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研究成果の概要（和文）：高機能性油脂を著量生産することから実用化が期待される海洋性真核微生物ラビリンチュラ
類において、カロテノイドなどの生理活性脂質の生産能は進化系統的に特異な生物機能と考えられるため、その機能獲
得の機構解明および応用技術の確立を目的とした。ゲノム・遺伝子発現情報をもとに解析した結果、新規な遺伝子転移
因子や脂質生合成酵素が見いだされたので、その構造と機能を明らかにするとともに、当該遺伝子の獲得機構について
考察した。

研究成果の概要（英文）：Thraustochytrids are marine eukaryotic microorganisms that are industrially promis
ing due to their ability of value-added lipid production and are considered to gain the evolutionally char
acteristic function of such lipid biosynthesis. To evaluate the hypothesis and elucidate its molecular mec
hanism, factors involving the gene transfer and lipid biosynthesis were analyzed based on genome and trans
criptome data. This revealed novel transposons and carotenoid synthase, which provided a model suitable fo
r examining the gain of specific function.
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１．研究開始当初の背景 
 ラビリンチュラ類は、菌類、藻類や原生生
物とは異なるクロミスタ界に属する従属栄
養性の真核微生物である。温帯・熱帯域の海
洋に広く分布し、一次分解者としての役割や
進化系統的に重要なモデル生物としての位
置付けが指摘されるほか、ドコサヘキサエン
酸などの高度不飽和脂肪酸（PUFA）を蓄積
することから、魚油などに代わる PUFA供給
源として注目されてきた。著者らも当初、
PUFAを標的として新規供給源を探索してい
たが、単離株の中に、同微生物群において報
告がなかったアスタキサンチンなどの抗酸
化性カロテノイド、キサントフィルを生産す
る新種株を見いだした（後にオーランチオキ
トリウム属と命名）。これを端緒に、新規株
の収集と系統分類、PUFAケモタクソノミー
の提唱、阻害物質を用いた脂質生合成系の解
析、組成脂質の酵素化学的改変などの研究を
通じて、油脂バイオテクノロジーの分野に新
たな局面を切り開いた。また、植物及び動物
性ステロールの生合成中間体であるスクア
レンを蓄積する株群を発見し、産業界へライ
センスするとともに、海洋生物における脂質
生合成の格好の研究対象になりうることを
示した。さらに、分子育種法を独自に開発し、
ラビリンチュラ細胞をプラットフォームと
する脂質の生合成・生産研究をさらに飛躍さ
せる環境を整えてきた。 
 
２．研究の目的 
 ラビリンチュラ類の進化系統に関する考
察及び予備研究において示唆された外因性
遺伝子獲得機構に着目している。すなわち、
ポリケチド・脂肪酸合成系と類似した PUFA
生合成系やキサントフィルを生産する形質
がラビリンチュラ類の特定の一群（主にオー
ランチオキトリウム属）において顕著である
ことから、同微生物群が遺伝子伝播の「ホッ
トスポット」となっている可能性が考えられ
た。そこで同群における遺伝子転移因子及び
脂質生合成遺伝子の解析を通じて外因性遺
伝子獲得機構を解明したいと考えた。 
 
３．研究の方法 
 オーランチオキトリウム属の形質転換は、
著者らが取得した特許第 4796786 号及び第
4796787号に記載の方法で、ゲノム相同組換
えによって行った。酵母における異種遺伝子
発現は、Gal1 プロモーターをもつベクター
を用いて誘導発現することにより行った。そ
の他の遺伝子操作と発現、解析ならびにタン
パク質や脂質の分析は常法に従って行った。 
 
４．研究成果 
 遺伝子転移モデルを構築するために、抗生
物質ゼオシンに感受性を示すオーランチオキ
トリウム属株と、同株から単離した構成発現
プロモーターの制御下にブレオマイシン（ゼ
オシン）耐性遺伝子を置いたプラスミドをも

つ大腸菌株（カナマイシン感受性）を作成し
た。これらを混合培養あるいは重層培養して、
耐性遺伝子を獲得することによってゼオシン
／カナマイシン耐性となったオーランチオキ
トリウム属株の単離を試みた。培地組成、培
養温度や初期細胞数・比などについて鋭意検
討したが、当初想定した安定的な結果が得ら
れなかったため、引き続き検証していくこと
とした。 
 オーランチオキトリウム属株の全ゲノム塩
基配列と、異なる増殖フェーズや培養温度で
の全遺伝子発現プロファイルの情報をもとに、
遺伝子転移因子や脂質生合成酵素の遺伝子に
ついて解析した。その結果、遺伝子転移に関
わるトランスポゾンにコードされるトランス
ポザーゼとして、他生物の既知遺伝子との相
同性から2種類存在することが分かった。それ
らは、トランスポザーゼと相同な領域のほか
に、レゾルバーゼやRNAポリメラーゼと相同
性を示す領域を含んでおり、新たなタイプの
多機能型酵素である可能性が示唆された。 
 同様にして、PUFAの生合成に関わる3つの
酵素遺伝子を同定した。脱水素酵素ドメイン
とそれに近接する機能未知ドメインをコード
する遺伝子を破壊して抗生物質耐性遺伝子カ
セットを導入するプラスミドを作成し、オー
ランチオキトリウム属株のゲノムDNAに挿
入したところ、不飽和脂肪酸要求性の変異株
が取得できたことから、同遺伝子がPUFA生
合成に必須であることが分かった。この栄養
要求性に対して各種の不飽和脂肪酸で相補試
験を行ったところ、相補の程度が脂肪酸の炭
素鎖長や不飽和度に相関しないという興味深
い結果が得られた。特に、野生株に多く含ま
れるドコサヘキサエン酸と構造が似ているエ
イコサペンタエン酸の相補活性が低かったこ
とは意外であり、脂質膜の安定化において特
異な構造要求性が存在することが示唆された。 
 さらに、カロテノイド生合成系についても
検討し、特に新規に見いだしたカロテノイド
合成酵素の構造機能について考察した。本酵
素は、他の生物においては独立して存在する3
種の酵素の融合タンパクであり、生合成経路
上で連続する3つの酵素反応を1酵素分子で触
媒する。同酵素の酵素学的諸性質や構造機能
相関を解析するため、同種あるいは酵母など
の異種宿主において発現生産系を構築し、そ
の機能を確認した。また、同酵素の遺伝子発
現量は同経路上で働く他の酵素と比較して格
段に低レベルであることから律速酵素である
と考えられたが、栄養飢餓状態で発現亢進す
ることから、ストレス応答に関わる分子機構
についても鋭意解析しているところである。 
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