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(57)【要約】
　本発明は、従来よりも効率的にキサントフィルを得る
ことが可能な、光合成微細藻類の培養方法を提供する。
本発明の培養方法は、キサントフィルを含むシスト化し
た光合成微細藻類に、光照射（ａ）を行う細胞数増加工
程（Ａ）および、前記細胞数増加工程（Ａ）が行われた
光合成微細藻類に、光照射（ｂ）を行う光合成微細藻類
中のキサントフィル含有量を増加させる工程（Ｂ）を含
む光合成微細藻類の培養方法であり、前記光照射（ａ）
が光源として、波長４００～４９０ｎｍの青色光を含む
ＬＥＤを用いた光照射であり、前記光照射（ｂ）が光源
として、波長４００～４９０ｎｍの青色光を含むＬＥＤ
および波長６２０～６９０ｎｍの赤色光を含むＬＥＤを
用いた光照射であり、前記光照射（ａ）と光照射（ｂ）
とが、異なる光源を用いた光照射である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　キサントフィルを含むシスト化した光合成微細藻類に、光照射（ａ）を行う細胞数増加
工程（Ａ）および、前記細胞数増加工程（Ａ）が行われた光合成微細藻類に、光照射（ｂ
）を行う光合成微細藻類中のキサントフィル含有量を増加させる工程（Ｂ）を含む光合成
微細藻類の培養方法であり、
　前記光照射（ａ）が光源として、波長４００～４９０ｎｍの青色光を含むＬＥＤを用い
た光照射であり、
　前記光照射（ｂ）が光源として、波長４００～４９０ｎｍの青色光を含むＬＥＤおよび
波長６２０～６９０ｎｍの赤色光を含むＬＥＤを用いた光照射であり、
　前記光照射（ａ）と光照射（ｂ）とが、異なる光源を用いた光照射である、光合成微細
藻類の培養方法。
【請求項２】
　前記光照射（ｂ）における青色光の光量と、前記光照射（ａ）における青色光の光量と
の差をΔＢとし、前記光照射（ｂ）における赤色光の光量と、前記光照射（ａ）における
赤色光の光量との差をΔＲとしたとき、ΔＲ－ΔＢ＞０である、請求項１に記載の光合成
微細藻類の培養方法。
【請求項３】
　前記光照射（ａ）が光源として、白色ＬＥＤを用いた光照射（Ｉ）、白色ＬＥＤおよび
青色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＩ）、白色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＩ
Ｉ）、青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＶ）、青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥ
Ｄを交互に用いた光照射（Ｖ）並びに青色ＬＥＤを用いた光照射（ＶＩ）から選択される
少なくとも１種の光照射であり、
　前記光照射（ｂ）が光源として、白色ＬＥＤを用いた光照射（Ｉ）、白色ＬＥＤおよび
青色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＩ）、白色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＩ
Ｉ）、青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＶ）、並びに青色ＬＥＤおよび赤
色ＬＥＤを交互に用いた光照射（Ｖ）から選択される少なくとも１種の光照射である、請
求項１または２に記載の光合成微細藻類の培養方法。
【請求項４】
　前記工程（Ａ）で用いられる、キサントフィルを含むシスト化した光合成微細藻類が、
キサントフィルを乾燥質量換算で３～９質量％含むシスト化した光合成微細藻類である、
請求項１～３のいずれか一項に記載の光合成微細藻類の培養方法。
【請求項５】
　前記工程（Ａ）および工程（Ｂ）において、光合成微細藻類のキサントフィル含有量を
、乾燥質量換算で２質量％以上保つ、請求項１～４のいずれか一項に記載の光合成微細藻
類の培養方法。
【請求項６】
　前記光照射（ａ）および光照射（ｂ）において、光合成有効光量子束密度が、７５０μ
ｍｏｌ／（ｍ2・ｓ）以上である、請求項１～５のいずれか一項に記載の光合成微細藻類
の培養方法。
【請求項７】
　前記工程（Ａ）が３～７日間行われ、前記工程（Ｂ）が４～１０日間行われ、工程（Ａ
）と工程（Ｂ）とを合わせて７～１７日間行われる、請求項１～６のいずれか一項に記載
の光合成微細藻類の培養方法。
【請求項８】
　工程（Ｂ）により得られた光合成微細藻類の培養液１Ｌ当たりの、キサントフィルの量
（ｍｇ）を工程（Ａ）および（Ｂ）が行われる合計の期間（ｄａｙ）で除した、キサント
フィルの生産性（ｍｇ／（Ｌ・ｄａｙ））が、２０ｍｇ／（Ｌ・ｄａｙ）以上である、請
求項１～７のいずれか一項に記載の光合成微細藻類の培養方法。
【請求項９】
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　前記キサントフィルがアスタキサンチンであり、光合成微細藻類が、ヘマトコッカス属
の緑藻類である、請求項１～８のいずれか一項に記載の光合成微細藻類の培養方法。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の培養方法により得られたキサントフィル含有量が
３００ｍｇ／Ｌ以上である光合成微細藻類の培養液。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、キサントフィルを含む光合成微細藻類の培養方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　現在キサントフィルは、様々な用途に使用されている。
　キサントフィルの一種であるアスタキサンチンは、赤色のカロテノイドの一種であり、
強力な抗酸化作用を有することが知られている。このため、アスタキサンチンは、食材用
色素、化粧品、健康食品などに使用されている。
【０００３】
　アスタキサンチンは、化学合成することも可能であるが、天然由来のアスタキサンチン
が広く使用されている。天然由来のアスタキサンチンは、オキアミ、アマエビなどのエビ
類、ファフィア酵母、藻類などから抽出されている。
【０００４】
　エビ類あるいはファフィア酵母のアスタキサンチン含有量は低いことが知られている。
このため、藻類を培養することにより、アスタキサンチンを得る方法が検討されている。
藻類、例えば、ヘマトコッカスは、窒素源枯渇や強光といった外部環境の変化（ストレス
）に応じてシスト化し、藻体内にアスタキサンチンを蓄積することが知られている。現在
商用化されているヘマトコッカスによるアスタキサンチン生産はアスタキサンチンを蓄積
する前の緑色の鞭毛をもつ遊走子状の細胞（グリーンステージ）で細胞数を増やし、その
後ストレスによりシスト細胞（レッドステージ）細胞内にアスタキサンチンを蓄積させる
方法がとられている。しかしながらこの遊走細胞の培養は弱光条件を好むなど培養環境の
維持が難しいことが知られている（例えば、非特許文献１参照）。
　また、ヘマトコッカス等の藻類を培養することにより、アスタキサンチンを得る方法と
しては、様々な検討がされている（例えば、特許文献１～４参照）。
【０００５】
　例えば、特許文献１では、キサントフィルを含有する光合成微細藻類を栄養培地に接種
して増殖させる工程、増殖した微細藻類をシスト化させる工程を含む、光合成微細藻類か
らキサントフィルを製造する方法が開示されている。
【０００６】
　特許文献２では、シスト化した緑藻に、２５，０００μｍｏｌ／（ｍ3・ｓ）以上の光
合成有効光量子束投入量で光照射を行う、緑藻の製造方法が開示されている。
　特許文献３では、藻類に赤色光照明光と、青色光照明光とを別個独立に、繰り返し照射
する藻類の培養方法が開示されている。
【０００７】
　特許文献４では、藻類を培養して藻体内にアスタキサンチンを生産させる際に、アスタ
キサンチン生産培養期間の光照射を、青色ＬＥＤと、赤色ＬＥＤとを併用して行うことが
開示されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】国際公開２００５／１１６２３８号
【特許文献２】特開２００７‐９７５８４号公報
【特許文献３】国際公開２０１３／０２１６７５号
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【特許文献４】国際公開２０１５／１５１５７７号
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】北村晃利、他2名、「Haematococcus属緑藻によるアスタキサンチンの商
業生産」、生物工学、公益社団法人　日本生物工学会、２０１５年、　第９３巻　第７号
　ｐ．３８３－３８７
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　特許文献１～４では、アスタキサンチン等のキサントフィルを効率的に得るために、種
々の検討がされているが、より効率的にキサントフィルを得ることが可能な光合成微細藻
類の培養方法が求められていた。
【００１１】
　そこで、本発明は、従来よりも効率的にキサントフィルを得ることが可能な、光合成微
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】
【００１２】
　本発明者らは、鋭意検討を行ったところ、シスト化した光合成微細藻類に特定のパター
ンでの光照射を行うことにより、上記課題を解決することができることを見出した。
　すなわち、本発明の、例えば以下の［１］～［１０］に関する。
【００１３】
　［１］　キサントフィルを含むシスト化した光合成微細藻類に、光照射（ａ）を行う細
胞数増加工程（Ａ）および、前記細胞数増加工程（Ａ）が行われた光合成微細藻類に、光
照射（ｂ）を行う光合成微細藻類中のキサントフィル含有量を増加させる工程（Ｂ）を含
む光合成微細藻類の培養方法であり、
　前記光照射（ａ）が光源として、波長４００～４９０ｎｍの青色光を含むＬＥＤを用い
た光照射であり、
　前記光照射（ｂ）が光源として、波長４００～４９０ｎｍの青色光を含むＬＥＤおよび
波長６２０～６９０ｎｍの赤色光を含むＬＥＤを用いた光照射であり、
　前記光照射（ａ）と光照射（ｂ）とが、異なる光源を用いた光照射である、光合成微細
藻類の培養方法。
【００１４】
　［２］　前記光照射（ｂ）における青色光の光量と、前記光照射（ａ）における青色光
の光量との差をΔＢとし、前記光照射（ｂ）における赤色光の光量と、前記光照射（ａ）
における赤色光の光量との差をΔＲとしたとき、ΔＲ－ΔＢ＞０である、［１］に記載の
光合成微細藻類の培養方法。
　［３］　前記光照射（ａ）が光源として、白色ＬＥＤを用いた光照射（Ｉ）、白色ＬＥ
Ｄおよび青色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＩ）、白色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた光照
射（ＩＩＩ）、青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＶ）、青色ＬＥＤおよび
赤色ＬＥＤを交互に用いた光照射（Ｖ）並びに青色ＬＥＤを用いた光照射（ＶＩ）から選
択される少なくとも１種の光照射であり、
　前記光照射（ｂ）が光源として、白色ＬＥＤを用いた光照射（Ｉ）、白色ＬＥＤおよび
青色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＩ）、白色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＩ
Ｉ）、青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＶ）、並びに青色ＬＥＤおよび赤
色ＬＥＤを交互に用いた光照射（Ｖ）から選択される少なくとも１種の光照射である、［
１］または［２］に記載の光合成微細藻類の培養方法。
【００１５】
　［４］　前記工程（Ａ）で用いられる、キサントフィルを含むシスト化した光合成微細
藻類が、キサントフィルを乾燥質量換算で３～９質量％含むシスト化した光合成微細藻類
である、［１］～［３］のいずれかに記載の光合成微細藻類の培養方法。
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【００１６】
　［５］　前記工程（Ａ）および工程（Ｂ）において、光合成微細藻類のキサントフィル
含有量を、乾燥質量換算で２質量％以上に保つ、［１］～［４］のいずれかに記載の光合
成微細藻類の培養方法。
【００１７】
　［６］　前記光照射（ａ）および光照射（ｂ）において、光合成有効光量子束密度が、
７５０μｍｏｌ／（ｍ2・ｓ）以上である、［１］～［５］のいずれかに記載の光合成微
細藻類の培養方法。
【００１８】
　［７］　前記工程（Ａ）が３～７日間行われ、前記工程（Ｂ）が４～１０日間行われ、
工程（Ａ）と工程（Ｂ）とを合わせて７～１７日間行われる、［１］～［６］のいずれか
に記載の光合成微細藻類の培養方法。
【００１９】
　［８］　工程（Ｂ）により得られた光合成微細藻類の培養液１Ｌ当たりの、キサントフ
ィルの量（ｍｇ）を工程（Ａ）および（Ｂ）が行われる合計の期間（ｄａｙ）で除した、
キサントフィルの生産性（ｍｇ／（Ｌ・ｄａｙ））が、２０ｍｇ／（Ｌ・ｄａｙ）以上で
ある、［１］～［７］のいずれかに記載の光合成微細藻類の培養方法。
【００２０】
　［９］　前記キサントフィルがアスタキサンチンであり、光合成微細藻類が、ヘマトコ
ッカス属の緑藻類である、［１］～［８］のいずれかに記載の光合成微細藻類の培養方法
。
【００２１】
　［１０］　［１］～［９］のいずれかに記載の培養方法により得られたキサントフィル
含有量が３００ｍｇ／Ｌ以上である光合成微細藻類の培養液。
【発明の効果】
【００２２】
　従来よりも効率的にキサントフィルを得ることが可能な、光合成微細藻類の培養方法が
提供される。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】実施例１、比較例１の培養液中の全窒素濃度の経時変化を示す。
【図２】実施例１、比較例１の培養液中の細胞数の経時変化を示す。
【図３】実施例１、比較例１の培養液中のアスタキサンチン濃度の経時変化を示す。
【図４】実施例１、比較例１の細胞内のアスタキサンチン濃度の経時変化を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　次に本発明について具体的に説明する。
　本発明の光合成微細藻類の培養方法は、キサントフィルを含むシスト化した光合成微細
藻類に、光照射（ａ）を行う細胞数増加工程（Ａ）および、前記細胞数増加工程（Ａ）が
行われた光合成微細藻類に、光照射（ｂ）を行う光合成微細藻類中のキサントフィル含有
量を増加させる工程（Ｂ）を含む。本発明において、前記光照射（ａ）が光源として、波
長４００～４９０ｎｍの青色光を含むＬＥＤを用いた光照射であり、前記光照射（ｂ）が
光源として、波長４００～４９０ｎｍの青色光を含むＬＥＤおよび波長６２０～６９０ｎ
ｍの赤色光を含むＬＥＤを用いた光照射であり、前記光照射（ａ）と光照射（ｂ）とが、
異なる光源を用いた光照射である。以下、本発明について詳細に説明する。
【００２５】
　（キサントフィルを含むシスト化した光合成微細藻類）
　本発明には、キサントフィルを含むシスト化した光合成微細藻類が用いられる。本発明
に用いられる光合成微細藻類としては、キサントフィルを含んでおり、シスト化していれ
ばよい。
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【００２６】
　（光合成微細藻類）
　本発明に用いられる光合成微細藻類としては、キサントフィルを生産する能力があり、
シスト化可能であり、かつ光合成をすることができる藻類であれば、特に制限はない。光
合成微細藻類としては、緑藻類が、キサントフィルの生産性の観点から好ましい。
【００２７】
　緑藻類としては、例えば、ヘマトコッカス（Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ）属に属する
緑藻類が好ましく用いられる。ヘマトコッカス属の緑藻類としては、ヘマトコッカス・プ
ルビアリス（Ｈ．ｐｌｕｖｉａｌｉｓ）、ヘマトコッカス・ラクストリス（Ｈ．ｌａｃｕ
ｓｔｒｉｓ）、ヘマトコッカス・カペンシス（Ｈ．ｃａｐｅｎｓｉｓ）、ヘマトコッカス
・ドロエバケンシ（Ｈ．ｄｒｏｅｂａｋｅｎｓｉ）、ヘマトコッカス・ジンバブエンシス
（Ｈ．ｚｉｍｂａｂｗｉｅｎｓｉｓ）などが挙げられる。
【００２８】
　ヘマトコッカス・プルビアリス（Ｈ．ｐｌｕｖｉａｌｉｓ）としては、米国テキサス大
学藻類保存施設に寄託されているＵＴＥＸ２５０５株、デンマークのコペンハーゲン大学
のＳｃａｎｄｉｎａｖｉａｎ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ａｌｇａｅ　ａ
ｎｄ　Ｐｒｏｔｏｚｏａ，　Ｂｏｔａｎｉｃａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅに保存されている
Ｋ００８４株などが挙げられる。
【００２９】
　ヘマトコッカス・ラクストリス（Ｈ．ｌａｃｕｓｔｒｉｓ）としては、独立行政法人国
立環境研究所に寄託されているＮＩＥＳ１４４株、ＮＩＥＳ２２６３株、ＮＩＥＳ２２６
４株、ＮＩＥＳ２２６５株、ＡＴＣＣに寄託されているＡＴＣＣ３０４０２株および同３
０４５３株あるいはＵＴＥＸ　１６株および同２９４株などが挙げられる。
【００３０】
　ヘマトコッカス・カペンシス（Ｈ．ｃａｐｅｎｓｉｓ）としては、ＵＴＥＸ　ＬＢ１０
２３株などが挙げられる。
　ヘマトコッカス・ドロエバケンシ（Ｈ．ｄｒｏｅｂａｋｅｎｓｉ）としては、ＵＴＥＸ
　ＬＢ５５株が挙げられる。
【００３１】
　ヘマトコッカス・ジンバブエンシス（Ｈ．ｚｉｍｂａｂｗｉｅｎｓｉｓ）としては、Ｕ
ＴＥＸ　ＬＢ１７５８株などが挙げられる。
　これらの中でも、光合成微細藻類としては、ヘマトコッカス・ラクストリス、ヘマトコ
ッカス・プルビアリスがより好ましく用いられる。
【００３２】
　（キサントフィル）
　キサントフィルとは、カロテノイドの一種である。キサントフィルとしては、アスタキ
サンチン、カンタキサンチン、ゼアキサンチン、アドニルビン、アドニキサンチン、クリ
プトキサンチンなどが挙げられる。
【００３３】
　本発明の培養方法は、工程（Ａ）によって、培養が難しい浮遊細胞（シスト化していな
い光合成微細藻類）を用いて細胞増殖を行う必要が無いため、強い光の照射下でも、光合
成微細藻類の細胞数が増加する。工程（Ａ）で増加した細胞にはすでにキサントフィルが
含まれているため、細胞がダメージを受けることなく、工程（Ｂ）により、各光合成微細
藻類の各々の細胞中に有するキサントフィル含有量が増加するため、本発明の培養方法は
、大量のキサントフィルを得ることができる。
【００３４】
　得られるキサントフィルは、主に光合成微細藻類の種類によって決まり、特に限定は無
いが、高い抗酸化作用を持つアスタキサンチンであることが、キサントフィルの有効活用
の点から好ましい。アスタキサンチンを得ることが可能な光合成微細藻類としては、例え
ば、前述のヘマトコッカス属の緑藻類が挙げられ、ヘマトコッカス・ラクストリス、ヘマ
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トコッカス・プルビアリスが好ましい。
【００３５】
　（シスト化）
　光合成微細藻類の中には、例えば、光照射、栄養飢餓状態、酸化物の存在などのストレ
スにより、細胞内にキサントフィルなどを蓄積し、休眠胞子化する藻類が存在する。
【００３６】
　この休眠状態に入ることをシスト化という。本発明において、シスト化とは、休眠状態
に入りキサントフィルを蓄積し始めた状態から完全にシスト化し休眠胞子となった状態の
いずれの状態も含む。
【００３７】
　（キサントフィルを含むシスト化した光合成微細藻類のキサントフィル含有量）
　本発明に用いるキサントフィルを含むシスト化した光合成微細藻類としては、キサント
フィルを含有したまま娘細胞を形成し、娘細胞放出による細胞増殖後すぐに光照射のスト
レスによるキサントフィル生成が可能となる様に、キサントフィルをある程度蓄積する光
合成微細藻類を用いることが好ましい。
【００３８】
　具体的には、前記工程（Ａ）で用いられる、キサントフィルを含むシスト化した光合成
微細藻類が、キサントフィルを乾燥質量換算で３～９質量％含むシスト化した光合成微細
藻類であることが好ましい。すなわち、本発明において光照射される光合成微細藻類は、
光照射を行う直前の時点、言い換えると光照射（ａ）開始時点においてキサントフィルを
乾燥質量換算で３～９質量％含んでいることが好ましく、光照射中には、キサントフィル
量は変動する。キサントフィルを多く含むシスト化した光合成微細藻類を得ることは一般
には難しいため、キサントフィルを含むシスト化した光合成微細藻類としては、キサント
フィルを乾燥質量換算で３～７質量％含むことがより好ましい。
【００３９】
　なお、キサントフィルを多く含む、例えば乾燥質量換算で、７質量％を超えて９質量％
以下含むシスト化した光合成微細藻類を用いて本発明の製造方法を実施する方法としては
、キサントフィルを、乾燥質量換算で３～７質量％含むシスト化した光合成微細藻類を用
いて、本発明の製造方法を実施することにより、キサントフィルを乾燥質量換算で７質量
％を超えて９質量％以下含むシスト化した光合成微細藻類を得て、得られたキサントフィ
ルを乾燥質量換算で７質量％を超えて９質量％以下含むシスト化した光合成微細藻類を用
いて、再度本発明の製造方法を実施する方法が例示できる。
【００４０】
　なお、光合成微細藻類のキサントフィル含有量は、所定量の光合成微細藻類を乾燥させ
た際の質量および、所定量の光合成微細藻類に含まれるキサントフィル含有量から求める
ことができる。
【００４１】
　〔工程（Ａ）〕
　本発明の光合成微細藻類の培養方法は、前述のキサントフィルを含むシスト化した光合
成微細藻類に、光照射（ａ）を行う細胞数増加工程（Ａ）を有する。
【００４２】
　工程（Ａ）は、後述の光照射（ａ）が行われる以外は、例えば、従来公知の光合成微細
藻類の細胞数を増やす際に行われる培養方法と同様に行うことができ、特に制限は無い。
　例えば、工程（Ａ）としては、キサントフィルを含むシスト化した光合成微細藻類を、
培地に接種し、光照射（ａ）を行う方法が挙げられる。
【００４３】
　工程（Ａ）は好ましくは３～７日間行われ、より好ましくは４～６日間行われる。なお
、工程（Ａ）では、通常は常に光照射（ａ）が行われるが、工程の進捗状況を確認する際
等に、一時的に光照射（ａ）が行われなくてもよい。但し、一時的に光照射が行われない
場合には、工程（Ａ）において光照射が行われない時間の合計は、工程（Ａ）の５％以下
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であることが好ましい。
【００４４】
　工程（Ａ）で用いられるキサントフィルを含むシスト化した光合成微細藻類の量として
は、特に制限は無いが、後述の培地１Ｌあたり、通常は０．０５～５ｇであり、好ましく
は０．３～２ｇである。前記範囲では、より効率的にキサントフィルを得ることができる
ため好ましい。
【００４５】
　工程（Ａ）では光合成微細藻類の細胞数が増加する。光合成微細藻類の細胞数が増加す
る理由は、以下の通りであると本発明者らは推測した。キサントフィルを含むシスト化し
た光合成微細藻類は、工程（Ａ）では、培地中の栄養素を利用しながら光合成することに
より２～３２個の娘細胞を含んだシスト細胞となる。この細胞からキサントフィルを含有
する娘細胞が放出される。このようにして、工程（Ａ）では、光合成微細藻類の細胞数が
増加すると考えられる。
【００４６】
　〔工程（Ｂ）〕
　本発明の光合成微細藻類の培養方法は、前記細胞数増加工程（Ａ）が行われた光合成微
細藻類に、光照射（ｂ）を行う光合成微細藻類中のキサントフィル含有量を増加させる工
程（Ｂ）を有する。工程（Ｂ）では、光照射（ｂ）を行うことにより、個々の光合成微細
藻類中のキサントフィル含有量が増加する。
【００４７】
　工程（Ｂ）は、後述の光照射（ｂ）が行われる以外は、例えば、従来公知の光合成微細
藻類のキサントフィル含有量を増加させる際、シスト化を促進する際に行われる培養方法
と同様に行うことができ、特に制限は無い。
【００４８】
　例えば、工程（Ｂ）としては、工程（Ａ）を行った後、光合成微細藻類を取り出すこと
なく、そのまま光照射（ｂ）を行う方法、工程（Ａ）を行った後、光合成微細藻類を取り
出した後、新たな培地に接種し、光照射（ｂ）を行う方法が挙げられる。
【００４９】
　工程（Ｂ）は好ましくは４～１０日間行われ、より好ましくは６～８日間行われる。な
お、工程（Ｂ）では、通常は常に光照射（ｂ）が行われるが、工程の進捗状況を確認する
際等に、一時的に光照射（ｂ）が行われなくてもよい。但し、一時的に光照射が行われな
い場合には、工程（Ｂ）において光照射が行われない時間の合計は、工程（Ｂ）の５％以
下であることが好ましい。
　また、本発明の培養方法では、工程（Ａ）と工程（Ｂ）とを合わせて、好ましくは７～
１７日間行われ、より好ましくは１０～１４日間行われる。
【００５０】
　工程（Ｂ）では、光合成微細藻類中のキサントフィル含有量が増加する。キサントフィ
ル含有量が増加する理由は、以下の通りであると本発明者らは推測した。工程（Ａ）によ
り、細胞数が増えた光合成微細藻類は、工程（Ｂ）で栄養飢餓かつ光照射のストレスでシ
スト化が進み、光合成微細藻類の各細胞内で、さらなるキサントフィルが生成され蓄積さ
れるため、キサントフィル含有量が増加すると考えられる。
【００５１】
　本発明の培養方法では、このようにして、光合成微細藻類の細胞数増加と、細胞数増加
に続いて各細胞内のキサントフィル量の増加とが起こるため、効率的にキサントフィルを
得ることができる。
【００５２】
　なお、本発明の培養方法では、工程（Ａ）および工程（Ｂ）において、光合成微細藻類
のキサントフィル含有量を、乾燥質量換算で２質量％以上に保つことが好ましく、２．５
質量％以上に保つことがより好ましく、２．８質量％以上に保つことがさらに好ましい。
すなわち、工程（Ａ）および工程（Ｂ）においては、キサントフィルを含有したまま娘細
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胞が放出され、光照射のダメージにより死滅することなく、光照射のストレスによるキサ
ントフィル生成が可能となる様に、常に光合成微細藻類のキサントフィル含有量が、好ま
しくは乾燥質量換算で２質量％以上、より好ましくは２．５質量％以上となるように、さ
らに好ましくは２．８質量％以上となるように維持することが好ましい。なお、工程（Ａ
）および工程（Ｂ）において、光合成微細藻類のキサントフィル含有量の上限は、特に限
定は無いが、通常は乾燥質量換算で１５質量％以下である。
【００５３】
　本発明の培養方法では、前述のように工程（Ａ）において細胞数が増加し、細胞数が増
加する際に、乾燥質量換算の光合成微細藻類のキサントフィル含有量が低下する。細胞数
が増加する工程（Ａ）においても、乾燥質量換算の光合成微細藻類のキサントフィル含有
量が前記範囲となるようにすることにより、より効率的にキサントフィルを得ることがで
きるため好ましい。
【００５４】
　（光照射（ａ）および光照射（ｂ））
　工程（Ａ）では、光照射（ａ）が行われる。光照射（ａ）は、光源として、波長４００
～４９０ｎｍの青色光を含むＬＥＤを用いた光照射である。光照射（ａ）は、光源として
、白色ＬＥＤを用いた光照射（Ｉ）、白色ＬＥＤおよび青色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＩ
）、白色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＩＩ）、青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥ
Ｄを用いた光照射（ＩＶ）、青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを交互に用いた光照射（Ｖ）、
並びに青色ＬＥＤを用いた光照射（ＶＩ）から選択される少なくとも１種の光照射である
ことが好ましい。
【００５５】
　工程（Ｂ）では、光照射（ｂ）が行われる。光照射（ｂ）は、光源として、波長４００
～４９０ｎｍの青色光を含むＬＥＤおよび波長６２０～６９０ｎｍの赤色光を含むＬＥＤ
を用いた光照射である。なお、前記青色光を含むＬＥＤと、赤色光を含むＬＥＤとは、別
のＬＥＤであっても、同一のＬＥＤであってもよい。すなわち、例えば、青色光を含むＬ
ＥＤおよび赤色光を含むＬＥＤとして、青色光と、赤色光とを含む、白色ＬＥＤを用いる
ことができる。光照射（ｂ）は、光源として、白色ＬＥＤを用いた光照射（Ｉ）、白色Ｌ
ＥＤおよび青色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＩ）、白色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた光
照射（ＩＩＩ）、青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた光照射（ＩＶ）、並びに青色ＬＥ
Ｄおよび赤色ＬＥＤを交互に用いた光照射（Ｖ）から選択される少なくとも１種の光照射
であることが好ましい。
【００５６】
　なお、光照射（ａ）において、光照射（Ｉ）を行う場合には、少なくとも青色光を含む
白色ＬＥＤが用いられ、光照射（ｂ）において、光照射（Ｉ）を行う場合には、少なくと
も青色光と、赤色光とを含む白色ＬＥＤが用いられ、光照射（ｂ）において光照射（ＩＩ
）を行う場合には、少なくとも赤色光を含む白色ＬＥＤが用いられる。
【００５７】
　本発明では、光照射（ａ）と光照射（ｂ）とが、異なる光源を用いた光照射である。な
お、「異なる光源を用いた光照射」とは、「光照射（ａ）と光照射（ｂ）とでは、少なく
とも一部の光源として、発光波長が異なる光源（ＬＥＤ）を用いた光照射が行われること
」および「光照射（ａ）において発光波長が異なる複数の光源を同時に用いた光照射が行
われ、光照射（ｂ）において発光波長が異なる複数の光源を同時に用いた光照射が行われ
、光照射（ａ）と光照射（ｂ）とに用いられる光源（発光波長）の組み合わせが同じであ
る場合において、光照射（ａ）における、各光源の強度比と、光照射（ｂ）における、各
光源の強度比とが異なる光照射が行われること」の少なくとも一方を満たすことを意味す
る。なお、「異なる光源を用いた光照射」とは、光源の光量や、光源（ＬＥＤ）の本数等
が異なることを意味するものではない。
【００５８】
　より詳細には、異なる光源を用いるとは、少なくとも一方の光照射が光源として複数の
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光源を用いる場合には、光源の少なくとも一部が異なればよい。例えば光照射（ａ）にお
いて白色ＬＥＤを用いた場合には、光照射（ｂ）において、白色ＬＥＤおよび青色ＬＥＤ
を用いた場合、白色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた場合も、異なる光源を用いた光照射
となる。別の例としては、光照射（ａ）において、白色ＬＥＤおよび青色ＬＥＤを用いた
場合には、光照射（ｂ）において、白色ＬＥＤを用いた場合、白色ＬＥＤおよび赤色ＬＥ
Ｄを用いた場合、青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた場合も、異なる光源を用いた光照
射となる。光照射（ａ）が、青色ＬＥＤと赤色ＬＥＤによる青色光と赤色光を交互に照射
する場合は、光照射（ａ）は青色光のみ照射と赤色光のみの照射の組合せであるから、光
照射（ｂ）が青色光と赤色光の同時照射であるときは異なる光源による光照射とみなす。
【００５９】
　また、異なる光源を用いる別の例としては、光照射（ａ）および光照射（ｂ）において
、青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた光照射が行われる場合において、光照射（ａ）で
は青色ＬＥＤの発光強度が赤色ＬＥＤの発光強度よりも強く、光照射（ｂ）では青色ＬＥ
Ｄの発光強度が赤色ＬＥＤの発光強度よりも弱い場合が挙げられる。
【００６０】
　光照射（ａ）で行われる光照射としては、光照射（Ｉ）、光照射（ＩＩ）、光照射（Ｉ
Ｖ）、光照射（Ｖ）または光照射（ＶＩ）であることが好ましい。光照射（ａ）では、青
色光の照射が効果的であり、青色ＬＥＤや白色ＬＥＤを用いることが好ましい。光照射（
ａ）としては、制御の容易さの観点から、光照射（Ｉ）、光照射（ＩＩ）、光照射（ＩＶ
）または光照射（ＶＩ）であることが好ましい。
【００６１】
　光照射（ｂ）で行われる光照射としては、光照射（ＩＩＩ）、光照射（ＩＶ）または光
照射（Ｖ）であることが好ましい。光照射（ｂ）では、青色光および赤色光の照射が効果
的であり、赤色ＬＥＤを、青色ＬＥＤや白色ＬＥＤと共に用いることが好ましい。光照射
（ｂ）としては、制御の容易さの観点から、光照射（ＩＩＩ）、または光照射（ＩＶ）で
あることが好ましい。
【００６２】
　青色ＬＥＤとは、ピーク波長が４００～４９０ｎｍのＬＥＤ（発光ダイオード）であり
、好ましくはピーク波長が４３０～４７０ｎｍのＬＥＤである。青色ＬＥＤとしては例え
ば、昭和電工製（ＧＡ２ＲＴ４５０Ｇ）等を用いることができる。
【００６３】
　赤色ＬＥＤとは、ピーク波長が６２０～６９０ｎｍのＬＥＤ（発光ダイオード）であり
、好ましくはピーク波長が６４５～６７５ｎｍのＬＥＤである。赤色ＬＥＤとしては例え
ば、昭和電工製（ＨＲＰ－３５０Ｆ）等を用いることができる。
【００６４】
　白色ＬＥＤとしては、青色ＬＥＤチップと、励起光が青色光であり、発光波長が黄色光
である蛍光体とを組み合わせた白色ＬＥＤ、青色ＬＥＤチップと、励起光が青色光であり
、発光波長が黄色光である蛍光体、および発光波長が黄色以外（例えば、赤色、緑色、青
緑色）の蛍光体を組み合わせた白色ＬＥＤ、青、赤、緑の各ＬＥＤチップを有する白色Ｌ
ＥＤ等を挙げることができる。白色ＬＥＤとしては例えば、日亜化学製（ＮＥＳＷ１４６
Ａ）、株式会社ビームテック製（ＬＴＮ４０ＹＤ）等を用いることができる。
【００６５】
　光照射（ａ）および光照射（ｂ）の光量（強度）はそれぞれ、特に限定されないが、例
えば光合成有効光量子束密度（Photosynthetic Photon Flux Density：ＰＰＦＤ）が７５
０μｍｏｌ／（ｍ2・ｓ）以上であることが好ましく、１，０００μｍｏｌ／（ｍ2・ｓ）
以上であることがより好ましく、１，２００μｍｏｌ／（ｍ2・ｓ）以上であることが特
に好ましい。光合成有効光量子束密度の上限としては、特に限定されないが、機器入手の
容易さの観点、エネルギー効率の観点から通常は３０，０００μｍｏｌ／（ｍ2・ｓ）以
下、好ましくは２０，０００μｍｏｌ／（ｍ2・ｓ）以下である。なお、光照射の際に、
発光波長の異なる二種類のＬＥＤを同時に用いる場合には、上記光量は、用いたＬＥＤの
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合計の光量である。
【００６６】
　光照射（ａ）では、光源として、波長４００～４９０ｎｍの青色光を含むＬＥＤを用い
た光照射が行われる。光照射（ａ）における、波長４００～４９０ｎｍの青色光の光量（
ＰＰＦＤ）は、全光量（ＰＰＦＤ）を１００％とすると、好ましくは５％以上、より好ま
しくは１０％以上、さらに好ましくは１５％以上である。上限としては、特に限定は無い
が、１００％であってもよい。光源として青色ＬＥＤを用いた場合には、波長４００～４
９０ｎｍの青色光の光量（ＰＰＦＤ）は、通常８０～１００％となる。前記範囲では、光
合成微細藻類の細胞数の増加が好適に進むため好ましい。
【００６７】
　光照射（ｂ）では、光源として、波長４００～４９０ｎｍの青色光を含むＬＥＤおよび
波長６２０～６９０ｎｍの赤色光を含むＬＥＤを用いた光照射が行われる。光照射（ｂ）
における、波長４００～４９０ｎｍの青色光の光量（ＰＰＦＤ）は、全光量（ＰＰＦＤ）
を１００％とすると、好ましくは５％以上、より好ましくは１０％以上、さらに好ましく
は１５％以上である。また、光照射（ｂ）における、波長６２０～６９０ｎｍの赤色光の
光量（ＰＰＦＤ）は、全光量（ＰＰＦＤ）を１００％とすると、好ましくは５％以上、よ
り好ましくは１０％以上、さらに好ましくは１５％以上である。上限としては、特に限定
は無いが、光源として、青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを用いた場合には、波長４００～４
９０ｎｍの青色光の光量と、波長６２０～６９０ｎｍの赤色光の光量との合計が１００％
であってもよい。前記範囲では、光合成微細藻類のキサントフィル含有量が好適に増える
ため好ましい。
　工程（Ａ）から、工程（Ｂ）への変化、すなわち、光照射（ａ）から光照射（ｂ）への
変化においては、青色光の光量が減少するか、赤色光の光量が増加するかの、少なくとも
一方の変化が存在することが好ましく、両方の変化が存在することがより好ましい。前記
変化が存在すると、光照射（ａ）で光合成微細藻類の細胞数の増加が進み、光照射（ｂ）
でキサントフィル含有量が好適に増えるため好ましい。
　光照射（ａ）から光照射（ｂ）への変化において、青色光の光量が減少する場合には、
光照射（ｂ）において照射される全光線の光量中の青色光の割合が、光照射（ａ）におい
て照射される全光線の光量中の青色光の割合から、３％以上減少することが好ましく、３
０％以上減少することがより好ましくし、４０％以上減少することが特に好ましい。
　光照射（ａ）から光照射（ｂ）への変化において、赤色光の光量が増加する場合には、
光照射（ｂ）において照射される全光線の光量中の赤色光の割合が、光照射（ａ）におい
て照射される全光線の光量中の赤色光の割合から、１０％以上増加することが好ましく、
１５％以上増加することがより好ましくし、２５％以上増加することが特に好ましい。
　また、前記光照射（ｂ）における青色光の光量と、前記光照射（ａ）における青色光の
光量との差をΔＢ（光照射（ｂ）における青色光の光量－光照射（ａ）における青色光の
光量）とし、前記光照射（ｂ）における赤色光の光量と、前記光照射（ａ）における赤色
光の光量との差をΔＲ（光照射（ｂ）における赤色光の光量－光照射（ａ）における赤色
光の光量）としたとき、ΔＲ－ΔＢ＞０であることが、キサントフィル含有量の観点から
好ましい。
【００６８】
　なお、光照射（Ｖ）を行った場合には、赤色ＬＥＤを用いて光照射を行っている際には
、青色光の光量は、０％となり、青色ＬＥＤを用いて光照射を行っている際には、赤色光
の光量は、０％となる。光照射（Ｖ）を行う場合には、光照射（Ｖ）を行っている際の、
青色ＬＥＤを用いた光照射の時間と、赤色ＬＥＤを用いた光照射の時間とが、後述の範囲
になればよい。
【００６９】
　光合成有効光量子束密度が前記範囲内では、光量が充分であるため、効率的に光合成微
細藻類の増殖およびキサントフィルの生成が可能であり好ましい。なお、キサントフィル
を充分含有していない光合成微細藻類に高い光合成有効光量子束密度で光照射を行うと、
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細胞数が増える前に細胞にダメージが起こり、死滅することがあるが、本発明の培養方法
は、上述のようにキサントフィルを含むシスト化した光合成微細藻類を用いるため、高い
光合成有効光量子束密度で光照射を行っても、細胞数が増え好ましい。
【００７０】
　なお、光照射（ａ）および光照射（ｂ）の光量は、同じであっても、異なっていてもよ
い。工程（Ａ）の中で光照射（ａ）の光量は、制御の容易さの観点から一定であってもよ
く、細胞密度に応じて最適な光量に制御されるように変動させてもよい。また、工程（Ｂ
）の中で光照射（ｂ）の光量は、制御の容易さの観点から一定であってもよく、細胞密度
に応じて最適な光量に制御されるように変動させてもよい。
【００７１】
　各光照射（光照射（ＩＩ）、（ＩＩＩ）および（ＩＶ））において、発光波長の異なる
二種類のＬＥＤを同時に用いる場合における光量（強度）の比としては特に制限は無い。
光照射に用いる任意の色のＬＥＤをＸ色ＬＥＤとし、光照射に用いるＸ色ＬＥＤとは異な
る発光波長のＬＥＤをＹ色ＬＥＤとすると、Ｘ色ＬＥＤとＹ色ＬＥＤとの強度比（光合成
有効光量子束密度の比）は、通常１：２０～２０：１であり、好ましくは１：１５～１５
～１であり、より好ましくは１：１０～１０：１である。
【００７２】
　光照射（Ｖ）は、前述のように青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤを交互に用いた光照射であ
る。すなわち、光照射（Ｖ）では、青色ＬＥＤを用いた光照射と赤色ＬＥＤを用いた光照
射とを交互に行う。光照射（Ｖ）では、各ＬＥＤを用いた光照射が、それぞれ一定期間別
個独立に行われる。
【００７３】
　光照射（Ｖ）では、青色ＬＥＤを用いた光照射および赤色ＬＥＤを用いた光照射をそれ
ぞれ少なくとも１回行われる。青色ＬＥＤを用いた光照射をＩBとし、赤色ＬＥＤを用い
た光照射をＩRとすると、光照射（Ｖ）としては、例えば、ＩB、ＩRの順で、それぞれ１
回行われる光照射、またはＩB、ＩRの順で行われる光照射を１ステップとし、少なくとも
一回該ステップが行われる光照射が挙げられる。
【００７４】
　光照射（Ｖ）では、ＩBを行う時間と、ＩRを行う時間との比としては特に限定は無い。
光照射（ａ）として、光照射（Ｖ）を行う場合には、ＩBを行う時間と、ＩRを行う時間と
の比（ＩB：ＩR）は、通常は１：１～２５０：１である。また、光照射（ｂ）として、光
照射（Ｖ）を行う場合には、ＩBを行う時間と、ＩRを行う時間との比（ＩB：ＩR）は、通
常は１：１～１：２５０である。
【００７５】
　なお、前記ＩBを行う時間は、青色ＬＥＤを用いた光照射を複数回行う場合には、工程
（Ａ）または工程（Ｂ）で行われる青色ＬＥＤを用いた光照射の合計時間を意味し、前記
ＩRを行う時間は、赤色ＬＥＤを用いた光照射を複数回行う場合には、工程（Ａ）または
工程（Ｂ）で行われる赤色ＬＥＤを用いた光照射の合計時間を意味する。
【００７６】
　なお、光照射（ａ）は、光照射（Ｉ）～（ＶＩ）から選択される少なくとも１種の光照
射であるが、光照射（ａ）は、光照射（Ｉ）～（ＶＩ）から選択される１種の光照射であ
ってもよく、光照射（ａ）は、光照射（Ｉ）～（ＶＩ）から選択される２種以上の光照射
であってもよい。光照射（ａ）としては、光照射（Ｉ）～（ＶＩ）から選択される１種の
光照射であることが、制御の容易さの観点から好ましい。
【００７７】
　光照射（ａ）が、光照射（Ｉ）～（ＶＩ）から選択される２種以上の光照射であるとは
、光照射（Ｉ）～（ＶＩ）から選択される２種以上の光照射を同時に行う態様、順番に行
う態様等が挙げられる。
【００７８】
　なお、光照射（ｂ）は、光照射（Ｉ）～（Ｖ）から選択される少なくとも１種の光照射
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であるが、光照射（ｂ）は、光照射（Ｉ）～（Ｖ）から選択される１種の光照射であって
もよく、光照射（ｂ）は、光照射（Ｉ）～（Ｖ）から選択される２種以上の光照射であっ
てもよい。光照射（ｂ）としては、光照射（Ｉ）～（Ｖ）から選択される１種の光照射で
あることが、制御の容易さの観点から好ましい。
【００７９】
　光照射（ｂ）が、光照射（Ｉ）～（Ｖ）から選択される２種以上の光照射であるとは、
光照射（Ｉ）～（Ｖ）から選択される２種以上の光照射を同時に行う態様、順番に行う態
様等が挙げられる。
【００８０】
　なお、前述のように本発明では、光照射（ａ）と光照射（ｂ）とが、異なる光源を用い
た光照射であるが、光照射（ａ）および光照射（ｂ）の少なくとも一方において、前記２
種以上の光照射が行われた場合には、光照射（ａ）および光照射（ｂ）において、一部で
も異なる光源を用いればよい。例えば、光照射（ａ）において、光照射（Ｉ）および光照
射（ＩＩ）が行われる場合には、光照射（ｂ）が、光照射（Ｉ）のみである場合、光照射
（ＩＩ）のみである場合、光照射（Ｉ）と光照射（ＩＩＩ）または（ＩＶ）とを行った場
合、光照射（ＩＩ）と、光照射（ＩＩＩ）または（ＩＶ）とを行った場合等は、異なる光
源を用いた光照射となる。
【００８１】
　また、前記のように光照射（ａ）と光照射（ｂ）において、ともに光照射（ＩＶ）を行
う場合であって、光照射（ａ）と光照射（ｂ）とでは青色ＬＥＤと赤色ＬＥＤの発光強度
が異なる場合も、異なる光源を用いたとみなす。
　以下、工程（Ａ）、工程（Ｂ）を行う際の、光照射（ａ）、光照射（ｂ）以外の条件に
ついて説明する。
【００８２】
　（培地）
　本発明の光合成微細藻類の培養方法に用いる培地としては、特に制限がない。
　培地としては、通常は、光合成微細藻類の増殖に必要な窒素、微量金属の無機塩（例え
ば、リン、カリウム、マグネシウム、鉄など）などを含む、液体状の培地が用いられる。
　培地としては、具体的には、ＶＴ培地、Ｃ培地、ＭＣ培地、ＭＢＭ培地、ＭＤＭ培地な
どの培地（藻類研究法　千原光雄・西澤一俊編、共立出版（１９７９）を参照）、ＯＨＭ
培地、ＢＧ－１１培地およびこれらの改変培地などが用いられる。
【００８３】
　細胞数増加工程（Ａ）では、光合成微細藻類の細胞数が増加、すなわち増殖する。細胞
数増加工程（Ａ）で用いる培地としては、増殖に適した窒素源となる成分を添加した培地
、例えば窒素濃度が、０．０３ｇ／Ｌ以上、好ましくは０．０３～０．５ｇ／Ｌ、より好
ましくは０．０５～０．５ｇ／Ｌの培地を用いることが好ましい。
【００８４】
　前記範囲では、細胞数の増加を効率的に行うことができ、且つ、工程（Ｂ）において工
程（Ａ）で用いた培地をそのまま使用した場合でも、光合成微細藻類が有するキサントフ
ィル含有量を充分に増加させることができるため好ましい。
【００８５】
　なお、工程（Ｂ）においても、通常は培地を用いるが、工程（Ｂ）に用いる培地として
は、工程（Ａ）で用いた培地をそのまま使用してもよく、培地を変更してよい。工程（Ｂ
）に用いる培地としては、光合成微細藻類が有するキサントフィル含有量を、増加させる
観点から、窒素源となる成分をほとんど含まない培地、例えば窒素濃度が、０．０２ｇ／
Ｌ未満、好ましくは０．０１ｇ／Ｌ未満の培地を用いることが好ましい。
【００８６】
　なお、工程（Ａ）で用いた培地をそのまま使用する場合には、工程（Ａ）において細胞
数の増加が停止、あるいはほぼ停止した時点で、培地に含まれる窒素濃度は通常０．０２
ｇ／Ｌ未満となる。また、工程（Ａ）と工程（Ｂ）とで培地を変更する場合には、工程（
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Ｂ）において、上記窒素濃度の培地を採用すればよい。
　前記範囲では、工程（Ｂ）において、光合成微細藻類が有するキサントフィル含有量を
充分に増加させることができるため好ましい。
【００８７】
　（培養条件）
　工程（Ａ）および工程（Ｂ）における培養条件には、特に制限はなく、一般に、光合成
微細藻類の培養に用いられる温度、ｐＨが用いられる。
　光合成微細藻類の培養は、例えば１５～３５℃で行われ、好ましくは２０～３０℃で行
われ、より好ましくは２２～２８℃で行われる。培養中のｐＨは、６．０～１０．０に保
たれることが好ましく、７．０～９．０に保たれることがより好ましい。
【００８８】
　工程（Ａ）および工程（Ｂ）では、二酸化炭素が供給されることが好ましい。二酸化炭
素は、１～５Ｖ／Ｖ％濃度の二酸化炭素を含有するガスを、例えば、０．２～２ｖｖｍと
なるように吹き込むことで供給される。なお、二酸化炭素を含有するガスとしては、二酸
化炭素と空気とを混合したガスや、二酸化炭素と窒素ガスとを混合したガスを用いること
ができる。
【００８９】
　扁平培養瓶等の扁平培養槽を用いる場合、前記二酸化炭素の供給により、培養液が撹拌
され、微細藻類に対して光照射が均一に行われる。なお、培養液の撹拌は、別途撹拌機を
用いて行ってもよい。
【００９０】
　（培養装置）
　工程（Ａ）および工程（Ｂ）に用いられる培養装置は、光合成微細藻類、通常は光合成
微細藻類を含む培養液に光照射できる装置であればよく、特に制限は無いが、通常は二酸
化炭素を含有するガスを供給可能なラインを有する。
【００９１】
　培養装置としては、例えば、小スケールの場合は、扁平培養瓶、大スケールの場合は、
ガラス製、プラスチック製などの透明板で構成された扁平培養槽、照明器を備えた撹拌機
つきのタンク型培養槽、チューブ型培養槽、エアドーム型培養槽、中空円筒型培養槽など
が用いられる。また、密閉容器が好ましく用いられる。
【００９２】
　（培養方法）
　本発明の光合成微細藻類の培養方法では、上記培地、培養条件、培養装置などを適宜選
択して組合せ、工程（Ａ）および工程（Ｂ）を行う。工程（Ａ）および工程（Ｂ）を行う
方法としては、大きく分けて二つの方法がある。一つ目の方法は、工程（Ａ）および工程
（Ｂ）を同一の培地で行う方法、すなわち、一段階培養法である。二つ目の方法は、工程
（Ａ）を行った後、光合成微細藻類と、培地とを分離し、分離された光合成微細藻類と、
新たな培地とを用いて工程（Ｂ）を行う方法、すなわち、二段階培養法である。前記一段
階培養法は、工程（Ａ）と工程（Ｂ）とで培地が同じであるため、操作が容易であり、ま
た、工程（Ａ）と工程（Ｂ）とが連続的に行われるため、雑菌の混入が起きづらいため好
ましい。前記二段階培養法は、工程（Ａ）、工程（Ｂ）のそれぞれにおいて、最適な培地
を選択できる点で好ましい。前記一段階培養法は、連続培養には不向きであり、通常は回
分式の培養として行われる。
【００９３】
　（生産性および培養液）
　本発明の光合成微細藻類の培養方法は、工程（Ａ）、工程（Ｂ）を有するため、従来よ
りも効率的にキサントフィルを得ることが可能である。
【００９４】
　具体的には、工程（Ｂ）により得られた光合成微細藻類の培養液１Ｌ当たりの、キサン
トフィルの量（ｍｇ）を工程（Ａ）および（Ｂ）が行われる合計の期間（ｄａｙ）で除し
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た、キサントフィルの生産性（ｍｇ／（Ｌ・ｄａｙ））が、好ましくは２０ｍｇ／（Ｌ・
ｄａｙ）以上であり、より好ましくは３０ｍｇ／（Ｌ・ｄａｙ）以上であり、特に好まし
くは４０ｍｇ／（Ｌ・ｄａｙ）以上である。生産性としては、高いほど好ましく、その上
限としては特に制限は無いが、本発明の培養方法では、キサントフィルの生産性は、通常
は１００ｍｇ／（Ｌ・ｄａｙ）以下である。
【００９５】
　本発明の光合成微細藻類の培養方法では、通常液体状の培地を用いるため、光合成微細
藻類の培養液が得られる。本発明の培養方法で得られる光合成微細藻類の培養液は、培養
液１Ｌあたり、好ましくはキサントフィル含有量が３００ｍｇ／Ｌ以上であり、より好ま
しくは４００ｍｇ／Ｌ以上であり、特に好ましくは５００ｍｇ／Ｌ以上である。キサント
フィル含有量としては、高いほど好ましく、その上限としては特に制限は無いが、得られ
る光合成微細藻類の培養液のキサントフィル含有量は、通常は１０００ｍｇ／Ｌ以下であ
る。
【００９６】
　本発明の光合成微細藻類の培養方法で得られる光合成微細藻類は、キサントフィルを乾
燥質量換算で４～１５質量％含むことが好ましく、５～１２質量％以上含むことがより好
ましい。
【００９７】
　（キサントフィルの回収）
　本発明の光合成微細藻類の培養方法では、キサントフィルが光合成微細藻類内に蓄積さ
れている。このため、キサントフィルの回収は、光合成微細藻類を回収した後、従来公知
の方法を始め、特に制限なく、光合成微細藻類から回収される。光合成微細藻類からキサ
ントフィルを回収する方法としては、例えば、機械的に光合成微細藻類を破壊した後、有
機溶媒、超臨界二酸化炭素により抽出する方法が挙げられる。
【実施例】
【００９８】
　次に本発明について実施例を示してさらに詳細に説明するが、本発明はこれらによって
限定されるものではない。
　（光合成微細藻類）
　光合成微細藻類として、ヘマトコッカス・ラクストリスＮＩＥＳ－１４４株を用いた。
【００９９】
　（培養液中のアスタキサンチン濃度の測定）
　所定量の培養液をバイオマッシャーＩＶ（株式会社ニッピ製）にとり、アセトンを加え
てＦａｓｔＰｒｅｐ－２４（フナコシ株式会社製）で細胞を破砕しアスタキサンチンを抽
出した。
【０１００】
　遠心分離後、上澄を適宜アセトンで希釈したのち、４７４ｎｍにおける吸光度を測定し
、アスタキサンチンのアセトン中での吸光係数（Ａ1%＝２，１００）から、培養液中のア
スタキサンチン濃度（ｍｇ／Ｌ）を算出した。
【０１０１】
　（乾燥藻体質量の測定）
　所定量の培養液を、あらかじめ恒温乾燥器で恒量としておいたＧＳ２５ガラス繊維ろ紙
（アドバンテック東洋株式会社製）を用いて吸引濾過し、イオン交換水で洗浄したのち、
１０５℃の恒温乾燥器で２時間乾燥した。その後、デシケーター中で室温まで冷却したの
ち、その質量を測定することにより、培養液中の乾燥藻体質量（ｍｇ／Ｌ）を求めた。
【０１０２】
　（細胞内のアスタキサンチン濃度の算出）
　前記培養液中のアスタキサンチン濃度（ｍｇ／Ｌ）を、培養液中の乾燥藻体質量（ｍｇ
／Ｌ）で除することにより、細胞内のアスタキサンチン濃度（質量％）（乾燥質量換算）
を算出した。
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【０１０３】
　（培養液中の全窒素濃度（ｍｇ／Ｌ）の測定）
　所定量の培養液から遠心分離により細胞を沈殿として除いた上澄を作製し、この上澄中
の全窒素濃度を全窒素測定試薬キット１４３Ｃ１９１（東亜ディーケーケー株式会社製）
、ポータブル簡易全窒素・全りん計ＴＮＰ－１０（東亜ディーケーケー株式会社製）を用
いて測定した。
【０１０４】
　（細胞数の測定）
　所定量の培養液の細胞数を、改良ノイバウエル血球計算盤を用いて、顕微鏡下で細胞数
をカウントすることにより、培養液中の細胞数（ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）を算出した。
【０１０５】
　〔実施例１〕
　１．０Ｌ容量扁平培養瓶（フラスコ厚　約３８ｍｍ　ただしガラス厚を含む）に表１に
示す培地を４００ｍｌ入れ、オートクレーブ滅菌後、シスト化したヘマトコッカス・ラク
ストリスＮＩＳＥ－１４４を０．５０ｇ／Ｌとなるように接種した。接種したヘマトコッ
カス・ラクストリスＮＩＳＥ－１４４の、乾燥質量あたりのアスタキサンチン含有量は４
．８質量％であった。
【０１０６】
【表１】

【０１０７】
＜工程Ａ＞
　扁平培養瓶の両面から青色ＬＥＤ（昭和電工製、ＧＡ２ＲＴ４５０Ｇ）（発光波長とし
て、波長４００～４９０ｎｍの青色光をＰＰＦＤ換算で９８％含む）を用いて光照射（光
照射（ａ））しながら、培養瓶の底面から３Ｖ／Ｖ％二酸化炭素を含む空気を０．５ｖｖ
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ｍで通気することにより撹拌し、２５℃で培養を行った。
【０１０８】
　照射する光の強さは光量子計（ＬＩ－ＣＯＲ社製、ＬＩ－２５０Ａ）を用いて扁平培養
瓶の表面で測定を行い、光合成有効光量子束密度（ＰＰＦＤ）が両面合計で１，３００μ
ｍｏｌ／（ｍ2・ｓ）になるように調整した。
　光照射を開始してから５日目で、培養液中の全窒素濃度が、２０ｍｇ／Ｌ未満となった
。この時点で、細胞数の増加に必要な窒素源が充分に消費されたと判断した。
【０１０９】
＜工程Ｂ＞
　次いで、ＰＰＦＤは変えずに、光源を青色ＬＥＤから、白色ＬＥＤ（株式会社ビームテ
ック製、ＬＴＮ４０ＹＤ）（発光波長として、波長４００～４９０ｎｍの青色光をＰＰＦ
Ｄ換算で１９％含み、波長６２０～６９０ｎｍの赤色光をＰＰＦＤ換算で１４％含む）お
よび赤色ＬＥＤ（昭和電工製、ＨＲＰ－３５０Ｆ）（発光波長として、波長６２０～６９
０ｎｍの赤色光をＰＰＦＤ換算で９６％含む）（光量子束密度の比が５：１）へ変更（実
施例１‐１）、あるいは青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤ（光量子束密度の比が１：１）へと
変更（実施例１‐２）し（光照射（ｂ））、培養開始後１２日間（光源を変更後７日間）
培養を行った。
【０１１０】
　培養液は適宜サンプリングを行い、ｐＨ、培養液中の細胞数、培養液中のアスタキサン
チン濃度、培養液中の乾燥藻体質量、および培養液中の全窒素濃度の測定を行った。測定
した培養液中のアスタキサンチン濃度、培養液中の乾燥藻体質量から、細胞内のアスタキ
サンチン濃度の算出を行った。ｐＨは全培養期間中を通じて７．５～８．５であった。
【０１１１】
　培養液中の細胞数、培養液中のアスタキサンチン濃度、培養液中の乾燥藻体質量につい
ては培養終了後、実験開始当初の培養液量、実験終了時の扁平培養瓶に残った培養液量、
途中でサンプリングした培養液量から計算により通気撹拌により蒸発した水分を求め、期
間中一定速度で水分が蒸発したと考えて値を補正した。
【０１１２】
　培養液中の全窒素濃度の経時変化、培養液中の細胞数の経時変化、培養液中のアスタキ
サンチン濃度の経時変化、細胞内のアスタキサンチン濃度の経時変化を、それぞれ図１、
図２、図３および図４に示す。
【０１１３】
　培養液中の窒素は５日目までには消費された。細胞数は４日目まで増殖を示し、その後
はほぼ一定、あるいは微増を示し１２日目の細胞数は、実施例１‐１、１‐２とも約８×
１０5ｃｅｌｌｓ／ｍｌであった。培養液中のアスタキサンチン濃度は５日目で約１２０
ｍｇ／Ｌであり、その後、実施例１‐１、１‐２とも増加し、１２日目で実施例１‐１で
５３０ｍｇ／Ｌ（アスタキサンチンの生産性：４４ｍｇ／（Ｌ・ｄａｙ））、実施例１‐
２で５４０ｍｇ／Ｌ（アスタキサンチンの生産性：４５ｍｇ／（Ｌ・ｄａｙ））となった
。細胞内のアスタキサンチン濃度は培養開始当初４．８質量％であり、３日目で最も低い
２．９質量％へと減少したが、その後上昇に転じ、１２日目で実施例１‐１で７．１質量
％、実施例１‐２で８．４質量％となった。
　光源の種類、培養１２日後の培養液中のアスタキサンチン濃度、アスタキサンチンの生
産性を表２に示す。
【０１１４】
　〔比較例１〕
　扁平培養瓶の両面からＰＰＦＤが両面合計で１，３００μｍｏｌ／（ｍ2・ｓ）となる
ように白色ＬＥＤ（比較例１‐１）あるいは青色ＬＥＤ（比較例１‐２）を用いて光照射
し、途中で光源を変更しなかった以外は実施例１と同様にして培養を行った。
【０１１５】
　培養液中の全窒素濃度の経時変化、培養液中の細胞数の経時変化、培養液中のアスタキ
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サンチン濃度の経時変化、細胞内のアスタキサンチン濃度の経時変化を、それぞれ図１、
図２、図３および図４に示す。
【０１１６】
　培養液中の窒素は５日目までには消費された。細胞数は４日目まで増殖を示し、その後
はほぼ一定となり１２日目の細胞数は、比較例１‐２で約７×１０5ｃｅｌｌｓ／ｍｌ、
比較例１‐１で約３．８×１０5ｃｅｌｌｓ／ｍｌとなった。比較例１‐１では比較例１
‐２の半分程度の細胞数であった。
【０１１７】
　培養液中のアスタキサンチン濃度は５日目で、比較例１‐２で約１２０ｍｇ／Ｌ、比較
例１‐１白色で約１６０ｍｇ／Ｌであった。その後、比較例１‐１、１‐２とも徐々に増
加し、１２日目で比較例１‐２で２４５ｍｇ／Ｌ（アスタキサンチンの生産性：２０ｍｇ
／（Ｌ・ｄａｙ））、比較例１‐１で３３０ｍｇ／Ｌ（アスタキサンチンの生産性：２８
ｍｇ／（Ｌ・ｄａｙ））となった。細胞内のアスタキサンチン濃度は培養開始当初４．８
質量％であり、３日目で最も低い比較例１‐２で２．９質量％、比較例１‐１で２．７質
量％へと減少したが、その後上昇に転じ、１２日目で比較例１‐２で７．１質量％、比較
例１‐１で７．０質量％となった。
　光源の種類、培養１２日後の培養液中のアスタキサンチン濃度、アスタキサンチンの生
産性を表２に示す。
【０１１８】
　〔実施例２〕
　培養開始時に用いる光照射（ａ）の光源を青色ＬＥＤから白色ＬＥＤに変更した以外は
実施例１と同様にして培養を行った。
　なお、光照射開始から５日経過後、光照射（ｂ）の光源を白色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤ
（光量子束密度の比が５：１）へ変更した実施例を実施例２‐１とし、光源を青色ＬＥＤ
および赤色ＬＥＤ（光量子束密度の比が１：１）へ変更した実施例を実施例２‐２とした
。
　光源の種類、培養１２日後の培養液中のアスタキサンチン濃度、アスタキサンチンの生
産性を表２に示す。
【０１１９】
　〔実施例３〕
　培養開始時に用いる光照射（ａ）の光源を、青色ＬＥＤから白色ＬＥＤおよび青色ＬＥ
Ｄ（光量子束密度の比が５：１）に変更した以外は実施例１と同様にした培養を行った。
　なお、光照射開始から５日経過後、光照射（ｂ）の光源を白色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤ
（光量子束密度の比が５：１）へ変更した実施例を実施例３‐１とし、光源を青色ＬＥＤ
および赤色ＬＥＤ（光量子束密度の比が１：１）とした実施例を実施例３‐２とした。
　光源の種類、培養１２日後の培養液中のアスタキサンチン濃度、アスタキサンチンの生
産性を表２に示す。
【０１２０】
　〔実施例４〕
　培養開始時に用いる光照射（ａ）の光源を、青色ＬＥＤから青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥ
Ｄ（光量子束密度の比が１：１）に変更した以外は実施例１‐１と同様にして培養を行っ
た。
　光源の種類、培養１２日後の培養液中のアスタキサンチン濃度、アスタキサンチンの生
産性を表２に示す。
【０１２１】
　〔実施例５〕
　光照射開始から５日経過後に用いる光照射（ｂ）の光源を、白色ＬＥＤに変更した以外
は、実施例１と同様にして培養を行った。
　光源の種類、培養１２日後の培養液中のアスタキサンチン濃度、アスタキサンチンの生
産性を表２に示す。
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【０１２２】
　〔実施例６〕
　実施例１において、培養開始から５日間行った青色ＬＥＤを用いた光照射（ａ）を、培
養開始から４日間行われる、青色ＬＥＤを用いた２１時間の光照射と、赤色ＬＥＤを用い
た０．１時間の光照射とを、交互に連続して行う光照射に変更し、光源を青色ＬＥＤおよ
び赤色ＬＥＤへ変更するのを、光照射開始から５日経過後から、４日経過後に変更し、光
源変更後の光照射を７日間から８日間に変更した以外は、実施例１‐２と同様にして培養
を行った（実施例６‐１）。
【０１２３】
　実施例１において、培養開始から５日間行った青色ＬＥＤを用いた光照射（ａ）を、培
養開始から４日間行われる、青色ＬＥＤを用いた９２時間の光照射と、赤色ＬＥＤを用い
た４時間の光照射とを、交互に行う光照射に変更し、光源を青色ＬＥＤおよび赤色ＬＥＤ
へ変更するのを、光照射開始から５日経過後から、４日経過後に変更し、光源変更後の光
照射を７日間から８日間に変更した以外は、実施例１‐２と同様にして培養を行った（実
施例６‐２）。
　光源の種類、培養１２日後の培養液中のアスタキサンチン濃度、アスタキサンチンの生
産性を表２に示す。
【０１２４】
【表２】

　上述の各実施例、比較例で使用した各光源の青色光、赤色光の割合、各実施例、比較例
の工程Ａ、Ｂにおける、各光源間の光量子束密度の比に基づき、各実施例、比較例におけ
る光照射（ａ）、光照射（ｂ）における、青色光の割合（％）および赤色光の割合（％）
を算出し、ΔＢ、ΔＲ、ΔＲ－ΔＢを算出し、各実施例の培養後の培養液中のアスタキサ
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　なお、各実施例、比較例では、工程Ａと工程Ｂとで、ＰＰＦＤは変えていないため、前
記青色光の割合（％）および赤色光の割合（％）の増減が、光量の増減と一致し、ΔＲ－
ΔＢの大小関係は、具体的な光量で求めても、割合で求めても一致する。
【表３】
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