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(57)【要約】
本発明はオメガ3長鎖多価不飽和脂肪酸の高められた生
成を有する遺伝子組換え有機体に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　オメガ3 LC-PUFAsの増加した生成を有するトランスジェニック微細藻類。
【請求項２】
　微細藻類は珪藻類である、請求項1に従うトランスジェニック微細藻類。
【請求項３】
　珪藻はP. tricornutum（フェオダクチラム・トリコルヌーツム）である、請求項2に従
うトランスジェニック微細藻類。
【請求項４】
　オメガ3 LC-PUFAはEPAまたはDHAから選ばれる、先行請求項に従うトランスジェニック
微細藻類。
【請求項５】
　オメガ3 LC-PUFAはDHAである、請求項4に従うトランスジェニック微細藻類。
【請求項６】
　増加したDHA含有量は合計脂肪酸の割合としてコントロール微細藻類に比べて少なくと
も1％、3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％、10％、11％、12％、13％、14％、15％また
はそれらよりも高く増加する、請求項5に従うトランスジェニック微細藻類。
【請求項７】
　Δ5エロンガーゼをコードする核酸を発現する、先行請求項に従うトランスジェニック
微細藻類。
【請求項８】
　前記核酸には、配列番号1か、または配列番号2に対して少なくとも75％、少なくとも80
％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97
％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ5エロンガーゼをコードする配
列が含まれる、請求項7に従うトランスジェニック微細藻類。
【請求項９】
　トランスジェニック微細藻類は、さらに、LC-PUFA経路の調節に関与するポリペプチド
をコードする一以上の核酸を含む、請求項7ないし9のいずれかに従うトランスジェニック
微細藻類。
【請求項１０】
　前記核酸は、配列番号4または6か、または配列番号4または6に対して少なくとも75％、
少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％、
少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ6デサチュラーゼ
がコードされる配列が含まれるΔ6デサチュラーゼをコードする、請求項9に従うトランス
ジェニック微細藻類。
【請求項１１】
　核酸は、配列番号8または10か、または配列番号8または10に対して少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％、少
なくとも97％、少なくとも98％または少なくとも99％の相同性を有する6Δデサチュラー
ゼがコードされる配列が含まれる6Δデサチュラーゼをコードする、請求項9に従うトラン
スジェニック微細藻類。
【請求項１２】
　オメガ3脂肪酸はEPAである、請求項1ないし4のいずれかに従うトランスジェニック微細
藻類。
【請求項１３】
　前記微細藻類はΔ6デサチュラーゼをコードする核酸を発現する、請求項12に従うトラ
ンスジェニック微細藻類。
【請求項１４】
　前記核酸は、配列番号4または6か、または配列番号4または6に対して少なくとも75％、
少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％、
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少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ6デサチュラーゼ
がコードされる配列が含まれるΔ6デサチュラーゼをコードする、請求項12に従うトラン
スジェニック微細藻類。
【請求項１５】
　前記核酸は、配列番号8または10か、または配列番号8または10に対して少なくとも75％
、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％
、少なくとも97％、少なくとも98％または少なくとも99％の相同性を有するΔ6デサチュ
ラーゼがコードされる配列が含まれるΔ6デサチュラーゼをコードする、請求項12に従う
トランスジェニック微細藻類。
【請求項１６】
　前記核酸はさらに制御配列を含む、請求項7ないし15のいずれかに従うトランスジェニ
ック微細藻類。
【請求項１７】
　オメガ3 LC-PUFAsを生成させること、または一以上のオメガ3 LC-PUFAsを増大させるこ
とにおける、先行請求項に従うトランスジェニック微細藻類の使用。
【請求項１８】
　オメガ3 LC-PUFAはEPAまたはDHAである、請求項17に従う使用。
【請求項１９】
　オメガ3 LC-PUFAsはDHAである、請求項17に従う使用。
【請求項２０】
　増加したオメガ3 LC-PUFAsの含量を有するトランスジェニック微細藻類を生産するため
の方法。
【請求項２１】
　オメガ3 LC-PUFAはDHAであり、そして方法には、Δ5エロンガーゼがコードされる核酸
により微細藻類を変換することが含まれる、請求項20に従う方法。
【請求項２２】
　オメガ3 LC-PUFAはEPAであり、そして方法には、Δ6デサチュラーゼがコードされる核
酸により微細藻類を変換することが含まれる、請求項20に従う方法。
【請求項２３】
　微細藻類においてより一層多くのオメガ3 LC-PUFAの一つの生成を増大させるにあたり
、
　a）より一層多くのオメガ3 LC-PUFAsの一つの生成を可能にする条件下で請求項1ないし
16のいずれかに従うトランスジェニック微細藻類を培養すること、および
　b）前記より一層多くのオメガ3 LC-PUFAの一つを、トランスジェニック微細藻類から得
ること
を含む、方法。
【請求項２４】
　前記オメガ3 LC-PUFAはDHAであり、そして方法には、
　a）DHAの生成を可能にする条件下で請求項5ないし11または16のいずれかに従うトラン
スジェニック微細藻類を培養すること、および
　b）前記DHAをトランスジェニック微細藻類から得ること
が含まれる、請求項23に従う方法。
【請求項２５】
　前記オメガ3 LC-PUFAはEPAであり、そして方法には、
　a）EPAの生成を可能にする条件下で請求項12ないし16のいずれかに従うトランスジェニ
ック微細藻類を培養すること、および
　b）前記EPAをトランスジェニック微細藻類から得ること
が含まれる、請求項20に従う方法。
【請求項２６】
　請求項1ないし16のいずれかに従う微細藻類から分離される油または請求項1ないし16の
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いずれかに従う微細藻類から得られる食物、飼料、栄養補助食料または化粧料。
【請求項２７】
　請求項1ないし16に従うトランスジェニック微細藻類または請求項26に従う油を含む組
成物。
【請求項２８】
　薬としての使用のための請求項1ないし16のいずれかに従うトランスジェニック微細藻
類を含む組成物。
【請求項２９】
　アテローム性動脈硬化症、血栓症、高血圧、心筋梗塞を含む心臓血管状態およびアテロ
ーム性動脈硬化、炎症状態、うつ病、認知低下、関節炎、湿疹、メタボリックシンドロー
ムおよびII型糖尿病の処置または防止における使用のための請求項1ないし16のいずれか
に従うトランスジェニック微細藻類を含む組成物。
【請求項３０】
　食物、飼料、栄養補助食料または化粧料としての使用のための請求項1ないし16のいず
れかに従うトランスジェニック微細藻類または請求項1ないし16のいずれかに従うトラン
スジェニック微細藻類を含む組成物。
【請求項３１】
　飼料を作成するにあたり、
　a）より一層多くのオメガ3 LC-PUFAsの一つの生成を可能にする条件下での請求項1ない
し16のいずれかに規定の異種導入遺伝子が含まれるトランスジェニック微細藻類を培養す
ること、および
　b）前記より一層多くのオメガ3 LC-PUFAの一つをトランスジェニック微細藻類から得る
こと
を含む、方法。
【請求項３２】
　配列番号7または9が包含される分離された核酸であって、配列番号8または10が含まれ
るΔ6デサチュラーゼ（Ost809Δ6）、その機能的変種または配列番号8または11に対して
少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、
少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ
6デサチュラーゼがコードされる、核酸。
【請求項３３】
　配列番号15または17が包含される分離された核酸であって、配列番号16または18が含ま
れるΔ4デサチュラーゼ（Ost809Δ4）、その機能的変種または配列番号16または18に対し
て少なくとも75％、少なくとも80 ％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95
％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有す
るΔ4デサチュラーゼがコードされる、核酸。
【請求項３４】
　配列番号19が包含される分離された核酸であって、ID番号20その機能的変種が含まれる
Δ6エロンガーゼ（FcEL06）または配列番号20に対して少なくとも75％、少なくとも80％
、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％
、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ6エロンガーゼがコードされる、
核酸。
【請求項３５】
　配列番号21が包含される分離された核酸であって、ID番号22その機能的変種が含まれる
Δ5デサチュラーゼまたは配列番号22に対して少なくとも75％、少なくとも80％、少なく
とも85％、少なくとも90、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくと
も98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ6エロンガーゼがコードされる、核酸。
【請求項３６】
　請求項32、33、34および/または35に従う分離された核のものを含むベクター。
【請求項３７】
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　請求項36に従うベクターを含む宿主細胞。
【請求項３８】
　宿主細胞は藻類または高等植物細胞である、請求項37に従う宿主細胞。
【請求項３９】
　微細藻類でのオメガ3 LC-PUFAsの生産の増強、食物、飼料、栄養補助食料、化粧料また
は薬の調製における請求項32、33、34および/または34に従う分離された核酸の使用。
【請求項４０】
　オメガ3 LC-PUFAsはEPAまたはDHAである、請求項39に従う使用。
【請求項４１】
　微細藻類においてより一層多くのオメガ3 LC-PUFAの一つの生産を増大させるにあたり
、
　a）より一層多くのオメガ3 LC-PUFAsの一つの生産を可能にする条件下で請求項30、31
または32に規定する核酸の一以上を含む異種導入遺伝子が含まれるトランスジェニック微
細藻類を培養すること、および
　b）前記より一層多くのオメガ3 LC-PUFAの一つを、トランスジェニック微細藻類から得
ること
を含む、方法。
【請求項４２】
　異種Δ5エロンガーゼを発現する増加したDHAレベルを有するトランスジェニック有機体
。
【請求項４３】
　Δ5エロンガーゼはOstreococcus tauri（オストレオコッカス・タウリ）からのΔ5エロ
ンガーゼである、請求42に従うトランスジェニック有機体。
【請求項４４】
　LC-PUFAの生合成経路の調節に関与する他の異種導入遺伝子は、前記有機体において発
現されない、請求項42および43に従うトランスジェニック有機体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　以下、本発明の分野を説明する。
　本発明は、オメガ3長鎖多価不飽和脂肪酸の増強産生を有するトランスジェニック有機
体、特に、トランスジェニック微細藻類、関連する方法および使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　以下に序論を述べる。
　長鎖多価不飽和脂肪酸（LC-PUFAs）は、少なくとも20個の炭素の長さの炭素骨格を有し
、そして複数の二重結合の不飽和化を含む。長鎖多価不飽和脂肪酸は、オメガ3（ω-3）
またはオメガ-6（ω-6）カテゴリーの、メチル、またはω脂肪酸末端からの最初の二重結
合の位置に基づいていずれかに分類することができる。
【０００３】
　オメガ-3 LC-PUFAs、特にエイコサペンタエン酸（EPA；20：5Δ5、8、11、14、17）お
よびドコサヘキサエン酸（DHA；22：6Δ4、7、10、13、16、19）は、ヒト栄養の必須成分
であり、そして幼児または子供の成長および発達において、およびそれらの免疫系への影
響を通じて健康を維持することにおいて、重要な役割を持つことは今日十分に確立されて
いる〔Voigt（フォークト）ら、2000；Calder（カルダー）、2003〕。ヒトのダイエット
（規定食）中のオメガ-3 LC-PUFAsの存在は、心血管疾患、肥満、メタボリックシンドロ
ームおよび湿疹のような状態における治療上の効果を有するという臨床研究からの証拠が
増加している〔Navarro（ナバロ）ら、2000；Nugent（ニュージェント）、2004；Das（ダ
ス）、2002〕。
【発明の概要】
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【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　海産魚はEPAおよびDHAの主要な栄養源ではあるが、海洋環境の魚類資源の消耗および汚
染は、LC-PUFAsの代替物および持続可能なソースのための緊急の必要性を示す。海洋微生
物は、水中食物連鎖において、LC-PUFAsの一次生産者であり、そして、EPAおよびDHAが豊
富な微細藻類は、ヒトの消費のための魚油に対する有望な代替供給源であることが実証さ
れている。このように、Crypthecodinium cohnii（クリプテコディニウム・コーニー）お
よびSchizochytrium sp.（シゾキトリウム種）の商業上の培養は、DHAの産生のために好
首尾に開発され、および若干の海洋微生物は、EPA〔Nannochloropsis species（ナンノク
ロロプシス種）、Phaeodactylum species（フェオダクチラム種、海洋性珪藻種）、Nitzs
hia spp.（ニッチア種群）〕の産業上の生産についての可能性を実証した〔Harwood（ハ
ーウッド）およびGuschina（グッシナ）、2009〕。しかしながら、オメガ-3 LC-PUFAsの
ような大いに貴重な生産物の商業的生産は、維持するのに高価であり、そして本質上の技
術的な課題である。
【０００５】
　LC-PUFASのレベルを増加させるアプローチの一つは、アシル-CoA依存デサチュラーゼ〔
Venegas-Caleron（ベネガス-キャレロン）ら、2010〕を使用することである。近年では、
かなりの焦点は、高等植物を、それらの種子油において超長鎖多価不飽和脂肪酸（VLC-PU
FAs）の生産のために操作することに置かれている。最近では、トランスジェニック（遺
伝子導入）のArabidopsis（シロイヌナズナ属）およびCamelina（カメリナ）植物におい
てLC-PUFAsを合成するためにOstreococcus tauri（オストレオコッカス・タウリ）（OtD6
）からのアシルCoA依存Δ6-デサチュラーゼ（不飽和化酵素）を使用することの利益が実
証されている〔Sayanova（サヤノバ）O.ら、2012、Ruiz-Lopez（ルイス・ロペス）N.ら、
2012〕。これらの研究は、LC-PUFA経路、Δ6-不飽和化での最初のステップが律速である
ことを示す。
【０００６】
　LC-PUFAsを生産する代わりの方法として、微細藻類の代謝工学への関心が高まっており
、および藻類の株の遺伝的改変は、持続可能なオメガ-3油を生産するために有望な戦略を
代表する。商業的生産用に増加したレベルのLC-PUFAsを生産するために、微細藻類の効果
的な組換え技術は、グローバルな必要性に対処し、そしてこのようにして操作された微細
藻類は、世界的な需要を満たすために、水産養殖を含めて、食品添加物および動物用飼料
として有用であろう。
【０００７】
　Phaeodactylum tricornutum（フェオダクチラム・トリコルヌーツム）は、30％までのE
PAおよび痕跡量だけのDHAを蓄積し、そしてEPAの産業上生産のための良好な供給源と考え
られている単細胞珪藻である〔Molina Grima（モリナ・グリマ）ら、1996〕。[14C]アセ
タート（酢酸塩）での第一標識実験は、P. tricornutumが脂肪酸の伸びおよび好気的不飽
和化によってEPAをデノボ合成することを示唆した〔Moreno（モレノ）ら、1979〕。パル
スチェイス実験においてArao（アラオ）およびYamada（ヤマダ）はEPAが4つの異なる経路
によって合成することができること、そして好ましい経路が双方のオメガ-6およびオメガ
-3の経路の中間体に関与することを実証した（AraoおよびYamada、1994）。EPAの大部分
は、たとえば、トリアシルグリセロールなどのような中性脂質とは対照的に、ガラクト脂
質において見出された〔Araoら、1987；Yongmanitchai（ヤングマニトチャイ）およびWar
d（ウォード）、1993〕。最近、P. tricornutumにおいてEPA生合成に関与するΔ5-および
Δ6-デサチュラーゼをコードする遺伝子がクローニングされ、そして特徴付けられた〔Do
mergue（ドマーグ）ら、2002〕。双方のデサチュラーゼが双方の経路に等しく寄与するミ
クロソーム酵素であり、そしてそれらがオメガ-6およびオメガ-3の経路に同時に作用する
好ましい経路をサポートすることが示された。このことは、P. tricornutum においてEPA
の生合成に関与するΔ6-およびΔ5-の不飽和化およびΔ6-伸長（エロンゲーション）が小
胞体（ER）において行われ、そして新たに合成されたEPAはプラスチド（色素体）中に後
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にインポートされることを示唆する。EPA生合成経路のすべての中間体のごくわずかな量
だけの存在は、P. tricornutumが単一の最終生成物としてのEPAの蓄積に向けた非常に効
率的なメカニズムを発達させたことを示す（AraoおよびYamada、1994）。いくつかの微細
藻類では、EPAの伸長によってDHAは特異的なΔ5-エロンガーゼによるドコサペンタエン酸
（DPA; 22：5Δ7、10、13、16、19）にまで合成することができ、DPAは次いでΔ4-デサチ
ュラーゼによってDHAへの転換を伴う。
【０００８】
　本発明は、様々な有機体（生物と言うこともある）での、特に、藻類におけるLC-PUFAs
の生成での欠点を減ずることを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　以下、本発明の概略を説明する。
　本発明は、概して、トランスジェニック有機体類、特に、トランスジェニック微細藻類
であって、LC-PUFAs、とりわけ、オメガ-3 LC-PUFAs、たとえば、DHAおよび/またはEPAな
どのようなものの高められた生産を伴うものに関する。トランスジェニック有機体、特に
、トランスジェニック微細藻類は、LC-PUFAsの生合成経路に関与するポリペプチドをコー
ドする一またはそれよりも多く（一以上）の異種核酸を発現する。本発明はまた、トラン
スジェニック有機体、特に、トランスジェニック微細藻類を作成（作出）するための方法
、トランスジェニック有機体、特に、トランスジェニック微細藻類の使用、およびLC-PUF
As、特に、オメガ-3 LC-PUFAs、より一層具体的には、有機体、特に、微細藻類においてD
HAおよび/またはEPAの生産を増加させるための方法に関する。本発明はまた、LC-PUFAs、
特に、トランスジェニック有機体において、オメガ-3 LC-PUFAsの高められる生産のため
の方法において、分離された核酸およびそれらの使用に関する。
【００１０】
　本発明者らは、微細藻類が、LC-PUFAs、特に、EPAおよびDHAの増加した量を、異種遺伝
子発現の使用により生産するために、組換え法を用いて操作することができることを示し
た。本発明者らは、驚くべきことに、Ostreococcus tauri（オストレオコッカス・タウリ
）単独からのΔ5-エロンガーゼの異種発現が、トランスジェニック系統において合計脂肪
酸の13％にまで達するDHAレベルを有するP. tricornutum（P.トリコルヌーツム）におけ
るDHAの増加した蓄積をもたらすことを実証した。本発明者らはまた、P.トリコルヌーツ
ムでのOtD6の過剰発現がEPAレベルに対する正の効果を有することを示した。これらの知
見は、異種遺伝子を発現し、およびトランスジェニック微細藻類での代謝工学を通してLC
-PUFAsの生合成経路を高める有効性について証拠を提供する。さらに、動物および植物を
含め、EPA/DHAを作る他の生物は、オストレオコッカス・タウリからのΔ5-エロンガーゼ
の過剰発現によって同じように操作することができる。
【００１１】
　したがって、一見地（一態様ともいう）において、本発明は、一以上のオメガ-3 LC-PU
FAsの増加した生産を有するトランスジェニック微細藻類に関する。一具体化（一実施形
態ともいう）において、オメガ-3 LC-PUFAsはDHAおよび/またはEPAから選択される。別の
見地において、本発明は、オメガ-3 LC-PUFAsを生産するトランスジェニック微細藻類の
使用に関する。別の見地において、本発明は、増加したオメガ-3 LC-PUFAsの含有量を有
するトランスジェニック微細藻類を作成するための方法に関する。別の見地において、本
発明は、微細藻類において一以上のオメガ-3 LC-PUFAsの生産を増加させるための方法に
関し、それには、
　a）微細藻類において異種核酸を導入すること、および発現させること、
　b）前記微細藻類を培養すること、および
　c）トランスジェニック微細藻類からの前記一以上のオメガ-3 LC-PUFAを取得すること
が含まれる。
【００１２】
　別の見地において、本発明は、微細藻類においてDHAの生産を増加させる方法に関する
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。別の見地において、本発明は、微細藻類においてEPAの生産を増加させる方法に関する
。
【００１３】
　本発明はまた、ここに記載の微細藻類またはここに記載のトランスジェニック微細藻類
またはそこからの生成物を含む組成物から分離（単離を含む）された油、およびその使用
に関する。
【００１４】
　別の見地において、本発明は飼料を作成するための方法に関し、それには、
　a）ここに記載のトランスジェニック微細藻類を培養すること、および
　b）トランスジェニック微細藻類から前記一以上のオメガ-3 LC-PUFAを取得すること
が含まれる。
【００１５】
　別の見地において、本発明は、配列番号7または9が包含される分離された核酸で、配列
番号8または10が含まれるΔ6-デサチュラーゼ（Ost809Δ6）、またはその機能的変種（変
形物、変異体ともいう）または配列番号8または10に対して少なくとも75％、少なくとも8
0％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも9
7％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ6-デサチュラーゼが含まれる
ものをコードするもの、およびそれらの使用に関する。本発明はまた、配列番号15または
17が包含される分離された核酸で、配列番号16または18が含まれるΔ4-デサチュラーゼ（
Ost809Δ4）、その機能的変種または配列番号16または18と少なくとも75％、少なくとも8
0％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも9
7％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ4-デサチュラーゼが含まれる
ものをコードするもの、およびその使用に関する。別の見地において、本発明は、配列番
号19が包含される分離された核酸で、配列番号20が含まれるΔ6-エロンガーゼ（FcELO6）
、その機能的変種または配列番号20と少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％
、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％
、少なくとも99％の相同性を有するΔ6-エロンガーゼが含まれるものをコードするもの、
および配列番号21が包含される分離された核酸で、配列番号22が含まれるΔ5-デサチュラ
ーゼ、その機能的変種または配列番号22と少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも
85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも
98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ5-デサチュラーゼが含まれるものをコードする
もの、およびそれそれらの使用に関する。
【００１６】
　別の見地において、本発明は、ここに記載の分離された核酸の、微細藻類または高等植
物における、オメガ-3 LC-PUFAs、特に、DHAおよび/またはEPAの生産を増加させることに
おいての使用に関する。
【００１７】
　さらに、本発明は、トランスジェニック有機体、好適には、微細藻類で、異種Δ5-エロ
ンガーゼを発現する増加したDHAレベルを有するものに関する。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
　図面を説明する。
　本発明をさらに、以下の非制限的な図面において説明する。
【図１】二つの異なる増殖段階で異なる増殖条件下、a）20℃で60μモル光子（フォトン
）m-2s-1；b）20℃で25μモル光子m-2s-1；c）18℃で25μモル光子m-2s-1でのO. tauriΔ
6-デサチュラーゼ（不飽和化酵素）を発現するWTおよびトランスジェニックのP. tricorn
utumにおけるEPA含量の図である。
【図２】aは、対数期（E）および定常期（S）の間にOtElo5を発現するWTおよびトランス
ジェニックP. tricornutumの細胞の全脂肪酸組成の図である。培養物は、一定の照明60μ
モル光子．m-2s-1下で撹拌しながら20℃で増殖させた。各値は、3回の別々の実験の平均
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±SDを表す。bはOtElo5を発現するWTおよびトランスジェニックP. tricornutumにおけるE
PA<DPAおよびDHA含有量の図である。培養物を70rpmでの一定の撹拌下に20℃にて60μモル
光子m-2s-1下で増殖させた。各測定は3つの生物学的複製の平均である。
【図３】オストレオコッカスElo5（B）を発現するWT（A）およびトランスジェニックP. t
ricornutumのアシル-CoAプロファイルの図である。BにおけるLC-PUFAアシル-CoAsの蓄積
は点線で囲まれる。内部標準（istd）が17：00アシル-CoAである。
【図４】WTおよびトランスジェニックOtElo5のP. tricornutumの細胞の全FA抽出物中のEP
AおよびDHA含量の図である。
【図５Ａ】増殖の定常期におけるWTおよびトランスジェニックのP. tricornutumからのTA
G種の分布の図である。
【図５Ｂ】増殖の異なる段階でのWTおよびトランスジェニックのP. tricornutumからのTA
G種の分布の図である。
【図６】増殖サイクルの異なる段階：特異的TAGsにおけるA-DHA；TAG含有DHAのB-％でのO
tElo5を発現するWTおよびトランスジェニックP.tricornutumからのTAG種におけるDHAの分
布の図である。
【図７】オメガ3 PUFA生合成経路の図である（略図）。
【図８】外因性の基質18：3n-3（ALA）の存在下でのトランスジェニック酵母におけるOst
809Δ6-デサチュラーゼの発現の図である。（BPX72カラム）。ALAの高度不飽和形態への
転換（SDA-矢印）に注目される。空ベクターを含む酵母株では転換が生じず（pYES2-C）
、そしてOst809デサチュラーゼの発現がガラクトースの添加によって誘導されたときだけ
である（Gal+；B）。
【図９】酵母におけるOst809Δ6の機能的特徴の図である（BPX72カラム）。LAおよびALA
を補充した酵母細胞。18：2（LA）および18：3（ALA）の双方を補充した酵母でのオスト
レオコッカス809Δ6の発現。ALAでまったくであるが、LAではそうでなく、高度不飽和へ
の特異的転換はないことに注目される。転換は空ベクターを含む酵母株では生じず（pYES
2-C）、そしてOst809デサチュラーゼの発現がガラクトースの添加によって誘導されると
きだけである（Gal+；B）。
【図１０】DPAの存在におけるOst809Δ4デサチュラーゼを発現するトランスジェニック酵
母のFAMEsプロファイル（C22：5n-3）。外因22：5（DPA）を補充した酵母細胞におけるオ
ストレオコッカス809Δ4の発現。22：5n-3の高度不飽和形態への転換に注目される（22：
6n-3；DHA-矢印）。転換は空ベクターを含む酵母株で行われず（pYES2-C）、Ost809 D4デ
サチュラーゼの発現がガラクトースの添加によって誘導されるときだけである（Gal+；B
）。NB。これらのC22 PUFAsは、HP1 GCカラム上で最良に分離され-この場合、（ポリ）不
飽和脂肪酸がより一層少ない飽和形態よりも早く溶出し-これは、上記使用のBPX72カラム
と比較して逆である。
【図１１】FcElo6を発現するトランスジェニック酵母のFAMEのプロファイルの図である（
BPX72カラム）。酵母は18：3n-6（GLA）で補充した。外因性18：3（GLA）を補充した酵母
細胞におけるFragilariopsis cylindrus（フラジラリオプシス・シリンドラス）Elo6の発
現。18：3 ALAの細長い形態20：3n-3への転換に注目される（矢印）。転換は、空ベクタ
ーを含む酵母株で発生せず（pYES2-C）、そしてFragilariopsis Elo6の発現がガラクトー
スの添加によって誘導されるときだけである（Gal+；B）。
【図１２】n-3特異的Ost809Δ6デサチュラーゼおよび他のΔ6デサチュラーゼ間の関係を
示す系統樹の図である。
【図１３】最大で14-17％のDHAレベルの増加をもたらしたFcElo6の発現の図である。FcEl
o6を発現するPt細胞からの全FAプロファイルのGC-MS分析。
【図１４】ベクターシステムpPTOS2の模式図である。
【図１５】P. tricornutumにおける2つの異種オメガ-3 LC-PUFA生合成活性の同時発現の
図である。16℃および20℃での増殖のS期の間でのPt_WT、pPhOS2.1（OtElo5を発現する）
およびpPhOS2.2（OtD6PtおよびOtElo5を発現する）細胞の脂肪酸組成。値は3つの実験の
平均である（+/-標準誤差）。
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【図１６】pPhOS_Ppglut（OtElo5およびPpグルコーストランスポーターを発現する）細胞
の70rpmで一定の撹拌下、20℃、100μモルm-2s-1での増殖のS期の間での脂肪酸組成の図
である。N=1。
【図１７】pPhOS_Hsglut（OtElo5およびヒトグルコーストランスポーターを発現する）細
胞の70rpmで一定の撹拌下、20℃、100μモルm-2s-1での増殖のS期の間での脂肪酸組成の
図である。N=1。
【図１８】暗所でのWtおよびpPhOS_Ppglut Pt細胞の増殖の図である。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　以下詳しく説明する。
【００２０】
　本発明を次に、さらに説明する。以下の節では、本発明の異なる見地をより一層詳細に
規定する。そのように規定される各見地は、反することが明確に示されない限り、任意の
他の見地または見地群（複数の意）と組み合わせてもよい。特に、好ましいか、または有
利なものとして示される任意の特徴は、好ましいか、または有利なものとして示されてい
る任意の他の特徴または特徴群と組み合わせることができる。
【００２１】
　本発明の実行は、別に示さない限り、微生物学、組織培養、分子生物学、化学、生化学
および組換えDNA技術の慣習的技術を採用され、それらは当該技術の熟練の範囲内である
。そのような技術は、文献において十分に説明されている。
【００２２】
　本発明は、微細藻類における脂肪酸生合成経路の遺伝子操作に関する。とりわけ、本発
明は、LC-PUFA、特に、オメガ-3 LC-PUFAsの、たとえば、有機体（生物）、特に、微細藻
類において一またはそれよりも多く（一以上）のオメガ-3 LC-PUFAの生産を増加させるた
めの方法に関する。
【００２３】
　ポリ（多価）不飽和脂肪酸は、脂肪酸炭素鎖のメチル末端に最も近い最初の二重結合の
位置（n）のに応じて、2つの主要なファミリーに分類することができる。そのようにして
、オメガ-6脂肪酸（ω-6）は、分子のオメガ（メチル）末端から最初の不飽和二重結合ま
で6個の炭素原子を有し、そしてさらに、合計または二以上の二重結合を有し、各々は続
いて分子のカルボキシル末端に向かって3つの追加の不飽和発生炭素原子を有する。対照
的に、オメガ-3脂肪酸（ω-3）は分子のオメガ末端から離れて最初の不飽和二重結合三つ
の炭素原子を有し、そしてさらに、三以上の二重結合の総数を有し、各々は続いて分子の
カルボキシル末端に向かって3つの追加の不飽和を発生する炭素原子を有する。
【００２４】
　表Iは、オメガ3脂肪酸の一般名および本明細書を通して使用される略称を要約する。
【００２５】
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【表１】

【００２６】
　図7に示すように、オメガ-3 PUFA生合成経路に関与する酵素は多数存在する。これらに
は、デサチュラーゼおよびエロンガーゼが含まれる。
【００２７】
　石油生産に関与する様々な遺伝子が異なる有機体において遺伝的手段を通して確かめら
れており、そしてこれらの遺伝子の若干のもののDNA配列は公的に入手可能である。非制
限的な例を以下に示す。
【００２８】
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【表２－１】
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【表２－２】

【００２９】
　配列番号へのすべてのここでの言及は参照により具体的に組み込まれる。
【００３０】
　さらに、特許文献、多価不飽和脂肪酸生産に関与する遺伝子の多くの付加的なDNA配列
（および/または上記の遺伝子のいくつか、およびそれらの分離の方法についての詳細）
を提供する〔たとえば：米国特許第5968809号（Δ5-デサチュラーゼ）；米国特許第59726
64号および米国特許第6075183号（Δ5デサチュラーゼ）;国際公開第WO 91/13972および米
国特許第5057419号（Δ9-デサチュラーゼ）；国際公開第WO 93/11245号（Δ15-デサチュ
ラーゼ）; 国際公開第WO 94/1 1516号。米国特許第5443974号および国際公開第WO 03/099
216号（Δ12-デサチュラーゼ）；米国特許出願公開第2003/0196217A1号（Δ17-デサチュ
ラーゼ）；国際公開第WO 02/090493号（Δ4-デサチュラーゼ）；および国際公開第WO 00/
12720号および米国特許出願公開第2002/0139974A1号（エロンガーゼ）、参照〕。
【００３１】
　ここで用いるように用語「デサチュラーゼ（不飽和化酵素）」は、多酵素複合体のポリ
ペプチド成分をいい、それは、興味があるモノ-またはポリ不飽和脂肪酸またはその前駆
体を生産するために、一以上の脂肪酸において、不飽和化し、すなわち二重結合を導入す
ることができる。若干の不飽和化は二以上の基質上での活性を有する。脂肪酸デサチュラ
ーゼの特異性は、適切な宿主を脂肪酸デサチュラーゼのための遺伝子により変換（形質転
換）すること、およびその宿主の脂肪酸プロファイルに対するその効果を決定することに
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よって経験的に決定することが望ましいことがある。種々の有機体から分離されるデサチ
ュラーゼをコードする核酸は、本発明の様々な見地に従って使用することができ、そして
それらの例は、Ostreococcus sp.（オストレオコッカス種）を含めて、ここに記載される
。
【００３２】
　デサチュラーゼには、オメガ-3-デサチュラーゼ、Δ6-デサチュラーゼ、Δ5-デサチュ
ラーゼ、Δ12-デサチュラーゼ、Δ19-デサチュラーゼ、Δ17-デサチュラーゼおよびΔ4-
デサチュラーゼが含まれる。
【００３３】
　ここで用いられるように用語「エロンガーゼ」は、エロンガーゼが作用する脂肪酸基質
よりも2個の炭素長い酸を生成するように、脂肪酸炭素鎖を伸長することができるポリペ
プチドに言及する。種々の生物から分離されたエロンガーゼをコードする核酸は、本発明
の様々な見地に従って使用することができ、そしてそれらの例は、オストレオコッカス種
を含めて、ここに記載される。
【００３４】
　エロンガーゼシステムにより触媒される反応の例は、GLAのDGLAへの、SDAのETAへの、A
RAのDTAへの、およびEPAのDPAへの転換である。大抵、エロンガーゼの基質選択性はいく
ぶん広いが、鎖長および不飽和の程度とタイプの双方によって分かれる。
【００３５】
　たとえば、C14/16エロンガーゼはC14基質（たとえば、ミリスチン酸）を利用し、C16/1
8エロンガーゼはC16基質（たとえば、パルミチン酸）を利用し、C18/20エロンガーゼはC1
8基質（たとえば、GLA、SDA、LA、ALA）を利用し、およびC20/22エロンガーゼ（Δ5-エロ
ンガーゼとも呼ばれる）はC20基質（たとえば、ARA、EPA）を利用する。
【００３６】
　若干のエロンガーゼは広い特異性を有しているので、単一の酵素は、いくつかのエロン
ガーゼ反応を触媒することが可能でありうる（たとえば、それによってC16/18エロンガー
ゼおよびC18/20エロンガーゼの双方として作用する）。脂肪酸エロンガーゼの特異性は、
適切な宿主を脂肪酸エロンガーゼのために遺伝子により形質転換すること、および宿主の
脂肪酸プロファイルに対するその効果を決定することによって、経験的に決定することが
望ましい場合がある。
【００３７】
　エロンガーゼには、Δ6-、Δ5-およびΔ9-エロンガーゼが含まれる。Δ5-エロンガーゼ
は、概してDHAの生産において律速と見なされず、そして大抵は、LC-PUFA経路、D6-飽和
での最初のステップが律速であると仮定される。
【００３８】
　トランスジェニック微細藻類においてオメガ-3 LC-PUFAsの生産に関する本発明の具体
化を以下に説明する。熟練者（当業者）は、これらの具体化が、トランスジェニック微細
藻類に制限されるものでなく、オメガ-3 LC-PUFAsを生産するために他の有機体にも適用
できることを理解するであろう。有機体は、動物、たとえば、哺乳動物でありうる。一具
体化において、人間（ヒト）は特別に除外される。別の具体化では、有機体は、植物、た
とえば、作物（crop plant）である。
【００３９】
　第一の見地において、本発明は、オメガ-3 LC-PUFAs、たとえば、一以上のオメガ-3 LC
-PUFAまたは合計オメガ-3 LC-PUFA含量の増加した生産を有するトランスジェニック微細
藻類に関する。本発明の様々な見地によれば、オメガ-3 LC-PUFAsは、SDA、ETA、EPA、DP
AまたはDHAから選ぶことができる。一具体化において、オメガ-3 LC-PUFAsはDHAである。
別の具体化では、オメガ3脂肪酸はEPAである。
【００４０】
　ここに記載の本発明の種々の見地によれば、DHAまたはEPAの生産においての増加は、合
計脂肪酸（TFA）においての異なるオメガ-3 LC-PUFAsの個々の含量として測定される。言
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い換えると、増加は、合計脂肪酸含量のパーセンテージとして測定される。好ましくは、
増加は、コントロール（対照）微細藻類と比較して、少なくとも2％、3％、4％、5％、6
％、7％、8％、9％、10％、11％、12％、13％、14％、15％またはそれらよりも多い（モ
ル％）。
【００４１】
　一具体化において、オメガ-3 LC-PUFAsはDHAである。本発明のトランスジェニック微細
藻類では、DHA含有量は、コントロール微細藻類に比べて少なくとも1％、2％、3％、4％
、5％、6％、7％、8％、9％、10％、11％、12％、13％、14％、15％またはそれらよりも
多くによって増加する。一具体化において、オメガ-3 LC-PUFAsはDHAである。本発明のト
ランスジェニック微細藻類では、DHA含量が対照微細藻類でのものよりも、少なくとも2、
少なくとも3、少なくとも4、少なくとも5、少なくとも6、少なくとも7、少なくとも8、少
なくとも9、または少なくとも10倍よりも高い。好ましくは、合計DHA含有量は、合計脂肪
酸含有量の少なくとも10％である（モル％）。
【００４２】
　別の具体化において、オメガ-3 LC-PUFAsはEPAである。本発明の種々の見地によるトラ
ンスジェニック微細藻類において、EPA含有量は少なくとも2％、3％、4％、5％、6％、7
％、8％、9％、10％、11％、12％、13％、14％、15％だけ増加される。好ましくは、合計
EPAの含有量は全脂肪酸含有量の少なくとも20％である（モル％）。
【００４３】
　本発明の様々な見地によると、合計脂肪酸含量、LC-PUFAsの含有量、オメガ-3 LC-PUFA
sの含量またはたとえば、DHAなどのような個々の脂肪酸の含有量は、対照の微細藻類と比
較して増加する。ここで用いるように対照微細藻類は、本発明の方法に従って修飾されて
ない微細藻類である。したがって、対照微細藻類は、LC-PUFA含有量を変化させるために
ここに記載のように核酸を発現するために遺伝的に改変されていない。一具体化では、対
照微細藻類は、野生型微細藻類である。別の具体化では、対照微細藻類は、ここに記載の
方法に従って導入遺伝子を保有しない微細藻類であるが、異なる導入遺伝子を発現する。
対照微細藻類は、典型的には、同じ藻類種である。
【００４４】
　用語「合計脂肪酸含量」は、ここにおいて、一定のサンプルにおいてベースエステル交
換法によって脂肪酸メチルエステルに誘導体化することができるすべての細胞脂肪酸の和
に言及する〔技術として、たとえば、Sayanova（サヤノバ）ら、（1997）; Sayanovaら、
（2003）FEBS Lett.（FEBSレターズ）2003年5月8日、542（1-3）：100-4に記載されてい
るように知られている〕。
【００４５】
　本発明の様々な見地によれば、増加は定常期において測定される。
【００４６】
　本発明の様々な見地によれば、用語の微細藻類には、LC-PUFAを作る能力を持つすべて
の微細藻類が包含される。藻類は従属栄養または独立栄養（autothrophic）藻類であって
よい。
【００４７】
　当業者は、用語「微細藻類」には、いくつかの別個の生物群からの単細胞、光合成微生
物が含まれ、これらには、たとえば、藻類の真核緑藻植物、紅藻類、不等毛（heterokont
）、ハプト藻（haptophyta）部門および原核生物シアノバクテリアが含まれることを知る
であろう。
【００４８】
　EPAはクラスの珪藻綱（Bacillariophyceae）〔珪藻類（diatoms）〕、緑藻綱（Chlorop
hyceae）、黄金藻綱（Chrysophyceae）、褐色鞭藻綱（Cryptophyceae）、真正眼点藻綱（
Eustigamatophyceae）およびプラシノ藻綱（Prasinophyceae）を含めて、多種多様な海洋
微細藻類において見出された（表II参照）。したがって、本発明の様々な見地によれば、
微細藻類は、これらのオーダー（目）、クラス（綱）またはスピーシーズ（種）から選ぶ
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【００４９】
　本発明の様々な見地によれば、微細藻類は、表IIに挙げられる微細藻類から選ぶことが
できる。
【００５０】
【表３－１】
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【表３－２】
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【表３－３】

【００５１】
　一具体化では、PUFAsの一次生産体として独立栄養性微細藻類が好ましい。たとえば、
微細藻類は、Phaeodactylum（フェオダクチラム、海洋性珪藻）、Nannochloropsis（ナン
ノクロロプシス）、Thraustochytrium（スラウストキトリウム）またはSchizochytrium（
シゾチトリウム）から選ぶことができる。他の属には、Spirulina（スピルリナ）、Dunal
iella（ドナリエラ）、Chlorella（クロレラ）、Thalassiosira（タラシオシラ）、Isoch
rysis（イソクリシス）、Porphyridium（ポルフィリディウム、チノリモ）、Nannochloro
psis（ナンノクロロプシス）、Pavlova（パブロワ）、Chaetoceros（キートケロス）、Cr
ypthecodinium（クリプテコディウム）、Fraigilariopsi（フラジラリオプシス）およびN
itzshia（ニッチア）が含まれる。
【００５２】
　たとえば、微細藻類は、Chaetoceros calcitrans（キートセラス・カリストランス）、
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Isochrysis galbana、Pavlova lutheri、Pseudoisochrysis paradoxa（シュードイソクリ
シス・パラドキサ）、Tetraselmis suecica（テトラセルミス・スエシカ）およびSkeleto
nema costatum、Nannochloropsis oculata（ナンノクロロプシス・オキュラータ）、Thal
assiosira pseudonana、Pavlova lutheria（パブロワ・ルテリア）、Porphyridium irreg
ular（ポルフィリジウム・イレギュラ）、Crypthecodinium cohnii、Porphyridium purpu
reum（ポルフィリジウム・パープレウム）およびPorphyridium cruentum（ポルフィリジ
ウム・クルエンタム）から選ぶことができる。
【００５３】
　一具体化において、微細藻類は珪藻である。珪藻は世界の一次生産力の20％近くを占め
る海洋および淡水生態系を通して見出される褐藻類である。珪藻を決定付ける特徴は、そ
れらの高度に装飾的なパターン化されたケイ化細胞壁（弁殻または被殻として知られる）
であり、それは種特異性のナノスケール構造を表示する。
【００５４】
　珪藻は中心珪藻類または羽状（pennate）珪藻類であってよい。一具体化では、珪藻は
ナビクラ（Naviculales）の目に属する。一具体化では、珪藻は、P.tricornutumまたはTh
alassiosira pseudonanaである。好ましい具体化では、珪藻はP.tricornutum（P.トリコ
ルヌーツム）である。別の具体化において、珪藻はFragilariopsis種、たとえば、Fragil
ariopsis cylindrusである。
【００５５】
　当業者は、本発明の見地が、P.tricornutumに制限されないことを理解するであろう。
実際、当業者は、本発明が、EPAおよび/またはDHAを合成する能力を有する任意の微細藻
類にも適用することができることを理解するであろう。
【００５６】
　本発明の種々の見地によるトランスジェニック微細藻類は、LC-PUFAsの生合成に関与す
る一以上の核酸についてコードする一以上の異種導入遺伝子を発現する。配列に関して「
異種」は、外来種に由来するか、または、同じ種からの場合、意図的な人間の介入により
組成および/またはゲノム遺伝子座におけるその天然型から大幅に修飾された配列を意味
する。異種導入遺伝子は、好適には、微細藻類から誘導または分離される。一具体化では
、異種導入遺伝子は、プラシノ藻綱、たとえば、Ostreococcus種から誘導されるか、また
は分離される。異種導入遺伝子の配列は、標的の有機体における発現のために最適化され
るコドンであるように修飾することができる。そのようにして、本発明は、組換え法によ
り得られるトランスジェニック有機体に関する。
【００５７】
　たとえば、異種導入遺伝子はΔ15-デサチュラーゼ、Δ6デサチュラーゼ、Δ5デサチュ
ラーゼ、Δ4デサチュラーゼ、Δ12デサチュラーゼ、Δ5エロンガーゼ、Δ6エロンガーゼ
またはそれらの組合せの一以上をコード（符号化）することができる。
【００５８】
　一具体化において、トランスジェニック微細藻類は、Δ5エロンガーゼをコードする異
種核酸を発現する。このように、一見地（局面）では、本発明は、Δ5エロンガーゼをコ
ードする核酸を発現するトランスジェニック微細藻類に関する。たとえば、トランスジェ
ニック微細藻類は、Δ5エロンガーゼがコードされる核酸を発現するが、LC-PUFAsの生合
成経路の調節に関与するポリペプチドの任意の他の導入遺伝子コーディングを発現しない
。他の具体化において、トランスジェニック微細藻類は、Δ5エロンガーゼをコードする
核酸およびLC-PUFAsの生合成経路の調節に関与する一以上の追加の異種遺伝子、たとえば
、OtD6などのようなΔ6デサチュラーゼを、例4に示すように発現する。このようにして、
Δ5エロンガーゼおよびΔ6デサチュラーゼをコードする核酸が共発現される具体化は、具
体的には、本発明の一部である。Δ5エロンガーゼおよびΔ6デサチュラーゼはここに規定
するようなものである。
【００５９】
　一具体化において、ここに記載のトランスジェニック微細藻類は、LC-PUFAsの生合成経
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路の調節に関与していない異種核酸、たとえば、例5に示すように、グルコーストランス
ポーター遺伝子を、LC-PUFAsの生合成経路の調節に関与する異種核酸、たとえば、OtElo5
などのようなものと一緒に共発現する。例において示すように、ベクターは異なる特性で
、一つはオメガ3sのための、および一つは、グルコーストランスポーター（グルコース輸
送体）の発現により、藻類が暗所で増殖するのを可能にするものの調節に関与する二つの
異種核酸の共発現を可能にするために用いることができる。細胞を、次いで、たとえば、
グルコースなどのような外因性炭素源を提供する場合、それらは暗所において増殖するこ
とができる。このようにして、一具体化では、たとえば、OtElo5などのようなLC-PUFAsの
生合成経路およびグルコースレポーターの調節に関与する遺伝子を発現する藻類を培養す
るとき、たとえば、グルコースなどのような外因性炭素源が提供される。グルコースレポ
ーターをコードする本発明に従って使用することができる核酸の例は、配列番号23および
配列番号25に示される。各々のペプチドは、配列番号24および配列番号26に示される。
【００６０】
　ここで使用される用語「核酸」、「核酸配列」、「ヌクレオチド」、または「ポリヌク
レオチド」は、DNA分子（たとえば、cDNAまたはゲノムDNA）、RNA分子（たとえば、mRNA
）、自然に発生し、変異した、合成DNAまたはRNA分子、およびヌクレオチド類似体を使用
して生成されるDNAまたはRNAの類似体を含むことが意図される。それは、一本鎖または二
本鎖であることができる。そのような核酸またはポリヌクレオチドには、制限されないが
、構造遺伝子のコード配列、アンチセンス配列、およびmRNAsまたはタンパク質産物をコ
ードしない非コード制御配列が含まれる。これらの用語はまた、遺伝子を包含する。用語
「遺伝子」または「遺伝子配列」は、生物学的機能に関連するDNAの核酸を指すために広
く使用される。したがって、遺伝子は、ゲノム配列でのように、イントロンおよびエキソ
ンを含んでもよく、またはcDNAsでのようにコード配列だけを含んでもよく、および/また
は制御（調節）配列と組み合わせてcDNAsを含んでいてもよい。本発明の種々の見地の一
具体化において、cDNA配列の合成の（推定される）オープンリーディングフレーム、cDNA
に対する類似体が好ましい。
【００６１】
　本発明の目的として、「トランスジェニック」、「導入遺伝子」または「組換え」は、
たとえば、核酸配列、発現カセット、遺伝子構築物、ベクターまたは自律複製要素で、た
とえば、核酸配列を含む人工染色体または本発明に従う核酸配列、発現カセットまたはベ
クターで形質転換された有機体などのようなものに関して、組換え法によりもたらされる
すべての構築物を意味し、そこでは、
　（a）本発明の方法において有用なタンパク質をコードする核酸配列、または
　（b）本発明による核酸配列と作動可能に連結される遺伝的制御配列（遺伝子調節配列
）（群、複数も可能の意）、たとえば、プロモーター、または
　（c）a）およびb）のいずれか
を、それらの自然の遺伝的環境に配置してないか、または組換え方法、たとえば、変異誘
発（突然変異誘発）などのようなものによって修飾されており、修飾（改変）は、たとえ
ば、一またはそれよりも多く（一以上）のヌクレオチド残基の置換、付加、欠失、逆位、
または挿入の形態をとることが可能である。自然の遺伝的環境は、元の微細藻類またはゲ
ノムライブラリーでの存在における自然ゲノム遺伝子座または染色体座を意味すると理解
される。
【００６２】
　本発明の目的のためのトランスジェニック微細藻類は、このようにして、その核および
プラスチド（色素体）のゲノム内に異種ポリヌクレオチドを含む微細藻類を意味すると理
解される。異種ポリヌクレオチドは、好ましくは、ヌクレオチドが続く世代に渡されるよ
うに、ゲノム内に安定に統合される。異種ポリヌクレオチドは、単独で、または組換えDN
A構築物の一部として、ゲノム内に統合されてもよい。
【００６３】
　本発明の関連では、Δ5エロンガーゼはEPAのDPAへの転換を触媒する。したがって、EPA
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のDPAへの転換を触媒するΔ5エロンガーゼをコードする任意の核酸は、導入遺伝子として
、本発明の様々な見地に従って使用することができる。一具体化では、本発明において使
用されるΔ5エロンガーゼはOstreococcus（オストレオコッカス）、可能なら、Ostreococ
cus tauri（オストレオコッカス・タウリ）から誘導されるか、または分離される。好適
には、Δ5エロンガーゼは、Ostreococcus tauriから誘導されるか、または分離されるOtE
lo5である。一具体化では、本発明に従うトランスジェニック微細藻類は、配列番号1が含
まれる核酸、その機能的変種またはΔ5エロンガーゼをコードする配列で、そこでは、前
記エロンガーゼは、配列番号2に対して少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60
％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85
％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94
％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％または少なくと
も99％の相同性を有するものを発現する。好適な具体化において、微細藻類は、P. trico
nutumであり、そして核酸は配列番号2が含まれるか、またはそれからなるΔ5エロンガー
ゼをコードする。
【００６４】
　本発明の見地に従って使用されるような機能的変種は、生物学的に活性な変種である。
たとえば、配列番号1の生物学的に活性な変種は、核酸配列であり、それは、たとえば、P
. tricornutum（P.トリコルヌーツム）などのような微細藻類において発現されるとき、D
HAの産生を増加させる。用語の変種には、標的の有機体での発現のために、たとえば、P.
 tricornutumにおける発現のために、コドン最適化用に変えられた配列が含まれる。
【００６５】
　このようにして、当業者が理解するように、本発明の見地が、そこでは、一定のポリヌ
クレオチドを用い、その方法および使用が含まれ、特定された配列よりも多くのものを包
含するだけでなく、ペプチドでの生物学的機能に影響を与えない改変を含むことが理解さ
れる。たとえば、一定の部位での化学的に等価なアミノ酸の生成をもたらすが、コードさ
れるポリペプチドの機能的特性に影響しない核酸断片での改変は、当技術においてよく知
られている。たとえば、アミノ酸アラニン、疎水性アミノ酸のためのコドンは、別のより
一層疎水性の低い残基、たとえば、グリシンなどのようなもの、またはさらに疎水性の残
基、たとえば、バリン、ロイシン、またはイソロイシンなどのようなものをコードするコ
ドンによって置換されていてもよい。同様に、他のものために一の負に荷電した残基、た
とえば、グルタミン酸についてのアスパラギン酸などのようなもの、または他のもののた
めに一の正に荷電した残基、たとえば、アルギニンについてのリジンなどのようなものの
置換をもたらす変化はまた、機能的に同等の生成物を生産することが期待できる。ポリペ
プチド分子のN末端およびC末端部分の改変をもたらすヌクレオチド変化はまた、ポリペプ
チドの活性を変えるとは思われない。コードされる生成物の生物学的活性の保持の決定と
同様に、提案された修飾の各々は、当技術における日常的技術の範囲内である。
【００６６】
　一具体化において、本発明の種々の見地に従う前記核酸は、制御配列（レギュレートリ
ー配列）に動作可能に連結される。
【００６７】
　用語「調節エレメント（調節要素）」は、「コントロール配列」および「プロモーター
」により、ここでは交換可能に使用され、そしてすべての用語は、それらが連結される配
列の発現を起こすことができる制御核酸配列を指すために広い前後関係で解釈されるべき
である。用語「プロモーター」は、典型的には、遺伝子の転写開始から上流に位置する核
酸コントロール配列に言及し、そしてそれはRNAポリメラーゼおよび他のタンパク質の認
識および結合に関与し、それによって、作動可能に連結された核酸の転写が指向される。
古典的真核生物ゲノム遺伝子から導かれる転写制御配列（正確な転写開始に必要とされる
TATAボックスを含むが、CCAATボックス配列の有無にかかわらない）、および追加の調節
エレメント（すなわち、上流の活性化配列、エンハンサーおよびサイレンサー）は、上記
の用語に包含され、それらは発達および/または外部刺激に応答して、または組織特異的
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マナーにおいて遺伝子発現を変えさせる。また、-35ボックス配列および/または-10ボッ
クス転写制御配列を含むことができる場合、古典的な原核生物遺伝子の転写制御配列はそ
の用語の範囲内に含まれる。用語「調節エレメント」はまた、細胞、組織または器官にお
ける核酸分子の発現を付与し、活性化し、または増強する合成融合分子または誘導体を包
含する。
【００６８】
　適切なプロモーターは例において確認される。たとえば、微細藻類がP. tricornutumで
ある場合、そのプロモーターはP. tricornutumのプロモーターfcpAであってもよい。しか
し、熟練者（当業者）は、他のプロモーターを使用することもできることを理解するであ
ろう。たとえば、適切なプロモーターはまた、特定の環境的または化学的刺激に応答する
誘導性プロモーターから選ぶことができる。
【００６９】
　ここで使用されるように用語「作動可能に連結される」は、プロモーター配列が興味の
ある遺伝子の転写を開始することができるように、プロモーター配列および興味のある遺
伝子間の機能的連結に言及する。
【００７０】
　導入遺伝子は、一以上の制御配列に加えて、選択マーカーをも含む、ベクターの一部で
あってもよい。これらは当技術において知られている。微細藻類の形質転換は、当技術で
知られる標準的な手順によって、たとえば、微粒子銃（粒子衝突）、またはエレクトロポ
レーションによって遂行することができる。
【００７１】
　Δ5エロンガーゼをコードする核酸を発現するトランスジェニック微細藻類は、対照（
コントロール）微細藻類と比較したDHAおよびDPAでの増加によって特徴付けられる。具体
的には、合計脂肪酸含量のパーセンテージとして測定されるように、増大は、対照微細藻
類においてよりも少なくとも2、少なくとも3、少なくとも4、少なくとも5、少なくとも6
、少なくとも、少なくとも8、少なくとも9または少なくとも10倍高い。具体的には、DHA
含量は、対照微細藻類におけるよりも少なくとも2、少なくとも3、少なくとも4、少なく
とも5、少なくとも6、少なくとも、少なくとも8、少なくとも9または少なくとも10倍高い
。好ましくは、合計DHA含量は、合計LC-PUFAsの含量の少なくとも10％（モル％）である
。一具体化では、Δ5エロンガーゼをコードする核酸を発現するトランスジェニック微細
藻類は、LC-PUFAsの経路の調節に、好ましくはオメガ-3 LC-PUFAsの経路の調節に関与す
る別のポリペプチドをコードする第二導入遺伝子を発現しない。
【００７２】
　本発明の種々の見地の一具体化では、Δ5エロンガーゼをコードする異種核酸を発現す
るトランスジェニック微細藻類は、さらに、LC-PUFAsの経路の調節に、好ましくは、オメ
ガ-3 LC-PUFAsの経路の調節に関与する一以上のポリペプチドコードする一以上の追加の
異種核酸をさらに発現することができる。言い換えれば、トランスジェニック微細藻類に
は、LC-PUFAsの経路の調節に関与する一以上のポリペプチドをコードする一以上のさらな
る導入遺伝子が含まれる。ポリペプチドは、好ましくは、図7に示すように、オメガ-3 PU
FA生合成経路に関与する任意のデサチュラーゼ（不飽和化酵素）またはエロンガーゼから
選ばれる。デサチュラーゼおよびエロンガーゼの任意の組み合わせを使用することもでき
る。このようにして、核酸は、一以上のΔ15デサチュラーゼ、Δ6デサチュラーゼ、Δ5デ
サチュラーゼ、Δ4デサチュラーゼ、Δ6デサチュラーゼ、Δ5エロンガーゼ、Δ6エロンガ
ーゼまたはそれらの組合せをコードすることができる。
【００７３】
　一具体化では、核酸はΔ6デサチュラーゼをコードする。本発明の関連において、Δ6デ
サチュラーゼは、ALAのSDAへの、およびまたLAのGLAへの転換をも触媒する。Δ6デサチュ
ラーゼは、国際公開第WO 93/06712号、米国（特許第）5,614,393号、米国5614393号、WO 
96/21022号、WO 02/1557号およびWO 99/27111号に記載され、およびトランスジェニック
生物の生産へのそれらの応用も、たとえば、WO 98/46763号、WO 98/46764号およびWO 98/
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46765号に記載されている。一具体化では、本発明において使用されるΔ6デサチュラーゼ
は、Ostreococcusから導かれるか、または分離され、なるべくなら、Ostreococcus tauri
からのOtD6である〔Domergue（ドマーグ）ら（2005）、AY746357〕。一具体化では、核酸
には、配列番号3または5が含まれ、そして配列番号4または6が含まれるか、またはそれら
からなる6Δデサチュラーゼ、その機能的変種、または配列番号4または6に対し少なくと
も50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくと
も75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくと
も92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくと
も97％、少なくとも98％または少なくとも99％の相同性を有する6Δデサチュラーゼをコ
ードするポリペプチドをコードする。
【００７４】
　別の具体化では、Δ6デサチュラーゼは、微細藻類のオストレオコッカス（Ostreococcu
s）RCC 809からのものである。好ましくは、核酸には、配列番号7または9が含まれ、そし
て配列番号8または10が含まれるか、またはそれらからなる微細藻類のオストレオコッカ
スRCC 809からの6Δデサチュラーゼ、その機能的変種または配列番号8または10に対して
少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、
少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、
少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、
少なくとも97％、少なくとも98％または少なくとも99％の相同性を有する6Δデサチュラ
ーゼをコードする配列をコードする。
【００７５】
　別の具体化では、核酸はΔ4デサチュラーゼをコードする。本発明の様々な見地によれ
ば、Δ4デサチュラーゼはE. huxleyi（E.ハクスレイ）から導かれるか、または分離する
ことができる。このようにして、一具体化では、核酸には、配列番号1が含まれ、それは
、配列番号12が含まれるか、またはそれらからなるΔ4デサチュラーゼ、その機能的変種
または配列番号12に対して少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくと
も65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくと
も90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくと
も95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％または少なくとも99％の相同
性を有するΔ4デサチュラーゼをコードする。
【００７６】
　別の具体化では、Δ4デサチュラーゼはT. pseudonana（T.シュードナナ）から導かれ、
または分離される。このように、一具体化では、核酸には、配列番号13が含まれ、それは
、配列番号14が含まれるか、またはそれらからなるΔ4デサチュラーゼ、その機能的変種
または配列番号14に対して少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくと
も65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくと
も90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％ 、少なくとも94％、少なく
とも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％または少なくとも99％の相
同性を有するΔ4デサチュラーゼをコードする。
【００７７】
　別の具体化では、Δ4デサチュラーゼは、オストレオコッカス（Ostreococcus）RCC809
から導かれ、または分離される。一具体化では、核酸には、配列番号15または17が含まれ
、それは、配列番号16または18が含まれるか、またはそれらからなるΔ4デサチュラーゼ
、その機能的変種または配列番号16または18に対して少なくとも50％、少なくとも55％、
少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、
少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、
少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％ま
たは少なくとも99％の相同性を有するΔ4デサチュラーゼをコードする。
【００７８】
　別の具体化では、Δ6エロンガーゼはFragilariopsis cylindrus（フラジラリオプシス
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・シリンドラス）からのものである。一具体化では、核酸は、配列番号19が含まれるもの
であり、配列番号20が含まれるか、またはそれらからなるΔ6エロンガーゼ、その機能的
変種または配列番号20に対して少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少な
くとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少な
くとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少な
くとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％または少なくとも99％の
相同性を有するΔ6エロンガーゼをコードする。
【００７９】
　別の具体化では、Δ5デサチュラーゼはFragilariopsis cylindrusからのものである。
一具体化では、核酸は、配列番号21が含まれるものであり、配列番号22が含まれるか、ま
たはそれらからなるΔ6エロンガーゼ、その機能的変種または配列番号22に対して少なく
とも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なく
とも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なく
とも97％、少なくとも98％または少なくとも99％の相同性を有するΔ6デサチュラーゼを
コードする。
【００８０】
　別の見地において、本発明のトランスジェニック微細藻類は、Δ6デサチュラーゼ、Δ5
デサチュラーゼ、Δ4デサチュラーゼ、Δ6エロンガーゼまたはそれらの組合せをコードす
る異種核酸を発現する。これらの酵素はここで規定される。
【００８１】
　一見地では、本発明のトランスジェニック微細藻類は、Δ6デサチュラーゼをコードす
る異種核酸を発現する。このようにして、別の見地において、本発明はまた、Δ6デサチ
ュラーゼをコードする異種核酸を発現するトランスジェニック微細藻類に関する。たとえ
ば、トランスジェニック微細藻類は、Δ6デサチュラーゼをコードする核酸を発現するが
、LC-PUFAsの生合成経路の調節に関与する任意の他の遺伝子を発現しない。他の具体化に
おいて、トランスジェニック微細藻類は、LC-PUFAsの生合成経路の調節に関与するΔ6デ
サチュラーゼおよび追加の導入遺伝子、たとえば、Δ5エロンガーゼ、たとえば、例に示
されるように、OtElo5を発現する。
【００８２】
　一具体化において、微細藻類はP. triconutumである。一具体化では、配列番号3または
5が含まれるか、またはそれらからなる核酸は、Δ6デサチュラーゼまたは配列番号4また
は6に対して少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少な
くとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少な
くとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％、少な
くとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ6デ
サチュラーゼをコードする配列をコードする。好適な具体化において、微細藻類は、P. t
riconutumであり、そして核酸は配列番号4または6が含まれるか、またはそれらからなる
Δ6デサチュラーゼをコードする。
【００８３】
　Δ6デサチュラーゼをコードする核酸を発現するトランスジェニック微細藻類は、合計
脂肪酸含量、特に、オメガ3 LC-PUFA含量が対照微細藻類と比較して変わることを特徴と
する。とりわけ、オメガ-3 LC-PUFA含量は、少なくとも2％、3％、4％、5％、6％、7％、
8％、9％、10％、11％、12％13％、14％、15％またはそれらよりも多くだけ増加する。具
体的に、EPA含量は、対照微細藻類に比べて、少なくとも2％、3％、4％、5％、6％、7％
、8％、9％、10％、11％、12％、13％、14％、 15％だけ増加する。好ましくは、合計EPA
含量は、合計LC-PUFAsの含量の少なくとも20％（モル％）である。また、トランスジェニ
ック藻類におけるDHA含量は、少なくとも0.5％だけ増加する。
【００８４】
　一具体化において、本発明の様々な見地はバイオ燃料の製造に関する具体化を除く。
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【００８５】
　別の見地において、本発明は、LC-PUFAsの生合成経路に関与するポリペプチドをコード
する異種核酸を微細藻類において導入すること、および発現させることが含まれる増加し
たオメガ-3 LC-PUFA含量を有するトランスジェニック微細藻類を産生するための方法に関
する。オメガ-3脂肪酸は、ALA、SDA、ETA、EPA、DPAまたはDHAから選ぶことができる。一
具体化において、オメガ-3 LC-PUFAsはDHAである。別の具体化では、オメガ3脂肪酸はEPA
である。核酸は、Δ6デサチュラーゼ、Δ5デサチュラーゼ、Δ4デサチュラーゼ、Δ5エロ
ンガーゼ、Δ6エロンガーゼまたはそれらの組合せをコードすることができる。
【００８６】
　一具体化では、本方法は、増加したDHAレベルを有するトランスジェニック微細藻類を
生産することに関し、前記方法には、Δ5エロンガーゼをコードする異種核酸により微細
藻類を形質転換することが包含される。この具体化によれば、本方法はさらに、オメガ-3
脂肪酸の生成を調節する一以上の追加の異種核酸により前記微細藻類を変換すること、た
とえば、Δ6デサチュラーゼをコードする核酸で形質転換することが含まれうる。別の具
体化では、オメガ-3脂肪酸の生成を調節する追加の核酸は、前記微細藻類中に導入されず
、そして異種核酸として発現されない。
【００８７】
　別の具体化において、本発明は、増加したEPAレベルを有するトランスジェニック微細
藻類を生産するための方法に関し、前記方法は、Δ6デサチュラーゼをコードする核酸に
より微細藻類を形質転換することを包含する。この具体化によれば、本方法は、オメガ-3
 LC-PUFAsの生成を調節する一以上の追加の核酸により前記微細藻類を変換することがさ
らに含まれうる。別の具体化では、オメガ3脂肪酸の生成を調節する追加の核酸は前記微
細藻類中に導入されない。
【００８８】
　一具体化では、方法は、オメガ-3 LC-PUFAsの生成を調節しない一以上の追加の核酸、
たとえば、グルコーストランスポーター遺伝子による前記微細藻類の変換が含まれる。
【００８９】
　それらの方法群によって取得された、または得られうる微細藻類はまた、本発明の範囲
内である。
【００９０】
　別の見地において、本発明は、微細藻類においてより一層多くのオメガ-3 LC-PUFAの一
つの生成を増加させるための方法に関し、それには、
　a）ここに記載されるトランスジェニック微細藻類を培養すること、および
　b）前記より一層多くのオメガ-3 LC-PUFAの一つをトランスジェニック微細藻類から取
得すること
が含まれる。
【００９１】
　具体的には、本発明は、微細藻類において一以上のオメガ-3 LC-PUFAsの生成を増加さ
せるための方法に関し、それには、
　a）微細藻類においてLC-PUFAの生合成経路に関与するポリペプチドをコードする異種核
酸を導入すること、および発現させること、
　b）前記異種核酸を発現するトランスジェニック微細藻類を培養すること、および
　c）一以上のオメガ-3脂肪酸をトランスジェニック微細藻類から得ること
が含まれる。
【００９２】
　トランスジェニック微細藻類はここに記載のようなものであり、そして一以上のオメガ
-3 LC-PUFAsの生成を可能にする条件下で培養される。ここに記載されるように、核酸は
、Δ15デサチュラーゼ、Δ6デサチュラーゼ、Δ5デサチュラーゼ、Δ4デサチュラーゼ、
Δ12デサチュラーゼ、Δ5エロンガーゼ、Δ6エロンガーゼまたはそれらの組合せをコード
してよい。
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【００９３】
　一具体化において、本方法は、微細藻類においてDHA産生を増加させることにも関し、
それには、
　a）微細藻類においてΔ5エロンガーゼをコードする異種核酸を導入すること、および発
現させること、
　b）前記異種核酸を発現するトランスジェニック微細藻類を培養すること、および
　c）DHAをトランスジェニック微細藻類から得ること
が含まれる。
【００９４】
　微細藻類はここに記載されるようなものである。Δ5エロンガーゼはここに記載される
ようなものである。一具体化において、微細藻類は、オメガ-3 LC-PUFAsの合成の調節に
関与する酵素をコードする第二の異種核酸が含まれず、そして発現しない。別の具体化で
は、微細藻類には、オメガ-3 LC-PUFAsの合成の調節に関与するポリペプチドをコードす
る第二の異種核酸が含まれ、そしてそれが発現する。別の具体化では、微細藻類には、オ
メガ-3 LC-PUFAsの合成の調節に関与していないポリペプチド、たとえば、グルコースト
ランスポーターをコードする第二の異種核酸が含まれ、そしてそれが発現する。トランス
ジェニック微細藻類はDHAの生成を可能にする条件下で培養される。
【００９５】
　一具体化において、本方法は、微細藻類においてDHA生成を増加させることにも関し、
それには、
　a）P. triconutumにおいてΔ5エロンガーゼをコードする異種核酸を導入すること、お
よび発現すること、
　b）前記異種核酸を発現するP. triconutumを培養すること、および
　c）前記DHAをP. triconutumから得ること
が含まれる。
【００９６】
　微細藻類はここに記載されるようなものである。Δ5エロンガーゼはここに記載される
ようなものである。一具体化において、微細藻類は、オメガ-3 LC-PUFAsの合成の調節に
関与する酵素をコードする第二の異種核酸を含まず、そして発現しない。別の具体化では
、微細藻類には、ω-3 LC-PUFAの合成の調節に関与する酵素をコードする第二の異種核酸
が含まれ、そしてそれが発現される。別の具体化では、微細藻類には、オメガ-3 LC-PUFA
sの合成の調節に関与しないポリペプチド、たとえば、グルコーストランスポーターをコ
ードする第二の異種核酸が含まれ、そしてそれが発現される。
【００９７】
　P. triconutumはDHAの生産を可能にする条件下で培養される。これらの条件は、当業者
には明らかであろう。たとえば、P. triconutumのための好適な培養条件は、約60-80μモ
ル光子m-2s-1における一定の（連続）照明の下での約20℃である。一具体化では、本方法
には、前記微細藻類を、オメガ-3 LC-PUFAsの生産を調節しない一以上の追加の核酸、た
とえば、グルコーストランスポーター遺伝子により変換すること、および外因性炭素源を
供給することが含まれる。藻類は暗所で増殖することができる。
【００９８】
　別の具体化では、本方法は、微細藻類においてEPAを増加させることに関し、それには
、
　a）微細藻類において6Δデサチュラーゼをコードする異種核酸を導入すること、および
発現させること、
　b）トランスジェニック微細藻類を培養すること、および
　c）前記EPAをトランスジェニック微細藻類から得ること
が含まれる。
【００９９】
　微細藻類はここに記載されるようであり、6Δデサチュラーゼはここに記載されるよう
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なものである。微細藻類は（microalgaeis）EPAの生産を可能にする条件下で培養した。
【０１００】
　一具体化において、本方法は、微細藻類においてEPA生産を増加させることにも関し、
それには、
　a）P. triconutumにおいて6Δデサチュラーゼをコードする異種核酸を導入すること、
および発現させること、
　b）P. triconutumを培養すること、および
　c）前記EPAをP. triconutumから得ること
が含まれる。
【０１０１】
　微細藻類はここに記載されるようであり、Δ6デサチュラーゼはここに記載されるよう
なものである。P. triconutumはEPAの生産を可能にする条件下で培養される。
【０１０２】
　これらの条件は当業者には明らかであろう。たとえば、P. triconutumのための好適な
培養条件は、約0-80μモル光子m-2s-1において一定の照明下で約20℃であり、または好ま
しくは約25μモル光子m-2s-1において一定の照明下で約18℃である。一具体化において、
本方法には、前記微細藻類を、オメガ-3 LC-PUFAsの生産を調節しない一以上の追加の核
酸、たとえば、グルコーストランスポーター遺伝子により変換すること、および外因性炭
素源を供給することが含まれる。藻類は暗所で増殖させることができる。
【０１０３】
　別の見地において、本発明は、油、脂質または脂肪酸組成物を製造するための方法に関
し、それには、
　a）ここに記載されるようなトランスジェニック微細藻類を、一以上のオメガ-3 LC-PUF
Asの、生産を可能にする条件下で培養すること、
　b）前記一以上のオメガ-3 LC-PUFAsをトランスジェニック微細藻類から得ること
が含まれる。
【０１０４】
　好適な具体化において、オメガ-3 LC-PUFsはDHAまたはEPAである。
【０１０５】
　別の見地において、本発明は、ここに記載されるようにトランスジェニック微細藻類か
ら分離されたオメガ-3 LC-PUFAsまたは油に関する。
【０１０６】
　本発明のプロセスによって生産される脂肪酸は、油、脂質または遊離脂肪酸の形で微細
藻類から分離することができる。したがって、本発明の一具体化は、本発明の方法によっ
て生産された油、脂質、または脂肪酸またはそれらの画分（フラクション）であり、特に
好ましくは、油、脂質または脂肪酸組成物で、EPAまたはDHAが含まれるもの、およびトラ
ンスジェニック微細藻類に由来するものである。
【０１０７】
　用語「油」、または「脂質」は、不飽和の、好ましくは、エステル化した、脂肪酸（群
）が含まれる脂肪酸混合物を意味するものと理解される。油または脂質は、好適には、オ
メガ-3ポリ不飽和の、または、有利には、エステル化された、脂肪酸（群）において高い
。特に好ましい具体化において、油または脂質は、高いALA、ETA、EPA、DPAおよび/また
はDHA含量、好ましくは、高いEPAおよび/またはDHA含量を有する。
【０１０８】
　分析について、脂肪酸含量は、たとえば、脂肪酸を、脂質のエステル交換反応によって
、たとえば、トリアシルグリセリドおよび/またはリン脂質などのようなメチルエステル
に転換した後、ガスクロマトグラフィーにより測定することができる。
【０１０９】
　本発明の方法において生産されるオメガ-3ポリ不飽和脂肪酸、たとえば、EPAおよびDHA
は、脂肪酸誘導体の形態、たとえば、スフィンゴ脂質、ホスホグリセリド、脂質、糖脂質



(28) JP 2016-500514 A 2016.1.14

10

20

30

40

50

、リン脂質、モノアシルグリセロール、ジアシルグリセロール（diacylgycerol）、トリ
アシルグリセロール（triacylgylcerol）または他の脂肪酸エステルでありうる。
【０１１０】
　存在するオメガ-3および他の多価不飽和脂肪酸は、たとえば、アルカリ、たとえば、水
性KOHまたはNaOH、または酸加水分解で、有利には、メタノール、エタノールなどのアル
コールの存在下での処理を介して、または酵素開裂を介して遊離させ、そしてたとえば、
相分離およびその後の、たとえば、H2S04を介した酸性化を介して分離することができる
。脂肪酸はまた、上述した処理ステップを伴わずに直接に遊離させることもできる。
【０１１１】
　さらに精製が必要な場合、標準的な方法を採用することができる。そのような方法には
、抽出、尿素を用いた処理、分別再結晶（fractional cyrstallization）、HPLC、分別蒸
留、シリカゲルクロマトグラフィー、高速遠心分離または蒸留、またはこれらの技術の組
合せが含まれうる。反応性基の保護、たとえば、酸またはアルケニル基などのようなもの
は、既知の技術によって任意のステップで行うことができる〔たとえば、アルキル化、ヨ
ード化、ブチル化ヒドロキシトルエン（BHT）の使用〕。使用される方法には、メチル（m
ethy）エステルを生成するために脂肪酸のメチル化が含まれる。同様に、保護基は任意の
ステップで除去することができる。望ましくは、たとえば、ALA、STA、ETA、EPA、DPAお
よびDHAを含有する画分の精製は、尿素および/または分別蒸留での処理によって達成する
ことができる。
【０１１２】
　藻類からの脂肪酸の大規模な精製方法は、当技術で知られている。たとえば、微細藻類
株をフォトバイオリアクター、オープンポンド（開放池）、レースウェイ（導水路）、ハ
イブリッドシステムを使用して細胞密度を増加させるために培養される。藻細胞は、ろ過
、凝集または遠心分離によって、次いで抽出を改善するために、乾燥によって培地から分
けられる。次に、脂質抽出は、通常、非水混和性有機溶媒を用いて行われる。より一層大
規模な抽出は、典型的に、溶媒としてヘキサンを用いて行われる。続いて、不飽和脂肪酸
は、合計脂質から、分別（分子）蒸留または脱ろうによって分離され、それにより油温は
より一層多く飽和された脂質を沈殿するために低減される。PUFA油の品質、貯蔵寿命およ
び量を改善するために更なる処理には、ろ過、ブリーチング（脱色）、脱臭、ポリッシン
グ（つや出し）、酸化防止剤添加を含むことができる。これらの方法はすべて当業者に知
られる。
【０１１３】
　別の見地において、本発明はまた、ここに記載されるように、脂肪酸、好適には、オメ
ガ-3脂肪酸の生産におけるトランスジェニック有機体、好適には、微細藻類の使用に関す
る。本発明は、ここに記載されるように、トランスジェニック有機体、好適には、微細藻
類の、またはここに記載されるように、トランスジェニック有機体、好適には、微細藻類
から得られる油、脂質、脂肪酸の、飼料、食物、化粧料、栄養補助食料（ニュートリスー
ティカル）または薬における使用を包含する。本発明は、ここ記載されるように、飼料、
食物、化粧料、栄養補助食料または薬の生産におけるトランスジェニック有機体、好適に
は、微細藻類の使用を包含する。別の見地において、本発明はまた、ここに記載されるよ
うに、動物、好適には、魚用の飼料としての、トランスジェニック微細藻類の使用に関す
る。
【０１１４】
　別の見地において、本発明はまた、ここに記載されるように、トランスジェニック微細
藻類または前記微細藻類から得られる脂肪酸、好適には、オメガ-3脂肪酸、油、または脂
質が含まれる組成物にも関する。好適な具体化において、組成物には、ここに記載される
ように、トランスジェニック微細藻類またはそれから得られるか、または得ることが可能
な生成物、たとえば、油などのようなものが含まれる。一具体化において、組成物は、食
物サプリメント、または動物用飼料が含まれる製薬上の組成物、化粧料、食物であっても
よい。とりわけ、本発明は、ここに記載されるように、トランスジェニック微細藻類また
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は前記藻類から得られる脂肪酸、好適には、オメガ-3脂肪酸、油、または脂質が含まれる
食物に関する。これは、魚油を含むダイエタリーサプリメントの形態であることができる
。本発明はまた、動物餌料、特に、水産養殖のためのものに関し、それには、ここに記載
されるように、トランスジェニック微細藻類または前記藻類から得られる脂肪酸、好適に
は、オメガ-3脂肪酸、油、または脂質が含まれる。
【０１１５】
　別の見地において、本発明は、医学において使用するために、ここに記載されるように
、トランスジェニック微細藻類、前記微細藻類から得られる脂肪酸、好ましくは、オメガ
-3脂肪酸、油、または脂質が含まれる組成物に関する。とりわけ、本組成物は、突然死の
リスクを低減する高血圧の個体において血圧および心拍数の双方を低下させ、炎症を軽減
するために、およびアテローム性動脈硬化症および虚血性心疾患の長期的なリスクを低減
するために使用することができる。組成物はまた、湿疹または代謝症候群を処置するため
に用いることができる。また、DHAが豊富な食餌（ダイエット）は増加した認知能力およ
びうつに関連付けられ、そして関節炎およびII型糖尿病にプラスの効果を有する〔Horroc
ks（ホロックス）ら、1999〕。そのように、本発明はまた、ここに記載されるように、ト
ランスジェニック微細藻類または前記微細藻類から得られる脂肪酸、好ましくは、オメガ
-3脂肪酸、油、または脂質が、アテローム性動脈硬化（症）、血栓症、高血圧、心筋梗塞
を含める心血管状態およびアテローム性動脈硬化、炎症状態、うつ病、認知低下、関節炎
、およびII型糖尿病の処置または防止における使用のために含まれる組成物に関連する。
また、本発明の範囲に包含されるのは、心血管および炎症の状態、うつ病、認知機能低下
、関節炎およびII型糖尿病を処置または防止する方法であり、それには、ここに記載され
るように、トランスジェニック微細藻類、前記微細藻類から得られる脂肪酸、好ましくは
、オメガ3脂肪酸、油、または脂質の治療上の量が含まれる組成物を、それを必要とする
ペイシェント（受動体、患者）に投与することが含まれる。本発明はまた、アテローム性
動脈硬化、血栓症、高血圧、心筋梗塞を含める心血管状態およびアテローム性動脈硬化、
炎症状態、うつ病、認知機能低下、関節炎、およびII型糖尿病を処置するための薬の製造
における、ここに記載されるようなトランスジェニック微細藻類が含まれる組成物の使用
にも関する。
【０１１６】
　好ましい具体化において、組成物は、ここに記載されるように、Δ6デサチュラーゼが
コードされる核酸を発現するトランスジェニック微細藻類および/またはΔ5エロンガーゼ
がコードされる核酸を発現するトランスジェニック微細藻類を含んでもよく、またはそれ
から得られうる。
【０１１７】
　本発明者らは、微細藻類を、異種遺伝子発現を使用して、LC-PUFAs、とりわけ、EPAお
よびDHAの増加した量を生成するために組換え法を用いて操作することができることを示
した。本発明者らは、驚くべきことに、Ostreococcus tauri（オストレオコッカス・タウ
リ）単独からのΔ5エロンガーゼの異種発現が、合計脂肪酸の最大で13％にまで達するト
ランスジェニック株におけるDHAレベルを有するP. tricornutum（P.トリコルヌーツム）
でのDHAの増加した蓄積をもたらすことを実証した。当業者は、本発明が、藻類に制限さ
れず、そして実際、EPA/DHAを作成する任意の有機体に適用できることを理解するであろ
う。このように、本発明はまた、異種Δ5エロンガーゼ、好ましくは、Ostreococcus taur
iからのΔ5-エロンガーゼを発現する、増加したDHAのレベルを有するトランスジェニック
有機体に関する。一具体化において、他の導入遺伝子はトランスジェニック有機体におい
て発現されない。ここに記載するように、別の具体化では、さらなる導入遺伝子を発現さ
せることができる。さらに、本発明はまた、トランスジェニック有機体におけるDHAの生
産を増加させるための方法に関する。これは、前記有機体における異種Δ5エロンガーゼ
、好ましくは、Ostreococcus tauriからのΔ5エロンガーゼを発現させることによって達
成される。前記方法の詳細をここに記載する。
【０１１８】
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　有機体は、動物、たとえば、哺乳動物でありうる。一具体化において、人間は特別に除
外される。別の具体化では、有機体は、たとえば、単子葉植物または双子葉植物、たとえ
ば、作物植物である。作物植物には、制限されないが、メイズ（トウモロコシ）、イネ、
コムギ、アブラナ（ナタネ）/キャノーラ（セイヨウアブラナ）、ソルガム（モロコシ）
、ダイズ、ヒマワリ、アルファルファ、ポテト（ジャガイモ）、トマト、タバコ、ブドウ
、オオムギ、ピー（エンドウ）、ビーン（マメ）、ソラマメ、レタス、ワタ（コットン）
、サトウキビ、テンサイ、ブロッコリーまたは他のアブラナ属植物類またはポプラが含ま
れる。
【０１１９】
　別の見地において、本発明は、藻類および高等植物におけるオメガ-3長鎖多価不飽和脂
肪酸生合成経路の異種再構成に有用でありうるデサチュラーゼおよびエロンガーゼの新規
な形態をコードする分離された核酸に関する。具体的には、本発明は、Δ6デサチュラー
ゼ（Ost809Δ6）、Δ4デサチュラーゼ（Ost809Δ4）およびΔ6エロンガーゼ（FcEL06）お
よびそれらの対応するポリペプチドをコードする分離された核酸に関する。
【０１２０】
　一具体化において、本発明は、配列番号7または9のものが包含される分離された核酸で
、配列番号8または10が含まれるか、またはそれからなるΔ5デサチュラーゼ（Ost809Δ6
）、その機能的変種または配列番号8または10と少なくとも50％、少なくとも55％、少な
くとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少な
くとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少な
くとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少な
くとも99％の相同性を有するΔ6デサチュラーゼをコードするものに関する。配列はまた
、発現標的有機体のために最適化されたコドンであることができる。
【０１２１】
　一具体化において、本発明は、配列番号15または17のものが包含される分離された核酸
で、配列番号16または18が含まれるか、またはそれからなるΔ4デサチュラーゼ（Ost809
Δ4）、その機能的変種または配列番号16または18と少なくとも50％、少なくとも55％、
少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、
少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、
少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、
少なくとも99％の相同性を有するΔ4デサチュラーゼをコードするものに関する。配列は
また、発現標的有機体のために最適化されたコドンあってよい。
【０１２２】
　一具体化において、本発明は、配列番号19のものが包含される分離された核酸で、配列
番号20が含まれるか、またはそれからなるΔ6エロンガーゼ（FcEL06）、その機能的変種
または配列番号20と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％
、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％
、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％
、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有する
Δ6エロンガーゼをコードするものに関する。配列はまた、発現標的有機体のために最適
化されるコドンでありうる。
【０１２３】
　一具体化において、本発明は、配列番号21のものが包含される分離された核酸で、配列
番号22が含まれるか、またはそれからなるΔ5デサチュラーゼ、その機能的変種または配
列番号22と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なく
とも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なく
とも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％、少なく
とも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ5デサ
チュラーゼをコードするものに関する。配列はまた、発現標的有機体のために最適化され
るコドンであることができる。
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【０１２４】
　本発明はまた、上記で特定されるように、分離された核酸の一以上が含まれるベクター
に関する。ベクターは制御配列をさらに含むことができる。
【０１２５】
　本発明はまた、オメガ-3 LC-PUFAsの増加した生成を有するトランスジェニック微細藻
類にも関連し、そこでは、前記微細藻類は核酸を発現し、それらには、配列番号7、9、15
、17、19または21か、または配列番号8、10、16、18、20または22と少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少
なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少
なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するペプチドをコードする配列が含まれる。
トランスジェニック微細藻類、油またはそれから分離される脂質が含まれる組成物、およ
びここに記載されるように、医学的薬または薬剤の調剤、処置の方法または飼料、食物、
製薬または栄養補助食料においての使用は、本発明の範囲内である。
【０１２６】
　理論に縛られることを望まないが、本発明者らは、これらのヌクレオチドの活性が、藻
類および植物におけるオメガ-3長鎖多価不飽和脂肪酸生合成経路の異種再構成において有
用であろうと考える。たとえば、Ost809Δ6酵素の優れた基質選択性は、それを他のOstre
ococcus（オストレオコッカス）D6デサチュラーゼと区別し、そしてn-3経路を通して基質
のフラックス（流動）を最大化するために用いることができる。同様に、Ost809Δ4活性
は、トランスジェニック光合成有機体におけるDPAのDHAへの特異的転換において有用であ
り、一方でFcEL06活性はGLAが20：3n-6まで伸長することができる手段を提供することが
分かるであろう。
【０１２７】
　別の具体化において、本発明は、従って配列番号7または9のものが包含されるか、また
はそれからなる核酸で、配列番号8または10が含まれるか、またはそれからなるΔ6デサチ
ュラーゼ（Ost809Δ6）、その機能的変種または配列番号8または10と少なくとも50％、少
なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％、少
なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ6デサチュラーゼを
コードするもの、または配列番号16または18、その機能的変種または配列番号16または18
と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％
、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％
、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％
、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ4デサチュラー
ゼが含まれるか、またはそれからなる核酸、配列番号19のものが包含されるか、またはそ
れからなる核酸で、配列番号20が含まれるか、またはそれからなるΔ6エロンガーゼ（FcE
L06）、その機能的変種または配列番号20と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくと
も60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくと
も85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくと
も94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくと
も99％の相同性を有するΔ6エロンガーゼをコードするもの、または配列番号21のものが
包含されるか、またはそれからなる核酸で、配列番号22が含まれるか、またはそれからな
るΔ5デサチュラーゼ、その機能的変種または配列番号22と少なくとも50％、少なくとも5
5％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも8
0％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも9
3％、少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも9
8％、少なくとも99％の相同性を有するΔ5デサチュラーゼをコードするものから選ばれる
分離された核酸の、増加したオメガ-3脂肪酸含量を有するトランスジェニック有機体の生
産における使用に関する。とりわけ、本発明は、n-3経路を通した基質のフラックスを最
大化し、そしてEPAおよび/またはDHAの増強されたレベルを生成するためにΔ6デサチュラ
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ーゼ（Ost809Δ6）をコードする分離された核酸の使用に関する。別の具体化において、
本発明は、DPAをDHAに転換するためにΔ4デサチュラーゼ（Ost809Δ4）をコードする分離
された核酸の使用に関する。別の具体化において、本発明は、GLAを20：3にまで長くする
ためにΔ6エロンガーゼをコードする分離された核酸の使用に関する。
【０１２８】
　別の具体化において、本発明は、配列番号19のものが包含されるか、またはそれからな
る核酸で、配列番号20が含まれるか、またはそれからなるΔ6エロンガーゼ（FcEL06）、
その機能的変種、または配列番号20と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％
、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％
、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％
、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％
の相同性を有するΔ6エロンガーゼをコードするもの、または配列番号21のものが包含さ
れるか、またはそれからなる核酸で、配列番号22が含まれるか、またはそれからなるΔ5
デサチュラーゼ、その機能的変種または配列番号22と少なくとも50％、少なくとも55％、
少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、
少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、
少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、
少なくとも99％の相同性を有するΔ5デサチュラーゼをコードするものから選ばれる分離
された核酸の、DHA含量を増加させることでの使用に関する。例および図13に示されるよ
うに、DHAは、少なくとも10％、たとえば、14-17％だけ増加される。
【０１２９】
　別の具体化において、本発明は、オメガ-3 LC-PUFAs生産の、とりわけ、DHAおよび/ま
たはEPAの増加を有するトランスジェニック有機体を生産するための方法に関し、それに
は、配列番号7または9のものが包含されるか、またはそれからなる分離された核酸で、配
列番号8または10が含まれるか、またはそれからなるΔ6デサチュラーゼ（Ost809Δ6）、
その機能的変種または配列番号8または10と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくと
も60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくと
も85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくと
も94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくと
も99％の相同性を有するΔ6デサチュラーゼをコードするもの、または配列番号16または1
8、その機能的変種または配列番号16または18と少なくとも50％、少なくとも55％、少な
くとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少な
くとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少な
くとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少な
くとも99％の相同性を有するΔ4デサチュラーゼが包含されるか、またはそれからなる核
酸、配列番号19のものが包含されるか、またはそれからなる核酸で、配列番号20が含まれ
るか、またはそれからなるΔ6エロンガーゼ（FcEL06）、その機能的変異体または配列番
号20と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも
70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも
91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも
96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ6エロンガ
ーゼをコードするもの、または配列番号21のものが包含されるか、またはそれからなる核
酸で、配列番号22が含まれるか、またはそれからなるΔ5デサチュラーゼ、またはその機
能的変種または配列番号22と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なく
とも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なく
とも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なく
とも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性
を有するΔ5デサチュラーゼをコードするもので有機体を変換することが含まれる。
【０１３０】
　一具体化において、本発明は、DHA生成の増加を有するトランスジェニック有機体を生
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産するための方法に関し、それには、有機体を分離された核酸により変換することが含ま
れ、核酸は、配列番号19が包含されるか、またはそれからなる核酸で、配列番号20が含ま
れるか、またはそれからなるΔ6エロンガーゼ（FcEL06）、その機能的変種または配列番
号20と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも
70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも
91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも
96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ6エロンガ
ーゼをコードするもの、または配列番号21が包含されるか、またはそれからなる核酸で、
配列番号22が含まれるか、またはそれからなるΔ5-デサチュラーゼ、その機能性変種また
は配列番号22と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少
なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少
なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％、少
なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ5
デサチュラーゼをコードするものから、DHA含量を増加させることにおいて選ばれる。例
および図13において示すように、DHAは、少なくとも10％、たとえば、14-17％で増加させ
られる。
【０１３１】
　別の具体化において、本発明は、オメガ3脂肪酸の生産を増加させるための方法に関し
、配列番号7または9のものが包含されるか、またはそれからなる分離された核酸で、配列
番号8または10が含まれるか、またはそれからなるΔ6デサチュラーゼ（Ost809Δ6）、そ
の機能的変種または配列番号8または10と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも6
0％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも8
5％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも9
8％、少なくとも99％の相同性を有するΔ6デサチュラーゼをコードするもの、配列番号16
または18、その機能的変種または配列番号16または18と少なくとも50％、少なくとも55％
、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％
、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％
、少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％
、少なくとも99％の相同性を有するΔ4デサチュラーゼが包含されるか、またはそれから
なる核酸、配列番号19のものが包含されるか、またはそれからなる核酸で、配列番号20が
含まれるか、またはそれからなるΔ6エロンガーゼ（FcEL06）、その機能的変種または配
列番号20と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なく
とも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なく
とも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％、少なく
とも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ6エロ
ンガーゼをコードするもの、または配列番号21が包含されるか、またはそれからなる核酸
で、配列番号22が含まれるか、またはそれからなるΔ5デサチュラーゼ、その機能的変種
または配列番号22と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％
、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％
、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％
、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％の相同性を有する
Δ5デサチュラーゼをコードするもので有機体が変換される。
【０１３２】
　一具体化において、本発明は、オメガ3脂肪酸の生産を増加させるための方法に関し、
有機体が分離された核酸により変換され、核酸は、配列番号19のものが包含されるか、ま
たはそれからなる核酸で、配列番号20が含まれるか、またはそれからなるΔ6エロンガー
ゼ（FcEL06）、その機能的変種または配列番号20と少なくとも50％、少なくとも55％、少
なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少
なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少
なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少
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なくとも99％の相同性を有するΔ6エロンガーゼをコードするもの、または配列番号21の
ものが包含されるか、またはそれからなる核酸で、配列番号22が含まれるか、またはそれ
からなるΔ5デサチュラーゼ、その機能的変種または配列番号22と少なくとも50％、少な
くとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少な
くとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少な
くとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少な
くとも98％、少なくとも99％の相同性を有するΔ5デサチュラーゼをコードするものから
、DHA含量を増加させることにおいて選ばれる。例および図13において示すように、DHAは
、少なくとも10％、たとえば、14-17％により増加される。
【０１３３】
　本方法の一具体化において、方法にはさらに、前記微細藻類をオメガ-3脂肪酸の生産を
調節する一以上の追加の核酸により変換することが含まれてもよい。別の具体化では、オ
メガ-3脂肪酸の生産を調節する追加の核酸は、前記微細藻類中に導入されない。他の異種
核酸、たとえば、グルコーストランスポーターがコードされるものは、含まれてもよい。
【０１３４】
　別の見地において、本発明は、ここに規定される分離された核酸の一以上が含まれるベ
クターにより変換された宿主細胞に関し、具体的に、分離された核酸には、配列番号1、3
、5、7、9、15、17、19または21のものが含まれる。一具体化において、宿主細胞は、こ
こに規定される分離された核酸のいずれかが含まれるベクターを用いて変換され、そして
LC-PUFAsの生合成経路の調節に関与する他の異種導入遺伝子は、前記有機体において発現
されない。
【０１３５】
　宿主細胞は藻類または高等植物細胞であることができる。たとえば、宿主細胞は微細藻
類である。一具体化において、宿主細胞は珪藻類である。宿主細胞はまた、一以上の追加
の導入遺伝子を含んでもよい。たとえば、宿主細胞は、Δ5エロンガーゼをコードする核
酸を発現する、ここに記載されるトランスジェニック微細藻類であってもよい。
【０１３６】
　上記の方法に従うトランスジェニック有機体は、微細藻類または高等植物でよい。好適
には、記載された方法に従うトランスジェニック有機体は、微細藻類である。用語の微細
藻類は、ここでの他の箇所で規定され、そしてそれには、珪藻類が含まれる。一具体化に
おいて、微細藻類はP. tricornutum（P.トリコルヌーツム）である。用語の高等植物には
、単子葉植物および双子葉植物が含まれる。一具体化において、ここに記載されるように
、植物は作物である。
【０１３７】
　本開示において引用されるすべての参考文献は、それらの全体の開示内容および具体的
に本出願で言及される開示内容について、参照によりここに組み込まれる。
【０１３８】
　ここで使用される「および/または」は、他の方法で指示されない限り、複数の特定の
特徴または成分のそれぞれの具体的開示として、それぞれの組合せにて他を伴うか、また
は伴わないで解釈されるべきである。たとえば、「A、Bおよび/またはC」は、（i）A、（
ii）B、（iii）C、（iv）AおよびB、（v）BおよびCまたは（vi）AおよびBおよびC、それ
ぞれが個別にここに記載されているかのように、そのそれぞれの具体的開示として解釈さ
れるべきである。
【０１３９】
　文脈上他に指示されない限り、上記に示された特徴の説明および定義は、本発明の任意
の特定の見地または具体化に制限されず、および記載されるすべての見地および具体化に
等しく適用される。
【０１４０】
　本発明はさらに、以下の非制限的な例において説明される。
【実施例】
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【０１４１】
　例1　Δ6デサチュラーゼ過剰発現トランスジェニック藻類の生成およびΔ5エロンガー
ゼ過剰発現トランスジェニック藻類の生成
【０１４２】
　材料と方法
【０１４３】
　株および増殖条件
　P. tricornutum（P.トリコルヌーツム）UTEX 646はESAW培地〔Harrison（ハリソン）ら
、1980〕中で18℃および20℃での一定の照明における白色蛍光の下で緩やかな振とうと共
に増殖させた（30μモルおよび60μモル光子m-2s-1）。野生型およびトランスジェニック
藻類の分析は、対数期および定常増殖期の間で行われた。
【０１４４】
　プラスミド設計およびクローニング
　Ostreococcus tauri（オストレオコッカス・タウリ）、OtD6〔Domergue（ドマーグ）ら
、2005〕からのΔ6デサチュラーゼおよびO.tauriのΔ5エロンガーゼOtElo〔Meyer（マイ
ヤー）ら、2004〕のコード配列は、それぞれ、Kpn-XbaおよびEcoRV-SacI断片として、、D
r. P.G.Kroth（P.G.Kクロス博士）〔Universitat Konstanz（コンスタンツ大学）、ドイ
ツ国〕の好意によって提供されたpPha-T1ベクター〔Zaslavskaia（ザスラフスカイヤ）ら
、2000〕中に挿入された。OtD6のコード領域は、P. tricornutumの中での発現用に、コド
ン最適化ヌクレオチド配列OtD6PTを化学的に合成するために鋳型として使用した〔Genscr
ipt Corporation（ジェンスクリプト・コーポレーション）、NJ（ニュージャージー州）
〕。このコドン最適化Δ6デサチュラーゼ配列を、EcoRV-SacI部位を用いて、pPha-T1ベク
ター中にクローニングした。P. tricornutum（P.トリコルヌーツム）からのΔ6デサチュ
ラーゼ、PtD6（Domergueら、2002）のためのコード配列を、pPha-T1ベクター中にBamHI-X
bal断片として挿入した（Zaslavskaiaら、2000）。
【０１４５】
　微粒子銃変換
　P. tricornutum（P.トリコルヌーツム）の微粒子銃形質転換は、以前の記載に従って行
った（Zaslavskaiaら、2000；Kroth 2007）。衝撃を与えられた細胞は75μg/mlのゼオシ
ンを含むESAW寒天プレート上に移した。ゼオシンプレートを蛍光（50μモルm-2s-1）の下
で24時間光に入れ、そして3週間20℃でインキュベートした。選定されたゼオシン耐性コ
ロニーは、脂質分析用に液体培地マイナス抗生物質に移す前に、新鮮なゼオシンプレート
および2mlのESAW+ゼオシン培養に移した。
【０１４６】
　脂肪酸分析
　藻類または酵母細胞を遠心分離により収集した。脂肪酸は、記載されるように、わずか
な修飾を伴って抽出し、そしてメチル化した〔Garces（ガルセス）およびMancha（マンチ
ャ）、1993〕。藻類培養の15mlアリコートを収集し；メチル化後、ヘプタン画分を濃縮し
、そしてGCカラム上への1μlの注入前に40μlの溶媒において再懸濁させた。抽出した合
計脂肪酸のメチルエステル誘導体を、Agilent（アジレント）DB-225カラムを用いたGCに
よって分析し、そして既知の標品を用いて確認した。
【０１４７】
　アシルCoAプロファイリング
　藻類細胞を、遠心分離によって収集し、液体窒素中で凍結し、蛍光アシルエテノアセチ
ルCoA誘導体の定量分析または陽イオンモードでのエレクトロスプレーイオン化タンデム
質量分析（マルチ反応モニタリング）のいずれかを用いた逆相LCのために、Larson（ラー
ソン）およびGraham（グラハム）（2001）後に抽出した　エテノCoA誘導体の分析のため
に、HPLC〔Agilent 1200 LCシステム；Phenomenex（フェノメネックス）LUNA 150・2mmの
C18（2）カラム〕を以前に記載の方法および勾配条件を使用して行い（LarsonおよびGrah
am　2001）;その一方で、LC-MS/MS+MRM分析が、Haynes（ヘインズ）ら、2008によって記
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載された方法に従った〔Agilent 1200 LCシステム；Gemini（ジェミニ）C18カラム、2mm
の内径、5mmの粒子を有する150mm〕。識別および較正の目的のために、C14からC20までの
アシル鎖長を有する標準的なアシルCoAエステルを、遊離酸またはリチウム塩としてSigma
（シグマ社）から購入した。
【０１４８】
　脂質プロファイリング
　TAGsおよびPLsの分子種は、エレクトロスプレーイオン化トリプル四極子質量分析法に
よって分析した〔API 4000 QTRAP；Applied Biosystems（アプライド・バイオシステムズ
）〕。極性脂質の分子種は、頭部基断片およびESIによって形成された無傷の脂質イオン
の質量/電荷の存在によって規定された〔Welti（ウェルチ）ら、2002；Devaiah（デバイ
ア）ら、2006に、Xiao（シャオ）ら、2010によって記載された修飾を伴う）。そのような
タンデムESI-MS/MS前駆体および生成物イオンスキャンは、頭部基断片（ヘッドグループ
フラグメント）に基づいて、個々の脂肪酸アシル種を定めない。代わりに、極性脂質は、
クラス、合計アシル炭素、およびアシル炭素-炭素二重結合の合計数のレベルで識別され
る。極性脂質は一連の極性脂質内部標準と比較して定量化された。Krank（クランク）ら
（2007）の後の測定されたトリアシルグリセロール（TAGs）は、一つのアシルフラグメン
トの存在および無傷の脂質から形成されたイオンの質量/電荷（ニュートラルロスプロフ
ァイリング）によって定義された。これは、一つのTAGアシル種および合計アシル炭素お
よび他の二つの鎖におけるアシル二重結合の合計数の確認を可能にする。手順は、他の二
つの脂肪酸の個々の、または個々のアシル鎖がグリセロール上に占める位置（sn-1、sn-2
、またはsn-3）の識別を可能にしない。TAGsは、極性脂質と同様の方法で定量し、バック
グラウンド減算、平滑化、統合、同位体デコンボリューション（同位体逆重畳）および試
料ピークの内部標準のものとの比較〔LipidView（リピドビュー）、Applied Biosystems
（アプライド・バイオシステムズ社）を使用〕が含まれた。しかし、クラス内極性脂質は
、同様の質量スペクトル応答ファクター（応答係数）を示すのに対し、種々のTAG種の質
量スペクトル応答は、個々の分子TAG種の差動イオン化のため可変である。ここに示した
データでは、応答補正がデータに適用されなかった。データは内部標準tri15：0およびtr
i19：0に対して標準化された。
【０１４９】
　結果
【０１５０】
　Δ6デサチュラーゼ過剰発現のトランスジェニック藻類の生成。
　自然コードOtD6およびO.tauriΔ6デサチュラーゼのためのP. tricornutumのヌクレオチ
ド配列中での発現のために最適化されたコドンを、pPha- T1ベクター中にクローニングし
、それぞれ、発現カセットOtD6NおよびOtD6Ptが生成され、そして得られた構築物はP. tr
icornutumを変換するために使用された。
【０１５１】
　OtD6N構築物の発現
　13ゼオシン耐性コロニーを、OtD6Nでの変換によって得、およびさらなるスクリーニン
グのために選定した。選定したコロニーを液体培地に移し、そしてOtD6Nを含むいくつか
の陽性形質転換体を同定した。本発明者らは、EPAおよび全脂肪酸のWtおよびトランスジ
ェニックのP. tricornutumでの生産に対する温度および光の影響を研究した。培養物は、
異なる温度（18℃および20℃）で増殖させ、異なる光強度において一定の照明下であった
（25μモルおよび60μモル光子m-2s-1）。GC-MS分析は、細胞増殖の対数期（E）および定
常期（S）中に実行された。WTおよび変異体の脂肪酸プロファイリングは、パルミトレイ
ン酸（16：1Δ9）、EPA（20：5n-3）、パルミチン酸（16：0）およびミリスチン酸（14：
0）が藻類細胞増殖において双方の段階で検出される主要なFAsであることを示した。Tono
n（トノン）ら（Tonon 2002）によって240μE m-2s-1での18℃で増殖させたP. tricornut
um（CCAP 1052/1A）細胞培養の研究から得られた結果と同様に、EPAおよびDHAの量におけ
る減少が対数期から定常期にシフトする本発明者らの研究で用いたP. tricornutum UTEXS
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 646の細胞としてあった。脂肪酸分析は、Otd6Nにより形質転換し、そして光強度25μモ
ルおよび60μモル光子m-2s-1で20℃にて増殖させた細胞において、EPAおよびDHAは、定常
期への移行の際に減少したことを明らかにした。しかし、定常期において20℃、60μE m-
2s-1にて増殖させたOtd6N細胞におけるEPAおよびDHAのレベルは、WTはP. tricornutumの
ものよりも高かった（WTにおけるEPAの18.5％およびDHAの1.3％と比較して、Otd6Nにおい
てEPAの21.2％およびDHAの1.8％（表III、図1）。対照的に、本発明者らは、18℃、25μE
 m-2s-1にて増殖させたトランスジェニックOtd6N細胞において、EPAおよびDHAのレベルが
対数期に比べて定常期に増加し、そしてWT試料よりも著しく高いことがわかった（WTにお
いてEPAの16.5％およびDHAの0.9％に比べてOtd6NにおいてEPAの30.2％およびDHAの1.8％
）。WtおよびOtd6NジェニックのP. tricornutumからの脂肪酸プロファイルは、Δ6不飽和
脂肪酸（GLAおよびSDA）組成に差を示さず、それはかろうじて存在していた。
【０１５２】
　OtD6PT構築物の発現
　OtD6PTによる形質転換により得られた4ゼオシン耐性コロニーを、さらなるスクリーニ
ングおよびGC-MS分析用に培養物に接種するために選定した。定常期にEPAおよびDHAのレ
ベルを低下させる方向への同じ傾向が異なる光強度および温度で増殖させたトランスジェ
ニックOtd6Pt細胞について観察された（表III、図1）。組換え細胞はEPAのより一層高い
レベルを発現した（定常期において20℃、60μE m-2s-1にての20.8％、および18℃、25μ
E m-2s-1にての22.2％は、それぞれWTにおいての18.5％および16.8％と比較される）。EP
Aのより一層高いレベルの検出に加え、本発明者らはまた、DHAレベルにおいて増殖の二相
の間の軽微な変動と共に増加を観察した（表III、図1）。
【０１５３】
　OtElo5過剰発現のトランスジェニック藻類の生成
　OtElo5で形質転換して得られた3ゼオシン耐性クローンを最初のスクリーニングで同定
し、さらにスクリーニングおよびGC-MS分析のための培養物に接種するために使用した。
培養物を、20℃にて、60μモル光子m-2s-1における一定の照明の下で増殖させた。OtElo5
により形質転換したP. tricornutumのFAMEs（脂肪酸メチルエステル）分析は、細胞増殖
の対数期（E）および定常期（S）中に実行され、そしてWTにおいては検出されなかったト
ランスジェニッククローンにおける2.8-4.7％の範囲でのDPAの存在が明らかにされた（表
IV、図2a）。形質転換したクローンにおけるEPAのレベルは、増殖の対数期におけるWTで
の35.9％に比べて17.7％の平均値に、およびElo5遺伝子過剰発現クローンにおいて定常期
中のWTでの18.5％に比べて8.2％に減少した。DHAにおける大幅な増加は、すべての3つの
トランスジェニッククローンにおいて、対数期で7.4％および定常期で10.4％の平均を、W
Tでのそれぞれ2.0％および1.3％と比較して観察された。DHA蓄積は定常期への移行の際に
増加した。
【０１５４】
　アシル-CoAプール組成の決定
　珪藻においてアシル不飽和化（アシル脱飽和）のプロセスをより一層良好に理解するた
めに、アシル-CoAプールの組成を、OtElo5エロンガーゼを発現する野生型（WT）およびト
ランスジェニックP. tricornutumについて決定した（図3）。増殖の定常期におけるWTのP
. tricornutumのアシル-CoAプロファイルの研究は、パルミチン酸、パルミトレイン酸、
ステアリン酸、オレイン酸およびEPA-CoAが最も豊富であり、このようにして、アシルCoA
プールでの自然な脂肪酸対合計脂肪酸のレベルの間の直接的な関係を示すことを明らかに
した。EPA-CoAはアシルCoAプールの5.7％を占め、EPA-CoAのこのレベルが、潜在的に22：
5n-3への伸長および22：6n-3への不飽和化を通してDHAの合成における中間体として作用
することができることが示された。22：4n-6、22：5n-3（DPA）およびDHAのトレース（痕
跡量）だけ（<1.0）が、WTのP. tricornutumのCoAプールで検出された。図3に見られるよ
うに、トランスジェニックのP. tricornutumの同様の分析は、22：4n-6、22：5n-3（EPA
）およびDHAのレベルでの大幅な増加を、EPAレベルの減少を伴って実証した。図4に示す
ように、細胞増殖の異なる段階を通したアシル-CoAプールの組成の詳細な分析は、EPAお
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よびDHAが対数期から定常期までに積的に蓄積し、定常期において5.2％および6.3％の最
大レベルが表示されたことを明らかにした。
【０１５５】
　TAG分子種のプロファイリング
　この研究では、本発明者らは、WTおよびOtElo5トランスジェニックP. tricornutumによ
って形成されたTAGsの分子種を同定し、そして比較し、および対数期から定常期への移行
に応じてTAGs合成における変化を調べた。培養物を20℃にて、60μモル光子m-2s-1での一
定の照明下で増殖させ、およびESI-MSを用いて分析した。藻類の脂質抽出物の直接注入ES
I-MSから得られた質量スペクトルは、その大部分の分子イオンが750および950の質量/電
荷（m/z）間で観察されることを示した。本発明者らは、WTのP. tricornutumで26の個々
のTAG種を検出した。WTの油抽出物は、大部分がTAGs 46：1、46：2 48：1、48：2、48：2
および48：3および50：3から構成され、パルミチン酸（16：1）、パルミトオレイン酸（1
6：1）、およびミリスチン酸（14：0）の酸置換基を有する。TAG 48：1（16：0/16：0/16
：1）および48：2（16：0/16：1/16：1）はP. tricornutum細胞の経時的分析を通じて発
現されるメインTAG分子種を構成する（図5aおよび図5B）。TAG分子種の多様性の増加（で
きるだけ多くの29の個々のTAGsと共に）は、OtElo5エロンガーゼ（elongase）を発現する
細胞から検出された。具体的には、新たなTAG種、54：8、54：9および56：8が観察され、
そしてトランスジェニック細胞は、54：7の著しく高いレベルを示した。DHAは、TAGs 52
：7、54：7、54：8、54：9および56： 8に組み込まれた。時間経過（図6）もまた、TAGs 
54：7および56：8は、細胞が対数増殖期から定常期にシフトするように、TAGs中に組み込
まれるより一層多くのDHAを有すると考えられることを明らかにした。TAGsの分子種52：7
、54：8および54：9は、培養物を対数期から定常期にシフトさせるとき多少一定のDHAの
割合を示した。TAGs含有DHAのレベルは対数関数的段階での12.5％および定常期での10.5
％を平均した。
【０１５６】
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【表４】

【０１５７】
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【表５】

【０１５８】
　考察
【０１５９】
　多くの海洋微生物は、EPAおよびDHAを高レベルで生産するが、ほんの数種がトリアシル
グリセロール（TAGs）の形態でこれらの脂肪酸を貯蔵脂質に分配する能力を有する。藻類
種の大部分は、TAGsにおいて飽和およびモノ不飽和脂肪酸を蓄積する〔Harwood（ハーウ
ッド）、1998;Roessler（レスラー）、1990b〕。TAGsへのLC-PUFAsのパーティショニング
（分配）は、Parietochloris incise（パリエトクロリス・インシサ）〔Bigogno（ビゴグ
ノ）ら、2002〕、淡水レッド微細藻類のPorphyridium cruentum（ポルフィリジウム・ク
ルエンタム）〔Cohen（コーヘン）ら、2000〕、および海洋微細藻類のNannochloropsis o
culata（ナンノクロロプシス・オキュラータ）、Phaeodactylum tricornutum（フェオダ
クチラム・トリコルヌーツム）、Thalassiosira pseudonana(タラシオシラ・シュードナ
ナ)およびPavlova lutheri（パブロワ・ルテリ）、（Tononら、2002）において観察され
た。このようにして、これらの種は、微細藻類において貯蔵油中へのLC-PUFAsの取込みの
原因となるプロセスを理解するために、さらなる研究用の良好な候補である。
【０１６０】
　現状では、一般的に油性藻類は最適増殖条件下でTAGの少量を生産することが認められ
ている〔Hu（フー）ら、2008〕。微細藻類でのトリアシルグリセロールの蓄積および脂肪
酸組成に影響を与える主な要因の中には、温度および光強度がある。概して、温度低下お
よび微小光（low light）による脂肪酸不飽和の増大はPUFAsの形成に有利であると考えら
れる。たとえば、P. tricornutum UTEXS 640において、EPA生産のための最適培養温度は2
1.5ないし23℃であった（Yongmanitchai W.およびWard O.、1991）。微細藻類の増殖のた
めの最適な温度は、多くの場合n-3 PUFAsの形成のそれよりも高いので、温度シフト戦略
が全体的なn-3 PUFAs（EPAを含む）の生産を増強するために採用される〔Jiang（チャン
）およびChen（チェン）、2000〕。そのような現象は、P. cruentum（P. クルエンタム）
〔Springer（スプリンガー）ら、1994〕、Nannochloropsis sp.（ナンノクロロプシス種
）〔Sukenik（スークニク）、1991〕およびP. irregular（P. イレギュラ）〔Stinson（
スティンスン）ら、1991〕を含めて多くの異なった藻類種において観察される。しかし、
Ohta（オオタ）ら（1993）は、P. purpureumの増殖のための最適な温度がまた、最も高い
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EPA含量を有するバイオマスをもたらすことを観察した。これらの結果は、細胞増殖およ
びn-3 PUFA生産に対する温度の影響を個々の微細藻類種について注意深く検討する必要が
あることを示唆する。
【０１６１】
　P. tricornutumにおけるTAG種のプロファイリングは、以前に報告されている〔Yongman
itchaiおよぶWard（ウォード）1993；Yu（ユー）ら、2009〕。本発明者らは、これらの初
期の研究に記載されているように、TAGsに組み込まれる同じ主な脂肪酸を観察した（すな
わち、14：0、16：0、16：1、16：3、および20：5）。YongmanitchaiおよびWard、1993は
、逆相HPLC分析を介し、わずか18のTAG分子種を同定した。高い解像度およびESI-MSの感
度のため、Yuら、2009は、藻類油抽出物においてさらに二倍の種を検出することができた
（18種の14で、それらは、同等の組成比でHPLCにより検出された）。しかし、TAGsの48：
7、48：9、48：12、および54：10は、検出されず、それはP. tricornutum株および培養条
件における違いによって説明することができた。
【０１６２】
　例2
　藻類および植物におけるPUFAsの生合成のための新たな活性の同定および特徴付け
【０１６３】
　2.1微細藻類のOstreococcus（オストレオコッカス）RCC809からのΔ6デサチュラーゼの
同定
【０１６４】
　緑藻のOstreococcus RCC809のゲノムを、クエリーとして既に知られるN末端シトクロム
b5融合デサチュラーゼを使用してBLASTを用いて分析した。この分析は、推定上のPUFAデ
サチュラーゼについてコードするいくつかの遺伝子の存在を明らかにした。推断されるオ
ープンリーディングフレームは、珪藻においての発現用にヌクレオチド配列を最適化した
コドンを化学的に合成するために鋳型として使用した（Genscript Corporation、NJ〕。
【０１６５】
　推定上のOstreococcus RCC809のΔ6デサチュラーゼの酵母における機能的特徴付け。
【０１６６】
　推定上のΔ6デサチュラーゼ（配列番号7ないし10、以下にOst809Δ6と称する）のオー
プンリーディングフレームを最適化するコドンは、酵母発現ベクターpYES2〔Invitrogen
（インビトロゲン社）、NJ〕のガラクトース誘導性GAL1プロモーターの後ろのKpnI-SacI
フラグメントとして挿入した。Ost809Δ6
【０１６７】
　S. cerevisiae（S.セレビシエ）株W303-1Aを、酢酸リチウム法を用いてプラスミドDNA
により形質転換した。培養物を48時間、2％（v/v）のラフィノースの存在下に22℃で増殖
させ、および導入遺伝子の発現を、リノール酸（LA、18：2n-6）の0.5mMおよび1％（w/v
）のタージトールNP-40（Sigma）の存在下での2％までのガラクトースの添加によって説
明されたように誘導した（Sayanovaら、2001）。
【０１６８】
　候補のデサチュラーゼOst809Δ6の予測される機能（461アミノ酸のC18Δ6デサチュラー
ゼをコードすると予測される）は、潜在的な脂肪酸基質の範囲の存在下でS. cerevisiae
（S.セレビシエ）における発現研究によって調査した。酵母細胞からの総脂肪酸メチルエ
ステルは、次にGC-FIDによって分析し、そして新規ピークの同一性はGC-MSおよび真正標
準との同時泳動により確認された。図8に示すように、Ost809Δ6をコードする合成ORFの
発現は、外から供給された基質（αリノレン酸、ALA、C18：Δ9、12、15）をΔ6不飽和化
生成物SDA（18：4、n-3）に転換する酵素の能力を確認した。ガラクトースが存在しない
場合、外因性基質ALAはSDAに転換されない。したがって、これらの結果に基づいて、Ost8
09Δ6はD6デサチュラーゼとして確認された。Ost809Δ6の基質選択性は、増殖培地中LAお
よびALAの等量を外から供給することにより決定した。それが図9に示されるように、Ost8
09Δ6だけが基質としてn-3脂肪酸ALAを認識し、その一方で、n-6基質が不飽和化されなか
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った。このことは、Ostreococcus tauri（オストレオコッカス・タウリ）から識別される
Δ6デサチュラーゼ〔Domergue（ドマーグ）ら、2005〕とは区別され、それは基質としてL
AおよびALAの双方に向けて活性を示した。したがって、Ost809Δ6はΔ6不飽和化n-3脂肪
酸の排他的生産について優れ、そして区別される。
【０１６９】
　酵母培養物は異なる可能性があるFA基質を補充した（表Vに挙げる）が、O809d6の不飽
和化活性はALAの存在下でだけ検出された。
【０１７０】
　2.2　O809からの推定上のΔ4デサチュラーゼの同定
【０１７１】
　Ostreococcus（オストレオコッカス）RCC809、http://genome.jgi-psf.org/OstRCC809_
2/OstRCC809_2.home.htmlは、Δ4デサチュラーゼの、以前に機能的に特徴付けられた配列
を用いて検索し、そしてΔ4デサチュラーゼについての見かけの候補（JGIタンパク質ID＃
40461）の存在を検出した。推定されるオープンリーディングフレームは、珪藻のP. tric
ornutumにおいて発現用のコドン最適化ヌクレオチド配列（codon-optimised nucleotide 
sequence）（配列番号15ないし18）を化学的に合成するために鋳型（Genscript Corporat
ion、NJ）として使用した。
【０１７２】
　酵母でのO809からの推定上のΔ4デサチュラーゼの機能的特徴付け。
【０１７３】
　P. tricornutum（P. トリコルヌーツム）のオープンリーディングフレームにおける推
定上のΔ4デサチュラーゼの発現のために最適化されたコドンは、酵母発現ベクターpYES2
（Invitrogen、NJ）のガラクトース誘導性GAL1プロモーターの後ろのKpnI-SacIフラグメ
ントとして挿入された。
【０１７４】
　図10に見ることができるように、Ost809タンパク質40461のガラクトース依存的発現は
、DPAのDHAへのΔ4不飽和化を招き、このORFのC22Δ4デサチュラーゼとしての機能が確認
され、そしてこれに基づいて、本発明者らは、この遺伝子をOst809Δ4と命名した。誘導
物質（ガラクトース）が存在しない場合、またOst809Δ4 ORFの不存在でも、何らのDHAも
検出されないことが注目される。
【０１７５】
　2.3　Fragilariopsis cylindrus（フラギラリオプシス・シリンドルス）からのΔ6エロ
ンガーゼの同定
【０１７６】
　海洋珪藻Fragilariopsis cylindrus（フラギラリオプシス・シリンドルス）（http://g
enome.jgi-psf.org/Fracy1/Fracy1.home.html）の公的に入手可能なゲノム配列は、既に
知られているΔ6エロンガーゼシーケンス〔たとえば、C.elegans（カエノラブディティス
・エレガンス、線虫）からのΔ6エロンガーゼのようなもの、-Beaudoin（ボードイン）ら
、2000〕をクエリーとして使用するBLASTを用いて分析し、および候補のオープンリーデ
ィングフレーム〔Frag（フラグ）＃177742に指定）は、T. pseudonanaにおいて発現用に
コドン最適化ヌクレオチド配列を化学的に合成するために鋳型として（Genscript Corpor
ation、NJ）使用した。
【０１７７】
　トランスジェニック酵母におけるFcΔ6エロンガーゼの機能的特徴付け
【０１７８】
　S. cerevisiae（S.セレビシエ）におけるFrag #177742の異種発現は、上述したように
、酵母発現ベクターpYES2中にクローニングしたコドン最適化ORFにより正確に実施した。
この構築物のガラクトース媒介誘導は、このORFがΔ6エロンガーゼとして機能し、特に、
たとえば、GLAなどのようなC18Δ6不飽和化基質がC20の形態にまで伸長されることを確認
した。図11に見られるように、GLAの20：3までの伸びは、ガラクトースおよびORF Frag #
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designated）。
【０１７９】
【表６】

【０１８０】
【表７】

【０１８１】
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【表８】

【０１８２】
　Δ6デサチュラーゼ（Ost809Δ6）、Δ4デサチュラーゼ（Ost809Δ4）およびΔ6エロン
ガーゼ（FcEL06）の新規な形態の同定に基づき、これらの活性が、藻類および植物におけ
るオメガ-3長鎖多価不飽和脂肪酸生合成経路の異種再構成において有用と証明されるであ
ろう可能性が非常に高い。たとえば、Ost809Δ6酵素の優れた基質選択性（substrate-pre
ference）は、それを他のOstreococcus（オストレオコッカス）Δ6デサチュラーゼと区別
し、およびn-3経路を通して基質のフラックスを最大化するために使用することができる
。同様に、Ost809Δ4活性は、トランスジェニック光合成生物におけるDPAのDHAへの特異
的転換において有用であり、その一方で、FcEL06活性は、GLAが20：3n-3まで伸長される
ことができる手段を提供することが分かるであろう。
【０１８３】
　例3
　Pheaodactylum tricornutum（フェオダクチラム・トリコルヌーツム）での単一のオメ
ガ-3 LC-PUFA生合成遺伝子の発現は、DHAの内因性の蓄積を増加させることができる。
【０１８４】
　材料および方法
【０１８５】
　株および増殖条件
　P. tricornutum UTEX 646は、ESAW培地〔Harrison（ハリソン）ら、1980〕中、20℃で
適度に振とうしながら一定の照明（100μモル光子m-2s-1）において白色蛍光灯下に増殖
させた。野生型およびトランスジェニック藻類の分析は、定常増殖期の間に行われた。
【０１８６】
　プラスミド設計およびクローニング
　Δ6エロンガーゼFcElo6（タンパク質ID 177742）のコード配列は、T. pseudonanaにお
ける発現用のコドン最適化ヌクレオチド配列（sequencea）を化学的にの合成するための
鋳型（Genscript Corporation、NJ）として使用した。コドン最適化配列は、それぞれ、E
coRV-SacI断片としてpPha-T1ベクター中に挿入した（Kroth、2007；Zaslavskaiaら、2000
）。
【０１８７】
　結果
　FcElo6の発現はDHAレベルの14-17％までの増加をもたらした（図13）。
【０１８８】
　例4
　二つの遺伝子の同時発現
【０１８９】
　材料および方法
　二重遺伝子ベクターpPhOS2および形質転換カセットの設計
　MCSを含むpPha-T1ベクターのEcoRI-HindIII断片は、独特の制限部位を有する3つの多重
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成される合成配列によって置換された（図14）。O. tauri（O.タウリ）Δ5エロンガーゼO
tElo5についてのコード配列は、KpnI-SacI断片として、pPhOSベクター生成pPhOS2.1.1構
築物の位置1中に挿入した。O. tauriΔ6デサチュラーゼOtD6Ptのためのコード配列のP. t
ricornutumでの発現のために最適化されたコドンは、BamHI-XbaI断片として、pPhOS2.1.1
生成pPhOS2.2.1構築物の位置2中に挿入した。
【０１９０】
　結果および考察
　トランスジェニックP. tricornutum（P.トリコルヌーツム）でのマルチ遺伝子（多重遺
伝子）発現
　P. tricornutumでの複数の異種遺伝子の発現を促進するために、新たなベクター（pPhO
S2と命名-図14）を構築した。このベクターは、前述のpPha-T1ベクターに基づき（Zaslav
skaiaら、2000）、そして興味がある目的の遺伝子を挿入するためのユニークな制限部位
を有する二つのマルチクローニング部位（MCS）が含まれる。これらのMCSは、それぞれFc
pA遺伝子のプロモーターおよびターミネーター領域によって隣接され（Zaslavskaiaら、2
000）、二つの挿入された遺伝子の同時発現を促進する。O. tauriΔ5エロンガーゼOtElo5
のコード配列は、pPhOS2ベクターの位置1に挿入され、そして得られた構築物pPhOS2.1.1
は、P. tricornutumの形質転換に用いられた。培養物を、一定の照明（60μモル光子m-2s
-1）の下で20℃および16℃にて増殖させた。複数（5）の無関係なゼオシン耐性コロニー
を取得し、そしてさらにGC-MS分析のための培養物に接種するために使用した。分析され
たpPhOS2.1.1株におけるDHAの平均レベルは、9.0％（図1、表VIII）であり、pPha-T1にお
いてOtElo5発現と共に以前に観察されたレベルに類似し、この改変ベクターの機能性が確
認された。O. tauriΔ6-デサチュラーゼOtD6Ptためのコドン最適化コード配列は、その後
、構築物pPhOS2.1.1の位置2に挿入され、二つの遺伝子（プラス選択マーカー遺伝子ble）
のpPhOS2.2.1ベクターが生成された。この発現プラスミドは、P. tricornutum中に遺伝子
銃を介して導入され、そして複数の無関係なゼオシン耐性コロニーが得られ、そしてさら
なるスクリーニング用に培養物に接種するために使用した。培養物は、一定の照明（60μ
モル光子m-2s-1）の下で16および20℃にて増殖させた。シングルまたはダブル遺伝子構築
物のいずれかを発現するトランスジェニック株のFAMEs分析は、OtElo5およびOtD6Ptの双
両方を同時発現するトランスジェニック株におけるDHAレベルにおいてさらなる増加を明
らかにし、ここで実証した可能性が高価値の脂質特性のためのP. tricornutumにおける反
復代謝工学について示された（図15、表VIII）。
【０１９１】
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【表９】

【０１９２】
　例5
　栄養要求性（Auxorophic）増殖
【０１９３】
　材料および方法
　二重遺伝子ベクターpPhOS2および形質転換カセットの設計
　MCSを含むpPha-T1ベクターのEcoRI-HindIII断片は、ユニークな制限部位を有する3つの
多重クローニング部位（MCSs）に隣接したfcpAターミネーターおよびfcpAプロモーターか
ら構成される合成配列によって置換された（図16）。Physcomitrella patens（フィスコ
ミトレラ・パテンス、ヒメツリガネゴケ）（Ppglut1と称す）、およびヒト赤血球（Hsglu
t1）からのグルコーストランスポーターについてのコード配列のコード配列のP. tricorn
utumでの発現のために最適化されたコドンは、BamHI-XbaI断片として、pPhOS2.1.1生成pP
hOS_PpglutおよびpPhOS_HSglut構築物の位置2中に挿入した。得られる構築物は、遺伝子
銃を介してP. tricornutumを形質転換するために用いた。
【０１９４】
　結果
　複数（>10）の無関係なゼオシン耐性コロニーは、これらの二つの発現カセットによる
形質転換によって得られ、そしてさらなるGC-MS分析用に培養物に接種するために使用し
た。トランスジェニックP. tricornutum株は、pPhOS_PpglutおよびpPhO_HSglut構築物を
発現し、DPAを蓄積し、そして高められたDHAのレベルは、さらなる分析のために選定した
。（図16および図17）。形質転換体は、グルコースの0.5％を含有する固形培地に移し、
完全な暗所の中に入れ、そして増殖について監視した（図18）。
【０１９５】
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