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【公開番号】特開2005-270115(P2005-270115A)
【公開日】平成17年10月6日(2005.10.6)
【年通号数】公開・登録公報2005-039
【出願番号】特願2005-146665(P2005-146665)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｐ   7/64     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/12     (2006.01)
   Ｃ１２Ｒ   1/89     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｐ   7/64    　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/12    　　　Ａ
   Ｃ１２Ｎ   1/12    　　　Ａ
   Ｃ１２Ｒ   1:89    　　　　
   Ｃ１２Ｐ   7/64    　　　　
   Ｃ１２Ｒ   1:89    　　　　

【手続補正書】
【提出日】平成20年2月7日(2008.2.7)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　微生物の多価不飽和脂肪酸含量を豊富にする方法であって、飽和の１％未満の溶存酸素
レベルを有する発酵培地で、前記微生物を発酵させることを含む方法。
【請求項２】
　産物と微生物を生産する従属栄養方法であって、飽和の１％未満の溶存酸素レベルを有
する発酵培地で、ポリケチドシンターゼ遺伝子を有する前記微生物を培養することを含む
方法。
【請求項３】
　微生物により生産される脂質の合計の少なくとも１５％を多価不飽和脂肪酸として生産
することができる、スラウストキトリアレス（Ｔｈｒａｕｓｔｏｃｈｙｔｒｉａｌｅｓ）
目である微生物から、多価不飽和脂肪酸を含む脂質を生産する方法であって、非アルコー
ル炭素源と制限栄養素源とを含む培地で前記微生物の発酵を行う段階を含む方法であり、
　発酵培地の溶存酸素含量が飽和の少なくとも４％である場合に、非アルコール炭素源と
制限栄養素源とが発酵培地のバイオマス密度を増大させるために培地に添加され、かつ
　発酵培地の溶存酸素含量が飽和の３％未満である場合に、培地の発酵が多価不飽和脂肪
酸を含む脂質を生産する、
多価不飽和脂肪酸を含む脂質を生産する方法。
【請求項４】
　そのバイオマスの少なくとも２０％を脂質として生産することができる、スラウストキ
トリアレス（Ｔｈｒａｕｓｔｏｃｈｙｔｒｉａｌｅｓ）目である微生物から、多価不飽和
脂肪酸を含む脂質を生産する方法であって、炭素源を含む培地で前記微生物の発酵を行う
段階を含む方法であり、
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　発酵培地の溶存酸素含量が飽和の少なくとも４％である場合に、炭素源が発酵培地のバ
イオマス密度を増大させるために供給バッチ方法の発酵培地に添加され、かつ
　発酵培地の溶存酸素含量が飽和の３％未満である場合に、培地の発酵が多価不飽和脂肪
酸を含む脂質を生産する、
多価不飽和脂肪酸を含む脂質を生産する方法。
【請求項５】
　そのバイオマスの少なくとも２０％を脂質として生産することができる、スラウストキ
トリアレス（Ｔｈｒａｕｓｔｏｃｈｙｔｒｉａｌｅｓ）目である微生物から、多価不飽和
脂肪酸を含む脂質を生産する方法であって、非アルコール炭素源と制限栄養素源とを含む
培地で前記微生物の発酵を行う段階を含む方法であり、
　発酵培地の溶存酸素含量が飽和の少なくとも４％である場合に、非アルコール炭素源と
制限栄養素源とが発酵培地のバイオマス密度を増大させるために培地に添加され、かつ
　発酵培地の溶存酸素含量が飽和の３％未満である場合に、培地の発酵が多価不飽和脂肪
酸を含む脂質を生産する、
多価不飽和脂肪酸を含む脂質を生産する方法。
【請求項６】
　微生物により生産される脂質の合計の少なくとも１５％を多価不飽和脂肪酸として生産
することができる、スラウストキトリアレス（Ｔｈｒａｕｓｔｏｃｈｙｔｒｉａｌｅｓ）
目である微生物から、多価不飽和脂肪酸を含む脂質を生産する方法であって、炭素源を含
む培地で前記微生物の発酵を行う段階を含む方法であり、
　発酵培地の溶存酸素含量が飽和の少なくとも４％である場合に、炭素源が発酵培地のバ
イオマス密度を増大させるために供給バッチ方法の発酵培地に添加され、かつ
　発酵培地の溶存酸素含量が飽和の３％未満である場合に、培地の発酵が多価不飽和脂肪
酸を含む脂質を生産する、
多価不飽和脂肪酸を含む脂質を生産する方法。
【請求項７】
　そのバイオマスの少なくとも２０％を脂質として生産することができる、スラウストキ
トリアレス（Ｔｈｒａｕｓｔｏｃｈｙｔｒｉａｌｅｓ）目である微生物を生育する方法で
あって、炭素源と制限栄養素源とを含む培地で前記微生物の発酵を行う段階を含む方法で
あり、
　発酵培地の溶存酸素含量が飽和の少なくとも４％である場合に、炭素源と制限栄養素源
とが発酵培地のバイオマス密度を増大させるために培地に添加され、
　発酵培地の溶存酸素含量が飽和の３％未満である場合に、培地の発酵が多価不飽和脂肪
酸を含む脂質を生産し、
　前記方法が少なくとも０．５ｇ／Ｌ／ｈｒの平均速度で脂質を生産し、かつ
　前記微生物により生産された脂質の合計の少なくとも１５％が多価不飽和脂肪酸である
、
微生物を生育する方法。
【請求項８】
　スラウストキトリアレス（Ｔｈｒａｕｓｔｏｃｈｙｔｒｉａｌｅｓ）目である微生物を
生育する方法であって、炭素源と制限栄養素源とを含む培地で前記微生物の発酵を行う段
階を含む方法であり、
　発酵培地の溶存酸素含量が飽和の少なくとも４％である場合に、炭素源と制限栄養素源
とが発酵培地のバイオマス密度を増大させるために培地に添加され、
　発酵培地の溶存酸素含量が飽和の３％未満である場合に、培地の発酵が多価不飽和脂肪
酸を含む脂質を生産し、かつ
　前記微生物がそのバイオマスの少なくとも２０％をいくつかの多価不飽和脂肪酸を含む
脂質として生産することができる、
微生物を生育する方法。
【請求項９】
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　発酵培地のバイオマス密度を増大させるために、発酵培地でスラウストキトリアレス（
Ｔｈｒａｕｓｔｏｃｈｙｔｒｉａｌｅｓ）目である微生物を生育するステップと、
　発酵培地の溶存酸素含量が飽和の３％未満である場合に、前記微生物に脂質を生産させ
るステップと、
　少なくとも１５％が多価不飽和脂肪酸である脂質を回収するステップとを含む、微生物
脂質を生産する方法。
【請求項１０】
　炭素源と制限栄養素源とを含む培地で微生物の発酵を行うステップと、
　発酵培地の溶存酸素レベルが飽和の少なくとも４％である場合に、炭素源と制限栄養素
源とを発酵培地に添加するステップと、
　発酵培地の溶存酸素レベルが飽和の３％以下である場合に、脂質を生産するステップと
、
　少なくとも１５％が多価不飽和脂肪酸である微生物脂質を回収するステップとを含む、
微生物脂質を生産する方法。
【請求項１１】
　供給バッチ方法である、請求項１～３、５、または７～１０のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１２】
　バッチ方法または連続方法である、請求項１～３、５、または７～１０のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１３】
　発酵培地の溶存酸素含量が飽和の３％未満である場合に、脂質生産を引き起こす栄養素
制限状態を誘導するために、制限栄養素源を全く加えないかあるいはほどんど加えない状
態で炭素源を添加する、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　培地の発酵が多価不飽和脂肪酸を含む脂質を生産する場合、発酵培地の溶存酸素含量は
飽和の１％未満である、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。　
【請求項１５】
　発酵培地中の溶存酸素レベルが最初の２４時間は８％、２４時間目から４０時間目まで
は４％、４０時間目からプロセスの終りまでは０．５％以下に維持され少なくとも９０時
間行われる、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　発酵培地中の溶存酸素レベルがプロセスの４０時間目以降からプロセスの終りまで０．
５％以下に維持される、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　非アルコール炭素源が炭水化物を含む、請求項３または５に記載の方法。
【請求項１８】
　制限栄養素源が、窒素源、炭素源、リン酸塩源、ビタミン源、微量金属源、主要金属源
、珪酸源、およびそれらの混合物から成る群より選択される栄養素源を含む、請求項３、
５、または７～１０のいずれか一項記載の方法。
【請求項１９】
　制限栄養素源が、それらの金属の硫酸塩および塩化物の塩ならびにそれらの混合物から
成る群より選択される微量金属源および主要金属源から成る群より選択される栄養素源を
含む、請求項３、５、または７～１０のいずれか一項記載の方法。
【請求項２０】
　制限栄養素源が窒素源を含む、請求項３、５、または７～１０のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項２１】
　制限栄養素源が無機アンモニウム塩を含む、請求項３、５、または７～１０のいずれか
一項に記載の方法。
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【請求項２２】
　制限栄養素源が水酸化アンモニウムを含む、請求項３、５、または７～１０のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項２３】
　発酵培地のｐＨが制限栄養素源によって調節される、請求項３、５、または７～１０の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　発酵培地が少なくとも２０℃の温度である、請求項１～３、５、または７～１０のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　微生物によって生産された脂質の合計の少なくとも１５％を多価不飽和脂肪酸として生
産する、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　微生物によって生産された脂質の合計の少なくとも１５％をドコサヘキサエン酸として
生産する、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　少なくとも０．５ｇ／Ｌ／ｈｒの平均速度で脂質を生産する、請求項１～６または８～
１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
　少なくとも０．５ｇ／Ｌ／ｈｒの平均速度で脂質を生産し、前記脂質の少なくとも１５
％が多価不飽和脂肪酸である、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　少なくとも０．５ｇ／Ｌ／ｈｒの平均速度で脂質を生産し、ω－３およびω－６脂肪酸
の合計量が前記脂質の少なくとも２０％である、請求項１～１０のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項３０】
　少なくとも０．５ｇ／Ｌ／ｈｒの平均速度で脂質を生産し、前記脂質の少なくとも２５
％がドコサヘキサエン酸である、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　微生物が、好気的条件下で生産することができる多価不飽和脂肪酸または他の脂質を生
産することができる、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
　微生物が、好気的条件下で生産される多価不飽和脂肪酸または他の脂質を生産する、請
求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　微生物が好気的条件下で生産することができる多価不飽和脂肪酸または他の脂質を生産
することができる方法であって、前記微生物が供給バッチ方法において生育する、請求項
１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　微生物が、好気的条件下で生産される多価不飽和脂肪酸または他の脂質を生産する、請
求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　微生物が好気的条件下で生産することができる多価不飽和脂肪酸または他の脂質を生産
することができる方法であって、前記微生物が供給バッチ方法において生育する、請求項
１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　微生物がスラウストキトリウム（Ｔｈｒａｕｓｔｏｃｈｙｔｒｉｕｍ）属、シゾキトリ
ウム（Ｓｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍ）属およびそれらの混合物から成る群より選択され
る、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
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　発酵培地中の溶存酸素が調節される、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　発酵培地中の溶存酸素が、発酵槽のヘッドスペース中の酸素量の調節および発酵培地が
かきまぜられる速度の調節から成る群より選択されるステップにより調節される、請求項
３７に記載の方法。
【請求項３９】
　平均で少なくとも０．２ｇ／Ｌ／ｈｒのドコサヘキサエン酸を生産する、請求項１～１
０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４０】
　（ａ）発酵培地から水を除去し、乾燥微生物を得るステップと、
　（ｂ）微生物脂質の少なくとも１５％が多価不飽和脂肪酸である、前記乾燥微生物から
脂質を単離するステップとをさらに含む、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４１】
　微生物脂質の少なくとも１５％がドコサヘキサエン酸である、請求項４０に記載の方法
。
【請求項４２】
　（ａ）発酵培地を処理して、微生物細胞を透過化、溶解、または破裂させるステップと
、
　（ｂ）脂質／水エマルションの破壊を援助する作用物質の支援があるかまたは支援がな
い状態で比重選別法により発酵培地から脂質を回収するステップであって、微生物脂質の
少なくとも１５％が多価不飽和脂肪酸であるステップとをさらに含む、請求項１～１０の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項４３】
　微生物脂質の少なくとも１５％がドコサヘキサエン酸である、請求項４２に記載の方法
。
【請求項４４】
　（ａ）乾燥微生物を得るために、前もって遠心せずに発酵培地から水を蒸発させるステ
ップと、
　（ｂ）乾燥微生物から脂質を単離するステップであって、微生物脂質の少なくとも１５
％が多価不飽和脂肪酸であるステップとをさらに含む、請求項１～１０のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項４５】
　微生物脂質の少なくとも１５％がドコサヘキサエン酸である、請求項４４に記載の方法
。
【請求項４６】
　培地の発酵が多価不飽和脂肪酸を含む脂質を生産し、発酵培地が少なくとも１００ｇ／
ｌのバイオマス密度を有する、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４７】
　培地の発酵が多価不飽和脂肪酸を含む脂質を生産し、発酵培地が少なくとも１５０ｇ／
ｌのバイオマス密度を有する、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４８】
　微生物がポリケチドシンターゼ遺伝子を有する、請求項２～１０のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項４９】
　ポリケチドシンターゼ遺伝子が微生物中で天然で生じる、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　ポリケチドシンターゼ遺伝子が微生物へ遺伝学的に導入される、請求項４８に記載の方
法。
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