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研究成果の概要（和文）：パルミトレイン酸（Pol、C16:1Δ9）の生産菌の育種に取り組んだ。成果は以下の通
りである。（1）パルミチン酸（Pal、C16:0）だけを高生産するコリネ菌を宿主に、他菌種の脂肪酸不飽和化酵
素（DesBC）を用いて、PalをPolに変換する代謝系を成立させた菌株 M-1を取得した。（2）この代謝系の成立に
寄与する遺伝学的要因を明らかにした。（3）得られた知見に基づいて培地条件を検討し、M-1株によるPol生産
の向上を図った。その結果、全脂肪酸に占めるPolの割合が極めて高い脂肪酸生産を実現した。

研究成果の概要（英文）：We attempted to develop a palmitoleic acid-producing Corynebacterium 
glutamicum strain. Our achievements include: (1) The conversion of palmitic to palmitoleic acid was 
established in a strain that was beforehand engineered to exclusively produce palmitic acid, using a
 heterologous acyl-CoA Δ9-desaturase (DesBC). (2) The genetic background responsible for the 
establishment was identified. (3) The investigation of medium conditions resulted in fatty acid 
production of which palmitoleic acid accounts for considerably high proportion.

研究分野：応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
パルミトレイン酸（Pol）は様々な機能性を有する脂肪酸である。現在の供給源はごく一部の植物に依存してい
るが、拡大するPolの需要を満たせるものではない。もともとPolを生産する微生物を用いた生産研究が試みられ
ているが、実用レベルには至っていない。本研究課題では、（1）80％もの割合でPolを含む脂肪酸を生産できる
菌を育種した。このような高い割合でPolを生産した例はこれまでにない。また、（2）Polを生産しない菌株か
らその生産菌を構築するための育種戦略を提案した。いずれもPolの発酵生産の実現に貢献するものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

 
パルミトレイン酸（Pol; C16:1Δ9）は、インスリン感受性の増強効果、抗炎症作用、心血管系
の保護効果、発癌の抑制効果をはじめ、様々な機能性を有する脂肪酸である 1)。機能性が次々と
明らかにされるにつれ、その需要は拡大している。Polの供給は、現在、ごく一部の植物に依存
しているが、拡大しつつある Pol の需要を満たせるものではない。発酵法は安定供給が可能で、
環境面・コスト面でも利点を持つ。そのため、微生物を用いた Polの生産研究が試みられている
が、実用レベルには至っていない。 
産業微生物である Corynebacterium glutamicum（コリネ菌）は、様々な有用物質の生産宿主と
しての実績がある微生物である 2)。脂肪酸代謝について言えば、コリネ菌は脂肪酸を合成する酵
素を 2つ持つ。FasAと FasBである 3)。両酵素はアセチル-CoAを同一の起点として、FasAはオ
レイン酸（Ole）を合成し、FasBはパルミチン酸（Pal; C16:0）を合成する。最終産物はいずれも
脂肪酸-CoAである。 
我々は、コリネ菌では初めてとなる脂肪酸高生産菌を育種してきた［Takeno et al. Appl Environ 

Microbiol 79:6776-6783 (2013); Takeno et al. Appl Microbiol Biotechnol 102:10603-10612 (2018)］。こ
の生産菌は、有用脂肪酸の有効な生産宿主としてのポテンシャルを有するもの、商品価値に乏し
い Oleと Palしか生産しない。これらを付加価値の高い脂肪酸に転換することが課題だった。 
生産菌の FasAを欠損して FasBだけを残すと、Palだけを高生産する菌株が得られることを報
告した（Pal単独生産菌）［日本農芸化学会 2019年度大会、1C7a09（2019）］。また、FasAの欠損
は Ole の要求性を伴ったが、この要求性は Ole に限らず Pol でも満たせることを明らかにした
［日本農芸化学会 2020年度大会、3A11p16（2020）］。このことは、Pal単独生産菌で Polの合成
が起これば、そのような菌株は脂肪酸非要求性になるから、ポジティブに選抜できることを意味
する。一方、他菌種に目を向けると、緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）は、DesBCと呼ばれる
脂肪酸不飽和化酵素を持つ。Pal-CoAを不飽和化して Pol-CoAを生成する酵素である 4)。これら
を組み合わせれば、Pal 単独生産菌が FasB で合成する Pal-CoA を直接の基質とする Pol 生産菌
の育種が可能である。このように考え、本研究課題「パルミトレイン酸生産菌の開発」を構想す
るに至った。育種戦略の概要を図 1に示す。 

２． 研究の目的 
 
（1）本研究の目的は、Pol生産菌を育
種することである。そのために、Pal単
独生産菌を宿主に、Pal-CoAをPol-CoA
に変換する代謝系を成立させる。 
 
（2）上記の代謝系の成立に寄与する
遺伝学的要因を明らかにするととも
に、Pol 生産性の向上を導く培地条件
を見出すことも課題とした。 
 
３．研究の方法 
 
 desBC遺伝子の選定は、広範なホモ
ロジー解析にて行った。選定した
desBC遺伝子はプラスミドで恒常発現
させた。変異の同定は次世代シーケン
サーを用いた全ゲノム解析で行った。脂肪酸分析にはガスクロマトグラフィーを用い、Polの同
定は標品との重ね打ちで行った。 
 
４．研究成果 
 
 Pal-CoA を Pol-CoA に変換する酵素を調査した結果、緑膿菌が DesBC を持つという知見に行
き着いた。しかし、緑膿菌は日和見性感染症の原因菌であり、DesB はその感染に関与すること
が示唆されている 5）。その使用は、先々の実用菌の育種を考えると社会的な抵抗感を伴うことが
懸念された。そこで、緑膿菌の DesBのアミノ酸配列を基に広範なホモロジー解析を行い、① 菌
株が入手可能であること、② 病原菌でないこと、③ desC ホモログ遺伝子とオペロンを形成し
ていることの 3 点を条件に、DesB と同じ働きを持つ酵素遺伝子を検索した。その結果、
Pseudomonas 属の一種が、これらの条件を満たす desBホモログ遺伝子を持つことが判明した。
この菌種の desBCオペロンの発現プラスミドを構築し、Pal単独生産菌に導入して、生育挙動を



解析した。 
 期待に反して、この導入だけでは宿主の脂肪酸要求性は消失しなかった。しかし、導入株から
要求性が消失した変異株が自然変異で得られることを見出した。そのようにして得られた代表
株M-1を通常の最少培地（糖源として 10 g/Lのグルコースを含み、鉄源として 10 mg/Lの FeSO4・
7H2O を含む）で培養したところ、ごく微量ながら Polを生産していることが判明した［日本農
芸化学会 2020年度大会、3A11p16（2020）］。また、プラスミドを脱落させると脂肪酸要求性に戻
ったことから、M-1株の脂肪酸非要求性の生育はプラスミドに依存していることが判明した。 
 M-1 株は DesBCを働かせる何らかの変異を有すると考えられた。これを同定し、特徴づけを
行うことは、本研究の育種に重要な視点を与えるものと期待された。全ゲノム解析を実施したと
ころ、M-1株は、細胞内での鉄の利用性の向上に寄与すると考えられる変異を有していた。親株
である Pal単独生産菌での再構築実験により、この変異が原因変異であることを確認した。注目
すべきは DesBCが鉄酵素であるという点である。同変異は細胞内の鉄の利用性を高めることで、
DesBCの機能発現を導いていると考えられた。 
 本研究の育種には鉄が重要な意味をも
つ。M-1株の Polの生産性を向上させる目
的で、鉄の利用性の観点から培地条件を
検討した。通常の最少培地に、コリネ菌が
利用可能な別種の鉄源を追加したところ
（図 2、条件①）、Polの生産量は 7倍に増
加し（17 mg/L → 119 mg/L）、Pal → Pol
の変換率［Pol / (Pal + Pol)］が大幅に改善
された（9% → 58%）。この条件に、さら
に、鉄の利用性を高める条件を付与する
と（図 2、条件②）、Polの生産量は元の 9
倍以上に増加し（17 mg/L → 160 mg/L）、
変換率は 80%を超えた。全脂肪酸量はい
ずれの条件でも 200 mg/L 前後で変わら
ず、Pol以外の脂肪酸は Palのみと言える
脂肪酸組成だった（図 2）。すなわち、生
産された全脂肪酸に占める Pol の割合を
80%まで高めることができた。80%もの
Polから構成される脂肪酸生産はこれが初
めての例である 1, 6-12）。 
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