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研究成果の概要（和文）：バイオ燃料原料としての有用性が期待されている微細藻類ユーグレナを屋外で効率よ
く培養生産するためには、実際のバイオマス生産性を下げる環境要因としての太陽光の強光ストレスが課題であ
る。本研究では、強光照射時のユーグレナ細胞の応答を、細胞増殖やカロテノイド蓄積などの測定値を指標に解
析し、強光下での増殖阻害や、カロテノイド分子種の組成変化を明らかにした。ユーグレナのカロテノイド合成
遺伝子であるフィトエン合成酵素遺伝子(EgcrtB)などを新たに単離し、RNAiによりその遺伝子発現を抑制した細
胞を解析することで、カロテノイド合成と強光ストレスとの強い相関を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Euglena gracilis, a unicellular phytoflagellate, has been attracting much 
attention as a potential feedstock for renewal energy. In outdoor open-pond cultivation, the 
productivity of this alga decreases under the direct solar radiation. Here we identified carotenoid 
biosynthetic genes such as phytoene synthase gene (EgcrtB) from E. gracilis and found that they are 
actually functional genes. This study indicated that excess light-stress increased the expression of
 EgcrtB, which codes for the enzyme catalyzing the first carotenoid specific step, and caused an 
accumulation of carotenoids in the cells of E. gracilis. Our results also indicated that suppression
 of EgcrtB caused a significant decrease in carotenoid and chlorophyll contents in E. gracilis 
accompanied by changes in intracellular structures, suggesting that carotenoids contribute to 
photoprotection of this alga during the long-term acclimation to light-induced stress.

研究分野：植物生理学
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１．研究開始当初の背景 
微細藻類は環境に対する細胞応答解析の
モデル系として優れているばかりでなく、近
年はバイオ燃料の次世代原料としての重要
性も再認識され、国際的な研究・開発競争が
活発になっている。ユーグレナ (Euglena 
gracilis)は進化系統上特異な分類群に属する
真核微細藻類であり、脂質生合成においても
緑藻類や高等植物を含む緑色植物とは異な
る特徴をもつ。すなわち、ワックスエステル
発酵とよばれる特有の代謝系により、ユーグ
レナは嫌気的条件下で迅速に同化貯蔵多糖
であるパラミロン（デンプンに類似するがβ
-1,3-グルカンである）を分解して脂肪酸と脂
肪アルコールからなるワックスエステルを
合成することが知られている。このワックス
エステルはミリスチン酸とミリスチルアル
コールが主な成分であることから、ジェット
燃料原料としての潜在的な有用性が指摘さ
れている。ユーグレナをバイオジェット燃料
の原料として利用するには、ワックスエステ
ル発酵に持ち込むための藻体バイオマスを
効率よく培養生産する必要があった。 
微細藻類を産業規模で大量生産するには、
採算性からもライフサイクルアセスメント
の観点からも屋外オープンポンドでの光独
立栄養による培養が必要とされている。しか
し現状では、実験室での理想的な人工環境下
での最大増殖速度が屋外での培養で再現さ
れることはまれであり、ユーグレナもその例
外ではない。この問題を解決するひとつの糸
口を得るため、これまでに我々は光環境に注
目した培養条件の予備検討を行い、ユーグレ
ナを、光強度 250μmol m-2 s-1以上かつ水温
20℃以下の条件（以降、「強光・低温条件」
と呼ぶ）で培養すると、細胞増殖速度が著し
く抑制され、細胞中にカロテノイドを蓄積す
る結果を得ていた。この光強度や水温条件は、
ユーグレナの培養に好適な光強度と温度の
組み合わせ（例えば光強度約 50μmol m-2 s-1

かつ水温約 25℃）に比べれば強光かつ低温で
はあるが、屋外の自然環境としては特別な組
み合わせではなく、例えば栃木県宇都宮市で
は、年間の日照時間の約 1/2以上がユーグレ
ナの強光・低温条件に該当する。すなわち、
屋外オープンポンド培養では、ユーグレナは
強光・低温による増殖を阻害され易い環境に
あることが推測される。 
我々は最終的には屋外の強光環境下でも高
効率で増殖するようなユーグレナ細胞の分
子育種を目指し、本研究の期間内には、強光
阻害やUV光応答に関するユーグレナ細胞応
答の分子機構の理解を目指すこととした。 
 
２．研究の目的 
ジェット燃料原料としての潜在的な有用性
が期待されている微細藻類ユーグレナを屋
外で効率よく培養生産するためには、実際の
バイオマス生産性を下げる環境要因として
の光強度やUV光などの光環境に対するユー

グレナの細胞応答の知見を蓄積し、培養設備
の設計に反映させる必要がある。本研究では、
実験室での人工的環境下での培養実験と屋
外での培養実験とを対応させつつ、強光など
の照射時のユーグレナ細胞の応答を、細胞増
殖やカロテノイド蓄積やジャスモン酸蓄積
などの測定値を指標にすることで、微細藻類
バイオマスの高効率生産に役立てることを
目指した。さらに、強光などの光照射により
引き起こされるユーグレナ細胞応答に関わ
る遺伝子の探索を行い、将来の微細藻類分子
育種の方針を設定するための基盤的情報を
得ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究は次に示す順序および内容で進めた。 
 
(1) 強光照射時の細胞応答の解析 
我々の行った予備的な実験結果から、強
光・低温条件によりユーグレナの細胞増殖が
著しく阻害され、かつ細胞内にカロテノイド
類を蓄積することがわかっていたので、強光
照射による細胞増殖阻害およびカロテノイ
ド蓄積の分子機構を明らかにする一歩とし
て、強光・低温条件においてユーグレナの増
殖やカロテノイド蓄積がどのような影響を
受けるかを調べた。カロテノイドは光合成に
関与するものだけでも約150種類は存在して
おり、ユーグレナの主要カロテノイドが、培
養条件によってどの分子種が蓄積するのか
を HPLC による解析で明らかにすることを目
指した。 
 
(2) 強光応答に関わる遺伝子の探索 
強光照射とカロテノイド合成との関連を
分子レベルで明らかにすることを目指し、カ
ロテノイド合成のキーエンザイムであるフ
ィトエン合成酵素やその下流の一連のカロ
テノイド合成酵素遺伝子を、ユーグレナの
EST データベースでオーソログやホモログ配
列を探索し、cDNA クローニングにより遺伝子
を得ることを目指した。 
 
(3) カロテノイド合成遺伝子の強光応答にお
ける機能の解析 
クローニングしたカロテノイド合成遺伝子
の発現が強光・低温条件で誘導もしくは抑制
されるかどうか、あるいは遺伝子発現抑制株
を作成して生理応答を確認するなどの実験
を計画した。 
 
４．研究成果 
(1)強光照射時の細胞応答の解析 
ユーグレナ細胞を本研究室の「標準的な培
養光条件」（55μmol m-2 s-1）及び細胞増殖が
著しく阻害されかつ細胞内に赤褐色の色素
を蓄積する「強光条件」（920μmol m-2 s-1）
など、さまざまな強度の光照射下にて培養し、
それらの細胞に蓄積する色素がカロテノイ
ドであることを確認した（図 1、雑誌論文(1)）。 
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その分子種の組成比について、HPLC を用い
て測定した。その結果、ユーグレナ細胞中の
主要なカロテノイドとしてβカロテン、ネオ
キサンチン、ジアジノキサンチン、ジアトキ
サンチンが検出された（図 2、雑誌論文(1)）。
これらの 4種類のカロテノイドの中で、ジア
ジノキサンチンが約80%を占めていた（図2、
雑誌論文(1)）。また、低温・強光ストレスに
よってこれらのカロテノイドの存在割合が
変化することが明らかになった（論文投稿

中）。 
 
図 1. 様々な光強度下で培養したユーグレナ細胞の増殖

と、細胞の顕微鏡観察画像（雑誌論文(2)Fig.5 より引用） 

 

図 2. 様々な光強度下で培養したユーグレナ細胞に蓄積

するカロテノイド分子種の存在比（雑誌論文(1)Fig.3 よ

り引用 

 
(2) ユーグレナのカロテノイド合成系遺伝子
の単離・同定と発現解析 
ユーグレナにおけるカロテノイド合成経
路は明らかになっていなかったため、まず、
高等植物の既知のカロテノイド合成酵素の
アミノ酸配列を用い、ユーグレナの EST デー

タに対するアミノ酸配列のホモロジー検索
（tblastn 解析）を行った。トウガラシ
（Capsicum annuum）の PSY1 と 36.8％の同一
配列（51.6％の類似）を示す EST 配列を見出
した。この配列を含む mRNA がユーグレナ細
胞において実際に発現していることを
RT-PCR 法により確認した。 
同様に、カロテノイド合成経路の遺伝子群
の単離と機能解析を進めた。その結果、カロ
テノイド合成経路の初期段階であるゲラニ
ルゲラニルピロリン酸（GGPP）合成酵素
(CrtE)やフィトエン合成酵素 (CrtB)、フィ
トエン不飽和化酵素 (CrtP)、ζ-カロテン不
飽和化酵素 (CrtQ)のオルソログ遺伝子と推
察される EST を見出した。これらの遺伝子の
cDNA を単離し、大腸菌を宿主とする異種タン
パク質発現系を用いた相補実験を行い、機能
を確認した。好気性細菌 Pantoea ananatis
の crtE 遺伝子とともにユーグレナの crtB 
(EgcrtB)を発現させた大腸菌がフィトエン
を合成したことから、EgcrtB がフィトエン合
成酵素遺伝子であることが示された。 
さらに、これらの遺伝子が強光条件下でど
のような発現制御を受けるのかを解析した。
実験室での培養実験の結果、ユーグレナを
25 C̊・光強度 920 µmol m-2 s-1で培養した場合
に、EgcrtB の発現量が 1.3倍に上昇し(図 3、
雑誌論文(2))、細胞内にカロテノイドを蓄積
することが明らかになった（図 1、雑誌論文
(1))。 
 

 

図 3. 様々な光強度下で培養したユーグレナ細胞におけ

るカロテノイド合成遺伝子の発現レベルの解析（雑誌論

文(2)Fig.5 より引用）（C）：EgcrtE , (D): EgcrtB 

 
(3) カロテノイド合成遺伝子の強光応答にお
ける機能の解析 
ユーグレナが強光傷害回避のためにカロテ
ノイドを利用していることが考えられたの
で、カロテノイド合成遺伝子の発現量を変化
させて表現型を解析することを目指し、まず
は発現量を減少させた場合の影響を観察す
るための RNAi によるノックダウン株を作出
するための一連の実験環境の整備と条件検
討を行った。EgcrtB 遺伝子を RNAi により発
現抑制した細胞を作出した。その結果、
EgcrtB の dsRNA を導入した細胞における
EgcrtB の発現量は、培養 3日後には対照実験
区と比べて著しく減少し、培養 7日後でも発
現量の減少は持続した（図 4、雑誌論文(1)）。
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EgcrtB の発現を抑制すると、主要な総カロテ
ノイドの総量は対照区の 10％に減少し、ジア
ジノキサンチンに対するジアトキサンチン
比が増加し、1 細胞当たりのクロロフィル a
量、クロロフィルb量およびクロロフィルa/b
比いずれも有意な減少を示した（雑誌論文
(1)）。これらの細胞は培養 3日後以降に細胞
増殖が抑制され、細胞が白色化した（図 4、
雑誌論文(1)）。透過型電子顕微鏡観察の結果、
これらの細胞では葉緑体の数が著しく減少
して細胞内にパラミロン顆粒が蓄積した（雑
誌論文(1)）。 
以上の結果から、カロテノイド合成系遺伝
子の発現を抑制した細胞では、通常は良好な
増殖が見られる光条件（光強度 55 µmol m-2 s-1

連続白色光照射）でも光ストレスを受けたよ
うな表現型を示すことが明らかになり（図 4、
雑誌論文(1)）、ユーグレナ培養におけるカロ
テノイドの光ストレス緩和機能の重要性が
明らかになった。 
 

 
図 4. EgcrtB 遺伝子を RNAi により発現抑制したユーグ

レナ細胞における EgcrtB 遺伝子発現レベルの解析と表

現型の顕微鏡観察像（雑誌論文(1)Fig.4 より引用 

 
以上、本研究課題により、ユーグレナ細胞
の屋外培養での生産性が下がる環境要因の
一つが強光照射であると明確に特定するこ
とができ、カロテノイド合成と強光ストレス
との強い相関を明らかにした。カロテノイド
遺伝子の単離についても予想以上に進展し
た。そこで、カロテノイド合成系の研究を中
心に集中的に分子機構の解析を進めること
で、屋外培養での微細藻類の生産性低下の問
題解決により直接的な解決策を与える新た
な研究課題の提案を計画し、平成 29 年度に
新たに採択された科研費基盤研究Cの新たな
課題（課題番号 17K07945「微細藻類の強光ス
トレス耐性向上のための分子機構の解明」）
を通じて実現を目指すこととした。従って、

本研究課題は、実質的には平成 28 年度に終
了した。 
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