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第 1 章 要旨 

徳島県内からサンプリングした土壌や汚水の試料から、廃グリセロール資

化性に優れた糸状菌 D2 株を単離した。ITS-5.8S rDNA 配列による簡易同定

の結果、D2 株は Fusarium solani と最も高い類似度を示した。 

D2 株は廃グリセロールを炭素源とした培地 (CG 培地) で培養した場合、

10-ヒドロキシ-cis-12-オクタデセン酸  (HYA)、10-ヒドロキシオクタデカン

酸 (HYB)、10-オキソオクタデカン酸 (KetoB) を蓄積した。D2 株の HYB 生

産量は培地中の廃グリセロール濃度に依存し、8%の廃グリセロールを含む

CG 培地で培養すると 2.20 g/L (総脂肪酸の 40%) に達した。また、D2 株を

6%の廃グリセロールを含む CG 培地で 4 日間振とうし、その後 3 日間の静

置条件に置くことで、微好気条件における水酸化脂肪酸生産への影響を評価

した。その結果、HYB の収量は 7 日間振とう条件の 2.2 倍である 1.19 g/L に

達し、総脂肪酸の 53%を占めた。 

D2 株の水酸化脂肪酸が廃グリセロールに含まれる脂質の代謝産物である

と推察し、トリアシルグリセロール、脂肪酸メチルエステル、遊離脂肪酸を

それぞれ外部添加した。その結果、いずれの構造脂質を用いた場合も同程度

の水酸化脂肪酸生産性を示したが、CG 培地による生産性に及ばなかった。 

次に、HYB や HYA 生産性バクテリアの知見を基に、水酸化脂肪酸生産に

関与するオレイン酸水和酵素を推定し、大腸菌による異種発現を行った。さ

らに、精製した推定オレイン酸水和酵素 D2Ohy2 について至適 pH と至適温

度を検討した結果、pH 5.0 および 45°C で最も高い活性を示した。これらの

至適条件は既報のバクテリア由来水和酵素に比べて低い pHおよび高い温度

であり、D2Ohy2 がバクテリア由来の酵素とは異なる性質を持つことが明ら

かとなった。 

本研究は糸状菌による HYB、HYA、KetoB といった水酸化脂肪酸やオキ

ソ脂肪酸生産性、およびこれらの生産に関与する水和酵素における初めての
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報告である。さらに、廃グリセロールに含まれる不純物が水酸化脂肪酸合成

を促進することが示唆された。  
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第 2 章 序論 

石炭や石油などの化石燃料は、我々の生活に欠かせないエネルギーや化学

製品を提供する重要な資源として、今日まで世界各国の経済成長に大きく貢

献してきた (Bateni et al., 2017)。一方、化石燃料の消費は地球温暖化の原因

となる CO2、NOx、SOx などの温室効果ガスや PM2.5 などの微小粒子状物質

の発生、オゾン層の破壊の原因として長年にわたり深刻な問題となっている 

(Apte et al., 2015; Chattopadhyay, 2020; Cooper et al., 2010; Lin et al., 2017; 

Lundquist, 2021; Vohra et al., 2021)。また、化石燃料の埋蔵量には限界がある

ため、様々なモデルの使用限界量の換算が行われている (Allen et al., 2019; 

Pellegrini et al., 2021)。これらの懸念を受け、2015 年 12 月にフランス・パリ

で開催された COP21 (国連気候変動枠組条約第 21 回締約国会議) において、

世界約 200 ヵ国の合意のもとで脱炭素化社会を目指す「パリ協定」が成立し

た。現在、パリ協定を実現すべく、化石燃料に代わる持続可能なエネルギー

資源の開発が急務とされている。 

バイオディーゼルは、動植物由来の脂質をアルカリ触媒の存在下でメタノ

ールやエタノールなどのアルコール類とエステル化することで製造される

バイオ燃料であり、すでに実用化されている持続可能なエネルギー資源の一

つである (Atabani et al., 2012; Bateni and Karimi, 2016; Felizardo et al., 2006; 

Tremblay and Montpetit, 2017)。欧州連合では 2018 年の再生可能エネルギー

指令改定案 (Renewable Energy Directive II) 制定によってパーム油を原料と

するバイオディーゼルの土地利用変化リスクが見直されたため、バイオディ

ーゼル燃料の消費量はやや減少している。一方、米国では再生可能燃料基準 

(Renewable Fuel Standard) に従ってバイオ燃料の需要は維持されている。こ

れらの要因により、2019～2030 年のバイオディーゼルの世界供給量は年間

約 500 億リットルで安定すると予想されている (OECD/FAO, 2021)。 
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しかし、10 kg のバイオディーゼル製造につき、約 1 kg の廃グリセロール

が副産物として生産される (Chol et al., 2018; Hájek and Skopal, 2010; Tan et 

al., 2013)。廃グリセロールにはメタノール、石鹸、触媒、塩類、グリセロー

ル以外の有機物、原料由来の不純物などが含まれるため、利用価値は低い。

さらに、これらの化学組成は、ケン化に使用される触媒の種類、エステル交

換の効率、および原料によって異なるため品質が一定ではなく、グリセロー

ルの含有量は 14～87%の範囲で大きく異なる (Kumar et al., 2019)。また、石

鹸やアルコール飲料産業からは常に同様の廃グリセロールが供給されてお

り (Tan et al., 2013)、これらの廃グリセロールの有効的な再利用法が求めら

れている。 

廃グリセロールはそのまま家畜飼料としての用途開発が進められ、ブロイ

ラー、産卵鶏、豚などの非反芻動物にとって優れたカロリー源となることが

報告されている (Kerr et al., 2007; Lammers et al., 2008a,b)。さらに反芻動物

については、廃グリセロールを飼料に用いた給餌方法に関する特許が開示さ

れている (Cecava et al., 2008)。しかし、廃グリセロールに含まれるカリウム

やメタノールは毒性が高いため、利用には注意が必要であり、飼料としての

利用法はほとんど普及していない。また、廃グリセロールから純度の高いグ

リセロールを精製する方法も研究されているが、膜ろ過、真空蒸留、ナノ粒

子法、酵素触媒法、超臨界法などの精製プロセスには多くの労力と費用を必

要とするため採算に見合わない点が課題となっている (Chol et al., 2018; Ma 

and Hanna, 1999; Ilham and Saka, 2016; Talebian-Kiakalaieh et al., 2018; Wan 

Isahak et al., 2015)。その他にも、Pt/Al2O3 や Ni を触媒として用いて廃グリセ

ロールから水素を精製するシステムの開発なども進められているが、生産効

率は純グリセロールを用いた場合よりも悪い  (Dou et al., 2010; Slinn et al., 

2008)。一方、廃グリセロールを炭素源とした微生物変換は最も有望な廃グ

リセロールの再利用法とされる。例えば、Yarrowia lipolytica (Dobrowolski et 
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al., 2016)、Lipomyces starkeyi、Rhodotorula sp. (Tchakouteu et al., 2015)、

Schizochytrium sp. (Chang et al., 2015; Chi et al., 2007)、Chlorella protothecoides 

(Chen and Walker, 2011)、Mortierella alpina (Dedyukhina et al., 2014) といった

油糧微生物による油脂生産が試みられている。しかし、これらの微生物にお

ける廃グリセロール資化性は低く、実用的な育種には至っていない。  

油脂の主成分は長鎖の炭素骨格を持つ脂肪酸であり、様々な化成品の基幹

物質として用いることが可能である。特に炭素骨格に 1 つ以上の水酸基を

有する水酸化脂肪酸は、水酸基を基軸とした修飾・加工が容易であることか

ら、化粧品、医薬品、ポリマー原料など、幅広い分野において注目されてい

る (Cao and Zhang, 2013; Hou and Forman, 2000; Lu et al., 2010)。10-ヒドロキ

システアリン酸 [10(OH)-18:0, HYB] は自然界に存在する典型的な水酸化脂

肪酸の一種であり、γ-ドデカラクトンやジカルボン酸であるアゼライン酸へ

の変換プロセスについての研究が進んでいる (An and Oh, 2013; Song et al., 

2014)。HYB の生合成についてはオレイン酸 (C18:1ω9) の水和反応による経

路 が 知 ら れ て お り 、 Nocardia cholesterolicum (Koritala et al., 1989) 、

Streptococcus pyogenes (Volkov et al., 2010)、Lysinibacillus fusiformis (Kim et al., 

2012) 、 Lactobacillus plantarum (Takeuchi et al., 2015) 、 Elizabethkingia 

meningoseptica (Engleder et al., 2015; Todea et al., 2015)、Stenotrophomonas 

maltophilia (Kang et al., 2017) といった様々なルーメン細菌や乳酸菌におい

てオレイン酸水和酵素が報告されている。しかし、これらの細菌は増殖速度

が遅く、脂質生産性も非常に低いため、バイオリピッド生産の育種株に適さ

ない。また、これらのオレイン酸水和酵素遺伝子を真菌に応用した発酵生産

系の開発も行われているが、未だに育種株の実用化には至っていない。  

本論文では、廃グリセロール資化性糸状菌 D2 株による水酸化脂肪酸生産

性および関連酵素の諸性質について報告する。本菌株は、廃グリセロール培

地上での生育が良好であるだけでなく、比較的高い脂質生産性と HYB を始



8 

 

めとした数種の水酸化脂肪酸の生産を示した。また、D2 株における水酸化

脂肪酸生産は微好気条件によって誘導されることを見出し、さらに水酸化脂

肪酸合成に関与する水和酵素が高温、酸性条件下で活性することを明らかに

した。本酵素は長鎖脂肪酸である C18:1ω9 に対する基質特異性が非常に高

いだけでなく、パルミトレイン酸 (C16:1ω7) にも比較的高い水和活性を示

した。 
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第 3 章 実験方法 

試薬および菌株 

本研究で使用した廃グリセロールは京都市廃食用油燃料化施設から供与

され、約 45% (w/w) グリセロール、約 13% (w/w) メタノール、約 13% (w/w) 

脂質、約 16% (w/w) カリウム、約 0.02% (w/w) 窒素、約 0.01% (w/w) 硫黄、

およびその他の成分を含んでいた。このうち、脂質中の脂肪酸組成は 6.6% 

パルミチン酸  (C16:0)、2.7% ステアリン酸  (C18:0)、53.8% オレイン酸 

(C18:1ω9)、29.4% リノール酸 (C18:2ω6)、3.1% α-リノレン酸  (C18:3ω3)、

0.6% エイコセン酸 (C20:0) であった。純グリセロールと酵母エキスについ

ては、それぞれナカライ・テスク (京都, 日本) とオリエンタル酵母 (東京, 

日本) から購入した。 

標準物質としての 10-ヒドロキシオクタデカン酸 (HYB) および 10-ヒド

ロキシ -cis-12-オクタデセン酸  (HYA) (Fig. 1) は，それぞれ C18:1ω9 と

C18:2ω6 から、乳酸菌 L. plantarum AKU 1009a (Takeuchi et al., 2015) 由来の

オレイン酸ヒドラターゼ (cla-hy) 遺伝子 (Accession No. AB671229) を有す

る組み換え大腸菌の洗浄細胞で作製した (Takeuchi et al., 2015; Takeuchi et al., 

2016)。生成物の多くは、菌体外の反応混合物中で生成した。生成物は、SNAP 

Ultra 10 g シリカカートリッジ   (Biotage) を備えた Isolera One (Biotage, 

Uppsala, Sweden) を用いて室温で精製した。生成物をシリカゲルと混合し、

真空デシケーターで乾燥させ、活性粘土、硫酸ナトリウム無水物、シリカゲ

ルの混合物 (1:2:4、w/w) をカードリッジの底に 5 mm の厚さとし、空の使

い捨てカートリッジ (Biotage) に装填した。生成物を n-ヘキサンとジエチル

エーテルで 36 ml/min の流速で 20 % (v/v) のカラムボリューム (CV, 17ml) 

を 5 回、20-40 % (v/v) を 2 回、そして 40 % (v/v) のジエチルエーテルを 10

回のグラジエントで溶出させた。脂肪酸の検出には、UV 検出器を使用し、

波長 200 nm と 225 nm で検出した。 
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10-オキソオクタデカン酸  (KetoB)、10-オキソ -cis-12-オクタデカン酸 

(KetoA) (Fig. 1) は、精製した HYB と HYA の水酸基を CrO3 で酸化する Jones 

酸化により得られた (Curtis et al., 1953)。ヒドロキシ脂肪酸 100 mg を 2 ml

のアセトンに氷上で溶かした。2.67 % (w/v) CrO3、2.3 % (v/v) H2SO4,、80 % 

(v/v)アセトン水を含む Jones 溶液を、氷上で Jones 溶液のオレンジ色が消え

ないようにヒドロキシ脂肪酸溶液に添加し、ヒドロキシ脂肪酸を酸化した。

その後、イソプロパノールを溶液の色が濃い緑色に変わるまで添加し、溶液

をジエチルエーテルで抽出した。ジエチルエーテル層を水で 2 回洗浄し、蒸

発させた。オキソ脂肪酸は、上記のクロマトグラフィー法により精製した。 

標準株 Fusarium solani fsp. pisi NBRC 9975 は日本の独立行政法人製品評

価技術基盤機構 (NBRC) から購入した。 

 

 

単離菌株の同定  

単離株 D2 について、内部転写スペーサー領域および 5.8S リボソーム DNA

領域 (ITS-5.8S rDNA) の塩基配列によって簡易同定した (White et al., 1990)。

D2 株のゲノム DNA を Izumitsu et al. (2012) の方法で抽出し、遺伝子特異的

なプライマーペア (Table 1) を用いて ITS-5.8S rDNA を増幅した。ポリメラ

ーゼには複製エラー率が極めて低い PrimeSTAR® HS DNA Polymerase 

(TaKaRa, 滋賀, 日本) を用いた。増幅した PCR 産物の塩基配列解析につい

てはマクロジェン・ジャパン株式会社 (京都, 日本) に委託した。得られた

塩 基 配 列 か ら National Center for Biotechnology Information (NCBI, 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) の BLASTn アルゴリズムを用いて Fusarium 属

近縁種の ITS-5.8S rDNA 遺伝子配列を検索し、CLC sequence viewer (CLC bio, 

Aarhus, Denmark http://www.clcbio.com/index.php) を用いて UPGMA 法により

系統樹を作製した。 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.clcbio.com/index.php
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培養条件 

D2 株の保存培養には最小培地 (0.2 g/L グルコース、0.2 g/L スクロース、

0.5 g/L MgSO4·7H2O、0.5 g/L KCl、1 g/L KH2PO4、1 g/L KNO3、20 g/L 寒天、

pH 5.7) を用いた。 

廃グリセロールおよび純グリセロールを炭素源とした D2株の脂質生産性

および脂肪酸組成を比較評価するために、4% (w/v) 廃グリセロールあるい

は 2% (w/v) 純グリセロールと 1% (w/v) の酵母エキスから成る単純培地を

用いた。 

D2 株の水酸化脂肪酸生産における廃グリセロール濃度の影響を評価する

ために、2-16% (w/v) の廃グリセロールと 1% (w/v) の酵母エキスからなる

廃グリセロール液体培地 (CG 培地) 4 mL を用いた。 

微好気条件における水酸化脂肪酸生産性を評価するために、D2 株を 6% 

CG 培地 10 mL に植菌し、3-7 日間振とう培養した後、静置培養へと移行し

た。 

水酸化脂肪酸の基質となる構造脂質を評価するために、D2 株を 1.5% (w/v) 

の各構造脂質、2.7% (w/v) 純グリセロール、1% (w/v) 酵母エキスからなる

脂質添加培地 4 mL で培養した。構造脂質には、廃グリセロール中の脂肪酸

組成に類似した市販のキャノーラ油 (日清オイリオ, 東京, 日本) (Table 2) 

から変換および精製した遊離脂肪酸 (FFA)、脂肪酸メチルエステル (FAME)、

およびトリアシルグリセロール (TAG) を用いた。 

上記の培養条件すべてにおいて、温度は 28°C、振とう速度は 300 rpm、培

養時間は 7 日とした。 

オレイン酸水和酵素遺伝子の発現解析においては、4% CG 培地 4 mL で 2

日間振とう培養した D2 株、および 3 日間振とう後に 1 日間静置培養した

D2 株の菌体をそれぞれ水酸化脂肪酸非生産時および生産時の菌体として回

収し、RNA 抽出に用いた。 
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脂肪酸分析 

総脂質あるいは 110°C で乾燥させた菌体に 10% 塩酸メタノール 2 mL と

ジクロロメタン 1 mL を加え、55°C で 4 時間反応させて脂肪酸をメチルエ

ステル化した。定量的な評価の際には、内部標準としてトリコサン酸  

(C23:0) を用いた。反応後の FAME 抽出には n-ヘキサンを用いた。トリメチ

ルシリル (TMS) 誘導体については、FAME と TMS 剤 [ピリジン：ヘキサメ

チルジシラザン：トリメチルクロロシラン, 9:3:1 (v:v:v)] をスクリューキャ

ップ管内で混合し、60°C で 30 分間インキュベートした後、クロロホルムを

用いて抽出した。 

脂肪酸組成分析には水素炎イオン化検出器とスプリットインジェクショ

ンシステムを装着した GC-2025 ガスクロマトグラフィー (島津製作所, 京

都, 日本) を用いた。また、キャピラリーカラムには SPB-1 (30 m×0.25 mm 

I.D., SUPELCO, PA, USA) を用いた。カラム温度については 200°C で 14 分

間維持し、続いて 50°C/min の速度で 300°C まで昇温した後、300°C で 4 分

間維持した。注入器と検出器については 300°C 一定とした。また、キャリア

ガスとしてヘリウムを 2.32 mL/min の流量で使用した。脂肪酸のピークにつ

いては、標準物質との保持時間の比較することで同定した。水酸化脂肪酸お

よびオキソ脂肪酸については、FAME と TMS 誘導体のガスクロマトグラフ

ィー質量分析 (GC/MS) の結果から化学構造を確認した。マススペクトルに

ついては、The Lipid Web (https://www. lipidmaps.org/resources/lipidweb/index. 

php?page=ms/masspec.html; Christie, 2021) で公開されている特徴に従って解

析した。GC/MS 装置には GC-2030 Nextis (島津製作所) と GCMS-QP2020 NX 

(島津製作所) を使用し、m/z 50～500 の質量範囲で分析を実施した。GC/MS

におけるキャピラリーカラムおよび温度条件は、本項の GC で説明したもの

と同様とした。 
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遺伝子転写解析 

吸引濾過によって集菌した水酸化脂肪酸生産時および非生産時の D2株菌

体を、それぞれ Bio Masher® II (株式会社ニッピ, 東京, 日本) を用いて粉砕

した後、RNAiso Plus (TaKaRa, 滋賀, 日本) の付属プロトコルに従って total 

RNA を抽出した。得られた total RNA を DNase で処理した後、PrimeScriptTM 

RT Master Mix (Perfect Real Time) (TaKaRa) を用いて cDNA ライブラリを作

製した。 

 F. solani のテレオモルフである Nectria haematococca のゲノムデータベー

ス  (JGI Genome Portal; https://genome.jgi.doe.gov/Necha2/Necha2. home.html, 

2019 年 1 月 21 日アクセス) から 2 つの推定オレイン酸水和酵素 Ohy1 

(Protein ID: 50153)、および Ohy2 (Protein ID: 52774) の遺伝子配列を入手し

た。これらの配列データを基に遺伝子特異的なプライマーペアを設計し  

(Table 1)、cDNA ライブラリを鋳型とした RT-PCR によってそれぞれの遺伝

子転写を評価した。 

 

 

オレイン酸水和酵素の in silico 解析 

N. haematococca のゲノムデータベースにおける ohy2 の予想転写配列か

ら、開始コドン上流 100 bp および終止コドン下流 160 bp の位置にプライマ

ーを設計し (Table 1)、cDNA を鋳型とした PCR によって D2ohy2 における

推定オープンリーディングフレーム  (ORF) 配列を含む転写領域を増幅し

た。次に、ゲノムデータを基に ORF 中にアニールする遺伝子特異的プライ

マーを設計し (Table 1)、精製した D2ohy2 転写領域 PCR 断片を鋳型とした

シーケンス解析によって、D2ohy2 の開始コドンおよび終止コドンを決定し

た。シーケンス解析はマクロジェン株式会社に委託した。 

CLC sequence viewer および GENETYX ver.13 (ゼネティックス, 東京, 日

https://genome.jgi.doe.gov/Necha2/Necha2.%20home.html
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本) を用いて、得られた遺伝子配列から D2Ohy2 のアミノ酸配列を予測し、

他生物のオレイン酸水和酵素との比較解析を行った。 

 

 

組換え大腸菌を用いた D2Ohy2 精製 

 D2 株の cDNA を鋳型として D2ohy2 ORF 全長配列をクローニングした。

コールドショック発現ベクターである pCold TF DNA (TaKaRa) からインバ

ース PCR 法によってトリガーファクター配列を除去し (Table 1)、N 末端に

His-tag を付加した組換えタンパク質発現用プラスミドの骨格とした。骨格

とする pCold ベクターを Nde I および BamH I、インサートに用いる D2ohy2 

ORF 全長配列については PCR 産物を Nde I および Bgl II で切断し、ライゲ

ーションさせて発現ベクターpCold_OYH2 を構築した。 

 D2ohy2 遺伝子配列は大腸菌におけるレアコドンを含んでいるため、タン

パク質発現宿主にはレアコドン対応の Escherichia coli BL21CodonPlus 

(DE3)-RIPL (Agilent Technologies, California, US) を用いた。組換え大腸菌

BL21 Codon+/pCold_Ohy2 を LB 培地 [1% ハイポリペプトン (日本製薬, 東

京, 日本)、0.5% 酵母エキス、1% NaCl、0.001 N NaOH] に植菌し、OD600 = 

0.5 程度になるまで 37°C で振とう培養した後、15°C で 30 分間冷却した。続

けて、イソプロピル-β-D-1-チオガラクトピラノシド  (IPTG) を終濃度 0.2 

mM となるように添加し、18°C、125 rpm で 24 時間振とう培養することで

目的タンパク質の発現を誘導した。  

発現タンパク質の質量についてはドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリル

アミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) を用いて推定した。分離ゲルは 40% (w/v) 

アクリルアミド/ビス (和光純薬, 大阪, 日本)、1.5 M Tris-HCl (pH 8.8)、10% 

ドデシル硫酸ナトリウム (SDS)、10% 過硫酸アンモニウム (APS) (キシダ化

学, 大阪, 日本)、テトラメチルエチレンジアミン (TEMED) (ナカライ・テス



15 

 

ク) を用いてゲル濃度が 8%になるよう作製した。濃縮ゲルの作製では、1.5 

M Tris-HCl (pH 8.8) の代わりに 0.5 M Tris-Cl (pH 6.8) を用い、その他は分離

ゲル作製時と同様の試薬を用いた。組換え大腸菌ペレットにサンプル調製バ

ッファー [120 mM Tris-HCl (pH 6.8)、4.2% SDS、6% 2-メルカプトエタノー

ル、0.04% ブロモフェノールブルー、36% グリセロール]、および泳動バッ

ファー (0.303% トリスヒドロキシメチルアミノメタン、1.441% グリシン、

0.1% SDS) をそれぞれ 20 µL ずつ加え、99°C で 5 分間ボイルした。次に、

8% SDS-PAGE ゲルに各ライセートサンプルを 5 µL/lane ずつアプライし、25 

mA で 1 時間泳動した。泳動装置にはラピダス・二連ミニスラブ電気泳動槽

AE-6450 (ATTO, 東京 , 日本) およびコンスタパワー3500L (ATTO) を用い

た。泳動後、クマシーブリリアントブルーR250 を用いてタンパク質を染色

した。 

組換えタンパク質は N 末端に His-tag を有するため、Ni-NTA Fast Start 

(QIAGEN, Hilden, Germany) および Amicon®Ultra (Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany) を用いて精製した。さらに、BCA Protein Assay kit (TaKaRa) によ

る検量線を用いて D2Ohy2 の濃度を決定した。 

 

 

D2Ohy2 の諸性質解析 

D2Ohy2 の活性における至適温度と至適 pH 条件を検討した。精製酵素 8 

µg/µL、基質として 0.005% (v/v) C18:1ω9 (脂質の 1/5 量のウシ血清アルブミ

ンを加えて超音波で乳化)、補酵素として 0.1 mM フラビンアデニンジヌク

レオチド  (FAD) および 5 mM ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド 

(NADH) を 50 mM コハク酸緩衝液 (pH 4.0~5.0) または 50 mM リン酸カリ

ウム緩衝液 (pH 5.0~8.0) と混合し、10～50°C で 30 分間反応を進めた。反応

後、Bligh-Dyer 法によって総脂質を抽出し脂肪酸組成分析を行った  (Bligh 
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and Dyer, 1959)。 

また、D2Ohy2 の基質特異性を明らかにするためにパルミトレイン酸 

(C16:1ω7)、C18:1ω9、C18:2ω6、α-リノレン酸  (C18:3ω3)、 γ-リノレン酸 

(C18:3ω6)、リシノール酸 [12(OH)c9-18:1] およびメチルエステル化 C18:1ω9 

(C18:1ω9-ME) の 7 つの異なる基質を用いた。精製酵素 100 ng、脂肪酸 20 

mM (10 mg ウシ血清アルブミンを加えて超音波で乳化)、0.1 mM FAD、5 mM 

NADH を 50 mM リン酸カリウム酸緩衝液 (pH 5.0) と混合し、脱気後 45°C

の湯浴で 30 分間反応させた。反応液容量は 1 mL とした。反応後、Bligh-

Dyer 法によって総脂質を抽出し脂肪酸組成分析を行った  (Bligh and Dyer, 

1959)。 

 

 

Table1 本研究で使用したプライマー一覧  

 

下線は制限酵素認識配列を示す。  
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Table 2 炭素源とした菜種油および廃グリセロール中の脂肪酸組成  

 

 

 

 

Fig. 1 HYA、HYB、KetoA および KetoB の構造式 
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第 4 章 結果と考察 

1) 単離株の脂肪酸組成分析および菌種同定 

 徳島県で採取した各種の土壌・下水サンプルを 2~4% (w/v) 廃グリセロー

ル、1% (w/v) 酵母エキスおよび 2%寒天を含む CG 寒天培地上に塗布し 28°C

で培養した。しかし、CG 培地ではほとんどの微生物の生育が遅かった。こ

の原因として、廃グリセロール中のメタノールなどの生育阻害物質が挙げら

れた。CG 寒天培地に出現した 100 株以上の酵母・真菌の中から、CG 培地

での生育に優れた糸状菌 D2 株を単離した。4%の廃グリセロールを含む CG

培地  (1.8% グリセロール ) で培養した D2 株の乾燥菌体重量  (DCW) は

10.2 g/L に達し、純グリセロールあるいはグルコースを炭素源として用いた

場合のそれぞれ約 1.7 倍および 2.0 倍であった (Table 3)。さらに、CG 培地

で培養した菌体からは、D2株の主な脂肪酸成分である C16:0、C18:0、C18:1ω9、

C18:2ω6、C18:3ω3、C20:0 以外に未同定の脂肪酸 UK1 と UK2 が検出された 

(Table 3)。これら 2 つの未知脂肪酸は、グルコース含有培地では検出されず、

CG 培地で培養した D2 株の総脂肪酸のうちそれぞれ 2.2%と 46.0%を占めた 

(Table 3)。また、これらの脂肪酸は廃グリセロールからは検出されなかった

ため、廃グリセロール中の脂肪酸から生成されたと考えられた。廃グリセロ

ールには総脂肪酸当たり C18:1ω9 が 53.8%、C18:2ω6 が 29.4%含まれている

が、CG 培地で培養した D2 株菌体では C18:1ω9 および C18:2ω6 がそれぞれ

4.2%および 11.2%であった。このことから、廃グリセロール中のこれらの脂

肪酸が UK1 および UK2 に変換されたことが示唆された (Table 3)。純粋な

グリセロールで培養すると少量の UK1 および UK2 が検出されたが、これは

内因性の脂肪酸が変換されて精製した可能性がある  (Table 3)。 
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Table 3 純グリセロール、廃グリセロールあるいはグルコースを炭素源とし

た培地で培養した D2 株 a の乾燥菌体重量および脂肪酸組成  

 

 

簡易菌種同定の結果、D2 株の ITS-5.8S rDNA 配列 (564 bp) は NCBI デー

タベースに登録されている Fusarium solani のものと高い類似性を示し、F. 

solani 7227、F. striatum CBS 101573、F. tenuicristatum IMI 277708、F. oxysporum 

WPII21-2 のものとそれぞれ 98%、97%、84%、84%の同一性を示した (Fig. 

2)。 

 

 

 

 

 

Table 1.  Dry cell weights and fatty acid compositions of strain D2 cultured in the medium containing commercial pure glycero l or crude glycerol.a 

           

Carbon source 
DCWb 

(g/L) 

Total fatty acid 

(g/L) 

Fatty acid composition (%)c 

C16:0 C18:0 C18:1ω9 C18:2ω6 C18:3ω3 C20:0 UK1 UK2 

Pure glycerol 6.2±0.3 0.29±0.07 19.8±0.4 15.4±0.9 0.9±0.02 48.2±0.9 15.1±0.5 NDd 0.4±0.2 0.2±0.1 

Crude glycerol 10.2±0.1 2.18±0.12 18.4±0.3 12.2±0.7 4.2±0.4 11.1±1.2 5.3±0.3 0.7±0.1 2.2±0.4 46.0±0.2 

Glucose 5.2±0.5 0.18±0.02 16.0±0.3 3.5±0.8 12.4±0.4 61.9±0.8 6.1±0.3 ND ND ND 

aStrain D2 was cultured in the medium containing 2% pure glycerol, 4% crude glycerol (approximately 1.8% glycerol), or 2% glucose, and 1% yeast extract 

for 7 days. All data are the means ± standard deviation (SD) for triplicate samples.  

bDCW, dry cell weight. 

cC16:0, palmitic acid; C18:0, stearic acid; C18:19, oleic acid; C18:26, linoleic acid; C18:33, -linolenic acid; C20:0, eicosanoic acid. 

dND, not detected. 
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Fig. 2 D2 株と Fusarium spp.の ITS-5.85 r DNA 配列の系統樹 

系 統 樹 は D2 株 、 Fusarium tenuicristatum IMI 277708 (Accession No. 

NR_169922)、F. graminearum CPFGWY137D51 (No. KR047057)、F. longifundum 

NRRL 36372 (No. NR_171059)、F. oxysporum FJAT-31099 (No. KU931550)、F. 

oxysporum WPII21-1 (No. MK163440)、F. fujikuroi CBS 262.54 (No. MH857321)、

F. citricola CPC 27805 (No. NR_172265)、F. vanettenii MAFF 840047 (No. 

AB513852) 、 F. proliferatum strain 144 (No. MK828121) 、 F. redolens 

T1ST190421511 (No. MN486568)、F. striatum CBS 101573 (No. KM231798)、F. 

solani H4470 (No. GU595038)、F. solani C219 (No. KU377470)、F. solani PCO.30 

(No. HQ248197)、F. solani 7227 (No. MN922526) の ITS-5.8S rDNA 配列を組

み合わせて構築した。アルゴニズムには UPGMA 法を用い、ブーストラップ

検定を 1,000 回繰り返した。 
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2) D2 株が生産する脂肪酸の同定 

 CG 培地で培養した D2 由来の FAME を GC および GC/MS で分析したと

ころ、C16:0、C18:0、C18:1ω9、C18:2ω6、C18:3ω3 などの飽和および不飽和

脂肪酸、さらに UK1 と UK2 が検出された (Fig. 3A(c))。GC/MS 分析による

UK2 のフラグメントイオンパターンは、GC/MS 化合物ライブラリ内の HYB

のものと一致し、UK2 の保持時間も HYB 標準物質と一致した (Fig. 3A(b), 

(c))。GC/MS 分析では、GC/MS 化合物ライブラリのデータから UK1 はヒド

ロキシ脂肪酸とオキソ脂肪酸の混合物であることが示唆された。乳酸菌では

C18:2ω6 から HYA と KetoA、C18:1ω9 から HYB と KetoB が変換されること

が報告されているため (Kishino et al., 2017)、本研究では HYB のみならず

HYA、KetoA、KetoB も生成することが考慮された。UK1 の保持時間は KetoB

および HYA の標準物質と一致し (Fig. 3A(a)-(c))、UK1 には HYA および

KetoB が含まれていることが示唆された。TMS 処理により、全脂肪酸中の

ヒドロキシ脂肪酸を TMS 誘導体に誘導化し、さらに GC/MS 分析で重複し

て出現する化合物を分離することができた。全ての FAME を TMS 誘導体に

変換すると、UK1-TMS と UK2-TMS の新しいピークが現れた (Fig. 3A(d))。

これに伴って小さくなった UK1 と UK2 の 2 つのピークをそれぞれ UK1’、

UK2’と名付けた (Fig. 3A(c), (d))。 

UK1’の m/z 156 と 214 のフラグメントイオンは、それぞれカルボキシル末

端の単結合 8-9 および 11-12 の間で β 開裂が生じることを示していた (Fig. 

3B(e))。UK1’のフラグメントイオンパターンは、GC クロマトグラムで UK1’

と同じ保持時間を示した KetoB メチルエステルのピークパターンと一致し

た (Fig. 3A(b), (d), 3B(e))。UK2’の m/z 201 のイオンは、単結合 10-11 の間で

切断された分子のカルボキシル末端を示していた (Fig. 3B(f))。また、UK2’

の m/z 169 のイオンはさらなるフラグメンテーションによってメタノール分

子が失われたことを表している (Christie, 2021)。UK2’におけるこれらのフ
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ラグメントイオンパターンは、GC クロマトグラムで UK2’と同じ保持時間

を示した HYB のピークパターンと一致した (Fig. 3A(b), (d), 3B(f))。次に、

UK1-TMS と UK2-TMS の両方で m/z 169 と 273 のイオンが検出された (Fig. 

3B(g), (h))。このうち、m/z 273 のイオンは TMS 基が付加された 10-11 間で

α 開裂したカルボキシメチル末端側の分子であり、m/z 169 のイオンはさら

なるフラグメンテーションで TMS のメチル分子が失われたことを示してい

た (Fig. 3B(g), (h))。UK2-TMS の m/z 215 のイオンと UK1-TMS の m/z 213 の

イオンは TMS 基を含むアシル末端分子を表しており (Fig. 3B(g), (h))、UK1-

TMS のメチル末端側の m/z 213 のイオンは、1 つの二重結合の存在を示唆し

ていた。これらの結果から、UK1-TMS と UK2-TMS は、それぞれ HYA と

HYB の TMS 誘導体であり、GC クロマトグラムの UK1 ピークには、KetoB

メチルエステルと HYA メチルエステルの混合物が含まれていることが示唆

された (Fig. 3A(a)-(c))。また、UK2’は TMS 誘導体に変換されなかった未反

応の HYB メチルエステルであることが示された (Fig.3A(d), 3B(f))。 
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Fig. 3 CG 培地で培養した D2 株由来脂肪酸の (A) GC および (B) GC/MS 分

析  

(a) KetoA および HYA メチルエステル標品; (b) KetoB および HYB メチルエ

ステル標品; (c) D2 株由来のメチルエステル化脂質; (d) メチルエステル化脂

質の TMS 誘導体; (e) UK1’; (f) UK2’; (g) UK1-TMS; (h) UK2-TMS。 

略称: TMS, TMS 誘導体; KetoA, 10-オキソ-cis-12-オクタデセン酸; KetoB, 10-

オキソオクタデカン酸 ; HYA, 10-ヒドロキシ-cis-12-オクタデセン酸 ; HYB, 

10-ヒドロキシオクタデカン酸。 
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3) 高濃度廃グリセロールを用いた D2 株による水酸化脂肪酸生産 

D2 株と対照株とした F. solani fsp. pisi NBRC 9975 株は CG 培地で良好に

生育し、それぞれ 10%と 8%の廃グリセロールを含む CG 培地で最も高い生

育を示した (Fig. 4)。D2 株と NBRC 9975 株の HYB 生産量は、8%の廃グリ

セロールを含む CG 培地で培養した場合に、それぞれ 2.20 g/L (総脂肪酸の

40%) と 0.47 g/L (総脂肪酸の 16%) に達した。両菌株とも HYA よりも HYB

を多く生産した。 
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Fig. 4 (A) D2 株および (B) F. solani fsp. pisi NBRC 9975 における生育および

脂肪酸生産への廃グリセロールの影響 

両株ともに 4 mL の CG 培地で 7 日間振とう培養した。“Others”は C16:0、

C18:0、C18:1ω9、C18:2ω6、C18:3ω3、および C20:0 を含む。DCW は乾燥菌

体重量を示し、データは平均値±標準偏差を表す (n = 3)。 
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4) 微好気条件下における水酸化脂肪酸生産  

 D2 株を 6%の廃グリセロールを含んだ CG 培地 10 mL で 7 日間振とうお

よび静置培養し、DCW と脂肪酸含量を測定した。Fig. 5 に示すように、D2

株の生育度は 7 日間振とう培養 (7+0 days) することで最も高い値を示し、

静置培養の期間が長くなるにつれ増殖率は低下した。一方、水酸化脂肪酸は

全ての条件で検出され、4 日間振とう培養後に 3 日間静置培養を行った条件 

(4+3 days) で最も多かった。4+3 days における HYB 量は 7+0 days よりも

2.2 倍多い 1.19 g/L に達し、総脂肪酸の 53%を占めた。振とう培養後に静置

培養を行うと、培地中に菌糸のペレットおよび培地表面に菌糸のマットが形

成された (Fig. 6)。このような状態では培養液中の酸素濃度が低下し、微好

気的な環境になると考えられる。これらの結果から、D2 株による水酸化脂

肪酸生産には微好気的な条件が重要であることが示唆された。 
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Fig. 5 D2 株の水酸化脂肪酸生産量に及ぼす振とう培養と静置培養の条件の

影響 

D2 株を 6％の廃グリセロールを含む CG 培地 10 mL で、計７日間培養した。

培養時間 (X＋Y) は、振とう培養条件で X 日間培養した後、静置培養条件

で Y 日間培養したことを意味する。"Others "は、C16:0、C18:0、C18:1ω9、

C18:2ω6、C18:3ω3、および C20:0 を含む。DCW は乾燥菌体重量を示し、デ

ータは平均値±標準偏差を表す (n = 3)。 
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Fig. 6 静置培養後の D2 株菌体 

 

 

 

5) 各構造脂質を基質とした HYB 生産 

廃グリセロールには、メタノリシス反応で生成された FAME、エステル結

合が乖離した FFA、そして未反応の基質である TAG がわずかに含まれてい

る。これらの構造脂質を炭素源として 15 g/L 添加した結果、TAG を含む培

地で DCW が最も高い 10.6 g/L に達した (Fig.7)。さらに、TAG、FAME、FFA

添加条件における HYB 収量は、それぞれ 0.91 g/L、0.66 g/L、0.46 g/L に達

した。脂質を添加していないコントロールの菌糸体からは水酸化脂肪酸はわ

ずかしか検出されなかった。 
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Fig. 7 構造脂質含有培地で培養した D2 株の水酸化脂肪酸生産および生育度 

D2 株を 2.7%純グリセロールと 1%酵母エキスの培地 10mL に接種し、2 日

後にそれぞれの構造脂質を 1.5%添加した。培養条件は、4 日間の振とうと 3

日間の静置で行った。略称: HFA, 水酸化脂肪酸; DCW, 乾燥菌体重量; TAG, 

トリアシルグリセロール; FAME, 脂肪酸メチルエステル; FFA, 遊離脂肪酸。

データは平均値±標準偏差を示す (n = 3)。 
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6) 推定オレイン酸水和酵素遺伝子の発現解析  

HYB 生産条件および非生産条件由来の cDNA を鋳型に推定的オレイン酸

水和酵素遺伝子 D2ohy1 および D2ohy2 の増幅を試みた結果、D2ohy2 におい

て HYB 生産時にのみ転写が確認された (Fig. 8)。一方、D2ohy1 については

HYB 生産との相関は示されなかったが、培養 2 日目において転写が確認さ

れた。 

 

Fig. 8 D2 株由来 ohy 遺伝子の転写解析 

略称: M, Marker; non-pro, 2 日間振とう培養 cDNA (HYB 非生産時); pro, 3 日

間振とう+1 日間静置培養 cDNA (HYB 生産時); gDNA, ゲノム DNA。 
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7) D2Ohy2 における in silico 解析 

D2ohy2 のシークエンス解析結果より、全長 1,758 bp (終止コドン含む) か

ら成る配列を明らかにした。D2Ohy2 と好気性細菌 Stenotrophomonas 

maltophilia の 2 種のオレイン酸水和酵素 OhyA1 および OhyA2 についてアミ

ノ酸配列を比較した結果、D2Ohy2 は OhyA1 と 70%、OhyA2 と 44%の相同

性を示した (Fig. 9)。また、S. maltophilia のオレイン酸水和酵素において重

要とされる FAD 結合モチーフが D2Ohy2 にも保存されていた (Fig. 9)。 
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8) 組換え大腸菌による D2Ohy2 の異種発現 

組換え大腸菌 BL21 Codon+/pCold_Ohy2 のライセートを SDS-PAGE に供

した結果、約 60 kDa のタンパク質の過剰発現が確認された  (Fig. 10)。

D2Ohy2 の推定質量はおよそ 66 kDa であることから、目的タンパク質の発

現が示唆された。 

 

 

Fig. 10 タンパク質発現を誘導した組換え大腸菌ライセートの SDS-PAGE 解

析 
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9) D2Ohy2 活性条件の検討 

 精製酵素について、オレイン酸水和活性試験によって至適温度を評価した

結果、反応温度 45°C で最も高い活性を示した (Fig. 11A)。同様に、至適 pH

の評価では、コハク酸緩衝液 (SAB) およびリン酸緩衝液 (KPB) の両方で

pH 5.0 の条件で最も高い活性を示した (Fig. 11B)。 

 

Fig. 11 精製 D2Ohy2 活性における (A) 温度および (B) pH の評価 

略称: SAB, コハク酸緩衝液; KPB, リン酸緩衝液。 

 

 

 

10) D2Ohy2 の基質特異性評価 

 D2Ohy2 において、5 つの基質に対する特異性を評価した。D2Ohy2 は

C18:1ω9、C16:1ω9、C18:3ω6 の順で特異性が高く、C18:2ω6 の変換効率を

100%とした場合、それぞれ約 573%、148%、124%の変換効率を示し、C18:3ω3

のみが C18:2ω6 より低い変換効率を示した (Table 4)。D2Ohy2 と既報のバク
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テリア由来水和酵素 CLA-HY (Takeuchi et al., 2015) の基質特異性を比較し

たところ、C18:2ω6 の活性を 100％とした際に C18:1ω9 に対する特異性はど

ちらも同様に高かった。一方、CLA-HY と異なり D2Ohy2 は C16:1ω7 と

C18:3ω6 に対して C18:2ω6 よりも高い特異性を示した。さらに、12(OH)c9-

18:1 に対しても活性を示したことから、D2Ohy2 が CLA-HY と大きく異な

る性質を有することが示された。また、メチルエステル化した C18:1ω9 

(C18:1ω9-ME) を基質としたところ、ほとんど活性を示さなかった (Table 4)。 

 

 

Table 4 D2Ohy2 および CLA-HY による水和反応の基質特異性  
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第 5 章 総括 

バイオディーゼルや石けんの製造時に大量に排出される廃グリセロール

の利用は、深刻な課題である。本研究において廃グリセロール資化性菌とし

て Fusarium solani の近縁種である糸状菌 D2 株を単離した。さらに、D2 株

は廃グリセロールを含む培地で培養した場合に未知脂肪酸 UK1 および UK2

を著量蓄積した。これらの脂肪酸は廃グリセロールに含まれないことから、

廃グリセロール中の脂肪酸を基質とした代謝産物であると考えられた。さら

に、UK1 と UK2 は TMS 誘導体化することで UK1’、UK2’、UK1-TMS、UK2-

TMS に細分化され、GC/MS 分析によってそれぞれ KetoB、未反応 HYB、

HYA、および HYB であることが示された。これまでに様々な油糧微生物に

おいて廃グリセロールを栄養源とした脂質生産性が評価されてきたが、これ

らの真核微生物の脂質からは HYAやHYBは検出されていない (Chang et al., 

2015; Dedyukhina et al., 2014; Dobrowolski et al., 2016, 2020; Tchakouteu et al., 

2015)。したがって、本研究で得た D2 株は非常にユニークな糸状菌であると

言える。 

Elizabethkingia sp.や Lactobacillus sp.などの嫌気性細菌では、脂肪酸ヒドラ

ターゼが C18:1ω9 と C18:2ω6 をそれぞれ HYB と HYA に変換することが知

られている (Kishino and Ogawa, 2017; Todea et al., 2015)。さらに、これらの

水酸化脂肪酸は、デヒドロゲナーゼによって KetoB や KetoA などの対応す

るオキソ脂肪酸に変換される (Kishino and Ogawa, 2017)。D2 株の脂肪酸か

ら KetoB、HYA、HYB が検出されたことから、D2 株は脂肪酸のヒドラター

ゼとそれに続くデヒドロゲナーゼを持つことが示唆された。本研究では、

HYA から酸化によって生成される KetoA は検出されなかった。KetoA がこ

の分析条件では不安定なのか、あるいは D2 株で酵素的に代謝されているの

か、さらなる研究が必要である。  

高濃度の廃グリセロールが水酸化脂肪酸生産に与える影響について、D2
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株および対照株として F. solani fsp. pisi NBRC 9975 株を用いて検討した。廃

グリセロールには総脂肪酸のうち C18:1ω9 が 53.8%、C18:2ω6 が 29.4%含ま

れていた。一方、廃グリセロールを炭素源とした D2 株の菌体内脂質からは

C18:1ω9 が 3.2%しか検出されなかったことから、D2 株は C18:1ω9 を効率よ

く HYB に変換し、総脂肪酸中の C18:1ω9 の割合が減少したと考えられる。

また、NBRC 9975 株も D2 株と同様に C18:1ω9 を HYB に変換したことか

ら、F. solani 近縁種が普遍的に脂肪酸水和活性を有する可能性が示された。

さらに、HYA が検出されたため、これらの糸状菌の脂肪酸水和酵素が

C18:1ω9 だけでなく C18:2ω6 も基質とすることが示唆された。D2 株は NBRC 

9975 株よりも高濃度の廃グリセロールに耐性を示し、HYB の生産性も高か

った。 

廃グリセロールはメタノール、石鹸、アルカリ触媒などの不純物を含むた

め、微生物の生育や付加価値のある製品への変換を阻害することが報告され

ており (Ardi et al., 2015)、これまでの発酵プロセス研究においても、不純物

含有量が少ない 2～8%の廃グリセロールが用いられてきた (Chatzifragkou et 

al., 2011; Liang et al., 2010; Tang et al., 2009)。一方、D2 株は不純物を多く含

む廃グリセロール培地で良好に生育し、多量の HYB を生産したことから、

有望な微生物脂質生産株として期待される。  

振とう培養を行うと培地中の菌糸量が増加するため、培地中の溶存酸素が

極端に少なくなることが予想された。これに加えて静置培養をすることで

D2 株の水酸化脂肪酸生産性が向上したことから、脂肪酸水和反応は微好気

条件下で進行することが示唆された。振とう培養を 4 日以上続けたところ、

菌糸の嵩が増えて培地の流動性が低下した。この状況は、エアレーションが

不十分となるため、培地中の溶存酸素量の低下が予想された。そこで、3 日

間の振とう後、4 日間の静置培養を行ったところ、培地中には菌糸のペレッ

トが、培地表面には菌糸のマットが形成された (Fig. 6)。このような環境で
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は、液体培地中に微好気的な状態が形成されたと考えられる。これまでのバ

クテリアにおける研究では、脂肪酸の水和は嫌気状態で効率的に進行してい

た (Joo et al., 2012; Takeuchi et al., 2015)。このことから、D2 株を静置培養す

ることで、水酸化脂肪酸の生産性が向上したと推測された。Fusarium spp.は、

無酸素状態でのみ硝酸呼吸を行う細菌性脱窒菌とは異なり、微好気的な条件

で硝酸呼吸を行うことが知られており (Kobayashi et al., 1996)、微好気的な

条件は D2株のわずかな成長と脂肪酸の水和の進行の両方を可能にすると仮

定した。これまでに Mortierella alpina (Okuda et al., 2015; Kikukawa et al., 2018; 

Mo et al., 2021)、Yarrowia lipolytica (Liu et al., 2017; Gemperlein et al., 2019)、

Lipomyces starkeyi (Takaku et al., 2020)、Thraustochytrids (Burja et al., 2006; Patel 

et al., 2020) などの油糧微生物による機能性脂肪酸の生産は、グルコースを

炭素源とする栄養豊富な培地で好気的な条件で行われている。これらの研究

は、糸状菌や酵母などの真核微生物による不飽和脂肪酸を含むトリアシルグ

リセロールの生産に基づいていた。水酸化脂肪酸 (HYA や HYB など) の生

産に関しては、組換え Es. coli を用いた酵素変換研究が報告されているが 

(Joo et al., 2012; Takeuchi et al., 2015)、生細胞を用いた発酵生産の報告はな

い。本研究は、糸状菌を用いて安価な廃グリセロールから水酸化脂肪酸を発

酵生産した初めての報告である。 

D2 株は、添加した FAME、FFA、TAG のすべてを同様に水和した。細菌

の Ohy 分子モデルでは FFA を基質とすることが示唆されていることから 

(Demming et al., 2017; Radka et al., 2021; Sun et al., 2021)、D2 株が強力な細胞

外リパーゼによって添加脂質を効率的に脱エステル化していることが示唆

された。さらに、Ohy の水和活性はアルコール類や塩類によって増強される

ことが知られており (Bevers et al., 2009; Kang et al., 2016; Seo et al., 2013)、

廃グリセロール中のメタノールやアルカリ性触媒がそれらに関与している

可能性がある。廃グリセロール中の成分を効率的かつ効果的に利用して水酸
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化脂肪酸を生産できることは、D2 株が有する大きなアドバンテージである

と言える。 

最も研究が進んでいる La. plantarum 由来のオレイン酸水和酵素 CLA-

HY では、高い活性を持つ条件は温度範囲が 37～42°C、pH 5.5 とされている 

(Takeuchi et al., 2015)。その他、Macrococcus caseolyticus (Joo et al., 2012) や

S. maltophilia (Kang et al., 2017)、Rhodococcus erythropolis (Lorenzen et al., 2018) 

などのオレイン酸水和酵素は 25～35°C、pH 6.0～7.2 の範囲で高い活性を示

している。一方、D2 株由来のオレイン酸水和酵素はこれらのバクテリアよ

りも高い 45°C および低い pH 5.0 で至適活性を示した。したがって、D2Ohy2

は既知のバクテリア酵素遺伝子とは異なる性質を持つ新たな遺伝子資源で

あることが示唆された。さらに D2Ohy2 について、C18:1ω9 および C18:1ω9-

ME を基質とした場合の変換効率から、基質のカルボキシル末端がメチル基

などで修飾された場合に触媒が阻害されることが予測される。用いた 6 つ

の基質の内、ω3 位に二重結合を有する C18:3ω3 が最も変換効率が低かった

ことから、脂肪酸内にある二重結合の位置や 12(OH)c9-18:1 の様に鎖中に付

加している官能基が酵素触媒に影響を及ぼすことが示唆された。オレイン酸

水和酵素はアミノ酸配列に基づいて 11 の相同ファミリー (HFam1-11) に分

類されており (Schmid et al., 2016)、D2Ohy2 は Hydratase Engineering Database 

(https://hyed.biocatnet.de) 上で最大の相同ファミリーである HFam2 と推定さ

れた。HFam2 に属する La. acidophilus 由来オレイン酸水和酵素 (La-OAH1)、

Desulfomicrobium baculatum 由来オレイン酸水和酵素  (Db-OAH1) および

Gemella morbillorum 由来オレイン酸水和酵素 (Gm-OAH1) は C14:1 や C16:1

の基質に対しても活性が報告されており (Schmid et al., 2016)、同ファミリ

ーに属する D2Ohy2 も C16:1ω7 に対して活性を示すことは妥当であると言

える。しかし、12(OH)c9-18:1 に高い活性を示した点は D2Ohy2 の遺伝子資

源としての大きな魅力である。 

https://hyed.biocatnet.de/
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これらの結果から、D2 株が水酸化脂肪酸生産における新たな生物資源で

あることに加え、遺伝子資源として真菌由来のオレイン酸水和酵素を他の油

糧微生物に利用することが期待される。  
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