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研究成果の概要（和文）：培養環境条件が渦鞭毛藻の細胞増殖速度に及ぼす影響について、目的に応じて水滴（容量0.
003 mL）、中型培養器（容量70-300 mL）、および大型培養器（容量1-2 L）を用いた培養実験系で調査した。細胞増殖
速度を最大にする環境条件の組み合わせは、温度：26℃、PPFD： 0.05-0.07 mmol m-2 s-1、O2濃度：3-5%、CO2濃度：
0.1%、NaHCO3 2.5 mmolであった。既存の標準培地への栄養塩の添加は、増殖促進に効果的であった。また中型あるい
は培大型培養器での培養における最適な水深は10 mm以下であった。

研究成果の概要（英文）：Symbiotic dinoflagellates, Amphidinium species, are expected to be pharmaceuticall
y useful microalgae, because they produce antitumor macrolides. A microalgae production system with a larg
e number of cells at a high density has been developed to produce macrolide compounds efficiently. In this
 study, effects of culture conditions on the cellular multiplication of dinoflagellates were investigated 
to determine the optimum culture conditions for obtaining high yield of the microalgae. The maximum specif
ic growth rate was obtained at a temperature of 26oC, PPFDs of0.05-0.07 mmol m-2 s-1, photoperiod of 12 h 
d-1, O2 concentration of 5% and CO2 concentration of 0.1%. The results demonstrate that Amphidinium specie
s could efficiently multiply under the condition with relatively low light intensities and low O2 concentr
ations with additional inorganic nutrients.The optimal depth of cuilture solution was 10 mm.
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１．研究開始当初の背景 
単離された共生型の海産渦鞭毛藻（単細胞微
細藻）を高速で大量に培養できる条件を解明
して、その渦鞭毛藻の産生する抗腫瘍性マク
ロリド化合物を大量生産するための培養シ
ステムを確立することを目標として、基礎研
究を行った。 
海産微細藻類の代謝産物は、貝毒や魚毒な

ど海洋毒成分として注目されてきたが、医薬
資源となり得る有用化合物も多く含まれる。
最近ではこれらの微細藻類代謝産物を有効
利用しようという試みが多く見られる。例え
ば、ヒラムシ（扁形動物）から単離された共
生渦鞭毛藻（図１）から抗腫瘍性マクロリド
化合物が抽出され、その化学構造が解明され
ている。これらの化合物は、既存の抗がん剤
とは異なった化学構造を持っているため、新
しい作用機序をもった副作用の少ない抗が
ん剤として期待されている（Tsuda et al., 
2008）。しかし、共生型渦鞭毛藻の大量培養
が難しいこと、従って既存の培養システムで
のマクロリド化合物の生産性が極めて低い
ことから、十分な化合物量の確保が困難であ
り、動物実験さえも行えない状況にある。          
 これまで微細藻の化学成分の有効利用に
ついては、単細胞緑藻クロレラの有効成分の
利用が実用化されているに留まっている。共
生型海産渦鞭毛藻が産生する有用化学成分
の探索は、国内外の研究者により検討されて
はいるが、その有用化学成分の評価および有
効利用の試みは、藻の大量培養の困難さゆえ
の供試サンプル供給不足のために、これまで
のところ進展していないのが現状である。特
に単離した共生型渦鞭毛藻の増殖速度は極
端に小さく、通常の微細藻類培養システムお
よび培養環境条件では、共生型渦鞭毛藻の増

殖速度は、赤
潮の原因とな
る浮遊性渦鞭
毛藻や、珪藻、
クロレラ、ス
ピルリナの約
1/10、ミドリ
ムシの約 1/20
に過ぎない。 

 
 

２．研究の目的 
本研究では、未利用海洋微細藻の産生する

有用化学物質の評価および有効利用研究に
供する十分量の試験材料を生産するため、温
度、光強度、光、O2濃度、CO2濃度、培地成
分濃度などの培養環境条件の影響、さらにそ
れらの組み合わせによる複合影響を解明す
ることにより、共生型海産渦鞭毛藻の大量高
速培養条件を求め、その渦鞭毛藻を大量生産
できる培養システムを確立することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 

(1) 水滴培地を用いた実験（実験１） 完
全密閉型培養器内の水滴中で微細藻細胞を
培養した。水滴は PES 培地であり、1 個の水
滴の体積を約３μL とした。培養器内の濾紙
を湿らせることによって、渦鞭毛藻を含む水
滴からの水の蒸発を防いだ。あらかじめ、O2

および CO2 濃度を調節した密閉箱内で培養器
を閉鎖することにより、培養器内の O2および
CO2濃度を調節した。培養器内ガス収支の算定
結果から、実験期間中の培養器内ガス組成の
変化は無視できた。温度を調節できる水槽内
に培養器を設置した。光源には蛍光ランプ
（FL20SS EX-N/18、松下電器産業)を用い、
連続照射した。遮光フィルタを用いて、水滴
に入射する光合成有効光量子束(PPF)を調節
した（PPFD: 60～120 mol m-2 s-1）。  
光学顕微鏡を用い、渦鞭毛藻細胞を含む水滴
中の細胞数を毎日測定した。細胞数の経時変
化から、関係式μ=(lnN2－lnN1)／(T2－T1)
を用いて比増殖速度μを算定した。ここで、
N1、N2 はそれぞれ時間 T1、T2 における渦鞭
毛藻細胞数である。 
従来の微細藻培養実験系では、一般にガス

環境を調節しやすいフラスコ等を用いて、容
量数百ｍL から数 L の培地で培養するので、
条件を組み合わせた実験を科学的に行うに
は、多くの時間、労力、環境調節された空間
を要する。本研究では、独自開発の水滴培養
実験系を用いて、藻類細胞の光合成を促進す
る環境条件の絞り込みを行い、その条件の中
から、増殖を促進する最適環境条件を求める。
水滴培養実験では、１水滴が 1反復試験とな
り、また増殖速度の評価では 1培養試験の期
間が 1週間以内であるので、多くの環境条件
の組み合わせを短時間、小空間、省労力で行
えるのが大きな特色である。 
(2) 中型培養器（容量 70-300 mL）を用い

た実験(実験２) 透明な扁平フラスコ（最大
容量 70 mL）およびカルチャーボトル（最大
容量 300 mL）を用い培養を行い、カウンティ
グチャンバーを用いて細胞数を計測し，毎日
各処理区の細胞数を計数し，細胞密度を算定
した。 
ビルケルチェルク型のカウンティグチェ

ンバーを用いて顕微鏡下で細胞数を計数し
た。細胞数の経時変化から，細胞の比増殖速
度を算定した。 
(3) 大型培養器（容量 2 L）を用いた実験 

(実験３)  大型装置（最大容量２L）を用
いて渦鞭毛藻を培養し、比増殖速度におよ
ぼす環境条件の影響を調べた。比増殖速度
を算定方法は、実験２と同様であった。 
 

４．研究成果 
(1)  温度が渦鞭毛藻の増殖におよぼす影
響（実験１）：いずれの NaHCO3 濃度において
も、温度２６℃のとき、藻類の増殖速度は最
も大きかった（図２）。低温（２１℃）およ
び高温（３5℃）では、増殖速度はそれぞれ
約 1/2 まで低下した(図 2)。 
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図１．ヒラムシと共生型渦鞭毛藻



  
 
(2)  O2、CO2 濃度が渦鞭毛藻の増殖におよぼ
す影響（実験１）：いずれの O2濃度（0.3、5、
21%）においても、増殖速度は CO2濃度の増加
にともない増加した。O2濃度 5%において増殖
速度は最大となった(図 3)。 
 

 
 
(3)  NaHCO3 濃度が渦鞭毛藻の増殖におよぼ
す影響（実験１）：いずれの温度においても、
比増殖速度は NaHCO3 2.5 mmol で最大となっ
た(図 4)。 
 

 
 
(4)  光強度が渦鞭毛藻の増殖におよぼす影
響 （実験１）： PPFD（15～31）の範囲では、
光強度の増加により、比増殖速度は増加した
が、PPFD31 以上になると、光強度の増加とも
なう増殖速度の増加は見られなかった(図 5)。 

 
(5)  海水塩分濃度が渦鞭毛藻の増殖におよ
ぼす影響（実験１）：増殖速度は、天然海水
と人工海水においても、海水塩分濃度１％の
場合、最も低かったが、塩分濃度の増加とも
なう増殖速度は増加したが、2％以上になる
と、その増加は緩やかになった。また，いず
れの塩分濃度においても、増殖速度は海水の
種類（天然海水、人工海水）の影響は見られ
なかった。 
(6)  光照射時間が渦鞭毛藻の増殖におよぼ
す影響 （実験１）：いずれの NaHCO3濃度にお
いても、藻類の増殖速度はいずれも明期時間
の増加にともない増加したが、とくに 6 h か
ら 12 h になると、大きく増加した(図 6)。 

 
(7) PES 濃度が渦鞭毛藻の増殖におよぼす
影響（実験１）:比増殖速度はいずれの NaHCO3

濃度の場合では、PES 濃度の増加にともない
増加し、1％でほぼ一定値となった(図 7)。 

 
(8) 無機肥料成分の添加が渦鞭毛藻の増殖
におよぼす影響（実験１):藻類の比増殖速度
は無機肥料濃度が 0 から 0.02 g/L に増加す
ると増加したが、0.02 g/L 以上では比増殖速



度は低下した(図 8)。 
 

 
 (9) 中型培養器実験における光強度が渦鞭
毛藻の増殖におよぼす影響（実験 2）:比増殖
速度は PPFD75 μmol/m2/s において最大値
（μ＝0.0294）を示した。水滴実験（実験 1）
に比べて、比増殖速度を最大にする PPFD が
高くなったのは、水深の増加による光強度の
減衰が原因である(図 9)。 

 
(10) 光質が渦鞭毛藻の増殖におよぼす影響 
（実験 2）：赤色と青色の比（８：２）におい
て、比増殖速度は最大となった(図 10)。 

 
(11) 培養液の深さが渦鞭毛藻の増殖におよ
ぼす影響 (実験 2)：深さ 10 mm 以下において
比増殖速度は大きくなった(図 11)。 

 
（12）大型培養器（容量２L）での最適培養
条件（実験３）：多段式大型培養器を用いた
培養実験でも温度、光強度、照明時間、培地
組成、光質などの最適条件は、実験２と同様
であり、比増殖速度は最大（0.038 h-1）とな
った。 
 以上の結果から、渦鞭毛藻の培養条件とし
ては、比較的弱光条件で O2濃度が低い方が適
しており、また無機塩類の添加により、より
高い増殖速度が得られることが明らかとな
った。 
共生型渦鞭毛藻は、ホスト動物のヒラムシ

や、クラゲ、サンゴの生存に大きく影響する
ので、その環境応答の知見は、創薬のみなら
ず、海洋生態系の保全にも寄与する。特に水
温上昇によりサンゴから鞭毛藻が消失する
白化現象の直接的要因の解明およびその対
策に寄与する可能性が高い。 
本研究の基礎知見を基に、微細藻類の大量

高速培養技術が確立できれば、医薬原料の大
量供給への活用のみならず、水産養殖向けの
高機能性餌料、食品原料用途や工業品用途な
ど、幅広い利用が可能となり、社会経済の活
性化への寄与が期待される。また本研究で確
立した水滴培養実験系による培養条件の探
索、その結果を用いた培養環境制御への展開
の手法は、今後、CO2固定能力、油脂産生能力、
レアメタル蓄積能力などに優れた多種の有
用微細藻類の大量高速培養法の開発に応用
できる 
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