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(57)【 要 約 】

【 課 題 】 乳 製 品 の 製 造 工 程 で 大 量 に 生 じ る ホ エ ー を 利 用 し て 、 酵 母 に よ る 4-trans , 8- t ra

ns-sphingadienineを 主 要 な 構 成 ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 と し て も つ セ レ ブ ロ シ ド の 効 果 的 な

製 造 法 を 提 供 す る こ と 。

【 解 決 手 段 】 ホ エ ー あ る い は ホ エ ー 派 出 物 を 含 む 培 地 に ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ マ ル キ シ ア

ナ ス を 培 養 し 、 培 養 物 か ら 4-trans , 8- t rans- sphingadienine を 主 要 な ス フ ィ ン ゴ イ ド

塩 基 と し て 持 つ セ レ ブ ロ シ ド を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る セ レ ブ ロ シ ド の 製 造 法 を 提 供 す

る 。

【 選 択 図 】 な し
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 ホ エ ー あ る い は ホ エ ー 派 出 物 を 含 む 培 地 に ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス を 培 養

し 、 培 養 物 か ら 4-trans, 8-trans- sphingadienine を 主 要 な ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 と し て

持 つ セ レ ブ ロ シ ド を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る セ レ ブ ロ シ ド の 製 造 法 。

【 請 求 項 ２ 】

　 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス が 、 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス NBRC10

005株 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 製 造 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ホ エ ー あ る い は ホ エ ー 派 生 物 を 含 む 培 地 を 使 用 し 、 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ マ

ル キ シ ア ナ ス に よ る 4-trans, 8-trans- sphingadienine を 主 要 な ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 と

し て 持 つ セ レ ブ ロ シ ド の 製 造 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ス フ ィ ン ゴ 脂 質 は 、 ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 を 構 成 分 と し て 持 つ 脂 質 ク ラ ス の 総 称 で あ り 、

脂 肪 酸 が ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 の ２ 位 の ア ミ ノ 基 に 酸 ア ミ ド 結 合 し た も の が セ ラ ミ ド で あ る

。 1位 の 水 酸 基 に グ ル コ ー ス が 結 合 し た も の が セ レ ブ ロ シ ド と 言 わ れ て い る 。

　 ス フ ィ ン ゴ 脂 質 は 、 真 核 生 物 一 般 に 存 在 す る 生 体 膜 脂 質 成 分 で あ り 、 動 物 、 植 物 お よ び

微 生 物 に よ っ て 構 成 ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 や 構 成 脂 肪 酸 お よ び そ の 他 の 構 成 分 に 違 い が 認 め

ら れ 、 生 物 種 固 有 の ス フ ィ ン ゴ 脂 質 の 分 子 種 が 存 在 し て い る 。 酵 母 を 含 む 真 菌 類 に 存 在 す

る セ レ ブ ロ シ ド を 含 む ス フ ィ ン ゴ 糖 脂 質 の 構 成 ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 は 、 そ の ほ と ん ど が 9-

methyl-4-trans, 8-trans-sphingadienineか ら 構 成 さ れ て お り 、 高 等 植 物 や 動 物 の 場 合 、

9位 の メ チ ル 基 が 存 在 し な い 構 造 を 持 っ た ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 か ら 構 成 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 ヒ ト を 含 め て ス フ ィ ン ゴ 脂 質 の 存 在 意 義 は 依 然 不 明 な 点 が 多 い が 、 セ ラ ミ ド は 、 皮 膚 の

上 側 層 で あ る 角 質 層 の 主 要 脂 質 成 分 で あ り 、 セ ラ ミ ド の よ う な ス フ ィ ン ゴ 脂 質 を 含 有 す る

組 成 物 の 局 所 塗 布 は 、 例 え ば 皮 膚 の 障 壁 機 能 お よ び 水 分 保 持 特 性 を 改 善 す る （ 例 え ば 非 特

許 文 献 １ ） こ と が 知 ら れ て い る 。 セ レ ブ ロ シ ド を 含 む 組 成 物 に 関 す る 特 許 と し て は 、 抗 嘔

吐 剤 （ 特 許 文 献 １ ） 、 N KT細 胞 活 性 化 剤 （ 非 特 許 文 献 ２ ） 、 エ イ ズ 発 症 予 防 薬 お よ び 進 行

抑 制 薬 （ 特 許 文 献 ３ ） 、 大 腸 ガ ン 予 防 剤 お よ び 予 防 食 品 （ 特 許 文 献 ４ ） な ど が あ る 。

　 こ れ ま で 、 化 粧 品 や 栄 養 補 助 食 品 等 に 使 用 さ れ る セ ラ ミ ド や ス フ ィ ン ゴ 糖 脂 質 お よ び ス

フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン を 含 む ス フ ィ ン ゴ 脂 質 調 製 物 は 、 主 に 動 物 供 給 源 、 特 に ウ シ か ら 抽 出 さ

れ て い た 。 し か し 、 ウ シ 海 綿 状 脳 症 (BSE)の 発 生 以 来 、 潜 在 的 な 病 原 性 の 危 険 か ら 植 物 起

源 へ 移 行 し た も の の 、 植 物 由 来 の ス フ ィ ン ゴ 脂 質 調 製 物 は 非 常 に 高 価 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 酵 母 ピ ヒ ア ・ シ ッ フ ェ リ （ Pichia ciferrii） の よ う な 微 生 物 は 、 ス フ ィ ン ゴ 脂 質 、 ス

フ ィ ン ゴ シ ン 、 フ ィ ト ス フ ィ ン ゴ シ ン や そ れ ら の 誘 導 体 を 生 成 す る こ と が 発 見 さ れ て お り

(例 え ば 非 特 許 文 献 ２ 、 特 許 文 献 ５ )、 セ ラ ミ ド や ス フ ィ ン ゴ 糖 脂 質 の 化 学 合 成 の 出 発 物 質

と し て の ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 の 生 産 法 は 公 知 で あ る 。

　 し か し 、 従 来 の 酵 母 に よ る ス フ ィ ン ゴ 脂 質 調 製 物 に 含 ま れ る 構 成 ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 は

、 高 等 生 物 の 構 成 ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 と し て 存 在 し て い な い ア セ チ ル 化 さ れ た も の で あ っ

た 。 ま た 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス 属 、 チ ゴ サ ッ カ ロ マ イ セ ス 属 お よ び ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス 属 酵

母 に も セ レ ブ ロ シ ド が 存 在 す る (例 え ば 特 許 文 献 ６ 、 非 特 許 文 献 ３ )が 、 構 成 ス フ ィ ン ゴ イ

ド 塩 基 は 高 等 生 物 に は 存 在 し な い 9-methyl-4-trans, 8-trans-sphingadienineが 多 く 存 在

し て い る (例 え ば 非 特 許 文 献 ３ )。

　 こ の よ う な 実 情 か ら 、 動 物 も し く は 植 物 組 織 以 外 で 高 等 生 物 に 共 通 の ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩

基 を 持 っ た 安 全 で 安 価 な ス フ ィ ン ゴ 脂 質 の 新 規 供 給 源 が 望 ま れ て い た 。

【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 一 方 、 ホ エ ー は ホ エ イ ま た は 乳 清 と も 呼 ば れ 、 牛 の 乳 な ど の 獣 乳 か ら チ ー ズ 等 の 乳 製 品

を 製 造 す る 際 に 副 生 す る 液 状 の も の で あ る 。 一 般 に 、 そ れ を 噴 霧 乾 燥 し た ホ エ ー パ ウ ダ ー

と し て 流 通 し て い る 。 主 な 成 分 と し て 獣 乳 か ら チ ー ズ と し て 移 行 し た 成 分 の 残 り の 成 分 を

含 有 、 す な わ ち 、 乳 糖 、 ホ エ ー タ ン パ ク 質 、 灰 分 等 か ら 構 成 さ れ て い る 。

　 ホ エ ー に 関 し て は 詳 し い 成 書 が 多 く あ り 、 そ の 産 業 的 利 用 に 関 し て も 詳 し く 言 及 さ れ て

い る （ 例 え ば 非 特 許 文 献 ４ ） 。 ま た 、 ホ エ ー に 類 似 し た も の と し て 、 乳 ま た は ホ エ ー を 限

外 濾 過 （ UF） 等 の 技 術 に よ っ て タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と で 得 ら れ る 透 過 液 （ パ ー ミ エ ー

ト ） が あ る 。 こ の よ う な ホ エ ー 派 生 物 は 、 主 成 分 が 乳 糖 と 灰 分 か ら な る 。

　 ホ エ ー を 培 地 と し て 用 い て 酵 母 を 培 養 し 、 各 種 の バ イ オ マ ス 生 産 を 行 う こ と は 古 く か ら

知 ら れ て い る が 、 ホ エ ー 派 生 物 も 乳 糖 を 主 要 な 炭 素 原 と す る と い う 意 味 で ホ エ ー 同 様 に 利

用 で き る 。 ホ エ ー お よ び ホ エ ー 派 生 物 は 、 食 品 素 材 と し て 用 い る こ と が 可 能 な 素 材 で あ る

が 、 大 量 に 生 じ る た め 、 付 加 価 値 が 低 く 、 産 業 上 の 高 度 な 利 用 が 望 ま れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ０ ６ － ２ ７ １ ５ ９ ８

【 特 許 文 献 ２ 】 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ４ ４ ９ ２ ８

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 平 ０ ９ － ３ １ ５ ９ ８ ０

【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ２ １ ３ ７ ８ ２

【 特 許 文 献 ５ 】 特 表 ２ ０ ０ ２ － ５ １ ９ ０ ７ ０

【 特 許 文 献 ６ 】 特 表 ２ ０ ０ ４ － ８ ９ ０ ４ ７

【 非 特 許 文 献 １ 】 Eur. J. Dermatol, １ 巻 ， ｐ ． ３ ９ － ４ ３ ， １ ９ ９ １ 年

【 非 特 許 文 献 ２ 】 J.　 Bacteriol. , ８ ０ 巻 ， ｐ ． ４ ８ ４ － ４ ９ １ ， １ ９ ６ ０ 年

【 非 特 許 文 献 ３ 】 FE MS Yeast Res., ４ 巻 , ｐ ． ５ ５ ３ － ５ ５ ８ ， ２ ０ ０ ２ 年

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Whey and lactose processing, Elsevier Applied Science, １ ９ ９ ２

年

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は 、 高 等 生 物 に は 広 く 存 在 す る も の の 、 こ れ ま で 真 菌 類 で は ほ と ん ど 蓄 積 し な い

と さ れ て い る 4-trans, 8-trans-sphingadienineを セ レ ブ ロ シ ド の 主 要 な 構 成 ス フ ィ ン ゴ

イ ド 塩 基 と し て 含 む 酵 母 を 検 索 し 、 炭 素 源 と し て ホ エ ー あ る い は ホ エ ー 派 生 物 を 含 む 培 地

に 当 該 酵 母 を 培 養 し 、 ヒ ト に 安 全 な セ レ ブ ロ シ ド を 安 価 に 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る こ と を

課 題 と す る も の で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 生 物 学 的 に 安 全 で 、 増 殖 能 が 活 発 な 酵 母 に 、 高 等 生 物 と 同 様 の 構 造 を 持

っ た ス フ ィ ン ゴ 糖 脂 質 が 存 在 す れ ば 、 高 付 加 価 値 な ス フ ィ ン ゴ 脂 質 調 製 物 の 安 全 で 、 安 価

な 供 給 源 と な り う る と 仮 定 を 立 て 、 係 る 微 生 物 を 用 い て ホ エ ー あ る い は ホ エ ー 派 生 物 な ど

の 安 価 な 炭 素 源 を 含 む 培 地 で 培 養 す れ ば 、 従 来 以 上 に 安 価 な ス フ ィ ン ゴ 脂 質 調 製 物 が 供 給

で き る こ と が 可 能 に な る と 考 え た 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 こ の よ う な 着 想 の も と に 、 微 生 物 の 検 索 を 行 い 、 4-trans, 8-trans- sphingadienine

を 主 要 な ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 と し て 持 つ セ レ ブ ロ シ ド を 含 む ス フ ィ ン ゴ 脂 質 を 蓄 積 す る 酵

母 を 見 出 し た 。 本 発 明 は 、 こ の よ う な 知 見 に 基 づ い て 完 成 さ れ た 。

　 請 求 項 １ に 記 載 の 発 明 は 、 ホ エ ー あ る い は ホ エ ー 派 出 物 を 含 む 培 地 に ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ

ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス を 培 養 し 、 培 養 物 か ら 4-trans, 8-trans- sphingadienine を 主 要 な

ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 と し て 持 つ セ レ ブ ロ シ ド を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る セ レ ブ ロ シ ド の

製 造 法 で あ る 。

　 請 求 項 ２ に 記 載 の 発 明 は 、 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス が 、 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ

ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス NBRC10005株 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 製 造 法 で あ る 。

【 発 明 の 効 果 】
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【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 安 価 、 か つ 安 定 的 に 入 手 で き る ホ エ ー あ る い は ホ エ ー 派 出 物 を 用 い て

、 ヒ ト に 安 全 な セ レ ブ ロ シ ド を 安 価 に 製 造 す る こ と が で き る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 生 物 学 的 に 安 全 で 、 増 殖 能 が 活 発 な 酵 母 の 中 か ら 、 本 発 明 に 使 用 で き る

酵 母 を 以 下 の 方 法 で 検 索 し た 。

　 ま ず 、 ラ ク ト ー ス 資 化 性 を 有 す る 乳 酵 母 の 中 か ら 、 ブ レ ッ タ ノ マ イ セ ス ・ ア ノ マ ル ス （

Brettanomyces anomalus） NBRC 0796、 キ ャ ン デ ィ ダ ・ イ ン タ ー メ デ ィ ア （ Candida inte

rmedia） NBRC 0761、 キ ャ ン デ ィ ダ ・ ケ フ ィ ー ル （ Candida kefyr） NBRC 10287、 キ ャ ン

デ ィ ダ ・ テ ヌ イ ス （ Candida tenuis） NBRC 10315 、 デ バ リ オ マ イ セ ス ・ ハ ン セ ニ イ （ De

baryomyces hansenii） NBRC 0083、 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ ラ ク テ ィ ス （ Kluyveromyces l

actis） ATCC 12426、 Kluyveromyces lactis NBRC 0433、 Kluyveromyces lactis NBRC 06

48、 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ ラ ク テ ィ ス （ Kluyveromyces lactis） NBRC 1090、 ク リ ヴ ェ ロ

マ イ セ ス ・ ラ ク テ ィ ス （ Kluyveromyces lactis） NBRC 1267、 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ ラ ク

テ ィ ス （ Kluyveromyces lactis） NBRC 1673、 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ ラ ク テ ィ ス （ Kluyve

romyces lactis） NBRC 1903、 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス （ Kluyveromyces ma

rxianus） NBRC 10005、 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ ヴ ィ ッ ケ ル ハ ミ イ （ Kluyveromyces wicker

hamii） NBRC 1675、 ロ ド ト ル ラ ・ マ イ ニ ュ ー タ （ Rhodotorula minuta） NBRC 0387、 ヤ

マ ダ ツ ィ マ ・ フ ァ リ ノ サ （ Yamadazyma farinosa） NBRC 1163を 選 抜 し 、 こ れ ら を 培 養 し

、 培 養 物 か ら セ レ ブ ロ シ ド を 分 離 し て ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 の 組 成 を 調 べ る こ と に よ っ て 、

目 的 と す る ス フ ィ ン ゴ 脂 質 調 製 物 の 供 給 源 と な り 得 る 微 生 物 を 検 索 し た 。 す な わ ち 、 上 記

の 微 生 物 を そ れ ぞ れ 500ml容 の 三 角 フ ラ ス コ に 入 れ た 100mlの YPD培 地 で 培 養 を 行 い 、 菌 体

を 回 収 後 、 全 脂 質 を 抽 出 し た 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 得 ら れ た 全 脂 質 を 100ml容 の ナ ス 型 フ ラ ス コ に 移 し て 濃 縮 乾 固 の 後 、 0.4規 定 の メ タ ノ ー

ル 性 水 酸 化 カ リ ウ ム 50mlを 加 え て 37℃ で 2時 間 保 持 し た 。 反 応 後 、 ク ロ ロ ホ ル ム -メ タ ノ ー

ル -水 が 8:4:3に な る よ う に 300ml容 の 分 液 ロ ー ト へ 移 し て 1昼 夜 保 持 し た 。 液 が 2層 に 分 離

し た こ と を 確 認 し た 後 、 上 精 を ア ス ピ レ ー タ ー で 除 去 し て 、 等 量 の ク ロ ロ ホ ル ム -メ タ ノ

ー ル -水 (3:48:47)の 加 え て 良 く 撹 拌 し た 後 、 2層 に な る ま で 放 置 し た 。 こ の 作 業 は 2回 繰 り

返 し て 行 っ た 。 下 層 を ナ ス 型 フ ラ ス コ に 移 し 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 乾 固 し て

ア ル カ リ 安 定 脂 質 （ 粗 セ レ ブ ロ シ ド ） 画 分 を 得 た 。

　 次 に 、 こ の ア ル カ リ 安 定 脂 質 （ 粗 セ レ ブ ロ シ ド ） 画 分 を 、 調 製 用 ケ イ 酸 薄 層 ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ ー （ TLC） に 供 し て ク ロ ロ ホ ル ム -メ タ ノ ー ル -酢 酸 (90:10:1 v/v)で 展 開 後 、 標 準 品

(sigma社 製 牛 脳 由 来 セ レ ブ ロ シ ド )と 移 動 率 （ Rf） が 一 致 す る セ レ ブ ロ シ ド を 分 離 精 製 し

た 。 得 ら れ た セ レ ブ ロ シ ド は ジ オ キ サ ン 性 5%水 酸 化 バ リ ウ ム を 用 い て 分 解 し 、 生 成 し た ス

フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 の 組 成 を 常 法 に よ っ て 分 析 し た 。

　 そ の 結 果 、 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス NBRC 10005由 来 の セ レ ブ ロ シ ド は 、

真 菌 に 特 徴 的 な 9-methyl-4-trans, 8-trans-sphingadienineを ほ と ん ど 含 有 せ ず 、 80％ 以

上 が 4-trans, 8-trans-sphingadienineか ら 構 成 さ れ て い る こ と を 見 出 し た 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 こ の よ う に し て 、 本 発 明 に 使 用 す る 酵 母 を 選 抜 し た 。 す な わ ち 、 本 発 明 に は 、 4-trans,

 8-trans-sphingadienineを 主 要 な 構 成 ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 と す る セ レ ブ ロ シ ド を 含 む ス

フ ィ ン ゴ 脂 質 を 蓄 積 で き る ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス 属 の 酵 母 で あ れ ば 使 用 す る こ と が で き る 。

好 ま し い 酵 母 は 、 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス で あ り 、 特 に 好 ま し い 酵 母 は 、 ク

リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス NBRC 10005で あ る 。

　 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス の 培 養 に は 、 液 体 培 地 が 用 い ら れ 、 該 培 地 に は 炭

素 源 と し て ホ エ ー あ る い は ホ エ ー 派 生 物 を 含 む こ と が 必 要 で あ る 。 な お 、 当 該 酵 母 が 生 育

で き 、 目 的 と す る セ レ ブ ロ シ ド を 生 産 す る こ と が で き る の で あ れ ば 、 他 の 炭 素 源 を 含 む 培

地 （ 例 え ば YPD培 地 な ど ） 使 用 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ １ ４ 】

　 ホ エ ー や そ の 派 生 物 と し て は 、 甘 性 ホ エ ー 、 酸 性 ホ エ ー 、 ホ エ ー パ ー ミ エ ー ト （ ホ エ ー

を 限 外 ろ 過 な ど の 技 術 で タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と で 得 ら れ る 透 過 液 ） な ど が あ る 。 こ れ

ら は 液 状 で も 粉 状 で も よ い が 、 除 タ ン パ ク 処 理 し た も の が 好 適 で あ る 。 培 地 中 の ホ エ ー 濃

度 は 、 ラ ク ト ー ス 換 算 で 0.5～ 20%、 好 ま し く は 2～ 10％ が 適 当 で あ る 。

　 培 地 成 分 と し て は 、 炭 素 源 の 他 に 、 上 記 酵 母 の 生 育 に 有 用 な 窒 素 源 、 無 機 塩 類 な ど を 含

む こ と が 望 ま し い 。 窒 素 源 と し て は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 コ ー ン ス テ ィ ー プ リ カ ー な ど が

あ り 、 単 独 で 用 い て も 、 組 合 わ せ て 用 い て も よ い 。 な お 、 培 地 中 の 濃 度 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ

ウ ム は 0.5～ 5％ 、 コ ー ン ス テ ィ ー プ リ カ ー は 0.5～ 10％ 程 度 が 適 当 で あ る 。 ま た 、 無 機 塩

類 と し て は 限 定 さ れ ず 、 例 え ば リ ン 酸 一 カ リ ウ ム 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど が 用 い ら れ る 。

　 培 地 の 初 期 ｐ Ｈ は 7.5～ 9.0に 調 整 す る こ と が 望 ま し く 、 8.0～ 9.0が よ り 好 ま し い 。 ｐ Ｈ

の 調 節 に は 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ア 、 炭 酸 ナ ト リ ウ ム な ど が 用 い ら れ る 。

　 液 体 培 地 に ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス を 接 種 し 、 15～ 35℃ 、 好 ま し く は 15～

25℃ の 温 度 で 振 盪 培 養 を 行 う 。 培 養 時 間 は 、 セ レ ブ ロ シ ド が 十 分 に 生 産 さ れ る ま で 、 通 常

は 24～ 72時 間 、 好 ま し く は 24～ 48時 間 で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 培 養 終 了 後 、 微 生 物 菌 体 を 回 収 し て 全 脂 質 を 分 離 し 、 脂 質 中 に 存 在 す る ス フ ィ ン ゴ 糖 脂

質 の 定 量 ・ 定 性 分 析 を 行 う 。 こ の 方 法 は 既 知 の 方 法 に 従 っ て 実 施 す れ ば よ く 、 例 え ば 蒸 発

光 散 乱 検 出 器 付 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC-ESLD） や ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ G

C） を 用 い て 行 う こ と が で き る が 、 こ れ ら の 分 析 法 等 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 当 該 技

術 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な 方 法 で 行 う こ と が で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 の 詳 細 を 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に よ っ て 何 ら 限 定 さ

れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

実 施 例 １

　 独 立 行 政 法 人 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 生 物 遺 伝 資 源 部 門 (NBRC)よ り 入 手 し た ク リ ヴ ェ ロ マ

イ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス NBRC10005
T
を 一 白 金 耳 か き と り 、 試 験 管 中 の 液 体 培 地 (3ml)に 接

種 し て 種 培 養 を 行 っ た 。 菌 体 が 増 殖 し て 白 濁 し た 培 養 液 (1ml)を 、 500ml容 の 三 角 フ ラ ス コ

中 の 液 体 培 地 100mlへ 接 種 し て 培 養 を 行 っ た 。

　 使 用 し た 液 体 培 地 は ホ エ ー パ ウ ダ ー (2%ラ ク ト ー ス 相 当 量 、 よ つ 葉 乳 業 社 製 )、 0.5％ 硫

酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 1％ コ ー ン ス テ ィ ー プ リ カ ー 、 0.075％ リ ン 酸 カ ル シ ウ ム お よ び 0.075％

硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム を 含 む も の （ ｐ H5.5） を 用 い 、 25℃ 、 135rpmで の 振 盪 培 養 を 行 っ た 。 約

24時 間 後 定 常 期 に 達 し た 菌 体 は 、 遠 心 分 離 お よ び 蒸 留 水 に よ る 洗 浄 を ３ 度 繰 り 返 し た の ち

、 湿 菌 体 を 凍 結 乾 燥 し 、 供 試 材 料 と し た 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 凍 結 乾 燥 菌 体 0.5gを 、 5mlの メ タ ノ ー ル と 共 に 超 音 波 破 砕 機 （ U D-200、 Tomy Seiko、 Tok

yo、 Japan） で 10分 間 破 砕 し 、 全 脂 質 は 引 き 続 き 5mlの ク ロ ロ ホ ル ム -メ タ ノ ー ル （ 2:1お よ

び 1:2、 v/v） で そ れ ぞ れ 2回 ず つ 10分 撹 拌 抽 出 し た 。 得 ら れ た 抽 出 液 に ク ロ ロ ホ ル ム -メ

タ ノ ー ル -蒸 留 水 の 比 が 8:4:3に な る よ う に ク ロ ロ ホ ル ム と 蒸 留 水 を 加 え て 静 置 後 、 下 層 を

濃 縮 し て 全 脂 質 画 分 と し た 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 全 脂 質 を 100ml容 の ナ ス 型 フ ラ ス コ へ 移 し て 濃 縮 乾 固 し 、 20mlの 0.4規 定 メ タ ノ ー ル 性 水

酸 化 カ リ ウ ム を 加 え 超 音 波 処 理 を 行 っ て 完 全 に 懸 濁 さ せ た 後 、 37℃ で １ 時 間 保 持 し た 。

　 次 い で 、 100ml容 の 分 液 ロ ー ト へ ク ロ ロ ホ ル ム － メ タ ノ ー ル － 水 (8:4:3 v/v)に な る よ う

に 移 し た 後 、 得 ら れ た 下 層 を 弱 ア ル カ リ 安 定 画 分 と し た 。 得 ら れ た 弱 ア ル カ リ 安 定 画 分 を

、 調 製 用 ケ イ 酸 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ TLC） に 供 し て ク ロ ロ ホ ル ム -メ タ ノ ー ル -酢 酸 (

90:10:1 v/v)で 展 開 し た 。 そ の 後 、 標 準 品 (sigma社 製 牛 脳 由 来 セ レ ブ ロ シ ド )と 移 動 率 （ R

f値 ） が 一 致 す る セ レ ブ ロ シ ド を 分 離 精 製 し た 。
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　 セ レ ブ ロ シ ド の 構 成 成 分 分 析 で は 、 ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 分 析 の 際 は ジ オ キ サ ン 性 5%水 酸

化 バ リ ウ ム を 、 脂 肪 酸 お よ び 構 成 糖 分 析 の 際 は 5%無 水 メ タ ノ ー ル 性 塩 化 水 素 を 用 い て 分 解

し 、 得 ら れ た 構 成 成 分 （ ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 、 脂 肪 酸 、 糖 ） の 組 成 を 常 法 に よ っ て 分 析 し

た 。 ま た 、 ヒ ド ロ キ シ 脂 肪 酸 の 分 析 は 、 メ チ ル エ ス テ ル 誘 導 体 を 更 に ア セ チ ル 誘 導 体 と し

て 、 CP-Sil 88キ ャ ピ ラ リ ー カ ラ ム （ 0.25m m× 50m、 Chrompack社 製 ） を 用 い 、 160～ 220℃

（ 昇 温 5℃ /min） の 温 度 条 件 で GC分 析 に 供 し た 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

そ の 結 果 、 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス NBRC10005
T
由 来 セ レ ブ ロ シ ド は 表 １ に

示 し た よ う な 構 成 成 分 か ら な る こ と が 判 明 し た 。

【 ０ ０ ２ １ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 構 成 成 分 分 析 の 結 果 、 ク リ ヴ ェ ロ マ イ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス NBRC10005
T
は 、 従 来 知 ら

れ て い る 真 菌 由 来 セ レ ブ ロ シ ド の 特 徴 で あ る 9-メ チ ル 型 ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 を ほ と ん ど 蓄

積 せ ず 、 高 等 生 物 で 特 徴 的 な ス フ ィ ン ゴ イ ド 塩 基 で あ る 4-trans, 8-trans-sphingadienin

eと 16:0(2-O H)お よ び グ ル コ ー ス か ら な る セ レ ブ ロ シ ド が ほ と ん ど を 占 め る こ と が 明 ら か

と な っ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 乳 製 品 の 製 造 工 程 で 大 量 に 生 じ る ホ エ ー を 利 用 し て 発 酵 生 産 を 行 う こ

と に よ り 、 安 全 性 の 高 い セ レ ブ ロ シ ド を 効 率 よ く 製 造 す る こ と が で き る 。 こ の セ レ ブ ロ シ

ド は 、 化 粧 品 、 食 品 な ど の 分 野 に お い て 幅 広 く 利 用 さ れ る 。
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