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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎を惹起する黄色ブドウ球菌の選択的な抗菌剤の開発・生産を目指し
て、希少脂肪酸の生産微生物の探索と生産性改善を試みた。これまでに、生産微生物の探索、高生産株の選抜、
高生産培養条件の設定、有用添加物の発見、炭酸ガス通気による生産法の更なる改善、など種々の評価を行って
きた。研究成果として、ビフィズス菌に抗菌性を持つ希少脂肪酸16:1Δ7の生産を見出した。また、ビフィズス
菌の生育だけでなく脂肪酸生産においても、L-システイン及び炭酸ガスの有効性を示した。また、化学変異導入
による高生産変異株を取得した。

研究成果の概要（英文）：With the aim of developing and producing a selective antibacterial agent for
 Staphylococcus aureus that causes atopic dermatitis, we surveyed for microorganisms that produce 
rare fatty acids and attempted to improve their productivity. So far, various evaluations have been 
carried out, such as searching for producing microorganisms, selecting high-producing strains, 
setting high-producing culture conditions, discovering useful additives, and further improving the 
production method by aerating carbon dioxide gas. As a research result, we found the production of a
 rare fatty acid 16: 1Δ7, which has antibacterial properties against bifidobacteria. In addition, 
the effectiveness of L-cysteine and carbon dioxide was shown not only in the growth of 
bifidobacteria but also in the production of fatty acids. In addition, a high-production mutant 
strain was obtained by introducing a chemical mutation.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： ビフィズス菌　C16モノエン酸　アトピー性皮膚炎　黄色ブドウ球菌　表皮ブドウ球菌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ビフィズス菌において、脂質・脂肪酸に関する研究例はほとんどないため、基礎学術的意義の高い研究成果であ
る。一方で、ヨーグルトなど食品として利用され、健康効果についても良く知られるビフィズス菌において抗菌
性脂肪酸の蓄積を見出したことは、将来的な抗菌性脂肪酸の実用化や社会実装に向けた研究開発の第一歩となる
ものと期待される。

※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 
 

サピエン酸（6-cis-C16:1）は、ヒトの皮下組織にある皮脂腺で特異的に生合成され、
皮脂脂肪酸の４％を占める一価不飽和脂肪酸である。サピエン酸はヒト以外の動物には
存在しないが、ヒトに特異的である理由も未解明である。サピエン酸やその異性体（9-
cis-C16:1）は、アトピー性皮膚炎（atopic dermatitis, AD）を引き起こす皮膚常在性黄色
ブドウ球菌 Staphylococcus aureus に対する抗菌活性をもつ（文献１: Nagao, T. et al., 106th AOCS 年会講演

要旨集. p4, 2015）。近年、S. aureus の弱毒性変異株が生じることにより AD が重症化すると明
らかになったが、サピエン酸は、この S. aureus 弱毒株に対しても強い抗菌性を保持し
ている（文献２: Okino, N. et al., IUMS2017, OR030, 2017）。 
一方、近縁種である表皮ブドウ球菌 S. epidermidis 

は、皮膚保湿や菌叢正常化により、AD やニキビを抑制
することから美肌菌として注目されるが、サピエン酸
は美肌菌に抗菌性を示さない選択的抗菌性を有する。
つまり、サピエン酸を含有する全く新しい機能性食品・
塗布剤により、異常皮膚細菌叢の正常化による AD の
治癒・予防が可能となる。 

しかし、サピエン酸は、ヒトに特異的に存在するため、サピエン酸の有用な供給源は
存在しない。また、化学合成法で位置選択的に二重結合を導入してサピエン酸を合成す
るのは困難である一方、その発酵生産例もない。そこで、サピエン酸の発酵微生物の発
見を志向した。サピエン酸の摂取・塗布を可能にするには、食用に相応しい安全な微生
物基盤が不可欠である。そこで、食経験が豊富なビフィズス菌によるサピエン酸の発酵
生産法の確立と、機能性食品・塗布剤の開発を着想した。 
 
 
２．研究の目的 
 
１）サピエン酸を高生産するビフィズス菌の探索 
２）ビフィズス菌がもつサピエン酸生合成メカニズムの解明 
３）培養・代謝工学によるサピエン酸生産の最適化 
 
 
３．研究の方法 
 
自然界及び保有する微生物保存株を培養して、各菌体内の総脂肪酸を抽出・誘導体化してガスク
ロマトグラフィー及び質量分析装置に供した。また、高生産株を選抜し、選抜株において種々の
培養条件・温度・培地組成で蓄積性を評価するとともに、GCMS、LCMS など質量分析装置による
脂肪酸の構造解析を行った。さらに、同属菌株のうち、高生産株と非生産株のゲノムを比較する
ことで高生産の鍵となり得る遺伝子の探索を行った。一方、高生産の育種として、突然変異導入
による高生産変異株の作出を目指した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）サピエン酸生産微生物のスクリーニングと培養条件の検討 
 
自然界より収集した微生物株 50 株、糸状菌 5 株とビフィズス菌 28 株を培養し、培養菌体から
抽出・誘導体化した総脂肪酸をガスクロマトグラフィーで分析したところ、ビフィズス菌におい
てサピエン酸と溶出時間を同じくするピークを検出した（表１）。このうち、Bifidobacterium 
adolescentis JCM 7042 株と B. boum JCM 1211 株において、比較的高い脂肪酸生産とサピエン
酸と思われるピークを検出した。 
また、これら２株に着目して、サピエン酸の生産性を指標とした基礎的な培養条件を検討し、最
適な培地組成（図１）および培養条件（表２）を検討した。また、様々な培地成分の添加により
生産性への影響を評価した結果、L-システインの添加により、16:1 脂肪酸について、7042 株で
は、生産性（mg/L）及び含有率（％）がそれぞれ 2 倍、1211 株でも生産性が 2 倍に増加するこ
とを見出した。 
 
 
 

サピエン酸（6-cis-C16:1）



 
 
 
 
 
 
  

strain Dried cell weight Total fatty acid C16:1
(mg)  (mg/L) (%)

Bifidobacterium bifidum 16.8 24.7 0.0
B. adolescentis JCM 1275 37.9 43.4 0.0
B. adolescentis 12451 25.8 55.8 1.8
B. adolescentis 3-117 27.9 54.4 0.5
B. adolescentis 12-114 21.8 39.4 0.9
B. adolescentis 12-111 35.7 106.0 2.3
B. adolescentis 7042 36.6 106.6 2.3
B. adolescentis 4-2 27.2 57.4 0.0
B. adolescentis 4-16 9.2 19.6 0.0
B. adolescentis 4-58 24.0 39.0 0.6
B. adolescentis 9-124 20.8 33.4 0.3
B. animalis subspp. animalis JCM 1190 21.9 44.7 0.0
B. animalis subspp. lactis JCM 10602 25.3 35.2 0.6
B. boum 1211 31.5 77.5 2.7
B. breve 22.3 67.8 0.5
B. catenulatum 16.7 36.6 0.0
B. dentium JCM 1192 21.6 44.4 0.6
B. gallinarum JCM 16291 11.8 20.2 0.7
B. indicum JCM 1302 9.9 23.4 0.0
B. longum 105A wild 25.8 65.4 0.0
B. longum infantis ATCC 15697 20.7 38.6 0.0
B. longum infantis JCM 1222 40.1 56.0 0.0
B. longum NCC 2705 35.4 93.5 0.0
B. pseudocatenulatum 48.2 40.9 0.0
B. ruminantium JCM 8222 30.6 74.9 0.7
B. thermophilum JCM 1207 24.0 68.1 0.8

表１．ビフィズス菌群の脂肪酸生産性

Bifidobacterium
sp. JCM 7042

B. boum
JCM 1211

Temp. (℃) 24 37

Time (h) 48 48

pH 6.5 7.0

16:1Δ6 in culture medium (mg/L) 2.8 2.1

16:1Δ6 in total FA (%) 3.4 2.7

表２．基礎的な培養条件検討
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図１．最適な培地組成の検討
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（２）選抜したビフィズス菌が生産する１６：１の構造決定 
 
選抜した 7042 株の生産する１６：１の詳細な構造を決定
するために、7042 株由来脂肪酸サンプルを GCMS および
LCMSMS にて解析した。GCMS 分析においては、脂肪酸サン
プルを 4,4-dimethyloxazoline（DMOX）誘導体化して、
GCMS に供した。各種１６：１脂肪酸標品と溶出時間を比
較したところ、サピエン酸（１６：１Δ6）ではなく、16:1
Δ7であると示唆された（図３）。MS フラグメントからも
16:1Δ6 ではないと示唆された。さらに、LCMSMS でより
詳細に分離・構造解析した結果、フラグメントパターン
より 16:1Δ7 であると明らかになった。サピエン酸では
なかったものの、16:1Δ7 はサピエン酸と二重結合位置
の違いのみであり、黄色ブドウ球菌および表皮ブドウ球
菌に対する選択的抗菌活性もサピエン酸と同等であるこ
とが報告されている。 
 
 
 
 
 
 
 
（３）7042 株の培養スケールアップと炭酸ガス通気の検討 
 
7042 株の MRS 培地での培養をスケールアップし、簡易的なジャーファーメンテーション装置に
より、炭酸ガス通気による影響評価を行った。ビフィズス菌は、炭酸ガスの利用が可能で、アス
パラギン酸や核酸生合成に要求されることが報告されている。通気のコントロール条件として、
窒素ガスを用いた（図４）。窒素ガス条件下と比較して、炭酸ガス条件では、生育、16:1Δ7生産
性ともに、大幅に改善した。また、L-システインと炭酸ガス通気の両方により、最終的な生育・
生産性に影響はなかったものの、システイン添加によって生育速度、生産速度が向上した。 
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（４）化学変異導入による高生産株の取得 
 
高生産株の取得を目指して、脂肪酸高生産変異株の
効率的な取得方法を確立し、16:1Δ7の高生産変異株
の取得を目指した。化学変異導入剤としてメタンス
ルホン酸エチルを用い、培地に塗布したナイルレッ
ド（脂質画分に取り込まれることで赤色に呈色する）
を指示試薬とした変異処理法を考案した。この変異
処理法において、より赤く、より早く赤色を呈したコ
ロニーをピックアップすることで、高生産化したと
思われる変異株を取得した。一次スクリーニング、二
次スクリーニングを経て、野生株の２倍程度の生産
性を示す変異株を数株選抜した。 
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図５．変異株のスクリーニング
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