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研究成果の概要（和文）：緑藻や珪藻等の微細藻類は、脂肪酸を前駆体とする直鎖状炭化水素を、少量ではある
が生産する。また、緑藻Botryococcus brauniiは、分子の末端に二重結合を有する特異な直鎖アルケンを大量に
蓄積する。本研究では、これらの直鎖状炭化水素の生合成に関与する酵素遺伝子の特定を試みた。その中で、あ
る種の微細緑藻から最近発見されたfatty acid photodecarboxylase（FAP）遺伝子が、B.brauniiにおいても発
現している事、また、当該FAPは他藻種由来のFAP同様に、パルミチン酸およびオレイン酸から脱炭酸反応によ
り、直鎖状炭化水素を生産できる事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Microalgae such as green algae or diatoms are known to produce small amounts
 of linear hydrocarbons derived from fatty acids. The microalga, Botryococcus braunii also 
accumulates large amounts of unique linear alkenes that have a terminal double in their molecules. 
In this study, identification of genes concerned with biosynthesis of linear hydrocarbons in 
microalgae was tried. Genes coding for fatty acid photodecarboxylase (FAP), a new enzyme recently 
discovered from green microalgae were also expressed in B. braunii. FAP proteins of B. braunii could
 produce linear hydrocarbons from fatty acids such as palmitic acid or oleic acid.

研究分野：水産化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、石油に代表される化石燃料の燃焼に
伴う二酸化炭素の排出により、地球規模での
環境悪化が懸念されていることから、再生産
可能なバイオ燃料が注目を浴びている。その
様な状況下、生産の場を巡って食用農作物と
競合しないことや、単位日照面積当たりの炭
酸固定速度が大きいことから、微細藻類が生
産・蓄積する脂質を、バイオ燃料として利用
する試みがなされている。多くの微細藻類が、
著料蓄積する脂質はトリグリセリドであり、
脂肪酸メチルエステルへと変換することで、
ディーゼル系燃料としての利用が可能であ
る。しかしながら脂肪酸由来の燃料は、分子
内に酸素原子を含んでいるため、単位重量当
たりの燃焼熱が比較的小さいという難点が
ある。これに対し、炭素原子と水素原子のみ
からなる炭化水素は、単位重量当たりの燃焼
熱が大きいことから、航空燃料としての用途
が考えられている。微細藻類の多くは、トリ
グリセリドに加えて、炭化水素を生産するこ
と が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 緑 藻 の
Chlamydomonas reinhardtii や 海 産 珪 藻
Phaeodactylum tricornutum には、奇数個の
炭素鎖からなる n-ヘプタデカン等の直鎖状
炭化水素が存在する。しかしながら、それら
の含量は通常、藻体乾燥重量の 1％以下であ
り、燃料としての利用は難しい。例外的に大
量の炭化水素を生産・蓄積する微細藻類とし
て、トレボクシア藻綱の Botryococcus 
braunii がある。本藻種には、奇数個の炭素
鎖からなる直鎖状炭化水素を生産するA品種、
トリテルペン系炭化水素を生産するB品種お
よびテトラテルペン系炭化水素を生産する L
品種の 3 品種がある。これらの内、B および
L 品種が生産するテルペン系炭化水素は、ス
クアレン合成酵素に類似した酵素により生
合成されることが明らかになっていたが、A
品種が生産する直鎖状炭化水素の生合成機
構については、過去に断片的な知見が得られ
ているのみで、生合成に関わる酵素の特定は
されていなかった。これに対し、微細藻類以
外の生物では、脂肪酸から派生する直鎖炭化
水素の生合成に関与する酵素が、同定されつ
つあった。例えば、高等植物の葉の表面等に
存在する直鎖炭化水素は、超長鎖脂肪酸をア
ルデヒドに還元する脂肪酸還元酵素（CER3）、
および当該アルデヒドを炭化水素に変換す
るアルデヒドデカルボニラーゼ（CER1）によ
り生成することが示された。また、シアノバ
クテリアに見られる直鎖アルケンは、Ｉ型ポ
リケタイド合成酵素と相同性のあるタンパ
ク質により、生合成されることも明らかにな
った。この様に、他種生物における脂肪酸由
来の直鎖炭化水素の生合成に関与する酵素
に関する情報が、入手可能になったことのみ
な ら ず 、 モ デ ル 微 細 藻 類 で あ る C. 
reinhardtii や P. tricornutum 等の遺伝子情
報に加え、B. braunii の 3 品種についても、
米国 Texas A&M 大学との連携により、トラン

スクリプトームデータベースが拡充された
ことから、今まで詳細が不明だった微細藻類、
特に B. braunii の直鎖状炭化水素の生合成
に関与する酵素の特定を進める好機が来た
ものと考えられた。 
 
２．研究の目的 
（１）微細藻類からの CER1 および CER3 類似
酵素遺伝子の単離および機能同定 
 多様な微細藻類において存在が認められ
ている直鎖状炭化水素は、高等植物が生産す
る炭化水素と化学構造が似ていることから、
微細藻類においても CER1 および CER3 と相同
性のあるタンパク質が、直鎖状炭化水素の生
合成に関与している可能性が考えられた。そ
こで、C. reinhardtii や P. tricornutum 等
のゲノムおよびトランスクリプトームデー
タベースから、CER1 および CER3 と相同性を
示す遺伝子を探索し、それらの機能を異種生
物発現系を用いて、同定することを目的とし
た。 
（２）CER1 および CER3 の遺伝子発現メカニ
ズムの解明 
 微細藻類における直鎖状炭化水素の生理
機能は不明である。そこで（１）において CER1
および CER3 様遺伝子が取得できた場合、そ
れらの発現調節領域をゲノム配列から取得
し、その下流に緑色蛍光タンパク質等のレポ
ーター遺伝子を融合させたキメラ遺伝子を
作製する。このキメラ遺伝子で形質転換した
当該微細藻種を、様々な環境下で培養し、そ
の遺伝子発現レベルを解析することで、炭化
水素生合成が、如何なる外的シグナルを受け
て制御されているかを調べる。これにより、
微細藻類における直鎖状炭化水素の生理的
存在意義を明らかにすることを目的とした。 
（３）CER1 および CER3 過剰発現株における
炭化水素生産能の評価 
（１）により CER1 および CER3 が得られた
藻種につき、強力な内在性プロモーターによ
りこれらの遺伝子を過剰発現する藻株を作
製し、それらの炭化水素生産能を評価するこ
とを目的とした。 
（４）B. braunii A 品種における直鎖状炭化
水素生合成酵素活性検出法の確立 
 B. braunii の A品種の細胞ホモジネートに
おいて、比較的炭素鎖が短い脂肪族アルデヒ
ドを直鎖アルカンに変換する活性は検出さ
れているが、実際に藻体中に見られる、炭素
数が 23 以上の奇数で、分子の末端に二重結
合を有する直鎖アルケンの生合成活性は検
出されていない。B. braunii の A 品種に見ら
れる直鎖アルケンは、他種微細藻類に見られ
る直鎖アルカン、および直鎖アルケンとは構
造が異なる事から、CER1 等の既知酵素とは異
なる酵素により生成する可能性も考えられ
る。そこで、新規酵素の探索を容易にするた
め、B. braunii の A 品種における炭化水素生
合成酵素活性の in vitro 検出法の確立を目
的とした。 



（５）B. braunii A 品種における直鎖アルケ
ン生合成関連酵素遺伝子の探索および機能
同定 
 上記の様に、B. braunii A 品種では、他の
微細藻類とは異なる酵素により直鎖アルケ
ンが生合成されている可能性がある。そこで
他生物種において見つかっている、CER1 およ
び CER3 様遺伝子とは異なるタイプの直鎖状
炭化生合成関連酵素遺伝子ホモログを、トラ
ンスクリプトームデータベースから探索す
る。候補遺伝子が見つかった場合は、異種生
物発現系を用いて、その機能同定を試みるこ
とを目的とした。 
（６）B. braunii A 品種における直鎖アルケ
ン生合成関連酵素遺伝子の発現解析 
（５）により B. braunii A 品種における直
鎖アルケン生合成関連酵素遺伝子が特定さ
れた場合、異なる培養条件下で B. braunii
の A 品種を培養し、当該遺伝子の発現解析を
行うことで、本藻種における直鎖状炭化水素
の生物学的存在意義に関する知見を蓄積す
る事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）各種高等植物に分布する CER1 および
CER3 につき、塩基配列および演繹アミノ酸配
列情報を、データベース上から網羅的に取得
した。これらを探索子として、C. reinhardtii、
P. tricornutum および B. braunii 3 品種の
トランスクリプトームデータベースから、相
同性のある遺伝子のスクリーリングを行っ
た。また、各種高等植物の CER1 および CER3
の演繹アミノ酸配列につき多重整列を行い、
種間を越えて良く保存されている領域のア
ミノ酸配列を参考に、縮重プライマーを作製
した。研究代表者が保持している B. braunii
の A および B 品種の cDNA ライブラリーを鋳
型とし、当該縮重プライマーを用いて PCR に
より当該遺伝子の増幅を試みた。 
（２）B. braunii の A 品種である Yamanaka
株を、改変Chu13培地を用いて通気培養した。
定期的に一定量の藻体懸濁液を抜き取り、予
め恒量を求めたグラスフィルター上に、藻体
を吸引ろ過により回収した。得られた藻体を
純水で洗浄後、フィルターごと凍結乾燥し、
藻体の乾燥重量を求めた。これと並行して、
得られた藻体における炭化水素含量を測定
することで、活発に炭化水素生産を行ってい
る時期を特定した。この炭化水素生合成が活
発な時期の藻体につき、細胞ホモジネートを
調製し、放射性同位体で標識した各種基質と
インキュベートした。反応生成物を n-ヘキサ
ンにより抽出し、薄層クロマトグラフィーで
展開した後、炭化水素画分における放射能を
測定することで、炭化水素生合成活性の検出
を試みた。 
（３）B. braunii の A 品種が生産する、分子
の末端に二重結合を有する直鎖アルケンは、
既往研究から CER1 および CER3 とは異なる酵
素により生成している可能性も考えられた。

そこで、B. braunii のトランスクリプトーム
データベースから、CER1およびCER3以外の、
直鎖状炭化水素生産に関与する酵素と相同
性のあるタンパク質をコードしている可能
性のある遺伝子の探索を行った。得られた遺
伝子につき、大腸菌あるいは酵母において異
種生物発現を行い、それらの脂溶性成分につ
き GC-MS 分析を行うことで、当該酵素遺伝子
の機能の特定を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）微細藻類からの CER1 および CER3 遺伝
子取得の試み 
 高等植物における直鎖状炭化水素の生成
が、CER3 タンパク質による超長鎖脂肪酸のア
ルデヒドへの還元、および CER1 タンパク質
による当該アルデヒドからの脱炭酸反応に
よるものであることから、微細藻類、特に高
等 植 物 と 同 じ 緑 色 植 物 に 属 す る C. 
reinhardtii や B. braunii が生産する直鎖状
炭化水素も、同様の機構により生成するもの
と推定し、微細藻類からの CER1 および CER3
遺伝子の取得を試みた。データベース上で取
得した各種高等植物由来の CER1 および CER3
の演繹アミノ酸配列の多重配列を行ったと
ころ、単子葉植物、双子葉植物に共通して、
非常によく保存されている領域が存在した。
そこで高等植物由来 CER1 および CER3 の演繹
ア ミ ノ 酸 配 列 を 探 索 子 と し て 、 C. 
reinhardtii や B. braunii のトランスクリプ
トームデータベースから、相同性を示す遺伝
子のスクリーニングを行った。その結果、低
いながらも相同性を示す遺伝子を見出すこ
とはできたものの、それらの演繹アミノ酸配
列中には、高等植物において種間を越えて保
存されている領域が見つからなかったこと
から、得られた配列は、機能を有する CER1
および CER3 をコードしていないものと考え
られた。次に各種高等植物由来 CER において
保存されているアミノ酸配列を基にした、数
組の縮重プライマーを用い、各種微細藻類由
来のゲノム DNAあるいは cDNA を鋳型として、
PCR による当該遺伝子の増幅を試みた。プラ
イマー特異的なPCR産物が得られる事もあっ
たが、それらの演繹アミノ酸配列には、高等
植物由来CERで保存されている領域は含まれ
ていなかった。これらのことから、微細藻類
に見られる直鎖状炭化水素は、高等植物同様
に CER1 および CER3 の働きにより生成するも
のでは無いと考え、別の機構による炭化水素
生合成の可能性を検証することとした。 
（２）B. braunii のＡ品種における直鎖長鎖
アルケン生合成活性検出の試み 
 既往研究において、B. braunii の A品種の
培養藻体に、放射性同位体で標識したオレイ
ン酸を添加すると、放射能を有する直鎖長鎖
アルケンが蓄積することが確認されている。
また、この長鎖アルケン生合成活性は、炭素
鎖伸長反応の阻害剤であるトリクロロ酢酸
や、脱炭酸反応の阻害剤であるジチオエリス



リトールの添加により阻害されることも判
っている。しかしながら、藻体ホモジネート
を用いた in vitro のアッセイ系において、
この長鎖アルケンの生合成活性が確認され
たことは無かった。これに対し、B. braunii
の A 品種の藻体ホモジネートを、放射性同位
体で標識したステアリン酸、あるいはオクタ
デカナールとともにインキュベートすると、
放射能を有する n-ヘプタデカンが生成する
ことが報告されている。そこで藻体ホモジネ
ートを用いた in vitro のアッセイ系におい
て、上記直鎖アルケンの生合成活性の検出を
可能にすべく、種々条件検討を行った。B. 
braunii の藻体ホモジネートを調製する際に
は、通常、湿藻体を液体窒素で凍結し、乳鉢
と乳棒を用いて細胞を破砕する。しかし、活
発に炭化水素を生合成していると考えられ
る時期の Yamanaka 株から、この方法により
調製した細胞ホモジネートを用いて、上記直
鎖状炭化水素の生合成活性の検出を試みた
が、明瞭な活性は検出できなかった。これは
細胞の破砕が十分で無いことに由来する可
能性が考えられた。B. braunii の個々の細胞
は、「細胞外マトリクス」と呼ばれる藻体自
身が生産する、弾性を有するポリマーにより
繋ぎ止められて群体を形成しており、この細
胞外マトリクスが緩衝剤となって、細胞の破
砕を妨げている可能性がある。既往研究にお
いて、in vitro での n-ヘプタデカンの生合
成活性が検出された株は、群体形成能が乏し
く、細胞外マトリクスも脆弱であった。そこ
で、細胞破砕率の向上を求め、ガラスビーズ
法等の種々の破砕法を試みたところ、フレン
チプレス法により、容易に細胞の破砕を行う
ことができた。しかしながら、同法により調
製した細胞ホモジネートと、乳鉢・乳棒によ
り調製したホモジネートについて、スクアレ
ン合成酵素活性を比較したところ、前者で比
活性が大幅に下がっていたことから、細胞破
砕過程における酵素タンパク質の変性、失活
が生じていることが疑われた。したがってミ
クロソーム画分の酵素活性を保持しつつ、効
率良く細胞を破砕する手法の開発が必要で
あることが示唆された。 
（３）CER1およびCER3とは異なるB. braunii 
A 品種由来直鎖アルケン生合成関連酵素遺伝
子の探索 
 （１）で述べた様に、微細藻類から CER 様
遺伝子を単離する事ができなかったことか
ら、他の機構により直鎖状炭化水素を生成す
る酵素遺伝子の探索を行った。既往研究から、
B. braunii のＡ品種が生産する、分子の末端
に二重結合を有する直鎖アルケンの生成に
は、オレイン酸あるいはオレイル CoA を基質
として、C2単位で炭素鎖が伸長することが必
要なことから、脂肪酸合成酵素に類似した酵
素が、反応に関与している可能性が考えられ
た。そこで、B. braunii のトランスクリプト
ームデータベースにつき、脂肪酸合成酵素遺
伝子に類似したものを探索したところ、植物

細胞に普遍的に見られるⅡ型脂肪酸合成酵
素遺伝子に加え、ユニークな脂肪酸合成酵素
様遺伝子が複数見つかった。当該遺伝子の 1
つを、Yamanaka 株の cDNA ライブラリーから
単離し、その塩基配列を解析したところ、
2277 アミノ酸残基をコードしており、脂肪鎖
の伸長に必要な機能ドメインを複数有して
いた。そこで当該遺伝子を酵母発現系ベクタ
ーに導入し、酵母内で異種細胞発現を行った。
当該酵母細胞から脂溶性成分を抽出し、
GC-MS 分析に付したが、ベクターのみを導入
したネガティブコントロールと比べて、顕著
な組成の差は見られず、当該遺伝子特異的な
長鎖脂肪族化合物の蓄積は認められなかっ
た。今後は大腸菌での当該リコンビナントタ
ンパク質の作製を行い、in vitro での酵素活
性の検出を試みる予定である。 
（ ４ ） B. braunii か ら の fatty acid 
photodecarboxylase 遺伝子の単離と機能解
析 
 本研究課題の進行中の 2017 年に、C. 
reinhardtii や Chlorella variablilis 等の
緑藻において、脂肪酸を基質とし、光エネル
ギーを利用して直鎖状炭化水素を生産する
新規酵素「fatty acid photodecarboxylase
（以下 FAP と略）」の存在が報告された
（Sorigue et al., Science, 357, 903-907, 
2017）。当該酵素のホモログは緑藻のみなら
ず、他の分類群の微細藻類にも存在すること
が明らかとなった。そこで B. braunii の A
品種である Yamanaka 株、B品種である Showa
株、および L品種である Songkla Nakarin 株
のトランスクリプトームデータベースを探
索したところ、直鎖アルケンを生成する A品
種のみならず、テルペン系炭化水素を生産す
る B および L 品種にも、FAP のホモログ遺伝
子が発現していた。そこで B. braunii の A
および B品種由来の FAP様遺伝子 BbFAP-A お
よび BbFAP-B につき、全長 cDNA クローニン
グを行った。BbFAP-Aは643アミノ酸残基を、
BbFAP-B は 641 アミノ酸残基をコードしてお
り、両者とも N 末端側には C. reinhardtii
や C. variablilis 由来の FAP と同様に、葉
緑体への移行シグナルペプチドをコードし
ていると推定される配列を有していた。そこ
で、葉緑体移行シグナルペプチドをコードし
ている領域を除去し、大腸菌発現用にコドン
改変したBbFAP-AおよびBをpET32に挿入し、
タ ン パ ク 質 発 現 用 プ ラ ス ミ ド
（pET32-BbFAP-A および pET32-BbFAP-B）を
作製した。当該プラスミドを用いて大腸菌
BL21(DE3)株を形質転換し、IPTG により発現
誘導を行った。ネガティブコントロールとし
て pET32b のみを導入した大腸菌を用いた。
誘導開始2.5時間後に回収した菌体の粗ホモ
ジネート、および遠心分離後の上清画分につ
いて SDS-PAGE 解析を行った。その結果、
BbFAP-A および BbFAP-B は、分子量約 77kDa
のチオレドキシン融合タンパク質として発
現し、その一部は可溶性画分に存在すること



が確認された。 
そこで上記の誘導処理後の各大腸菌を、白
色光下で 12 時間インキュベートした後、細
胞内の脂溶性成分を、アセトンおよび n-ヘキ
サンを用いて抽出し、GC-MS 分析に付した。
ネガティブコントロールである pET32b のみ
を導入した大腸菌の脂溶性成分では、パルミ
チン酸およびオレイン酸が主成分として検
出されたものの、著量の炭化水素は検出され
なかった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．pET32b で形質転換した大腸菌の脂溶性
成分の GC-MS 分析結果 
クロマトグラム中のピーク1がパルミチン酸、
ピーク 2がオレイン酸 
 
これに対し、BbFAP-A および BbFAP-B を生産
している大腸菌のアセトン抽出物では、n-ペ
ンタデカンと 8-ヘプタデセンが主成分とし
て検出された（図２および図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．pET32-BbFAP-A で形質転換した大腸菌
の脂溶性成分の GC-MS 分析結果 
クロマトグラムのピーク１が n-ペンタデカ
ン、ピーク 2が 8−ヘプタデセン 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．pET32-BbFAP-B で形質転換した大腸菌
の脂溶性成分の GC-MS 分析結果 
クロマトグラムのピーク１が n-ペンタデカ
ン、ピーク 2が 8−ヘプタデセン 
 
これらのことから、BbFAP-A および BbFAP-B
は、C. reinhardtii や C. variablilis 由来
の FAP と同様に、大腸菌の内在性脂肪酸であ
るパルミチン酸およびオレイン酸から、脱炭
酸反応により、炭素数が 1つ少ない直鎖状炭
化水素を生成する機能を有していることが
判った。一方、B. braunii の炭化水素画分か
らは、n-ペンタデカンや 8-ヘプタデカンは、
通常検出できないことを考えると、同藻にお
いてFAP遺伝子が発現していることの生物学
的意義は未だ不明である。また、BbFAP によ
り大腸菌内で生成した直鎖アルケンが、1-ヘ
プタデセンでは無く、8-ヘプタデセンであっ
たことから、BbFAP-A および BbFAP-B は、炭
化水素骨格に新たな二重結合を導入するこ
とは無く、元来Δ9 位に二重結合を有してい
たオレイン酸から、直鎖アルケンを生成して
いるものと考えられた。これに対し、B. 
braunii の A 品種が生産・蓄積する直鎖アル
ケンの分子末端には、二重結合が存在するこ
とから、今回得られたBbFAP-AおよびBbFAP-B
による直鎖炭化水素の生成機構とは異なる
機構により、生産されることが示唆された。
しかしながら、B. braunii の A 品種由来の
FAP が、他の緑藻由来の同酵素とは異なり、
C14〜C18の脂肪酸に加えて、C32等の超長鎖脂
肪酸をも基質として直鎖状炭化水素を生成
することができるのであれば、その炭化水素
の分子の末端に、B. braunii が有する別の未
知酵素が不飽和結合を導入することで、B. 
braunii の A 品種に特異的な炭化水素が生成
する可能性も、完全には排除できないことか
ら、引き続き B. braunii 由来 FAP の性状解
明をすることの必要性が考えられた。 
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