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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　加水酵素をコードする遺伝子、アルコール脱水素酵素をコードする遺伝子、ＢＶＭＯを
コードする遺伝子、及びエステル加水分解酵素をコードする遺伝子が導入された形質転換
体であって、長鎖脂肪酸から中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸（ω－ｈｙｄｒｏｘｙ ｆａｔｔ
ｙ ａｃｉｄ ）、又はα，ω－ジカルボン酸（α，ω－ｄｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃ
ｉｄ）を生成する形質転換体。
【請求項２】
　前記長鎖脂肪酸としてオレイン酸（ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ（Ｃ１８））を用いた場合、
中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸としてω－ヒドロキシノナン酸（ω－ｈｙｄｒｏｘｙｎｏｎａ
ｎｏｉｃ ａｃｉｄ（Ｃ９））が生成される請求項１に記載の形質転換体。
【請求項３】
　前記長鎖脂肪酸としてオレイン酸を用いた場合、α，ω－ジカルボン酸としてα，ω－
デカン二酸（α，ω－ｄｅｃａｎｅｄｉｏｉｃ ａｃｉｄ（Ｃ１０））が生成され、アル
コールとしてオクタノール（Ｃ８）が生成される請求項１に記載の形質転換体。
【請求項４】
　アルコール脱水素酵素をコードする遺伝子、ＢＶＭＯをコードする遺伝子、及びエステ
ル加水分解酵素をコードする遺伝子が導入された形質転換体であって、ヒドロキシ長鎖脂
肪酸から中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸を生成する形質転換体。
【請求項５】
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　前記ヒドロキシ長鎖脂肪酸としてリシノール酸（Ｃ１８）を用いた場合、中鎖ω－ヒド
ロキシ脂肪酸としてω－ヒドロキシウンデク－９－エン酸（ω－ｈｙｄｒｏｘｙｕｎｄｅ
ｃ－９－ｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ（Ｃ１１））が生成される請求項４に記載の形質転換体。
【請求項６】
　前記ヒドロキシ長鎖脂肪酸としてレスクエロール酸（ｌｅｓｑｕｅｒｏｌｉｃ ａｃｉ
ｄ（Ｃ２０））を用いた場合、中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸としてω－ヒドロキシトリデク
－１１－エン酸（ω－ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｉｄｅｃ－１１－ｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ（Ｃ１
３））が生成される請求項４に記載の形質転換体。
【請求項７】
　アルコール脱水素酵素をコードする遺伝子がさらに導入され、前記長鎖脂肪酸としてオ
レイン酸（Ｃ１８）を用いた場合、α，ω－ジカルボン酸としてα，ω－ノナンニ酸（α
，ω－ｎｏｎａｎｅｄｉｏｉｃ ａｃｉｄ（Ｃ９））が生成される請求項１に記載の形質
転換体。
【請求項８】
　加水酵素をコードする遺伝子、アルコール脱水素酵素をコードする遺伝子、ＢＶＭＯを
コードする遺伝子、エステル加水分解酵素をコードする遺伝子、及びアミノ基転移酵素を
コードする遺伝子が導入され、長鎖脂肪酸からω－アミノ脂肪酸を生成する形質転換体。
【請求項９】
　前記長鎖脂肪酸としてオレイン酸（Ｃ１８）を用いた場合、ω－アミノ脂肪酸として 
ω－アミノノンナン酸（ω－ａｍｉｎｏｎｏｎａｎｏｉｃ ａｃｉｄ（Ｃ９））が生成さ
れる請求項８に記載の形質転換体。
【請求項１０】
　（ａ）請求項１～９のいずれかの形質転換体と長鎖脂肪酸を反応させて反応物を得るス
テップと、
　（ｂ）前記反応物から分解産物を回収するステップとを含む、長鎖脂肪酸から分解産物
を生産する方法。
【請求項１１】
　前記長鎖脂肪酸は、オレイン酸、リシノール酸（ｒｉｃｉｎｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ）、
１２－ヒドロキシステアリン酸（１２－ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅａｒｉｃ ａｃｉｄ）、リ
ノレン酸（ｌｉｎｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ）、パルミトレイン酸（ｐａｌｍｉｔｏｌｅｉｃ 
ａｃｉｄ）、レスクエロール酸又はそれらの組み合わせである請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記分解産物は、中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸、α，ω－ジカルボン酸、ω－アミノ脂肪
酸、アルコール又はそれらの組み合わせである請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　前記分解産物は、炭素数５～１４の中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸、α，ω－ジカルボン酸
、ω－アミノ脂肪酸、炭素数２～１４のノルマルアルコール又はそれらの組み合わせであ
る請求項１０に記載の方法。
【請求項１４】
　前記分解産物は、 ω－ヒドロキシノナン酸、ω－ヒドロキシウンデク－９－エン酸、 
ω－ヒドロキシトリデク－１１－エン酸、α，ω－ノナンニ酸（ａｚｅｌａｉｃ ａｃｉ
ｄ）、α，ω－デカン二酸（ｓｅｂａｃｉｃ ａｃｉｄ）、 ω－アミノノンナン酸、ヘプ
タン酸（ｈｅｐｔａｎｏｉｃ ａｃｉｄ）、ノナン酸（ｎｏｎａｎｏｉｃ ａｃｉｄ）、ω
－ヒドロキシウンデカン酸（ω－ｈｙｄｒｏｘｙｕｎｄｅｃａｎｏｉｃ ａｃｉｄ）、ω
－ヒドロキシトリデカン酸（ω－ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｉｄｅｃａｎｏｉｃ ａｃｉｄ）、
α，ω－ウンデク－２－エンニ酸（α，ω－ｕｎｄｅｃ－２－ｅｎｅｄｉｏｉｃ ａｃｉ
ｄ（ｃｉｓ－２－ｕｎｄｅｃｅｎｅ－１，１１－ｄｉｏｉｃ ａｃｉｄ））、ノルマルオ
クタノール又はそれらの組み合わせである請求項１２に記載の方法。                  
                                                   
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生物変換により長鎖脂肪酸から中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸、α，ω－ジカル
ボン酸、ω－アミノ脂肪酸を生産する方法に関するものであり、より具体的には、ＢＶＭ
Ｏを発現するように形質転換された形質転換体、前記形質転換体を用いた生物変換により
炭素数１６～２０の長鎖脂肪酸から炭素数５～１４の中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸、α，ω
－ジカルボン酸、ω－アミノ脂肪酸又はアルコールを生産する方法、前記ＢＶＭＯを用い
てケト脂肪酸から鎖内にエステル基が導入された脂肪酸誘導体を生産する方法、及び前記
方法で作製された新規ω－ヒドロキシ脂肪酸に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　ω－ヒドロキシ脂肪酸は、脂肪酸の末端に１個のヒドロキシ基（水酸化基）を有する脂
肪酸の一種であり（ＨＯＣＨ2（ＣＨ2）ｎＣＯＯＨ）、ポリエチレン系プラスチックの製
造時にモノマーとして用いられており、乳化剤、接着剤、コーティング剤の生産、化粧品
や医薬品の製造に広く用いられている。また、ポリアミド、ポリエステル系プラスチック
の製造、化粧品や日用品の製造に広範囲に用いられている長鎖ジカルボン酸合成の前駆体
としても用いられる。
【０００３】
　中鎖α，ω－ジカルボン酸（ＨＯＯＣ（ＣＨ2）ｎＣＯＯＨ）とω－アミノ脂肪酸（Ｈ2

ＮＣＨ2（ＣＨ2）ｎＣＯＯＨ）は、ポリアミド、ポリエステルなどのプラスチック製造時
にモノマーとして用いられており、乳化剤、凍結防止剤、ペイント、コーティング剤の生
産にも用いられている。また、抗菌活性などの様々な生理活性があるので、化粧品、食品
、日用品の生産にも広く用いられている。例えば、炭素数１０の中鎖ジカルボン酸である
セバシン酸（（ＨＯＯＣ）（ＣＨ2）8（ＣＯＯＨ））は、年間５０，０００ＭＴ以上生産
されており、プラスチック、ろうそく、化粧品、乳化剤、凍結防止剤、腐食防止剤の生産
に用いられている。また、抗菌活性を有するので、にきび治療剤、化粧品、日用品の製造
にも用いられている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】米国特許第５９５２５１７号明細書
【特許文献２】米国特許第６３９２０７４号明細書
【特許文献３】米国特許第５４２０３１６号明細書
【特許文献４】米国特許出願公開第２０１１／０１０５７７４号明細書
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Biotechnol. Lett., 29: 1393-1398, 2007
【非特許文献２】J. Biotechnol., 158: 17-23, 2012
【非特許文献３】Appl. Microbiol. Biotechnol. 73: 1065-1072, 2007
【非特許文献４】Agric Biol. Chem., 54: 2039-2045, 1990
【非特許文献５】J. Biotechnol. 262: 17712-17718, 1987
【非特許文献６】ChemCatChem, 5: 154-157, 2013
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　これら中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸、α，ω－ジカルボン酸、ω－アミノ脂肪酸は、自然
界にほとんど存在しないため、主に化学合成法により産業的に生産されているが、化学合
成法は高温・高圧、強酸及び／又は環境に深刻な問題を引き起こす毒性酸化物を要すると
いう問題がある（特許文献１，２，３，４）。例えば、セバシン酸は、リシノール酸を化
学的に分解することにより作製されている（特許文献１，２）。しかし、リシノール酸を
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化学的に分解するためには２００～３００℃以上の高温工程が必要であり、硫酸などの強
酸や、重金属イオン触媒、有機溶媒などの毒性物質を用いるので作製過程が危険なだけで
なく、作製後に環境汚染物質を多量に排出するなどの問題がある。
【０００７】
　炭素数９の中鎖ジカルボン酸であるアゼライン酸は、オレイン酸のオゾン分解（ozonol
ysis）により生産されている（特許文献３）。しかし、上記技術によりアゼライン酸を生
産する際には、強酸化剤であるオゾンを多量に用い、それにより様々な副産物が生成され
、生成される副産物を除去するために重金属触媒を用いる分離精製工程を必ず行わなけれ
ばならないという問題がある。このように、複雑な分離精製工程、環境汚染、エネルギー
過剰使用などの様々な問題があるので、これらを改善する研究の必要性が高まっている。
そこで、環境にやさしく、単純化された工程による作製方法が盛んに研究されており、生
体触媒反応を用いた工程を開発しようとする研究が盛んに行われている。例えば、酵素を
用いた長鎖脂肪酸から長鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸を生産する方法、石油化合物である炭化
水素から中鎖ジカルボン酸を作製する方法などは開発されているが、酵素を用いた再生可
能な長鎖脂肪酸から中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸、α，ω－ジカルボン酸、ω－アミノ脂肪
酸、アルコールなどを作製する方法はいまだ開発されていない。
【０００８】
　本発明者らは、ＢＶＭＯが、炭素数１６～２０の長鎖脂肪酸由来のケト脂肪酸を、エス
テル加水分解酵素により切断される鎖内にエステル基が導入された脂肪酸誘導体の形態に
変換することを見出し、前記ＢＶＭＯ遺伝子が導入された形質転換微生物を用いると、前
記長鎖脂肪酸から中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸、α，ω－ジカルボン酸、ω－アミノ脂肪酸
、アルコールなどを作製できることを確認し、本発明を完成するに至った。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、ＢＶＭＯを発現する形質転換体を提供することを目的とする。
【００１０】
　また、本発明は、前記形質転換体を用いた生物変換により長鎖脂肪酸から様々な分解産
物を生産する方法を提供することを目的とする。
【００１１】
　さらに、本発明は、前述した方法で作製されて化学式１で表されるω－ヒドロキシ脂肪
酸を提供することを目的とする。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明のＢＶＭＯを発現する形質転換体を用いた生物変換反応により、培地に含まれる
炭素数１６～２０の長鎖脂肪酸を分解して炭素数５～１４のω－ヒドロキシ脂肪酸、α，
ω－ジカルボン酸、ω－アミノ脂肪酸、アルコールなどの分解産物を大量に生成すること
ができるので、ω－ヒドロキシ脂肪酸、α，ω－ジカルボン酸、ω－アミノ脂肪酸又はア
ルコールのより安全かつ経済的な生産に広く活用することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１ａ】加水酵素、アルコール脱水素酵素、ＢＶＭＯ及びエステル加水分解酵素を用い
て長鎖脂肪酸（炭素数１８のオレイン酸）から中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸（炭素数９のω
－ヒドロキシノナン酸）を生成する反応を順に示す概略図である。
【図１ｂ】アルコール脱水素酵素、ＢＶＭＯ及びエステル加水分解酵素を用いて長鎖脂肪
酸（炭素数１８のリシノール酸）から中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸（炭素数１１のω－ヒド
ロキシウンデク－９－エン酸）を生成する反応を順に示す概略図である。
【図１ｃ】アルコール脱水素酵素、ＢＶＭＯ及びエステル加水分解酵素を用いて長鎖脂肪
酸（炭素数２０のレスクエロール酸）からω－ヒドロキシ脂肪酸（炭素数１３のω－ヒド
ロキシトリデク－１１－エン酸）を生成する反応を順に示す概略図である。
【図１ｄ】加水酵素、アルコール脱水素酵素、ＢＶＭＯ及びエステル加水分解酵素を用い
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て長鎖脂肪酸（炭素数１８のオレイン酸）からα，ω－ジカルボン酸（炭素数１０のα，
ω－デカンニ酸）とオクタノールを生成する反応を順に示す概略図である。
【図１ｅ】加水酵素、ミクロコッカス・ルテウス由来のアルコール脱水素酵素、ＢＶＭＯ
、エステル加水分解酵素、シュードモナス・プチダ由来のアルコール脱水素酵素を用いて
長鎖脂肪酸（炭素数１８のオレイン酸）からα，ω－ジカルボン酸（炭素数９のα，ω－
ノナンニ酸）を生成する反応を順に示す概略図である。
【図１ｆ】加水酵素、ミクロコッカス・ルテウス由来のアルコール脱水素酵素、ＢＶＭＯ
、エステル加水分解酵素、シュードモナス・プチダ由来のアルコール脱水素酵素、アミノ
基転移酵素を用いて長鎖脂肪酸（炭素数１８のオレイン酸）からω－アミノ脂肪酸（炭素
数９のω－アミノノンナン酸）を生成する反応を順に示す概略図である。
【図２ａ】本発明のオレイン酸加水酵素、アルコール脱水素酵素及びＢＶＭＯを発現する
形質転換体を用いてオレイン酸から生産された、鎖内にエステル基が導入された脂肪酸の
時間の経過による生産量の変化を示すグラフである。
【図２ｂ】本発明のオレイン酸加水酵素、アルコール脱水素酵素及びＢＶＭＯを発現する
形質転換体を用いてオレイン酸から鎖内にエステル基が導入された脂肪酸を生産し、それ
をエステル加水分解酵素で反応させた反応産物のＧＣ／ＭＳ分析結果を示すグラフである
。
【図３ａ】本発明のアルコール脱水素酵素及びＢＶＭＯを発現する形質転換体を用いてリ
シノール酸から生産された、鎖内にエステル基が導入された脂肪酸の時間の経過による生
産量の変化を示すグラフである。
【図３ｂ】本発明のアルコール脱水素酵素及びＢＶＭＯを発現する形質転換体を用いてリ
シノール酸から鎖内にエステル基が導入された脂肪酸を生産し、それをエステル加水分解
酵素で反応させた反応産物のＧＣ／ＭＳ分析結果を示すグラフである。
【図４】本発明のアルコール脱水素酵素及びＢＶＭＯを発現する形質転換体を用いてレス
クエロール酸から鎖内にエステル基が導入された脂肪酸を生産し、それをエステル加水分
解酵素で反応させた反応産物のＧＣ／ＭＳ分析結果を示すグラフである。
【図５ａ】本発明のオレイン酸加水酵素、アルコール脱水素酵素及びＢＶＭＯを発現する
形質転換体を用いてオレイン酸から生産された、鎖内にエステル基が導入された脂肪酸の
時間の経過による生産量の変化を示すグラフである。
【図５ｂ】本発明のオレイン酸加水酵素、アルコール脱水素酵素及びＢＶＭＯを発現する
形質転換体を用いてオレイン酸から鎖内にエステル基が導入された脂肪酸を生産し、それ
をエステル加水分解酵素で反応させた反応産物（セバシン酸）のＧＣ／ＭＳ分析結果を示
すグラフである。
【図６】本発明のオレイン酸加水酵素、ミクロコッカス・ルテウス由来のアルコール脱水
素酵素及びＢＶＭＯを発現する形質転換体を用いてオレイン酸から鎖内にエステル基が導
入された脂肪酸を生産し、それにエステル加水分解酵素とシュードモナス・プチダ由来の
アルコール脱水素酵素を発現する形質転換体を投入して反応させ、得られた反応産物の時
間の経過に伴う生産量を示すグラフである。
【図７】オレイン酸加水酵素、ミクロコッカス・ルテウス由来のアルコール脱水素酵素、
ＢＶＭＯ及びエステル加水分解酵素、シュードモナス・プチダ由来のアルコール脱水素酵
素を発現する形質転換体を用いてリシノール酸から生産されたα，ω－ウンデク－２－エ
ンニ酸（ｃｉｓ－２－ｕｎｄｅｃｅｎｅ－１，１１－ｄｉｏｉｃ ａｃｉｄ）の時間の経
過による生産量の変化を示すグラフである。
【図８】本発明のオレイン酸加水酵素、ミクロコッカス・ルテウス由来のアルコール脱水
素酵素及びＢＶＭＯを発現する形質転換体を用いてオレイン酸から鎖内にエステル基が導
入された脂肪酸を生産し、それにエステル加水分解酵素、シュードモナス・プチダ由来の
アルコール脱水素酵素、アミノ基転移酵素を発現する形質転換体を投入して反応させ、得
られた反応産物の時間の経過に伴う生産量を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
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　上記目的を達成するために、本発明の一実施形態は、ＢＶＭＯ遺伝子が導入された形質
転換体を提供する。
【００１５】
　本発明における「ＢＶＭＯ（Baeyer-Villiger monooxygenase）」とは、ケトンを酸化
させてラクトンやエステル化合物を生成するＢａｅｙｅｒ－Ｖｉｌｌｉｇｅｒ酸化反応を
含む様々な酸化反応を触媒する酵素であるｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅの一種を意味する
。本発明の目的上、形質転換体で発現してケト脂肪酸から鎖内にエステル基が導入された
脂肪酸誘導体（例えば、１０－ケトステアリン酸（１０－ｋｅｔｏｓｔｅａｒｉｃ ａｃ
ｉｄ）から１０－オクチルオキシ（ｏｃｔｙｌｏｘｙ）－１０－オキソデカン酸（ｏｘｏ
ｄｅｃａｎｏｉｃ ａｃｉｄ））を生産する反応を触媒する活性を示すものであれば、前
記ＢＶＭＯは特にこれらに限定されるものではないが、シュードモナス属菌株（Pseudomo
nas sp.）、ロドコッカス属菌株（Rhodococcus sp.）、ブレビバクテリウム属菌株（Brev
ibacterium sp.）、コマモナス属菌株（Comamonas sp.）、アシネトバクター属菌株（Aci
netobacter sp.）、アルスロバクター属菌株（Arthrobacter sp.）、ブラキモナス属菌株
（Brachymonas sp.）などの微生物由来のＢＶＭＯであることが好ましく、シュードモナ
ス・プチダ（Pseudomonas putida）、シュードモナス・フルオレッセンス（Pseudomonas 
fluorescens）、シュードモナス・ベロニイ（Pseudomonas veronii）、ロドコッカス・ジ
ョスティ（Rhodococcus jostii）又はシュードモナス属菌株ＨＩ－７０（Pseudomonas sp
. strain HI-70）由来のＢＶＭＯであることがより好ましく、シュードモナス・プチダ由
来のＢＶＭＯであることが最も好ましい。前記ＢＶＭＯをコードする遺伝子の塩基配列は
、ＮＣＢＩのＧｅｎＢａｎｋなどの公知のデータベースから得られるが、その例としては
、ＧｅｎＢａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ． ＣＡＦＫ０１００００１０で表される遺
伝子、ＢＶＭＯ遺伝子を発現するように作製された発現ベクターｐＪＯＥ－ＫＴ２４４０
ＢＶＭＯ（非特許文献１）などから得られる遺伝子などが挙げられ、配列番号９のアミノ
酸配列をコードするポリヌクレオチド配列などであることが好ましい。
【００１６】
　また、前記ＢＶＭＯは、ケト脂肪酸から鎖内にエステル基が導入された脂肪酸誘導体を
生産する反応を触媒する活性を示すＢＶＭＯを形質転換体として発現できる限り、ＢＶＭ
Ｏを構成するアミノ酸配列の少なくとも１つの位置で１個又は複数（タンパク質のアミノ
酸残基の立体構造における位置や種類によって異なるが、具体的には２～２０個、好まし
くは２～１０個、より好ましくは２～５個）のアミノ酸が置換、欠失、挿入、付加又は逆
位されたアミノ酸配列を含んでもよく、前記ＢＶＭＯの活性を保持又は強化できる限り、
前記ＢＶＭＯのアミノ酸配列に対して８０％以上、好ましくは９０％以上、より好ましく
は９５％以上、特に好ましくは９７％以上の相同性を有するアミノ酸配列を含んでもよく
、微生物の種又は菌株によって前記ポリペプチドが有する活性を示す酵素のアミノ酸配列
が異なることがあるので、特にこれらに限定されるものではなく、前記アミノ酸の置換、
欠失、挿入、付加又は逆位などには、前記ＢＶＭＯの活性を有する微生物の個体又は種の
違いに基づく場合など、天然に生じる突然変異配列又は人為的な変異配列を含んでもよい
。
【００１７】
　本発明における「相同性」とは、互いに異なる２つのアミノ酸配列又は塩基配列間の同
一性を意味し、スコア（score）、同一性（identity）、類似性（similarity）などのパ
ラメーター（parameter）を計算するＢＬＡＳＴ ２．０を用いる、当業者に周知の方法に
より決定されるが、特にこれに限定されるものではない。
【００１８】
　本発明における「形質転換体」とは、標的タンパク質をコードするポリヌクレオチドを
ベクターにより宿主内に導入し、その後前記標的タンパク質を発現するように変異させた
細胞又は微生物を意味する。ここで、前記宿主細胞に導入されるポリヌクレオチドは、宿
主細胞内に導入されて発現するものであれば、いかなる形態であってもよい。
【００１９】
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　本発明が提供する前記形質転換体は、公知のＢＶＭＯをコードするポリヌクレオチド配
列が導入された発現ベクター又は公知の発現ベクターｐＪＯＥ－ＫＴ２４４０ＢＶＭＯ（
非特許文献１）などを宿主細胞に導入することにより作製することができる。ここで、用
いることのできる宿主細胞としては、本発明のＢＶＭＯをコードするポリヌクレオチド配
列が導入されＢＶＭＯを発現する宿主細胞であれば、特に限定されるものではないが、生
物変換工程への適用に適した培養可能な単細胞の原核生物又は真核生物の細胞を用いるこ
とが好ましく、大腸菌、酵母などを用いることがより好ましく、大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３
）細胞を用いることが最も好ましい。
【００２０】
　本発明の形質転換体は、培地に含まれる炭素数１６～２０の長鎖脂肪酸を分解して炭素
数５～１４の中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸、α，ω－ジカルボン酸、ω－アミノ脂肪酸を生
産するのに用いることができ、このために、前記ＢＶＭＯをコードする遺伝子以外に、加
水酵素（hydratase）やリポキシゲナーゼ（lipoxygenase）をコードする遺伝子、アルコ
ール脱水素酵素（alcohol dehydrogenase）をコードする遺伝子、エステル加水分解酵素
（esterase）をコードする遺伝子、アミノ基転移酵素（aminotransferase）をコードする
遺伝子などがさらに導入される。
【００２１】
　本発明における「加水酵素（hydratase）」とは、炭素二重結合に水を加えてヒドロキ
シ化合物を可逆的に生成する酵素を意味するが、逆反応によりヒドロキシ化合物から水を
除去することができるので「脱水酵素（dehydratase）」ともいえる。前記加水酵素は、
ステノトロホモナス・マルトフィリア（Stenotrophomonas maltophilia）、リシニバシラ
ス・フシフォルミス（Lysinibacillus fusiformis）、マクロコッカス・カセオリティカ
ス（Macrococcus caseolyticus）、プロピオニバクテリウム・アクネス（Propionibacter
ium acnes）などの菌株由来のものを用いることが好ましいが、特にこれらに限定される
ものではない。本発明の目的上、前記加水酵素は、炭素数１６～２０の長鎖脂肪酸にヒド
ロキシ基を加えてヒドロキシ脂肪酸を生成するために用いられる。
【００２２】
　本発明における「リポキシゲナーゼ（lipoxygenase）」とは、不飽和脂肪酸に分子状酸
素を添加する酸素添加酵素であり、不飽和脂肪酸のｃｉｓ，ｃｉｓ－１，４－ペンタジエ
ン構造を認識してメチレンの水素原子を立体特異的に抽出し、反対側（antarafacial）で
酸素を添加してヒドロペルオキシドを生成する反応を触媒する酵素を意味する。本発明の
目的上、前記リポキシゲナーゼは、前述した加水酵素と同様に、炭素数１６～２０の長鎖
脂肪酸にヒドロキシ基を加えてヒドロキシ脂肪酸を生成するために用いられる。
【００２３】
　本発明における「アルコール脱水素酵素（alcohol dehydrogenase）」とは、アルコー
ルから水素を除去してアルデヒド、ケトン又はカルボン酸を生成する反応を触媒する酵素
を意味する。前記アルコール脱水素酵素は、ミクロコッカス・ルテウス、シュードモナス
属菌株由来のものを用いることが好ましいが、特にこれらに限定されるものではない。本
発明の目的上、前記アルコール脱水素酵素は、前記加水酵素又はリポキシゲナーゼにより
生成されたヒドロキシ脂肪酸から水素を除去してケト脂肪酸を生成するか、エステル加水
分解酵素により生産されたω－ヒドロキシ脂肪酸をω－オキソ脂肪酸（ω-oxofatty acid
）又はα，ω－ジカルボン酸を生産するために用いられる。
【００２４】
　本発明における「エステル加水分解酵素（esterase）」とは、エステル化合物のエステ
ル結合を加水分解する酵素を意味する。本発明の目的上、前記エステル加水分解酵素は、
ＢＶＭＯにより生成された、鎖内にエステル基が導入された脂肪酸誘導体のエステル基を
分解するために用いられる。
【００２５】
　本発明における「アミノ基転移酵素（aminotransferase）」とは、ω－オキソ脂肪酸の
オキソ基をアミノ基に変換する酵素を意味する。前記アミノ基転移酵素は、微生物由来の
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ものを用いることができ、特にこれに限定されるものではないが、クロモバクテリウム・
ビオラセウム（Chromobacterium violaceum）、シリシバクター・ポメロイ（Silicibacte
r pomeroyi）、ロドコッカス・スフェロイデス（Rhodococcus sphaeroides）、メソリゾ
ビウム・ロティＭＡＦＦ（Mesorhizobium lotimaff）、シリシバクター（Silicibacter s
p.）などの菌株由来のものを用いることが好ましい。本発明の目的上、前記アミノ基転移
酵素は、アルコール脱水素酵素により生成されたω－オキソ脂肪酸からω－アミノ脂肪酸
を生産するために用いられ、Ｃ９、Ｃ１１、Ｃ１２及びＣ１３のω－オキソ脂肪酸からω
－アミノ脂肪酸を生産するために用いられることが好ましい。
【００２６】
　本発明の一実施例においては、ステノトロフォモナス・マルトフィリア（Stenotrophom
onas maltophilia）由来のオレイン酸加水酵素遺伝子及びミクロコッカス・ルテウス（Mi
crococcus luteus）由来のアルコール脱水素酵素遺伝子を含むｐＡＣＹＣ／オレイン酸加
水酵素／アルコール脱水素酵素発現ベクターを大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）
菌株に導入して加水酵素及びアルコール脱水素酵素を発現する１次形質転換体を作製し、
前記１次形質転換体にシュードモナス・プチダ由来のＢＶＭＯ遺伝子発現ベクターｐＪＯ
Ｅ－ＫＴ２４４０ＢＶＭＯを導入してオレイン酸加水酵素、アルコール脱水素酵素及びＢ
ＶＭＯを同時に発現する２次形質転換体を作製した（実施例１）。
【００２７】
　上記目的を達成するために、本発明の他の実施形態として、前記形質転換体を用いた生
物変換により長鎖脂肪酸から様々な分解産物を生産する方法を提供する。
【００２８】
　具体的には、本発明の長鎖脂肪酸から分解産物を生産する方法は、（ａ）ＢＶＭＯをコ
ードする遺伝子が導入された形質転換体と長鎖脂肪酸を反応させて反応物を得るステップ
と、（ｂ）前記反応物から分解産物を回収するステップとを含む。ここで、前記分解産物
は、中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸、α，ω－ジカルボン酸、ω－アミノ脂肪酸又はアルコー
ルであってもよい。前記分解産物は、炭素数５～１４の中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸、α，
ω－ジカルボン酸、ω－アミノ脂肪酸、又は炭素数２～１４のノルマルアルコールであっ
てもよく、ω－ヒドロキシノナン酸、ω－ヒドロキシウンデク－９－エン酸、ω－ヒドロ
キシトリデク－１１－エン酸、α，ω－ノナンニ酸（ａｚｅｌａｉｃ ａｃｉｄ）、α，
ω－デカン二酸（ｓｅｂａｃｉｃ ａｃｉｄ）、ω－アミノノンナン酸、ヘプタン酸、ノ
ナン酸、ω－ヒドロキシウンデカン酸、ω－ヒドロキシトリデカン酸、α，ω－ウンデク
－２－エンニ酸（ｃｉｓ－２－ｕｎｄｅｃｅｎｅ－１，１１－ｄｉｏｉｃ ａｃｉｄ）、
ω－アミノウンデク－９－エン酸（ω－ａｍｉｎｏｕｎｄｅｃ－９－ｅｎｏｉｃ ａｃｉ
ｄ）、α，ω－トリデク－２－エンニ酸（α，ω－ｔｒｉｄｅｃ－２－ｅｎｅｄｉｏｉｃ
 ａｃｉｄ）、ノルマルオクタノールなどであることがより好ましい。
【００２９】
　ここで、前記長鎖脂肪酸は、特にこれらに限定されるものではないが、炭素数１６～２
０の直鎖型脂肪酸であることが好ましく、オレイン酸、リシノール酸、１２－ヒドロキシ
ステアリン酸、リノレン酸、パルミトレイン酸、レスクエロール酸などであることがより
好ましい。
【００３０】
　また、前記反応とは、基質として用いられる長鎖脂肪酸に前記形質転換体から生産され
る加水酵素、リポキシゲナーゼ、アルコール脱水素酵素、エステル加水分解酵素、アミノ
基転移酵素などの様々な酵素を反応させて前記長鎖脂肪酸の切断、分解又はアミノ基の転
移を触媒する酵素反応を意味するが、前記形質転換体から生産される一連の酵素は形質転
換体の内部で生産され、生産された酵素が形質転換体の外部に分泌されるので、前記反応
は形質転換体の内部で行われてもよく、外部で行われてもよい。例えば、炭素源を含む培
地で前記形質転換体を培養しながら、培地に含まれる炭素源が所定量消費されたら長鎖脂
肪酸を培地に加え、前記形質転換体から生産された前記酵素により長鎖脂肪酸を切断、分
解又はアミノ基を転移させることにより様々な分解産物を生産する方式を用いることもで
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き、長鎖脂肪酸を含む反応緩衝液に前記形質転換体を入れ、長鎖脂肪酸を切断、分解又は
アミノ基を転移させることにより様々な分解産物を生産する方式を用いることもでき、前
記各酵素を形質転換体から分離し、分離した酵素を各担体に固定化してから長鎖脂肪酸が
含まれる反応緩衝液を加え、前記固定化した酵素で長鎖脂肪酸を切断又は分解することに
より様々な分解産物を生産する方式を用いることもできる。ここで、培地又は反応緩衝液
に含まれる長鎖脂肪酸の含有量は、特にこれに限定されるものではないが、０．１～１０
０ｇ／Ｌの最終濃度となるように加えることが好ましい。
【００３１】
　本発明における「培養」とは、微生物を人工的に調節した好適な環境条件で生育させる
ことを意味する。本発明において、前記形質転換体を培養する方法は、当業界で周知の方
法を用いることができる。具体的には、前記培養は、バッチプロセス又は流加もしくは反
復流加プロセス（fed batch or repeated fed batch process）で連続して培養すること
ができるが、これらに限定されるものではない。
【００３２】
　培養に用いられる培地は、適当な炭素源、窒素源、アミノ酸、ビタミンなどを含有する
通常の培地内において、好気性条件下で温度、ｐＨなどを調節しながら適切な方式で特定
菌株の要件を満たすものでなければならない。用いることのできる炭素源としては、グル
コース、スクロース、ラクトースなどの糖、脂肪、脂肪酸、グリセリンが挙げられる。こ
れらの物質は、単独で用いることもでき、混合物として用いることもできる。用いること
のできる窒素源としては、アンモニア、硫酸アンモニウム、塩化アンモニウム、リン酸ア
ンモニウムなどの無機窒素源と、グルタミン酸などのアミノ酸及びペプトン、肉類抽出物
、酵母抽出物、麦芽抽出物、トウモロコシ浸漬液、カゼイン加水分解物などの有機窒素源
とを用いることができる。これら窒素源は、単独で用いることもでき、組み合わせて用い
ることもできる。好気状態を維持するために、培養物内に酸素又は酸素含有気体（例えば
、空気）を注入する。培養物の温度は通常１５℃～３７℃、好ましくは２０℃～３０℃で
あり、前記培養は１０～１００時間行われる。
【００３３】
　また、反応液から中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸、α，ω－ジカルボン酸、ω－アミノ脂肪
酸、アルコールなどの分解産物を回収するステップは、透析、遠心分離、濾過、溶媒抽出
、クロマトグラフィー、結晶化などの当業界で公知の方法により行うことができる。例え
ば、前記反応液を遠心分離した後、形質転換体を除去し得られた上清を溶媒抽出法に適用
することにより目的とする分解産物を回収する方法を用いることができるが、それ以外に
も、前記各分解産物の特性に合わせて公知の実験方法を組み合わせて前記分解産物を回収
する方法であれば、特に限定されるものではない。
【００３４】
　本発明において、提供する加水酵素をコードする遺伝子、アルコール脱水素酵素をコー
ドする遺伝子、ＢＶＭＯをコードする遺伝子、エステル加水分解酵素をコードする遺伝子
、及びアミノ基転移酵素をコードする遺伝子を異なる組み合わせで宿主細胞に導入すると
、異なる機能を有する様々な形質転換体を作製することができ、前記作製した各形質転換
体は、培地や反応液に存在する炭素数１６～２０の長鎖脂肪酸（オレイン酸、リシノール
酸、リノール酸、レスクエロール酸など）から炭素数５～１４の中鎖ω－ヒドロキシ脂肪
酸、α，ω－ジカルボン酸、ω－アミノ脂肪酸又はアルコールを生成することができる。
【００３５】
　例えば、大腸菌にアルコール脱水素酵素をコードする遺伝子、及びＢＶＭＯをコードす
る遺伝子を導入することにより作製された形質転換体は、長鎖脂肪酸を鎖内にエステル基
が導入された長鎖脂肪酸に変換することができ、前記形質転換体がエステル加水分解酵素
、アルコール脱水素酵素又はアミノ基転移酵素を単独で又は組み合わせてさらに含む場合
、前記変換された、鎖内にエステル基が導入された長鎖脂肪酸は、様々な形態の中鎖ω－
ヒドロキシ脂肪酸、α，ω－ジカルボン酸、ω－アミノ脂肪酸又はアルコールに変換する
ことができる。
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【００３６】
　本発明の一実施例として、加水酵素、アルコール脱水素酵素、ＢＶＭＯ及びエステル加
水分解酵素を発現する形質転換体は、オレイン酸（Ｃ１８）などの長鎖脂肪酸からω－ヒ
ドロキシノナン酸（Ｃ９）などの中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸を生成することができるが、
加水酵素は長鎖脂肪酸をヒドロキシ脂肪酸に変換させ、アルコール脱水素酵素は前記変換
されたヒドロキシ脂肪酸から水素を除去してケト脂肪酸を生成し、ＢＶＭＯは前記生成さ
れたケト脂肪酸を酸化させて鎖内にエステル基が導入された長鎖脂肪酸を生成し、エステ
ル加水分解酵素は前記生成された、鎖内にエステル基が導入された長鎖脂肪酸のエステル
結合を加水分解して中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸を生成する（図１ａ）。
【００３７】
　本発明の他の実施例として、アルコール脱水素酵素、ＢＶＭＯ及びエステル加水分解酵
素を発現する形質転換体は、リシノール酸（Ｃ１８）などのヒドロキシ長鎖脂肪酸から 
ω－ヒドロキシウンデク－９－エン酸（Ｃ１１）などの中鎖ω－ヒドロキシ脂肪酸を生成
することができるが、アルコール脱水素酵素は前記ヒドロキシ長鎖脂肪酸から水素を除去
してケト脂肪酸を生成し、ＢＶＭＯは前記生成されたケト脂肪酸を酸化させて鎖内にエス
テル基が導入された長鎖脂肪酸を生成し、エステル加水分解酵素は前記生成された、鎖内
にエステル基が導入された長鎖脂肪酸のエステル結合を加水分解して中鎖ω－ヒドロキシ
脂肪酸を生成する（図１ｂ）。
【００３８】
　本発明のさらに他の実施例として、アルコール脱水素酵素、ＢＶＭＯ及びエステル加水
分解酵素を発現する形質転換体は、レスクエロール酸（Ｃ２０）などのヒドロキシ長鎖脂
肪酸から ω－ヒドロキシトリデク－１１－エン酸（Ｃ１３）などの中鎖ω－ヒドロキシ
脂肪酸を生成することができるが、アルコール脱水素酵素は前記ヒドロキシ長鎖脂肪酸か
ら水素を除去してケト脂肪酸を生成し、ＢＶＭＯは前記生成されたケト脂肪酸を酸化させ
て鎖内にエステル基が導入された長鎖脂肪酸を生成し、エステル加水分解酵素は前記生成
された、鎖内にエステル基が導入された長鎖脂肪酸のエステル結合を加水分解して中鎖ω
－ヒドロキシ脂肪酸を生成する（図１ｃ）。
【００３９】
　本発明のさらに他の実施例として、加水酵素、アルコール脱水素酵素、ＢＶＭＯ及びエ
ステル加水分解酵素を発現する形質転換体は、オレイン酸（Ｃ１８）などの長鎖脂肪酸か
らα， ω－デカンニ酸（Ｃ１０）などのα，ω－ジカルボン酸とオクタノール（Ｃ８）
を生成することができるが、加水酵素は長鎖脂肪酸をヒドロキシ脂肪酸に変換させ、アル
コール脱水素酵素は前記変換されたヒドロキシ脂肪酸から水素を除去してケト脂肪酸を生
成し、ＢＶＭＯは前記生成されたケト脂肪酸を酸化させて鎖内にエステル基が導入された
長鎖脂肪酸を生成し、エステル加水分解酵素は前記生成された、鎖内にエステル基が導入
された長鎖脂肪酸のエステル結合を加水分解してα，ω－ジカルボン酸とアルコールを生
成する（図１ｄ）。
【００４０】
　本発明のさらに他の実施例として、加水酵素、ミクロコッカス・ルテウス由来のアルコ
ール脱水素酵素、ＢＶＭＯ、エステル加水分解酵素及びシュードモナス・プチダ由来のア
ルコール脱水素酵素を発現する形質転換体は、オレイン酸（Ｃ１８）などの長鎖脂肪酸か
らα，ω－ノナン二酸（Ｃ９）などのα，ω－ジカルボン酸を生成することができるが、
加水酵素は長鎖脂肪酸をヒドロキシ脂肪酸に変換させ、ミクロコッカス・ルテウス由来の
アルコール脱水素酵素は前記変換されたヒドロキシ脂肪酸から水素を除去してケト脂肪酸
を生成し、ＢＶＭＯは前記生成されたケト脂肪酸を酸化させて鎖内にエステル基が導入さ
れた長鎖脂肪酸を生成し、エステル加水分解酵素は前記生成された、鎖内にエステル基が
導入された長鎖脂肪酸のエステル結合を加水分解してω－ヒドロキシ脂肪酸を生成し、シ
ュードモナス・プチダ由来のアルコール脱水素酵素は前記ω－ヒドロキシ脂肪酸から水素
を除去してα，ω－ジカルボン酸を生成する（図１ｅ）。
【００４１】
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　本発明のさらに他の実施例として、加水酵素、ミクロコッカス・ルテウス由来のアルコ
ール脱水素酵素、ＢＶＭＯ、エステル加水分解酵素、シュードモナス・プチダ由来のアル
コール脱水素酵素及びアミノ基転移酵素を発現する形質転換体は、オレイン酸（Ｃ１８）
などの長鎖脂肪酸からω－アミノノナンニ酸（Ｃ９）などのω－アミノ脂肪酸を生成する
ことができるが、加水酵素は長鎖脂肪酸をヒドロキシ脂肪酸に変換し、ミクロコッカス・
ルテウス由来のアルコール脱水素酵素は前記変換されたヒドロキシ脂肪酸から水素を除去
してケト脂肪酸を生成し、ＢＶＭＯは前記生成されたケト脂肪酸を酸化させて鎖内にエス
テル基が導入された長鎖脂肪酸を生成し、エステル加水分解酵素は前記生成された、鎖内
にエステル基が導入された長鎖脂肪酸のエステル結合を加水分解してω－ヒドロキシ脂肪
酸を生成し、シュードモナス・プチダ由来のアルコール脱水素酵素は前記ω－ヒドロキシ
脂肪酸から水素を除去してω－ケト脂肪酸を生成し、アミノ基転移酵素は前記生成された
ω－ケト脂肪酸にアミノ基を転移させてω－アミノ脂肪酸を生成する（図１ｆ）。
【００４２】
　一方、長鎖脂肪酸から生産されたω－ヒドロキシ脂肪酸は、シュードモナス・プチダ由
来のアルコール脱水素酵素によりα，ω－ジカルボン酸に変換されるか（実施例５及び６
）、アミノ基転移酵素との連続反応によりω－アミノ脂肪酸に変換される（実施例７）。
【００４３】
　前記形質転換体により生成された炭素数５～１４のω－ヒドロキシ脂肪酸、α，ω－ジ
カルボン酸、ω－アミノ脂肪酸及びアルコールは、前記形質転換体から培地又は反応緩衝
液に分泌されるので、前記形質転換体を固定化担体に固定するか、前記形質転換体を流加
又は連続培養すると、炭素数５～１４のω－ヒドロキシ脂肪酸、α，ω－ジカルボン酸、
ω－アミノ脂肪酸及びアルコールを大量に生産することができる。
【００４４】
　本発明の一実施例によれば、ステノトロフォモナス・マルトフィリア由来のオレイン酸
加水酵素遺伝子、ミクロコッカス・ルテウス由来のアルコール脱水素酵素遺伝子を大腸菌
ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株に導入して加水酵素及びアルコール脱水素酵素を発現する形質転
換体を作製し、前記形質転換体にシュードモナス・フルオレッセンス由来のＢＶＭＯ遺伝
子を導入して加水酵素、アルコール脱水素酵素及びＢＶＭＯを発現する形質転換体を作製
した（実施例４）。また、加水酵素、アルコール脱水素酵素、ＢＶＭＯを発現する形質転
換体を培養してオレイン酸と反応させた結果、１０－ヒドロキシステアリン酸、１０－ケ
トステアリン酸、鎖内にエステル基が導入された脂肪酸が生産され（図５）、それにシュ
ードモナス・フルオレッセンス由来のエステル加水分解酵素を投入して反応させることに
より、α，ω－デカンニ酸とオクタノールを生産することができた。
【００４５】
　上記目的を達成するために、本発明のさらに他の実施形態として、前述した方法で作製
され、下記化学式１で表される新規ω－ヒドロキシ脂肪酸を提供する。
【００４６】
【化１】

【００４７】
　前記化合物は、前述した方法により作製することができる。例えば、オレイン酸加水酵
素、アルコール脱水素酵素及びＢＶＭＯを発現する形質転換体を培養してレスクエロール
酸と反応させることにより、鎖内にエステル基が導入された脂肪酸を生産することができ
、前記生産された、鎖内にエステル基が導入された脂肪酸にシュードモナス・フルオレッ
センス由来のエステル加水分解酵素を投入して反応させることにより、前記化学式１の新
規ω－ヒドロキシ脂肪酸を生産することができる。前記生産された新規ω－ヒドロキシ脂
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肪酸は、ＧＣ／ＭＳ分析により構造を確認することができる。
【００４８】
　上記目的を達成するために、本発明のさらに他の実施形態として、前記ＢＶＭＯを用い
てケト脂肪酸から鎖内にエステル基が導入された脂肪酸誘導体を生産する方法を提供する
。
【００４９】
　以下、実施例を挙げて本発明をより詳細に説明する。しかし、これらの実施例は本発明
を例示的に説明するためのものであり、本発明の範囲がこれらの実施例に限定されるもの
ではない。
【実施例１】
【００５０】
　多段階の酵素合成を用いたω－ヒドロキシノナン酸の生産
　１）遺伝子クローニング
　オレイン酸加水酵素とアルコール脱水素酵素遺伝子とを含む組換え発現ベクターを作製
するために、ステノトロフォモナス・マルトフィリア由来のオレイン酸加水酵素遺伝子と
ミクロコッカス・ルテウス由来のアルコール脱水素酵素遺伝子のクローニングを行った。
【００５１】
　まず、オレイン酸加水酵素遺伝子は、プラスミドベクターｐＥＴ２８（＋）ａ／オレイ
ン酸加水酵素（非特許文献２）を鋳型とし、制限酵素であるＰｖｕＩとＸｈｏＩの切断部
位を含むように作製されたプライマー（配列番号１及び２）を用いたＰＣＲを行って増幅
した。
　正方向プライマー：５’－ｇｃｔａｇｃａｔｇｔａｔｔａｃａｇｔａａｔｇｇｔａａｃ
ｔａｔｇａａ－３’（配列番号１）
　逆方向プライマー：５’－ｇｇｃｔｃｇａｇｃｔａｔａｔｔａｇｔｔｔａｃｔｔｔｃｔ
ｔｔｃａ－３’（配列番号２）
【００５２】
　前記増幅したＰＣＲ産物を制限酵素であるＰｖｕＩとＸｈｏＩで切断し、プラスミドベ
クターｐＡＣＹＣ（Novagen社製）に挿入してｐＡＣＹＣ／オレイン酸加水酵素発現ベク
ターを作製した。
【００５３】
　また、アルコール脱水素酵素は、ミクロコッカス・ルテウス由来のアルコール脱水素酵
素のＤＮＡ塩基配列（Genebank Accession No.ZP_07049769）を鋳型とし、制限酵素であ
るＥｃｏＲＩとＨｉｎｄＩＩＩの切断部位を含むように作製されたプライマー（配列番号
３及び４）を用いたＰＣＲを行って増幅した。
　正方向プライマー：５’－ａｔｃｇａａｔｔｃｇｔｃｃｇａｇｔｔｃａｃｃｃｇｔｔｔ
ｃｇａ－３’（配列番号３）
　逆方向プライマー：５’－ａｔａｔｃａａｇｃｔｔｃａｇｃｃｇａｇｃｇｇｇｇｔｇｔ
ｃｃｔ－３’（配列番号４）
【００５４】
　前記増幅したＰＣＲ産物を制限酵素であるＥｃｏＲＩとＨｉｎｄＩＩＩで切断し、前記
作製されたｐＡＣＹＣ／オレイン酸加水酵素発現ベクターに挿入し、ｐＡＣＹＣ／オレイ
ン酸加水酵素／アルコール脱水素酵素発現ベクターを作製した。
【００５５】
　２）宿主細胞の培養
　大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）は、プラスミド保持のために１０ｇ／ｌグル
コース及び適切な抗生剤が含まれるリーゼンバーグ（Riesenberg）培地で培養した。ここ
で、リーゼンバーグ培地は、４ｇ／ｌのＮ（ＮＨ4）2ＨＰＯ4、１３．５ｇ／ｌのＫＨ2Ｐ
Ｏ4、１．７ｇ／ｌのｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ、１．４ｇ／ｌのＭｇＳＯ4、及び１０ｍｌ
／ｌのｔｒａｃｅ ｍｅｔａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（１０ｇ／ｌのＦｅＳＯ4、２．２５ｇ
／ｌのＺｎＳＯ4、１．０ｇ／ｌのＣｕＳＯ4、０．５ｇ／ｌのＭｎＳＯ4、０．２３ｇ／
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ｌのＮａ2Ｂ4Ｏ7、２．０ｇ／ｌのＣａＣｌ2、及び０．１ｇ／ｌの（ＮＨ4）6Ｍｏ7Ｏ24

）が含まれており、ミクロコッカス・ルテウスはＬＢ培地で培養した。
【００５６】
　３）形質転換体を用いたω－ヒドロキシノナン酸の生産
　まず、実施例１－１）のステノトロフォモナス・マルトフィリア由来のオレイン酸加水
酵素遺伝子とミクロコッカス・ルテウス由来のアルコール脱水素酵素遺伝子が挿入された
ｐＡＣＹＣ／オレイン酸加水酵素／アルコール脱水素酵素発現ベクターを実施例１－２）
で培養した大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株に導入することにより１次形質転換体を作製し
た。
【００５７】
　次に、前記１次形質転換体にシュードモナス・プチダ由来のＢＶＭＯ遺伝子を発現する
ように作製された発現ベクターｐＪＯＥ－ＫＴ２４４０ＢＶＭＯ（非特許文献１）を導入
することにより、オレイン酸加水酵素、アルコール脱水素酵素及びＢＶＭＯを発現する２
次形質転換体を作製した。
【００５８】
　次に、前記２次形質転換体をリーゼンバーグミネラル培地で３０℃及び２００ｒｐｍの
条件で培養しながら、ＩＰＴＧとラムノースを処理してオレイン酸加水酵素、アルコール
脱水素酵素及びＢＶＭＯを発現させ、そこに１ｍＭのオレイン酸と反応させることにより
、ω－ヒドロキシノナン酸を生産した（図２）。図２ａは前記２次形質転換体を用いて生
産された、鎖内にエステル基が導入された脂肪酸の時間の経過に伴う生産量の変化を示す
グラフであり、（●）はオレイン酸の濃度を示し、（△）は１０－ヒドロキシステアリン
酸の濃度を示し、（▽）は１０－ケトステアリン酸の濃度を示し、（■）は鎖内にエステ
ル基が導入された脂肪酸の濃度を示し、（▲）はω－ヒドロキシノナン酸の濃度を示す。
図２ｂは反応終了後にエステル加水分解酵素で処理して反応産物をＧＣ／ＭＳで分析した
結果を示す図である。オレイン酸から生産された、鎖内にエステル基が導入された脂肪酸
は、ほとんどｎ－ノナン酸とω－ヒドロキシノナン酸に変換された。
【実施例２】
【００５９】
　リシノール酸からのω－ヒドロキシウンデク－９－エン酸の生産
　実施例１で作製した形質転換体を用いて、基質であるリシノール酸からω－ヒドロキシ
ウンデク－９－エン酸を生産した。
【００６０】
　すなわち、オレイン酸の代わりに１ｍＭのリシノール酸を加えることを除いては、実施
例１－３）と同様の方法でω－ヒドロキシウンデク－９－エン酸を生産した（図３）。図
３ａは前記形質転換体を用いてリシノール酸から生産された、鎖内にエステル基が導入さ
れた脂肪酸の時間の経過に伴う生産量の変化を示すグラフであり、（△）はリシノール酸
の濃度を示し、（▽）は１２－ケトオレイン酸の濃度を示し、（■）は鎖内にエステル基
が導入された脂肪酸の濃度を示し、（▲）はω－ヒドロキシウンデク－９－エン酸の濃度
を示す。図３ｂは反応終了後にエステル加水分解酵素で処理して反応産物をＧＣ／ＭＳで
分析した結果を示す図である。リシノール酸から生産された、鎖内にエステル基が導入さ
れた脂肪酸は、ほとんどｎ－ヘプタン酸とω－ヒドロキシウンデク－９－エン酸に変換さ
れた。
【実施例３】
【００６１】
　レスクエロール酸からのω－ヒドロキシトリデク－１１－エン酸の生産
　実施例１で作製した形質転換体を用いて、基質であるレスクエロール酸からω－ヒドロ
キシトリデク－１１－エン酸を生産した。
【００６２】
　すなわち、オレイン酸の代わりに１ｍＭのレスクエロール酸を加えることを除いては、
実施例１－３）と同様の方法でω－ヒドロキシトリデク－１１－エン酸を生産した（図４
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）。図４は前記形質転換体とエステル加水分解酵素を用いてレスクエロール酸からω－ヒ
ドロキシトリデク－１１－エン酸を生産し、その反応産物をＧＣ／ＭＳで分析した結果を
示す図である。レスクエロール酸は、ほとんどヘプタン酸とω－ヒドロキシトリデク－１
１－エン酸に変換された。
【実施例４】
【００６３】
　オレイン酸からのα，ω－デカンニ酸の生産
　実施例１で作製したｐＡＣＹＣ／オレイン酸加水酵素／アルコール脱水素酵素発現ベク
ターとシュードモナス・フルオレッセンス由来のＢＶＭＯ遺伝子発現ベクター（非特許文
献３）を大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株に導入して形質転換体を作製し、それを用いて基
質であるオレイン酸からα，ω－デカンニ酸（セバシン酸）を生産した（図５）。図５ａ
は前記形質転換体を用いて生産された、鎖内にエステル基が導入された脂肪酸の時間の経
過に伴う生産量の変化を示すグラフであり、（●）はオレイン酸の濃度を示し、（△）は
１０－ヒドロキシステアリン酸の濃度を示し、（▽）は１０－ケトステアリン酸の濃度を
示し、（■）は鎖内にエステル基が導入された脂肪酸の濃度を示す。図５ｂは反応終了後
にエステル加水分解酵素で処理して反応産物をＧＣ／ＭＳで分析した結果を示す図である
。オレイン酸から生産された、鎖内にエステル基が導入された脂肪酸は、ほとんどセバシ
ン酸とノルマルオクタノールに変換された。
【実施例５】
【００６４】
　オレイン酸からのα，ω－ノナンニ酸の生産
　１）遺伝子クローニング
　エステル加水分解酵素とアルコール脱水素酵素遺伝子とを含む組換え発現ベクターを作
製するために、シュードモナス・フルオレッセンス由来のエステル加水分解酵素遺伝子と
シュードモナス・プチダ由来のアルコール脱水素酵素遺伝子をクローニングした。
【００６５】
　まず、エステル加水分解酵素遺伝子は、プラスミドベクターｐＧＡＳＴＯＮ／エステル
加水分解酵素（非特許文献４）を鋳型とし、制限酵素であるＮｄｅＩとＸｈｏＩの切断部
位を含むように作製されたプライマー（配列番号５及び６）を用いたＰＣＲを行って増幅
した。
　正方向プライマー：５’－ｇｃｇｃｃａｔａｔｇａｔｇａｇｃａｃａｔｔｔｇｔｔｇｃ
ａａａａ－３’（配列番号５）
　逆方向プライマー：５’－ｇｃｇｃｃｔｃｇａｇｔｃａｇｔｇｇｔｇａｔｇｇｔｇａｔ
ｇａｔｇａｃｔｃｃｇｃｃｇｃｃａｃｔｔｔ－３’（配列番号６）
【００６６】
　前記増幅したＰＣＲ産物を制限酵素であるＮｄｅＩとＸｈｏＩで切断し、プラスミドベ
クターｐＣＯＬＡｄｕｅｔ－１（Novagen社製）に挿入してｐＣＯＬＡｄｕｅｔ－１／エ
ステル加水分解酵素発現ベクターを作製した。
【００６７】
　また、アルコール脱水素酵素は、シュードモナス・プチダ由来のアルコール脱水素酵素
のＤＮＡ塩基配列（非特許文献５）を鋳型とし、制限酵素であるＢａｍＨＩとＮｏｔＩの
切断部位を含むように作製されたプライマー（配列番号７及び８）を用いたＰＣＲを行っ
て増幅した。
　正方向プライマー：５’－ｇｃｇｃｇｇａｔｃｃｇａｔｇｔａｃｇａｃｔａｔａｔａａ
ｔｃｇｔｔ－３’（配列番号７）
　逆方向プライマー：５’－ｇｃｇｃｇｃｇｇｃｃｇｃｔｔａｇｔｇｇｔｇａｔｇｇｔｇ
ａｔｇａｔｇｃａｔｇｃａｇａｃａｇｃｔａｔ－３’（配列番号８）
【００６８】
　前記増幅したＰＣＲ産物を制限酵素であるＢａｍＩとＮｏｔＩで切断し、前記作製され
たｐＣＯＬＡｄｕｅｔ－１／エステル加水分解酵素発現ベクターに挿入し、ｐＣＯＬＡｄ
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ｕｅｔ－１／エステル加水分解酵素／アルコール脱水素酵素発現ベクターを作製した。
【００６９】
　２）形質転換体を用いたα，ω－ノナンニ酸の生産
　まず、実施例５－１）のシュードモナス・フルオレッセンス由来のエステル加水分解酵
素とシュードモナス・プチダ由来のアルコール脱水素酵素遺伝子が挿入されたｐＣＯＬＡ
ｄｕｅｔ－１／エステル加水分解酵素／アルコール脱水素酵素発現ベクターを実施例１－
２）で培養した大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株に導入することにより形質転換体を作製し
た。
【００７０】
　実施例１で作製した形質転換体と実施例５－１）で作製した形質転換体を用いて、基質
であるオレイン酸からα，ω－ノナンニ酸（アゼライン酸）を生産した。実施例１で作製
した形質転換体を用いて、オレイン酸から鎖内にエステル基が導入された脂肪酸を生産し
、実施例５－１）で作製した形質転換体を用いて、鎖内にエステル基が導入された脂肪酸
からアゼライン酸を生産した（図６）。図６は生産されたアゼライン酸の時間の経過に伴
う生産量の変化を示すグラフであり、（■）は鎖内にエステル基が導入された脂肪酸の濃
度を示し、（▲）はω－ヒドロキシノナン酸の濃度を示し、（◇）は９－オキソノナン酸
の濃度を示し、（◆）はアゼライン酸の濃度を示す。
【実施例６】
【００７１】
　リシノール酸からのα，ω－ウンデク－２－エンニ酸の生産
　実施例１で作製したｐＡＣＹＣ／オレイン酸加水酵素／アルコール脱水素酵素発現ベク
ター、シュードモナス・プチダ由来のＢＶＭＯ遺伝子発現ベクター、及び実施例５－１）
で作製したｐＣＯＬＡｄｕｅｔ－１／エステル加水分解酵素／アルコール脱水素酵素発現
ベクターを大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株に導入して形質転換体を作製した。
【００７２】
　前記形質転換体を用いて、リシノール酸（Ｃ18Ｈ34Ｏ3）からα，ω－ウンデク－２－
エンニ酸を生産した（図７）。図７は前記形質転換体を用いてリシノール酸から生産され
たα，ω－ウンデク－２－エンニ酸の時間の経過に伴う生産量の変化を示すグラフであり
、（△）はリシノール酸の濃度を示し、（▽）は１２－ケトオレイン酸の濃度を示し、（
■）は鎖内にエステル基が導入された脂肪酸の濃度を示し、（▲）はω－ヒドロキシウン
デク－９－エン酸の濃度を示し、（◇）は９－オキソウンデク－９－エン酸の濃度を示し
、（◆）はα，ω－ウンデク－２－エンニ酸の濃度を示す。
【００７３】
　なお、前記形質転換体を用いることにより、レスクエロール酸からヘプタン酸とα，ω
－トリデク－２－エンニ酸を生産することができた。
【実施例７】
【００７４】
　オレイン酸からのα－アミノエンニ酸の生産
　１）形質転換体の作製
　まず、実施例５－１）のシュードモナス・フルオレッセンス由来のエステル加水分解酵
素とシュードモナス・プチダ由来のアルコール脱水素酵素遺伝子が挿入されたｐＣＯＬＡ
ｄｕｅｔ－１／エステル加水分解酵素／アルコール脱水素酵素発現ベクターを大腸菌に導
入して１次形質転換体を作製した。
【００７５】
　次に、前記１次形質転換体にシリシバクター由来のアミノ基転移酵素を発現するベクタ
ー（非特許文献６）を導入することにより、エステル加水分解酵素、アルコール脱水素酵
素及びアミノ基転移酵素を発現する２次形質転換体を作製した。
【００７６】
　２）形質転換体を用いたα－アミノエンニ酸の生産
　実施例１で作製した形質転換体と実施例６－１）で作製した２次形質転換体を用いて、
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基質であるオレイン酸からα－アミノエンニ酸を生産した。実施例１で作製した形質転換
体を用いて、オレイン酸から鎖内にエステル基が導入された脂肪酸を生産し、実施例６－
１）で作製した形質転換体を用いて、鎖内にエステル基が導入された脂肪酸からα－アミ
ノエンニ酸を生産した（図８）。図８は生産されたα－アミノエンニ酸の時間の経過に伴
う生産量の変化を示すグラフであり、（■）は鎖内にエステル基が導入された脂肪酸の濃
度を示し、（▲）はω－ヒドロキシノナン酸の濃度を示し、（◇）は９－オキソノナン酸
の濃度を示し、（◆）はα－アミノエンニ酸の濃度を示す。
【００７７】
　なお、前記形質転換体を用いることにより、リシノール酸からヘプタン酸とα－アミノ
ウンデク－９－エン酸を生産することができた。

【図１ａ】 【図１ｂ】
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