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研究成果の概要（和文）：(1) Shewanella livingstonensis Ac10におけるドコサヘキサエン酸からエイコサペ
ンタエン酸への新奇物質変換能に着目し、これを担う分子基盤を研究した。その結果、この変換がβ-酸化経路
を経て起こることを明らかにし、またリン脂質合成との共役が重要である可能性を見出した。(2) 同菌の近縁種
Shewanella vesiculosa HM13を用いて、有用脂質の生産と膜小胞への積込みを検証した。現在までにそれらの脂
質の生産には至っていないが、生産系の改善に向けた知見を得た。

研究成果の概要（英文）：(1) I focused on the novel bacterial ability to convert docosahexaenoic acid
 to eicosapentaenoic acid in Shewanella livingstonensis Ac10 and studied on the underlying molecular
 mechanism. As a result, I found that this conversion occurs via β-oxidation pathway and possibly 
requires the coupling with phospholipid synthesis. (2) I attempted to produce valuable lipids and 
load them to membrane vesicles using Shewanella vesiculosa HM13. Although the attempts have not 
succeeded yet, I gained some idea to improve the production system.

研究分野：応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
当該の脂肪酸はω-3高度不飽和脂肪酸に分類され、人の健康維持・増進に深く結びついていることから食事やサ
プリメントからの摂取が推奨されるが、その供給源の1つとして微生物が注目されている。本研究成果はω-3高
度不飽和脂肪酸の微生物生産に取り入れることで生産能を拡張できることが期待される。また、人などの哺乳動
物や真核微生物でもω-3高度不飽和脂肪酸の代謝変換が確認されているがその分子機序は不分明である。本研究
成果は生物によるω-3高度不飽和脂肪酸の代謝を追究するうえで基礎的に重要な発見であると考える。

※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 
エイコサペンタエン酸 (EPA) やドコサヘキサエン酸 (DHA) 
は ω-3高度不飽和脂肪酸 (PUFA) の一種であり (図 1)、人の健康
維持・増進に欠かせない栄養素であるが、人は PUFAを de novo
合成できないため食事やサプリメントから補う必要がある。これ
らの ω-3 PUFAの供給源の 1つとして、EPAや DHAを生産する
海洋性細菌が注目されている。これらの細菌は ω-3 PUFA の de 
novo合成が可能であり、1996年に EPAの生合成を担う pfa遺伝
子  (pfaA−pfaE) が同定されて以降、異種の細菌を用いた
EPA/DHAの生産系の構築や、各種 PUFAを作り分ける酵素反応
機構の解明が精力的に進められてきた。一方で、これらの細菌における分解や変換といった生合
成以外の代謝反応に関しては知見が乏しく、EPA/DHAの産業利用に資する微生物および遺伝子
資源の新規探索・開拓に取り組むことを考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では次の 2つのテーマに取り組んだ。 
(1) 申請者らの研究グループはこれまでに、EPA生産能を有する低温適応性細菌 Shewanella 

livingstonensis Ac10を用いてEPAの代謝や低温適応における働きを分析してきた。その中で、
EPAの de novo合成能を欠いた変異株 (ΔEPA株) を培養する際、培地に DHA、あるいは DHA
をアシル基に持つリン脂質を添加すると、EPA を合成できることを見出した [Extremophiles 
(2008) 12:753−61]。このことから、本菌が培地中の DHAを取り込み EPAに変換する新奇の物
質変換能を持つことが予測され、本研究ではその分子基盤を明らかにすることを目的とした。 

(2) 申請者らの研究グループでは S. livingstonensis Ac10の近縁種で、細胞外膜小胞 (EMV) 
を多量に分泌する Shewanella vesiculosa HM13を単離している。EMVは脂質二重層で覆われ
た直径 20−250 nmの粒子であり、細胞表層の生体膜からの出芽等により生じ、小胞の内側にタ
ンパク質や核酸といった生体分子を内包する。本研究では、本菌に EPA等の有用な脂質分子を
高生産させた際に EMV に積み込まれないかと考え、この可能性を検証することを目的とした。
微生物を用いた物質生産において細胞外への分泌は生産性を高めるための手段の一つであり、
これに EMVを利用した新規微生物物質生産システムの構築を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) DHAから EPAへの変換を担う分子基盤の解明 
①申請者の先行研究により、DHAから EPAへの変換に β-酸化酵素であるアシル-CoAデヒド
ロゲナーゼ (FadE) と 2,4-ジエノイル-CoA レダクターゼ (FadH) が関わることを見出してい
る [Front. Microbiol. (2020) 11:1104; Biochem. Biophys. Res. Commun. (2020) 528:453−8]。
そこで本研究では、β酸化の残りのステップを担うエノイル-CoAヒドラターゼ/3-ヒドロキシア
シル-CoA デヒドロゲナーゼ (FadB、FadJ)、および 3-ケトアシル-CoA チオラーゼ (FadA、
FadI) の関与を検討した (図２)。このため、ΔEPA株を親株として fadB、fadA、fadJ、fadIの
各遺伝子を相同組換えにより破壊した単独遺伝子欠損株、また、fadBと fadJ、および fadAと
fadIの 2つを破壊した二重遺伝子欠損株 (ΔEPA/ΔfadB/ΔfadJ株、ΔEPA/ΔfadA/ΔfadI株) を作
製した。親株とこれらの変異株を DHA存在下で培養したのち、細胞から Bligh-Dyer法により
総脂質を抽出し、質量分析計 API3000を用いてリン脂質を分析した。さらに、リン脂質の脂肪
酸アシル基をメチルエステル体に変換し、ガスクロマトグラフ質量分析計 Clarus SQ8 GC/MS
を用いて分析した。また、広域宿主シャトルベクターpJRD-CmRに各 fad 遺伝子をクローニン
グして相補プラスミドを作製し、二重遺伝子欠損株に導入して培養したのち同様に脂質を分析
した。 
②一般的に、β-酸化は一連の酸化反応のくり返しによって脂肪酸をアセチル-CoA へと分解す
る異化経路である。β-酸化によって DHA から EPA を生じるにはこれらの反応をくり返さず１ 

 
図２．推定される DHAから EPAへの変換反応 

図１．EPA (上) と
DHA (下) の化学構造 



 
図３．予想される DHAから EPAへの変換反応とリン脂質合成反応の共役 

 
サイクルで止める必要があるが、その分子基盤は不分明である。仮説として、本変換反応がリン
脂質の合成反応と共役しており、DHA からの変換で生じた EPA がさらなる β-酸化を受ける前
にリン脂質にアシル鎖として取り込まれることを考えた (図３)。この可能性を検証するため、β-
酸化反応の最終ステップを担う FadAと、本菌において EPAをリン脂質に導入することが知ら
れているリゾホスファチジン酸アシル基転移酵素 PlsC1 [Trace Nutr. Res. (2012) 29:92−9] と
の相互作用を分析した。このため、HAタグをコードする塩基配列を ΔEPA株のゲノム中の fadA
に、また、His6タグをコードする塩基配列を plsC1に融合した変異株 (ΔEPA/fadAHA/plsC1His6

株) を作製した。この変異株をDHA存在下で培養したのち、脂質を抽出して質量分析に供した。
次に、同様にして調製した細胞を破砕してタンパク質を粗抽出し、抗 HA 抗体と Dynabeads 
Protein Gを用いた免疫沈降実験に供した。その過程で得られた各画分を SDS-PAGEとウェス
タンブロッティング分析に供し、FadAHAとともに PlsC1His6が共沈するか分析した。 
 
(2) S. vesiculosa HM13を用いた有用脂質の生産と EMVへの積込み 
①他の Shewanella属細菌と同じく、S. vesiculosa HM13は EPAの生合成を担う pfa遺伝子
を有するが、EPA の生産量は少ない。そこで、EPA 生産能を増強するため、pfa 遺伝子のプロ
モーターの置換を試みた。下流の遺伝子の発現を強力に促進する P49プロモーター (PP49) を相
同組換えにより pfaA の上流に導入し、変異株 (PP49-pfa 株) を得た。親株とこの変異株を培養
したのち総脂質を抽出し、リン脂質およびその脂肪酸組成を API3000と Clarus SQ8 GC/MSを
用いて分析した。 
②EPA以外の有用脂質として遊離脂肪酸、フラン脂肪酸 (FuFA)、カロテノイドの一種である
リコピンの生産を試みた。広域宿主シャトルベクターpJRD-CmRにプロモーター (PP49と PBAD) 
と生合成遺伝子 (遊離脂肪酸，変異型 tesA；リコピン，crtEIB) をクローニングした発現プラス
ミドを作製し、S. vesiculosa HM13に導入して各脂質の生産性を検討した。FuFAについては、
本菌は生合成遺伝子 ufaMDOを有するもののほぼ生産しないため、生産量を向上させるため初
発酵素であるメチル基転移酵素 UfaM、また UfaM のホモログであるシクロプロパン脂肪酸合
成酵素 Cfa に種々のアミノ酸置換を導入し機能改変を試みた。これらの酵素を大腸菌
Escherichia coliで異種発現させ、その脂質を抽出・分析した。また、この発現宿主にさらに ufaD
または ufaDOを導入し FuFAの生産を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) DHAから EPAへの変換を担う分子基盤の解明 
①PCR 法と DNA シーケンシン
グにより遺伝子の欠損を確認した。
親株と 4 種の単独遺伝子欠損株の
脂質を分析した結果、いずれの変異
株も親株と同等の EPAを生産して
おり、依然として DHA から EPA
への変換が起きることがわかった。
図２に示す通り、FadB と FadJ、
およびFadAとFadIは互いに機能
が重複するため、どちらか一方の存
在が本変換に十分である、またはこ
れらの β-酸化酵素は本変換と無関
係であることが考えられた。そこで
次に、これらの機能重複する遺伝子
の両方を欠損した二重遺伝子欠損
株を作製した。その脂質を抽出し分
析した結果、これらの変異株では
EPA量が減少しており、DHAから 

図４．二重遺伝子欠損株における DHAから EPAへの
変換能の低下。青，ΔEPA；橙，ΔEPA/ΔfadB/ΔfadJ；
グレー，ΔEPA/ΔfadA/ΔfadI。n=3。 



図５．免疫沈降サンプルの SDS-PAGE分析。a，銀染
色；b，抗His6抗体を用いたウェスタンブロッティン
グ。分子質量：FadA (▶)，41 kDa；FadB (▶)，77 
kDa；PlsC1 (▶)，27 kDa。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
EPAへの変換の低下が認められた (図４)。また、各 fad遺伝子を相補することで本変換能が回
復した。以上のことから、FadB、FadJ、FadA、FadIのいずれもが本変換に関与することがわ
かり、DHAが β-酸化経路全体を介して EPAに変換されることが明らかになった。 
②PCR 法と DNA シーケンシングにより、ペプチドタグをコードする塩基配列がゲノムに挿
入されたことを確認した。培養および脂質分析の結果、ΔEPA/fadAHA/plsC1His6株は親株である
ΔEPA株と同等の生育を示し、依然として EPAを生産することがわかった。このことから、タ
グ付加が FadA や PlsC1 の酵素機能を損なわないことを確認した。そこで次に、同変異株を利
用して免疫沈降実験を実施した。分析の結果、FadAHAとともに FadB が共沈すること (FadA
と FadBはヘテロテトラマーを形成することが知られる) が示唆され、免疫沈降が機能している
ことが確認された (図５a)。同様のサンプルをウェスタンブロッティング分析に供した結果、
PlsC1His6のバンドが認められ (図５b)、FadAと PlsC1が相互作用することが示唆された。より
確かな証明のため、ΔEPA/plsC1His6 株をコントロールとした対照実験を交えて検証する予定で
ある。 
 
(2) S. vesiculosa HM13を用いた有用脂質の生産と EMVへの積込み 
①PCR 法と DNA シーケンシングにより、PP49が pfaA の上流に導入されたことが確認され
た。脂質分析の結果、PP49-pfa株の EPA生産量は親株と同等であり、プロモーター置換による
生産能の増強は認められなかった。今後は、転写量を増やす以外のアプローチが必要である。 
②pJRD をベクターとした変異型 tesA の発現プラスミドを作製した。これを S. vesiculosa 

HM13に導入して培養したのち遊離脂肪酸を分析した。その結果、変異型 tesA発現株とベクタ
ーコントロールとで、また誘導剤の有無で遊離脂肪酸の量に変化はなかった。原因として本菌で
は E. coli 由来の PBADプロモーターが効果的に働かないことや誘導剤の取込みが弱いことが考
えられた。また、pJRDをベクターとした crtEIBの発現プラスミドの作製を試みたが、実験を
くり返したもののプラスミドは得られなかった。原因として、PP49を用いたリコピンの大量生産
が宿主細胞に阻害的に働くことが考えられた。今後は他のプロモーターの利用や遺伝子発現の
条件の最適化を検討する。 

FuFAの生産では、機能改変のため S. vesiculosa HM13由来の UfaMに変異を導入したが、
変異型 UfaM は野生型と同一の生成物を与えた。一方で、野生型 Cfa はシクロプロパン脂肪酸
を生じるが、変異型 Cfaは 2種のメチル化脂肪酸を生成した (図６)。これらは FuFA生産の中
間体およびその類縁体と考えられ、FuFAの生産性増強に利用可能であることが期待された。そ
こで次に、ufaD および ufaDO を導入し、当該のメチル化脂肪酸が FuFA まで変換されるかを
検証した。脂質分析の結果、UfaDの生成物であるジエン型の脂肪酸の生成が示唆されたが、最
終生成物である FuFA の生成は認められなかった。今後は UfaO への変異導入による機能改変
や培養条件の最適化を検討する。 

 
図６．Cfa発現株における脂肪酸クラスの割合 
紺，飽和脂肪酸；橙，不飽和脂肪酸；緑，シ
クロプロパン脂肪酸；水色，メチル化脂肪
酸。 
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