
(57)【要約】
【課題】　特定の遺伝子の発現を抑制し、モルティエレラ属に属する脂質生産菌の育種を
有効かつ効率的に行うことができる育種方法およびその利用を提供する。
【解決手段】　モルティエレラ（ Mortierella）属に属する脂質生産菌の育種方法であっ
て、上記脂質生産菌における特定の遺伝子の発現を抑制する発現抑制工程を含む脂質生産
菌の育種方法によれば、モルティエレラ属に属する脂質生産菌を効率的かつ有効に育種す
ることができる。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 モ ル テ ィ エ レ ラ （ Mortierella） 属 に 属 す る 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 で あ っ て 、
　 上 記 脂 質 生 産 菌 に お け る 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 発 現 抑 制 工 程 を 含 む こ と を 特 徴
と す る 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 上 記 発 現 抑 制 工 程 は 、 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 に よ り 抑 制 す る Ｒ Ｎ Ａ ｉ 工 程 を
含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 上 記 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 工 程 は 、 上 記 脂 質 生 産 菌 に 、 上 記 特 定 の 遺 伝 子 が 有 す る 塩 基 配 列 の 全 体 ま
た は 一 部 に 対 応 す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る 形 質 転 換 工 程
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 上 記 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 工 程 は 、 さ ら に 、 上 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る 発 現 ベ ク タ ー 構 築 工
程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 上 記 形 質 転 換 工 程 で は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 ま た は パ ー テ ィ ク ル デ リ バ リ ー 法
が 用 い ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ま た は ４ に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 上 記 脂 質 生 産 菌 は 、 モ ル テ ィ エ レ ラ 　 ア ル ピ ナ （ Mortierella alpina） で あ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 上 記 特 定 の 遺 伝 子 は 、 脂 質 代 謝 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 上 記 脂 質 代 謝 遺 伝 子 は 、 脂 肪 酸 代 謝 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ に 記 載 の 脂
質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 上 記 脂 肪 酸 代 謝 遺 伝 子 は 、 脂 肪 酸 鎖 長 延 長 酵 素 ま た は 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 を コ ー ド す る
遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 上 記 脂 肪 酸 鎖 長 延 長 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 Ｇ Ｌ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 ま た は Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺
伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 上 記 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 Δ ５ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 、 Δ ６ 脂 肪 酸
不 飽 和 化 酵 素 、 Δ ８ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 、 Δ ９ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 、 Δ １ ２ 脂 肪 酸 不 飽 和
化 酵 素 、 Δ １ ５ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 、 Δ １ ７ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 、 ω ３ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵
素 か ら 選 ば れ る １ つ の 酵 素 を コ ー ド 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ に 記 載 の 脂 質
生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 を 実 施 す る た め の 育 種 キ
ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 上 記 育 種 キ ッ ト は 、 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｄ ） の う ち 、 少 な く と も １ つ の 物 質 を 含 む こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 育 種 キ ッ ト 。
（ ａ ） 上 記 特 定 の 遺 伝 子 が 有 す る 塩 基 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 に 相 当 す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 発
現 す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 。
（ ｂ ） （ ａ ） の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る た め の 試 薬 類 。
（ ｃ ） （ ａ ） の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 脂 質 生 産 菌 に 導 入 す る た め の 試 薬 類 。
（ ｄ ） 脂 質 生 産 菌 及 び ／ 又 は （ ａ ） の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 形 質 転 換 株 を 培 養
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す る た め の 試 薬 類 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 ま た は 育 種 キ ッ ト に よ っ
て 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 脂 質 生 産 菌 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 か ら Ｐ Ｕ Ｆ Ａ 含 有 脂 質 を 生 産 す る こ と を 特 徴 と す る 脂 質
の 生 産 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 お よ び そ の 利 用 に 関 す る も の で あ り 、 特 に 、 モ ル テ ィ
エ レ ラ （ Mortierella） 属 に 属 す る 脂 質 生 産 菌 に お い て 、 形 質 転 換 に よ る 遺 伝 子 発 現 抑 制
を 行 い 、 脂 質 生 産 菌 を 育 種 す る 方 法 お よ び そ の 利 用 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 従 来 、 微 生 物 の 代 謝 に よ り 有 用 な 化 合 物 を 生 産 さ せ る 技 術 （ 広 義 の 醗 酵 技 術 ） が 開 発 、
実 用 化 さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 代 謝 に よ っ て 脂 質 を 大 量 に 生 産 す る 能 力 を 有 す
る 脂 質 生 産 菌 を 挙 げ る こ と が で き る 。 代 表 的 な 脂 質 生 産 菌 と し て は 、 Mortierella alpina
（ モ ル テ ィ エ レ ラ 　 ア ル ピ ナ ） 等 の モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ
ら モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 は 、 ア ラ キ ド ン 酸 を は じ め と す る 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 （ Ｐ Ｕ Ｆ Ａ
） を 生 産 す る こ と が 知 ら れ て お り 、 工 業 的 に 特 に 有 用 な 菌 類 で あ る （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １
参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 と こ ろ で 、 上 記 脂 質 生 産 菌 等 の 微 生 物 も 含 め て 各 種 有 用 生 物 に お い て は 、 育 種 、 す な わ
ち 有 用 生 物 の 遺 伝 的 性 質 を よ り 望 ま し い 性 質 に 改 良 す る （ 品 種 改 良 す る ） こ と が な さ れ て
い る 。 特 に 醗 酵 技 術 で は 、 微 生 物 に よ る 化 合 物 の 生 産 効 率 を 向 上 し 、 当 該 化 合 物 の 製 造 コ
ス ト を 低 減 す る 等 の 観 点 か ら 、 育 種 は 非 常 に 重 要 な も の と な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 育 種 方 法 は 、 基 本 的 に は 、 遺 伝 的 変 異 を 含 む 集 団 を 作 出 す る 工 程 （ 便 宜 上 、 集 団 作 出 工
程 と 称 す る ） と 、 当 該 集 団 か ら 望 ま し い 性 質 を 示 す 品 種 を 選 抜 す る 工 程 （ 便 宜 上 、 選 抜 工
程 と 称 す る ） と か ら な っ て い る 。 集 団 作 出 工 程 も 選 抜 工 程 も 育 種 し よ う と す る 有 用 生 物 の
種 類 に 応 じ て 様 々 な 方 法 を 用 い る こ と が で き る が 、 上 記 脂 質 生 産 菌 等 の 微 生 物 で は 、 集 団
作 出 工 程 に お い て 、 主 と し て （ １ ） 変 異 処 理 に よ る 方 法 と （ ２ ） 形 質 転 換 に よ る 方 法 と が
利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 （ １ ） 変 異 処 理 に よ る 方 法
　 変 異 処 理 に よ り 集 団 作 出 工 程 を 行 う 場 合 、 様 々 な 手 法 で 微 生 物 に 突 然 変 異 を 生 じ さ せ て
集 団 を 作 出 す る が 、 突 然 変 異 そ の も の は 無 作 為 に 多 く の 種 類 が 生 じ る こ と に な る 。 そ の た
め 、 そ の 後 の 選 抜 工 程 に て 、 目 的 の 形 質 を 示 す 品 種 （ 株 ） を 取 得 で き た と し て も 、 目 的 の
形 質 に 関 わ る 遺 伝 子 以 外 の 他 の 遺 伝 子 に 予 想 外 の 損 傷 が 生 じ て い る 可 能 性 が 否 め な い 。 例
え ば 、 上 記 脂 質 生 産 菌 の 場 合 で は 、 生 産 さ れ る 脂 質 の 種 類 に 変 化 が 生 じ て も 、 増 殖 や 胞 子
形 成 能 な ど が 悪 く な る こ と 等 が あ り 得 る 。 し た が っ て 、 変 異 処 理 に よ る 集 団 作 出 工 程 で は
、 必 ず し も 生 産 性 の よ い 株 を 得 る こ と が で き る と は 限 ら な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 さ ら に 、 こ の 方 法 で は 、 上 記 の よ う に 、 得 ら れ る 集 団 を 形 成 す る 個 体 に は 、 無 作 為 に 多
く の 種 類 の 突 然 変 異 が 生 じ て い る こ と に な る 。 そ れ ゆ え 、 そ の 後 の 選 抜 工 程 に お い て 、 目
的 の 性 質 を 示 す 突 然 変 異 体 （ 株 ） を 得 る た め に 、 適 切 な 選 抜 方 法 （ ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ）
が な い 場 合 に は 、 上 記 集 団 を 形 成 す る 個 体 全 て に つ い て 突 然 変 異 の 種 類 を 調 べ る 必 要 が あ
り 、 膨 大 な 労 力 を 必 要 と す る 。

10

20

30

40

50

(3) JP 2005-287403 A 2005.10.20



【 ０ ０ ０ ７ 】
　 （ ２ ） 形 質 転 換 に よ る 方 法
　 こ れ に 対 し て 、 形 質 転 換 に よ り 集 団 作 出 工 程 を 行 う 場 合 、 育 種 し よ う と す る 有 用 生 物 を
宿 主 と し て 、 目 的 の 性 質 を 獲 得 す る た め に 必 要 な Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 導 入 （ 形 質 転 換 ） す る こ と
に よ り 形 質 転 換 体 の 集 団 を 得 る 。 す な わ ち 、 目 的 に 合 わ せ た 特 定 の 遺 伝 子 の み を 発 現 制 御
し た 集 団 を 作 出 す る こ と に な る 。 そ の た め 、 そ の 後 の 選 抜 工 程 で は 、 得 ら れ た 形 質 転 換 体
の 中 か ら よ り 望 ま し い 品 種 （ 株 ） の み を 選 抜 す れ ば よ い こ と に な る の で 、 ス ク リ ー ニ ン グ
が 容 易 に な る だ け で な く 、 上 記 他 の 遺 伝 子 に 予 想 外 の 損 傷 が 生 じ る こ と も 回 避 で き る 。 し
た が っ て 、 育 種 に か け る 労 力 を 著 し く 低 減 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の よ う に 、 育 種 に お け る 集 団 作 出 工 程 で は 、 形 質 転 換 に よ る 方 法 が 好 ま し く 用 い ら れ
て い る 。 例 え ば 、 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 が 属 す る 糸 状 菌 の 形 質 転 換 方 法 に つ い て は 、 多
く の 技 術 が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 具 体 的 に は 、 (a)非 特 許 文 献 １ ～ ３ 等 に は 、 Aspergillus nidulans や  Neurospora cras
sa 等 の 糸 状 菌 を パ ー テ ィ ク ル デ リ バ リ ー 法 に よ り 形 質 転 換 す る 技 術 が 開 示 さ れ て い る 。
こ れ ら 技 術 で は 、 形 質 転 換 す る 宿 主 株 と し て ウ ラ シ ル 要 求 性 株 を 用 い る と と も に 、 そ れ を
相 補 す る 遺 伝 子 を マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て 用 い 、 形 質 転 換 株 を 選 択 し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 (b)上 記  M. alpina の 形 質 転 換 方 法 と し て は 、 非 特 許 文 献 ４ に 開 示 さ れ て い る 技
術 が 知 ら れ て い る 。 こ の 技 術 で は 、 胞 子 を プ ロ ト プ ラ ス ト 化 し 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
法 に よ っ て 遺 伝 子 を 細 胞 内 に 導 入 し て い る 。 ま た 、 形 質 転 換 体 の ス ク リ ー ニ ン グ に は 、 マ
ー カ ー 遺 伝 子 と し て 大 腸 菌 由 来 の ハ イ グ ロ マ イ シ ン Ｂ 耐 性 遺 伝 子 （ hpt） を 用 い て い る 。
こ れ に よ り 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 含 有 培 地 で 生 育 で き る も の を 形 質 転 換 体 と し て 選 択 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 有 用 生 物 の 遺 伝 的 性 質 を よ り 望 ま し い 性 質 に 改 良 す る 際 、 特 定 の 遺 伝 子 の 機 能 を
低 下 さ せ た り 、 ま た は 特 定 の 遺 伝 子 の 機 能 を 欠 失 さ せ た り す る 場 合 も 存 在 す る 。 こ の よ う
な 場 合 、 上 記 （ １ ） の 変 異 処 理 に よ る 方 法 で も 特 定 の 遺 伝 子 の 機 能 を 低 下 ま た は 欠 失 さ せ
た 変 異 株 を 取 得 す る こ と が で き る が 、 こ の 変 異 処 理 に よ る 方 法 で は 上 述 の 不 利 益 が 存 在 す
る 。 こ の た め 、 上 記 （ ２ ） の 形 質 転 換 に よ る 方 法 を 用 い て 、 よ り 簡 便 か つ 確 実 に 、 特 定 の
遺 伝 子 の 機 能 を 低 下 さ せ た り 、 も し く は 特 定 の 遺 伝 子 の 機 能 を 欠 失 さ せ た り し た 変 異 株 を
育 種 す る 技 術 の 開 発 が 望 ま れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ こ で 、 上 記 の よ う な 特 定 の 遺 伝 子 の 機 能 を 低 下 さ せ た り 、 も し く は 特 定 の 遺 伝 子 の 機
能 を 欠 失 さ せ た り し た 変 異 株 を 得 る 技 術 と し て 、 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 技 術 が 知
ら れ て い る 。 こ れ ら の 技 術 に は 、 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 、 相 同 組 換 え に よ る 染 色 体 上 の 遺 伝
子 を 欠 失 さ せ る 方 法 、 コ サ プ レ ッ シ ョ ン 法 、 ア ン チ セ ン ス 法 な ど が 知 ら れ て い る 。 特 に 、
相 同 組 換 え に よ る 方 法 は そ の 効 果 が 安 定 的 で あ る こ と が 知 ら れ て お り 、 ま た Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 は
、 近 年 に な っ て 知 ら れ た も の で あ る が 、 多 く の 生 物 で 報 告 さ れ 始 め て お り 、 そ の 効 果 も 極
め て 良 好 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 公 平 ７ － ３ ４ ７ ５ ２ （ 公 告 日 ： 平 成 ７ （ １ ９ ９ ５ ） 年 ４ 月 １ ９ 日 、 公 開
公 報 ： 特 開 昭 ６ ３ － ４ ４ ８ ９ １ 、 公 開 日 ： 昭 和 ６ ３ （ １ ９ ８ ８ ） 年 ２ 月 ２ ５ 日 ）
【 非 特 許 文 献 １ 】 Fungaro M. H. et al. Fems microbial Lett., 25, 293-297, 1995
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Herzog R. W. et al. Appl. Microbiol. Biotechnol., 45, 333-337, 1
996
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Armaleo, D. et al. Curr. Genet., 17, 97-103, 1990
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Mackenzie D. A. et al. Appl. Environ. Microbiol., 66, 4655-4661,
 2000
【 発 明 の 開 示 】
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 し か し な が ら 、 脂 質 生 産 菌 で あ る モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 に お い て 、 特 定 の 遺 伝 子 の 発
現 を 抑 制 す る 遺 伝 子 発 現 の 抑 制 方 法 に つ い て は 、 一 切 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 例 え ば 、 上 述 の Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 は 、 多 く の 生 物 に お い て 遺 伝 子 発 現 抑 制 が 報 告 さ れ て い
る が 、 特 定 の 生 物 に お い て Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 が 有 効 か 否 か は 実 際 に 試 し て み な け れ ば 明 ら か で は
な い 。 例 え ば 、 脂 質 生 産 菌 で あ る モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 で は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 が 有 効 で あ る
と い っ た 報 告 は 一 切 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ の 多 く は 必 須 脂 肪 酸 で あ り 、 生 体 内 で 複 雑 な 生 理 機 能 に 関 与 す る た め 、 近 年 重
要 な 栄 養 素 と し て 注 目 さ れ て い る 。 そ れ ゆ え 、 よ り 一 層 効 率 的 に Ｐ Ｕ Ｆ Ａ を 生 産 す る 醗 酵
技 術 が 求 め ら れ て い る が 、 そ の た め に は 、 脂 質 生 産 菌 と し て 信 頼 性 の 高 い モ ル テ ィ エ レ ラ
属 の 菌 類 を 効 率 的 か つ 有 効 に 育 種 す る 技 術 が 必 要 と な る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 の 課 題 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 そ の 目 的 は 、 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現
を 抑 制 し 、 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 に 属 す る 脂 質 生 産 菌 の 育 種 を 有 効 か つ 効 率 的 に 行 う こ と が で
き る 育 種 方 法 お よ び そ の 利 用 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 者 は 、 上 記 課 題 に 鑑 み 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 に よ っ て 、 Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝
子 ま た は Δ １ ２ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し た モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 変 異 株 を
取 得 し そ の 機 能 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 該 変 異 株 が そ れ ぞ れ 超 長 鎖 不 飽 和 脂 肪 酸 の 割 合 が 減
少 し た 菌 株 、 ま た は ミ ー ド 酸 を 生 産 す る 菌 株 で あ る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に
至 っ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 産 業 上 有 用 な 方 法 ま た は 物 質 と し て 、 下 記 １ ） ～ １ ５ ） の 発 明 を 含
む も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 １ ） モ ル テ ィ エ レ ラ （ Mortierella） 属 に 属 す る 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 で あ っ て 、 上 記
脂 質 生 産 菌 に お け る 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 発 現 抑 制 工 程 を 含 む 脂 質 生 産 菌 の 育 種
方 法 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ２ ） 上 記 発 現 抑 制 工 程 は 、 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 に よ り 抑 制 す る Ｒ Ｎ Ａ ｉ 工
程 を 含 む １ ） に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ３ ） 上 記 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 工 程 は 、 上 記 脂 質 生 産 菌 に 、 上 記 特 定 の 遺 伝 子 が 有 す る 塩 基 配 列 の 全
体 ま た は 一 部 に 対 応 す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る 形 質 転 換
工 程 を 含 む ２ ） に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ４ ） 上 記 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 工 程 は 、 さ ら に 、 上 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る 発 現 ベ ク タ ー 構
築 工 程 を 含 む ３ ） に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ５ ） 上 記 形 質 転 換 工 程 で は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 ま た は パ ー テ ィ ク ル デ リ バ リ
ー 法 が 用 い ら れ る ３ ） ま た は ４ ） に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ６ ） 上 記 脂 質 生 産 菌 は 、 モ ル テ ィ エ レ ラ 　 ア ル ピ ナ （ Mortierella alpina） で あ る １ ）
～ ５ ） の い ず れ か に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ７ ） 上 記 特 定 の 遺 伝 子 は 、 脂 質 代 謝 遺 伝 子 で あ る １ ） ～ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 脂 質 生
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産 菌 の 育 種 方 法 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ８ ） 上 記 脂 質 代 謝 遺 伝 子 は 、 脂 肪 酸 代 謝 遺 伝 子 で あ る ７ ） に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方
法 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ９ ） 上 記 脂 肪 酸 代 謝 遺 伝 子 は 、 脂 肪 酸 鎖 長 延 長 酵 素 ま た は 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 を コ ー ド
す る 遺 伝 子 で あ る ８ ） に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 １ ０ ） 上 記 脂 肪 酸 鎖 長 延 長 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 Ｇ Ｌ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 ま た は Ｍ Ａ Ｅ
Ｌ Ｏ 遺 伝 子 で あ る ９ ） に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 １ １ ） 上 記 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 Δ ５ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 、 Δ ６
脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 、 Δ ８ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 、 Δ ９ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 、 Δ １ ２ 脂 肪 酸
不 飽 和 化 酵 素 、 Δ １ ５ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 、 Δ １ ７ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 、 ω ３ 脂 肪 酸 不 飽
和 化 酵 素 か ら 選 ば れ る １ つ の 酵 素 を コ ー ド 遺 伝 子 で あ る ９ ） に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方
法 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 １ ２ ） 上 記 １ ） ～ １ １ ） の い ず れ か に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 を 実 施 す る た め の 育
種 キ ッ ト 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 １ ３ ） 上 記 育 種 キ ッ ト は 、 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｄ ） の う ち 、 少 な く と も １ つ の 物 質 を 含 む
１ ２ ） に 記 載 の 育 種 キ ッ ト 。
（ ａ ） 上 記 特 定 の 遺 伝 子 が 有 す る 塩 基 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 に 相 当 す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 発
現 す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 。
（ ｂ ） （ ａ ） の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る た め の 試 薬 類 。
（ ｃ ） （ ａ ） の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 脂 質 生 産 菌 に 導 入 す る た め の 試 薬 類 。
（ ｄ ） 脂 質 生 産 菌 及 び ／ 又 は （ ａ ） の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 形 質 転 換 株 を 培 養
す る た め の 試 薬 類 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 １ ４ ） 上 記 １ ） ～ １ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 ま た は 育 種 キ ッ ト に
よ っ て 得 ら れ る 脂 質 生 産 菌 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 １ ５ ） 上 記 １ ４ ） に 記 載 の 脂 質 生 産 菌 か ら Ｐ Ｕ Ｆ Ａ 含 有 脂 質 を 生 産 す る 脂 質 の 生 産 方 法
。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に 係 る 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 に よ れ ば 、 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ た 、 モ ル
テ ィ エ レ ラ 属 に 属 す る 脂 質 生 産 菌 の 変 異 株 を 取 得 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 モ ル テ ィ
エ レ ラ 属 に 属 す る 脂 質 生 産 菌 を 原 種 と し て 、 所 望 の 性 質 を 有 す る 新 規 品 種 （ 新 規 株 ） を 効
率 的 か つ 有 効 に 生 産 す る こ と が 可 能 と な る と い う 効 果 を 奏 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 で は 、 セ ル フ ク ロ ー ニ ン グ も 可 能 と な る た め 、 原 種 の モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の
菌 か ら 適 当 な Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 取 得 し 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 を 実 施 す る こ と に よ り 、 特 定 の 遺 伝 子 の 発
現 を 抑 制 す る こ と が 可 能 と な り 、 脂 質 生 産 量 の 増 加 、 生 産 で き る 脂 質 の 種 類 の 改 変 、 脂 質
組 成 の 改 変 等 が 可 能 な 形 質 転 換 株 （ 形 質 転 換 体 ） す な わ ち 新 規 株 を 得 る こ と が で き る と い
う 効 果 を 奏 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 は 脂 質 生 産 菌 と し て よ く 知 ら れ て お り 、 M. alpina の よ う に 信 頼
性 の 高 い も の も 含 ま れ て い る 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明 を 用 い れ ば 、 例 え ば 、 脂 質 生 産 性 を よ り
一 層 高 め た 株 や 、 脂 質 組 成 を 変 化 さ せ た 株 、 特 定 の 脂 質 の 生 産 を 高 め た 株 な ど を 容 易 か つ
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効 率 的 に 生 産 す る こ と が で き る 等 の 効 果 を 奏 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に つ い て 説 明 す る と 以 下 の 通 り で あ る が 、 本 発 明 は こ れ に 限 定 さ れ
る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 で は 、 特 定 の 遺 伝 子 、 特 に 脂 質 代 謝 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 発 現 抑 制
工 程 を 実 施 す る こ と に よ っ て 、 所 望 の 性 質 （ 形 質 ） を 有 す る 脂 質 生 産 菌 を 育 種 す る 方 法 と
こ の 育 種 方 法 の 利 用 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 以 下 、 本 発 明 の 対 象 と な る モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 、 本 発 明 に 係 る 育 種 方 法 、 お よ び そ
の 利 用 に つ い て 、 そ れ ぞ れ 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 〔 １ 〕 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類
　 本 発 明 に 係 る 育 種 方 法 の 対 象 と な る モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ る
も の で は な く 、 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 に 分 類 さ れ る 各 種 糸 状 菌 を 挙 げ る こ と が で き る 。 モ ル テ
ィ エ レ ラ 属 は 、 Mortierellaと Micromucorと の ２ 亜 属 に 分 け ら れ る 。 Mortierella亜 属 の 菌
は 全 て 、 ア ラ キ ド ン 酸 等 の 炭 素 数 ２ ０ の 脂 肪 酸 を 生 産 す る が 、 Micromucor亜 属 は 炭 素 数 １
８ 以 下 の 脂 肪 酸 し か 生 産 し な い 。 本 発 明 の 対 象 と な る モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 は 上 記 ２ 亜
属 の 何 れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 と し て は 、 具 体 的 に は 、 M. alpina， M. elongata， M. exigua
， M. hygrophila， M. isabellina， M. turficola， M. gamsii， M. cogitans， M. capitat
a， M. vinacea等 が 知 ら れ て い る が 、 も ち ろ ん こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 中 で も
、 本 発 明 で は 、 脂 質 生 産 菌 と し て 広 く 用 い ら れ て い る  M. alpina （ モ ル テ ィ エ レ ラ 　 ア
ル ピ ナ ） を 好 ま し く 用 い る こ と が で き る 。 M. alpina は 、 ア ラ キ ド ン 酸 （ Ａ Ｒ Ａ ） を 始 め
と し た Ｐ Ｕ Ｆ Ａ を 菌 体 内 に 蓄 積 す る 株 が 知 ら れ て お り 、 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ の 生 合 成 研 究 用 だ け で は
な く Ｐ Ｕ Ｆ Ａ を 生 産 す る 工 業 用 に も 広 く 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 上 記 M. alpina を 含 む モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 の 入 手 方 法 は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な
く 、 財 団 法 人 醗 酵 研 究 所 や Ａ Ｔ Ｃ Ｃ （ American Type Culture Collection） 等 の 微 生 物 等
寄 託 機 関 か ら 入 手 す れ ば よ い 。 あ る い は 、 特 許 出 願 さ れ て い る 株 の 場 合 で あ れ ば 、 独 立 行
政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー か ら 入 手 す る こ と が で き る 。 ま た 、 自 然
環 境 か ら モ ル テ ィ エ レ ラ 属 に 属 す る 未 知 の 株 を 、 公 知 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 取 得 し
て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 〔 ２ 〕 本 発 明 に 係 る 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法
　 本 発 明 に 係 る 育 種 方 法 は 、 上 記 発 現 抑 制 工 程 を 含 む も の で あ れ ば よ く 、 そ の 他 の 工 程 、
材 料 、 条 件 等 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ こ で い う 「 発 現 抑 制 工 程 」 と は 、 脂 質
生 産 菌 に お け る 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 工 程 で あ れ ば よ く 、 そ の 具 体 的 な 手 法 等 は
従 来 公 知 の 方 法 を 利 用 で き 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 相 同 組 換 え に よ る 染
色 体 上 の 遺 伝 子 を 欠 失 さ せ る 方 法 、 コ サ プ レ ッ シ ョ ン 法 、 ア ン チ セ ン ス 法 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 な
ど を 用 い る こ と が で き よ う 。 こ れ ら の 中 で も 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 が そ の 手 法 の 簡 便 性 や 優 れ た 効
果 等 の 理 由 か ら 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 つ ま り 、 発 現 抑 制 工 程 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 を 利 用 し て 、 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る Ｒ Ｎ
Ａ ｉ 工 程 を 含 む こ と が 好 ま し い と い え る 。 具 体 的 に は 、 脂 質 生 産 菌 で あ る モ ル テ ィ エ レ ラ
属 の 菌 類 に 対 し て 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 引 き 起 こ す よ う な Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 導 入 す る こ と で 、 ２ 本 鎖 Ｒ
Ｎ Ａ を 発 現 さ せ 、 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し 、 所 望 の 性 質 を 有 す る 脂 質 生 産 菌 を 育 種 す
る 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら に は 、 本 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 工 程 は 、 形 質 転 換 工 程 、 発 現 ベ ク タ ー 構 築 工 程 を 含 ん で い る こ と
が 好 ま し い 。 な お 、 本 発 明 に 係 る 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 は 、 も ち ろ ん 他 の 工 程 を 含 ん で い
て も よ い こ と は い う ま で も な い 。 以 下 、 発 現 抑 制 工 程 に 含 ま れ る 各 工 程 に つ い て 詳 細 に 説
明 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 〔 ２ － １ 〕 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 工 程
　 本 発 明 に お い て 行 わ れ る Ｒ Ｎ Ａ ｉ 工 程 は 、 脂 質 生 産 菌 に お け る 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を 、
Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 に よ り 抑 制 す る 工 程 で あ れ ば よ く 、 そ の 他 の 具 体 的 な 方 法 、 条 件 、 材 料 等 は 特
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ こ で い う 「 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 」 と は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ の 現 象 を 利 用 し て 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 方
法 の こ と を い う 。 「 Ｒ Ｎ Ａ ｉ の 現 象 」 と は 、 ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ 以 下 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と 称 す る 場
合 も あ る ） が 細 胞 内 に 存 在 す る と 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 分 解 が 促
進 さ れ 、 そ の 結 果 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る 遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ る 現 象 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 す な わ ち 、 本 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 工 程 で は 、 脂 質 生 産 菌 の 細 胞 内 に 、 発 現 を 抑 制 し た い 任 意 の 遺 伝
子 の 全 部 あ る い は そ の 一 部 分 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 に 相 補 的 な ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 導 入 す る 工 程
で あ れ ば よ い と も い え る 。 導 入 す る Ｒ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 や 鎖 長 な ど は 特 に 限 定 さ れ る も の で
は な く 、 所 望 の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 で き る よ う に 、 適 宜 設 定 可 能 で あ る 。 こ の 際 、 従 来 公
知 の Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 の 技 術 が 好 適 に 利 用 可 能 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ま た 、 Ｒ Ｎ Ａ を 脂 質 生 産 菌 に 導 入 す る 方 法 も 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 従 来 公 知 の
Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 を 利 用 可 能 で あ る 。 細 胞 へ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 導 入 法 の 具 体 例 と し て は 、 後 述 す る
よ う に 実 施 例 に 示 す よ う に 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 引 き 起 こ す Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ
（ 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー ） を 細 胞 に 導 入 し 、 細 胞 内 で 発 現 さ せ 、 遺 伝 子 を 抑 制 す る 方 法 が 利
用 可 能 で あ る 。 こ の 他 に も 、 リ ポ ソ ー ム 法 、 電 気 穿 孔 法 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン （ 微
量 注 入 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 つ ま り 、 本 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 工 程 に は 、 下 記 の 発 現 ベ ク タ ー 工 程 、 形
質 転 換 工 程 が 含 ま れ て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 〔 ２ － １ － １ 〕 発 現 ベ ク タ ー 構 築 工 程
　 本 発 明 に お い て 行 わ れ る 発 現 ベ ク タ ー 構 築 工 程 は 、 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 （ 脂 質 生 産
菌 ） に お い て 、 発 現 を 抑 制 し た い 所 定 の 遺 伝 子 が 有 す る 塩 基 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 に 相 当
す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る 工 程 で あ れ ば よ い 。 す な わ ち
、 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 に お い て 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 引 き 起 こ す ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ が 発 現 さ れ る よ
う に 、 プ ロ モ ー タ ー の 支 配 下 に 相 当 な 配 列 の Ｄ Ｎ Ａ を 連 結 し た 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 構 築
す る 工 程 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 つ ま り 、 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 上 記 ２ 本
鎖 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 発 現 す る よ う に 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る 工 程 と も い
え る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 発 現 を 抑 制 し た い 遺 伝 子 」 と し て は 、 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 （ 脂 質 生 産 菌 ） が 有 す
る 任 意 の 遺 伝 子 で あ れ ば よ く 、 そ の 種 類 は 目 的 に 応 じ て 適 宜 選 択 す る こ と が で き よ う 。 こ
の 発 現 を 抑 制 し た い 遺 伝 子 に つ い て は 、 下 記 の 〔 ２ － １ － ２ 〕 欄 の 形 質 転 換 工 程 に お い て
説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 実 施 す る た め に 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る た め の 方 法 と し て は 、 従 来 公
知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 発 現 を 抑 制 し た い
遺 伝 子 の セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖 と が 転 写 さ れ る よ う に リ ン カ ー 配 列 等 を 介 し て 接 続 し
た 遺 伝 子 カ セ ッ ト を 宿 主 細 胞 内 で in vivo 転 写 さ せ 、 分 子 内 で ２ 本 鎖 を 形 成 す る よ う な Ｒ
Ｎ Ａ （ inverted repeat RNA） を 生 成 さ せ る こ と に よ っ て 、 当 該 Ｒ Ｎ Ａ に 相 当 す る 宿 主 遺
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伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 方 法 に よ れ ば 、 継 続 的 に 細 胞 に お い て Ｒ Ｎ
Ａ ｉ を 発 生 さ せ る こ と が で き 、 そ の 結 果 と し て よ り 持 続 的 に 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る
こ と が で き る 。 な お 、 リ ン カ ー 配 列 は 設 け て も 設 け な く て も よ い が 、 設 け る 方 が 好 ま し い
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 宿 主 細 胞 内 で 発 現 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 下 流 に 、 任 意 の 遺 伝 子 の 逆
向 き ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 リ ン カ ー 配 列 、 該 任 意 の 遺 伝 子 の 順 向 き ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 順 に 挿 入 し た コ ン ス ト
ラ ク ト （ Ｒ Ｎ Ａ ｉ プ ラ ス ミ ド ） を 作 製 す る 。 そ し て 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ ｉ プ ラ ス ミ ド を 脂 質 生 産
菌 に 導 入 し て 、 in vivo 転 写 さ せ る こ と に よ り 、 分 子 内 で ２ 本 鎖 を 形 成 す る inverted rep
eat RNAを 生 成 さ せ る こ と が で き よ う 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 な お 、 上 記 Ｒ Ｎ Ａ ｉ プ ラ ス ミ ド に 組 み 込 ま れ る ア ン チ セ ン ス 鎖 の 遺 伝 子 と セ ン ス 鎖 の 遺
伝 子 と の 並 ぶ 順 序 、 向 き 等 は 、 宿 主 内 で in vivo 転 写 さ れ 生 成 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ が 、 inverted
 repeat RNAと し て 分 子 内 で ２ 本 鎖 を 形 成 す る よ う な 順 序 、 向 き 等 で あ れ ば よ く 、 特 に 限
定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま た 、 か か る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 の 鎖 長 と し て は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 効 率 的 に 引 き 起 こ す
こ と が で き る 程 度 の 鎖 長 で あ れ ば よ く 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 ま た 、 遺 伝 子 の 一
部 分 に 対 応 す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 用 い る 場 合 、 ど の 部 分 を 選 択 す る か に つ い て は 、 そ の 目 的
に 応 じ て 適 宜 選 択 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た 、 上 記 プ ロ モ ー タ ー は 、 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 （ 脂 質 生 産 菌 ） に お い て 、 上 記 ２
本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 効 に 発 現 さ せ る こ と が 可 能 な プ ロ モ ー タ ー で あ れ ば 特
に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 公 知 の プ ロ モ ー タ ー を 好 適 に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、
ｈ ｉ ｓ Ｈ ４ ． １ プ ロ モ ー タ ー を 用 い て い る が も ち ろ ん こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 上 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー の 母 体 と な る ベ ク タ ー と し て は 、 従 来 公 知 の 種 々 の ベ ク タ ー を
用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 ま た は コ ス ミ ド 等 を 用 い る こ と が
で き 、 導 入 す る 宿 主 細 胞 （ モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 ） や 導 入 方 法 に 応 じ て 適 宜 選 択 す る こ
と が で き る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ５ 、 ｐ Ｕ Ｃ 系 、 ｐ Bluescri
pt系 、 ｐ Ｂ Ｉ 系 の ベ ク タ ー 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 上 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 上 記 プ ロ モ ー タ ー お よ び 上 記 ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺
伝 子 に 加 え て 、 さ ら に 他 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 含 ん で い て も よ い 。 当 該 他 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ
ン ト は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 選 別 マ ー カ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、
翻 訳 効 率 を 高 め る た め の 塩 基 配 列 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 タ ー ミ ネ ー タ ー は 転 写 終 結 部 位 と し て の 機 能 を 有 し て い れ ば 特 に 限 定 さ れ る も の で は な
く 、 公 知 の も の で あ っ て も よ い 。 上 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー に お い て は 、 タ ー ミ ネ ー タ ー を
適 当 な 位 置 に 配 置 す る こ と に よ り 、 細 胞 に 導 入 さ れ た 後 に 、 不 必 要 に 長 い 転 写 物 を 合 成 す
る よ う な 現 象 の 発 生 を 防 止 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ｔ ｒ ｐ Ｃ タ ー ミ ネ ー タ ー を 用 い て
い る が も ち ろ ん こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 上 記 選 別 マ ー カ ー と し て は 、 例 え ば 、 栄 養 要 求 性 を 相 補 す る 遺 伝 子 や 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を
用 い る こ と が で き る 。 上 記 栄 養 要 求 性 を 相 補 す る 遺 伝 子 の 具 体 的 な 一 例 と し て は 、 例 え ば
、 ロ イ シ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 リ ジ ン 等 の ア ミ ノ
酸 要 求 性 を 相 補 す る 遺 伝 子 ； ウ ラ シ ル 、 ア デ ニ ン 等 の 核 酸 塩 基 要 求 性 を 相 補 す る 遺 伝 子 ；
ビ タ ミ ン 要 求 性 を 相 補 す る 遺 伝 子 ； 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 上 記 特 定 の 栄
養 素 を 欠 失 さ せ た 培 地 （ 特 定 の 栄 養 素 を 含 ま な い 培 地 ） 中 で 生 育 す る 形 質 転 換 株 を 選 択 す
る こ と に よ っ て 、 上 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 形 質 転 換 株 を 容 易 に 選 別 す る こ と
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が で き る 。 ま た 、 か か る 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の 具 体 的 な 一 例 と し て は 、 例 え ば 、 ア ン ピ シ リ ン
、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ
コ ー ル 等 に 対 す る 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 上 記 抗 生 物 質 を 含
む 培 地 中 で 生 育 す る 形 質 転 換 株 を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 上 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 導 入
さ れ た 形 質 転 換 株 を 容 易 に 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ま た 、 エ ン ハ ン サ ー は 、 一 本 の デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ Ｄ Ｎ Ａ ） 鎖 上 の 、 す な わ ち cisの 位
置 に あ る 、 近 傍 の 遺 伝 子 の 転 写 開 始 を 促 進 す る Ｄ Ｎ Ａ 上 の 塩 基 配 列 部 分 で あ れ ば よ い 。 例
え ば 、 サ ル 由 来 の ウ イ ル ス simian virus 40（ SV 40） の 複 製 開 始 点 の 近 く に 存 在 す る ７ ２
塩 基 の 反 復 配 列 を エ ン ハ ン サ ー と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 な お 、 こ れ 以 外 に も 、 従 来
公 知 の エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な エ ン ハ ン サ ー を 用 い る と 、 プ
ロ モ ー タ ー 領 域 の み で は 所 望 の 遺 伝 子 の 発 現 が 弱 い 場 合 で も 転 写 活 性 を 高 め る こ と が で き
る 。 こ の よ う に 、 上 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー に は 、 そ の 目 的 や 導 入 す る 細 胞 等 の 種 類 に 応 じ
て 、 さ ま ざ ま な Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 含 ま せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 上 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 方 法 に つ い て も 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 適 宜 選 択
さ れ た 母 体 と な る ベ ク タ ー に 、 上 記 プ ロ モ ー タ ー 、 上 記 ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子
、 お よ び 必 要 に 応 じ て 上 記 他 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 所 定 の 順 序 と な る よ う に 導 入 す れ ば よ
い 。 例 え ば 、 上 記 ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子 と プ ロ モ ー タ ー と （ 必 要 に 応 じ て エ ン
ハ ン サ ー 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 等 ） と を 連 結 し て 発 現 カ セ ッ ト を 構 築 し 、 こ れ を ベ ク タ ー に 導
入 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 発 現 カ セ ッ ト の 構 築 で は 、 例 え ば 、 各 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト の 切 断 部 位 を 互 い に 相 補 的 な 突
出 末 端 と し て お き 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 酵 素 で 反 応 さ せ る こ と で 、 当 該 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト の 順
序 を 規 定 す る こ と が 可 能 と な る 。 な お 、 発 現 カ セ ッ ト に タ ー ミ ネ ー タ ー が 含 ま れ る 場 合 に
は 、 上 流 か ら 、 上 記 プ ロ モ ー タ ー 、 上 記 ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 タ ー ミ ネ ー タ
ー の 順 と な っ て い れ ば よ い 。 さ ら に 、 発 現 カ セ ッ ト に エ ン ハ ン サ ー が 含 ま れ る 場 合 に は 、
上 流 か ら 、 上 記 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 上 記 ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 順
と な っ て い れ ば よ い 。 ま た 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る た め の 試 薬 類 、 す な わ ち 制 限
酵 素 や ラ イ ゲ ー シ ョ ン 酵 素 等 の 種 類 に つ い て も 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 市 販 の も の
を 適 宜 選 択 し て 用 い れ ば よ い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま た 、 上 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー の 増 幅 （ 増 殖 ） 方 法 （ 生 産 方 法 ） も 特 に 限 定 さ れ る も の
で は な く 、 従 来 公 知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 大 腸 菌 を ホ ス ト と し て 当 該
大 腸 菌 内 で 増 殖 さ せ れ ば よ い 。 こ の と き 、 ベ ク タ ー の 種 類 に 応 じ て 、 好 ま し い 大 腸 菌 の 種
類 を 選 択 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 〔 ２ － １ － ２ 〕 形 質 転 換 工 程
　 本 発 明 に お い て 行 わ れ る 形 質 転 換 工 程 は 、 上 記 脂 質 生 産 菌 に 、 上 記 特 定 の 遺 伝 子 が 有 す
る 塩 基 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 に 相 当 す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 導
入 す る 工 程 で あ れ ば よ く 、 そ の 他 の 具 体 的 な 工 程 、 条 件 、 材 料 等 は 特 に 限 定 さ れ る も の で
は な い 。 つ ま り 、 上 記 発 現 ベ ク タ ー 構 築 工 程 に お い て 構 築 し た 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 、 上
記 脂 質 生 産 菌 に 導 入 （ 形 質 転 換 ） す る 工 程 で あ れ ば よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ま た 、 本 工 程 を 実 施 す る こ と に よ り 、 上 記 脂 質 生 産 菌 に お い て 、 発 現 を 抑 制 し た い 所 望
の 遺 伝 子 の 全 体 ま た は 一 部 分 に 対 応 す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 大 量 に 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
こ の た め 形 質 転 換 さ れ た 脂 質 生 産 菌 で は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ が 引 き 起 こ さ れ 、 該 所 望 の 遺 伝 子 の 発
現 が 効 率 的 に 抑 制 さ れ る こ と に な る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 こ の よ う な 「 発 現 を 抑 制 し た い 遺 伝 子 」 と し て は 、 上 述 の よ う に モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌
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類 （ 脂 質 生 産 菌 ） が 有 す る 任 意 の 遺 伝 子 で あ れ ば よ く 、 そ の 種 類 は 目 的 に 応 じ て 適 宜 選 択
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 は 脂 質 生 産 菌 と し て 用 い ら れ る 場 合
が 多 い た め 、 脂 質 代 謝 遺 伝 子 （ 脂 質 代 謝 に 関 与 す る 遺 伝 子 ） の 発 現 を Ｒ Ｎ Ａ ｉ に よ り 抑 制
す る こ と が 好 ま し い 。 脂 質 代 謝 遺 伝 子 の な か で も 、 脂 肪 酸 代 謝 遺 伝 子 が よ り 好 適 で あ り 、
特 に 脂 肪 酸 鎖 長 延 長 酵 素 ま た は 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 好 ま し い 。 こ こ
で 、 「 脂 肪 酸 鎖 長 延 長 酵 素 」 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と し て は 、 例 え ば 、 Ｇ Ｌ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 （
GB accession No. AF206662） や Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 （ GB accession No. AF268031） が 挙 げ
ら れ る 。 ま た 「 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 」 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と し て は 、 例 え ば 、 Δ ５ 脂 肪 酸
不 飽 和 化 酵 素 遺 伝 子 （ GB accession No. AY464949、 AF067654、 AF054824） 、 Δ ６ 脂 肪 酸
不 飽 和 化 酵 素 （ GB accession No. AB070557、 AB070556、 AB070555、 AF307940、 AF110510
、 AB020032） 、 Δ ８ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 、 Δ ９ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 遺 伝 子 （ GB accession
 No. AJ278339、 AF085500、 Y18554、 Y18553、 AB015612、 AB015611） 、 Δ １ ２ 脂 肪 酸 不 飽
和 化 酵 素 遺 伝 子 （ GB accession No. AF417244、 AF110509、 AB020033、 Eur. J. Biochem. 
261, 812-820 (1999)） 、 Δ １ ５ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 遺 伝 子 、 Δ １ ７ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素
、 ω ３ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 遺 伝 子 な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 脂 質 代 謝 に 関 与 す る 遺 伝
子 の 発 現 を 抑 制 し 、 所 望 の 脂 質 の 生 産 量 を 増 加 さ せ た り 、 あ る い は 減 少 さ せ た り す る こ と
が で き る た め で あ る 。 ま た 、 生 産 す る 脂 質 の 種 類 を 改 変 し た り 、 脂 質 の 組 成 を 改 変 し た り
す る こ と も で き よ う 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ の よ う な 脂 質 代 謝 に 関 与 す る 遺 伝 子 と し て 、 例 え ば 、 後 述 す る 実 施 例 で は 、 Ｍ Ａ Ｅ Ｌ
Ｏ 遺 伝 子 や 、 Δ １ ２ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 遺 伝 子 を 用 い て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 は 、 γ － リ ノ レ ン 酸 （ Ｇ Ｌ Ａ ， １ ８ ： ０ ｎ － ６ ） に 作 用 し て 、 ジ ホ モ
－ γ － リ ノ レ ン 酸 （ Ｄ Ｇ Ｌ Ａ ， ２ ０ ： ３ ｎ － ６ ） を 生 成 す る 活 性 を わ ず か な が ら 有 す る こ
と が 知 ら れ て い る （ 特 表 ２ ０ ０ ２ － ５ ２ ３ ０ ９ ８ 号 公 報 参 照 ） 。 た だ し 、 こ の 反 応 に 主 と
し て 寄 与 し て い る と 考 え ら れ る 遺 伝 子 と し て Ｇ Ｌ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 が 単 離 さ れ て い る 。 こ の た
め 、 Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 に は 別 の 機 能 が 存 在 す る と 考 え ら れ る 。 一 方 、 GenBankの ア ノ テ ー
シ ョ ン と し て 、 飽 和 脂 肪 酸 や １ 価 不 飽 和 脂 肪 酸 の 鎖 長 延 長 反 応 を 触 媒 す る と さ れ て い る 。
し か し な が ら 、 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 （ 脂 質 生 産 菌 ） 、 特 に 、 M. alpina （ モ ル テ ィ エ
レ ラ 　 ア ル ピ ナ ） に お い て 、 Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 が ど の よ う な 機 能 を 有 し て い る の か に つ い
て は 、 一 切 明 ら か と な っ て い な か っ た 。 こ の た め 、 M. alpina に お け る Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子
の 機 能 を 解 析 す る こ と が 求 め ら れ て い た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 者 は 、 後 述 す る 実 施 例 に 示 す よ う に 、 酵 母 を 用 い て 、 M. alpina に お け
る Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 の 機 能 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 は 超 長 鎖 飽 和 脂 肪 酸
の 鎖 長 延 長 反 応 を 触 媒 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 さ ら に 、 本 発 明 者 は 、 M. alpina に お い て
、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 に よ り Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し た と こ ろ 、 超 長 鎖 飽 和 脂 肪 酸 の 脂 質
に 占 め る 割 合 が 減 少 し た 菌 株 を 取 得 で き た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 M. alpinaに お け る Ｍ Ａ Ｅ
Ｌ Ｏ 遺 伝 子 が 超 長 鎖 飽 和 脂 肪 酸 の 生 合 成 系 に 関 与 し て い る こ と を は じ め て 明 ら か と し た も
の で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ま た 、 Δ １ ２ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 遺 伝 子 は 、 オ レ イ ン 酸 （ １ ８ ： １ ） を リ ノ ー ル 酸 （ １
８ ： ２ ） に 変 換 す る 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 。 こ の た め 、 後 述 の 実
施 例 に 示 す よ う に 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 に よ り 本 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る と 、 ミ ー ド 酸 等 の ω ９ 系
の 脂 肪 酸 の 割 合 が 上 昇 し た 菌 株 （ 変 異 株 ） を 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ま た 、 「 発 現 を 抑 制 し た い 遺 伝 子 」 が 特 定 さ れ て い な い 場 合 で も 、 本 発 明 を 用 い る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 機 能 未 知 の Ｅ Ｓ Ｔ の 塩 基 配 列 の み が 知 ら れ て い る 場 合 、 こ の Ｅ Ｓ Ｔ に
対 応 す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 こ れ を 用 い て 形 質 転 換 株 を 得
る こ と に よ り 、 該 形 質 転 換 株 の 機 能 解 析 を 通 じ て 、 そ の Ｅ Ｓ Ｔ を 有 す る 遺 伝 子 の 機 能 を 解

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-287403 A 2005.10.20



析 す る こ と も で き る で あ ろ う 。 こ の よ う に 、 本 発 明 に 係 る 育 種 方 法 に よ り 、 機 能 未 知 の 遺
伝 子 の 機 能 を 推 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ま た 、 本 形 質 転 換 工 程 で 用 い ら れ る 形 質 転 換 方 法 （ 遺 伝 子 導 入 方 法 ） も 特 に 限 定 さ れ る
も の で は な く 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 パ ー テ ィ ク ル デ リ バ リ ー 法 等 の 従 来 公 知 の 方
法 を 好 適 に 用 い る こ と が で き る 。 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 で は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
法 を 用 い る 場 合 、 菌 体 を プ ロ ト プ ラ ス ト 化 し て お く こ と が 好 ま し い 。 な お 、 上 記 パ ー テ ィ
ク ル デ リ バ リ ー 法 の 具 体 的 な 一 例 と し て は 、 パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 を 挙 げ る こ と が で き る が
、 も ち ろ ん こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 後 述 す る 実 施 例 に お い て は 、 パ ー テ ィ ク ル デ
リ バ リ ー 法 を 用 い て 形 質 転 換 を 行 っ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 〔 ２ － ２ 〕 そ の 他 の 工 程 、 そ の 他 の 方 法
　 本 発 明 に 係 る 育 種 方 法 に お い て は 、 上 記 形 質 転 換 工 程 や 、 さ ら に 上 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ
ー 構 築 工 程 が 含 ま れ て い て も よ い が 、 さ ら に 他 の 工 程 が 含 ま れ て い て も よ い 。 具 体 的 に は
、 形 質 転 換 後 の 脂 質 生 産 菌 群 か ら 適 切 な 形 質 転 換 株 を 選 抜 す る 選 抜 工 程 等 を 挙 げ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 選 抜 の 方 法 は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 形 質 転 換 株 を 培 養 ・ 育 成 し た 後 に 、 所 定 の
遺 伝 的 な 形 質 を 指 標 と し て 選 抜 し て も よ い 。 つ ま り 、 選 抜 工 程 の 具 体 的 な 手 法 は 特 に 限 定
さ れ る も の で は な く 、 育 種 の 目 的 に 応 じ て 好 ま し い 性 質 を 示 す 形 質 転 換 株 を 選 択 で き る よ
う な 条 件 を 設 定 し 、 公 知 の 手 法 に 基 づ い て 好 ま し い 形 質 転 換 株 を 選 択 す れ ば よ い 。 例 え ば
、 従 来 公 知 の 栄 養 要 求 性 マ ー カ ー や 薬 剤 耐 性 マ ー カ ー を 用 い て 選 抜 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 な お 、 本 発 明 の 主 題 は 、 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 （ 脂 質 生 産 菌 ） に お い て 、 所 定 の 遺 伝
子 の 発 現 を 抑 制 し 、 所 望 の 性 質 （ 形 質 ） を 有 す る 新 規 株 を 育 種 す る 方 法 を 提 供 す る こ と に
存 す る の で あ っ て 、 本 明 細 書 中 に 具 体 的 に 記 載 し た 個 々 の 形 質 転 換 操 作 、 培 養 操 作 、 お よ
び 選 抜 操 作 に 存 す る の で は な い 。 し た が っ て 、 上 記 各 操 作 以 外 の 操 作 を 用 い た 育 種 方 法 も
本 発 明 の 範 囲 に 属 す る こ と に 留 意 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 〔 ３ 〕 本 発 明 の 利 用
　 〔 ３ － １ 〕 脂 質 生 産 菌 （ 新 品 種 ）
　 本 発 明 に 係 る 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 は 、 上 記 の よ う に 、 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し て
、 よ り 望 ま し い 性 質 （ 形 質 ） を 示 す 品 種 を 取 得 す る よ う に な っ て い る 。 そ れ ゆ え 、 モ ル テ
ィ エ レ ラ 属 に 属 す る 脂 質 生 産 菌 を 原 種 と し て 、 新 規 品 種 （ 新 規 株 ） を 効 率 的 か つ 有 効 に 生
産 す る こ と が 可 能 と な る 。 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 は 脂 質 生 産 菌 と し て 良 く 知 ら れ て お り 、
M. alpina の よ う に 信 頼 性 の 高 い も の も 含 ま れ て い る た め 、 例 え ば 、 脂 質 生 産 性 を よ り 一
層 高 め た 株 を 容 易 か つ 効 率 的 に 生 産 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 育 種 方 法 で は 、 形 質 転 換 を 行 う 脂 質 生 産 菌 に お け る 任 意 の 遺 伝 子 の
発 現 を 抑 制 で き る 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明 で は 、 原 種 の モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 に お け る 、 特 定
の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と が 可 能 と な り 、 脂 質 生 産 量 の 増 加 、 生 産 で き る 脂 質 の 種 類
の 改 変 、 組 成 の 改 変 等 が な さ れ た 形 質 変 換 株 （ 形 質 転 換 体 ） す な わ ち 新 規 株 を 得 る こ と が
で き る 。 つ ま り 、 本 発 明 に は 上 記 育 種 方 法 で 作 製 し た 脂 質 生 産 菌 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 で は 、 原 種 の モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 か ら 適 当 な Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断
片 、 Ｅ Ｓ Ｔ な ど ） を 取 得 し て 、 こ れ に 対 応 す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を
用 い て Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 引 き 起 こ す こ と に よ り 、 例 え ば 、 該 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 全 長 遺 伝 子 の 発 現 を 抑
制 し た 形 質 転 換 株 を 取 得 で き る 。 こ の 形 質 転 換 株 を 機 能 解 析 す る こ と に よ り 、 機 能 未 知 の
遺 伝 子 の 機 能 を 推 定 す る こ と が 可 能 と な る で あ ろ う 。 つ ま り 、 本 発 明 は 、 機 能 未 知 の 遺 伝
子 の 機 能 を 推 定 す る 方 法 に 応 用 可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 の 育 種 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 形 質 転 換 株 は 非 常 に 有 用 な も の で あ り
、 こ れ ら 本 発 明 の 育 種 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 形 質 転 換 株 も 本 発 明 に 属 す る 。 ま た 、 こ れ 以
外 に も 、 本 発 明 の 利 用 と し て 、 例 え ば 、 本 発 明 を 実 施 す る た め の 育 種 キ ッ ト が 挙 げ ら れ よ
う 。 以 下 、 該 育 種 キ ッ ト に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 〔 ３ － ２ 〕 育 種 キ ッ ト
　 本 発 明 に 係 る 育 種 キ ッ ト は 、 上 記 〔 ２ 〕 欄 で 説 明 し た 育 種 方 法 を 実 施 す る た め の も の で
あ れ ば よ く 、 こ れ に 含 ま れ る 具 体 的 な 構 成 、 材 料 、 機 器 等 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な
い 。 具 体 的 に は 、 上 記 育 種 方 法 の 各 工 程 を 実 施 す る た め の 物 が 含 ま れ て い れ ば よ い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 例 え ば 、 上 記 形 質 転 換 工 程 を 実 施 す る た め に 、 （ ａ ） 上 記 特 定 の 遺 伝 子 が 有 す る 塩 基 配
列 の 全 体 ま た は 一 部 に 相 当 す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ よ
う 。 ま た 、 上 記 発 現 ベ ク タ ー 構 築 工 程 を 実 施 す る た め に は 、 （ ｂ ） （ ａ ） の 組 換 え 発 現 ベ
ク タ ー を 構 築 す る た め の 試 薬 類 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 形 質 転 換 工 程 を 実 施 す る た め に は
、 （ ｃ ） （ ａ ） の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 脂 質 生 産 菌 に 導 入 す る た め の 試 薬 類 が 挙 げ ら れ よ
う 。 加 え て 、 （ ｄ ） 脂 質 生 産 菌 及 び ／ 又 は （ ａ ） の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 形 質
転 換 株 を 培 養 す る た め の 試 薬 類 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 明 細 書 で い う 「 試 薬 類 」 と は 、 各 種 試 薬 や 実 験 器 具 、 機 器 等 を 含 む 意 で あ る 。 例 え ば
、 形 質 転 換 用 の 試 薬 類 と し て は 従 来 公 知 の も の を 利 用 で き 、 そ の 具 体 的 な 構 成 は 限 定 さ れ
る も の で は な い が 、 例 え ば 、 形 質 転 換 の 種 類 に 応 じ た 酵 素 や バ ッ フ ァ ー 等 を 挙 げ る こ と が
で き る 。 そ の 他 、 必 要 に 応 じ て マ イ ク ロ 遠 心 チ ュ ー ブ 等 の 実 験 用 素 材 を 添 付 し て も よ い し
、 コ ン ピ テ ン ト セ ル 作 製 用 試 薬 や 、 ヒ ー ト ブ ロ ッ ク 等 の 機 器 を 含 め る こ と も で き る 。 ま た
、 こ れ ら 以 外 に も 、 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー 構 築 工 程 を 実 施 す る た め の 、 各 種 材 料 （ 母 体 と
な る ベ ク タ ー 、 制 限 酵 素 等 ） や 各 種 試 薬 や 実 験 器 具 、 検 出 機 器 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 上 記 の 構 成 の よ う な 育 種 キ ッ ト に よ れ ば 、 簡 便 か つ 確 実 に 本 発 明 に 係 る 育 種 方 法 を 実 施
す る こ と が で き る 。 な お 、 本 育 種 キ ッ ト は 、 本 発 明 に 係 る 育 種 方 法 を 実 施 す る た め の も の
で あ る か ら 、 本 育 種 キ ッ ト を 用 い て 得 ら れ る 脂 質 生 産 菌 の 新 規 品 種 も 本 発 明 に 含 ま れ る こ
と は い う ま で も な い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 〔 ３ － ３ 〕 脂 質 の 生 産 方 法 、 お よ び 該 生 産 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 脂 質
　 本 発 明 に 係 る 脂 質 の 生 産 方 法 は 、 上 述 の 〔 ３ － １ 〕 欄 で 説 明 し た 脂 質 生 産 菌 か ら Ｐ Ｕ Ｆ
Ａ 含 有 脂 質 を 生 産 す る 方 法 で あ れ ば よ い 。 例 え ば 、 上 記 脂 質 生 産 菌 を 培 養 す る こ と に よ り
、 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ 含 有 脂 質 を 簡 便 に 生 産 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 以 下 に 、 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 が 生 産 す る 脂 質 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 が 生 産 す る 有 用 生 産 物 の ひ と つ が 、 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ を 含 有 す る 脂 質 で
あ る が 、 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ 生 産 性 の 高 い 野 生 株 に つ い て は 、 ア ラ キ ド ン 酸 を 中 心 と す る ω ６ 系 Ｐ Ｕ
Ｆ Ａ を 多 量 生 成 し 、 超 長 鎖 飽 和 脂 肪 酸 （ Ｖ Ｌ Ｓ Ａ ） も 副 生 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Higa
shiyama K. et al. J. Am. Oil Chem. Soc., 75, 1501-1505, 1998） 。 こ こ で い う ω ６ 系
Ｐ Ｕ Ｆ Ａ と は 、 炭 素 数 １ ８ 以 上 で 二 重 結 合 を ２ つ 以 上 有 し 、 末 端 メ チ ル 基 炭 素 か ら 数 え て
６ 番 目 の 炭 素 に 、 末 端 メ チ ル 基 側 の 最 初 の 二 重 結 合 が 存 在 す る 脂 肪 酸 を い う 。 モ ル テ ィ エ
レ ラ 属 の 菌 類 に 含 ま れ る 主 な ω ６ 系 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ と し て は 、 リ ノ ー ル 酸 、 γ -リ ノ レ ン 酸 、 ジ
ホ モ -γ -リ ノ レ ン 酸 、 ア ラ キ ド ン 酸 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ま た 、 こ こ で い う Ｖ Ｌ Ｓ Ａ と は 、 炭 素 数 が ２ ０ 以 上 で 二 重 結 合 を 持 た な い 飽 和 脂 肪 酸 を
言 う 。 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 に 含 ま れ る 主 な Ｖ Ｌ Ｓ Ａ と し て は 、 エ イ コ サ ン 酸 （ ア ラ キ
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ジ ン 酸 ） 、 ド コ サ ン 酸 （ ベ ヘ ン 酸 ） 、 テ ト ラ コ サ ン 酸 （ リ グ ノ セ リ ン 酸 ） 、 ヘ キ サ コ サ ン
酸 （ セ ロ チ ン 酸 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の Ｖ Ｌ Ｓ Ａ は ω ６ 系 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ の 前 駆 体 で も あ
る ス テ ア リ ン 酸 か ら 生 合 成 さ れ る の で 、 ア ラ キ ド ン 酸 を は じ め と す る ω ６ 系 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ の 生
合 成 経 路 を 中 心 に 考 え た 場 合 、 Ｖ Ｌ Ｓ Ａ 生 合 成 経 路 は そ の 副 経 路 と 考 え る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ま た 、 飽 和 脂 肪 酸 は 、 同 じ 炭 素 数 の 不 飽 和 脂 肪 酸 と 比 較 し て 格 段 に 融 点 が 低 い 。 一 例 と
し て 炭 素 数 １ ８ の 脂 肪 酸 で 比 較 す る と 、 飽 和 脂 肪 酸 で あ る ス テ ア リ ン 酸 の 融 点 が ６ ９ ． ６
℃ で あ る の に 対 し て 、 モ ノ 不 飽 和 脂 肪 酸 で あ る オ レ イ ン 酸 の 融 点 は １ ３ ． ４ ℃ 、 ジ 不 飽 和
脂 肪 酸 で あ る リ ノ ー ル 酸 の 融 点 は － ５ ． ２ ℃ で あ る 。 ま た 、 鎖 長 が 長 い ほ ど さ ら に 融 点 が
高 く な る た め に 、 Ｖ Ｌ Ｓ Ａ の 融 点 は 非 常 に 高 い 。 ド コ サ ン 酸 （ ベ ヘ ン 酸 ） 、 テ ト ラ コ サ ン
酸 （ リ グ ノ セ リ ン 酸 ） 、 ヘ キ サ コ サ ン 酸 （ セ ロ チ ン 酸 ） の 融 点 は そ れ ぞ れ 、 ７ ９ ． ９ ℃ 、
８ ４ ． ２ ℃ 、 ８ ７ ． ７ ℃ で あ る 。 ト リ グ リ セ リ ド な ど の 脂 質 の 融 点 は 、 構 成 す る 脂 肪 酸 の
融 点 の 影 響 を 最 も 強 く 受 け る た め に 、 Ｖ Ｌ Ｓ Ａ を 多 く 含 む 油 脂 の 融 点 は 一 般 的 に 高 く 、 常
温 で 固 体 で あ っ た り 、 低 温 で 保 管 し た 際 に 析 出 に よ り 濁 っ た り 固 ま っ た り す る こ と が あ る
。 液 状 油 に な る よ う に 固 体 脂 を 分 別 除 去 す る 方 法 と し て は 、 ウ イ ン タ リ ン グ 法 、 乳 化 分 別
法 な ど の 工 程 が 一 般 的 に 用 い ら れ て い る （ 「 油 脂 ・ 油 糧 ハ ン ド ブ ッ ク 」 幸 書 房 　 （ 1988）
Ｐ 261） 。 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 の 菌 類 が 生 産 す る 油 脂 中 に は 、 培 養 条 件 に よ り 変 動 す る も の
の 、 数 ％ の Ｖ Ｌ Ｓ Ａ が 含 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 し か し な が ら 、 上 記 脂 質 を 、 一 般 に 食 用 に 用 い る 場 合 に は 、 低 温 条 件 も 含 め て 安 定 し て
透 明 度 の 高 い 液 状 で あ る こ と が 好 ま し い 場 合 が 多 い 。 こ の よ う な 脂 質 を 得 る た め に 、 上 述
の ウ イ ン タ リ ン グ 法 、 乳 化 分 別 法 な ど に よ っ て 固 体 脂 の 分 別 除 去 は 可 能 で あ る が 、 工 程 が
複 雑 に な っ て し ま う た め に 、 製 造 に 要 す る 時 間 や コ ス ト が 大 き く な っ て し ま う 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 さ ら に 、 脂 質 生 合 成 の 副 経 路 で あ る Ｖ Ｌ Ｓ Ａ 生 合 成 経 路 へ 流 れ る た め に 、 目 的 の Ｐ Ｕ Ｆ
Ａ の 生 産 性 が 上 が り に く い と い う 問 題 も あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ま た 、 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ 生 産 性 の 高 い 野 生 株 が 生 成 す る Ｐ Ｕ Ｆ Ａ は 、 ア ラ キ ド ン 酸 を 中 心 と す る
ω ６ 系 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ が ほ と ん ど で あ る 。 変 異 処 理 で さ ま ざ ま な 変 異 株 が 取 得 さ れ て お り 、 生 成
す る Ｐ Ｕ Ｆ Ａ の 種 類 が 改 変 さ れ た も の も 多 数 知 ら れ て い る 。 そ れ ら の 変 異 株 を 解 析 す る こ
と に よ り 、 例 え ば 、 Δ １ ２ 不 飽 和 化 酵 素 活 性 を 欠 失 ま た は 低 下 さ せ る こ と に よ り ミ ー ド 酸
が 蓄 積 す る こ と 、 Δ ５ 不 飽 和 化 酵 素 活 性 を 欠 失 ま た は 低 下 さ せ る こ と に よ り ジ ホ モ -γ -リ
ノ レ ン 酸 が 蓄 積 す る こ と な ど が 明 ら か と な っ て い る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 こ の よ う に 、 変 異 処 理 に よ り Ｐ Ｕ Ｆ Ａ の 種 類 を 改 変 す る こ と が で き る が 、 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ を 生
産 す る 野 生 株 の 持 つ 遺 伝 子 の う ち 、 目 的 の 形 質 に 関 わ る 遺 伝 子 以 外 の 遺 伝 子 に 損 傷 が な い
株 を 得 る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 し か し 、 本 発 明 に 係 る 脂 質 の 生 産 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 上 述 の 問 題 点 を 解 決 す る こ
と が で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 に 係 る 脂 質 の 生 産 方 法 に よ れ ば 、 固 体 脂 に な り や す い Ｖ Ｌ
Ｓ Ａ 含 有 脂 質 の 量 を 減 ら す こ と に よ り 、 ウ イ ン タ リ ン グ 法 、 乳 化 分 別 法 な ど の 時 間 や コ ス
ト が か か る 工 程 を 入 れ る こ と な く 、 食 用 に 適 し た 液 状 油 を 製 造 で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ま た 、 副 経 路 で あ る Ｖ Ｌ Ｓ Ａ 生 合 成 経 路 へ 流 れ る こ と を 抑 制 す る た め に 、 目 的 の Ｐ Ｕ Ｆ
Ａ の 生 産 性 を 上 げ る こ と が で き る 。 加 え て 、 目 的 の 形 質 に 関 わ る 遺 伝 子 以 外 の 遺 伝 子 に 損
傷 が な い Ｐ Ｕ Ｆ Ａ 生 産 株 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 に は 、 上 述 の 脂 質 の 生 産 方 法 に よ っ て 生 産 さ れ る 脂 質 も 含 ま れ る 。 か か る
脂 質 と し て は 、 構 成 す る 全 脂 肪 酸 に 占 め る ω ９ 系 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ の 割 合 が ８ ％ 以 上 で あ る 脂 質 で
あ る こ と が 好 ま し く 、 さ ら に 好 ま し く は ８ ． ８ ％ 以 上 で あ り 、 よ り 好 ま し く は ９ ． ４ ％ 以
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上 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ま た 、 ミ ー ド 酸 の 割 合 が １ ． ３ ％ 以 上 で あ る 脂 質 が 好 ま し く 、 よ り 好 適 に は １ ． ６ ％ 以
上 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 さ ら に 、 構 成 す る 全 脂 肪 酸 に 占 め る ア ラ キ ド ン 酸 の 割 合 が １ ０ ％ 以 上 、 か つ 超 長 鎖 飽 和
脂 肪 酸 の 割 合 が ０ ． １ ％ 以 下 で あ る 脂 質 が 好 ま し い 。 ま た 、 ア ラ キ ド ン 酸 の 割 合 が ２ ０ ％
以 上 か つ 超 長 鎖 飽 和 脂 肪 酸 の 割 合 が ０ ． １ ％ 以 下 で あ る 脂 質 が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 に は 、 以 下 の 脂 質 が 含 ま れ て い て も よ い 。
・ 上 記 の 脂 質 の 生 産 方 法 に よ っ て 生 産 さ れ た 脂 質 で あ っ て 、 該 脂 質 を 構 成 す る 全 脂 肪 酸 に
占 め る ω ９ 系 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ の 割 合 が ８ ％ 以 上 で あ る 脂 質 。
・ 上 記 の 脂 質 の 生 産 方 法 に よ っ て 生 産 さ れ た 脂 質 で あ っ て 、 該 脂 質 を 構 成 す る 全 脂 肪 酸 に
占 め る ミ ー ド 酸 の 割 合 が １ ． ３ ％ 以 上 で あ る 脂 質 。
・ 上 記 の 脂 質 の 生 産 方 法 に よ っ て 生 産 さ れ た 脂 質 で あ っ て 、 該 脂 質 を 構 成 す る 全 脂 肪 酸 に
占 め る ア ラ キ ド ン 酸 の 割 合 が １ ０ ％ 以 上 で 、 か つ 該 脂 質 を 構 成 す る 全 脂 肪 酸 に 占 め る 超 長
鎖 飽 和 脂 肪 酸 の 割 合 が ０ ． １ ％ 以 下 で あ る 脂 質 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 以 下 実 施 例 を 示 し 、 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に つ い て さ ら に 詳 し く 説 明 す る 。 も ち ろ ん 、 本
発 明 は 以 下 の 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 細 部 に つ い て は 様 々 な 態 様 が 可 能 で あ る
こ と は い う ま で も な い 。 さ ら に 、 本 発 明 は 上 述 し た 実 施 形 態 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、
請 求 項 に 示 し た 範 囲 で 種 々 の 変 更 が 可 能 で あ り 、 そ れ ぞ れ 開 示 さ れ た 技 術 的 手 段 を 適 宜 組
み 合 わ せ て 得 ら れ る 実 施 形 態 に つ い て も 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ０ １ 】
　 （ 実 施 例 Ａ ） Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 の 機 能 解 析
　 Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 を 酵 母 で 発 現 さ せ る た め の プ ラ ス ミ ド を 以 下 の と お り 作 製 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 M.alpinaを Ｇ Ｙ 培 地 （ ２ ％ グ ル コ ー ス 、 １ ％ 酵 母 エ キ ス 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ に 調 製 ） で ５ 日 間
培 養 し 、 RNeasy plant mini kit(QIAGEN)を 用 い て 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。 １ μ ｇ の 全 Ｒ Ｎ
Ａ を SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR(Invitrogen)を 用 い て 、 ol
igo-dTプ ラ イ マ ー を 用 い て 逆 転 写 反 応 を 行 い 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。 合 成 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ
の う ち 、 １ μ ｇ を 鋳 型 と し て プ ラ イ マ ー MAELO-H1と プ ラ イ マ ー MAELO-S1と ExTaq（ タ カ ラ
バ イ オ ） を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 制 限 酵 素 Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ と 制 限
酵 素 Ｓ ｐ ｅ Ｉ で 消 化 し 約 ９ ５ ０ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 制 限 酵 素 Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ と 制 限 酵 素
Ｘ ｂ ａ Ｉ で 消 化 し た ベ ク タ ー pYES2（ Invitrogen） に 連 結 し 、 プ ラ ス ミ ド pY2MELを 構 築 し
た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 MAELO-H1： 5’ -gcaagcttatggccgccgcaatcttggac-3’ （ 配 列 番 号 １ ５ ）
　 MAELO-S1： 5’ -gcactagtttagatgtgcttgctgttggag-3’ （ 配 列 番 号 １ ６ ）
　 プ ラ ス ミ ド pY2MELに よ り 、 S.cerevisiae INVSc1株 を 形 質 転 換 し 、 ウ ラ シ ル を 含 ま な い
プ レ ー ト （ グ ル コ ー ス ２ ％ 、 Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids and Ammonium Sulfa
te (Difco社 製 )０ ． １ ７ ％ 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ０ ． ５ ％ 、 ヒ ス チ ジ ン 　 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｌ 、 ロ
イ シ ン ６ ０ ｍ ｇ ／ ｌ 、 ト リ プ ト フ ァ ン ４ ０ ｍ ｇ ／ ｌ 、 Bacto agar２ %） 上 で 生 育 し て き た
株 を 形 質 転 換 株 と し て 選 択 し た 。 形 質 転 換 株 を 、 ラ フ ィ ノ ー ス ２ ％ 、 Yeast Nitrogen Bas
e w/o Amino Acids and Ammonium Sulfate (Difco社 製 )０ ． １ ７ ％ 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ０
． ５ ％ 、 タ ー ジ ト ー ル 　 タ イ プ NP-40　 １ ％ 、 ヒ ス チ ジ ン 　 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｌ 、 ロ イ シ ン ６ ０
ｍ ｇ ／ ｌ 、 ト リ プ ト フ ァ ン ４ ０ ｍ ｇ ／ ｌ 、 ス テ ア リ ン 酸 (18:0) ０ ． ０ ５ ％ を 含 む 培 地 に
１ 白 金 時 植 菌 し 、 ６ 時 間 振 と う 培 養 し た 。 つ づ い て プ ラ ス ミ ド pY2MEL上 で Ｇ Ａ Ｌ １ プ ロ モ
ー タ ー 下 流 に 連 結 さ れ た Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 す る た め に ２ ％ (Ｗ ／ Ｖ )が ラ ク ト
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ー ス を 加 え て 、 さ ら に ２ ８ ℃ に て ４ ２ 時 間 振 と う 培 養 し た 。 遠 心 分 離 に よ り 菌 体 を 集 め 、
凍 結 乾 燥 し た 後 、 塩 酸 メ タ ノ ー ル 法 に よ り 菌 体 内 の 脂 肪 酸 残 基 を メ チ ル エ ス テ ル に 誘 導 し
た 後 、 ヘ キ サ ン で 抽 出 し 、 ヘ キ サ ン を 留 去 し た の ち 得 ら れ る 脂 肪 酸 メ チ ル エ ス テ ル を ガ ス
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分 析 し た 。 培 養 液 あ た り の 超 長 鎖 飽 和 脂 肪 酸 の 生 成 量 を 表 に 示 す 。
【 ０ １ ０ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ５ 】
　 上 記 表 １ に 示 す よ う に 、 pY2MEL導 入 株 で は 、 対 照 で あ る pYES2導 入 株 と 比 べ て 、 超 長 鎖
飽 和 脂 肪 酸 で あ る 22:0、 24:0、 26:0増 加 し て い た 。 こ の 結 果 か ら 、 MAELO遺 伝 子 は 超 長 鎖
飽 和 脂 肪 酸 の 鎖 長 延 長 活 性 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 （ 実 施 例 Ｂ ） Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 の 発 現 抑 制 株 の 育 種
　 Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 の 一 部 分 に 対 応 す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 過 剰 発 現 さ せ る た め の プ ラ ス ミ ド
を 以 下 の と お り 構 築 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 プ ラ ス ミ ド pBluescriptIISK+を 制 限 酵 素 Ｓ ｐ ｅ Ｉ と Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ と で 消 化 し 、 DNA blunti
ng Kit（ タ カ ラ バ イ オ ） を 用 い て 末 端 を 平 滑 化 し た 後 、 セ ル フ ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 、 プ
ラ ス ミ ド pBluescriptIISK+(BamHI－ )を 構 築 し た 。 次 に 、 プ ラ ス ミ ド pD4（ 文 献 ： D. A. Ma
ckenzie et al. Appl. Environ. Microbiol., 66, 4655-4664, 2000） を 鋳 型 と し て 、 プ
ラ イ マ ー HisProFXと プ ラ イ マ ー TrpCRXに よ り 、 LA Taq（ タ カ ラ バ イ オ ） を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を
行 っ た 。 反 応 条 件 は 、 ９ ４ ℃ 　 １ 分 、 ５ ５ ℃ 　 １ 分 、 ７ ２ ℃ 　 ２ 分 、 を １ サ イ ク ル と し て
、 ３ ０ サ イ ク ル 行 っ た 。 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 制 限 酵 素 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化 し 、 得 ら れ た
Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を プ ラ ス ミ ド pBluescriptIISK+(BamHI－ )の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ サ イ ト に 挿 入 す る こ と
に よ り 、 プ ラ ス ミ ド pBlueHptを 構 築 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 HisProFX； 5’ -tacgaattcaagcgaaagagagattatgaa-3’ （ 配 列 番 号 １ ）
　 TrpCRX； 5’ -gaagaattccctctaaacaagtgtacctgt-3’ （ 配 列 番 号 ２ ）
　 M. alpina を Ｇ Ｙ 液 体 培 地 （ ２ ％ グ ル コ ー ス 、 １ ％ 酵 母 エ キ ス 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ に 調 整 ） に
て 、 ２ ８ ℃ で ５ 日 間 培 養 し 、 得 ら れ た 菌 体 か ら 文 献 （ E. Sakuradani et al. Eur J. Bioc
hem., 260, 208-216, 1999） の 記 載 の 方 法 に 従 い 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 調 整 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 M. alpina の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 プ ラ イ マ ー MAELORNAi1-1と プ ラ イ マ ー MAELOR
NAi3-1と で 、 LA Taq（ タ カ ラ バ イ オ ） を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 反 応 条 件 は 、 ９ ４ ℃ 　 １
分 、 ５ ５ ℃ 　 １ 分 、 ７ ２ ℃ 　 １ 分 を １ サ イ ク ル と し て 、 ３ ０ サ イ ク ル 行 っ た 。 こ う し て 増
幅 さ れ た 約 ０ ． ９ ｋ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ベ ク タ ー pTBlueT-Vector（ タ カ ラ バ イ オ ） に Ｔ Ａ ク
ロ ー ニ ン グ し た 。 塩 基 配 列 を 確 認 し た 後 、 制 限 酵 素 Ｎ ｃ ｏ Ｉ と Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ と で 消 化 し 、 得
ら れ た 約 ０ ． ９ ｋ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を プ ラ ス ミ ド pBlueHptの Ｎ ｃ ｏ Ｉ － Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ サ イ ト に
挿 入 し 、 プ ラ ス ミ ド pBlueMEi3を 構 築 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 MAELORNAi1-1； 5’ -ctggatcctatggccgccgcaatcttggaca-3’ （ 配 列 番 号 ３ ）
　 MAELORNAi3-1； 5’ -aaccatggtcatccctaggtggaagtaatg-3’ （ 配 列 番 号 ４ ）
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　 M. alpina の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 プ ラ イ マ ー MAELORNAi1と プ ラ イ マ ー MAELORNA
i5と で 、 LA Taq（ タ カ ラ バ イ オ ） を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 反 応 条 件 は 、 ９ ４ ℃ 　 １ 分 、
５ ５ ℃ 　 １ 分 、 ７ ２ ℃ 　 １ 分 を １ サ イ ク ル と し て 、 ３ ０ サ イ ク ル 行 っ た 。 こ う し て 増 幅 さ
れ た 約 ０ ． ７ ｋ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ベ ク タ ー pTBlueT-Vector（ タ カ ラ バ イ オ ） に Ｔ Ａ ク ロ ー
ニ ン グ し た 。 塩 基 配 列 を 確 認 し た 後 、 制 限 酵 素 Ｎ ｃ ｏ Ｉ と Ｂ ｌ ｎ Ｉ と で 消 化 し 、 得 ら れ た
約 ０ ． ７ ｋ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を プ ラ ス ミ ド pBlueMEi3の Ｎ ｃ ｏ Ｉ － Ｂ ｌ ｎ Ｉ サ イ ト に 挿 入 し
、 プ ラ ス ミ ド pBlueMEi5を 構 築 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 MAELORNAi1； 5’ -ttggatccatggccgccgcaatcttggaca-3’ （ 配 列 番 号 ５ ）
　 MAERORNAi5； 5’ -tgatctcctaggtggaacactgatagccac-3’ （ 配 列 番 号 ６ ）
　 プ ラ ス ミ ド pBlueMEi5を 制 限 酵 素 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化 し て 得 ら れ た 約 ３ ． ３ ｋ ｂ の 断 片 を
プ ラ ス ミ ド pDuraの Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ サ イ ト に 挿 入 し 、 プ ラ ス ミ ド pDura5MEi51を 構 築 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 M.alpinaの ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 と し て 、 プ ラ イ マ ー MAELORNAi1-1と プ ラ イ マ ー MAELORNAi2
で 、 LA Taq(タ カ ラ バ イ オ )を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 ９ ４ ℃ 　 １ 分 、 ５ ５ ℃ 　
１ 分 、 ７ ２ ℃ 　 １ 分 を １ サ イ ク ル と し て 、 ３ ０ サ イ ク ル の 反 応 を 行 っ た 。 こ う し て 増 幅 さ
れ た 約 ０ ． ７ ｋ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ベ ク タ ー pT7Blue T-Vector（ タ カ ラ バ イ オ ） に TAク ロ ー
ニ ン グ し た 。 塩 基 配 列 を 確 認 し た あ と 、 制 限 酵 素 Ｎ ｃ ｏ Ｉ と Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 し 、 得 ら れ
た 約 ０ ． ７ ｋ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を プ ラ ス ミ ド pBlueHptの Ｎ ｃ ｏ Ｉ － Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ サ イ ト に 挿 入
し 、 プ ラ ス ミ ド pBlueMEi2を 構 築 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 MAELORNAi3；  5’ -tgccatggggaaatatgccctaggccatgc -3'（ 配 列 番 号 １ ７ ）
　 次 に 、 M.alpinaの ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 プ ラ イ マ ー MAELORNAi1と プ ラ イ マ ー MAEL
ORNAi4で 、 LA Taq(タ カ ラ バ イ オ )を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 ９ ４ ℃ 　 １ 分 、 ５
５ ℃ 　 １ 分 、 ７ ２ ℃ 　 １ 分 を １ サ イ ク ル と し て 、 ３ ０ サ イ ク ル の 反 応 を 行 っ た 。 こ う し て
増 幅 さ れ た 約 ０ ． ５ ｋ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ベ ク タ ー pT7Blue T-Vector（ タ カ ラ バ イ オ ） に TA
ク ロ ー ニ ン グ し た 。 塩 基 配 列 を 確 認 し た あ と 、 制 限 酵 素 Ｎ ｃ ｏ Ｉ と Ｂ ｌ ｎ Ｉ で 消 化 し 、 得
ら れ た 約 ０ ． ７ ｋ ｂ の DNA断 片 を プ ラ ス ミ ド pBlueMEi2の Ｎ ｃ ｏ Ｉ － Ｂ ｌ ｎ Ｉ サ イ ト に 挿 入
し 、 プ ラ ス ミ ド pBlueMEi4を 構 築 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 MAELORNAi4；  5’ -cacttacctaggggcttcttcttgagg -3’ （ 配 列 番 号 １ ８ ）
　 プ ラ ス ミ ド pBlueMEi4を 制 限 酵 素 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化 し て 得 ら れ た 約 ２ ． ９ ｋ ｂ の 断 片 を
プ ラ ス ミ ド pDura5の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ サ イ ト に 挿 入 し 、 プ ラ ス ミ ド pDura5Mei41を 構 築 し た 。 プ
ラ ス ミ ド pDura5Mei51で は 約 ７ ０ ０ ｂ ｐ 、 プ ラ ス ミ ド pDura5Mei41で は 約 ５ ０ ０ ｂ ｐ の Ｍ Ａ
Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 に 対 応 す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 過 剰 発 現 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 プ ラ ス ミ ド pDura5MEi51ま た は プ ラ ス ミ ド pDura5Mei41に よ り 、 M. alpina Δ ura-1株 （
Δ ura5） を 宿 主 と し て 、 パ ー テ ィ ク ル デ リ バ リ ー 法 で 形 質 転 換 を 行 っ た 。 形 質 転 換 株 の 選
択 に は 、 Ｓ Ｃ 寒 天 培 地 （ Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids and Ammonium Sulfate (
Difco社 製 )５ ． ０ ｇ 、 （ Ｎ Ｈ ４ ） ２ Ｓ Ｏ ４ 　 １ ． ７ ｇ 、 グ ル コ ー ス 　 ２ ０ ｇ 、 ア デ ニ ン 　
２ ０ ｍ ｇ 、 チ ロ シ ン 　 ３ ０ ｍ ｇ 、 メ チ オ ニ ン 　 １ ． ０ ｍ ｇ 、 ア ル ギ ニ ン 　 ２ ． ０ ｍ ｇ 、 ヒ
ス チ ジ ン 　 ２ ． ０ ｍ ｇ 、 リ ジ ン 　 ４ ． ０ ｍ ｇ 、 ト リ プ ト フ ァ ン 　 ４ ． ０ ｍ ｇ 、 ス レ オ ニ ン
　 ５ ． ０ ｍ ｇ 、 イ ソ ロ イ シ ン 　 ６ ． ０ ｍ ｇ 、 ロ イ シ ン 　 ６ ． ０ ｍ ｇ 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 　
６ ． ０ ｍ ｇ 、 寒 天 　 ２ ０ ｇ ／ リ ッ ト ル ） を 用 い た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 そ れ ぞ れ 数 十 株 得 ら れ た 形 質 転 換 株 を Ｇ Ｙ 培 地 に 植 え 継 ぎ 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る ura5
遺 伝 子 を 安 定 に 保 持 し て い る 株 を ２ 株 ず つ 選 択 し た 。 な お 、 pDura5Mei51に よ る 形 質 転 換
株 と し て は ＃ １ お よ び ＃ ２ を 、 pDura5Mei41に よ る 形 質 転 換 株 と し て は ＃ ３ お よ び ＃ ４ を
用 い た 。 ＃ １ お よ び ＃ ２ は 約 ７ ０ ０ ｂ ｐ の 、 ＃ ３ お よ び ＃ ４ は 約 ５ ０ ０ ｂ ｐ の Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ
遺 伝 子 に 対 応 す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を そ れ ぞ れ 発 現 さ せ る 株 で あ る 。 こ れ ら ＃ １ ～ ＃ ４ の 形 質

10

20

30

40

50

(17) JP 2005-287403 A 2005.10.20



転 換 株 に つ い て 、 遺 伝 子 が 導 入 さ れ て い る か 否 か を Ｐ Ｃ Ｒ に て 確 認 し た 。 す な わ ち 、 そ れ
ぞ れ の 形 質 転 換 株 よ り ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 こ れ を 鋳 型 と し て 次 に 示 す プ ラ イ マ ー RDNA
1お よ び プ ラ イ マ ー RDNA2と EX Taq（ タ カ ラ バ イ オ ） を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 こ の と き の
反 応 条 件 は 、 ９ ４ ℃ 　 １ 分 、 ５ ４ ℃ 　 １ 分 、 ７ ２ ℃ 　 １ 分 を １ サ イ ク ル と し て 、 ３ ５ サ イ
ク ル 行 っ た 。 そ の 結 果 、 宿 主 と し た Δ ura-1株 で は Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 増 幅 が 認 め ら れ な か っ た
の に 対 し て 、 形 質 転 換 株 ＃ １ ～ ＃ ４ で は い ず れ も 約 １ ． ５ ｋ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 増 幅 が 確 認
さ れ た 。 こ の こ と か ら 、 上 記 形 質 転 換 株 ＃ １ ～ ＃ ４ の １ ８ Ｓ ｒ Ｄ Ｎ Ａ 領 域 で プ ラ ス ミ ド pD
ura5MEi51ま た は pDura5Mei41と 組 換 え が 生 じ て Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 導 入 さ れ て い る こ と が 確 認 で
き た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 プ ラ イ マ ー RDNA1； 5’ -acaggtacacttgtttagag-3’ （ 配 列 番 号 ７ ）
　 プ ラ イ マ ー RDNA2； 5’ -cgctgcgttcttcatcgatg-3’ （ 配 列 番 号 ８ ）
　 上 記 形 質 転 換 株 を 、 Ｇ Ｙ 液 体 培 地 １ ０ ｍ ｌ を 入 れ た 試 験 管 に 植 菌 し 、 ２ ８ ℃ で １ ２ 日 間
振 と う 培 養 し 、 ろ 過 に よ り 集 菌 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 菌 体 の 一 部 を と り 、 RNeasy plant mini kit（ QIAGEN） を 用 い て 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。
１ μ ｇ の 全 Ｒ Ｎ Ａ を SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR（ Invitrog
en） を 用 い て 、 ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー を プ ラ イ マ ー と し て 逆 転 写 反 応 を 行 い 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合
成 し た 。 合 成 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の う ち 、 １ μ ｌ を 鋳 型 と し て 、 プ ラ イ マ ー MAELO-1と プ ラ イ
マ ー MAELO-2と EX Taq（ タ カ ラ バ イ オ ） を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 こ の と き の 反 応 条 件 は
、 ９ ４ ℃ 　 １ 分 、 ５ ５ ℃ 　 １ 分 、 ７ ２ ℃ 　 １ 分 を １ サ イ ク ル と し て 、 ２ ０ サ イ ク ル 行 っ た
。
【 ０ １ １ ９ 】
　 プ ラ イ マ ー MAELO-1； 5’ -agtccatcgactccttcgtcttcca-3’ （ 配 列 番 号 ９ ）
　 プ ラ イ マ ー MAELO-2； 5’ -cggtgtcagccaactcccagtactt-3’ （ 配 列 番 号 １ ０ ）
　 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 電 気 泳 動 し 、 約 ３ ４ ０ ｂ ｐ の フ ラ グ メ ン ト の バ ン ド に つ い て 蛍 光
強 度 を 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 宿 主 と し た Δ ura-1株 で は 明 確 な バ ン ド が 確 認 で き た の に 対
し て 、 形 質 転 換 株 ＃ １ ～ ＃ ４ で は い ず れ も バ ン ド を 確 認 す る こ と が で き な か っ た 。 こ の こ
と か ら 、 形 質 転 換 株 ＃ １ ～ ＃ ４ で は Ｍ Ａ Ｅ Ｌ Ｏ 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 が 抑 制 さ れ て い る
こ と が 確 認 で き た 。 残 り の 菌 体 を 乾 燥 し 、 塩 酸 メ タ ノ ー ル 法 に よ り 菌 体 内 の 脂 肪 酸 残 基 を
メ チ ル エ ス テ ル に 誘 導 し た 後 、 ヘ キ サ ン で 抽 出 し 、 ヘ キ サ ン を 留 去 し た の ち 得 ら れ る 脂 肪
酸 メ チ ル エ ス テ ル を ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分 析 し た 。 そ の 結 果 を 下 記 表 ２ に 示 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ １ 】
　 そ の 結 果 、 上 記 表 ２ に 示 す よ う に 、 形 質 転 換 株 の 超 長 鎖 飽 和 脂 肪 酸 の 割 合 は 著 し く 低 下
し て い た 。 具 体 的 に は 、 ＃ １ 、 ＃ ２ の 超 長 鎖 飽 和 脂 肪 酸 の 生 成 は ほ ぼ 完 全 に 抑 制 さ れ 、 ＃
３ 、 ＃ ４ の 超 長 鎖 飽 和 脂 肪 酸 の 生 成 は 一 部 抑 制 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 （ 実 施 例 Ｃ ） Δ １ ２ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 遺 伝 子 の 発 現 抑 制 株 の 育 種
　 Δ １ ２ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 遺 伝 子 の 一 部 分 に 対 応 す る ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 過 剰 発 現 さ せ る た
め に 以 下 の ベ ク タ ー を 構 築 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 プ ラ ス ミ ド pMOD10（ Eur. J. Biochem. 261, 812-820 (1999)） を 鋳 型 と し て 、 プ ラ イ マ
ー Δ １ ２ － １ と プ ラ イ マ ー Δ １ ２ － ２ お よ び LA Taq（ タ カ ラ バ イ オ ） を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行
い 、 約 ６ ７ ０ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 増 幅 し た 。 こ の と き の 反 応 条 件 は 、 ９ ４ ℃ 　 １ 分 、 ５ ５
℃ 　 １ 分 、 ７ ２ ℃ 　 １ 分 を １ サ イ ク ル と し て ３ ０ サ イ ク ル 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 プ ラ イ マ ー Δ １ ２ － １ ； 5’ -gcggatccatggcacctcccaacacta-3’ （ 配 列 番 号 １ １ ）
　 プ ラ イ マ ー Δ １ ２ － ２ ； 5’ -agaggccttcataataaggtacgcaggc-3’ （ 配 列 番 号 １ ２ ）
　 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 制 限 酵 素 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ お よ び Ｓ ｔ ｕ Ｉ に て 消 化 し 、 プ ラ ス ミ ド pM
OD10を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ お よ び Ｍ ｓ ｃ Ｉ で 消 化 し て 得 ら れ た 約 ３ ． ７ ｋ ｂ の 断 片 と ligation hig
h（ 東 洋 紡 ） を 用 い て 連 結 し 、 プ ラ ス ミ ド pBΔ 12RNAiを 得 た 。 続 い て 、 プ ラ ス ミ ド pBΔ １
２ RNAiを 制 限 酵 素 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化 し 、 DNA blunting kit（ タ カ ラ バ イ オ ） を 用 い て 末 端
を 平 滑 化 し た 後 、 制 限 酵 素 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 し て 約 １ ． １ ｋ ｂ の 断 片 を 得 た 。 一 方 、 プ ラ
ス ミ ド pBlueHptを 制 限 酵 素 Ｎ ｃ ｏ Ｉ で 消 化 し 、 DNA blunting kit（ タ カ ラ バ イ オ ） を 用 い
て 末 端 を 平 滑 化 し た 後 、 制 限 酵 素 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 し て 約 ４ ． ７ ｋ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 得 た
。 こ れ ら ２ つ の 断 片 を ligation high（ 東 洋 紡 ） を 用 い て 連 結 し 、 プ ラ ス ミ ド pBlueΔ 12RN
Aiを 得 た 。 こ れ を 制 限 酵 素 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化 し て 得 ら れ た ２ ． ８ ｋ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を プ ラ
ス ミ ド pDura5の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ サ イ ト に 挿 入 す る こ と に よ っ て プ ラ ス ミ ド pDura5Δ １ ２ RNAiを
得 た 。
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【 ０ １ ２ ５ 】
　 プ ラ ス ミ ド pDura5Δ 12RNAiに よ り 、 M. alpina Δ ura-1株 を パ ー テ ィ ク ル デ リ バ リ ー 法
に よ り 形 質 転 換 し た 。 形 質 転 換 株 の 選 択 は 、 Ｓ Ｃ 寒 天 培 地 で 行 い 、 生 育 で き る 株 を 形 質 転
換 株 と し た 。 数 十 株 得 ら れ た 形 質 転 換 株 を Ｇ Ｙ 培 地 に 植 え 継 ぎ 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る ur
a5遺 伝 子 を 安 定 に 保 持 し て い る 株 を 選 択 し た 。 こ の よ う に し て 選 択 し た 株 の う ち ３ 株 （ 形
質 転 換 株 ＃ ５ ～ ＃ ７ ） に つ い て 、 導 入 し た プ ラ ス ミ ド pDura5Δ １ ２ RNAiが 染 色 体 上 の １ ８
Ｓ ｒ Ｄ Ｎ Ａ 領 域 と の 組 換 え に よ り 染 色 体 上 に 挿 入 さ れ て い る こ と は 、 上 記 実 施 例 Ａ と 同 様
に 確 認 し た 。 形 質 転 換 株 Ｓ Ｃ 液 体 培 地 ５ ０ ０ ｍ ｌ を 入 れ た フ ラ ス コ で 、 ２ ８ ℃ で ５ 日 間 培
養 し た 。 な お 、 対 照 の 宿 主 Δ ura-1株 の 培 養 に は 、 Ｓ Ｃ 液 体 培 地 に ウ ラ シ ル （ ５ ０ ｍ ｇ ／
リ ッ ト ル ） を 加 え た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 得 ら れ た 菌 体 の 一 部 よ り 、 上 記 実 施 例 Ａ と 同 様 の 方 法 で ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 プ ラ イ マ ー
Δ １ ２ － ３ と プ ラ イ マ ー Δ １ ２ － ４ と Ex Taq（ タ カ ラ バ イ オ ） を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。
こ の と き の 反 応 条 件 は ９ ４ ℃ 　 １ 分 、 ５ ５ ℃ 　 １ 分 、 ７ ２ ℃ 　 １ 分 を １ サ イ ク ル と し 、 ２
０ サ イ ク ル 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 プ ラ イ マ ー Δ １ ２ － ３ ； 5’ -ttgctattgatctgacctgggcctc-3’ （ 配 列 番 号 １ ３ ）
　 プ ラ イ マ ー Δ １ ２ － ４ ； 5’ -tgggaacaaagacctggtccttgg-3’ （ 配 列 番 号 １ ４ ）
　 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 電 気 泳 動 し 、 約 ３ １ ０ ｂ ｐ の フ ラ グ メ ン ト の ば ん ど に つ い て 蛍 光
強 度 を 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 宿 主 と し て Δ ura-1株 で は 明 確 な バ ン ド が 確 認 で き た の に 対
し て 、 形 質 転 換 株 ＃ ５ ～ ＃ ７ で は い ず れ も バ ン ド を 確 認 す る こ と が で き な か っ た 。 こ の こ
と か ら 、 形 質 転 換 株 ＃ ５ ～ ＃ ７ で は 、 Δ １ ２ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現
が 抑 制 さ れ て い る こ と が 確 認 で き た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 ま た 、 菌 体 の 脂 肪 酸 分 析 を 上 記 実 施 例 Ａ と 同 様 に 行 っ た 。 そ の 結 果 を 下 記 表 ３ に 示 す 。
【 ０ １ ２ ９ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ０ 】
　 表 ３ か ら 明 ら か な よ う に 、 形 質 転 換 株 で は ω ６ 系 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ の 割 合 が 低 下 し 、 ω ９ 系 Ｐ Ｕ
Ｆ Ａ の 割 合 が 著 し く 上 昇 し て い る こ と が 確 認 で き た 。 特 に 、 ミ ー ド 酸 に つ い て は 、 Δ ura-
1株 に は 全 く 存 在 し な か っ た が 、 形 質 転 換 株 に は か な り の 量 が 蓄 積 さ れ て い た 。 す な わ ち
、 Δ １ ２ 脂 肪 酸 不 飽 和 化 酵 素 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と に よ り 、 ミ ー ド 酸 を は じ め と す
る ω ９ 系 Ｐ Ｕ Ｆ Ａ の 生 産 能 を 持 た せ る こ と が で き る こ と が わ か っ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ３ １ 】
　 以 上 の よ う に 、 本 発 明 に か か る 脂 質 生 産 菌 の 育 種 方 法 は 、 モ ル テ ィ エ レ ラ 属 に 属 す る 脂
質 生 産 菌 を 効 率 的 か つ 有 効 に 育 種 す る こ と が で き る 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明 は 、 モ ル テ ィ エ レ
ラ 属 の 菌 類 を 利 用 す る 各 種 醗 酵 技 術 に 関 わ る 産 業 や 、 当 該 醗 酵 技 術 を 用 い た 食 品 産 業 、 医
薬 品 産 業 等 に 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 配 列 表 】
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