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研究成果の概要（和文）：微生物油脂をつくることのできるカビ Mortierella alpina の油脂生

産性を向上させるための研究を行った。まず、遺伝子の組み換え系を構築し、代謝改変を行う

ことで油脂の生産性を強化した。またこの菌は、アラキドン酸やエイコサペンタエン酸などの

有用脂肪酸だけでなるユニークなステロール類も生産する。そこで、ステロール生合成に関わ

る酵素遺伝子の機能を評価し、ステロール生産を向上させることができた。 

 
研究成果の概要（英文）：We worked on the research related with filamentous fungus 
Mortierella alpina which produces microbial oils rich in beneficial fatty acids such as 
arachidonic acid and eicosapentaenoic acid.  First, we constructed a gene manipulation 
system of this fungus and enhanced the lipid productivities by metabolic engineering.  
This stain accumulates not only beneficial fatty acids but also unique sterols.  Second, 
we evaluated enzyme genes involved in sterol biosynthetic pathways to improve sterol 
productivities by molecular breeding of this fungus. 
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１．研究開始当初の背景 
「脂質工学」のなかで、研究代表者らがこれ
までに深く携わってきた「脂肪酸発酵」と称
する分野においては、ミード酸、ジホモ--
リノレン酸、アラキドン酸などの付加価値の
高い高度不飽和脂肪酸（PUFA）の微生物生産
法が開発されてきた。これらの脂肪酸は微生
物発酵生産法で比較的安価で安定して供給

し得るものとなった。これにより、ミード酸
は関節炎に、ジホモ--リノレン酸はアトピー
性皮膚炎に、アラキドン酸は乳幼児の発育に
有効であることが解明され、健康食品・医薬
品・プロバイオティクス食品への用途開発も
展開されている。しかしながら、より安価で
大量に供給するためのより発展的な生産法
の開発が希求されている。PUFA のさらなる生
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産性向上のために、本研究では、油糧微生物
Mortierella alpina 1S－4 及びその誘導変異
株に代わる PUFA 生産株創製のために、これ
までに申請者らが培ってきた遺伝子操作基
盤技術を駆使してセルフクローニングを念
頭に置いた実用的分子育種株の開発を行う
こととした。また、「脂質工学」の中でも「脂
肪酸発酵」の分野は多方面に展開した例であ
るが、「脂質発酵」の分野はあまり進展して
いないのが現状である。その背景には、脂質
生合成経路や脂質蓄積機構が分子レベルで
明確にされていないことが挙げられる。トリ
アシルグリセロール以外の脂質の実用発酵
生産はほとんど行われていない。多様な脂肪
酸側鎖を有するステロール類の薬理効果に
も注目が集まり、微生物を用いたステロイド
ホルモンへの変換研究も行われている（Nat. 
Biotechnol., 1998, 16(2):186-189）。また、
リン脂質・スフィンゴ脂質は、脳細胞や神経
細胞に多く存在し、シグナル伝達などに関与
する重要な構造脂質として認識されている
（ Biochim. Biophys. Acta, 2008, 
1781(4):145-183）。しかしながら、現状では
これら脂質の微生物発酵生産は未開拓の領
域であるといえる。そこで、本研究では、ス
テロールあるいはリン脂質蓄積性微生物を
探索し、M. alpina の分子育種法を融合した
次世代の脂質発酵の展開を目指した。 
 
２．研究の目的 
近年、高機能性脂質は新たな物性・生理学的
機能が発見され、化学・食品・医薬品分野へ
と応用展開されてきている。それら高機能性
脂質の多くは構造が複雑なため有機化学合
成法により得難く、天然での存在も希なため
その供給量が懸念されている。食品栄養学・
医学分野における高機能性脂質の機能性評
価研究と連携するために、本研究では微生物
の能力を活用して、油脂の機能や特性を決定
する最も重要な構成単位である有用脂肪酸
ライブラリーを多様化する有用脂肪酸生産
技術の開発、これまで供給困難であった機能
性の高い脂質の生産プロセスの開発、ならび
に、脂溶性物質の新規代謝反応の探索とその
応用、安価な原料からの高機能性脂質生産を
目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）糸状菌 Mortierella alpina 1S-4 の遺
伝子破壊系の構築をめざし、非相同組換えに
関与する 2つの遺伝子、ku80 と lig4 の破壊
をまず試みた。それら遺伝子を含む約 5 kb
程度の断片を糸状菌発現ベクターに挿入し、
2 回交叉による遺伝子破壊株の取得を試みた。
得られた破壊株を用いて遺伝子破壊頻度の
程度を評価した。 
 

（２）M. alpina の PUFA 生合成に関わるω3
脂肪酸不飽和化酵素遺伝子の新たな機能を
評価した。本酵素の主要な機能としてアラキ
ドン酸をエイコサペンタエン酸に変換する
ことはこれまで明らかとなっている。酵母発
現系を用いた様々基質の添加実験により、本
酵素が多機能酵素であることを見いだした。 
 
（３）M. alpina のステロール生合成経路を
解明し、ステロール類生産性を向上させるた
め関連酵素遺伝子の評価を行った。ここでは
4,4-Dimethylzymosterol を Zymosterol へ変
換する C4 脱メチル化酵素複合体を小胞体膜
につなぎとめる働きをすると考えられてい
る ERG28、遊離ステロールとアシル CoA から
ステロールエステルを合成する反応を触媒
する sterol acyltransferase（SAT）をコー
ドする遺伝子の機能を酵母発現系と M. 
alpina での過剰発現系を用いて評価した。 
 
（４）細胞内の脂質はリピッドボディという
細胞小器官に蓄積されることが分かってお
り、その構成タンパク質もいくつか報告され
ている。カレオシンというタンパク質はその
構造維持に重要であると考えられており、菌
体内で過剰発現させることでリピッドボデ
ィ形成の活性化、さらには脂質蓄積量の増加
が可能かを評価した。 
 
（５）新たな脂肪酸分子種の微生物生産スク
リーニングを行ったところ、微生物では稀な
エイコセン酸を著量蓄積する Mortierella 
chlamydospora を見いだした。本菌の脂肪酸、
脂質生産性を評価し、新たな微生物油脂を提
案した。 
 
４．研究成果 
（１）糸状菌 Mortierella alpina 1S-4 での
脂質代謝経路の解明及びより厳密な代謝制
御による PUFA の高生産を行うために、遺伝
子ターゲッティング技術の開発を目指した。
非相同組換えに関わる KU80 をコードする
ku80 遺伝子を相同組み換えにより破壊した
株を用いて、PUFA 生合成に関わるΔ5不飽和
化酵素遺伝子の破壊を試みた（図１）。約 40
株の形質転換株の脂肪酸組成を分析したと
ころ、Δ5 不飽和化酵素活性の低下によるア
ラキドン酸蓄積量の減少が確認された。また、
サザン解析の結果、本形質転換株におけるΔ
5 不飽和化酵素遺伝子への破壊用ベクターの
挿入が示唆された。また、Ku80 と同様に非相
同組換えに関わると考えられる DNAリガーゼ
（Lig4）にも注目し、lig4 遺伝子の転写量を
RNAi あるいは、アンチセンスで抑制した転写
抑制株をまず作製することとした。転写後 2
本鎖 RNAが形成されるコンストラクトとアン
チセンス鎖が転写されるコンストラクトを



構築し、形質転換に用いた。形質転換体の
lig4遺伝子の転写量をリアルタイムPCRで測
定し、転写量が 4分の 1に低下した転写抑制
株を得ることに成功した。さらに、2 回交叉
による lig4 遺伝子の置換により lig4 破壊株
の構築にも成功した。現在これら破壊株を宿
主とした PUFA 生合成に関わる酵素の遺伝子
破壊株構築を試みている。今後、本結果を参
考に、ターゲッティング頻度の向上を目指す。 
 

 
（２）M. alpina 1S-4 は培養温度が低くなる
とエイコサペンタエン酸を蓄積する。これは、
ω3 脂肪酸不飽和化酵素が低温域で活性化さ
れるためと考えられてきた。酵母発現系を用
いた本酵素遺伝子の機能解析を行ったとこ
ろ、2 つの新たな未知脂肪酸を見いだした。
同定の結果、２つの未知脂肪酸（UK1 と UK2）
は そ れ ぞ れ hexadecatrienoic acid
（9cis,12cis,15-16:3）と hexadecadienoic 
acid（9cis,12cis-16:2）であることがわか
った（図２）。このことから本酵素はω3 位だ
けでなくΔ12 位にも二重結合を導入するこ
とがわかった。さらに、様々な脂肪酸の変換
効率を調べたところ、低温ではなく通常の培
養温度でも本酵素活性による産物を検出す
ることができた。基質・酵素複合体の温度変
化による構造特異性に興味がもたれる。 
 
（３）M. alpina 1S-4 は、天然で希少なデス
モステロールを蓄積することが知られてい
る。しかしながら、その生合成経路について
は不明な点が多い。我々は、デスモステロー
ルを含む微生物ステロールの生産を目指し
た分子育種を試みた。小胞体膜貫通タンパク
質である ERG28p は 4,4-Dimethylzymosterol
を Zymosterol へ変換する C4 脱メチル化酵素
複合体を小胞体膜につなぎとめる働きをす
ると考えられている。そこで、M. alpina 1S-4

から erg28 遺伝子を単離し、過剰発現させる
ことでステロール生産性向上を試みた。その
結果、コントロール株が単位培地当たり 13.0 
mg/l であったのに対し、erg28 発現株では
20.0 mg/l となったことから、ステロール生
産量を約 1.5 倍高めることに成功した。一方、
sterol acyltransferase（SAT）は遊離ステ
ロールとアシル CoA からステロールエステル
を合成する反応を触媒する。これまでに酵母
において内在性 SAT の過剰発現や欠損により
菌体内ステロールとステロールエステルの
存在比が変化することが報告された。そこで、
M. alpina 1S-4のSATホモログ遺伝子（msat1）
を本菌株よりクローニングし、msat1 過剰発
現株でのステロール生産性を評価した。総ス
テロール量を分析したところ過剰発現株は
ホスト株にくらべ約 1.6倍のステロールを生
産することが分かった。次に、酵母発現系を
用いた msat1 の機能解析を行ったところ、
MASAT1 はエルゴステロールを基質とするこ
とや、添加した PUFA をステロールエステル
へ変換することがわかった。 
 
（４）細胞内の脂質貯蔵体である油滴小胞の
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図１．ku80遺伝子破壊株を用いた5不飽和化酵素遺伝子破壊

図２．酵母形質転換体の総脂肪酸メチルエス
テルのガスクロマトグラム
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外膜上には caleosin などの油滴小胞特有の
タンパク質が存在する。caleosin は油滴小胞
の構造安定化に寄与すると推測される。これ
までにシロイヌナズナの caleosin が油滴小
胞の肥大化を促進することが報告されてい
る。そこで、アラキドン酸生産性糸状菌 M. 
alpina 1S-4 株から caleosin をコードする 2
つ遺伝子を単離し、過剰発現させることで脂
質蓄積への影響を評価した。これら 2 つの
caleosin のアミノ酸配列は互いに 61%の相同
性を示した。2種の caleosin 過剰発現株はコ
ントロール株と比べて特に培養初期から中
期において脂質蓄積が速やかに進行するこ
とが観察された。 
 
（５）新たな微生物油脂の探索研究において、
総脂肪酸当たり 20%以上のエイコセン酸
（ C20:1 Δ 11 ）を蓄積する Mortierella 
chlamydospora を見いだした。エイコセン酸
は植物油脂に比較的多く存在し、保湿効果が
あることから化粧品などへ応用される有用
脂肪酸である。各脂質画分中の脂肪酸の定
性・定量分析を行ったところ、エイコセン酸
は 25%がトリアシルグリセロールに、24%が遊
離脂肪酸画分に存在していることが確認さ
れた。 
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