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研究成果の概要（和文）：藻類バイオマスが自然エネルギー産業として自立するためにはLife Cycle Assessment解析
にて指摘される２つの技術課題（培養・抽出）の克服は不可欠である．特に重要度が高いのは，対象株に応じた合目的
的な培養技術や抽出法の開発にある．本研究では，緑藻Chlorococcum littoraleなどの藻類を対象として培養時の脂質
生産の制御因子を追究するとともに，噴霧などを利用した簡便な抽出技術の開発に成功した．

研究成果の概要（英文）：Photoautotrophic fatty acid production of a highly CO2-tolerant green alga 
Chlorococcum littorale in the presence of inorganic carbon at 295 K and light intensity of 170 mmolphoton 
m-2 s-1 was investigated. CO2 concentration in the bubbling gas was adjusted by mixingpure gas components 
of CO2 and N2 to avoid photorespiration and b-oxidation of fatty acids under O2 surrounding conditions. 
Maximum content of total fatty acid showed pHdependence
after nitrate depletion of the culture media and increased with the corresponding inorganic carbon ratio. 
Namely, [HCO32]/([CO2]1n[CO223]) ratio in the culture media was found to be a controlling factor for 
photoautotrophic fatty acid production after the nitrate limitation. At a CO2 concentration of 5% 
(vol/vol) and a pH of 6.7, the fatty acid content was 47.8 wt % (dry basis) at its maximum that is 
comparable with land plant seed oils. On the other hand, simple extraction methods were also developped 
in this work.

研究分野： 化学工学
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１．研究開始当初の背景 
 藻類バイオマスが自然エネルギー産業と
し て 自 立 す る た め に は Life Cycle 
Assessment 解析にて指摘される２つの技術
課題（培養・抽出）の克服は不可欠である．
特に重要度が高いのは，対象株に応じた合目
的的な閉鎖系培養技術や抽出法の開発にあ
る．今後を見据えた上では国産株を中心とし
た株情報の数値集積化も欠かせない． 
 このような背景のもと申請者らは，微細藻
類の中でも優れた CO2 固定能を有する緑藻
Chlorococcum littorale（C. littorale）をモデ
ルとして，二酸化炭素の脂質への高効率変換
に関する検討を行ってきた．これまでの結果
から，培地成分中 N 源充足下では良好な細胞
増殖が見られ，N 欠乏下では増殖速度の低下
と脂質の蓄積が確認されている．一方，通気
CO2 濃度の影響に関する検討では，低 CO2

濃度条件で増殖速度および脂質含有率の向
上が観察された．ここで，CO2濃度変化が誘
引する培地 pH変化が溶存CO2の解離平衡を
支配していることに着目し，CO2解離種であ
る HCO3-の CO2に対する存在比（SCO2）を定
義したところ，これら N 欠乏前後の現象を整
理可能でありことが示唆され，さらに HCO3-

が脂質生産の基質として作用している可能
性も報告されている．しかしながら，SCO2値
の制御は通気 CO2 濃度変化によるため間接
的で，かつ検討範囲も限定的である． 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では，CO2 解離平衡を培地
pH の調整により直接制御し，より広範囲で
の SCO2における増殖速度，脂質含有率の挙動
を定量化し，脂質生産機構の全容解明を目指
すことにした．これにより，培養過程での脂
質生産における制御因子を明らかにすると
ともに，モデルを開発することで生産予測の
可能性を検討した．なお，紙面の都合上，藻
類からの抽出についての研究は投稿論文に
纏めていることもあり，ここでは割愛する． 
 
３．研究の方法 
 培養実験には白色LED通気振とう恒温槽を
用いた．人工海水培地 200 cm3を導入した 300 
cm3フラスコに前培養サンプルを接種し，初期
細胞濃度を 1.5 mg-dry weight/dm3 として，
所定温度に制御した恒温槽内に設置した．実
験条件は，温度 8〜28℃，光強度 10〜170μ
mol m-2 s-1，振とう速度 120 rpm とし，通気
ガ スは 流量 100 cm3/min （ STP ）， 組 成
CO2:N2=5:95 v/v とした．培地 pH の調整には
NaOH を用い，pH 範囲は NaOH 無添加の pH6.0
から HCO3

-の存在比が極大値を持つ pH7.5 と
した．細胞濃度 Xは分光光度計による濁度測
定（＠750 nm）より決定し，増殖速度の指標
として比増殖速度μ =1/X(dX/dt)を算出し
た．脂肪酸は，凍結乾燥した試料に 5wt.% 
HCl-EtOH 溶液を加えてエステル前処理し，GC
分析より定量した．脂肪酸含有率ηは，得ら

れた脂肪酸の総量を乾燥藻体重量で除した
値と定義した． 
 
４．研究成果 
 実験条件は，温度 22℃，光強度 170μmol m-2 
s-1とした．各 pH での細胞濃度の経時変化を
Fig. 1 に示す．なお，pH は培養開始から終
了まで，ほぼ変動がなかったため（±0.1），
培養開始時の値とした．得られた増殖曲線よ
り N 充足下のμを定量化し，増殖速度の SCO2

依存性を検討した．実験値と文献値 1を Fig. 
2 に示す．図中の破線は Monod 型の（1）式に
よる相関結果であり，フィッティングパラメ
ータ KS は 0.30，μmは 0.120 h-1となった．
実験値は（2）式で定義される AAD = 9.0%以
内で相関可能であった． 
 続いて，培養終了時の試料の脂肪酸含有率
を測定し，これを最大脂肪酸含有率ηmと仮定
して SCO2依存性を検討した．結果を Fig. 3 に
示す．図より，SCO2の増加に伴うηmの大幅な
増加が確認され，特に SCO2=12.8 （pH 6.7）
では，47.8 wt.％の脂肪酸を蓄積した．この
現象については，SCO2の増加が HCO3

－を要求す
るアセチルCoAからマロニルCoA への合成反
応の促進による可能性が考えられる． 
 一方で，ηmは SCO2=10 近傍で極大を示した
後，減少した．何らかの要因で脂肪酸生産が
阻害されたものと考え，基質の阻害作用を表
現可能な Andrews 式 3 に SCO2を導入した脂肪
酸生産モデル（3）式を構築した．フィッテ
ィングパラメータはηm,CO2 ，KS ，Ki として
相関を行った．結果を Fig. 3 の破線で示す．
本モデルは実験値の傾向を AAD = 4.5%以内で
良好に再現した．以上，SCO2によりμ，ηmが
整理でき，脂肪酸の効率的生産条件の推定が
可能となった． 
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Fig.1 各 pH における細胞増殖曲線 
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Fig.2 μの SCO2依存性とその拡大図 
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Fig.3 脂肪酸含有率の SCO2依存性 
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