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Isolation of natural-lipid producing microalgae available to the biodiesel fuel 
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近年、石油資源の枯渇や二酸化炭素排出量の増加に伴う地球温暖化など、様々
な社会問題が現実味を帯び、CO2を吸収して光合成してバイオ燃料を産出す
る微細藻類の活用が注目されている。しかしながら、微細藻類の培養に時間が
かかるため、生産したバイオ燃料のコストが高くなる一面があり実用化に至っ
ていない。本研究では、バイオディーゼル燃料として用いることのできる、脂
肪酸成分にパルミチン酸やステアリン酸等を多く含む中性脂質を合成する微細
藻類の単離を試みた。単離源試料として、大阪府内や和歌山県内の池や川を用
いた。微細藻類の培養には炭素源として炭素塩を用いた BG-11培地を使用し、
照度 30,000 lux（明条件 12時間、暗条件 12時間）、25℃、125 rpmで振盪培
養した。単一株の取得には必要に応じて限界希釈法も用いた。中性脂質生産能
の高い微細藻類の選択にはナイルレッド染色法を用いた蛍光顕微鏡観察で行っ
た。その結果、大阪府内の池から 4-2株および S242株の単離に成功した。こ
れらは強光条件下で乾燥菌体質量あたり 50%(w/w)以上の油脂生産能力を有
していた。また、脂質の脂肪酸組成を GC法にて解析した結果、主な脂肪酸が
ミリスチン酸、パルミチン酸、ステアリン酸であった。
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【目的】Botryococcus brauniiはボトリオコッセンと呼ばれる炭化水素を蓄積
することで知られ、燃料をはじめとする石油由来製品の代替物供給源として期
待される群体性緑藻であるが、生育が著しく遅いことから工業的応用にはまだ
難が多い。我々は、B. brauniiの生育速度ならびにボトリオコッセン生産性を
向上させるために様々な角度から検討を行っているが、その過程において、B. 
brauniiの生育速度に影響を及ぼす細菌が存在することを見いだしたので報告
する。
【方法】B. braunii NIES836株は無菌化した単離株として登録されているが、
0.3%のグルコースを炭素源として添加した AF-6培地プレートに NIES836株
培養液を塗布し、25℃にて 3日間培養したところ、共存細菌と思われるコロ
ニーが形成された。そこで、このコロニーを形成する微生物を同培地上での平
板画線法により単離した。同時に、NIES836株を 500 μg/mlセフォタキシム
を添加した AF-6液体培地にて光照射下で継代培養し、共存細菌の排除を行っ
た。NIES836元株と除菌株の生育を比較したところ、除菌株では生育速度が
有意に低下しており、単離した細菌株を添加して共培養すると回復した。また、
共培養を行うことで、NIES836株単位細胞量あたりで生産されるボトリオコッ
セン量も 3倍に増加した。これらのことから、単離した共存細菌は NIES836
株の生育ならびにボトリオコッセン生産を促進する何らかの作用を及ぼしてい
ることが考えられた。現在、この共存細菌の同定を試みている。
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微細藻類を用いたバイオ燃料・原料用オイル生産技術開発が国内外で活発に
検討されている。我々はすでに高オイル産生海洋珪藻 Fistulifera solaris JPCC 
DA0580株を保有し、グリーンオイル生産技術開発に取り組んでいる。これ
までの検討により、10,000L級培養装置を用いた屋外培養において F. solaris 
JPCC DA0580株は、耐コンタミ性、高水温耐性に優れ、安定的に屋外培養が
行える微細藻類であることが確認されている。
 一方で実際に微細藻類を大量に培養しグリーンオイルを生産する場合、生育
に必要な N、P、ミネラルなどの栄養塩が必要となる。この為、これらの栄養
素の供給源として N、Pを多く含む下水処理水の培養液としての利用が検討さ
れている。そこで、本研究では下水処理水が高いオイル産生能力を有する F. 
solaris JPCC DA0580株の培養液として利用可能かについて検討を行った結
果について報告する。
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微細藻類ユーグレナは，低酸素状態で貯蔵多糖パラミロンを分解し，C14:0-
C14:0Alcを主成分とするバイオ燃料，ワックスエステル（WE）を発酵生産
する。本研究では低酸素状態でのユーグレナ代謝に炭素源が及ぼす影響に着目
した。
対数増殖後期のユーグレナ培養液にグルコース（Glc）を添加し，直後にアル
ゴンガスを吹き込み低酸素曝露した。すると，低酸素曝露後も好気培養時と同
じ速度で Glcを細胞内に取り込み，パラミロンを蓄積した。低酸素状態下で，
ATPが必要な貯蔵多糖合成を行ったことから，解糖以外の ATP獲得系の存在
が示唆された。さらに，Glc添加によって低酸素曝露 24時間後のWE量がコ
ントロールの約 3倍に増加した。
そこで，低酸素状態での電子伝達系の関与を調べるために，複合体 Iの阻害剤
であるロテノンを用いて実験を行った。するとロテノン添加によりパラミロン
分解が促進し，Glc添加細胞でのパラミロンの蓄積は抑制された。蓄積阻害は
ATP不足，分解促進は不足した ATPを解糖で補うためであると考えられ，低
酸素状態での電子伝達系による ATP獲得が示唆された。また，ロテノン添加
細胞においてWE総量が減少し，特に奇数鎖WEが減少した。これらの結果
から，低酸素状態におけるフマル酸呼吸の寄与が示唆された。
本実験から，低酸素状態においてユーグレナが炭素源を積極的に取込み，利用
することが明らかとなった。現在，代謝物解析などによるさらなる知見の獲得
を試みている。
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