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高温耐性緑藻 Desmodesmus sp. の単離とその成長特性
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Abstract

We successfully isolated thermo-tolerant green algae Desmodesmus sp. and investigated their growth

characteristics. The experiment was conducted under 110 μmol m-2 s-1, 24h illuminated, nutrient-enr-

iched condition. The temperature range was from 20‒40oC and the size distribution was investigated

under each temperature. It is confirmed that Desmodesmus sp. can be survived under extremely high

temperature, 40oC, and size distribution under the highest temperature was 1.9 times larger than those

under 20‒35oC. We discussed the reason for the larger size distribution under the highest temperature.

1．背景

近年の高まる気候変動への適応策の一つとし

て、微細藻類を原料としたバイオディーゼル燃料

（BDF）の生成が試みられているが、微細藻類の

大量培養を季節変化の激しい日本で実現するため

には、一年間を通じた安定供給が課題である。石

巻専修大学佐々木研究室では、これまでに屋内培

養施設にて、微細藻類の大量培養を試みてきたが、

夏季において屋内施設の気温は 35℃を超えてし

まう。これまで有望株として真正眼点藻綱の

Nannochloropsis sp. などが用いられてきたが、夏

季の高温下では死滅してしまうという問題があっ

た。微細藻類の中でも、緑藻綱の中に高温耐性を

保持する種が存在することが知られており(1)、さ

らに窒素制限下において高脂質生産速度を示すた

め、BDF の実用化のため注目されてきた(2,3)。緑

藻綱のうち、Desmodesmus sp. は脂質生産速度が

高く、さらに 50℃といった高温環境下でも 1 日で

あれば生存が可能であることが知られている(4)。

しかし、（4）で報告された高温耐性を調べる実験

方法は、28℃下で培養した後、40‒50℃の高温下に

一日さらし、その時の死亡率を調べるという手法

が用いられている。本学の屋内施設では、夏季に

は常に高温状態となるため、わずかな期間の高温

に耐性を有するかではなく、各温度下で定常的に

培養が可能かどうかを明らかにする必要がある。

さらに、高温耐性のあるこの種は、通常入手が困

難であるため、環境試料中から単離する必要があ

る。したがって本研究では、高温下においても増

殖可能な Desmodesmus sp. を環境試料中から単

離し、高温下における成長特性について明らかに

することを目的とした。また、成長特性と温度の

関係について考察するために、各温度下において、

培養日数ごとにサイズ分布を明らかにした。

2．材料および方法
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2.1. 微細藻類の単離と培養

環境試料中から微細藻類の単離と培養を行っ

た。2016 年 7 月、水温が 38℃の小型水槽中より

試料を採取し、滅菌済み寒天培地に流し込み、35℃

の恒温槽で培養した。形成されたコロニーを滅菌

した針で新たな液体培地に植え継ぎ、35℃で数日

間培養した後、滅菌済み寒天培地に植え継ぐとい

う作業を数回繰り返すことで単離を行った。

単離された藻類は、群体の両端細胞から針状突

起が伸びていることから Desmodesmus sp. であ

ると特定した。さらにその遺伝子型より、

Desmodesmus sp. であることが確認された。

2.2. 成長速度及び生物量の推定

20‒40℃までの 5℃間隔の温度に設定したイン

キュベーター（日本医科器 械製作所、TG-180-5L）

を使用し、Guillard f/2 培地、光強度 110 μmol

photons m-2 s-1下で 24 時間連続光下において前

培養を行った。各温度下において、実験開始時の

細胞密度が約 1.0 × 104 cells mL−1となるように

植え継ぎ、250 mL の滅菌済みアクリルボトルに

おいて培養実験を行った。試料は 1 日に 1 回採取

した。培養終了時に乾燥重量、脂質重量及び脂肪

酸組成の測定を行った。

細胞数の計数には血球計算板を用いた。通常の

比増殖速度は単体で存在する細胞を 1 個体とみな

して推定するか、連鎖群体を 1 個体とみなして推

定 す る か の ど ち ら か に よ り 求 め ら れ る。

Desmodesmus sp. の場合、群体を形成する細胞数

は 2nで表され（n = 0‒5）、4‒8 細胞で 1 群体を形

成する場合が多く知られている。Desmodesmus

sp. は、連鎖群体を形成する場合でも 2 細胞、4 細

胞、6 細胞で 1 連鎖群体を形成する場合や、連鎖

群体を形成する個体と形成しない個体が混在して

いた（図 1）。この場合、1 連鎖群体を 1 個体とし

て計数してしまうと、比増殖速度の推定に誤差が

生じてしまう可能性がある。そのため本研究で

は、連鎖群体を形成する個々の細胞も 1 細胞とみ

なし（n = 0‒3 のとき 2n = 1, 2, 4, 6 となり、これ

を細胞個数とした）、細胞個数より比増殖速度を

（5）に基づいて推定した。細胞体積の計測は、全

ての温度下において各培養日数ごとに 50 個体ず

つ計測を行った。さらに、全体の細胞のうち、連

鎖細胞を形成している細胞の割合も求めた。

細胞体積の計測は、デジタルカメラ（Nikon、

DS-Filc）を備え付けた顕微鏡（Nikon、ECLIPSE

80i）を使用して試料を撮影し、画像解析ソフト

ウェア（ImageJ64、ver.1.48）にて個々の細胞の

直径や幅を測定することにより行った。個々の細

胞は楕円形であるとみなし、以下の式より細胞体

積を求めた；

V=
ab


π

6

ここで、V は細胞体積（μm3）、a は細胞長径

（μm）、bは細胞短径（μm）である。求めた V よ

り、細 胞 が 球 状 と 仮 定 し た 時 の 推 定 直 径

（Estimated spherical diameter: ESD, μm）を求

めた。各温度下、各成長段階で ESD を求め、

20‒35℃までの ESD の最大値および最小値から

階級値を求め、ヒストグラムを作成した。40℃で

は ESD の幅が 20‒35℃までのそれと大きく異な

るため、40℃での ESD の最大値および最小値か

ら階級値を求め、ヒストグラムを作成した。階級

の幅は、スタージェスの公式（1 + log2n; n はサン

プル数）により決定した。

3．結果と考察

Desmodesmus sp. は 20‒35℃までの温度域では

安定期に達するまでの日数が短く、4‒6 日間で

2.6‒4.5 × 106 cells mL−1に達した。一方 40℃ま

で生存することが可能であることが明らかとなっ

た。さらに各温度下での培養日数ごとのサイズ分

布をみると、20℃から 35℃までではサイズの幅が

狭く、階級は 6.23 μmまでの間で幅が決められた
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図 1. Desmodesmus sp. F18（30℃）
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のに対し（図 2.1‒2.2）、40℃では階級は 10.2 μm

までと、細胞サイズが 1.9 倍大きくなった（図

2.3）。

細胞サイズと温度との関係について考察するた

めに、緑藻綱における細胞周期について考察して

いく。通常の植物プランクトンにおける細胞分裂

は 2 分裂であり、G1 期から S 期、G2 期を経て、

M 期で細胞分裂を行うことが知られている(6)。

ここで、G1 期において細胞が分裂するのに十分

な大きさまで成長し、コミットメントポイント

（CP）で次の DNA 合成への準備ができているか

確認が行われる(7)。CPに達すると、G1 期に戻る

ことはできないことが知られている(8)。連鎖細

胞を形成する緑藻綱の Scenedesmus quadricauda

では、G1 期で母細胞が娘連鎖細胞を形成するの

に十分な大きさまで成長し、CP に達した後、一

つの母細胞の中で S 期や G2 期の細胞周期と同時

に G1 期の細胞周期が重なり、母細胞内で 2n個の

娘細胞を形成する準備を始める(9)。このため、母

細胞にとって環境が成長に適した状態である場

合、1 つの母細胞から一度に 4 つや 6 つの連鎖細

胞が形成される(10)。連鎖細胞は形成しないが、

同じく緑藻綱である Chlorella ellipsoidea の温度

と細胞サイズの関係について調べた研究では、9

から 25℃の範囲において、温度が下がって成長が

細胞に適さない温度になると、細胞サイズが大き

くなり、各々の細胞周期は細胞によって激しく異

なることも示された(11)。そしてこの結果は他の

緑藻綱においても同様の傾向を示すことが報告さ

れている(12)。本研究において、40℃の高温下で

細胞サイズがそれ以外の温度のそれと比較して

1.9 倍大きくなったことは、細胞にとって成長に

適さない温度であるために、G1 期の状態にとど

まり、細胞分裂に進むことなく細胞が大きくなる

ためであると考えられる。通常、細胞内である一

定の大きさに達すると細胞周期が CP に入るが、

ここである一定の大きさを決定するのは、タンパ

ク含量や RNA 含量ではなく、光合成により生成
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図 2.1. Desmodesmus sp. の培養日数ごとのサイズ分布（20‒25℃）
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される糖であると考えられている(13)。光合成は

通常多くの酵素反応により行われるが、高温のた

めに酵素反応が起こりにくくなり、糖の生成が最

適温度と比較して行われにくくなるために、細胞

周期が CP に到達せず、細胞サイズが大きくなる

ものと考察される。20‒35℃の温度域では 4‒6 日

で安定期に達したのに対して、40℃ではその倍以

上の 13 日を要したことは、40℃では酵素反応が

起こりにくくなり、細胞周期が CP に到達せずに

分裂しない細胞が増加したことを反映していると

考えられる。

本研究において、Desmodesmus sp. を環境試料

中から単離培養することに成功し、40℃という高

温下においても生存が可能であることが明らかと

なった。本研究で示された細胞の成長特性は、基

礎的な知見として、日本におけるバイオ燃料生成

のための一助となるだろう。
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図 2.2. Desmodesmus sp. の培養日数ごとのサイズ分布（30‒35℃）
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図 2.3. Desmodesmus sp. の培養日数ごとのサイズ分布（40℃）
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