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研究成果の概要（和文）：機能性素材として幅広い分野で注目されている水酸化脂肪酸には多種多様な構造が存
在し、さらに機能性は構造により異なる。しかしながら、化学合成法では特定の構造を有する水酸化脂肪酸の選
択的合成は難しい。本研究では、脂肪酸水和酵素に注目し、水酸化脂肪酸をオンデマンド合成するための脂肪酸
水和酵素のライブラリー化を試みた。
その結果、長鎖不飽和脂肪酸水和能を有する新規脂肪酸水和酵素の同定、および、タンパク質工学を用いて既知
の脂肪酸水和酵素の基質特異性を改変することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Hydroxy fatty acids, which have been attracting attention as a functional 
material in a wide range of fields including food, pharmaceutical, and chemicals, have a wide 
variety of structures, and furthermore, their functionalities vary depending on the structure. 
However, it is difficult to selectively synthesize hydroxy fatty acids with a specific structure by 
chemical synthesis methods. In this study, we focused on fatty acid hydratases and attempted to 
create a library of fatty acid hydratases for on-demand synthesis of hydroxy fatty acids.
We identified novel fatty acid hydratases with long-chain unsaturated fatty acid hydration activity 
and modified the substrate specificity of a known fatty acid hydratase by protein engineering. 
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
既報の脂肪酸水和酵素の殆どは、炭素数18のオレイン酸（C18:1Δ9Z）あるいはリノール酸（C18:2Δ9Z,Δ12Z）
に高い親和性を示し、基質特異性の多様性が低いことが脂肪酸水和酵素の応用を妨げる一因となっている。本研
究により、炭素鎖長20以上の不飽和脂肪酸に対して高い基質特異性を有する新規脂肪酸水和酵素の同定に成功
し、さらに、タンパク質工学により水酸基の導入位置を改変可能であることが示された。本成果は脂肪酸水和酵
素を用いた機能性脂肪酸の提供、および、産業利用への可能性を提供した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
水酸化脂肪酸は、食品・医薬品産業、ポリマー産業、化粧品産業など多分野において機能性素

材としての様々な用途が期待され、大変注目を集めている。水酸化脂肪酸の機能性は、水酸基と
二重結合の数と位置ならびに立体、さらに炭素数等により大きく異なる。すなわち、目的とする
水酸化脂肪酸の選択的な合成が重要である。しかしながら、化学合成法は位置選択的な水酸基の
導入が困難であり、目的とする水酸化脂肪酸を選択的に合成することが難しい。近年、化学合成
法に変わる水酸化脂肪酸の合成方法として、微生物機能を活用した合成法が注目されており、特
に、不飽和脂肪酸の酸化分解を防ぎつつ、水酸基を導入可能な水和反応の応用が期待されている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、申請者が世界に先駆け乳酸菌より見出し、報告した不飽和脂肪酸水和反応

（図 1）の知見を利用することで、革新的なオンデマンド水酸化脂肪酸生産を実現することであ
る。具体的には、多種多様な水酸化脂肪酸生産を可能とする酵素ライブラリーの構築を目指し、
これまでに報告が無い基質特異性を有する不飽和脂肪酸水和酵素の探索を行った。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 新規水和酵素の精製と機能解析 
既知の不飽和脂肪酸水和酵素の多くは炭素数 18 までの不飽和脂肪酸に対して水和能を示すが、

18 以上の炭素数を有する長鎖不飽和脂肪酸に対して高い水和能を示す不飽和脂肪酸水和酵素は
無い。そこで、長鎖不飽和脂肪酸を水和する細菌の探索を試みた。ドコサヘキサエン酸（DHA, 
C22:6Δ4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z）の変換能を指標にスクリーニングを行い、DHA を水和する活性を示す菌
の取得を試みた。変換能はガスクロマトグラフィー（GC）を用いて評価した。取得した菌の粗
酵素抽出物を調製し、疎水、イオン交換およびゲルろ過などの種々のカラムに供し、新規不飽和
脂肪酸水和酵素を精製した。さらに、精製酵素の N 末端アミノ酸配列解析とゲノム解析を組み
合わせることで新規不飽和脂肪酸水和酵素をコードする遺伝子を特定し、大腸菌において異種
発現を行った。基質特異性は異種発現した大腸菌を用いた休止菌体反応にて、GC を用いて評価
した。 
 
(2) in silico による新規不飽和脂肪酸水和酵素候補遺伝子の探索と機能解析 

in silico スクリーニングにより、CLA-HY および FA-HY1 のアミノ酸配列と相同性が低い（30 %
未満）不飽和脂肪酸水和酵素を選抜した。対象生物は細菌および真菌を選択した。選抜した水和
酵素候補遺伝子について、大腸菌において異種発現を行い、異種発現大腸菌を用いた休止菌体反
応により、多様な脂肪酸と反応を行うことで基質特異性の詳細な評価を行った。 

 
(3) タンパク質結晶構造解析による情報の収集・変異導入による機能改変と機能解析 

L. acidophilus が有する 2 種の水和酵素（FA-HY1 および FA-HY2, 図 1）をモデルタンパク質
として用いた。Elizabethkingia meningoseptica 由来の脂肪酸水和酵素（OhyA, リノール酸の 10 位
に水酸基を導入）の結晶構造を用いて、基質特異性の決定に関わるアミノ酸残基を予測した。予
測した残基に対して、ポイントミューテーションを導入し、作製した変異酵素を用いて水和反応
を行い、水酸基の導入位置および基質特異性の変化を解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 新規水和酵素の精製と機能解析 
嫌気性細菌を対象として、DHA を水和する活性を有する菌を探索し、2 種の菌の取得に成功

した。このうちの 1 種より長鎖不飽和脂肪酸を水和する新規不飽和脂肪酸水和酵素の精製に成
功した。さらに、精製酵素の N 末端アミノ酸配列解析とゲノム解析を組み合わせることで新規
不飽和脂肪酸水和酵素をコードする遺伝子を特定し、大腸菌において異種発現系を構築した。取
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図 1. 乳酸菌より見出した不飽和脂肪酸の水和反応 
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得した酵素は既知の不飽和脂肪酸水和酵素（CLA-HY、FA-HY1 および FA-HY2）との相同性が
40 % 程度であった。取得した不飽和脂肪酸水和酵素の基質特異性を評価した結果、炭素数が 20
の ω-3 脂肪酸であるエイコサペンタエン酸（EPA, C20:5Δ5Z,8Z,11Z,14Z,17Z）を最もよく水和し、また、
DHA（炭素鎖長 22 の ω-3 脂肪酸）に対しても高い水和活性を示し、各基質よりそれぞれ 1 種の
プロダクトが生成した。一方で、炭素数 18 のω-3 脂肪酸であるステアリドン酸（C18:4Δ6Z,9Z,12Z,15Z）
に対しては水和活性を示さなかった。これらの結果は、本酵素が長鎖の不飽和脂肪酸に対して特
異性が高いことを示している。すなわち、本酵素のユニークな基質特異性を応用することで、新
規の水酸化脂肪酸が合成可能となると期待できる。これまでに、EPA や DHA が生体内において
水酸化修飾を受け生理活性脂質として機能することが報告されている。しかしながら、EPA や
DHA をはじめとする長鎖の多価不飽和脂肪酸は酸素存在下で容易に酸化するため取り扱いが難
しく、水酸化体の調製が困難であった。しかし、本水和酵素により、長鎖の多価不飽和脂肪にお
いても酸化分解を防ぎつつ、水酸化脂肪酸の合成が可能となり、産業および科学の両面において
水酸化脂肪酸の詳細な理解と応用が可能になることが期待される。 
 
(2) in silico による新規水和酵素候補遺伝子の探索と機能解析 
 既知の不飽和脂肪酸水和酵素と相同性が低い
（アミノ酸配列の相同性が 30 % 未満）不飽和脂
肪酸水和酵素を in silico で探索した。細菌から真
菌まで計 9 種の不飽和脂肪酸水和酵素を取得し、
各不飽和脂肪酸水和酵素を発現した大腸菌を調
製し、休止菌体反応を用いて基質特異性を評価
した。この結果、真菌より取得した不飽和脂肪酸
水和酵素が DHA を水和し、2 種のプロダクト
を生成した（図 2）。（1）で同定した新規不飽和
脂肪酸水和酵素はDHAより 1種のプロダクトを
生成したことから、真菌由来不飽和脂肪酸水和
酵素はユニークな基質特異性を有していること
が示唆された。 
 
(3) タンパク質結晶構造解析による情報の収集・
変異導入による機能改変と機能解析 
 OhyAと FA-HY1 および FA-HY2 のアライメン
ト解析を行い、OhyA の結晶構造から、FA-HY2
の基質特異性を決定していると予想される残基
（T391、H393 および I378）を選抜した。これらの残基に対して、変異を導入した結果、三重変
異体（T391S、H393S および I378P）が、リノール酸から主たるプロダクトとして、13OH-C18:1Δ9Z

を生成した。本結果は、既知の不飽和脂肪酸水和酵素に対して、変異導入することで新規な基質
特異性を付与できることを示している。 
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図 2. 真菌由来不飽和脂肪酸水和酵素発現 
大腸菌と DHA の反応液の 
GC クロマトグラム 
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