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研究成果の概要：乳酸菌は機能性が注目されている共役リノール酸をつくる。ここでは、リノ

ール酸から共役リノール酸への変換に関わる一連の酵素系を解明し、乳酸菌による共役リノー

ル酸生産を確立した。さらに、油糧微生物の遺伝子操作や変異処理により、機能性が高い高度

不飽和脂肪酸やステロール類の発酵生産技術を確立した。これら機能性脂質は、医薬・健康食

品としての利用が多いに期待されるものである。 
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2007 年度 11,400,000 3,420,000 14,820,000 
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年度  

  年度  

総 計 36,700,000 11,010,000 47,710,000 

 

 

研究分野：農学 
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１．研究開始当初の背景 
「脂肪酸発酵」と称する分野は比較的盛んに
研究され、γ-リノレン酸、アラキドン酸、共
役リノール酸（CLA）などの付加価値の高い
有用脂肪酸の微生物生産法が開発されてき
た。本研究では第一に、この技術を多様な希
少脂肪酸生産へと発展させる。一方で、脂肪
酸を構成単位とする様々な機能性脂質を微
生物により創り出す「脂質発酵」の分野はほ
とんど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。一方、近年の栄養学的研究成果か

ら、脂質の機能性を左右する構造要因として、
脂肪酸構造のみならず脂質構造全体の影響
がクローズアップされてきており、アシル基
結合位置や脂肪酸分子種が特定されたアシ
ルグリセロール（構造脂質）、リン脂質、糖
脂質などが、通常の脂質では得られない様々
な優れた生理特性を示すことが報告されて
いる。例えば、トリグリセリドの 2位の位置
に高度不飽和脂肪酸（PUFA）を 1,3 位に中鎖
脂肪酸を配置する構造脂質や、2 位に脂肪酸
を持たないアシルグリセロールなどが高い
消化吸収性を示し、燃焼型脂質として現代病
である肥満の抑止に寄与することが報告さ



れている。また、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っ
てきている。このような背景から、脂質構造
を任意に制御しうる生産技術の開発が希求
されており、特に、生物生産法は有機合成が
不得手とする複雑な構造の機能性脂質の供
給において有効な手段であると期待されて
いる。しかしながら、現在の技術では、脂肪
酸レベルでの生産制御は可能であるものの、
脂質構造レベルでの生産制御は未開拓な領
域であるといえる。そこで、本研究では、微
生物による油脂生産を、脂質構造レベルで制
御可能なものとする新たな技術的ブレーク
スルーに挑む。 
 
２．研究の目的 
近年、高機能性脂質の食品・医薬品分野への
利用、油糧植物の育種改良、高機能性構造脂
質構築のための有用脂肪酸の供給が世界的
に注目され、「脂質工学」という新しい技術
分野が誕生し現在その領域を大きく広げつ
つある。申請者らは、「脂質工学」の先駆的
立場から油脂の微生物生産研究を行ってき
た。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していく過程
で、脂質工学のさらなる飛躍、新産業分野の
開発、他分野との融合による新規研究テーマ
の探索のためには、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
の分子種を拡充すること、すなわち、実用的
な有用脂肪酸生産技術を確立し、供給可能な
脂肪酸ライブラリーを多様化すること、なら
びに、これらの脂肪酸をより機能性の高い脂
質（トリアシルグリセロール、ジアシルグリ
セロール、リン脂質、糖脂質、ステロールエ
ステル）に構築していく技術の開発が重要で
あるという認識に至った。本研究はこの提案
に基づき、次世代型「脂質工学」の創出に向
け、(I)微生物機能を利用した希少有用脂肪
酸の実用的生産技術の開発、ならびに、(II)
機能性脂質への構造化に有用な新規脂質合
成能をもつ微生物の育種と微生物酵素の探
索・開発を行うものである。 
 
３．研究の方法 
(1) 乳酸菌における共役脂肪酸生成反応・飽
和 化 反 応 の 解 析 と 応 用 : こ れ ま で に
Lactobacillus plantarum がリノール酸ある
いはリシノール酸を効率よく CLAへと変換す
る現象を見出している。また、この反応を解
析していく過程で、二重結合への水和反応、
脱水を伴う二重結合の転移反応、脂肪酸飽和
化反応など多様な反応が関与していること
を明らかにしている。そこで、これら一連の
反応の反応機構の解明を行うとともに、応用
的に有用な部分反応を抽出する。また、これ
らの反応を触媒する酵素（水和反応、脱水酵

素、転移酵素、飽和化酵素）の単離・精製お
よび諸性質の解明を行い、さらにそれぞれの
酵素反応の反応条件（嫌気条件、pH、温度、
電子受容体・水素供与体・ビタミン・金属な
どの補欠因子の探索など)の至適化を行い、
CLA 等の機能性脂質生産条件検討に役立てる。 
 
(2) 腸内細菌における新規脂肪酸変換反応
の探索・解析と応用:CLA 生成反応機構の解析
から得られる情報や、酵素精製から得られる
可溶化および安定化の情報、さらには、至適
化された酵素反応条件、特に嫌気条件および
補欠因子は、腸内細菌における脂肪酸変換反
応探索系の条件設定に有意義な情報になり
うる。そこで、これまでに蓄積してきた乳酸
菌や腸内細菌に特異的な脂肪酸変換反応を
フォローアップする諸条件（嫌気条件や補欠
因子など）を参考にスクリーニング系を設定
し、特に二重結合異性化反応、飽和化反応に
着目した脂肪酸変換反応の探索を行い、反応
の有効性の評価・応用へと展開させる。 
 
(3) 糸状菌の分子育種による PUFA 生産性向
上:これまでにアラキドン酸生産性糸状菌
Mortierella alpina 1S-4 とその誘導変異株
が様々な PUFAをつくることを見出している。
さらに、PUFA 生合成関連酵素（数種の脂肪酸
不飽和化酵素と脂肪酸鎖長延長酵素）遺伝子
の解明と本糸状菌の形質転換系の確立を達
成した。これらの技術に基づき、野生株にお
いて脂肪酸鎖長延長酵素遺伝子の過剰発現
によりアラキドン酸の生産性を向上させる
ことに成功している。このような背景から、
これまでに取得された各種 PUFA 生産変異株
の形質転換系を開発し、PUFA 生合成・脂質蓄
積に重要な鍵酵素遺伝子を代謝制御的に強
化あるいは抑制することで PUFA 生産性を高
めることを図る。 
 
(4) ステロール生産性変異株の探索：これま
でに、Mortierella 属糸状菌はステロール生
産性が高く、天然では希少なデスモステロー
ルを多く含むことを見いだしている。ステロ
ールは機能性脂質として注目されているも
のの、微生物による発酵生産はあまり行われ
ていないのが現状である。そこで、化学的変
異剤処理により、デスモステロールの生産性
が向上した変異株の探索を行った。 
 
(5) n-アルカンをサブターミナル酸化で代謝
する微生物の探索：これまでに微細藻
Prototheca sp.が n-アルカンをサブターミナ
ル酸化経路によって代謝することを明らか
にしてきた。n-アルカンを培地に添加し培養
することで、サブターミナル酸化経路をもつ
新たな微生物の探索を行う。 
 



４．研究成果 
(1) 共役リノール酸生産の効率化をめざし、
乳酸菌における共役脂肪酸生産酵素系の解
析 を 行 っ た 。 Lactobacillus plantarum 
AKU1009a は リ ノ ー ル 酸 を 水 和 し 、
10-hydroxy-12-octadecenoic acid（HY）を
生成した後、HY を脱水異性化することで共役
リノール酸を生成する。 L. plantarum 
AKU1009a より得た cell-free extract を超遠
心し、膜画分と可溶性画分とに分画した結果、
一連の変換反応に必要な蛋白質が両画分に
分散していることを明らかにした。さらに、
これらの蛋白質の精製を試みた結果、膜画分
に存在する CLA-HY と可溶性画分に存在する
CLA-DH, CLA-DC の 3つのタンパク質が関与す
ることを明らかにした。L. plantarum AKU 
1009a における本異性化反応の初発反応を触
媒するリノール酸水和酵素 CLA-HY、ならびに、
二 重 結 合 転 移 に 関 与 す る short-chain 
dehydrogenase相同蛋白質CLA-DHの機能解明
を行った。その結果、CLA-HY が FAD を補酵素
としリノール酸、オレイン酸、α–リノレン
酸 、 γ – リ ノ レ ン 酸 な ど を 対 応 す る
10-hydroxy-脂肪酸へと変換すること、
CLA-DHがNAD+存在下にて10-hydroxy-脂肪酸
を対応する 10-keto-脂肪酸へと変換するこ
とを明らかにした。これらの知見は、嫌気性
微生物における不飽和脂肪酸異性化過程の
詳細を酵素反応レベルで初めて解明した先
駆的な成果である。 
 
(2) 共役高度不飽和脂肪酸生産に有用な微
生物反応の探索を行った。Clostridium 
bifermentans がアラキドン酸やエイコサペ
ンタエン酸（EPA）といった炭素数 20 の高度
不飽和脂肪酸を飽和化することを見いだし
た。アラキドン酸、EPA の飽和化産物はそれ
ぞれ cis-5,cis-8,trans-13-20:3 ならびに
cis-5,cis-8,trans-13,cis-17-20:4 であっ
た。EPA を基質とする嫌気的反応について本
菌の無細胞抽出液を用いた検討を行った結
果、飽和化産物とともに二つの未知脂肪酸の
生成を確認した。これらを単離・精製し構造
解析を行った結果、cis-5,cis-8,cis-11, 
trans-13,cis-17-20:5ならびに cis-5,cis-8, 
trans-11,trans-13,cis-17-20:5 と同定した。
これらの共役脂肪酸は EPAを飽和化する際の
反応中間体であると推測された。 
 
(3) アラキドン酸の工業生産糸状菌である
Mortierella alpina 1S-4 の分子育種により
PUFA の組成を大きく変えることに成功した。
具体的には、RNAi 法により、M. alpina 1S-4
の脂肪酸鎖長延長酵素（MAELO）遺伝子の発
現抑制を行ったところ、炭素鎖長 22 以上の
飽和脂肪酸が検出されなかったことから、本
酵素遺伝子は主に超長鎖飽和脂肪酸の生合

成に関与していることが示唆された。グルコ
ースを炭素源とした培地で培養すると、
MAELO-RNAi 形質転換株では超長鎖飽和脂肪
酸が培養 14日目でも検出されないことから、
MAELO 遺伝子発現抑制により超長鎖脂肪酸を
含まないアラキドン酸生産を示すことがで
きた。また、アラキドン酸を EPA に変換する
ω3 脂肪酸不飽和化酵素遺伝子を本菌株で過
剰発現させ、EPA の生産量を 4 倍増加させる
ことに成功した。このようにある特定の遺伝
子の過剰発現により、PUFA の生産性を向上で
きることを示した。さらに、アグロバクテリ
ウムを用いた形質転換系を開発した。胞子
8x108 個から約 700 株の形質転換体を得るこ
とに成功した。またそのうち 16 株中 15 株に
おいてゲノム上に１コピーの挿入が確認で
き、継体培養を繰り返しても安定してその形
質が保持されることが明らかになった。より
マイルドな条件での形質転換が可能となり、
宿主に応じた形質転換法の選択が可能とな
った。これらの研究成果は油糧微生物を用い
た分子育種による有用脂質生産に関する先
駆的な研究であり、実用生産への応用が大い
に期待される。 
 
(4) ステロール生産性 Mortierella属糸状菌
の形質転換系の構築とステロール高生産変
異株の探索を行った。Mortierella alpina 
FA113 株は天然では希少なデスモステロール
を多く蓄積することを見出している。デスモ
ステロール高生産を目指し、パーティクルガ
ン法を用いてウラシル要求性を指標とした
形質転換系を構築した。さらに、ニトロソグ
アニジンによる変異処理により、本菌からス
テロール高生産株を 2株単離することができ
た。ひとつは、総ステロール量が親株の 1.5
倍向上した変異株であり、もう一方は総ステ
ロールに占めるデスモステロールの割合が
70%以上に達する変異株であった。本研究成
果は新たな機能性脂質として注目されるス
テロールの微生物生産の可能性を示した。 
 
(5) これまでに、微細藻 Prototheca sp.が
n-アルカンをサブターミナル酸化経路によ
って代謝することを明らかにしてきた。本研
究 で は さ ら に 、 放 線 菌 Streptomyces 
californicus や S. griseus が n-アルカンの
サブターミナル酸化経路を有することを見
いだした。n-ヘキサデカンを基質とした場合
4 位が、n-テトラデカンを基質とした場合 2
位が酸化された生成物が主に蓄積される。基
質の鎖長によって酸化位置が異なることを
初めて明らかにした。また、n-アルカン由来
の生成物を同定したところ、n-アルカンはケ
トン誘導体、アルコール誘導体へと酸化され
た後、Baeyer-Villiger 反応によりエステル
誘導体となり、その後、加水分解され対応す



る１級アルコールと脂肪酸へ分解されると
推測された。本研究成果が、未解明なサブタ
ーミナル酸化に関連する酵素系の解明に貢
献することが期待される。 
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