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【背景・目的】
　脂肪酸は長い炭化水素鎖をもつカルボン酸であり一
般式 CnHmCOOH で表わされ、その炭化水素鎖中に二
重結合をもたない飽和脂肪酸と、二重結合をもつ不飽
和脂肪酸に大きく分けられる。脂肪酸炭素数が 12 個
以上の長鎖脂肪酸のなかでも、炭化水素鎖中に複数の
二重結合をもつ多価不飽和脂肪酸（polyunsaturated 
fatty acid; PUFA）は、細胞膜の構成要素となり膜の
流動性を調節し、さらに高等生物の体内で免疫系、炎
症反応、血圧調節に関わるエイコサノイドの前駆体に
なるなどの様々な生理活性をもつことが知られてい
る。このように PUFA は多くの生物にとって重要な
物質であるにもかかわらず、我々人間は自身で生合成
することができないため食事により摂取している。
PUFA の主な供給源は肉、魚、植物等であるが、こ
れらの収穫量は気候変動の影響を受け易く、生育の際
に環境中の有害物質を取り込むことで品質が低下する
という問題点もある。そのため高機能性脂質の新規な
供給源として微生物が注目されているが、PUFA 合
成に関する詳細な分子機構は明らかとなっていない。
単細胞真核生物である酵母は、精密な遺伝解析が可能
なことから多細胞真核生物のモデルとして広く利用さ
れている。出芽酵母Saccharomyces cerevisiae はゲ
ノムの全塩基配列が解読されており、遺伝子操作も容
易であるためモデル生物として有用であるが、二重結
合がひとつの一価不飽和脂肪酸までしか生合成するこ
とが出来ない。そこで当研究室では、遺伝解析が可能
で、炭素数が18個のPUFAである必須脂肪酸のリノー
ル酸（C18：2）、α-リノレン酸（αC18：3）を高比率で生
合成することが出来るメタノール資化酵母Hansenula 
polymorpha を研究材料として用い、本酵母による有
用脂質の生産と、脂肪酸合成機構の全体像解明を目指
している。
　当研究室ではこれまで、本酵母の脂肪酸不飽和化機
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構に関して、脂肪酸炭化水素鎖のΔ9 位（脂肪酸カル
ボキシル炭素から 9 番目の炭素位）に二重結合を付与
す る HpOLE1、Δ12 位 に 二 重 結 合 を 付 与 す る
HpFAD2、 お よ びΔ15 位 に 二 重 結 合 を 付 与 す る
HpFAD3 をそれぞれクローン化し機能解析を進めて
きた。しかし、PUFA の生合成と不飽和化機構の知
見は未だ十分とはいえない（図 1）。そこで本研究では、
Δ12、Δ15-脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 遺 伝 子 で あ る
HpFAD2、HpFAD3 の機能解析を進め、本酵母にお
ける脂肪酸合成機構の全容解明に繋げる知見の獲得を
目的とした。
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図 1　多価不飽和脂肪酸の生合成経路
　ヒトはΔ 12、Δ 15- 脂肪酸不飽和化酵素遺伝子を持たないため、自身でリノー
ル酸（C18：2）とα- リノレン酸（α C18：3）を合成することができない。メタノー
ル資化酵母H. polymorpha はΔ9、Δ12、Δ15- 脂肪酸不飽和化酵素遺伝子をも
ち、細胞内に取り込んだ炭素源からα- リノレン酸まで合成することができる。
また酵母では外来遺伝子を発現させることで、γ- リノレン酸、アラキドン酸、
EPA、DHA といった高機能性脂質を細胞内で合成することができる。FAS は
脂肪酸合成酵素遺伝子、ELO は脂肪酸鎖長延長酵素遺伝子をあらわす。

【実験結果】
1．Hpfad3 破壊株はαC18：3 を合成できない
　HpFAD3 遺伝子の機能解析を進めるため、まず
Hpfad3 破壊株の作製を試みた。HpURA3（1.4 kb）
を選択マーカーとするHpFAD3 破壊用断片（3.2 kb）
を調製し、これを野生型株 H50-5C（leu1-1 ura3-1）
に導入し、相同組換えによるHpFAD3 遺伝子の破壊
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を行った。得られたHpfad3 破壊株はリノール酸（C18：
2）からα- リノレン酸（αC18：3）を生合成すること
が出来なくなると期待される。そこで、野生型株と
Hpfad3 破壊株を YPDA 培地で 37℃、24 時間培養し
た菌体から脂肪酸を抽出し、脂肪酸組成を GC-MS で

分析した。その結果、図 2 および表 1 に示すように
野生型株 H50-5C ではαC18：3 のピークが検出された
が、Hpfad3 破壊株では検出されず、HpFAD3 は本酵
母においてΔ15- 脂肪酸不飽和化酵素をコードする唯
一の遺伝子であることがわかった。

図 2　野生型株と Hpfad3 破壊株の GC-MS 測定
　各ピークの上に書いてある数値は各脂肪酸の炭素数と不飽和度を表している。横軸は固定相への保持時間を表しており、縦軸は全脂肪酸
中の相対存在量を示している。内部標準として生体内で合成されない n-ヘプタデカン酸（C17：0）を脂肪酸抽出時に 1 mg 加えている。各菌
体は 37℃で 24 時間培養した。 ⒜ 野生型株。⒝ Hpfad3 破壊株。

2．HpFAD3 遺伝子の破壊は完全培地での生育および
メタノール培地での生育に影響を与えない
　Hpfad3 破壊が本酵母に与える影響を調べるため、
まず YPDA 培地での低温、高温培養条件における生
育を野生型株と比較した。その結果、13℃～ 49℃に
おいてHpfad3 破壊株は野生型株と同程度の生育を示
した。そのため、H. polymorpha の栄養増殖において
αC18：3 は必須ではないことがわかった（図 3）。ま
たH. polymorpha にはメタノールを唯一の炭素源と
して生育することができる特徴があり、メタノール培
養下で強力に発現誘導するMOX プロモーターをもつ

など、産業的にも有用な酵母として知られている 
（Kang et al ., 2001）。本研究で作製したHpfad3 破壊
株を将来的に有用脂肪酸の生産工場として利用するこ
とを考慮した場合、メタノール資化能は重要な形質と
なる。そこで、メタノールを唯一の炭素源とする最少
合成培地において生育評価を行った。その結果、
Hpfad3 破壊株は野生型株と同様の生育を示し（図 4）、
Hpfad3 破壊株においてもメタノール誘導性のプロ
モーターを異種遺伝子の発現に利用できることがわ
かった。

図 3　Hpfad3 破壊株の生育評価
　野生型株 H50-5C はウラシル要求性を示すため、YPDA 培地にウラシル（20 mg/L）を加えて生育遅延を示さないようにした。
　生育至適温度 37℃で 1日、 低温条件として 13℃で 15 日、高温条件として 49℃で 1日培養。

表 1　Hpfad3 破壊株の脂肪酸構成比（37℃）
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3．Hpfad3 破壊株は野生型と比較して、C18：2 をより
高比率に合成することができない
　Hpfad3 破壊株はαC18：3 を合成することができな
いため、基質となる C18：2 を野生型より蓄積すると
予想した。また細胞は低温条件において、膜中の多価
不飽和脂肪酸比率を増加させることにより細胞膜の流
動性を保つことが知られている（Sakamoto et al ., 
1997）。これらのことから、Hpfad3 破壊株を低温条件

で培養した際に C18：2 含量は野生型株よりも高いと
考えた。生育至適温度の 37℃では表 1 に示したよう
にαC18：3 の脂肪酸構成比が低かったため、やや低温
の 30℃で培養した菌体から脂肪酸を抽出し、GC-MS
によりその脂肪酸組成を分析した。しかし C18：2 の
脂 肪 酸 構 成 比 は、 図 5 お よ び 表 2 に 示 す よ う に
Hpfad3 破壊株においても野生型株と比較してほぼ変
化していなかった。

図 4　メタノール資化性評価
　野生型株 H50-5C のもつロイシン、ウラシル要求性の影響を無くすため、メタノールを唯一の炭素源として含む最少合成培地にロイ
シン（100 mg/L）、ウラシル（20 mg/L）を加えてある。メタノールを資化できないS. cerevisiae（C3723-8B）をネガティブコントロー
ルとして使用している。1%（v/v）メタノール培地において 37℃で 3 日間、2%（v/v）メタノール培地において 37℃で 4 日間培養。

図 5　野生型株とHpfad3 破壊株の GC-MS 測定
　各ピークの上に書いてある数値は各脂肪酸の炭素数と不飽和度を表している。横軸は固定相への保持時間を表しており、縦軸は全脂肪
酸中の相対存在量を示している。内部標準として生体内で合成されない n-ヘプタデカン酸（C17：0）を脂肪酸抽出時に 1 mg 加えている。
各菌体は 30℃で OD660=1.0 まで培養した。 ⒜ 野生型株。⒝ Hpfad3 破壊株。

表 2　Hpfad3 破壊株の脂肪酸構成比（30℃）
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4．HpFAD2 遺伝子の転写は C18：1、C18：2 および
αC18：3 により抑制される
　Hpfad3 破壊株において C18：2 が野生型株よりも高
比率に合成されなかった理由として、⑴HpFAD2 の
転写が抑制されている、⑵フィードバック阻害により
HpFad2p の酵素活性が低下している、⑶ HpFad2p
のタンパク質分解が促進されている、などが考えられ
る。ここで当研究室の以前の研究により、オレイン酸 

（C18：1）の合成に関わるHpOLE1 は、その産物であ
る C18：1 を培地に 1mM 添加することで転写量が約
0.65 倍に抑えられることが明らかとなっている（Lu 
et al ., 2000）。そこで、HpFAD2 においても同様の転
写抑制が働くと考え、培地中に C18：1、C18：2 または

αC18：3 を添加した場合のHpFAD2 の転写量を real 
time RT-PCR によって測定した。その結果、いずれ
の不飽和脂肪酸を加えた場合にも転写量は約半分に減
少することが分かり、HpFAD2 遺伝子の転写は不飽
和脂肪酸の添加により抑制されることが明らかとなっ
た（図 6-a）。またHpFAD3 に関しても同様の実験を
行った結果、HpFAD3 遺伝子の転写はαC18：3 の添
加により抑制されることがわかった（図 6-b）。C18：1
および C18：2 添加時にはHpFAD3 の転写量は変化し
なかったが、これは最適生育温度の 37℃ではαC18：3
の細胞内構成比が低く、元々のHpFAD3 発現量が少
ないことによると考えられる（表 1）。

図 6　real time RT-PCR によるHpFAD2、HpFAD3 の転写量測定
　野生型株 H50-5C を完全培地において 37℃で一晩前培養した後、各脂肪酸を 1mM 含む培地で対数増殖期まで培養し、回収した菌体から
全 RNA を抽出して real time RT-PCR に用いた。横軸は培地に加えた脂肪酸を示している。w/o FA は脂肪酸無添加。数値は各脂肪酸の炭
素数と不飽和度を表している。縦軸はHpFAD2 mRNA およびHpFAD3 mRNA を内部標準のHpACT mRNA で標準化した値。脂肪酸無添
加の場合を 1とした時の相対値で示す。

【考察】
　本研究においてHpFAD2、HpFAD3 遺伝子の機能
解析を進めることで、培地中への不飽和脂肪酸添加に
より両遺伝子の転写量が減少することがわかった。一
方モデル生物であるS. cerevisiae ではScOLE1 が唯
一の脂肪酸不飽和化遺伝子であり、不飽和脂肪酸の添
加により膜のセンサータンパクである ScSpt23p のプ
ロセシングが阻害されることで、ScOLE1 の転写が抑
制されることが知られている（Choi et al ., 1996）。こ
のようにS. cerevisiae で得られている知見および本研
究の結果から、H. polymorpha における脂肪酸不飽和
化酵素遺伝子の制御モデルを考えた（図 7）。
　またH. polymorpha は前述のとおり産業的に有用
な酵母として知られている。特にメタノール誘導性の

MOX プロモーター下において他生物由来のΔ6- 脂肪
酸不飽和化酵素遺伝子を発現させることで、本酵母が
本来生産しないγ- リノレン酸（γC18：3）を合成す
ることが既にわかっており（Laoteng et al ., 2005）、
遺伝子組換え体を用いたγC18：3 生産に向けた醗酵プ
ロセスの検討も行われている（Khongto et al ., 2010）。
本研究により作製したHpfad3 破壊株は野生型株と同
様の生育を示し（図 3）、メタノール誘導性プロモー
ターも利用できることから（図 4）、Hpfad3 破壊株を
用いることで野生型株に比べてより高効率にγC18：3
を生産することが期待できる。このように本研究は、
H. polymorpha における脂肪酸生合成機構の全体像解
明に資するだけでなく、有用脂質生産酵母の育種に応
用できる可能性も秘めている。
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図 7　脂肪酸添加時におけるHpOLE1、HpFAD2、HpFAD3 の転写制御モデル
　HpOLE1、HpFAD2、HpFAD3 はそれぞれ、ScSpt23p のホモログもしくは別の新たなセンサータンパクがプロセシングされることによって転
写され、その活性化は未知の転写因子を介して行われる。細胞外に不飽和脂肪酸が添加された場合、細胞膜に取り込まれることで生じる脂肪酸
組成の変化をセンサータンパクが感知して、そのプロセシングが阻害されることで各遺伝子の転写が抑制される。先のとがった矢印と平らな矢
印は、それぞれ正と負の作用をあらわす。各遺伝子のプロモーターには、ScOLE1 の不飽和脂肪酸添加による転写抑制に不可欠なFAR 領域 （Fatty 
Acid Regulated element） と相同性の高い配列が存在する。


