JP 7222098 B2 2023.2.14

(19000000 @P) (12) 0000 (B2) (11000000
0 0 0 72220980
(P7222098)
(45)0 0 0 00 050 20 140 (2023.2.14) (24)0 00 00 050 20 60 (2023.2.6)
(51000000 0o
0 OOOO 15/53 (2006.01) oooOoOo  15/53 0000 00O
0 oooo — 1/21 (2006.01) ooooo 1/21 0000 OO0
0 OoOooO — 9/04 (2006.01) ooooo 9/04 0O0OO0O0ODO
0 OoOoOoO 15/52 (2006.01) OooOoo  15/52 0000 00O
0 OOOO 13/06 (2006.01) OooOO  13/06 0000 OO0
0000001200024000000000
(1ooooo 0 0 2021-535988(P2021-535988) (73) 00000 514199250
(86)(22)0 OO 0031040 100 (2019.4.10) O0000 OoOOoooo0ooo0o ooo
6500000 0 02022-515181(P2022-515181 ooooa
A) Oo000 000 OoOoo000 oooo
430000 004020170 (2022.2.17) -0 0000-0 000
(86) DO UIDODOOO PCT/KR2019/004250 (740000 100105957
(87)DODUODODOOO WO02020/130236 oooooo o
@87)oooooo 0 02060250 (2020.6.25) (740000 100068755
oooooa 003060180 (2021.6.18) Ooooooo oo
(31)000DO00O0DO10-2018-0167599 (740000 100142907
(320000 00300120210 (2018.12.21) oooooo O
@poooooooooooog (7400 0O0O 100152489
00 (KR) 000000 OO0
000000000 KCCM KCCM12000P (720000 ooooo oo
0 KCCM KCCM12418P O000 00000 000 oooo
afalafafals

4000000000000 0000000000000000000000000000000O00000O00
gbobooooooo

(b7 )0coooooooao

oooooo

00000000000 000000000000000000000A0

oooooo

0000000000000 0o0ooo0oD0o00ooDo0Do0ooooDoooooDoooooao
oooooo
0o0odooooooooDoDooo0o0oUo0oooooooDoDoDoDoDooODoDOoOoOoOoOooOoooco
rynebacteriumO 00000

goooaoan
gobooobooboooboooboooboobooboooboooboooboobooobao
oooooooooobOoOooOooooooooooooan

oooooaod
ubobooobooboooboooboooboobooboooboooboooboobOooonoan
ooooooooooboooooooooooooooboobooooooooooooao
gboooobooobooobooooboaoao

ooooood
oco00oO0ooOOoOO0oO0ooOoOO0OoOoooOO0oO0oOooOO0OO0oO0ooODODDOO0OOOoOODOOCorynebac

terium glutamicumO 00O O0D0ODOODOODOOODOOO
oooooo
000000000000 D000oQo0D0O0O0000DD0DUOo0DO0DO0ODO0DOoO0DODDODOOOCory

10

20



2) JP 7222098 B2 2023.2.14

nebacteriumd 0 00000000 OO0OOOODODOOOODODODODODODDODDODOOOODOO
oooooooooooao

goooaoan
gooooboobooobooobooboobooboooboooboobooboooboao
ubobooobooboooboooboooboobooboooboooboooboobOooonoan
ooooooooooooao

ooooood
gobooobooboooboooboooboobooboooboooboooboobooobao
ooooooooooobooooooooooooooooobooOoooobooooooooao
gbobooobooboboboooboooobooobobooboboobooboooobog

gooooog
oco00oO0ooOO0OO0O0ooOoOO0OoOooOOO0oO0oOooOO0OO0oO0ooODODDOO0OOOoOODOOCorynebac
terium glutamicumO O O0OOO0OOO0O0OOODOOOOODODOOODOODOOODOODOO
gboooobooooao

oooooog
ooooooooooobooooooooooooooooobooOoooobooooooooao
gooooboooboooboooboooboobooboobooooboo

gooooogd
ubobooobooboooboooboooboobooboooboooboooboobOooonoan
ooooooooooboboooobobooooooao

oooooooooao

oooooo

goooaonl
goooobooobooboobooobooboobooboo0oobooobooboooboao
ubobooobooboooboooboooboobooboobooobooobooboooboaa
oooooooooobooooooooooooooobooboooobooooooooao
oo4070000000O0COCO0O00O0O0O0OO0O0OOOODODDODOOOOOOOOOOOOOO
oooooooooobOoOooOooooooooooooDoL-o0b0oo0oo0obooOobOOoO0o0n
ogood

gooooon

goooon

OL-000000L-000000L-0000000D0L-00000000000000O0
O00D00O0D0O0Oaspartate-semialdehyded OO OASAOO0ODOODOODOODODOOO
0 homoserine dehydrogenased 0 O 0O Hom, EC:1.1.1.30 000000000000

oo
oo
oo
ao
oo
ao
L-0O
oo
oo
oo

et al.,

OoDooooogd

O

O 0Ooo0oooOoao

O

oooooooooboobOoooooooooooobobooobooooooooao
gbobooobooboooboooboooboobooobooooooobooooboooan
oooooo

ao
L-obooodL-gbogobooboogooboobooboboboboobboobboooboonn
L-oboodoobooL-obooobooobooboboooboboooboboobobooobooonan
ooooooooooboobooobobooo0ooo0oHomOOOOOOOOL-O0C0O
OoO000Qo00O000O0OODO0O0OooODoDO0oOoooD1991000000EIkmann

HomO 3780 000000000000 ODODODODCODODODODODODOODOODODOO
O0OHomODODOOOEikmanns BJ et al., Appl. Microbial Biotechnol. 34: 617-
622,19910 0 0000000019910 000 0Archer0000O00CDODOOODODODOO
OO00OHomOC-0O0DODDODODODODODOOOO0DODDODODDDODOODOOOOOOOOOArcher JA
Gene 107: 53-59, 19910 000000000

oooooooao

oooooo

oooooo

10

20

30

40

50



3) JP 7222098 B2 2023.2.14

goobooobooboobooood
ooooooooooooao
goobooobooobooboo
uboboooboooad
gooooobooooo
goboooboooboooad

Oooogoogoooao
Oo0oo0oogogogooao
Oo0oooogoooao
Oooogooooo
O0Oo4googoooao
OO 4gogooao

O

OO 0OEikmanns BJ et al., Appl. Microbial Biotechnol. 34: 617-622, 1991
Archer JA et al., Gene 107: 53-59, 1991

J. Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold

Ooooogoogoooo

Spring Harbor Laboratory press, Cold Spring Harbor, New York, 1989

F.M. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Son

s, Inc., New York

Sambrook et al., supra, 9.50-9.51, 11.7-11.8

Appl. Enviro. Microbiol., Dec. 1996, p.4345-4351

Peoples et al., Mol. Biol. 2(1):63-72, 1988

Takeda et al., Hum. Mutation, 2, 112-117 (1993)

J. Biotechnol. 103: 1-65, 2003

van der Rest et al., Appl Microbiol Biotechnol 52: 41-545, 1999

ooooooo

oooDooooooooooao

ooooao

0000000000000 00o00D0D0U0o0oo0Do0Do0Doo0oDoDo0OooooDOooOoOaOo

HomOOODOOODDODODOOODODODOODODODODODOODODODOOODOODOoODOOOOL-O

00000000000 ooDO0oooooo0ooDooooDooooooag

O
ooooao

04070

ooo

O
O
O
O
O
O

ooooooooooboboooooooooooao
ooooooooooobobooooboboooooo

O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O
O

uo
oo
g
oo

ugboobogoboobouobouoboobooboonn

gbooobooboooboobooobooooboaoao
oooooooao

O 0Ooo
O 0Oooo
O oOooo
O 0Oooo
O oOooo
O oOooo

OJ

O

O

O
O
O

go gboobooboobooboob,oboboobobooan
oo ooooooooboL-ooo0ooobobobOobocbooo0oOogan
gobooboLbboobooboobooboobooonon

O
O
O

(]
O
O
O
O
O

gboobooboobooboobooboobooboobooobooao
goooooooboooOooooooooooL-ocooooooooooan
gooad

gooooooooOooooooooooobobbooobooooooooao
oooL-oO ooooooooobooocboooooo

O
O
O
O

gooooooooooocooooooooobobobooobooooooooao
oo oooooooooooooooobooooooooao
oooood oooooooooooan

OJ
O
O

Ooooooooo oD oooDoDoDooooo0oooooooooao
O
O
O
OJ

OOoooDooooooooooDoooooogogggooao
roOooooooooooooooooooooooas
Oooooooooooooooooooogogoooao
OooDooDoooooooooDoDooooogoQgoogoooao
Ooo0oooooooooooDoDoooooggogogog

O

O

O

O
O
(]
O

10

20

30

40

50



Iy e e e s e

OOo0ooDooDoooo0oDoDoDoDoDoDoDoo0D o000 oDoDoDoDoDoD oD woDohoDoDoooooooooooDooooogogogoaog

Oo0o0DooDooo4dUoUoooDoDoooUgdoooooooogd

OO0 ooDooogogogg4ogooDoooooogao

Ooooooooooooogogogooodg

O Ooooo
O Ooooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo

O

Ooooooooooooooooooooooooooogod

Oo0oooooooogao
OOo0oooooooogaog

O Oooo
O 0ooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo

Ooooooooooooooooooo0oooooooogdg

Oo0ooooooo4ooooooooogQgog

OO oo

O 0Oooo

O oOooo

O oOooo

OO oo

0
0
O
0

O 0Oooo

O oOooo

O oOooo

OO oo

O 0Oooo

O oOooo

O oOooo

OO oo

(4) JP 7222098 B2 2023.2.14

O
O
O

O 0Oooo
O oOooo
O oOooo
OO oo
O 0Oooo
O oOooo
O oOooo
OO oo
O 0Oooo
O oOooo

O

OJ

O

ubooooodad
goood
goooooaano

O
O
O
O

goooobooao
oooooooao
g4o0700 000
ubooooodad

100000000000 0D0D0DO0O0DO0Do0DOoOoDDODOoOo0DOooaO
0o00ooooO0o0oooooDoooooDooooooooooo
0o0o00oooooooo4070000000000O0OO0ODDOOO
0000000000 oooD0oooooDooooooooooao
100000000000 40700000000000000000OOODODOAO
O0DOo0o0ooooDooooooDoooo
ooo
000000000000 O0OO0D0O0OO0OD0Ohomoserine dehydrogenase, EC:1.1.

ooooooooog
ooooooooo
ooooooooo
ooooooooao
ooooooooao
Corynebacterium
ooooooooo

O

ood

0

O0OooOoooao

O0Ooo0ooooao

O

O0Ooo0oooao

g
u
g
g
O
g

O

O

O0Ooo0oooao

g
u
g

O

OOooooao

g
u
g

0

O0OooOoooao

U
u
g

O0Ooo0oooao

g
u
g

O0Ooo0oooao

g
u
g

OOooooao

g
u
g

gboooboogogoooboobooobooooboobooboooboooobooboonb

goooooboooOooOoocooooooooboooooao
gbooboobooboobooboobooboonn
gbouobougbouobouobouobooboobooan
gbooboobooboobooboobooboonon
gboobooboobouoboobooboobooan
glutamicumOODODOOOODOOOOODDOOOODODO1
gboobogobooboobo1looooooboonn
gboiligoooooooOoOOoOOoCOcOoO0o0o0oooooooi1iobbobo0Oo0bo0on
goobooobog

O0OooOoooao

U
u
g

O0Ooo0oooao

g
u
g

O0Ooo0oooao

g
u
g

OOooooao

g
u
g

silent mutationO O
ooooooooao
ooooooooao
ooooooooao
800 O9on 95000
oooooooooao

goooooooooaon

O

g
O
g

O0OooOoooao

OO oOooOodooag

O0Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O Ooogoog
O O0Oogogog
I [y |
I [ |
O Ooogoog
O O0Oogogog
I [y |
I [ |
O Ooogoog
O O0Oogogog
I [y |
I [ |
O Ooogoog

Uooo

O
O
O

Ooobooao
Ooobooao
OoOoobooao
OoOoobooo
Ooobooao
Ooobooao
OoOoobooao
OoOoobOooao
Ooobooao
Ooobooao
OoOoobooao
OoOoobOooo

gboogooad
gboooao
gbooooad
oooooao
gbooooao

gooooboao
ugboboodilibood
gooooobooao
giooooogan
oooooooao
gooooooao
10000000

gr0uoooobooboboobobooboboobobooo

ooooooooooobooao

oooooooao

10

20

40

50



(5) JP 7222098 B2 2023.2.14

0000000000 ooDo0oooooDoooooooaog
O000o0ooDoD00ooooODoo0DoooDoDooooooaog
0000000000 ooDooooooooooooag
O0D00ooDoDO0o0ooooDooDoooDoDooooooaog
0 Corynebacterium glutamicumO O OO0 O0O0O0O
O000ooDoDo0ooooDoooooDoooooooaog
Oo0o0ooooOOo0ooooOooooooooilooo0og
TCCl40670 000000000000 ODOODODODDOO
o000O00OD0O0DO0OO0DO0ODODO0DOO0DODOOOODOATCC138690 O 0O0O0O
00000410000 0000000000000
googd9ono o950 O0OO97YOODOOOODODO
oo00o0ooooooooooDooooooooao
oooDoooooooooooood

O Oo0gooao

Oooooooo
Oogooooooao
OOgoooooaog
Oooooooo

oo
oo
oo
ao
oo
ao
oo
oA

OoooodoOooooOooooog

O Oooo
O Oooo
OO oo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
OO oo
O 0ooo
O Oooo

g
u
g
u

ooooooooaon
ooooooooon

OCO0OD0OO0O0OO00DOmoietyd
ocoooooooOoooo
oooooooooOoooobDoooooboOoooao
oooOoooooDOoOooooDoooooDoooao
coooooooOoOooooooooooooooo
OO00O0O0OscoreD000O0O0OiIdentitydd00O00O00O00ODOSsimilarity
parameterJ 0000000000 O0OOCOOOOODODOOBLAST 2
oobo0oooobOooooobOOooooooOoo0ooobOoooooDbDOoo
oooooooooOooooboogooooooooooooooOo
ocoboooooo0oooobOOoOooobOoooobooboooooboooy.

O 0Ooogoo

O
O
O
O

Oooooooood
Ooooooooogod
Oooooooogd
OO oOgoao
O Ooo0ooOoo
O 0Ooo0oogooo
O OooOooo
OO oOgoao
O Ooo0ooOoo

Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold S
Harbor Laboratory press, Cold Spring Harbor, New York, 19890 00 0O
O; F.M. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wi
Sons, Inc., New YorkOOOQOQOQOQOQOGoOOOoOOoOoooOoOoO

ooooooo
ooooooao
ooooooao
ooooooo
ooooooao
ooooooao
ATCC130320
Oooooooo
ooooooao
ooooooao
ooooooao
ooooooao
ooooooao
oooooo
ooooooao
Oooooooao
ooooooao
ooooooao
ooooooo
ooooooao
ooooooao
o000D0ooOo
Oooooooo
ooooooao
pring

ooo

ley &

oooooo
ooooooao
Oooooooo
ooooooao
ooooooao
ooooooo
ooooooao
ooooooao
oooooo
ooooooao
Oooooooo
ooooooao
oooooo
ooooooao
ooooooao
ooooooo
ooooooao
ooooooao
ooooooo

oooooooooobobOooocooooooooooboobOOoboboooo
goboooboobooboooboooboobooboooboooobooonn
ooooooooooooOooocoooooooooobooboOobobooo
gobooboobooboobooboobooboobooooboonn
ubobodobduobouobooboobooboobooboooboonn
goboooboobooboobooboobooboooboooboonon
g

oooooooooobobOooocooooooooooboobOOoboboooo
goboooboobooboooboooboobooboooboooobooonn

O
O
O
(]
O
O
O
(]

non-naturally occurringd OO O OQOOODOOO

gobooobooboobooboobooboobo
gobdoobdoobooboobooobooboooboa
oooooooooobobooboboobo407000000O0
goboooboooboobooobooobooboooboa
oooooooooooboooooobooooooooao
o0l100o0oo0oooobobooobooouooooooooaso

O 0Ooo0oooao
O 0Ooo0goooo
O 0OooQgooao
O O0OoQgogooao
O 0Ooo0oooao
O 0Ooo0goooo
O 0OooQgooao
O O0OoQgogooao

7rO000COCO0OO0O0O0O0oO0oO0OO0100000CO0O0O0ONOOODO4070000000000O
goooooboooobooooboooboooboobooboobooboobi1lobooobon
ooNOOOOo407000000000O0O0O0DODDODODO40700000000O0D0OD0O0O

10

20

30

40

50



Oo0oooooooooooDoDoooooooooooooo
Oo0ooooooooooooDooooogovwoooooogoogg

OO0 oDooDooooggooooooogoao

Oo0oooooooooooooooao
OO0 ooDooooooogooooooo
OO0 0o ooDooDooogoggogoooooao
Oo0ooooooooooooooooao
Ooo0o0oooooooooogooooooo

O

OO0 oooooaog

o
O
opDooooooooboogoooboooooan

LU I [ I
O OooOoo
O OooOoo

L-

o O00OooOoQgao

OOoo0ooooao
OO0Oo0ooooog
OoOoo0ooooao
OoOoo0ooooo
OOoo0ooooaog

(6) JP 7222098 B2 2023.2.14

gbooboogboobooboobooboobooboobao
gooooooosooocOoOooooooooooobooboooboOon
gboobogooboobooboobooboobooboobao
O 0Osilent mutationO O0OOOOOOOOOOOCDOOOODODO
gboobogboobooboobooboobooboobo
gboobooboobooboobooboobooboobaa
goooooooooOoooooogosgooooooooobobon

oooooooooooONODOOO4070000DODOOOOO0OOOOOS8OO

os5000009vy000OOO0OOODODOODOOOO0OO0OOOOoOoOOODODOObOOnO

Ooooooooogao
Oooooood

0

O

O

O

oo

uo
od
guo
od
go
od
oo
uo

ood
L-O
OO0
oo

ubboooboobooboooboooboobooboobooooboaado
oooooooooobOoobooooooooooboobobobooooOoo
gboboooboooboooboooooobooobooboooobooooboaoao
oooooooooobOooocoooooooooboboboobobooOoo
OCO00D0O0OO00OD0ODO0O0OO0O0ODOO0O0OQD0DOOfeedback inhibitionO OO
oooooooooooooooooooooobobobobooboboooOoo
gooooboooboooobooobooobooboobooobooooboo
ugbobooobooboobooooboL-ooboboobbooboobooaon
gboL-oooobooL-gobooboobooobooooobooboL-00nD0n
ooooooooooobooooocOoooooooooooDbooobon
gobooboobL-0ooboooboobooboobooobooan
ooL-0OoOOOOCOCOoO-O0OO-L-ODOO0O0O0OO0OO-O0O0O0O-L-OO

go-ooo-L-00obboL-obbooboobogL-ob0oobo0ooboobao
ooooooooooooboooooL-obobobODbOOL-00b00b0DbODOO-ODb00OD0O-L
-ooooooo-0cooUoo-L-0OODODOOOOO0OOL-ODODDODOOOOO0OO0OOOOOOO
gooad

g
O
g
O
u
g
a

O

O
g
g
u
O
t
O
O
g

od
ood
od

oo
uo

NADO O

uo
od
oo

od
od
od
od

oo

oooooooooobOooocoooooooooboboboobobooOoo
ooogood
oooooooooooOoOoboooooooooooooooonb

gbooooobooobooooboooboooboo0obo0o0bO0dmonomerd
OoO000O00O000O0ODOD0O0O0OoOoOOO0OOCpolymerd000O00OO
ORNAOOOOOOOOOOOoOoOOODODDODOOOOOOOOoOoooao
ubooooboobooooboooobooooboooboobooooboooooao
ooooooooooooooooooooooboboboobobobooOoo
gooooboobooboooboboobooboooboo

ubboooboobooboooboooboobooboobooooboaado
oooooooooobOoobooooooooooboobobobooooOoo
gboboooboooboooboooooobooobooboooobooooboaoao
O

0000000000000 000Q0DO00O0O0O0OO00OODdegenerac

yboooooooOooooooooooooooboooooooooooooooobooooo
goooobooobooboobooobooboobooboo0oobooobooboooboao
oooooooooobooboooooooooooooooboobooboooooooooooaso

10

20

30

40

50



OooooooooooooDooooogogogogooao
Oo0oooooooooooooDoooogogoooao

O

matchO O 0O O

DDDDDDDSDDDDHDDDDDDDDDD

O

OOo4Qogooooao
OOooooooogd
OoooooooOod
Ooooooooogodg
Oooooooogdg
OOooooooogd
OoooooooOod
OooooooooQgodg
Oooooooogdg

O

e e [ O Y o A ()
Oooooooooooooooooogogoao
OO0 ooooooo oo oooDoooogQgoo

0

0

O

O

o
O
O

O

©

OOoooooooooooooooogdg

O

Oooooogg a
Oooooooood

O

oo oooooogodg

O
O
O

Ooooooooogdg

O
O
©
\‘

OO0 oooooogdg
Oooooooood
oo oooooogodg
oo oooooooo
OO0 oo oooooo

Ooooooooooo

oo oooooooo

oo oooooooo
OO0 oo oooooo

(7 JP 7222098 B2 2023.2.14

gboooboooobooobogoboobo
goooooooboooOoobooooo
gbooobogoboobogoboobo
gbooobogboobogoboaoba
gbooobogoboobogoboobao
ioooooooooboobooon
20000000000000000O
obooooboobooboooobooooboaoaan
1000000000000 O0ooooooaon
gooooboobooboooboooboan

OOoooooao
Ooooooooao

Ooooooooooo

gsio0booOooooooooboobooboooobobooooooooooooooOTo
gboobogooboooobogobooboobogogobooboooboo

Joooooooooooo
ooooooooooooo
Joooooooooooo
ooooooooooooo
0oooooooooooo
J. Sambrook et al., O OO

goosoboooooobooooeonbouoboobogoDboesn

gobooobooboobooon
oooooooooobobooboon
gooooboooboobooon
ooooooooooobooboon
gooooboobogobooobn
gboooooobooboooboa

g

O Oo0oo0ooOooao
O Oo0ooooo
OO oQgooooao
OO 4dogoooao
O Oo0oo0ooOooao

orO000O0O0ououooooeebbbOOCOOOOOOODOoooOooboboDDOn
gooooooooboooocooooooooobobobooobooooooooao
oooooooobDDbDOeodd1x SSCOo0.10 sSbSOOODODOOOe600OO.
1x §SSCO 0.10 SDSOODODODOOOOG68000.1x SSCO0.10 SDSOODODOOOOOO
ooooi1oo0o0oooboboboz2003000000o0ooooOoOOoObOO0oDOoOoOoOooooon
ocoooOoooOOoOO0oO0ooOO0oOoobobOOoOoooODO0oOoObODODO0ODODOoD0DODDOO00O0Omis

O

ooooaod
gboooogoooobogno

oooooooooooon

0

goono

O
O
O

ooooano
ooono
ooonO
ooonO
oooO
ooooao

g
O
g
O
g

O

TmQO O 600

gboogao
googno
googano

BO0O0O0OODDODO0OO0OOOOOOO

(]
O
O

gobooooL-oooooonn

r

a
O
g
O
g
O
g

0

O 0Oo0oo0oooao
OO0 oooao

a
O
g
O
g
O
g

oooooooao
oooooooaon
ooooooL-gd
oL-ocooooo
oooooooao
oooooooao

iumO0 000000 O0oO

Oooooo
P OOO0OoO
U oooao

u
g
g

O

O
a
O
a
O
g
u
g
a

oo
N
o0
oo
00
oo

go200000b000boogoboobooboooooboo

oooooooooooboboooboboooo
UoODNAOOODODDOOOOOOOOOOOaO
ooooooooooobobobooobobooog
ooooooooooobobooobobooogo
gooogossgb0TmOOoooooooooad

oooooooooooboboboooboboooo

6300006500000 O0ODO0OObODOObODODbDDO

uo
oo
g

O
(]

O
O
O
O
O

Ooo0oogooao

Oo0o00oo0OobOo0o0obOOoooOobooooooag
00000000000 oDoooooooog
Sambrook et al., supra, 9.50-9.51, 11.7-1

0000000000 oDoDoooooDoooao
Oo00oD0oooooDoDOoooo
O0D0DO0O0O0O00OD0ODOthe genus of Corynebac

O
O
O
(]
O
O
O
(]
O

oooooooooao

ooooooooooboao
oooooooooooao
ooooooooooL-gd
ooooooooooooao

O 0o oOoo

O
O
O
O
O

O OooOooo
Oo0oo oo

0
0
O
O
0

O ooogono

O
O
O
O
O

Oo0oo oo
Ooo0oogooao

gooooboobo40700000D0O0ODb0DOO

10

20

30

40

50



OooooooooooQogoooao
Ooooooooooogoggoooao

good
oooao
gooo
good
good
good
ooogad
oo

gooo
oooaod
ooL-o
L-0 00
oo

oooooao
oooooan
oooooooao

OoOoo0ooooo
OOoo0ooooaog

O o 0O d

OO0 oo ooDoooo4gdgogogoao
O g oo

Ooo0ooooooooogogogooao

(8) JP 7222098 B2 2023.2.14

gbooboogboobooboobooboobooboobao
gooooooooooocooooooooooboobobOoboboooOoo
gboobogooboobooboobooboobooboobao
gbooobouoboobouoboobooboobooboobaa
gboobogboobooboobooboobooboobo
gbooobooooooooL-oboobooobooooooboa
od
gboooboogboobooboobooboobooboobao
gooooooooooooooooooooobobobooboboooo
gboooboobooobobooobooboooboboboboboobooobono
gbboooboobooobod

000000 bOO0oO0o0O0obOO0o0obOO0oo0DoOoboOoOoobOoOooooOooag
O0000000DOEnterbacterD 0 00000O0O0OOEscherichia
ErwinialOODOOOO0OSerratia000O00OOODODOOAOPseud

omonas0 0 DOO0ODOOODOODNOProvidenciaOODODOODODOODOODOOCorynebacte
riumd0000000DO0DO0DO0QOOQCOBrevibacteriumOOOOODOOOOOOODODODO

g
a
a
O
a
O

O

O

OooDoooozooooooooao

OOoo0oooogoao
O0OooOoooogoao
OoooooooOoao

O

gboboooooon
gooad
gooaao
ooooooooao
gboooooooan

OO0O0O00000D0CorynebacteriumdO00O000D0ODODDOOQOO

gooooooooOooocooooooooooboboDbOoboboooOoo
oooooooooboooooooooooooobbobobobooo

OO0O00000Brevibacterium lactofermentumOO00OQOOOOOOOOOOOO
Brevibacterium flavumO OO OO0OD0OO0OOODOOODODOODOOODOOCOrynebact
erium thermoaminogenes0 000000 OO0OOODOOODOOODOOOCOrynebacteri
um efficiens0 0000 0DD0D0OD0OOOO0OO0OOOOODODODODODDDODODOOOOOOOOO
gooooooooooooooo0oOoO0goooooooDoDoooooUoOogoooao

Corynebacterium

ooooaod

gbobooooooan
ooooooooao
goboooooon
googao

gboooooooan
ooooooooao
gboooooooan
ooooooooao

ooooo
googao
g

gooaao
goooaod
gooaoao
ooooaod

Ooooooooo

oo

glutamicumO DO ODOOO0OO

gbooboogboobooboobooboobooboobao
gooooooooooocooooooooooboobobOoboboooOoo
goooobooobooobooobooobooboonn

O
O
O
O
O
O

gboboooboooboooboooboooboooboaoan
oooooooooobbooooooooooooao
DNAOODDOODOOOODODOODOODOODOOODOO
oooooooooobObOooOOoO0oo0ooooo0mR

O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

Al0O0DOO0OO0oOo0oo0obooboobooboobooboobooboobobooboo

gooooooooooooooooooooobobobooboboooo
oooooooooooOOooOoOoooooooao

ooooooooooooooooooooooboobobooboboooo
gooooooobooobooooooooooooboboobobooog
oooooooooboooooooooooooobbobobobooo
gooooooooOooocooooooooooboboobobooog

O0pWE150 M130 MBL3O MBL4O IXI1O ASHIIO APIIO t100t110 Char

on4A0 00 Charon21A00 0000000000000 000000000pPBROOD
UCO O pBluescriptllD 0pGEMO OpTZOOpCLOOOpETODOOOOODOOOODO
00000000pACYC1770 pACYC1840 pCLO pECCG1170 pUC190 pBR3220p

10

20

30

40



©)

JP 7222098 B2 2023.2.14

MW1180 pCClBACOD O DDODODDOODDODODODODDODODODDODOODDODOOOOO
00O
ooo
00O
ooo
ooQo
ooo
selection

Ooooooooo0ooooDoooogoggooao

Ooooooooogooooao
OO0 oo oDoooggogogoogoooao
Ooo0ooooooooooooao
oo ooooooooooooo
OO0 ooooooogoggogooooo

OO0 oo oooooog

O

g
u
g
a
O
g

O

O

U
u
g
t
0
g

O

oono
uod
oond
oon
oond
oon

PO4)2
ection

O

Oooooooood
Oo0ooooooood

O Ooogo

O

voooooooooo,d

O

0

O0Oo0oooo

O

OoOooooogqgoooOooooboOd
OoOooooogqooooOoooobod

O Ooooo

OO oOooo

O 0Oooo

O

O 0Oooo

O

gbooobogobooboouobouobooboobouoboobooobooada
gboobogooboobodoboobooboobooboobooboog
gboobooboobooboobooboobooboobooobooao
gooooooooOooboooooooooobobobooobooooooooao
gboobooboobooboobooboobooboobooobooo
markerJ0O00DD0OO0OO0OO0OOO0OO0OODOOOOODODOOOODODOOODODO

O

O 0Ooo
O 0Oooo
O oOooo
O 0Oooo

O

Ooooooooao

O

OoOoo0oooao
OoOoo0ooooaog
OoOooooooaog

O

O

O 0OooOooo
O 0Ooo0ooo
O o0Ooooo
O Ooooo
O 0OooOooo
O 0Ooo0ooo
O o0Ooooo
O 0Oooo

O

OoOoo0ooooao
OoOoo0oooao
OoOoo0ooooaog

O

O

O

goooooooao
ooooooooo
goooooooao
oooooooodo
electroporation
ooooooood

O

g
u
O

0

O
O
O
O
O

O

O
O
O
O
O

O

god
gbooogon

N
oo
oo
OO
oo

oo
N

O 0Ooo0ooOoo
O Ooo0ooo
O OooOooo
OO oOooo
O 0Ooo0ooOoo
O Ooo0ooo
O OooOooo
OO oOooo
O 0Ooo0ooOoo
O Ooo0ooo
O OooOooo
OO oOooo
O 0Ooo0ooOoo

g
O
g

O oOooo
O oOooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O oOooo
O oOooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O oOooo
O oOooo

goood
oo
g

O

O 0OooOooo
O O o

OO oo
I [
O 0Oooo
O Oooo
OO oo
O 0Oooo
I [y |
O Ooogogog
OO ogogodg
I [
I [y |

gbooobao

g
O
g
u

oo
od
oo
uo

oopoDooooooooooao
oooDooooooooooao
selective agent0 0O QO OO

a
O
g
ugbobooobooboobooaooad

O Oooo

gboooboooboooboooan
ooooooooboooboooo
gbooooboooboooobooonn
ugbooobooboooboaoan
gboooooooobooobooonn

DNAOORNAOOOODODOODOODODDODODOOODOOOO
oo0oD0oooooDO0oooooODOoUooooOoDooooooog
000000 o0oD0o0oo0ooOD0o0Do0ooDoDoDoooooaog
expression cassette0 000D O00DO0OO0ODDODODODODOODOOOODO
0000000000000 o0o0000o0oooooDoDoDOoODOpromo
ter0 00000000 ODODO0DOOODODODODODODODODDODDODODODODODODDODODOOODOO
ooooooooao

goboooobooonn
ugoboogobooan

uoboooboooan

O
0
gooooooooao
0
0

ooooooooao
gooooobooooad
OCaCl,00000D00DOOOO0ODOOODODOmicroinj
gboobo0ooboOo0O0DbO0OPEGODOODEAE-O0DODOOOODOODOODO
ooooooo-bMSoOooOOOOOOOoOOoOoOoooooon

O
O

U
0
g
O

ooooooooooboooon
gooooooooobuoooon
Oo0oD0oooooOoooooood
goboooooooobuooooo
oCo0oO0ooooooooooood
Ca(H2POg4)2, CaHPO40 O O Cag(

ooooooooboboooobooo
ooooooooooooobooo
ooooooooboooooooo
oooooooobDNAODODOOO
oooooooboobooooooo

gboboooboobooobooooad
ooooooooboboooobooo
2-000-3-0000C0-0000AH

oooooooooobooooboboood

OO000000D001lysCOOOODOOODODODOOO feedback inhibitionOD ODOOOOO

OlysCO3770 0000000000000 Leucined0000O00OLYsineD0O0ODODOL-

0000000 oO0oo0o0oo0,0D0L-0000D00b000Db00b0D0U0UDbDO0OL-DO00000DO
O00O000O0OL-threonine dehydratase, OO0 00O 0OD0OO0ODOODOODODOOOOOOO

10

20

30

40

50



(20) JP 7222098 B2 2023.2.14

OO00ogooilvADO 32300 0000000000000 0O0OL-00000O0oooooOoan
O O Appl. Enviro. Microbiol., Dec. 1996, p.4345-4351000000000;0-00
00-000oooooooo-0000-0000000O0o0DoDDDDDOOo-acetylhomoser
ine (thiol)-lyase0 OO OODOOODOOODOOODOOODOO OAOCcystathionine gamma-s
ynthaseO O OO O0OoooOoOoOoDOoDOoO-0000O0O0O0O0O0OoOoDDODDODODODO;0O0O0OOd

ubobooobooboooboooboooboobooboooboooboooboobOooonoan
ooooooooooboooooooooooooao

oooooaod
gobooobooboooboooboooboobooboooboooboooboobooobao
ooooooooooboooL-0b0b0bODbODO0OC0CO0OO0OO0OO0Oooao
gooL-ogobobooooobogoboooooobbooboobooboboboboobooob
gbobooobooboouL-booobooooboboobobooboooboogon

goooaoan
ooooooooooboooooooooooooooobooOoooobooooooooaon
obobooobooboooboooobooobooboobooooboooboooboooboooboaa
ooooooooooobooooooooooooooooobooOoooobooooooooao
gooooboobooboooobooobooboboboboobooL-gobobooboboobogob
usboobooobooboboooooobooobooboLt-0cobbouoboobooboL-0oboboobao
goooooboooboooboobooobooboboboL-0cobbogobL-b0obogoobo-obod-L-
gooooooo-obobooOObD-L-0oogooooo-0bO0O-L-00000b0L-o0o0oooooan
goL-0O0DOOCOCOO0OO0OO0ODOOOOOODDODDOOOOOOOOOOOOODODOL-O0O0000
oL-ooobooopoo-oogogo-L-ooObbbpo-ooo-L-OcO0DO0DO0O0OO0OO0O0OL-
oooooooooobooOooooooooooooao

oooooo
gooooboobooboooobooobL-0cobboboobooooboboboboobooob
ubobooobdoobooboobooboL-ocbobboboobooobobooobobooboaon
goooobooobooboobooobooboobooboo0oobooobooboooboao
goooaoan

gooooan
ooooooooooobooooOooooL-OOO0O0COO0OO0OOoOoOooOoOobobODbDDOObn
oboooobooooboooboooboooboobooboooboooboooboboboooboobooan
goooon
uboboobdoobooboooboooboobooboobooobobooobOooboooboaa
gooooboobooobooobooboobooboooboooboobooboooboao
ubobooobooboooboooboooboobooboooboooboooboobOooonoan
oooooooooobboOoooooooooooooobooOooOoOoo0o0oOooopHOO
OO0OpHS509000000pH6O0 800000000 pHG6.8000000000000O0O
oooooooooobooooooooooooooooobooboooobooooooooan
gboboobobz2o0b004500000002500400000000000000100160
ooooooooooobooooooooooooooooobooooobooooooooan
goooobooobooboobooobooboobooboo0oobooobooboooboao
gboboooboobooood

goooaoan
ooooooooooboooooooooooooooboobooooooooooooao
obobooobooboooboooobooobooboobooooboooboooboooboooboaa
oooooooooobooooooooooooooooobooboooobooooooooan
gobooobooboooboooboooboobooboooboooboooboobooobao
ooooooooooobooooooooooooooooobooooobooooooooan
goooobooobooboobooobooboobooboo0oobooobooboooboao
ubobooboboobooobooboooboobooboobooobooobooboooboaa



e e [ e e s [y [ |

e e [ e s B e e e s s [y [ |

e e e ) [ e s e e e s s [y s [

R s [y [ |

e [ e B e s [y [ |

e s e [ e e s s [y [ |

OO o0gogog
O Ooo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
OO o0gogog
O Ooo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
OO o0gogog
O Ooo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
OO o0gogog
O Ooo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
OO o0gogog
O Ooo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
OO o0gogog
O Ooo0ooOoo

O Oo0gooao
O 0Ooo0oo0ooOoao
O Ooo0oooao
O Oooooao
O Oo0gooao
O 0Ooo0oo0ooOoao
O Ooo0oooao
O Oooooao
O Oo0gooao
O 0Ooo0oo0ooOoao
O Ooo0oooao
O Oooooao
O Oo0gooao
O 0Ooo0oo0ooOoao
O Ooo0oooao
O Oooooao
O Oo0gooao
O 0Ooo0oo0ooOoao
O Ooo0oooao
O Oooooao
O Oo0gooao
O 0Ooo0oo0ooOoao
O Ooo0oooao
O Oooooao
O Oo0gooao
O 0Ooo0oo0ooOoao

O O0Oo0ooooao
O0Ooo0oo0oo0ooao
OOoo0ooooao
OOoo0ooooao

O O ogog
O 0o o0goo
O Ooogoo

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

(]
O
O
O
(]
O
O
O
(]
O
O
O
(]
O
O
O
(]

Ooooooogoogdg
OoooooooOod
OooooooooQgodg
Ooooooogogdg
Ooooooogoogdg
OoooooooOod
OooooooooQgodg
Ooooooogogdg
Ooooooogoogdg
OoooooooOod
OooooooooQgodg
Ooooooogogdg
Ooooooogoogdg
OoooooooOod
OooooooooQgodg
Ooooooogogdg
Ooooooogoogdg
OoooooooOod
OooooooooQgodg
Ooooooogogdg
Ooooooogoogdg

OO0 oooooogd
Oooooooood
Ooooooooogdg
Ooooooooogdg
OO0 oooooogd
Oooooooood
Ooooooooogdg
Ooooooooogdg

- O
O 0o o O
O 0O o 0O
O O og o

0
O

0
0

O
O

O
O

O
O

O
O

0
O

oond

O

O

O 0oog 0O
O 0o o O
O 0O o 0O
O O og o

0

Oooooogd
Oooo0oooogod
Oooooooogd
Ooooooogd
Oooooogd
Oooo0oooogod
Oooooooogd
Ooooooogd
Oooooogd
Oooo0oooogod
Oooooooogd
Ooooooogd
Oooooogd
Oooo0oooogod

O

O

O

oono

0

(11)

O

O

goao
gooooooooooooooooooooobobobooboboooo
HpLCOODODOOODOODODOODODOODODOoOooOooobOooboono

gbooboogooooboobooobboooboobooboLL-0od

O
O

ooooooo

O

O

O

O 0oog 0O
O 0o o O
O 0O o 0O
O O og o

0

O

O

O

O 0oog 0O
O 0o o O
O 0O o 0O
O O og o

0
O

O
O

O
O

god

0

O

O

O
O

0
O

O
O

O
O

O
O

0
O

JP 7222098 B2 2023.2.14

O
O

oo
oo
oo
ao
oo
ao

L-0O
oo

O Oo0gooao
O 0Ooo0oo0ooOoao

O
O

O
O

I [ [ |

O
O

t
O
g
u
g

O
O

g
0
g
u
g

O
O

O 0o o0oogog

O
O

oooooooboboooboood

O

O 0oog 0O

0

O

OoooOoooooao

O

O

L-0O

O
O

g
u
O
a
O
a
O
t

O
O
O
O
O
O
O
O

O
a
O
g
u

O

O

O
O

g
u
O
a
O
t
O
g

O
O
O
O
O
O
O
O

O
g
O
g
u

O

O

O 0O04Qgooooao

Oooooogd
Oooo0oooogod
Oooooooogd
Ooooooogd
Oooooogd
Oooo0oooogod
Oooooooogd
Ooooooogd
Oooooogd
Oooo0oooogod

OO o0gogog
O Ooo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
OO o0gogog
O Ooo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
OO o0gogog
O Ooo0ooOoo

OoooOoooooao

Ooooooooao
OOooooooao

O 0O04Qgooooao

OoooOoooooao

Ooooooooao

OOooooooao

O 0O04Qgooooao

OoooOoooooao

10

20

30

40

50



| e O s = [ e e e e e e e A o

oo oo oDoooooogogQgooooo

P OO0 Oo0o0ooooogogogogodg

O

~

O
O

OO0 oooooooo

OO0 OoDooDooooogogooooooogdg

Oooooooood
Ooooooooogod

O OO0 0 oO0oo0oo0ooooao

gio00 025005000750
goiooo00 000200000

(12) JP 7222098 B2 2023.2.14

gbooboogbooobogoboobooboobooboobooobooo
ooooooooao

OoOoooooooo-o
Ooooooooooo
Oooooooooo
O Oooooao O d
O O
[ |
O d
O d
O O
[ |
O d
O d
O O
[ |
O d
O d
O O
[ |
O d
O d
O O
[ |
O d
O d
O O
[ |
O d
O d

O 0Ooo0ooOooOoao
OOoo0oooo
O Oooooao
O Oooooao
O 0Ooo0ooOooOoao
OOoo0oooo
O Oooooao
O Oooooao
O 0Ooo0ooOooOoao
OOoo0oooo
O Oooooao
O Oooooao
O 0Ooo0ooOooOoao
OOoo0oooo
O Oooooao
O Oooooao
O 0Ooo0ooOooOoao
OOoo0oooo
O Oooooao
O Oooooao
O 0Ooo0ooOooOoao
OOoo0oooo
O Oooooao
O Oooooao
O 0Ooo0ooOooOoao
OOoo0oooo
O Oooooao
O Oooooao
O 0Ooo0ooOooOoao
OOoo0oooo
O Oooooao
O Oooooao
O 0Ooo0ooOooOoao

gboobooboobooboobooboobooboobooobooao
gooooooooOooocooooooooobobooobooooooooao
OO0D0Ocjl-cj700000D000OO0DODOOODO10-062009200000000
lacOUOOOOO0O0Otrp000O0O0DO0Otrc00000O00OtacO0O0O0nooOooO0OO
opPROODODOODOPODOOODOOtetbDOO0ODODgapADODOODOOS
ooooospPL1I3Osm30000000O0O0O0OOCCOOOO10-1783170000
gbooobooz20b00obO0oOobOobobObDbD10-16326420 00000000
tkt0 O OO0OD0O0OOOyeccAOOODOODOOODOOODOODDODOOODODOOOOO

O 0Oooo
[ i R

O
g
O
g
O
g
u
g

oooooooobooao
oooooooooao

O

g gbooobooboooboboooboooboooobooao
O

gobooooboooobooog
u

g

O

t

a a a a a
oooooooooobooOooooooooooooao
gbooooboobooobooboobooboo
ugboooboobooboobooboooobooada

O 0Oooo

ugbogoooaoodd
g

oooooooooao
ooooooooooao

ood
ggad
1000
ood

ood
ggad
1500
ood

ood
ggad
2000
ood

ood
ggad
3000
ood

ood
ggad
4000
ood

ood
ggad
OO0s50
ood

O oodoao

go

ooooooooobooooooooooooooboboooboooogo4o070O
ooooooooobobbooobooogao
ooooooooao
O
g
u

O

gboobogobooobogoboobooboobooboobooboo
gbooobogobooboouobouobooboobouoboobooobooada

Oo0oo0oo0oo0oooano
OoOooo0ooooao

O

oonO
1000o0ggoogoAdvodooogoogoogao

O

OOoCooooooooogao

O

OoooooooobobObODOO0OOO0OO0OO0OO00gOgKFrECCc108810 0000000015

98120 0 00000000 DNDDDDDODOOODUOOOOOOODONDDDDDOhomoserine
dehydrogenaseJ OO0 0OHom,EC:1.1.1.300L-000000000000O00O0OOO
0o0o0ooooooL-o0goooooooo2-000-3-00000-0000000AlI
viooooooooooooooooooao

oooooo
ON-OOO-N'-O0D0-N-OD0O0O0DO0OD00O00ON-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin

10

20

30

40

50



(23) JP 7222098 B2 2023.2.14

e: JONTGODOOODODOODOODDOOOODOODODODOOODOODD18000000KFCC108
810 000004mI0000O00O0O0ODeso001.0000000000000000000
00000000000 050mMOCODO-0000000000pH6.5002000000
D4mI0 0000000000000 0O00O00O0O00O00150mg/1000000NTG
0002mg/mlin 0.05MO0D0-0000000000pH6.5000000000020
000000000000 O0O0O0O00O00O0O0O0OONTGODOOOODOOOOOOODOOO
0D2000000000000000002000000000004mI000000000
0000-700000000NTGOOOOO3g/10AHVOOODOOODOCOOODOODOO
000001260 0KFCC1088100AHVO OO OOODOOOMO

Dooooo

0000pH7.00

000002090 000010g00000059g0001.590KH2P04 4g, KoHPO48g,
MgSO4 7H20 0.5g0 0000100y gOOOOOHCI 1000p g0 0000000000
02000p g0 00000002000p g0 00010000000

00000pH7.20

00000590 KH2PO4 19, (NH4)2S045g, MgSO4 7H20 0.4g, NaCl 0.5g 0 OO
0200p g0 0O0O0OOHCI 100pg000O00O0O0O0OO0O0100pg0000O000O0OO.
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