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研究成果の概要（和文）：食品中に含まれるトランス脂肪酸には、健康に対する悪影響が報告されてきている。トラン
ス脂肪酸は、牛、羊などの反芻動物の肉や乳、その加工品に含まれており、その低減が求められている。本研究では、
反芻胃に存在する嫌気性細菌におけるトランス脂肪酸生成反応に関して、脂肪酸飽和化反応の初発反応を触媒する水和
脱水酵素がトランス脂肪酸生成に関与することをはじめて明らかにするとともに、本酵素活性の制御によりcis/trans
比を操作できる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Trans fatty acids in foods are reported to have bad effects on health.  Trans fatt
y acids are found in foods derived from ruminant animals such as cow and sheep.  Low trans fatty acid is r
ecommended for health.  In this research, it was found that hydratase catalyzing the first step of the pol
yunsaturated fatty acid saturation metabolism is involved in trans fatty acid generating systems.  The rat
io of cis/trans fatty acid was influenced by the activity control of the hydratase.  
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１．研究開始当初の背景 
 
食品中には、不飽和脂肪酸中のシス型炭素

－炭素二重結合の一部がトランス型二重結
合に変化したトランス脂肪酸が含まれる。最
近、このトランス脂肪酸に関して、血液中の
LDL コレステロール濃度を上昇させる一方、
HDL コレステロール濃度を減少させるため、
結果として冠動脈性心疾患のリスクを高め
るなど、健康に対する悪影響が報告されてき
ている。そのため、食品製造過程でのトラン
ス脂肪酸生成抑制や、トランス脂肪酸摂取量
の低減を促すための含量表示等の試みがな
されている。 
トランス脂肪酸は、油脂の加工過程におい

て生成し、マーガリンやファットスプレッド、
ショートニングなどの硬化処理された油脂
とそれらを原材料に含む食品に含まれてい
る。ところが、これらの加工油脂由来のトラ
ンス脂肪酸だけではなく、天然材料由来のト
ランス脂肪酸も存在する。それらは主に、牛、
羊、山羊などの反芻動物由来の肉や乳、その
加工品に存在している。これらの反芻動物由
来の食品にトランス脂肪酸が存在する理由
として、反芻胃に存在する嫌気性細菌の脂質
代謝の関与が報告されている。 
嫌気性細菌の脂質代謝を詳細に検討し、ト

ランス脂肪酸生成機構を解明することは、天
然材料由来トランス酸の低減に役立つ技術
の開発に繋がると期待される。 
 
２．研究の目的 
 
嫌気性細菌に対し不飽和脂肪酸は生育阻

害を示すが、この毒性を低減すべく、嫌気性
細菌は不飽和脂肪酸を毒性が低い飽和脂肪
酸へと飽和化する。申請者らは、この嫌気性
細菌における脂肪酸飽和化代謝の詳細を世
界に先駆けて明らかにし、その過程にてトラ
ンス脂肪酸生成に関与する酵素反応を特定
するに至った。 
本研究では、嫌気性細菌におけるトランス

脂肪酸生成に関与する酵素反応を詳細に解
析することを通して、トランス脂肪酸生成抑
制に機能する様々な化合物因子、環境因子を
特定することを目的とする。これらの因子の
特定は、不明であった反芻胃における脂質代
謝の理解に役立つのみならず、反芻動物由来
の食品中におけるトランス脂肪酸含量を低
減し、より安全性の高い食品を提供すること
に貢献しうる。 
 
３．研究の方法 
 
乳酸菌の不飽和脂肪酸飽和化代謝系酵素

として見いだした脂肪酸水和脱水酵素
（CLA-HY）の詳細な解析を軸に研究を展開し
た。 
CLA-HY により触媒される脱水反応の詳細

な解析に必要となる CLA-HY 蛋白質、ならび

に、酵素反応基質（10-ヒドロキシステアリ
ン酸）の大量調整を行うとともに、大腸菌無
細胞抽出液中に見いだした幾何選択性制御
因子の特定を試みた。 
また、形質転換大腸菌の不飽和脂肪酸飽和

化代謝系をモデルに、酸化還元状態や、見い
だした幾何選択性制御因子（化合物因子、環
境因子）の影響を評価し、トランス脂肪酸生
成抑制効果のある因子の抽出を試みた。 
 
４．研究成果 
 
（１）CLA-HY 蛋白質の大量調整 
 
N 末端側にHis-Tag を付加したCLA-HY 蛋

白質を高発現しうる大腸菌用発現ベクター
を構築した（図１）。本ベクターを大腸菌内
で発現させ、CLA-HY 蛋白質を大腸菌内で高
発現させた。続いて、His-Tag 付加 CLA-HY 蛋
白質を Ni-カラムクロマトグラフィー等によ
り簡易精製する方法を確立した(図２)。 
精製酵素の吸収スペクトルを測定した結

果、450 nm 付近に極大吸収を示したことか
ら、本酵素はフラビン酵素であることが示唆
された。また、本酵素の活性が NADH の添加
により増加することが判明した。本酵素は、
Δ9 位にシス型二重結合を有する炭素数 18 
の脂肪酸を基質とした。また、本酵素が触媒
する反応は、基質の 9 位の二重結合の水和
反応であり、10 位選択的に水酸基を導入す
ることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．CLA-HY 発現ベクター 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．CLA-HY の大腸菌での発現ならびに精製 

 
（２）酵素反応基質（10-ヒドロキシステア
リン酸）の大量調整 



 
乳酸菌 Lactobacillus plantarum 由来の

FAD 依存性水和酵素（CLA-HY）を用いるオレ
イン酸の 10-ヒドロキシステアリン酸への変
換につき、CLA-HY 高発現大腸菌を触媒とする
反応を検討した。本反応には、還元型 FAD
（FADH2）の供給に NADH が要求されるため、
反応系中の FAD ならびに NADH 濃度を最適化
する検討を行った。反応条件の最適化の結果、 
CLA-HY 高発現大腸菌を用い、FAD、NADH の添
加条件下にて、0.1M のオレイン酸から収率
90%にて 10-ヒドロキシステアリン酸を生成
する効率的生産法を確立した（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．CLA-HY を用いる 10-ヒドロキシステアリン

酸の生産 
 
 
（３）大腸菌無細胞抽出液中の幾何選択性制
御因子の特定 
 
CLA-HY は、10-ヒドロキシステアリン酸を

オレイン酸 及び trans-10-オクタデセン酸
へと脱水する反応を触媒する酵素である。 
精製した His-tag 融合 CLA-HY を触媒として
反応する際に、形質転換大腸菌を作成する際
に用いたホスト大腸菌の無細胞抽出液 
(CFE) を加えると脱水活性が大幅に上昇す
ることを見いだした。そこで、脱水反応によ
り得られる不飽和脂肪酸の cis/transに着目
しつつ、大腸菌 CFE による CLA-HY の活性上
昇について調べた。 
 まず、CFE 及び CLA-HY の量を変えて検討を
行った。CFE を添加しない時、trans-10-オク
タデセン酸やオレイン酸は約 0.01 mg/ml 程
度しか生成しないのに対し、CFE を 50 µl 添
加することにより、trans-10-オクタデセン
酸が 0.07 mg/ml、オレイン酸が 0.02 mg/ml
生成した。さらに CFE を添加していくと、CFE
量 300 µlまでは trans-10-オクタデセン酸生
成量がわずかに増加し、それ以上に CFE を添
加すると減少する傾向にあった。一方、オレ
イン酸生成量は、CFE の添加により上昇した。 
続いて、CFE 量を 100 µl に固定し CLA-HY

の添加量を変化させると、添加する CLA-HY
量が増加するに従い、オレイン酸生成量は変
化しないが、trans-10-オクタデセン酸生成

量は増加した。これらの結果より、CFE 及び
CLA-HY 量が、CLA-HY の触媒する脱水反応に
おいて、cis/trans 制御に関わっていること
が示唆された。 
また、熱処理した CFE を添加した結果、熱

処理の上清及び沈殿物ともに活性上昇が確
認できた（図４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４．大腸菌 CFE 熱処理物が CLA-HY の 10-ヒドロ
キシステアリン酸脱水反応に及ぼす影響。 
10-ヒドロキシステアリン酸; t10-18:1 
オレイン酸；OA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．大腸菌 CFE の脂溶性ならびに水溶性画分が
CLA-HY の 10-ヒドロキシステアリン酸脱水反応に
及ぼす影響。 
10-ヒドロキシステアリン酸; t10-18:1 
オレイン酸；OA 
 
 
また、CFE を溶媒抽出した結果、酢酸エチ

ル層では、CLA-HY の活性上昇が確認できず、
水層画分で活性上昇が確認できた（図５）。 
これらの結果より、CLA-HY の活性上昇に関与
する CFE の成分は、水溶性物質であるが、熱
処理により影響を受けない物質であること
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が示唆された。 
 
（４）まとめ 
 
食品中に含まれるトランス脂肪酸には、

冠動脈性心疾患のリスクを高めるなど、健
康に対する悪影響が報告されてきている。
トランス脂肪酸は、牛、羊などの反芻動物
の肉や乳、その加工品に含まれており、そ
の低減が求められている。本研究では、反
芻胃に存在する嫌気性細菌におけるトラン
ス脂肪酸生成酵素反応として、脂肪酸飽和
化反応の初発反応を触媒する水和脱水酵素
が、トランス脂肪酸生成に関与することを
はじめて明らかにするとともに、本酵素活
性の制御により cis/trans比を操作できる
可能性を示した。 
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