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微生物 に よる共役脂肪酸生産

小川 順 ＊ ・岸野 　重信 ・ 安藤　晃規 ・ 杉本 聡 ・清水
日
日

　近 年，共 役 リ ノ
ー

ル 酸 （CLA ）に 代表 され る 共 役脂肪

酸 の ユ ニ
ーク な生理 機能 に 注 目 が集ま っ て い る．CLA は

分子 内 に共 役二 重結合を有す る リ ノ
ール 酸異性 体の 総称

で あ り，そ の い くつ か の 異性体 に 発癌抑制作用 ，体脂肪

低減 作用 ，抗動脈 硬 化作用，イ ン ス リン 感受性改善作用，

免疫増強作用，骨代謝改善作 用 な ど が 見 い だ され て きて

い る．D こ れ に と も な い ，　 CLA の 供給源
・製造法 に対する

関 心 が 高 ま っ て い る．ま た ，多種存在す る CLA 異性体

の うち 限 られ た も の の み が 生 理 活 性 を 示 す た め，そ れ ら

を選 択的 に作り分 け る技 術も求 め られ て い る．

　現在米国 に て ボデ ィ
ー

ビ ル ダ
ー

用 の 補助食品 と し て

利 用 され る CLA （年間 100　t強） は ，リ ノール 酸 を 化学

的 に 共役化す る こ とで 製造 され て お り， 種 々 の 異 1生体 の

混合物 とな っ て い る．個 々 の 異性体 の 機能 に 特化 した 医

薬 ・機能性食品 と して の 用 途の 拡大 を想定す る と，異性

体 選 択性 が高 く か っ 安全な生産 法の 開 発 が 求 め られ る．

生物生産法の 開発 は こ の 問題 を解決 し うる と考 え られ る

が
， 既存 の 生物起源 の GLA は 反 芻動物 由来 の 食品 に 微

量含 まれ る に 限 られ て い た （数 mg ！g　fat），そ こ で 我 々 は ，

よ り効率的な生物生産手段 と して 微生物 の 利 用を検討 し

た．

リノ ール 酸異 性 化 反 応 に よ る CLA 生 産

　1960年代半 ば，Kcpler らは ， 反 芻胃内微生物 が 遊離不

飽和脂肪酸 に よ る生育阻害を回 避す る た め に リ ノ
ー

ル 酸

を飽 和化す る過程 で，中間体 と して CLA を産生す る こ と

を報告 し て い た ．2｝こ の 知 見 に 基 づ き さま ざま な 乳酸菌

を対象 に リノ
ー

ル 酸 を CLA へ と変換す る 能力 を 探索し

た 結果 L αctobaciUus
’
　acidoPhitzts や L．　ptantarumに 属す る

乳 酸 菌 に 顕著 な 活性 を 見 い だ し た ．3）リ ノ
ー

ル 酸 の 毒性

ゆ え に ，生 育菌体 を 用 い る CLA 発 酵 生 産 の 効 率 は 低

か っ た も の の ，あ らか じ め前培養し て お い た 菌体を触媒

的 に 用 い る微 生 物 変換 法 を導 入 す る こ と に よ り，高基質

濃度条件下で の 効率 生 産 が 達成 され た．触媒 とする菌体

の 活性 は ，前 培 養 培 地 に リ ノール 酸 を 加 え あ ら か じ め

CLA 生 産系酵素群 を誘 導 し て お く こ とや，微 生 物 変 換

反 応 を 嫌 気 的 に行 う こ とに よ り 向上 し た．各種機器分析

に よ り ， 生成す る CLA は cis−9，磁 郡
一11−octadecadienoic

acid （GLA1 ） お よ び trans−9，　 trans−11−octadecadienoic

acid （CLA2 ）で あ る こ とが 判明 し た．4） こ の うち GLAl

は 発 癌抑制作用 な ど が報告され て い る 活 性型 CLA 異性

体で あ っ た ．

　高 い CLA 生産能を 示 した L．　ptantarum　AKU 　1　009a の

湿菌体 を 触媒と して 用 い ，リノ
ー

ル 酸か ら の CLA 生 産

の 効率化 を 図 っ た 結果，CLA の 生 産量 は 約 40　mg ！ml に

達 した （モ ル 転換率 33％，GLAI 　15　mg ！ml ，　GLA225 　mg ！

m1 ）．3）異性体生成比 は 基質濃度や 反応 時間な どの 反応条

件 に よ り変動 した．ま た，反応液 に グル コ
ース ，L 一セ リ

ン ，NaCl な どを 添 加 す る こ と に よ り GLA2 の 生 成 を特

異的 に抑制 で き る こ と も 見 い だ され た．4）こ れ ら の 反 応

条件を組 み合わ せ る こ とに よ り GLAl は 最大 80％，　CLA2

は 97％ 以 上 の 選 択 率 で 生 産 さ れ た ．ま た，生 産 され る

CLA の ほ と ん ど が 遊離型 と し て 菌体内 に （あ る い は 菌体

に 付着 して ）回収 され た ．L．　PlantarUtnは漬物な どの 植

物 性発 酵食品 に 見い だ さ れ る食経験 の ある微生物 で あ

り，本方 法 に よ り調製され た 乳酸菌菌体 が，実用的 な活

性 型 CLA 供給源 と なる こ と が 期待 され る．

乳酸菌 に おける リ ノ ール 酸か らの CLA 生成反応の 解析

　遊離型 ，エ ス テ ル 型 ，トリア シ ル グ リセ リ ド型 の リノ
ー

ル 酸 を基質と して 用 い る CLA 生 産を検討 した 結果，乳酸

菌 は，遊離型 リノ
ー

ル 酸 の み を良好 な 基 質 とす る こ とが

判明 した．

　ま た ，乳酸菌が リ ノ
ー

ル 酸 か ら CLA を生成す る 際，

常 に CIA の 生 成に 先 立 っ て 併産 され る 未知脂肪 酸 の

構 造 解 析 を 行 い ，10−hydroxy −trαns−12−octadecaenoic

acid （HYI ）お よ び 10−hydroxy−cis−12−octadecaenoic 　acid

（HY2 ）の 2種 の 水 酸化脂肪 酸 （HY ）で あ る と同 定 し た．

HY を単離精製し，こ れ を 基 質 と した 反応 をL．　acidoPhitzas

AKU 　ll37の 湿 菌体 を 用 い て 行 っ た結果，　 GLA の 生 成 を

確認 した．こ の こ とよ り，HY を 経由す る CLA 合成経路

の 存在 が r・想 され た ．すな わ ち，CLA の 生 成 に は，リ

ノ
ー

ル 酸 の HY へ の 水和 反 応 と，　 HY の 脱水 に ともな う

二 重結合 の 転移 反 応 か らな る複数 の 反 応 が 関 与 して い る

と 考 え られ た （図 1）．1コ）

1丿シ ノ
ー

ル 酸水和反 応 に よ る CLA 生産

HY が CLA 合成中 間 体 と して 想 定 され た こ とか ら，各
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図 1．乳 酸菌 に よる リノ ール 酸 の CLA への 変換

種水酸化脂肪酸 を基質とす る乳酸菌湿菌体 に よ る微生物

変換反応 を検討 し た 結果，リシ ノ
ー

ル 酸 （12−hydroxy−

cis−9−octadecaenoic 　acid ） が CLA （GLAI お よ び CLA2 ）

へ と変換 され る こ と を 見 い だ した ．Cコ）また ， 乳酸 菌湿 菌

体 に お け る リ シ ノ
ー

ル 酸 か らの CLA 生成活性 は ，前培

養時 に リ ノ
ー

ル 酸や α一リ ノ レ ン 酸 を 添加す る こ と に よ

り誘導さ れ る こ と を 見 い だ した ．L，　Ptα ntaram 　JCM1551
の 湿 菌体を触媒と し て 反応 を行 っ た 場合，3．4mg ！ml の

リ シ ノ
ール 酸 か ら 2．4mg ！ml の CLA が 生 成 した （モ ル 転

換率 70％ CLAI 　O．8mg ！ml ，　 CLA2 　1．6　mgfml ）．7＞

　反応経路 と し て は，リ シ ノ
ー

ル 酸が All位に お い て 直

接 脱 水 反 応 を受 け CLA が 生 成 す る経路 と，A12 位 に お い

て 脱水反応 を受け い っ た ん リ ノール 酸 とな り ，
こ れ が 上

述 の HY を経由す る系 に て GLA へ と至 る 2つ の 経路 の 存

在 が 予 想 され た （図 2）．

ヒ マ シ油か らの CLA 生 産

　リ ノ
ー

ル 酸 を 基 質 とす る反 応 と 同様 に，リ シ ノ
ー

ル 酸

を用 い る反応 の 直接 の 基質も遊離型 の リ シ ノール 酸 で あ
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り，エ ス テ ル 型 や トリア シ ル グ リセ リ ド型は良好 な基質

と は な らな か っ た ．一
方 ，リシ ノ

ー
ル 酸の 天 然資源 で あ

り，リシ ノール 酸を 主 構成脂肪酸 （約 85％） とす る トリ

ア シ ル グ リセ ロ
ー

ル に 富む ヒ マ シ 油 の 利 用 に 興味が 持 た

れ た．種 々 検 討 を加 え た 結 果，反 応 系 に リパ ーゼ を 添 加

し て ヒ マ シ 油 か ら遊離 リシ ノール 酸 を供給 させ な が ら反

応 を行 うこ と，な らび に，界面 活 性 剤 に よ り ヒ マ シ 油 を

反 応 系 に効 率的 に 分 散 させ る こ と に よ り，乳 酸 菌 に よ る

ヒ マ シ 油 か らの CLA 生産 が 可 能とな っ た （図 2），6）最適

な リパ
ーゼ，界面 活 性剤と して 糸状菌Mucorj

’
avanic

’
as 由

来 リパ ーゼ （1ipase　M ‘
“
Amano

”
10，天 野 エ ン ザイ ム ）お

よ び界面 活 性剤 Lubrol 　PX を 用 い る 至適反 応 条件下 で

は，SO　mg ！ml の ヒ マ シ 油か ら 7．5　mg ／ml の CIA が 生成

した （ヒ マ シ 油 に 含 ま れ る リ シ ノ
ー

ル 酸 に 対 す る モ ル 転

換率 28％ ， CLA13 ．4　mg ！ml ，　 CLA2 　4．　11ng〆ml ）．8）

trans 一バ クセ ン 酸 A9 不飽和化反応 に よるCLA 生 産

　哺乳類生体内で は ，」9不 飽 和 化反応 に よ りtra7as一バ ク

セ ン 酸 （trans−ll−octadecaenoic 　acid ）が GLA へ と変換 さ

れ る こ と が 報 告 され て い る．同様 の 反 応 を 幅 広 い 基 質 特

異性 を 示 す ∠ 9 不 飽 和 化酵素 を 有す る糸状菌 Trichodettrna

sp ．1−OH −2−3に お い て 検討 したと こ ろ，trans一バ ク セ ン 酸

が GLA （CLAI お よ び CLA2 ）に変換 され る こ と が 見 い だ

され た （図 3）．9）こ の 結果 に 基づ き A9 不 飽和化酵素活性

が報告され て い る酵母，糸状菌を対象 に 幅広 くス ク リ
ー

ニ ン グ を行 っ た 結果，MortiereUa，　 Delacroixiα ，　 RhizoPus，

Penicitlium　M 糸状菌 に 高 い 活性を見い だ し た ．生 成す る

CLA 異性 体 は い ずれ も CLAl お よび GLA2 で あ っ たが ，

そ の 生成 比 は 菌株 に よ り異な っ て い た ．

　 活性型 CLA で あ る CLAI を選択的 に 生 成 し た Detacro一

翻 α ω γ硼 α‘dFO8586 株 を選抜 し，生産条件 の 至 適化 を

行 っ た．不 飽和 化 反 応 は エ ネル ギー
要求性反 応 で あ る た

め ，培 地 に 添加 し た trans一バ ク セ ン 酸 を 菌体 の 生 育 と連

動 させ て CIA に 変換す る方法 が 効率的 で あ っ た ，基 質

で あ る trans
’一バ ク セ ン 酸 の 形 態 を，遊離型 と メ チ ル エ ス

　 　 　 CLAI 　　　　　　　　　 CLA2
　 9　 　 AeAll 　　 ＿　9　 　 △ 9thll

　 　 　 　 　 　 　 　 HO・Cv 丶｛ノ｝怫 へ （ ノ 丶
Hひ o

一

図 2．乳酸 菌 に よ る リ シ ノ
ー

ル 酸 お よび ヒマ シ 油 の CL へへの 変換

trans−VaCCeniC 　aCid

，．
．9　 　 x・1

図 3．糸状菌 よ る trans一バ ク セ ン 酸の CLA へ の 変 換
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テ ル とで 検討 した 結果，メチル エ ス テ ル を基質 とし た際

に GLA 生 産量 が 増加 し た．そ こ で ，　 trans一バ ク セ ン 酸 メ

チ ル エ ス テ ル を基質 と して GLAI 選択的高生産条件 の 検

討 を行 っ た と こ ろ，S3．S　mg ！ml の trttms一バ ク セ ン 酸 メ チ

ル エ ス テ ル を添加 し た 栄養培地 （dextrin　5．0％，　tryptone

2．090，pH 　9，0） に て D ．　coronata 　lFO 　8586を 28°C ，7 日

間培養す る こ とに よ り，IO．5　mg ！ml の CLA （モ ル 転換率

：329・，CLA110 ．3　mg ！ml ，　 CLA2 　O．2　mgfml ）が 生 産 され

た．こ の 際 の CLA1 選 択率 は 98％ で あ っ た ．ま た，乳酸

菌を用 い た場合 とは 異な り，生成し た CLA の 大部分 （約

70％） が トリア シ ル グ リセ リ ド型 と して 回 収 され た ．

不飽和脂肪酸異性化反 応 に よる種 々 の 共役脂肪酸生産

　 以 上 ，GLA の 微生 物 生 産 を 中心 に 解説 して きた が ，こ

れ らの 反応 は，GLA 以外 の 多様 な共役脂肪酸 の 生産 に も

適用 で き る こ と が 期待 され る．こ こ で は ，乳酸菌 が 触媒

す る リ ノ
ー

ル 酸 の 異性化 に よ る CIA 生 産 に 類似 し た 反

応 を，種 々 の 高度不飽和脂肪酸を対象 に 検討 した結果を

述 べ る ．

　L．　ptantarum　AKU 　1　009a の 湿菌体 を種 々 の 高度 不 飽和

脂肪酸 と反応 させ た とこ ろ，リノ
ー

ル 酸 以 外 に α
一リ ノ レ

ン 酸，1一リノ レ ン 酸 ス テ ア ド リン 酸 を 基質 と した 際 に

も新 た な脂肪酸 の 蓄積 が 観察 され た．α 一リ ノ レ ン 酸 お よ

び 7一リノ レ ン 酸 か ら生成 した脂肪酸 の 構造解析 を行 っ た

結呆，共役脂肪酸 と して α一リ ノ レ ン 酸 よ り cis−9，　trans−11，

cis−15−octadecatrienoic 　 acid （GALAI ） お よ び trans−9，

trans−11，cis−15−octadecatrienoic 　acid （CALA2 ）が，1一リノ

レ ン 酸 よ り o証 6，酪 一9，tra，ns −ll−octadecatrienoic 　 acid

（CGLA1 ）と ci．s−6，　trans−9，　trans’−ll−octadecatrienoic 　acid

（CGLA2 ）が生成 して い る こ と を確 認 した （図 4）．こ の 結

果 か ら，乳 酸菌 に よ り CLA 以 外 に も さ ま ざま な 共 役脂

肪酸 が 生 産 で き る 可 能性 が 示 され た．9・10）ま た，α
一リノ

レ ン 酸 か らは tram’−IO，伽 一15−octadecadienoic 　acid が，　 r一

リ ノ レ ン 酸 か らは cis−6，　trams−10−octadecadienoic 　acid お

よ び trtins−10−octadecaenoic 　 acid が 生 成 し て い た こ とか

ら，これ らの 共役脂肪酸 も飽 和 化反 応 の 中間体 と して 生

　 oし．Linolenic　acid
　 9　　　　　　　　△9　△12Als
HO°C −

　γ
．LinOleniC　acid

　 P，　　 △6 △9 △ 12
HO’C 丶 ノ ー 丶！

図 4．乳酸 菌に よる α 一リ ノ レ ン 酸お よ び γ
一リ ノ レ ン 酸 の 共役 脂 肪

酸への 変換

成 し て い る ・∫能性 が 示唆さ れ た．

　以 上，微生物 に よ る共 役脂肪酸生 産 法 の バ リエ
ー

シ ョ

ン を概説 した ．lb 特 に ，食経 験 豊 富 な 乳酸菌 に よ る CLA

の 供給 は ， GLA の 機能性 食品 と して の 利用や ，乳酸菌 の

プ ロ バ イ オ テ ィ ク ス と し て の 利用 の 展開を促す もの と期

待 され る．筆者 ら は こ れ ら以外 に も，ス エ ヒ ロ タ ケ の
一

種 が リ ノール 酸を共 役 トリエ ン 酸 （9，
Il

，13−octadecatri −

cnoic 　acid ）に変換す る こ と も見い だ し て お り，微 生物 に

は 多様 な 共 役脂 肪 酸 生 産 系 が 潜 ん で い る よ うに 思 わ れ

る．CLA を中心 と した 共役脂肪酸 の 生理機能研究 は 端緒

に着い た ばか りで あ る．微 生 物 に よる共役脂肪酸 の 供給

が
一．
助 と な る こ と を 期待 し た い ．
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