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序論 

デンプンとオイルは、3-ホスホグリセロールリン酸（3PG）やグリセロールアルデヒド-3-リン酸（GAP）

から生合成され、細胞内のエネルギー貯蔵の役割を果たす。クロレラではデンプンとオイルは培養

齢にしたがって先にデンプンが蓄積し次にオイルが蓄積する。両者にはトレードオフがあり、デンプ

ンが減るとオイルが蓄積する（Mizuno et al. 2013）。バイオ燃料生産を目的とした研究の中で、微細

藻類にストレスを与えると、細胞にオイルが蓄積されることはよく知られている。ストレスには N、S、P

などの栄養塩制限、温度や光強度などの環境要因などがあり、これらを制御することでデンプンやオ

イルの蓄積を制御することが可能となる。そのためにはデンプンとオイルのトレードオフや蓄積のメカ

ニズムを明らかにする必要がある。 

本研究では、クロレラの中から 6種 8 株を選び、培地、光条件、培養規模についてデンプンとオイ

ルの蓄積について解析した。顕微鏡による形態観察、GC-MS による脂肪酸組成分析、今回新規に

開発した簡便な定量法を用いてデンプン量とオイル量を経時的に解析した。また、クロレラのなかで

も特に物質生産性に優れたパラクロレラ（Parachlorella kessleri）とその重イオンビーム照射変異株

PK4 を用いて屋外大量培養を実施し、PK4 株についてはリシーケンスによる変異解析によって変異

箇所の特定を試みた。 

 

結果と考察 

１．微細藻類細胞のデンプンとオイルの簡便な測定法  

 クロレラの細胞を継時的に顕微鏡観察し、デンプン

とオイルがいつ蓄積し、またそれらは細胞内にどのよ

うに局在するかを観察した。 

TAP培地で前培養した P. kessleri を用い、植え継ぎ

直後（0 日目）、指数増殖期 （6 日目）、定常期 （18

日目）の細胞のオイルとデンプンを NileRed 染色と

Lugol 染色とで顕微鏡観察した。培養 0 日目の細胞で

はよく発達したカップ状の葉緑体が細胞の多くの部

分を占め、細胞内にはデンプンもオイルの蓄積も見ら

れなかった（図 1 A-D）。培養 6日目の細胞では、4つ

の内生胞子をもった増殖中の大きな母細胞と母細胞

壁から遊離した小さな娘細胞がともに観察できた。い

ずれの細胞でもカップ状の葉緑体が発達していた。オ

イルは蓄積していないが、Lugol 染色により多量のデ

ンプン粒の蓄積が両方の細胞で観察できた（Fig.1 

E-H）。培養 18日目の細胞では、細胞径が 1-3 µmの比較的小さな細胞のみとなっていた。葉

図 1 継時的な顕微鏡観察。A-D：培養 0日目、
E-H：培養 6日目、I-L：培養 18 日目の細胞の
ノマルスキー像（DIC）、クロロフィルの自家
蛍光像（Chl）、NileRed 染色像、Lugol 染色像。
DIC、Chl、NileRed は同一視野、Lugol 染色は
別視野である。培養 0日目、6日目、18 日目
はそれぞれゼロ期、デンプン期、オイル期に
当たる。矢印は油滴を示す。 



緑体は縮退し、油滴が観察された（図 1 矢印）。NileRed 染色ではこの油滴に強いシグナルが

観察され、細胞にオイルが蓄積されていることがわかった。一方、Lugol染色では細胞はほと

んど染色されず、デンプンの蓄積はほとんどみられなかった（Fig.1 I-L）。このようにクロレ

ラは培養齢に従って、ほとんど何も蓄積していない時期（ゼロ期）からデンプンを蓄積する

時期（デンプン期）を経てオイルを蓄積する時期（オイル期）へとシフトすることがわかっ

た。 

この顕微鏡観察の結果から、デンプン期とオイル期の細胞をそれぞれ Lugol 染色と NileRed

染色し、プレートリーダーと組み合わせてデンプンとオイルを簡便に測定する方法を開発し

た。濃度範囲は限られるが、迅速に定量できることがわかった。 

 

２．比較的強光かつ通気培養条件下のクロレラ 6 種 8 株のデンプンとオイル蓄積 

 高いバイオマス生産性を達成するた

めに、強光通気培養を検討した。LED

電球、冷陰極管照明（CCFL）、白色蛍

光灯を組み合わせた光源で 600 µmol 

photons・m-2・s-1の強光を作り、Air 20 

mL・min-1＋2-3% CO2 の通気条件で培

養した。光は明暗光条件（LD）と連続

光条件（LL）条件の 2種類、培地には

TAP オイル蓄積誘導の効果があるイオ

ウを欠乏させた培地（dSTAP）の 2 種

類を用いた。実験にはクロレラの 6 種

8 株を用いた。TAP 培地の強光下の増

殖は良好で、いずれの株でも細胞数は

5 日目までに定常期に達した。一方イ

オウ欠乏では指数増殖期の増殖力が低

く、TAP 培地では初期の 25-70 倍の細

胞増殖がみられたが、dSTAP 培地では

初期の 1.4-3.2倍にしか細胞増殖しなか

った。 

 TAP 培地では最大のデンプン蓄積は

4-5日目で見られ、最大に達した後は減

少傾向を示した（図 2A）。オイル量の

変化は、3 日目以降に急激に増加し、

培養 5 日目で最大となった（図 2B）。

TAP 培地の LL 条件ではデンプン、オ

イル共に LD 条件より高い値を示し、

P. kessleri NIES-2152株は LD条件に対

し LL 条件では 2.15 倍のオイル蓄積を

示した。一方 dSTAP培地で、TAP培地の時と比較して最大となるデンプン量とオイル量を示

す培養齢は早くなったが、総量は低下した（図 2 C, D）。 

デンプンとオイルの蓄積について培養条件別に乾燥重量当たりに占める割合で示した（図

3）。クロレラでは種または培養条件に依存して様々なデンプンとオイルの蓄積動態が観察さ

れ、パラクロレラではデンプンとオイルのトレードオフが比較的明瞭に示される条件もあっ

た。 

6 種 8 株のクロレラのバイオマス生産性のうち、最も高かったのは TAP 培地の LL 条件の

P. kessleri NIES-2159株だった（1.04 g・L-1・Day-1）。dSTAP培地ではバイオマスは著しく低下

した。また、蓄積したオイルの脂肪酸組成を調査したところ、構成する脂肪酸は炭素数 16と

図 2. クロレラ 6種 8株のデンプンとオイルの経時観察。
(a) TAP 培地のデンプン含量 (mg/L)、(b) TAP 培地のオイ
ル含量 (g/L)、(c) dSTAP 培地のデンプン含量 (mg/L)、(d) 
dSTAP 培地のオイル含量(g/L)。デンプン量の増加はオイル
量の増加よりも早く最大に到達した。一方でオイル量はデ
ンプン量の減少が始まった後に最大に到達した。 

図 3. クロレラ6種8株の乾燥重量当たりのデンプンと
オイル含量の経時観察。蓄積したデンプンとオイルにつ
いて乾燥重量当たりの割合で示した。デンプンとオイル
種や培養条件によって様々な蓄積動態を示した。 
 



炭素数 18 で不飽和度は 0 から 3 が見られたが、中でも C16:0、C18:1、C18:2、C18:3 が 70%

以上を占めていた。これらのことから、強光下でクロレラはよく増殖し、高いバイオマス生

産性を示すことがわかった。 

 

３．屋外培養に有効な培地希釈法によるオイル増産と P. kessleri PK4 株の欠損部位 

微細藻類の培養に用いられる培地

は様々な種類があり、それぞれ特徴が

ある。TAP培地では酢酸を用い炭素源

を補強しているが、SS 培地では尿素

を用い窒素源を補強している点で異

なっている。そこで、P. kessleri のWT

株と窒素飢餓条件で高いオイル蓄積

を示す PK4 株を TAP 培地と SS 培地

で培養して違いを比較した。8日間の

培養の結果、WT 株と PK4 株は TAP

培地では培養 6 日目には増殖が止ま

り定常期に達し、SS 培地では培養 8

日目まで増殖を続けた（図 4 A）。デン

プン量は TAP 培地では培養 6 日目に

は増加が止まったが、SS 培地では増

加し続けた（図 4 B）。一方でオイル量

は TAP 培地では培養 4 日目から急激

に増加したが、SS 培地ではほとんど

増加しなかった（図 4 C）。そこで増殖

の良い SS 培地に対し、希釈培養法に

よるオイルの蓄積誘導を検討した。希

釈培養法は、培地の一部を捨て、同量

の水で希釈する方法で、デンプンやオ

イル蓄積誘導法として報告されてい

る方法である（Brányiková et al. 2011）。

培養 4日目で培地を希釈（4倍、5倍、

10 倍希釈）した結果、吸光度とデン

プンは WT 株も PK4 株も一旦低下し

た後で回復し、増殖を続けた。（図 5 

A,B）。オイル量は希釈後に急激に増加

し（図 5 C）、オイル蓄積の増加はWT

株よりも PK4 株でより顕著にみられ

た。 

 最も安価に利用可能な強光は太陽

光であるが、太陽光下でもオイル蓄積

が誘導されるかは不明である。太陽光

下で大量培養する際には、培地の希釈により高いオイル蓄積の誘導が報告されている（Přibyl 

et al. 2012; Li et al., 2013）。一方で、窒素欠乏条件で野生株よりも高いオイル蓄積を示す、重

イオンビーム照射して得られた欠失変異株である PK4株が単離されている（Ota et al. 2013）。

そこでこれらを組み合わせ、太陽光下の希釈法培養によるオイル蓄積誘導について検討した。

培養にはチェコ共和国 Třeboň にある 150L の薄層光バイオリアクター（T-PBR）を使用した 

（49°0′21.546″N, 14°46′21.538″E）。培養 7 日目に培地を希釈し、オイル蓄積の誘導を試みた。

その結果、培養 9日目からオイルが増加し始め、最大 66%DW のオイル蓄積を示した（図 6）。

図 4. TAP 培地と SS 培地における吸光度、デンプン量、オイ
ル量の経時変化。●PK4 株 SS 培地、○PK4 株 TAP 培地、●WT
株 SS 培地、○WT 株 TAP 培地。WT 株と PK4 株を TAP 培地と SS
培地で培養した時の経時的な吸光度、デンプン量、オイル量
を測定した。A吸光度、Bデンプン量、Cオイル量。TAP 培地
では培養 6日目に吸光度とデンプン量の増加が止まったが SS
培地では増加し続けた。一方オイル量は TAP 培地では高いオ
イル蓄積を示したが、SS 培地ではオイルは蓄積しなかった。 

図 5. 希釈した SS 培地における吸光度、デンプン量、オイル
量の経時変化。▲4倍希釈（x0.25）、■5倍希釈（x0.2）、◆
10 倍希釈（x0.1）－PK4 株、－WT 株 
WT株とPK4株を培養4日目に希釈したSS培地で培養した時の
経時的な吸光度、デンプン量、オイル量を測定した。A吸光度、
Bデンプン量、Cオイル量。 



これは先行研究で報告された

野生株のオイル蓄積量の 2 倍

を超える値である。 

用いた PK4 株について、リ

シークエンスによる欠失遺伝

子の解析を行ったところ、2か

所の一塩基置換（SNPs）が確

認された。うち 1か所は

1,4-beta-mannanase をコードし

ており、糖代謝への影響が考え

られる。オイル蓄積に影響があ

るかは不明だが、糖代謝はデン

プンの合成と密接に関与して

おり、デンプンとオイルのトレ

ードオフを介してオイル蓄積

にも何らかの影響があるかも

しれない。 

 

結論 

１. 経時的な顕微鏡観察からデンプンとオイルのトレードオフが示された。それらの細胞の

染色性をマイクロプレートリーダーで測定することでデンプンとオイルを簡便に定量で

きることを示した。 

２. 高光強度下のデンプンとオイルのトレードオフは多くの種や株でも見られ、クロレラ 6

種 8 株中 5 株では特に明瞭に観察された。また、TAP 培地では高いバイオマス生産性と

高いオイル蓄積を示したが、dSTAP 培地ではオイル蓄積は高いがバイオマスが少なく総

量は低下した。 

３. 炭素源を含む TAP 培地に替え、窒素源を補強する SS 培地で培養したところ、そのまま

ではオイルの蓄積がみられず、希釈法により培地を希釈することでオイル蓄積を誘導で

きた。誘導後にはデンプンとオイルのトレードオフがみられた。 

４. PK4株を用いた屋外の大量培養では、希釈培養法によりオイル蓄積を誘導可能で、66%DW

を達成した。この PK4 株の変異箇所の 1 つは 1,4-beta-mannanase をコードする領域であ

ることがわかった。糖代謝、デンプン蓄積を介してオイル蓄積にも影響している可能性

がある。 
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図 6. 屋外大量培養系における、A 光強度（破線）、水温（実線）、B細
胞数（破線）、乾燥重量（実線）、Cデンプン量（破線）、オイル量（実
線）の経時変化。図中の 7日目（↓）で培地を希釈した。培地希釈後、
細胞数と乾燥重量は回復し、オイル蓄積が培養 9日目から始まっている
ことが確認できる。 



 

 

 


