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(57)【要約】
　本発明は、1,4-ブタンジオール(BDO)、4-ヒドロキシ
ブチリル-CoA、4-ヒドロキシブタナール又はプトレシン
を生成するのに十分な量で発現され、更にBDOの発現の
ために最適化されているBDO、4-ヒドロキシブチリル-Co
A、4-ヒドロキシブタナール又はプトレシン経路酵素を
コードしている少なくとも1つの外因性核酸を含むBDO、
4-ヒドロキシブチリル-CoA、4-ヒドロキシブタナール又
はプトレシン経路を含む非天然微生物体を提供する。本
発明は、また、当該微生物体を使用してBDO、4-ヒドロ
キシブチリル-CoA、4-ヒドロキシブタナール又はプトレ
シンを生成する方法を提供する。
【選択図】図58
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-ヒドロキシブタナール
経路酵素をコードしている外因性核酸を含む4-ヒドロキシブタナール経路を有する微生物
体を含む非天然微生物体であって、該4-ヒドロキシブタナール経路が、4-ヒドロキシ酪酸
レダクターゼ；スクシニル-CoAレダクターゼ(アルデヒド形成)；及び、4-ヒドロキシ酪酸
デヒドロゲナーゼを含む、前記非天然微生物体。
【請求項２】
　4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-ヒドロキシブタナール
経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒドロキシブタナール経
路を有する微生物体を含む非天然微生物体であって、該4-ヒドロキシブタナール経路が、
スクシニル-CoAレダクターゼ(アルデヒド形成)；4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ；及
び、4-ヒドロキシ酪酸レダクターゼを含む、前記非天然微生物体。
【請求項３】
　前記少なくとも1つの外因性核酸が、異種核酸である、請求項1又は2記載の非天然微生
物体。
【請求項４】
　請求項1～3のいずれか1項記載の非天然微生物体を、4-ヒドロキシブタナールを生成す
るための条件下且つ十分な時間にわたり培養することを含む、4-ヒドロキシブタナールの
生成方法。
【請求項５】
　前記非天然微生物体が、実質的に嫌気性培養培地内にある、請求項4記載の方法。
【請求項６】
　4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-ヒドロキシブタナール
経路酵素をコードしている外因性核酸を含む4-ヒドロキシブタナール経路を有する微生物
体を含む非天然微生物体であって、該4-ヒドロキシブタナール経路が、4-ヒドロキシ酪酸
レダクターゼ；アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ；及び、4-ヒドロキシ酪酸
デヒドロゲナーゼを含む、前記非天然微生物体。
【請求項７】
　4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-ヒドロキシブタナール
経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒドロキシブタナール経
路を有する微生物体を含む非天然微生物体であって、該4-ヒドロキシブタナール経路が、
アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ；4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ；及
び、4-ヒドロキシ酪酸レダクターゼを含む、前記非天然微生物体。
【請求項８】
　前記少なくとも1つの外因性核酸が、異種核酸である、請求項6又は7のいずれか1項記載
の非天然微生物体。
【請求項９】
　請求項6～8のいずれか1項記載の非天然微生物体を、4-ヒドロキシブタナールを生成す
るための条件下且つ十分な時間にわたり培養することを含む、4-ヒドロキシブタナールの
生成方法。
【請求項１０】
　前記非天然微生物体が、実質的に嫌気性培養培地内にある、請求項9記載の方法。
【請求項１１】
　4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-ヒドロキシブタナール
経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒドロキシブタナール経
路を有する微生物体を含む非天然微生物体であって、該4-ヒドロキシブタナール経路が、
コハク酸レダクターゼ；4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ；及び、4-ヒドロキシ酪酸レ
ダクターゼを含む、前記非天然微生物体。
【請求項１２】
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　前記微生物体が、コハク酸レダクターゼ；4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ；及び、
4-ヒドロキシ酪酸レダクターゼをコードしている3つの外因性核酸を含む、請求項11記載
の非天然微生物体。
【請求項１３】
　前記少なくとも1つの外因性核酸が、異種核酸である、請求項11記載の非天然微生物体
。
【請求項１４】
　請求項11～13のいずれか1項記載の非天然微生物体を、4-ヒドロキシブタナールを生成
するための条件下且つ十分な時間にわたり培養することを含む、4-ヒドロキシブタナール
の生成方法。
【請求項１５】
　前記非天然微生物体が、実質的に嫌気性培養培地内にある、請求項14記載の方法。
【請求項１６】
　4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-ヒドロキシブタナール
経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒドロキシブタナール経
路を有する微生物体を含む非天然微生物体であって、該4-ヒドロキシブタナール経路が、
アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ、又はグルタミン酸デヒドロゲナーゼ若し
くはグルタミン酸トランスアミナーゼ及びグルタミン酸デカルボキシラーゼ及び4-アミノ
酪酸デヒドロゲナーゼ又は4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ；4-ヒドロキシ酪酸デヒドロ
ゲナーゼ；及び、4-ヒドロキシ酪酸レダクターゼを含む、前記非天然微生物体。
【請求項１７】
　前記微生物体が、アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ、又はグルタミン酸デ
ヒドロゲナーゼ若しくはグルタミン酸トランスアミナーゼ及びグルタミン酸デカルボキシ
ラーゼ及び4-アミノ酪酸デヒドロゲナーゼ又は4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ；4-ヒド
ロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ；及び、4-ヒドロキシ酪酸レダクターゼをコードしている少
なくとも3つの外因性核酸を含む、請求項16記載の非天然微生物体。
【請求項１８】
　前記少なくとも1つの外因性核酸が、異種核酸である、請求項16記載の非天然微生物体
。
【請求項１９】
　請求項16～18のいずれか1項記載の非天然微生物体を、4-ヒドロキシブタナールを生成
するための条件下且つ十分な時間にわたり培養することを含む、4-ヒドロキシブタナール
の生成方法。
【請求項２０】
　前記非天然微生物体が、実質的に嫌気性培養培地内にある、請求項19記載の方法。
【請求項２１】
　4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-ヒドロキシブタナール
経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒドロキシブタナール経
路を有する微生物体を含む非天然微生物体であって、該4-ヒドロキシブタナール経路が、
アルファ-ケトグルタル酸レダクターゼ；5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナ
ーゼ；及び、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼを含む、前記非天然
微生物体。
【請求項２２】
　前記微生物体が、アルファ-ケトグルタル酸レダクターゼ；5-ヒドロキシ-2-オキソペン
タン酸デヒドロゲナーゼ；及び、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼ
をコードしている3つの外因性核酸を含む、請求項21記載の非天然微生物体。
【請求項２３】
　前記少なくとも1つの外因性核酸が、異種核酸である、請求項21記載の非天然微生物体
。
【請求項２４】
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　請求項21～23のいずれか1項記載の非天然微生物体を、4-ヒドロキシブタナールを生成
するための条件下且つ十分な時間にわたり培養することを含む、4-ヒドロキシブタナール
の生成方法。
【請求項２５】
　前記非天然微生物体が、実質的に嫌気性培養培地内にある、請求項24記載の方法。
【請求項２６】
　プトレシンを生成するのに十分な量で発現されるプトレシン経路酵素をコードしている
少なくとも1つの外因性核酸を含むプトレシン経路を有する微生物体を含む非天然微生物
体であって、該プトレシン経路が、コハク酸レダクターゼ；4-アミノ酪酸デヒドロゲナー
ゼ又は4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ；4-アミノ酪酸レダクターゼ；及び、プトレシン
デヒドロゲナーゼ又はプトレシントランスアミナーゼを含む、前記非天然微生物体。
【請求項２７】
　前記微生物体が、コハク酸レダクターゼ；4-アミノ酪酸デヒドロゲナーゼ又は4-アミノ
酪酸トランスアミナーゼ；4-アミノ酪酸レダクターゼ；及び、プトレシンデヒドロゲナー
ゼ又はプトレシントランスアミナーゼをコードしている4つの外因性核酸を含む、請求項2
6記載の非天然微生物体。
【請求項２８】
　前記少なくとも1つの外因性核酸が、異種核酸である、請求項26記載の非天然微生物体
。
【請求項２９】
　請求項26～28のいずれか1項記載の非天然微生物体を、プトレシンを生成するための条
件下且つ十分な時間にわたり培養することを含む、プトレシンの生成方法。
【請求項３０】
　前記非天然微生物体が、実質的に嫌気性培養培地内にある、請求項29記載の方法。
【請求項３１】
　プトレシンを生成するのに十分な量で発現されるプトレシン経路酵素をコードしている
少なくとも1つの外因性核酸を含むプトレシン経路を有する微生物体を含む非天然微生物
体であって、該プトレシン経路が、アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ；4-ア
ミノ酪酸デヒドロゲナーゼ又は4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ；4-アミノ酪酸レダクタ
ーゼ；及び、プトレシンデヒドロゲナーゼ又はプトレシントランスアミナーゼを含む、前
記非天然微生物体。
【請求項３２】
　前記微生物体が、アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ；4-アミノ酪酸デヒド
ロゲナーゼ又は4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ；4-アミノ酪酸レダクターゼ；及び、プ
トレシンデヒドロゲナーゼ又はプトレシントランスアミナーゼをコードしている4つの外
因性核酸を含む、請求項31記載の非天然微生物体。
【請求項３３】
　前記少なくとも1つの外因性核酸が、異種核酸である、請求項31記載の非天然微生物体
。
【請求項３４】
　請求項31～33のいずれか1項記載の非天然微生物体を、プトレシンを生成するための条
件下且つ十分な時間にわたり培養することを含む、プトレシンの生成方法。
【請求項３５】
　前記非天然微生物体が、実質的に嫌気性培養培地内にある、請求項34記載の方法。
【請求項３６】
　プトレシンを生成するのに十分な量で発現されるプトレシン経路酵素をコードしている
少なくとも1つの外因性核酸を含むプトレシン経路を有する微生物体を含む非天然微生物
体であって、該プトレシン経路が、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ又はグルタミン酸トラ
ンスアミナーゼ；グルタミン酸デカルボキシラーゼ；4-アミノ酪酸レダクターゼ；及び、
プトレシンデヒドロゲナーゼ又はプトレシントランスアミナーゼを含む、前記非天然微生
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物体。
【請求項３７】
　前記微生物体が、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ又はグルタミン酸トランスアミナーゼ
；グルタミン酸デカルボキシラーゼ；4-アミノ酪酸レダクターゼ；及び、プトレシンデヒ
ドロゲナーゼ又はプトレシントランスアミナーゼをコードしている4つの外因性核酸を含
む、請求項36記載の非天然微生物体。
【請求項３８】
　前記少なくとも1つの外因性核酸が、異種核酸である、請求項36記載の非天然微生物体
。
【請求項３９】
　請求項36～38のいずれか1項記載の非天然微生物体を、プトレシンを生成するための条
件下且つ十分な時間にわたり培養することを含む、プトレシンの生成方法。
【請求項４０】
　前記非天然微生物体が、実質的に嫌気性培養培地内にある、請求項39記載の方法。
【請求項４１】
　プトレシンを生成するのに十分な量で発現されるプトレシン経路酵素をコードしている
少なくとも1つの外因性核酸を含むプトレシン経路を有する微生物体を含む非天然微生物
体であって、該プトレシン経路が、アルファ-ケトグルタル酸レダクターゼ；5-アミノ-2-
オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ又は5-アミノ-2-オキソペンタン酸トランスアミナー
ゼ；5-アミノ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼ；及び、プトレシンデヒドロゲナ
ーゼ又はプトレシントランスアミナーゼを含む、前記非天然微生物体。
【請求項４２】
　前記微生物体が、アルファ-ケトグルタル酸レダクターゼ；5-アミノ-2-オキソペンタン
酸デヒドロゲナーゼ又は5-アミノ-2-オキソペンタン酸トランスアミナーゼ；5-アミノ-2-
オキソペンタン酸デカルボキシラーゼ；及び、プトレシンデヒドロゲナーゼ又はプトレシ
ントランスアミナーゼをコードしている4つの外因性核酸を含む、請求項41記載の非天然
微生物体。
【請求項４３】
　前記少なくとも1つの外因性核酸が、異種核酸である、請求項41記載の非天然微生物体
。
【請求項４４】
　請求項41～43のいずれか1項記載の非天然微生物体を、プトレシンを生成するための条
件下且つ十分な時間にわたり培養することを含む、プトレシンの生成方法。
【請求項４５】
　前記非天然微生物体が、実質的に嫌気性培養培地内にある、請求項44記載の方法。
【請求項４６】
　プトレシンを生成するのに十分な量で発現されるプトレシン経路酵素をコードしている
少なくとも1つの外因性核酸を含むプトレシン経路を有する微生物体を含む非天然微生物
体であって、該プトレシン経路が、アルファ-ケトグルタル酸レダクターゼ；5-アミノ-2-
オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ又は5-アミノ-2-オキソペンタン酸トランスアミナー
ゼ；オルニチンデヒドロゲナーゼ又はオルニチントランスアミナーゼ；及び、オルニチン
デカルボキシラーゼを含む、前記非天然微生物体。
【請求項４７】
　前記微生物体が、アルファ-ケトグルタル酸レダクターゼ；5-アミノ-2-オキソペンタン
酸デヒドロゲナーゼ又は5-アミノ-2-オキソペンタン酸トランスアミナーゼ；オルニチン
デヒドロゲナーゼ又はオルニチントランスアミナーゼ；及び、オルニチンデカルボキシラ
ーゼをコードしている4つの外因性核酸を含む、請求項46記載の非天然微生物体。
【請求項４８】
　前記少なくとも1つの外因性核酸が、異種核酸である、請求項46記載の非天然微生物体
。
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【請求項４９】
　請求項46～48のいずれか1項記載の非天然微生物体を、プトレシンを生成するための条
件下且つ十分な時間にわたり培養することを含む、プトレシンの生成方法。
【請求項５０】
　前記非天然微生物体が、実質的に嫌気性培養培地内にある、請求項49記載の方法。
【請求項５１】
　4-ヒドロキシブチリル-CoA(4-HBCoA)を生成するのに十分な量で発現される4-ヒドロキ
シブチリル-CoA経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒドロキ
シブチリル-CoA経路を有する微生物体を含む非天然微生物体であって、該4-ヒドロキシブ
チリル-CoA経路が、アルファ-ケトグルタル酸レダクターゼ；5-ヒドロキシ-2-オキソペン
タン酸デヒドロゲナーゼ；及び、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱
炭酸)を含む、前記非天然微生物体。
【請求項５２】
　前記微生物体が、アルファ-ケトグルタル酸レダクターゼ；5-ヒドロキシ-2-オキソペン
タン酸デヒドロゲナーゼ；及び、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱
炭酸)をコードしている3つの外因性核酸を含む、請求項51記載の非天然微生物体。
【請求項５３】
　前記少なくとも1つの外因性核酸が、異種核酸である、請求項51記載の非天然微生物体
。
【請求項５４】
　請求項51～53のいずれか1項記載の非天然微生物体を、4-ヒドロキシブチリル-CoAを生
成するための条件下且つ十分な時間にわたり培養することを含む、4-ヒドロキシブチリル
-CoAの生成方法。
【請求項５５】
　前記非天然微生物体が、実質的に嫌気性培養培地内にある、請求項54記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
(発明の背景)
　本出願は、内容全体が引用により本明細書中に組み込まれている、2009年10月13日に出
願された米国特許仮出願第61/251,287号の優先権の利益を主張するものである。
【０００２】
　本発明は、一般には、生物体のインシリコ設計及び生物体工学に関し、より詳細には、
1,4-ブタンジオール、4-ヒドロキシブチリル-CoA、4-ヒドロキシブタナール、又はプトレ
シンの生合成能を有する生物体に関する。
【背景技術】
【０００３】
　化合物4-ヒドロキシブタン酸(4-ヒドロキシブタン酸、4-ヒドロキシ酪酸、4-HB)は、様
々な汎用化学物質及び特殊化学物質のための構成単位として工業的潜在性を有する4-炭素
カルボン酸である。特に4-HBは、溶媒、樹脂、ポリマー前駆体及び特殊化学物質を含む1,
4-ブタンジオール系列の化学物質への新たな入口点として働く潜在性を有する。1,4-ブタ
ンジオール(BDO)は、約30億lb/年の世界市場を有するポリマー中間体及び工業用溶媒であ
る。BDOは、現在、石油化学前駆体、主にアセチレン、無水マレイン酸及び酸化プロピレ
ンから製造されている。
【０００４】
　例えば、アセチレンをレッペ合成反応(Kroschwitz及びGrantの文献、Encyclopedia of 
Chem. Tech., John Wiley and Sons, Inc.、ニューヨーク(1999))で2分子のホルムアルデ
ヒドと反応させた後、触媒水素化を行って1,4-ブタンジオールを形成する。米国で製造さ
れたアセチレンの90％がブタンジオールの製造に消費されることが推定されている。代替
的に、それを、ブタンから誘導された無水マレイン酸のエステル化及び触媒水素化によっ
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て形成することができる。下流において、ブタンジオールを、例えば、ピロリドン及びN-
メチル-ピロリドンに更に変換することができるγ-ブチロラクトンへの酸化、又はテトラ
ヒドロフランへの水素化分解によって更に変換することができる。これらの化合物は、ポ
リマー中間体、溶媒及び添加剤としての様々な用途を有し、全体でほぼ20億lb/年の市場
を有する。
【０００５】
　再生可能なものを石油系供給原料に代わって使用するばかりでなく、より小さいエネル
ギー及び資本の集約的プロセスを使用する代替手段によって、これらの化学物質の製造方
法を開発することが望ましい。エネルギー省は、ブタンジオール系列の製品を製造するた
めの生物学的に製造される主要な中間体として、1,4-二酸及び特にコハク酸を提案した(D
OE Report、「バイオマスからの高付加価値化学物質(Top Value-Added Chemicals from B
iomass)」、2004)。しかしコハク酸は、単離及び精製のコストが高く、ブタンジオールへ
の触媒還元に高い温度及び圧力を必要とする。
【０００６】
　従って、商業的な量の1,4-ブタンジオール及びその化学前駆体を効果的に製造するため
の代替的な手段が必要である。本発明は、この必要性を満たすとともに、関連する利点を
提供する。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
(発明の要旨)
　本発明は、1,4-ブタンジオール(BDO)、4-ヒドロキシブタナール(4-HBal)、4-ヒドロキ
シブチリル-CoA(4-HBCoA)、及び/又はプトレシンを生成するのに十分な量で発現されたBD
O、4-HBal及び/又はプトレシン経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を
含むBDO、4-HBal、4-HBCoA及び/又はプトレシン経路を含む非天然微生物体を提供する。
この微生物体は、更にBDO、4-HBal、4-HBCoA及び/又はプトレシンの発現を最適化するこ
とができる。加えて本発明は、当該微生物体を使用してBDO、4-HBal、4-HBCoA及び/又は
プトレシンを生成する方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】4-ヒドロキシ酪酸(4-HB)及び1,4-ブタンジオール生成への生化学経路を示す概略
図である。最初の5つの工程は、エシェリキア・コリ(Escherichia coli)に対して内因性
であり、残りは、非相同的に発現され得る。生合成反応を触媒する酵素は、(1)スクシニ
ル-CoAシンテターゼ；(2)CoA非依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ；(3)α-
ケトグルタル酸デヒドロゲナーゼ；(4)グルタミン酸:コハク酸セミアルデヒドトランスア
ミナーゼ；(5)グルタミン酸デカルボキシラーゼ；(6)CoA依存性コハク酸セミアルデヒド
デヒドロゲナーゼ；(7)4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼ；(8)α-ケトグルタル酸
デカルボキシラーゼ；(9)4-ヒドロキシブチリルCoA:アセチル-CoAトランスフェラーゼ；(
10)酪酸キナーゼ；(11)ホスホトランスブチリラーゼ(phosphotransbutyrylase)；(12)ア
ルデヒドデヒドロゲナーゼ；(13)アルコールデヒドロゲナーゼである。
【図２】E.コリにおけるホモセリン生合成を示す概略図である。
【図３】4-HB経路遺伝子の様々な組合せを発現するプラスミドを保持するE.コリ株を使用
するグルコース最小培地での4-HBの生成を示す図である。(a)培養ブロスにおける4-HB濃
度；(b)培養ブロスにおけるコハク酸濃度；(c)600nmで測定された培養OD。棒のセットは
、24時間、48時間、及び(測定した場合の)72時間の時点を表す。x軸上の符号は、使用し
た菌株/プラスミド組合せを示す。第1の指標は、宿主株：1、MG1655 lacIQ；2、MG1655Δ
gabD lacIQ；3、MG1655ΔgabDΔaldA lacIQを指す。第2の指標は、使用したプラスミド組
合せ：1、pZE 13-0004-0035及びpZA33-0036：2、pZE13-0004-0035及びpZA33-0010n；3、p
ZE 13-0004-0008及びpZA33-0036；4、pZE13-0004-0008及びpZA33-0010n；5、対照ベクタ
ーpZE13及びpZA33を指す。
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【図４】マイコバクテリウム・ツベルクローシス由来のα-ケトグルタル酸デカルボキシ
ラーゼを発現するE.コリ株におけるグルコースからの4-HBの生成を示す図である。菌株1
～3は、pZE13-0032及びpZA33-0036を含む。菌株4は、空ベクターpZE13及びpZA33のみを発
現する。宿主株は、1及び4、MG1655 lacIQ；2、MG1655ΔgabD lacIQ；3、MG1655ΔgabDΔ
aldA lacIQである。棒は、24時間及び48時間における濃度を指す。
【図５】組換えE.コリ株における10mM 4-HBからのBDOの生成を示す図である。番号付けし
た位置は、P.ギンギバリス由来のcat2を発現するpZA33-0024を含むMG1655lacIQ、並びにp
ZE13上に発現される以下の遺伝子:1、なし(対照)；2、0002；3、0003；4、0003n；5、001
1；6、0013；7、0023；8、0025；9、0008n；10、0035を用いた実験に対応する。遺伝子番
号は、表6に規定されている。各位置について、棒は、それぞれ好気性、微好気性及び嫌
気性条件を指す。微好気性条件は、培養チューブを排気せずに密閉することによって作製
された。
【図６】4g/Lの非標識グルコース(a、c、e及びg)、均一標識13C-グルコース(b、d、f及び
h)が補給されたM9最小培地で成長したMG1655lacIQ pZE13-0004-0035-0002 pZA33-0034-00
36によって生成された4-HB及びBDOの質量スペクトルを示す図である。(a)及び(b)、2個の
炭素原子を含む誘導体化BDOの質量116特異的断片； (c)及び(d)、1個の炭素原子を含む誘
導体化BDOの質量177特異的断片；(e)及び(f)、2個の炭素原子を含む誘導体化4-HBの質量1
17特異的断片； (g)及び(h)、4個の炭素原子を含む誘導体化4-HBの質量233特異的断片。
【図７】γ-ブチロラクトンの生成のためのバイオプロセスの概略流れ図である。パネル(
a)は、バッチ式分離を用いた流加発酵を図示し、パネル(b)は、連続分離を用いた流加発
酵を図示する。
【図８Ａ－８Ｂ】例示的な1,4-ブタンジオール(BDO)経路を示す図である。図8Aは、スク
シニル-CoAからのBDO経路を示す図である。図8Bは、アルファケトグルタル酸からのBDO経
路を示す図である。
【図９Ａ－９Ｃ】例示的なBDO経路を示す図である。図9A及び9Bは、4-アミノ酪酸からの
経路を示す図である。図9Cは、アセトアクチル(acetoactyl)-CoAから4-アミノ酪酸への経
路を示す図である。
【図１０】アルファ-ケトグルタル酸からの例示的なBDO経路を示す図である。
【図１１】グルタミン酸からの例示的なBDO経路を示す図である。
【図１２】アセトアセチル-CoAからの例示的なBDO経路を示す図である。
【図１３】ホモセリンからの例示的なBDO経路を示す図である。
【図１４Ａ－１４Ｃ】E.コリスクシニル-CoAシンテターゼのヌクレオチド及びアミノ酸配
列を示す図である。図14Aは、E.コリsucCDオペロンのヌクレオチド配列(配列番号:)を示
す図である。図14B(配列番号:)及び図14C(配列番号:)は、sucCDオペロンによってコード
されるスクシニル-CoAシンテターゼサブユニットのアミノ酸配列を示す図である。
【図１５Ａ－１５Ｂ】マイコバクテリウム・ボビス(Mycobacterium bovis)アルファ-ケト
グルタル酸デカルボキシラーゼのヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。図15A
は、マイコバクテリウム・ボビスsucA遺伝子のヌクレオチド配列(配列番号:)を示す図で
ある。図15Bは、マイコバクテリウム・ボビスアルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラー
ゼのアミノ酸配列(配列番号:)を示す図である。
【図１６】嫌気性(微好気性)条件下でのアルファ-ケトグルタル酸を介する最小培地中で
のグルコースからの4-ヒドロキシ酪酸のE.コリにおける生合成を示す図である。宿主株は
ECKh-401である。実験は、プラスミドpZA33上に存在する上流経路遺伝子に基づいて以下
のように標示される：1)4hbd-sucA；2)sucCD-sucD-4hbd；3)sucCD-sucD-4hbd-sucA。
【図１７】コハク酸及びアルファ-ケトグルタル酸を介する最小培地でのグルコースから
の4-ヒドロキシ酪酸のE.コリにおける生合成を示す図である。宿主株は野生型MG1655であ
る。実験は、プラスミドpZE13及びpZA33上に存在する遺伝子に基づいて以下のように標示
する：1)空の調節ベクター；2)空のpZE13、pZA33-4hbd；3)pZE13-sucA、pZA33-4hbd。
【図１８Ａ－１８Ｂ】図18Aは、ポルフィロモナス・ギンギバリス(Porphyromonas gingiv
alis)からのCoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(sucD)のヌクレオチド配
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列(配列番号:)を示す図であり、図18Bは、コードされたアミノ酸配列(配列番号:)を示す
図である。
【図１９Ａ－１９Ｂ】図19Aは、ポルフィロモナス・ギンギバリスからの4-ヒドロキシ酪
酸デヒドロゲナーゼ(4hbd)のヌクレオチド配列(配列番号:)を示す図であり、図19Bは、コ
ードされたアミノ酸配列(配列番号:)を示す図である。
【図２０Ａ－２０Ｂ】図20Aは、ポルフィロモナス・ギンギバリスからの4-ヒドロキシ酪
酸CoAトランスフェラーゼ(cat2)のヌクレオチド配列(配列番号:)を示す図であり、図20B
は、コードされたアミノ酸配列(配列番号:)を示す図である。
【図２１Ａ－２１Ｂ】図21Aは、クロストリジウム・アセトブチリクム(Clostridium acet
obutylicum)からのホスホトランスブチリラーゼ(ptb)のヌクレオチド配列(配列番号:)を
示す図であり、図21Bは、コードされたアミノ酸配列(配列番号:)を示す図である。
【図２２Ａ－２２Ｂ】図22Aは、クロストリジウム・アセトブチリクムからの酪酸キナー
ゼ(bukl)のヌクレオチド配列(配列番号:)を示す図であり、図22Bは、コードされたアミノ
酸配列(配列番号:)を示す図である。
【図２３Ａ－Ｄ】C.アセトブチリクム原生配列と比べてより優勢なE.コリコドンのための
変更コドンを有するC.アセトブチリクム020(ホスホトランスブチリラーゼ)についての代
替的ヌクレオチド配列を示す図である。図23A～23D(それぞれ020A～020D、配列番号:)は
、より優勢なコドンで置き換えられた希E.コリコドン数が増加する(A＜B＜C＜D)配列を含
む。
【図２４Ａ－Ｄ】C.アセトブチリクム原生配列と比べてより優勢なE.コリコドンのための
変更コドンを有するC.アセトブチリクム021(酪酸キナーゼ)についての代替的ヌクレオチ
ド配列を示す図である。図24A～24D(それぞれ021A～021B、配列番号:)は、より優勢なコ
ドンで置き換えられた希E.コリコドン数が増加する(A＜B＜C＜D)配列を含む。
【図２５Ａ－２５Ｂ】E.コリにおける発現のために最適化されたコドンによる酪酸キナー
ゼ(BK)及びホスホトランスブチリラーゼ(PTB)の発現の向上を示す図である。図25Aは、タ
ンパク質に対してクーマシーブルーで染色されたドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルア
ミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)を示す図である：レーン1、インサートを有さない対照ベク
ター；レーン2、E.コリにおけるC.アセトブチリクム原生配列の発現；レーン3、020B-021
Bコドン最適化PTB-BKの発現；レーン4、020C-021Cコドン最適化PTB-BKの発現。BK及びPTB
の位置が示されている。図25Bは、コドン最適化020B-021B(2021B)及び020C-021C(2021C)
と比較した原生C.アセトブチリクム配列(2021n)のBK及びPTB活性を示す図である。
【図２６】BDO生成酵素：Cat2(034)；2021n；2021B；2021Cを発現する様々な菌株におけ
るBDO及びガンマ-ブチリラクトン(gamma-butyrylactone)(GBL)の生成を示す図である。
【図２７Ａ－２７Ｂ】図27Aは、原生クロストリジウム・ベイジェリンキー(Clostridium 
biejerinckii)ald遺伝子(025n)のヌクレオチド配列(配列番号:)を示す図であり、図27Bは
、コードされたアミノ酸配列(配列番号:)を示す図である。
【図２８Ａ－２８Ｄ】より優勢なコドンで置き換えられた希少コドン数が増加する(A＜B
＜C＜D)クロストリジウム・ベイジェリンキーald遺伝子の代替的な遺伝子配列(それぞれ0
25A-025D、配列番号:)を示す図である。
【図２９】原生C.ベイジェリンキーald遺伝子及びコドン最適化変異体；インサートなし(
インサートを有さない対照)、025n、025A、025B、025C、025Dの発現を示す図である。
【図３０Ａ－３０Ｂ】様々な菌株におけるBDO又はBDOとエタノールの生成を示す図である
。図30は、原生C.ベイジェリンキーald遺伝子を含む菌株(025n)又はE.コリにおける発現
のために最適化されたコドンを有する変異体(025A～025D)におけるBDO生成を示す図であ
る。図30Bは、コドン最適化変異体025Bと比較した、C.アセトブチリクムAdhE2酵素を発現
する菌株(002C)におけるエタノール及びBDOの生成を示す図である。第3のセットは、P.ギ
ンギバリスsucD(035)の発現を示す図である。全ての場合において、P.ギンギバリスCat2(
034)も発現される。
【図３１Ａ－３１Ｂ】図31Aは、ゲオバシルス・サーモグルコシダシウス(Geobacillus th
ermoglucosidasius)からのadh1遺伝子のヌクレオチド配列(配列番号:)を示す図であり、
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図31Bは、コードされたアミノ酸配列(配列番号:)を示す図である。
【図３２Ａ－３２Ｂ】図32Aは、E.コリにおけるゲオバシルス・サーモグルコシダシウスa
dh1遺伝子の発現を示す図である。全細胞溶解物又は上澄みのいずれかをSDS-PAGEによっ
て分析し、インサートを有さないプラスミド、083(ジオトリカム・カピタタム(Geotrichu
m capitatum)N-ベンジル-3-ピロリジノールデヒドロゲナーゼ)インサートを有するプラス
ミド、及び084(ゲオバシルス・サーモグルコシダシウスadh1)インサートを有するプラス
ミドに対してクーマシーブルーで染色した。図32Bは、ブチルアルデヒド(菱形)又は4-ヒ
ドロキシブチルアルデヒド(正方形)を基質とする084の活性を示す図である。
【図３３】様々な菌株におけるBDOの生成を示す図である:インサートを有さないプラスミ
ド；025B；025B-026n；025B-026A；025B-026B；025B-026C；025B-050；025B-052；025B-0
53；025B-055；025B-057；025B-058；025B-071；025B-083；025B-084；PTSlacO-025B；PT
SlacO-025B-026n。
【図３４】ベクターpRE118-V2についてのプラスミドマップを示す図である。
【図３５】aceF及びlpdA遺伝子を包含するECKh-138領域の配列を示す図である。K.ニュー
モニエ(K. pneumonia)lpdA遺伝子に下線が引かれ、Glu354Lys変異体における変化したコ
ドンには網掛けされている。
【図３６】原生E.コリlpdAと変異体K.ニューモニエlpdAとのタンパク質配列比較を示す図
である。
【図３７】菌株AB3、MG1655ΔldhA及びECKh-138における4-ヒドロキシ酪酸(左棒)及びBDO
(右棒)の生成を示す図である。全ての菌株が、E.コリsucCD、P.ギンギバリスsucD、P.ギ
ンギバリス4hbdを中コピープラスミドpZA33上に発現させ、P.ギンギバリスCat2、C.アセ
トブチリクムAdhE2を高コピープラスミドpZE13上に発現させた。
【図３８】pflB-p6プロモーター及びリボソーム結合部位(RBS)に融合したaceE遺伝子の5
’末端のヌクレオチド配列を示す図である。イタリック体の5’配列は、pdhオペロンから
反対方向に転写されるaroP遺伝子の出発点を示す。イタリック体の3’配列は、aceE遺伝
子の出発点を示す。大文字：pflB RBS。下線：FNR結合部位。太字：pflB-p6プロモーター
配列。
【図３９】菌株ECKh-456におけるaceF-lpdA領域におけるヌクレオチド配列(配列番号:)を
示す図である。
【図４０】菌株ECKh-439、ECKh-455及びECKh-456の各々についての4-ヒドロキシ酪酸、BD
O及びピルビン酸(それぞれ左棒から右棒)の生成を示す図である。
【図４１Ａ－４１Ｂ】図41Aは、mdh遺伝子の欠失に関する組換え部位の概略を示す図であ
る。図41Bは、プラスミドpKD3からのmdh遺伝子のFRT部位及び相同領域が隣接するクロラ
ムフェニコール耐性遺伝子(CAT)の増幅のPCR生成物の配列を示す図である。
【図４２】菌株ECKh-401におけるarcA欠失領域の配列を示す図である。
【図４３】菌株ECKh-422の変異体gltA遺伝子を包含する領域の配列を示す図である。
【図４４】野生型gltA遺伝子産物及びR163L変異体のクエン酸シンターゼ活性を示す図で
ある。アッセイを0.4mMのNADHの不在下(菱形)又は存在下(正方形)で実施した。
【図４５】いずれも完全BDO経路に関する遺伝子をプラスミドに発現している菌株ECKh-40
1及びECKh-422における4-ヒドロキシ酪酸(左棒)及びBDO(右棒)の生成を示す図である。
【図４６】中央代謝フラックス及び代謝標識実験からの関連する95％信頼区間を示す図で
ある。値は、1mmol/時のグルコース取込み率に対して正規化されたモルフラックスである
。その結果は、炭素フラックスがクエン酸シンターゼを通じて酸化方向に導かれること、
及びほとんどの炭素がTCA回路を完了するのでなく、BDO経路に入ることを示している。
【図４７】いずれもBDO経路全体をプラスミドに発現している菌株ECKh-138及びECKh-422
についての細胞外生成物の形成を示す図である。測定された生成物は、酢酸(Ace)、ピル
ビン酸(Pyr)、4-ヒドロキシ酪酸(4HB)、1,4-ブタンジオール(BDO)、エタノール(EtOH)、
並びにガンマ-ブチロラクトン(GBL)、コハク酸及び乳酸を含む他の生成物であった。
【図４８】H.インフルエンザ(H. influenzae)ホスホエノールピルビン酸カルボキシキナ
ーゼ(pepek)でPEPカルボキシラーゼ(ppc)を置き換えた後の領域の配列を示す図である。p
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epekコード領域に下線が引かれている。
【図４９】50mMのNaHCO3を含む最小培地で成長させた進化したpepCK菌株の成長を示す図
である。
【図５０】P.ギンギバリスCat2及びC.ベイジェリンキーAldをプラスミドpZS*13に発現し
ている菌株ECKh-453における生成物の形成を示す図である。測定された生成物は、1,4-ブ
タンジオール(BDO)、ピルビン酸、4-ヒドロキシ酪酸(4HB)、酢酸、γ-ブチロラクトン(GB
L)及びエタノールであった。
【図５１】2つの菌株ECKh-453及びECKh-432のBDO生成を示す図である。いずれもP.ギンギ
バリスCat2及びC.ベイジェリンキーAldを発現するプラスミドpZS*13を含む。示されるよ
うに27又は18ゲージのニードルで穿刺された容器を用いて培養物を微好気性条件下で成長
させた。
【図５２】プロモーター、sucCD遺伝子、sucD遺伝子、4hbd遺伝子及びターミネーター配
列を含むポリシストロン性DNA断片の挿入の領域における菌株ECKh-426のゲノムDNAのヌク
レオチド配列を示す図である。
【図５３】プロモーター、sucA遺伝子、C.クルイベリ(C. kluyveri)4hbd遺伝子及びター
ミネーター配列を含むポリシストロン性配列の挿入領域における菌株ECKh-432の染色体領
域のヌクレオチド配列を示す図である。
【図５４】染色体に組み込まれている上流BDO経路コード化遺伝子を有し、下流BDO経路遺
伝子を保持するプラスミドを含むECKh-432菌株の最小培地におけるグルコースからのBDO
合成を示す図である。
【図５５】rrnC領域に対して相同な領域が隣接する非ホスホトランスフェラーゼ(非PTS)
スクロース利用遺伝子を含むPCR生成物を示す図である。
【図５６】rrnCオペロンにおける組込み部位の概略図を示す図である。
【図５７】グルコース上で成長された菌株ECKh-432及びスクロース上で成長された菌株EC
Kh-463の成長の48時間後に培養物OD600に対して正規化された平均生成物濃度を示す図で
ある。いずれもP.ギンギバリスCat2及びC.ベイジェリンキーAldを発現するプラスミドpZS
*13を含む。データは、各菌株の6つ組の培養物に対する。測定された生成物は、1,4-ブタ
ンジオール(BDO)、4-ヒドロキシ酪酸(4HB)、γ-ブチロラクトン(GBL)、ピルビン酸(PYR)
及び酢酸(ACE)(それぞれ左棒から右棒)であった。
【０００９】
【図５８】スクシニル-CoA及びアルファ-ケトグルタル酸から、1,4-ブタンジオールへの
例示的な経路を示す図である。略号：A)スクシニル-CoAレダクターゼ(アルデヒド形成)、
B)アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ、C)4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ
、D)4-ヒドロキシ酪酸レダクターゼ、E)1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼ。
【図５９Ａ－５９Ｂ】図59Aは、ノカルジア・イオウェンシス(Nocardia iowensis)由来の
カルボン酸レダクターゼ(GNM_720)のヌクレオチド配列(配列番号:)を示し、図59Bは、コ
ードされたアミノ酸配列(配列番号:)を示す。
【図６０Ａ－６０Ｂ】図60Aは、コドン最適化されたホスホパンテテイントランスフェラ
ーゼのヌクレオチド配列(配列番号:)を示し、図60Bは、コードされたアミノ酸配列(配列
番号:)を示す。
【図６１】プラスミドpZS*-13S-720 721optのプラスミド地図を示す。
【図６２Ａ－６２Ｂ】コハク酸、スクシニル-CoA、及びアルファ-ケトグルタル酸から、1
,4-ブタンジオールへの経路を示す図である。略号：A)スクシニル-CoAレダクターゼ(アル
デヒド形成)、B)アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ、C)4-ヒドロキシ酪酸デヒ
ドロゲナーゼ、D)4-ヒドロキシ酪酸レダクターゼ、E)1,4-ブタンジオールデヒドロゲナー
ゼ、F)コハク酸レダクターゼ、G)スクシニル-CoAトランスフェラーゼ、H)スクシニル-CoA
ヒドロラーゼ、I)スクシニル-CoAシンテターゼ(又はスクシニル-CoAリガーゼ)、J)グルタ
ミン酸デヒドロゲナーゼ、K)グルタミン酸トランスアミナーゼ、L)グルタミン酸デカルボ
キシラーゼ、M)4-アミノ酪酸デヒドロゲナーゼ、N)4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ、O)
4-ヒドロキシ酪酸キナーゼ、P)ホスホトランス-4-ヒドロキシブチリラーゼ、Q)4-ヒドロ



(12) JP 2013-507145 A 2013.3.4

10

20

30

40

50

キシブチリル-CoAレダクターゼ(アルデヒド形成)、R)ヒドロキシブチリル-リン酸レダク
ターゼ、S)スクシニル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)、T)4-ヒドロキシブチルリル-C
oAトランスフェラーゼ、U)4-ヒドロキシブチリル-CoAヒドロラーゼ、V)4-ヒドロキシブチ
リル-CoAシンテターゼ(又は4-ヒドロキシブチリル-CoAリガーゼ)、W)4-ヒドロキシブチリ
ル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)、X)アルファ-ケトグルタル酸レダクターゼ、Y)5-
ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ、Z)5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸
デカルボキシラーゼ、AA)5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)。
【図６３】コハク酸、スクシニル-CoA、及びアルファ-ケトグルタル酸から、プトレシン
への経路を示す図である。略号：A)スクシニル-CoAレダクターゼ(アルデヒド形成)、B)ア
ルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ、C)4-アミノ酪酸レダクターゼ、D)プトレシ
ンデヒドロゲナーゼ、E)プトレシントランスアミナーゼ、F)コハク酸レダクターゼ、G)ス
クシニル-CoAトランスフェラーゼ、H)スクシニル-CoAヒドロラーゼ、I)スクシニル-CoAシ
ンテターゼ(又はスクシニル-CoAリガーゼ)、J)グルタミン酸デヒドロゲナーゼ、K)グルタ
ミン酸トランスアミナーゼ、L)グルタミン酸デカルボキシラーゼ、M)4-アミノ酪酸デヒド
ロゲナーゼ、N)4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ、O)アルファ-ケトグルタル酸レダクタ
ーゼ、P)5-アミノ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ、Q)5-アミノ-2-オキソペンタン
酸トランスアミナーゼ、R)5-アミノ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼ、S)オルニ
チンデヒドロゲナーゼ、T)オルニチントランスアミナーゼ、U)オルニチンデカルボキシラ
ーゼ。
【図６４Ａ－６４Ｂ】図64Aは、マイコバクテリウム・スメグマチス(Mycobacterium smeg
matis)mc(2)155由来のカルボン酸レダクターゼ(890と指定)のヌクレオチド配列(配列番号
:)を示し、図64Bは、コードされたアミノ酸配列(配列番号:)を示す。
【図６５Ａ－６５Ｂ】図65Aは、マイコバクテリウム・アビウム(Mycobacterium avium)亜
種パラツベルクローシスK-10由来のカルボン酸レダクターゼ(891と指定)のヌクレオチド
配列(配列番号:)を示し、図65Bは、コードされたアミノ酸配列(配列番号:)を示す。
【図６６Ａ－６６Ｂ】図66Aは、マイコバクテリウム・マリヌム(Mycobacterium marinum)
M由来のカルボン酸レダクターゼ(892と指定)のヌクレオチド配列(配列番号:)を示し、図6
6Bは、コードされたアミノ酸配列(配列番号:)を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
(発明の詳細な説明)
　本発明は、4-ヒドロキシブタン酸(4-HB)、γ-ブチロラクトン、1,4-ブタンジオール(BD
O)、4-ヒドロキシブタナール(4-HBal)、4-ヒドロキシブチリル-CoA(4-HBCoA)、及び/又は
プトレシンの生合成生成能を有する細胞及び生物体の設計及び生成に関する。本発明は特
に、BDO、4-HBal、4-HBCoA及び/又はプトレシン経路酵素をコードしている1つ以上の核酸
を導入することによって、BDO、4-HBal、4-HBCoA及び/又はプトレシンを生成することが
可能な微生物体の設計に関する。
【００１１】
　一実施態様において、本発明は、4-ヒドロキシブタン酸(4-HB)、1,4-ブタンジオール(B
DO)、4-HBal、4-HBCoA及び/又はプトレシンの生合成生成のための代謝設計を特定するエ
シェリキア・コリ代謝のインシリコ化学量論モデルを利用する。本明細書に記載されてい
る結果は、代謝経路を設計及び組換え操作して、エシェリキア・コリ及び他の細胞又は生
物体における4-HBal、4-HBCoA、又は4-HB、及び1,4-ブタンジオール又はプトレシンなど
の下流生成物の生合成を達成できることを示す。例えばインシリコ設計のための4-HB、4-
HBal、4-HBCoA、BOD及び/又はプトレシンの生合成生成を、設計された代謝遺伝子型を有
する菌株を構築することによって確認することができる。これらの代謝操作された細胞又
は生物体を適応進化させて、理論的最大成長に近づく条件下を含む4-HB、4-HBal、4-HBCo
A、BOD及び/又はプトレシン生合成を更に増強することができる。
【００１２】
　一部の実施態様において、設計された菌株の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BOD及び/又はプ
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トレシン生合成特性は、それらを遺伝的に安定にし、特に、連続バイオプロセスに有用な
ものとする。異なる非原生又は異種性の反応能力をE.コリ又は他の宿主生物体に取り込ん
で、CoA非依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ、スクシニル-CoAシンテター
ゼ及びCoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ、又はグルタミン酸:コハク酸
セミアルデヒドトランスアミナーゼのいずれかから4-HB及び1,4-ブタンジオール生成代謝
経路に繋がる個別の菌株設計手法が特定された。これらの代謝経路の各々からのE.コリ及
び酵母種における4-HBの生合成を生じさせるインシリコ代謝設計が特定された。1,4-ブタ
ンジオール中間体γ-ブチロラクトンを、pH7.5未満の条件下、特に酸性条件下、例えば、
pH5.5未満、例えば、pH7未満、pH6.5未満、pH6未満、特にpH5.5以下での自発的環化によ
って培養物で生成することができる。
【００１３】
　プラットホームの計算論的コンポーネントを介して同定された菌株を、4-HB、1,4-ブタ
ンジオール若しくは他の中間体及び/又は下流生成物の生合成生成に繋がる予測代謝変化
のいずれかを遺伝子操作することによって実際に生成させることができる。また更なる実
施態様において、これらの化合物の生合成生成を示す菌株を更に適応進化させて、生成物
生合成を更に増強することができる。適応進化の後の生成物生合成収量のレベルを、シス
テムの計算論的コンポーネントによって予測することができる。
【００１４】
　他の具体的な実施態様において、コハク酸から4-HB及び4-HB-CoAへの酵素工程をコード
している4-HB生合成経路を発現するように微生物体を構築した。宿主微生物体におけるコ
ハク酸補酵素Aトランスフェラーゼ、CoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ
、NAD依存性4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ及び4-ヒドロキシ酪酸補酵素Aトランスフ
ェラーゼの同時発現は、4-HB生合成経路を欠いた宿主微生物体と比較して4-HBの有意な生
成をもたらした。更なる具体的な実施態様において、α-ケトグルタル酸デカルボキシラ
ーゼ及びNAD依存性4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼをコードしている核酸を導入する
ことによって、α-ケトグルタル酸を基質として利用する4-HB生成微生物体を作製した。
【００１５】
　別の具体的な実施態様において、4-HBの存在下で培養されると1,4-ブタンジオール(BDO
)を生合成するBDO生合成経路を含む微生物体を構築した。BDO生合成経路は、多機能性ア
ルデヒド/アルコールデヒドロゲナーゼのいずれかをコードしている核酸、又はアルデヒ
ドデヒドロゲナーゼ及びアルコールデヒドロゲナーゼをコードしている核酸からなってい
た。4-HB基質上での成長を支援するために、これらのBDO生成微生物体は、ホスホトラン
スヒドロキシブチラーゼ(phosphotranshydroxybutyrlase)とともに、4-ヒドロキシ酪酸Co
Aトランスフェラーゼ又は4-酪酸キナーゼをも発現した。また更なる具体的な実施態様に
おいて、機能性4-HB生合成経路及び機能性BDO生合成経路をコードしている核酸の外因性
発現を介してBDOを合成する微生物体を作製した。4-HB生合成経路は、コハク酸補酵素Aト
ランスフェラーゼ、CoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ、NAD-依存性4-
ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ及び4-ヒドロキシ酪酸補酵素Aトランスフェラーゼから
なっていた。BDO経路は、多機能性アルデヒド/アルコールデヒドロゲナーゼからなってい
た。BDOを生成するための更なる経路を本明細書に更に記載する(図8～13参照)。
【００１６】
　更なる実施態様において、4-ヒドロキシブタナール、4-ヒドロキシブチリル-CoA又は1,
4-ブタンジオール代謝経路において機能するカルボン酸レダクターゼ酵素のクローン化及
び発現が、本明細書に記載されている。4-ヒドロキシブチルアルデヒド(4-ヒドロキシブ
タナール)を形成するためにアシル-CoAレダクターゼに対抗してカルボン酸レダクターゼ
を利用する利点は、BDOの生成に付随するエタノール及びGBL副産物の形成がより少ないこ
とを含む。トリカルボン酸(TCA)回路代謝産物、例えばコハク酸、スクシニル-CoA、及び/
又はアルファ-ケトグルタル酸から1,4-ブタンジオール及びプトレシンを生成するための
、追加の多くの経路の一部としてのカルボン酸レダクターゼの適用も、本明細書において
明らかにされている。
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【００１７】
　本明細書に使用されているように、「非天然」という用語は、本発明の微生物体又は微
生物に関して使用される場合は、微生物体が、記載の種の野生型菌株を含む記載の種の天
然菌株において通常は見いだされない少なくとも1つの遺伝子変異を有することを指すこ
とを意図する。遺伝子変異は、例えば、代謝ポリペプチドをコードしている発現可能な核
酸を導入する修飾、他の核酸付加、核酸除去及び/又は微生物体の遺伝物質の他の機能的
破壊を含む。当該修飾は、例えば、記載の種についての異種ポリペプチド、同種ポリペプ
チド又は異種及び同種の両方のポリペプチドに対するコード領域及びそれらの機能性断片
を含む。更なる修飾は、例えば、修飾が遺伝子又はオペロンの発現を改変する非コード調
節領域を含む。例示的な代謝ポリペプチドは、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシ
ン系列の化合物のための生合成経路内の酵素又はタンパク質を含む。
【００１８】
　代謝修飾は、その天然の状態から改変された生化学反応を指す。従って、非天然微生物
は、代謝ポリペプチド又はそれらの機能性断片をコードしている核酸に対する遺伝子修飾
を有することができる。例示的な代謝修飾を本明細書に開示する。
【００１９】
　本明細書に使用されているように、「単離された」という用語は、微生物体に関して使
用される場合は、記載の微生物体が天然に見出されるとき、少なくとも1つの構成成分を
実質的に含まない生物体を指すことを意図する。該用語は、微生物がその天然環境に見い
だされるときに、一部又は全ての構成成分から除去される微生物体を含む。該用語は、微
生物体が非天然環境に見いだされるときに、一部又は全ての成分から除去される微生物体
を含む。従って、単離された微生物体とは、それが天然に見いだされるとき、又はそれが
非天然環境で成長、貯蔵若しくは維持されるときに、他の物質から部分的又は完全に分離
される。単離微生物体の具体的な例としては、部分的に純粋な微生物、実質的に純粋な微
生物及び非天然の培地で培養された微生物が挙げられる。
【００２０】
　本明細書に使用されているように、「微生物(microbial)」、「微生物体」又は「微生
物(microorganism)」は、古細菌、細菌又は真核細菌のドメイン内に含まれる微視的細胞
として存在する任意の生物体を指すことを意図する。従って、該用語は、微視的サイズを
有する原核又は真核細胞又は生物体を包含することを意図し、あらゆる種の細菌、古細菌
及び真正細菌、並びに酵母及び真菌などの真核微生物を含む。該用語は、生化学物質の生
成のために培養することができる任意の種の細胞培養物をも含む。
【００２１】
　本明細書に使用されているように、「4-ヒドロキシブタン酸」という用語は、化学式C4
H8O3及び分子質量104.11g/mol(そのナトリウム塩については126.09g/mol)を有する酪酸の
4-ヒドロキシ誘導体を指すことを意図する。化学化合物4-ヒドロキシブタン酸は、当該技
術分野において、4-HB、4-ヒドロキシ酪酸、ガンマ-ヒドロキシ酪酸又はGHBとしても知ら
れる。該用語は、本明細書で使用されるように、化合物の様々な塩形のいずれかを含み、
例えば4-ヒドロキシブタン酸塩及び4-ヒドロキシ酪酸塩を含むことを意図する。4-HBにつ
いての塩形の具体的な例としては、4-HBナトリウム及び4-HBカリウムが挙げられる。従っ
て、4-ヒドロキシブタン酸、4-HB、4-ヒドロキシ酪酸塩、4-ヒドロキシブタン酸塩、ガン
マ-ヒドロキシ酪酸及びGHBという用語、並びに他の当該技術分野で認識されている名称は
、本明細書において同義的に使用される。
【００２２】
　本明細書に使用されているように、「モノマー」という用語は、4-HBに関して使用され
る場合は、非ポリマー又は非誘導体化形の4-HBを指すことを意図する。ポリマー4-HBの具
体的な例としては、ポリ-4-ヒドロキシブタン酸、並びに例えば4-HBと3-HBのコポリマー
が挙げられる。4-HBの誘導体化形の具体的な例は、4-HB-CoAである。他のポリマー4-HB形
及び4-HBの他の誘導体化形も当該技術分野で既知である。
【００２３】
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　本明細書に使用されているように、「γ-ブチロラクトン」という用語は、化学式C4H6O

2及び分子質量86.089g/molを有するラクトンを指すことを意図する。化学化合物γ-ブチ
ロラクトンは、当該技術分野において、GBL、ブチロラクトン、1,4-ラクトン、4-ブチロ
ラクトン、4-ヒドロキシ酪酸ラクトン及びガンマ-ヒドロキシ酪酸ラクトンとしても既知
である。該用語は、本明細書に使用されるときは、化合物の様々な塩形のいずれかを含む
ことを意図する。
【００２４】
　本明細書に使用されているように、「1,4-ブタンジオール」という用語は、化学式C4H1
0O2及び分子質量90.12g/molを有する、2つのヒドロキシル基を保持するアルカンブタンの
アルコール誘導体を指すことを意図する。化学化合物1,4-ブタンジオールは、当該技術分
野においてBDOとしても既知であり、本明細書ではBDO系列の化合物と称する系列の化合物
に対する化学中間体又は前駆体である。
【００２５】
　本明細書において使用されているように、「4-ヒドロキシブタナール」という用語は、
化学式C4H8O2及び分子質量88.10512g/molを有する、アルデヒドを指すことを意図する。
化学化合物4-ヒドロキシブタナール(4-HBal)は、当該技術分野において4-ヒドロキシブチ
ルアルデヒドとしても既知である。
【００２６】
　本明細書において使用されているように、「プトレシン」という用語は、化学式C4H12N

2及び分子質量88.15148g/molを有する、ジアミンを指すことを意図する。化学化合物プト
レシンは、当該技術分野において、1,4-ブタンジアミン、1,4-ジアミノブタン、ブチレン
ジアミン、テトラメチレンジアミン、テトラメチルジアミン、及び1,4-ブチレンジアミン
としても既知である。
【００２７】
　本明細書に使用されているように、「テトラヒドロフラン」という用語は、化学式C4H8
O及び分子質量72.11g/molを有する芳香族化合物フランの完全水素化類似体に対応する複
素環式有機化合物を指すことを意図する。化学化合物テトラヒドロフランは、当該技術分
野において、THF、テトラヒドロフラン、1,4-エポキシブタン、ブチレンオキシド、シク
ロテトラメチレンオキシド、オキサシクロペンタン、ジエチレンオキシド、オキソラン、
フラニジン、ヒドロフラン、テトラメチレンオキシドとしても既知である。該用語は、そ
れが本明細書に使用されるときは、前記化合物の様々な塩形のいずれかを含むことを意図
する。
【００２８】
　本明細書に使用されているように、「CoA」又は「補酵素A」という用語は、多くの酵素
(アポ酵素)の活性が活性酵素システムを形成するのにその存在が必要とされる有機補因子
又は補欠分子族(酵素の非タンパク質部分)を指すことを意図する。補酵素Aは、特定の縮
合酵素において機能し、アセチル又は他のアシル基転移並びに脂肪酸合成及び酸化、ピル
ビン酸酸化及び他のアセチル化において作用する。
【００２９】
　本明細書に使用されているように、「実質的に嫌気性」という用語は、培養又は成長条
件に関して使用されるときは、酸素の量が、培養ブロス中の溶存酸素について飽和の約10
％未満であることを指すことを意図する。該用語は、また、約1％未満の酸素の雰囲気で
維持される液体培地又は固体培地の密閉チャンバーを含むことを意図する。
【００３０】
　本発明の非天然微生物体は、遺伝子変異を低下させることなく、5を超える世代に対し
て培養することができる微生物を指す安定遺伝子変異を含むことができる。一般に、安定
遺伝子変異は、10を超える世代にわたって持続する修飾を含み、特に安定な修飾は、約25
を超える世代にわたって持続し、より特定すると安定な遺伝子修飾は、無限を含めて、50
を超える世代にわたって持続することになる。
【００３１】
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　当業者は、本明細書に例示される代謝修飾を含む遺伝子変異は、好適な由来生物体又は
宿主生物体、例えば、E.コリ、酵母又は本明細書に開示されている他の生物体、並びにそ
れらの対応する代謝反応、又は所望の代謝経路に関するそれらの対応する代謝反応に関す
る酵素をコードしている遺伝子などの所望の遺伝物質のための好適な由来生物体に関して
記載されることを理解するであろう。しかし、多種多様な生物体の完全ゲノム配列決定及
びゲノムの分野における高度な技能を考慮すると、当業者は、本明細書に示される教示及
び指針を実質的に全ての他の生物体に容易に適用することが可能である。例えば、記載の
種以外の種から同一又は類似のコード化核酸を取り込むことによって、本明細書に例示さ
れるE.コリ代謝の変調を他の種に容易に適用することができる。当該遺伝子変異としては
、例えば、概してホモログ種の遺伝子変異、及び特にオルソログ、パラログ又は非オルソ
ログ遺伝子置換が挙げられる。
【００３２】
　オルソログは、垂直血統によって関連づけられ、異なる生物体において実質的に同様又
は同一の機能に関与する1つ以上の遺伝子である。例えば、マウスエポキシドヒドロラー
ゼとヒトエポキシドヒドロラーゼをエポキシドの加水分解の生物的機能についてオルソロ
グと見なすことができる。遺伝子は、例えば、それらが相同であることを示すための十分
な量の配列類似性を共有するか、又は共通の祖先からの進化によって関連づけられる場合
に、垂直血統によって関連づけられる。遺伝子が、三次元構造は共有するが、一次配列類
似性が識別可能でない程度に共通の祖先から進化したことを示すための十分な量の配列類
似性を必ずしも共有しない場合に、遺伝子をオルソログと見なすこともできる。オルソロ
グである遺伝子は、アミノ酸配列同一性が約25％～100％の配列類似性を有するタンパク
質をコードすることができる。25％未満のアミノ酸類似性を共有するタンパク質をコード
している遺伝子は、それらの三次元構造も類似性を示す場合に垂直血統によって生じたと
見なすこともできる。組織プラスミノーゲン活性化因子及びエラスターゼを含むセリンプ
ロテアーゼ系列の酵素のメンバーは、共通の祖先からの垂直血統によって生じたと見なさ
れる。
【００３３】
　オルソログは、例えば進化を介して構造又は全体活性が分岐した遺伝子又はそれらのコ
ード化された遺伝子産物を含む。例えば、1つの種が2つの機能を示す遺伝子産物をコード
し、当該機能が第2の種において異なる遺伝子に分けられた場合は、これら3つの遺伝子及
びそれらの対応する生成物はオルソログと見なされる。生化学生成物の成長連結生成を含
む生成では、導入又は破壊すべき代謝活性を保持するオルソログ遺伝子を非天然微生物の
構築に選択すべきであることを当業者は理解するであろう。分離可能な活性を示すオルソ
ログの例は、異なる活性が、2つ以上の種の間又は単一種内の異なる遺伝子産物に分離さ
れた場合である。具体例は、2種類のセリンプロテアーゼ活性であるエラスターゼタンパ
ク質分解とプラスミノーゲンタンパク質分解をプラスミノーゲン活性化因子及びエラスタ
ーゼとしての異なる分子に分離することである。第2の例は、マイコプラズマ5'-3'エキソ
ヌクレアーゼ及びドロソフィラDNAポリメラーゼIII活性の分離である。第1の種由来のDNA
ポリメラーゼは、第2の種由来のエキソヌクレアーゼ又はポリメラーゼのいずれか又は両
方に対してオルソログであり、且つその逆も同じであると見なすことができる。
【００３４】
　対照的に、パラログは、例えば、複製、そしてその後の進化的分岐によって関連づけら
れるホモログであり、類似又は共通するが、同一でない機能を有する。パラログは、例え
ば同一種又は異なる種から由来又は派生し得る。例えば、ミクロソームエポキシドヒドロ
ラーゼ(エポキシドヒドロラーゼI)及び可溶性エポキシドヒドロラーゼ(エポキシドヒドロ
ラーゼII)は、同じ種において異なる反応を触媒し、且つ2つの異なる機能を有する、共通
の祖先から同時進化した2つの異なる酵素を表すため、パラログであると見なすことがで
きる。パラログは、互いに著しい配列類似性を有する同一種由来のタンパク質であり、そ
れは、それらが相同であるか、又は共通の祖先からの同時進化を介して関連づけられてい
ることを示唆する。パラログタンパク質系列のグループは、HipAホモログ、ルシフェラー



(17) JP 2013-507145 A 2013.3.4

10

20

30

40

50

ゼ遺伝子及びペプチダーゼ等を含む。
【００３５】
　非オルソログ遺伝子置換は、異なる種における参照遺伝子機能に代わることができる1
つの種からの非オルソログ遺伝子である。置換は、例えば、異なる種における参照機能と
比較して、本来の種における実質的に同様又は類似の機能を実施できることを含む。一般
に、非オルソログ遺伝子置換は、参照機能をコードしている既知の遺伝子に構造的に関連
するものとして識別可能であるが、構造的関連性が低いが、機能的に類似の遺伝子及びそ
れらの対応する遺伝子産物も、本明細書に使用されるときの該用語の意味の範囲内に含ま
れる。機能的類似性は、例えば、置換しようとする機能をコードしている遺伝子と比較し
て、非オルソログ遺伝子産物の活性部位又は結合領域において少なくともある程度の構造
的類似性を必要とする。従って、非オルソログ遺伝子は、例えば、パラログ又は非関連遺
伝子を含む。
【００３６】
　従って、4-HB、GBL、4-HBal、4-HBCoA、BDO及び/又はプトレシン生合成能を有する本発
明の非天然微生物体を同定及び構築するのに際して、当業者は、本明細書に示される教示
及び指針を特定の種に適用すると、代謝修飾の同定が、オルソログの同定及び包含又は不
活性化を含み得ることを理解するであろう。パラログ及び/又は非オルソログ遺伝子置換
が、類似又は実質的に類似の代謝反応を触媒する酵素をコードしている被参照微生物に存
在する範囲で、当業者は、これらの進化的に関連する遺伝子を利用することもできる。
【００３７】
　オルソログ、パラログ及び非オルソログ遺伝子置換を当業者に周知の方法によって決定
することができる。例えば、2つのポリペプチドについての核酸又はアミノ酸配列の調査
は、比較配列間の配列同一性及び類似性を明らかにすることになる。そのような類似性に
基づいて、当業者は、タンパク質が共通の祖先からの進化を介して関連することを示すの
に十分に高度な類似性であるかどうかを判断することができる。Align、BLAST及びClusta
l W等の当業者に周知のアルゴリズムは、生の配列類似性又は同一性を比較及び判断する
とともに、重み又はスコアを割り当てることができる配列のギャップの存在又は有意性を
判断する。そのようなアルゴリズムも当該技術分野で既知であり、ヌクレオチド配列類似
性又は同一性を判断するのに同様に適用可能である。関連性を判断するための十分な類似
性についてのパラメータは、統計的類似性、又はランダムポリペプチドにおける類似の対
応を見いだす可能性、及び決定された対応の有意性を計算するための周知の方法に基づい
て計算される。望まれる場合は、2つ以上の配列のコンピュータ比較を当業者によって視
覚的に最適化することもできる。関連遺伝子産物又はタンパク質は、高い類似性、例えば
、25％～100％の配列同一性を有することが期待できる。関連しないタンパク質は、十分
なサイズのデータベースを走査した場合に、偶然に生じることが期待される程度(約5％)
と本質的に同じである同一性を有し得る。5％～24％の配列は、比較した配列が関連する
ことを結論づけるための十分な相同性を表す場合もあるし、表さない場合もある。データ
セットのサイズが与えられた当該対応の有意性を判断するための追加の統計解析を実施し
て、これらの配列の関連性を判断することができる。
【００３８】
　BLASTアルゴリズムを使用して2つ以上の配列の関連性を判断するための例示的なパラメ
ータを、例えば、以下の記載のようにすることができる。簡単に述べると、BLASTPバージ
ョン2.0.8(1999年1月5日)及び以下のパラメータ：Matrix:0 BLOSUM62；gap open:11；gap
 extension:1；x_dropoff:50；expect:10.0；wordsize:3；filter:onを使用して、アミノ
酸配列アラインメントを実施することができる。BLASTNバージョン2.0.6(1998年9月16日)
及び以下のパラメータ：Match:1；mismatch:-2；gap open:5；gap extension:2；x_dropo
ff:50；expect:10.0；wordsize:11；filter:offを使用して、核酸配列アラインメントを
実施することができる。例えば比較の厳密さを向上又は低下させ、2つ以上の配列の関連
性を判断するために上記パラメータにどのような修正を加えることができるかを当業者は
把握するであろう。
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【００３９】
　4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼ、CoA非依存性コハク酸セミアルデヒドデヒド
ロゲナーゼ、スクシニル-CoAシンテターゼ、CoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロ
ゲナーゼ、グルタミン酸:コハク酸セミアルデヒドトランスアミナーゼ、アルファ-ケトグ
ルタル酸デカルボキシラーゼ、又はグルタミン酸デカルボキシラーゼをコードしている少
なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒドロキシブタン酸(4-HB)生合成経路を有する微生物
体を含む非天然微生物生触媒又は微生物体であって、該外因性核酸が、モノマー4-ヒドロ
キシブタン酸(4-HB)を生成するのに十分な量で発現される非天然微生物生触媒又は微生物
体が本明細書で開示される。4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼは、4-ヒドロキシ酪
酸デヒドロゲナーゼ又は4-HBデヒドロゲナーゼとも称する。スクシニル-CoAシンテターゼ
は、スクシニル-CoAシンターゼ又はスクシニル-CoAリガーゼとも称する。
【００４０】
　4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼ、スクシニル-CoAシンテターゼ、CoA依存性コ
ハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ、又はα-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼを
コードしている少なくとも1つの外因性核酸を有する4-ヒドロキシブタン酸(4-HB)生合成
経路を有する微生物体を含む非天然微生物生触媒又は微生物体であって、該外因性核酸が
、モノマー4-ヒドロキシブタン酸(4-HB)を生成するのに十分な量で発現される非天然微生
物生触媒又は微生物体も本明細書で開示される。
【００４１】
　非天然微生物生触媒又は微生物体は、本発明の化合物を生合成生成するための代謝反応
の組合せを使用する微生物体を含むことができる。生合成された化合物を細胞内で生成し
、且つ/又は培養培地に分泌することができる。非天然微生物によって生成される例示的
な化合物としては、例えば、4-ヒドロキシブタン酸、1,4-ブタンジオール及びγ-ブチロ
ラクトンが挙げられる。
【００４２】
　一実施態様において、非天然微生物体は、4-HBを生成するように操作される。この化合
物は、1,4-ブタンジオール系列の化合物への1つの有用な入口点である。コハク酸から、
又はスクシニル-CoAを介してコハク酸から、又はα-ケトグルタル酸から4-HBを形成する
ための生化学反応を図1の工程1～8に示す。
【００４３】
　出発成分からBDO、4-HBal、4-HBCoA及び/又はプトレシン生成物への変換が達成される
のであれば、BDO、4-HBal、4-HBCoA及び/又はプトレシン経路の適切な酵素の任意の組合
せを使用できることが理解される。従って、本明細書に開示されている代謝経路のいずれ
かを利用できること、及び本明細書に開示されているように、所望の経路を達成するため
に適切な酵素をどのように選択すべきかを当業者が十分理解することが理解される。
【００４４】
　別の実施態様において、1,4-ブタンジオール(BDO)を生成するのに十分な量で発現され
るBDO経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含むBDO経路を有する微生
物体を含む非天然微生物体であって、該BDO経路が、4-アミノ酪酸-CoAトランスフェラー
ゼ、4-アミノブチリルCoAヒドロラーゼ、4-アミノ酪酸-CoAリガーゼ、4-アミノブチリル-
CoAオキシドレダクターゼ(脱アミノ化)、4-アミノブチリル-CoAトランスアミナーゼ、又
は4-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドロゲナーゼを含む非天然微生物体が本明細書で開示さ
れる(実施例VII表17参照)。このBDO経路は、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ(ア
ルコール形成)、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ、又は1,4-ブタンジオールデヒ
ドロゲナーゼを更に含むことができる。
【００４５】
　本明細書に開示されているように、該経路の様々な組合せを利用できることが当業者に
理解される。例えば、非天然微生物体において、核酸は、4-アミノ酪酸-CoAトランスフェ
ラーゼ、4-アミノブチリル-CoAヒドロラーゼ又は4-アミノ酪酸-CoAリガーゼ；4-アミノブ
チリル-CoAオキシドレダクターゼ(脱アミノ化)又は4-アミノブチリル-CoAトランスアミナ
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ーゼ；及び、4-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドロゲナーゼをコードすることができる。他
の例示的な組合せを以下に具体的に記載し、図8～13に更に見いだすことができる。例え
ば、BDO経路は、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)、4-ヒドロキ
シブチリル-CoAレダクターゼ、又は1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼを更に含むこと
ができる。
【００４６】
　加えて、BDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードしている少なく
とも1つの外因性核酸を含むBDO経路を有する微生物体を含む非天然微生物体であって、該
BDO経路が、4-アミノ酪酸-CoAトランスフェラーゼ、4-アミノブチリルCoAヒドロラーゼ、
4-アミノ酪酸-CoAリガーゼ、4-アミノブチリル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)、4-ア
ミノブチリル-CoAレダクターゼ、4-アミノブタン-1-オールデヒドロゲナーゼ、4-アミノ
ブタン-1-オールオキシドレダクターゼ(脱アミノ化)又は4-アミノブタン-1-オールトラン
スアミナーゼを含み、且つ1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼを更に含むことができる
、非天然微生物体が本明細書で開示される(実施例VII及び表18)。例えば、該外因性核酸
は、4-アミノ酪酸-CoAトランスフェラーゼ、4-アミノブチリル-CoAヒドロラーゼ、又は4-
アミノ酪酸-CoAリガーゼ；4-アミノブチリル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)；及び4-
アミノブタン-1-オールオキシドレダクターゼ(脱アミノ化)又は4-アミノブタン-1-オール
トランスアミナーゼをコードすることができる。加えて、該核酸は、4-アミノ酪酸-CoAト
ランスフェラーゼ、4-アミノブチリル-CoAヒドロラーゼ、又は4-アミノ酪酸-CoAリガーゼ
；4-アミノブチリル-CoAレダクターゼ；4-アミノブタン-1-オールデヒドロゲナーゼ；及
び4-アミノブタン-1-オールオキシドレダクターゼ(脱アミノ化)又は4-アミノブタン-1-オ
ールトランスアミナーゼをコードすることができる。
【００４７】
　同じくBDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードしている少なくと
も1つの外因性核酸を含むBDO経路を有する微生物体を含む非天然微生物体であって、該BD
O経路が、4-アミノ酪酸キナーゼ、4-アミノブチルアルデヒドデヒドロゲナーゼ(リン酸化
)、4-アミノブタン-1-オールデヒドロゲナーゼ、4-アミノブタン-1-オールオキシドレダ
クターゼ(脱アミノ化)、4-アミノブタン-1-オールトランスアミナーゼ、[(4-アミノブタ
ノリル)オキシ]ホスホン酸オキシドレダクターゼ(脱アミノ化)、[(4-アミノブタノリル)
オキシ]ホスホン酸トランスアミナーゼ、4-ヒドロキシブチリル-リン酸デヒドロゲナーゼ
、又は4-ヒドロキシブチルアルデヒドデヒドロゲナーゼ(リン酸化)を含む非天然微生物体
が本明細書で開示される(実施例VII及び表19)。例えば、外因性核酸は、4-アミノ酪酸キ
ナーゼ；4-アミノブチルアルデヒドデヒドロゲナーゼ(リン酸化)；4-アミノブタン-1-オ
ールデヒドロゲナーゼ；及び4-アミノブタン-1-オールオキシドレダクターゼ(脱アミノ化
)又は4-アミノブタン-1-オールトランスアミナーゼをコードすることができる。代替的に
、外因性核酸は、4-アミノ酪酸キナーゼ；[(4-アミノブタノリル)オキシ]ホスホン酸オキ
シドレダクターゼ(脱アミノ化)又は[(4-アミノブタノリル)オキシ]ホスホン酸トランスア
ミナーゼ；4-ヒドロキシブチリル-リン酸デヒドロゲナーゼ；及び4-ヒドロキシブチルア
ルデヒドデヒドロゲナーゼ(リン酸化)をコードすることができる。
【００４８】
　加えて、BDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードしている少なく
とも1つの外因性核酸を含むBDO経路を有する微生物体を含む非天然微生物体であって、該
BDO経路が、アルファ-ケトグルタル酸5-キナーゼ、2,5-ジオキソペンタン酸セミアルデヒ
ドデヒドロゲナーゼ(リン酸化)、2,5-ジオキソペンタン酸レダクターゼ、アルファ-ケト
グルタル酸-CoAトランスフェラーゼ、アルファ-ケトグルタリル-CoAヒドロラーゼ、アル
ファ-ケトグルタリル-CoAリガーゼ、アルファ-ケトグルタリル-CoAレダクターゼ、5-ヒド
ロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ、アルファ-ケトグルタリル-CoAレダクター
ゼ(アルコール形成)、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼ、又は5-ヒ
ドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)を含む非天然微生物体も本明細
書で開示される(実施例VIII及び表20)。該BDO経路は、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダク
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ターゼ(アルコール形成)、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ、又は1,4-ブタンジオ
ールデヒドロゲナーゼを更に含むことができる。例えば、外因性核酸は、アルファ-ケト
グルタル酸5-キナーゼ；2,5-ジオキソペンタン酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(リン
酸化)；2,5-ジオキソペンタン酸レダクターゼ；及び5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デ
カルボキシラーゼをコードすることができる。代替的に、外因性核酸は、アルファ-ケト
グルタル酸5-キナーゼ；2,5-ジオキソペンタン酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(リン
酸化)；2,5-ジオキソペンタン酸レダクターゼ；及び5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デ
ヒドロゲナーゼ(脱炭酸)をコードすることができる。代替的に、外因性核酸は、アルファ
-ケトグルタル酸-CoAトランスフェラーゼ、アルファ-ケトグルタリル-CoAヒドロラーゼ又
はアルファ-ケトグルタリル-CoAリガーゼ；アルファ-ケトグルタリル-CoAレダクターゼ、
5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ；及び5-ヒドロキシ-2-オキソペンタ
ン酸デカルボキシラーゼをコードすることができる。別の実施態様において、外因性核酸
は、アルファ-ケトグルタル酸-CoAトランスフェラーゼ、アルファ-ケトグルタリル-CoAヒ
ドロラーゼ、又はアルファ-ケトグルタリル-CoAリガーゼ；アルファ-ケトグルタリル-CoA
レダクターゼ、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ、及び5-ヒドロキシ-
2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)をコードすることができる。代替的に、外
因性核酸は、アルファ-ケトグルタル酸-CoAトランスフェラーゼ、アルファ-ケトグルタリ
ル-CoAヒドロラーゼ、又はアルファ-ケトグルタリル-CoAリガーゼ；アルファ-ケトグルタ
リル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)；及び5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカル
ボキシラーゼをコードすることができる。更に別の実施態様において、外因性核酸は、ア
ルファ-ケトグルタル酸-CoAトランスフェラーゼ、アルファ-ケトグルタリル-CoAヒドロラ
ーゼ、又はアルファ-ケトグルタリル-CoAリガーゼ；アルファ-ケトグルタリル-CoAレダク
ターゼ(アルコール形成)；及び5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭
酸)をコードすることができる。
【００４９】
　更に、BDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードしている少なくと
も1つの外因性核酸を含むBDO経路を有する微生物体を含む非天然微生物体であって、該BD
O経路が、グルタミン酸-CoAトランスフェラーゼ、グルタミル-CoAヒドロラーゼ、グルタ
ミル-CoAリガーゼ、グルタミン酸5-キナーゼ、グルタミン酸-5-セミアルデヒドデヒドロ
ゲナーゼ(リン酸化)、グルタミル-CoAレダクターゼ、グルタミン酸-5-セミアルデヒドレ
ダクターゼ、グルタミル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)、2-アミノ-5-ヒドロキシペ
ンタン酸オキシドレダクターゼ(脱アミノ化)、2-アミノ-5-ヒドロキシペンタン酸トラン
スアミナーゼ、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼ、5-ヒドロキシ-2-
オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)を含む非天然微生物体が本明細書で開示され
る(実施例IX及び表21参照)。例えば、外因性核酸は、グルタミン酸-CoAトランスフェラー
ゼ、グルタミル-CoAヒドロラーゼ、又はグルタミル-CoAリガーゼ；グルタミル-CoAレダク
ターゼ；グルタミン酸-5-セミアルデヒドレダクターゼ；2-アミノ-5-ヒドロキシペンタン
酸オキシドレダクターゼ(脱アミノ化)又は2-アミノ-5-ヒドロキシペンタン酸トランスア
ミナーゼ；及び5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼ又は5-ヒドロキシ-
2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)をコードすることができる。代替的に、外
因性核酸は、グルタミン酸5-キナーゼ；グルタミン酸-5-セミアルデヒドデヒドロゲナー
ゼ(リン酸化)；グルタミン酸-5-セミアルデヒドレダクターゼ；2-アミノ-5-ヒドロキシペ
ンタン酸オキシドレダクターゼ(脱アミノ化)又は2-アミノ-5-ヒドロキシペンタン酸トラ
ンスアミナーゼ；及び5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼ又は5-ヒド
ロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)をコードすることができる。更に
別の実施態様において、外因性核酸は、グルタミン酸-CoAトランスフェラーゼ、グルタミ
ル-CoAヒドロラーゼ、又はグルタミル-CoAリガーゼ；グルタミル-CoAレダクターゼ(アル
コール形成)；2-アミノ-5-ヒドロキシペンタン酸オキシドレダクターゼ(脱アミノ化)又は
2-アミノ-5-ヒドロキシペンタン酸トランスアミナーゼ；及び5-ヒドロキシ-2-オキソペン
タン酸デカルボキシラーゼ又は5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭
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酸)をコードすることができる。更に別の実施態様において、外因性核酸は、グルタミン
酸5-キナーゼ；グルタミン酸-5-セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(リン酸化)；2-アミノ-
5-ヒドロキシペンタン酸オキシドレダクターゼ(脱アミノ化)又は2-アミノ-5-ヒドロキシ
ペンタン酸トランスアミナーゼ；及び、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカルボキシ
ラーゼ又は5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)をコードするこ
とができる。
【００５０】
　また、BDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードしている少なくと
も1つの外因性核酸を含むBDO経路を有する微生物体を含む非天然微生物体であって、該BD
O経路が、3-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドロゲナーゼ、3-ヒドロキシブチリル-CoAデヒ
ドラターゼ、ビニルアセチル-CoAΔ-イソメラーゼ、又は4-ヒドロキシブチリル-CoAデヒ
ドラターゼを含む非天然微生物体が本明細書で開示される(実施例X及び表22参照)。例え
ば、外因性核酸は、3-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドロゲナーゼ；3-ヒドロキシブチリル
-CoAデヒドラターゼ；ビニルアセチル-CoAΔ-イソメラーゼ；及び4-ヒドロキシブチリル-
CoAデヒドラターゼをコードすることができる。
【００５１】
　更に、BDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードしている少なくと
も1つの外因性核酸を含むBDO経路を有する微生物体を含む非天然微生物体であって、該BD
O経路が、ホモセリンデアミナーゼ、ホモセリンCoAトランスフェラーゼ、ホモセリン-CoA
ヒドロラーゼ、ホモセリン-CoAリガーゼ、ホモセリン-CoAデアミナーゼ、4-ヒドロキシブ
タ-2-エノイル-CoAトランスフェラーゼ、4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAヒドロラーゼ
、4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAリガーゼ、4-ヒドロキシブタ-2-エン酸レダクターゼ
、4-ヒドロキシブチリル-CoA-トランスフェラーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAヒドロラ
ーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAリガーゼ、又は4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAレダ
クターゼを含む非天然微生物体が本明細書で開示される(実施例XI及び表23参照)。例えば
、外因性核酸は、ホモセリンデアミナーゼ；4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAトランス
フェラーゼ、4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAヒドロラーゼ、4-ヒドロキシブタ-2-エノ
イル-CoAリガーゼ；4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAレダクターゼをコードすることが
できる。代替的に、外因性核酸は、ホモセリンCoAトランスフェラーゼ、ホモセリン-CoA
ヒドロラーゼ、又はホモセリン-CoAリガーゼ；ホモセリン-CoAデアミナーゼ；及び4-ヒド
ロキシブタ-2-エノイル-CoAレダクターゼをコードすることができる。更なる実施態様に
おいて、外因性核酸は、ホモセリンデアミナーゼ；4-ヒドロキシブタ-2-エン酸レダクタ
ーゼ；及び4-ヒドロキシブチリル-CoAトランスフェラーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAヒ
ドロラーゼ、又は4-ヒドロキシブチリル-CoAリガーゼをコードすることができる。代替的
に、外因性核酸は、ホモセリン-CoAトランスフェラーゼ、ホモセリン-CoAヒドロラーゼ、
又はホモセリン-CoAリガーゼ；ホモセリン-CoAデアミナーゼ；及び4-ヒドロキシブタ-2-
エノイル-CoAレダクターゼをコードすることができる。
【００５２】
　更に、BDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードしている少なくと
も1つの外因性核酸を含むBDO経路を有する微生物体を含む非天然微生物体であって、該BD
O経路が、スクシニル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)、4-ヒドロキシブチリル-CoAヒ
ドロラーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAリガーゼ、4-ヒドロキシブタナールデヒドロゲナ
ーゼ(リン酸化)を含む非天然微生物体が本明細書で開示される(表15参照)。当該BDO経路
は、スクシニル-CoAレダクターゼ、4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ、4-ヒドロキシブ
チリル-CoAトランスフェラーゼ、4-ヒドロキシ酪酸キナーゼ、ホスホトランス-4-ヒドロ
キシブチリラーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoA
レダクターゼ(アルコール形成)、又は1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼを更に含むこ
とができる。
【００５３】
　加えて、BDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードしている少なく
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とも1つの外因性核酸を含むBDO経路を有する微生物体を含む非天然微生物体であって、該
BDO経路が、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ、4-アミノ酪酸オキシドレダクターゼ(脱アミ
ノ化)、4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ、グルタミン酸デカルボキシラーゼ、4-ヒドロ
キシブチリル-CoAヒドロラーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAリガーゼ、4-ヒドロキシブタ
ナールデヒドロゲナーゼ(リン酸化)を含む非天然微生物体が本明細書で開示される(表16
参照)。当該BDO経路は更に、アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ、4-ヒドロキ
シ酪酸デヒドロゲナーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAトランスフェラーゼ、4-ヒドロキシ
酪酸キナーゼ、ホスホトランス-4-ヒドロキシブチリラーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoA
レダクターゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)、又は1,4-ブタ
ンジオールデヒドロゲナーゼを含むことができる。
【００５４】
　上記経路は、単に例示である。当業者は、要望に応じて、本明細書に開示されるものか
ら適切な経路を容易に選択して、好適なBDO経路又は他の代謝経路を得ることができる。
【００５５】
　本発明は、生成物を増加させるか、又は望ましくない副産物を減少させることによって
BDOなどの所望の生成物の生成の向上を可能にする遺伝子修飾された生物体を提供する。
本明細書に開示されているように、本発明は、1,4-ブタンジオール(BDO)を生成するのに
十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含むBD
O経路を有する微生物体を含む非天然微生物体を提供する。一実施態様において、微生物
体は、外因性スクシニル-CoAシンテターゼを発現するように遺伝子修飾されている(実施
例XII参照)。例えば、スクシニル-CoAシンテターゼは、エシェリキア・コリsucCD遺伝子
によってコードすることができる。
【００５６】
　別の実施態様において、微生物体は、外因性アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラ
ーゼを発現するように遺伝子修飾されている(実施例XIII参照)。例えば、アルファ-ケト
グルタル酸デカルボキシラーゼは、マイコバクテリウム・ボビス(Mycobacterium bovis)s
ucA遺伝子によってコードすることができる。更に別の実施態様において、微生物体は、
外因性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ及び4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ
並びに場合により4-ヒドロキシブチリル-CoA/アセチル-CoAトランスフェラーゼを発現す
るように遺伝子修飾されている(実施例XIII参照)。例えば、コハク酸セミアルデヒドデヒ
ドロゲナーゼ(CoA依存性)、4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ及び4-ヒドロキシブチリ
ル-CoA/アセチル-CoAトランスフェラーゼは、ポルフィロモナス・ギンギバリス(Porphyro
monas gingivalis)W83遺伝子によってコードすることができる。更なる実施態様において
、微生物体は、外因性酪酸キナーゼ及びホスホトランスブチリラーゼを発現するように遺
伝子修飾されている(実施例XIII参照)。例えば、酪酸キナーゼ及びホスホトランスブチリ
ラーゼは、クロストリジウム・アセトブチリクム(Clostridium acetobutilicum)buk1及び
ptb遺伝子によってコードすることができる。
【００５７】
　更に別の実施態様において、微生物体は、外因性4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクター
ゼを発現するように遺伝子修飾されている(実施例XIII参照)。例えば、4-ヒドロキシブチ
リル-CoAレダクターゼは、クロストリジウム・ベイジェリンキー(Clostridium beijerinc
kii)ald遺伝子によってコードすることができる。加えて本発明の実施態様において、微
生物体は、外因性4-ヒドロキシブタナールレダクターゼを発現するように遺伝子修飾され
ている(実施例XIII参照))。例えば、4-ヒドロキシブタナールレダクターゼは、ゲオバシ
ルス・サーモグルコシダシウス(Geobacillus thermoglucosidasius)adh1遺伝子によって
コードすることができる。別の実施態様において、微生物体は、外因性ピルビン酸デヒド
ロゲナーゼサブユニットを発現するように遺伝子修飾されている(実施例XIV参照)。例え
ば、外因性ピルビン酸デヒドロゲナーゼはNADH非感受性であり得る。ピルビン酸デヒドロ
ゲナーゼサブユニットは、クレブシエラ・ニューモニエ(Klebsiella pneumonia)lpdA遺伝
子によってコードすることができる。特定の実施態様において、微生物体のピルビン酸デ
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ヒドロゲナーゼサブユニット遺伝子にピルビン酸ギ酸リアーゼプロモーターの制御を受け
させることができる。
【００５８】
　更に別の実施態様において、微生物体は、好気性呼吸器制御調節系をコードしている遺
伝子を破壊するように遺伝子修飾されている(実施例XV参照)。例えば、この破壊は、arcA
遺伝子の破壊であり得る。当該生物体は、リンゴ酸デヒドロゲナーゼをコードしている遺
伝子の破壊を更に含むことができる。更なる実施態様において、微生物体は、外因性NADH
非感受性クエン酸シンターゼを発現するように遺伝子修飾されている(実施例XV参照)。例
えば、NADH非感受性クエン酸シンターゼは、gltAのR163L変異体などのgltAによってコー
ドすることができる。更に別の実施態様において、微生物体は、外因性ホスホエノールピ
ルビン酸カルボキシキナーゼを発現するように遺伝子修飾されている(実施例XVI参照)。
例えば、ホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼは、ヘモフィルス・インフルエン
ザ(Haemophilus influenza)ホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼ遺伝子によっ
てコードすることができる。
【００５９】
　本明細書に開示されている多くの遺伝子修飾のいずれかを単独で、又は本明細書に開示
されている遺伝子修飾の1つ以上との様々な組み合わせで使用して、BDO生成微生物体にお
けるBDOの生成を増大させることができることが理解される。特定の実施態様において、
微生物体は、BDOの生成の増大をもたらすあらゆる遺伝子修飾を取り込むように遺伝子修
飾することができる。特定の実施態様において、BDO経路を含む微生物体は、外因性スク
シニル-CoAシンテターゼを発現し；外因性アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ
を発現し；外因性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ及び4-ヒドロキシ酪酸デヒド
ロゲナーゼ並びに場合により4-ヒドロキシブチリル-CoA/アセチル-CoAトランスフェラー
ゼを発現し；外因性酪酸キナーゼ及びホスホトランスブチリラーゼを発現し；外因性4-ヒ
ドロキシブチリル-CoAレダクタ-ゼを発現し；且つ、外因性4-ヒドロキシブタナールレダ
クターゼを発現し；外因性ピルビン酸デヒドロゲナーゼを発現し；好気性呼吸器制御調節
系をコードしている遺伝子を破壊し；外因性NADH非感受性クエン酸シンテターゼを発現し
；並びに、外因性ホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼを発現するように遺伝子
修飾することができる。生成の向上のための当該菌株は、実施例XII～XIXに記載されてい
る。従って上記修飾に加えて、当該菌株は、本明細書に開示されている他の修飾を更に含
み得ることが理解される。当該修飾としては、内因性乳酸デヒドロゲナーゼ(ldhA)、アル
コールデヒドロゲナーゼ(adhE)、及び/又はピルビン酸ギ酸リアーゼ(pflB)の欠失が挙げ
られるが、それらに限定されない(実施例XII～XIX及び表28参照)。
【００６０】
　加えて、外因的に発現される酵素をコードしている1つ以上の遺伝子が宿主生物体のfim
D座に組み込まれている微生物体が提供される(実施例XVII参照)。例えば、BDO経路酵素を
コードしている1つ以上の遺伝子を、BDOの生成の増大のためにfimD座に組み込むことがで
きる。更に、BDOの生成を増大させる非ホスホトランスフェラーゼスクロース取り込み系
を発現する微生物体が提供される。
【００６１】
　本明細書に開示されている遺伝子修飾微生物体は、特定のBDO経路酵素を含む微生物体
で例示されるが、当該改変を、遺伝子修飾の存在下での生成の増強に好適なBDO、4-HBal
、4-HBCoA及び/又はプトレシン経路を有する任意の微生物体に取り込むことができること
が理解される。従って、本発明の微生物体は、本明細書に開示されているBDO、4-HBal、4
-HBCoA及び/又はプトレシン経路のいずれかを有することができる。例えば、BDO経路は、
4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼ、スクシニル-CoAシンテターゼ、CoA-依存性コハ
ク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ、4-ヒドロキシ酪酸:CoAトランスフェラーゼ、4-酪
酸キナーゼ、ホスホトランスブチリラーゼ、アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラー
ゼ、アルデヒドデヒドロゲナーゼ、アルコールデヒドロゲナーゼ又はアルデヒド/アルコ
ールデヒドロゲナーゼを含むことができる(図1参照)。代替的に、BDO経路は、4-アミノ酪
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酸-CoAトランスフェラーゼ、4-アミノブチリル-CoAヒドロラーゼ、4-アミノ酪酸-CoAリガ
ーゼ、4-アミノブチリル-CoAオキシドレダクターゼ(脱アミノ化)、4-アミノブチリル-CoA
トランスアミナーゼ、又は4-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドロゲナーゼを含むことができ
る(表17参照)。当該BDO経路は、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ(アルコール形成
)、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ、又は1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼ
を更に含むことができる。
【００６２】
　加えて、BDO経路は、4-アミノ酪酸-CoAトランスフェラーゼ、4-アミノブチリル-CoAヒ
ドロラーゼ、4-アミノ酪酸-CoAリガーゼ、4-アミノブチリル-CoAレダクターゼ(アルコー
ル形成)、4-アミノブチリル-CoAレダクターゼ、4-アミノブタン-1-オールデヒドロゲナー
ゼ、4-アミノブタン-1-オールオキシドレダクターゼ(脱アミノ化)又は4-アミノブタン-1-
オールトランスアミナーゼを含むことができる(表18参照)。また、BDO経路は、4-アミノ
酪酸キナーゼ、4-アミノブチルアルデヒドデヒドロゲナーゼ(リン酸化)、4-アミノブタン
-1-オールデヒドロゲナーゼ、4-アミノブタン-1-オールオキシドレダクターゼ(脱アミノ
化)、4-アミノブタン-1-オールトランスアミナーゼ、[(4-アミノブタノリル)オキシ]ホス
ホン酸オキシドレダクターゼ(脱アミノ化)、[(4-アミノブタノリル)オキシ]ホスホン酸ト
ランスアミナーゼ、4-ヒドロキシブチリル-リン酸デヒドロゲナーゼ、又は4-ヒドロキシ
ブチルアルデヒドデヒドロゲナーゼ(リン酸化)を含むことができる(表19参照)。当該経路
は、1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼを更に含むことができる。
【００６３】
　BDO経路は、アルファ-ケトグルタル酸5-キナーゼ、2,5-ジオキソペンタン酸セミアルデ
ヒドデヒドロゲナーゼ(リン酸化)、2,5-ジオキソペンタン酸レダクターゼ、アルファ-ケ
トグルタル酸-CoAトランスフェラーゼ、アルファ-ケトグルタリル-CoAヒドロラーゼ、ア
ルファ-ケトグルタリル-CoAリガーゼ、アルファ-ケトグルタリル-CoAレダクターゼ、5-ヒ
ドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ、アルファ-ケトグルタリル-CoAレダクタ
ーゼ(アルコール形成)、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼ、又は5-
ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)を含むこともできる(表20参照
)。当該BDO経路は、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)、4-ヒドロ
キシブチリル-CoAレダクターゼ、又は1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼを更に含むこ
とができる。加えて、BDO経路は、グルタミン酸-CoAトランスフェラーゼ、グルタミル-Co
Aヒドロラーゼ、グルタミル-CoAリガーゼ、グルタミン酸5-キナーゼ、グルタミン酸-5-セ
ミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(リン酸化)、グルタミル-CoAレダクターゼ、グルタミン酸
-5-セミアルデヒドレダクターゼ、グルタミル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)、2-ア
ミノ-5-ヒドロキシペンタン酸オキシドレダクターゼ(脱アミノ化)、2-アミノ-5-ヒドロキ
シペンタン酸トランスアミナーゼ、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラー
ゼ、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)を含むことができる(表
21参照)。当該BDO経路は、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)、4-
ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ、又は1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼを更に
含むことができる。
【００６４】
　加えて、BDO経路は、3-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドロゲナーゼ、3-ヒドロキシブチ
リル-CoAデヒドラターゼ、ビニルアセチル-CoAΔ-イソメラーゼ、又は4-ヒドロキシブチ
リル-CoAデヒドラターゼを含むことができる(表22参照)。また、BDO経路は、ホモセリン
デアミナーゼ、ホモセリンCoAトランスフェラーゼ、ホモセリンCoAヒドロラーゼ、ホモセ
リンCoAリガーゼ、ホモセリンCoAデアミナーゼ、4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAトラ
ンスフェラーゼ、4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAヒドロラーゼ、4-ヒドロキシブタ-2-
エノイル-CoAリガーゼ、4-ヒドロキシブタ-2-エン酸レダクターゼ、4-ヒドロキシブチリ
ル-CoAトランスフェラーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAヒドロラーゼ、4-ヒドロキシブチ
リル-CoAリガーゼ、又は4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAレダクターゼを含むことがで
きる(表23参照)。当該BDO経路は、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ(アルコール形
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成)、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ、又は1,4-ブタンジオールデヒドロゲナー
ゼを更に含むことができる。
【００６５】
　BDO経路は、スクシニル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)、4-ヒドロキシブチリル-Co
Aヒドロラーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAリガーゼ、又は4-ヒドロキシブタナールデヒ
ドロゲナーゼ(リン酸化)を更に含むことができる(表15参照)。当該経路は、スクシニル-C
oAレダクターゼ、4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAトラン
スフェラーゼ、4-ヒドロキシ酪酸キナーゼ、ホスホトランス-4-ヒドロキシブチリラーゼ
、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ(ア
ルコール形成)、又は1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼを更に含むことができる。ま
た、BDO経路は、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ、4-アミノ酪酸オキシドレダクターゼ(脱
アミノ化)、4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ、グルタミン酸デカルボキシラーゼ、4-ヒ
ドロキシブチリル-CoAヒドロラーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAリガーゼ、又は4-ヒドロ
キシブタナールデヒドロゲナーゼ(リン酸化)を含むことができる(表16参照)。当該BDO経
路は、アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ、4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナー
ゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAトランスフェラーゼ、4-ヒドロキシ酪酸キナーゼ、ホスホ
トランス-4-ヒドロキシブチリラーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ、4-ヒド
ロキシブチリル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)、又は1,4-ブタンジオールデヒドロゲ
ナーゼを更に含むことができる。
【００６６】
　本発明は加えて、4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-ヒド
ロキシブタナール経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒドロ
キシブタナール経路を含む非天然微生物体であって、該4-ヒドロキシブタナール経路が、
スクシニル-CoAレダクターゼ(アルデヒド形成)；4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ；及
び、4-ヒドロキシ酪酸レダクターゼを含む、非天然微生物体を提供する(図58、工程A-C-D
参照)。本発明はまた、4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-
ヒドロキシブタナール経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒ
ドロキシブタナール経路を含む非天然微生物体であって、該4-ヒドロキシブタナール経路
が、アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ；4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ
；及び、4-ヒドロキシ酪酸レダクターゼを含む、非天然微生物体を提供する(図58、工程B
-C-D)。
【００６７】
　本発明は更に、4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-ヒドロ
キシブタナール経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒドロキ
シブタナール経路を含む非天然微生物体であって、該4-ヒドロキシブタナール経路が、コ
ハク酸レダクターゼ；4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ、及び4-ヒドロキシ酪酸レダク
ターゼを含む、非天然微生物体を提供する(図62、工程F-C-D参照)。更に別の実施態様に
おいて、本発明は、4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-ヒド
ロキシブタナール経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒドロ
キシブタナール経路を含む非天然微生物体であって、該4-ヒドロキシブタナール経路が、
アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ、又はグルタミン酸デヒドロゲナーゼ又は
グルタミン酸トランスアミナーゼ及びグルタミン酸デカルボキシラーゼ及び4-アミノ酪酸
デヒドロゲナーゼ又は4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ；4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナ
ーゼ；及び、4-ヒドロキシ酪酸レダクターゼを含む、非天然微生物体を提供する(図62、
工程B又は((J若しくはK)-L-(M若しくはN))-C-D参照)。
【００６８】
　本発明はまた、4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-ヒドロ
キシブタナール経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒドロキ
シブタナール経路を含む非天然微生物体であって、該4-ヒドロキシブタナール経路が、ア
ルファ-ケトグルタル酸レダクターゼ；5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナー
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ゼ；及び5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼを含む、非天然微生物体
を提供する(図62、工程X-Y-Z参照)。更に別の実施態様において、本発明は、4-ヒドロキ
シブチリル-CoAを生成するのに十分な量で発現される4-ヒドロキシブチリル-CoA経路酵素
をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒドロキシブチリル-CoA経路を含
む非天然微生物体であって、該4-ヒドロキシブチリル-CoA経路が、アルファ-ケトグルタ
ル酸レダクターゼ；5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ；及び、5-ヒド
ロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)を含む非天然微生物体を提供する(
図62、工程X-Y-AA参照)。
【００６９】
　本発明は加えて、プトレシンを生成するのに十分な量で発現されるプトレシン経路酵素
をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含むプトレシン経路を含む非天然微生物
体であって、該プトレシン経路が、コハク酸レダクターゼ；4-アミノ酪酸デヒドロゲナー
ゼ又は4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ；4-アミノ酪酸レダクターゼ；及び、プトレシン
デヒドロゲナーゼ又はプトレシントランスアミナーゼを含む、非天然微生物体を提供する
(図63、工程F-M/N-C-D/E参照)。更に別の実施態様において、本発明は、プトレシンを生
成するのに十分な量で発現されるプトレシン経路酵素をコードしている少なくとも1つの
外因性核酸を含むプトレシン経路を含む非天然微生物体であって、該プトレシン経路が、
アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ；4-アミノ酪酸デヒドロゲナーゼ又は4-ア
ミノ酪酸トランスアミナーゼ；4-アミノ酪酸レダクターゼ；及び、プトレシンデヒドロゲ
ナーゼ又はプトレシントランスアミナーゼを含む、非天然微生物体を提供する(図63、工
程B-M/N-C-D/E参照)。本発明は加えて、プトレシンを生成するのに十分な量で発現される
プトレシン経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含むプトレシン経路
を含む非天然微生物体であって、該プトレシン経路が、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ又
はグルタミン酸トランスアミナーゼ；グルタミン酸デカルボキシラーゼ；4-アミノ酪酸レ
ダクターゼ；及び、プトレシンデヒドロゲナーゼ又はプトレシントランスアミナーゼを含
む、非天然微生物体を提供する(図63、工程J/K-L-C-D/E参照)。
【００７０】
　別の実施態様において本発明は、プトレシンを生成するのに十分な量で発現されるプト
レシン経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含むプトレシン経路を含
む非天然微生物体であって、該プトレシン経路が、アルファ-ケトグルタル酸レダクター
ゼ；5-アミノ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ又は5-アミノ-2-オキソペンタン酸ト
ランスアミナーゼ；5-アミノ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼ；及び、プトレシ
ンデヒドロゲナーゼ又はプトレシントランスアミナーゼを含む、非天然微生物体を提供す
る(図63、工程O-P/Q-R-D/E参照)。またプトレシンを生成するのに十分な量で発現される
プトレシン経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含むプトレシン経路
を含む非天然微生物体であって、該プトレシン経路が、アルファ-ケトグルタル酸レダク
ターゼ；5-アミノ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ又は5-アミノ-2-オキソペンタン
酸トランスアミナーゼ；オルニチンデヒドロゲナーゼ又はオルニチントランスアミナーゼ
；及び、オルニチンデカルボキシラーゼを含む、非天然微生物体が提供される(図63、工
程O-P/Q-S/T-U参照)。
【００７１】
　更なる実施態様において、本発明は、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路
を有する非天然微生物体であって、該非天然微生物体が、本明細書に開示されたいずれか
の経路の基質を変換する酵素又はタンパク質をコードしている少なくとも1つの外因性核
酸を含むものを提供する(例えば、実施例及び図1、8-13、58、62及び63参照)。BDO生成に
関する例示的実施態様において、微生物体は、基質を生成物へ変換、コハク酸をスクシニ
ル-CoAへ；スクシニル-CoAをコハク酸セミアルデヒドへ；コハク酸セミアルデヒドを4-ヒ
ドロキシ酪酸へ；4-ヒドロキシ酪酸を4-ヒドロキシブチリル-リン酸へ；4-ヒドロキシブ
チリル-リン酸を4-ヒドロキシブチリル-CoAへ；4-ヒドロキシブチリル-CoAを4-ヒドロキ
シブタナールへ；及び、4-ヒドロキシブタナールを1,4-ブタンジオールへからなる群から
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選択されるよう変換することができる。4-HBalを生成する経路において、微生物体は、例
えば、コハク酸をコハク酸セミアルデヒドへ；コハク酸セミアルデヒドを4-ヒドロキシ酪
酸へ；及び、4-ヒドロキシ酪酸を4-ヒドロキシブタナールへ変換することができる。加え
て当該生物体は、BDOを生成するために、4-ヒドロキシブタナールを1,4-ブタンジオール
へ変換する活性を含むことができる。4-HBalを生成する更に別の経路は、例えば、アルフ
ァ-ケトグルタル酸をコハク酸セミアルデヒドへ；コハク酸セミアルデヒドを4-ヒドロキ
シ酪酸へ；及び、4-ヒドロキシ酪酸を4-ヒドロキシブタナールへであることができる。4-
HBalを生成する代替経路は、例えば、アルファ-ケトグルタル酸を2,5-ジオキソペンタン
酸へ；2,5-ジオキソペンタン酸を5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸へ；及び、5-ヒドロ
キシ-2-オキソペンタン酸を4-ヒドロキシブタナールへであることができる。例示的4-ヒ
ドロキシブチリル-CoA経路は、例えば、アルファ-ケトグルタル酸を2,5-ジオキソペンタ
ン酸へ；2,5-ジオキソペンタン酸を5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸へ；及び、5-ヒド
ロキシ-2-オキソペンタン酸を4-ヒドロキシブチリル-CoAへであることができる。例示的
プトレシン経路は、例えば、コハク酸をスクシニル-CoAへ；スクシニル-CoAをコハク酸セ
ミアルデヒドへ；コハク酸セミアルデヒドを4-アミノ酪酸へ；4-アミノ酪酸を4-アミノブ
タナールへ；及び、4-アミノブタナールをプトレシンへであることができる。代替的プト
レシン経路は、例えば、コハク酸をコハク酸セミアルデヒドへ；コハク酸セミアルデヒド
を4-アミノ酪酸へ；4-アミノ酪酸を4-アミノブタナールへ；及び、4-アミノブタナールを
プトレシンへであることができる。当業者は、これらは単なる例示であること、並びに所
望の生成物を生成するのに適した本明細書に開示され且つその適切な活性が変換に利用可
能である任意の基質-生成物対を、本明細書の教示を基に当業者は容易に決定することが
できることを理解するであろう。従って本発明は、酵素又はタンパク質をコードしている
少なくとも1つの外因性核酸を含む非天然微生物体であって、該酵素又はタンパク質が、
経路の基質及び生成物を変換するものを提供する(図1、8-13、58、62及び63参照)。
【００７２】
　概して本発明は、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路を含む微生物体とし
て本明細書に説明されているが、加えて、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経
路の中間体を生成するのに十分な量で発現される4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレ
シン経路酵素又はタンパク質をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む非天然
微生物体を提供することは理解される。例えば、本明細書に記載の4-HB、4-HBal、4-HBCo
A、BDO及びプトレシン経路は、図1、8-13、58、62及び63に例示されている。従って本発
明は、例えばBDOを生成するBDO経路を含む微生物体に加え、更にBDO経路酵素をコードし
ている少なくとも1つの外因性核酸を含む非天然微生物体であって、該微生物体が、該経
路の中間体よりもむしろ生成物としてBDO経路中間体を生成するものを提供する。例えば
図62に示されたひとつの例示的実施態様において、本発明は、中間体よりもむしろ生成物
としてスクシニル-CoA、コハク酸セミアルデヒド、4-ヒドロキシ酪酸、4-ヒドロキシブチ
リル-リン酸、4-ヒドロキシブチリル-CoA、又は4-ヒドロキシブタナールを生成する微生
物体を提供する。別の例示的実施態様は、例えば、中間体よりもむしろ生成物としてアル
ファ-ケトグルタル酸、2,5-ジオキソペンタン酸、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸、又
は4-ヒドロキシブタナールを生成する微生物体を含む。プトレシン経路の例示的実施態様
は、例えば、中間体よりもむしろ生成物としてグルタミン酸、4-アミノ酪酸、又は4-アミ
ノブタナールを生成する微生物体を含む。プトレシン経路の代替的実施態様は、例えば、
中間体よりもむしろ生成物として2,5-ジオキソペンタン酸、5-アミノ-2-オキソペンタン
酸、又はオルニチンを生成する微生物体を含む。
【００７３】
　図1、8-13、58、62及び63の経路を含む、実施例において説明され且つ図面に例示され
たように、本明細書に開示の任意の経路は、所望のように任意の経路中間体又は生成物を
生成する非天然微生物体を作製するために利用することができることが理解される。本明
細書に開示されたように、中間体を生成する当該微生物体は、所望の生成物を生成するた
めに下流の経路酵素を発現する別の微生物体と組み合わせて使用することができる。しか
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し、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路中間体を生成する非天然微生物体は
、所望の生成物として中間体を生成するために利用することができることが理解される。
【００７４】
　代謝反応、その反応物質又は生成物の一般的言及により、或いは被参照代謝反応、反応
物質又は生成物に関連した若しくはそれらを触媒する酵素をコードしている1つ以上の核
酸又は遺伝子の具体的言及により、本発明を本明細書に記載する。別に本明細書に明記さ
れる場合を除いて、当業者は、また、反応の言及が、反応の反応物質及び生成物の言及を
構成することを理解するであろう。同様に、別に本明細書に明記される場合を除いて、ま
た、反応物質又は生成物の言及は、反応を指し、また、これらの代謝構成要素のいずれか
の言及が、被参照反応、反応物質又は生成物を触媒する酵素をコードしている1つ以上の
遺伝子を指す。同様に、代謝生化学、酵素学及びゲノム解析の周知の分野を考慮すると、
本明細書における遺伝子又はコード化核酸の言及は、対応する被コード化酵素及びそれが
触媒する反応、並びに該反応の反応物質及び生成物の言及を構成する。
【００７５】
　本発明の微生物体を使用する生合成様式を介する4-HBの生成は、モノマー4-HBを生成す
ることができるため、特に有用である。本発明の非天然微生物並びに4-HB及びBDO系統の
化合物のそれらの生合成は、また、4-HB生成物が、(1)分泌可能であり；(2)補酵素Aなど
の任意の誘導体化を避けることができ；(3)生合成時の熱力学的変化を回避し；(4)BDOの
直接的な生合成を可能にし；且つ、(5)酸性pH培地における4-HBのγ-ブチロラクトン(GBL
)への自発的化学変換を可能にするため、特に有用である。後者の特性は、また、例えば1
,4-ブタンジオール及び/又はテトラヒドロフラン(THF)などのBDO系統の化合物の効率的な
化学合成又は生合成に特に有用である。
【００７６】
　微生物体は、一般に4-HBを合成する能力が欠如しており、従って、1,4-ブタンジオール
系統の化合物の範囲内であることが本明細書に開示されている化合物、又は1,4-ブタンジ
オール系統の化合物の範囲内であることが当業者に知られる化合物のいずれかを合成する
能力も欠如している。更に、必須の代謝酵素機能の全てを有する生物体は、記載の酵素及
び本明細書に例示される生化学経路から4-HBを生成することが知られていない。むしろ、
恐らくは以下に更に記載されるいくつかの嫌気性微生物を除いては、酵素機能を有する微
生物は、4-HBを基質として使用して、例えばコハク酸を生成する。対照的に、本発明の非
天然微生物体は、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO及び/又はプトレシンを生成物として生成
することができる。前述のように、そのモノマー型における4-HBの生合成は、BDO系統の
化合物の化学合成に特に有用であるだけでなく、BDO系統の化合物の更なる生合成を可能
にし、化学合成手順を完全に回避する。
【００７７】
　4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO及び/又はプトレシンを生成することができる本発明の非
天然微生物体は、宿主微生物体が、本発明の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO及び/又はプト
レシン生合成経路の少なくとも1つの完全な生化学合成のための機能的能力を含むことを
確保することによって生成される。少なくとも1つの必須の4-HB、4-HBal、4-HBCoA又はBD
O生合成経路を確保することで、4-HB生合成機能が宿主微生物体に付与される。
【００７８】
　いくつかの4-HB生合成経路を本明細書に例示し、図示の目的で図1に示す。追加の4-HB
及びBDO経路を図8～13に記載する。1つの4-HB生合成経路は、コハク酸からの4-HBの生合
成(コハク酸経路)を含む。この4-HB経路に関与する酵素は、CoA非依存性コハク酸セミア
ルデヒドデヒドロゲナーゼ及び4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼを含む。この経路
において、CoA非依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼは、図1に示される矢印
方向に対する逆反応を触媒する。別の4-HB生合成経路は、スクシニル-CoAを介するコハク
酸からの生合成(スクシニル-CoA経路)を含む。この4-HB経路に関与する酵素は、スクシニ
ル-CoAシンテターゼ、CoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ及び4-ヒドロ
キシブタン酸デヒドロゲナーゼを含む。3つの他の4-HB生合成経路は、α-ケトグルタル酸
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からの4-HBの生合成(α-ケトグルタル酸経路)を含む。従って、第3の4-HB生合成経路は、
グルタミン酸:コハク酸セミアルデヒドトランスアミナーゼ、グルタミン酸デカルボキシ
ラーゼ及び4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼを介するコハク酸セミアルデヒドの生
合成である。第4の4-HB生合成経路は、α-ケトグルタル酸からの4-HBの生合成をも含むが
、α-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼを利用して、コハク酸セミアルデヒド合成を触
媒する。4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼは、コハク酸セミアルデヒドの4-HBへの
変換を触媒する。第5の4-HB生合成経路は、スクシニル-CoAを介するα-ケトグルタル酸か
らの生合成を含み、α-ケトグルタル酸デヒドロゲナーゼを利用して、上記のスクシニル-
CoA経路に入り込むスクシニル-CoAを生成する。これらの4-HB生合成経路、それらの基質
、反応物質及び生成物のそれぞれを以下の実施例に更に記載する。本明細書に記載される
ように、4-HBを、適切な酵素の包含によりBDOに更に生合成変換し、BDOを生成することが
できる(実施例参照)。従って、4-HB経路を、4-HBをBDOに変換するための酵素と併用して
、BDO経路を生成できることが理解される。
【００７９】
　1つ以上の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生合成経路に関与する1種以上の
酵素をコードしている発現可能な核酸を導入することによって、本発明の非天然微生物体
を作製することができる。生合成のために選択された宿主微生物体に応じて、特定の4-HB
、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生合成経路の一部又は全てに対する核酸を発現す
ることができる。例えば、選択された宿主が所望の生合成経路、例えば、コハク酸から4-
HBへの経路において1つ以上の酵素を欠乏する場合は、欠乏する酵素、例えば、この例で
はCoA非依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ及び4-ヒドロキシブタン酸デヒ
ドロゲナーゼの両方を発現可能な核酸が、後の外因性発現のために宿主に導入される。代
替的に、選択された宿主がいくつかの経路酵素の外因性発現を示すが、他の酵素を欠乏す
る場合は、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生合成を達成するために欠乏する
酵素のコード化核酸が必要になる。例えば、選択された宿主が内因性CoA非依存性コハク
酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼを示すが、4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼを
欠乏する場合は、4-HB生合成を達成するためにこの酵素に関するコード化核酸が必要にな
る。従って、外因性酵素又はタンパク質活性を導入して所望の生合成経路を得ることによ
って、本発明の非天然微生物体を作製することができ、或いは1つ以上の外因性酵素又は
タンパク質と一緒になって、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO及び/又はプトレシンなどの所
望の生成物を生成する1つ以上の外因性酵素又はタンパク質活性を導入することによって
、所望の生合成経路を得ることができる。
【００８０】
　同様にして、4-HB生合成が、コハク酸からスクシニル-CoA経路を介して生じる(スクシ
ニル-CoA経路)ように選択される場合は、酵素スクシニル-CoAシンテターゼ、CoA依存性コ
ハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ及び/又は4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナー
ゼの宿主欠乏に関するコード化核酸が、レシピエント宿主において外因的に発現されるべ
きである。α-ケトグルタル酸からコハク酸セミアルデヒド経路を介する4-HB生合成(α-
ケトグルタル酸経路)の選択は、グルタミン酸:コハク酸セミアルデヒドトランスアミナー
ゼ、グルタミン酸デカルボキシラーゼ及び/又は4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼ
、又はα-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ及び4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナー
ゼに関する酵素の1種以上の宿主欠乏に対する外因性発現を利用することができる。当業
者は、本明細書に開示されるように、4-HB又はBDOの生成のための経路酵素を容易に決定
することができる。
【００８１】
　選択された宿主微生物体の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生合成経路構成
要素に応じて、本発明の非天然微生物体は、少なくとも1つの外因性に発現された4-HB、4
-HB、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路のコード化核酸、及び1つ以上の4-HB又はBDO生合
成経路に関する最大全てのコード化核酸を含むことになる。例えば、4-HB、4-HBal、4-HB
CoA、BDO又はプトレシン生合成を、対応するコード化核酸の外因性発現を介して、経路酵
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素又はタンパク質が欠乏した宿主に確立することができる。4-HB、4-HB、4-HBCoA、BDO又
はプトレシン経路の全ての酵素又はタンパク質が欠乏した宿主において、該経路の全ての
酵素又はタンパク質の外因性発現を含むことができるが、宿主が経路酵素又はタンパク質
の少なくとも1つを含む場合でも経路の全ての酵素又はタンパク質を発現できることが理
解される。望ましいならば、4-HB、4-HB、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生成の経路の全て
の酵素又はタンパク質の外因性発現を含むことができる。例えば、4-ヒドロキシブタン酸
デヒドロゲナーゼコード化核酸の外因性発現を介して、4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲ
ナーゼが欠乏した宿主における5つ全ての経路から4-HB生合成を確立することができる。
対照的に、CoA非依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ、スクシニル-CoAシン
テターゼ、CoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ、グルタミン酸:コハク酸
セミアルデヒドトランスアミナーゼ、グルタミン酸デカルボキシラーゼ、α-ケトグルタ
ル酸デカルボキシラーゼ、α-ケトグルタル酸デヒドロゲナーゼ及び4-ヒドロキシブタン
酸デヒドロゲナーゼの8つ全ての酵素の外因性発現を介して、全ての8つの酵素が欠乏した
宿主において5つ全ての経路から4-HB生合成を確立することができる。
【００８２】
　本明細書に示される教示及び指針を考慮すると、発現可能な形で導入すべきコード化核
酸の数は、少なくとも、選択された宿主微生物体の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプト
レシン経路欠乏に相応することを当業者は理解するであろう。従って、本発明の非天然微
生物体は、1つ以上の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生合成経路を構成する
、本明細書に開示される酵素をコードしている1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、6つ、7つ、8つ
又は最大全ての核酸を有することができる。いくつかの実施態様において、非天然微生物
体は、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生合成を促進又は最適化する、或いは
他の有用な機能を宿主微生物体に付与する他の遺伝子修飾を含むこともできる。そのよう
な他の機能の1つは、例えば、コハク酸、スクシニル-CoA、α-ケトグルタル酸、4-アミノ
酪酸、グルタミン酸、アセトアセチル-CoA及び/又はホモセリンなどの4-HB経路前駆体の1
種以上の合成の増強を含むことができる。
【００８３】
　一般に、宿主微生物体は、自然に生成された分子として、又は所望の前駆体の新たな生
成、若しくは宿主微生物体によって自然に生成される前駆体の生成の増大をもたらす操作
された生成物のいずれかとして、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路の前駆
体を生成するように選択される。例えば、スクシニル-CoA、α-ケトグルタル酸、4-アミ
ノ酪酸、グルタミン酸、アセトアセチル-CoA及びホモセリンは、E.コリなどの宿主生物体
において自然に生成される。宿主生物体を操作して、本明細書に開示される前駆体の生成
を増強することができる。加えて、所望の前駆体を生成するために操作された微生物体を
宿主生物体として使用し、更に操作して、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経
路の酵素又はタンパク質を発現させることができる。
【００８４】
　いくつかの実施態様において、本発明の非天然微生物体は、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、B
DO又はプトレシンを合成する酵素能を含む宿主から作製される。この特定の実施態様にお
いて、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路生成物の合成又は蓄積を増強して
、例えば、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路反応を4-HB、4-HBal、4-HBCo
A、BDO又はプトレシンの生成に向けて誘導することが有用であり得る。合成又は蓄積の増
強を、例えば、本明細書に開示される4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路酵
素の1種以上をコードしている核酸の過剰発現によって達成することができる。1種以上の
4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路酵素の過剰発現は、例えば、1つ以上の
内因性遺伝子の外因性発現を介して、或いは1つ以上の異種遺伝子の外因性発現を介して
起こり得る。従って、天然生物体を、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生合成
経路酵素をコードしている最大全ての核酸まで1つ、2つ、3つ、4つ、5つ及び6つ等の核酸
の過剰発現を介して、本発明の非天然4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生成微
生物体になるように容易に作製することができる。加えて、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO
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又はプトレシン生合成経路において酵素の活性を増強させる外因性遺伝子の変異誘発によ
って非天然生物体を作製することができる。
【００８５】
　特に有用な実施態様において、コード化核酸の外因性発現が採用される。外因性発現は
、発現要素及び/又は調節要素を宿主及び用途に合わせて調整して、使用者によって制御
される所望の発現レベルを達成する能力を付与する。しかし、例えば、誘導性プロモータ
ー又は他の調節要素と連結されたときに負の調節エフェクターを除外するか、又は遺伝子
のプロモーターを誘導することによって、内因性発現を他の実施態様に利用することもで
きる。従って、天然の誘導性プロモーターを有する内因性遺伝子を、適切な誘導剤を供給
することによって上方制御することができ、又は内因性遺伝子の調節領域を操作して、誘
導性調節要素を取り込むことによって、所望の時間における内因性遺伝子の増強された発
現の調節を可能にする。同様に、誘導性プロモーターを、非天然微生物体に導入された外
因性遺伝子に対する調節要素として含めることができる(実施例参照)。
【００８６】
　「外因性」とは、本明細書に使用されるように、被参照分子又は被参照活性が宿主微生
物体に導入されることを指すことを意図する。分子を、例えば、コード化核酸の宿主遺伝
物質への導入、例えば宿主染色体への組込みによって、又はプラスミドなどの非染色体遺
伝物質として導入することができる。従って、該用語は、コード化核酸の発現に関して使
用されるときは、コード化核酸の発現可能な形での微生物体への導入を指す。該用語は、
生合成活性に関して使用されるときは、宿主参照生物体に導入される活性を指す。その供
給源は、例えば、宿主微生物体への導入後に被参照活性を発現する同種又は異種コード化
核酸であり得る。従って、「内因性」という用語は、宿主に存在する被参照分子又は活性
を指す。同様に、該用語は、コード化核酸の発現に関して使用されるときは、微生物体内
に含まれるコード化核酸の発現を指す。「異種」という用語は、被参照種以外の供給源に
由来する分子又は活性を指すのに対して、「同種」は、その宿主微生物体に由来する分子
又は活性を指す。よって、本発明のコード化核酸の外因性発現は、異種又は同種コード化
核酸のいずれか、又は両方を利用することができる。
【００８７】
　1つよりも多い外因性核酸が微生物体に含まれる場合、前述のように1つよりも多い外因
性核酸は、被参照コード化核酸又は生合成活性を指すことが理解される。本明細書に開示
されたように、そのような1つよりも多い外因性核酸は、個別の核酸分子で、ポリシスト
ロン性核酸分子で、又はそれらの組み合わせで宿主微生物体へ導入されることができ、依
然1つよりも多い外因性核酸と考えられることが更に理解される。例えば、本明細書に開
示されたように、微生物体は、所望の経路酵素又はタンパク質をコードしている2つ以上
の外因性核酸を発現するように操作されることができる。所望の活性をコードしている2
つの外因性核酸が宿主微生物体に導入されている場合、これら2つの外因性核酸は、例え
ば単独のプラスミドに、個別のプラスミドに単独の核酸として導入され、宿主染色体に単
位置又は多位置で組み込まれ、且つ依然2つの外因性核酸と考えられることができること
が理解される。同様に、2つよりも多い外因性核酸を、所望の組み合わせで、例えば単独
のプラスミドに、個別のプラスミドにおいて、宿主生物体へ導入され、宿主染色体に単位
置又は多位置で組み込まれ、且つ依然2つ以上の外因性核酸、例えば3つの外因性核酸と考
えられることができることが理解される。従って、被参照外因性核酸又は生合成活性の数
とは、宿主生物体へ導入される個別の核酸の数ではなく、コード化核酸の数又は生合成活
性の数を指す。
【００８８】
　4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路酵素のためのコード化核酸の供給源と
しては、例えば、被コード化遺伝子産物が、被参照反応を触媒することが可能であるあら
ゆる種を挙げることができる。当該種は、古細菌及び真正細菌を含む細菌、並びに酵母、
植物、昆虫、動物、及びヒトを含む哺乳類を含む真核生物を含むが、それらに限定されな
い原核生物体及び真核生物体の両方を含む。当該供給源の例示的な種としては、例えば、
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エシェリキア・コリ(Escherichia coli)、サッカロミセス・セレビシアエ(Saccharomyces
 cerevisiae)、サッカロミセス・クルイベリ(Saccharomyces kluyveri)、クロストリジウ
ム・クルイベリ(Clostridium kluyveri)、クロストリジウム・アセトブチリクム(Clostri
dium acetobutylicum)、クロストリジウム・ベイジェリンキー(Clostridium beijerincki
i)、クロストリジウム・サッカロペルブチルアセトニクム(Clostridium saccharoperbuty
lacetonicum)、クロストリジウム・パーフリンゲンス(Clostridium perfringens)、クロ
ストリジウム・ジフィシレ(Clostridium difficile)、クロストリジウム・ボツリヌム(Cl
ostridium botulinum)、クロストリジウム・チロブチリクム(Clostridium tyrobutyricum
)、クロストリジウム・テタノモルフム(Clostridium tetanomorphum)、クロストリジウム
・テタニ(Clostridium tetani)、クロストリジウム・プロピオニクム(Clostridium propi
onicum)、クロストリジウム・アミノブチリクム(Clostridium aminobutyricum)、クロス
トリジウム・スブテルミナレ(Clostridium subterminale)、クロストリジウム・スティッ
クランジ(Clostridium sticklandii)、ラルストニア・ユートロファ(Ralstonia eutropha
)、マイコバクテリウム・ボビス(Mycobacterium bovis)、マイコバクテリウム・ツベルク
ローシス(Mycobacterium tuberculosis)、ポルフィロモナス・ギンギバリス(Porphyromon
as gingivalis)、アラビドプシス・サリアナ(Arabidopsis thaliana)、サーマス・サーモ
フィルス(Thermus thermophilus)、シュードモナス・アエルギノサ(Pseudomonas aerugin
osa)、シュードモナス・プチダ(Pseudomonas putida)、シュードモナス・スツトゼリ(Pse
udomonas stutzeri)、シュードモナス・フルオレセンス(Pseudomonas fluorescens)を含
むシュードモナス(Pseudomonas)種、ホモサピエンス(Homo sapiens)、オリクトラグス・
クニクルス(Oryctolagus cuniculus)、ロドバクター・スパエロイデス(Rhodobacter spae
roides)、サーモアナエロバクター・ブロッキー(Thermoanaerobacter brockii)、メタロ
スファエラ・セデュラ(Metallosphaera sedula)、ロイコノストク・メセンテロイデス(Le
uconostoc mesenteroides)、クロロフレクスウス・アウランチアクス(Chloroflexus aura
ntiacus)、ロセイフレクスウス・カステンホルジー(Roseiflexus castenholzii)、エリス
ロバクター(Erythrobacter)、シモンドシア・キネンシス(Simmondsia chinensis)、アシ
ネトバクター・カルコアセチカス(Acinetobacter calcoaceticus)及びアシネトバクター
・バイリイ(Acinetobacter baylyi)を含むアシネトバクター(Acinetobacter)種、ポルフ
ィロモナス・ギンギバリス(Porphyromonas gingivalis)、スルホロブス・トコダイ(Sulfo
lobus tokodaii)、スルホロブス・ソルファタリクス(Sulfolobus solfataricus)、スルホ
ロブス・アシドカルダリウス(Sulfolobus acidocaldarius)、バシルス・スブチリス(Baci
llus subtilis)、バシルス・セレウス(Bacillus cereus)、バシルス・メガテリウム(Baci
llus megaterium)、バシルス・ブレビス(Bacillus brevis)、バシルス・プミルス(Bacill
us pumilus)、ラツス・ノルベギクス(Rattus norvegicus)、クレブシエラ・ニューモニエ
(Klebsiella pneumonia)、クレブシエラ・オキシトカ(Klebsiella oxytoca)、ユーグレナ
・グラシリス(Euglena gracilis)、トレポネマ・デンチコラ(Treponema denticola)、ム
ーレラ・サーモアセチカ(Moorella thermoacetica)、サーモトガ・マリティマ(Thermotog
a maritima)、ハロバクテリウム・サリナルム(Halobacterium salinarum)、ゲオバシルス
・ステアロサーモフィルス(Geobacillus stearothermophilus)、アエロピルム・ペルニク
ス(Aeropyrum pernix)、サス・スクロファ(Sus scrofa)、カエノルハブジチス・エレカン
ス(Caenorhabditis elegans)、コリネバクテリウム・グルタミクム(Corynebacterium glu
tamicum)、アシドアミノコッカス・フェルメンタンス(Acidaminococcus fermentans)、ラ
クトコッカス・ラクチス(Lactococcus lactis)、ラクトバシルス・プランタルム(Lactoba
cillus plantarum)、ストレプトコッカス・サーモフィルス(Streptococcus thermophilus
)、エンテロバクター・アエロゲネス(Enterobacter aerogenes)、カンジダ(Candida)、ア
スペルギルス・テレウス(Aspergillus terreus)、ペジコッカス・ペントサセウス(Pedico
ccus pentosaceus)、ザイモモナス・モビルス(Zymomonas mobilus)、アセトバクター・パ
ステウリアンス(Acetobacter pasteurians)、クルイベロマイセス・ラクチス(Kluyveromy
ces lactis)、ユーバクテリウム・バルケリ(Eubacterium barkeri)、バクテロイデス・カ
ピロサス(Bacteroides capillosus)、アナエロツルンカス・コリホミニス(Anaerotruncus
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 colihominis)、ナトラナエロビウス・サーモフィルスム(Natranaerobius thermophilusm
)、カンピロバクター・ジェジュニ(Campylobacter jejuni)、ヘモフィルス・インフルエ
ンザ(Haemophilus influenzae)、セラチア・マルセセンス(Serratia marcescens)、シト
ロバクター・アマロナチクス(Citrobacter amalonaticus)、ミクソコッカス・キサンタス
(Myxococcus xanthus)、フソバクテリウム・ヌレアツム(Fusobacterium nuleatum)、ペニ
シリウム・クリソゲヌム(Penicillium chrysogenum)、海洋性ガンマプロテオバクテリア
、酪酸産生菌、ノカルジア・イオウェンシス(Nocardia iowensis)、ノカルジア・ファル
シニカ(Nocardia farcinica)、ストレプトマイセス・グリセウス(Streptomyces griseus)
、シゾサッカロミセス・ポンベ(Schizosaccharomyces pombe)、ゲオバシルス・サーモグ
ルコシダシウス(Geobacillus thermoglucosidasius)、サルモネラ・ティフィムリウム(Sa
lmonella typhimurium)、ビブリオ・コレラ(Vibrio cholera)、ヘリコバクター・ピロリ(
Heliobacter pylori)、ニコチアナ・タバカム(Nicotiana tabacum)、オリザ・サティバ(O
ryza sativa)、ハロフェラックス・メディテラネイ(Haloferax mediterranei)、アグロバ
クテリウム・ツメファシエンス(Agrobacterium tumefaciens)、アクロモバクター・デニ
トリフィカンス(Achromobacter denitrificans)、フソバクテリウム・ヌクレアタム(Fuso
bacterium nucleatum)、ストレプトマイセス・クラブリゲヌス(Streptomyces clavuligen
us)、アシネトバクター・バウマニ(Acinetobacter baumanii)、ムス・ムスキュラス(Mus 
musculus)、ラカンセア・クルイベリ(Lachancea kluyveri)、トリコモナス・バギナリス(
Trichomonas vainalis)、トリパノソーマ・ブルセイ(Trypanosoma brucei)、シュードモ
ナス・スツトゼリ(Pseudomonas stutzeri)、ブラディリゾビウム・ジャポニカム(Bradyrh
izobium japonicum)、メソリゾビウム・ロティ(Mesorhizobium loti)、ボス・タウラス(B
os taurus)、ニコチアナ・グルチノサ(Nicotiana glutinosa)、ビブリオ・バルニフィカ
ス(Vibrio vulnificus)、セレノモナス・ルミナンチウム(Selenomonas ruminantium)、ビ
ブリオ・パラヘモリチカス(Vibrio parahaemolyticus)、アルカエオグロブス・フルギダ
ス(Archaeoglobus fulgidus)、ハロアーキュラ・マリスモルツイ(Haloarcula marismortu
i)、ピロバキュラム・アエロフィラム(Pyrobaculum aerophilum)、マイコバクテリウム・
スメグマチス(Mycobacterium smegmatis)MC2 155、マイコバクテリウム・アビウム(Mycob
acterium avium)亜種パラツベルクローシスK-10、マイコバクテリウム・マリヌム(Mycoba
cterium marinum)M、ツカムレラ・ポーロメタボラ(Tsukamurella paurometabola)DSM 201
62、シアノビウム(Cyanobium)PCC7001、ディクチオステリウム・ディスコデウム(Dictyos
telium discoideum)AX4、及び本明細書に開示されている他のバクテリア(実施例参照)を
含む。例えば、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生合成生成を有する微生物体
を、E.コリ及び酵母宿主に関して本明細書に例示する。しかし、今では、395種の微生物
ゲノム並びに様々な酵母、真菌、植物及び哺乳類ゲノムを含む550を超える種について完
全ゲノム配列が利用可能である(これらの半数超がNCBIなどの公的なデータベースで利用
可能である)ため、例えば、既知の遺伝子のホモログ、オルソログ、パラログ及び非オル
ソログ遺伝子置換、並びに生物体間の遺伝子改変の交換を含む、関連種又は遠縁種におけ
る1つ以上の遺伝子に関する必須の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生合成活
性をコードしている遺伝子の同定は、当該技術分野において慣例であり且つ周知である。
よって、E.コリ又は酵母などの特定の生物体に関して本明細書に記載されている本発明の
4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン、及び他の化合物の生合成を可能にする代謝
の変調を、原核生物体及び真核生物体を含む他の微生物に容易に適用することができる。
本明細書に示される教示及び指針を考慮すると、当業者は、1つの生物において例示され
る代謝の変調を他の生物にも等しく適用できることを把握するであろう。
【００８９】
　代替的4-HB、4-HBal、BDO又はプトレシン生合成経路が非関連種に存在する場合など、
場合によっては、例えば、被参照反応に取って代わる類似するが同一でない代謝反応を触
媒する非関連種からの1つ以上のパラログの外因性発現によって、4-HB、4-HBal、BDO又は
プトレシン生合成を宿主種に付与することができる。異なる生物体の間の代謝ネットワー
ク間に一定の差異が存在するため、当業者は、異なる生物体の間の実際の遺伝子使用が異
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なり得ることを理解するであろう。しかし、本明細書に示される教示及び指針を考慮する
と、当業者は、モノマー4-HB、4-HBal、BDO又はプトレシンなどの4-HBを合成する関心対
象の種において微生物体を構築するために、本明細書に例示するものに対する同族の代謝
の変調を使用して、本発明の教示及び方法を全ての微生物体に適用できることも理解する
であろう。
【００９０】
　例えば、細菌、酵母、真菌、又は発酵プロセスに適用可能な様々な他の微生物のいずれ
かから、宿主微生物体を選択し、且つそれらにおいて非天然微生物体を作製することがで
きる。例示的な細菌としては、エシェリキア・コリ、クレブシエラ・オキシトカ(Klebsie
lla oxytoca)、アナエロビオスピリルム・スクシニシプロデュセンス(Anaerobiospirillu
m succiniciproducens)、アクチノバシルス・スクシノゲネス(Actinobacillus succinoge
nes)、マンヘイミア・スクシニシプロデュセンス(Mannheimia succiniciproducens)、リ
ゾビウム・エトリ(Rhizobium etli)、バシルス・スブチリス、コリネバクテリウム・グル
タミクム、グルコノバクター・オキシダンス(Gluconobacter oxydans)、ザイモモナス・
モビリス(Zymomonas mobilis)、ラクトコッカス・ラクチス、ラクトバシルス・プランタ
ルム、ストレプトマイセス・コエリコロル(Streptomyces coelicolor)、クロストリジウ
ム・アセトブチリクム、シュードモナス・フルオレセンス、及びシュードモナス・プチダ
から選択される種が挙げられる。例示的な酵母又は真菌としては、サッカロミセス・セレ
ビシアエ、シゾサッカロミセス・ポンベ、クルイベロマイセス・ラクチス、クルイベロマ
イセス・マルキシアニス(Kluyveromyces marxianus)、アスペルギルス・テレウス、アス
ペルギルス・ニゲル(Aspergillus niger)及びピキア・パストリス(Pichia pastoris)、リ
ゾプス・アリズス(Rhizopus arrhizus)、リゾプス・オリザエ(Rhizobus oryzae)などから
選択される種が挙げられる。E.コリは、遺伝子工学に好適な十分に特徴づけられた微生物
体であるため、特に有用な宿主生物体である。他の特に有用な宿主生物体としては、サッ
カロミセス・セレビシアエなどの酵母が挙げられる。任意の好適な微生物宿主生物体を、
代謝改変及び/又は遺伝子改変を導入し、所望の生成物を生成するために使用することが
できることは理解される。
【００９１】
　非天然4-HB-、4-HBal-、4-HBCoA-、BDO-、又はプトレシン-生成宿主を構築し且つ発現
レベルを試験するための方法を、例えば、当該技術分野で周知の組換え及び検出方法によ
って実施することができる。当該方法を、例えば、Sambrookらの文献、「Molecular Clon
ing: A Laboratory Manual」第3版、Cold Spring Harbor Laboratory、ニューヨーク(200
1)；Ausubelらの文献、「Current Protocols in Molecular Biology」、John Wiley and 
Sons、ボルチモア、MD(1999)に見いだすことができる。例えば、4-HB及びGBLを、Spheris
orb 5 ODS1カラム並びに70％の10mMリン酸緩衝液(pH=7)及び30％のメタノールの移動相を
使用するHPLCによって分離し、215nmでUV検出器を使用して検出することができる(Hennes
syらの文献、J. Forensic Sci. 46(6):1-9 (2004))。BDOは、ガスクロマトグラフィーに
よって、又はAminex HPX-87Hカラム及び0.5mM硫酸の移動相を使用するHPLC及び屈折率検
出器によって検出される(Gonzalez-Pajueloらの文献、Met. Eng. 7:329-336 (2005))。
【００９２】
　4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生成のための経路に関係する外因性核酸配
列を、接合、電気穿孔、化学的形質転換、形質導入、形質移入及び超音波形質転換を含む
が、それらに限定されない当該技術分野で周知の技術を用い、安定的又は一過的に宿主細
胞に導入することができる。E.コリ又は他の原核細胞における外因性発現では、真核性核
酸の遺伝子又はcDNAにおけるいくつかの核酸配列は、望まれる場合は原核宿主細胞への形
質転換前に除去することができるN末端ミトコンドリア又は他の標的化シグナルなどの標
的化シグナルをコードすることができる。例えば、ミトコンドリアリーダー配列を除去す
ると、E.コリにおける発現が増強される(Hoffmeisterらの文献、J. Biol. Chem. 280:432
9-4338(2005))。酵母又は他の真核細胞における外因性発現では、遺伝子を、リーダー配
列を加えることなく細胞質ゾルに発現することができ、又はミトコンドリア若しくは他の
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細胞小器官を標的化することができ、或いは宿主細胞に好適なミトコンドリア標的化シグ
ナル若しくは分泌シグナルなどの好適な標的化配列を加えることによって分泌を標的化す
ることができる。従って、標的化配列を除去又は包含するための核酸配列に対する適切な
修飾を外因性核酸配列に取り込んで、所望の特性を付与することができることが理解され
る。更に、当該技術分野で周知の技術を用いて遺伝子をコドン最適化して、タンパク質の
最適化発現を達成することができる。
【００９３】
　宿主生物体において機能的な発現制御配列に機能的に結合された、本明細書に例示され
る1つ以上の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生合成経路及び/又は1つ以上の
生合成コード化核酸を保持するように1つ以上の発現ベクターを構築することができる。
本発明の微生物宿主生物体における使用に適用可能な発現ベクターは、例えば、宿主染色
体への安定な組込みのために機能するベクター及び選択配列又は選択マーカーを含むプラ
スミド、ファージベクター、ウイルスベクター、エピソーム及び人工染色体を含む。加え
て、発現ベクターは、1つ以上の選択マーカー遺伝子及び適切な発現制御配列を含むこと
ができる。例えば、抗生物質又は毒素に対する耐性を提供し、栄養要求性欠乏を補完し、
又は培養培地に存在しない重要栄養物を供給する選択マーカー遺伝子を含むこともできる
。発現制御配列は、当該技術分野で周知である構成性及び誘導性プロモーター、転写エン
ハンサー及び転写ターミネーターなどを含むことができる。2つ以上の外因性コード化核
酸が同時発現される場合は、両核酸を例えば単独の発現ベクター又は個別の発現ベクター
に挿入することができる。単独ベクター発現では、コード化核酸を1つの共通の発現制御
配列に機能的に結合させるか、又は1つの誘導性プロモーター及び1つの構成性プロモータ
ーなどの異なる発現制御配列に連結させることができる。代謝経路又は合成経路に関係す
る外因性核酸配列の形質転換を、当該技術分野で周知の方法を使用して確認することがで
きる。当該方法は、例えば、mRNAのノーザンブロット又はポリメラーゼ連鎖反応(PCR)増
幅などの核酸分析、或いは遺伝子産物の発現に関する免疫ブロッティング、或いは導入さ
れた核酸配列又はその対応する遺伝子産物の発現を試験するための他の好適な分析法を含
む。当業者に、外因性核酸が、所望の生成物を生成するのに十分な量で発現されることが
理解され、且つ当該技術分野で周知の方法及び本明細書に開示される方法を使用して、発
現レベルを最適化して十分な発現を得ることができることが更に理解される。
【００９４】
　本発明の非天然微生物体は、モノマー4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンなど
の4-HBを生成するのに十分な量の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路酵素を
コードしている少なくとも1つの核酸を外因的に発現するために、本明細書に例示される
、当該技術分野で周知の方法を使用して構築される。本発明の微生物体は、4-HB、4-HBal
、4-HBCoA、BDO又はプトレシンを生成するのに十分な条件下で培養されることが理解され
る。各経路における4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン酵素についての例示的な
発現のレベルを以下の実施例に更に記載する。本明細書に示される教示及び指針に従って
、本発明の非天然微生物体は、モノマー4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンなど
の4-HBの生合成を達成して、約0.1～200mM以上、例えば0.1～25mM以上の細胞内濃度を得
ることができる。一般に、モノマー4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンなどの4-
HBの細胞内濃度は、約3～150mM以上、特定すると約5～125mM以上、より特定すると約8～1
00mM以上、例えば約3～20mM、特定すると約5～15mM以上、より特定すると約8～12mMであ
り、約10mM、20mM、50mM、80mM以上を含む。これらの例示的な各範囲の間及びそれを超え
る細胞内濃度を、本発明の非天然微生物体から達成することができる。特定の実施態様に
おいて、本発明の微生物体、特に本明細書に開示されているものなどの菌株(例えば、実
施例XII～XIX及び表28参照)は、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンの生成を増
大させ、且つ/又は望ましくない副産物を減少させることによって、4-HB、4-HBal、4-HBC
oA、BDO又はプトレシンなどの所望の生成物の生成の向上をもたらすことができる。当該
生成レベルとしては、本明細書に開示されている量、及び約1グラムから約25グラム毎リ
ットル、例えば、約2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19
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、20、21、22、23、24グラム毎リットル又は更にそれを超える生成物量を含む量が挙げら
れるが、それらに限定されない。
【００９５】
　本明細書に開示された培養条件及び発酵条件に加え、BDO、4-HB、4-HBCoA、4-HBal及び
/又はプトレシンの生合成を達成する成長条件は、該培養条件への浸透圧保護剤の添加を
含むことができる。いくつかの実施態様において、本発明の非天然微生物体は、浸透圧保
護剤の存在下で、本明細書に説明されているように維持、培養又は発酵され得る。簡単に
述べると、浸透圧保護剤は、オスモライトとして作用し、且つ本明細書に説明されている
微生物体が浸透圧ストレスを耐え抜くよう補助する化合物を指す。浸透圧保護剤は、ベタ
イン、アミノ酸、及び糖トレハロースを含むが、これらに限定されるものではない。その
ようなものの非限定的例は、グリシンベタイン、プラリーヌベタイン、ジメチルテチン、
ジメチルスルホニオプロプリオネート、3-ジメチルスルホニオ-2-メチルプロプリオネー
ト、ピペコリン酸、ジメチルスルホニオアセテート、コリン、L-カルニチン及びエクトイ
ンが挙げられる。一態様において、浸透圧保護剤はグリシンベタインである。当業者には
、本明細書に説明されている微生物体の浸透圧ストレスからの保護に適した浸透圧保護剤
の量及び種類は、使用される微生物体によって決まることが理解される。培養条件におけ
る浸透圧保護剤の量は、例えば、わずかに約0.1mM、わずかに約0.5mM、わずかに約1.0mM
、わずかに約1.5mM、わずかに約2.0mM、わずかに約2.5mM、わずかに約3.0mM、わずかに約
5.0mM、わずかに約7.0mM、わずかに約10mM、わずかに約50mM、わずかに約100mM又はわず
かに約500mMであることができる。
【００９６】
　いくつかの実施態様において、培養条件としては、嫌気性又は実質的に嫌気性の成長条
件又は維持条件を含む。例示的な嫌気性条件は、既に記載されており、当該技術分野で周
知である。発酵プロセスの例示的な嫌気性条件は、本明細書に記載されており、例えば、
2007年8月10日に出願された米国特許公報第2009/0047719号に記載されている。これらの
条件のいずれかを、非天然微生物体並びに当該技術分野で周知の他の嫌気性条件とともに
採用することができる。当該嫌気性又は実質的嫌気性条件下において、4-HB、4-HBal、4-
HBCoA、BDO又はプトレシン生産体は、5～10mM以上の細胞内濃度、並びに本明細書に例示
される全ての他の濃度で4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンを合成することがで
きる。上記記載は細胞内濃度を指すが、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生成
微生物体は、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンを細胞内で生成し、且つ/又は
該生成物を培養培地に分泌することができることが理解される。
【００９７】
　培養条件は、例えば、液体培養手順、並びに発酵及び他の大規模培養手順を含むことが
できる。本明細書に記載されるように、本発明の生合成生成物の特に有用な収率を、嫌気
性又は実質的に嫌気性培養条件下で得ることができる。
【００９８】
　本明細書に記載されるように、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンの生合成を
達成するための1つの例示的な成長条件は、嫌気性培養又は発酵条件を含む。特定の実施
態様において、本発明の非天然微生物体を、嫌気性又は実質的に嫌気性条件下で維持、培
養又は発酵することができる。簡単に述べると、嫌気性条件は、酸素が欠乏した環境を指
す。実質的に嫌気性条件は、例えば、培地における溶存酸素濃度が飽和の0～10％に維持
される培養、バッチ式発酵又は連続発酵を含む。実質的に嫌気性条件は、1％未満の酸素
の雰囲気で維持された密閉チャンバーの内部の液体培地中又は固体寒天上での成長又は休
止細胞をも含む。例えば、培養物にN2/CO2混合物又は他の好適な1つ以上の無酸素ガスを
散布することによって、この酸素の百分率を維持することができる。
【００９９】
　本発明は、また、4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼ、CoA非依存性コハク酸セミ
アルデヒドデヒドロゲナーゼ、スクシニル-CoAシンテターゼ、CoA依存性コハク酸セミア
ルデヒドデヒドロゲナーゼ、4-ヒドロキシ酪酸:CoAトランスフェラーゼ、グルタミン酸:



(37) JP 2013-507145 A 2013.3.4

10

20

30

40

50

コハク酸セミアルデヒドトランスアミラーゼ、グルタミン酸デカルボキシラーゼ、CoA非
依存性アルデヒドデヒドロゲナーゼ、CoA依存性アルデヒドデヒドロゲナーゼ又はアルコ
ールデヒドロゲナーゼをコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒドロキシ
ブタン酸(4-HB)及び1,4-ブタンジオール(BDO)生合成経路を有する微生物体を含む非天然
微生物生触媒であって、該外因性核酸が、1,4-ブタンジオール(BDO)を生成するのに十分
な量で発現される非天然微生物生触媒を提供する。4-ヒドロキシ酪酸:CoAトランスフェラ
ーゼは、4-ヒドロキシブチリルCoA:アセチル-CoAトランスフェラーゼとしても知られる。
追加の4-HB又はBDO経路酵素も本明細書に開示される(実施例及び図8～13参照)。
【０１００】
　本発明は、4-ヒドロキシブタン酸(4-HB)及び1,4-ブタンジオール(BDO)生合成経路を有
する微生物体を含む非天然微生物生触媒であって、該経路が、4-ヒドロキシブタン酸デヒ
ドロゲナーゼ、スクシニル-CoAシンテターゼ、CoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒド
ロゲナーゼ、4-ヒドロキシ酪酸:CoAトランスフェラーゼ、4-酪酸キナーゼ、ホスホトラン
スブチリラーゼ、α-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ、アルデヒドデヒドロゲナーゼ
、アルコールデヒドロゲナーゼ又はアルデヒド/アルコールデヒドロゲナーゼを含み、該
外因性核酸が、1,4-ブタンジオール(BDO)を生成するのに十分な量で発現される非天然微
生物生触媒を提供する。
【０１０１】
　BDOを生合成する非天然微生物体を作製することもできる。本発明の4-HB生成微生物体
のように、BDO生成微生物体は、BDOを細胞内生成するか、又は培養培地中に分泌すること
ができる。4-HBを合成する微生物体の構築について既に示されている教示及び指針に従い
、追加のBDO経路を4-HB生成微生物体に取り込んで、BDO及び他のBDO系統の化合物を合成
する生物体を作製することができる。BDO及びその下流生成物の化学合成は既知である。B
DO生合成が可能な本発明の非天然微生物体は、図1に例示される入口点として4-HBを使用
して、これらの化学合成を回避する。以下に更に記載するように、4-HB生産体を使用して
、例えば、4-HBをGBLに、次いでBDO又はTHFに化学的に変換することができる。代替的に
、4-HB生産体を、4-HB及び/又はGBLのBDOへの変換のための生合成能を含むように更に修
飾することができる。
【０１０２】
　4-HB生産体に導入する追加のBDO経路は、例えば、宿主欠損背景における外因性発現、
或いは工程9～13として図1に例示される酵素の1種以上の過剰発現を含む。1つの当該経路
は、例えば、アルデヒドデヒドロゲナーゼとアルコールデヒドロゲナーゼが、個別の酵素
であるか、又はアルデヒドデヒドロゲナーゼとアルコールデヒドロゲナーゼ活性の両方を
有する多機能性酵素であり得る、図1に工程9、12及び13として示される反応を実行するの
に必要である酵素活性を含む。別の当該経路は、例えば、ここでもアルデヒドデヒドロゲ
ナーゼとアルコールデヒドロゲナーゼが、個別の酵素であるか、又はアルデヒドデヒドロ
ゲナーゼとアルコールデヒドロゲナーゼ活性の両方を有する多機能性酵素であり得る、図
1に工程10、11、12及び13として示される反応を実行するのに必要である酵素活性を含む
。よって、4-HB生産体に導入する追加のBDO経路は、例えば、宿主欠損背景における外因
性発現、又は4-ヒドロキシ酪酸:CoAトランスフェラーゼ、酪酸キナーゼ、ホスホトランス
ブチリラーゼ、CoA非依存性アルデヒドデヒドロゲナーゼ、CoA依存性アルデヒドデヒドロ
ゲナーゼ又はアルコールデヒドロゲナーゼの1つ以上の過剰発現を含む。4-HBを修飾する
ことが可能な内因性アシルCoAシンテターゼの不在下で、非天然BDO生成微生物体は、4-HB
に対して選択的な外因性アシル-CoAシンテターゼ、又は4-HBの4-HB-CoAへの正味反応変換
を有する複数の酵素の組合せを更に含むことができる。以下の実施例に更に例示されるよ
うに、酪酸キナーゼ及びホスホトランスブチリラーゼは、BDO経路活性を示し、4-HB基質
を用いて図1に図示される変換を触媒する。従って、これらの酵素は、本明細書では、そ
れぞれ4-ヒドロキシ酪酸キナーゼ及びホスホトランスヒドロキシブチリラーゼと称するこ
ともできる。
【０１０３】
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　4-HBからBDOへのこれらのインビボ変換に使用できる例示的なアルコールデヒドロゲナ
ーゼ及びアルデヒドデヒドロゲナーゼを以下の表1に示す。
表1.　4-HBからBDOへの変換のためのアルコールデヒドロゲナーゼ及びアルデヒドデヒド
ロゲナーゼ
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【表１】
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【０１０４】
　他の例示的な酵素及び経路を本明細書に開示する(実施例参照)。更に、基質が天然基質
でない反応を実行するために酵素を利用できることが理解される。非天然基質の活性は天
然基質より低くてよいが、当該酵素を天然酵素として、又は本明細書に開示されるように
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る(実施例も参照)。
【０１０５】
　本明細書に開示される経路のいずれかを介するBDO生成は、部分的に、前駆体のBDOへの
変換のための適切な酵素の同定に基づく。それらの反応工程のいくつかに対する多くの具
体的な酵素が同定された。反応前駆体に特異的な酵素が同定されていない転換では、その
反応工程を触媒するのに最も適する酵素候補が同定された。酵素は、以下に記載するよう
に、広範な基質に対して作用することが証明されている。加えて、タンパク質操作の分野
における進歩は、天然基質でなくても、基質に対して効率的に作用するように酵素を変質
することを実現可能にする。BDO経路に好適な多様なクラスの広範な特異性の酵素、並び
に酵素を非天然基質に対して作用するように進化させるために使用された方法のいくつか
の例を以下に記載する。
【０１０６】
　BDO経路における重要なクラスの酵素は、ケトン又はアルデヒドをアルコールに相互変
換するオキシドレダクターゼ(1.1.1)である。このクラスにおける多くの例示的な酵素は
、広範な基質に対して作用することができる。土壌細菌ブレビバクテリウム(Brevibacter
ium)種KU 1309から精製されたアルコールデヒドロゲナーゼ(1.1.1.1)は、高度な活性で過
剰の脂肪族並びに芳香族アルコールに対して作用することが証明された(Hiranoらの文献
、J. Biosc. Bioeng. 100:318-222 (2005))。表2は、異なるアルコールに対する酵素の活
性及びそのKmを示す。酵素は、可逆的であり、いくつかのアルデヒドに対しても非常に高
い活性を有する(表3)。
【０１０７】
表2. ブレビバクテリウム種KU由来のアルコールデヒドロゲナーゼの各種アルコールを酸
化する相対的活性
【表２】

表3. ブレビバクテリウム種KU由来のアルコールデヒドロゲナーゼの各種カルボニル化合
物を還元する相対的活性
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【表３】

【０１０８】
　ラルストニア・ユートロファ(Ralstonia eutropha)からの乳酸デヒドロゲナーゼ(1.1.1
.27)は、2-オキソ酪酸、2-オキソペンタン酸及び2-オキソグルタル酸(2-オキソアジピン
酸に類似したC5化合物)などのいくつかの2-オキソ酸に対して高い活性を有することが明
らかにされた別の酵素である(Steinbuchel及びSchlegelの文献、Eur. J. Biochem. 130:3
29-334(1983))。表4の第2欄は、異なる基質に対するR.ユートロファ(以前にはA.ユートロ
ファス)のldhAの活性を示す(Steinbuchel及びSchlegelの文献、前掲、1983)。
【０１０９】
表4. ピルビン酸と比較した様々な基質におけるR.ユートロファldhA(Steinbuchel及びSch
legelの文献、前掲、1983)のインビトロ活性
【表４】

【０１１０】
　2-オキソ酸をそれらのアシルCoA対応物に変換できるオキシドレダクターゼ(1.2.1)も複
数の基質を受け入れることが示された。例えば、2-オキソイソ吉草酸デヒドロゲナーゼ(1
.2.1.25)としても知られる分枝鎖2-ケト酸デヒドロゲナーゼ複合体(BCKAD)は、分枝鎖ア
ミノ酸分解経路に参加して、バリン、ロイシン及びイソロイシンの2-ケト酸誘導体をそれ
らのアシル-CoA誘導体及びCO2に変換する。ラツス・ノルベギクス(Paxtonらの文献、Bioc
hem. J. 234:295-303 (1986))及びサッカロミセス・セレビシアエ(Sinclairらの文献、Bi
ochem. Mol Biol. Int. 32:911-922 (1993))を含むいくつかの生物において、この複合体
は、分枝鎖アミノ酸前駆体に加えて、2-オキソブタン酸及びアルファ-ケトグルタル酸な
どの直鎖状オキソ酸を含む広い基質範囲を有することが示された。
【０１１１】
　別のクラスの酵素、即ちアミノトランスフェラーゼ(2.6.1)の一員は、複数の基質に対
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occus fursious)由来のアスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ(aspAT)が同定され、そ
の組換えタンパク質は、酵素が、アスパラギン酸及びアルファ-ケトグルタル酸に対して
最も高い活性を有し、アラニン、グルタミン酸及び芳香族アミノ酸に対してより低いがそ
れでも有意な活性を有することを証明するように特徴づけられた(Wardらの文献、Archaea
 133-141 (2002))。別の場合において、レイシュマニア・メキシカナ(Leishmania mexica
na)から同定され、E.コリにおいて発現されるアミノトランスフェラーゼ(Vernalらの文献
、FEMS Microbiol. Lett. 229:217-222 (2003))は、それぞれチロシン(チロシンに対して
活性100％とみなす)、フェニルアラニン(90％)、トリプトファン(85％)、アスパラギン酸
(30％)、ロイシン(25％)及びメチオニン(25％)に対して広い基質特異性を有することが報
告された(Vernalらの文献、Mol. Biochem. Parasitol 96:83-92 (1998))。同様の広い特
異性が、トリパノソマ・クルジ(Trypanosoma cruzi)由来のチロシンアミノトランスフェ
ラーゼについて報告されているが、これらの酵素は、いずれも配列相同性が6％にすぎな
い。後者の酵素は、効率的なアミノ供与体として、ロイシン、メチオニン、並びにチロシ
ン、フェニルアラニン、トリプトファン及びアラニンを受け入れることができる(Nowicki
らの文献、Biochem. Biophys. Acta 1546: 268-281 (2001))。
【０１１２】
　CoAトランスフェラーゼ(2.8.3)は、1つを超える基質に対して作用する能力を有するこ
とが証明された。具体的には、CoAトランスフェラーゼは、クロストリジウム・アセトブ
チリクム(Clostridium acetobutylcum)から精製され、酢酸、プロピオン酸、及び酪酸に
対して最も高い活性を有することが報告された。それは、吉草酸、イソ酪酸及びクロトン
酸に対しても有意な活性を有していた(Wiesenbornらの文献、Appl, Environ. Microbiol.
 55:323-329 (1989))。別の研究において、酢酸-CoAトランスフェラーゼ(EC2.8.3.8)とし
ても知られるE.コリ酵素アシル-CoA:酢酸-CoAトランスフェラーゼは、イソ酪酸(Matthies
及びSchinkの文献、App. Environm. Microbiol. 58:1435-1439 (1992))、吉草酸(Vanderw
inkelらの文献、Biochem. Biohys. Res Commun. 33:902-908 (1968b))、及びブタン酸(Va
nderwinkelらの文献、Biochem. Biohys. Res Commun. 33:902-908 (1968a))を含む様々な
分枝状及び直鎖状アシル-CoA基質からCoA部分を酢酸に転移することが証明された。
【０１１３】
　他の酵素クラスは、酵素に対する広い基質特異性を追加的に支援する。いくつかのイソ
メラーゼ(5.3.3)も複数の基質に対して作用することが証明された。例えば、シュードモ
ナス・スツトゼリ(Pseudomonas stutzeri)のL-ラムノースイソメラーゼは、様々なアルド
ース(aldoalse)とケトースの間の異性化を触媒する(Yoshidaらの文献、J. Mol. Biol. 36
5:1505-1516 (2007))。これらは、L-ラムノースとL-ラムヌロース、L-マンノースとL-フ
ルクトース、L-キシロースとL-キシルロース、D-リボースとD-リブロース、及びD-アロー
スとD-プシコースの間の異性化を含む。
【０１１４】
　更に別のクラスの酵素、ホスホトランスフェラーゼ(2.7.1)において、L-ホモセリンを
リン酸L-ホモセリンに変換するE.コリ由来のホモセリンキナーゼ(2.7.1.39)は、多くのホ
モセリン類似体をリン酸化することが判明した。これらの基質において、R位のカルボキ
シル官能基が、エステル又はヒドロキシメチル基によって置き換えられた(Huo及びViola
の文献、Biochemistry 35:16180-16185 (1996))。表5は、このキナーゼの広い基質特異性
を実証する。
【０１１５】
表5. ホモセリンキナーゼの基質特異性
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【表５】

【０１１６】
　BDO経路に有用な別のクラスの酵素は、酸-チオールリガーゼ(6.2.1)である。他のクラ
スにおける酵素と同様に、このクラスにおける特定の酵素は、広い基質特異性を有するこ
とが確認された。例えば、シュードモナス・プチダ由来のアシルCoAリガーゼは、酢酸、
プロピオン酸、酪酸、吉草酸、ヘキサン酸、ヘプタン酸及びオクタン酸を含むいくつかの
脂肪族基質、並びにフェニル酢酸及びフェノキシ酢酸などの芳香族化合物に対して作用す
ることが証明された(Fernandez-Valverdeらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 59:1149
-1154 (1993))。関連酵素であるリゾビウム・トリフォリ(Rhizobium trifoli)由来のマロ
ニルCoAシンテターゼ(6.3.4.9)は、いくつかの二酸、即ちマロン酸エチル、マロン酸プロ
ピル、マロン酸アリル、マロン酸イソプロピル、マロン酸ジメチル、マロン酸シクロプロ
ピル、マロン酸シクロプロピルメチレン、マロン酸シクロブチル及びマロン酸ベンジルを
それらの対応するモノチオエステルに変換することが可能であった(Pohlらの文献、J. Am
. Chem. Soc. 123:5822-5823 (2001))。同様に、デカルボキシラーゼ(4.1.1)も広い基質
範囲を有することが判明した。ケト酸デカルボキシラーゼとも呼ばれるピルビン酸デカル
ボキシラーゼ(PDC)は、ピルビン酸のアセトアルデヒドへの脱炭酸を触媒するアルコール
発酵における重要な酵素である。サッカロミセス・セレビシアエから単離された酵素は、
2-ケト酪酸、2-ケト吉草酸、及び2-フェニルピルビン酸を含む脂肪族2-ケト酸に対して広
い基質範囲を有する(Li及びJordanの文献、Biochemistry 38:10004-10012 (1999))。同様
に、ベンゾイルギ酸デカルボキシラーゼは、広い基質範囲を有し、酵素工学の研究の標的
であった。シュードモナス・プチダ由来の酵素が広範囲に研究され、この酵素の結晶構造
が利用可能である(Polovnikovaらの文献、Biochemistry 42:1820-1830 (2003)；Hassonら
の文献、Biochemistry 37:9918-9930 (1998))。分枝鎖アルファ-ケト酸デカルボキシラー
ゼ(BCKA)は、3から6個の炭素の鎖長が異なる様々な化合物に対して作用することが証明さ
れた(Oku及びKanedaの文献、J. Biol. Chem. 263:18386-18396 (1998)；Smitらの文献、A
ppl. Environ. Microbiol、71:303-311 (2005b))。ラクトコッカス・ラクチスの酵素は、
2-オキソブタン酸、2-オキソヘキサン酸、2-オキソペンタン酸、3-メチル-2-オキソブタ
ン酸、4-メチル-2-オキソブタン酸及びイソカプロン酸を含む様々な分枝状及び直鎖状基
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質に対して特徴づけられた(Smitらの文献、Appl. Environ. Microbiol、71:303-311(2005
a))。
【０１１７】
　興味深いことに、1つの主要な活性を有することが知られる酵素は、全く異なる機能を
触媒することも報告された。例えば、バシルス・ステアロサーモフィルス及びバシルス・
スブチリスの補因子依存性ホスホグリセリン酸ムターゼ(5.4.2.1)は、ホスファターゼと
しても機能することが知られる(Rigdenらの文献、Protein Sci. 10:1835:1846 (2001))。
B.ステレオサーモフィルス由来の酵素は、3-ホスホグリセリン酸、アルファ-ナフチルリ
ン酸、p-ニトロフェニルリン酸、AMP、フルクトース-6-リン酸、リボース-5-リン酸及びC
MPを含むいくつかの基質に対して活性を有することが知られる。
【０１１８】
　酵素が自然に広い基質特異性を有するこれらの例とは対照的に、多くの酵素が、それら
の非天然基質に対するそれらの特異性を広げるために、定方向進化を使用して修飾された
。代替的に、定方向進化を使用して、酵素の基質嗜好性を変化させた。従って、天然基質
に対する効率的な機能、例えば効率の向上、又は非天然基質に対する効率的な機能、例え
ば効率の増大のために所与の酵素を操作することが実現可能である。例えば、シュードモ
ナス・アエルギノサ由来のリパーゼのエナンチオ選択性が有意に向上したことが報告され
ている(Reetzらの文献、Agnew. Chem. Int. Ed Engl. 36:2830-2832 (1997))。この酵素
は、(S)-酸のために、エナンチオマー過剰率(ee)が2％にすぎない2-メチルデカン酸p-ニ
トロフェニルを加水分解した。しかし、4回連続したエラープローン変異誘発及びスクリ
ーニングの後には、81％eeで必須の反応を触媒する変異体が生成された(Reetzらの文献、
Agnew. Chem. Int. Ed Engl. 36:2830-2832 (1997))。
【０１１９】
　酵素を非天然基質のアレイに対して機能するように修飾するために、定方向進化法が使
用された。P.アエルギノサにおけるリパーゼの基質特異性が、活性部位付近のアミノ酸残
基の無作為化によって拡大された。これは、この酵素によるアルファ置換カルボン酸エス
テルの受け入れを可能にした(Reetzらの文献、Agnew. Chem. Int. Ed Engl. 44:4192-419
6 (2005))。酵素の別の成功裡の修飾において、野生型酵素によってあまり受け入れられ
ないβ-分枝状基質を受け入れるE.コリアミノトランスフェラーゼを生成するためにDNAシ
ャフリングが採用された(Yanoらの文献、Proc. Nat. Acad. ScL U.S.A. 95:5511-5515 (1
998))。具体的には、4回のシャフリングの終了時に、バリン及び2-オキソバリンに対する
アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼの活性が5倍程度まで増加したのに対して、天
然基質、アスパラギン酸に対する活性を30分の1まで低下させた。最近、非天然及び無生
物基質4-ヒドロキシ-4-(6-メトキシ-2-ナフチル)-2-ブタノンにおける炭素-炭素結合開裂
を触媒するのに使用することが可能であるレトロ-アルドラーゼを設計するために、アル
ゴリズムが使用された(Jiangらの文献、Science 319:1387-1391 (2008))。これらのアル
ゴリズムは、新しい酵素を設計するために4つの異なる触媒モチーフの異なる組合せを使
用し、実験的特徴づけのための選択された設計の20種は、触媒されていない反応と比較し
て速度が4倍向上した(Jiangらの文献、Science 319:1387-1391 (2008))。従ってこれらの
操作手法は、酵素が作用できる基質のアレイを拡大することが可能であるだけでなく、非
常に効率的な酵素の設計及び構築を可能にする。例えば、DNAシャフリング法(一過性鋳型
に対するランダムキメラ生成又はRACHITT)は、複合基質上の脱硫速度が向上するとともに
、非天然基質の変換が20倍速い操作されたモノオキシゲナーゼをもたらすことが報告され
た(Cocoらの文献、Nat. Biotechnol. 19:354-359 (2001))。同様に、緩慢な変異体トリオ
ースリン酸イソメラーゼ酵素の比活性が、1.3倍から19倍まで向上された(Hermesらの文献
、Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 87:696-700 (1990))。比活性のこの向上は、タンパク
質の全長に対して無作為変異誘発を使用することによって達成され、6個のアミノ酸残基
の変異に対して向上を追跡することが可能であった。
【０１２０】
　所望の基質に対する酵素の基質特異性を改変するためのタンパク質操作手法の効果は、
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いくつかの研究においても実証された。サーマス・サーモフィルス由来のイソプロピルリ
ンゴ酸デヒドロゲナーゼは、それが次に基質としてのリンゴ酸及びD-乳酸に対して作用す
ることが可能になるように、活性部位に近い残基を変化させることによって修飾された(F
ujitaらの文献、Biosci. Biotechnol. Biochem. 65:2695-2700 (2001))。この研究並びに
他の研究において、1つ又はいくつかの残基を修飾して基質特異性を改変できることが指
摘された。例えば、単一のアミノ酸が推定基質結合領域において変化したジヒドロフラボ
ノール4-レダクターゼは、ジヒドロケンペロールを優先的に還元することが可能であった
(Johnsonらの文献、Plant. J. 25:325-333 (2001))。エシェリキア・コリ由来の非常に特
異的なイソクエン酸デヒドロゲナーゼの基質特異性は、活性部位における1個の残基を変
化させることによってイソクエン酸をイソプロピルリンゴ酸に変化した(Doyleらの文献、
Biochemistry 40:4234-4241 (2001))。同様に、NAD+依存性1,5-ヒドロキシプロスタグラ
ンジンデヒドロゲナーゼの補因子特異性は、N末端付近のいくつかの残基を変化させるこ
とによって、NADP+に改変された(Choらの文献、Arch. Biochem. Biophys. 419:139-146 (
2003))。配列分析及び分子モデル化分析を使用して、修飾のための重要な残基が同定され
、それらが部位特異的変異誘発によって更に調査された。
【０１２１】
　酵素の天然基質と比較して非天然基質に有利になるように酵素の機能を変化させた多く
の例が、多様なクラスの酵素にわたって存在する。フコシダーゼが、DNAシャフリング及
びスクリーニングによってE.コリのガラクトシダーゼから進化された(Zhangらの文献、Pr
oc. Natl Acad. Sci U.S.A. 94:4504-4509 (1997))。同様に、E.コリ由来のアスパラギン
酸アミノトランスフェラーゼが、ホモロジーモデル化及び部位特異的変異誘発を使用して
、チロシンアミノトランスフェラーゼに変換された(Onuffer及びKirschの文献、 Protein
 Sci.、4:1750-1757 (1995))。P.プチダ由来のベンゾイルギ酸デカルボキシラーゼの活性
部位における2つの残基の部位特異的変異誘発は、天然基質及び非天然基質に対する親和
性(Km)を改変することが報告された(Siegertらの文献、Protein Eng Des Sel 18:345-357
 (2005))。サッカロミセス・セレビシアエ由来のシトクロムcペルオキシダーゼ(CCP)を定
方向分子進化させて、古典的ペルオキシダーゼ基質グアイアコールに対する活性が増強さ
れた変異体を作製することで、CCPの基質特異性をタンパク質シトクロムcから小型有機分
子に変化させた。3回のDNAシャフリング及びスクリーニングの後に、グアイアコールに対
する活性が300倍に増大し、天然基質に対するものと比較してこの基質に対する特異性が1
000倍まで増大した変異体が単離された(Ifflandらの文献、Biochemistry 39:10790-10798
 (2000))。
【０１２２】
　いくつかの場合において、親酵素のいずれとも異なる基質嗜好性を有する酵素が得られ
た。例えば、ポリ塩素化ビフェニルのビフェニルジオキシゲナーゼ媒介分解が、2つの細
菌、即ちシュードモナス・シュードアルカルゲンス(Pseudomonas psseudoalcaligens)及
びブルクホルデリア・セパシア(Burkholderia cepacia)の遺伝子をシャフリングすること
によって促進された(Kumamaruらの文献、Nat. Biotechnol. 16:663-666 (1998))。得られ
たキメラビフェニルオキシゲナーゼは、いずれの親酵素とも異なる基質嗜好性を示し、そ
の酵素にとって本来は劣った基質である関連ビフェニル化合物並びにトルエン及びベンゼ
ンなどの芳香族単環炭化水素に対する分解活性を高めた。
【０１２３】
　酵素特異性を変化させることに加えて、酵素が天然には低い活性を有する基質に対する
活性を高めることも可能である。1つの研究は、(とりわけリジン、アルギニン、アラニン
、セリン、メチオニン、システイン、ロイシン及びヒスチジンに対する)広い基質特異性
を有するが、トリプトファンに対する活性が低いP.プチダ由来のアミノ酸ラセマーゼをラ
ンダム変異誘発によって著しく向上させることが可能であることを実証した(Kinoらの文
献、Appl. Microbiol. Biotechnol. 73:1299-1305 (2007))。同様に、ウシBCKADの活性部
位が、代替基質のアセチル-CoAに有利になるように操作された(Meng及びChuangの文献、B
iochemistry 33:12879-12885 (1994))。これらの手法の興味深い局面は、ランダム法を適
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用して、効果的な活性を有するこれらの変異酵素を作製しても、活性の向上をもたらす正
確な変異又は構造変化を同定できることである。例えば、前記研究において、トリプトフ
ァンに対する活性の向上を促進する変異が2つの異なる位置に対して追跡された。
【０１２４】
　発現するのが困難であるタンパク質を発現させるために定方向進化も使用された。例え
ば、セイヨウワサビペルオキシダーゼにランダム変異誘発及び遺伝子組換えさせることに
よって、野生型と比較して14倍を超える活性を有する変異体が同定された(Linらの文献、
Biotechnol. Prog. 15:467-471 (1999))。
【０１２５】
　定方向進化の別の例は、一連の所望の機能を達成するために酵素に施すことができる大
規模な修飾を示す。バシルス・ステアロサーモフィルス由来の酵素乳酸デヒドロゲナーゼ
が部位特異的変異誘発され、異なるヒドロキシ酸に対する特異性を決定づけると考えられ
る部位において3つのアミノ酸置換が生じた(Clarkeらの文献、Biochem. Biophys. Res. C
ommun. 148:15-23 (1987))。これらの変異の後に、ピルビン酸と比較したオキサロ酢酸に
対する特異性が、オキサロ酢酸と比較したピルビン酸に対する触媒特性が1000である野生
型酵素とは対照的に500まで高められた。この酵素は、分枝鎖置換ピルビン酸に対する活
性を有するように、部位特異的変異誘発を使用して更に操作された(Wilksらの文献、Bioc
hemistry 29:8587-8591 (1990))。具体的には、酵素は、アルファ-ケトイソカプロン酸に
対するKcatが55倍に高められた。3つの構造修飾を同じ酵素に施して、その基質特異性を
乳酸からリンゴ酸に変化させた。この酵素は、活性が高く、リンゴ酸に対して特異的であ
った(Wilksらの文献、Science 242:1541-1544 (1988))。続いて、B.ステアロサーモフィ
ルス由来の同じ酵素が、アンモニウム基を含むものなどの、正に帯電した側鎖を有するア
ルファ-ケト酸に対して高度な触媒活性を有するように操作された(Hoganらの文献、Bioch
emistry 34:4225-4230 (1995))。該酵素の102位置に導入された酸性アミノ酸を有する変
異体は、当該側鎖アンモニウム基の結合に有利であった。得られた結果は、オメガ-アミ
ノ-アルファ-ケト酸基質に対するkcat/Km値の25倍までの向上を示すことを証明した。興
味深いことに、この酵素は、また、乳酸デヒドロゲナーゼの代わりにフェニル乳酸デヒド
ロゲナーゼとして機能するように構造的に修飾された(Wilksらの文献、Biochemistry 31:
7802-7806 (1992))。制限部位が、遺伝子の領域を励起することを可能にする酵素に対す
る遺伝子に導入された。この領域は、通常はバルク溶媒から活性部位をシールし、且つ基
質特異性の主たる決定因子であるポリペプチドの移動表面ループ(残基98～110)をコード
した。基質特異性が変化したヒドロキシ酸デヒドロゲナーゼが生成されるように、可変長
及び配列ループが挿入された。より長いループ構成の場合は、ピルビン酸に対する活性が
100万分の1に低下したが、フェニルピルビン酸に対する活性はほとんど変化しなかった。
390000倍の特異性(kcat/Km)の切換が達成された。ピルビン酸と比較したフェニルピルビ
ン酸に対するこの酵素の1700:1の選択性は、フェニル乳酸デヒドロゲナーゼに必要とされ
る選択性である。上記研究は、酵素工学の様々な手法を使用して、本明細書に開示される
BDO経路のための酵素を得ることができることを示している。
【０１２６】
　本明細書に開示されているように、アセチル-CoA、スクシニル-CoA、アルファ-ケトグ
ルタル酸、グルタミン酸、4-アミノ酪酸及びホモセリンを含む多くの中央代謝中間体から
1,4-ブタンジオールへの生合成経路を利用することができる。アセチル-CoA、スクシニル
-CoA及びアルファ-ケトグルタル酸は、細胞呼吸のために酸素を利用するほぼ全ての生細
胞に全体として存在し、多くの嫌気性生物体に切断された形で存在する一連の反応物であ
るトリカルボン酸(TCA)回路の共通の中間体である。グルタミン酸は、グルタミン酸デヒ
ドロゲナーゼ又は多くのアミノ基転移反応のいずれかを介してアルファ-ケトグルタル酸
から誘導されるアミノ酸である(図8B参照)。4-アミノ酪酸をグルタミン酸の脱炭酸(図8B
参照)によって、又は図9Cに開示される経路を介してアセトアセチル-CoAから形成するこ
とができる。アセトアセチル-CoAは、酵素アセチル-CoAアセチルトランスフェラーゼ、又
は同等にアセトアセチル-CoAチオラーゼによる2個のアセチル-CoA分子の縮合から誘導さ
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れる。ホモセリンは、アスパラギン酸を介してオキサロ酢酸から形成される、トレオニン
及びメチオニン代謝における中間体である。オキサロ酢酸のホモセリンへの変換には、1
個のNADH、2個のNADPH及び1個のATPが必要である。
【０１２７】
　先に例示した経路以外の経路を採用して、非天然微生物生物体にBDOの生合成を生成す
ることもできる。一実施態様において、L-ホモセリンからBDOへの経路を使用して生合成
を達成することができる(図13)。この経路は、グルコース1モル当たり0.90モルのモル収
率を有し、これは還元当量を利用できることによって制限されると思われる。第2の経路
は、アセトアセチル-CoAからBDOを合成し、グルコース1モル当たり1.091モルの最大理論
収率を達成することが可能である(図9参照)。いずれかの経路の実行を、2つの外因性酵素
をE.コリなどの宿主生物体に導入することによって達成することができ、且つ両経路は、
スクシニル-CoAを介してBDO生成を更に補完することができる。経路酵素、熱力学、理論
的収率及び全体的な実現可能性を以下に更に記載する。
【０１２８】
　ホモセリン経路を、BDO生成微生物体を作製するように操作することもできる。ホモセ
リンは、アスパラギン酸を介してオキサロ酢酸から形成されるトレオニン及びメチオニン
代謝における中間体である。オキサロ酢酸のホモセリンへの変換には、1個のNADH、2個の
NADPH及び1個のATPが必要である(図2)。一旦形成されると、ホモセリンは、トレオニン及
びメチオニンの両方のための生合成経路に供給される。たいていの生物体において、高量
のトレオニン又はメチオニンが逆戻りして、ホモセリン生合成経路を抑圧する(Caspiらの
文献、Nucleic Acids Res. 34:D511-D516 (1990))。
【０１２９】
　ホモセリンの4-ヒドロキシ酪酸(4-HB)への転換を本明細書に開示される2つの酵素工程
で達成することができる。この経路の第1の工程は、推定上のアンモニアリアーゼによる
ホモセリンの脱アミノ化である。工程2において、生成物アルケン、4-ヒドロキシブタ-2-
エン酸が、1個のNADHを消費して推定上のレダクターゼにより4-HBに還元される。次いで
、4-HBをBDOに変換することができる。
【０１３０】
　上記転換を触媒するために利用可能な酵素が本明細書に開示されている。例えば、経路
の工程1におけるアンモニアリアーゼは、アスパラギン酸アンモニア-リアーゼ(アスパル
ターゼ)の化学的性質に酷似している。アスパルターゼは、微生物において広範に及ぶ酵
素であり、広く特徴づけられてきた(Viola, R.E.の文献、Mol. Biol. 74:295-341 (2008)
)。E.コリアスパルターゼの結晶構造が解明された(Shiらの文献、Biochemistry 36:9136-
9144 (1997))ため、その基質特異性をホモセリンを含むように改変する酵素の活性部位に
おける変異を直接操作することが可能である。工程2におけるオキシドレダクターゼは、E
.コリTCA回路におけるフマル酸レダクターゼを含むいくつかの十分に特徴づけられた酵素
に類似する化学的性質を有する。この反応の熱力学が極めて好ましいため、広い基質特異
性を有する内因性レダクターゼは、4-ヒドロキシブタ-2-エン酸を還元できる可能性が高
い。嫌気性条件下でのこの経路の収率は、グルコース1モル当たり0.9モルのBDOである。
【０１３１】
　スクシニル-CoA経路は、よりエネルギー的に効率が高いという事実のため、より高い収
率を有することが判明した。ホモセリン経路を介する1個のオキサロ酢酸分子のBDOへの変
換には、2当量ATPの消費が必要になる。PEPカルボキシキナーゼが可逆的であると想定す
ると、グルコースの2個のオキサロ酢酸分子への変換は最大で3個のATP分子を生成するこ
とができるため、ホモセリンを介するグルコースのBDOへの全変換は、負のエネルギー収
率を有する。予想されるように、エネルギーが呼吸を介して生成され得ると想定すると、
ホモセリン経路の最大収率は、グルコース1モル当たり1.05モルまで増加し、これはスク
シニル-CoA経路収率の96％である。スクシニル-CoA経路は、炭素フラックスの一部を、ピ
ルビン酸デヒドロゲナーゼ及びTCA回路の酸化的分枝を介して誘導して、エネルギーを消
費せずに還元当量及びスクシニル-CoAの両方を生成することができる。従って、フラック
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スの全てがオキサロ酢酸を介してスクシニル-CoAからBDOに誘導されることがないため、
それは、ホモセリン経路と同じエネルギー上の問題に遭遇しない。全体にわたり、ホモセ
リン経路はBDOへの高収率経路を示す。
【０１３２】
　アセト酢酸経路を操作して、BDO生成微生物体を作製することもできる。アセト酢酸を
、アセチル-CoAアセチルトランスフェラーゼ及びアセトアセチル-CoAトランスフェラーゼ
を含む、脂肪酸代謝に関与する酵素によってアセチル-CoAから形成することができる。ア
セト酢酸を介する生合成経路は、また、一酸化炭素、二酸化炭素又はメタノールなどの単
独の炭素の化合物を代謝させてアセチル-CoAを形成することができる微生物体に特に有用
である。
【０１３３】
　アセトアセチル-CoAから4-アミノ酪酸への3工程経路(図9C参照)を使用して、アセトア
セチル-CoAを介してBDOを合成することができる。図8Bに示されるように、4-アミノ酪酸
をコハク酸セミアルデヒドに変換することができる。スクシニル-CoAから除去された1つ
の還元工程又はα-ケトグルタル酸から除去された1つの脱炭酸工程であるコハク酸セミア
ルデヒドを、3つの還元工程に従ってBDOに変換することができる(図1)。簡単に述べると
、この経路の工程1は、例えば、atoA及びatoD遺伝子によってコードされたE.コリアセト
アセチル-CoAトランスフェラーゼによるアセトアセチル-CoAのアセト酢酸への変換を含む
(Hanaiらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 73:7814-7818 (2007))。アセトアセチル-C
oA生合成の工程2は、ω-アミノトランスフェラーゼによるアセト酢酸の3-アミノブタン酸
への変換を含む。アルカリゲンス・デニトリフィカンス(Alcaligens denitrificans)のω
-アミノ酸:ピルビン酸アミノトランスフェラーゼ(ω-APT)は、E.コリに過剰発現され、イ
ンビトロで3-アミノブタン酸に対する高い活性を有することが示された(Yunらの文献、Ap
pl. Environ. Microbiol. 70:2529-2534 (2004))。
【０１３４】
　工程2において、推定上のアミノムターゼは、アミン基を炭素骨格の3位から4位にシフ
トさせる。3-アミノブタン酸に対してこの機能を果たすアミノムターゼは特徴づけられて
いないが、クロストリジウム・スティックランジ(Clostridium sticklandii)の酵素は、
極めて類似したメカニズムを有する。酵素D-リジン-5,6-アミノムターゼは、リジン生合
成に関与する。
【０１３５】
　アセトアセチル-CoAからBDOへの合成経路は、通常、グルタミン酸の脱炭酸から形成さ
れるE.コリにおける代謝物質である4-アミノブタン酸を通る。4-アミノブタン酸は、一旦
形成されると、生化学的に特徴づけられた酵素である4-アミノブタン酸トランスアミナー
ゼ(2.6.1.19)によってコハク酸セミアルデヒドに変換され得る。
【０１３６】
　この経路における候補酵素を選択するための1つの検討事項は、工程2及び3に関与する
酵素の立体選択性である。アルカリゲンス・デニトリフィカンスのω-ABTは、3-アミノブ
タン酸のL-立体異性体に特異的であり、D-リジン-5,6-アミノムターゼは、D-立体異性体
を必要とする可能性が高い。相補的な立体選択性を有する酵素が最初に見いだされないか
、又は操作されない場合は、L-3-アミノブタン酸をD-3-アミノブタン酸に変換することが
できるラセマーゼ活性を有する第3の酵素をこの経路に加えることができる。アミノ酸ラ
セマーゼは広範に及んでいるが、これらの酵素がω-アミノ酸に対して機能できるかどう
かは未知である。
【０１３７】
　嫌気性条件下でのこの経路の最大理論モル収率は、グルコース1モル当たり1.091モルで
ある。アセトアセチル-CoAからBDOへのフラックスを生成するために、アセチル-CoA:アセ
トアセチル-CoAトランスフェラーゼが可逆的であると想定することが必要であった。E.コ
リにおけるこの酵素の機能は、最初にそれらをチオエステルに変換することによって短鎖
脂肪酸を代謝させることである。
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【０１３８】
　酢酸を消費する方向のアセチル-CoA:アセトアセチル-CoAトランスフェラーゼの作用は
、E.コリにおいて実験的に実証されていないが、他の生物体における類似の酵素に関する
研究は、この反応が可逆的であるという仮定を裏づけている。腸細菌ロセブリア種及びF.
プラスニツィの酵素ブチリル-CoA:酢酸:CoAトランスフェラーゼは、酢酸を利用する方向
に作用して、酪酸を生成する(Duncanらの文献、Appl. Environ. Microbiol 68:5186-5190
 (2002))。別の極めて類似する酵素、即ちトリパノソマ・ブルセイ(Trypanosoma brucei)
のアセチル:コハク酸CoAトランスフェラーゼも酢酸を利用する方向に作用する。この反応
は、平衡に近いΔrxnGを有するため、高濃度の酢酸は、関心対象の方向に反応を誘導し得
る可能性が高い。グルコース1モル当たり1.09モルの最大理論BDO生成速度では、E.コリは
、発酵副産物を伴わずにグルコース1モル当たり1.098モルのATPを生成できることがシミ
ュレーションによって想定される。このATP収率は、細胞の成長、維持及び生成に十分な
ものでなければならない。アセトアセチル-CoA生物経路は、アセチル-CoAからBDOへの高
収量経路である。
【０１３９】
　従って、選択された宿主に4-HB生合成を確立するための既に例示した様々な修飾のいず
れかに加えて、BDO生成微生物体は、4-HB経路代謝修飾の先述の組合せ及び置換のいずれ
か、並びにCoA非依存性アルデヒドデヒドロゲナーゼ、CoA依存性アルデヒドデヒドロゲナ
ーゼ若しくはアルコールデヒドロゲナーゼ、又はGBL及び/若しくはBDOのための生合成経
路を生成する本明細書に開示される他の酵素の発現のいずれかの組合せを含むことができ
る。従って、本発明のBDO生産体は、例えば、本明細書に開示される4-HB経路のいずれか
及び/又はBDO経路のいずれかに対応する1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、6つ、7つ、8つ、9つ
又は最大全ての酵素の外因性発現を有することができる。
【０１４０】
　遺伝子修飾微生物体の設計及び構築は、BDOを生成するための十分な量の発現を達成す
るための当該技術分野で周知の方法を使用して実施される。特に、本発明の非天然微生物
体は、前述のように、約0.1～25mM以上などの約0.1～200mM以上の細胞内濃度をもたらすB
DOの生合成を達成することができる。例えば、BDOの細胞内濃度は、約3～20mM、特定する
と約5～15mM以上、より特定すると約10mM以上を含む約8～12mMである。これらの例示的な
範囲の各々の間又はそれを超える細胞内濃度を本発明の非天然微生物体から達成すること
ができる。4-HB生産体の場合と同様に、BDO生産体を嫌気性条件下で維持、培養又は発酵
することができる。
【０１４１】
　本発明は、更に、4-HBを生成するための方法を提供する。該方法は、4-ヒドロキシブタ
ン酸デヒドロゲナーゼ、CoA非依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ、スクシ
ニル-CoAシンテターゼ、CoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ、グルタミ
ン酸:コハク酸セミアルデヒドトランスアミナーゼ、α-ケトグルタル酸デカルボキシラー
ゼ若しくはグルタミン酸デカルボキシラーゼをコードしている少なくとも1つの外因性核
酸を含む4-ヒドロキシブタン酸(4-HB)生合成経路を有する非天然微生物体を、モノマー4-
ヒドロキシブタン酸(4-HB)を生成するのに十分な時間にわたって実質的に嫌気性条件下で
培養することを含む。該方法は、例えば、4-HBのGBLへの及びBDO又はTHFへの化学変換を
追加的に含むことができる。
【０１４２】
　加えて4-HBを生成するための方法が提供される。該方法は、4-ヒドロキシブタン酸デヒ
ドロゲナーゼ、スクシニル-CoAシンテターゼ、CoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒド
ロゲナーゼ又はα-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼをコードしている少なくとも1つの
外因性核酸を含む4-ヒドロキシブタン酸(4-HB)生合成経路を有する非天然微生物体を、モ
ノマー4-ヒドロキシブタン酸(4-HB)を生成するのに十分な時間にわたって実質的に嫌気性
条件下で培養することを含む。4-HB生成物を培養培地に分泌させることができる。
【０１４３】
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　更に、BDOを生成するための方法が提供される。該方法は、4-ヒドロキシブタン酸デヒ
ドロゲナーゼ、スクシニル-CoAシンテターゼ、CoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒド
ロゲナーゼ、4-ヒドロキシ酪酸:CoAトランスフェラーゼ、4-ヒドロキシ酪酸キナーゼ、ホ
スホトランスヒドロキシブチリラーゼ、α-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ、アルデ
ヒドデヒドロゲナーゼ、アルコールデヒドロゲナーゼ又はアルデヒド/アルコールデヒド
ロゲナーゼをコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒドロキシブタン酸(4-
HB)及び1,4-ブタンジオール(BDO)生合成経路を有する微生物体を含む非天然微生物生触媒
又は微生物体を、1,4-ブタンジオール(BDO)を生成するのに十分な時間にわたって培養す
ることを含む。BDO生成物を培養培地に分泌させることができる。
【０１４４】
　加えて、本発明のBDO経路を有する非天然微生物体を培養することによってBDOを生成す
るための方法が提供される。BDO経路は、BDOを生成するための条件下且つ十分な時間にわ
たってBDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードしている少なくとも
1つの外因性核酸を含むことができ、該BDO経路は、4-アミノ酪酸-CoAトランスフェラーゼ
、4-アミノブチリル-CoAヒドロラーゼ、4-アミノ酪酸-CoAリガーゼ、4-アミノブチリル-C
oAオキシドレダクターゼ(脱アミノ化)、4-アミノブチリル-CoAトランスアミナーゼ、又は
4-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドロゲナーゼを含む(実施例VII及び表17参照)。
【０１４５】
　代替的に、BDO経路は、BDOを生成するための条件下且つ十分な時間にわたってBDOを生
成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核
酸を含むことができ、該BDO経路は、4-アミノ酪酸-CoAトランスフェラーゼ、4-アミノブ
チリル-CoAヒドロラーゼ、4-アミノ酪酸-CoAリガーゼ、4-アミノブチリル-CoAレダクター
ゼ(アルコール形成)、4-アミノブチリル-CoAレダクターゼ、4-アミノブタン-1-オールデ
ヒドロゲナーゼ、4-アミノブタン-1-オールオキシドレダクターゼ(脱アミノ化)又は4-ア
ミノブタン-1-オールトランスアミナーゼを含む(実施例VII及び表18参照)。
【０１４６】
　加えて、本発明は、BDOを生成するための方法であって、BDOを生成するための条件下且
つ十分な時間にわたってBDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードし
ている少なくとも1つの外因性核酸を含み、4-アミノ酪酸キナーゼ、4-アミノブチルアル
デヒドデヒドロゲナーゼ(リン酸化)、4-アミノブタン-1-オールデヒドロゲナーゼ、4-ア
ミノブタン-1-オールオキシドレダクターゼ(脱アミノ化)、4-アミノブタン-1-オールトラ
ンスアミナーゼ、[(4-アミノブタノリル)オキシ]ホスホン酸オキシドレダクターゼ(脱ア
ミノ化)、[(4-アミノブタノリル)オキシ]ホスホン酸トランスアミナーゼ、4-ヒドロキシ
ブチリル-リン酸デヒドロゲナーゼ又は4-ヒドロキシブチルアルデヒドデヒドロゲナーゼ(
リン酸化)を含むBDO経路を有する非天然微生物体を培養することを含む方法を提供する(
実施例VII及び表19参照)。
【０１４７】
　本発明は、更に、BDOを生成するための方法であって、BDOを生成するための条件下且つ
十分な時間にわたってBDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードして
いる少なくとも1つの外因性核酸を含み、アルファ-ケトグルタル酸5-キナーゼ、2,5-ジオ
キソペンタン酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(リン酸化)、2,5-ジオキソペンタン酸レ
ダクターゼ、アルファ-ケトグルタル酸-CoAトランスフェラーゼ、アルファ-ケトグルタリ
ル-CoAヒドロラーゼ、アルファ-ケトグルタリル-CoAリガーゼ、アルファ-ケトグルタリル
-CoAレダクターゼ、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ、アルファ-ケト
グルタリル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカ
ルボキシラーゼ又は5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)を含むB
DO経路を有する非天然微生物体を培養することを含む方法を提供する(実施例VIII及び表2
0参照)。
【０１４８】
　本発明は、追加的に、BDOを生成するための方法であって、BDOを生成するための条件下
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且つ十分な時間にわたってBDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコード
している少なくとも1つの外因性核酸を含み、グルタミン酸-CoAトランスフェラーゼ、グ
ルタミル-CoAヒドロラーゼ、グルタミル-CoAリガーゼ、グルタミン酸5-キナーゼ、グルタ
ミン酸-5-セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(リン酸化)、グルタミル-CoAレダクターゼ、
グルタミン酸-5-セミアルデヒドレダクターゼ、グルタミル-CoAレダクターゼ(アルコール
形成)、2-アミノ-5-ヒドロキシペンタン酸オキシドレダクターゼ(脱アミノ化)、2-アミノ
-5-ヒドロキシペンタン酸トランスアミナーゼ、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカル
ボキシラーゼ、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)を含むBDO経
路を有する非天然微生物体を培養することを含む方法を提供する(実施例IX及び表21参照)
。
【０１４９】
　本発明は、追加的に、BDOを生成するための方法であって、BDOを生成するための条件下
且つ十分な時間にわたってBDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコード
している少なくとも1つの外因性核酸を含み、3-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドロゲナー
ゼ、3-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドラターゼ、ビニルアセチル-CoAΔ-イソメラーゼ又
は4-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドラターゼを含むBDO経路を有する非天然微生物体を培
養することを含む方法を含む(実施例X及び表22参照)。
【０１５０】
　また、BDOを生成するための方法であって、BDOを生成するための条件下且つ十分な時間
にわたってBDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードしている少なく
とも1つの外因性核酸を含み、ホモセリンデアミナーゼ、ホモセリンCoAトランスフェラー
ゼ、ホモセリンCoA-ヒドロラーゼ、ホモセリン-CoAリガーゼ、ホモセリン-CoAデアミナー
ゼ、4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAトランスフェラーゼ、4-ヒドロキシブタ-2-エノイ
ル-CoAヒドロラーゼ、4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAリガーゼ、4-ヒドロキシブタ-2-
エン酸レダクターゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAトランスフェラーゼ、4-ヒドロキシブチ
リル-CoAヒドロラーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAリガーゼ又は4-ヒドロキシブタ-2-エ
ノイル-CoAレダクターゼを含むBDO経路を有する非天然微生物体を培養することを含む方
法が提供される(実施例XI及び表23参照)。
【０１５１】
　本発明は、追加的に、BDOを生成するための方法であって、BDOを生成するための条件下
且つ十分な時間にわたってBDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコード
している少なくとも1つの外因性核酸を含み、スクシニル-CoAレダクターゼ(アルコール形
成)、4-ヒドロキシブチリル-CoAヒドロラーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAリガーゼ、4-
ヒドロキシブタナールデヒドロゲナーゼ(リン酸化)を含むBDO経路を有する非天然微生物
体を培養することを含む方法を提供する。当該BDO経路は、スクシニル-CoAレダクターゼ
、4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAトランスフェラーゼ、
4-ヒドロキシ酪酸キナーゼ、ホスホトランス-4-ヒドロキシブチリラーゼ、4-ヒドロキシ
ブチリル-CoAレダクターゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)又
は1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼを更に含むことができる。
【０１５２】
　また、BDOを生成するための方法であって、BDOを生成するための条件下且つ十分な時間
にわたってBDOを生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードしている少なく
とも1つの外因性核酸を含み、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ、4-アミノ酪酸オキシドレ
ダクターゼ(脱アミノ化)、4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ、グルタミン酸デカルボキシ
ラーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAヒドロラーゼ、4-ヒドロキシブチリル-CoAリガーゼ、
4-ヒドロキシブタナールデヒドロゲナーゼ(リン酸化)を含むBDO経路を有する非天然微生
物体を培養することを含む方法が提供される。
【０１５３】
　本発明は、追加的に、生成物を増加させるか、又は望ましくない副産物を減少させるこ
とによってBDOなどの所望の生成物の生成の向上を可能にする、本明細書に開示されてい
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る遺伝子改変された生物体を使用して所望の生成物を生成する方法を提供する。従って、
本発明は、1,4-ブタンジオール(BDO)を生成するための方法であって、本明細書に開示さ
れている非天然微生物体を、BDOを生成するための条件下且つ十分な時間にわたって培養
することを含む方法を提供する。一実施態様において、本発明は、1,4-ブタンジオール(B
DO)を生成するのに十分な量で発現されるBDO経路酵素をコードしている少なくとも1つの
外因性核酸を含むBDO経路を有する微生物体を含む、非天然微生物体を使用してBDOを生成
する方法を提供する。一実施態様において、微生物体は、外因性スクシニル-CoAシンテタ
ーゼを発現するように遺伝子修飾されている(実施例XII参照)。例えば、スクシニル-CoA
シンテターゼは、エシェリキア・コリsucCD遺伝子によってコードすることができる。
【０１５４】
　別の実施態様において、微生物体は、外因性アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラ
ーゼを発現するように遺伝子修飾されている(実施例XIII参照)。例えば、アルファ-ケト
グルタル酸デカルボキシラーゼは、マイコバクテリウム・ボビスsucA遺伝子によってコー
ドすることができる。更に別の実施態様において、微生物体は、外因性コハク酸セミアル
デヒドデヒドロゲナーゼ及び4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ並びに場合により4-ヒド
ロキシブチリル-CoA/アセチル-CoAトランスフェラーゼを発現するように遺伝子修飾され
ている(実施例XIII参照)。例えば、コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(CoA依存性
)、4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ及び4-ヒドロキシブチリル-CoA/アセチル-CoAトラ
ンスフェラーゼは、ポルフィロモナス・ギンギバリスW83遺伝子によってコードすること
ができる。更なる実施態様において、微生物体は、外因性酪酸キナーゼ及びホスホトラン
スブチリラーゼを発現するように遺伝子修飾されている(実施例XIII参照)。例えば、酪酸
キナーゼ及びホスホトランスブチリラーゼは、クロストリジウム・アセトブチリクムbuk1
及びptb遺伝子によってコードすることができる。
【０１５５】
　更に別の実施態様において、微生物体は、外因性4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクター
ゼを発現するように遺伝子修飾されている(実施例XIII参照)。例えば、4-ヒドロキシブチ
リル-CoAレダクターゼは、クロストリジウム・ベイジェリンキーald遺伝子によってコー
ドすることができる。加えて、本発明の実施態様において、微生物体は、外因性4-ヒドロ
キシブタナールレダクターゼを発現するように遺伝子修飾されている(実施例XIII参照))
。例えば、4-ヒドロキシブタナールレダクターゼは、ゲオバシルス・サーモグルコシダシ
ウスadh1遺伝子によってコードすることができる。別の実施態様において、微生物体は、
外因性ピルビン酸デヒドロゲナーゼサブユニットを発現するように遺伝子修飾されている
(実施例XIV参照)。例えば、外因性ピルビン酸デヒドロゲナーゼはNADH非感受性であり得
る。ピルビン酸デヒドロゲナーゼサブユニットは、クレブシエラ・ニューモニエlpdA遺伝
子によってコードすることができる。特定の実施態様において、微生物体のピルビン酸デ
ヒドロゲナーゼサブユニット遺伝子にピルビン酸ギ酸リアーゼプロモーターの制御を受け
させることができる。
【０１５６】
　更に別の実施態様において、微生物体は、好気性呼吸器制御調節系をコードしている遺
伝子を破壊するように遺伝子修飾されている(実施例XV参照)。例えば、破壊は、arcA遺伝
子の破壊であり得る。当該生物体は、リンゴ酸デヒドロゲナーゼをコードしている遺伝子
の破壊を更に含むことができる。更なる実施態様において、微生物体は、外因性NADH非感
受性クエン酸シンターゼを発現するように遺伝子修飾されている(実施例XV参照)。例えば
、NADH非感受性クエン酸シンターゼは、gltAのR163L変異体などのgltAによってコードす
ることができる。更に別の実施態様において、微生物体は、外因性ホスホエノールピルビ
ン酸カルボキシキナーゼを発現するように遺伝子修飾されている(実施例XVI参照)。例え
ば、ホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼは、ヘモフィルス・インフルエンザの
ホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼ遺伝子によってコードすることができる。
BDOの生成の向上のための本明細書に例示される菌株を、適切な修飾を加えて同様に使用
して、他の所望の生成物、例えば、4-ヒドロキシ酪酸又は本明細書に開示されている他の
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所望の生成物を生成することができることが理解されよう。
【０１５７】
　本発明は追加的に、4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-ヒ
ドロキシブタナール経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含み、スク
シニル-CoA レダクターゼ(アルデヒド形成)；4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ；及び
、4-ヒドロキシ酪酸レダクターゼを含む4-ヒドロキシブタナール経路を有する非天然微生
物体を培養することを含む、4-ヒドロキシブタナールを生成するための方法を提供する(
図58、工程A-C-D参照)。本発明はまた、4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量
で発現される4-ヒドロキシブタナール経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性
核酸を含み、アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ；4-ヒドロキシ酪酸デヒドロ
ゲナーゼ；及び、4-ヒドロキシ酪酸レダクターゼを含む4-ヒドロキシブタナール経路を有
する非天然微生物体を培養することを含む、4-ヒドロキシブタナールを生成するための方
法を提供する(図58、工程B-C-D参照)。
【０１５８】
　本発明は更に、4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-ヒドロ
キシブタナール経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含み、コハク酸
レダクターゼ；4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ、及び4-ヒドロキシ酪酸レダクターゼ
を含む4-ヒドロキシブタナール経路を有する非天然微生物体を培養することを含む、4-ヒ
ドロキシブタナールを生成するための方法を提供する(図62、工程F-C-D参照)。更に別の
実施態様において、本発明は、4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現さ
れる4-ヒドロキシブタナール経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含
み、アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ、又はグルタミン酸デヒドロゲナーゼ
又はグルタミン酸トランスアミナーゼ及びグルタミン酸デカルボキシラーゼ及び4-アミノ
酪酸デヒドロゲナーゼ又は4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ；4-ヒドロキシ酪酸デヒドロ
ゲナーゼ；及び、4-ヒドロキシ酪酸レダクターゼを含む4-ヒドロキシブタナール経路を有
する非天然微生物体を培養することを含む、4-ヒドロキシブタナールを生成するための方
法を提供する(図62、工程B又は((J若しくはK)-L-(M若しくはN))-C-D参照)。
【０１５９】
　本発明はまた、4-ヒドロキシブタナールを生成するのに十分な量で発現される4-ヒドロ
キシブタナール経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含み、アルファ-
ケトグルタル酸レダクターゼ；5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ；及
び、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼを含む4-ヒドロキシブタナー
ル経路を有する非天然微生物体を培養することを含む、4-ヒドロキシブタナールを生成す
るための方法を提供する(図62、工程X-Y-Z参照)。本発明は更に、4-ヒドロキシブチリル-
CoAを生成するのに十分な量で発現される4-ヒドロキシブチリル-CoA経路酵素をコードし
ている少なくとも1つの外因性核酸を含み、アルファ-ケトグルタル酸レダクターゼ；5-ヒ
ドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ；及び、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン
酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)を含む4-ヒドロキシブチリル-CoA経路を有する非天然微生物
体を培養することを含む、4-ヒドロキシブチリル-CoAを生成するための方法を提供する(
図62、工程X-Y-AA参照)。
【０１６０】
　本発明は追加的に、プトレシンを生成するのに十分な量で発現されるプトレシン経路酵
素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含み、コハク酸レダクターゼ；4-アミ
ノ酪酸デヒドロゲナーゼ又は4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ；4-アミノ酪酸レダクター
ゼ；及び、プトレシンデヒドロゲナーゼ又はプトレシントランスアミナーゼを含むプトレ
シン経路を有する非天然微生物体を培養することを含む、プトレシンを生成するための方
法を提供する(図63、工程F-M/N-C-D/E参照)。更に別の実施態様において、本発明は、プ
トレシンを生成するのに十分な量で発現されるプトレシン経路酵素をコードしている少な
くとも1つの外因性核酸を含み、アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ；4-アミノ
酪酸デヒドロゲナーゼ又は4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ；4-アミノ酪酸レダクターゼ
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；及び、プトレシンデヒドロゲナーゼ又はプトレシントランスアミナーゼを含むプトレシ
ン経路を有する非天然微生物体を培養することを含む、プトレシンを生成するための方法
を提供する(図63、工程B-M/N-C-D/E参照)。本発明は追加的に、プトレシンを生成するの
に十分な量で発現されるプトレシン経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核
酸を含み、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ又はグルタミン酸トランスアミナーゼ；グルタ
ミン酸デカルボキシラーゼ；4-アミノ酪酸レダクターゼ；及び、プトレシンデヒドロゲナ
ーゼ又はプトレシントランスアミナーゼを含むプトレシン経路を有する非天然微生物体を
培養することを含む、プトレシンを生成するための方法を提供する(図63、工程J/K-L-C-D
/E参照)。
【０１６１】
　本発明は、別の実施態様において、プトレシンを生成するのに十分な量で発現されるプ
トレシン経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含み、アルファ-ケトグ
ルタル酸レダクターゼ；5-アミノ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ又は5-アミノ-2-
オキソペンタン酸トランスアミナーゼ；5-アミノ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラー
ゼ；及び、プトレシンデヒドロゲナーゼ又はプトレシントランスアミナーゼを含むプトレ
シン経路を有する非天然微生物体を培養することを含む、プトレシンを生成するための方
法を提供する(図63、工程O-P/Q-R-D/E参照)。また、プトレシンを生成するのに十分な量
で発現されるプトレシン経路酵素をコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含み、
アルファ-ケトグルタル酸レダクターゼ；5-アミノ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ
又は5-アミノ-2-オキソペンタン酸トランスアミナーゼ；オルニチンデヒドロゲナーゼ又
はオルニチントランスアミナーゼ；及び、オルニチンデカルボキシラーゼを含むプトレシ
ン経路を有する非天然微生物体を培養することを含む、プトレシンを生成するための方法
も提供される(図63、工程O-P/Q-S/T-U参照)。本明細書に開示された経路のいずれかを含
む微生物体を、4-HB、4-HBal、BDO又はプトレシンを含む、所望の生成物又は中間体を生
成するために使用することができることが理解される。
【０１６２】
　本発明の方法において、1つ以上の外因性核酸のいずれかを微生物体に導入して、本発
明の非天然微生物体を作製できることが理解される。例えば、4-HB、BDO、THF又はGBL生
合成経路を微生物体に付与するように核酸を導入することができる。代替的に、コード化
核酸を導入して、4-HB、BDO、THF又はGBL生合成の能力を付与するための必要な反応のい
くつかを触媒する生合成の能力を有する中間微生物体を作製することができる。例えば、
4-HB生合成経路を有する非天然微生物体は、4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼとα
-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ；4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼとCoA非依
存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ；4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼ
とCoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ；CoA依存性コハク酸セミアルデヒ
ドデヒドロゲナーゼとスクシニル-CoAシンテターゼ；及び、スクシニル-CoAシンテターゼ
とグルタミン酸デカルボキシラーゼ等の組合せなどの所望の酵素をコードしている少なく
とも2つの外因性核酸を含むことができる。従って、生合成経路の2つ以上の酵素の任意の
組合せを本発明の非天然微生物体に含めることができることが理解される。同様に、所望
の生合成経路の酵素の組合せが対応する所望の生成物の生成をもたらすのであれば、要望
に応じて、生合成経路の3つ以上の酵素、例えば、4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナー
ゼとα-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼとCoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロ
ゲナーゼ；CoA非依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼとスクシニル-CoAシン
テターゼ；4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼとCoA依存性コハク酸セミアルデヒド
デヒドロゲナーゼとグルタミン酸:コハク酸セミアルデヒドトランスアミナーゼ等の任意
の組合せを本発明の非天然微生物体に含めることができることが理解される。
【０１６３】
　同様に、例えば、BDO生成を付与するために導入される任意の1つ以上の外因性核酸に関
して、BDO生合成経路を有する非天然微生物体は、4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナー
ゼとα-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ；4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼと4
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-ヒドロキシブチリルCoA:アセチル-CoAトランスフェラーゼ；4-ヒドロキシブタン酸デヒ
ドロゲナーゼと酪酸キナーゼ；4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼとホスホトランス
ブチリラーゼ；4-ヒドロキシブチリルCoA:アセチル-CoAトランスフェラーゼとアルデヒド
デヒドロゲナーゼ；4-ヒドロキシブチリルCoA:アセチル-CoAトランスフェラーゼとアルコ
ールデヒドロゲナーゼ；4-ヒドロキシブチリルCoA:アセチル-CoAトランスフェラーゼとア
ルデヒド/アルコールデヒドロゲナーゼ、4-アミノ酪酸-CoAトランスフェラーゼと4-アミ
ノブチリル-CoAトランスアミナーゼ；4-アミノ酪酸キナーゼと4-アミノブタン-1-オール
オキシドレダクターゼ(脱アミノ化)等の組合せなどの所望の酵素をコードしている少なく
とも2つの外因性核酸を含むことができる。従って、生合成経路の2つ以上の酵素の任意の
組合せを本発明の非天然微生物体に含めることができることが理解される。同様に、生合
成経路の3つ以上の酵素、例えば、4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼとα-ケトグル
タル酸デカルボキシラーゼと4-ヒドロキシブチリルCoA:アセチル-CoAトランスフェラーゼ
；4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼと酪酸キナーゼとホスホトランスブチリラーゼ
；4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼと4-ヒドロキシブチリルCoA:アセチル-CoAトラ
ンスフェラーゼとアルデヒドデヒドロゲナーゼ；4-ヒドロキシブチリルCoA:アセチル-CoA
トランスフェラーゼとアルデヒドデヒドロゲナーゼとアルコールデヒドロゲナーゼ；酪酸
キナーゼとホスホトランスブチリラーゼとアルデヒド/アルコールデヒドロゲナーゼ；4-
アミノブチリル-CoAヒドロラーゼと4-アミノブチリル-CoAレダクターゼと4-アミノブタン
-1-オールトランスアミナーゼ；3-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドロゲナーゼと3-ヒドロ
キシブチリル-CoAデヒドラターゼと4-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドラターゼ等の任意の
組合せを本発明の非天然微生物体に含めることができることが理解される。同様に、所望
の生合成経路の酵素の組合せが対応する所望の生成物の生成をもたらすのであれば、要望
に応じて、本明細書に開示される生合成経路の4つ又は5つ以上の酵素の任意の組合せを本
発明の非天然微生物に含めることができる。
【０１６４】
　本明細書に記載の非天然微生物体のいずれかを培養して、本発明の生合成生成物を生成
及び/又は分泌させることができる。例えば、4-HB生産体を4-HBの生合成生成のために培
養することができる。4-HBを以下に説明するように単離又は処理して、GBL、THF及び/又
はBDOを生成することができる。同様に、BDO生産体をBDOの生合成生成のために培養する
ことができる。本明細書に開示されるように、BDO系統の化合物の化学合成のために、BDO
を単離又は更に処理することができる。
【０１６５】
　成長培地は、例えば、炭素源を非天然微生物に供給することができる任意の炭水化物源
を含むことができる。当該供給源は、例えば、グルコース、スクロース、キシロース、ア
ラビノース、ガラクトース、マンノース、フルクトース及びデンプンなどの糖を含む。他
の炭水化物源は、例えば、再生可能な原料及びバイオマスを含む。本発明の方法において
原料として使用できる例示的な種類のバイオマスは、セルロース系バイオマス、ヘミセル
ロース系バイオマス及びリグニン原料又は原料の一部分を含む。当該バイオマス原料は、
例えば、グルコース、スクロース、キシロース、アラビノース、ガラクトース、マンノー
ス、フルクトース及びデンプンなどの炭素源として有用な炭水化物基質を含む。本明細書
に示される教示及び指針を考慮すると、当業者は、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプト
レシン及び本発明の他の化合物の生成のための本発明の微生物体を培養するために、先に
例示したもの以外の再生可能な原料及びバイオマスを使用することもできることを理解す
るであろう。
【０１６６】
　従って、本明細書に示される教示及び指針を考慮すると、当業者は、炭水化物などの炭
素源上で成長させると本発明の生合成化合物を分泌する非天然微生物体を作製できること
を理解するであろう。当該化合物は、例えば、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシ
ン、並びに4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路及び/若しくは4-HB、4-HBal
、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路の組合せにおける中間体代謝物質を含む。必要なこと
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は、図1に示される1つ以上の酵素活性を操作して、例えば、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO
又はプトレシン生合成経路の一部又は全てを含む所望の化合物又は中間体の生合成を達成
することである。従って本発明は、炭水化物上で成長すると4-HBを分泌し、炭水化物上で
成長するとBDOを分泌し、且つ/又は炭水化物上で成長すると図1、8-13、58、62若しくは6
3に示される中間代謝物質のいずれかを分泌する非天然微生物体を提供する。本発明のBDO
生成微生物体は、例えば、コハク酸、スクシニル-CoA、α-ケトグルタル酸、コハク酸セ
ミアルデヒド、4-HB、4-ヒドロキシブチリルリン酸、4-ヒドロキシブチリル-CoA(4-HB-Co
A)及び/又は4-ヒドロキシブチルアルデヒドから合成を開始することができる。
【０１６７】
　いくつかの実施態様において、培養条件は、嫌気性又は実質的に嫌気性の成長又は維持
条件を含む。例示的な嫌気性条件は、既に説明されており、当該技術分野で周知である。
発酵プロセスのための例示的な嫌気性条件を以下の実施例に記載する。これらの条件のい
ずれかを、非天然微生物体並びに当該技術分野で周知の他の嫌気性条件とともに採用する
ことができる。当該嫌気性条件下において、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン
生産体は、5～10mM以上の細胞内濃度、並びに既に例示された全ての他の濃度でそれぞれ
モノマー4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンを合成することができる。
【０１６８】
　本発明の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生成非天然微生物体に関して多く
の下流化合物を生成することもできる。本発明の4-HB生成微生物体に関して、モノマー4-
HB及びGBLが培養培地に平衡状態で存在する。4-HBのGBLへの変換を、例えば、微生物体を
酸性pH培地で培養することによって効率的に達成することができる。7.5以下のpH、特に5
.5以下のpHは、自然に4-HBをGBLに変換する。
【０１６９】
　当該技術分野で周知の様々な方法を使用して、得られたGBLを4-HB及び他の成分から分
離することができる。当該分離方法は、例えば、実施例に例示される抽出手順、並びに連
続液液抽出、浸透気化、メンブレン濾過、メンブレン分離、逆浸透、電気透析、蒸留、結
晶化、遠心、抽出濾過、イオン交換クロマトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー
、吸着クロマトグラフィー及び限外濾過を含む方法を含む。上記方法の全てが当該技術分
野で周知である。分離されたGBLを例えば蒸留によって更に精製することができる。
【０１７０】
　本発明の4-HB生成非天然微生物体から生成することができる別の下流化合物は、例えば
BDOを含む。この化合物を例えばGBLの化学的水素化によって合成することができる。化学
的水素化反応は、当該技術分野で周知である。1つの例示的な手順は、1,4-ブタンジオー
ルを生成するために、異種又は同種水素化触媒を水素、又は化学量論的若しくは触媒的に
使用される水素化物系還元剤とともに使用して、培養物に由来する4-HB及び/又はGBL或い
はこれらの2つの成分の混合物を化学的に還元することを含む。
【０１７１】
　当該技術分野で周知の他の手順も上記化学反応に等しく適用可能であり、例えば、酸化
銅及び酸化亜鉛触媒による蒸気相でのガンマ-ブチロラクトンの水素化分解が記載されて
いる国際公開公報第82/03854号(Bradleyらの特許)を含む。英国特許第1,230,276号には、
酸化銅-酸化クロム触媒を使用するガンマ-ブチロラクトンの水素化が記載されている。水
素化は、液相で実施される。高い反応器全圧を有するバッチ反応も例示されている。反応
器における反応物質及び生成物の分圧は、それぞれの露点を十分に上回る。英国特許第1,
314,126号には、酸化ニッケル-コバルト-トリウム触媒による液相でのガンマ-ブチロラク
トンの水素化が記載されている。バッチ反応が、高い反応器全圧、及びそれぞれの成分の
露点を十分に上回る成分分圧を有するものとして例示されている。英国特許1,344,557号
には、酸化銅-酸化クロム触媒による液相でのガンマ-ブチロラクトンの水素化が記載され
ている。場合によっては蒸気相又は蒸気含有混合相が好適であることが示される。高い反
応器全圧を使用する連続流管状反応器が例示されている。英国特許第1,512,751号には、
酸化銅-酸化クロム触媒による液相でのガンマ-ブチロラクトンの1,4-ブタンジオールへの
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水素化が記載されている。高い反応器全圧を有し、確定可能な場合は、それぞれの露点を
十分に上回る反応物質及び生成物の分圧を有するバッチ反応が例示されている。米国特許
第4,301,077号には、Ru-Ni-Co-Zn触媒によるガンマ-ブチロラクトンの1,4-ブタンジオー
ルへの水素化が記載されている。この反応を液相又は気相或いは気液混合相で実施するこ
とができる。反応器全圧が高く、反応器生産性が比較的低い連続流液相反応が例示されて
いる。米国特許第4,048,196号には、酸化銅-酸化亜鉛触媒を用いたガンマ-ブチロラクト
ンの液相水素化による1,4-ブタンジオールの製造が記載されている。更に、高い反応器全
圧並びに高い反応物質及び生成物の分圧で動作する連続流管状反応器が例示されている。
また、米国特許第4,652,685号には、ラクトンのグリコールへの水素化が記載されている
。
【０１７２】
　本発明の4-HB生成微生物体から生成できる更なる下流化合物は、例えばTHFを含む。こ
の化合物を例えばGBLの化学的水素化によって合成することができる。GBLのTHFへの変換
のために適用可能な当該技術分野で周知の1つの例示的な手順は、例えば、異種又は同種
水素化触媒を水素、又は化学量論的若しくは触媒的に使用される水素化物系還元剤ととも
に使用して、培養物に由来する4-HB及び/又はGBL或いはこれらの2つの成分の混合物を化
学的に還元して、テトラヒドロフランを生成することを含む。当該技術分野で周知の他の
手順も上記化学反応に等しく適用可能であり、例えば、大表面積ゾル-ゲル経路で調製さ
れた水素化触媒が記載されている米国特許第6,686,310号を含む。マレイン酸のテトラヒ
ドロフラン(THF)及び1,4-ブタンジオール(BDO)への還元、並びにガンマブチロラクトンか
らテトラヒドロフラン及び1,4-ブタンジオールへの還元のためのプロセスも記載されてい
る。
【０１７３】
　これらの培養条件は、例えば、液体培養手順並びに発酵及び他の大規模培養手順を含む
ことができる。以下の実施例に更に記載されるように、嫌気性又は実質的に嫌気性培養条
件下で本発明の生合成生成物の特に有用な収率を得ることができる。
【０１７４】
　4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンの生成について試験する好適な精製及び/
又はアッセイを、周知の方法を使用して実施することができる。好適な2つ組みの培養物
、例えば3つ組培養物を、試験すべき各操作菌株について成長させることができる。例え
ば、操作生成宿主における生成物及び副産物の形成を監視することができる。最終生成物
及び中間体並びに他の有機化合物を、HPLC(高速液体クロマトグラフィー)、GC-MS(ガスク
ロマトグラフィー-質量分析)及びLC-MS(液体クロマトグラフィー-質量分析)、又は当該技
術分野で周知の慣例の手順を使用する他の好適な分析法などの方法によって分析すること
ができる。発酵ブロスへの生成物の放出を、培養上澄みを用いて試験することもできる。
例えば、グルコース及びアルコールに対しては屈折率検出器を使用し、有機酸に対しては
UV検出器を使用するHPLC(Linらの文献、Biotechnol. Bioeng. 90:775-779 (2005))、又は
当該技術分野で周知の他の好適なアッセイ及び検出方法によって、副産物及び残留グルコ
ースを定量することができる。外因性DNA配列の個々の酵素又はタンパク質活性を、当該
技術分野で周知の方法を使用してアッセイすることもできる。
【０１７５】
　当該技術分野で周知の様々な方法を使用して、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレ
シン生成物を培養物における他の成分から分離することができる。当該分離方法は、例え
ば、抽出手順、並びに連続液液抽出、浸透気化、メンブレン濾過、メンブレン分離、逆浸
透、電気透析、蒸留、結晶化、遠心、抽出濾過、イオン交換クロマトグラフィー、サイズ
排除クロマトグラフィー、吸着クロマトグラフィー及び限外濾過を含む方法を含む。上記
方法の全てが当該技術分野で周知である。
【０１７６】
　本発明は、更に、4-HBを製造する方法を提供する。該方法は、4-ヒドロキシブタン酸デ
ヒドロゲナーゼ、CoA非依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ、スクシニル-Co
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Aシンテターゼ、CoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ、グルタミン酸:コ
ハク酸セミアルデヒドトランスアミラーゼ、a-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ又はグ
ルタミン酸デカルボキシラーゼをコードしている少なくとも1つの外因性核酸を含む4-ヒ
ドロキシブタン酸(4-HB)生合成経路を有する非天然微生物体を、モノマー4-ヒドロキシブ
タン酸(4-HB)を生成するのに十分な時間にわたって実質的に嫌気性条件下で発酵させるこ
とを含み、そのプロセスは、流加発酵及びバッチ分離；流加発酵及び連続分離、又は連続
発酵及び連続分離を含む。
【０１７７】
　4-HB、4-HBal、4-HBCoA、GBL、BDO及び/又はTHF又はプトレシンの製造のために、上記
培養及び化学的水素化をスケールアップし、連続的に成長させることができる。例示的な
成長手順は、例えば、流加発酵及びバッチ分離；流加発酵及び連続分離、又は連続発酵及
び連続分離を含む。これらのプロセスの全てが当該技術分野で周知である。4-HB生産体を
採用すると、上記水素化手順を発酵などの連続培養法と同時に採用することによって、4-
HB生合成とGBL、BDO及び/又はTHFへの化学的変換を同時に行うことが可能になる。他の水
素化手順も当該技術分野で周知であり、本発明の方法に等しく適用され得る。
【０１７８】
　発酵手順は、商業的な量の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンの生合成生成に
特に有用である。概して、且つ非連続培養手順と同様に、連続的及び/又はほぼ連続的な4
-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンの生成は、対数期の成長を維持及び/又はほぼ
維持するための十分な栄養物及び培地で本発明の非天然4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又は
プトレシン生成生物体を培養することを含む。当該条件下の連続培養は、例えば、1日、2
日、3日、4日、5日、6日又は7日以上を含むことができる。加えて、連続培養は、1週間、
2週間、3週間、4週間又は5週間以上及び数カ月までを含むことができる。代替的に、本発
明の生物体を、特定の用途に好適であれば数時間培養することができる。連続的及び/又
はほぼ連続的な培養条件は、これらの例示的な期間内の全ての時間間隔を含むこともでき
ることが理解されるべきである。本発明の微生物体を培養する時間は、所望の目的のため
の十分な量の生成物を生成するのに十分な時間に対応することが更に理解される。
【０１７９】
　発酵手順は、当該技術分野で周知である。簡単に述べると、本発明の4-HB、4-HBal、4-
HBCoA、BDO若しくはプトレシン又は中間体を含む他の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO若しく
はプトレシン誘導生成物の生合成生成のための発酵を、例えば、流加発酵及びバッチ分離
；流加発酵及び連続分離、又は連続発酵及び連続分離に利用することができる。当該技術
分野で周知のバッチ及び連続発酵手順を、以下の実施例に更に例示する。
【０１８０】
　モノマー4-HBを含む、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンのそれぞれ実質的な
量の連続生成のために、本発明の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生産体を使
用する上記発酵手順に加えて、4-HB生産体には、例えば、モノマー4HBの例えばGBL、BDO
及び/又はTHFへの化学的変換について先述されたような、生成物を他の化合物又は生成物
へ変換するための化学合成手順を同時に施すことができる。同様に、例えば、BDO生産体
にはBDOの例えばTHF、GBL、ピロリドン及び/又は他のBDO系統の化合物への化学的変換に
ついて先述されたような化学合成手順を同時に施すことができる。加えて、4-HB、4-HBal
、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生産体の生成物を発酵培養物から分離し、続いて望ましい
ならば、本明細書に開示されるように生成物を他の化合物へ化学変換させることができる
。
【０１８１】
　簡単に述べると、発酵ブロスにおけるGBLの水素化を、Frostらの文献(Biotechnology P
rogress 18:201-211 (2002))に記載されているように実施することができる。発酵時の水
素化のための別の手順は、例えば、米国特許第5,478,952号に記載されている方法を含む
。この方法を以下の実施例に更に例示する。
【０１８２】
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　従って、本発明は、また、γ-ブチロラクトン(GBL)、テトラヒドロフラン(THF)又は1,4
-ブタンジオール(BDO)を製造する方法を提供する。該方法は、4-ヒドロキシブタン酸(4-H
B)及び/又は1,4-ブタンジオール(BDO)生合成経路を有し、4-ヒドロキシブタン酸デヒドロ
ゲナーゼ、CoA-非依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ、スクシニル-CoAシン
テターゼ、CoA-依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ、4-ヒドロキシ酪酸:CoA
トランスフェラーゼ、グルタミン酸:コハク酸セミアルデヒドトランスアミナーゼ、α-ケ
トグルタル酸デカルボキシラーゼ、グルタミン酸デカルボキシラーゼ、4-ヒドロキシブタ
ン酸キナーゼ、ホスホトランスブチリラーゼ、CoA-非依存性1,4-ブタンジオールセミアル
デヒドデヒドロゲナーゼ、CoA-依存性1,4-ブタンジオールセミアルデヒドデヒドロゲナー
ゼ、CoA-非依存性1,4-ブタンジオールアルコールデヒドロゲナーゼ又はCoA-依存性1,4-ブ
タンジオールアルコールデヒドロゲナーゼをコードしている少なくとも1つの外因性核酸
を含む経路を有する非天然微生物体を、1,4-ブタンジオール(BDO)、GBL又はTHFを生成す
るための十分な時間にわたって実質的に嫌気性条件下で発酵することを含み、該発酵は、
流加発酵及びバッチ分離；流加発酵及び連続分離、又は連続発酵及び連続分離を含む。
【０１８３】
　本明細書に記載の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン及び本発明の他の生成物
の生合成に加え、本発明の非天然微生物体及び方法を、互いの組合せで、並びに当該技術
分野で周知の他の微生物体及び方法との組合せで利用して、他の経路による生成物生合成
を達成することができる。例えば、4-HB生産体及び化学的工程の使用以外の、又はBDO生
産体の直接的な使用以外のBDOを生成するための1つの別法は、本明細書に例示される4-HB
又は4-HB生成物をBDOに変換することが可能な別の微生物体を添加することによるもので
ある。
【０１８４】
　1つの当該手順は、例えば、以上及び以下に記載されている、4-HBを生成するための本
発明の4-HB生成微生物体の発酵を含む。次いで、4-HBを、例えばBDO、GBL及び/又はTHFに
変換する第2の微生物体に対する基質として使用することができる。4-HBを第2の生物体の
別の培養物に直接添加するか、又は例えば細胞分離によって4-HB生産体の本来の培養物か
らこれらの微生物体を除去し、次いで第2の生物体の発酵ブロスへの後の添加を利用して
、中間精製工程を経ずに、最終生成物を生成することができる。BDOへの変換のために基
質として4-HBを生化学的に利用する能力を有する1つの例示的な第2の生物体は、例えばク
ロストリジウム・アセトブチリクムである(例えば、Jewellらの文献、Current Microbiol
ogy、13:215-19 (1986)参照)。
【０１８５】
　従って当該手順は、例えば、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路中間体を
生成する微生物体の発酵を含む。次に4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路中
間体は、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路中間体を4-HB、4-HBal、4-HBCo
A、BDO又はプトレシンへ変換する第2の微生物体の基質として使用することができる。4-H
B、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路中間体は、第2の生物体の別の培養物へ直接
添加することができるか、又は例えば細胞分離によって4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又は
プトレシン経路中間体生産体の本来の培養物からこれらの微生物体を除去し、次いで第2
の生物体の発酵ブロスへの引き続きの添加を利用して、中間体精製工程を経ずに、最終生
成物を生成することができる。
【０１８６】
　他の実施態様において、本発明の非天然微生物体及び方法を多種多様な副経路にて組み
合わせて、例えば、記載の4-HB及び/又はBDOの生合成を達成することができる。これらの
実施態様において、本発明の所望の生成物のための生合成経路を異なる微生物体に分離す
ることができ、それらの異なる微生物体を同時培養して、最終生成物を生成することがで
きる。当該生合成スキームにおいて、1つの微生物体の生成物は、最終生成物が合成され
るまで第2の微生物体に対する基質である。例えば、1つの経路中間体を別の経路中間体又
は生成物に変換する、例えば、内因性コハク酸などの基質を、4-HBを介して最終生成物BD
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Oに変換するための生合成経路を含む微生物体を構築することによって、BDOの生合成を先
述のように達成することができる。代替的に、同じ容器内の2つの生物体を使用する同時
培養又は同時発酵によりBDOを微生物体から生合成生成することもできる。第1の微生物体
は、4-HBをコハク酸から生成する遺伝子を有する4-HB生産体であり、第2の微生物体は、4
-HBをBDOに変換する遺伝子を有するBDO生産体である。例えば、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、
BDO又はプトレシンの生合成は、1つの経路中間体を別の経路中間体又は生成物に変換する
生合成経路を含む微生物体の構築により達成することができる。代替的に、4-HB、4-HBal
、4-HBCoA、BDO又はプトレシンはまた、同じ容器内の2つの生物体を使用する同時培養又
は同時発酵により微生物体から生合成生成することができ、ここで第1の微生物体は4-HB
、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン中間体を生成し、第2の微生物体はこの中間体を4
-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンに変換する。
【０１８７】
　本明細書に示される教示及び指針を考慮すると、当業者は、副経路を有する他の非天然
微生物体の同時培養、並びに本発明の4-HB、BDO、GBL及びTHF生成物を生成するための当
該技術分野で周知の他の化学的及び/又は生化学的手順の組合せにより、他の微生物体と
ともに本発明の非天然微生物体及び方法に対する多種多様な組合せ及び置換が存在するこ
とを理解するであろう。
【０１８８】
　本発明の方法において、1つ以上の外因性核酸のいずれかを微生物体に導入し、本発明
の非天然微生物体を作製することが理解される。例えば、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又
はプトレシン生合成経路を微生物体に付与するために、核酸を導入することができる。代
替的に、コード化核酸を導入し、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生合成能を
付与するのに必須の反応の一部を触媒する生合成能を有する中間体微生物体を作製するこ
とができる。例えば、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生合成経路を有する非
天然微生物体は、本明細書に開示された酵素の組合せ(実施例及び図1、8-13、58、62及び
63参照)などの、所望の酵素又はタンパク質をコードしている少なくとも2つの外因性核酸
を含むことができる。従って本発明の非天然微生物体には、生合成経路の2つ以上の酵素
又はタンパク質の任意の組合せが含まれ得ることが理解される。同様に、所望の生合成経
路の酵素及び/又はタンパク質の組合せが対応する所望の生成物の生成を生じる限りは、
本発明の非天然微生物体には、例えば、所望且つ本明細書に明らかにされたように、生合
成経路の3つ以上の酵素又はタンパク質の任意の組合せなどが含まれ得ることが理解され
る。同様に、所望の生合成経路の酵素及び/又はタンパク質の組合せが対応する所望の生
成物の生成を生じる限りは、本発明の非天然微生物体には、所望のように、本明細書に明
らかにされた生合成経路の4つ以上の酵素又はタンパク質の任意の組合せが含まれ得る。
【０１８９】
　より良好な生産体を作製するために、代謝モデル化を利用して成長条件を最適化するこ
とができる。モデル化を使用して、該経路の利用を更に最適化する遺伝子ノックアウトを
設計することもできる(例えば、米国特許公報第2002/0012939号、同第2003/0224363号、
同第2004/0029149号、同第2004/0072723号、同第2003/0059792号、同第2002/0168654号及
び同第2004/0009466号並びに米国特許第7,127,379号参照)。モデル化分析は、代謝を4-HB
、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンのより効率的な生成にシフトさせることの細胞成
長に対する影響の確実な予測を可能にする。
【０１９０】
　所望の生成物の生合成に有利である代謝の変調を同定及び設計するための1つの計算論
的方法は、OptKnock計算論的フレームワークである(Burgardらの文献、Biotechnol. Bioe
ng. 84:647-657(2003))。OptKnockは、目標生成物を過剰生成する遺伝的に安定な微生物
をもたらす遺伝子欠失又は破壊戦略を示唆する代謝モデル化及びシミュレーションプログ
ラムである。具体的には、該フレームワークは、所望の生化学物質を細胞成長の必須副産
物とする遺伝子操作を示唆するために、微生物の完全代謝及び/又は生化学ネットワーク
を調査する。戦略的に配置された遺伝子欠失又は他の機能的遺伝子破壊を介して、生化学
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的生成と細胞成長とを組み合わせることによって、バイオリアクターにおける長時間の後
に操作菌株に加えられた成長選択圧力は、強制成長に組合せた生化学生成の結果として性
能を向上させる。最後に、遺伝子欠失が構築されると、OptKnockによって選択された遺伝
子がゲノムから完全に除去されることになるため、設計された菌株がそれらの野生型状態
に復帰する可能性は無視できる。従って、この計算論的手法は、所望の生成物の生合成を
もたらす代替経路を同定するために使用され得るか、又は所望の生成物の生合成の更なる
最適化のために非天然微生物体と併用され得る。
【０１９１】
　簡単に述べると、OptKnockは、本明細書では、細胞代謝をモデル化するための計算論的
方法及びシステムを指すように使用される用語である。OptKnockプログラムは、特定の制
約をフラックス収支解析(FBA)モデルに組み込むモデル及び方法のフレームワークに関す
る。これらの制約は、例えば、定性的動態情報、定性的制御情報、及び/又はDNAマイクロ
アレイ実験データを含む。OptKnockは、また、例えば、フラックス収支モデルを介して誘
導されたフラックス境界を緻密化し、続いて遺伝子付加又は欠失の存在下で代謝ネットワ
ークの性能限界を探査することによって、様々な代謝上の問題に対する解を計算する。Op
tKnock計算論的フレームワークは、代謝ネットワークの性能限界の効果的な問い合わせを
可能にするモデル公式の構築を可能にし、得られた混合整数線形プログラミング問題を解
くための方法を提供する。本明細書においてOptKnockと称する代謝モデル化及びシミュレ
ーション方法は、例えば、2002年1月10日に出願された米国特許公報第2002/0168654号、2
002年1月10日に出願された国際特許第PCT/US02/00660号、及び2007年8月10日に出願され
た米国特許公報第2009/0047719号に記載されている。
【０１９２】
　生成物の生合成生成に有利である代謝の変調を同定及び設計するための別の計算論的方
法は、SimPheny(登録商標)という名称の代謝モデル化及びシミュレーションシステムであ
る。この計算論的方法及びシステムは、例えば、2002年6月14日に出願された米国特許公
報第2003/0233218号、及び2003年6月13日に出願された国際特許出願第PCT/US03/18838号
に記載されている。SimPheny(登録商標)は、インシリコにおいてネットワークモデルを作
製し、生物系の化学反応を介して質量、エネルギー又は電荷のフラックスをシミュレート
して、系における化学反応のあらゆる可能な機能性を含む解空間を画定することによって
、生物系のための許容活性の範囲を決定するために使用できる計算論的システムである。
この手法は、含まれる反応の既知の化学量論などの制約、並びに反応を介する最大限のフ
ラックスに伴う反応の熱力学及び容量の制約によって解空間が画定されるため、制約ベー
スのモデル化と呼ばれる。これらの制約によって画定される空間を調べて、生物系又はそ
の生化学的成分の表現型的な能力及び挙動を確認することができる。
【０１９３】
　これらの計算論的手法は、生物系が柔軟であり、多くの異なる方式で同じ結果に到達で
きるため、生物学的現実と一致する。生物系は、全ての生態系が直面しなければならない
基本的な制約によって制限された進化メカニズムを介して設計される。従って、制約ベー
スのモデル化戦略は、これらの包括的な現実を包含する。更に、制約の緻密化を介してネ
ットワークモデルに対して更なる制限を連続的に加える能力は、解空間サイズの縮小をも
たらすことによって、生理学的性能又は表現型を予測できる精度を向上させる。
【０１９４】
　本明細書に示される教示及び指針を考慮すると、当業者は、宿主微生物体において所望
の化合物の生合成を設計及び実施する代謝モデル化及びシミュレーションのための様々な
計算論的フレームワークを適用することができる。当該代謝モデル化及びシミュレーショ
ン方法は、例えば、SimPheny(登録商標)及びOptKnockとして先に例示した計算論的システ
ムを含む。本発明を例示するために、モデル化及びシミュレーションのためのOptKnock計
算論的フレームワークに関していくつかの方法を本明細書に記載する。当業者は、OptKno
ckを使用する代謝の変調の同定、設計及び実施を、当該技術分野で周知の当該他の代謝モ
デル化及びシミュレーション計算論的フレームワーク及び方法のいずれかに適用する方式
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を把握するであろう。
【０１９５】
　上記方法は、破壊する代謝反応の1つのセットを提供することになる。そのセット又は
代謝修飾内の各反応を排除させると、生物体の成長期を通じて、必須生成物としての所望
の生成物を得ることができる。その反応が既知であるため、二層のOptKnock問題の解は、
また、反応のセット内の各反応を触媒する1つ以上の酵素をコードしている1つ以上の関連
遺伝子を提供することになる。反応のセット、及び各反応に参加する酵素をコードしてい
るそれらの対応する遺伝子の同定は、一般には、酵素とコード化遺伝子の間の関係を有す
る反応データベースによる反応の相関を介して実施される。
【０１９６】
　いったん同定されると、所望の生成物の生成を達成するために破壊されることになる反
応のセットが、セット内の各代謝反応をコードしている少なくとも1つの遺伝子の機能的
破壊によって標的細胞又は生物体において実施される。反応セットの機能的破壊を達成す
る1つの特に有用な手段は、各コード化遺伝子の欠失によるものである。しかし場合によ
っては、例えば、プロモーター又は制御因子に対するシス結合部位などの制御領域の変異
、欠失を含む他の遺伝子異常によって、或いは多くの箇所のいずれかにおけるコード化配
列の切断によって、反応を破壊することが有益であり得る。例えば、生成物の連結の迅速
な評価が所望される場合、又は遺伝子復帰が起こりそうもない場合に、遺伝子セットを完
全に欠失させないこれらの後者の異常が有益であり得る。
【０１９７】
　所望の生成物の成長連結生合成を含む生合成をもたらすことができる、破壊又は代謝修
飾すべき反応の更なるセットに繋がる上記二層OptKnock問題に対する更なる生産的解を同
定するために、整数カットと称される最適化方法を実施することができる。この方法は、
各反復において整数カットと呼ばれる追加的な制約を組み込みながら、先に例示したOptK
nock問題を反復して解くことによって進行する。整数カット制約は、解法手順が、生成物
生合成を成長に強制的に連結させる任意の先の反復において同定された全く同一の反応セ
ットを選択するのを効果的に防止する。例えば、既に同定された成長連結代謝修飾が、破
壊のための反応1、2及び3を指定すると、次の制約は、後続の解において同じ反応が同時
に考慮されることを防止する。整数カット法は、当該技術分野で周知であり、例えば、Bu
rgardらの文献、Biotechnol. Prog. 17:791-797(2001)に見いだされ得る。代謝モデル化
及びシミュレーションのためのOptKnock計算論的フレームワークとそれらの併用に関して
本明細書に記載されている全ての方法と同様に、反復的計算論的解析における冗長性を低
減する整数カット法を、例えばSimPheny(登録商標)を含む当該技術分野で周知の他の計算
論的フレームワークに適用することができる。
【０１９８】
　本明細書に例示される方法は、同定された遺伝子改変を保持するように操作された細胞
又は生物体の成長への標的生化学生成物の生成の強制連結を含む、所望の生成物を生合成
生成する細胞及び生物体の構築を可能にする。従って本明細書に記載の計算論的方法は、
OptKnock又はSimPheny(登録商標)から選択されるインシリコ法によって同定される代謝修
飾の同定及び実施を可能にする。代謝修飾のセットは、例えば、1つ以上の生合成経路酵
素の添加、及び/又は例えば遺伝子欠失による破壊を含む1つ以上の代謝反応の機能的破壊
を含むことができる。
【０１９９】
　前述のように、OptKnock方法論は、変異微生物ネットワークが、長時間の成長選択に曝
されると、それらの計算により推定された最大成長表現型の方に進化し得ることを前提と
して開発された。別の表現をすると、その手法は、選択圧力下で自己最適化する生物体の
能力を強化する。OptKnockフレームワークは、ネットワーク化学量論に基づく生化学的生
成と細胞成長の間の連結を強制する遺伝子欠失の組合せの網羅的列挙を可能にする。最適
遺伝子/反応ノックアウトの同定は、得られたネットワークに対する最適な成長解が興味
深い生化学物質を過剰生成するように活性反応のセットを選択する二層最適化問題の解を
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必要とする(Burgardらの文献、Biotechnol. Bioeng. 84:647-657 (2003))。
【０２００】
　E.コリ代謝のインシリコ化学量論モデルを採用して、既に例示されており、且つ例えば
、米国特許公報第2002/0012939号、同第2003/0224363号、同第2004/0029149号、同第2004
/0072723号、同第2003/0059792号、同第2002/0168654号及び同第2004/0009466号並びに米
国特許第7,127,379号に記載されている代謝経路のための必須遺伝子を同定することがで
きる。本明細書に開示されるように、OptKnock数理フレームワークを適用して、所望の生
成物の成長連結生成をもたらす遺伝子欠失を正確に適用することができる。更に、二層Op
tKnock問題の解は、欠失の1つのセットのみを提供する。全ての有意味の解、即ち成長連
結生成形成をもたらすノックアウトの全てのセットを列挙するために、整数カットと称さ
れる最適化技術を実施することができる。これは、前述のように、各反復において整数カ
ットと称する追加的な制約を組み込みながらOptKnock問題を反復的に解くことを含む。
【０２０１】
　先に例示された方法及び以下の実施例に更に示される方法は、同定された遺伝子改変を
含むように操作された細胞又は生物体の成長に対する標的生化学生成物の強制連結生成を
含む生合成生成を行う細胞及び生物体の構築を可能にする。この点において、4-HB及び1,
4-ブタンジオールの生合成をもたらす代謝の変調が同定された。同定された代謝の変調を
用いて構築された微生物株は、非修飾微生物体と比較して、高量の4-HB、4-HBal、4-HBCo
A、BDO又はプトレシンを生成する。これらの菌株を、有利には、例えば、負の選択圧力に
曝すことなく、連続発酵プロセスにおいて、4-HB、BDO、THF、GBL、4-HBal、4-HBCoA又は
プトレシンの商業的生産に使用することができる。
【０２０２】
　従って、本明細書に記載の計算論的方法は、OptKnock又はSimPheny(登録商標)から選択
されるインシリコ法によって同定される代謝修飾の同定及び実施を可能にする。代謝修飾
のセットは、例えば、1つ以上の生合成経路酵素の付加、及び/又は例えば遺伝子欠失によ
る破壊を含む1つ以上の代謝反応の機能的破壊を含むことができる。
【０２０３】
　本発明の様々な実施態様の活性に実質的に影響を及ぼさない修飾も、本明細書に示され
る本発明の定義内に含まれることが理解される。よって、以下の実施例は、本発明を例示
することを意図し、限定するものではない。
【０２０４】
　本明細書に記載の非天然微生物体のいずれかを培養して、本発明の生合成生成物を生成
及び/又は分泌することができる。例えば、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン
生産体を4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンの生合成生成のために培養すること
ができる。
【０２０５】
　4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンの生成のために、組換え株を炭素源及び他
の必須栄養物とともに培地で培養する。プロセス全体のコストを低減するために発酵槽に
嫌気性条件を維持することが大いに望ましい。例えば、最初に培地に窒素を散布し、次い
でフラスコを隔壁及びクリンプキャップで密封することによって当該条件を得ることがで
きる。嫌気的に成長が観察されない菌株では、限定された通気のために隔壁に小穴をあけ
ることによって微好気性条件を適用することができる。例示的な嫌気性条件は、既に記載
されており、当該技術分野で周知である。例示的な好気性及び嫌気性条件は、例えば、20
07年8月10日に出願された米国出願公開第2009/0047719号に記載されている。発酵を、本
明細書に開示されているように、バッチ式、流加又は連続法で実施することができる。
【０２０６】
　望まれる場合は、培養培地を望ましいpHに維持する必要に応じて、NaOH又は他の塩基な
どの塩基或いは酸を添加することによって、培地のpHを所望のpH、特に7付近のpHなどの
中性のpHに維持することができる。分光光度計(600nm)を使用して光学密度を測定するこ
とによって成長速度を測定し、経時的な炭素源枯渇を監視することによってグルコース取
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込み速度を測定することができる。
【０２０７】
　先に例示されているものなどの再生可能原料に加えて、本発明の4-HB、4-HBal、4-HBCo
A、BDO又はプトレシン生成微生物体をその炭素源としてのシンガス上での成長のために修
飾することができる。この具体的な実施態様において、1つ以上のタンパク質又は酵素を4
-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生成生物体に発現させて、シンガス又は他の
気体炭素源を利用するための代謝経路を提供する。
【０２０８】
　シンガス又は生産体ガスとしても既知である合成ガスは、石炭の、並びに農業作物及び
残留物を含むバイオマス材料などの炭素質材料のガス化の主要生成物である。シンガスは
、主に、H2とCOの混合物であり、石炭、石炭油、天然ガス、バイオマス及び廃棄有機物を
含むが、それらに限定されない任意の有機原料のガス化から得ることができる。ガス化は
、一般には、高い燃料対酸素比の下で実施される。シンガスは、多くがH2及びCOであるが
、CO2及び他のガスを少量含むこともできる。従って合成ガスは、CO及び更にはCO2などの
コスト効率の高い気体炭素源を提供する。
【０２０９】
　Wood-Ljungdahl経路は、CO及びH2のアセチル-CoA及び酢酸などの他の生成物への変換を
触媒する。CO及びシンガスを利用することが可能な生物体は、一般には、Wood-Ljungdahl
経路によって包含される酵素及び転換の同じ基本的セットを介してCO2及びCO2/H2混合物
を利用する能力をも有する。微生物によるCO2の酢酸へのH2依存性変換は、COを同じ生物
体によって利用することもできること、及び同じ経路が関与することが明らかになったは
るか以前に認識されていた。多くのアセトゲンは、CO2の存在下で成長し、必要な還元当
量を供給するための水素が存在する限り酢酸などの化合物を生成することが示された(例
えば、Drakeの文献、Acetogenesis、3-60頁、Chapman及びHall、ニューヨーク、(1994)参
照)。これを以下の式で要約することができる：
　2CO2 + 4H2 + nADP + nPi　→　CH3COOH + 2H2O + nATP
従って、Wood-Ljungdahl経路を有する非天然微生物は、アセチル-CoA及び他の所望の生成
物を生成するためにCO2とH2の混合物をも利用することができる。
【０２１０】
　Wood-Ljungdahl経路は、当該技術分野で周知であり、2つのブランチ、即ち(1)メチルブ
ランチ及び(2)カルボニルブランチに分けることができる12の反応からなる。メチルブラ
ンチは、シンガスをメチル-テトラヒドロ葉酸(メチル-THF)に変換するのに対して、カル
ボニルブランチは、メチル-THFをアセチル-CoAに変換する。メチルブランチにおける反応
は、以下の酵素又はタンパク質：フェレドキシンオキシドレダクターゼ、ギ酸デヒドロゲ
ナーゼ、ホルミルテトラヒドロ葉酸シンテターゼ、メテニルテトラヒドロ葉酸シクロデヒ
ドラターゼ、メチレンテトラヒドロ葉酸デヒドロゲナーゼ及びメチレンテトラヒドロ葉酸
レダクターゼによって順に触媒される。カルボニルブランチにおける反応は、以下の酵素
又はタンパク質：メチルテトラヒドロ葉酸:コリノイドタンパク質メチルトランスフェラ
ーゼ(例えばAcsE)、コリノイド鉄-硫黄タンパク質、ニッケル-タンパク質アセンブリタン
パク質(例えばAcsF)、フェレドキシン、アセチル-CoAシンターゼ、一酸化炭素デヒドロゲ
ナーゼ及びニッケル-タンパク質アセンブリタンパク質(例えばCooC)：によって順に触媒
される。4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路を生成するための十分な数のコ
ード化核酸を導入するための本明細書に示される教示及び指針に従って、当業者は、少な
くとも、宿主生物体に存在しないWood-Ljungdahl酵素又はタンパク質をコードしている核
酸を導入することに関して、同じ操作設計を実施できることを理解するであろう。従って
、修飾された生物体が完全なWood-Ljungdahl経路を含むように、1つ以上のコード化核酸
を本発明の微生物体に導入すると、シンガス利用能が付与されることになる。
【０２１１】
　加えて、還元的(可逆性)トリカルボン酸回路、及び/又はヒドロゲナーゼ活性はまた、C
O、CO2及び/又はH2をアセチル-CoA及び酢酸などの他の生成物へ変換するために使用する
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ことができる。還元的TCA経路により炭素固定が可能である生物体は、1つ以上の以下の酵
素：ATPクエン酸-リアーゼ、クエン酸リアーゼ、アコニターゼ、イソクエン酸デヒドロゲ
ナーゼ、アルファ-ケトグルタル酸:フェロドキシンオキシドレダクターゼ、スクシニル-C
oAシンテターゼ、スクシニル-CoAトランスフェラーゼ、フマル酸レダクターゼ、フマラー
ゼ、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、NAD(P)H:フェロドキシンオキシドレダクターゼ、一酸化
炭素デヒドロゲナーゼ、及びヒドロゲナーゼ：を利用することができる。具体的には、一
酸化炭素デヒドロゲナーゼ及びヒドロゲナーゼによりCO及び/又はH2から抽出された還元
当量が、還元的TCA回路によるアセチル-CoA又は酢酸へのCO2固定に利用される。酢酸は、
アセチル-CoAトランスフェラーゼ、酢酸キナーゼ/ホスホトランスアセチラーゼ、及びア
セチル-CoAシンテターゼなどの酵素により、アセチル-CoAへ変換され得る。アセチル-CoA
は、ピルビン酸:フェロドキシンオキシドレダクターゼ及び糖新生の酵素により、4-HB、4
-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン前駆体、グリセルアルデヒド-3-リン酸、ホスホエノ
ールピルビン酸、及びピルビン酸へ変換され得る。4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプト
レシン経路を生成するための十分な数のコード化核酸の導入に関して本明細書に示される
教示及び指針に従い、当業者は、宿主生物体の非存在下で、還元的TCA経路酵素又はタン
パク質をコードしている核酸を少なくとも導入することに関して、同じ操作設計を実行す
ることができることを理解するであろう。従って、修飾された生物体が完全な還元的TCA
経路を含むような1以上のコード化核酸の本発明の微生物体への導入は、シンガス利用能
を付与する。
【０２１２】
　従って、本明細書に示される教示及び指針を考慮して、当業者は、炭水化物などの炭素
源上で成長させると、本発明の生合成化合物を分泌する非天然微生物体を作製できること
が理解される。当該化合物は、例えば、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン、及
び4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路における中間代謝物質のいずれかを含
む。必要なことは、必要とされる酵素又はタンパク質活性の1種以上を操作して、例えば
、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生合成経路の一部又は全ての包含を含む所
望の化合物又は中間体の生合成を達成することだけである。従って本発明は、炭水化物又
は他の炭素源上で成長させると4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンを生成及び/
又は分泌するか、若しくは炭水化物又は他の炭素源上で成長させると4-HB、4-HBal、4-HB
CoA、BDO又はプトレシン経路に示される中間代謝物質のいずれかを生成及び/又は分泌す
る非天然微生物体を提供する。本発明の4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン生成
微生物体は、本明細書に開示されるように、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン
経路における中間体から合成を開始することができる。
【０２１３】
　より良好な生産体を作製するために、代謝モデル化を利用して成長条件を最適化するこ
とができる。モデル化を使用して、該経路の利用を追加的に最適化する遺伝子ノックアウ
トを設計することもできる(例えば、米国特許公報第2002/0012939号、同第2003/0224363
号、同第2004/0029149号、同第2004/0072723号、同第2003/0059792号、同第2002/0168654
号及び同第2004/0009466号並びに米国特許第7,127,379号参照)。モデル化分析は、代謝を
4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンのより効率的な生成にシフトさせることの細
胞成長に対する影響の確実な予測を可能にする。
【０２１４】
　所望の生成物の生合成に有利である代謝の変調を同定及び設計するための1つの計算論
的方法は、OptKnock計算論的フレームワークである(Burgardらの文献、Biotechnol. Bioe
ng. 84:647-657 (2003))。OptKnockは、目標生成物を過剰生成する遺伝的に安定な微生物
をもたらす遺伝子欠失戦略を示唆する代謝モデル化及びシミュレーションプログラムであ
る。具体的には、該フレームワークは、所望の生化学物質を細胞成長の必須副産物とする
遺伝子操作を示唆するために、微生物の完全代謝及び/又は生化学ネットワークを調査す
る。戦略的に配置された遺伝子欠失又は他の機能的遺伝子破壊を介して、生化学的生成と
細胞成長とを連結することによって、バイオリアクターにおける長時間の後に操作された
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菌株に加えられた成長選択圧力は、強制成長連結生化学生成の結果として性能を向上させ
る。最後に、遺伝子欠失が構築されると、OptKnockによって選択された遺伝子がゲノムか
ら完全に除去されることになるため、設計された菌株がそれらの野生型状態に復帰する可
能性は無視できる。従って、この計算論的手法は、所望の生成物の生合成をもたらす代替
経路を同定するために使用され得るか、又は所望の生成物の生合成の更なる最適化のため
に非天然微生物体と併用され得る。
【０２１５】
　簡単に述べると、OptKnockは、本明細書では、細胞代謝をモデル化するための計算論的
方法及びシステムを指すように使用される用語である。OptKnockプログラムは、特定の制
約をフラックス収支解析(FBA)モデルに組み込むモデル及び方法のフレームワークに関す
る。これらの制約は、例えば、定性的動態情報、定性的制御情報、及び/又はDNAマイクロ
アレイ実験データを含む。OptKnockは、また、例えば、フラックス収支モデルを介して誘
導されたフラックス境界を緻密化し、続いて遺伝子付加又は欠失の存在下で代謝ネットワ
ークの性能限界を探査することによって、様々な代謝上の問題に対する解を計算する。Op
tKnock計算論的フレームワークは、代謝ネットワークの性能限界の効果的な問い合わせを
可能にするモデル公式の構築を可能にし、得られた混合整数線形プログラミング問題を解
くための方法を提供する。本明細書においてOptKnockと称する代謝モデル化及びシミュレ
ーション方法は、例えば、2002年1月10日に出願された米国特許公報第2002/0168654号、2
002年1月10日に出願された国際特許第PCT/US02/00660号、及び2007年8月10日に出願され
た米国特許公報第2009/0047719号に記載されている。
【０２１６】
　生成物の生合成生成に有利である代謝の変調を同定及び設計するための別の計算論的方
法は、SimPheny(登録商標)という名称の代謝モデル化及びシミュレーションシステムであ
る。この計算論的方法及びシステムは、例えば、2002年6月14日に出願された米国特許公
報第2003/0233218号、及び2003年6月13日に出願された国際特許出願第PCT/US03/18838号
に記載されている。SimPheny(登録商標)は、インシリコにおいてネットワークモデルを作
製し、生物系の化学反応を介して質量、エネルギー又は電荷のフラックスをシミュレート
して、系における化学反応のあらゆる可能な機能性を含む解空間を画定することによって
、生物系のための許容活性の範囲を決定するために使用できる計算論的システムである。
この手法は、含まれる反応の既知の化学量論などの制約、並びに反応を介する最大限のフ
ラックスに伴う反応の熱力学及び容量の制約によって解空間が画定されるため、制約ベー
スのモデル化と呼ばれる。これらの制約によって画定される空間を調べて、生物系又はそ
の生化学的成分の表現型的な能力及び挙動を確認することができる。
【０２１７】
　これらの計算論的手法は、生物系が柔軟であり、多くの異なる方式で同じ結果に到達で
きるため、生物学的現実と一致する。生物系は、全ての生態系が直面しなければならない
基本的な制約によって制限された進化メカニズムを介して設計される。従って、制約ベー
スのモデル化戦略は、これらの包括的な現実を包含する。更に、制約の緻密化を介してネ
ットワークモデルに対して更なる制限を連続的に加える能力は、解空間のサイズの縮小を
もたらすことによって、生理学的性能又は表現型を予測できる精度を向上させる。
【０２１８】
　本明細書に示される教示及び指針を考慮すると、当業者は、宿主微生物体において所望
の化合物の生合成を設計及び実施する代謝モデル化及びシミュレーションのための様々な
計算論的フレームワークを適用することができる。当該代謝モデル化及びシミュレーショ
ン方法は、例えば、SimPheny(登録商標)及びOptKnockとして先に例示した計算論的システ
ムを含む。本発明を例示するために、モデル化及びシミュレーションのためのOptKnock計
算論的フレームワークに関していくつかの方法を本明細書に記載する。当業者は、OptKno
ckを使用する代謝の変調の同定、設計及び実施を当該技術分野で周知の当該他の代謝モデ
ル化及びシミュレーション計算論的フレームワーク及び方法のいずれかに適用する方法を
把握するであろう。
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【０２１９】
　上記方法は、破壊する代謝反応の1つのセットを提供することになる。そのセット又は
代謝修飾内の各反応を排除させると、生物体の成長期を通じて、必須生成物としての所望
の生成物を得ることができる。反応が既知であるため、二層のOptKnock問題の解は、また
、反応のセット内の各反応を触媒する1つ以上の酵素をコードしている1つ以上の関連遺伝
子を提供することになる。反応のセット、及び各反応に参加する酵素をコードしているそ
れらの対応する遺伝子の同定は、一般には、酵素とコード化遺伝子の間の関係を有する反
応データベースによる反応の相関を介して実施される。
【０２２０】
　いったん同定されると、所望の生成物の生成を達成するために破壊されることになる反
応のセットが、セット内の各代謝反応をコードしている少なくとも1つの遺伝子の機能的
破壊によって標的細胞又は生物体において実施される。反応セットの機能的破壊を達成す
る1つの特に有用な手段は、各コード化遺伝子の欠失によるものである。しかし場合によ
っては、例えば、プロモーター又は制御因子に対するシス結合部位などの制御領域の変異
、欠失を含む他の遺伝子異常によって、或いは多くの箇所のいずれかにおけるコード化配
列の切断によって、反応を破壊することが有益であり得る。例えば、生成物の連結の迅速
な評価が所望される場合、又は遺伝子復帰が起こりそうもない場合に、遺伝子セットを完
全に欠失させないこれらの後者の異常が有益であり得る。
【０２２１】
　所望の生成物の成長連結生合成を含む生合成をもたらすことができる、破壊又は代謝修
飾すべき反応の更なるセットに繋がる上記二層OptKnock問題に対する更なる生産的解を同
定するために、整数カットと称される最適化方法を実施することができる。この方法は、
各反復において整数カット呼ばれる追加的な制約を組み込みながら、先に例示したOptKno
ck問題を反復して解くことによって進行する。整数カット制約は、解法手順が、生成物生
合成を成長に強制的に連結させる任意の先の反復において同定された全く同一の反応セッ
トを選択するのを効果的に防止する。例えば、既に同定された成長連結代謝修飾が、破壊
のための反応1、2及び3を指定すると、次の制約は、後続の解において同じ反応が同時に
考慮されることを防止する。整数カット法は、当該技術分野で周知であり、例えば、Burg
ardらの文献、Biotechnol. Prog. 17:791-797(2001)に見いだされ得る。代謝モデル化及
びシミュレーションのためのOptKnock計算論的フレームワークとそれらの併用に関して本
明細書に記載されている全ての方法と同様に、反復的計算論的解析における冗長性を低減
する整数カット法を、例えばSimPheny(登録商標)を含む当該技術分野で周知の他の計算論
的フレームワークに適用することができる。
【０２２２】
　本明細書に例示される方法は、同定された遺伝子改変を保持するように操作された細胞
又は生物体の成長への標的生化学生成物の生成の強制連結を含む、所望の生成物を生合成
生成する細胞及び生物体の構築を可能にする。従って、本明細書に記載の計算論的方法は
、OptKnock又はSimPheny(登録商標)から選択されるインシリコ法によって同定される代謝
修飾の同定及び実施を可能にする。代謝修飾のセットは、例えば、1つ以上の生合成経路
酵素の添加、及び/又は例えば遺伝子欠失による破壊を含む1つ以上の代謝反応の機能的破
壊を含むことができる。
【０２２３】
　前述のように、OptKnock方法論は、変異微生物ネットワークが、長時間の成長選択に曝
されると、それらの計算により推定された最大成長表現型の方に進化し得ることを前提と
して開発された。別の表現をすると、その手法は、選択圧力下で自己最適化する生物体の
能力を強化する。OptKnockフレームワークは、ネットワーク化学量論に基づく生化学的生
成と細胞成長の間の連結を強制する遺伝子欠失の組合せの網羅的列挙を可能にする。最適
遺伝子/反応ノックアウトの同定は、得られたネットワークに対する最適な成長解が興味
深い生化学物質を過剰生成するように活性反応のセットを選択する二層最適化問題の解を
必要とする(Burgardらの文献、Biotechnol. Bioeng. 84:647-657 (2003))。
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【０２２４】
　E.コリ代謝のインシリコ化学量論モデルを採用して、既に例示されており、且つ例えば
、米国特許公報第2002/0012939号、同第2003/0224363号、同第2004/0029149号、同第2004
/0072723号、同第2003/0059792号、同第2002/0168654号及び同第2004/0009466号並びに米
国特許第7,127,379号に記載されている代謝経路のための必須遺伝子を同定することがで
きる。本明細書に開示されるように、OptKnock数理フレームワークを適用して、所望の生
成物の成長連結生成をもたらす遺伝子欠失を正確に適用することができる。更に、二層Op
tKnock問題の解は、欠失の1つのセットのみを提供する。全ての有意味の解、即ち成長連
結生成形成をもたらすノックアウトの全てのセットを列挙するために、整数カットと称さ
れる最適化技術を実施することができる。これは、前述のように、各反復において整数カ
ットと称する追加的な制約を組み込みながらOptKnock問題を反復的に解くことを含む。
【０２２５】
　本明細書に開示されているように、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路の
所望の活性をコードしている核酸は、宿主生物体に導入することができる。場合によって
は、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路酵素又はタンパク質の活性を、4-HB
、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシンの生成を増大するように修飾することが望ましい
。例えば、タンパク質又は酵素の活性を増加する既知の変異を、コード化核酸分子に導入
することができる。加えて、最適化方法を、酵素又はタンパク質の活性を増加、及び/又
は活性の阻害を減少、例えば負の調節因子の活性を減少するために適用することができる
。
【０２２６】
　当該最適化方法のひとつは、定方向進化である。定方向進化は、酵素の特性を改善及び
/又は改変するために特定に遺伝子に標的化された変異の導入に関与する強力な手法であ
る。改善及び/又は改変された酵素は、多くの酵素変種(例えば＞104種)の自動化されたス
クリーニングを可能にする鋭敏なハイスループットスクリーニングアッセイの開発及び実
行を通じて、同定することができる。最適化された特性を伴う酵素をもたらすよう、典型
的には、変異誘発及びスクリーニングの反復ラウンドが実行される。変異誘発の遺伝子の
領域の同定を補助することができる計算論的アルゴリズムも開発されており、作製され且
つスクリーニングされる必要がある酵素変異体の数を著しく減少することができる。多様
な変異体ライブラリーの作製に効果がある、多くの定方向進化技術が開発されており(総
説に関して、Hibbertらの文献、Biomol.Eng 22:11-19 (2005)；Huisman及びLalondeの文
献、「製薬及びバイオ産業における生触媒(Biocatalysis in the pharmaceutical and bi
otechnology industries)」、717-742頁(2007)、Patel(編集)、CRC Press；Otten及びQua
xの文献、Biomol.Eng 22:1-9 (2005)；並びに、Senらの文献、Appl Biochem.Biotechnol 
143:212-223 (2007)を参照)、これらの方法は、多くの酵素クラスにわたり広範な特性を
改善するために成功裡に適用されている。定方向進化技術により改善及び/又は改変され
る酵素の特徴は、例えば、非天然基質の変換に関する選択性/特異性；堅固な高温処理に
関する温度安定性；低又は高pH条件下でのバイオプロセシングに関するpH安定性；高い生
成物力価を実現し得る、基質又は生成物の忍容性；非天然基質を含むよう拡大する基質結
合を含む、結合(Km)；生成物、基質、又は重要な中間体による阻害を除去する、阻害(Ki)
；所望のフラックスを実現するよう酵素反応速度を増加する、活性(kcat)；タンパク質収
量及び全般的経路フラックスを増加する、発現レベル；好気性条件下での空気感受性酵素
の操作に関する、酸素安定性；並びに、酸素の非存在下での好気性酵素の操作に関する、
嫌気性活性：を含む。
【０２２７】
　特定の酵素の所望の特性を標的化するために遺伝子を変異誘発及び多様化する多くの例
示的方法が開発されている。当該方法は、当業者に周知である。これらのいずれかを使用
し、4-HB、4-HBal、4-HBCoA、BDO又はプトレシン経路酵素又はタンパク質の活性を改変及
び/又は最適化することができる。当該方法は、PCR反応におけるDNAポリメラーゼの忠実
度を減少することによりランダム点変異を導入する、EpPCR(Pritchardらの文献、J Theor



(70) JP 2013-507145 A 2013.3.4

10

20

30

40

50

.Biol. 234:497-509 (2005))；鋳型として環状プラスミド全体が使用されること、及びプ
ラスミドを増幅し、引き続きそこでプラスミドが縦列反復配列で再環状化される細胞へ形
質転換するために、最後の2ヌクレオチド上のエキソヌクレアーゼ耐性チオリン酸連結を
伴うランダム6-merが使用されること以外はepPCRに類似している、エラープローンローリ
ングサークル増幅法(epRCA)(Fujiiらの文献、Nucleic Acids Res. 32:e145 (2004)；及び
、Fujiiらの文献、Nat. Protoc. 1:2493-2497 (2006))；キメラ遺伝子ライブラリー作製
のために、DNAポリメラーゼの存在下でのアニーリング及び伸長のサイクルにより再構成
されるランダム断片のプールを作製するための、典型的には2つ以上の変異体遺伝子のDna
seI又はEndoVなどのヌクレアーゼによる消化に関与する、DNA又はファミリーシャッフリ
ング(Stemmerの文献、Proc Natl Acad Sci USA 91:10747-10751 (1994)；及び、Stemmer
の文献、Nature 370:389-391 (1994))；鋳型プライミング、それに続く変性及び非常に短
時間のアニーリング/伸長(5秒と短い)を伴う2工程PCRの反復サイクルを必要とする、付着
伸長(StEP)(Zhaoらの文献、Nat. Biotechnol. 16:258-261 (1998))；鋳型の異なるセグメ
ントに相補的である多くの短いDNA断片を作製するために、ランダム配列プライマーを使
用する、ランダムプライミング組換え(Shaoらの文献、Nucleic Acids Res 26:681-683 (1
998))を含むが、これらに限定されるものではない。
【０２２８】
　追加的方法は、線状プラスミドDNAを使用し、ミスマッチ修復により再度対形成される
ヘテロ二本鎖を形成する、ヘテロ二本鎖組換え(Volkovらの文献、Nucleic Acids Res. 27
:e18 (1999)；及び、Volkovらの文献、Methods Enzymol. 328:456-463 (2000))；一本鎖D
NA(ssDNA)のDnaseI断片化及びサイズ分画を利用する、一過性鋳型上でのランダムキメラ
遺伝子形成(Random Chimeragenesis on Transient Templates)(RACHITT)(Cocoらの文献、
Nat. Biotechnol. 19:354-359 (2001))；鋳型のプールとして使用される一方向性ssDNA断
片の存在下でプライマーから鎖を一方向に成長させる鋳型切り換えを必要とする、切断型
鋳型上の組換え伸長(Recombined Extension on Truncated templates)(RETT)(Leeらの文
献、J. Molec. Catalysis 26:119-129 (2003))；分子間の組換えの制御に縮重プライマー
を使用する、縮重オリゴヌクレオチド遺伝子シャッフリング(DOGS)(Bergquist及びGibbs
の文献、Methods Mol.Biol 352:191-204 (2007)；Bergquistらの文献、Biomol.Eng 22:63
-72 (2005)；Gibbsらの文献、Gene 271:13-20 (2001))；関心対象の遺伝子又は遺伝子断
片の1塩基対欠失を持つコンビナトリアルライブラリーを作製する、ハイブリッド酵素作
製のための反復切断(ITCHY)(Ostermeierらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:3562
-3567 (1999)；及び、Ostermeierらの文献、Nat. Biotechnol. 17:1205-1209 (1999))；
切断を作製するためにホスホチオエートdNTPを使用する以外は、ITCHYに類似した、ハイ
ブリッド酵素作製のためのチオ-反復切断(THIO-ITCHY)(Lutzらの文献、Nucleic Acids Re
s 29:E16 (2001))；遺伝子組み換えのための2つの方法ITCHYとDNAシャッフリングを組合
せた、SCRATCHY(Lutzらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:11248-11253 (2001))；
epPCRにより作製された変異を、その後それらの使用可能な活性の保持についてスクリー
ニング/選択する、ランダムドリフト変異誘発(RNDM)(Bergquistらの文献、Biomol. Eng. 
22:63-72 (2005))；イノシンなどの「普遍的」塩基の存在下で伸長するための鋳型として
使用されるホスホチオエートヌクレオチドのランダム取り込み及び切断を使用するランダ
ム長断片のプールを作製し、イノシン-含有相補体の複製がランダム塩基取り込み、引き
続き変異誘発を生じる、ランダム変異誘発法である、配列飽和変異誘発(SeSaM)(Wongらの
文献、Biotechnol. J. 3:74-82 (2008)；Wongらの文献、Nucleic Acids Res. 32:e26 (20
04)；及び、Wongらの文献、Anal. Biochem. 341:187-189 (2005))；「標的における全て
の遺伝的多様性」をコードしているように設計されたオリゴヌクレオチドの重複を使用し
、シャッフルされた後代の非常に高度な多様性を可能にする、合成シャッフリング(Ness
らの文献、Nat. Biotechnol. 20:1251-1255 (2002))；dUTP取り込みの組合せを利用し、
それに続くウラシルDNAグリコシラーゼ、その後のピペリジンによる処理で、エンドポイ
ントDNA断片化を実行する、ヌクレオチド交換及び切除技術(NexT)(Mullerらの文献、Nucl
eic Acids Res. 33:e117 (2005))：を含む。
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【０２２９】
　更なる方法は、リンカーを使用し2つの遠縁の又は無関係の遺伝子間の融合を促進し、
これら2つの遺伝子間で様々なキメラが作製され、結果的にシングルクロスオーバーハイ
ブリッドのライブラリーを生じる、配列相同性-非依存型タンパク質組換え(SHIPREC)(Sie
berらの文献、Nat. Biotechnol. 19:456-460 (2001))；出発材料が、挿入断片を含む超ら
せん二本鎖DNA(dsDNA)プラスミド及び所望の変異部位で縮重する2つのプライマーを含む
、Gene Site Saturation Mutagenesis(商標)(GSSM(商標))(Kretzらの文献、Methods Enzy
mol. 388:3-11 (2004))；限定された領域を多数の可能性のあるアミノ酸配列改変と置換
するために、短いオリゴヌクレオチドカセットの使用が関与する、コンビナトリアルカセ
ット変異誘発(CCM)(Reidhaar-Olsonらの文献、Methods Enzymol. 208:564-586 (1991)；
及び、Reidhaar-Olsonらの文献、Science 241:53-57 (1988))；CCMと本質的に類似し、且
つホットスポット及びホット領域を同定するためにepPCRを高い変異率で使用し、次にタ
ンパク質配列空間の規定された領域を対象とするようCMCMにより伸長する、コンビナトリ
アルマルチカセット変異誘発(CMCM)(Reetzらの文献、Angew. Chem. Int. Ed Engl. 40:35
89-3591 (2001))；DNAポリメラーゼIIIの変異体サブユニットをコードしているmutD5遺伝
子を利用し、馴化したtsミューテータープラスミドを、選択時にランダム及び自然変異頻
度で20～4000倍増加させ、且つ選択が不要な場合、有害変異の累積を阻止する、変異株技
術(Selifonovaらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 67:3645-3649 (2001))；Lowらの文
献、J. Mol. Biol. 260:359-3680 (1996))：を含む。
【０２３０】
　更なる例示的方法は、選択されたアミノ酸のコンビナトリアル変異を評価及び最適化す
る、多次元変異誘発法である、ルック-スルー変異誘発(LTM)(Rajpalらの文献、 Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 102:8466-8471 (2005))；一度に複数の遺伝子に、又は単独遺伝子の
大きいキメラライブラリー(多重変異)を作製するために適用することができるDNAシャッ
フリング法である、遺伝子再構成(Verenium社により供給されるTunable GeneReassembly(
商標)(TGR(商標)))；特定の折り畳みを有する構造的に規定されたタンパク質骨格を固定
し、且つ折り畳み及び全般的タンパク質エネルギーを安定化させることができるアミノ酸
置換のための配列空間を検索する最適化アルゴリズムであり、且つ一般に既知の三次元構
造を有するタンパク質に最も効果的に働く、インシリコタンパク質自動設計(PDA)(Hayes
らの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:15926-15931 (2002))；及び、酵素改善のた
めの可能性のある部位の選択のための構造/機能の知識の使用、Stratagene QuikChange(S
tratagene社；カリフォルニア州、San Diego)などの変異誘発法を使用する選択部位での
飽和変異誘発の実行、所望の特性に関するスクリーニング/選択、並びに改善されたクロ
ーンの使用、別の部位での開始及び所望の活性が実現されるまでの繰り返しの継続が関与
する、反復飽和変異誘発(ISM)(Reetzらの文献、Nat. Protoc. 2:891-903 (2007)；及び、
Reetzらの文献、Angew. Chem. Int. Ed Engl. 45:7745-7751 (2006))を含む。
【０２３１】
　変異誘発のために前述の方法のいずれかを、単独で、又は任意の組合せで使用すること
ができる。加えて、本明細書に説明されているように、定方向進化方法のひとつ又は組合
せを、適応進化技術と一緒に、使用することができる。
【０２３２】
　本発明の様々な実施態様の活性に実質的に影響を与えない修飾も、本明細書に示される
発明の定義内で提供されることが理解される。よって、以下の実施例は、本発明を例示す
るものであり、限定しないことを意図する。
【実施例】
【０２３３】
(実施例I)
(4-ヒドロキシブタン酸の生合成)
　本実施例では、4-HB生成のための例示的な生化学合成経路について記載する。
【０２３４】
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　微生物における4-HB合成についてのこれまでの報告は、生分解性プラスチックポリ-ヒ
ドロキシアルカン酸(PHA)の製造における中間体としてこの化合物に焦点をおいていた(米
国特許第6,117,658号)。ポリ-3-ヒドロキシ酪酸ポリマー(PHB)に対して4-HB/3-HBコポリ
マーを使用すると、より脆性の小さいプラスチックを得ることができる(Saito及びDoiの
文献、Intl. J. Biol. Macromol, 16:99-104 (1994))。本明細書に記載のモノマー4-HBの
製造は、いくつかの理由で基本的に独特の方法である：(1)該生成物は、細胞内で生成さ
れ、細胞に留まるPHAとは異なり、分泌される；(2)ヒドロキシブタン酸ポリマーを生成す
る生物体では、遊離4-HBが生成されず、補酵素A誘導体がポリヒドロキシアルカン酸シン
テターゼによって使用される；(3)該ポリマーの場合は、顆粒状生成物の形成が熱力学を
変化させる；及び、(4)細胞外pHは、該ポリマーの生成にとって重要でないが、4-HBが遊
離酸の状態で存在するか共役塩基状態で存在するかということ、並びに4-HBとGBLの平衡
に影響を与えることになる。
【０２３５】
　4-HBを、コハク酸セミアルデヒドを中間体として、TCA回路の中央代謝物質であるコハ
ク酸から2つの酵素還元工程で生成することができる(図1)。これらの酵素の第1の酵素、
即ちコハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼは、NADH-及びNADPH-依存性の両酵素が見
いだされたE.コリを含む多くの生物体に固有である(Donnelly及びCooperの文献、Eur. J.
 Biochem. 113:555-561 (1981)；Donnelly及びCooperの文献、J. Bacteriol. 145:1425-1
427 (1981)；Marek及びHensonの文献、J. Bacteriol 170:99l-994 (1988))。S.セレビシ
アエにおけるコハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ活性を裏付ける証拠も存在し(Ram
osらの文献、Eur. J. Biochem. 149:401-404 (1985))、配列相同性によって推定遺伝子が
同定された。しかし、たいていの報告は、この酵素が、図1に示されるコハク酸合成の方
向に進み(Donnelly及びCooperの文献、前掲；Lutke-Eversloh及びSteinbuchelの文献、FE
MS Microbiol. Lett.181:63-71 (1999))、4-HB及びガンマ-アミノ酪酸の分解経路に参加
することを示している。コハク酸セミアルデヒドは、また、グルタミン酸:コハク酸セミ
アルデヒドトランスアミナーゼ及びグルタミン酸デカルボキシラーゼの2つの酵素の作用
によりTCA回路中間体α-ケトグルタル酸を介してE.コリなどの特定の微生物体によって固
有に生成される。コハク酸を分解するために必須の嫌気性菌クロストリジウム・クルイベ
リによって使用される代替経路は、コハク酸をスクシニル-CoAに活性化させ、次いでこの
方向に機能することが知られる代替的コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼを使用し
てスクシニル-CoAをコハク酸セミアルデヒドに変換する(Sohling及びGottschalkの文献、
Eur. J. Biochem. 212:121-127 (1993))。しかし、この経路は、コハク酸をスクシニル-C
oAに変換するのに必要とされるATPのエネルギーコストを有する。
【０２３６】
　本経路の第2の酵素、即ち4-ヒドロキシブタン酸デヒドロゲナーゼは、E.コリ又は酵母
に固有ではなく、C.クルイベリ及びラルストニア・ユートロファなどの様々な細菌に見い
だされる(Lutke-Eversloh及びSteinbuchelの文献、前掲；Sohling及びGottschalkの文献
、J. Bacteriol. 178:871-880 (1996)；Valentinらの文献、Eur. J. Biochem. 227:43-60
 (1995)；Wolff及びKenealyの文献、Protein Expr. Purif. 6:206-212 (1995))。これら
の酵素は、NADH依存性であることが知られるが、NADPH依存型も存在する。アルファ-ケト
グルタル酸から4-HBへの更なる経路がE.コリにおいてポリ(4-ヒドロキシ酪酸)を蓄積させ
ることが実証された(Songらの文献、Wei Sheng Wu Xue. Bao. 45:382-386(2005))。組換
え株は、2つの原生E.コリ遺伝子：グルタミン酸:コハク酸セミアルデヒドトランスアミナ
ーゼ及びグルタミン酸デカルボキシラーゼとともに、3つの異種遺伝子：PHAシンターゼ(R
.ユートロファ)、4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ(R.ユートロファ)及び4-ヒドロキシ
酪酸:CoAトランスフェラーゼ(C.クルイベリ)の過剰発現を必要とした。代替的に、図1の
工程4及び5を、ユーグレナ・グラシリスに同定されるものなどのアルファ-ケトグルタル
酸デカルボキシラーゼによって実施することができる(Shigeokaらの文献、Biochem. J. 2
82(Pt2):319-323(1992)；Shigeoka及びNakanoの文献、Arch. Biochem. Biophys. 288:22-
28(1991)；Shigeoka及びNakanoの文献、Biochem J. 292(Pt 2):463-467(1993))。しかし
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、この酵素はこれまで、何らかの生物体における4-HB又は関連ポリマーの製造に影響を及
ぼすようには適用されていない。
【０２３７】
　各生物体のインシリコ代謝モデルを使用して、エシェリキア・コリ及びサッカロミセス
・セレビシアエの2つの微生物における4-ヒドロキシ酪酸の微生物の生成能力を調べた。4
-HBへの潜在的な経路は、図1に示されるようコハク酸、スクシニル-CoA、又はアルファ-
ケトグルタル酸中間体を介して進行する。
【０２３８】
　4-HB生成経路におけるコハク酸からの第1の工程は、NADH又はNADPH依存性コハク酸セミ
アルデヒドデヒドロゲナーゼを介するコハク酸のコハク酸セミアルデヒドへの変換を含む
。E.コリにおいて、gabDは、NADP依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼであり
、4-アミノ酪酸取込み及び分解に関与する遺伝子集団の一部である(Niegemannらの文献、
Arch. Microbiol. 160:454-460 (1993)；Schneiderらの文献、J.Bacteriol. 184:6976-69
86 (2002))。sadは、NAD依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ活性に対する酵
素をコードしていると考えられる(Marek及びHensonの文献、前掲)。S.セレビシアエは、
細胞質ゾルに局在する、推定上UGA2に割り当てられたNADPH依存性コハク酸セミアルデヒ
ドデヒドロゲナーゼのみを含む(Huhらの文献、Nature 425:686-691 (2003))。E.コリ及び
S.セレビシアエの両方における4-HBへのコハク酸経路を想定する最大収率計算は、非原生
4-HBデヒドロゲナーゼがそれらの代謝ネットワークに加えられたという前提のみを必要と
する。
【０２３９】
　スクシニル-CoAから4-ヒドロキシ酪酸への経路が、4-ヒドロキシ酪酸モノマー単位を含
むポリヒドロキシアルカン酸を製造するための方法の一部として、米国特許第6,117,658
号に記載された。クロストリジウム・クルイベリは、CoA依存性コハク酸セミアルデヒド
デヒドロゲナーゼ活性を有することが知られる1つの生物体の例である(Sohling及びGotts
chalkの文献、前掲；Sohling及びGottschalkの文献、前掲)。この研究において、C.クル
イベリ又は別の生物体由来のこの酵素は、スクシニル-CoAから4-HBへの経路を完成するた
めに非原生又は異種4-HBデヒドロゲナーゼとともにE.コリ又はS.セレビシアエにおいて発
現される。アルファ-ケトグルタル酸から4-HBへの経路は、E.コリにおいてポリ(4-ヒドロ
キシ酪酸)を乾燥細胞重量の30％まで蓄積させることが証明された(Songらの文献、前掲)
。E.コリ及びS.セレビシアエは、グルタミン酸:コハク酸セミアルデヒドトランスアミナ
ーゼ及びグルタミン酸デカルボキシラーゼの両方を固有に又は内因的に有するため(Colem
anらの文献、J. Biol. Chem. 276:244-250(2001))、非原生4-HBデヒドロゲナーゼが存在
することのみを想定することによって、AKGから4-HBへの経路を両方の生物体に完成する
ことができる。
【０２４０】
(実施例II)
(コハク酸及びアルファ-ケトグルタル酸からの1,4-ブタンジオールの生合成)
　本実施例では、微生物体からの4-HB及びBDOの構築及び生合成生成を例示する。4-HB及
びBDOのための経路は、本明細書に開示されている。
【０２４１】
　上記経路に利用できるいくつかの代替的な酵素が存在する。コハク酸をスクシニル-CoA
に変換するための原生又は内因性酵素(図1の工程1)の代わりに、工程9と同様に機能する
、cat1遺伝子C.クルイベリによってコードされたCoAトランスフェラーゼなどのCoAトラン
スフェラーゼと交換することができる(Sohling及びGottschalkの文献、Eur. J Biochem. 
212:121-127 (1993))。しかし、この酵素による酢酸の生成は、それがアセチル-CoAに逆
変換されるのでなく、分泌され得るため、最適であり得ない。この点において、工程9に
おける酢酸形成を除外することも有利であり得る。CoAトランスフェラーゼに対する1つの
代替として、4-HBを最初にATPによってリン酸化し、次いで酢酸のアセチルCoAへの変換の
ためのE.コリにおける酢酸キナーゼ/ホスホトランスアセチラーゼ経路と同様にCoA誘導体
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oAを酢酸から再生するのに必要とされるのと同じである1個のATPである。酵素ホスホトラ
ンスブチリラーゼ(ptb)及び酪酸キナーゼ(bk)は、C.アセトブチリクムにおける酪酸生成
のために非ヒドロキシル化分子に対してこれらの工程を実施することが知られている(Car
yらの文献、Appl Environ Microbiol 56:1576-1583 (1990)；Valentine, R. C.及びR. S.
 Wolfeの文献、J Biol Chem. 235:1948-1952 (1960))。これらの酵素は可逆的であり、合
成が4-HBの方向に進行することを可能にする。
【０２４２】
　コハク酸に加えて、又はコハク酸の代わりにアルファ-ケトグルタル酸を介してBDOを生
成することもできる。既に記載し、以下に更に例示するように、生成物生合成を実施する
ための1つの経路は、内因性酵素を使用して、α-ケトグルタル酸を介してコハク酸セミア
ルデヒドを生成することである(図1、工程4～5)。別法は、この変換を1つの工程で実施す
ることができるα-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼを使用することである(図1、工程8
；Tianらの文献、Proc Natl Acad Sci US. A 102:10670-10675 (2005))。
【０２４３】
　BDO生成微生物体の異なる菌株を構築するために、確認のために適用可能な遺伝子の一
覧を結集させた。簡単に述べると、4-HB及び/又はBDO生合成経路内の1つ以上の遺伝子を
、利用可能な文献情報源、NCBI遺伝子データベース及びホモロジー検索を使用して、図1
に示される完全なBDO生成経路の工程毎に同定した。この研究でクローン化及び評価され
た遺伝子を、ポリペプチド配列の適切な文献及びURL引用とともに以下の表6に示す。更に
以下に記載されるように、いくつかの遺伝子をコドン最適化のために合成し、他の遺伝子
を、原生又は野生型生物体のゲノムDNAからPCRを介してクローン化した。遺伝子によって
は、両方の手法を使用し、この場合、原生遺伝子は、実験に使用される際に、遺伝子識別
番号に対する添字「n」によって示される。DNA配列のみが相違し、タンパク質は同一であ
ることに留意されたい。
【０２４４】
表6. 宿主BDO-生成微生物体において発現された遺伝子
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1Sohling及びGottschalkの文献、Eur. J. Biochem. 212:121-127 (1993)；Sohling及びGo
ttschalkの文献、J. Bacteriol. 178:871-880 (1996)
2Nollingらの文献、J., J. Bacteriol. 183:4823-4838 (2001)
3Pohlmannらの文献、Nat. Biotechnol. 24:1257-1262 (2006)
4Kosakaらの文献、Biosci. Biotechnol. Biochem. 71:58-68 (2007)
5Broschらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 104:5596-5601 (2007)
6Henneらの文献、Appl. Enviorn. Microbiol. 65:3901-3907 (1999)
【０２４５】
　(BDO経路のための発現ベクターの構築)　ベクター骨格及びいくつかの菌株をDr. Rolf 
Lutz of Expressys(www.expressys.de/)から得た。ベクター及び菌株は、Dr. Rolf Lutz
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及びProf. Hermann Bujardによって開発されたpZ発現システムに基づく(Lutz, R.及びH. 
Bujardの文献、Nucleic Acids Res 25:1203-1210 (1997)。得られたベクターは、pZE13lu
c、pZA33luc、pZS*13luc及びpZE22lucであり、スタッファー断片としてルシフェラーゼ遺
伝子を含んでいた。ルシフェラーゼスタッファー断片を、適切な制限酵素部位により隣接
されたlacZ-アルファ断片で置き換えるために、ルシフェラーゼスタッファー断片を、最
初にEcoRI及びXbaIによる消化によって各ベクターから除去した。lacZ-アルファ断片は、
以下のプライマーにより、pUC19からPCR増幅した：
【化１】

。
【０２４６】
　これにより、EcoRI部位、NheI部位、リボソーム結合部位、Sa1I部位及び開始コドンの5
'末端を有する断片が作製された。この断片の3'末端には、停止コドン、XbaI部位、HindI
II部位及びAvrII部位が含まれていた。このPCR生成物をEcoRI及びAvrIIにより消化させ、
EcoRI及びXbaIにより消化されたベースベクターに結合した(XbaI及びAvrIIは、適合末端
を有し、非部位を生成する)。NheI及びXbaI制限酵素部位は、互いに結合させることがで
きる適合末端を生成する(ただし、いずれの酵素によっても消化されないNheI/XbaI非部位
を生成する)ため、ベクターにクローン化された遺伝子は、互いに「バイオブリック」さ
れ得る(http://openwetware.org/wiki/Synthetic_ Biology:BioBricks)。簡単に述べると
、遺伝子の間の部位が各添加後に破壊されるため、この方法は、(部位が遺伝子に対して
内在的でなければ)同じ2つの制限部位を使用して、無数の遺伝子をベクターに連結するこ
とを可能にする。
【０２４７】
　全てのベクターは、pZ記号の後に、複製起点、抗生物質耐性マーカー及びプロモーター
/制御単位を示す文字及び数字が続く。複製起点は、2番目の文字であり、起源に基づいて
、ColE1に対するE、p15Aに対するA、及びpSC101に対するSによって表される。最初の数字
は、抗生物質耐性マーカーを表す(アンピシリンに対する1、カナマイシンに対する2、ク
ロラムフェニコールに対する3、スペクチノマイシンに対する4及びテトラサイクリンに対
する5)。最後の数字は、関心対象の遺伝子を制御したプロモーターを規定する(PLtetO-1
に対する1、PLlacO-1に対する2、PAllacO-1に対する3及びPlac/ara-1に対する4)。MCS及
び関心対象の遺伝子が直後に続く。ここに述べる研究では、上記バイオブリック挿入のた
めに修飾された2つのベースベクター、pZA33及びpZE13を採用した。一旦関心対象の遺伝
子がそれらにクローン化されると、表6に示される4桁の遺伝子コードを使用して、得られ
たプラスミドを、例えばpZA33-XXXX-YYYYのように表す。
【０２４８】
　(宿主株の構築)　本明細書に記載の全ての研究における親株は、E.コリK-12株MG1655で
ある。adhE、gabD及びaldAにおける無マーカー欠失株を、redET法(Datsenko, K.A.及びB.
L. Wannerの文献、Proc Natl Acad Sci USA 97:6640-6645 (2000))を使用して、第三者に
よるサービス契約に基づいて構築した。次の菌株を、バクテリオファージP1媒介形質導入
(Miller, J.の文献、Experiments in Molecular Genetics、Cold Spring Harbor Laborat
ories、ニューヨーク(1973))を介して構築した。菌株C600Z1(laciq、PN25-tetR、SpR、la
cY1、leuB6、mcrB+、supE44、thi-1、thr-1、tonA21)をExpressysから入手し、P1形質導
入のためのlacIq対立遺伝子源として使用した。バクテリオファージP1virを、lacIqに結
合したスペクチノマイシン耐性遺伝子を有するE.コリ株C600Z1上で成長させた。C600Z1上
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で成長したP1溶菌液を使用して、スペクチノマイシン耐性についての選択によりMG1655を
感染させた。次いで、スペクチノマイシン耐性コロニーを、PAllacO-1プロモーターに結
合した遺伝子の発現を抑制する形質導入体の能力を測定することによって、結合したlacI
qについて選別した。得られた菌株をMG1655 lacIqと命名した。同様の手順を使用して、l
acIQを欠失株に導入した。
【０２４９】
　(コハク酸からの4-HBの生成)　コハク酸から4-HB生産体を構築するために、以下に記載
するように、コハク酸から4-HB及び4-HB-CoAまでの工程(図1の1、6、7及び9)をコードし
ている遺伝子を、pZA33及びpZE13ベクター上に構成した。様々な遺伝子の組合せ、並びに
対照として不完全な経路を保持する構築物を評価した(表7及び8)。次いで、イソプロピル
β-D-1-チオガラクトピラノシド(IPTG)を添加することによって、誘導性発現を可能にす
る、lacIQを含む宿主株に、プラスミドを形質転換した。野生型、及び原生コハク酸セミ
アルデヒドデヒドロゲナーゼ(図1の工程2)をコードしている遺伝子が欠失した宿主の両方
を試験した。
【０２５０】
　最初に、経路遺伝子を含むプラスミド構築物に対して、宿主として菌株MG1655 lacIQを
使用して、異種酵素の活性をインビトロアッセイで試験した。細胞を、構築物毎に適切な
抗生物質を含むLB培地(Difco)にて好気性条件で成長させ、光学密度(OD600)が約0.5にな
ったときに1mMのIPTGを添加することによって誘導させた。細胞を6時間後に収穫し、以下
に記載するように酵素アッセイを実施した。
【０２５１】
　(インビトロ酵素アッセイ)　活性アッセイのための粗抽出物を得るために、細胞を、10
分間にわたる4500rpmの遠心(Beckman-Coulter、Allegera X-15R)によって収穫した。ペレ
ットを、ベンゾナーゼ及びリゾチームを含む0.3mLのBugBuster試薬(Novagen)に再懸濁さ
せ、静かに振盪しながら室温で15分間溶解させた。無細胞溶解物を、4℃にて30分間にわ
たって14000rpmで遠心させること(Eppendorf遠心器5402)によって得た。試料中の細胞タ
ンパク質を、Bradfordらの方法(Anal. Biochem. 72:248-254 (1976))を使用して測定し、
特定の酵素アッセイを以下に記載するように実施した。活性を、活性の1単位が、1μmol
の基質を室温にて1分間で変換するのに必要とされる酵素の量で定義される単位/mgタンパ
ク質で報告する。概して、報告された値は、少なくとも3つ組のアッセイの平均値である
。
【０２５２】
　既に記載したSohling及びGottschalkの手順(J. Bacteriol. 178:871-880 (1996))に従
って、スクシニル-CoAと酢酸からのアセチル-CoAの形成を監視することによって、スクシ
ニル-CoAトランスフェラーゼ(Cat1)活性を測定した。ATPの存在下でのコハク酸とCoAから
のスクシニル-CoAの形成を追跡することによって、スクシニル-CoAシンテターゼ(SucCD)
活性を測定した。実験は、Cha及びParksの文献(J. Biol. Chem. 239:1961-1967 (1964))
に記載される手順に従った。コハク酸セミアルデヒド及びCoAの存在下における340nmでの
NADのNADHへの変換(Sohling及びGottschalkの文献、Eur. J. Biochem. 212:121-127 (199
3))を追跡することによってCoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(SucD)活
性を測定した。コハク酸セミアルデヒドの存在下における340nmでのNADHのNADへの酸化を
監視することによって、4-HBデヒドロゲナーゼ(4-HBd)酵素活性を測定した。この実験は
、公開されたGerhardtらの手順(Arch. Microbiol. 174:189-199 (2000))に従った。Scher
f及びBuckelの文献(Appl. Environ. Microbiol. 57:2699-2702 (1991))からの改良手順を
使用して、4-HB CoAトランスフェラーゼ(Cat2)活性を測定した。アセチル-CoA及び4-HB又
は酪酸からの4-HB-CoA又はブチリル-CoAの形成を、HPLCを使用して測定した。
【０２５３】
　アルコールデヒドロゲナーゼ(ADH)及びアルデヒドデヒドロゲナーゼ(ALD)を、いくつか
の文献情報源から適用された手順(Durreらの文献、FEMS Microbiol. Rev. 17:251-262 (1
995)；Palosaari及びRogersの文献、J. Bacteriol. 170:2971-2976 (1988)；及びWelchら
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の文献、Arch. Biochem. Biophys. 273:309-318 (1989))を使用して、還元方向にアッセ
イした。NADHの酸化の後に、室温にて全体で240秒間にわたって4秒毎に340nMにおける吸
光度を読み取った。還元アッセイを(KOHでpH7.5に調整された)100mMのMOPS、0.4mMのNADH
、及び1～50μlの細胞抽出物にて実施した。ADHに対する100mMアセトアルデヒド又はブチ
ルアルデヒド100μl或いはALDに対する1mMアセチル-CoA又はブチリル-CoA 100μlの試薬
を添加することによって反応を開始させる。分光光度計を迅速にブランクにし、次いで動
態の読取りを開始する。340nM(6000)におけるNAD(P)Hのモル吸光係数及び抽出物のタンパ
ク質濃度とともに、1分間当たりの340nMの吸光度における得られた減少勾配を使用して、
比活性を測定することができる。
【０２５４】
　PTBの酵素活性を、Caryらの文献(J. Bacteriol. 170:4613-4618 (1988))に記載されて
いるようにブチリル-CoAからブチリル-リン酸への方向で測定する。それは、変換のため
の無機リン酸エステルを提供し、それに続き試薬5,5'-ジチオビス-(2-ニトロ安息香酸)又
はDTNBによる遊離CoAが増加する。DTNBは、遊離CoAなどのチオール基と迅速に反応して、
412nmで吸収する黄色の2-ニトロ-5-メルカプト安息香酸(TNB)を放出し、これは14140Mcm-
1のモル吸光係数を有する。アッセイ緩衝液は、pH7.4の150mMリン酸カリウム、0.1mMのDT
NB及び0.2mMブチリル-CoAを含んでおり、2～50μLの細胞抽出物を添加することによって
反応を開始させた。ATPを消費する酪酸からブチリル-リン酸の形成の方向でBKの酵素活性
を測定する。手順は、Roseらの文献、J. Biol. Chem. 211:737-756(1954)に既に記載され
ている酢酸キナーゼに対するアッセイと同様である。しかし、Sigmaによって提供された
別の酢酸キナーゼ酵素アッセイプロトコールがより有用且つ高感度であることを見いだし
た。このアッセイは、酢酸キナーゼによるATPのADPへの変換を、ピルビン酸キナーゼによ
るADP及びホスホエノールピルビン酸(PEP)のATP及びピルビン酸への連結された変換、そ
れに続く乳酸デヒドロゲナーゼによるピルビン酸及びNADHの乳酸及びNAD+への変換に結び
つける。酪酸を酢酸に代用することは、アッセイがBK酵素活性を追跡することを可能にす
るための唯一の主たる改変である。アッセイ混合物は、pH7.6の80mMのトリエタノールア
ミン緩衝液、200mM酪酸ナトリウム、10mMのMgCl2、0.1mMのNADH、6.6mMのATP、1.8mMホス
ホエノールピルビン酸を含んでいた。ピルビン酸キナーゼ、乳酸デヒドロゲナーゼ、及び
ミオキナーゼを製造者の説明書に従って添加した。2～50μlの細胞抽出物を添加すること
によって反応を開始させ、NADH酸化を示す340nmの吸光度の低下に基づいて反応を監視し
た。
【０２５５】
　(HPLCによるCoA誘導体の分析)　補酵素A(CoA)転移を含む酵素反応を監視するためにHPL
Cに基づくアッセイを開発した。開発された方法は、インビトロ反応混合物に存在するCoA
、アセチルCoA(AcCoA)、ブチリルCoA(BuCoA)及び4-ヒドロキシ酪酸CoA(4-HBCoA)の定量測
定による酵素活性の特徴づけを可能にした。低μMへの感度の低下、並びに関心対象の全
てのCoA誘導体の優れた分解能が達成された。
【０２５６】
　化学物質及び試料の調製を以下のように実施した。簡単に述べると、CoA、AcCoA、BuCo
A及び全ての他の化学物質をSigma-Aldrichから入手した。溶媒、即ちメタノール及びアセ
トニトリルは、HPLCグレードであった。標準検量線は、0.01～1mg/mL濃度範囲で優れた直
線性を示した。酵素反応混合物は、100mMのTris HCl緩衝液(pH7)を含み、アリコートを異
なる時点で採取し、ギ酸(0.04％の最終濃度)で反応停止させ、HPLCによって直接分析した
。
【０２５７】
　二元ポンプ、ガス抜き装置、恒温自動サンプラー及びカラム区画室を備えたAgilent 11
00 HPLCシステムを使用してHPLC分析を実施し、ダイオードアレイ検出器(DAD)を分析に使
用した。4.6×150mmの逆相カラムKromasil 100 5um C18(Peeke Scientific)を採用した。
25mMのリン酸カリウム(pH7)及びメタノール又はアセトニトリルを1mL/分の流量で水性及
び有機溶媒として使用した。2つの方法を開発し：十分に分解されたCoA、AcCoA及びBuCoA
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の分析のためのより急速な勾配を用いる短い方法、並びに近接して溶離するAcCoAと4-HBC
oAとを区別するためのより長い方法である。短い方法では、アセトニトリル勾配(0分-5％
、6分-30％、6.5分-5％、10分-5％)を採用し、CoA、AcCoA及びBuCoAに対してそれぞれ2.7
、4.1及び5.5分の保持時間を得た。長い方法では、メタノールを0分-5％、20分-35％、20
.5分-5％、25分-5％の直線勾配で使用した。CoA、AcCoA、4-HBCoA及びBuCoAに関する保持
時間は、それぞれ5.8、8.4、9.2及び16.0分であった。注入容量は、5μLであり、カラム
温度は30℃であり、UV吸光度は260nmで監視した。
【０２５８】
　結果は、4つの経路工程の各々の活性を示したが(表7)、活性は、明らかに、遺伝子給源
、ベクターにおける遺伝子の位置、及びそれが発現される他の遺伝子の状況に依存する。
例えば、遺伝子0035は、0008によってコードされるものよりより活性のあるコハク酸セミ
アルデヒドデヒドロゲナーゼをコードし、0036及び0010nは、0009よりより活性のある4-H
Bデヒドロゲナーゼ遺伝子である。同じオペロン上にそれに先行する別の遺伝子が存在す
る場合に、より良好な4-HBデヒドロゲナーゼ活性であることも認められる。
【０２５９】
　表7.　4-HB-CoA経路における遺伝子を発現するプラスミドを含むMG1655lacIQ由来の細
胞抽出液のインビトロ酵素活性。活性は単位/mgタンパク質で記載し、活性1単位は、1分
間に室温で１μmolの基質を変換するのに必要な酵素量として定義した。
【表７】

　colEl起点及びアンピシリン耐性を有する高コピープラスミドpZE13におけるPlacから発
現される遺伝子。遺伝子識別番号は表6に示される。
　pACYC起点及びクロラムフェニコール耐性を有する中コピープラスミドpZA33におけるPl
acから発現される遺伝子。
　(c)mgタンパク質/ml抽出液として与えられた細胞タンパク質
【０２６０】
　次いで、4-HB経路に遺伝子を含む組換え株を、中央代謝中間体から4-HBをインビボで生
成する能力について評価した。細胞をOD600約0.4までLB培地中にて嫌気性条件で成長させ
、次いで1mMのIPTGで誘導した。1時間後、コハク酸ナトリウムを10mMまで添加し、更に24
時間及び48時間後に分析のために試料を採取した。培養ブロス中の4-HBを以下に記載され
るようにGC-MSによって分析した。それらの結果は、組換え株が24時間後に2mMを超える4-
HBを生成できるのに対して、対照株では本質的に0であることを示している(表8)。
【０２６１】
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表8.　4-HB経路遺伝子の各種組合せを発現するプラスミドを保持するE.コリ株におけるコ
ハク酸からの4-HBの生成
【表８】

　(a)正規化した4-HB濃度(μM/OD600単位)
【０２６２】
　CoAトランスフェラーゼ(cat1)を使用して、コハク酸からスクシニル-CoAを生成するこ
とに対する別法は、スクシニル-CoAシンテターゼをコードしている原生E.コリsucCD遺伝
子を使用することである。この遺伝子クラスターを、4-HBに対する残りの工程のための候
補遺伝子とともにpZE13上にクローン化して、pZE13-0038-0035-0036を作製した。
【０２６３】
　(グルコースからの4-HBの生成)　上記実験は、中央代謝中間体(コハク酸)から4-HBへの
機能的経路を実証しているが、工業的方法では、グルコース又はスクロースなどの低コス
ト炭水化物原料からの化学物質の生成が必要になる。従って、次の実験セットは、グルコ
ース上での成長時に細胞によって生成された内因性コハク酸が、4-HB経路を促進し得るか
どうかを判断することを目的とした。20g/Lのグルコース、緩衝能を向上させるための100
mMの3-(N-モルホリノ)プロパンスルホン酸(MOPS)、10μg/mLのチアミン及び適切な抗生物
質が補給されたM9最小培地(6.78g/LのNa2HPO4、3.0g/LのKH2PO4、0.5g/LのNaCl、1.0g/L
のNH4Cl、1mMのMgSO4、0.1mMのCaCl2)にて嫌気性条件で細胞を成長させた。OD600が約0.2
に達したときに0.25mMのIPTGを添加し、誘導後24時間毎に4-HB分析のために試料を採取し
た。全ての場合において、最良の菌株において約1mMの最大値で4-HBが24時間後に安定水
準に達した(図3a)のに対して、コハク酸濃度は上昇し続けた(図3b)。これは、該経路への
コハク酸の供給が恐らくは限定的でないこと、及びボトルネックが酵素そのものの活性又
はNADH利用能であることを示している。0035及び0036は、明らかに、それぞれCoA依存性
コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ及び4-HBデヒドロゲナーゼの最良の遺伝子候補
である。既知(gabD)又は推定上(aldA)の原生コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼを
コードしている遺伝子の一方又は双方を除外しても性能に対する影響がほとんどなかった
。最後に、細胞は、対照より4-HB産生株においてはるかに低いODまで成長したことに留意
されたい(図3c)。
【０２６４】
　グルコースから4-HBの生成のための代替経路は、a-ケトグルタル酸を介する。α-ケト
グルタル酸からコハク酸セミアルデヒドを直接生成するために(図1の工程8)、マイコバク
テリウム・ツベルクローシス由来のα-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼの使用(Tianら
の文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:10670-10675 (2005))を調べた。この遺伝子(0
032)がインビボで機能的であることを実証するために、それをpZA33上の4-HBデヒドロゲ
ナーゼ(遺伝子0036)と同じ宿主においてpZE13上に発現させた。この菌株は、1mMのIPTGに
よる誘導後の24時間以内に1.0mMを超える4-HBを生成することが可能であった(図4)。この
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ニル-CoAを介するコハク酸セミアルデヒドの生成の可能性が排除される。コハク酸セミア
ルデヒドの生成に関与する原生遺伝子がこの経路で機能し得る可能性もある(図1の工程4
及び5)；しかし、pZE13-0032プラスミドが宿主の外に出たときに生成される4-HBの量は無
視できる。
【０２６５】
　(4-HBからのBDOの生成)　4-HBからのBDOの生成には、デヒドロゲナーゼによって触媒さ
れる2つの還元工程が必要であった。アルコールデヒドロゲナーゼ及びアルデヒドデヒド
ロゲナーゼ(それぞれADH及びALD)は、ともに分子上のカルボン酸基をアルコール基に還元
できる、又は逆にアルコールのカルボン酸への酸化を実施できる、NAD+/H及び/又はNADP+
/H依存性酵素である。この生体内転換は、野生型クロストリジウム・アセトブチリクムに
おいて実証されたが(Jewellらの文献、Current Microbiology、13:215-19 (1986))、関与
する酵素も関与する遺伝子も同定されなかった。加えて、4-HB-CoAに対する活性化が最初
に必要であるかどうか(図1の工程9)、又はアルデヒドデヒドロゲナーゼ(工程12)が4-HBに
対して直接作用できるかどうかが把握されていない。4-HB及び経路中間体に対する非ヒド
ロキシル化類似体による既知の活性に基づいて、又はこれらの特徴づけられた遺伝子に対
する類似性により、C.アセトブチリクム及び関連生物体からの候補酵素の一覧を作製した
(表6)。これらの候補の一部は多機能性デヒドロゲナーゼであるため、それらは、潜在的
に酸(又はCoA誘導体)のアルデヒドへの、及びアルデヒドのアルコールへの両方のNAD(P)H
依存性還元を触媒する。E.コリにおけるこれらの遺伝子を用いた研究を開始する前に、C.
アセトブチリクムATCC824を使用して、上記の結果を最初に検証した。30℃にて10％CO2、
10％H2及び80％N2の嫌気性雰囲気中で、10mMの4-HBが補給されたSchaedlerブロス(Accume
dia、ランシング、MI)で細胞を成長させた。定期的に培養試料を採取し、遠心し、以下に
記載されるようにブロスをGC-MSによってBDOについて分析した。0.1mM、0.9mM及び1.5mM
のBDO濃度をそれぞれ1日、2日及び7日のインキュベート後に検出した。4-HBを添加せずに
成長した培養物にはBDOが検出されなかった。生成されたBDOがグルコースから誘導される
ことを実証するために、最良のBDO産生株MG1655 lacIQ pZE13-0004-0035-0002 pZA33-003
4-0036を、4g/Lの均一標識された13C-グルコースが補給されたM9最小培地で成長させた。
細胞を1mMのIPTGで0.67のODにおいて誘導し、試料を24時間後に採取した。培養上澄みの
分析を質量分析によって実施した。
【０２６６】
　次に、4-HBからBDOの変換経路のための遺伝子候補を、E.コリ宿主MG1655lacIQに発現さ
れたときの活性について試験した。pZA33に発現された各遺伝子候補を含む組換え株を、3
7℃にて4時間にわたって0.25mMのIPTGの存在下で成長させて、酵素の発現を十分に誘導し
た。誘導の4時間後、細胞を収穫し、上記のようにADH及びALD活性についてアッセイした
。4-HB-CoA及び4-ヒドロキシブチルアルデヒドは商業的に入手可能でないため、非ヒドロ
キシル化基質を使用してアッセイを実施した(表9)。C.アセトブチリクムadhE2(0002)及び
E.コリadhE(0011)についての4炭素基質と2炭素基質との活性の比率は、文献(Atsumiらの
文献、Biochem. Biophys. Acta. 1207-1-11 (1994))に既に報告されているものと同様で
あった。
【０２６７】
　表9.　アルデヒドデヒドロゲナーゼ及びアルコールデヒドロゲナーゼの遺伝子候補を発
現するpZA33を含むMG16551acIQ由来の細胞抽出液のインビトロ酵素活性。活性は、μmol/
分/mg細胞タンパク質で表す。N.D.、決定せず。
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【表９】

【０２６８】
　BDO生成実験では、ポルフィロモナス・ギンギバリスW83(遺伝子0034)由来のcat2を、4-
HBの4-HB-CoAへの変換のためにpZA33上に含め、候補デヒドロゲナーゼ遺伝子をpZE13上に
発現させた。宿主株は、MG1655lacIQであった。アルコールデヒドロゲナーゼ及びアルデ
ヒドデヒドロゲナーゼ候補とともに、基質の類似性により、この工程で機能するCoA依存
性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(sucD)の能力をも試験した。細胞を、10mMの
4-HBが補給されたLB培地中でOD約0.5まで成長させ、1mMのIPTGで誘導し、24時間後に培養
ブロス試料を採取し、以下に記載されるようにBDOについて分析した。C.アセトブチリク
ム由来のadhE2、C.クルイベリ由来のsucD、又はP.ギンギバリス由来のsucDを使用すると
最良のBDO生成が生じた(図5)。興味深いことに、生成されたBDOの絶対量は、好気性条件
下の方が大きかった；しかし、これは、主として、嫌気性培養物においてより低い細胞密
度が達成されたことによる。細胞ODに対して正規化すると、単位バイオマス当たりのBDO
生成量は、嫌気性条件下の方が大きい(表10)。
【０２６９】
　表10.　C.アセトブチリクム由来adhE2、C.クルイベリ由来sucD、又はP.ギンギバリス由
来sucD(図3の実験2、9及び10からのデータ)を発現する細胞の培養液、並びに陰性対照(実
験1)からの絶対及び正規化BDO濃度

【表１０】

【０２７０】
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　前述のように、副産物として酢酸を生成しない、4-HBを4-HB-CoAに変換するための経路
を使用することが有利であり得る。この目的で、図1の工程10及び11を介してこの変換を
実施するためのC.アセトブチリクム由来のホスホトランスブチリラーゼ(ptb)及び酪酸キ
ナーゼ(bk)の使用を試験した。C.アセトブチリクム由来の原生ptb/bkオペロン(遺伝子002
0及び0021)をクローン化し、pZA33に発現させた。得られた構築物を含む細胞の抽出物を
採取し、本明細書に記載のように2つの酵素活性についてアッセイした。BKの比活性は約6
5U/mgであり、PTBの比活性は約5U/mgであった。活性1単位(U)は、室温における1分間の1
μMの基質の変換と定義される。最後に、構築物を4-HBのBDOへの変換への参画について試
験した。宿主株を上記pZA33-0020-0021構築物及びpZE13-0002で形質転換し、上記の図5に
使用された好気性手順を使用するBDO生成におけるcat2の使用と比較した。cat2を使用し
た場合に2mMであるのに対して、BK/PTB菌株は、1mMのBDOを生成した(表11)。興味深いこ
とに、それらの結果は、宿主株が原生adhE遺伝子の欠失を含むかどうかに左右されていた
。
【０２７１】
　表11.　P.ギンギバリス(0034)由来cat2又はpZA33におけるC.アセトブチリクム由来PTB/
BK遺伝子のいずれかとともにpZE13におけるC.アセトブチリクム由来adhE2を発現する細胞
の培養液からの絶対及び正規化BDO濃度。宿主株は、MG1655lacIQ、又はMG1655ΔadhE lac
IQである。
【表１１】

【０２７２】
　(グルコースからのBDOの生成)　経路確認の最終工程は、E.コリにおける経路の4-HB及
びBDOセグメントの両方を発現させ、グルコース最小培地におけるBDOの生成を実証するこ
とである。全ての必要な遺伝子が2つのプラスミドに適合するように新たなプラスミドを
構築した。概して、cat1、adhE及びsucD遺伝子をpZE13から発現させ、cat2及び4-HBdをpZ
A33から発現させた。遺伝子源及び遺伝子順序の様々な組合せをMG1655lacIQバックグラウ
ンドで試験した。20g/Lのグルコース、緩衝能を向上させるための100mMの3-(N-モルホリ
ノ)プロパンスルホン酸(MOPS)、10μg/mLのチアミン及び適切な抗生物質が補給されたM9
最小培地(6.78g/LのNa2HPO4、3.0g/LのKH2PO4、0.5g/LのNaCl、1.0g/LのNH4Cl、1mMのMgS
O4、0.1mMのCaCl2)にて嫌気性条件で細胞を成長させた。接種の約15時間後に0.25mMのIPT
Gを添加し、誘導の24及び48時間後に培養上澄み試料を採取し、BDO、4-HB、コハク酸につ
いて分析を行った。BDOの生成量は、遺伝子順序への依存性を示すように思われた(表12)
。pZA33上に最初にcat2を発現させた後に4-HBdを発現させ、pZE13上にcat1を発現させた
後にP.ギンギバリスsucDを発現させて、0.5mMを超える最大のBDO生成量が得られた。C.ア
セトブチリクムadhE2をpZE13上の最後の位置に追加すると、わずかな向上がもたらされ、
4-HB及びコハク酸もより高い濃度で生成された。
【０２７３】
　表12.　20g/Lグルコースを補充した最小培地で成長させた、BDO経路遺伝子の組合せを
発現する組換えE.コリ株におけるBDO、4-HB、及びコハク酸の生成。濃度は、mMである。
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【表１２】

【０２７４】
　(GCMSによるBDO、4-HB及びコハク酸の分析)　発酵試料及び細胞培養試料におけるBDO、
4-HB及びコハク酸をシリル化によって誘導体化し、文献報告から採用された方法(Simonov
らの文献、J. Anal Chem. 59:965-971(2004))を使用してGCMSにより定量分析した。開発
された方法は、1μMまでの良好な感度の低下、少なくとも25mMまでの直線性、並びに優れ
た選択性及び再現性を示した。
【０２７５】
　試料調製を以下のように実施した：100μLの濾過した(0.2μm又は0.45μmシリンジフィ
ルタ)試料、例えば発酵ブロス、細胞培養物又は標準溶液を、スピード・バク・コンセン
トレータ(Savant SVC-100H)にて室温で約1時間にわたって乾燥させた後、内部標準として
のジメチルホルムアミド中の10mMシクロヘキサノール溶液20μLを添加した。混合物を、
均質になるように渦撹拌し、且つ水浴(Branson 3510)にて15分間にわたって音波処理した
。100μLのシリル化誘導体化試薬、即ち1％トリメチルクロロシランを含むN,O-ビス(トリ
メチルシリル)トリフルオロ-アセトイミド(BSTFA)を添加し、混合物を70℃で30分間イン
キュベートした。誘導体化試料を5分間遠心し、透明溶液をGCMSに直接注入した。全ての
化学物質及び試薬は、J. T. Bakerから購入したBDOを除いて、Sigma-Aldrichからのもの
であった。
【０２７６】
　電子衝撃イオン化(EI)モードで動作される質量選択性検出器(MSD)5973Nにインターフェ
ース接続されたAgilentガスクロマトグラフ6890Nで実施されるGCMSを分析に使用した。30
m×0.25mm(内径)×0.25μm(膜厚)のDB-5MS毛管カラム(J&W Scientific、Agilent Technol
ogies)を使用した。20:1の分割比で1μLの試料を導入する分割注入モードでGCを動作させ
た。注入ポート温度は、250℃であった。ヘリウムをキャリヤガスとして使用し、流量を1
.0mL/分に維持した。関心対象の分析物の良好な分解能及び最小のマトリックス干渉を確
保するように、温度勾配プログラムを最適化した。オーブンを最初に1分間にわたって80
℃に保持し、次いで2℃/分で120℃まで昇温させた後、100℃/分で320℃まで高速昇温させ
、最終的に6分間にわたって320℃に保持した。MSインターフェース転送ラインを280℃に
維持した。「小質量」MS同調設定及び30～400m/z質量範囲走査を使用し、データを取得し
た。全分析時間は、3分間の溶媒遅延を含む29分間であった。保持時間は、BSTFA誘導体化
シクロヘキサノール、BDO、4-HB及びコハク酸に対してそれぞれ5.2、10.5、14.0及び18.2
分に対応する。定量分析では、以下の特異的マスフラグメントを選択した(抽出イオンク
ロマトグラム)：m/zを内部標準シクロヘキサノールに対して157、BDOに対して116、4-HB
及びコハク酸の両方に対して147とした。試料マトリックスをできるだけマッチさせるた
めに、対応する細胞培養物又は発酵培地中の分析物溶液を使用して、標準検量線を作製し
た。環境データ分析ChemStationソフトウェア(Agilent Technologies)を使用してGCMSデ
ータを処理した。
【０２７７】
　それらの結果は、生成された4-HB及びBDOのほとんどが13Cで標識されていることを示し
ていた(図6、右側)。非標識グルコースで成長された並行培養物からの質量スペクトルを
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比較のために示す(図6、左側)。認められるピークは、代謝物質からの異なる数の炭素原
子を含む誘導体化分子のフラグメントに対するものであることに留意されたい。誘導体化
試薬は、天然標識分布する炭素及び珪素原子をも若干与えるため、結果は、厳密に定量的
でない。
【０２７８】
　(代替経路を使用する4-HBからのBDOの生成)　また、様々な代替経路をBDO生成について
試験した。これは、コハク酸をスクシニル-CoA(表13、第2～3列)に変換する原生E.コリSu
cCD酵素の使用、α-ケトグルタル酸経路におけるα-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ
の使用(表13、第4列)、及び4HBのCoA誘導体を生成するための代替的手段としてのPTB/BK
の使用(表13、第1列)を含む。これらの変異体を包含する、表13に示される遺伝子を発現
するプラスミドを含む菌株を構築した。それらの結果は、全ての場合において、4-HB及び
BDOの生成が生じたことを示している(表13)。
【０２７９】
　表13.　20g/Lグルコースを補充した最小培地で嫌気的に成長させ、且つ0.lmM IPTGによ
る誘導の24時間後に集菌した、種々のBDO経路変異のための組換えE.コリ株遺伝子におけ
るBDO、4-HB、及びコハク酸の生成。濃度はmMである。
【表１３】

【０２８０】
(実施例III)
(4-ヒドロキシブタン酸、γ-ブチロラクトン及び1,4-ブタンジオールの生合成)
　本実施例では、発酵及び他のバイオプロセスを使用する4-ヒドロキシブタン酸、γ-ブ
チロラクトン及び1,4-ブタンジオールの生合成生成について記載する。
【０２８１】
　4-HB発酵工程を、精製GBL、1,4-ブタンジオール(BDO)及びテトラヒドロフラン(THF)を
生成するための完全なプロセスに統合するための方法を以下に記載する。4-HB及びGBLは
平衡であるため、発酵ブロスは、両化合物を含むことになる。この平衡は、低いpHにおい
ては、GBLに有利になるようにシフトする。従って、発酵は、pH7.5以下、一般にはpH5.5
以下で操作することができる。バイオマスの除去後、生成物の流れは分離工程に入り、そ
こでGBLを除去し、4-HBが豊富な残留流れをリサイクルする。最後に、GBLを蒸留して、あ
らゆる不純物を除去する。該プロセスは、3つの方法：1)流加発酵及びバッチ分離；2)流
加発酵及び連続分離；3)連続発酵及び連続分離：の1つで操作する。これらの方式の最初
の2つを図7に概略的に示す。以下に記載される統合された発酵手順は、また、BDO及び後
続のBDO系統の生成物の生合成のための本発明のBDO生成細胞に使用される。
【０２８２】
　(4-HB/GBLを生成するための発酵プロトコール(バッチ))：5g/Lのリン酸カリウム、2.5g
/Lの塩化アンモニウム、0.5g/Lの硫酸マグネシウム及び30g/Lのトウモロコシ浸出液を含
む5Lのブロス、並びに20g/Lの初期グルコース濃度を使用して、N2/CO2混合物が散布され
た10Lバイオリアクターにて生成生物体を成長させる。細胞が成長し、グルコースを利用
すると、追加の70％のグルコースを、グルコース消費量をほぼ均衡化させる速度でバイオ
リアクターに供給する。バイオリアクターの温度を摂氏30度に維持する。4-HBが20～200g
/Lの濃度に達し、細胞密度が5～10g/Lになるまで、成長を約24時間続ける。pHは制御され
ず、典型的には実験の終了時までにpH3～6まで低下することになる。培養期間が終了する
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と、発酵槽内容物を細胞分離ユニット(例えば遠心器)に通して、細胞及び細胞デブリを除
去し、発酵ブロスを生成物分離ユニットに移す。4-HB/GBLの有機溶液を得るために、水非
混和性有機溶媒(例えばトルエン)を使用する液液抽出などの、有機生成物を希釈水溶液か
ら分離するために当該技術分野で採用される標準分離手順によって、4-HB及び/又はGBLの
単離を行う。次いで、得られた溶液に標準的な蒸留法を施して、有機溶媒を除去及びリサ
イクルするとともに、精製液として単離されるGBL(沸点204～205℃)を得る。
【０２８３】
　(4-HB/GBLを生成するための発酵プロトコール(完全連続))：初期グルコース濃度を30～
50g/Lにすることを除いては、上記の装置及び培地組成を使用して生成生物体を最初にバ
ッチ方式で成長させる。グルコースを使い果たすと、同じ組成の供給培地を0.5L/時～1L/
時の速度で連続的に供給し、液体を同じ速度で回収する。バイオリアクター中の4-HB濃度
を30～40g/Lの一定値に維持し、細胞密度を3～5g/Lの一定値に維持する。温度を摂氏30度
に維持し、必要に応じて濃NaOH及びHClを使用してpHを4.5に維持する。バイオリアクター
を1カ月間にわたって連続的に動作させ、4-HBの濃度の一貫性を確認するために試料を毎
日採取する。連続方式では、新たな供給培地が供給される毎に発酵槽内容物を絶えず除去
する。次いで、細胞、培地並びに生成物4-HB及び/又はGBLを含む排出流に、細胞及び細胞
デブリを除去する又は除去しない連続生成物分離手順を施し、4-HB/GBLの有機溶液を得る
ために、水非混和性有機溶媒(例えばトルエン)を使用する連続液液抽出などの、有機生成
物を希釈水溶液から分離するために当該技術分野で採用される標準連続分離手順を行う。
続いて、得られた溶液に標準連続蒸留法を施して、有機溶媒を除去及びリサイクルすると
ともに、精製液として単離されるGBL(沸点204～205℃)を得る。
【０２８４】
　(GBL還元プロトコール)：一旦GBLを上記のように単離及び精製すると、それに当該技術
分野で周知のもの(引用参考文献)などの還元プロトコールを施して、1,4-ブタンジオール
又はテトラヒドロフラン(THF)或いはそれらの混合物を生成する。水素圧下でGBLと組み合
わされた不均一又は均一水素化触媒は、生成物1,4-ブタンジオール又はテトラヒドロフラ
ン(THF)又はそれらの混合物を生じることが周知である。GBL単離及び精製の前に、上記の
ように発酵ブロスから分離された4-HB/GBL生成物混合物にこれらの同じ還元プロトコール
を直接施して、生成物1,4-ブタンジオール又はテトラヒドロフラン又はそれらの混合物を
得ることができることに留意することは重要である。次いで、得られた生成物1,4-ブタン
ジオール及びTHFを、当該技術分野で周知の手順によって単離及び精製する。
【０２８５】
　(BDO又はTHFを直接生成するための発酵及び水素化プロトコール(バッチ))：5g/Lのリン
酸カリウム、2.5g/Lの塩化アンモニウム、0.5g/Lの硫酸マグネシウム及び30g/Lのトウモ
ロコシ浸出液を含む5Lのブロス、並びに20g/Lの初期グルコース濃度を使用して、N2/CO2
混合物が散布された10Lバイオリアクターにおいて細胞を成長させる。細胞が成長し、グ
ルコースを利用すると、追加の70％のグルコースを、グルコース消費量をほぼ均衡化させ
る速度でバイオリアクターに供給する。バイオリアクターの温度を摂氏30度に維持する。
4-HBが20～200g/Lの濃度に達し、細胞密度が全般的に5～10g/Lになるまで、成長を約24時
間続ける。pHは制御されず、典型的には実験の終了時までにpH3～6まで低下することにな
る。培養期間が終了すると、発酵槽内容物を細胞分離ユニット(例えば遠心器)に通して、
細胞及び細胞デブリを除去し、発酵ブロスを還元ユニット(例えば水素化容器)に移し、そ
こで4-HB/GBL混合物を1,4-ブタンジオール又はTHF又はそれらの混合物に直接還元する。
還元手順の完了後に、反応器内容物を生成物分離ユニットに移す。1,4-ブタンジオール及
び/又はTHFの有機溶液を得るために、水非混和性有機溶媒(例えばトルエン)を使用する液
液抽出などの、有機生成物を希釈水溶液から分離するために当該技術分野で採用される標
準分離手順によって、1,4-ブタンジオール及び/又はTHFの単離を行うことになる。次いで
、得られた溶液に標準的な蒸留法を施して、有機溶媒を除去及びリサイクルするとともに
、精製液として単離される1,4-ブタンジオール及び/又はTHFを得る。
【０２８６】
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　(BDO又はTHFを直接生成するための発酵及び水素化プロトコール(完全連続))：初期グル
コース濃度を30～50g/Lにすることを除いては、上記の装置及び培地組成を使用して細胞
を最初にバッチ方式で成長させる。グルコースを使い果たすと、同じ組成の供給培地を0.
5L/時～1L/時の速度で連続的に供給し、液体を同じ速度で回収する。バイオリアクター中
の4-HB濃度を30～40g/Lの一定値に維持し、細胞密度を3～5g/Lの一定値に維持する。温度
を摂氏30度に維持し、必要に応じて濃NaOH及びHClを使用してpHを4.5に維持する。バイオ
リアクターを1カ月間にわたって連続的に動作させ、4-HBの濃度の一貫性を確認するため
に試料を毎日採取する。連続方式では、新たな供給培地が供給される毎に発酵槽内容物を
絶えず除去する。次いで、細胞、培地並びに生成物4-HB及び/又はGBLを含む排出流を細胞
分離ユニット(例えば遠心器)に通して、細胞及び細胞デブリを除去し、発酵ブロスを連続
還元ユニット(例えば水素化容器)に移し、そこで4-HB/GBL混合物を1,4-ブタンジオール又
はTHF又はそれらの混合物に直接還元する。還元手順の完了後に、反応器内容物を連続生
成物分離ユニットに移す。1,4-ブタンジオール及び/又はTHFの有機溶液を得るために、水
非混和性有機溶媒(例えばトルエン)を使用する液液抽出などの、有機生成物を希釈水溶液
から分離するために当該技術分野で採用される標準連続分離手順によって、1,4-ブタンジ
オール及び/又はTHFの単離を行う。次いで、得られた溶液に標準的な蒸留法を施して、有
機溶媒を除去及びリサイクルするとともに、精製液として単離される1,4-ブタンジオール
及び/又はTHFを得る。
【０２８７】
　(BDOを直接生成するための発酵プロトコール(バッチ))：5g/Lのリン酸カリウム、2.5g/
Lの塩化アンモニウム、0.5g/Lの硫酸マグネシウム及び30g/Lのトウモロコシ浸出液を含む
5Lのブロス、並びに20g/Lの初期グルコース濃度を使用して、N2/CO2混合物が散布された1
0Lバイオリアクターにおいて生成生物体を成長させる。細胞が成長し、グルコースを利用
すると、追加の70％のグルコースを、グルコース消費量をほぼ均衡化させる速度でバイオ
リアクターに供給する。バイオリアクターの温度を摂氏30度に維持する。BDOが20～200g/
Lの濃度に達し、細胞密度が全般的に5～10g/Lになるまで、成長を約24時間続ける。培養
期間が終了すると、発酵槽内容物を細胞分離ユニット(例えば遠心器)に通して、細胞及び
細胞デブリを除去し、発酵ブロスを生成物分離ユニットに移す。BDOの有機溶液を得るた
めに、水非混和性有機溶媒(例えばトルエン)を使用する液液抽出などの、有機生成物を希
釈水溶液から分離するために当該技術分野で採用される標準分離手順によって、BDOの単
離を行うことになる。次いで、得られた溶液に標準的な蒸留法を施して、有機溶媒を除去
及びリサイクルするとともに、精製液として単離されるBDO(沸点228～229℃)を得る。
【０２８８】
　(BDOを直接生成するための発酵プロトコール(完全連続))：初期グルコース濃度を30～5
0g/Lにすることを除いては、上記の装置及び培地組成を使用して生成生物体を最初にバッ
チ方式で成長させる。グルコースを使い果たすと、同じ組成の供給培地を0.5L/時～1L/時
の速度で連続的に供給し、液体を同じ速度で回収する。バイオリアクター中のBDO濃度を3
0～40g/Lの一定値に維持し、細胞密度を3～5g/Lの一定値に維持する。温度を摂氏30度に
維持し、必要に応じて濃NaOH及びHClを使用してpHを4.5に維持する。バイオリアクターを
1カ月間にわたって連続的に動作させ、BDOの濃度の一貫性を確認するために試料を毎日採
取する。連続方式では、新たな供給培地が供給される毎に発酵槽内容物を絶えず除去する
。次いで、細胞、培地並びに生成物BDOを含む排出流に、細胞及び細胞デブリを除去する
又は除去しない連続生成物分離手順を施し、BDOの有機溶液を得るために、水非混和性有
機溶媒(例えばトルエン)を使用する連続液液抽出などの、有機生成物を希釈水溶液から分
離するために当該技術分野で採用される標準連続分離手順によって行う。続いて、得られ
た溶液に標準連続蒸留法を施して、有機溶媒を除去及びリサイクルするとともに、精製液
として単離されるBDO(沸点228～229℃)を得る(融点20℃)。
【０２８９】
(実施例IV)
(例示的なBDO経路)
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　本実施例では、1,4-ブタンジオール(BDO)合成経路についての例示的な酵素及び対応す
る遺伝子を記載する。
【０２９０】
　例示的なBDO合成経路を図8～13に示す。図8～13に示される経路は、共通の中央代謝中
間体から1,4-ブタンジオールまでである。図8～13に示される全ての転換は、表14に示さ
れる転換の18の一般的範疇に含まれる。各範疇のいくつかの生化学的に特徴づけられた候
補遺伝子を以下に記載する。宿主生物体においてクローン化及び発現されると図9～13の
適切な転換を触媒するために適用できる遺伝子を具体的に列挙する。図9～13の主要工程
の各々についての上から3つの例示的遺伝子を表15～23に示す(以下参照)。図8に示される
経路のために提供された例示的な遺伝子は、本明細書に記載されている。
【０２９１】
　表14.　共通の中央代謝中間体を1,4-ブタンジオールに変換するのに必要な酵素種。各
ラベルの最初の3つの数字は、最初の3つの酵素コミッション番号に対応する。コミッショ
ン番号の数字は、基質特異性に非依存的な一般的な転換の種類を示す。

【表１４】

【０２９２】
(1.1.1.a-オキシドレダクターゼ(アルデヒドからアルコール又はケトンからヒドロキシル
))
　アルデヒドからアルコール。アルデヒドからアルコールの変換を触媒する酵素、即ちア
ルコールデヒドロゲナーゼ又は同等にアルデヒドレダクターゼをコードしている例示的な
遺伝子は、C2-C14の中鎖アルコールデヒドロゲナーゼをコードしているalrA(Taniらの文
献、Appl. Environ. Microbiol. 66:5231-5235 (2000))、サッカロミセス・セレビシアエ
由来のADH2(Atsumiらの文献、Nature 451:86-89 (2008))、C(3)より長い分子を選択するE
.コリ由来のyqhD(Sulzenbacherらの文献、Journal of Molecular Biology 342:489-502 (
2004))、並びにブチリアルデヒドをブタノールに変換するC.アセトブチリクム由来のbdhI
及びbdhII(Walterらの文献、Journal of Bacteriology 174:7149-7158 (1992))を含む。
これらの例示的な遺伝子産物の各々についてのタンパク質配列を、入手可能であれば、以
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下のGenBank寄託番号を使用して見いだすことができる。
【表１５】

【０２９３】
　4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ活性を示す酵素(EC 1.1.1.61)もこの範疇に含まれ
る。当該酵素は、ラルストニア・ユートロファ(Bravoらの文献、J.Forensic Sci 49:379-
387 (2004))、クロストリジウム・クルイベリ(Wolffらの文献、Protein Expr. Purif. 6:
206-212 (1995))及びアラビドプシス・サリアナ(Breitkreuzらの文献、J. Biol. Chem. 2
78:41552-41556 (2003))において特徴づけられた。

【表１６】

【０２９４】
　別の例示的な酵素は、3-ヒドロキシイソ酪酸のメチルマロン酸セミアルデヒドへの可逆
的酸化を触媒する3-ヒドロキシイソ酪酸デヒドロゲナーゼである。この酵素は、バリン、
ロイシン及びイソロイシン分解に関与し、細菌、真核生物及び哺乳類において同定された
。サーマス・サーモフィルスHB8由来のP84067によってコードされた酵素を構造的に特徴
づけた(Lokanathらの文献、J Mol Biol 352:905-17 (2005))。同位体標識された基質を使
用して、ヒト3-ヒドロキシイソ酪酸デヒドロゲナーゼの可逆性を実証した(Manningらの文
献、Biochem J 231:481-484 (1985))。この酵素をコードしている更なる遺伝子は、ホモ
サピエンスの3hidh(Hawesらの文献、Methods Enzymol. 324:218-228 (2000))及びオリク
トラグス・クニクルス(Chowdhuryらの文献、Biosci.Biotechnol Biochem. 60:2043-2047 
(1996)；Hawesらの文献、Methods Enzymol. 324:218-228 (2000))、シュードモナス・ア
エルギノサのmmsb、及びシュードモナス・プチダのdhat(Aberhartらの文献、J Chem.Soc.
 [Perkin 1] 6:1404-1406 (1979)；Chowdhuryらの文献、Biosci.Biotechnol Biochem. 67
:438-441 (2003)；Chowdhuryらの文献、Biosci.Biotechnol Biochem.60:2043-2047 (1996
))を含む。
【表１７】

【０２９５】
　いくつかの3-ヒドロキシイソ酪酸デヒドロゲナーゼ酵素は、また、マロン酸セミアルデ
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の遺伝子候補は、シュードモナス・アエルギノサPAO1(62)由来のmmsB、シュードモナス・
プチダKT2440由来のmmsB(Liaoらの米国特許公報第2005/0221466号)、及びシュードモナス
・プチダE23由来のmmsB(Chowdhuryらの文献、Biosci. Biotechnol. Biochem. 60:2043-20
47 (1996))である。アルカリゲネス・ファエカリスM3Aにおける3-ヒドロキシ酪酸デヒド
ロゲナーゼ活性を有する酵素も同定された(Gokamらの米国特許第7,393,676号；Liaoらの
米国特許公報第2005/0221466号)。ロドバクター・スパエロイデスを含む他の生物体から
の更なる遺伝子候補を配列類似性によって推定することができる。
【表１８】

【０２９６】
　マロン酸セミアルデヒドの3-HPへの変換を2つの他の酵素：NADH依存性3-ヒドロキシプ
ロピオン酸デヒドロゲナーゼ及びNADPH依存性マロン酸セミアルデヒドレダクターゼによ
って実施することもできる。NADH依存性3-ヒドロキシプロピオン酸デヒドロゲナーゼは、
細菌及び植物におけるプロピオン酸からのベータ-アラニン生合成経路に関与すると考え
られる(Rathinasabapathiの文献、B. Journal of Plant Pathology 159:671-674 (2002)
；Stadtman, E.R.の文献、J.Am.Chem.Soc. 77:5765-5766 (1955))。この酵素は、今日ま
で生物体における遺伝子と対応づけられていない。NADPH依存性マロン酸セミアルデヒド
レダクターゼは、独立栄養性CO2固定細菌における逆反応を触媒する。酵素活性は、メタ
ロスファエラ・セデュラにおいて検出されたが、遺伝子のアイデンティティは把握されて
いない(Alberらの文献、J. Bacteriol. 188:8551-8559 (2006))。
【０２９７】
　ケトンからヒドロキシル。ケトンをヒドロキシル官能基に変換するいくつかの例示的な
アルコールデヒドロゲナーゼが存在する。E.コリ由来の2つの当該酵素をリンゴ酸デヒド
ロゲナーゼ(mdh)及び乳酸デヒドロゲナーゼ(ldhA)によってコードしている。加えて、ラ
ルストニア・ユートロファ由来の乳酸デヒドロゲナーゼは、乳酸、2-オキソ酪酸、2-オキ
ソペンタン酸及び2-オキソグルタル酸などの様々な鎖長の基質に対して高度な活性を示す
ことが証明された(Steinbuchel, A.及びH. G. Schlegelの文献、Eur. J. Biochem. 130:3
29-334 (1983))。アルファ-ケトアジピン酸のアルファ-ヒドロキシアジピン酸への変換を
、ラット及びヒト胎盤に見いだされることが報告された酵素である2-ケトアジピン酸レダ
クターゼによって触媒することができる(Sudaらの文献、Arch.Biochem.Biophys. 176:610
-620 (1976)；Sudaらの文献、Biochem.Biophys.Res.Commun. 77:586-591 (1977))。この
工程のための追加的候補は、クローン化され、特徴づけられたヒト心臓由来のミトコンド
リア3-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ(bdh)である(Marksらの文献、J.Biol.Chem. 267:
15459-15463 (1992))。この酵素は、3-ヒドロキシ酸に対して作用するデヒドロゲナーゼ
である。別の例示的なアルコールデヒドロゲナーゼは、C.ベイジェリンキーにおいて(Ism
aielらの文献、J.Bacteriol. 175:5097-5105 (1993))及びT.ブロッキーにおいて(Lamedら
の文献、Biochem. J. 195:183-190 (1981)；Peretz及びBursteinの文献、Biochemistry 2
8:6549-6555 (1989))示されたように、アセトンをイソプロパノールに変換する。
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【表１９】

【０２９８】
　アセトアセチル-CoAを3-ヒドロキシブチリル-CoAに変換する例示的な3-ヒドロキシアシ
ルデヒドロゲナーゼは、C.アセトブチリクム由来のhbd(Boyntonらの文献、Journal of Ba
cteriology 178:3015-3024 (1996))、C.ベイジェリンキー由来のhbd(Colbyらの文献、App
l Environ.Microbiol 58:3297-3302 (1992))、及びメタロファエラ・セデュラ由来のいく
つかの類似酵素(Bergらの文献、Archaea. Science. 318:1782-1786 (2007))を含む。

【表２０】

【０２９９】
(1.1.1.c-オキシドレダクターゼ(2工程、アシル-CoAからアルコール))
　アシル-CoAをアルコールに変換する例示的な2工程オキシドレダクターゼは、基質を転
換するもの、例えば、アセチル-CoAをエタノールに転換するもの(例えば、E.コリ由来のa
dhE(Kesskerらの文献、FEBS. Lett. 281:59-63 (1991))、及びブチリル-CoAをブタノール
に転換するもの(例えば、C.アセトブチリクム由来のadhE2(Fontaineらの文献、J. Bacter
iol. 184:821-830 (2002))を含む。ロイコノストク・メセンテロイデスにおけるadhEによ
ってコードされる酵素は、アセチル-CoAをエタノールに還元することに加えて、分枝鎖化
合物イソブチルアルデヒドをイソブチリル-CoAに酸化することが証明された(Kazahayaら
の文献、J. Gen.Appl.Microbiol. 18：43-55 (1972)；Kooらの文献、Biotechnol Lett. 2
7:505-510 (2005))。

【表２１】

【０３００】
　別の例示的な酵素は、マロニル-CoAを3-HPに変換することができる。この活性を有する
NADPH依存性酵素は、それが3-ヒドロキシプロピオン酸回路に関与するクロロフレクウス
・アウランチクスにおいて特徴づけられた(Huglerらの文献、J. Bacteriol. 184:2404-24
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の質量を有するこの酵素は、基質特異性が高く、他の既知のオキシドレダクターゼとの配
列類似性をほとんど示さない(Huglerらの文献、J.Bacteriol. 184:2404-2410 (2002))。
他の生物体におけるどの酵素もこの特異的反応を触媒することが示されなかった：しかし
、他の生物体が類似の経路を有し得るバイオインフォマティクス的証拠が存在する(Klatt
らの文献、Environ. Microbiol. 9:2067-2078 (2007))。ロセイフレクスウス・カステン
ホルジー、エリスロバクター種NAP1及び海洋性ガンマプロテオバクテリアHTCC2080を含む
他の生体の酵素候補を配列類似性によって推定することができる。
【表２２】

【０３０１】
　より長鎖のアシル-CoA分子を、アルコール形成脂肪酸アシル-CoAレダクターゼをコード
しているホホバ(シモンドシア・キネンシス)FARなどの酵素によって還元することができ
る。E.コリにおけるその過剰発現は、FAR活性及び脂肪族アルコールの蓄積をもたらした(
Metzらの文献、Plant Physiology 122:635-644 (2000))。

【表２３】

【０３０２】
(1.2.1.b-オキシドレダクターゼ(アシル-CoAからアルデヒド))
　いくつかのアシル-CoAデヒドロゲナーゼは、アシル-CoAを、その対応するアルデヒドに
還元することが可能である。当該酵素をコードしている例示的な遺伝子は、脂肪酸アシル
-CoAレダクターゼをコードしているアシネトバクター・カルコアセチカスacr1(Reiser及
びSomerville、J. Bacteriology 179:2969-2975 (1997))、アシネトバクター種M-1脂肪酸
アシル-CoAレダクターゼ(Ishigeらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 68:1192-1195 (2
002))、並びにクロストリジウム・クルイベリにおけるsucD遺伝子によってコードされるC
oA及びNADP依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(Sohling及びGottschalkの文
献、J Bacteriol 178:871-80 (1996)；Sohling及びGottschalkの文献、J Bacteriol. 178
:871-880 (1996))を含む。P.ギンギバリスのSucDは、別のコハク酸セミアルデヒドデヒド
ロゲナーゼである(Takahashiらの文献、J. Bacteriol. 182:4704-4710 (2000))。bphGに
よってコード化される、シュードモナス種におけるアセトアルデヒドデヒドロゲナーゼを
アシル化する酵素は、アセトアルデヒド、プロピオンアルデヒド、ブチルアルデヒド、イ
ソブチルアルデヒド及びホルムアルデヒドを酸化及びアシル化することが証明されたため
、更に別の酵素である(Powlowskiらの文献、J Bacteriol. 175:377-385 (1993))。



(94) JP 2013-507145 A 2013.3.4

10

20

30

40

50

【表２４】

【０３０３】
　アシル-CoAをその対応するアルデヒドに変換する追加的酵素型は、マロニル-CoAをマロ
ン酸セミアルデヒドに転換するマロニル-CoAレダクターゼである。マロニル-CoAレダクタ
ーゼは、好熱酸性古細菌における3-ヒドロキシプロピオン酸回路を介する独立栄養性炭素
固定における重要な酵素である(Bergらの文献、Science 318:1782-1786 (2007)；Thauer,
 R.K.の文献、Science 318:1732-1733 (2007))。該酵素は、NADPHを補因子として利用し
、メタロスファエラ種及びスルホロブス種において特徴づけられた(Alberらの文献、J.Ba
cteriol. 188:8551-8559(2006)；Huglerらの文献、J.Bacteriol. 184:2404-2410 (2002))
。該酵素は、メタロスファエラ・セデュラにおけるMsed_0709によってコードされる(Albe
rらの文献、J. Bacteriol. 188:8551-8559 (2006)；Bergらの文献、Science 318:1782-17
86 (2007))。スルホロブス・トコダイ由来のマロニル-CoAをコードしている遺伝子をクロ
ーン化し、E.コリに異種発現させた(Alberらの文献、J. Bacteriol. 188:8551-8559 (200
6))。これらの酵素のアルデヒドデヒドロゲナーゼ機能性は、クロロフレクウス・アウラ
ンチアクスの二機能性デヒドロゲナーゼに類似するが、配列類似性がほとんどない。両マ
ロニル-CoAレダクターゼ酵素候補は、アスパルチル-4-リン酸のアスパラギン酸セミアル
デヒドへの還元及び同時脱リン酸化を触媒する酵素であるアスパラギン酸セミアルデヒド
デヒドロゲナーゼとの高度な配列類似性を有する。スルホロブス・ソルファタリクス及び
スルホロブス・アシドカルダリウスを含む他の生物体におけるタンパク質に対する配列相
同性によって更なる遺伝子候補を見いだすことができる。

【表２５】

【０３０４】
(1.2.1.c-オキシドレダクターゼ(2-オキソ酸からアシル-CoA、脱炭酸))
　この系統の酵素は、1)分枝鎖2-ケト酸デヒドロゲナーゼ、2)アルファ-ケトグルタル酸
デヒドロゲナーゼ、及び3)ピルビン酸デヒドロゲナーゼ多酵素複合体(PDHC)を含む。これ
らの酵素は、2-ケト酸のアシル化酸化的脱炭酸をもたらす一連の部分反応を触媒する多酵
素複合体である。2-ケト酸デヒドロゲナーゼ複合体のそれぞれは、中間的代謝における重
要な位置を占め、酵素活性は、典型的には厳密に制御される(Friesらの文献、Biochemist
ry 42:6996-7002 (2003))。それらの酵素は、アルファ-ケト酸デカルボキシラーゼ(E1)、
ジヒドロリポアミドアシルトランスフェラーゼ(E2)及びジヒドロリポアミドデヒドロゲナ
ーゼ(E3)の3つの触媒成分の多コピーで構成された複雑であるが、共通の構造体を共有す
る。E3成分は、生物体における全ての2-ケト酸デヒドロゲナーゼ複合体の間で共有される
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が、E1及びE2成分は、異なる遺伝子によってコードされる。酵素成分は、複合体に多くの
コピーで存在し、基質チャネリングを介して反応の指向性配列を触媒するために多数の補
因子を利用する。これらのデヒドロゲナーゼ複合体の全体的なサイズは非常に大きく、分
子質量は、400万～1000万Daである(即ち、リボソームより大きい)。
【０３０５】
　2-ケト酸デヒドロゲナーゼ系統における酵素の活性は、通常、E.コリにおける嫌気性条
件下では低く、又は限定される。NADH(又はNADPH)の生成が増加すると、酸化還元不均衡
を招く可能性があり、NADHそのものは、酵素機能に対する阻害因子として働く。工学的試
みによって、E.コリピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体の嫌気性活性が高められた(Kimら
の文献、Appl. Environ. Microbiol. 73:1766-1771 (2007)；Kimらの文献、J. Bacteriol
. 190:3851-3858 (2008)；Zhouらの文献、Biotechnol. Lett. 30:335-342 (2008))。例え
ば、NADHの阻害効果を、E3成分におけるH322Y変異を操作することによって克服すること
ができる(Kimらの文献、J. Bacteriol. 190:3851-3858 (2008))。個々の成分、及びそれ
らが複合体において如何に協働するかということについての構造的研究は、この系統にお
ける酵素の触媒メカニズム及び構造への洞察を与える(Aevarssonらの文献、Nat. Struct.
 Biol. 6:785-792 (1999)；Zhouらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98:14802-14
807 (2001))。デヒドロゲナーゼ複合体の基質特異性は、異なる生物体で変動するが、一
般に、分枝鎖ケト酸デヒドロゲナーゼは、最も広い基質範囲を有する。
【０３０６】
　アルファ-ケトグルタル酸デヒドロゲナーゼ(AKGD)は、アルファ-ケトグルタル酸をスク
シニル-CoAに変換し、TCA回路を介する代謝フラックスの制御の主たる部位である(Hansfo
rd, R.G.の文献、Curr. Top. Bioenerg. 10:217-278 (1980))。E.コリにおける遺伝子suc
A、sucB及びlpdによってコードされると、AKGD遺伝子発現は、嫌気性条件下で、且つグル
コース上での成長時に下方制御される(Parkらの文献、Mol. Microbiol. 15:473-482 (199
5))。AKGDの基質範囲は狭いが、E2成分の触媒的中核の構造的研究により、基質特異性に
関与する特異的残基が正確に指摘されている(Knappらの文献、J. Mol. Biol. 280:655-66
8 (1998))。odhAB(E1及びE2)並びにpdhD(E3、共有ドメイン)によってコードされるバシル
ス・スブチリスAKGDは、転写レベルで制御され、生物体の炭素源及び成長期に依存する(R
esnekovらの文献、Mol. Gen. Genet. 234:285-296(1992))。酵母において、E3成分をコー
ドしているLPD1遺伝子は、グルコースによって転写レベルで制御される(Roy及びDawesの
文献、J. Gen. Microbiol. 133:925-933 (1987))。KGD1によってコードされるE1成分もグ
ルコースによって制御され、HAP2及びHAP3の生成物によって活性化される(Repetto及びTz
agoloffの文献、Mol. Cell Biol. 9:2695-2705 (1989))。生成物NADH及びスクシニル-CoA
によって阻害されるAKGD酵素複合体は、その損なわれた機能がいくつかの神経疾患に関連
づけられてきたように、哺乳類系において十分に研究されている(Tretter及びdam-Viziの
文献、Philos.Trans.R.Soc.LondB Biol. Sci. 360:2335-2345 (2005))。
【表２６】
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【０３０７】
　2-オキソイソ吉草酸デヒドロゲナーゼとしても知られる分枝鎖2-ケト酸デヒドロゲナー
ゼ複合体(BCKAD)は、分枝鎖アミノ酸分解経路に関与して、バリン、ロイシン及びイソロ
イシンの2-ケト酸誘導体をそれらのアシル-CoA誘導体とCO2に変換する。バシルス・スブ
チリス(Wangらの文献、Eur. J. Biochem. 213:1091-1099 (1993))、ラツス・ノルベギク
ス(Nambaらの文献、J. Biol. Chem. 244:4437-4447 (1969))、及びシュードモナス・プチ
ダ(Sokatchの文献、J. Bacteriol. 148:647-652 (1981))を含む多くの生物体における複
合体が研究された。バシルス・スブチリスにおいて、該酵素は、遺伝子pdhD(E3成分)、bf
mBB(E2成分)、bfmBAA及びbfmBAB(E1成分)によってコードされる(Wangらの文献、Eur. J. 
Biochem. 213:1091-1099 (1993))。哺乳類において、該複合体は、特定のホスファターゼ
及びプロテインキナーゼによるリン酸化によって制御される。複合体は、ラット肝細胞に
おいて研究されており(Chiccoらの文献、J. Biol. Chem. 269:19427-19434 (1994))、遺
伝子Bckdha(E1アルファ)、Bckdhb(E1ベータ)、Dbt(E2)及びDld(E3)によってコードされる
。シュードモナス・プチダBCKAD複合体のE1及びE3成分が結晶化され(Aevarssonらの文献
、Nat. Struct. Biol. 6:785-792 (1999)；Matteviの文献、Science 255:1544-1550 (199
2))、酵素複合体の研究が行われた(Sokatchらの文献、J. Bacteriol.148:647-652 (1981)
)。P.プチダBCKAD遺伝子の転写は、bkdRの遺伝子産物によって活性化される(Hesterらの
文献、Eur. J. Biochem. 233:828-836 (1995))。ラツス・ノルベギクス(Paxtonらの文献
、Biochem. J. 234:295-303 (1986))及びサッカロミセス・セレビシアエ(Sinclairらの文
献、Biochem. Mol. Biol. Int. 31:911-922 (1993))を含むいくつかの生物体において、
この複合体は、分枝鎖アミノ酸前駆体に加えて、2-オキソ酪酸及びアルファ-ケトグルタ
ル酸などの直鎖状オキソ酸を含む広い基質範囲を有することが証明された。ウシBCKADの
活性部位を代替的基質アセチル-CoAに有利になるように操作した(Meng及びChuangの文献
、Biochemistry 33:12879-12885 (1994))。
【表２７】

【０３０８】
　ピルビン酸のアセチル-CoAへの変換を触媒するピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体につ
いても広範囲に研究が行われた。E.コリ酵素において、E1成分における特異的残基が、基
質特異性に関与する(Bisswanger, H.の文献、J Biol Chem. 256:815-822 (1981)；Bremer
, J.の文献、Eur. J Biochem. 8:535-540 (1969)；Gongらの文献、J Biol Chem. 275:136
45-13653 (2000))。既に述べたように、酵素工学的試みにより、嫌気性条件下でのE.コリ
PDH酵素活性が向上した(Kimらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 73:1766-1771 (2007)
；Kimの文献、J. Bacteriol. 190:3851-3858 (2008)；Zhouらの文献、Biotechnol. Lett.
 30:335-342 (2008))。E.コリPDHとは対照的に、B.スブチリス複合体は活性があり、嫌気
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性条件下での成長に必要とされる(Nakanoの文献、 J. Bacteriol. 179:6749-6755 (1997)
)。グリセロール上での成長時に特徴づけられたクレブシエラ・ニューモニエPDHも嫌気性
条件下で活性がある(Menzelらの文献、J. Biotechnol. 56:135-142 (1997))。ウシ腎臓由
来の酵素複合体(Zhouらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98:14802-14807 (2001)
)及びアゾトバクター・ビネランジ(Azotobacter vinelandii)由来のE2触媒領域の結晶構
造が入手可能である(Matteviらの文献、Science 255:1544-1550 (1992))。いくつかの哺
乳類PDH酵素複合体は、2-オキソブタン酸などの代替的基質と反応することができるが、
ラツス・ノルベギクスPDH及びBCKADの動態比較は、BCKADが、基質としての2-オキソブタ
ン酸上でより高い活性を有することを示している(Paxtonらの文献、Biochem. J. 234:295
-303 (1986))。
【表２８】

【０３０９】
　上記の大きい多酵素2-ケト酸デヒドロゲナーゼ複合体の代替として、いくつかの嫌気性
生物体は、2-ケト酸オキシドレダクターゼ系統(OFOR)の酵素を利用して、2-ケト酸のアシ
ル化酸化的脱炭酸を触媒する。デヒドロゲナーゼ複合体と異なり、これらの酵素は、鉄-
硫黄クラスターを含み、異なる補因子を利用し、NAD(P)Hの代わりに電子受容体としてフ
ェレドキシン又はフラボジキシンを使用する。この系統のたいていの酵素は、基質として
ピルビン酸(POR)に特異的であるが、いくつかの2-ケト酸:フェレドキシンオキシドレダク
ターゼは、アルファ-ケトグルタル酸及び2-オキソブタン酸を含む基質として広範囲の2-
ケト酸を受け入れることが示された(Fukuda及びWakagiの文献、Biochim. Biophys. Acta 
1597:74-80 (2002)；Zhangらの文献、J. Biochem. 120:587-599 (1996))。1つの当該酵素
は、遺伝子ST2300によってコードされたアルファ及びベータサブユニットを含む好熱酸性
古細菌スルホロブス・トコダイ7由来のOFORである(Fukuda及びWakagiの文献、Biochim. B
iophys. Acta 1597:74-80 (2002)；Zhangらの文献、J. Biochem. 120:587-599 (1996))。
E.コリにおいてこのタンパク質を効率的に発現させるためにプラスミド系発現システムが
開発されており(Fukudaらの文献、Eur. J. Biochem. 268:5639-5646 (2001))、基質特異
性に関与する残基が決定された(Fukuda及びWakagiの文献、Biochim. Biophys. Acta 1597
:74-80 (2002))。最近、アエロピルム・ペルニクス(Aeropyrum pernix)株K1由来の2つのO
FORもE.コリにクローン化され、特徴づけられ、広範囲の2-オキソ酸と反応することが判
明した(Nishizawaらの文献、FEBS Lett. 579:2319-2322 (2005))。これらのOFOR候補の遺
伝子配列が入手可能であるが、それらは、今日までGenBank識別子が割り当てられていな
い。類似の酵素が全ての古細菌、いくつかの嫌気性細菌及びミトコンドリアのない真核生



(98) JP 2013-507145 A 2013.3.4

10

20

30

40

50

物に存在するバイオインフォマティクス的証拠が存在する(Fukuda及びWakagiの文献、Bio
chim. Biophys. Acta 1597:74-80 (2005))。このクラスの酵素は、還元フェレドキシンを
使用して、フェレドキシンNADレダクターゼによりNADHを生成することができるため、エ
ネルギーの観点からも興味深い(Petidemangeらの文献、Biochem. Biophys. Acta 421:334
-337 (1976))。また、酵素のほとんどが嫌気性条件下で作用するように設計されるため、
嫌気性条件下での活性に必要な酵素操作が、2-ケト酸デヒドロゲナーゼ複合体系統におけ
る酵素と比べて少なくて済む。
【表２９】

【０３１０】
(1.2.1.d-オキシドレダクターゼ(リン酸化/脱リン酸化))
　このクラスにおける例示的な酵素は、グリセルアルデヒド-3-リン酸をD-グリセレート1
,3-ビスリン酸に変換するグリセルアルデヒド3-リン酸デヒドロゲナーゼ(例えば、E.コリ
gapA(Branlant及びBranlantの文献、Eur. J. Biochem. 150:61-66 (1985)))、L-アスパラ
ギン酸-4-セミアルデヒドをL-4-アスパルチル-リン酸に変換するアスパラギン酸-セミア
ルデヒドデヒドロゲナーゼ(例えば、E.コリasd(Biellmannらの文献、Eur. J. Biochem. 1
04:53-58 (1980)))、N-アセチル-L-グルタミン酸-5-セミアルデヒドをN-アセチル-L-グル
タミル-5-リン酸に変換するN-アセチル-ガンマ-グルタミル-リン酸レダクターゼ(例えば
、E.コリargC(Parsotらの文献、Gene 68:275-283 (1988)))、及びL-グルタミン酸-5-セミ
アルデヒドをL-グルタミル-5-リン酸に変換するグルタミン酸-5-セミアルデヒドデヒドロ
ゲナーゼ(例えば、E.コリproA(Smithらの文献、J. Bacteriol. 157:545-551 (1984)))を
含む。

【表３０】

【０３１１】
(1.3.1.a-CH-CH供与体に作用するオキシドレダクターゼ)
　例示的なエノイル-CoAレダクターゼは、クロトノイル-CoAのブチリル-CoAへの還元を自
然に触媒するC.アセトブチリクム由来のbcdの遺伝子産物である(Atsumiらの文献、Metab 
Eng (2007)；Boyntonらの文献、Journal of Bacteriology 178:3015-3024 (1996))。電子
伝達フラビンタンパク質をコードしているC.アセトブチリクムetfAB遺伝子の発現と並行
してbcdを発現させることによってこの酵素の活性を高めることができる。エノイル-CoA
レダクターゼ工程の更なる候補は、E.グラシリス由来のミトコンドリアエノイル-CoAレダ
クターゼである(Hoffmeisterらの文献、Journal of Biological Chemistry 280:4329-433
8 (2005))。そのミトコンドリア標的リーダー配列の除去に続いてこの配列から誘導され
た構築物をE.コリにクローン化することで活性酵素を得た(Hoffmeisterらの文献、前掲、
(2005))。この手法は、真核生物遺伝子、特に、原核生物体において、特定の細胞内区画
に遺伝子産物を標的化することができるリーダー配列を有する遺伝子を発現させる技術分
野の当業者に周知である。原核生物トレポネマ・デンチコラ由来のこの遺伝子の近いホモ
ログTDE0597は、E.コリにおいてクローン化及び発現された第3のエノイル-CoAレダクター
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ゼを表す(Tucci及びMartinの文献、FEBS Letters 581:1561-1566 (2007))。
【表３１】

【０３１２】
　例示的な2-エン酸レダクターゼ(EC1.3.1.31)酵素は、多種多様なα,β-不飽和カルボン
酸及びアルデヒドのNADH依存性還元を触媒することが知られる(Rohdichらの文献、J. Bio
l. Chem. 276:5779-5787 (2001))。2-エン酸レダクターゼは、C.チロブチリクム及びC.サ
ーモアセチクム(現在ムーレラ・サーモアセチクム(Moorella thermoaceticum)と呼ぶ)(Ro
hdichらの文献、前掲、(2001))を含むいくつかのクロストジリア種におけるenr (Giesel
及びSimonの文献、Arch Microbiol. 135(1):51-57 (2001))によってコードされる。最近
公表されたC.クルイベリのゲノム配列において、エン酸レダクターゼに対する9つのコー
ド配列が報告され、そのうちの1つが特徴づけられた(Seedorfらの文献、Proc Natl Acad 
Sci U. S. A. 105(6):2128-33 (2008))。C.チロブチリクム及びC.サーモアセチクムの両
方に由来するenr遺伝子がクローン化及び配列決定され、互いに59％の同一性を示す。前
者の遺伝子は、C.クルイベリにおける特徴づけられた遺伝子に対して約75％の類似性を示
すことも判明した(Giesel及びSimonの文献、Arch Microbiol 135(1):51-57 (1983))。こ
れらの配列に基づいて、enrは、E.コリにおけるジエノイルCoAレダクターゼ(fadH)に極め
て類似していることが報告された(163 Rohdichらの文献、前掲(2001))。C.サーモアセチ
クムenr遺伝子は、また、E.コリにおいて酵素活性型で発現された(163 Rohdichらの文献
、前掲(2001))。

【表３２】

【０３１３】
(1.4.1.a-アミノ酸に作用するオキシドレダクターゼ)
　アミノ酸に作用するほとんどのオキシドレダクターゼは、NAD+あるいはNADP+を受容体
とするアルファ-アミノ酸の酸化的脱アミノ化を触媒する。アミノ酸に作用する例示的な
オキシドレダクターゼは、gdhAによってコードされるグルタミン酸デヒドロゲナーゼ(脱
アミノ化)、ldhによってコードされるロイシンデヒドロゲナーゼ(脱アミノ化)、及びnadX
によってコード化されるアスパラギン酸デヒドロゲナーゼ(脱アミノ化)を含む。エシェリ
キア・コリ由来のgdhA遺伝子産物(Korberらの文献、J. Mol. Biol. 234:1270-1273 (1993
)；McPherson及びWoottonの文献、Nucleic. Acids Res. 11:5257-5266 (1983))、サーモ
トガ・マリティマ由来のgdh(Kortらの文献、Extremophiles 1:52-60 (1997)；Lebbinkら
の文献、J. Mol. Biol. 280:287-296 (1998)；Lebbinkらの文献、J. Mol. Biol. 289:357
-369 (1999))、及びハロバクテリウム・サリナルム由来のgdhAl(Ingoldsbyらの文献、Gen
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e 349:237-244 (2005))は、グルタミン酸の2-オキソグルタル酸とアンモニアへの可逆的
相互変換を触媒し、それぞれNADP(H)、NAD(H)又はその両方に有利に働く。バシルス・セ
レウスのldh遺伝子は、ロイシン、イソロイシン、バリン及び2-アミノブタン酸を含む広
範な基質を有するLeuDHタンパク質をコードしている(Ansorge及びKulaの文献、 Biotechn
ol Bioeng. 68:557-562 (2000)；Stoyanらの文献、J. Biotechnol 54:77-80 (1997))。ア
スパラギン酸デヒドロゲナーゼをコードしているサーモトガ・マリティマ由来のnadX遺伝
子は、NADの生合成に関与する(Yangらの文献、J.Biol.Chem. 278:8804-8808 (2003))。
【表３３】

【０３１４】
　lysDH遺伝子によってコードされるリジン6-デヒドロゲナーゼ(脱アミノ化)は、L-リジ
ンのε-アミノ基の酸化的脱アミノ化を触媒し、2-アミノアジピン酸-6-セミアルデヒドを
形成し、次にそれが非酵素的に環化して、Δ1-ピペリジン-6-カルボン酸を形成する(Miso
no及びNagasakiの文献、J.Bacteriol. 150:398-401 (1982))。ゲオバシルス・ステアロサ
ーモフィルス由来のlysDH遺伝子は、好熱性NAD依存性リジン6-デヒドロゲナーゼをコード
している(Heydariらの文献、Appl Environ. Microbiol 70:937-942 (2004))。加えて、ア
エロピルム・ペルニクスK1由来のlysDH遺伝子は、ゲノムプロジェクトから相同性により
同定される。
【表３４】

【０３１５】
(2.3.1.a-アシルトランスフェラーゼ(リン酸基の転移))
　例示的なリン酸転移アシルトランスフェラーゼは、ptaによってコードされるホスホト
ランスアセチラーゼ及びptbによってコードされるホスホトランスブチリラーゼを含む。E
.コリ由来のpta遺伝子は、アセチル-CoAをアセチル-リン酸に、又はその逆に変換するこ
とができる酵素をコードしている(Suzuki, T.の文献、Biochim. Biophys. Acta 191:559-
569(1969))。この酵素は、そのプロセスでアセチル-CoAの代わりにプロピオニル-CoAを利
用し、プロピオン酸を形成することもできる(Hesslingerらの文献、Mol. Microbiol 27:4
77-492 (1998))。同様に、C.アセトブチリクム由来のptb遺伝子は、ブチリル-CoAをブチ
リル-リン酸に変換することができる酵素をコードしている(Walterらの文献、Gene 134(1
):p. 107-11 (1993)；Huangらの文献、J Mol Microbiol Biotechnol 2(1):p.33-38 (2000
))。更なるptb遺伝子を酪酸産生菌L2-50(Louisらの文献、J. Bacteriol.186:2099-2106 (
2004))及びバシルス・メガテリウム(Vazquezらの文献、Curr. Microbiol 42:345-349 (20
01))に見いだすことができる。
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【表３５】

【０３１６】
(2.6.1.a-アミノトランスフェラーゼ)
　アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼは、アミノ基をアスパラギン酸からアルファ
-ケトグルタル酸に転移して、グルタミン酸及びオキサロ酢酸を形成する。この変換は、
例えば、エシェリキア・コリ由来のaspC(Yagiらの文献、FEBS Lett. 100:81-84 (1979)；
Yagiらの文献、Methods Enzymol. 113:83-89 (1985))、サッカロミセス・セレビシアエ由
来のAAT2(Yagiらの文献、J Biochem. 92:35-43 (1982))、及びアラビドプシス・サリアナ
由来のASP5(48, 108, 225 48. de la et al.、Plant J 46:414-425 (2006)；Kwok及びHan
sonの文献、J Exp. Bot. 55:595-604 (2004)；Wilkie及びWarrenの文献、Protein Expr. 
Purif. 12:381-389 (1998))の遺伝子産物によって触媒される。バリンアミノトランスフ
ェラーゼは、バリン及びピルビン酸の2-ケトイソ吉草酸及びアラニンへの変換を触媒する
。E.コリ遺伝子avtAは、1つの当該酵素をコードしている(Whalen及びBergの文献、J. Bac
teriol. 150:739-746 (1982))。この遺伝子産物は、また、α-ケト酪酸のアミノ化を触媒
し、α-アミノ酪酸を生成するが、この反応におけるアミン供与体は同定されていない(Wh
alen及びBergの文献、J. Bacteriol. 158:571-574 (1984))。E.コリserCの遺伝子産物は
、2つの反応のホスホセリンアミノトランスフェラーゼ及びホスホヒドロキシトレオニン
アミノトランスフェラーゼを触媒し(Lam及びWinklerの文献、J. Bacteriol. 172:6518-65
28 (1990))、非リン酸化基質に対する活性は検出できなかった(Drewkeらの文献、FEBS. L
ett. 390:179-182 (1996))。

【表３６】

【０３１７】
　Cargillは、マロニル-セミアルデヒドを介してベータ-アラニンから3-HPを生成するた
めのベータ-アラニン/アルファ-ケトグルタル酸アミノトランスフェラーゼを開発した(PC
T/US2007/076252(Jessenら))。サッカロミセス・クルイベリにおけるSkPYD4の遺伝子産物
は、また、ベータ-アラニンをアミノ基供与体として優先的に使用することが示された(An
dersenらの文献、FEBS. J. 274:1804-1817 (2007))。SkUGA1は、サッカロミセス・セレビ
シアエGABAアミノトランスフェラーゼ、UGA1のホモログをコードしている(Ramosらの文献
、Eur. J. Biochem. 149:401-404 (1985))のに対して、SkPYD4は、β-アラニン及びGABA
アミノ交換反応の両方に関与する酵素をコードしている(Andersenらの文献、FEBS. J. 27
4:1804-1817 (2007))。3-アミノ-2-メチルプロピオン酸トランスアミナーゼは、メチルマ
ロン酸セミアルデヒドから3-アミノ-2-メチルプロピオン酸への転換を触媒する。該酵素
は、ラツス・ノルベギクス及びサス・スクロファにおいて特徴づけられ、Abatによってコ
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ードされる(Kakimotoらの文献、Biochim. Biophys. Acta 156:374-380 (1968)；Tamakiら
の文献、Methods Enzymol. 324:376-389 (2000))。3-アミノ-2-メチルプロピオン酸トラ
ンスアミナーゼに対して高度な配列相同性を有する他の生物体における酵素候補は、C.エ
レガンスのGta-1及びバシルス・スブチルスのgabTを含む。更に、遺伝子gabTによってコ
ードされるE.コリの原生GABAアミノトランスフェラーゼの1つは、広い基質特異性を有す
ることが示された(Liuらの文献、Biochemistry 43:10896-10905 (2004)；Schulzらの文献
、Appl Environ Microbiol 56:1-6 (1990))。puuEの遺伝子産物は、E.コリにおける他の4
-アミノ酪酸トランスアミナーゼを触媒する(Kuriharaらの文献、J. Biol. Chem. 280:460
2-4608 (2005))。
【表３７】

【０３１８】
　阻害因子に結合しないE.コリ4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ及び阻害因子に結合した
E.コリ4-アミノ酪酸トランスアミナーゼのX線結晶構造が報告された(Liuらの文献、Bioch
emistry 43:10896-10905 (2004))。基質結合及び基質特異性が研究され且つ示唆された。
活性部位残基の役割が、部位特異的変異誘発及びX線結晶構造解析によって研究された(Li
uらの文献、Biochemistry 44:2982-2992 (2005))。構造情報に基づいて、新規の酵素活性
を有するE.コリ4-アミノ酪酸トランスアミナーゼを操作する試みがなされた。これらの研
究は、BDO経路のためのトランスアミナーゼ活性を発展させる基礎を提供する。
【０３１９】
(2.7.2.a-ホスホトランスフェラーゼ、カルボキシル基受容体)
　例示的なキナーゼは、ackAによってコードされるE.コリ酢酸キナーゼ(Skarstedt及びSi
lversteinの文献、J. Biol. Chem. 251:6775-6783 (1976))、buk1及びbuk2によってコー
ドされるC.アセトブチリクム酪酸キナーゼ(Walterらの文献、Gene 134(1):107-111 (1993
)；Huangらの文献、J Mol Microbiol Biotechnol 2(l):33-38 (2000))、及びproBによっ
てコードされるE.コリガンマ-グルタミルキナーゼ(Smithらの文献、J.Bacteriol. 157:54
5-551 (1984))を含む。これらの酵素は、それぞれ酢酸、酪酸、及びグルタミン酸をリン
酸化する。E.コリ由来のackA遺伝子産物は、プロピオン酸をもリン酸化する(Hesslinger
らの文献、Mol. Microbiol 27:477-492 (1998))。
【表３８】
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(2.8.3.a-補酵素Aトランスフェラーゼ)
　CoA-トランスフェラーゼ系統において、酢酸-CoAトランスフェラーゼ(EC2.8.3.8)とし
ても知られるE.コリ酵素アシル-CoA:酢酸-CoAトランスフェラーゼは、イソ酪酸(Matthies
及びSchinkの文献、Appl Environ Microbiol 58:1435-1439 (1992))、吉草酸(Vanderwink
elらの文献、Biochem. Biophys. Res Commun. 33:902-908 (1968))、及びブタン酸(Vande
rwinkelの文献、前掲(1968))を含む様々な分枝状及び直鎖状アシル-CoA基質からCoA部分
を酢酸に転移することが証明された。この酵素は、E.コリ種K12におけるatoA(アルファサ
ブユニット)及びatoD(ベータサブユニット)(Korolevらの文献、Acta Crystallogr.D Biol
 Crystallogr. 58:2116-2121 (2002)；Vanderwinkelの文献、前掲(1968))、並びにコリネ
バクテリウム・グルタミクムATCC13032におけるactA及びcg0592(Duncanらの文献、Appl E
nviron Microbiol 68:5186-5190 (2002))によってコードされる。配列相同性によって見
いだされる更なる遺伝子は、エシェリキア・コリUT189のatoD及びatoAを含む。
【表３９】

【０３２１】
　類似の転換が、それぞれスクシニル-CoAアセチルトランスフェラーゼ、4-ヒドロキシブ
チリル-CoAアセチルトランスフェラーゼ及びブチリル-CoAアセチルトランスフェラーゼの
活性を示すことが証明されたクロストリジウム・クルイベリのcat1、cat2及びcat3の遺伝
子産物によって触媒される(Seedorfらの文献、Proc Natl Acad Sci U.S.A. 105(6):2128-
2133 (2008)；Sohling及びGottschalkの文献、J Bacteriol 178(3):871-880 (1996)]。

【表４０】

【０３２２】
　嫌気性細菌アシドアミノコッカス・フェルメンタンス由来のグルタコン酸-CoA-トラン
スフェラーゼ(EC2.8.3.12)酵素は、二酸グルタコニル-CoA及び3-ブテノイル-CoAと反応す
る(Mack及びBuckelの文献、FEBS Lett. 405:209-212 (1997))。この酵素をコードしてい
る遺伝子は、gctA及びgctBである。この酵素は、活性は低いが検出可能であり、他のCoA
誘導体は、グルタリル-CoA、2-ヒドロキシグルタリル-CoA、アジピル-CoA及びアクリリル
-CoAを含む(Buckelらの文献、Eur. J. Biochem. 118:315-321 (1981))。該酵素は、E.コ
リにおいてクローン化及び発現された(Macらの文献、Eur. J. Biochem. 226:41-51 (1994
))。
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【表４１】

【０３２３】
(3.1.2.a-チオールエステルヒドロラーゼ(CoA特異的))
　CoAヒドロラーゼ系統において、酵素3-ヒドロキシイソブチリル-CoAヒドロラーゼは、3
-HIBCoAに対して特異的であり、バリン分解時に所望の転換を効率的に触媒することが証
明された(Shimomuraらの文献、J Biol Chem 269:14248-14253 (1994))。この酵素をコー
ドしている遺伝子は、ラツス・ノルベギクス(Shimomuraらの文献、前掲(1994)；Shimomur
aらの文献、Methods Enzymol. 324:229-240 (2000))、及びホモサピエンス(Shimomuraら
の文献、前掲、2000)のhibchを含む。配列相同性による候補遺伝子は、サッカロミセス・
セレビシアエのhibch及びバシルス・セレウスのBC_2292を含む。
【表４２】

【０３２４】
　アジピル-CoAのアジピン酸への変換をアシル-CoAヒドロラーゼ又は同等にチオエステラ
ーゼによって実施することができる。最高のE.コリ遺伝子候補は、アジピル-CoAに対する
活性を有するジカルボン酸アセチルトランスフェラーゼであるヒトacot8(Westinらの文献
、J Biol Chem 280(46):38125-38132 (2005))に対して高い類似性を示すtesB(Naggertら
の文献、J. Biol Chem. 266(17):11044-11050 (1991))である。この活性は、ラット肝臓
においても特徴づけられた(Deanaの文献、Biochem. Int. 26(4):p.767-773 (1992))。
【表４３】

【０３２５】
　他の潜在的E.コリチオールエステルヒドロラーゼは、tesA(Bonner及びBlochの文献、J 
Biol Chem. 247(10):3123-3133 (1972))、ybgC(Kuznetsovaらの文献、FEMS Microbiol Re
v. 29(2):263-279 (2005)；Zhuangらの文献、FEBS Lett. 516(1-3):161-163 (2002))、pa
aI(Songらの文献、J Biol Chem. 281(16):11028-11038 (2006))、及びybdB(Leducらの文
献、J Bacteriol. 189(19):7112-7126 (2007))の遺伝子産物を含む。
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【表４４】

【０３２６】
　いくつかの真核性アセチル-CoAヒドロラーゼ(EC3.1.2.1)は、広い基質特異性を有する
。ラツス・ノルベギクス脳由来の酵素(Robinsonらの文献、Biochem. Biophys. Res. Comm
un. 71:959-965 (1976))は、ブチリル-CoA、ヘキサノイル-CoA及びマロニル-CoAと反応す
ることができる。

【表４５】

【０３２７】
(4.1.1.a-カルボキシ-リアーゼ)
　例示的なカルボキシ-リアーゼは、2-アセト乳酸をアセトインに変換するクエン酸異化
及び分枝鎖アミノ酸生合成に関与するアセト乳酸デカルボキシラーゼである。ラクトコッ
カス・ラクチスにおいて、該酵素は、遺伝子aldBによってコードされる6つのサブユニッ
トで構成され、バリン、ロイシン及びイソロイシンによって活性化される(Goupilらの文
献、Appl. Environ. Microbiol. 62:2636-2640 (1996)；Goupil-Feuilleratらの文献、J.
 Bacteriol. 182:5399-5408 (2000))。この酵素は、E.コリにおいて過剰発現され、特徴
づけられた(Phalipらの文献、FEBS Lett. 351:95-99 (1994))。他の生物体において、該
酵素は、ストレプトコクス・サーモフィルスのaldC(Monnetらの文献、Lett. Appl. Micro
biol. 36:399-405 (2003))、バシルス・ブレビスのaldB(Diderichsenらの文献、J. Bacte
riol. 172:4315-4321 (1990)；Najmudinらの文献、Acta Crystallogr. D. Biol. Crystal
logr. 59:1073-1075 (2003))、及びエンテロバクター・アエロゲネスのbudA(Diderichsen
らの文献、J. Bacteriol. 172:4315-4321 (1990))によってコードされる二量体である。
バシルス・ブレビス由来の酵素は、バシルス・スブチリスにおいてクローン化及び過剰発
現され、結晶学的に特徴づけられた(Najmudinらの文献、Acta Crystallogr. D. Biol. Cr
ystallogr. 59:1073-1075 (2003))。加えて、ロイコノストク・ラクチス由来の酵素は、
精製され、特徴づけられたが、遺伝子は単離されていない(O'Sullivanらの文献、FEMS Mi
crobiol. Lett. 194:245-249 (2001))。

【表４６】

【０３２８】
　アコニット酸デカルボキシラーゼは、カンジダ菌株及び糸状菌アスペルギルス・テレウ
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スにおけるイタコン酸生合成の最終工程を触媒する(Bonnarmeらの文献、J Bacteriol. 17
7:3573-3578 (1995)；Willke及びVorlopの文献、Appl Microbiol Biotechnol 56:289-295
 (2001))。イタコン酸は、バイオ技術的に興味深い化合物であるが、アコニット酸デカル
ボキシラーゼ遺伝子又はタンパク質配列は、今日まで報告されていない。
【０３２９】
　4-オキサロクロネートデカルボキシラーゼは、多くの生物体から単離され、特徴づけら
れた。この酵素をコードしている遺伝子は、シュードモナス種(菌株600)のdmpH及びdmpE(
Shinglerらの文献、J Bacteriol. 174:711-724 (1992))、シュードモナス・プチダのxylI
I及びxylIII((Kato及びAsanoの文献、Arch. Microbiol 168:457-463 (1997)；Lian及びWh
itmanの文献、J. Am. Chem. Soc. 116:10403-10411 (1994)；Stanleyらの文献、Biochemi
stry 39:3514 (2000))、並びにラルストニア・ユートロファJMP134のReut_B5691及びReut
_B5692 (Hughesらの文献、J Bacteriol. 158:79-83 (1984))を含む。シュードモナス種(
菌株600)由来の酵素をコードしている遺伝子は、E.コリにおいてクローン化及び発現され
た(Shinglerらの文献、J Bacteriol. 174:711-724 (1992))。

【表４７】

【０３３０】
　ケイヒ酸(フェニルアクリレート)及び置換ケイヒ酸誘導体の対応するスチレン誘導体へ
の変換を触媒する更なるクラスのデカルボキシラーゼが特徴づけられた。これらの酵素は
、様々な生物体に広く存在し、E.コリにおいてクローン化及び発現されたこれらの酵素を
コードしている特定の遺伝子は、サッカロミセス・セレビシアエ由来のpad1(Clausenらの
文献、Gene 142:107-112 (1994))、ラクトバシルス・プランタルム由来のpdc(Barthelmeb
sらの文献、Appl Environ Microbiol 67:1063-1069 (2001)；Qiらの文献、Metab Eng 9:2
68-276 (2007)；Rodriguezらの文献、J.Agric.Food Chem. 56:3068-3072 (2008))、クレ
ブシエラ・オキシトカ由来のpofK(pad)(Hashidokoらの文献、Biosci. Biotech. Biochem.
 58:217-218 (1994)；Uchiyamaらの文献、Biosci. Biotechnol. Biochem. 72:116-123 (2
008))、ペジコッカス・ペントサセウスの(Barthelmebsらの文献、Appl Environ Microbio
l 67:1063-1069(2001))、並びにバシルス・スブチリス及びバシルス・プミルス由来のpad
C(Lingenらの文献、Protein Eng 15:585-593 (2002))である。シュードモナス・フルオレ
センス由来のフェルラ酸デカルボキシラーゼも精製され、特徴づけられた(Huangらの文献
、J. Bacteriol. 176:5912-5918 (1994))。重要なこととして、このクラスの酵素は、安
定しており、外因性又は内的結合補因子をいずれも必要としないため、これらの酵素の作
成は、生体内変換に理想的に適することが示された(Sariaslaniの文献、Annu. Rev. Micr
obiol. 61:51-69 (2007))。
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【表４８】

【０３３１】
　更なるデカルボキシラーゼ酵素は、アルファ-ケトグルタル酸からコハク酸セミアルデ
ヒドを形成することができる。これらは、その対応する遺伝子配列がまだ確認されていな
いユーグレナ・グラシリス由来の(Shigeokaらの文献、Biochem. J. 282(Pt 2):319-323 (
1992)；Shigeoka及びNakanoの文献、Arch. Biochem. Biophys. 288:22-28 (1991)； Shig
eoka及びNakanoの文献、Biochem. J. 292 (Pt 2):463-467 (1993))、及びマイコバクテリ
ウム・ツベルクローシス由来の(Tianらの文献、Proc Natl Acad Sci U.S.A. 102:10670-1
0675 (2005))アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ酵素を含む。加えて、グルタ
ミン酸デカルボキシラーゼ酵素は、グルタミン酸をE.コリgadA及びgadB遺伝子の生成物な
どの4-アミノ酪酸に変換することができる(De Biaseらの文献、Protein. Expr. Purif. 8
:430-438 (1993))。
【表４９】

【０３３２】
(ケト酸デカルボキシラーゼ)
　ケト酸デカルボキシラーゼとも呼ばれるピルビン酸デカルボキシラーゼ(PDC、EC4.1.1.
1)は、ピルビン酸のアセトアルデヒドへの脱炭酸を触媒する、アルコール発酵における重
要な酵素である。この酵素は、2-ケト酪酸、2-ケト吉草酸、3-ヒドロキシピルビン酸及び
2-フェニルピルビン酸を含む、脂肪族2-ケト酸に対する広い基質範囲を有する(Bergらの
文献、Science 318:1782-1786 (2007))。pdcによってコードされるザイモモナス・モビル
ス由来のPDCは、異なる基質に対する親和性を変化させた指向的操作研究の対象になって
きた(Siegertらの文献、Protein Eng Des Sel 18:345-357 (2005))。サッカロミセス・セ
レビシアエ由来のPDCも広範に研究され、活性の改変のために操作され、E.コリにおいて
機能性に発現された((Killenberg-Jabsらの文献、Eur. J. Biochem. 268:1698-1704 (200
1)；Li及びJordanの文献、Biochemistry 38:10004-10012 (1999)；ter Schureらの文献、
Appl. Environ. Microbiol. 64:1303-1307 (1998))。この酵素の結晶構造は入手可能であ
る(Killenberg-Jabsの文献、Eur.J.Biochem. 268:1698-1704(2001))。他の十分に特徴づ
けられたPDC候補は、アセトバクター・パステウリアンス(Chandraらの文献、Arch. Micro
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biol. 176:443-451 (2001))、及びクルイベロマイセス・ラクチス(Kriegerらの文献、Eur
. J. Biochem. 269:3256-3263 (2002))由来の酵素を含む。
【表５０】

【０３３３】
　PDCのように、ベンゾイルギ酸デカルボキシラーゼ(EC 4.1.1.7)は、広い基質範囲を有
し、酵素工学研究の目標になってきた。シュードモナス・プチダ由来の酵素は、広範に研
究され、この酵素の結晶構造が入手可能である(Hassonらの文献、Biochemistry 37:9918-
9930 (1998)；Polovnikovaらの文献、Biochemistry 42:1820-1830 (2003))。シュードモ
ナス・プチダ酵素の活性部位における2つの残基の部位特異的変異誘発は、天然及び非天
然基質の親和性(Km)を変化させた(Siegertの文献、Protein Eng Des Sel 18:345-357 (20
05))。この酵素の特性が、指向的操作によって更に改良された(Lingenらの文献、Protein
 Eng 15:585-593 (2002))；Lingenの文献、Chembiochem 4:721-726 (2003))。mdlCによっ
てコードされるシュードモナス・アエルギノサ由来の酵素も実験的に特徴づけられた(Bar
rowmanらの文献、FEMS Microbiology Letters 34:57-60 (1986))。シュードモナス・スツ
トゼリ、シュードモナス・フルオレセンス及び他の生物体由来の更なる遺伝子を配列相同
性によって推定するか、又はシュードモナス・プチダにおいて開発された成長選択システ
ムを使用して同定することができる(Henningらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 72:7
510-7517 (2006))。
【表５１】

【０３３４】
(4.2.1.a-ヒドロ-リアーゼ)
　ユーバクテリウム・バルケリの2-(ヒドロキシメチル)グルタル酸デヒドラターゼは、例
示的なヒドロ-リアーゼである。この酵素は、ニコチン酸異化の観点で研究され、hmdによ
ってコードされる(Alhapelらの文献、Proc Natl Acad Sci USA 103:12341-12346 (2006))
。高度な配列相同性を有する類似の酵素が、バクテロイデス・カピロサス、アナエロトル
ンクス・コリホミニス及びナタラナエロビウス・サーモフィルスに見いだされる。
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【表５２】

【０３３５】
　第2の例示的なヒドロ-リアーゼは、リンゴ酸のフマル酸への脱水を触媒する酵素である
フマル酸ヒドラターゼである。この酵素についての豊富な構造情報が入手可能であり、研
究者は、該酵素を成功裡に操作して、活性、阻害及び局在性を改変させた(Weaver, T.の
文献、Acta Crystallogr.D Biol Crystallogr. 61:1395-1401 (2005))。更なるフマル酸
ヒドラターゼは、エシェリキア・コリ(Estevezらの文献、Protein Sci. 11:1552-1557 (2
002)；Hong及びLeeの文献、Biotechnol. Bioprocess Eng. 9:252-255 (2004)；Rose及びW
eaverの文献、Proc Natl Acad Sci USA 101:3393-3397 (2004))、カムピロバクター・ジ
ェジュニ(Smithらの文献、Int. J Biochem. Cell Biol 31:961-975 (1999))及びサーマス
・サーモフィルス(Mizobataらの文献、Arch. Biochem. Biophys. 355:49-55 (1998))由来
のfumC、並びにラツス・ノルベギクス(Kobayashiらの文献、J Biochem. 89:1923-1931 (1
981))由来のfumHによってコードされるものを含む。高度な配列相同性を有する類似の酵
素は、アラビドプシス・サリアナ由来のfum1及びコリネバクテリウム・グルタミクム由来
のfumCを含む。

【表５３】

【０３３６】
　2-メチルリンゴ酸デヒドラターゼとも呼ばれるシトラリンゴ酸ヒドロリラーゼは、2-メ
チルリンゴ酸をメサコン酸に変換する。2-メチルリンゴ酸デヒドロゲナーゼ活性が、グル
タミン酸分解VI経路の観点で、クロストリジウム・テタノモルフム、モルガネラ・モルガ
ニ、シトロバクター・アマロナチクスにおいて検出された(Kato及びAsanoの文献、Arch. 
Microbiol 168:457-463 (1997))：しかし、この酵素をコードしている遺伝子は、今日ま
で配列決定されていない。
【０３３７】
　C.アセトブチリクム由来のcrtの遺伝子産物は、3-ヒドロキシブチリル-CoAのクロトノ
イル-CoAへの脱水を触媒する(Atsumiらの文献、Metab Eng.；29 (2007)；Boyntonらの文
献、Journal of Bacteriology 178:3015-3024 (1996))。P.プチダのエノイル-CoAヒドラ
ターゼであるphaA及びphaBは、フェニル酢酸異化を通じて二重結合のヒドロキシル化を実
行すると考えられる(Oliveraらの文献、Proc Natl Acad Sci USA 95(11):6419-6424 (199
8))。P.フルオレセンス由来のpaaA及びpaaBは、相似転換を触媒する(14 Oliveraらの文献
、前掲、1998)。最後に、いくつかのエシェリキア・コリ遺伝子は、maoC(Park及びLeeの
文献、J Bacteriol 185(18):5391-5397 (2003))、paaF(Park及びLeeの文献、Biotechnol 
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Bioeng. 86(6):681-686 (2004a)；Park及びLeeの文献、Appl Biochem Biotechnol. 113-1
16:335-346 (2004b)；Ismailらの文献、Eur J Biochem 270(14):p.3047-3054 (2003))、
及びpaaG(Park及びLeeの文献、前掲、2004；Park及びLeeの文献、前掲、2004b；Ismailら
、前掲、2003)を含むエノイル-CoAヒドラターゼ機能性を示すことが証明された。
【表５４】

【０３３８】
　E.コリ遺伝子fadA及びfadBは、ケトアシル-CoAチオラーゼ、3-ヒドロキシアシル-CoAデ
ヒドロゲナーゼ及びエノイル-CoAヒドラターゼの活性を示す多酵素複合体をコードしてい
る(Yangらの文献、Biochemistry 30(27):p. 6788-6795 (1991)；Yangらの文献、J Biol C
hem 265(18): p. 10424-10429 (1990)；Yangらの文献、J Biol Chem 266(24):p. 16255 (
1991)；Nakahigashi及びInokuchiの文献、Nucleic Acids Res 18(16):p. 4937 (1990))。
fadI及びfadJ遺伝子は、類似の機能をコードし、且つ嫌気性条件でのみ自然に発現される
(Campbellらの文献、Mol Microbiol 47(3):p. 793-805 (2003))。(ネガチブレギュレータ
fadRをノックアウトすることによって)fadBを活性化し、非原生ケトチオラーゼ(ラルスト
ニア・ユートロファ由来のphaA)を同時発現することを含む、E.コリにおいてポリ[(R)-3-
ヒドロキシ酪酸]を生成する方法が既に記載されている(Satoらの文献、J Biosci Bioeng 
103(1):38-44 (2007))。この研究は、β-酸化酵素、特に、3-ヒドロキシアシル-CoAデヒ
ドロゲナーゼ及びエノイル-CoAヒドラターゼの両活性をコードしているfadBの遺伝子産物
が、アセチル-CoA前駆体からより長い鎖分子を生成するための経路の一部として機能でき
ることを明確に実証している。
【表５５】

【０３３９】
(4.3.1.a-アンモニア-リアーゼ)
　アスパラギン酸のフマル酸への脱アミノ化を触媒するアスパルターゼ(EC 4.3.1.1)は、
微生物において一般的な酵素であり、広く特徴づけられた(Viola, R. E. の文献、Adv. E
nzymol. Relat Areas Mol. Biol 74:295-341 (2000))。aspAによってコードされるE.コリ
アスパルターゼの結晶構造が解明された(Shiらの文献、Biochemistry 36:9136-9144 (199
7))。このE.コリ酵素は、代替的な基質のアスパラギン酸フェニルメチルエステル、アス
パラギン、アスパラギン酸ベンジル及びリンゴ酸と反応することも示された(Maらの文献
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るために、この酵素に対して定方向進化が採用された(Asanoらの文献、Biomol. Eng 22:9
5-101 (2005))。アスパルターゼ機能性を有する酵素は、ヘモフィルス・インフルエンザ(
Sjostromらの文献、Biochim. Biophys. Acta 1324:182-190 (1997))、シュードモナス・
フルオレセンス(Takagiらの文献、J. Biochem. 96:545-552 (1984))、バシルス・スブチ
ルス(Sjostromらの文献、Biochim. Biophys. Acta 1324:182-190 (1997))及びセラチア・
マルセセンス(Takagi及びKisumiの文献、J Bacteriol. 161:1-6 (1985))においても特徴
づけられた。
【表５６】

【０３４０】
　ベータ-メチルアスパルターゼ又は3-メチルアスパラギン酸アンモニア-リアーゼとして
も知られる3-メチルアスパルターゼ(EC 4.3.1.2)は、トレオ-3-メチルアスパラギン酸の
メサコン酸への脱アミノ化を触媒する。クロストリジウム・テタノモルフム由来の3-メチ
ルアスパルターゼがクローン化され、E.コリにおいて機能性に発現され、結晶化された(A
suncionらの文献、Acta Crystallogr.D Biol Crystallogr. 57:731-733 (2001)；Asuncio
nらの文献、J Biol Chem. 277:8306-8311 (2002)；Bottingらの文献、Biochemistry 27:2
953-2955 (1988)；Godaらの文献、Biochemistry 31:10747-10756 (1992))。シトロバクタ
ー・アマロナチクスにおいて、この酵素は、BAA28709によってコードされる(Kato及びAsa
noの文献、Arch. Microbiol 168:457-463 (1997))。3-メチルアスパルターゼもE.コリYG1
002から結晶化されたが(Asano及びKatoの文献、FEMS Microbiol Lett. 118:255-258 (199
4))、そのタンパク質配列は、GenBankなどの公的データベースに列挙されていない。配列
相同性を使用して、C.テタニのCTC_02563及びエシェリキア・コリO157:H7のECs0761を含
む更なる候補遺伝子を特定することができる。

【表５７】

【０３４１】
　エノイル-CoA生成物を形成するアンモニア-リアーゼ酵素候補は、ベータ-アラニル-CoA
を脱アミノ化するベータ-アラニル-CoAアンモニア-リアーゼ(EC 4.3.1.6)、及び3-アミノ
ブチリル-CoAアンモニア-リアーゼ(EC 4.3.1.14)を含む。2つのベータ-アラニル-CoAアン
モニアリアーゼが、クロストリジウム・プロピオニクムにおいて同定され、特徴づけられ
た(Herrmannらの文献、FEBS J. 272:813-821 (2005))。他のベータ-アラニル-CoAアンモ
ニアリアーゼは、今日まで特定されていないが、遺伝子候補を配列類似性によって同定す
ることができる。1つの当該候補は、ミクソコッカス・キサンタスのMXAN_4385である。
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【表５８】

【０３４２】
(5.3.3.a-イソメラーゼ)
　クロストリジウム・アミノブチリウム及びC.クルイベリの両方に由来する4-ヒドロキシ
ブチリル-CoAデヒドラターゼは、4-ヒドロキシブチリル-CoAのクロトノイル-CoAへの可逆
的変換を触媒し、固有のビニルアセチル-CoAΔ-イソメラーゼ活性を保持する(Scherf及び
Buckelの文献、Eur. J Biochem. 215:421-429 (1993)；Scherfらの文献、Arch. Microbio
l 161:239-245 (1994))。N末端アミノ酸配列を含む両原生酵素が精製され、特徴づけられ
た(Scherf及びBuckelの文献、前掲、1993；Scherfらの文献、前掲、1994)。C.アミノブチ
リウム及びC.クルイベリ由来のabfD遺伝子は、これらのN末端アミノ酸配列と厳密に一致
するため、4-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドロゲナーゼ/ビニルアセチル-CoAΔイソメラ
ーゼをコードしている。加えて、ポルフィロモナス・ギンギバリスATCC 33277由来のabfD
遺伝子は、ゲノムプロジェクトから相同性を介して同定される。
【表５９】

【０３４３】
(5.4.3.a-アミノムターゼ)
　リジン2,3-アミノムターゼ(EC 5.4.3.2)は、リジンを(3S)-3,6-ジアミノヘキサン酸に
変換して、アミン基を2位から3位にシフトさせる例示的なアミノムターゼである。該酵素
は、フソバクテリウム・ヌレアツム(kamA)(Barkerらの文献、J. Bacteriol. 152:201-207
 (1982))及びクロストリジウム・スブテルミナレ(kamA)(Chirpichらの文献、J. Biol. Ch
em. 245:1778-1789(1970))を含む、リジンを酢酸及び酪酸に発酵させる細菌に見いだされ
る。クロストリジウム・スブテルミナレ由来の酵素が結晶化された(Leporeらの文献、Pro
c. Natl. Acad. Sci.U.S.A 102:13819-13824 (2005))。この機能をコードしている酵素は
、バシルス・スブチルスのyodOによってもコードされる(Chenらの文献、Biochem. J. 348
 Pt 3:539-549 (2000))。該酵素は、ピリドキサル5'-リン酸を補因子として利用し、S-ア
デノシルメチオニン(S-Adenosylmethoionine)による活性化を必要とし、L-リジンのみと
反応する立体選択性を有する。該酵素は、代替的な基質と反応することが示されていない
。

【表６０】

【０３４４】
　第2のアミノムターゼ、即ちベータ-リジン5,6-アミノムターゼ(EC 5.4.3.3)は、(3S)-3
,6-ジアミノヘキサン酸を(3S,5S)-3,5-ジアミノヘキサン酸に転換して、末端アミノ基を6
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位から5位にシフトさせる酢酸及び酪酸へのリジン発酵の次の工程を触媒する。この酵素
は、また、リジンの2,5-ジアミノヘキサン酸への変換を触媒し、リジン5,6-アミノムター
ゼ(EC 5.4.3.4)とも呼ばれる。該酵素は、クロストリジウム・スティックランジ(kamD、k
amE)において結晶化された(Berkovitchらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 101:15
870-15875 (2004))。ポルフィロモナス・ギンギバリス由来の酵素も特徴づけられた(Tang
らの文献、Biochemistry 41:8767-8776 (2002))。
【表６１】

【０３４５】
　オルニチン4,5-アミノムターゼ(EC 5.4.3.5)は、末端アミンを隣接炭素にシフトさせ、
D-オルニチンを2,4-ジアミノペンタン酸に変換する。クロストリジウム・スチックランジ
の酵素は、oraE及びoraSの2つの遺伝子によってコードされ、E.コリにおいてクローン化
、配列決定及び発現された(Chenらの文献、J. Biol. Chem. 276:44744-44750 (2001))。
この酵素は、今日まで他の生物体において特徴づけられていない。
【表６２】

【０３４６】
　チロシン2,3-アミノムターゼ(EC 5.4.3.6)は、アミンを2位から3位にシフトさせること
によってチロシンを3-アミノ-3-(4-ヒドロキシフェニル)プロパン酸に可逆的に変換する
チロシン生合成に関与する。ストレプトマイセス・グロビスポルスにおいて、該酵素は、
チロシン誘導体と反応することも示された(Christensonらの文献、Biochemistry 42:1270
8-12718 (2003))。配列情報は、入手可能でない。
【０３４７】
　ロイシン2,3-アミノムターゼ(EC 5.4.3.7)は、ロイシン分解及び生合成を通じて、L-ロ
イシンをベータ-ロイシンに変換する。ロイシン2,3-アミノムターゼに対するアッセイは
、多くの生物体における活性を検出したが(Poston, J. M.の文献、Methods Enzymol. 166
:130-135 (1988))、該酵素をコードしている遺伝子は、今日まで同定されていない。
【０３４８】
　Cargillは、L-アラニンをβ-アラニンに変換することで、4つの生化学工程でピルビン
酸から3-HPへの経路を生成する、新規の2,3-アミノムターゼ酵素を開発した(Liaoらの米
国特許公報第2005-0221466号)。
【０３４９】
(6.2.1.a-酸-チオールリガーゼ)
　例示的な酸-チオールリガーゼは、インビボで可逆的な反応である、1個のATPのコンカ
ミナント消費を伴うコハク酸からのスクシニル-CoAの形成をともに触媒するE.コリのsucC
Dの遺伝子産物である(Buckらの文献、Biochemistry 24(22):p.6245-6252 (1985))。更な
る例示的なCoA-リガーゼは、配列がまだ特徴づけられていないラットのジカルボン酸-CoA
リガーゼ(Vamecqらの文献、Biochem J. 230(3):p. 683-693 (1985))、P.チリソゲヌム由
来の2つの特徴づけられたフェニル酢酸-CoAリガーゼ(Lamas-Maceirasらの文献、Biochem 
J 395(1):147-155 (2006)；Wangらの文献、Biochem Biophys Res Commun、360(2):453-45
8 (2007))、シュードモナス・プチダ由来のフェニル酢酸-CoAリガーゼ(Martinez-Blanco
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らの文献、J Biol Chem. 265(12):7084-7090 (1990))、及びバシルス・スブチルス由来の
6-カルボキシヘキサン酸-CoAリガーゼ(Bowerらの文献、J Bacteriol 178(14):4122-4130 
(1996))を含む。
【表６３】

【０３５０】
(実施例V)
(スクシニル-CoAからの例示的なBDO経路)
　本実施例では、スクシニル-CoAからの例示的なBDO経路について記載する。
【０３５１】
　スクシニル-CoAからのBDO経路は、本明細書に記載されるとともに、これまでに記載さ
れている(それぞれが参照により本明細書に組み込まれている、2008年3月14日に出願され
た米国出願第12/049,256号、及び2008年3月14日に出願されたPCT出願第US08/57168号参照
)。更なる経路を図8Aに示す。当該例示的なBDO経路の酵素を、これらの酵素をコードして
いる例示的な遺伝子とともに表15に列挙する。
【０３５２】
　簡単に述べると、スクシニル-CoAをスクシニル-CoAレダクターゼ(又はコハク酸セミア
ルデヒドデヒドロゲナーゼ)(EC 1.2.1.b)によってコハク酸セミアルデヒドに変換するこ
とができる。コハク酸セミアルデヒドを、既に記載されているように4-ヒドロキシ酪酸デ
ヒドロゲナーゼ(EC 1.1.1.a)によって4-ヒドロキシ酪酸に変換することができる。代替的
に、スクシニル-CoAをスクシニル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)(EC 1.1.1.c)によっ
て4-ヒドロキシ酪酸に変換することができる。4-ヒドロキシ酪酸を、既に記載されている
ように4-ヒドロキシブチリル-CoAトランスフェラーゼ(EC 2.8.3.a)によって、又は4-ヒド
ロキシブチリル-CoAヒドロラーゼ(EC 3.1.2.a)、又は4-ヒドロキシブチリル-CoAリガーゼ
(若しくは4-ヒドロキシブチリル-CoAシンテターゼ)(EC 6.2.1.a)によって4-ヒドロキシブ
チリル-CoAに変換することができる。代替的に、4-ヒドロキシ酪酸を、既に記載されてい
るように4-ヒドロキシ酪酸キナーゼ(EC 2.7.2.a)によって4-ヒドロキシブチリル-リン酸
に変換することができる。4-ヒドロキシブチリル-リン酸を、既に記載されているように
ホスホトランス-4-ヒドロキシブチリラーゼ(EC 2.3.1.a)によって4-ヒドロキシブチリル-
CoAに変換することができる。代替的に、4-ヒドロキシブチリル-リン酸を、4-ヒドロキシ
ブタナールデヒドロゲナーゼ(リン酸化)(EC 1.2.1.d)によって4-ヒドロキシブタナールに
変換することができる。4-ヒドロキシブチリル-CoAを4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクタ
ーゼ(又は4-ヒドロキシブタナールデヒドロゲナーゼ)(EC 1.2.1.b)によって4-ヒドロキシ
ブタナールに変換することができる。代替的に、4-ヒドロキシブチリル-CoAを4-ヒドロキ
シブチリル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)(EC 1.1.1.c)によって1,4-ブタンジオール
に変換することができる。4-ヒドロキシブタナールを、既に記載されているように1,4-ブ
タンジオールデヒドロゲナーゼ(EC 1.1.1.a)によって1,4-ブタンジオールに変換すること
ができる。
【０３５３】
表15. スクシニル-CoAからのBDO経路
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【０３５４】
(実施例VI)
(アルファ-ケトグルタル酸からの更なる例示的なBDO経路)
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　本実施例では、アルファ-ケトグルタル酸からの例示的なBDO経路について記載する。
【０３５５】
　スクシニル-CoAからのBDO経路は、本明細書に記載されるとともに、これまでに記載さ
れている(それぞれが参照により本明細書に組み込まれている、2008年3月14日に出願され
た米国出願第12/049,256号及び2008年3月14日に出願されたPCT出願第US08/57168号参照)
。更なる経路を図8Bに示す。当該例示的なBDO経路の酵素を、これらの酵素をコードして
いる例示的な遺伝子とともに表16に示す。
【０３５６】
　簡単に述べると、アルファ-ケトグルタル酸を、既に記載されているようにアルファ-ケ
トグルタル酸デカルボキシラーゼ(EC 4.1.1.a)によってコハク酸セミアルデヒドに変換す
ることができる。代替的に、アルファ-ケトグルタル酸をグルタミン酸デヒドロゲナーゼ(
EC 1.4.1.a)によってグルタミン酸に変換することができる。4-アミノ酪酸を4-アミノ酪
酸オキシドレダクターゼ(脱アミノ化)(EC 1.4.1.a)又は4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ
(EC 2.6.1.a)によってコハク酸セミアルデヒドに変換することができる。グルタミン酸を
グルタミン酸デカルボキシラーゼ(EC 4.1.1.a)によって4-アミノ酪酸に変換することがで
きる。コハク酸セミアルデヒドを、既に記載されているように4-ヒドロキシ酪酸デヒドロ
ゲナーゼ(EC 1.1.1.a)によって4-ヒドロキシ酪酸に変換することができる。4-ヒドロキシ
酪酸を、既に記載されているように4-ヒドロキシブチリル-CoAトランスフェラーゼ(EC 2.
8.3.a)によって、又は4-ヒドロキシブチリル-CoAヒドロラーゼ(EC 3.1.2.a)、又は4-ヒド
ロキシブチリル-CoAリガーゼ(若しくは4-ヒドロキシブチリル-CoAシンテターゼ)(EC 6.2.
1.a)によって4-ヒドロキシブチリル-CoAに変換することができる。4-ヒドロキシ酪酸を4-
ヒドロキシ酪酸キナーゼ(EC 2.7.2.a)によって4-ヒドロキシブチリル-リン酸に変換する
ことができる。4-ヒドロキシブチリル-リン酸を、既に記載されているようにホスホトラ
ンス-4-ヒドロキシブチリラーゼ(EC 2.3.1.a)によって4-ヒドロキシブチリル-CoAに変換
することができる。代替的に、4-ヒドロキシブチリル-リン酸を4-ヒドロキシブタナール
デヒドロゲナーゼ(リン酸化)(EC 1.2.1.d)によって4-ヒドロキシブタナールに変換するこ
とができる。4-ヒドロキシブチリル-CoAを、既に記載されているように4-ヒドロキシブチ
リル-CoAレダクターゼ(又は4-ヒドロキシブタナールデヒドロゲナーゼ)(EC 1.2.1.b)によ
って4-ヒドロキシブタナールに変換することができる。4-ヒドロキシブチリル-CoAを4-ヒ
ドロキシブチリル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)(EC 1.1.1.c)によって1,4-ブタンジ
オールに変換することができる。4-ヒドロキシブタナールを、既に記載されているように
1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼ(EC 1.1.1.a)によって1,4-ブタンジオールに変換す
ることができる。
【０３５７】
表16. アルファ-ケトグルタル酸からのBDO経路
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【０３５８】
(実施例VII)
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(4-アミノ酪酸からのBDO経路)
　本実施例では、4-アミノ酪酸からの例示的なBDO経路について記載する。
【０３５９】
　図9Aは、4-アミノ酪酸をBDOに変換する例示的なBDO経路を示す。当該例示的なBDO経路
の酵素を、これらの酵素をコードしている例示的な遺伝子とともに表17に列挙する。
【０３６０】
　簡単に述べると、4-アミノ酪酸を4-アミノ酪酸-CoAトランスフェラーゼ(EC 2.8.3.a)、
4-アミノブチリル-CoAヒドロラーゼ(EC 3.1.2.a)又は4-アミノ酪酸-CoAリガーゼ(又は4-
アミノブチリル-CoAシンテターゼ)(EC 6.2.1.a)によって4-アミノブチリル-CoAに変換す
ることができる。4-アミノブチリル-CoAを4-アミノブチリル-CoAオキシドレダクターゼ(
脱アミノ化)(EC 1.4.1.a)又は4-アミノブチリル-CoAトランスアミナーゼ(EC 2.6.1.a)に
よって4-オキソブチリル-CoAに変換することができる。4-オキソブチリル-CoAを4-ヒドロ
キシブチリル-CoAデヒドロゲナーゼ(EC 1.1.1.a)によって4-ヒドロキシブチリル-CoAに変
換することができる。4-ヒドロキシブチリル-CoAを4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクター
ゼ(アルコール形成)(EC 1.1.1.c)によって1,4-ブタンジオールに変換することができる。
代替的に、4-ヒドロキシブチリル-CoAを4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ(又は4-
ヒドロキシブタナールデヒドロゲナーゼ)(EC 1.2.1.b)によって4-ヒドロキシブタナール
に変換することができる。4-ヒドロキシブタナールを1,4-ブタンジオールデヒドロゲナー
ゼ(EC 1.1.1.a)によって1,4-ブタンジオールに変換することができる。
【０３６１】
表17. 4-アミノ酪酸からのBDO経路
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【０３６２】
　4-アミノ酪酸をBDOに変換する別の例示的なBDO経路を図9Aに示す。当該例示的なBDO経
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路の酵素を、これらの酵素をコードしている例示的な遺伝子とともに表18に列挙する。
【０３６３】
　簡単に述べると、4-アミノ酪酸を4-アミノ酪酸-CoAトランスフェラーゼ(EC 2.8.3.a)、
4-アミノブチリル-CoAヒドロラーゼ(EC 3.1.2.a)又は4-アミノ酪酸-CoAリガーゼ(又は4-
アミノブチリル-CoAシンテターゼ)(EC 6.2.1.a)によって4-アミノブチリル-CoAに変換す
ることができる。4-アミノブチリル-CoAを4-アミノブチリル-CoAレダクターゼ(アルコー
ル形成)(EC 1.1.1.c)によって4-アミノブタン-1-オールに変換することができる。代替的
に、4-アミノブチリル-CoAを4-アミノブチリル-CoAレダクターゼ(又は4-アミノブタナー
ルデヒドロゲナーゼ)(EC 1.2.1.b)によって4-アミノブタナールに変換し、且つ4-アミノ
ブタナールを4-アミノブタン-1-オールデヒドロゲナーゼ(EC 1.1.1.a)によって4-アミノ
ブタン-1-オールに変換することができる。4-アミノブタン-1-オールを4-アミノブタン-1
-オールオキシドレダクターゼ(脱アミノ化)(EC 1.4.1.a)又は4-アミノブタン-1-オールト
ランスアミナーゼ(EC 2.6.1.a)によって4-ヒドロキシブタナールに変換することができる
。4-ヒドロキシブタナールを1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼ(EC 1.1.1.a)によって
1,4-ブタンジオールに変換することができる。
【０３６４】
表18. 4-アミノ酪酸からのBDO経路
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【０３６５】
　図9Bは、4-アミノ酪酸をBDOに変換する例示的なBDO経路を示す。当該例示的なBDO経路
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の酵素を、これらの酵素をコードしている例示的な遺伝子とともに表19に列挙する。
【０３６６】
　簡単に述べると、4-アミノ酪酸を4-アミノ酪酸キナーゼ(EC 2.7.2.a)によって[(4-アミ
ノブタノリル)オキシ]ホスホン酸に変換することができる。[(4-アミノブタノリル)オキ
シ]ホスホン酸を4-アミノブチルアルデヒドデヒドロゲナーゼ(リン酸化)(EC 1.2.1.d)に
よって4-アミノブタナールに変換することができる。4-アミノブタナールを4-アミノブタ
ン-1-オールデヒドロゲナーゼ(EC 1.1.1.a)によって4-アミノブタン-1-オールに変換する
ことができる。4-アミノブタン-1-オールを4-アミノブタン-1-オールオキシドレダクター
ゼ(脱アミノ化)(EC 1.4.1.a)又は4-アミノブタン-1-オールトランスアミナーゼ(EC 2.6.1
.a)によって4-ヒドロキシブタナールに変換することができる。代替的に、[(4-アミノブ
タノリル)オキシ]ホスホン酸を[(4-アミノブタノリル)オキシ]ホスホン酸オキシドレダク
ターゼ(脱アミノ化)(EC 1.4.1.a)又は[(4-アミノブタノリル)オキシ]ホスホン酸トランス
アミナーゼ(EC 2.6.1.a)によって[(4-オキソブタノリル)オキシ]ホスホン酸に変換するこ
とができる。[(4-オキソブタノリル)オキシ]ホスホン酸を4-ヒドロキシブチリル-リン酸
デヒドロゲナーゼ(EC 1.1.1.a)によって4-ヒドロキシブチリル-リン酸に変換することが
できる。4-ヒドロキシブチリル-リン酸を4-ヒドロキシブチルアルデヒドデヒドロゲナー
ゼ(リン酸化)(EC 1.2.1.d)によって4-ヒドロキシブタナールに変換することができる。4-
ヒドロキシブタナールを1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼ(EC 1.1.1.a)によって1,4-
ブタンジオールに変換することができる。
【０３６７】
表19. 4-アミノ酪酸からのBDO経路
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【０３６８】
　図9Cは、アセト酢酸を介する例示的な経路を示す。
【０３６９】
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(実施例VIII)
(アルファ-ケトグルタル酸の例示的なBDO経路)
　本実施例では、アルファ-ケトグルタル酸からの例示的なBDO経路について記載する。
【０３７０】
　図10は、アルファ-ケトグルタル酸をBDOに変換する例示的なBDO経路を示す。当該例示
的なBDO経路の酵素を、これらの酵素をコードしている例示的な遺伝子とともに表20に列
挙する。
【０３７１】
　簡単に述べると、アルファ-ケトグルタル酸をアルファ-ケトグルタル酸5-キナーゼ(EC 
2.7.2.a)によってアルファ-ケトグルタリル-リン酸に変換することができる。アルファ-
ケトグルタリル-リン酸を2,5-ジオキソペンタン酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(リン
酸化)(EC 1.2.1.d)によって2,5-ジオキソペンタン酸に変換することができる。2,5-ジオ
キソペンタン酸を2,5-ジオキソペンタン酸レダクターゼ(EC 1.1.1.a)によって5-ヒドロキ
シ-2-オキソペンタン酸に変換することができる。代替的に、アルファ-ケトグルタル酸を
アルファ-ケトグルタル酸-CoAトランスフェラーゼ(EC 2.8.3.a)、アルファ-ケトグルタリ
ル-CoAヒドロラーゼ(EC 3.1.2.a)又はアルファ-ケトグルタリル-CoAリガーゼ(又はアルフ
ァ-ケトグルタリル-CoAシンテターゼ)(EC 6.2.1.a)によってアルファ-ケトグルタリル-Co
Aに変換することができる。アルファ-ケトグルタリル-CoAをアルファ-ケトグルタリル-Co
Aレダクターゼ(又は2,5-ジオキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ)(EC 1.2.1.b)によって2,5
-ジオキソペンタン酸に変換することができる。2,5-ジオキソペンタン酸を5-ヒドロキシ-
2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼによって5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸に変換
することができる。代替的に、アルファ-ケトグルタリル-CoAをアルファ-ケトグルタリル
-CoAレダクターゼ(アルコール形成)(EC 1.1.1.c)によって5-ヒドロキシ-2-オキソペンタ
ン酸に変換することができる。5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸を5-ヒドロキシ-2-オキ
ソペンタン酸デカルボキシラーゼ(EC 4.1.1.a)によって4-ヒドロキシブタナールに変換す
ることができる。4-ヒドロキシブタナールを1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼ(EC 1.
1.1.a)によって1,4-ブタンジオールに変換することができる。5-ヒドロキシ-2-オキソペ
ンタン酸を5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)(EC 1.2.1.c)に
よって4-ヒドロキシブチリル-CoAに変換することができる。
【０３７２】
表20. アルファ-ケトグルタル酸からのBDO経路
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【０３７３】
(実施例IX)
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(グルタミン酸からの例示的なBDO経路)
　本実施例では、グルタミン酸からの例示的なBDO経路について記載する。
【０３７４】
　図11は、グルタミン酸をBDOに変換する例示的なBDO経路を示す。当該例示的なBDO経路
の酵素を、これらの酵素をコードしている例示的な遺伝子とともに表21に列挙する。
【０３７５】
　簡単に述べると、グルタミン酸をグルタミン酸-CoAトランスフェラーゼ(EC 2.8.3.a)、
グルタミル-CoAヒドロラーゼ(EC 3.1.2.a)又はグルタミル-CoAリガーゼ(又はグルタミル-
CoAシンテターゼ)(EC 6.2.1.a)によってグルタミル-CoAに変換することができる。代替的
に、グルタミン酸をグルタミン酸5-キナーゼ(EC 2.7.2.a)によってグルタミン酸-5-リン
酸に変換することができる。グルタミン酸-5-リン酸をグルタミン酸-5-セミアルデヒドデ
ヒドロゲナーゼ(リン酸化)(EC 1.2.1.d)によってグルタミン酸-5-セミアルデヒドに変換
することができる。グルタミル-CoAをグルタミル-CoAレダクターゼ(又はグルタミン酸-5-
セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ)(EC 1.2.1.b)によってグルタミン酸-5-セミアルデヒド
に変換することができる。グルタミン酸-5-セミアルデヒドをグルタミン酸-5-セミアルデ
ヒドレダクターゼ(EC 1.1.1.a)によって2-アミノ-5-ヒドロキシペンタン酸に変換するこ
とができる。代替的に、グルタミル- CoAをグルタミル-CoAレダクターゼ(アルコール形成
)(EC 1.1.1.c)によって2-アミノ-5-ヒドロキシペンタン酸に変換することができる。2-ア
ミノ-5-ヒドロキシペンタン酸を2-アミノ-5-ヒドロキシペンタン酸オキシドレダクターゼ
(脱アミノ化)(EC 1.4.1.a)又は2-アミノ-5-ヒドロキシペンタン酸トランスアミナーゼ(EC
 2.6.1.a)によって5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸に変換することができる。5-ヒドロ
キシ-2-オキソペンタン酸を5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼ(EC 4.
1.1.a)によって4-ヒドロキシブタナールに変換することができる。4-ヒドロキシブタナー
ルを1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼ(EC 1.1.1.a)によって1,4-ブタンジオールに変
換することができる。代替的に、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸を5-ヒドロキシ-2-オ
キソペンタン酸デヒドロゲナーゼ(脱炭酸)(EC 1.2.1.c)によって4-ヒドロキシブチリル-C
oAに変換することができる。
【０３７６】
表21. グルタミン酸からのBDO経路
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【０３７７】
(実施例X)
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(アセトアセチル-CoAからの例示的なBDO経路)
　本実施例では、アセトアセチル-CoAからの例示的なBDO経路について記載する。
【０３７８】
　図12は、アセトアセチル-CoAをBDOに変換する例示的なBDO経路を示す。当該例示的なBD
O経路の酵素を、これらの酵素をコードしている例示的な遺伝子とともに表22に列挙する
。
【０３７９】
　簡単に述べると、アセトアセチル-CoAを3-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドロゲナーゼ(E
C 1.1.1.a)によって3-ヒドロキシブチリル-CoAに変換することができる。3-ヒドロキシブ
チリル-CoAを3-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドラターゼ(EC 4.2.1.a)によってクロトノイ
ル-CoAに変換することができる。クロトノイル-CoAをビニルアセチル-CoAΔイソメラーゼ
(EC 5.3.3.3)によってビニルアセチル-CoAに変換することができる。ビニルアセチル-CoA
を4-ヒドロキシブチリル-CoAデヒドラターゼ(EC 4.2.1.a)によって4-ヒドロキシブチリル
-CoAに変換することができる。4-ヒドロキシブチリル-CoAを4-ヒドロキシブチリル-CoAレ
ダクターゼ(アルコール形成)(EC 1.1.1.c)によって1,4-ブタンジオールに変換することが
できる。代替的に、4-ヒドロキシブチリル-CoAを4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ
(又は4-ヒドロキシブタナールデヒドロゲナーゼ)(EC 1.2.1.b)によって4-ヒドロキシブタ
ナールに変換することができる。4-ヒドロキシブタナールを1,4-ブタンジオールデヒドロ
ゲナーゼ(EC 1.1.1.a)によって1,4-ブタンジオールに変換することができる。
【０３８０】
表22. アセトアセチル-CoAからのBDO経路
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【０３８１】
(実施例XI)
(ホモセリンからの例示的なBDO経路)
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　本実施例では、ホモセリンからの例示的なBDO経路について記載する。
【０３８２】
　図13は、ホモセリンをBDOに変換する例示的なBDO経路を示す。当該例示的なBDO経路の
酵素を、これらの酵素をコードしている例示的な遺伝子とともに表23に列挙する。
【０３８３】
　簡単に述べると、ホモセリンをホモセリンデアミナーゼ(EC 4.3.1.a)によって4-ヒドロ
キシブタ-2-エン酸に変換することができる。代替的に、ホモセリンをホモセリンCoAトラ
ンスフェラーゼ(EC 2.8.3.a)、ホモセリン-CoAヒドロラーゼ(EC 3.1.2.a)又はホモセリン
-CoAリガーゼ(又はホモセリン-CoAシンテターゼ)(EC 6.2.1.a)によってホモセリン-CoAに
変換することができる。ホモセリン-CoAをホモセリン-CoAデアミナーゼ(EC 4.3.1.a)によ
って4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAに変換することができる。4-ヒドロキシブタ-2-エ
ン酸を4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAトランスフェラーゼ(EC 2.8.3.a)、4-ヒドロキ
シブタ-2-エノイル-CoAヒドロラーゼ(EC 3.1.2.a)又は4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoA
リガーゼ(又は4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAシンテターゼ)(EC 6.2.1.a)によって4-
ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAに変換することができる。代替的に、4-ヒドロキシブタ-
2-エン酸を4-ヒドロキシブタ-2-エン酸レダクターゼ(EC 1.3.1.a)によって4-ヒドロキシ
酪酸に変換することができる。4-ヒドロキシ酪酸を4-ヒドロキシブチリル-CoAトランスフ
ェラーゼ(EC 2.8.3.a)、4-ヒドロキシブチリル-CoAヒドロラーゼ(EC 3.1.2.a)又は4-ヒド
ロキシブチリル-CoAリガーゼ(又は4-ヒドロキシブチリル-CoAシンテターゼ)(EC 6.2.1.a)
によって4-ヒドロキシブチリル-CoAに変換することができる。4-ヒドロキシブタ-2-エノ
イル-CoAを4-ヒドロキシブタ-2-エノイル-CoAレダクターゼ(EC 1.3.1.a)によって4-ヒド
ロキシブチリル-CoAに変換することができる。4-ヒドロキシブチリル-CoAを4-ヒドロキシ
ブチリル-CoAレダクターゼ(アルコール形成)(EC 1.1.1.c)によって1,4-ブタンジオールに
変換することができる。代替的に、4-ヒドロキシブチリル-CoAを4-ヒドロキシブチリル-C
oAレダクターゼ(又は4-ヒドロキシブタナールデヒドロゲナーゼ)(EC 1.2.1.b)によって4-
ヒドロキシブタナールに変換することができる。4-ヒドロキシブタナールを1,4-ブタンジ
オールデヒドロゲナーゼ(EC 1.1.1.a)によって1,4-ブタンジオールに変換することができ
る。
【０３８４】
表23. ホモセリンからのBDO経路
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【０３８５】
(実施例XII)
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(スクシニル-CoAシンテターゼを発現するBDO産生株)
　本実施例では、スクシニル-CoAシンテターゼを発現するBDO産生株におけるBDOの増大さ
れた生成について記載する。
【０３８６】
　先に記載されているように、コハク酸は、スクシニル-CoAへの変換によるBDOの生成の
ための前駆体であり得る(国際公開公報第2008/115840号、国際公開公報第2009/023493号
、米国特許公報第2009/0047719号、米国特許公報第2009/0075351号をも参照)。従って、
スクシニル-CoAシンテターゼをコードしているE.コリsucCD遺伝子を過剰発現するように
宿主株を遺伝子修飾した。E.コリsucCDオペロンのヌクレオチド配列を図14Aに示し、コー
ドされたスクシニル-CoAシンテターゼサブユニットについてのアミノ酸配列を図14B及び
図14Cに示す。簡単に述べると、E.コリsucCD遺伝子をE.コリ染色体DNAからのPCRによって
クローン化し、標準的な分子生物手法を用いてPA1lacO-1プロモーターの後ろのマルチコ
ピープラスミドpZS*13、pZA13及びpZE33に導入した(Lutz及びBujardの文献、Nucleic Aci
ds Res. 25:1203-1210 (1997))。
【０３８７】
　スクシニル-CoAシンテターゼをコードしているE.コリsucCD遺伝子を過剰発現させた。
それらの結果は、スクシニル-CoAシンテターゼを発現するsucCDを菌株に導入すると、原
生レベルの発現、又はスクシニル-CoA/アセチル-CoAトランスフェラーゼであるcat1の発
現と比較して、様々な菌株におけるBDO生成が向上することを示した。従って、スクシニ
ル-CoAシンテターゼをコードしている原生E.コリsucCD遺伝子を過剰発現させることによ
ってBDO生成を向上させた。
【０３８８】
(実施例XIII)
(BDO経路酵素をコードしている異種遺伝子の発現)
　本実施例では、BDOの生成の向上をもたらす様々な非原生経路酵素の発現について記載
する。
【０３８９】
　(アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ)　アルファ-ケトグルタル酸デカルボキ
シラーゼをコードしているマイコバクテリウム・ボビスsucA遺伝子を宿主株に発現させた
。M.ボビスsucAの過剰発現は、BDO生成を向上させた(国際公開公報第2008/115840号、国
際公開公報第2009/023493号、米国特許公報第2009/0047719号、米国特許公報第2009/0075
351号をも参照)。M.ボビスsucAのヌクレオチド配列及びアミノ酸配列並びにコードされた
アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼを図15に示す。
【０３９０】
　M.ボビスsucAを発現する菌株を構築するために、以下に示すプライマーを使用して、ア
ルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼをコードしているsucA遺伝子の断片を、マイ
コバクテリウム・ボビスBCGのゲノムDNA(ATCC 19015；米国培養細胞系統保存機関(Americ
an Type Culture Collection)、マナサス、VA)から増幅した。完全長遺伝子を4つの増幅D
NA断片のライゲーション反応によって構成し、PA1lacO-1プロモーターの後ろの発現ベク
ターpZS*13及びpZE23にクローン化した(Lutz及びBujardの文献、Nucleic Acids Res. 25:
1203-1210 (1997))。構成された遺伝子のヌクレオチド配列をDNA配列決定によって検証し
た。
【０３９１】
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【化２】

【０３９２】
　インビトロ及びインビボアッセイの両方を使用して、アルファ-ケトグルタル酸デカル
ボキシラーゼの機能的発現を実証した。SucA酵素活性を、既に報告されている方法(Tian
らの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:10670-10675 (2005))に従って測定した。反
応混合物は、50mMリン酸カリウム緩衝液(pH7.0)、0.2mMのピロリン酸チアミン、1mMのMgC
l2、0.8mMのフェリシアニド、1mMのアルファ-ケトグルタル酸及び細胞粗溶解物を含んで
いた。酵素活性を430nmでのフェリシアニドの還元によって監視した。SucA酵素のインビ
ボ機能を、E.コリ全細胞培養物を使用して検証した。SucA酵素及び4-ヒドロキシ酪酸デヒ
ドロゲナーゼ(4Hbd)をコードしているプラスミドで形質転換されたE.コリMG1655lacIqの
単一コロニーを、適切な抗生物質を含む5mLのLB培地に接種した。細胞を37℃で一晩好気
的に培養した。この一晩培養物の200uLを、20g/Lのグルコース、緩衝能を向上させるため
の100mMの3-(N-モルホリノ)プロパンスルホン酸(MOPS)、10μg/mLのチアミン及び適切な
抗生物質が補給された8mLのM9最小培地(6.78g/LのNa2HPO4、3.0g/LのKH2PO4、0.5g/LのNa
Cl、1.0g/LのNH4Cl、1mMのMgSO4、0.1mMのCaCl2)に導入した。最初に蓋付き嫌気性ボトル
に5分間にわたって窒素を流し、次いで接種後に23Gニードルで隔壁に穴をあけることによ
って微好気性条件を確立した。成長時にニードルをボトル内に維持して、少量の空気をボ
トルに導入させた。培養物が中対数成長期に達すると、0.2mMのイソプロピルβ-D-1-チオ
ガラクトピラノシド(IPTG)を用いてタンパク質発現を誘導した。対照として、4-ヒドロキ
シ酪酸デヒドロゲナーゼをコードしているプラスミドのみ及び空ベクターのみで形質転換
されたE.コリMG1655lacIq菌株を同じ条件下で培養した(表23参照)。LCMS法を使用して培
養培地における4-ヒドロキシ酪酸(4HB)の蓄積を監視した。マイコバクテリウムアルファ-
ケトグルタル酸デカルボキシラーゼを発現するE.コリ株のみが、有意な量の4HBを生成し
た(図16参照)。
【０３９３】
表24. 様々なプラスミド制御を含み且つsucA及び4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼをコ
ードしている3種の菌株
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【表７３】

【０３９４】
　個別の実験により、アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ経路は、還元的TCA回
路と無関係に機能することが証明された。E.コリ株ECKh-401(ΔadhE ΔldhA ΔpflB Δlp
dA::K.p.lpdA322 Δmdh ΔarcA)を宿主株として使用した(表25参照)。3つの構築物は全て
、4HBデヒドロゲナーゼをコードしている遺伝子(4Hbd)を含んでいた。構築物1は、アルフ
ァ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼをコードしている遺伝子(sucA)をも含んでいた。
構築物2は、還元的TCA回路を介する4HBの合成に必要とされるスクシニル-CoAシンテター
ゼをコードしている遺伝子(sucCD)及びCoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナー
ゼをコードしている遺伝子(sucD)を含んでいた。構築物3は、構築物1及び2の全ての遺伝
子を含む。これら3種のE.コリ株を、第2の培養が微好気性条件下であったことを除いては
上記と同じ条件下で培養した。SucA酵素を発現することによって、構築物3は、4HB合成の
ための還元的TCA回路に依存する構築物2より多くの4HBを生成した(図17参照)。
【０３９５】
　4HB及びBDOの生成に対するアルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼの貢献に関す
る更なる裏付けを、フラックス分析実験によって提供した。染色体上にsucCD-sucD及びsu
cAの両方を含むECKh-432の培養物を、1-13C-グルコース(60％)とU-13C-グルコース(40％)
の混合物を含むM9最小培地で成長させた。バイオマスを収穫し、タンパク質を単離して、
アミノ酸に加水分解し、アミノ酸の標識分布を既に記載されているようにガスクロマトグ
ラフィー-質量分析(GCMS)によって分析した(Fischer及びSauerの文献、Eur. J. Biochem.
 270:880-891 (2003))。加えて、分泌された4HB及びBDOの標識分布を国際公開公報第2008
115840A2号に記載されているようにGCMSによって分析した。このデータを用いて、確立さ
れた方法(Suthersらの文献、Metab. Eng. 9:387-405 (2007))を使用して細胞内フラック
ス分布を計算した。それらの結果は、アルファ-ケトグルタル酸の56％～84％がアルファ-
ケトグルタル酸デカルボキシラーゼを介してBDO経路に誘導されることを示していた。残
りは、アルファ-ケトグルタル酸デヒドロゲナーゼによって酸化され、次いでそれがスク
シニル-CoA経路を介してBDOに入った。
【０３９６】
　これらの結果は、プラスミドに発現されたマイコバクテリウム・ボビスBCGのsucA遺伝
子を含む4-ヒドロキシ酪酸産生株を実証している。この遺伝子をコードしているプラスミ
ドが存在しない場合は、sucD(CoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ)が発
現されなければ4-ヒドロキシ酪酸生成はごくわずかである。M.ボビス遺伝子は、その酵素
生成物が既に特徴づけられたマイコバクテリウム・ツベルクローシス遺伝子の近いホモロ
グである(Tianらの文献、前掲、2005)。
【０３９７】
　(コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(CoA-依存性)、4-ヒドロキシ酪酸デヒドロ
ゲナーゼ及び4-ヒドロキシブチリル-CoA/アセチル-CoAトランスフェラーゼ)　ポルフィロ
モナス・ギンギバリスW83からの遺伝子は、1,4-ブタンジオール生成のための経路の有効
な構成成分であり得る(国際公開公報第2008/115840号、国際公開公報第2009/023493号、
米国特許公報第2009/0047719号、米国特許公報第2009/0075351号をも参照)。ポルフィロ
モナス・ギンギバリスからのCoA依存性コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(sucD)
のヌクレオチド配列を図18Aに示し、コードされたアミノ酸配列を図18Bに示す。ポルフィ
ロモナス・ギンギバリスからの4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ(4hbd)のヌクレオチド
配列を図19Aに示し、コードされたアミノ酸配列を図19Bに示す。ポルフィロモナス・ギン
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ギバリスからの4-ヒドロキシ酪酸CoAトランスフェラーゼ(cat2)のヌクレオチド配列を図2
0Aに示し、コードされたアミノ酸配列を図20Bに示す。
【０３９８】
　簡単に述べると、コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(CoA依存性)及び4-ヒドロ
キシ酪酸デヒドロゲナーゼ、並びに場合によっては更に4-ヒドロキシブチリル-CoA/アセ
チル-CoAをコードしているポルフィロモナス・ギンギバリスW83由来の遺伝子を、P.ギン
ギバリス染色体DNAからのPCRによってクローン化し、標準的な分子生物手法を使用して、
PA1lacO-1プロモーターの後ろのマルチコピープラスミドpZS*13、pZA13及びpZE33に導入
した(Lutz及びBujardの文献、Nucleic Acids Res. 25:1203-1210 (1997))。次いで、これ
らのプラスミドを宿主株に導入した。
【０３９９】
　ポルフィロモナス・ギンギバリスW83遺伝子を上記のように産生株に導入した。いくつ
かの菌株は、コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(CoA依存性)及び4-ヒドロキシ酪
酸デヒドロゲナーゼのみを含み、4-ヒドロキシブチリル-CoA/アセチル-CoAトランスフェ
ラーゼを含んでいなかった。
【０４００】
　(酪酸キナーゼ及びホスホトランスブチリラーゼ)　酪酸キナーゼ(BK)及びホスホトラン
スブチリラーゼ(PTB)酵素を利用して、4-ヒドロキシブチリル-CoAを生成することができ
る(国際公開公報第2008/115840号、国際公開公報第2009/023493号、米国特許公報第2009/
0047719号、米国特許公報第2009/0075351号をも参照)。特に、クロストリジウム・アセト
ブチリクム遺伝子buk1及びptbを機能的BDO経路の一部として利用することができる。
【０４０１】
　最初の実験は、E.コリにおける原生C.アセトブチリクムPTB(020)及びBK(021)遺伝子の
クローン化及び発現を含んでいた。必要であれば、各遺伝子の開始コドン及び停止コドン
を、E.コリにおけるより最適な発現のために、それぞれ「ATG」及び「TAA」に修飾した。
C.アセトブチリクム遺伝子配列(020N及び021N)並びにそれらの対応する翻訳ペプチド配列
を図21及び図22に示す。
【０４０２】
　PTB及びBK遺伝子は、C.アセトブチリクムにオペロンとして存在し、PTB(020)遺伝子が
最初に発現される。これらの2つの遺伝子は、下流BK(021)遺伝子の再開リボソーム結合部
位を含む配列"atta aagttaagtg gaggaatgtt aac"(配列番号：)によって連結される。この
状況における2つの遺伝子をE.コリにおける発現のための発現ベクターにおけるlac調節プ
ロモーターに融合した(Lutz及びBujardの文献、Nucleic Acids Res. 25:1203-1210 (1997
))。
【０４０３】
　これらのベクター構築物からの2つのタンパク質の発現は、E.コリにのみ希に存在するC
.アセトブチリクム遺伝子における高頻度コドンにより、外因的に発現された他の遺伝子
と比較して低いことが判明した。従って、E.コリ遺伝子配列により高度に発現される代替
物には、希少コドンを変化させる新たな020及び021遺伝子が予測された。このコドン最適
化法は、既に記載されているアルゴリズムに従うものであった(Sivaramanらの文献、Nucl
eic Acids Res. 36:e16 (2008))。この方法は、特定のコドンが両側で隣接する場合のそ
れらの出現頻度と関連してコドン置換を予測する。増加する数の希少コドンが近傍のコド
ンの状況におけるそれらの頻度に基づいて、より優勢なコドンで置き換えられる(A＜B＜C
＜D)ようにして、020(図23)及び021(図24)の代替的遺伝子配列を決定した。原生020及び0
21ペプチド配列と比較した実際のペプチド配列の変化は、これらの予測配列に導入されな
かった。
【０４０４】
　コドン最適化に起因するBK及びPTBタンパク質の発現の向上を図25Aに示す。原生遺伝子
配列の発現をレーン2に示し、020B-021B及び020C-021Cの発現をそれぞれレーン3及び4に
示す。コドン最適化オペロン020B-021B(2021B)及び020C-021C(2021C)におけるより高レベ
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ルのタンパク質発現は、また、同等に発現されたE.コリ粗抽出物における原生オペロン(2
021n)と比較して活性の向上をもたらした(図25B)。
【０４０５】
　コドン最適化オペロンを、菌株ECKh-432(ΔadhE ΔldhA ΔpflB ΔlpdA::K.p.lpdA322 
Δmdh ΔarcA gltAR163L fimD::E.コリsucCD, P.ギンギバリスsucD, P.ギンギバリス4hbd
 fimD::M.ボビスsucA, C.クルイベリ4hbd)において、C.アセトブチリクムアルデヒドデヒ
ドロゲナーゼとともにプラスミドに発現させて、完全なBDO経路を提供した。上記のよう
に微好気性条件を維持するために23Gのニードルを使用して、20g/Lのグルコースを含むM9
最小培地で細胞を培養した。結果として生じたグルコースの最終生成物BDOへの変換を測
定した。PTB-BK酵素対の直接的生成物である、4Hb-CoAから誘導される自発的再配列分子
であるガンマ-ブチリラクトン(GBL)の蓄積も測定した。図26は、原生2021nオペロンの発
現が、4HB及び遊離CoAを4HB-CoAに変換することが可能な代替的酵素機能Cat2(034)に匹敵
するBDOレベルをもたらしたことを示している。034のGBLレベルは、2021nより有意に高く
、このことは、前者の酵素が、原生遺伝子から発現されたPTB-BKより高い活性を有するこ
とを示唆している。しかし、BDO及びGBLの両レベルは、コドン最適化変異体2021B及び202
1Cが発現された場合は、034又は2021nのいずれかより高く、このことは、PTB及びBKに対
する遺伝子のコドン最適化がE.コリにおけるBDO合成に対するそれらの貢献を有意に高め
ることを示している。
【０４０６】
　これらの結果は、酪酸キナーゼ(BK)及びホスホトランスブチリラーゼ(PTB)酵素を採用
して、4-ヒドロキシ酪酸を4-ヒドロキシブチリル-CoAに変換することができることを実証
している。これにより、生成された4-ヒドロキシブチリル-CoAの1モル当たり1モルの酢酸
を生成することになる4-ヒドロキシブチリル-CoA/アセチル-CoAトランスフェラーゼなど
の転移酵素が必要でなくなる。クロストリジウム・アセトブチリクムからの酵素は、BDO
生成のための多くの操作された菌株に存在する。
【０４０７】
　(4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼ)　クロストリジウム・ベイジェリンキーald
遺伝子を機能的BDO経路の一部として利用することができる(国際公開公報第2008/115840
号、国際公開公報第2009/023493号、米国特許公報第2009/0047719号、米国特許公報第200
9/0075351号をも参照)。クロストリジウム・ベイジェリンキーaldを利用して、BDO産生株
におけるエタノール生成を減少させることもできる。また、具体的なコドン最適化ald変
異体(GNM0025B)は、BDO生成を向上させることが判明した。
【０４０８】
　原生C.ベイジェリンキーald遺伝子(025n)及び酵素の予測タンパク質配列を図27に示す
。クロストリジウム・アセトブチリクムPTB及びBK遺伝子に見られるように、原生C.ベイ
ジェリンキーald遺伝子の発現は、E.コリにおいて非常に低かった。従って、この遺伝子
に対する4つのコドン最適化変異体を予測した。図28A～28Dは、増加する数の希少コドン
が近傍コドンの状況におけるそれらの頻度に基づいて、より優勢なコドンで置き換えられ
る(A＜B＜C＜D)、025に対する代替的な遺伝子配列を示す(25A、P=0.05；25B、P=0.1；25C
、P=0.15；25D、P=1)。原生025ペプチド配列と比較した実際のペプチド配列の変化は、こ
れらの予測配列に導入されなかった。コドン最適化は、C.ベイジェリンキーaldの発現を
有意に増大させて(図29参照)、BDO経路全体を発現する細胞におけるグルコースのBDOへの
有意により高度な変換をもたらした(図30A)。
【０４０９】
　原生遺伝子及びコドン最適化遺伝子を、宿主株ECKh-432(ΔadhE ΔldhA ΔpflB ΔlpdA
::K.p.lpdA322 Δmdh ΔarcA gltAR163L ΔackA fimD::E.コリsucCD, P.ギンギバリスsuc
D, P.ギンギバリス4hbd fimD::M.ボビスsucA, C.クルイベリ4hbd)において、P.ギンギバ
リスCat2とともにプラスミドに発現させることで、完全なBDO経路を含めた。上記のよう
に20g/Lグルコースを含むM9最小培地において細胞を微好気的に培養した。(コドン最適化
変異体遺伝子025Bから発現された)C.ベイジェリンキーAld酵素によるBDO及びエタノール
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の相対的生成を、C.アセトブチリクムAdhE2酵素と比較した(図30B参照)。C.アセトブチリ
クムAdhE2酵素(002C)は、BDOよりエタノールをほぼ4倍多く生成した。比較すると、C.ベ
イジェリンキーAld(025B)は(内因性ADH活性に関連して)、等しい量のBDOを生成したが、0
02Cと比較してこの酵素ではBDO対エタノールの生成比が逆転していた。これは、C.ベイジ
ェリンキーAldが、C.アセトブチリクムAdhE2よりもアセチル-CoAに対して4HB-CoAに特異
的であるため、BDO経路に含めるのに前者が好適な酵素であることを示唆している。
【０４１０】
　クロストリジウム・ベイジェリンキーald遺伝子(Tothらの文献、Appl. Environ. Micro
biol. 65:4973-4980 (1999))を、4-ヒドロキシブチリル-CoAの4-ヒドロキシブタナールへ
の変換を触媒するための候補として試験した。50種を超えるアルデヒドデヒドロゲナーゼ
を4-ヒドロキシブチリル-CoAの4-ヒドロキシブチルアルデヒドへの変換を触媒するそれら
の能力についてスクリーニングした。この酵素がアセチル-CoAでなく4-ヒドロキシブチリ
ル-CoAを基質として嗜好するため、BDO産生株へ組み込むのにC.ベイジェリンキーald遺伝
子を選択した。これは、アルデヒドデヒドロゲナーゼ機能性を有するたいていの他の酵素
(例えば、C.アセトブチリクムからのadhE2(Fontaineらの文献、J Bacteriol. 184:821-83
0 (2002))が優先的にアセチル-CoAをアセトアルデヒドに変換し、それが次にエタノール
に変換されるため重要である。C.ベイジェリンキー遺伝子を利用すると、BDO生成生物体
において副産物として生成されるエタノールの量が減少する。また、この遺伝子のコドン
最適化型は、E.コリにおいて極めて十分に発現する(Sivaramanらの文献、Nucleic Acids 
Res. 36:e16 (2008))。
【０４１１】
　(4-ヒドロキシブタナールレダクターゼ)　ゲオバシルス・サーモグルコシダシウス(M10
EXG)からのadh1の4-ヒドロキシブタナールレダクターゼ活性を利用した。これは、4-ヒド
ロキシブタナールレダクターゼ活性を内因性レベルよりも高めることよってBDO生成の向
上をもたらした。
【０４１２】
　複数のアルコールデヒドロゲナーゼを4-ヒドロキシブタナールのBDOへの還元を触媒す
るそれらの能力についてスクリーニングした。ブチルアルデヒドに対して高い活性を有す
るたいていのアルコールデヒドロゲナーゼが、4-ヒドロキシブチルアルデヒドに対しては
るかに低い活性を示した。1つの注目すべき例外は、4-ヒドロキシブタナール及びブタナ
ールの両方に対して高い活性を示すゲオバシルス・サーモグルコシダシウスM10EXG(Jeon
らの文献、 J. Biotechnol. 135:127-133 (2008))からのadh1遺伝子(GNM0084)である。
【０４１３】
　ゲオバシルス・サーモグルコシダシウスからのadh1遺伝子の原生遺伝子配列及びコード
されたタンパク質配列を図31に示す。G.サーモグルコシダシウスadh1遺伝子をE.コリに発
現させた。
【０４１４】
　Adh1酵素(084)は、E.コリにおけるその原生遺伝子から極めて十分に発現した(図32A参
照)。ADH酵素アッセイにおいて、E.コリ発現酵素は、ブチルアルデヒド又は4HB-アルデヒ
ドを基質として使用した場合に非常に高度な還元活性を示した(図32B参照)。これらの基
質について決定したKm値は、それぞれ1.2mM及び4.0mMであった。これらの活性値は、Adh1
酵素が、試験された全ての候補の4HB-アルデヒドの還元に対する活性が最も高いことを示
していた。
【０４１５】
　C.ベイジェリンキーaldと結合させたときにBDO生成を増強させるその能力について084
酵素を試験した。084遺伝子をC.ベイジェリンキーald変異体025B遺伝子の後ろに挿入して
、両遺伝子の結合発現をもたらす合成オペロンを作製した。同様の構築物が025Bを他のAD
H候補遺伝子と連結させ、BDO生成に対して各ADHを025Bとともに含む効果を試験した。使
用した宿主株は、BDO経路の残りを染色体上に含むECKh-459(ΔadhE ldhA ΔpflB ΔlpdA:
:fnr-pflB6-K.p.lpdA322 Δmdh ΔarcA gltAR163L fimD::E.コリsucCD, P.ギンギバリスs
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ucD, P.ギンギバリス4hbd fimD:: M.ボビスsucA, C.クルイベリ4hbd fimD::C.アセトブチ
リクムbuk1, C.アセトブチリクムptb)であった。025Bとともに発現された084ADHは、025B
のみ(図33の左矢印)と比較すると、内因性ADH機能との組合せにおいて、最も高量のBDO(
図33の右矢印)を示した。それは、また、026A-C、クロストリジウム・アセトブチリクム
のブタノールデヒドロゲナーゼのコドン最適化変異体；050、ザイモモナス・モビリスの
アルコールデヒドロゲナーゼI；052、シトロバクター・フロインディイの1,3-プロパンジ
オールデヒドロゲナーゼ；053、ラクトバチラス・ブレビスの1,3-プロパンジオールデヒ
ドロゲナーゼ；057、バクテロイデス・フラギリスのラクトアルデヒドレダクターゼ；058
、E.コリの1,3-プロパンジオールデヒドロゲナーゼ；071、バシルス・スブチリスの168ア
ルファ-ケトグルタル酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼなどで示される025Bと組み合わ
されると他のADH酵素より多くのBDOを生成した。「PT5lacO」で標示される構築物は、遺
伝子がPT5lacOプロモーターによって駆動される構築物である。全ての他の場合において
、PA1lacO-1プロモーターを使用した。これは、084ADHをBDO経路に含めるとBDO生成が増
大したことを示している。
【０４１６】
(実施例XIV)
(ピルビン酸デヒドロゲナーゼを発現するBDO産生株)
　本実施例では、BDO生成を向上させるためのピルビン酸デヒドロゲナーゼ(PDH)の利用に
ついて記載する。クレブシエラ・ニューモニエlpdA遺伝子の異種発現を使用してBDO生成
を向上させた。
【０４１７】
　計算上では、1,4-ブタンジオールの最大理論収率を達成するためにピルビン酸のアセチ
ルCoAへのNADH生成変換が必要である(国際公開公報第2008/115840号、国際公開公報第200
9/023493号、米国特許公報第2009/0047719号、米国特許公報第2009/0075351号；国際公開
公報2008/018930号； Kimらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 73:1766-1771 (2007)；
Kimらの文献、J. Bacteriol. 190:3851-3858 (2008)；Menzelらの文献、J. Biotechnol. 
56:135-142 (1997)をも参照)。PDH活性の欠如は、BDOの最大嫌気性理論収率を、ホスホエ
ノールピルビン酸カルボキシキナーゼ(PEPCK)活性を達成できない場合に11％低下させ、P
EPCK活性を達成できる場合に3％低下させることが示された。しかし、より重要なことに
、ADHEr、ASPT、LDH_D、MDH及びPFLiのノックアウトを有する、国際公開公報2009/023493
号及び米国特許公報第2009/0047719号に記載されているOptKnock株#439においてPDH活性
が存在しないと、BDOの最大嫌気性収率が、PEPCK活性が存在しない場合又は存在する場合
にそれぞれ54％又は43％低下する。外部電子受容体の存在下で、PDH活性の欠如は、ノッ
クアウト株の最大収率を、PEPCK活性が存在しない場合又は存在する場合にそれぞれ10％
又は3％低下させる。
【０４１８】
　PDHは、中央代謝の最も複雑な酵素の1つであり、ジヒドロリポイルトランスアセチラー
ゼ(E2)コアの外側に結合するピルビン酸デカルボキシラーゼ(E1)の24個のコピー及びジヒ
ドロリポイルデヒドロゲナーゼ(E3)の12個の分子で構成される。PDHは、高いNADH/NAD、A
TP/ADP及びアセチル-CoA/CoA比によって阻害される。この酵素は、たいていはlpdAによっ
てコードされるE3のNADH感受性により、必然的に、E.コリなどの生物体における酸素が制
限された条件又は嫌気性条件下で非常に低い活性を示す。このため、クレブシエラ・ニュ
ーモニエからのlpdA遺伝子のNADH非感応型をクローン化し、発現させて、NADH/NAD比が大
きくなると推定される条件下でPDHの活性を高めた。
【０４１９】
　(原生lpdAの置換)　クレブシエラ・ニューモニエのピルビン酸デヒドロゲナーゼオペロ
ンは、ヌクレオチドレベルでE.コリの同等のオペロンと78～95％の間の同一性がある。K.
ニューモニエは、グリセロールの存在下で嫌気的に成長する能力を有することが示された
(Menzelらの文献、J. Biotechnol. 56:135-142 (1997)；Menzelらの文献、Biotechnol. B
ioeng. 60:617-626 (1998))。E.コリのオペロンのlpdA遺伝子における2つの変異は、嫌気
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的に成長するその能力を向上させることも示された(Kimらの文献、Appl. Environ. Micro
biol. 73:1766-1771 (2007)；Kimらの文献、J. Bacteriol. 190:3851-3858 (2008))。鋳
型としてのゲノムDNA(ATCC700721D)並びにプライマー
【化３】

を使用して、K.ニューモニエのlpdA遺伝子をPCRによって増幅させた。得られた断片をベ
クターpCR-BluntII-TOPO(Invitrogen；カールスバッド、CA)にクローン化して、プラスミ
ドpCR-KP-lpdAを得た。
【０４２０】
　対抗選択の手段として非複製プラスミド及びバシルス・スブチリスからのsacB遺伝子を
使用して染色体遺伝子置換を行った(Gayらの文献、J. Bacteriol. 153:1424-1431(1983))
。使用したベクターは、サイズが3.6kbであり、カナマイシン耐性遺伝子を保持する、ori
T配列及びIS配列が欠失したpRE118(ATCC87693)である。配列を確認し、ベクターをpRE118
-V2と命名した(図34参照)。
【０４２１】
　LpdA遺伝子に隣接するE.コリ断片を、プライマーの組合せ:
【化４】

を使用して、PCRによって増幅させた。K.ニューモニエのlpdA遺伝子を含むBamHI-XbaI断
片をプラスミドpCR-KP-lpdAから単離し、次いでそれぞれPstI+BamHI及びNheI-KpnIで消化
される上記E.コリ断片、並びにKpnI及びPstIで消化されるpRE118-V2プラスミドに連結さ
せた。(pRE118-M2.1 lpdA yacと呼ばれる)得られたプラスミドを、His322残基のTry残基
への変異のためのプライマー

【化５】

の組合せ、又は残基Glu354のLys残基への変異のためのプライマー
【化６】

の組合せを使用して部位特異的変異誘発(SDM)させた。ポリメラーゼPfu Turbo(Stratagen
e；サンディエゴ、CA)を用いてPCRを実施した。断片全体の配列並びに所望の変異のみの
存在を検証した。得られたプラスミドを形質転換によってE.コリのエレクトロコンピテン
ト細胞ΔadhE::Frt-ΔldhA::Frtに導入した。染色体における第1の組込み事象を、カナマ
イシン(25又は50mg/L)を含むLB寒天プレート上で選択した。1つが挿入の領域の外側に位
置し、1つがカナマイシン遺伝子

【化７】

内に位置する2つのプライマーを使用して、PCRによって正確な挿入を検証した。正確な挿
入を伴うクローンを分解のために選択した。それらを純粋な液体LB中で所望の温度にて2
回二次培養し、順次的な希釈物をLB-無塩-スクロース10％プレート上に播種した。スクロ
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ース含有プレート上で成長したクローンをLB-低塩寒天培地上でのカナマイシン耐性遺伝
子の欠失についてスクリーニングし、lpdA遺伝子置換をPCR及び包含領域の配列決定によ
って検証した。挿入領域の配列を検証し、それを以下に記載する。変異Glu354Lysを有す
る(4-4-P1と命名された)1つのクローンを選択した。次いで、このクローンにE.コリΔPfl
B::FrtのP1溶解物を形質導入して、ECKh-138株(ΔadhE ΔldhA ΔpflB ΔlpdA::K.p.lpdA
322)を得た。
【０４２２】
　aceF及びlpdA遺伝子を包含するECKh-138領域の配列を図35に示す。K.ニューモニエlpdA
遺伝子に下線が引かれ、Glu354Lys変異体における変化したコドンには網掛けされている
。原生E.コリlpdAと変異体K.ニューモニエlpdAのタンパク質配列比較を図36に示す。
【０４２３】
　BDO産生株にK.ニューモニエlpdAを使用する有益性を評価するために、強い誘導性プロ
モーターからBDO経路全体を発現するプラスミドで宿主株AB3及びECKh-138を形質転換した
。具体的には、E.コリsucCD、P.ギンギバリスsucD、P.ギンギバリス4hbdを中コピープラ
スミドpZA33において発現させ、P.ギンギバリスCat2及びC.アセトブチリクムAdhE2を高コ
ピープラスミドpZE13において発現させた。これらのプラスミドは、文献(Lutz及びH. Buj
ardの文献、Nucleic Acids Res 25:1203-1210 (1997))に記載されており、BDO経路発現の
ためのそれらの使用は、実施例XIII及び国際公開公報第2008/115840に記載されている。
【０４２４】
　20g/Lのグルコース、緩衝能を向上させるための100mMの3-(N-モルホリノ)プロパンスル
ホン酸(MOPS)、10μg/mLのチアミン及び適切な抗生物質が補給されたM9最小培地(6.78g/L
のNa2HPO4、3.0g/LのKH2PO4、0.5g/LのNaCl、1.0g/LのNH4Cl、1mMのMgSO4、0.1mMのCaCl2
)にて37℃で細胞を嫌気的に成長させた。最初に蓋付き嫌気性ボトルに5分間にわたって窒
素を流し、次いで接種後に23Gニードルで隔壁に穴をあけることによって微好気性条件を
確立した。成長時にニードルをボトル内に維持して、少量の空気をボトルに導入させた。
経路遺伝子を誘導するために、OD600が約0.2に達すると0.25mMのIPTGを添加し、誘導後24
時間毎に分析のために試料を採取した。培養上澄みを、実施例II及び国際公開公報第2008
/115840号に記載されているようにBDO、4HB及び他の副産物について分析した。ECKh-138
におけるBDO及び4HB生成は、48時間後に、AB3における、又は先の試験で使用した宿主MG1
655ΔldhAにおける生成より有意に高かった(図37)。
【０４２５】
　(PDHプロモーター置換)　Fnr結合部位、pflBプロモーターの1つ及びそのリボソーム結
合部位(RBS)を含む転写融合体によりpdhRリプレッサーを置き換えることで、嫌気性プロ
モーターによりaceEF-lpdオペロンを発現させると、嫌気的にpdh活性が高められることが
以前に示されている(Zhouらの文献、Biotechnol. Lett. 30:335-342 (2008))。Fnr結合部
位、pflB-p6プロモーター及びRBS結合部位を含む融合体を、重複PCRによって構築した。2
つの断片が増幅され、一方はプライマー：
【化８】

を使用し、他方はプライマー

【化９】

を使用する。重複PCRによりそれら2つの断片を集成し、最終的なDNA断片を制限酵素NdeI
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及びBamHIで消化した。続いて、上記のようにpRE118-V2を使用して、この断片をE.コリオ
ペロンのaceE遺伝子の上流に導入した。この置換を菌株ECKh-138及びECKh-422において実
施した。aceE遺伝子の5’領域を包含するヌクレオチド配列を検証し、それを図37に示す
。図37は、pf1B-p6プロモーター及びリボソーム結合部位(RBS)に融合されたaceE遺伝子の
5’末端のヌクレオチド配列を示す。イタリック体の5’配列は、pdhオペロンから反対方
向に転写されるaroP遺伝子の出発点を示す。イタリック体の3’配列は、aceE遺伝子の出
発点を示す。大文字:pflB RBS。下線:FNR結合部位。太字:pflB-p6プロモーター配列。
【０４２６】
　(lpdAプロモーター置換)　fnr結合部位、pflB-p6プロモーター及びpflB遺伝子のRBSを
含むプロモーター領域を、染色体DNA鋳型並びにプライマー
【化１０】

を使用してPCRによって増幅させた。プラスミド2-4aを、プライマー
【化１１】

を使用してPCRによって増幅させた。得られた2つの断片を、BPSクローニングキット(BPS 
Bioscience；サンディエゴ、CA)を使用して集成した。得られた構築物を配列決定し、検
証し、上記のpRE118-V2法を使用して菌株ECKh-439に導入した。得られた菌株ECKh-456にa
ceF-lpdA領域を包含するヌクレオチド配列を図39に示す。
【０４２７】
　その構造が以下に示される宿主株ECKh-439(ΔadhE ΔldhA ΔpflB ΔlpdA::K.p.lpdA32
2 Δmdh ΔarcA gltAR163L ackA fimD::E.コリsucCD, P.ギンギバリスsucD, P.ギンギバ
リス4hbd fimD:: M.ボビスsucA, C.クルイベリ4hbd)、並びにpdhR及びlpdAプロモーター
置換誘導体ECKh-455及びECKh-456を、BDO生成について試験した。これらの菌株を、P.ギ
ンギバリスCat2及びC.ベイジェリンキーAldを含むpZS*13で形質転換して完全BDO経路を得
た。細胞を、上記のように20g/Lグルコースが補給されたM9最小培地で培養した。0.2mMの
IPTGによる誘導の48時間後のBDO、4HB及びピルビン酸の濃度を図40に示した。これらのプ
ロモーター置換菌株は、同質遺伝子系の親よりわずかに多くのBDOを生成する。
【０４２８】
　これらの結果は、ピルビン酸デヒドロゲナーゼの発現がBDO産生株におけるBDOの生成を
増大させることを実証した。
【０４２９】
(実施例XV)
(クエン酸シンターゼ及びアコニターゼを発現するBDO産生株)
　本実施例では、クエン酸シンターゼ及びアコニターゼの活性を向上させてBDOの生成を
増大させることについて記載する。gltAへのR163L変異は、BDO生成を向上させることが判
明した。また、arcAノックアウトを使用してBDO生成を向上させた。
【０４３０】
　計算上では、1,4-ブタンジオールの最大理論収率を達成するためにクエン酸シンターゼ
(CS)及びアコニターゼ(ACONT)を介するフラックスが必要であることが確認された(国際公
開公報第2008/115840号、国際公開公報第2009/023493号、米国特許公報第2009/0047719号
、米国特許公報第2009/0075351号をも参照)。CS又はACONT活性の欠如は、嫌気性条件下で
最大理論収率を14％低下させる。外部電子受容体の存在下で、最大収率は、PEPCK活性が
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れ9％又は6％低下する。ピルビン酸デヒドロゲナーゼ(PDH)については、ADHEr、ASPT、LD
H_D、MDH及びPFLiがノックアウトされるノックアウト株バックグラウンドにおいてCS及び
ACONTの重要性が著しく増幅される(デザイン#439)(引用により本明細書中に組み込まれて
いる国際公開公報第2009/023493号及び米国特許公報第2009/0047719号参照)。
【０４３１】
　国際公開公報第2009/023493号及び米国特許公報第2009/0047719号に記載されている最
小OptKnock株設計は、ECKh-138の外にリンゴ酸デヒドロゲナーゼをコードしているmdh遺
伝子の1つの更なる欠失を有していた。この遺伝子の欠失は、還元的TCA回路を介するコハ
ク酸へのフラックスを防止することを意図する。λ赤色相同組換え法(Datsenko及びWanne
rの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:6640-6645(2000))を使用して、mdh欠失を実施
した。以下のオリゴヌクレオチドを使用して、pKD3から、FRT部位が隣接するクロラムフ
ェニコール耐性遺伝子(CAT)をPCR増幅した：
【化１２】

。
【０４３２】
　下線が引かれた領域は、pKD3プラスミドに対する相同性を示し、太字の配列は、mdh OR
Fの配列の上流及び下流の配列相同性を指す。精製後、PCR生成物を、pRedET(tet)で形質
転換され、製造者の説明書(www.genebridges.com/gb/pdf/K001%20Q%20E%20BAC%20Modific
ation%20Kit-version2.6-2007-screen.pdf)に従って調製されたECKh-138エレクトロコン
ピテント細胞に電気穿孔した。PCR生成物を、それが図41に示されるようにmdh遺伝子の上
流領域でECKh-138ゲノムに組み込むように設計した。
【０４３３】
　組換え体をクロラムフェニコール耐性について選択し、ストリークを精製した。mdh遺
伝子の喪失及びCATの挿入を診断PCRによって検証した。CAT遺伝子を除去するために、FLP
リコンビナーゼを含む温感性プラスミドpCP20(Datsenko及びWannerの文献、Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 97:6640-6645 (2000))を30℃で細胞に形質転換し、アンピシリン耐性(AM
P)について選択した。形質転換体を非選択的に42℃で一晩成長させて、FLP合成を熱的に
誘発し、プラスミドの喪失を引き起こした。次いで、培養物ストリークを精製し、個々の
コロニーを全ての抗生物質耐性の喪失について試験した。大多数が、FRT隣接耐性遺伝子
及びFLPヘルパープラスミドを同時に喪失していた。「FRT」瘢痕残留物も存在した。得ら
れた菌株をECKh-172と命名した。
【０４３４】
　CS及びACONTは、嫌気性条件下で高度な活性を有さないか、又は高度に発現されない。
この目的のため、TCA回路の全体的な調節因子をコードしているarcA遺伝子を欠失させた
。arcAは、微好気性条件を通じて作用して、低酸素量に対して敏感である中央代謝酵素ac
eE、pflB及びadhEの活性を可能にする遺伝子産物の発現を誘発する。微好気的に、arcA/a
rcBの欠失は、ldh、icd、gltA、mdh及びgdh遺伝子の比活性を高めることが示された(Salm
onらの文献、J. Biol. Chem. 280:15084-15096 (2005)；Shalel-Levanonらの文献、Biote
chnol. Bioeng. 92(2):147-159 (2005))。E.コリMG1655のarcA遺伝子の上流及び下流領域
を、それぞれプライマー
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【化１３】

とともに使用してPCRによって増幅させた。続いて、これらの断片を制限酵素EcoRI及びKp
nI(上流断片)並びにEcoRI及びPstI(下流)で消化させた。次いで、それらをPstI及びKpnI
で消化されたpRE118-V2プラスミドに連結させて、プラスミドpRE118-ΔarcAを得た。プラ
スミドpRE118-ΔarcAの配列を検証した。pRE118-ΔarcAを、E.コリ株ECKh-172のエレクト
ロコンピテント細胞(ΔadhE ΔldhA ΔpflB ΔlpdA::K.p.lpdA322 Δmdh)に導入した。上
記のようにLB-無塩-スクロースプレート上で組込み及び分解後、得られた菌株ECKh-401の
染色体におけるarcA遺伝子の欠失を配列決定によって検証し、それを図42に示す。
【０４３５】
　E.コリのgltA遺伝子は、クエン酸シンターゼをコードしている。この遺伝子は、NADHに
よってアロステリック阻害されることが既に示されており、この阻害に関与するアミノ酸
が特定された(Pereiraらの文献、J. Biol. Chem. 269(1):412-417 (1994)；Stokellらの
文献、J. Biol. Chem. 278(37):35435-35443 (2003))。E.コリMG1655のgltA遺伝子を、プ
ライマー
【化１４】

を使用してPCRによって増幅させた。増幅した断片をKpnI及びPstIで消化した後にpRE118-
V2にクローン化した。得られたプラスミドをpRE118-gltAと命名した。次いで、このプラ
スミドを、プライマー
【化１５】

を使用して部位特異的変異誘発(SDM)させて、残基Arg163をLys残基に変化させた。断片全
体の配列を配列決定によって検証した。λ赤色相同組換え法の変法(Datsenko及びWanner
の文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:6640-6645 (2000))を使用して、Frt瘢痕を残さ
ずに原生gltA遺伝子をR163L変異対立遺伝子で置き換えた。全般的な組換え手順は、上記m
dh欠失を作製するのに使用したものと同じである。第1に、λ赤色相同組換え法を使用し
てrpsLヌル変異を導入することによって、菌株ECKh-172をストレプトマイシン耐性にした
。次に、組換えを実施して、この菌株における野生型gltAコード領域全体を、カナマイシ
ン耐性遺伝子(kanR)及びE.コリrpsL遺伝子の野生型コピーで構成されるカセットで置き換
えた。rpsLヌル変異を保持するE.コリ株に導入されると、該カセットは、細胞を薬物スト
レプトマイシンに対して耐性からストレプトマイシン感受性に変化させる。次いで、適切
な相同末端とともに、gltA遺伝子の各変異型を含むDNA断片を導入し、得られたコロニー
成長をストレプトマイシンの存在下で試験した。これを、kanR/rpsLカセットが変異gltA
遺伝子で置き換えられた菌株について選択した。この変異遺伝子の適正な座への挿入を、
PCR及びDNA配列決定分析によって確認した。得られた菌株は、ECKh-422と命名され、遺伝
子型ΔadhE ΔldhA ΔpflB ΔlpdA::K.p.lpdA322 Δmdh ΔarcA gltAR163Lを有する。菌
株ECKh-422の変異gltA遺伝子を包含する領域を、図43に示すように配列決定によって検証
した。
【０４３６】
　次いで、菌株ECKh-401及びgltAR163L変異体ECKh-422の粗抽出物をクエン酸シンターゼ
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活性について評価した。細胞を4500rpmの遠心(Beckman-Coulter、Allegera X-15R；フラ
ートン、CA)によって10分間にわたって収集した。ベンゾナーゼ及びリゾチームを含む0.3
mLのBugBuster(Novagen/EMD；サンディエゴ、CA)試薬にペレットを再懸濁させ、静かに振
盪しながら溶解を室温で15分間進行させた。無細胞溶解物を4℃で30分間にわたる14000rp
mの遠心(Eppendorf遠心器5402；ハンブルグ、ドイツ)によって得た。試料中の細胞タンパ
ク質を、Bradford法(Bradfordの文献、Anal. Biochem. 72:248-254 (1976))を使用して測
定した。
【０４３７】
　アセチル-CoAとオキサロ酢酸との反応から放出される遊離補酵素A(HS-CoA)の形成を追
跡することによってクエン酸シンターゼ活性を測定した。HS-CoAの遊離チオール基は、5,
5’-ジチオビス-(2-ニトロ安息香酸)(DTNB)と反応して、5-チオ-2-ニトロ安息香酸(TNB)
を形成する。次いで、410nm(412nmで最大)の吸光度を測定することによってTNBの濃度を
分光光度的に監視する。アッセイ混合物は、100mMのトリス/HCl緩衝液(pH7.5)、20mMのア
セチル-CoA、10mMのDTNB及び20mMのオキサロ酢酸を含んでいた。NADH阻害の評価のために
、0.4mMのNADHをも反応物に添加した。5μlの細胞抽出物を添加することによってアッセ
イを開始し、経時的な吸光度変化を追跡することによって反応速度を測定した。比活性1
単位は、タンパク質1mg当たり1分間毎に変換される生成物のμmolで定義される。
【０４３８】
　図44は、野生型gltA遺伝子産物及びR163L変異体のクエン酸シンターゼ活性を示す。ア
ッセイを0.4mMのNADHの不在下又は存在下で実施した。
【０４３９】
　菌株ECKh-401及びECKh-422を、BDO経路全体を発現するプラスミドで形質転換した。E.
コリsucCD、P.ギンギバリスsucD、P.ギンギバリス4hbd及びM.ボビスsucAを低コピープラ
スミドpZS*13に発現させ、P.ギンギバリスCat2及びC.アセトブチリクムAdhE2を中コピー
プラスミドpZE23に発現させた。これらの菌株の培養物を、上記のように20g/Lグルコース
及び適切な抗生物質が補給されたM9最小培地にて微好気性に成長させた。2つ組みの培養
物から平均した誘導の48時間後の4HB及びBDO濃度を図45に示す。いずれもECKh-422の方が
ECKh-401より高く、gltA変異により向上したクエン酸シンターゼ活性が、BDO経路へのフ
ラックスの増大をもたらすことが証明される。
【０４４０】
　このセクションに記載されている宿主株改変は、酸化的TCA回路を介して炭素フラック
スを方向転換することを意図し、それは、国際公開公報第2009/023493号及び米国特許公
報第2009/0047719号に記載されているOptKnock株設計と一致する。フラックスが実際にこ
の経路を介して誘導されることを実証するために、(実施例XVIIに記載されているように)
上流経路が染色体に組み込まれた型のECKh-422である菌株ECKh-432を使用して13Cフラッ
クス分析を実施した。BDO経路を完成するために、P.ギンギバリスCat2及びC.ベイジェリ
ンキーAldをpZS*13から発現させた。4つの並行培養物を、4つの異なる標識比(1-13C、グ
ルコース分子内の第1の炭素原子のみが13Cで標識されている；均一-13C、全ての炭素原子
が13Cである)の4g/Lの全グルコースを含むM9最小培地(6.78g/LのNa2HPO4、3.0g/LのKH2PO

4、0.5g/LのNaCl、1.0g/LのNH4Cl、1mMのMgSO4、0.1mMのCaCl2)にて成長させた。
1.　80mol％非標識、20mol％均一-13C
2.　10mol％非標識、90mol％均一-13C
3.　90mol％ 1-13C、10mol％均一-13C
4.　40mol％ 1-13C、60mol％均一-13C
【０４４１】
　並行非標識培養物を2つ組みで成長させ、そこから高頻度で試料を採取して、成長速度
、グルコース取込み速度及び生成物形成速度を評価した。後対数期において、標識培養物
を収穫し、タンパク質を単離し、アミノ酸に加水分解し、既に記載されているようにアミ
ノ酸の標識分布をガスクロマトグラフィー-質量分析(GCMS)によって分析した(Fischer及
びSauerの文献、Eur. J. Biochem. 270:880-891 (2003))。加えて、標識培養物からブロ
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るようにGCMSによって分析した。このデータを集合的に使用して、確立された方法(Suthe
rsらの文献、Metab. Eng. 9:387-405 (2007))を使用して細胞内フラックス分布を計算し
た。得られた中央代謝フラックス及び関連する95％信頼区間を図46に示す。値は、1mmol/
時のグルコース取込み速度に対して正規化されたモルフラックスである。その結果は、炭
素フラックスが、クエン酸合成を介して酸化方向に誘導されること、及びたいていの炭素
が、TCA回路を完成させるのでなくBDO経路に入ることを示している。また、この菌株にお
けるmdh欠損により、リンゴ酸とオキサロ酢酸との間にフラックスが実質的に存在しない
ことが確認される。
【０４４２】
　BDO生成にOptKnockを使用して設計された菌株(国際公開公報第2009/023493号及び米国
特許公報第2009/0047719号参照)などのノックアウト株を使用する利点を、ECKh-422の典
型的な発酵プロファイルと、BDOが還元的TCA回路を介してコハク酸から生成される本来の
菌株ECKh-138のプロファイルとを比較することによって確認することができる(図47参照)
。20g/Lのグルコースが補給されたM9最小培地を使用して、2LのBiostat B+バイオリアク
ター(Sartorius；セデックス、フランス)にて1Lの初期培養容量で発酵を実施した。温度
を37℃で制御し、2MのNH4OH又はNa2CO3を使用してpH7.0で制御した。細胞を約10のOD600
に好気的に成長させ、その時点で培養物を0.2mMのIPTGで誘導させた。誘導の1時間後に、
空気流量を微好気性条件に向けて0.02標準リットル毎分まで減少させた。撹拌速度を700r
pmに設定した。濃縮グルコースを供給して、容器内のグルコース濃度を0.5～10g/Lの間に
維持した。上記実施例と同様に、BDO経路全体を保持するプラスミドで両菌株を形質転換
した。ECKh-138では、酢酸、ピルビン酸及び4HBが発酵の主流であるのに対して、ECKh-42
2ではBDOが主たる生成物である。
【０４４３】
(実施例XVI)
(BDO菌株発現ホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼ)
　本実施例では、BDO生成を向上させるためのホスホエノールピルビン酸カルボキシキナ
ーゼ(PEPCK)の利用について記載する。ヘモフィルス・インフルエンザPEPCK遺伝子を異種
発現に使用した。
【０４４４】
　計算上では、1,4-ブタンジオールの最大理論収率を達成するためにオキサロ酢酸のホス
ホエノールピルビン酸へのATP生成変換が必要であることが確認された(国際公開公報第20
08/115840号、国際公開公報第2009/023493号、米国特許公報第2009/0047719号、米国特許
公報第2009/0075351号をも参照)。PEPCK活性の欠如は、BDOの最大理論収率を、嫌気性条
件の場合に12％低下させ、硝酸塩又は酸素などの外部電子受容体が存在する場合に3％低
下させることが示された。
【０４４５】
　E.コリなどの生物体において、PEPCKは、オキサロ酢酸からホスホエノールピルビン酸
へのグルコース新生及びATP消費方向に作用する。E.コリのPEPCKの速度論的制限は、それ
が、PEPからのオキサロ酢酸の形成を効果的に触媒することを防止していると仮定された
。ATPを生成しないが効率的な成長に必要とされるPEPカルボキシラーゼ(PPC)は、ホスホ
エノールピルビン酸からオキサロ酢酸を形成するためにE.コリによって自然に利用される
。従って、3つの非原生PEPCK酵素(表26)をグルコース最小培地におけるE.コリのPPC変異
株の成長を補完するそれらの能力について試験した。
【０４４６】
　表26. ホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼ配列の供給源
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【表７４】

【０４４７】
　成長補完試験は、Keioコレクションから得られたΔppc変異E.コリJW3978における候補
遺伝子のプラスミドベースの発現を含んでいた(Babaらの文献、Molecular Systems Biolo
gy 2:2006.0008(2006))。遺伝子を発現ベクターpZA23(中コピー)及びpZE13(高コピー)に
おけるPA1lacO-1プロモーターの後ろにクローン化した。これらのプラスミドは、既に記
載されており(Lutz及びBujardの文献、Nucleic Acids Res. 25:1203-1210 (1997))、発現
BDO経路遺伝子におけるそれらの使用は、既に国際公開公報第2008115840号に記載されて
いる。
【０４４８】
　前培養物を、4g/Lのグルコースを含むM9最小培地にて好気的に成長させた。全ての前培
養物にアスパラギン酸(2mM)を補給して、PEPCK発現に無関係にTCA回路中間体を生成する
ための供給源を伴うΔppc変異体を提供した。M9最小培地を、4g/Lのグルコースを含むが
、アスパラギン酸を添加せず、IPTGを0.5mMまで添加した試験条件にも使用した。表27は
、成長補完試験の結果を示す。
【０４４９】
表27. ベクターpZA23又はpZE13から発現されたH.インフルエンザ、A.スクシノゲネス及び
M.スクシノプロデュセンス由来のPEPCKを持つΔppc変異体の補完
【表７５】

【０４５０】
　ヘモフィルス・インフルエンザPEPCKは、プラスミドベースのスクリーニングで試験さ
れた遺伝子の中でも最も良くΔppc変異体E.コリにおける成長を補完することが判明した
。次いで、上記pRE118-V2を用いたSacB対抗選択法を使用して、この遺伝子を野生型E.コ
リ(MG1655)のPPC座に組み込んだ(Gayらの文献、J. Bacteriol. 153:1424-1431(1983))。P
EPCKを組み込んでE.コリ原生PPCプロモーターを維持したが、非原生PEPCKターミネーター
を利用した。ppcをH.インフルエンザpepckで置き換えた後のこの領域の配列を図48に示す
。pepckコード領域に下線が引かれている。
【０４５１】
　適応進化の技術を適用して、E.コリ変異体(Δppc::H.inf pepCK)の成長速度を向上させ
た。4g/Lグルコース及び50mM炭酸水素ナトリウムを含むM9最小培地を使用して、この菌株
を嫌気性環境で培養及び進化させた。高い炭酸水素ナトリウム濃度を使用して、オキサロ
酢酸形成へとPEPCK反応の平衡を導いた。指数成長を維持するために、0.5のOD600が達成
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される毎に、培養物を2倍に希釈した。3週間の適応進化にわたる約100世代の後に、嫌気
性成長速度が約8時間から野生型の成長速度、即ち約2時間まで向上した。進化後に、個々
のコロニーを単離し、嫌気性ボトルにおける成長を初期変異体及び野生型菌株のそれと比
較した(図49参照)。4g/Lのグルコース及び50mMの炭酸水素ナトリウムを含むM9培地を使用
した。
【０４５２】
　次いで、上記ppc/pepck遺伝子置換手順を、今回は宿主としてBDO産生株ECKh-432(Δadh
E ΔldhA ΔpflB ΔlpdA::K.p.lpdA322 Δmdh ΔarcA gltAR163L ΔackA fimD::E.コリsu
cCD, P.ギンギバリスsucD, P.ギンギバリス4hbd fimD:: M.ボビスsucA, C.クルイベリ4hb
d)及びECKh-439を使用して繰り返した。これらの菌株は、先に記載されているTCA回路強
化物並びに染色体に組み込まれた上流経路を含む。ECKh-439は、酢酸キナーゼをコードし
ているackA遺伝子が欠失したECKh-432の誘導体である。上記のsacB対抗選択法を使用して
この欠失を実施した。
【０４５３】
　ECKh-453と呼ばれる、ECKh-439のΔppc::H. inf pepCK誘導体を発酵で実験した。P.ギ
ンギバリスCat2及びC.ベイジェリンキーAldを含むpZS*13によって下流BDO経路を供給した
。これを、20g/Lのグルコース及び50mMのNaHCO3が補給されたM9最小培地を使用して、2L
のBiostat B+バイオリアクター(Sartorius)において1Lの初期培養容量で実施した。温度
を37℃で制御し、2MのNH4OH又はNa2CO3を使用してpHを7.0で制御した。細胞を約2のOD600
まで好気的に成長させ、その時点で培養物を0.2mMのIPTGで誘導させた。誘導の1時間後に
、空気流量を微好気性条件に向けて0.01標準リットル毎分まで減少させた。撹拌速度を最
初に700rpmに設定した。培養密度が高くなるに従って、発酵を通じて通気量を徐々に増加
させた。濃縮グルコース溶液を供給して、容器内のグルコース濃度を0.5～10g/Lの間に維
持した。生成物プロファイルを図50に示す。BDO及び酢酸が約1対1のモル比で生成される
観察された表現型は、デザイン#439(ADHEr、ASPT、LDH_D、MDH、PFLi)について国際公開
公報第2009/023493号で予測されたものと極めて類似している。アスパラギン酸アンモニ
ア-リアーゼを介する自然のフラックスが低いため、ASPT反応を標的とする欠失は不要で
あると思われた。
【０４５４】
　OptKnock株の重要な特徴は、関心対象の代謝物の生成が一般的に成長に連結され、更に
生成が指数成長時並びに静止期に生じることである。ECKh-432及びECKh-453の成長連結可
能性を、対数期を通じて頻繁にサンプリングしながら微好気性ボトルにおける成長によっ
て評価した。4g/Lのグルコース及び10mMのNaHCO3(ECKh-432の場合)又は50mMのNaHCO3(ECK
h-453の場合)のいずれかを含むM9培地を使用し、接種から0.2mMのIPTGを含んだ。ECKh-43
2の微好気性成長に関して18Gニードルを使用し、ECKh-453に関して18G及び27Gニードルの
両方を試験した。ニードルゲージが高次であるほど通気量が少なくなる。図51に示される
ように、ECKh-432は、5g/Lのグルコースが消費されるまでBDOの生成を開始せず、それは
静止期の開始に対応している。ECKh-453は、実験全体を通じてBDOをより均一に生成する
。加えて、成長連結は、この培養物の通気量が減少するにつれて向上する。
【０４５５】
(実施例XVII)
(特定の組込み部位におけるBDO経路コード遺伝子の組込み)
　本実施例では、より効率的な発現及び安定性を提供するための様々なBDO経路遺伝子のf
imD座への組込みについて記載する。
【０４５６】
　4HBに至る上流BDO経路全体をfimD座においてE.コリ染色体に組み込んだ。λ赤色相同組
換え法(Datsenko及びWannerの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:6640-6645 (2000))
を使用して上流経路のコハク酸分枝をE.コリ染色体に組み込んだ。受容E.コリ株はECKh-4
22(ΔadhE ΔldhA ΔpflB ΔlpdA::K.p.lpdA322 Δmdh ΔarcA gltAR163L)であった。プ
ロモーター、sucCD遺伝子、sucD遺伝子及び4hbd遺伝子及びターミネーター配列を含むポ
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リシストロン性DNA断片を、pKD3プラスミドのAflIII部位に挿入した。以下のプライマー
を使用して、プラスミドからのクロラムフェニコールマーカーとともにオペロンを増幅し
た。下線が引かれた配列は、目標挿入部位に対して相同である。
【化１６】

　DpnI処理及びDNA電気泳動に続いて、精製されたPCR生成物を使用して、プラスミドpKD4
6を保持するE.コリ株を形質転換した。候補菌株を、クロラムフェニコールを含むプレー
ト上で選択した。候補菌株のゲノムDNAを精製した。挿入配列を増幅し、DNA配列決定によ
って確認した。クロラムフェニコール耐性マーカーをフリパーゼによって染色体から除去
した。挿入及びマーカー除去後の領域のヌクレオチド配列を図52に示す。
【０４５７】
　上流経路のアルファ-ケトグルタル酸分枝を相同組換えによって染色体に組み込んだ。
この修飾に使用されるプラスミドは、カナマイシン耐性遺伝子、レバンスクラーゼをコー
ドしている遺伝子(sacB)及びR6K条件複製起点を含む、実施例XIVに示されるベクターpRE1
18-V2から誘導された。この組込みプラスミドは、プロモーター、sucA遺伝子、C.クルイ
ベリ4hbd遺伝子及びターミネーターが、目標挿入部位の隣接領域に対して相同である2つ
の1.5-kbDNA断片の間に挿入されるポリシストロン性配列をも含んでいた。得られたプラ
スミドを使用して、E.コリ株を形質転換した。カナマイシンを含むプレート上で組込み候
補を選択した。正確な組込み部位をPCRによって検証した。染色体から抗生物質マーカー
を分離させるために、スクロースを含む培地上での成長について細胞を選択した。最終菌
株をPCR及びDNA配列決定によって検証した。挿入及びマーカー除去後の染色体領域のヌク
レオチド配列を図53に示す。
【０４５８】
　得られた上流経路組込み菌株ECKh-432を、下流経路遺伝子を保持するプラスミドで形質
転換した。構築物は、最小培地にてグルコースからBDOを生成することができる(図54参照
)。
【０４５９】
(実施例XVIII)
(ピルビン酸副産物の形成を減少するための非ホスホトランスフェラーゼスクロース取込
み系の使用)
　本実施例では、スクロースのBDOへの変換における副産物としてのピルビン酸を減少さ
せるための非ホスホトランスフェラーゼ(PTS)スクロース取込み系の利用について記載す
る。
【０４６０】
　ホスホトランスフェラーゼ(PTS)系を介するスクロースの利用のために操作された菌株
は、副産物としてかなりの量のピルビン酸を生成する。従って、スクロースの移入にはホ
スホエノールピルビン酸(PEP)のピルビン酸への変換が伴わないため、非PTSスクロース系
を使用して、ピルビン酸の形成を減少することができる。これは、PEPの蓄積及びPPC又は
PEPCKを介するオキサロ酢酸へのフラックスを増大させることになる。
【０４６１】
　非PTSスクロースオペロンのrrnC領域への挿入を実施した。rrnC領域に対して相同の領
域が隣接する非PTSスクロース遺伝子を含むPCR生成物を生成するために、2つのオリゴを
使用して、Mach1(商標)(Invitrogen、カールスバッド、CA)からcsc遺伝子をPCR増幅した
。この菌株は、スクロースを異化することが可能であることが知られるE.コリ株であるW
菌株の子孫である(Orencio-Trejoらの文献、Biotechnology Biofuels 1:8 (2008))。その
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配列は、E.コリW菌株KO11(寄託番号AY314757)に由来し(Shuklaらの文献、Biotechnol. Le
tt. 26:689-693 (2004))、スクロースペルメアーゼ(cscB)、D-フルクトキナーゼ(cscK)、
スクロースヒドロラーゼ(cscA)及びLacI関連スクロース特異的抑制因子(cscR)をコードし
ている遺伝子を含む。cscRの最初の53個のアミノ酸をASプライマーの配置によって効果的
に除去した。オリゴの配列は：
【化１７】

であった。下線が引かれた領域は、cscオペロンに対する相同性を示し、太字の配列は、r
rnC領域の上流及び下流の配列相同性を指す。PCR生成物全体の配列を図55に示す。
【０４６２】
　精製後、PCR生成物を、pRedET(tet)で形質転換され、製造者の説明書(www.genebridges
.com/gb/pdf/K001%20Q%20E%20BAC%20Modification%20Kit-version2.6-2007-screen.pdf)
に従って調製されたMG1655エレクトロコンピテント細胞に電気穿孔した。PCR生成物を、
それが染色体のrrnC領域へのゲノムに組み込まれるように設計した。それは、図56に示さ
れるように、rrlC(23S rRNA)の上流の191個のヌクレオチド、rrlC rRNA遺伝子の全て及び
rrlCの下流の3個のヌクレオチドを効果的に欠失させ、それをスクロースオペロンで置き
換えた。.
【０４６３】
　形質転換体を、0.4％スクロースを含むM9最小塩培地上で成長させ、個々のコロニーを
、診断PCRによってスクロースオペロンの存在について試験した。rrnC::crcAKB領域全体
を、P1形質導入(Sambrookらの文献、「分子クローニング:実験マニュアル(Molecular Clo
ning: A Laboratory Manual)」、第3版、Cold Spring Harbor Laboratory、ニューヨーク
(2001))によってBDO宿主株ECKh-432に移入して、ECKh-463(ΔadhE ΔldhA ΔpflB ΔlpdA
::K.p.lpdA322 Δmdh ΔarcA gltAR163L fimD::E.コリsucCD, P.ギンギバリスsucD, P.ギ
ンギバリス4hbd fimD::M.ボビスsucA, C.クルイベリ4hbd rrnC::cscAKB)を得た。組換え
体をスクロース上の成長によって選択し、診断PCRによって検証した。
【０４６４】
　ECKh-463を、P.ギンギバリスCat2及びC.ベイジェリンキーAldを含むpZS*13で形質転換
して、完全BDO経路を得た。細胞を、10g/Lのスクロースが補給されたM9最小培地(6.78g/L
のNa2HPO4、3.0g/LのKH2PO4、0.5g/LのNaCl、1.0g/LのNH4Cl、1mMのMgSO4、0.1mMのCaCl2
)にて培養した。0.2mMのIPTGは、開始時から培養物に存在していた。23Gニードルを有す
るボトルを使用して嫌気性条件を維持した。対照として、スクロースの代わりに10g/Lの
グルコースを用いたことを除いて、同じプラスミドを含むECKh-432を同じ培地上で培養し
た。図57は、48時間の成長後の培養OD600に対して正規化された平均生成物濃度を示す。
そのデータは、各菌株の6つ組みの培養物に関するものである。これは、スクロース上のE
CKh-463からのBDO生成が、スクロース上の親株のそれと類似していることを実証する。
【０４６５】
(実施例XIX)
(BDO産生株の概要)
　本実施例では、様々なBDO産生株について記載する。
【０４６６】
　表28は、以上の実施例XII～XVIIIに開示されている様々なBDO産生株の概要を示す。
表28. 様々なBDO産生株の概要
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【０４６７】
　表28に概要が示された菌株は、以下の通りである。菌株1：内因性ldhAの欠失を有するE
.コリMG1655の単一欠失誘導体；E.コリsucCD、P.ギンギバリスsucD、P.ギンギバリス4hbd
、P.ギンギバリスCat2、C.アセトブチリクムAdhE2のプラスミド発現。菌株2：宿主株AB3
、コハク酸産生株、内因性adhE ldhA pflBの欠失を有するE.コリMG1655の誘導体；E.コリ
sucCD、P.ギンギバリスsucD、P.ギンギバリス4hbd、P.ギンギバリスCat2、C.アセトブチ
リクムAdhE2のプラスミド発現。
【０４６８】
　菌株3：宿主株ECKh-138、内因性adhE、ldhA、pflBの欠失、内因性lpdAの欠失、及びlpd
A座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色体挿入；E.コリsucC
D、P.ギンギバリスsucD、P.ギンギバリス4hbd、P.ギンギバリスCat2、C.アセトブチリク
ムAdhE2のプラスミド発現；菌株はピルビン酸デヒドロゲナーゼフラックスを増大させる
ためのlpdAの向上をもたらす。菌株4：宿主株ECKh-138、内因性adhE、ldhA、pflB及びlpd
Aの欠失、Glu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色体挿入；E.コリ
sucCD、P.ギンギバリスsucD、P.ギンギバリス4hbd、C.アセトブチリクムbuk1、C.アセト
ブチリクムptb、C.アセトブチリクムAdhE2のプラスミド発現。
【０４６９】
　菌株5：宿主株ECKh-401、内因性adhE、ldhA、pflBの欠失、内因性lpdAの欠失、及びlpd
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A座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色体挿入、内因性mdh
及びarcAの欠失；E.コリsucCD、P.ギンギバリスsucD、P.ギンギバリス4hbd、P.ギンギバ
リスCat2、C.アセトブチリクムAdhE2のプラスミド発現；菌株は、酸化的TCA回路を通じフ
ラックスへ向かうためのmdh及びarcAにおける欠失を有する。菌株6：宿主株ECKh-401、内
因性adhE、ldhA、pflBの欠失、内因性lpdAの欠失、及びlpdA座にGlu354Lys変異を有する
クレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色体挿入、内因性mdh及びarcAの欠失；M.ボビスsuc
A、E.コリsucCD、P.ギンギバリスsucD、P.ギンギバリス4hbd、P.ギンギバリスCat2、C.ア
セトブチリクムAdhE2のプラスミド発現。
【０４７０】
　菌株7：宿主株ECKh-422、内因性adhE、ldhA、pflBの欠失、内因性lpdAの欠失、及びlpd
A座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色体挿入、内因性mdh
及びarcAの欠失、gltA Arg163Leu変異体によるgltAの染色体置換；E.コリsucCD、P.ギン
ギバリスsucD、P.ギンギバリス4hbd、P.ギンギバリスCat2、C.アセトブチリクムAdhE2の
プラスミド発現；菌株は、嫌気性活性を向上させるためのクエン酸シンターゼの変異を有
する。菌株8：菌株ECKh-422、内因性adhE、ldhA、pflBの欠失、内因性lpdAの欠失、及びl
pdA座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色体挿入、内因性md
h及びarcAの欠失、gltA Arg163Leu変異体によるgltAの染色体置換；M.ボビスsucA、E.コ
リsucCD、P.ギンギバリスsucD、P.ギンギバリス4hbd、P.ギンギバリスCat2、C.アセトブ
チリクムAdhE2のプラスミド発現。菌株9：宿主株ECKh-422、内因性adhE、ldhA、pflBの欠
失、内因性lpdAの欠失、及びlpdA座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニューモニ
エlpdAの染色体挿入、内因性mdh及びarcAの欠失、gltA Arg163Leu変異体によるgltAの染
色体置換；M.ボビスsucA、E.コリsucCD、P.ギンギバリスsucD、P.ギンギバリス4hbd、P.
ギンギバリスCat2、C.ベイジェリンキーAldのプラスミド発現。
【０４７１】
　菌株10：宿主株ECKh-426、内因性adhE、ldhA、pflBの欠失、内因性lpdAの欠失、及びlp
dA座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色体挿入、内因性mdh
及びarcAの欠失、gltA Arg163Leu変異体によるgltAの染色体置換、fimD座におけるE.コリ
sucCD、P.ギンギバリスSucD、P.ギンギバリス4hbdの染色体挿入；P.ギンギバリスCat2、C
.ベイジェリンキーAldのプラスミド発現；菌株は、fimD座において菌株ECKh-422に組み込
まれた上流経路のコハク酸分枝を有する。菌株11：宿主株ECKh-432、内因性adhE、ldhA、
pflBの欠失、内因性lpdAの欠失、及びlpdA座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニ
ューモニエlpdAの染色体挿入、内因性mdh及びarcAの欠失、gltA Arg163Leu変異体によるg
ltAの染色体置換、fimD座におけるE.コリsucCD、P.ギンギバリスSucD、P.ギンギバリス4h
bdの染色体挿入、fimD座におけるM.ボビスsucA、C.クルイベリ4hbdの染色体挿入；P.ギン
ギバリスCat2、C.ベイジェリンキーAldのプラスミド発現；菌株は、ECKh-422に組み込ま
れたコハク酸及びアルファ-ケトグルタル酸上流経路分枝を有する。菌株12：宿主株ECKh-
432、内因性adhE、ldhA、pflBの欠失、内因性lpdAの欠失、及びlpdA座にGlu354Lys変異を
有するクレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色体挿入、内因性mdh及びarcAの欠失、gltA 
Arg163Leu変異体によるgltAの染色体置換、fimD座におけるE.コリsucCD、P.ギンギバリス
SucD、P.ギンギバリス4hbdの染色体挿入、fimD座におけるM.ボビスsucA、C.クルイベリ4h
bdの染色体挿入；C.アセトブチリクムbuk1、C.アセトブチリクムptb、C.ベイジェリンキ
ーAldのプラスミド発現。
【０４７２】
　菌株13：宿主株ECKh-439、内因性adhE、ldhA、pflBの欠失、内因性lpdAの欠失、及びlp
dA座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色体挿入、内因性mdh
及びarcAの欠失、gltA Arg163Leu変異体によるgltAの染色体置換、内因性ackAの欠失、fi
mD座におけるE.コリsucCD、P.ギンギバリスSucD、P.ギンギバリス4hbdの染色体挿入、fim
D座におけるM.ボビスsucA、C.クルイベリ4hbdの染色体挿入；P.ギンギバリスCat2、C.ベ
イジェリンキーAldのプラスミド発現；菌株は、菌株ECKh-432において酢酸キナーゼ欠失
を有する。菌株14：宿主株ECKh-453、内因性adhE、ldhA、pflBの欠失、内因性lpdAの欠失
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、及びlpdA座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色体挿入、
内因性mdh及びarcAの欠失、gltA Arg163Leu変異体によるgltAの染色体置換、内因性ackA
の欠失、内因性ppcの欠失、及びppc座におけるヘモフィルス・インフルエンザppckの挿入
、fimD座におけるE.コリsucCD、P.ギンギバリスSucD、P.ギンギバリス4hbdの染色体挿入
、fimD座におけるM.ボビスsucA、C.クルイベリ4hbdの染色体挿入；P.ギンギバリスCat2、
C.ベイジェリンキーAldのプラスミド発現；菌株は、菌株ECKh-432において酢酸キナーゼ
欠失及びPPC/PEPCK置換を有する。
【０４７３】
　菌株15：宿主株ECKh-456、内因性adhE、ldhA、pflBの欠失、内因性lpdAの欠失、及びlp
dA座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色体挿入、内因性mdh
及びarcAの欠失、gltA Arg163Leu変異体によるgltAの染色体置換、fimD座におけるE.コリ
sucCD、P.ギンギバリスSucD、P.ギンギバリス4hbdの染色体挿入、fimD座におけるM.ボビ
スsucA、C.クルイベリ4hbdの染色体挿入、fnr結合部位、pflB-p6プロモーター及びpflBの
RBSによるlpdAプロモーターの置換；P.ギンギバリスCat2、C.ベイジェリンキーAldのプラ
スミド発現；菌株は、菌株ECKh-432において嫌気性プロモーターによるlpdAプロモーター
の置換を有する。菌株16：宿主株ECKh-455、内因性adhE、ldhA、pflBの欠失、内因性lpdA
の欠失、及びlpdA座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色体
挿入、内因性mdh及びarcAの欠失、gltA Arg163Leu変異体によるgltAの染色体置換、fimD
座におけるE.コリsucCD、P.ギンギバリスSucD、P.ギンギバリス4hbdの染色体挿入、fimD
座におけるM.ボビスsucA、C.クルイベリ4hbdIの染色体挿入、fnr結合部位、pflB-p6プロ
モーター及びpflBのRBSによるpdhR及びaceEFプロモーターの置換；P.ギンギバリスCat2、
C.ベイジェリンキーAldのプラスミド発現；菌株は、ECKh-432において嫌気性プロモータ
ーによるpdhR及びaceEFプロモーターの置換を有する。
【０４７４】
　菌株17：宿主株ECKh-459、内因性adhE、ldhA、pflBの欠失、内因性lpdAの欠失、及びlp
dA座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色体挿入、内因性mdh
及びarcAの欠失、gltA Arg163Leu変異体によるgltAの染色体置換、fimD座におけるE.コリ
sucCD、P.ギンギバリスsucD、P.ギンギバリス4hbdの染色体挿入、fimD座におけるM.ボビ
スsucA、C.クルイベリ4hbdの染色体挿入、fimD座におけるC.アセトブチリクムbuk1、C.ア
セトブチリクムptbの染色体挿入；C.ベイジェリンキーAldのプラスミド発現；菌株はBK/P
TBの菌株ECKh-432への組込みを有する。菌株18：宿主株ECKh-459、内因性adhE、ldhA、pf
lBの欠失、内因性lpdAの欠失、及びlpdA座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニュ
ーモニエlpdAの染色体挿入、内因性mdh及びarcAの欠失、gltA Arg163Leu変異体によるglt
Aの染色体置換、fimD座におけるE.コリsucCD、P.ギンギバリスsucD、P.ギンギバリス4hbd
の染色体挿入、fimD座におけるM.ボビスsucA、C.クルイベリ4hbdの染色体挿入、fimD座に
おけるC.アセトブチリクムbuk1、C.アセトブチリクムptbの染色体挿入；C.ベイジェリン
キーAld、G.サーモグルコシダシウスadh1のプラスミド発現。
【０４７５】
　菌株19：宿主株ECKh-463、内因性adhE、ldhA、pflBの欠失、内因性lpdAの欠失、及びlp
dA座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色体挿入、内因性mdh
及びarcAの欠失、gltA Arg163Leu変異体によるgltAの染色体置換、fimD座におけるE.コリ
sucCD、P.ギンギバリスSucD、P.ギンギバリス4hbdの染色体挿入、fimD座におけるM.ボビ
スsucA、C.クルイベリ4hbdの染色体挿入、rrnC座における非PTSスクロースオペロン遺伝
子スクロースペルメアーゼ(cscB)、D-フルクトキナーゼ(cscK)、スクロースヒドロラーゼ
(cscA)及びLacI関連スクロース特異的抑制因子(cscR)の挿入；P.ギンギバリスCat2、C.ベ
イジェリンキーAldのプラスミド発現；菌株は、菌株ECKh-432に挿入された非PTSスクロー
ス遺伝子を有する。菌株20：宿主株ECKh-463、内因性adhE、ldhA、pflBの欠失、内因性lp
dAの欠失、及びlpdA座にGlu354Lys変異を有するクレブシエラ・ニューモニエlpdAの染色
体挿入、内因性mdh及びarcAの欠失、gltA Arg163Leu変異体によるgltAの染色体置換、fim
D座におけるE.コリsucCD、P.ギンギバリスsucD、P.ギンギバリス4hbdの染色体挿入、fimD
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座におけるM.ボビスsucA、C.クルイベリ4hbdの染色体挿入、rrnC座における非PTSスクロ
ースオペロンの挿入；C.アセトブチリクムbuk1、C.アセトブチリクムptb、C.ベイジェリ
ンキーAldのプラスミド発現。
【０４７６】
　表28に示されているものを含む、本明細書に開示されているBDO産生株に加えて、BDOの
生成を更に増大させ、且つ/又は望ましくない副産物を減少させる更なる修飾を組み込む
ことができることが理解される。例えば、BDO産生株、又は表28の菌株は、更なるノック
アウトを組み込んで、BDOの生成を更に増大させるか、又は望ましくない副産物を減少さ
せることができる。例示的なノックアウトは、既に記載されている(米国特許公報2009/00
47719号参照)。当該ノックアウト株としては、
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【化１８】

が挙げられるが、それらに限定されない。
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【０４７７】
　表29は、E.コリなどの宿主生物体のノックアウトされる対応する遺伝子の反応を示す。
表29における略語に対応する代謝物質を表30に示す。
【０４７８】
表29. E.コリに生じる特定の反応を防ぐためにノックアウトされる対応する遺伝子
【表７７】
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表30. 表29に使用された略号に対応する代謝物質名



(185) JP 2013-507145 A 2013.3.4

10

20

30

40

【表７８】



(186) JP 2013-507145 A 2013.3.4

10

20

30

40

【０４７９】
(実施例XX)
(BDO生成の例示的経路)
　本実施例は、BDO経路酵素としてカルボン酸レダクターゼを使用する、4-ヒドロキシブ
タナール(4-HBal)及び/又はBDOを生成する例示的経路を説明する。
【０４８０】
　BDO生成の例示的経路は、4-ヒドロキシ酪酸を4-ヒドロキシブタナールへ変換するため
のNAD+又はNADP+アリール-アルデヒドデヒドロゲナーゼ(E.C.:1.2.1.29及び1.2.1.30)、
及び4-ヒドロキシブタナールを1,4-ブタンジオールへ変換するためのアルコールデヒドロ
ゲナーゼの使用を含む。4-ヒドロキシ酪酸は、図58に示したように、トリカルボン酸回路
中間体スクシニル-CoA及び/又はアルファ-ケトグルタル酸から誘導され得る。
【０４８１】
(アリール-アルデヒドデヒドロゲナーゼ(又はカルボン酸レダクターゼ))　アリール-アル
デヒドデヒドロゲナーゼ、又は同等のカルボン酸レダクターゼは、ノカルジア・イオウェ
ンシスにおいて認めることができる、カルボン酸レダクターゼは、カルボン酸のそれらの
対応するアルデヒドへのマグネシウム、ATP及びNADPH-依存性還元を触媒し(Venkitasubra
manianらの文献、J. Biol. Chem. 282:478-485 (2007))、4-ヒドロキシ酪酸の4-ヒドロキ
シブタナールへの変換を触媒することが可能である。carによりコードされたこの酵素は
、クローン化され、且つE.コリにおいて機能性に発現される(Venkitasubramanianらの文
献、J. Biol. Chem. 282:478-485 (2007))。npt遺伝子産物の発現は、転写後修飾を介し
該酵素の活性を向上した。npt遺伝子は、不活性アポ酵素を活性ハロ酵素に変換する特異
的ホスホパントテン酸トランスフェラーゼ(PPTase)をコードしている。この酵素の天然の
基質はバニリン酸であり、この酵素は、広く芳香族基質及び脂肪族基質を受け入れる(Ven
kitasubramanianらの文献、「製薬及びバイオ産業における生触媒」、R.N. Patel編集、
第15章、425-440頁、CRC Press LLC、ボカラトン、FL、(2006))。
【０４８２】
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【表７９】

【０４８３】
　更なるcar及びnpt遺伝子は、配列相同性を基に同定することができる。
【表８０】

【０４８４】
　ストレプトマイセス・グリセウスに認められる更なる酵素候補は、griC及びgriD遺伝子
によりコードされている。griC又はgriDのいずれかの欠失は、3-アミノ-4-ヒドロキシ安
息香酸代謝のシャント生成物である、細胞外3-アセチルアミノ-4-ヒドロキシ安息香酸の
蓄積につながる(Suzukiらの文献、J. Antibiot. 60(6):380-387 (2007))ので、この酵素
は、3-アミノ-4-ヒドロキシ安息香酸を3-アミノ-4-ヒドロキシベンズアルデヒドへ変換す
ると考えられる。griC及びgriDの、ノカルジア・イオウェンシスnptに配列が類似した酵



(188) JP 2013-507145 A 2013.3.4

10

20

30

40

50

素であるSGR_665との同時発現は、有益であり得る。
【表８１】

【０４８５】
　類似した特徴を持つ酵素であるアルファ-アミノアジピン酸レダクターゼ(AAR, EC 1.2.
1.31)は、いくつかの真菌種におけるリジン生合成経路に関与する。この酵素は天然に、
アルファ-アミノアジピン酸をアルファ-アミノアジピン酸セミアルデヒドに還元する。そ
のカルボキシル基は最初に、アデニル酸のATP依存性形成により活性化され、これは次にN
AD(P)Hにより還元され、アルデヒド及びAMPを生じる。CARのように、この酵素はマグネシ
ウムを利用し、PPTaseによる活性化を必要とする。AAR及びそれに対応するPPTaseの酵素
候補は、サッカロミセス・セレビシアエ(Morrisらの文献、Gene 98:141-145 (1991))、カ
ンジダ・アルビカンス(Guoらの文献、Mol. Genet. Genomics 269:271-279 (2003))、及び
シゾサッカロミセス・ポンベ(Fordらの文献、Curr. Genet. 28:131-137 (1995))において
認められる。S.ポンベ由来のAARは、E.コリにおいて発現された場合に、著しい活性を示
した(Guoらの文献、Yeast 21:1279-1288 (2004))。ペニシリウム・クリソゲヌム由来のAA
Rは、代替基質としてS-カルボキシメチル-L-システインを受け入れたが、アジピン酸、L-
グルタミン酸又はジアミノピメリン酸とは反応しなかった(Hijarrubiaらの文献、J. Biol
. Chem. 278:8250-8256 (2003))。P.クリソゲヌムPPTaseをコードしている遺伝子は、今
日まで同定されていない。
【表８２】

【０４８６】
　BDO生成のためのカルボン酸レダクターゼの使用にはいくつかの利点がある。カルボン
酸レダクターゼによる4-ヒドロキシ酪酸から4-ヒドロキシブタナールの形成には、アシル
-CoA又はアシル-リン酸レダクターゼによる4-ヒドロキシ酪酸の活性型(例えば、4-ヒドロ
キシブチリル-CoA、4-ヒドロキシブチリル-Pi)からの4-ヒドロキシブタナールの形成に比
べ、少なくとも2つの利点がある。第一に、副産物としてのガンマ-ブチロラクトン(GBL)
の形成が非常に減少する。4-ヒドロキシ酪酸の活性型は、不活性4-ヒドロキシ酪酸よりも
より容易に環化してGBLとなると考えられる。カルボン酸レダクターゼの使用は、遊離の
活性4-ヒドロキシ酪酸中間体を経る必要性を無くし、その結果BDO生成に付随する副産物
としてのGBLの形成を減少する。第二に、副産物としてのエタノールの形成が大きく減少
する。4-ヒドロキシブチリル-CoAを4-ヒドロキシブタナール又は1,4-ブタンジオールへ変
換するために、各々、アルデヒド-又はアルコール-形成4-ヒドロキシブチリル-CoAレダク
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ターゼが使用される場合に、エタノールが変動量で形成されることが多い。これは、全て
ではないが、ほとんどのアルデヒド-又はアルコール-形成4-ヒドロキシブチリル-CoAレダ
クターゼは、4-ヒドロキシブチリル-CoAに加え、アセチル-CoAを基質として受け入れるこ
とができるからである。アルデヒド-形成酵素は、例えばアセチル-CoAのアセトアルデヒ
ドへの変換を触媒することが多く、これは引き続き原生又は非原生アルコールデヒドロゲ
ナーゼによりエタノールへ還元される。基質としてアセチル-CoAを受け入れるアルコール
-形成4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼは、アセチル-CoAを直接エタノールへ変換
するであろう。カルボン酸レダクターゼ酵素は、アルデヒド-又はアルコール-形成アシル
-CoAレダクターゼ酵素よりもアセチル-CoAに対する活性がはるかに少ないように見え、従
ってそれらのBDO生成への適用は最小のエタノール副産物形成を生じる(下記参照)。
【０４８７】
(実施例XXI)
(カルボン酸レダクターゼ酵素を使用する1,4-ブタンジオールの生合成)
　本実施例は、カルボン酸レダクターゼ酵素を使用し1,4-ブタンジオールを生成する微生
物体の作製を説明する。
【０４８８】
　図58に記載の1,4-ブタンジオール合成の経路を操作するために、エシェリキア・コリを
標的生物体として使用する。E.コリは、1,4-ブタンジオールを生成することが可能である
非天然微生物を作製するのに良好な宿主を提供する。E.コリは、遺伝子操作し易く、且つ
様々な酸素化条件下で、エタノール、酢酸、ギ酸、乳酸、及びコハク酸などの様々な生成
物を効果的に生成することが可能であることがわかっている。
【０４８９】
　(4-ヒドロキシ酪酸経路遺伝子の染色体への組み込み：ECKh-432の構築)　カルボン酸レ
ダクターゼ酵素を、その構築について実施例XVIIに記載されたECKh-432と命名されたE.コ
リ株において発現した。この菌株は、fimD座においてE.コリ染色体に組み込まれた、4HB
に至るBDO経路の構成成分を含んだ。
【０４９０】
　実施例XVIIに記載のように、上流経路のコハク酸分枝は、λ赤色相同組換え法(Datsenk
o及びWannerの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:6640-6645 (2000))を用いE.コリ染
色体に組み込んだ。プロモーター、スクシニル-CoAリガーゼをコードしているE.コリsucC
D遺伝子、スクシニル-CoAレダクターゼ(アルデヒド形成)(図58工程A)をコードしているポ
ルフィロモナス・ギンギバリスのsucD遺伝子、及び4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ(
図58工程C)をコードしているポルフィロモナス・ギンギバリスの4hbd遺伝子、及びターミ
ネーター配列を含むポリシストロン性DNA断片を、pKD3プラスミドのAflIII部位に挿入し
た。
【０４９１】
　実施例XVIIに記載のように、上流経路のアルファ-ケトグルタル酸分枝を相同組換えに
よって染色体に組み込んだ。この修飾に使用されるプラスミドは、カナマイシン耐性遺伝
子、レバンスクラーゼをコードしている遺伝子(sacB)及びR6K条件複製起点を含む、pRE11
8-V2(oriT及びIS配列が欠失されたpRE118(ATCC87693))であった。この組込みプラスミド
は、プロモーター、アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ(図58工程B)をコードし
ているマイコバクテリウム・ボビス由来のsucA遺伝子、4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナー
ゼ(図58工程C)をコードしているクロストリジウム・クルイベリ4hbd遺伝子及びターミネ
ーターが、目標挿入部位の隣接領域に対して相同性である2つの1.5-kbDNA断片の間に挿入
されるポリシストロン性配列をも含んでいた。得られたプラスミドを使用して、E.コリ株
を形質転換した。カナマイシンを含むプレート上で組込み候補を選択した。正確な組込み
部位をPCRによって検証した。染色体から抗生物質マーカーを分離させるために、スクロ
ースを含む培地上での成長について細胞を選択した。最終菌株をPCR及びDNA配列決定によ
って検証した。
【０４９２】
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　レシピエントE.コリ株は、その構築が実施例XVに記載されたECKh-422(ΔadhE ΔldhA 
ΔpflB ΔlpdA::K.p.lpdA322 Δmdh ΔarcA gltAR163L)であった。ECKh-422は、gltAによ
りコードされたクエン酸シンテターゼのNADH-非感受性に繋がる変異gltAR163Lを含んでい
る。これは、以下に記載の染色体へ組み込まれたクレブシエラ・ニューモニエ由来のlpdA
遺伝子のNADH-非感受性型を更に含む。
【０４９３】
　原生lpdAの置換は、実施例XIVに記載のように、クレブシエラ・ニューモニエ由来のNAD
H-非感受性lpdAにより置換された。得られたベクターは、pRE118-V2と命名した(図34参照
)。
【０４９４】
　(カルボン酸レダクターゼ及びPPTaseのクローン化及び発現)　1,4-ブタンジオールを生
成するよう操作されたE.コリ株を作製するために、周知の分子生物学技術(例えば、Sambr
ookの文献、前掲、2001；Ausubelの文献、前掲、1999参照)を使用し、カルボン酸レダク
ターゼ及びホスホパンテテイントランスフェラーゼをコードしている核酸をE.コリにおい
て発現した。特に、car遺伝子(AAR91681.1)及びnpt遺伝子(ABI83656.1)を、PA1/lacOプロ
モーター下でpZS*13 ベクター(Expressys、リュルツハイム、ドイツ)にクローン化した。
car遺伝子(GNM_720)は、ノカルジアゲノムDNAからのPCRによりクローン化した。その核酸
配列及びタンパク質配列は、それぞれ図59A及び59Bに示す。
【０４９５】
　npt遺伝子(GNM_721)のコドン最適化型を、GeneArt(レーゲンスブルグ、ドイツ)により
合成した。その核酸配列及びタンパク質配列は、それぞれ図60A及び60Bに示す。GNM_720
及びGNM_721のpZS*13へのクローン化から得られるベクターは、図61に示す。
【０４９６】
　プラスミドをECKh-432へ形質転換し、1,4-ブタンジオール生成に必要なタンパク質及び
酵素を発現した。GNM_720のみ及びGNM_721のみを含むプラスミドの改変型も構築した。
【０４９７】
　(カルボン酸レダクターゼを使用する1,4-BDO生成の実証)　1,4-ブタンジオール経路の
機能的発現をE.コリ全細胞培養を用い実証した。GNM_720及びGNM_721の両方を含むpZS*13
 プラスミドで形質転換されたE.コリECKh-432の単独コロニーを、適宜抗生物質を含有す
るLB培地5mLに接種した。同様に、GNM_720及びGNM_721のいずれかを含むpZS*13 プラスミ
ドで形質転換されたE.コリECKh-432の単独コロニーを、適宜抗生物質を含有するLB培地の
更なる5mLアリコートに接種した。微好気性培養物10mLを、第一の培養物1％と共に適宜抗
生物質を含む新鮮な最小インビボ変換培地(下記参照)の接種により開始した。
【０４９８】
最小インビボ変換培地の調製(1000mLについて)は下記である：
【表８３】

【０４９９】
　最初に蓋付き嫌気性ボトルに5分間にわたって窒素を流し、次いで接種後に18Gニードル
で隔壁に穴をあけることによって微好気性条件を確立した。成長時にニードルをボトル内
に維持して、少量の空気をボトルに導入させた。培養物が中対数成長期に達すると、0.2m
MのIPTGを用いてタンパク質発現を誘導した。この時点を、時間＝0時と見なす。培養物上
澄みを、前記及びWO2008115840に記載のように、BDO、4HB、及び他の副産物について分析
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した(表31参照)。
表31. 様々な菌株におけるBDO、4-HB及び他の生成物の生成
【表８４】

PA＝ピルビン酸、SA＝コハク酸、LA＝乳酸、4HB＝4-ヒドロキシ酪酸、BDO＝1,4-ブタンジ
オール、GBL＝ガンマ-ブチロラクトン、Etoh＝エタノール、LLOQ＝定量下限
【０５００】
　これらの結果は、ECKh-432におけるBDO形成には、カルボン酸レダクターゼ遺伝子GNM_7
20が必要であること、及びその有効性は、PPTase、GNM_721との同時発現により増加する
ことを実証している。GNM_720単独又はGNM_721との組合せで発現する菌株において、GBL
及びエタノールは、BDOよりもはるかに少ない量で生成された。
【０５０１】
　(カルボン酸レダクターゼを利用するBDOへの追加経路)　カルボン酸レダクターゼは、
コハク酸、スクシニル-CoA、及びアルファ-ケトグルタル酸のTCA回路代謝産物から1,4-ブ
タンジオールへの多くの経路の構成成分として機能することができると予想される。これ
らの経路のいくつかを図62に示している。全ての経路は、炭素源としてグルコースを仮定
すると、1mol/molよりも大きいか等しい理論BDO収量をもたらし得る。同様の高い理論収
量を、とりわけスクロース、キシロース、アラビノース、合成ガスを含む追加の基質から
得ることができる。図62の工程C及びEを触媒するのに十分な内因性アルコールデヒドロゲ
ナーゼ活性が存在する場合、カルボン酸レダクターゼ単独又はPPTaseとの組合せの発現(
すなわち、図62の工程F及びDを触媒するため)は、コハク酸からの1,4-ブタンジオール生
成に十分であることが予想される。図62の工程AからZの候補酵素は、セクションXXIIIに
記載されている。
【０５０２】
(実施例XXII)
(カルボン酸レダクターゼを利用するプトレシンへの経路)
　本実施例は、カルボン酸レダクターゼを利用する例示的プトレシン経路を説明する。
【０５０３】
　1,4-ジアミノブタン又はブタンジアミンとしても知られているプトレシンは、式NH2(CH

2)4NH2の有機化学化合物である。これはアジピン酸と反応し、商標名Stanyl(商標)でDSM(
へールレン、オランダ)により市販されている、ポリアミドナイロン-4,6を生じることが
できる。プトレシンは、例えば、生存している及び死亡した生物体におけるアミノ酸の自
然な分解により自然に生成される。原生オルニチン生合成機構並びにオルニチンデカルボ
キシラーゼを過剰発現することにより、プトレシンを生成するようE.コリが操作されてい
る(Qianらの文献、Biotechnol. Bioeng. 104(4):651-662 (2009))。
【０５０４】
　図63は、コハク酸、スクシニル-CoA、又はアルファ-ケトグルタル酸からのプトレシン
の生成に繋がり、且つカルボン酸レダクターゼを利用する、いくつもの更なる生合成経路
を示している。これらの経路は、アシル-CoAレダクターゼにより4-アミノブタナールへ還
元される4-アミノブチリル-CoAなどの4-アミノ酪酸の活性型の形成を必要としないが、そ
のラクタムである2-ピロリジノンへ容易に環化することができることに留意されたい(Ohs
ugiらの文献、J. Biol. Chem. 256:7642-7651 (1981))。全ての経路は、炭素源としてグ
ルコースを仮定すると、1mol/molよりも大きいか等しい理論的プトレシン収量をもたらし
得る。同様の高い理論収量を、とりわけスクロース、キシロース、アラビノース、合成ガ
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スを含む追加の基質から得ることができる。図63の工程AからUの候補酵素は、実施例XXII
Iに記載されている。
【０５０５】
(実施例XXIII)
(C4化合物生成の例示的酵素)
　本実施例は、1,4-ブタンジオール、4-ヒドロキシブタナール及びプトレシンなどのC4化
合物の生成のための例示的酵素を説明する。
【０５０６】
　(酵素クラス)　 図58、62及び63に記された全ての転換は、表32に示された転換の全般
的範疇に収まる。本実施例は、各範疇の多くの生化学的に特徴付けられた遺伝子を説明す
る。クローン化及び発現された場合に図58、62及び63の好適な転換を触媒するよう適用さ
れ得る遺伝子が、具体的に列記されている。各標示の最初の3つの数字は、基質特異性と
無関係の転換の一般的種類を示す最初の3つの酵素委員会(Enzyme Commission)番号に対応
している。
表 32. 図58、62及び63に示された酵素転換のクラス
【表８５】

【０５０７】
(1.1.1.a オキシドレダクターゼ(オキソからアルコール))
　(アルデヒドからアルコール)　図58、62及び63に記載された3つの転換は、アルデヒド
からアルコールへの変換に関与する。これらは、4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ(図5
8及び62の工程C)、1,4-ブタンジオールデヒドロゲナーゼ(図58及び62の工程E)、及び5-ヒ
ドロキシ-2-ペンタン酸(図62の工程Y)である。アルデヒドからアルコールへの変換を触媒
する酵素、すなわちアルコールデヒドロゲナーゼ又は同等にアルデヒドレダクターゼをコ
ードしている例示的遺伝子は、C2-C14の中鎖アルコールデヒドロゲナーゼをコードしてい
るalrA(Taniらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 66:5231-5235 (2000))、サッカロミ
セス・セレビシアエ由来のADH2(Atsumiらの文献、Nature 451:86-89 (2008))、C(3)より
長い分子に適したE.コリ由来のyqhD(Sulzenbacherらの文献、J. Mol. Biol. 342:489-502
 (2004))、及びブチリルアルデヒドをブタノールへ変換するC. アセトブチリクム由来のb
dh I及びbdh II(Walterらの文献、J. Bacteriol. 174:7149-7158 (1992))を含む。各例示
的遺伝子産物のタンパク質配列は、下記GenBank寄託番号を使用し認めることができる：
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【表８６】

【０５０８】
　4-ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ活性を示す酵素(EC 1.1.1.61)も、この範疇に入る
。当該酵素は、ラルストニア・ユートロファ(Bravoらの文献、J. Forensic Sci. 49:379-
387 (2004))、クロストリジウム・クルイベリ(Wolffらの文献、Protein Expr. Purif. 6:
206-212 (1995))、及びアラビドプシス・サリアナ(Breitkreuzらの文献、J. Biol. Chem.
 278:41552-41556 (2003))において特徴付けられている。

【表８７】

【０５０９】
　ゲオバシルス・サーモグルコシダシウスM10EXG由来のadh1遺伝子(Jeonらの文献、J. Bi
otechnol. 135:127-133 (2008))も、4-ヒドロキシブタナール及びブタナールの両方に対
し高い活性を示すことが記載されている(前記参照)。従ってこの酵素は、1,4-ブタンジオ
ールデヒドロゲナーゼ活性を示す。
【表８８】

【０５１０】
　別の例示的酵素は、3-ヒドロキシイソ酪酸からメチルマロン酸セミアルデヒドへの可逆
的酸化を触媒する3-ヒドロキシイソ酪酸デヒドロゲナーゼである。この酵素は、バリン、
ロイシン及びイソロイシン分解に関与し、且つ細菌、真核生物、及び哺乳動物において同
定されている。サーマス・サーモフィルスHB8由来のP84067によりコードされた酵素が構
造的に特徴付けられている(Lokanathらの文献、J. Mol. Biol. 352:905-17 (2005))。同
位体標識された基質を用いて、ヒト3-ヒドロキシイソ酪酸デヒドロゲナーゼの可逆性が実
証された(Manningらの文献、Biochem. J. 231:481-484 (1985))。この酵素をコードして
いる更なる遺伝子は、ホモ・サピエンス(Hawesらの文献、Methods Enzymol. 324:218-228
 (2000))及びオリクトラグス・クニクルス(Chowdhuryらの文献、Biosci. Biotechnol. Bi
ochem. 60:2043-2047 (1996)；Hawesらの文献、Methods Enzymol. 324:218-228 (2000))
の3hidh、シュードモナス・アエルギノサのmmsb、並びにシュードモナス・プチダのdhat(
Aberhartらの文献、J. Chem. Soc. [Perkin 1] 6:1404-1406 (1979)；Chowdhuryらの文献
、Biosci. Biotechnol Biochem. 67:438-441 (2003)；Chowdhuryらの文献、 Biosci. Bio
technol. Biochem. 60:2043-2047 (1996))がある。
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【表８９】

【０５１１】
　いくつかの3-ヒドロキシイソ酪酸デヒドロゲナーゼ酵素も、マロン酸セミアルデヒドを
3-ヒドロキシプロピオン酸(3-HP)に変換することが示されている。この活性を示す3つの
遺伝子候補は、シュードモナス・アエルギノサPAO1(62)由来のmmsB、シュードモナス・プ
チダKT2440由来のmmsB(Liaoらの米国特許公報第2005/0221466号)、及びシュードモナス・
プチダE23由来のmmsB(Chowdhuryらの文献、Biosci. Biotechnol. Biochem. 60:2043-2047
 (1996))がある。アルカリゲネス・ファエカリスM3Aにおいて3-ヒドロキシ酪酸デヒドロ
ゲナーゼ活性を持つ酵素も同定されている(Gokamらの米国特許第7,393,676号；Liaoらの
米国特許公報第2005/0221466号)。ロドバクター・スパエロイデスを含む他の生物体由来
の追加の遺伝子候補が、配列類似性により推定され得る。
【表９０】

【０５１２】
　マロン酸セミアルデヒドの3-HPへの変換は、2つの他の酵素NADH依存性3-ヒドロキシプ
ロピオン酸デヒドロゲナーゼ及びNADPH依存性マロン酸セミアルデヒドレダクターゼによ
っても達成され得る。NADH依存性3-ヒドロキシプロピオン酸デヒドロゲナーゼは、細菌及
び植物におけるプロピオン酸からのベータ-アラニン生合成経路に関与すると考えられる(
Rathinasabapathiの文献、J. Plant Pathol. 159:671-674 (2002)；Stadtmanの文献、J. 
Am. Chem. Soc. 77:5765-5766 (1955))。この酵素は、今日までいかなる生物体の遺伝子
とも関連されていない。NADPH依存性マロン酸セミアルデヒドレダクターゼは、独立栄養
のCO2-固定菌において、逆反応を触媒する。この酵素活性はメタロスファエラ・セデュラ
において検出されているが、遺伝子の同定は不明である(Alberらの文献、J. Bacteriol. 
188:8551-8559 (2006))。
【０５１３】
(1.1.1.c オキシドレダクターゼ(2工程、アシル-CoAからアルコール))
　図62の工程S及びWは、それぞれ、4-ヒドロキシ酪酸及び1,4-ブタンジオールを形成する
ことができる二機能性レダクターゼ酵素を示している。アシル-CoAをアルコールへ変換す
る例示的2工程オキシドレダクターゼは、アセチル-CoAなどの基質をエタノールへ転換す
る酵素(例えば、E.コリ由来のadhE(Kesslerらの文献、FEBS. Lett. 281:59-63 (1991))、
及びブチリル-CoAをブタノールへ転換する酵素(例えば、C.アセトブチリクム由来のadhE2
(Fontaine らの文献、J.Bacteriol. 184:821-830 (2002))を含む。C.アセトブチリクムad
hE2遺伝子は、4-ヒドロキシブチリル-CoAを1,4-ブタンジオールへ変換することが示され
た(前記参照)。アセチル-CoAのエタノールへの還元に加え、ロイコノストク・メセンテロ
イデスにおいてadhEによりコードされた酵素は、分枝鎖化合物イソブチルアルデヒドをイ
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ソブチリル-CoAに酸化することが示されている(Kazahayaらの文献、J., Gen. Appl. Micr
obiol. 18:43-55 (1972)；Kooらの文献、Biotechnol. Lett. 27:505-510 (2005))。
【表９１】

【０５１４】
　別の例示的酵素は、マロニル-CoAを3-HPに変換することができる。この活性を持つNADP
H依存性酵素は、クロロフレクスウス・アウランチアクスにおいて特徴付けられ、ここで
これは3-ヒドロキシプロピオン酸回路に関与している(Huglerらの文献、J. Bacteriol. 1
84:2404-2410 (2002)；Strauss及びFuchsの文献、Eur. J. Biochem. 215:633-643 (1993)
)。この酵素は、質量300kDaであり、高度の基質特異性があり、且つ他の既知のオキシド
レダクターゼとほとんど配列類似性を示さない(Huglerらの文献、J. Bacteriol. 184:240
4-2410 (2002))。他の生物体の酵素は、この特異的反応を触媒することを示さなかったが
；しかし、他の生物体が類似の経路を有し得ることのバイオインフォマティック的証拠が
存在する(Klattらの文献、Environ. Microbiol. 9:2067-2078 (2007))。ロセイフレクス
ウス・カステンホルジー、エリスロバクター種NAP1及び海洋性ガンマプロテオバクテリア
HTCC2080を含む他の生物体における酵素候補が、配列類似性により推定され得る。

【表９２】

【０５１５】
　長鎖アシル-CoA分子は、アルコール-形成脂肪酸アシル-CoAレダクターゼをコードして
いるホホバ(シモンドシア・キネンシス)FARなどの酵素により還元され得る。E.コリにお
けるその過剰発現は、FAR活性及び脂肪族アルコールの蓄積を生じる(Metzらの文献、Plan
t Physiol. 122:635-644 2000))。
【表９３】

【０５１６】
(1.2.1.b オキシドレダクターゼ(アシル-CoAからアルデヒド))
　図58、62及び63の工程Aは、アルデヒド形成スクシニル-CoAレダクターゼによるスクシ
ニル-CoAのコハク酸セミアルデヒドへの変換に関与している。図62の工程Qは、アルデヒ
ド-形成4-ヒドロキシブチリル-CoAレダクターゼによる4-ヒドロキシブチリル-CoAの4-ヒ
ドロキシブタナールへの変換を示している。いくつかのアシル-CoAデヒドロゲナーゼは、
アシル-CoAをその対応するアルデヒドへ還元することが可能である。そのような酵素をコ
ードしている例示的遺伝子は、脂肪酸アシル-CoAレダクターゼをコードしているアシネト
バクター・カルコアセチカスacr1(Reiser及びSomervilleの文献、J. Bacteriol. 179:296
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9-2975 (1997))、アシネトバクター種M-1脂肪酸アシル-CoAレダクターゼ(Ishigeらの文献
、Appl. Environ. Microbiol. 68:1192-1195 (2002))、及びクロストリジウム・クルイベ
リのsucD遺伝子によりコードされたCoA-及びNADP-依存性コハク酸セミアルデヒドデヒド
ロゲナーゼ(Sohling及びGottschalkの文献、J. Bacteriol. 178:871-80 (1996)；Sohling
及びGottschalkの文献、J. Bacteriol. 178:871-880 (1996))を含む。P.ギンギバリスのs
ucDは、別のアルデヒド-形成スクシニル-CoAレダクターゼである(Takahashiらの文献、J.
Bacteriol. 182:4704-4710 (2000))。bphGによりコードされたシュードモナス種において
アセトアルデヒドデヒドロゲナーゼをアシル化する酵素は、アセトアルデヒド、プロピオ
ンアルデヒド、ブチルアルデヒド、イソブチルアルデヒド及びホルムアルデヒドを酸化及
びアシル化することが実証されているので、更に別の酵素である(Powlowskiらの文献、J.
 Bacteriol. 175:377-385 (1993))。アセチル-CoAのエタノールへの還元に加え、ロイコ
ノストク・メセンテロイデスのadhEによりコードされた酵素は、分枝鎖化合物イソブチル
アルデヒドのイソブチリル-CoAへの酸化を示す(Kooらの文献、Biotechnol. Lett. 27:505
-510 (2005))。ブチルアルデヒドデヒドロゲナーゼは、クロストリジウム・サッカロペル
ブチルアセトニクムなどの溶媒生成性(solventogenic)生物体において、ブチリル-CoAを
ブチルアルデヒドへ変換する、同様の反応を触媒する(Kosakaらの文献、Biosci. Biotech
nol. Biochem. 71:58-68 (2007))。
【表９４】

【０５１７】
　アシル-CoAをその対応するアルデヒドへ変換する追加の酵素型は、マロニル-CoAをマロ
ン酸セミアルデヒドへ転換するマロニル-CoAレダクターゼである。マロニル-CoAレダクタ
ーゼは、好熱好酸性古細菌における3-ヒドロキシプロピオン酸回路を介した独立栄養炭素
固定の重要な酵素である(Bergらの文献、Science 318:1782-1786 (2007)；Thauerの文献
、Science 318:1732-1733 (2007))。この酵素は、補因子としてNADPHを利用し、メタロス
ファエラ(Metallosphaera)種及びスルフォロブス(Sulfolobus)種において特徴付けられて
いる(Alberらの文献、J. Bacteriol. 188:8551-8559 (2006)；Huglerらの文献、J. Bacte
riol. 184:2404-2410 (2002))。この酵素は、メタロスファエラ・セデュラのMsed_0709に
よりコードされている(Alberらの文献、J. Bacteriol. 188:8551-8559 (2006)；Bergらの
文献、Science 318:1782-1786 (2007))。スルホロブス・トコダイ由来のマロニル-CoAレ
ダクターゼをコードしている遺伝子をクローン化し、且つE.コリにおいて異種発現した(A
lberらの文献、J. Bacteriol. 188:8551-8559 (2006))。これらの酵素のアルデヒドデヒ
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ドロゲナーゼの機能性は、クロロフレクスウス・アウランチアクス由来の二機能性デヒド
ロゲナーゼに類似しているが、これらに配列類似性はほとんどない。両方のマロニル-CoA
レダクターゼ酵素候補は、アスパラギン酸-セミアルデヒドデヒドロゲナーゼに対する高
い配列類似性を有し、この酵素は、還元、及び同時のアスパルチル-4-リン酸のアスパラ
ギン酸セミアルデヒドへの脱リン酸化を触媒する。追加の遺伝子候補は、スルホロブス・
ソルファタリクス及びスルホロブス・アシドカルダリウスを含む他の生物体におけるタン
パク質への配列相同性により認められる。CoA-アシル化アルデヒドデヒドロゲナーゼの更
に別の候補は、クロストリジウム・ベイジェリンキー由来のald遺伝子である(Tothらの文
献、Appl. Environ.Microbiol. 65:4973-4980 (1999))。この酵素は、アセチル-CoA及び
ブチリル-CoAをそれらの対応するアルデヒドへ還元することが報告されている。この遺伝
子は、サルモネラ・ティフィムリウム及びE.コリのアセトアルデヒドデヒドロゲナーゼを
コードしているeutEに非常に類似している(Tothらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 6
5:4973-4980 (1999))。
【表９５】

【０５１８】
(1.2.1.c オキシドレダクターゼ(2-オキソ酸からアシル-CoA、脱炭酸))
　図62の工程AAは、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸の4-ヒドロキシブチリル-CoAへの
変換を示している。この転換の候補酵素は、1)分枝鎖2-ケト酸デヒドロゲナーゼ、2)アル
ファ-ケトグルタル酸デヒドロゲナーゼ、及び3)ピルビン酸デヒドロゲナーゼ多酵素複合
体(PDHC)を含む。これらの酵素は、2-ケト酸のアシル化酸化的脱炭酸を生じる一連の部分
反応を触媒する多酵素複合体である。2-ケト酸デヒドロゲナーゼ複合体の各々は中間代謝
の重要な位置を占め、酵素活性は典型的には厳密に調節される(Fries らの文献、Biochem
istry 42:6996-7002 (2003))。これらの酵素は複合体を共有するが、共通の構造は、アル
ファ-ケト酸デカルボキシラーゼ(E1)、ジヒドロリポアミドアシルトランスフェラーゼ(E2
)及びジヒドロリポアミドデヒドロゲナーゼ(E3)の3つの触媒構成成分の多コピーを構成す
る。このE3構成成分は、生物体の全ての2-ケト酸デヒドロゲナーゼ複合体の間で共有され
るが、E1及びE2構成成分は、異なる遺伝子によりコードされる。酵素構成成分は、複合体
において多くのコピーで存在し、基質チャネリングを介し反応の指定された配列を触媒す
るために複数の補因子を利用する。これらのデヒドロゲナーゼ複合体の全体のサイズは非
常に大きく、分子質量は400万～1000万Daである(すなわち、リボソームより大きい)。
【０５１９】
　2-ケト酸デヒドロゲナーゼ系統における酵素の活性は、E.コリにおける嫌気性条件下で
は、通常低いか又は限定されている。NADH(又はNADPH)生成の増加は酸化還元不均衡に繋
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がり、NADHそれ自身、酵素機能に対し阻害因子として働く。操作の研究は、E.コリピルビ
ン酸デヒドロゲナーゼ複合体の嫌気性活性を増大した(Kimらの文献、Appl. Environ. Mic
robiol. 73:1766-1771 (2007)；Kimらの文献、J. Bacteriol. 190:3851-3858 (2008)；Zh
ouらの文献、Biotechnol. Lett. 30:335-342 (2008))。例えばNADHの阻害作用は、E3成分
におけるH322Y変異の操作により克服することができる(Kimらの文献、J. Bacteriol. 190
:3851-3858 (2008))。個別の構成成分の構造研究及びそれらが複合体において一緒に作用
する様式は、この系統の酵素の触媒機構及び配置の洞察をもたらす(Aevarssonらの文献、
Nat. Struct. Biol. 6:785-792 (1999)；Zhouらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci.U.S.A. 
98:14802-14807 (2001))。デヒドロゲナーゼ複合体の基質特異性は、異なる生物体で変動
するが、一般に分枝鎖ケト酸デヒドロゲナーゼは最も広範な基質範囲を有する。
【０５２０】
　アルファ-ケトグルタル酸デヒドロゲナーゼ(AKGD)は、アルファ-ケトグルタル酸をスク
シニル-CoAに変換し、TCA回路を介した代謝フラックス制御の主要部位である(Hansford, 
R. G.の文献、Curr. Top. Bioenerg. 10:217-278 (1980))。E.コリにおいて遺伝子sucA、
sucB及びlpdによりコードされたAKGD遺伝子発現は、嫌気性条件下且つグルコース上での
成長時に下方制御される(Parkらの文献、Mol. Microbiol. 15:473-482 (1995))。AKGDの
基質範囲は狭いが、E2構成成分の触媒的コアの構造研究は、基質特異性に寄与する特異的
残基を特定する(Knappらの文献、J. Mol. Biol. 280:655-668 (1998))。odhAB(E1及びE2)
並びにpdhD(E3、共有されたドメイン)によりコードされたバシルス・スブチリスAKGDは、
転写レベルで調節され、且つ炭素給源及び生物体の成長相に左右される(Resnekovらの文
献、Mol. Gen. Genet. 234:285-296 (1992))。酵母において、E3構成成分をコードしてい
るLPD1遺伝子は、グルコースにより転写レベルで調節される(Roy及びDawesの文献、J. Ge
n. Microbiol. 133:925-933 (1987))。KGD1によりコードされたE1構成成分も、グルコー
スにより調節され、HAP2及びHAP3の生成物により活性化される(Repetto及びTzagoloffの
文献、Mol. Cell Biol. 9:2695-2705 (1989))。生成物NADH及びスクシニル-CoAにより阻
害されるAKGD酵素複合体は、哺乳動物系においてよく研究されており、その損なわれた機
能は、いくつかの神経系疾患に結びつけられている(Tretter及びdam-Viziの文献、Philos
. Trans. R. Soc. Lond B Biol. Sci. 360:2335-2345 (2005))。

【表９６】

【０５２１】
　分枝鎖2-ケト酸デヒドロゲナーゼ複合体(BCKAD)は、2-オキソイソ吉草酸デヒドロゲナ
ーゼとしても知られており、これは分枝鎖アミノ酸分解経路に関与し、バリン、ロイシン
及びイソロイシンの2-ケト酸誘導体をそれらのアシル-CoA誘導体とCO2に変換する。この
複合体は、バシルス・スブチリス(Wangらの文献、Eur. J. Biochem. 213:1091-1099 (199
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3))、ラツス・ノルベギクス(Nambaらの文献、J. Biol. Chem. 244:4437-4447 (1969))及
びシュードモナス・プチダ(Sokatchの文献、J. Bacteriol. 148:647-652 (1981))を含む
多くの生物体において研究されている。バシルス・スブチリスにおいて、この酵素は、遺
伝子pdhD(E3構成成分)、bfmBB(E2構成成分)、bfmBAA及びbfmBAB(E1構成成分)によりコー
ドされている(Wangらの文献、Eur. J. Biochem. 213:1091-1099 (1993))。哺乳動物にお
いて、本複合体は、特異的ホスファターゼ及びプロテインキナーゼによるリン酸化により
調節される。本複合体は、ラットの肝細胞において研究され(Chiccoらの文献、J. Biol. 
Chem. 269:19427-19434 (1994))、遺伝子Bckdha(E1α)、Bckdhb(E1β)、Dbt(E2)、及びDl
d(E3)によりコードされている。シュードモナス・プチダBCKAD複合体のE1及びE3構成成分
は結晶化され(Aevarssonらの文献、Nat. Struct. Biol. 6:785-792 (1999)；Matteviの文
献、Science 255:1544-1550 (1992))、本酵素複合体が研究されている(Sokatchらの文献
、J. Bacteriol. 148:647-652 (1981))。P.プチダBCKAD遺伝子の転写は、bkdRの遺伝子産
物により活性化される(Hesterらの文献、Eur. J. Biochem. 233:828-836 (1995))。ラツ
ス・ノルベギクス(Paxtonらの文献、Biochem. J. 234:295-303 (1986))及びサッカロミセ
ス・セレビシアエ(Sinclairらの文献、Biochem. Mol. Biol. Int. 31:911-922 (1993))を
含む一部の生物体において、この複合体は、分枝鎖アミノ酸前駆体に加え、2-オキソブタ
ン酸及びアルファ-ケトグルタル酸などの直鎖オキソ酸を含む、広範な基質範囲を有する
ことが示されている。ウシBCKADの活性部位を、代替基質アセチル-CoAを好ましいように
操作した(Meng及びChuangの文献、Biochemistry 33:12879-12885 (1994))。
【表９７】

【０５２２】
　ピルビン酸のアセチル-CoAへの変換を触媒するピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体も広
範に研究されている。本E.コリ酵素において、E1構成成分の特異的残基が基質特異性に寄
与する(Bisswanger, H.の文献、J Biol Chem. 256:815-822 (1981)；Bremer, J.の文献、
Eur. J Biochem. 8:535-540 (1969)；Gongらの文献、J Biol Chem. 275:13645-13653 (20
00))。前述のように、酵素工学の研究は、嫌気性条件下でのE.コリPDH酵素活性を改善し
た(Kimらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 73:1766-1771 (2007)；Kimの文献、J. Bac
teriol. 190:3851-3858 (2008)；Zhouらの文献、Biotechnol. Lett. 30:335-342 (2008))
。E.コリPDHとは対照的に、B.スブチリス複合体は活性があり、嫌気性条件下での成長に
必要とされる(Nakanoの文献、J. Bacteriol. 179:6749-6755 (1997))。グリセロール上で
の成長時に特徴付けられたクレブシエラ・ニューモニエPDHも、嫌気性条件下で活性があ
る(Menzelらの文献、J. Biotechnol. 56:135-142 (1997))。ウシ腎臓由来の酵素複合体の
結晶構造(Zhouらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98:14802-14807 (2001))及び
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アゾトバクター・ビネランディ(Azotobacter vinelandii)由来のE2触媒ドメインが入手可
能である(Matteviらの文献、Science 255:1544-1550 (1992))。一部の哺乳動物のPDH酵素
複合体は、2-オキソブタン酸などの代替基質と反応することができるが、ラツス・ノルベ
ギクスPDH及びBCKADの動態比較は、BCKADは、基質としての2-オキソブタン酸に対しより
高い活性を有することを示している(Paxtonらの文献、Biochem. J. 234:295-303 (1986))
。
【表９８】

【０５２３】
　前述の多数の多酵素2-ケト酸デヒドロゲナーゼ複合体の代替として、いくつかの嫌気性
生物体は、2-ケト酸オキシドレダクターゼ系統(OFOR)の酵素を利用し、2-ケト酸のアシル
化酸化的脱炭酸を触媒する。デヒドロゲナーゼ複合体とは異なり、これらの酵素は鉄-硫
黄クラスターを含み、異なる補因子を利用し、且つNAD(P)Hの代わりに電子受容体として
フェレドキシン又はフラボドキシンを使用する。この系列のほとんどの酵素は基質として
のピルビン酸(POR)に特異性であるが、いくつかの2-ケト酸：フェレドキシンオキシドレ
ダクターゼはアルファ-ケトグルタル酸及び2-オキソブタン酸を含む広範な2-ケト酸を基
質として受け入れることが示されている(Fukuda及びWakagiの文献、Biochim. Biophys. A
cta 1597:74-80 (2002)；Zhangらの文献、J. Biochem. 120:587-599 (1996))。当該酵素
の一つは、好熱好酸性古細菌スルホロブス・トコダイ7由来のOFORであり、これは遺伝子S
T2300によりコードされたα及びβサブユニットを含む(Fukuda及びWakagiの文献、Biochi
m. Biophys. Acta 1597:74-80 (2002)；Zhangらの文献、J. Biochem. 120:587-599 (1996
))。E.コリにおいてこのタンパク質を効率的に発現するための、プラスミド-ベースの発
現系が開発されており(Fukudaらの文献、Eur. J. Biochem. 268:5639-5646 (2001))、基
質特異性に関連した残基が決定された(Fukuda及びWakagiの文献、Biochim. Biophys. Act
a 1597:74-80 (2002))。アエロピルム・ペルニクスK1株由来の2つのOFORも、最近E.コリ
にクローン化され、特徴決定され、且つ広範な2-オキソ酸と反応することがわかった(Nis
hizawaらの文献、FEBS Lett. 579:2319-2322 (2005))。これらのOFOR候補の遺伝子配列が
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利用可能であるが、これらは今日まで寄託されたGenBank識別子を有さない。全ての古細
菌、一部の嫌気性細菌及びミトコンドリアを持たない真核生物において類似した酵素が存
在することのバイオインフォマティックス的証拠が存在する(Fukuda及びWakagiの文献、B
iochim. Biophys. Acta 1597:74-80 (2005))。還元されたフェロドキシンを使用し、フェ
ロドキシン-NADレダクターゼによりNADHを生成することができるので、このクラスの酵素
はエネルギーの観点からも興味深い(Petitdemangeらの文献、Biochim. Biophys. Acta 42
1:334-337 (1976))。同じく、ほとんどの酵素は嫌気性条件下で作用するように設計され
ているので、嫌気性環境における活性について、2-ケト酸デヒドロゲナーゼ複合体系統の
酵素に比べ、より少ない酵素の操作が必要である。
【表９９】

【０５２４】
(1.2.1.d  オキシドレダクターゼ(ホスホン酸レダクターゼ))
　4-ヒドロキシブチリル-リン酸の4-ヒドロキシブタナールへの変換は、ECクラス1.2.1の
オキシドレダクターゼにより触媒され得る。アスパラギン酸セミアルデヒドデヒドロゲナ
ーゼ(ASD、EC 1.2.1.11)は、4-アスパルチルリン酸のアスパラギン酸-4-セミアルデヒド
へのNADPH依存性還元を触媒する。ASDは、アミノ酸生合成に関与し、最近抗微生物薬標的
として研究されている(Hadfieldらの文献、Biochemistry 40:14475-14483 (2001))。E.コ
リASD構造が解明され(Hadfieldらの文献、J. Mol. Biol. 289:991-1002 (1999))、該酵素
は、代替基質ベータ-3-メチルアスパルチルリン酸を受け入れることが示された(Shamesら
の文献、J. Biol. Chem. 259:15331-15339 (1984))。ヘモフィルス・インフルエンザ酵素
は、活性部位での基質結合親和性を変更するための酵素工学研究の対象である(Blancoら
の文献、Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 60:1388-1395 (2004)；Blancoらの
文献、Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 60:1808-1815 (2004))。他のASD候補
が、マイコバクテリウム・ツベルクローシス(Shafianiらの文献、J. Appl. Microbiol. 9
8:832-838 (2005))、メタノコッカス・ジャナスキ(Methanococcus jannaschii)(Faehnle
らの文献、J. Mol. Biol. 353:1055-1068 (2005))、感染性微生物ビブリオ・コレラ及び
ヘリコバクター・ピロリ(Mooreらの文献、Protein Expr. Purif. 25:189-194 (2002))に
おいて認められる。関連酵素候補は、S.セレビシアエ(Pauwelsらの文献、Eur. J. Bioche
m. 270:1014-1024 (2003)、B.スブチリス(O'Reilly及びDevineの文献、Microbiology 140
 ( Pt 5):1023-1025 (1994))、及び他の生物体において認められた、アセチルグルタミル
リン酸をアセチルグルタミン酸-5-セミアルデヒドに天然に還元する酵素である、アセチ
ルグルタミルリン酸レダクターゼ(EC 1.2.1.38)である。
【表１００】

【０５２５】
　このクラスの他の例示的酵素は、グリセルアルデヒド-3-リン酸をD-グリセリン酸1,3-
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A(Branlant及びBranlantの文献、Eur. J. Biochem. 150:61-66 (1985))、N-アセチル-L-
グルタミン酸-5-セミアルデヒドをN-アセチル-L-グルタミル-5-リン酸に変換するN-アセ
チル-ガンマ-グルタミルリン酸レダクターゼ(例えば、E.コリargC(Parsotらの文献、Gene
 68:275-283 (1988))、及びL-グルタミン酸-5-セミアルデヒドをL-グルタミル-5-リン酸
に変換するグルタミン酸-5-セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ(例えば、E.コリproA(Smith
らの文献、J. Bacteriol. 157:545-551 (1984))を含む。サルモネラ・ティフィムリウム(
Mahan及びCsonkaの文献、J. Bacteriol. 156:1249-1262 (1983))及びカンピロバクター・
ジェジュニ(Louie及びChanの文献、Mol. Gen. Genet. 240:29-35 (1993))由来のグルタミ
ン酸-5-セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ酵素をコードしている遺伝子は、クローン化さ
れ、E.コリにおいて発現された。
【表１０１】

【０５２６】
(1.2.1.e  酸レダクターゼ)
　図58、62及び63のいくつかの工程は、酸レダクターゼによる活性化されない酸のアルデ
ヒドへの変換を示している。これらは、4-ヒドロキシ酪酸、コハク酸、アルファ-ケトグ
ルタル酸、及び4-アミノ酪酸の、各々、4-ヒドロキシブタナール、コハク酸セミアルデヒ
ド、2,5-ジオキソペンタン酸、及び4-アミノブタナールへの変換を含む。1つの注目すべ
きカルボン酸レダクターゼは、ノカルジア・イオウェンシスにおいて認めることができ、
これはカルボン酸のそれらの対応するアルデヒドへのマグネシウム、ATP及びNADPH依存性
還元を触媒する(Venkitasubramanianらの文献、J. Biol. Chem. 282:478-485 (2007))。
この酵素は、car遺伝子によりコードされ、且つクローン化され、E.コリにおいて機能性
に発現された(Venkitasubramanianらの文献、J. Biol. Chem. 282:478-485 (2007))。npt
遺伝子産物の発現は、転写後修飾を介して、該酵素の活性を向上した。npt遺伝子は、不
活性アポ酵素を活性ハロ酵素に変換する特異的ホスホパンテテイントランスフェラーゼ(P
PTase)をコードしている。この酵素の天然の基質はバニリン酸であり、該酵素は、広範な
芳香族基質及び脂肪族基質を受け入れる(Venkitasubramanianらの文献、「製薬及びバイ
オ産業における生触媒」、R.N. Patel編集、第15章、425-440頁、CRC Press LLC, ボカラ
トン、FL、(2006))。
【表１０２】

【０５２７】
　追加のcar遺伝子及びnpt遺伝子を、配列相同性を基に同定することができる。
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【表１０３】

【０５２８】
　ストレプトマイセス・グリセウスにおいて認められる追加の酵素候補は、griC及びgriD
遺伝子によりコードされている。この酵素は、3-アミノ-4-ヒドロキシ安息香酸を3-アミ
ノ-4-ヒドロキシベンズアルデヒドへ変換すると考えられ、griC又はgriDのいずれかの欠
失は、3-アミノ-4-ヒドロキシ安息香酸代謝のシャント生成物である細胞外3-アセチルア
ミノ-4-ヒドロキシ安息香酸の蓄積に繋がる(Suzukiらの文献、J. Antibiot. 60(6):380-3
87 (2007))。griC及びgriDの、ノカルジア・イオウェンシスnptに配列が類似した酵素で
あるSGR_665との同時発現は有益であり得る。
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【表１０４】

【０５２９】
　類似した特徴を持つ酵素であるアルファ-アミノアジピン酸レダクターゼ(AAR、EC 1.2.
1.31)は、一部の真菌種におけるリジン生合成経路に関与している。この酵素は天然には
、アルファ-アミノアジピン酸をアルファ-アミノアジピン酸セミアルデヒドに還元する。
カルボキシル基が最初に、アデニル酸のATP依存性形成により活性化され、次にNAD(P)Hに
より還元され、アルデヒド及びAMPを生じる。この酵素はCAR同様、マグネシウムを利用し
、PPTaseによる活性化を必要とする。AAR及びそれに対応するPPTaseの酵素候補は、サッ
カロミセス・セレビシアエ(Morrisらの文献、Gene 98:141-145 (1991))、カンジダ・アル
ビカンス(Guoらの文献、Mol. Genet. Genomics 269:271-279 (2003))、及びシゾサッカロ
ミセス・ポンベ(Fordらの文献、Curr. Genet. 28:131-137 (1995))において認められる。
S.ポンベ由来のAARは、E.コリにおいて発現された場合に、著しい活性を示した(Guoらの
文献、Yeast 21:1279-1288 (2004))。ペニシリウム・クリソゲヌム由来のAARは、代替基
質としてS-カルボキシメチル-L-システインを受け入れるが、アジピン酸、L-グルタミン
酸又はジアミノピメリン酸とは反応しない(Hijarrubiaらの文献、J. Biol. Chem. 278:82
50-8256 (2003))。P.クリソゲヌムPPTaseをコードしている遺伝子は、今日まで同定され
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ていない。
【表１０５】

【０５３０】
(1.4.1.a  オキシドレダクターゼ(アミノ化))
　グルタミン酸デヒドロゲナーゼ(図62及び63工程J)、4-アミノ酪酸デヒドロゲナーゼ(図
62及び63工程M)、プトレシンデヒドロゲナーゼ(図63工程D)、5-アミノ-2-オキソペンタン
酸デヒドロゲナーゼ(図63工程P)、及びオルニチンデヒドロゲナーゼ(図63工程S)は、オキ
シドレダクターゼのアミノ化により触媒することができる。このECクラスの酵素は、受容
体としてNAD+又はNADP+によるアルファ-アミノ酸の酸化的脱アミノ化を触媒し、これらの
反応は典型的には可逆性である。アミノ酸を操作する例示的オキシドレダクターゼは、gd
hAによりコードされたグルタミン酸デヒドロゲナーゼ(脱アミノ化)、ldhによりコードさ
れたロイシンデヒドロゲナーゼ(脱アミノ化)、及びnadXによりコードされたアスパラギン
酸デヒドロゲナーゼ(脱アミノ化)がある。エシェリキア・コリ由来のgdhA遺伝子産物(Kor
berらの文献、J. Mol. Biol. 234:1270-1273 (1993)；McPherson及びWoottonの文献、Nuc
leic Acids Res. 11:5257-5266 (1983))、サーモトガ・マリティマ由来のgdh(Kortらの文
献、Extremophiles 1:52-60 (1997)；Lebbinkらの文献、J. Mol. Biol. 280:287-296 (19
98)；Lebbinkらの文献、J. Mol. Biol. 289:357-369 (1999))、及びハロバクテリウム・
サリナルム由来のgdhA1(Ingoldsbyらの文献、Gene 349:237-244 (2005))は、それぞれNAD
P(H)、NAD(H)、又は両方に嗜好性である一方、グルタミン酸の2-オキソグルタル酸及びア
ンモニアへの可逆的相互変換を触媒する。バシルス・セレウスのldh遺伝子は、ロイシン
、イソロイシン、バリン、及び2-アミノブタン酸を含む広範な基質を有する、LeuDHタン
パク質をコードしている(Ansorge及びKulaの文献、Biotechnol. Bioeng. 68:557-562 (20
00)；Stoyanらの文献、J. Biotechnol. 54:77-80 (1997))。アスパラギン酸デヒドロゲナ
ーゼをコードしているサーモトガ・マリティマ由来のnadX遺伝子は、NADの生合成に関与
している(Yangらの文献、J. Biol. Chem. 278:8804-8808 (2003))。

【表１０６】

【０５３１】
　更なるグルタミン酸デヒドロゲナーゼ遺伝子候補は、バシルス・スブチリス(Khanらの
文献、Biosci. Biotechnol. Biochem. 69:1861-1870 (2005))、ニコチアナ・タバカム(Pu
rnellらの文献、Planta 222:167-180 (2005))、オリザ・サティバ(Abikoらの文献、Plant
 Cell Physiol. 46:1724-1734 (2005))、ハロフェラックス・メディテラネイ(Diazらの文
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献、Extremophiles 10:105-115 (2006))、及びハロバクテリウム・サリナルム(Haydenら
の文献、FEMS Microbiol. Lett. 211:37-41 (2002))において認められる。ニコチアナ・
タバカムの酵素は、gdh1及びgdh2によりコードされたアルファ及びベータサブユニットで
構成されている(Purnellらの文献、Planta 222:167-180 (2005))。NADH依存性グルタミン
酸デヒドロゲナーゼの過剰発現は、S.セレビシアエの操作された菌株におけるエタノール
生成を向上することがわかった(Rocaらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 69:4732-473
6 (2003))。
【表１０７】

【０５３２】
　アルデヒドのそれらの対応する第一級アミンへの変換を触媒する例示的酵素は、lysDH
遺伝子によりコードされたリジン6-デヒドロゲナーゼ(EC 1.4.1.18)である。lysDH遺伝子
によりコードされたリジン6-デヒドロゲナーゼ(脱アミノ化)は、L-リジンε-アミノ基の
酸化的脱アミノ化を触媒し、2-アミノアジピン酸-6-セミアルデヒドを形成し、これは次
に非酵素的に環化し、Δ1-ピペリデイン-6-カルボン酸を形成する(Misono及びNagasakiの
文献、J. Bacteriol. 150:398-401 (1982))。ゲオバシルス・ステアロサーモフィルス由
来のlysDH遺伝子は、好熱性のNAD-依存性リジン6-デヒドロゲナーゼをコードしている(He
ydariらの文献、Appl. Environ. Microbiol 70:937-942 (2004))。アエロピルム・ペルニ
クスK1由来のlysDH遺伝子は、ゲノムプロジェクトから相同性により同定される。更なる
酵素は、アグロバクテリウム・ツメファシエンス(Hashimotoらの文献、J. Biochem. 106:
76-80 (1989)；Misono及びNagasakiの文献、J. Bacteriol. 150:398-401 (1982))、及び
アクロモバクター・デニトリフィカンス(Ruldeekulthamrongらの文献、BMB. Rep. 41:790
-795 (2008))において認めることができる。

【表１０８】

【０５３３】
　3-オキソ酸を3-アミノ酸へ変換する酵素は、リジンを発酵する生物体に認められる酵素
である、3,5-ジアミノヘキサン酸デヒドロゲナーゼ(EC 1.4.1.11)である。この酵素をコ
ードしている遺伝子kddが、フソバクテリウム・ヌクレアタムにおいて最近同定された(Kr
eimeyerらの文献、J. Biol. Chem. 282:7191-7197 (2007))。この酵素は精製され、且つ
他の生物体において特徴付けられたが(Bakerらの文献、J. Biol. Chem. 247:7724-7734 (
1972)；Baker及びvan der Driftの文献、Biochemistry 13:292-299 (1974))、これらの酵
素に関連した遺伝子は不明である。ミクソコッカス・キサンタス、ポルフィロモナス・ギ
ンギバリスW83及び他の配列決定された生物体における候補を配列相同性により推定する
ことができる。
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【表１０９】

【０５３４】
(2.3.1.a  アシルトランスフェラーゼ(リン酸基のCoAへの転移))
　図62の工程Pは、4-ヒドロキシブチリル-CoAの4-ヒドロキシブチリル-Piへの転換を示し
ている。例示的リン酸を転移するアシルトランスフェラーゼは、ptaによりコードされた
ホスホトランスアセチラーゼ、及びptbによりコードされたホスホトランスブチリラーゼ
である。E.コリ由来のpta遺伝子は、アセチル-CoAをアセチル-リン酸に、又はその逆に変
換することができる酵素をコードしている(Suzukiの文献、Biochim. Biophys. Acta 191:
559-569 (1969))。この酵素は、アセチル-CoAの代わりにプロピオニル-CoAを利用するこ
とができ、このプロセスにおいてプロピオン酸を形成する(Hesslingerらの文献、Mol. Mi
crobiol. 27:477-492 (1998))。同様に、C.アセトブチリクム由来のptb遺伝子は、ブチリ
ル-CoAをブチリル-リン酸へ変換することができる酵素をコードしている(Walterらの文献
、Gene 134:107-111 (1993))；Huangらの文献、J Mol. Microbiol. Biotechno.l 2:33-38
 (2000))。更なるptb遺伝子は、酪酸産生菌L2-50(Louisらの文献、J. Bacteriol. 186:20
99-2106 (2004))、及びバシルス・メガテリウム(Vazquezらの文献、Curr. Microbiol. 42
:345-349 (2001))において認めることができる。
【表１１０】

【０５３５】
(2.6.1. アミノトランスフェラーゼ)
　アミノトランスフェラーゼは、アルデヒド又はケトンをアミノ基に可逆的に変換する。
共通のアミノ供与体/受容体組合せは、グルタミン酸/アルファ-ケトグルタル酸、アラニ
ン/ピルビン酸、及びアスパラギン酸/オキサロ酢酸を含む。いくつかの酵素は、アルデヒ
ドを、4-アミノ酪酸、プトレシン、及び5-アミノ-2-オキソペンタン酸などの第一級アミ
ンへ、又はその逆に変換することが示されている。これらの酵素は、以下の転換を実行す
るのに特に良く適している：図62及び63の工程N、図63の工程E及びQ。リジン-6-アミノト
ランスフェラーゼ(EC 2.6.1.36)は、第一級アミンの形成が可能である酵素の一例である
。リジンをアルファ-アミノアジピン酸セミアルデヒドに変換するこの酵素機能は、酵母
及び細菌において実証されている。カンジダ・ユチリス(Candida utilis)(Hammer及びBod
eの文献、J. Basic Microbiol. 32:21-27 (1992))、フラボバクテリウム・ルテセンス(Fu
jiiらの文献、J. Biochem. 128:391-397 (2000))、及びストレプトマイセス・クラブリゲ
ヌス(Romeroらの文献、J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 18:241-246 (1997))由来の候補
が特徴付けられている。S.クラブリゲヌス由来の組換えリジン-6-アミノトランスフェラ
ーゼは、E.コリにおいて機能性に発現される(Tobinらの文献、J. Bacteriol. 173:6223-6
229 (1991))。F.ルテセンス酵素は、アミノ受容体として、アルファ-ケトグルタル酸に特
異的である(Soda及びMisonoの文献、Biochemistry 7:4110-4119 (1968))。アルデヒドを
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アミナーゼをコードしているアシネトバクター・バウマニのdat遺伝子産物を含む(Ikai及
びYamamotoの文献、J. Bacteriol. 179:5118-5125 (1997))。その天然の基質である2,4-
ジアミノ酪酸に加え、DATは、リジン、4-アミノ酪酸及びオルニチンの末端アミンをアミ
ノ基転移させる。
【表１１１】

【０５３６】
　アルデヒドの末端アミンへの変換は、ガンマ-アミノ酪酸トランスアミナーゼ(GABAトラ
ンスアミナーゼ又は4-アミノ酪酸トランスアミナーゼ)によっても触媒されることができ
る。この酵素は、コハク酸セミアルデヒド及びグルタミン酸を、4-アミノ酪酸及びアルフ
ァ-ケトグルタル酸に天然に相互変換し、且つ広い基質範囲を有することがわかっている(
Liuらの文献、Biochemistry 43:10896-10905 (2004)；Schulzらの文献、Appl. Environ. 
Microbiol. 56:1-6 (1990))。E.コリにおける2つのGABAトランスアミナーゼは、gabT(Bar
tschらの文献、J. Bacteriol. 172:7035-7042 (1990))及びpuuE(Kuriharaらの文献、J. B
iol. Chem. 280:4602-4608. (2005))によりコードされている。ムス・ムスキュラス、シ
ュードモナス・フルオレセンス、及びサス・スクロファにおけるGABAトランスアミナーゼ
は、6-アミノカプロン酸を含む一連の代替基質と反応することが示されている(Cooperの
文献、Methods Enzymol. 113:80-82 (1985)；Scott及びJakobyの文献、J. Biol. Chem. 2
34:932-936 (1959))。

【表１１２】

【０５３７】
　アルデヒドと第一級アミンの相互変換に関する更なる酵素候補は、プトレシントランス
アミナーゼ又は他のジアミンアミノトランスフェラーゼである。E.コリのプトレシンアミ
ノトランスフェラーゼは、ygjG遺伝子によりコードされ、精製された酵素は、カダベリン
及びスペルミジンもアミノ基転移することができる(Samsonovaらの文献、BMC Microbiol.
 3:2 (2003))。加えてこの酵素の1,7-ジアミノヘプタンへの活性、及び2-オキソグルタル
酸以外のアミノ受容体(例えば、ピルビン酸、2-オキソブタン酸)との活性が報告されてい
る(Kimの文献、J. Biol. Chem. 239:783-786 (1964)；Samsonovaらの文献、BMC Microbio
l. 3:2 (2003))。アルファ-ケトグルタル酸よりもアミノ受容体としてのピルビン酸との
活性がより高いプトレシンアミノトランスフェラーゼは、シュードモナス・アエルギノサ
のspuC遺伝子である(Luらの文献、J. Bacteriol. 184:3765-3773 (2002))。
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【表１１３】

【０５３８】
　3-オキソ酸をアミノ基転移する酵素は、GABAアミノトランスフェラーゼ(前記)、ベータ
-アラニン/アルファ-ケトグルタル酸アミノトランスフェラーゼ及び3-アミノ-2-メチルプ
ロパン酸アミノトランスフェラーゼがある。ベータ-アラニン/アルファ-ケトグルタル酸
アミノトランスフェラーゼ(WO08027742)は、ベータ-アラニンと反応し、マロン酸セミア
ルデヒド、3-オキソ酸を形成する。サッカロミセス・クルイベリのSkPYD4の遺伝子産物は
、アミノ基供与体としてベータ-アラニンを優先的に使用することが示された(Andersen及
びHansenの文献、Gene 124:105-109 (1993))。SkUGA1は、サッカロミセス・セレビシアエ
GABAアミノトランスフェラーゼのホモログであるUGA1をコードしている(Ramosらの文献、
Eur. J. Biochem. 149:401-404 (1985))のに対し、SkPYD4は、ベータ-アラニンとGABAの
両方のアミノ基転移に関連した酵素をコードしている(Andersen及びHansenの文献、Gene 
124:105-109 (1993))。3-アミノ-2-メチルプロピオン酸トランスアミナーゼは、メチルマ
ロン酸セミアルデヒドの3-アミノ-2-メチルプロピオン酸への転換を触媒する。この酵素
は、ラツス・ノルベギクス及びサス・スクロファにおいて特徴付けられ、Abatによりコー
ドされている(Kakimotoらの文献、Biochim. Biophys. Acta 156:374-380 (1968)；Tamaki
らの文献、Methods Enzymol. 324:376-389 (2000))。

【表１１４】

【０５３９】
　いくつかのアミノトランスフェラーゼは、アミノ酸のアミノ基をアミノ基転移し、2-オ
キソ酸を形成する。アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼは、オキソ基をオキサロ酢
酸からグルタミン酸へ天然に転移し、アルファ-ケトグルタル酸及びアスパラギン酸を形
成する酵素である。アスパラギン酸は、OHED及び2-AHDに構造が類似している。アスパラ
ギン酸アミノトランスフェラーゼ活性は、例えば、エシェリキア・コリ由来のaspCの遺伝
子産物(Yagiらの文献、FEBS Lett. 100:81-84 (1979)；Yagiらの文献、Methods Enzymol.
 113:83-89 (1985))、サッカロミセス・セレビシアエ由来のAAT2の遺伝子産物(Yagiらの
文献、J. Biochem. 92:35-43 (1982))、及びアラビドプシス・サリアナ由来のASP5の遺伝
子産物(de la Torreらの文献、Plant J. 46:414-425 (2006)；Kwok及びHansonの文献、J.
 Exp. Bot. 55:595-604 (2004)；Wilkie及びWarrenの文献、Protein Expr. Purif. 12:38
1-389 (1998))により特徴付けられる。ラツス・ノルベギクス由来の酵素は、2-アミノヘ
キサン二酸及び2,4-ジアミノ酪酸などの代替基質をアミノ基転移することが知られている
(Recasensらの文献、Biochemistry 19:4583-4589 (1980))。他のアミノ酸基質に作用する
アミノトランスフェラーゼも、この転換を触媒することができる。バリンアミノトランス
フェラーゼは、バリン及びピルビン酸の2-ケトイソ吉草酸及びアラニンへの変換を触媒す
る。E.コリ遺伝子avtAは、1つの当該酵素をコードしている(Whalen及びBergの文献、J. B
acteriol. 150:739-746 (1982))。この遺伝子産物は、α-ケト酪酸のアミノ基転移を触媒
し、α-アミノ酪酸を生成するが、この反応のアミン供与体は同定されていない(Whalen及
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びBergの文献、J. Bacteriol. 158:571-574 1984))。E.コリserCの遺伝子産物は、ホスホ
セリンアミノトランスフェラーゼ及びホスホヒドロキシトレオニンアミノトランスフェラ
ーゼの2つの反応を触媒し(Lam及びWinklerの文献、J. Bacteriol. 172:6518-6528 (1990)
)、ホスホリル化されない基質に対する活性は検出されなかった(Drewkeらの文献、FEBS L
ett. 390:179-182 (1996))。
【表１１５】

【０５４０】
　別の酵素候補は、一部の生物体におけるリジンの生合成及び分解に関与する酵素である
、アルファ-アミノアジピン酸アミノトランスフェラーゼ(EC 2.6.1.39)である。この酵素
は、アミノ受容体としてアルファ-ケトグルタル酸を使用し、2-アミノアジピン酸及び2-
オキソアジピン酸を相互変換する。遺伝子候補が、ホモ・サピエンス(Okunoらの文献、En
zyme Protein 47:136-148 (1993))及びサーマス・サーモフィルス(Miyazakiらの文献、Mi
crobiology 150:2327-2334 (2004))において認められている。lysNによりコードされたサ
ーマス・サーモフィルス酵素は、オキサロ酢酸、2-オキソイソカプロン酸、2-オキソイソ
吉草酸、及び2-オキソ-3-メチル吉草酸を含むいくつかの代替基質と活性がある。
【表１１６】

【０５４１】
(2.7.2.a ホスホトランスフェラーゼ(カルボキシ受容体))
　ECクラス2.7.2のホスホトランスフェラーゼ酵素は、カルボン酸をホスホン酸に転換す
ると同時に、1個のATPを加水分解する。図62の工程Oは、そのような酵素による4-ヒドロ
キシ酪酸の4-ヒドロキシブチリル-リン酸への変換に関与している。酪酸キナーゼ(EC 2.7
.2.7)は、C.アセトブチリクムの酸産生時のブチリル-リン酸の酪酸への可逆的変換を実行
する(Caryらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 56:1576-1583 (1990))。この酵素は、2
つのbuk遺伝子産物のいずれかによりコードされている(Huangらの文献、J. Mol. Microbi
ol. Biotechnol. 2:33-38 (2000))。他の酪酸キナーゼ酵素は、C.ブチリクム及びC. テタ
ノモルフムにおいて認められる(Twarog及びWolfeの文献、J. Bacteriol. 86:112-117 (19
63))。サーモトガ・マリティマ由来の関連酵素イソ酪酸キナーゼも、E.コリにおいて発現
され、結晶化された(Diaoらの文献、Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 59:1100
-1102 (2003)；Diao及びHassonの文献、J. Bacteriol. 191:2521-2529 (2009))。アスパ
ルトキナーゼは、アスパラギン酸のATP依存性リン酸化を触媒し、いくつかのアミノ酸の
合成に関与している。lysCによりコードされたE.コリのアスパルトキナーゼIII酵素は、
広い基質範囲を有し、且つ基質特異性に関与した触媒の残基が解明されている(Keng及びV
iolaの文献、Arch. Biochem. Biophys. 335:73-81 (1996))。E.コリの2つの追加のキナー
ゼである酢酸キナーゼ及びガンマ-グルタミルキナーゼも、良い候補である。ackAにより
コードされたE.コリ酢酸キナーゼ(Skarstedt及びSilversteinの文献、J. Biol. Chem. 25
1:6775-6783 (1976))は、酢酸に加えてプロピオン酸をリン酸化する(Hesslingerらの文献
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、Mol. Microbiol. 27:477-492 (1998))。proBによりコードされたE.コリガンマ-グルタ
ミルキナーゼ(Smithらの文献、J. Bacteriol. 157:545-551 (1984))は、グルタミン酸の
ガンマ炭酸基(carbonic acid group)をリン酸化する。
【表１１７】

【０５４２】
　アセチルグルタミン酸キナーゼは、アルギニン生合成時に、アセチル化されたグルタミ
ン酸をリン酸化する。この酵素が代替基質を受け入れることについては不明であるが；し
かし基質の結合及びリン酸化に関与したE.コリ酵素のいくつかの残基は、部位特異的変異
誘発により解明されている(Marco-Marinらの文献、J. Mol. Biol. 334:459-476 (2003)；
Ramon-Maiquesらの文献、Structure 10:329-342 (2002))。この酵素は、バシルス・スブ
チリス及びE.コリにおいてargBによりコードされ(Parsotらの文献、Gene 68:275-283 (19
88))、S.セレビシアエにおいてARG5,6によりコードされている(Pauwelsらの文献、Eur. J
. Biochem. 270:1014-1024 (2003))。S.セレビシアエのARG5,6遺伝子は、アセチルグルタ
ミン酸キナーゼ及びアセチルグルタミルリン酸レダクターゼとなるようミトコンドリアマ
トリックスにおいて変異されているポリタンパク質前駆体をコードしている。

【表１１８】

【０５４３】
(2.8.3.a  CoAトランスフェラーゼ)
　クロストリジウム・クルイベリのcat1、cat2、及びcat3の遺伝子産物は、各々、スクシ
ニル-CoA(図62及び63工程G)、4-ヒドロキシブチリル-CoA(図62工程T)、及びブチリル-CoA
のアセチルトランスフェラーゼ活性(Seedorfらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105
:2128-2133 (2008)；Sohling及びGottschalkの文献、J Bacteriol 178:871-880 (1996))
を示すことが記された。同様のCoAトランスフェラーゼ活性は、トリコモナス・バギナリ
ス(van Grinsvenらの文献、J. Biol. Chem. 283:1411-1418 (2008))及びトリパノソーマ
・ブルセイ(Riviereらの文献、J. Biol. Chem. 279:45337-45346 (2004))にも存在する。
【表１１９】

【０５４４】
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　この種の転換に追加の有用な酵素は、酢酸-CoAトランスフェラーゼ(EC 2.8.3.8)として
も公知であるアシル-CoA:酢酸-CoAトランスフェラーゼであり、これはイソ酪酸(Matthies
及びSchinkの文献、Appl. Environ. Microbiol. 58:1435-1439 (1992))、吉草酸(Vanderw
inkelらの文献、Biochem. Biophys. Res. Commun. 33:902-908 (1968))、及びブタン酸(V
anderwinkelの文献、前掲(1968))を含む様々な分枝鎖又は直鎖のアシル-CoA基質から酢酸
へ、CoA部分を転移することが知られている。この酵素は、E.コリ種K12において、atoA(
アルファサブユニット)及びatoD(ベータサブユニット)によりコードされている(Korolev
らの文献、Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 58:2116-2121 (2002)；Vanderwink
elの文献、前掲(1968))。同様の酵素は、コリネバクテリウム・グルタミクムATCC 13032(
Duncan らの文献、 Appl. Environ. Microbiol. 68:5186-5190 (2002))、クロストリジウ
ム・アセトブチリクム(Caryらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 56:1576-1583 (1990)
；Wiesenbornらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 55:323-329 (1989))、及びクロスト
リジウム・サッカロペルブチルアセトニクム(Kosakaらの文献、 Biosci. Biotechnol. Bi
ochem. 71:58-68 (2007))に存在している。

【表１２０】

【０５４５】
　嫌気性細菌アシドアミノコッカス・フェルメンタンス由来のグルタコン酸-CoA-トラン
スフェラーゼ(EC 2.8.3.12)酵素は、二酸グルタコニル-CoA及び3-ブテノイル-CoAと反応
する(Mack及びBuckelの文献、FEBS Lett. 405:209-212 (1997))。この酵素をコードして
いる遺伝子は、gctA及びgctBである。この酵素は、グルタリル-CoA、2-ヒドロキシグルタ
リル-CoA、アジピル-CoA及びアクリリル-CoAを含む他のCoA誘導体と、低下されているが
検出可能な活性を有する(Buckelらの文献、Eur. J. Biochem. 118:315-321 (1981))。こ
の酵素は、クローン化され、E.コリにおいて発現されている(Macらの文献、Eur.J.Bioche
m. 226:41-51 (1994))。
【表１２１】

【０５４６】
(3.1.2.a  CoAヒドロラーゼ)
　3.1.2系列の酵素は、アシル-CoA分子をそれらの対応する酸に加水分解する。しかし当
該酵素は、プロトンポンプ又は直接ATP加水分解などのエネルギー源に結びつけられる場
合、CoA-リガーゼ又はシンテターゼ機能を強調するよう(empart)修飾することができる。
いくつかの真核細胞アセチル-CoAヒドロラーゼ(EC 3.1.2.1)は、広い基質特異性を有する
。例えばラツス・ノルベギクス脳由来の酵素(Robinsonらの文献、Biochem. Biophys. Res
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反応する。その配列は報告されていないが、エンドウ葉のミトコンドリア由来の該酵素も
広い基質特異性を有し、アセチル-CoA、プロピオニル-CoA、ブチリル-CoA、パルミトイル
-CoA、オレオイル-CoA、スクシニル-CoA、及びクロトノイル-CoAに対する活性が実証され
ている(Zeiher及びRandallの文献、Plant. Physiol. 94:20-27 (1990))。S.セレビシアエ
由来のアセチル-CoAヒドロラーゼACH1は、別の候補ヒドロラーゼを表している(Buuらの文
献、J. Biol. Chem. 278:17203-17209 (2003))。
【表１２２】

【０５４７】
　別の候補ヒドロラーゼは、ヒトジカルボン酸チオエステラーゼacot8であり、これはグ
ルタリル-CoA、アジピル-CoA、スベリル-CoA、セバシル-CoA、及びドデカンジオイル-CoA
に対し活性を示し(Westinらの文献、J. Biol. Chem. 280:38125-38132 (2005))、並びに
最も近縁のE.コリホモログであるtesBも広範なCoAチオエステルを加水分解することがで
きる(Naggertらの文献、J. Biol. Chem. 266:11044-11050 (1991))。類似の酵素が、ラッ
ト肝において特徴付けられている(Deanaの文献、Biochem. Int. 26:767-773 (1992))。他
の潜在的なE.コリチオエステルヒドロラーゼは、遺伝子産物tesA(Bonner及びBlochの文献
、J. Biol. Chem. 247:3123-3133 (1972))、ybgC(Kuznetsovaらの文献、FEMS Microbiol.
 Rev. 29:263-279 (2005)；Zhuangらの文献、FEBS Lett. 516:161-163 (2002))、paaI(So
ngらの文献、J. Biol. Chem. 281:11028-11038 (2006))、及びybdB(Leducらの文献、J. B
acteriol. 189:7112-7126 (2007))を含む。
【表１２３】

【０５４８】
　更に別の候補ヒドロラーゼは、アシドアミノコッカス・フェルメンタンス由来のグルタ
コン酸CoA-トランスフェラーゼである。この酵素は、部位特異的変異誘発により、グルタ
リル-CoA、アセチル-CoA及び3-ブテノイル-CoAに対し活性があるアシル-CoAヒドロラーゼ
へ転換された(Mack及びBuckelの文献、FEBS Lett. 405:209-212 (1997))。これは、スク
シニル-CoA:3-ケト酸-CoAトランスフェラーゼ及びアセトアセチル-CoA:アセチル-CoAトラ
ンスフェラーゼをコードしている酵素は、同じくこの反応工程に関する候補として働くが
、それらの機能を変更するためには恐らく特定の変異が必要であろうということを指摘し
ている。
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【表１２４】

【０５４９】
　更なるヒドロラーゼ酵素は、バリン分解時に3-ヒドロキシイソブチリル-CoAの3-ヒドロ
キシイソ酪酸への変換を効率的に触媒することが説明されている、3-ヒドロキシイソブチ
リル-CoAヒドロラーゼを含む(Shimomuraらの文献、J. Biol. Chem. 269:14248-14253 (19
94))。この酵素をコードしている遺伝子は、ラツス・ノルベギクス(Shimomuraらの文献、
前掲(1994)；Shimomuraらの文献、Methods Enzymol. 324:229-240 (2000))及びホモ・サ
ピエンス(Shimomuraらの文献、前掲(1994))のhibchを含む。配列相同性による候補遺伝子
は、サッカロミセス・セレビシアエのhibch及びバシルス・セレウスのBC_2292を含む。

【表１２５】

【０５５０】
(4.1.1.a  カルボキシ-リアーゼ)
　(アルファ-ケト酸の脱炭酸)　アルファ-ケトグルタル酸デカルボキシラーゼ(図58、62
及び63工程B)、5-ヒドロキシ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼ(図62工程Z)、及び
5-アミノ-2-オキソペンタン酸デカルボキシラーゼ(図63工程R)は全て、アルファ-ケト酸
の脱炭酸に関与している。ケト酸の脱炭酸は、ピルビン酸デカルボキシラーゼ(EC 4.1.1.
1)、ベンゾイルギ酸デカルボキシラーゼ(EC 4.1.1.7)、アルファ-ケトグルタル酸デカル
ボキシラーゼ及び分枝鎖アルファ-ケト酸デカルボキシラーゼを含む、変動する基質特異
性を持つ様々な酵素により触媒される。
【０５５１】
　ケト酸デカルボキシラーゼとも称されるピルビン酸デカルボキシラーゼ(PDC)は、アル
コール発酵の重要な酵素であり、ピルビン酸のアセトアルデヒドへの脱炭酸を触媒する。
サッカロミセス・セレビシアエ由来の該酵素は、2-ケト酪酸、2-ケト吉草酸、3-ヒドロキ
シピルビン酸及び2-フェニルピルビン酸を含む、脂肪族2-ケト酸に関して広い基質範囲を
有する(Davieらの文献、J. Biol. Chem. 267:16601-16606 (1992))。この酵素は、広範囲
にわたり研究され、改変された活性に操作され、E.コリにおいて機能性に発現されている
(Killenberg-Jabsらの文献、Eur. J. Biochem. 268:1698-1704 (2001)；Li及びJordanの
文献、Biochemistry 38:10004-10012 (1999)；ter Schureらの文献、Appl. Environ. Mic
robiol. 64:1303-1307 (1998))。pdcによりコードされたザイモモナス・モビルス由来のP
DCも、広い基質範囲を有し、様々な基質の親和性を改変するための直接の操作研究の対象
である(Siegertらの文献、Protein Eng. Des. Sel. 18:345-357 (2005))。この酵素の結
晶構造は、入手可能である(Killenberg-Jabsらの文献、Eur. J. Biochem. 268:1698-1704
 (2001))。他の良く特徴付けられたPDC候補は、アセトバクター・パステウリアンス(Chan
draらの文献、Arch. Microbiol. 176:443-451 (2001))及びクルイベロマイセス・ラクチ
ス(Kriegerらの文献、Eur. J. Biochem. 269:3256-3263 (2002))由来の酵素を含む。
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【表１２６】

【０５５２】
　PDC同様、ベンゾイルギ酸デカルボキシラーゼ(EC 4.1.1.7)は、広い基質範囲を有し、
かつ酵素工学研究の標的である。シュードモナス・プチダ由来の酵素は、広範囲に研究さ
れ、この酵素の結晶構造は入手可能である(Hassonらの文献、Biochemistry 37:9918-9930
 (1998)；Polovnikovaらの文献、Biochemistry 42:1820-1830 (2003))。シュードモナス
・プチダ酵素の活性部位の2つの残基の部位特異的変異誘発は、天然及び非天然基質の親
和性(Km)を変更した(Siegertらの文献、Protein Eng. Des. Sel. 18:345-357 (2005))。
この酵素の特性は更に、直接操作により修飾される(Lingenらの文献、Protein Eng. 15:5
85-593 (2002)；Lingenらの文献、Chembiochem. 4:721-726 (2003))。mdlCによりコード
されるシュードモナス・アエルギノサ由来の酵素も実験により特徴付けられている(Barro
wmanらの文献、FEMS Microbiol. Lett. 34:57-60 (1986))。シュードモナス・スツトゼリ
、シュードモナス・フルオレセンス及び他の生物体由来の追加の遺伝子候補は、配列相同
性により推定されるか、又はシュードモナス・プチダにおいて開発された成長選択システ
ムを用い同定され得る(Henningらの文献、Appl. Environ. Microbiol. 72:7510-7517 (20
06))。
【表１２７】

【０５５３】
　2-オキソ酸の脱炭酸が可能である第三の酵素は、アルファ-ケトグルタル酸デカルボキ
シラーゼ(KGD)である。このクラスの酵素の基質範囲は、今日まで研究されていない。マ
イコバクテリウム・ツベルクローシス由来のKDC(Tianらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 102:10670-10675 (2005))が、クローン化され、且つ機能性に発現されている。しか
しこれは、巨大であり(～130kD)且つGC-リッチであるので、菌株操作の理想的な候補では
ない。KDC酵素活性は、ブラディリゾビウム・ジャポニカム及びメソリゾビウム・ロティ
を含む根粒菌のいくつかの種で検出されている(Greenらの文献、J. Bacteriol. 182:2838
-2844 (2000)。KDC-コード遺伝子は、これらの生物体で単離されてはいないが、そのゲノ
ム配列は入手可能であり、且つ各ゲノムのいくつかの遺伝子は推定KDCとして注釈されて
いる。ユーグレナ・グラシリス由来のKDCも特徴決定されているが、この活性に関連した
遺伝子は今日まで同定されていない(Shigeoka及びNakanoの文献、Arch. Biochem. Biophy
s. 288:22-28 (1991))。N-末端から始まる最初の20個のアミノ酸を配列決定した(MTYKAPV
KDVKFLLDKVFKV；配列番号：)(Shigeoka及びNakanoの文献、Arch. Biochem. Biophys. 288
:22-28 (1991))。この遺伝子は、KDC活性に関しこのN-末端配列を含む候補遺伝子を試験
することにより、同定され得た。
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【表１２８】

【０５５４】
　この反応を触媒する第四の候補酵素は、分枝鎖アルファ-ケト酸デカルボキシラーゼ(BC
KA)である。このクラスの酵素は、鎖長が炭素3～6個を変動する様々な化合物に作用する
ことが示されている(Oku及びKanedaの文献、J. Biol. Chem. 263:18386-18396 (1988)；S
mit, B. A.、J. E. Hylckama Vlieg、W. J. Engels、L. Meijer、J. T. Wouters、及びG.
 Smit.らの文献、「風味形成に関与したラクトコッカス・ラクチスの分枝鎖アルファ-ケ
ト酸デカルボキシラーゼの同定、クローン化及び特徴決定(Identification, cloning, an
d characterization of a Lactococcus lactis branced-chain alpha-keto acid decarbo
xylase involved in flavor formation)」、Appl. Environ. Microbiol. 71:303-311 (20
05))。ラクトコッカス・ラクチスの酵素は、2-オキソブタン酸、2-オキソヘキサン酸、2-
オキソペンタン酸、3-メチル-2-オキソブタン酸、4-メチル-2-オキソブタン酸及びイソカ
プロン酸を含む様々な分枝鎖及び直鎖基質において特徴付けられている(Smitらの文献、A
ppl. Environ. Microbiol. 71:303-311 (2005))。この酵素は、構造的に特徴付けられて
いる(Bergらの文献、Science 318:1782-1786 (2007))。ラクトコッカス・ラクチス酵素と
ザイモモナス・モビルスのピルビン酸デカルボキシラーゼの間の配列のアラインメントは
、触媒残基及び基質認識残基が近くに同定され(Siegertらの文献、Protein Eng. Des. Se
l. 18:345-357 (2005))、そのためこの酵素は指向された操作のための有望な候補である
ことを指摘している。アルファ-ケトグルタル酸のBCKAによる脱炭酸は、バシルス・スブ
チリスにおいて検出されたが；しかしこの活性は、他の分枝鎖基質に対する活性に比べ低
く(5％)(Oku及びKanedaの文献、「バシルス・スブチリスにおける分枝鎖脂肪酸の生合成
。分枝鎖脂肪酸シンテターゼに必須のデカルボキシラーゼ(Biosynthesis of branched-ch
ain fatty acids in Bacillus subtilis. A decarboxylase is essential for branched-
chain fatty acid synthetase)」、J. Biol. Chem. 263:18386-18396 (1988))、及びこの
酵素をコードしている遺伝子は、今日まで同定されていない。更なるBCKA遺伝子候補は、
ラクトコッカス・ラクチスタンパク質配列への相同性により同定され得る。この酵素に対
する多くのハイスコアBLASTpヒットは、インドールピルビン酸デカルボキシラーゼ(EC 4.
1.1.74)として注釈される。インドールピルビン酸デカルボキシラーゼ(IPDA)は、植物及
び植物細菌において、インドールピルビン酸のインドールアセトアルデヒドへの脱炭酸を
触媒する酵素である。
【表１２９】

【０５５５】
　ホモ・サピエンスとボス・タウラス由来のミトコンドリア分枝鎖ケト酸デヒドロゲナー
ゼ複合体のE1サブユニットから誘導された組換え分枝鎖アルファ-ケト酸デカルボキシラ
ーゼ酵素がクローン化され、且つE.コリにおいて機能性に発現された(Davieらの文献、J.
 Biol. Chem. 267:16601-16606 (1992)；Wynnらの文献、J. Biol. Chem. 267:1881-1887 
(1992)；Wynnらの文献、J. Biol. Chem. 267:12400-12403 (1992))。これらの研究におい
て、著者らは、シャペロニンGroEL及びGroESの同時発現は、デカルボキシラーゼの比活性
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を500倍増強することを発見した(Wynnらの文献、J. Biol. Chem. 267:12400-12403 (1992
))。これらの酵素は、2つのアルファサブユニット及び2つのベータサブユニットで構成さ
れる。
【表１３０】

【０５５６】
　(アルファ-ケト酸の脱炭酸)　いくつかのオルニチンデカルボキシラーゼ(図63工程U)酵
素も、リジン及び他の類似化合物に対する活性を示す。当該酵素は、ニコチアナ・グルチ
ノサ(Lee及びChoの文献、Biochem. J. 360:657-665 (2001))、ラクトバシルス種30a(Guir
ard及びSnellの文献、J. Biol. Chem. 255:5960-5964 (1980))及びビブリオ・バルニフィ
カス(Leeらの文献、J. Biol. Chem. 282:27115-27125 (2007))において認められる。ラク
トバシルス種30a由来の酵素(Momanyらの文献、J. Mol. Biol. 252:643-655 (1995))及びV
.バルニフィカス由来の酵素は、結晶化されている。V. バルニフィカス酵素は、リジン脱
炭酸を効率的に触媒し、基質特異性に関与した残基が解明されている(Leeらの文献、J. B
iol. Chem. 282:27115-27125 (2007))。同様の酵素が、トリコモナス・バギナリスにおい
て特徴付けられたが、この酵素をコードしている遺伝子は不明である(Yarlettらの文献、
Biochem. J. 293 (Pt 2):487-493 (1993))。

【表１３１】

【０５５７】
　グルタミン酸デカルボキシラーゼ酵素(図62及び63工程L)も、良く特徴付けられている
。例示的グルタミン酸デカルボキシラーゼは、E.コリ(De Biaseらの文献、Protein Expr.
 Purif. 8:430-438 (1996))、S.セレビシアエ(Colemanらの文献、J. Biol. Chem. 276:24
4-250 (2001))、及びホモ・サピエンス(Buらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:21
15-2119 (1992)；Bu及びTobinの文献、Genomics 21:222-228 (1994))において認められ得
る。
【表１３２】

【０５５８】
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　リジンデカルボキシラーゼ(EC 4.1.1.18)は、リジンのカダベリンへの脱炭酸を触媒す
る。この酵素の2つのアイソザイムは、遺伝子cadA及びldcCにより、E.コリゲノムにおい
てコードされている。CadAは、酸耐性に関連し、cadC遺伝子産物による正の調節を受ける
(Lemonnier及びLaneの文献、Microbiology 144 (Pt 3):751-760 (1998))。CadCは、代替
基質としてヒドロキシリジン及びS-アミノエチルシステインを受け入れ、2-アミノピメリ
ン酸及び6-ACAはこの酵素の競合阻害因子として作用する(Saboらの文献、Biochemistry 1
3:662-670 (1974))。定方向進化又は他の酵素工学的方法を利用し、2-アミノピメリン酸
を脱炭酸するこの酵素の活性を増大することができる。構成的に発現されたldc遺伝子産
物は、CadAよりも活性が低い(Lemonnier及びLaneの文献、Microbiology 144 (Pt 3):751-
760 (1998))。CadAに対し類似のリジンデカルボキシラーゼが、最近、ビブリオ・パラヘ
モリチカスにおいて同定された(Tanakaらの文献、J. Appl. Microbiol. 104:1283-1293 (
2008))。ldcによりコードされたセレノモナス・ルミナンチウム由来のリジンデカルボキ
シラーゼは、真核細胞オルニチンデカルボキシラーゼに対する配列類似性を生じ、L-リジ
ン及びL-オルニチンの両方を基質として受け入れる(Takatsukaらの文献、Biosci. Biotec
hnol. Biochem. 63:1843-1846 (1999))。活性部位残基が同定され、該酵素の基質特異性
を改変するように操作された(Takatsukaらの文献、J. Bacteriol. 182:6732-6741 (2000)
)。
【表１３３】

【０５５９】
(6.2.1.a  CoAシンテターゼ)
　CoAシンテターゼ又はリガーゼの反応は、図62及び63の工程I、並びに図62の工程Vによ
り必要とされる。コハク酸又は4-ヒドロキシ酪酸は、必要な基質である。恐らくこれらの
転換を実行するために酵素をコードしている例示的遺伝子は、スクシニル-CoAシンテター
ゼ複合体を天然に形成するE.コリのsucCD遺伝子を含む。この酵素複合体は、1個のATPの
同時消費によりコハク酸からスクシニル-CoAの形成を天然に触媒し、その反応はインビボ
において可逆性である(Buckらの文献、Biochem. 24:6245-6252 (1985))。
【表１３４】

【０５６０】
　追加の例示的CoA-リガーゼは、その配列は未だ特徴付けられていないラットのジカルボ
ン酸-CoAリガーゼ(Vamecqらの文献、Biochemical J. 230:683-693 (1985))、P.クリソゲ
ヌム由来の2つの特徴付けられたフェニル酢酸-CoAリガーゼのいずれか(Lamas-Maceirasら
の文献、Biochem. J. 395:147-155 (2005)；Wangらの文献、Biochem Biophy Res Commun 
360(2):453-458 (2007))、シュードモナス・プチダ由来のフェニル酢酸-CoAリガーゼ(Mar
tinez-Blancoらの文献、J. Biol. Chem. 265:7084-7090 (1990))、及びバシルス・スブチ
リス由来の6-カルボキシヘキサン酸-CoAリガーゼ(Boweretらの文献、J. Bacteriol. 178(
14):4122-4130 (1996))を含む。更なる候補酵素は、ムス・ムスキュラス(Hasegawaらの文
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献、Biochim. Biophys. Acta 1779:414-419 (2008))及びホモ・サピエンス(Ohgamiらの文
献、Biochem. Pharmacol. 65:989-994 (2003))由来のアセトアセチル-CoAシンテターゼで
あり、これらは天然にアセト酢酸のアセトアセチル-CoAへのATP依存性変換を触媒する。4
-ヒドロキシブチリル-CoAシンテターゼ活性は、メタロスファエラ・セデュラにおいて実
証されている(Bergらの文献、Science 318:1782-1786 (2007))。この機能は、Msed_1422
遺伝子に暫定的に割り当てられている。
【表１３５】

【０５６１】
　ADP-形成するアセチル-CoAシンテターゼ(ACD, EC 6.2.1.13)は、アシル-CoA エステル
のそれらの対応する酸への変換をATPの同時合成と連結する別の候補酵素である。広い基
質特異性を持ついくつかの酵素が文献に説明されている。AF1211によりコードされたアル
カエオグロブス・フルギダス由来のACD Iは、アセチル-CoA、プロピオニル-CoA、ブチリ
ル-CoA、酢酸、プロピオン酸、酪酸、イソ酪酸、イソ吉草酸、コハク酸、フマル酸、フェ
ニル酢酸、インドール酢酸を含む様々な直鎖及び分枝鎖基質に作用することが示された(M
usfeldtらの文献、J. Bacteriol. 184:636-644 (2002))。ハロアーキュラ・マリスモルツ
イ由来の酵素(スクシニル-CoAシンテターゼと注釈された)は、基質としてプロピオン酸、
酪酸、及び分枝鎖酸(イソ吉草酸及びイソ酪酸)を受け入れ、且つ前向き及び後ろ向きに作
用することが示された(Brasenらの文献、Arch. Microbiol. 182:277-287 (2004))。超好
熱性古細菌(crenarchaeon)ピロバキュラム・アエロフィラム由来のPAE3250によりコード
されたACDは、全ての特徴付けられたACDの最も広い基質範囲を示し、アセチル-CoA、イソ
ブチリル-CoA(好ましい基質)及びフェニルアセチル-CoAと反応する(Brasenらの文献、前
掲(2004))。A.フルギダス、H.マリスモルツイ及びP.アエロフィラム由来の酵素は全て、
クローン化され、機能的に発現され、且つE.コリにおいて特徴付けられた(Musfeldtらの
文献、前掲；Brasenらの文献、前掲(2004))。

【表１３６】

【０５６２】
(実施例XXIII)
(カルボン酸レダクターゼを利用するBDO生成)
　本実施例は、カルボン酸レダクターゼ酵素を用い1,4-ブタンジオールを生成する微生物
体の作製を説明する。
【０５６３】
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　エシェリキア・コリは、図58に説明された1,4-ブタンジオール合成経路を操作するため
の、標的生物体として使用される。E.コリは、1,4-ブタンジオールを生成することが可能
である非天然微生物を作製する良好な宿主を提供する。E.コリは、遺伝子操作され易く、
且つ様々な酸素化条件下で、エタノール、酢酸、ギ酸、乳酸、及びコハク酸などの様々な
生成物を効果的に生成することが可能であることがわかっている。
【０５６４】
(4-ヒドロキシ酪酸経路遺伝子の染色体への組み込み：ECKh-432の構築)　カルボン酸レダ
クターゼ酵素は、コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ酵素をコードしているsad及
びgabD遺伝子の更なる欠失を伴うECKh-432の子孫であるECKh-761と命名されたE.コリ株に
おいて発現された。この菌株は、4HBにつながるBDO経路の構成成分を含み、これは実施例
XXIに説明されたように、fimD座でE.コリの染色体に組み込まれた。
【０５６５】
(カルボン酸レダクターゼ及びPPTaseのクローン化及び発現)　1,4-ブタンジオールを生成
するように操作されたE.コリ株を作製するために、カルボン酸レダクターゼ及びホスホパ
ンテテイントランスフェラーゼをコードしている核酸を、周知の分子生物学技術を用い、
E.コリにおいて発現した(例えば、Sambrookの文献、前掲、2001；Ausubelの文献、前掲、
1999参照)。特に、ノカルジア・イオウェンシス由来のcar遺伝子(720と命名)、マイコバ
クテリウム・スメグマチスmc(2)155(890と命名)、マイコバクテリウム・アビウム亜種パ
ラツベルクローシスK-10(891と命名)及びマイコバクテリウム・マリヌムM(892と命名)を
、PA1/lacOプロモーターの制御下で、pZS*13ベクター(Expressys、リュルツハイム、ドイ
ツ)にクローン化した。npt(ABI83656.1)遺伝子(すなわち721)は、当初のミニ-Fプラスミ
ドベクターPML31の誘導体であるpKJL33Sベクターへ、pZS*13において使用されるものと同
様のプロモーター及びリボソーム結合部位の制御下でクローン化した。
【０５６６】
　car遺伝子(GNM_720)は、ノカルジアゲノムDNAからPCRによりクローン化した。その核酸
配列及びタンパク質配列を、各々、図59A及び59Bに示した。npt遺伝子のコドン-最適化型
(GNM_721)を、GeneArt(レーゲンスブルグ、ドイツ)により合成した。その核酸配列及びタ
ンパク質配列を、各々、図60A及び60Bに示した。マイコバクテリウム・スメグマチスmc(2
)155(890と命名)、マイコバクテリウム・アビウム亜種パラツベルクローシスK-10(891と
命名)及びマイコバクテリウム・マリヌムM(892と命名)の遺伝子及び酵素の核酸配列及び
タンパク質配列は、各々、図64、65、及び66に認めることができる。これらのプラスミド
は、ECKh-761に形質転換され、1,4-ブタンジオール生成に必要なタンパク質及び酵素を発
現した。
【０５６７】
(カルボン酸レダクターゼを使用する1,4-BDO生成の証明)　1,4-ブタンジオール経路の機
能的発現をE.コリ全細胞培養を用い実証した。各々、car遺伝子及びGNM_721を含むpZS*13
及びpKJL33Sプラスミドで形質転換されたE.コリECKh-761の単独コロニーを、適宜抗生物
質を含有するLB培地5mLに接種した。同様に、挿入断片のないcar-含有pZS*13プラスミド
及びpKJL33Sプラスミドにより形質転換されたE.コリECKh-761の単独コロニーを、適宜抗
生物質を含有するLB培地の更なる5mLアリコートに接種した。微好気性培養物10mLを、第
一の培養物1.5％と共に適宜抗生物質を含む新鮮な最小インビボ変換培地(下記参照)の接
種により培養開始した：
【０５６８】
最小インビボ変換培地の調製(1000mLについて)は以下である：
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【表１３７】

【０５６９】
　最初に蓋付き嫌気性ボトルに5分間にわたって窒素を流し、次いで接種後に18Gニードル
で隔壁に穴をあけることによって微好気性条件を確立した。成長時にニードルをボトル内
に維持して、少量の空気をボトルに導入させた。培養物が中対数成長期に達すると、0.2m
MのIPTGを用いてタンパク質発現を誘導した。この時点を、時間＝0時と見なす。培養物上
澄みを、前記及びWO2008115840に記載のように、BDO、4HB、及び他の副産物について分析
した(表31参照)。
【０５７０】
　表33は、BDOの生成を含む、様々なカルボン酸レダクターゼを発現している菌株の様々
な生成物の生成を示す。
【０５７１】
表33. 様々なカルボン酸レダクターゼを発現している菌株の様々な生成物の生成
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【表１３８】

PA＝ピルビン酸、SA＝コハク酸、LA＝乳酸、4HB＝4-ヒドロキシ酪酸、BDO＝1,4-ブタンジ
オール、GBL＝ガンマ-ブチロラクトン、Etoh＝エタノール、LLOQ＝定量下限
【０５７２】
　これらの結果は、様々なカルボン酸レダクターゼは、BDO経路において機能し、BDOを生
成することができることを示している。
【０５７３】
　本出願全体を通じて、様々な刊行物を参照した。GenBank及びGI公開番号を含む、その
全体におけるこれらの刊行物の開示内容は、本発明が関係する技術分野の状況をより十分
に説明するために、本出願において引用により本明細書に組み込まれている。本発明を、
先に示した実施例に関して説明したが、本発明の精神から逸脱することなく様々な修正を
加えることができることが理解されるべきである。
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