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研究成果の概要：現在プロバイオティクスとしても多く利用されている乳酸菌の脂質代謝や脂

肪酸代謝はほとんど明らかにされていなかった。申請者は、乳酸菌を用いた共役リノール酸生

産法の開発を行っており、その詳細な生化学的解析を通じて乳酸菌の脂肪酸代謝の一端を明ら

かにした。また、多くの研究が行われている好気条件下では得られなかった新規な脂肪酸変換

反応を、嫌気性微生物を用いて探索した結果、産業用途のある、あるいは医薬品の原料となり

うる脂肪酸の水酸化反応を見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年、栄養学的見地から、脂質の機能性に
注目が集められている。この脂質の機能性は、
脂肪酸の鎖長、不飽和度、cis/trans 等に基
づくことが最近の研究で示されている。様々
なバリエーションのある脂質より、有用な脂
質を供給するためには位置特異的かつ幾何
選択的な生産もしくは混合物からの分離・精
製が必要となる。例えば、最近注目を集めて
いる機能性脂質の一つである共役リノール
酸（CLA）は、抗癌作用・抗動脈硬化作用・

体脂肪減少作用・コレステロール比率の改善
等の生理作用が報告されているが、これら生
理活性を示す活性型 CLA は cis-9,trans-11
異性体及び trans-10,cis-12異性体のみとさ
れている。活性型 CLA は、天然において反芻
動物由来製品に微量に含まれているだけで
あり、現在大量供給法としてリノール酸から
の化学的異性化法が試行されている。しかし、
異性化法により合成される CLAは様々な異性
体の混合物となり、活性型 CLA を得るにはさ
らに分離・精製が必要となる。また、食品や
医薬品での利用を考慮すると、より安全性の



高い生産プロセスで位置特異的かつ幾何選
択的な生産技術の開発が急務となる。そこで
申請者は、反芻動物由来製品に微量に含まれ
ている CLA が、反芻動物の胃内に存在するル
ーメンバクテリアにより生産されていると
いう報告に基づき、嫌気性微生物特に乳酸菌
を対象に CLA 生成経路の解明と CLA 高生産菌
の探索・育種を試みた。その結果、種々の乳
酸菌においてリノール酸がステアリン酸へ
と飽和化される際の中間体として位置特異
的かつ幾何選択的に CLA が生成・蓄積するこ
とを見いだした。現在まで幅広く研究がなさ
れている好気条件下での脂肪酸代謝は、酸化
（不飽和化）反応が主であるのに対し、本反
応は検討が十分になされていない嫌気条件
下で起こる還元（飽和化）反応である。これ
は、嫌気性微生物が脂肪酸代謝において基
礎・応用両研究面で新たな潜在能力を有して
いる事を暗示している。嫌気環境下での生物
代謝・変換反応の研究は国内国外問わず、遅
れているのが現状であるが、申請者は嫌気条
件を作る独自の工夫を開発し、簡単に実用的
な嫌気条件を設定できる系を確立している。
この系を利用し、本反応を詳細に検討したと
ころ、本反応は嫌気条件下において乳酸菌の
菌体を触媒として用いる休止菌体反応のみ
ならず、乳酸菌無細胞抽出液においても進行
する事より、嫌気性微生物の持つユニークな
酵素系の関与が期待できる。また、これらの
酵素系を用いる事により今まで好気条件下
では生産が困難であった新規脂肪酸生産へ
の応用も期待できる。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、あまり検討が進んでいない嫌
気条件下での微生物反応に着目し、好気条件
下では不可能なユニークな脂肪酸変換反応
を見出し、機能性脂質生産に適用することで
様々な有用脂質生産のための新しいプロセ
ス開発の基盤をつくることを目的としてい
る。 
 
 
３．研究の方法 
 
 申請者は現在までに嫌気条件下において
種々の乳酸菌がリノール酸を飽和化する過
程でリノール酸の共役異性体である CLAや水
和産物である 10-ヒドロキシ-12-オクタデセ
ン酸を生成・蓄積することを示してきた。嫌
気条件下での新規脂肪酸代謝経路の解明を
目指すにあたり、上記の水和および脱水と共
役化の２反応を中心に取り上げ、本代謝経
路・反応系の解明を目指す。また、乳酸菌を
対象とした CLA生産菌体の探索を行った際に、

好気条件下での脂肪酸代謝では見られない、
未知脂肪酸を生産する反応を数種見いだし
ており、これらの情報を整理するとともに、
さらなる探索により新規脂肪酸生産反応の
発見につとめる。 
 
 
４．研究成果 
 
 申請者は、乳酸菌が触媒するリノール酸異
性化反応を活用した共役リノール酸（CLA）
生産プロセスの確立に成功している。また、
この反応を利用し、α－リノレン酸やγ－リ
ノレン酸、ステアリドン酸由来の共役トリエ
ン酸、共役テトラエン酸生産にも成功してい
る。さらに、リノール酸異性化反応は、リノ
ール酸のΔ９位二重結合の水和による水酸
化 脂 肪 酸 （ 10-hydroxy-12-octadecenoic 
acid）の生成と、脱水を伴う二重結合の転移
という複数のステップから成り立ち、これら
の反応には、少なくとも３つのタンパク質が
関与していることを明らかにしている。そこ
で、Lactobacillus 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）の諸性質につ
いて検討した。  
 その結果、L. plantarum AKU 1009a の
CLA-HY は、膜画分に存在するタンパク質であ
った。本菌のゲノムから候補遺伝子を選抜し、
プライマーを作成し PCR により増幅後、
His-tag 融合タンパク質として形質転換大腸
菌に大量発現させた。形質転換大腸菌の可溶
性画分に発現した CLA-HY を精製し、得られ
た精製酵素を用いて諸性質を解析した。その
結果、本酵素は FAD を補酵素とし、リノール
酸のみならず、オレイン酸やα–リノレン酸、
γ–リノレン酸などを対応する 10-hydroxy-
脂肪酸へと変換した。 
 また、嫌気性微生物の中でも乳酸菌を対象
としてリノール酸をユニークな脂肪酸へと
変換する新たな脂肪酸変換反応の探索を行
った結果、乳酸菌 Pediococcus sp. LBK454
がリノール酸をユニークなヒドロキシ脂肪
酸 へ と 変 換 す る こ と を 見 出 し た 。
Pediococcus sp. LBK454 をリノール酸ととも
に反応に供したところ三種類のヒドロキシ
脂肪酸が生成した。得られたヒドロキシ脂肪
酸を、高速液体クロマトグラフィーを用いて
精製し MS-MS, NMR, 二次元 NMR等に供した結
果、10-hydroxy-cis-12-octadecaenoic acid, 
13-hydroxy-cis-9-octadecaenoic acid, 及
び 10,13-dihydroxy-octadecanoic acid であ
ると同定した。また、本反応は本菌の休止菌
体や、本菌を超音波破砕により得られる無細
胞抽出液を触媒とする反応においても進行
することを明らかにした。さらに、本反応を
詳細に検討したところリノール酸のΔ9 位の



二重結合を水和する酵素とΔ１２位の二重
結合を水和する酵素は異なることを明らか
にした。水酸化脂肪酸は、樹脂やワックス、
ナイロン、プラスチック、防腐剤、化粧品な
ど工業的にも利用範囲が広く価値のある脂
肪酸であり、また CLA 生産の中間体としても
関与していることから、本菌の水和活性は、
さらなる用途に期待がもてる。 
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