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研究成果の概要（和文）：油脂酵母Lipomyces starkeyiは、様々な糖を資化して、細胞内に油脂を蓄積するユニ
ークで産業価値の高い酵母である。しかしながら、産業化へ向けた応用用途へ活用する油脂酵母の油脂生産の基
礎的な知見が少ない。そこで本研究では、油脂蓄積変異株を取得し、油脂蓄積性、油脂生産関連遺伝子の解析を
行った。その結果、クエン酸を介したアシルCoA合成経路が油脂生産の鍵となる経路であることが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：Oleaginous yeast Lipomyces starkeyi is a unique and industrially valuable 
yeast, which converts various saccharides into lipid. However, there have been few reports about the
 lipid production of oleaginous yeasts used for applications for industrialization. Therefore, 
mutants with increased or decreased lipid accumulation were obtained and analyzed the expression of 
lipid synthesis-related genes in this study. As a result, it was clarified that the citrate-mediated
 acyl-CoA synthesis pathway plays an important role in lipid synthesis.

研究分野：応用微生物学

キーワード： 油脂酵母　Lipomyces starkeyi　トリアシルグリセロール　変異株　アシルCoA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
油脂生産メカニズムに関する研究は、飢えの危険にさらされてきた生命が、余分なエネルギーを摂取したとき
に、それを脂肪の形で蓄積し、飢餓時にはその脂肪を利用して生きのびる現象であり、学術的な意義は高い。ま
た、近年、世界人口の増加による油脂に需要増加は著しく、需要に対する油脂の安定供給や地球環境問題の観点
から、廃棄物から油脂生産が可能な微生物による油脂生産メカニズムの解明は社会的意義が高い。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、新興国の成長とともにエネルギー、食糧などのあらゆる資源の需要増加に拍車が掛かり、
資源争奪戦、資源価格の乱高下を引き起こし、さらに地球温暖化問題への影響も懸念されている。
このような状況は、我々の生活に深い関係がある油脂（国内市場 2 兆円/年）についてもあては
まり、今後の油脂の燃料（バイオディーゼル）原料への利用拡大も考慮すると、油脂自給率がわ
ずか 13%しかない日本の安定的な油脂原料の確保は重要な問題である。さらに、需要にあわせ
た植物油増産に伴う森林破壊及び環境破壊問題、再生利用可能資源の活用の観点から、油糧微生
物を利用した油脂生産が注目されている。 
これらの背景から、近年、酵母・糸状菌・藻類の油糧微生物の研究が進められている。油糧微
生物が生産する油脂の主成分は、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。油脂酵母が生産する TAG の脂肪酸組成は、植物
油と非常に類似しており、代替植物油脂としての期待が高い。また、油糧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。このように油糧微生物は、油脂合成・分解・蓄積の
観点において学術的及び産業的価値を有する
が、これまでの研究報告例は、培養工学的な研
究に関するものが多く、一部の微生物でのみ油
脂合成・分解・蓄積機構に関する報告例がある
程度で、分子レベルで油脂合成・分解・蓄積機
構は明確にされていない。特に本研究対象の油
脂酵母 Lipomyces starkeyi の特徴的な油脂合
成・分解・蓄積機構については、遺伝子工学的
な解析技術が確立されたばかりであることか
ら不明な点が多く残されており、油脂合成・分
解・蓄積機構を理解した上での油脂生産性向上
が課題である（図 1）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞内に油脂を 70％以上蓄積するユニークな油脂酵母 L. starkeyiの油脂生産メ
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
知見を下記⑴、⑵を実施して獲得する。 
⑴油脂生産メカニズム解明の糸口となる油脂蓄積変異株を取得し、油脂蓄積性を解析する。 
⑵野生株と油脂蓄積変異株の油脂生産に関連する遺伝子の発現比較解析を行い、油脂生産に重
要な遺伝子を同定する。 
 
３．研究の方法 
⑴油脂蓄積変異株の取得及び油脂蓄積性の解析 
①油脂高蓄積変異株の取得 
油脂と水の密度の違いを利用し、油脂高蓄積細胞と油脂低蓄積細胞を密度勾配遠心法で分離す
る技術を確立していた。油脂の高蓄積に関与する遺伝子情報を得るためには、油脂高蓄積変異株
を解析することが効果的である。野生株を変異原（UV、EMS）で処理後、培養し、上記技術で油
脂高蓄積細胞を濃縮した。濃縮画分を固体培地プレートへ撒き、得られたコロニーをランダムに
ピックアップして、油脂生産性を指標としてスクリーニングを行った。 
②油脂低蓄積変異株の取得 
上記油脂高蓄積変異株の取得の場合と同様に、油脂生産メカニズムに関する遺伝子情報を得る
には、油脂低蓄積変異株の解析も効果的であると考えられる。そこで、上記した密度勾配遠心法
で分離する技術で、野生株を変異原処理した細胞群の油脂低蓄積細胞を濃縮した。濃縮画分を固
体培地プレートに撒き、コロニーを形成させた。その後、コロニーをランダムにつつき、油脂生
産性を指標としてスクリーニングを行った。 
③変異株の油脂蓄積性の解析 
スクリーニングを経て取得された油脂高蓄積及び低蓄積変異株の油脂蓄積性の特徴を明らかに
するために、変異株を培養し、経時的に細胞濃度、乾燥菌体重量、油脂量、消費糖量を測定し、
細胞あたりの対糖油脂収率を算出した。また、形態学的な特徴及び脂肪球の局在を明らかにする
ために顕微鏡観察も行った。 
 
 



⑵野生株と油脂蓄積変異株の油脂生産に
関連する遺伝子の発現比較解析 
 L. starkeyi において予想される油脂
合成経路の 16 遺伝子のリアルタイム PCR
による遺伝子発現解析を行った（図 2）。
RNA を抽出後、逆転写反応により、cDNA 
を合成し、さらにその cDNA をテンプレ
ートとしてリアルタイム PCR で各遺伝
子の発現を測定した。相対定量法により
各遺伝子発現量を比較定量した。L. 
starkeyi で培養期間をほぼ一定量発現す
ることが確認されている 18S rRNA をリ
ファレンス遺伝子として用いた。 
 
４．研究成果 
⑴油脂高蓄積変異株の取得とその油脂蓄
積性 
UV 及び EMS 処理を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、
油脂高蓄積細胞画分を分取した。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、油脂高蓄積変異細胞の濃縮画分を獲得した。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った。その後、候補コロニーを培養し、培養 3日目の油脂量を定
量し、油脂高蓄積変異株 HA1, HA2, HA3 の 3株を取得した。 
野生株と油脂高蓄積変異株 HA1, HA2, HA3 を 30℃の条件下で培養し、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 含有率、
TAG 変換率を経時的に測定した。細胞の増殖速度は、変異株が野生株に比べて遅延し、さらに最
終到達細胞濃度も低下した。油脂の生産性については、最も大きな変化のあった培養開始 4日目
の結果を表１に示した。変異株の細胞あたりの TAG 量が野生株に比べて、HA1 は約 2倍、HA2 は
約 4.6 倍、HA3 は約 7.2 倍上昇していたこともあり、変異株の細胞濃度は低下しても、培地あた
りの TAG 量は野生株を大きく上回った。特に HA3 の培地あたりの TAG 量は野生株の約 3.8 倍を
示した。変異株の TAG 含量、TAG 変換率ともに野生株と比較して上昇しており、HA2, HA3 は、野
生株の約 2 倍の TAG 含量、TAG 変
換率を示していた。すなわち、取得
された HA1, HA2, HA3 の油脂生産
性は野生株と比較して大きく向上
しており、その向上の程度は特に
HA2, HA3 が大きかった。このよう
な油脂生産性の向上の程度の異な
る複数の変異株の油脂生産に関連
する経路の遺伝子発現解析は有用
な情報を与える可能性を有する。 
 
⑵油脂低蓄積変異株の取得とその油脂蓄積性 
油脂高蓄積変異株の取得の場合と同様に、EMS 処理を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、油脂低蓄積細胞画分を分取した。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、油脂低蓄積変異細胞の濃縮画分を獲得した。
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った。その後、候補コロニーを
培養し、顕微鏡写真の脂肪球の大きさ等を指標として、油脂低蓄積変異株 LA1, LA2 の 2株を取
得した。 
野生株と油脂低蓄積変異株 LA1, LA2 を 30℃の条件下で培養し、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 含有率、TAG
変換率を経時的に測定した。細胞の増殖速度は、LA2 と野生株は同等であったが、LA1 が野生株
に比べて速く、さらに最終到達細胞濃度も高くなった。油脂の生産性については、野生株が培地
中のグルコースを全て消費しきった培養開始 7 日目の結果を表 2 に示した。油脂低蓄積変異株
LA1, LA2の細胞あたりのTAG量、
培地あたりの TAG 量、TAG 含量、
TAG 変換率は、野生株よりも低下
していた。特に LA2 は油脂生産
性を示す全ての項目において、
大きく低下していた。以上のよ
うに、油脂低蓄積性の程度のこ
となる油脂低蓄積変異株の取得
ができた。 
 



⑶野生株と油脂蓄積変異株の油脂生産に関連する遺伝子の発現比較解析 
図 2 に示した経路のように細胞内に取り込まれたグルコースは、解糖系を経てピルビン酸に変
換される。このピルビン酸はミトコンドリアへ移送され、アセチル CoA、クエン酸へ変換された
後、このクエン酸はミトコンドリアから細胞質へ放出され、アシル CoA 合成経路の ATP-クエン
酸リアーゼ (ACL)によりオキサロ酢酸とアセチル CoA に変換される。この酵素は一般的な微生
物には存在せず、油脂酵母や哺乳類特有の酵素である。細胞質基質内の AcCoA はアセチル CoA カ
ルボキシラーゼ (ACC)によりマロニル CoA(MalCoA)に変換後、さらに脂肪酸合成酵素(FAS)複合
体によりパルミトイルアシルキャリア蛋白質(C16:0-ACP)が形成され、伸長、不飽和化のために
小胞体へ移送される。また、アシル鎖の伸長に必要な補酵素 NADPH はペントースリン酸経路で合
成された NADPH が供給されている。 
TAG 形成のため、アシル CoA 合成経路で合成された 3分子のアシル CoA が 1 分子の G3P にケネ
ディ経路を介して結合する。はじめに G3P は G3P アシルトランスフェアラーゼ (SCT1)にアシル
化され、リゾホスファチジン酸 (LPA)へ変換され、次に LPA アシルトランスフェアラーゼ (SLC1)
が作用し、アシル化し、ホスファチジン酸(PA)へ変換される。PAは PA ホスファターゼ (PAP)に
より脱リン酸化され、ジアシルグリセロール (DAG) となり、その後アシル基の供与体として
Acyl-CoA を利用する DAG アシルトランスフェアラーゼ (DGA1, DGA2)によるアシル化により TAG
が合成される。また、DAG のアシル化には、グリセロリン脂質がアシル基の供与体となるリン脂
質 DAG アシルトランスフェアラーゼ (LRO)による反応もある。 
野生株と油脂高蓄積変異株において、上記した TAG 合成に重要であると考えられるアシル CoA
合成経路、ケネディ経路、ペントースリン酸経路に関する遺伝子の発現比較を行った。その結果、
培養開始 1，3日目において、油脂高蓄積変異株のアシル CoA 合成経路に関与する全ての遺伝子
(ACL1, ACL2, ACC1, FAS1, FAS2)の発現が、野生株よりも向上していた。さらにそれらの遺伝子
の発現の向上は、特に油脂生産性が大きかった HA2, HA3 で飛躍的に向上していた（図 3A）。ま
た、油脂低蓄積変異株 LA1, LA2 のアシル CoA 合成経路に関与する全ての遺伝子の発現は、野生
株と比較して、低下していた。以上のことから、のアシル CoA 合成経路に関与する遺伝子の発現
と油脂生産性に強い関連性があることが明らかとなった。 
油脂高蓄積変異株のケネ
ディ経路の遺伝子 SCT1, 
SLC1, PAH1, DGA1, DGA2
のいずれかの遺伝子の発
現が、野生株と比較して向
上していていた。このなか
で、油脂生産性の向上と関
連性が深いのは、SLC, 
DGA1 であった（図 3B）。ま
た、ペントースリン酸経路
の ZWF1, GND2 の発現解析
をしたところ、油脂高蓄積
変異株の各遺伝子の発現
は野生株と比較して、向上
していた（図 3C）。すなわ
ち、アシル鎖伸長に供給さ
れる NADPH にはペントー
スリン酸経路が貢献して
いると考えられた。 
以上、野生株と油脂蓄積
変異株の遺伝子発現比較
解析から、クエン酸を介し
たアシル CoA 合成経路の
遺伝子の発現様式と油脂
生産性に大きな相関があ
り、クエン酸を介したアシ
ル CoA合成経路が油脂生
産の鍵となる経路である
ことが明らかとなった。 
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