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2Dl1−3 　メ タ ン 発酵 に お け る揮発性脂肪酸 分解菌 とメ タン

　生 成古細 菌の 相互 作用の解析
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2D11−4Mortierella 　alPina 　lS・4 由来 の 油 脂漏 出性 変異 株

　が 菌体外 に漏 出す る油 滴小 胞の 膜構造 に つ い て
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近年、メ タ ン 発 酵法が 、バ イオ マ ス か ら の エ ネル ギー圓収法 と して 、注 目

され て い る。しか し、揮発性 脂肪 酸 〔VFA ）の 蓄積 に よ っ て、発酵槽の 処

理 能力 が低 下す る こ と が知 られ て い る。メ タ ン生 成古細菌 と相利共生的 に
VFA を分解す る操1伽   飆 伽   伽 鯤 卿 塑loη融 η己 strain 　SIが 、メタン 発酵槽

か ら単離され た．吸 エ ル ゴ ン反応 で あ るVF．4L分解反応 は、発エル ゴ ン 反応
の メ タ ン生 成反応 と共役 して進行す る反応 であ る．そ の 際 には、水素分子

が 移動す る事で ．共 生 関係 が保 たれ ると考 えられて い る。本研究で は、SI
株 と メ タン生成古細菌 を共生的 に培養 し、水素の 産生お よび授受に焦点 を

当てて 解析 を行 っ た．
SI株 とメタン 生成 古細 菌ilfetltanothe

・
rmobacter 　ther7noatttotroPhictas　deltaHを、

エタノ
ー

ル を炭素源 として 嫌気的回分共培養を行 っ た とこ ろ、エ タ ノール

を分解 し、メタン 、水素、酢酸の 生成が起 こ っ た。こ の 様子 を 顕微鏡観察
した所．SI株 とdcltal−1株 が付着 して い る様子 が見 られた。こ の 付着に よ り、
水素が効率艮 くSI株か らdcltaH株へ移 され る と考え られ る。また 、乳 酸 を

用い て 培養 した場合は、こ の 付着現象が あま り見 られ なか っ た。これ よ り、
乳酸分解反応で は、強固な相互作用で 水素 を授受す る必 要が無い と考え ら

れ る。
本研究 は、経済産業省の 『生分解 ・処理メ カ ニ ズ ム の 解析 と制御技 術の 開

発』の
一

環 として 、独立行政法人新 エ ネル ギ
ー・産業技術総合開発 機構 よ

り委託 を受 けて 、実施 した もの で あるn

【目的】M 沼 躯 ア齪 IS−4 か ら誘導 された変異株 V6 株は 、トリア シ ル グリセ

卩
一

ル を多量 に含有す る油滴小胞 を菌体外に 漏出す る。この 油滴小 胞は 液
体培地 中に均

一
に 分散す るた め、特異な界面 活性 を有す る膜構造の 存在が

予想 され た．本研究で は 、沺滴小 胞膜 を構成す る と考 えられ る 極性 脂質の

構造解析 を目的 とした。
【方法及び結 果】TLC に て 油滴小 胞膜の 脂質分析を行 っ た 結果、リン 脂 質

及びセ レ ブ 卩 シ ド様脂質の 存在を 確認 した 。こ の 内主 要成分の セ レ ブ ロ シ

ド様脂質をシ リカ ゲル カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

及び HPLG を用い て 精製

し、S種 の 分子 種を得た。こ の 内一つ は GLG 及 び GC −MS の 分析結果 か ら、
ス テ ロ

ー
ル に グル コ ー

ス が 結合 した ス テ ロ
ー

ル 配糖 体 で ある と考 え られ

た 。残 りの 2種は セ レ ブ ロ シ ドと考え られ、GLG 、　G（：−MS ．　MALDI ．TOF −
MS に よ る質 量分析及 び NMR 分 析の 結果 か ら、グル コ

ー
ス 、炭素数 14、　lJ「、

16 の 2一ヒ ド ロ キ シ 飽和脂肪酸、9位 に メ チル 基、4位 と8位 に 二 重結合を 持

つ ス フ ィ ン ガ ジ エ ニン 型 長鎖塩垂 か ら構成 され るセ レ ブ ロ シ ド、お よび 、
グル コ ース 、炭素数 14、15、16 の 2一ヒ ドロ キ シ 飽和脂肪酸、炭素数 19で 、
2 っ の 二 重結合 と 2 つ の 水酸基を持 っ ヒ ドロ キ シ ス フ ィ ン ガジ エ ニ ン 型 長

鎖塩基 か ら構成 され るセ レ ブ ロ シ ドで ある と推 定 されたtt
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【目的 】共役 リ ノ
ー

ル 酸 （GLA ） は抗 癌作 用 、抗動 脈硬化 な ど多様 な生 理

活性を示 す こ とか ら近 年 注 目 を集 め て い る機 能 性 脂 肪 酸 で あ る．我 々 は 、
乳酸菌 Lactobacitizas　Ptanta” tm 　AKU 　lOOga の 洗 浄菌 体が休 止 菌体反応 に お

い て リ ノ
ー

ル 酸 を効 率よ く CIA へ と変換す る こ と を報告 して い る．本研 究

で は 、こ の 乳酸 菌を破砕 して得 られ る 〔e］1−ltee　extract （CFE ｝を用 い て 、リ

ノ
ー

ル 酸か らの CLA 生産に 関 与 す る酵 素 系 の解 明 を試 み た．
【方法 と結果】L、pia・nta ・rum 　AKU 　lO〔）9aの 洗 浄菌 体 を超 音 波 破 砕処 理 す る こ

とに よ りCFE を得たt．本CFE を用 い リノ
ー

ル 酸 か ら のCLA 生 産 を試 み 、変

換 反応 が進行す る こ と を確 認 した．さ らに 、本 GFE を超 遠 心 分 離す る こ と

に よ り得られ る 上清 お よび 沈殿 画分 に つ い て 、GLA 生産 活 性 を示 す 画分 の

検討 を行な っ た。そ の 結果、そ れ ぞ れ の 画 分 単独 で は 変 換 反応 が 見 られ ず、
超遠 心上清 お よび沈殿 の 両 画分 が存在す る とき のみ 効率 よ く CL4 生 産 が

進行す る こ とを認 め たttま た本CFE に対 し様 々 な化 合 物 の 添 加 効果 を検討
し たとこ ろ 、金属 キ レ

ー
タ
ー

で あ る o −phenanthroline の添 加 に よ り cm 生

産活性 が著 し く低 ドす る こ と を 見 い だ した。

【口的】Mo 漉 8，諞 翩 脚 ア醒α IS−dか ら誘導 され た 変異株 Ml は 、パ ル ミチ ン 酸

“6 ；O）を ス テ ア リン 酸 （18：0）に鎖長延 長す る酵素活 性 が低下 して い る こ

と か ら、天 然で は希少 なn −4系 及 び n −7系高度不 飽 和 脂 肪酸 か ら成 る脂 質 を

蓄積す る。本研 究で は、Ml 株 を変 異処理 す る こ とに よ り、さら に多様 な 脂

肪酸 生 合成経路やユニ
ー

ク な脂肪酸組成 を持 つ 変異株の 探索 を試 み た。
【方 法

・
結剰 Ml 株 の 胞子 を ニ トロ ソ グア ニ ジ ン 処理 して得 られ た 菌体 の

脂肪 酸組成 をガ ス ク ロ マ トグラ フ ィ
・一

で分析す る こ とで 変異 株 の探 索 を試

み た。変異株町 915 は n −4系、n −7系脂肪酸の み な らず．ア ラ キ ドン 酸 （AA ）

生 合成 の 中間体 と なる脂肪 酸も少な く、全脂肪酸 に 占め る AA
．
含量 は親株

〔MI ）や野生 株 （IS−4）に 比 べ て そ れぞれ約 2．1倍、約 1．2倍 高 くな っ た 。
2％グ ル コ ース 、1％酵母 エ キス を含む 培地 （PH6 ．0） で振 と う培 養 〔28℃ ）

し得 られ た菌体か ら抽 出 した トリア シ ル グ リセ ロ ール 〔TG ）の 分 子 種 分 析

を行 っ た。本変異株 の 主要 なTG 分子種 は triarachidonyl 　gly⊂erol （Tl．i−AA ）、
palmito｝

’1−diarachldonyl 　gl￥ceroL 　tetracosanoyl −diarachidonyl　gly⊂ ero1 の 3
種 で あ り、1S−4 株で 検出 され る分子 種数よ り少 な く、培 養 7 日 目の Tri−AA
含量 は全TG の 約 55％ に達 した、．
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