3

回繰り返した。続いて， 終濃度 1 %になるように EMS（ナカライテスク社，

京都，日本）を添加し， 適な処理時間を検討した（0.5，1，2，4，12，24 時

間）。EMS処理後の細胞を新しい培地で洗浄し，3,000 rpmで 10分間遠心した。

この操作を 2回繰り返した。回収した細胞に新しい培地を添加し，1週間静置し

た（培養条件は 2.2.1を参照）。EMS処理後の細胞をスライドガラスに展開し，

蛍光顕微鏡（BH-2；オリンパス，東京，日本）で観察し，生存率は生細胞数を全

細胞数で除することにより算出した（n = 5）。細胞の生死は蛍光顕微鏡下でクロ

ロフィルの自家蛍光により赤に発色したものを生細胞，緑色に発色したものを死

細胞として判定した。 

 

2.2.3.	 変異体のスクリーニング 

	 EMS変異処理は 2.2.2.と同様に行った。EMS処理は 適である 4時間で実施

した。EMS処理後に細胞を洗浄し，新しい培地へ移し，1週間静置した。その後，

除草剤MV 100 µMもしくはグルホシネート 40 mg· L-1を含む固形培地に変異源

で処理したB. brauniiを 1 mLずつ塗布し，培養チャンバー内で育成した。2ヶ

月から 6ヶ月後に出現するコロニーは，除草剤耐性の有無を確認するために新た

な除草剤を含有する固形培地へ滅菌した白金耳を用いて植え継いだ。 

 

2.2.4.	  比増殖速度の測定 

	 確立した変異系統を評価するために，B. brauniiが対数増殖期の状態になった

元の培地から 1/10量である 1 mLを新しい培地 9 mLへ植え継ぎ，その濁度変化
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を測定した。滅菌して密封した 10 mL 培地入り試験管で B. braunii を 80–90 

µmol photons m−2·s−1・25℃の光条件で育成した。測定したのは 660nmでの濁

度（OD660）であり，濁度測定には分光光度計（Spectronic 20A；島津製作所，

京都，日本）を使用した。測定時期は対数増殖期に入った期間とした。なお，OD660

とバイオマス重量には正の相関関係があることが示されている（Shimamura et 

al. 2012）。指標となる比増殖速度（Specific growth rates; µ，day-1）は以下の式

より算出した。 

	 µ = ln (ODt2 / ODt1) / (t2 − t1)	 	  

[ t1 と t2は時間（日数），ODt1 とODt2は t1 および t2時のOD660 ] 

 

2.2.5. オイル含有率の測定 

	 AF6 もしくは BOT 培地 2 mL を予め重量を測定したガラス繊維ろ紙

（Whatman GC/F; GEヘルスケア・ジャパン，東京，日本）で濾過
ろ か

し，一晩凍

結乾燥を行った。凍結乾燥直後に重量を測定し，増加量を乾燥重量（バイオマス

重量）とした。その後，ろ紙上の細胞をヘキサン（n-hexane）3 mLを入れたガ

ラス製チューブ内に一晩浸漬しオイルを溶出させた。ガラス製チューブにヘキサ

ンと等量の滅菌ミリQ水を混合し，重量を測定しておいた別の容器に上層を分取

し，酸化防止用に N2ガスを充填しながらヘキサンを蒸発させた。容器の重量を

測定し，増加分をオイル重量とした。 

	 なお，オイルの量に関連する用語を以下のように定義する。 

・	 オイル含有率（％）は，オイル重量を乾燥重量（バイオマス重量）で割った

百分率 

・	 オイル含量（mg·L−1）は，培養液 1Lあたりのオイル重量 
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2.3.	 結果 

2.3.1.	 EMS変異処理条件の検討 

	 EMS処理はB. braunii野生株のBOT-88-2（Race A）およびBOT-22（Race B）

で実施した。EMS で処理した細胞を蛍光顕微鏡下で観察し，生死の判別をおこ

なった。各処理時間（0.5，1，2，4，12，24時間）での生存率を算出した（図 5，

n = 5）。両株の細胞とも処理後２時間までは生存率 70 ％程度を維持していたが，

処理時間をさらに長くすると急激に低下した。生存率 50 ％前後となるのは両株

とも 4時間であった。 

 

2.3.2.	 除草剤耐性系統の確立 

	 2.3.1.で確立した条件に基づいて，細胞（BOT-88-2およびBOT-22）を生存率

50 ％前後となるEMS処理を 4時間で実施し，続いて除草剤で選抜した。 

	 除草剤MV耐性もしくはグルホシネートを含む固形培地を用意し，EMS処理

済みの野生株細胞（プレート１枚につき 106〜107細胞）を添加して育成した。除

草剤耐性のあるB. brauniiのコロニーは 2ヶ月から 6ヶ月で出現した。さらに単

離したB. brauniiのコロニーを新しい除草剤入りの固形培地へ塗り広げ，育成し

た（図 6）。この操作を 3回繰り返して，除草剤耐性系統を確立した。塗り広げた

コロニーが実験に使用可能までに成長する期間は約１年であった。 

	 2013 年 11 月現在までに獲得することができた除草剤耐性系統は，BOT-88-2

（Race A）由来のMV耐性は 29系統で，グルホシネート耐性は 16系統であっ

た。BOT-22（Race B）由来のMV耐性は 21系統で，グルホシネート耐性は 44

系統であった。また獲得した耐性系統を細胞数で除した，突然変異系統の取得率

は 1〜2 × 10-8であった。 

 

2.3.3.	 除草剤耐性系統の評価 

	 2.3.1.で確立した除草剤耐性系統を 2回に分けて評価した。1回目は比増殖速度

によって，BOT-88-2株から上位 8系統を，BOT-22株から上位 10系統を選抜し

た（n = 1）。2回目は比増殖速度が早くかつオイル含有率（％）の高い優良系統
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を選抜した（n = 3）。有意差は，除草剤を入れないで培養した野生株の比増殖速

度を基準にして，t検定で検証した。 

	 1回目で選抜した系統は以下のとおりである。BOT-88-2株（Race A）のMV

耐性系統はmvr1-37，mvr13，mvr2-10，mvr2-13，mvr13で，グルホシネート

耐性は gfr2-1，gfr2-2，gfr2-3である。BOT-22株（Race B）のMV耐性系統は

mvr01，mvr09，mvr10，mvr15で，グルホシネート耐性は gfr01，gfr13，gfr29，

gfr34，gfr35，gfr101である。 

	 続いて 2 回目の選抜を実施した（図 7-1，図 8-1）。除草剤を投与した野生株

（MV-controlおよびGF-control）は死滅し比増殖速度（Specific growth rates: µ，

day-1）はマイナス値であった。すべての除草剤耐性系統は正常に増殖した。しか

しながら，ほとんどの系統で非添加区の野生株と比較して若干もしくは大幅に比

増殖速度（µ）やオイル含有率（％）が低下し，有意差があった。 

	 BOT-88-2 株（Race A）変異系統の中で比増殖速度（µ）が も速いのは除草

剤MV耐性mvr2-10系統（µ = 0.0317，オイル含有率 32.1 %），続いてmvr13

系統（µ = 0.0278，オイル含有率 23.7 %）で，それらは非添加区の野生株（µ = 

0.0353，オイル含有率 39.9 %）と比較して有意差はなかった。オイル含有率（%）

で も高いmvr1-37系統（µ = 0.0105，オイル含有率 36.9 %）は，変異系統内で

比増殖速度が も遅く有意差がある（P < 0.01）ので却下した。オイル含有率で

２番目に高いmvr2-10系統は有意差がある（P < 0.05）が，比増殖速度は変異系

統内で も早いので MV 耐性系統として次章の開放系での培養実験に用いた。

BOT-22株（Race B）変異系統では比増殖速度およびオイル含有率ともに野生株

（µ = 0.0547，オイル含有率 33.5 %）と比較して有意差がない上位２系統，gfr35

（µ = 0.0434，オイル含有率 26.1 %）および gfr101（µ = 0.0374，オイル含有率

28.4 %）を選抜した。以上より，BOT-88-2株から除草剤MV耐性mvr2-10系統，

およびBOT-22株からグルホシネート耐性gfr35系統とgfr101系統を選抜した。 

	 なお除草剤を投与しない条件で，非添加区の野生株BOT-88-2（µ = 0.0477，

オイル含有率 26.6 %）およびBOT-22（µ = 0.0480，オイル含有率 36.1 %）と比

増殖速度（µ）もしくはオイル含有率（％）で有意差があったのは，わずか３系
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統であった（図 7-2，図 8-2）。BOT-88-2 株由来の変異系統で有意差があったの

は gfr2-2系統（µ = 0.0304，P < 0.05）と gfr2-3系統（µ = 0.0276，P < 0.05）

で，BOT-22株由来の変異系統で有意差があったのはmvr10系統（オイル含有率

30.0 %，P < 0.05）のみであった。 

 

2.3.4.	 除草剤耐性系統mvr2-10（BOT-22株由来）への除草剤負荷テスト 

	 選抜した除草剤MV耐性系統mvr2-10（BOT-22株由来）への除草剤投入濃度

を変えた負荷テストを実施した（図 9）。負荷テストは液体試験管培養（n = 3）

で，除草剤MV 濃度は 0，50，100，200，400，800 µM で，対数増殖期の 56

日間での比増殖速度（µ）によって評価した。各濃度での µ 平均値は，0.0289，

0.0206，0.0160，0.0116，0.0051，-0.0004 であった。非添加区の野生株と比較

したところ各濃度とも有意差はみられなかった。なお，MVを 800 µM添加して

培養したB. brauniiの細胞は死滅した。 
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2.4.	 考察 

	 B. braunii のEMS変異手法は本研究で初めて確立したため，他の生物の事例

と比較して処理が 適に行われたかどうかを検証した。EMS 1％（0.092 M）で

の 適な処理時間は，B. brauniiの 2野生株とも生存率が 50 %になった 4時間

とした。他の生物でのEMS変異処理の例は，EMS 0.046 Mを 15分間処理した

緑藻のクラミドモナスがあり，その生存率は 50 %程度であった（Flynn et al. 

2002）。クラミドモナスと比較するとB. brauniiへのEMSの処理は濃度が 2倍

で，さらに処理時間は長く 16倍と過酷な条件であった。B. brauniiは独自の頑

強な構造物を備え，細胞基部は細胞壁と細胞外分泌物からなるCell cupで覆われ

ている（図 2，図 3）。したがって物質を通過させにくいと推定される。そのため

に細胞まで EMSが浸透しづらいため，長時間の EMS処理が必要であったと想

定される。また，この処理条件によってB. brauniiでは除草剤耐性のある変異体

を110系統も確立できたことから，クラミドモナスにとっては過酷であったEMS

処理の条件は，B. brauniiに対しては適切であったと考えられる。 

	 次に確立した系統において，EMS による変異挿入でオイル生産が低下しなか

ったかどうかを検証した。EMSはランダムにDNA上の複数箇所に変異を起こす

ので，オイル合成に関連する遺伝子等を損傷し，オイル合成の低下を引き起こす

懸念があった。したがって比増殖速度のみで選抜した耐性系統に対して，さらに

比増殖速度とオイル含有率で選抜を実施した。その時に除草剤処理区の変異系統

でオイル含有率（％）が有意に低下したのは 18系統のうち 11系統であった（図

7-1B，図 8-1B）。しかしながら除草剤非添加区では，１系統を除く全ての変異系

統のオイル含有率は野生株と同程度で低下しなかった（図 8-2B）。一方，比増殖

速度は除草剤処理区では低下する系統があり（図 7-1A，図 8-1A），除草剤非添加

区では低下しなかった。したがって，変異系統で除草剤処理区でのオイル含有率

や比増殖速度が低下した現象は除草剤の影響によるもので，EMS で引き起こさ

れた変異挿入による影響ではなかったと考えられる。確立した変異系統は除草剤

耐性ではあるが，除草剤濃度が高くなると成長阻害が起こる事（図 9）から，除

草剤による影響はある程度あり，そのためにオイル合成能力が低下したと推定さ
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れる。 

	 活性酸素ラジカルを生じる作用がある除草剤MVに耐性があるならば活性酸素

の除去に関連する遺伝子の発現が上昇すると予想される。その候補遺伝子として

Superoxide dismutase, Glutathione peroxidase, Ascorbate peroxidase, 

Catalase, ABC transporter等が挙げられる。維管束植物では染色体上の変異位

置を同定するのに戻し交雑法が用いられるが， B. brauniiは有性生殖が確認され

ておらず生活環は解明されていないため，戻し交雑法での変異位置同定ができな

い。また整備されたゲノム情報は存在しないので網羅的なゲノム解析による変異

の推定は難しい。以上より，本研究で選抜した除草剤耐性系統の変異が DNA上

のどの位置に起きているかは現状では確認できない。なお，現在までにB. braunii

のゲノム解読はいくつかの株で進行中であり，その断片的な配列情報と，トラン

スクリプトーム解析での cDNA配列情報が利用可能（Baba et al. 2012; Ioki et al. 

2012bc; Molnár et al. 2012）である。これらのデータを利用して，前述の候補遺

伝子の発現量について検討中である。 

	 耐性系統は，比増殖速度とオイル含有率を比べてどちらも劣っていない上位を

選抜した（図 7-1，図 8-1）が，別な手法での選抜を検証した。非添加区の野生株

の比増殖速度とオイル含有率を基準として，各変異系統の相対値を算出し，変異

系統の比増殖速度とオイル含有率を掛け合わせて評価した。その場合の上位は

BOT-88-2株（Race A）由来では１位mvr2-10（0.72），2位mvr13（0.47）で

あり，BOT-22（Race B）由来では１位 gfr35（0.86），2位 gfr101（0.84）であ

った。またオイル含有率は も高いが比増殖速度は有意差があるほど遅いために

棄却したBOT-88-2株由来のmvr1-37系統は 0.28で 6位となり，この手法でも

棄却された。よって，別な手法で変異系統を選抜しても同様な結果となった。 

	 以上まとめると，EMS変異によって除草剤耐性系統を確立し，比増殖速度（µ）

とオイル含有率（％）より優秀なmvr2-10系統（BOT-88-2株由来），gfr35およ

び gfr 101系統（BOT-22株由来）を選抜した。次章ではそのうちのmvr2-10系

統を用いて開放系培養を検証した。  
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3.	  Botryococcus braunii除草剤耐性系統による開放系培養への検討 

3.1.	 緒言 

	 産業実用化を目指した藻類の大量培養を試みる場合，閉鎖系培養においては機

材のコストが高く，それを避けるために開放系培養が望まれているが，B. braunii

のような成長がとても遅い種は不向きである（De Boer et al. 2012）。B. braunii

を開放系で培養すると，速く増殖する他の緑藻やシアノバクテリアに占有され，

B. brauniiが増殖しにくい状態となる（Sheehan et al. 1998）。開放系培養の特

徴は，異物や他の生物の混入が容易，操作は閉鎖系と比較して簡便，低コストで

培養可能，スケールアップが容易という点である。一方，閉鎖系培養の特徴は，

他の生物の侵入の心配はないが無菌操作をする手間がかかる上に専用の機材を必

要とする。よってコストは高くなり，さらに無菌的なスケールアップは容量が大

きくなるほど実現が難しい。安定した価格での市場へのオイル供給を目指すため

に，B. brauniiの培養はコスト削減を追求する必要があり，大量培養が容易にな

る開放系培養が望まれているため，本研究では除草剤耐性のあるB. brauniiを使

用することで問題解決を目指した。 

	 B. braunii を開放系で培養した先行研究として，Rao ら (2012)のレースウェ

イポンド形式や円形池形式での培養の成果がある。B. braunii LB572株をレース

ウェイポンド形式（80 L）で培養した結果では 18日間で乾燥重量が 9倍に増加

していた。別株のNIES-836株や 40 Lでの円形池培養（25日間）では乾燥重量

が 4から 7倍程度増加していた。また閉鎖系におけるB. brauniiの大スケール培

養も報告されている（Bazaes et al. 2012，Shimamura et al. 2012）。Bazaes ら 

(2012) はLB572株を用いて 350 Lで 5倍（30日間），1,000 Lで 4.4倍（30日

間）という結果で，Shimamura ら（2012）はBOT-22株を用いて 10 Lで 4.7

倍（28日間），300 Lで 2倍（33日間）もしくは 1.9倍（16日間）という結果で

あった。また，BOT-22株で閉鎖系培養（0.3 L）を検証したが，28日間で 180

倍であった（データ割愛）。したがって，閉鎖系培養で実施すれば他の生物の混入

の心配はなくB. brauniiが優占状態である培養が可能だと想定されたが，実際で

の乾燥重量の増加率は極めて低かった。 
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	 前章で確立したBOT-88-2株（Race A）由来の除草剤耐性系統mvr2-10を，

本章において開放系培養での生産能力を評価した。開放系水槽内の除草剤MV濃

度は 0 µMと 50 µM，さらに 100 µMの設定を加えた。開放系培養での乾燥重量，

オイル含量，種構成の推移をモニタリングすることにより，野外から混入するイ

カダモやクロレラなど競合する種と共存下での除草剤耐性系統 mvr2-10 の増殖

能力を検証し， 適な培養条件やオイル回収の時期を検討した。また，各条件で

の全オイル含量および炭化水素オイルに相当する細胞外オイル含量を分別して評

価した。 
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3.2.	 材料と方法 

3.2.1.	 供試藻類と無菌培養 

	 B. braunii およびその培養条件は 2.2.1.のとおりである。イカダモ

（Scenedesmus dimorphus; NIES-119）は国立環境研究所NIESコレクション

より分譲された。イカダモの培養にはC培地（Ichimura 1971）を使用した。C

培地の組成は以下のとおりである。Ca(NO3)2 ·4H2O，0.15 g· L-1，KNO3 0.1 g· L-1，

Na2–glycerophosphate·5H2O 50 mg· L-1，MgSO4·7H2O 40 mg· L-1，Vitamin B12 

0.1 µg· L-1，Biotin 0.1 µg· L-1，Thiamine HCl 10 µg· L-1，Tris (hydroxymethyl) 

aminomethane 0.5g· L-1，Na2EDTA · 2H2O 3 mg· L-1，FeCl3·6H2O 0.59 mg· L-1，

MnCl2·4H2O 0.11 mg· L-1，ZnSO4·7H2O 60 µg· L-1，CoCl2·6H2O 40 µg· L-1，

Na2MoO4·2H2O 10 µg· L-1 (pH 7.5)。 

 

3.2.2.	 開放系培養 

	 BOT-88-2株由来mvr2-10系統の開放系培養の流れを図 10に示した。野生株

BOT-88-2の培養も同様に行った。ただし，mvr2-10系統の開放系培養は除草剤

を添加しない 3水槽のみで実施した。開放系培養の水槽から週 1回でサンプルを

回収した。場所は国立環境研究所の屋外に設置した温室内である。温室内では日

中は自然光下で，朝 7時から夜７時まで照明を併用した。また，冬期（11〜4月）

は温室内を 22℃以上になるよう加温した。閉鎖系の培養はガラス製三角フラスコ

で，開放系本培養はガラス製水槽（20 cm × 20 cm × 20 cm）で実施した。なお本

培養の水槽上蓋は 1/4程度開放してあり，微生物等の異物の侵入は容易であった。

また水槽へは常時フィルター濾過した空気を注入した。本培養では各水槽内と水

槽外に温度・照度ロガー（UA-002-08; Onset社, MA, USA）を設置し，1時間ご

とに計測した。閉鎖系から開放系培養へ至るまでの植え継ぎは濁度OD660値が0.1

を超えてから実施した。 

 

3.2.3.	 オイル含有率の測定 

	 ヘキサン（n-hexane）法による全オイル抽出は 2.2.5.と同じ方法を用いた。細
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胞外オイルのみを抽出するためにヘプタン（n-heptane）法（Moheimani et al. 

2012）を用いた。藻類を含む培地 2 mLをあらかじめ重量を測定したガラス繊維

ろ紙（Whatman GC/F; GEヘルスケア・ジャパン）で濾過し，一晩凍結乾燥処

理を実施した。凍結乾燥直後に重量を測定し，増加した重量を乾燥重量（バイオ

マス重量）とした。その後，ろ紙上の細胞をヘプタンが 3 mL入ったガラス製チ

ューブ内に 20分間浸した。ガラス製チューブにヘプタンと等量の滅菌ミリQ水

を注入し，撹拌した。上層のヘプタンを別容器（重量測定済）に移し，酸化防止

用に N2ガスを充填しながら蒸発させた。容器の重量を測定し，算出した増加分

をオイル重量とした。 

 

3.2.4.	 クロロフィル量の測定 

	 藻類を含む培地 1 mLを予め重量を測定したガラス繊維ろ紙（Whatman GC/F; 

GE ヘルスケア・ジャパン）で濾過し，その後一晩凍結乾燥処理を行った。その

後，ろ紙上の細胞を 90 %メタノール が入った 3 mLが入ったねじ蓋付き試験管

内に浸し，70℃のウォーターバスで試験管を 1 時間震盪した。溶出液の吸光度

（650 nm，665 nm）を分光光度計で測定し，クロロフィル量を以下の式（Grimme 

and Boardman, 1972）により算出した。なお，溶出液の吸光度は 750 nmでの

吸光度（Abs750）を差し引いて補正した。	 

・クロロフィル a+b (mg· L-1) = 4 × Abs665＋25.5 × Abs650 

 

3.2.5.	 生物種の計測 

	 藻類を培養した水槽から 1週間おきに回収した培地 10 mLに対し，ルゴール

液（ヨウ化カリウム 100 g· L-1，酢酸 100 mL· L-1）100 µLを添加し固定した。

固定した標本は 4℃の暗所で保存した。固定した標本を顕微鏡で観察する時は細

胞培養用シャーレに展開して種ごとに個体数をカウントした。観察対象から長さ

を算出し（n ≧ 10），その平均値から各生物種の体積（楕円体）を以下の通りに

算出した。B. braunii 326.6 am3· cell-1，Scenedesmus sp.（イカダモ） 58.3 am3· 

cell-1, Chlorella sp.（クロレラ）44.6 am3· cell-1，Colpoda sp.（繊毛虫）5392.6 am3· 
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cell-1，Closterium sp.（ミカヅキモ）179.7 am3· cell-1。 

 

3.2.6.	 HPLCによる除草剤MV濃度の測定 

	 水槽内の除草剤MV濃度を 2〜5日おきにHPLCで確認した。開放系培養に使

用した培養液を孔径 5.0 µmのシリンジフィルターで濾過した。濾液に含まれる

MVの濃度測定にはHPLC装置（島津製作所，京都，日本；LC-10AT vp Pump, 

SPD-10AV vp UV/vis Detector）を使用した。HPLCの移動相は 50 mMリン酸

ナトリウム緩衝液（pH 7）・150 mM塩化ナトリウム溶液で，一定濃度で送流し

た（1 mL· min-1）。カラムはAsahipak ES-502C（島津ジーエルシー社，東京，

日本），カラムオーブン温度を 30℃とした。MVは波長 288 nmで検出した。MV

各標準液（12.5，25，50，100，200 µM，n = 1）でのピーク（高さ）の測定値

から検量線を作成し，サンプル（n = 1）のピーク値から濃度を算出した。 
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3.3.	 結果 

3.3.1.	 除草剤耐性系統mvr2-10(BOT-88-2由来)開放系培養の検証 

	 除草剤MV耐性系統mvr2-10（BOT-88-2株由来）を用い，開放系培養で優占

的な培養が可能かどうかを検証した。温室内の閉鎖系培養では，実験室内と同様

に他の生物の混入はない密封状態で実施しており，成長悪化などの異常状態は観

察されなかった。開放系培養は 2013年 3月 27日から 2013年 5月 8日にかけて

42日間実施した。水槽内の温度は平均 24.4℃， 高 37.5℃， 低 12.3℃であり，

水槽外の温度は平均 26.1℃， 高 54.5℃， 低 7.3℃であった（図 11，表 4）。

なお予備実験にて水温 40℃までは B. brauniiの生育に影響しないことが判明し

ているため，開放系培養に支障はない条件になっていたと推察された。水槽内の

除草剤MV 50 µMもしくは 100 µM処理区では，培養日数が経過するにつれ，除

草剤濃度が低下する傾向がみられた（図 12）。除草剤MV濃度が設定値を下回っ

た場合は，すぐに除草剤を追加したので，本培養中の除草剤濃度は設定値である

50 µMもしくは 100 µM以上を維持していた。 

	 開放系培養の水槽では微生物など他の生物の侵入が容易なため，濁度（OD660），

乾燥重量，クロロフィル量を併用してモニタリングした（図 13）。 

	 MVを添加していない水槽内の濁度は，0日目では 0.002，7日目では 0.010，

14日目では0.114，21日目で0.347となりピークを迎えたがその後はやや減少し， 

0.172から0.346の間で推移した。MV 50 µM処理区の濁度は，0日目では0.001，

14日目では 0.019，21日目では 0.066，28日目では 0.055，42日目では 0.125

と低下はみられず徐々に増加していた。MV 100 µM処理区の濁度は，0日目で

は 0.002，14日目では 0.015，21日目では 0.030，28日目では 0.033，42日目で

は 0.062とMV 50 µM処理区より下回る数値だったが，徐々に増加していた。 

	 MV非添加区の 1Lあたりの乾燥重量（mg· L-1）は，0日目では 1.5 mg· L-1，

7日目では 14.5 mg· L-1，14日目では 51.5 mg· L-1，21日目で 128.3 mg· L-1で

あるが，その後は減少し，28日目から 42日目では 71.0 mg· L-1から 84.5 mg· L-1

の間を推移していた。MV 50 µM処理区の 1Lあたりの乾燥重量は，0日目では

2.8 mg· L-1，14日目では 24.7 mg· L-1，21日目では 30.0 mg· L-1，28日目では
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37.0 mg· L-1，42日目では 51.0 mg· L-1と徐々に増加した。MV 100 µM処理区の

1Lあたりの乾燥重量は，0日目では 1.3 mg· L-1，14日目では 25.7 mg· L-1，21

日目では 19.7 mg· L-1，28日目では 30.3 mg· L-1，42日目では 40.3 mg· L-1と，

MV 50 µM処理区と比較して重量は少ないが，徐々に増加していた。 

	 MV非添加区の 1Lあたりのクロロフィル量（mg· L-1）は，0日目では 0.076 mg· 

L-1，7日目では 0.114 mg· L-1，14日目では 0.362 mg· L-1，21日目で 0.629 mg· 

L-1，28日目では0.470 mg· L-1，35日目では0.746 mg· L-1，42日目では0.589 mg· 

L-1で，21日目にピークを迎え，減少後に再び増加した。MV 50 µM処理区の 1L

あたりのクロロフィル量は，0日目では0.148 mg· L-1，14日目では0.079 mg· L-1，

21日目では 0.315 mg· L-1，28日目では 0.224 mg· L-1，42日目では 0.543 mg· L-1

と，減少した時期はあるが全般的には増加傾向にあった。MV 100 µM処理区の

1Lあたりのクロロフィル量は，0日目では 0.125 mg· L-1，14日目では 0.182 mg· 

L-1，21日目では0.224 mg· L-1，28日目では0.210 mg· L-1，42日目では0.335 mg· 

L-1と増加傾向にあった。 

	 開放系水槽で 初に投与したB. braunii以外に，繊毛虫・イカダモ・クロレラ

を確認することができた。これら生物種について個体数，個体数比，体積比を算

出した（図 14）。MV非添加区においてB. brauniiの占める割合は，培養 28日

目で体積比 38.7 ％と 大であった。一方，MV 50 µM 処理区の水槽内で B. 

brauniiの占める割合は，培養 7日目では個体数比，体積比ともに 100.0 ％，14

日目では体積比で 83.0 ％であったが，それ以降はイカダモやクロレラが優勢に

なり，B. brauniiの体積比は 28日目で 41.2 ％，42日目で 29.2 ％になった。

MV 100 µM処理区での各生物種の占める割合は，培養初日は混入したクロレラ

が多数を占めるが，7 日目以降は B. braunii が体積比で 9 割以上維持され，28

日目では 94.2 ％であった。しかしながら，それ以降でのB. brauniiの占める割

合は急激に減少し，35日目で 63.2 ％，42日目で 53.5 ％まで低下した。 

	 開放系培養でのオイル含有率（％）およびオイル含量（mg· L-1）を図 16に示

した。測定は培養開始後 14，21，28，35，42日目で，0，7日目はサンプルのオ

イル重量が少なすぎて計測値が不安定であったために省略した。オイル含有率の
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全体的な推移は，MV 100 µM処理区で 50 %前後と高く，MV非添加区，もしく

は 50 µM処理区は 20 %から 40 %程度と低かった。なお，前培養終了後のオイル

含有率は 51.9 ％であった。MV非添加区では 20 %から 30 ％程度で，前培養と

比較すると半分程度であった。MV 50 µM処理区の 高オイル含有率は 14日目

の 42 ％で，その後は減少傾向であった。MV 100 µM処理区は培養前と同程度

の 50 ％前後と高い割合のまま 42日目まで維持されていた。ところで，オイル含

有率（％）が高い条件とオイル含量（mg· L-1）が多い条件は一致しない。という

のは，オイル含有率は低いが乾燥重量が多いMV非添加区では，オイル含量（mg· 

L-1）も多かったからである。MV非添加区でのオイル含量の 高値は 36.4 mg· L-1

（35日目）であった。またMV 50 µM処理区でのオイル含量の 高値は 26.1 mg· 

L-1（42日目）で，MV 100 µM処理区でのオイル含量の 高値は 29.0 mg· L-1（28

日目）であった。 

	 ヘプタン抽出法（Moheimami et al. 2012）を用いて細胞外に分泌したオイル

のみの回収が可能かどうかを検討した（図 17）。細胞にダメージを与えずにオイ

ル回収が可能であるヘプタン法は，B. brauniiが細胞外に分泌する炭化水素オイ

ルの抽出に使用できると推定される。そこで，ヘプタン抽出法の有効性を確かめ

るためにオイルを細胞外に分泌するB. brauniiとオイルを細胞内に蓄積するイカ

ダモを用いて，ヘキサン抽出法と比較をおこなった。B. brauniiのオイル含有率

はヘキサン抽出法で 41.6 ％，ヘプタン抽出法で 40.0 ％とほぼ同じ割合であった。

一方，細胞内にオイルを蓄積するイカダモのオイル含有率は，ヘキサン抽出法で

9.4 ％，ヘプタン抽出法で 0.1 ％と，大きく異なっていた。したがって，ヘプタ

ン法では細胞外オイルのみ抽出できると考えられた。 

	 次に，開放系培養のサンプルをヘキサン法とヘプタン法で抽出した（図 18）。

除草剤濃度別に 28日目および 42日目のオイル含有率（％）を算出した。MV非

添加区のヘプタン法でのオイル含有率は，ヘキサン法と比較して，1/3 から 1/4

程度に低下した。一方MV 100 µM処理区の 28日目ではヘキサン法で 51.3 %，

ヘプタン法で 57.2 %と同程度であったのに対し，42 日目ではヘキサン法で

48.4 ％，ヘプタン法で 25.9 ％と 1/2程度に低下していた。 
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	 ヘプタン法を用いて開放系培養での細胞外オイル含量（mg· L-1）を算出した（図

19）。除草剤濃度別の 28日目および 42日目の結果を比較したところ，全オイル

含量が も高いのはMV非添加区で培養した 42日目で 32.6 mg· L-1であり，そ

のうちの細胞外オイル含量は 9.4 mg· L-1（28.8 ％）であった。MV 100 µM処理

区の全オイル含量は 28日目 29.0 mg· L-1・42日目 28.7 mg· L-1と同程度であっ

たが，そのうちの細胞外オイル含量は 28日目で 29.0 mg· L-1（100.0 ％）・42日

目で 15.3 mg· L-1（53.3 ％）であり細胞外オイル含量の割合は 1/2に低下してい

た。細胞外オイル含量が も多かったのはMV 100 µM処理区の 28日目であり，

全オイル含量が も多かったMV非添加区 35日目の 36.5 mg· L-1（図 16B）と

比較すると 8割程度のオイル生産性があった。 

	 開放系培養の乾燥重量およびオイル含有率（％）の初日と 28 日目の変化を比

較した（表 5）。除草剤濃度別にみると乾燥重量の変化はMV非添加区で 48.9倍，

MV 50 µM処理区で 13.5倍，MV 100 µM処理区で 22.8倍であった。またそれ

ぞれの一日あたりに生産する乾燥重量（mg· L-1· day-1）は 2.6 mg· L-1· day-1，1.2 

mg· L-1· day-1，1.0 mg· L-1· day-1であった。オイル含有率はMV非添加区，もし

くは 50 µM処理区では 20 %程度低下したが，MV 100 µM処理区では 28日目ま

で低下せず 51.3 %であった。 

 

3.3.2.	 野生株（BOT-88-2）での開放系培養の検証 

	 除草剤耐性系統より増殖が早い野生株BOT-88-2（Race A）の開放系培養を 2

月から 3 月にかけて 28 日間実施し，種ごとの個体数を計測した（図 15）。B. 

brauniiは培養14日目まで若干増加しているものの，競合する種であるイカダモ，

クロレラ，繊毛虫，ミカヅキモが急激に増殖し，その結果としてB. brauniiの体

積で占める割合は 28日目で 23 %程度に低下した。この割合はmvr2-10系統によ

る開放系培養での結果 38.7 %（MVを添加しないときの 28日目；図 14）よりも

下回っていた。  
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3.4.	 考察 

	 本研究はB. brauniiに除草剤耐性能を付加させた変異系統を用いることにより，

これまでに困難であった開放系培養を成功させる事を主目的にしている。除草剤

MV 耐性の B. braunii 変異系統 mvr2-10 を開放系で培養し，水槽内の濁度

（OD660），乾燥重量，クロロフィル量の変化（図 13）や実際の水槽内における

生物種の推移（図 14）よりB. brauniiが優占的に増殖できたかを判断した。 

	 開放系培養では耐性のある藻類が存在する懸念があり，予備試験として MV 

50µM処理区で検証したところ，他の藻類が増殖した（データ割愛）。MV 100 µM

処理区mvr2-10系統の閉鎖系培養で比増殖速度を比較したところ，50 µM処理

区より 3/4に減少した（図 9）。以上より，耐性系統は確実に増殖し，他の藻類へ

の増殖抑制に効果がある，MV 100 µM処理区は検討する価値があると判断した。 

	 従来の野生株BOT-88-2でのMVを添加しない開放系培養では，培養 14日目

までB. brauniiの個体数が増加していた（図 15）。よって，この時点までの生育

は問題なく，その後の減少はイカダモ，クロレラ，繊毛虫，ミカヅキモによって

B. brauniiの増殖は抑制されたと推定した。除草剤耐性mvr2-10系統のMV非

添加区の結果は，従来の開放系培養（図 15）と同様に，水槽内の濁度，乾燥重量，

クロロフィル量の増加がみられた。MV処理区での除草剤耐性mvr2-10系統の増

加は横ばいであったが，イカダモやクロレラが急激に増加していた。さらに B. 

braunii由来の濁度・乾燥重量・クロロフィル量は多くても 28日目の種別体積比

より 4割程度（図 14C）と推定された。以上の結果から除草剤を添加せずに培養

した時の濁度，乾燥重量，クロロフィル量の急激な増加は，イカダモやクロレラ

が急速に増殖したことに由来すると考えられた。 

	 次に MV 処理区の開放系培養で他の藻類の成長を抑制できたのかについて検

証した。Ioki ら (2012d) はMV 50 µM処理区ではイカダモやクロレラの増殖を

抑制できたと述べている。MV 50 µM処理区の結果では，7日目まではイカダモ

やクロレラが増殖せず個体数や体積比においてB. brauniiは9割以上で優占させ

て培養させることができた。しかしながら，14日目以降はイカダモやクロレラが

出現し，その割合は急激に増加した。一方，MV 100 µM処理区の結果では，28
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日目まではイカダモやクロレラが増殖せず体積比においてB. brauniiは9割以上

で優占させることができた。しかしながら，35日目以降はイカダモやクロレラは

急激な増加が認められた。さらに Ioki ら (2012d) が 14 日間で除草剤の影響を

検討したカルチャーコレクション由来のイカダモ（Scenedesmus dimorphus 

NIES-119）で，MV 50 µM処理区の実験を 13日間から 1ヶ月間閉鎖系で行った

が，耐性のあるイカダモは出現しなかった（データ割愛）。しかしながら，クロレ

ラ増殖時の倍加時間は早い株で 2.5 から 3 時間であり（渡邉 2012），イカダモ

（NIES-119）の倍加時間は 1.0日であり（データ割愛），B. brauniiの倍加時間

約 7日以上かかる（Chirac et al. 1985）。よって，イカダモやクロレラの世代交

代はB. brauniiに比べてとても早く，世代交代のサイクルが早ければ突然変異が

起こる確率も高くなり，さらに除草剤耐性となる変異も起こりえる。以上から，

野外で生息しているイカダモやクロレラへ除草剤を添加した事により偶発的に耐

性を備えた可能性があり，これらが開放系培養に混入し，除草剤処理区で急激に

増加したと推定される。 

	 本研究により，除草剤処理区でもイカダモやクロレラが増加するのが明らかに

なった。よって，それらの増殖影響によるオイル含有率の低下を検証した。まず，

各種のオイル含有率を，イカダモは約 10 %（図 17），クロレラで 28 %から 32 ％

（Chisti 2007; 渡邉 2010，表 2）であり，B. braunii は前培養での終了時の

51.9 ％とし，開放系培養での種別体積比とオイル含有率の相関性は高いとみなし

た。MV非添加区ではB. brauniiの占める割合は体積比で多くても40 ％程度で，

その他として初期は繊毛虫が多かったが，その後はイカダモ，続いてクロレラが

増加した。オイル含有率は 14日目で 19.9 ％から 42日目で 32.4 ％へ増加する

傾向がみられた。このことは優占種がイカダモからクロレラへ移行したことを支

持するものであった。一方，MV 50 µM処理区ではB. brauniiの体積比で占める

割合は 7日目では 100 ％で，その後は 28日目では 40 ％，42日目では 30 ％ま

で低下するが，一方でイカダモが 14 日目以降出現して増加し，続いてクロレラ

が 21日目以降出現して増加する。このMV 50 µM処理区でのオイル含有率は 14

日目では 42.9 ％，35日目では 24.5 ％と低下する傾向にあり，これは種別構成
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比より優占種がB. brauniiからイカダモやクロレラへ推移するのと一致していた

(図 14C)。また，MV 100 µM処理区ではB. braunii が 28日目まで体積比 90 %

以上を占めたのと一致してオイル含有率は全体的に高く，14日目から 42日目ま

でB. braunii 由来と考えられる 50 %前後で推移していた。以上より，オイル含

有率（図 16A）は，イカダモやクロレラが増加するほど低下し，水槽内でB. braunii

が占める割合が高くなるほど多い傾向であることが示された。ただし MV 100 

µM処理区においてB. brauniiの占める割合は35日目以降で低下し42日目では

体積比で 50 %まで低下したが，オイル含有率ではその低下は反映されていなかっ

た。このことにより，開放系培養での種別体積比とオイル含有率は相関すると考

えていたが，厳密ではない可能性がある。 

	 本研究は産業実用化を視野に入れていることから，藻類のうち炭化水素オイル

を多く生産するB. brauniiが優占的に培養される条件を求められる。よって，開

放系培養の各条件でのオイル量のうち炭化水素オイル含量（mg· L-1）を把握する

必要がある。オイル含量はB. brauniiの生産する炭化水素や他の藻類の生産する

TAGを含め，すべての脂質を合算したものである。乾燥重量で割ったオイル含有

率（%）とは異なり，乾燥重量で割らないオイル含量（mg· L-1）は乾燥重量の多

さがかなり影響し，そのために乾燥重量でもオイル含量でも 大であったMV非

添加区（図 13，図 16）が，炭化水素オイル含量でも 大である可能性がある。

本研究ではヘプタン法を用いてB. brauniiの炭化水素オイルに相当する細胞外分

泌オイルの測定を検討した。実際に細胞外にオイルを分泌するB. brauniiと細胞

内にオイルを蓄積するイカダモをヘキサン法とヘプタン法で比較した（図 17）。

ヘキサン法ではB. brauniiとイカダモのどちらからもオイルを抽出できた。しか

しながら，ヘプタン法ではB. brauniiからはヘキサン法と同じ割合でオイル抽出

できたが，イカダモからはまったく抽出できなかった。この相違は細胞外オイル

の存在によると考えられ，ヘプタン法によって細胞外オイルのみの抽出が可能で

あると言える。このヘプタン法を用いて開放系培養を行った株について検証した

結果，細胞外オイル含量（mg· L-1）が多いのは，除草剤非添加区よりもMV 50 µM 

もしくは 100 µM処理区が多く，特にB. braunii が種別体積比で 9割占めた，
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MV 100 µM処理区の 28日目が 大であった（図 14C，図 19）。また， も多い

オイル含量であったMV非添加区 35日目と比較して，MV 100 µM処理区 28日

目の細胞外オイル含量（mg· L-1）は 80 %程度の生産であった。B. brauniiの細

胞外オイルは炭化水素オイルとみなされることから，MV 100 µM処理区 28日目

のオイルのほぼすべてが炭化水素オイルと推測された（図 19）。この状態は，余

分な TAG を除去する手間が少なくなるために産業化を想定するなら望ましい。

以上より，炭化水素オイルを も多く，かつ高い純度での生産を目指すなら，MV 

100 µM処理区で 28日目に回収するのが 適であることが判明した。 

	 も優れた培養条件であるMV 100 µM処理区 28日目での乾燥重量やオイル

含有率（％）を先行研究と比較した。B. brauniiの LB572株やNIES-836株で

開放系培養をおこなったRao ら (2012）の報告によると，乾燥重量の変化は 18

日間で 9.0倍（28日予測 13.5倍）であった。一方，本研究の結果は 28日間培養

して乾燥重量は22.8倍になり， Rao ら (2012)の結果をはるかに上回っていた。

また Rao ら (2012)は水槽内の他の生物種を確認していないが，本研究では種別

体積比で 90 ％以上 B. brauniiが占めている事を確認しており（図 14C），生産

するオイルのほとんどがB. braunii 由来の炭化水素オイルと推定された（図 19）。

また閉鎖系でのB. brauniiの大量培養に取り組んだ研究がいくつか報告されてい

るが，他の藻類が混入しないという利点があるにも関わらずB. brauniiの生産性

は低かった。これまでの閉鎖系培養で も成功した例は，350 Lフラットパネル

形式で培養したLB 572株で，乾燥重量の増加は 5倍（30日間）であった（Bazaes 

et al. 2012）。閉鎖系培養は容量に制限はあるが，B. brauniiのみを増殖させるこ

とを目的とするならば開放系培養より生産性が高いと想定された。しかしながら，

乾燥重量の増加率を比較すると，開放系培養の本研究よりはるかに劣る結果であ

った。先行研究での閉鎖系培養の生産性が劣るのは生育が不良であったと推定さ

れるが，その理由は定かではない。考えられる理由の一つは水温が高かったこと

である。B. brauniiは高温（BOT-22株で 43℃以上）にさらされると死滅する事

が判明している（データ割愛）ので，高温になり生育が阻害された可能性があっ

た。本研究の開放系培養は水温が高くなる夏期を避けて実施したが，先行研究で
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は水温に関して留意しなかった可能性があった。先行研究での閉鎖系培養の屋外

水槽は効率よく光量を収集する事を目的として設計されているため，水温が高く

なりやすい欠点があった。コストの削減を考慮すると電気による冷却法は使えず，

現時点では構造を変更する事で対処するしかない。今後は培養槽を改良する事に

より生産性が向上すると期待される。 

	 以上より，本研究は開放系培養テストで成功した世界で初めての例であり，さ

らに閉鎖系培養よりも乾燥重量の増加率が良好であった本研究の手法は，産業実

用化に適している言える。 
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4.	 総合考察 

	 本研究では突然変異処理によってB. brauniiの除草剤耐性系統を単離し，一部

の変異系統を用いてB. brauniiが優占的に増加する開放系培養を目指し，世界で

初めて成功した。ここでは，B. brauniiによるオイル生産が産業として実用化可

能かについて考察する。 

	 本研究では大量培養でのオイル生産能を検討した。第 3章での開放系培養の結

果を用いてスケールアップ時の生産を算出した。25×10×0.5 mサイズのプール

での培養（125,000 L）を想定すると，前培養である閉鎖系培養は 1 m3サイズ

（1,000 L）で 25個分（25,000 L）を用意する必要がある。この閉鎖系培養の 1,000 

L は実行可能な大きさであり，B. braunii での培養においても報告されている

（Bazaes et al. 2012）。開放系培養開始時の乾燥重量濃度を 0.1 g· L-1，オイル含

有率を 51.9 ％とし，オイル含有率は一定のままで 28日後に全オイルを回収した

と想定すると，28日後の乾燥重量は 285.0 kgでそのうちオイル重量は 146.3 kg

と算出される。さらにスケールアップして，1 haでの生産を想定すると，1サイ

クル（28日間）でのオイル生産量は 5.85 tとなり，さらに 1年間（12サイクル）

では 70.2 tと見込まれる。油糧作物の年間オイル生産量はナタネで約 1 t· ha-1，

アブラヤシで約 4 t· ha-1であり，B. brauniiによるオイル生産の試算ははるかに

上回る結果である。B. brauniiを産業実用化した場合の試算では，コストを考慮

すると１年間あたり 118.4 t· ha-1の生産量で，オイル価格は 130 円· L-1になると

見込まれている（渡邉 2012）。したがって今後は生産性を上げる手段を考える必

要がある。 

	 二酸化炭素（CO2）をB. brauniiへ投与することにより乾燥重量が増大する事

が判明している。CO2を投与しない培養と比較して，2 % CO2を投与した培養で

は乾燥重量は 25日間で約 2倍へ増大した（Rao et al. 2007; Ge et al. 2011）。こ

れは二酸化炭素削減にも貢献が可能であるために都合が良い。本研究での開放系

培養では，施設の都合でボンベを使用できなかったためにCO2を水槽へ供給でき

なかったが，適切なCO2濃度で培養したならば生産性がさらに向上することが見

込まれる。開放系培養でのCO2の供給は今後の 適培養の検討項目に加え，改善
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される傾向ならば工場や火力発電所等で排出される CO2 を利用した培養を模索

したい。 

	 コンタミネーションに起因する炭化水素オイル以外のオイル混入は処理や分別

する際にかなりの手間がかかる理由から，生産コストを削減するためには高純度

のB. braunii由来炭化水素の生産を目指す必要がある。本研究では除草剤MVの

濃度を 50 µMから 100 µMへ上げて，コンタミネーションの原因であるイカダモ

やクロレラに代表される除草剤に耐性のある他の藻類の出現抑制を試みた。MV

処理は一定期間では効果があったものの， 終的には他の藻類の出現を抑制でき

なかった。本研究の結論ではイカダモやクロレラが増加する前の 28 日目に培養

を終了させる事によりB. brauniiの開放系培養は成功したとしたが，産業実用化

の検討を目指すのであれば，前培養の残査によってキャリーオーバーして培養初

期から除草剤耐性のある他の藻類が混入するのを防ぐ必要がある。本研究の培養

初期に混入した他の藻類は翌週には駆除された事から除草剤耐性ではないと考え

られ，本研究では除草剤耐性のある他の藻類のキャリーオーバーを懸念する必要

は無かったが，産業実用化して運用されることを考慮すると，培養終了後に使用

した培養槽から除草剤耐性のある他の藻類を完全に駆除しなければならず，施設

が大型になるほど完全な駆除は難しいと想定される。その打開策として，MV以

外の除草剤に耐性がある系統を開発する事で乗り切れると判断している。すでに

本研究では除草剤グルホシネートでの耐性系統を開発しており，別種類の除草剤

での耐性系統も本研究の手法を利用すれば開発は可能である。B. brauniiの開放

系培養において複数の除草剤とそれに対応した耐性系統をローテンションさせる

ことにより，除草剤耐性の他の藻類のキャリーオーバーによるコンタミネーショ

ンを防げると推定される。 

	 本研究では遺伝子組換えではなく変異誘発剤による除草剤耐性系統を開発した。

遺伝子組換え技術は農業分野において促進利用されており，コスト削減に効果的

な方法として除草剤に耐性のある GM 作物が開発され，広く利用されている

(ISAAA 2009)。藻類でも遺伝子組換え利用が提案されている（Apt and Behrens 

1999; Beer et al. 2009; Radakovits et al. 2010）が，多くの藻類では遺伝子組換
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え手法は確立されていない。B. brauniiにおいても遺伝子組換え法は確立されて

いないため，本研究では化学変異源処理による突然変異法を採用したが，この手

法で開発した変異体はLMO（Living Modified Organism）に該当せず，カルタ

ヘナ法（遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する

法律）の規制にかからず，結果としては利便性があり有用であった。よって化学

変異源処理による突然変異体は煩雑な申請や許可等の手間が省け，簡便に産業的

に取り扱える。本研究で開発した変異系統はカルタヘナ法に規制されずに使用可

能であるため，ある程度の拡散が予想される開放系培養には都合が良く，大量培

養による産業的なオイル生産が大いに期待される。 

	 以上をまとめると，開放系培養でB. brauniiが優占的に増殖した報告はこれま

でになく，本研究は一定期間ながらも成功した世界で初めての例であり，産業的

な大量培養への足がかりとなる研究と言える。しかしながら，産業実用化するに

は改善の余地がまだある。我々の生活には欠かせない石油資源の枯渇は，そう遠

くない未来に起こりえる重大な危機である。石油の可採年数には限りがあり，い

ずれ利用できなくなるのは明らかである。石油に依存し，消費し続ける人類の文

明には持続可能性はないと言える。今後も石油を使用し続けるのならば，枯渇す

る前の限られた年数の間に，我々人類は何らかの策を講じておかなければならな

いだろう。本研究は，微力ではあるが，石油資源の枯渇への対策として努力した

一例であると言える。将来においては石油の代替品としてB. brauniiの生産する

炭化水素オイルが普及し，過大な石油需要に対処できている事を期待する。 
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h"p://www.oilcrisis.com/campbell/images/2004Scenario.jpg	  
石油連盟「今日の石油需要2012」より改変	

図1　石油ピークと枯渇	 
石油・液化ガスの世界生産量の推移（青線；2004年時点でのシナリオ予測）。棒グラ
フ（橙）は世界の石油需要予測量を示す。	 
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（Tanoi et al. 2013, modified）	 

3 µm	 

A	

B	

図2 B. braunii 細胞観察像 
 
（A）微分干渉顕微鏡画像。A-①; B. brauniiのコロニー，A-②; オイル染色試薬ナイル
レッドを投与した細胞（明視野），A-③; ナイルレッドを投与した細胞（蛍光下）（赤は
クロロフィルの自家蛍光, 黄はオイルを示す）。 
 
（B）単細胞の様子。B-①;微分干渉顕微鏡画像，B-②・③;細胞壁のSEM観察画像（白矢
印はApical cap, 黒矢印はCell cup）。 
	 

21 3

321

スケールバーは10 µm	 
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（Tanoi et al., 2013, modified）	 

図3　B. brauniiの細胞分裂とコロニー形成過程の模式図 
 

Cell	

Cell	  cupと	  
細胞外分泌物	  
の複合体	

Apical	  cap	

前世代の	  
細胞壁内で	  
縦に二分裂	

前世代の	  
Apical	  capが開き、	  
娘細胞が外側に突出	

娘細胞周辺に	  
細胞壁形成	

前世代の	  
Cell	  cup	

Apical	  cap	
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還元型ペントースリン酸経路（光合成）	

Acetyl-
CoA	
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2.7.7.60	
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(E,E)-Farnesyl-PP	
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1-Hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-PP	

2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphate	

2-Phospho-4-(cytidine 5’-diphospho)-2-C-methyl-
D-erythritol	

4-(Cytidine 5’-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol	

2-C-Methyl-	

D-erythritol-4-P	

1-Deoxy-D-xylulose-5-P	

2.3.1.9	

2.3.3.10	

Isopentenyl-PP	

5.3.3.2	
4.1.1.33	

2.5.1.68	

2.5.1.10	

Pyruvate	
D-Glycer-aldehyde-3P	

4.1.3.4	

Acetoacetyl-CoA	

CO2	

メバロン酸	

経路	

非メバロン酸	

経路	

（MEP 経路)	

トリテルペン
合成経路	

SSL-1	

SSL-3	SSL-2	

図4　B. brauniiのオイル生合成経路 
 
CO2 から還元型ペントースリン酸経路，非メバロン酸経路、トリテルペン合成経路を経て

スクアレンやボトリオコッセンが合成される。色付き矢印はトランスクリプトーム解析等
で酵素遺伝子の存在が示唆された反応を表す。 
（Ioki et al. 2012abc, Baba et al. 2012, Niehaus et al. 2011）	 

（筑波大学大学院　生命環境系　五百城幹英　研究員より提供された図を改変）	
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図5　1% EMS処理によるB. brauniiの生存率 
 
(A) 蛍光顕微鏡下での生死判別（B. braunii BOT-22株）。蛍光下では生細胞はクロロ
フィルの自家発色で赤に，死細胞を緑に発色する。 
 
(B) EMS処理によるB. brauniiの生存率の経時変化。生存率は生細胞数を全細胞数で割
ることにより算出した。生存率の算出はBOT-88-2株（Race A）およびBOT-22株（Race 
B）で実施した。両株とも生存率50%程度になるのはEMS処理後4時間であった。(Bar 
= SD, n = 5)	 
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野
生

型
	

A	 B	

図6　除草剤耐性系統のスクリーニング 
 
B. braunii BOT-22株をEMS処理後，除草剤含有プレート（A;グルホシネート 40 
mg· L-1，B; MV 50 µM）上に出現した除草剤耐性コロニーを新しい固形プレート培
地に植継ぐことによりスクリーニングを行った。コントロール（野生株）はA，Bと
も死滅した。 
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図7-1　BOT-88-2株(Race A)に由来する除草剤耐性系統の比増殖速度と乾燥重量あ
たりのオイル含有率（除草剤処理条件） 
 
(A)比増殖速度（µ）。（B）乾燥重あたりのオイル含有率（％）。 
mvrはメチルビオロゲン(MV)耐性系統，gfrはグルホシネート耐性系統。MV-
controlはMV投与した野生株，GF-controlはグルホシネート投与した野生株。棒
グラフの色分けは緑：MV投与，青：グリホシネート投与，赤：除草剤なし（野生
株）。細胞は試験管内（AF6, 10mL)で生育させ，25℃，36日間，80-90 µmol 
photons・m-2・s-1の恒明条件で培養した。 
有意差はコントロール（赤）を基準にt検定で検証した[ P < 0.05 (*)、	 P < 0.01 
(**) ] (Bar = SE, n = 5）。 
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図7-2　BOT-88-2株(Race A)に由来する除草剤耐性系統の比増殖速度と乾燥重量あた
りのオイル含有率（除草剤非添加） 
	 

(A)比増殖速度（µ）。（B）乾燥重量あたりのオイル含有率（％）。	 
棒グラフの色分けは、緑；mvrはメチルビオロゲン(MV)耐性系統，青；gfrはグルホ
シネート耐性系統，赤；BOT-88-2（野生株）。 
細胞は試験管内（AF6, 10 mL）で生育させ，25 ℃，49日間，80 - 90 µmol 
photons・m-2・s-1の恒明条件で除草剤を投与しないで培養した。 
有意差はコントロール（赤）を基準にt検定で検証した[ P < 0.05 (*)、	 P < 0.01 (**) ] 
(Bar = SE, n = 5)。	 
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図8-1　BOT-22株(Race B)に由来する除草剤耐性系統の比増殖速度と乾燥重量あた
りのオイル含有率（除草剤処理） 
	 

(A)比増殖速度（µ）。（B）乾燥重量あたりのオイル含有率（％）。 
mvrはメチルビオロゲン(MV)耐性系統，gfrはグルホシネート耐性系統。MV-
controlはMV投与した野生株，GF-controlはグルホシネート投与した野生株。棒グ
ラフの色分けは緑：MV投与，青：グルホシネート投与，赤：除草剤なし（野生
株）。 
細胞は試験管内（AF6, 10 mL）で生育させ，25  ℃、21日間，80-90 µmol 
photons・m-2・s-1の恒明条件で培養した。 
有意差はコントロール（赤）を基準にt検定で検証した[ P < 0.05 (*)、	 P < 0.01 
(**) ] (Bar = SE, n = 5)。	 	 
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図8-2　BOT-22株(Race B)に由来する除草剤耐性系統の比増殖速度と乾燥重量あたりの
オイル含有率（除草剤非添加） 
	 

(A)比増殖速度（µ）。（B）乾燥重量あたりのオイル含有率（％）。 
棒グラフの色分けは、緑；mvrはメチルビオロゲン(MV)耐性系統，青；gfrはグルホシ
ネート耐性系統，赤；BOT-22（野生株）。 
細胞は試験管内（AF6，10 mL）で生育させ，25 ℃，42日間，80-90 µmol photons・
m-2・s-1の恒明条件で除草剤を投与しないで培養した。 
有意差はコントロール（赤）を基準にt検定で検証した[ P < 0.05 (*) ，	 P < 0.01 (**) ] 
(Bar = SE, n = 5)。	 	 
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図9　メチルビオロゲン耐性mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）の除草剤濃度影響評価 
	 
各除草剤濃度（MV 0, 50, 100, 200, 400, 800  µM）での比増殖速度(µ)。細胞は試験管内
（AF6, 10 mL）で生育させ，25 ℃，56日間，80 - 90 µmol photons・m-2・s-1の恒明条件で
培養した。	 (Bar = SE, n = 3)。	 
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図10　前培養および本培養の様子 
 
国立環境研究所温室内で実施した。 
 
(A) 前培養（閉鎖系）から本培養（開放系）までの過程。完全密封した閉鎖系（0.5 L）で培
養し，約20日後に次の閉鎖系（1 L）へ植継いだ。続いて約10日後に開放系（5 L）へ植継い
だ。 
(B) 閉鎖系0.5 L培養の様子。密封した培養器内にフィルター濾過した空気を注入している。 
(C) 温室内設置の棚上配置。水槽（開放系）は中段に並べ，除草剤各濃度（MV 0, 50, 100 
µM）3水槽ずつ用意した。 
(D) 開放系培養（5 L）水槽の様子。上蓋は1/4開放された状態。水深5 cmに温度・照度ロ
ガーを設置した。培養槽はバブリングにより撹拌した。	 

C	 D	

水槽内　温度・照度ロガー	
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水槽10	  
（水槽外）	  

図11　mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）開放系培養テストで水槽内外に設置した 
　　　温度・照度ロガーの測定値 
 
水槽内の代表データとして水槽1（MV 0µM-①）を，水槽外（温室内）として水槽
10を掲載した。 
 
黒線は温度（℃），青線は照度（lux）。 
培養期間は2013年3月27日から5月8日までの42日間で毎時00分に測定した（温度
データのまとめは表4に掲載）。	 

水槽1	  
(MV	  0	  µM-‐①)	
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図12　開放系培養水槽の除草剤MV濃度変化 
 
mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）開放系培養水槽から週2回程度サンプリングし，HPLCで
濃度測定し，水槽内の除草剤MV濃度が一定になるよう維持した。 
 
なお濃度設定値は，水槽（Tank）4〜6でMV 50 µM，水槽7〜8でMV 100 µMである。MV 
0 µM水槽1〜3は未測定である。	 
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図13 mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）開放系培養水槽の週ごとの濁度(OD660)	 ，乾燥重量，
クロロフィル量変化 
MV 0 µM水槽のサンプルは黒・破線，50 µMは青・実線，100 µMはピンク・点線で表示し
た。42日間実施，Bar = SE, n = 3。 
	 

A	 B	

C	

61	 

-‐0.1	  

0	  

0.1	  

0.2	  

0.3	  

0.4	  

0.5	  

0.6	  

0	   7	   14	   21	   28	   35	   42	  

O
D 6

60
	

（日数）	  

MV	  0	  µM	  

MV	  50	  µM	  

MV	  100	  µM	  

-‐50	  

0	  

50	  

100	  

150	  

200	  

250	  

0	   7	   14	   21	   28	   35	   42	  

乾
燥

重
量

　
(m

g·∙
	  L
-‐1
	  )	

	  

（日数）	



0	   7	   14	   21	   28	   35	   42	  

MV	  0	  µM	  

0	   7	   14	   21	   28	   35	   42	  

MV	  50	  µM	  

0	   7	   14	   21	   28	   35	   42	  

MV	  100	  µM	  

繊毛虫	

クロレラ	

イカダモ	

Botryococcus	  個
体

数
	

0%	  

10%	  

20%	  

30%	  

40%	  

50%	  

60%	  

70%	  

80%	  

90%	  

100%	  

0	   7	   14	   21	   28	   35	   42	  

MV	  0	  µM	  

0	   7	   14	   21	   28	   35	   42	  

MV	  50	  µM	  

0	   7	   14	   21	   28	   35	   42	  

MV	  100	  µM	  

A	

B	

（図14）	

(x	  104)	

0	

5	

10	

15	

20	

25	

62	 

（日数）	 （日数）	 （日数）	

（日数）	 （日数）	 （日数）	

種
別

個
体

数
比

	



0%	  

10%	  

20%	  

30%	  

40%	  

50%	  

60%	  

70%	  

80%	  

90%	  

100%	  

0	   7	   14	   21	   28	   35	   42	  

MV	  0	  µM	  

0	   7	   14	   21	   28	   35	   42	  

MV	  50	  µM	  

0	   7	   14	   21	   28	   35	   42	  

MV	  100	  µM	  
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図14　mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）開放系培養水槽の週ごとの種構成変化 
 
除草剤濃度別に週ごとに顕微鏡下でカウントした。 
B. brauniiは青，イカダモは薄黄，クロレラは緑，繊毛虫はピンクで表示。 
 
(A) 種別累積個体数，	 (B) 種別個体数比（％），(C) 種別体積比（％）。(42日間，n = 3）	 
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図15　BOT-88-2株(Race A)開放系培養水槽の週ごとの種構成変化 
 
水槽内に除草剤は含まれていない。 
B. brauniiは青、イカダモは薄黄，クロレラは緑，繊毛虫はピンク，ミカヅキモは薄青で表
示した。 
 
(A) 種別累積個体数，	 (B) 種別個体数比（％），	 (C) 種別体積比（％）。 (n = 3，28日間）	 
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図16　mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）開放系培養水槽のオイル含有率・オイル
含量変化 
 
14〜42日目まで７日おきにサンプルを回収し、測定した。  
(A) オイル含有率（％）(オイル重量／乾燥重量），(B) オイル含量(mg· L-1 )。  
　　(Bar = SE，n = 3）	 
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図17　ヘプタン法による細胞外オイル抽出法の検証 
 
無菌培養のB. braunii（BOT-22株）およびイカダモ（NIES-119株）をn-ヘキサン 
およびn-ヘプタンでオイル抽出し，オイル含有率を算出した。 (Bar = SE，n = 3)	 
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図18　開放系培養でのオイル含有率比較（ヘキサン，ヘプタン） 
 
除草剤メチルビオロゲン各濃度（MV 0，50，100 µM）の28および48日目サンプルのオイ
ル含有率。 
 
(A)従来のヘキサン使用でのオイル含有率（全オイルに相当）(B)ヘプタン使用でのオイル含
有率（細胞外オイルに相当） (Bar = SE，n = 3）	 
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図19　開放系培養でのオイル含量（細胞外オイル含量を含む） 
 
除草剤メチルビオロゲン（MV）各濃度（MV 0，50，100 µM）の28日および48日目サンプ
ルのオイル含量。橙色は細胞外オイル含量を表す。	 
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表1　各種作物・微細藻類のオイル産生能の比較	 

作物・藻類	

オイル	
産生量	
（L·∙	  ha-‐1	  ·∙	  yr.	  -‐1	  )	

世界の	
石油需要を	
満たすのに	
必要な面積  	
 （M ha)	

地球上の	
耕作面積に	
対する割合	
（%）	

Corn　トウモロコシ	 172	 28,343	 1,430.0	

Cotton 綿実	 325	 15,002	 756.9	

Soybeans　ダイズ	 446	 10,932	 551.6	

Rapeseed　ナタネ	 1,190	 4,097	 206.7	

Jatoropha ヤトロファ	 1,892	 2,577	 130.0	

Coconut　ココナッツ	 2,689	 1,813	 91.4	

Oil Palm　アブラヤシ	 5,950	 819	 41.3	

Micro Algae 微細藻類①	
（オイル含有率70%）	 136,900	 36	 1.8	

Micro Algae 微細藻類②	
（オイル含有率30%）	 58,700	 83	 4.2	

(Watanabe et al. 2010; Chisti, 2007, modified) 	

6. 図表 
6.2. 表	 
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表2　光独立栄養型微細藻類各種のオイル含有率およびオイル種類	 

　	 　	 　	

微細藻類の種類	
オイル含有率	

(%, dry wt)	 オイルの種類	
Botryococcus braunii 	 7-75	 炭化水素	

Chlorella sp.	 28-32	 トリアシルグリセロール	
Cryptothecodinium cohnii	 20	 トリアシルグリセロール	

Cylindrotheca sp.	 16-37	 トリアシルグリセロール	
Dunaliella primolecta	 23	 トリアシルグリセロール	

Isochrysis sp.	 25-33	 トリアシルグリセロール	
Nannochloris sp.	 20-35	 トリアシルグリセロール	

Nannochloropsis sp.                            	31-68	 トリアシルグリセロール	
Neochloris oleoabundans	 35-54	 トリアシルグリセロール	

Nitzschia sp.	 45-47	 トリアシルグリセロール	
Phaeodactylum tricornutum	 20-30	 トリアシルグリセロール	

Pseudochoricystis ellipsoidea	 10	 トリアシルグリセロール	
Tetraselmis suecia	 15-23	 トリアシルグリセロール	

(Watanabe et al., 2010; Chisti, 2007, modified) 	
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表3　B. braunii 各系統が生産する炭化水素の特徴内訳 
なお、当研究室で使用しているBOT-88-2株はRace A，BOT-22株はRace Bである。　	 

　	 Race　A Race B Race　L Race　S 
炭化水素	

合成由来	

脂肪酸	 テルペノイド	

（MEP 経路）	

フィトール	

（クロロフィル）	

脂肪酸	

　	 リコペン	 　	

　	 カロテン	 　	

主要	

炭化水素	

アルカジエン	 トリテルペノイド	 リコパジエン	 エポキシ-	

n-アルカン	

アルカトリエン （ボトリオコッセン、	 　	 飽和-	

n-アルカン	
　	 メチル化スクアレン）	 　	

炭素数	 23-33  
（奇数） 

30-37	 40	 18, 20	

(Kawachi et al. 2012を参照して表を作成）	
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　	 温度(℃)!
　	 水槽内! 水槽外!
平均! 24.4 ± 2.4! 26.1 ± 4.2!
最高! 37.5! 54.5!
最低! 12.3! 7.3!

n=9	 n=1	

表4　mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）開放系培養（図4参照）での水槽内外の平均・最
高・最低温度 
 
水槽内は水槽1〜9，水槽外は水槽10のデータから算出した。培養期間は2013年3月27日か
ら5月8日までの42日間。	 
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MV濃度	

乾燥重量　(mg·∙	  L-‐1	  )	

増加率(倍)	
1日あたりの乾燥重

量[mg·∙	  L-‐1·∙	  day-‐1]	0 day	 28 days	

  0 µM	 1.5 ± 1.5	 73.3 ± 36.2	48.9	 2.6	

 50 µM	 2.8 ± 2.9	 37.0 ± 21.9	13.5	 1.2	

100 µM	 1.3 ± 1.6	 30.3 ± 13.9	22.8	 1.0	

　	 　	

MV濃度	

オイル含有率(%)	

オイル含有率　変化(%)	0 day	 28 days	

  0 µM	 51.9 ± 1.6	 30.5 ± 2.9	 -21.4	 　	

 50 µM	 51.9 ± 1.6	 31.3 ± 1.4	 -20.6	

100 µM	 51.9 ± 1.6	 51.3 ± 2.3	 -0.5	 　	

表5　mvr2-10系統（BOT-88-2株由来）開放系培養での初日および28日目の乾燥重量とオ
イル含有率変化 
 
初日は2013年3月27日，28日目は同年4月24日。n = 3 (SE)。	 
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B. braunii 開放系培養　生産性比
較	

（筑波大学大学院　生命環境系　出村幹英　助教より提供された表を改変）	

　	

容量	

株	

経過日数	 乾燥重量	 脂質	

形態	 day	 g·∙	  L-‐1	  	 増加率	
（倍）	

増加率	
（２８日予測）	

％	

Rao et al. 
(2012)	

80L	 LB572	 18	 0.2 → 1.8	 9.0	 13.5	 24.0	

レースウェイ	 NIES-836	 25	 0.2 → 1.0	 5.0	 5.5	 27.0	

40L	 LB572	 18	 0.2 → 1.4	 7.0	 10.4	 19.0	

オープンポンド	NIES-836	 25	 0.2 → 0.8	 4.0	 4.4	 22.0	

本研究	
5L	 mvr 2-10	

28	
0.001 → 

0.030	
22.8	 22.8	

Ave. 
51.3	

水槽	 (BOT88-2)	

表6　先行研究と本研究（mvr2-10系統開放系培養）との比較	 
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