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論　　文　　の　　要　　旨

　微生物の生産する糖脂質は生体由来の界面活性剤（バイオサーファクタント）である。従来雪動

植物性の界面活性剤ヨ例えばセッケンやレシチンヨサポニン等が産業に利用されてきたが事生産の

安定性や効率性に問題がありヨ合成界面活性剤の普及に伴い里その消費は減少し続けてきた。一方ヨ

化学合成晶の増加と共に環境汚染が表面化し繧バイオサーファクタントのような生分解性害安全性

に優れた製晶の開発が望まれるようになった。バイオサーファクタントの特徴としては。化学合成

晶に比べ事1）複雑な構造を持つラ2）生分解性ラ安全性が高い事3）生物活性を示す等の特徴が

ある。この様な特徴に基づきヨ次世代の機能性界面活性剤として化学工業や食晶1薬晶工業等の諸

分野への応用が考えられている。

　本研究では、微生物の変換プロセスを用いて、天然再生資源である油脂類から糖脂質の一種ヨマ

ンノシルエリスリトールリピッド（MEL）の生産を試みた。すなわち、MEL生産菌の検索と同定ヨ

物理化学的性質官生理機能里生産条件争代謝経路等に関し検討を加えた。

　まず言油脂資化性でかつ生育中に油を良好に乳化できる微生物を検索するためにヨ大豆油を唯一

の炭素源とする選択培地を用いて200種以上の天然サンプルを対象にスクリーニングを行った。その

結果ヨ多くの油脂資化性菌を得たが冒4種の菌のみが強い乳化力を示し雪バイオサーファクタント

を菌体外に生産し得た。その内ヨ3種は細菌でありヲその生産物は既知のトレハロースリピッドで

あった。他の1種（T－34株）は酵母でありヨ新規のバイオサーファクタントと考えられる糖脂質
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を多量に蓄積した。形態や生理学的性質からヨ本酵母はCα〃肋α物κ此α（Go玄oθ云α五）肋祓舳π

θまα五と同定された。

　T－34株の生産するバイオサーファクタントはヨ極性の低い2種を主成分とする4種のMELの混

合物であった。これらのMELを分離精製した後ヨ各種機器分析により構造解析を行った結果事2種

の主成分は堪一0一（d卜0－acety1－dト0－a1k狐oyトβ一D－m狐nopyr狐osy卜erythrit○互と

4－0一（mo双o－0－acety1－d1－0－a1kanoy1一β一D－mamopyranosy工）一erythrito1と同定さ

れた。いずれも新規物質であることが判明した。本MELは臨界ミセル濃度で非常に大きな表面張力

低可能（28．4mN／㎜）および界面張カ低下能（2．五mN／m，rテトラデカン）を有し事また細菌類

に対して強い抗菌活性を示した。これらの数値は寄ショ糖脂肪酸エステル等の糖脂質型合成界面活

性剤の性能を上回るものであり冒用途開発のために効率的生産法の確立が望まれた。

　Cα〃物α物κ此αにおけるMEL生産能が一般的かどうか明らかにするため雪3株の標準保存株冒

C伽棚αα物励6αCBS5955ヲ6678事6621を用いて生産性を調べたところ、全ての菌株が大豆油か

らT－34株と同一のMELを生産した。MEL生産能はヨT－34株が最も高く争本株について培養条件

を検討した結果ヨ大豆油以外の種々の油脂類（ベニバナ油ラ綿実油ラパーム油など）からも多量の

MELが得られたが、糖類からはほとんど生産しえなかった。本菌は生育にチアミンを要求しヨ0．1％

の酵母エキスの添加により収率が著しく増加した。なお害米糖やコーンスティープリカーも糖脂質

生産を促進したが事ポリペプトンと肉エキスは生育だけを促進した。最適条件下において。8日問

のフラスコ培養で40gμのMELを蓄積させることができた。またラ生産の効率化を目的として静止

菌体による生産を試みヨ炭酸源のみを含む反応液から事6日間で47g／2のMELを得た。さらにヨ炭

素源を間欠的に与える逐次添加法によりラ21日聞で100gμ以上の生産が可能であった。静止菌体の

調製にはヲ水溶性（糖類）芽非水溶性（油脂類）炭素源のいずれを用いてもよく雪最終的なMELの収

率には影響しなかった。

　T－34株によるMELの菌体外生産は里非水溶性の炭素源を用いた場合に限定され曹糖類などの水

溶性炭素源の場合はみられなかった。糖類を炭素源とした時は里MELの代わりに少量の有機酸と糖

アルコールが培養液申に認められた。また雪顕微鏡観察によりヨ菌体内に多量の油滴が形成されて

いることが確認されヲ菌体内脂質を分析したところヨトリグリセライドと共にMELが多量に蓄積し

ていることが判明した。この時の総油脂量は油脂酵母における含量に相当しており雪MELの蓄積量

は乾燥菌体重量の10％以上に達していた。MELの細胞内含量は菌体の生育に連動してトリグリセラ

イド含量と同様に経時的に変化した。以上の実験結果よりラMELは単に非水溶性基質により誘導さ

れる界面活性物質ではなくヲ細胞内において構成的に生産される一種のエネルギー貯蔵物質である

と推定された。

　続いてヨMELの生成経路を明らかにするためヨ直鎖状脂肪酸やアルコールなどヲ種々の基質を用

い雪これら基質の脂肪酸構造と生産物の脂肪酸構造を比較検討した。その結果菅偶数個の鎖長をも

つ基質からは偶数個の鎖長をもつ生産物が争奇数個の鎖長をもつ基質からは奇数個の鎖長をもつ生

産物が得られた。生産物の脂肪酸の鎮長はすべて用いた基質の脂肪酸の鎖長より偶数個短いもので
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あることが判明した。以上の実験事実から、生産物中の脂肪酸は基質のβ一酸化中問体であることが

推定された。従来ラ生体内における脂質化合物の脂肪酸は事デノボ合成経路ラ直接導入経路および

鎖長伸長経路の3種の経路のいずれかに由来するとされてきた。しかしながら、MELの場合のよう

にβ一酸化中問体が直接脂質化合物に導入されることはこれまで報告されていない。この様な鎖長

短鎖化経路は上記の3経路とは明らかに異なる経路であり、新規の脂肪酸代謝であると考えられた。

審　　査　　の　　要　　旨

　本研究は冒バイオサーファクタントの一つである新規のマンノシルエリスリトールリピッド

（MEL）の生産について雪発酵生産学的および発酵生理学的観点から検討したものである。

　最初にヨ油脂資化性でかつ油の乳化カを有する微生物を自然界から探索した結果害酵母の1種ヨ

T－34株が新規のバイオサーファクタントと考えられる糖脂質を菌体外に多量蓄積することを見出

した。形態学的および生理学的性質から、本酵母はCα〃肋α肋κ此αと同定された。T－34株の生

産する糖脂質を分離1精製した後ヨ化学分析および各種機器分析により構造解析を行いヨ主成分が

新規のMELであることを明らかにした。また、その性質として表面張カ低下能および抗菌活性を有

することも見出している。次に生産条件を検討しヨ菌体法により3週問で100g／2以上の生産量を得

た。反応時問が長いことに難点があるが里高濃度の糖脂質を蓄積しえたことは注目に値する。

　さらに雪発酵生理学的にも研究が進められた。糖類を炭素源とした場合雪MELの菌体外生産は行

われず。菌体内に多量蓄積した。このことからMELは一種のエネルギー貯蔵物質と推定している。

続いてMELの生成経路を調べるためヨ基質の脂肪酸構造と生産物の脂肪酸構造を比較した。その結

果ヨ生産物中の脂肪酸は基質脂肪酸のβ一酸化中間体であることを明らかにしヨそれに基づき新しい

鎖長短鎖化経路を提唱している。

　以上の研究はラ新規の糖脂質（MEL）を多量に生産する酵母の探索に成功しラMELの諸性質や生

産条件を明らかにすると共に脂肪酸代謝に関し新しい基礎的知見を加えており、基礎1応用の両面

から高く評価できる。

　よってヨ著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。

一486一


