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(57)【要約】

【課題】捕食生物に対する優れた耐性・防御能を示す。

【解決手段】微細藻類に対して、クロロフィルを基質と

してクロロフィリドを生成するクロロフィラーゼをコー

ドするクロロフィラーゼ遺伝子を発現可能に導入する。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 微 細 藻 類 に 対 し て 、 ク ロ ロ フ ィ ル を 基 質 と し て ク ロ ロ フ ィ リ ド を 生 成 す る ク ロ ロ フ ィ ラ

ー ゼ を コ ー ド す る ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 発 現 可 能 に 導 入 し て な る 形 質 転 換 微 細 藻 類 。

【 請 求 項 ２ 】

　 上 記 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 は 、 以 下 （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と

を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 。

　 　 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質

　 　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て ８ ０ ％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列

か ら な り 、 且 つ 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質

【 請 求 項 ３ 】

　 上 記 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 導 入 す る 微 細 藻 類 は 、 Naviculaceae（ フ ナ ガ タ ケ イ ソ ウ

科 ） に 属 す る 珪 藻 類 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 。

【 請 求 項 ４ 】

　 上 記 Naviculaceae（ フ ナ ガ タ ケ イ ソ ウ 科 ） に 属 す る 珪 藻 類 は 、 Fistulifera属 、 Mayamae

a属 、 Navicula属 、 及 び Seminavis属 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 1つ の 属 に 属 す る 珪 藻 類 で あ

る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 。

【 請 求 項 ５ 】

　 上 記 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 導 入 す る 微 細 藻 類 は 、 Fistulifera solarisで あ る こ と

を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 。

【 請 求 項 ６ 】

　 請 求 項 １ ～ ５ い ず れ か 一 項 記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 を 培 地 に て 培 養 す る 、 形 質 転 換 微 細

藻 類 の 培 養 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 屋 外 に お け る 培 養 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ 記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 の 培 養 方 法

。

【 請 求 項 ８ 】

　 培 養 し た 形 質 転 換 微 細 藻 類 か ら 生 産 目 的 物 質 を 回 収 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ 記 載

の 形 質 転 換 微 細 藻 類 の 培 養 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

　 上 記 生 産 目 的 物 質 は 、 微 細 藻 類 が 産 生 す る オ イ ル 成 分 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８

記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 の 培 養 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 例 え ば オ イ ル 等 の 物 質 生 産 に 利 用 さ れ う る 微 細 藻 類 を 宿 主 と し た 形 質 転 換 微

細 藻 類 及 び 当 該 形 質 転 換 微 細 藻 類 の 培 養 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 近 年 、 CO 2 排 出 削 減 及 び 環 境 へ の 負 荷 軽 減 の 観 点 か ら 、 再 生 可 能 な 生 物 資 源 （ バ イ オ マ

ス ） を 用 い た 物 質 生 産 が 注 目 さ れ て い る 。 光 合 成 を 行 う 単 細 胞 生 物 で あ る 微 細 藻 類 は 、 光

エ ネ ル ギ ー を 利 用 し て 、 水 と CO 2 か ら 様 々 な 代 謝 産 物 を 産 生 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 微

細 藻 類 を 用 い て 生 産 さ れ る 物 質 と し て は 、 バ イ オ 燃 料 の 原 料 と し て の 利 用 が 可 能 な ト リ ア

シ ル グ リ セ ロ ー ル （ TA G） や デ ン プ ン 、 健 康 サ プ リ メ ン ト 等 に 利 用 可 能 な タ ン パ ク 質 や ア

ミ ノ 酸 、 抗 酸 化 作 用 等 多 様 な 生 理 活 性 を 有 す る カ ロ テ ノ イ ド 類 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 例 え ば 、 オ イ ル 高 含 有 海 洋 珪 藻 で あ る Fistulifera solaris JPCC D A0580株 (以 下 F. so

laris)は 、 屋 外 で の 大 量 培 養 試 験 が 試 み ら れ て い る 。 ま た 、 F. solarisに つ い て は 全 ゲ ノ

ム 解 析 や ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 解 析 の 対 象 と し て 網 羅 的 な 解 析 が な さ れ て お り 、 様 々 な 物

資 生 産 の 宿 主 と し て 期 待 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】

　 但 し 、 F. solaris等 の 微 細 藻 類 を 使 用 す る 系 で は 、 屋 外 培 養 に お け る バ イ オ マ ス 生 産 性

は 屋 内 と 比 較 し て 顕 著 に 低 下 す る 傾 向 に あ り 、 コ ス ト 収 支 の 低 さ の 一 因 と な っ て い る 。 し

た が っ て 、 微 細 藻 類 を 利 用 し た 有 用 物 質 生 産 の 実 現 に 向 け 、 屋 外 大 量 培 養 に お け る バ イ オ

マ ス 生 産 性 の 向 上 は 必 要 不 可 欠 で あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 微 細 藻 類 の 培 養 に お い て 最 も 問

題 視 さ れ て い る の が 、 培 養 系 に 対 す る 他 の 生 物 種 の 混 入 （ コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン ） で あ る 。

特 に 、 屋 外 培 養 に お け る バ イ オ マ ス 生 産 性 の 低 下 の 要 因 に は 、 栄 養 源 の 供 給 の 不 足 、 pHや

CO 2 濃 度 な ど 培 養 条 件 の 変 化 、 気 候 変 動 と い っ た 非 生 物 的 要 因 、 及 び 生 物 的 要 因 と し て 他

生 物 種 の コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン が 挙 げ ら れ る 。 こ の 中 で も コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン は 、 ＂ Pond c

rash＂ と 呼 ば れ る 、 特 に 甚 大 な 藻 類 バ イ オ マ ス 量 の 減 少 を 引 き 起 こ す 要 因 と さ れ て お り 、

微 細 藻 類 の 屋 外 開 放 系 大 量 培 養 に お け る 大 き な 課 題 の 一 つ で あ る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 し た が っ て 、 微 細 藻 類 を 利 用 し た 物 質 生 産 に お い て 、 コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン の 抑 制 が 微 細

藻 類 の バ イ オ マ ス 生 産 性 の 向 上 、 並 び 実 用 化 に 大 き く 寄 与 で き る と 考 え ら れ る 。 微 細 藻 類

の 培 養 系 に コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン す る 具 体 的 な 生 物 種 に は 、 ワ ム シ や 繊 毛 虫 、 鞭 毛 虫 、 ア メ

ー バ 等 の 動 物 プ ラ ン ク ト ン 、 真 菌 類 や 真 正 細 菌 等 の 従 属 栄 養 生 物 、 他 の 微 細 藻 類 種 、 ま た

は ウ イ ル ス が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 こ れ ら 生 物 種 の 微 細 藻 類 に 対 す る 影 響 も 様 々 で あ り 、 直

接 的 な 捕 食 、 栄 養 源 の 競 合 、 宿 主 と し て の 感 染 が あ る 。 こ れ ら の 中 で も 動 物 プ ラ ン ク ト ン

に よ る 微 細 藻 類 の 直 接 的 な 捕 食 は 特 に 甚 大 な 被 害 を も た ら す 。 藍 藻 Oscillatoria属 に 対 す

る 繊 毛 虫 Nassula属 、 緑 藻 Scenedesmus属 に 対 す る ア メ ー バ Vampyrellida属 に よ っ て 、 い ず

れ の 場 合 も 数 日 間 で ほ と ん ど の 藻 類 バ イ オ マ ス が 失 わ れ た こ と が 報 告 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 そ こ で 、 分 子 育 種 技 術 を 用 い て 、 微 細 藻 類 そ の も の に 捕 食 生 物 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る

生 物 学 的 手 法 が 有 効 な 手 法 と し て 考 え ら れ る 。 し か し 、 現 在 ま で 微 細 藻 類 及 び 動 物 プ ラ ン

ク ト ン の 捕 食 － 被 食 関 係 の 分 子 メ カ ニ ズ ム に 関 す る 研 究 は 殆 ど な さ れ て お ら ず 知 見 に 乏 し

い 。 そ れ ゆ え 、 生 物 学 的 手 法 に よ る 抑 制 し た 例 は 藍 藻 に お け る 一 報 の み に 留 ま っ て い る (

非 特 許 文 献 １ ： Simkovsky, R., Daniels, E. F., Tang, K., Huynh, S. C., Golden, S.

S., Brahamsha, B. (2012). Impairment of O-antigen production confers resistance

to grazing in a model amoeba-cyanobacterium predator-prey system. Proc Natl Acad

 Sci USA, 109(41), 16678-16683)。 非 特 許 文 献 １ に よ れ ば 、 藍 藻 の ラ ン ダ ム 変 異 体 ラ イ

ブ ラ リ ー か ら ア メ ー バ に よ る 捕 食 が 認 め ら れ な か っ た 株 を 獲 得 し た と あ る 。 ま た 、 こ の 株

の 詳 細 な 解 析 の 結 果 、 細 胞 表 面 の O抗 原 の 欠 損 が 捕 食 作 用 か ら の 回 避 に 寄 与 す る こ と を 明

ら か に し て い る 。 し か し 、 こ の 機 構 は 原 核 生 物 に 特 有 の も の で あ り 、 こ れ ま で 真 核 微 細 藻

類 に お い て 生 物 学 的 手 法 を 用 い て 、 捕 食 生 物 の 抑 制 法 を 確 立 し た 報 告 は な い 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 一 方 、 植 物 に お い て は 、 植 物 細 胞 が 元 来 有 し て い る 有 毒 物 質 を 産 生 さ せ る こ と で 捕 食 生

物 に 対 す る 防 御 能 （ 化 学 的 防 御 ） を 向 上 さ せ る 試 み が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 非 特 許 文 献

２ で は 、 モ デ ル 高 等 植 物 Arabidopsis thalianaに お い て ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ （ Chlorophylla

se; CLH） を 高 発 現 さ せ た 形 質 転 換 植 物 を 作 製 し 、 当 該 形 質 転 換 植 物 を 与 え た 捕 食 生 物 の

生 存 率 が 低 下 す る こ と を 見 出 し て い る 。 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ （ EC: 3.1.1.14） は ク ロ ロ フ ィ

ル を 加 水 分 解 し 、 フ ィ チ ル 基 と ク ロ ロ フ ィ リ ド を 生 成 す る 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 で あ る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Simkovsky, R., Daniels, E. F., Tang, K., Huynh, S. C., Golden, S

. S., Brahamsha, B. (2012). Impairment of O-antigen production confers resistanc

e to grazing in a model amoeba-cyanobacterium predator-prey system. Proc Natl Ac

ad Sci USA, 109(41), 16678-16683

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Hu, X., Makita, S., Schelbert, S., Sano, S., Ochiai, M., Tsuchiy

a T., Hasegawa S. F., Hoertensteiner S., Tanaka A., Tanaka, R. (2015). Reexamina
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t ion of chlorophyllase function implies its involvement in defense against chewi

ng herbivores. Plant Physiol, 167(3), 660-670

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 し か し な が ら 、 微 細 藻 類 に お い て 、 遺 伝 子 操 作 技 術 や 遺 伝 子 情 報 を 利 用 し た 分 子 育 種 に

よ っ て 捕 食 生 物 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る と い っ た 技 術 は 知 ら れ て い な い 。 そ こ で 、 本 発 明

は 、 こ の よ う な 実 情 に 鑑 み 、 捕 食 生 物 に 対 す る 耐 性 ・ 防 御 能 に 優 れ た 形 質 転 換 微 細 藻 類 及

び 当 該 形 質 転 換 微 細 藻 類 の 培 養 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 上 述 し た 目 的 を 達 成 す る た め 本 発 明 者 が 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を

発 現 可 能 に 導 入 し た 形 質 転 換 微 細 藻 類 は 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 活 性 に よ り 捕 食 生 物 に 対 し て

高 度 に 毒 性 を 発 揮 し 、 そ の 結 果 、 捕 食 生 物 に よ る コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン を 抑 制 で き る こ と を

見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 は 以 下 を 包 含 す る 。

　 （ １ ） 微 細 藻 類 に 対 し て 、 ク ロ ロ フ ィ ル を 基 質 と し て ク ロ ロ フ ィ リ ド を 生 成 す る ク ロ ロ

フ ィ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 発 現 可 能 に 導 入 し て な る 形 質 転 換 微 細

藻 類 。

　 （ ２ ） 上 記 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 は 、 以 下 （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す

る こ と を 特 徴 と す る （ １ ） 記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 。

　 　 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質

　 　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て ８ ０ ％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列

か ら な り 、 且 つ 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質

　 （ ３ ） 上 記 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 導 入 す る 微 細 藻 類 は 、 Naviculaceae（ フ ナ ガ タ ケ

イ ソ ウ 科 ） に 属 す る 珪 藻 類 で あ る こ と を 特 徴 と す る （ １ ） 記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 。

　 （ ４ ） 上 記 Naviculaceae（ フ ナ ガ タ ケ イ ソ ウ 科 ） に 属 す る 珪 藻 類 は 、 Fistulifera属 、 M

ayamaea属 、 Navicula属 、 及 び Seminavis属 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 1つ の 属 に 属 す る 珪 藻

類 で あ る こ と を 特 徴 と す る （ ３ ） 記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 。

　 （ ５ ） 上 記 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 導 入 す る 微 細 藻 類 は 、 Fistulifera solarisで あ

る こ と を 特 徴 と す る （ １ ） 記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 。

　 （ ６ ） 上 記 （ １ ） ～ （ ５ ） い ず れ か に 記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 を 培 地 に て 培 養 す る 、 形

質 転 換 微 細 藻 類 の 培 養 方 法 。

　 （ ７ ） 屋 外 に お け る 培 養 で あ る こ と を 特 徴 と す る （ ６ ） 記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 の 培 養

方 法 。

　 （ ８ ） 培 養 し た 形 質 転 換 微 細 藻 類 か ら 生 産 目 的 物 質 を 回 収 す る こ と を 特 徴 と す る （ ６ ）

記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 の 培 養 方 法 。

　 （ ９ ） 上 記 生 産 目 的 物 質 は 、 微 細 藻 類 が 産 生 す る オ イ ル 成 分 で あ る こ と を 特 徴 と す る （

８ ） 記 載 の 形 質 転 換 微 細 藻 類 の 培 養 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 は 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 発 現 可 能 に 有 す る も の の

ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ に 起 因 す る 毒 性 が 影 響 せ ず 生 育 す る こ と が で き る 。 そ の 一 方 、 本 発 明 に

係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 は 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 発 現 可 能 に 有 す る こ と で 、 捕 食 し た

生 物 を 死 滅 さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 は 、 捕 食 生

物 に 対 す る 優 れ た 防 御 能 を 有 し て い る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 の 培 養 方 法 で は 、 上 述 の よ う に 、 形 質 転 換 微 細 藻 類 が 捕

食 生 物 に 対 す る 優 れ た 防 御 能 を 有 す る た め 、 培 養 系 に お け る 当 該 捕 食 生 物 の コ ン タ ミ ネ ー
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シ ョ ン を 防 止 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 の 培 養 方 法

を 適 用 す る こ と に よ っ て 、 形 質 転 換 微 細 藻 類 が 産 生 す る 生 産 目 的 物 質 を 低 コ ス ト に 製 造 す

る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ４ 】

【 図 １ 】 実 施 例 で 作 製 し た pSP-CLH-GFP/G APD Hプ ラ ス ミ ド の 構 成 を 模 式 的 に 示 す 図 で あ る

。

【 図 ２ 】 F. solaris野 生 株 か ら 抽 出 し た 色 素 の HPLCク ロ マ ト グ ラ ム で あ り 、 (A)が ク ロ ロ

フ ィ ラ ー ゼ 非 活 性 条 件 の 結 果 を 示 し 、 (B)が ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 非 活 性 条 件 の 結 果 を 示 し て

い る 。

【 図 ３ 】 F. solaris野 生 株 及 び 19種 類 の ク ロ ー ン に つ い て 、 ゲ ノ ム D N Aに お け る ク ロ ロ フ

ィ ラ ー ゼ -GFP遺 伝 子 の 部 分 領 域 を 増 幅 し た PCRの 結 果 を 示 す 電 気 泳 動 図 で あ る 。

【 図 ４ 】 F. solaris野 生 株 及 び ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 導 入 株 に お け る ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ

活 性 （ A） 及 び ク ロ ロ フ ィ ル プ ー ル サ イ ズ （ B） を 測 定 し た 結 果 を 示 す 特 性 図 で あ る (図 中

、 *は P<0.05及 び **は P<0.01)。

【 図 ５ 】 F. solaris野 生 株 及 び ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 導 入 株 に お け る 増 殖 曲 線 で あ り 、

Aは 単 独 で 培 養 し た と き の 結 果 、 Bは Euplaesiobystra sp.存 在 下 で 培 養 し た と き の 結 果 、 C

は Neoparamoeba sp.存 在 下 で 培 養 し た と き の 結 果 を 示 し て い る 。

【 図 ６ 】 Aは F. solaris野 生 株 又 は ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 導 入 株 の 存 在 下 に お け る Neopa

ramoeba sp.の 増 殖 曲 線 で あ り 、 Bは F. solaris野 生 株 又 は ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 導 入 株

の 存 在 下 に お け る Euplaesiobystra sp.の 増 殖 曲 線 で あ る 。

【 図 ７ 】 Aは F. solaris野 生 株 及 び ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 導 入 株 に お け る 異 な る 光 量 子

束 密 度 を 与 え た と き の 増 殖 曲 線 で あ り 、 Bは Euplaesiobystra sp.に お け る 異 な る 光 量 子 束

密 度 を 与 え た と き の 増 殖 曲 線 で あ る

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ５ 】

　 以 下 、 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 及 び 形 質 転 換 微 細 藻 類 の 培 養 方 法 を 、 図 面 を 参 照

し て 詳 細 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 は 、 宿 主 で あ る 微 細 藻 類 に 対 し て ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝

子 を 発 現 可 能 に 導 入 し た も の で あ る 。 こ こ で 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と は 、 特 に 限 定 さ

れ ず 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ (Chlorophyllase; CLH、 EC: 3. 1. 1. 14)を コ ー ド す る 遺 伝 子 を

広 く 意 味 す る 。 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ は 、 ク ロ ロ フ ィ ル を 加 水 分 解 し 、 フ ィ チ ル 基 と ク ロ ロ フ

ィ リ ド を 生 成 す る 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 を 意 味 す る 。 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ に 関 し て は 、 参 考 文

献 １ （ Jeffrey, S. W., Hallegraeff, G. M. (1987). Chlorophyllase distribution in

ten classes of phytoplankton: a problem for chlorophyll analysis. Mar Ecol Prog

Ser, 293-304） に 記 載 さ れ る よ う に 、 微 細 藻 類 を 含 む 多 く の 植 物 細 胞 に お い て そ の 活 性 が

認 め ら れ て い る 。 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 を 作 製 す る 際 に 、 当 該 参 考 文 献 １ に 開 示

さ れ た ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 活 性 が 認 め ら れ た 植 物 か ら ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 定 法 に 従 っ

て 同 定 ・ 単 離 し 、 得 ら れ た ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ク ロ

ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 特 開 ２ ０ ０ １ － ８ ６ ９ ９ ０ 号 公 報 に 開 示 さ れ た シ ロ ザ 由 来

の ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 及 び シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 等 を 使 用 す

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 一 例 と し て 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 使 用 す る こ と が で き る 。

シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ

ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 。 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 に お け る コ ー

デ ィ ン グ 領 域 の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 １ に 示 す 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 た だ し 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 配 列 番 号 １ 及 び ２ で 特 定 さ れ る も の に 限 定
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さ れ ず 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て ８ ０ ％ 以 上 の 同 一 性 、 好 ま し く は ８

５ ％ 以 上 の 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 の 同 一 性 、 更 に 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 の 同

一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 且 つ 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を

コ ー ド す る も の を 使 用 す る こ と も で き る 。 こ こ で 、 ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 同 一 性 の 値 は 、 BLAS

Tア ル ゴ リ ズ ム を 実 装 し た BLASTNや BLASTXプ ロ グ ラ ム に よ り 算 出 す る こ と が で き る （ デ フ

ォ ル ト の 設 定 ） 。 な お 、 同 一 性 の 値 は 、 一 対 の ア ミ ノ 酸 配 列 を ペ ア ワ イ ズ ・ ア ラ イ メ ン ト

分 析 し た 際 に 完 全 に 一 致 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 算 出 し 、 比 較 し た 全 ア ミ ノ 酸 残 基 中 の 上 記 ア

ミ ノ 酸 残 基 数 の 割 合 と し て 算 出 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 ま た 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 、 １ 又

は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 ク ロ ロ フ ィ ラ

ー ゼ 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る も の で も 良 い 。 こ こ で 、 数 個 と は 、 例 え ば 、 ２

～ ７ ０ 個 、 好 ま し く は ２ ～ ５ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は ２ ～ ３ ０ 個 、 最 も 好 ま し く は ２ ～ １ ５

個 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 さ ら に ま た 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 か ら な る D N A

の 相 補 鎖 の 全 部 又 は 一 部 に 対 し て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ

ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る も の で も よ い 。 こ こ で い う 「 ス ト

リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と は い わ ゆ る 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ド が 形 成 さ れ 、 非 特 異 的 な ハ イ ブ

リ ッ ド が 形 成 さ れ な い 条 件 を 意 味 し 、 例 え ば Molecular Cloning: A Laboratory Manual(T

hird Edition)を 参 照 し て 適 宜 決 定 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ ン の 際 の 温 度 や 溶 液 に 含 ま れ る 塩 濃 度 、 及 び サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 洗

浄 工 程 の 際 の 温 度 や 溶 液 に 含 ま れ る 塩 濃 度 に よ り ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 設 定 す る こ と が で

き る 。 よ り 詳 細 に は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と し て は 、 例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム 濃 度 が 25～

500m M、 好 ま し く は 25～ 300m Mで あ り 、 温 度 が 42～ 68℃ 、 好 ま し く は 42～ 65℃ で あ る 。 よ り

具 体 的 に は 、 5× SSC(83m M NaCl、 83m Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム )、 温 度 42℃ で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 上 述 し た よ う に 、 配 列 番 号 １ と 異 な る 塩 基 配 列 か ら な る 遺 伝 子 、 又 は 配 列 番 号 ２ と は 異

な る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と し て 機 能 す る か 否 か

は 、 当 該 遺 伝 子 を 適 当 な プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー 等 の 間 に 組 み 込 ん だ 発 現 ベ ク タ ー

を 作 製 し 、 こ の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 例 え ば 大 腸 菌 等 の 宿 主 を 形 質 転 換 し 、 発 現 す る タ ン

パ ク 質 の ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 す れ ば よ い 。 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 活 性 と は 、 ク ロ ロ フ

ィ ル を 加 水 分 解 し 、 フ ィ チ ル 基 と ク ロ ロ フ ィ リ ド を 生 成 す る 反 応 を 触 媒 す る 活 性 で あ る 。

し た が っ て 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 活 性 は 、 例 え ば 、 基 質 で あ る ク ロ ロ フ ィ ル の 減 少 量 及 び /

又 は 生 成 物 で あ る ク ロ ロ フ ィ リ ド の 増 加 量 に 基 づ い て 評 価 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 こ こ で 、 微 細 藻 類 と は 、 単 細 胞 性 の 光 合 成 生 物 群 で あ っ て 藻 類 に 分 類 さ れ る 生 物 を 意 味

す る 。 微 細 藻 類 に は 、 緑 藻 類 、 黄 色 鞭 毛 藻 類 、 珪 藻 類 、 渦 鞭 毛 藻 類 、 単 細 胞 真 核 藻 類 、 淡

水 性 単 細 胞 緑 藻 類 （ ク ロ レ ラ ） 及 び シ ア ノ バ ク テ リ ア 類 に 分 類 さ れ る も の が 含 ま れ る 。 本

発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 は 、 こ れ ら 如 何 な る 分 類 の 微 細 藻 類 を 宿 主 と し て 使 用 す る こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 一 例 と し て 、 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 の 宿 主 と し て 使 用 で き る 珪 藻 類 と は 、 単 に

珪 藻 と も 呼 称 さ れ 、 珪 藻 綱 （ Bacillariophyceae） に 属 す る も の を 挙 げ る こ と が で き る 。

中 で も 、 オ イ ル 蓄 積 能 を 有 す る 珪 藻 類 と す る こ と が 好 ま し い 。 珪 藻 類 と し て は 、 中 心 目 （

Centrales） に 属 す る 藻 類 及 び 羽 状 目 （ Pennales） に 属 す る 藻 類 が 挙 げ ら れ る 。 中 心 目 （ C

entrales） に 属 す る 藻 類 と し て は 、 シ ク ロ テ ラ 属 （ Cyclotella） 、 ミ ニ デ ィ ス ク ス 属 （ Mi

nidiscus） 、 タ ラ シ オ シ ラ 属 （ Thalassiosira） 及 び キ ー ト ケ ロ ス 属 （ Chaetoceros） に 属

す る 藻 類 等 が 挙 げ ら れ 、 羽 状 目 （ Pennales） に 属 す る 藻 類 と し て は 、 マ ヤ マ エ ア 属 （ Maya

maea） 、 デ ィ メ レ グ ラ ム マ 属 （ Dimeregram ma） 、 シ リ ン ド ロ テ カ 属 （ Cylindrotheca） 、
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ナ ビ キ ュ ラ 属 （ Navicula） 、 及 び フ ィ ス ト ゥ リ フ ェ ラ 属 （ Fistulifera） に 属 す る 藻 類 等

が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 よ り 具 体 的 に 、 オ イ ル 蓄 積 能 を 有 す る 珪 藻 類 と し て は 、 好 ま し く は Fistulifera属 又 は M

ayamaea属 に 属 す る 珪 藻 類 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 オ イ ル 蓄 積 能 を 有 す る Fistulifera属 に 属 す る 珪 藻 類 と し て 、 特 に W O2010/116611に 開 示

さ れ て い る Fistulifera sp. JPCC D A0580株 （ Navicula sp. JPCC D A0580株 か ら 改 名 、 本

明 細 書 で は Fistulifera solaris JPCC D A0580株 と も 称 す る ） を 例 示 す る こ と が で き る 。

な お 、 Fistulifera solaris JPCC D A0580株 は 、 W O2010/116611に 記 載 さ れ て い る よ う に 、

FER M BP-11201（ FER M P-21788よ り 移 管 ） と し て 独 立 行 政 法 人 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 特

許 生 物 寄 託 セ ン タ ー (IPO D, NITE) (〒 292-0818千 葉 県 木 更 津 市 か ず さ 鎌 足 2-5-8) に 国 際

寄 託 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 ま た 、 オ イ ル 蓄 積 能 を 有 す る Mayamaea属 に 属 す る 珪 藻 類 と し て 、 Mayamaea sp. JPCC CT

D A0820株 を 例 示 す る こ と が で き る 。 Mayamaea sp. JPCC CTD A0820株 は 、 た と え 10℃ と い っ

た 低 温 環 境 下 に お い て オ イ ル 蓄 積 能 を 示 す と い っ た 特 徴 を 有 す る 珪 藻 類 で あ る 。 Mayamaea

 sp. JPCC CTD A0820株 は 、 電 源 開 発 株 式 会 社 に て 分 譲 可 能 に 保 存 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 さ ら に 、 オ イ ル 蓄 積 能 を 有 す る 珪 藻 類 と し て は 、 上 述 し た Fistulifera属 又 は Mayamaea

属 に 属 す る 珪 藻 類 以 外 に も 例 え ば 、 Navicula属 や Seminavis属 に 属 す る 珪 藻 類 を 挙 げ る こ

と が で き る 。 す な わ ち 、 オ イ ル 蓄 積 能 を 有 す る 珪 藻 類 と し て は Fistulifera属 、 Mayamaea

属 、 Navicula属 、 及 び Seminavis属 な ど を 含 む Naviculaceae（ フ ナ ガ タ ケ イ ソ ウ 科 ） に 属

す る 珪 藻 類 を 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 こ こ で 、 オ イ ル 蓄 積 能 を 有 す る と は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 炭 素 数 １ ６ ～ ２ ４ の

脂 肪 族 炭 化 水 素 を 蓄 積 す る 能 力 を 有 す る と 言 い 換 え る こ と が で き る 。 但 し 、 オ イ ル 蓄 積 能

を 有 す る 珪 藻 類 と は 、 炭 素 数 １ ５ 以 下 の 脂 肪 族 炭 化 水 素 や 、 炭 素 数 ２ ５ 以 上 の 脂 肪 族 炭 化

水 素 を 生 成 及 び 蓄 積 す る も の で あ っ て も 良 い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 は 、 糖 、 タ ン パ ク 質 、 オ イ ル 或 い は 化 合 物 等 を 産

生 す る 能 力 を 有 す る 微 細 藻 類 や 、 単 細 胞 真 核 藻 類 に 分 類 さ れ る ユ ー グ レ ナ 藻 や 濃 緑 色 の 単

細 胞 微 細 藻 類 で あ る ス ピ ル リ ナ 等 の そ れ 自 体 が 食 品 用 途 や 化 粧 品 用 途 を 有 す る 微 細 藻 類 を

宿 主 と し て 作 製 し て も 良 い 。 宿 主 と し て 使 用 で き る 微 細 藻 類 と し て は 、 ア ス タ キ サ ン チ ン

を 産 生 す る Haematococcus pluvialis、 抗 酸 化 物 質 を 産 生 す る Chlorella vulgaris、 β -カ

ロ テ ン 等 の カ ロ テ ノ イ ド を 産 生 す る Dunaliella salina、 そ の 抽 出 物 が 化 粧 品 等 に 利 用 さ

れ る Aphanizomenon flos-aquae、 そ の 粉 体 等 が 食 品 サ プ リ メ ン ト に 使 用 さ れ る Arthrospin

a platensis、 ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸 を 産 生 す る Crypthecodinium cohnii、 油 脂 生 産 能 を 有

す る Neochloris oleoabundans、 油 脂 生 産 能 を 有 す る Nannochloropsis oculata及 び 炭 素 鎖

３ ０ 以 上 の 油 脂 を 産 生 す る Botryococcus braunii等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 上 述 し た 微 細 藻 類 を 宿 主 と し て ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 発 現 可 能 に 導 入 す る に は 、 従

来 公 知 の 形 質 転 換 方 法 を 適 宜 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 微 細 藻 類 内 で ク ロ ロ フ ィ ラ

ー ゼ 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る 場 合 、 藻 類 用 の 発 現 ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 pChlamyシ リ ー ズ の ベ ク

タ ー （ Invitrogen社 ） 、 pOptシ リ ー ズ の ベ ク タ ー (Chlamydomonas resource center)な ど

を 使 用 す る こ と が で き る 。 な お 、 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 は 、 宿 主 と な る 微 細 藻 類 に お い

て 機 能 す る プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 配 置 さ れ る 。 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば 、 HSP70A

/RbcS2、 beta-tubulin、 PSA D、 CaM V35S、 NIT1、 Cyc6、 SQ D2な ど の 過 剰 発 現 用 プ ロ モ ー タ

ー を 挙 げ る こ と が で き る 。 な お 、 発 現 ベ ク タ ー に は 、 3UTR、 タ ー ミ ネ ー タ ー 及 び 選 択 マ ー

カ ー 等 が 含 ま れ て い る こ と が 好 ま し い 。
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【 ０ ０ ３ １ 】

　 微 細 藻 類 細 胞 へ の 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 は 、 公 知 の 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き 、 例 え ば

、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 ボ ン バ ー ド メ ン ト 法 、 グ ラ ス ビ ー ズ 法 及 び ア グ ロ バ ク テ リ

ウ ム 法 な ど に よ り 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 ま た 、 得 ら れ た 形 質 転 換 微 細 藻 類 は 、 通 常 の 培 地 に て 培 養 す る こ と が で き る 。 培 地 と し

て は 、 宿 主 と し た 微 細 藻 類 に 応 じ た 組 成 の 培 地 を 準 備 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 微 細 藻

類 が 淡 水 藻 類 で あ る 場 合 、 蒸 留 水 に Tris、 Glycylglycine、 HEPES、 TAPS、 Bicine及 び M ES

等 の 緩 衝 剤 を 適 量 加 え 、 さ ら に 各 種 栄 養 塩 を 適 量 加 え 、 所 望 の 値 に pHを 調 整 す る こ と で 培

地 を 作 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 微 細 藻 類 が 、 海 水 藻 類 で あ る 場 合 、 蒸 留 水 に 緩 衝 材 及

び 栄 養 塩 類 （ NaCl、 MgSO 4 ・ 7H 2 O、 KCl及 び CaCl 2 ・ 2H 2 O） を 適 量 加 え 、 各 種 栄 養 塩 を 適 量

加 え 、 所 望 の 値 に pHを 調 整 す る こ と で 培 地 を 作 製 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 特 に 、 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 は 、 発 現 可 能 に 導 入 さ れ た ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝

子 を 備 え て い る 。 ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 に 起 因 し て 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻

類 の 生 育 、 増 殖 及 び 物 質 生 産 に 対 す る 悪 影 響 は な く 、 捕 食 生 物 に 対 し て 高 度 に 毒 性 を 発 揮

す る 。 捕 食 生 物 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 微 細 藻 類 を 特 異 的 又 は 非 特 異 的 に 捕 食 す る 生

物 全 般 を 意 味 す る 。 一 例 と し て は 、 微 細 藻 類 を 捕 食 す る ア メ ー バ 等 の 原 生 生 物 が 挙 げ ら れ

る 。 ア メ ー バ 以 外 に も 捕 食 生 物 と し て は 、 例 え ば 、 無 色 鞭 毛 虫 類 や 繊 毛 虫 類 、 ツ ボ カ ビ 類

、 さ ら に 渦 鞭 毛 藻 や 黄 金 色 藻 な ど に み ら れ る 藻 類 捕 食 性 の 微 細 藻 類 な ど を 挙 げ る こ と が で

き る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 以 上 の よ う に 、 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 は 、 捕 食 生 物 に 対 す る 毒 性 を 有 す る た め

、 培 養 系 に お け る 捕 食 生 物 の コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン に よ る 被 害 を 防 止 す る こ と が で き る 。 例

え ば 、 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 を 利 用 し て 物 質 生 産 等 を 行 う 場 合 、 実 験 室 レ ベ ル と

比 較 し て 大 規 模 な 培 養 系 を 適 用 す る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 大 規 模 な 培 養 系 は 、 通 常 、 屋

外 に 設 置 さ れ る 場 合 が 多 い 。 こ の よ う に 、 大 規 模 培 養 、 特 に 屋 外 大 規 模 培 養 に お い て は 、

周 囲 の 環 境 に 曝 さ れ る こ と か ら 捕 食 生 物 の コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン が 大 き な 問 題 と な る 。 コ ン

タ ミ ネ ー シ ョ ン に よ る 問 題 と し て は 、 培 養 対 象 で あ る 微 細 藻 類 の 増 殖 不 良 や 死 滅 、 生 産 目

的 物 質 の 生 産 量 低 下 或 い は 低 品 質 化 等 を あ げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 を 利 用 す る こ と で 、 こ れ ら 捕 食 生 物 の コ ン タ ミ ネ ー シ ョ

ン の 問 題 を 回 避 し 、 形 質 転 換 微 細 藻 類 の 増 殖 を 維 持 し 、 生 産 目 的 物 質 の 生 産 量 及 び /又 は

品 質 を 維 持 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に 係 る 形 質 転 換 微 細 藻 類 を 利 用 す る こ

と に よ っ て 、 生 産 目 的 物 質 （ 形 質 転 換 微 細 藻 類 自 体 を 含 む ） を 低 コ ス ト に 生 産 す る こ と が

可 能 と な る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 一 例 と し て 屋 外 の 大 量 培 養 系 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 レ ー ス ウ ェ イ 型 培 養 装 置

、 カ ラ ム 型 培 養 装 置 及 び パ ネ ル 型 培 養 装 置 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら 培 養 装 置 に は 、

未 滅 菌 f/2培 地 を 100～ 200Lの 規 模 で 使 用 し 、 パ ド ル や ス タ ー ラ ー で 培 地 を 攪 拌 し な が ら 形

質 転 換 微 細 藻 類 を 培 養 す る こ と が で き る 。 こ の と き 、 こ れ ら 培 養 装 置 で は 、 温 度 調 節 し な

が ら 培 養 し て も 良 い し 、 ま た 、 CO 2 吹 き 込 み に よ り pH制 御 し な が ら 培 養 し て も よ い 。 さ ら

に 、 大 規 模 な 屋 外 培 養 系 と し て は 、 攪 拌 機 と し て 浮 遊 式 水 耕 機 を 備 え る 円 形 ポ ン ド 型 培 養

装 置 （ 例 え ば 、 直 径 5m、 培 養 内 容 積 10,000L） を 適 用 す る こ と が で き る 。 こ の 円 形 ポ ン ド

型 培 養 装 置 は 、 例 え ば 水 深 0.5mの 培 養 槽 と し 、 f/2培 地 及 び 人 工 海 水 を 培 養 液 と し て CO 2 吹

き 込 み に よ り pHを 7.7～ 8.5の 範 囲 に コ ン ト ロ ー ル し な が ら 培 養 す る こ と が で き る 。 ま た 、

円 形 ポ ン ド 型 培 養 装 置 で は 、 水 中 ポ ン プ に よ り 培 養 液 を 輸 送 す る こ と が で き 、 ま た 40W浮

遊 式 攪 拌 装 置 に よ り 培 養 液 を 攪 拌 し な が ら 形 質 転 換 微 細 藻 類 の 培 養 を 継 続 す る こ と が で き

る 。

【 実 施 例 】
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【 ０ ０ ３ ７ 】

　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 更 に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は 以 下 の 実 施

例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

1. 実 験 方 法

1-1. 使 用 し た 試 薬 及 び 機 器

　 試 薬 の 調 製 及 び 実 験 操 作 に は Milli-Q Integral 5 バ イ オ タ イ プ シ ス テ ム (メ ル ク 株 式

会 社 製 )を 用 い て 処 理 し た 蒸 留 水 、 ま た は 超 純 水 を 用 い た 。 色 素 抽 出 及 び 高 速 液 体 ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ ー (High performance liquid chromatography; HPLC)分 析 に 用 い た 試 薬 は 全 て

和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 の HPLCグ レ ー ド と し 、 そ の 他 の 試 薬 は 全 て 試 薬 特 級 品 又 は そ れ に 準

ず る も の を 使 用 し た 。 F. solaris細 胞 数 の 計 数 に は バ ク テ リ ア カ ウ ン タ ー (サ ン リ ー ド 硝

子 株 式 会 社 製 )、 ア メ ー バ 細 胞 数 の 計 数 に は フ ッ ク ス ロ ー ゼ ン タ ー ル (サ ン リ ー ド 硝 子 株

式 会 社 製 )を 用 い た 。 F. solarisの 前 培 養 に は ロ ー タ リ ー シ ェ ー カ ー NR-20 (タ イ テ ッ ク 株

式 会 社 製 )を 用 い て 行 っ た 。 遠 心 分 離 に は 微 量 高 速 冷 却 遠 心 機 M X-305 (株 式 会 社 ト ミ ー 精

工 社 製 )を 用 い た 。 PCR反 応 及 び シ ー ケ ン シ ン グ に 用 い た プ ラ イ マ ー は ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー

ズ ジ ャ パ ン に 合 成 を 委 託 し 、 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー は Verti 96-well サ ー マ ル サ イ ク ラ ー (

Applied Biosystems社 製 )を 使 用 し た 。 シ ー ケ ン ス 解 析 の 際 の 、 シ ー ケ ン サ ー に は 3730x D

N A Analyzer (Applied Biosystems社 製 )を 使 用 し 、 シ ー ケ ン ス 反 応 に は BigDye Terminato

r v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific社 製 )を 用 い た 。 こ の シ ー ケ ン

ス 解 析 は タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 に 委 託 し 行 っ た 。 HPLC分 析 の 際 の 分 析 シ ス テ ム に は Waters

 e2695 Separation Module及 び 2489 U V/Vis Detector (日 本 ウ ォ ー タ ー ズ 株 式 会 社 製 )を

用 い た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

1-2. 使 用 藻 体 及 び 培 養 方 法

　 海 洋 珪 藻 Fistulifera solaris JPCC D A0580株 (以 下 、 F. solaris)の 培 養 に は half st

rength of Guillard＇ s f solution (以 下 、 f/2培 地 ) (75mg NaN O 3 、 5mg NaH 2 PO 4 ・ H 2 O、

0.5μ g vitamin B 1 2 、 0.5μ g biotin、 100μ g thiamine HCl、 30mg Na 2 SiO 3 ・ 9H 2 O、 4.36

mg Na 2 EDTA、 3.15mg FeCl 3 ・ 6H 2 O、 10μ g CoCl 4 ・ 5H 2 O、 22μ g ZnSO 4 ・ 7H 2 O、 180μ g MnC

l 2 ・ 4H 2 O、 9.8μ g CuSO 4 ・ 5H 2 O、 6.3μ g Na 2 MoO 4 ・ 2H 2 O)を 用 い た 。 な お 、 塩 濃 度 の 調 整

に は マ リ ン ア ー ト SF-1 (株 式 会 社 富 田 製 薬 社 製 )を 37.0g/l用 い て 行 っ た 。 藻 体 の 前 培 養 と

し て 、 100 ml三 角 フ ラ ス コ 内 に て 、 ア ン ピ シ リ ン 50μ g/ml含 有 f/2培 地 50 mlを 用 い て 14日

間 振 盪 培 養 (回 転 数 120rpm、 温 度 25℃ 、 光 量 子 束 密 度 50μ mol/m
2
/、 Light/Dark=24h/0h)

し た 。 な お 、 形 質 転 換 体 の 維 持 に は 500μ g/ml G418 (ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 株

式 会 社 製 )含 有 f/2培 地 を 用 い 、 継 代 は 1週 間 ご と に 行 っ た 。 本 培 養 と し て 、 扁 平 フ ラ ス コ

内 に て f/2培 地 500mlを 用 い て 7日 間 培 養 (温 度 25℃ 、 流 量 0.8l/min/l、 CO 2 濃 度 2%、 光 量 子

束 密 度 130μ mol/m
2
/、 Light/Dark=24h/0h)し た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

1-3. ア メ ー バ の 単 離 及 び 培 養 方 法

　 本 研 究 に 用 い た ア メ ー バ は 電 源 開 発 株 式 会 社 若 松 研 究 所 (Kitakyushu、 Fukuoka、 Japan

)よ り 単 離 し た 。 2016年 6月 及 び 9月 の F. solaris屋 外 培 養 試 験 に お い て 、 F. solarisの 顕

著 な 死 滅 が 認 め ら れ た 培 養 槽 (d=5m、 V=10kL)の 培 養 液 を 採 取 し 、 顕 微 鏡 観 察 を 行 っ た 。

そ の 結 果 、 ア メ ー バ 運 動 を 行 う 、 形 態 的 に 異 な る 生 物 を 確 認 し 、 以 下 の 操 作 に よ り 、 培 養

を 行 っ た 。 ア メ ー バ の 培 養 は 25cm
2
ベ ン ト キ ャ ッ プ フ ラ ス コ (イ ワ キ 株 式 会 社 製 )内 に て 行

っ た 。 f/2培 地 10mlに 対 し 、 ア メ ー バ 細 胞 及 び F. solaris細 胞 約 5× 10
6
cellsを 加 え 、 室 温

、 暗 所 下 に て 静 置 培 養 し た 。 F. solaris細 胞 の 添 加 は 週 に 1度 の 頻 度 で 行 っ た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

1-4. 顕 微 鏡 観 察

　 35m mφ フ ィ ル タ ー ボ ト ム デ ィ ッ シ ュ (松 浪 硝 子 工 業 株 式 会 社 製 )に 、 f/2培 地 4ml、 F. so

laris細 胞 1× 10
6
cells、 及 び ア メ ー バ 細 胞 1× 10

3
cellsを 加 え 、 室 温 、 暗 所 下 に て 静 置 し

た 。 ア メ ー バ 細 胞 の 様 子 を 倒 立 型 蛍 光 顕 微 鏡 OLY MPUS IX-70 (OLY MPUS株 式 会 社 製 )を 用 い
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て 観 察 し た 。 観 察 し た ア メ ー バ 細 胞 の 面 積 を imageJを 用 い て 算 出 し た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 形 質 転 換 体 に お け る GFP蛍 光 の 確 認 は 、 正 立 型 蛍 光 顕 微 鏡 OLY MPUS BX-51 (OLY MPUS株 式

会 社 製 )を 用 い て 行 っ た 。 ク ロ ロ フ ィ ル 自 家 蛍 光 及 び GFP蛍 光 の 観 察 に は そ れ ぞ れ 、 U-M WIB

3 (Ex:460-495nm、 Em:510nm)、 U-M NIG A3 (Ex:540-550nm、 Em:575-625nm)を フ ィ ル タ ー ユ

ニ ッ ト と し て 用 い た 。 ま た 、 光 源 に は フ ァ イ バ 光 源 シ ス テ ム U-H GLGPS (OLY MPUS株 式 会 社

製 )水 銀 ラ ン プ (強 度 100%)を 用 い 、 露 光 時 間 は そ れ ぞ れ 、 1/10秒 及 び 1秒 と し た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

1-5. 18S rD N Aシ ー ケ ン ス 解 析

　 ア メ ー バ 及 び F. solarisそ れ ぞ れ 約 1× 10
6
cells及 び 1× 10

7
cellsか ら NucleoSpin Tissu

e XS (タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 )を 用 い て ゲ ノ ム D N Aを 抽 出 し た 。 得 ら れ た ゲ ノ ム D N Aを テ ン

プ レ ー ト と し 、 PrimeStar Max (タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ) に よ り PCR増 幅 ((98℃ で 1min)×

1サ イ ク ル 、 (98℃ で 10sec、 55℃ で 10sec、 72℃ で 10 sec)× 30サ イ ク ル 、 (72℃ で 3min)× 1

サ イ ク ル )を 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー に は 2種 類 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト 1500F-1500R及 び MoonA-Moo

nBを 使 用 し た (表 １ )。

【 ０ ０ ４ ４ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に て バ ン ド を 確 認 後 、 QIAquick PCR Purification Kit (Qia

gen社 製 )を 用 い て PCR 産 物 を 精 製 し た 。 そ の 後 、 pCR-Blunt II-TOPO vector (Thermo Fis

her Scientific)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ の プ ラ ス ミ ド を One Shot TOP10 Chemically C

ompetent E. coliに 対 し 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク 法 に よ り 導 入 し た 。 カ ナ マ イ シ ン (50μ g/ml)

含 有 LB寒 天 培 地 に 播 種 し 培 養 (37℃ 、 12時 間 )後 、 得 ら れ た コ ロ ニ ー を カ ナ マ イ シ ン (50μ

g/ml)含 有 LB液 体 培 地 5mlで 培 養 (12時 間 、 37℃ 、 120rpm)し 、 QIAprep Spin Miniprep Kit

 (Qiagen)を 用 い て プ ラ ス ミ ド を 抽 出 し た 。 制 限 酵 素 EcoRI(England Biolabs社 製 )に て 処

理 後 (37℃ 、 15分 )、 電 気 泳 動 に て イ ン サ ー ト の 確 認 が で き た も の に つ い て シ ー ケ ン ス 解

析 を 行 っ た 。 解 析 に 使 用 し た プ ラ イ マ ー は ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー で あ る M13-P5、 M13-21

及 び そ れ ぞ れ の サ ン プ ル に 対 し 独 自 に 設 計 し た プ ラ イ マ ー を 用 い た 。 得 ら れ た 塩 基 配 列 を

ク エ リ と し 、 National Center for Biotechnology Information (NCBI)の GenBankを デ ー

タ ベ ー ス と し て Blastn相 同 性 検 索 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

1-6. In silico解 析

　 高 等 植 物 Arabidopsis thaliana由 来 CLH1 (NCBI Gene ID: 838554)及 び CLH2 (834408)の

配 列 を ク エ リ と し 、 F. solaris、 モ デ ル 珪 藻 Phaeodactylum tricornutum及 び Thalassiosi

ra pseudonanaの 全 遺 伝 子 配 列 に 対 し て Blastn相 同 性 検 索 を 行 っ た 。 ま た 、 モ チ ー フ 配 列

解 析 ツ ー ル M E M Eの M ASTを 用 い て セ リ ン リ パ ー ゼ モ チ ー フ PS00120 [LIV]-{K G}-[LIVFY]-[LI

V MST]-G-[H Y W V]-S-{Y A G}-G-[GSTAC]を 有 す る 遺 伝 子 を 抽 出 し た 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】

1-7. 色 素 分 析

　 本 培 養 を 行 っ た 藻 体 を セ ル カ ウ ン ト し 、 5× 10
8
cellsと な る よ う 遠 心 回 収 (8,000g、 25

℃ 、 5分 )し 、 直 ち に 液 体 窒 素 に て 凍 結 後 、 色 素 の 抽 出 ま で -80℃ で 保 存 し た 。 色 素 抽 出 は J

effreyら 及 び Huら の 方 法 に 従 い 、 ア セ ト ン を 用 い て 行 っ た (Jeffrey, S. W., Hallegraef

f, G. M. (1987). Chlorophyllase distribution in ten classes of phytoplankton: a

problem for chlorophyll analysis. Mar Ecol Prog Ser, 293-304、 Hu, X., Tanaka, A.

, Tanaka, R. (2013). Simple extraction methods that prevent the artifactual conv

ersion of chlorophyll to chlorophyllide during pigment isolation from leaf sampl

es. Plant Methods, 9(1), 19)。 藻 体 に 対 し -30℃ の 90%ア セ ト ン 1mlを 添 加 し 、 氷 水 中 に

て 10分 間 超 音 波 破 砕 (W-170ST、 本 多 電 子 株 式 会 社 製 )を 行 っ た 。 遠 心 分 離 (13,000g、 4℃

、 5min)後 の ア セ ト ン 層 を 回 収 し 、 残 渣 に 対 し て 4ml、 及 び 5mlの 90%ア セ ト ン を 用 い て 同 様

に 抽 出 を 行 っ た 。 こ れ ら 10mlの ア セ ト ン 層 を フ ィ ル タ ー 濾 過 (DISMIC 13-JP、 A D V A NTEC社

製 )し 、 CLH不 活 性 化 条 件 色 素 サ ン プ ル と し た 。 ま た 、 CLH活 性 化 条 件 と し て 50%ア セ ト ン 1m

lを 添 加 し 、 室 温 で 30分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 そ の 後 4mlの 100%ア セ ト ン を 用 い て 反 応

を 停 止 さ せ 、 先 と 同 様 に 超 音 波 処 理 後 、 上 清 を 回 収 し た 。 残 渣 に 対 し 、 5mlの 90%ア セ ト ン

を 用 い て 抽 出 後 、 回 収 し た ア セ ト ン 層 を フ ィ ル タ ー 濾 過 し 、 CLH活 性 化 条 件 色 素 サ ン プ ル

と し た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 Zapataら に 倣 い 、 抽 出 し た 色 素 サ ン プ ル の HPLC分 析 を 行 っ た (Zapata, M., Rodriguez,

 F., Garrido, J. L. (2000). Separation of chlorophylls and carotenoids from mari

ne phytoplankton: a new HPLC method using a reversed phase C8 column and pyridin

e-containing mobile phases. Mar Ecol Prog Ser, 29-45)。 固 定 相 に は Waters Sym metry

 C8 Column (150× 4.6nm、 3.5μ m、 100Å 、 日 本 Waters株 式 会 社 製 )を 用 い 、 移 動 相 に は メ

タ ノ ー ル :ア セ ト ニ ト リ ル :0.25Mピ リ ジ ン 液 =2:1:1(v:v:v)、 及 び メ タ ノ ー ル :ア セ ト ニ ト

リ ル :ア セ ト ン =1:3:1(v:v:v)を 用 い た 。 色 素 サ ン プ ル は 100%メ タ ノ ー ル を 用 い て 2倍 希 釈

し 、 10μ lを 分 析 に 供 し た 。 664nmに お け る 吸 光 度 を モ ニ タ リ ン グ し 、 ク ロ マ ト グ ラ ム を 作

成 し た 。 標 準 試 料 に は 100%メ タ ノ ー ル で 調 製 し た ク ロ ロ フ ィ ル a (和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 )

、 及 び ク ロ ロ フ ィ リ ド a (D HI Lab Products、 H OERSH OL M社 製 )を 用 い た 。 ク ロ ロ フ ィ ル a標

準 試 料 の 濃 度 は マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー SH-9000 (コ ロ ナ 電 気 株 式 会 社 製 )に て 663nm及

び 645nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し 、 Mackenneyの 式 (Chlorophyll a(μ g/ml)=12.72× A 6 6 3 -

2.69× A 6 4 5 )に 基 づ い て 算 出 し た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

1-8. プ ラ ス ミ ド の 構 築

　 pSP-GFP/G APD Hプ ラ ス ミ ド (Maeda, Y., Tateishi, T., Niwa, Y., Muto, M., Yoshino,

 T., Kisailus, D., Tanaka, T. (2016). Peptide-mediated microalgae harvesting met

hod for efficient biofuel production. Biotechnol Biofuels, 9(1), 10)は enhanced G

reen Fluorescence Protein (eGFP)遺 伝 子 の 上 流 に 当 該 株 由 来 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 3-リ

ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (G APD H)遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 と EcoRVサ イ ト を 、 下 流 に P. tri

cornutum由 来 の フ コ キ サ ン チ ン ク ロ ロ フ ィ ル a/c結 合 タ ン パ ク 質 A(fcpA)遺 伝 子 の タ ー ミ ネ

ー タ ー 配 列 を 有 し て い る 。 こ の プ ラ ス ミ ド の EcoRVサ イ ト に 人 工 合 成 し た A. thaliana由 来

CLH遺 伝 子 (972bp)を 導 入 し 、 pSP-CLH-GFP/G APD Hプ ラ ス ミ ド を 構 築 し た (図 １ )。

【 ０ ０ ５ ０ 】

1-9. パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 に よ る F. solarisの 形 質 転 換

　 50%グ リ セ ロ ー ル 中 に 懸 濁 さ れ た 60mg/mlタ ン グ ス テ ン 粒 子 (直 径 0.6μ m)懸 濁 液 (高 純

度 化 学 研 究 所 製 ) 50μ lに 対 し 、 5μ g分 の pSP-CLH-GFP/G APD H、 2.5M CaCl 2  50μ l及 び 0.1M

ス ペ ル ミ ジ ン 20μ lを 添 加 し 、 粒 子 上 へ の プ ラ ス ミ ド 固 定 化 処 理 を 行 っ た 。 培 養 3日 目 (

対 数 増 殖 期 中 期 )の 藻 体 を 遠 心 回 収 (8,500g、 25℃ 、 10分 間 )し 、 5× 10
7
cellsを f/2寒 天 培

地 (直 径 3.6cmシ ャ ー レ )上 に 塗 布 し 、 風 乾 さ せ た 。 Biolistic PDS-1000/He Particle Del

ivery System (Bio-Rad Laboratories社 製 )内 に シ ャ ー レ を セ ッ ト し 、 打 ち 出 し 圧 力 1,100
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psiに て プ ラ ス ミ ド 導 入 を 行 っ た 。 そ の 後 、 復 活 培 養 (25℃ 、 24時 間 、 50μ mol/m
2
/s)を 行

い 、 f/2液 体 培 地 を 加 え 、 セ ル ス ク レ ー パ ー で 細 胞 を 回 収 し た 。 回 収 し た 藻 体 を 500μ g/ml

 G418含 有 f/2寒 天 培 地 (直 径 9.0cmシ ャ ー レ )に 塗 布 し 、 21日 間 培 養 を 行 っ た (25℃ 、 140

μ mol/m
2
/s)。 形 成 し た 薬 剤 耐 性 コ ロ ニ ー を 爪 楊 枝 を 用 い て 、 500μ g/ml G418含 有 f/2培 地

入 り 96穴 プ レ ー ト に 移 し 、 培 養 (25℃ 、 140μ mol/m
2
/s、 7日 間 )し た 。

【 ０ ０ ５ １ 】

1-10. 導 入 遺 伝 子 領 域 の PCR増 幅

　 液 体 培 地 に て 培 養 し た ク ロ ー ン 及 び 野 生 株 を 遠 心 回 収 (8,500g、 25℃ 、 5分 間 )し 、 Nucl

eoSpin Tissue XS(タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 )を 用 い て ゲ ノ ム D N Aを 抽 出 し た 。 CLH-GFP遺 伝 子

領 域 の 一 部 (1,205bp)を 増 幅 す る よ う に プ ラ イ マ ー Forward (5＇ -CGC A AC TAC TTC TAC T

CT G AC G-3＇ (配 列 番 号 ９ ))、 Reverse (5＇ -G AC GTT GTG GCT GTT GTA GTT G-3＇ (配 列 番

号 １ ０ ))を 設 計 し 、 Prime STAR Maxを 用 い て PCR増 幅 ((98℃ で 1min)× 1サ イ ク ル 、 (98℃ で

10sec、 63℃ で 10sec、 72℃ で 10sec)× 30サ イ ク ル 、 (72℃ で 3min)× 1サ イ ク ル )を 行 っ た 。

ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て pSP-CLH-GFP/G APD Hプ ラ ス ミ ド を テ ン プ レ ー ト と し 、 ネ ガ

テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 超 純 水 を テ ン プ レ ー ト と し た 。 ま た 、 ゲ ノ ム D N Aの 抽 出 の 確 認

の た め に 、 1500FRプ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 を 行 っ た 。 PCR増 幅 産 物 の 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電

気 泳 動 を 行 い 、 目 的 の バ ン ド を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

1-11. Reverse Transcription (RT)-PCR

　 凍 結 保 存 し た 野 生 株 及 び 形 質 転 換 体 (5× 10
8
cells)を 乳 鉢 ・ 乳 棒 を 用 い て 破 砕 し た 。 破

砕 物 に 対 し て Plant RN A Isolation Reagent (Invitrogen社 製 ) を 用 い 、 プ ロ ト コ ー ル に

従 っ て Total RN Aを 抽 出 し た 。 得 ら れ た Total RN Aに 対 し D NaseI (タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 )

を 加 え 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し (37℃ 、 30分 間 )、 更 に RNeasy Mini Kit (Qiagen)を 用 い

て 精 製 し た 。 処 理 後 の Total RN A 1μ gを 鋳 型 と し 、 PrimeScript II 1st strand cD N A Syn

thesis Kit (タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 )を 用 い て cD N Aを 合 成 し た 。 得 ら れ た cD N A 1μ gを テ ン

プ レ ー ト と し 、 CLH遺 伝 子 に 対 す る プ ラ イ マ ー Forward (5＇ -TTG ATC CA G TG G CA G G A A CT

-3＇ (配 列 番 号 １ １ ))、 Reverse (5＇ -G GC ATC ACG TTG TTC CAC TT-3＇ (配 列 番 号 １ ２ ))

に よ り 、 PCR増 幅 ((98℃ で 1min)× 1サ イ ク ル 、 (98℃ で 10sec、 63℃ で 5sec、 72℃ で 10sec)

× 30サ イ ク ル 、 (72℃ で 3min)× 1サ イ ク ル )を 行 っ た 。 な お 、 cD N Aの 合 成 を 確 認 す る た め に

、 G APD H遺 伝 子 に 対 す る プ ラ イ マ ー Forward (5＇ -TTG G A G TCA ATG GCT TTG GC-3＇ (配 列

番 号 １ ３ ))、 Reverse (5＇ -TTC ACC ATC ACT ACG TTC GC-3＇ (配 列 番 号 １ ４ ))を 設 計 し 、

同 様 に 増 幅 し た 。 増 幅 産 物 に 対 し 、 Agilent D N A 1000 Kit (Agilent Technologies社 製 )

を 用 い て Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)に よ る キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳

動 を 行 な っ た 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

1-12. ア メ ー バ に よ る F. solarisの 捕 食 実 験

　 F. solaris野 生 株 及 び 形 質 転 換 体 を 、 f/2培 地 500mlを 用 い て 本 培 養 (25℃ 、 130μ mol/m
2
/s、 0.8l/min/l、 2% CO 2 )し た 。 7日 間 後 の 培 養 液 を 、 新 た な f/2培 地 500mlに 対 し 、 初 期 濃

度 1× 10
6
cells/mlと な る よ う に 加 え た 。 更 に 、 ア メ ー バ の 培 養 液 を 、 先 の フ ラ ス コ 内 に そ

れ ぞ れ 1× 10
3
cells/mlと な る よ う に 加 え た 。 25℃ 、 100μ mol/m

2
/s、 0.8l/min/l、 2% CO 2 の

条 件 で 7日 間 培 養 を 行 い 、 24時 間 ご と に 培 養 液 を 1ml回 収 し た 。 F. solaris及 び ア メ ー バ の

細 胞 数 を 計 数 し 、 そ れ ぞ れ の 増 殖 曲 線 を 作 成 し た 。 ま た 、 光 量 子 束 密 度 500μ mol/m
2
/sと

し て 同 様 に 検 討 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

2. 結 果 及 び 考 察

2-1. F. solaris捕 食 性 ア メ ー バ の キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン

2-1-1. 形 態 観 察

　 F. solaris培 養 槽 よ り 単 離 さ れ た 2種 の ア メ ー バ (A、 B)に 対 し 、 顕 微 鏡 観 察 を 行 い 、 形

態 的 特 徴 を 獲 得 し た 。 い ず れ の ア メ ー バ も 仮 足 (pseudopod)と 呼 ば れ る 細 胞 質 の 一 時 的 な

突 出 を 用 い た 運 動 (=ア メ ー バ 運 動 )を す る こ と が 確 認 さ れ た 。 そ れ ぞ れ の 有 す る 仮 足 は 形
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態 的 に 異 な っ て お り 、 ア メ ー バ Aは 丸 み を 帯 び た 葉 状 仮 足 を 進 行 方 向 に 対 し 突 出 さ せ て い

る こ と が 確 認 さ れ た 。 一 方 で ア メ ー バ Bで は 、 dactylopodiumと 見 ら れ る 仮 足 を 進 行 方 向 に

限 ら ず 複 数 突 出 さ せ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 い ず れ の ア メ ー バ に お い て も 細 胞 内

に F. solaris細 胞 を 取 り 込 ん で い る こ と が 確 認 さ れ た 。 ク ロ ロ フ ィ ル 蛍 光 を 確 認 し た 結 果

、 ア メ ー バ 細 胞 内 の F. solaris細 胞 内 で は 色 素 体 の 形 状 を 確 認 で き な か っ た こ と か ら 、 細

胞 内 構 造 が 維 持 さ れ て い な い こ と が 示 唆 さ れ た 。 培 養 2週 間 後 の 細 胞 を 確 認 し た 結 果 、 ア

メ ー バ Bで は 顕 著 な 形 態 的 変 化 は 認 め ら れ な か っ た も の の 、 ア メ ー バ Aは 多 く の 細 胞 が シ ス

ト 形 成 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ れ は F. solaris細 胞 が 枯 渇 し た た め に 休 止 状 態 と な

っ た た め で あ る と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 ImageJを 用 い て ア メ ー バ 細 胞 の 面 積 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 ア メ ー バ Aの 運 動 細 胞 で は 1

79.4± 59.5μ m
2
(n=30)で あ り 、 シ ス ト 細 胞 で は 62.6± 16.5μ m

2
(n=28)で あ り 、 シ ス ト 形 成

に よ り 細 胞 が 縮 小 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、 ア メ ー バ Bは 205.0± 118.4μ m
2
(n=42)で

あ り 、 ア メ ー バ Aと 比 較 し て わ ず か に 大 き い こ と が 示 唆 さ れ た 。 そ の 一 方 で 、 ア メ ー バ Aで

は 100.4-337.1μ m
2
、 ア メ ー バ Bで は 76.2-594.9μ m

2
の サ イ ズ の 細 胞 が 観 察 さ れ 、 ア メ ー バ

Bの 方 が 細 胞 サ イ ズ の ば ら つ き が 大 き い こ と が 示 唆 さ れ た 。 以 上 の 形 態 観 察 よ り 、 F. sola

ris培 養 槽 か ら 単 離 さ れ た 2種 の ア メ ー バ は 形 態 的 に 大 き く 異 な る こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

2-1-2. 18S rD N A配 列 に 基 づ く 分 子 系 統 解 析

　 形 態 的 に 異 な る こ と が 示 さ れ た 2種 の ア メ ー バ (A、 B)の 18S rD N A配 列 に 基 づ く 分 子 系 統

解 析 を 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー と し て 1500F及 び R並 び に MoonA及 び Bを 用 い て PCR増 幅 を 行 っ た

結 果 、 い ず れ の プ ラ イ マ ー を 用 い た 場 合 に お い て も 、 増 幅 産 物 が 確 認 さ れ た 。 し か し 、 Mo

onA及 び Bプ ラ イ マ ー を 用 い た 場 合 、 ア メ ー バ A、 B及 び F. solarisゲ ノ ム の い ず れ に つ い て

も 、 500-2,000bpの 非 特 異 的 な 増 幅 が 確 認 さ れ た 。 そ の 一 方 で 1500F及 び Rプ ラ イ マ ー を 用

い た 場 合 、 ア メ ー バ Aで は 約 1,800bpの シ ン グ ル バ ン ド が 得 ら れ 、 ア メ ー バ Bで は 3本 の バ ン

ド (2,000、 1,800及 び 1,200bp)が 得 ら れ た 。 ま た 、 い ず れ の バ ン ド も F. solarisゲ ノ ム 由

来 の バ ン ド (約 1,800 bp)と は 長 さ が 異 な っ た こ と か ら 、 F. solaris由 来 で は な い こ と が 考

え ら れ た 。 そ の た め 、 1500F及 び Rプ ラ イ マ ー に よ る 増 幅 産 物 を 対 象 に シ ー ケ ン ス 解 析 を 行

っ た 。 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 後 の ア メ ー バ A由 来 の 2ク ロ ー ン を シ ー ケ ン ス 解 析 し た 結 果 、 共 に

1,871bpの 一 致 し た 配 列 が 獲 得 さ れ た 。 Blastnに よ る 相 同 性 検 索 の 結 果 、 Euplaesiobystra

 hypersalinica strain A2 (Accession No.: FJ222604.1)と 高 い 相 同 性 (88%)を 示 し た 。 E

. hypersalinicaに 関 す る 報 告 は 少 な い も の の 、 当 該 株 は 韓 国 の 高 塩 濃 度 環 境 中 (20%)か ら

単 離 さ れ た 株 で あ る (Park, J. S., Simpson, A. G., Brown, S., Cho, B. C. (2009). U

ltrastructure and molecular phylogeny of two heterolobosean amoebae, Euplaesioby

stra hypersalinica gen. et sp. nov. and Tulamoeba peronaphora gen. et sp. nov.,

isolated from an extremely hypersaline habitat. Protist , 160(2), 265-283)。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 ま た 、 ア メ ー バ B由 来 の 4ク ロ ー ン を 解 析 し た 結 果 、 長 さ (1,790、 2,094、 2,090及 び 2,09

2bp)及 び 配 列 が 異 な る こ と が 示 さ れ た 。 そ の 一 方 で 、 い ず れ の 配 列 も Neoparamoeba branc

hiphilaと 最 も 高 い 相 同 性 (99%)を 示 し た 。 し た が っ て 、 複 数 種 の ア メ ー バ が 混 在 し て い た

た め で は な く 、 18S rRN A遺 伝 子 に お け る 塩 基 多 型 に よ っ て 様 々 な 配 列 が 得 ら れ た と 考 え ら

れ る 。 18S rRN A遺 伝 子 に お け る 塩 基 多 型 は 真 核 生 物 に お い て 確 認 さ れ て お り 、 ア メ ー バ に

お い て も 報 告 さ れ て い る 。 な お 、 N. branchiphilaは サ ー モ ン の エ ラ の 感 染 症 を 引 き 起 こ

す こ と が 広 く 知 ら れ て い る 。 以 上 、 18S rD N A配 列 に 基 づ く 分 子 系 統 解 析 の 結 果 、 ア メ ー バ

Aは ヘ テ ロ ロ ボ サ 生 物 の Euplaesiobystra属 、 ア メ ー バ Bは ア メ ー ボ ゾ ア 生 物 の Neoparamoeb

a属 に 分 類 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 以 降 ア メ ー バ Aを Euplaesiobystra sp.、 ア メ ー バ Bを

Neoparamoeba sp.と 称 す る 。 ヘ テ ロ ロ ボ サ 及 び ア メ ー ボ ゾ ア は そ れ ぞ れ 真 核 生 物 に お い て

主 要 な 系 統 の 1つ で あ り 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア 培 養 槽 よ り 同 時 に 単 離 さ れ た こ と が 報 告 さ れ

て い る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】
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　 以 上 、 顕 微 鏡 観 察 に 基 づ く 形 態 観 察 、 及 び 18S rD N A配 列 に 基 づ く 分 子 系 統 解 析 に よ り 、

2種 の F. solaris捕 食 性 ア メ ー バ は 形 態 的 及 び 系 統 的 に 大 き く 異 な り 、 F. solarisの 捕 食

者 は あ る 種 に は 限 ら れ な い こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

2-2. F. solaris野 生 株 に お け る ク ロ ロ フ ィ ラ ー ゼ (CLH)活 性 評 価

　 CLH活 性 は こ れ ま で 微 細 藻 類 を 含 む 多 く の 植 物 細 胞 に お い て 見 出 さ れ て い る 一 方 で 、 そ

の 有 無 は 種 特 異 的 で あ り 、 系 統 か ら そ の 有 無 を 判 断 す る こ と も 難 し い 。 そ こ で ま ず 初 め に

、 In silico解 析 及 び 色 素 分 析 に よ り 、 F. solaris野 生 株 に お け る CLH活 性 の 有 無 を 評 価 し

た 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 Blastnを 用 い て 、 A. thaliana由 来 CLH遺 伝 子 の 塩 基 配 列 と 相 同 性 を 持 つ 遺 伝 子 を 検 索 し

た 結 果 、 モ デ ル 珪 藻 P. tricornutum及 び T. pseudonanaを 含 め 、 3種 の 珪 藻 に お い て 相 同 性

を 有 す る 遺 伝 子 の 存 在 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ れ は A. thalianaに お い て パ ラ ロ グ の CLH1

及 び CLH2遺 伝 子 の 塩 基 配 列 の 相 同 性 は 40%で あ る よ う に 、 CLHは 配 列 の 相 同 性 が 低 い た め で

あ る と 考 え ら れ る 。 一 方 で 、 セ リ ン リ パ ー ゼ モ チ ー フ PS00120が 共 通 モ チ ー フ と し て 保 存

さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 し た が っ て F. solarisの 全 遺 伝 子 に お け る 当 該 モ チ ー

フ を 検 索 し た 結 果 、 34遺 伝 子 に お い て そ の 存 在 が 認 め ら れ た (E-value<e
- 3 5

)。 ま た 、 こ れ

ら の 内 、 16遺 伝 子 が CLHと 同 様 の α /β hydrolase superfamilyで あ っ た 。 以 上 の 解 析 か ら

、 F. solaris野 生 株 に お い て CLH様 活 性 を 示 す タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 複 数 存 在

す る こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 F. solarisに お い て CLH様 遺 伝 子 の 存 在 が 示 唆 さ れ た た め 、 CLH不 活 性 化 条 件 (90%ア セ ト

ン )及 び CLH活 性 化 条 件 (50%ア セ ト ン )に て 色 素 を 抽 出 し 、 HPLC分 析 に よ っ て CLH活 性 を 評 価

し た 。 各 サ ン プ ル よ り 得 ら れ た ク ロ マ ト グ ラ ム と 、 ク ロ ロ フ ィ ル a及 び ク ロ ロ フ ィ リ ド a標

品 よ り 得 ら れ た ク ロ マ ト グ ラ ム と を 比 較 し た 結 果 、 CLH不 活 性 化 条 件 サ ン プ ル で は ク ロ ロ

フ ィ ル a由 来 の ピ ー ク (Rt:33.2min)が 確 認 さ れ た (図 ２ A)。 こ の 前 後 に 現 れ た 小 さ な ピ ー

ク は 、 抽 出 又 は 分 析 過 程 に て 生 じ た ク ロ ロ フ ィ ル aの 酸 化 物 に よ る も の で あ る と 考 え ら れ

る 。 ま た 、 CLH活 性 化 条 件 サ ン プ ル の ク ロ マ ト グ ラ ム に お い て は 、 ク ロ ロ フ ィ ル a由 来 の ピ

ー ク に 加 え 、 ク ロ ロ フ ィ リ ド a由 来 の ピ ー ク (Rt:9.3min)が 認 さ れ た (図 ２ B)こ と か ら 、 ク

ロ ロ フ ィ リ ド aの 存 在 が 認 め ら れ た 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 珪 藻 に お い て 、 CLHは 高 等 植 物 と 同 様 に 葉 緑 体 外 に 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 50%

ア セ ト ン 溶 液 中 に お い て は 、 CLHと ク ロ ロ フ ィ ル aが 反 応 し 、 ク ロ ロ フ ィ リ ド aが 生 じ る 。

し た が っ て 、 細 胞 破 砕 を 行 わ ず に 、 CLH不 活 性 化 条 件 で あ る 90%ア セ ト ン に よ る 抽 出 を 行 っ

た 色 素 サ ン プ ル で は ク ロ ロ フ ィ リ ド aは 検 出 さ れ ず 、 一 方 で CLH活 性 を 維 持 し た 場 合 に の み

ク ロ ロ フ ィ リ ド が 検 出 さ れ た と 考 え ら れ る 。 ま た 、 植 物 細 胞 に お い て ク ロ ロ フ ィ ル か ら ク

ロ ロ フ ィ リ ド を 生 成 す る 酵 素 と し て 、 CLHに 加 え 、 ク ロ ロ フ ィ ル デ フ ィ チ ラ ー ゼ (CLD1)が

近 年 同 定 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 こ の 酵 素 は 7%以 上 の ア セ ト ン 溶 液 中 に て 著 し く 失 活

す る こ と が 示 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 今 回 確 認 さ れ た ク ロ ロ フ ィ リ ド aは F. solarisに

お け る CLH様 タ ン パ ク 質 に よ っ て 生 じ た も の で あ る と 考 え ら れ た 。 以 上 の こ と か ら 、 F. so

laris野 生 株 は CLH活 性 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

2-3. CLH活 性 向 上 形 質 転 換 体 の 作 出

　 F. solaris野 生 株 に 対 し 、 高 等 植 物 A. thaliana由 来 CLH遺 伝 子 を 発 現 可 能 に 導 入 し て な

る 形 質 転 換 F. solarisを 作 出 し た 。 F. solaris 1.25× 10
9
cellsに 対 し て pSP-CLH-GFP/G AP

D Hプ ラ ス ミ ド を 導 入 し た と こ ろ 、 薬 剤 耐 性 株 を 33コ ロ ニ ー 獲 得 し た 。 こ の 時 の 形 質 転 換 効

率 は 2.6colonies/10
8
cellsで あ り 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て pSP-GFP/G APD Hプ ラ ス

ミ ド を 導 入 し た 場 合 の 2.7colonies/10
8
cells (8colonies/3.0× 10

8
cells)と ほ ぼ 同 等 の 値

で あ っ た 。 こ れ ら の コ ロ ニ ー を 液 体 培 地 に て 培 養 し 、 1か 月 以 上 安 定 し て 培 養 可 能 で あ っ

た 19ク ロ ー ン (#1-19)に つ い て 、 PCR増 幅 に よ り ゲ ノ ム 上 へ の 目 的 遺 伝 子 の 導 入 を 確 認 し た
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。 そ の 結 果 、 19ク ロ ー ン 中 7ク ロ ー ン (#5、 #6、 #8、 #10、 #11、 #12、 #17)に お い て 、 プ ラ

ス ミ ド を テ ン プ レ ー ト と し た ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と 同 様 の 位 置 に 目 的 の シ ン グ ル バ ン

ド (1,206bp)が 確 認 さ れ た (図 ３ )こ と か ら 、 CLH-GFP遺 伝 子 の ゲ ノ ム 上 へ の 導 入 が 示 唆 さ

れ た 。 そ の 他 の ク ロ ー ン に つ い て 、 18S rD N Aユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー を 用 い た 場 合 に 増 幅

産 物 (約 1,800bp)が 得 ら れ た こ と か ら 、 ゲ ノ ム D N Aは 抽 出 で き て い た と 考 え ら れ 、 目 的 遺

伝 子 の バ ン ド が 確 認 さ れ な か っ た ク ロ ー ン で は 、 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の み が 導 入 さ れ た こ と 、

ま た は 培 養 期 間 中 に お け る CLH-GFP遺 伝 子 の 欠 失 が 示 唆 さ れ た 。 更 に 、 こ れ ら 7ク ロ ー ン に

つ い て GFP蛍 光 観 察 を 行 っ た 結 果 、 全 て の ク ロ ー ン に つ い て GFP蛍 光 が 認 め ら れ た こ と か ら

、 全 て の ク ロ ー ン に お い て CLH-GFP遺 伝 子 の 発 現 が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 CLH-GFP遺 伝 子 の ゲ ノ ム 上 へ の 導 入 、 及 び 発 現 が 示 唆 さ れ た 7ク ロ ー ン に つ い て CLH活 性

を 算 出 し 、 野 生 株 と 比 較 し た 。 CLH活 性 は 、 一 般 的 に 用 い ら れ て い る ク ロ ロ フ ィ リ ド a/(ク

ロ ロ フ ィ ル a+ク ロ ロ フ ィ リ ド a)の モ ル 比 か ら 算 出 し た 。 そ の 結 果 、 CLH活 性 は 3ク ロ ー ン (#

5、 #12、 #17)に お い て 野 生 株 と 比 較 し て 有 意 な 活 性 の 向 上 が 認 め ら れ た (図 ４ A)。 特 に 、

野 生 株 と 比 較 し た 場 合 の 活 性 の 向 上 の 最 大 値 は ク ロ ー ン #12に お け る 1.54± 0.10倍 で あ っ

た 。 ま た 、 野 生 株 及 び 7ク ロ ー ン 全 て に お い て 、 ク ロ ロ フ ィ ル aプ ー ル サ イ ズ (ク ロ ロ フ ィ

ル a+ク ロ ロ フ ィ リ ド a(fg/cell))に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た (図 ４ B)こ と か ら 、 CLH活

性 の 向 上 は 外 来 遺 伝 子 の 導 入 や 発 現 等 に よ る ク ロ ロ フ ィ ル 量 の 減 少 に よ る も の で は な く 、

導 入 し た CLHの 活 性 に よ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 な お 、 微 細 藻 類 の ク ロ ロ フ ィ ル プ ー ル サ イ

ズ は 種 や 培 養 条 件 に よ っ て 異 な る も の の 、 珪 藻 P. tricornutumに お け る ク ロ ロ フ ィ ル aプ

ー ル サ イ ズ は 50-300fg/cellで あ る こ と か ら 、 今 回 の F. solarisに お け る 値 は 妥 当 で あ る

と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 CLH活 性 の 向 上 し た ク ロ ー ン #5、 #12、 #17に 対 し て RT-PCRを 行 い 、 CLH遺 伝 子 の mRN Aレ ベ

ル で の 発 現 を 確 認 し た 。 野 生 株 及 び 上 記 3ク ロ ー ン か ら RN Aを 抽 出 し 、 cD N Aを 合 成 後 、 導 入

し た CLH-GFP遺 伝 子 領 域 (151bp)に 対 し PCR増 幅 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 野 生 株 か ら 得 ら れ た c

D N Aを テ ン プ レ ー ト と し た 場 合 で は 目 的 の バ ン ド は 得 ら れ な か っ た 。 同 一 の テ ン プ レ ー ト

に 対 し て G APD H遺 伝 子 (95bp)を 標 的 と し た 場 合 で は 目 的 の 位 置 に バ ン ド が 得 ら れ た こ と か

ら 、 cD N Aは 獲 得 さ れ て い る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 CLH-GFP発 現 プ ラ ス ミ ド 及 び 形 質 転 換 体

か ら cD N Aを テ ン プ レ ー ト と し た 場 合 で は 、 い ず れ も 目 的 の 位 置 に バ ン ド が 確 認 さ れ た 。 以

上 よ り 、 ク ロ ー ン #5、 #12、 #17に お い て 導 入 し た CLH遺 伝 子 の 発 現 が 示 唆 さ れ 、 こ れ に よ

っ て CLH活 性 が 向 上 し た と 考 え ら れ た 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

2-4. CLH活 性 の 向 上 に よ る ア メ ー バ 捕 食 能 へ の 影 響 評 価

　 獲 得 さ れ た 形 質 転 換 体 に お い て 最 も CLH活 性 の 向 上 が 認 め ら れ た ク ロ ー ン #12を 用 い て 、

ア メ ー バ に よ る 捕 食 実 験 を 行 い 、 そ の 影 響 を 評 価 し た 。 F. solaris野 生 株 及 び 形 質 転 換 体

を 2種 類 の ア メ ー バ Euplaesiobystra sp.及 び Neoparamoeba sp.の 存 在 下 で 培 養 し 、 F. sol

aris及 び ア メ ー バ の 細 胞 数 を 基 に 生 育 曲 線 を 作 成 し た 。 そ の 結 果 、 ア メ ー バ 非 存 在 下 で は

野 生 株 及 び 形 質 転 換 体 間 で 顕 著 な 差 は 見 ら れ ず 、 共 に 培 養 4日 目 に 定 常 期 に 達 し た こ と か

ら 、 外 来 性 CLH遺 伝 子 の 導 入 に よ る 生 育 へ の 影 響 は 認 め ら れ な か っ た (図 ５ A、 実 線 が ク ロ

ー ン #12、 破 線 が 野 生 株 )。 ま た 、 Euplaesiobystra sp.存 在 下 で は 、 非 存 在 下 と 比 較 し て

顕 著 な F. solaris細 胞 数 の 減 少 が 確 認 さ れ 、 野 生 株 及 び 形 質 転 換 体 共 に 同 様 の 傾 向 を 示 し

た (図 ５ B、 実 線 が ク ロ ー ン #12、 破 線 が 野 生 株 )。 そ の 一 方 で 、 Neoparamoeba sp.存 在 下 で

は 、 Euplaesiobystra sp.存 在 下 と 同 様 に F. solaris細 胞 数 の 減 少 は 認 め ら れ た も の の 、 4

日 目 以 降 で は 野 生 株 と 形 質 転 換 体 の 細 胞 数 に 有 意 な 差 が み ら れ た (図 ５ C、 実 線 が ク ロ ー ン

#12、 破 線 が 野 生 株 )。 特 に 7日 目 に お い て は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 野 生 株 で は 79.4%細

胞 濃 度 が 減 少 し た 一 方 で 、 形 質 転 換 体 に お い て は 62.5%で あ っ た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 ま た 、 こ の 時 の ア メ ー バ の 生 育 曲 線 を 作 成 し た 結 果 、 Euplaesiobystra sp.で は 野 生 株

及 び 形 質 転 換 体 を 与 え た 場 合 で 生 育 に 顕 著 な 差 は 認 め ら れ な か っ た (図 ６ A、 実 線 が ク ロ ー
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ン #12の 存 在 下 、 破 線 が 野 生 株 の 存 在 下 )。 一 方 、 Neoparamoeba sp.で は 野 生 株 を 与 え た 場

合 と 比 較 し て 、 形 質 転 換 体 を 与 え た 場 合 、 顕 著 に 細 胞 増 殖 が 抑 制 さ れ る こ と が 認 め ら れ た

(図 ６ B、 実 線 が ク ロ ー ン #12の 存 在 下 、 破 線 が 野 生 株 の 存 在 下 )。 し た が っ て 、 Neoparamoe

ba sp.の 捕 食 に よ る F. solaris形 質 転 換 体 細 胞 数 減 少 の 抑 制 は 、 ア メ ー バ 細 胞 数 の 減 少 に

起 因 す る と 考 え ら れ た 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 上 記 の 通 り 、 CLH活 性 の 向 上 に よ っ て そ の 捕 食 能 へ の 影 響 が 示 唆 さ れ た Neoparamoeba sp

.に つ い て 、 光 量 子 束 密 度 100、 500μ mol/m
2
/sに て 形 質 転 換 体 に 対 す る 捕 食 実 験 を 行 っ た

。 Neoparamoeba sp.非 存 在 下 に お い て 、 F. solarisは 、 い ず れ の 光 量 子 束 密 度 に お い て も

同 様 の 生 育 を 示 し 、 100μ mol/m
2
/s以 上 で の 光 量 子 束 密 度 に よ る 影 響 は 認 め ら れ な か っ た (

図 ７ A、 円 形 マ ー カ ー は Neoparamoeba sp.非 存 在 下 、 菱 形 マ ー カ ー は Neoparamoeba sp.存

在 下 、 破 線 が 100μ mol/m
2
/s条 件 、 実 線 が 500μ mol/m

2
/s条 件 )。 こ れ は 100μ mol/m

2
/sに お

い て 既 に 光 化 学 系 が 還 元 状 態 と な っ た た め で あ る と 考 え ら れ る 。 Neoparamoeba sp.存 在 下

に お い て は 、 い ず れ の 光 量 子 束 密 度 条 件 に お い て も F. solaris細 胞 濃 度 の 減 少 が 認 め ら れ

た が 、 500μ mol/m
2
/sに お い て は 有 意 な 減 少 の 抑 制 が 認 め ら れ た 。 ま た 、 ア メ ー バ の 生 育

に つ い て も 、 強 光 条 件 下 に お い て 顕 著 に 抑 制 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た こ と か ら (図 ７ B、 破

線 が 100μ mol/m
2
/s条 件 、 実 線 が 500μ mol/m

2
/s条 件 )、 光 量 依 存 的 な ア メ ー バ に よ る 捕 食

の 影 響 の 低 減 が 示 唆 さ れ た 。 本 研 究 で は 、 ク ロ ロ フ ィ ル 類 に よ る 光 毒 性 (光 照 射 に よ る 一

重 項 酸 素 の 発 生 )に 着 目 し て い る こ と か ら 、 強 光 条 件 下 に お い て ア メ ー バ 細 胞 内 で よ り 多

量 の 一 重 項 酸 素 が 発 生 し た こ と が 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 以 上 の 結 果 よ り 、 CLH活 性 の 向 上 に よ り 、 F. solarisの 捕 食 生 物 で あ る Neoparamoeba sp

.の 抑 制 が 可 能 で あ る こ と 、 加 え て 、 そ の 作 用 に は 光 量 が 重 要 な 因 子 と な る こ と が 示 唆 さ

れ た 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】
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