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研究成果の概要（和文）：本研究では、油糧酵母（Yarrowoa lipolytica: Yli酵母）のテルペノイド合成系を強
化（ylacs1、ylHmg1、ylAcl1各遺伝子の強発現）するため、これらの発現用プラスミドをGolden Gate法で構築
した。またYli酵母（親株）へDEH資化能を付与し、アルギン酸分解物DEHを調製する最適条件（アルギン酸リア
ーゼの最適量等）を明らかにした。また、本研究で構築したDEH資化能を示すYli酵母を用いてグルコースとDEH
の各々から油脂を生産し、油脂組成の定量分析をGC-MSで行った。グルコース由来油脂よりもDEH由来油脂の生産
量は低かった。両者の組成は類似していた。

研究成果の概要（英文）：In this study, the plasmid for the expression of ylacs1, ylHmg1, and ylAcl1 
was constructed to improve the biosynthetic pathway of terpenoid in Yarrowia lipolytica. Moreover, 
the capacity to utilize DEH was conferred on Y. lipolytica, resulting YliDEH+ strain. The condition 
to produce DEH from sodium alginate was optimized e.g. through optimizing the amounts of endo- and 
exo-type alginate lyases. Lipids were produced from each glucose and DEH by using the YliDEH+ strain
 and analyzed by GC-MS. Composition of the lipid from DEH was similar to that from glucose. The 
amount of the former was lower than that of the latter. 

研究分野：応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
海藻（褐藻）資源は、広大な管轄水域を有する日本で豊富に得られる有望な資源であが、その利用には微生物へ
の褐藻主要成分アルギン酸（DEH）資化能の付与等による、海藻（褐藻）バイオリファイナリー技術（微生物の
利活用により褐藻から有用成分を生産する技術）の開発が鍵となる。本研究では、はじめて海藻資源（アルギン
酸由来のDEH）からの油脂の生産に成功し、持続可能な新しい同技術開発の重要な基盤となる成果を得た。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

テルペノイド（植物二次代謝産物）や油脂（バイオディーゼル燃料やバイオジェット燃料の原

料）の供給源を、植物のみに依存し続けることは困難である。解決策の一つは、多様かつ豊富な

炭素源から微生物発酵によりテルペノイドや油脂を高生産するバイオリファイナリー技術の開

発である。海藻（特に褐藻）は、耕地は狭いが広大な管轄水域を有する日本で豊富に得られる有

望な炭素源資源である。しかし褐藻の主要成分アルギン酸が難利用性であり、褐藻利用の妨げと

なっていた。アルギン酸からテルペノイドや油脂を高生産できるバイオリファイナリー技術の

開発が求められていた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、テルペノイドとしてバレリアノールを選定した（図 1）。本研究の目的は、油脂

蓄積酵母 Yarrowia lipolytica（Yli）酵母にアルギン酸資化能を付与し、アルギン酸からテル

ペノイド（バレリアノール）と油脂の各々を高生産する Yli 酵母を構築することである。その過

程で、テルペノイド合成系の鍵酵素 HMG-CoA レダクターゼの活性制御機序の一端も明らかにす

る。具体的には、（1）HMG-CoA レダクタ

ーゼのリン酸化による活性制御機序の

解明とテルペノイド（バレリアノール）

高生産 Yli 酵母の構築、（2）アルギン酸

と硝酸塩からテルペノイド（バレリア

ノール）と油脂を高生産する Yli 酵母

（次頁 図 2）の構築である。 

 

３．研究の方法 

（1）HMG-CoA レダクターゼのリン酸化による活性制御機序の解明とテルペノイド（バレリアノ

ール）高生産 Yli 酵母の構築  

 分裂酵母では、HMG-CoA レダクターゼ（Hmg1）は、Sty1 によりリン酸化されて酵素活性が低

下し、Sds23 遺伝子欠損株では恒常的に脱リン酸化され、低グルコースシグナル等によりリン酸

化される。同 Hmg1 のリン酸化部位（Ser-1024 と Thr-1028）は Yli 酵母 Hmg1（ylHmg1：図 2）に

も保存されている（Ser-973 と Thr-977）。そこで本研究では、まずは ylHmg1 の推定リン酸化部

位を Ala 残基に置換してリン酸化されないと予想される ylHmg1 をバレリアノール生産 Yli 株で

発現させ、バレリアノール前駆体のメバロン酸の生産量を測定した。もし、Ala 残基に置換した

ylHmg1 を発現させた Yli 株のメバロン酸生産量が増大すれば、リン酸化により Hmg1 が活性を抑

制されることが示唆されると期待され、さらにバレリアノール高生産 Yli 酵母の構築にもつな

がると期待された。 

油脂合成系の弱化によるテルペノイド（バレリアノール）高生産 Yli 酵母の構築は以下の方法

で行った。アセチル CoA からの油脂合成の最初の反応を触媒するアセチル CoA カルボキシラー

ゼ（Yli 酵母では ylAcc1）遺伝子の破壊による、油脂合成系の遮断は不可能である（破壊は致死

性のため）。そこで油脂合成系の弱化のために、ゲノム編集技術を応用した STEPS

（Systematically Test Enzyme Perturbation）法を適用した。同法は、DNA への結合能は保持

しているがヌクレアーゼ活性を欠失した dCas9 と転写抑制因子（Mxi1）の融合タンパク質（dCas9-



Mxi1）を対象細胞内で発現させ、ターゲット遺伝子の上流の各点（-10 bp～-1,000 bp）に結合

させ、その転写抑制を微調整する技術である。本研究では、バレリアノール高生産 Yli 酵母の

ylAcc1 遺伝子の上流域各点に dCas9-Mxi1 を結合させ、ylAcc1 遺伝子の転写抑制を微調整して

油脂合成系を適度に弱化させることでテルペノイド合成系を強化し、グルコースからのバレリ

アノールの生産量を最大にすることを試みた。 

 

（2）アルギン酸と硝酸塩からテルペノイド（バレリアノール）と油脂を高生産する Yli 酵母の

構築  

 パン酵母への DEH 資化能付与の方法に基づき、コドンを Yli 酵母型に最適化した 4遺伝子（DEH

輸送体 [ylDHT1]、DEH レダクターゼ [ylA1-R’]、KDG キナーゼ [yleda]、KDPG アルドラーゼ 

[yleda] 各遺伝子：図 2）を Yli 酵母のゲノム DNA の特定の領域にゲノム編集技術により導入

し、DEH 資化能を付与した Yli 酵母を構築した。ゲノム編集技術には pHR-XXX-hrGFP と pCRISPRyl

シリーズのプラスミドを用いた。 

エンド型アルギン酸リアーゼ A1-I とエキソ型アルギン酸リアーゼ Atu3025 は大腸菌を宿主と

して発現させ、TALON アフィニティクロマトグラフィーで精製した。KdgF は遺伝子を人工合成

し、発現ベクターにクローニング後、同様に発現させ精製した。酵素は全て、既報に基づき酵素

活性を測定した。 

 

４．研究成果 

（1）HMG-CoA レダクターゼのリン酸化による活性制御機序の解明とテルペノイド（バレリアノ

ール）高生産 Yli 酵母の構築  

 Yli 酵母にバレリアノール合成酵素遺伝子（コドンを最適化した ylChTPS8 遺伝子：図 1）を導

入し、バレリアノール生産 Yli 酵母を構築した。GC-MS により、バレリアノールの定性的な生産

を確認した。Yli 酵母 Hmg1 の推定リ

ン酸化部位（Ser-973 と Thr-977）を

各々Ala に置換した Hmg1_TA（Ala 置

換により細胞内でリン酸化されなく

なると予想）ならびに Yli 酵母 Hmg1

を発現させるプラスミドを構築し、

これらをコントロール（ベクター）と

ともにバレリアノール生産 Yli 酵母

に導入した。両者の生産するメバロ

ン酸（バレリアノール合成の前駆体）

を HPLC で定量することで、これらの

Ala 置換が Hmg1 活性に及ぼす効果を

検証した。その結果、コントロールと

比較して、Hmg1_TA 導入株のメバロン

酸量は増加していなかった(むしろ 2

割ほど低下していた)。すなわち、Ala

置換には効果が無いことが分かっ

た。 

 油脂合成経路の弱化による方法でもバレリアノールの高生産を試みるため、ターゲット遺伝



子（Yli 酵母では ylAcc1）の上流域（-550, -442, -135, -10 の各々）をターゲットとする STEPS

法のプラスミドを構築し、これらをコントロール（ベクター）とともに上記バレリアノール生産

Yli 酵母に導入した。これらの生産するメバロン酸を HPLC で定量したが、コントロールと比較

して、STEPS 法によりメバロン酸量は増加していなかった。すなわち、今回の STEPS 法ではバレ

リアノールの増量には至らなかった。 

そこで、別の方法つまりバレリアノール前駆体合成系の強化（ylacs1、ylHmg1、ylAcl1 各遺伝

子の強発現）を試みるため、これらの発現用プラスミドを Golden Gate 法で構築した。構築した

プラスミドは、今後のテルペノイド高生産 Yli 酵母の育種に寄与すると期待された。 

 

（2）アルギン酸と硝酸塩からテルペノイド（バレリアノール）と油脂を高生産する Yli 酵母の

構築  

 コドンを Yli 酵母型に最適化した 4遺伝子を Yli 酵母に導入完了し、導入株の DEH（アルギン

酸分解物）での生育と油脂の定性的な蓄積を GC-MS により確認した。蛍光試薬 Bodipy493／503

を用いた油脂蓄積の可視化も実施した。なお、DEH 培地での植えつぎを介した適応進化による DEH

資化能の向上には至らなかった。 

 アルギン酸からの DEH 調製の最適条件を明らかにした。すなわち、大腸菌を宿主として発現さ

せて精製した、エンド型アルギン酸リアーゼとエキソ型アルギン酸リアーゼの添加最適量を決

定した。さらに、両リアーゼの作用で精製する不飽和ウロン酸単糖から DEH への変換が低 pH で

促進されるか、および酵素 KdgF で促進されるかを調べたが、ともに促進されないことを明らか

にした。 

 本研究で構築した DEH 資化能を示す Yli 酵母を用いてグルコースと DEH の各々から油脂を生

産し、油脂組成の定量分析を GC-MS を用いて行った。その結果、DEH からの油脂生産量はグルコ

ースからの生産量と比べて低いことが分かったものの、確かに DEH からの油脂の生産を確認し

た。DEH から生産された油脂とグルコースから生産された油脂の組成は類似していた。生産され

た油脂は、パルミトレイン酸、パルミチン酸、リノール酸、オレイン酸、ステアリン酸を含んで

おり、大豆油の組成と類似していた。DEH からのバレリアノール生産の確認には至らなかった。 

 アルギン酸から油脂を生産すべく、エキソ型アルギン酸リアーゼ Atu3025 遺伝子を Yli 型に

最適化し、Yli 酵母で分泌発現させるべく発現プラスミドの構築を試みたが、配列の困難さもあ

り、構築には至らなかった。また硝酸塩利用能の付与にも至らなかったものの、DEH と常温常圧

で反応しない窒素源の中から最適な窒素源の探索を行い、プロリン、イソロイシン、グルタミン

酸、ロイシン、バリン等が最適な窒素源であることを見いだした。DEH 資化能を付与したパン酵

母ではアスパラギンは良好な窒素源であったが、同 Yli 酵母ではアスパラギンは窒素源として

機能しなかった。尿酸が DEH と常温常圧で反応しないことも見いだしたが、尿酸は良好な窒素源

として機能しなかった。 

 本研究により、褐藻の主要成分であるアルギン酸から調製した DEH からの初めての油脂の生

産に成功した。アルギン酸からの DEH 調製の詳細な最適条件および最適な窒素源も明らかにす

ることができた。 
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