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研究成果の概要（和文）： 次世代燃料のバイオディーゼル(BDF)は、主に可食植物油脂のエステル交換反応によ
り生産されている。可食油脂のBDFの利用は食料と競合するため、しばしば論点となっている。そこで我々は非
可食バイオマス由来の糖を資化し、油脂を細胞内に70％以上蓄積できるユニークな油脂酵母Lipomyces starkeyi
に注目した。
 本研究では、L. starkeyiの実用化への課題の油脂生産性の向上のため、油脂高蓄積変異株を取得後、野生株と
油脂蓄積変異株の遺伝子発現比較解析から油脂生産に関与する重要遺伝子を抽出した。その遺伝子を野生株で高
発現させることにより油脂生産性の向上を評価した。

研究成果の概要（英文）：     Biodiesel, one of next generation fuels, is mainly produced by 
transesterification of edible vegetable oils. The usage of edible oils as a biodiesel feedstock is 
often controversial because of the competition with food production. Therefore, we noted the 
oleaginous yeast Lipomyces starkeyi, which can convert non-edible biomass-derived carbohydrates to 
lipid. L. starkeyi is an excellent lipid producer that is able to accumulate up to 70% of its 
biomass as triacylglycerols. However, there are issues of lipid productivity for commercial 
applications.
     In this study, we obtained of L. starkeyi mutants accumulating a high level of lipid. We 
extracted genes related to lipid biosynthesis by comparing gene expression profiles in the wild-type
 and mutants. The high-level expression of those extracted genes in the wild -type showed the 
high-level lipid production.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
近年、バイオディーゼルの主原料である油
脂は、バイオ燃料需要増加に伴い、食料との
競合が加速化し、油脂の安定供給に問題が生
じている。さらに、植物油脂の増産に伴う森
林破壊及び環境破壊問題、再生利用可能資源
利用の観点から、微生物を利用した油脂生産
が注目されている。油脂生産微生物として、
酵母、糸状菌、藻類がよく知られており、そ
れぞれが生産する主要な油脂の成分は、グリ
セロールの3つの水酸基に脂肪酸がそれぞれ
エステル結合したトリアシルグリセロール
(TAG)である。酵母は植物油脂と脂肪酸組成
が類似している TAG（代替植物油脂）を生産
する。また、糸状菌は健康的価値の高い高度
不飽和脂肪酸を有する TAG を生産し、藻類は
様々な鎖長の脂肪酸を有するTAGを生産する。
生産された油脂は、細胞内においてリン脂質
の一重層でTAGを囲んだ脂肪球という形で蓄
積される。さらに、油脂の細胞内蓄積含有量
に注目すると、酵母が一歩秀でており、70％
以上の油脂を細胞内に蓄積することができ
る。このように油脂生産微生物は、油脂合
成・分解及び蓄積という学術的及び産業的価
値を有するが、これらの研究報告例は、培養
工学的な研究に関するものばかりで、油脂合
成・分解経路や油脂蓄積機構に関する報告例
は少なく、分子レベルで明確にされていない。
特に申請者が研究対象としている油脂酵母
の特徴的な油脂合成・分解経路や油脂蓄積機
構については、遺伝子工学的な技術が確立さ
れていないことも重なり、不明な点が多く残
されている。本研究では、細胞内に油脂を
70％以上蓄積する非常にユニークな油脂酵
母 Lipomyces starkeyi に注目し、油脂生産
（合成・分解・蓄積）のメカニズムを分子レ
ベルで解析し、得られた学術的知見を産業応
用に展開するための基盤となる研究を行う。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞内に油脂を 70％以上蓄積
する非常にユニークな油脂酵母 Lipomyces 
starkeyiに注目し、油脂生産（合成・分解・
蓄積）のメカニズムを分子レベルで解析し、
得られた学術的知見を産業応用に展開する
ための基盤となる研究を行う。 
 
３．研究の方法 
⑴野生株 L. starkeyi CBS1807 株に変異源エ
チルメタンスルホン酸を利用して変異導入
した。油脂と水の密度の違いより、油脂高蓄
積細胞と油脂低蓄積細胞の密度も同様に異
なる。すなわち、この密度の違いを利用する
ことにより、油脂高蓄積細胞と油脂低蓄積細
胞の分離が可能になると考え、Percoll を用
いた密度勾配遠心法で油脂高蓄積株画分を
分取し培養、さらに密度勾配遠心分離という
操作を繰り返すことで油脂高蓄積株の濃縮
を行った。得られた濃縮画分をプレートに撒
き、油脂高蓄積変異候補株としてコロニー単

離を行った。その後、油脂高蓄積変異候補株
を 50 ml チューブで培養し、油脂染色蛍光試
薬 Nile red を利用して、候補株の油脂蓄積
をフローサイトメトリーにより解析し、さら
に顕微鏡観察で脂肪球の大きさを確認する
ことで油脂高蓄積変異株を選抜した。 
⑵野生株と油脂高蓄積変異株を培養し、経時
的に菌体濁度、乾燥菌体重量、細胞数、油脂
生産量、残グルコース量を測定した。同時に
顕微鏡観察も実施した。 
⑶野生株と油脂高蓄積変異株を培養し、経時
的に回収したサンプルから RNA を抽出し、リ
アルタイム PCR による油脂合成・分解系の発
現解析を行った。 
⑷スフェロプラスト-PEG法で L. starkeyi細
胞内へ遺伝子を挿入した。スフェロプラスト
化に利用する酵素として、スフェロプラスト
化効率の高かった Westase を利用した。 
 
４．研究成果 
⑴油脂高蓄積変異株の取得 
 油脂高蓄積変異株を取得するために、L. 
starkeyi CBS1807株に変異原物質エチルメタ
ンスルホン酸を処理して変異を誘発させた
変異株群を培養し、Percoll 密度勾配遠心法
により、油脂高蓄積画分を分取した。この変
異株取得方法は水と油の密度の違いを利用
しており、Percoll 試薬に菌体を混合し遠心
すると油脂を高蓄積した細胞を上層に分画
することができると考えられた。この画分を
培養し、Percoll 密度勾配遠心法による分画
を繰り返すことにより、油脂高蓄積変異候補
株を含むと考えられる画分を獲得した。得ら
れた画分溶液をプレートに撒き、シングルコ
ロニー単離を行い、249 株の油脂高蓄積変異
候補株を得た。249 株の油脂生産性について、
①油脂染色蛍光試薬 Nile red で候補株を染
色し、フローサイトメトリーによりその油脂
生産性を評価、②顕微鏡で直接油脂の生産性
を評価の２段階のスクリーニングを実施し
たところ、野生株と比較して油脂生産性の高
い油脂高蓄積変異株 E15, E47, A42 の 3 株の
選抜に成功した。 
 
⑵野生株と油脂高蓄積変異株の油脂生産性
比較 
 野生株と油脂高蓄積変異株 (E15 株, E47 
株, A42 株) を培養し、経時的に細胞濃度、
細胞の平均粒子径、残グルコース量、乾燥菌
体重量、培地あたりの TAG 量、細胞あたりの
TAG 量、TAG 変換率、TAG 含有率を測定及び
計算した。細胞濃度は全ての株において培養 
1 日目以降大きな変化がなくなり、一定とな
った。すなわち、それぞれの菌株の主な増殖
期間は培養開始1日目までであった（図1A）。
細胞濃度は E15 株が最も低く、野生株の 
0.78 倍であったのに対し、E47 株と A42 株
は培養を通して野生株とほぼ同程度の細胞
濃度であった。すなわち、E15 株は他の株と
比較して、細胞分裂速度が遅い（図 1A）。 



 
図１ 野生株と変異株の油脂生産性の比較 
 
全ての株の細胞の平均粒子径は、培養 0 日
目から 5 日目にかけて徐々に大きくなり、
それ以降はわずかに小さくなっていった。グ
ルコースの消費については、野生株が培養 6 
日目で培地中の全てのグルコースを消費し
たのに対し、油脂高蓄積変異株 3 株は培養 
4 日目で培地中のグルコース濃度が 0 g/L 
となり野生株よりおよそ 2 日速く培地中の
全てのグルコースを消費した（図 1B）。油脂
高蓄積変異株 3 株のグルコース消費速度を
比較すると、培養 4 日目において、これら 3
株の培地中の残存グルコースはほとんどな
いが、E15 株および A42 株のグルコース消
費速度曲線の傾きは E47 株よりも大きかっ
た（図 1B）。すなわち、E15 株と A42 株のグ
ルコース消費速度は E47 株のグルコース消
費速度よりも速く、E47 株よりも数時間前に
培地中のグルコースが枯渇したことが予想
された。全ての株において、乾燥菌体重量は
培養 2 日目までは同程度に増加したが、培養 
3 日目以降に油脂高蓄積変異株と野生株の
間で差が生じた。E15 株及び E47 株の乾燥
菌体重量は、培養 3 日目以降は野生株より
も高い値を示した。一方で A42 株は培養 4 
日目までは野生株を上回っていたが、培養 5 
日目で野生株と同程度にまで減少し、それ以
降も減少が続いた（図 1C）。この油脂高蓄積
変異株における乾燥菌体重量の高い値は、以
降に述べる TAG 量の増加によるものである
と考えられる。培地あたりの TAG 量において
は油脂高蓄積変異株 3 株は培養を通して野
生株よりも高い値を示し、その中でも E15 
株は最も高い TAG 量を示した。最大の TAG 
量を示した培養 4 日目においては、E15 株
は野生株の 1.8 倍、E47 株及び A42 株は 
1.4 倍であった（図 1D）。油脂高蓄積変異株
3 株の TAG 量は培養 5 日目以降は減少傾

向にあるが、これは油脂高蓄積変異株 3 株
は培養 4 日目には培地中のグルコースを全
て消費し、 TAG を生産する炭素源がなく、
蓄積したTAGをエネルギー源として生育して
いるためであると考えられる。その中でも 
A42 株の TAG 量の減少は顕著であり、培養 
9 日目には野生株の TAG 量を下回っている。
そのため、A42 株は他の株よりも TAG の分
解に関連する遺伝子が高発現していること
が予想される。細胞あたりの TAG 量は、特
に E15 株は野生株、E47 株、A42 株よりも細
胞増殖能力が低下したのにも関わらず、他の
油脂高蓄積株を上回っているため、グルコー
スが生育のためでなく、TAG 合成に優先的に
利用されていることが予想される。E47 株及
び A42 株における細胞あたりの TAG 量は野
生株の 1.4 倍（培養 4 日目）であり、これ
は E47 株及び A42 株における培地あたりの
TAG 量の野生株に対する増加率と同程度で
あった。しかし E15 株においては、培地あ
たりの TAG 量は野生株の 1.8 倍（培養 4 日
目）であったのに対し、細胞あたりの TAG 量
は野生株の 2 倍（培養 4 日目）にまで増加
した。培地あたりの TAG 量や細胞あたりの 
TAG 量と同様に、TAG 変換率および TAG 含
有率においても油脂高蓄積変異株3株は野生
株よりも高い値を示した（図 1D-G）。これら
の油脂高蓄積変異株の中でも E15 株は培地
あたりの TAG量、細胞あたりの TAG量、TAG 変
換率、TAG 含有率の項目において、全て最も
高い値を示しており、特に油脂蓄積能力が高
い株であるということが考えられる。 
 
⑶油脂合成・分解関連遺伝子の発現解析 
油脂の合成・分解は以下の①解糖系から 
DAG が合成されるまでの経路、②TAG の合成
と分解、③アシル CoA 合成 (脂肪酸合成) 、
④ステロールエステルの合成・分解、⑤遊離
脂肪酸からアシル CoA 再構成、⑥β酸化の 6
つの経路に分けることが可能である。に関与
する遺伝子について発現解析を行った。以下
には、特に野生株と油脂蓄積変異株の間で大
きく発現量が異なった③ アシル CoA 合成 
(脂肪酸合成) について報告する（図 2）。 
TCA サイクルで合成されたクエン酸はミト
コ ン ド リ ア か ら 細 胞 質 に 放 出 さ れ 、
ATP-citrate lyase (Acl1p) によりオキサロ
酢酸とアセチル CoA に変換される。オキサロ
酢酸はその後リンゴ酸を経て malic enzyme 
(Mae1p) によりピルビン酸に変換される。こ
の時にピルビン酸と同時に生産される 
NADPH は、脂肪酸の炭素鎖を伸長させるため
に fatty acid synthase (Fas1p/Fas2p) に
利用されるため、TAG 合成における重要な補
酵素である。脂肪酸合成の際には、アセチル
CoA が acetyl-CoA carboxylase (Acc1p) に
よりマロニル CoA に変換される。その後、
Fas1p/Fas2p による脂肪酸の伸長が行われ
る。全ての株において ACL1、ACC1、FAS1、FAS2 
はいずれも培養初期に高発現し、その後は培
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養 1 日目を境に減少するという発現様式を
示したが、油脂高蓄積変異株における培養 1 
日目のこれら遺伝子の発現は野生株よりも
高発現していた（図 2）。特に ACL1 は野生株
と油脂高蓄積変異株の発現量の差が最も大
きく、E15 株は野生株の 1.4 倍、E47 株及
び A42 株は 1.8 倍の発現量であった（図 2）。
ACL1、ACC1、FAS1、FAS2 の高発現はアシル
CoA 量の増加に繋がり、ジヒドロキシアセト
ンリン酸、グリセロール-3-リン酸、リゾホ
スファチジン酸、DAG へのアシル基の供給体
制が強化され、TAG も高蓄積したと考えられ
る。また 野生株、E47 株、 A42 株の ACL1、
ACC1、FAS1、FAS2 発現は、培養 2日目から 3
日目にかけて少し低下しているが、E15 株の
ACL1、ACC1、FAS1、FAS2 発現は、逆に上昇
していた（図 2）。この発現の違いが、培養 3
日目以降のE15株と他の油脂高蓄積変異株の
TAG 合成能の差に影響している可能性が考え
られる。本研究で取得した油脂高蓄積変異株
は、脂肪酸合成経路の遺伝子の発現が上昇し
たことにより、アシル CoA 量の増加に繋がり、
アシル基の供給の促進、TAG の高生産へ繋が
ったと考えることができる。また、野生株の
TAG の律速段階は脂肪酸合成経路であったこ
とも予想される。 
 

図 2 アシル CoA 合成系の発現様式の比較 
 
⑷遺伝子導入によるアシル CoA合成経路の強
化 
 アシル CoA 合成経路の ACL1, ACL2, ACC1

遺伝子を高発現プロモーターに繋いで、L. 
starkeyiで発現させたところ、それぞれの遺
伝子単独の高発現株では、油脂生産性は野生
株の 1.2−1.3 倍程度しか向上しなかったが、
3 つの遺伝子の同時高発現株においては、野
生株の 1.9 倍まで油脂生産性が向上した。す
なわち、油脂高蓄積変異株の発現解析の結果
から得られたアシルCoA合成経路の遺伝子の
上昇は、油脂生産性と深い関係があることが
明らかとなった。 
 
⑸効率的な遺伝子相同組換え 
宿主となる L. starkeyi のウラシル合成経
路の酵素遺伝子 LsURA3 の破壊株の取得を試
みたが、標的部位に選択マーカー遺伝子が挿
入されず、染色体上の別の部位に挿入されて
いることが分かった。細胞内に導入された遺
伝子の染色体上への挿入には、DNA 修復機構
の DNA 二本鎖切断修復（相同組換え・非相同
末端結合）と同様の機構が働くと考えられて
いる。すなわち、L. starkeyiの細胞内では、
相同組換え(HR)よりも非相同末端結合
（NHEJ）の方が主要機構として働いていると
考えられた。L. starkeyiの NHEJ 経路に関与
すると考えられるタンパク質をコードする
遺伝子 (LsLIG4, LsKU70, LsKU80)を破壊し
て、遺伝子組換えシステムの宿主とすること
を試みた。その結果、∆lslig4株の HR効率は
72.2％を示し、劇的に上昇したことから、遺
伝子組換えシステムの宿主として∆lslig4 株
が最適であると考えられた。 
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