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研究成果の概要（和文）： 
 
 還元的物質変換反応は、バイオマスの有効利用ならびにバイオマスからの石油系原料化合物

生産に有効であると考えられている。そこで、微生物を対象に、ユニークな還元的脂肪酸・有

機酸代謝を探索し、見いだされた代謝系を、反応・酵素・遺伝子の観点から解析した。また、

見いだされた反応を、様々な機能性脂質（共役脂肪酸、水酸化脂肪酸、部分飽和脂肪酸）や、

脂肪族アルコール類などの生産へと応用した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 Reductive chemical reactions are useful for biomass utilization and biomass 
transformation to petro-chemical compounds.  Reductive metabolisms of fatty acids and 
organic acids were screened in microorganisms and the reactions, enzymes, and genes 
involved in the metabolisms were analyzed.  Furthermore, the reactions were applied to 
functional lipid (conjugated fatty acids, hydroxyl fatty acids, and partially saturated fatty 
acids) production and fatty alcohol production.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００８年度 5,600,000 1,680,000 7,280,000 

２００９年度 5,000,000 1,500,000 6,500,000 

２０１０年度 4,300,000 1,290,000 5,590,000 

年度    

  年度    

総 計 14,900,000 4,470,000 19,370,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・応用微生物学 
キーワード：還元反応、脂肪酸、有機酸、嫌気反応、共役化反応、飽和化反応、嫌気性微生物 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 還元的物質変換機能がバイオマスの有効

利用ならびにバイオマスからの石油系原料

化合物生産に重要であることは、例えば、米

国において DuPont社が開発したグルコース

からの 1.3-プロパンジオール生産の例にも明

らかである。この場合鍵となる反応は、グリ

セロールの 3-ヒドロキシプロピオンアルデ

ヒドを経る 1.3-プロパンジオールへの変換で

あり、この過程ではジオールをアルデヒドへ
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と脱水する酵素ならびにアルデヒドをアル

コールへと還元する酵素が機能している。い

ず れ も 、 Clostridium 、 Citrobacter 、

Enterobacter、Klebsiella、Lactobacillus な

どの嫌気性細菌にその活性が見いだされて

いる還元的物質変換活性である。 
 一方、石油の主成分である飽和アルカン類

をバイオマスから生産する場合、植物ならび

に微生物により生産可能な不飽和脂肪酸類

を原料とした還元的プロセスを設計するこ

とができる。この際、鍵となる反応は、不飽

和脂肪酸の飽和化、飽和脂肪酸の脱炭酸、も

しくは、アルデヒド・アルコールを経る還元

反応となる。飽和化活性は、嫌気性ルーメン

細菌や乳酸菌に、脱炭酸活性は藻類に、アル

デヒド・アルコールを経る還元活性は Vibrio

属の嫌気性細菌に報告例があるが、詳細な検

討はなさていない。 
また、Clostridium 属細菌において酪酸が

ブタノールへと還元されることが知られて

いるが、同様のカルボキシル基のアルコール

への還元反応がジカルボン酸の変換に適応

できれば、汎用性のポリマー原料となるジオ

ールを発酵生産可能なコハク酸などのジカ

ルボン酸を原料として誘導するプロセスの

構築が期待できる。 
 以上のように、植物バイオマスである糖

質・油脂、ならびに微生物により発酵生産可

能な脂肪酸･ジカルボン酸などから、現在の

化学工業で利用されている石油系原料化合

物の誘導を想定する場合、還元的脂肪酸･有

機酸変換機能が重要となってくる。しかし、

これらの機能が微生物において産業利用の

観点から網羅的に探索され、詳細に解析・検

討された例は少ない。 
 
２．研究の目的 
 筆者らは脂質の微生物変換研究を展開す

るなかで、嫌気性細菌に新規な還元的不飽和

脂肪酸代謝を見いだし、不飽和脂肪酸の水

和・脱水を伴う共役脂肪酸への異性化、二重

結合の飽和化などの興味深い反応の関与を

明らかにするとともに、これらの反応を共役

脂肪酸などの新規機能性脂質の生産へと応

用してきた。本研究ではこれらの実績に基づ

き、嫌気性細菌における還元的脂肪酸代謝研

究を酵素・遺伝子・反応機構レベルへと深化

させ基礎的知見を得るとともに、その成果を

様々な機能性脂質、脂肪族アルコール類、飽

和アルカン類などの生産へと応用すること

を目的とする。 
 
３．研究の方法 

第一の課題として、脂肪酸分子内に存在す

る炭素‐炭素二重結合を還元的に飽和化す

る反応の解析と応用に取り組んだ。具体的に

は、リノール酸の共役リノール酸への異性化

に関して高活性を示す乳酸菌 Lactobacillus 

plantarum AKU1009aにおける不飽和脂肪酸飽

和化代謝系を解明した。 

 第二の課題として、脂肪酸分子内のカルボ

キシル基をアルコールへと還元する反応の

解析と応用に取り組んだ。脂肪酸のアルデヒ

ド・アルコールを経る還元反応が Vibrio 属

などの嫌気性細菌に報告されているが、詳細

な検討はなされていない。筆者らは、嫌気性

細菌における不飽和脂肪酸飽和化反応の研

究過程で、Eubacterium 属細菌が、脂肪酸を

脂肪族アルコール類へと変換することを見

いだし、その詳細を解析した。 

 

４．研究成果 

 （１）不飽和脂肪酸飽和化反応の解析、高

活性菌の探索と新規機能性脂質生産への応

用 

これまでに Butyrivibrio fibrisolvens な

どの嫌気性細菌が不飽和脂肪酸を共役脂肪

酸を中間体とする経路にて飽和化すること

が知られていた。筆者らは、リノール酸を共

役リノール酸へと変換する活性が高い

Lactobacillus plantarum AKU1009a における

脂肪酸飽和化反応経路を解析した結果、図 1

に示す新規な不飽和脂肪酸飽和化経路を見

いだした。本経路においては、リノール酸は

まず水和され 10-hydroxy-12-octadecenoic 

acid （HY）となり、HY が脱水異性化される

こ と で 共 役 リ ノ ー ル 酸 （ c9,t11-CLA; 

cis-9,trans-11-octadecadienoic acid 及び

t9,t11-CLA; trans-9,trans-11-octadeca- 

dienoic acid）が生成し、これが trans-10- 

octadecenoic acid を経てステアリン酸へと

飽和化される。 

まず、リノール酸を共役リノール酸へと変

換する酵素系の解析を行った結果、膜画分に

一つ、可溶性画分に二つ、本反応に関与する

蛋白質が存在することを明らかにし、膜画分

に存在するタンパク質を CLA-HY、可溶性画分

に存在するタンパク質を CLA-DHと CLA-DCと

した。これらの３つの蛋白質、CLA-HY、CLA-DH、

CLA-DC を用いて反応の詳細を解析した結果、

リノール酸の共役化反応はこれら３つ全て

の蛋白質が存在したときのみ進行すること

が明らかとなった。続いて、リノール酸共役

化に関与する上記 3つの酵素をコードする遺

伝子をそれぞれ L. plantarum AKU1009a から

クローニングし、発現ベクターを構築した。

形質転換により大量発現大腸菌を作製し、酵

素の精製及び諸性質の検討を行った。 

精製 CLA-HY の吸収スペクトルを測定した

結果、450 nm 付近に極大吸収を確認したこと

から、CLA-HY はフラビン酵素であること判明

した。精製酵素を FAD、リノール酸と共に反

応に供した結果、10-hydroxy-cis-12- octa- 

decenoic acid (HYA)の生成が観察された。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また CLA-HY は炭素数 18 で 9 位に cis 型の二

重結合を有するオレイン酸、α-リノレン酸、

γ-リノレン酸をそれぞれ対応する 10-ヒド

ロキシ脂肪酸へと変換した。精製 CLA-DH は

CLA-HY, CLA-DCの存在下においてリノール酸

を CLA1及び CLA2 へと変換することを確認し

た 。 ま た CLA-DH は short-chain 

dehydrogenase/oxidoreductase と相同性が

高く、NAD＋存在下で HYA を 10-oxo-cis-12- 

octadecenoic acid へと変換した。精製

CLA-DC の機能については明らかとなってい

ないが、acetoacetate decarboxylase と相同

性を示す蛋白質であり、リノール酸から

CLA-HY、 CLA-DH の作用により生成する

10-oxo-cis-12-octadecenoic acid を

10-oxo-trans-1１- octadecenoic acid に変

換すると考えられた。 

 また、CLA-HY、CLA-DH、CLA-DC の遺伝子情

報を、L. plantarum のゲノム情報に照らし合

わせた結果、CLA-DH、CLA-DC と隣接して存在

し、nitroreductase と相同性を示す遺伝子

CLA-ER を見いだした。本酵素を L. plantarum 

AKU1009a からクローニングし、発現ベクター

を構築後、形質転換により大量発現大腸菌を

作製し、酵素の精製及び諸性質の検討を行っ

た。その結果、CLA-ER が 10-oxo-trans-1１- 

octadecenoic acid を 10-oxo-octadecanoic 

acid へと飽和化する活性を示すことが明ら

かとなった。これにより、CLA-HY、CLA-DH、

CLA-DC、CLA-ER により触媒される不飽和脂

肪酸飽和化反応の全体像が明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

すなわち、CLA-HY により触媒される不飽和脂

肪酸の水酸化脂肪酸への水和、CLA-DH により

触媒される水酸化脂肪酸の酸化と、引き続き

CLA-DC により触媒される二重結合の転移 

によるエノンの生成、さらには、CLA-ER によ

り触媒されるエノンの還元を経て、それまで

の反応を折り返すように進行する CLA-DH の

逆反応である還元、CLA-HY の逆反応である脱

水反応により飽和化を完結する一連の不飽

和脂肪酸飽和化系路が明らかとなった。 

 また、この不飽和脂肪酸飽和化系路に関与

する 4 つの酵素 CLA-HY、CLA-DH、CLA-DC な

らびに CLA-ER について、有用物質生産への

応用を検討した。その結果、CLA-HY に関して、

ポリマー原料、潤滑剤、界面活性剤等に利用

される水酸化脂肪酸の生産に有用であるこ

とを見いだした。具体的な生産例としては、

オレイン酸を基質とした際に、収率約 90%に

て 30 g/Lの 10-ヒドロキシステアリン酸の生

産を達成した。さらに、CLA-HY、CLA-DH、

CLA-DC の３種の蛋白質から構成される複合

酵素系を共発現する大腸菌を用い、α-リノ

レン酸、γ-リノレン酸、ステアリドン酸を

基質とし対応する共役高度不飽和脂肪酸を

生産するプロセスを構築した。 

 

（２）脂肪酸のアルデヒド・アルコールを経

る還元的代謝の解析、高活性菌の探索と石油

系化合物生産への応用 

 脂肪酸のアルデヒド・アルコールを経る還

元反応が Vibrio 属などの嫌気性細菌に報告
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されているが、詳細な検討はなされていない。

著者らは、嫌気性細菌における不飽和脂肪酸

飽和化反応の研究過程で、Eubacterium 属細

菌が、脂肪酸を脂肪族アルコール類へと変換

することを見いだし、その詳細を解析した。

パルミチン酸を添加した GAM 培地を用いて、

Eubacterium 属細菌を培養し、培養液上清を

ガスクロマトグラフィーにて分析したとこ

ろ１-ヘキサデカノールの生成を確認した。

よって Eubacterium 属細菌は、脂肪酸を対応

するアルコールへと還元することが明らか

となった。本還元反応の基質特異性を検討し

た結果、炭素数 3 から 24 の飽和脂肪酸、炭

素数 10 から 16 のジカルボン酸、芳香族カル

ボン酸などをそれぞれ対応するアルコール

へと変換することが判明した。 

コハク酸をプロピオン酸へと脱炭酸する

菌株、及びプロピオン酸を 1-プロパノールへ

と還元する菌株の探索を行った。その結果、

コハク酸からプロピオン酸を生産する

Selenomonas ruminantium JCM 6582 及び、プ

ロピオン酸から 1-プロパノールを生産する

Clostridium sporogenes JCM 1410 を取得し

た。各反応に対する最適条件の検討を行い、

これら２株の混合培養による 1-プロパノー

ル生産を試みた。その結果、コハク酸を原料

としプロピオン酸を経由する 1-プロパノー

ル生産に成功した。 

 以上、新たに見いだされた還元的脂肪酸代

謝に関わる酵素反応・微生物変換反応は、

様々な生理活性が期待される機能性脂質の

生産、ならびにバイオ燃料・ポリマー素材と

して期待される脂肪族アルコール類の新た

な生産法を提供しうると考えられる。 
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