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研究成果の概要（和文）：本研究では、脂質生産に関わる候補遺伝子を微細藻類内で構成的に発

現させることにより、脂質生産性を向上させることを目指した。まず始めに、候補遺伝子をト

ランスクリプトーム解析やプロテオーム解析にて同定した。次に、Pseudochoricystis 
ellipsoidea における遺伝子導入系を確立し、その最適条件について検討を行った。その後、

構築した形質転換系を用いて、脂質合成に関わると予想された候補遺伝子を構成的に発現する

株の作出を試みた。 

 

研究成果の概要（英文）：To improve the lipid productivity in microalga with genetic 
engineering, a genetic transformation system was established for Pseudochoricystis 
ellipsoidea. Analyses of transcriptome and proteome revealed candidate genes for the 
lipid production. Based on the technique and information, I tried to obtain transformants 
in which each candidate gene is constitutively expressed in the cells.  
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１．研究開始当初の背景 

 近年、単細胞性藻類（以下、微細藻類と呼

ぶ）によるバイオ燃料生産が提案され、恐ら

くこの方法のみが、現在の化石燃料の代替と

なり得るであろうと予想する人も多い。その

理由は幾つかあるが、(i)増殖の早さ(ii)小

スペースでの培養が可能(iii)培養するのに

必要になるのは、太陽光、二酸化炭素、そし

て水であり、二酸化炭素削減とエネルギー生

産がカップルしているため、循環型社会に対

応した燃料源となり得る、などが挙げられる。 

 バイオマスの増加率という点では、確かに、

微細藻類は有利であると考えられる。しかし、

微細藻類のバイオマスからどのようにエネ

ルギーを取り出すかについては、具体的な提

案は少ない。その中で、単細胞緑藻である
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Botryococcus braunii は、”重油”相当のア

ルカンを作ることで昔から有名である。しか

し、B. braunii の増殖は非常に遅い（ダブリ

ングタイム、2〜3日）上に、重油は安価であ

り、それを燃料とするにはクラッキング等の

精製処理が必要であり、費用とエネルギーの

点で問題が多い。一方、一般には知られてい

ないが、エネルギーとして直ぐに使用可能な”

軽油”相当の炭化水素を生産する単細胞緑

藻 が 単 離 さ れ て い る 。 こ の 緑 藻 は

Pseudochoricystis ellipsoidea と仮称され

ており、増殖が早く（ダブリングタイム、約

10 時間）、窒素欠乏条件下で、炭素長 19 を中

心とした飽和および不飽和炭化水素やトリ

グリセリド画分を、藻体乾燥重量の 30%の割

合で蓄積する。このことから、P. ellipsoidea 
は、バイオ燃料生産に適した藻類と考えられ

ている。 

 

２．研究の目的 

 前述したように、微細藻類によるバイオエ

ネルギー生産は、次世代のエネルギーになる

可能性がある。しかし、この結論は短絡的で

ある。微細藻類を用いたバイオ燃料生産のた

めには、微細藻類の培養にある程度の手間と

エネルギーをかけなければならない。そのよ

うなコストを勘案すると、エネルギー生産生

物としての微細藻類の優位性という地位は

揺らいでくる。P. ellipsoidea によるバイオ

燃料生産においても、より増殖速度が速い、

より炭化水素などの脂質含量の多い、より培

養が容易な藻の開発が望まれている。具体的

に は 、 遺 伝 子 工 学 技 術 を 用 い た 、 P. 
ellipsoidea における脂質高生産株の作出や、

P. ellipsoidea よりも増殖が早く、形質転換

が容易なシアノバクテリアに、軽油生産遺伝

子を導入すれば、軽油を更に効率的に生産す

る可能性が開ける。そのような遺伝的改変を

行うためには、先ず、軽油などの脂質生産に

関わる遺伝子の同定が必要である。しかしな

がら、その仕組みについての基礎科学的な知

見は全く蓄積していない。 

 よって、本研究では、微細藻類を用いた脂

質生産のためのバイオテクノロジー研究の

第一歩として、まず、P. ellipsoidea におけ

る脂質生産に関わる遺伝子候補の同定を第

１の目的とした。それらの情報を基にして、

遺伝子を人為的にコントロールするために

必要な形質転換系の確立を第 2 の目的にし、

そ の 技 術 を 用 い る こ と に よ り 、 P. 
ellipsoidea における脂質生産能を高めた株

の作出を本提案の最終目的とした。 

 

３．研究の方法 

 本研究は大きく分けて 3つの段階からなる。

第 1段階では、トランスクリプトーム・プロ

テオーム解析により、P. ellipsoidea にお

ける脂質合成に関わる候補遺伝子をリスト

アップする。第 2段階では、リストアップさ

れた遺伝子の詳細な遺伝子発現パターンを

解析し、その候補を絞り込む。第 3段階では

P. ellipsoideaにおける形質転換系の確立を

行う。そして、最終段階では、候補遺伝子の

構成的高発現株を作製し、それら株における

脂質生産量を指標にして脂質生産経路に関

わる遺伝子か否かを判断する。 
 
４．研究成果 

(1) 脂質生産に関わる遺伝子の同定 

 まず始めに、脂質合成が行われていると考

えられる、小胞体を多く含む画分（ミクロソ

ーム）の単離法の確立を試みた。P. 
ellipsoidea は、細胞壁が非常に頑丈であっ

たため、細胞破砕方法を検討した結果、フレ

ンチプレスを用いることにより、ほぼ完全に

細胞破砕することに成功した。脂質が蓄積す

る培養条件である窒素欠乏条件に細胞を曝し

た後、0時間と24時間で細胞を回収し、ミクロ

ソームをそれぞれ単離した。その後、単離し

たミクロソームを可溶化し、二次元電気泳動

にてタンパク質を分離し、窒素欠乏条件0時間

を対象とし、スポットのバンド強度が上昇し

ているものに加え、減少しているものをピッ

クアップした。その内、窒素欠乏条件24時間

後のサンプルで増減が観察された計20スポッ

トについて、LC-MSを用いて配列を決定した。

その後、相同性検索にてタンパク質を同定し

た。 

 一方、遺伝子発現レベルについては、次世

代シーケンサーを用いて、窒素欠乏条件にお

ける増減を観察した。その結果、窒素同化系

遺伝子に加え、転写制御因子をコードする幾

つかの遺伝子のmRNAレベルが上昇しているこ

とが明らかになった。その後、定量リアルタ

イムPCRにて解析を行った結果、それらの一部

の転写制御因子がトランスクリプトーム解析

同様に窒素欠乏条件下において顕著に誘導さ

れることが確認された。 

 

(2) 形質転換系の確立 

 形質転換系の確立は、脂質高生産株の作出

に欠かすことのできない技術である。前述し

た様に、本株の細胞壁は非常に強固である。

そのため、物理的に外来遺伝子を細胞内に導

入することが可能な、パーティクルガン法に

よる形質転換体取得を試みた。まず始めに、



マーカー遺伝子を選定するため、各種抗生物

質に対する本株の感受性を調べた。その結果、

G418 に対して強い感受性を示すことが明ら

かになったため、NPTII(neo)遺伝子をマーカ

ー遺伝子として使用することにした。様々な

遺伝子のプロモーターとターミネーターを

用いて打ち込み実験を行った結果、NPTII 遺

伝子の 5’末端にチューブリンのプロモータ

ー領域を、3’末端側にアクチンのターミネ

ーター領域を結合させて構築したプラスミ

ドを用いた際に G418 耐性株を得ることに成

功した。G418 耐性株における NPTII 遺伝子が

ゲノム DNA に組込まれ、安定的に保持されて

いることに加え、それら細胞における NPTII
遺伝子の発現を確認した。次に、緑藻のモデ

ル生物である Chlamydomonas reinhardtii で
使 用 さ れ て い る プ ロ モ ー タ ー が 、 P. 
ellipsoidea においても使用できるか否か

に つ い て 検 討 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、

HSP70/RBCS プロモーターを用いた時に G418

耐性株を取得することに成功した。このこと

から、C. reinhardtii で機能するプロモータ

ーが、P. ellipsoidea においても機能する

ことが示された。これらで得られた形質転換

体の形質転換効率は、107 細胞あたり 1.7〜

5.8 個であった。その後、打ち込みに供する

細胞の状態、パーティクルの径や種類、細胞

壁の再生条件など検討を行い、形質転換効率

を向上させることに成功した。 

 

(3) 脂質高生産株の作製 

 上記の実験により、脂質合成に関わる遺伝

子候補として挙った遺伝子について、NTPII
遺伝子と同様にチューブリンのプロモータ

ー領域とアクチンのターミネーター領域に

結合したコンストラクトを持つプラスミド

を構築した。尚、候補遺伝子には発現マーカ

ーとして、FLAG タグを C末端に付加した。数

個の候補遺伝子を P. ellipsoidea のゲノム

上に導入し、構成的に高発現する株の取得を

試みた。しかし、NPTII マーカー遺伝子の発

現は認められたものの、標的遺伝子からの発

現は確認されなかった。これらのことは、２

個のコンストラクト（マーカー遺伝子と標的

遺伝子）を同時に形質転換することが現在の

実験系では困難であり、形質転換系効率の更

なる向上や、発現コンストラクトの改良など

の必要性が考えられた。 
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