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研究成果の概要（和文）：石油を作る微細藻類Botryococcus brauniiの野生株の単離法、スクリーニング法を開
発し、熱帯のインドネシアと日本各地から野生株を採取した。ここから、増殖性の高いものを選抜した結果、こ
れまでの増殖速度の記録を更新する新たな新規高増殖株（OIT-678株）を発見した。本株は倍加時間が1.2日であ
る。突然変異育種法の開発として、内在性のトランスポゾンを使った変異誘発の方法を開発するための研究を行
った。Showa株の転写産物データベースからトランスポゾン遺伝子を単離し、転写活性を有するトランスポゾン
を４種特定した。これらの挿入位置の塩基配列情報を網羅的に取得する方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：New methods for isolation and screening of wild strains were developed for 
the oil-producing microalga Botryococcus braunii. By using the methods, a total of 600 wild strains 
have been isolated from Japan and Indonesia. Screening of fast-growers identified a novel 
fast-growing strain (OIT-678) which has a doubling time of 1.2 day. As a new tool for mutagenesis, I
 have investigated the activation of internal transposable sequences. From the transcript database 
of Showa strain, transposon-like genes were identified, and four transcriptionally-active 
retrotransposons were identified in the genome. For these retrotransposons, a high-throughput  
method for analyzing transposon insertion polymorphisms was developed.

研究分野：植物科学

キーワード： 藻類バイオ燃料　突然変異育種　自然個体群　Botyrococcus braunii　ボツリオコッカス　トランスポ
ゾン　熱帯　遺伝資源
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Botryococcus brauniiは、コスモポリタンな微生物であるものの、一般に生息密度は低いため、自然環境中で発
見することは容易ではない。本研究は、野生株を探索して単離する簡易な方法を開発した。また、合成する炭化
水素の種類を推定する手法も開発した。これらを使えば、自然界のより多くの野生の遺伝資源を調査することが
できるだろう。私たちが単離した野生株のなかには、これまで記録されていた増殖速度の最速記録を更新するよ
うな株も見つかった。さらに、探索範囲を広げれば、より有用な株が見つかる可能性がある。また、本研究が開
発した手法は、生息地の選好性や大量発生メカニズムなど、未知の生態解明にも役立つ。

※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。



 

 

１．研究開始当初の背景 
 
 バイオ燃料化が期待される微細藻類の中で、
Botryococcus braunii は際立った特質をもっている。大
半の微細藻類は中性脂質を蓄積するのに対し、B. 
braunii は重油相当の炭化水素を乾燥重量の 25-75%も
蓄積する（図１）。この炭化水素と同じ化学構造を持つ物
質は、世界各地で産出する原油からも検出され、また、
オイルシェールの断面には、B. braunii の化石が大量に
見つかることから、B. braunii は化石燃料の生成に寄与
した生物とされている（Crit. Rev. Biotechnol. 22 巻 245, 
2002 年）。炭化水素は、中性脂質よりも燃料として優れ
ているうえ、既存の石油精製施設を使って精製できる利
点がある。さらに、B. braunii は炭化水素を細胞外マト
リックスに蓄積するため、藻細胞を殺さずに炭化水素を
回収できる可能性もある。 
 このようにユニークな特質をもつ一方で、B.braunii 
は微細藻類としては増殖が遅い欠点がある。通常の野生株で倍加時間は 3-4 日と遅い。本研究課
題の核心をなす学術的な「問い」は、B. braunii の最大の欠点である増殖速度の遅さは、どうす
れば改善できるのか？というものである。  
 
２．研究の目的 
 
 前貢の「問い」に対し、本研究は、B. braunii の増殖性を向上させる手段として、野生の遺伝
資源の潜在的可能性と突然変異育種による品種改良の有効性を検証する。具体的な研究目的と
着眼点を次に説明する。 
 
２―１．遺伝資源の収集とスクリーニング 
 熱帯の遺伝資源を中心にこれまでにない規模で B. braunii の野生株を収集し、既存株よりも
増殖性に優れた野生株の存在可能性を検証する。これまで世界最速の増殖速度（倍加時間 1.4 日：
Biores. Technol. 133 巻 232, 2013 年）を記録した Showa 株は、カリフォルニアで 1980 年代に
単離された野生株であり、特別な変異処理や人為選抜を受けたものではない。そのため、Showa
株よりも増殖性に優れた遺伝資源が存在する可能性は高い。 
 
２―２．突然変異育種技術の開発 
内在性トランスポゾンによる変異誘導法の確立に取り組む。申請者は、Showa 株の EST デー
タベースをもとに、転写活性を有するトランスポゾンを 4 種同定している。本研究ではこれら
のトランスポゾンの転移活性を検証し、転移を活性化する培養条件を調べる。トランスポゾンの
転移が確認できれば、B. braunii で初めての報告となる。 
 
３．研究の方法 
 
３―１．野生株の効率的単離スクリーニング法の開発と高増殖株の選抜評価 
 B.brauniiは生息密度が低いため発見が難しい傾向にある。そこで群体性で浮上する性質を利
用した簡易濃縮単離法を開発する。さらに、単離した株が、有用な炭化水素を合成する品種かど
うかを判定するための方法を開発する。熱帯の調査は、インドネシアの研究協力者と共同で行う。
得られた野生株をから、増殖速度をもとにスクリーニングを行う。高増殖性株である Showa株を
ベンチマークとし、それよりも増殖性の高い野生株を選抜する。 
 
３―２．突然変異育種技術の開発：トランスポゾンの転移活性化 
 Showa株を元株とし、トランスポゾンの転移による突然変異誘導技術の開発をおこなう。転写
活性が確認されている 4 種のトランスポゾンをターゲットに、挿入位置の塩基配列情報を次世
代シーケンサーで網羅的に解析する方法を開発し、転移活性（新しい挿入位置の出現）の有無を
検証する。転移活性が認められたものについては、転移が活性化する培養条件（たとえば、高温、
低温、栄養飢餓などのストレス条件、シングルセル化）を調べる。 
 
４．研究成果 
 
４―１．野生株の効率的単離スクリーニング法の開発と高増殖株の選抜評価 
 
 B.brauniiは群体を作る性質から浮上性が高いことを利用し、野生株を濃縮したうえで効率的
に発見単離する方法を開発した（Kawamura et al. 2020）。方法の概略を図２に示す。プランク



 

 

トンネットで湖沼の水を一晩静置したうえで上層
部を 30mLの試験管に移し、さらに一晩静置する。
その後、上層部を 100uL 程度マイクロピペットで
採取して、顕微鏡観察し、B. brauniiの群体を探
す。見つかった場合は、希釈法によって単離する。
30mL の試験管に下からスマートフォンなどのカ
メラの光源を照射すると、液中の懸濁物質が視認
できる。このとき、B. brauniiの群体も緑から赤
色に光る物体として視認できるため、これをロン
グチップのピペットで直接吸い上げる方法でも採
取できる。群体の密度が高い場合は、20μm 程度
のナイロンメッシュで液中の群体を回収し、何度
か洗浄することで、単細胞性のその他の微生物を
洗い流す。その後、メッシュ上に残った群体を寒
天培地に塗布すれば、多くの野生株を単離できる。 
 
次いで、単離した B. braunii 野生
株の品種を推定する PCR 法を開発
した（Kawamura et al. 2022）。B. 
braunii には炭化水素の構造が大き
く異なる３品種（A 品種、B 品種、
L 品種）が存在することが知られて
いる。これらの３品種は炭化水素の
構造だけでなく、炭化水素の含量に
も違いがあり、一般的には A 品種と
B 品種は炭化水素含量が高い。炭化
水素の構造から予測される発熱量を
比較すると、A 品種よりも B 品種の炭化水素のほうが発熱量が高いとされている。したがって、
バイオ燃料生産の素材として、B 品種が最も有望であると考え、これを効率的に収集する必要が
あると考えた。しかしながら、３品種を形態学的に識別することは難しい。そのうえ、同じ湖沼
に異なる品種が同所的に生育している場合もある。GS/MC解析によって炭化水素の構造を決定
するためには少なくとも数mg以上の藻サンプルが必要であるため、多量の野生株について、一
つ一つ品種を特定したうえで選抜する方法では、時間と労力がかかりすぎる。そこで、遺伝子情
報を使って少量のサンプルから品種を推定する方法を開発することにした。その方法の概略を
図３に示す。BoCAPS と命名した本方法では、単一の群体を PCRチューブに入れて、直接 PCR
反応を行い、18S リボソーム遺伝子を増幅させる。その後、CAPS と呼ばれる制限酵素処理後の
断片長多型によって品種を推定する方法である。この方法であれば、PCR 装置と電気泳動設備
があれば、品種が推定できる。 
以上のような単離法や品種推定法を使って、国内外か

ら 600 株余りの野生株を収集し、Showa 株を基準とし
た高増殖株のスクリーニングを行った（Kawamura et 
al. 2021）。その結果、これまで B 品種で記録されていた
最速の倍加時間 1.4 日よりも短い 1.2 日で増殖する新た
な高増殖株（OIT-678 株）を発見した（図４）。本種は、
Showa 株よりも群体サイズが大きく、同じ培養条件下で
より高密度に培養できることもわかった。Showa 株は先
行研究によって高密度培養（>10g/L）をすると、非常に
高いバイオマス生産性（1.5g/L/day）と炭化水素生産性
（340mg/L/day）を示すことが知られている（Khatri et 
al. 2014. Biotechnol. Bioeng. 111, 493–503）。OIT-678
株は、Showa 株よりも高密度な培養ができる可能性があ
り、さらに生産性の記録を更新できるかもしれない。 

OIT-678 株は熱帯のインドネシア
で採取した株であるが、熱帯産の野
生株が常に増殖速度が高いわけでは
なかった（Kawamura et al. 2021）。
図５は、各地で採取した野生株を実
験室の同じ培養条件下で培養して増
殖速度を測定した結果を統計解析し
た結果である。アルファベットは採
取した池の略称である。この結果か
ら、野生株の増殖速度には気候帯に



 

 

よる違いや、特定の池に増殖性の高いものが集まっている傾向などは見られなかった。したがっ
て、国内の池からも OIT-678 株に匹敵するような高い増殖速度を持つ野生株が見つかる可能性
は十分あるといえる。 
 
４―２．突然変異育種技術の開発：トランスポゾンの転移活性化 
 
内在性のトランスポゾンの転移を活性

化させて突然変異を誘発する育種技術の
開発に取り組んだ。Showa 株の転写産物の
データベースを使い、転写活性を有するト
ランスポゾンを４種特定した。ゲノムデー
タを使って全長配列を調べた結果、逆転写
酵素をコードする Ty1の LTR型レトロトラ
ンスポゾンであることがわかった（図 6）。 
 

 

これらのトランスポゾンについて、

ゲノムあたりのコピー数の株間変異

をリアルタイム PCR 法を使って調べ

た。それぞれのトランスポゾン上に設

計したプライマーと、各野生株の gDNA

を鋳型に SyberGreen 法によるリアル

タイム PCRを行った。内在性コントロ

ール遺伝子として、18S rRNA につい

ても同様にリアルタイム PCR を行っ

た。得られた Ct 値をもとに、トラン

スポゾン遺伝子の増幅度合いを計算

し、Showa株の値を基準とした相対的

なコピー数を推定した（ΔΔCt 法）。

その結果、TP1-4のほとんどは、Showa

株に特異的なトランスポゾンであると考えられた（図７）。TP2 に関しては、京都で単離した野

生株から Showa株よりも多くの最大 50倍程度のコピー数をもつ株が見られた。これらの野生株

は、18S rRNAの系統解析によって、Showa株に近縁な株であることが分かった（図８）。そのた

め、TP2は Showa株やその近縁なグループの株に特異的なトランスポゾンであり、かつ、株間に

コピー数の比較的大きな変異があることから、転移活性を有する可能性があることがわかった。 

 

 
図 8. 18S rRNA遺伝子の分子系統樹（Kawamura et al. 2023より） 

黄色部分が Showa株と京都で単離した野生株のサブクレード 



 

 

次に、これらのトランスポゾンに

ついて次世代シーケンサーを使った

網羅的な挿入位置の多型を調べる方

法を開発し、BoTIPseq法と命名した。

この方法の概要を図 9 に示す。ゲノ

ム DNA を制限酵素処理したうえで、

断片末端にアダプターを付与し、ト

ランスポゾン上に設計したプライマ

ーとアダプタープライマーを使って

トランスポゾンが含まれる断片を

PCR増幅する。その PCR産物の塩基配

列を次世代シーケンサーを使って網

羅的に取得する方法である。以下の

ような工夫を行い、目的の配列を効率的に取得できる方法を開発した：（１）使用する制限酵素

をトランスポゾンの内部に認識部位を持たないものを選ぶ、（２）アダプターは Y型アダプター

（Uren et al 2009. Nat. Prot. 4: 789-798）を使い、両端のアダプタープライマーだけで増

幅する PCR産物を減らす、（３）タッチダウン PCRと Nested PCRを使い、非特異的な PCR産物の

割合を減らす。 

BoTIPseq を使って転移活性を検証するため、Showa 株をいくつかの異なるストレス条件（暗

所、栄養塩なし、1%NaCl添加、水温 35度）で 20日間培養したうえで、gDNAを抽出し、それを

鋳型に BoTIPseqによる配列取得を行った。これにより、ストレス条件下において、トランスポ

ゾンの転移活性が高まるかどうかを検証した。下の写真は培養直後の Showa 株を示す（図 10）。 

次世代シーケンサーで各種トランスポゾンについて配列情報を取得したところ、約 5000リー

ドの情報が取得できた。これらを Showa株のドラフトゲノムにマップし、既存の挿入位置との整

合性を確認したところ、95%以上の既存挿入位置が BoTIPseq による配列取得で検出されていた

（表 1）。さらに、ゲノムデータには挿入が確認されていない場所への新たな挿入と考えられる

配列がいくつかあることがわかった。このような潜在的新規挿入配列の割合は、特に TP2で 38％

と高く、このトランスポゾンが転移活性を持つ可能性が高いと考えられた。 

これらの潜在的新規挿入配列が、特定のストレス条件下で培養した場合に発生しているかど

うか調べたが、どのストレス条件でも同じ挿入位置が検出されていることがわかった。したがっ

て、この潜在的新規挿入配列は、本研究室で扱っている Showa株特有のものであり、各種ストレ

ス条件によって発生した新たな転移に起因するものではないと結論づけた。今後は、トランスポ

ゾン遺伝子の発現解析によって、どのようなストレス条件が転移の活性化に有効かをあらため

て調べる必要がある。また、培養の開始時点と終了時点で BoTIPseqによる配列取得を行い、新

規の転移による挿入を特定できるかどうか検証を進める必要がある。 
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