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(57)【要約】
　本発明は、オリゴ糖合成に関与する酵素をコードする
核酸配列を少なくとも１つ含むように形質転換されてお
り、培地中で安定して培養可能である、オリゴ糖産生用
に調整された細胞に関する。上記の細胞は、糖排出トラ
ンスポーターファミリーに属するタンパク質またはその
機能的な相同体もしくは誘導体をコードする核酸配列を
少なくとも１つ含むようにさらに形質転換されている。
さらに本発明は、上記の細胞が係るオリゴ糖の産生方法
に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　オリゴ糖合成に関与する酵素をコードする核酸配列を少なくとも１つ含むように形質転
換されており、培地中で安定して培養可能である、オリゴ糖産生用に調整された細胞であ
って、糖排出トランスポーターファミリーに属するタンパク質またはその機能的な相同体
もしくは誘導体をコードする核酸配列を少なくとも１つ含むようにさらに形質転換されて
いることを特徴とする細胞。
【請求項２】
　細菌類、真菌類、動物細胞および植物細胞からなる群より選択される請求項１に記載の
細胞。
【請求項３】
　大腸菌である請求項２に記載の細胞。
【請求項４】
　前記酵素が、グリコシルトランスフェラーゼ、ルロアール型グリコシルトランスフェラ
ーゼ、非ルロアール型グリコシルトランスフェラーゼ、フコシルトランスフェラーゼ、シ
アリルトランスフェラーゼ、ガラクトシルトランスフェラーゼ、マンノシルトランスフェ
ラーゼ、Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼおよびＮ－アセチルガラクトサ
ミニルトランスフェラーゼを含む群より選択される請求項１～３のいずれか１項に記載の
細胞。
【請求項５】
　前記酵素がフコシルトランスフェラーゼである請求項４に記載の細胞。
【請求項６】
　前記糖排出トランスポーターがＳｅｔＡまたはその誘導体である請求項１～５のいずれ
か１項に記載の細胞。
【請求項７】
　オリゴ糖合成に必要な遊離体の取り込みを容易にするか促進するタンパク質をコードす
る核酸配列を少なくとも１つ含むようにさらに形質転換されている請求項１～６のいずれ
か１項に記載の細胞。
【請求項８】
　ラクトーストランスポーター、フコーストランスポーター、シアル酸トランスポーター
、ガラクトーストランスポーター、マンノーストランスポーター、Ｎ－アセチルグルコサ
ミントランスポーター、Ｎ－アセチルガラクトサミントランスポーター、ＡＢＣトランス
ポーター、ヌクレオチド活性化糖のトランスポーター、および核酸塩基、ヌクレオシドま
たはヌクレオチドのトランスポーターからなる群より選択されるタンパク質をコードする
核酸配列を少なくとも１つ含むように形質転換されている請求項７に記載の細胞。
【請求項９】
　ヌクレオチジルトランスフェラーゼ、グアニリルトランスフェラーゼ、ウリジリルトラ
ンスフェラーゼ、Ｆｋｐ、Ｌ－フコースキナーゼ、フコース－１－リン酸グアニリルトラ
ンスフェラーゼ、ＣＭＰ－シアル酸シンセターゼ、ガラクトースキナーゼ、ガラクトース
－１－リン酸ウリジリルトランスフェラーゼ、グルコースキナーゼ、グルコース－１－リ
ン酸ウリジリルトランスフェラーゼ、マンノースキナーゼ、マンノース－１－リン酸グア
ニリルトランスフェラーゼ、ＧＤＰ－４－ケト－６－デオキシ－Ｄ－マンノースレダクタ
ーゼ、グルコサミンキナーゼ、グルコサミンリン酸アセチルトランスフェラーゼ、Ｎ－ア
セチルグルコサミンリン酸ウリジリルトランスフェラーゼ、ＵＤＰ－Ｎ－アセチルグルコ
サミン　４－エピメラーゼおよびＵＤＰ－Ｎ－アセチルグルコサミン　２－エピメラーゼ
からなる群より選択されるタンパク質をコードする核酸配列を少なくとも１つ含むように
さらに形質転換されている請求項１～８のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項１０】
　オリゴ糖合成に関与しかつ／または該合成に必要とされる選択された単糖、二糖または
オリゴ糖の異化代謝経路が、少なくとも部分的に不活化されている請求項１～９のいずれ
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か１項に記載の細胞。
【請求項１１】
　前記オリゴ糖が少なくとも３つのサブユニットを含み、かつ／または分子量が少なくと
も約４８０ｇ／ｍｏｌである請求項１～１０のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項１２】
ａ）請求項１～１１のいずれか１項に記載の細胞を提供する工程、
ｂ）目的のオリゴ糖の産生が許容される条件下で、前記細胞を培地中で培養する工程、お
よび
ｃ）前記培地から前記オリゴ糖を抽出する工程
を含むオリゴ糖の産生方法。
【請求項１３】
　工程ｂ）が、連続フロー型バイオリアクターを使用して行われる請求項１２に記載の方
法。
【請求項１４】
　工程ｂ）の培地が、細胞の成長および増殖を維持するために必要な基本的な補助剤、選
択用薬剤、オリゴ糖合成に必要な遊離体、ならびに遺伝子活性のエフェクターからなる群
より選択される１以上の物質を含む請求項１２または１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記遊離体が、アラビノース、トレオース、エリスロース、リボース、リブロース、キ
シロース、グルコース、Ｄ－２－デオキシ－２－アミノ－グルコース、Ｎ－アセチルグル
コサミン、グルコサミン、フルクトース、マンノース、ガラクトース、Ｎ－アセチルガラ
クトサミン、ガラクトサミン、ソルボース、フコース、Ｎ－アセチルノイラミン酸、グリ
コシド、非天然糖、核酸塩基、ヌクレオシド、ヌクレオチド、およびこれらから構成可能
なダイマーまたはポリマーからなる群より選択される請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記オリゴ糖が少なくとも３つのサブユニットを含み、かつ／または分子量が少なくと
も約４８０ｇ／ｍｏｌである請求項１２～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記オリゴ糖がフコシルラクトースである請求項１６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、オリゴ糖合成に関与する酵素をコードする核酸配列を少なくとも１つ含むよ
うに形質転換されており、培地中で安定して培養可能である、オリゴ糖産生用に調整され
た細胞に関する。
【背景技術】
【０００２】
　このような細胞は、例えばＤｕｍｏｎら（２００１）から公知である。
【０００３】
　ヒト母乳が、ラクトース以外に、ヒトミルクオリゴ糖（ＨＭＯ）と呼ばれるオリゴ糖の
複合混合物を含むことは古くから知られている。ヒト母乳のこのオリゴ糖画分は、組成お
よび量において無比無類のものである。他の哺乳類とは異なり、ヒト母乳は７～１２ｇ／
Ｌの濃度のオリゴ糖を含有し、この濃度は他のほとんどの哺乳類の１０～１００倍に相当
する（ＢｏｅｈｍおよびＳｔａｈｌ（２００７）、Ｋｕｎｚら（２０００）、Ｎｅｗｂｕ
ｒｇおよびＮｅｕｂａｕｅｒ（１９９５））。
【０００４】
　今日では、ヒトミルクオリゴ糖に属する８０種類を超える化合物の構造的特性が明らか
になっている。一般にヒトミルクオリゴ糖は、ヒト体内で見られる他のオリゴ糖とは異な
り、還元末端にラクトース部分を有しかつ非還元末端にフコースおよび／またはシアル酸
を有することが特徴である。
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【０００５】
　基本的には２つの種類に大別され、Ｉ型構造のオリゴ糖は、ＧｌｃＮＡｃにα１，４－
結合したフコースを有し、ＩＩ型構造のオリゴ糖はＧｌｃＮＡｃまたはグルコースがα１
，３－フコシル化されているが、いずれの型もガラクトースにα１，２－結合したフコー
スを含んでいてもよい。最も代表的なオリゴ糖は、２’－フコシルラクトースおよび３－
フコシルラクトースである。
【０００６】
　これらの構造は、上皮細胞表面の複合糖質であるルイスｘ（ＬｅＸ）（Ｇａｌ（β１－
４）［Ｆｕｃ－（α１－３）］ＧｌｃＮＡｃ（β１））などのルイス式組織－血液型抗原
のエピトープと密接な関係がある（Ｎｅｗｂｕｒｇ（２００１））。ヒトミルクオリゴ糖
は、上皮細胞表面のエピトープと構造的な相同性を有することから、病原菌に対して防御
性を有する。
【０００７】
　例えば、病原性大腸菌（Ｃｒａｖｉｏｔｏら（１９９１））、コレラ菌（Ｃｏｐｐａら
（２００６））、肺炎連鎖球菌（Ａｎｄｅｒｓｓｏｎら（１９８６））またはカンピロバ
クター・ジェジュニ（Ｒｕｉｚ－Ｐａｌａｃｉｏｓら（２００３））の毒性は、病原体が
ヒト粘膜表面のグリカンの代わりにヒトミルクオリゴ糖に結合することにより大幅に減弱
され、大腸菌の耐熱性エンテロトキシン（Ｃｒａｎｅら（１９９４））のような毒素がヒ
トミルクオリゴ糖に結合することによっても毒性が大幅に減弱される。
【０００８】
　ヒトミルクオリゴ糖は、腸管における上述の局所作用以外にも、体循環に入ることによ
り乳児において全身作用を発揮することもできる（Ｇｎｏｔｈら（２００１））。ヒトミ
ルクオリゴ糖は、タンパク質－糖相互作用（例えばセレクチンと白血球との結合）に作用
することにより、免疫応答を調節して炎症反応を抑制することができる（Ｂｏｄｅ（２０
０６）、ＫｕｎｚおよびＲｕｄｌｏｆｆ（２００６））。
【０００９】
　新生児の感染症の罹患率を減少させて乳児死亡率も低下させるために、ヒトミルクオリ
ゴ糖を含む栄養素を広く乳児に提供することは、言うまでもなく非常に望ましいことであ
る。これは、母乳による子育てが広く一般に行われている社会では、容易に達成されるこ
とかもしれないが、どのような状況でも達成されるものではない。
【００１０】
　例えば、感染症における母子感染の可能性といったいくつかの医学的根拠から、ある状
況下では母乳による子育てに対して否定的な意見もある。アフリカの多くの国々において
は、例えば、母乳による子育ては乳児期のＨＩＶ感染の主要な原因になる可能性がある。
【００１１】
　また、例えば米国のような主要な工業国で見られるように、文化的な事情から母乳によ
る子育てが拒まれている場合もある。
【００１２】
　他の哺乳類のミルクなどの自然の供給源においてはヒトミルクオリゴ糖は低濃度でしか
存在しないため、自然の供給源からオリゴ糖を抽出することは、ヒトミルクオリゴ糖の需
要を満たす目的には適してない。
【００１３】
　一方、オリゴ糖の化学合成は煩雑で、複数の保護工程および脱保護工程が必要である（
ＫｒｅｔｚｓｃｈｍａｒおよびＳｔａｈｌ（１９９８））ため、一般に比較的高コストで
回収率も低いものである。
【００１４】
　従って、ヒトミルクオリゴ糖の大量合成のための有望な別の解決法として、生物工学的
に改変した生物体を利用するオリゴ糖の発酵生産が挙げられる。
【００１５】
　ここ１０年の間に、組換え大腸菌による発酵やｉｎ　ｖｉｔｒｏ酵素変換を利用したヒ



(5) JP 2012-529274 A 2012.11.22

10

20

30

40

50

トミルクオリゴ糖合成の試みの成功例がいくつか発表されている。主として、これらの試
みは、ヒトミルクオリゴ糖に属するか、ヒトミルクオリゴ糖に非常に類似したフコシル化
化合物の合成が中心である。
【００１６】
　例えば、いくつかの文献では、２’－フコシルラクトースや３－フコシルラクトースだ
けでなく、ルイス構造を有するラクト－Ｎ－ネオフコペンタオース、ラクト－Ｎ－ネオジ
フコヘキサオースおよびラクト－Ｎ－ネオジフコオクタオースの合成が記載されている（
Ａｌｂｅｒｍａｎｎら（２００１）、Ｄｕｍｏｎら（２００６）、Ｄｕｍｏｎら（２００
１）、Ｄｕｍｏｎら（２００４）、Ｋｏｉｚｕｍｉら（２０００））。これらの例におい
ては、遊離体（例えばラクトース）の酵素によるフコシル化がフコシルトランスフェラー
ゼ（ＦｕｃＴｓ）によって行われている。
【００１７】
　これに関連したフコシル化化合物の産生を報告するほとんどの文献には、ヘリコバクタ
ー・ピロリ由来のＦｕｃＴｓの使用が記載されている。通常、この目的のためにヒトＦｕ
ｃＴｓを使用することもできるが、一般に細菌由来のＦｕｃＴｓの方が、菌体内で過剰発
現しても、ミスフォールディングや不溶性などの問題が起こりにくい。
【００１８】
　また、発表されているフコシル化化合物の合成系の多くは、大腸菌の内在性のＧＤＰ－
フコースプールに依存しているが、これはフコースを含有する菌体外多糖類コラン酸の合
成に通常用いられるものである（Ｇｒａｎｔら（１９７０））。これらの例においては、
言うまでもなくＧＤＰ－フコースの利用可能度が合成効率を制限するボトルネックとなる
。
【００１９】
　近年、本発明者らは、酵素Ｆｋｐを利用した細胞全体を用いる新規の産生方法を文献に
記載した（Ｐａｒｋｏｔら（２００８））。この特許出願のすべての内容は、参照により
本明細書に組み込まれる。
【００２０】
　バクテロイデス・フラギリス由来のＦｋｐ（Ｃｏｙｎｅら（２００５））は、２つの作
用を持つ酵素で、フコキナーゼ活性とＬ－フコース－１－Ｐ－グアニリルトランスフェラ
ーゼ活性の両方を有する。よってフコースは、外部から供給されるとまずリン酸化され、
次いでヌクレオチド活性化されて、重要な前駆体分子であるＧＤＰ－フコースを形成する
。このようなＦｋｐに基づくＬ－フコースサルベージ経路を利用して、フコシル化オリゴ
糖の合成に成功している（Ｐａｒｋｏｔら（２００８））。
【００２１】
　生化学的合成レベル自体に関しては、有力な方法が構築されてきたものの、ｉｎ　ｖｉ
ｖｏオリゴ糖合成のための公知の手法はいずれも特定の欠点があり、それが往々にしてオ
リゴ糖の大量生産の妨げになっている。
【００２２】
　細胞においてオリゴ糖を高効率で産生する上での真の困難は、１つは、生成されたオリ
ゴ糖およびヌクレオチド副生成物が細胞内で高濃度になりすぎることであり、もう１つは
、生成されたオリゴ糖の抽出である。
【００２３】
　合成反応の生成物は、細胞内で高濃度になりすぎると、合成酵素に対して次第に阻害作
用を発現する可能性がある。従って、ある時点においてオリゴ糖の合成効率が低下して進
行が遅くなる。さらに、生成物は細胞毒性を示す濃度に達すると、細胞溶解または少なく
とも代謝停止を引き起こす可能性がある。いずれの場合も、細胞内でオリゴ糖をそれ以上
続けて生成することができなくなる。
【００２４】
　さらに、オリゴ糖が過剰に蓄積されると、最終的に細胞溶解や細胞死につながることも
考えられる。この細胞溶解または合成されたオリゴ糖を細胞から抽出するために次いで実
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施される細胞溶解によって、目的のオリゴ糖と細胞成分（代謝物、残渣）との複合混合物
が形成される。この複合混合物から目的のオリゴ糖を精製するにはコストがかかるため、
ほとんどのオリゴ糖を得るにあたり経済的ではない。
【００２５】
　このような現状において、特に、公知の生物工学的なオリゴ糖産生は極めて経済性の低
いバッチ培養を用いて行われるので、生物工学的なオリゴ糖産生が極めて非効率で制御し
にくいものとなっている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２６】
　上記に鑑み、本発明の目的は、オリゴ糖の産生が促進されて、より制御可能となり、か
つオリゴ糖の産生量が全体的に増大するように、オリゴ糖の生物工学的な産生方法を改善
することである。
【課題を解決するための手段】
【００２７】
　本発明によれば、冒頭で説明した種類の細胞であって、糖排出トランスポーターファミ
リーに属するタンパク質またはその機能的な相同体もしくは誘導体をコードする核酸配列
を少なくとも１つ含むようにさらに形質転換された細胞を提供することにより、上記の目
的およびその他の目的は達成される。
【００２８】
　このようにして本発明の目的は完全に達成される。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
　本発明のいくつかの実施形態を図示し、以下の記載においてより詳細に説明する。各図
は以下の通りである。
【図１】本発明に係る改変グラム陰性菌体内におけるオリゴ糖の合成および輸送の概略図
である。
【図２】異なる遺伝子型間で比較した、菌体培養物における湿菌塊中および上清中の３－
フコシルラクトース量の測定結果である。
【図３】菌体培養物において合成された３－フコシルラクトース量を異なる遺伝子型間で
比較したものである。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
　本発明においてオリゴ糖とは、少なくとも２つの糖サブユニットを含む、単糖類の短鎖
ポリマーと理解されるものである。オリゴ糖は分岐状であってもよく、サブユニットが連
なって直鎖を形成していてもよい。さらに、オリゴ糖の糖サブユニットは複数の化学修飾
を有していてもよい。従って、本発明のオリゴ糖は１以上の非糖部分を含んでいてもよい
。
【００３１】
　本発明において核酸配列は、例えばデオキシリボ核酸ポリマー、リボ核酸ポリマーなど
の核酸ポリマーにより示される遺伝子コードを表す。従って、遺伝子コードは、タンパク
質形成のための情報を含むコード配列、または、例えばプロモーター領域、調節化合物も
しくは補助化合物の結合領域、スペーサー、および核酸ポリマー自体の二次構造や三次構
造に影響を及ぼしかつ／もしくは核酸ポリマーのプロセッシングに関与する構造配列など
を含む非コード領域を包含してもよい。
【００３２】
　本発明において「含むように形質転換された（されている）」とは、少なくとも１つの
さらなる核酸配列を細胞に導入し、導入した核酸配列を細胞内にプラスミドとして存在さ
せるまたは細胞内の１以上の染色体に組み込ませる任意の方法に関する。公知の形質転換
法は、例えば化学的形質転換またはエレクトロポレーションを含む。安定した遺伝子組換
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えは、選択用薬剤がなくても、少なくとも１つのさらなる核酸配列を染色体に組込むこと
により一般に達成できる。この目的のために、細胞をウイルスまたはファージに感染させ
てもよい。あるいは、例えばウイルスまたはトランスポゾンに基づいたシステムを用いる
、相同組換えおよび非相同組換えの他の方法を適用してもよい。
【００３３】
　生物工学的手法を適用する場合、より大型のオリゴ糖を細胞外へ排出させることは難題
である。これは主として、このような輸送に関わる細胞内のメカニズムのうちごくわずか
しか同定されていないことに起因する。オリゴ糖が細胞からほとんど排出されないのは、
オリゴ糖の合成により細胞内の資源が大量に消費されてしまうからである。従って、これ
らの化合物の喪失は、細胞には一般に不都合なものである。
【００３４】
　さらに、オリゴ糖排出のための公知のメカニズムの多くは、例えばオリゴ糖を脂質部分
に結合させることによる、オリゴ糖の化学修飾を伴うものである（Ａｌａｉｍｏら（２０
０６））。その結果、オリゴ糖は、膜を介して運ばれるため培地への分泌が抑制されてお
り、脂質部分と化学結合しているため水性培地における溶解度も低い。従って、このよう
なメカニズムは、とてもオリゴ糖の大量生産に適するものではない。
【００３５】
　糖排出トランスポーター（ＳＥＴ）ファミリーは、Ｌｉｕおよび共同研究者らによって
大腸菌由来のものが初めて文献に記載され（Ｌｉｕら（１９９９ａ））、これにはタンパ
ク質ＳｅｔＡ、ＳｅｔＢおよびＳｅｔＣが含まれる。これらの輸送タンパク質の相同体（
アミノ酸の相同性＞５０％）が、主に腸内細菌科で見つかっている（Ｌｉｕら（１９９９
ａ））。
【００３６】
　ＳＥＴ排出タンパク質は、グルコースおよびラクトース以外に、特定の単糖類および二
糖類だけでなく、例えば誘導分子であるイソプロピル－β－Ｄ－チオガラクトシド（ＩＰ
ＴＧ）および毒性を有する糖アナログであるｏ－ニトロフェニル－β－Ｄ－チオガラクト
シド（ＯＮＰＧ）に対しても基質特異性を示す（Ｌｉｕら（１９９９ｂ））。しかし、生
化学的研究により、例えばＳｅｔＡの輸送活性は、ヘプトースもしくは三糖類などのより
大型またはより嵩高い分子に対しては極めて低いか全くないことが分かっている。
【００３７】
　上記の理由から、ＳＥＴファミリーに属する排出タンパク質がオリゴ糖の輸送に適して
いるとは全く予想できなかった。
【００３８】
　しかし、本発明者らは、驚くべきことに、ＳＥＴ排出タンパク質を過剰発現させること
によりオリゴ糖が極めて効率的に排出されることを見出した。
【００３９】
　また、ＳＥＴタンパク質は、オリゴ糖合成反応の遊離体の１つであるラクトースを排出
することも分かっていたため、改変細胞におけるオリゴ糖の合成は、細胞からの遊離体の
持続的な流出により、極めて非効率的でその進行は遅いと予想されていた。
【００４０】
　しかし、本発明者らは、ＳＥＴ排出タンパク質を過剰発現させているにもかかわらず、
改変細胞におけるオリゴ糖の合成が極めて生産的であることを初めて示すことができた。
【００４１】
　一般に、前記細胞は、細菌類、真菌類、動物細胞および植物細胞からなる群より選択さ
れることが好ましい。前記細胞は大腸菌であることが特に好ましい。
【００４２】
　大腸菌を用いる利点は、その高い代謝活性と高い増殖率にある。さらに大腸菌は、分子
生物学上および生物工学上の目的から最も性状解析が進んでいる生物体の１つであり、当
技術分野で公知の細菌の形質転換法および培養法の多くは、大腸菌に特に適合している。
さらに、様々な遺伝的背景を有する大腸菌株が市販されている。
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【００４３】
　また、前記酵素は、グリコシルトランスフェラーゼ、ルロアール型グリコシルトランス
フェラーゼ、非ルロアール型グリコシルトランスフェラーゼ、シアリルトランスフェラー
ゼ、ガラクトシルトランスフェラーゼ、フコシルトランスフェラーゼ、マンノシルトラン
スフェラーゼ、Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼおよびＮ－アセチルガラ
クトサミニルトランスフェラーゼを含む群より選択されることが好ましい。
【００４４】
　本発明の一実施形態において、前記酵素はフコシルトランスフェラーゼである。
【００４５】
　さらに、前記糖排出トランスポーターは、ＳｅｔＡまたはその誘導体であることが好ま
しい。
【００４６】
　この場合の利点は、ＳｅｔＡが、ＳＥＴファミリーに属する生化学的な性状解析がなさ
れた排出タンパク質の中で最も広い基質特異性を有する点にある。従って、ＳｅｔＡを用
いることにより、少なくとも可能性として、最も幅広い種類のオリゴ糖を排出し、産生す
ることができる。
【００４７】
　また、前記細胞は、オリゴ糖合成に必要な遊離体の取り込みを容易にするか促進するタ
ンパク質をコードする核酸配列を少なくとも１つ含むようにさらに形質転換されているこ
とが好ましい。
【００４８】
　これによって、細胞内の遊離体濃度が増大するため有利である。通常時においては、フ
コースまたはラクトースなどの遊離体の取り込みは、対応するインポータータンパク質の
利用可能度によって制限されている。しかし、オリゴ糖の大量合成用に調整された細胞の
場合には、インポータータンパク質の内在性レベルに依存する遊離体の取り込みでは、合
成反応において遊離体を継続的に供給するには不十分な場合がある。この問題は、それぞ
れの遊離体に対応するインポータータンパク質を過剰発現させることによりに解決するこ
とができる。
【００４９】
　この場合に係るインポータータンパク質は、主として単糖類または二糖類のインポータ
ーであり、例えばラクトースインポーター（例えば大腸菌由来β－ガラクトシドパーミア
ーゼ（ＬａｃＹ））またはフコースインポーター（例えば大腸菌由来フコースパーミアー
ゼ（ＦｕｃＰ））などが挙げられるが、ヌクレオチドや他の遊離体のインポーターも包含
される。
【００５０】
　前記細胞は、ラクトーストランスポーター、フコーストランスポーター、シアル酸トラ
ンスポーター、ガラクトーストランスポーター、マンノーストランスポーター、Ｎ－アセ
チルグルコサミントランスポーター、Ｎ－アセチルガラクトサミントランスポーター、Ａ
ＢＣトランスポーター、ヌクレオチド活性化糖のトランスポーター、および核酸塩基、ヌ
クレオシドまたはヌクレオチドのトランスポーターからなる群より選択されるタンパク質
をコードする核酸配列を少なくとも１つ含むように形質転換されていることが特に好まし
い。
【００５１】
　これに関連して、ヌクレオチド活性化糖としては、ＧＤＰ－フコース、ＣＭＰ－シアル
酸、ＵＤＰ－ガラクトース、ＵＤＰ－グルコース、ＧＤＰ－マンノース、ＵＤＰ－グルコ
サミンまたはＵＤＰ－ガラクトサミンなどが挙げられるが、これらに限定されない。
【００５２】
　また、核酸塩基は、グアニン、シトシン、アデニン、チミンおよびウラシルを意味する
。ヌクレオシドは、グアノシン、シチジン、アデノシン、チミジンおよびウリジンを意味
し、ヌクレオチドとしては、グアノシン、シチジン、アデノシン、チミジンもしくはウリ
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ジンの一リン酸体、二リン酸体または三リン酸体が挙げられる。
【００５３】
　また、前記細胞は、ヌクレオチジルトランスフェラーゼ、グアニリルトランスフェラー
ゼ、ウリジリルトランスフェラーゼ、Ｆｋｐ、Ｌ－フコースキナーゼ、フコース－１－リ
ン酸グアニリルトランスフェラーゼ、ＣＭＰ－シアル酸シンセターゼ、ガラクトースキナ
ーゼ、ガラクトース－１－リン酸ウリジリルトランスフェラーゼ、グルコースキナーゼ、
グルコース－１－リン酸ウリジリルトランスフェラーゼ、マンノースキナーゼ、マンノー
ス－１－リン酸グアニリルトランスフェラーゼ、ＧＤＰ－４－ケト－６－デオキシ－Ｄ－
マンノースレダクターゼ、グルコサミンキナーゼ、グルコサミンリン酸アセチルトランス
フェラーゼ、Ｎ－アセチルグルコサミンリン酸ウリジリルトランスフェラーゼ、ＵＤＰ－
Ｎ－アセチルグルコサミン　４－エピメラーゼおよびＵＤＰ－Ｎ－アセチルグルコサミン
　２－エピメラーゼからなる群より選択されるタンパク質をコードする核酸配列を少なく
とも１つ含むようにさらに形質転換されていることが好ましい。
【００５４】
　これに関連して、ヌクレオチジルトランスフェラーゼとは、一般に、リン糖酸にヌクレ
オチドを転移する酵素に関し、該リン糖酸は天然糖であっても、非天然糖であってもよい
。
【００５５】
　Ｐａｒｋｏｔら（２００８）にも記載されているように、上記の酵素を用いる利点は、
ＧＤＰ－フコースのようなヌクレオチド活性化糖の細胞内プールの補充が可能となること
である。従って、オリゴ糖合成はより効率的になる。なおこの文献は、参照により本明細
書に包含される。
【００５６】
　さらに、前記細胞における、オリゴ糖合成に関与しかつ／または該合成に必要とされる
選択された単糖、二糖またはオリゴ糖の異化代謝経路は、少なくとも部分的に不活化され
ていることが一般に好ましい。
【００５７】
　この場合の利点は、全体の合成効率を増大させることができる点にある。これは、オリ
ゴ糖合成に使用される遊離体の、細胞の内因性代謝における消費量が減少することによる
。
【００５８】
　後に記載の実施形態において、例えば、ラクトース分解能が欠損した細胞が用いられる
。これは、遺伝子ｌａｃＺによりコードされるβ－ガラクトシダーゼを不活化させること
により達成できる。この遺伝子改変により、ラクトースが細胞内で切断されて易代謝性の
単糖類であるグルコースとガラクトースに分解されるのを防ぐことができる。従って、ラ
クトースは後続のグリコシル化／フコシル化反応のアクセプター分子としてより高い濃度
で存在することになる。
【００５９】
　別の実施形態において、オリゴ糖合成に用いられる細胞は、Ｌ－フコース分解能のみが
欠損しているか、または上記のｌａｃＺ欠失に加えてＬ－フコース分解能が欠損している
。これは、フコース分解経路の重要な分解酵素フクロース－１－リン酸アルドラーゼ（Ｆ
ｕｃＡ）をコードする遺伝子ｆｕｃＡを不活化させることにより達成できる。
【００６０】
　言うまでもなく、これ以外の手法を用いて異化代謝経路を少なくとも部分的に不活化し
てもよく、そのような手法には、酵素阻害剤から、安定的にトランスフェクトされるＲＮ
Ａｉコンストラクトを用いる方法まで包含される。
【００６１】
　本発明の範囲において、オリゴ糖は少なくとも３つのサブユニットを含み、かつ／また
は分子量が少なくとも約４８０ｇ／ｍｏｌであることが一般に好ましい。
【００６２】
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　主に重要なヒトミルクオリゴ糖はすべて、この値より大きい分子量を持つ。
【００６３】
　さらに本発明は、
ａ）本発明に係る細胞を提供する工程、
ｂ）目的のオリゴ糖の産生が許容される条件下で、前記細胞を培地中で培養する工程、お
よび
ｃ）前記培地から前記オリゴ糖を抽出する工程
を含むオリゴ糖の産生方法に関する。
【００６４】
　本発明の範囲において、「許容される条件」とは、温度、ｐＨ、圧力、浸透圧および生
成物／遊離体の濃度を含むがこれらに限定されない物理的または化学的なパラメーターに
関する条件と理解されるものである。
【００６５】
　特定の実施形態において、「許容される条件」は、温度範囲として３０±２０℃、ｐＨ
範囲として７±３の条件を含んでもよい。
【００６６】
　公知の方法では、細胞を溶解して得られた細胞溶解液からオリゴ糖を抽出する必要があ
るが、上記の方法は、培地から直接オリゴ糖を抽出できるという利点を有する。
【００６７】
　これに関連して、工程ｂ）は連続フロー型バイオリアクターを使用して行われることが
好ましい。
【００６８】
　この場合の利点は、連続フロー型バイオリアクターを使用することによってオリゴ糖の
産生量を容易に増大させることができる点にある。これは、オリゴ糖の合成が比較的高い
レベルで継続的に起こるためである。
【００６９】
　また、工程ｂ）の培地は、細胞の成長および増殖を維持するために必要な基本的な補助
剤、選択用薬剤、遺伝子活性のエフェクター、ならびにオリゴ糖合成に必要な遊離体から
なる群より選択される１以上の物質を含むことが好ましい。
【００７０】
　細胞の成長および増殖を維持するために必要な基本的な補助剤として代表的なものは、
先行技術により広く知られており、例えばＳａｍｂｒｏｏｋおよびＲｕｓｓｅｌｌ（２０
０１）に記載されている。このような基本的な補助剤は、培養細胞が一般的に栄養上必要
とするものであり、例えばタンパク質、糖、脂質およびミネラルを含む。
【００７１】
　また、抗生物質のような選択用薬剤も、例えばＳａｍｂｒｏｏｋおよびＲｕｓｓｅｌｌ
（２００１）などの先行技術により広く知られている。このような薬剤は、遺伝子組換え
細胞の培養物において、真菌類または細菌類などの競合する生物体による持続的な汚染が
起こらないようにするために使用することができる。また選択用薬剤は、例えば菌体集団
においてプラスミド上の遺伝子情報を安定化するために利用してもよい。
【００７２】
　遺伝子活性のエフェクターは、細胞内の特定の遺伝子または特定の遺伝子群の活性を選
択的に誘導または抑制するために使用することができる。このようなエフェクターは、イ
ソプロピル－１－チオ－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＩＰＴＧ）などの単純な化合物か
ら、ホルモンのようなより複雑な化合物まで包含する。このような遺伝子活性のエフェク
ターは、例えばＳａｍｂｒｏｏｋおよびＲｕｓｓｅｌｌ（２００１）などの先行技術によ
り広く知られている。
【００７３】
　さらに、前記遊離体は、アラビノース、トレオース、エリスロース、リボース、リブロ
ース、キシロース、グルコース、Ｄ－２－デオキシ－２－アミノ－グルコース、Ｎ－アセ
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チルグルコサミン、グルコサミン、フルクトース、マンノース、ガラクトース、Ｎ－アセ
チルガラクトサミン、ガラクトサミン、ソルボース、フコース、Ｎ－アセチルノイラミン
酸、グリコシド、非天然糖、核酸塩基、ヌクレオシド、ヌクレオチド、およびこれらから
構成可能なダイマーまたはポリマーからなる群より選択されることが好ましい。
【００７４】
　前記オリゴ糖は少なくとも３つのサブユニットを含み、かつ／または分子量が少なくと
も約４８０ｇ／ｍｏｌであることが一般に好ましい。
【００７５】
　本発明の一実施形態において、上記の方法により産生されるオリゴ糖はフコシルラクト
ースであり、フコシルラクトースはヒトミルクオリゴ糖の中で最も代表的な化合物の１つ
であることが、この場合の利点である。
【００７６】
　さらなる利点は、各実施形態の説明および添付した図面から理解されるものである。
【００７７】
　当然のことながら、上述した特徴および以下に説明する特徴については、個々に明記し
た組み合わせだけでなく、本発明の範囲から逸脱しない限りは、他の組み合わせまたは単
独でも利用可能である。
【実施例】
【００７８】
　＜実施例１＞
グラム陰性菌体内におけるオリゴ糖の合成および輸送
　図１に、グラム陰性菌体１０の断面図を示す。本発明に係るグラム陰性菌体１０は、外
膜１１、原形質膜１２、外膜１１と原形質膜１２との間にある細胞周辺腔１３、および原
形質膜１２で囲まれたサイトゾル１４から構成される。外膜は、ポーリンを含み、水溶性
化合物はポーリンを通って培地１６から細胞周辺腔１３へ、または細胞周辺腔１３から培
地１６へと移動することができる。
【００７９】
　本発明の一実施形態において、原形質膜は、第１の遊離体トランスポーター１７として
機能するＦｕｃＰ、第２の遊離体トランスポーター１８として機能するＬａｃＹ、および
生成物排出タンパク質として機能するＳｅｔＡを含む。
【００８０】
　さらに、ヌクレオチジルトランスフェラーゼ２０として機能するＦｋｐおよびグリコシ
ルトランスフェラーゼ２１として機能するＦｕｔＡｃｏがサイトゾル１４に含まれる。
【００８１】
　この実施形態においては、第１の遊離体２２であるフコースおよび第２の遊離体２３で
あるラクトースが培地１６に供給されると、これらはポーリン１５を通って細胞周辺腔１
３へと流入する。次いで、第１の遊離体２２は、第１の遊離体トランスポーター１７によ
りサイトゾル１４へと輸送される。サイトゾルにおいて、第１の遊離体２２はヌクレオチ
ジルトランスフェラーゼ２０により修飾され、ヌクレオチド化された第１の遊離体２４、
すなわちＧＤＰ－フコースとなる。
【００８２】
　第２の遊離体２３は、第２の遊離体インポーター１５によりサイトゾル１４へと取り込
まれる。
【００８３】
　次いで、グリコシルトランスフェラーゼ２１が、ヌクレオチド化された第１の遊離体で
あるＧＤＰ－フコースと、第２の遊離体であるラクトースとの反応を触媒することにより
、オリゴ糖２５である３－フコシルラクトースとＧＤＰ（図示せず）とが生成する。
【００８４】
　次いで、オリゴ糖２５は、生成物排出タンパク質１９（ＳｅｔＡ）によりサイトゾル１
４から細胞周辺腔１３へと排出され、ポーリン１５を通じて細胞周辺腔１３から出て培地
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【００８５】
　＜実施例２＞
材料および方法
２．１　発現プラスミドの構築と大腸菌株の開発
　大腸菌由来の産生株を開発するための出発宿主株として、大腸菌ＪＭ１０９（ＤＥ３）
（プロメガ；ｗｗｗ．ｐｒｏｍｅｇａ．ｃｏｍ）を使用した。表１に、クローニング操作
に用いたすべてのオリゴヌクレオチドプライマーを列挙した。プラスミドｐＡＣＹＣ－ｌ
ａｃＹおよびｐＡＣＹＣ－ｌａｃＹ－ｓｅｔＡの構築は、以下の通り行った。遺伝子ｌａ
ｃＹ（ＧｅｎＢａｎｋアクセッションＮｏ．ＡＣＢ０２４６１に該当）（ＧｅｎＢａｎｋ
；ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）および遺伝子ｓｅｔＡ（ＧｅｎＢａｎｋ
アクセッションＮｏ．ＹＰ＿０２５２９３に該当）（ＧｅｎＢａｎｋ）を、ｌａｃＹ　Ｎ
ｃｏＩフォワードプライマー／ｌａｃＹ　ＥｃｏＲＩリバースプライマーおよびｓｅｔＡ
　ＮｄｅＩフォワードプライマー／ｓｅｔＡ　ＸｈｏＩリバースプライマーを用いて、大
腸菌ＴＯＰ１０（インビトロジェン；ｗｗｗ．ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ．ｃｏｍ）のゲノム
ＤＮＡより増幅した。各ＰＣＲ産物を、それぞれ所定の酵素で制限酵素処理し、対応する
酵素で処理した発現ベクターｐＡＣＹＣＤｕｅｔ－１（ノバジェン；ｗｗｗ．ｍｅｒｃｋ
ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ．ｃｏ．ｕｋ）に連結した。
【００８６】
　得られたプラスミドを、制限酵素処理、アガロースゲル電気泳動、ならびに以下のプラ
イマー、ｐＡＣＹＣｄｕｅｔＵＰ１、ＤｕｅｔＤＯＷＮ－１－Ｐｒｉｍｅｒ、ＤｕｅｔＵ
Ｐ２－ＰｒｉｍｅｒおよびＴ７－Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ－Ｐｒｉｍｅｒを用いたシークエ
ンシングに供して、上記の遺伝子が正確に挿入されていることを確認した（データ示さず
）。プラスミドｐＣＯＬＡ－ｆｋｐ－ｆｕｃＰおよびｐＥＴ－ｆｕｔＡｃｏは、以前に構
築したもの（Ｐａｒｋｏｔら（２００８））を用いた。大腸菌株ＪＭ００、ＪＭ０１およ
びＪＭ０２を得るために、それぞれ異なる組み合わせのプラスミドをエレクトロポレーシ
ョン（Ｄｏｗｅｒら（１９８８））により大腸菌ＪＭ１０９（ＤＥ３）に導入した。表２
に、すべてのプラスミドおよび菌株を列挙した。
【００８７】
２．２　大腸菌におけるフコース異化反応の不活化
　外部から供給されるフコースの分解を防ぐために、異化反応における重要な酵素である
Ｌ－フクロース－１－リン酸アルドラーゼをコードするｆｕｃＡ遺伝子を大腸菌ＪＭ１０
９（ＤＥ３）の染色体より欠失させた。この突然変異誘発操作に用いたオリゴヌクレオチ
ドプライマーはすべて表１に列挙した。ｆｕｃＡ欠失変異体の構築は、Ｄａｔｓｅｎｋｏ
およびＷａｎｎｅｒの方法を適用し（ＤａｔｓｅｎｋｏおよびＷａｎｎｅｒ（２０００）
）、ｆｕｃＡ－ｋｎｏｃｋ－ｆプライマーおよびｆｕｃＡ－ｋｎｏｃｋ－ｒプライマーを
用いて行った。染色体の挿入部位を挟む２つのプライマーｆｕｃＡ－ｃｏｎｔｒｏｌ－ｆ
およびｆｕｃＡ－ｃｏｎｔｒｏｌ－ｒを用いてＰＣＲを行い、ｆｕｃＡが正しく欠失して
いることを確認した。また、当該菌株がフコース陰性の表現型であることを、唯一の炭素
源としてフコースを補充したＭ９最小寒天培地（ＳａｍｂｒｏｏｋおよびＲｕｓｓｅｌｌ
（２００１））に菌株を接種することにより確認した（データ示さず）。
【００８８】
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＊　制限エンドヌクレアーゼ認識部位を下線で示す。
【００８９】
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【表２】

ＡｐＲ：アンピシリン耐性、ＫｍＲ：カナマイシン耐性、ＣｍＲ：クロラムフェニコール
耐性。
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【００９０】
２．３　培養条件および菌体抽出液の調製
　一晩培養した大腸菌株を１００ｍＬのミネラル培地（Ｓａｍａｉｎら（１９９９））に
１：１００で接種した。ミネラル培地には、７．０ｇ／Ｌ　ＮＨ４Ｈ２ＰＯ４、７．０ｇ
／Ｌ　Ｋ２ＨＰＯ４、１．０ｇ／Ｌ　ＭｇＳＯ４・７Ｈ２Ｏ、０．５ｇ／Ｌクエン酸、２
．０ｇ／Ｌ　ＫＯＨ、０．００４５ｇ／Ｌチアミン塩酸塩および７．５ｍＬ／Ｌ微量元素
溶液を添加した。微量元素ストック溶液は、７０ｍＭニトリロトリ酢酸塩（ｐＨ６．５）
、７．５ｇ／Ｌクエン酸鉄（ＩＩＩ）、１．３ｇ／Ｌ　ＭｎＣｌ２・４Ｈ２Ｏ、０．２１
ｇ／Ｌ　ＣｏＣｌ２・６Ｈ２Ｏ、０．１３ｇ／Ｌ　ＣｕＣｌ２・２Ｈ２Ｏ、０．２５ｇ／
Ｌ　Ｈ３ＢＯ３、１．２ｇ／Ｌ　ＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏおよび０．１５ｇ／Ｌ　Ｎａ２Ｍ
ｏＯ４・２Ｈ２Ｏを含む。上記の培地に、炭素源として０．１％グルコースおよび１％グ
リセリン、ならびに１００μｇ／ｍＬアンピシリン、５０μｇ／ｍＬカナマイシンおよび
／または２０μｇ／ｍＬクロラムフェニコールを添加し、回転式振盪機で十分に通気を行
いながら、３７℃でインキュベーションを行った。
【００９１】
　培養物の光学密度（ＯＤ６００ｎｍ）が約１．０に達したところで、誘導物質であるイ
ソプロピル－１－チオ－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＩＰＴＧ）を０．５ｍＭの濃度で
添加し、培養物を常時振盪させながら２８℃で一晩インキュベートした。約１６時間後、
４０ｍＭ　Ｌ－フコースおよび２０ｍＭラクトースを添加し、培養物を常時振盪させなが
ら２８℃で連続培養を行った。
【００９２】
　この間いくつかの時点で、培養物から２０ｍＬずつサンプルを回収し、遠心分離により
菌体を回収した。分離した培養上清は、高速陰イオン交換クロマトグラフィー（ＨＰＡＥ
Ｃ）で直ちに分析するか、または－２０℃で保存した。菌体ペレットは、ＰＢＳで洗浄し
た（ＳａｍｂｒｏｏｋおよびＲｕｓｓｅｌｌ（２００１））後、菌体ペレット重量の５倍
量の蒸留水に再度懸濁し、１０分間煮沸して菌体を溶解した。菌体内画分を得るために遠
心分離により菌体残渣を分離した。得られた透明な菌体溶解液は、－２０℃で保存するか
、またはＨＰＡＥＣで直ちに分析した。
【００９３】
２．４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
　異種タンパク質が発現していることをＳＤＳ－ＰＡＧＥ（ＳａｍｂｒｏｏｋおよびＲｕ
ｓｓｅｌｌ（２００１））により確認した（データ示さず）。タンパク質抽出液は１×Ｓ
ＤＳゲルローディングバッファーを用いて調製した。また、ポリアクリルアミドゲルはク
ーマシーブリリアントブルーで染色した。
【００９４】
２．５　パルスアンペロメトリック検出を用いた高速陰イオン交換クロマトグラフィー（
ＨＰＡＥＣ－ＰＡＤ）によるオリゴ糖の検出
　ＨＰＬＣシステム（島津製作所；ｗｗｗ．ｓｈｉｍａｄｚｕ．ｅｕ）に連結したＤｅｃ
ａｄｅ　ＩＩパルスアンペロメトリック検出器（ＰＡＤ）（Ａｎｔｅｃ　Ｌｅｙｄｅｎ；
ｗｗｗ．ａｎｔｅｃ－ｌｅｙｄｅｎ．ｎｌ）およびＣａｒｂｏＰａｃ　ＰＡ２０カラム（
Ｄｉｏｎｅｘ；ｗｗｗ．ｄｉｏｎｅｘ．ｃｏｍ）を用いて、高速陰イオン交換クロマトグ
ラフィー（ＨＰＡＥＣ）によりサンプルを分析した。検出器の検出感度を５０μＡに設定
し、０．０５Ｖのパルス電位を印加した。
【００９５】
　１０ｍＭ水酸化ナトリウムを流速０．４ｍＬ／分でカラムに送液して、単糖、二糖およ
びオリゴ糖を溶出した。１０ｍＭ　ＮａＯＨを用いたアイソクラティック溶出を３０分間
行った後、安定した保持時間を得るためにカラムを２００ｍＭ　ＮａＯＨで２０分間洗浄
し、１０ｍＭ　ＮａＯＨを２０分間通すことによりカラムを再生させた。すべての分析サ
ンプルは、蒸留水（ｄＨ２Ｏ）で１：２に希釈し、そのうち２０μＬを用いてＨＰＡＥＣ
解析を行った。ＨＰＡＥＣ－ＰＡＤ解析により、使用したＨＰＬＣカラムにおける保持時
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間は、Ｌ－フコース標準品が約３．５分、ラクトース標準品が約１５分、および３－フコ
シルラクトース標準品が約１１～１２分であることが示された（データ示さず）。培地に
炭素源として添加したグリセリンおよびグルコースに関しては、これらの標準品の保持時
間は、それぞれ約１．５分および約７～８分と記録された。
【００９６】
　＜実施例３＞
組換え大腸菌による３－フコシルラクトースの産生および培地中へのＳｅｔＡ依存性分泌
　この試験の目的は、菌体内の３－フコシルラクトースがＳｅｔＡを介して排出されるか
否かを調べることである。大腸菌株ＪＭ０１およびＪＭ０２（表２を参照）を発酵試験に
使用した。菌株ＪＭ０１およびＪＭ０２はいずれも、２つの酵素ＦｋｐおよびＦｕｔＡｃ
ｏ（α１，３－フコシルトランスフェラーゼ）と、２つの輸送タンパク質ＦｕｃＰおよび
ＬａｃＹとを発現しているが、ＳｅｔＡトランスポーターの発現に関してのみ異なる。す
なわち、ＪＭ０１はＳｅｔＡを過剰産生していないが、ＪＭ０２はＳｅｔＡを過剰産生し
ている。
【００９７】
　図２は、ＨＰＡＥＣ－ＰＡＤ解析により求めた、大腸菌ＪＭ０１およびＪＭ０２のそれ
ぞれの培養物における湿菌塊中および上清中の３－フコシルラクトースの量を示す。
【００９８】
　ＳｅｔＡ過剰発現の効果を調べるために、ｆｋｐ、ｆｕｃＰ、ｌａｃＹ、ｆｕｔＡｃｏ
およびｓｅｔＡの発現を誘導してから７時間後、２４時間後および３２時間後の時点で測
定を行った。
【００９９】
　図２において、カラムＩは大腸菌ＪＭ０１（ＳｅｔＡ非過剰発現株）において測定され
た３－フコシルラクトースの菌体外画分を示し、カラムＩＩは菌体内画分を示す。大腸菌
ＪＭ０２（ＳｅｔＡ過剰発現株）の場合は、３－フコシルラクトースの菌体外画分をカラ
ムＩＩＩに、菌体内画分をカラムＩＶに示す。すべての値は実施した２回の試験の平均値
を示し、エラーバーは標準偏差を示す。
【０１００】
　これらの測定により、ＳｅｔＡを過剰発現していない菌株ＪＭ０１では、サイトゾル画
分に３－フコシルラクトースが蓄積していることが分かる。
【０１０１】
　一方、ｓｅｔＡを過剰発現している菌株ＪＭ０２では、３－フコシルラクトースの菌体
内濃度は検出限界未満である。
【０１０２】
　また、ＪＭ０１培養物およびＪＭ０２培養物のそれぞれの上清は、一定の３－フコシル
ラクトース含有量を示しているが、ＪＭ０２培養物の上清中で確認された３－フコシルラ
クトースの含有量は、ＪＭ０１培養物の上清中で確認された３－フコシルラクトースの含
有量よりはるかに多い。３２時間後の時点では、ＪＭ０１の上清中の３－フコシルラクト
ースの濃度は約２１ｍｇ／Ｌであるのに対して、ＪＭ０２では、３－フコシルラクトース
濃度は５１ｍｇ／Ｌを上回っている。
【０１０３】
　大腸菌ＪＭ０１およびＪＭ０２のそれぞれの培養物における、３－フコシルラクトース
の総量を比較したものを図３に示す。
【０１０４】
　図３において、大腸菌ＪＭ０１培養物における３－フコシルラクトースの総量をカラム
Ｉに示し、大腸菌ＪＭ０２培養物における３－フコシルラクトースの総量をカラムＩＩに
示す。ここでも、実施した２回の試験の平均値を示す。
【０１０５】
　３２時間のインキュベーションの後、菌株ＪＭ０２は、総量として５１．６８ｍｇ／Ｌ
の３－フコシルラクトースを産生しており、この量は菌株ＪＭ０１の産生量（３２．９９
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ｍｇ／Ｌ）より約５７％多い。
【０１０６】
　＜実施例４＞
考察
　ＨＰＡＥＣ－ＰＡＤ解析の実験結果により、ＳｅｔＡ非過剰発現菌株ＪＭ０１とＳｅｔ
Ａ過剰発現菌株ＪＭ０２とでは、３－フコシルラクトースの合成および輸送において大き
な違いがあることが示された。
【０１０７】
　まず第一に、３－フコシルラクトースはＪＭ０２培養物の湿菌塊においては検出されな
いが、上清では高濃度の３－フコシルラクトースが測定される。
【０１０８】
　これは、大腸菌におけるＳｅｔＡの過剰発現によって３－フコシルラクトースが菌体か
ら非常に効率的に排出されることを明確に示すものである。
【０１０９】
　従って本発明者らは、先行技術から導かれる予想に反して、より大型のオリゴ糖、上記
試験においては３つのサブユニットを含みかつ分子量が４８８ｇ／ｍｏｌであるオリゴ糖
をＳｅｔＡにより効率的に排出できることを示した。
【０１１０】
　一方、ＪＭ０１の湿菌塊においては、相当な量の３－フコシルラクトースが検出される
が、上清においても同量程度の３－フコシルラクトースしか存在しない。
【０１１１】
　この結果より、ＳｅｔＡが過剰発現していない状態では、菌体のサイトゾルに３－フコ
シルラクトースが多く蓄積されることが分かる。このような状況でも３－フコシルラクト
ースが上清中で検出されるという事実は、現状の知識から判断すると、菌体内における高
濃度の３－フコシルラクトースによって溶解する菌体が増えたことが原因と考えられる。
【０１１２】
　ＪＭ０１およびＪＭ０２のそれぞれの培養物における３－フコシルラクトースの総量を
比較すると、ＳｅｔＡの過剰発現により、上清中の３－フコシルラクトース濃度が増大す
るだけでなく、合成される３－フコシルラクトースの総量も増大することが分かる（図３
を参照）。
【０１１３】
　このような全体の合成効率の増大は、ＳｅｔＡを過剰発現する菌体の生存率の上昇に起
因すると考えられる。この生存率の上昇は、生成物の細胞毒性の発現が回避されたことに
よるものであろう。これとは別に、またはこれに加えて、このような全体の合成効率の増
大は、過剰発現したＳｅｔＡによって生成物が菌体外へ排出された結果、合成酵素に対す
る生成物の阻害作用の発現が回避されたことに起因すると考えることもできる。
【０１１４】
　従って本発明者らは、ＳｅｔＡトランスポーターの過剰発現はオリゴ糖の合成量を増大
させるための効率的な方法であり、かつこの目的が培養可能な細胞を用いた生物工学的手
法により達成されることを示した。さらに、生成物による関連合成酵素の阻害および合成
生成物による細胞毒性の発現をほぼ回避できるため、オリゴ糖の産生が促進され、より制
御可能なものになる。
【０１１５】
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