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１． 研究のねらい 

ラン藻や微細藻をバイオエネルギー生産系として利用するためには，増殖の遅さと細胞密

度の低さ，光合成産物の生産効率の低さ，光合成産物からエネルギー物質への変換効率の

低さ，を解決することが不可欠である。本研究では，メタボロミクスや代謝フラックス観測技術

を核とする網羅的代謝解析システムを構築し，第一に増殖，第二に糖質エネルギー生産を制

御する代謝メカニズムの解明を目指した。さらには，有用藻合成のための代謝改変戦略を立

案し，高増殖能・高生産能を有する藻株を取得することにより，本システムの有用性を立証す

ることとした。本研究では遺伝子組換え技術が確立されたラン藻 Synechocystis sp. PCC6803

を用いた。 

藻株の生産性を向上させるための手段としては，遺伝子組換えを用いた酵素活性の増強/

阻害により，物質代謝系を促進させることを思いつく。しかしながら，これまでの研究で，大幅

な増殖能の向上や物質生産能の向上に至ることはなかった。その理由として，物質代謝系が，

細胞増殖に必要な様々な代謝産物を適切な配分で生み出すためのネットワークを形成し，中

間代謝物質を配分する速度を厳密に調節していることが挙げられる。生物の代謝系を人為的

に改変し，目的の形質を付与するためには，物質代謝の流れ（フラックス）を理解し，フラックス

を律速する要因を的確に制御する必要がある。しかしながら、ラン藻や微細藻で，代謝ネット

ワークを形成する中間代謝物質の動的な変動を観測した例は無く，律速要因を同定すること

ができなかった。その理由としては，中間代謝物質が微量で不安定であり、なおかつ極性が

高いために従来の分析手法での定量が困難であったことが挙げられる。 

そこで本研究では，ラン藻の中枢代謝に位置する中間代謝物質を一斉に分析する，メタボ

ロミクス技術を確立することとした。次に，合成・分解を繰り返す中間代謝物質のターンオーバ

ーを観測するための，in vivo 13C 標識技術を確立し，これらを組み合わせることで，ネットワー

クレベルでの代謝フラックス観測が可能な，動的代謝プロファイリング技術を開発することとし

た。光合成は，光強度や CO2 濃度等の外的環境に左右される。本研究では，培養環境により

光合成に摂動を与え，物質代謝の変化を動的代謝プロファイリング技術で解析することで，増

殖や物質生産の律速因子を特定することを目指した。 

   

２． 研究成果 

（１）概要 

光合成代謝能力の強化は，藻類の増殖性，物質生産性を向上させる最も有効な手段の一

つであり，炭酸同化速度の促進は重要な課題である。なかでも Rubisco 等による CO2 固定反

応に始まり，代謝産物（糖質，タンパク質，脂質等）の生産にいたる物質代謝経路の改変は藻

類の生産性の向上に欠かせない課題である。しかしながら，藻類では代謝物レベルの知見は
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乏しく，生合成される代謝物の種類や量（代謝プロファイル）については限られた情報しか得

られていない。ましてや in vivo の代謝反応速度については未知である。したがって，代謝フラ

ックスを制御する酵素反応は不明である。その最大の理由として，中間代謝物質の細胞内蓄

積量や生合成速度が実測されていないことが挙げられる。 

本研究では，メタボローム解析技術を用いて中間代謝物質を網羅的に定量するとともに，

ラン藻特有の代謝フラックスを実測可能なシステムを構築することに成功した。定常的に光合

成するラン藻細胞に，炭素流入の基点である CO2 に同位体標識を施した 13CO2 を取り込ませ

て中間代謝産物を同位体標識し，13C 標識率の経時変化を観測することにより，合成・分解を

繰り返す中間代謝物質のターンオーバー速度を定量化することに成功した。In vivo 13C 標識

法をメタボローム解析技術と組み合わせることにより，中間代謝物のターンオーバーを網羅

的に解析することが可能となり，代謝ネットワークの定量的理解が可能となった。動的代謝プ

ロファイリング技術は炭酸同化速度を直接観測できる手法であり，光合成能の評価において

極めて有用であることを示した。 

ラン藻の増殖速度は光強度や CO2 濃度，窒素源濃度等の影響を受ける。本研究では，培

養環境の変動により細胞増殖に摂動を与え，その際の物質代謝の変化を解析した。その結

果，細胞増殖と関連のある，代謝物質を見出すことに成功した。また，ラン藻は糖質エネルギ

ーとして有用なプラットフォーム化合物であるグリコーゲンを蓄積するが，増殖と細胞内グリコ

ーゲン含有量は必ずしも相関しない。例えば，グリコーゲンを高蓄積させるためには，細胞を

窒素源欠乏条件に追い込むことが効果的である。そこで本研究では，ラン藻の窒素代謝にも

着目し，培地中の窒素源濃度が細胞増殖やグリコーゲン生産に及ぼす影響を調べることで，

グリコーゲンを高生産する方法を代謝工学の観点から明らかにした。 

 

（２）詳細 

① ラン藻動的代謝プロファイリング技術の開発 

ラン藻 Synechocystis sp. PCC6803 に最適化したメタボロミクス技術を確立し，質量分析装置を

用いて水溶性一次代謝物（糖リン酸，糖ヌクレオチド，有機酸，アミノ酸，補酵素等）の蓄積量を網

羅的に定量するシステムを構築した。ま

た，13CO2 を用いた in vivo 安定同位体標

識法を開発し，中間代謝物質の 13C 標識

率を経時的に観測することによりターンオ

ーバー速度を定量化することに成功した

（図１）。メタボロミクスと in vivo 13C 標識法

を組み合わせることにより，細胞内の炭

素代謝フローを観測可能な動的代謝プロ

ファイリング技術を開発した。本技術を用

い て 、 窒 素 源 制 限 下 に お け る

Synechocystis sp. PCC6803 の代謝変動

を観測し、グルコース 1 リン酸が ADP-グ

ルコースに変換される代謝反応がグリコ

図１ in vivo 13C 標識システム（A）と，グルコース１リン酸

のターンオーバー観測結果（B） 
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ーゲン生合成経路の律速段階であることを実験的に初めて確かめた。また，炭素原子の分配を理

解することにより，グリコーゲンを構成する炭素骨格がタンパク質の分解産物によることを明らかと

した。 

② ラン藻動的代謝プロファイリング技術を用いた炭素代謝制御機構の解析 

十分な光照度条件下において， Synechocystis sp. PCC6803 の増殖は CO2 濃度と正の相関を

示す。本研究では，細胞への CO2 流入量を増大させることで炭素の供給を満たしていき，それに

応じてターンオーバー速度を増加させない代謝物質を捉えることにより炭素フローの律速点を探

索することとした。①で開発した

動的代謝プロファイリング技術を

用いて， CO2流入量とターンオー

バー速度の関係を解析したとこ

ろ，還元的ペントースリン酸回

路，糖リン酸代謝経路の中間代

謝物質が CO2 流入量依存的なタ

ーンオーバー速度の増加を示し

たのに対し，ピルビン酸のターン

オーバー速度が CO2 流入量非依

存的であることを見出した。ま

た，ピルビン酸を前駆体とする

アミノ酸のターンオーバー速度も CO2流入量依存的であることが明らかとなり（図 2），ピルビン酸を

基質とする代謝反応が炭素フローのボトルネックとなっている可能性が示唆された。DNA マイクロ

アレイ解析を行ったところ，CO2 濃度の増大に伴う CCM 遺伝子の発現誘導とともに，ピルビン酸代

謝関連遺伝子の発現抑制が確認され，動的代謝解析を裏付ける結果が得られた。 

③ 遺伝子工学的手法による高増殖性ラン藻の作出とバイオエネルギー生産 

 光合成電子伝達系で酸素の光還元を触媒す

るタンパク質を高蓄積させることにより，高い細

胞増殖能と高い糖質エネルギー生産能を向上

させた株を作出することに成功した（図 3）。1% 

CO2，100 μmol photons m-2 s-1 条件下で培養

した藻体の動的代謝プロファイリングを行った

ところ，還元的ペントースリン酸回路や有機酸

生合成経路の中間代謝物質のターンオーバ

ー速度が形質転換体で増加していることが明

らかとなった。従来，藻類では二酸化炭素の同化を直接観測することが不可能であったが，本研

究は炭素同化を観測するだけでなく，その速度を定量化することで光合成速度を評価することを

可能にした世界で初めての例である。本研究を通して代謝プロファイリング技術の有用性を実証

することができた。 

 

 

図 2 0.2%および 1.0% CO2 条件下における 13C 標識率の経時変化 

図 3 野生株と形質転換株の藻体密度の比較 
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３． 今後の展開 

本研究により，ラン藻の細胞内代謝を網羅的に観測するだけでなく，代謝変動を動的に捉える

ことが可能となり，代謝物の合成・分解や炭素の分配に関する情報を取得することが可能になっ

た。また，動的代謝プロファイリング技術は光合成能の評価において有用な手法であることを明

らかとした。速度論的な代謝情報の取得は代謝ネットワークの制御に関連する因子の推定に有

効であり，取得した情報を基にさらなる光合成能の向上が期待できる。また，遺伝子リソースが

豊富で，形質転換技術が整備されたラン藻は合成生物学的研究の実践に優れたホストであり，

今後は，バイオ燃料や化学品原料など様々な物質生産への応用が期待できる。一方で，動的代

謝プロファイリング技術は株や種を選ばないため，緑藻や珪藻等への適用も可能である。近年，

耕作地の限界と将来的な水資源の枯渇を克服するため，水生バイオマス利用への期待が高ま

っている。今後は，藻類の代謝制御機構の解明をさらに進めるとともに，様々な水生バイオマス

を有効利用する工学的技術開発を展開していきたいと考えている。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

本研究では，ラン藻の細胞内代謝を網羅的に観測するだけでなく，代謝変動を動的に捉え

ることができ，炭素の分配に関する情報を取得することが可能な，新規代謝解析システム，

「動的代謝プロファイリング技術」を構築することができた。本技術を用いて，細胞増殖時にボ

トルネックとなる炭素同化反応を見出すことに成功し，グリコーゲン生合成の律速反応を同定

することができた。また，遺伝子工学的手法により，高増殖性とグリコーゲン高生産性を両立

する藻株を作出することに成功し，動的代謝プロファイリング技術を用いることで組換え株の

炭酸同化能の向上を観測することができた。本研究を通して，動的代謝プロファイリング技術

が光合成能の評価において有用であり，合理的な代謝改変を実現するための革新的な解析

ツールであることを示すことができた。当初の研究目標を達成することができた。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

微細藻の生体システムを制御する物質代謝機構を精密に解析できる新規代謝解析手法

の開発により、増殖性を決定する因子を特定し、これを強化することで微細藻由来のエネル

ギー生産の向上を目指す研究を行っている。3 年の研究期間を通じて、順調に成果を獲得し、

特に、動的代謝プロファイリング技術については、更なる進展を期待する。特許出願と論文作

成などの業績においても満足する結果を得られ、研究領域に十分な貢献を果たしたと評価す

る。今後は、実用化に向けた産官学の共同研究開発などを積極的に推進し、研究成果の社

会還元に向けて邁進してほしい。 
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