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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ｎ－３系高度不飽和脂肪酸合成能を有する細胞に対して、カタラーゼをコードする遺伝
子を発現可能に導入することによって、細胞のｎ－３系高度不飽和脂肪酸含量を増加させ
て、上記細胞のｎ－３系高度不飽和脂肪酸組成を改変する、方法。
【請求項２】
　上記遺伝子は、ヴィブリオ・ルモイエンシスＳ－１株に由来することを特徴とする請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
　ｎ－３系高度不飽和脂肪酸合成能を有する細胞に対して、配列番号１に記載の配列を有
するポリヌクレオチドを発現可能に導入することによって、細胞のｎ－３系高度不飽和脂
肪酸含量を増加させて、上記細胞中のｎ－３系高度不飽和脂肪酸組成を改変する、方法。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか１項に記載の方法を一工程として含むことを特徴とするｎ－３
系高度不飽和脂肪酸含有組成物の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、種々の細胞の脂肪酸組成を改変する方法に関するものであり、特に、機能性
脂質であるエイコサペンタエン酸（ＥＰＡ）を始めとする不飽和脂肪酸の含有量を高める
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方法に関する。さらに、ＥＰＡ等の不飽和脂肪酸を含有する医薬品、食品、またはその他
の工業製品と、その製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　不飽和脂肪酸、特にｎ－３系高度不飽和脂肪酸であるエイコサペンタエン酸（ＥＰＡ）
やドコサヘキサエン酸（ＤＨＡ）等は、機能性脂質と呼ばれ、医薬品や食品等、様々な分
野で利用されている。例えばＥＰＡは、閉塞性動脈硬化症などの改善に用いられる医薬品
、ＤＨＡは健康食品素材として利用されている。また、これらＥＰＡおよびＤＨＡは食品
添加物やサプリメントとして利用されることもある。このように工業的に利用されている
ｎ－３系高度不飽和脂肪酸の多くは、脂肪態のものである。
【０００３】
　現在、これらｎ－３系高度不飽和脂肪酸を始めとする不飽和脂肪酸は、その原料のほと
んどが魚油である。魚油は、その分子形態はトリアシルグリセロール（脂肪）であり、現
在医薬品として２００億円規模の売上があるＥＰＡエチルエステルの原料となっている。
【０００４】
　また最近、ｎ－３系高度不飽和脂肪酸のリン脂質態の抗腫瘍作用や臓器の白色脂肪量の
低下作用、抗酸化作用が見出されるなど、新しい生理機能が明らかにされてきている。リ
ン脂質態ｎ－３系高度不飽和脂肪酸の原料は、主としてイカ等の水産資源である。
【０００５】
　また、水産資源以外からの採取以外の不飽和脂肪酸の製造方法としては、微生物を利用
する方法が試みられている。例えば、特許文献１には、ＥＰＡの生合成酵素群をコードす
る遺伝子（ＥＰＡ合成酵素遺伝子群）をシーワネラ・ピュートリファシエンス（Shewanel
la putrefaciens）ＳＣＲＣ－２８７４（FERM BP-1625）から取得し、これをベクターと
連結してプラスミドを作成して該プラスミドにて大腸菌を形質転換し、この形質転換した
大腸菌を培養してＥＰＡを産生する技術が記載されている。
【０００６】
　また、特許文献２には、シーワネラ・ピュートリファシエンス（Shewanella putrefaci
ens）ＳＣＲＣ－２８７４（FERM BP-1625）由来のＥＰＡ生合成酵素遺伝子群の一部遺伝
子を欠損させることによって、よりＥＰＡ生産能の高い遺伝子群を見出したことが記載さ
れている。
【特許文献１】特開平８－２４２８６７号公報（公開日：１９９６年９月２４日）
【特許文献２】国際公開番号：ＷＯ９８／０１５６５（国際公開日：１９９８年１月１５
日）
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　上述したように、現在、ｎ－３系高度不飽和脂肪酸を始めとする不飽和脂肪酸の原料と
しては、主に水産資源が利用されている。しかし、水産資源を不飽和脂肪酸の原料とする
には、以下のような問題点がある。まず、魚油を始めとする水産資源は独特の臭気（いわ
ゆる魚臭さ）が避けられない。そのため、この臭気が製品としての品質や価値を損なう可
能性がある。また、漁獲高の不安定性および経年的な減少傾向によって、水産資源の原料
としての供給の安定性には問題がある。さらに、環境汚染による水産資源の汚染も、将来
的により大きな問題となると考えられている。
【０００８】
　上述したように、形質転換した大腸菌によって不飽和脂肪酸を産生する方法も提案され
ている。しかし、工業的に不飽和脂肪酸を製造するには、不飽和脂肪酸をより効率よく産
生することのできる新たな技術が求められている。
【０００９】
　本発明は、上記従来の課題に鑑みたものであり、その目的は、不飽和脂肪酸をより効率
よく製造することを可能にする方法と、その代表的な利用技術とを提供することにある。
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【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは、上記課題を解決するために鋭意検討した結果、不飽和脂肪酸合成能を有
する細胞に対して、当該細胞が合成した不飽和脂肪酸の酸化を抑制することによって、上
記細胞の脂肪酸組成を改変することができ、それゆえ不飽和脂肪酸をより効率よく製造す
ることが可能になることを独自に見出し、本発明を完成するに至った。本発明は上記新規
な知見に基づいて完成されたものであり、以下の発明を包含する。
（１）不飽和脂肪酸合成能を有する細胞に対して、当該細胞が合成した不飽和脂肪酸の酸
化を抑制することによって上記細胞の脂肪酸組成を改変する方法。
（２）上記不飽和脂肪酸合成能を有する細胞に対して、不飽和脂肪酸の酸化を抑制するこ
とのできるタンパク質をコードする遺伝子を発現可能に導入する工程を含む上記（１）に
記載の方法。
（３）上記遺伝子は、カタラーゼ活性を有するタンパク質をコードする遺伝子である上記
（２）に記載の方法。
（４）上記遺伝子は、ヴィブリオ・ルモイエンシスＳ－１株に由来する上記（３）に記載
の方法。
（５）上記不飽和脂肪酸合成能を有する細胞は、不飽和脂肪酸合成能を有するタンパク質
をコードする遺伝子を発現可能に導入してなる細胞である上記（１）～（４）のいずれか
に記載の方法。
（６）上記遺伝子は、ＥＰＡ合成能を有するタンパク質をコードする遺伝子である上記（
５）に記載の方法。
（７）不飽和脂肪酸合成能を有する細胞に対して、配列番号１に記載の配列を有するポリ
ヌクレオチドを発現可能に導入することによって、上記細胞の脂肪酸組成を改変する方法
。
（８）上記（１）～（７）のいずれかに記載の方法を一工程として含む不飽和脂肪酸含有
組成物の製造方法。
（９）上記（４）に記載の製造方法により製造される不飽和脂肪酸含有組成物。
（１０）上記（１）～（７）のいずれか１項に記載の方法によって脂肪酸組成が改変され
た細胞。
（１１）不飽和脂肪酸合成能を有すると共に、不飽和脂肪酸の酸化を抑制することのでき
るタンパク質をコードした遺伝子が発現可能に導入されてなる細胞。
（１２）宿主細胞に、不飽和脂肪酸合成酵素遺伝子と、不飽和脂肪酸の酸化を抑制するこ
とのできるタンパク質をコードした遺伝子とが共発現可能に導入されてなる上記（１１）
に記載の細胞。
【発明の効果】
【００１１】
　以上のように、本発明は、不飽和脂肪酸合成能を有する細胞に対して、当該細胞が合成
した不飽和脂肪酸の酸化を抑制することによって上記細胞の脂肪酸組成を改変する方法と
、その代表的な利用法とを含む。
【００１２】
　本発明に係る細胞の脂肪酸組成を改変する方法によれば、細胞の不飽和脂肪酸の含有量
を高めることができる。そのため、当該方法によって脂肪酸組成を改変された細胞は、不
飽和脂肪酸の製造に好適に用いることができる。つまり、当該方法によると、不飽和脂肪
酸を安定かつ効率よく供給することが可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
　本発明の実施の一形態について説明すれば、以下の通りである。なお、本発明は、これ
に限定されるものではない。
【００１４】
　本発明は、不飽和脂肪酸合成能を有する細胞に対して、当該細胞が合成した不飽和脂肪
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酸の酸化を抑制することによって、上記細胞の脂肪酸組成を改変する方法（以下、単に脂
肪酸組成改変方法と称する場合がある）、およびその利用に関するものである。そこで、
以下ではまず、上記細胞の脂肪酸組成を改変する方法について説明し、次いで、その代表
的な利用法について説明する。
＜１．脂肪酸組成改変方法＞
　上記脂肪酸組成改変方法としては、不飽和脂肪酸合成能を有する細胞に対して、当該細
胞が合成した不飽和脂肪酸の酸化を抑制することによって上記細胞の脂肪酸組成を改変す
ることができればよく、対象となる細胞、不飽和脂肪酸、工程、試薬等は特に限定されな
い。
【００１５】
　本発明における不飽和脂肪酸とは、特に断らない限り、二重結合または三重結合をもつ
脂肪酸およびその誘導体の両方を意味する。つまり、特に断らない限り、不飽和脂肪酸に
は、単純脂質としてのモノエン脂肪酸、ポリエン脂肪酸、高度不飽和脂肪酸、およびアセ
チレン型脂肪酸、並びにこれら脂肪酸の誘導体が含まれる。
【００１６】
　不飽和脂肪酸の誘導体としては、リン脂質等の複合脂質、極性脂質、エステル等、上述
の不飽和脂肪酸を含む化合物であれば特に限定されない。
【００１７】
　本発明の脂肪酸組成改変方法の対象となる細胞としては、不飽和脂肪酸合成能を有する
細胞であればよく、従来公知の各種細胞を好適に用いることができる。つまり、植物、動
物、細菌、酵母等、あらゆる生物の細胞を対象とすることが可能である。具体的には、大
腸菌（E. coli）等の細菌、酵母（出芽酵母Saccharomyces cerevisiae、分裂酵母Schizos
accharomyces pombe）、線虫（Caenorhabditis elegans）、アフリカツメガエル（Xenopu
s laevis）の卵母細胞等を挙げることができるが、特に限定されるものではない。上記の
細胞のための適切な培養培地および条件は当分野で周知である。
【００１８】
　なお、リン脂質を得ることを目的とする場合、対象となる細胞として特に好適なのは、
細菌、または酵母などのようにミトコンドリアなどの細胞内膜系をもつ生物である。これ
らの細胞は、脂肪酸の多くをリン脂質成分として合成するので、不飽和脂肪酸のリン脂質
を特に効率よく生産することができる。
【００１９】
　これらの対象となる細胞としては、元来不飽和脂肪酸合成能を有する細胞であってもよ
い。また、不飽和脂肪酸合成能を持たない、またはその能力の低い細胞に対して、人工的
に不飽和脂肪酸合成能を付与することもできる。
【００２０】
　不飽和脂肪酸合成能を元来有する細胞としては、具体的には、Alteromonas属、Shewane
lla属、Colwellia属、Vibrio属、Flexibacter属などの細菌、さらに具体的には、Shewane
lla sp. strain GA-22、Shewanella sp. AC10、Shewanella violacea DSS12、 Photobact
erium profundum strain SS9を挙げることができる。
【００２１】
　なお、この他にも、低温で生存可能な細胞の多くは不飽和脂肪酸合成能を有しているの
で、本発明に利用可能である。
【００２２】
　また、細胞に対して人工的に不飽和脂肪酸合成能を付与する方法としては、例えば遺伝
子導入が挙げられる。つまり、本発明において不飽和脂肪酸合成能を有する細胞とは、不
飽和脂肪酸合成能酵素をコードする遺伝子（不飽和脂肪酸合成酵素遺伝子）を発現可能に
導入して得られる細胞であってもよい。このとき導入される遺伝子としては、不飽和脂肪
酸合成酵素遺伝子を利用することができる。遺伝子導入の対象となる細胞（宿主細胞）と
しては、上述した脂肪酸組成改変方法の対象となる細胞と同様、従来公知の各種細胞を用
いることができる。
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【００２３】
　本発明において、不飽和脂肪酸の酸化を抑制する方法は、最終的に細胞の脂肪酸組成を
改変することができればよく、特に限定されない。不飽和脂肪酸の酸化を抑制する方法と
して、例えば不飽和脂肪酸能を有する細胞に対して、不飽和脂肪酸の酸化を抑制するよう
な化合物を与える、不飽和脂肪酸の酸化を抑制することのできるタンパク質をコードする
遺伝子を発現可能に導入する、等が挙げられる。このとき用いられる遺伝子については、
下記＜２＞欄で説明する。
【００２４】
　また、本発明の脂肪酸組成改変方法は、不飽和脂肪酸の酸化を抑制することのできるタ
ンパク質を高発現する細胞に、不飽和脂肪酸合成酵素遺伝子を発現可能に導入し、産生さ
れる不飽和脂肪酸の酸化を抑制し、細胞の脂肪酸組成を改変する方法であってもよい。
【００２５】
　「不飽和脂肪酸の酸化を抑制することのできるタンパク質」とは、特に限定されるもの
ではないが、例えば、過酸化水素等の活性酸素種を基質とする酸化還元酵素が挙げられる
。より具体的には、過酸化水素を基質とするカタラーゼやペルオキシダーゼ等のヒドロペ
ルオキシダーゼが挙げられる。
【００２６】
　「不飽和脂肪酸の酸化を抑制することのできるタンパク質を高発現する細胞」とは、例
えば、ヴィブリオ・ルモイエンシス（Vibrio rumoiensis）Ｓ－１株、Rhodopseudomonas 
capsulata、Micrococcus luteus、 Alcaligenes faecalis等のように、一般的な大腸菌等
と比較して高い活性を有するカタラーゼを発現する細胞、または、カタラーゼの発現量が
多いため、細胞全体のカタラーゼ活性が高い細胞を意味する。もちろん、カタラーゼ以外
のヒドロペルオキシダーゼについても同様である。
【００２７】
　また、不飽和脂肪酸の酸化を抑制する化合物としては、特に限定されないが、具体的に
は、還元剤である還元型グルタチオン；ビタミンＣ、ビタミンＥ等のビタミン類；ポリフ
ェノール類；およびβ－カロチン等が挙げられる。
【００２８】
　なお、「細胞の脂肪酸組成を改変する」とは、細胞に含まれる脂肪酸および細胞から外
分泌される脂肪酸の少なくとも一方の組成が改変されることを意味する。つまり、細胞を
培地で培養する場合、細胞および培地の少なくとも一方の脂肪酸組成が改変されていれば
よい。
【００２９】
　また、細胞の脂肪酸組成を改変することによって、細胞および当該細胞を培養する培地
の少なくとも一方の不飽和脂肪酸の含有量が増加することが好ましい。不飽和脂肪酸の含
有量が増加するとは、総脂肪酸中の不飽和脂肪酸の含有率が高くなることであってもよく
、例えば培養液の単位体積当たりの不飽和脂肪酸の量自体が増えることであってもよい。
【００３０】
　以上のように、不飽和脂肪酸の酸化を抑制することによって、細胞の脂肪酸組成を改変
することができることは、本発明者等が見出した全く新規の知見である。また、後述する
ように、様々な産業分野での利用価値は非常に高い。
【００３１】
　以下、上述した本発明の脂肪酸組成改変方法について、より具体的に説明する。
＜２．利用可能な遺伝子＞
　以下に、上記＜１＞欄でのべた脂肪酸組成改変方法において利用可能な遺伝子について
説明する。
（２－１）不飽和脂肪酸合成酵素遺伝子
　本発明に利用可能な不飽和脂肪酸合成酵素遺伝子としては、宿主細胞内で不飽和脂肪酸
を合成することができるものであればよい。例えば、ＥＰＡクラスター（ＥＰＡ合成酵素
遺伝子群）、ＤＨＡ合成酵素遺伝子等、脂肪酸不飽和化酵素遺伝子など、目的とする不飽
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和脂肪酸によって、適宜変更可能である。
【００３２】
　以下では、不飽和脂肪酸合成酵素遺伝子の一例として、ＥＰＡクラスターについて説明
する。
【００３３】
　ＥＰＡクラスターとしては、ＥＰＡを発現するのに必要な遺伝子が含まれていればよい
。従って、その由来となる生物種は特に限定されず、例えば、Shewanella sp. strain GA
-22、Shewanella sp. AC10、Shewanella violacea DSS12、 Photobacterium profundum s
train SS9などに由来するＥＰＡクラスターを用いることができる。
【００３４】
　また、Alteromonas属、Shewanella属、Colwellia属、Vibrio属、Flexibacter属などの
細菌はＥＰＡをもつ（ＥＰＡ合成能力をもつ）ことが知られている。これらＥＰＡをもつ
細菌は、ＥＰＡクラスターと同様の遺伝子群をもつと予想される。そのため、これらＥＰ
Ａ合成能力を持つ微生物に由来するＥＰＡクラスターも利用することができる。特に、Sh
ewanella olleyana のように３０℃でも増殖が可能な非低温性細菌のＥＰＡ合成酵素遺伝
子の場合は、低温に限らず常温以上の温度でＥＰＡを合成することも可能なのでより好ま
しい。
【００３５】
　また、ＥＰＡクラスターとしては、特許文献２に記載されたシーワネラ・ピュートリフ
ァシエンス（Shewanella putrefaciens）ＳＣＲＣ－２８７４（FERM BP-1625）由来のＥ
ＰＡクラスター、およびその一部を欠失させることによって得られたよりＥＰＡ生産能の
高い遺伝子群が、特に好適に用いられる。
【００３６】
　また、ＥＰＡクラスター全長である必要はなく、ＥＰＡを発現することができれば、Ｅ
ＰＡクラスターの部分長であってもよい。また、ＥＰＡを発現することができれば、１ま
たは複数個のヌクレオチドの付加、欠失および／または他のヌクレオチドによる置換がな
されているＥＰＡクラスターも本発明に利用することができる。
（２－２）不飽和脂肪酸の酸化を抑制するタンパク質およびそれをコードする遺伝子
　「不飽和脂肪酸の酸化を抑制するタンパク質」とは、特に限定されるものではないが、
例えば、過酸化水素等の活性酸素種を基質とする酸化還元酵素が挙げられる。より具体的
には、過酸化水素を基質とするカタラーゼやペルオキシダーゼ等のヒドロペルオキシダー
ゼが挙げられる。
【００３７】
　また、カタラーゼ遺伝子としては、例えば、ヴィブリオ・ルモイエンシス（Vibrio rum
oiensis）Ｓ－１株、Rhodopseudomonas capsulata、Micrococcus luteus、 Alcaligenes 
faecalisなどに由来するカタラーゼ遺伝子が好適に用いられる。これら遺伝子は、大腸菌
または他の宿主細胞に導入した場合に、高いカタラーゼ活性を示すカタラーゼ遺伝子であ
る。
【００３８】
　ヴィブリオ・ルモイエンシスＳ－１株由来のカタラーゼ遺伝子として、より具体的には
ｖｋｔＡが挙げられる。ｖｋｔＡは、塩基数1527個の単一のＯＲＦを含む全1530bpの配列
からなり、509アミノ酸残基からなるＶＲカタラーゼをコードしている（特開２０００－
３１６５８４号公報：２０００年１１月２１日公開）。また、ｖｋｔＡは、異種細胞に導
入されてもカタラーゼタンパク質を特に高いレベルで発現、蓄積し、大腸菌などの細菌に
比べて２桁から３桁高いカタラーゼ活性を示す。
【００３９】
　なお、本発明の脂肪酸組成改変方法にｖｋｔＡを利用する場合は、少なくともｖｋｔＡ
を含むポリヌクレオチドを、細胞に発現可能に導入すればよい。また、Vibrio rumoiensi
s株には様々な変異株が存在し、それぞれのカタラーゼ活性も僅かに異なることが予想さ
れる。従って、上記ｖｋｔＡのＤＮＡ配列中、１または複数個のヌクレオチドの付加、欠
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失および／または他のヌクレオチドによる置換がなされているカタラーゼ遺伝子も、ＥＰ
Ａ合成量を高めることができる限り、本発明の脂肪酸組成改変方法に利用可能である。
【００４０】
　また、ｖｋｔＡを含むＤＮＡ断片としては、配列番号１に示す4904bpのポリヌクレオチ
ド（4.9kb断片）を好適に用いることができる。言い換えると、本発明の脂肪酸組成改変
方法は、不飽和脂肪酸合成能を有する細胞に対して、配列番号１に記載の配列を有するポ
リヌクレオチドを発現可能に導入することによって、上記細胞中の脂肪酸組成を改変する
方法であってもよい。
【００４１】
　なお、「ポリヌクレオチドが発現可能」とは、ポリヌクレオチド中の遺伝子がコードす
るタンパク質が発現することを意味する。また、このタンパク質としては、4.9kb断片中
のカタラーゼ、およびその他4.9kb断片中に含まれる遺伝子によってコードされるすべて
のタンパク質を含む。カタラーゼ以外のこれらのタンパク質が、脂肪酸組成の改変に関与
している可能性もある。
【００４２】
　また、ＥＰＡ合成量を高めることができる限り、4.9 kbpのサイズに関わらず、この4.9
kbpＤＮＡ断片に由来するポリヌクレオチドを用いてもよい。
【００４３】
　なお、以下では、不飽和脂肪酸の酸化を抑制するタンパク質を酸化抑制タンパク質、そ
れをコードする遺伝子を酸化抑制遺伝子と称する場合がある。
（２－３）遺伝子導入方法
　上記＜１＞欄で述べたように、本発明に係る脂肪酸組成改変方法の例としては、遺伝子
導入を利用する方法も含まれる。つまり、宿主細胞に酸化抑制遺伝子または不飽和脂肪酸
合成酵素遺伝子のどちらか一方を発現可能に導入する方法、宿主細胞に、不飽和脂肪酸合
成酵素遺伝子と、酸化抑制遺伝子とを共発現可能に導入する方法も、本発明に含まれる。
【００４４】
　なお、宿主細胞としては、上記＜１＞欄で本発明の脂肪酸改変方法の対象となる細胞と
して述べた通りである。
【００４５】
　ここで「遺伝子が発現可能に導入される」とは、ある遺伝子が遺伝子工学的手法（遺伝
子操作技術）により、細胞内に共発現可能に導入されることを意味する。また、遺伝子を
細胞に導入する方法は特に限定されず、公知の技術を好適に利用することができる。
【００４６】
　また「共発現可能」とは、２種以上の遺伝子が、同一細胞内で発現することができるこ
とを意味する。従って、遺伝子を「共発現可能に導入する」場合、これら２種以上の遺伝
子が宿主細胞に導入される順序、方法等は特に限定されない。つまり、本発明においては
、酸化抑制遺伝子と不飽和脂肪酸合成酵素遺伝子とが導入されることによって、不飽和脂
肪酸合成酵素遺伝子単独で導入した場合と比較して、細胞の脂肪酸組成が変化すればよく
、これら酸化抑制遺伝子と不飽和脂肪酸合成酵素遺伝子とが同時に発現することが好まし
いが、脂肪酸組成の改変という効果が得られれば、発現の順序も特に限定されるものでは
ない。
【００４７】
　なお、導入する酸化抑制遺伝子および不飽和脂肪酸合成酵素遺伝子は、１種類に限らず
、複数の遺伝子を組み合わせて用いてもよい。
【００４８】
　遺伝子導入方法としては、例えば組換え発現ベクターを細胞に導入して形質転換する方
法を挙げることができる。また、形質転換の対象となる生物も特に限定されるものではな
く、後述するように、各種微生物や動物を挙げることができる。
【００４９】
　発現ベクターとしては、特に限定されるものではなく、上記（２－１），（２－２）欄
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で述べた遺伝子が挿入された組換え発現ベクターが挙げられる。組換え発現ベクターの作
製には、プラスミド、ファージ、又はコスミドなどを用いることができるが特に限定され
るものではない。また、作製方法も公知の方法を用いて行えばよい。また、酸化抑制遺伝
子と不飽和脂肪酸合成酵素遺伝子とを同一のベクターに挿入し、このベクターを細胞に導
入してもよく、それぞれを別のベクターに挿入して導入してもよい。
【００５０】
　ベクターの具体的な種類は特に限定されるものではなく、宿主細胞中で発現可能なベク
ターを適宜選択すればよい。すなわち、宿主細胞の種類に応じて、確実に遺伝子を発現さ
せるために適宜プロモータ配列を選択し、これと本発明の遺伝子を各種プラスミド等に組
み込んだものを発現ベクターとして用いればよい。
【００５１】
　発現ベクターは、好ましくは少なくとも１つの選択マーカーを含む。このようなマーカ
ーとしては、真核生物細胞培養についてはジヒドロ葉酸レダクターゼまたはネオマイシン
耐性遺伝子が、大腸菌（Escherichia coli）および他の細菌における培養についてはテト
ラサイクリン耐性遺伝子、アンピシリン耐性遺伝子、ストレプトマイシン耐性遺伝子等が
挙げられる。
【００５２】
　上記選択マーカーを用いれば、本発明に係るポリヌクレオチドが宿主細胞に導入された
か否か、さらには宿主細胞中で確実に発現しているか否かを確認することができる。ある
いは、本発明に係るポリペプチドを融合ポリペプチドとして発現させてもよく、例えば、
オワンクラゲ由来の緑色蛍光ポリペプチドＧＦＰ（Green Fluorescent Protein）をマー
カーとして用い、本発明に係るポリペプチドをＧＦＰ融合ポリペプチドとして発現させて
もよい。
【００５３】
　また、宿主細胞へのカタラーゼ遺伝子の導入および発現を確認するには、カタラーゼ活
性を利用することができる。細胞中でカタラーゼが発現していれば、過酸化水素水中に細
胞を浸したときにカタラーゼ活性に起因する強い発泡が見られる。
【００５４】
　上記発現ベクターを宿主細胞に導入する方法、すなわち形質転換法も特に限定されるも
のではなく、電気穿孔法、リン酸カルシウム法、リポソーム法、ＤＥＡＥデキストラン法
等の従来公知の方法を好適に用いることができる。また、例えば、本発明に係るポリペプ
チドを昆虫で転移発現させる場合には、バキュロウイルスを用いた発現系を用いればよい
。
＜３．細胞＞
　本発明には、上記＜１＞欄の方法（脂肪酸組成改変方法）によって脂肪酸組成が改変さ
れた細胞が含まれる。また、この他にも、不飽和脂肪酸合成能を有すると共に、酸化抑制
遺伝子が発現可能に導入された細胞、酸化抑制タンパク質を発現すると共に、不飽和脂肪
酸合成酵素をコードする遺伝子が発現可能に導入されてなる細胞、および、宿主細胞に、
不飽和脂肪酸合成酵素遺伝子と、酸化抑制遺伝子とが共発現可能に導入されてなる細胞も
含まれる。これらの細胞は、例えば、後述の不飽和脂肪酸含有組成物の製造に利用するこ
とができる。
【００５５】
　細胞の種類としては、上記＜１＞欄で本発明の脂肪酸改変方法の対象となる細胞として
例を挙げて説明した通りである。なお、本発明には、これら本発明に係る細胞を含む組織
、器官、さらには生物個体も含まれる。
＜４．不飽和脂肪酸含有組成物およびその製造方法＞
　本発明に係る不飽和脂肪酸含有組成物の製造方法は、上述の脂肪酸組成改変方法を一工
程として含めばよく、その他の工程、製造設備・器具等の諸条件については、特に限定さ
れるものではない。
【００５６】
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　本発明の不飽和脂肪酸含有組成物の製造方法は、より具体的には、上述の改変方法によ
って脂肪酸組成が改変された細胞を培養する工程を含み、細胞またはその培地を利用して
、不飽和脂肪酸含有組成物を製造する方法であるともいえる。
【００５７】
　上記細胞の培養条件（培地、培養温度、通気状態等）は、細胞の種類や、目的とする不
飽和脂肪酸の種類、その量等に応じて適宜設定することができる。ただし、細胞が大腸菌
由来である場合、培養温度は１０℃以上３０℃未満であることが好ましい。
【００５８】
　なお、不飽和脂肪酸含有組成物とは、不飽和脂肪酸を含む物質であればよく、その含有
量、純度、形状、組成、等は特に限定されるものではない。つまり、本発明では、脂肪酸
組成が改変された細胞またはその培地自体を、不飽和脂肪酸含有組成物とみなしてもよい
。また、この細胞または培地から不飽和脂肪酸を精製する工程をさらに含んでいてもよい
。不飽和脂肪酸を精製する方法としては、不飽和脂肪酸を始めとする脂質（複合脂質を含
む）の精製方法として公知である方法を適用することができる。
【００５９】
　また、本発明の不飽和脂肪酸含有組成物には、種々の医薬品、食品、または工業製品も
含まれ、その利用分野は特に限定されない。また、本発明の食品には、サプリメント等の
健康食品や、食品添加物等が含まれる。また、工業製品としては、人以外の生物を対象と
した飼料、フィルム、生分解性プラスチック、機能性繊維、潤滑油、洗剤等が挙げられる
。
【００６０】
　本発明は上述した実施形態に限定されるものではなく、請求項に示した範囲で種々の変
更が可能である。すなわち、請求項に示した範囲で適宜変更した技術的手段を組み合わせ
て得られる実施形態についても本発明の技術的範囲に含まれる。
【００６１】
　本発明は上述した実施形態に限定されるものではなく、請求項に示した範囲で種々の変
更が可能である。すなわち、請求項に示した範囲で適宜変更した技術的手段を組み合わせ
て得られる実施形態についても本発明の技術的範囲に含まれる。
【実施例】
【００６２】
　以下、実施例により、本発明をさらに詳細に説明するが、本発明はこれに限定されるも
のではない。
【００６３】
　〔実施例１および比較例１・２〕
　＜ベクターおよび細胞＞
　以下、脂肪酸組成改変方法の対象となる細胞として、大腸菌を用い、酸化抑制遺伝子と
して、4.9kb断片を用いた。
【００６４】
　また、不飽和脂肪酸合成酵素遺伝子として特許文献２に記載されているＥＰＡクラスタ
ー（Shewanella putrefaciens SCRC-2874由来のＥＰＡ生合成酵素遺伝子群）を導入した
。ただし、本実施例と特許文献２とではＥＰＡクラスターのORFの番号のつけ方が異なる
。本実施例におけるORFの番号のつけ方の詳細は、Orikasa et al., Cellular and Molecu
lar Biology, 50:625-630,2004 に記載されている。なお、図１に、以下で用いるＥＰＡ
クラスターのORFと、それが挿入されたベクター（pEPAΔ1、pNEBΔ1349、pEPAΔ123、ORF
2/pSTV28）とを図示する。
【００６５】
　ＥＰＡクラスターを有するベクターとしてコスミドベクターpEPAΔ1を、4.9kb断片を有
するベクターとしてプラスミドpKT230::vktAを、宿主細胞である大腸菌（ＤＨ５α）に導
入した。こうして得られた形質転換体（細胞）を実施例１とし、その脂肪酸組成を調べた
。また、4.9kb断片が挿入されていない空のpKT230ベクターを、pKT230::vktAの代わりに
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大腸菌に導入し、得られた形質転換体を比較例１とした。また、pEPAΔ1のみを導入した
形質転換体を比較例２とした。
【００６６】
　pEPAΔ1、および後述するΔ1349pNEBは、それぞれ特許文献２にプラスミドpEPAΔ2およ
びΔ2,4,5,10/pNEBとして記載されている。pEPAΔ1およびΔ1349pNEBの構成は図１に示す
通りである。Δ1349pNEBは、大腸菌JM109に導入した場合、最も高レベルのＥＰＡ（全脂
肪酸の約１６％）を産生することのできるベクターとして報告されている（特許文献２）
。なお、このpEPAΔ1、および後述するΔ1349pNEBは、共に（財）相模中央化学研究所よ
り提供されたものである。
【００６７】
　また、pKT230::vktAは、以下に述べるように、特開２０００－３１６５８４（公開日：
２０００年１１月２１日）に記載されているプラスミドpBSsalを用いて作成された。図２
に、pKT230::vktAの作製方法（pKT230への4.9kb断片の挿入）を示す。
【００６８】
　図２に示すように、pBSsalは、プラスミドpBluescript SKII+のSalI部位に、4.9kb断片
が挿入されたプラスミドである。このpBSsalを制限酵素BamH IおよびXho Iで切り出した
後、アガロース電気泳動に供した。電気泳動によって分離された4960 bpのＤＮＡ断片を
ゲルから切り出し回収した。このＤＮＡ断片を、定法に従ってプラスミドpKT230のBamH I
およびXho I部位に連結し、プラスミドpKT230::vktAを得た（図２）。
【００６９】
　pEPAΔ1およびpKT230::vktAの大腸菌への導入は、何れもヒートショック法により、始
めにpEPAΔ1を導入し、次いでpKT230::vktA（またはpKT230）を導入した。詳細には、ま
ずコンピテント化した大腸菌懸濁液200μｌに対し、ベクター（pEPAΔ1）液1μｌを加え
、42℃、30秒間反応させ、その後振盪培養を１時間行った。形質転換株の選別は後述の抗
生物質を含む培地で行った。得られた形質転換株をコンピテント化し、これを用いて同様
にpKT230::vktAまたはpKT230により大腸菌を形質転換した。
【００７０】
　こうして得られた形質転換体を２～５ｍｌのＬＢ培地にて振盪培養した。また、pEPAΔ
1はアンピシリン耐性遺伝子を有し、pKT230およびpKT230::vktAはストレプトマイシン耐
性遺伝子を有するので、上記ＬＢ培地には、形質転換体の選択用抗生物質として、アンピ
シリンおよびストレプトマイシンを適量加えて培養を行った。なお、pKT230::vktAが導入
され、カタラーゼが発現していることは、細胞を過酸化水素水に浸したときの発泡によっ
て確認した。
【００７１】
　培養時の温度を１５、２０、２５、３０℃とし、各温度で培養された形質転換体を下記
の脂肪酸組成分析に供した。
【００７２】
　＜脂肪酸組成分析＞
　上記条件で培養した大腸菌培養液から遠心分離によって細胞を回収した。この細胞に２
Ｎメタノール性塩酸を加えて細胞を完全に懸濁した後、アルミブロックヒータを使用して
懸濁液を８０℃で６０分間、または６０℃で２０分間保持することによって、脂質のメタ
ノリシス反応を行った。こうして脂肪酸メチルエステル（ＦＡＭＥ）に変換した脂肪酸成
分を、ヘキサンにより抽出した。
【００７３】
　次に、抽出した脂肪酸メチルエステルについて、ガスクロマトグラフィーによりその組
成を分析した。脂肪酸の同定は、ガスクロマトグラフィー／マススペクトロメトリによっ
て行った。ガスクロマトグラフィーのカラムには、キャピラリカラムＢＰＸ７０（３０ｍ
×０．２５ｍｍ）を使用した。また、分析には、ＧＬ Ｓｃｉｅｎｃｅ　ＧＣ－３５３Ｂ
　ガスクロマトグラフを用いた。
【００７４】
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　カラムオーブンの温度条件は、３℃／ｍｉｎの割合で１５０℃から１８０℃に昇温し１
０分間保持、または４℃／ｍｉｎの割合で８０℃から２４０℃に昇温するものとした。イ
ンジェクターおよびディテクターの温度は２２１℃に設定した。
【００７５】
　ガスクロマトグラフィー／マススペクトロメータ（ｍｏｄｅｌ　ＣＰ－３８００　ｇａ
ｓ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ，Ｓａｔｕｒｎ　２２００　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏ
ｍｅｔｅｒ，Ｖａｒｉａｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｊａｐａｎ，Ｉｎｃ）は、ガスクロ
マトグラフィーと同じカラムを用いた。カラムオーブンの温度は４℃／ｍｉｎ割合で８０
℃から２４０℃に昇温してクロマトグラフィを行った。
【００７６】
　図３に、実施例１（pEPAΔ1とpKT230::vktAとを導入）、図４に比較例１（pEPAΔ1とpK
T230とを導入）の形質転換体（２０℃で培養）に由来する全脂肪酸のガスクロマトグラフ
ィーの結果を示す。
【００７７】
　また、図５に、培養温度と、菌体中の全脂肪酸に対するＥＰＡ含有率との関係を表すグ
ラフを示す。図５では、横軸が培養温度（℃）を、縦軸がＥＰＡ含有率（％）を示す。
【００７８】
　図５に示すように、１５～２５℃で培養されたとき、実施例１（pEPAΔ1とpKT230::vkt
Aとが導入）は、比較例１（pEPAΔ1とpKT230とが導入）に比べて、約２倍～５倍高いＥＰ
Ａ含量を示した。以下にこの脂肪酸組成分析の結果について詳しく述べる。
【００７９】
　図５に示すように、実施例１および比較例１はいずれも、培養温度が２５℃で培養され
たときにＥＰＡ含有率が最大となった。このときのＥＰＡ含有率はそれぞれ１４％（実施
例１）および６．５％（比較例１）であった。培養温度が２５℃より低温になるにつれて
、実施例１・比較例１共に、ＥＰＡ発現量は徐々に低下した。図５に示すように、培養温
度が１５℃のときのＥＰＡ含有率は実施例１で１１％、比較例１で２％となり、培養温度
が２０℃のときのＥＰＡ含有率は実施例１で１２．５％、比較例１で４％となった（図３
・４を参照）。また、実施例１・比較例１共に、ＥＰＡ含有率は３０℃で培養されたとき
に最小（０％）となった。なお、ＥＰＡクラスターを導入しなかった大腸菌では、ＥＰＡ
含有率は０％であった（データ不図示）。
【００８０】
　また、実施例１（pEPAΔ1とpKT230::vktAとを導入）、比較例１（pEPAΔ1とpKT230とを
導入）、比較例２（pEPAΔ1単独を導入）の大腸菌を、２０℃で約５０～６０時間培養し
、一定体積の培養液中の細胞に含まれるＥＰＡの量（ＥＰＡ　収量）を測定した。脂肪酸
の定量は、ヘネイコ酸（21:0）を標準物質とした内部標準法によりガスクロマトグラフィ
ーによって行った。
【００８１】
　表１には、培養液の単位体積当たりのＥＰＡ収量（μｇ／ｍｌ）を示す。表１に示すよ
うに、比較例１および比較例２のＥＰＡ収量は、それぞれ４．１７μｇ／ｍｌおよび３．
０２μｇ／ｍｌであったが、実施例１におけるＥＰＡ収量は７．９３μｇ／ｍｌであった
。以上の結果からｖｋｔＡを含む4.9kb断片をＥＰＡクラスターと共発現させることによ
り、ＥＰＡの全脂肪酸に対する割合だけではなく、ＥＰＡの収量そのものも増大すること
が分かった。
【００８２】
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【表１】

【００８３】
　なお、本発明者らは、ＥＰＡ合成酵素遺伝子を発現させた大腸菌が、細胞外より与えら
れた過酸化水素に対して耐性を示すことを、独自に見出している。つまり、ＥＰＡは細胞
内で生産される過酸化水素を自ら酸化されることにより消去する働きが考えられる。従っ
て、カタラーゼの活性が増強された大腸菌では過酸化水素（細胞の通常の酸素代謝により
恒常的に合成されている）の消去が、一義的にカタラーゼにより行われるため、酸化によ
るＥＰＡの酸化が抑制され、その結果、脂肪酸に占めるＥＰＡの割合が変化したと共に、
ＥＰＡ収量が増加したと考えられる。
〔実施例２および比較例２・３〕
　ＥＰＡクラスターを有するベクターとしてΔ1349pNEBを、4.9kb断片を有するベクター
として実施例１と同様pKT230::vktAを導入し、実施例２とした。また、Δ1349pNEBのみを
大腸菌に導入して比較例３とし、Δ1349pNEBとpKT230とを導入して比較例４とした。ベク
ター以外の他の操作は、実施例１と同様に行った。
【００８４】
　実施例２、および比較例３・４について、１５、２０、２５、３０℃の各温度で培養し
、回収した細胞の脂肪酸組成をガスクロマトグラフィーによって調べた。結果を表２およ
び図６に示す。表１に、実施例２および比較例２・３の各温度でのＥＰＡ含有率を示す。
図６は、図５と同様に、培養温度と、菌体中の全脂肪酸に対するＥＰＡ含有率との関係を
表すグラフである。
【００８５】

【表２】

【００８６】
　図６に示すように、実施例２は、１５℃で培養したときに最もＥＰＡ含有率が高く、３
７％であった。また、培養温度が１５℃のとき、比較例３・４のＥＰＡ含有率はそれぞれ
約３０％および約２０％であり、これら比較例と比べて、実施例２の大腸菌は高いＥＰＡ
含有率を示した。
〔実施例３および比較例５〕
　ＥＰＡクラスターを有するベクターとしてpEPAΔ1を、4.9kb断片を有するベクターとし
てプラスミドpGBM3::vktAを、実施例１と同様の方法で大腸菌に導入し、実施例３とした
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。また、4.9kb断片を持たない空のpGBM3とpEPAΔ１とを導入し、比較例５とした。
【００８７】
　pGBM3::vktAの作製方法（pGBMへの4.9kb断片の挿入）を図７に示す。図７に示すように
、pGBM3::vktAは、実施例１に記載されたものと同様の方法により、pBSsa1より切り出し
た4960 bpのDNA断片を、pGBM3のBamH I及びXho Iサイトにクローニングして得た。
【００８８】
　ベクター以外の他の操作は、実施例１と同様に行い、２０℃で培養した形質転換体につ
いて、脂肪酸組成をガスクロマトグラフィーで分析した。実施例３および比較例５のクロ
マトグラムを、図８および図９にそれぞれ示す。図８・１１から、実施例３は、比較例５
よりもＥＰＡ含有量が高くなっていることが分かる。
【００８９】
　また、表３に、実施例３および比較例５（２０℃培養）における主な脂肪酸組成の比較
を示す、表３に示すように、比較例５および実施例３のＥＰＡ含有率はそれぞれ５．５％
および１５．９％であり、ベクターとしてpGBM3を用いた場合でも、ｖｋｔＡを含む4.9kb
断片とＥＰＡクラスターとの共発現により、ＥＰＡ含量の増加が認められた。
【００９０】
【表３】

【００９１】
　また、表４に、実施例３および比較例２・５（２０℃培養）におけるＥＰＡ収量の比較
を示す。表４に示すように、培養液当たりのＥＰＡの収量はpEPAΔ1とpGBM3::vktAを共発
現したもので７．０３μｇ／ｍｌ、pEPAΔ1とpGBM3を共発現したもので４．３４μｇ／ｍ
ｌ、比較例２で３．０２μｇ／ｍｌであった。pGBM3をベクターとした大腸菌の発現系に
おいても、ｖｋｔＡを含む4.9kb断片とＥＰＡクラスターとの共発現がＥＰＡの生産量を
増加させることは明らかである。
【００９２】
【表４】

【００９３】
〔参考例〕
　＜ベクターおよび細胞＞
　細胞がもつカタラーゼ活性とＥＰＡ含量の関係を見るために、通常レベルのカタラーゼ
活性をもつ大腸菌（ＤＨ５α）とカタラーゼ活性を全く持たない大腸菌の突然変異株（Ｕ
Ｍ２：エール大学より分譲された）にＥＰＡ合成能を与えて、それぞれの細胞の全脂肪酸
に占めるＥＰＡの割合を調べた。
【００９４】
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　ＥＰＡクラスター中でＥＰＡ合成に必須であるORFを有するベクターとして、pEPAΔ123
、ORF2/pSTV28およびΔ1349pNEBを用いた。
【００９５】
　pEPAΔ123は、次のようにして作製した。まず、特許文献２にpEPAと記載されているベ
クターの挿入断片から、XbaI処理により、ORF1（特許文献２ではORF2と記載）の上流側1,
187 bpの塩基配列、ORF2（特許文献２ではORF3と記載）の全部の塩基配列、および、ORF3
（特許文献２ではORF4）の上流側2,468 bpの塩基配列を切り出した後、ライゲーションに
より結合したものである（図１）。
【００９６】
　ORF2/pSTV28は特許文献２でORF3/pSTV28と記載されているものである。Δ1349pNEBにつ
いては既に述べた。pEPAΔ123、ORF2/pSTV28およびΔ1349pNEBの構造は図１に示す通りで
ある。
【００９７】
　pEPAΔ123およびORF2/pSTV28の二つのベクターによりＤＨ５α株またはＵＭ２株を形質
転換する場合は、ヒートショック法により初めにpEPAΔ123を導入し、ついでORF2/pSTV28
を導入した。それぞれのコンピテント細胞懸濁液２００μlとベクター（pEPAΔ123）液５
μlを混合し、４２℃、３０秒間反応させ、その後振盪培養を１時間行った。形質転換株
の選別は後述の抗生物質を含む培地で行った。得られた形質転換株をコンピテント細胞化
し、上述の方法によりORF2/pSTV28によって大腸菌を形質転換した。Δ1349pNEBによりＤ
Ｈ５α株またはＵＭ２株を形質転換する方法は上述と同様であり、それぞれのコンピテン
ト細胞２００μlと５μlのΔ1349pNEBを混合した。
【００９８】
　＜形質転換体の脂肪酸組成＞
　形質転換されたＤＨ５α株またはＵＭ２株は、ＬＢ培地により２０℃、１８０ｒｐｍで
４８～６０時間、定常期まで振盪培養して、遠心により集菌した。細胞を１％ＮａＣｌ溶
液により３回洗浄後、湿細胞を前述の方法によりメタノリシスし、得られた脂肪酸メチル
エステルをガスクロマトグラフィー（オーブン温度１８０℃、インジェジュクター温度２
４０℃、ディテクター温度２４０℃）で分析した。
【００９９】
　表５に、各形質転換体の脂肪酸組成を示す。
【０１００】
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【表５】

【０１０１】
　ＤＨ５α株またはＵＭ２株に、pEPAΔ123とORF2/pSTV28とを導入した形質転換体の脂肪
酸組成をみると、ＥＰＡの含有率はＤＨ５α株で１１．６％、ＵＭ２株で５．８％であっ
た（表５）。一方、Δ1349pNEBのみを導入した形質転換体のＥＰＡ含有率は、ＤＨ５α株
で２１．３％、ＵＭ２株で１２．８％であった。このように、ＥＰＡクラスターの構造に
関わらず、カタラーゼ活性をもつＤＨ５α株の方が、カタラーゼ活性を欠くＵＭ２株に比
べて約１．７～２倍のＥＰＡ含有量を示した。
【０１０２】
　大腸菌のカタラーゼ（HP II; katＥ）は、酸化ストレスが増す定常期の細胞で誘導され
ることが知られており、ＤＨ５α株の形質転換体のカタラーゼ活性は、定常期で特に高く
なっていると考えられる。一方、ＵＭ２はカタラーゼ活性を全く持たないので、定常期に
おいても酸化ストレスを解消することができないために、より酸化を受けやすい分子であ
るＥＰＡが酸化されると予想される。以上の結果から細胞の酸化を抑制する（酸化ストレ
スを解消する）ことがＥＰＡの増加をもたらすと考えられる。
【産業上の利用可能性】
【０１０３】
　本発明は、ＥＰＡ、ＤＨＡ等の不飽和脂肪酸を含む医薬品、食品、または工業製品の製
造に非常に好適に用いることができる。
【図面の簡単な説明】
【０１０４】
【図１】本発明の実施例で用いたＥＰＡクラスターのORFと、それが挿入されたベクター
の構造を示す図面である。
【図２】pKT230::vktAの作製方法を示す図面である。
【図３】実施例１の脂肪酸組成を示すクロマトグラムである。
【図４】比較例１の脂肪酸組成を示すクロマトグラムである。
【図５】培養温度とＥＰＡ含有率との関係を示すグラフである。
【図６】培養温度とＥＰＡ含有率との関係を示すグラフである。
【図７】pGBM3::vktAの作製方法を示す図面である。
【図８】実施例３の脂肪酸組成を示すクロマトグラムである。
【図９】比較例５の脂肪酸組成を示すクロマトグラムである。
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