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「二酸化炭素排出抑制に資する革新的技術の創出」 
平成 21 年度採択研究代表者 
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海洋性藻類からのバイオエタノール生産の開発 

 

 

 
§１．研究実施体制 
(1) 「近藤昭彦」グループ 

①研究代表者：近藤 昭彦（神戸大学大学院工学研究科、教授） 

②研究項目 

・藻類のシステムバイオロジー解析 

・微細藻類からの効率的バイオエタノール生産 

 

(2) 「清水浩」グループ 

①主たる共同研究者：清水 浩（大阪大学大学院情報科学研究科、教授） 

②研究項目 

・藻類のシステムバイオロジー解析と代謝モデリング 

 

(3) 「邢新会」グループ 

①主たる共同研究者：邢 新会（清華大学化工系、教授） 

②研究項目 

・有用微細藻選抜に資する微細藻類新規ゲノム改変技術の開発 

 

(4) 「川井浩史」グループ 

①主たる共同研究者：川井 浩史（神戸大学自然科学先端融合研究環、教授） 

②研究項目 

・海水環境における高増殖・高密度培養の技術開発 

・形質転換技術の開発 

 

(5) 「三宅親弘」グループ 

H24 年度 

実績報告 
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①主たる共同研究者：三宅 親弘（神戸大学大学院農学研究科、准教授） 

②研究項目 

・酸素への電子伝達反応の制御 

・光化学系 Iでの循環的電子伝達反応の制御 

 

(6) 「秋本誠志」グループ 

①主たる共同研究者：秋本 誠志（神戸大学自然科学系先端融合研究環、准教授） 

②研究項目 

・微細藻の光エネルギー捕集機能の評価と強化 

 

(7) 「張嘉修」グループ 

①主たる共同研究者：張 嘉修（成功大学大学院化学工学専攻、教授） 

②研究項目 

・高炭水化物生産能を有する微細藻種の単離と大量培養法の確立 
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§２．研究実施内容 
(文中に番号がある場合は（３－１）に対応する) 

 

(1) 近藤グループ 

研究目的・方法 

塩水環境下で炭水化物を高生産する微細藻類の育種において，鍵となる物質代謝経路の

同定を目指し，藻類のシステムバイオロジー解析を行う．本年度は，グリコーゲン代謝お

よび解糖系を制御する反応制御遺伝子を欠損させた変異株の代謝解析を行い，そのプロフ

ァイリングデータに基づき，グリコーゲン生産を律速する代謝反応の特定を目指した． 

また，グリコーゲンはアミラーゼにより糖化することで，微生物による発酵過程を経てエ

タノールに変換することができる．本研究では，ラン藻グリコーゲンの分解に最適な酵素

を選出し，当該酵素を酵母細胞表層に提示発現させることにより，糖化同時発酵によるバ

イオエタノール生産システムの確立を目指す．本年度はバイオエタノールをより効率よく

生産するために，ラン藻細胞からの効率的なグリコーゲン抽出法の開発およびラン藻を炭

素源としたバイオエタノール生産プロセスを検討した． 

結論 

1) 藻類のシステムバイオロジー解析 

グリコーゲン代謝に影響する遺伝子を欠損させた変異体の中間代謝産物を分析した．

Rre37は窒素制限により誘導発現される反応制御因子で，グリコーゲン代謝，糖代謝に影響

する．これまでの研究から窒素制限により蓄積した 2-オキソグルタル酸（2OG）が NtcAの

発現を誘導し，その NtcAが Rre37 などの反応制御因子を発現させると考えられてきた．し

かしながら，Rre37が窒素制限条件での代謝物（グリコーゲンおよび中間代謝物質）の経時

変化に及ぼす影響は調べられておらず，Rre37の機能は詳細に解明されてこなかった．そこ

で，コントロール株と Rre37遺伝子欠損株（∆rre37：理化学研究所 小山内博士から譲渡）

の窒素制限条件でのグリコーゲン蓄積量を，本プロジェクトで構築した水系サイズ排除ク

ロマトグラフィーにより分析した．その結果，∆rre37は窒素制限後グリコーゲン蓄積まで

にコントロール株より時間を要し，培養開始 6時間後までグリコーゲンの蓄積が見られな

かった（Fig. 1-1）．この結果より Rre37 はグリコーゲン蓄積の初期応答に関係している事が

示唆された．そこで Rre37の細胞内代謝物プロファイルを調べるためにキャピラリー電気泳

動/質量分析計（CE/TOFMS）および超高速液体クロマトグラフィー/質量分析計

（UPLC/QTOFMS）を用いて，コントロール株との比較代謝解析を行った．また代謝物量に

影響する遺伝子発現量の解析をリアルタイム PCRを用いて行った．Figure 1-2に窒素制限前

と窒素制限 6時間後のコントロール株に対する∆rre37株の中間代謝物質量および遺伝子発

現量の比を示した（3倍に増加している代謝物を赤で，1/3以下に減尐している代謝物を青

で示し，同等の代謝物は白で示した．代謝物量は円で遺伝子発現量は菱形で示した）．窒素

制限 6時間後の∆rre37 株はコントロール株に比べて，グリコーゲン前駆体である
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ADP-glucose量が尐なく，グリコーゲン同化に関わる GlgA, GlgC 遺伝子，グリコーゲン異

化に関わる GlgX，GlgP 遺伝子の発現量はほとんど同じであった．さらに，∆rre37株では窒

素条件下の初期応答である 2OG の蓄積がコントロール株に比べて遅く，Figure 1-3に示した

リアルタイム PCR によって得られた窒素制限後の NtcA 遺伝子の発現量は∆rre37株ではコ

ントロール株に比べて低かった．これらの結果から，2OG の蓄積が不十分であり NtcA遺伝

子が誘導されなかったため，∆rre37株ではコントロール株に比べてグリコーゲン蓄積に時

間を要したと考えられる．しかし，これらの結果はこれまで報告されているシグナル伝達

経路（2OG→NtcA→Rre37）だけでは説明できない．Rre37は NtcAの制御のみならず，他の

因子（たとえば反応制御因子もしくは環境ストレス）により制御を受けており，窒素制限

条件以降初期ではその他の因子による制御により発現誘導しているのではないかと考えら

れた．また Rre37 は Rubisco Large subunit遺伝子の発現量に影響しており（Fig. 1-2），その

結果，∆rre37株ではペントースリン酸経路の中間代謝物質が蓄積したと考えられる．以上

の結果より Rre37 はグリコーゲン蓄積の初期応答に関係しており，過剰発現することでグリ

コーゲン生産速度を向上させることができると考えられた．今後は Rre37 過剰発現株を作製

し，グリコーゲン生産速度の向上を目指す． 

 

 

Fig.1-1 

窒素源投与量制限後の∆rre37とコントロール株

のグリコーゲン蓄積量の比較 
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   窒素制限前     窒素制限 6時間後 

Fig. 1-2 窒素源投与量制限による中間代謝物質の蓄積量の違い（∆rre37/control） 

 

色調と量比の関係 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-3 

窒素源投与量制限後の∆rre37とコントロー

ル株の NtcA遺伝子の発現量比 
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2) 微細藻類からの効率的バイオエタノール生産 

従来，ラン藻由来のグリコーゲンから酵母によりエタノールが生産された例はない．そ

こでまず，ラン藻から 30%KOH により抽出したグリコーゲンを炭素源として市販アミラー

ゼ存在下で Saccharomyces cerevisiae MT8-1 株によるエタノール生産を行った（Fig. 1-4）と

ころ，11.5 g/Lのグリコーゲンから 6 g/Lのエタノールを生産できた．しかしながら，グリ

コーゲンの抽出と抽出液の中和は煩雑な作業となるため，これらの前処理を行わない手法

の検討を行った．20 g乾燥重量/Lの A. platensis細胞（乾燥重量あたり 61%のグリコーゲン

を含む）を炭素源として用い，α-アミラーゼとグルコアミラーゼをそれぞれ 0.3 U/mLと 0.1 

U/mL加えて S. cerevisiae MT8-1株によるエタノール生産を行った（Fig. 1-5）．その結果，ア

ミラーゼを加えない条件ではエタノールは全く生産されなかったが，アミラーゼを加えた

条件では 96 hで 2.5 g/Lのエタノールが生産された．次に，市販アミラーゼの添加を省くた

めに，Streptococcus bovis由来の αアミラーゼと Rhizopus oryzae由来のグルコアミラーゼを

発現させた酵母 S. cerevisiae MT8-1GS を用いて，エタノール生産を行った．その結果，酵

素を添加した場合と同様に 96 hで 2.2 g/Lのエタノールが生産されたが（Fig. 1-6），グリコ

ーゲン消費量に対するエタノール収率は 32%と低かった．一方で，グリコーゲンはアミラ

ーゼ非存在下で 6 g/L程度まで減尐したことから，A. platensisがグリコーゲンを資化したと

考えられた．そこで，本研究ではラン藻の細胞壁であるペプチドグリカンを分解するリゾ

チームを用い，A. platensisが消費するよりも早く，グリコーゲンを細胞外に抽出することを

試みた．アミラーゼ（0.3 U/mLの αアミラーゼと 0.1 U/mLのグルコアミラーゼ）存在下で

1 g/Lリゾチームによるグリコーゲン抽出量を調べたところ，リゾチームを加えていない条

件では 4 g/Lのグルコース濃度だったのに対して，リゾチームを加えた条件では 6 g/Lのグ

ルコースが得られた（Fig. 1-7）．したがって，リゾチームが A. platensisからのグリコーゲン

の溶出を促進することが明らかとなった．そこで，前処理を加えていない 20 g dry cell 

weight/Lの A. platensisを炭素源として，1 g/Lのリゾチームを加え，アミラーゼを発現させ

た酵母によりエタノール生産を行った（Fig.1-8）．その結果，消費グリコーゲン量あたり

86.5 %の収率で 6.5 g/Lのエタノールを生産できた．我々のエタノール生産プロセスのエタ

ノール収率，エタノール濃度，前処理プロセス手順について従来の微細藻類を炭素源とし

たエタノール生産の研究と比較した（Table. 1-1）．バイオマス重量あたりのエタノール収率

はこれまでの研究の中で最高値であった．また，Table 1-2にバイオエタノール生産のため

の様々な炭素源からのエタノール収率を示した．これまでコーンなどと同程度の値が得ら

れており，スピルリナがバイオエタノールを生産する資源として非常に有用であることが

明らかとなった．以上のように我々は高効率でラン藻からエタノールを生産できる前処理

の必要ないプロセスを開発することに成功した．今後の研究では，リゾチームを酵母の細

胞表層に提示させることで，リゾチーム添加を除き，エタノール生産プロセスを更に改良

していく予定である． 
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Fig. 1-4 アルカリ抽出した A. platensisグリ

コーゲンを炭素源としたS. cerevisiae MT8-1 

株によるエタノール生産 

Fig. 1-5 アミラーゼ存在下での A. platensis 

を炭素源とした S. cerevisiae MT8-1株によ

るエタノール生産 

 

Fig. 1-6 A. platensisを炭素源とした S. 

cerevisiae MT8-1δGS 株によるエタノール

生産 

Fig. 1-7 リゾチームが A. platensisからのグ

リコーゲン抽出に及ぼす影響 
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Fig. 1-8 A. platensisを炭素源とした S. cerevisiae 

MT8-1δGS 株によるエタノール生産 
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Table 1-1 Ethanol production and yield from cyanobacteria and green algae and pretreatment steps 

n.d., not determined  

 

 

Table 1-2 Ethanol yield from various bioethanol sources 

Bioethanol source Ethanol yield 
(L/kg dry-biomass weight) 

Cyanobacteria 
(A. platensis) 0.44 

Barley 0.41 
Corn 0.46 
Oat 0.41 
Rice 0.48 

Wheat 0.40 
Sweet sorghum 0.08 

Sugarcane 0.07 
Cassava 0.15 

Switch grass 0.38 
 

 

 

 

Ethanol 
production 
technique 

Species name of 
cyanobacteria or 

green algae 

Ethanol yield 
(mg/g dry-cell 

weight) 

Ethanol 
conc.  
(g/L) 

Substrate pretreatment steps 

Fermentation 
by yeast 

A. platensis 350 6.5 None 

Chlorococcum sp. n.d. 3.6 

Drying at 60°C 
60°C heat treatment 

400 mL /min CO2 bubbling, 
and drying at 60°C 

C. infusionum 260 n.d. 

Freeze-thawed 
dried at 60°C 

extraction at 120°C with 
0.75% (v/v) NaOH for 30 min 

Chlamydomonas 
reinhardtii 

235 11.7 

Liquefaction by 0.005% 
(w/v) α-amylase at 90°C 

for 30 min 
and saccharification by 

0.2% (w/v) glucoamylase 
at 55°C for 30 min 
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(2) 清水グループ 

研究目的・方法 

海洋藻類の有用物質生産宿主としての性能を高度化するためには「オミクスを高度に

活用した合理的生産プロセスの探索」が必要である．ゲノムや細胞内の代謝物質の量の情

報などをもとに現状の細胞の特徴を把握するとともに，変化を与えることによってそのよ

うな改変が行えるかを予測し，また，実際に改変を行った結果を予測と照らし合わせるこ

とで，現状の細胞の状態を捉え直し，さらなる改良を加えるための基盤とすることが望ま

れる．本研究においては，微細藻の培養条件や遺伝子改変を行った際に，どのように代謝

が変化し，有用物質生産能が変化するのかを予測するシステムと，実際に代謝がどのよう

に変化したのかを評価するシステムの構築を目指すこととする．これらのシンセティック

バイオエンジニアリングを用いて有用物質生産の能力を飛躍的に高める株を構築すること

を目的とする． 

 

結論 

代謝の予測システムの開発に関して，これまでに，モデル微細藻類 Synechocystis sp. PCC 

6803と本研究プロジェクトの中心的微細藻類 Arthrospira platensis NIES-39の代謝モデルを

構築した．本年度は構築した代謝モデルを用いて，窒素の供給を制限した培養条件を想定

した代謝シミュレーションを行った．その結果，窒素制限によりグリコーゲンの蓄積が予

測され，微細藻類において窒素制限によるグリコーゲン蓄積が向上する実験結果に対応す

る結果が得られた． 

代謝状態を評価するシステムの開発に関しては，Synechocystis sp. PCC 6803において，

光独立栄養条件 (光合成による CO2 固定のみを炭素源) における代謝フラックス解析手法

を開発した．Synechocystis sp. PCC 6803 を培養し，13C 標識炭酸塩を培地に添加した後，1

分間隔でサンプリングおよび細胞内中間代謝物質の抽出を行った．取得したサンプルから
13C 濃縮度と細胞内濃度を，ガスクロマトグラフ質量分析計 (GC-MS)，キャピラリー電気泳

動質量分析計 (CE-MS)，神戸大近藤チームが所有する液体クロマトグラフ質量分析計 

(LC-MS/MS) を用いて測定した．得られた 13C濃縮度の経時変化の情報と代謝物質濃度の情

報より，代謝フラックスを求めた．その結果，カルビンサイクルのフラックスは大きく，

酸化的ペントースリン酸経路のフラックスは非常に小さいことが示唆された (Fig. 2-1)．さ

らに，独立栄養条件，従属栄養条件，混合栄養条件の異なる栄養条件下において，CE-MS

を用いたメタボローム解析と，DNA マイクロアレイを用いたトランスクリプトーム解析に

よるシステムバイオロジー解析を行い，各栄養条件下における細胞状態の特徴を明らかと

した（原著論文 12）． 

代謝律速点の決定に関する研究に関しては，代謝ターンオーバーを詳細に解析するた

め，これまでに開発した最短 30秒間隔で培養液のサンプリングおよび細胞内の代謝物質を

抽出するシステムを改良し，最短 10秒間隔で行うことを可能とした．また，H23年度にゲ
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ノムスケール代謝モデル用いて抽出した微細藻類による物質生産性を向上させ得る破壊候

補遺伝子について，本年度は，実際に候補遺伝子の破壊株を構築した．さらに，これまで

に開発した代謝解析手法を用いて，光量の変化など代謝に影響を与える環境条件や，遺伝

子破壊株の代謝解析を開始し，代謝律速点の決定手法の開発を進めた．  
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Fig. 2-1代謝物質中の 13C標識割合の経時変化と代謝フラックス計算結果．時間 0 min にお

いて，培地に 13C標識炭酸塩を添加し，その後の代謝物質中の 13C 標識割合の経時変化を測

定した．時間の経過に伴い，各測定物質の質量数Mの割合が低下し，13C 標識で標識された

質量数が大きい代謝物質の割合が増加する結果を捉えることに成功した．計算により求め

た代謝フラックスを赤字で示す（単位 mmol/g-dry cell weight/h）． 

 

(3) 邢グループ 

研究目的・方法 

本研究の主要目的は新規ゲノム迅速変異－常圧常温プラズマ（ARTP）を用いて微細藻

類新規ゲノム改変技術の開発することである．本年度は ARTP の発生特性を数値的にモデ

ルシミュレーションし，プラズマの分布特徴を検討した．A. platensis変異体バンクから得ら

れた三つの代表的変異体を用いて，プロテオームとゲノミックスの解析によって ARTP 変

異メカニズムの検討を試みた．さらに，海水での培養を目指し，耐塩性を持つ A. platensis

の ARTP 変異プロトコルを確立した． 

結論 

a. ARTP発生特性についてのシミュレーション 

a-1. 一次元プラズマ分布のシミュレーション 

前年度の結果に基づいて，ARTP 放電区を一次元非定常流体としたモデルを立て，同軸
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型プラズマ発生器放電区特性（Fig. 3-1）を数値的にシミュレーションした．計算結果との

比較のために，放電区の可視化画像をとり，画像処理によって放電区のプラズマ強度分布

を解析した．電極ギャップスペースが変化と一定の場合，ARTP 放電区での電子，He*， He2
*, 

He+, He2
+, N2

+数密度の半径方向の分布のシミュレーション結果をそれぞれ Figure 3-2 と

Figure 3-3に示した．電極ギャップスペースが一定の場合，planar-type generator (rin)に相

当する ARTP 放電区での電子，He*, He2
*, He+, He2

+, N2
+数密度の半径方向の分布は対称にな

った（Fig. 3-3）．画像処理によって得られたプラズマジェットの半径方向での分布（grayscale 

values）は対称的であり，計算結果と一致した． 

  
Fig. 3-1 Schematic of the co-axial-type 
ARTP generator (a), calculation domain 
(b) and the mesh generation (c) 

Fig. 3-2 Calculated radial distributions of the time-averaged 
number densities of different chemical species with different 
electrode gap spacings (rin=8.0 mm, id=14.0 mA/cm2) 

  

 
 

Fig. 3-3 Calculated radial profiles of the 
time-averaged species number densities and the 
electron energy with different radii of the inner 
electrode (L=1.6 mm, id=14.0 mA/cm2). 

Fig. 3-4 Typical discharge image of the 
RF APGD with I=0.74 A and Q=10.0 
slpm, and the corresponding radial 
distribution of the grayscale values of the 
discharge image by imaging analysis. 

  
a-2. 定常モデルによるプラズマの二次元的分布シミュレーション 

ARTP 放電区での一次元プラズマ分布のシミュレーションに基づき，照射区（Jets）で

のプラズマ二次元分布を定常モデルによって計算し（Fig. 3-5），その流れ方向でのプラズマ
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分布を Figure 3-6に示した．He2
*数密度が流れ方向に沿って広く分布した．計算結果を確認

するために，ARTP 放電区の等価インピーダンスや電子数密度測定方法を確立した． 
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Fig. 3-5 Schematic of the calculation domain 
for the 2-D modeling of the ARTP jets 

Fig.3-6 Variations of the chemical species 
number densities along the flow direction 

 

b. 代表的 A. platensis変異株の Omics分析と CO2曝気培養特性 

b-1. 変異体のプロテオミクス解析 と遺伝的安定性 

昨年度までに確立した A. platensis 変異体バンクから代表的変異体の変異メカニズムを

探索するために，3つの変異株と野生株のプロテオミクス解析を試みた（Fig. 3-7, 3-8）．こ

れらの変異体は野生株に比べて，増殖速度，多糖含量，葉緑体と凝集性に異なった特性を

持っている（Fig. 3-9上段）．プロテオミクスによる解析結果から，変異体 3-B2と 3-A10は

解糖系とグリコーゲン合成経路が強化され，多糖含量の上昇に関与したと推測されたが，

変異体 4-B3では carbonic anhydrase (No 21)と ATP synthase (No 17）のレベルが増加し，増殖

速度の増加に寄与したことを裏付けた．また，これらの変異株が遺伝的に安定しているこ

とを継代培養で確認できた． 

 

             
Fig. 3-7 変異株と野生株の２D 電気泳動の結
果                   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-8プロテオミクス解析による変異体の
代謝経路の変化推定 

上記変異体のプロテオミクス解析結果をさらに裏付けるために，重要と思われる三つ

の蛋白質（No.2, No.15, No.21）の発現レベルを RT-PCRで調べた（Fig. 3-9）．No.2は putative 

succinate semialdehydedehydrogenase，No.15 は putative glucan synthase， No.21 は carbonic 

http://jglobal.jst.go.jp/detail.php?JGLOBAL_ID=200902210603843815&q=+Proteomic&t=0
http://jglobal.jst.go.jp/detail.php?JGLOBAL_ID=200902210603843815&q=+Proteomic&t=0
http://jglobal.jst.go.jp/detail.php?JGLOBAL_ID=200902210603843815&q=+Proteomic&t=0
http://jglobal.jst.go.jp/detail.php?JGLOBAL_ID=200902210603843815&q=+Proteomic&t=0
http://jglobal.jst.go.jp/detail.php?JGLOBAL_ID=200902210603843815&q=+Proteomic&t=0
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anhydrase である．三つの変異株におけるその三つの酵素の発現レベルはそれぞれの増殖，

多糖と葉緑体含量の変化に一致し，Fig. 3-8 のプロテオミクス解析の部分的結果を証明した． 

Transcription level of No.2、No.15 and No.21 proteins in three mutants by RT-PCR  
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Fig. 3-9 RT－PCR による変異株の三つの酵素発現レベルの分析（下）および増殖曲線，

多糖と葉緑体（上）の変化 

 

b-2. 代表的変異体の Genomics解析 

上記三種類の A. platensis変異体のゲノム Resequencing 結果に基づき，Bioinformatics解

析を行い，アミノ酸の変化を生じた SNP と DIP 変異の評価を行った（Table 3-1）．野生株

（Control）に相対して，変異体 3-A10，3-B2 と 4-B3 の SNP はそれぞれ 1033，839，1044

で，DIP はそれぞれ 232，210，232であった．この結果から，ARTP が A. platensisのゲノム

に多くの変異サイトを引き起こした． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://jglobal.jst.go.jp/detail.php?JGLOBAL_ID=200902210603843815&q=+Proteomic&t=0
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b-3. CO2曝気培養特性 

上記代表的変異体の CO2曝気培養特性を調べるために，空気通気を行う変異体同時培養装

置を構築した．空気曝気培養装置を用いて，異なる塩濃度下で培養したスピルリナ野生株

と変異株の形態学的変化と CO2固定速度を Figure 3-10に示した．これらの結果の違いは，

スピルリナの変異，溶存酸素濃度，塩濃度の総合的影響を反映した． 

Control

3-A10

4-B3

3-B2

 

Table 3-1 A. platensisの代表的変異株と野生株 SNP と DIP 解析結果 
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Fig. 3-10 曝気培養装置で培養したスピルリナの顕微鏡写真と CO2固定化速度 

 

c. ARTP による耐塩性を持つ A. platensis変異体の創出 

スピルリナは多細胞であるため，単細胞からの変異を行うために，培養したスピルリ

ナから単細胞化操作を行い，単細胞を得ることに成功した（Fig. 3-11）．この結果は次年度

の ARTP による単細胞スピルリナの変異研究の基礎となった． 

スピルリナを海水で培養できるように，その耐塩性を持つ変異体を育種することが必

要である．ARTP による耐塩性のあるスピルリナ変異育種操作手順を確立した（Fig. 3-12）． 

 

 

Fig. 3-11 多細胞のスピルリナから分離した単細胞の顕微鏡写真 

 

NaCl 濃度 

1 g/L 5 g/L 11 g/L 
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10ul of S. platensis

single cells
Treated by 

ARTP
Diluted  in culture 

medium by 100times
（activate 

overnight）

1ml of  diluted culture broth  
is divided into 40~50holes in 

the 96well plate.
(culture medium: artificial 

seawater )

Detect the growth rate 
by TECAN plate reader.

Select typical mutants with high growth rate, 
high sugar content, high chlorophyll II and 
high flocculation mutants to culture in 200ml 
flask for further analyzing the other properties

(change by 20%)

Inoculate 10% into 48 
well plate

Detect Sugar content

Detect Flocculation

(change by  20%)

Detect Growth rate

 
Fig. 3-12 ARTP による単細胞化されたスピルリナからの耐塩性変異体の育種プロトコル 

 

(4) 川井グループ 

1) 海水環境下での高増殖および高密度培養技術の開発 

研究目的・方法 

本プロジェクトで目標としている海水環境下における Arthrospira platensis NIES-39の

高増殖および高密度培養に向けて，低コストで閉鎖的または半閉鎖的に効率よく培養でき

る手法を検討する．また，培養空間の効率的な利用に向けて付着性ラン藻で，かつ光合成

色素系が異なる S. subsalsa NIES-527などの育成を考え，至適培養条件の検討を行う． 

A. platensis の低コストな培養技術の開発を目指し，培養庫内で 28˚C，光強度 200 また

は 1,000 µmol photons/m2/sで，NaHCO3を添加しない SOT培地または海水を 1~1/4に希釈し

た培地を用いた場合，2% CO2を添加した空気を通気して培養した場合の生育の違いを調べ

た．また，改変培地や，本プロジェクト秋本 G の培養実験で示されている，フィルターを

用いた照射光のスペクトル改変が生育におよぼす影響を検証するため，神戸大学内の温室

において，温度制御の可能な大型水槽内に容量 20 L（0.32×0.22×0.38 m）の透明ポリカーボ

ネート（PC）容器を浮かべた培養装置を考案・設置し，培養実験を行う (Fig. 4-1)．培養時

には培養容器直上の光量子量（照射光量）をモニターする． 
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Fig. 4-1 神戸大学内温室における半開放系培養システム 

 

S. subsalsa NIES-527と兵庫県淡路市の岩屋港から単離した新奇の S. subsalsaは現在無

菌化されておらず，何れの株も無菌化すると枯死してしまうため，S. subsalsaの生育に必須

な共存細菌の存在が考えられた．そこで，Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 法 

(Fig. 4-2) を用いて，生育に必須な細菌を S. subsalsaと混生する細菌から単離・同定し，S. 

subsalsaとの二員培養系を確立することを目指した． 

 

  

 
Fig. 4-2 DGGE法の原理と共存バクテリア相の比較実験手順 

 

また，基質に付着して生育する本種の効率的な培養法を検討するため，積層型フラス

コを用いた培養実験を行った (Fig. 4-3)．培養には容量 1L（0.175×0.12×0.05 m：表面積 225 

cm2）の５層積層型フラスコに PES強化海水培地を充たした後，S. subsalsa 0.179g (d.w.) を

播種し，これをさらに６個積層し，上部から，LED 光源により照明し，28oC，180 µmol 

photons/m2/s条件下で約 4週間静置培養し，藻体を回収後，バイオマスを測定した． 
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Fig. 4-3 S. subsalsaの積層培養実験     

 

結論 

A. platensis NIES-39 は NaHCO3 を添加しない SOT 培地では，培養光強度 200 µmol 

photons/m2/s では NaHCO3 添加時と同等の生育速度が見られ，培養開始時の細胞濁度

OD750=0.1が 144時間後に OD750=1.2 になった．光強度 1,000 µmol photons/m2/sでは，培養

開始 120時間後に OD750=1.4で生育が止まり死滅したが，2% CO2を通気した場合，死滅す

ることなく培養開始時の細胞濁度 OD750=0.1 が 167 時間後に OD750=2.2 まで増殖した (Fig. 

4-4)． 

 
Fig. 4-4 温室内での培養における A. platensisの生育(左)と培養温度(中)，照射光量の変化(右) 

 

光強度 200 µmol photons/m2/sでは，CO2通気の有無に

よる生育速度の違いは見られなかったが，過去の研究例か

らより高濃度のCO2を通気することにより低い光強度でも

生育速度が増加する可能性が示唆されているので，今後検

討を行う．また，1/4 に希釈した海水を用いた培地では

NaNO3と FeEDTAを添加することにより光強度 1,000 µmol 

photons/m2/sで，培養開始時の細胞濁度 OD750=0.1が 240時

間後に OD750=2.4になる程度の培養が可能であることが示

された (Fig. 4-5)． 

 Fig. 4-5 2%CO2添加時のA. platensisの生育 
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S. subsalsaについては DGGE法を用いて，各培養（様々な細菌叢を含む培養）における

成長と，細菌叢の比較を行った結果，比較的良好に成長した培養では数種の細菌が含まれ

ており，一方，成長が悪い培養では細菌が確認されなかった (Fig. 4-6)．この結果から S. 

subsalsaの安定培養には，Limnobacter sp. を含む細菌の共存が必要であることが示唆された．

また，これらの種との微生物マット形成が S. subsalsaの増殖促進に関わっている可能性が示

された． 

 
Fig. 4-6 DGGE法による S. subsalsa培養株の細菌群集構造解析 

 

S. subsalsaの積層培養実験では，培養期間 27日で 1.252 gの乾燥藻体が得られ，藻体生

産量は 1.8 g DW/m2/dayと推定された．この際，光源に近い上層部では早期に退色，枯死が

起こったが，中層部で良好な生育が見られた．今後，光量の調節，培地の循環または振と

うなどにより，より好適な培養条件を検討するとともに，A. platensisとの積層培養の可能性

も検討する． 

 

2) 形質転換技術の開発 

研究目的 

システムバイオロジーに基づく改変微細藻の創出を達成するため，A. platensis NIES-39

株における安定した形質転換技術を確立することを目的とする． 

 

方法 

ラン藻の多くは制限酵素をもっており，これが外来 DNA による形質転換を阻んでいる

と考えられる．A. platensis NIES-39株では 2010年に解読されたゲノム情報から，制限酵素

とそれに対抗する DNA メチラーゼは 7 個あると推定された．そこで，これらの DNA メチ

ラーゼのうち，3－6 個の様々な組み合わせのメチラーゼを導入したプラスミドを作製し，

形質転換コンストラクトを導入したプラスミドと大腸菌内で共存させ，接合法とエレクト

ロポレーション法で A. platensis へ遺伝子導入し，相同組換えおよびトランスポゾンによる

遺伝子変異株の作製を試みる．また，メチラーゼ遺伝子を過剰に発現させるためにメチラ
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ーゼ遺伝子の上流に大腸菌内でタンパク質を大量発現させる際に用いられる trcプロモータ

ーや tacプロモーターを組み込んだコンストラクトを作製する．trc プロモーターの下流に 4

個のメチラーゼ遺伝子(NIES39_A03450, NIES39_A05830, NIES39_J02960, NIES39_K04030)

を導入したプラスミドと tac プロモーターの下流に 3 個のメチラーゼ遺伝子

(NIES39_K04650, NIES39_L01710, NIES39_O02600)を導入したプラスミドを作製し，これら

のプラスミドを保持した大腸菌を作製する．また，多くのグラム陰性細菌を宿主として自

己複製できるMoBiTec社の広域宿主ベクターpBHR1の A. platensis NIES-39への導入を試み

る． 

 

結論 

3〜6個の様々な組み合わせの DNA メチラーゼ遺伝子を pRL542 に導入し，45種類のプラス

ミドを作製した. 

 
Fig. 4-7 様々な組み合わせのメチラーゼ遺伝子を導入したプラスミドの作製 

 

これらの DNA メチラーゼプラスミドと昨年度作製した相同組換えを行うプラスミドを

大腸菌 HST08や XL-1 Blue MRFに導入し，27種類を接合法で，6 種類をエレクトロポレー

ション法により A. platensis NIES-39へ遺伝子導入を試みた (Fig. 4-8)．また，これらのメチ

ラーゼプラスミドを保持する大腸菌に pBHR1 を導入し，接合法により A. platensis NIES-39

への遺伝子導入を試みた (Fig. 4-9)．さらに tacプロモーターと trc プロモーターでメチラー

ゼ遺伝子を過剰発現させるプラスミドを保持する大腸菌に相同組換えを行うプラスミドや

pBHR1 を導入し，接合法により A. platensis NIES-39への遺伝子導入を試みた．現在，本種

の生育を効果的に阻害することが確認できた抗生物質を用いたセレクションを行っている

が現時点では導入は確認されていない．今後はエレクトロポレーション法による導入も試

みる． 
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Fig. 4-8 メチラーゼ遺伝子過剰発現コンストラクトの作製       

 

 

(5) 三宅グループ 

研究目的・方法 

物質生産増強を目的とした代謝経路改変において，エネルギーのトレード・オフを制

御することを目的とする．具体的には，炭素代謝での物質変換に関わるエネルギー化合物

ATP の供給能の増強を目標とする．そこでは，光合成生物の生命維持（成長維持）に要求

される ATP 量の確保を保証し，物質生産のための代謝経路への，余剰の ATP を生み出すた

めの ATP 産生系の強化・制御を行う．本年度は a. O2に依存したオルタナティブ・エレクト

ロン・フロー(AEF)のラン藻細胞における検出系の構築, b. O2に依存したオルタナティブ・

エレクトロン・フロー(AEF)の葉緑体における検出系の構築と電子伝達反応での O2の必要

性の解明, c. 光合成誘導期における O2に依存したオルタナティブ・エレクトロン・フロー

(AEF)の役割解明を目的に研究を行い, 下記の成果を得た． 

 
結論 
a.  O2 に依存したオルタナティブ・エレクトロン・フロー(AEF)のラン藻細胞における検

出系の構築 

ラン藻細胞チラコイド膜光合成電子伝達系を電子が流れると，膜内外で電圧勾配が生

じる．この結果，チラコイド膜内のカロテノイド吸収スペクトルが変化（電気二色性 ECS）

し，カロテノイド光吸収波長(515 nm)での透過率変化が電子伝達活性(ECS解析により評価)

を反映する．ECS解析は，生細胞を材料に使用できる利点があり，光合成での O2発生と同

時解析が可能である． 

本年度は，ECS解析により，Synechocystis sp PCC6803 (S. 6803)を用いて，光合成に伴い

O2依存の AEF が機能していること，そして，光強度の増大が AEF 活性を増加させること

を見出した． 

b.  O2 に依存したオルタナティブ・エレクトロン・フロー(AEF)の葉緑体における検出系

の構築と電子伝達反応での O2の必要性の解明 

光合成では，カルビン回路を駆動させるために，NADPH と ATP がそれぞれ 2および 3

分子要求される．これら NADPH/ATP は，光合成電子伝達反応(PLEF)により供給されるが，

 

Fig. 4-9 広域宿主ベクター

を利用したGFP発現コンス

トラクトの作製 
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PLEFだけでは NADPH/ATP を満たすことができず，AEFが要求されることが示唆されてき

た． 

本年度は，NADPH と ATP がそれぞれ１分子要求される電子伝達反応系でさえ，O2に

依存した AEF が駆動する必要があることを明らかにした（6）．この成果は，ラン藻光合成

での O2要求のメカニズム解明に貢献するものである． 

c.  光合成誘導期における O2に依存したオルタナティブ・エレクトロン・フロー(AEF)の

役割解明 

光合成には光が必要であるが，光照射後速やかに光合成が 100%の能力で駆動するわけ

ではなく，誘導期を経て定常状態に達する．ラン藻 S. 6803での ECS解析により，誘導期に

O2に依存した AEFが機能することを見出している(A)． 

本年度は，この誘導期が長く，O2 に依存した電子伝達反応の解析が容易であるイネ生

葉を用いて，AEFの役割解明を行った（7）．低 O2分圧(1 kPa)と比べ大気 O2分圧(21 kPa)下，

光合成誘導が促進されること，そして O2に依存した電子伝達反応が機能していることを明

らかにした．この結果は，ラン藻と同様に AEF が光合成駆動に貢献していることを明らか

にするものである． 

 

(6) 秋本グループ 

研究目的・方法 

微細藻をパルスレーザーで光励起した後，微細藻の

光化学系を構成する各色素から発せられる蛍光の強度

変化を時間の関数として観測することにより，エネルギ

ー移動過程・電子移動過程を検討する．特に，(i) フィ

コエリスリン→フィコシアニン→アロフィコシアニン

→クロロフィルのエネルギー移動効率の検討，(ii) エネ

ルギートラップとなる色素の同定と過剰エネルギー失

活過程の検討，(iii) 反応中心における電子移動過程の検

討，を行う．(i)–(iii)によって得られる結果と秋本らが所

有する他の光合成生物に関するデータを比較すること

により，微細藻に特徴付けられる光エネルギー捕集機能

を明らかにし，大量培養に向けての問題点を考察する． 

結論 

a.  藻類の光エネルギー捕集能力 

本年度は，ラン藻 Arthrospira platensis を異なる光

質・光量の単色 LED 下で培養し，「培養光の波長」–「バ

イオマス量」–「励起エネルギー移動過程」の相関を検

討した．A. platensis培養に関する重要な知見として，青

Fig. 6-1ラン藻 A. platensisの
Fluorescence Decay-Associated 
Spectra． 
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色光は励起エネルギー移動過程を阻害する方向に働くこと，が得られた（1）．この性質は

培養光の光量には依存しなかった．また，フィコビリンからのエネルギー移動は，「フィコ

ビリン→光化学系 I」のエネルギー移動と「フィコビリン→光化学系 II→光化学系 I」のエ

ネルギー移動のバランスでコントロールされており，光化学系 Iに用いられるエネルギーの

相対量は培養光質・光量に依存しなかった．現在，培養光として太陽光を用い，A. platensis

を効率よく培養する方法を模索中である． 

クロロフィル b を持つ特異なラン藻 Prochloron（2）の光合成初期過程について解析を

行い，ラン藻の色素系にクロロフィル a とは異なるクロロフィルを導入することの利点お

よび問題点を検討した． 

 

b.  藻類の光エネルギー捕集の環境適応 

培地に含まれるイオン量とラン

藻におけるエネルギー移動過程の相

関を検討した．ラン藻 Synechococcus 

PCC7002 の場合，窒素欠乏下ではフィ

コビリンの形成が阻害され，フィコビ

リンからクロロフィルへのエネルギ

ー移動の効率が低下した．また，リン

欠乏下では，色素タンパク質複合体間

の相互作用が弱くなる傾向があるこ

とがわかった．ラン藻 A. platensisを海

水培地で培養すると，フィコビリンの

形成が阻害されると共に，低エネルギ

ークロロフィルの形成が阻害され，エ

ネルギー移動過程が大きく変化した

(Fig. 6-2)．ラン藻 A. platensisは海水中

では強光下で生育しないことが知ら

れているが，この低エネルギークロロ

フィル形成が，強光耐性に関与してい

るものと思われる．今後，海水中でラ

ン藻A. platensisを培養するための光質

を検討していく． 

 
 

 

 

Fig. 6-2 異なる培地中で培養したラン藻 A. platensisの

時間分解蛍光スペクトル． 
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(7) 張嘉修グループ 

研究目的・方法 
本研究では微細藻由来の炭水化物（デンプン，グリコーゲン，セルロース）の供給量

の向上を目指し，シアノバクテリア以外の海洋性微細藻類からのバイオエタノール生産技

術の確立を目指している．本年度は単離した台湾在来緑藻由来の炭水化物からのバイオエ

タノール生産技術の開発を行い，下記の成果を得た． 
 
結論 

a.  炭水化物高蓄積株 Chlorella vulgaris FSP-Eの培養手法の確立 

C. vulgaris FSP-E 株の培養条件を，光強度，藻体濃度，窒素濃度，窒素濃度制限期間の観

点から検討した．Figure 7-1に示したように 2%CO2，光強度 450 μmol photons/m2/sの条件下で

窒素濃度制限によりタンパク質含有量は乾燥重量あたり 58.8%から 20.1%まで減尐したが，

炭水化物含有量は 13.3%から 54.4%まで増加した．このときのバイオマス生産速度と炭水化

物生産速度はそれぞれ 1.363 g/L/dと 0.687 g/L/d であった． 4日間の窒素欠乏処理により炭

水化物含有量は乾燥藻体重量の 50.4%，デンプン含有量は 31.2%に達した（Table 7-1）．組成

分析の結果，炭水化物中の 93.1%がグルコースからなることを見出した．これらの結果より，

C. vulgaris FSP-E株がバイオエタノール生産の炭素源として有望であることが明らかとなっ

た（8）． 

 
Fig. 7-1 Time-course profiles of nitrate concentration, protein content, carbohydrate content, and lipid 

content during the growth of C. vulgaris FSP-E. (Light source: TL5; total light intensity = 450 µmol 

photons/m2/s; CO2 aeration = 2.0%; CO2 flow rate = 0.2 vvm) 
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Table 7-1 Characterization of biochemical 

composition for indigenous C. vulgaris FSP-E 

obtained from the batch culture during 5.25 days 

(nitrogen starvation = 4 days) (Light source: 

TL5; total light intensity = 450µmol 

photons/m2/s; inoculation = 0.14 g/L; CO2 

aeration = 2.0%; CO2 flow rate = 0.2 vvm) 

 

 

 

 

 

b.  Chlorella vulgaris FSP-Eの糖化条件の検討 

培養後の C. vulgaris FSP-E を 10 g/Lの細胞濃度で酢酸バッファーに懸濁し，10分間

超音波で処理した．次に 121oCで 20分間オートクレーブし，45oC，200rpmで撹拌しな

がら，糖化酵素ミックスを加えた．Figure 7-2に C. vulgaris FSP-E 細胞内に含まれる全

グルコースに対して，糖化処理により得られたグルコースの収率と細胞内に含まれる

全還元糖に対して，得られた還元糖の収率を示した．糖化酵素ミックスは Pseudomonas 

sp. CL3 strain の培養液上清を濃縮し，調整した．Enzyme 1（0.65 U/mL endoglucanase, 1.5 

U/mL β-glucosidase, 0.09 U/mL amylase）は BHM培地で培養した Pseudomonas sp. CL3 株

の培養液上清，Enzyme 2（0.65 U/mL endoglucanase, 0.3 U/mL β-glucosidase, 0.75 U/mL 

amylase）はデンプンを多く含む BHM培地で培養した Pseudomonas sp. CL3 株の培養液

上清から調整した．Enzyme 1で処理 1日後の還元糖収率は 69.8%であったのに対し，

グルコース収率は 30.5%であった．これらのことから Enzyme 1の酵素活性は C. vulgaris 

FSP-E からグルコースを得るためには不充分であった．一方，Enzyme 2 で処理した場

合，処理後 1 日後のグルコース収率が 79.1%であり，Enzyme 1 の 2倍程度の活性を示

した．また処理後 3日後には 90.0%のグルコース収率を示した．したがって，Enzyme 2

によって C. vulgaris FSP-E からグルコースを得られることがわかった． 

 

c.  Chlorella vulgaris FSP-Eバイオマス濃度が糖化酵素ミックスの糖化効率に及ぼす影響 

培養後の C. vulgaris FSP-E を 10～40 g/Lの細胞濃度で酢酸バッファーに懸濁し，10

分間超音波で処理した後，121oC で 20分間オートクレーブし，45oCで 200 rpmで撹拌

しながら，Enzyme 2 で処理した．そして Chlorella vulgaris FSP-E バイオマス濃度が糖化

効率に及ぼす影響をFigure 7-3に示した．10 g/Lから20g/Lに細胞密度を増加させても，

グルコース収率は 90%に維持されたが，20 g/Lから 40 g/Lに増加させたところ，60%

Components Composition based on dry 

cell mass (%, w/w) 

Carbohydrates 50.39±0.44 

Starch 31.25±1.28 

Glucose 46.92±0.44 

Xylose+Galactose 3.023±0.16 

Rhamnose 0.447±0.09 

Protein 23.28±0.03 

Lipid 11.59±1.55 

Others 14.74±1.90 
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近くまで低下した．Enzyme 2での糖化条件下では 20 g/Lの最適なバイオマス濃度であ

った． 
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Fig. 7-2 Effect of enzymatic composition on glucose and total sugars yield. (Enzyme 1 contains 

endoglucanase: 0.65 U/mL, β-glucosidase: 1.50 U/mL, amylases: 0.09 U/mL; Enzyme 2 contains 

endoglucanase: 0.65 U/mL, β-glucosidase: 0.30 U/mL, amylases: 0.75 U/mL; Control means that 

non-added enzyme and without pretreatment) 
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Fig. 7-3 Effect of microalgal biomass concentration (or biomass-to-enzyme ratio) on glucose 

concentration and glucose production yield via enzymatic hydrolysis using enzyme 2. (Enzyme 2 is 

consisting of endoglucanase: 0.65 U/mL, β-glucosidase: 0.30 U/mL, Amylase: 0.75 U/mL) 
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d.  酸濃度とバイオマス濃度が酸加水分解効率に及ぼす影響 

微細藻類に含まれる炭水化物（主にデンプンおよびセルロース）を酵母などの発酵

微生物が資化できる単糖まで分解するために酵素処理以外にも酸加水分解が用いられ

ている．培養後の C. vulgaris FSP-E を凍結乾燥させた後，0.1，0.2，0.5，1.0，2.0，3.0，

5.0% (v/v) 硫酸に懸濁し，121oC で 20分間オートクレーブした．加水分解後のサンプ

ルの上清のグルコース量および全糖量を調べたところ，硫酸濃度を上げることで，グ

ルコース収率が 10.0%から 96.0%に向上し，2%以上の濃度の硫酸ではほぼ 100%の収率

が得られた（Fig. 7-4）．環境影響，生産コストの面から考えて，1%硫酸を用いた方法

が最もコスト効率の良い加水分解法であるとわかった． 

バイオマス濃度を 10 g/Lから 60 g/Lに増加させることで加水分解効率は 98.0%か

ら 93.6%にわずかに低下し， 80 g/Lに増加させることで 76%に低下することが分かり

（Fig. 7-4b），最適なバイオマス濃度は 50-60 g/Lであると明らかになった． 

 

Fig. 7-4 Effect of (a) sulfuric acid concentration and (b) microalgal biomass concentration (or 

biomass-to-acid ratio) on acidic hydrolysis efficiency of C. vulgaris FSP-E 

 

 

e.  C. vulgaris FSP-Eを炭素源とした SHFと SSFプロセスでの酸加水分解，酵素加水分解

によるエタノール生産 

乾燥重量あたり 46.7%の炭水化物，43.5%のグルコースを含む C. vulgaris FSP-E を炭
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素源とした SHF（Separate hydrolysis and fermentation：糖化後発酵）プロセスでの

Zymomonas mobilis ATCC 29191によるエタノール生産を行った（Fig. 7-5a）．培養後の

C. vulgaris FSP-E を 20 g/Lの細胞濃度で酢酸バッファー（pH 6）に懸濁し，10分間超音

波で処理した後，121oCで 20分間オートクレーブし，45oC，200rpm で撹拌しながら，

Enzyme 2（0.61 U/mL endoglucanase, 0.3 U/mL β-glucosidase, 0.75 U/mL amylase）で 48時

間処理した．その結果グルコース濃度は 7.8 g/L，グルコース収率は 87.2%であった．

得られた糖化液を炭素源として，30oC で Z. mobilisによるエタノール生産を行ったとこ

ろ，3.6 g/Lのエタノールが生産され，消費グルコースあたりのエタノール収率は 89.3%

となった．酵素加水分解による C. vulgaris FSP-E に含まれるグルコースあたりのエタノ

ール収率は 80%であった． 

また，乾燥重量あたり 50.9%の炭水化物，48.0%のグルコースを含む C. vulgaris 

FSP-E を炭素源とした SSF (Similtaneous saccharification and fermentation:同時糖化発酵)

プロセスでの Z. mobilis ATCC 29191 によるエタノール生産を行った（Fig. 7-5b）．培養

後の C. vulgaris FSP-E を 20 g/Lの細胞濃度で酢酸バッファー（pH 6）に懸濁し，10分

間超音波で処理した後，121oCで 20分間オートクレーブした懸濁液を炭素源として，

Enzyme 2（0.61 U/mL endoglucanase, 0.3 U/mL β-glucosidase, 0.75 U/mL amylase）を加え，

30oCで Z. mobilis によるエタノール生産を行った．グルコース濃度はエタノール生産開

始 12時間までは 0.5 g/Lだったが，その後，徐々に減尐し，検出限界以下となった．36

時間後にエタノール濃度は 4.2 g/Lとなり，バイオマス乾燥重量あたりのエタノール生

産量は 0.21 g ethanol/g dry biomassであった．36時間以上の発酵でエタノール生産量は

増加せず，最大のエタノール濃度は 4.3 g/Lであり，SSFプロセスでのエタノール収率

は SHFプロセスでのそれよりも高く，92.3%であった． 

さらに希酸前処理後の C. vulgaris FSP-E を初発原料とし，SHFプロセスでの Z. 

mobilis ATCC 29191によるエタノール生産を行った（Fig. 7-6）．C. vulgaris FSP-E を凍結

乾燥させた後，1.0% (v/v) 硫酸に懸濁し，121oCで 20分間オートクレーブした処理液

（グルコース濃度 23.6 g/L）を炭素源とした．そして，発酵開始 6時間後に 11.7g/Lの

エタノールを生産することに成功し，対糖エタノール収率は 97.0%を示した．また C. 

vulgaris FSP-E に含まれるグルコースあたりのエタノール収率は 87.6%であった．そし

て本研究で得られた結果を従来の緑藻を炭素源としたエタノール生産の結果と比較し

た（Table 7-2）．赤字で示した本研究で得られたバイオマス乾燥重量あたりのエタノー

ル生産量はこれまでの研究で得られたほとんどの結果より高い値（0.23 g ethanol/ g dry 

biomass）を示した．これらの結果より台湾在来種のバイオエタノール生産への適用性

の高さが明らかになった（9）． 
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Fig. 7-5 Time courses of ethanol and glucose production by Z. mobilis cells via (a) SHF and (b) SSF 

process (Substrate: 20 g/L of pretreated microalgal biomass; enzyme dosage: endoglucanase: 0.65 U/mL, 

β-glucosidase: 0.30 U/mL, Amylase: 0.75 U/mL) 
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Fig. 7-6 Effect of acid hydrolysis on microalgal biomass for ethanol production by SHF process. (Control 

means that fermentation with original incubation medium) 
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Table 7-2 Comparison of the performance of ethanol concentration and ethanol yield of indigenous C. 

vulgaris FSP-E via different hrdrolysis methods with the performance from other relevant literatures 

 

N.D: not determined 
a: Algal biomass was homogenized in a homogenizer.    
b: The extracted microalgal biomass was obtained after supercritical oil extraction process.  
c: Algal biomass was pretreated by mechanical disintegration. 

Hydrolysis  
method  

Hydrolysis sources Hydrolysis 
 type 

Initial 
algal biomass 
concentration 

(g/L) 

Glucose 
(g/L)  

Ethanol 
(g/L)  

Ethanol  
yield 
(g ethanol/ 
(g algae))  

Enzymatic  Cellulases + Amylases SHF 50 N.D N.D 0.080 
Two-stage

a
 Sulfuric acid + Cellulases SHF N.D 5.4 2.02 0.079 

Physical
 b

 Supercritical CO
2
 SHF 10 N.D 3.83 0.383 

Enzymatic
c 

 Amylases + Glucanase + 
Xylanase 

SHF 22 8.6 N.D N.D 

Thermal 
-chemical   

Sulfuric acid SHF 50 28.5 14.6 0.292 

Enzymatic Amylases SHF 50 N.D 11.73 0.235 
Enzymatic Cellulases + Xylanases + 

Amylases  
SHF 100 23.3 N.D N.D 

Enzymatic  Cellulases + Amylases SHF 20 7.78 3.55 0.178 
Enzymatic Cellulases + Amylases SSF 20 N.D 4.27 0.214 
Chemical   Sulfuric acid SHF 50 23.6 11.66 0.233 
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