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研究成果の概要（和文）：従来、活用されていなかったアオコのような微細藻類から油脂を抽出した後の残渣の
利活用について、亜臨界水処理によるアミノ酸やタンパク質への分解を検討した。例えば、微細藻類の
Nannochloropsis oceaniaの油脂抽出において、液化ジメチルエーテル（DME）を用いて油脂抽出を行った後に、
この抽出残渣を亜臨界水処理した。抽出残渣を亜臨界水処理すると、最大で抽出残渣の21.5%が、水溶性タンパ
ク質として分解され、水相に移行することが明らかになった。次の藻類の培養サイクルへの、藻類の栄養源とな
るタンパク質水溶液として、窒素栄養源としての再利用に利用できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Decomposition of microalgae residue obtained after lipid was extracted 
microalgae was examined. Microalgae residue was decomposed by subcritical water and it was converted
 to amino acids and/or protein. In this study, Nannochloropsis oceania was employed as microalgae, 
and lipid was extracted liquefied dimethyl ether. By decomposition by subcritical water, maximum 
value of residue decomposed to protein was 21.5% of the residue. This result was implies that 
decomposition of microalgae residue has a potential to use the residue as nutrition resources to 
cultivate microalgae.    

研究分野： プロセス工学

キーワード： 微細藻類　亜臨界水　ジメチルエーテル　蛋白質
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１．研究開始当初の背景 
アオコは人為的な発生制御が難しいので、

回収時には腐敗した状態になることが多い。
また、アオコの主要藻類であるミクロキスチ
スは、その多くが有毒種であるので、廃棄物
として焼却処分される。その上に、アオコの
殆どが水なので、焼却処分の際には多量の水
の蒸発潜熱が必要になる。この熱エネルギー
源として化石燃料を用いるので CO2 を排出
する。 
しかし、本来、アオコの大量発生は、富栄

養化した水質を浄化する自然界のメカニズ
ムの一つであり、人間活動と共存できないだ
けである。更に、アオコに代表される微細藻
類の増殖能力（CO2 固定能力）・水中の富栄
養化物質の固定能力は、高等植物の能力と比
べて突出して高い。 
研究代表者（神田英輝）は、液化ジメチル

エーテル(DME)を抽剤に用いて、高品質の油
脂や重油を光合成する微細藻ミドリムシ・ボ
ツリオコッカス・ナンノクロロプシスを、水
分 70%以上のペースト状態のまま、細胞膜や
細胞壁を破壊せずに、従来のHexane Soxhlet
抽出法や、Bligh–Dyer 抽出法と同じ収率・
品質で、油脂や重油を抽出することに成功し
た。 
アオコにはラン藻・ミドリムシ・ボツリオ

コッカス・ナンノクロロプシスなど、様々な
微細藻類が多く含まれている。 
研究分担者（後藤元信）は、亜臨界水を用

いた草木質バイオマスの分解研究を重ねる
中で、草木質バイオマスに含まれる油脂(低窒
素含有)は『何らかの方法で』事前に除去して
グリーン燃料化して、亜臨界水で残渣(高窒素
含有)を殺菌すると同時に、アミノ酸に分解す
るのが望ましいと考えた。この二人の異分野
の研究成果を融合させることで、本研究を着
想するに至った。 
 
２．研究の目的 
中国等の新興国の湖や海、国内の霞ヶ浦で

は、湖水や海水の富栄養化が進み、アオコの
大量発生が問題になっている。アオコの多く
が有毒種であり、水圏生態系を破壊するうえ
に、腐敗して悪臭源にもなる。このため、ア
オコは焼却処分されている。しかし、本来、
アオコの大量発生は自然界の浄化メカニズ
ムの一つであり、人間の生活や経済活動と共
存できないだけである。 
一方で、アオコは高等植物に比べて光合成

能力に優れ、細胞内に CO2 を油脂として固
定でき、窒素含有量が多い特徴がある。つま
り、アオコを最適に処理することが可能にな
れば、水中の富栄養化物の除去、アンモニア
合成に代わる窒素回収、グリーン燃料の生産
を、一挙に達成でき、人間との共存が可能に
なる。 
 
３．研究の方法 
まず、第１工程として、従来の Hexane 

Soxhlet抽出法やBligh–Dyer抽出法ではなく、
DME 抽出法を採用して、湖水も含む水分大過
剰のアオコから油脂を直接抽出する。様々な
微細藻類を内容積10cm3の耐圧硝子管に5cm3
充填して抽出カラムとして用いる。生じた残
渣の元素比率（C･H･O･N）や保有熱量を分析
して明らかにする。抽出カラムに、液化 DME
を 20℃・0.51MPa で 10cm3/min の速度で供給
し、抽出カラムの内部にて微細藻類から油脂
を抽出した。抽出に用いた液化 DME を大気圧
に減圧すると、DME が蒸発して、液体の水と
油脂が得られる。抽出カラムには、油脂が抽
出除去された残渣が残り、これを第２工程で
用いた。 

Fig. 1  液化 DME 抽出装置 
 

 
第２工程として、DME で油脂を抽出した後

の微細藻類の残渣を、微細藻類の培養工程で
アミノ酸やタンパク質などの窒素化合物と
して再利用するため、抽出残渣を亜臨界水で
処理した。DME を用いた油脂の抽出工程にお
いて、十分に油脂を抽出した微細藻類の残渣
を用いた。その残渣 0.3 g と水 5 ml を、内
径1cm、容量10mlのバッチ式反応器(AKIKO 振
盪式リアクター加熱撹拌装置)に挿入し、高
温高圧状態で 30 分間振盪撹拌を行った。撹
拌中、内部の水は臨界点に近づき亜臨界状態
になる。温度条件は 150 ℃、175 ℃、200 ℃、
225 ℃にて亜臨界水処理を行った。 
実験終了後、反応器が常温程度に冷えた後

に、内容物を回収し、遠心分離機(TYPE THM 
100VAC 50/60Hz SAKUMA SEISAKUSHO LTD. )
を用いて、回転数 900 rpm にて 20 分ほど遠
心分離を行った。遠心分離後、回収物は上澄
み液と分解後の沈殿物に分けられた（Fig.2）。
アミノ酸やタンパク質は上澄み液に含まれ
ており、上澄み液をに含まれるアミノ酸及び
タンパク質分析を行った。 
DME で抽出後の微細藻類の残渣から、亜臨

界水処理によって上澄み液へ移行した物質
の成分を推測するために、底に堆積した沈殿
物と亜臨界水処理前の抽出残渣をCHNコーダ
ーにて元素組成比を分析し、比較した。 
 
 



微細藻類の抽出残渣を 30 分間亜臨界水処
理した後、遠心分離にて得た上澄み液中に含
まれるアミノ酸、タンパク質を分析した。 
アミノ酸の分析は、分析するアミノ酸の種

類によって手法が変わる。今回は 18 種類の
アミノ酸を定量分析するため3つの分析を行
った。15 種類のアミノ酸(アルギニン、リジ
ン、ヒスチジン、フェニルアラニン、チロシ
ン、ロイシン、イソロイシン、バリン、アラ
ニン、グリシン、プロリン、グルタミン酸、
セリン、スレオニン、アスパラギン酸)の分
析と、シスチン及びメチオニンの分析、トリ
プトファンの分析の3方法のアミノ酸分析を
行った。 
15種類のアミノ酸については、試料1ｇに、

0.04%2-メルカプトエタノール含有 20%塩酸
20ml を加えた後に、脱気・封管したのち、50ml
の溶液を分取して、減圧濃縮乾固して、クエ
ン酸ナトリウム緩衝液（pH2.2）5ml を加えて
乾固物を溶解した。この溶液をアミノ酸自動
分析計に供した。アミノ酸自動分析計として
は JIC-500/V (日本電子株式会社)を用い、
カラムに LCR-6, Ф4mm×120mm(日本電子株
式会社)、移動相にクエン酸ナトリウム緩衝
液(H-01～H-04) (日本電子株式会社)、反応
液に日本電子用ニンヒドリン発色溶液キッ
ト-Ⅱ (和光純薬工業株式会社)、流量は移
動相 0.42 ml/min、反応液 0.22 ml/min、測
定波長は、570 nm (プロリンを除く 14 種)と
440 nm (プロリン)とした。 
シスチン及びメチオニンの分析について

は、試料 1gに過ギ酸溶液を25ml加えた後に、
過ギ酸酸化処理を冷倉庫内で16時間行った。
これを減圧濃縮乾固して、50ml を分取し、減
圧濃縮乾固して、クエン酸ナトリウム緩衝液
（pH2.2）5ml を加えて乾固物を溶解した。こ
の溶液をアミノ酸自動分析計に供した。アミ
ノ酸自動分析計としては JIC-500/V (日本
電子株式会社)を用い、カラムに LCR-6, Ф
4mm×120mm(日本電子株式会社)、移動相にク
エン酸リチウム緩衝液(P-11、P-12 (日本電
子株式会社)、反応液に日本電子用ニンヒド
リン発色溶液キット-Ⅱ (和光純薬工業株
式会社)、流量は移動相 0.40 ml/min、反応液
0.30 ml/min、測定波長は、570 nm とした。 
トリプトファンの分析については、試料 

1.5g に水酸化バリウム水和物 7.8g と水
4.5mlと60%チオジエチレングリコール0.5ml
を加えた後に、加熱・溶解と脱気・封管して、

205 塩酸 50ml を加えた後に 2mol/l の水酸化
ナトリウム水溶液で中和・微アルカリに調整
するとともに、50ml を分取して、この溶液を
アミノ酸自動分析計に供した。アミノ酸自動
分析計としては LC-20SD (株式会社 島津製
作所)を用い、検出器には蛍光分光光度計 
RF-20Axs (株式会社 島津製作所)、カラム
には CAPCELL,PAK C18 AQ, Ф4.6mm×250mm 
(株式会社 資正党)、移動相に 20 mmol/l 過
塩素酸及びメタノールの混液(80:20)、流量
は 0.7 ml/min、蛍光励起波長は 285 nm、蛍
光測定波長は 348nm とした。カラム温度は
40℃とした。 
タンパク質の分析方法は、いずれも、脱

気・封管の後に、110℃、24 時間の加水分解
反応の工程が加わっただけで、アミノ酸の分
析方法と殆ど同じである。また、アミノ酸の
分析と同様に、タンパク質から分解されたア
ミノ酸も、3つの分析を行った。 
すなわち、もともと単独で上澄み液中に溶

解しているアミノ酸を分析するのと、上澄み
液中に溶解しているタンパク質を加水分解
してできたアミノ酸を分析した。 
 
４．研究成果 
 DME にて、油脂抽出後の微細藻類の抽出残
渣を亜臨界水処理した。その亜臨界水処理溶
液を回収し遠心分離すると、上澄み液と沈殿
物が得られた。残渣の亜臨界水処理によって
分解されたアミノ酸とタンパク質は、上澄み
液に移行したと考えられる。上澄み液と分解
後の沈殿物を各々分析した。Table 1 に、微
細藻類として、Nannochloropsis oceania を
用い、亜臨界水処理によって底に堆積した固
形物の重量と、亜臨界水分解前の残渣の重量
割合を示す。 
 
Table 1 亜臨界水処理前後の残渣重量割合 

温度 (℃)  (分解後の沈殿物) 
      /(分解前の抽出残渣) (g/g) 
150℃  0.67 
175℃  0.28 
200℃  0.32 

 225℃  0.36      
 
150℃～175℃にかけて、急激に亜臨界水処

理によって残った重量が減少した。175℃以
上の温度では、分解前後の重量割合に大きな
変化は見られない。この 150℃～175℃の範囲
内のある温度から、抽出残渣が急激に分解さ
れると考えられる。 
 
DME で抽出後の N. oceania 残渣ならびに、

亜臨界水処理後に得られた底部の沈殿物を
CHN コーダーにて分析し、元素組成比を比較
した(Table 2)。亜臨界水分解後の沈殿物に
含まれる、窒素元素と酸素元素の割合が減少
していることが明らかになった。これは、上
澄み液に窒素原子と酸素原子の割合が高い
物質が移行し、その物質がアミノ酸やタンパ

・上澄み液
(アミノ酸、タンパク質含有)

・沈殿物

・上澄み液
(アミノ酸、タンパク質含有)

・沈殿物

 
Fig. 2 抽出残渣を亜臨界水で処理した
後に遠心分離した溶液 



ク質であると考えた。 
 
Table 2 亜臨界水処理による残渣構成元素割
合の変化 
亜臨界水温度(℃) C(%) H(%) N(%) O(%) 
処理前   48.8  7.8 10.2 33.2 
150   52.5  7.9 10.0 29.6 
175   52.8  7.7  9.4 30.1 
200   55.7  7.8  8.7 27.9 
225   60.9  8.3  7.5 23.3 
 
抽出残渣が十分に分解された200℃で30分

間亜臨界水処理して、遠心分離によって得ら
れた上澄み液に含まれるアミノ酸、タンパク
質の量を分析した。まず、アミノ酸を分析し
たが、上澄み液からは検出されなかった。一
方で、上澄み液に加水分解を行ったところ、
タンパク質に由来するアミノ酸が検出され
た。Table 3 は、上澄み液に含まれるタンパ
ク質を加水分解して検出されたアミノ酸の
重量を示す。上澄み液 100 g あたりの各アミ
ノ酸重量を示している。 
 
Table 3 亜臨界水処理によって得られた水溶
性タンパク質を構成するアミノ酸 
アミノ酸  水溶液の含有量(mg/100g) 
リジン   49.0 
ヒスチジン   － 
ロイシン   80.5 
イソロイシン  38.0 
メチオニン  27.0 
バリン   63.5 
スレオニン  42.0 
トリプトファン   － 
フェニルアラニン  47.5 
アルギリン  51.0 
チロシン   36.0 
アラニン   81.5 
グリシン   73.5 
プロリン   64.0 
グルタミン酸  164.5 
セリン   41.5 
アスパラギン酸  63.0 
シスチン    －      
 
上澄み液 100 g あたりから検出されたアミ

ノ酸は、必須アミノ酸が 347.5mg、その他の
アミノ酸が 575.0 mg、合計で 922.5 mg のア
ミノ酸が含有していた。このアミノ酸水溶液
は約 0.92%の濃度であり、抽出残渣 0.31 g か
ら分解された総タンパク質量は、加水分解後
のアミノ酸換算で 45.3mg となり、抽出残渣
1g につき 0.146 g となった。また、Table. 14
より、200℃にて抽出残渣の亜臨界水処理を
行った際、亜臨界水処理前後で抽出残渣 1 g
につき、0.68 g 減少している。抽出残渣重量
の減少分の 21.5%がタンパク質へ分解された
ことが明らかになった。 
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