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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
不ケン化物含量が０．８重量％以下で、かつ、アラキドン酸含量が２０重量％以上であり
、さらに２４，２５－メチレンコレスト－５－エン－３β－オールが０．３重量％以下で
ある微生物由来のアラキドン酸含有食用油脂。
【請求項２】
不ケン化物含量が０．６重量％以下である請求項１の微生物由来のアラキドン酸含有食用
油脂。
【請求項３】
２４，２５－メチレンコレスト－５－エン－３β－オール含量が０．１５重量％以下であ
り、食品が未熟児用調製乳、幼児用調製乳、幼児用食品、又は妊産婦用食品である請求項
１または２の微生物由来のアラキドン酸含有食用油脂。
【請求項４】
前記微生物がアラキドン酸生産能を有するモルティエレラ属のモルティエレラ亜属に属す
る微生物である請求項１ないし３のいずれかの微生物由来のアラキドン酸含有食用油脂。
【請求項５】
前記モルティエレラ亜属に属する微生物が、モルティエレラ属アルピナ種に属する微生物
である請求項４の微生物由来のアラキドン酸含有食用油脂。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
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【産業上の利用分野】
本発明は、不ケン化物の少ない、アラキドン酸生産能を有するモルティエレラ属のモルテ
ィエレラ亜属に属する微生物由来のアラキドン酸含有食用油脂及びこれを配合した食品、
特に乳幼児用調製乳に関する。
本発明において、「不ケン化物」とは、微生物由来のものをいう。従って本発明で不ケン
化物という用語は、後から添加したものを含まない微生物由来のものを指している。
【０００２】
【従来の技術】
アラキドン酸は、子宮筋収縮、弛緩作用、血管拡張、血圧降下作用等、強力かつ多彩な生
理活性を有するプロスタグランジン、トロンボキサン、プロスタサイクリン、ロイコトリ
エン等の前駆物質といわれ、近年注目されているが、特に乳児の発育に必要な成分として
、ＤＨＡ（ドコサヘキサエン酸）とともに急速に研究が進められている。すなわちＬａｎ
ｔｉｎｇらは生後３週間以上母乳で育てた乳児と育児用粉乳で育てた乳児を９歳まで追跡
調査し、行動面などから脳神経の小さな障害の発生率を検討した結果、育児粉乳で育った
子供の脳障害発生率は母乳で育った子供の２倍であると報告した〔ＬＡＮＣＥＴ、Ｖｏｌ
．３４４，１３１９－１３２２（１９９４）〕。このショッキングな結果は母乳には存在
するが育児用粉乳にはほとんど存在しないＤＨＡおよびアラキドン酸などの長鎖不飽和脂
肪酸が脳の発達に関係したためだろうと推測されている。育児用粉乳を、乳児にとって理
想の栄養とされる母乳に近づける研究が以前より行われてきたが、今までそれら母乳の基
本的な栄養素、ビタミン、ミネラルなどと感染防御作用の解明に重点が置かれてきた。し
かしながら最近では、長鎖多価不飽和脂肪酸の脳への影響にも関心が向けられつつある。
このほかにも近年、長鎖不飽和脂肪酸が新生児の脳および網膜の発達に関係しているだろ
うとする結果が相ついで報告されるようになり、未熟児および新生児栄養の領域において
ホットな話題として注目されている。アラキドン酸を大量に含有し、しかも食品、特に乳
幼児用調製乳に安全に使用できる油脂の開発が望まれている。
【０００３】
このようなアラキドン酸は、動物界に広く分布しており、従来、動物の副腎腺や肝臓から
抽出した脂質から分離されている。しかしながらアラキドン酸の含有量は少なく、また原
材料の大量入手が困難であることなどから、アラキドン酸の供給方法としては不十分であ
った。一方、アラキドン酸生産能を有する種々の微生物を培養してアラキドン酸を得る方
法が提案されている。この中でも、特にモルティエレラ属の微生物を用いることによって
、アラキドン酸高含有油脂が得られることが知られている（特開昭６３－４４８９１、特
開昭６３－１２２９０）。しかしこれらの油脂は安全性が高いと言われながらも微生物起
源という問題により、世間に十分浸透しているわけではない。モルティエレラ属アルピナ
種の微生物を培養して得られる油脂は、その大部分がトリグリセリド（約７０重量％以上
）及びリン脂質であり、この他にデスモステロール等の不ケン化物が含まれている。この
不ケン化物の中には、それまで天然に存在することが知られていなかったシクロプロパン
環を有するステロール、具体的には２４，２５－メチレンコレスト－５－エン－３β－オ
ール（２４，２５－ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｃｈｏｌｅｓｔ－５－ｅｎ－３β－ｏｌ）が存在
することが確認されている〔ＬＩＰＩＤＳ、Ｖｏｌ．２７，Ｎｏ．６，４８１－４８３（
１９９２）〕が、不ケン化物を構成する成分についての解明は十分ではない。
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】
そこで、本発明者等は、現段階では、アラキドン酸生産能を有するモルティエレラ属のモ
ルティエレラ亜属に属する微生物の培養物から得られるアラキドン酸含有油脂においては
、食経験の知られていない物質あるいは構造が解明されていない物質は極力、取り除くこ
とが望ましいと考えた。従って本発明は、アラキドン酸生産能を有するモルティエレラ属
のモルティエレラ亜属に属する微生物から得られるアラキドン酸含有油脂であって、不ケ
ン化物含量が少なく、その中でも特に食経験のないシクロプロパン環を有するステロール
を極力、含有せず、食品、特に乳幼児用調製乳の製造に適したアラキドン酸含有食用油脂
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を提供しようとするものである。
【０００５】
【課題を解決するための手段】
本発明者等は、アラキドン酸生産能を有するモルティエレラ属に属する微生物の培養物か
ら得られるアラキドン酸含有油脂においては、培養条件によって２４，２５－メチレンコ
レスト－５－エン－３β－オール組成比を少なくすることができることを発見し、その発
見により、食経験の知られていない物質あるいは構造が解明されていない物質が極力、取
り除かれたアラキドン酸含有油脂製造しようという方向性、すなわち新しい課題に思い至
った。そこで、本発明者等は、上記の課題を達成するため、種々研究の結果、アラキドン
酸生産能を有するモルティエレラ属のモルティエレラ亜属に属する微生物を栄養培地で常
法により培養したのち集菌し、該菌体からアラキドン酸高含有油脂を回収し、該油脂を通
常の食用油脂の精製工程の脱ガム、アルカリ精製、脱色、脱臭などの操作を適宜組み合わ
せることによって、アラキドン酸含量に影響を与えず、不ケン化物量を低下させ、シクロ
プロパン環を有するステロール等の食経験の知られていない物質あるいは構造が解明され
ていない物質を減少できることを見いだし本発明を完成するに至った。
【０００６】
従って本発明は、不ケン化物含量が０．８重量％以下で、かつ、アラキドン酸含量が２０
重量％以上であり、さらに２４，２５－メチレンコレスト－５－エン－３β－オールが０
．３重量％以下である微生物由来のアラキドン酸含有食用油脂に関する。
また、本発明は、不ケン化物含量が０．６重量％以下で、かつ、アラキドン酸含量が２０
重量％以上であり、さらに２４，２５－メチレンコレスト－５－エン－３β－オールが０
．３重量％以下である微生物由来のアラキドン酸含有食用油脂に関する。
また、本発明は、不ケン化物含量が０．８重量％以下、好ましくは０．６重量％以下で、
かつ、アラキドン酸含量が２０重量％以上であり、さらに２４，２５－メチレンコレスト
－５－エン－３β－オールが０．１５重量％以下であり、食品が未熟児用調製乳、幼児用
調製乳、幼児用食品、又は妊産婦用食品である微生物由来のアラキドン酸含有食用油脂に
関する。
さらにまた、本発明は、不ケン化物含量が０．８重量％以下、好ましくは０．６重量％以
下で、かつ、アラキドン酸含量が２０重量％以上であり、さらに２４，２５－メチレンコ
レスト－５－エン－３β－オールが０．３重量％以下である、好ましくは０．１５重量％
以下であって食品が未熟児用調製乳、幼児用調製乳、幼児用食品、又は妊産婦用食品であ
るアラキドン酸生産能を有するモルティエレラ属のモルティエレラ亜属に属する微生物、
好ましくはモルティエレラ属アルピナ種に属する微生物由来のアラキドン酸含有食用油脂
に関する。
【０００７】
【具体的な説明】
本発明の油脂はアラキドン酸生産能を有するモルティエレラ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ）
属のモルティエレラ亜属に属する微生物を培養しその培養物から得られる微生物油であっ
て、油脂に対し不ケン化物含量が０．８重量％以下、好ましくは０．６重量％以下、より
好ましくは０．５重量％以下であり、しかも油脂中の総脂肪酸に対しアラキドン酸を２０
重量％以上、好ましくは３０重量％以上、より好ましくは３５重量％以上含有する。
【０００８】
さらに本発明の油脂は、２４，２５－メチレンコレスト－５－エン－３β－オール含量が
０．３重量％以下、好ましくは０．１５重量％以下、より好ましくは０．０４重量％以下
であることが望ましい。
また本発明の油脂は、油脂中トリグリセリドを７０％以上、好ましくは９０重量％以上、
より好ましくは９２重量％以上含有することが望ましい。
【０００９】
また本発明の油脂は、水分が０．１％以下、酸価が０．５以下、過酸化物価が５以下であ
り、色は、ロビボンド法１３３．４ｍｍセルにおいて黄が５０以下、赤が１０以下であり
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、アラキドン酸以外の脂肪酸を、ミリスチン酸が０．２～０．７％、パルミチン酸が１０
～１６％、ステアリン酸が４～１０％、オレイン酸が５～１５％、リノール酸が５～１５
％、γ－リノレン酸が１～５％、α－リノレン酸が０．１～２％、ジホモ－γ－リノレン
酸が１～６％、エイコサペンタエン酸が０～１％、リグノセレン酸が２～７％含有するこ
とが望ましい。
【００１０】
　本発明の食用油脂の製造に使用する微生物は、モルティエレラ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌ
ａ）属のモルティエレラ亜属に属し、アラキドン酸生産能を有する微生物であれば、すべ
て使用することができる。このような微生物としては、例えばモルティエレラ・エロンガ
タ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ｅｌｏｎｇａｔａ）ＩＦＯ　８５７０、モルティエレラ・
エキシグア（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ｅｘｉｇｕａ）ＩＦＯ　８５７１、モルティエレ
ラ・フィグロフィラ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ｈｙｇｒｏｐｈｉｌａ）ＩＦＯ５９４１
、モルティエレラ・アルピナ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ａｌｐｉｎａ）ＩＦＯ　８５６
８、ＡＴＣＣ　１６２６６、ＡＴＣＣ　３２２２１、ＡＴＣＣ４２４３０、ＣＢＳ　２１
９．３５、ＣＢＳ　２２４．３７、ＣＢＳ　２５０．５３、ＣＢＳ　３４３．６６、ＣＢ
Ｓ　５２７．７２、ＣＢＳ　５２９．７２、ＣＢＳ　５２８．７２、ＣＢＳ　６０８．７
０、ＣＢＳ　７５４．６８等を挙げることができる。これらの菌株はいずれも、大阪市の
財団法人醗酵研究所（ＩＦＯ）、及び米国アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクショ
ン〔Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）
〕及びＣｅｎｔｒａａｌｂｕｒｅａｕ　ｖｏｏｒ　Ｓｃｈｉｍｍｅｌｃｕｌｔｕｒｅｓ（
ＣＢＳ）からなんら制限なく入手することができる。また、本発明者らが土壌から分離し
た菌株モルティエレラ・エロンガタＳＡＭ　０２１９（微工研菌寄第８７０３号）（微工
研条寄第１２３９号）を使用することもできる。これらのタイプカルチャーに属する菌株
、あるいは自然界から分離した菌株は、そのまま用いることができるが、増殖及び／又は
単離を１回以上行うことによって得られる元の菌株とは性質の異なる自然変異株を用いる
こともできる。
【００１１】
また、本発明に用いる微生物は、モルティエレラ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ）属のモルテ
ィエレラ亜属に属し、アラキドン酸生産能を有する微生物（野性株）の変異株又は組換え
株、即ち、同じ基質を用いて培養したときに、元の野性株が産生する量と比べて、油脂中
のアラキドン酸含量が多くなるように、または総油脂量が多くなるように、あるいはその
両方を意図して設計されたものが含まれる。さらに費用効果の優れた基質を効率よく用い
て、対応する野性株と同量のアラキドン酸を産生するように設計された微生物も含まれる
。
【００１２】
アラキドン酸生産能を有する微生物は、常法に従って培養することができる。例えば、そ
の菌株の胞子、菌糸又は予め培養して得られた前培養液を、通常の液体培地又は固体培地
に接種し培養することができる。液体培地の場合に、炭素源としてはグルコース、フラク
トース、キシロース、サッカロース、マルトース、可溶性デンプン、糖蜜、グリセロール
、マンニトール、クエン酸、コーンスターチ等の一般的に使用されているものがいずれも
使用できるが、特にグルコース、フラクトース、マルトース、グリセロール、クエン酸、
コーンスターチが好ましい。窒素源としてはペプトン、酵母エキス、麦芽エキス、肉エキ
ス、カゼミノ酸、コーンスティブリカー、尿素等の有機窒素源、ならびに硝酸ナトリウム
、硝酸アンモニウム、硫酸アンモニウム等の無機窒素源を用いることができる。
【００１３】
また窒素源として大豆から得られる栄養源を用いることにより、油脂中の２４，２５－メ
チレンコレスト－５－エン－３β－オール組成比（油脂中の総ステロールに対する割合）
を少なくすることができる。本発明で使用することができる大豆から得られる窒素源は、
水分を除く成分あたりの窒素含量が２％以上、好ましくは３％以上、より好ましくは５％
以上であることが望ましい。また大豆から得られる窒素源としては、脱脂大豆又はこれに



(5) JP 4633204 B2 2011.2.16

10

20

30

40

50

熱処理；酸処理；アルカリ処理；酵素処理；化学修飾；熱処理、酸処理、アルカリ処理、
酵素処理、化学修飾等を含む化学的及び／又は物理的処理による変性及び／又は再生；水
及び／又は有機溶媒を用いた一部成分の除去；濾過及び／又は遠心分離による一部成分の
除去；凍結；粉砕；乾燥；篩分け等の加工を施したもの、あるいは未脱脂大豆に同様の加
工を施したものを単独で又は複数組み合わせて使用することができ、一般的なものとして
は大豆、脱脂大豆、大豆フレーク、食用大豆タンパク、おから、豆乳、きな粉等が挙げら
れるが、特に脱脂大豆に熱変性を施したもの、より好ましくは脱脂大豆に熱変性を施しさ
らにエタノール可溶性成分を除去したものが好ましい。
【００１４】
この他必要に応じリン酸塩、塩化カルシウム、塩化マグネシウム、硫酸マグネシウム、硫
酸鉄、硫酸銅、硫酸ナトリウム等の無機塩及びビタミン等も微量栄養源として使用できる
。この培地成分は微生物の生育を害しない濃度であれば特に制限はない。実用上一般に、
炭素源は０．１～３０重量％、好ましくは０．５～１５重量％、さらに好ましくは１～１
５重量％の濃度とし、窒素源は０．０１～１０重量％、好ましくは０．１～５重量％の濃
度とすることが望ましい。また培養温度は、５～４０℃、好ましくは２０～３０℃とし、
培地のｐＨは４～１０、好ましくは５～８として通気攪拌培養、振盪培養、又は静置培養
を行う。培養は通常２～２０日間行う。
【００１５】
固体培地で培養する場合は、固形物重量に対して５０～１００重量％の水を加えたふすま
、もみがら、米ぬか等を用い、５～４０℃、好ましくは２０～３０℃の温度において３～
２０日間培養を行う。この場合に必要に応じて培地中に窒素源、無機塩類、微量栄養源を
加えることができる。
【００１６】
アラキドン酸の生産量を増加せしめるために、アラキドン酸の前駆体として、例えば、ヘ
キサデカンもしくはオクタデカンのごとき炭化水素；オレイン酸もしくはリノール酸のご
とき脂肪酸又はその塩、例えばナトリウム塩もしくはカリウム塩、又は脂肪酸エステル、
例えばエチルエステル、ソルビタン脂肪酸エステル、グリセリン脂肪酸エステル；又はオ
リーブ油、綿実油もしくはヤシ油のごとき油脂類を単独で、又は組み合わせて添加するこ
とができる。これらの添加物は一度に添加することもでき、又は連続的に、もしくは複数
回に分けて経時的に添加することもできる。培養開始前においては炭化水素、脂肪酸もし
くはその塩、又は油脂類の添加が好ましく、培養中においては脂肪酸もしくはその塩又は
脂肪酸エステル、又は油脂類の添加が好ましい。
【００１７】
このように培養して、菌体内に、アラキドン酸を含有する脂質が生成蓄積される。液体培
地を使用した場合には、培養菌体から次のようにしてアラキドン酸含有脂質の回収を行う
。
【００１８】
培養終了後、培養液より遠心分離及び／又は濾過等の常用の固液分離手段により培養菌体
を得る。培養菌体は好ましくは、水洗、破砕、乾燥する。乾燥は、凍結乾燥、風乾等によ
って行うことができる。乾燥菌体は、好ましくは窒素気流下で有機溶媒によって抽出処理
する。有機溶媒としてはエーテル、ヘキサン、メタノール、エタノール、クロロホルム、
ジクロロメタン、石油エーテル等を用いることができ、またメタノールと石油エーテルの
交互抽出やクロロホルム－メタノール－水の一層系の溶媒を用いた抽出によっても良好な
結果を得ることができる。抽出物から減圧下で有機溶媒を留去することにより、高濃度の
アラキドン酸含有油脂を得ることができる。
【００１９】
また、上記の方法に代えて湿菌体を用いて抽出を行うことができる。この場合にはメタノ
ール、エタノール等の水に対して相溶性の溶媒、又はこれらと水及び／又は他の溶媒とか
らなる水に対して相溶性の混合溶媒を使用する。その他の手順は上記と同様である。
【００２０】
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上記のようにして得られたアラキドン酸含有脂質は、その大部分がトリグリセリド（約７
０重量％以上）及びリン脂質（約３０重量％以下）であり、この他にデスモステロール等
の不ケン化物が含まれている。そして該不ケン化物の中には構造が解明されていない物質
や食経験が知られていない物質、例えば食経験が知られていないシクロプロパン環を有す
るステロールが存在しており、具体的には２４，２５－メチレンコレスト－５－エン－３
β－オールが存在している。
【００２１】
本発明の油脂は、上記アラキドン酸生産能を有するモルティエレラ属のモルティエレラ亜
属の微生物を培養して得られたアラキドン酸含有油脂に以下の精製処理を施すことにより
製造することができる。すなわち、どのような油脂を対象とし、何を取り除こうとしてい
るかが決まった後は、通常の食用油脂の精製工程の脱ガム、アルカリ精製、脱色、脱臭な
どの操作を適宜組み合わせることによって上記アラキドン酸生産能を有するモルティエレ
ラ属の微生物を培養して得られたアラキドン酸含有油脂から、アラキドン酸含量に影響を
与えず、シクロプロパン環を有するステロールや構造が解明されていない物質を含んでい
る不ケン化物を除去することができる。
【００２２】
本発明は精製手段としてカラムクロマト法を採用する。本発明は活性アルミナ、活性炭、
モレキュラーシーブズ、シリカゲル、活性白土、ケイソウ土、銀担持シリカゲルおよび／
またはイオン交換樹脂を使用する。このゲルを充填剤として用いることにより、上記アラ
キドン酸含有油脂を精製する。すなわちこれらのゲルを充填したカラムに、上記アラキド
ン酸含有油脂と、展開溶媒としてヘキサン、エタノール、超臨界流体等の有機溶媒を別々
に、または混合して一定の流速で流すことによって、不ケン化物と精製されたものを展開
溶出させる。クロマト法としては疑似移動床法を用いることもできる。
【００２３】
有機溶媒を蒸留などの方法により除去した後、さらに水蒸気蒸留で処理する。すなわち、
水蒸気蒸留で微量の臭いの成分や低沸点の不ケン化物まで除去することができる。またク
ロマト法を用いた残存する微量の有機溶媒も併せて除去することができる。アラキドン酸
を含有し不ケン化物を実質的に含有しない食用油脂組成物が得られる。なおカラムクロマ
ト法と水蒸気蒸留、超臨界流体での分別蒸留の他に、公知の精製手段を併用することがで
きる。
【００２４】
本発明のアラキドン酸含有油脂は、食経験の知られていない２４，２５－メチレンコレス
ト－５－エン－３β－オール含量が少ないため、食品成分として使用することができる。
食品の種類は特に限定されないが、例えば油脂を含む食品が挙げられ、例えば、肉、魚、
ナッツ等の油脂を含む天然食品、中華料理、ラーメン、スープ等の調理時に油脂を加える
食品、天ぷら、フライ、油揚げ、チャーハン、ドーナッツ、カリン糖等の熱媒体として油
脂を用いた食品、バター、マーガリン、マヨネーズ、ドレッシング、チョコレート、即席
ラーメン、キャラメル、ビスケット、アイスクリーム等の油脂食品又は加工時に油脂を加
えた加工食品、おかき、ハードビスケット、あんパン等の加工仕上げ時に油脂を噴霧又は
塗布した食品等をあげることができる。しかし、油脂を含む食品に限定しているわけでは
なく、例えばパン、めん類、ごはん、菓子類、豆腐およびその加工食品などの農産食品、
清酒、薬用酒などの醗酵食品、みりん、食酢、醤油、味噌、ドレッシング、ヨーグルト、
ハム、ベーコン、ソーセージ、マヨネーズなどの畜産食品、かまぼこ、揚げ天、はんぺん
などの水産食品、果汁飲料、清涼飲料、スポーツ飲料、アルコール飲料、茶などの飲料等
も挙げることができる。
【００２５】
また本発明の油脂は、食経験の知られていない２４，２５－メチレンコレスト－５－エン
－３β－オール含量が少なく、しかもアラキドン酸をトリグリセリドの形で豊富に含有し
、エイコサペンタエン酸を含有しないか、含有しても極微量であるため、特に未熟児用調
製乳、乳児用調製乳、幼児用食品、又は妊産婦用食品の原料として好ましい。
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【００２６】
さらに本発明の油脂は、特定用保健食品を含む機能性食品（あるいは健康食品）に用いる
ことができ、食品の形態は、一般の食品形態であっても、またカプセル、顆粒、錠剤、ド
リンク剤、経腸栄養剤等の形態であってもよい。
【００２７】
【実施例】
本願発明の詳細を実施例で説明する。本願発明はこれら実施例によって何ら限定されるも
のではない。
【００２８】
実施例１
アラキドン酸生産菌としてモルティエレラ・アルピナ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ａｌｐ
ｉｎａ）ＣＢＳ７５４．６８を用い、グルコース２％、酵母エキス１％、大豆油０．２％
を含む培地１４００ｌを２０００ｌ培養槽に入れ、温度２８℃、通気量１．０ｖｖｍ、攪
拌８０ｒｐｍ、槽内圧１．０ｋｇ／ｃｍ2Ｇの条件で、通気攪拌培養を開始した。流加法
によりグルコース濃度を１．５％に維持し、７日間の培養後、濾過により菌体を回収し、
２５ｋｇの乾燥菌体を得た。このようにして得られた乾燥菌体の１ｋｇにヘキサン５ｌを
加え、穏やかに３０分間攪拌した。その後、吸引濾過し、濾液をロータリーエバポレータ
ーで溶媒留去し、抽出粗油脂５９０ｇを得た。
オープンカラムにシリカゲル４５０ｇを充填した。得られた抽出粗油脂５９０ｇをヘキサ
ンで５倍に希釈し、カラムで精製後、ヘキサンを留去し、４５０ｇのカラム処理油脂を得
た。該油脂をさらに水蒸気蒸溜で脱臭し、抗酸化剤としてトコフェロール０．０４％を加
え、精製油脂を得た。
【００２９】
比較例１
実施例１と同様に抽出し、カラムにはかけず、水蒸気蒸溜で脱臭し、これにトコフェロー
ル０．０４％を添加し、精製油脂を得た。
【００３０】
［不ケン化物含量の測定］
実施例１と比較例１で得られた精製油脂について、不ケン化物含量を下記の方法に従って
測定した。結果を表１に示す。
本発明において、不ケン化物含量とは、日本油化学協会の基準油脂分析試験法の不ケン化
物の定量に記載された規定の方法に基づき、油脂をケン化したのち、定量に使用する溶剤
にて抽出される物質より混入脂肪酸量を削除し試料に対する百分率として表したものをい
う。但し、精製後に添加した例えばトコフェロールのような不ケン化物量は差し引くもの
とする。
上記規定の方法の概略は以下の通りである（油化学、１３、４８９（１９９６）参照）。
【００３１】
フラスコに試料約５ｇを取り、１Ｎ－エタノールカリ５０ｍｌを加え、穏やかに１時間沸
騰しケン化させる。ケン化が終われば加熱をやめ、温水１００ｍｌでケン化用フラスコを
洗いながら、ケン化液を分液漏斗に移しこれに水５０ｍｌを加えて室温になるまで冷却す
る。次にエチルエーテル１００ｍｌをケン化用フラスコを洗いながら分液漏斗に加え、分
液漏斗に密栓して１分間激しく振り混ぜた後、明らかに２層に分かれるまで静置する。分
かれた下層を第２の分液漏斗に移し、これにエチルエーテル５０ｍｌを加え、第１の分液
漏斗と同様に振り混ぜた後、静置し、２層に分かれたならば、下層は第３の分液漏斗に移
し、同様にエチルエーテル５０ｍｌで抽出を行う。
第２、第３の分液漏斗中のエチルエーテル層は、各分液漏斗を少量のエチルエーテルで洗
浄しつつ第１の分液漏斗に移し、これに水３０ｍｌを加えて振り混ぜたのち静置して２層
に分け下層を除く。さらに毎回水３０ｍｌを振り混ぜては静置分別を繰り返して、分別し
た水がフェノールフタレイン指示薬で着色しなくなるまで洗浄する。洗浄したエチルエー
テル抽出液は必要に応じて硫酸ナトリウム（無水）で脱水処理した後、乾燥した濾紙で濾
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過して蒸留フラスコに移し、なお抽出液の諸容器、濾紙などはすべて少量のエチルエーテ
ルで洗浄してこれも蒸留フラスコに加える。蒸留フラスコのエチルエーテルを蒸留除去し
てその液量が５０ｍｌ程度となったならば冷却し、少量のエチルエーテルでフラスコを洗
いながら濃縮されたエチルエーテル抽出液をあらかじめ正しく重量のはかられた１００ｍ
ｌ丸底フラスコに移す。
丸底フラスコのエチルエーテルをほとんど蒸留除去し、次にアセトン３ｍｌを加えて前同
様その大部分を蒸留除去した後、軽い減圧下（２００ｍｍＨｇ程度）、７０～８０℃に３
０分加熱してから丸底フラスコを真空デシケーター中に移し、３０分放置冷却する。丸底
フラスコの重量を正しくはかり抽出物の重量を求めておく。
丸底フラスコにエチルエーテル２ｍｌと中性エタノール１０ｍｌとを加えてよく振り混ぜ
、抽出物を溶解した後、フェノールフタレイン指示薬を用いＮ／１０－エタノールカリ標
準液で、混入する脂肪酸を滴定指示薬の微紅色が３０秒続いたとき終点とする。
不ケン化物含量（％）＝Ａ－（Ｂ×Ｆ×０．０２８２）／Ｃ×１００
混入する脂肪酸（オレイン酸として、ｇ）＝Ｂ×Ｆ×０．０２８２
ただし、Ａ＝抽出物の重量（ｇ）
Ｂ＝Ｎ／１０－エタノールカリ標準液の使用量（ｍｌ）
Ｃ＝試料採取量（ｇ）
Ｆ＝Ｎ／１０－エタノールカリ標準液の力価
【００３２】
［アラキドン酸含量の測定］
実施例１と比較例１で得られた精製油脂について、下記の方法に従って脂肪酸メチルを調
製し、アラキドン酸含量をガスクロマトグラフィーで測定した。結果を表１に示す。
【００３３】
【表１】

【００３４】
　メチルエステルの調製
　サンプル１５ｍｇを精秤し、無水メタノール－塩酸（９５：５）を用いて、５０℃で３
時間処理することによって、メチルエステル化し、脂肪酸メチルをヘキサンで完全に抽出
し、ガスクロマトグラフィーで分析した。ガスクロマトグラフィーの条件は以下の通りで
ある。
　使用カラム
　　液相　Ａｄｖａｎｃｅ－ＤＳ５％
　　担体　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｒｂ　Ｗ（ＡＷ－ＤＭＣＳ）
　　粒度　８０－１００メッシュ
　　サイズ　内径３ｍｍ×２．１ｍ
　キャリアガス　窒素６０ｍＬ／ｍ
　検出器　ＦＩＤ
　カラム温度　１９０℃
　検出器温度　２５０℃
　注入口温度　２４０℃
【００３５】
［２４，２５－メチレンコレスト－５－エン－３β－オール含量の測定］
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実施例１と比較例１で得られた精製油脂について、下記の方法に従って２４，２５－メチ
レンコレスト－５－エン－３β－オール含量を測定した。結果を表１に示す。
まず、ステロール組成分析法を説明する。原料油脂を３０～８０ｍｇ、栓付き試験管内に
秤量し、メタノール４ｍｌ及び３３％水酸化カリウム水溶液１ｍｌを添加し栓をする。こ
れで８０℃で緩く攪拌しながら１時間反応させた後、放冷し、脂溶成分をヘキサンで抽出
する。得られたヘキサン溶液をフェノールフタレイン指示薬が水層に着色しなくなるまで
水洗し、減圧濃縮により分析サンプルを得る。分析サンプルを少量のヘキサンに溶解し、
以下に示す条件のガスクロマトグラフィーに供する。市販のコレステロールを内部標準に
用い、ＦＩＤ検出面積／検出重量比が全てのステロールで同じとの前提に基づいて、原料
油脂に対する重量比を求めた値を２４，２５－メチレンコレスト－５－エン－３β－オー
ル含量とする。
ガスクロマトグラフィーの分析条件
使用カラム　ＵＬＢＯＮ　ＨＲ－１（内径０．２５ｍｍ、長さ２５ｍ）
カラム温度　２８０℃
注入口及び検出器温度　３００℃
キャリアガス及びゲージ圧力　ヘリウム　１．２ｋｇ／ｃｍ2

メイクアップガス及び流量　窒素　７０ｍｌ／ｍｉｎ
検出器　ＦＩＤ
スプリット比：２０
【００３６】
実施例２
アラキドン酸生産菌としてモルティエレラ・アルピナ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ａｌｐ
ｉｎａ）ＣＢＳ５２７．７２、モルティエレラ・アルピナ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ａ
ｌｐｉｎａ）ＡＴＣＣ４２４３０、モルティエレラ・ヒグロフィラ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌ
ｌａ　ｈｙｇｒｏｐｈｉｌａ）ＩＦＯ５９４１、モルティエレラ・エロンガタ（Ｍｏｒｔ
ｉｅｒｅｌｌａｅｌｏｎｇａｔａ）ＩＦＯ８５７０を用い、それぞれ培養を行った。グル
コース４％、酵母エキス１％、大豆油０．２％を含む培地６００ｌを１０００ｌ培養槽に
入れ、温度２８℃、通気量１．０ｖｖｍ、攪拌１００ｒｐｍ、槽内圧０．５ｋｇ／ｃｍ2

Ｇの条件で、７日間の通気攪拌培養を行い、濾過、乾燥により乾燥菌体を回収した。
得られた乾燥菌体に対して、実施例１及び比較例１と同様の処理を行い、得られた精製油
脂の不ケン化物含量、２４，２５－メチレンコレスト－５－エン－３β－オール含量、ア
ラキドン酸含量を測定した。
結果を表２に示す。
カラム処理を行うことによって、アラキドン酸含量に影響を及ぼすことなく、不ケン化物
含量及び２４，２５－メチレンコレスト－５－エン－３β－オール含量の少ない精製品を
得ることができた。
【００３７】
【表２】
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【００３８】
実施例３
アラキドン酸生産菌としてモルティエレラ・アルピナ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ａｌｐ
ｉｎａ）ＣＢＳ７５４．６８を用い、グルコース２％、酵母エキス１％、大豆油０．１％
を含む培地１４００ｌを２０００ｌ培養槽に入れ、温度２４℃、通気量０．５ｖｖｍ、攪
拌１００ｒｐｍ、槽内圧１．０ｋｇ／ｃｍ2Ｇの条件で、通気攪拌培養を開始した。流加
法によりグルコース濃度を１．５％に維持し、９日間の培養後、濾過により菌体を回収し
、２０ｋｇの乾燥菌体を得た。このようにして得られた乾燥菌体の３ｋｇにヘキサン１５
ｌを加え、穏やかに３０分間攪拌した。その後、吸引濾過し、濾液をロータリーエバポレ
ーターで溶媒留去し、抽出粗油脂１８００ｇを得た。
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得られた抽出粗油脂１０００ｇに対して実施例１と同様のカラム処理を行い、９００ｇの
カラム処理油脂を得た。得られたカラム処理油脂の５００ｇ、及び抽出粗油脂８００ｇに
対しては、不ケン化物を蒸留処理した。
このようにして得られたカラム処理油脂、蒸留処理油脂、カラム及び蒸留処理油脂を、そ
れぞれ水蒸気蒸留で脱臭し、抗酸化剤としてトコフェノール０．０４％を加えた。得られ
た精製油脂の不ケン化物含量、２４，２５－メチレンコレスト－５－エン－３β－オール
含量、アラキドン酸含量を測定した。
結果を表３に示す。
カラム処理及び／又は蒸留処理を行うことによって、アラキドン酸含量に影響を及ぼすこ
となく、不ケン化物含量及び２４，２５－メチレンコレスト－５－エン－３β－オール含
量の少ない精製品を得ることができた。
【００３９】
【表３】

【００４０】
実施例４
大豆タンパク（商品名：エスサンミート、味の素（株）製）１％を酵母エキスに代わる培
地成分として用いて実施例１、比較例１と同様の方法で培養し、得られた菌体より、実施
例１、比較例１と同様の処理を行い、得られた油脂について、不ケン化物含量、２４、２
５メチレンコレスト－５－エン－３β－オール含量、アラキドン酸含量を測定した。結果
を表４に示す。
【００４１】
【表４】

【００４２】
実施例５
アラキドン酸生産菌としてモルティエレラ・アルピナ
（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ａｌｐｉｎａ）ＡＴＣＣ　３２２２１を用い培養を行った。
グルコース４％、脱脂大豆粉１．２％、リン酸水素カリウム０．２％、大豆油０．１％を
含む培地２５Ｌを５０Ｌ培養槽に入れ、温度２８℃、通気量１．０ｖｖｍ、攪拌３００ｒ
ｐｍ、槽内圧１．０ｋｇ／ｃｍ2Ｇの条件で５日間の通気攪拌培養を行い、濾過、乾燥に
よりアラキドン酸含有菌体を回収した。得られた菌体により、実施例１、比較例１と同様
の処理を行い、得られた油脂について、不ケン化物含量、２４、２５メチレンコレスト－
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５－エン－３β－オール含量、アラキドン酸含量を測定した。結果を表５に示す。
【００４３】
【表５】
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