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研究成果の概要（和文）：一般的なオイル生産性微細藻は、細胞内に油脂や脂肪酸といったオイルを蓄積する
が、緑藻Botryococcus brauniiは、他と異なり細胞同士をつなぐ細胞間高次構造に重油相当の炭化水素を蓄積す
る。そのため、細胞を非破壊のままオイルを抽出し、再培養するミルキングという手法が検討されているが、一
般的な有機溶媒では毒性があり、細胞活性が低下する。本研究では、抽出効率を上昇させるため、溶媒の細胞間
構造への侵入を阻害するコロニー外周の繊維構造の生産を低減させる手法を既存品種以外にも適用可能なことを
明らかにした。また、これまでとは異なる非毒性有機溶媒を用いて光合成活性を低下させずに、炭化水素を抽出
した。

研究成果の概要（英文）：While general oil-producing microalgae accumulate oils such as fats and 
fatty acids in their cells, Botryococcus braunii differs from others in that it accumulates 
hydrocarbons equivalent to heavy oil in extra-cellular matrix. A method called "milking," in which 
the oil is extracted without killing the cells and then re-cultured, has been considered, but it is 
toxic in common organic solvents and reduces cellular activity. In this study, we found that the 
method of reducing the production of fiber structures around the colony periphery, which inhibit 
solvent entry into the extracellular structures, can be applied to other than existing varieties in 
order to increase extraction efficiency. In addition, hydrocarbons were extracted without reducing 
photosynthetic activity using a different non-toxic organic solvent.

研究分野：バイオマスエネルギー工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
微細藻類は陸上植物よりもオイル生産性が高いため、航空燃料やトラクタ等のバイオ燃料代替の資源として期待
されている。しかし、その培養～回収～オイル抽出の工程で、多くのエネルギーや資源が投入されるため、生産
プロセスでのGHG排出量削減が求められている。本研究の手法は、微細藻を殺さずに再培養してオイルを再生産
させる新たな手法について行ったものであり、培養工程での生産性向上ならびに投入エネルギー削減に大きく貢
献が期待されるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
バイオ燃料生産のための生物資源として期待されている群体性微細緑藻 Botryococcus 

braunii（以下、B. braunii）は、細胞分裂過程で生産した炭化水素を、乾燥藻体重量の 30–50%
の割合で細胞間構造体に蓄積する。しかし、ノルマルヘキサン等の抽出溶媒分離のための蒸留操
作に要する投入エネルギーが大きいこと及び増殖が他藻種と比較して遅いことが課題となって
いる。 
これまで、研究代表者らは、B. brauniiからの炭化水素生産の研究開発を行う中で、他藻種と
比較して本藻種は、収穫（濃縮）が容易、細胞破砕を経ずに溶媒抽出可能、バイオ燃料化のため
のクラッキング（低分子化）が容易というメリットをもつことがわかった。一方で、プロセス評
価を行い、増殖速度及び抽出溶媒分離時の蒸留操作の改善がプロセスの投入エネルギー低減に
大きな影響を与えることを明らかにした。 
 その中で、効率的に炭化水素を回収できる前述の塩添加培養を開発し、溶媒接触時間の低減が
可能となった。また、botryococceneの流動パラフィン代替可能性を検討した際に、酸化防止お
よび安定化のために水素添加を行い、水素添加油（botryococcane）は粘度が低下することが明
らかとなった。これらの研究活動を通じて、この塩添加培養法および本藻種が生産する炭化水素
の水素添加油を抽出溶媒として用いれば、細胞を死滅させることなく細胞外に蓄積された
炭化水素のみを回収して再培養させるミルキングと呼ばれるプロセスにおいて、生存率が格
段と向上すると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記課題を解決するために、まず B. braunii への塩添加培地や低温水処理等で
の非破壊炭化水素抽出率向上効果を解明する。また、自身が生産した炭化水素の水素添加油に近
い溶媒を超低毒性の抽出溶媒として利用することで、細胞を死滅させることなく細胞外に蓄積
された炭化水素のみを回収して再培養させるミルキングプロセスを開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
①A品種における塩添加培養効果 
B. braunii の A 品種（Yamanaka 株）を、一般的に用いられる淡水性 Chu13 培地に異なる量の塩
を加えた塩添加培地で 40 日間（20 日で継代）培養した。藻体濃度に関しては、吸引ろ過で GF/A
上に残存した藻体を 105℃24h 法で、炭化水素量は、凍結乾燥させた藻体から n-hexane にて完全
抽出したものを GC-FID にて測定した。 
 
②低温水処理での炭化水素抽出 
B. braunii の B 品種（Showa 株）を 70℃、60℃の温水で、温度を保ったままナイロンメッシュ
でろ過し、温水中への溶解物を除去した藻体から n-hexane にて炭化水素抽出を行い、溶媒への
炭化水素移行率（炭化水素抽出率）を同様に GC-FID で測定した。 
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４．研究成果 
①これまで、B. braunii の B 品種で一般的に用いられる淡水性 Chu13 培地に微量の塩を加えた
塩添加培地（SM）が、コロニー外周部のガラクトースおよびアラビノースを主構成糖とする多糖
類繊維構造の生産を抑制することが明らかとなっていた。一方で、B品種と全く異なる生合成メ
カニズムで炭化水素を生産する A race においても、この繊維構造が観察されると共に、同様に
塩添加培地で、繊維構造の生産が低減されることが明らかになる（図 1）と共に、細胞間高次構
造中に含まれる炭化水素と有機溶媒の接触が改善され、抽出効率が大きく向上されることが明
らかとなった。増殖が低減されない塩濃度でも明確な抽出率向上ならびに繊維構造の生産低減
が確認された。 

 
図 2. Yamanaka 株の光学顕微鏡像。(A,B)は Chu13、(C)は 4 日目の 0.4%SM、(D)は 20 日目の
0.4%SM、(E)は 4 日目の 0.6%SM、(F)は 20 日目の 0.6%SM。スケールバーは 20 µmを表す。 



 
②これまで、B品種 Showa 株では、85℃以上の加熱処理によって、繊維構造を構成する多糖類
が水相に溶出され、抽出効率が上がることが明らかとなっている。この繊維構造を構成する多
糖類はゲル・ゾル転移することが知られている。85℃は不可逆相転移点と考え、より低温でも
温水洗浄することで繊維構造を洗い流せるのではないかと考えた。70℃、60℃の温水で温水洗
浄を繰り返した結果、60℃では、9回の洗浄においても炭化水素抽出率は 10%を超えなかった
が、70℃では 90%以上の抽出効率が得られた。温水洗浄を行うことで、これまで知られていた
加熱温度（不可逆相転移点）よりも低温で効率的に炭化水素抽出可能であることを明らかにし
た。 
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