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論 文 内 容 要 旨

第1章 緒 言

エイ コサペ ンタエ ン酸(EPA)や ドコサヘキサ エ ン酸(DHA)な どのn-3系 高度不飽

和脂肪酸(n-3系HUFA)は 、抗 血栓 作用 、抗動脈硬 化作用な どの様々な生理作用を有 し

ていることが報告されている。 これ らEPAやDHAが 、そ の脂質形態 の違 い によ りそ の吸

収性や生理機能が異なる場合があることが判 り、EPAやDHAを 摂取す る際の脂 質形態 が

注 目され て いる。現在、高純度EPAの エチルエステル型は、医薬品 としてのみ使用されて

お り、食品への使用はされていない。また、エチルエステル型に比ベ トリアシルグリセ ロ

ール型や遊離脂肪酸型で摂取 した方が吸収利用 されやすいとの報告がある。 しか しなが

ら、遊離脂肪酸型は、 トリアシルグ リセロール型と比較 し酸化安定性が劣るな ど問題点が

あり、食品素材 としては適さないことか ら、天然油脂の分子構造である トリアシルグリセ

ロール型が最 も食品素材として適 した脂質形態であると考え られている。以上のことか

ら、EPAやDHAを 高濃度 に含有す る トリアシルグ リセロールは、医薬品、健康食品、各

種食品素材 として期待 されてお り、このEPAやD}IAを 高含有 す る トリアシル グ リセ ロー

ル の調製法が研究されている。一方、人のみでなく魚類においても必須脂肪酸としてEPA

やDHAを 要求す る ことが知 られて いる。特 にDHAは 、EPA等 の他 のn-3系HUFAと 比較

し稚魚 の活 力や生残率 を向上 させることが知 られてお り、稚魚の生物餌料であるワムシや

アルテ ミアのDHA含 量 を高め るた めの飼料が要望 されている。

本研究では、これ らEPA、DHAに 関 し、糸状菌 を用 いEPAを 豊富 に含有す る トリアシ

ル グ リセ ロールの生合成法検討及びEPA、DHAな どの脂肪酸 の菌体 内へ の取 り込 みと蓄

積に適 した培養条件の研究、また、DHAを 高含有す る酵母 の開発及 びそ の酵母の水産飼

料への応用を検討 し、考察を行った。

第2章MαcorhゴemalfsHA-30を 用 いた高エイ コサペ ンタエ ン酸含有 トリアシルグリ

セロールの生産

1%EPA(EPA純 度97%)を 添加 したYeast-Malt液 体 培地 を用 いて 、菌体 内にEPAを

蓄積 す る微生物 のスク リーニ ングを行った結果、EPAを 菌体 内に取 り込 み、 トリア シルグ

リセロールの形態で蓄積するHA-30株 を見 出 した。本 菌株 を形態学及び生化学的性状か

ら同定 した結果、接合菌の一種である.Mucorhfemalfsで あ った。本菌株 を用 いて高EPA

含有 トリア シル グ リセ ロール を生産するための方法を検討 した。各種炭素源及びその濃

度、培養温度、EPA添 加濃度 の影 響 を調べた結果 、炭素源は、3%可 溶性 デ ンプンで トリ

ァシルグ リセ ロール蓄積量が最 も多 く(Fig.1-1、Fig.1-2)、 また、培養 温度 は、25℃

で 良好 であ った。EPA添 加濃度 にっ いては、培地 に添加 したEPAを 含む脂肪酸 の添加量

を増加 する と、菌体中の トリアシルグリセロール量及び トリアシルグ リセロール中のEPA

含量 が増加 した(Fig.1-3)。 しか し、EPAを 含 む遊離脂肪酸の添加量が増加すると菌の

生育は低下 した。培地に添加 したEPAの 菌体 か らの回収率 は、EPA純 度97%の 遊離脂肪

酸 を0.1%添 加 した場合、約50%で あ り、 トリアシル グ リセ ロール 中のEPA純 度 は60%で

あった。 一方、EPA純 度97%の 遊離脂肪酸 を1%添 加 した場合、EPA回 収率は、20%で

あったが、 トリアシル グ リセ ロール中のEPA純 度 は80%で あった。高EPA含 有 トリアシ

ル グ リセ ロール を生産するための最適培養条件を調べた結果、3%可 溶性デ ンプ ン、0.5%

ポ リペプ トン、0.3%酵 母エキ ス、0.5%遊 離EPA、P}{6、25℃ 、2日 間が最適培養条件 で
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あ り・ 本 条 件 にて ・EPA純 度79%の トリア シル グ リセ ロール が1.77rng/rnlrnedi㎜ 得 ら

れ た(Table1-1)・M炬emaヱ ゴsHA-30の 菌 体 内 の 主 な 脂 質 ク ラス は トリア シル グ リセ

ロー ル で あ り・ 培 地 に添 加 す る脂 質 のEPA濃 度 に トリア シル グ リセ ロー ル 中 のEPA純 度

は依 存 して い た ・ 培 地 に添 加 した 脂 質 形 態 の影 響 を調 べ た 結果 、 エ チ ル エ ス テ ル 型 の脂 質 ,

形態 で は、 遊 離 型 の脂 質 形 態 と比 較 し、 トリア シル グ リセ ロー ル 中 のEPAの 取 り込 み が 良

くな か っ た(Fig.1-4)。 また 、 本 菌株 の生 合 成 した トリア シル グ リセ ロー ル の分 子 種 分

析 を行 った 結 果 、総 トリア シ ル グ リセ ロー ル 中の73%が 、trieicosapentaenOylglycerol

で あ っ た(Fig.1-5)。

以 上 の こ と よ り、M.h∫ema飴HA-30を 利 用 してEPAを 高 濃 度 に含 有 す る トリア シル グ

リセ ロー ル を調 製 す る方 法 を 開発 した 。

第3章MucorhfemaヱfsHA-30に よ る添 加 脂 肪 酸 の取 り込 み と蓄 積

M.hfema互5HA-30菌 体 内 の トリア シル グ リセ ロー ル へ の各 種 多 価 不 飽 和 脂 肪 酸(リ

ノー ル 酸(18:2n-6)、 γ一リ ノ レン酸(18:3n-6)、 ア ラ キ ドン酸(20:4n-6)、 エ イ

コサ ペ ンタ エ ン酸(20:5n-3)、 ドコサ ヘ キ サ エ ン酸(22:6n-3))の 取 り込 み と蓄 積 を

調 べ た 結 果 、多 価 不 飽 和 脂 肪 酸 が 無 添 加 の場 合 と比 較 し、 全 て の多 価 不 飽 和 脂 肪 酸 は、 菌

重 量 、 総 脂 質 量 、 トリア シル グ リセ ロー ル 量 を 増 加 させ た(Table2-1)。 菌 体 内 の トリ

ア シル グ リセ ロー ル 量 は、 菌 重 量 、 総 脂 質 量 と同 様 に添 加 した 多 価 不 飽 和 脂 肪 酸 の種 類 に

依 存 して お り、1812n-6>18:3n-6>20:4n-6>20:5n-3>22:6n-3の 順 で 高 か った 。 ま

た 、18:2n-6、18:3n-3、18:3n-6、20:4r1-6、20:5n-3は 、 いず れ も トリア シル グ リセ

ロー ル に 良好 に取 り込 まれ 、 各 多 価 不 飽 和 脂 肪 酸 の 純 度 は約80%と な っ た が 、22:6n-3

は 、 他 の多 価 不 飽 和 脂 肪酸 と比 較 し、 トリア シ ル グ リセ ロー ル へ の取 り込 み が 良 くな く約

60%で あ っ た 。 モ デ ル 脂 肪 酸 を使 用 し各種 脂 肪 酸 の菌 体 へ の取 り込 み 及 び 蓄 積 を調 べ た

結 果 、 菌体 内へ の脂 肪 酸 の取 り込 み は、 飽 和 及 び 一価 不 飽 和 脂 肪 酸 と比 較 し、 多 価 不 飽 和

脂 肪 酸 で 良 好 で あ っ た(Table2-2、Table2-3、Table2-4)。 また 、 各 種 脂 肪 酸 の取 り

込 み は 、 二 重 結 合 数 が奇 数 群(18:3n-6、18:3n-3、20:5n-3)〉 二 重 結 合 数 が 偶 数 群

(18:2n-6、20:4n-6、22:6n-3)〉 二 重 結 合 数 が1以 下 群(16:0、18:0、18:1)の 順 で

良 か っ た(Fig.2-1)。 一 方 、各 種 脂 肪 酸 の 菌 体 内へ の蓄 積 は 、 培養18時 間 で は 、

18:3n-6、18:3n-3、20=5n-3が 、培 養44時 間 後 にお いて 、16:0、18:0、18:1が 顕 著 に増

加 した(Fig.2-2)。

以 上 の こ とか ら、Mh∫emalfsHA-30のEPA、DHAな どの各 種 脂 肪 酸 の 菌体 内 へ の取

り込 み を調 べ た 結 果 、 飽 和 及 び一 価 不 飽 和 脂 肪 酸 と比 較 し、多 価 不 飽 和 脂 肪 酸 の 取 り込 み

が 良好 で あ り、 ま た 、 各種 脂 肪 酸 の取 り込 み 傾 向 は 、 大 き く18:3n-6・18:3n-3・20:5n-

3>18=2n-6、20:4n-6、22:6n-3>16=0、18:0、18:1の 順 に良好 で あ った 。

第4章Plchfame亡hand∫caHA-32に よ る 培 養 液 か らの ドコサ ヘ キ サ エ ン酸 の取 り込 み

と蓄 積

0.5%遊 離DHA(DHA純 度28%、DHA-FFA)添 加 したYeast-Malt液 体 培 地 を 用 い

て 、 酵 母30株 に つ い てDHAの 取 り込 み の ス ク リー ニ ン グ を行 っ た結 果 ・菌 体 内 の 総 脂 質

中 のDHA純 度 が 約40%と で あ るHA-32株 を見 出 した 。HA-32株 は ・ 月chfame亡haηo漉a

HA-32と 同定 さ れ た 。 本菌 株 にお け るDHAの 蓄 積 条 件 検 討 を行 っ た 。炭 素 源/窒 素 源 比
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の影響を調べた結果、菌体乾燥重量は、C/Nの 比率が増加す る程減少 したが、総脂質量

は、ほぼ一定 していた(Fig.3-1)。 また、C/N比 を1.25に 一定 と し、栄養素の濃度 を変

え、脂 質の蓄積 に与える影響を調べた結果、3%グ ルコースの場合、乾燥菌体重量が最も

高 くなったが、総脂質量は、5%グ ル コースの場合 、最 も高 くな った(Fig.3-2)。 ま

た、総脂 質 中のDHA純 度 は、 グル コース濃度が増加す るにつれ減少 した。続いて培地に

添加 した脂肪酸濃度の影響を調べた結果、添加脂肪酸量が増加すると共に総脂質量が増加

し、3%DHA-FFA添 加 時 にお いて 、最大値(120rng/gdrycells)を 示 した。酵母 エキ

ス濃度 の影響 を調べた結果、総脂質量及び総脂質中のDHA純 度 は、酵母エキスの増加 と

共 に増加 した(Fig.3-3)。 酵母 エキス20%の 時 に総脂質量 は、205rng/gdrycels、 総

脂 質 中のDHA純 度 は、32%で あった。以上 の ことか ら、DHAを 含 有す る酵母 の最適培養

条 件は、5%グ ル コー ス、20%酵 母エキス、3%DHA-FFA、pH6、25℃ 、3日 間が最

適 で あ り、本条 件下で 、総脂質量約200mg/gdrycells(総 脂質 中のDHA純 度32%)、

DHA含 量約60rng/gdrycellsが 得 られ た。培地へ添加す る脂 質クラスの影響を調べた結

果、 トリアシルグ リセロール型及びエチルエステル型と比較 し、遊離脂肪酸型で約7倍 脂

質含量 の高 い菌体 が得 られた(Table3-1)。 培地 に添加 した脂 質 クラス は、酵母菌体中

の脂質組成 に反映 されてお り、 トリアシルグリセロール及びエチルエステルは、添加 した

場合にのみ検 出された。DHAの 菌体 内への取 り込 み も遊離脂肪酸型で最 も良好であっ

た。一方、エチルエステル型が最 も菌体内へのDHAの 取 り込みが良 くなか った。 さ らに

ビタミン及びミネラルの菌体内へのDHA取 り込 み に対す る影 響 を調べた。その結果、コ

リン及びK、HPO、 が最 も脂質 の蓄積やDHAの 取 り込 み を促 進 した。 コ リンの場合、総脂質

量は、0.25%コ リンの時、最大 とな ったが、総脂質中のDHA含 量は、0.5%コ リンの時 、

最大で あ り、濃度が下がっても上がって もDHA含 量は低 下 した。(Fig.3-4)。 一方、

K、HPO、 の場合 、総脂質量 は5%K2HPO、 の濃度 にお いて最大 となったが、総脂質中の

DHA純 度 は、5%濃 度 までK、HPo、 濃度 に依存 しなか った(Fig.3-5)。 コ リン及び

K、HPO、 を添加す ると、オー トク レー プによる滅菌の際に著 しい褐変が見 られ、この褐変

物質が、脂質の蓄積及びDHAの 取 り込み に関与 して いる ことが考え られた。 この ことを

確かめるため、グルコース溶液 を個別に滅菌 し、褐変をさせなかった場合の影響を調べ

た。その結果、褐変させなかった場合、脂質含量及びDHAの 取 り込みが減少 した(Fig.

3-6)。 さ らに褐変 の影響 を調べ るため、5%グ ル コー ス、2%酵 母 エキスを含 む培地 の初

期pHを 水酸化 ナ トリウムで各種pHに 調整後 、オー トク レープで濃度 を変えた褐変物質を

産生させ培養 を行った。その結果、初期pH:が 約9ま での褐変濃度(OD値 約18)で 総脂質

量及び総脂 質 中のDHA純 度が褐変濃度依存 的 に増加 した。 しか し、OD値20以 上で菌 の生

育阻害が認 め られた(Fig.3-7)。

以上 の研究 結果 か ら、P.me亡handfcaHA-32にDHAを 蓄積 させ る ことによ り、水産 初

期飼 料 として重要なDHA強 化 酵母 の新 しい製造方法 として利用できるものと期待 され

た。

第5章DHA含 有酵母(月chfame亡hano五caHA-32)投 与 によるワム シへ の ドコサヘ キ

サエ ン酸の蓄積

海水魚養殖 において、艀化直後の仔魚の最初の飼料 として、しばしばワムシが利用 され

るが、必須栄養成分であるDHAな どのn-3系 高度不飽和脂肪 酸を強化す る必要があ り、そ
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の た め の餌 料 と してDHA強 化 酵 母P.meぬano!fcaHA-32を 使 用 した 。

Pme亡hanoヱfcaHA-32は ・ コ リ ン及 びK2HPO、 か ら誘 導 さ れ る褐 変 反応(お そ ら くは

メイ ラー ド反 応)に よ り菌体 内 へ のDHAの 取 り込 み及 び蓄 積 が促 進 され る こ とが 分 か っ

た・ 本 実 験 で も0・5%コ リン と1%K,HPO、 を含 む 培 地 を使 用 し・Pmeめano漉aHA-32

を2Lジ ャ ー フ ァー メ ン ター で培 養 した 。 そ の 結 果 、 湿 菌 体 重 量409/L、 総 脂 質 量

246rng/gdryce11、DHA含 量69mg/gdryce!1で あ っ た。 総 脂 質 中 のn-3系 の 高度 不 飽 和

脂 肪 酸 は 、約33%で あ り、 この 内DHAは 、27.5%で あ っ た(Table4-1)。

約800個/m1の 密 度 と し ワム シ にP.meめaη 〇五caHA-32を10L培 養 液 に対 し2.7g

(DHA含 量58mg/10L)又 は8.Og(DHA含 量170rng/10L)添 加 し ワム シ培 養 を行 っ

た 。 また 、 コ ン トロー ル と して 、DHAシ ー オ イ ル パ ウ ダ ー を10L培 養 液 に対 し1.3g

(DHA含 量180rng/10L)を タ ン ク に添 加 しワム シ培 養 を行 った 。 ワム シ の培 養 は 、十

分 通 気 を行 い3-24時 間培 養 を行 った 。 そ の結 果 、 ワム シ総脂 質 中 のEPAとDHA純 度 は 、

DHA含 有 酵…母 の添 加 量 に依 存 して 増 加 した 。 ワム シ 中 の総 脂 質 量 及 びDHA含 量 は、 培 養

6時 間 で 最 大 とな った(Fig.4-1)。DHA含 有 酵 母 を8.og添 加 し培 養6時 間 で 、 ワム シの 総

脂 質 量 及 びDHA純 度 は 、246mg/gdrycells及 び21%で あ っ た 。 ワム シ 中の 脂 肪 酸 組 成

(特 にn-3系 高度 不 飽 和 脂 肪 酸 組 成)は 、DHA含 有 酵 母 の脂 肪 酸 組 成 と類 似 して い た

(Table4-2)o

市 販DHA含 有 パ ウ ダ ー1.3g(総 脂 質 量780mg、DHA含 量180mg、EPA含 量501ng)

/10Lに て ワ ム シ を6時 間 培 養 した結 果 、 ワム シ 中の 総 脂 質 量 、DHA含 量 、EPA含 量 は 、

220rng、30mg、10rngと な っ た(Fig.4-2)。 一 方 、DHA含 有 酵 母2.7g(総 脂 質 量

210rng、DHA含 量58mg、EPA含 量10mg)/10Lに て ワム シ を6時 間培 養 した結 果 、 ワ

ム シ 中 の総 脂 質 量 、DHA含 量 、EPA含 量 は 、200mg、27mg、6mgと な っ た。 さ らに

DHA含 有 酵 母8.Og(総 脂 質 量620mg、DHA含 量170mg、EPA含 量30rng)/10Lに て ワ

ム シ を6時 間 培 養 した結 果 、 ワム シ 中 の総 脂 質 量 、DHA含 量 、EPA含 量 は 、240mg、

51mg、15mgと な っ た 。

以 上 の こ とか ら、P.me亡hanoヱfcaHA-32は 、 ワ ム シ のDHA含 量 を高 め る に優 れ た飼 料

で あ る こ とが 明 らか に な った 。

第6章 総括

微 生物 を利用 したエイ コサペンタエン酸(EPA)を 高含有す る トリア シル グ リセ ロール

の調製方法の開発を目的とし、各種微生物をEPAを 含有す る培地 で培養 を行 いス ク リーニ

ングを行 った結果、EPAを 菌体 内 に取 り込み、 トリアシルグリセロールで蓄積する

MαcorhゴemaヱfsHA-30を 見 出 した。本菌株 における高EPA含 有 トリア シル グ リセ ロール

を生産す るための最適培養条件を調べた結果、3%可 溶 性デ ンプ ン、0.5%ポ リペプ トン、

0.3%酵 母 エキス、0.5%遊 離脂肪酸型EPA、pH6、25℃ 、2日 間が最適培養条件 であ っ

た。培地 に添加する脂質のEPA濃 度 に トリアシル グ リセ ロール 中のEPA純 度 は依存 して

いた。M炬ema始HA-30の 菌体 内の主な脂質 クラス は トリアシルグリセ ロールであ り、

その分子種分析は、総 トリアシルグリセロール中の73%が ・trieicosapentaenoy1

91ycerO1で あった。以 上の ことよ り、MhfemaヱfsHA-30を 利用 してEPAを 高濃度 に含有

す る トリア シル グ リセ ロールを調製する方法を開発 した・

次に高EPA含 有 トリアシル グ リセ ロール を生産するMhfema兆HA-30のEPA、DHA
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などの各種脂肪酸の菌体 内への取 り込み と蓄積に関する研究 を行 った。M.炬ema1ゴsHA-

30菌 体 内の トリア シル グ リセ ロールへの各種多価不飽和脂肪酸の取 り込みと蓄積を調べ

た結果、多価不飽和脂肪酸が無添加の場合 と比較 し、添加 した全ての多価不飽和脂肪酸に

おいて、 トリアシルグリセロール量の増加 したが、その増加は多価不飽和脂肪酸の種類に

依存 してお り、18:2r6>18:3n-6>20:4n-6>20:5n-3>22:6n-3の 順 で高 い含量 と

なった。各種脂肪酸の菌体への取 り込み及び蓄積を調べた結果、飽和及び一価不飽和脂肪

酸 と比較 し、多価不飽和脂肪酸の取 り込みが良好であり、また、各種脂肪酸の取 り込み傾

向は、大 きく18:3n-6、18:3n-3、20:5n-3>18:2n-6、20:4n-6、22:6n-3>16:0、

18:0、18:1の 順 に良好 であ った。

水産飼料 に利用できるDHAを 含有す る酵母 の生産方法 の開発 を目的とし、各種酵母を

DHAを 含 有す る培地 で培養 を行 った結果、培地に添加 したDHAを 菌体内 に取 り込 む

月chfame亡hano1ゴcaHA-32を 見 出 した。DHAを 含有す る酵母 の最適 培養 条件 を調べた結

果、5%グ ル コース、20%酵 母 エキス、3%DHA含 有遊離脂肪酸 、pH:6、25℃ 、3日 間

が最適培養条 件で あった。Pme亡hanolfcaHA-32は 、優先 的 に菌体 内 にDHA.が 蓄積 さ

れ、遊離脂肪 酸型で最 もDHA取 り込みが良好 で あった。 また、コリン及びK2HPO、 か ら誘

導 され る褐変反応 が、菌体 内へのDHAの 取 り込 み及び蓄積 を促進 していることが推察 さ

れた。以上の研究結果か ら、P.me亡haηdfcaHA-32にDHAを 蓄積 させ る ことによ り、水

産初期飼 料 として重要なDHA強 化酵母 の新 しい製造方 法 として利用できるものと期待 さ

れた。

さらにDHA強 化酵母Pmeめano1ゴcaHA-32に ついて、 ワム シのDHA富 化効果 につ い

て検 討 した。そ の結果、P.me亡hanollcaHA-32で ワム シを培養 した場合 の ワム シ中の

DHA含 量 は、市販DHAパ ウダーで ワム シを培養 した場合 のワムシ中のDHA含 量 よ り1.6

倍高 い値 とな った。 ワム シをP.meめanolfcaHA-32で 培養 を行 った結果 、 ワム シ中の総

脂質量及びDHA含 量は、培養6時 間で最大 とな り、本菌株 を10L培 養液 に対 し8.Og添 加

しワムシを6時 問培養 を行 った場合 、 ワム シ乾燥重量中のn-3系 高度不飽和脂肪酸 は、約

6.5%と な ってお り、魚 のn-3系 高度不飽和脂肪酸 の要求量 を十分満たしていた。以上の

ことか ら、Pme亡haη011caHA-32は 、ワムシのDHAを 高め るに優れ た飼料 であ ることが

示唆された。
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1

0

Peak1

〆

Table1-1.AnalyticalDataofLipidinル んoor加 θ～ηo〃 ∫HA-30

Peaknumber Triacylglycerolspecies
NonadditiveFreeEPAaddedEPA-EEadded

1

2

3

4

5

10

EPA,EPA,EPA

EPA,EPA,18:1

EPA,EPA,16:0

EPA,EPA,18:0

EPA,16:0,18:1

EPA,18:1,18:1

Drycellweight(mg/ml}

Tota田pid(mg/ml)

Triacylglycerol(mg/ml)

Lipidclass(%)

Ethylester

Triacylglycerol

Freefattyacid

Polarlipid

Others

4.57

0.76

0.63

6.86

2.00

1.77

Peak3

P窒詔P獄k舗
・劉 ・

0

-

3

Rete面ontime(m直n)

O

l

10

Fig.1-5.Reversed-phaseHPLCofEPA-enrichedTriacylglycerol.

Column:ODS4.6×150mm;Mobilephase:acetonitrile/acetone

(3:2,vol/vol);Detector:refractiveindex;Flowrate:

lml/min;Temperature:30ｰC.

Fattyacidcomposition

14:0

16:0

16:1

18:0

18:1

18:2(n-6)

18:3(n-6)

20:5(n-3)

Others

84.4

0.7

13.9

1.0

1.6

18.E

3.4

9.8

46.1

8.7

7,1

4.6

88.9

3.7

6.3

1.1

0.6

3.3

0.1

2.8

6.9

0.3

0.3

79.1

6.3

4.03

0.83

0.57

4.6

74.4

9.6

10.3

i.1

1.8

9.8

1.2

6.7

18.3

2.3

2.7

51.1

6.1

Cultwemedium:0.3%yeastextract,0.5%polypeptone,3.0%solublestarch,

EPAadded;0.5%FreeEPA(EPApurifiedto97%),EPAethylester

(EPApurifiedto97%),ornonaddltiveoffattyacld,3mi/亡est亡ube,pH6.0.

Incubatedat25ｰCfor2days

Table2-1.AccumulationofAddedFreeUnsaturatedFattyAcidsintotheCellulazTriacylglycerol

Supplementedfairyacids Non-addition 18:2n-6 18:3n-6 20:4n-6 20:Sn-3 22:6n-3

Drycellweight(mg/ml)

Totallipid(mg/ml)

Triacylglycerol(mg/ml)

4.65ｱ0.23

0,77±0,12

0.65一ｱ一 〇.11

6.97ｱ0.14

2.75±0.21

2.45ｱ0.11

6.81ｱ0.25

2.55ｱ0.23

2.39ｱ0.24

6.09ｱ0.07

2.60ｱ0.06

2.28ｱ0.14

6.88ｱ0.29

1.99ｱ0.18

1.75ｱ0.16

6.14ｱ0.47

2.05±0.07

1.77ｱ0.05

FattyacidcompositioninTG(%)

14:0

16:0

16:1

18:0

18:1

18:2

18:3

20:4

20:5

22:6

L6土02

18.7ｱ0.5

3.4ｱ0.3

9.8ｱ0.3

46.1ｱ0.4

8.7ｱ0.2

7.1ｱ0.3

N.D.

N.D.

N.D.

0.6ｱ0.0

4.7ｱ0.5

0.4ｱ0.1

2.5ｱ0.3

6.0ｱ0.9

80.6ｱ2.]

3.3ｱ0.2

N.D.

N.D.

N.D.

0.4±0.1

4.1ｱ0.9

0.2十 〇.z

3.3ｱ0.8

7.1ｱ2.4

0.6ｱ0.3

82.4ｱ4.6

N.D.

N.D.

N.D.

o.sｱo.0

3.0ｱ0.5

N.D.

3.2ｱ0.8

3.4ｱ1.2

0.6ｱ0.1

2.0ｱ0.1

84.8ｱ2.6

N.D.

N.D.

0.6ｱ0.0

3.3ｱ0.3

0.1±0.2

2.8ｱ0.6

6.9ｱ2.1

0.sｱo.z

O.3ｱ0.1

N.D.

79.1ｱ3.1

N.D.

0,7±0,1

6.4ｱ0.8

0.9ｱ0.2

3.9ｱ0.9

17.3ｱ1.3

2.0ｱ0.3

1.8ｱ0.4

N.D.

4.5ｱ0.2

58.7ｱ3.8

Valuesaremeanｱstandarddeviation(n=3) .

N.D.:notdetected(lessthanO .1%).
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Table2-2.CourseoftheConten[andCompositionofFattyAcidsinExocellular(CultureMedium)

Lipidsdud㎎ 山eCul丘v… 虹onofル1.ノzl8〃`α1'5HA-300naModelofFattyAcidMixture

Fattyacidcontent(mg/3mlmedium)

Ohr18hr44hr

Fattyacidcomposition(GCarea%)

Ohr18hr44hr

16:0

18:0

工8:1

18:2n-6

18:3n-6

18:3n-3

20:4n-6

20:Sn-3

22:6n-3

0.78

0.16

0.65

0.92

1.27

1.21

2.00

o.9a

1.43

o.aaｱo.oa

0.08±0.Ol

o.2sｱo.04

0.25ｱ0.03

0,27±0.07

0.23ｱ0.06

0.60ｱ0.08

0.19ｱ0.06

0.43ｱ0.05

0,07±0.02

0,02±0.Ol

o.osｱo.oz

0.05ｱ0.02

0.05ｱ0.03

0.05ｱ0.02

O.10ｱ0.06

0.04十 〇.oz

0.07±0,04

6.9

1.4

5.8

8.1

11.3

10.7

izs

8.0

12.7

8.9ｱ0.9

2.4ｱ0.3

8.1ｱ1.1

7.7±0.1

8.3ｱ1.6

7.1ｱ1.3

18.7ｱ0.4

6.0ｱ1.2

13.6ｱ0.6

10.3ｱ1.4

s.aｱo.a

7.7ｱ0.4

6.8ｱ0.4

8.0ｱ0.5

6.8±0.5

夏6.3±1,0

5.8ｱ0.4

正15±0.9

Table2-3.CourseoftheContentandCompositionofFattyAcidsinExocellular(Cell-Adsorped)

LipidsduringtheCuldvacionofM.hienzalisHA-300naModelofFattyAcidMixture

Fattyacidcontent(mg/3mlmedium)

18hr44hr

Fattyacidcomposition(GCarea%)

18hr44hr

16:0

18:0

18:王

18:2n-6

18:3n-6

18:3n-3

20:4n-6

20:Sn-3

22:6n-3

o.isｱo.02

0.05ゴ=0.01

o.isｱo.oz

0.16ｱ0.02

0.20ｱ0.03

0.17ｱ0.03

0.38ｱ0.05

0.15fO.03

0.27±0.04

0.27±0.05

0.08±0.01

0.25ｱ0.06

0.25ｱ0.05

0.29ｱ0.07

0.24ｱ0.06

0.57ｱ0.13

o.zoｱo.os

o.aoｱo.io

8.6tO.5

2.3ｱ0.1

7.3ｱ0.3

7.9ｱ0.2

9.7ｱ0.3

8.3ｱ0.3

18.3ｱ0.2

6.8ｱ0.3

12.8ｱ0.1

8.5ｱ0.4

2.7±0.2

8.0ｱ0.1

7.8± α0

9.3ｱ0.2

7.6ｱ0.3

18.1ｱ0.3

6.4ｱ0.3

12.8ｱ0.5

Table2-4.CourseoftheContentandCompositionofFatryAcidsinEndocellulazLipidsduring

山eCuhv鋤onofル1.痂 ε〃iα"∫HA-300naModelofFattyAcidMixture

Fattyacidcontent(mg/3mlmedium)

18hr44hr

Fattyacidcomposition(GCazea%)

18hr44hr

16:0

18:0

i$:i

18:2n-6

18:3n-6

18:3n-3

20:4n-6

20:Sn-3

22:6n-3

0.16ｱ0.02

0.05ｱ0.01

0.11±0.01

o.ziｱo.oa

0.37ｱ0.06

0.30ｱ0.05

o.aoｱo.os

o.a2ｱo.oa

o.aoｱo.04

0.56ｱ0.00

0.30ｱ0.04

0.81ｱ0.03

0.41ｱ0.01

0.49ｱ0.03

0.34ｱ0.04

osaｱo.ob

0.25ｱ0.01

0.29ｱ0.04

6.7ｱ0.1

1.8ｱ0.0

4.6ｱ0.1

8.9ｱ0.1

15.6ｱ0.0

12.8ｱ0.1

16.9tO.0

9.2ｱ0.3

8.3ｱ0.2

11.9ｱ0.6

6.3ｱ0.4

17.2ｱ1.5

8.6ｱ0.4

10.4ｱ0.0

7.1-1-0.3

12.2ｱ0.6

5.3ｱ0.1

6.2ｱ0.6

一!33一



一〇.z

一〇.3

一〇.4

d缶

V-0.5

一〇.6

一〇.7

C18:0

C16:0

18qO

18hr

C20:4n.6C22:6n囎3

C18・2・・60

0

　　　　ヨ　サ　

8島 、
C18:3n-3

11111

一〇.3

一〇.a

一〇.5

舶
く
匡
り

一〇.7

一〇.8

0 123456

Numberofdoublebonds

C18:0

　　　　

C16・0△

44hr

り
,

∠

曽

【
J

n

冒

　

　

ト
コ

う

㎝

△

η

-

　

蝋
△

-

Ω

遁

3

n

ト

つ

ヨ

凪
△
△

雫

6

C

C

互凪
△

-

C

ー

012345

Numberofdoublebonds

6
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Fig.2-2.EffectoftheNumberofDoubleBondsoftheFattyAcidsontheCFAValuesinEndocellular

LipidsafterCultivationsofM.hiemalisHA-300naModelofFattyAcidMixturefor18hrand44hr.
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Fig.3-1.EffectsofC/NRatioonAccumulationofLipids,EPAandDHA.

Theculturemediumwas1.0%glucoseandO.5%DHA-FFAwhenC/Nwas

1.25;itwasO.3%yeastextractandO.5%polypeptonewhenCNwas2.50;

0.15%yeastextractandO.25%polypeptonewhenCNwas5.00;0.075%yeast

extractandO.125%polypeptonewhenCNwas10.0;0.038%yeastextractand

O.063%polypeptone.P.methanolicaHA-32wasusedtoinoculate3mLofthe

medium(pH6.0)andtheculturewasincubatedat25ｰCfor3days.

Symbols;○,Drycells;□,Totallipids;●,DHAasapercentageoftotaI

lipids;△,EPAasapercentageoftotalIipids.
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Fig.3-3.EffectsoftheConcentrationofYeastExtracton

AccumulationofLipids,EPAandDHA.

Culturemedium:5.0%glucose,3.0%DHA-FFA,andthe

concentrationofyeastextractshown.P,栩 α 加 ηo〃oαHA-32was

usedtoinoculate3mLofthemedium(pH6.0)andtheculture

wasincubatedat25ｰCfor3days.

Symbols;○,Drycells;□,Totalliplds;○,DHAasapercentage

oftotallipids;△,EPAasapercentageoftotalhpids,
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Fig.3-2.EffectsofNutrientConcentrationwithaConstantC/N

RatioonAccumulationofLipids
,EPAandDHA.

Culturemedia:Medium1:1.0%glucose ,0.3%yeastextract,0.5%

polypeptone,0.5%DHA-FFA.Medium2:3.0%glucose,0.9%yeast

extract,1.5%polypeptone,0.5%DHA-FFA.Medium3:5 .0%

glucose,1.5%yeastextract,2.5%polypeptone,0.5%DHA-FFA.

Medium4:10.0%glucose,3.0%yeastextract,5.0%polypeptone,

0.5%DHA-FFA.

P.methanolicaHA-32wasusedtoinoculate3mLofthemedium(pH

6.0)andtheculturewasincubatedat25ｰCfor3days.

Symbols;○,DryceHs;□,Totaliipids;⑬,DHAasapercentageof

totalhpids;△,EPAasapercentageoftotallipids.
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EffectsofCholineConcentrationonAccumulationof

Culturemedium:5.0%glucose,2.0%yeastextract,3.0%

DHA-FFA,andcholineatconcentrationsshown.

AfterthepHof3mLonthemediumwasa(加stedtoaboロtpH

6.5,itwasinoculatedwithP.methanolicaI-IA-32andincubated

at25ｰCfor3days.

Symbols;Q,Drycells;0,Totallipids;ｮ,DHAasapercentage

oftotallipids;D,EPAasapercentageoftotallipids.
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Fig.3-5.EffectsofKZHPO,ConcentrationonAccumulationof

Lipids,EPAandDI-TA.

Culturemedia:5.0%glucose,2.0%yeastextract,3.0%DHA-

FFA,andKユHPO4attheconcentrationsshown.P,灘8功 α刀01ゴoo

HA-32wasusedtoinoculate3mLofthemedium(aboutpH6.5)

andtheculturewasincubatedat25ｰCfor3days.

Symbols;0,Drycells;(],Totallipids;ｮ,DHAasapercentage

QftQtalIipids;△,EPAasapercentageoftotalIipids,
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Fig.3-7.EffectsofAdditiveNaOHConcentrationonfrowningofthe

MediumandAccumulationofLipidsandDHA.

Culturemedium:5.0ｰ/aglucose,2.0ｰ/ayeastextract,and3.0ｰ/aDHA-

FFA.ThepHofmediawasadjustedwithNaOHandthenthemedia

weresterilizedtobringaboutdifferentextentsofbrowing(asjudgedby

theopticaldensityat420nm).eachconcentrationofderivedmaterials

fromNaOH.P.meihanolicaHA-32wasusedtoinoculate3mLofthe

medium(aboutpH6.0)andculturewasincubatedat25ｰCfor3days.

Symbols;○,Opticaldensityofthemediumat420nmafterbeing

autoclaved;Q,Totallipids;ｮ,DHAaspercentageoftotallipids.

0.5%Choline

1.0%K2HPO,

[

[

Non-browning

Brownutg

Non-browning

Browning

1

EPA DHA

0100200100500

TotallipidsincellsEPAandDHAincells

(m醜 〔加ce聴)(m醜dry・e趣)

Fig.3-6.EffectsofMaterialsDerivedfromCholineandK,HPO,onAccumulationofLipids,

EPAandDHA.

Culturemedium:5.0%glucose,2.0%yeastextract,3.0%DHA-FFA(DHApurifiedto

28%),andO.5%cholineor1.0%KZHPO,.P.methanolicaHA-32wasusedtoinoculateto

3mLofthemedium(aboutpH6.5)andtheculturewasincubatedat25ｰCfor3days.

Aglucosesolutionwasmixedwiththemediumbefore(**)orafrer(*)sterization.
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Table3-1.EffectsoftheStructureofLipidsonIncorporationofDHA.

Supplementedlipids Non

additive
TriacylglycerolEthylester
addedadded

Freefattyacid

added

Drycellweight(g/L)

Totallipids(mg/gdrycell)

Lipidclass(%)

Ethylester

Triacylglycerol

Freefattyacid

Polarlipids

Other

Fattyacidcomposition(GC%)

14:0

16:0

16:]

18:0

18:1

is:z

20:4(n-6)

20:5(n-3)

22:6(n-3)

Others

(EPA+DHA)indrycells
(mg/gdrycells)

3

1

!0

24

z.z

14.0

8.9

3.2

30.5

23.2

a

a

O

18.0

0

4.6

28.8

35.1

!!.5

9.4

a4.a

4.8

26.7

4.7

8.6

16.7

2.4

i.a

4.0

17.9

15.2

6.3

5.3

zs.z

39.6

10.6

7.7

az.i

6.2

23.7

6.1

4.9

12.0

3.6

3.7

2.2

4.6

36.6

1.7

7.8

205.0

93.1

3.3

3.6

2.9

15.8

4.8

3.0

15.9

L8

zs

7.2

3L6

16.3

79.5

Culturemedium:5.0%glucose,3.0%fishoil(DHAcontent28%)oritsderivatives,20%yeastextract.
P.ntet/tartoiicaHA-32usedtoinoculatedto3mLofthemedium(pH6)andincubatedat25ｰCfor3days.

Table41.Yield,LipidandFattyAcidCompositionsoftheDHA-enriched

Yeast,P.methanolrcoHA-32

Wetcellweight(g/L)

Totallipids(mg/gdrycells)

DHAcontent(mg/gdrycells)

Fattyacidcompositionoftotallipids(%)

14:4

16:0

16:1

is:a

l8:1

18:2n-6

20:Sn-3

22:6n-3

0thers

40

246

69

2.9

17.8

6.0

4.2

16.2

L7

5.1

27.5

18.6

Table42. FattyAcidCompositionofRotiferFedwithP.methanoltcaHA-32

AmountoftheadditiveDI-IA-enrichedyeast* Additive-free 2.7g 8.Og

Fattyacidcompositionintotallipids(%a)

14:4

16:0

16:1

18:0

18:1

18:2n-6

20:Sn-3

22:6n-3

0thers

(EPA+DHA)indryrotifers(mg/gd【 γroti免rs)

i.z

14.2

1.6

3.8

1.6

39.7

0.s

O.3

37.1

1.5

1.7

14.4

4.6

4.2

11.0

18.6

3.7

13.6

zs.z

35.2

1.6

12.2

4.]

3.5

8.6

15.9

6.0

21.5

26.6

65.9

*Amount(g)oftheDHA -enrichedyeast(wetbasis)addedtoIOLofthecultivatingwater.
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Fig.4-1.ChangesintheDI-IAandEPAContentintheTotalLipids

ofRotiferafterFeedingtheDHA-enrichedYeast,P.methanolica

I-IA-32.

Symbols;1.0,TotallipidsinrotiferafterfeedingtheDHA-

enrichedyeastatthelevelof2.7gwetbasis/10Lculturemedium;2.

○,DHAcontentinrotifbrIipidsaf毛erfbedingtheDHA・enriched

yeastatthelevelof2.7gwetbasis/10Lculturemedium;3.△,EPA

contentinrotiferafterfeedingtheDHA-enrichedyeastatthelevelof

2.7gwetbasis〆10Lculturemed沁m;4.■,Totallipidsinrotifbrs

afterfeedingtheDHA-enrichedyeastatthelevelof8.Ogwetbasis/

10Lculturemedium;5.●,DHAcontentinrotifヒrafterfbedingthe

DHA-enrichedyeastatthelevelof8.Ogwetbasis/10Lculture

medium;6.O,EPAcontentinrotiferafterfeedingtheDHA-

enrichedyeastatthelevelof8.Ogwetbasis/10Lculturemedium.

Fig.4-2.ComparisonofDHAandEPAAccumulationinRotifer

BetweentheCommercialPowderedOilandDHA-enrichedYeast.

P.methanolicaHA-32.

1.Thecommercialpowderedoilwasfedtorotiferfor6hatthe

Ievelof1.3gperlOLofcultivatingwater.2.TheDHA-enriched

yeastwasfedtorotiferfor6hatthelevelof2.7g(wetbasis)per

10Lofcultivatingwater.3.TheDHA-enrichedyeastwasfedto

rotiferfor6hatthelevelof8.Og(wetbasis)per10Lof

cultivatingwater.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

エイコサペ ンタエン酸(EPA)や ドコサヘキサエン酸(DHA)な どのr3系 高度不飽和脂肪酸は抗

血管梗塞作用を初めとする特有な生理作用を有 していることから,医 薬品や健康機能を重視 した食品

に利用されている。しか し,こ れ らの脂肪酸は膵臓 リパーゼの基質 となりにくいことか ら,脂 質形態

が消化管からの吸収性に影響 し,エ チルエステルの吸収性は トリアシルグ リセロール より劣ると報告

されている。また,こ れらの高度不飽和脂肪酸は,通 常の植物油脂に含まれ る多価不飽和脂肪酸 より

も著 しく酸化 しやすいことが知 られてお り,空気酸化されにくい食品の形態が望ましい。このように,

高度不飽和脂肪酸を食品として有効利用するには,天 然油脂 と同じトリアシル グリセロール型が望ま

しいが,高 度不飽和脂肪酸を含む魚油の組成は極めて複雑であ り,ま た,高 度不飽和脂肪酸含量 もそ

れほど高くない。一方,n-3系 高度不飽和脂肪酸は,海 産魚類の必須栄養成分であ り,稚 魚の活力や

生残率を高めるために,稚 魚用のワムシなどの生物餌料を強化するための高度不飽和脂肪酸含有飼料

が要求されている。本研究では,こ れ らのn-3系 高度不飽和脂肪酸を糸状菌や酵母などの微生物を用

いて,有 効利用 しやすい形態に変換することを目的 とした。

まずは じめに著:者はEPAを 高濃度に含む トリアシルグリセロールの生産を 目的 とし,EPA添 加培

地を用いて土壌か ら採取 した微生物を用いてEPAを 菌体に取 り込んで増殖する菌をスクリーニングし

た。その結果,培 地に添加 した遊離EPAを 効率よくトリアシル グリセロール として菌体内に蓄積す る

微生物 として,接 合菌の1種,M鷹or痂 醐o傭 を分離 した。最適な培養条件では,本 菌株は培地に加

えた遊離EPAの50%を 菌体内に トリアシルグリセ ロール として蓄積 し,EPAの 純度は60%で あった。

屈 配8醒α痂 は,多 価不飽和脂肪酸 とくに奇数個の二重結合を有する多価不飽和脂肪酸を優先的に取 り

込んだ。菌増殖,菌 体脂質蓄積量も添加脂肪酸の種類に依存 し,Cl8酸 でとくに生育がよいことを見

出 した。

次いで,海 産魚類の稚魚養殖用の生物餌料中のDHAを 強化するための飼料 として,高DHA含 有酵

母 を開発 した。各種酵母菌株 の中か ら,菌 体にDHAを 効率 よく蓄積する菌株を選別 した結果,Plc伽

肥'加 ηo伽oが最も蓄積効率が優れていた。種々培養条件を検討 した結果,培 地にコリンを添加すると

DHAの 取 り込みが促進 され,乾 燥菌体lg当 た り69mgのDHAが 遊離脂肪酸 として蓄積 した.コ リ

ンの促進効果は,pHを 上昇 させることで培地の加熱滅菌時の褐変を促進することに依存 していた。

本酵母を飼料として,ワ ムシを培養 したところ,市 販のDHA含 有粉末油脂 よりも効率よくDHAを 強

化できた。また,DHAが 酵母菌体に取 り込まれていることから培養海水の魚油による汚染が防げ,

DHAの 酸化からの保護作用が期待でき,ワ ムシ強化用飼料 として有効 と示唆された。

これ らの研究結果は,適 切な微生物 を選抜す ることによ り,n-3系 高度不飽和脂肪酸を高濃度に含

む油脂を生産 し,ま た,海 産稚魚のための生物餌料を栄養強化する飼料を生産する新 しい方法を開発

す ると共に,培 地か らの微生物による脂肪酸の選択的な取 り込みに関する基礎的な知見を与えるもの

で,著 者の研究は博士 儂 学)の 学位を授与するに値す ると判断した。
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