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研究成果の概要（和文）：西日本各地のダム湖から野生の重油生産藻類ボトリオコッカス

（Botryococcus braunii, Bb）を採取し、液体培養法と寒天培養法を組み合わせて育種法によ

って約１年５カ月間増殖力の優れた Bb 株の選別を行った。その結果、これまでには考えられな

かった分裂速度（Doubling Time, DT）≒2.5 日を持つ新規の Bb 株を分離することに成功した。

またこの株は、最適培養温度＝29～30℃という比較的高温で生育する新規の Bb 株であることも

明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：In order to isolate a new strain of Botryococcus braunii with 
high growth rate and high productivity of hydrocarbon, we collected wild Botryococcus 
braunii from lakes of westernpart of Japan, and tried to select high capacity of growth and 
hydrocarbon productivity.  As a result, We have developed a new type of  Botryococcus 
braunii strain which have the ability of high growth rate and highly productive capacity of 
Hydrocarbon. 
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１．研究開始当初の背景 

世界的な石油枯渇の始まりと世界的な
CO2 削減が求められる時代に入った時で
あり、新しい地球環境に優しい、かつ持続
可能なエネルギー開発は急務であった。特
に日本はエネルギー貧国として新たなネ
ルギー資源の開発が急がれる。 

２．研究の目的 
日本各地のダム湖に生息する重油生産藻

ボツリオコッカス Botryococcus braunii
から生産性、増殖能力の卓越した新品種を
開発すること、その遺伝子を明らかにする
こと 

３．研究の方法 
増殖の非常に遅い野生のボツリオコッカ
スを大量に集め、寒天培養法で培養を繰り
返し、こうすることで増殖速度の速い亜株
が誕生し続ける。この中から、優れて増殖
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能力の高い株を選択していく、ことで品種
改良を行い、最終的に DT=3.0 日を超える
株を開発する。 
 

４．研究成果 
（１）無酸素条件下培養による淡水藻類群
からの Botryococcus braunii の選択的分
離 
OAmix（other algae mixture）の多くは

極めて増殖速度が速く（3回分裂/day のも
のもある）、これには大量の酸素消費が伴
う。したがって培地気層の酸素を断つこと
で OAmix の増殖抑制や死滅が期待される。
この考察に基づいて「窒素 N2＝95～
98％・CO2＝2～5％」の無酸素条件下で Bb
を含む OAmix を培養したところ(図１)、大
部分を占めていた OAmix が 10 日以降徐々
に減り始 めたが、Bb 数は無酸素下でも変
化なかった。また、雑菌については複数回
に渡る高濃度の酵素と抗生物質で処理し
除去を行った。その結果、一か月後には
Bb のみをほぼ純化することに成功した。
この時点で培地気層に酸素を投入したと
ころ、Bb は劇的に増加を始めた。一方他
の OAmix は増殖して来なかった。 
 この方法を用いて、野生から採集した藻
類の中から選択的にボトリオコッカスを
集め、増やすことが可能になり、増殖や重
油生産能力の点で様々な形質をもつボト
リオコッカスを単離・クローン化すること 
 
        図１ 

が可能になった。 
 
（２）重油生産藻類 Botryococcus braunii
細胞塊からの単一 Bb 細胞放出法の開発 
 本研究では重油を生成・分泌する藻類
「Botryococcus  braunii(Bb)」のバイオ
マスエネルギーとしての利用を目的に単
一 Bb 細胞分離法の開発を行った。ダムで
採取した Bb サンプルには重油生産型
(Hydrocarbon-Bb:HC-Bb)と重油非生産型
(Non hydrocarbon-Bb:NonHC-Bb)の両方が
含まれており、さらに Bb と非常に似た形
態を持っている“Bb モドキ”Other 

Algae(OAmix)なども含まれている。従って
顕微鏡下での形態観察からだけでは見分
けがつきにくいので、本研究ではダムなど
から回収したサンプルから one-step で
HC-Bb を同定する方法の開発を目的とし
た。この方法が確立できれば、自然界から
の“重油生産株の分離”作業が非常に簡便
になると考えられる。Bb 塊の中で個々の
細 胞 (single cell) は cell-cup と
cell-cap と呼ばれる特徴的な構造体の細
胞壁中に納まっていて花弁状の配列をし
ている。この特徴的形態から何らかの物理
的あるいは化学的処理によって single 
cell を放出させ、Bb 細胞を同定すること
で Bb コロニーの迅速・簡便な同定・分離
を試みた。その結果、図２に示すようにグ
リセリン処理をしたものには花弁状に出
てきた Bb の single cell を確認すること
ができた。 
        図２ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）重油産生藻 Botryococcus  braunii 
の葉緑体クロロフィルの簡便・迅速な定量
法 
 ボトリオコッカスの増殖の定量化を乾
燥重量を主な指標として行ってきた。しか
し、この乾燥重量法は、藻の回収そして乾
燥、乾燥重量測定と煩雑で、混入雑菌の量
や藻分泌固形物により正確な増殖量が表
現できないことが大きな欠点である。これ
を克服するため、さまざまな処理法を試み
て来た。その結果、図３に示すように他の
藻類や植物では不可能だが、ボトリオコッ
カス藻類にのみ適用できる非常に簡便・迅
速なクロロフィル抽出・定量法を開発した。 
         図３ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

この方法は、1-ブタノールでボトリオコ
ッカスを 20～30 分処理するだけで、図に
示すようにボトリオコッカスのみで選択
的に葉緑体クロロフィルの 1-ブタノール
層への抽出が起こる。したがって、このク
ロロフィル量を定量することで、ボトリオ
コッカスの増殖程度を簡便に測定するこ
とが可能になった。 
実際に、この方法でボトリオコッカスの

成長を測定した結果を図４に示す。このよ
うに非常に簡便な「クロロフィルの 1-ブ
タノール抽出」法の確立によって、ボトリ
オコッカスの増殖アッセイが容易になっ
た。 
         図４ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）重油生産藻類 Botryococcus braunii
からの高生存率な細胞単離・培養法の開発
と単一細胞からの遺伝子 PCR 検出 
 我々は、遺伝子組み換えによって増殖速
度、重油生産性の制御可能株を開発しよう
という試みも行っている。改良 Bb 株の開
発のために、『生存率・増殖率の高い単一
Bb 細胞培養法の開発』、『単一あるいは数
個の細胞レベルでの細胞 PCR 法の開発』に
ついて取り組んだ。図５はグリセリン処理
法によって single Bb cell を放出させた
ものである。Bb の細胞塊コロニーを中心
に、放射状に single Bb cell が放出して
いる。 
        図５ 
 
 
 
 
 
 
 
 
これから 1個の細胞を採取し、PCR 法によ
って single cell での遺伝子検出を試み

た。図６に示すように 1個の細胞からでも
ターゲット遺伝子 rRNA 遺伝子が検出でき
た。 
       図６ 
 
 
 
 
 
（１）新規ボトリオコッカス株の育種：今
回の研究で育種に成功したボトリオコッ
カス株は、通称“榎本藻”と呼ばれている
新品種のボトリオコッカスで、図７のよう
に、DT≒2.6 日という高い増殖能力を示す
株である。この株は、乾燥重量の 50%以上
の重油生産能力をもつ。 
 
        図７ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）新規な高増殖性重油（藻原油）産生
Botryococcus  braunii の分離とその増
殖及び重油生産特性 
 西日本各地の池・湖・ダム湖から藻類を
採取し、Bb 用に開発した液体培地（特許
申請手続き中）で７～３０日程度培養した
後アガロース寒天培地上でさらに１～２
週間培養し、いくつかの評価基準をもとに
最も大きなコロニーを形成した Bb 塊コロ
ニーを選び出し、藻原油生産を確認した後
さらに寒天培養を約 7 カ月間継代しなが
ら、高増殖性・高生産性の新規ボトリオコ
ッカス株のクローニングを行った。 
        図８ 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
クローン化したボトリオコッカスの増殖
への温度の影響を調べたっところ、図９に
示すように、従来言われている 25℃培養
より明らかに高温である 29℃で最も高い
増殖能力を示した。 
         図９ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 このボトリオコッカスを Nor223 と命名
し、重油生産などの解析を行った。 
図１０はこのボトリオコッカスの生産す
る炭化水素（Hydrocarbon,おもに A重油で
ある）をガスクロマトグラフ（GC）で分析
した結果である。 
         図１０ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
炭素数約 27 と思われる炭化水素が主要な
単一ピークとして観察された。このピーク
をさらに詳しく分析するために、GCMS 分
析を行った結果を次に示す。 
 
（５）GC 分析での主な炭化水素ピークの
分析結果 
 表のピーク 17～26 は図１０の単一ピー
クの相当する。したがって、図１０の炭素
数 27 と思われた炭化水素（重油）は、炭
素数 30～34 からなる炭化水素と判明した。 
表に示すように、炭素数 C30～34 の炭化

水素（重油）を大量に生産しており、良質
なオイル＝炭化水素（重油）の生産が期待
できる。 

マスクロマトグラム分析   
主成分部分       
ピーク No. 分子量 化学式 成分名 
17 410 C30H50 二重結合を含み、 
18 452 C33H56 メチル基などの 
19 466 C34H58 アルキル基を６ 
19-2 452 C34H56 個以上もつ直鎖 
20 466 C34H58 炭化水素 
21 438 C32H54  
22 466 C34H58  
23 466 C34H58  
24 452 C33H56  
25 438 C32H54  
26 410 C30H50 スクワレン 
 

（３）新規に分離した Botryococus braunii
の野外培養 
 将来の野外での培養やプラント化のため
の野外での 200L 培養を試みた（図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 この野外培養で、重要な幾つかの問題点が
明らかになるなど、将来の野外大量培養に向
けて、重要な知見が多く得られた、 
 
 以上、野生からのボトリオコッカスの単離
に始まり、高増殖性・高重油生産性の株の確
立まで、ほぼ３年で成し遂げることができた。 
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