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研究成果の概要（和文）：単細胞ラン藻スイゼンジノリ（Aphanothece sacrum）は300年以上食用として養殖さ
れてきた本邦固有種で、近年細胞外多糖（EPS）が新規有用バイオ資源として注目されている。本藻のEPS合成分
子機構解明を目的に、養殖場から独自に分離したクローン２株を用い (1)増殖とEPS合成の至適条件は20℃、光
強度約80μmol/平米・秒である、(2)EPSは５種の主要単糖からなる分子量約10,000 kDaの巨大分子であることを
示し、(3)炭素重イオンビーム照射処理によるEPS関連突然変異株作出の試み、(4)全ゲノム塩基配列決定と、EPS
合成・細胞外放出関連遺伝子の同定を行った。

研究成果の概要（英文）：Unicellular cyanobacterium Aphanothece sacrum (Suizenji-Nori) has been 
cultured in open-air aqua-farms for more than 300 years as a food source in Japan. At present, the 
exopolysaccharide (EPS) of A. sacrum attracts as a useful bio-resource. To elucidate the molecular 
mechanisms related to EPS synthesis and export in A. sacrum, two clonal strains were isolated from a
 traditional aqua-farm and used. Results revealed that (1) the optimum conditions for growth and EPS
 synthesis were at around 20C and the light intensity of ca. 80 μmole/sq.m・sec (12h light/12h dark
 cycles) , (2)purified EPS consisted of five major monosaccharids with a large molecular weight of 
ca. 10,000 kDa. (3)creation of mutants related to EPS synthesis was tried using heavy ion carbon 
beam irradiation. (4) the whole genome sequence of the two strains were determined. Analysis of 
putative genes involved in EPS synthesis and export suggests that the Wzy-dependent pathway is 
participate in EPS production of A. sacrum. 

研究分野： 植物生理学・藻類学
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１．研究開始当初の背景 
ラン藻が合成・細胞外に放出する多糖

（Exopolysaccharide 以下 EPS）は高い保水
力・優れた金属吸着能等を有する機能性生物
ポリマーで、新規バイオ資源としての利用が
期待されている。本研究で用いたスイゼンジ
ノリ(Aphanothece sacrum)は、江戸時代から
清流を利用した伝統的手法で食用として養
殖されてきた我が国固有の淡水性単細胞ラ
ン藻で、EPS はサクランⓇの名称で化粧品添
加剤などの利用に需要が高まっている。しか
し近年環境悪化により屋外で天然の流水を
用いた養殖によるスイゼンジノリの生産量
は激減し、屋内植物工場によるスイゼンジノ
リ生産が期待されている。しかし、養殖の基
盤となる本藻の生理特性や、EPS の合成・放
出の分子メカニズムは不明である。申請者ら
は本藻の EPS 合成系解明に利用可能なクロ
ーン株を伝統的な養殖場で培養されてきた
スイゼンジノリから独自に作成し、室内培養
系の確立を進めてきた。 
２．研究の目的 
 現在不明のままのスイゼンジノリの生理
特性と EPS 合成・放出の分子メカニズムを
明らかにすることを最終目的に、独自に確立
したクローン株培養系を用い(1)培地の開発
と EPS 合成に関わる生育環境条件の検討、
(2)EPS の化学特性の解明、(3)カーボン重イ
オンビーム(C-HIB)照射によるEPS関連突然
変異体の作出,(4)EPS 合成・放出関連遺伝子
の網羅的検出と同定を行うことを目的とし
た。 
３．研究の方法 
 実験には、屋外養殖場のスイゼンジノリか
ら独自に作出した 2 株｛FPU1(野生株)、
FPU3(緑色・養殖場で生じた自発的色素突然
変異株)｝を主に用いた。 

(1)培地の開発と生育環境の検討：従来ラン
藻の培養に用いてきた改変 AQUIL 培地（①）
を基本に、スイゼンジノリ生育に適した培地
組成を検討し新規培地を開発した。得られた
培地を用い、増殖と EPS 合成に対する光強
度と温度の影響を調べた。 
スイゼンジノリは細胞塊を形成しながら

増殖するため、直線増殖期の細胞塊をテフロ
ンホモジナイザーを用い細胞塊を砕くこと
で均一な細胞懸濁液を得た。異なった光強度
｛（光源昼光色蛍光灯、12 時間明：12 時間暗
周期）40、80、120μmol・m-2・sec-1｝と温
度（15、20、25、30℃）のもとで５週間培養
し、生物生産量（乾重量増加量）、EPS 含量
（凍結乾燥細胞から抽出精製後フェノール
硫酸法法を用いて得た乾燥重量当たりの重
量%,①参照）を調べた。 

 (2)EPS の化学特性：EPS 精製法・分子量
測定・官能基の検出・ウロン酸含量測定は①
と同方法を用いた。単糖組成は、酸加水分
解・アセチル化産物後 4-アミノ安息香酸エチ
ルエステル修飾した精製 EPS を HPLC で分
画し、蛍光法（励起 306nm、検出 360nm）

により測定した。 
(3)C-HIB 照射による EPS 合成関連突然変

異体の作出：本実験には若狭湾エネルギー研
究センターの保有する装置（生物照射コース、
高エネルギー）を利用した。細胞塊をホモジ
ナイズしたあと培地に懸濁し超音波処理後
ナイロンメッシュ（目合い 10μm）により細
胞塊等を除去したあと遠心により集めハイ
ブリダイゼーションバックに厚さ約 1mm に
なるように封入し照射に供した。予備実験と
して異なる線量の X 線または C-HIB 照射後
に致死率を測定し、突然変異株誘起に有効と
される 80％以上の致死率%が得られた線量
(500Gy)の C-HIB 照射を行った。照射後の細
胞は培養液で希釈・超音波処理により分散し
たあとマイクロタイタープレートに分注し、
(1)で得た生育至適条件で 2~3 ヶ月培養を行
った。EPS 合成変異の可能性のあるコロニー
の選抜は実体顕微鏡を用い目視で行った。 

(4)遺伝子解析：ゲノム DNA は細胞をビー
ズを用いて破砕後、フェノール・クロロフォ
ルムを用いて抽出、RNAase 処理後エタノー
ル沈殿として回収した。全ゲノム塩基配列決
定については、次世代シーケンサーPacBio 
RSII により、FPU1 株と FPU3 株において、
それぞれ 857 Mpb と 925 Mbp の塩基配列情
報を取得した。取得した塩基配列を Cerela 
Assembler version 7.0 により de novo 
assembly をおこなった。各 contig の末端領
域のアセンブリーについては manual 
curation により精査した。作製した contig
配列について、遺伝子アノテーションパイプ
ライン MiGAP を用いて遺伝子領域の探索と
遺伝子機能注釈をおこなった。Contig 配列の
中で、明らかにコンタミした他生物由来の配
列と思われる配列は BLAST 解析などによる
確認の後、除去した。最終的に、FPU1 株と
FPU3 株において、それぞれ 20 本と 95 本の
contig 配列が得られた。2 つの株の contig 数
の違いはトランスポゾンやマルチコピー遺
伝子の個数によるものと考えられる。また
EPS 合成関連遺伝子の同定は BLASTN と
BLASTP プログラムを用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1)培地の開発と生育環境の検討 
 用いた 2 株とも貧栄養的性質を持ち、通常
の淡水産微細藻類に用いられるレベルのリ
ン・窒素・鉄・微量金属が生育を著しく阻害
した。これらの生理特性に適しかつ組成が簡
単で高圧滅菌により沈殿を生じない新規ス
イゼンジノリ用培地を作成した。 
増殖に適した温度は 20℃、光強度は FPU1

株では 80、FPU3 株では≥120μmol･m-2・sec-1

で、最大生育速度 0.38d-1 は現在までに養殖
場や室内培養で報告されている値の約 2倍と
速かった。また至適条件における EPS 含量
は乾燥重量の約 55%で（図 1）、養殖スイゼ
ンジノリと同等以上であった(②)。本研究で
得られた結果をもとに、新規スイゼンジノリ



植物工場の構築を試みている。 
(2)EPS の化学特性：分子量は FPU1 株と
FPU3 株で 2.0 と 0.7×104kDa で、カルボン
酸と硫酸基を官能基として持ち約 16％のウ
ロン酸を含んでいた。EPS 単糖組成を表１に
示した。以上の化学特性は、養殖スイゼンジ
ノリ(②)と同じで、室内培養で合成された
EPS を屋外養殖スイゼンジノリ同様に利用
可能であることが明らかになった。 
(3)突然変異体作出： 線量 500Gy の C-HIB
照射により約 10７個のコロニーを得た。マイ
クロタイタープレート底面に形成されたコ
ロニーの大部分は、細胞間隙が多量に存在す
る無職透明の EPS によって広がり、細胞密
度が低く明色を呈したが、一部で細胞密度が
高い濃色のコロニーが観察され（図 2）、濃色
コロニーは EPS の合成・放出量が少なくな
った突然変異体の可能性が考えられた。現在
濃色のコロニーの培養継続中で、今後野生株
と比較ゲノム解析を実施する予定である。 
 (4)に述べるように、スイゼンジノリでは
EPS 合成・放出関連遺伝子の分子機構研究の
進んでいるグラム陰性菌と異なり EPS 合成
に関する遺伝子がオペロンを形成せずゲノ
ム上に散在している。そのため突然変異作出
に遺伝子ノックアウトの手法を用いること
は困難が予測され、本研究で用いたような突
然変異誘起処理後に表現型を指標にスクリ
ーニングを行う手法が有効と考えられた。 
(4)ゲノム解析：従来遺伝子解析に耐えうる品
質の核酸を分離するのが困難とされてきた
EPS を多量に生産する生物であるスイゼン
ジノリの核酸抽出法を検討し、DNA、mRNA
の抽出効率・安定度ともに凍結破砕法が最も
適していることを明らかにした。FPU1 株と 
FPU3 株のドラフトゲノム情報を取得し、そ
れぞれ 20 本と 95 本の contig 配列として完
成できた。予想される全ゲノムサイズは
FPU1 株が 4.493 Mbp、FPU1 株が 4.485 
Mbp であった。MiGAP を用いて遺伝子コー
ド情報の探索と相同検索を行った結果、現在
までに確認できた両株の藻遺伝子数はそれ
ぞれ 4399、4371 塩基である。これはスイゼ
ンジノリの正確な高精度ドラフトゲノム情
報を解読できた初の事例である。得られたゲ
ノム配列情報は DDBJ に登録を完了し公開
準備に入っている。ゲノム情報から EPS 生
産に関わる遺伝子群を検索し、従来シアノバ
クテリアで EPS 合成・放出への関与が予測
されている 2 経路 (Wzy 系と ABC －
dependent 系)に含まれるタンパク質をコー
ドする遺伝子とコピー数を同定した（表）。
Wzy 系タンパク質をコードする遺伝子は検
出 さ れ た が 、 ABC-dependent 系 で
β-Kdo-transferase をコードする kpsC,kpsS
は見いだせなかったことから、本藻では Wzy
系が関与している可能性が示唆された。EPS
関連遺伝子は多くのグラム陰性細菌と異な
りオペロンを形成せず、ゲノム上に散在して
いた。 

 ドラフトゲノム配列情報から推定された
遺伝子コード情報領域情報を用い、RNA-seq
解析用の塩基配列リスト等を整備した。次世
代シーケンサーMiSeq を用いた RNA-seq 解
析により FPU1 株と FPU3 株の全遺伝子の
発現変動比較に成功したが、統計的繰り返し
サンプル間での再現性に問題があった。遺伝
子発現プロファイルから、通常培養条件での
細胞集団の生育状態の違いが想定した以上
に大きいことを示す結果であった。この点に
ついては、さらに均一な培養条件のもとでの
追試が必要と思われた。 
  
 本研究で得られた知見は、EPS の新規バイ
オ素材資源としての利用研究を促進させる
と考える。江戸時代から伝統的に行われてき
たスイゼンジノリ養殖は、環境悪化だけでな
く熊本地震(2016 年)、北九州豪雨(2017 年)
により壊滅的な被害を受け衰頽・消滅も危惧
され、熊本・福岡県では保全活動が行われて
いる。本研究はこれらの活動に有用情報をも
たらす社会的インパクト性を持つと考える。 
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図 2 炭素重イオンビーム照射処理により
出現した EPS 合成変異可能コロニ－。 
実態顕微鏡で観察した処理細胞のコロニー。
細胞間隙が狭くなった濃色コロニーが観察
された（矢印）。挿入図は拡大像。 
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