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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　3-ケトアシルCoAチオラーゼ（KAT）1遺伝子の発現が抑制されたKAT1ノックダウンユー
グレナを、ユーグレナが増殖可能な増殖至適温度で培養する至適温度培養工程と、
　前記至適温度培養工程を行った後に、前記増殖至適温度よりも低い低温で、かつ酸素の
供給のない条件下に、前記KAT1ノックダウンユーグレナを保持する低温低酸素処理工程と
、
　前記KAT1ノックダウンユーグレナからワックスエステルを抽出する抽出工程と、を行い
、
　前記至適温度培養工程では、ビタミンB12の量を、ユーグレナの細胞分裂を阻害する程
度の少量となるように制限したビタミンB12制限培地で、前記ユーグレナの培養を行い、
　前記抽出工程では、炭素原子数２４～２６のうちいずれかの鎖長のワックスエステル化
合物を主成分とする前記ワックスエステルを抽出することを特徴とするワックスエステル
の製造方法。
【請求項２】
　前記抽出工程では、炭素原子数２４の鎖長のワックスエステル化合物を主成分とする前
記ワックスエステルを抽出することを特徴とする請求項１に記載のワックスエステルの製
造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、ワックスエステルを含有するユーグレナ，バイオ燃料組成物及びワックスエ
ステルの製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、化石燃料の枯渇や環境への影響等の問題から、代替燃料への期待が高まっている
。代替燃料の１つとして期待されるバイオ燃料は、輸送用燃料の代替物としての利用が可
能なエネルギー資源である。特に、光合成生物由来バイオ燃料の利用は、概念的に大気中
の二酸化炭素量を増加させることがなく、カーボンニュートラルとして扱われる。二酸化
炭素が地球温暖化の主因とされることを念頭に置くと、バイオ燃料利用は地球温暖化の防
止にも微力ながら寄与することができる。植物由来バイオ燃料の例としてサトウキビ、ト
ウモロコシ等を原料としたバイオ燃料の生産が行われているが、これらは食品としても利
用されるため競合による価格高騰や倫理面が問題となる。その問題へのアプローチとして
ジャトロファ等の非可食性植物を用いたバイオ燃料研究も進んでいるが、高コストという
問題に加え、食糧のための耕地と競合するという問題が指摘されている。これらの問題意
識を背景として近年、欧米を含む世界中で微細藻類由来バイオ燃料の研究が進められてい
る。微細藻類は植物と比較して、成長が早く、単位面積当たりの油脂生産量が10倍以上高
い利点がある。さらに耕地不適応の土地でも太陽光が得られれば培養が可能であるため、
植物用耕地を使用せずに済む利点もある。
【０００３】
　ユーグレナ(Euglena)由来のワックスエステルを用いたバイオ燃料の実用化研究が進ん
でいる。
　ユーグレナは、好気状態では余剰の光合成産物や外部の炭素源から得た炭素をβ-1,3-
グルカンであるパラミロンとして貯蔵する。図１に示すように、低酸素状態では蓄積した
パラミロンを出発物質として、ワックスエステルを発酵生産する。
【０００４】
　図１の低酸素状態でのユーグレナワックスエステル生産経路において生産されるワック
スエステルは、主成分がミリスチン酸-ミリスチルアルコール（C14:0-C14:0）である（非
特許文献１）。
　一般的に、多くの微細藻類が細胞内に蓄積するオイルは、C16以上かつ多価不飽和脂肪
酸を多く含むトリアシルグリセロールであり、酸化および劣化しやすい。
　それに対し、ユーグレナワックスエステルは、主成分がミリスチン酸ミリスチル（C14:
0-C14:0Alc）であり、他の生物由来のものと比較して短い脂肪酸、脂肪アルコールからで
きていると共に、不飽和結合を持たないため、他の微細藻類由来オイルに比べて酸化に強
く、軽質なバイオディーゼルへと変換可能であるという利点がある。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Inui H et al., (1983) :Production and composition of wax esters 
by fermentation of Euglena gracilis. Agric Biol Chem, 47, 2669-2671.
【非特許文献２】Guy A. et al., (1996) : Lipidand membrane function in green alga
e. Bchimica et Biohysica Acta. 1302. 17-45.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　ユーグレナは細胞内に乾燥重あたり30%程度のワックスエステルを生産するが、バイオ
燃料として実用化するにはさらなるワックスエステル生産量の向上が求められる。また、
ワックスエステルをさらに目的用途に合ったバイオ燃料にするためには組成を改変するこ
とが望まれる。
【０００７】
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　本発明は、上記の課題に鑑みてなされたものであり、本発明の目的は、酸化，劣化しに
くく、寒冷地でもバイオ燃料として好適に使用できるワックスエステルを含有するユーグ
レナ，バイオ燃料組成物及びワックスエステルの製造方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　前記課題は、本発明のワックスエステルの製造方法によれば、3-ケトアシルCoAチオラ
ーゼ（KAT）1遺伝子の発現が抑制されたKAT1ノックダウンユーグレナを、ユーグレナが増
殖可能な増殖至適温度で培養する至適温度培養工程と、前記至適温度培養工程を行った後
に、前記増殖至適温度よりも低い低温で、かつ酸素の供給のない条件下に、前記KAT1ノッ
クダウンユーグレナを保持する低温低酸素処理工程と、前記KAT1ノックダウンユーグレナ
からワックスエステルを抽出する抽出工程と、を行い、前記至適温度培養工程では、ビタ
ミンB12の量を、ユーグレナの細胞分裂を阻害する程度の少量となるように制限したビタ
ミンB12制限培地で、前記ユーグレナの培養を行い、前記抽出工程では、炭素原子数２４
～２６のうちいずれかの鎖長のワックスエステル化合物を主成分とする前記ワックスエス
テルを抽出すること、により解決される。
　このように、増殖至適温度よりも低い低温で、かつ酸素の供給のない条件下に、ユーグ
レナを保持する低温低酸素処理工程を行うことにより、ワックスエステルを構成する脂肪
酸及び脂肪アルコールの鎖長が短縮化され、ワックスエステルの低分子化が達成できる。
その結果、酸化，劣化し難く、寒冷地でもバイオ燃料として好適に利用できるワックスエ
ステルを製造可能となる。
　また、低温低酸素処理工程の前に至適温度培養工程を行っているため、至適温度培養工
程で十分に藻体を増殖させてから、増殖が抑制される低温低酸素処理工程で、ワックスエ
ステルの低分子化を促進することができる。従って、低温低酸素処理工程だけを行う場合
よりも、短時間で、ワックスエステルの組成を改善できる。
　このとき、前記抽出工程では、炭素原子数２４の鎖長のワックスエステル化合物を主成
分とする前記ワックスエステルを抽出するとよい。
【００１２】
　このとき、前記至適温度培養工程では、ビタミンB12の量を、ユーグレナの細胞分裂を
阻害する程度の少量となるように制限したビタミンB12制限培地で、前記ユーグレナの培
養を行ってもよい。
　このように構成しているため、炭素原子数の少ない炭素原子数２４～２６のうちいずれ
かの鎖長のワックスエステル化合物の量が、より多くなり、ワックスエステルの低分子化
がより促進される。
　また、前記抽出工程では、炭素原子数２４～２６のうちいずれかの鎖長のワックスエス
テル化合物を主成分とする前記ワックスエステルを抽出してもよい。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明によれば、増殖至適温度よりも低い低温で、かつ酸素の供給のない条件下に、KA
T1ノックダウンユーグレナを保持する低温低酸素処理工程を行うことにより、ワックスエ
ステルを構成する脂肪酸及び脂肪アルコールの鎖長が短縮化され、ワックスエステルの低
分子化が達成できる。その結果、酸化，劣化し難く、寒冷地でもバイオ燃料として好適に
利用できるワックスエステルを製造可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】低酸素状態でのユーグレナワックスエステル生産経路を示す図である。
【図２】ユーグレナミトコンドリアの脂肪酸合成系を示す図である。
【図３】温度条件による細胞内パラミロン量の変動（n=3）を示すグラフである。
【図４】低酸素処理時の温度条件の違いによるワックスエステル総量の変動（n=3）を示
すグラフである。
【図５】低酸素処理時の温度条件の違いによる炭素鎖長別ワックスエステル量の変動（n=
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3）を示すグラフである。
【図６】低酸素処理時の温度条件の違いによる脂肪酸組成の変動（n=3）を示すグラフで
ある。
【図７】低酸素処理時の温度条件の違いによる脂肪アルコール組成の変動（n=3）を示す
グラフである。
【図８】低酸素処理時の温度条件の違いによるモデル燃料の凝固点低下を示すグラフであ
る。
【図９】半定量RT-PCRによるKATmRNA発現抑制効果の確認結果を示す図である。
【図１０】好気状態におけるRNAi後ユーグレナ細胞の増殖曲線および生存率（n=3）を示
すグラフである。
【図１１】低酸素0時間、48時間曝露後の細胞内パラミロン量（n=3）を示すグラフである
。
【図１２】低温処理とEgKAT1ノックダウンの組み合わせによるワックスエステル総量の変
動を示すグラフである。
【図１３】低温処理とEgKAT1ノックダウンの組み合わせによる炭素鎖長別ワックスエステ
ル量の変動を示すグラフである。
【図１４】低温処理とEgKAT1ノックダウンの組み合わせによる脂肪酸組成の変動のグラフ
である。
【図１５】低温処理とEgKAT1ノックダウンの組み合わせによる脂肪アルコール組成の変動
のグラフである。
【図１６】低温処理とEgKAT1ノックダウンの組み合わせによるモデル燃料の融点・凝固点
変動のグラフである。
【図１７】ビタミンB12制限による生育への影響のグラフである。
【図１８】ビタミンB12制限によるパラミロン分解の変化を示すグラフである。
【図１９】ビタミンB12制限によるワックスエステル総量の変動を示すグラフである。
【図２０】ビタミンB12制限による炭素鎖長別ワックスエステル量の変動を示すグラフで
ある。
【図２１】ビタミンB12制限による脂肪酸組成の変動を示すグラフである。
【図２２】ビタミンB12制限による脂肪アルコール組成の変動を示すグラフである。
【図２３】半定量RT-PCRによるKAT mRNA発現抑制効果の確認結果である。
【図２４】各因子の組み合わせによるワックスエステル総量の変動を示すグラフである。
【図２５】各因子の組み合わせによる各炭素鎖長別ワックスエステル量のグラフである。
【図２６】各因子の組み合わせによる脂肪酸組成の変動を示すグラフである。
【図２７】各因子の組み合わせによる脂肪アルコール組成の変動を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明は、ユーグレナ（Euglena），バイオ燃料組成物及びワックスエステルの製造方
法に関する。以下、本発明に係るユーグレナ，バイオ燃料組成物及びワックスエステルの
製造方法について、詳細に説明する。
　文中で特に断らない限り、本明細書で用いるすべての技術用語及び科学用語は、本発明
が属する技術分野の当業者に一般に理解される意味と同様の意味を有する。本明細書に記
載されたものと同様又は同等の任意の方法及び材料は、本発明の実施又は試験において使
用することができるが、好ましい方法及び材料を以下に記載する。
【００１６】
　ワックスエステルとは、脂肪酸と脂肪アルコールがエステル結合した化合物の総称をい
う。
　RNAi(RNA interference)とは、二本鎖RNAにより配列特異的に遺伝子発現が抑制される
現象をいう。
【００１７】
　本発明のユーグレナは、ユーグレナ細胞を至適温度で培養した後、ワックス生産プロセ
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スのみ温度を下げ、低温での低酸素処理を施して、ワックスエステルを低分子化したユー
グレナである。また、至適温度における培養をビタミンB12欠乏培地で培養したものであ
ってもよいし、3-ケトアシルCoAチオラーゼ（KAT）1遺伝子の発現が抑制されたユーグレ
ナを原料として至適温度での培養と低温での低酸素処理を行ったものであってもよい。
　本発明のユーグレナは、炭素原子数２４～２６のうちいずれかの鎖長のワックスエステ
ル化合物を主成分とし、炭素原子数１２の鎖長の脂肪酸を主成分とする脂肪酸と炭素原子
数１２の鎖長の脂肪アルコールを主成分とする脂肪アルコールがエステル結合してなるワ
ックスエステルを含有する。本発明のユーグレナは、3-ケトアシルCoAチオラーゼ（KAT）
1遺伝子の発現が抑制されたものであってもよい。
【００１８】
＜ユーグレナ＞
　ユーグレナとは、動物学や植物学の分類でユーグレナ属（Euglena）に分類される植物
、その変種、その変異種のすべてを含む。
【００１９】
　ここで、ユーグレナ属（Euglena）の微生物とは、動物学では原生動物門（Protozoa）
の鞭毛虫綱（Mastigophorea）、植物鞭毛虫亜綱（Phytomastigophorea）に属するミドリ
ムシ目（Euglenida）のユーグレノイディナ亜目（Euglenoidina）に属する微生物である
。一方、ユーグレナ属の微生物は、植物学ではミドリムシ植物門（Euglenophyta）のミド
リムシ藻類綱（Euglenophyceae）に属するミドリムシ目（Euglenales）に属している。
【００２０】
　ユーグレナ属の微生物としては、具体的には、Euglena acus、Euglena caudata、Eugle
na chadefaudii、Euglena deses、Euglena gracilis、Euglena granulata、Euglena inte
rmedia、Euglena mutabilis、Euglena oxyuris、Euglena proxima、Euglena spirogyra、
Euglena viridis、Euglena vermiformis、Euglena intermedia, Euglena pirideなどが挙
げられる。このうち特に、広く研究に利用されているユーグレナ　グラシリス（Euglena 
gracilis）が好適である。特に、ユーグレナ・グラシリス（E. gracilis）Ｚ株が挙げら
れる。
　また、そのほか、ユーグレナ・グラシリス・クレブス，ユーグレナ・グラシリス・バル
バチラス等の種や、ユーグレナ・グラシリス（E. gracilis）Ｚ株の変異株ＳＭ－ＺＫ株
（葉緑体欠損株）や変種のvar. bacillaris、これらの種の葉緑体の変異株等の遺伝子変
異株を用いてもよい。また、その他のユーグレナ類、例えばAstaia longaを用いてもよい
。
　ユーグレナ属は、池や沼などの淡水中に広く分布しており、これらから分離して使用し
てもよく、また、すでに単離されている任意のユーグレナ属を使用してもよい。
【００２１】
　本発明のユーグレナは、その全ての変異株を包含する。また、これらの変異株の中には
、遺伝的方法、たとえば組換え、形質導入、形質転換等により得られたものも含有される
。
【００２２】
＜ユーグレナの低酸素状態におけるワックスエステル生産経路＞
　ユーグレナは、図１に示すように、低酸素状態では蓄積したパラミロンを出発物質とし
て、ワックスエステルを発酵生産する。
　微生物は嫌気状態に曝されると、解糖系から生じる還元力を消費するため発酵を行う。
　低酸素状態のユーグレナにおいては、ワックスエステル発酵が還元力を消費する役割を
担っている。
　図１に示すように、低酸素状態に曝露されたユーグレナは、パラミロンを分解し、グル
コース単位に分解する。その後、解糖を経て生産したピルビン酸はミトコンドリアでアセ
チルCoAに変換された後ATPを消費しない図２のde novo脂肪酸合成系を経て、アシルCoAを
合成する。アシルCoAはミクロソームに輸送されワックスエステルへと合成されると考え
られている。



(6) JP 6742111 B2 2020.8.19

10

20

30

40

50

【００２３】
　ワックスエステル発酵はユーグレナの持つ独特な代謝系の一つであり、脂肪酸β酸化の
逆行反応によるアセチルCoAからのde novo脂肪酸合成が含まれている（Inui et al.,（19
82）:FEBS LETERS ,150（1）, 89-93）。この経路はATP消費を伴わない反応により構成さ
れており、解糖より生じた還元力を消費することができる。これにより、ユーグレナは低
酸素状態においても、ワックスエステル発酵によりATPを獲得しながら酸化還元バランス
を維持し生存する。
　他の生物の発酵形式として代表的なものにはエタノール発酵や乳酸発酵があるが、これ
らの発酵産物は水溶性であるため細胞内の代謝に干渉するとともに、細胞外へ放出される
。
　一方、ワックスエステルは不溶性であり、細胞への毒性が低いと考えられ、細胞内に蓄
積される。また、低酸素条件下で蓄積したワックスエステルは好気条件になると分解され
てエネルギー産生に用いられる。よって、ワックスエステル発酵は他生物の発酵に比べて
炭素源のロスが少ない低酸素条件下でのエネルギー獲得系であるといえる（北岡正三郎
（1989）: ユーグレナ 生理と生化学 学会出版センター）。
【００２４】
＜ユーグレナのde novo脂肪酸伸長酵素＞
　ユーグレナミトコンドリアでは低酸素下で機能する脂肪酸合成系が存在する。本合成系
は3-ケトアシルCoAチオラーゼ（EgKAT）によるアセチルCoA2分子の縮合から開始するため
、ATPの消費を伴わずにアシル鎖伸長反応を進行する。
　ユーグレナのワックスエステル発酵における脂肪酸合成はミトコンドリアの脂肪酸β酸
化系の逆反応と考えられている（Inui H et. al.,(1984) : European journal of bioche
mistry, 142 (1),121.126.）。図２に示すように、この反応はエノイルCoAレダクターゼ
、エノイルCoAヒドラターゼ、ヒドロキシアシルCoAデヒドロゲナーゼ、3-ケトアシルCoA
チオラーゼ（KAT）という4つの酵素から成り立っている。
【００２５】
　KATにはアセチルCoAとアシルCoAの縮合を触媒するThiolase I（E.C. 2.3.1.16）とアセ
チルCoA2分子の縮合を触媒するThiolase II（E.C.2.3.1.9）が知られている。
　さらに、Thiolase Iには、様々な基質特異性を持つアイソザイムが細胞内に複数存在し
ている。ユーグレナが持つKATに関しては、β酸化の複合体酵素の研究にてKAT活性の存在
が報告されている（Uwa Winkler et. al., (2003): Plant Physiology, 131, 753-762.）
。しかし、ワックスエステル合成経路で機能するKATアイソザイムに関する報告はこれま
でなかった。KATはアシルCoAの伸長反応を触媒するため、ワックスエステル鎖長制御を行
う上で重要な因子だと考えられる。そこで本発明者らは、ワックスエステル合成系で機能
するKATアイソザイムを探索するとともに、各KATアイソザイムの役割を明らかにするため
に研究を進めた。RNAiを用いたノックダウンによりワックスエステル生産量や組成の制御
を行い、ユーグレナが生産するワックスエステルを改変することを目指した。
【００２６】
＜ワックスエステルの製造方法＞
　本発明のワックスエステルの製造方法は、本発明のユーグレナを培養し、培養したユー
グレナからワックスエステルを抽出することにより、ワックスエステルを製造する方法で
ある。
　本発明のワックスエステルの製造方法では、まず、ユーグレナを、ユーグレナが増殖可
能な増殖至適温度で培養する至適温度培養工程を行う。ユーグレナとして、3-ケトアシル
CoAチオラーゼ（KAT）1遺伝子の発現が抑制されたKAT1ノックダウンユーグレナを用いて
もよい。
　この工程では、ユーグレナの増殖至適温度である２５～２８℃の範囲内の温度で培養を
行う。また、この時、培地に添加するビタミンB12を、通常よりも制限してもよい。ビタ
ミンB12の量は、ユーグレナの細胞分裂を阻害する程度の少ない量とするとよい。
　培地中には、酸素を含む気体、例えば、空気の通気を行う。
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【００２７】
　その後、増殖至適温度よりも低い低温で、かつ酸素の供給のない条件下に、ユーグレナ
を保持する低温低酸素処理工程を行う。
　この工程では、ユーグレナの増殖至適温度よりも低い温度，例えば、０～２５℃，好ま
しくは、１５～２０℃，更に好ましくは、１７℃程度の温度とする。
　また、培地中に酸素を含む気体の通気をしていたものを、停止させ、ユーグレナを沈降
させることにより、培地を低酸素又は酸素欠乏状態とする。
【００２８】
　その後、公知の方法により、ユーグレナからワックスエステルを抽出し、回収する。
　回収したワックスエステルは、バイオ燃料として用いることのできるバイオ燃料組成物
である。ワックスエステルエステルは、単独でバイオ燃料として用いてもよいし、他の燃
料に混合して用いてもよい。
【実施例】
【００２９】
　以下、具体的実施例に基づいて本発明を具体的に説明するが、本発明はこれらに限定さ
れるものではない。
　各実験において、試薬は特に記載の無い限り、市販の特級試薬を用い、その他の材料及
び装置は、文中に記載した。
【００３０】
（実験１　低温低酸素処理）
（（方法））
　本実験では、培養時ではなく細胞を低酸素に曝露する際の温度を、ユーグレナの培養至
適温度である２７℃と、ユーグレナが増殖しない低温である１６℃として低酸素処理を行
い、ワックスエステル合成におよぼす影響について調べた。
・材料及び試薬
　本実験では、葉緑体を有するEuglena gracilis Z株（以下ユーグレナ野生株）をstrept
omycin処理で人工的に葉緑体を永久欠損させた変異体Euglena gracilis SM-ZK株（以下ユ
ーグレナ葉緑体欠損株）（Oda Y. et. al., (1982) : J Gen Microbiol, 128, 853-858.
）を使用した。
【００３１】
・ユーグレナの培養方法
　従属栄養培地として表１のKoren-Hutner培地（KH培地）を用いた。
【００３２】
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【表１】

【００３３】
　500ml容坂口フラスコに、pHを5.0に調整した150mlの表１のKH培地を分注し、121℃、15
分のオートクレーブにより滅菌した。この培地に、4～5日間程度の培養で定常期に達した
ユーグレナ（15～20×106cells/ml）を1ml接種し、24時間の連続光照射条件下、27℃で振
盪培養した。
【００３４】
　細胞数計測には、粒子計数分析装置（CDA-1000）を用いた。10倍ルゴール液を、ヨウ素
1g，ヨウ化カリウム2gにH2Oを全量が300mlになるよう添加して調製した。
　ユーグレナの培養液とルゴール液を1:1の割合で混合することで細胞を固定し、この細
胞液を適宜希釈して使用した。生存率測定はPropidium iodide（PI, Life TechnologiesT
M）による死細胞染色を蛍光観察することにより行った。
【００３５】
・細胞数の測定および生存率測定
　細胞数計測では、ユーグレナ培養液を100μl採取し、0.5μlのPIを添加して約15分間静
置した。その後、プレパラートを作製してHSオールインワン蛍光顕微鏡BZ-9000（KEYENCE
）で観察した。撮影した写真をもとに、（全細胞数－PI染色細胞数）／全細胞数で生存率
を算出した。
【００３６】
・ユーグレナ低酸素曝露方法
　本実験で原料ユーグレナ細胞として用いたユーグレナ葉緑体欠損株は、静置すると培養
容器の底へ沈む性質があった。静置して沈降した条件では、通気が悪く、さらに溶存酸素
は自らの呼吸によって消費されることから、細胞は低酸素状態にあると考えられる。そこ
で、本実験では、低酸素状態とは、ユーグレナ細胞を静置した状態と規定した。
【００３７】
　好気状態で対数増殖期後期まで生育させたユーグレナ細胞1.5 mlを1.5mlエッペンドル
フチューブに移し、温度を16℃（低温）、27℃（通常時の培養温度）に設定したインキュ
ベーター内で静置することにより低酸素処理を行った。
【００３８】
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・パラミロンの抽出・定量
　遠心分離（17400×g,1分）により、約0.5×106cellsのユーグレナを回収し、蒸留水で
洗浄した後、上清を完全に除去した。パラミロン抽出はYokotaらの方法（Yokota A et. a
l., (1982) : Arch. Biochem. Biophys. 213 (2), 530-537.）に従って行った。定量はフ
ェノール硫酸法（Hodge J. E., Hofreiter, B. T. (1962) In Method in Carbohydrate C
hemistry, 1, 380-394.）により行い、既知濃度のグルコース水溶液をスタンダードとし
て用いた。
【００３９】
・ワックスエステル抽出分析法
　1.5 mlエッペンドルフチューブにユーグレナ培養液1.5 mlを移し、24h静置して低酸素
処理を行った。その後遠心分離（17400×g,1分,4℃）し上清を除去した後、蒸留水で洗浄
し、完全に上清を除去した。ワックスエステル抽出及び定量は、Inuiらの方法（Inui, H 
et.al.,（1982））に従って行った。ガスクロマトグラフィーはGC-2014を用い、2.5% The
rmon-3000カラムで、235℃の恒温分析により測定した。スタンダードには、既知濃度のC1
4:0-C14:0Alcを用いた。
【００４０】
・ワックスエステルの精製
　粗抽出ワックスエステルをシリカゲルカラムクロマトグラフィーにより精製した。シリ
カゲルカラムは脱脂綿で先細部を密栓したパスツールピペット（直径5mm）にシリカゲル6
0（230-400mesh、Merck）を充填することにより作製した。溶媒はヘキサン、溶出は1％ジ
エチルエーテルを含むヘキサンで行った。
・ワックスエステルのケン化 
　ワックスエステルのケン化はInuiらの方法（Inui H et al. (1983)）に従って行い、脂
肪酸画分(FA)と脂肪アルコール画分（FAlc）を獲得した。
【００４１】
・脂肪酸のメチル化 
　ワックスエステルのケン化により獲得した脂肪酸に対して、トリメチルシリルジアゾメ
タンによるメチル化処理を行い、脂肪酸メチルエステルを獲得した。まず、トルエン、ヘ
キサン、メタノールを1:1:1で混合し、混合液200μlで脂肪酸サンプルを溶解させた。ト
リメチルシリルジアゾメタンを10μl添加して数分放置した。反応後、飽和食塩水を200μ
l加えて混合後遠心し、有機相（上層）と水相（下層）を分離させた。有機相を回収・乾
固し、脂肪酸メチルエステル画分(FAME)とした。
【００４２】
・脂肪アルコール、メチル化脂肪酸の分析
　ガスクロマトグラフィーはGC-2014を用い、2.5%Thermon-3000カラムで、155℃の恒温分
析により脂肪酸メチルエステル、脂肪アルコールを測定した。保持時間のスタンダードと
してC12-Alc、C14-Alc、C12-FAME、C14-FAMEを用いた。 
【００４３】
・示差走査熱量計（DSC）によるモデル燃料作製の熱特性解析
　モデル燃料を用いて示差走査熱量測定（DSC6100、Seiko Instruments Inc.）により熱
分析を行った。
　示差走査熱量計（DSC）とは、一定の熱を与えながら、基準物質と試料の温度を測定し
て、試料の熱物性を温度差として捉え、試料の状態変化による吸熱反応や発熱反応を測定
する装置である。
　目的ワックスエステルの脂肪酸・脂肪アルコール組成をもとに市販の脂肪酸メチルエス
テルと脂肪アルコールを混合後湯煎により融解し、DSCサンプルとした。
　-150℃から80℃までを5℃/分で加熱し、続けて-150℃まで冷却する2ステップのプログ
ラムで凝固点、融点の測定を行った（Dunn RO, (1999) : Thermal analysis of alternat
ive diesel fuels from vegetable oils., J AM oil Chem Soc, 76, 109-115.）。
【００４４】
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（（結果））
・培養温度が低酸素状態のパラミロン分解におよぼす影響
　対数増殖期後期まで27℃振盪培養したユーグレナ細胞を27℃（対比例１）、16℃（実施
例１）の温度条件で低酸素処理し、処理前（0時間）および24時間後の細胞の貯蔵パラミ
ロン量を、（（方法））の「・パラミロンの抽出・定量」に示した方法で測定した。結果
を、図３に示す。
　図３の結果より、16℃での低酸素処理（実施例１）により、27℃（対比例１）と比べて
パラミロン分解量は減少した。
【００４５】
・培養温度によるワックスエステル合成への影響
　27℃で3日間振盪培養したユーグレナ細胞を27℃（対比例１）、16℃（実施例１）の温
度条件で低酸素処理した。
　24時間後に細胞ワックスエステルを抽出し、（（方法））の「・ワックスエステル抽出
分析法」に示した方法で測定した。ワックスエステルの総量を図４、鎖長ごとのワックス
エステル量を図５に示した。ここでのワックスエステル総量とは、炭素鎖長20から32の各
鎖長ワックスエステル量の合計とする。
【００４６】
　図４に示すように、16℃での低酸素処理（実施例１）により、ワックスエステル総量は
27℃低酸素処理区（対比例１）の約50％となった。図５に示すように、27℃低酸素処理区
（対比例１）では、最も量の多いワックスエステル分子種（以下ワックスエステル組成ピ
ークと記載）はC28であったが、16℃低酸素処理区（実施例１）ではC26に変化した。C24
、C25のワックスエステルは16℃処理区（実施例１）において、27℃処理区（対比例１）
と比較して絶対量が増加していた。
【００４７】
・脂肪酸組成、脂肪アルコール組成の変動
　粗抽出ワックスエステルを（（方法））の「・ワックスエステルの精製」「・ワックス
エステルのケン化」に示した方法で精製、ケン化し、脂肪アルコールと脂肪酸を獲得した
。脂肪酸は（（方法））の「・脂肪酸のメチル化」に示した方法でメチル化した。脂肪酸
メチルエステル、脂肪アルコールを（（方法））の「・脂肪アルコール、メチル化脂肪酸
の分析」に示した方法で測定した。脂肪酸組成の測定結果を図６に、脂肪アルコール組成
の測定結果を図７に示す。
【００４８】
　図６より、16℃での低酸素処理（実施例１）により、脂肪酸組成は、27℃低酸素処理（
対比例１）と比べC12、C13の割合が増加し、C14より長鎖脂肪酸の占める割合は減少した
。
　図７より、16℃での低酸素処理（実施例１）により、脂肪アルコール組成は、27℃低酸
素処理（対比例１）と比べC12、C13の割合が増加し、C14より長鎖脂肪アルコールの占め
る割合は減少した。
【００４９】
・低温処理によるモデル燃料の凝固点変化
　図４の脂肪酸組成、図５の脂肪アルコール組成をもとに脂肪酸メチルエステルと脂肪ア
ルコールを混合し、27℃処理区モデル燃料（対比例１）と低温処理区モデル燃料（実施例
１）を作製した。
　（（方法））の「・示差走査熱量計（DSC）によるモデル燃料作製の熱特性解析」の方
法により、モデル燃料の凝固点を測定した。測定結果を、図８に示す。
　27℃処理モデル燃料（対比例１）の凝固点は20℃、低温処理モデル燃料（実施例１）の
凝固点は15.7℃であり、低温処理を行うことで約4℃凝固点が低下した。
【００５０】
　ユーグレナの増殖過程を含めて16℃の低温で行う場合には、ユーグレナの増殖が遅く、
全体として培養日数が長くなることが予想されるが、本実験では、実施例１において、予
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めユーグレナを27℃で振盪培養にすることで、4日目に定常期となり、定常期後の細胞に
低酸素処理を行うことにより、培養日数を減らしつつ低温適性が向上したワックスエステ
ルの獲得に成功した。
【００５１】
　低温条件で低酸素曝露を行うと、パラミロンの分解量が減少した。そして、ワックスエ
ステルの総量が減少してワックスエステル組成が短鎖側にシフトした。パラミロン分解量
の減少およびワックスエステル総量の減少はユーグレナが低温に曝されたことにより代謝
が低下したためだと考えられる。
【００５２】
（実験２　低温処理とEgKAT1ノックダウンの組み合わせがワックスエステル発酵に及ぼす
影響）
　実験１にて、ユーグレナを低温（16℃）に曝して低酸素処理すると、低分子化したワッ
クスエステルが得られた。そこで、本実験では、低温処理とEgKAT1ノックダウンの組み合
わせがワックスエステル発酵に及ぼす影響を解析した。
【００５３】
（（反応機序））
　ユーグレナ細胞が低酸素状態に陥ると、図１に示すように、細胞内に貯蔵されていたパ
ラミロンがグルコース単位に分解され、解糖系を経てピルビン酸となり、ミトコンドリア
に輸送された後、ピルビン酸:NADP+酸化還元酵素の作用によってアセチルCoAに酸化的脱
炭酸される。その後、ミトコンドリアに局在するde novo脂肪酸合成系でアシルCoAへと変
換され、ミクロソームでワックスエステルへと合成される。ユーグレナの細胞内には、細
胞内局在の異なる3種の脂肪酸合成系が存在する。一つは細胞質に存在する動物型脂肪酸
合成系（FAS I）、もう一つは葉緑体に存在する植物型のACP依存型脂肪酸合成系（FAS II
）、そして上に述べたミトコンドリア局在アセチルCoA依存型脂肪酸合成系である。
【００５４】
　このように、細胞内に複数の脂肪酸合成系が存在する生物は非常に珍しい。FAS IとFAS
 IIはアセチルCoAのマロニルCoAへの活性化のステップから開始され、この反応でATPを消
費する。そのため、解糖と組み合わせても正味のATPを獲得できない。
　しかしミトコンドリアに存在する脂肪酸合成系は、図２に示すように、アセチルCoAの
二分子縮合から始まる脂肪酸β酸化の逆行で脂肪酸が合成され、この反応ではATPを消費
しないため、低酸素状態でも脂肪酸を合成とエネルギー獲得を両立することができる。一
般的な生物でのβ酸化の逆行反応において、エノイルCoAの還元によるアシルCoA合成を触
媒するエノイルCoAレダクターゼは、C4基質であるクロトニルCoAに作用しない。そのため
、この系でのde novo脂肪酸合成はできず、中鎖脂肪酸の伸長反応系として機能している
。
【００５５】
　一方、ユーグレナにおいては基質特異性の異なる3種のアイソザイムが存在し、そのう
ち1種がC4基質クロトニルCoAに高い基質特異性を持つ。このことによりユーグレナでは、
β酸化の逆行経路で脂肪酸のde novo合成が可能となっている。
【００５６】
　3-ケトアシルCoAチオラーゼ（KAT）は脂肪酸β酸化及びその逆行経路で機能する酵素で
あり、図２において、アシルCoAとアセチルCoAのクライゼン縮合反応を触媒し3-ケトアシ
ルCoAを合成する。この反応によりアシルCoAの炭素鎖長は2個分伸長する。
　一般的な生物は基質特異性の異なるKATアイソザイムを複数持っている。ユーグレナワ
ックスエステル合成系においても基質特異性の異なる複数のKATアイソザイムが機能して
いると考えられる。本発明者らは、これらのKATアイソザイムを制御することはワックス
エステル組成の改変につながると考えた。
【００５７】
　本発明者らは、調査を行ったところ、ユーグレナESTデータベース上（TBestDB）で6種
のEgKATアイソザイム（EgKAT1～6）の存在を見出した。
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　本実験では、ワックスエステル生産において機能するEgKATアイソザイムを特定し、そ
れらの発現制御がワックスエステル生産に及ぼす影響を明らかにするために、RNAiによる
EgKAT遺伝子のノックダウンを行った。
【００５８】
（（EgKAT遺伝子のノックダウン））
・半定量RT-PCR 
　好気状態で3日間培養したユーグレナからtotal RNAを抽出し、逆転写によりcDNAを獲得
した。半定量RT-PCRによって各遺伝子の発現量を調べた。 
　以下、半定量RT-PCRについて説明する。 
-ユーグレナ細胞からのtotal RNAの抽出
　RNAの抽出にはISOGEN II（NIPPON GENE）を用いた。試薬は、原則としてRNase freeの
ものを用い、水はDEPC処理したものを使用した。
　500μlのユーグレナ培養液から遠心によりユーグレナ細胞ペレットを回収し、500μlの
ISOGEN IIを加えて完全に懸濁した。200μlのDEPC水を加え、15秒間激しく攪拌し、室温
で15分静置した。遠心分離（17400×g、15℃、15分）を行った後、沈殿付近を取らないよ
うに上清画分から500μl回収した。これに2.5μlのp-ブロモアニソールを加え、15秒間激
しく撹拌し、室温で5分静置した。遠心分離（17400×g、15℃、10分）を行った後、沈殿
付近を取らないように上清画分から300μl回収した。回収した液量と同量のイソプロパノ
ールを添加し、転倒混和後、室温で10分静置した。遠心分離（17400×g、15℃、10分）後
、上清を捨て、沈殿に対して500μlの75%エタノールを加え、遠心分離した（7700×g，15
℃，3 分）。75％エタノールで再度沈殿を洗浄し、遠心分離した（7700×g，15℃，3分）
。上清を完全に取り除き、12μlのDEPC水で溶解した。RNA濃度は分光光度計によって、A2
60値を測定することで求めた。 
【００５９】
-逆転写反応
　total RNAを鋳型として、PrimeScriptR RT reagent Kit with gDNA Eraser（Perfect R
eal Time）により逆転写反応を行った。
　表２の反応液（１）を42℃で2分インキュベートし、氷上で急冷した。
【００６０】
【表２】

【００６１】
　反応液（１）に、表３の反応液（２）を加え混合後、37℃で15分、85℃で5秒インキュ
ベートすることで、cDNAを得た。
【００６２】
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【表３】

【００６３】
-半定量PCR
　合成したcDNAを鋳型として、表４～表６の条件で半定量PCRを行った。半定量用PCRプラ
イマーとして、表６に示すプライマー（上の行から順に配列番号１～１２）を用いた。ま
た、反応後の確認は1%ゲルを用いたアガロースゲル電気泳動により行った。
【００６４】

【表４】

【００６５】
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【表５】

【００６６】
【表６】

 
【００６７】
　また、ハウスキーピング遺伝子としてα-チューブリンを採用した。α-チューブリンcD
NA断片の増幅には表７の配列番号１３，１４のプライマーを用い、18サイクルの反応によ
り行った。
【００６８】

【表７】

【００６９】
-二本鎖RNA（以下dsRNA）の作製
　逆転写により獲得したcDNAを用い、両端にT7配列を付加したEgKAT cDNA部分断片をPCR
により増幅、精製した。精製後のcDNA断片500ngもしくは1μgをT7転写反応に用いた。T7
転写反応以降はMEGAscript（登録商標）RNAi Kit（Applied Biosystems）を用いて各EgKA
Tに対応するdsRNAを作製した。
　dsRNA用プライマー（上の行から順に配列番号１５～２６）を、表８に示す。
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【００７０】
【表８】

【００７１】
-エレクトロポレーション法を用いたRNAi
　PBS（+）で二度洗浄した10×106cells/mlのユーグレナ細胞400μl、15μg分の二本鎖RN
Aをキュベットに入れ、軽くピペッティングした。PBS（+）の組成は、表９の通りである
。
【００７２】

【表９】

【００７３】
　その後、装置にBMS-ECM630を用い、二本鎖RNA15μgについて、抵抗50Ωで、エレクトロ
ポレーションを行った。この際、ネガティブコントロールにはdsRNAの代わりにTE buffer
（0mM Tris-HCl（pH8.0），1mM EDTA（pH8.0））を15μl使用した。
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　なお、同じ反応系に対して電圧と電気容量の組合せを、1回目0.5kV,120μF，2回目1.2k
V,50μFに変えて2回の電気パルスを与えた。
【００７４】
　キュベットはGap長さが2mmのものを用いた。パルス後の細胞を回収し、KH培地1mlが入
った5mlプラスチックチューブに移した後、蓋をパラフィルムで固定し、ローテーターで
旋回培養した。27℃で、3h旋回培養した後、KH培地3mlが入った試験管に150μl移すこと
で継代し、27℃で振盪培養した。
【００７５】
（（結果））
・RNAiによるEgKAT mRNA発現抑制効果の確認
　（（方法））の「-二本鎖RNA（以下dsRNA）の作製」「-エレクトロポレーション法を用
いたRNAi」により、EgKAT RNAiを行った細胞およびコントロール細胞を対数増殖期後期ま
で振盪培養した。（（方法））の「-ユーグレナ細胞からのtotal RNAの抽出」により、培
養後の細胞からtotal RNAを抽出し、「-逆転写反応」により逆転写を行った後、半定量RT
-PCRによってEgKAT mRNA発現量を調べた。
　結果を、図９に示す。図９のように、EgKATノックダウン細胞が得られていた。
【００７６】
・EgKATのノックダウンによる細胞の生育、生存への影響
　RNAiを行った細胞の好気状態における増殖曲線を測定した。測定結果を、図１０のグラ
フに示す。
　図１０の結果より、好気状態の生育において、コントロール細胞とEgKATノックダウン
細胞の間に差は認められなかった。このことから、好気状態において、EgKATのノックダ
ウンはユーグレナの生育に影響を及ぼさないことが明らかになった。
【００７７】
　次に、3日間振盪培養した細胞を低酸素処理し、48時間後の細胞の生存率を測定した。
表１０に、結果を示す。
【００７８】
【表１０】

【００７９】
　表１０の結果より、低酸素状態において、EgKAT3ノックダウン細胞では生存率が約50％
にまで低下していた。また、コントロール細胞とEgKAT3を除くEgKATアイソザイムノック
ダウン細胞では生存率は70%以上であり、ほぼ同等の生存率を示した。
【００８０】
・EgKATのノックダウンによるパラミロンの合成・分解への影響
　EgKAT RNAiを行った細胞およびコントロール細胞を3日間振盪培養した後、低酸素処理
し、0時間および48時間後に細胞内パラミロン量を実験１（（方法））の「・パラミロン
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の抽出・定量」に示した方法で測定した。結果を、図１１のグラフに示す。
　図１１の結果より、低酸素培養0時間および48時間後のパラミロン量はコントロール細
胞とノックダウン細胞の間で大きな差はなかった。
【００８１】
・低温処理とEgKAT1ノックダウンの組み合わせがワックスエステル総量におよぼす影響
　EgKAT1 RNAiを行った細胞およびコントロール細胞を好気状態で4日間生育させた細胞を
27℃または16℃で低酸素処理し、24時間後の細胞内に存在するワックスエステルを実験１
と同様の方法で抽出し、分析した。
　図１２に、27℃・コントロール細胞（対比例２）および16℃・EgKAT1ノックダウン細胞
（実施例２）のワックスエステル総量、図１３に炭素鎖長別のワックスエステル量を示す
。
【００８２】
　図１２に示すように、二つの因子を組み合わせた16℃・EgKAT1ノックダウン細胞（実施
例２）において、ワックスエステル総量は27℃・コントロール細胞（対比例２）の約40%
となった。
　図１３に示すように、ワックスエステル組成ピークは27℃・コントロール細胞（対比例
２）ではC28であることに対して、組み合わせた16℃・EgKAT1ノックダウン細胞（実施例
２）において、C24、C25の割合が高くなり、C21～C25の絶対量も27℃・コントロール細胞
（対比例２）と比べて高くなった。
【００８３】
・低温処理とEgKAT1のノックダウンの組み合わせが脂肪酸、脂肪アルコール組成におよぼ
す影響
　粗抽出ワックスエステルを実験１の（（方法））「ワックスエステルの精製」「ワック
スエステルのケン化」に示した方法で精製、ケン化し、脂肪アルコールと脂肪酸を獲得し
た。脂肪酸は実験１の（（方法））「脂肪酸のメチル化」に示した方法でメチル化した。
脂肪酸メチルエステル、脂肪アルコールを実験１の（（方法））「脂肪アルコール、メチ
ル化脂肪酸の分析」に示した方法で精製し、脂肪酸組成は図１４、脂肪アルコール組成は
図１５に示す。
【００８４】
　図１４より、27℃・コントロール（対比例２）の脂肪酸組成ではC14の割合が最も高い
が、16℃・EgKAT1 RNAi（実施例２）ではC12の割合が最も高くなり、C11の割合も増加し
た。
　図１５より、脂肪アルコールについても、16℃・EgKAT1 RNAi（実施例２）によりC11、
C12の割合が増加した。
【００８５】
・DSCによるモデル燃料の熱特性解析
　図１４の27℃・Control（対比例２）、16℃・EgKAT1 RNAi（実施例２）の脂肪酸組成、
図１５の脂肪アルコール組成をもとに脂肪酸メチルエステルと脂肪アルコールを混合し、
27℃・Controlモデル燃料（対比例２）と16℃・EgKAT1 RNAiモデル燃料（実施例２）を作
製した。実験１の（（方法））の「・DSCによるモデル燃料の熱特性解析」の方法により
、モデル燃料の凝固点・融点を測定した。
　結果を図１６に示す。図１６に示すように、コントロールモデル燃料（対比例２）の凝
固点は20℃、低温処理モデル燃料（実施例２）の凝固点は7.2℃であり、低温処理を行う
ことで約13℃凝固点が低下した。
【００８６】
（実験１及び２まとめ）
　ユーグレナのKATに関し、ワックスエステル合成経路で機能するKATアイソザイムは知ら
れていない。本発明者らは、ワックスエステル合成系で機能するKATアイソザイムを探索
するとともに、各KATアイソザイムの役割を明らかにするために研究を進めた。さらにRNA
iを用いたノックダウンによりワックスエステル生産量や組成の制御を行い、ユーグレナ
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が生産するワックスエステルを改変することを目指した。
　その結果、ユーグレナESTデータベース上（TBestDB）で6種のEgKATアイソザイム（EgKA
T1～6）の存在を見出した。表１１，表１２のように、EgKAT1およびEgKAT2のノックダウ
ンにより、ワックスエステル総量はほとんど変化しなかったが、ワックスエステルが低分
子化した。
【００８７】
【表１１】

【００８８】
【表１２】

【００８９】
　このことから、EgKAT1、EgKAT2が中鎖から長鎖のアシルCoA合成に関与することが分か
った。
　また、EgKAT1、EgKAT2のノックダウンを比較すると、EgKAT1をノックダウンした際、C1
2、C13の割合がより増加した。このことからEgKAT1がより中鎖側、EgKAT2が長鎖側のアシ
ルCoA合成に寄与していると考えられた。 
　EgKAT3ノックダウン細胞を低酸素培養したとき、表１０及び表１１のように、生存率と
ワックスエステル総量が減少したが、表１２のように、ワックスエステル組成はほとんど
変化しなかった。このことから、表１３に示すように、EgKAT3が短鎖のアシル-CoA合成に
関与し、アシルCoA伸長反応における律速段階であると推測された。
【００９０】
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【表１３】

【００９１】
　EgKAT3のノックダウンにより短鎖アシルCoA合成が抑制された結果、ワックスエステル
合成が継続できず、細胞は低酸素状態での酸化還元バランスを保つことが困難となり、生
存率が減少したと考えられる。
　脂質代謝酵素の代謝制御によるワックスエステル組成の改変というアプローチから、実
験２ではEgKAT1の発現抑制がワックスエステルの低分子化に有効であることを明らかとし
た。ここで、実験１の培養条件によるワックスエステル組成改変のアプローチにおいて、
同様にワックスエステル低分子化に有効な因子であった低温でのワックスエステル生産と
、EgKAT1ノックダウンを組み合わせることにより、ワックスエステル組成がどのように変
化するかを調べた。
　その結果、ワックスエステル組成のピークは27℃・コントロール（対比例２）のC28か
らC24（実施例２）までシフトしており、2つの異なる低分子化のアプローチを組み合わせ
ることによってワックスエステルのさらなる低分子化に成功した。
　以上の結果より、低酸素状態のユーグレナ細胞においてワックスエステル生産量および
組成に影響を与える因子を見出した。さらに、複数のアプローチによって見出したこれら
の因子を組み合わせることにより、低温特性が大幅に向上したワックスエステル由来燃料
を生産することに成功した。
　つまり、低酸素状態のユーグレナ細胞において、EgKAT1及び／又はEgKAT2をノックダウ
ンしたユーグレナ細胞を増殖至適条件で培養し、定常期に達した後、低酸素処理を27℃（
対比例２）よりも低く、ユーグレナ細胞の増殖至適温度より低い16℃で低酸素処理を行う
ことにより（実施例２）、低温特性が大幅に向上したワックスエステル由来燃料を生産す
ることができた。
【００９２】
（実験３　ビタミンB12量を制限することがユーグレナのワックスエステル発酵に与える
影響）
　ビタミンB12を添加しない培地やビタミンB12を通常量より減らした培地でユーグレナを
生育させると、細胞が肥大化することが知られている。その理由として、補酵素型ビタミ
ンB12を要求するメチオニンシンターゼが葉酸代謝経路において重要な役割を果たしてお
り、葉酸が関与する核酸合成が低下するため、細胞分裂が阻害されることが一因であると
考えられている。
　また、ビタミンB12はメチルマロニルCoAムターゼの補酵素としても機能している。メチ
ルマロニルCoAムターゼはスクシニルCoAとメチルマロニルCoAの相互変換反応を触媒する
酵素である。この酵素は、従来プロピオン酸を炭素源として細胞が生育する際に、プロピ
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オン酸をプロピオニルCoAに変換後、コハク酸まで代謝する経路内で機能することが知ら
れてきた。
　また、代謝予測からこの経路の逆向き反応、つまりコハク酸からプロピオニルCoAを生
成する経路に寄与することも示唆されているが、実験的な証明はされてこなかった。プロ
ピオニルCoAはワックスエステルの奇数鎖アシル基原料として重要な化合物であるため、
ビタミンB12の細胞内量はワックスエステル代謝に大きく影響するのではないかと考えた
。
　本実験では、培地中のB12量を制限することがユーグレナのワックスエステル発酵に与
える影響を解析した。
【００９３】
（（方法））
　材料および実験方法に関して、以下に記載のない部分は、実験１及び２と同様の方法で
行った。
・ユーグレナの培養方法
　従属栄養培地として、表１のKoren-Hutner培地（KH培地）を用いた。ビタミンB12制限K
H培地（B12-limited培地）は従来のKH培地中に含まれるB12を1/10量に調製した。500ml容
坂口フラスコに、pHを5.0に調整した150mlのKH培地を分注し、121℃、15分のオートクレ
ーブにより滅菌した。この培地に、4～5日間程度の培養で定常期に達したユーグレナ（通
常KH培地：15～20×106cells/ml、B12-limited培地：6～8×106cells/ml）を1ml接種し、
24時間の連続光照射条件下、27℃で振盪培養した。
【００９４】
（（結果））
・ビタミンB12制限による生育への影響
　KH培地（コントロール）またはB12-limited培地で振盪培養を行い、培養日数ごとに細
胞を回収して細胞数を実験１（（方法））の「・細胞数の測定および生存率測定」に示し
た方法で測定した。
　測定結果を、図１７に示す。図１７の結果より、ビタミンB12制限培地での生育により
、定常期での細胞数はコントロールの約50%となった。
　また、細胞体積を測定したところ、ビタミンB12制限培養4日目の細胞の細胞体積はコン
トロールの同日の細胞と比較して約2倍に増加していた。
【００９５】
・ビタミン B12 制限によるパラミロン分解への影響
　好気状態で対数増殖期後期まで生育させたユーグレナ細胞を、27℃、16℃で低酸素処理
し、0時間または24時間後に細胞の貯蔵パラミロン量を実験１（（方法））の「・パラミ
ロンの抽出・定量」に示した方法で測定した。
　測定結果を、図１８に示す。図１８の結果より、ビタミンB12制限は好気状態での細胞
内パラミロン蓄積量を増加させた（コントロール細胞の約5倍）。また、このときコント
ロール細胞との体積差は2倍程度であったことから、細胞体積の差以上にビタミンB12制限
細胞は多量のパラミロンを細胞内に蓄積していることが明らかとなった。27℃低酸素処理
を行うと、パラミロンは両細胞内でともに分解されていた。
【００９６】
・ビタミンB12制限によるワックスエステル発酵への影響
　好気状態で4日間生育させたユーグレナ細胞（コントロール、ビタミンB12制限細胞）を
27℃で低酸素処理し、24時間後に細胞を回収後、ワックスエステルを抽出し、測定した。
　ワックスエステルの総量を、図１９に、鎖長ごとのワックスエステル量を、図２０に示
す。
　図１９のように、ビタミンB12制限により細胞あたりのワックスエステル総量は増加し
た（通常KH培地の約1.4倍）。この増加は、細胞体積の増加によるものである。また、図
２０のように、ビタミンB12制限により、奇数鎖ワックスエステル量（C27、C29）が減少
し、奇数鎖ワックスエステルの占める割合は約5.5%となった。
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【００９７】
・脂肪酸組成、脂肪アルコールの変動
　「・ビタミンB12制限によるワックスエステル発酵への影響」で得た粗抽出ワックスエ
ステルを精製、ケン化し、脂肪アルコールと脂肪酸を獲得した。さらに脂肪酸はメチル化
し、脂肪酸メチルエステルとした。得られた脂肪アルコールと脂肪酸メチルエステルをGC
により分析した。
　結果を、図２１，図２２に示す。図２１，図２２に示すように、ビタミンB12制限によ
り奇数鎖脂肪酸・脂肪アルコールの割合が大きく減少した（全体の約5.5％）。
【００９８】
（（実験３まとめ））
　本実験では、培地中のビタミンB12量を通常KH培地の1/10に制限した際、低酸素状態の
ワックスエステル発酵におよぼす影響を調査した。
　本実験では、ビタミンB12制限は好気状態の生育に影響を与えていた。定常期の細胞数
が減少し（通常KH培地の約50％）、細胞内パラミロン量が増加した。ビタミンB12制限細
胞を低酸素処理すると、通常KH培地での低酸素処理と比べて、ワックスエステル総量は増
加し（通常KH培地の約1.4倍）、奇数鎖脂肪酸・脂肪アルコールの割合が大きく減少して
いた（全体の約5.5%）。
【００９９】
　本発明者らは、ビタミンB12はメチルマロニルCoAムターゼの補酵素であり、本酵素が奇
数鎖脂肪酸合成の出発物質を合成する反応にて作用すると予測し、B12制限はワックスエ
ステル発酵での奇数鎖脂肪酸合成に影響を与えると推測していた。
　本実験を行ったことにより、実際にビタミンB12制限により、奇数鎖脂肪酸・脂肪アル
コールの割合が減少することが明らかになった。ビタミンB12はワックスエステル発酵に
おいて奇数鎖脂肪酸を合成に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。培地成分
を制限することによってワックスエステル組成を改変することは、コストを抑えて目的用
途にあったバイオ燃料を作り出すという観点から、非常に有効であることが分かった。
【０１００】
（実験４　低温条件（16℃），ビタミンB12欠乏条件及びEgKAT1のノックダウンとの組合
せによる影響の検討）
　本実験では、低温条件（16℃）によるワックスエステルの低分子化、ビタミンB12欠乏
による奇数鎖脂肪酸・脂肪アルコールの割合減少、EgKAT1のノックダウンによるワックス
エステルの低分子化をそれぞれ組み合わせた場合のワックスエステル組成変化について検
討した。
（（方法））
　材料および実験方法は、実験１～３と同様の方法を用いて行った。
（（結果））
・RNAiによるEgKAT1 mRNA発現抑制効果の確認
　EgKAT1のノックダウンを行った細胞およびコントロール細胞を、好気状態で4日間生育
させ、同様に半定量RT-PCRによってEgKAT mRNA発現量を調べた。結果を、図２３に示す。
図２３に示すように、EgKAT1 mRNAの発現が抑制されていることが確認された。
【０１０１】
・ワックスエステル量の変化
　4日間27℃でKH培地で振盪培養した細胞を27℃（対比例３）、16℃（実施例３）で24時
間低酸素処理し、細胞内ワックスエステルを解析した。同様の試験を、EgKAT1ノックダウ
ン細胞についても行った（対比例４，実施例４）。また、同様の試験を、KH培地の代わり
にB12-limited培地を用いて行った（対比例５，実施例５）。
　結果を、図２４に示す。図２４の結果より、低温（16℃）下で低酸素処理を行った際の
ワックスエステル量は、他の条件（EgKAT1ノックダウン、B12制限）との組み合わせの場
合も含め（実施例３～５）、減少していた。EgKAT1ノックダウンはワックスエステル量に
は大きな影響は及ぼさなかった。
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　ビタミンB12の制限では、細胞体積の変化（B12制限で約2倍に増加）とほぼ同等で、106

細胞あたり約2倍量となった。
【０１０２】
・ワックスエステル組成の変化
　図２５に、各因子の組み合わせによる各炭素鎖長別ワックスエステル量のグラフを示す
。
　図２５Ａのように、コントロール細胞を用いた27℃低酸素処理時（対比例６）において
、C28であったワックスエステル組成ピークが、図２５ＡのEgKAT1のノックダウン細胞を
用いた27℃低酸素処理時（実施例６）ではC26がワックスエステル組成ピークとなり、更
に、EgKAT1のノックダウン細胞を用いた16℃低酸素処理時（実施例８）では、C24がワッ
クスエステル組成ピークとなっていた。
　このように、低温処理とEgKAT1のノックダウンとの組合せ（実施例８）により、ワック
スエステル組成ピークが、C28から、C24にシフトした。
【０１０３】
　また、図２５Ｃにおいて、コントロール細胞を用いたビタミンB12欠乏条件における27
℃低酸素処理時（対比例７）において、ワックスエステル組成ピークはC28であったが、
ビタミンB12欠乏条件とEgKAT1のノックダウンを組合せた結果（実施例９）、C26がワック
スエステル組成ピークとなった。
　また、図２５Ｃにおいて、C28が大部分を占めていたコントロール細胞を用いた27℃・
ビタミンB12制限（対比例７）と比べて、図２５Ｄのコントロール細胞を用いた16℃・ビ
タミンB12制限（実施例１０）では、C24・C26のワックスエステル量が増加していた（全
体の約66%）。ビタミンB12制限と16℃低温処理の組合せ（実施例１０）により、ワックス
エステル組成ピークはC26となった。
　さらに、ビタミンB12制限と16℃低温処理にEgKAT1のノックダウンを組合せると（実施
例１１）、図２５Ｄに示すように、C24がワックスエステル組成ピークとなった。
【０１０４】
・EgKAT1のノックダウンと低温低酸素処理による脂肪酸画分、脂肪アルコール画分組成の
変化
　4日間27℃で振盪培養した細胞を、27℃、16℃で24時間低酸素処理し、細胞内ワックス
エステルを実験１に示す方法により抽出し、精製とケン化を行った。脂肪酸はメチル化を
行い、実験１に示す方法により脂肪酸、脂肪アルコールを解析した。
　図２６に脂肪酸組成の解析結果、図２７に脂肪アルコール組成の解析結果を示す。
【０１０５】
　図２６Ａのように、27℃において、コントロール細胞（対比例６）及びEgKAT1ノックダ
ウン細胞（実施例６）では、それぞれ、C14,C13が脂肪酸組成のピークであったが、低温
処理とEgKAT1のノックダウンを組合せることにより（実施例８）、図２６Ｂのように、C1
2へと脂肪酸組成ピークがシフトした。
　脂肪アルコールについても同様に、図２７Ａで、27℃コントロール（対比例６）の脂肪
アルコール組成のピークがC14であったのに対し、低温処理とEgKAT1ノックダウンの組合
せにより（実施例８）、図２７Ｂのように、C12が脂肪アルコール組成のピークとなった
。
　ビタミンB12欠乏コントロール細胞（対比例７）ではC14が脂肪酸組成のピークであった
が、ビタミンB12欠乏とEgKAT1のノックダウンを組合せたところ（実施例９）、図２６Ｃ
のように、C12が脂肪酸組成のピークとなった。ビタミンB12欠乏とEgKAT1のノックダウン
に低温処理を加える（実施例１１）と、図２６Ｄのように、C12の割合がさらに増加した
。脂肪アルコールの組成も脂肪酸と似た傾向を示した。
【０１０６】
　本実験では、ワックスエステル組成に変化を与える因子の中から、次の3つの因子につ
いて着目した。すなわち、
1：低温条件（16℃）での低酸素処理によるワックスエステルの低分子化
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2：EgKAT1のノックダウン細胞低酸素処理によるワックスエステルの低分子化
3：ビタミンB12制限細胞の低酸素処理による奇数鎖脂肪酸・脂肪アルコール減少
である。
　これらの3つの因子について、組合せ実験を行った際、それぞれの特徴を併せ持ったワ
ックスエステルが生産されると推測した。そこで、本実験では、各因子を組み合わせ、ワ
ックスエステル組成におよぼす影響を解析した。
　ワックスエステルの低分子化を引き起こす2つの因子（低温条件、EgKAT1ノックダウン
）を組合せた際（実施例８～実施例１０）、ワックスエステル組成ピークはそれぞれの因
子を単独で行った場合（実施例６，実施例７，対比例７）のC26から、C24へとシフトし、
ワックスエステルの更なる低分子化が起きた。このことから、低温条件、EgKAT1のノック
ダウンによるワックスエステル低分子化は異なるメカニズムによって起こっており、組合
せることで相加効果がうまれることがわかった。
　ビタミンB12制限とEgKAT1のノックダウンを組合せた際（実施例９）、ビタミンB12制限
のみ（対比例７）でのワックスエステル組成ピークであるC28から、C26にピークがシフト
した。さらに、上記3種の因子を組み合わせた際（実施例１１）、ワックスエステル組成
ピークはC24となった。
　低酸素処理にビタミンB12制限を組み合わせることにより（対比例７，実施例９～実施
例１１）、偶数鎖の脂肪酸・アルコールを選択的に得ることができた。さらに、低分子化
を引き起こす因子を組合せることで（実施例８～実施例１１）、C12とC14の割合が変化し
たワックスエステルの獲得が可能であると分かった。また、培地成分を制限することはコ
スト削減に有用であり、ワックスエステルを低コストで改変する手段になると期待される
。

【図１】 【図２】

【図３】
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