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(57)【要約】

【課題】　ＥＰＡを始めとする不飽和脂肪酸を効率よく得る。

【解決手段】　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を提供する。こ

の方法によって脂肪酸組成を改変された細胞は、不飽和脂肪酸供給源として、不飽和脂肪

酸含有組成物の製造に好適に用いられる。

【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 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 。

【 請 求 項 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 こ と を 特 徴 と す る

請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 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 こ と を 特

徴 と す る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 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 こ と を 特 徴 と す る 請 求

項 ３ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 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 こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ４ の い

ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 上 記 遺 伝 子 は 、 Ｅ Ｐ Ａ 合 成 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴

と す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 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 中 の 脂 肪 酸 組 成 を 改 変 す る 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 請 求 項 １ ～ ７ 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 不 飽 和

脂 肪 酸 含 有 組 成 物 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

　 請 求 項 ４ に 記 載 の 製 造 方 法 に よ り 製 造 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 不 飽 和 脂 肪 酸 含 有 組 成 物

。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 請 求 項 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 こ と を 特 徴

と す る 細 胞 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 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 こ と を 特 徴 と す る 細 胞 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 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 す る 遺 伝 子 と が 共 発 現 可 能 に 導 入 さ れ て な る こ と を 特 徴 と す る 請

求 項 １ １ に 記 載 の 細 胞 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 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 （ Ｅ Ｐ Ａ ） を 始 め と す る 不 飽 和 脂 肪 酸 の 含 有 量 を 高 め る

方 法 に 関 す る 。 さ ら に 、 Ｅ Ｐ Ａ 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 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 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 （ Ｅ Ｐ Ａ ）
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や ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸 （ Ｄ Ｈ Ａ ） 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 Ｅ Ｐ Ａ は 、 閉 塞 性 動 脈 硬 化 症 な ど の 改 善 に 用 い ら れ る 医 薬 品

、 Ｄ Ｈ Ａ は 健 康 食 品 素 材 と し て 利 用 さ れ て い る 。 ま た 、 こ れ ら Ｅ Ｐ Ａ お よ び Ｄ Ｈ Ａ 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 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 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 ２ ０ ０ 億 円 規 模 の 売 上 が あ る Ｅ Ｐ Ａ エ チ ル エ ス テ ル の 原 料 と な っ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 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 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 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 、 Ｅ Ｐ Ａ の 生 合 成 酵 素 群 を コ ー ド す

る 遺 伝 子 （ Ｅ Ｐ Ａ 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） Ｓ Ｃ Ｒ Ｃ － ２ ８ ７ ４ （ FER M 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 Ｅ Ｐ Ａ を 産 生 す る 技 術 が 記 載 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 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） Ｓ Ｃ Ｒ Ｃ － ２ ８ ７ ４ （ FER M BP-1625） 由 来 の Ｅ Ｐ Ａ 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 Ｅ Ｐ Ａ 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 － ２ ４ ２ ８ ６ ７ 号 公 報 （ 公 開 日 ： １ ９ ９ ６ 年 ９ 月 ２ ４ 日 ）

【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 番 号 ： Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ０ １ ５ ６ ５ （ 国 際 公 開 日 ： １ ９ ９ ８ 年 １ 月 １ ５

日 ）

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 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 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 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 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 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 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 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
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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 、 Ｅ Ｐ Ａ 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 。

（ １ ０ ） 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 。

（ １ １ ） 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 。

（ １ ２ ） 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 （ １ １ ）

に 記 載 の 細 胞 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 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 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 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 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 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 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 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 （ 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 ＞
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　 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 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 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 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 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 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 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 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 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 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 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 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 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 G A-22、 Shewanella sp. AC10、 Shewanella violacea DSS12、 Photobact

erium profundum strain SS9を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 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 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 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 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 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
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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 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 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 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 「 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 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 「 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 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 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 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 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 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 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 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 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 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 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 、 Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー （ Ｅ Ｐ Ａ 合 成 酵 素

遺 伝 子 群 ） 、 Ｄ Ｈ Ａ 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

和 脂 肪 酸 に よ っ て 、 適 宜 変 更 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 以 下 で は 、 不 飽 和 脂 肪 酸 合 成 酵 素 遺 伝 子 の 一 例 と し て 、 Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー に つ い て 説 明

す る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】
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　 Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー と し て は 、 Ｅ Ｐ Ａ 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 G A

-22、 Shewanella sp. AC10、 Shewanella violacea DSS12、 Photobacterium profundum s

train SS9な ど に 由 来 す る Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 ま た 、 Alteromonas属 、 Shewanella属 、 Colwellia属 、 Vibrio属 、 Flexibacter属 な ど の

細 菌 は Ｅ Ｐ Ａ を も つ （ Ｅ Ｐ Ａ 合 成 能 力 を も つ ） こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら Ｅ Ｐ Ａ を も つ

細 菌 は 、 Ｅ Ｐ Ａ 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 Ｅ Ｐ

Ａ 合 成 能 力 を 持 つ 微 生 物 に 由 来 す る Ｅ Ｐ Ａ 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 ３ ０ ℃ で も 増 殖 が 可 能 な 非 低 温 性 細 菌 の Ｅ Ｐ Ａ 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 Ｅ Ｐ Ａ を 合 成 す る こ と も 可 能 な の で よ り 好 ま

し い 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ま た 、 Ｅ Ｐ Ａ 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） Ｓ Ｃ Ｒ Ｃ － ２ ８ ７ ４ （ FER M BP-1625） 由 来 の Ｅ

Ｐ Ａ 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 Ｅ Ｐ Ａ 生 産 能 の

高 い 遺 伝 子 群 が 、 特 に 好 適 に 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 ま た 、 Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー 全 長 で あ る 必 要 は な く 、 Ｅ Ｐ Ａ を 発 現 す る こ と が で き れ ば 、 Ｅ

Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー の 部 分 長 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 Ｅ Ｐ Ａ 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 Ｅ Ｐ Ａ 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 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 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 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 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

ｖ ｋ ｔ Ａ が 挙 げ ら れ る 。 ｖ ｋ ｔ Ａ は 、 塩 基 数 1527個 の 単 一 の Ｏ Ｒ Ｆ を 含 む 全 1530bpの 配 列

か ら な り 、 509ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る Ｖ Ｒ カ タ ラ ー ゼ を コ ー ド し て い る （ 特 開 ２ ０ ０ ０ －

３ １ ６ ５ ８ ４ 号 公 報 ： ２ ０ ０ ０ 年 １ １ 月 ２ １ 日 公 開 ） 。 ま た 、 ｖ ｋ ｔ Ａ 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 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 な お 、 本 発 明 の 脂 肪 酸 組 成 改 変 方 法 に ｖ ｋ ｔ Ａ を 利 用 す る 場 合 は 、 少 な く と も ｖ ｋ ｔ Ａ

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 ｖ ｋ ｔ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 中 、 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 カ タ ラ ー ゼ 遺 伝 子 も 、 Ｅ Ｐ

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 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 ま た 、 ｖ ｋ ｔ Ａ を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 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
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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 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 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 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 ま た 、 Ｅ Ｐ Ａ 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

kbpＤ Ｎ Ａ 断 片 に 由 来 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 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 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 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 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 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 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 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 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 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 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 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 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 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

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 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】

　 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 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 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 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 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 Ｇ Ｆ Ｐ （ 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 Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て 発 現 さ せ て

も よ い 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 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 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 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 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ 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 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 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 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 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 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 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
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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 １ ０ ℃ 以 上 ３ ０ ℃ 未 満 で あ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 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 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 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

。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 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 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 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 】

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 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 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 〔 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 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 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 Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ

ー （ Shewanella putrefaciens SCRC-2874由 来 の Ｅ Ｐ Ａ 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 Ｅ Ｐ Ａ 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 Ｅ Ｐ Ａ

ク ラ ス タ ー の ORFと 、 そ れ が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー （ pEPAΔ 1、 pNEBΔ 1349、 pEPAΔ 123、 ORF

2/pSTV28） と を 図 示 す る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー を 有 す る ベ ク タ ー と し て コ ス ミ ド ベ ク タ ー pEPAΔ 1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 （ Ｄ Ｈ ５ α ） 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

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 、 pEPAΔ 1の み を 導 入 し た

形 質 転 換 体 を 比 較 例 ２ と し た 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 pEPAΔ 1、 お よ び 後 述 す る Δ 1349pNEBは 、 そ れ ぞ れ 特 許 文 献 ２ に プ ラ ス ミ ド pEPAΔ 2お よ

び Δ 2,4,5,10/pNEBと し て 記 載 さ れ て い る 。 pEPAΔ 1お よ び Δ 1349pNEBの 構 成 は 図 １ に 示 す
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通 り で あ る 。 Δ 1349pNEBは 、 大 腸 菌 JM109に 導 入 し た 場 合 、 最 も 高 レ ベ ル の Ｅ Ｐ Ａ （ 全 脂

肪 酸 の 約 １ ６ ％ ） 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 pEPAΔ 1、 お よ び 後 述 す る Δ 1349pNEB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 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 ま た 、 pKT230::vktAは 、 以 下 に 述 べ る よ う に 、 特 開 ２ ０ ０ ０ － ３ １ ６ ５ ８ ４ （ 公 開 日 ：

２ ０ ０ ０ 年 １ １ 月 ２ １ 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 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 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 Bam H 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 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を

ゲ ル か ら 切 り 出 し 回 収 し た 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 定 法 に 従 っ て プ ラ ス ミ ド pKT230の Bam H I

お よ び Xho I部 位 に 連 結 し 、 プ ラ ス ミ ド pKT230::vktAを 得 た （ 図 ２ ） 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 pEPAΔ 1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 pEPAΔ 1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 200μ ｌ に 対 し 、 ベ ク タ ー （ pEPAΔ 1） 液 1μ ｌ 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 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 こ う し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を ２ ～ ５ ｍ ｌ の Ｌ Ｂ 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 Ｌ Ｂ 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 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 培 養 時 の 温 度 を １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ ℃ 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 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 ＜ 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 ８ ０ ℃ で ６ ０ 分 間 、 ま た は ６ ０ ℃ で ２ ０ 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 （ Ｆ Ａ Ｍ Ｅ ） に 変 換 し た 脂 肪 酸 成

分 を 、 ヘ キ サ ン に よ り 抽 出 し た 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 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 Ｂ Ｐ Ｘ ７ ０ （ ３ ０ ｍ

× ０ ． ２ ５ ｍ ｍ ） を 使 用 し た 。 ま た 、 分 析 に は 、 Ｇ Ｌ Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 Ｇ Ｃ － ３ ５ ３ Ｂ

 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ を 用 い た 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 カ ラ ム オ ー ブ ン の 温 度 条 件 は 、 ３ ℃ ／ ｍ ｉ ｎ の 割 合 で １ ５ ０ ℃ か ら １ ８ ０ ℃ に 昇 温 し １

０ 分 間 保 持 、 ま た は ４ ℃ ／ ｍ ｉ ｎ の 割 合 で ８ ０ ℃ か ら ２ ４ ０ ℃ 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 ２ ２ １ ℃ に 設 定 し た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ／ マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ （ ｍ ｏ ｄ ｅ ｌ 　 Ｃ Ｐ － ３ ８ ０ ０ 　 ｇ ａ
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ｓ 　 ｃ ｈ ｒ ｏ ｍ ａ ｔ ｏ ｇ ｒ ａ ｐ ｈ ， Ｓ ａ ｔ ｕ ｒ ｎ 　 ２ ２ ０ ０ 　 ｍ ａ ｓ ｓ 　 ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ｏ

ｍ ｅ ｔ ｅ ｒ ， Ｖ ａ ｒ ｉ ａ ｎ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　 Ｊ ａ ｐ ａ ｎ ， Ｉ ｎ ｃ ） 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 ℃ ／ ｍ ｉ ｎ 割 合 で ８ ０

℃ か ら ２ ４ ０ ℃ に 昇 温 し て ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 行 っ た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 図 ３ に 、 実 施 例 １ （ pEPAΔ 1と pKT230::vktAと を 導 入 ） 、 図 ４ に 比 較 例 １ （ pEPAΔ 1と pK

T230と を 導 入 ） の 形 質 転 換 体 （ ２ ０ ℃ 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 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 ま た 、 図 ５ に 、 培 養 温 度 と 、 菌 体 中 の 全 脂 肪 酸 に 対 す る Ｅ Ｐ Ａ 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 Ｅ Ｐ Ａ 含 有 率 （ ％ ） を 示 す 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 図 ５ に 示 す よ う に 、 １ ５ ～ ２ ５ ℃ で 培 養 さ れ た と き 、 実 施 例 １ （ pEPAΔ 1と pKT230::vkt

Aと が 導 入 ） は 、 比 較 例 １ （ pEPAΔ 1と pKT230と が 導 入 ） に 比 べ て 、 約 ２ 倍 ～ ５ 倍 高 い Ｅ Ｐ

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 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 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 ２ ５ ℃ で 培 養 さ れ

た と き に Ｅ Ｐ Ａ 含 有 率 が 最 大 と な っ た 。 こ の と き の Ｅ Ｐ Ａ 含 有 率 は そ れ ぞ れ １ ４ ％ （ 実 施

例 １ ） お よ び ６ ． ５ ％ （ 比 較 例 １ ） で あ っ た 。 培 養 温 度 が ２ ５ ℃ よ り 低 温 に な る に つ れ て

、 実 施 例 １ ・ 比 較 例 １ 共 に 、 Ｅ Ｐ Ａ 発 現 量 は 徐 々 に 低 下 し た 。 図 ５ に 示 す よ う に 、 培 養 温

度 が １ ５ ℃ の と き の Ｅ Ｐ Ａ 含 有 率 は 実 施 例 １ で １ １ ％ 、 比 較 例 １ で ２ ％ と な り 、 培 養 温 度

が ２ ０ ℃ の と き の Ｅ Ｐ Ａ 含 有 率 は 実 施 例 １ で １ ２ ． 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 、 Ｅ Ｐ Ａ 含 有 率 は ３ ０ ℃ で 培 養 さ れ た と き

に 最 小 （ ０ ％ ） と な っ た 。 な お 、 Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー を 導 入 し な か っ た 大 腸 菌 で は 、 Ｅ Ｐ Ａ

含 有 率 は ０ ％ で あ っ た （ デ ー タ 不 図 示 ） 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 ま た 、 実 施 例 １ （ pEPAΔ 1と pKT230::vktAと を 導 入 ） 、 比 較 例 １ （ pEPAΔ 1と pKT230と を

導 入 ） 、 比 較 例 ２ （ pEPAΔ 1単 独 を 導 入 ） の 大 腸 菌 を 、 ２ ０ ℃ で 約 ５ ０ ～ ６ ０ 時 間 培 養 し

、 一 定 体 積 の 培 養 液 中 の 細 胞 に 含 ま れ る Ｅ Ｐ Ａ の 量 （ Ｅ Ｐ Ａ 　 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 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 表 １ に は 、 培 養 液 の 単 位 体 積 当 た り の Ｅ Ｐ Ａ 収 量 （ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 示 す 。 表 １ に 示 す よ

う に 、 比 較 例 １ お よ び 比 較 例 ２ の Ｅ Ｐ Ａ 収 量 は 、 そ れ ぞ れ ４ ． １ ７ μ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び ３ ．

０ ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ で あ っ た が 、 実 施 例 １ に お け る Ｅ Ｐ Ａ 収 量 は ７ ． ９ ３ μ ｇ ／ ｍ ｌ で あ っ た

。 以 上 の 結 果 か ら ｖ ｋ ｔ Ａ を 含 む 4.9kb断 片 を Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー と 共 発 現 さ せ る こ と に よ

り 、 Ｅ Ｐ Ａ の 全 脂 肪 酸 に 対 す る 割 合 だ け で は な く 、 Ｅ Ｐ Ａ の 収 量 そ の も の も 増 大 す る こ と

が 分 か っ た 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ８ ３ 】
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　 な お 、 本 発 明 者 ら は 、 Ｅ Ｐ Ａ 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 、 Ｅ Ｐ Ａ 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 Ｅ Ｐ Ａ の 酸 化 が 抑 制 さ れ 、 そ の 結 果 、 脂 肪 酸 に 占 め る Ｅ Ｐ Ａ の 割 合 が 変 化 し た と 共 に 、

Ｅ Ｐ Ａ 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 〕

　 Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー を 有 す る ベ ク タ ー と し て Δ 1349pNEB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 、 Δ 1349pNEBの み を

大 腸 菌 に 導 入 し て 比 較 例 ３ と し 、 Δ 1349pNEB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 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 実 施 例 ２ 、 お よ び 比 較 例 ３ ・ ４ に つ い て 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ ℃ 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 Ｅ Ｐ Ａ 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 Ｅ Ｐ Ａ 含 有 率 と の 関 係 を

表 す グ ラ フ で あ る 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

【 表 ２ 】

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 図 ６ に 示 す よ う に 、 実 施 例 ２ は 、 １ ５ ℃ で 培 養 し た と き に 最 も Ｅ Ｐ Ａ 含 有 率 が 高 く 、 ３

７ ％ で あ っ た 。 ま た 、 培 養 温 度 が １ ５ ℃ の と き 、 比 較 例 ３ ・ ４ の Ｅ Ｐ Ａ 含 有 率 は そ れ ぞ れ

約 ３ ０ ％ お よ び 約 ２ ０ ％ で あ り 、 こ れ ら 比 較 例 と 比 べ て 、 実 施 例 ２ の 大 腸 菌 は 高 い Ｅ Ｐ Ａ

含 有 率 を 示 し た 。

〔 実 施 例 ３ お よ び 比 較 例 ５ 〕

　 Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー を 有 す る ベ ク タ ー と し て pEPAΔ 1を 、 4.9kb断 片 を 有 す る ベ ク タ ー と し

て プ ラ ス ミ ド pGB M3::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

。 ま た 、 4.9kb断 片 を 持 た な い 空 の pGB M3と pEPAΔ １ と を 導 入 し 、 比 較 例 ５ と し た 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 pGB M3::vktAの 作 製 方 法 （ pGB Mへ の 4.9kb断 片 の 挿 入 ） を 図 ７ に 示 す 。 図 ７ に 示 す よ う に

、 pGB M3::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 D N A断 片 を 、 pGB M3の Bam H I及 び Xho Iサ イ ト に ク ロ ー ニ ン グ し て 得 た 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 ベ ク タ ー 以 外 の 他 の 操 作 は 、 実 施 例 １ と 同 様 に 行 い 、 ２ ０ ℃ 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 ・ １ １ か ら 、 実 施 例 ３ は 、 比 較 例 ５

よ り も Ｅ Ｐ Ａ 含 有 量 が 高 く な っ て い る こ と が 分 か る 。
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【 ０ ０ ８ ９ 】

　 ま た 、 表 ３ に 、 実 施 例 ３ お よ び 比 較 例 ５ （ ２ ０ ℃ 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 Ｅ Ｐ Ａ 含 有 率 は そ れ ぞ れ ５ ． ５ ％

お よ び １ ５ ． ９ ％ で あ り 、 ベ ク タ ー と し て pGB M3を 用 い た 場 合 で も 、 ｖ ｋ ｔ Ａ を 含 む 4.9kb

断 片 と Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー と の 共 発 現 に よ り 、 Ｅ Ｐ Ａ 含 量 の 増 加 が 認 め ら れ た 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

【 表 ３ 】

【 ０ ０ ９ １ 】

　 ま た 、 表 ４ に 、 実 施 例 ３ お よ び 比 較 例 ２ ・ ５ （ ２ ０ ℃ 培 養 ） に お け る Ｅ Ｐ Ａ 収 量 の 比 較

を 示 す 。 表 ４ に 示 す よ う に 、 培 養 液 当 た り の Ｅ Ｐ Ａ の 収 量 は pEPAΔ 1と pGB M3::vktAを 共 発

現 し た も の で ７ ． ０ ３ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 pEPAΔ 1と pGB M3を 共 発 現 し た も の で ４ ． ３ ４ μ ｇ ／ ｍ

ｌ 、 比 較 例 ２ で ３ ． ０ ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。 pGB M3を ベ ク タ ー と し た 大 腸 菌 の 発 現 系 に

お い て も 、 ｖ ｋ ｔ Ａ を 含 む 4.9kb断 片 と Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー と の 共 発 現 が Ｅ Ｐ Ａ の 生 産 量 を

増 加 さ せ る こ と は 明 ら か で あ る 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

【 表 ４ 】

【 ０ ０ ９ ３ 】

〔 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 Ｅ Ｐ Ａ 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 （ Ｄ Ｈ ５ α ） 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

Ｍ ２ ： エ ー ル 大 学 よ り 分 譲 さ れ た ） に Ｅ Ｐ Ａ 合 成 能 を 与 え て 、 そ れ ぞ れ の 細 胞 の 全 脂 肪 酸

に 占 め る Ｅ Ｐ Ａ の 割 合 を 調 べ た 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー 中 で Ｅ Ｐ Ａ 合 成 に 必 須 で あ る ORFを 有 す る ベ ク タ ー と し て 、 pEPAΔ 123

、 ORF2/pSTV28お よ び Δ 1349pNEBを 用 い た 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 pEPAΔ 123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 ） 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 ORF2/pSTV28は 特 許 文 献 ２ で ORF3/pSTV28と 記 載 さ れ て い る も の で あ る 。 Δ 1349pNEBに つ
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い て は 既 に 述 べ た 。 pEPAΔ 123、 ORF2/pSTV28お よ び Δ 1349pNEBの 構 造 は 図 １ に 示 す 通 り で

あ る 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 pEPAΔ 123お よ び ORF2/pSTV28の 二 つ の ベ ク タ ー に よ り Ｄ Ｈ ５ α 株 ま た は Ｕ Ｍ ２ 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 pEPAΔ 123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 ２ ０ ０ μ lと ベ ク タ ー （ pEPAΔ 123） 液 ５

μ lを 混 合 し 、 ４ ２ ℃ 、 ３ ０ 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 。 Δ 1349pNEBに よ り Ｄ

Ｈ ５ α 株 ま た は Ｕ Ｍ ２ 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 ２ ０ ０ μ lと ５ μ lの Δ 1349pNEBを 混 合 し た 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 ＜ 形 質 転 換 体 の 脂 肪 酸 組 成 ＞

　 形 質 転 換 さ れ た Ｄ Ｈ ５ α 株 ま た は Ｕ Ｍ ２ 株 は 、 Ｌ Ｂ 培 地 に よ り ２ ０ ℃ 、 １ ８ ０ ｒ ｐ ｍ で

４ ８ ～ ６ ０ 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 ％ Ｎ ａ Ｃ ｌ 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 １ ８ ０ ℃ 、 イ ン ジ ェ ジ ュ ク タ ー 温 度 ２

４ ０ ℃ 、 デ ィ テ ク タ ー 温 度 ２ ４ ０ ℃ ） で 分 析 し た 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 表 ５ に 、 各 形 質 転 換 体 の 脂 肪 酸 組 成 を 示 す 。

【 ０ １ ０ ０ 】

【 表 ５ 】

【 ０ １ ０ １ 】

　 Ｄ Ｈ ５ α 株 ま た は Ｕ Ｍ ２ 株 に 、 pEPAΔ 123と ORF2/pSTV28と を 導 入 し た 形 質 転 換 体 の 脂 肪

酸 組 成 を み る と 、 Ｅ Ｐ Ａ の 含 有 率 は Ｄ Ｈ ５ α 株 で １ １ ． ６ ％ 、 Ｕ Ｍ ２ 株 で ５ ． ８ ％ で あ っ

た （ 表 ５ ） 。 一 方 、 Δ 1349pNEBの み を 導 入 し た 形 質 転 換 体 の Ｅ Ｐ Ａ 含 有 率 は 、 Ｄ Ｈ ５ α 株

で ２ １ ． ３ ％ 、 Ｕ Ｍ ２ 株 で １ ２ ． ８ ％ で あ っ た 。 こ の よ う に 、 Ｅ Ｐ Ａ ク ラ ス タ ー の 構 造 に

関 わ ら ず 、 カ タ ラ ー ゼ 活 性 を も つ Ｄ Ｈ ５ α 株 の 方 が 、 カ タ ラ ー ゼ 活 性 を 欠 く Ｕ Ｍ ２ 株 に 比

べ て 約 １ ． ７ ～ ２ 倍 の Ｅ Ｐ Ａ 含 有 量 を 示 し た 。

【 ０ １ ０ ２ 】

　 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
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る こ と が 知 ら れ て お り 、 Ｄ Ｈ ５ α 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 、 Ｕ Ｍ ２ 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 Ｅ Ｐ Ａ 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 Ｅ Ｐ Ａ の 増 加 を も た ら す と 考 え ら れ る 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ ０ ３ 】

　 本 発 明 は 、 Ｅ Ｐ Ａ 、 Ｄ Ｈ Ａ 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 】

【 ０ １ ０ ４ 】

【 図 １ 】 本 発 明 の 実 施 例 で 用 い た Ｅ Ｐ Ａ 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 Ｅ Ｐ Ａ 含 有 率 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ６ 】 培 養 温 度 と Ｅ Ｐ Ａ 含 有 率 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ７ 】 pGB M3::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 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 配 列 表 】
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