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研究成果の概要（和文）：本研究では、オイル生産微細藻類Fistulifera solarisが有するオルガネラ、オイル
ボディを有機反応場として捉え、疎水性の高い化合物の新たな生合成プロセスの設計を行った。その基盤技術と
して、F. solarisのオイルボディ局在タンパク質を同定し、オイルボディディスプレイ技術を確立した。また、
オイルボディに疎水性の高い化合物である高度不飽和脂肪酸を区画化し、効率的に生産できることを確認した。
今後、オイルボディディスプレイ技術を活用することにより、様々な有用物質を効率的に生産できると期待され
る。

研究成果の概要（英文）：Novel design for the bioprocess of hydrophobic molecule production was 
achieved in this study. The oil accumulation organelle, oil body, in the oleaginous diatom 
Fistulifera solaris was utilized as a reaction and storage space for the hydrophobic molecule 
production. Toward this goal, first, oil body-associated proteins were identified by the proteome 
analysis of the oil body fraction extracted from F. solaris. Using an identified protein as an 
anchor molecule, oil body-display technology was established. Subsequently, production of 
hydrophobic polyunsatulated fatty acids (PUFAs) was enhanced by genetic engineering. It was 
suggested that the produced PUFAs were partitioned into the oil bodies in F. solaris. These 
techniques can contribute to the efficient production of various hydrophobic molecules in 
microalgae. 

研究分野：生物機能　バイオプロセス
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１．研究開始当初の背景 

近年、微細藻類は原料用オイルやカロテノ
イド色素の生産ホストとしてだけではなく、
高度不飽和脂肪酸やバイオ医薬品など多岐
にわたる有用物質生産のホストとして注目
が集まっている。微細藻類ホストの利点とし
て、コストが安価であること、特有の翻訳後
修飾が可能なこと、ウイルスの混入リスクが
ないことなどが挙げられる。しかし、微細藻
類を含むいずれのホストにおいても、細胞毒
性を示すような疎水性化合物を高効率に生
合成するプロセスは確立されていない。疎水
性が高く生理活性を示す化合物は毒性が高
く、細胞内に蓄積できないという技術的な障
壁があったためである。 

研究代表者はこれまでに、エネルギー貯蔵
物質としてトリグリセリド（オイル）を高度
に蓄積するオイル高生産微細藻類 Fistulifera 

solaris を分離し、世界先駆的に分子生物学的
手法を確立してきた。F. solaris はオイルボデ
ィと呼ばれるオルガネラにトリグリセリド
を蓄積し、そのオイル含量は 65%（w/w）に
達する。このオイル生産微細藻類が有するオ
イルボディを有機反応場として利用できれ
ば、疎水性の高い化合物を、オイルボディに
区画化することで細胞毒性を低減し、効率的
に生産することができる。あわせて、オイル
ボディへの物質輸送や形成機構に関与する
多くの知見をもたらすことができ、学術的な
意義も大きいと考える。 

 

２．研究の目的 

本研究では、オイルボディを疎水性の高い
有機反応場として利用するための基盤技術
として、F. solaris のオイルボディへ標的タン
パク質を局在させる、“オイルボディディスプ
レイ”技術（Fig. 1）を確立することを第一の
目的とした。さらに、脂肪酸など疎水性の高
い化合物をオイルボディに区画化し、効率的
に生産するためのプロセス設計を行うこと
を第二の目的とした。 

 

Fig. 1 オイルボディディスプレイ技術 

 

３．研究の方法 

（１）オイルボディ局在タンパク質の探索 
F. solaris を培養後、細胞を破砕し、超遠心

分離によりオイルボディ分画を調製した。ア
セトン沈殿により回収したタンパク質をド
デシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動（SDS-PAGE）で分離した。ゲ

ルを切片化後、還元処理、アルキル化処理の
後に、トリプシンによるゲル内消化を行った。
その後、抽出液を加えてペプチドを抽出し、
液体クロマトグラフィー-質量分析（LC-MS）
に供した。得られたマススペクトル情報を、
F. solaris のゲノム情報に照合し、新規オイル
ボディ局在タンパク質候補の探索を行った。
なお、LC-MS には direct nanoflow LC system 

(DiNa; KYA Technologies) と ESI IT mass 

spectrometer (LCQ-DECA XP; Thermo Fisher 

Scientific) を用い、ゲノム情報への照合は
Bioworks ver. 3.3 (SEQUEST, Thermo Fisher 

Scientific)を用いた。 

 

（２）オイルボディ局在タンパク質の組み換
え発現 

F. solaris の内在性プロモーターの下流に、
オイルボディ局在タンパク質と緑色蛍光タ
ンパク質（GFP）の融合タンパク質をコード
する遺伝子を配したプラスミドを調製した。
調製したプラスミドをパーティクルガン法
により、F. solaris の細胞内に導入した。 

 

（３）高度不飽和脂肪酸のオイルボディへの
区画化 
上記と同様の方法で、オイル組成を制御す

る酵素の一つであるデサチュラーゼをコー
ドする遺伝子を配したプラスミドを調製し、
F. solaris の細胞内に導入した。得られた形質
転換体から抽出したオイルに塩酸／メタノ
ール混合溶液を加え、100℃で加熱すること
により脂肪酸メチルエステルを調製した。調
製した脂肪酸メチルエステルをガスクロマ
トグラフィー-質量分析（GC-MS）に供した。
なお、GC-MS には GC-MS-QP2010 Plus（島津
製作所）を用いた。 

 

４．研究成果 
（１）新規オイルボディ局在タンパク質候補
の同定 
オイルを高蓄積する条件で F. solaris を培

養後、オイルボディ画分を調製した。この際、
細胞破砕方法やオイルボディ画分の洗浄方
法を検討することで、精製度の高いオイルボ
ディ画分の調製方法を確立することができ
た。調製したオイルボディ画分からタンパク
質を抽出し、トリプシン消化後に LC-MS に
よる同定を行った。以上のようなプロテオー
ム解析の結果、オイルボディ局在タンパク質
候補を複数獲得することができた。 

同じ羽状目珪藻 Phaeodactylum tricornutum

のオイルボディ画分に含まれるタンパク質
のプロテーム解析では、珪藻を含む分類群で
あるストラメノパイルの生物のゲノムに広
く保存されている Stramenopile-type lipid 

droplet protein（StLDP）が同定されている
（Plant Cell Physiol 2016, 57, 397-406）。これに
対して、F. solaris のゲノム上には StLDP をコ
ードする遺伝子は存在しているものの、F. 

solarisのオイルボディ画分からは StLDPは検
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出されなかった。このことから、珪藻のオイ
ルボディには、必ずしも StLDP が含まれてい
ないことが示唆された。P. tricornutum におい
ても StLDP の機能は不明であるが、植物のオ
イルボディに局在する Oleosin と配列相同性
を有することが報告されている。植物におい
て Oleosin は、オイルボディ同士の融合を妨
ぎ、オイルボディのサイズを制御する機能を
示す。F. solaris のオイルボディにおて Oleosin

と配列相同性を示す StLDP が検出されなか
ったことは、細胞内で巨大なオイルボディを
形成する F. solaris の形質に関係している可
能性が示唆された。 

 

（２）オイルボディディスプレイ技術の開発 
プロテオーム解析により同定したオイル

ボディ局在タンパク質候補に GFP を融合発
現した（Fig. 2）。その際、パーティクルガン
法により発現プラスミドを導入したものの、
形質転換体が得られない場合が多かった。こ
れは、オイルボディ局在タンパク質候補を過
剰に組み換え発現させた場合、細胞毒性を示
すためであると考えられた。そこで、組み換
えタンパク質の発現量を調整するため、複数
の内在性プロモーターを検討し、形質転換体
の取得を試みた。その結果、オイルボディ局
在タンパク質候補である膜貫通タンパク質
と GFP の融合タンパク質を発現した形質転
換体の獲得に成功した。 
得られた形質転換体を蛍光顕微鏡により

観察し、融合タンパク質の細胞内における局
在を確認した。その結果、細胞内のオイルボ
ディ上に緑色蛍光が観察された。このことか
ら、オイルボディ局在タンパク質候補は、実
際にオイルボディに局在していることが確
認された。また、同定されたオイルボディ局
在タンパク質をアンカータンパク質として
用い、組み換えタンパク質を融合発現するこ
とで、オイルボディ上にディスプレイできる
ことが示された。 

 
Fig. 2 オイルボディ局在タンパク質-GFP 融
合タンパク質発現形質転換体の顕微鏡観察
像 矢印がオイルボディを示す。（スケール
バー：5 μm） 

 
（３）オイルボディへの区画化を利用した高
度不飽和脂肪酸の効率的生産プロセスの設
計 
高度不飽和脂肪酸はサプリメントなどに

用いられる需要の高い有用物質である。現在、
高度不飽和脂肪酸は、主に魚油を原料として
生産されているが、拡大する需要のため安定

的供給が難しく、魚油以外の供給源が求めら
れている。微細藻類が蓄積するオイルには高
度不飽和脂肪酸を豊富に含有していること
から、魚油に代わる高度不飽和脂肪酸の供給
源として注目されている。本研究で用いた珪
藻 F. solaris は高度不飽和脂肪酸の一つであ
るエイコサペンタエン酸 （EPA）を、光独立
栄養下で培養した微細藻類の中で最も高い
レベルで生産することができる。そこで本研
究では、EPA の更なる生産性向上を目指し、
オイルボディへの区画化を利用した高度不
飽和脂肪酸の効率的生産プロセスの設計を
行った。 

F. solarisのEPA生合成経路でボトルネック
となる反応を触媒する酵素、ω3 デサチュラー
ゼを過剰発現する形質転換体を作出したと
ころ、EPA の生産量が顕著に増加した。質量
分析計による解析の結果、合成された EPA は
オイルボディ内に蓄積されるトリグリセリ
ドに取り込まれていることが示唆された。作
出した形質転換体の生育は野生株と同等で
あることから、疎水性の高い化合物を、オイ
ルボディに区画化することで細胞毒性を低
減し、効率的に生産することができたと考え
られた。 

 
以上のことから、脂質高蓄積珪藻 F. solaris

において、オイルボディ局在タンパク質を同
定し、オイルボディディスプレイ技術を確立
した。また、オイルボディに疎水性の高い化
合物である高度不飽和脂肪酸を区画化し、効
率的に生産できることを確認した。今後、オ
イルボディディスプレイ技術を活用するこ
とにより、様々な有用物質を効率的に生産で
きると期待される。 
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