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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　組換えシアノバクテリアを培養する工程を含む、シアノバクテリアを用いたカーラクト

ンの生産方法であって、

　前記組換えシアノバクテリアが、

　カロテノイド酸化型開裂酵素遺伝子およびβ -カロテン -9-イソメラーゼ遺伝子を有し、

　前記カロテノイド酸化型開裂酵素遺伝子がCCD7遺伝子およびCCD8遺伝子であり、

　前記β -カロテン -9-イソメラーゼ遺伝子がD27遺伝子であり、

　前記CCD7遺伝子と、前記CCD8遺伝子と、前記D27遺伝子がクローニングされたp24EXプラ

スミドが導入された組換えシアノバクテリアである、

　シアノバクテリアを用いたカーラクトンの生産方法。

【請求項２】

　前記培養工程の後に、培養上清からカーラクトンを回収する工程を含む、請求項１に記

載のシアノバクテリアを用いたカーラクトンの生産方法。

【発明の詳細な説明】

【技術分野】

【０００１】

　本発明は、カーラクトン生産能を有するシアノバクテリアおよびそれを用いたカーラク

トンの生産方法に関する。

【背景技術】
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【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ス ト リ ゴ ラ ク ト ン （ strigolactones） は 、 植 物 か ら 得 ら れ る 一 群 の ラ ク ト ン 構 造 を 有 す

る カ ロ テ ノ イ ド 誘 導 体 で あ り 、 植 物 体 内 に お い て 分 枝 を 抑 制 す る 機 能 を 有 す る こ と が 知 ら

れ て い る 。 ス ト リ ゴ ラ ク ト ン は 、 植 物 の 生 長 調 節 剤 や 根 寄 生 植 物 に 対 す る 防 除 法 の 開 発 な

ど 、 食 糧 問 題 解 決 へ 向 け た 重 要 な 知 見 を も た ら す 可 能 性 が あ る 。 し か し な が ら 、 植 物 か ら

回 収 で き る ス ト リ ゴ ラ ク ト ン の 量 は 限 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 こ こ で ス ト リ ゴ ラ ク ト ン の 植 物 体 内 に お け る 生 合 成 に は 、 カ ロ テ ノ イ ド を 基 質 と し た 、

２ 種 の カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 お よ び β -カ ロ テ ン -9-イ ソ メ ラ ー ゼ が 関 与 し て い る こ

と が 知 ら れ て い る 。

　 非 特 許 文 献 １ は 、 カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 で あ る CCD7、 CCD8、 お よ び β -カ ロ テ ン -

9-イ ソ メ ラ ー ゼ で あ る D27の 機 能 解 析 を 行 い 、 カ ロ テ ノ イ ド を 基 質 に 3つ の 酵 素 が 連 続 的 に

作 用 す る こ と に よ り 、 カ ー ラ ク ト ン （ carlactone） と 名 づ け ら れ た 化 合 物 が 生 成 す る こ と

を 報 告 し て い る 。 ま た 、 カ ー ラ ク ト ン は ス ト リ ゴ ラ ク ト ン の 化 学 構 造 に 特 有 の ブ テ ノ ラ イ

ド 環 を 有 し て お り 、 ス ト リ ゴ ラ ク ト ン 同 様 の 生 理 活 性 も 有 す る こ と が 示 さ れ 、 ス ト リ ゴ ラ

ク ト ン の 生 合 成 中 間 体 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。

　 非 特 許 文 献 ２ は 、 カ ー ラ ク ト ン が 実 際 に 植 物 の 代 謝 物 と し て 存 在 す る こ と に 加 え 、
1 3

C

標 識 カ ー ラ ク ト ン を イ ネ の ス ト リ ゴ ラ ク ト ン 生 合 成 変 異 体 に 投 与 す る こ と に よ り 、 植 物 体

内 で カ ー ラ ク ト ン が ス ト リ ゴ ラ ク ト ン に 変 換 さ れ る こ と を 報 告 し て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 上 記 の よ う に カ ー ラ ク ト ン は 植 物 ホ ル モ ン の 一 つ で あ る ス ト リ ゴ ラ ク ト ン お よ び そ の 前

駆 物 質 で あ り 、 カ ー ラ ク ト ン お よ び ス ト リ ゴ ラ ク ト ン は 根 寄 生 植 物 の 駆 除 に 有 効 で あ る 。

し か し な が ら 現 時 点 に お い て 、 カ ー ラ ク ト ン お よ び ス ト リ ゴ ラ ク ト ン を 大 量 生 産 可 能 な 方

法 の 確 立 に つ い て は 報 告 が な い 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Adrian Alder et al． ， “ The Path from β -Carotene to Carlactone

， a Strigolactone-Like Plant Hormone” ， Science 16 Mar 2012： Vol． 335， Issue 607

4， pp． 1348-1351， D OI： 10.1126/science． 1218094

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Yoshiya Seto et al． ， “ Carlactone is an endogenous biosynthetic

 precursor for strigolactones” ， PN AS January 28， 2014 111 (4) 1640-1645； https

： //doi． org/10． 1073/pnas． 1314805111

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 ス ト リ ゴ ラ ク ト ン を 大 量 生 産 す る ア プ ロ ー チ の 一 つ の 方 法 は 、 工 業 レ ベ ル の 物 質 生 産 ホ

ス ト に お い て ス ト リ ゴ ラ ク ト ン の 生 合 成 経 路 の 基 質 と な る カ ー ラ ク ト ン の 生 産 方 法 を 確 立

す る こ と で あ る 。 そ こ で 本 発 明 は 、 カ ー ラ ク ト ン を 生 産 可 能 な 新 た な 微 生 物 の 提 供 お よ び

当 該 微 生 物 を 用 い た カ ー ラ ク ト ン の 生 産 方 法 の 確 立 を 課 題 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め 、 本 発 明 者 ら は 、 植 物 細 胞 内 に お い て ス ト リ ゴ ラ ク ト ン は 葉 緑

体 で 作 ら れ る と い う 点 に 着 目 し 、 葉 緑 体 に 似 た 細 胞 内 環 境 を 持 つ シ ア ノ バ ク テ リ ア を 物 質

生 産 の ホ ス ト と し た カ ー ラ ク ト ン の 生 産 系 構 築 を 検 討 し た 。 ま た 本 発 明 者 ら は 、 シ ア ノ バ

ク テ リ ア は カ ー ラ ク ト ン ・ ス ト リ ゴ ラ ク ト ン 代 謝 の 出 発 物 質 で あ る β -カ ロ テ ン を 高 蓄 積

し て お り 、 細 胞 内 に お い て 植 物 型 P450が 機 能 す る こ と が 保 証 さ れ て い る 点 も 有 利 で あ る と

考 え た 。 具 体 的 に は 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア に 対 し て カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 遺 伝 子 お よ

び β -カ ロ テ ン -9-イ ソ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 を 試 み た と こ ろ 、 得 ら れ た 形 質 転 換 体 は カ ー

ラ ク ト ン を 生 産 す る こ と が で き 、 菌 体 外 へ カ ー ラ ク ト ン を 分 泌 す る こ と を 確 認 し た 。
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　 本 発 明 は 上 記 知 見 に 基 づ き 完 成 さ れ た も の で あ り 、 以 下 の 態 様 を 含 む ：

　 本 発 明 は 、 カ ー ラ ク ト ン を 生 産 す る 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア で あ っ て 、

〔 １ 〕 カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 遺 伝 子 お よ び β -カ ロ テ ン -９ -イ ソ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を

有 す る 、 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア に 関 す る 。

　 ま た 、 本 発 明 の 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア は 一 実 施 の 形 態 に お い て 、

〔 ２ 〕 上 記 〔 １ 〕 に 記 載 の 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア で あ っ て 、

　 前 記 カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 遺 伝 子 が CCD7遺 伝 子 お よ び CCD8遺 伝 子 で あ る こ と を 特

徴 と す る 。

　 ま た 、 本 発 明 の 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア は 一 実 施 の 形 態 に お い て 、

〔 ３ 〕 上 記 〔 １ 〕 ま た は 〔 ２ 〕 に 記 載 の 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア で あ っ て 、

　 前 記 β -カ ロ テ ン -9-イ ソ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 が D27遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。

　 ま た 、 本 発 明 は 別 の 態 様 に お い て 、

〔 ４ 〕 カ ー ラ ク ト ン を 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、

　 上 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ３ 〕 の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア を 培 養 す る 工 程 を 含 む

、 生 産 方 法 に 関 す る 。

　 ま た 、 本 発 明 の カ ー ラ ク ト ン を 生 産 す る 方 法 は 一 実 施 の 形 態 に お い て 、

〔 ５ 〕 上 記 〔 ４ 〕 に 記 載 の カ ー ラ ク ト ン を 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、

　 前 記 培 養 工 程 の 後 に 、 培 養 上 清 か ら カ ー ラ ク ト ン を 回 収 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す

る 。

　 ま た 、 本 発 明 は 別 の 態 様 に お い て 、

〔 ６ 〕 上 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ３ 〕 の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア を 培 養 す る こ と に

よ り 得 ら れ る 、 カ ー ラ ク ト ン を 含 む 培 養 物 ま た は そ の 精 製 物 に 関 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 に 係 る 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア を ホ ス ト と し て 用 い る こ と で 、 カ ー ラ ク ト ン を 大

量 に 生 産 す る こ と が で き た 。 ま た 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア で 生 産 さ れ た カ ー ラ ク ト ン は 細 胞 外

に 分 泌 さ れ る こ と が 示 さ れ 、 培 養 上 清 を 回 収 す れ ば カ ー ラ ク ト ン を 得 る こ と が で き 、 培 養

後 の 細 胞 は カ ー ラ ク ト ン 生 産 に 再 利 用 可 能 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

【 図 １ 】 図 １ は カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 遺 伝 子 お よ び β -カ ロ テ ン -9-イ ソ メ ラ ー ゼ 遺

伝 子 を 導 入 し た シ ア ノ バ ク テ リ ア 培 養 物 よ り 調 製 し た 菌 体 試 料 の 抽 出 ク ロ マ ト グ ラ ム を 示

す 。

【 図 ２ 】 図 ２ は カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 遺 伝 子 お よ び β -カ ロ テ ン -9-イ ソ メ ラ ー ゼ 遺

伝 子 を 導 入 し た シ ア ノ バ ク テ リ ア 培 養 物 よ り 調 製 し た 菌 体 試 料 よ り 得 ら れ た カ ー ラ ク ト ン

を 含 む 画 分 の マ ス ス ペ ク ト ル デ ー タ を 示 す 。

【 図 ３ 】 図 ３ は カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 遺 伝 子 お よ び β -カ ロ テ ン -9-イ ソ メ ラ ー ゼ 遺

伝 子 を 導 入 し た シ ア ノ バ ク テ リ ア 培 養 物 よ り 調 製 し た 培 養 上 清 試 料 の 抽 出 ク ロ マ ト グ ラ ム

を 示 す 。

【 図 ４ 】 図 ４ は カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 遺 伝 子 お よ び β -カ ロ テ ン -9-イ ソ メ ラ ー ゼ 遺

伝 子 を 導 入 し た シ ア ノ バ ク テ リ ア 培 養 物 よ り 調 製 し た 培 養 上 清 試 料 よ り 得 ら れ た カ ー ラ ク

ト ン を 含 む 画 分 の マ ス ス ペ ク ト ル デ ー タ を 示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ０ 】

（ 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア ）

　 本 発 明 の 一 態 様 は 、 カ ー ラ ク ト ン を 生 産 す る 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア で あ っ て 、 カ ロ テ

ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 遺 伝 子 お よ び β -カ ロ テ ン -9-イ ソ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 有 す る 、 組 換 え

シ ア ノ バ ク テ リ ア を 提 供 す る 。

　 本 発 明 に 用 い る こ と の で き る シ ア ノ バ ク テ リ ア の 種 類 に は 、 特 に 制 限 は な く 、 あ ら ゆ る

種 類 の も の が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 以 下 に 限 定 さ れ な い が 、 シ ネ コ シ ス テ ィ ス 属 （ Sy
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nechocystis） 、 シ ネ コ コ ッ カ ス 属 （ Synechococcus） 、 サ ー モ シ ネ コ コ ッ カ ス 属 （ Thermo

synechococcus） 、 ト リ コ デ ス ミ ウ ム 属 （ Trichodesmium） 、 ア カ リ オ ク ロ リ ス 属 （ Acaryo

chloris） 、 ク ロ コ ス フ ァ エ ラ 属 （ Crocosphaera） 、 及 び ア ナ ベ ナ 属 （ Anabaena） に 属 す

る シ ア ノ バ ク テ リ ア で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 シ ネ コ シ ス テ ィ ス 属 （ Synechocystis） 、

シ ネ コ コ ッ カ ス 属 （ Synechococcus） 、 サ ー モ シ ネ コ コ ッ カ ス 属 （ Thermosynechococcus）

、 又 は ア ナ ベ ナ 属 （ Anabaena） に 属 す る シ ア ノ バ ク テ リ ア を 挙 げ る こ と が で き る 。 よ り 好

ま し く は 、 シ ネ コ シ ス テ ィ ス ・ エ ス ピ ー PCC6803、 シ ネ コ シ ス テ ィ ス ・ エ ス ピ ー PCC7509、

シ ネ コ シ ス テ ィ ス ・ エ ス ピ ー PCC6714、 シ ネ コ コ ッ カ ス ・ エ ロ ン ガ タ ス PCC7942、 シ ネ コ コ

ッ カ ス ・ エ ロ ン ガ タ ス UTEX 2973、 シ ネ コ コ ッ カ ス ・ エ ス ピ ー PCC7002、 サ ー モ シ ネ コ コ ッ

カ ス ・ エ ロ ン ガ タ ス BP-1、 ト リ コ デ ス ミ ウ ム ・ エ リ ス ラ エ ウ ム IMS101、 ア カ リ オ ク ロ リ ス

・ マ リ ア ナ M BIC11017、 ク ロ コ ス フ ァ エ ラ ・ ワ ト ソ ニ ー W H8501、 及 び ア ナ ベ ナ ・ エ ス ピ ー P

CC7120を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 β -カ ロ テ ン -9-イ ソ メ ラ ー ゼ と は 、 全 ト ラ ン ス － β － カ ロ テ ン (All-trans-β -carotene

)を ９ － シ ス － β － カ ロ テ ン へ 変 換 を 触 媒 す る 酵 素 で あ る 。 本 発 明 の 組 換 え シ ア ノ バ ク テ

リ ア は 当 該 酵 素 を 発 現 す る よ う に 、 β -カ ロ テ ン -9-イ ソ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 有 す る 。 β -カ

ロ テ ン -9-イ ソ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア 内 の ト ラ ン ス -β -カ ロ テ ン を 9

-シ ス -β -カ ロ テ ン へ 変 換 可 能 な 酵 素 を 発 現 す る 限 り に お い て 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な

遺 伝 子 と し て は 例 え ば 、 以 下 の 植 物 ま た は 藻 類 ： イ ネ （ Oryza sativa， Oryza brachyanth

a） ； ソ ル ガ ム （ Sorghum bicolor） ； ア ワ （ Setaria italica） ； ミ ナ ト カ モ ジ グ サ （ Bra

chypodium distachyon） ； タ ル ホ コ ム ギ （ Aegilops tauschii） ； ト ウ モ ロ コ シ （ Zea may

s） ； ア ス バ ラ ガ ス （ Asparagus officinalis） ； マ レ ー ヤ マ バ シ ョ ウ （ Musa acuminata）

； ギ ニ ア ア ブ ラ ヤ シ （ Elaeis guineensis） ； ナ ツ メ ヤ シ （ Phoenix dactylifera） ； タ バ

コ （ Nicotiana tabacum） ； シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ Arabidopsis thaliana） ； ミ ヤ マ ハ タ ザ オ

（ Arabidopsis lyrata） ； セ イ ヨ ウ ア ブ ラ ナ （ Brassica napus） ； ア マ ナ ズ ナ （ Camelina

 sativa） ； タ ル ウ マ ゴ ヤ シ （ Medicago truncatula） ； ヒ メ ツ リ ガ ネ ゴ ケ （ Physcomitrel

la patens） ； ク ラ ミ ド モ ナ ス （ Chlamydomonas reinhardtii） ； ド ナ リ エ ラ （ Dunaliella

 Bardawil） ； モ ノ ラ フ ィ デ ィ ウ ム （ Monoraphidium neglectum） ； ボ ル ボ ッ ク ス （ Volvox

 carteri） ； コ ッ コ ミ ク サ （ Coccomyxa subellipsoidea） に 由 来 す る D27遺 伝 子 を 挙 げ る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 に お い て カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 は 、 (i)β -カ ロ テ ン -9-イ ソ メ ラ ー ゼ に よ

り 生 成 さ れ た 9-シ ス -β -カ ロ テ ン が 9-シ ス -β -ア ポ -10’ -カ ロ テ ノ ー ル （ 9-cis-β -Apo-1

0’ -cartenol） へ 変 換 す る こ と を 触 媒 す る 酵 素 、 及 び ／ 又 は 、 (ii)9-シ ス -β -カ ロ テ ン が

9-シ ス -β -ア ポ -10’ -カ ロ テ ノ ー ル を カ ー ラ ク ト ン （ (Z)-(R)-Carlactone） へ 変 換 す る こ

と を 触 媒 す る 酵 素 で あ る 。 本 発 明 の 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア は 当 該 酵 素 を 発 現 す る よ う に

、 カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 遺 伝 子 を 有 す る 。 カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 遺 伝 子 と し

て は 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア 内 の 9-シ ス -β -カ ロ テ ン を カ ー ラ ク ト ン へ 変 換 可 能 な 酵 素 を 発 現

す る 限 り に お い て 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な 遺 伝 子 と し て は 例 え ば 、 以 下 の 植 物 ま た は 藻

類 ： イ ネ （ Oryza sativa， Oryza brachyantha） ； ソ ル ガ ム （ Sorghum bicolor） ； ア ワ （

Setaria italica） ； ミ ナ ト カ モ ジ グ サ （ Brachypodium distachyon） ； タ ル ホ コ ム ギ （ Ae

gilops tauschii） ； ト ウ モ ロ コ シ （ Zea mays） ； ア ス バ ラ ガ ス （ Asparagus officinalis

） ； マ レ ー ヤ マ バ シ ョ ウ （ Musa acuminata） ； ギ ニ ア ア ブ ラ ヤ シ （ Elaeis guineensis）

； ナ ツ メ ヤ シ （ Phoenix dactylifera） ； タ バ コ （ Nicotiana tabacum） ； シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ

（ Arabidopsis thaliana） ； ミ ヤ マ ハ タ ザ オ （ Arabidopsis lyrata） ； セ イ ヨ ウ ア ブ ラ ナ

（ Brassica napus） ； ア マ ナ ズ ナ （ Camelina sativa） ； タ ル ウ マ ゴ ヤ シ （ Medicago trun

catula） ； ヒ メ ツ リ ガ ネ ゴ ケ （ Physcomitrella patens） ； ク ラ ミ ド モ ナ ス （ Chlamydomon

as reinhardtii） ； ド ナ リ エ ラ （ Dunaliella Bardawil） ； モ ノ ラ フ ィ デ ィ ウ ム （ Monorap

hidium neglectum） ； ボ ル ボ ッ ク ス （ Volvox carteri） ； コ ッ コ ミ ク サ （ Coccomyxa sube

llipsoidea） に 由 来 す る CCD7遺 伝 子 及 び CCD8遺 伝 子 を 挙 げ る こ と が で き る 。 な お 、 CCD7遺
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伝 子 は 、 そ の オ ー ソ ロ グ 遺 伝 子 と し て M A X3遺 伝 子 、 D17遺 伝 子 、 R MS5遺 伝 子 、 D A D3遺 伝 子

な ど が 知 ら れ て お り 、 こ れ ら を 含 む オ ー ソ ロ グ 遺 伝 子 も カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 遺 伝

子 と し て 本 発 明 に 用 い る こ と が で き る 。 ま た CCD8遺 伝 子 は 、 そ の オ ー ソ ロ グ 遺 伝 子 と し て

M A X4遺 伝 子 、 D10遺 伝 子 、 R MS1遺 伝 子 、 D A D1遺 伝 子 な ど が 知 ら れ て お り 、 こ れ ら を 含 む オ

ー ソ ロ グ 遺 伝 子 も カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 遺 伝 子 と し て 本 発 明 に 用 い る こ と が で き る

。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 好 ま し い 一 実 施 の 形 態 に お い て 本 発 明 の 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア は 、 カ ロ テ ノ イ ド 酸 化

型 開 裂 酵 素 と し て 、 (i)9-シ ス -β -カ ロ テ ン が 9-シ ス -β -ア ポ -10’ -カ ロ テ ノ ー ル へ 変 換

す る こ と を 触 媒 す る 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 及 び 、 (ii)9-シ ス -β -カ ロ テ ン が 9-シ ス -

β -ア ポ -10’ -カ ロ テ ノ ー ル を カ ー ラ ク ト ン （ (Z)-(R)-Carlactone） へ 変 換 す る こ と を 触

媒 す る 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 両 方 を 有 す る 。

　 な お 、 β -カ ロ テ ン -9-イ ソ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 お よ び 、 カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 遺 伝

子 に よ り コ ー ド さ れ る 各 酵 素 は 、 上 記 す る 触 媒 反 応 を 有 す る 限 り 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お

い て 1つ ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ て い て も よ い 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 遺 伝 子 の 導 入 に は 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー な ど の ベ ク タ ー を 用 い る こ と が で き る

。 ベ ク タ ー は 、 発 現 ベ ク タ ー が 好 ま し い 。 例 え ば 、 異 種 カ ロ テ ノ イ ド 酸 化 型 開 裂 酵 素 遺 伝

子 お よ び β -カ ロ テ ン -9-イ ソ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の D N A断 片 及 び そ れ を 発 現 さ せ る た め の プ ロ

モ ー タ ー を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る 。 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 lac、 tac若 し く は trc

プ ロ モ ー タ ー 、 イ ソ プ ロ ピ ル β -D-1-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ IPTG） の 添 加 に よ っ て 誘

導 可 能 な 誘 導 体 に 関 す る プ ロ モ ー タ ー 、 又 は Rubiscoオ ペ ロ ン （ rbc） 、 PSI反 応 中 心 タ ン

パ ク 質 （ psaAB） 、 PSIIの D1タ ン パ ク 質 （ psbA） な ど の シ ア ノ バ ク テ リ ア か ら 単 離 さ れ た

プ ロ モ ー タ ー 利 用 で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な く 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア に お い

て 機 能 す る 多 様 な プ ロ モ ー タ ー を 利 用 す る こ と が で き る 。 ま た 上 記 発 現 ベ ク タ ー に は 、 当

該 ベ ク タ ー が 適 切 に 導 入 さ れ た 宿 主 を 選 択 す る た め の マ ー カ ー 遺 伝 子 、 （ 例 え ば 、 カ ナ マ

イ シ ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 ス ペ ク チ ノ マ イ シ ン 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン な ど の 薬 剤 の 耐

性 遺 伝 子 ） が さ ら に 組 み 込 ま れ て い て も よ い 。 上 記 発 現 ベ ク タ ー を 、 公 知 の 手 段 で 親 シ ア

ノ バ ク テ リ ア 又 は 本 発 明 の 改 変 シ ア ノ バ ク テ リ ア に 導 入 し 、 形 質 転 換 す る 。 シ ア ノ バ ク テ

リ ア へ の ベ ク タ ー の 導 入 法 と し て は 、 自 然 形 質 転 換 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 接 合

法 な ど の 一 般 的 な 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 形 質 転 換 処 理 後 の シ ア ノ バ ク テ リ ア を 選 択

培 地 、 例 え ば 、 抗 生 物 質 含 有 培 地 で 培 養 す れ ば 、 所 望 の 形 質 を 有 す る 形 質 転 換 体 を 選 択 す

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 の 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア は 、 カ ー ラ ク ト ン 生 産 能 を 有 す る 。 ま た 本 発 明 の 組 換

え シ ア ノ バ ク テ リ ア は カ ー ラ ク ト ン を 細 胞 外 へ 分 泌 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 組 換 え シ

ア ノ バ ク テ リ ア を 適 切 な 条 件 で 培 養 し 、 次 い で 分 泌 さ れ た カ ー ラ ク ト ン を 回 収 す れ ば 、 効

率 の よ い カ ー ラ ク ト ン 生 産 を 実 施 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

（ 培 養 方 法 ）

　 シ ア ノ バ ク テ リ ア の 培 養 は 、 一 般 に 、 BG-11培 地 （ J Gen Microbiol. , 1979, 111:1-61

） を 用 い た 液 体 培 養 又 は そ の 変 法 に 基 づ い て 実 施 す る こ と が で き る 。 カ ー ラ ク ト ン 生 産 に

は 、 細 胞 の 代 謝 が 活 性 化 し 十 分 に カ ロ テ ノ イ ド が 細 胞 に 蓄 積 す る ま で 培 養 す る こ と が 好 ま

し く 、 例 え ば 、 1～ 7日 間 、 通 気 攪 拌 培 養 又 は 振 と う 培 養 す る こ と が 好 適 で あ る 。 ま た IPTG

添 加 等 に よ り 導 入 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 す る 場 合 、 誘 導 時 期 と し て は 以 下 に 限 定 さ れ な い が

、 例 え ば 、 培 養 開 始 よ り 1～ 3日 間 後 に 添 加 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

（ 回 収 方 法 ）

　 上 記 培 養 に よ り 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア は カ ー ラ ク ト ン を 生 産 し 、 当 該 カ ー ラ ク ト ン を 培 養

物 中 に 分 泌 す る 。 分 泌 さ れ た カ ー ラ ク ト ン を 回 収 す る 場 合 、 培 養 物 か ら ろ 過 、 遠 心 分 離 等
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に よ り 細 胞 等 の 固 形 分 を 除 去 し 、 残 っ た 液 体 成 分 を 回 収 し た 後 、 酢 酸 エ チ ル 抽 出 法 、 エ タ

ノ ー ル 抽 出 法 、 ク ロ ロ ホ ル ム ／ メ タ ノ ー ル 抽 出 法 、 ヘ キ サ ン 抽 出 法 等 に よ り カ ー ラ ク ト ン

を 回 収 又 は 精 製 す れ ば よ い 。 ま た 、 大 規 模 な 生 産 の 場 合 は 、 細 胞 を 除 去 し た 後 の 培 養 物 よ

り 油 分 を 圧 搾 又 は 抽 出 に よ り 回 収 後 、 脱 ガ ム 、 脱 酸 、 脱 色 、 脱 蝋 、 脱 臭 等 の 一 般 的 な 精 製

を 行 い 、 カ ー ラ ク ト ン を 含 む 精 製 物 ま た は カ ー ラ ク ト ン 自 体 を 得 る こ と が で き る 。 本 発 明

に よ る カ ー ラ ク ト ン 生 産 方 法 で は 、 カ ー ラ ク ト ン が シ ア ノ バ ク テ リ ア の 細 胞 外 に 分 泌 さ れ

る の で 、 カ ー ラ ク ト ン 回 収 の た め に 細 胞 を 破 壊 す る 必 要 が な い 。 カ ー ラ ク ト ン 回 収 後 に 残

っ た 細 胞 は 、 繰 り 返 し カ ー ラ ク ト ン 生 産 に 使 用 す る こ と が で き る 。

　 一 実 施 の 形 態 と し て 本 発 明 の 組 換 え シ ア ノ バ ク テ リ ア を 用 い て カ ー ラ ク ト ン を 生 産 し た

と こ ろ 、 BG11液 体 培 地 で 三 日 間 培 養 し た 菌 体 お よ び 培 養 上 清 に お い て 、 植 物 の 根 に 含 ま れ

る カ ー ラ ク ト ン の 約 250倍 の カ ー ラ ク ト ン （ 80 ng/gFW） を 生 産 す る こ と が で き た 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 以 下 、 具 体 的 な 実 施 例 を 用 い て 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 以 下 の 実 施

形 態 に 限 定 さ れ な い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ １ ９ 】

１ ． プ ラ ス ミ ド 構 築 お よ び 形 質 転 換 体 の 作 製

　 以 下 ３ つ の 遺 伝 子 （ DbD27遺 伝 子 、 OsCCD7遺 伝 子 、 お よ び 、 AtCCD8遺 伝 子 ） を PrimeStar

 D N A polymerase (TaKaRa)を 用 い た PCRに よ り 増 幅 し た 。 PCRの 条 件 は 、 PrimeStar D N A po

lymerase (TaKaRa)の 指 示 書 に 準 じ て 行 っ た 。

　 DbD27遺 伝 子 断 片 は 、 ド ナ リ エ ラ の D27遺 伝 子 (Davidi and Pick, Plant Cell Rep 2017)

を シ ネ コ コ ッ カ ス ・ エ ロ ン ガ タ ス PCC7942用 に あ わ せ て コ ド ン 最 適 化 し た D N Aを 準 備 し 、 こ

れ を 鋳 型 と し て 、 DbD27-f1お よ び SD-DbD27-r2の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て 増 幅 し た 。 OsC

CD7遺 伝 子 断 片 は イ ネ の CCD7遺 伝 子 (NCBI-ProteinID: XP_015637185) の cD N Aク ロ ー ン を

鋳 型 と し て SD-OsCCD7-f3お よ び SD-OsCCD7-r4の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て 増 幅 し た 。 AtCC

D8遺 伝 子 断 片 は シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の CCD8遺 伝 子 (NCBI-ProteinID: NP_195007) の cD N Aク ロ

ー ン を 鋳 型 と し て SD-AtCCD8-f5お よ び AtCCD8-r6の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て 増 幅 し た 。

各 プ ラ イ マ ー 情 報 を 下 記 表 に 示 す 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ２ １ 】

　 ３ つ の D N A断 片 は PrimeStar G XL polymerase (TaKaRa)な ら び に DbD27-f1お よ び AtCCD8-r

6の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て 再 結 合 し た 。 得 ら れ た D N A断 片 は In-Fusion cloning kit (T

aKaRa)を 用 い て pHRA-lacI-Plac-Ptrcベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 pHRA-SL3と 名 付 け た

。 lacI-trc promoter-DbD27-OsCCD7-AtCCD8を 含 む D N A断 片 を p24-B0015ter-f お よ び B0011

-Cm-rの プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て 増 幅 し 、 In-Fusion cloning kitを 用 い て p24EXプ ラ ス

ミ ド ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を p24EX-SL3と 名 付 け た 。 各 プ

ラ イ マ ー 情 報 を 下 記 表 に 示 す 。

【 ０ ０ ２ ２ 】
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【 表 ２ 】

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 p24EX-SL3は シ ネ コ コ ッ カ ス ・ エ ロ ン ガ タ ス PCC7942の 形 質 転 換 に 用 い た 。 対 数 増 殖 期 ま

で 培 養 し た 培 養 液 20 mLを 0.5 mLに 濃 縮 し 、 1 μ gの p24EX-SL3を 加 え た 。 一 晩 暗 所 で 転 倒

攪 拌 し た 後 、 明 所 で １ 時 間 転 倒 撹 拌 し た 。 形 質 転 換 体 は 、 10 μ g/μ lの ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ

ー ル を 含 む BG11寒 天 培 地 上 に 塗 布 し 選 択 し た 。 得 ら れ た 形 質 転 換 体 は 以 下 の カ ー ラ ク ト ン

解 析 用 サ ン プ ル と し て 用 い た 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

２ ． カ ー ラ ク ト ン 解 析 用 サ ン プ ル 調 製

　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 （ 菌 体 ） は O D750＝ 0.05と な る 濃 度 で 、 10 μ g/mLの ク ロ ラ ム フ ェ ニ

コ ー ル を 含 む BG11 培 地 80 mLに 植 菌 し た 。 培 養 48時 間 後 IPTG（ 終 濃 度 1 m M） を 添 加 し た 。

IPTG添 加 よ り 24時 間 後 に 菌 体 を 回 収 し た （ 以 降 の 操 作 は 氷 上 に て 行 っ た ） 。 回 収 し た 菌 体

を 含 む 培 養 液 を ２ 本 に 分 け 、 6000× gで 5分 間 、 遠 心 処 理 し た 。 遠 心 処 理 後 、 沈 降 し た 菌

体 を 含 む 培 養 液 15 mLを 回 収 し 、 別 の チ ュ ー ブ へ 移 し た 。 こ の 際 に 湿 重 量 を 測 定 し た 。 菌

体 入 り チ ュ ー ブ に 酢 酸 エ チ ル 5 mLを 添 加 し た 。 ま た 、 内 部 標 準 と し て d 6 -5-デ オ キ シ ス ト

リ ゴ ー ル を 50 μ L入 れ た 。 そ の 後 、 30秒 間 の 超 音 波 処 理 を 6回 繰 り 返 し 、 LC/MS/MSに よ る

解 析 ま で 低 温 （ 4℃ ） で 保 存 し た （ 菌 体 試 料 ） 。

　 ま た 、 遠 心 処 理 後 の 菌 体 回 収 に よ り 残 っ た 培 養 上 清 は 40 mLず つ ２ つ に 分 け て 、 そ れ ぞ

れ に 酢 酸 エ チ ル 7 mLを 添 加 し た 。 そ の 後 ボ ル テ ッ ク ス に よ り 混 合 し 、 LC/MS/MSに よ る 解 析

ま で 低 温 （ 4℃ ） で 保 存 し た （ 上 清 試 料 ） 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

３ ． 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 質 量 分 析 法 に よ る カ ー ラ ク ト ン 産 生 解 析

　 上 記 ２ ． カ ー ラ ク ト ン 解 析 用 サ ン プ ル 調 製 に よ り 得 ら れ た 菌 体 試 料 お よ び 上 清 試 料 は 、

下 記 の よ う に し て 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 質 量 分 析 法 (LC/MS/MS)に 供 し た 。 ま ず 、 そ れ ぞ

れ の サ ン プ ル を 6000× gで 5分 間 遠 心 処 理 し た 。 遠 心 処 理 後 、 酢 酸 エ チ ル 層 を 新 し い チ ュ ー

ブ へ 移 し 、 飽 和 NaCl を 5 mLを 入 れ 、 強 く 振 っ て 静 置 し た 。 静 置 後 、 二 層 に 分 離 し た チ ュ

ー ブ 中 よ り 酢 酸 エ チ ル 層 を さ ら に 新 し い チ ュ ー ブ へ 回 収 し た 。 水 が 残 っ て い る チ ュ ー ブ に

酢 酸 エ チ ル 3 mL 入 れ 、 強 く 振 っ て 静 置 し た 。 静 置 後 、 酢 酸 エ チ ル 層 を 回 収 し た 。 酢 酸 エ

チ ル 層 へ 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 大 さ じ 2杯 添 加 後 、 綿 栓 ろ 過 し 、 エ バ ポ レ ー タ ー に よ り 溶

媒 を 減 圧 留 去 し た 後 、 順 相 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 供 し た 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 順 相 カ ラ ム （ Part No. W AT023595、 Sep-Pak（ 登 録 商 標 ） カ ー ト リ ッ ジ 、 Waters Corp.

） は ヘ キ サ ン で 平 衡 化 し た 。 上 記 ３ で 減 圧 留 去 し た サ ン プ ル を 1 mLの ヘ キ サ ン で 溶 解 し 、

充 填 し た 。 そ の 後 ヘ キ サ ン 3 mLで 洗 浄 を 行 っ た 。 次 い で 溶 出 液 （ ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル ＝

65： 35） 3 mLを 順 相 カ ラ ム へ 加 え 、 溶 出 液 を 回 収 し た 。 得 ら れ た 溶 出 液 を エ バ ポ レ ー タ ー

に よ り 溶 媒 を 除 去 後 、 50%ア セ ト ニ ト リ ル に 溶 解 し 、 LC/MS/MSに 供 し た 。 LC/MS/MSは 、 Acq

uity UPLC BEH-C18カ ラ ム (2.1*50m m, 1.7μ m (Waters社 )お よ び UPLC装 置 （ Nexera (Shima

dzu社 )） な ら び MS装 置 (TripleTOF（ 登 録 商 標 ） 5600system (Sciex社 ))の 組 み 合 わ せ を 用

い 、 以 下 の 条 件 で 行 っ た 。 流 速 0.3 mL/min、 移 動 層 A0.5%ギ 酸 水 、 Bア セ ト ニ ト リ ル 、 カ ラ

ム オ ー プ ン 40度 と し て 0分 B20%、 4分 B40%、 7分 B70%、 9分 B99%、 11分 B99%と な る よ う に グ ラ

ジ エ ン ト を か け て 行 っ た 。 カ ー ラ ク ト ン は ポ ジ テ ィ ブ イ オ ン モ ー ド に て m/z=303.2>97.0で

検 出 を 行 っ た 。 ま た 内 部 標 準 で あ る d 6 -5-デ オ キ シ ス ト リ ゴ ー ル は ポ ジ テ ィ ブ イ オ ン モ ー

ド に て m/z=337.2>222.1で 検 出 し た 。

　 LC/MS/MSの 結 果 、 菌 体 試 料 中 の み な ら ず 、 上 清 試 料 中 に も カ ー ラ ク ト ン を 検 出 す る こ と

が で き た 。 菌 体 試 料 の 抽 出 ク ロ マ ト グ ラ ム の 結 果 を 図 １ に 示 し 、 約 10.1分 に 回 収 し た ピ ー
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ク の マ ス ス ペ ク ト ル デ ー タ を 図 ２ に 示 す 。 ま た 上 清 試 料 の 抽 出 ク ロ マ ト グ ラ ム の 結 果 を 図

３ に 示 し 、 約 9.9分 に 回 収 し た ピ ー ク の マ ス ス ペ ク ト ル デ ー タ を 図 ４ に 示 す 。 図 ２ 、 図 ４

に 示 す マ ス ス ペ ク ト ル デ ー タ の 結 果 は 、 以 前 に 報 告 さ れ て い た カ ー ラ ク ト ン の マ ス ス ペ ク

ト ル デ ー タ （ 非 特 許 文 献 ２ ） と 一 致 し て い た 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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