
 

 

 

博士論文 

 

 

ヒト皮脂脂肪酸の微生物生産と化粧品素材への応用 

 

 

 

 

 

 

 

 

令和 6 年 7 月 

 

荒木 裕行 

 

 



 

 

表題 

（和文）ヒト皮脂脂肪酸の微生物生産と化粧品素材への応用 

（英文）Bacterial production of a human sebaceous fatty acid and its application to cosmetics 

 

論文の区分 

課程外博士 

 

著者名 

荒木 裕行 

 

現所属 

花王株式会社 技術開発センター  品質技術 G（品質基幹技術） 

 

申請日 

2024 年 07 月 16 日 

 

紹介教授 

所属 広島大学大学院統合生命科学研究科 

職名 教授 

氏名 三本木至宏 

所属 近畿大学工学部化学生命工学科システム工学研究科 

職名 教授 

氏名 仲宗根薫 

 



 

 

目次 

 

略記         1 

 

本論         2 

第１章：序論        2 

背景と目的        2 

 

第２章：cis-6-ヘキサデセン酸の発酵生産体制の構築   8 

第１節：諸言       8 

第２節：実験方法       8 

第３節：実験結果       10 

第４節：考察       18 

第５節：小括       21 

 

第３章：Desaturase 様遺伝子の取得     22 

第１節：諸言       22 

第２節：実験方法       23 

第３節：実験結果       27 

第４節：考察       40 

第５節：小括       43 

 

第４章：cis-6-ヘキサデセン酸の抗菌特性および液状口紅への応用検討 44 

第１節：諸言       44 

第２節：実験方法       45 

第３節：実験結果および考察      49 

第４節：小括       63 

 

第５章：総括        64 

 

第６章：引用文献       67 

 

主要論文        74 

 

謝辞         75



 

- 1 - 

 

略記 

 

 

AD：Atopic dermatitis＿アトピー性皮膚炎 

Aw：Water activity＿水分活性 

C16:1∆6：cis-6-hexadecenoic acid＿ヘキサデセン酸 

C18:1∆9：cis-9-oleic acid＿オレイン酸 

GC：Gas chromatography＿ガスクロマトグラフィー 

IPH：Isopropyl hexadecanoic acid＿イソプロピルヘキサデカン酸 

IP∆H：Isopropyl hexadecenoic acid＿イソプロピルヘキサデセン酸 

MS：Mass spectrometry＿マススペクトロメトリー 

MSG：Glutamic acid monosodium salt＿グルタミン酸モノナトリウム塩 

SCD：Soybean casein digest＿ソイビーンカゼインダイジェスト 
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本論 

 

第１章 

序論 

 

 

背景と目的 

 

ヤハズカズラ（Thunbergia alata）はキツネノマゴ科ヤハズカズラ属の植物であり、Black-

eyed Susan vine とも呼ばれている(Fig. 1-1(A))。熱帯地方から亜熱帯に自生する本植物の種

子には cis-6-ヘキサデセン酸 (サピエン酸、C16:1∆6)が非常に多く含有 (全脂肪酸の約 85％)

されていることが知られているが、その局在性、存在意義、および機能については不明な点

が多い。 

C16:1∆6 はカルボキシル末端より数えて 6 番目と 7 番目の炭素間に二重結合を１つ有す

る 16 個の炭素にて構成される不飽和脂肪酸 (Fig. 1-1(B))であり、ヒトの皮膚、毛髪にてそ

の存在が明らかとなっており、とくにヒト皮脂を構成する脂肪酸の主要な成分として見出

されている[1-6]。ヒト皮脂脂肪酸は皮膚最外層のバリア機能を担っており、外来菌の防御に

重要な役割を果たしていることが報告されている。その脂肪酸の有する抗菌性により皮膚

上の微生物叢の均衡が維持されているとも推察されている[6-11]。 

Fig. 1-1.  Appearance of Thunbergia alata and chemical structure of cis-6-hexadecenoic acid 

(C16:1Δ6).  

(A); T. alata, (B); C16:1Δ6 

CH3(CH2)14COOH
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O
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ヒト皮膚上の多種多様な微生物群、すなわちヒト・マイクロバイオームに関しては、昨今

の次世代シークエンサーを利用したメタゲノム解析手法の適用により、これら微生物叢の

詳細が明らかとなりつつある[12]。このような研究から、ヒトの皮膚常在菌や生活環境から

付着した外来微生物の作用によって、体臭や皮膚の状態が変化することも徐々に明らかと

なっている。中でもニキビや肌荒れ、フケといった症状やアトピー性皮膚炎 (AD)などの疾

患は、皮膚に棲息する微生物のバランスが崩れた際に皮膚の状態の悪化原因となっている

ことも多く、皮膚に常在する微生物の良好かつ安定な恒常性維持がスキンケアの重要な要

素の 1 つとしても考えられている。そのため、皮脂脂肪酸のコントロール、とりわけその主

要な構成成分である C16:1∆6 のコントロールは極めて重要であり、皮膚性状を決定付ける

因子として非常に特異な脂肪酸と考えられる。 

C16:1∆6 の工業的生産方法についての報告は極めて少なく、先述したヤハズカズラ種子か

らの抽出をベースとした多段階の精製法、また、製薬企業によって 1-クロロ-4-ブロモブタ

ンをウンデシンと反応させた後に複数段階の工程を経て製造する化学合成法が特許化され

ているのみである[13, 14]。これら製法は非常に複雑、且つ多段階を要するため、汎用的な利

用を踏まえた工業的規模での物質生産方法としては課題が残る。 

機能性を有した脂肪酸の微生物による工業的規模での製造法に関しては、日本鉱業 (現

ENEOS 株式会社)にて開発された、トリデカンを基質とし Candida tropicalis よる酸化反応を

利用したブラシル酸 (1, 13-トリデカンジカルボン酸)の発酵生産が非常に有名である。ブラ

シル酸はエチレングリコールとの縮合反応を経て、合成ムスクであるエチレンブラシレー

トとして様々な香粧品に香料素材として利用され、1998 年には 500 ton/年の生産量との報

告がなされている[15]。また、糸状菌である Mortierella 属によるγ－リノレン酸[16-18]やア

ラキドン酸[19-21]といった多価不飽和脂肪酸の発酵生産検討は精力的に行われており、中

でもアラキドン酸に関しては Mortierella alpina 1S-4 株による高含有油脂の工業的規模での

安定した発酵による供給体制が確立されており、年間 10 ton 以上の生産量 (2016 年時点)を

達成している。アラキドン酸は乳児用ミルクの添加物や種々の乳製品の品質を高めるため

の素材として世界的に注目、利用されているとともに、さらなる高付加価値化として栄養補

助食品や医薬品等の素材としての応用検討も進められている[19-22]。この様な脂肪酸、不飽

和脂肪酸の微生物生産に関しては生産される物質が微生物の菌体内に蓄積されるため、後

処理工程の煩雑さが課題として上げられる。 

不飽和脂肪酸の生理学的な効果については幾つか興味深い報告がなされている。例えば、

リノール酸はコレステロールのレベルを低下させることが示されており[23-25]、AD の症状

を改善するとの報告もなされている[26-30]。アラキドン酸に関しては胚発生にとって重要

な役割を担っており、とくに脳の発育には重要な物質として知られているとともに[31-33]、

ガン細胞の死を誘導するとの報告もなされている[34]。不飽和脂肪酸の機能として報告され

ている抗菌特性に関しては、オレイン酸 (C18:1∆9)をはじめとしてこれまでに数多くの検討
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がなされているが[35, 36]、とくに C16:1∆6 の抗菌特性に関しては、先に記述した特許にて

カンジダ症の原因菌である Candida 属菌、黄色ブドウ球菌、連鎖球菌、大腸菌、といった限

定された病原性菌に対する抗菌効果の報告がなされているものの、詳細はこれまで明らか

となっていない状況であった[14]。 

一方、一般的な消費者が日常生活にて使用する各種消費財の中身（製剤）には、使用期間

中に混入した微生物による汚染を防止するために防腐剤を初めとした各種抗菌性物質が配

合されている。消費財に使用する抗菌性物質はヒトが直接触れる可能性を踏まえて、また、

環境中に放出される可能性を踏まえて、安全性の高い剤を安全性が確保される安全率を踏

まえた濃度にて処方されている状況がある。しかしながら昨今、とくに抗菌性物質の中でも

防腐剤として認められている物質に対する規制強化の動きが激しい状況にある[37, 38]。例

えば、代表的な防腐剤であり化粧品等のパーソナルケア製品に汎用的に使用されている物

質であるパラベン類が、内分泌攪乱物質として懸念物質リストに上げられ、分岐パラベン類

の配合禁止、さらには長鎖パラベン類の規制濃度上限低減に至った[39]。また、各種消費財

は消費者による使用後に生活排水、廃棄物等の様々な形で環境中に排出されることとなる

ため、SDGs (Sustainable Development Goals)/ESG (Environmental Social Governance)視点からも

消費財に使用される成分への関心は年々増している。このようなヒトや環境への影響を踏

まえた規制強化の流れは欧州を中心に非常に速い速度で変化しており、本流れが ASEAN 地

域を初めとして世界各地に伝播して行く現状がある。このように、各種化学物質への制限、

とりわけ製剤の微生物学的品質を維持する上で重要な防腐剤への制限が年々強化されてい

る状況を受けて、欧州、米国、日本といった地域にて防腐剤を守る活動：Preservative Defense

活動、が活発化している。とくに米国では、防腐剤を守る活動に加えて、新規な抗菌効果を

有する物質の探索、開発に対する活動を積極的に推進するプロジェクトが設置され、様々な

団体、企業の積極的な参加を募り、それら参画機関より資金提供を受けて本課題に対する研

究を後押ししている状況がある。 

このような世の中の動向も鑑み、C16:1∆6 の非常に特徴的な局在性およびその興味深い抗

菌特性を応用した製剤開発にて社会へ貢献することを目的として、本研究では 2 つの大き

な課題、すなわち本物質の安定した簡便で安価な工業生産体制の確立と各種製品に適用可

能な素材としての応用に取組んできた。 

これまでに進めてきた工業生産体制検討として、土壌より分離したアルカン資化性菌の

中から、Rhodococcus 属細菌 KSM-B-3M の 2 次変異株である KSM-MT66 株が各種のアルキ

ル化合物 (アルカン、クロロアルカン、脂肪酸エステル)を不飽和化し[40]、菌体外に不飽和

化化合物を生産することを見出している (Fig. 1-2)。中でもイソプロピルヘキサデカン酸 

(IPH)を基質として利用した際に、その第 6 位に cis 二重結合を導入しイソプロピルヘキサデ

セン酸 (IP∆H)を生成することを見出し (Fig. 1-3)、C16:1∆6 が IP∆H を加水分解して容易に

取得できることから、本変換反応に着目した工業化生産検討を進めてきた。本菌を利用した

休止菌体反応による生産体制として、本菌の休止菌体を 5% (wet w/v)となるように IPH 20% 
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(w/v)、0.25 M リン酸緩衝液 (pH 7.0)、グルタミン酸 Na (MSG) 1.0% (w/v)、thiamine 2 mM、

MgSO4 2 mM を含有する液に対して添加し、2.6 l の bioreactor を利用した 1 l の仕込み量に

て 26ºC での通気撹拌反応系での C16:1∆6 生産体制を構築している。本反応系は、水、油、

菌体から構成されており、反応後の O/W type の乳化溶液を静置し、分離した水相を廃棄、

油相に基質を再添加することで W/O type に相転移させ、疎水性の hollow fiber にて生産物で

ある C16:1∆6 を回収する新規な後処理工程も構築している。本休止菌体反応系にて IP∆H と

して 50 g/l/3 days の生産性を得ており、基質濃度の最適化による繰返し反応系 (13 cycle、約

300 時間)では 0.8 g/l/h の生産効率を達成している。尿素アダクト法、エバポレーション、シ

リカカラムによる精製工程を経て、高純度 (97%以上)に精製する後処理工程の開発にも成

功し[41-43]、これら製造法に関する特許を取得している[44-46]。しかしながら本生産体制の

課題として、植物からの抽出法や化学合成法よりは簡略化され高い生産性を安定的に確保

できる製造法ではあるものの、多段階かつ複雑な工程を経るため、より簡便でより安価な工

業的な生産体制の確立が所望されている。 

 

 

Fig. 1-2.  The pattern of regiospecific desaturation of aliphatic substrates by Rhodococcus sp. strain 

cells [40]. 

The figure illustrates typical examples of the desaturation reactions catalyzed by the rhodococcal cells. 

 

また、各種製品素材としての応用研究として、AD 患者 9 名および健常者 10 名を対象と
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した検討にて、上腕から採取した皮脂中に含まれる C16:1∆6 の存在量が健常人と比較して

AD 患者においては低下している傾向にあり、AD 患者の患部においては、黄色ブドウ球菌

の検出数と C16:1∆6 の存在量に負の相関を認めている[47, 48]。臨床的な pilot test として、

AD 患者の患部に対し従来の治療薬に替えて C16:1∆6 含有 lotion の塗布を実施し、AD 患者

患部の 75%で黄色ブドウ球菌数の減少を確認するとともに皮膚性状改善効果を確認してい

る[47, 48]。さらに、脇臭に関与するアポリポプロテイン D の分解を抑制することで不快臭

の低減、すなわち脇臭といった体臭抑制効果を示すことを確認し、菌に対する直接的な効果

ばかりでなく反応を阻害する因子としての症状改善効果も確認されている[49]。ヒト以外へ

の展開として、イヌやネコといった小動物で発症する膿皮症の原因菌である Staphylococcus 

intermedius に対する抗菌効果を見出し、膿皮症を患ったビーグル犬での効果も確認してい

る[50]。このような検討結果から、ヒトばかりでなく現代のライフスタイルとして家族同様

の存在となっているペットにも優しいケア剤への応用も含めて、本物質へのさらなる展開

への期待が持たれている。 

 

 

Fig. 1-3.  Conversion of IPH by Rhodococcus sp. strain KSM-MT66 [40, 51]. 

 

本論文では、本物質のさらなる安定生産体制の確立として、これまでに確立した休止菌体

反応による C16:1∆6 の生産体制よりもさらに簡易的な工業的生産体制、すなわち増殖連動

型による発酵生産体制の確立について記述した[51]。また、遺伝子工学的手法による本物質

の安定かつ高生産体制の構築に向け、本物質生産に関与する可能性のある遺伝子として分

子内の 6 位に cis-2 重結合を導入する酵素である desaturase (EC1.14.19.3)を標的とし、当該物

質生産菌である Rhodococcus 属細菌から初めて∆6-desaturase 様遺伝子の cloning を実施、そ

の機能確認を実施した結果について記述した[52]。さらに、確立した増殖連動型発酵生産体

制にて製造された本物質を用いて、各種製品素材としての応用展開を図るべく、幅広い菌種

に対する抗菌特性を精査した。その特性、その存在様式を活かした製剤系の一例として、微
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生物による変臭課題を有し、刺激を感じ易く安全性上も特段の留意を図ることが求められ

るヒト粘膜への適用製剤である液状 lip gloss への応用展開について記述した[53]。これら検

討結果から、C16:1∆6 が各種製剤系にて微生物学的品質維持に重要な新規抗菌成分として非

常に有望な物質であること、さらに幅広い製品への抗菌素材としての応用の可能性につい

て記述した。 
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第２章 

C16:1∆6 の発酵生産体制の構築 

 

 

第１節：諸言 

 

C16:1∆6 の Rhodococcus 属細菌による生産体制として、これまでに構築した休止菌体反応

には大きく 4 つの煩雑な工程、即ち、(1)菌体の増殖、(2)菌体の回収、(3)基質と菌体との接

触、(4)疎水性 hollow fiber を利用した生産物の相転移による回収、を経る必要があった。こ

れら工程をさらに簡略化し、より簡便でより安価なさらなる工業化を指向した生産体制を

確立すべく検討を実施した。 

本章では各種基質に対して 2 重結合を導入する能力を獲得した Rhodococcus 属細菌 KSM-

MT66 株から誘導した esterase 活性低下変異株である KSM-T64 株の取得とその変異株を利

用した IP∆H のより簡略化された生産法、すなわち、増殖連動型の発酵生産法、その培養条

件の最適化、ならびに本変異株を利用した工業的な増殖連動型の発酵生産法の確立につい

て記述する。また、構築した増殖連動型の発酵生産体制を基本とした工業的規模での生産体

制による本物質の生産費用の検討結果についても記述する。 

 

 

第２節：実験方法 

 

微生物 

 

本実験では KSM-MT66 株とその esterase 活性低下株である KSM-T64 株 (FERM P-18182 

in NITE)を使用した。KSM-MT66 株は土壌より分離されたアルカン資化性菌である

Rhodococcus 属細菌 KSM-B-3 株 (FERM BP-1531 in NITE)の 2 次変異株であり[54]、MT66 株
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からさらに esterase 活性を低減させた変異株が T64 株である。 

 

培地および培養条件 

 

20 ml の種培養培地 (0.5% グルタミン酸モノナトリウム塩 (MSG)、4 mM MgSO4∙7H2O、

0.3% yeast extract [Difco, Detroit, MI, USA]、2 μM MnSO4∙6H2O、50 μM FeSO4∙7H2O、5 μM 

CuSO4∙5H2O、30 μM ZnSO4∙7H2O、10 mM K2HPO4、および 1.0% glucose)を含む 500 ml フラ

スコに MT66 株を植菌した。30ºC にて 1 日間振とう培養し菌体を増殖させた。本種培養液

0.2 ml を 20 ml の主培養培地 (1.0% MSG、2 mM MgSO4∙7H2O、0.3% yeast extract [Difco]、2 

μM MnSO4∙6H2O、50 μM FeSO4∙7H2O、5 μM CuSO4∙5H2O、30 μM ZnSO4∙7H2O、0.25 M リン

酸緩衝液 (pH 7.0)、および 18% (v/v) IPH を含む 500 ml フラスコに移植し、26ºC にて振とう

培養を行った。 

 

変異株の育種と選択 

 

変異株の取得に当たっては既報の方法[41]によりMT66株をUV 照射することにより行っ

た。Esterase 活性低下変異株を優先化させるためにアンピシリン濃縮法を適用し、SCD 寒天

培地 (Nihon Pharmaceutical, Tokyo, Japan)にて生育させた。数日間培養後、形成された集落

(colony)を SCD 寒天培地および最小寒天培地 (75 mM (NH4)2SO4、15 mM KH2PO4、1 mM 

MgSO4∙7H2O、70 μM FeSO4∙7H2O、0.1 mM MnCl2∙4H2O、1 mM CaCl2、0.1 mM thiamine、0.5% 

IPH、および 1.5% 寒天)の両培地に採取した。最小寒天培地にて微弱な生育を示した colony

に相当する SCD 寒天培地上の colony を採取した。採取した colony を先述した培地および培

養条件にて培養し、IP∆H の生産能力をガスクロマトグラフィー (GC)にて評価した。 

Esterase 活性低下変異株の選別は esterase 活性の簡便測定法により実施した。先ず、各株

を 5 ml SCD 培地にて個々に 30ºC 、数日間振とう培養した後、遠心分離により細胞を回収

した。回収した細胞は 0.1 M リン酸緩衝液 (pH 7.0)にて洗浄し、同緩衝液に再懸濁した。そ
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の細胞懸濁液を BIOMC 7500 Sonicator (Seiko I & E/Sonics & Materials, Tokyo)にて 10 分間氷

上にて破砕した後、遠心分離にて細胞の残渣を回収し、その上清 50 μl を 5 μl の酪酸 p-ニト

ロフェニルを含む 950 μl の同緩衝液へ添加した。30ºC にて 3 分間恒温後、反応液中に遊離

された p-ニトロフェノールを吸光度計 (400 nm)にて定量した。 

 

分析方法 

 

培養液中の生産物と残存基質は 2 倍容の酢酸エチルにて抽出し、DB-1 カラム (0.25 mm 

thick × 0.2 mm internal diameter × 30 m long; J & W Scientific, Folsom, CA, USA)と FID 検出器を

付属した GC モデル 5890 シリーズⅡ (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA)にて測定を実施

した。流速 29 cm/sec のヘリウムをキャリアーガスとして使用した。スプリット比 75:1、カ

ラムオーブン温度を 220ºC、注入口および検出器温度を 250ºC と設定した。 

 

試薬 

 

IPH は東京化成工業 (Tokyo, Japan)、酪酸 p-ニトロフェニルは Sigma (Saint Louis, MO, USA)

よりそれぞれ購入した。Yeast extract は Difco およびアサヒビール (Tokyo, Japan)より購入し

た。他の物質に関しては分析グレードのものを和光純薬 (Osaka, Japan)より購入した。 

 

 

第３節：実験結果 

 

KSM-MT66 株による IP∆H の増殖連動型発酵生産 

 

以前の検討結果にて MT66 株の至適条件下における休止菌体反応により 3 日間で約 50 g/l

の IP∆Hの生産性を確認している[54]。本生産条件では、休止菌体 1 g (湿潤重量)、1.0% MSG、
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2 mM thiamine、および 2 mM MgSO4∙7H2O を含有した 0.25 M リン酸緩衝液 (pH 7.0) 15 ml

に対して 5 ml の IPH を基質として添加していた。 

本検討では、IP∆H のより簡便で工業的な発酵生産体制の確立を主眼としたため、先ず

MT66 株を利用した培養条件の最適化により基礎となる発酵生産条件を設定した。本基礎培

地条件では 3 日間の培養にて 18 g/l の IP∆H の生産を確認した。MSG が休止菌体反応時に

IP∆H の生産性を向上させた知見[41]から、IP∆H の生産における基礎培地への MSG の添加

効果について検討した。その結果、MSG 濃度 1.0%を 2 倍量の 2.0%添加した系にて IP∆H が

26 g/l に向上することが明らかとなった。 

 

IP∆H の生産における金属イオンの影響 

 

基礎培地から金属イオンを削除した場合、MT66 株による IP∆H の生産性は 3 日間で 3 g/l

と顕著に低下することが見出された (データ非掲載)。Koike らの検討[41]では休止菌体反応

による IP∆H の生産において数種の金属イオンが MSG の消費速度を向上させることが報告

されていた。Fig. 2-1 に示すように増殖連動型生産において、MgSO4∙7H2O、MnSO4∙6H2O、

FeSO4∙7H2O、および CuSO4∙5H2O の個々の添加効果を検討し、それぞれの至適濃度が 2 mM、

2 μM、60 μM、5 μM であることが判明した。とくに Mg2+および Fe2+の添加は顕著な効果を

示すことが見出され、両金属イオンが Mn2+および Cu2+とともに最適な濃度条件で添加され

た場合に IP∆H の生産性が 3 日間の培養にて約 50 g/l に向上することが明らかとなった。ま

た、金属イオンの添加効果を検証する中で ZnSO4 が生産性に対して阻害的に働くことが判

明した。Zn2+は NADH オキシダーゼ[55]やチトクローム P-450[56]、鉄還元酵素[57]といった

酵素の活性を阻害することも知られていたため、本物質を培地成分から削除することとし

た。 
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Fig. 2-1.  Effects of metal ions on IP∆H production by KSM-MT66 [51]. 

Cells were incubated with shaking at 26ºC for 3 d in the presence of MgSO4･7H2O (A), MnSO4･6H2O 

(B), FeSO4･7H2O (C), or CuSO4･5H2O (D).  The basal medium contained 2.0% MSG, 0.3% yeast 

extract (Difco), 0.25 M potassium phosphate buffer (pH 7.0), and 18% IPH. 
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Esterase 活性低下変異株のスクリーニング 

 

MT66 株は IPH から菌体外に IP∆H を生産するばかりでなく、その生産物である IP∆H を

分解することが見出されており、IP∆H エステルの分解酵素である carboxyl esterase を生産し

ていることが推察された。そのため、IP∆H の高生産化には MT66 株の carboxyl esterase 活

性を低減させ、生産後の IP∆H を分解させることなく回収する系を構築する必要があると考

え、UV 処理による変異株のスクリーニングを試みた。アンピシリン濃縮後の SCD 寒天培

地上に出現した大凡 13,000 colony の中から、112 colony を SCD 寒天培地および IPH を唯一

の炭素源とする最小寒天培地の両培地に移植した。112 colony の中から、MT66 株と比較し

て carboxyl esterase 活性の低減に由来すると考えられる最小寒天培地上での微弱な生育を示

した 53 株を選択した。親株である MT66 株を対照として選択した 53 の変異株による IP∆H

の生産性を検証した。 

それら変異株の中で T64 株と命名した菌株は、親株である MT66 株よりも IP∆H の生産性

が 6%向上していることが判明した (Fig. 2-2)。また、T64 株は親株である MT66 株に比較し

て 40%の esterase 活性しか有していないことが判明した (Fig. 2-3)。T64 変異株は親株であ

る MT66 株に比較して、先に記述した培養条件下で IP∆H を 1.2 倍以上となる 60 g/l の生産

性にて菌体外に再現良く生産することが確認できた。 
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Fig. 2-2.  IP∆H production by mutants and parental KSM-MT66 [51]. 

Cells were cultivated with shaking at 26ºC for 3 d in the presence of 18% IPH.  Black bars indicate 

the production of IP∆H (g/l) by mutants, showing percentages with KSM-MT66 taken as 100%. 

 

 

Fig. 2-3.  Esterase activity of parental KSM-MT66 and mutant strain KSM-T64 [51]. 

PNP-butyl was used as a substrate.  Reaction was performed in 0.1M phosphate buffer (pH7.0) at 

30ºC. 
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基質濃度の効果 

 

T64 株による IP∆H 生産をより経済的に実施するため、試薬グレードである Difco 社製

yeast extract を、より安価な工業グレードのアサヒビール社製 yeast extract P-21 (0.3%)にて置

換した。本置換により 4 日間培養による IP∆H の生産性は著しく低下した (46 g/l)。費用対

効果を念頭におきつつ、工業的視点での培地の最適化を図るため、P-21 の濃度を 0.3%から

0.8%へ、リン酸緩衝液濃度を 0.25 M から 0.35 M へ、その pH を 7.0 から 7.3 へ変更した。

本変更により、4 日間の培養により 55 g/l の生産性を確保することが確認できた。T64 株の

培養条件の最適化を進め、最終的にはTable 2-1に示すように 22% IPHを基質として使用し、

4 日間の培養によって 61 g/l の最も高い生産性を達成することができた。残存基質は先に報

告している方法[43]にて再利用が可能であり、さらに IP∆H はアルカリ条件下の加水分解反

応により容易に C16:1∆6 に変換可能である。これら条件の最適化により工業化に向けた増

殖連動型発酵生産体制を確立することができた[58]。 
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Table 2-1.  Production of IP∆H by KSM-MT66 and T64 [51]. 

 

Reaction conditions KSM- MT66 KSM-T64 

Reaction process  Resting Growing 

    

Reaction ingredient MSG 1% 2% 

 Metal MgSO4・7H2O 2 mM 2 mM 

  MnSO4・6H2O -* 2 mM 

  FeSO4・7H2O - 60 mM 

  CuSO4・5H2O - 5 mM 

  ZnSO4・7H2O - - 

 Thiamine 2 mM - 

 Yeast extract (P-21) - 0.8% 

 Phosphate buffer 250 mM 

pH 7 

350 mM 

pH 7.3 

 IPH 20% 22% 

    

IPH productivity 50 g/l 61 g/l 

* Not added. 
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30l jar fermentor による IP∆H の生産 

 

構築した至適培養条件にて 30 l jar fermentorによる IP∆H の生産を試みた。30 l jar fermentor

への生産規模拡張に際して、種培養の容量を 200 ml の培地を含有する 2 l フラスコへ変更

し、その全量を 15 l の至適化された主培養培地を含む 30 l jar fermentor に添加した。培養温

度を 26ºC、攪拌速度 350 rpm、通気量 0.3 vvm、通気圧 0.02 MPa として 培養を実施したと

ころ、4 日間の培養により 43 g/l の生産性を達成することができた (Fig. 2-4)。 

 

 

Fig. 2-4.  Production of IP∆H with 30 l jar fermentor under optimized conditions by KSM-T64 [51]. 

Cultivation was performed at 26ºC, with agitation at 350 rpm, aeration at 0.3 vvm and pressure at 0.02 

MPa, and other conditions were described in the text.  Closed circles show the productivity of IP∆H 

(g/l).  Open circles show glutamate consumption (g/l). 
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第４節：考察 

 

本研究では KSM-MT66 株から派生した変異株 T64 株による IP∆H の工業化を指向した増

殖連動型発酵生産体制の確立、30 l jar fermentor によるその有効性検証結果について記述し

た。本システムはこれまでに構築した休止菌体反応による生産体制に比較して、希少な不飽

和脂肪酸をより簡便でより高い生産性にて生産可能なプロセスを提供するものである。今

回の生産体制に合わせた後処理工程の簡略化にも検討を加えている。培養液を乳酸による

酸性化後、溶剤 (ヘキサン）による抽出、遠心分離 (固相／液相→液相 (水相)／液相 (油相) )、

アルカリ加水分解、中和・水洗、薄膜式蒸留、といった工業的規模の汎用工程を組み合わせ、

C16:1∆6 比率 90%の高純度精製法も確立した (Fig. 2-5）。 

 

Fig. 2-5.  Manufacturing and Purification process of C16:1∆6. 

(A); Resting cell reaction process, (B); Fermentative production process 
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今回構築した生産体制をベースとした増殖連動型の培養工程と上記の後処理工程にて、

弊社 1m3または 10m3の既存設備を転用して製造した際の費用試算では、変動費、固定費を

含めた全部原価として 1 m3設備を稼働させ 1 ton/year の生産量とした場合には¥61,500/kg、

10 m3設備を稼働させ 7.7 ton/year とした場合には¥13,500/kg と試算している (※弊社でのパ

ラベンエステル使用量の凡そ半量を C16:1∆6 で置換することを仮定し、4 ton/year の必要量

として試算した。Fig. 2-6)。現在試薬として販売されている本物質の価格は 5 mg 当たり¥1~5

万円 (¥20 万円~¥100 万円/kg)、ヤハズカズラの種子として¥10 万円/kg 以上であることを踏

まえると、非常に安価で簡便な C16:1∆6の工業的生産体制を構築できたものと考えている。

また、先述した工業規模でのアラキドン酸のサントリーによる販売価格¥3~5 万円/kg (※ア

ラキドン酸組成比率 40%)[59]、本販売価格の利益を 50%と仮定したとしても、今回構築し

た C16:1∆6 の増殖連動型発酵生産体制は純度および価格においても工業化に十分耐えうる

ものと考えられる。 

 

 

Fig. 2-6.  Manufacturing cost estimation of C16:1∆6. 
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一般的に不飽和脂肪酸の生産は利用される微生物の菌体内に蓄積される[16]。そのため、

本検討の対象である Rhodococcus 属細菌による IP∆H の菌体外への生産はこれまでに報告さ

れている他の不飽和脂肪酸の生産とは異なった機構によって生産されていることが伺える。

MSG、酸素、脂肪酸エステルとアルカンへの不飽和化反応特性[40, 54]、esterase 活性低減変

異株による不飽和脂肪酸の生産性向上、といった点を踏まえると、本反応系に関与する酵素

システムはこれまでに多数報告されている CoA 型とは相違した CoA 非依存性である可能

性も示唆される。MSG は、アラキドン酸の生産性向上と脂肪酸の不飽和化反応に必要な補

酵素である NAD(P)H の提供[41, 60]を触媒する、グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼの

活性向上に関与している可能性[60]が考えられていることから、MSG の添加効果はグルタ

ミン酸のペントースリン酸経路の活性化の可能性が考えられる。また、Fig. 2-1 に示すよう

に、本検討で使用した金属イオンの中で Mg2+と Fe2+が IP∆H の生産性を顕著に向上させた

ことから、脂質の不飽和化に関与する鉄含有酸化還元酵素[61-63]が IP∆H の生産に関与して

いる可能性も示唆される。今回取得されたこれらの結果を踏まえても、Rhodococcus 属細菌

による IP∆H の生産機構は極めて珍しく未解明な点も多い。親株と変異株の相違をゲノムレ

ベルで比較することで IP∆H の生産に関与する因子の解明やさらなる高生産化に向けたヒ

ントが得られる可能性がある。本物質のさらに発展した工業化検討にはこれら本機構に関

わる詳細の解明が望まれる。 

ヒトでは∆6-desaturase がある特定の条件下にてヘキサデカン酸を基質として利用し、

C16:1∆6 を合成しているとの報告がなされている[3]。そのため、Rhodococcus 属細菌による

菌体外への特異な本物質の生産に関与すると考えられる酵素である desaturase、それを構成

する遺伝子の探索研究へと先ずは展開し、遺伝子工学的手法による、より安価で簡便な

C16:1∆6 の工業生産体制の確立に繋げて行く。 
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第５節：小括 

 

C16:1∆6 は Rhodococcus 属細菌 KSM-MT66 株の休止菌体反応によって IPH から IP∆H へ

の変換反応、IP∆H の加水分解反応によって製造が可能である。本特異な不飽和脂肪酸の工

業的規模でのより簡便で経済的な生産プロセスを構築するために、Rhodococcus 属細菌の増

殖に連動した発酵型生産体制の確立を目指し培養条件の最適化検討を実施した。至適条件

として金属イオンである Mg2+と Fe2+イオンが IP∆H の効率的な生産には必要不可欠である

こと、Zn2+が阻害的に働くことを見出した。さらなる IP∆H の生産性の向上を目指し、培養

後半に認められる IP∆H の分解を抑制するために、親株である MT66 株に UV による変異処

理を施し、esterase 活性低減変異株として T64 株を取得するに至った。本変異株の培養条件

の最適化により、親株である MT66 株の生産性 (52 g/l)を上回る生産性である 60 g/l 以上の

IP∆H を 4 日間で達成できる系を構築することができた。また、本至適培養条件の 30 l jar 

fermentor での有効性も確認することができた。本生産体制をベースとしたコスト試算とし

て、10 m3既存設備の転用、7.7 ton/year の製造量と仮定した場合に、変動費、固定費を含め

た全部原価が¥13,500/kg となり、これまでに報告されている工業規模での不飽和脂肪酸の生

産価格に匹敵する簡便かつ安価な微生物による C16:1∆6 の発酵生産体制を世界で初めて確

立することができた。 
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第３章 

Desaturase 様遺伝子の取得 

 

 

第１節：諸言 

 

カルボキシル末端より数えて 6 番目と 7 番目の炭素間に二重結合を導入する酵素は∆6-

desaturase と呼ばれ、リノール酸からリノレン酸の生成に関わる∆6-acyl CoA desaturase (EC 

1.14.19.3)がよく知られており、C16:1∆6 合成に関与する酵素もその触媒特性から本酵素に類

似した desaturase と考えられる。これまでに多くの研究者によって動物、植物、糸状菌、細

菌から∆6-desaturase の単離が試みられている[64-67]。数種の動物および細菌から単離された

∆6-desaturase は acyl CoA または acyl 脂質を基質として認識し、可溶化した形態では無く膜

に結合した膜結合型酵素として存在している。そしてこれまでに報告されている全ての微

生物由来の∆6-desaturase は唯一リノール酸のような不飽和脂肪酸を基質としてさらに不飽

和化することが知られている。多くの研究者はとくに Mortierella alpina[16]や Mortierella 

cincinelloides[17]といった糸状菌に注目し、不飽和脂肪酸の工業的生産研究を進めている。

これら糸状菌からは 2 種の∆6-desaturase をコードする遺伝子がそれぞれ単離されており、そ

の配列および機能が解析されている[69-71]。一方、ヒトまたはラットの FAD2 遺伝子がコー

ドする∆6-desaturase が飽和脂肪酸を基質として認識し、ある特定の条件下において C16:1∆6

レベルを向上させるといった報告がなされている[3, 68]。 

Koike ら[43, 54, 72]は Rhodococcus 属細菌の変異株が各種の acyl 脂肪酸、alkane、haloalkane

を基質とした際にその中央の位置に二重結合を導入することを見出しているが 、C16:1∆6

生産菌である Rhodococcus 属の不飽和化に関与する遺伝子に対する研究アプローチはこれ

まで行われていなかった。C16:1∆6 生産に関与する遺伝子が取得できれば、これまでに培っ

てきたセルラーゼやプロテアーゼといった洗剤用酵素の工業的生産のように、遺伝子工学

的手法を利用した対象脂肪酸の大量生産、基質特異性の改変による各種脂肪酸種の取得を

自由に実施できるテーラーメイドな脂肪酸生産体制の可能性が考えられる。また、本遺伝子

の明確化により C16:1∆6 製造に関する幅広い製造方法を確立することができるものと考え

られる。 

一方、Rhodococcus 属細菌の膜脂肪酸組成として C16:1∆6 の存在を示す報告がなされてお

り[73]、Rhodococcus 属細菌から C16:1∆6 生産に関与する遺伝子研究、さらには本遺伝子を

利用した C16:1∆6生産体制検討へと進んで行く可能性も考えられた。この様な状況を鑑み、

C16:1∆6 の生産体制および知的財産権をより強固にして行く観点でも C16:1∆6 生産に関与

する遺伝子の取得を早急に実施する必要性が生じていた。 

本章では増殖連動型発酵生産体制に使用している Rhodococcus 属細菌 KSM-T64 株より

∆6-desaturase 遺伝子の取得を試みた結果、すなわち、放線菌である Rhodococcus 属細菌から
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初めて新規な 2 種の∆6-desaturase 様遺伝子の cloning を実施した結果、およびその遺伝子の

発現産物による本遺伝子の機能解析結果について報告する。 

 

 

第２節：実験方法 

 

微生物およびベクター 

 

本研究では alkane 資化性菌として単離された Rhodococcus 属細菌 KSM-B-3 株 (FERM 

BP-1531 in NITE)から派生した esterase 活性低減変異株である KSM-T64 株 (FERM P-18182 

in NITE)を使用した[72]。一般的な cloning のための宿主大腸菌として HB101 および JM109 

(TaKaRa, Shiga, Japan)、発現用の宿主大腸菌としては BL21 (DE3) (Novagen[Current Merck], 

Darmstadt, Germany) を使用した。Cloning 用のベクターとしては pUC109 (TaKaRa)を使用し、

とくに TA cloning には pT7 Blue-T vectors (Novagen)を使用した。発現用ベクターとしては

pET-15b (Novagen)を使用した。 

 

∆6-desaturase の保存配列である histidine motif (Histidine box)に基づいた PCR 

 

Degenerated PCR および Nested PCR を実施するために desaturase 遺伝子にて高度に保存さ

れている領域である Histidine Box[3, 64, 71, 74]に符合する遺伝子を利用した (Fig. 3-1)。

Primer としては下記に示す配列 1、2、3、4 を使用した。 

配列 1: 5’-YTGGTGGAAGGRYAABCAYAA-3’ 

配列 2: 5’-RGGGAAVARRTGGTG-3’ 

配列 3: 5’-CAYAAYNMDCAYCA-3’ 

配列 4: 5’-GTGGTGCTCRATCTGGWARTT-3’ 

(*)Y、R、B、N、M、D、V、W はそれぞれ混合塩基を示す。 Y: C/T、R: A/G、B: C/T/G、N: 

A/C/G/T、M: A/C、D: A/G、V: A/C/G、W: A/T 

Primer 1 および 3 は Histidine box 2 (WWXXXHXXHH)を、primer 2 および 4 は Histidine box 

3 (XXQIEHHLFP)を対象として設計した。染色体 DNA を 50 ng、primer を 0.5 μM、TaKaRa 

Ex Taq polymerase (Takara)を含む混合溶液にて PCR を実施した (25 μl)。特異性を高めるた

めに以下に示す Touch Down PCR 条件を適用した。 

Touch Down PCR: 94 ºC x 1 分→{ 94 ºC x 1 分、64 ºC x 1 分、72 ºC x 1 分→94 ºC x 1 分、62 

ºC x 1 分、72 ºC x 1 分→94 ºC x 1 分、60 ºC x 1 分、72 ºC x 1 分 }  x 2 サイクル 

本サイクル後、以下の条件にて PCR を実施した。 

PCR: { 94 ºC x 1 分、58 ºC x 1 分、72 ºC x 1 分 } x 30 サイクル→72 ºC x 10 分→4 ºC 
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Fig. 3-1.  Construction of the primers on the basis of the histidine motifs conserved among known 

Δ6-desaturases [52]. 

Primers 1, 2, 3, and 4 were 5’-YTGGTGGAAGGRYAABCAYAA-3’, 5’-RGGGAAVARRTGGTG-3’, 

5’-CAYAAYNMDCAYCA-3’, and 5’-GTGGTGCTCRATCTGGWARTT-3’ , respectively. 

 

取得された PCR 産物を High pure PCR purification kit (Roche, Basel, Switzerland)にて精製し

た後、一端乾燥させ、再度滅菌イオン交換水 20 μl に溶解させた。TA cloning を行うべく、

その内の 4 μl を使用して pT7 Blue-T vector (Novagen) 50 ng と 16 ºC にて一昼夜 Ligation 反応

を行った。反応後、エタノール沈殿による精製を行い、滅菌イオン交換水 5 μl に溶解し、そ

の内の 1 μl を使用して JM109 に形質転換した。 

Inverse PCR は以下の条件にて実施した。染色体約 2 μg を BamHI または SphI を用いて

37ºC にて一昼夜完全に消化した。High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)にて精製した

後、1/10 倍量の DNA (約 200 ng)を用い DNA Ligation Kit ver.1 (Takara)にて自己環化反応を行

った。エタノール沈殿によって精製した後、15 μl の滅菌イオン交換水に溶解し、その内の

0.5 μl を Inverse PCR の鋳型として使用した。Inverse PCR は 2 段階にて実施し、1 段階目の

PCR 産物に対して 2 段階目の PCR として Nested PCR を適用した。1 段階目の PCR には C

末端側に相補する sense primer として 5’-CCGACTGCCGAACAATGCGATACG-3’ 、N 末端側

に相補する anti sense primer として 5’-GCGAACTTCAATTCCGGCAAGCTC-3’を使用し、2 段

階目の PCR には sense primer として 5’-GCCGAGCTCCAACGCCCGCTGGAC-3’、anti sense 

primer として 5’-GGACTCATGAGCGGCAATCTGAAA-3’ を使用して TaKaRa Ex Taq 

polymerase (Takara)にて増幅した (各 primer 濃度は 0.5 μM)。PCR 条件は 94ºC x 0.5 分→55ºC 

x 0.5 分→72ºC x 4 分を 1 サイクルとして 30 サイクル実施した。 

 

Rdes1および Rdes2発現プラスミドの構築と発現 
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大腸菌内で取得遺伝子の発現を行いその機能を確認するべく、各 open reading frame (ORF)

に対して大腸菌用発現プラスミドの構築を行った。 

Rdes1 ORF は発現用ベクターである pET-15b ベクターの XbaI サイトおよび XhoI サイト

に、また Rdes2 ORF は NcoI サイトおよび Bpu1102I サイトに導入した(Fig. 3-2)。 

 

 

Fig. 3-2.  Scheme for construction of the Rdes1 and Rdes2 expression plasmids [52]. 

The Rdes1 ORF was introduced between the XbaI and XhoI sites in the pET-15b expression vector, 

and the Rdes2 ORF between NcoI and Bpu1102I sites in pET-15b. 
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Rdes1 ORF の増幅には以下の primer set を使用した。 

Sense primer:  5’-

ATTATCTAGAATAAGGAGATATACCGTGGCCATCACCGATATCAAAGAGTT-3’ 

(*)本配列には XbaI site、ribosome binding site を含む。 

Antisense primer: 5’-ATTACTCGAGTTATCACTTCCGGCGCTTCGGCAT-3’ 

(*)本配列には XhoI site を含む。 

Rdes2 ORF の増幅には以下の primer set を使用した。 

Sense Primer: 5’-ATTACCATGGCGATTGCAGATGTCAAGGAA-3’ 

(*)本配列には NcoI site を含む。 

Antisense Primer: 5’-ATTTGCTCAGCGCAGGCCGAGGAGGCT-3’ 

(*)本配列には Bpu1102I site を含む。 

PCR には Pyrobest DNA polymerase (Takara)を使用し、100 μl の反応系にて染色体 DNA 0.5-

50 ng、各 primer 0.5 μM にて PCR 反応を実施した。Rdes1 および Rdes2 の各 ORF に関して

は以下の反応条件を適用した。 

Rdes1 ORF: 95 ºC x 1 分→66 ºC x 1 分→72 ºC x 1.5 分を 1 サイクルとして 30 サイクル 

Rdes2 ORF: 95 ºC x 1 分→64 ºC x 1 分→72 ºC x 2 分を 1 サイクルとして 35 サイクル 

取得された PCR 産物を High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)にて精製した後、そ

の内の 10 μl を使用して、上記制限酵素 10～50 Units により 37 ºC にて 7 h～一昼夜消化し

た。消化後 High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)にて精製し、同酵素にて消化した

pET-15b vector 100 ng と DNA Ligation Kit ver.2 (Takara)にて Ligation 反応を行った。エタノー

ル沈殿にて精製、乾燥後、滅菌イオン交換水 5 μl に溶解し、その内の 1 μl を使用して HB101

へ形質転換した。 

発現プラスミドの取得には大腸菌 BL21 (DE3) (Novagen)を使用した。上記にて構築した発

現プラスミドを BL21 (DE3)に形質転換した。取得された形質転換体は 50 μg/ml のアンピシ

リンを含有する LB 培地に接種し、一昼夜 37ºC にて培養した。培養液の一部を同 50 μg/ml

のアンピシリンを含有する LB 培地に接種し、1 時間培養を継続した。発現させるタンパク

の誘導のため、イソプロピル-β-D-チオガラクトピラノシド (1 mM)を培養液に添加し、3 時

間培養を継続した。培養液の 10 µl を SDS-PAGE に供した。 

 

脂肪酸の抽出と GC および GC/MS による解析 

 

形質転換された大腸菌 BL21 (DE3)を 22,400 g、4ºC にて 10 分間遠心分離し、細胞を回収

した。回収した細胞を滅菌生理食塩水にて 2 回遠心・洗浄した後、25% (v/v)メタノールに

15% (w/v)となるように水酸化カリウムを溶解した溶液を湿菌体重量 1 g 当たり 20 ml 添加

した。本細胞懸濁液を 70 ºC、6 時間攪拌しながら保温した後、硫酸にて酸性化、この溶液

を 2 倍量のヘキサンにて 4 回抽出して脂質を抽出した。本サンプルを 5% (v/v) 塩酸メタノ
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ール溶液にてエステル化し、Ulbon HR-SS-10 column (50 m x 0.25 mm i.d., Shinwakako, Kyoto, 

Japan)を付帯した GC およびガスクロマトグラフィー／マススペクトロメトリー (GC/MS)

分析 (GC-17A CLASS GC-10, Shimadzu, Kyoto, Japan) に供した。カラム温度条件としては、

100ºC にて 2 分間恒温した後、昇温速度 6ºC/分にて 210 ºC まで昇温させ、その後 25 分間同

温度にて恒温した。注入温度と検出器温度はそれぞれ 250ºC、270ºC とし、split ratio を 1:25

とした。 

 

配列情報検索 

 

相同性検索には DDBJ (http://blast.ddbj.nig.ac.jp/report#T5HYE5_1) (2020.01.12 時点)の

blastn または blastp を、疎水性度の検索には SOSUI (http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/)

を利用した。Domain 検索には NCBI Conserved Domains 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) (2020.01.12 時点)を利用した。タンパク

の 2 次構造予測には Jpred 4 (http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4/index_up.html) 

(2020.01.12 時点)、または GENETYX version 6.15 を利用した。 

 

遺伝子登録番号 

 

本研究にて同定された遺伝子はジーンバンクに寄託し、ORF1 (Rred1)に関しては

AB847089、ORF2 (Rdes1)に関しては AB847087、ORF3 (Rdes2)に関しては AB847088 として

登録した。 

 

 

第３節：実験結果 

 

∆6-desaturase の保存領域である histidine motif に基づいた Rhodococcus 属細菌からの

desaturase 様遺伝子の単離と発現 

 

Degenerated および Nested PCR により agarose gel 電気泳動にて約 560-bp の PCR 断片を取

得した。本 560-bp の遺伝子断片には Mycobacterium 属の有する Linoleoyl-CoA desaturase と

相同性が認められる配列が存在していたため、本遺伝子断片の配列情報から Inverse PCR を

実施し、ゲノム DNA の SphI および BamHI 消化物から 3.3-kbp および 3.5-kbp を増幅した。

本 Inverse PCR 産物の Direct sequencing により 5.7-kbp の遺伝子情報を取得 (Fig. 3-3)、この

5.7-kbp の領域内に 3 つの ORF を同定した。一つ目の ORF1 (Rred1)は推定される開始コドン

から 1,134 塩基 (bp）、378 アミノ酸 (aa）より構成され、GC 含量は 64.1%であった (Fig. 3-

4)。二つ目の ORF2 (Rdes1)と三つ目の ORF3 (Rdes2)はそれぞれ 1,260 bp および 1,239 bp、420 

http://blast.ddbj.nig.ac.jp/report#T5HYE5_1) (2020.01.12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4/index_up.html


 

- 28 - 

 

aa および 413 aa よりそれぞれ構成され、GC 含量はそれぞれ 59.9%、63.3%であった (Fig. 3-

5, Fig. 3-6)。Rhodococcus 細菌の GC 含量が一般的に 60~70%前後であることを踏まえると、

取得した ORF は対象とした Rhodococcus 属由来のものとして妥当な値を示していると考え

られた。とくに Rdes1 と Rdes2 は光合成細菌の desaturase (360 aa をコード)[75]よりも両者大

きく、線虫、糸状菌、およびヒトから単離されている N 末端領域にチロクローム b5 ドメイ

ンを有する front-end desaturase よりも小さいものであった。また、Rdes1 および Rdes2 には

Fig. 3-7 に示すように全ての膜結合型 desaturase に存在する 3 つの histidine motif[63]が存在

することが判明した。これらのことから Rdes1 および Rdes2 は本 Rhodococcus 属細菌ゲノム

内に tandem に存在する desaturase 様遺伝子であることが判明した。取得された Rdes1 およ

び Rdes2 の ORF を大腸菌 BL21 (DE3)にて個々に発現させた際、抽出タンパクの SDS gel 電

気泳動にて一つの特徴的な 45 kDa の分子量を有するバンドが検出された (Fig. 3-8)。 

 

 

Fig. 3-3.  Schematic diagram of the genomic region isolated by inverse PCR [52]. 

Gray bar indicates the region amplified in the first PCR series involving nesting and degenerate 

primers. 
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Fig. 3-4.  Nucleotide and deduced amino acid sequence encoded by Rred1 [52]. 

Translation of nucleotides into amino acids was performed with GENETYX-WIN (ver. 6.1; Soft Wear 

Development). 

 

  

10        20        30        40        50        60        70        80        90

GTGAGAGGTGGAGGTCTGATGGGTCTGAAGGACTGGATCGAGGCACCGGCAGCGTCGGTAGTTCCGGCAGCGCGGTCGAAGCTCAATCTG

V  R  G  G G L  M  G  L  K  D  W  I  E  A  P  A  A S  V  V P  A  A R  S  K  L  N  L  

100       110       120       130       140       150       160       170       180

CTTCGCGGTGCGGCGGCTCGGCTGACCACACCATTGCTTCCCGACGACTATCTGCACCTCGCGAATCCGTTGTGGTCTGCCCGCGAGCTG

L  R  G  A  A A R  L  T  T P  L  L P  D  D Y  L  H  L  A  N  P  L  W  S  A  R  E  L  

190       200       210       220       230       240       250       260       270

CGCGGCCAGATCGTCGAAGTCCGGCCCGAGACCACGGACTCGGCGACCATCGTCATCAAGCCGGGTTGGGGATTCGACTTCAACTACCAG

R  G  Q  I  V  E  V  R  P  E  T  T D  S  A  T  I  V  I  K  P  G  W  G  F  D  F  N  Y  Q  

280       290       300       310       320       330       340       350       360

CCGGGGCAGTACATCGGCATCGGTCTGCATATCGACGGCCGTTGGCATTGGCGGTCGTACTCACTTACCTCGCCTCCCAACTGGGAGAAC

P  G  Q  Y  I  G  I  G  L  H  I  D  G  R  W  H  W  R  S  Y  S  L  T  S  P  P N  W  E  N  

370       380       390       400       410       420       430       440       450

AAGCGCATTTCCATCGCGGTCAAGGCCATGCCCGAGGGCTTTCTCTCGAGCCACCTCGTCAGCGGGGCCGTGCCGTCGGGAACCATCGTT

K  R  I  S  I  A  V  K  A  M  P  E  G  F  L  S  S H  L  V  S  G  A  V  P  S  G  T  I  V  

460       470       480       490       500       510       520       530       540

CGACTGGCCACGCCTTCGGGCAACTTCGCGTTGCCGGATCCGCCGCCGGAGAAGATCCTGTTCATCACCGCCGGCAGTGGCATCACTCCG

R  L  A  T  P  S  G  N  F  A  L  P  D  P  P P E  K  I  L  F  I  T  A  G  S  G  I  T  P  

550       560       570       580       590       600       610       620       630

GTCATGGGCATGTTGCGGACGATGAACCGGCGCGGTCAATTGCCCGACGTCATGCACATCCACTCGGCTCCGACGGAATCCGACGTGATG

V  M  G  M  L  R  T  M  N  R  R G  Q  L  P  D  V  M  H  I  H  S  A  P  T  E  S  D  V  M  

640       650       660       670       680       690       700       710       720

TTCGCCGACGAACTCACAGCACTGCACGCCGAGCACGAGGACTTCGTGAGCCACGTGCAACTCACGCGACGTGACGGAAAGTTCAAACTC

F  A  D  E  L  T  A  L  H  A  E  H  E  D  F  V  S  H  V  Q  L  T  R  R D  G  K  F  K  L  

730       740       750       760       770       780       790       800       810

AGTTCTCTCGACACGGTCTGCCCCGACTGGCGCGAGCGCCACACCTGGGCGTGCGGACCCCTCCCGTTGCTCGACGAGCTCGAAGACGTC

S  S L  D  T  V  C  P  D  W  R  E  R  H  T  W  A  C  G  P  L  P  L  L D  E  L  E  D  V  

820       830       840       850       860       870       880       890       900

TGGAAGGCGGAACGCATCGAGGATCGACTCCACATGGAGCGGTTCGCCGTATCGCGCATCGATGCTTCGGCCGACGGTGGCACGGTCACG

W  K  A  E  R  I  E  D  R  L  H  M  E  R  F  A  V  S  R  I  D  A  S  A  D  G  G T  V  T  

910       920       930       940       950       960       970       980       990

TTCGAGAAGTCGGGTAAGACGATCACCGTCGACGGTGCGACGACGCTTCTGGAGGCGGGCGAGCAGTCCGGTGCCTTGATGCCGTTCGGT

F  E  K  S  G  K  T  I  T  V  D  G  A  T  T L  L E  A  G  E  Q  S  G  A  L  M  P  F  G  

1000      1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080

TGCCGCATGGGCATCTGCCAGACGTGTGTCGTACCTCTCGTTGCCGGCCACGCGATCGATCTACGCTCGGGGAAACAGCACGCGGAGGGC

C  R  M  G  I  C  Q  T  C  V  V P  L  V  A  G  H  A  I  D  L  R  S  G  K  Q  H  A  E  G  

1090      1100      1110      1120      1130      1140

GAGCGCATCCAGACGTGCATCTCCGCCGCCGCCGGCGACTGTACGCTGGACGCA

E  R  I  Q  T  C  I  S  A  A A G  D  C  T  L  D  A  
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Fig. 3-5.  Nucleotide and deduced amino acid sequence encoded by Rdes1 [52]. 

Translation of nucleotides into amino acids was performed with GENETYX-WIN (ver. 6.1; Soft Wear 

Development). 

  

10        20        30        40        50        60        70        80        90

GTGGCCATCACCGATATCAAAGAGTTTTCGCACCTCACCGAGGCCGATGTCGAAGCTCTCGGACGTGAACTCGATCAGATTCGACTCGAC

V  A  I  T  D  I  K  E  F  S  H  L  T  E  A  D  V  E  A  L  G  R  E  L  D  Q  I  R  L  D  

100       110       120       130       140       150       160       170       180

ATCGAAGACTCTCGTGGGATCCGGGACGCCCGCTACATTCGTCGCGTCATTCGCGTCCAGCGGGCGTTGGAGCTCGGCGGGCGTATCGCA

I  E  D  S  R  G  I  R  D  A  R  Y  I  R  R V  I  R  V  Q  R  A  L  E  L  G  G R  I  A  

190       200       210       220       230       240       250       260       270

TTGTTCGGCAGTCGGTACCGACCGGCATGGTTGGTCGGCACGACCCTGCTGAGCCTGTCGAAGATCATCGAGAACATGGAGCTCGGGCAT

L  F  G  S  R  Y  R  P  A  W  L  V  G  T  T L  L S  L  S  K  I  I E  N  M  E  L  G  H  

280       290       300       310       320       330       340       350       360

AACGTCATGCACGGGCAATGGGACTGGATGAACGATCCCGAGATTCACTCCGTCTCGTGGGAGTGGGATCAGACCGGTCCTTCCGAGCAT

N  V  M  H  G  Q  W  D  W  M  N  D  P  E  I  H  S  V  S  W  E  W  D  Q  T  G  P  S  E  H  

370       380       390       400       410       420       430       440       450

TGGAAGCGCGCCCACAACTACCAGCACCACACGTACACCAATGTCGTCGGTATGGACGAGGATCTCGGTTTCGGGATTCTGCGTATGACT

W  K  R  A  H  N  Y  Q  H  H T  Y  T  N  V  V G  M  D  E  D  L  G  F  G  I  L  R  M  T  

460       470       480       490       500       510       520       530       540

CGTGACGAGCCGTGGAAGCCGATCAACCTCTTCCAGCCGATCGCCAACGTGATCTTGGCGGCCACGTTCGAGTGGGGCATCGCGCTGCAC

R  D  E  P  W  K  P  I  N  L  F  Q  P  I  A  N  V  I  L  A  A T  F  E  W  G  I  A  L  H  

550       560       570       580       590       600       610       620       630

GACCTCACGGCGGCAGCCGAGTTGGAGGGCGCGGAAAAGGGGCAGCTGAACTCGCAGGCGAACAAAGACTTCGCGCGCAAGATCTTTCGT

D  L  T  A  A A E  L  E  G  A  E  K  G  Q  L  N  S  Q  A  N  K  D  F  A  R  K  I  F  R  

640       650       660       670       680       690       700       710       720

CAGGTGGGCAAGGACTTCATCTTGTTCCCGGCGCTGACGGGGCCGGCGTGGAAGTCGACCATGTCGGCCAATGCGACCGCGAACCTCGTG

Q  V  G  K  D  F  I  L  F  P  A  L  T  G  P  A  W  K  S  T  M  S  A  N  A  T  A  N  L  V  

730       740       750       760       770       780       790       800       810

CGCAACCTGTGGGCGTACGTCGTCATCTTCTGTGGCCACTTCCCGGACGGTGCCGAGAAGTTCACGGTTGCCGAATTCGAGCAGGAGACT

R  N  L  W  A  Y  V  V I  F  C  G  H  F  P  D  G  A  E  K  F  T  V  A  E  F  E  Q  E  T  

820       830       840       850       860       870       880       890       900

CGTCACGAGTGGTACCTGCGCCAGATGCTCGGTAGTGCGAACTTCAATTCCGGCAAGCTCATGGGACTCATGAGCGGCAATCTGAGCTAC

R  H  E  W  Y  L  R  Q  M  L  G  S  A  N  F  N  S  G  K  L  M  G  L  M  S  G  N  L  S  Y  

910       920       930       940       950       960       970       980       990

CAGATCGAGCACCACGTGTTTCCCGATCTGCCGAGCAACCGCTATCCCGAAATCGCTGTGAAGATGCGTGCATTGTGCGAGAAGTTCGAT

Q  I  E  H  H V  F  P  D  L  P  S  N  R  Y  P  E  I  A  V  K  M  R  A  L  C  E  K  F  D  

1000      1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080

CTCCCGTACACCACCGGTTCGCTCTTCAAGCAGTATCTTCTGGCTCTGCGCACCATCCACAAGTTGGCTTTGCCGGACAAGTGGCTGACC

L  P  Y  T  T G  S  L  F  K  Q  Y  L  L A  L  R  T  I  H  K  L  A  L  P  D  K  W  L  T  

1090      1100      1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170

GCAACCTCGGACAATGCTCCGGAAACGTCTTCGGAACTGCGGTTCCGCGACTCGGGATTCCGGGACGCAGCCATGGCGATGGTGGAGGAC

A  T  S  D  N  A  P  E  T  S  S E  L  R  F  R  D  S  G  F  R  D  A  A M  A  M  V  E  D  

1180      1190      1200      1210      1220      1230      1240      1250      1260

CTTCGTACCGATCCGATCACCGGTAAGCGTCTCGGTTTGTTGACCGCACTCAAGTCGCAGGCCCGTTCCCGCATGCCGAAGCGCCGGAAG

L  R  T  D  P  I  T  G  K  R  L  G  L  L T  A  L  K  S  Q  A  R  S  R  M  P  K  R  R K  
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Fig. 3-6.  Nucleotide and deduced amino acid sequence encoded by Rdes2 [52]. 

Translation of Nucleotides into Amino Acids was performed with GENETYX-WIN (ver. 6.1; Soft 

Wear Development). 

 

  

10        20        30        40        50        60        70        80        90

ATGGCGATTGCAGATGTCAAGGAATACGCACATCTCACGGACGCCGACATCGAGGCGCTCGGCCGCGAACTCGACGCGATTCGTCGCGAC

M  A  I  A  D  V  K  E  Y  A  H  L  T  D  A  D  I  E  A  L  G  R  E  L  D  A  I  R  R D  

100       110       120       130       140       150       160       170       180

ATCGAGGAGTCGCGCGGCGAGAAGGATGCGCGATACGTGCGCAACGTCATTCGTCTGCAGCGTTCGCTCGAAATCGGCGGCCGCGCAGTG

I  E  E S  R  G  E  K  D  A  R  Y  V  R  N  V  I  R  L  Q  R  S  L  E  I  G  G R  A  V  

190       200       210       220       230       240       250       260       270

CTTTTCGCCAGCCGTCGTCGTCCGGCGTGGCTCGCCGGAGTTGGCCTGCTGACGCTCTCGAAGATCATCGAGAACATGGAACTCGGGCAC

L  F  A  S  R  R R P  A  W  L  A  G  V  G  L  L T  L  S  K  I  I E  N  M  E  L  G  H  

280       290       300       310       320       330       340       350       360

AACGTGATGCACGGGCAGTGGGACTGGATGAACGACCCGGAGATCCACTCCACCTCGTGGGAGTGGGACGTCACCGGCCCGTCTGCGCAC

N  V  M  H  G  Q  W  D  W  M  N  D  P  E  I  H  S  T  S  W  E  W  D  V  T  G  P  S  A  H  

370       380       390       400       410       420       430       440       450

TGGAAGCAGACCCACAACTACCTGCATCACAAGTACACCAACGTCCTCGGAATGGACGACGACGTCGGATACGGACTCCTCCGCGTCACC

W  K  Q  T  H  N  Y  L  H  H K  Y  T  N  V  L  G  M  D  D D V  G  Y  G  L  L R  V  T  

460       470       480       490       500       510       520       530       540

CGCGATCAGCGCTGGAAGCCCTTCAACGCCGGCAACCTGGTCTACAACACGCTGCTCGCGCTGTTCTTCGAGTACGGCATCGCCGCACAG

R  D  Q  R  W  K  P  F  N  A  G  N  L  V  Y  N  T  L  L A  L  F  F E  Y  G  I  A  A Q  

550       560       570       580       590       600       610       620       630

CACCTCGAGCTCGGCAAGGTGGCCAAGGGCCGCGCCGACAAGGAAGAGACGCAGCGCAAGCTCCGTGAGGTCGGCGAGAAGATCGGCAAG

H  L  E  L  G  K  V  A  K  G  R  A  D  K  E  E T  Q  R  K  L  R  E  V  G  E  K  I  G  K  

640       650       660       670       680       690       700       710       720

CAGGTCCTGCGCGACTACGTCATCTACCCGGCCATCACCGGCCCGGCGTGGAAGAGCACGTTGTCGGCCAACTTCACCGCCAACACTCTG

Q  V  L  R  D  Y  V  I  Y  P  A  I  T  G  P  A  W  K  S  T  L  S  A  N  F  T  A  N  T  L  

730       740       750       760       770       780       790       800       810

CGGAACGTGTGGACCAACGCGGTCATCTTCTGCGGCCACTTCCCGGACGGTGCCGAGAAGTTCACCAAGGAAGACATCGACAAGGAAACG

R  N  V  W  T  N  A  V  I  F  C  G  H  F  P  D  G  A  E  K  F  T  K  E  D  I  D  K  E  T  

820       830       840       850       860       870       880       890       900

CAGGCTCAGTGGTACCTGCGTCAGATGCTCGGCAGCGCCAACATCGAGGGCAGCGCGCTCATGGACTTCATGACGGGCAACCTGAGCTAC

Q  A  Q  W  Y  L  R  Q  M  L  G  S  A  N  I  E  G  S  A  L  M  D  F  M  T  G  N  L  S  Y  

910       920       930       940       950       960       970       980       990

CAGATCGAGCACCACCTGTTCCCCGATCTGCCCAGCAACCGCTACAAGGACATCGCGGTCACGGTGCGTCAGCTCGCGGACAAGTACGAC

Q  I  E  H  H L  F  P  D  L  P  S  N  R  Y  K  D  I  A  V  T  V  R  Q  L  A  D  K  Y  D  

1000      1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080

TTGCCGTACACGACGGGCCCGCTTGCCGTGCAGTACGCCAAGTCCTGGCGCACCATCGCCAAGCTGTCGCTGCCCAACAAGTACCTCAAG

L  P  Y  T  T G  P  L  A  V  Q  Y  A  K  S  W  R  T  I  A  K  L  S  L  P  N  K  Y  L  K  

1090      1100      1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170

GACACCGTCGACAATGCGCCCGAGACGGCGTCGGAGCGGATGTTCGACGGCGAACTGACCTCGACTGTCGATCCCGTGACCGGGCGTCGC

D  T  V  D  N  A  P  E  T  A  S  E  R  M  F  D  G  E  L  T  S  T  V  D  P  V  T  G  R  R

1180      1190      1200      1210      1220      1230      1240

AGTGGCCTCAAGAGCGCCATCGCACGTAAGCGCAAGAGCGGAAAGCTGCGCAGCCTCCTCGGCCTGCGC

S  G  L  K  S  A  I  A  R  K  R  K  S  G  K  L  R  S  L  L G  L  R  
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Fig. 3-7.  Amino acid alignments of proteins encoded by Rdes1 (ORF2) and Rdes2 (ORF3) [52]. 

Homology search was performed with GENETYX-WIN (ver. 6.1; Soft Wear Development).  The 

three histidine-rich regions (Histidine box) conserved in membrane-binding desaturases are indicated 

by boxes. 
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Fig. 3-8.  Expression of Rdes1 and Rdes2 in E. coli BL21 (DE3) [52]. 

Panel A; expression of Rdes1-encoded protein, lane 1-5; protein bands produced by five transformants 

before IPTG induction, lane 6-10; protein bands produced by same five transformants after IPTG 

induction, M; Marker.  Panel B; expression of Rdes2-encoded protein, Lane 1-5; protein bands 

produced by five transformants before IPTG induction, lane 6-10; protein bands produced by same 

five transformants after IPTG induction, M; Marker, lane 5 and 10; protein bands produced by 

transformants carrying only the pET-15b vector (control lane).  Each gel used in these experiments 

comprised a 4% stacking gel and a 10% resolving gel.  Bio safe CBB-250 (Bio-Rad) was used to 

stain protein bands. 

 

組換え大腸菌の脂肪酸組成比較による発現 desaturase 活性の評価 

 

In vitro での発現タンパクの活性を確認するため、形質転換された大腸菌 BL21 (DE3)の細

胞を超音波にて破砕して IPH を基質とした IP∆H への変換反応を試みた。しかしながら本反

応系では IP∆H の生成は確認出来なかった。この理由として発現タンパクの大腸菌内での不

安定性、大腸菌と Rhodococcus との膜構造の相違による基質との相互作用の相違から単純な

緩衝液系では進行しなかったものと推察した。それ故、ベクターのみを有する形質転換体を

対照として、対象とする遺伝子の組換え大腸菌との脂肪酸組成を比較することで発現タン

パクの活性を評価することとした。全ての評価にて飽和脂肪酸としてはヘキサデカン酸、不

飽和脂肪酸としては cis-9-ヘキサデセン酸および cis-11-ヘキサデセン酸が最も優位に検出さ

れた脂肪酸であり、C16:1∆6 はマイナーな成分であった (Fig. 3-9 および 3-10)。ベクターの

みを導入した対照では本不飽和脂肪酸は 0.4%であったが、Rdes1 を導入した場合には 0.7% 

(対照と比較して 2.0 倍)、Rdes2 を導入した場合には 1.1% (対照と比較して 3.0 倍)であった

(Table 3-1)。C12 および C14 の不飽和脂肪酸に顕著な増減は認められず、加えて cis-6-オク

タデセン酸も非検出であったことから、Rdes1 または Rdes2 の両形質転換体では C16:1∆6 が

（A） （B）
1 2 3 6 7 8

20.1

30.0

45.0

66.0

97.0

(kDa)

9 104 5M M

30.0

45.0

66.0

97.0

1 2 3 6 7 8 9 104 5M M

(kDa)
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最も顕著な増加を示した脂肪酸であった。本実験結果を基にすると C16:1∆6 はエロンガー

ゼにより、より鎖長の短い短鎖不飽和脂肪酸から鎖長延長される可能性と、より鎖長の長い

不飽和脂肪酸からの β 酸化から生成される可能性は否定できると考えられた。そのため、今

回の検討にて適用した実験条件下では、Rdes1 および Rdes2 は補酵素を利用し、ヘキサデカ

ン酸が結合した前駆体をメインの基質として利用する酵素をコードしている可能性が高い

と考えられた。 

 

 

Fig. 3-9.  Fatty acid analysis of transformed E. coli cells by GC and GC/MS [52].   

Panel A; GC chromatogram of transformants containing only pET-15b vector, Panel B; GC 

chromatogram of transformants expressed Rdes1, Panel C; GC chromatogram of transformants 

expressed Rdes2. 
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Fig. 3-10.  Mass spectrum of cis-6-hexadecenoic acid (C16:1∆6) by GC/MS [52]. 

Analysis conditions of GC/MS were described in the Materials and methods. 

 

配列の相同性 

 

Rred1 は Rdes1 または Rdes2 とは相同性が認められず、Rdes1 と Rdes2 は遺伝子ベースで

65%の相同性を有し、それら両遺伝子がコードするタンパクレベルでは 59%の相同性を有し

ていた (Fig. 3-7)。Rred1 は Rhodococcus erythropolis由来のNADPH Oxidoreductase (AP008957)

とアミノ酸レベルで 99%一致していた。Rdes1 はゲノム解析から明らかとなっている新規

な海洋性細菌 Rhodococcus sp. NJ-530 由来の Acyl-CoA desaturase (A0A3G8ZW99)、

Rhodococcus erythropolis SK121 由来の Stearoyl-CoA 9-desaturase (C3JG47)、Rhodococcus 

enclensis 由来の Fatty acid desaturase (A0A1C4BPE2)とアミノ酸レベルで 99%の相同性を示し

た。Rdes2 はゲノム解析から明らかとなっている Rhodococcus sp. KBW08 由来の Fatty acid 

desaturase (A0A3N7D6T0)、Rhodococcus sp. NJ-530由来の Fatty acid desaturase (A0A3G8ZW91)、

Rhodococcus erythropolis SK121 由来の Stearoyl-CoA 9-desaturase (C3JG46)、Rhodococcus 

qingshengii 由来の Acyl-CoA desaturase (A0A069JER6)とアミノ酸レベルで 100%の相同性を

示した。今回取得した両 Rdes タンパクは疎水性が低く、これまでに知られている膜結合型
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desaturase で認められる 2 つの明確な膜貫通領域が認められなかった (Fig. 3-11)。また、

SOSUI による解析結果から、Rdes1 タンパクの平均疎水度は-0.364047、Rdes2 タンパクの平

均疎水度は-0.495641 となり、両者が可溶性タンパクの可能性が高いことが明らかとなった。

そのため、これら取得された 2 つの desaturase 様タンパクは Rhodococcus 属細菌内にて膜に

強固に結合することなく可溶化した形態にて存在している可能性が示唆された。これらの

結果から、Rdes1 と Rdes2 の両者はゲノムアノテーションの結果からみると Acyl-CoA 

desaturase、Fatty acid desaturase、または Stearoyl-CoA 9-desaturase と推定されるタンパクと同

様の触媒活性を有しているものの、これまでに報告されている desaturase とは局在性を異に

する全く新規な酵素である可能性が示唆された。 

 

Table 3-1.  Comparison of the cellular fatty acid compositions among transformed E. coli cells [52]. 

 

 Concentration (%) Ratio 

Rdes1 Rdes2 Vector Rdes1/Vector Rdes2/Vector 

C12:0 3.4 1.5 4.7 0.7 0.3 

C14:0 10.0 5.2 9.3 1.3 0.6 

C16:0 37.5 32.1 35.5 1.1 0.9 

C18:0 0.7 1.5 1.4 0.5 1.1 

C16:1(c-6) 0.7 1.1 0.4 2.0 3.0 

C16:1(c-9) 13.3 5.9 7.9 1.7 0.8 

C18:1(c-9) 0.2 0.2 0.6 0.4 0.4 

C18:1(c-11) 17.6 23.7 20.1 0.9 1.2 

 

a Extraction of fatty acids was performed as described in the Materials and Methods.  The average 

values of two-independent analysis results are shown as percentages of all fatty acids isolated. 
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Fig. 3-11.  Hydrophobic profiles of proteins encoded of Rdes1 and Rdes2.  

(A); Rdes1, (B); Rdes2, (C); ∆6-desaturase from Synechocystis sp. strain PCC6803 

GENETYX version 6.15 whose method was Kyte and Doolittle was used for the prediction of 

hydrophobicity profile of proteins. Average span was set at 8.  

Solid bars: Putative membrane spanning regions. 

（C） 3.00

-3.00
1 72 144 215 287 359

(AA)

（B） 3.00

-3.00
1 83 165 248 330 413

(AA)

（A） 3.00

-3.00
1 84 168 252 336 420
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∆6-desaturase の系統樹 

 

Rdes1 と Rdes2 の両者は Acyl-CoA desaturase、Fatty acid desaturase、または Stearoyl-CoA 9-

desaturase と推定されるタンパクと同様の触媒活性を有している可能性が伺えたが、これら

相同性の高いタンパクの機能は明確に同定されていないことから、これまでに機能の知ら

れている∆6-desaturase と今回取得された 2 つの desaturase 様タンパクとの系統樹を作成し

た。Fig. 3-12 に示すように、Rdes1 と Rdes2 はこれまでに報告されている他の膜結合型∆6-

desaturase と異なったクラスターを形成することが明確となった。Rdes1 と Rdes2 はこれま

でに報告されている∆6-desaturaseと比較した場合、Rdes1はMus musculus、Rattus norvegicus、

Homo sapiens、Synechocystis sp.、Arthrospira platensis の有する∆6-desaturase とそれぞれ 29%、

31%、28%、23%、23%、Rdes2 はそれぞれ 36%、25%、36%、24%、19%のアミノ酸レベル

での低い相同性を示すに留まった。 
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Fig. 3-12.  Phylogenetic tree of functionally identified Δ6-desaturase proteins from various 

organisms [52]. 

GENETYX-WIN and Basic local alignment tool (BLAST) were each used to generate nucleotide or 

amino acid sequence alignments.  To construct phylogenetic trees, Clustal W (ver. 1.83) software and 

the neighbor-joining method were used; sites involving gaps were excluded from all analysis during 

tree construction and nucleotide substitution rates (K nuc values) were calculated.  Bootstrap trials 

were set at 1000.  Scale bar indicates the K nuc values calculated from the nucleotide sequences. 
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第４節：考察 

 

Rhodococcus 属細菌 KSM-T64 株から新規な 2 つの∆6-desaturase 様遺伝子を同定し、その

特性解析を実施した。Rdes1 および Rdes2 と命名したこれら 2 種の遺伝子はゲノム内にて

tandem に存在していた。それらの想定されるアミノ酸配列からこれまでに機能が報告され

ている∆6-desaturase と低い相同性しか示さないことから非常に特異な新規配列であり、既知

の Acyl-CoA desaturase や Fatty acid desaturase とは全く異なる desaturase 様タンパクをコード

していることが判明した。既知の∆6-desaturase との系統解析の結果にて異なったクラスター

を形成していることからも取得した遺伝子の特異性が明らかとなった。 

本検討では組換え大腸菌における Rdes1 および Rdes2 の 2 種の遺伝子の発現により、特異

な脂肪酸である C16:1∆6 量がそれぞれ 2.0 倍、3.0 倍といった増加に留まっていた。その理

由を以下のように考えている。脂肪酸の代謝は非常に厳密に制御されており、本不飽和脂肪

酸の導入とその顕著な発現は組換え菌株の中で致死的な影響を及ぼし生体機能を維持する

ことができないものと想定された。とくに C16:1∆6 のような不飽和脂肪酸は膜の流動性に

関与するため、直接的に細胞の生命活動に影響する可能性が考えられた。また、Rhodococcus

内にて膜近傍に可溶化した状態で存在する可能性のある酵素を pET-15b vectorにて大腸菌内

で発現させたことにより、本酵素の不適切な局在性や不溶化といった状況を生み出し、大腸

菌内にて活性を維持した酵素が少なかった可能性が考えられた。これら理由により、今回適

用した試験条件下では、この特異な不飽和脂肪酸の顕著な増加が抑制されたものと考えら

れた。加えて、今回の試験条件では補酵素の供給も制限されていたため、本因子も少なから

ず影響していた可能性が考えられ、2.0 倍、3.0 倍の本特異な不飽和脂肪酸の増加は今回の

様々な因子が制限された試験条件下では良好な発現であったとも考えられた。 

今回の実験にて明らかとなった Rdes1 と Rdes2 タンパクが形質転換された大腸菌内にて、

飽和脂肪酸であるヘキサデカン酸を有した前駆体を高い選択性を持って基質として 2 重結

合を導入している可能性が高いことが伺えたことは、これまでに報告されている不飽和脂

肪酸をさらに不飽和化するといった反応を鑑みても非常に興味深い知見となった。このよ

うな点からも今回取得された結果は、Rdes1 および Rdes2 タンパクがこれまでの desaturase

とは異なった非常に新規性の高い酵素であることが本結果からも示唆された。今回の検討

では in vitro での従来の活性測定にてその活性を検出することができなかったため、Rdes1

および Rdes2 の両酵素が acyl 脂質、acyl CoA、acyl ACP、またはフリーの脂肪酸を基質とし

て利用しているのかは判明していない。遺伝子工学的手法による C16:1∆6 の生産を踏まえ

ると、こられを今後明確化することが必要である。 

本検討にて取得された両 desaturase 様タンパクには、これまでに報告されている∆6-

desaturase に特異的なチトクローム b の結合領域である HPGG motif がコードされていない
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ことが配列情報から明らかとなった。今回新規に両∆6-desaturase 様タンパクの 5’末端に

Rred1 というタンパクが存在していることが明らかとなったが、その機能については現時点

では不明である。本 Rred1 タンパクの domain search 結果から、Rred1 には 2 つのドメイン、

すなわち、FAD および NAD(P)への結合領域を有した Iron-sulfur binding ferredoxin reductase 

(FNR)様 domain と 2Fe-2S 鉄硫黄 cluster 結合 domain をコードしていることが判明している 

(Fig. 3-13)。それ故、Rred1 は今回取得されたタンパクの共役タンパクとして不飽和化反応に

関与している可能性が考えられる。もし今回取得されたタンパクと本 Rred1 タンパクを共

発現させれば、さらなる C16:1∆6 の増加も期待できる。 

 

 

Fig. 3-13.  Domain search result of Rred1.  

NCBI conserved domain search was used.  

FNR_iron_sulfur_binding_2; Iron-sulfur binding ferredoxin reductase (FNR) proteins combine the 

FAD and NAD(P) binding regions of FNR with an iron-sulfur binding cluster domain. 

fer2; 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain. 

 

また、これまでに報告されている同一菌株からの 2 種類の∆6-desaturase 遺伝子をみると、

M. alpina 1S-4株から単離された2種の∆6-desaturase遺伝子は92%という高い相同性を示し、

2 種の遺伝子は起源が同一であり一方の遺伝子の複製によって生じた産物と考えられてい

る[71]。M. cincinelloides から単離された 2 種の∆6-desaturase 遺伝子に関しては 23%という非

常に低い相同性であり、各々の遺伝子は独立して発生したものと推察されている[70]。Rdes1

と Rdes2 タンパクの相同性は約 60%であり、上記の M. alpina と M. cincinelloides の両者の中

間に位置している。また、両タンパクの想定される機能、疎水プロット、二次構造 (Fig. 3-

14)などの非常に類似したデータを踏まえると、Rdes2 は Rdes1 のイソ酵素（Isozyme）では

ないかと推論される。今回単離した Rhodococcus 属細菌からの 2 種の desaturase 様遺伝子の

さらなる発現プロファイルの解析により、これら遺伝子の進化の起源も明らかになる可能

性がある。 
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Fig. 3-14.  Secondary structure of Rdes1 and Rdes2.  

(A-1); Amino acid sequence of Rdes1, (A-2); Secondary structure of Rdes1, (B-1); Amino acid 

sequence of Rdes2, (B-2); Secondary structure of Rdes2 

Jpred 4 was used for the prediction of secondary structure for proteins. 

H; alpha helix, E; beta sheet, -; not H or E 

 

今回取得した遺伝子情報を利用することにより、遺伝子組換え技術を活用した C16:1∆6高

生産方法も一歩先の生産体制として視野に入れることができたものと考えている。現在、工

業的規模にて Rhodococcus 属細菌を化学物質生産に利用している系として三菱レイヨン株

式会社（現三菱ケミカル株式会社）によるアクリルアミドの製造が上げられるが、本物質生

産に使用されている Rhodococcus 属と大腸菌のシャトルベクター[76]を活用することで、大

腸菌での検討に基づいた Rhodococcus 属細菌を活用した遺伝子組換えによる C16:1∆6 生産、

生産性向上、さらには基質特異性改変といった本物質含めた所望する各種不飽和脂肪酸の

生産体制確立への可能性に明るい知見が取得できたものと考えている。 

 

  

(A-1)

VAITDIKEFSHLTEADVEALGRELDQIRLDIEDSRGIRDARYIRRVIRVQRALELGGRIALFGSRYRPAWLVGTTLLSLSKIIENMELGHNVMHGQ

WDWMNDPEIHSVSWEWDQTGPSEHWKRAHNYQHHTYTNVVGMDEDLGFGILRMTRDEPWKPINLFQPIANVILAATFEWGIALHDLTAAAELEGAE

KGQLNSQANKDFARKIFRQVGKDFILFPALTGPAWKSTMSANATANLVRNLWAYVVIFCGHFPDGAEKFTVAEFEQETRHEWYLRQMLGSANFNSG

KLMGLMSGNLSYQIEHHVFPDLPSNRYPEIAVKMRALCEKFDLPYTTGSLFKQYLLALRTIHKLALPDKWLTATSDNAPETSSELRFRDSGFRDAA

MAMVEDLRTDPITGKRLGLLTALKSQARSRMPKRRK

(A-2)

-------------HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH--HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH-HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH----

------HHHHHHHHH---------HHHHH---------------------EEE----HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH----

------HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH---------------------HEEEEE--------

--HHHEH-------EEE---------HHHHHHHHHHHHHH---------HHHHHHHHHHHHHHHH-------------HHHHHHHHHHH-------

--------------HHHHHHHHHHHHHHH-------

(B-1)

MAIADVKEYAHLTDADIEALGRELDAIRRDIEESRGEKDARYVRNVIRLQRSLEIGGRAVLFASRRRPAWLAGVGLLTLSKIIENMELGHNVMHGQ

WDWMNDPEIHSTSWEWDVTGPSAHWKQTHNYLHHKYTNVLGMDDDVGYGLLRVTRDQRWKPFNAGNLVYNTLLALFFEYGIAAQHLELGKVAKGRA

DKEETQRKLREVGEKIGKQVLRDYVIYPAITGPAWKSTLSANFTANTLRNVWTNAVIFCGHFPDGAEKFTKEDIDKETQAQWYLRQMLGSANIEGS

ALMDFMTGNLSYQIEHHLFPDLPSNRYKDIAVTVRQLADKYDLPYTTGPLAVQYAKSWRTIAKLSLPNKYLKDTVDNAPETASERMFDGELTSTVD

PVTGRRSGLKSAIARKRKSGKLRSLLGLR

(B-2)

-------------HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH--HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH------

------HHHHHHHHH--------HHHHHHH--------------------EE----HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH----

--HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH-----------------------HEEEH-----E----

---EEEE------EEEE---------HHHHHHHHHHHHHH---------HHHHHHHHHHHHHHH--------------------H-----------

------HHHHHHHHHHHHH----------
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第５節：小括 

 

 Rhodococcus sp. KSM-T64 株より、IPH から IP∆H への変換に関与すると考えられる酵素

である∆6-desaturase遺伝子のcloningを行った。本酵素がこれまでに単離されていないため、

既知の∆6-acyl CoA desaturase (EC 1.14.19.3)の保存領域を参考にして PCR 法による cloning を

試みた。取得された断片の中から、Mycobacterium 属の有する Linoleoyl-CoA desaturase と相

同性の認められた断片を見出し、その上流領域および下流領域の解析を行った。その結果、

取得された遺伝子領域内にタンパクをコードすると考えられる ORF が 3 つ存在し、この内

の ORF2 (Rdes1: 1260 bp、420 aa)と ORF3 (Rdes2: 1239 bp、413 aa)はともに Rhodococcus 属の

acyl-CoA desaturase や fatty acid desaturase と 99-100%の相同性を有する desaturase 様配列であ

ることが判明した。この Rdes1 および Rdes2 の両者は tandem に存在しており、この両遺伝

子を大腸菌内で発現させたところ、Rdes1 の発現によって分子量約 45,000、Rdes2 の発現に

よって分子量約 43,000 のタンパクバンドがそれぞれ顕著に増加していることが SDS PAGE

により明らかとなった。さらにこの両遺伝子を発現させた大腸菌の脂肪酸組成を解析した

ところ、C16:1∆6 がベクターのみを有する対照となる形質転換体に比較してそれぞれ 2.0、

3.0 倍に増加していた。また、これら両タンパクと機能既知の∆6-desaturase との系統解析か

ら、これら両タンパクは既知の酵素と相違したクラスターを形成していることが判明し、取

得した両遺伝子は∆6-desaturase 様活性を有する新規なタンパクをコードしていることが明

らかとなった。これらの結果から遺伝子組換え技術を活用した C16:1∆6、各種不飽和脂肪酸

の新たな生産体制の基盤を構築できたものと考えられた。 
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第４章 

C16:1∆6 の抗菌特性および液状口紅への応用検討 

 

 

第１節：諸言 

 

化粧品を初めとする各種消費材はその使用期間中に各種微生物を保有する使用者である

ヒトや無菌環境では無い使用環境から絶えず微生物の混入リスクと対峙する必要がある。

このような混入微生物により製剤が腐敗、変敗といった現象を引き起こすことを防止する

ために、中身となる製剤には防腐剤等の抗菌性物質を配合し、微生物の増殖を抑制または死

滅させ、使用期間中においても一定の微生物学的品質を維持する対策が講じられている。製

剤の中でもとくにヒトに直接触れる化粧品等の製剤は、ヒトが有する多種多様な微生物を

製剤に直接持込むリスクが極めて高い製剤と考えられ、製剤開発者、とくに防腐処方設計者

は、製剤の使用者であるヒトへの影響、さらにはその製剤が環境中に放出（洗い流しや廃棄）

された際の環境への影響も踏まえて、より安全性が高く、ヒトおよび環境への影響を極力低

減させた防腐処方設計を日々模索している[37]。 

化粧品の中でもとくにヒトの粘膜に使用する製剤では防腐性を担保する上で使用する抗

菌性物質による刺激への懸念があり、剤と濃度の設定には特段の注意が払われている。ヒト

の粘膜に使用する代表的な製剤として口唇化粧品が上げられる。本製剤系では唇上および

口腔内の微生物が製剤使用時に直接混入する可能性が極めて高く、微生物とともに唾液や

皮膚、口腔粘膜、さらには飲食時の残渣といった様々な因子の持込みも容易に想定されるた

め、微生物の増殖に有利な状況が生み出される。固形製剤に比較して液状の油性製剤系では

これらの混入因子が製剤中で水滴状に留まる可能性が高く、微生物の生育因子として重要

な水分活性 (Water Activity; Aw)が高い状態で維持される可能性がある。このような高 Aw の

状態では防腐性が適切に構築されていない場合に、混入微生物の増殖による変臭といった

品質の変化、劣化が起こり易くなることが知られている[77]。このような状況からヒト粘膜

に使用しても刺激感が無く、さらに各種微生物に対して効果的な抗菌性物質が所望されて

いる。 

本章では、ヒトに対して常在性、一過性の各種微生物に対する C16:1∆6 の抗菌特性を幅

広く検証し、ヒトの皮膚上での本物質の防御機能としての関与を明確化することとした。ま

た、本物質のヒトでの特異な局在性を応用し、化粧品素材として本物質を利用することで、

化学合成的に製造されている防腐剤であり化粧品および食品等の各種製剤に汎用されてい

るパラベンエステルを C16:1∆6 にて置換することによる、新たな防腐処方設計の実現可能

性を検証した結果について記述した。 
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第２節：実験方法 

 

C16:1∆6 の調製 

 

本検討ではアルカン資化性菌であり土壌より単離された Rhodococcus 属細菌 KSM-B3 株

(FERM BP-1531 in NITE)[41]から派生した esterase 低減変異株である KSM-T64 株 (FERM P-

18182 in NITE)を使用した[51]。KSM-T64 株の培養は 2.0% MSG, 2 mM MgSO4∙7H2O、2 μM 

MnSO4∙6H2O、60 μM FeSO4∙7H2O、5 μM CuSO4∙5H2O、0.8% yeast extract (Asahi Beer, Tokyo, 

Japan)、0.35 M リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.3)、22% IPH (Tokyo Chemical Industry, Tokyo, 

Japan)を含有する培地を使用し、26ºC の振とう培養条件による発酵法により生産させた[51]。

培養液から溶剤抽出した IP∆H をアルカリ条件下、80ºC にて 3 時間加水分解した。取得さ

れた C16:1∆6 を薄膜蒸留にて精製 (140–160ºC、3Pa)し、不純物としてパルミチン酸を含有

する純度約 95%品として以降の実験に供した。 

 

使用菌株 

 

C16:1∆6 の抗菌特性を調べるために以下の菌株を使用した。ヒト皮膚上に認められる代表

的な細菌種として、Staphylococcus epidermidis JCM2414、Staphylococcus saprophyticus JCM2427、

Staphylococcus aureus ATCC12600、Micrococcus luteus JCM1464、Micrococcus varians IFO15358、

Corynebacterium xerosis JCM1971、Propionibacterium acnes ATCC6919 、口腔内で認められる

代表的な細菌種として、Streptococcus mutans JCM5705、Streptococcus salivarius JCM5707、

Streptococcus sanguis JCM5708、Actinomyces viscosus ATCC15987、Actinomyces naeslundii 

ATCC12104、腸内にて認められる代表的な細菌種として、Clostridium perfringens JCM1290、

Clostridium butyricum JCM1391、Escherichia coli ATCC11775、Enterococcus cloacae JCM1232、

広く環境から検出される芽胞形成細菌種 (栄養細胞)として、Bacillus subtilis IFO13719、

Bacillus cereus JCM2152、水場のような一般的な環境で認められる代表的な細菌種として、

Pseudomonas aeruginosa IFO12689、Pseudomonas putida ATCC14164、Pseudomonas cepacia 

JCM5964、Pseudomonas fluorescens JCM5963、酵母として、Candida albicans JCM1542、

Sacchalomyces cerevisiae JCM7255、Cryptococcus laurentii IFO0609 を選択して使用した。 

また、製剤への応用検討として、液状口唇化粧品の実使用テストにて分離された未同定の

グラム陽性球菌 2 菌種 (Staphylococcus sp. strain 030411-1-1 株、Streptococcus sp. strain 030411-

1-2 株)、未同定のグラム陽性桿菌 1 菌種 (Bacillus sp. strain 030411-1-3 株)の 3 菌株を使用し

た。 

 

使用培地 
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細菌の培養には、SCD 寒天培地 (Nihon Pharmaceutical, Tokyo, Japan)および SCDLP 寒天培

地 (Nihon Pharmaceutical)を使用した。P. acnes の培養には、改良 GAM 寒天培地 (Nissui 

Pharmaceutical, Tokyo, Japan)。また、酵母の培養には、GP 寒天培地 (Nihon Pharmaceutical)お

よび GPLP 寒天培地 (Nihon Pharmaceutical)を使用した。 

 

試薬 

 

Rhodococcus sp. strain KSM-T64 株の培地には分析用グレードのものを使用した (Wako 

Pure Chemical, Osaka, Japan)。抗菌活性を調査する際に使用したオレイン酸 (C18:1∆9)は分析

用グレードのものを使用した (Sigma, St. Louis, MO, USA)。化粧品製剤設計に際して使用し

た他の原料に関しては化粧品グレードのものを使用した。 

 

C16:1∆6 の各種微生物に対する抗菌効果 

 

SCD 寒天培地にて 30ºC、2-3 日培養 (リフレッシュ培養)した各種菌体を 50 mM リン酸緩

衝液 (pH 7.0)に懸濁し、十分に攪拌した (溶液中の菌体濃度：106 CFU/ml)。C16:1∆6 の 10%  

(v/v)エタノール溶液を調製し、終濃度 25 mg/l または 50 mg/l となるように各種菌体懸濁液

に添加した。30ºC にて 1 時間恒温した後、一定量をサンプリングした。サンプリングは、

LP 希釈液「ダイゴ」 (Nihon Pharmaceutical)にて C16:1∆6 の抗菌性を不活化した後、適宜同

希釈液にて段階希釈後、LP 希釈液「ダイゴ」含有寒天培地に一定量を塗抹した。塗抹後の

培地を 30ºC にて 2-3 日培養後 (P. acnes の場合には 37ºC にて 3-5 日培養)、培地上の菌数を

測定し、細胞濃度を算出した。嫌気性菌の場合にはアネロパックガスパック嫌気ジャー 

(Mitsubishi Gas Chemical, Tokyo, Japan)を使用し、培養を実施した。C16:1∆6 非添加系を対照

とし、初発菌数を 100%、1 時間後の残存菌数を相対値として算出した。 

 

C16:1∆6 を作用させた際の菌体内容物の溶出 

 

C16:1∆6 の抗菌性を詳細に検討するために以下の実験条件にて検証実験を実施した。SCD

寒天培地にて 30ºC、2-3 日培養 (リフレッシュ培養）した各種菌株 (S. aureus、S. epidermidis）

を 0.85% NaCl含有 50 mMリン酸緩衝液 (pH 6.0）に懸濁した (初発菌体濃度 107-8 CFU/ml）。

C16:1∆6 の 10% (v/v)エタノール溶液を調整し、所定濃度 (25 mg/l または 50 mg/l）となるよ

うに添加した。所定時間 (0、1、4 時間）、30ºC にて恒温した後、一定量をサンプリングし

た。サンプリングした液は遠心分離 (13,800g、15 min）にて上清の吸光度を測定 (200-300 nm

のスペクトル分析）すると共に、LP 希釈液にて段階希釈後、SCDLP 寒天培地に塗抹した。

30 ºC にて 2-3 日培養後の菌数を測定し、抗菌特性を評価した。 
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走査型電子顕微鏡による C16:1∆6 処理菌体の観察 

 

C16:1∆6 の微生物に与える影響を確認するために C16:1∆6 の抗菌性実験によって得られ

た S. aureus を集菌し、LP 希釈液および生理食塩水にて数回洗浄した菌体を走査型電子顕微

鏡観察 (SEM）に供した。SEM には以下に示す処理法にて調製した試料を供した。洗浄菌

体を 2.5%グルタルアルデヒド溶液にて前固定 (22 時間）し、0.1 M Milloning リン酸緩衝液 

(pH 7.4）にて室温、1 時間攪拌しながら洗浄した (途中緩衝液を 2 回交換）。その後、1%オ

スミウム酸溶液にて 4 ºC、1 時間固定した後、イオン交換水にて室温、1 時間攪拌しながら

洗浄した。洗浄後、エタノール上昇系列にて室温にて攪拌しながら脱水 (50、70、80、90、

95%にて各 10 分、さらに 100%エタノールにて 15 分処理を 3 回繰り返し）した。その後、

t-ブチルアルコールにて室温、1 時間置換後 (途中 3 回溶液交換）、凍結乾燥を行なった。イ

オンスパッターにて白金パラジウムコーティング (W.D. 30 mm、放電電流 20 mA、放電時

間 80 秒）した後、SEM 用試料とし、15 kV、50000 倍にて観察した。 

 

プロトプラスト化菌体への C16:1∆6 の作用 

 

C16:1∆6 の細胞膜への効果を明らかにするために、以下の実験条件にて調製したプロトプ

ラスト化菌体への効果を検証した[78]。SCD 寒天培地にて 30ºC、2-3 日培養 (リフレッシュ

培養)した各種菌体 (S. aureus 、S. epidermidis）を Staphylococci の細胞壁溶解酵素であるリ

ゾスタフィン (100 U/ml, Sigma, St. Louis, MO, USA）含有 50 mM トリス塩酸緩衝液 (pH 8.0）

に懸濁し、30ºC、2 時間処理した (初発菌体濃度 106 CFU/ml）。C16:1∆6 の 10% (v/v)エタノ

ール溶液を調整し、所定濃度 (12.5 mg/ml、25 mg/l または 50 mg/l）となるように 0.85% NaCl

含有 50 mM リン酸緩衝液 (pH 6.0）に添加した。リゾスタフィン処理菌体を C16:1∆6 含有

緩衝液に接種し、所定時間 (0、1、 4 時間）、30ºC にて恒温した後、一定量をサンプリング

した。サンプリングした液は LP 希釈液にて段階希釈後、SCDLP 寒天培地に塗抹した。30ºC

にて 2-3 日培養後の菌数を測定し、抗菌特性を評価した。 

 

C16:1∆6 と C18:1∆9 の抗菌性の比較 

 

SCD 寒天培地にて 30ºC、2-3 日培養 (リフレッシュ培養)した菌体を生理食塩水に懸濁し

107 CFU/ml 濃度となるように調整した。本菌体懸濁液を 50 mM リン酸緩衝液 (pH 6.0)に 1%

接種した。C16:1∆6 と 18:1∆9 は 10% (v/v)エタノール溶液として調製し、終濃度 10 mg/ml、

25 mg/l または 50 mg/l となるように各種菌体懸濁液に添加した。30ºC にて恒温し、短時間

での抗菌効果を検証するために 1、4、および 24 時間目にサンプリングを実施した。各時間

のサンプルは上記のように LP 希釈液にて希釈、寒天培地に塗沫後、所定の時間培養し、菌

数測定を実施した。菌数の振れ幅は ISO11930[79]にて記述されている 0.5 log を採用し、抗
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菌性の差を評価した。 

 

保存効力試験と実使用テスト 

 

先述したように液状 lip gloss のような化粧品製剤は塗布用ブラシが容器に付属した形態

となっており、粘調な液性状であることもあり使用時には皮膚由来の物質とともに微生物

がブラシを介して容器に混入することが想定される。混入した微生物の増殖を抑止するた

めには何かしらの対策が講じられなければならない。このような使用状況下での C16:1∆6の

抗菌効果を検証するために、異なった防腐系を有するモデル液状 lip gloss を作成し、製剤の

一般的な試験法である保存効力試験[79]と実使用テストにて評価した。 

保存効力試験は以下の実験条件にて実施した。60% heavy fluid isoparaffin、8% ceresin、0.5% 

stearyl glycyrrhetinate、2% red No. 202、2% oxidized titanium、7% mica coated with oxidized titanium、

0.5% hyaluronic acid、squalene (バランス)、にて口唇粘膜用製剤である液状 lip gloss を調製し

た (対照: 処方 1)。本対照製剤に C16:1∆6 を 0.1% (w/w)添加した製剤 (処方 2)と化粧品製剤

の汎用防腐成分であるエチルパラベンおよびプロピルパラベンをそれぞれ 0.05% (w/w)添加

した製剤 (処方 3)を調製した(Table 4-1)。 

 

Table 4-1.  Preservative system of model liquid-type lip gloss for preservative efficacy and home-use 

tests [53]. 

 

 
Preservative system 

for preservative efficacy test 

Preservative system 

for home-use test 

Ingredient 

(% (w/v)) 
1 2 3 4 5 6 

C16:1Δ6 - 0.1 - 0.5 - - 

Oleic acid - - - - - 0.5 

Ethylparaben - - 0.05 - 0.1 0.1 

Propylparaben - - 0.05 0.1 0.1 0.1 

 

過去に実施した液状 lip glossの実使用試験での分離株3株 (strain 030411-1-1、strain 030411-

1-2、strain 030411-1-3)を SCD 寒天培地にて 30ºC、2-3 日培養した。それぞれの株を生理食塩

水に懸濁 (108 CFU/ml)後、等量混合することで菌体混合懸濁液を調製した。調製した口唇化

粧料に対して菌体混合懸濁液を 1% (v/w)接種し、十分に攪拌した。菌体接種後、30ºC にて
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恒温し、短期間で防腐系の有効性を検証するために 1、2、3、5 日目にサンプリングを実施

した。採取したサンプルは LP 希釈液にて不活化処理をするとともに段階希釈後、SCDLP 寒

天培地に塗抹した。30ºC にて 2-3 日培養後の菌数を測定し、菌数減少速度を確認した。菌数

の振れ幅は ISO11930 にて記述されている 0.5 log を採用し、保存効力の差を評価した。 

また、実使用試験は以下の実験条件にて実施した。実使用試験に際しては保存効力試験に

適用した液状 lip gloss を調製し、これに 0.1% (w/w) プロピルパラベンに 0.5% (w/w) C16:1∆6

を配合した製剤 (処方 4)、0.1% (w/w) エチルパラベンおよびプロピルパラベンを配合した

製剤 (処方 5)、本処方 5 に化粧品原料として汎用されている不飽和脂肪酸である C18:1∆9 を

0.5% (w/w)配合した製剤 (処方 6)を作成した。事前に Informed consent が得られた女性パネ

ラー20 名に 1 日 2 回本製剤を塗布し、2 週間継続使用して頂いた。同グループに対して 2 週

間の Interval を空けた後、別な製剤を同様の使用法にて使用頂いた。2 週間使用期間中に刺

激の増強等の異常を感じた場合にはその時点で試験を中止することとし、2 週間後に刺激感

の増強等の違和感を感じたパネラーの人数を測定するとともに、回収したサンプルの変臭

の有無を官能検査により評価した。また、各パネラーの唇の製剤使用前後での水分蒸散量を

測定した。測定には 30ºC 、30%湿度条件にて水晶湿度センサーquartz crystal (Skicon-200, IBS 

Co. Ltd、Shizuoka、Japan)を利用して、製剤使用後の水分蒸散量に関しては製剤 0.05 g を唇

上に塗布した後の水分蒸散量を測定した。水分蒸散量の抑制効果は下記計算式 (1)によって

算出した。 

(1)：水分蒸散抑制率 (%) = (1-(Lip gloss を塗布した後の水分蒸散量/Lip gloss を塗布する前の

水分蒸散量))*100 

変臭サンプルの統計学的処理に関してはχ二乗法を適用し、p 値<0.05 として算出した。 

 

 

第３節：実験結果と考察 

 

C16:1∆6 の各種微生物に対する抗菌性 

 

常在性および一過性のヒト菌叢として知られる 25 菌種に対する C16:1∆6 の抗菌性を幅広

く評価した。C16:1∆6 は高濃度のエタノールとの相乗効果が報告[80]されていることから、

エタノール自身およびエタノールとの相乗効果を抑制するため、C16:1∆6 のエタノール溶液

を添加する液量を極力低減し、25 mg/ml と 50 mg/ml の 2 点の濃度にて評価した。その結果、

C16:1∆6 はグラム陰性菌に対しての効果は低く、これまでに報告されているようにグラム陽

性菌に対して高い効果が各種微生物を用いた実験においてもあらためて確認できた[10, 11, 

47]。このような選択的な抗菌活性は実施した 2 つの濃度にて確認されたため、Table 4-2 と

して 50 mg/ml の結果を収載した。 
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Table 4-2.  Antimicrobial efficacy of C16:1Δ6 against various microorganisms [53]. 

 

 No. Test strain 
Ratio 

(%)a 

Skin microbe 

1 Staphylococcus epidermidis JCM 2414 16.7 

2 Staphylococcus saprophyticus JCM 2427 18.9 

3 Staphylococcus aureus ATCC 12600 1.90 

4 Micrococcus luteus JCM 1464 <0.100 

5 Micrococcus varians IFO 15358 <0.100 

6 Corynebacterium xerosis JCM 1971 <0.100 

7 Propionibacterium acnes ATCC 6919 <0.100 

Oral microbe 

8 Streptococcus mutans JCM 5705 <0.100 

9 Streptococcus salivarius JCM 5707 <0.100 

10 Streptococcus sanguis JCM 5708 <0.100 

11 Actinomyces viscosus ATCC 15987 <0.100 

12 Actinomyces naesulundii ATCC 12104 <0.100 

Intestinal microbe 

13 Clostridium perfringens JCM 1290 <0.100 

14 Clostridium butyricum JCM 1391 42.2 

15 Escherichia coli ATCC 11775 16.4 

16 Enterobacter cloacae JCM 1232 26.7 

Spore-forming microbe 
17 Bacillus subtilis IFO 13719 <0.100 

18 Bacillus cereus JCM 2152 <0.100 

Environmental microbe 

19 Pseudomonas aeruginosa IFO 12689 32.5 

20 Pseudomonas putida ATCC 14164 37.3 

21 Pseudomonas cepacia JCM 5964 4.10 

22 Pseudomonas fluorescens JCM 5963 10.0 

Yeast 

23 Candida albicans JCM 1542 2.20 

24 Saccharomyces cerevisiae JCM 7255 <0.100 

25 Cryptococcus laurentii IFO 0609 <0.100 

 

a Value shows ratio of surviving microorganisms. 

Reaction was performed at 30ºC for 1 h at the final concentration of 50 mg/l (pH 7.0); initial inoculum 

was 106 cfu/ml. 
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C16:1∆6 の作用による微生物に与える変化をより詳細に捉えるため、C16:1∆6 を S. aureus 

と S. epidermidis の両菌体に作用させた場合の両菌体からの菌体内溶出物質量を吸光光度計 

(200-300 nm）にて経時的に測定した。その結果、S. epidermidis に比較して S. aureus では約

260～280nm の吸光度が経時的に顕著に増加する傾向が観察された (Fig. 4-1)。本結果から、

C16:1∆6 の作用により S. aureus から核酸、タンパク等の細胞内物質の溶出が起こっている

可能性が強く示唆された。C16:1∆6 により処理した S. aureus の状態を確認するため、C16:1∆6

処理を施した S. aureus を SEM にて観察した結果、肥大した細胞、内部に窪みを有する細

胞、内容物が漏出した状態の細胞が多数確認でき、S. aureus の膜への影響を裏付ける結果を

確認することができた (Fig. 4-2)。また、C16:1∆6 の S. aureus への作用部位を明らかにする

ため、Staphylococci の細胞壁溶解酵素であるリゾスタフィンを使用した S. aureus と S. 

epidermidis のプロトプラスト化菌体への影響を検証した結果、両プロトプラスト化菌体へ

の C16:1∆6 の抗菌性はリゾスタフィン未処理菌体への抗菌性の傾向と殆んど変化は無く、

プロトプラスト化した S. aureus に対しては高い効果を示し、プロトプラスト化した S. 

epidermidis に対しては効果が低いといった選択性を残していることが明らかとなった (Fig. 

4-3)。本結果から、C16:1∆6 の作用点は細胞壁では無く、細胞膜である可能性が高いことが

示唆された。 
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Fig. 4-1.  Confirmation of activity of C16:1Δ6 against S. aureus and S. epidermidis. 

(A) Change in ratio of surviving microorganisms, (B) Change of absorbance in S. aureus suspension, 

(C) Change of absorbance in S. epidermidis suspension 

♦: Control S. aureus, ■: S. aureus + 50 mg/l C16:1Δ6, ▲: Control S. epidermidis, ×: S. epidermidis 

+ 50 mg/l C16:1Δ6 

(B) (C) ―: Initial absorbance, - - - : Absorbance after 1 hour, ― - - ―: Absorbance after 4 hours 

  

(B) (C)

(A)
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Fig. 4-2.  SEM observation of S. aureus exposed to C16:1Δ6. 

(A)Control: Cells not treated with C16:1Δ6, (B) Cells treated with C16:1Δ6 
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Fig. 4-3.  Antimicrobial efficacy of C16:1Δ6 against protoplasts of S. aureus and S. epidermidis. 

(A) S. aureus, (B) S. epidermidis 

♦: Control (without reagent), ■: 12.5 mg/l C16:1Δ6, ▲: 25 mg/l C16:1Δ6, ●: 50 mg/l C16:1Δ6 

(A)

(B)
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これまでの検討結果から得られた興味深い知見として、本物質の抗菌特性解析の中で、種

選択的な抗菌活性、すなわち、同属の異種に対する相違した抗菌活性は、Takigawa らが報告

しているようにグラム陽性細菌である S. epidermidis および S. aureus に加えて[47]、C. 

perfringens および C. butyricum に対しても認められることが今回の検討にて初めて明らかと

なった[53]。今回の検討にて見出された Clostoridium 属への異種間での選択殺菌性に関して、

腸内細菌であり食中毒の原因菌である C. perfringens に対しては高い抗菌性を示し、整腸剤

にも利用されている C. butyricum[81]には抗菌性を示さないといった「選択殺菌性」を利用

することで、腸内細菌叢の健常化にも有効な知見を提示することができたと考えている。腸

内のマイクロバイオームと皮膚上のマイクロバイオームの関係も近年の検討成果として報

告[82]されていることから、これら腸内細菌叢への選択殺菌性を活用した皮膚性状の正常化

への新たな展開にも繋がる非常に興味深い知見として考えている。 

薬剤の種選択性に関しては、白癬菌として知られる Tricophyton 属に対する抗真菌薬にお

いても認められている現象であり、例えばイミダゾール系抗真菌薬の代表的な薬剤である

硝酸ミコナゾールでは、Tricophyton mentagrophytes に対しては低濃度で有効な殺菌活性を示

すものの、Tricophyton rubrum に対しては効果が小さいといった特徴を有している[83]。この

ような選択性の差は構成脂質の不飽和度やステロールの種類による細胞膜脂質に対する親

和性の相違と考えられており[84]、抗菌機構としてはプラズマメンブレンに直接作用し、ス

テロールの合成阻害による膜破壊とそれに続く代謝の不均衡の誘発と考えられている[84]。

このような抗真菌薬での種選択的な殺菌性の相違、さらには想定されている殺菌機構は、今

回の検討結果にて見出された「選択殺菌性」の機構を考察する上で非常に興味深い知見であ

る。 

また、今回の検討にて C16:1∆6 は、上記以外にも皮脂分泌の増加等によってもたらされ

るニキビの原因菌である P. acnes やカンジダ症の原因菌である C. albicans、口腔内に存在す

る各種虫歯の原因菌といったヒトに対して様々な病状を引き起こす可能性のある菌に対し

ても高い効果を有することが明らかとなった。C16:1∆6 塗布試験によって AD 患者の皮膚上

の黄色ブドウ球菌を減少できたように[47]、皮膚疾患の原因の一つとして捉えられている外

来菌を減少させ、ヒトの微生物叢を正常化できる可能性が確認できたため、今後、これら

様々な疾患に起因する外来菌への皮膚上、口腔内における効果も塗布試験、接種試験で確認

したいと考えている。 

これまでの文献情報を踏まえて本結果を考察すると、C16:1∆6 は皮膚表層の構成脂肪酸と

して水分の保持を促進し、マイルドな抗菌効果による防御機能を通して皮膚の性状維持に

寄与していると想定された。本想定機構はスフィンゴシンおよび関連するセラミド脂質類

縁物質の機構に類似している。すなわち、皮膚や口腔内の様々な微生物に対して抗菌効果を

示すことで皮膚をはじめとしたマイクロバイオームの正常化に関与している[85]。現に皮膚

上のスフィンゴシンレベルは健常者に比較して AD 患者にて減少していることが C16:1∆6
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と同様に示されており、本減少により S. aureus のような病原性微生物の局在化を誘導する

ことが示されている[86]。このようなヒト皮脂による防御機能は皮膚の恒常性を維持する上

で非常に興味深い。先述したように C16:1∆6 は皮膚や毛髪に特異に存在する物質であり、

その有する選択的な抗菌活性から、他の不飽和脂肪酸よりも優位性を示せる剤として大い

に期待している。 

 

C16:1∆6 と化粧品素材として汎用されている C18:1∆9 の抗菌活性の比較 

 

C16:1∆6 の S. aureus と S. epidermidis に対する抗菌特性を化粧品等の製剤にて汎用的に利

用されている C18:1∆9 と比較するため、各剤の 0, 25, および 50 mg/ml の濃度でそれぞれの

抗菌活性を評価した。その結果、C16:1∆6 は 1 および 4 時間の反応にて C18:1∆9 に比較して

有意に高い抗菌性を示した。一方、両不飽和脂肪酸は S. epidermidis に比較して S. aureus に

て高い抗菌性を示すことが判明した。この様な種選択的な抗菌性が実験にて使用した各濃

度にて確認できたため、Fig. 4-3 として 50 mg/ml 濃度での結果を記述した。本結果から、ヒ

トに生来存在している C16:1∆6 は汎用素材である C18:1∆9 に比較して高い種選択的な抗菌

性を示すことを初めて明らかにした。 
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Fig. 4-4.  Antimicrobial efficacy of cis-6-hexadecenoic acid (C16:1Δ6) and oleic acid (C18:1∆9) 

against S. aureus (A) and S. epidermidis (B) [53]. 

♦, Control (without fatty acid); ●, 50 mg/l C16:1Δ6; ■, 50 mg/l C18:1∆9.  Error bar shows an 

acceptable range of deviation of 0.5 log which was mentioned in ISO 11930. 
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C18:1∆9 の抗菌性に関する知見は幾つか報告されている。口腔微生物[35]やメチシリン耐

性 S. aureus (MRSA)[87]に対して高い抗菌性を示すことが報告されており、本効果の機構と

して対象微生物の細胞壁への攻撃と破壊が上げられている。一方、S. aureus に対する不飽和

脂肪酸の抗菌活性に関しては幾つかの報告がある。これらの報告の中では、不飽和脂肪酸が

細胞膜の破壊によって細胞内のエネルギー生産を阻害すること、これら不飽和脂肪酸への S. 

aureus の馴化が細胞表層の疎水性の減少と相関していること、が報告されている[88]。他の

報告では cis-9-ヘキサデセン酸の S. aureusに対する抗菌性が細胞膜の分極による低分子タン

パクの漏洩によってもたらされることが報告されている[89]。また、脂肪酸の抗菌活性に対

する防御として細胞壁中のテイコ酸量の変化が関与していることも示唆されている。 

先述した種選択的な殺菌性の相違に関する検討結果とこのような報告例を基にし、

C16:1∆6 の抗菌機構解明に向けた取組みとして、本実験系にて使用した S. aureus と S. 

epidermidis の脂肪酸組成を解析している。その結果、S. epidermidis に比較して S. aureus で

は直鎖脂肪酸 (C14, C16, C17, C18, C19, C20)の割合が S. epidermidisの約 35%に対して約 45%

と高く、iso体 (C14-C19)および anteiso体 (C15, C17, C19)を包含する分岐鎖脂肪酸の割合は、

S. aureus と S. epidermidis にてそれぞれ約 22%と約 24%、約 31%と約 39%、と S. aureus にて

低いことが明らかとなった。本結果は O’Donnell らによる Staphylococcus 属における脂肪酸

種の profile 結果と傾向が類似している[90]。脂肪酸は細胞膜の主要な構成成分であり、抗生

物質のような抗菌ストレスに対応して変化することが示されていることから、S. epidermidis

における分岐鎖脂肪酸、とくに anteiso 体の高い比率が S. aureus に比較して C16:1∆6 に対す

る低い感受性に関与していると想定している。加えて、S. aureus において膜の分岐鎖脂肪酸

量の低減により各種ストレスに対する感受性を高めることも報告されていることから[91]、

Staphylococcus 属における脂肪酸組成の相違、とくに細胞膜の脂肪酸組成の相違が C16:1∆6

に対する感受性の相違に繋がっている可能性が考えられる。 

多くの抗菌性物質は様々な部位と作用し、その部位の特性に応じたその後に引き起こさ

れる様々な現象によって細胞の生存が脅かされると考えられているが、今回の検討結果か

ら C16:1∆6 の抗菌性は細胞膜への作用によって主に引き起こされ、その抗菌活性が

Staphylococcus 属の細胞膜における分岐鎖脂肪酸種の割合に負の相関性を示す可能性が示唆

された。 

先述した C. butyricum/perfringens への C16:1∆6 の影響の相違、種特異的な選択性に関して

も、膜脂肪酸組成解析 (飽和/不飽和度、分岐脂肪酸種、脂質種、等）やプロトプラストへの

殺菌性の相違、膜の流動性解析といった S. epidermidis/aureus に対して実施した検討内容に

加えたより詳細な機構解明検討を実施し、「選択殺菌性」の本質を見極めて行きたいと考え

ている。 

 

C16:1∆6 の口唇粘膜適用化粧品への応用 
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一般的に、水を含有しない非水系の製剤は低 Aw (<0.75 )であり、そのような製剤中では

微生物は増殖することができず、防腐剤等の抗菌性物質が配合されていない製剤において

すら混入した微生物の数は徐々に減少して行く[92]。しかしながら、時折そのような製剤に

おいても口唇の成分や唾液が混入することで、高い湿度環境が形成され、微生物の増殖、そ

れに伴う変臭生成といった製品の品質劣化が起こる。そのようなケースでは、グラム陰性菌

はグラム陽性菌に比較して低 Aw 条件下での生存性が悪いため、グラム陰性菌よりもグラム

陽性菌の方がその原因微生物の主体となることが多い。液状の口唇化粧料である lip gloss は、

粘性の高い製剤のために混入した異物を固形製剤に比較して巻き込み易く、上記のように

混入した異物とともにグラム陽性菌の混入による影響を受け易いと考えられる。そのため、

C16:1∆6を含有したモデル液状 lip glossの保存効力評価をグラム陽性菌であり過去の実使用

テストでの分離菌を利用して実施した。 

グラム陽性の 3 種の分離菌株 (030411-1-1 株、030411-1-2 株、030411-1-3 株)を使用した保

存効力試験にて、C16:1∆6 を 0.1% (w/w)配合した処方 2 は防腐剤を含有しない対照処方 1 と

比較して接種菌の死滅速度が速いことが明らかとなった (Fig. 4-4)。同様の防腐性はエチル

およびプロピルパラベンを各 0.05%(w/w)配合した処方 3 でも観察された (Fig. 4-4)。しかし

ながら、本 vitro の実験系において処方 1 と 2、処方 1 と 3、処方 2 と 3、との比較では C16:1∆6

が製剤系において再現性良くその安定した抗菌性を示すものの、ISO11930[79]にて記述され

ている 0.5 log の菌数減少率の許容値を踏まえた有意差のある相違は確認できなかった。一

方、本実験系にて使用した製剤は、保存効力試験にて一般的に使用される Escherichia coli や

P. aeruginosa のような標準的な指標菌であるグラム陰性細菌[79]に対しても素早い減少速度

を示し、適切な防腐力を有することが確認できた (データ非掲載)。 
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Fig. 4-5.  Preservative efficacy of liquid-type lip gloss products formulated with cis-6-hexadecenoic 

acid (C16:1Δ6 [53]. 

Three distinct Gram-positive environmental isolates (strains 030411-1-1, 030411-1-2, and 030411-1-

3) were tested.  ♦, Control formulation 1 without preservatives; ●, formulation 2 with 0.1% (w/w) 

C16:1Δ6; Δ, formulation 3 with 0.05% (w/w) ethyl paraben + 0.05% (w/w) propyl paraben.  Error 

bar shows an acceptable range of deviation of 0.5 log which was mentioned in ISO 11930. 

 

次に、以下に示す 3 つの相違した防腐系を有する製剤を使用した実使用試験にてそれら

の製剤の使用期間中における保存効力を検証した。各製剤の防腐系は、処方 4：0.5% (w/w) 

C16:1∆6 および 0.1%(w/w) プロピルパラベン、処方 5：0.1% (w/w) エチルパラベンおよび

0.1% (w/w)プロピルパラベン、処方 6： 0.1% (w/w) エチルパラベン、0.1% (w/w) プロピル

パラベンおよび 0.5% (w/w) C18:1∆9、であった。C16:1∆6 を含有した処方 4 では 2 週間の実

使用テストにおいて変臭を示したサンプルは無く、パラベン単独 (処方 5)、パラベンと

C18:1∆9 の混合系 (処方 6)を使用した 2 種類の製剤ではそれぞれ、20 件中 7 件および 4 件

の変臭を確認した。χ二乗検定にてこれら製剤における変臭生成の有意差を確認したとこ

ろ p 値<0.05 にてその有意差が確認できた。さらに、C16:1∆6 を添加した処方 4 では一日 2

回、2 週間の連用にて刺激を感じたパネラーもいなかった (Table 4-3)。C16:1∆6 を配合した

処方 4 では C18:1∆9 を配合した処方 6 に比較して実使用テストにてより高い防腐性を示す
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ことが確認でき、ヒト皮脂脂肪酸である C16:1∆6 が使用者にとってマイルドな防腐効果を

提供しつつ実際の使用場面においても効果的に機能していることが確認できた。 

 

Table 4-3.  Result of home-use testing with 3 model formulations [53]. 

 

 Formulation for home-use test 

 4 5 6 

Number of malodorous samples a 

(Ratio of malodorous samples) 

0 of 20 

(0%) 

7 of 20 

(35%) 

4 of 20 

(20%) 

Number of people felt irritation 0 of 20 0 of 20 0 of 20 

 

a Significant differences between experimental values for the number of malodorous samples were 

determined using chi-square test for goodness of fit, with p<0.05 considered significance.  In this 

experiment, chi-square test for goodness of fit was 6.73 and the p-value was 0.03. 

 

さらに、防腐系として C16:1∆6 とパラベンエステルを組み合わせた製剤 (処方 4)では、パ

ラベンエステルのみ配合した製剤 (処方 5)およびパラベンエステルと C18:1∆9 を組み合わ

せた製剤 (処方 6)よりも、水分蒸散抑制効果も高いことを確認することができ(処方 4は 52%、

処方 5 は 45%、処方 6 は 38%)、皮膚の潤いを保持できる有効な防腐系を構築することがで

きたものと考えられた。本検討により、この特異な新規不飽和脂肪酸を抗菌性物質として配

合した製剤開発に明るい光を見出すことができた。 

口唇化粧品の中でもとくに液状口唇化粧品を長期に使用した場合、先述したように唾液、

唇由来成分、皮膚上および口腔内の微生物が本製剤に取り込まれ、製品の形態 (容器構造、

製剤の水分の抱え込み易さ、使用方法、等)によっては変臭といった微生物による製品品質

への影響が認められる可能性がある。変臭を抑制するためには防腐剤を配合するといった

対策が有効であるが、唇といった非常に敏感な粘膜では防腐剤の過剰配合による刺激感の

増強とともに唇の荒れを誘発する可能性が否定できず、防腐剤の過剰添加は避けられるべ

きである。そこで、C16:1∆6 のヒト皮膚上に存在し、且つ、抗菌性を有するといった他の脂

肪酸には無い優位性を応用し、C16:1∆6 を添加した製剤での防腐性向上効果を油性液体口唇

化粧品にて評価した背景がある。口唇部も皮膚上の常在菌である Staphylococcus 属や口腔内

の常在菌である Streptococcus 属を主体としたグラム陽性菌が多く存在する可能性を考える

と、C16:1∆6 の添加はその抗菌特性からも非常に有効な方法と考えられ、実際にその効果を

本検討にて検証することができた。C16:1∆6 は分子内に 2 重結合を有するが故にその分子の

安定性が懸念され、製剤への適用には制限が掛かる可能性も否定できない。しかしながら、
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今回適用した複雑な組成で構成される油性口唇化粧品製剤中では安定に存在できることを

GC 分析にて確認しているとともに、dibutylhydroxytoluene (BHT)といった酸化防止剤の添加

により単純な系でも安定に維持できることも確認している (データ非掲載)。 

本検討における本脂肪酸の抗菌特性の明確化、さらには製剤系での刺激感の増強を伴わ

ない防腐性向上効果の確認により、様々な使用者に対応した幅広い各種製剤系への応用に

さらに期待が持たれる。 
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第４節：小括 

 

ヒト皮脂に存在する非常に興味深い特異な脂肪酸である C16:1∆6 がグラム陰性菌よりも

グラム陽性菌に対して高い効果を示すことが幅広い菌種に対する抗菌特性から明らかとな

り、Staphylococcus属細菌のみならずClostridium属細菌に対しても種特異的な「選択殺菌性」

という非常に興味深い性質を示すことを見出すことができた。また、ヒトへの危害の可能性

のある菌種として知られる C. albicans やニキビの起因菌である P. acnes、虫歯の起因菌とし

て知られる S. mutans をはじめとする各種の口腔細菌に対する高い抗菌性を見出すことがで

きた。C16:1∆6 の Staphylococcus 属への抗菌性は化粧品にて汎用素材として利用されている

C18:1∆9 と比較して高く、種選択性も高いことが明らかとなった。本物質の抗菌機構として

は、細胞膜への作用が推察され、S. aureus および S. epidermidis への選択性の相違は構成脂

肪酸組成の相違、中でも分岐脂肪酸の量比による障害、疎水性度の相違に起因する可能性が

示唆された。C16:1∆6 がヒトの皮膚上に存在する内在的な代謝成分といった特徴を利用し、

ヒトに対して穏やかな製品開発への応用、すなわち、刺激感が少なく使用時における品質課

題である変臭抑制を目指し、刺激を感じ易い粘膜に適用する液状口唇化粧品である液状 lip 

gloss への応用を検討した。その結果、化学合成的に製造され各種製剤型にて汎用されてい

る防腐剤であるパラベンエステルを、本物質にて置換した処方の 2 週間の実使用試験にお

いて、唾液、唇由来成分、皮膚上および口腔内の微生物によって引き起こされる可能性のあ

る変臭といった品質劣化が抑制されるとともに、刺激も誘発せず、水分蒸散量の抑制も達成

できる安定した防腐系を提案することができた。本検討結果に基づき、本抗菌性素材が消費

者向け製品にてヒトのみならず環境安全性の観点からも優しい安定した物質として適用可

能であることを見出した。 
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第５章 

総括 

 

 

C16:1∆6 はヤハズカズラの種子やヒトの皮膚および毛髪に特異的に存在し、その機能解明

が進んでいない炭素数 16 個、分子内に一つの cis-6 二重結合を有する不飽和脂肪酸である。

AD 患者ではその存在率が減少することも報告されている極めて珍しい脂肪酸である。 

本不飽和脂肪酸の製造法として、これまでに確立されていた休止菌体反応および相転移

膜型 reactor を利用した生産体制よりもさらに簡易的で安価な工業的生産体制、すなわち、

増殖連動型発酵生産方法の確立について記述した。 

本論文にて C16:1∆6 高生産変異株の取得、本菌株を使用した培養条件の最適化による増

殖連動型発酵生産方法により、休止菌体反応の生産性 (52 g/l)を上回る IP∆H を 4 日間にて

60 g/l 生産できる系を構築することができ、さらに 30 l jar fermentor にてその工業化に向け

た有効性を確認した。本生産体制と本生産体制に合わせた後処理工程を基軸として、10 m3

の既存設備を転用した実機生産体制による費用試算 (生産量 7.7 ton/year にて計算)では、全

部原価として¥ 13,500/kg(販売されている試薬価格：¥20~100 万円/kg)と試算され、現状の生

産価格よりも非常に安価で簡便に製造できるプロセスを構築することができた。本製造価

格は現在販売されている不飽和脂肪酸の代表例であるアラキドン酸の販売価格 (¥3~5 万円

/kg)と比較しても遜色ないレベルであり、実製造に十分耐えうる生産条件であることが確認

できた。 

また、本物質生産に関与する可能性のある遺伝子として分子内に 2 重結合を導入する酵

素である desaturase を標的として当該物質生産菌である Rhodococcus 属細菌から初めてその

遺伝子の cloning を実施した。取得した遺伝子領域内に 2 つの新規 desaturase 様遺伝子が

tandem に存在していること、本遺伝子を発現させた組換え大腸菌の脂肪酸組成解析の結果

にて C16:1∆6 が顕著に増加すること、系統解析の結果から発現タンパクが既報の∆6-

desaturase とは相違した新規なクラスターを形成することを見出し、Rhodococcus 属細菌の

有する新規遺伝子源と遺伝子組換え技術を活用した C16:1∆6 を含めた各種不飽和脂肪酸の

新たな生産体制の可能性への検証結果について記述した。 

さらに、確立した増殖連動型発酵生産体制にて製造された本物質を用いて、各種製品への

応用展開を図るべく、ヒトの常在菌および一過性の菌を標的とした幅広い菌種に対する抗

菌特性を精査し、ヒトの各種疾患に関与するグラム陽性菌に対する優れた効果を確認する

とともに Staphylococcus 属および Clostridium 属において種特異的な選択性を有する殺菌性、

すなわち、”選択殺菌性”を見出すことができた。その殺菌性は細胞膜への影響、その構成脂

肪酸組成の疎水性度の相違が起因する可能性が示唆された。本物質の特性を活かした製剤

開発の一例として刺激を感じ易いヒト粘膜への適用製剤である液状 lip gloss へ本物質を配

合し、vitro での保存効力試験および実使用試験にてこれまで汎用されてきた防腐成分であ
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るパラベンエステルや抗菌性を有する基剤である C18:1∆9 に比較して同等以上の防腐性能

を確認した。実使用テストでは本物質の抗菌特性による変臭抑制効果を確認するとともに

優れた水分蒸散抑制効果も確認した。これら検討結果から、C16:1∆6 が各種製剤系にて微生

物学的品質維持に重要な新規防腐成分として機能する非常に有望な物質であることを記述

した。 

本研究成果を踏まえた将来展望として以下の内容を考えている。C16:1∆6 の製造法として

は、休止菌体反応生産体制から増殖連動型の安価で簡便な生産性の高い発酵生産体制の岩

盤が築け、さらに組換え E. coli を使用した発酵生産体制、その先には組換え Rodococcus 属

細菌を使用した基質となる有機溶剤種に影響を受け難い工業生産体制が視野に入ってきた。

C16:1∆6 の組換え生産が可能となれば、遺伝子改変による生産性の向上、さらには特異性の

改変への道も拓ける。遺伝子改変による特異性改変によって製造される脂肪酸種のバリエ

ーションを整備できれば、各種脂肪酸のテーラーメイドな高生産体制を構築することも考

えられる。C16:1∆6 の機能活用としては、医薬品、医薬部外品、化粧品をはじめとしたスキ

ンケア製品、ヘアケア製品からより安価な原料種への要望が高いパーソナルケア製品、とく

に本物質の抗菌特性を踏まえたオーラルケア製品や浴用剤への応用が考えられる。また、ヒ

トが直接触れる可能性からマイルドな製剤型が要望される食器用洗剤のような雑貨品への

展開、本物質の選択殺菌性を踏まえた食品、飲料、サプリメントといった機能性製剤への活

用も見込める。新規抗菌成分としてのハードルの高さはあるが、中でも AD 治療薬、カンジ

ダ症治療薬、褥瘡治療薬（寝たきりの患者の褥瘡部に黄色ブドウ球菌が多く検出される症例

より）、といった医薬品への展開には大いに期待できる。先述した改変脂肪酸の製剤系への

応用を図ることで C16:1∆6 には無い別な機能付与も考えられることから、皮膚性状や腸内

環境の正常化によるマイクロバイオームコントロール技術を手にすることも可能となる。

今回の検討結果を基盤とした脂肪酸研究のさらなる進化と深化により、微生物が関与する

様々な疾患の改善、ペット、環境も含めた清潔で安全なヒトの生活の基盤を支える優しい製

品開発に向けた明るい未来を創出する研究に繋がるものと考えている。この様な大きな視

点に立てば、化学合成との融合による新たな脂肪酸研究の展開にも道が拓け、我々が推進し

てきたヒト皮脂脂肪酸研究が様々な可能性を提示できるまでに発展していると実感する。

さらなる脂肪酸研究の発展により、豊かな生活文化の実現に向けた真価の提供に貢献でき

ることを一研究者として切に期待している (Fig. 5)。 
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Fig. 5.  Future scope of C16:1∆6. 
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