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研究成果の概要（和文）：　皮膚の微生物は健康と疾病に相関することから、アトピー性皮膚炎の炎症悪化に関
与する黄色ブドウ球菌と、健康に寄与する表皮ブドウ球菌に注目した。
　Aeromonas hydrophilaは9cis-C18:1含有植物油を基質とした時、7cis-C16:1と5cis-C14:1を生産する。
7cis-C16:1は黄色ブドウ球菌の生育を抑制し表皮ブドウ球菌の生育を抑制しない選択的抗菌活性があることか
ら、この脂肪酸の精製を試みた。酵素法による精製は困難であったが、ODSカラムを用いれば7cis-C16:1を86%ま
で精製することができ、選択的抗菌活性が確認された。

研究成果の概要（英文）：  Skin microbiota is concerned in several diseases and healthy condition, we
 thus focus on Staphylococcus aureus and S. epidermidis.
  Aeromonas hydrophila converted 9cis-C18:1 to 7cis-C16:1 and 5cis-C14:1. 7cis-C16:1 showed 
selective anti-bacterial activity which suppressed growth of S. aureus and did not suppress growth 
of S. epidermidis. So, we attempted purification of 7cis-C16:1. Purification of 7cis-C16:1 was not 
succeeded through enzymatic process, but ODS column was effective for purification of 7cis-C16:1 (86
% purity).

研究分野：応用微生物学、脂質工学、酵素工学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトの皮膚に常在する微生物・皮膚菌叢
（skin microbiota）は、ヒトの健康と疾病の
相関関係に深く関与している。そこで本研究
では、アトピー性皮膚炎（Atopic dermatitis, 
AD）などの皮膚疾患と皮膚菌叢の相関関係
に注目した。 
皮膚菌叢のうち、これまで Staphylococcus 

aureus （Au）と Staphylococcus epidermidis 
（Ep）に関する研究が以前から行われてきた。
健常者では Au よりも Ep が優勢に存在する
が、AD 患者の炎症部では Au が劇的に増加
し、ADの炎症悪化に関与する(1)。 

 
また、米国の研究グループの研究では、手
洗いが多いことにより皮脂が減少して手荒
れになりやすい病院の ICU の労働者の手で
は、Au が高頻度で検出されており、院内感
染が危惧される(2)。一方、Ep は Au の生育
抑制に関与する複数の物質を分泌している。
また最近、化粧品業界では、Ep を美肌菌と
してもてはやすようになっている。そこで、
Au の生育を抑制し Ep の生育を抑制しない
選択的抗菌活性をもつ素材の開発が求めら
れている。 
 
 
２．研究の目的 
大 阪 城 の 土 壌 か ら 単 離 し た 細 菌

Aeromonas hydrophila N-6（N6株）は、植
物油を基質とした時、原料油を構成する脂肪
酸の炭素数を-酸化により 2または 4個減少
させ、ワックス（脂肪酸と脂肪族アルコール
のモノエステル体）として菌体内に蓄積する
(3,4)。9cis-C18:1（オレイン酸）を豊富に含
む向日葵油（9cis-C18:1 含量, 81%）を基質
として本菌を培養したとき、7cis-C16:1（パ
ルミトレイン酸異性体）と 5cis-C14:1（ミリ
ストレイン酸）の混合物が生産された。 

 
7cis-C16:1 は、皮脂に元来から存在し Au
の生育を抑制している 6cis-C16:1（サピエン
酸）と同等の活性、つまり Au の生育を抑制
し、Ep の生育を抑制しない選択的抗菌活性

を保持することから、7cis-C16:1は ADで顕
著に増加する Au の生育を選択的に抑制し、
皮膚菌叢を健全化する素材として非常に有
用である。皮脂に存在するサピエン酸は天然
油脂からの入手が困難であることから、その
代わりとなる素材の開発が求められている。
そこで本研究では、植物油を基質とした N6
株の培養により得られた 7cis-C16:1 と
5cis-C14:1の脂肪酸混合物から、酵素法など
により、7cis-C16:1を精製し、選択的抗菌活
性で皮膚菌叢を健全化して ADの増悪化を予
防する素材の開発を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 抗菌活性は、微量液体希釈法により最少生
育 阻 止 濃 度 （ minimum inhibitory 
concentration, MIC）で評価した。供試試料
である各脂肪酸は、10,000 g/mL となるよ
うに DMSO に溶解した。Staphylococcus 
aureus subsp. aureus NBRC13276 または
Staphylococcus epidermidis NBRC100911 
（Type strain）を 3 mLのN.B.培地（0.5 wt%
鰹肉エキス、1 wt%ハイポリペプトン、0.5% 
NaCl, pH7.0）に 1白金耳植菌し、振とうし
ながら 37℃で一晩前々培養した。この前々培
養液を、植菌量が 10 wt%となるように新し
い NB培地 3.6 mLに植菌し、振とうしなが
ら 37℃で 3時間前培養した。660 nmにおけ
る濁度から、生菌数が 2.0 X 104 cfu/mLとな
るように N.B.培地（pH6.0）で希釈し、試験
菌株懸濁液を調製した。 
 234 Lの試験菌株懸濁液を 96穴丸底マイ
クロプレートの 2列目に分注し、3～11列目
には 130 L ずつ分注した。次いで、26 L
の供試試料（10,000 g/mL）をマイクロプレ
ートの 2列目に添加し、ピペッティングによ
り十分懸濁し、10倍に希釈した。次に、この
懸濁液 130 Lをマイクロプレートの 3列目
に添加して懸濁し、順次 2倍ずつ段階的に希
釈した。 
 マイクロプレートを 37℃にて 2 日間静置
培養した後、試験菌株の生育を、沈殿した菌
体の有無を目視により確認して判定し、試験
菌株の生育が見られなくなる供試試料の最
小濃度をMICとした。 
 
 
４．研究成果 
 (1) ヒトの皮脂中に存在する 6cis-C16:1 の
異性体で、限定的な植物油に存在し、試薬と
して入手が容易な 9cis-C16:1（パルミトオレ
イン酸）の、Auと Epに対する抗菌活性に及
ぼす培地の初発 pHの影響を調べた。 

pHを 5.0～8.5の範囲とし、MICを測定し
た結果、MIC に pH 依存性が認められ、Au
に対する抗菌活性が最も強い pHは 6.0、Ep
に対するそれは 7.0であり、中～アルカリ性
領域では両菌株に対する抗菌活性が同等で
あったが、弱酸性領域では選択的抗菌活性を



示す、つまり Au の生育を抑制し Ep の生育
を抑制しないことが分かった。 

 

 
これらの結果より、AD と健常者の皮膚表
層 pHと 6cis-C16:1含量、ADで Auが増え
る現象との相関関係が、下図のように説明可
能である。 

 

 
 

 
 

(2) 従来の活性評価法は、液体培地を用い
た単一微生物に対する MIC である。本研究
の最終目的は、複数微生物が混在する皮膚へ
塗布する医薬部外品・化粧品素材であり、前
記の評価法は実情に合致しない。そこで、Ep
だけが生育してくる素材開発を目的とし、皮
膚塗布モデル系として、Auと Epが共存する
寒天培地を用いて、どちらの微生物が優先化
するかを調べる新規抗菌活性評価法を開発
した。 
両菌株を塗布した寒天プレートに、培地に

9cis-C16:1を懸濁したモデル化粧品を、現実
的な塗布量に近い 2 g/cm2 で寒天表面に塗
布し、その共培養プレートを 37℃で培養した。
生育してきた菌を回収し、両菌の違いの判別
が可能な卵黄添加マンニット食塩寒天培地

に塗布後、生育してきた両菌株の相対比を求
めた。 
その結果、皮膚表層が弱アルカリ性である
アトピー性皮膚炎を模した pH7.5 の寒天培
地の時、C16:1が 0.5%（5000 g/mL）の試
料懸濁液を塗布しても Au が全く抑制されず、
両菌株が生育した。一方、健常者の皮膚を模
した pH6.0の寒天培地を用いた時、C16:1が
0.0313%（31.3 g/mL）の以上の試料懸濁液
を塗布したとき、Au が完全に抑制され、Ep
が優先化する選択的抗菌活性が認められた。 

 

 

 (3) 9cis-C18:1を81%含む向日葵油を基質と
したとき、Aeromonas hydrophila N-6が生
産する7cis-C16:1と5cis-C14:1の混合物（N6
脂肪酸, 未変換の 9cis-C18:1 も残存してい
る）からの 7cis-C16:1の精製を行った。 

N6 脂肪酸とラウリルアルコールをリパー
ゼ（Rhizopus japonicus または Candida 
rugosa由来）でエステル化後、エステル画分
と未反応脂肪酸画分の脂肪酸組成を調べた。
その結果、いずれのリパーゼを用いても、
9cis-C18:1は除去できたが、5cis-C14:1が除
去されず、7cis-C16:1 を精製できなかった。
これは、両リパーゼは、カルボン酸と、カル
ボン酸側から最初に来る二重結合の距離が
重要であり、9cis-C18:1 に良く作用するが、
7cis-C16:1と 5cis-C14:1には作用性が低く、
しかも両脂肪酸間での作用性に差がないた
めである。従って、リパーゼによる 7cis-C16:1
と 5cis-C14:1の分画は困難と判断した。 
この事について更に調べたところ、

9cis-C18:1と9cis-C16:1が等量混合している
シーベリーという果実由来の植物油を用い
て前記と同じ反応をさせたところ、
9cis-C18:1よりも9cis-C16:1の方が反応速度
が早いことが分かった。つまり、反応性の順
番は、9cis-C16:1＞9cis-C18:1＞7cis-C16:1, 
5cis-C14:1であり、C. rugosaリパーゼは、9
位に cis のある脂肪酸に最も良く作用する事、
同じ 9位に cisがある場合は炭素数 18個より
も 16 個の方が反応速度が速いことが分かっ
た。 
次に、工業スケールに適用可能な ODS オ
ープンカラムを用いた精製を試みた。ODS
を充填したカラムに N6脂肪酸をアプライし、
メタノール：水：トリフルオロ酢酸＝
95:5:0.05（vol/vol/vol）で溶出させたところ、
7cis-C16:1 と 5cis-C14:1 が分画され、
7cis-C16:1含量が 86%になった。これの抗菌
活性を調べたところ、Auを抑制し Epを抑制



しない選択的抗菌活性が認められ、当初の目
標を達成することができた。 
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