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研究成果の概要（和文）：地球温暖化・エネルギー問題が叫ばれている中、光合成により CO2

を固定し、オイル生産を行う海産微細藻が注目されている。これは他の植物バイオマスに比べ

生産量が格段に高く、食糧と競合せず、豊富な海水で培養できる利点がある。一部の微細藻は

ストレス条件化でオイルを蓄積し、その量は種によって異なる。初年度にオイル産生量が多い

藻の選抜を行い、バイオ燃料として有望な海産株を見出した。2 年目には光酸化ストレスによ

るオイル蓄積を引き起こす環境条件を明らかにした。3 年目には光酸化ストレスによるオイル

産生メカニズムの解明をおこなうため、海産藻に特化したメタボロミクス解析特に脂質メタボ

ロミクス解析手法の開発を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Oceanic oil-producing microalgae has been focused for solution of global 
warming and energy problems.  Microalgae are highly biofuel producer than plant biomass, no 
competition with food and growing ocean water.  A part of microalgae accumulate oil by stress 
conditions and its oil-contents are variety by species.  We had conducted screening of highly 
oil-producing marine microalgae and discovered potentiality strains as biofuel.  We have developed the 
metabolomics and lipidomics analysis method for oceanic microalge to elucidate mechanisms of 
oil-accumulation by photooxidation stress to improve oil-production. 
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１．研究開始当初の背景 
球温暖化は大気中の二酸化炭素の上昇によ

って引き起こされ、その主な原因は化石燃料

の大量消費であることは周知の事実である。

また、多くの研究者は現在の化石燃料の消費

量が続けば、50 年で枯渇すると報告しており、

代替エネルギーの開発は緊急の課題である。

現在、多くの再生可能エネルギーが研究され

ているが、バイオ燃料は貯蔵運搬が容易で、

化石燃料用向けに作られた既存の設備を利用
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できるなど、多くの利点がある。 
地球上の約70％を占める海洋に生息する海

産性微細藻は、地球上の全光合成の約50％を

担い、二酸化炭素固定を行っている。日本を

除く海外では、米国を中心に微細藻による次

世代エネルギーの研究が精力的に進められて

おり、そのために政府や企業が莫大な研究費

を投入している。 
微細藻類が次世代エネルギーとして注目さ

れている理由は、 
 
1) 石油と異なり、カーボンニュートラルな原

料である。 
2) 陸上植物と比べて、単位面積あたりの二酸

化炭素吸収量及びオイル産生量が格段に高い。 
3) 工場から排出する二酸化炭素を効率よく

利用できる。 
4) 農業に適さない荒れ地でも生育可能で、食

糧と耕作地が競合しない。 
5) 収穫期が限られた作物と違い、年中安定し

て収穫できる。 
6) 地球上に存在する膨大な海水で培養でき

る。 
 
などが上げられる。また同じ自然エネルギー

の利用であっても、風力発電や太陽光発電な

どが電力のみを生み出すのに対し、植物であ

る微細藻類は、主に太陽光と二酸化炭素・水・

無機物からさまざまな有機物（脂質・炭水化

物・タンパク質など）を同時に産生可能であ

る。 
これらの物質は燃料だけでなく、繊維やプ

ラスチックなど様々な素材の原料となりうる

ため、微細藻類は石油と同等の汎用性を持っ

た代替資源と見なすことができる。 
第一次オイルショック以降の1980 年から

今日に至るまで、アメリカ政府は微細藻によ

るバイオ燃料創出プロジェクトに研究費を計

上している。実験室レベルの研究の流れとし

ては、 
 

1) オイル産生藻の収集・スクリーニング・生

理特性調査、 
2) 脂質生産の生化学・生理学的観点からの解

明、 
3) 藻類の突然変異による脂質生産増産のた

めの遺伝子工学的研究 
 
の順に進められてきている。 
微細藻はストレスにより脂質が蓄積される

ことが知られているが、その一つに紫外線に

よる酸化ストレスにより脂質蓄積があげられ

る)。 
 

また微細藻を利用して、効率的に物質生産

を行うためには、微細藻の代謝能力を目的に

合わせて制御することが大きな課題の一つで

ある。現在、淡水産藻類や海洋性の珪藻など

を用いて、その有用物質の生産能力を向上さ

せるため、代謝生合成遺伝子の発現解析(トラ

ンスクリプトミクス)やタンパク質(プロテオ

ミクス)、代謝産物(メタボロミクス・リピドミ

クス)の網羅的解析が行われている。しかし、

海産微細藻類のリピドミクスに関する知見は

ないに等しい現状である。 
メタボロミクスにおける代謝物の検出には

質量分析 (Mass Spectrometry, MS) が頻用さ

れ、分子量及び構造情報を得ることができる

とともに、高感度の定量が可能である。これ

までに、ガスクロマトグラフィー (GC) / MS
やキャピラリー電気泳動 (CE) / MS により、

解糖系、トリカルボン酸 (TCA) サイクルなど

の生体内の中心代謝経路に関わる親水性の低

分子代謝物を対象としたメタボロミクスが盛

んに行われている (田口 2010)。 
一方で、脂質に関しても、近年の研究でエ

ネルギー源や生体膜の構成成分であるだけで

なく、生理活性シグナル分子として生理現象

に関わっていることが明らかになったことか

ら、メタボロミクスのターゲット分子として

注目されるようになり、脂質メタボロミクス、

リピドミクスとして、脂質に特化したメタボ

ロミクスが最近、医学系の分野で特に積極的

に進められている(馬場 2012)。 
 
微細藻類の脂質メタボロームに関する研究

は 極 最 近 、 淡 水 性 の モ デ ル 微 細 藻 類

Chlamydomonas を用いた GC/MS による炭化

水素種の網羅的測定 (Barupal et al. 2010) や、

LC/MS によるリン脂質及び糖脂質種の網羅的

測定 (Lu et al. 2011) が報告されている。また

オ イ ル 産 生 藻 類 と し 注 目 さ れ て い る

Botryococcus (Barupal et al. 2010) や

Pseudochoricystis (Ito et al. 2012) においても

同様の報告がなされている。また、海洋性微

細藻においては珪藻 Stephanodiscus でのみ報

告 (Xu et al. 2010) が行われている状況で、そ

れ以外の知見は得られていない。 
 

２．研究の目的 
一部の微細藻はストレス条件化でオイルを蓄

積し、その量は種によって異なる。オイル 
産生量が多い藻をスクリーニングしてバイオ

燃料として有望な株を発見する。また、光酸 
化ストレス（特に紫外線）がオイル蓄積を引

き起こすメカニズムをメタボロミクスの手法 
で明らかにし、オイル産生量を向上させるた



めの手がかりを得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
① 脂質生産量の高いオイル産生微細藻を世

界のカルチャーセンターから購入する。同時 
にオイル産生微細藻として知られる有用種を

海岸から単離・同定する。それらの脂質 
生産量、脂質組成、機能性物質の比較を行い、

有用株のスクリーニングを行う。 
 
② スクリーニングされたオイル産生有用株

の紫外線UV-B (280-320 nm) による光保護・ 
光合成阻害・DNA 損傷に起因した各代謝産物

特に脂質量をLC-MS 及びCE-MS を用い 
て調べ、紫外線による脂質生産機構を解明す

る。 
 
③ 脂質メタボロミクス手法 

脂質は水に不溶な生体成分の総称であり、

基本的には疎水性が高いとされるが、リン酸

基や糖など、極性の高い分子種の結合により、

幅広い極性を持つ。これに加えて、脂肪酸の

鎖長や不飽和度だけが異なる多数の構造類縁

体が存在すること、構造異性体が存在するこ

となどから、脂質の分析には高度な分離分析

技術が必要である。また、データ解析におい

ても脂肪酸の組み合わせや結合位置が異なる

が同じ m/z を示す異性体、いわゆる同重体が

多数存在するため、成分の同定には独特の解

析が必要である。このような状況が脂質メタ

ボロミクスを実施しようとしたときの大きな

ハードルとなり、脂質におけるメタボロミク

ス研究が遅れてきた理由の一つである。 
 メタボロミクスは網羅的な代謝物の解析を

目的としているが、実際には一回の分析で必

要とするすべての代謝物の情報が得られると

いうわけではない。解析対象を脂質に限った

としても多数の分子種が存在し、それぞれの

含有量も大きく異なることから、目的に応じ

た分析方法の使い分けが重要である。我々は

ダイレクトインフュージョン(ショットガン) 
MS 法により、特定の脂質クラスに解析対象

を絞りその中で網羅性を追求した。リン脂質

においてはコリン基やセリン基など特有の極

性基を有することから、それらの部分構造を

持つものを特異的に検出するプリカーサーイ

オンスキャンやニュートラルロススキャンを

用いて、特定の脂質クラスの分子群を選択的

にかつ包括的に分析することができる。プリ

カーサーイオンスキャンは、結合脂肪酸の解

析にも有用である。本法は目的とする脂質の

プロファイルの取得が可能なことから、LC な

どの分離手法を用いなくても良い簡便さ、ス

ループットの面から頻用されている (Ejsing 
et al. 2006)。 
  脂質メタボロミクスにおける多成分を対象

とした一斉分析から得られたデータには、類

似構造の成分が多数混在するため、成分の同

定にはかなりのスキルと膨大な時間を要する。

脂質においては、結合脂肪酸の組み合わせが

異なることにより多様化しているものの種類 
(クラス) が 20 種程に限られていることから、

入手可能な脂質標準品を用いて同定に必要な

基礎的なフラグメント情報を取得し、データ

ベースを構築することが可能である。実際に

生体資料を分析することによって、そのデー

タを脂肪酸鎖長や不飽和結合の数などの分子

種を形成する種々の要素から生じる多様性を

理論的に構築したデータと照合しつつ、デー

タベースを拡張することにより、標準品の入

手できない脂質の同定も可能なデータベース

が構築できる。MS データからの自動ピッキ

ング技術と、蓄積、開発されてきたデータベ

ースと検索アルゴリズムを合体させることに

より、質量分析による脂質測定データから脂

質代謝物を自動同定するための LipidView と

いう検索ツールが開発されている。脂質の質

量分析の生データを読み込み、適切な脂質ピ

ークを選択する波形解析モジュール、脂質の

仮想構造から、そのプリカーサーイオンとそ

こから生じるプロダクトイオンデータ群を保

持する脂質データベース、抽出した脂質ピー

クと脂質データベースを使用し、サンプル内

に存在する脂質を同定するモジュールで構成

されている。MS1、ニュートラルスキャン、

プリカーサースキャンの各スペクトルの同定

結果を集計し、最も確からしい脂質を検索す

ることが可能である。現在、脂肪酸、アシル

グリセロール、リン脂質、糖脂質など約 25,000
以上の分子が格納された理論データベースが

構築されている (Zhou et al. 2011)。 

 

４．研究成果 

一部の微細藻はストレス条件化でオイルを

蓄積し、その量は種によって異なる。初年度

にオイル産生量が多い藻のスクリーニングを

行い、バイオ燃料として有望な海産株を見出

した。 
 
2年目には光酸化ストレス（特に紫外線）に

よるオイル蓄積を引き起こす環境条件を明ら

かにした。また、新たに構築したメタボロー

ム解析システムを用いて、海産オイル産生微

細藻抽出物から、カルビン・ベンソン回路か

ら糖合成及び脂質合成に至るまでの代謝物の

内、電気泳動型 -飛行時間型質量分析計



(CE-TOF/MS)により、オイル産生藻の解糖系、

カルビン回路、TCAサイクル、アミノ酸生合

成経路の55代謝物以上の分析に成功している。 
 
最終年度は高速液体クロマトグラフィー-

イオントラップ 3連四重極型質量分析計 
(LC-Ion Trap Tandem MS/MSn) を用いて、海産

微細藻類の脂質生合成経路上の200以上の脂

質分子種の網羅的解析に成功し、海産微細藻

脂質メタボロミクス解析の技術基盤の確立を

行った。 
 
至適条件下で海産微細藻を培養、10 7 – 10 8 

細胞を低温下(微量代謝物の消失を防ぐため)
でメタノール (- 80o C) : クロロホルム (- 40o 

C) : 水 = 1: 2: 0.8 で抽出した。キャピラリー

電気泳動-飛行時間型質量分析計 (CE - TOF / 
MS) を用いて、E. huxleyi  抽出水溶性画分か

らカルビン回路・解糖系・TCA サイクル・ア

ミノ酸生合成経路を網羅した 55 種類の代謝

物の定性に成功した。さらに、E. huxleyi  抽
出油溶性画分からイオントラップ型質量分析

計 (Ion Trap MS/MSn) によるショットガンリ

ピドミクス解析により 107 – 108 細胞の一度の

測定から、遊離脂肪酸 (FFA)・Fatty acyl-CoA・
ア ル ケ ノ ン  (Alkenone) ・ リ ン 脂 質 
[Phosphatidylcholine (PC) ・

Phosphatidylethanolamine (PE) ・ Phosphatidic 
acid (PA) ・ Phosphatidylglycerol (PG) ・

Phosphatidylinositols (PI) ・

Phosphatidylserine (PS)] ・ 糖 脂 質 

[Monogalatosyldiglyceride (MGDG) ・

Digalactosyldiglyceride (DGDG) ・

Sulfoquinovosyl diacylglycerols (SQDG)]・ジア

シルグリセロール (DAG)・トリアシルグリセ

リロール (TAG) 等の 15 主要脂質、200 脂質

以上の分子種が脂質データベースより検出さ

れた。 
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