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(57)【要約】
【課題】長鎖脂肪酸又はこれを構成成分とする脂質の生産性を向上させる、脂質の製造方
法を提供する。
【解決手段】下記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝
子の発現をシアノバクテリアの細胞内で促進させた形質転換体を培養して脂肪酸又はこれ
を構成成分とする脂質を生産させる、脂質の製造方法。
（Ａ）配列番号１で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｂ）前記タンパク質（Ａ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質。
（Ｃ）配列番号４４で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｄ）前記タンパク質（Ｃ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子の発現を
シアノバクテリアの細胞内で促進させた形質転換体を培養して脂肪酸又はこれを構成成分
とする脂質を生産させる、脂質の製造方法。
（Ａ）配列番号１で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｂ）前記タンパク質（Ａ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質。
（Ｃ）配列番号４４で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｄ）前記タンパク質（Ｃ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質。
【請求項２】
　下記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子の発現を
シアノバクテリアの細胞内で促進させ、シアノバクテリアの細胞内で生産される長鎖脂肪
酸又はこれを構成成分とする脂質の生産性を向上させる、脂質生産性の向上方法。
（Ａ）配列番号１で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｂ）前記タンパク質（Ａ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質。
（Ｃ）配列番号４４で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｄ）前記タンパク質（Ｃ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質。
【請求項３】
　下記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子の発現を
シアノバクテリアの細胞内で促進させて、シアノバクテリアの細胞内で生産される長鎖脂
肪酸又はこれを構成成分とする脂質の生産性を向上させ、生産される全脂肪酸又は全脂質
中の脂肪酸又は脂質の組成を改変する、脂質の組成の改変方法。
（Ａ）配列番号１で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｂ）前記タンパク質（Ａ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質。
（Ｃ）配列番号４４で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｄ）前記タンパク質（Ｃ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質。
【請求項４】
　下記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子の発現を
シアノバクテリアの細胞内で促進させる、長鎖脂肪酸又はこれを構成成分とする脂質の生
産能をシアノバクテリアに付与する方法。
（Ａ）配列番号１で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｂ）前記タンパク質（Ａ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質。
（Ｃ）配列番号４４で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｄ）前記タンパク質（Ｃ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質。
【請求項５】
　前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子をシアノ
バクテリアに導入して前記遺伝子の発現を促進させる、請求項１～４のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項６】
　前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）が、長鎖β－ケトアシル－ＡＣＰ合成活性を有するβ－
ケトアシル－ＡＣＰシンターゼである、請求項１～５のいずれか１項記載の方法。
【請求項７】
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　前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子が、下記
ＤＮＡ（ａ）～（ｄ）のいずれか１つからなる遺伝子である、請求項１～６のいずれか１
項記載の方法。
（ａ）配列番号２で表される塩基配列からなるＤＮＡ。
（ｂ）前記ＤＮＡ（ａ）の塩基配列と同一性が６０％以上の塩基配列からなり、かつβ－
ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ。
（ｃ）配列番号４５で表される塩基配列からなるＤＮＡ。
（ｄ）前記ＤＮＡ（ｃ）の塩基配列と同一性が６０％以上の塩基配列からなり、かつβ－
ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ。
【請求項８】
　前記シアノバクテリアが、シネコシスティス（Synechocystis）属又はシネココッカス
（Synechococcus）属のシアノバクテリアである、請求項１～７のいずれか１項記載の方
法。
【請求項９】
　前記脂質が長鎖脂肪酸又はそのエステル化合物を含む、請求項１～８のいずれか１項記
載の方法。
【請求項１０】
　下記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子の発現を
シアノバクテリアの細胞内で促進させた形質転換体。
（Ａ）配列番号１で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｂ）前記タンパク質（Ａ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質。
（Ｃ）配列番号４４で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｄ）前記タンパク質（Ｃ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質。
【請求項１１】
　下記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子、又は当
該遺伝子を含有する組換えベクターをシアノバクテリアに導入してなる形質転換体。
（Ａ）配列番号１で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｂ）前記タンパク質（Ａ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質。
（Ｃ）配列番号４４で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｄ）前記タンパク質（Ｃ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質。
【請求項１２】
　前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）が、長鎖β－ケトアシル－ＡＣＰ合成活性を有するβ－
ケトアシル－ＡＣＰシンターゼである、請求項１０又は１１に記載の形質転換体。
【請求項１３】
　前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子が、下記
ＤＮＡ（ａ）～（ｄ）のいずれか１つからなる遺伝子である、請求項１０～１２のいずれ
か１項に記載の形質転換体。
（ａ）配列番号２で表される塩基配列からなるＤＮＡ。
（ｂ）前記ＤＮＡ（ａ）の塩基配列と同一性が６０％以上の塩基配列からなり、かつβ－
ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ。
（ｃ）配列番号４５で表される塩基配列からなるＤＮＡ。
（ｄ）前記ＤＮＡ（ｃ）の塩基配列と同一性が６０％以上の塩基配列からなり、かつβ－
ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ。
【請求項１４】
　前記シアノバクテリアが、シネコシスティス（Synechocystis）属又はシネココッカス
（Synechococcus）属のシアノバクテリアである、請求項１０～１３のいずれか１項記載
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の形質転換体。
 
 
 
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、脂質の製造方法に関する。また、本発明は当該方法に用いる形質転換体に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　脂肪酸は脂質の主要構成成分の１つであり、生体内においてグリセリンとのエステル結
合により生成するトリアシルグリセロール等の脂質（油脂）を構成する。また、多くの動
植物において脂肪酸はエネルギー源として貯蔵され利用される物質でもある。動植物内に
蓄えられた脂肪酸や脂質は、食用又は工業用として広く利用されている。
　例えば、炭素原子数１２～１８前後の高級脂肪酸を還元して得られる高級アルコールの
誘導体は、界面活性剤として用いられている。アルキル硫酸エステル塩やアルキルベンゼ
ンスルホン酸塩等は陰イオン性界面活性剤として利用されている。また、ポリオキシアル
キレンアルキルエーテルやアルキルポリグリコシド等は非イオン性界面活性剤として利用
されている。そしてこれらの界面活性剤は、いずれも洗浄剤や殺菌剤等に利用されている
。同じ高級アルコールの誘導体であるアルキルアミン塩やモノ又はジアルキル４級アンモ
ニウム塩等のカチオン性界面活性剤は、繊維処理剤、毛髪リンス剤、殺菌剤等に日常的に
利用されている。また、ベンザルコニウム型４級アンモニウム塩は殺菌剤や防腐剤等に日
常的に利用されている。さらに、植物油脂はバイオディーゼル燃料の原料としても利用さ
れている。
　また、炭素原子数が２０以上の長鎖脂肪酸は不飽和度によって化学的性質が異なり、様
々な用途に用いられている。例えば、EPA（エイコサペンタエン酸）やDHA（ドコサヘキサ
エン酸）といった長鎖多価不飽和脂肪酸は機能性食品として用いられている。また、アラ
キジン酸、ベヘン酸、エルカ酸といった長鎖飽和脂肪酸又は長鎖一価不飽和脂肪酸は、分
散剤や潤滑油などの工業原料として有用である。
【０００３】
　一般に、植物の脂肪酸合成経路は葉緑体に局在する。葉緑体ではアセチル－ＡＣＰ（ア
シルキャリアプロテイン、acyl-carrier-protein）を出発物質とし、炭素鎖の伸長反応が
繰り返され、最終的に炭素原子数１６又は１８のアシル－ＡＣＰ（脂肪酸残基であるアシ
ル基とＡＣＰとからなる複合体）が合成される。この脂肪酸合成経路に関与する酵素のう
ち、β－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ（β-Ketoacyl-acyl-carrier-protein　synthase
、以下「KAS」ともいう）はアシル基の鎖長制御に関与する酵素である。植物では、KAS　
I、KAS　II、KAS　III、KAS　IV、のそれぞれ機能が異なる４種のKASが存在することが知
られている。このうち、KAS　IIIは鎖長伸長反応の開始段階で働き、炭素原子数２のアセ
チル－ＡＣＰ（又はアセチル－ＣｏＡ）を炭素原子数４のβ－ケトアシル－ＡＣＰに伸長
する。それ以降の伸長反応には、KAS　I、KAS　II、及びKAS　IVが関与する。KAS　Iは主
に炭素原子数１６のパルミトイル－ＡＣＰまでの伸長反応に関与し、KAS　IIは主に炭素
原子数１８のステアロイル－ＡＣＰまでの伸長反応に関与する。一方、KAS　IVは炭素原
子数６～１４の中鎖アシル－ＡＣＰまでの伸長反応に関与するといわれている。
【０００４】
　前述のように、脂肪酸や脂質の利用は多岐にわたる。そのため、植物や細菌等の宿主に
おいて生体内での脂肪酸や脂質の生産性を向上させる試みが行われている。さらに、脂肪
酸の用途や有用性はその炭素原子数（鎖長）や不飽和結合数（不飽和度）に依存するため
、脂肪酸の炭素原子数や不飽和結合数を制御する試みも行われている。
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　シアノバクテリア（藍色細菌）は真正細菌の一群であり、光合成によって酸素を産生し
、二酸化炭素を固定化する能力を有する。シアノバクテリアは、それらが１０数億年前に
真核生物に細胞内共生（１次共生）したことが葉緑体の起源であると考えられている。そ
のため、葉緑体の祖先生物として光合成研究に広く利用されている。また、シアノバクテ
リアは他の植物と比べて生育が速く、かつ高い光合成能力を有する。さらにシアノバクテ
リアは形質転換能も有する。
　そのためシアノバクテリアは外来ＤＮＡを細胞内に導入することで微生物学的な物質生
産に利用可能であることから、バイオ燃料などの物質の生産用宿主として注目されている
。
【０００５】
　シアノバクテリアを用いた物質生産の例として、脂肪酸の生産が報告されている（非特
許文献１）。しかし、シアノバクテリアを用いて、炭素原子数が２０以上の長鎖脂肪酸を
生産する試みについてはほとんど報告がない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Liu　X．et　al.，Proc．Natl．Acad．Sci．USA，2011，vol．108，p．
6899-6904
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、長鎖脂肪酸又はこれを構成成分とする脂質の生産性を向上させる、シアノバ
クテリアを用いた脂質の製造方法の提供を課題とする。
　また本発明は、長鎖脂肪酸又はこれを構成成分とする脂質の生産性を向上させたシアノ
バクテリアの形質転換体の提供を課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは上記課題に鑑み、鋭意検討を行った。
　本発明者らはまず、長鎖脂肪酸の合成に関与する酵素として、藻類の１種であるナンノ
クロロプシス（Nannochloropsis）属の藻類のKASを新たに同定した。そして、このナンノ
クロロプシス属の藻類のKASをコードする遺伝子の発現をシアノバクテリアの細胞内で促
進させた結果、元来長鎖脂肪酸の生産能を有さないシアノバクテリアが長鎖脂肪酸の生産
能を獲得することを見い出した。そして、ナンノクロロプシス属の藻類のKASをコードす
る遺伝子の発現を促進させない場合と比較して、長鎖脂肪酸の生産性が向上することを見
出した。
　本発明はこれらの知見に基づいて完成するに至ったものである。
【０００９】
　本発明は、下記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝
子の発現をシアノバクテリアの細胞内で促進させた形質転換体を培養して脂肪酸又はこれ
を構成成分とする脂質を生産させる、脂質の製造方法に関する。
（Ａ）配列番号１で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｂ）前記タンパク質（Ａ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつβ－ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ活性（以下、「KAS活性」ともいう）を有す
るタンパク質。
（Ｃ）配列番号４４で表されるタンパク質。
（Ｄ）前記タンパク質（Ｃ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上のアミノ酸配列からな
り、かつKAS活性を有するタンパク質。
【００１０】
　また本発明は、前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする
遺伝子の発現をシアノバクテリアの細胞内で促進させ、シアノバクテリアの細胞内で生産
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される長鎖脂肪酸又はこれを構成成分とする脂質の生産性を向上させる、脂質生産性の向
上方法に関する。
　また本発明は、前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする
遺伝子の発現をシアノバクテリアの細胞内で促進させて、シアノバクテリアの細胞内で生
産される長鎖脂肪酸又はこれを構成成分とする脂質の生産性を向上させ、生産される全脂
肪酸又は全脂質中の脂肪酸又は脂質の組成を改変する、脂質の組成の改変方法に関する。
　また本発明は、前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする
遺伝子の発現をシアノバクテリアの細胞内で促進させる、長鎖脂肪酸又はこれを構成成分
とする脂質の生産能をシアノバクテリアに付与する方法に関する。
【００１１】
　さらに本発明は、前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードす
る遺伝子の発現をシアノバクテリアの細胞内で促進させた形質転換体に関する。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明の脂質の製造方法によれば、長鎖脂肪酸又はこれを構成成分とする脂質の生産性
を向上させることができる。
　また本発明の形質転換体は、長鎖脂肪酸又はこれを構成成分とする脂質の生産性に優れ
る。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本明細書における「脂質」は、中性脂肪（トリアシルグリセロール等）、ろう、セラミ
ド等の単純脂質；リン脂質、糖脂質、スルホ脂質等の複合脂質；及びこれらの脂質から誘
導される、脂肪酸、アルコール類、炭化水素類等の誘導脂質を包含するものである。
　また本明細書において、脂肪酸や、脂肪酸を構成するアシル基の表記において「Ｃｘ：
ｙ」とあるのは、炭素原子数ｘで二重結合の数がｙであることを表す。「Ｃｘ」は炭素原
子数ｘの脂肪酸やアシル基を表す。
　さらに本明細書において、塩基配列及びアミノ酸配列の同一性は、Lipman-Pearson法（
Science，1985，vol．227，p．1435-1441）によって計算される。具体的には、遺伝情報
処理ソフトウェアGenetyx-Winのホモロジー解析（Search　homology）プログラムを用い
て、Unit　size　to　compare（ktup）を2として解析を行うことにより算出される。
　また本明細書において「ストリンジェントな条件」としては、例えばMolecular　Cloni
ng－A　LABORATORY　MANUAL　THIRD　EDITION［Joseph　Sambrook，David　W．Russell.
，Cold　Spring　Harbor　Laboratory　Press］記載の方法が挙げられる。例えば、６×
ＳＳＣ（１×ＳＳＣの組成：０．１５Ｍ塩化ナトリウム、０．０１５Ｍクエン酸ナトリウ
ム、pH７．０）、０．５％ＳＤＳ、５×デンハート及び１００ｍｇ／ｍＬニシン精子ＤＮ
Ａを含む溶液にプローブとともに６５℃で８～１６時間恒温し、ハイブリダイズさせる条
件が挙げられる。
　さらに明細書において、遺伝子の「上流」とは、翻訳開始点からの位置ではなく、対象
として捉えている遺伝子又は領域の5'側に続く領域を示す。一方、遺伝子の「下流」とは
、対象として捉えている遺伝子又は領域の3'側に続く領域を示す。
【００１４】
　前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）（以下、「NoKASII」ともいう）はKASの１種であり、長
鎖脂肪酸の合成に関与するタンパク質である。配列番号１のアミノ酸配列からなるタンパ
ク質は、ナンノクロロプシス属に属する藻類であるナンノクロロプシス・オキュラータ（
Nannochloropsis　oculata）NIES2145株由来のKASの１つである。
【００１５】
　KASは、脂肪酸合成経路においてアシル基の鎖長制御に関与する酵素である。植物の脂
肪酸合成経路は一般的に葉緑体に局在する。葉緑体では、アセチル－ＡＣＰ（又はアセチ
ル－ＣｏＡ）を出発物質とし、炭素鎖の伸長反応が繰り返され、最終的に炭素原子数１６
又は１８のアシル－ＡＣＰが合成される。次いで、アシル－ＡＣＰチオエステラーゼ（以
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下、単に「TE」ともいう）の作用によってアシル－ＡＣＰのチオエステル結合が加水分解
され、遊離の脂肪酸が生成する。
　脂肪酸合成の第一段階では、アセチル－ＡＣＰ（又はアセチル－ＣｏＡ）とマロニルＡ
ＣＰとの縮合反応により、アセトアセチルＡＣＰが生成する。この反応をKASが触媒する
。次いで、β－ケトアシル－ＡＣＰレダクターゼによりアセトアセチルＡＣＰのケト基が
還元されてヒドロキシブチリルＡＣＰが生成する。続いて、β－ヒドロキシアシル－ＡＣ
ＰデヒドラーゼによりヒドロキシブチリルＡＣＰが脱水され、クロトニルＡＣＰが生成す
る。最後に、エノイル－ＡＣＰレダクターゼによりクロトニルＡＣＰが還元されて、ブチ
リルＡＣＰが生成する。これら一連の反応により、アセチル－ＡＣＰからアシル基の炭素
鎖が２個伸長されたブチリルＡＣＰが生成する。以下、同様の反応を繰り返すことで、ア
シル－ＡＣＰの炭素鎖が伸長し、最終的に炭素原子数１６又は１８のアシル－ＡＣＰが合
成される。
【００１６】
　前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）はいずれも、KAS活性を有する。本明細書において「KAS
活性」とは、アセチル－ＡＣＰ（又はアセチル－ＣｏＡ）やアシル－ＡＣＰと、マロニル
ＡＣＰとの縮合反応を触媒する活性を意味する。
　タンパク質がKAS活性を有することは、例えば、宿主細胞内で機能するプロモーターの
下流に前記タンパク質をコードする遺伝子を連結したＤＮＡを、脂肪酸分解系が欠損した
宿主細胞へ導入し、導入した遺伝子が発現する条件下で細胞を培養し、宿主細胞内又は培
養液中の脂肪酸組成の変化を常法により分析することで確認できる。あるいは、宿主細胞
内で機能するプロモーターの下流に前記タンパク質をコードする遺伝子を連結したＤＮＡ
を宿主細胞へ導入し、導入した遺伝子が発現する条件下で細胞を培養した後、細胞の破砕
液に対し、各種アシル－ＡＣＰを基質とした鎖長伸長反応を行うことにより確認できる。
【００１７】
　KASはその基質特異性によってKAS　I、KAS　II、KAS　III、又はKAS　IVに分類される
。KAS　IIIは、炭素原子数２のアセチル－ＡＣＰ（又はアセチル－ＣｏＡ）を基質とし、
炭素原子数２から４の伸長反応を触媒する。KAS　Iは、主に炭素原子数４から１６の伸長
反応を触媒し、炭素原子数１６のパルミトイル－ＡＣＰを合成する。KAS　IIは、主に炭
素原子数１８以上の長鎖アシル基への伸長反応を触媒し、長鎖アシル－ＡＣＰを合成する
。KAS　IVは主に炭素原子数６から１４の伸長反応を触媒し、中鎖アシル－ＡＣＰを合成
する。
　後述の実施例で示すように、前記タンパク質（Ａ）又は（Ｃ）をコードする遺伝子の発
現を促進した形質転換体では、炭素原子数２０、２２、又は２４の長鎖脂肪酸の生産性が
向上する。よって前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）は、炭素原子数２０以上の長鎖β－ケト
アシル－ＡＣＰ合成活性を有する、KAS　II型のKASであると考えられる。なお本明細書に
おいて「長鎖β－ケトアシル－ＡＣＰ合成活性」とは、主に炭素原子数１６以上のアシル
－ＡＣＰを基質とし、炭素原子数２０以上の長鎖アシル－ＡＣＰ合成の伸長反応を触媒す
る活性のことをいう。また本明細書において「長鎖」とは、アシル基の炭素原子数が２０
以上、好ましくは炭素原子数が２０、２２又は２４であることをいう。
　また、ChloroP（http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/）やtargetP(http://www.c
bs.dtu.dk/services/TargetP/)を用いた局在予測より、前記タンパク質（Ａ）は葉緑体局
在型のKASであり、Ｎ末端側のアミノ酸４０残基は葉緑体移行シグナル配列であると考え
られる。
【００１８】
　KASの長鎖β－ケトアシル－ＡＣＰ合成活性については、例えば、宿主細胞内で機能す
るプロモーターの下流にタンパク質をコードする遺伝子を連結したＤＮＡを、脂肪酸分解
系が欠損した宿主細胞へ導入し、導入した遺伝子が発現する条件下で細胞を培養して、宿
主細胞又は培養液中の脂肪酸組成の変化を常法により分析することで確認できる。また、
宿主細胞内で機能するプロモーターの下流にタンパク質をコードする遺伝子を連結したＤ
ＮＡを、宿主細胞へ導入し、導入した遺伝子が発現する条件下で細胞を培養した後、細胞
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の破砕液に対し鎖長伸長反応を行うことにより確認できる。
【００１９】
　タンパク質（Ｂ）は、前記タンパク質（Ａ）のアミノ酸配列との同一性が６０％以上の
アミノ酸配列からなり、かつKAS活性を有する。タンパク質（Ｄ）は、前記タンパク質（
Ｃ）のアミノ酸配列との同一性が６０％以上のアミノ酸配列からなり、かつKAS活性を有
する。
　一般に、酵素タンパク質をコードしているアミノ酸配列は、必ずしも全領域の配列が保
存されていなければ酵素活性を示さないというものではなく、アミノ酸配列が変化しても
酵素活性に影響を与えない領域も存在することが知られている。このような酵素活性に必
須でない領域においては、アミノ酸の欠失、置換、挿入又は付加といった変異が導入され
ても酵素本来の活性を維持することができる。本発明においても、このようにKAS活性が
保持され、かつアミノ酸配列が一部変異したタンパク質を用いることができる。
【００２０】
　前記タンパク質（Ｂ）において、KAS活性の点から、前記タンパク質（Ａ）のアミノ酸
配列との同一性は６５％以上が好ましく、７０％以上がより好ましく、７５％以上がより
好ましく、８０％以上がより好ましく、８５％以上がより好ましく、９０％以上がより好
ましく、９２％以上がより好ましく、９５％以上がより好ましく、９８％以上がより好ま
しく、９９％以上がさらに好ましい。また、前記タンパク質（Ｂ）として、前記タンパク
質（Ａ）のアミノ酸配列に、１又は複数個（例えば１個以上１９０個以下、好ましくは１
個以上１６６個以下、より好ましくは１個以上１４２個以下、より好ましくは１個以上１
１８個以下、より好ましくは１個以上９５個以下、より好ましくは１個以上７１個以下、
より好ましくは１個以上４７個以下、より好ましくは１個以上３８個以下、より好ましく
は１個以上２３個以下、より好ましくは１個以上９個以下、さらに好ましくは１個以上４
個以下）のアミノ酸を欠失、置換、挿入又は付加したタンパク質が挙げられる。
　またタンパク質（Ｂ）として、前記タンパク質（Ａ）のアミノ酸配列と同一性が６０％
以上のアミノ酸配列からなり、KAS活性を有し、かつ葉緑体移行シグナル配列が削除され
ていることが好ましい。後述の実施例で示すように、配列番号１で表されるアミノ酸配列
からなるタンパク質においてＮ末端側の葉緑体移行シグナル配列を削除することで、長鎖
脂肪酸の生産性がさらに向上する。このようなタンパク質（Ｂ）としては、Ｎ末端側のア
ミノ酸配列として、配列番号１の１位～４０位の任意の位置でＮ末端側のアミノ酸が欠失
したアミノ酸配列と、Ｃ末端側のアミノ酸配列として、配列番号１の４１位～４７５位の
アミノ酸配列からなるタンパク質であってもよい。
　またタンパク質（Ｂ）として、前記タンパク質（Ａ）又は（Ｂ）のアミノ酸配列にタン
パク質の輸送や分泌に関与するシグナルペプチドが付加されたアミノ酸配列からなるタン
パク質であってもよい。
【００２１】
　前記タンパク質（Ｃ）は、配列番号１の４１位～４７５位のアミノ酸配列と、そのＮ末
端側に付加したメチオニン残基からなる。なお前記タンパク質（Ｂ）は、タンパク質（Ｃ
）も包含する。タンパク質（Ｃ）では、配列番号１で表されるアミノ酸配列からなるタン
パク質から、Ｎ末端側の葉緑体移行シグナル配列（配列番号１の１位～４０位のアミノ酸
残基）が削除されている。
【００２２】
　前記タンパク質（Ｄ）において、KAS活性の点から、前記タンパク質（Ｃ）のアミノ酸
配列との同一性は６５％以上が好ましく、７０％以上がより好ましく、７５％以上がより
好ましく、８０％以上がより好ましく、８５％以上がより好ましく、９０％以上がより好
ましく、９２％以上がより好ましく、９５％以上がより好ましく、９８％以上がより好ま
しく、９９％以上がさらに好ましい。また、前記タンパク質（Ｄ）として、前記タンパク
質（Ｃ）のアミノ酸配列に、１又は複数個（例えば１個以上１７４個以下、好ましくは１
個以上１５２個以下、より好ましくは１個以上１３０個以下、より好ましくは１個以上１
０８個以下、より好ましくは１個以上８７個以下、より好ましくは１個以上６５個以下、
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より好ましくは１個以上４３個以下、より好ましくは１個以上３４個以下、より好ましく
は１個以上２１個以下、より好ましくは１個以上８個以下、さらに好ましくは１個以上４
個以下）のアミノ酸を欠失、置換、挿入又は付加したタンパク質が挙げられる。
　またタンパク質（Ｄ）として、前記タンパク質（Ｃ）又は（Ｄ）のアミノ酸配列にタン
パク質の輸送や分泌に関与するシグナルペプチドが付加されたアミノ酸配列からなるタン
パク質であってもよい。
【００２３】
　アミノ酸配列に変異を導入する方法としては、例えば、アミノ酸配列をコードする塩基
配列に変異を導入する方法が挙げられる。変異を導入する方法としては、部位特異的な変
異導入法が挙げられる。具体的な部位特異的変異の導入方法としては、SOE-PCR反応を利
用した方法、ＯＤＡ法、Kunkel法等が挙げられる。また、Site-Directed　Mutagenesis　
System　Mutan-SuperExpress　Kmキット（タカラバイオ社）、Transformer　TM　Site-Di
rected　Mutagenesisキット（Clonetech社）、KOD-Plus-Mutagenesis　Kit（東洋紡社）
等の市販のキットを利用することもできる。また、ランダムな遺伝子変異を与えた後、適
当な方法により酵素活性の評価及び遺伝子解析を行うことにより目的遺伝子を取得するこ
ともできる。
【００２４】
　前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）は、通常の化学的手法、遺伝子工学的手法等により得る
ことができる。例えば、ナンノクロロプシス・オキュラータから単離、精製等することで
天然物由来のタンパク質を取得することができる。また、配列番号１に示すアミノ酸配列
情報をもとに人工的に化学合成することで、前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）を得ることが
できる。あるいは、遺伝子組み換え技術により、組換えタンパク質として前記タンパク質
（Ａ）～（Ｄ）を作製してもよい。組換えタンパク質を作製する場合には、後述するβ－
ケトアシル－ＡＣＰシンターゼ遺伝子を用いることができる。
　なお、ナンノクロロプシス・オキュラータ等の藻類は、私的又は公的な研究所等の保存
機関より入手することができる。例えば、ナンノクロロプシス・オキュラータNIES-2145
株は、国立環境研究所（NIES）から入手することができる。
【００２５】
　前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）をコードする遺伝子（以下、「KAS遺伝子」ともいう）
の一例として、下記ＤＮＡ（ａ）～（ｄ）のいずれか１つからなる遺伝子（以下、「NoKA
SII遺伝子」ともいう）が挙げられる。
 
（ａ）配列番号２で表される塩基配列からなるＤＮＡ。
（ｂ）前記ＤＮＡ（ａ）の塩基配列と同一性が６０％以上の塩基配列からなり、かつKAS
活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ。
（ｃ）配列番号４５で表される塩基配列からなるＤＮＡ。
（ｄ）前記ＤＮＡ（ｃ）の塩基配列と同一性が６０％以上の塩基配列からなり、かつKAS
活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ。
 
　配列番号２の塩基配列は、配列番号１のアミノ酸配列からなるタンパク質（ナンノクロ
ロプシス・オキュラータNIES2145株由来のKAS）をコードする遺伝子の塩基配列である。
【００２６】
　前記ＤＮＡ（ｂ）において、KAS活性の点から、前記ＤＮＡ（ａ）の塩基配列との同一
性は６５％以上が好ましく、７０％以上がより好ましく、７５％以上がより好ましく、８
０％以上がより好ましく、８５％以上がより好ましく、９０％以上がより好ましく、９２
％以上がより好ましく、９５％以上がより好ましく、９８％以上がより好ましく、９９％
以上がさらに好ましい。また前記ＤＮＡ（ｂ）として、配列番号２で表される塩基配列に
おいて１又は複数個（例えば１個以上５７１個以下、好ましくは１個以上４９９個以下、
より好ましくは１個以上４２８個以下、好ましくは１個以上３５７個以下、より好ましく
は１個以上２８５個以下、より好ましくは１個以上２１４個以下、より好ましくは１個以
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上１４２個以下、より好ましくは１個以上１１４個以下、より好ましくは１個以上７１個
以下、より好ましくは１個以上２８個以下、さらに好ましくは１個以上１４個以下）の塩
基が欠失、置換、挿入、又は付加されており、かつKAS活性を有する前記タンパク質（Ａ
）又は（Ｂ）をコードするＤＮＡも好ましい。さらに前記ＤＮＡ（ｂ）として、前記ＤＮ
Ａ（ａ）と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズし、かつKAS活性を有する前記タンパク質（Ａ）又は（Ｂ）をコードするＤＮＡも好ま
しい。
　またＤＮＡ（ｂ）として、前記ＤＮＡ（ａ）の塩基配列との同一性が６０％以上の塩基
配列からなり、KAS活性を有する前記タンパク質（Ａ）又は（Ｂ）をコードし、かつ葉緑
体移行シグナル配列をコードする領域の塩基配列が削除されていることが好ましい。後述
の実施例で示すように、配列番号１で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質において
Ｎ末端側の葉緑体移行シグナル配列を削除することで、長鎖脂肪酸の生産性がさらに向上
する。このようなタンパク質をコードするＤＮＡとしては、5’末端側の塩基配列として
、配列番号２の１位～１２０位の任意の位置で5’末端側の塩基が欠失した塩基配列と、3
’末端側の塩基配列として、配列番号２の１２１位～１４２８位の塩基配列からなるＤＮ
Ａであってもよい。
　また前記ＤＮＡ（ｂ）として、前記ＤＮＡ（ａ）又は（ｂ）の塩基配列に、タンパク質
の輸送や分泌に関与するシグナルペプチドをコードする塩基配列が付加された塩基配列か
らなるＤＮＡであってもよい。
【００２７】
　前記ＤＮＡ（ｃ）は、配列番号２の１２１位～１４２８位の塩基配列と、その5’末端
側に付加した開始コドン（ATG）からなり前記タンパク質（Ｃ）（配列番号４４で表され
るアミノ酸配列からなるタンパク質）をコードする。なお前記ＤＮＡ（ｂ）は、ＤＮＡ（
ｃ）も包含する。ＤＮＡ（ｃ）では、配列番号２で表される塩基配列からなるＤＮＡから
、前記葉緑体移行シグナル配列をコードする塩基配列（配列番号２の１位～１２０位の塩
基配列）が削除されている。
【００２８】
　前記ＤＮＡ（ｄ）において、KAS活性の点から、前記ＤＮＡ（ｃ）の塩基配列との同一
性は６５％以上が好ましく、７０％以上がより好ましく、７５％以上がより好ましく、８
０％以上がより好ましく、８５％以上がより好ましく、９０％以上がより好ましく、９２
％以上がより好ましく、９５％以上がより好ましく、９８％以上がより好ましく、９９％
以上がさらに好ましい。また前記ＤＮＡ（ｄ）として、前記ＤＮＡ（ｃ）の塩基配列にお
いて１又は複数個（例えば１個以上５２３個以下、好ましくは１個以上４５７個以下、よ
り好ましくは１個以上３９２個以下、より好ましくは１個以上３２７個以下、より好まし
くは１個以上２６１個以下、より好ましくは１個以上１９６個以下、より好ましくは１個
以上１３０個以下、より好ましくは１個以上１０４個以下、より好ましくは１個以上６５
個以下、より好ましくは１個以上２６個以下、さらに好ましくは１個以上１３個以下）の
塩基が欠失、置換、挿入、又は付加されており、かつKAS活性を有する前記タンパク質（
Ｃ）又は（Ｄ）をコードするＤＮＡも好ましい。さらに前記ＤＮＡ（ｄ）として、前記Ｄ
ＮＡ（ｃ）と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダ
イズし、かつKAS活性を有する前記タンパク質（Ｃ）又は（Ｄ）をコードするＤＮＡも好
ましい。
　また前記ＤＮＡ（ｄ）として、前記ＤＮＡ（ｃ）又は（ｄ）の塩基配列に、タンパク質
の輸送や分泌に関与するシグナルペプチドをコードする塩基配列が付加された塩基配列か
らなるＤＮＡであってもよい。
【００２９】
　前記KAS遺伝子の発現を促進させる方法としては、常法より適宜選択することができる
。例えば、前記KAS遺伝子をシアノバクテリアに導入する方法、前記KAS遺伝子をゲノム上
に有するシアノバクテリアにおいて、当該遺伝子の発現調節領域（プロモーター、ターミ
ネーター等）を改変する方法、などが挙げられる。なかでも、前記KAS遺伝子をシアノバ
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クテリアに導入し、KAS遺伝子の発現を促進させる方法が好ましい。
　以下本明細書において、目的のタンパク質をコードする遺伝子の発現を促進させたもの
を「形質転換体」ともいい、目的のタンパク質をコードする遺伝子の発現を促進させてい
ないものを「宿主」又は「野生株」ともいう。
　本発明で用いる形質転換体は、宿主自体に比べ、長鎖脂肪酸及びこれを構成成分とする
脂質の生産性（長鎖脂肪酸及びこれを構成成分とする脂質の生産量、生産される全脂肪酸
又は脂質に占める長鎖脂肪酸及びこれを構成成分とする脂質の割合）が増加傾向にある。
そしてその結果、当該形質転換体では、脂質中の脂肪酸組成が改変される。そのため、当
該形質転換体を用いた本発明は、特定の炭素原子数の脂質、特に長鎖脂肪酸及びこれを構
成成分とする脂質、好ましくは炭素原子数２０以上の脂肪酸及びこれを構成成分とする脂
質、より好ましくは炭素原子数２０～２４の脂肪酸及びこれを構成成分とする脂質、より
好ましくは炭素原子数２０、２２若しくは２４の脂肪酸及びこれを構成成分とする脂質、
より好ましくは炭素原子数２０、２２若しくは２４の飽和脂肪酸、１価の不飽和脂肪酸、
若しくは２価の不飽和脂肪酸、及びこれを構成成分とする脂質、より好ましくは２０、２
２若しくは２４の飽和脂肪酸若しくは１価の不飽和脂肪酸、及びこれを構成成分とする脂
質、の生産に好適に用いることができる。
　なお、宿主や形質転換体の脂肪酸及び脂質の生産性については、実施例で用いた方法に
より測定することができる。
【００３０】
　前記KAS遺伝子をシアノバクテリアに導入して前記遺伝子の発現を促進させる方法につ
いて説明する。
　前記KAS遺伝子は、通常の遺伝子工学的手法により得ることができる。例えば、配列番
号１に示すアミノ酸配列又は配列番号２に示す塩基配列に基づいて、KAS遺伝子を人工的
に合成できる。KAS遺伝子の合成は、例えば、インビトロジェン社等のサービスを利用す
ることができる。また、ナンノクロロプシス・オキュラータからクローニングによって取
得することもできる。例えば、Molecular　Cloning－A　LABORATORY　MANUAL　THIRD　ED
ITION［Joseph　Sambrook，David　W．Russell，Cold　Spring　Harbor　Laboratory　Pr
ess（2001）］記載の方法等により行うことができる。また、実施例で用いたナンノクロ
ロプシス・オキュラータNIES-2145は、国立環境研究所(NIES)より入手することができる
。
【００３１】
　本発明で好ましく用いることができる形質転換体は、前記KAS遺伝子を常法によりシア
ノバクテリアに導入することで得られる。具体的には、前記KAS遺伝子をシアノバクテリ
アの細胞中で発現させることのできる組換えベクターや遺伝子発現カセットを調製し、こ
れをシアノバクテリアの細胞内に導入して宿主細胞を形質転換させることにより作製でき
る。
【００３２】
　本発明の形質転換体の宿主として用いるシアノバクテリアは、クロロフィルを用いた光
合成を行う原核生物の一群である。
　シアノバクテリアは多様性に富んでおり、細胞の形状のみを見ても、シネコシスティス
・エスピー（Synechocystis　sp．）PCC6803のような単細胞性のもの、ヘテロシストを形
成し窒素固定を行うアナベナ・エスピー（Anabaena　sp．）PCC7120のように多細胞がヒ
モ状に繋がっている糸状性のもの、又はらせん状や分岐状のもの等がある。
　生育環境についても、別府温泉から単離されたサーモシネココッカス・エロンガタス（
Thermosynechococcus　elongatus）BP-1のような好熱性のもの、海洋性で沿岸部に生息す
るシネココッカス・エスピー（Synechococcus　sp．）CC9311、又は外洋に生息するシネ
ココッカス・エスピーWH8102など、様々な条件に適応した種が見られる。
　また、種独自の特徴を持つものとして、ミクロシスティス・エルギノーサ（Microcysti
s　aeruginosa）のように、ガス小胞を持ち毒素を産生することのできるものや、チラコ
イドを持たず集光アンテナであるフィコビリソームが原形質膜に結合しているグロイオバ
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クター・ビオラセウス（Gloeobacter　violaceus）PCC7421、又は一般的な光合成生物の
ようにクロロフィルａでなくクロロフィルｄを主要な（＞９５％）光合成色素として持つ
海洋性のアクリオクロリス・マリナ（Acaryochloris　marina）なども挙げられる。
【００３３】
　シアノバクテリアでは、光合成により固定された二酸化炭素は多数の酵素反応プロセス
を経てアセチル－ＣｏＡへと変換される。脂肪酸合成の最初の段階は、アセチル－ＣｏＡ
カルボキシラーゼの作用による、アセチル－ＣｏＡとＣＯ2からのマロニル－ＣｏＡの合
成である。次に、マロニル－ＣｏＡがマロニルＣｏＡ：ＡＣＰトランスアシラーゼの作用
によってマロニル－ＡＣＰへと変換される。その後、β-ケトアシル-ACPシンターゼの進
行的作用時に、炭素単位２個の連続的付加が起こり、炭素が２個ずつ増加した、アシル－
ＡＣＰが合成され、膜脂質等の合成中間体として利用される。
【００３４】
　本発明の形質転換体の宿主としては、あらゆる種類のシアノバクテリアを用いることが
できる。例えば、シネコシスティス（Synechocystis）属、シネココッカス（Synechococc
us）属、サーモシネココッカス（Thermosynechococcus）属、トリコデスミウム（Trichod
esmium）属、アカリオクロリス（Acaryochloris）属、クロコスファエラ（Crocosphaera
）属、及びアナベナ（Anabaena）属のシアノバクテリアが挙げられる。このうち、シネコ
システィス属、シネココッカス属、サーモシネココッカス属又はアナベナ属のシアノバク
テリアが好ましく、シネコシスティス属又はシネココッカス属のシアノバクテリアがより
好ましい。また本発明で用いる宿主としては、シネコシスティス・エスピーPCC6803、シ
ネコシスティス・エスピーPCC7509、シネコシスティス・エスピーPCC6714、シネココッカ
ス・エロンガタスエスピー（Synechococcus　elongatus　sp．）PCC7942、サーモシネコ
コッカス・エロンガタスBP-1、トリコデスミウム・エリスラエウム（Trichodesmium　ery
thraeum）IMS101、アカリオクロリス・マリアナ（Acaryochloris　mariana）MBIC11017、
クロコスファエラ・ワトソニー（Crocosphaera　watsonii）WH8501、及びアナベナ・エス
ピー（Anabaena　sp．）PCC7120がより好ましく、シネコシスティス・エスピーPCC6803及
びシネココッカス・エロンガタスエスピーPCC7942がより好ましい。
【００３５】
　遺伝子発現用プラスミドベクター又は遺伝子発現カセットの母体となるベクター（プラ
スミド）としては、目的のタンパク質をコードする遺伝子を宿主に導入することができ、
宿主細胞内で当該遺伝子を発現させることができるベクターであればよい。例えば、導入
する宿主の種類に応じたプロモーターやターミネーター等の発現調節領域を有するベクタ
ーであって、複製開始点や選択マーカー等を有するベクターを用いることができる。また
、プラスミド等の染色体外で自立増殖・複製するベクターであってもよいし、染色体内に
組み込まれるベクターであってもよい。
　本発明で好ましく用いることができる発現ベクターとしては、pUC系ベクター（タカラ
バイオ社製）、pBluescript（pBS）　II　SK(-)（Stratagene社製）、pSTV系ベクター（
タカラバイオ社製）、pET系ベクター（タカラバイオ社製）、pGEX系ベクター（GEヘルス
ケア社製）、pCold系ベクター（タカラバイオ社製）、pHY300PLK（タカラバイオ社製）、
pUB110（Mckenzie，T.　et　al.,（1986）,Plasmid　15（2）；p.93-103）、pBR322（タ
カラバイオ社製）、pRS403（ストラタジーン社製）、pMW218/219（ニッポンジーン社製）
、pRI系ベクター（タカラバイオ社製）、pBI系ベクター（クロンテック社製）、及びIN3
系ベクター（インプランタイノベーションズ社製）が挙げられる。このうち、pUC系ベク
ターがより好ましい。
【００３６】
　また、前記発現ベクターに組み込んだ目的のタンパク質をコードする遺伝子の発現を調
整するプロモーターの種類も、使用する宿主の種類に応じて適宜選択することができる。
本発明で好ましく用いることができるプロモーターとしては、lacプロモーター、trpプロ
モーター、tacプロモーター、trcプロモーター、T7プロモーター、SpoVGプロモーター、
イソプロピルβ-D-1-チオガラクトピラノシド（ＩＰＴＧ）の添加によって誘導可能な誘
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導体に関するプロモーター、Rubiscoオペロン（rbc）、PSI反応中心タンパク質（psaAB）
、PSIIのD1タンパク質（psbA）、c-phycocyanin βサブユニット (cpcB)、リボゾームRNA
をコードするrrnAオペロン遺伝子のプロモーターが挙げられる。このうち、trcプロモー
ター及びcpcプロモーターがより好ましい。
　また、目的ＤＮＡ断片が組み込まれたことを確認するための選択マーカーの種類も、使
用する宿主の種類に応じて適宜選択することができる。本発明で好ましく用いることがで
きる選択マーカーとしては、クロラムフェニコール耐性遺伝子、エリスロマイシン耐性遺
伝子、ネオマイシン耐性遺伝子、カナマイシン耐性遺伝子、スペクチノマイシン耐性遺伝
子、及びゲンタマイシン耐性遺伝子等の薬剤耐性遺伝子が挙げられる。さらに、栄養要求
性に関連する遺伝子の欠損等を選択マーカー遺伝子として使用することもできる。
【００３７】
　目的のタンパク質をコードする遺伝子の前記ベクターへの導入は、制限酵素処理やライ
ゲーション等の常法により行うことができる。
　またシアノバクテリアに導入する異種遺伝子は、シアノバクテリアにおけるコドン使用
頻度にあわせてコドンを至適化されることが好ましい。各種生物が使用するコドンの情報
は、Codon　Usage　Database（www.kazusa.or.jp/codon/）から入手可能である。
　形質転換方法は、使用する宿主の種類に応じて常法より適宜選択することができる。形
質転換方法としては、自然形質転換法、エレクトロポレーション法、及び接合法が挙げら
れる。
【００３８】
　シアノバクテリアに導入した前記KAS遺伝子は、相同組換え等によりシアノバクテリア
のゲノム上に組み込まれていることが好ましい。前記KAS遺伝子がゲノム上に組み込まれ
る位置は適宜設定することができる。例えば前記KAS遺伝子は、シアノバクテリアのゲノ
ム上のslr0168領域中又はNS1領域などのニュートラルサイト中に組み込まれていることが
好ましい。
【００３９】
　本発明の形質転換体は、シアノバクテリアが元来有していない長鎖脂肪酸又はこれを構
成成分とする脂質の生産能を有する。そしてその生産性は、前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ
）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子の発現が促進されていない宿主と比較し
て向上している。したがって、本発明の形質転換体を適切な条件で培養し、次いで得られ
た培養物又は生育物から長鎖脂肪酸又はこれを構成成分とする脂質を回収すれば、長鎖脂
肪酸又はこれを構成成分とする脂質を効率のよく製造することができる。ここで「培養物
」とは培養した後の培養液及び形質転換体をいい、「生育物」とは生育した後の形質転換
体をいう。
【００４０】
　本発明の形質転換体の培養は、BG-11培地（J．Gen．Microbiol.，1979，vol．111，p．
1-61）、Ａ培地（Proc．Natl．Acad．Sci．U．S．A．，1980，vol．77，p．6052-6056）
、ＡＡ培地（Plant　Physiol.，1955，vol．30，p．366-372）など、シアノバクテリアの
培養に通常用いられる培地を用いて、液体培養又はその変法により実施することができる
。
　脂質生産のための培養期間としては、十分に菌体が増殖した条件で脂肪酸が高濃度に蓄
積するように行えばよく、例えば、７～４５日間、好ましくは７～３０日間、より好まし
くは１０～１４日間、通気攪拌培養又は振とう培養がすることが好適である。
【００４１】
　培養物又は生育物から脂質を採取する方法としては、常法から適宜選択することができ
る。例えば、前述の培養物又は生育物から、ろ過、遠心分離、細胞の破砕、ゲルろ過クロ
マトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、クロロホルム／メタノール抽出法、ヘ
キサン抽出法、又はエタノール抽出法等により脂質成分を単離、回収することができる。
より大規模な培養を行った場合は、培養物又は生育物より油分を圧搾又は抽出により回収
後、脱ガム、脱酸、脱色、脱蝋、脱臭等の一般的な精製を行い、脂質を得ることができる
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。このように脂質成分を単離した後、単離した脂質を加水分解することで脂肪酸を得るこ
とができる。脂質成分から脂肪酸を単離する方法としては、例えば、アルカリ溶液中で７
０℃程度の高温で処理をする方法、リパーゼ処理をする方法、又は高圧熱水を用いて分解
する方法等が挙げられる。
【００４２】
　本発明の製造方法において製造される脂質は、脂肪酸のグリセリンエステルの一種であ
る極性脂質を含んでなる。極性脂質としては、例えばモノガラクトシルジアシルグリセロ
ール（ＭＧＤＧ）、ジガラクトシルジアシルグリセロール（ＤＧＤＧ）、スルホキノボシ
ルジアシルグリセロール（ＳＱＤＧ）、ホスファチジルグリセロール（ＰＧ）などが挙げ
られる。
　脂質中に含まれる脂肪酸又は脂肪酸エステル化合物は、分散剤等の工業原料への利用の
観点から、長鎖脂肪酸又はその脂肪酸エステル化合物が好ましく、炭素原子数２０以上の
脂肪酸又はその脂肪酸エステル化合物がより好ましく、炭素原子数２０～２４の脂肪酸又
はその脂肪酸エステル化合物がより好ましく、炭素原子数２０、２２若しくは２４の脂肪
酸又はその脂肪酸エステル化合物がより好ましく、炭素原子数２０、２２若しくは２４の
飽和脂肪酸、１価の不飽和脂肪酸、若しくは２価の不飽和脂肪酸、又はその脂肪酸エステ
ル化合物がより好ましく、炭素原子数２０、２２若しくは２４の飽和脂肪酸若しくは１価
の不飽和脂肪酸又はその脂肪酸エステル化合物がより好ましい。
【００４３】
　本発明により得られる脂質は、食用として用いる他、可塑剤、化粧品等の乳化剤、石鹸
や洗剤等の洗浄剤、繊維処理剤、毛髪リンス剤、又は殺菌剤や防腐剤として利用すること
ができる。
【００４４】
　上述した実施形態に関し、本発明はさらに以下の脂質の製造方法、脂質生産性の向上方
法、生産される脂肪酸の組成を改変する方法、形質転換体、及び形質転換体の作製方法を
開示する。
【００４５】
＜１＞下記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子の発
現をシアノバクテリアの細胞内で促進させた形質転換体を培養して脂肪酸又はこれを構成
成分とする脂質を生産させる、脂質の製造方法。
（Ａ）配列番号１で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｂ）前記タンパク質（Ａ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上、好ましくは６５％以
上、より好ましくは７０％以上、より好ましくは７５％以上、より好ましくは８０％以上
、より好ましくは８５％以上、より好ましくは９０％以上、より好ましくは９２％以上、
より好ましくは９５％以上、より好ましくは９８％以上、さらに好ましくは９９％以上、
のアミノ酸配列からなり、かつKAS活性を有するタンパク質。
（Ｃ）配列番号４４で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質。
（Ｄ）前記タンパク質（Ｃ）のアミノ酸配列と同一性が６０％以上、好ましくは６５％以
上、より好ましくは７０％以上、より好ましくは７５％以上、より好ましくは８０％以上
、より好ましくは８５％以上、より好ましくは９０％以上、より好ましくは９２％以上、
より好ましくは９５％以上、より好ましくは９８％以上、さらに好ましくは９９％以上、
のアミノ酸配列からなり、かつKAS活性を有するタンパク質。
【００４６】
＜２＞前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子の発
現をシアノバクテリアの細胞内で促進させ、シアノバクテリアの細胞内で生産される長鎖
脂肪酸又はこれを構成成分とする脂質の生産性を向上させる、脂質生産性の向上方法。
＜３＞前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子の発
現をシアノバクテリアの細胞内で促進させて、シアノバクテリアの細胞内で生産される長
鎖脂肪酸又はこれを構成成分とする脂質の生産性を向上させ、生産される全脂肪酸又は全
脂質中の脂肪酸又は脂質の組成を改変する、脂質の組成の改変方法。
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＜４＞前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子の発
現をシアノバクテリアの細胞内で促進させる、長鎖脂肪酸又はこれを構成成分とする脂質
の生産能をシアノバクテリアに付与する方法。
【００４７】
＜５＞前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子をシ
アノバクテリア、好ましくはシアノバクテリアのゲノム上のニュートラルサイトに導入し
て前記遺伝子の発現を促進させる、前記＜１＞～＜４＞のいずれか１項記載の方法。
＜６＞前記タンパク質（Ｂ）が、前記タンパク質（Ａ）のアミノ酸配列に、１又は複数個
、好ましくは１個以上１９０個以下、より好ましくは１個以上１６６個以下、より好まし
くは１個以上１４２個以下、より好ましくは１個以上１１８個以下、より好ましくは１個
以上９５個以下、より好ましくは１個以上７１個以下、より好ましくは１個以上４７個以
下、より好ましくは１個以上３８個以下、より好ましくは１個以上２３個以下、より好ま
しくは１個以上９個以下、さらに好ましくは１個以上４個以下、のアミノ酸が欠失、置換
、挿入又は付加されたタンパク質である、前記＜１＞～＜５＞のいずれか１項記載の方法
。
＜７＞前記タンパク質（Ｄ）が、前記タンパク質（Ｃ）のアミノ酸配列に、１又は複数個
、好ましくは１個以上１７４個以下、好ましくは１個以上１５２個以下、好ましくは１個
以上１３０個以下、好ましくは１個以上１０８個以下、より好ましくは１個以上８７個以
下、より好ましくは１個以上６５個以下、より好ましくは１個以上４３個以下、より好ま
しくは１個以上３４個以下、より好ましくは１個以上２１個以下、より好ましくは１個以
上８個以下、さらに好ましくは１個以上４個以下、のアミノ酸が欠失、置換、挿入又は付
加されたタンパク質である、前記＜１＞～＜５＞のいずれか１項記載の方法。
＜８＞前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）が、長鎖β－ケトアシル－ＡＣＰ合成活性を有する
KASである、前記＜１＞～＜７＞のいずれか１項記載の方法。
＜９＞前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子が、
下記ＤＮＡ（ａ）～（ｄ）のいずれか１つからなる遺伝子である、前記＜１＞～＜８＞の
いずれか１項に記載の方法。
（ａ）配列番号２で表される塩基配列からなるＤＮＡ。
（ｂ）前記ＤＮＡ（ａ）の塩基配列と同一性が６０％以上、好ましくは６５％以上、より
好ましくは７０％以上、より好ましくは７５％以上、より好ましくは８０％以上、より好
ましくは８５％以上、より好ましくは９０％以上、より好ましくは９２％以上、より好ま
しくは９５％以上、より好ましくは９８％以上、さらに好ましくは９９％以上、の塩基配
列からなり、かつKAS活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ。
（ｃ）配列番号４５で表される塩基配列からなるＤＮＡ。
（ｄ）前記ＤＮＡ（ｃ）の塩基配列と同一性が６０％以上、好ましくは６５％以上、より
好ましくは７０％以上、より好ましくは７５％以上、より好ましくは８０％以上、より好
ましくは８５％以上、より好ましくは９０％以上、より好ましくは９２％以上、より好ま
しくは９５％以上、より好ましくは９８％以上、さらに好ましくは９９％以上、の塩基配
列からなり、かつKAS活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ。
＜１０＞前記ＤＮＡ（ｂ）が、前記ＤＮＡ（ａ）の塩基配列に、１又は複数個、好ましく
は１個以上５７１個以下、好ましくは１個以上４９９個以下、より好ましくは１個以上４
２８個以下、より好ましくは１個以上３５７個以下、より好ましくは１個以上２８５個以
下、より好ましくは１個以上２１４個以下、より好ましくは１個以上１４２個以下、より
好ましくは１個以上１１４個以下、より好ましくは１個以上７１個以下、より好ましくは
１個以上２８個以下、より好ましくは１個以上１４個以下、の塩基が欠失、置換、挿入、
又は付加された塩基配列からなり、かつKAS活性を有する前記タンパク質（Ａ）又は（Ｂ
）をコードするＤＮＡ、又は前記ＤＮＡ（ａ）と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつKAS活性を有する前記タンパク質（Ａ）
又は（Ｂ）をコードするＤＮＡである、前記＜９＞項記載の方法。
＜１１＞前記ＤＮＡ（ｄ）が、前記ＤＮＡ（ｃ）の塩基配列に、１又は複数個、好ましく
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は１個以上５２３個以下、好ましくは１個以上４５７個以下、より好ましくは１個以上３
９２個以下、より好ましくは１個以上３２７個以下、より好ましくは１個以上２６１個以
下、より好ましくは１個以上１９６個以下、より好ましくは１個以上１３０個以下、より
好ましくは１個以上１０４個以下、より好ましくは１個以上６５個以下、より好ましくは
１個以上２６個以下、より好ましくは１個以上１３個以下、の塩基が欠失、置換、挿入、
又は付加された塩基配列からなり、かつKAS活性を有する前記タンパク質（Ｃ）又は（Ｄ
）をコードするＤＮＡ、又は前記ＤＮＡ（ｃ）と相補的な塩基配列からなるＤＮＡとスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつKAS活性を有する前記タンパク質（Ｃ）
又は（Ｄ）をコードするＤＮＡである、前記＜９＞項記載の方法。
＜１２＞前記シアノバクテリアが、シネコシスティス属、シネココッカス属、サーモシネ
ココッカス属、トリコデスミウム属、アカリオクロリス属、クロコスファエラ属、及びア
ナベナ属からなる群より選ばれるシアノバクテリア、好ましくはシネコシスティス属又は
シネココッカス属のシアノバクテリア、である、前記＜１＞～＜１１＞のいずれか１項記
載の方法。
＜１３＞前記脂質が、長鎖脂肪酸又はその脂肪酸エステル化合物、好ましくは炭素原子数
２０以上の脂肪酸又はその脂肪酸エステル化合物、より好ましくは炭素原子数２０～２４
の脂肪酸又はその脂肪酸エステル化合物、より好ましくは炭素原子数２０、２２若しくは
２４の脂肪酸又はその脂肪酸エステル化合物、より好ましくは炭素原子数２０、２２若し
くは２４の飽和脂肪酸、１価の不飽和脂肪酸、若しくは２価の不飽和脂肪酸、又はその脂
肪酸エステル化合物、より好ましくは炭素原子数２０、２２若しくは２４の飽和脂肪酸若
しくは１価の不飽和脂肪酸又はその脂肪酸エステル化合物、を含む、前記＜１＞～＜１２
＞のいずれか１項記載の方法。
＜１４＞BG-11培地を用いて前記シアノバクテリアを培養する、前記＜１＞～＜１３＞の
いずれか１項記載の方法。
【００４８】
＜１５＞前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子の
発現をシアノバクテリアの細胞内で促進させた形質転換体。
＜１６＞前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子、
又は当該遺伝子を含有する組換えベクターをシアノバクテリアに導入してなる、形質転換
体。
＜１７＞前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子、
又は当該遺伝子を含有する組換えベクターをシアノバクテリアに導入する、形質転換体の
作製方法。
＜１８＞前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）がそれぞれ、前記＜６＞又は＜７＞項で規定する
タンパク質である、前記＜１５＞～＜１７＞のいずれか１項記載の形質転換体又はその作
製方法。
＜１９＞前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子が
、前記ＤＮＡ（ａ）～（ｄ）のいずれか１つからなる遺伝子である、前記＜１５＞～＜１
８＞のいずれか１項記載の形質転換体又はその作製方法。
＜２０＞前記ＤＮＡ（ｂ）及び（ｄ）がそれぞれ、前記＜１０＞又は＜１１＞項で規定す
るＤＮＡである、前記＜１９＞項に記載の形質転換体又はその作製方法。
＜２１＞前記シアノバクテリアが、シネコシスティス属、シネココッカス属、サーモシネ
ココッカス属、トリコデスミウム属、アカリオクロリス属、クロコスファエラ属、及びア
ナベナ属からなる群より選ばれるシアノバクテリア、好ましくはシネコシスティス属又は
シネココッカス属のシアノバクテリア、である、前記＜１５＞～＜２０＞のいずれか１項
記載の形質転換体又はその作製方法。
【００４９】
＜２２＞脂質を製造するための、前記＜１５＞～＜２１＞のいずれか１項記載の形質転換
体、又は形質転換体の作製方法により得られた形質転換体の使用。
＜２３＞前記脂質が、長鎖脂肪酸又はその脂肪酸エステル化合物、好ましくは炭素原子数
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２０以上の脂肪酸又はその脂肪酸エステル化合物、より好ましくは炭素原子数２０～２４
の脂肪酸又はその脂肪酸エステル化合物、より好ましくは炭素原子数２０、２２若しくは
２４の脂肪酸又はその脂肪酸エステル化合物、より好ましくは炭素原子数２０、２２若し
くは２４の飽和脂肪酸、１価の不飽和脂肪酸、若しくは２価の不飽和脂肪酸、又はその脂
肪酸エステル化合物、より好ましくは炭素原子数２０、２２若しくは２４の飽和脂肪酸若
しくは１価の不飽和脂肪酸又はその脂肪酸エステル化合物、を含む、前記＜２２＞項記載
の使用。
【実施例】
【００５０】
　以下、本発明を実施例に基づき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。ここで、本実施例で用いるプライマーの塩基配列を表１及び２に示す。
【００５１】
【表１】

【００５２】
【表２】

【００５３】
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作製例１　NoKASII遺伝子をシアノバクテリアに導入してなる形質転換体の作製
（１）カナマイシン耐性遺伝子発現用プラスミドの構築
　シネコシスティス・エスピーPCC6803株の野生株のゲノムDNAを鋳型として、表１記載の
プライマーpUC118/slr0168up-F（配列番号３）及びプライマーKmr/slr0168up-R（配列番
号４）を用い、ニュートラルサイトslr0168領域の上流断片（slr0168up断片：配列番号５
）を増幅した。また、前記ゲノムDNAを鋳型として、表１記載のプライマーKmr/slr0168do
wn-F（配列番号６）とプライマーpUC118/slr0168down-R（配列番号７）のプライマーセッ
トを用いて、ニュートラルサイトslr0168領域の下流断片（slr0168down断片：配列番号８
）を増幅した。
　さらに、pJH1プラスミド（Trieu-Cuot　P　et　al.，Gene，1983，vol．23，p．331-34
1）を鋳型として、表１記載のプライマーKmr-F（配列番号９）及びKmr-R（配列番号１０
）を用いてPCRを行い、カナマイシン耐性マーカー遺伝子断片（Kmr断片：配列番号１１）
を増幅した。
【００５４】
　前述の、slr0168up断片、slr0168down断片、及びKmr断片をpUC118プラスミド（タカラ
バイオ社製）のHincIIサイトにIn-Fusion（登録商標）PCRクローニング法（Clontech）を
用いて挿入し、pUC118-slr0168::Kmプラスミドを取得した。
【００５５】
（２）NoKASII遺伝子発現用プラスミドの構築
　前記pUC118-slr0168::Kmプラスミドを鋳型とし、表１記載のプライマーKmr-F（配列番
号９）及びプライマーslr0168up-R（配列番号１２）を用いてPCRを行い、pUC118-slr0168
::Kmプラスミドを線状化した。
　次に、シネコシスティス・エスピーPCC6803株の野生株のゲノムDNAより、表１記載のプ
ライマーslr0168up/Pcpc560-F（配列番号１３）及びプライマーPcpc560-R（配列番号１４
）を用い、高発現cpc560プロモーター断片（Jie Z et al., Scientific Reports, 2014, 
vol. 4, p. 4500、Pcpc560断片：配列番号１５）を増幅した。
　また、シネコシスティス・エスピーPCC6803株の野生型ゲノムDNAより、表１記載のプラ
イマーTrbc-F（配列番号１６）及びKm/Trbc-R（配列番号１７）を用いてPCRを行い、rbc
遺伝子のターミネーター領域（Trbc断片：配列番号１８）を増幅した。
　さらに、ナンノクロロプシス・オキュラータNIES-2145株より作製したcDNAライブラリ
ーを鋳型として、表１記載のプライマーPcpc560/NoKASII-F（配列番号１９）及びプライ
マーTrbc/NoKASII-R（配列番号２０）を用いてPCRを行い、NoKASII断片（配列番号２）を
増幅した。
【００５６】
　前述の線状化したpUC118-slr0168::Kmプラスミド、Pcpc560断片、Trbc断片、及びNoKAS
II断片を混合し、In-Fusion（登録商標）PCRクローニング法（Clontech）を用いることで
、シネコシスティス・エスピーPCC6803株由来のニュートラルサイトslr0168領域中にcpc5
60プロモーター、NoKASII遺伝子、rbcターミネーター、及びカナマイシン耐性遺伝子カセ
ットがこの順で挿入された、pUC118-slr0168::Pcpc560-NoKASII-Trbc-Kmプラスミドを得
た。
【００５７】
（３）NoKASII遺伝子発現用プラスミドを用いたシアノバクテリアの形質転換
　得られたpUC118-slr0168::Pcpc560-NoKASII-Trbc-Kmプラスミドを用いて、自然形質転
換法によりシネコシスティス・エスピーPCC6803株を形質転換し、カナマイシン耐性によ
り選抜した。このようにして、シネコシスティス・エスピーPCC6803株のゲノム上のslr01
68領域中に、NoKASII遺伝子発現コンストラクトを導入したΔslr0168::NoKASII株を取得
した。
【００５８】
作製例２　葉緑体移行シグナルを削除したNoKASII遺伝子をシアノバクテリアに導入して
なる形質転換体の作製
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　ナンノクロロプシス・オキュラータNIES-2145株より作製したcDNAライブラリーを鋳型
として、表１記載のプライマーPcpc560/NoKASII(-40)-F（配列番号２１）及びプライマー
Trbc/NoKASII-R（配列番号２０）を用いてPCRを行い、葉緑体移行シグナルを削除したNoK
ASII遺伝子断片（NoKASII(-40)断片、配列番号２の１２１位～１４２８位の塩基配列の5'
末端側に開始コドン（ATG）を付加した塩基配列（配列番号４５で表される塩基配列））
を増幅した。
　NoKASII断片に代えてNoKASII(-40)断片を用いた以外は作製例１と同様にして、シネコ
システィス・エスピーPCC6803株由来のニュートラルサイトslr0168領域中にcpc560プロモ
ーター、NoKASII(-40)断片、rbcターミネーター、及びカナマイシン耐性遺伝子カセット
がこの順で挿入された、pUC118-slr0168::Pcpc560-NoKASII(-40)-Trbc-Kmプラスミドを得
た。
　そして、pUC118-slr0168::Pcpc560-NoKASII-Trbc-Kmプラスミドに代えてpUC118-slr016
8::Pcpc560-NoKASII(-40)-Trbc-Kmプラスミドを用いた以外は作製例１と同様にして、シ
ネコシスティス・エスピーPCC6803株を形質転換し、Δslr0168::NoKASII(-40)株を取得し
た。
【００５９】
作製例３　シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）由来のKASII遺伝子をシアノバクテ
リアに導入してなる形質転換体の作製
　シロイヌナズナより作製したcDNAライブラリーを鋳型として、表１記載のプライマーPc
pc560/AtKASII-F（配列番号２２）及びプライマーTrbc/AtKASII-R（配列番号２３）を用
いてPCRを行い、シロイヌナズナ由来のKASII（配列番号４２）をコードするKASII遺伝子
断片（AtKASII断片、NCBI Gene ID 843835、配列番号２４）を増幅した。
　NoKASII断片に代えてAtKASII断片を用いた以外は作製例１と同様にして、シネコシステ
ィス・エスピーPCC6803株由来のニュートラルサイトslr0168領域中にcpc560プロモーター
、AtKASII遺伝子、rbcターミネーター、及びカナマイシン耐性遺伝子カセットがこの順で
挿入された、pUC118-slr0168::Pcpc560-AtKASII-Trbc-Kmプラスミドを得た。
　そして、pUC118-slr0168::Pcpc560-NoKASII-Trbc-Kmプラスミドに代えてpUC118-slr016
8::Pcpc560-AtKASII-Trbc-Kmプラスミドを用いた以外は作製例１と同様にして、シネコシ
スティス・エスピーPCC6803株を形質転換し、Δslr0168::AtKASII株を取得した。
【００６０】
試験例１　脂質の製造
　下記表３に示す組成のBG-11培地10mLを加えた20mL三角フラスコ中で、作製例１～３で
作製した形質転換体、並びにシネコシスティス・エスピーPCC6803株（野生株）を10日間
培養した。培養は一定の照明下（60μE・m-2・sec-1）、30℃にてロータリーシェーカー
（120rpm）を用いて行い、初発菌体濃度をOD730＝0.4に設定した。なお形質転換体を培養
するBG-11培地には、カナマイシンを25μg/mLの濃度となるよう添加した。
【００６１】
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【表３】

【００６２】
　培養終了後、培養液5mLをガラス試験管に分取し、3000rpmで遠心することにより集菌し
た。上清を除去した沈殿を蒸留水0.5mLに懸濁し、内部標準として内部標準としてメタノ
ールに溶解した7-ペンタデカノン（1mg/mL）50μLを添加した。これに、クロロホルム0.5
mL、メタノール1mLを加えて攪拌し、さらに30分静置した。その後、クロロホルム0.5mL、
1.5%KCl溶液0.5mLを加えて攪拌した。3000rpm、室温で15分遠心した後、有機層（下層）
をパスツールピペットでふた付き試験管に回収し、窒素ガスで乾固した。
　乾固した脂質画分に0.5N　KOHメタノール溶液0.7mLを加えて攪拌し、80℃で30分間恒温
した。さらに、3フッ化ホウ素メタノール溶液1mLを加え、80℃で10分間メチルエステル化
反応を行った。この反応液に、ヘキサン0.5mL及び飽和食塩水1mLを加えて攪拌し、室温に
て10分間静置した後、上層のヘキサン層を回収して脂肪酸メチルエステルを得た。
【００６３】
　下記に示す測定条件下で、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解
析に供した。
（解析条件）
分析装置：7890A GC system（Agilent）
キャピラリーカラム：DB-WAX 20m×100μm×0.10μm（J&W Scientific)
移動相：高純度ヘリウム
カラム内流量：0.3mL/分
昇温プログラム：100℃（1分）→12.5℃/分(200℃まで)→5℃/分(250℃まで)→250℃（9
分）
平衡化時間：0.5分
注入口：スプリット注入（スプリット比：50:1）
圧力：57.308psi
注入量：5μL
洗浄バイアル：メタノール・クロロホルム
検出器温度：350℃
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【００６４】
　脂肪酸メチルエステルの同定は、同サンプルを同条件でガスクロマトグラフ質量分析解
析に供することにより行った。
　ガスクロマトグラフィー解析により得られた波形データのピーク面積より、各形質転換
体の総脂肪酸量に占める、各種脂肪酸量の割合(%)を算出した。その結果を表４に示す。
表４の結果は、同条件で行った３連の培養実験の平均値と標準偏差を示している。
【００６５】
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【表４】

【００６６】
　表４に示すように、シネコシスティス・エスピーPCC6803株は炭素原子数１８以下の脂
肪酸の生産能は有するが、炭素原子数２０以上の長鎖脂肪酸の生産能は有さない。
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　これに対し、表４に示すように、ナンノクロロプシス・オキュラータ由来のNoKASII遺
伝子を導入することで、シネコシスティス・エスピーPCC6803株は炭素原子数２０以上の
長鎖脂肪酸の生産能を獲得する。特に、葉緑体移行シグナルを削除したNoKASII遺伝子を
シアノバクテリアに導入してなる形質転換体では、炭素原子数２０以上の長鎖脂肪酸の生
産量がより増加した。
　一方、シネコシスティス・エスピーPCC6803株にシロイヌナズナ由来のAtKASII遺伝子を
導入しても、炭素原子数２０以上の長鎖脂肪酸の産生を検知することができなかった。
【００６７】
作製例４　NoKASII遺伝子をシアノバクテリアに導入してなる形質転換体の作製
（１）カナマイシン耐性遺伝子発現用プラスミドの構築
　シネココッカス・エロンガタスエスピーPCC7942の野生株のゲノムDNAを鋳型として、表
２記載のプライマーpUC118/NS1up-F（配列番号２５）とプライマーKmr/NS1up-R（配列番
号２６）のプライマーセットを用いて、ニュートラルサイトNS1領域の上流断片（NS1up断
片：配列番号２７）を増幅した。また、前記ゲノムDNAを鋳型として、表２記載のプライ
マーKmr/NS1down-F（配列番号２８）とプライマーpUC118/NS1down-R（配列番号２９）の
プライマーセットを用いて、ニュートラルサイトNS1領域の下流断片（NS1down断片：配列
番号３０）を増幅した。
【００６８】
　前述のNS1up断片及びNS1down断片、並びに作製例１と同様に作製したKmr断片をpUC118
プラスミド（タカラバイオ社製）のHincIIサイト間にIn-Fusion（登録商標）PCRクローニ
ング法（Clontech）を用いて挿入し、pUC118-NS1::Kmプラスミドを取得した。
【００６９】
（２）NoKASII遺伝子発現用プラスミドの構築
　前記pUC118-NS1::Kmプラスミドを鋳型とし、表１記載のプライマーKmr-R（配列番号１
０）及び表２記載のプライマーNS1down-F（配列番号３１）を用いてPCRを行い、pUC118-N
S1::Kmプラスミドを線状化した。
　次に、pTrc99Aクローニングベクター（NCBI Accession number M22744）の配列より人
工合成したtrcプロモーター配列を鋳型に、表２記載のプライマーKmr/Ptrc-F（配列番号
３２）及びプライマーPtrc-R（配列番号３３）を用いてPCRを行い、Ptrc断片（配列番号
３４）を増幅した。
　また、シネコシスティス・エスピーPCC6803株の野生型ゲノムDNAより、表１記載のプラ
イマーTrbc-F（配列番号１６）及びNS1down/Trbc-R（配列番号３５）を用いてPCRを行い
、Trbc断片（配列番号１８）を増幅した。
　さらに、ナンノクロロプシス・オキュラータNIES-2145株より作製したcDNAライブラリ
ーを鋳型として、表２記載のプライマーPtrc/NoKASII-F（配列番号３６）及びプライマー
Trbc/NoKASII-R（配列番号２０）を用いてPCRを行い、NoKASII断片（配列番号２）を増幅
した。
【００７０】
　前述の線状化したpUC118-NS1::Kmプラスミド、Ptrc断片、Trbc断片、及びNoKASII断片
を混合し、In-Fusion（登録商標）PCRクローニング法（Clontech）を用いることでシネコ
コッカス・エロンガタスエスピーPCC7942由来のニュートラルサイトNS1領域中にカナマイ
シン耐性遺伝子カセット、trcプロモーター領域、NoKASII遺伝子、及びrbcターミネータ
ーがこの順で挿入された、pUC118-NS1::Km-Ptrc-NoKASII-Trbcプラスミドを得た。
【００７１】
（３）NoKASII遺伝子発現用プラスミドを用いたシアノバクテリアの形質転換
　得られたpUC118-NS1::Km-Ptrc-NoKASII-Trbcプラスミドを用いて、自然形質転換法によ
りシネココッカス・エロンガタスエスピーPCC7942株を形質転換し、カナマイシン耐性に
より選抜した。このようにして、シネココッカス・エロンガタスエスピーPCC7942株のゲ
ノム上のNS1領域中に、NoKASII遺伝子発現コンストラクトを導入したΔNS1::NoKASII株を
取得した。
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【００７２】
作製例５　葉緑体移行シグナルを削除したNoKASII遺伝子をシアノバクテリアに導入して
なる形質転換体の作製
　ナンノクロロプシス・オキュラータNIES-2145株より作製したcDNAライブラリーを鋳型
として、表２記載のプライマーPtrc/NoKASII(-40)-F（配列番号３７）及びプライマーTrb
c/NoKASII-R（配列番号２０）を用いてPCRを行い、葉緑体移行シグナルを削除したNoKASI
I遺伝子断片（NoKASII(-40)断片、配列番号２の１２１位～１４２８位の塩基配列の5'末
端側に開始コドン（ATG）を付加した塩基配列（配列番号４５で表される塩基配列））を
増幅した。
　NoKASII断片に代えてNoKASII(-40)断片を用いた以外は作製例４と同様にして、シネコ
コッカス・エロンガタスエスピーPCC7942由来のニュートラルサイトNS1領域中にカナマイ
シン耐性遺伝子カセット、trcプロモーター領域、NoKASII(-40)断片、及びrbcターミネー
ターがこの順で挿入された、pUC118-NS1::Km-Ptrc-NoKASII(-40)-Trbcプラスミドを得た
。
　そして、pUC118-NS1::Km-Ptrc-NoKASII-Trbcプラスミドに代えてpUC118-NS1::Km-Ptrc-
NoKASII(-40)-Trbcプラスミドを用いた以外は作製例４と同様にして、シネココッカス・
エロンガタスエスピーPCC7942株を形質転換し、ΔNS1::NoKASII(-40)株を取得した。
【００７３】
作製例６　シロイヌナズナ由来のKASII遺伝子をシアノバクテリアに導入してなる形質転
換体の作製
　シロイヌナズナより作製したcDNAライブラリーを鋳型として、表２記載のプライマーPt
rc/AtKASII-F（配列番号３８）及び表１に記載のプライマーTrbc/AtKASII-R（配列番号２
３）を用いてPCRを行い、シロイヌナズナ由来のKASII（配列番号４２）をコードするKASI
I遺伝子断片（AtKASII断片、NCBI Gene ID 843835、配列番号２４）を増幅した。
　NoKASII断片に代えてAtKASII断片を用いた以外は作製例５と同様にして、シネココッカ
ス・エロンガタスエスピーPCC7942由来のニュートラルサイトNS1領域中にカナマイシン耐
性遺伝子カセット、trcプロモーター領域、AtKASII遺伝子、及びrbcターミネーターがこ
の順で挿入された、pUC118-NS1::Km-Ptrc-AtKASII-Trbcプラスミドを得た。
　そして、pUC118-NS1::Km-Ptrc-NoKASII-Trbcプラスミドに代えてpUC118-NS1::Km-Ptrc-
AtKASII-Trbcプラスミドを用いた以外は作製例４と同様にして、シネココッカス・エロン
ガタスエスピーPCC7942株を形質転換し、ΔNS1::AtKASII株を取得した。
【００７４】
作製例７　大腸菌由来のKASII遺伝子をシアノバクテリアに導入してなる形質転換体の作
製
　大腸菌K12株より抽出したゲノムDNAを鋳型として、表２記載のプライマーPtrc/EcKASII
-F（配列番号３９）及びプライマーTrbc/EcKASII-R（配列番号４０）を用いてPCRを行い
、大腸菌由来のKASII（配列番号４３）をコードするKASII遺伝子断片（EcKASII断片、Eco
Gene Accession Number EG12606：配列番号４１）を増幅した。
　NoKASII断片に代えてEcKASII断片を用いた以外は作製例５と同様にして、シネココッカ
ス・エロンガタスエスピーPCC7942由来のニュートラルサイトNS1領域中にカナマイシン耐
性遺伝子カセット、trcプロモーター領域、EcKASII遺伝子、及びrbcターミネーターがこ
の順で挿入された、pUC118-NS1::Km-Ptrc-EcKASII-Trbcプラスミドを得た。
　そして、pUC118-NS1::Km-Ptrc-NoKASII-Trbcプラスミドに代えてpUC118-NS1::Km-Ptrc-
EcKASII-Trbcプラスミドを用いた以外は作製例４と同様にして、シネココッカス・エロン
ガタスエスピーPCC7942株を形質転換し、ΔNS1::EcKASII株を取得した。
【００７５】
試験例２　脂質の製造
　作製例４～７で作製した形質転換体、並びにシネココッカス・エロンガタスエスピーPC
C7942株（野生株）について、試験例１と同様の条件下で培養し、脂質の製造を行った。
　培養終了後、試験例１と同様に、総脂肪酸量に占める各種脂肪酸量の割合(%)の算出を
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行った。その結果を表５に示す。
【００７６】
【表５】

【００７７】
　表５に示すように、シネココッカス・エロンガタスエスピーPCC7942株は炭素原子数１
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い。
　これに対し、表５に示すように、ナンノクロロプシス・オキュラータ由来のNoKASII遺
伝子を導入することで、シネココッカス・エロンガタスエスピーPCC7942株は炭素原子数
２０の長鎖脂肪酸の生産能を獲得する。特に、葉緑体移行シグナルを欠失して削除したNo
KASII遺伝子をシアノバクテリアに導入してなる形質転換体では、炭素原子数２０の長鎖
脂肪酸の生産量がより増加し、炭素原子数２２以上の長鎖脂肪酸の生産能も獲得した。
　一方、シネココッカス・エロンガタスエスピーPCC7942株にシロイヌナズナ由来のAtKAS
II遺伝子や大腸菌由来のEcKASII遺伝子を導入しても、炭素原子数２０以上の長鎖脂肪酸
の産生を検知することができなかった。
【００７８】
　上記のように、前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする
遺伝子の発現をシアノバクテリアの細胞内で促進させることで、シアノバクテリアは、炭
素原子数２０以上の長鎖脂肪酸の生産能を獲得する。そして、前記遺伝子の発現が促進さ
れていない宿主と比較して、長鎖脂肪酸及びこれを構成成分とする脂質の生産量が増加傾
向にある。
　よって、前記タンパク質（Ａ）～（Ｄ）の少なくともいずれか１つをコードする遺伝子
の発現を促進させることで、長鎖脂肪酸の生産性を獲得又は向上させた形質転換体を作製
することができる。そしてこの形質転換体を培養することで、長鎖脂肪酸又はこれを構成
成分とする脂質の生産性を向上させることができる。
【００７９】
　試験例
　遺伝情報処理ソフトウェアGenetyx-Winのホモロジー解析（Search　homology）プログ
ラムを用いて、NoKASIIのアミノ酸配列に対する、シロイヌナズナ由来のKASII（AtKASII
）及び大腸菌由来のKASII（EcKASII）のアミノ酸配列の同一性を算出した。その結果、No
KASIIのアミノ酸配列（配列番号１）に対する、AtKASIIのアミノ酸配列（配列番号４２）
の同一性は３９％であった。また、NoKASIIのアミノ酸配列（配列番号１）に対する、EcK
ASIIのアミノ酸配列（配列番号４３）の同一性は４４％であった。
　さらに、NoKASII遺伝子の塩基配列に対する、AtKASII遺伝子及びEcKASII遺伝子の塩基
配列の同一性を算出した。その結果、NoKASII遺伝子の塩基配列（配列番号２）に対する
、AtKASII遺伝子の塩基配列（配列番号２４）の同一性は４９％であった。また、NoKASII
遺伝子の塩基配列（配列番号２）に対する、EcKASII遺伝子の塩基配列（配列番号４１）
の同一性は５２％であった。
【配列表】
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