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研究成果の概要（和文）：光合成能力を持った微生物である微細藻類のなかには、脂質や炭化水素などのオイル
を作るものがいます。そのような微細藻類（オイル産生藻類）が作る油は「緑の原油」と呼ばれ、再生可能でカ
ーボンニュートラルな次世代燃料となる可能性があります。しかしながら、現在知られているオイル産生藻類
は、増殖が遅いなどの問題があり、実用化に必要な屋外大量培養に至っていません。実用化に向けて、農作物な
どで行われているような品種改良を進める必要があると考え、本研究では、オイル産生藻類の交配育種の実現に
必要な有性生殖機構の解明と、有用な形質をもった野生の遺伝資源の探索に関する研究を実施しました。

研究成果の概要（英文）：Oil-producing microalgae produce oil such as lipid and hydrocarbon by 
utilizing solar energy and carbon dioxide (phosynthesis). Microalgal oil can become renewable and 
carbon-neutral next-generation energy. However, known oil-producing microalgae are not enough 
efficient to produce oil for mass production. Breeding method should be developed in microalgae for 
improving the productivity. We therefore aim to uncover the mechanisms of sexual reproduction of 
oli-producing microalgae for cross breeding and to search novel genetic resources in wild species 
and strains for materials of breeding. By genomic screening and gene expression analysis, we found 
an evidence of capability for sexual reproduction in an oil-producing microalga, Botryococcus 
braunii. We have also developed a PCR (polymerase chain reaction) based technique for detection and 
quantification of wild B. braunii strains from tropics to temperate regions.

研究分野：分子遺伝学

キーワード： 交配育種　有性生殖　微細藻類　バイオ燃料　リアルタイムPCR　減数分裂　炭化水素産生藻　遺伝資源
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 現在、我が国はエネルギー•セキュリティ確
保や地球温暖化対策といった大きな課題に直
面しており、再生可能エネルギーである「微
細藻類が作るバイオ燃料」への期待が高まっ
ています。微細藻類は、アブラヤシなどの陸
上の燃料作物に比べて、面積あたりの生産性
が格段に高いこと、食糧との競合が起こりに
くいこと、排水処理などの多面的な利用が可
能であること、などの利点を持つためです。
バイオ燃料化が期待される微細藻類の中で、
ボトリオコッカス（Botryococcus braunii）は、
際立った特徴を持っています。本種は、重油
相当の炭化水素を最大で乾重量の 60-70%も
作る特質があり、「石油を作る微細藻類」と呼
ばれています。 

 
	 日本の研究者は、ボトリオコッカスの燃料
化に向けた研究で世界をリードしています。
筑波大学の渡邉信教授らは、オイル蓄積量の
高い株や、薬剤耐性を持つ株など、様々な有
用形質を持つ株を単離し、200m2スケールの屋
外大量培養試験を始めています。さらに、神
戸大学の榎本平教授は選択的培養育種という
方法を使って、増殖速度が数倍に増加した株
の育種に成功しています。次のステップとし
て、複数の有用形質を合わせもった超優良株
を得ることが、実用化のために求められてい
ます。しかしながら、ボトリオコッカスは、遺
伝子組換え技術も交配の方法論も確立されて
いないため、このような超優良株の作出は大
変困難な状況でした。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は以下のような具体的目的を立てて
研究を行いました： 
(1) ボトリオコッカスの有性生殖機構の解明 
	 藻類バイオ燃料に関する国内外の論文や研
究プロジェクトの中で、本研究が掲げる「交
配育種を目的とした有性生殖機構の解明」に
取り組んだ事例は、研究代表者の知る限り、
これまで報告がありませんでした。特に、ボ

トリオコッカスについては、配偶子、接合子
などの有性生殖に関わる知見は一切報告され
ていない現状でした。 
	 ボトリオコックスの有性生殖を誘導する方
法論の開発に成功したならば、微細藻類のよ
うに世代時間の短い生物ならば、交配育種に
よって急激な品種改良が実現する可能性があ
ります。また、交配育種によって作成した株
は、遺伝子組換えで作られた生物に比べ、取
り扱い等に関する法規制がないため、ただち
に実用できる点も大きな利点といえます。 
 
(2) 有用なボトリオコッカス野生株の探索 
	 交配育種が実現した場合、増殖速度が速い
など有用な形質をもった遺伝資源が豊富なほ
ど、品種改良の可能性が広がります。また、分
子遺伝学的手法による有用形質を制御する遺
伝的機構の解明にも役立ちます。しかしなが
ら、国内ではボトリオコッカス野生株の収集
と性能評価をした事例はありますが、海外、
特に熱帯域ではほとんど報告がありませんで
した。そこで、特に、熱帯産のボトリオコッカ
ス野生株の収集と性能評価を目的に研究をす
ることにしました。 
 
３．研究の方法 
(1) ボトリオコッカスの有性生殖機構の解明 
	 ボトリオコッカスが生物として有性生殖を
する能力を保持しているかを遺伝子情報を使
って調べる方法をとりました。有性生殖とは、
遺伝的に異なる個体に由来する配偶子がペア
となって受精し、接合子を形成、染色体の組
換えと減数分裂を経て、遺伝的に交雑した次
世代を作る仕組みで、私たち人間を含む全て
の真核生物の祖先の時代から受け継がれてい
る性質とされています。しかしながら、進化
の過程で一部の真核生物は、有性生殖をする
能力を失って、無性的に細胞分裂をするだけ
の生活史をもつに至ったものもいます。真核
生物であるボトリオコッカスも、もともとは
有性生殖をする能力を持っていたと考えられ
ますが、実験室内で培養している株では、配
偶子や接合子などの有性生殖を示唆する形態
的な変化は見つかっていません。ボトリオコ
ッカスが生物として有性生殖をする能力を持
っているならば、有性生殖のときにのみ起こ
る特殊な細胞分裂である「減数分裂」を制御
する遺伝子を保持していると予測されます。
このような遺伝子の配列的特徴は真核生物全
般で広く保存されていることが知られていま
したので、これを利用し、ボトリオコッカス
のゲノム情報と mRNAのデータベース（EST）
を対象に、減数分裂関連遺伝子の存在を検証
しました。そして、存在が確認された減数分
裂関連遺伝子の発現が誘導される培養条件を
探索する方法で、有性生殖を誘導するための
培養条件を探索しました。 
 
(2) 有用なボトリオコッカス野生株の探索 
	 インドネシアのパランカラヤ大学の研究者
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と共同で熱帯泥炭湿地林の湖沼でボトリオコ
ッカス野生株の探索を行いました。さらに、
日本国内でも沖縄、九州、四国、本州（近畿、
東北）において、湖沼からボトリオコッカス
野生株の探索を行いました。 
	 採取したボトリオコッカス野生株が有用な
炭化水素（オイル）を作る品種かどうかを簡
便に推定するためのダイレクト PCR法を開発
しました。ボトリオコッカスは、産生する炭
化水素の化学組成をもとに４品種に分類され
ており、その中で、バイオ燃料として価値の
ある炭化水素を多量に作るのは B品種である
とされています。そのため、有用なボトリオ
コッカス野生株を採取するにあたっては、特
に B品種を選ぶことが効率的であると考えま
した。しかしながら、顕微鏡下での形態的な
特徴の観察だけでは、品種を特定することが
できません。また、化学組成を分析できるほ
ど増やすためには多大な労力と時間がかかっ
てしまいます。そこで、微量な細胞から取得
した遺伝子情報をもとに品種を推定する方法
を開発しました。 
	 ボトリオコッカスは自然湖沼では非常に低
密度でしか存在しないことが多く、新しい遺
伝資源の探索や生態調査のためには、自然湖
沼のサンプルから、未知のボトリオコッカス
野生株の存在を効率的に検出する方法論の開
発が必要でした。そこで、ボトリオコッカス
だけが有すると考えられる炭化水素の生合成
に関わる遺伝子の一つであるSSL-3（Squalene-
Synthase Like 3）遺伝子に着目し、この遺伝子
の存在を分子生物学的手法を用いて検出し定
量するためのリアルタイム PCR法を開発しま
した。 
	 このような方法を使って採取したボトリオ
コッカス野生株を使い、高温と低温条件下に
おける増殖速度を比較する方法で、有用な遺
伝資源の抽出を試みました。温度に着目した
理由は、日本のような温帯地域で１年を通じ
て微細藻類を屋外培養するためには、温度の
季節変化に応じて、培養に適した株を選択す
る方法が有効になると予測したためです。 
 
４．研究成果 
(1) ボトリオコッカスの有性生殖機構の解明 
	 減数分裂関連遺伝子の存在を確認しました。
調査した遺伝子は減数分裂時の相同染色体の
対合などに関わるタンパク質をコードする９
種類の遺伝子：DMC1, SPO11, HOP1, HOP2, 
MND1, REC8, MER3, MSH4, MSH5です。それ
ぞれの遺伝子について、ボトリオコッカスに
近縁な緑藻（クラミドモナス Chlamydomonas、
クロレラ Chlorella）や人間の相同遺伝子のア
ミノ酸配列を遺伝子データーベースから入手
し、これを参照配列（クエリー）として、ボト
リオコッカス showa 株のゲノムデータを検索
し、配列が類似した遺伝子を探索した結果、
全ての遺伝子について、類似配列が存在する
ことを確認しました。 
	 さらに、得られた配列情報をもとにプライ

マーを設計し、ボトリオコッカス showa 株の
DNA を鋳型としたポリメラーゼ連鎖反応
（PCR）をした結果、全ての遺伝子でバンドが
検出されました（図 2）。 
 

	 さらに、PCR産物の塩基配列情報を入手し、
得られた塩基配列を参照配列（クエリー）と
して、NCBIの遺伝子データベースに検索をか
けたところ、全ての遺伝子について、ボトリ
オコッカスに近縁な緑藻の減数分裂関連遺伝
子がヒットしました。したがって、PCR で増
幅した遺伝子は、目的とする遺伝子であり、
かつ、ボトリオコッカス showa 株の DNA 中
に存在するものであることが強く示唆されま
した。 
	 次に、これらの遺伝子が発現しているかど
うかを調べました。連携研究者である岡田茂
准教授が保有する showa株のmRNAのデータ
ーベース（EST）に検索をかけたところ、９つ
の遺伝子のうち、２つ（DMC1, SPO11）だけが
ヒットしました。したがって、ほとんどの遺
伝子は通常の培養条件下では発現していない
と考えられます。そのため、9つの遺伝子の発
現が誘導されるような培養条件を明らかにす
れば、有性生殖を引き起こすための培養条件
が明らかになることが期待されます。近縁な
微細藻類では培養液中の無機態窒素が欠乏す
ると、有性生殖が誘導されることが知られて
います。そのため、ボトリオコッカスでも同
様の培養条件下に置けば、有性生殖が起こり
減数分裂関連遺伝子の発現が確認されるので
はないかと考え、現在、確認実験を行ってい
ます。 
 
(2) 有用なボトリオコッカス野生株の探索 
	 微量（10-100uL）なボトリオコッカス野生株
の培養液から、DNA抽出を経ないでダイレク
トに PCRを行い、遺伝子の塩基配列を取得す
るダイレクト PCR 法を開発しました（⑤
Nishikawa et al. 2016）。この方法を使い、単離
した野生株の 18S リボソーム遺伝子の配列を
取得し、既存の株との系統関係を推定する方
法で、品種を推定しました。温帯から亜熱帯、
熱帯を含む 12 地点で採取した計 40 株の品種
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を推定した結果、大半の 35株が有用な炭化水
素を作る B 品種であると推定されました（A
品種は 3 株、S もしくは L 品種が 2 株；①西
川ら 2017）。熱帯産のボトリオコッカスは調
査した 13 株すべてが B 品種であると推定さ
れました。 
	 さらに、高温（38度）と低温（10度）で増
殖能力を比較した結果、株によって温度耐性
の遺伝的な変異があることが分かり、低温条
件では増殖できないが、高温条件であれば増
殖できる株（5%）、逆に低温条件でのみ増殖で
きる株（55%）、いずれの条件でも増殖できな
い株（12％）、高温でも低温でも増殖できる株
（28%）に分類されました（①西川ら 2017）。
統計解析の結果、このような株の特性は、産
地とは無関係であることも示唆されました。
このように、温度耐性を持つボトリオコッカ
ス野生株を取得することができました。また、
一部の株では、高温条件下で培養すると、細
胞間隙に蓄積する炭化水素の量が増えること
も蛍光顕微鏡による観察で示唆されました
（図 3）。 

 
	 ただし、温度耐性がある株でも、通常の培
養条件（25度）に比べると、高温あるいは低
温条件下では増殖速度が顕著に低下していた
ため、実用化のためにはさらなる品種改良が
必要です。 
 
	 次に、ボトリオコッカス野生株の検出と定
量のために開発したリアルタイム PCR法につ
いて説明します。リアルタイム PCRとは反応
液中の DNA 量を蛍光測定しながら PCR反応
を行う実験手法で、PCR 産物の増幅曲線から
鋳型となった初期 DNA 量を定量することが
できます。PCR 反応のプライマーを適切に設
計することで、サンプル中に特定の塩基配列
を持つ DNA がどれだけ含まれているかを定
量することができます。この方法を応用し、
湖沼からサンプルした水に含まれる未知のボ
トリオコッカス野生株の存在を検出する方法
を開発しました。 
	 ボトリオコッカスを特異的に検出するため
に、炭化水素の生合成酵素をコードする SSL-
3遺伝子に着目し、2セットのプライマーを設
計しました（F2 x R3, F14 x R12）。ボトリオコ
ッカス showa 株の培養液を段階希釈してから
DNA を抽出したものを鋳型にリアルタイム

PCR を行い、検量線を作成しました。その結
果、102から 106コロニー数の範囲で、いずれ
のプライマーセットにおいても、誤差の少な
い検量線を得ることができました（図 4）。 
 
	 これらのプライマーセットがボトリオコッ

カス野生株の検出に適用できるかどうかを確
認するため、各地から単離した野生株の DNA
を鋳型に PCRを行い、結果を電気泳動で確認
した結果、F2 x R3では熱帯と亜熱帯産の一部
の株では PCR 産物が確認できませんでした
（図 5）。一方、F14 x R12であれば、F2 x R3
で増幅できなかった熱帯産の野生株も増幅で
きることが分かりました（図 6）。この結果は、
F2 x R3 は温帯地域であれば野生株の検出に
適用可能であること、熱帯地域での検出には
F14 x R12 がより適していることを示唆して
います。 
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	 次いで、自然湖沼での未知のボトリオコッ
カス野生株の検出を試みました。自然湖沼の
サンプルは、ボトリオコッカス以外の微細藻
類や微生物に由来する DNAが含まれるため、
非特異的な増幅が懸念されました。そこで、
自然湖沼水をろ過して抽出した DNA サンプ
ルを鋳型に上記のプライマーセットによるリ
アルタイム PCRを行い、融解曲線解析を行い
ました。融解曲線解析とは、PCR 産物の塩基
の長さや配列の変異を二本鎖が一本鎖に解離
するときの温度の変異によって検出するもの
です。 

 
	 大阪府摂津市のため池での調査の結果、ボ
トリオコッカス野生株を F2 x R3 プライマー
で検出することに成功しました（図 7a）。予測
されたとおり、粒径が 20um 以上のコロニー
形態をとった状態で自然湖沼でも生息してい
ることが確認されました。逆に、それよりも
粒径の小さな状態のボトリオコッカスは、少
なくともサンプルを採取した時期の表層水に
は存在しないことも確認されました。融解曲
線解析の結果、PCR 産物が１本鎖に解離する
ときの温度は一つの値に集中したことから、
PCR 産物の塩基配列には長さや配列の変異は
なく、非特異的な増幅は起こっていないこと
が示唆されました（図 7b）。 
	 同様の実験を F14 x R12 プライマーを使っ
て熱帯のため池のサンプルを使って行った結
果、熱帯産のボトリオコッカス野生株の検出
にも適用できることが示唆されました（図 8a）。
融解曲線解析の結果、非特異的な増幅も起こ
っていないと考えられました（図 8b）。以上の
結果から、リアルタイム PCRを用いて自然湖
沼の未知のボトリオコッカス野生株の検出と

定量ができることが示唆されました。 

	 本研究が開発したリアルタイム PCR 法は
DNAを検出する方法であるため、図７の例で
示したように、形態的に知られていない状態
のボトリオコッカスの検出にも適用可能です。
そのため、自然湖沼での生育場所や生活史な
どの生態の解明に役立つ強力なツールとなる
ことが期待されます。ひいては、おそらく自
然では起こっているであろうと期待される有
性生殖についての手がかりが得られる可能性
もあると考えています。 
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