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微生物による高度不飽和脂肪酸の生産

清 水 昌 僚 都大学農学部農芸化学科教授)

1.は じ め に

動物 は一般 に リノール酸 やα一リノ レル酸 を生

合成す る能力がないので,こ れ らの高度不飽和脂

肪酸(PUFA)は 植物性食 品 を摂取す るこ とで ま

か なわれ る。摂 取 された リノール酸,α 一リノ レ

ン酸 はFig.1に 示 した生合成経路 に従 って,不 飽

和化 と炭素鎖の延長 を繰 り返 して,γ 一リノ レン

酸,ジ ホモーγ一リノレン醸,ア ラアキ ドン酸ある

いはエイ コサペ ンタエ ン酸(EPA)な どさらに不

飽和度の高いPUFAに 変換 され る。これ らのPU

FAは 細胞膜の主要構成成分 として膜 の流動性 の

調節 に関与 した り,体 内の代謝で様 々な機能 を示

す一方,血 圧,ホ ルモ ン分泌系,免 疫 系などの調

節な どで様々な機能 を有す るプロス タグランジン

類の直接 の前駆体 として も重要 な役割 を果たす脂

肪酸である。

健常人 では,リ ノール酸や α 一リノレン酸 に富

む食品 を摂取すれば,Fig.1に 示 した経路 に従 っ

て,こ れ らのPUFAが 合成 され,そ れ ぞれ の機

能 を発揮す るが,糖 尿病,高 血圧やがんの成人病

患者や その予備軍,乳 児,老 人で は生合成系の不

飽和化反応 に関与する∠6お よびd5不 飽和化酵

素の働 きが低 下す るた め,こ れ らのPUFAは 不

足 しがちにな る。最近 の栄 養学で は,世 界的 に,

飽和脂肪 の過剰摂取 を改 める とともに,n-3系

PUFAとn-6系PUFAを バ ラン スよ く摂取 す

る こと,で きれ ばn-3=EPA,n-6ニ リノー

ル酸ではな く,両 系列 のすべてのPUFAの バ ラ

ンスの とれたもの を摂取する ことを提唱 している。

従 って,こ れ らのPUFAあ る いはこれを含有す

る油脂を医薬 品,機 能性食品,飼 料 な どとして利

用す るための研究開発 も世界的規模 で進 められて

いる。

一方,こ れ らの油脂の供給源に 目を向けると,

EPA源 としての魚油以外 には,PUFAを 豊富 に

Fig.1Then-6andn-3routeforthebiosynthesisofpolyunsaturatedfattyacids.
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含 むもの は乏 し く,種 子(Yリ ノレン酸),動 物

臓器(ア ラキ ドン酸)な どあ まり実用的 とはい え

ないものが知 られてい るにす ぎない。又,こ れ ら

の供給源 も気象 条件 に よって供給量やPUFA含

量が変動す ること,環 境汚染による油脂資源自体

の汚染 なども問題 とな りつつある。従 って,生 産

スペ ース,生 産条件の制御,長 期安定供給な どの

面から有利 と思われ る微生物 にこれ ら油脂の新 し

い供給源 を求めて活発な研究が行われ るようにな

った。

ここで は,わ れわれが京都 の土壌か ら分離 した

アラキ ドン酸生産性の糸状菌Mo7漉 κ6〃aalpina

lS-4株 を用いて行 った炭素 数20のPUFA生 産

に関 する研究 につ いて,浦 上食品 ・食文化振興財

団か らの助成 によって得 られた成果 を含め,こ れ

までに得 られ た成果の概略を記す。

2.ア ラ キ ドン酸 の 生 産1.2>

アラキ ドン酸 を菌体の構成脂肪酸 として含む微

生物 が存在す ることは知 られていたが,生 産性 を

含 めて微生物 による生産の可能性が示 されたの は,

土壌 か ら分離 されたMortierella属Mortierella亜

属の糸状 菌によるものが最初 である。われわれは,

これ らの分離 菌の中で,ア ラキ ドン酸生産能 力が

高 く,菌 株の安定性な ど大量生産に適 した株 とし

てM.α1ρ ノηπ1S-4株 を選 んで,生 産条件を検 討

した。Mortierella亜 属はy一 リノ レン酸生産菌 で

ある ハ〃ごγθ規zκoγ亜属(こ の亜属の菌株 はジホモー

Y一 リノレン酸,ア ラキ ドン酸 な どの炭素鎖が20

のPUFAを 生合成で きない)と 比 べ ると,高 グ

ル コース濃度 に対す る耐性 が弱 いが,2～4%濃

度を保 ちなが ら培養する とよ く生育 し,4～6日

間の培 養で3～4g/1の ア ラキ ドン酸生産 が可

能 とな った(菌 体収量30g%1;脂 質含量420g/g

乾燥菌体;ア ラキ ドン酸含量147mg'g乾 燥菌体)。

本菌は,ア ラキ ドン酸含量が高いことが特徴的で

あ り,菌 体中の全脂肪酸中のアラキ ドン酸含量 は

30～70%に 達す る(Table1)。 培養後の菌体は熱

乾燥する ことで,長 期間,酸 化 に対 して安定であ

り,よ ってアラキ ドン酸含量の高 い微生物油脂の

大量生産が可能 とな った。

TableIFattyacidcompositionsoftheoilproducedbyMor/ierellaalpirurIS-4.
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3.ジ ホ モ ーγ 一リ ノ レン酸 の 生 産3,41

Fig.1に 示 したように,ジ ホモーYリ ノレン酸

が さらに不飽和 化を受 ける とアラキ ドン酸 となる

(d5不 飽和化反応)。 したが って,こ の反応を抑

制すればジホモーv一リノレン酸が多量に蓄積する

はずである。 われわれは,∠5不 飽和化反応の阻

害剤の探索を行 った。その結果,ゴ マ油を培地 に

加 えてM.alpinrtIS-4を 培養す ると,ア ラキ ド

ン酸 とジホモーy一リノレン酸 の生成割合が逆転 し,

ジホモ_Y一 リノレン酸が優先 的に蓄積す ることが

判明 した。た とえば,3%の ゴマ油 とともに培養

すると,ジ ホモーγ一リノレン酸の生産量 は2.2g/

1に 上昇 し,ア ラキ ドン酸の生産量 は0.7g/1に

減少 した。両PUFAの 生 産量の和は,ゴ マ油を

加 えないで培養 した ときの生産量 と大差がない こ

と,同 じ現象が他の アラキ ドン酸生産菌で も観察

されること,ま た,こ の現象がゴマ油の脂肪酸組

成 とは無関係に起 こることな どから,ゴ マ油中に

d5不 飽和化酸素 を特異的に抑制 する微量因 子が

含 まれ ているもの と推測 した。

実際 の生産で は,ア ラキ ドン酸生産用の培地に

ゴマ油のアセ トン抽質物 を0.03～0。06%(ゴ マ油

L5～3%に 相 当)添 加 した培地あ るいはゴマの

搾 り糟 を添加 したものを生産培地 として用 いる。

ジホモーγ一リノレン酸 とア ラキ ドン酸の生産量 は

それぞれ2.2g/1(107mg!g乾 燥菌体),1.lg!

1で ある。得 られた油脂中の総脂肪酸 に占めるジ

ホモーy一リノレン酸 の 割 合 は20～30%に 達す る

(Table1)。 現 在,天 然 の供 給源 が知 られ ていな

い ジホモーy一リノレン酸 に関 して も,こ のように

微生物 による生産が 可能 になった。

4.EPAの 生 産5-8)

EPAは クロレラな どの微小藻類や卵 菌類 にわ

ずかに存在す る ことが報告 されているだけで,最

近 まで微生物 生産 に関 する報告は全 くなかった。

Fig.1に 示 すように,EPAはa一 リノ レン酸 を前

駆体 としてn-3経 路に よって生成 する ことが動

物な どで知 られ てい る。M`,漉6雇1α 属 のカ ビは

動物 と同 じくα一リノレン酸 を自ら生 成す る能 力

がな く,し たが って,グ ル コー スか らn-3経 路

を経てEPAを 生成す ることはで きない。われ わ

れ は,(1)n-6経 路 を経て生成 したジホモーγ一リ

ノレン酸あ るいはアラキ ドン酸 をEPAに 変換 で

きないか,(2)n-3経 路の適当な前駆体PUFAを

培地 に加 えて これをEPAに 変換 で きな いか,に

ついて検討 した。

(1)について は,培 養温度 を低温(6～12°C)に

するこ とでEPAが 新 たに生成 蓄積す るこ とを発

見 した。 これ は,M.alpiraaIS-4の 菌体 中にア

ラキ ドン酸の メチル基末端側へ2重 結合 を導入 し

てEPAと する不飽和化酵素 が存在す る こと,こ

の酵素 は低温,高 温(20～30℃)ど ちらの培養条

件 で も生産 され るが,酵 素活性 は低温条件下での

み発現 することに基づ くことが明 らか となった。

この現 象は,ア ラキ ドン酸を生産 できる菌株な ら

ほ とん ど例外 な く観察 される こと,温 度が低 くな

るほ ど菌体中の総脂肪酸中 に占めるEPAの 割 合

が高 くな ること(1レ1.alpirurlS-4で は6℃ で約

15%)も 判明 した。M.alpirurIS-4の 場 合,生

成 したEPAの 約70%は リン脂質の構成脂 肪酸 と

して存在する。 これは,28℃ で生成す るアラキ ド

ン酸の大部分が トリグリセ リド中に含 まれ ること

と対照的であ り,EPAが 細 胞膜の流動性 の調節

に深 く関与していることが示唆 され る。

(2)については,α 一リノレン酸 を含む培 地でM.

alpinalS-4を 培養する と微量のEPAが 生成す

ることから,こ の菌に もn-3経 路が存在 する こ

とを認めた。 そ こで,安 価なa一 リノレ ン酸源 と

してのアマニ油(脂 肪酸組成で約60%含 む)に 着

目し,こ れをEPA含 有脂 へ と変換 させ る ことを
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試み た。M.α1ρ ゴηα1S-4は アマニ油を取 り込 ん

で速やか に生育 し,グ ル コース単独添加培地では

生産の認め られ なか った高温条件下 で も1.35g〆

1のEPAを 生産 した。通常の培 養温度(20～30

℃)に おけ るEPA生 産 の可能性 が示 され たこ と

は,低 温培養が菌の生育速度 や冷却エ ネルギーコ

ス トの点で問題があるため,実 用的 にはきわめて

意義深に ことと言える。 また,(1)と(2)の 条件を組

み合わせる とEPAの 生産量 は さらに増大 し約2

g・1に 達す る。

5.ゴ マ油か ら単離 されたd5不 飽和化酵素阻

害剤9)

先に述 べたよ うにゴマ油 にはd5不 飽和 化酵素

を特 異的 に抑制 する因子が存在する と考 え られ る。

M.alpina1S-4の ジホモーγ一リノレン酸 とア ラ

キ ドン酸 の生成比の変化 を指標に してゴマ油か ら

活性物質の単離 を行い,セ サ ミン,エ ピセサ ミン,

セサ ミノー ル,な どの3,7一 ジオサビシクロ 〔3.

3.0〕 オクタン環を有する数種 の化合物 を得た

(Fig.2)。 ジホモーr一リノ レン酸の生産 を促進 す

る活性 は,セ サ ミン〉セサ ミノール〉エ ピセサ ミ

ンの順 に強 く,セ サモ リンは菌による分解を受 け

て活性 を示 さなか った。一方,M.alpinalS-4

の無細飽抽出液を用い酵素活性 を指 標にすると,

いずれの化合物 もd5不 飽和化酵素 のみを強 く阻

害 し,炭 素数18の 脂肪酸の不飽 和化 反応(す なわ

ち,ス テア リン酸→ オレイン酸,オ レイン酸→ リ

ノール酸,リ ノール酸→ γ一リノレン酸への変換)

に関与す るd9,d12お よびd6不 飽和化酵素 は

全 く影響 を受けないことが判明 した(Fig.3)。 同

様の実験 をラ ット肝 ミクロ ソームを用 いて行 うと,

や はりd5不 飽和化酵素のみが特異的 に阻害 され,

セサ ミンが微生物 のみな らず動物 において も有効

な阻害剤であるこ とが確認 された。 いずれの化合

物 も非拮抗 的にd5不 飽和化酵素 を阻害 すること

か ら,酵 素が基質の結合部位 とは異 なるセサ ミン

に特 異的な結合部位 を有する ものと思われ る。

6.お わ り に

以上,M.alpinaIS-4に よる炭 素数20のPU

FAの 生産について,わ れわれ が得た成果 を要約

Fig.2 d5DesaturaseinhibitorsisolatedfromsesameseedsoroiL
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Fig.3Specificinhibitionof」5desaturaseofル1θ1ガ`ワ で〃々 α1/)iira(a)andratliver(b)by

した。 また,こ れ らの研 究の中か らゴマ油 に含 ま

れるセサ ミンのユニー クな作用が発見された。セ

サ ミンは天然のd5不 飽 和化酵素 阻害剤 としては,

世界で初 めて見 いだ された ものであ り,動 物の系

で もd5不 飽和化酵素を特 異的に阻害す ること,

セサ ミンを飼料 に加えたラ ットやマウスで は肝臓

の ジホモY一 リノレン酸 とアラキ ドン酸の比率が

変化 することな ども明 らか とな っている。 従って,

それぞれのPUFAに 由来 す るプロスタ グラ ンジ

ンの濃度 も変動す ることも十分予想 できる。 これ

らの ことは,古 来か らの健康食 品 としての ゴマあ

るいはゴマ油の作用点を考える上 で も興味深い こ

とである。
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ProductionofPolyunsaturatedFattyAcidsbyMicroorganisms

Sal{ayUSIllril1ZU(DepartmentofAgriculturalChemistry,KyotoUniversity)

Therearemaneadvantagesofusingmicroorganismsaspracticalsourcesoflong

chainpolyunsaturatedfattyacids(PUFAs).Aftersearchingawidevarietyofmicro-

organisns,fungalmyceliawerefoundtobenewandrichsourcesofC-20PUFAsof

dietaryandpharmacologicallyimportance.Asoilisolate,MorhierellaalpindIS-4,

produced4.3g/1(274mg/gdry-mycelia)ofarachidonicacid(Ara)oncultivationina

conventionalcarbohyatemedium.Thevalueaccounhedformorethan65%ofthetotal

fattyacidsintheextractedlipidsfromthemycelia.Eicosapentaenoicacid(EPA)was

alsoproduced,whenル1.alpinawasgrownatIowertemperature(i .e.,12℃).This

temperature-dependentformationofEPAwasfoundtobeduetotheactivationofthe

enzyme,whichcatalyzesdesaturatiomatthen-3positionofAra,bylowtemperature.

Thefungusconvertedoilscontaininga-linolenicacid,suchaslinseedoilandperillaoil ,

toanoilcontainingEPA(yie茎d,1.88g ./δ.Thisconversionwasindependentofthegrowth

temperature.Whengrowninthepresenceofsesameoil,thesamefungusproduced

dihomo一 γ一linolenicacid(2.17g/のwithanaccompanyingmarkeddecreaseinAra

production.Thiswasfoundtobeduetospecificinhibitionofd5desaturasebysesamin

andrelatedlignancompoundspresentintheoil.Ratlivermicrosomald5desarurasewas

alsospecificallyinibitedbysesamin.


