
１ 緒 言

バイオサーファクタント１）～３）と呼ばれる微生物など

が生産するさまざまな界面活性物質が単離・同定され

ている。これらのバイオサーファクタントは，合成で

は作りにくい多様な構造，生分解性，生理活性を有す

ることから注目されている。なかでも，酵母が生産す

る糖脂質型バイオサーファクタントは，現在までに

Torulopsis bombicola が生産するソホロリピッド４），

Candida antarctica，Candida sp. SY16，Schizonella

melanogramma らが生産するマンノシルエリスリトー

ルリピッド５）～８）などが報告されている。これらは菌体

外に大量に分泌されることから，食品・医薬品・化粧

品・環境分野などでの実用化が期待されている。

本研究では，全国より採取した試料（植物の葉，花，

果実，樹液，水など）から分離した酵母のうち，糖脂

質を多量に生産する酵母あるいは新規な構造の糖脂質

を生産している可能性の高い酵母を探索したので以下

に報告する。

２ 実 験 方 法

２．１ 供試菌株

広島県産業科学技術研究所において自然界から分離

された７８２株の油脂資化性酵母を用いた。

２．２ 培地組成

酵母エキス１g／L，NH４NO３０．５g／L，KH２PO４０．５g／L，

MgSO４・７H２O０．５g／Lにグルコースあるいは大豆油

を加えて１２１℃で１５または３０分間殺菌した。

２．３ 培養

２．３．１ 試験管培養

グルコース濃度を６％とした培地４mLにスラント

に保存した菌株を１白金耳接種し，３０℃，１２０rpmで

２日間培養した。

２．３．２ 坂口フラスコ培養

大豆油濃度を４％とした培地１００mLに試験管培養

を行った培養液を接種し，３０℃，１２０rpmで７日間培

養した。ジャーファメンター培養の前培養に使用する

場合は，グルコース濃度を６％とした培地１００mLに

試験管培養を行った培養液を接種し，３０℃，１２０rpm

で２日間培養した。

２．３．３ ジャーファメンター培養

大豆油濃度を８％とした１．４Lの培地を入れた２．５L

容（培養実容量１．５L）ジャーファメンターに坂口フ

ラスコで培養した培養液を接種し，３０℃，８００rpm，

通気量１．５L／minで７日間培養した。

２．４ 糖脂質の抽出

培養液５０mL（坂口フラスコ）及び１L（ジャーファ

メンター）をとり，等量の酢酸エチルで２回抽出を行

い，酢酸エチル層を合わせて溶媒を留去した。炭素源

である大豆油が多く残留している場合は，抽出物をメ

タノール２５mL（坂口フラスコ）及び５００mL（ジャー

ファメンター）に溶解し，倍量のへキサンで２回洗浄＊丸善製薬株式会社，＊＊福山大学 生命工学部
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Selection of glycolipid production yeast

TAMAI Masahiro, MIYOSHI Shouzou, TAMURA Yukiyoshi, OHTA Masaya and MATUURA Fumito

Yeast that produced a large amount of glycolipids or new structural glycolipids was selected from yeast that was able to

assimilate the soybean oil. 440 strains of the separation yeast 782 strains used for the examination produced glycolipids

of 0.1g/L or more. Culture that used a jar-fermentor about 105 strains was done, and 14 strains produced glycolipids of

30g/L or more with the soybean oil of 80g. The TM238 strain with the highest production produced glycolipids of 59g

(Yield : 74%) by the culture of seven days. Moreover, the mannose and the erythritol were detected from 407 strains

(92%) of 440 strains and the ratio of the mannose and the erythritol was greatly different however. Yeast that produced

glycolipids thought to be a new structure was found from the mibility different on the thin layer chromatography or

content of Mannitol as the composition sugar of the glycolipid..
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表１ 糖脂質生産菌株の分類

菌株数 大量培養数
Ⅰ．マンノースとエリスリトールを共に検出 ４０７ ９７
Mannose／Erythritol

１．～０．７５
１）他の糖を検出しない １ １

２）Mannitol／Mannose＝０．５以上 １ １

３）他の糖を検出 ８ ７
２．０．７５～１．５

１）他の糖を検出しない ２６９ ２０

２）Mannitol／Mannose＝０．５以上 ２９ １４

３）他の糖を検出 １６ １４
３．１．５～２．５

１）他の糖を検出しない ５１ ８

２）Mannitol／Mannose＝０．５以上 １９ １１

３）他の糖を検出 ５ ５
４．２．５～

１）他の糖を検出しない ０

２）Mannitol／Mannose＝０．５以上 ８ ８

３）他の糖を検出 ０
Ⅱ．ManoseとErythritolを共に検出しない ３３ ８
Mannitolを検出

１）Mannitolのみ ２５ ８
２）他の糖を検出 ８ ０

計 ４４０ １０５

して大豆油の大部分を取り除いた後，メタノール層を

溶媒留去して，糖脂質を含む抽出物を得た。

２．５ 分画

ジャーファメンター培養から得られた抽出物はシリ

カゲルカラムクロマトグラフィーで分画した。粗抽出

物１gを少量のクロロホルムに溶解し，シリカゲル（ワ

コーゲル C-２００，和光純薬㈱）のカラム上にチャージ

した。クロロホルム５００mL，クロロホルム：酢酸エチ

ル＝４：１ ５００mL，アセトン５００mL，メタノール５００

mLを順次流し，アセトン画分に溶出する複合脂質を

得た。

２．６ 分析試料の調整

糖脂質を含む抽出物をスクリューキャップ付き試験

管に取り，２N HCl１０mLを加えて１００℃，２時間反応

させた。放冷後，等量のへキサンで脂肪酸を除去した。

水層を Amberlite IRA-４００で脱塩し，HPLC試料とした。

糖脂質を含む抽出物及びアセトン画分５００�gをスク

リューキャップ付き試験管に取り，４N TFA５００�g加

えて１００℃，４時間反応させた。窒素気流下で乾固さ

せた後，アルジトール・アセテート法で単糖をアセチ

ル化し，ガスクロマトグラフィー用試料とした。

２．７ 分析

薄層クロマトグラフィー（TLC）は，Silica Gel ６０

F２５４ Plates（No.５７１５ Merck社製）を用いた。展開溶

媒は，クロロホルム：メタノール：水＝６５：１５：２と

した。検出は，展開後のプレートにアンスロン試薬を

吹きつけ，１１０℃で１０分間加熱した。

糖脂質の分析は，イアトロスキャン TH-１０（㈱ヤ

トロン製）を用いた。クロマトロッドに酢酸エチル抽

出液を１～５�gチャージし，ベンゼン：クロロホル

ム：酢酸＝５０：２０：０．７の溶媒で３０分間展開した。

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は，糖分析

システム（日本分光㈱製）を用いた。カラムは，Shodex

SUGER KS-８０１（昭和電工㈱製）を用い，カラム温度

８０℃で蒸留水を１mL／minの流速で流した。

ガスクロマトグラフィー（GC）は，ガスクロマト

グラフ２６３-３０（日立製作所㈱製）を用いた。Gaschrom

Q（３％ECNSS-M）をガラスカラムに充填し，カラ

ム温度１８０℃，インジェクション温度２２０℃で行った。

３ 実験結果と考察

３．１ 糖脂質生産酵母の分類

スラントに保存した分離菌の７８２株を試験管培養し

た。その結果，７株が増殖しなかった。増殖した７７５

株は，培養終了後，酢酸エチルで抽出し，イアトロス

キャンを用いて糖脂質濃度を測定した。糖脂質濃度が

０．１g／L以下であった３３５株を糖脂質非生産株とした。

糖脂質濃度が０．１g／L以上の４４０株を糖脂質生産株と

し，高速液体クロマトグラフィー及びガスクロマトグ

ラフィーを用いて糖を分析した。分析結果より，分離

菌４４０株を表１のように分類した。

４４０株のうち，４０７株（９２％）からマンノース及びエ

リスリトールが検出された。マンノースとエリスリト

ールのモル比（Mannose／Erythritol）は，０．２から３ま

で大きく異なったが，４段階に分類した。さらに，そ

の他の糖の有無により３種類に分類した。このうち最

も数が多かったのは，Mannose／Erythritolが０．７５～１．５

かつ他の糖が検出されないものであった。また，マン

ニトールが検出されたものが３４株あった。

マンノースとエリスリトールが共に検出されないも

のが３３株あり，マンニトールのみが検出されたものが

２５株と多かった。

３．２ 各分類毎の大量培養

糖脂質を生産している可能性のある菌株のうち糖脂

質生産量の多いもの，新規糖脂質の可能性のある１０５

株について，ジャーファメンターによる大量培養を行

った。以下に表１の分類毎の結果を示した。

９ 糖脂質を生産する酵母の探索
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表２ 他の糖を検出しない

表３ Mannitol／Mannose＝０．５以上

表４ 他の糖を検出

菌株
番号 分離源 GL

（g／L） Ma／Ery TLCでの Rf

１ ３７１ 葉 ０．８ ０．８０ ０．７３ ０．５２
２ ６９７ 葉 ５．２ ０．６８ ０．６９ ０．４９
３ ５４８ 葉 ６．２ ０．９１ ０．７０ ０．５１
４ ６７９ 葉 ６．６ １．０７ ０．７０ ０．５４ ０．４９
５ ７６７ 葉 ９．７ ０．９６ ０．８０ ０．６０
６ ７７３ 実 ０．７ １．４４ ０．７５ ０．５２
７ ６８０ 葉 ３．２ １．３１ ０．７２ ０．４４

菌株
番号 分離源 GL

（g／L）
Mannose／
Erythritol

TLCでの Rf

１ ７２７ 葉 ４．０ ０．７９ ０．７８ ０．５７

菌株
番号 分離源 GL

（g／L）
Mannose／
Erythritol

TLCでの Rf

１ ６７７ 葉 １．７ ０．９８ ０．７３

表５ 他の糖を検出しない

菌株
番号 分離源 GL

（g／L）
Mannose／
Erythritol

TLCでの Rf

１ ５１０ 葉 ３２．７ ０．９９ ０．６８
２ １０ 葉 ５２．８ １．００ ０．６８
３ １１０ キノコ ３６．４ ０．９６ ０．６８
４ ２４０ 泥 ５１．０ １．０１ ０．６７
５ ５４４ 葉 ４８．０ ０．９６ ０．６７
６ ２３９ 泥 ３７．７ ０．８３ ０．６８
７ １３６ 木の実 ３６．１ ０．９３ ０．６８
８ ２３８ 泥 ５８．５ ０．９７ ０．６８
９ １１７ 葉 ３８．４ ０．９６ ０．６８
１０ １８１ 葉 ４７．７ ０．９２ ０．６５
１１ ５６０ 葉 ３９．２ ０．８９ ０．６８
１２ １ 花 ０．９ ０．９７ ０．６８
１３ ９ 葉 ０．２ ０．８６ ０．６６
１４ １１ 葉 １．３ ０．９１ ０．６６
１５ １５ 松ヤニ １．７ １．００ ０．６５
１６ １０８ キノコ ３１．２ ０．９７ ０．６５
１７ １０９ キノコ ２７．６ １．０４ ０．５９
１８ １２１ 草 ３８．４ ０．９２ ０．６５
１９ １２３ 葉 １１．６ ０．９５ ０．６５
２０ １３５ 木の実 ６．３ １．１２ ０．６５

表６ Mannitol／Mannose＝０．５以上

菌株
番号 分離源 GL

（g／L）
Mannose／
Erythritol

TLCでの Rf

１ １５３ 葉 ２．１ １．１７ ０．７０ ０．５１ ０．４７
２ ２８７ 樹液 １．３ １．０１ ０．５８ ０．５５
３ ７０１ 葉 １．８ １．２７ ０．５２ ０．４９
４ ７３４ 葉 ２．７ １．６７ ０．５８ ０．５５ ０．５１ ０．３６
５ ７６５ 葉 ２．６ １．３１ ０．４４ ０．２７
６ ７７２ 葉 ８．０ １．００ ０．４８ ０．４５
７ ７ 野草 ２．５ ０．８７ ０．８１ ０．６３
８ ８ 野草 ３．２ ０．７７ ０．６６ ０．４５
９ １２ 松の枝 ７．７ １．１９ ０．４８
１０ ２６ 茎，葉 ４．７ １．２６ ０．７９ ０．６１
１１ ２８ 枯れ木 ４．７ ０．９８ ０．６７ ０．５０ ０．４７
１２ １２７ 葉 １２．４ ０．８２ ０．７２ ０．５３
１３ １３２ 花 ５．０ ０．７５ ０．７２ ０．５３ ０．４９
１４ １３７ 木の実 ３．６ ０．９０ ０．７５ ０．５６ ０．５０

表７ 他の糖を検出

菌株
番号 分離源 GL

（g／L）
Mannose／
Erythritol

TLCでの Rf

１ ２４６ 草花 ０．５
２ ２４７ 草花 １．９ ０．５２ ０．６１ ０．５６ ０．５２
３ ２４８ 草花 ０．４ ０．７３ ０．５６ ０．５３
４ ２４９ 葉 ２．０ ０．６０ ０．５６ ０．５３
５ ５０６ 葉 ５．０ ０．９２ ０．７９ ０．６２
６ ６９４ 葉 ２．４ ０．９７ ０．７９ ０．６１
７ ７９７ 葉 １．８ ０．８６ ０．８１ ０．６２
８ ４ 花 ３．６ １．０４ ０．６３ ０．５５ ０．４８
９ ５ 野草 ５．９ ０．８４ ０．８３ ０．６５
１０ ２２ 葉 ３．６ ０．８４ ０．８１ ０．６３
１１ ２４ 茎，葉 １．４ １．０３ ０．８０ ０．５７
１２ ７５ 土 ５．７ ０．８４ ０．７２ ０．５５
１３ １０７ 樹液 ２．５ 不検出 ０．６８
１４ １２５ 木の実 ８．２ ０．８５ ０．７９ ０．６１

表８ 他の糖を検出しない

菌株
番号 分離源 GL

（g／L）
Mannose／
Erythritol

TLCでの Rf

１ ９０ 木の実 １４．９ ０．６３ ０．６８
２ ２１７ 木の実 ５．９ １．３６ ０．７９ ０．６０ ０．５５
３ ３５７ 葉 ５１．０ ０．８９ ０．５８ ０．５５ ０．３７
４ ４２７ 草 １．８ ０．７８ ０．９４ ０．７２ ０．５４
５ ５５７ 葉 ３．７ ０．９２ ０．７６ ０．５８ ０．５２
６ ６１９ 葉 ３．３ １．１０ ０．９５ ０．６７ ０．５５

表９ Mannitol／Mannose＝０．５以上

菌株
番号 分離源 GL

（g／L）
Mannose／
Erythritol

TLCでの Rf

１ １５５ 実花 ０．６ 不検出
２ ２５５ 葉 ５．５ ０．８８ ０．６１ ０．５７
３ ２６７ 葉 １．９ １．１３ ０．７３ ０．５８ ０．５５ ０．５１
４ ２８８ 葉 ３．５ １．２５ ０．７５ ０．５６ ０．５１ ０．３７
５ ２８９ 葉 ２．７ １．１６ ０．７２ ０．５２ ０．４６ ０．３４
６ ５２１ 葉 ０．４ １．２９ ０．７９ ０．５７
７ ５３９ 葉 ０．３ １．０９ ０．７９ ０．５７
８ ６４７ 葉 １３．２ ０．７９ ０．５５
９ ７３１ 葉 ４．７ ０．８１ ０．６９ ０．５１
１０ ７６４ 葉 １．４ ０．９４ ０．７４ ０．５８ ０．５５
１１ ２ 花 ２．５ ２．２３ ０．５６ ０．５１

表１０ 他の糖を検出

菌株
番号 分離源 GL

（g／L）
Mannose／
Erythritol

TLCでの Rf

１ ２４１ 花 ０．５ ０．６７
２ ２６６ 葉 １．５ １．６２ ０．７４ ０．５８ ０．５６ ０．５３
３ ６０５ 葉 ０．３ ２．１９ ０．７６ ０．５４
４ ６８９ 葉 ４．１ １．２８ ０．６９ ０．４６
５ ３０ 葉 １．７ １．２１ ０．６７ ０．５０ ０．４７

表１１ Mannitol／Mannose＝０．５以上

菌株
番号 分離源 GL

（g／L）
Mannose／
Erythritol

TLCでの Rf

１ ４５３ 葉 ３．１ １．４７ ０．６２ ０．６０ ０．５８ ０．５４
２ ５１７ 葉 ５．９ ０．９５ ０．７１ ０．５２ ０．４７
３ ５８０ 葉 ２．８ ０．９９ ０．７１ ０．５３ ０．４９
４ ５８５ 葉 ２．９ ０．８７ ０．６９ ０．５０ ０．４７
５ ６０６ 葉 ２．３ ２．２４ ０．５９ ０．５５
６ ６５２ 葉 ２．０ ０．９５ ０．７１ ０．５３ ０．４８
７ ６６３ 葉 １３．８ ０．８０ ０．７１ ０．５３
８ ８１０ 葉 ７．５ ０．８４ ０．６９ ０．５１

Ⅰ．マンノースとエリスリトールを共に検出

１．Mannose／Erythritol＝０．７５以下

２．Mannose／Erythritol＝０．７５‐１．５

３．Mannose／Erythritol＝１．５‐２．５

４．Mannose／Erythritol＝２．５以上

広島県立西部工業技術センター研究報告 №４８（２００５）

－３４－



表１２ Mannitol のみ

菌株
番号 分離源 GL

（g／L） 糖の種類 TLCでの Rf

１ ４５ 樹液 ２．８ Mannitol
２ ２０４ 花 ０．２ Mannitol
３ ２１０ 葉 ０．７ Mannitol
４ ３４０ 葉 ０．８ Mannitol ０．８３ ０．７６ ０．７１ ０．４９
５ ４４４ 葉 １．２ Mannitol
６ ５８６ 葉 ０．８ Mannitol ０．７１ ０．４３
７ １０１ 樹液 Mannitol
８ １０４ 椿花 Mannitol

表１３ 他の糖を検出

菌株
番号 分離源 GL

（g／L） 糖の種類 TLCでの Rf

１ １１８ キノコ １．９ ？ ０．７５
～０．２

２ ８２１ 樹液 ０．４ ？
３ ４７ 汚泥 ０．１ 不検出
４ ８３７ 樹液 １．６ ？
５ ４１９ 葉 ０．２ ？
６ ６０３ 葉 ０．９ ？ ０．９７ ０．９０ ０．６７ ０．５０
７ ６７５ 葉 １０．１ ？ ０．７９ ０．６１
８ ８４４ 葉 ０．３ 不検出

Ⅱ Mannoseと Erythritolを共に検出しない

糖脂質の生産量の高い菌株は，Mannose／Erythritol

が０．７５～１．５で他の糖が検出されない表５のグループ

に多かった。１４株（表５：１３株，表８：１株）が８０g

の大豆油から３０g／L以上の糖脂質を生産した。最も生

産量の高い菌株番号２３８は，７日間で８０gの大豆油か

ら５９g（原料収率：７４％）の糖脂質を生産した。表５

の菌株では TLC上で Rf値が０．６８付近のスポットが１

つのみ得られ，アセトン画分でのMannose／Erythritol

もほぼ１であることより同じ糖脂質と考えられる。菌

株番号１０の生産する糖脂質の構造解析を行った結果，

既存の糖脂質であるマンノースの１位にエリスリトー

ル，２と３位に脂肪酸，６位にアセチル基を持つマン

ノシルエリスリトールリピッド９）（MEL B：アセチル

基の結合数及び位置により，この他 A，C，Dが報告

されている）であった。菌株番号３５７は，生産量も高

く，３つのスポットを持っていることより，新規構造

の糖脂質を効率よく生産できる可能性がある。これら

の糖脂質の高生産株は，培地組成，培養条件の最適化

により生産量，生産速度をさらに向上できると考えて

いる。

MEL Bの TLC上での Rf値は，０．６８付近であり，

この値より高い Rf値を有するものから，低い値を有

するものまで幅広く存在していた。また，MELでは

Mannose／Erythritolが１となるが，１以上の菌株が相

当数見出された。表３，６，９のように構成糖として

マンニトールを含んだ糖脂質，表４，７，１０のように

各種の糖を構成糖とする糖脂質を生産している可能性

がある。この他，表１１と１２のように，マンニトールを

主たる構成糖とする糖脂質と思われるものも見出され

た。

これらの菌株は，新規の糖脂質の可能性があり，現

在，構造を解析している。

４ 結 言

糖脂質を多量に生産する酵母あるいは新規な構造の

糖脂質を生産している可能性の高い酵母を探索した。

� 分離菌の７８２株のうち４４０株が０．１g／L以上の糖脂

質を生産した。

� ４４０株のうち４０７株（９２％）からマンノース及びエ

リスリトールが検出されたが，マンノースとエリス

リトールの比（Mannose／Erythritol）は，大きく異

なった。

� ８０gの大豆油から５９gの糖脂質を生産する高生産

株を見出した。

� 新規な構造と考えられる糖脂質を生産する酵母を

見出した。
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