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§１ 研究実施の概要 
 

（１）実施概要 

本研究で着目する微細藻類ユーグレナ（Euglena gracilis Z）は、工場排気ガスを炭素源に光合

成により貯蔵多糖パラミロン(β-1,3-グルカン)を合成し、嫌気条件下に移行することでパラミロ

ンからバイオ燃料に適したワックスエステル（主成分はミリスチルミリステート）を生産する能力を

持つ。本研究では、このユーグレナの特性を活用したワックスエステル生産性増大のための基

盤技術の確立を目指し、石川グループを代表に６つのグループ（田茂井、鈴木、中澤、柏山、

粟井、早出）が協力し、「パラミロンおよびワックスエステル代謝の分子機構解明とその効率的

な生産系の構築」に焦点を絞って以下の成果を挙げた。 

１）嫌気/好気条件下におけるパラミロン/ワックスエステル代謝調節機構： 石川グループを中

心に、トランスクリプトーム解析により未解明だったユーグレナ発現遺伝子情報を整備し、パラミ

ロンおよびワックスエステル合成酵素などユーグレナ独自の新奇有用遺伝子を取得、各酵素の

パラミロンおよびワックスエステル合成機能を明らかにした。また、フルクトース-1,6-ビスフォス

ファターゼを含めた糖代謝関連酵素の機能を解明した（田茂井グループ）。さらに嫌気条件に

応答したワックスエステル代謝には、ユーグレナ独自の酸素感受性酵素ピルビン酸:NADP+ オ

キシドレダクターゼが不可欠であること（中澤グループ）、ワックスエステル代謝調節には、タン

パク質のリン酸化制御が重要であることを突き止め、リン酸化プロテオーム解析によりその調節

酵素の同定に成功し（石川グループ）、ワックスエステル生産性改変のための知見を得た。実

際に、リン酸化プロテオームにより同定したタンパク質リン酸化酵素の一つ STD1 の発現を意図

的に抑制することで、パラミロンおよびワックスエステル生産性の向上が可能であることを示した

（石川グループ）。 

２）ワックスエステル生産性の向上：ワックスエステル生産性向上に為には、その前段階としてパ

ラミロンを含めたバイオマスの増産が不可欠である。そこで、有用形質強化ユーグレナの作出と

機能評価として、まずは形質転換による光合成機能の改変に着目した。ユーグレナへの遺伝

子導入発現ベクターの開発とともに形質転換法を改善し、植物バイオマス生産性向上に実績

のあるラン藻由来の光合成関連酵素遺伝子(FBP/SBPase)をユーグレナに導入したところ、光

合成活性、クロロフィル量、バイオマス量の増加とともに、培養体積あたりのパラミロン蓄積量は

約 2 倍に、ワックスエステル量は約 100 倍に増加させることに成功した（田茂井グループ）。また、

形質転換以外にも、同調培養と窒素欠乏条件の組み合わせや（柏山グループ）、フラットパネ

ルの自律型 PhotoBioReactor により培養条件の制御により（池袋グループ）、パラミロン含量の

増強に有効であることを示した。その他、好気/嫌気応答時の膜脂質の動態解析により、嫌気

条件下において生産されたミリスチン酸はワックスエステル以外にもホスファチジルコリンにも多

く含まれることを明らかにし、ワックスエステル生産性向上に繋がる足掛かりを得ることができた

（粟井グループ）。 

３）排気ガスによる効率的なユーグレナ培養法の開発：工場排気ガスを炭素源にした効率的な

大量培養法確立のため、500L容のバイオリアクターを改変した受光面確保のため 700L容量の

大型透明チューブ型のバイオリアクターを利用し、15%炭酸ガスを含有する火力発電所からの

排気ガスによって光合成を促進し、ユーグレナ細胞の増殖を誘導することができた（鈴木グル

ープ）。一方で排気熱や亜硫酸ガスによる生育抑制が問題点として挙げられた。そこで、問題

解決の一案として重イオンビーム照射による熱および亜硫酸ガス耐性株取得を試み、32℃で

有意に増殖可能な高温耐性株および亜硫酸耐性株を獲得した（鈴木グループ）。 

本研究課題の逐行により、微細藻類ユーグレナにおけるワックスエステル代謝経路および嫌気

条件に応答した調節機構を分子レベルで初めて明らかにすることができた。さらに形質転換に

よるバイオマス量改変の成功と排気ガスによる培養法に目処を付けることができた点は、ユーグ

レナ活用の基盤技術開発に寄与したと考えられる。 
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（２）顕著な成果 

 

＜優れた基礎研究としての成果＞ 

１．ユーグレナ発現遺伝子の包括的解析とデータベースの整備： 

概要： RNA-Seq 解析により、ゲノム配列や完全な転写物情報が皆無だったユーグレナの遺伝

子発現情報を世界で初めて整備するとともに、ワックスエステル生産が促進される嫌気条件に

おける包括的遺伝子発現解析を行った。アッセンブルの結果得られた 49,826 の配列情報より、

新規パラミロン合成酵素およびワックスエステル合成酵素を含めたワックスエステル代謝関連

酵素全ての転写物情報を得、これらの機能解析促進に繋がっている。また得られた配列情報

は、その後のプロテオーム解析の参照配列としても活用しており、ユーグレナオミクス解析の

推進に貢献した。本成果は、CREST 課題目標のうちユーグレナの機能を把握・制御し、効率

的なバイオ燃料生産のための基盤的な技術シーズの創出に寄与している。 論文： Yoshida, 

Y., et al., De novo assembly and comparative transcriptome analysis of Euglena gracilis in 

response to anaerobic conditions. BMC Genomics, 17:182, 2016  

 

２．ユーグレナの貯蔵多糖パラミロン（β-1,3-グルカン）合成酵素の同定: 

概要：パラミロンはグルコースが500～700個β-1,3-グルコシド結合した均一の顆粒構造をもつ

ユーグレナ独自の貯蔵多糖であり、機能性分子として食品や保湿剤、バイオポリマーとして代

替プラスチックやバイオフィルムへの応用のみならず、バイオ燃料としのワックスエステル合成

の糧としても有用である。前項の発現遺伝子データより相同性解析の結果得らえたグルカン

合成酵素のオルソログの一つ GSL2 が、パラミロン合成酵素であることを初めて明らかにし、そ

の機能を解析した。本成果は、CREST 課題目標のうち、藻類等の機能の利用に関する多様

な技術創出に寄与し得る成果である。 論文： Tanaka, Y., et al., Glucan Synthase-Like 

2 is indispensable for paramylon synthesis in Euglena gracilis. FEBS Lett., 
591(10): 1360-1370, 2017； 特許： 特願 2017-091320 

 

３．ワックスエステル合成酵素の同定と機能解析： 

概要：ユーグレナのワックスエステル合成酵素 (WSD: Wax Ester Synthase/Diacylglycerol 

acyltransferase)を遺伝子レベルで初めて単離・同定に成功した。組換え体酵素および細胞工

学的解析により、WSD オルソログのうち 2 つ(WSD2, WSD5)はワックスエステル合成酵素として、

１つ(WSD3)はワックスエステルと TAG の両方の合成に係る酵素であることが示され、ワックス

エステル生産性改善の繋がる可能性を示した。本成果は、CREST 課題目標のうち、藻類等の

機能の利用に関する多様な技術創出に寄与し得る成果である。論文：Tomiyama, T., et al., 

Wax ester synthase/diacylglycerol acyltransferase isoenzymes play a pivotal role in wax ester 

biosynthesis in Euglena gracilis. under revision, 2017 

 

 

＜科学技術イノベーションに大きく寄与する成果＞ 

１．形質転換によるユーグレナ光合成機能強化とバイオマス増産技術の開発： 

概要： ユーグレナのワックスエステル生産性向上を目的として、ラン藻 FBP/SBPase 遺伝子導

入による光合成能およびバイオマス生産能への影響を調べた。その結果、遺伝子導入ユーグ

レナ（EpFS4 株）は、野生株と比較して、光合成活性、クロロフィル量、バイオマス量の増加ととも

に、培養体積あたりのパラミロン蓄積量が約 2 倍に、ワックスエステル量が約 100 倍に増加した。

ラン藻 FBP/SBPase 遺伝子導入は、ユーグレナにおいても光合成能強化、バイオマス生産量お

よびワックスエステル生産性の向上に有用であることを示した。本成果は、CREST 課題目標の

うち、効率的なバイオ燃料生産をはじめとする藻類等の機能を利用した基盤的な技術シーズ

の創出に寄与している。 論文：Ogawa T., et al. Enhancement of photosynthetic capacity in 
Euglena gracilis by expression of cyanobacterial 
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fructose-1,6-/sedoheptulose-1,7-bisphosphatase leads to increases in biomass and wax ester 

production. Biotchnol. Biofuel., 8:801, 2015  特許：出願番号 PCT/JP2014/055161 

(US20160010070) 

 

２．タンパク質キナーゼの発現抑制によるバイオマス量の改変： 

概要： リン酸化プロテオーム解析の過程で見出した DYRK タンパク質リン酸化キナーゼのオ

ルソログについて、遺伝子発現抑制によるパラミロンおよびワックスエステル代謝に及ぼす影

響を調べた。その結果、３つの DYRK ファミリーのうち、STD1 と STD2 の発現抑制はパラミロン

およびワックスエステル量をそれぞれ約 1.4 倍に増加することが示され、ワックスエステル増産

への応用が期待された。本成果は、CREST 課題目標のうちユーグレナの機能を把握・制御し、

効率的なバイオ燃料生産のための基盤的な技術シーズの創出に寄与している。 論文：

Kimura, M., Ishikawa, T. Suppression of DYRK orthologs expression affects wax 

ester fermentation in Euglena gracilis.  J. Appl. Phycol., in press, 2017 
 

３．有用物質生産に係る新奇ユーグレナ株の探索および新奇変異株の取得： 

概要： 現行の E.gracilis 株以外に産業利用可能な新奇ユーグレナ株の単離を試み、Euglena 
anabaena var. minor を取得・同定した。E.anabaena株の生産するパラミロンは、E.gracilis
株よりも粒径が小さいく、含量が高いこと（～45% dw）、また静置後の細胞沈降が速いことなど

の特徴を有しており、基礎研究や産業利用に有用であることが示された。また重イオンビーム

照射を利用し、排ガスに含まれる亜硫酸ガス耐性および高温耐性を持つ変異体を実施し、

100 mg/L ピロ亜硫酸カリウムに対し耐性を獲得した株および 32℃で有意に増殖可能な高温

耐性株を取得した。本成果は、CREST 課題目標のうち効率的なバイオ燃料生産をはじめとす

る藻類等の機能を利用した基盤的な技術シーズの創出に寄与している。 論文： Suzuki, 

et al., Selection and characterization of Euglena anabaena var. minor as a new 
candidate Euglena species for industrial application." Bioscience, Biotechnology, 
and Biochemistry, 79: 1730-1736, 2015; Yamada, et al., "Production of a thermal 
stress resistant mutant Euglena gracilis strain using Fe-ion beam irradiation." 
Biosci. Biotechnol. Biochem., 80: 1650-1656, 2016; 特許： 特開 2017-35060 

 

 

 



 - ５ - 

§２ 研究実施体制 
（１）研究チームの体制について 

 

①「石川」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

石川 孝博 島根大学大学生物資源

科学部 

教授 H24.10～ 

丸田 隆典 同上 准教授 H24.10～ 

小川 貴央 同上 准教授 H28.4～ 

田中 優史 同上 博士研究員 H26.4～ 

羅 軍 同上 研究支援者 H25.4〜 

木村 光宏 同上 博士研究員 H28.4〜H29.4 

後藤 京 島根大学大学院生物資

源科学研究科 

M1〜M2 H28.4〜 

石井 侑樹 同上 M1 H29.4〜 

荒川 和晴 慶應義塾大学大学院政

策・メディア研究科 

特任講師 H25.4〜 

鈴木 健吾 株式会社ユーグレナ 部長 H28.4〜 

山田 康嗣 同上 研究員 H28.4〜 

西野 耕平 鳥取大学大学院連合農

学研究科（島根大学配

属） 

D3 H29.4〜H29.7 

山口 由貴 島根大学大学生物資源

科学部 

研究支援者 H25.4〜H27.3 

新部 かお里 島根大学大学生物資源

科学部 

研究支援者 H27.5〜H28.3 

玉木 峻 鳥取大学大学院連合農

学研究科（島根大学配

属） 

D1〜D3 H24.10〜H27.9 

冨山 拓矢 島根大学大学院生物資

源科学研究科 

M1〜M2 H26.4〜H28.3 

栗原 佳恵子 同上 M1〜M2 H27.4〜H29.3 

 

研究項目 

・ RNA-Seqによる発現遺伝子解析 

・ 包括的プロテオミクス解析 

・ 脂肪酸の代謝プロファイリング解析 

・ 単離遺伝子の解析 

・ 形質転換ユーグレナのワックスエステル生産性および生産コストの検証 

 

②「田茂井」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

田茂井 政宏 近畿大学農学部バイオサ

イエンス学科 

准教授 H24.10～ 

重岡 成 同上 教授 H24.10～ 

作山 治美 同上 研究支援者 H24.10～ 
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乾 博 大阪府立大学地域保健

学域総合リハビリテーショ

ン学類栄養療法学専攻 

教授 H24.10～ 

薮田 行哲 鳥取大学農学部生物資

源環境学科 

准教授 H24.10～ 

野志 昌弘 近畿大学農学部バイオサ

イエンス学科 

博士研究員 H28.4〜H29.3 

三根 彩佳 近畿大学大学院農学研

究科バイオサイエンス専

攻 

M1〜M2 H24.10〜H26.3 

小川 貴央 近畿大学農学部バイオサ

イエンス学科 

博士研究員 H25.4〜H28.3 

木村 彩子 同上 特別嘱託職員 H26.4〜H27.5 

菅野 愛 近畿大学大学院農学研

究科バイオサイエンス専

攻 

M1〜M2 H27.4〜H29.3 

松井 伶真 同上 M1 H28.4〜H29.3 

岡村 桃子 近畿大学農学部バイオサ

イエンス学科 

研究支援者 H29.5〜 

 

研究項目 

・ ワックスエステル生合成系に関わる酵素タンパク質の同定 

・ 新規ベクターの開発 

・ 発現遺伝子情報によるユーグレナ内在性プロモーターの単離 

・ ユーグレナ内在性プロモーターの形質転換系への利用と機能評価 

・ 光合成機能強化ユーグレナの機能評価 

・ 有用遺伝子導入ユーグレナの作製 

・ 有用遺伝子導入ユーグレナの生理機能評価 

 
➂「鈴木」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

鈴木 健吾 株式会社ユーグレナ 部長 H24.10～H28.3 

吉田 絵梨子 同上 主任研究員 H24.10～H26.6 

中島 綾香 同上 研究員 H24.10～H28.3 

山田 康嗣 同上 研究員 H26.4～H28.3 

横山 一樹 同上 研究員 H26.4～H28.3 

岩田 修 同上 研究員 H25.4～H28.3 

 

研究項目 

・ 排気ガスを利用した高密度培養法検討 

・ 閉鎖系バイオリアクターによる最適培養条件の検討 

・ 形質転換ユーグレナのワックスエステル発酵生産に適した培養条件の確立 

 
④「中澤」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 
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中澤 昌美 大阪府立大学 大学院生

命環境科学研究科 

助教 H27.4～ 

安藤 博子 同上 技術補助員 H28.4～ 

天田 克己 同上 M1 H29.4～ 

松原 裕樹 同上 M1 H29.4～ 

太田 剛志 同上 M2 H27.4～H28.3 

小山 啓一郎 同上 M2 H27.4～H28.3 

林 龍太 同上 M1〜M2 H27.4～H29.3 

奥野 仁美 同上 M1〜M2 H27.4～H29.3 

 

研究項目 

・ NADP+依存型ピルビン酸オキシドレダクターゼの酸化還元調節機能の解明とその応用 

・ ワックス生産性向上に関わるミトコンドリア電子伝達系の役割解明 

 
➄「柏山」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

柏山 祐一郎 福井工業大学環境情報

学部 

教授 H28.4～ 

丸山 萌 同上 M1～M2 H28.4～ 

加山 基 同上 M1～M2 H28.4～ 

宗京 朋美 同上 研究補助員 H28.4～ 

 

研究項目 

・ パラミロン蓄積が亢進する窒素欠乏条件下の細胞内窒素フラックスの解明 

・ C/N バランスに着目したユーグレナの細胞リズムの解析と制御因子の解明 

 
⑥「粟井」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

粟井 光一郎 静岡大学学術院理学領

域 

准教授 H28.4～ 

松本 玉恵 静岡大学理学部 研究補佐員 H28.4～H29.3 

柴田 栞里 静岡大学大学院総合科

学技術研究科 

M1 H29.4～ 

Wiluk 

Chacuttayapong 

同上 研究支援者 H29.4～ 

 

研究項目 

・ ユーグレナ膜脂質解析法の確立 

・ 嫌気応答による膜脂質代謝変化の解析 

 
⑦「早出」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

池袋 一典 東京農工大学大学院工 教授 H28.8～ 
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学研究院生命機能科学

部門命環境科学研究科 

早出 広司 同上 客員教授 H28.8～ 

小嶋 勝博 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

特任准教授 H28.8～ 

塚越 かおり 東京農工大学大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

助教 H28.8～ 

Dwi Ariyanti 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

D2〜D3 H28.8～ 

永田 まどか 同上 D1〜D2 H28.8～ 

高松 祥平 同上 M1〜M2 H28.8～ 

小林 俊一 同上 M1〜M2 H28.8～ 

上野 絹子 同上 M1〜M2 H28.8～ 

塩谷 幸弓 同上 M1 H29.4～ 

布施 沙織 同上 M2 H28.8〜H29.3 

生野 千佳 同上 M2 H28.8〜H29.3 

 

研究項目 

・ 野生株ユーグレナ最適化培養条件の確立 

・ 形質転換ユーグレナの最適化培養条件の検討 

 
（２）国内外の研究者や産業界等との連携によるネットワーク形成の状況について 

 

2013 年 11 月に開催された第 1 回 Kore-Japan Microalga Symposium に参加し、日本および韓国の

微細藻類研究グループとの交流し、研究者間のネットワークを形成した。 

 

オミクス解析に関して、慶応義塾大学 SFC 研究所、大阪府立大学大学院 生命環境科学研究科 、

神戸大学自然科学系先端融合研究環の研究者と共同研究を実施した。 

 

同領域におけるさきがけ研究者との合同報告会をきっかけとして、平成 27年度から新たに

大阪府立大学大学院生命環境科学研究科 中澤昌美助教、また平成 28 年度からは同さきが

けの福井工業大学工学部環境生命化学科 柏山祐一郎教授と静岡大学理学部 粟井光一郎

准教授のグループに本プロジェクトに参加していただいた。また、同領域の CREST 代表者

であった東京農工大学大学院工学研究院生命機能科学部門命環境科学研究科早出広司教授

（途中、同 池袋一典教授に交代）にも参加いただき、ネットワークの形成と研究体制の

充実を図った。 
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§３ 研究実施内容及び成果  
 

３．１ オミクス解析による有用遺伝子の探索と機能解析（島根大学 石川グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

本項目では、好気/嫌気条件に応答したパラミロンおよびワックスエステル代謝の調節機構

について、トランスクリプトームおよびプロテオーム解析により好気/嫌気応答機構に係る鍵

因子を探索・同定するとともに、ワックスエステル生産に関わる有用遺伝子を単離しその機

能を明らかにすることで、高ワックスエステル生産ユーグレナの作出に繋げることを目的に、

次の研究項目を実施した。１）RNA-Seq による発現遺伝子解析、２）包括的プロテオミクス

解析、３）脂肪酸の代謝プロファイリング解析、４）ワックスエステル生合成系に関わる酵素タ

ンパク質の同定、５）単離遺伝子の機能解析。その成果について以下に述べる。 

１）RNA-Seq による発現遺伝子解析： 

初めにユーグレナの発現遺伝子情報を整備するため、RNA-Seq 解析を実施し、de novo ア

ッセンブルを実施した。その結果、重複を除いて得られた約 50,000 個のコンティグのうち、

遺伝子発現の指標となる FPKM (Fragments Per Kilobase of exon per Million mapped 

fragments)値が 1 以上のコンティグ約 26,000 個の配列情報を得て、データベースに登録し

た（DRA accession number SRP060591)。BlastX 解析により、パラミロンおよびワックスエステ

ル代謝関連酵素遺伝子情報を得、これらの情報は４）および５）で述べるワックスエステル

生合成系に関わる酵素タンパク質の同定および単離遺伝子の機能解析の成果に繋がっ

ている。次に、好気/嫌気に応答したワックスエステル代謝調節機構についてアプローチす

べく、嫌気処理後経時的に採集したユーグレナ細胞に対し、RNA-Seq による発現解析を

実施した。その結果、嫌気 24 時間までに有意差を持って発現変動した遺伝子（Differential 

Expressed Genes; DEG）数は、約 2,000 であり、このうち 2 倍の閾値で発現変動遺伝子を調

べたところ約 90 と極めて少数であること、またこれらの中にはパラミロンおよび脂質代謝関

連酵素遺伝子は含まれていないことから、ワックスエステル代謝調節に転写レベルでの制

御は関与していないと結論した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.1.1  RNA-Seq による嫌気応答時の遺伝子発現解析の結果。左のボルケーノプロット

は全発現遺伝子の変化を示し、赤字箇所が有意（FDR<0.05）に変動した遺伝子（2,080 遺

伝子）を示す。右は、2 倍以上に発現変動した遺伝子（88 遺伝子）のみを集めたヒートマッ

プの結果を示す。ワックスエステル代謝関連遺伝子にはこの中に含まれていなかった。 

 

2) 包括的プロテオミクス解析: 

１）項の結果を受け、転写後調節の可能性について検討するため、整備した発現遺伝子情

報より推定タンパク質配列を参照に nanoLC-MS による比較プロテオーム解析を実施した。

その結果、嫌気応答後のパラミロンおよびワックスエステル代謝関連酵素タンパク質の発

現レベルは、ピルビン酸:NADP+オキシドレダクターゼを除き、ほとんど変動しないことが示

され、翻訳調節も代謝制御には関与していないことが強く示唆された。そこで翻訳後修飾

(edgeR version: 3.4.2)

2080 DEGs 
(FDR < 0.05)

 

88 DEGs showed 
≧ 2 fold change 

(Trinity version: trinityrnaseq_r20140413p1)  
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の可能性、特にタンパク質のリン酸化修飾に着目し、プロテインキナーゼおよびプロテイン

フォスファターゼ阻害剤のワックスエステル代謝に及ぼす影響を調べた。嫌気後のワックス

エステルの蓄積は、プロテインキナーゼ阻害剤 K252a 処理により顕著に抑制されたことより、

タンパク質リン酸化が調節の鍵を握っていることが示唆された。そこで嫌気応答時のリン酸

化タンパク質を包括的に解析するため、リン酸化プロテオーム解析を実施した結果、約

4,500 個のリン酸化ペプチドを同定し、そのうち約 2,000 個のリン酸化ペプチド（約 490 タン

パク質に相当）が好気/嫌気条件下において有意に変動した。有意にリン酸化レベルが変

動した約490タンパク質より、嫌気応答時のタンパク質リン酸化修飾に関与する可能性のあ

るプロテインキナーゼを 26 種類見出した。そこでこれらの酵素を個別に遺伝子サイレンシ

ングし、嫌気後のワックスエステル生産への影響を調べたところ、１つのプロテインキナーゼ

の発現抑制細胞において嫌気後のワックスエステル蓄積が顕著に抑制されていることを見

出した。そこでこのプロテインキナーゼを Wax ester Synthesis Regulation Kinase (WSRK)と

命名した。 

パラミロン代謝調節機構について、好気/嫌気応答時の細胞から調製したパラミロンより

可溶化したタンパク質について nanoLC-MS および Progenesis QI により比較プロテオ

ーム解析を実施し、嫌気条件に応答して検出レベルが増加した約 100 タンパク質を得た。

有意に変動したタンパク質の中には、パラミロン分解への関与が示唆されるグルカナー

ゼ様タンパク質および糖結合モチーフを有する複数の候補タンパク質が含まれていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.1.2  好気/嫌気条件に応答したリン酸化プロテオーム解析の結果。右は、検出した全

リン酸化タンパク質(4,510 個)のうち、有意差を持って変動したリン酸化ペプチド総数

(2,001)およびタンパク質数(487 タンパク質)を示す。左は、有意差を持って変動したリン酸

化ペプチドに対するクラスタリング解析の結果。黄色は好気条件、紫は嫌気条件（3 時間お

よび 12 時間）を示す。 

 

 

3、4）脂肪酸の代謝プロファイリング解析およびワックスエステル生合成系に関わる酵素タ

ンパク質の同定： ワックスエステル生合成に関わる酵素として、ワックスエステル合成酵素

の同定と機能解析を実施した。ワックスエステル合成酵素は、動植物で既知のワックスシン

ターゼ(WS)および原核生物と植物に存在するワックスシンターゼ/ジアシルグリセロールア

シルトランスフェラーゼ(WSD)が知られているが、ユーグレナは 1 種類の WS および 6 種類

の WSD オルソログが存在した。酵母のトリアシルグリセロール合成変異株 H1246 をホストに

WS および WSD を発現させ、培地中に脂肪酸および脂肪アルコールを添加した結果、WS

組換え体ではコントロール株と比較して有意なワックスエステルの蓄積が観察されなかった

が、WSDではWSD2およびWSD5において顕著なワックスエステル合成能が示されたこと、

またさらにユーグレナ細胞において WS および各 WSD 遺伝子発現抑制細胞を作出した結
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果、嫌気処理 24 時間後に WS 発現抑制細胞ではワックスエステルの蓄積に全く影響が見

られ買ったのに対し、WSD では特に WSD2/WSD5 を同時に発現抑制した際、ワックスエス

テルの蓄積が顕著に抑制されたこと、から WSD が実質的なワックスエステル合成酵素であ

ると結論した。WSD2/WSD5 二重発現抑制細胞においては、パラミロンの蓄積レベルおよ

び嫌気後のパラミロン分解レベルにコントロール細胞との違いが観察されないこと、嫌気 24

時間後の総脂肪酸レベルもコントロール細胞と同程度であったことから、WSD2/WSD5 はワ

ックスエステル代謝経路全体の制御には関与していないこと、また嫌気時にde novo合成さ

れた脂肪酸は、ワックスエステル以外の物質に分配されている可能性が示唆された。脂質

代謝プロファイリング解析の結果、。WSD2/WSD5 二重発現抑制細胞では、トリアシルグリ

セロールが顕著に増加していることが示され、実際に薄層クロマトにより分離・回収したトリ

アシルグリセロールにはミリスチン酸含量の増加が認められた。一連の解析より、脂肪酸再

分配先のトリアシルグリセロール合成の抑制は、ワックスエステル生産性の改善に繋がる可

能性が示唆された。脂質の代謝プロファイリング解析は、その後平成 28 年度より粟井グル

ープに移管してさらに詳細な解析を実施している（4.7 項）。 

 

 

5）単離遺伝子の機能解析： 上述のトランスクリプトームおよびプロテオーム解析より、パラ

ミロンおよびワックスエステル代謝に係る有用遺伝子をいくつか単離し、その機能解析を進

めた。これまで未同定であったパラミロン合成酵素に関して、ユーグレナの発現遺伝子デ

ータベースより植物カロース合成酵素のオルソログを２つ単離し、GSL1(Glucan Synthase 

Like)および GSL2 とした。ユーグレナの GSL1 および GSL2 は、N 末端領域にグルコシルハ

イドラーゼドメインを有する点で、既知のグルカン合成酵素とは異なる構造を有していた。

GSL1 と GSL2 を個別に遺伝子発現抑制した結果、GSL2 においてパラミロンの蓄積が著し

く抑制されたことに加え、GSL２発現抑制細胞から単離・抽出したパラミロン画分には、基質

となる UDP-グルコースの取込み活性が顕著に低下していたことから、GSL2 が実質的なパ

ラミロン合成酵素であることを同定し、工業的なパラミロン生産の可能性を示すことができた。

また、リン酸化プロテオーム解析の結果、得られたタンパク質リン酸化キナーゼの一つにク

ラミドモナス等で脂質代謝の制御に関与することが報告されている DYRK タンパク質キナ

ーゼのオルソログが存在していた。そこでユーグレナ発現遺伝子に見つかった TAR1、

STD1、STD2 の各 DYRK ファミリー遺伝子についてサイレンシングによるパラミロンおよびワ

ックスエステルへの影響を評価した。その結果、STD1 と STD2 の発現抑制により、パラミロ

ンおよびワックスエステル量はそれぞれ約 1.4 倍に増加することが示され、ユーグレナにお

いても DYRK ファミリー短タンパク質が脂質代謝に寄与していることが示され、ワックスエス

テル増産への応用が期待された。その他にも、リン酸化プロテオーム解析の結果より、嫌気

条件から好気条件に細胞を移行した際、リン酸化レベルが著しく上昇する植物 SDP1 リパ

ーゼオルソログ一つを得ることができた。同遺伝子サイレンシングの結果、好気移行後のワ

ックスエステル分解が抑制されることから、同オルソログが好気時に活性化されるワックスエ

ステラーゼであることが強く示唆された。 
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３．２ ユーグレナ形質転換法の改善 （近畿大学 田茂井グループ）  

(1)研究実施内容及び成果 

 ユーグレナの有用性をより高めるためには、効率的な遺伝子導入法および安定的な導入

遺伝子発現のための基盤技術の確立が重要である。本テーマでは、ユーグレナ核ゲノム

への遺伝子導入・発現に適したプロモーターおよび薬剤耐性マーカー遺伝子の探索、ベ

クターの構築、導入条件の検討を行った。 

 種々の抗生物質を用いたスクリーニング条件を検討した結果、従来用いていたカナマイ

シンよりもパロモマイシンの方が効率よく選抜できることを明らかにした。また、RNA-Seq に

よるユーグレナ遺伝子発現データより、ユーグレナで高発現しているグリセルアルデヒド-3-

リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 （ GAPDH ） お よ び β

-tubulin遺伝子のプロモーター領域に加え、

各遺伝子の 3’下流のターミネーター領域を

単離した。両遺伝子の mRNA の配列情報か

らターミネーター領域を含む未知領域を

PCRにより増幅し、GAPDH は終止コドンから

下流約 1.4 kbp、β-tubulin については約

1.5 kbp の推定のターミネーター領域を単離

した。さらに、薬剤耐性遺伝子カートリッジと

し て 用 い る NPTII (neomycin phospho- 

transferase type II）をユーグレナのコドンユ

ーセージに最適化した遺伝子を合成した。

これらを組み合わせたベクターを構築し、

NPTII と導入遺伝子を入れ替えることにより

簡便にベクター作成が出来るシステムを構

築した（図 3.2.1）。 

 一方、プロジェクト開始当初はパーティクル

ガンを用いて遺伝子導入を行っていたが、

それに加えて本研究費で購入したエレクトロ

ポレーターを用いた遺伝子導入条件の

検討も並行して行ってきた。エレクトロポレ

ーション法での導入に用いるユーグレナ

細胞の生育時期、細胞濃度、導入遺伝

子濃度、遺伝子導入時のポアリングパルス

およびトランスファーパルスの電圧・パルス

幅・パルス間隔・回数・減衰率などを検討

した。その結果、これまでに報告されて

いるケイ藻（Biosci. Biotechnol. Biochem. 

77, 874-876, 2013）およびクラミドモナス

（J. Biosci. Bioeng. 115, 691-694, 2013）と比較すると高効率とは言えないものの、パーティ

クルガン法に比べて高い遺伝子導入効率を得られるようになった（図 3.2.2）。また、操作自

体もエレクトロポレーション法の方が簡便であり、より効率よく形質転換体を作成できるよう

になった。 

 

３．３ 形質転換による有用形質強化ユーグレナの作出と機能評価 （近畿大学 田茂井グル

ープ）  

(1)研究実施内容及び成果 

 ユーグレナにおいてワックスエステル量を増加させるためには、その原料となるパラミロン

を高蓄積させることが一つの手段となる。そのためには遺伝子導入によりユーグレナの光

コドンユーセージの最適化	

内在性プロモーター/ターミネーターの検討	

5’UTR の付加	

5’UT
R	

図 3.2.1  ユーグレナ形質転換用ベクタ
ー。NPTII 遺伝子の前後には制限酵素サ
イトがあり、導入遺伝子と入れ替えるこ
とにより簡便にベクター構築が出来る。 

8 x 106 cellsのユーグレナと 

遺伝子をキュベットに入れる	対数増殖期まで培養	

CM液体培地で 

2日間培養 

抗生物質添加 

CM寒天培地へ 

プレーティング	

薬剤耐性株の再選抜	 コロニーの出現	

2 µg の
DNA断片	

エレクトロポレーターで 

遺伝子導入	

条件	
電圧 
(V) 

パルス幅 
(ms)	

パルス間隔 
(ms) 

回数 
減衰率 

(％) 
極性

Poring Pulse 250 3 50 2 10 +

Transfer Pulse 20 50 50 5 40 +/-

図 3.2.2  エレクトロポレーターを用い
たユーグレナ形質転換の流れ 
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合成能力を高める必要がある。一方、ユーグレナは培養条件によってパラミロンおよびワッ

クスエステル含量に大きな違いがあるが、それは嫌気条件下でのパラミロン分解能および

ワックスエステル生産能の違いによるものだと考えられる。したがって、ユーグレナのワック

スエステルの生産性を向上させるためには、パラミロンの分解およびワックスエステル生合

成系における律速因子と考えられる酵素遺伝子導入による機能強化、ならびに発酵条件

の最適化によってこれらの速度を最大限に高めることが必要となる。本テーマでは、ラン藻

カルビン回路で機能するフルクトース-1,6-/セドヘプツロース-1,7-ビスホスファターゼ

（FBP/SBPase）遺伝子をユーグレナに導入およびユーグレナワックスエステル生合成系遺

伝子導入が、ワックスエステル生産性に及ぼす影響について検討した。 

 35S プロモーター制御下で FBP/SBPase を発現させた形質転換株（EpFS）を用いて、通常

条件および強光・高 CO2 条件での生育比較を行った。その結果、通常条件下において、生

育速度に顕著な差は認められなかったが、EpFS 株において細胞体積の増加が認められた

（図 3.3.1）。一方、強光・高 CO2条件（350 μmol photons/m2/s, 0.3% CO2）で生育比較を

行った結果、EpFS 株は野生株と比較して生育速度の上昇、細胞体積の増加が認められた

（図 3.3.1）。また、EpFS株の光合成活性は、野生株の約 1.2〜1.7倍、クロロフィル量は野

生株の約 1.3〜1.6倍に増加していた（図 3.3.2）。さらに、EpFS株のバイオマス量（乾燥重

量）は野生株の約 1.3〜2 倍、パラミロン蓄積量は細胞あたり野生株の約 1.1〜1.2 倍、培

養体積あたりでは約 1.5〜2 倍にまで増加していた（図 3.3.2）。さらに、強光・高 CO2同条 

 

 

 

 

 

 

 

件下で培養した細胞を 24 時間嫌気処理し、ワックスエステル（C28）および脂肪酸を定量し

た結果、EpFS 株のワックスエステル（C28）量は野生株の約 17〜109 倍に増加しており、脂

肪酸の中でも C14 は野生株の約 2.8〜5.6 倍に増加していた（図 3.3.2）。これらの結果か

ら、FBP/SBPase 遺伝子導入による光合成能の強化は、ユーグレナのバイオマスおよびワッ

クスエステル生産性の向上を可能にすることを示した。また、本成果はユーグレナに初めて

遺伝子導入が出来た成果として、Biotechnol.Biofuel に掲載され、高い評価を受けた。 

その一方で、独立栄養条件下で培養したユーグレナ細胞におけるパラミロンからワックスエ

ステル（C28）への変換効率が低いことが明らかとなった。ワックスエステル生合成経路を構

成する酵素の中で、トランスエノイル CoA 還元酵素（TER）の酵素活性は低く、解糖系への

NAD+供給における律速段階であると推測されている。そこで、ユーグレナ由来 EgTER1 遺伝

 

図 3.3.1．FBP/SBPase 導入ユーグレナの表
現型．EpFS 株は強光/高 CO2条件で、生育速
度の上昇、細胞体積の増加が認められた。 

図 3.3.2．FBP/SBPase 遺伝子導入ユーグレ
ナ株におけるパラミロンやワックスエステル
の生産性の評価． 
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子を導入することによって、ワックスエステル変換効率への影響を検討した。ベクターの構

築および形質転換体の作成には、項目 3.2 で作成したベクターおよび形質転換法を用い

ることにより、短期間で組換え体の作出が出来た。CM 培地で定常期まで培養した EgTER1
導入株における TER活性の測定を行ったところ、野生株と比較して1.56〜2.27倍高いTER

活性を示した。これらの株は、細胞の形態、細胞増殖速度は野生株およびベクターコントロ

ール株と有意な差は見られなかったことから、EgTER1 の過剰発現は、生育には影響しない

ことが示された。次に、CM 培地で定常期まで培養したこれらの株を用いて、嫌気処理時の

パラミロン分解速度を野生株およびベクターコントロール株と比較した。その結果、嫌気処

理 6時間後までの EgTER1導入株におけるパラミロン分解速度は、野生株およびベクターコ

ントロール株のそれと比較して 1.5〜2.6 倍に上昇していた（図 3.3.3）。嫌気処理 6 時間

後までと比較して、6 時間後以降は EgTER1 導入株のパラミロン分解速度は低下していたが、

嫌気処理 24 時間後のパラミロン残存量は野生株およびベクターコントロール株では 41〜

45％であったのに対し、EgTER1 導入株では 30〜33％と有意に多量のパラミロンが分解さ

れていた（表 3.3.1）。EgTER1導入株ではパラミロン分解速度が促進されていたことから、ワ

ックスエステル含量も増加していることが予想された。そこで、嫌気処理 12 時間後の

EgTER1 導入株、野生株およびベクターコントロール株細胞内の脂質を BODIPY により可視

化した結果、EgTER1 導入株では野生株およびベクターコントロール株と比較して有意に

BODIPY 蛍光が増加していることが明らかとなった（図 3.3.4、図 3.3.5）。さらに、嫌気処理

12 および 24 時間後の EgTER1 導入株におけるワックスエステル（C28）の定量を行ったとこ

ろ、野生株およびベクターコントロール株の約 5 倍に増加していた。 これらの結果から、ユ

ーグレナへの EgTER1 の導入は、嫌気処理時のワックスエステル発酵能を向上させることが

示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.3.3． 嫌気処理時のパラミロン分

解率に及ぼす EgTER1 導入の影響 

図 3.3.4．BODIPY 染色による嫌気処理時

24 時間後のユーグレナ細胞内の脂質量の

比較 

表 3.3.1． 嫌気処理時のパラミロン分解

率に及ぼす EgTER1 導入の影響 

Genotype 
0 h 12 h 24 h 

wild type 

vector control 

GAPDH-TER1-2 

GAPDH-TER1-3 

13.62±0.44 

(41.0%)	
17.54±3.72 

(52.8%)	

20.22±4.67 

(55.4%)	
16.41±0.80 

(44.9%)	

16.99±8.78 

(38.5%)	
14.74±1.86 

(33.4%)	

19.22±8.55 

(40.7%)	
14.14±3.06 

(29.9%)	

Paramylon content (mg / 106 cells) 

44.18±7.71 

(100%)	

47.21±6.15 

(100%)	

36.52±3.54 

(100%)	

33.19±1.29 

(100%)	

6 h 

22.85±4.00 

(68.8%)	

23.52±8.53 

(64.4%)	

17.35±0.08 

(39.3%)	

22.62±9.07 

(47.9%)	

0 h, 24 h: n=6	 6 h, 12 h: n=4 

図 3.3.5．BODIPY 染色による嫌気処理時

24 時間後のユーグレナ細胞内の脂質量の

比較 



 - １５ - 

 

以上の結果を踏まえ、FBP/SBPase と EgTER1 を同時に導入した形質転換ユーグレナ株の

作出を試みた。FBP/SBPase を前回よりも高発現させる為に内在性 GAPDH プロモーター下

流に、EgTER1 も同様に高発現させる為に内在性β-tublin プロモーター下流に連結したプラ

スミドを構築し、エレクトロポレーション法によりユーグレナ野生株に導入した。ゲノミック PCR

により、FBP/SBPase 遺伝子と EgTER1 遺伝子の両方の導入が確認出来た株のうちの 4 株

（EgT-FS1, 2, 6, 8 株）を強光・高 CO2 条件下（350 µmol photons/m2/s, 0.37% CO2）で培養し

たところ、EgT-FS 株の細胞内には非常に多くのパラミロン顆粒が蓄積していることが明らかと

なった。今後、嫌気処理時の細胞内ワックス含量を比較することにより、光合成能力とワックス

エステル発酵能力の同時強化が、ユーグレナでの燃料生産に有効であることを明らかにす

る。 

 

通
常
条
件 

強
光
・
高
CO2 

EgT-FS2 

EgT-FS6 

EgT-FS8 

EgT-FS2 WT EgT-FS1 

EgT-FS6 

EgT-FS8 

 
 

図 3.3.6. 強光・高 CO2 条件下（350 µmol photons/m2/s, 0.37% CO2）における FBP/SBPase

および EgTER1 同時導入株の表現型 

 

 

３．４ ワックスエステル生産実用化に向けた効率的培養法の確立 （(株)ユーグレナ 鈴木グ

ループ）  

(1)研究実施内容及び成果 

工場の排気ガスからワックスエステル生産に最適な培養条件の確立を試みた。火力発電

所で排出される二酸化炭素を炭素源として利用して、フラスコ内 150 mL の液量で予備実

験を行い、10～20%CO2 15 mL/min (0.1 vol/vol min)程度の流量で十分な量の二酸化炭素

濃度となることを確認した。また、これ以上曝気量を増やすと、逆に増殖が阻害されることを

確認した。さらに大きなスケールでの培養が可能であることを確認するために、屋外の自然

光を利用する500Lの培養槽内で、火力発電所の排気ガスを利用した培養を試みた。500L 

培養槽での増殖は遅かったが、排気ガスを炭素源としてユーグレナが増殖することを確認

でき、細胞数は 9 x 104 cells/mL から 10 日後に 2.4 x 105 cells/mL まで増殖した(1.5 x 104 

cells/mL/day)。500L の培養槽での増殖が小規模の培養装置の場合に比べて遅いのは、

各細胞が受ける光量が少ないためと予想された。これを改善するためにバイオリアクターか

ら大型の透明チューブ内（700L 容量）に培養液を循環させることにより、受光面積を広くし

た装置を作製しユーグレナの培養を試みた。このチューブを利用した培養装置を利用する

ことにより、5.7 x 104 cells/mL/day の増殖を示し、約 4 倍に培養効率を上げることができた

(図 3.4.1)。 
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図 3.4.1 500L バイオリアクターから大型の透明チューブ（700L 容量）を組み合わせた培

養例(左)および生育曲線。 

 

本実験は冬季に実施したため、火力発電所からの蒸気で加温し培養液温度を 10℃程度

から 17℃～22℃とすることで、さらに顕著な増殖がみられ、結果として 20 cm 水深での培養

プールで通常得られる増殖効率（1～2 x 105 cells/mL/day）と同程度となった。一方で、夏

季には排ガスの熱が加わることもあり、高水温のため培養は困難であった。 

重イオンビーム照射を利用した変異導入と育種では、排ガスに含まれる亜硫酸ガスに対す

る耐性を持った変異体と、排ガスによる熱に影響されにくいように、高温耐性を持つ変異体

のスクリーニングを実施した。亜硫酸ガスに対する耐性については、ワイン醸造に用いられ

る程度の亜硫酸濃度には耐性を持ち得ると考え、基準となる分子状亜硫酸 8 mg/L に対応

する値として、pH3.5 におけるピロ亜硫酸カリウム 100 mg/L に対する耐性を目標に変異体

スクリーニングを実施した。その結果、野生型個体がピロ亜硫酸カリウム 100 mg/Lで全滅す

るのに対し、同条件で生存、増殖可能な変異体株を獲得した(図 3.4.2左)。ユーグレナの

高温への感受性は、特に葉緑体の転写系に由来し、35℃で長期間培養すると次第に死滅

することが報告されていた。一方で、条件検討の結果、32℃（100 mol/m2s 恒常光）ではゆ

っくりと増殖することが確認できた。これを踏まえて、35℃、33℃で順次変異体集団の培養

を実施し、高温での生存率が高い変異体を選抜した上で、32℃で 1 カ月程度培養を維持

し、32℃での増殖が速い個体を濃縮した。最終的に単離し３株の変異体株として樹立し、

それぞれの表現型を確認したところ、32℃での増殖が野生株より速いことが確認できた。 
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図 3.4.2．単離した亜硫酸耐性株（左）、および単離した高温耐性株の 32℃における増殖
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また、現行の E.gracilis 株以外に産業利用可能な新奇ユーグレナ株の単離を試み、TAP培

地において効率的に増殖可能な株を新規に得た。16S および 18S rDNA 解析の結果、

Euglena anabaena var. minor と同定された。E.anabaena 株の生産するパラミロンは、

E.gracilis 株よりも粒径が小さいく、含量が高いこと（～45% dw）、また静置後の細胞沈降

が速いことなどの特徴を有しており、E.gracilis 株との比較によるパラミロン合成機構の

解明など基礎研究や産業利用に有用であることが示された。 

 

３．５ ワックスエステル生産向上に関する研究 （大阪府立大学 中澤グループ）  

(1)研究実施内容及び成果 

ワックスエステル生産性の向上には、生産フェイズである嫌気状態における代謝を理解し、

制御することが必要である。本研究では、ワックスエステル生産の中間反応である酸素感

受性酵素 NADP+依存型ピルビン酸オキシドレダクターゼの生体内における酸化還元調節

機構を解析することにより、細胞内での本酵素の寄与を明らかにする。また、ミトコンドリア

電子伝達系の調節がワックスエステル合成に及ぼす影響について解析し、ワックスエステ

ル生産性の向上につなげる。 

 

１）NADP+依存型ピルビン酸オキシドレダクターゼの酸化還元調節機能の解明とその

応用 

ワックスエステルは、ミトコンドリアにおけるアセチル-CoA からの de novo 脂肪酸合成を

経て合成されることが予想されている。そこで、ユーグレナの有するユニークなピルビン酸

代謝について、ピルビン酸からアセチル-CoA への酸化的脱炭酸反応を触媒する酵素に

着目し、遺伝子サイレンシングの手法を活用した解析を行った。その結果、ユーグレナのミ

トコンドリアに存在するピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体（PDHC）および NADP+依存型ピ

ルビン酸オキシドレダクターゼ（PNO）はともにピルビン酸の酸化的脱炭酸反応を触媒する

が、それぞれの生理的な役割は明確に異なっていることを明らかにした。具体的には、

PDHC は、その活性は PNO と比べて極めて低いが、好気状態での生育に必須であり、ピ

ルビン酸から TCA サイクルへのアセチル-CoA の供給に働いていた。一方で、PNO は嫌

気・低酸素下での代謝に重要であり、ワックスエステル発酵にのみ機能していた（Nakazawa 

et al. 2017 BBB）。 

 組換え PNO による酸素感受性低減 PNO の作出を目指し、野生型組換え PNO の機能発

現 を 可 能 に す る 系 を 探 索 し た 。 鉄 硫 黄 ク ラ ス タ ー 過 剰 生 産 大 腸 菌 株 で あ る

BL21(DE3)ΔiscR による組換え PNO 作製では、発現タンパク質を可溶性タンパクとして獲

得することができなかった。新たに酵母 Saccharomyces cerevisiae による発現系を構築した

が、発現タンパク質は得られなかった。PNO タンパク質の不安定性および構造の特徴に起

因すると考え、以降の検討は断念した。 

 

３．６ 窒素代謝に関連したパラミロン蓄積亢進メカニズムの研究 （福井工業大学 柏山グル

ープ）  

(1)研究実施内容及び成果 

パラミロンのユーグレナ細胞への蓄積は、有効なワックスエステル生産実現の前提条件で

あり、特に光独立栄養条件でのパラミロン蓄積効率の向上は、CO2 回収を伴う燃料生産を

実現するうえで重要である。一方、炭素源を巡って、パラミロン蓄積効率は細胞増殖効率と

トレードオフの関係にあると思われ、細胞内の窒素フラックスの変化がこれら二者のバラン

スを支配し、かつ細胞の C/N 比に反映されるものと考えられる。従って、たとえば、対数増

殖期には光合成産物をアミノ酸合成側に誘導し、ワックスエステル誘導直前のフェイズ（増

殖後期～定常期）でパラミロン合成側に誘導を切り替えるようなマニピュレーションは有効

であると考えられる。ユーグレナの窒素代謝に関する知見は未だ少ないが、細胞内の窒素

フラックスの観点からユーグレナの物質生産を理解することは新規かつ有意義である。そこ

で本研究では、窒素枯渇条件がパラミロン蓄積亢進を導くメカニズムについて、アンモニア
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同化に関連する酵素に着目して究明した。 

１）パラミロン蓄積が亢進する窒素欠乏条件下の細胞内窒素フラックスの解明： 

独立栄養条件下では，ユーグレナは明期を通して DNA の複製を連続的におこない，暗期に

おいて細胞分裂が進行するという 2 段階の周期性を示した。しかし，DNA 複製および細胞分

裂に関連する遺伝子（PCNA，CYCB）の転写量は細胞周期を通して全く変化がみられなかっ

た。これら遺伝子をノックダウンすると細胞の分裂が阻害されることも確認された。このような

転写制御によらない代謝制御は，これまでのチームの研究で得られている知見と一致する

ものであり，細部周期に関連する因子のリン酸化-脱リン酸化サイクルの存在が考えられる。

また，アミノ酸・窒素代謝関連の遺伝子については，MSICL などにおいて若干の変動が見受

けられるものの，基本的には転写量の明瞭な変動は見受けられなかった。一方，細胞の平

均体積は明期に連続的に増加して倍加し，暗期において細胞分裂に伴い半減する明瞭な

周期が確認された（図 3.6.1）。また，細胞あたりのパラミロン量についても同様の周期性が

確認できたが，その変化が正に転じるタイミングは細胞体積が増加に転じる明期の始まりより

数時間遅れる傾向が観察された（図 3.6.1）。 

 

 

次に，窒素栄養制限のストレスをかけた条件で同様に実験を行ったところ，明期においてパ

ラミロンの蓄積が亢進し，一方で窒素制限直後の明期以降で細胞分裂がほぼ完全に抑制さ

れるため，窒素制限以降数日以上にわたって細胞内へパラミロンが継続的に蓄積し，5 日

後には窒素ありのコントロール実験に対して 15 倍程度のパラミロンが細胞内に蓄積すること

が確認された。また，このような窒素栄養制限ストレス条件下では，一細胞当たりの光合成活

性（酸素発生速度の測定に基づく）が，低下していくことが示された。一細胞当たりのクロロ

フィル量やクロロフィル a/b 比の変化はなく，また，顕微鏡観察から明瞭な葉緑体の劣化な

のは観察されず，光合成活性の低下が葉緑体の機能劣化によるものではなく，栄養条件の

変化を受けて能動的に制御されている可能性が示唆された。このため，窒素制限により誘

導されるパラミロン蓄積亢進は暴走的な現象ではなく，ユーグレナの生理的なフィードバック

により上限値がコントロールされるものと考えられた。 

２）C/N バランスに着目したユーグレナの細胞リズムの解析と制御因子の解明 

まず，独立栄養条件において意図的に C/N バランスを操作することを目指した。ユーグレナ

のデータベース上から窒素（アンモニア）同化に関わると考えられた遺伝子群の中から，

NADPH 依存型グルタミン脱水素酵素酸に着目し，これについて RNAiノックダウン実験を試み，

細胞の変化を観察した。遺伝子のノックダウンが数日間継続したことが確認できたにもかか

わらず，細胞の増殖や形態に顕著な際は現れなかった。このことから，他の同化経路や未

図 3.6.1．日周期に細胞周期を同調させたユーグレナ細胞のタイムコース測定実
験。a) 通常の独立栄養培地である CM 培地を用いた場合には各パラメタ―につい
て明瞭な細胞周期が観測されるが，b) 窒素源であるアンモニウムを除いた培地を
用いると細胞の分裂が止まりパラミロンが蓄積する。 
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確認のユーグレナ特有の酵素が機能している可能性が示唆された。 

ところで，微細藻類にとって，窒素リソースのほとんどは，光合成器官である葉緑体のタンパ

ク質，特に光合成器官や炭酸同化経路の RuBisCO，および光合成に不可欠な因子であるク

ロロフィルの生合成に費やされる。上述で確立された同調培養系を用いて分析したところ，

ユーグレナでは葉緑体の増大は明期にのみ観察され，暗期には少なくともクロロフィルのネ

ットでの増加は起こらないことが示された。また，窒素欠乏条件下では,明期にも葉緑体の増

大は起こらないことが示された。 

 

 

 

 

そこで，ユーグレナのクロロフィル生合成経路でも特徴的に重要であると考えられる，いわ

ゆるクロロフィルサイクルに関連する遺伝子の働きについて，RNAi ノックダウン実験を通し

て調べた。すなわち，データベース上で CAO (Chlorophyll a oxygenase；Chlorophyll a
を Chlorophyll bに酸化する酵素）のホモログと思われる遺伝子を見つけ，RNAiノックダウ

ンを独立栄養培養の条件で試みたところ，Chlorophyll a/b比の有意な上昇が確認され，

この遺伝子の機能が確認された(図 3.6.2、図 3.6.3)。 

この際，細胞の増殖率の変化や明瞭な色調，形態的な変化は認められなかったが，ユー

グレナは Chlorophyll a/b 比が元々高い傾向にあり，Chlorophyll b の欠如がこの生物

の生理に与える影響は比較的小さいことが分かった（図 3.6.3）。 

一方，NYC1（Chlorophyll b reductase；Chlorophyll b を Chlorophyll a に還元する

経路の酵素の一つ）のホモログの RNAi ノックダウンを独立栄養培養の条件で試みたところ，

致死のフェノタイプが得られた。この解釈には慎重を期す必要があると思われるが，葉緑

体の機能の動的な維持に細胞全体の代謝サイクルが何らかの形でリンクしている可能性も

考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.6.2．日周期に細胞周期を同調させたユーグレナ細胞の細胞増殖とクロロフィ
ル合成のタイミングの比較。ここで全クロロフィル量は葉緑体の体積の指標とみな
される。細胞分裂が暗期にのみ進行するのに対し，葉緑体の増大は明期に進行する。 
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３．７ 好気/嫌気応答時の膜脂質の動態解析 （静岡大学 粟井グループ）  

(1)研究実施内容及び成果 

ワックスエステルは脂肪酸と脂肪アルコールがエステル結合した化合物であり、脂肪アルコール

も脂肪酸から合成されることから、脂肪酸を競合利用する膜脂質の代謝を理解することはワック

スエステル合成の増強に必須である。本研究では、オミクス解析と協調して好気/嫌気応答時に

おけるユーグレナの膜脂質組成を分析し、その動態および生合成系を明らかにすることで、ワッ

クスエステル増産に向けた技術開発を行った。 

１）ユーグレナ膜脂質解析法の確立： 

近年，ユーグレナが注目を集めるにつれ，基礎的な知見の重要性も増してきている。膜脂質

についても例外ではなく，その組成を LC-MS/MS などの先端分析機器を用いて解析した論文

が報告されはじめた。しかし，1960 年代に報告されている「古典的」な方法による結果とは異

なっていることが多く，どちらの解析結果がより真実を表しているのか疑問があった。そこで

我々は，LC-MS/MS を用いた定性解析と TLC-GC による定量解析を組み合わせることにより，構

成脂質の同定とその定量を行った。まず，TLC で膜脂質を分離する際の条件検討を行った。

既報の様々な展開溶媒を試し，利用できそうな条件を定めたうえで，組成を微調整することで

最適化を行った。このようにして分離した脂質を，市販のスタンダートと共に複数の溶媒系で

展開することで，脂質の同定を行った。その結果，ユーグレナ由来の膜脂質のほぼ 100%（量

比）の脂質を同定することに成功した。さらに，同定した脂質を LC-MS/MS 解析に供することに

より，構造上の齟齬がないかも確認している。単離した脂質は GC-FID による定量を行い，膜

脂質組成と共に各脂質の脂肪酸組成の解析を行った。また，各脂質の脂肪酸についても

GC-MS による解析を行い，脂肪酸種の同定を行った。 

２）嫌気応答による膜脂質代謝変化の解析： 

上記１）で確立した膜脂質解析法により，構成脂質の同定とその定量を行った。その結果，ユー

グレナは葉緑体糖脂質であるモノガラクトシルジアシルグリセロール（MGDG），ジガラクトシルジア

シルグリセロール（DGDG），スルフォキノボシルジアシルグリセロール（SQDG）を持つことが分かった。

またリン脂質では，ホスファチジルコリン（PC），ホスファチジルエタノールアミン（PE），ホスファチ

ジルグリセロール（PG），ホスファチジルイノシトール（PI），ホスファチジルセリン（PS）を持つことも

明らかとなった。これらの脂質を合わせると，ほぼ 100%となり，主要なすべての膜脂質の同定に

成功した。好気条件および嫌気条件で培養した細胞の膜脂質組成を図 3.7.1に示す。これらの

脂質組成は，これまで報告されているものとは構成脂質や含量がかなり異なっていたが，本研究

図 3.6.3．CAO の RNAi ノックダウン実験により，Chlorophyll a/b 比が急激に上
昇し，Chloropgyll bの生合成の阻害が確認された。 
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では近年の技術による解析（LC-MS/MS）だけではなく，古典的手法（TLC-GC）も用いて確認して

いるため，より正確であると言える。脂肪酸解析においては，好気/嫌気応答時における葉緑体

糖脂質の脂肪酸組成を調べたところ，注目するミリスチン酸含量に大きな変化が見られないこと

がわかった。一方，嫌気条件ではリン脂質のミリスチン酸含量が，特に PC で増加が見られること

が分かった。嫌気条件でワックスエステルが合成される際，パラミロンが分解され，ミトコンドリア

でミリスチン酸が合成されることがわかっている。PC を含むリン脂質はミトコンドリアの主成分であ

ることから，合成された場所で膜脂質に利用されていることも考えられる。しかし，真核光合成生

物全般で，膜脂質への

脂肪酸の取り込みはミト

コンドリア内では見られ

ず，特にリン脂質である

PC への脂肪酸の取り込

みは小胞体で行われる

と考えられる。このことか

ら，嫌気条件で合成され

たミリスチン酸は，ミトコ

ンドリアから小胞体へと

輸送され，リン脂質に取

り込まれていると予想さ

れた。  

 

 

３．８ ユーグレナバイオプロセスに特化した自律型 PhotoBio Reactor の開発 

（東京農工大学 池袋グループ）  

(1)研究実施内容及び成果 

光独立培養条件下のユーグレナでは、細胞数、パラミロンおよびワックスエステルの収量にバッ

チ間でのバラつきが問題点のひとつとなっている。これには、光強度、細胞密度、炭酸ガス濃度

などさまざまな要因が関与している。本項目では、藻体の培養濃度に合わせて、最適な光強度、

光の波長を照射し、細胞濃度および比増殖速度を制御することで、細胞生産を最適化する連続

培養を達成する PhotoBioReacter 研究開発の技術を活かし、ユーグレナにおけるパラミロン/ワ

ックスエステル生産性最適化条件を検討し、ユーグレナバイオプロセスに特化した自律型

PhotoBioReacter を開発した。 

１）野生株ユーグレナ最適化培養条件の確立： 

ユーグレナは光合成による光独立栄養条件での生育の他に、有機炭素源を利用する従

属栄養条件で生育可能なことが知られている。しかしこれまでにグルコースを用いた

従属栄養条件におけるユーグレナの培養特性やパラミロン蓄積との相関に関する報告

は少なく、ユーグレナのグルコースを用いる従属栄養条件でのパラミロン生産能力は

不明であった。また実際のパラミロン生産を想定した場合には、従属栄養条件より光

独立栄養的な生産が期待される。そこで、従属栄養条件、光独立栄養条件のそれぞれ

においてユーグレナの増殖およびパラミロン蓄積量の測定を行い、パラミロン生産に

最適な培養条件を明らかにすることとした。 

 

フォトバイオリアクターでの培養条件検討の前段階として、まずフラスコスケールでの培養を行

い、パラミロンの蓄積量や炭素源として加えたグルコースの消費量をモニタリングした（図 3．

8.1）。ユーグレナを光独立栄養、光混合栄養、従属栄養の各条件で本培養した結果、藻体

の増殖については光混合条件下が最も良好だったが、パラミロンの蓄積については従属栄養

条件下が最も高く、最大で単位菌体当たり約 850 μg/106 cells、培地当たり約 1,400 

図 3.7.1．好気および嫌気条件で培養したユーグレナの

膜脂質組成 
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μg/mL culture に達した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3．8.1． 光独立栄養、光混合栄養、従属栄養

の各条件におけるユーグレナの増殖およびパラミ

ロン蓄積量 

 

 

また、グルコースを炭素源とした従属栄養条件下で、バイオリアクターを用いてユーグレナの培

養を行ったところ、フラスコでの検討時と同様、高度なパラミロンの蓄積が観察された（図 3．

8.2）。 

 
図 3．8.2． バイオリアクターにおける、従属栄養条件下のユーグレナの増殖およびパ

ラミロン蓄積量 

 

しかし、光混合条件、従属栄養条件下での培養において、グルコースは対数増殖期中期～後

期に枯渇していた。従属栄養条件ではそれと前後して菌体の増殖およびパラミロンの生産が止

まっていることから、培養中にグルコースを添加して枯渇を防ぐことで、菌体量およびパラミロン

生産量が向上する可能性が示された。 

 

そこで次に、終濃度 6 g/Lのグルコースを含む CM培地にてユーグレナを従属栄養的に培養し、

グルコースが枯渇した時点で細胞を回収、グルコースを含む新鮮な CM 培地（窒素源あり（+N）、

なし（ΔN）の二種類）に移し替えて培養を継続した。その間、ユーグレナの生育とパラミロン蓄

積、培地グルコース濃度のモニタリングを行なった。 
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単位ユーグレナ細胞あたりのパラミロン蓄積量は培養開始後 65 時間で最大となり、その後減

少を続けた。一方で培地グルコースは培養開始後 65 時間以降で急速に消費され、培養開始

後後 120～150 時間で完全に消費された。培養後 120 時間で培地グルコースがほとんど消費

されていることを確認し、ユーグレナ細胞をグルコースを含む CM 培地(+N or ∆N)に移して培養

した。窒素源を含む培地(+N)に移したユーグレナの細胞濃度は増加し続け、培養後 220 時間

で 4.5 × 106 cells に達し、同タイミングで再度培地グルコースが完全に消費された。パラミロ

ン濃度は培地交換後で急激に増加し約 3500 µg / mL で定常となった。ユーグレナ細胞あたり

のパラミロン蓄積量は培地交換後に約 1200 µg / 106 cells に到達し、培養の進行に伴い減

少した。一方で窒素源を含まない培地(∆N)に移したユーグレナ細胞の濃度は培養後 160 時間

で定常となった。単位ユーグレナ細胞あたりのパラミロン蓄積量は培地交換後に約 1200 µg / 

mL に達し、また乾燥菌体重量あたりのパラミロン蓄積量は 73.0 ± 3.0 % Dry cell weight

であった。 

 
図 3．8.3. グルコース添加によるユーグレナの増殖、パラミロン蓄積量の変化 

 

続いて培地中のグルコース濃度を一定に保つグルコース・スタットな培養条件でのユーグレナ

によるパラミロン生産を試みた。終濃度 6 g/L グルコースを含む培地にユーグレナを植菌後、逐

次培地グルコース濃度をモニタリングしながら培養を継続した。さらに培地グルコース濃度が

4.7-6 g/L に保たれるように、培地にグルコース溶液を添加することで培地グルコース濃度を制

御した。同時に培地 pHをモニタリン

グし、随時 5N NaOHを適量添加する

ことで 4.5-5.5 の範囲で pH を制御

した。 

 

培養 130 時間で細胞濃度は 3×

106 cells / mL に達した後に定常

となった(図 3．8.4)。単位培養体

積あたりのパラミロンは培養後 130

時間でおおよそ 4000 µg / mL に

達し定常となった。単位ユーグレナ

細胞あたりのパラミロン蓄積量は培

養 90 時間でおおよそ 1400 µg / 

106 cellsに達し、かつ同蓄積量が

図 3．8.4. グルコース・スタット培養条件でのユ

ーグレナ増殖とパラミロン蓄積量 
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培養を通して維持された。培養後 170 時間における乾燥藻体重量あたりのパラミロン蓄積量は

71.1 ± 0.9 % Dry cell weight であった。 

以上の結果から、今後グルコース・スタットを駆使した培養方法により、最大量までパラミロンを

蓄積したユーグレナ細胞の連続生産系が構築できると期待される。 

 

一方、前記のフラスコにおける培養実験では、光独立栄養条件では菌体の増殖が遅く、培養

開始 250 時間後の培地当たりのパラミロン蓄積量も、従属栄養条件下の 1/3～1/2 程度にとど

まった（図 3．8.1）。そこで次に、光独立栄養での培養条件の検討を行った。 

まず、フォトバイオリアクターを用いた光独立栄養条件でのユーグレナの培養を試みた。光独立

栄養的に前培養したユーグレナを CM 培地に植菌し、100 µmol photons/m2/sec の赤色光照射

条件で培養した。培養を通して OD730、パラミロンの他に、光透過性をモニタリングした。光透過

性評価では、植菌する前におけるフォトバイオリアクター光照射面から逆面への透過光強度を、

光量子計を用いて測定し 100 %とした。 

その結果、培養開始後 220 時間でユーグレナの生育は静止期に移行し、かつ透過光はほとん

ど観察されなくなった。この結果より、光独立栄養条件においては光の供給が制限因子となっ

ていることが示唆された。また培養を通し最大

比増殖速度は 0.023 h-1、最大パラミロン生産

量は 170 µg/mL、単位ユーグレナ細胞あたり

300 µg/106 cells のパラミロンが生産されてい

た（図 3.8.5）。 

次に、光独立栄養条件においてユーグレナの

単位細胞あたりのパラミロン蓄積量を向上させ

ることを目的として、窒素欠乏培地を用いるパ

ラミロン生産を試みた。パラミロンはユーグレナ

における余剰炭素源の蓄積形態であり、窒素

源が枯渇し生育できない条件では光合成によ

って獲得された炭素源が余剰となりパラミロン

に変換されると期待した。そこで光独立栄養的

に培養したユーグレナを遠心分離によって集

菌し、窒素源を含まない CM 培地に移し替え培

養を継続した。 

窒素源を含まない培地に移し替えた 24 時間

後から単位ユーグレナ細胞あたりのパラミロン

蓄積量は増加しはじめ、培養開始後 180 時間

でおおよそ 1200 µg/106 cells にまで到達し

た。一方で窒素源を含む培地に移し替えたユーグレナにおいては、単位ユーグレナ細胞あたり

のパラミロン蓄積レベルは 200 – 400 µg/106 cells を維持していた。一方で、窒素欠乏条件

のユーグレナ培養液あたりのパラミロン生産量は 500 µg/mL 程度であり、従属栄養培養で達成

された値の 7 分の 1 であった。（図 3．8.6） 

図 3.8.5 光独立栄養条件下におけ

るユーグレナの増殖とパラミロン蓄

積量 
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図 3．8.6 光独立栄養条件下で生育したユーグレナの、炭素源・窒素源存在下/非存在下で

の増殖とパラミロン蓄積量 

 

このことから、光独立栄養条件において、窒素欠乏培地に移すことで従属栄養条件と同様のレ

ベルまでパラミロンを蓄積可能である一方、培養体積あたりのパラミロン生産量は依然として少

なく、光独立栄養条件におけるユーグレナ生育を改善するには光条件の最適化が必要である

ことが示された。 
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59 回日本植物生理学会，札幌コンベンションセンター，2018 年 3 月 28 日-30 日 

８８． 田中優史、後藤 京、西野耕平、丸田隆典、小川貴央、石川孝博、“微細藻類ユー

グレナのパラミロン分解に関わるホスホリラーゼの解析”，第 59 回日本植物生理学会，

札幌コンベンションセンター，2018 年 3 月 28 日-30 日 

８９． 木村光宏、石井侑樹、小川貴央、丸田隆典、森 大、石川孝博、“嫌気条件に応答した

Euglena gracilis のワックスエステル代謝調節機構の解明”，第 59 回日本植物生理

学会，札幌コンベンションセンター，2018 年 3 月 28 日-30 日 

 

(４)知財出願 

①国内出願 (2 件)  

1. 発明の名称：ユーグレナ及びその培養方法並びにパラミロン及びその製造方法、

発明者：山田康嗣、鈴木健吾、岩田修、ミトラシャルバニー、加藤季夫、石川孝博、

出願人：株式会社ユーグレナ、国立大学法人島根大学、  出願日：2015/8/13、出

願番号:特願 2015-159955（特開 2017-35060） 

2. 発明の名称：ユーグレナのパラミロン含有量を増加させる方法、発明者：田中

優史、小川貴央、丸田隆典、石川孝博、荒川和晴、鈴木健吾、出願人：株式会社ユ

ーグレナ、国立大学法人島根大学、学校法人慶應義塾大学  出願日：2017/5/1、

出願番号：特願 2017-091320、特許 6242525 

 

②海外出願 (１件) 

1. 発明の名称：ユーグレナへの遺伝子導入方法及びその形質転換体、発明者：重岡 

成、田茂井政宏、鈴木健吾、吉田絵梨子、出願人：株式会社ユーグレナ、学校法人

近 畿 大 学 、 出 願 日 ： 2014 年 2 月 28 日 、 出 願 番 号 PCT/JP2014/055161 

(US20160010070)、出願国: 米国 

 

(５)受賞・報道等  

   ①受賞 

１．日本農芸化学会 2015 年度大会トピックス賞、木村彩子、小川貴央、作山治美、丸田隆

典、鈴木健吾、石川孝博、田茂井政宏、重岡 成、“ラン藻 FBP/SBPase 遺伝子導入に

よるユーグレナのバイオ燃料生産性の向上” 2015 年 3 月 29 日 

２．日本農芸化学会 2016 年度大会トピックス賞、田中優史、後藤 京、石川孝博、“オミク

ス解析を利用した微細藻類ユーグレナのパラミロン合成・分解関連酵素遺伝子の探

索” 2016 年 4 月 6 日 
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３．ユーグレナ研究会若手優秀発表賞、後藤 京、田中優史、丸田隆典、小川貴央、澤 

嘉弘、石川孝博、“微細藻類 Euglena gracilis における嫌気特異的パラミロン分解機構

の解明” 2016 年 11 月 5 日 

４．日本分子生物学会優秀ポスター賞 栗原佳恵子、冨山拓矢、小川貴央、丸田隆典、

澤 嘉弘、石川孝博、“微細藻類ユーグレナにおけるワックスエステル代謝関連酵素の

同定と機能解析” 2016 年 12 月 2 日 

 

   ②マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道 

１．フジサンケイビジネス、バイオ燃料で期待されるミドリムシ、2013 年 1 月 16 日 

２．八重山毎日新聞、夢拓くユーグレナ、2015 年 6 月 4 日 

３．NHK 教育テレビ、サイエンス・ゼロ、2016 年 4 月 10 日 

４．NHK WORLD TV、Science View、2017 年 9 月 6 日 

 

(６)成果展開事例 

①実用化に向けての展開 

・解析したユーグレナ遺伝子の配列情報について、研究室の HP（URL; 

http://shimane-univ-biochemistry.jp/）にて公開中。 

 

 

§５ 研究期間中の活動 
 

５．１ 主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動 

 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

2015年12月

4日 

CREST 成果報告会公開シンポ

ジウム 

新宿 NSビル 30階

スカイカンファ

レンス 

150名 成果発表 

2016 年 3 月

15日 

細胞工学研究会 島根大学生物資

源科学部 

40 名 学術交流 

 

 

§６ 最後に 
 

微細藻類ユーグレナ（Euglena gracilis）は、好気条件で貯蔵多糖パラミロン（β-1,3-グルカン）を、

嫌気条件ではパラミロンからバイオケロシンとして有望な C14 ミリスチン酸を主成分とするワックスエ

ステルを生産するうえ、20％もの高濃度炭酸ガス耐性能を有するなど、生物学的に基礎研究の対

象としてたいへん興味深い特徴を有するとともに、バイオ燃料実用化に有望な特性を備えた極め

て魅力的な生物資源である。本研究では、ユーグレナにおけるこれら有用物質の代謝調節機構に

ついて遺伝子レベルでの理解を進めるとともに、これらの生産性を実用化レベルまで高めるための

基盤技術の構築を目指して研究を進めてきた。 

好気/嫌気に応答したパラミロンとワックスエステルの代謝制御機構については、まだ完全な理解

には至っていないものの、トランスクリプトーム、（リン酸化）プロテオーム解析を駆使することでパラ

ミロンおよびワックスエステルの全代謝酵素遺伝子の同定に初めて成功するとともに、代謝調節の

鍵因子 WSRK の同定に成功するなど、インパクトのある成果を挙げることができた。特にパラミロン

合成酵素やワックスエステル合成酵素の同定は、有用物質生産系開発に繋がる可能性を秘めて

いる。 

また、ユーグレナ形質転換技術による光合成機能強化は、パラミロンを含めたバイオマス生産性向



 - ４０ - 

上に有効であることを示した。フォトバイオリアクターによる培養条件の最適化を図ることで、独立条

件の細胞においても従属条件並みにパラミロンレベルの向上が可能であることが示されたことから、

今後、光合成機能強化細胞 EpFS 株や、パラミロンレベルが亢進した SDP1 サイレンシング細胞によ

る検討を継続することで、当初の計画目標達成も可能であると期待している。 

またさらに、培養効率など解決すべき課題が多々あるものの、工場排気ガスによる大量培養につ

いても一定の成果を示せたことから、排気ガスを炭素源としたユーグレナによるバイオ燃料生産の

ための将来の道筋を付けることができたと確信している。これまで得られた知見を結集し、今後もユ

ーグレナによる持続可能なバイオ燃料生産について成果を挙げていく所存である。 

 

最後に、本研究の実施にあたり、ご支援とご指導を賜りました研究総括の松永 是先生をはじめ領

域アドバイザーの先生方、ならびにお世話を戴きました JST 関係者の皆様に心より感謝申し上げま

す。 

 


