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研究成果の概要（和文）：　本研究では、オイル高生産微細藻類の取得を目指し、藻体群の個々の藻体のコロニー形成
までの過程を同時並列にモニタリングできるスクリーニング技術を開発した。微細アレイと寒天培地を組み合わせ、微
細藻類の集積、培養及びオイル蓄積モニタリングが可能な細胞解析用プレートの開発に成功した。さらにCMOSイメージ
センサを用いた広域視野一括撮像を行い、微生物のコロニー形成・生育を定量的に評価することができた。ここで開発
されたシステムはオイル生産微細藻類の探索に加えて、カロテノイドやスフィンゴ糖脂質、高度不飽和脂肪酸といった
有用化合物を生産する高付加価値突然変異株の網羅的なスクリーニングなどへの応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：High throughput image cytometry was developed for screening of microalgae with hig
h oil production. The microcavity-culture device created large scale cell patterning, and then time-lapse 
imaging was performed to observe cell growth and oil accumulation. Additionally, colony formation monitori
ng system was also developed using a CMOS image sensor. It improved observation throughput, which allowed 
us to overcome current limitation of the microalgal screening. The image cytometry system developed in thi
s study is expected to be used to explore promising microalgal producers of biofuel, as well as other vari
able materials including carotenoid, glycosphingolipid and polyunsaturated lipid.
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１．研究開始当初の背景 
微細藻類バイオマスは、1) 食糧との競合が

ないこと、2) 高い二酸化炭素固定能を有する
こと、3) 陸生植物と比較して高い生育速度
(生産性)を有することから、有望なエネルギ
ー資源として期待されている。特に欧州各国
で進められる再生可能燃料導入義務化の本
格的普及を見据えて、関連する研究開発は加
熱の一途にある。微細藻類は元来、バイオデ
ィーゼル燃料となるトリグリセリドを高度
に蓄積することが知られており、オイル高生
産藻類の大規模なスクリーニングが国内外
で実施されている。 

微細藻類によるオイル生産性は「オイル含
有量」×「生育速度」×「最終藻体量」の積で
表され、各パラメーターが包括的に向上した
株を取得しなければならない。これまでのス
クリーニングで用いられてきた顕微鏡観察
に基づく方法では、定性的な高オイル含量の
微細藻類の選抜は容易であったが、生育速度、
最終藻体量を評価した正味のオイル生産性
が向上した株の選出は困難であった。そのよ
うな株を選出するためには、コロニー形成や
液体培養による藻体培養プロセスを評価す
る必要があり、実質的なハイスループット化
は実現されていない。 
このような背景から、米国・環境省 National 

Renewable Energy Laboratory (NREL)主導のプ
ロ ジ ェ ク ト “Establishment of a 
Bioenergy-Focused Microalgae Strain Collection 
Using Rapid, High-Throughput 
Methodologies”(2007 年)では、環境中の微細藻
類の分離から培養、オイル同定までを自動化
した大規模、かつハイスループットなスクリ
ーニング技術の必要性を強調している。 
 そこで本研究では、ハイスループットな高
オイル生産微細藻類のスクリーニングシス
テムの構築を目指し、数 cm 四方視野にある
全単一藻体のコロニー形成までの過程を同
時並列にモニタリングできる高速イメージ
サイトメトリーの開発を行った。本システム
を確立することで、環境、もしくは突然変異
株ライブラリーから有用微細藻類株のスク
リーニングにおいて律速となっていた培養
プロセスを省略することができ、それに関わ
るコスト、労力を極小化する技術として提供
可能である。 
 
２．研究の目的 
 オイル高生産微細藻類の取得を目指し、藻
体群の個々の藻体のコロニー形成までの過
程を同時並列にモニタリングできるスクリ
ーニング技術を開発した。多数の細胞群の
個々の分裂過程のモニタリングを実現し、固
体プレート培地上での生育速度の定量的評
価を行い、有効性を実証した。本システムは、
オイル生産微細藻類のスクリーニングに加
えて、カロテノイドやスフィンゴ糖脂質、高

度不飽和脂肪酸といった有用化合物を生産
する高付加価値突然変異株の網羅的なスク
リーニングへの応用が期待され、波及効果は
非常に大きいと考えられる。 
 
３．研究の方法 
 酵母細胞、及び微細藻類細胞の集積、培養、
モニタリングが可能な細胞解析用プレート
の開発を行った。 細胞解析用プレートの基
板材料には、Poly(ethylene terephthalate) (PET, 
18 mm × 18 mm, thickness 50 µm)) を使用した。
微細貫通孔の直径は 3 µm、中心間距離 25 
µm として、320 × 320 = 102,400 個を格子状に
配する設計とした。基板下部にはシリコンチ
ューブ (0.5 × 1 mm) と PDMS からなる、溶
液を吸引するラインを配した下部流路を接
着することで細胞捕捉デバイスを作製した。
下部流路を介して、細胞懸濁液を流量 200 µl、
1 分間吸引することで、微細孔上に細胞を捕
捉した。更に、細胞の培養モニタリングを目
的として、細胞の培養基材として軟寒天培地
を導入した。固化した軟寒天培地を基板上か
ら剥離し、共焦点レーザ走査型顕微鏡上に設
置した。軟寒天培地上に固定した珪藻細胞に
対して、オイル蓄積誘導条件下でタイムラプ
ス撮像を行った。共焦点レーザ走査型顕微鏡
により取得した画像から細胞内の油滴と葉
緑体、細胞の体積を測定した。 
また、スクリーニング技術のハイスループ

ット化を実現するため、 Complementary 
Metal-Oxide Semiconductor (CMOS) イメージ
センサを用いた広範囲イメージング方法の
検討を行った。CMOS センサーによるレンズ
レスイメージングによって、細胞上に固定化
した二色の Qdot のイメージングを試みた。 
更に突然変異株スクリーニングに先駆け

て、UV 照射及び化学変異剤処理 (NTG/EMS)
により微細藻類の突然変異株ライブラリー
を作製した。得られた突然変異株を、構築し
たシステム、及びフローサイトメトリーや顕
微鏡観察など既存の解析手法を組み合わせ
て評価した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞高密度パターニング法の開発 
 微細孔が高密度にアレイ化された基板と
溶液吸引機構からなる単一細胞捕捉プレー
トによって、培養液中の細胞を捕捉すること
を試みた。モデル生物として出芽酵母
Saccharomyces cerevisiae を細胞捕捉デバイス
上に導入し、吸引操作によって微細孔上に捕
捉した。更に軟寒天培地を滴下し、固化した
培地を基板から剥離したものを顕微鏡観察
したところ、25 µm 間隔の格子状に細胞がア
レイ化されていることが確認できた (図 1a) 。
出芽酵母は珪藻細胞と同等の大きさである
ことから、本手法は珪藻細胞にも適用可能で
あると考えられた。 



 また、細胞の位置情報を保持したまま培養
が可能であるかを評価する為に、任意の出芽
酵母の出芽過程をモニタリングした。その結
果、約 8 時間、同一座標軸上で出芽酵母の出
芽過程を観察することが可能であった (図
1b) 。出芽酵母の倍加時間は約 100 分、珪藻
細胞の倍加時間は約 12 時間であることを考
慮すると、本パターニング方法によって珪藻
細胞のコロニー観察は充分に行うことがで
きると考えられた。 

次に、実際の標的である油脂高蓄積珪藻細
胞のアレイ化を試みた。吸引方法など諸条件
等の検討により、酵母細胞と同様に微細孔ア
レイへの捕捉すること、更に捕捉した細胞に
対して軟寒天培地を導入することで、高密度

パターニングされた細胞を、効率的に培地に
転写することが可能であった。培地上にパタ
ーニングされた細胞を顕微鏡観察したとこ
ろ、細胞分裂の様子をモニタリングすること
ができた (図 2) 。単位時間当たりの分裂回数
から細胞増殖率を算出したところ、液体培養
の場合と同等であった。このことから、細胞
パターニング工程は生育に大きな影響を与
えないことが示された。以上の研究から、固
体培地上における微細藻類の増殖をリアル
タイムに、定量的に評価することのできるデ
バイスを構築することができた。 
さらに同システムを用いて、微細藻類細胞

内のオイル生産量の評価を試みた。まず、中
性脂質（オイル）を標識する蛍光色素 BODIPY 
505/515 によって細胞内に局在する油滴を蛍
光染色した。染色細胞を共焦点レーザ走査型
顕微鏡で観察し、細胞構造、光合成色素を含
む葉緑体、及び染色したオイルを含む油滴な
どの 3 次元画像を取得した (図 3a) 。取得し
た画像から蛍光領域のみを抽出し、各細胞内
小器官の体積を測定した。その結果、細胞内
のオイル含量の増加に伴って葉緑体体積が
減少する様子が観察された。これは珪藻細胞
のオイル蓄積時における、細胞内オルガネラ
の再編成をリアルタイムモニタリングした
初めての例となる。さらに、細胞体積と油滴
体積の比率から油滴脂質含有量を算出した。
これを乾燥藻体から抽出した脂質を重量測
定した結果を比較した結果、両者は非常に高
い相関性を持つことが示された (図 3b) 。こ

図 2．細胞高密度パターニングによる
珪藻細胞の増殖モニタリング 

(a) 

(b) 

図 1. (a) 細胞高密度パターニングによる出
芽酵母のアレイ化、(b) 単一酵母からの出芽
モニタリング 

図 3．(a) オイル蓄積時における珪藻細胞の
共焦点イメージング、(b) 細胞体積に対する
脂質体積率と脂質含有量の相関 

(a) 

(b) 



れにより、少量の細胞サンプルから、大規模
な培養系全体の中性脂質生産量を推定する
ことが可能となった。本技術は、微細藻類の
オイル含有量を短時間に、少量サンプルから
測定できることから、微細藻類ライブラリー
中の有望株を迅速に探索する際にも有効な
手段になりうると考えられる。 
 
（２）CMOS イメージセンサによるコロニー
形成イメージング 
 寒天培地上における微細藻類の生育モニ
タリングが可能であったため、スクリーニン
グの更なる高速化に向けて、CMOS イメージ
センサによる広範囲イメージング方法の検
討を行った。レンズを搭載しない CMOS イメ
ージセンサを用いることにより、顕微鏡と比
較して広範囲の領域を一括撮像できること
を確認した。さらに、細胞と同等サイズの粒
子を異なる蛍光波長を有する 2 種の Qdot 標
識粒子で標識し、カラーイメージの撮像を試
みた。その結果、赤色、及び緑色の２色カラ
ーイメージを同時に取得することに成功し
た。赤色、および緑色はオイルを BODIPY 染
色した微細藻類のモニタリングに必須の蛍
光流域であることから、本システムが微細藻
類内の油滴及び葉緑体の観察にも適用可能
であると考えられた。 
 
（３）微細藻突然変異株ライブラリーの作成
と生育能向上株のスクリーニング 
 これまで構築したシステム、及びフローサ
イトメトリーや顕微鏡観察など既存の解析
手法を組み合わせ、突然変異株ライブラリー
の中から有用な株をスクリーニングする実
験を行った。まず微細藻類への化学変異剤暴
露条件の検討を行い、約 3 万株の突然変異株
ライブラリーを構築した。作出した変異株の
増殖速度を定量的に評価したところ、コント
ロールと比較して有意に生育能が向上した
株を取得することに成功した。以上より、突
然変異株の生育をハイスループットに評価
することのできるスクリーニング法の基盤
技術を確立することができた。 
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