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研究成果の概要（和文）：窒素含有廃水を用いた微細藻類生産では、NH3による微細藻類の阻害を緩和するため
廃水の希釈が不可欠であり、水の消費が問題視されている。既往研究で、細胞内のpHが高い微細藻類はNH3耐性
が高いことが示唆されている。そこで、微細藻類の細胞内pHの上昇と、それによるNH3耐性の向上を試みた。微
細藻類6種の細胞内pHとNH3耐性を測定した結果、藍藻について、細胞内pHとNH3耐性（EC50）に正の相関関係が
示され、既往研究の仮説を裏付ける結果が得られた。Chlorellaについて、重炭酸塩の添加で細胞内pHを0.64上
昇させることに成功した一方で、予想に反し、NH3耐性は下がる結果となった。

研究成果の概要（英文）：In microalgae production using nitrogen-containing wastewater, dilution of 
the wastewater is essential to mitigate microalgae inhibition by NH3, raising the issue of water 
consumption. Previous study has suggested that microalgae with higher intracellular pH are more 
tolerant of NH3. Therefore, this study attempted to increase the intracellular pH of microalgae and 
thereby increase their NH3 tolerance. The results of determining intracellular pH and NH3 tolerance 
of six microalgae species showed a positive correlation between intracellular pH and NH3 tolerance 
(EC50) for cyanobacteria, supporting the hypothesis of previous study. For Chlorella, the addition 
of bicarbonate successfully increased the intracellular pH by 0.64, while, contrary to expectations,
 NH3 tolerance was lowered.

研究分野： 微細藻類生産

キーワード： 微細藻類　細胞内pH　アンモニウム廃水　遊離アンモニア　阻害
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
藍藻について細胞内pHとNH3耐性（EC50）に正の相関関係が得られ、これまで種によって傾向が異なり特徴付け
が困難であったNH3に対する微細藻類の耐性を各種の細胞内pHにより一般化できる可能性が示された。細胞内pH
およびNH3耐性は培養環境によって変動しにくい種固有のパラメータであることが明らかとなった。この知見
は、今後、微細藻類の窒素利用特性の調査に貢献する。副次的に得られた成果である2種の微細藻類の高NO2-耐
性の発見によって、研究の大目的であったNH4+含有廃水を無希釈で用いた微細藻類生産の道筋をつけることがで
きた。

※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 
アンモニウム（NH4

+）含有廃水を用いた微細藻類生産は、廃水中の栄養塩の除去と有価物生産
を同時に達成可能であり、研究開発が進められている。しかし、pHに依存して NH4+と共在する遊
離アンモニア（NH3）が光合成活性を強く阻害する(図 1)。その強度は、僅か数 mM で 50%以上の
活性低下を引き起こすほどである。そのため、例えば NH4

+ 500～3000 mg-N L-1程度のメタン発
酵廃水（消化液）では、3～50 倍もの希釈が必要であり、多量の水の消費が問題視されている。
既往研究 1にて、細胞内の pH が高い微細藻類は NH3耐性が高いことが示唆されている。そこで本
申請研究では、廃水を無希釈で用いた微細藻類生産の達成を目指し、微細藻類の培養環境を調整
して微細藻類の細胞内 pHの上昇と NH3耐性の向上を試みた。 

図 1. 異なる pH における NH4
+と NH3の存在割合と微細藻類への影響. 

 
２．研究の目的 

本申請研究では、NH4
+含有廃水を無希釈で用いた微細藻類生産のため、微細藻類を塩分、無機

炭素濃度を高くした培地で培養し、細胞内 pH を高くすることで、種の NH3 耐性を向上すること
を目指した。詳細には、下記 2つの目的を設け研究を実施した。 
(1)  各種微細藻類の細胞内 pHと遊離アンモニア耐性の関係性の有無を明らかにする 

既往研究 1では、Spirulina platensis LB1475/a、および Anabaena sp.を異なる NH3濃度下
で培養し、S. platensis LB1475/a の高い NH3 耐性を明らかにした。また、S. platensis 
LB1475/a の細胞内 pHが 同じ藍藻の Anacystis nidulans、Agmenellum quadruplicatum よ
りも高いことを示し、S. platensis LB1475/a の高い NH3耐性の要因が高い細胞内 pH にあ
ると考察した。同既往研究では、NH3耐性と細胞内 pHを比較した藍藻種が異なること、種数
が 2-3種と限られてたことを受け、6 種の微細藻類について、NH3耐性と細胞内 pH を比較し
て関係性を調べた。また、同 6種について、異なる硝酸（NO3

-）濃度における増殖特性も評
価した。 

(2)  微細藻類の培養条件が細胞内 pH および遊離アンモニア耐性に与える影響を明らかにする 
微細藻類の細胞内 pHは、塩分 2, 3や溶存無機炭酸（Dissolved inorganic carbon: DIC）濃
度 4の増加で上昇するとの報告がある。また、培養 pH によっても影響を受け、変化する可
能性が考えられる。培養条件によって細胞内 pH を上げることができれば、NH3 耐性を向上
できる可能性があるため、pH・塩分・DIC濃度が微細藻類の細胞内 pHと NH3耐性に与える影
響を評価することとした。 

 
３． 研究の方法 
(1)  各種微細藻類の細胞内 pHと遊離アンモニア耐性の関係性評価 

 微細藻類種は、緑藻の Chlorella sorokiniana、藍藻の Synechococcus leopoliensis、
Anabaena cylindrica、Arthrospira platensis、Arthrospira fusiformis とした。 
 細胞内 pH の測定は、対数増殖期の各種細胞を、蛍光指示薬 BCECF-AM（同仁化学研究所）
で染色し、蛍光分光光度計で測定した。 
 NH3耐性の評価では、10 mL 試験管を用い、有効容積 4 mLにて、各種を表 1の至適培地、
pH、光強度、温度環境、および異なる NH3濃度下で培養した。異なる NO3

-濃度における増殖
特性も評価した。窒素濃度は、NO3

-の試験で 1.6～150 mM、NH3の試験で 0～7.5 mM とした。
NH3の試験では、窒素律速とならない様に NO3

-を補填した。波長 750 nm における吸光度の経
時変化から、比増殖速度を算出した。NH3 については、全種で明確な阻害が見られたため、
式 1により増殖を 50%阻害する NH3濃度（50% effective concentration: EC50）を算出した。 
µR=min + (max–min) / [1+ ([NH3]/EC50)−M]  （式 1） 
ここで、µR は NH3濃度 0 mM における比増殖速度を 1とした比増殖速度の相対値、min およ
び maxは相対比増殖速度の最小・最大値、Mは曲線形状を決めるパラメータを示す。 
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表 1. 各種微細藻類の培養条件 

種 培地 pH 
光強度 

(µmol m-2 s-1) 
温度 (℃) 

Chlorella sorokiniana C 培地  8.0 300 25 
Synechococcus leopoliensis C 培地  9.0  50 35 
Anabaena cylindrica C 培地  8.5  50 30 
Arthrospira platensis SOT培地 10.0 150 35 
Arthrospira fusiformis SOT培地 10.0 150 35 

(2)  微細藻類の培養条件が細胞内 pH および遊離アンモニア耐性に与える影響の評価 
 研究(1)において最も高い NH3 耐性を示し、かつ培養環境の変動にも比較的強いとされる
C. sorokiniana を対象種とした。60 mL試験管を用い、有効容積 30 mLで、異なる pH（7～
9）、塩分（NaCl 0, 100 mM; 培地塩分 0.04, 0.71%）、DIC 濃度（0, 100 mM）で培養した。
塩分および DIC の補填には、NaCl および NaHCO3をそれぞれ使用した。塩分、DIC 濃度を変
えた試験については、細胞を 2回継代培養し、培養環境に馴らした。光強度、温度は至適条
件とし、エアーポンプで連続曝気した。細胞内 pH は対数増殖期に測定した。DIC 濃度の変
化によって細胞内 pHの変化が見られたため、A. platensis でも同様に試験を行い、他種に
おける細胞内 pHの変化の有無を確認した。 
 C. sorokiniana について、DIC濃度 10 mM および 50 mM における NH3耐性を研究(1)と同
様に評価した。 

 
４． 研究成果 
(1)  各種微細藻類の細胞内 pHと遊離アンモニア耐性の関係性評価 

 測定された各種微細藻類の細胞内 pH を表 2 に示す。細胞内 pH は C. sorokiniana で最も
高く、続いて A. fusiformis、S. leopoliensis、A. platensis、A. cylindrica の順で高い
値を示した。なお、培地の pH と細胞内 pH との間に関係性は見られなかった。既往研究に
おいて細胞内 pHは、Synechococcus で 7.1～7.75-7、Anabaena で 7.3～8.03,8 、A. platensis
で 7.51の値が報告されている。Synechococcus および A. platensis で本研究の値と 0.5以
上異なることから、細胞内 pH は属レベルでは決まらず、種、株、または培養条件に依って
異なる細胞内 pHを示すと考えられる。 
 異なる NO3

-・NH3濃度における各種の比増殖速度を測定した結果、NO3
-は、100 mM 以上の

高濃度であっても種に関わらず 65％以上の比増殖速度を維持した。NH3濃度については、C. 
sorokiniana を除く全藍藻種で、僅か 5 mM 以下で比増殖速度が 50%以上低下した。特に A. 
cylindrica で強い阻害が見られた。C. sorokiniana については、5.3 mMで 42%の阻害にと
どまった。一般に、NO3

-は微細藻類に無害とされる。一方で、NH3で微細藻類の強い阻害が報
告されており、本実験の結果と一致する。 
藍藻 4 種の細胞内 pH と NH3耐性の指標である EC50の関係を図 2 に示した。既往研究にお

ける A. platensis LB1475/a の細胞内 pHおよび EC50値を加えることで、p < 0.05、R2 0.84
の正の相関関係が示された。阻害機構については、細胞内に入った NH3がチラコイド膜内の
H+と結合し、ATP 合成に必要なプロトン濃度勾配を解消してしまうことが主な原因であると
考えられている 9。そのため、NH3が H+と結合しにくい、細胞内 pH が高い微細藻類種ほど NH3

耐性が高いと考えられていた 1。本研究で示された藍藻の細胞内 pH と EC50の相関関係は、
細胞内 pH によって NH3耐性が決定づけられている可能性を支持するものである。なお、C. 
sorokiniana は、細胞内 pH が 7.78±0.06 であり、EC50は 5.3 mM より高いため、藍藻と同
じ回帰直線には乗らなかった。緑藻では、細胞壁の存在など、藍藻と異なる機構によって、
同じ細胞内 pHであっても藍藻より高い NH3耐性をもつ可能性がある。 

表 2. 各種微細藻類の細胞内 pH. (Sekine et al., 2023. Biocatal Agric Biotechnol. 47, 
102562 改変) 

種 細胞内 pH (参考)培地 pH 

Chlorella sorokiniana 7.78±0.06  8.0 
Synechococcus leopoliensis 8.24±0.06  9.0 
Anabaena cylindrica 7.28±0.16  8.5 
Arthrospira platensis 8.00±0.19 10.0 
Arthrospira fusiformis 8.44±0.10 10.0 



図 2. 藍藻 5 種における細胞内 pHと 50%阻害する NH3濃度（50% effective concentration: 
EC50）の関係. 黒丸は本研究の結果、白丸は既往研究 1 における Arthrospira platensis 
LB1475/a の結果を示す. 回帰直線は、細胞内 pH と EC50 の線形相関を示す(R2=0.84; 
p<0.05).(Sekine et al., 2023. Biocatal Agric Biotechnol. 47, 102562) 

(2)  微細藻類の培養条件が細胞内 pH および遊離アンモニア耐性に与える影響の評価 
 研究(1)において最も高い NH3 耐性を示し、かつ培養環境の変動にも比較的強いとされる
C. sorokiniana を異なる pH（7～9）、塩分（NaCl 0, 100 mM; 培地塩分 0.04, 0.75%）、DIC
濃度（0, 100 mM）で培養し、細胞内 pHを測定した（図 3）。その結果、塩分を 0.04%から
0.75%、DIC濃度を 0 mMから 100 mMに上げることによって、細胞内 pH がそれぞれ 0.30ま
たは 0.64増加することが確認された。C. sorokiniana の比増殖速度は、塩分を 0.04%から
0.75%、DIC濃度を 0 mMから 100 mMに上げることによって、それぞれ 11%および 3%低下す
る。以上より、細胞内 pHの上昇と増殖速度の減少の程度を鑑みると、C. sorokiniana の細
胞内 pHの上昇には DIC濃度の調整が適切であると考えられた。 
 他種におけるDIC濃度の増加による細胞内pHの上昇の有無を確認するため、A. platensis
についても異なる DIC 濃度で培養した細胞の pH測定を試みた（図 4）。その結果、DIC濃度
の増加に伴う細胞内 pH の明確な上昇傾向は見られなかった。細胞内 pH に変化を与える環
境パラメータや、その変化の程度は、微細藻類種によって異なる可能性が高い。 
 C. sorokiniana を細胞内 pH を変化可能な DIC濃度 2条件（10 mM、50 mM）で培養し、NH3

耐性を比較した（図 5-a）。先の実験において、100 mMの DIC濃度で僅かに比増殖速度の低
下が認められたことを鑑み、本実験は阻害を回避するため半量である 50 mM と 10 mMで試
験した。その結果、予想に反し、DIC濃度の高い条件で低い NH3耐性が示され、DICと NH3と
添加が合わさることで阻害が増幅されることが明らかになった。NaHCO3 の添加が微細藻類
培養に与える影響の 1 つに、培養液の pH 上昇が挙げられる。これは、微細藻類の培養過程
で微細藻類による吸収、または大気中への揮散によって CO2が減少することで生じる現象で
あり、DIC添加量の多い系列で pHの変化は顕著である。実際に本研究においても、培養 24
時間後の培養液の pHは、NH3濃度 0 mM（培養初期値）の条件を除き、DIC濃度 50 mM で 10 
mM の系列よりも高い pHを示した（図 5-b）。NH4

+の酸解離定数 pKa は 9.25 であり、pH の増
加に伴い NH3濃度が増加する。そのため、DIC 濃度 50 mM の系列では、培養期間において培
養液の pH が増加し NH3濃度が増加したことが、NH3阻害の増幅の一因である可能性がある。
以上より、DIC 濃度の調整による細胞内 pH の上昇と NH3 耐性の向上は達成できないことが
明らかになった。 
 培養条件の調整による細胞内 pH の上昇ならびに NH3耐性の向上の試みは、予想に反する
結果となった。そこで、窒素含有廃水を無希釈で用いた微細藻類生産を目指すという当初の
大目的に立ち返り、追加試験として、NH4

+を酸化し亜硝酸（NO2
-）とした無希釈廃水による

微細藻類生産の可能性を検討した。まず、先の NH3 耐性の評価（研究(1)）と同様に、微細
藻類 5種（C. sorokiniana、S. leopoliensis、A. cylindrica、A. platensis、Limnospira 
fusiformis）について、回分培養によって NO2

-（0～100 mM）耐性を評価した。その結果、
NO2

-は、種に依って阻害の程度が大きく異なった。S. leopoliensis、A. cylindrica、A. 
platensis では、50 mMで比増殖速度は半減したが、C. sorokiniana およびでは、100 mMで
あっても 78%以上の比増殖速度を維持する結果となった。100 mM の窒素濃度は例えば NH4

+

を高濃度で含有するメタン発酵廃水（消化液）の窒素濃度に相当する。NH4
+含有廃水による

微細藻類の培養では、廃水を希釈するほか、NH4
+を微細藻類に無害な NO3

-に硝化処理したも
のを培地に使用するといった方法もある 10。後者の手段を取る場合には廃水の硝化反応に
要する曝気にかかるエネルギー・費用がボトルネックであったが、NH4

+の硝化反応を NO2
-ま

での部分硝化に留め、微細藻類培養の培地に使用することにより、曝気にかかるエネルギ
ー・費用を抑えたまま無希釈での微細藻類生産が可能となる。本追加試験で示された 100 mM
での高い微細藻類の増殖速度の維持は、その実現可能性を示唆するものである。そこで、
NH4

+の部分硝化処理を想定し、L. fusiformis を 60 mM の NO2
-を含む人工廃水で連続培養し

た。その結果、154±15 mg-乾燥重量/L/dの生産速度で 28 日間の安定した L. fusiformis
の生産に成功し、無希釈の高濃度窒素含有人工廃水による微細藻類生産の道筋をつけた。 
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図 3. 異なる培養液初期 pH, 塩分, 溶存無機炭素(DIC)濃度で培養した Chlorella 
sorokiniana の細胞内 pH. エラーバーは分析の標準偏差を示す. 

図 4. 異なる溶存無機炭素（DIC）濃度で培養した Arthrospira platensis の細胞内 pH. エ
ラーバーは分析の標準偏差を示す. 

図 5. 異なる溶存無機炭素（DIC）濃度および NH3濃度で培養した Chlorella sorokiniana の
比増殖速度（相対値）（a）および培養 24時間後の培養液の pH（b）. 黒の塗りつぶし、お
よび白の塗りつぶしは, それぞれ DIC濃度 10 mM および 50 mMの培養データを示す. エラ
ーバーは 3回繰り返した実験の標準偏差を示す. 
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