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研究成果の概要（和文）：CO2 を炭素源に利用する微細藻類の培養において，培養温度と照射光強度を概日周期
で変化させて増殖挙動を比較検討したところ，一定に保持するときの最適温度ともはや細胞分裂が停止する温度
との間で 12 h ごとに変化させると，最適温度で一定に保持するときよりも増殖速度が 1.4 - 2 倍まで増大す
ること，ならびに誘導期間が 1 d 短縮されることが確認された．この増殖性の向上は細胞周期の同調に起因
し，分類学上異なる綱に属する微細藻類でも生じることが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：In the photoautotrophic cultivation of microalgae, the effects of circadian 
variation in cultivation temperature and illuminated light intensity were investigated. The 
temperature variation between the optimal temperature under static condition and that as hot as the 
cells stop growting resulted in an increased growth rate by 1.4 - 2 times and reducing the lag phase
 by 1 d in comparison with those under the optimal static condition. These improvements in growth 
characteristics caused from synchronization of cell cycle and was found in taxonomically different 
class of green algae. 

研究分野：バイオプロセス

キーワード： ヘマトコッカス プルビアリス　クロレラ ソロキニアナ　フローサイトメトリー　熱ショック応答　細
胞周期　細胞同調

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CO2 を利用して色素などの有用物質を生産できる微細藻類は，価格競争力のある工業生産のために，増殖性の優
れた藻株や効率的な培養法が求められている．本研究によって明らかになった手法は，種々の微細藻類に対して
適用可能であるとともに，培養温度や照射光強度を維持するためのエネルギー消費を削減することも期待できる
ため，微細藻類を利用した有用物質の生産に広く役立つことが期待される．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
微細藻類は単細胞性の藻類であり，光合成により二酸化炭素を炭素源として，増殖，ならび
に有用物質生産を行うことができる．こうした微細藻類の培養は，植物と比べ，面積あたりの
生産性が優れるといった特長があり，近年，アメリカ合衆国では，微細藻類由来の燃料油や健
康機能性物質の工業的生産を行う事業所が多数設立され，同業組合である Algae Biomass 
Organization に加盟する企業は 250 社を超えるまでに隆盛している.ここで行われる工業的
な微細藻類の培養は太陽光を利用して行われるため，価格競争力のある生産を行うためには，
日中の限られた時間で微細藻類を速やかに増殖させる必要がある．そのため，増殖性の優れた
藻株や効率的な培養法が求められている． 
研究代表者らは，培養温度と照射光強度を 12 h毎に変化させつつ，緑藻ヘマトコッカス プ
ルビアリスの培養を行い，これまで最適とされてきた培養温度で一定に保持するよりも，一定
に保持すれば増殖が抑制される高温との間で変化させる方が，増殖を促進できることを見出し
た．ヘマトコッカス プルビアリスの倍加時間は約 24 h であるので，12 h 毎に培養温度と照
射光強度を変化させると，細胞はこれらの変化を 1 細胞周期の間に受けることとなる．とこ
ろが，細胞内の転写物レベルが 24 h 周期で変動するいわゆる概日リズムは，微細藻類では全
転写物の大半がこの支配下にあり，温度によって変化しないよう，厳密に補償されていること
が知られている．したがって，上述のヘマトコッカス プルビアリスの増殖促進は，培養温度や
照射光強度といった微細藻類の生育に重大な影響をおよぼす因子における強いストレスが，概
日リズムの制御下にある細胞周期に変調をもたらしたことが予想される．しかし現時点では，
概日周期で高温ストレスにさらすことによって増殖特性を向上できることは，研究代表者らが
行ったヘマトコッカス プルビアリス以外では知られていない． 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は，概日周期で培養温度と照射光強度を適切な範囲で変化させると，アスタキ
サンチンの生産に用いられているヘマトコッカス プルビアリスの増殖速度と最高細胞密度が
従来の最適条件で得られるレベルよりもさらに向上するという，研究代表者らが見出した新奇
な増殖挙動について，その分子メカニズムの解明を試みるとともに，これを応用して他の微細
藻の増殖特性の向上を図ることにある． 
 
 
３．研究の方法 
 
微細藻類には，国立環境研究所より入手したヘマトコッカス プルビアリス NIES–144 株の
ほか，Instituto per lo Studio degli Ecosistemi (Florence, Italy) より分譲されたクロレラ ソ
ロキニアナを使用した．これらの微細藻類は，CO2 と NO3- を唯一の炭素源と窒素源とする，
それぞれに適した液体培地に懸濁し，仕込み体積 200 mL の気泡塔型フォトバイオリアクター
を用いて培養した．このとき，フォトバイオリアクターはガラス水槽中に置かれ，水温を 2 基
の循環式恒温槽で周期的に切りかえ，あるいは一定に保持して，培養温度を 20 – 45°C の範囲
で制御した．一方，光照射は水槽のガラス側面に沿って積み重ねて置いた 3 本の直管型白色
蛍光灯により行い，点灯数を周期的に切り替え，あるいは一定に保持して，照射光強度を 70 – 
210 µmol·m-2·s-1 の範囲で制御した．さらに，CO2 の供給とともに培養液の撹拌のため，5 
vol% CO2 富化空気をフォトバイオリアクターごとに 100 mL·min-1 で供給した．こうした培
養は同時に最大 4 条件を 1 条件あたり少なくとも 2 反復ずつとりつつ行い，さらに他日に
もう 1 回繰り返して再現性を確認した．所定時間ごとに培養液を採取し，培養液単位体積当
あたりの細胞数（細胞数密度），乾燥細胞重量，ならびに細胞径を測定した．また，70 vol% エ
タノールで固定し，蛍光色素で DNA を染色したのち，フローサイトメーターを用いて細胞周
期を分析するとともに，ウェスタンブロットにより熱ショックタンパク質の発現量を分析した． 
 
 
４．研究成果 
 
ヘマトコッカス プルビアリス，ならびに異なる綱に属するクロレラ ソロキニアナにおいて，
培養温度と照射光強度を概日周期で変化させたときの増殖挙動を比較検討した．ヘマトコッカ
ス プルビアリスにおいては，一定に保持した際の培養温度の最適条件である 20°C と細胞分
裂が停止する 30.5°C の間で 12 h ごとに変化させると，20°C で一定に保持したときと比べ
て増殖速度が 1.4 倍まで増大すること，ならびに誘導期間が 1 d 短縮されることが確認され
た．一方，クロレラ ソロキニアナにおいては，一定に保持したときの最適条件は 27°C であ
ったが，27°C と 41°C の間で 12 h ごとに変化させると，27°C で一定に保持したときと比
べて約 2 倍まで増殖速度が増大した．ヘマトコッカス プルビアリスにおいて，増殖期中期で
ある 3 – 4 d の間に細胞密度の経時変化を詳しく調べるとともに，フローサイトメーターを用



いて細胞周期を分析したところ，培養温度が 20°C から 30.5°C に上昇するときに細胞密度は
倍加し，DNA 含有量が低下して，細胞周期が同調することが観察された．一方，培養温度を 
20°C で一定に保持したときには，そうした明らか変化は見られず，細胞密度は徐々に増加し，
DNA 含有量にはほとんど変化が見られなかった．また，照射光強度の変化は培養温度よりも
影響は弱いことも分かった．さらに，ウェスタンブロットにより分子量 4 万と 7 万の 2 種
の熱ショックタンパク質の発現量を追跡したところ，培養温度を 20°C で一定に保持したとき
に両者の発現量が多く，20°C と 30.°C の間で変化させたときには，分子量 4 万の熱ショッ
クタンパク質の発現量が低下することが分かった． 
ヘマトコッカス プルビアリスが属する緑藻綱には微細藻類の遺伝子組換え実験でよく利用
されるクラミドモナス ランハーディーなどが含まれ，一方，クロレラ ソロキニアナが属する
トレボウキシア藻綱にはバイオ燃料生産が期待されるボツリオコッカス ブラウニなどが含ま
れる．培養温度や光強度を概日変化させることにより，種々の微細藻類において，細胞周期の
同調を促し，その結果，増殖性を向上できることが期待される． 
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