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研究成果の概要（和文）：

植物油を基質として、菌体内にワックス（脂肪酸と脂肪族アルコールのモノエステル体）を
蓄積する微生物 Aeromonas hydrophia N-6 株を単離した。この菌株が生産するワックスは、
天然油脂中にはあまり存在しない希少不飽和脂肪酸および希少不飽和脂肪族アルコールで構成
されていた。これらの物質は、化学法での合成が困難であることから、本研究で開発した微生
物変換法は、希少不飽和脂肪酸および希少不飽和脂肪族アルコールの新たな合成法として期待
される。

研究成果の概要（英文）：
We isolated a new microorganism capable of converting vegetable oil to wax esters

(mono-ester of fatty acid and fatty alcohol) which were accumulated inside the cells. The
wax esters produced by the strain were composed of rare unsaturated fatty acids and rare
unsaturated fatty alcohols. These compounds are not commonly observed in natural oils
and are difficult to synthesis by industrial chemical method. Thus, we suggest that new
bioprocess (microbial conversion) using this strain can be developed to generate those rare
unsaturated fatty acids and rare unsaturated fatty alcohols.
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１．研究開始当初の背景
炭素の鎖長数が 14～16 個で二重結合が 1

～3 個の不飽和脂肪酸および不飽和脂肪族ア
ルコールは、天然油脂中には殆ど存在しない。

これらの物質を化学法で合成することも困
難（特に不飽和脂肪族アルコールは困難）で
ある。そこで、天然油脂中には殆ど存在しな
いこれらの希少不飽和脂肪酸および希少不
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飽和脂肪族アルコールを効率的に製造する
方法の確立が求められている。

２．研究の目的

我々は、植物油を基質として菌体内にワ
ックス（不飽和脂肪酸と不飽和脂肪族アル
コールのモノエステル体）を蓄積する微生
物を単離している。本研究では、これらの
微生物を用いた微生物変換法を用いて、天
然油脂を構成する脂肪酸（主に鎖長数18個、
二重結合1～3個）の鎖長数を減少させるこ
と、および脂肪酸の分子内カルボキシル基
をヒドロキシル基に還元することにより、
ユニークで希少な不飽和脂肪酸および不飽
和脂肪族アルコールをそれぞれ創生するこ
とを目的とする。
本研究期間内では、菜種油、サフラワー油、

アマニ油から効率良く目的物質を生産させ
るための培養条件の検討、目的物質の精製、
不飽和脂肪酸および不飽和脂肪族アルコー
ルの組成分析、および生成物のガスクロマ
トグラフィー質量分析計による構造解析
を行う。

３．研究の方法
微生物を NB 液体培地（1%魚肉エキス、

2%ペプトン、 0.1%塩化ナトリウム、
pH7.0）に植菌し、27℃で 1 晩、振盪し
ながら培養した。さらに、培地容量に対
して 5%の植物油を添加し、27℃で振盪
しながら所定の時間、培養を継続した。
培養後、培地容積に対して 2 倍量のクロ
ロホルム /メタノール (2:1, vol/vol)で菌
体内外の粗油分を抽出した。この粗油分
のガスクロマトグラフィー (GC)分析に
より（トリカプロインを内部標準とす
る）、培養液 1 mL 当たりのワックス生
産量を求めた。菌体から抽出した粗油分
のシリカゲルクロマトグラフィーによ
りワックスを精製後、このワックスを、
エタノール /水酸化ナトリウム存在下で
ケン化分解し、遊離脂肪酸画分と脂肪族
アルコール画分に分画し、それぞれの画
分の組成を GC で分析した。遊離脂肪酸
画分と脂肪族アルコール画分は、3-ピリ
ジンメタノールまたは 3-ピリジン酢酸
でカルボキシル基またはヒドロキシル
基をそれぞれ修飾後、ガスクロマトグラ
フィー質量分析計で分析することによ
り、不飽和脂肪酸および不飽和脂肪族アルコ
ールの二重結合の位置を調べた。

４．研究成果
植物油を基質として菌体内にワックスを

蓄積する微生物 11 株を保持している。そこ
で、菜種油を基質として、これらの 11 株を
培養したところ、9 株が生産するワックスを

構成する脂肪酸画分中の脂肪酸組成は、基質
である菜種油の脂肪酸組成と有意な差がな
かった。ところが、残りの 2 株が生産するワ
ックスを構成する脂肪酸画分中の脂肪酸組
成は、菜種油の脂肪酸組成と大きく異なり、
鎖長数が 2 または 4 個短くなった不飽和脂肪
酸含量が有意に高かった。この結果は、既報
には報告されていない新規な発見であった。
なお、ワックスは培養上清中には存在せず、
菌体内に存在していた。

これらの 2 株の微生物の属・種名を同定し
たところ、共に同じ属・種に属していること
が分かったので、それらのうちの 1 株、
Aeromonas hydrophia N-6 株（図 1）を選択
し、以降の実験に用いた。

図 1. Aeromonas hydrophia N-6 株の電子顕
微鏡写真

次に、菜種油を基質とした時の A.
hydrophia N-6 株の培養における培地組成な
どの影響について検討した。その結果、培地
は NB 液体培地（1%魚肉エキス、2%ペ
プトン、0.1%塩化ナトリウム）、培地の
pH は 7.0、培養温度は 25-30℃、基質は
トリアシルグリセロール（油脂）、基質
量は培地容量に対して 5 wt%が最適で
あった。

菜種油を基質とした時の A. hydrophia
N-6 株の培養の経時変化を図 2 に示す。菜種
油は、培養開始から 24 時間後に添加した。
菜種油の添加以降、菌体内のワックス含量が
増加し、培養液中の基質が減少した。120 時
間後に培地中の基質がほぼ消費されると、ワ
ックス含量は徐々に低下した（図 2(A)）。ワ
ックスを構成する脂肪酸画分中の脂肪酸組
成を調べたところ、培地中の基質がほほ消費
される 120 時間目以降、鎖長の短くなった脂
肪酸の含量が、それ以前と比べて有意に上昇
した（図 2(B)）。一方、ワックスを構成する
脂肪族アルコール画分中の脂肪族アルコー
ル組成は、培養期間を通じてほぼ一定であっ
た（図 2(C)）。

そこで、この鎖長の短くなった脂肪酸含量



が有意に上昇する時点で培養を終了させる
こととし、菜種油、サフラワー油、アマニ油
を基質とした時の不飽和脂肪酸および不飽
和脂肪族アルコールの組成およびそれらの
構造を調べた。

図 2. 菜種油を基質とした時の A. hydrophia
N-6 株の培養の経時変化。

(A)培地に残存する基質(△)と菌体内のワ
ックス(●)含量、(B)ワックスを構成する遊
離脂肪酸画分中の脂肪酸組成（白色ボック
ス; C18 脂肪酸の合計, 黒色ボックス; C16
脂肪酸の合計, 灰色ボックス; C14脂肪酸の
合計）、(C)ワックスを構成する脂肪族アル
コール中の脂肪酸組成（記号は(B)と同じ）。

菜種油を基質とした時、原料中にはオレイ
ン酸(cis9-C18:1)が 62.4 wt%含まれていたの
に対して、ワックスを構成する脂肪酸画分中
には、オレイン酸が 23.8 wt%に減少し、こ
れに代わって 9-C18:1 の脂肪酸のカルボキシ
ル末端側から 2 および 4 個の炭素が減少した
7-C16:1 および 5-C14:1 の脂肪酸がそれぞれ
28.1 wt%、および 8.0 wt%含まれていた。一
方、ワックスを構成する脂肪族アルコール画
分中には、7-C16:1 および 5-C14:1 の脂肪族
アルコールがそれぞれ 32.4 wt%、および 4.6
wt%含まれていた。

サフラワー油およびアマニ油を基質とし

て生産されたワックスを構成する不飽和脂
肪酸の組成および構造を調べたところ、
7,10-C16:2、5,8-C14:2（以上、サフラワー油
由来）、7,10,13-C16:3（アマニ油由来）の不
飽和脂肪酸がそれぞれ 34.3、15.6、12.3 wt%
含まれていた。一方、ワックスを構成する脂
肪族アルコール画分中には、9,12-C18:2、
7,10-C16:2（以上、サフラワー油由来）、
9,12,15-C18:3、7,10,13-C16:3（以上、アマ
ニ油由来）の不飽和脂肪族アルコールがそれ
ぞれ 45.4、30.2、30.0、13.2 wt%含まれてい
た。

以上の物質はいずれも天然油脂中には殆
ど存在しない希少な物質であった。

図 3. 菜種油を基質とした時の A. hydrophia
N-6 株が生産するワックスの推定生産機構。
関与する酵素：1, アシル-CoA 合成酵素;

2, アシル-CoA 脱水素酵素; 3, エノイル
-CoA ヒドラターゼ; 4, 3-ヒドリキシアシル
-CoA 脱水素酵素; 5, 3-オキソアシル-CoA
チオラーゼ; 6, アシル-CoA 還元酵素; 7,
脂肪族アルデヒド還元酵素; 8, アシル-CoA
脂肪族アルコールトランスフェラーゼ。

A. hydrophia N-6 株が生産するワックス
の推定生産機構を図 3 に示す。始めに、植物
油が遊離脂肪酸に加水分解されて菌体内に
取り込まれた後、アシル Co-A に変換される。
このアシル Co-A は、β―酸化系に導入され、
カルボキシル基側から 2個ずつ鎖長が減少し
ていく。通常の場合は、一旦、脂肪酸がβ―
酸化系に導入されると、全ての鎖長(炭素)が
消費されるのに対して、A. hydrophia N-6 株
では、鎖長数が 2 または 4 個減少した段階で
停止したアシル Co-A が多く蓄積する。この
後、2 種類の還元酵素によりアシル Co-A が
不飽和脂肪族アルコールに還元される。最後
に、アシル Co-A と不飽和脂肪族アルコール
がエステル結合し、ワックスとして菌体内に
蓄積する。
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本研究の特徴は、天然油脂から希少な不飽
和脂肪酸と希少な不飽和脂肪族アルコール
を製造することに成功した事である。現在、
化学法を用いて、不飽和脂肪酸のカルボキシ
ル基側から 2 または 4 個の炭素数を減少させ
ることは困難である。また、工業的に適用可
能な化学法により脂肪酸を脂肪族アルコー
ルに変換可能であるが、その条件が苛酷であ
るため、飽和脂肪族アルコールまたは二重結
合が 1 個だけのオレイルアルコール(C18:1)
の製造に限定されている。実験室レベルでは、
LiAlH4 を用いて二重結合が 2 個以上ある不
飽和脂肪酸の分子内カルボキシル基を還元
し、不飽和脂肪族アルコールに変換すること
ができる。しかし、LiAlH4 を用いる方法は、
用いる試薬の危険性から、工業的プロセスへ
の適用が困難である。これに対して、本研究
で開発した A. hydrophia N-6 株を用いる微
生物変換法は、温和な条件下で、不飽和脂肪
酸のカルボキシル基側から 2 または 4 個の炭
素数を減少させることができ、また二重結合
が 2個以上ある不飽和脂肪酸のカルボキシル
基だけを選択的に還元して不飽和脂肪族ア
ルコールに変換することができる。しかも、
このバイオプロセスを用いる微生物変換法
は、発酵タンクなどを用いることによってス
ケールアップが可能であり、希少な不飽和脂
肪酸と希少な不飽和脂肪族アルコール（特に、
二重結合が 2 個以上）の新規な製造プロセス
として期待できる。

今後は、不飽和脂肪酸と不飽和脂肪族アル
コールの更なる培養条件の最適化（生産量向
上）、機能性のある不飽和脂肪酸の不飽和脂
肪族アルコールへの変換、およびこれらの物
質の利用用途の検討を行う。
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