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機能性脂質の 微生物 生産

小 川 順 ＊ ・櫻谷　英治 ・清水 昌

　近 年 ，植 物 ・動 物 油脂 に は 見 られ な い 脂肪酸組成 を

持 っ た油脂 を 自然条件 に 左右 され る こ とな く生産す る

「微生物発 酵油脂 （single 　cell 　oils ）」 の 開発 が 精力的に 展

開 され て い る．そ の 結果，さま ざまな機能性脂質を生 産

す る微生 物 が 見 い だされ ， 医 薬 ・食品分野 か ら高 い 注 目

を集 め て い る．こ こ で は，Mo 漉 8魏 ♂α 属糸状菌 に よ る高

度 不 飽 和脂 肪 酸 （PUFA ）の 発酵 生 産 ，微 生 物 に よ る 共

役脂肪酸生産を例 に ，機能性脂質 の 微 生 物 生 産 を概説す

る．

Mortierella属糸状菌 に よるPUFA の 生産
1−61

　我 々 は ア ラ キ ドン 酸 （AA ；20 ：4n −6）を 高 生 産 す る 糸状

菌Mo π廨 伽 α伽ηα IS−4 を 見 い だ し，そ の 高 い 油脂生産

性，特徴的脂肪 酸 組成 （飽 和 脂 肪 酸 と不 飽 和 脂 肪酸 の 両

方 を含む）を さま ざま な角度 か ら検証す る こ とに よ り，

AA 発酵生産の 基礎を確立 した．最近 で は ，種 々 の 変異株

の 育種 に よ り多様な CI8 お よ び C20 の PUFA の 工 業生産

を 可能 と して い る．以 下 に代表的な PUFA 生産 の 例を述

べ る．また，図 1に M ．α伽照 IS−4 お よ び そ の 変異株 に 見

い だ され た PUFA の de　novo 生 合成系 を示 す．

　n ・6系 PUFA 含有油脂 　　ア ラ キ ドン 酸 IM ．α加”副 S−4

は グル コ
ー

ス を含む単純な培地 に よ く生 育し AA を含む

ト リ ア シ ル グ リセ ロ
ール を 菌体内に著量蓄積す る．主窒

素源 を大豆 タ ン パ ク と す る 培 地 で グ ル コ ース の 間 歇

フ ィ
ー

ドの も と に 溶 存酸 素濃度 を 10−15ppm 程 度 に

保 っ て 通気撹拌培養し，菌形 態を 小 型 ペ レ ッ ト状に 制御

す る と，高 い AA 含 量 を保 っ た ま ま 高密度培養 が 可能 と

な る．最適条件下 で の AA 生産 量 は 13−20　g〃に 達 し，得

られ た 菌体 の ト リ ア シ ル グ リセ ロ
ー

ル 含量 は 500−600

mg ！g乾燥菌体，全 脂肪 酸 中の AA 量 は 30−70％ に 達す る，

　ジ ホ モ ーy一リノ レ ン 酸 ：AA 生 合成 （図 la） の 前駆 体 で

あ る ジホ モ ー
／
一リ ノ レ ン 酸 （DGLA ；20：3n−6） の 生産 は，

M ，α伽 zα IS−4 の 培地 に ゴ マ の 抽出物 を添加す る こ とで

可能 と な る．こ れ は ゴ マ 種 子 中に 含まれ る セ サ ミン が

DGLA か らAA へ の 変換 に 関与す る 」 5不飽和化酵素 （DS ）

を 特異的 に 阻 害す る た め で あ る．後 に ，M ．αlpina　IS−4 の

胞 子 を変異処理 す る こ とで 得 られ た ZisDS 欠損変異株 を

用い る 方法が開発 され，総脂肪酸 中の DGLA 含量 が 20−

41）％ で ，ほ とん ど AA を含 ま な い （1％ 以 下）DGLA 含有

油脂 の 生産 が 可能 とな っ て い る．

　 n・3 系 PUFA 含有油脂　　M ．　alpin α IS−4を 20°C以 ドの

低 温 で 生 育 させ る と ω 3 （A17 ） DS が 誘導 生 成 され ，1コー6

経路を経 て 生 成 した AA が EPA へ と変 換され る （図 la）．

ま た ，11−3 経路の 前駆 体 （α 一リノ レ ン 酸な ど） を 培 地 に
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図 】．M4 ヵ躍 dS −4 お よ び そ の 変異株 に お け る PUFA の 生合成経路．図 中の 」9，ω 三〜な ど は脂 肪酸 の そ れ ぞ れ

の 番 号の 位 置に
一
二市結 合を挿 人 す る不 飽和 化酵 素 （DS ） を，　 EL は 鎖長延 長酵素 を表す．
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添加 して EPA への 変換系 を 作動 さ せ る こ と も可能 で あ

る．

　エ イ コ サ テ トラエ ン 酸 ：M ψ 伽 IS−4 由来 の AsDS 欠

損株 を 20°C 以 下の 低 温 で 生 育させ る と，ω 3 （A17 ） DS

が誘導生 成す る こ と に よ り，11−6 経路 を経 て 生 成 し た

DGLA が cig−8，　cis−11，cis−14，　cds−17一エ イ コ サテ トラエ ン 酸

（20：4n−3） へ と変換され る （図 la）．

　n ・9 系 PUFA 含有油脂　　ミー ド酸 ：M ．αtpina　I　S4 か

ら得た A12DS 欠損変異株 は ，オ レ イ ン 酸 （18：ln−9） を

n −6経路の 親脂肪酸で あ る 18：2n−6に 変換で き な い ．こ の

よ うな変異株 で は n −6経路 は 機能せ ず，本来 ほ とん ど機

能 し な い は ず の n −9経路 が優勢と な る．よ っ て ，蓄積し

た 18；ln−9は 徐 々 に ミ
ー

ド酸 （MA ；20：3n−9）に 変換され

る （図 la），得 られた油脂 の 構成脂肪酸 は 少量 の 飽和脂

肪酸 と 18：ln−9以 降の n −9脂肪酸 （総脂肪酸 の 80％ 以 上）

で あ り，MA の含量 は 33％ に 達する．

　エ イ コ サ ジ エ ン 酸 ：M ψ 漉α IS−4由来 の A12 ，　 AsDS

二 重欠損変異株 を 用 い る とMA 生合成の 前 駆 体 で あ るcis−

8，cis
−11一エ イ コ サ ジ エ ン 酸 （20：2n−9）の 生産 が 可能で あ

る （図 la）．

　 n ・7，n・4，　 n ・1系 PUFA 含有油脂　 　C 　16 →C18 の 鎖

長延長反 応 に 関与す る酵素 （ELD が部分的 に 欠失 した

M ．　alpiua 　IS−4 由来の 変異株 にお い て は 16：0 が 著量蓄積

し
，
ZigDS に よ り 16：ln−7 へ 変換 され る．生成 し た 16；ln−

7 は そ の まま n −7 経路 の 親脂肪酸 と して 使用 され る か ，

A12DS に よっ て 16：2n−4 へ と変換 され n −4 経路 の 親脂肪

酸 と し て 使用 され，そ れぞれ の 経路 の 最終脂肪酸 で ある

20：3n−7，20 ：4n −4へと変換 され る．　 n −1経路 は 】6：3n−1を

培地に添加す ると機能 し，20：5n −1が 生成す る （図 lc）．

　 PUFA の 菌体外生 産　　生 成 し た 油脂 を 菌体外 に 漏出

す る変異株 DS　M ，　alPina 　lS−4 よ り誘導 され て い る．生産 さ

れ る油脂は親株 と同様，AA に 富む．油脂 の 漏出量は全 生

産脂質 の 10〜40％ に 達 し，漏出脂質 は培地『；に
一

様 に 分

散す る 直径数 μm の 脂肪球 と し て 存在 し た．こ の 脂肪球

膜．ヒに あっ て 界面活性 を担 うと考え られ る 分 子 種 と し

て ，セ レ ブ ロ シ ド，ス テ ロ
ー

ル 配糖体を同定 し て い る．

微生物に よ る共役脂肪酸の 生産 4−8）

　 共 役 リノ
ー

ル 酸 （GLA ）に 代表 され る 共役脂肪酸 の 生

理 機能 （発癌抑制作用，体脂肪低減作用，抗動脈硬化作

用な ど） に 注 目が 集 ま っ て い る．現在，CIA は リノ
ール

酸 の 化学的 共 役化 に よ り製造 され て お り，種 々 の 異性体

の 混 合物 とな っ て い る が ，生琿 活 性 を有す る 異性 体は
一

部の もの の みで あ る．医薬 ・機能性食 品 と して の 用 途 を

想定 す る と ， 異性 体選 択 性 が 高 く安全な生産 手 段 の 開 発

が求 め られ る．そ こ で 我 々 は，微生物 を用 い る CLA 生産

を検討 した ．

　 リノール酸異性化反応に よ る CLA 生産　　リ ノー
ル

酸を CLA へ と 変換 す る能 力 を 微生物 に 探索 した 結 果 ，

Lactobαciltus　acidoPhitus や L ．　Plα ntarum に 属す る乳酸菌

に顕著な活性 を見 い だ し，洗浄菌体 を触媒的 に 用 い る微

生物変換法を確 立 し 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 GLA 生産系酵素群 を 誘導 し

て お く こ とや ， 変換反応を嫌気的 に 行 うこ とに よ り向 ヒ

し た，各種機器分析 に よ り，生成す る GLA は f
’is−9，　trα nts−

ll−octadccadienoic 　acid （CLA1 ）お よび trams−9，　trans−11−

octadecadienoic 　acid （CLA2 ） で あ る こ とが判 明 した．

こ の うち CLAI に は 発癌抑制作用が報告され て い る．高

い CLA 生産能を示 し た L．　Plantarum　AKUloega の 湿菌体

を用 い る CLA 生産 の 効率化を図 っ た結果，　CLA の 生産量

は約 40mg ！ml に達 した （モ ル 転換率 33％，　CLAI ，15mg 〆

ml ，　 CLA2
， 25　mg ！ml ）．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，GLAl は 最大 80％，

GLA2 は 97％以 上 の 異性体純度 で 生 産 され た．また ，生

　　q −L警oo 悔胸ic　@趣ci嬬　　　　　
　 　“　　　　ム 94i2 △竃

　 　 アe

癖i
〕 図2 、 微 生 物 に おい て 見い ださ れ た共 役 脂 肪酸生
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産 され る CLA は 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．こ の 乳酸菌 に よ る CLA 生 産 の 過

程 で 常 に 併 産 さ れ る 未 知 脂 肪 酸 の 構 造 解 析 を 行 い ，水 酸

化脂肪酸 10−hydmxy ．12−octadeccnoic 　acid （HY ）で あ る

と同 定 し た．また，単離精製 した HY を 基質 と した 反 応

を行い ，CLA の 生成を確認 した．こ れ らの 結 果 よ り，HY

を 経由す る CLA 合成経路の 存在 が 予 想 され た （図 2a）．

　 リシ ノー
ル酸水和反応 に よ るCIA 生産　　HY がCI．．4

合成中間体 と して 想 定 され た こ とか ら，各種水酸化 脂肪

酸 の 乳酸菌 に よ る 変 換を 検 討 した 結 果 ， リ シ ノ
ー

ル 酸

（12−hydr〔》xy −ci．g−9−octadeccnoic 　acid ）が CLA （CIAI お

よび CLA2 ） へ と変 換 され る こ と を 見 い だ し た ．　 L．μ  一

ta，u ．mJCM1551 の 湿 菌体を 触媒と して 反 応 を行 っ た 場

合，3，4mgfml の リシ ノール 酸 か ら 2．4　mgfrnl の CIA が

生 成 し た （モ ル 転 換 率 70％，GLM ，O．8　mg ！rnl ，　 C ［A2 ，

1．6　mg 〆mD ．反 応経路 と して は，　 All 脱水 反 応 に よ る 直

接変換 と，A12 脱水反応 を起点 と し リノ
ー

ル 酸 を経 る 系

路が 予 想 され た （図 2a）．1自接 の 基質 となるの は遊離型 リ

シ ノール 酸の み で あ っ たが ， リシ ノ
ー

ル 酸 の 天 然資源 で

あ る ヒ マ シ 油 （ト リア シ ル グ リセ 卩
一

ル 型） の 利用 を検

討 した 結 果 ，反 応 系 に リパ ーゼ お よ び 界面 活性剤 を 添 加

す る こ とで CLA 生 産 が 口∫能 と な っ た．至 適反 応条件下で

は ，30　mg ！ml の ヒ マ シ 油か ら7，5　mg ’ml の CLA が 生 成 し

た （モ ル 転 換 率 28％，CLAI ，3．4　mg 加 1，　CL へ2，4，l　m 紗ml ），

　trans一バ クセ ン 酸 A9 不 飽 和化反応 に よる CLA 生 産

　 trans一バ クセ ン 酸 （trans−11−octadecenoic 　acid ）を A9 不

飽 和 化 に よ り CLLY へ と変換す る 活性 （図 2b）を さま ざま

な 糸状 菌に 見い だ し た ．生 成す る GLA 異性体 は い ず れ も

CLAI お よ び CL42 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 GLA で あ る CLAI を選択的に 生成

した Delac・roixia 　coronata 　IFO8586 株 を選抜 し生 産 条件 の

至 適化 を行 っ た結呆，33，3mg ！ml の tl’ans 一バ ク セ ン 酸 メ

チ ル エ ス テ ル を含む 栄 養 培 地 （dcxtrin　5．Ot／，，　tryptone

2，臓 ，pH 　9．．0）を 用 い ，28 ℃ に て 7 日問 培養 す る こ と に

よ り，10．5m91m 】の CIA （モ ル 転換率 32％，　CLAI ，　10，3

mgtml ，　CLA2 ，　O．2　m91ml ）が 生 産 され た・こ の 際 の CL へ1

異性 体純 度 は 989／c で あっ た．生成 し た CLA の 70％ が ト リ

ア シ ル グ リセ ロ
ー

ル と し て 回 収 され た ，

　乳酸菌 に よ る 種 々 の 共 役 脂 肪 酸 生 産　　L ．1）latitartt・’nt

AKUIOOga の 湿菌体 を 種 々 の PUFA 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 が 生 成 し

た．生 成 した 脂肪酸の 構造解析 を行 っ た結果，共役脂肪

酸 と して α
一リ ノ レ ン 酸 よ り c島一9，　tra”“

’−II認 司 5一および

trans−9．，trttns−1Lcis−15−octadccatrienoic 　acid （CAIAI お よ

び CAL42 ）が，γ
一リ ノ レ ン 酸 よ り cis−6，　t・is−9，

　trttns−11一お

よび cis−6，　t’ra・ns −9，　trans−ll−octadccatrienoic 　acid （CGL41

お よ び CGLA2 ）が 生成 して い る こ とを確 認 した （図 2c）．

おわ りに

　微 生 物 を 用 い る さ ま ざま な 油脂 生産プ ロ セ ス の 開発 に

よ り，従来適 当な供給源がなか っ た ユ ニ
ー

クな脂肪酸組

成を有す る 油脂 の 供給が可能 とな っ た．す で に，AA 含有

油脂 は 乳児 用 ミル ク の 添加物 とし て使用 され て い る．今

後，栄養補助食品 素材 ， 医 薬品素材
．
な どへの 用途開発 が

期 待 され る．ま た，乳 酸菌 に よ り 共役脂肪酸 が 効率的 に

生 産 され る 可能 性 も示 され た．脂 質代謝 に 関わ る 新た な

プ ロ バ イ オ テ ィ ク ス 機能 の 開発が期待 される．
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