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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ケトール酸レダクトイソメラーゼ（ＫＡＲＩ）活性を有するポリペプチドをコードする
少なくとも１つの核酸分子を含む酵母細胞であって、該ＫＡＲＩ活性を有するポリペプチ
ドが、配列番号：２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、
２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５
２、５４、５６、５８、６０、６２、６４、６６、６８、および２４５からなる群から選
択される配列と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を有し、該酵母細胞が、少なく
とも１つの不活性化されたピルビン酸デカルボキシラーゼ（ＰＤＣ）遺伝子を含む、上記
酵母細胞。
【請求項２】
　ケトール酸レダクトイソメラーゼ（ＫＡＲＩ）活性を有するポリペプチドをコードする
少なくとも１つの核酸分子を含むイソブタノール生成微生物細胞であって、該ＫＡＲＩ活
性を有するポリペプチドが、配列番号：２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８
、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、
４６、４８、５０、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４、６６、６８、および２
４５からなる群から選択される配列と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を有し、
該イソブタノール生成微生物細胞が、少なくとも１つの不活性化されたピルビン酸デカル
ボキシラーゼ（ＰＤＣ）遺伝子を含む、上記微生物細胞。
【請求項３】
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　アセト乳酸をジヒドロキシイソ吉草酸に変換する方法であって、
　ａ）ケトール酸レダクトイソメラーゼ（ＫＡＲＩ）活性を有するポリペプチドをコード
する少なくとも１つの核酸分子を含む酵母細胞を備えるステップであって、ここで該ＫＡ
ＲＩ活性を有するポリペプチドが、配列番号：２、４、６、８、１０、１２、１４、１６
、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、
４４、４６、４８、５０、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４、６６、６８、お
よび２４５からなる群から選択される配列と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を
有し、該酵母細胞が、少なくとも１つの不活性化されたピルビン酸デカルボキシラーゼ（
ＰＤＣ）遺伝子を含む、該ステップと；
　ｂ）（ａ）の酵母細胞とアセト乳酸を接触させるステップであって、ここで２，３－ジ
ヒドロキシイソ吉草酸が生産される、該ステップと；を含む、上記方法。
【請求項４】
　イソブタノールを生産する方法であって、
　ａ）ケトール酸レダクトイソメラーゼ（ＫＡＲＩ）活性を有するポリペプチドをコード
する少なくとも１つの核酸分子を含む、イソブタノール生合成経路を含む微生物細胞を備
えるステップであって、ここで該ＫＡＲＩ活性を有するポリペプチドが、配列番号：２、
４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３
２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５２、５４、５６、５８
、６０、６２、６４、６６、６８、および２４５からなる群から選択される配列と少なく
とも９０％同一であるアミノ酸配列を有し、該微生物細胞が、少なくとも１つの不活性化
されたピルビン酸デカルボキシラーゼ（ＰＤＣ）遺伝子を含む、該ステップと；
　ｂ）ステップ（ａ）の微生物細胞を、イソブタノールが生成される条件下で増殖させる
ステップと；
を含む、上記方法。
【請求項５】
　酵母細胞であって、不活化されたピルビン酸デカルボキシラーゼ遺伝子を少なくとも１
つ有するようにエンジニアリングされ、配列番号：１９８、２０３、２０４、２０８、ま
たは２１１からなる群から選択されるプラスミドのコード領域と少なくとも９０％の同一
性を有するコード領域を有するプラスミドを含む、上記酵母細胞。
【請求項６】
　酵母細胞であって、不活化されたピルビン酸デカルボキシラーゼ遺伝子を少なくとも１
つ有するようにエンジニアリングされ、配列番号：１９８、２０３、２０４、２０８、ま
たは２１１からなる群から選択されるプラスミドのキメラ遺伝子と少なくとも９０％の同
一性を有するキメラ遺伝子を有するプラスミドを含む、上記酵母細胞。
【請求項７】
　配列番号：１９８、２０３、２０４、２０８、または２１１の配列を有するプラスミド
。
【請求項８】
　酵母細胞が、サッカロミセス、シゾサッカロミセス、ハンゼヌラ、カンジダ、クルイベ
ロミセス、ヤロウイア、イサチェンキア、およびピキア（Ｐｉｃｈｉａ）からなる群から
選択される属の酵母のメンバーである、請求項１又は３に記載の酵母細胞。
【請求項９】
　細胞が細菌細胞または酵母細胞である、請求項２又は４に記載の宿主微生物細胞。
【請求項１０】
　宿主細胞が、エシェリキア、ロドコッカス、シュードモナス、バチルス、エンテロコッ
カス、ラクトコッカス、ラクトバチルス、ロイコノストック、オエノコッカス、ペディオ
コッカス、ストレプトコッカス、クロストリジウム、ザイモモナス、サルモネラ、ペディ
オコッカス、アルカリゲネス、クレブシエラ、パエニバチルス、アルスロバクター、コリ
ネバクテリウム、およびブレビバクテリウムからなる群から選択される属の細菌細胞であ
る、請求項９に記載の宿主微生物細胞。
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【請求項１１】
　宿主細胞が、サッカロミセス、シゾサッカロミセス、ハンゼヌラ、カンジダ、クルイベ
ロミセス、ヤロウイア、イサチェンキア、およびピキアからなる群から選択される属の酵
母細胞である、請求項９に記載の宿主微生物細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２００９年９月２９日に出願された米国仮特許出願第６１／２４６，８４４
号の優先権を主張するものであり、その全体が、参照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、具体的にはイソブタノール生成のための産業微生物学および発酵の分野に関
する。さらに具体的には、ケトール酸レダクトイソメラーゼ（ＫＡＲＩ）酵素は、乳酸菌
および酵母におけるイソブタノール生成のエンジニアリングされたイソブタノール生合成
経路において有効性が高いことがわかった。
【背景技術】
【０００３】
　ブタノールは重要な産業化学物質であり、燃料添加剤として、プラスチック産業におけ
る原料化学物質として、ならびに食品および香料産業における食品用抽出溶媒として有用
である。毎年、１００～１２０億ポンドのブタノールが石油化学的手段によって生成され
、この汎用化学品に対する需要は高まる可能性が高い。
【０００４】
　微生物は、ブタノール生合成経路を発現することによってブタノールを生成するように
エンジニアリングされてきた。イソブタノール生合成経路が、特許文献１に開示されてい
る。商業的に実現可能なイソブタノール生成を実現するには、非常に効率的なイソブタノ
ール経路が必要である。この経路の第２のステップは、ケトール酸レダクトイソメラーゼ
（ＫＡＲＩ）によって触媒されるステップであり、アセト乳酸をジヒドロキシイソ吉草酸
に変換する。活性の高いＫＡＲＩ酵素およびこれらの酵素のイソブタノール生合成経路に
おける使用が、特許文献２に開示されている。
【０００５】
　イソブタノール生合成経路についてエンジニアリングされた微生物において、アセト乳
酸をジヒドロキシイソ吉草酸に変換するステップを、イソブタノールの生成が最大限にな
るようにさらに改良する必要が依然としてある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００７００９２９５７号明細書
【特許文献２】米国特許出願公開第２００８０２６１２３０（Ａ１）号明細書
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、エンジニアリングされたイソブタノール生合成経路を有する宿主細胞におい
てより多くのイソブタノールが生成されるように、インビボにおけるアセト乳酸からジヒ
ドロキシイソ吉草酸への変換に高い有効性を示すケトール酸レダクトイソメラーゼ（ＫＡ
ＲＩ）酵素を発現する宿主微生物細胞を提供する。高有効性のＫＡＲＩは、ラクトコッカ
ス・ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）およびストレプトコッカス・
ミュータンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕｔａｎｓ）ＫＡＲＩを含む分子系統分
類群に入る。
【０００８】
　本発明の一態様において、ケトール酸レダクトイソメラーゼ活性を有するポリペプチド
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をコードする少なくとも１つの核酸分子を含む酵母細胞が提供される。ここで、前記ポリ
ペプチドはＫＡＲＩのＳＬＳＬ　Ｃｌａｄｅのメンバーである。別の一態様において、酵
母細胞は、サッカロミケス（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、シゾサッカロミケス（Ｓｃ
ｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、ハンゼヌラ（Ｈａｎｓｅｎｕｌａ）、カンジダ
（Ｃａｎｄｉｄａ）、クルイベロミセス（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）、ヤロウイア（
Ｙａｒｒｏｗｉａ）、およびピキア（Ｐｉｃｈｉａ）からなる群から選択される属の酵母
のメンバーである。
【０００９】
　別の態様において、前記ＳＬＳＬ　Ｃｌａｄｅは、スタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓ）、リステリア（Ｌｉｓｔｅｒｉａ）、エンテロコッカス（Ｅｎｔｅｒ
ｏｃｏｃｃｕｓ）、マクロコッカス（Ｍａｃｒｏｃｏｃｃｕｓ）、ストレプトコッカス（
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、ラクトコッカス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）、ロイコノ
ストック（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ）、ラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）
からなる群から選択される細菌に内在するケトール酸レダクトイソメラーゼからなる。
【００１０】
　別の態様において、ケトール酸レダクトイソメラーゼ活性を有するポリペプチドは、配
列番号：２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２
８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５２、５４
、５６、５８、６０、６２、６４、６６、６８、および２４５からなる群から選択される
配列と少なくとも約８０％同一であるアミノ酸配列を有する。
【００１１】
　本発明の別の態様は、ケトール酸レダクトイソメラーゼ活性を有するポリペプチドをコ
ードする少なくとも１つの核酸分子を含むイソブタノール生成微生物細胞であり、ここで
前記ポリペプチドはＫＡＲＩのＳＬＳＬ　Ｃｌａｄｅのメンバーである。
【００１２】
　別の態様において、前記微生物細胞は、エシェリキア（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）、ロ
ドコッカス（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ）、シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、
バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、エンテロコッカス（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）、ラク
トコッカス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）、ラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
）、ロイコノストック（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ）、オエノコッカス（Ｏｅｎｏｃｏｃｃ
ｕｓ）、ペディオコッカス（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）、ストレプトコッカス（Ｓｔｒｅ
ｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、クロストリジウム（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、ザイモモナス（
Ｚｙｍｏｍｏｎａｓ）、サルモネラ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、ペディオコッカス（Ｐｅ
ｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）、アルカリゲネス（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）、クレブシエラ（Ｋ
ｌｅｂｓｉｅｌｌａ）、パエニバチルス（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）、アルスロバク
ター（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、コリネバクテリウム（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ）、およびブレビバクテリウム（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）からなる群から選
択される属の細菌細胞である。
【００１３】
　別の態様において、アセト乳酸をジヒドロキシイソ吉草酸に変換する方法が提供される
。前記方法は、
　ａ）ケトール酸レダクトイソメラーゼ活性を有するポリペプチドをコードする少なくと
も１つの核酸分子を含む酵母細胞を準備するステップ、ここで前記ポリペプチドはＫＡＲ
ＩのＳＬＳＬ　Ｃｌａｄｅのメンバーであるステップと；
　ｂ）（ａ）の酵母細胞とアセト乳酸を接触させて、２，３－ジヒドロキシイソ吉草酸が
生成されるステップと
を含む。
【００１４】
　別の態様において、イソブタノールの生成方法が提供される。前記方法は、
　ａ）ケトール酸レダクトイソメラーゼ活性を有するポリペプチドをコードする少なくと
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も１つの核酸分子を含む、イソブタノール生合成経路を備える微生物細胞を準備するステ
ップ、ここで前記ポリペプチドは、ＫＡＲＩのＳＬＳＬ　Ｃｌａｄｅのメンバーであるス
テップと；
　ｂ）ステップ（ａ）の微生物細胞を、イソブタノールが生成される条件下で増殖させる
ステップと
を含む。
【００１５】
　本明細書では、不活性化されたピルビン酸デカルボキシラーゼ遺伝子を少なくとも１つ
有するようにエンジニアリングされ、配列番号：１９８、２０３、２０４、２０８、また
は２１１からなる群から選択されるプラスミドのコード領域を有するプラスミド、および
配列番号：１９８、２０３、２０４、２０８、または２１１からなる群から選択されるプ
ラスミドのコード領域と少なくとも約８０％、少なくとも約９０％、少なくとも約９５％
、または少なくとも約９９％の同一性を有するコード領域を有するものを含む酵母細胞も
提供される。また、少なくとも１つのピルビン酸デカルボキシラーゼ遺伝子を不活性化さ
せるようにエンジニアリングされ、配列番号：１９８、２０３、２０４、２０８、または
２１１からなる群から選択されるプラスミドのキメラ遺伝子を有するプラスミド、および
配列番号：１９８、２０３、２０４、２０８、または２１１からなる群から選択されるプ
ラスミドのキメラ遺伝子と少なくとも約８０％、少なくとも約８５％、少なくとも約９０
％、少なくとも約９５％、または少なくとも約９９％の同一性を有するキメラ遺伝子を有
するものを含む酵母細胞も提供される。また、配列番号：１９８、２０３、２０４、２０
８、または２１１の配列を有するプラスミド、および少なくとも約８０％、少なくとも約
９０％、少なくとも約９５％、または少なくとも約９９％の同一性を有するものも提供さ
れる。
【００１６】
　本出願の一部分をなす以下の詳細な説明、図面、および添付の配列の説明から、本発明
の様々な実施形態をさらに詳しく理解することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】異なる３つのイソブタノール生合成経路を示す図である。
【図２】６６７の配列および９５％配列同一性のカットオフを含む、ＫＡＲＩの分子系統
樹を示す図である。円の外側の符号は、ＳＬＳＬ　Ｃｌａｄｅを示す。
【図３】ＫＡＲＩ配列のＳＬＳＬ　Ｃｌａｄｅを含む、図２の系統樹の一部分を示す図で
ある。菱形は、ラクトバチルス目（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）のメンバーを示し
、丸印は、バチルス目（Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）のメンバーを示す。各小枝について９５
％同一性群を表す種を表に示す。
【図４】異なるＫＡＲＩ酵素についてイソブタノール生成酵母の増殖曲線を示すグラフで
ある。ＳＹＫ：単一酵母ＩＬＶ５；ＳＬＫ：単一Ｌ．ラクティスＩｌｖＣ；ＳＰＫ：単一
Ｐｆ－５ｉｌｖＣ。
【図５】異なるＫＡＲＩ酵素についてイソブタノール生成酵母のイソブタノール力価を示
すグラフである。ＳＹＫ：単一酵母ＩＬＶ５；ＳＬＫ：単一Ｌ．ラクティスＩｌｖＣ；Ｓ
ＰＫ：単一Ｐｆ－５ｉｌｖＣ。
【００１８】
　本出願の一部分をなす以下の詳細な説明および添付の配列の説明から、本発明をさらに
詳しく理解することができる。
【００１９】
　以下の配列は、３７　Ｃ．Ｆ．Ｒ．　１．８２１－１．８２５（「Ｒｅｑｕｉｒｅｍｅ
ｎｔｓ　ｆｏｒ　Ｐａｔｅｎｔ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　Ｎ
ｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｎｄ／ｏｒ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄ　Ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅ　Ｄｉｓｃｌｏｓｕｒｅｓ　－　ｔｈｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｒｕｌｅｓ」
）に従うものであり、Ｗｏｒｌｄ　Ｉｎｔｅｌｌｅｃｔｕａｌ　Ｐｒｏｐｅｒｔｙ　Ｏｒ
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ｇａｎｉｚａｔｉｏｎ（ＷＩＰＯ）　Ｓｔａｎｄａｒｄ　ＳＴ．２５　（１９９８）なら
びにＥＰＯおよびＰＣＴの配列表要件（Ｒｕｌｅｓ　５．２および４９．５（ａ－ｂｉｓ
）、ならびにＳｅｃｔｉｏｎ　２０８およびＡｎｎｅｘ　Ｃ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｄｍｉｎ
ｉｓｔｒａｔｉｖｅ　Ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ）と一致する。ヌクレオチドおよびアミ
ノ酸配列データに使用される記号およびフォーマットは、３７　Ｃ．Ｆ．Ｒ．　§１．８
２２に記載の規則に従う。
【００２０】
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【表１】

【００２１】
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【００２２】
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【表３】

【００２３】
　配列番号：１１０は、プラスミドｐＦＰ９９６の配列である。
【００２４】
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　配列番号：１１１－１２１、１２３－１２６、１３０、１３１、１３３、１３４、１３
６－１４１、１４３－１４８、１５１－１５４、１５６－１５９、１６１－１６３、１６
５、１６６、１６８、１７０－１７３、１７７－１８１、１８６－１９７、１９９－２０
２、２０５、２０６、２０９、２１０、２１３－２２２、２２４－２４３は、ＰＣＲおよ
び配列決定プライマーである。
【００２５】
　配列番号：１２２は、ｐｙｒＦの配列である。
【００２６】
　配列番号：１２７は、リボソーム結合部位（ＲＢＳ）である。
【００２７】
　配列番号：１２８は、プラスミドｐＤＭ２０－ｉｌｖＤ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃ
ｔｉｓ））の配列である。
【００２８】
　配列番号：１２９は、プラスミドｐＤＭ１の配列である。
【００２９】
　配列番号：１３２は、ラクトコッカス・ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃ
ｔｉｓ）に由来するＲＢＳおよびｉｌｖＤコード領域を含むＰＣＲ断片の配列である。
【００３０】
　配列番号：１３５は、ｓｕｆオペロン（ｓｕｆＣおよびｓｕｆＤの一部分）の５’部分
を含む右ホモロジーアームＤＮＡ断片である。
【００３１】
　配列番号：１４２は、ネイティブｓｕｆプロモーターおよび上流の配列を含んでｆｅｏ
ＢＡオペロンになる左ホモロジーアームＤＮＡ断片である。
【００３２】
　配列番号：１４９は、プラスミドｐＴＮ６の配列である。
【００３３】
　配列番号：１５０は、Ｔｎ５ＩＥ－ｌｏｘＰ－ｃｍ－Ｐｓｐａｃ－ｌｏｘＰカセットの
配列である。
【００３４】
　配列番号：１５５は、Ｐｎｐｒプロモーターである。
【００３５】
　配列番号：１６０は、Ｐｎｐｒ－ｔｎｐ融合ＤＮＡ断片である。
【００３６】
　配列番号：１６４は、ＰｇｒｏＥプロモーター配列である。
【００３７】
　配列番号：１６７は、ｋｉｖＤ（ｏ）コード領域をＲＢＳと共に含むＰＣＲ断片である
。
【００３８】
　配列番号：１６９は、ＲＢＳおよびｓａｄＢ（ｏ）コード領域を含むＤＮＡ断片である
。
【００３９】
　配列番号：１７４は、プラスミドｐＦＰ３５２の配列である。
【００４０】
　配列番号：１７５は、プラスミドｐＤＭ５の配列である。
【００４１】
　配列番号：１７６は、ｌａｃＩ－ＰｇｒｏＥ／ｌａｃＯ断片である。
【００４２】
　配列番号：１８２は、プラスミドｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．ラクティス
（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））の配列である。
【００４３】
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　配列番号：１８３は、Ｌ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）発現に最適化され
たＰＦ５－ｉｌｖＣコドンに対するＲＢＳおよびコード領域を含むＤＮＡ断片である。
【００４４】
　配列番号：１８４は、プラスミドｐＦＰ９９６－ＰｌｄｈＬ１の配列である。
【００４５】
　配列番号：１８５は、ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５）ＤＮＡ断片である。
【００４６】
　配列番号：１９８は、プラスミドｐＹＺ０９０の配列である。
【００４７】
　配列番号：２０３は、プラスミドｐＬＨ４７５－ＩｌｖＣ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａ
ｃｔｉｓ））の配列である。
【００４８】
　配列番号：２０４は、プラスミドｐＹＺ０９１の配列である。
【００４９】
　配列番号：２０７は、プラスミドｐＬＨ５３２の配列である。
【００５０】
　配列番号：２０８は、プラスミドｐＹＺ０５８の配列である。
【００５１】
　配列番号：２１１は、プラスミドｐＹＺ０６７の配列である。
【００５２】
　配列番号：２１２は、ｐＵＣ１９－ＵＲＡ３ｒベクターの配列である。
【００５３】
　配列番号：２２３は、ｉｌｖＤ－ＦＢＡ１ｔ断片の配列である。
【発明を実施するための形態】
【００５４】
　本発明は、イソブタノール生成が改良されるようにエンジニアリングされた組換え宿主
微生物細胞に関する。イソブタノールは、化石燃料の代替として使用するのに重要な化合
物である。
【００５５】
　以下の略語および定義は、本明細書および特許請求の範囲の解釈に使用されることにな
る。
【００５６】
　本明細書では、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」、「含んでいる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎ
ｇ）」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」、「含んでいる（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「有
する（ｈａｓ）」、「有している（ｈａｖｉｎｇ）」、「含む（ｃｏｎｔａｉｎｓ）」、
もしくは「含んでいる（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」という用語、またはそれらの他の何ら
かの変形は、非排他的な包含を網羅するものとする。例えば、一連の要素を含む組成物、
混合物、プロセス、方法、物品、または装置は、必ずしもそれらの要素だけに限定される
わけではなく、明示的に列挙されていないまたはこのような組成物、混合物、プロセス、
方法、物品、もしくは装置に固有でない他の要素を含むことができる。さらに、別段の明
示的記載のない限り、「または」は、包含的またはを意味するが、排他的またはを意味す
るものではない。例えば、条件ＡまたはＢは、以下のいずれか１つによって満足される：
Ａは真であり（または存在する）かつＢは偽であり（または存在しない）、Ａは偽であり
（または存在しない）かつＢは真であり（または存在する）、ならびにＡとＢが共に真で
ある（または存在する）。
【００５７】
　また、本発明の要素または成分に先行する不定冠詞「ａ」および「ａｎ」は、元素また
は成分の場合の数（すなわち、出現頻度）に関して非制限的であるものとする。したがっ
て、「ａ」または「ａｎ」は、１つまたは少なくとも１つを含むものと解釈されるべきで
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あり、元素または成分の単数形は、数が明らかに単数であるものとする場合を除いて複数
形も包含する。
【００５８】
　本明細書では、「発明」または「本発明」という用語は、非限定的な用語であり、特定
の発明の任意の単一の実施形態を指すものではなく、本明細書および特許請求の範囲に記
載するように可能な実施形態をすべて包含するものである。
【００５９】
　本明細書では、本発明の材料または反応物質の使用量を修飾する「約」という用語は、
例えば実社会で濃縮物または使用溶液を作製するのに使用される典型的な測定手順および
液体取扱い手順；これらの手順における不注意による誤り；組成物の作製または方法の実
施に使用する材料の製造、供給源、または純度の差異などによって起こり得る数値量のば
らつきを指す。「約」という用語は、特定の初期の混合物によって生ずる組成物の異なる
平衡条件のために異なる量も包含する。「約」という用語で修飾されていようがいまいが
、特許請求の範囲は、量に対して等価なものを含む。一実施形態において、「約」という
用語は、報告された数値の１０％以内、好ましくは報告された数値の５％以内を意味する
。
【００６０】
　「イソブタノール生合成経路」という用語は、イソブタノールをピルビン酸から生成す
るための酵素経路を指す。
【００６１】
　「ＳＬＳＬ　Ｃｌａｄｅ」という用語は、分子系統解析によって同定されたＫＡＲＩ配
列の枝を指すものであり、スタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、リス
テリア（Ｌｉｓｔｅｒｉａ）、ストレプトコッカス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、ラ
クトコッカス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）、ロイコノストック（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ
）、エンテロコッカス（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）、マクロコッカス（Ｍａｃｒｏｃｏ
ｃｃｕｓ）、およびラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）に由来するＫＡＲＩ
を包含する。図１および２は、それぞれＳＬＳＬ　Ｃｌａｄｅと他のＫＡＲＩとの関係お
よびＳＬＳＬ　Ｃｌａｄｅ自体との関係を示す。
【００６２】
　「炭素基質」または「発酵性炭素基質」という用語は、本発明の宿主有機体による代謝
が可能な炭素源、特に単糖、オリゴ糖、および多糖からなる群から選択される炭素源を指
す。
【００６３】
　「遺伝子」という用語は、（５’非コード配列）の直前に制御配列および（３’非コー
ド配列）の後にコード配列を場合によっては含む、特定のタンパク質として発現すること
が可能な核酸断片を指す。「ネイティブ遺伝子」は、それ独自の制御配列を有する自然界
に見られる遺伝子を指す。「キメラ遺伝子」はネイティブ遺伝子でなく、自然界で共には
見られない制御およびコード配列を含む任意の遺伝子を指す。したがって、キメラ遺伝子
は、異なる供給源に由来する制御配列とコード配列、または同じ供給源に由来するが、自
然界に見られる様式とは異なる様式で配置された制御配列とコード配列を含んでもよい。
「内在性遺伝子」は、有機体のゲノムのその天然の位置におけるネイティブ遺伝子を指す
。「外来遺伝子」または「異種性遺伝子」は、宿主有機体に通常は見られないが、遺伝子
移入により宿主有機体中に導入され、またはその発現を変更するようになど、そのネイテ
ィブ状態から何らかの方式で改変されている遺伝子を指す。外来遺伝子は、非ネイティブ
有機体に挿入されたネイティブ遺伝子、またはキメラ遺伝子を含むことができる。「導入
遺伝子」は、形質転換手順でゲノムに導入された遺伝子である。
【００６４】
　本明細書では、「コード領域」という用語は、特定のアミノ酸配列をコードするＤＮＡ
配列を指す。「適切な制御配列」は、コード配列の上流（５’非コード配列）、範囲内、
または下流（３’非コード配列）に位置し、転写、ＲＮＡプロセシングもしくは安定性、
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または関連コード配列の翻訳に影響を及ぼすヌクレオチド配列を指す。制御配列は、プロ
モーター、翻訳リーダー配列、イントロン、ポリアデニル化認識配列、ＲＮＡプロセシン
グ部位、エフェクター結合部位、およびステムループ構造を含むことができる。
【００６５】
　「プロモーター」という用語は、コード配列または機能性ＲＮＡの発現を調節すること
ができるＤＮＡ配列を指す。一般に、コード配列は、プロモーター配列に対して３’に位
置する。プロモーターは、全体としてネイティブ遺伝子に由来し、または自然界に見られ
る様々なプロモーターに由来する様々な要素から構成され、またはさらには合成ＤＮＡセ
グメントを含むものであってもよい。様々なプロモーターは、様々なタイプの組織もしく
は細胞において、または様々な発達段階で、または様々な環境もしくは生理的状態に応答
して、遺伝子の発現を指示できることを当業者は理解している。大部分のタイプの細胞に
おいて大部分の場合に遺伝子の発現を引き起こすプロモーターは、通常「構成プロモータ
ー」と呼ばれる。大部分の場合、制御配列の正確な境界は完全には画定されないので、異
なる長さのＤＮＡ断片が、同一のプロモーター活性を有する場合があることもさらに認識
される。
【００６６】
　「機能的に連結された」という用語は、一方の機能が他方の機能によって影響を受ける
ような単一核酸断片上の核酸配列の結合を指す。例えば、プロモーターがコード配列の発
現をもたらすことができるとき（すなわち、コード配列はプロモーターの転写調節下にあ
るということ）、プロモーターはそのコード配列と機能的に連結されている。制御配列に
コード配列をセンスまたはアンチセンス方向に機能的に連結させることができる。
【００６７】
　本明細書では、「発現」という用語は、センスＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の転写および安定な
蓄積を指す。発現は、ｍＲＮＡのポリペプチドへの翻訳を意味する場合もある。
【００６８】
　本明細書では、「形質転換」という用語は、核酸分子を宿主細胞に移入し、それがプラ
スミドとして維持され、またはゲノムに組み込まれ得ることを指す。形質転換核酸分子を
含む宿主細胞は、「トランスジェニック」または「組換え」または「形質転換」細胞と呼
ばれる。
【００６９】
　本明細書では、「プラスミド」および「ベクター」という用語は、細胞の中心的代謝の
一部分ではない遺伝子を運搬する場合が多く、通常環状二本鎖ＤＮＡ分子の形をとってい
る染色体外要素を指す。このような要素は、任意の供給源に由来する一本鎖または二本鎖
のＤＮＡまたはＲＮＡの自己複製配列、ゲノム組込み配列、線状または環状であり得るフ
ァージまたは他のヌクレオチド配列とすることができ、多くのヌクレオチド配列は、選択
された遺伝子産物のためのプロモーター断片およびＤＮＡ配列を適切な３’非翻訳配列と
共に細胞に導入することができる特徴のある構築物に結合または組み換えられている。
【００７０】
　本明細書では、「コドン縮重」という用語は、コード化ポリペプチドのアミノ酸配列に
影響を及ぼすことなく、ヌクレオチド配列の変異を可能にする遺伝暗号の性質を指す。当
業者は、所与のアミノ酸を特定するのにヌクレオチドコドンを使用する際に、特定の宿主
細胞によって示される「コドンバイアス」をよく知っている。したがって、宿主細胞の発
現を改善するためのコード領域を合成するとき、コード領域を、そのコドン使用頻度が宿
主細胞の好ましいコドン使用頻度に近づくように設計することが望ましい。
【００７１】
　様々な宿主の形質転換のための核酸分子のコード領域を指すような「コドン最適化」と
いう用語は、ＤＮＡによってコードされたポリペプチドを変化させることなく、宿主有機
体の典型的なコドン使用を反映するような核酸分子のコード領域におけるコドンの変化を
指す。
【００７２】
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　本明細書では、「単離された核酸断片」または「単離された核酸分子」は同義で使用さ
れることにし、合成、非天然、または改変ヌクレオチド塩基を場合によっては含有する一
本鎖または二本鎖であるＲＮＡまたはＤＮＡのポリマーを意味することにする。ＤＮＡの
ポリマーの形態をとる単離された核酸断片は、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、または合成ＤＮ
Ａの１個または複数のセグメントを含んでもよい。
【００７３】
　核酸断片は、核酸断片の一本鎖の形態を温度および溶液イオン強度の適切な条件下で他
の核酸断片とアニーリングすることができるとき、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、またはＲＮ
Ａ分子など別の核酸断片と「ハイブリダイズ可能」である。ハイブリダイゼーションおよ
び洗浄条件は周知であり、その例は、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，　Ｊ．、Ｆｒｉｔｓｃｈ，　Ｅ
．　Ｆ．およびＭａｎｉａｔｉｓ，　Ｔ．、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ：Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ　（１９８９
年）、特に第１１章、表１１．１に記載される（参照により本明細書に全体として組み込
まれる）。温度およびイオン強度の条件によって、ハイブリダイゼーションの「ストリン
ジェンシー」が決まる。ストリンジェンシー条件は、中程度に類似の断片（遠縁関係にあ
る有機体に由来する相同配列など）、高度に類似の断片（近縁関係にある有機体に由来す
る機能酵素を覆製する遺伝子など）を求めてスクリーニングするように調整することがで
きる。ハイブリダイゼーション後の洗浄操作で、ストリンジェンシー条件が決まる。１組
の好ましい条件では、６Ｘ　ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳ、室温で１５分間で始め、次いで２
Ｘ　ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳ、４５℃で３０分間を繰り返し、次いで０．２Ｘ　ＳＳＣ、
０．５％ＳＤＳ、５０℃で３０分間を２回繰り返す一連の洗浄操作が用いられる。１組の
より好ましいストリンジェントな条件では、より高い温度が用いられ、洗浄操作は、０．
２Ｘ　ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳによる最後の３０分間の洗浄操作２回の温度を６０℃に上
げた点以外は上記と同一である。１組の別の好ましい極めてストリンジェントな条件では
、０．１Ｘ　ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳによる最後の洗浄操作２回が６５℃で行われる。１
組の追加のストリンジェントな条件には、例えば０．１Ｘ　ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ、６
５℃でのハイブリダイゼーション、および２Ｘ　ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳと、その後に続
く０．１Ｘ　ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳによる洗浄操作が含まれる。
【００７４】
　ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーによっては塩基間のミスマッチが起こり
得るが、ハイブリダイゼーションには、２つの核酸が相補的配列を含むことが必要とされ
る。核酸をハイブリダイズするのに適切なストリンジェンシーは、当技術分野において周
知である変数である核酸の長さおよび相補性の程度によって決まる。２つのヌクレオチド
配列間の類似性または相同性の程度が高いほど、それらの配列を有する核酸配列のハイブ
リッドのＴｍ値が高くなる。核酸ハイブリダイゼーションの（より高いＴｍに対応する）
相対的安定性は、以下の順序で低下する：ＲＮＡ：ＲＮＡ、ＤＮＡ：ＲＮＡ、ＤＮＡ：Ｄ
ＮＡ。１００ヌクレオチド長を超えるハイブリッドの場合、Ｔｍを算出する数式が導かれ
ている（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、上記９．５０～９．５１を参照のこと）。より短い核酸、
すなわちオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションの場合、ミスマッチの位置がより
重要になり、オリゴヌクレオチドの長さによって、その特異性が決まる（Ｓａｍｂｒｏｏ
ｋら、上記１１．７～１１．８を参照のこと）。一実施形態において、ハイブリダイズ可
能な核酸の長さは、少なくとも約１０ヌクレオチドである。ハイブリダイズ可能な核酸の
最小の長さは、好ましくは少なくとも約１５ヌクレオチドであり、より好ましくは、少な
くとも約２０ヌクレオチドであり、その長さは、最も好ましくは少なくとも約３０ヌクレ
オチドである。さらに、当業者は、温度および洗浄溶液の塩濃度を、プローブの長さなど
の要因に応じて適宜調整できることを認識するであろう。
【００７５】
　「かなりの割合」のアミノ酸またはヌクレオチド配列とは、当業者が手作業によって配
列を評価することにより、またはＢＬＡＳＴ　（Ａｌｔｓｃｈｕｌ，　Ｓ．　Ｆ．ら、Ｊ
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．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．，　２１５巻：４０３～４１０頁（１９９３年））などのアル
ゴリズムを使用したコンピュータ自動化配列比較および同定により、そのポリペプチドま
たは遺伝子を推定同定するのに十分量のポリペプチドのアミノ酸配列または遺伝子のヌク
レオチド配列を含む割合である。一般に、ポリペプチドまたは核酸配列を既知のタンパク
質または遺伝子と相同であると推定同定するためには、１０個以上の一続きの隣接するア
ミノ酸または３０個以上のヌクレオチドが必要である。さらに、ヌクレオチド配列に関し
て、２０～３０個の隣接するヌクレオチドを含む遺伝子特異的オリゴヌクレオチドプロー
ブを、配列依存性の遺伝子同定方法（例えば、サザンハイブリダイゼーション）および単
離方法（例えば、細菌コロニーまたはバクテリオファージプラークのインサイチューハイ
ブリダイゼーション）で使用することができる。さらに、プライマーを含む特定の核酸断
片を得るために、塩基約１７個の短いオリゴヌクレオチドをＰＣＲで増幅用プライマーと
して使用することができる。したがって、「かなりの割合」のヌクレオチド配列は、配列
を含む核酸断片を特異的に同定および／または単離するのに十分量の配列を構成する。本
明細書は、特定のタンパク質をコードする完全アミノ酸およびヌクレオチド配列を教示す
る。本明細書に報告される配列の恩恵を受ける当業者は、当業者に公知の目的のために、
開示された配列をすべてまたはかなりの割合で今度は使用することができる。したがって
、本発明は、添付の配列表に報告する完全配列、および上記に定義したかなりの割合の配
列を含む。
【００７６】
　「相補的」という用語は、互いにハイブリダイズすることができるヌクレオチド塩基間
の関係を説明するのに使用される。例えば、ＤＮＡに関して、アデノシンはチミンに相補
的であり、シトシンはグアニンに相補的である。
【００７７】
　当技術分野において公知である「同一性（％）」という用語は、配列を比較することに
よって決定される、２つ以上のポリペプチド配列間または２つ以上のポリヌクレオチド配
列間の関係である。当技術分野では、「同一性」は、適宜、このような配列のストリング
間のマッチで決定されるポリペプチドまたはポリヌクレオチド配列間の配列関連性の程度
も意味する。「同一性」および「類似性」は、１）Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｌｅｓｋ，　Ａ．　Ｍ．編）　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖ
ｅｒｓｉｔｙ：ＮＹ　（１９８８年）；２）Ｂｉｏｃｏｍｐｕｔｉｎｇ：Ｉｎｆｏｒｍａ
ｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｐｒｏｊｅｃｔｓ（Ｓｍｉｔｈ，　Ｄ．　Ｗ．編）　
Ａｃａｄｅｍｉｃ：ＮＹ　（１９９３年）；３）Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　
ｏｆ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄａｔａ，　Ｐａｒｔ　Ｉ（Ｇｒｉｆｆｉｎ，　Ａ．　Ｍ．お
よびＧｒｉｆｆｉｎ，　Ｈ．　Ｇ．編）　Ｈｕｍａｎｉａ：ＮＪ　（１９９４年）；４）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（ｖ
ｏｎ　Ｈｅｉｎｊｅ，　Ｇ．編）　Ａｃａｄｅｍｉｃ　（１９８７年）；５）Ｓｅｑｕｅ
ｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐｒｉｍｅｒ（Ｇｒｉｂｓｋｏｖ，　Ｍ．およびＤｅｖｅｒ
ｅｕｘ，　Ｊ．編）　Ｓｔｏｃｋｔｏｎ：ＮＹ（１９９１年）を含めて、公知の方法で容
易に算出することができるが、これらに限定されない。
【００７８】
　好ましい同一性測定方法は、被検配列間の最高のマッチをもたらすように設計されてい
る。同一性および類似性の測定方法は、一般に利用可能なコンピュータープログラムに体
系化されている。配列アラインメントおよび同一性（％）の算出は、ＬＡＳＥＲＧＥＮＥ
バイオインフォマティクス・コンピューティング・スイートのＭｅｇＡｌｉｇｎ（商標）
プログラム（ＤＮＡＳＴＡＲ　Ｉｎｃ．、（Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ））を使用して行うこ
とができる。配列のマルチプルアライメントは、Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｖと呼ばれ（Ｈｉｇｇ
ｉｎｓおよびＳｈａｒｐ、ＣＡＢＩＯＳ．、５巻：１５１～１５３頁（１９８９年）；Ｈ
ｉｇｇｉｎｓ，　Ｄ．Ｇ．ら、Ｃｏｍｐｕｔ．　Ａｐｐｌ．　Ｂｉｏｓｃｉ．、８巻：１
８９～１９１頁（１９９２年）によって記載されている）、ＬＡＳＥＲＧＥＮＥバイオイ
ンフォマティクス・コンピューティング・スイートのＭｅｇＡｌｉｇｎ（商標）プログラ
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ム（ＤＮＡＳＴＡＲ　Ｉｎｃ．）に見られるアライメント方法に対応する「Ｃｌｕｓｔａ
ｌ　Ｖアラインメント法」を含めて、アルゴリズムのいくつかの変形を包含する「Ｃｌｕ
ｓｔａｌアラインメント法」を使用して行われる。マルチプルアライメントでは、デフォ
ルト値は、ＧＡＰ　ＰＥＮＡＬＴＹ＝１０およびＧＡＰ　ＬＥＮＧＴＨ　ＰＥＮＡＬＴＹ
＝１０に対応する。Ｃｌｕｓｔａｌ方法を使用したタンパク質配列のペアワイズアライン
メントおよび同一性（％）算出のデフォルトパラメーターは、ＫＴＵＰＬＥ＝１、ＧＡＰ
　ＰＥＮＡＬＴＹ＝３、ＷＩＮＤＯＷ＝５、およびＤＩＡＧＯＮＡＬＳ　ＳＡＶＥＤ＝５
である。核酸では、これらのパラメーターは、ＫＴＵＰＬＥ＝２、ＧＡＰ　ＰＥＮＡＬＴ
Ｙ＝５、ＷＩＮＤＯＷ＝４、およびＤＩＡＧＯＮＡＬＳ　ＳＡＶＥＤ＝４である。Ｃｌｕ
ｓｔａｌ　Ｖプログラムを使用した配列のアラインメントを行った後、同じプログラムの
「配列距離」表を調べることによって「同一性（％）」を得ることが可能である。さらに
、「Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗアライメント法」が利用可能であり、Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗと呼ば
れ（ＨｉｇｇｉｎｓおよびＳｈａｒｐ、ＣＡＢＩＯＳ．、５巻：１５１～１５３頁（１９
８９年）；　Ｈｉｇｇｉｎｓ，　Ｄ．Ｇ．ら、Ｃｏｍｐｕｔ．　Ａｐｐｌ．　Ｂｉｏｓｃ
ｉ．、８巻：１８９～１９１頁（１９９２年）によって記載されている）、ＬＡＳＥＲＧ
ＥＮＥバイオインフォマティクス・コンピューティング・スイートのＭｅｇＡｌｉｇｎ（
商標）ｖ６．１プログラム（ＤＮＡＳＴＡＲ　Ｉｎｃ．）に見られるアラインメント方法
に対応するものである。マルチプルアライメントのデフォルトパラメーター（ＧＡＰ　Ｐ
ＥＮＡＬＴＹ＝１０、ＧＡＰ　ＬＥＮＧＴＨ　ＰＥＮＡＬＴＹ＝０．２、Ｄｅｌａｙ　Ｄ
ｉｖｅｒｇｅｎ　Ｓｅｑｓ（％）＝３０、ＤＮＡ　Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ　Ｗｅｉｇｈｔ
＝０．５、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｗｅｉｇｈｔ　Ｍａｔｒｉｘ＝Ｇｏｎｎｅｔ　Ｓｅｒｉｅｓ
、ＤＮＡ　Ｗｅｉｇｈｔ　Ｍａｔｒｉｘ＝ＩＵＢ）。Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗプログラムを使
用した配列のアラインメントを行った後、同じプログラムの「配列距離」表を調べること
によって「同一性（％）」を得ることが可能である。
【００７９】
　多くの配列同一性レベルが、ポリペプチドを他の種などから同定するのに有用であり、
このようなポリペプチドは、同じまたは同様の機能または活性を有するものであることが
当業者にはよく理解されるであろう。同一性（％）の有用な例としては、２４％、３０％
、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％
、８５％、９０％、または９５％が挙げられるが、これらに限定されるものではなく、あ
るいは２５％、２６％、２７％、２８％、２９％、３０％、３１％、３２％、３３％、３
４％、３５％、３６％、３７％、３８％、３９％、４０％、４１％、４２％、４３％、４
４％、４５％、４６％、４７％、４８％、４９％、５０％、５１％、５２％、５３％、５
４％、５５％、５６％、５７％、５８％、５９％、６０％、６１％、６２％、６３％、６
４％、６５％、６６％、６７％、６８％、６９％、７０％、７１％、７２％、７３％、７
４％、７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８０％、８１％、８２％、８３％、８
４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９
４％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％など、２４％から１００％の任意の
整数百分率は、本発明を説明するのに有用であり得る。適切な核酸断片は、上記の相同性
を有するだけでなく、典型的には少なくとも５０個のアミノ酸、好ましくは少なくとも１
００個のアミノ酸、より好ましくは少なくとも１５０個のアミノ酸、さらにより好ましく
は少なくとも２００個のアミノ酸、最も好ましくは少なくとも２５０個のアミノ酸を有す
るポリペプチドをコードする。
【００８０】
　「配列解析ソフトウェア」という用語は、ヌクレオチドまたはアミノ酸配列の分析に有
用な任意のコンピューターアルゴリズムまたはソフトウェアプログラムを指す。「配列解
析ソフトウェア」は、市販されているものがあり、または独自に開発することができる。
典型的な配列解析ソフトウェアは、１）ＧＣＧプログラムスイート（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ
　Ｐａｃｋａｇｅ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　９．０、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇ
ｒｏｕｐ　（ＧＣＧ）、（Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ））；２）　ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴ
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Ｎ、ＢＬＡＳＴＸ　（Ａｌｔｓｃｈｕｌら、Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．、２１５巻：４
０３～４１０頁（１９９０年））；３）　ＤＮＡＳＴＡＲ　（ＤＮＡＳＴＡＲ，　Ｉｎｃ
．、（Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ））；　４）　Ｓｅｑｕｅｎｃｈｅｒ　（Ｇｅｎｅ　Ｃｏｄ
ｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、（Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ，　ＭＩ））；５）　Ｓｍｉｔｈ
－Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズムを組込みＦＡＳＴＡプログラム（Ｗ．　Ｒ．　Ｐｅａｒ
ｓｏｎ、Ｃｏｍｐｕｔ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．、［Ｐｒｏｃ．　Ｉ
ｎｔ．　Ｓｙｍｐ．］　（１９９４年）、Ｍｅｅｔｉｎｇ　Ｄａｔｅ　１９９２年、１１
１～２０、編集者：Ｓｕｈａｉ，　Ｓａｎｄｏｒ、Ｐｌｅｎｕｍ：Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ
Ｙ）を含むようになるが、これらに限定されるものではない。本出願の文脈において、配
列解析ソフトウェアが解析に使用される場合、解析の結果は、別段の指定のない限り記載
のプログラムの「デフォルト値」に基づくことになることが理解されよう。本明細書では
、「デフォルト値」は、最初に初期化されると、ソフトウェアと共に元々搭載される任意
のセットの値またはパラメーターを意味することになる。
【００８１】
　ここで使用される標準組換えＤＮＡおよび分子クローニング技法は、当技術分野におい
て周知であり、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，　Ｊ．、Ｆｒｉｔｓｃｈ，　Ｅ．　Ｆ．およびＭａｎ
ｉａｔｉｓ，　Ｔ．、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ　（１９８９年）（以降
、「Ｍａｎｉａｔｉｓ」）；ならびにＳｉｌｈａｖｙ，　Ｔ．　Ｊ．、Ｂｅｎｎａｎ，　
Ｍ．　Ｌ．、およびＥｎｑｕｉｓｔ，　Ｌ．　Ｗ．、Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ
　Ｇｅｎｅ　Ｆｕｓｉｏｎｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ　（１９８４年）；
ならびにＡｕｓｕｂｅｌ，　Ｆ．　Ｍ．ら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓ
ｏｃ．　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ出版（１９８７年）によって説
明されている。ここで使用される追加の方法は、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌ
ｏｇｙ、１９４巻、Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｙｅａｓｔ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｐａｒｔ　Ａ、２００４年、Ｃｈｒ
ｉｓｔｉｎｅ　ＧｕｔｈｒｉｅおよびＧｅｒａｌｄ　Ｒ．　Ｆｉｎｋ（編）、Ｅｌｓｅｖ
ｉｅｒ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）に記載されている
。
【００８２】
インビボで高効率のＫＡＲＩの発見
　米国特許出願公開第２００７００９２９５７号明細書に開示されたイソブタノール生成
の生合成経路を、図１に示す。生合成経路のステップを最大限に利用して、イソブタノー
ル生成を最大にすることは望ましい。図１の全経路の第２ステップは、ケトール酸レダク
トイソメラーゼ（ＫＡＲＩ）による、アセト乳酸のジヒドロキシイソ吉草酸への変換であ
る。出願人らによって、イソブタノール生合成経路で使用されるとき、酵母および細菌に
おいて、イソブタノール生成の、以前に他のＫＡＲＩを使用して得られたレベルを上回る
増大を実現するＫＡＲＩが確認された。
【００８３】
　発現されたイソブタノール経路のＫＡＲＩとしてラクトコッカス・ラクティス（Ｌａｃ
ｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）ＫＡＲＩ（配列番号：６７のコード配列；配列番号：
６８のタンパク質）を発現する酵母において、イソブタノールの生成は、シュードモナス
・フルオレッセンス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＫＡＲＩ（配
列番号：９１のコード配列；配列番号：８９のタンパク質）または出芽酵母（Ｓａｃｃｈ
ａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ＫＡＲＩ（配列番号：９２のコード配列；配
列番号：９３のタンパク質）のいずれかを使用したイソブタノール生成より増大している
ことがわかった。試験状態でのイソブタノール生成は、少なくともほぼ倍増した。一方、
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Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ）ＫＡＲＩのインビトロ活性は、Ｐ．フルオレッセン
ス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＫＡＲＩのインビトロ活性を下回るものであった。発
現されたイソブタノール経路のＫＡＲＩとして、ラクトコッカス・ラクティス（Ｌａｃｔ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）（配列番号：６７のコード配列；配列番号：６８のタン
パク質）、ストレプトコッカス・ミュータンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕｔａ
ｎｓ）（配列番号：２７のコード配列；配列番号：２８のタンパク質）、ストレプトコッ
カス・サーモフィリス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｓ）（配
列番号：５５のコード配列；配列番号：５６のタンパク質）、またはロイコノストック・
メセンテロイデス（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ）（配列番号
：３９のコード配列；配列番号：４０のタンパク質）由来のＫＡＲＩを発現するラクトバ
チルス・プランタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）において、
イソブタノールの生成は、シュードモナス・フルオレッセンス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＫＡＲＩ（配列番号：９０のコード配列；配列番号：８９の
タンパク質）を使用したイソブタノール生成より増大していることがわかった。試験状態
でのイソブタノール生成は、少なくとも３倍増大した。イソブタノール生成の増大量は、
宿主株、存在している他のイソブタノール経路酵素、培地、および培養条件などの因子に
応じて変わることがある。イソブタノール生成は、シュードモナス・フルオレッセンス（
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＫＡＲＩを使用したときに比べて、
高有効性のＫＡＲＩを使用したときは、細菌類と酵母との両方において少なくともほぼ倍
増する。イソブタノール生成は、２倍、３倍、４倍、またはそれ以上増加し得る。
【００８４】
　本細胞および方法で使用することができる、イソブタノール生成に有効性が高いＫＡＲ
Ｉは、ＫＡＲＩアミノ酸配列の分子系統解析によって同定された群のメンバーであるもの
である。シュードモナス・フルオレッセンス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｓ）ＫＡＲＩ　Ｐｆ－５（配列番号：８９）のＢＬＡＳＴ解析による公共データベ
ースから収集されたＫＡＲＩ配列について、分子系統解析を行った。ＫＡＲＩ配列から、
多重配列アラインメント（ＭＳＡ）を作成し、公的に利用可能なＪａｌｖｉｅｗプログラ
ムの近隣結合法を使用して、ＭＳＡから配列の系統樹を作成した（Ｗａｔｅｒｈｏｕｓｅ
ら、（２００９年）Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ｄｏｉ：１０．１０９３／ｂｉｏｉ
ｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ／ｂｔｐ０３３）。得られた、９５％以上の同一性を有するＫＡＲ
Ｉ配列が単一の配列で表わされる系統樹を図２に示す。このＫＡＲＩ配列の解析によって
、上記のとおり試験されたラクトコッカス・ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａ
ｃｔｉｓ）（配列番号：６８）、ストレプトコッカス・ミュータンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｍｕｔａｎｓ）（配列番号：２８）、ストレプトコッカス・サーモフィリス
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｓ）（配列番号：５６）および
ロイコノストック・メセンテロイデス（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉ
ｄｅｓ）（配列番号：４０）由来のＫＡＲＩは、ラクトコッカス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕ
ｓ）、ストレプトコッカス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、およびロイコノストック（
Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ）の他の株由来のＫＡＲＩ、ならびにスタフィロコッカス（Ｓｔ
ａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、リステリア（Ｌｉｓｔｅｒｉａ）、エンテロコッカス（Ｅ
ｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）、マクロコッカス（Ｍａｃｒｏｃｏｃｃｕｓ）、およびラクト
バチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）種由来のＫＡＲＩをさらに含むＫＡＲＩの詳細
に明らかにされた系統枝またはクレードのメンバーすべてであることが明らかになった。
したがって、ＫＡＲＩのこのクレードをＳＬＳＬ　Ｃｌａｄｅであると同定し、図１に示
す。さらに、ＳＬＳＬ　Ｃｌａｄｅを含む系統樹の一部分を図３に示す。
【００８５】
　ＳＬＳＬ　ＣｌａｄｅのメンバーであるいずれのＫＡＲＩも、本細胞および方法で使用
することができる。本明細書で同定されたこの系統枝のメンバーとしては、表１に配列番
号：２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、
３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５２、５４、５
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６、５８、６０、６２、６４、６６、６８、および２４５として記載されているものを含
めて、スタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、リステリア（Ｌｉｓｔｅ
ｒｉａ）、ストレプトコッカス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、ラクトコッカス（Ｌａ
ｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）、ロイコノストック（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ）、エンテロコッカ
ス（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）、マクロコッカス（Ｍａｃｒｏｃｏｃｃｕｓ）、および
ラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）という様々な種に由来するＫＡＲＩが挙
げられる。これらのＫＡＲＩのコード領域配列は、それぞれ配列番号：１、３、５、７、
９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３、２５、２７、２９、３１、３３、３５
、３７、３９、４１、４３、４５、４７、４９、５１、５３、５５、５７、５９、６１、
６３、６５、６７、および２４４を有する。表１の配列のいずれかと９９％以上の同一性
を有する配列の大部分は記載されていないが、これらも本細胞および方法で使用すること
ができ、上記のバイオインフォマティクス解析を使用して、当業者によって容易に同定さ
れる。したがって、表１の配列と少なくとも約９９％の同一性を有する配列は、本細胞で
使用することができる。
【００８６】
　ＫＡＲＩのＳＬＳＬ　ＣＬａｄｅに属する追加のＫＡＲＩは、当業者に周知である文献
およびバイオインフォマティクスデータベースで容易に同定することができる。バイオイ
ンフォマティクスを使用したコード配列および／またはタンパク質配列の同定は、典型的
には本明細書に記載されているものなど、ＫＡＲＩをコードする配列またはコードされた
アミノ酸配列に関して公的に利用可能なデータベースの（上記の）ＢＬＡＳＴ検索によっ
て行われる。上記の分子系統解析を使用して、あるＫＡＲＩがＳＬＳＬ　Ｃｌａｄｅのメ
ンバーであるかどうかを判断することができる。追加のＫＡＲＩとしては、配列番号：２
、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、
３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５２、５４、５６、５
８、６０、６２、６４、６６、６８、および２４５のＫＡＲＩアミノ酸配列のいずれかと
少なくとも約８０～８５％、８５％～９０％、９０％～９５％のアミノ酸配列同一性、ま
たは少なくとも約９６％、９７％、９８％、もしくは９９％の配列同一性を有するＳＬＳ
Ｌ　Ｃｌａｄｅのメンバーであるものが挙げられる。同一性は、ＧＡＰ　ＰＥＮＡＬＴＹ
＝１０、ＧＡＰ　ＬＥＮＧＴＨ　ＰＥＮＡＬＴＹ＝０．１、およびタンパク質重量マトリ
ックスのＧｏｎｎｅｔ　２５０シリーズというデフォルトパラメーターを用いたＣｌｕｓ
ｔａｌ　Ｗアラインメント法に基づくものである。
【００８７】
　さらに、本明細書に記載された配列または当技術分野で列挙されているものを使用して
、自然界における他の相同体を同定することができる。例えば、本明細書に記載されるＫ
ＡＲＩをコードする核酸断片をそれぞれ使用して、相同タンパク質をコードする遺伝子を
単離することができる。配列依存性プロトコルを用いた相同遺伝子の単離は、当技術分野
において周知である。配列依存性プロトコルの例としては、１）核酸ハイブリダイゼーシ
ョンの方法；２）核酸増幅技術の様々な使用によって例示されるＤＮＡおよびＲＮＡ増幅
方法［例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、Ｍｕｌｌｉｓら、米国特許第４，６８
３，２０２号明細書；リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、Ｔａｂｏｒ，　Ｓ．ら、Ｐｒｏｃ．
　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８２巻：１０７４頁（１９８５年）；または鎖置換増
幅（ＳＤＡ）、Ｗａｌｋｅｒら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ．
Ｓ．Ａ．，　８９巻：３９２頁（１９９２年）］；および３）ライブラリー構築および相
補性によるスクリーニングの方法が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００８８】
酵母および細菌細胞におけるＫＡＲＩ発現
　上記のＫＡＲＩはいずれも、酵母または細菌細胞において発現して、アセト乳酸をジヒ
ドロキシイソ吉草酸に変換することができ、イソブタノール生合成経路におけるステップ
を実現する。宿主細胞とすることができる酵母細胞としては、サッカロミケス（Ｓａｃｃ
ｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、シゾサッカロミケス（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
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）、ハンゼヌラ（Ｈａｎｓｅｎｕｌａ）、カンジダ（Ｃａｎｄｉｄａ）、クルイベロミセ
ス（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）、ヤロウイア（Ｙａｒｒｏｗｉａ）、イサチェンキア
（Ｉｓｓａｔｃｈｅｎｋｉａ）、およびピキア（Ｐｉｃｈｉａ）という属に属するものが
挙げられるが、これらに限定されるものではない。宿主細胞とすることができる細菌細胞
としては、エシェリキア（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）、ロドコッカス（Ｒｈｏｄｏｃｏｃ
ｃｕｓ）、シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）
、エンテロコッカス（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）、ラクトコッカス（Ｌａｃｔｏｃｏｃ
ｃｕｓ）、ラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、ロイコノストック（Ｌｅｕ
ｃｏｎｏｓｔｏｃ）、オエノコッカス（Ｏｅｎｏｃｏｃｃｕｓ）、ペディオコッカス（Ｐ
ｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）、ストレプトコッカス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、クロス
トリジウム（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、ザイモモナス（Ｚｙｍｏｍｏｎａｓ）、サルモ
ネラ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、ペディオコッカス（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）、アルカ
リゲネス（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）、クレブシエラ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）、パエニ
バチルス（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）、アルスロバクター（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅ
ｒ）、コリネバクテリウム（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、およびブレビバクテリ
ウム（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）という属に属するものが挙げられるが、これらに
限定されるものではない。ラクトコッカス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）、ラクトバチルス
（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、ロイコノストック（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ）、オエ
ノコッカス（Ｏｅｎｏｃｏｃｃｕｓ）、ペディオコッカス（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）、
およびストレプトコッカス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）などの乳酸菌（ＬＡＢ）であ
る宿主細胞が特に有用である。
【００８９】
　上記のＫＡＲＩコード領域を発現する方法は、当業者に周知である。例えば、酵母にお
ける遺伝子発現方法は公知であり、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、１９
４巻、Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｙｅａｓｔ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｐａｒｔ　Ａ、２００４年、Ｃｈｒｉｓｔｉｎｅ
　ＧｕｔｈｒｉｅおよびＧｅｒａｌｄ　Ｒ．　Ｆｉｎｋ（編）、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）などに記載されている。
【００９０】
　典型的には、所望のＫＡＲＩのコード領域は、コード領域を標的細胞における発現のた
めのプロモーターに機能的に連結させることによって、キメラ遺伝子の一部分として構築
される。終結制御領域をキメラ発現遺伝子に含むことができ、細菌細胞発現には、リボソ
ーム結合部位を含むことができる。コード領域は、当業者に公知であるようにエンジニア
リングされた特定の宿主細胞における発現に最適化されたコドンとすることができる。
【００９１】
　酵母における発現に使用することができるプロモーターは、例えば構成プロモーターＦ
ＢＡ１、ＴＤＨ３、ＡＤＨ１、およびＧＰＭ１、ならびに誘導プロモーターＧＡＬ１、Ｇ
ＡＬ１０、およびＣＵＰ１である。酵母における発現にキメラ遺伝子コンストラクトで使
用することができる好適な転写ターミネーターとしては、ＦＢＡ１ｔ、ＴＤＨ３ｔ、ＧＰ
Ｍ１ｔ、ＥＲＧ１０ｔ、ＧＡＬ１ｔ、ＣＹＣ１ｔ、およびＡＤＨ１ｔが挙げられるが、こ
れらに限定されるものではない。
【００９２】
　適切なプロモーター、転写ターミネーター、およびコード領域を大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ
）－酵母シャトルベクターにクローニングし、酵母細胞に形質転換することができる。こ
れらのベクターによって、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）株と酵母株の両方で伝播が可能になる
。典型的には、ベクターは、所望の宿主における自律増殖または染色体組込みを可能にす
る選択マーカーおよび配列を含む。酵母において典型的に使用されるプラスミドは、シャ
トルベクターｐＲＳ４２３、ｐＲＳ４２４、ｐＲＳ４２５、およびｐＲＳ４２６（Ａｍｅ
ｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，
ＭＤ）であり、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）複製開始点（例えば、ｐＭＢ１）、酵母２μ複製
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開始点、および栄養選択性マーカーを含む。これらの４つのベクター用の選択マーカーは
、ＨＩＳ３（ベクターｐＲＳ４２３）、ＴＲＰ１（ベクターｐＲＳ４２４）、ＬＥＵ２（
ベクターｐＲＳ４２５）、およびＵＲＡ３（ベクターｐＲＳ４２６）である。キメラ遺伝
子を含む発現ベクターの構築は、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）において標準分子クローニング
技法で、または酵母においてギャップ修復組換え方法で行うことができる。キメラ遺伝子
は、プラスミドから発現させてもよく、細胞ゲノムに組み込んでもよい。細菌細胞におけ
るキメラ遺伝子の発現のためのプロモーターは多数であり、当業者によく知られている。
これらには、ｌａｃ、ａｒａ、ｔｅｔ、ｔｒｐ、ｌＰＬ、ｌＰＲ、Ｔ７、ｔａｃ、および
ｔｒｃプロモーター（大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、アルカリゲネス（
Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）、およびシュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）における
発現に有用）；バチルス・サブティリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、バチ
ルス・リケニフォルミス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）、およびパ
エニバチルス・マセランス（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍａｃｅｒａｎｓ）における
発現に有用なａｍｙ、ａｐｒ、およびｎｐｒプロモーター、ならびに様々なファージプロ
モーター；ｎｉｓＡ（グラム陽性細菌における発現に有用、Ｅｉｃｈｅｎｂａｕｍら、Ａ
ｐｐｌ．　Ｅｎｖｉｒｏｎ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．、６４巻（８号）：２７６３～２７
６９頁（１９９８年））；および合成Ｐ１１プロモーター（ラクトバチルス・プランタル
ム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）における発現に有用、Ｒｕｄら
、Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ、１５２巻：１０１１～１０１９頁（２００６年））が含ま
れるが、これらに限定されるものではない。さらに、Ｌ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔ
ａｒｕｍ）のｌｄｈＬ１およびｆａｂＺ１プロモーターは、ＬＡＢにおけるキメラ遺伝子
の発現に有用である。ｆａｂＺ１プロモーターは、（３Ｒ）－ヒドロキシミリストイル－
［アシルキャリアータンパク質］デヒドラターゼをコードする第１の遺伝子ｆａｂＺ１を
有するオペロンの転写を指図する。
【００９３】
　終結制御領域も、好ましい宿主に固有の様々な細菌遺伝子に由来することがある。
【００９４】
　種々の細菌細胞の形質転換に有用なベクターは通常のものであり、ＥＰＩＣＥＮＴＲＥ
（登録商標）（Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．（Ｃａｒｌ
ｓｂａｄ，ＣＡ）、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ（Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）、およびＮｅｗ　
Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，　Ｉｎｃ．（Ｂｅｖｅｒｌｙ，ＭＡ）などの企業から
市販されている。ある種のベクターは、広範囲の宿主細菌において複製することができ、
接合により移入させることができる。ｐＲＫ４０４および関連した３つのベクター：ｐＲ
Ｋ４３７、ｐＲＫ４４２、ｐＲＫ４４２（Ｈ）のアノテーション付き完全配列が利用可能
である。これらの誘導体は、グラム陰性細菌における遺伝子操作のために役立つツールで
あるとわかった（Ｓｃｏｔｔら、Ｐｌａｓｍｉｄ、５０巻（１号）：７４～７９頁（２０
０３年））。ある範囲のグラム陰性細菌において機能することができるプロモーターを有
する、広宿主域のＩｎｃ　Ｐ４プラスミドＲＳＦ１０１０のいくつかのプラスミド誘導体
も利用可能である。プラスミドｐＡＹＣ３６およびｐＡＹＣ３７は、グラム陰性細菌にお
ける異種性遺伝子発現が可能になるように、複数のクローニング部位に沿って活性なプロ
モーターを有する。バチルス・サブティリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）お
よびラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）の形質転換に有用なベクターのなか
には、ｐＡＭβ１およびその誘導体（Ｒｅｎａｕｌｔら、Ｇｅｎｅ、１８３巻：１７５～
１８２頁（１９９６年）；およびＯ’Ｓｕｌｌｉｖａｎら、Ｇｅｎｅ、１３７巻：２２７
～２３１頁（１９９３年））；ｐＭＢＢ１およびｐＭＢＢ１の誘導体であるｐＨＷ８００
（Ｗｙｃｋｏｆｆら、Ａｐｐｌ．　Ｅｎｖｉｒｏｎ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．、６２巻：
１４８１～１４８６頁（１９９６年））；接合プラスミドｐＭＧ１（Ｔａｎｉｍｏｔｏら
、Ｊ．　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．、１８４巻：５８００～５８０４頁（２００２年））；ｐ
ＮＺ９５２０（Ｋｌｅｅｒｅｂｅｚｅｍら、Ａｐｐｌ．　Ｅｎｖｉｒｏｎ．　Ｍｉｃｒｏ
ｂｉｏｌ．、６３巻：４５８１～４５８４頁（１９９７年））；ｐＡＭ４０１（Ｆｕｊｉ



(22) JP 5805094 B2 2015.11.4

10

20

30

40

50

ｍｏｔｏら、Ａｐｐｌ．　Ｅｎｖｉｒｏｎ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．、６７巻：１２６２
～１２６７頁（２００１年））；およびｐＡＴ３９２（Ａｒｔｈｕｒら、Ａｎｔｉｍｉｃ
ｒｏｂ．　Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．、３８巻：１８９９～１９０３頁（１９
９４年））が含まれる。ラクトバチルス・プランタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　
ｐｌａｎｔａｒｕｍ）由来のプラスミドも複数報告されている（ｖａｎ　Ｋｒａｎｅｎｂ
ｕｒｇら、Ａｐｐｌ．　Ｅｎｖｉｒｏｎ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．、７１巻（３号）：１
２２３～１２３０頁（２００５年））。
【００９５】
　電気穿孔や接合など、当技術分野において公知である方法を用いて、ベクターまたはプ
ラスミドを宿主細胞に導入することができる。
【００９６】
イソブタノール生成用の宿主細胞
　本明細書に記載されるＫＡＲＩを含めて、イソブタノール生合成経路についてエンジニ
アリングされた酵母および細菌細胞は、追加の改変を加えてもよい。イソブタノール合成
へのフラックスを増大させる改変など、宿主細胞を改良する何らかの改変を行うことがで
きる。
【００９７】
　例えば、使用することができる酵母細胞を、少なくとも１つのピルビン酸デカルボキシ
ラーゼ（ＰＤＣ）遺伝子が不活性化され、ｐｄｃ細胞を生成するようにエンジニアリング
することができ、したがってピルビン酸のアセトアルデヒドへの変換が低減され、より多
くのピルビン酸がイソブタノール経路に流れることができる。酵母は、ピルビン酸デカル
ボキシラーゼをコードする１つまたは複数の遺伝子を有することがある。例えば、カンジ
ダ・グラブラタ（Ｃａｎｄｉｄａ　ｇｌａｂｒａｔａ）およびシゾサッカロミケス・ポン
ベ（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）においてはピルビン酸デカ
ルボキシラーゼをコードする遺伝子が１つ存在し、サッカロミケス（Ｓａｃｃｈａｒｏｍ
ｙｃｅｓ）においてはＰＤＣ１、ＰＣＤ５、およびＰＤＣ６遺伝子によってコードされる
ピルビン酸デカルボキシラーゼのアイソザイムが３つ存在する。使用される酵母細胞が、
１つを超える発現された（活性）ＰＤＣ遺伝子を有する場合、活性ＰＤＣ遺伝子はそれぞ
れ、不活性化され、それによってｐｄｃ細胞を生成する。例えば、出芽酵母（Ｓ．ｃｅｒ
ｅｖｉｓｉａｅ）において、ＰＤＣ１、ＰＤＣ５、およびＰＤＣ６遺伝子を不活性化する
ことができる。もっとも、ＰＤＣ６など、ＰＤＣ遺伝子が、使用される発酵条件下で活性
でない場合は、この遺伝子を不活性化する必要がない。
【００９８】
　ピルビン酸デカルボキシラーゼ活性をもたないサッカロミケス（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙ
ｃｅｓ）株がＡＴＣＣからＡｃｃｅｓｓｉｏｎ　＃２０００２７および＃２０００２８で
入手可能である。さらに、参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２００
９０３０５３６３号明細書および本明細書の実施例１に記載されるように、酵母を、内因
性活性ＰＤＣ遺伝子が不活性化されるようにエンジニアリングすることができる。
【００９９】
　さらに、使用することができる酵母細胞を、グルコース抑制が低減されるようにエンジ
ニアリングすることができる。クラブトリーポジティブな酵母において起こるグルコース
抑制は、高グルコースの存在下に、呼吸代謝および非グルコース炭素源の利用に関与する
遺伝子の発現の抑制が起こる現象である（Ｇａｎｃｅｄｏ、（１９９８年）、Ｍｉｃｒｏ
ｂｉｏｌ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏ．　Ｒｅｖ．、６２巻：３３４～３６１頁）。２００９年
９月２９日出願の米国仮特許出願第６１／２４６７０９号明細書には、ｐｄｃ表現型およ
びイソブタノール経路と組み合わせた、グルコース抑制を低減させた酵母細胞は、イソブ
タノール生成および高グルコースにおける増殖を改善したという知見が開示されている。
参照により本明細書に組み込まれる米国仮特許出願第６１／２４６７０９号明細書に記載
のように、グルコース抑制を下記などの方法で低減することができる：（１）グルコース
抑制効果に関与する転写因子の発現の変更、例えば、Ｈａｐ１転写アクチベーターの発現
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の増大、またはＭｉｇ１もしくはＭｉｇ２転写リプレッサーの発現の低減、（２）ＳＣＦ
ユビキチン－リガーゼ複合体の構成要素であり、グルコース抑制経路における１次的因子
であると思われるＧＲＲ１（グルコース抑制耐性）の発現の低減、（３）ＨＸＴ１、ＨＸ
Ｔ２、ＨＸ３、ＨＸＴ４、ＨＸＴ５、ＨＸＴ６、および／またはＨＸＴ７を含めて、ヘキ
ソーストランスポーター遺伝子の不活性化によるグルコース輸送能力の減弱、あるいは（
４）内因性ヘキソキナーゼ２遺伝子（ＨＸＫ２）の欠失。上記遺伝子の発現の変更は、本
明細書の実施例１に例示するものを含めて、当技術分野において周知である方法でエンジ
ニアリングすることができる。
【０１００】
　例えば、参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２０１００１１２６５
５号明細書に記載されているように、使用することができる乳酸菌（ＬＡＢ）細胞を、乳
酸デヒドロゲナーゼ活性が低減されるようにエンジニアリングすることができ、したがっ
て乳酸のピルビン酸からの生成が低減されて、別の経路へのピルビン酸のフラックスが増
大する。ＬＡＢは、乳酸デヒドロゲナーゼをコードする１つまたは複数の遺伝子、典型的
には１つ、２つまたは３つの遺伝子を有することができる。例えば、ラクトバチルス・プ
ランタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）は、乳酸デヒドロゲナ
ーゼをコードする３つの遺伝子（ｌｄｈＬ２、ｌｄｈＤ、およびｌｄｈＬ１と呼ばれる）
を有する。ラクトコッカス・ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）は、
乳酸デヒドロゲナーゼをコードする１つ遺伝子（ｌｄｈＬと呼ばれる）を有し、ペディオ
コッカス・ベントサセウス（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）は、ｌ
ｄｈＤおよびｌｄｈＬと呼ばれる２つの遺伝子を有する。１つを超える乳酸デヒドロゲナ
ーゼ遺伝子が、使用される増殖条件下で活性であるとき、これらの活性遺伝子をそれぞれ
、本明細書の実施例１のように発現が低減されるように改変することができる。
【０１０１】
　さらに、参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２０１０００８１１８
２号明細書に開示されるように、ＬＡＢ宿主細胞を、Ｆｅ－Ｓクラスター形成タンパク質
の発現が増大されるようにエンジニアリングして、イソブタノール経路のＦｅ－Ｓクラス
ターを必要とするジヒドロキシ酸デヒドラターゼ酵素の活性を改善することができる。例
えば、本明細書の実施例２に記載のように、Ｆｅ－Ｓクラスター形成タンパク質をコード
する内因性ｓｕｆオペロンの発現を増大させることができる。
【０１０２】
　本明細書で提供される細胞において有用であり得る追加の改変としては、（参照により
本明細書に組み込まれる）米国特許出願公開第２００９０３０５３６３号明細書に記載の
ように、グリセロール－３－リン酸デヒドロゲナーゼ活性を低減させる改変、（参照によ
り本明細書に組み込まれる）米国特許出願公開第２０１００１２０１０５号明細書に記載
のように、Ｅｎｔｎｅｒ－Ｄｏｕｄｏｒｏｆｆ経路または還元当量のバランスを介して炭
素フラックスの増大を実現する宿主細胞への改変が挙げられる。酵母ミトコンドリアにお
ける分枝鎖アミノ酸生合成に関与するある種の酵素の活性を低減させた酵母細胞について
は、（参照により本明細書に組み込まれる）米国特許出願公開第２０１００１２９８８７
号明細書に記載されており、異種タンパク質の活性に補因子としてＦｅ－Ｓクラスターの
結合が必要とされるそれらの活性を増大させた酵母株については、（参照により本明細書
に組み込まれる）米国特許出願公開第２０１０００８１１７９号明細書に記載されている
。他の改変としては、米国仮特許出願第６１／２９０，６３９号明細書に記載されている
二重の役割を果たすヘキソキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする内因性ポリヌ
クレオチドにおける改変、米国仮特許出願第６１／３８０５６３号明細書に記載されてい
るピルビン酸を利用する生合成経路におけるステップを触媒するポリペプチドをコードす
る少なくとも１つのポリヌクレオチドの組込みが挙げられる（引用されている仮出願は両
方とも、参照により本明細書にそれらの全体として組み込まれる）。
【０１０３】
　さらに、Ｆｅ－Ｓクラスター生合成に影響を及ぼすポリペプチドをコードする内在性遺
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伝子において少なくとも１つの欠失、突然変異、および／または置換を含む宿主細胞につ
いては、（参照により本明細書に組み込まれる）米国仮特許出願第６１／３０５３３３号
明細書に記載されており、ホスホケトラーゼ活性を有するポリペプチドをコードする異種
ポリヌクレオチドを含む宿主細胞およびホスホトランスアセチラーゼ活性を有するポリペ
プチドをコードする異種ポリヌクレオチドを含む宿主細胞については、米国仮特許出願第
６１／３５６３７９号明細書に記載されている。
【０１０４】
　上記の改変を有する宿主細胞をエンジニアリングする方法は、当技術分野において周知
である。遺伝子発現の方法としては、ＫＡＲＩの発現について上述されたものが挙げられ
る。遺伝子不活性化の方法としては、コードする遺伝子の全部または一部分の欠失、コー
ドされたタンパク質を発現することができないように、コードする遺伝子にＤＮＡ断片を
（プロモーターまたはコード領域で）挿入すること、突然変異をコード領域に導入し、機
能タンパク質が発現されないように終止コドンまたはフレームシフトを加えること、およ
び１つまたは複数の突然変異をコード領域に導入して、アミノ酸を非機能タンパク質が発
現されるように変更することが挙げられるが、これらに限定されるものではない。さらに
、発現をアンチセンスＲＮＡまたは干渉ＲＮＡの発現によってブロックすることができ、
コサプレッションを生じる構築物を導入することができる。
【０１０５】
イソブタノール生成
　本明細書に記載されたようにインビボで高有効性であるＫＡＲＩを有する本細胞は、参
照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２００７００９２９５７（Ａ１）号
明細書に開示され、図１に示されるものなどの生合成経路を使用して、イソブタノールを
生成する。
【０１０６】
　米国特許出願公開第２００７００９２９５７（Ａ１）号に記載のように、イソブタノー
ル生合成経路例におけるステップは、
－　例えば、ＥＣ番号２．２．１．６９で知られるアセト乳酸合成酵素（ＡＬＳ）によっ
て触媒されるピルビン酸からアセト乳酸への変換（図１経路ステップａ）；
－　例えば、ＥＣ番号１．１．１．８６で知られるアセトヒドロキシ酸イソメロレダクタ
ーゼ、別名ケトール酸レダクトイソメラーゼ（ＫＡＲＩ）によって触媒されるアセト乳酸
から２，３－ジヒドロキシイソ吉草酸への変換（図１経路ステップｂ）；
－　例えば、ＥＣ番号４．２．１．９で知られるアセトヒドロキシ酸デヒドラターゼ、別
名ジヒドロキシ酸デヒドラターゼ（ＤＨＡＤ）によって触媒される２，３－ジヒドロキシ
イソ吉草酸からα－ケトイソ吉草酸への変換（図１経路ステップｃ）；
－　例えば、ＥＣ番号４．１．１．７２または４．１．１．１で知られる分枝鎖α－ケト
酸デカルボキシラーゼによって触媒されるα－ケトイソ吉草酸からイソブチルアルデヒド
への変換（図１経路ステップｄ）；および
－　例えば、ＥＣ番号１．１．１．２６５で知られるが、他のアルコールデヒドロゲナー
ゼ（具体的には、ＥＣ　１．１．１．１または１．１．１．２）に分類されることもある
分枝鎖アルコールデヒドロゲナーゼによって触媒されるイソブチルアルデヒドからイソブ
タノールへの変換（図１経路ステップｅ）
を含む。
【０１０７】
　代替経路のステップｆ、ｇ、ｈ、Ｉ、ｊ、およびｋの場合、基質から生成物への変換、
およびこれらの反応に関与する酵素は、米国特許出願公開第２００７００９２９５７（Ａ
１）号明細書に記載されている。
【０１０８】
　これらの酵素の発現に使用することができる遺伝子、および追加の２つのイソブタノー
ル経路用の遺伝子については、米国特許出願公開第２００７００９２９５７（Ａ１）号明
細書に記載されており、使用することができる追加の遺伝子は、上述されたように当業者
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に周知のことであるが、文献およびバイオインフォマティクス手法を使用して同定するこ
とができる。さらに、そこに記載される配列を使用して、上述されたように当技術分野に
おいて周知である配列依存性プロトコルを用いて、相同タンパク質をコードする遺伝子を
単離することができる。
【０１０９】
　例えば、使用することができる代表的ＡＬＳ酵素のなかには、バチルス（Ｂａｃｉｌｌ
ｕｓ）のａｌｓＳおよびクレブシエラ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）のｂｕｄＢによってコー
ドされるものも含まれる（Ｇｏｌｌｏｐら、Ｊ．　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．、１７２巻（６
号）：３４４４～３４４９頁（１９９０年）；Ｈｏｌｔｚｃｌａｗら、Ｊ．　Ｂａｃｔｅ
ｒｉｏｌ．、１２１巻（３号）：９１７～９２２頁（１９７５年））。バチルス・サブテ
ィリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）（ＤＮＡ：配列番号：６９；タンパク質
：配列番号：７０）、クレブシエラ・ニューモニアエ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕ
ｍｏｎｉａｅ）（ＤＮＡ：配列番号：７２；タンパク質：配列番号：７３）、およびラク
トコッカス・ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）（ＤＮＡ：配列番号
：７４；タンパク質：配列番号：７５）由来のＡＬＳ、ならびにラクトバチルス・プラン
タルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）における発現に最適化され
たバチルス・サブティリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）ａｌｓコード領域（
配列番号：７１）が本明細書に記載されている。使用することができる追加のａｌｓコー
ド領域およびコードされたタンパク質としては、スタフィロコッカス・アウレウス（Ｓｔ
ａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）（ＤＮＡ：配列番号：７６；タンパク質：配
列番号：７７）、リステリア・モノサイトゲネス（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏ
ｇｅｎｅｓ）（ＤＮＡ：配列番号：７８；タンパク質：配列番号：７９）、ストレプトコ
ッカス・ミュータンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕｔａｎｓ）（ＤＮＡ：配列番
号：８０；タンパク質：配列番号：８１）、ストレプトコッカス・サーモフィルス（Ｓｔ
ｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）（ＤＮＡ：配列番号：８２；タン
パク質：配列番号：８３）、ビブリオ・アングスツム（Ｖｉｂｒｉｏ　ａｎｇｕｓｔｕｍ
）（ＤＮＡ：配列番号：８４；タンパク質：配列番号：８５）、およびバチルス・セレウ
ス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ）（ＤＮＡ：配列番号：８６；タンパク質：配列番
号：８７）由来のものが挙げられる。ピルビン酸をアセト乳酸に変換する配列番号：７０
、７３、７５、７７、７９、８１、８３、８５、または８７を有するもののうちのいずれ
か１つと少なくとも約８０～８５％、８５％～９０％、９０％～９５％、または少なくと
も約９６％、９７％、または９８％の配列同一性を有するアセト乳酸合成酵素をコードす
るａｌｓ遺伝子を使用することができる。同一性は、ＧＡＰ　ＰＥＮＡＬＴＹ＝１０、Ｇ
ＡＰ　ＬＥＮＧＴＨ　ＰＥＮＡＬＴＹ＝０．１、およびタンパク質重量マトリックスのＧ
ｏｎｎｅｔ　２５０シリーズというデフォルトパラメーターを用いたＣｌｕｓｔａｌ　Ｗ
アラインメント法に基づくものである。
【０１１０】
　さらに、参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２００９０３０５３６
３号明細書は、Ｂ．サブティリス（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＡｌｓＳ配列の１００の最近
傍であり、それらのいずれも使用することができるアセト乳酸合成酵素を表す系統樹を提
供する。本株で使用することができる追加のＡｌｓ配列は、当業者に周知である文献およ
びバイオインフォマティクスデータベースで同定することができる。バイオインフォマテ
ィクスを使用したコード配列および／またはタンパク質配列の同定は、典型的には本明細
書に記載されているものなど、既知のＡｌｓをコードする配列またはコードされたアミノ
酸配列に関して公的に利用可能なデータベースの（上記の）ＢＬＡＳＴ検索によって行わ
れる。同定は、以上に指定したＣｌｕｓｔａｌ　Ｗアラインメント法に基づいている。さ
らに、上記のように、本明細書に列挙された配列または当技術分野で列挙されているもの
を使用して、自然界における他の相同体を同定することができる。
【０１１１】
　酵母におけるアセト乳酸合成酵素のサイトゾル発現は、アセト乳酸合成酵素タンパク質
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をコードする配列を含むが、ミトコンドリア標的化シグナル配列を含まない遺伝子で形質
転換することによって実現される。酵母における遺伝子発現方法は、当技術分野において
公知である（例えば、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、１９４巻、Ｇｕｉ
ｄｅ　ｔｏ　Ｙｅａｓｔ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｃ
ｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｐａｒｔ　Ａ、２００４年、Ｃｈｒｉｓｔｉｎｅ　Ｇｕｔｈｒ
ｉｅおよびＧｅｒａｌｄ　Ｒ．　Ｆｉｎｋ（編）、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ａｃａｄｅｍｉｃ
　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡを参照のこと）。キメラ遺伝子（プロモーター
およびターミネーターを含む）を用いた発現、ベクター、クローニング法、および組込み
方法は、上述の通りである。
【０１１２】
　使用することができるＫＡＲＩ酵素は、上述の通りである。追加のＫＡＲＩ酵素があれ
ば、本明細書に記載されるＫＡＲＩ酵素と一緒に使用できることも考えられる。好適なＫ
ＡＲＩ酵素としては、米国特許出願公開第２００８０２６１２３０号明細書、同第２００
９０１６３３７６号明細書、および同第２０１００１９７５１９号明細書（これらはすべ
て、参照により本明細書に組み込まれる）に記載されているものが挙げられる。
【０１１３】
　例えば、使用することができるＤＨＡＤ酵素は、ラクトコッカス・ラクティス（Ｌａｃ
ｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）（ＤＮＡ：配列番号：９４；タンパク質配列番号：９
５）もしくはストレプトコッカス・ミュータンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕｔ
ａｎｓ）（ＤＮＡ：配列番号：９６；タンパク質配列番号：９７）のｉｌｖＤ遺伝子、ま
たは出芽酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）（ＤＮＡ：配列番
号：９８；タンパク質配列番号：９９）のＩＬＶ３遺伝子に由来するものとすることがで
きる。使用することができる追加のＤＨＡＤ配列を得るのに使用することができる追加の
ＤＨＡＤ配列は、参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２０１０００８
１１５４号明細書に開示されている。この参考文献には、使用することができる追加のＤ
ＨＡＤ配列を得るための説明も含まれている。
【０１１４】
　例えば、使用することができる分枝鎖ケト酸デカルボキシラーゼ酵素としては、ラクト
コッカス・ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）（ＤＮＡ：配列番号：
１００；タンパク質配列番号：１０１）のｋｉｖＤ遺伝子、ならびにラクトバチルス・プ
ランタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）（配列番号：１０２）
における発現に最適化されたコドンであるＬ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ）ｋｉｖＤ
コード領域、および上述されたようにバイオインフォマティクスを使用して当業者が同定
することができる他のものに由来するものが挙げられる。
【０１１５】
　例えば、使用することができる分枝鎖アルコールデヒドロゲナーゼは、ＥＣ番号１．１
．１．２６５で知られるが、他のアルコールデヒドロゲナーゼ（具体的には、ＥＣ　１．
１．１．１または１．１．１．２）に分類されることもある。これらの酵素は、ＮＡＤＨ
（還元型ニコチンアミド－アデニンジヌクレオチド）および／またはＮＡＤＰＨを電子供
与体として利用し、使用することができる分枝鎖アルコールデヒドロゲナーゼ酵素および
それらのコード領域の配列は、米国特許出願公開第２００７００９２９５７（Ａ１）号明
細書に記載されている。
【０１１６】
　さらに、参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２００９０２６９８２
３号明細書に開示されている、アクロモバクター・キシロソキシダンス（Ａｃｈｒｏｍｏ
ｂａｃｔｅｒ　ｘｙｌｏｓｏｘｉｄａｎｓ）（ＤＮＡ：配列番号：１０３、タンパク質配
列番号：１０４）であると同定された細菌の環境単離物から単離された新規ブタノールデ
ヒドロゲナーゼｓａｄＢは、イソブチルアルデヒドをイソブタノールに変換する最後のス
テップに有用である。Ｌ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）（配列番号：１０５
）における発現に最適化されたｓａｄＢコード領域を使用することができる。さらに、ウ
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マ肝臓由来のアルコールデヒドロゲナーゼ（ＨＡＤＨ；出芽酵母（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉ
ａｅ）における発現に最適化されたコドン；ＤＮＡ：配列番号：１０６；タンパク質配列
番号：１０７）、および上述されたようにバイオインフォマティクスを使用して当業者に
よって容易に同定された他のもの。追加のアルコールデヒドロゲナーゼについては、参照
により本明細書に組み込まれる米国仮特許出願第６１／２９０，６３６号明細書に記載さ
れている。
【０１１７】
　乳酸デヒドロゲナーゼ活性を実質的に含まないＬＡＢ細胞におけるＤＨＡＤの活性の改
善は、参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２０１０００８１１８３号
明細書に開示された。さらに、鉄－硫黄クラスター形成タンパク質の発現を増大させて、
ＤＨＡＤの活性を改善することが、参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開
第２０１０－００８１１８２号明細書に開示されている。
【０１１８】
　米国特許出願公開第２００７００９２９５７（Ａ１）号明細書には、キメラ遺伝子の構
築およびＬＡＢの遺伝子工学が記載されており、開示された生合成経路を使用するイソブ
タノール生成にはラクトバチルス・プランタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａ
ｎｔａｒｕｍ）が例示されている。当業者に周知であるように、経路酵素発現のためのキ
メラ遺伝子は、細胞中で複製プラスミド上に存在し、または細胞ゲノムに組み込まれるこ
とがある。米国特許出願公開第２００７００９２９５７（Ａ１）号明細書には、キメラ遺
伝子の構築および酵母の遺伝子工学がさらに記載されており、開示された生合成経路を使
用するイソブタノール生成には出芽酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓ
ｉａｅ）が例示されている。遺伝子構築および発現についてのさらなる説明は、上記およ
び本明細書の実施例に記載されている。
【０１１９】
生成のための増殖
　本明細書に開示する細菌および酵母細胞は、イソブタノール生成用の発酵培地で増殖さ
せることができる。最大の生成には、生成宿主として使用される株が、増強されたイソブ
タノール耐性を有し、および高い炭化水素利用率を有することが好ましい。これらの特性
は、突然変異誘発と選択、遺伝子工学によって付与されることもあり、または自然のもの
であることもある。
【０１２０】
　細胞は、好適な炭素基質を含有する発酵培地中で増殖される。適切な基質としては、グ
ルコースやフルクトースなどの単糖、ラクトースもしくはスクロースなどのオリゴ糖、デ
ンプンもしくはセルロースなどの多糖、またはそれらの混合物、ならびにチーズホエー透
過物、コーンスティープリカー、シュガービート糖蜜、および大麦麦芽などの再生可能な
フィードストックの未精製混合物を挙げることができるが、これらに限定されるものでは
ない。他の炭素基質としては、エタノール、ラクタート、スクシナート、またはグリセロ
ールを挙げることができる。さらに、発酵性糖は、例えば参照により本明細書に組み込ま
れる米国特許出願公開第２００７／００３１９１８（Ａ１）号）明細書に記載されている
ように、再生可能なセルロースまたはリグノセルロースバイオマスから、前処理および糖
化のプロセスを経て誘導することができる。したがって、本発明において利用される炭素
の供給源は、多種多様な炭素含有基質を包含することができ、有機体の選択によって限定
されるだけになると考えられる。
【０１２１】
　発酵培地は、適切な炭素源に加えて、イソブタノールの生成にとって必要である培養物
の増殖および酵素経路の促進に適した、当業者に公知の適切な鉱物、塩、補因子、緩衝液
、および他の成分を含有しなければならない。
【０１２２】
培養条件
　典型的には、適切な培地中、細菌細胞は、約２５℃から約４０℃の範囲の温度で増殖さ
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れ、酵母細胞は、約２０℃から約３７℃の範囲の温度で増殖される。好適な増殖培地は、
工業的に調製された一般的な培地であり、使用する特定の細胞の増殖に適した培地は、微
生物学または発酵科学の当業者には公知であろう。
【０１２３】
　細菌の場合、発酵に適したｐＨ範囲はｐＨ５．０～ｐＨ９．０であり、ｐＨ６．０～ｐ
Ｈ８．０が初期条件として好ましい。酵母の場合、発酵に適したｐＨ範囲は、ｐＨ３．０
～ｐＨ７．５であり、ｐＨ４．５～ｐＨ６．５が初期条件として好ましい。
【０１２４】
　発酵は、好気性または嫌気性条件下で行うことができ、嫌気性または微好気性条件が好
ましい。
【０１２５】
　イソブタノールの生成は、バッチ、フェドバッチ、または連続プロセスを使用して実施
することができること、公知の発酵モードならいずれも適しているはずであることが考え
られる。さらに、細胞を基質に全細胞触媒として固定化し、イソブタノール生成の発酵条
件にかけることができると考えられる。
【０１２６】
イソブタノールの発酵培地からの単離方法
　生合成されたイソブタノールは、ＡＢＥ発酵について当技術分野において公知である方
法を使用して発酵培地から単離することができる（例えば、Ｄｕｒｒｅ、Ａｐｐｌ．　Ｍ
ｉｃｒｏｂｉｏｌ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．、４９巻：６３９～６４８頁（１９９８年
）、Ｇｒｏｏｔら、Ｐｒｏｃｅｓｓ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．、２７巻：６１～７５頁（１９
９２年）、およびそれらの引用文献を参照のこと）。例えば、固体は、発酵培地から遠心
、濾過、デカンテーションなどによって除去することができる。次いで、イソブタノール
は、蒸留、共沸蒸留、液液抽出、吸着、ガスストリッピング、膜蒸留、または浸透気化な
どの方法を使用して発酵培地から単離することができる。
【実施例】
【０１２７】
　下記の実施例において、本発明をさらに説明する。本発明の好ましい実施形態を示すこ
れらの実施例は、例として挙げられているだけのものであると理解されたい。上記の考察
およびこれらの実施例から、当業者は、本発明の本質的な特徴を確認することができ、そ
の趣旨および範囲から逸脱することなく、本発明を様々な使用および条件に適応させるた
めに本発明の様々な変更および修正を行うことができる。
【０１２８】
　略語の意味は以下の通りである：「ｓ」は秒を意味し、「ｍｉｎ」は分を意味し、「ｈ
」は時間を意味し、「ｐｓｉ」は平方インチ当たりポンドを意味し、「ｎｍ」はナノメー
トルを意味し、「ｄ」は日を意味し、「μｌ」はマイクロリットルを意味し、「ｍｌ」は
ミリリットルを意味し、「Ｌ」はリットルを意味し、「ｍｍ」はミリメートルを意味し、
「ｎｍ」はナノメートルを意味し、「ｍＭ」はミリモルを意味し、「Ｍ」はモルを意味し
、「ｍｍｏｌ」はミリモルを意味し、「μｍｏｌ」はマイクロモルを意味し、「ｇ」はグ
ラムを意味し、「μｇ」はマイクログラムを意味し、「ｎｇ」はナノグラムを意味し、「
ＰＣＲ」はポリメラーゼ連鎖反応を意味し、「ＯＤ」は光学密度を意味し、「ＯＤ６００

」は６００ｎｍの波長で測定された光学密度を意味し、「ｋＤａ」はキロダルトンを意味
し、、「ｇ」は引力定数を意味し、「ｂｐ」は塩基対を意味し、「ｋｂｐ」はキロベース
対を意味し、「％ｗ／ｖ」は重量／容量％を意味し、「％ｖ／ｖ」は容量／容量％を意味
し、「ｗｔ％」は重量パーセントを意味し、「ＨＰＬＣ」は高速液体クロマトグラフィー
を意味し、「ＧＣ」はガスクロマトグラフィーを意味する。
【０１２９】
　実施例で使用される標準組換えＤＮＡおよび分子クローニング技法は、当技術分野にお
いて周知であり、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，　Ｊ．、Ｆｒｉｔｓｃｈ，　Ｅ．　Ｆ．およびＭａ
ｎｉａｔｉｓ，　Ｔ．、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
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ｒｙ　Ｍａｎｕａｌ；　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｐｒｅｓｓ：　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ（１９８９年）　（Ｍａ
ｎｉａｔｉｓ）、ならびにＴ．　Ｊ．　Ｓｉｌｈａｖｙ、Ｍ．　Ｌ．　Ｂｅｎｎａｎ、お
よびＬ．　Ｗ．　Ｅｎｑｕｉｓｔ、　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　Ｇｅｎｅ　Ｆ
ｕｓｉｏｎｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅ
ｓｓ、　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８４年）、ならびにＡ
ｕｓｕｂｅｌ，　Ｆ．　Ｍ．ら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃ．　ａ
ｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ出版（１９８７年）、ならびにＭｅｔｈｏ
ｄｓ　ｉｎ　Ｙｅａｓｔ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、２００５年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ，ＮＹによって記載されている。
【０１３０】
　細菌培養物の維持および増殖に適した材料および方法は、当技術分野において周知であ
る。以下の実施例での使用に適した技法は、Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏ
ｒ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ　（Ｐｈｉｌｌｉｐｐ　Ｇｅｒｈａｒｄ
ｔ，　Ｒ．　Ｇ．　Ｅ．　Ｍｕｒｒａｙ，　Ｒａｌｐｈ　Ｎ．　Ｃｏｓｔｉｌｏｗ，　Ｅ
ｕｇｅｎｅ　Ｗ．　Ｎｅｓｔｅｒ，　Ｗｉｌｌｉｓ　Ａ．　Ｗｏｏｄ，　Ｎｏｅｌ　Ｒ．
　Ｋｒｉｅｇ　ａｎｄ　Ｇ．　Ｂｒｉｇｇｓ　Ｐｈｉｌｌｉｐｓ編），　Ａｍｅｒｉｃａ
ｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ
Ｃ．　（１９９４年））、またはＴｈｏｍａｓ　Ｄ．　Ｂｒｏｃｋ、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ：Ａ　Ｔｅｘｔｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏ
ｇｙ、第２版、Ｓｉｎａｕｅｒ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，　Ｉｎｃ．、Ｓｕｎｄｅｒｌａ
ｎｄ，ＭＡ　（１９８９年）に記載のように見ることができる。別段の指定のない限り、
細菌細胞の増殖および維持に使用される試薬、制限酵素、および材料はすべて、Ａｌｄｒ
ｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　（Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，ＷＩ）、ＢＤ　Ｄｉａｇｎｏｓｔ
ｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　（Ｓｐａｒｋｓ，ＭＤ）、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
　（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ）、またはＳｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎ
ｙ　（Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）から入手した。微生物株は、別段の注記のない限りＡ
ｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　（ＡＴＣＣ）、（
Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）から入手した。下記の実施例で使用されるオリゴヌクレオチド
プライマーを表３に示す。オリゴヌクレオチドプライマーはすべて、Ｓｉｇｍａ－Ｇｅｎ
ｏｓｙｓ（Ｗｏｏｄｌａｎｄｓ，　ＴＸ）、Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｉｅｓ（Ｃｏｒａｌｓｖｉｌｌｅ，ＩＡ）、またはＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏ
ｒｐ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）によって合成された。
【０１３１】
　ＤＮＡ断片を、Ｑｉａｑｕｉｃｋ　ＰＣＲ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｑｉ
ａｇｅｎ　Ｉｎｃ．、Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）で精製した。プラスミドＤＮＡを、ＱＩ
Ａｐｒｅｐ　Ｓｐｉｎ　Ｍｉｎｉｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ　Ｉｎｃ．、Ｖａｌｅ
ｎｃｉａ，ＣＡ）で調製した。Ｌ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＰＮ０５１
２ゲノムＤＮＡを、ＭａｓｔｅｒＰｕｒｅ　ＤＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ
（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ、Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）で調製した。
【０１３２】
　合成完全培地は、Ａｍｂｅｒｇ、ＢｕｒｋｅおよびＳｔｒａｔｈｅｒｎ、２００５年、
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｙｅａｓｔ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
，ＮＹに記載されている。
【０１３３】
形質転換
　ラクトバチルス・プランタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）
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ＰＮ０５１２を、下記の手順で形質転換した：１％グリシン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃ
ｈ、Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を含有する　ラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌ
ｉ）ＭＲＳ培地（Ａｃｃｕｍｅｄｉａ、Ｎｅｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｌａｎ
ｓｉｎｇ、ＭＩ）５ｍｌに、ＰＮ０５１２細胞を播種し、３０℃で一晩増殖させた。１％
グリシン含ＭＲＳ培地１００ｍｌに、一晩培養物を０．１のＯＤ６００まで播種し、３０
℃で０．７のＯＤ６００まで増殖させた。細胞を、３７００ｘｇで８分間、４℃で収穫し
、１ｍＭの冷ＭｇＣｌ２（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）１
００ｍｌで洗浄し、３７００ｘｇで８分間、４℃で遠心し、冷３０％ＰＥＧ－１０００（
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）１００ｍｌで洗浄し、３７０
０ｘｇで２０分間、４℃で再び遠心し、次いで１ｍｌの冷３０％ＰＥＧ－１０００に再懸
濁した。６０μｌの細胞を、ギャップ１ｍｍの冷エレクトロポレーションキュベット中で
、約１００ｎｇのプラスミドＤＮＡと混合し、ＢｉｏＲａｄ　Ｇｅｎｅ　Ｐｕｌｓｅｒ（
Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）で１．７ｋＶ、２５μＦ、および４００Ωにおいて電気穿孔し
た。５００ｍＭスクロース（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）
および１００ｍＭのＭｇＣｌ２を含有するＭＲＳ培地１ｍｌに、細胞を再懸濁し、３０℃
で２時間インキュベートし、１または２μｇ／ｍｌのエリスロマイシンを含有するＭＲＳ
培地（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）に蒔き、次いでＰａｃ
ｋ－Ａｎａｅｒｏサシェ（三菱ガス化学株式会社、日本、東京）が入っている嫌気性ボッ
クスに入れ、３０℃でインキュベートした。
【０１３４】
ＨＰＬＣ方法
　発酵副生物組成物の分析は当業者に周知である。例えば、１つの高速液体クロマトグラ
フィー（ＨＰＬＣ）方法は、Ｓｈｏｄｅｘ　ＳＨ－１０１１カラムをＳｈｏｄｅｘ　ＳＨ
－Ｇガードカラム（両方とも、Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、（Ｍｉｌｆｏｒ
ｄ，ＭＡ）から入手可能）と共に利用し、屈折率（ＲＩ）で検出した。クロマトグラフ分
離は、０．０１Ｍ　Ｈ２ＳＯ４を移動相として、流量０．５ｍＬ／分およびカラム温度５
０　℃で使用して実現される。イソブタノール保持時間は約４７．６分である。
【０１３５】
実施例１
ｉｌｖＤ組込み型ベクターおよびＰＮ０５１２ΔｌｄｈＤΔｌｄｈＬ１：：ｉｌｖＤＬｌ
＋組込み株の構築
　この実施例は、ＤＨＡＤの発現のため、Ｌ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）
株ＰＮ０５１２ΔｌｄｈＤΔｌｄｈＬ１の染色体へのラクトコッカス・ラクティス（Ｌａ
ｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）ｉｌｖＤ遺伝子の組込みを説明する。Ｌ．プランタ
ルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＰＮ０５１２ΔｌｄｈＤΔｌｄｈＬ１の構築は、米国仮
特許出願第６１／１００７８６号明細書の実施例１に記載された。この株は、主要な乳酸
デヒドロゲナーゼをコードする２つの遺伝子：ｌｄｈＤおよびｌｄｈＬ１について欠失し
ている。この二重欠失体は、ラクトバチルス・プランタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＰＮ０５１２（ＡＴＣＣ株　＃ＰＴＡ－７７２７）において作
製された。
【０１３６】
　２段階相同組換え手順に基づくプロセスを使用して、遺伝子ノックアウトが構築されて
、無マーカー遺伝子欠失体が得られた（Ｆｅｒａｉｎら、１９９４年、Ｊ．　Ｂａｃｔ．
、１７６巻：５９６頁）。この手順では、シャトルベクターｐＦＰ９９６（配列番号：１
１０）が利用された。ｐＦＰ９９６は、グラム陽性細菌用のシャトルベクターである。こ
れは、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）とグラム陽性細菌において複製することができる。ｐＢＲ
３２２（ヌクレオチド＃２６２８から５３２３）およびｐＥ１９４（ヌクレオチド＃４３
から２６２７）からの複製開始点を含む。ｐＥ１９４は、本来グラム陽性細菌であるスタ
フィロコッカス・アウレウス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）（Ｈｏｒ
ｉｎｏｕｃｈｉおよびＷｅｉｓｂｌｕｍ　Ｊ．　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．、（１９８２年）
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、１５０巻（２号）：８０４～８１４頁）から単離された小型プラスミドである。ｐＦＰ
９９６において、複数のクローニング部位（ヌクレオチド＃１から５０）は、ＥｃｏＲＩ
、ＢｇｌＩＩ、ＸｈｏＩ、ＳｍａＩ、ＣｌａＩ、ＫｐｎＩ、およびＨｉｎｄＩＩＩ用の制
限部位を含む。抗生物質耐性マーカーは２つ存在する；一方は、アンピシリン耐性のもの
であり、他方はエリスロマイシン耐性のものである。選択のため、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ
）における形質転換にはアンピシリンを使用し、Ｌ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒ
ｕｍ）における選択にはエリスロマイシンを使用した。
【０１３７】
　ＤＮＡの２つのセグメントはそれぞれ、９００から１２００ｂｐの配列を所期の欠失の
上流または下流に含むものであるが、プラスミドにクローニングして、２つの遺伝子クロ
スオーバー用の相同性領域を提供した。細胞を、世代数（３０～５０）を増加するのに増
殖させて、クロスオーバー事象が起こることを可能にした。最初のクロスオーバー（シン
グルクロスオーバー）では、プラスミドがプラスミド上の２つの相同性領域のうちの１つ
を介した相同組換えにより染色体に組み込まれた。第２のクロスオーバー（ダブルクロス
オーバー）事象では、野生型配列または所期の遺伝子欠失体が得られた。最初の組込み事
象を引き起こした配列間のクロスオーバーは野生型配列をもたらし、他の相同性領域間ク
ロスオーバーは所望の欠失体をもたらすはずである。第２のクロスオーバー事象を、抗生
物質感受性によりスクリーニングした。シングルおよびダブルのクロスオーバー事象を、
ＰＣＲおよびＤＮＡ配列決定により分析した。
【０１３８】
ΔｌｄｈＤ
　ｌｄｈＤ遺伝子を欠失させるためのノックアウトカセットは、ＥｃｏＲＩ部位を含むＴ
ｏｐ　Ｄ　Ｆ１（配列番号：１１１）とＴｏｐ　Ｄ　Ｒ１（配列番号：１１２）のプライ
マーを有する上流フランキング領域であるＰＮ０５１２ゲノムＤＮＡから増幅させること
によって作製した。ｌｄｈＤのコード配列の一部分を含む下流の相同性領域を、Ｂｏｔ　
Ｄ　Ｆ２（配列番号：１１３）とＸｈｏＩ部位を含むＢｏｔ　Ｄ　Ｒ２（配列番号：１１
４）のプライマーで増幅させた。２つの相同性領域を、以下の通りＰＣＲ　ＳＯＥにより
合わせた。０．９ｋｂｐの上流および下流ＰＣＲ生成物をゲル精製した。ＰＣＲ生成物を
、ＰＣＲ反応において等量で混合し、プライマーＴｏｐ　Ｄ　Ｆ１およびＢｏｔ　Ｄ　Ｒ
２で再増幅させた。１．８ｋｂｐの最終ＰＣＲ生成物をゲル精製し、ＴＯＰＯをｐＣＲ４
ＢｌｕｎｔＩＩ－ＴＯＰＯ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）にクローニングして、ベクターｐＣ
ＲＢｌｕｎｔＩＩ：：ｌｄｈＤを作製した。ｌｄｈＤ遺伝子の内部欠失を保有している組
込み型ベクターを作製するために、ｐＦＰ９９６をＥｃｏＲＩおよびＸｈｏＩで消化し、
５３１１－ｂｐの断片をゲル精製した。ベクターｐＣＲＢｌｕｎｔＩＩ：：ｌｄｈＤをＥ
ｃｏＲＩおよびＸｈｏＩで消化し、１．８ｋｂｐの断片をゲル精製した。Ｔ４　ＤＮＡリ
ガーゼを使用して、ｌｄｈＤノックアウトカセットとベクターを連結させ、ベクターｐＦ
Ｐ９９６：：ｌｄｈＤ　ｋｏを得た。
【０１３９】
　エレクトロコンピテントなラクトバチルス・プランタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＰＮ０５１２細胞を調製し、ｐＦＰ９９６：：ｌｄｈＤ　ｋｏ
で形質転換し、１μｇ／ｍｌのエリスロマイシンを含有するＭＲＳに蒔いた。シングルク
ロスオーバー事象（ｓｃｏ）を得るために、形質転換体を、ＭＲＳ培地中、３７℃で約５
０世代継代培養した。増殖した後、単一コロニーについて、一定分量ずつを、１μｇ／ｍ
ｌのエリスロマイシンを含有するＭＲＳ上に蒔いた。プライマーｌｄｈＤ　Ｓｅｑ　Ｆ１
（配列番号：１１５）およびＤチェックＲ（配列番号：１１６）を使用したＰＣＲ増幅に
より、エリスロマイシン耐性コロニーをスクリーニングして、野生型とｓｃｏ事象を保有
するクローンとを識別した。ダブルクロスオーバーを有するクローンを得るために、ｓｃ
ｏ株を、２０ｍＭのＤ，Ｌ－ラクタート含ＭＲＳ培地（Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ
，ＭＯ）中、３７℃で約３０世代継代培養し、次いで単一コロニーについて、ラクタート
含ＭＲＳ上に蒔いた。コロニーを摘出し、ラクタート含ＭＲＳおよび１μｇ／ｍｌのエリ
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スロマイシンを含有するラクタート含ＭＲＳ上にパッチして、エリスロマイシンに感受性
を示すコロニーを見出した。感受性を示すコロニーを、プライマーＤチェックＲ（配列番
号：１１６）およびＤチェックＦ３（配列番号：１１１７）を使用したＰＣＲ増幅により
スクリーニングした。野生型コロニーは３．２ｋｂｐの生成物をもたらし、ＰＮ０５１２
ΔｌｄｈＤと呼ばれる欠失クローンは２．３ｋｂｐのＰＣＲ生成物をもたらした。
【０１４０】
ΔｌｄｈＤΔｌｄｈＬ１
　ダブルΔｌｄｈＬ１ΔｌｄｈＤ欠失株を作製するために、ＰＮ０５１２ΔｌｄｈＤ株に
おいて、ｌｄｈＬ１遺伝子の欠失を行った。ｌｄｈＬ１遺伝子を欠失させるためのノック
アウトカセットを、ＰＮ０５１２ゲノムＤＮＡから増幅させた。ｌｄｈＬ１左ホモロジー
アームは、ＢｇｌＩＩ制限部位を含むプライマーｏＢＰ３１（配列番号：１１８）および
ＸｈｏＩ制限部位を含むプライマーｏＢＰ３２（配列番号：１１９）を使用して増幅させ
た。ｌｄｈＬ１右ホモロジーアームは、ＸｈｏＩ制限部位を含むプライマーｏＢＰ３３（
配列番号：１２０）およびＸｍａＩ制限部位を含むプライマーｏＢＰ３４（配列番号：１
２１）を使用して増幅させた。ｌｄｈＬ１左ホモロジーアームを、ＢｇｌＩＩ／ＸｈｏＩ
部位にクローニングし、ｌｄｈＬ１右ホモロジーアームを、ｐＦＰ９９６の誘導体である
ｐＦＰ９９６ｐｙｒＦΔｅｒｍのＸｈｏＩ／ＸｍａＩ部位にクローニングした。ｐＦＰ９
９６ｐｙｒＦΔｅｒｍは、ｐＦＰ９９６におけるエリスロマイシンコード領域の代わりに
、ラクトバチルス・プランタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）
ＰＮ０５１２由来のオロチジン－５’－リン酸デカルボキシラーゼをコードするｐｙｒＦ
配列（配列番号：１２２）を含む。第２の相同クロスオーバーを単離するために、プラス
ミド由来のｐｙｒＦ遺伝子は、ΔｐｙｒＦ株における化学物質５－フルオロオロチン酸と
一緒に有効的な対抗選択方法として使用することができる。ＸｍａＩ消化の後に、ｌｄｈ
Ｌ１ホモロジーアームを含むＸｍａＩ断片を単離し、ｐＦＰ９９６のＸｍａＩ制限部位に
クローニングし、９００ｂｐの左相同性領域および１２００ｂｐの右相同性領域が得られ
、ベクターｐＦＰ９９６－ｌｄｈＬ１－アームが作製された。
【０１４１】
　ＰＮ０５１２ΔｌｄｈＤを、ｐＦＰ９９６－ｌｄｈＬ１－アームで形質転換し、ラクタ
ート（２０ｍＭ）およびエリスロマイシン（１μｇ／ｍｌ）を含有するラクトバチルス（
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）ＭＲＳ培地中、３０℃で約１０世代増殖させた。次いで、形
質転換体を、ＭＲＳ＋ラクタート中、非選択的条件下に、一連の播種により３７℃で約５
０世代増殖させた後、ラクタートおよびエリスロマイシン（１μｇ／ｍｌ）を含有するＭ
ＲＳ上に培養物を蒔いた。単離物を、染色体特異的プライマーｏＢＰ４９（配列番号：１
２３）およびプラスミド特異的プライマーｏＢＰ４２（配列番号：１２４）を使用して、
コロニーＰＣＲにより、シングルクロスオーバーについてスクリーニングした。シングル
クロスオーバー組込み体を、ラクタート含ＭＲＳ中で、非選択的条件下に３７℃で、一連
の播種により約４０世代増殖させた後、培養物をラクタート含ＭＲＳ培地上に蒔いた。単
離物をラクタート含ＭＲＳプレートにパッチし、３７℃で増殖し、次いでラクタートおよ
びエリスロマイシン（１μｇ／ｍｌ）を含むＭＲＳプレート上にパッチした。エリスロマ
イシン感受性単離物を、染色体特異的プライマーｏＢＰ４９（配列番号：１２３）および
ｏＢＰ５６（配列番号：１２５）を使用して、コロニーＰＣＲにより、野生型または欠失
第２クロスオーバーの有無についてスクリーニングした。野生型配列は、３５０５ｂｐの
生成物をもたらし、欠失配列は、２５４５ｂｐの生成物をもたらした。欠失体は、ＰＣＲ
生成物を配列決定することによって確認し、プライマーｏＢＰ４２（配列番号：１２４）
およびｏＢＰ５７（配列番号：１２６）を用いたコロニーＰＣＲにより、プラスミドが存
在していないことを検査した。
【０１４２】
　ラクトバチルス・プランタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）
ＰＮ０５１２ダブルｌｄｈＤｌｄｈＬ１欠失株をＰＮＰ０００１と称した。ΔｌｄｈＤ欠
失体は、ｌｄｈＤ開始コドンがアミノ酸３３２の２７９を経由したその上流に８３ｂｐを
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含むものであった。ΔｌｄｈＬ１欠失体は、最終アミノ酸を経由したｆＭｅｔを含むもの
であった。
【０１４３】
　第２のクロスオーバー事象が野生型配列、または欠失体でなく所期の組込み体をもたら
した点以外は、同じ２段階相同組換え手順で、ｐＦＰ９９６シャトルベクターを使用して
、ｌｄｈＬ１プロモーターから発現されたＬ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ）ｉｌｖＤ
コード領域の単一コピーの染色体組込み体が構築されて、上記の無マーカー組込み体を得
た。ＤＮＡの２つのセグメントは、配列を所期の組込み部位の上流および下流に含むもの
であるが、プラスミドにクローニングして、２つの遺伝子クロスオーバーのための相同性
領域を提供した。
【０１４４】
　組込みによって、ｉｌｖＤコード領域がＰＮ０５１２ΔｌｄｈＤΔｌｄｈＬ１株におけ
るｌｄｈＬ１プロモーターの下流に配置されることになるような、２つの遺伝子クロスオ
ーバー用の相同性領域が提供されるように、２つのＤＮＡセグメント（ホモロジーアーム
）を設計した。プラスミドにクローニングした左右のホモロジーアームはそれぞれ、約１
２００塩基対であった。左ホモロジーアームは、Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌ
ｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを使用して、ＢｇｌＩＩ制限部位を含むプライマ
ーＢＰ３１（配列番号：１１８）およびＸｈｏＩ制限部位を含むプライマーｏＢＰ３２（
配列番号１１９）を用いて、Ｌ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＰＮ０５１２
ゲノムＤＮＡから増幅させた。右ホモロジーアームは、Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉ
ｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを使用して、ＸｈｏＩ制限部位を含むプラ
イマーｏＢＰ３３（配列番号：１２０）およびＸｍａＩ制限部位を含むプライマーｏＢＰ
３４（配列番号：１２１）を用いて、Ｌ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＰＮ
０５１２ゲノムＤＮＡから増幅させた。左ホモロジーアームをＢｇｌＩＩおよびＸｈｏＩ
で消化し、右ホモロジーアームをＸｈｏＩおよびＸｍａＩで消化した。２つのホモロジー
アームは、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼで連結させて、ｐＦＰ９９６の対応する制限部位になり
、適切な制限酵素で消化された後、ベクターｐＦＰ９９６－ｌｄｈＬ１アームが形成され
る。
【０１４５】
　ラクトコッカス・ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）（配列番号：
９４）由来のｉｌｖＤコード領域およびリボソーム結合配列（ＲＢＳ；配列番号：１２７
）を含むＤＮＡ断片を、ｐＤＭ２０－ｉｌｖＤ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））
（配列番号：１２８）から増幅させた。ｐＤＭ２０－ｉｌｖＤ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌ
ａｃｔｉｓ））の構築は、参照により本明細書に組み込まれる米国仮特許出願第６１／１
００８０９号明細書に記載された。このプラスミドは、ＰＣＲによるＬ．ラクティス亜種
ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．　ｌａｃｔｉｓ）ＮＣＤＯ２１１８（ＮＣ
ＩＭＢ　７０２１１８）由来のｉｌｖＤコード領域［Ｇｏｄｏｎら、Ｊ．　Ｂａｃｔｅｒ
ｉｏｌ．、（１９９２年）、１７４巻：６５８０～６５８９頁］および５”ＰＣＲプライ
マーにおいて追加されたリボソーム結合配列（配列番号：１１２７）を含むｐＤＭ２０で
ある。ｐＤＭ２０は、ラクトバチルス・プランタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐ
ｌａｎｔａｒｕｍ）ＡＴＣＣ１４９１７プラスミドｐＬＦ１由来の最小ｐＬＦ１レプリコ
ン（約０．７Ｋｂｐ）およびｐｅｍＫ－ｐｅｍＩ毒素－抗毒素（ＴＡ）、ｐＡＣＹＣ１８
４由来のＰ１５Ａレプリコン、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）とＬ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａ
ｎｔａｒｕｍ）の両方における選択用のクロラムフェニコール耐性マーカー、ならびにＰ
３０合成プロモーターを含む改変されたｐＤＭ１（配列番号：１２９）である［Ｒｕｄら
、Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ、（２００６年）１５２巻：１０１１～１０１９頁］。マル
チクローニング部位で置換された、ｌａｃＺ領域に及ぶヌクレオチド３２８１～３６４６
を欠失させることによって、ベクターｐＤＭ１を改変した。Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－
Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを用いて、ＸｈｏＩ部位を含むｏＢＰ
１２０（配列番号：１１３０）、ならびにＤｒｄＩ、ＰｓｔＩ、ＨｉｎｄＩＩＩ、および
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ＢａｍＨＩ部位を含むｏＢＰ１８２（配列番号：１３１）を使用して、ｐＤＭ１由来のＰ
３０プロモーターを増幅させた。得られたＰＣＲ生成物およびｐＤＭ１ベクターをＸｈｏ
ＩおよびＤｒｄＩで消化した。これによって、ｌａｃＺおよびＰ３０が脱落する。ＰＣＲ
生成物とｐＤＭ１消化の大型断片を連結させて、ベクターｐＤＭ２０を生成した。ここで
は、Ｐ３０プロモーターが再挿入され、ＸｈｏＩおよびＤｒｄＩ制限部位によって結合さ
れた。
【０１４６】
　Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを使用
して、ｐＤＭ２０－ｉｌｖＤ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））を鋳型として使用
し、ＸｈｏＩ制限部位を含むプライマーｏＢＰ２４６（配列番号：１３３）およびＸｈｏ
Ｉ制限部位を含むプライマーｏＢＰ２３７（配列番号：１３４）を用いて、ｉｌｖＤコー
ド領域およびＲＢＳを含むＤＮＡ断片（配列番号：１３２）をＰＣＲにより得た。Ｘｈｏ
Ｉで消化した後、得られたＰＣＲ生成物とｐＦＰ９９６－ｌｄｈＬ１アームをＴ４　ＤＮ
Ａリガーゼで連結させた。ベクター特異的プライマーｏＢＰ５７（配列番号：１２６）お
よびｉｌｖＤ特異的プライマーｏＢＰ２３７（配列番号：１３４）を使用して、クローン
を、左ホモロジーアームにおけるｌｄｈＬ１プロモーター同じ配向のインサートについて
、ＰＣＲによりスクリーニングした。正しく配向されたインサートを有するクローンをｐ
ＦＰ９９６－ｌｄｈＬ１アーム－ｉｌｖＤＬｌと名付けた。
【０１４７】
　Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ）ｉｌｖＤード領域の組込みは、Ｌ．プランタルム
（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＰＮ０５１２ΔｌｄｈＤΔｌｄｈＬ１をｐＦＰ９９６－ｌｄ
ｈＬ１アーム－ｉｌｖＤＬｌで形質転換することによって得られた。０．５％グリシン（
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を含有するラクトバチルス（
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）ＭＲＳ培地（Ａｃｃｕｍｅｄｉａ、Ｎｅｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ
ｏｒａｔｉｏｎ、Ｌａｎｓｉｎｇ、ＭＩ）５ｍｌに、ＰＮ０５１２ΔｌｄｈＤΔｌｄｈＬ
１を播種し、３０℃で一晩増殖させた。０．５％グリシン含ＭＲＳ培地１００ｍｌに、一
晩培養物を０．１のＯＤ６００まで播種し、３０℃で０．７のＯＤ６００まで増殖させた
。細胞を、３７００ｘｇで８分間、４℃で収穫し、１ｍＭの冷ＭｇＣｌ２（Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）１００ｍｌで洗浄し、３７００ｘｇで８分
間、４℃で遠心し、冷３０％ＰＥＧ－１０００（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．　
Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）１００ｍｌで洗浄し、３７００ｘｇで２０分間、４℃で再び遠心し、
次いで１ｍｌの冷３０％ＰＥＧ－１０００に再懸濁した。６０μｌの細胞を、ギャップ１
ｍｍの冷エレクトロポレーションキュベット中で、約１００ｎｇのプラスミドＤＮＡと混
合し、ＢｉｏＲａｄ　Ｇｅｎｅ　Ｐｕｌｓｅｒ（Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）で　１．７ｋ
Ｖ、２５μＦ、および４００Ωにおいて電気穿孔した。５００ｍＭ　スクロース（Ｓｉｇ
ｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）および１００ｍＭ　ＭｇＣｌ２を含
有するＭＲＳ培地１ｍｌに、細胞を再懸濁し、３０℃で２時間インキュベートし、次いで
２μｇ／ｍｌのエリスロマイシンを含有するＭＲＳ培地（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、
Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）に蒔いた。
【０１４８】
　ｉｌｖＤ特異的プライマーｏＢＰ２３７（配列番号：１３４）およびｏＢＰ２４６（配
列番号：１３３）を使用して、形質転換体をＰＣＲによりスクリーニングした。形質転換
体を、エリスロマイシン（１μｇ／ｍｌ）を含有するラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃ
ｉｌｌｉ）ＭＲＳ培地中、３０℃で約８世代、次いでラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃ
ｉｌｌｉ）ＭＲＳ培地中、一連の播種により３７℃で、約４０世代増殖させた。培養物を
、エリスロマイシン（０．５μｇ／ｍｌ）を含有するラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃ
ｉｌｌｉ）ＭＲＳ培地上に蒔いた。単離物を、染色体特異的プライマーｏＢＰ４９（配列
番号：１２３）およびプラスミド特異的プライマーｏＢＰ４２（配列番号：１２４）を使
用して、コロニーＰＣＲにより、シングルクロスオーバーについてスクリーニングした。
【０１４９】
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　シングルクロスオーバー組込み体を、ラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）Ｍ
ＲＳ培地中、一連の播種により３７℃で約４３世代増殖させた。培養物をＭＲＳ培地上に
蒔いた。コロニーをＭＲＳプレートにパッチし、３７℃で増殖させた。次いで、単離物を
、エリスロマイシン（０．５μｇ／ｍｌ）を含有するＭＲＳ培地上にパッチした。エリス
ロマイシン感受性単離物を、染色体特異的プライマーｏＢＰ４９（配列番号：１２３）お
よびｏＢＰ５６（配列番号：１２５）を使用して、（コロニー）ＰＣＲにより、野生型ま
たは組込み第２クロスオーバーの有無についてスクリーニングした。野生型配列は、２６
００ｂｐの生成物をもたらし、組込み配列は、４３００ｂｐの生成物をもたらした。組込
み体は、ＰＣＲ生成物を配列決定することによって確認し、同定された組込み株を、ＰＮ
０５１２ΔｌｄｈＤΔｌｄｈＬ１：：ｉｌｖＤＬｌ＋と称した。
【０１５０】
実施例２
ｓｕｆオペロンプロモーター組込み型ベクターおよびＰＮ０５１２ΔｌｄｈＤΔｌｄｈＬ
１：：ｉｌｖＤＬｌ＋ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋組込み株の構築
　この実施例は、Ｌ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＰＮ０５１２ΔｌｄｈＤ
ΔｌｄｈＬ１：：ｉｌｖＤＬｌ＋の染色体への２つのプロモーターの組込みを説明する。
プロモーターをｓｕｆオペロンの上流に組み込んだ。ｓｕｆオペロンの遺伝子産物は、Ｆ
ｅ－Ｓクラスターアセンブリを担うものである。プロモーター組込みによって、内因性Ｆ
ｅ－Ｓクラスターマシナリーの発現が増大した株になる。
【０１５１】
　上述されたように、シャトルベクターｐＦＰ９９６（配列番号：１１０）を使用して、
ｓｕｆオペロン染色体プロモーター組込み体が、２段階相同組換え手順で構築されて、無
マーカー組込み体が得られた。
【０１５２】
　ｓｕｆオペロンプロモーター組込み型ベクターを３段階で構築した。第１のステップに
おいて、ｓｕｆオペロンの５’部分（ｓｕｆＣおよびｓｕｆＤの一部分）を含む右ホモロ
ジーアーム断片をｐＦＰ９９６にクローニングした。第２のステップにおいて、合成プロ
モーターであるＰ５およびＰ４［Ｒｕｄら、Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ、（２００６年）
、１５２巻：１０１１頁］を、右アームの上流に位置するｐＦＰ９９６－右アームクロー
ンにクローニングした。最終のステップにおいて、ネイティブｓｕｆプロモーターおよび
上流の配列を含んでｆｅｏＢＡオペロンになる左ホモロジーアーム断片を、Ｐ５Ｐ４プロ
モーターの上流に位置するｐＦＰ９９６－Ｐ５Ｐ４－右アームクローンにクローニングし
た。
【０１５３】
　右ホモロジーアームＤＮＡ断片（配列番号：１３５）は、Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－
Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを使用して、ＸｍａＩ制限部位を含む
プライマーＡＡ１９９（配列番号：１３６）およびＫｐｎＩ制限部位を含むプライマーＡ
Ａ２００（配列番号：１３７）を用いて、Ｌ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）
ＰＮ０５１２ゲノムＤＮＡからＰＣＲ増幅させた。ＸｍａＩおよびＫｐｎＩで消化した後
、右ホモロジーアーム　ＰＣＲ断片とｐＦＰ９９６をＴ４　ＤＮＡリガーゼで連結させて
、ｐＦＰ９９６－ｓｕｆＣＤが形成された。２つの部分相補的プライマー配列を用いて、
ＰＣＲを行うことによって、プロモーターであるＰ５およびＰ４を含むＤＮＡ断片を生成
した。ＸｈｏＩ部位、Ｐ５プロモーター配列、およびＰ４プロモーター配列の一部分を含
むプライマーＡＡ２０３（配列番号：１３８）を、ＸｍａＩ部位およびＰ４プロモーター
配列を含むプライマーＡＡ２０４（配列番号：１３９）と組み合わせ、Ｐｈｕｓｉｏｎ　
Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを用いて、ＰＣＲを行った
。次いで、Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉ
ｘを用いて、得られたＰＣＲ生成物をプライマーＡＡ２０６（配列番号：１４０）および
プライマーＡＡ２０７（配列番号：１４１）で増幅させた。ＸｈｏＩおよびＸｍａＩで消
化した後、Ｐ５Ｐ４　ＰＣＲ生成物とｐＦＰ９９６－ｓｕｆＣＤを連結させて、ｐＦＰ９
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９６－Ｐ５Ｐ４－ｓｕｆＣＤが形成された。左ホモロジーアームＤＮＡ断片（配列番号：
１４２）は、Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍ
ｉｘを使用して、ＥｃｏＲＩ制限部位を含むプライマーＡＡ２０１（配列番号：１４３）
およびＸｈｏＩ制限部位を含むプライマーＡＡ２０２（配列番号：１４４）を用いて、Ｌ
．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＰＮ０５１２ゲノムＤＮＡから増幅させた。
ＥｃｏＲＩおよびＸｈｏＩで消化した後、左ホモロジーアームとｐＦＰ９９６－Ｐ５Ｐ４
－ｓｕｆＣＤ　をＴ４　ＤＮＡリガーゼで連結させて、ｐＦＰ９９６－ｆｅｏＢＡ－Ｐ５
Ｐ４－ｓｕｆＣＤが形成された。ベクターは配列決定によって確認された。ベクターは、
５つの塩基対欠失（ＴＴＧＴＴ）を有し、上流Ｐ５プロモーターにおいて－３５の６量体
の一部分を包含するものであった。
【０１５４】
　上述されたように、ｓｕｆオペロンの上流への合成プロモーター（Ｐ５Ｐ４）の組込み
体は、Ｌ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＰＮ０５１２ΔｌｄｈＤΔｌｄｈＬ
１：：ｉｌｖＤＬｌ＋をｐＦＰ９９６－ｆｅｏＢＡ－Ｐ５Ｐ４－ｓｕｆＣＤで形質転換す
ることによって得られた。形質転換体を、エリスロマイシン（２μｇ／ｍｌ）を含有する
ラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）ＭＲＳ培地中、３０℃で約２０世代増殖さ
せた。培養物を、エリスロマイシン（０．５μｇ／ｍｌ）を含有するラクトバチルス（Ｌ
ａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）ＭＲＳ培地上に蒔いた。単離物を、染色体特異的プライマーＡ
Ａ２０９（配列番号：１４５）およびプラスミド特異的プライマーＡＡ２１０（配列番号
：１４６）を用いて、コロニーＰＣＲにより、シングルクロスオーバーについてスクリー
ニングした。シングルクロスオーバー組込み体を、ラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉ
ｌｌｉ）ＭＲＳ培地中、一連の播種により３７℃で約３０世代増殖させた。培養物をＭＲ
Ｓ培地上に蒔いた。単離物を、エリスロマイシン感受性についてスクリーニングした。単
離物を、Ｐ５特異的プライマーＡＡ２１１（配列番号：１４７）および染色体特異的プラ
イマーｏＢＰ１２６（配列番号：１４８）を使用して、（コロニー）ＰＣＲにより、野生
型または組込み第２クロスオーバーの有無についてスクリーニングした。同定された組込
み株を、ＰＮ０５１２ΔｌｄｈＤΔｌｄｈＬ１：：ｉｌｖＤＬｌ＋ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋

と称した。
【０１５５】
実施例３
Ｔｎ５－トランスポゾンベクター（ｐＴＮ６）の構築およびＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）
－ｓａｄＢ（ｏ）カセットの組込みのためのその使用
　Ｔｎ５は、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）において特徴が十分に明らかにされている細菌トラ
ンスポゾンである（Ｊｏｈｎｓｏｎ　＆　Ｒｅｚｎｉｋｏｆｆ、Ｎａｔｕｒｅ、（１９８
３年）３０４巻：２８０～２８２頁）。乳酸菌（ＬＡＢ）のＴｎ５によって媒介される転
移系が、参照により本明細書に組み込まれる米国仮特許出願第６１／２４６７１７号明細
書に記載された。この実施例では、ＬＡＢの染色体へのランダム遺伝子組込みの送達系と
してのＴｎ５－トランスポゾンベクターの使用が、開発された。開発されたＴｎ５－トラ
ンスポゾンベクター（ｐＴＮ６）（配列番号：１４９）は、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）－Ｌ
．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）シャトルベクターである。プラスミドｐＴＮ
６は、トランスポザーゼ遺伝子（ｔｎｐ）、トランスポザーゼ認識ヌクレオチド　配列Ｔ
ｎ５ＩＥ（１９塩基対内側端部）およびＴｎ５ＯＥ（１９塩基対外側端部）、２つの抗生
物質耐性マーカー；一方は、クロラムフェニコール耐性のもの、他方は、エリスロマイシ
ン耐性のもの、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）のＰ１５Ａ複製開始点、温度感受性であるＬ．プ
ランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）のｐＥ１９４複製開始点（Ｈｏｒｉｎｏｕｃｈｉ
およびＷｅｉｓｂｌｕｍ、Ｊ．　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．、（１９８２年）、１５０巻：８
０４～８１４頁）、ならびに２つのｌｏｘＰヌクレオチド配列（３４塩基対）を含む。ク
ロラムフェニコール耐性遺伝子は、Ｃｒｅリコンビナーゼによるその後の切除のためのｌ
ｏｘＰ部位によってフランキングされている。ＢａｍＨＩ、ＮｏｔＩ、ＳｃａＩ、および
ＳｐｅＩのための制限部位を含む複数のクローニング部位（ＭＳＣ）は、ｌｏｘＰ部位と
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Ｔｎ５ＯＥ部位の間に位置する。クロラムフェニコール耐性遺伝子、２つのｌｏｘＰ部位
、およびＭＣＳは、Ｔｎ５ＩＥとＴｎ５ＯＥによってフランキングされている。
【０１５６】
　Ｔｎ５－トランスポゾンベクターｐＴＮ６を構築するために、第１に、Ｔｎ５ＩＥ、ｌ
ｏｘＰ、クロラムフェニコール耐性遺伝子（ｃｍ）、およびｌｏｘＰを含む１，０４８ｂ
ｐのＴｎ５ＩＥ－ｌｏｘＰ－ｃｍ－ｌｏｘＰカセットが、Ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ　Ｃｏｒｐ
（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）によって合成された（配列番号：１５０）。Ｔｎ５ＩＥ
－ｌｏｘＰ－ｃｍ－Ｐｓｐａｃ－ｌｏｘＰカセットを、ｐＵＣ５７ベクター（Ｇｅｎｓｃ
ｒｉｐｔ　Ｃｏｒｐ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）でクローニングし、プラスミドｐＵ
Ｃ５７－Ｔｎ５ＩＥ－ｌｏｘＰ－ｃｍ－ｌｏｘＰを生成した。クロラムフェニコール耐性
遺伝子は、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）とＬ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）の両
方における選択のためにｓｐａｃプロモーターの制御下に発現される（Ｙａｎｓｕｒａ　
＆　Ｈｅｎｎｅｒ、（１９８４年）、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．
、８１巻：４３９～４４３頁）。プラスミドｐＵＣ５７－Ｔｎ５ＩＥ－ｌｏｘＰ－ｃｍ－
ｌｏｘＰをＮｓｉｌおよびＳａｃＩで消化し、１，０４４ｂｐのＴｎ５ＩＥ－ｌｏｘＰ－
ｃｍ－ｌｏｘＰ断片をゲル精製した。プラスミドｐＦＰ９９６（配列番号：１１０）をＮ
ｓｉＩおよびＳａｃＩで消化し、ｐＢＲ３２２およびｐＥ１９４の複製開始点を含む４，
４１７ｂｐのｐＦＰ９９６断片をゲル精製した。Ｔｎ５ＩＥ－ｌｏｘＰ－ｃｍ－ｌｏｘＰ
断片と４，４１７ｂｐのｐＦＰ９９６断片を連結させて、ｐＴｎＣｍが形成された。
【０１５７】
　第２に、ｐＴｎＣｍ上のｐＢＲ３２２複製開始点をＰ１５Ａ複製開始点で置換した。プ
ラスミドｐＴｎＣｍをＡａｔＩＩおよびＳａｌＩで消化し、ｐＥ１９４複製開始点および
Ｔｎ５ＩＥ－ｌｏｘＰ－ｃｍ－ｌｏｘＰカセットを含む２，５２４ｂｐのｐＴｎＣｍ断片
をゲル精製した。Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ
　Ｍｉｘ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｉｐｓｗｉｃｈ，ＭＡ）を使用す
ることによって、ＳａｌＩ制限部位および１９ｂｐＴｎ５ＯＥヌクレオチド配列を含むプ
ライマーＴ－Ｐ１５Ａ（ＳａｌＩＴｎ５ＯＥ）（配列番号：１５１）およびＡａｔＩＩ制
限部位を含むプライマーＢ－Ｐ１５Ａ（ＡａｔＩＩ）（配列番号：１５２）を用いて、９
１３ｂｐのｐ１５Ａ複製開始点を、ｐＡＣＹＣ１８４　［ＣｈａｎｇおよびＣｏｈｅｎ、
Ｊ．　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．、（１９７８年）１３４巻：１１４１～１１５６頁］からＰ
ＣＲ増幅させた。Ｐ１５Ａ断片は、ＳａｌＩおよびＡａｔＩＩ制限酵素で消化した後、２
，５２４ｂｐのｐＴｎＣｍ断片と連結させて、ｐＴＮ５が形成された。
【０１５８】
　第３に、エリスロマイシン耐性遺伝子（ｅｒｍ）を、ｐＴＮ５上のＨｉｎｄＩＩＩ部位
にクローニングした。Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔ
ｅｒ　Ｍｉｘを使用することによって、ＮｓｉＩ制限部位を含むプライマーＴ－ｅｒｍ（
ＨｉｎｄＩＩＩ）（配列番号：１５３）およびＮｓｉＩ制限部位を含むプライマーＢ－ｅ
ｒｍ（ＨｉｎｄＩＩＩ）（配列番号：１５４）を用いて、１，１３２ｂｐのエリスロマイ
シン耐性遺伝子（ｅｒｍ）ＤＮＡ断片を、ベクターｐＦＰ９９６（配列番号：１１０）か
らＰＣＲ増幅により生成し、ｐＴＮ５上のＨｉｎｄＩＩＩ制限部位にクローニングして、
ｐＴＮ５－ｅｒｍが生成された。
【０１５９】
　最後に、トランスポザーゼをコードするｔｎｐ遺伝子配列を、ＳＯＥ（オーバーラップ
伸長によるスプライシング）ＰＣＲにより、ｎｐｒ（バチルス・アミロリクエファシエン
ス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）由来の中性プロテアーゼ
）プロモーター［Ｎａｇａｒａｊａｎら、Ｊ．　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ、（１９８４年）、
１５９巻：８１１～８１９頁］に融合し、ｐＴＮ５－ｅｒｍ上のＮｓｉＩ部位にクローニ
ングした。Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉ
ｘを使用することによって、ＮｓｉＩ制限部位を含むＴ－Ｐｎｐｒ（ＮｓｉＩ）（配列番
号：１５６）および１７ｂｐの重なり配列を含む　Ｂ－Ｐｎｐｒ（ｔｎｐ）（配列番号：
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１５７）のプライマーセットを用いて、Ｐｎｐｒプロモーター（配列番号：１５５）を含
むＤＮＡ断片を、ｐＢＥ８３から　［Ｎａｇａｒａｊａｎら、Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ
　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ、（１９９３年）、５９巻：３８９４～３８９８頁］からＰＣＲ増
幅させた。Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉ
ｘを使用することによって、２１ｂｐの重なり配列を含むＴ－ｔｎｐ（Ｐｎｐｒ）（配列
番号：１１５８）およびＮｓｉＩ制限部位を含むＢ－ｔｎｐ（ＮｓｉＩ）（配列番号：１
５９）のプライマーセットを用いて、ｔｎｐコード領域（配列番号：１０８）を、ｐＵＴ
ｍＴｎ５－（Ｓｈａｒｐｅら、Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ、（２０
０７年）、７３巻：１７２１～１７２８頁）からＰＣＲ増幅させた。２つの反応のＰＣＲ
生成物を混合し、外側プライマー（Ｔ－Ｐｎｐｒ（ＮｓｉＩ）およびＢ－ｔｎｐ（Ｎｓｉ
Ｉ））を使用して増幅させると、Ｐｎｐｒ－ｔｎｐ融合ＤＮＡ断片（配列番号：１６０）
が生成した。プラスミドｐＴＮ５－ｅｒｍをＮｓｉＩで消化し、仔ウシ小腸由来ホスファ
ターゼ（Ｃａｌｆ　Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）（Ｎｅｗ　Ｅｎｇ
ｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，ＭＡ）で処理して、自己連結を防止した。消化されたｐＴＮ
５－ｅｒｍベクターとＮｓｉＩで消化させたＰｎｐｒ－ｔｎｐ断片を連結させた。連結混
合物を、電気穿孔で大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）Ｔｏｐ１０細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃ
ｏｒｐ、Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）に形質転換した。形質転換体を、３７℃で２５μｇ／
ｍＬのクロラムフェニコールを含有するＬＢプレート上で選択した。次いで、Ｐｎｐｒ－
ｔｎｐカセットの外側プライマーを用いて、形質転換体をコロニーＰＣＲによりスクリー
ニングし、プライマーｐＴｎＣｍ（７１１）（配列番号：１６１）、ｐＴｎＣｍ（１４２
２）（配列番号：１６２）、およびｐＴｎＣｍ（３０２５）（配列番号：１６３）を用い
てＤＮＡ配列決定により確認した。得られたプラスミドをｐＴＮ６と名付けた。
【０１６０】
　このＴｎ５－トランスポゾンベクターｐＴＮ６を、ＰＮ０５１２ΔｌｄｈＤΔｌｄｈＬ
１：：ｉｌｖＤＬｌ＋ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋株の染色体へのＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）
－ｓａｄＢ（ｏ）カセットの組込みのためのランダム遺伝子送達系として使用した。Ｐｈ
ｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを使用するこ
とによって、ＳａｌＩおよびＫｐｎＩ制限部位を含むＴ－ｇｒｏＥ（ＳａｌＩＫｐｎＩ）
（配列番号：１６５）およびＢａｍＨＩ制限部位を含むＢ－ｇｒｏＥ（ＢａｍＨＩ）（配
列番号：１６６）のプライマーセットを用いて、ＰｇｒｏＥプロモーターを含むＤＮＡ断
片（ＹｕａｎおよびＷｏｎｇ、Ｊ．　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ、（１９９５年）１７７巻：５
４２７～５４３３頁）（配列番号：１６４）を、バチルス・サブティリス（Ｂａｃｉｌｌ
ｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）のゲノムＤＮＡからＰＣＲ増幅させた。得られた１５４ｂｐの
ＰｇｒｏＥプロモーター断片は、ＳａｌＩおよびＢａｍＨＩ制限酵素で消化した後、プラ
スミドｐＴＮ６のＳａｌＩおよびＢａｍＨＩ部位にクローニングし、ｐＴＮ６－Ｐｇｒｏ
Ｅが形成された。ラクトコッカス・ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ
）由来の分枝鎖ケトール酸デカルボキシラーゼをコードするｋｉｖＤ遺伝子のコード領域
は、Ｌ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）における発現に最適化されたコドンで
あった。ＲＢＳを含むｋｉｖＤ（ｏ）と呼ばれる最適化されたコード領域配列（配列番号
：９０）は、Ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ　Ｃｏｒｐ（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）によって合
成された。ＲＢＳを一緒に含むｋｉｖＤ（ｏ）コード領域（配列番号：１６７）を、ｐＵ
Ｃ５７ベクターでクローニングして、プラスミドｐＵＣ５７－ｋｉｖＤ（ｏ）が生成され
た。プラスミドｐＵＣ５７－ｋｉｖＤ（ｏ）をＢａｍＨＩおよびＮｏｔＩで消化し、１，
６４７ｂｐのＲＢＳ－ｋｉｖＤ（ｏ）断片をゲル精製した。ＲＢＳ－ｋｉｖＤ（ｏ）断片
を、ｐＴＮ６－ＰｇｒｏＥ上のＢａｍＨＩおよびＮｏｔＩ制限部位にクローニングして、
ｐＴＮ６－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）が生成された。プライマーＴ－ｇｒｏＥ（Ｓａｌ
ＩＫｐｎＩ）およびｋｉｖＤ（ｏ）Ｒ（配列番号：１６５および１６８）を用いて、正確
なクローンをコロニーＰＣＲにより確認し、予想されたサイズの１，８２２ｂｐの断片が
生成された。次いで、米国特許出願第１２／４３０３５６号明細書に記載されていた、ア
クロモバクター・キシロソキシダンス（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ　ｘｙｌｏｓｏｘｉ
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ｄａｎｓ）由来の分枝鎖アルコールデヒドロゲナーゼのｓａｄＢ遺伝子コード領域を、ｐ
ＴＮ６－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）のｋｉｖＤ（ｏ）コード領域の下流にクローニング
した。Ａ．　キシロソキシダンス（Ａ．　ｘｙｌｏｓｏｘｉｄａｎｓ）ｓａｄＢコード領
域は、Ｌ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）における発現に最適化されたコドン
であった。ＲＢＳを含むｓａｄＢ（ｏ）と呼ばれる新しいコード領域（配列番号：１０５
）は、Ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ　Ｃｏｒｐ（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）によって合成され
、ｐＵＣ５７ベクターでクローニングされ、プラスミドｐＵＣ５７－ｓａｄＢ（ｏ）が生
成された。Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉ
ｘを使用することによって、ＮｏｔＩ制限部位を含むＴ－ｓａｄＢ（ｏ）（ＮｏｔＩ）（
配列番号：１７０）およびＮｏｔＩ制限部位を含むＢ－ｓａｄＢ（ｏ）（ＮｏｔＩ）（配
列番号：１７１）のプライマーセットを用いて、ＲＢＳおよびｓａｄＢ（ｏ）コード領域
を含む１，０８９ｂｐのＤＮＡ断片（配列番号：１６９）を、ｐＵＣ５７－ｓａｄＢ（ｏ
）からＰＣＲ増幅させた。ＲＢＳ－ｓａｄＢ（ｏ）遺伝子断片は、ＮｏｔＩで消化した後
、ｐＴＮ６－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）のＮｏｔＩ制限部位にクローニングして、ｐＴ
Ｎ６－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）－ｓａｄＢ（ｏ）が生成された。ｋｉｖＤ（ｏ）１５
２９（配列番号：１７２）およびＢ－ｓｐａｃ（ｃｍ）（配列番号：１７３）プライマー
を用いて、正確なクローンを、ＤＮＡ配列決定により確認した。この構築においては、ｓ
ａｄＢ（ｏ）およびｋｉｖＤ（ｏ）コード領域が、ＰｇｒｏＥプロモーター由来のオペロ
ンにおいて発現される。
【０１６１】
　一般方法に記載のように、得られたプラスミドｐＴＮ６－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）
－ｓａｄＢ（ｏ）を、電気穿孔によりＰＮ０５１２ΔｌｄｈＤΔｌｄｈＬ１：：ｉｌｖＤ
Ｌｌ＋ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋に形質転換した。７．５μｇ／ｍｌのクロラムフェニコール
を補充したラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）ＭＲＳ培地上で、形質転換体を
選択した。クロラムフェニコール耐性コロニーを、７．５μｇ／ｍｌのクロラムフェニコ
ールを含有するラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）ＭＲＳ培地中、許容温度３
０℃で、約１０世代増殖させた。培養物を、新鮮なＭＲＳ培地中、１／１００の希釈で播
種し、ラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）ＭＲＳ培地中、一連の播種により３
７℃で約２０世代増殖させた。培養物を、７．５μｇ／ｍｌのクロラムフェニコールを含
有するラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）ＭＲＳ上に蒔いた。単離物を、１．
５μｇ／ｍｌのエリスロマイシンを含有するラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ
）ＭＲＳプレート上のコロニーを再び画線することにより、トランスポゾンに沿って染色
体に組み込まれたＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）－ｓａｄＢ（ｏ）カセットを含むと推定さ
れたエリスロマイシン感受性コロニーについてスクリーニングした。ｋｉｖＤ（ｏ）配列
特異的プライマーＫｉｖＤ（ｏ）１５２９およびｓａｄＢ（ｏ）配列特異的プライマーＢ
－ｓａｄＢ（ｏ）（ＮｏｔＩ）を用いて、コロニーＰＣＲにより、トランスポゾンによっ
て媒介された組込み体は、予想されたサイズのＰＣＲ生成物（１，２２０ｂｐ）を生成し
たことが確認された。
【０１６２】
　染色体に由来するｌｏｘＰ部位によってフランキングされているクロラムフェニコール
耐性マーカーを切除するために、Ｃｒｅリコンビナーゼを発現するヘルパープラスミドｐ
ＦＰ３５２（配列番号：１７４）を、一般方法に記載されたプロトコルに従って、トラン
スポゾンによって媒介された組込み体に形質転換し、１．５μｇ／ｍｌのエリスロマイシ
ンを含有するラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）ＭＲＳプレート上、３０℃
で増殖させた。Ｃｒｅリコンビナーゼは、ｌｏｘＰ部位間での組換えによってクロラムフ
ェニコールマーカーを染色体から切除する。エリスロマイシン耐性形質転換体をＭＲＳ培
地に播種し、３７℃で約１０世代増殖させた。培養物を、抗生物質を含まないラクトバチ
ルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）ＭＲＳ上に蒔き、３０℃で増殖させた。単離物を、１
．５μｇ／ｍｌのエリスロマイシンを含有するラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌ
ｉ）ＭＲＳプレートとクロラムフェニコール（７．５μｇ／ｍｌ）を含有するラクトバチ



(40) JP 5805094 B2 2015.11.4

10

20

30

40

50

ルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）ＭＲＳプレートで別々に、コロニーの増殖を試験して
、ｐＦＰ３５２の損失およびクロラムフェニコールマーカーの除去を評価することによっ
て、エリスロマイシンとクロラムフェニコールの両方の感受性コロニーについてスクリー
ニングした。最後に、プライマーＢ－ｇｒｏＥ（ＢａｍＨＩ）を用いて、ゲノムＤＮＡ配
列決定により、組込み体を確認した。ＭａｓｔｅｒＰｕｒｅ　ＤＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ（登録商標）キット（Ｅｎｐｉｃｅｎｔｒｅ、Ｉｎｃ．、Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ
）を使用して、ゲノムＤＮＡを調製した。ＤＮＡ配列決定の結果によって、ＰｇｒｏＥ－
ｋｉｖＤ（ｏ）－ｓａｄＢ（ｏ）カセットを、１，４－α－Ｄ－グルカン鎖のセグメント
から同様のグルカン鎖における第一級ヒドロキシ基への移動を触媒するグリコーゲン分枝
酵素をコードするｇｌｇＢ遺伝子のコード領域内に挿入したことが示された。得られた組
込み体は、ＰＮ０５１２ΔＩｄｈＤΔｌｄｈＬ１：：ｉｌｖＤ（Ｌｌ）ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ
４＋　ｇｌｇＢ：：Ｔｎ５－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）－ｓａｄＢ（ｏ）と名付けた。
【０１６３】
実施例４
ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））ベクターの
構築
　本実施例の目的は、ラクトコッカス・ラクティス亜種ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．　ｌａｃｔｉｓ）ＮＣＤＯ２１１８（ＮＣＩＭＢ　７
０２１１８）［Ｇｏｄｏｎら、Ｊ．　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．、（１９９２年）１７４巻：
６５８０～６５８９頁］由来のケトール酸レダクトイソメラーゼのｉｌｖＣコード領域（
配列番号：６７）のｐＤＭ５ベクターへのクローニングを説明することである。
【０１６４】
　ｐＤＭ１のＰ３０プロモーターを、ｌａｃＯオペレーター配列およびｌａｃＩ　リプレ
ッサー遺伝子に融合させたＢ．サブティリス（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）ｇｒｏＥプロモー
ター（ＰｇｒｏＥ）で置換することによって、プラスミドｐＤＭ５（配列番号：１７５）
を構築した。プラスミドｐＤＭ１は実施例１に記載されている。プラスミドｐＨＴＯ１（
Ｍｏ　Ｂｉ　Ｔｅｃ、Ｇｏｅｔｔｉｎｇｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）をＳａｃＩで消化し、Ｋ
ｌｅｎｏｗ断片で処理して、平滑末端を作製し、ＢａｍＨＩで消化し、次いで１，５４８
ｂｐのｌａｃＩ－ＰｇｒｏＥ／ｌａｃＯ断片（配列番号：１７６）をゲル精製した。ｌａ
ｃＩ－ＰｇｒｏＥ／ｌａｃＯ断片を、Ｐ３０プロモーターの代わりにｐＤＭ１のＫｐｎＩ
部位（Ｋｌｅｎｏｗ断片による平滑末端化）およびＢａｍＨＩ部位にクローニングして、
ｐＤＭ５が形成された。
【０１６５】
　ｌｄｈＬ１（ラクトバチルス・プランタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎ
ｔａｒｕｍ）ＰＮ０５１２由来のＬ－乳酸デヒドロゲナーゼ）プロモーター（ＰｌｄｈＬ
１）およびラクトコッカス・ラクティス亜種ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａ
ｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．　ｌａｃｔｉｓ）ＮＣＤＯ２１１８由来のｉｌｖＣコード領域を
含むＤＮＡ断片ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））を、Ｓ
ＯＥ（オーバーラップ伸長によるスプライシング）ＰＣＲにより生成した。Ｐｈｕｓｉｏ
ｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを使用することによっ
て、ＮｏｔＩ制限部位を含むＴ－ｌｄｈＬ１（ＮｏｔＩ）（配列番号：１７７）および１
９ｂｐの重なり配列を含むＢ－ｌｄｈＬＩ（ＣＬＩ）（配列番号：１７８）のプライマー
セットを用いて、ＰｌｄｈＬ１プロモーターを含むＤＮＡ断片を、ラクトバチルス・プラ
ンタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＰＮ０５１２のゲノムＤ
ＮＡからＰＣＲ増幅させた。Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍ
ａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを使用することによって、１７ｂｐの重なり配列を含むＴ－ＣＬＩ（
ｌｄｈ）（配列番号：１７９）およびＰｖｕＩ制限部位を含むＢ－ＣＬＩ（ＰｖｕＩ）（
配列番号：１８０）のプライマーセットを用いて、ｉｌｖＣコード領域を、ラクトコッカ
ス・ラクティス亜種ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．
　ｌａｃｔｉｓ）ＮＣＤＯ２１１８のゲノムＤＮＡからＰＣＲ増幅させた。２つの断片の
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ＰＣＲ生成物を混合し、外側プライマーＴ－ｌｄｈＬ１（ＮｏｔＩ）およびＢ－ＣＬＩ（
ＰｖｕＩ）を使用して増幅させて、ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａ
ｃｔｉｓ））融合ＤＮＡ断片が生成された。プラスミドｐＤＭ５をＮｏｔＩおよびＰｖｕ
Ｉ制限酵素で消化し、ＮｏｔＩおよびＰｖｕＩ制限酵素で消化した後、ＰｌｄｈＬ１－ｉ
ｌｖＣ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））カセットと連結させた。連結混合物を、
電気穿孔で大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）Ｔｏｐ１０細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ、
Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）に形質転換した。形質転換体を、３７℃で２５μｇ／ｍＬのク
ロラムフェニコールを含有するＬＢプレート上で選択した。次いで、ＰｌｄｈＬ１－ｉｌ
ｖＣ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））カセットの外側プライマーを用いて、形質
転換体をコロニーＰＣＲによりスクリーニングし、Ｔ－ｌｄｈＬ１（ＮｏｔＩ）（配列番
号：１７７）およびｐＤＭ（Ｒ）ｎｅｗ（配列番号：１８１）を用いてＤＮＡ配列決定に
より確認した。得られたプラスミドは、ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．ラクテ
ィス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））（配列番号：１８２）と名付けた。
【０１６６】
実施例５
ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎ
ｓ）５）ベクターの構築
　本実施例の目的は、シュードモナス・フルオレッセンス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｆ
ｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５由来のケトール酸レダクトイソメラーゼのｉｌｖＣコード
領域の発現ベクターへのクローニングを説明することである。
【０１６７】
　Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５　ｉｌｖＣコード領域は
、主要な宿主としてラクトバチルス・プランタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌ
ａｎｔａｒｕｍ）における発現に最適化されたコドンであった。ＲＢＳを一緒に含むｉｌ
ｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５）またはｉｌｖＣ（
Ｐｆ５）と呼ばれるこの最適化されたコード領域（配列番号：１８３）は、Ｇｅｎｓｃｒ
ｉｐｔ　Ｃｏｒｐ（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）によって合成された。コード領域ｉｌ
ｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５）およびＲＢＳ断片
を、ｐＵＣ５７ベクターでクローニングし、プラスミドｐＵＣ５７－ｉｌｖＣ（Ｐ．フル
オレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５）を生成し、次いでＸｈｏＩ－Ｋｐ
ｎＩ断片であるｐＦＰ９９６－ＰｌｄｈＬ１（配列番号：１８４）にサブクローニングし
て、ｐＦＰ９９６－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅ
ｓｃｅｎｓ）ＰＦ５）が形成された。ｐＦＰ９９６－ＰｌｄｈＬ１は、実施例４に記載さ
れたＰｌｄｈＬ１　ＤＮＡ断片を含む。ラクトバチルス・プランタルム（Ｌａｃｔｏｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＰＮ０５１２）プロモーター（ＰｌｄｈＬ１）由来
のｌｄｈＬ１（Ｌ－乳酸デヒドロゲナーゼおよびシュードモナス・フルオレッセンス（Ｐ
ｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５由来のｉｌｖＣコード領域を含
むＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ
５）ＤＮＡ断片（配列番号：１８５）は、ＮｏｔＩ制限部位を含むＴ－ｌｄｈＬ１（Ｎｏ
ｔＩ）（配列番号：１８６）およびＥｃｏＲＶ制限部位を含むＢ－ＣＰｆ（ｏ）（Ｅｃｏ
ＲＶ）（配列番号：１８７）のプライマーセットを用いて、ｐＦＰ９９６－ＰｌｄｈＬ１
－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５）からＰＣＲ
により生成した。１，２９７ｂｐのＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ
．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５）断片をＮｏｔＩおよびＥｃｏＲＶで消化し、ｐＤＭ
１－ｉｌｖＤ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））のＮｏｔＩ部位およびＰｖｕＩＩ
部位に連結させて、ｐＤＭ１－ｉｌｖＤ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））－Ｐｌ
ｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５）を
生成した。ｐＤＭ１－ｉｌｖＤ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））の構築は、米国
仮特許出願第６１／１００８１０号明細書の実施例１に以下の通り記載されている。
【０１６８】
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　プライマー３Ｔ－ｉｌｖＤＬＩ（ＢａｍＨＩ）（配列番号：１８８）および５Ｂ－ｉｌ
ｖＤＬＩ（ＮｏｔＩ）（配列番号：１８９）を用いて、ラクトコッカス・ラクティス（Ｌ
ａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）ｉｌｖＤコード領域（配列番号：９４）を、ラク
トコッカス・ラクティス亜種ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕ
ｂｓｐ．　ｌａｃｔｉｓ）ＮＣＤＯ２１１８ゲノムＤＮＡからＰＣＲ増幅させた。Ｐｕｒ
ｅｇｅｎｅ　Ｇｅｎｔｒａ　Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ；Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）を用いて
、Ｌ．ラクティス亜種ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．　ｌａｃｔｉｓ）Ｎ
ＣＤＯ２１１８ゲノムＤＮＡを調製した。１．７ＫｂｐのＬ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔ
ｉｓ）ｉｌｖＤ　ＰＣＲ生成物（ｉｌｖＤＬＩ）をＮｏｔＩで消化し、ＤＮＡポリメラー
ゼのＫｌｅｎｏｗ断片で処理して、平滑末端を作製した。得られたＬ．ラクティス（Ｌ．
ｌａｃｔｉｓ）ｉｌｖＤコード領域断片をＢａｍＨＩで消化し、ＱＩＡＧＥＮゲル抽出キ
ット（ＱＩＡＧＥＮ）を使用して、ゲル精製した。プラスミドｐＤＭ１をＡｐａＬＩで消
化し、ＤＮＡポリメラーゼのＫｌｅｎｏｗ断片で処理して、平滑末端を作製し、次いでＢ
ａｍＨＩで消化した。ゲル精製したＬ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ）ｉｌｖＤコード
領域断片を、プラスミドｐＤＭ１のＢａｍＨＩおよびＡｐａＬＩ（平滑）部位に連結した
。連結混合物を、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）Ｔｏｐ１０細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；Ｃａ
ｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）に形質転換した。形質転換体を、選択のためにＬＢクロラムフェニ
コールプレート上に蒔いた。陽性クローンをＳａｌＩ消化によりスクリーニングし、予想
されたサイズの５．３Ｋｂｐを有する１断片が得られた。陽性クローンを、ＤＮＡ配列決
定によりさらに確認した。正確なクローンは、ｐＤＭ１－ｉｌｖＤ（Ｌ．ラクティス（Ｌ
．ｌａｃｔｉｓ））と名付けた。これは、Ｐ３０から発現されたＬ．ラクティス（Ｌ．ｌ
ａｃｔｉｓ）ｉｌｖＤコード領域を有するものである。
【０１６９】
　ｐＤＭ１－ｉｌｖＤ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖ
Ｃ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５）のＰ３０プロモータ
ーを、ｌａｃＯオペレーター配列およびｌａｃＩリプレッサー遺伝子に融合させたＢ．サ
ブティリス（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）ｇｒｏＥプロモーター（ＰｇｒｏＥ）で置換した。
プラスミドｐＨＴＯ１（Ｍｏ　Ｂｉ　Ｔｅｃ、Ｇｏｅｔｔｉｎｇｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）
をＳａｃＩで消化し、Ｋｌｅｎｏｗ断片で処理して、平滑末端を作製し、ＢａｍＨＩで消
化し、次いで１，５４８ｂｐのｌａｃＩ－ＰｇｒｏＥ／ｌａｃＯ断片（配列番号：１７６
）をゲル精製した。ｌａｃＩ－ＰｇｒｏＥ／ｌａｃＯ　ＤＮＡ断片を、Ｐ３０プロモータ
ーの代わりにｐＤＭ１－ｉｌｖＤ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））－ＰｌｄｈＬ
１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５）のＫｐｎ
Ｉ部位（Ｋｌｅｎｏｗ断片による平滑末端）およびＢａｍＨＩ部位にクローニングして、
ｐＤＭ５－ｉｌｖＤ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ
（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５）が生成された。
【０１７０】
　ｉｌｖＤ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））断片を除去するために、ｐＤＭ５－
ｉｌｖＤ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フル
オレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５）をＮｏｔＩおよびＢａｍＨＩで消
化し、ＣＩＰで処理して、平滑末端を作製した。ｐＤＭ５主鎖、ｌｄｈＬ１プロモーター
（ＰｌｄｈＬ１）、およびＰ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５
　ｉｌｖＣコード領域を含む６，２０７ｂｐのＤＮＡ断片をゲル精製し、自己連結させ、
ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎ
ｓ）ＰＦ５）が生成された。
【０１７１】
実施例６
ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｓ．ミュータンス（Ｓ．ｍｕｔａｎｓ））、ｐＤＭ
５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｓ．サーモフィルス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ））
、およびｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．メセンテロイデス（Ｌ．ｍｅｓｅｎｔ
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ｅｒｏｉｄｅｓ））ベクターの構築
　本実施例の目的は、ケトール酸レダクトイソメラーゼ用のストレプトコッカス・ミュー
タンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕｔａｎｓ）ＵＡ１５９　ｉｌｖＣコード領域
（コード配列番号：２７；タンパク質配列番号：２８）、ケトール酸レダクトイソメラー
ゼ用のストレプトコッカス・サーモフィルス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍ
ｏｐｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ－９　ｉｌｖＣコード領域（（コード配列番号：５５；タンパク
質配列番号：５６）、およびケトール酸レダクトイソメラーゼ用のロイコノストック・メ
センテロイデス亜種メセンテロイデス（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉ
ｄｅｓ　ｓｕｂｓｐ．　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ）ＡＴＣＣ８２９３　ｉｌｖＣコー
ド領域（コード配列番号：３９；タンパク質配列番号：４０）の発現ベクターへのクロー
ニングを説明することである。
【０１７２】
　Ｓ．ミュータンス（Ｓ．ｍｕｔａｎｓ）、Ｓ．サーモフィルス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈ
ｉｌｕｓ）、およびＬ．メセンテロイデス（Ｌ．ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ）ｉｌｖＣ
コード領域を、実施例４および５のＬ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ）およびＰ．フル
オレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＰＦ５　ｉｌｖＣ遺伝子と同じプロモータ
ーの制御下にクローンするために、まずベクターｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ＭＣＳを構築
した。Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを
使用して、ＮｏｔＩ制限部位を含むプライマーＡＡ２３４（配列番号：１９０）、ならび
にマルチクローニング部位（ＭＣＳ）用の複数の制限部位およびＤｒｄＩ制限部位を含む
プライマーＡＡ１７９（配列番号：１９１）を用いて、Ｌ．プランタルム（Ｌ．ｐｌａｎ
ｔａｒｕｍ）ＰＮ０５１２ゲノムＤＮＡ由来のｌｄｈＬ１プロモーターを増幅させた。得
られたＤＮＡ断片をＮｏｔＩおよびＤｒｄＩで消化した。ベクターｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ
１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）Ｐｆ５）をＮｏｔ
ＩおよびＤｒｄＩで消化し、より大型の断片（４７１２ｂｐ）をゲル精製して、Ｐｌｄｈ
Ｌ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）Ｐｆ５）配列を
除去した。ゲル精製された断片と消化されたＰｌｄｈＬ１－ＭＣＳ　ＰＣＲを連結させて
、特異な制限部位ＫａｓＩ、ＰａｃＩ、ＡｖｒＩＩ、ＳａｃＩ、およびＰｍｅＩを有する
ベクターｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ＭＣＳを作製した。ベクターはＰＣＲおよび配列決定
によって確認された。
【０１７３】
　Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを使用
して、ＡｖｒＩＩ制限部位およびリボソーム結合配列を含むプライマーＡＡ２３５（配列
番号：１９２）、ならびにＳａｃＩ制限部位を含むプライマーＡＡ２３６（配列番号：１
９３）を用いて、Ｓ．ミュータンス（Ｓ．ｍｕｔａｎｓ）ＵＡ１５９ゲノムＤＮＡ由来の
ストレプトコッカス・ミュータンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕｔａｎｓ）ＵＡ
１５９　ｉｌｖＣコード領域（配列番号：２７）を増幅させた。Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇ
ｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを使用して、ＡｖｒＩＩ制限部位
およびリボソーム結合配列を含むプライマーＡＡ２３７（配列番号：１９４）、ならびに
ＳａｃＩ制限部位を含むプライマーＡＡ２３８（配列番号：：１９５）を用いて、ストレ
プトコッカス・サーモフィルス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕ
ｓ）ＬＭＤ－９（ＡＴＣＣ　ＢＡＡ－４９１）ｉｌｖＣコード領域（配列番号：５５）を
、コロニーＰＣＲにより増幅させた。Ｐｈｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　Ｐ
ＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを使用して、ＡｖｒＩＩ制限部位およびリボソーム結合配列
を含むプライマーＡＡ２３９（配列番号：１９６）、ならびにＳａｃＩ制限部位を含むプ
ライマーＡＡ２４０（配列番号：：１９７）を用いて、Ｌ．メセンテロイデス亜種メセン
テロイデス（Ｌ．ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｓｕｂｓｐ．　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄ
ｅｓ）ＡＴＣＣ　８２９３ゲノムＤＮＡ由来のロイコノストック・メセンテロイデス亜種
メセンテロイデス（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｓｕｂｓｐ
．　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ）ＡＴＣＣ　８２９３　ｉｌｖＣコード領域（配列番号
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：３９）を増幅させた。３つのｉｌｖＣ遺伝子をＡｖｒＩＩおよびＳａｃＩで切断し、個
別にｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ＭＣＳの対応する制限部位に連結させ、ＡｖｒＩＩおよび
ＳａｃＩで消化の後、ベクターｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｓ．ミュータンス（
Ｓ．ｍｕｔａｎｓ））、ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｓ．サーモフィルス（Ｓ．
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ））、およびｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．メセン
テロイデス（Ｌ．ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ））が作製された。ベクターはＰＣＲおよ
び配列決定によって確認された。
【０１７４】
実施例７
ベクターｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））、
ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｓ．ミュータンス（Ｓ．ｍｕｔａｎｓ））、ｐＤＭ
５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｓ．サーモフィルス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ））
、ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．メセンテロイデス（Ｌ．ｍｅｓｅｎｔｅｒｏ
ｉｄｅｓ））、またはｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）Ｐｆ５）を含むＰＮ０５１２ΔＩｄｈＤΔｌｄｈＬ１：：ｉｌ
ｖＤ（Ｌｌ）ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋ｇｌｇＢ：：Ｔｎ５－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）－
ｓａｄＢ（ｏ）を使用したイソブタノールの生成
　本実施例の目的は、ベクターｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセン
ス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）Ｐｆ５）を含むＰＮ０５１２ΔＩｄｈＤΔｌｄｈＬ１
：：ｉｌｖＤ（Ｌｌ）ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋　ｇｌｇＢ：：Ｔｎ５－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖ
Ｄ（ｏ）－ｓａｄＢ（ｏ）に比べて、ベクターｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．
ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））、ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｓ．ミュータ
ンス（Ｓ．ｍｕｔａｎｓ））、ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｓ．サーモフィルス
（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ））、またはｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．
メセンテロイデス（Ｌ．ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ））を含むＰＮ０５１２ΔＩｄｈＤ
ΔｌｄｈＬ１：：ｉｌｖＤ（Ｌｌ）ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋　ｇｌｇＢ：：Ｔｎ５－Ｐｇｒ
ｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）－ｓａｄＢ（ｏ）において、イソブタノールの生成が増大している
ことを説明することである。
【０１７５】
　イソブタノール生合成経路の遺伝子を発現させる組換えラクトバチルス・プランタルム
（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）を構築するために、ＰＮ０５１２
ΔＩｄｈＤΔｌｄｈＬ１：：ｉｌｖＤ（Ｌｌ）ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋　ｇｌｇＢ：：Ｔｎ
５－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）－ｓａｄＢ（ｏ）のコンピテント細胞を、一般方法に記
載されているように調製し、プラスミドｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオ
レッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）Ｐｆ５）、ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖ
Ｃ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））、ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｓ．
ミュータンス（Ｓ．ｍｕｔａｎｓ））、ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｓ．サーモ
フィルス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ））、またはｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖ
Ｃ（Ｌ．メセンテロイデス（Ｌ．ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ））で形質転換して、それ
ぞれＰＮ０５１２ΔＩｄｈＤΔｌｄｈＬ１：：ｉｌｖＤ（Ｌｌ）ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋　
ｇｌｇＢ：：Ｔｎ５－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）－ｓａｄＢ（ｏ）／　ｐＤＭ５－Ｐｌ
ｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）Ｐｆ５）、
ＰＮ０５１２ΔＩｄｈＤΔｌｄｈＬ１：：ｉｌｖＤ（Ｌｌ）ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋　ｇｌ
ｇＢ：：Ｔｎ５－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）－ｓａｄＢ（ｏ）／　ｐＤＭ５－Ｐｌｄｈ
Ｌ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））、ＰＮ０５１２ΔＩｄｈＤΔｌ
ｄｈＬ１：：ｉｌｖＤ（Ｌｌ）ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋　ｇｌｇＢ：：Ｔｎ５－ＰｇｒｏＥ
－ｋｉｖＤ（ｏ）－ｓａｄＢ（ｏ）／　ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｓ．ミュー
タンス（Ｓ．ｍｕｔａｎｓ））、ＰＮ０５１２ΔＩｄｈＤΔｌｄｈＬ１：：ｉｌｖＤ（Ｌ
ｌ）ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋　ｇｌｇＢ：：Ｔｎ５－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）－ｓａｄ
Ｂ（ｏ）／　ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｓ．サーモフィルス（Ｓ．ｔｈｅｒｍ
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ｏｐｈｉｌｕｓ））、およびＰＮ０５１２ΔＩｄｈＤΔｌｄｈＬ１：：ｉｌｖＤ（Ｌｌ）
ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋　ｇｌｇＢ：：Ｔｎ５－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）－ｓａｄＢ（
ｏ）／　ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．メセンテロイデス（Ｌ．ｍｅｓｅｎｔ
ｅｒｏｉｄｅｓ））を得た。イソブタノール経路の第１の酵素であるアセト乳酸合成酵素
は、内在性遺伝子からの自然発現により準備した。
【０１７６】
　ＰＮ０５１２ΔＩｄｈＤΔｌｄｈＬ１：：ｉｌｖＤ（Ｌｌ）ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋　ｇ
ｌｇＢ：：Ｔｎ５－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）－ｓａｄＢ（ｏ）を含むベクターの５つ
の株ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃ
ｅｎｓ）Ｐｆ５）、ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔ
ｉｓ））、ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｓ．ミュータンス（Ｓ．ｍｕｔａｎｓ）
）、ｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｓ．サーモフィルス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉ
ｌｕｓ））、またはｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．メセンテロイデス（Ｌ．ｍ
ｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ））を、培養試験管中、１０μｇ／ｍｌのクロラムフェニコー
ルを含有するラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）ＭＲＳ培地に播種し、３０℃
で１晩好気培養した。１晩培養物を使用して、１２０ｍｌの血清ビンに、１００ｍＭ　３
－モルホリノプロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）ｐＨ７、１０μｇ／ｍｌクロラムフェニコ
ール、４０μＭクエン酸第二鉄、および０．５ｍＭシステインを含有するＭＲＳ培地２０
ｍｌを初期ＯＤ６００　０．３になるまで播種した。培養物を、振盪（１００ＲＰＭ）し
ながら３７℃で７２時間嫌気増殖させた。培養物の試料を、３７００ｘｇで１０分間、４
℃で遠心し、上澄液を、０．２μｍのフィルター（Ｐａｌｌ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ、Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ，ＭＩ）に通して濾過した。濾過した上澄液は、カラムＨＰ－Ｉ
ｎｎｏｗａｘ　Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ　Ｇｌｙｃｏｌ　Ｉｎｎｏｗａｘ　Ｐｏｌｙｅ
ｔｈｙｌｅｎｅ　Ｇｌｙｃｏｌ（１９０９１Ｎ－１１３、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ、Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，ＣＡ）および炎イオン化検出を備えたＧＣで分
析した。表３の結果は、これら５株についてイソブタノールの生成を示している。ＰＮ０
５１２ΔＩｄｈＤΔｌｄｈＬ１：：ｉｌｖＤ（Ｌｌ）ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋　ｇｌｇＢ：
：Ｔｎ５－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）－ｓａｄＢ（ｏ）含有ベクターｐＤＭ５－Ｐｌｄ
ｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））によって生成されたイソブタ
ノールの量は４．９ｍＭであり、これは、ＰＮ０５１２ΔＩｄｈＤΔｌｄｈＬ１：：ｉｌ
ｖＤ（Ｌｌ）ｓｕｆ：：Ｐ５Ｐ４＋　ｇｌｇＢ：：Ｔｎ５－ＰｇｒｏＥ－ｋｉｖＤ（ｏ）
－ｓａｄＢ（ｏ）含有ベクターｐＤＭ５－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｐ．フルオレッセン
ス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）Ｐｆ５）によって生成されたイソブタノールレベル（
１．０ｍＭ）より約５倍高い。他のＫＡＲＩはそれぞれ、イソブタノール生成がＰｆ５よ
り少なくとも３倍高かった。
【０１７７】
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【表４】

【０１７８】
実施例８
酵母におけるイソブタノール生成のための様々なＫＡＲＩ酵素の発現
ベクター構築
　２つのプラスミドの系を使用して、酵母におけるイソブタノール経路をエンジニアリン
グした。ケトール酸レダクトイソメラーゼ（ＫＡＲＩ）およびアセト乳酸合成酵素（ＡＬ
Ｓ）の発現用の第１のプラスミドを、ｐＹＺ０９０（配列番号：１９８）と称した。ｐＹ
Ｚ０９０は、酵母ＣＵＰ１プロモーター（ｎｔ位２～４４９）から発現されたバチルス・
サブティリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）（ｎｔ位４５７～２１７２）由来
のａｌｓＳ遺伝子のコード領域と、その後に続くＡＬＳ発現用のＣＹＣ１ターミネーター
（ｎｔ位２１８１～２４３０）を有するキメラ遺伝子、および酵母ＩＬＶ５プロモーター
（２４３３～３６２６）から発現されたラクトコッカス・ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）（ｎｔ位３６３４～４６５６）由来のｉｌｖＣ遺伝子のコード領
域と、その後に続くＫＡＲＩ発現用のＩＬＶ５　ターミネーター（ｎｔ位４６８２～５３
０４）を有するキメラ遺伝子が含まれるように構築された。このベクターにおけるＬ．ラ
クティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ）ＫＡＲＩコード領域は、ＬＬＫＡＲＩ－ＰｍｅＩ（配列番
号：１９９）およびＬＬＫＡＲＩ－ＳｆｉＩ　配列番号：２００）のプライマーセット、
ならびにｐＬＨ４７５－ＩｌｖＣ（Ｌｌ）を鋳型として使用して、ＰＣＲにより得られた
ＤＮＡ断片であった。ｐＬＨ４７５－ＩｌｖＣ（Ｌｌ）を構築するために、実施例４に上
述したことであるが、ＩｌｖＣ（Ｌａｃｔｉｓ）－ＦおよびＩｌｖＣ（Ｌａｃｔｉｓ）－
Ｒ（配列番号：２０１および２０２）のプライマーセットを用いて、鋳型としてｐＤＭ５
－ＰｌｄｈＬ１－ｉｌｖＣ（Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））を使用して、ｉｌｖ
Ｃ－Ｌｌコード領域を増幅させた。ＰＣＲ生成物をＡｖｒＩＩおよびＳｆｉＩで消化し、
ｐＬＨ４７５をベースとしたベクターの対応する部位にクローニングし、コンストラクト
ｐＬＨ４７５－ＩｌｖＣ（Ｌｌ）（配列番号：２０３）、別名ｐＬＨ４７５－ＩｌｖＣ（
Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ））を作製した。
【０１７９】
　プラスミドｐＹＺ０９１（配列番号：２０４）は、Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ
）ｉｌｖＣコード領域が、シュードモナス・フルオレッセンス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ｉｌｖＣコード領域（ｉｌｖＣ（Ｐｆ－５）と置換されてい
る点以外、ｐＹＺ０９０と同じである。ＩｌｖＣ（Ｐｆ－５）コード領域は、ｐＩＬＶＣ
ｙ－ＰｍｅＩＩ（配列番号：２０５）およびｐｉｌｖＣｙ－ＳｆｉＩ（配列番号：２０６
）のプライマーセットを用いて、ｐＬＨ５３２を鋳型ＤＮＡとして使用してで増幅させた
。ｐＬＨ５３２（配列番号：２０７）は、ｐＨＲ８１ベクター（ＡＴＣＣ　　＃８７５４
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１）であり、ＩＬＶ５コード領域（ｎｔ位８１１８～９１６７）がＦＢＡプロモーター（
ｎｔ位７４５４～８１１０）とＣＹＣ１ターミネーター（ｎｔ位９１７６～９４２５）と
の間に位置し、Ｐ．フルオレッセンス（Ｐ．　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）Ｐｆ－５（ｎ
ｔ位１０１９２～１１２０８）由来のＩｌｖＣコード領域が、ＩＬＶ５プロモーター（ｎ
ｔ位１１２００～１２３９０）とＩＬＶ５ターミネーター（ｎｔ位９４３４～１０１９１
）の間に位置する。この遺伝子は、配列番号：２０７の配列ｐＬＨ５３２の逆補体である
。Ｐｆ－５コード領域は、出芽酵母（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）における発現に最適化
されたコドンであった。
【０１８０】
　プラスミドｐＹＺ０５８（配列番号：２０８）は、Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ
）ｉｌｖＣコード領域が、出芽酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａ
ｅ）ＩＬＶ５コード領域（ＩＬＶ５（Ｓｃ））で置換されている点以外、ｐＹＺ０９０と
同じである。ミトコンドリアシグナルペプチドを含まない出芽酵母（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓ
ｉａｅ）ＩＬＶ５コード領域は、ｐｉｌｖ５－ＰｍｅＩ（配列番号：２０９）およびｐｉ
ｌｖ５－ＳｆｉＩ（配列番号：２１０）のプライマーセットを用いて、ｐＬＨ５３２を鋳
型ＤＮＡとして使用して増幅させた。
【０１８１】
　残部のイソブタノール経路の遺伝子を含む第２のプラスミドは、ｐＹＺ０６７（配列番
号：２１１）と称した。このベクターは、下記のキメラ遺伝子が含まれるように構築され
た：１）酵母ＦＢＡ１プロモーター（ｎｔ位１１６１～２２５０）から発現されたＣ末端
のＬｕｍｉｏタグ（ｎｔ位２２６０～３９９６）を有するＳ．ミュータンス（Ｓ．ｍｕｔ
ａｎｓ）ＵＡ１５９由来のｉｌｖＤ遺伝子のコード領域と、その後に続くジヒドロキシ酸
デヒドラターゼ（ＤＨＡＤ）発現用のＦＢＡ１ターミネーター（ｎｔ位４００５～４３１
７）、２）酵母ＧＰＭ１プロモーター（ｎｔ５８１９～６５７５）から発現されたウマ肝
臓ＡＤＨ（ｎｔ４６８０～５８０７）のコード領域と、その後に続くアルコールデヒドロ
ゲナーゼ発現用のＡＤＨ１ターミネーター（ｎｔ位４３５６～４６７１）、および３）酵
母ＴＤＨ３プロモーター（ｎｔ位８８３０－９４９３）から発現されたラクトコッカス・
ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）（ｎｔ位７１７５～８８２１）由
来のＫｉｖＤ遺伝子のコード領域と、その後に続くケトイソ吉草酸デカルボキシラーゼ発
現用のＴＤＨ３ターミネーター。
【０１８２】
イソブタノール生成宿主株
　２００９年９月２９日出願の米国仮特許出願第６１／２４６，７０９号明細書に記載さ
れている遺伝子型ＢＹ４７００　ｐｄｃ６：：ＰＧＰＭ１－ｓａｄＢ－ＡＤＨ１ｔ　ｐｄ
ｃ１：：ＰＰＤＣ１－ｉｌｖＤ－ＦＢＡ１ｔ　Δｈｉｓ３　Δｈｘｋ２　ｐｄｃ５：：ｋ
ａｎＭＸ４を有するＮＹＬＡ８４株を、イソブタノール生成に使用した。この株は、出芽
酵母（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）の内因性ＰＤＣ１、ＰＤＣ５、およびＰＤＣ６遺伝子
の挿入－不活性化によって構築した。ＰＤＣ１、ＰＤＣ５、およびＰＤＣ６遺伝子は、ピ
ルビン酸デカルボキシラーゼの主要な３つのアイソザイムをコードする。
【０１８３】
ｐｄｃ６：：ＰＧＰＭ１－ｓａｄＢ組込みカセットおよびＰＤＣ６欠失の構築：
　ｐｄｃ６：：ＰＧＰＭ１－ｓａｄＢ－ＡＤＨ１ｔ－ＵＲＡ３ｒ組込みカセットは、ｐＲ
Ｓ４２５：：ＧＰＭ－ｓａｄＢ（上述）由来のＧＰＭ－ｓａｄＢ－ＡＤＨｔセグメント（
配列番号：１５６）をｐＵＣ１９－ＵＲＡ３ｒ由来のＵＲＡ３ｒ遺伝子に結合させること
によって作製した。ｐＵＣ１９－ＵＲＡ３ｒ（配列番号：２１２）は、インビボでの相同
組換えおよびＵＲＡ３マーカーの除去が可能になるように７５ｂｐの相同性反復配列によ
ってフランキングされているｐＲＳ４２６（ＡＴＣＣ　＃７７１０７）由来のＵＲＡ３マ
ーカーを含む。２つのＤＮＡセグメントは、ＳＯＥ　ＰＣＲ（Ｈｏｒｔｏｎら、（１９８
９年）Ｇｅｎｅ　７７巻：６１～６８頁によって記載されている）により、鋳型としてｐ
ＲＳ４２５：：ＧＰＭ－ｓａｄＢおよびｐＵＣ１９－ＵＲＡ３ｒプラスミドＤＮＡを使用
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して、Ｐｈｕｓｉｏｎ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ
　Ｉｎｃ．、Ｂｅｖｅｒｌｙ，ＭＡ；カタログ番号Ｆ－５４０Ｓ）、ならびにプライマー
１１４１１７－１１Ａから１１４１１７－１１Ｄ（配列番号：２１３、２１４、２１５、
および２１６）、および１１４１１７－１３Ａと１１４１１７－１３Ｂ（配列番号：２１
７および２１８）を用いて結合させた。
【０１８４】
　ＳＯＥ　ＰＣＲ（１１４１１７－１３Ａおよび１１４１１７－１３Ｂ）の外側プライマ
ーは、それぞれＰＤＣ６プロモーターおよびターミネーターの上流および下流の領域と相
同である約５０ｂｐの５’および３’領域を含むものであった。標準遺伝子操作（Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｙｅａｓｔ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、２００５年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ、ＮＹ、２０１～２０２頁）を使用して、完成したカセットＰＣＲ断片をＢＹ４７
００（ＡＴＣＣ　＃　２００８６６）に形質転換し、形質転換体を、ウラシルを含まず、
２％グルコースを補充した合成完全培地上に３０℃で維持した。形質転換体は、プライマ
ー１１２５９０－３４Ｇおよび１１２５９０－３４Ｈ（配列番号：２１９および２２０）
、ならびに１１２５９０－３４Ｆおよび１１２５９０－４９Ｅ（配列番号：２２１および
２２２）を使用して、ＰＣＲによりスクリーニングして、ＰＤＣ６座における組込みとＰ
ＤＣ６コード領域の欠失を検証した。ＵＲＡ３ｒマーカーは、標準プロトコルに従って、
２％グルコースおよび５－ＦＯＡを補充した合成完全培地上に３０℃で蒔くことによって
リサイクルした。マーカー除去は、コロニーを５－ＦＯＡプレートからＳＤ－ＵＲＡ培地
にパッチして、増殖の有無を検証することによって確認した。得られた同定された株は、
遺伝子型：ＢＹ４７００　ｐｄｃ６：：ＰＧＰＭ１－ｓａｄＢ－ＡＤＨ１ｔを有するもの
である。
【０１８５】
ｐｄｃ１：：ＰＰＤＣ１－ｉｌｖＤ組込みカセットおよびＰＤＣ１欠失の構築：
　ｐｄｃ１：：ＰＰＤＣ１－ｉｌｖＤ－ＦＢＡ１ｔ－ＵＲＡ３ｒ組込みカセットは、ＳＯ
Ｅ　ＰＣＲ（Ｈｏｒｔｏｎら、（１９８９年）、Ｇｅｎｅ、７７巻：６１～６８頁によっ
て記載されている）により、鋳型としてｐＬＨ４６８およびｐＵＣ１９－ＵＲＡ３ｒプラ
スミドＤＮＡを使用して、Ｐｈｕｓｉｏｎ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎ
ｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ　Ｉｎｃ．、Ｂｅｖｅｒｌｙ、ＭＡ；カタログ番号Ｆ－５４０Ｓ）お
よびプライマー１１４１１７－２７Ａから１１４１１７－２７Ｄ（配列番号：２２４、２
２５、２２６および２２７）を用いて、ｐＬＨ４６８（上述）由来のｉｌｖＤ－ＦＢＡ１
ｔセグメント（配列番号：２２３）をｐＵＣ１９－ＵＲＡ３ｒ由来のＵＲＡ３ｒ遺伝子に
結合させることによって作製した。
【０１８６】
　ＳＯＥ　ＰＣＲ（１１４１１７－２７Ａおよび１１４１１７－２７Ｄ）の外側プライマ
ーは、ＰＤＣ１プロモーターの下流およびＰＤＣ１コード配列の下流の領域と相同である
約５０ｂｐの５’および３’領域を含むものであった。標準遺伝子操作（Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ｉｎ　Ｙｅａｓｔ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、２００５年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、
ＮＹ、２０１～２０２頁）を使用して、完成したカセットＰＣＲ断片をＢＹ４７００　ｐ
ｄｃ６：：ＰＧＰＭ１－ｓａｄＢ－ＡＤＨ１ｔに形質転換し、形質転換体を、ウラシルを
含まず、２％グルコースを補充した合成完全培地上に３０℃で維持した。形質転換体は、
プライマー１１４１１７－３６Ｄおよび１３５（配列番号：２２８および２２９）、なら
びにプライマー１１２５９０－４９Ｅおよび１１２５９０－３０Ｆ（配列番号：２２２お
よび２３０）を使用して、ＰＣＲによりスクリーニングして、ＰＤＣ１座における組込み
およびＰＤＣ１コード配列の欠失を検証した。ＵＲＡ３ｒマーカーは、標準プロトコルに
従って、２％グルコースおよび５－ＦＯＡを補充した合成完全培地上に３０℃で蒔くこと
によってリサイクルした。マーカー除去は、コロニーを５－ＦＯＡプレートからＳＤ－Ｕ
ＲＡ培地にパッチして、増殖の有無を検証することによって確認した。得られた同定され
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た株「ＮＹＬＡ６７」は、遺伝子型：ＢＹ４７００　ｐｄｃ６：：ＰＧＰＭ１－ｓａｄＢ
－ＡＤＨ１ｔ　ｐｄｃ１：：ＰＰＤＣ１－ｉｌｖＤ－ＦＢＡ１ｔを有するものである。
【０１８７】
ＨＩＳ３欠失
　内因性ＨＩＳ３コード領域を欠失するために、ｈｉｓ３：：ＵＲＡ３ｒ２カセットをＵ
ＲＡ３ｒ２鋳型ＤＮＡ（配列番号：２３１）からＰＣＲ増幅させた。ＵＲＡ３ｒ２は、イ
ンビボでの相同組換えおよびＵＲＡ３マーカーの除去が可能になるように５００ｂｐの相
同性反復配列によってフランキングされているｐＲＳ４２６（ＡＴＣＣ　＃７７１０７）
由来のＵＲＡ３マーカーを含む。Ｐｈｕｓｉｏｎ　ＤＮＡポリメラーゼおよびプライマー
１１４１１７－４５Ａおよび１１４１１７－４５Ｂ（配列番号：２３２および２３３）を
使用して、ＰＣＲを行い、約２．３ｋｂのＰＣＲ生成物が生成された。各プライマーのＨ
ＩＳ３部分は、ＨＩＳ３プロモーターの上流の５’領域およびコード領域の下流の３’領
域に由来するものであった。したがって、ＵＲＡ３ｒ２マーカーの組込みによって、ＨＩ
Ｓ３コード領域の置換が起こる。標準遺伝子操作（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｙｅａｓｔ　
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、２００５年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ、２０１～２０２
頁）を使用して、ＰＣＲ産物をＮＹＬＡ６７に形質転換し、得られた形質転換体を、ウラ
シルを含まず、２％グルコースを補充した合成完全培地上で３０℃において選択した。ヒ
スチジンを含まず、２％グルコースを補充した合成完全培地上で、形質転換体を３０℃で
レプリカ平板法にかけることによって正確な組込みが検証されるように、形質転換体をス
クリーニングした。ＵＲＡ３ｒマーカーは、標準プロトコルに従って、２％グルコースお
よび５－ＦＯＡを補充した合成完全培地上に３０℃で蒔くことによってリサイクルした。
マーカー除去は、コロニーを５－ＦＯＡプレートからＳＤ－ＵＲＡ培地にパッチして、増
殖の有無を検証することによって確認した。ＮＹＬＡ７３と呼ばれる得られた同定された
株は、遺伝子型：ＢＹ４７００　ｐｄｃ６：：ＰＧＰＭ１－ｓａｄＢ－ＡＤＨ１ｔ　ｐｄ
ｃ１：：ＰＰＤＣ１－ｉｌｖＤ－ＦＢＡ１ｔ　Δｈｉｓ３を有するものである。
【０１８８】
ｐｄｃ５：：ｋａｎＭＸ組込みカセットおよびＰＤＣ５欠失の構築：
　Ｐｈｕｓｉｏｎ　ＤＮＡポリメラーゼならびにプライマーＰＤＣ５：：ＫａｎＭＸＦお
よびＰＤＣ５：：ＫａｎＭＸＲ（配列番号：２３４および２３５）を使用して、ｐｄｃ５
：：ｋａｎＭＸ４カセットを、株ＹＬＲ１３４Ｗ染色体ＤＮＡ（ＡＴＣＣ　Ｎｏ．　４０
３４０９１）からＰＣＲ増幅させ、約２．２ｋｂのＰＣＲ生成物が生成された。各プライ
マーのＰＤＣ５部分は、ＰＤＣ５プロモーターの上流の５’領域およびコード領域の下流
の３’領域に由来するものであった。したがって、ｋａｎＭＸ４マーカーの組込みによっ
て、ＰＤＣ５コード領域の置換が起こる。標準遺伝子操作（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｙｅ
ａｓｔ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、２００５年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ、２０１
～２０２頁）を使用して、ＰＣＲ産物をＮＹＬＡ７３に形質転換し、得られた形質転換体
を、１％エタノールおよびジェネテシン（２００μｇ／ｍｌ）を補充したＹＰ培地上で３
０℃において選択した。形質転換体は、プライマーＰＤＣ５ｋｏｆｏｒおよびＮ１７５（
配列番号：２３６および２３７）を使用して、ＰＣＲによりスクリーニングして、ＰＤＣ
座における正確な組込みおよびＰＤＣ５コード領域の置換を検証した。同定された正確な
形質転換体は、遺伝子型：ＢＹ４７００　ｐｄｃ６：：ＰＧＰＭ１－ｓａｄＢ－ＡＤＨ１
ｔ　ｐｄｃ１：：ＰＰＤＣ１－ｉｌｖＤ－ＦＢＡ１ｔ　Δｈｉｓ３　ｐｄｃ５：：ｋａｎ
ＭＸ４を有する。株は、ＮＹＬＡ７４と名付けた。
【０１８９】
ＨＸＫ２（ヘキソキナーゼＩＩ）の欠失：
　Ｐｈｕｓｉｏｎ　ＤＮＡポリメラーゼならびにプライマー３８４および３８５（配列番
号：２３８および２３９）を使用して、ｈｘｋ２：：ＵＲＡ３ｒカセットを、ＵＲＡ３ｒ
２鋳型（上述）からＰＣＲ増幅させ、約２．３ｋｂのＰＣＲ生成物が生成された。各プラ
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イマーのＨＸＫ２部分は、ＨＸＫ２プロモーターの上流の５’領域およびコード領域の下
流の３’領域に由来するものであった。したがって、ＵＲＡ３ｒ２マーカーの組込みによ
って、ＨＸＫ２コード領域の置換が起こる。標準遺伝子操作（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｙ
ｅａｓｔ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、２００５年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ、２０
１～２０２頁）を使用して、ＰＣＲ産物をＮＹＬＡ７３に形質転換し、得られた形質転換
体を、ウラシルを含まず、２％グルコースを補充した合成完全培地上で３０℃において選
択した。形質転換体は、プライマーＮ８６９およびＮ８７１（配列番号：２４０および２
４１）を使用して、ＰＣＲによりスクリーニングして、ＨＸＫ２座における正確な組込み
およびＨＸＫ２コード領域の置換を検証した。ＵＲＡ３ｒ２マーカーは、標準プロトコル
に従って、２％グルコースおよび５－ＦＯＡを補充した合成完全培地上に３０℃で蒔くこ
とによってリサイクルした。マーカー除去は、コロニーを５－ＦＯＡプレートからＳＤ　
－ＵＲＡ培地にパッチして、増殖の有無を検証することによって、またプライマーＮ９４
６およびＮ９４７（配列番号：２４２および２４３）を使用して、ＰＣＲによって、正確
なマーカー除去を検証することによって確認した。ＮＹＬＡ８３と呼ばれる得られた同定
された株は、遺伝子型：ＢＹ４７００　ｐｄｃ６：：ＰＧＰＭ１－ｓａｄＢ－ＡＤＨ１ｔ
　ｐｄｃ１：：ＰＰＤＣ１－ｉｌｖＤ－ＦＢＡ１ｔ　Δｈｉｓ３　Δｈｘｋ２を有するも
のである。
【０１９０】
ｐｄｃ５：：ｋａｎＭＸ組込みカセットおよびＰＤＣ５欠失の構築
　ｐｄｃ５：：ｋａｎＭＸ４カセットは、上述のようにＰＣＲ増幅させた。上述のように
、ＰＣＲ断片をＮＹＬＡ８３に形質転換し、形質転換体を選択し、スクリーニングした。
ＮＹＬＡ８４と呼ばれる同定された正確な形質転換体は、遺伝子型：ＢＹ４７００　ｐｄ
ｃ６：：ＰＧＰＭ１－ｓａｄＢ－ＡＤＨ１ｔ　ｐｄｃ１：：ＰＰＤＣ１－ｉｌｖＤ－ＦＢ
Ａ１ｔ　Δｈｉｓ３　Δｈｘｋ２　ｐｄｃ５：：ｋａｎＭＸ４を有する。
【０１９１】
イソブタノール生成
　ＬｉＡｃ／ＰＥＧ法を使用して、プラスミドｐＹＺ０６７をｐＹＺ０９０、ｐＹＺ０９
１またはｐＹＺ０５８に沿って、酵母株ＮＹＬＡ８４に形質転換し、形質転換体を、２％
グルコースおよび０．１％エタノール（ＳＥＧ）を補充した（ヒスチジンおよびウラシル
を含まない）酵母ドロップアウト培地画は言っている酵母寒天培養プレート上で選択した
。３０℃で５～６日後、炭素源として０．１％エタノールおよび２％グルコースを含有す
る同様の寒天板（ＳＥＧプレート）に、個々のコロニーをパッチし、３０℃で２～３日間
培養し、下記の振盪フラスコ試験を行った。
【０１９２】
　個々のコロニーのパッチを、まず３ｍｌのＳＥＧ（２％グルコース、０．１％ＥｔＯＨ
）培地に播種し、１５０ｒｐｍの回転ドラム中、３０℃で１晩（２０時間）増殖させた。
２０ｍｌのＳＥＧ培地が入っている１２５ｍｌのフラスコに、１晩培養物をＯＤ６００　
約０．３になるまで播種し、しっかりと蓋を閉めた。１５０ｒｐｍで振盪しながら、培養
物を３０℃で増殖させた。一般方法であるＨＰＬＣによる分析用に、様々な時点でサンプ
リングを行った。
　図４および５に示す結果から、Ｌ．ラクティス（Ｌ．ｌａｃｔｉｓ）由来のＩｌｖＣコ
ード領域を含む酵母株は、シュードモナス・フルオレッセンス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）由来のｉｌｖＣおよび出芽酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅ
ｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）由来のＩＬＶ５を含む酵母株より、速く増殖し、多くのイソ
ブタノールを生成したことがわかる。
【０１９３】
　以上、本発明を要約すると下記のとおりである。
１．ケトール酸レダクトイソメラーゼ活性を有するポリペプチドをコードする少なくとも
１つの核酸分子を含む酵母細胞であって、該リペプチドが、ＫＡＲＩのＳＬＳＬクレード
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のメンバーである、上記酵母細胞。
２．ＳＬＳＬクレードが、スタフィロコッカス、リステリア、エンテロコッカス、マクロ
コッカス、ストレプトコッカス、ラクトコッカス、ロイコノストック、ラクトバチルスか
らなる群から選択される細菌に内在するケトール酸レダクトイソメラーゼからなる、上記
１に記載の酵母細胞。
３．ケトール酸レダクトイソメラーゼ活性を有するポリペプチドは、配列番号：２、４、
６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３２、
３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５２、５４、５６、５８、６
０、６２、６４、６６、６８、および２４５からなる群から選択される配列と少なくとも
約８０％同一であるアミノ酸配列を有する、上記１に記載の酵母細胞。
４．細胞が、サッカロミセス、シゾサッカロミセス、ハンゼヌラ、カンジダ、クルイベロ
ミセス、ヤロウイア、イサチェンキア、およびピキア（Ｐｉｃｈｉａ）からなる群から選
択される属の酵母のメンバーである、上記１に記載の酵母細胞。
５．ケトール酸レダクトイソメラーゼ活性を有するポリペプチドをコードする少なくとも
１つの核酸分子を含むイソブタノール生成微生物細胞であって、該ポリペプチドが、ＫＡ
ＲＩのＳＬＳＬクレードのメンバーである、上記微生物細胞。
６．ＳＬＳＬクレードが、スタフィロコッカス、リステリア、エンテロコッカス、マクロ
コッカス、ストレプトコッカス、ラクトコッカス、ロイコノストック、ラクトバチルスか
らなる群から選択される細菌に内在するケトール酸レダクトイソメラーゼからなる、上記
５に記載の微生物細胞。
７．ケトール酸レダクトイソメラーゼ活性をコードするポリペプチドが、配列番号：２、
４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３
２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５２、５４、５６、５８
、６０、６２、６４、６６、６８、および２４５からなる群から選択される配列と少なく
とも約８０％同一であるアミノ酸配列を有する、上記５に記載の微生物細胞。
８．細胞が細菌細胞または酵母細胞である、上記５に記載の宿主微生物細胞。
９．宿主細胞が、エシェリキア、ロドコッカス、シュードモナス、バチルス、エンテロコ
ッカス、ラクトコッカス、ラクトバチルス、ロイコノストック、オエノコッカス、ペディ
オコッカス、ストレプトコッカス、クロストリジウム、ザイモモナス、サルモネラ、ペデ
ィオコッカス、アルカリゲネス、クレブシエラ、パエニバチルス、アルスロバクター、コ
リネバクテリウム、およびブレビバクテリウムからなる群から選択される属の細菌細胞で
ある、上記８に記載の宿主微生物細胞。
１０．宿主細胞が、サッカロミセス、シゾサッカロミセス、ハンゼヌラ、カンジダ、クル
イベロミセス、ヤロウイア、イサチェンキア、およびピキアからなる群から選択される属
の酵母細胞である、上記８に記載の宿主微生物細胞。
１１．アセト乳酸をジヒドロキシイソ吉草酸に変換する方法であって、
　ａ）ケトール酸レダクトイソメラーゼ活性を有するポリペプチドをコードする少なくと
も１つの核酸分子を含む酵母細胞を備えるステップであって、ここで該ポリペプチドはＫ
ＡＲＩのＳＬＳＬクレードのメンバーである、該ステップと；
　ｂ）（ａ）の酵母細胞とアセト乳酸を接触させるステップであって、ここで２，３－ジ
ヒドロキシイソ吉草酸が生産される、該ステップと；を含む、上記方法。
１２．ＳＬＳＬクレードが、スタフィロコッカス、リステリア、エンテロコッカス、マク
ロコッカス、ストレプトコッカス、ラクトコッカス、ロイコノストック、ラクトバチルス
からなる群から選択される細菌に内在するケトール酸レダクトイソメラーゼからなる、上
記１１に記載の方法。
１３．イソブタノールを生産する方法であって、
　ａ）ケトール酸レダクトイソメラーゼ活性を有するポリペプチドをコードする少なくと
も１つの核酸分子を含む、イソブタノール生合成経路を含む微生物細胞を備えるステップ
であって、ここで該ポリペプチドは、ＫＡＲＩのＳＬＳＬクレードのメンバーである、該
ステップと；
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　ｂ）ステップ（ａ）の微生物細胞を、イソブタノールが生成される条件下で増殖させる
ステップと；
を含む、上記方法。
１４．ＳＬＳＬクレードが、スタフィロコッカス、リステリア、エンテロコッカス、マク
ロコッカス、ストレプトコッカス、ラクトコッカス、ロイコノストック、ラクトバチルス
からなる群から選択される細菌に内在するケトール酸レダクトイソメラーゼからなる、上
記１３に記載の方法。
１５．ケトール酸レダクトイソメラーゼ活性を有するポリペプチドが、配列番号：２、４
、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３２
、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５２、５４、５６、５８、
６０、６２、６４、６６、６８、および２４５からなる群から選択される配列と少なくと
も約８０％同一であるアミノ酸配列を有する、上記１３に記載の方法。
１６．酵母細胞であって、不活化されたピルビン酸デカルボキシラーゼ遺伝子を少なくと
も１つ有するようにエンジニアリングされ、配列番号：１９８、２０３、２０４、２０８
、または２１１からなる群から選択されるプラスミドのコード領域と少なくとも約８０％
同一性を有するコード領域を有するプラスミドを含む、上記酵母細胞。
１７．酵母細胞であって、不活化されたピルビン酸デカルボキシラーゼ遺伝子を少なくと
も１つ有するようにエンジニアリングされ、配列番号：１９８、２０３、２０４、２０８
、または２１１からなる群から選択されるプラスミドのキメラ遺伝子と少なくとも約８０
％の同一性を有するキメラ遺伝子を有するプラスミドを含む、上記酵母細胞。
１８．配列番号：１９８、２０３、２０４、２０８、または２１１の配列を有するプラス
ミド。

【図１】 【図２】
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