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研究成果の概要（和文）：近年、石油資源の枯渇や地球温暖化等の環境問題を背景として、緑藻を用い、CO2か
らバイオマス資源や有用物質を生産する技術が注目されている。本研究では、緑藻および大腸菌を共培養し緑藻
の増殖能を向上させることを目指した。
緑藻および大腸菌を共培養することで、緑藻の増殖能を1.9倍向上させることに成功した。また、共培養時に
は、以下の理由により、緑藻の増殖能が向上することを明らかにした。1）大腸菌がO2を消費する　2）大腸菌が
CO2を生成する　3）大腸菌が緑藻が利用しやすい形態の窒素源を生成する

研究成果の概要（英文）：Against the background of environmental problems such as depletion of oil 
resources and global warming, the technology to produce biomass resources and useful chemicals from 
CO2 using algae has been attracting attention. In this study, we aimed to improve the growth 
capacity of algae by co-culturing algae and E. coli.
By co-culturing algae and E. coli, we succeeded in increasing the growth capacity of algae by 1.9 
times. It was also found that the growth of algae was enhanced during co-culture for the following 
reasons: 1) E. coli consumes O2, 2) E. coli produces CO2, and 3) E. coli produces a form of nitrogen
 source that is readily available to algae.

研究分野： 生物化学工学

キーワード： 緑藻　微細藻類　大腸菌　酵母　共培養　代謝

  ２版

   8渡航期間： ヶ月

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、CO2が希薄な条件下において、緑藻および大腸菌を共培養することで、緑藻の増殖能が向上するこ
と、およびその原因を明らかにした。緑藻および大腸菌は、全ゲノムが解読されている、遺伝子組換えが容易で
ある、遺伝子組換えにより種々の有用物質を生産可能である等の特徴を有する。従って、本研究成果は、緑藻お
よび大腸菌を用い、希薄なCO2から、種々の有用物質を高効率に生産する技術へと発展させることが期待でき
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、研究者個人に帰属します。
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Fig. 1 C. reinhardtii と 
E. coli の細胞数の経時変化 

１．研究開始当初の背景 
近年、石油資源の枯渇や地球温暖化等の環境問題を背景として、緑藻を用い、CO2からバイオ

マス資源や有用物質を生産する技術が注目されている。しかし、緑藻は、他の微生物と比較し
て、増殖能が低く、低コストかつ高効率な培養技術が確立されていない。従って、緑藻を用い
た高効率な物質生産のために、増殖能の向上が求められている。 
 既往の研究で、独立栄養微生物である緑藻と従属栄養微生物である酵母や細菌との共培養に
より、緑藻の増殖能が向上することが報告されている 1)。しかし、緑藻と他の微生物との共培
養において、最適な微生物の組合せ、共培養による遺伝子発現の変化、2 種の微生物間で授受
される代謝物等は不明である。共培養における、2 種の微生物間の相互作用をより詳しく調べ
ることで、高い増殖能を達成する共培養方法を確立し、緑藻を用いた高効率な物質生産を実現
することが期待できる。 
緑藻の中でも、Chlamydomonas reinhardtii は、全ゲノムが解読されている、遺伝子組換え

が可能であるなどの特徴を有する。また、大腸菌 Escherichia coli は、遺伝子組換えが極めて
容易である、比較的少ない栄養条件下でも生育可能であるなどの特徴を有する。したがって、
これら 2種の微生物の、共培養における相互作用を解明できれば、緑藻を用いた種々の有用物
質の高効率生産の実現に向けた大きな進展になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、緑藻 C. reinhardtii および大腸菌 E. coli を共培養し、C. reinhardtii の増

殖能を向上させることを試みた。また、単独培養時と共培養時において、C. reinhardtii の遺
伝子発現や代謝物に及ぼす影響を比較し、共培養における C. reinhardtii の増殖能の変化に寄
与する要因の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用した微生物および培地 
 C. reinhardtii は NIES-2238 株を用い、E. coli は BL21(DE3)株を用いた。C. reinhardtii
の単独培養および共培養には BG112) + 5 g/L Yeast extract 培地を使用した。E. coli の単独
培養には LB 培地（10 g/L Tryptone, 5 g/L Yeast extract, 5 g/L NaCl）を使用した。 
 
(2) C. reinhardtii および E. coli の培養 
培養は、250 mL 容フラスコに入った 50 mL の培地に、初期菌体量が 0.03 g-dry cell/L とな

るように植菌し、30℃、120 rpm、60 µmol photons/m2/s で行った。 
 
(3) 細胞数の測定  
細胞数は、血球計算盤および光学顕微鏡を用いて測定した。 

 
(4) クロロフィルの測定 
細胞をメタノールに懸濁し、65ºC で保温することにより、細胞内のクロロフィルを抽出した。

上清の Abs665 および Abs650 を測定し、式（1）からクロロフィル a（Chl a）を算出した 3)。 
Chl a [mg⁄L] = 16.5×Abs665 - 8.3×Abs650 (1) 

 
 (5) 遺伝子転写量の測定  
細胞から全 RNA を抽出し、逆転写反応を行うことによって cDNA を取得した。取得した cDNA

をテンプレートとして用い、Real-time PCR 法により、遺伝子の転写量を測定した。また、内
在性コントロール遺伝子として、C. reinhardtii の IDA5 遺伝子を用いた。 
 
(6) 全無機炭素・全有機炭素の測定 
培養液上清の全炭素（TC）および全無機炭素（TIC）を、全有機体炭素計（Shimadzu）を用い

て測定した。また、TC から TIC を減ずることで、全有機炭素（TOC）を算出した。 
 
(7) 全窒素の測定 
 培養液上清中の全窒素（TN）を紫外線吸光光度法 4)

により、測定した。 
 
(8) デンプンの測定 
 細胞内のデンプンは、Starch assay kit（Sigma）を
用いて測定した。 
 
４．研究成果 
(1) C. reinhardtii と E. coli との共培養 
 C. reinhardtii と E. coli との共培養において、C. 
reinhardtii の細胞数は、培養 14日目に単独培養時と
比較して、約 1.9 倍に向上した（Fig. 1）。E. coli の



細胞数は、単独培養時も共培養時も同様の傾向を示
した。 
 また、Chl a の生成量は、14 日目に単独培養時と
比較して、約 2.2 倍に向上した（Fig. 2）。 
 
(2) C. reinhardtii と E. coli との共培養による遺
伝子転写量への影響 
 C. reinhardtii と E. coli との共培養による C. 
reinhardtii の増殖能向上に寄与した遺伝子を特定
するため、培養 14 日目の、単独培養時に対する、共
培養時の相対遺伝子転写量を測定した（Fig. 3）。 
 共培養により、C. reinhardtii の、低 CO2濃度下
で発現誘導される二酸化炭素濃縮機構に関わる遺伝
子（HLA3、CCP1、CAH3、CAH6）、および酸化ストレス
に関わる遺伝子（GSTS1）の転写量が減少した。一方
で、窒素同化に関わる遺伝子（GLN1、GDH1）の転写
量が増加した。これらの遺伝子転写量の変化は、E. 
coli による、O2 の消費、CO2 の生成、および C. 
reinhardtii が利用しやすい窒素源の生成が原因で
あると考えられる。これらの E. coli による作用が
C. reinhardtii の増殖能向上に寄与したと考えられ
る。 
共培養により、C. reinhardtii の光合成の明反応

に関わる遺伝子（LHCBM6、psbA）および暗反応に関
わる遺伝子（RbcS1、GAP3、SEBP1、PRK1）の転写量
が減少した。一方で、光エネルギーを吸収する役割
を持つクロロフィルの生成に関わる遺伝子（GSA）の
転写量は増加した。これは Fig. 2 の結果とも一致す
る。共培養においては、E. coli の存在により光が
遮蔽され、光合成が抑制されたため、クロロフィル
の生成を促進することで、C. reinhardtii が必要な
光エネルギーを相補したと考えられる（Fig. 2）。 
 転写量を測定した遺伝子の中で、最も転写量が増
加したのは、デンプン生成に関わる遺伝子 STA2 であ
った。既往の研究において、STA2 は、窒素欠乏下で、発現量が向上することが報告されている
5)。 
 
(3) 全無機炭素・全有機炭素の経時変化 
 単独培養および共培養における、培地中の全無機炭素および全有機炭素を測定した（Fig. 4、
Fig. 5）。 
 E. coli の単独培養および共培養において、TIC は、培養 2日後に急激に増加した後、緩やか
に減少した。一方で、TOC は培養 2日後に減少した後、10日後まではほぼ一定であった。以上
より、E. coli が培地中の有機炭素を消費し、無機炭素を C. reinhardtii に供給することで、
C. reinhardtii の無機炭素の利用が促進され、共培養における C. reinhardtii の増殖能向上
に寄与したと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 3 C. reinhardtii 遺伝子転写量 
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Fig. 4 TIC の経時変化 
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Fig. 5 TOC の経時変化 
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(4) 全窒素の経時変化 
共培養において、E. coli の存在による C. 

reinhardtii の窒素利用への影響を調べるため、培
地上清中の TNの経時変化を測定した（Fig. 6）。 
 C. reinhardtii の単独培養では、TN は、培養 7
日後までにほとんど変化がなかった。一方で、E. 
coliの単独培養では、TNは、培養4日後まで減少し、
それ以降 10 日後まではほぼ一定となった。また、共
培養では、TN は、培養 10 日後まで緩やかに減少し
た。 

既往の研究において、タンパク質等の有機窒素化
合物を細菌が分解し、藻類が容易に利用可能なアン
モニウム塩等の形態に変換する可能性があることが
報告されている 6)。したがって、本研究において、
E. coli が培地中の有機窒素化合物を分解すること
で、C. reinhardtii による窒素利用が促進され、共
培養におけるC. reinhardtiiの増殖能向上に寄与し
たと考えられる。 
 
(5) 細胞内デンプン量 
 共培養において、E. coli の存在による C. 
reinhardtii の代謝物への影響を調べるため、単独
培養および共培養における、培養 14日目の細胞内に
蓄積されたデンプン量を測定した（Fig. 7）。 
 共培養において、C. reinhardtii の細胞内デンプ
ン量は、単独培養時と比較して、約 2.5 倍に向上し
た。これは、遺伝子転写量の測定において、共培養
により、デンプン生成に関わる遺伝子 STA2 の転写量
が増加していたことと一致する。 
 
(6)まとめ 
本研究では、C. reinhardtii と E. coli を共培養

することで、C. reinhardtii の増殖能を向上させる
ことに成功した。また、単独培養時と共培養時にお
いて、C. reinhardtii の遺伝子発現や代謝物に及ぼす影響を比較した。その結果、E. coli に
よる O2の消費、CO2の生成、および C. reinhardtii が利用しやすい形態の窒素源の生成が、共
培養における C. reinhardtii の増殖能向上に寄与したことを明らかにした。 さらに、共培養
により、C. reinhardtii の細胞内のデンプン量が増加することを明らかにした。 
 
＜引用文献＞ 
1） Higgins, B.T. et al.; PLoS One, 9:e96807 (2014). 
2） Stanier, R.Y. et al.; Bacteriol. Rev., 35 ,171-205 (1971). 
3） Grimme, L.H. et al.; Biochem. Biophys. Res. Commun., 49, 1617-1623 (1972). 
4） JIS K 0102 45.2 工場排水試験方法 (1986). 
5） Richard, T. et al.; Algal Res., 31, 122-137 (2018). 
6） Yan, Z. et al.; Energy Environ. Sci., 6, 3765-3779 (2013).   

 

Fig. 6 TN の経時変化 
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