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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の（ａ）～（ｅ）のいずれかに記載のポリヌクレオチド：
（ａ）配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配列からなるポリヌクレオチドを
含有するポリヌクレオチド；
（ｂ）配列番号：２の塩基配列からなるポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオチド；
（ｃ）配列番号：３のアミノ酸配列からなるタンパク質をコードするポリヌクレオチドを
含有するポリヌクレオチド；
（ｄ）配列番号：３のアミノ酸配列において、１～５０個のアミノ酸が欠失、置換、挿入
、および／もしくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ炭素数１８の脂肪酸よりも炭
素数１６の脂肪酸を優先的に合成する活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオ
チドを含有するポリヌクレオチド；または
（ｅ）配列番号：３のアミノ酸配列に対して、９０％以上の配列同一性を有するアミノ酸
配列からなり、かつ炭素数１８の脂肪酸よりも炭素数１６の脂肪酸を優先的に合成する活
性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオチド。
【請求項２】
　配列番号：３のアミノ酸配列において１～１０個のアミノ酸が欠失、置換、挿入および
／もしくは付加したアミノ酸配列からなり、かつ炭素数１８の脂肪酸よりも炭素数１６の
脂肪酸を優先的に合成する活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有
する、請求項1に記載のポリヌクレオチド。
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【請求項３】
　配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配列からなるポリヌクレオチドを含有
する、請求項１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項４】
　配列番号：１の塩基配列からなるポリヌクレオチドを含有する、請求項１に記載のポリ
ヌクレオチド。
【請求項５】
　配列番号：２の塩基配列からなるポリヌクレオチドを含有する、請求項１に記載のポリ
ヌクレオチド。
【請求項６】
　配列番号：３のアミノ酸配列からなるタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有
する、請求項１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項７】
　ＤＮＡである、請求項１～６のいずれかに記載のポリヌクレオチド。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれかに記載のポリヌクレオチドにコードされるタンパク質。
【請求項９】
　請求項１～７のいずれかに記載のポリヌクレオチドを含有するベクター。
【請求項１０】
　請求項１～７のいずれかに記載のポリヌクレオチドが導入された形質転換細胞。
【請求項１１】
　請求項９に記載のベクターが導入された形質転換細胞。
【請求項１２】
　請求項９に記載のベクターを導入することによって、脂肪酸生成能が向上した請求項１
１に記載の形質転換細胞。
【請求項１３】
　前記細胞が、脂質生産菌由来の細胞である、請求項１０～１２のいずれかに記載の形質
細胞。
【請求項１４】
　前記脂質生産菌が、モルティエレラ・アルピナ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ａｌｐｉｎ
ａ）である、請求項１３に記載の形質転換細胞。
【請求項１５】
　請求項１０～１４のいずれかに記載の形質転換細胞を用いる脂質または脂肪酸の製造方
法。
【請求項１６】
　請求項１０～１４のいずれかに記載の形質転換細胞を用いる食品、医薬品または工業原
料の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、脂肪酸合成酵素をコードする遺伝子ならびにその利用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　新規脂肪酸合成を担う脂肪酸合成酵素遺伝子は、さまざまな生物でクローン化され、よ
く研究されてきた（例えば、非特許文献１：Ｅ．Ｓｃｈｗｅｉｚｅｒ　ｅｔ．ａｌ．，　
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　Ｒｅｖ．，　６８，　５０１－５１７，
２００４）。
　一部のバクテリア、および菌類や動物では、以下に示すようなタイプＩと呼ばれる多機
能酵素が、脂肪酸合成における一連の反応を触媒することが知られている。
　タイプＩａ：（菌類）ＡＣ－ＥＲ－ＤＨ－ＭＰＴ／ＡＣＰ－ＫＲ－ＫＳ－ＰＰＴ、α6
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β6（β＋α：約３９５０ａ．ａ．）。（細菌）ＡＣ－ＥＲ－ＤＨ－ＭＰＴ－ＡＣＰ－Ｋ
Ｒ－ＫＳ－ＰＰＴ、α6、菌類のＦＡＳのβとαサブユニットがｈｅａｄ－ｔｏ－ｔａｉ
ｌで連結した構造（α：約３０００ａ．ａ．）。
　タイプＩｂ：（動物）ＫＳ－ＡＴ－ＤＨ－ＥＲ－ＫＲ－ＡＣＰ－ＴＥ、α2（α：約２
５００ａ．ａ．）。なお、上記各略号は、以下のものを指す：
【０００３】
　　ＡＣ：ａｃ（ｅｔ）ｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
　　ＡＴ：ｍａｌｏｎｙｌ／ａｃｅｔｙｌ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
　　ＭＰＴ：ｍａｌｏｎｙｌ／ｐａｌｍｉｔｏｙｌ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
　　ＫＳ：ｋｅｔｏａｃｙｌ　ｓｙｎｔｈａｓｅ
　　ＫＲ：ｋｅｔｏａｃｙｌ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ
　　ＤＨ：ｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅ
　　ＥＲ：ｅｎｏｙｌ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ
　　ＡＣＰ：ａｃｙｌ　ｃａｒｒｉｅｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ
　　ＴＥ：ｔｈｉｏｅｓｔｅｒａｓｅ
　　ＰＰＴ：ｐａｌｍｉｔｏｙｌ／ｐａｌｍｉｔｏｙｌ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
【０００４】
　酵母Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ（以下、「Ｓ．ｃｅｒｅｖｉ
ｓｉａｅ」と略すことがある）では、新規脂肪酸合成は、脂肪酸合成酵素（ＦＡＳ１遺伝
子にコードされるβサブユニットとＦＡＳ２遺伝子にコードされるαサブユニットからな
るα６β６複合体）により、炭素数１８（ステアリン酸）までを生成する。一方、脂肪酸
鎖長延長酵素遺伝子としてＥＬＯ１、ＥＬＯ２、ＥＬＯ３が知られており、ＥＬＯ１はＣ
１２からＣ１６をＣ１６からＣ１８へ、ＥＬＯ２はＣ１６からＣ１８をＣ２２へ、ＥＬＯ
３はＣ１８からＣ２４とＣ２６への鎖長延長をそれぞれ担っていると考えられている。
【０００５】
　一方、脂質生産菌モルティエレラ・アルピナ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ａｌｐｉｎａ
）（以下、「Ｍ．ａｌｐｉｎａ」と略すことがある）においては、変異処理により、パル
ミチン酸からステアリン酸への脂肪酸鎖長延長活性が低下した変異株が得られる（特許文
献１：特開２００１－２４５６８７）ことから、少なくともパルミチン酸までの合成とパ
ルミチン酸からステアリン酸への合成は別の酵素が担っていることが示唆されていた。
　しかしながら、Ｍ．ａｌｐｉｎａをはじめとする脂質生産菌の新規脂肪酸合成を担う脂
肪酸合成酵素遺伝子はこれまでにクローン化されていない。
【非特許文献１】Ｅ．Ｓｃｈｗｅｉｚｅｒ　ｅｔ．ａｌ．，　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．　Ｍ
ｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　Ｒｅｖ．，　６８，　５０１－５１７，２００４）
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　上述のような状況下で、Ｍ．ａｌｐｉｎａをはじめとする脂質生産菌の新規脂肪酸合成
を担う脂肪酸合成酵素、およびそれをコードする遺伝子を同定することが求められている
。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは、鋭意研究の結果、脂質生産菌であるＭ．ａｌｐｉｎａの新規脂肪酸合成
を担う脂肪酸合成酵素遺伝子をクローニングすることに成功し、本発明を完成した。すな
わち、本発明は、以下のポリヌクレオチド、タンパク質、発現ベクター、形質転換体、該
形質転換体を用いる食品等の製造方法、そのような製法によって製造された食品等、なら
びに被検脂質生産菌の評価もしくは選択方法を提供する。
【０００８】
（１）以下の（ａ）～（ｈ）のいずれかに記載のポリヌクレオチド：
（ａ）配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配列からなるポリヌクレオチドを
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含有するポリヌクレオチド；
（ｂ）配列番号：２の塩基配列からなるポリヌクレオチドもしくはその一部を含有するポ
リヌクレオチド；
（ｃ）配列番号：３のアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを
含有するポリヌクレオチド；
（ｄ）配列番号：３のアミノ酸配列において、１もしくは複数個のアミノ酸が欠失、置換
、挿入、および／もしくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ脂肪酸合成酵素活性を
有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオチド；
（ｅ）配列番号：３のアミノ酸配列に対して、６０％以上の相同性を有するアミノ酸配列
を有し、かつ脂肪酸合成酵素活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含
有するポリヌクレオチド；
（ｆ）配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配列と相補的な塩基配列からなる
ポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ脂肪酸合成酵素
活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオチド；
（ｇ）配列番号：２の塩基配列もしくはその一部と相補的な塩基配列からなるポリヌクレ
オチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ脂肪酸合成酵素活性を有す
るタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオチド；または
（ｈ）配列番号：３のアミノ酸配列からなるタンパク質をコードするポリヌクレオチドの
塩基配列と相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズし、かつ脂肪酸合成酵素活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオ
チドを含有するポリヌクレオチド。
【０００９】
（２）以下の（ｉ）～（ｍ）のいずれかである上記（１）に記載のポリヌクレオチド：
（ｉ）配列番号：３のアミノ酸配列において１～１０個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／もしくは付加したアミノ酸配列からなり、かつ脂肪酸合成酵素活性を有するタンパ
ク質をコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオチド；
（ｊ）配列番号：３のアミノ酸配列に対して、９０％以上の相同性を有するアミノ酸配列
を有し、かつ脂肪酸合成酵素活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含
有するポリヌクレオチド；
（ｋ）配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配列と相補的な塩基配列からなる
ポリヌクレオチドとハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ脂肪酸合成
酵素活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオチド
；
（ｌ）配列番号：２の塩基配列もしくはその一部と相補的な塩基配列からなるポリヌクレ
オチドとハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ脂肪酸合成酵素活性を
有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオチド；または
（ｍ）配列番号：３のアミノ酸配列からなるタンパク質をコードするポリヌクレオチドの
塩基配列と相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイストリンジェントな条件下
でハイブリダイズし、かつ脂肪酸合成酵素活性を有するタンパク質をコードするポリヌク
レオチドを含有するポリヌクレオチド。
【００１０】
（３）配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配列からなるポリヌクレオチドを
含有する、上記（１）に記載のポリヌクレオチド。
（４）配列番号：１の塩基配列からなるポリヌクレオチドを含有する、上記（１）に記載
のポリヌクレオチド。
（５）配列番号：２の塩基配列からなるポリヌクレオチドを含有する、上記（１）に記載
のポリヌクレオチド。
（６）配列番号：３のアミノ酸配列からなるタンパク質をコードするポリヌクレオチドを
含有する、上記（１）に記載のポリヌクレオチド。
（７）ＤＮＡである、上記（１）～（６）のいずれかに記載のポリヌクレオチド。
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【００１１】
（８）上記（１）～（７）のいずれかに記載のポリヌクレオチドにコードされるタンパク
質。
（８ａ）配列番号：３のアミノ酸配列を含むタンパク質。
（８ｂ）配列番号：３のアミノ酸配列における１もしくは複数個のアミノ酸が、欠失、置
換、挿入、および／もしくは付加されたアミノ酸配列を含み、かつ脂肪酸合成酵素活性を
有するタンパク質。
（８ｃ）配列番号：３のアミノ酸配列に対して６０％以上の相同性を有するアミノ酸配列
を有し、かつ脂肪酸合成酵素活性を有するタンパク質。
【００１２】
（９）上記（１）～（７）のいずれかに記載のポリヌクレオチドを含有するベクター。
（９ａ）以下の（ａ）～（ｃ）の構成要素を含む発現カセットを含む上記（９）に記載の
ベクター：
　（ａ）宿主細胞内で転写可能なプロモーター、
　（ｂ）該プロモーターに結合した、上記（１）～（７）のいずれかに記載のポリヌクレ
オチド、および
　（ｃ）ＲＮＡ分子の転写終結およびポリアデニル化に関し、宿主細胞内で機能するシグ
ナル。
（９ｂ）上記宿主細胞が、脂質生産菌（例えば、Ｍ．ａｌｐｉｎａ）または酵母（例えば
、Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）である、上記（９ａ）に記載のベクター。
【００１３】
（１０）上記（１）～（７）のいずれかに記載のポリヌクレオチドが導入された形質転換
生物。
（１１）上記（９）に記載のベクターが導入された形質転換生物。
（１２）上記（９）に記載のベクターを導入することによって、脂肪酸生成能が向上した
上記（１１）に記載の形質転換生物。
（１３）上記生物が、脂質生産菌である、上記（１０）～（１２）のいずれかに記載の形
質転換生物。
（１４）上記脂質生産菌が、モルティエレラ・アルピナ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ａｌ
ｐｉｎａ）である、上記（１３）に記載の形質転換生物。
（１５）上記（１０）～（１４）のいずれかに記載の形質転換生物を用いる脂質または脂
肪酸の製造方法。
（１６）上記（１０）～（１４）のいずれかに記載の形質転換生物を用いる食品、医薬品
または工業原料の製造方法。
（１６ａ）前記食品が、油脂を含む食品である、上記（１６）に記載の製造方法。
（１７）上記（１６）に記載の方法で製造された食品、医薬品または工業原料。
（１７ａ）前記食品が、油脂を含む食品である、上記（１７）に記載の食品または工業原
料。
【００１４】
（１８）配列番号：１の１番目から１２４８６番目のの塩基配列を有する脂肪酸合成酵素
遺伝子の塩基配列に基づいて設計したプライマーまたはプローブを用いて、被検脂質生産
菌の脂肪酸生成能について評価する方法。
（１８ａ）上記（１８）の方法によって、脂肪酸生成能が高い脂質生産菌を選別する方法
。
（１８ｂ）上記（１８ａ）に記載の方法によって選別された脂質生産菌を用いて油脂を製
造する方法。
（１９）被検脂質生産菌を培養し、配列番号：１の１番目から１２４８６番目のの塩基配
列を有する脂肪酸合成酵素遺伝子の発現量を測定することによって、被検脂質生産菌の脂
肪酸生成能を評価する方法。
（１９ａ）上記（１９）に記載の方法で、被検脂質生産菌を評価し、上記脂肪酸合成酵素
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遺伝子の発現量が高い脂質生産菌を選別する、炭素数が１６の脂肪酸の生成能が高い脂質
生産菌を選別する方法。
（１９ｂ）上記（１９ａ）に記載の方法によって選別された脂質生産菌を用いて油脂を製
造する方法。
【００１５】
（２０）基準脂質生産菌および被検脂質生産菌を培養して配列番号：１の１番目から１２
４８６番目の塩基配列を有する脂肪酸合成酵素遺伝子の各脂質生産菌における発現量を測
定し、基準脂質生産菌よりも該遺伝子が高発現している被検脂質生産菌を選択する、脂質
生産菌の選択方法。
（２１）基準脂質生産菌および被検脂質生産菌を培養して各脂質生産菌における上記（８
）に記載のタンパク質を定量し、基準脂質生産菌よりも該タンパク質量の多い被検脂質生
産菌を選択する、脂質生産菌の選択方法。即ち、複数の脂質生産菌を培養して各脂質生産
菌における上記（８）に記載のタンパク質を定量し、その中で該タンパク質量の多い被検
脂質生産菌を選択する、脂質生産菌の選択方法。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明のポリヌクレオチドは、脂質生産菌（例えば、Ｍ．ａｌｐｉｎａ）、酵母等の形
質転換に利用されることによって、そのような形質転換脂質生産菌または形質転換酵母等
を使用した食品、化粧料、医薬（例えば、皮膚外用薬）、石鹸等の製造への適用に有用で
ある。
【００１７】
　本発明の脂質または脂肪酸の製造方法によれば、脂肪酸を効率よく生産することができ
る。また、本発明のヌクレオチドを酵母などの形質転換に利用することにより、炭素数１
６の脂肪酸（例えば、パルチミン酸、パルミトレイン酸等）の含有比率の多い脂質または
脂肪酸を製造することができる。そのため、このような脂肪酸の生産能を向上させたい場
合に有利である。
　本発明の脂質生産菌の評価、選択方法を用いて評価、選択された脂質生産菌を使用する
ことにより、効率よく所望の組成の油脂（例えば、炭素数１６の脂肪酸の含有比率の高い
油脂）を製造することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　本発明者らは、後述の実施例において詳細に記載するように、脂質生産菌であるＭ．ａ
ｌｐｉｎａ　１Ｓ－４株由来の脂肪酸合成酵素の全長ｃＤＮＡのクローニングに初めて成
功した。また、Ｍ．ａｌｐｉｎａ　１Ｓ－４株由来の脂肪酸合成酵素のゲノムＤＮＡの塩
基配列（配列番号：２）、および該脂肪酸合成酵素の推定アミノ酸配列（配列番号：３）
も得られた。これらのＤＮＡ及び酵素は、後述の実施例に記載した手法、公知の遺伝子工
学的手法、公知の合成手法などによって取得することが可能である。本発明によって提供
される脂肪酸合成酵素のポリヌクレオチドは、脂質生産菌または酵母等の形質転換に利用
されることによって、そのような形質転換脂質生産菌（例えば、Ｍ．ａｌｐｉｎａ）また
は酵母を使用した油脂の製造およびそれを利用した食品、医薬品（例えば、皮膚外用薬）
、工業原料（例えば、化粧料、石鹸）等の製造に有用である。
【００１９】
１．本発明のポリヌクレオチド
　したがって、本発明は、１つの実施形態において、以下のポリヌクレオチド：
（ａ）配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配列からなるポリヌクレオチドを
含有するポリヌクレオチド、
（ｂ）配列番号：２の塩基配列からなるポリヌクレオチドもしくはその一部を含有するポ
リヌクレオチド、
（ｃ）配列番号：３のアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを
含有するポリヌクレオチド、
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（ｄ）配列番号：３のアミノ酸配列において、１もしくは複数個のアミノ酸が欠失、置換
、挿入、および／もしくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ脂肪酸合成酵素活性を
有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオチド、
（ｅ）配列番号：３のアミノ酸配列に対して、６０％以上の相同性を有するアミノ酸配列
を有し、かつ脂肪酸合成酵素活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含
有するポリヌクレオチド、
（ｆ）配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配列と相補的な塩基配列からなる
ポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ脂肪酸合成酵素
活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオチド、
（ｇ）配列番号：２の塩基配列もしくはその一部と相補的な塩基配列からなるポリヌクレ
オチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ脂肪酸合成酵素活性を有す
るタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオチド、および
（ｈ）配列番号：３のアミノ酸配列からなるタンパク質をコードするポリヌクレオチドの
塩基配列と相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズし、かつ脂肪酸合成酵素活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオ
チドを含有するポリヌクレオチド、
を提供する。
【００２０】
　本明細書中、「ポリヌクレオチド」とは、ＤＮＡまたはＲＮＡを意味する。
　本明細書中、「配列番号：２の塩基配列からなるＤＮＡの一部」としては、例えば、配
列番号：２の塩基配列のうち、エクソンに相当する部分などが含まれる。
　本明細書中、「ストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチド」と
は、例えば、配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配列または配列番号：２の
塩基配列と相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチド、又は配列番号：３のアミノ酸配
列をコードする塩基配列からなるポリヌクレオチドの全部または一部をプローブとして、
コロニーハイブリダイゼーション法、プラークハイブリダイゼーション法またはサザンハ
イブリダイゼーション法などを用いることにより得られるポリヌクレオチドをいう。ハイ
ブリダイゼーションの方法としては、例えば"Ｓａｍｂｒｏｏｋ　＆　Ｒｕｓｓｅｌｌ，
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　
Ｖｏｌ．　３，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐ
ｒｅｓｓ　２００１"、"Ａｕｓｕｂｅｌ，　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　１９
８７－１９９７"などに記載されている方法を利用することができる。
【００２１】
　本明細書中、「ストリンジェントな条件」とは、低ストリンジェントな条件、中ストリ
ンジェントな条件及び高ストリンジェントな条件のいずれでもよい。「低ストリンジェン
トな条件」は、例えば、５×ＳＳＣ、５×デンハルト溶液、０．５％ＳＤＳ、５０％ホル
ムアミド、３２℃の条件である。また、「中ストリンジェントな条件」は、例えば、５×
ＳＳＣ、５×デンハルト溶液、０．５％ＳＤＳ、５０％ホルムアミド、４２℃の条件であ
る。「高ストリンジェントな条件」は、例えば、５×ＳＳＣ、５×デンハルト溶液、０．
５％ＳＤＳ、５０％ホルムアミド、５０℃の条件である。これらの条件において、温度を
上げるほど高い相同性を有するＤＮＡが効率的に得られることが期待できる。ただし、ハ
イブリダイゼーションのストリンジェンシーに影響する要素としては温度、プローブ濃度
、プローブの長さ、イオン強度、時間、塩濃度など複数の要素が考えられ、当業者であれ
ばこれら要素を適宜選択することで同様のストリンジェンシーを実現することが可能であ
る。
【００２２】
　なお、ハイブリダイゼーションに市販のキットを用いる場合は、例えばＡｌｋｐｈｏｓ
　Ｄｉｒｅｃｔ　Ｌａｂｅｌｌｉｎｇ　Ｒｅａｇｅｎｔｓ（アマシャムファルマシア社製
）を用いることができる。この場合は、キットに添付のプロトコルにしたがい、標識した
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プローブとのインキュベーションを一晩行った後、メンブレンを５５℃の条件下で０．１
％　（ｗ／ｖ）　ＳＤＳを含む１次洗浄バッファーで洗浄後、ハイブリダイズしたＤＮＡ
を検出することができる。
【００２３】
　上記以外にハイブリダイズ可能なポリヌクレオチドとしては、ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴ
などの相同性検索ソフトウェアにより、デフォルトのパラメーターを用いて計算したとき
に、配列番号：１（もしくは配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配列）又は
配列番号：２のＤＮＡ、または配列番号：３のアミノ酸配列をコードするＤＮＡと約６０
％以上、約７０％以上、７１％以上、７２％以上、７３％以上、７４％以上、７５％以上
、７６％以上、７７％以上、７８％以上、７９％以上、８０％以上、８１％以上、８２％
以上、８３％以上、８４％以上、８５％以上、８６％以上、８７％以上、８８％以上、８
９％以上、９０％以上、９１％以上、９２％以上、９３％以上、９４％以上、９５％以上
、９６％以上、９７％以上、９８％以上、９９％以上、９９．１％以上、９９．２％以上
、９９．３％以上、９９．４％以上、９９．５％以上、９９．６％以上、９９．７％以上
、９９．８％以上、または９９．９％以上の相同性を有するＤＮＡをあげることができる
。
【００２４】
　なお、アミノ酸配列や塩基配列の相同性は、カーリンおよびアルチュールによるアルゴ
リズムＢＬＡＳＴ（ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８７２２
６４－２２６８，　１９９０；　ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９０
：　５８７３，　１９９３）を用いて決定できる。ＢＬＡＳＴのアルゴリズムに基づいた
ＢＬＡＳＴＮやＢＬＡＳＴＸと呼ばれるプログラムが開発されている（Ａｌｔｓｃｈｕｌ
　ＳＦ，　ｅｔ　ａｌ：　Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２１５：　４０３，　１９９０）。Ｂ
ＬＡＳＴＮを用いて塩基配列を解析する場合は、パラメーターは、例えばｓｃｏｒｅ＝１
００、ｗｏｒｄｌｅｎｇｔｈ＝１２とする。また、ＢＬＡＳＴＸを用いてアミノ酸配列を
解析する場合は、パラメーターは、例えばｓｃｏｒｅ＝５０、ｗｏｒｄｌｅｎｇｔｈ＝３
とする。ＢＬＡＳＴとＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴプログラムを用いる場合は、各プログラ
ムのデフォルトパラメーターを用いる。
【００２５】
　上記した本発明のポリヌクレオチドは、公知の遺伝子工学的手法または公知の合成手法
によって取得することが可能である。
【００２６】
２．本発明のタンパク質およびそれをコードするポリヌクレオチド
　本発明は、さらに別の実施形態において、上記ポリヌクレオチド（ａ）～（ｈ）のいず
れかにコードされるタンパク質も提供する。
　本発明は、さらに別の実施形態において、
（ａ）配列番号：３のアミノ酸配列を含むタンパク質、
（ｂ）配列番号：３のアミノ酸配列における１もしくは複数個のアミノ酸が、欠失、置換
、挿入、および／もしくは付加されたアミノ酸配列を含み、かつ脂肪酸合成酵素活性を有
するタンパク質、または
（ｃ）配列番号：３のアミノ酸配列に対して６０％以上の相同性を有するアミノ酸配列を
有し、かつ脂肪酸合成酵素活性を有するタンパク質、を提供する。
【００２７】
　本発明はまた、別の実施形態において、上記のタンパク質をコードする塩基配列を含む
ポリヌクレオチドを提供する。
　上記（ｂ）または（ｃ）に記載のタンパク質は、代表的には、天然に存在する配列番号
：３のタンパク質の変異体であるが、例えば、"Ｓａｍｂｒｏｏｋ　＆　Ｒｕｓｓｅｌｌ
，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
　Ｖｏｌ．　３，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐ
ｒｅｓｓ　２００１"、"Ａｕｓｕｂｅｌ，　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
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　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　１９
８７－１９９７"、"Ｎｕｃ．　Ａｃｉｄｓ．　Ｒｅｓ．，　１０，　６４８７　（１９８
２）"、"Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ，　７９，　６４０９
　（１９８２）"、"Ｇｅｎｅ，　３４，　３１５　（１９８５）"、"Ｎｕｃ．　Ａｃｉｄ
ｓ．　Ｒｅｓ．，　１３，　４４３１　（１９８５）"、"Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃ
ａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ，　８２，　４８８　（１９８５）"等に記載の部位特異的変
異導入法を用いて、人為的に取得することができるものも含まれる。
【００２８】
　本明細書中、「配列番号：３のアミノ酸配列における１もしくは複数個のアミノ酸が、
欠失、置換、挿入および／もしくは付加されたアミノ酸配列からなる、脂肪酸合成酵素活
性を有するタンパク質」としては、配列番号：３のアミノ酸配列において、例えば、１～
５００個、１～１００個、１～９０個、１～８０個、１～７０個、１～６０個、１～５０
個、１～４０個、１～３９個、１～３８個、１～３７個、１～３６個、１～３５個、１～
３４個、１～３３個、１～３２個、１～３１個、１～３０個、１～２９個、１～２８個、
１～２７個、１～２６個、１～２５個、１～２４個、１～２３個、１～２２個、１～２１
個、１～２０個、１～１９個、１～１８個、１～１７個、１～１６個、１～１５個、１～
１４個、１～１３個、１～１２個、１～１１個、１～１０個、１～９個、１～８個、１～
７個、１～６個（１～数個）、１～５個、１～４個、１～３個、１～２個、または１個の
アミノ酸残基が欠失、置換、挿入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつ
脂肪酸合成酵素活性を有するタンパク質が挙げられる。上記アミノ酸残基の欠失、置換、
挿入および／もしくは付加の数は、一般的には小さい程好ましい。
【００２９】
　また、このようなタンパク質としては、配列番号：３のアミノ酸配列と約６０％以上、
約７０％以上、７１％以上、７２％以上、７３％以上、７４％以上、７５％以上、７６％
以上、７７％以上、７８％以上、７９％以上、８０％以上、８１％以上、８２％以上、８
３％以上、８４％以上、８５％以上、８６％以上、８７％以上、８８％以上、８９％以上
、９０％以上、９１％以上、９２％以上、９３％以上、９４％以上、９５％以上、９６％
以上、９７％以上、９８％以上、９９％以上、９９．１％以上、９９．２％以上、９９．
３％以上、９９．４％以上、９９．５％以上、９９．６％以上、９９．７％以上、９９．
８％以上、または９９．９％以上の相同性を有するアミノ酸配列を有し、かつ脂肪酸合成
酵素活性を有するタンパク質が挙げられる。上記相同性の数値は一般的に大きい程好まし
い。なお、脂肪酸合成酵素活性は、例えばＪａｍｅｓ　Ｋ．　Ｓｔｏｏｐｓ　ｅｔ．　Ａ
ｌ．，　Ｊ．Ｂ．Ｃ．，　２５３，　４４６４－４４７５，　（１９７８）に記載の方法
によって測定することができる。
【００３０】
　本発明のタンパク質のアミノ酸配列において１以上のアミノ酸残基が欠失、置換、挿入
および／または付加されたとは、同一配列中の任意かつ１もしくは複数のアミノ酸配列中
の位置において、１または複数のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／又は付加がある
ことを意味し、欠失、置換、挿入及び付加のうち２種以上が同時に生じてもよい。
　以下に、相互に置換可能なアミノ酸残基の例を示す。同一群に含まれるアミノ酸残基は
相互に置換可能である。Ａ群：ロイシン、イソロイシン、ノルロイシン、バリン、ノルバ
リン、アラニン、２－アミノブタン酸、メチオニン、ｏ－メチルセリン、ｔ－ブチルグリ
シン、ｔ－ブチルアラニン、シクロヘキシルアラニン；Ｂ群：アスパラギン酸、グルタミ
ン酸、イソアスパラギン酸、イソグルタミン酸、２－アミノアジピン酸、２－アミノスベ
リン酸；Ｃ群：アスパラギン、グルタミン；Ｄ群：リジン、アルギニン、オルニチン、２
，４－ジアミノブタン酸、２，３－ジアミノプロピオン酸；Ｅ群：プロリン、３－ヒドロ
キシプロリン、４－ヒドロキシプロリン；Ｆ群：セリン、スレオニン、ホモセリン；Ｇ群
：フェニルアラニン、チロシン。
【００３１】
　また、本発明のタンパク質は、Ｆｍｏｃ法（フルオレニルメチルオキシカルボニル法）
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、ｔＢｏｃ法（ｔ－ブチルオキシカルボニル法）等の化学合成法によっても製造すること
ができる。また、アドバンスドケムテック社製、パーキンエルマー社製、ファルマシア社
製、プロテインテクノロジーインストゥルメント社製、シンセセルーベガ社製、パーセプ
ティブ社製、島津製作所等のペプチド合成機を利用して化学合成することもできる。
【００３２】
３．本発明のベクター及びこれを導入した形質転換体
　本発明はまた、別の実施形態において、本発明のポリヌクレオチドを含有する発現ベク
ターを提供する。本発明の発現ベクターは、以下のポリヌクレオチド：
（ａ）配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配列からなるポリヌクレオチドを
含有するポリヌクレオチド；
（ｂ）配列番号：２の塩基配列からなるポリヌクレオチドもしくはその一部を含有するポ
リヌクレオチド；
（ｃ）配列番号：３のアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを
含有するポリヌクレオチド；
（ｄ）配列番号：３のアミノ酸配列において、１もしくは複数個のアミノ酸が欠失、置換
、挿入、および／もしくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ脂肪酸合成酵素活性を
有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオチド；
（ｅ）配列番号：３のアミノ酸配列に対して、６０％以上の相同性を有するアミノ酸配列
を有し、かつ脂肪酸合成酵素活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含
有するポリヌクレオチド；
（ｆ）配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配列と相補的な塩基配列からなる
ポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ脂肪酸合成酵素
活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオチド；
（ｇ）配列番号：２の塩基配列もしくはその一部と相補的な塩基配列からなるポリヌクレ
オチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ脂肪酸合成酵素活性を有す
るタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオチド；または
（ｈ）配列番号：３のアミノ酸配列からなるタンパク質をコードするポリヌクレオチドの
塩基配列と相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズし、かつ脂肪酸合成酵素活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオ
チドを含有するポリヌクレオチド、
のいずれかを含有する。
【００３３】
　本発明のベクターは、通常、（ｉ）宿主細胞内で転写可能なプロモーター；（ｉｉ）該
プロモーターに結合した、上記（ａ）～（ｈ）のいずれかに記載のポリヌクレオチド；及
び（ｉｉｉ）ＲＮＡ分子の転写終結およびポリアデニル化に関し、宿主細胞内で機能する
シグナルを構成要素として含む発現カセットを含むように構成される。このように構築さ
れるベクターは、宿主細胞に導入される。本発明において使用される適切な宿主細胞の例
としては、脂質生産菌、酵母等が挙げられる。
【００３４】
　脂質生産菌としては、例えば、ＭＹＣＯＴＡＸＯＮ，Ｖｏｌ．ＸＬＩＶ，Ｎｏ．２，ｐ
ｐ．２５７－２６５（１９９２）に記載されている菌株を使用することができ、具体的に
は、モルティエレラ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ）属に属する微生物、例えば、モルティエ
レラ・エロンガタ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ｅｌｏｎｇａｔａ）ＩＦＯ８５７０、モル
ティエレラ・エキシグア（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ｅｘｉｇｕａ）ＩＦＯ８５７１、モ
ルティエレラ・ヒグロフィラ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ｈｙｇｒｏｐｈｉｌａ）ＩＦＯ
５９４１、モルティエレラ・アルピナ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ａｌｐｉｎａ）ＩＦＯ
８５６８、ＡＴＣＣ１６２６６、ＡＴＣＣ３２２２１、ＡＴＣＣ４２４３０、ＣＢＳ　２
１９．３５、ＣＢＳ２２４．３７、ＣＢＳ２５０．５３、ＣＢＳ３４３．６６、ＣＢＳ５
２７．７２、ＣＢＳ５２８．７２、ＣＢＳ５２９．７２、ＣＢＳ６０８．７０、ＣＢＳ７
５４．６８等のモルティエレラ亜属（ｓｕｂｇｅｎｕｓ　Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ）に属
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する微生物、またはモルティエレラ・イザベリナ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ｉｓａｂｅ
ｌｌｉｎａ）ＣＢＳ１９４．２８、ＩＦＯ６３３６、ＩＦＯ７８２４、ＩＦＯ７８７３、
ＩＦＯ７８７４、ＩＦＯ８２８６、ＩＦＯ８３０８、ＩＦＯ７８８４、モルティエレラ・
ナナ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ｎａｎａ）ＩＦＯ８１９０、モルティエレラ・ラマニア
ナ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ｒａｍａｎｎｉａｎａ）ＩＦＯ５４２６、ＩＦＯ８１８６
、ＣＢＳ１１２．０８、ＣＢＳ２１２．７２、ＩＦＯ７８２５、ＩＦＯ８１８４、ＩＦＯ
８１８５、ＩＦＯ８２８７、モルティエレラ・ヴィナセア（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ｖ
ｉｎａｃｅａ）ＣＢＳ２３６．８２等のマイクロムコール亜属（ｓｕｂｇｅｎｕｓ　Ｍｉ
ｃｒｏｍｕｃｏｒ）に属する微生物等を挙げることができる。とりわけ、モルティエレラ
・アルピナ（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ａｌｐｉｎａ）が好ましい。
【００３５】
　また、酵母の例としては、サッカロマイセス　セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅ
ｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ＮＢＲＣ１９５１、ＮＢＲＣ１９５２、ＮＢＲＣ１９５３、
ＮＢＲＣ１９５４等が挙げられる。本発明のベクターで形質転換されたこれらの宿主細胞
は、特に、炭素原子を１６個含む脂肪酸を高効率で産生することができる。
　脂質生産菌に導入する際に用いるベクターとしては、例えば、ｐＤｕｒａ５(Appl. Mic
robiol. Biotechnol., 65, 419-425, (2004))が利用可能であるが、これに限定されない
。
【００３６】
　酵母に導入する際に用いるベクターとしては、多コピー型（ＹＥｐ型）、単コピー型（
ＹＣｐ型）、染色体組み込み型（ＹＩｐ型）のいずれもが利用可能である。例えば、ＹＥ
ｐ型ベクターとしてはＹＥｐ２４（Ｊ．　Ｒ．　Ｂｒｏａｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｅｘｐ
ｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏ
ｎ，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　８３，　１９８３）、Ｙ
Ｃｐ型ベクターとしてはＹＣｐ５０（Ｍ．　Ｄ．　Ｒｏｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，　ｇｅｎｅ
，　６０，　２３７，　１９８７）、ＹＩｐ型ベクターとしてはＹＩｐ５（Ｋ．　Ｓｔｒ
ｕｈｌ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＰ，　
７６，　１０３５，　１９７９）が知られており、容易に入手することができる。
【００３７】
　宿主細胞中での遺伝子発現を調節するためのプロモーター／ターミネーターとしては、
宿主細胞中で機能する限り、任意の組み合わせでよい。例えば、脂質生産菌で利用する場
合はｈｉｓｔｏｎＨ４．１遺伝子のプロモーター、グリセルアルデヒド３リン酸デヒドロ
ゲナーゼ遺伝子のプロモーターなどを利用可能である。
　形質転換の際に用いる選択マーカーとしては、栄養要求性マーカー（ｕｒａ５、ｎｉａ
Ｄ）、薬剤耐性マーカー（ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎｅ、ゼオシン）、ジェネチシン耐性遺伝
子（Ｇ４１８ｒ）、銅耐性遺伝子（ＣＵＰ１）（Ｍａｒｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ
．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ，　８１，　３３７　１９８４）、セル
レニン耐性遺伝子（ｆａｓ２ｍ，　ＰＤＲ４）（それぞれ猪腰淳嗣ら，　生化学，　６４
，　６６０，　１９９２；　Ｈｕｓｓａｉｎ　ｅｔ　ｅｔ　ａｌ．，　ｇｅｎｅ，　１０
１，　１４９，　１９９１）などが利用可能である。
【００３８】
　宿主細胞の形質転換方法としては一般に用いられる公知の方法が利用できる。例えば、
脂質生産菌の場合、エレクトロポレーション法（Mackenxie D. A. et al. Appl. Environ
. Microbiol., 66, 4655-4661, 2000）やパーティクルデリバリー法（特開２００５－２
８７４０３「脂質生産菌の育種方法」に記載の方法）が利用できる。また、酵母の場合は
、エレクトロポレーション法、スフェロプラスト法（Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ
．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ，　７５　ｐ１９２９（１９７８））、酢酸リチウム法（Ｊ．Ｂａ
ｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，　１５３，　ｐ１６３（１９８３））、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．
　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ，　７５　ｐ１９２９　（１９７８）、Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ｉｎ　ｙｅａｓｔ　ｇｅｎｅｔｉｃｓ，　２０００　Ｅｄｉｔｉｏｎ　：　Ａ　Ｃｏｌ
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ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｃｏｕｒｓｅ　Ｍａｎｕａｌ
などに記載の方法で実施可能であるが、これらに限定されない。
【００３９】
　より具体的には、脂質生産菌の場合、宿主をCzapek-Dox培地に植菌し、２８℃にて２週
間培養し、胞子を形成させる。つづいて胞子を回収し、パーティクルデリバリー法（特開
２００５－２８７４０３「脂質生産菌の育種方法」に記載の方法）などにより遺伝子を導
入する。その後、選択マーカーとして用いる抗生物質等を含む標準寒天培地上あるいは、
栄養要求性マーカーを用いる場合は、マーカーとして用いる栄養素を欠いた寒天培地上に
植えつけ、形質転換体を取得する。また、酵母の場合は、宿主を標準栄養培地（例えば、
ＹＥＰＤ培地"Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．　Ｖｏ１．１，　Ｐｌｅｎｕ
ｍ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１１７（１９７９）"等）で、ＯＤ６００ｎｍ
の値が１～６となるように培養する。この培養細胞を遠心分離して集め、洗浄し、濃度約
１～２Ｍのアルカリ金属イオン、好ましくはリチウムイオンで前処理する。この細胞を約
３０℃で、約６０分間静置した後、導入するＤＮＡ（約１～２０μｇ）とともに約３０℃
で、約６０分間静置する。ポリエチレングリコール、好ましくは約４，０００ダルトンの
ポリエチレングリコールを、最終濃度が約２０％～５０％となるように加える。約３０℃
で、約３０分間静置した後、この細胞を約４２℃で約５分間加熱処理する。好ましくは、
この細胞懸濁液を標準栄養培地で洗浄し、所定量の新鮮な標準栄養培地に入れて、約３０
℃で約６０分間静置する。その後、選択マーカーとして用いる抗生物質等を含む標準寒天
培地上あるいは、栄養要求性マーカーを用いる場合は、マーカーとして用いる栄養素を欠
いた寒天培地上に植えつけ、形質転換体を取得する。その他、一般的なクローニング技術
に関しては、"Ｓａｍｂｒｏｏｋ　＆　Ｒｕｓｓｅｌｌ，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ｖｏｌ．　３，　Ｃｏｌｄ　Ｓ
ｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ　２００１"、"Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ｉｎ　Ｙｅａｓｔ　Ｇｅｎｉｔｉｃｓ、Ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａ
ｌ　（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　ＮＹ）"等を参照することができる。
【００４０】
４．本発明の脂質または脂肪酸の製造方法
　本発明はまた、別の実施形態において、上記の形質転換脂質生産菌または酵母を用いる
脂質または脂肪酸の製造方法を提供する。
　本明細書中、「脂質」とは、脂肪酸とアルコールとがエステル結合した化合物（例えば
、グリセリド）またはその類似体（例えば、コレステロールエステル）などを含む単純脂
質、単純脂質の一部にさらにリン酸、アミノ酸、糖などが結合した複合脂質、および脂質
の加水分解物で水に溶けない誘導脂質をいうものとする。
　本明細書中、「油脂」とは、グリセロールと脂肪酸のエステル（グリセリド）のことを
いう。
　本明細書中、「脂肪酸」とは、一般式ＲＣＯＯＨ（Ｒはアルキル基）で表される脂肪族
モノカルボン酸（カルボキシル基を一個有し、炭素原子が鎖状に連結したカルボン酸）の
ことをいう。脂肪酸には、炭化水素鎖中に二重結合を有さない飽和脂肪酸と、二重結合を
含む不飽和脂肪酸とが含まれる。
【００４１】
　本発明の脂質または脂肪酸は、本発明に従って形質転換した菌体から以下のようにして
抽出することができる。生物（例えば、脂質生産菌または酵母）の形質転換株について、
培養終了後、遠心分離法、ろ過等の常法に従って培養菌体を得る。菌体を十分水洗し、好
ましくは乾燥する。乾燥は、凍結乾燥、風乾等によって行うことができる。乾燥菌体を、
必要に応じて、ダイノミルや超音波などにより破砕した後、好ましくは窒素気流下で有機
溶媒によって抽出処理する。有機溶媒としてはエーテル、ヘキサン、メタノール、エタノ
ール、クロロホルム、ジクロロメタン、石油エーテル等を用いることができ、またはメタ
ノールおよび石油エーテルの交互抽出またはクロロホルム－メタノール－水の一層系の溶
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媒を用いた抽出によっても良好な結果を得ることができる。抽出物から減圧下で有機溶媒
を留去することにより、脂肪酸を含有する脂質を得ることができる。
【００４２】
　さらに、上記脂肪酸を含有する脂質からの脂肪酸の分離は、混合脂肪酸または混合脂肪
酸エステルの状態で、常法（例えば、尿素付加法、冷却分離法、絡むクロマトグラフィー
法など）により濃縮分離することにより行うことができる。
　本発明の脂質または脂肪酸の製造方法によれば、菌体の脂肪酸含有率が増加することに
より、脂肪酸を効率よく生産することができる。また、酵母を宿主として用いた場合、炭
素数が１６の飽和または不飽和脂肪酸（すなわち、パルチミン酸またはパルミトレイン酸
）の含有比率の高い脂質または脂肪酸が得られるため、このような脂肪酸を大量におよび
／または効率よく生産することが必要な場合に、特に有用である。
　このようにして得られた脂質または脂肪酸は、常法に従って、例えば、油脂を含む食品
、医薬品（例えば、皮膚外用薬）、工業原料（化粧料、石鹸等の原料）の製造などの用途
に使用することができる。
【００４３】
　例えば、パルミトレイン酸は、人の皮脂のなかに約１０パーセント以上存在する脂肪酸
であり、皮脂の再生に大きな役割を果たしているといわれ、皮膚の老化防止のために皮膚
化粧料または皮膚外用薬などに含有させて利用され得る。例えば、皮膚に湿疹などの障害
がある場合、年齢にかかわらず、パルミトレイン酸を補うことによって皮膚組織の再生を
助けることができる。したがって、本発明の脂質または脂肪酸の製造方法により得られる
脂質または脂肪酸は、例えば、皮膚の老化防止、皮膚組織の再生などの目的のために作ら
れる化粧料、医薬（皮膚外用薬など）等の製造に有利に用いることができる。
　したがって、本発明はまた、別の実施形態において、本発明の形質転換脂質生産菌また
は形質転換酵母を用いる食品、化粧料、医薬、石鹸等の製造方法を提供する。この方法は
、本発明の形質転換脂質生産菌または形質転換酵母を用いて脂質または脂肪酸を生成する
工程を包含する。生成された脂質または脂肪酸を含有する食品、化粧料、医薬、石鹸等の
調製は、常法による。このように、本発明の製造方法によって製造された食品、化粧料、
医薬、石鹸等は、本発明の形質転換脂質生産菌または形質転換酵母を用いて生成された脂
質または脂肪酸を含有する。本発明はさらに、そのような方法によって製造された食品、
化粧料、医薬、石鹸等を提供する。
【００４４】
　本発明の化粧料（組成物）または医薬（組成物）の剤型は、特に限定されず、溶液状、
ペースト状、ゲル状、固体状、粉末状等任意の剤型をとることができる。また、本発明の
化粧料組成物または医薬組成物は、オイル、ローション、クリーム、乳液、ゲル、シャン
プー、ヘアリンス、ヘアコンディショナー、エナメル、ファンデーション、リップスティ
ック、おしろい、パック、軟膏、香水、パウダー、オーデコロン、歯磨、石鹸、エアロゾ
ル、クレンジングフォーム等の化粧料もしくは皮膚外用薬の他、皮膚老化防止改善剤、皮
膚炎症防止改善剤、浴用剤、養毛剤、皮膚美容液、日焼け防止剤あるいは、外傷、あかぎ
れ、ひびわれ等による肌荒れの防止改善剤等に用いることができる。
【００４５】
　本発明の化粧料組成物は、必要に応じてさらに、その他の油脂、および／または色素、
香料、防腐剤、界面活性剤、顔料、酸化防止剤等を適宜配合することができる。これらの
配合比率は、目的に応じて当業者が適宜決定し得る（例えば、油脂は、組成物中に、１～
９９．９９重量％、好ましくは、５～９９．９９重量％、より好ましくは、１０～９９．
９５重量％含有され得る）。また、本発明の医薬組成物（例えば、皮膚外用薬）は、必要
に応じてさらに、その他の医薬活性成分（例えば、消炎成分）または補助成分（例えば、
潤滑成分、担体成分）を含んでいても良い。例えば、化粧料あるいは皮膚外用薬における
その他の常用成分としては、にきび用薬剤、ふけ・かゆみ防止剤、制汗防臭剤、熱傷用薬
剤、抗ダニ・シラミ剤、角質軟化剤、乾皮症用薬剤、抗ウイルス剤、経皮吸収促進剤等が
挙げられる。
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【００４６】
　本発明の食品の例としては、栄養補助食品、健康食品、機能性食品、幼児用食品、乳児
用調製乳、未熟児用調製乳、老人用食品などが挙げられる。本明細書中、食品は、固体、
流動体、および液体、ならびにそれらの混合物であって、摂食可能なものの総称である。
　栄養補助食品とは、特定の栄養成分が強化されている食品をいう。健康食品とは、健康
的なまたは健康によいとされる食品をいい、栄養補助食品、自然食品、ダイエット食品な
どを含む。機能性食品とは、体の調節機能を果たす栄養成分を補給するための食品をいい
、特定保健用途食品と同義である。幼児用食品とは、約６歳までの子供に与えるための食
品をいう。老人用食品とは、無処理の食品と比較して消化および吸収が容易であるように
処理された食品をいう。乳児用調製乳とは、約１歳までの子供に与えるための調製乳をい
う。未熟児用調製乳とは、未熟児が生後約６ヶ月になるまで与えるための調製乳をいう。
【００４７】
　これらの食品の形態の例としては、肉、魚、ナッツなどの天然食品（油脂で処理したも
の）、中華料理、ラーメン、スープなどの調理時に油脂を加える食品、天ぷら、フライ、
油揚げ、チャーハン、ドーナッツ、かりん糖などの熱媒体として油脂を用いた食品、バタ
ー、マーガリン、マヨネーズ、ドレッシング、チョコレート、即席ラーメン、キャラメル
、ビスケット、クッキー、ケーキ、アイスクリームなどの油脂食品または加工時に油脂を
加えた加工食品、おかき、ハードビスケット、あんパンなどの加工仕上げ時に油脂を噴霧
または塗布した食品などを挙げることができる。しかしながら、油脂を含む食品に限定さ
れるわけではなく、例えば、パン、麺類、ごはん、菓子類（キャンデー、チューインガム
、グミ、錠菓、和菓子）、豆腐およびその加工品などの農産食品、清酒、薬用酒、みりん
、食酢、醤油、みそなどの発酵食品、ヨーグルト、ハム、ベーコン、ソーセージなどの畜
産食品、かまぼこ、揚げ天、はんぺんなどの水産食品、果汁飲料、清涼飲料、スポーツ飲
料、アルコール飲料、茶などであってもよい。
【００４８】
　本発明の食品はまた、カプセルなどの医薬製剤の形態、またはタンパク質、糖類、脂肪
、微量元素、ビタミン類、乳化剤、香料などに本発明の油脂が配合された自然流動食、半
消化態栄養食、および成分栄養食、ドリンク剤、経腸栄養剤などの加工形態であってもよ
い。
【００４９】
５．本発明の被験脂質生産菌の脂肪酸産生能の評価方法および脂質生産菌の選択方法
　本発明はまた、別の実施形態において、（ｉ）配列番号：１の１番目から１２４８６番
目の塩基配列を有する脂肪酸合成酵素遺伝子の塩基配列に基づいて設計したプライマーま
たはプローブを用いて、被検脂質生産菌の脂肪酸生成能について評価する方法、（ｉｉ）
被検脂質生産菌を培養し、配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配列を有する
脂肪酸合成酵素遺伝子の発現量を測定することによって、被検脂質生産菌の脂肪酸生成能
を評価する方法、および（ｉｉｉ）基準脂質生産菌および被検脂質生産菌を培養して配列
番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配列を有する脂肪酸合成酵素遺伝子の各脂質
生産菌における発現量を測定し、基準脂質生産菌よりも該遺伝子が高発現している被検脂
質生産菌を選択する、脂質生産菌の選択方法を提供する。なお、配列番号：１の１番目か
ら１２４８６番目の塩基配列の代わりに配列番号：２の塩基配列を用いても良い。
【００５０】
　このような評価方法の一般的手法は公知であり、例えば、ＷＯ０１／０４０５１４号公
報、特開平８－２０５９００号公報などに記載されている。以下、この評価方法について
簡単に説明する。
　まず、被検脂質生産菌のゲノムを調製する。調製方法は、ＤＮｅａｓｙ　ｐｌａｎｔ　
ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ社）などの市販のキットを用いるなど、公知の如何なる方法を用い
ることができる。得られたゲノムを対象にして、配列番号：１の１番目から１２４８６番
目または２の脂肪酸合成酵素遺伝子の塩基配列（好ましくは、配列番号：１の１番目から
１２４８６番目の塩基配列）に基づいて設計したプライマーまたはプローブを用いて、被
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検脂質生産菌のゲノムにその遺伝子あるいはその遺伝子に特異的な配列が存在するか否か
を調べる。プライマーまたはプローブの設計は公知の手法を用いて行うことができる。
　遺伝子または特異的な配列の検出は、公知の手法を用いて実施することができる。例え
ば、特異的配列の一部または全部を含むポリヌクレオチドまたはその塩基配列に対して相
補的な塩基配列を含むポリヌクレオチドを一つのプライマーとして用い、もう一方のプラ
イマーとしてこの配列よりも上流あるいは下流の配列の一部または全部を含むポリヌクレ
オチドまたはその塩基配列に対して相補的な塩基配列を含むポリヌクレオチドを用いて、
ＰＣＲ法によって脂質生産菌の核酸を増幅し、増幅物の有無、増幅物の分子量の大きさな
どを測定する。プライマーに使用するポリヌクレオチドの塩基数は、通常、１０ｂｐ以上
であり、１５～２５ｂｐであることが好ましい。また、挟み込む部分の塩基数は、通常、
３００～２０００ｂｐが適当である。
【００５１】
　ＰＣＲ法の反応条件は、特に限定されないが、例えば、変性温度：９０～９８℃、アニ
ーリング温度：４０～６０℃、伸長温度：６０～７５℃、サイクル数：１０回以上などの
条件を用いることができる。得られる反応生成物はアガロースゲルなどを用いた電気泳動
法等によって分離され、増幅産物の分子量を測定することができる。この方法により、増
幅産物の分子量が特異部分のＤＮＡ分子を含む大きさかどうかによって、その脂質生産菌
の脂肪酸生成能について予測・評価する。また、増幅物の塩基配列を分析することによっ
て、さらに上記性能についてより正確に予測・評価することが可能である。
　また、本発明においては、被検脂質生産菌を培養し、配列番号：１の１番目から１２４
８６番目の塩基配列を有する脂肪酸合成酵素遺伝子の発現量を測定することによって、被
検脂質生産菌の脂肪酸生成能を評価することもできる。この場合は、被検脂質生産菌を培
養し、配列番号：１の１番目から１２４８６番目の脂肪酸合成酵素遺伝子の産物であるｍ
ＲＮＡまたはタンパク質を定量することによって可能である。ｍＲＮＡまたはタンパク質
の定量は、公知の手法を用いて行うことができる。例えば、ｍＲＮＡの定量は例えばノー
ザンハイブリダイゼーションや定量的ＲＴ－ＰＣＲによって、タンパク質の定量は例えば
ウエスタンブロッティングによって行うことができる（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏ
ｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏ
ｎｓ　１９９４－２００３）。
【００５２】
　さらに、被検脂質生産菌を培養して、配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基
配列を有する脂肪酸合成酵素遺伝子の発現量を測定し、目的とする脂肪酸生成能に応じた
前記遺伝子発現量の被検脂質生産菌を選択することによって、好適な脂質生産菌を選択す
ることができる。また、基準脂質生産菌および被検脂質生産菌を培養し、各脂質生産菌に
おける前記遺伝子発現量を測定し、基準脂質生産菌と被検脂質生産菌の前記遺伝子発現量
を比較して、所望の被検脂質生産菌を選択してもよい。具体的には、例えば、基準脂質生
産菌および被検脂質生産菌を培養して配列番号：１の１番目から１２４８６番目の塩基配
列を有する脂肪酸合成酵素遺伝子の各脂質生産菌における発現量を測定し、基準脂質生産
菌よりも該遺伝子が高発現している被検脂質生産菌を選択することによって好適な脂質生
産菌を選択することができる。
【００５３】
　あるいは、被検脂質生産菌を培養して、脂肪酸生成能の高いまたは低い、あるいは配列
番号：１の１番目から１２４８６番目の脂肪酸合成酵素活性の高いまたは低い脂質生産菌
を選択することによって、所望の被検脂質生産菌を選択することができる。これらの場合
、被検脂質生産菌または基準脂質生産菌としては、例えば、上述した本発明のベクターを
導入した脂質生産菌、上述した本発明のポリヌクレオチド（ＤＮＡ）の発現が抑制された
脂質生産菌、突然変異処理が施された脂質生産菌、自然変異した脂質生産菌などが使用さ
れ得る。脂肪酸生成能は、菌体内の脂肪酸を定量する方法を用いて、脂肪酸合成酵素活性
は、Ｊａｍｅｓ　Ｋ．　Ｓｔｏｏｐｓ　ｅｔ．　Ａｌ．，　Ｊ．Ｂ．Ｃ．，　２５３，　
４４６４－４４７５，　（１９７８）に記載の方法を用いて測定することができる。



(16) JP 5149812 B2 2013.2.20

10

20

30

40

50

【００５４】
　このように、本発明により、脂質生産菌（例えば、Ｍ．ａｌｐｉｎａ）の脂肪酸生成能
を評価し、所望の脂質生産菌（例えば、脂肪酸生産能の高い脂質生産菌や菌体あたりの脂
肪酸含量が多い脂質生産菌）を選択することができるため、効率よく所望の組成の油脂を
製造することができる。
　さらに、当該遺伝子の発現量を指標にして、脂肪酸生産を効率よく行うための培養条件
の検討、培養管理、などにも利用できる。
【実施例】
【００５５】
　以下、実施例を用いて本発明をより具体的に説明するが、本発明の範囲は、これらの実
施例によって限定されない。
【００５６】
ＥＳＴ解析
　Ｍ．　ａｌｐｉｎａ　１Ｓ－４株を１００ｍＬの培地（１．８％グルコース、１％酵母
エキス、ｐＨ６．０）に植菌し、３日間２８℃で前培養した。１０－Ｌ培養槽（Ａｂｌｅ
　Ｃｏ．、東京）に５Ｌの培地（１．８％グルコース、１％大豆粉、０．１％オリーブ油
、０．０１％アデカノール、０．３％、ＫＨ2ＰＯ4　０．１％　Ｎａ2ＳＯ4、０．０５％
　ＣａＣｌ2・２Ｈ2Ｏ、０．０５％　ＭｇＣｌ2・６Ｈ2Ｏ、ｐＨ６．０）を入れ、前培養
物を全量植菌し、３００ｒｐｍ、１ｖｖｍ、２６℃の条件で８日間通気攪拌培養した。培
養１、２、および３日目にそれぞれ２％、２％、および１．５％相当のグルコースを添加
した。培養１、２、３、６、および８日目の各ステージに菌体を回収し、塩酸グアジニン
／ＣｓＣｌ法でｔｏｔａｌ　ＲＮＡを調製した。Ｏｌｉｇｏｔｅｘ－ｄＴ３０＜Ｓｕｐｅ
ｒ＞ｍＲＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（タカラバイオ）を用いて、ｔｏｔａ
ｌ　ＲＮＡからｐｏｌｙ（Ａ）+ＲＮＡの精製を行った。各ステージのｃＤＮＡ　ｌｉｂ
ｒａｒｙを、ＺＡＰ－ｃＤＮＡ　Gigapack III Gold Cloning  Ｋｉｔ（ＳＴＲＡＴＡＧ
ＥＮＥ）を用いて作製し、ｃＤＮＡの５'側からのワンパスシーケンス解析（８０００ク
ローン×５ステージ）を行った。
【００５７】
ＦＡＳホモログの検索
　得られた塩基配列より、既知の脂肪酸合成酵素遺伝子のホモログをＢＬＡＳＴにより検
索した。その結果、Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ由来の脂肪酸
合成酵素αサブユニット（ＧＢアクセッションＮｏ．ＢＡＢ６２０３２、遺伝子はＦＡＳ
２）と部分的にもっとも高い相同性を示す塩基配列を２つ見出した。これらの配列は共通
の部分があり、１つの遺伝子由来のものであると考えられた。アッセンブリの結果得られ
た配列は、配列番号：１（ｃＤＮＡ）の塩基番号１２２６２－１２９２０に相当した。一
方、ＦＡＳ１のホモログは見出すことができなかった。
【００５８】
ＦＡＳ１ホモログの部分配列の取得
　上記解析により、ＦＡＳ１ホモログを見出すことができなかったので、既知のＦＡＳ１
タンパク質のアミノ酸配列（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ由来：
ＧＢ　Ｎｏ．Ｐ０７１４９、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ由来：ＧＢ　Ｎｏ．Ｐ３
４７３１、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ由来：ＧＢ　Ｎｏ．ＡＡＢ４１４
９４）のアライメントを行い（図１）、その保存領域の配列（１）および（２）：
【００５９】
配列（１）：ＱＧＳＱＥＱＧＭＧＭ（配列番号：４）
配列（２）：ＡＴＱＦＲＱＰＡＬＴ（配列番号：５）
をもとに、以下の縮重プライマーを設計した：
Ｆ１ｈ－ｆ：ＣＡＲＧＧＮＷＳＮＣＡＲＧＡＲＣＡＲＧＧＮＡＴＧＧＧＮＡＴＧ（配列番
号：６）
Ｆ１ｈ－ｒ：ＧＴＮＡＲＮＧＣＮＧＧＹＴＧＮＧＴＲＡＡＹＴＧＮＧＴＮＧＣ（配列番号
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：７）。
【００６０】
　Ｍ．ａｌｐｉｎａ　１Ｓ－４のｃＤＮＡは、上記ＥＳＴ解析で得られた全ＲＮＡよりス
ーパースクリプトファーストストランドシステム　ｆｏｒ　ＲＴ－ＰＣＲ（インビトロジ
ェン）でランダムヘキサマーを用いて合成した。Ｍ．ａｌｐｉｎａ　１Ｓ－４のｃＤＮＡ
を鋳型として、ＥｘＴａｑ（タカラバイオ）を用いて、９４℃　１分、５０℃　１分、７
２℃　１分を１サイクルとして３０サイクルのＰＣＲ反応を行い、約３００ｂｐのＤＮＡ
断片を得た。得られたＤＮＡ断片をＴＡクローニングキット（インビトロジェン）でＴＡ
クローニングし、得られたプラスミドをｐＣＲ－ＭａＦＡＳ１－１とした。塩基配列を決
定した。ＢＬＡＳＴの結果、脂肪酸合成酵素βサブユニットの一部分と高い相同性を示し
た。
【００６１】
ｃＤＮＡライブラリーのスクリーニング
　ＦＡＳ１ホモログおよびＦＡＳ２ホモログをｃＤＮＡライブラリーより以下のとおりス
クリーニングした。スクリーニングには、ＤＩＧラベリングシステム（ロシュ）を用いた
。ＦＡＳ１ホモログ用として、プラスミドｐＣＲ－ＭａＦＡＳ１－１を鋳型に、プライマ
ーＦ１－１ｆ：５'－ＧＣＴＣＴＧＴＡＴＧＡＣＴＣＴＴＣＣＣＣＣ－３'（配列番号：８
）とプライマーＦ１－１ｒ：５'－ＧＣＣＡＡＡＡＧＡＣＣＧＴＴＧＧＧＴＧＡＣ－３'（
配列番号：９）を用いて、ＰＣＲによりＤＩＧラベルしたプローブを作製した。
　一方、ＦＡＳ２ホモログ用のプローブを作製するために、Ｍ．ａｌｐｉｎａ　１Ｓ－４
株のｃＤＮＡを鋳型として、プライマーＦ２－１ｆ：５'－ＧＧＴＧＣＡＧＧＡＧＣＧＧ
ＧＡＣＴＧＡＧＴＧ－３'（配列番号：１０）とＦ２－１ｒ：５'－ＣＧＣＡＴＴＴＧＣＡ
ＡＣＣＧＣＡＡＣＣＧＣＧ－３'（配列番号：１１）を用いて、ＥｘＴａｑ（タカラバイ
オ）により、９４℃　１分、５５℃　１分、７２℃　１分を１サイクルとして３０サイク
ルの反応を行い、得られた約１７０ｂｐのＤＮＡ断片をＴＯＰＯ－ＴＡクローニングキッ
ト（インビトロジェン）によりＴＡクローニングし、得られたプラスミドをｐＣＲ－Ｍａ
ＦＡＳ２－１とした。プラスミドｐＣＲ－ＭａＦＡＳ２－１を鋳型にプライマーＦ２－１
ｆとプライマーＦ２－１ｒを用いて、ＰＣＲによりＤＩＧラベルしたプローブを作製した
。
【００６２】
　これらのプローブを用いて、ｃＤＮＡライブラリーよりスクリーニングを行った。ＦＡ
Ｓ１ホモログ用プローブでは、陽性クローンを得ることができなかった。
　一方、ＦＡＳ２ホモログ用プローブを用いた場合には、いくつかの陽性クローンを得る
ことができ、最長のクローンが配列番号：１（ｃＤＮＡ）の７８６１－１２９２０にあた
る配列（５０６０ｂｐ）を含んでいた。このクローンをプラスミドｐＢＳＭＡＦＡＳ２－
１とした。しかしながら、既知のＦＡＳ２遺伝子との比較から、全長を含むものではない
と考えられた。
【００６３】
ゲノムライブラリーの作製
　Ｍ．ａｌｐｉｎａ　１Ｓ－４株を、１００ｍｌの液体培地（グルコース１％、酵母エキ
ス０．５％、ｐＨ６．０）に植菌し、２８℃で４日間振とう培養した。フィルターろ過に
より菌体を集め、ＣＴＡＢ法によりゲノムＤＮＡを抽出した。
　得られたゲノムＤＮＡ約２００μｇを制限酵素Ｓａｕ３ＡＩで、切断ＤＮＡの分布の中
心が２０ｋｂ付近になるよう、部分分解した。得られたＤＮＡ断片を１０％－４０％のシ
ョ糖密度勾配遠心（ローターＳＷ２８（Ｂｅｃｋｍａｎ）、２５，０００ｒｐｍ、１０℃
、２４時間）を行い、ＡＵＴＯＭＡＴＩＣ　ＬＩＱＵＩＤ　ＣＨＡＲＧＥＲ（ＡＤＶＡＮ
ＴＥＣ社）とＭＩＣＲＯ　ＴＵＢＥ　ＰＵＭＰ（ＥＹＥＬＡ社）を用いて、１ｍｌずつ分
画した。２０ｋｂｐ付近に分布の中心があるフラクションを精製した。こうして得られた
ゲノムＤＮＡ断片をλＢｌｕｅＳＴＡＲ／ＢａｍＨＩベクターキット（ＮＯＶＡＧＥＮ社
）を用いて、ゲノムライブラリーを作製した。
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【００６４】
ゲノムライブラリーからのスクリーニング
　ＦＡＳ１ホモログおよびＦＡＳ２ホモログをゲノムライブラリーより、実施例（ｃＤＮ
Ａライブラリーからのスクリーニング）と同様にスクリーニングを行った。その結果、Ｆ
ＡＳ１ホモログ用プローブとＦＡＳ２ホモログ用プローブの両方で陽性を示すクローンを
得た。当該クローンのインサートの塩基配列の一部分（配列番号：２（ゲノム））１５５
３９ｂｐ）を決定した。
　既知のＦＡＳ１タンパク質およびＦＡＳ２タンパク質のアミノ酸配列との比較により、
配列番号：２（ゲノム）の１０６２－１０６４のＡＴＧが開始コドンであると推定された
。また、ＦＡＳ１ホモログとＦＡＳ２ホモログが１本のポリペプチドでコードされている
と推定された。
【００６５】
全長ｃＤＮＡのクローン化
　まず、Ｍ．ａｌｐｉｎａ　１Ｓ－４のｃＤＮＡを鋳型として、プライマーＦ１－２ｆ：
ＡＴＧＡＣＴＡＣＣＧＣＡＣＡＧＴＣＣＡＡＣＴＴＧＡＣＣ（配列番号：１２）とプライ
マーＦ１－１ｒを用いて、ＬＡＴａｑ（タカラバイオ）により９８℃　１０秒、６８℃　
１５分を１サイクルとして、３０サイクルのＰＣＲ反応を行った。その結果得られた約５
．４ｋｂのＤＮＡ断片をＴＯＰＯ－ＴＡクローニングキット（インビトロジェン）にてク
ローン化し、プラスミドｐＣＲ－ＭＡＦＡＳ－１とした。インサートの塩基配列を確認し
たところ、配列番号：１（ｃＤＮＡ）の１－５４３５に相当することがわかった。これを
制限酵素ＥｃｏＲＩで消化して得られた５．４ｋｂのＤＮＡ断片を、ベクターｐＢｌｕｅ
ｓｃｒｉｐｔＩＩ　ＳＫ＋のＥｃｏＲＩサイトに連結した。配列番号：１（ｃＤＮＡ）の
塩基番号１がベクターｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＩＩ　ＳＫ＋のマルチクローニングサイト
のＳａｃＩ側に位置するものを選択し、プラスミドｐＢＳ－ＭＡＦＡＳ－１とした。
【００６６】
　次にプラスミドｐＢＳ－ＭＡＦＡＳ２－１を制限酵素ＡｐａＩとＥｃｏＲＶで消化して
得られた約２ｋｂのＤＮＡ断片をベクターｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＩＩ　ＳＫ＋のＡｐａ
Ｉ、ＥｃｏＲＶサイトへ連結した。得られたプラスミドをｐＢＳ－ＦＡＳ－２とした。次
に、Ｍ．ａｌｐｉｎａ　１Ｓ－４のｃＤＮＡを鋳型として、プライマーＦ１－３ｆ：ＴＧ
ＴＣＴＴＧＡＡＧＡＧＣＡＡＧＧＡＧＴＧＧ（配列番号：１３）とプライマーＦ２－２ｒ
：ＧＣＧＴＡＧＴＡＧＴＣＧＣＣＧＴＧＣＴＣＡＧＣＣＡＴＣ（配列番号：１４）を用い
て、Ｐｆｕ　Ｔｕｒｂｏ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＳＴＲＡＴＡＧＥＮＥ）によ
り、９２℃　２分の後、９２℃　１０秒、５５℃　３０秒、６８℃　８分を１サイクルと
して１０サイクル、つづいて９２℃　１０秒、５５℃　３０秒、６８℃　８分＋１０秒／
サイクル数を１サイクルとして２０サイクルの反応を行った。その結果得られた約３．６
ｋｂのＤＮＡ断片をＺｅｒｏ　Ｂｌｕｎｔ　ＴＯＰＯ　ＰＣＲ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｋｉｔ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いてベクターｐＣＲ４　Ｂｌｕｎｔ－ＴＯＰＯベクターに
クローニングし、プラスミドｐＣＲ－ＭＡＦＡＳ－５とした。プラスミドｐＣＲ－ＭＡＦ
ＡＳ－５を制限酵素ＥｃｏＲＶおよびＳｐｅＩで消化して得られた約３．１ｋｂのＤＮＡ
断片をプラスミドｐＢＳ－ＭＡＦＡＳ－２を制限酵素ＥｃｏＲＶおよびＳｐｅＩで消化し
て得られた４．９ｋｂのＤＮＡ断片と連結し、プラスミドｐＢＳ－ＭＡＦＡＳ－３とした
。
【００６７】
　さらに、ｐＢＳ－ＭＡＦＡＳ２－１を制限酵素ＥｃｏＲＶで消化し得られた２．６ｋｂ
のＤＮＡ断片を、プラスミドｐＢＳ－ＭＡＦＡＳ－３を制限酵素ＥｃｏＲＶで消化したＤ
ＮＡ断片と連結し、挿入されたＤＮＡ断片が順方向であることを確認し、プラスミドｐＢ
Ｓ－ＭａＦＡＳを得た。
　プラスミドｐＢＳ－ＭａＦＡＳは配列番号：１で示される塩基配列をもつＤＮＡを含ん
でおり、Ｍ．ａｌｐｉｎａ　１Ｓ－４由来のＦＡＳホモログのｃＤＮＡの全長を含んでい
るものと考えられた。ＣＤＳは１－１２４８９番目の塩基配列で、ＯＲＦは配列番号：１
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ｏｔｅｉｎ）に示す。
　このアミノ酸配列を既知の脂肪酸合成酵素遺伝子と比較すると、既知の菌類由来の脂肪
酸合成酵素のβとαサブユニットがｈｅａｄ－ｔｏ－ｔａｉｌで連結した構造になってい
た。しかしながら、同様の構造をもつことが知られている細菌由来のタイプＩ脂肪酸合成
酵素とは相同性は低かった。菌類由来のβサブユニットとαサブユニットを連結したアミ
ノ酸配列と当該タンパク質のアミノ酸配列を比較すると５０％前後のｉｄｅｎｔｉｔｙで
あった。３－ｏｘｏａｃｙｌ－［ａｃｙｌ－ｃａｒｒｉｅｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ］の保存配
列（ＣＯＧ４９８２）の一部に相当する１６５アミノ酸からなるモチーフが、２回繰り返
しになっていた。
【００６８】
　また、先に得られたゲノム配列と比較すると本遺伝子は７つのイントロンを有していた
。配列番号：２のうち、エキソンは１０６２番目‐１３０４番目、２１４０番目-２６７
９番目、２７７８番目‐４７２４番目、４８２３番目‐７０２７番目、７１１５番目-７
２４３番目、７３３９番目-７４９７番目、７５８２番目‐１０６６８番目、１０７７２
番目-１４９４７番目の８つである。また、イントロンは、１３０５番目-２１３９番目、
２６８０番目-２７７７番目、４７２５番目-４８２２番目、７０２８番目-７１１４番目
、７２４４番目‐７３３８番目、７４９８番目-７５８１番目、１０６６９番目‐１０７
７１番目の７つである。
【００６９】
酵母Ｓａｃｃｈｏｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅでの発現ベクターの構築
　プラスミドｐＢＳ－ＭａＦＡＳを制限酵素ＡｐａＩで消化したのち、ＤＮＡ　Ｂｌｕｎ
ｔｉｎｇ　Ｋｉｔ（タカラバイオ）を用いて末端を平滑化した。つづいて、これを制限酵
素ＥｃｏＲＩで消化し、約１３ｋｂのＤＮＡ断片を得た。このＤＮＡ断片を、制限酵素Ｂ
ａｍＨＩで消化したのち平滑化し、さらに制限酵素ＥｃｏＲＩで消化したベクターｐＹＥ
２２ｍ(Biosci. Biotech. Biochem., 59, 1221-1228, 1995)と連結することで、プラスミ
ドｐＹＥ－ＭａＦＡＳを構築した。
【００７０】
ＭａＦＡＳ高発現酵母の脂肪酸分析
　プラスミドｐＹＥ－ＭａＦＡＳで酵母Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ　ＥＨ１３１５株(App
l. Microbiol. Biotechnol., 30, 515-520, 1989)を形質転換して得られた形質転換株の
うち、任意の２株をＭａＦＡＳ－１株、ＭａＦＡＳ－２株とした。一方、ベクターｐＹＥ
２２ｍで酵母Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ　ＥＨ１３１５株を形質転換して得られた形質転
換株のうち、任意の１株をコントロール株（Ｃ－１株）とした。これらの株をＳＣ－Ｔｒ
ｐ液体培地　１０ｍｌまたはＹＰＤ液体培地　１０ｍｌにそれぞれ１白金耳植菌し、３０
℃にて２日間培養した。遠心分離により菌体を集菌し、凍結乾燥した。塩酸メタノール法
により、菌体の脂肪酸をメチルエステルに誘導した後、ヘキサンで抽出、ヘキサンを留去
し、ガスクロマトグラフィーにより分析を行った。その結果を表１に示す。
【００７１】



(20) JP 5149812 B2 2013.2.20

10

20

30

40

50

【表１】

　Ｃ－１株では炭素数１６の脂肪酸より炭素数１８のステアリン酸やオレイン酸の比率が
高いのに対し、ＭａＦＡＳを高発現させたＭａＦＡＳ－１株とＭａＦＡＳ－２株では、炭
素数１６のパルミチン酸やパルミトレイン酸の比率が高くなっていた。
【００７２】
脂質生産菌Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ　ａｌｐｉｎａでの発現ベクターの構築
　プラスミドpBlueHpt(特開2005-287403）を制限酵素NcoIとBamHIで消化し、5'末端をリ
ン酸化したMCS1-FとMCS1-Rをアニーリングして挿入し、プラスミドpBlueHptMCSを得た。
MCS1-F:5'-catggatcctctagactgcaggcatgcaagcttctcga　(配列番号：１５)
MCS1-R:5'-ctaggagatctgacgtccgtacgttcgaagagctctag　(配列番号：１６)
プラスミドｐDura5（Appl. Microbiol. Biotechnol.,65, 419-425,(2004)を、制限酵素Ba
mHIで消化し末端を平滑化したのちセルフライゲーションした。つづいて、得られたプラ
スミドを制限酵素XbaIで消化し末端を平滑化したのちセルフライゲーションした。さらに
、得られたプラスミドを制限酵素HindIIIで消化し末端を平滑化したのちセルフライゲー
ションした。得られたプラスミドをEcoRIで消化し、プラスミドｐBlueHptMCSをEcoRIで消
化して得られた約１．７ｋｂｐの断片を挿入し、histonH4.1遺伝子のプロモーターが同じ
向きに挿入されたものを選択し、プラスミドベクターpDura５MCSとした。
プラスミドｐＢＳ－ＭａＦＡＳを制限酵素ＡｐａＩで消化したのち、ＤＮＡ　Ｂｌｕｎｔ
ｉｎｇ　Ｋｉｔ（タカラバイオ）を用いて末端を平滑化した。つづいて、これを制限酵素
ＸｂａＩで消化し、約１３ｋｂのＤＮＡ断片を得た。このＤＮＡ断片を、制限酵素Ｈｉｎ
ｄＩＩＩで消化したのち平滑化し、さらに制限酵素ＸｂａＩで消化したベクターｐＤｕｒ
ａ５ＭＣＳと連結することで、プラスミドｐＤｕｒａ５－ＭａＦＡＳを構築した。
【００７３】
脂質生産菌Ｍ．ａｌｐｉｎａの形質転換
　プラスミドｐＤｕｒａ５－ＭａＦＡＳを用いて、Ｍ．ａｌｐｉｎａ　より特許文献（脂
質生産菌の育種方法）の方法にしたがって誘導したウラシル要求性株Δｕｒａ－３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、ＳＣ寒天
培地（Ｙｅａｓｔ　Ｎｉｔｒｏｇｅｎ　Ｂａｓｅ　ｗ／ｏ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ　ａ
ｎｄ　Ａｍｍｏｎｉｕｍ　Ｓｕｌｆａｔｅ（Ｄｉｆｃｏ）０．５％、硫酸アンモニウム０
．１７％、グルコース２％、アデニン０．００２％、チロシン０．００３％、メチオニン
０．０００１％、アルギニン０．０００２％、ヒスチジン０．０００２％、リジン０．０
００４％、トリプトファン０．０００４％、スレオニン０．０００５％、イソロイシン０
．０００６％、ロイシン０．０００６％、フェニルアラニン０．０００６％、寒天２％）
を用いた。
【００７４】
　得られた形質転換株のうち２株をＦＡＳ－３株、ＦＡＳ－４株とした。一方、ｐＤｕｒ
ａ５を導入して得られた任意の一株をＣ－２株とした。これらの株を、グルコース２％、
酵母エキス１％の液体培地に植菌し、２８℃にて振とう培養し、培養中の３日目２０％グ
ルコース溶液を培養液の２０分の１量添加した。４日目に菌体の一部を回収し、凍結乾燥
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した。菌体の脂肪酸をメチルエステルに誘導した後、ヘキサンで抽出、ヘキサンを留去し
、ガスクロマトグラフィーにより分析を行い、菌体あたりの脂肪酸量を定量した。その結
果を表２に示す。
【００７５】
【表２】

　ＦＡＳ－３株およびＦＡＳ－４株では、Ｃ－２株に比べて、菌体あたりの脂肪酸含量が
増加していた。
【産業上の利用可能性】
【００７６】
　本発明は、脂肪酸の生産性の向上、または所望の脂肪酸の製造、および／または所望の
脂肪酸を含有する食品、化粧料、皮膚外用薬、および／または石鹸等の製造に有用である
。
【図面の簡単な説明】
【００７７】
【図１－１】図１－１は、既知のＦＡＳ１タンパク質のアミノ酸配列（Ｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ由来、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ由来、Ａｓ
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ由来）のアラインメントを示す図である。
【図１－２】図１－２は、既知のＦＡＳ１タンパク質のアミノ酸配列（Ｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ由来、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ由来、Ａｓ
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ由来）のアラインメントを示す図である。（続き
）
【図１－３】図１－３は、既知のＦＡＳ１タンパク質のアミノ酸配列（Ｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ由来、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ由来、Ａｓ
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ由来）のアラインメントを示す図である。（続き
）
【図１－４】図１－４は、既知のＦＡＳ１タンパク質のアミノ酸配列（Ｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ由来、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ由来、Ａｓ
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ由来）のアラインメントを示す図である。（続き
）
【図１－５】図１－５は、既知のＦＡＳ１タンパク質のアミノ酸配列（Ｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ由来、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ由来、Ａｓ
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ由来）のアラインメントを示す図である。（続き
）



(22) JP 5149812 B2 2013.2.20

【図１－１】



(23) JP 5149812 B2 2013.2.20

【図１－２】
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【図１－４】
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