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(57)【要約】
本発明は、（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソ
ブトキシ）ホスホネート経路、ｐ－トルイル酸経路およ
び／またはテレフタル酸経路を有する非天然の微生物を
提供する。本発明はさらに、（２－ヒドロキシ－３－メ
チル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路、ｐ－ト
ルイル酸経路またはテレフタル酸経路を生成するために
上記生物を使用する方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを産生するに十分
な量にて発現された（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート
経路酵素をコードする少なくとも１つの外因性核酸を含む、（２－ヒドロキシ－３－メチ
ル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路を有する微生物を含み、
　上記（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路が、２－
Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデヒドラターゼを含む、非天然の微
生物。
【請求項２】
　上記（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路が、１－
デオキシキシルロース－５－ホスフェートシンターゼまたは１－デオキシ－Ｄ－キシルロ
ース－５－ホスフェートレダクトイソメラーゼをさらに含む、請求項１に記載の非天然の
微生物。
【請求項３】
　上記（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路が、１－
デオキシキシルロース－５－ホスフェートシンターゼおよび１－デオキシ－Ｄ－キシルロ
ース－５－ホスフェートレダクトイソメラーゼをさらに含む、請求項１に記載の非天然の
微生物。
【請求項４】
　３個の外因性核酸を含み、該３個の外因性核酸の各々が（２－ヒドロキシ－３－メチル
－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路酵素をコードする、請求項１に記載の非天然の
微生物。
【請求項５】
　上記３個の外因性核酸が、２－Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデ
ヒドラターゼ、１－デオキシキシルロース－５－ホスフェートシンターゼおよび１－デオ
キシ－Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートレダクトイソメラーゼをコードする、請求項
４に記載の非天然の微生物。
【請求項６】
　上記少なくとも１つの外因性核酸が異種性の核酸である、請求項１に記載の非天然の微
生物。
【請求項７】
　実質的に嫌気性である培養媒体中にある、請求項１に記載の非天然の微生物。
【請求項８】
　（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを製造するための
条件下で（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを製造する
に十分な期間にわたって、請求項１に記載の非天然の微生物を培養する工程を含む、（２
－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを製造する方法。
【請求項９】
　上記非天然の微生物が実質的に嫌気性である培養媒体中にある、請求項８に記載の方法
。
【請求項１０】
　上記微生物が３個の外因性核酸を含み、該３個の外因性核酸の各々が（２－ヒドロキシ
－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路酵素をコードする、請求項８に記
載の方法。
【請求項１１】
　上記３個の外因性核酸が、２－Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデ
ヒドラターゼ、１－デオキシキシルロース－５－ホスフェートシンターゼおよび１－デオ
キシ－Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートレダクトイソメラーゼをコードする、請求項
１０に記載の方法。
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【請求項１２】
　上記少なくとも１つの外因性核酸が異種性の核酸である、請求項８に記載の方法。
【請求項１３】
　ｐ－トルイル酸を産生するに十分な量で発現されたｐ－トルイル酸経路酵素をコードす
る少なくとも１つの外因性核酸を含む、ｐ－トルイル酸経路を有する微生物を含み、
　上記ｐ－トルイル酸経路が、２－デヒドロ－３－デオキシホスホヘプトン酸シンターゼ
；３－デヒドロキネートシンターゼ；３－デヒドロキネートデヒドラターゼ；シキミ酸デ
ヒドロゲナーゼ；シキミ酸キナーゼ；３－ホスホシキメート－２－カルボキシビニルトラ
ンスフェラーゼ；コリスメートシンターゼ；またはコリスメートリアーゼを含む、非天然
の微生物。
【請求項１４】
　２個の外因性核酸を含み、該２個の外因性核酸の各々がｐ－トルイル酸経路酵素をコー
ドする、請求項１３に記載の非天然の微生物。
【請求項１５】
　３個の外因性核酸を含み、該３個の外因性核酸の各々がｐ－トルイル酸経路酵素をコー
ドする、請求項１３に記載の非天然の微生物。
【請求項１６】
　４個の外因性核酸を含み、該４個の外因性核酸の各々がｐ－トルイル酸経路酵素をコー
ドする、請求項１３に記載の非天然の微生物。
【請求項１７】
　５個の外因性核酸を含み、該５個の外因性核酸の各々がｐ－トルイル酸経路酵素をコー
ドする、請求項１３に記載の非天然の微生物。
【請求項１８】
　６個の外因性核酸を含み、該６個の外因性核酸の各々がｐ－トルイル酸経路酵素をコー
ドする、請求項１３に記載の非天然の微生物。
【請求項１９】
　７個の外因性核酸を含み、該７個の外因性核酸の各々がｐ－トルイル酸経路酵素をコー
ドする、請求項１３に記載の非天然の微生物。
【請求項２０】
　８個の外因性核酸を含み、該８個の外因性核酸の各々がｐ－トルイル酸経路酵素をコー
ドする、請求項１３に記載の非天然の微生物。
【請求項２１】
　上記８個の外因性核酸が、２－デヒドロ－３－デオキシホスホヘプトン酸シンターゼ；
３－デヒドロキネートシンターゼ；３－デヒドロキネートデヒドラターゼ；シキミ酸デヒ
ドロゲナーゼ；シキミ酸キナーゼ；３－ホスホシキメート－２－カルボキシビニルトラン
スフェラーゼ；コリスメートシンターゼ；およびコリスメートリアーゼをコードする、請
求項１９に記載の非天然の微生物。
【請求項２２】
　（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路をさらに含む
、請求項１３に記載の非天然の微生物。
【請求項２３】
　上記（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路が、２－
Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデヒドラターゼ、１－デオキシキシ
ルロース－５－ホスフェートシンターゼまたは１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホ
スフェートレダクトイソメラーゼを含む、請求項２２に記載の非天然の微生物。
【請求項２４】
　上記（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路が、２－
Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデヒドラターゼ、１－デオキシキシ
ルロース－５－ホスフェートシンターゼおよび１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホ
スフェートレダクトイソメラーゼを含む、請求項２３に記載の非天然の微生物。
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【請求項２５】
　少なくとも１つの外因性核酸が異種性の核酸である、請求項１３に記載の非天然の微生
物。
【請求項２６】
　実質的に嫌気性である培養媒体中にある、請求項１３に記載の非天然の微生物。
【請求項２７】
　ｐ－トルイル酸を製造するための条件下でｐ－トルイル酸を製造するに十分な期間にわ
たって請求項１３に記載の非天然の微生物を培養する工程を含む、ｐ－トルイル酸を製造
する方法。
【請求項２８】
　上記微生物が実質的に嫌気性である培養媒体中にある、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　上記微生物が７個の外因性核酸を含み、該７個の外因性核酸の各々がｐ－トルイル酸経
路酵素をコードする、請求項２７に記載の方法。
【請求項３０】
　上記７個の外因性核酸が、２－デヒドロ－３－デオキシホスホヘプトン酸シンターゼ；
３－デヒドロキネートシンターゼ；３－デヒドロキネートデヒドラターゼ；シキミ酸デヒ
ドロゲナーゼ；シキミ酸キナーゼ；３－ホスホシキメート－２－カルボキシビニルトラン
スフェラーゼ；コリスメートシンターゼ；およびコリスメートリアーゼをコードする、請
求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　上記微生物が（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路
をさらに含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項３２】
　上記（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路が、２－
Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデヒドラターゼ、１－デオキシキシ
ルロース－５－ホスフェートシンターゼまたは１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホ
スフェートレダクトイソメラーゼを含む、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　上記（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路が、２－
Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデヒドラターゼ、１－デオキシキシ
ルロース－５－ホスフェートシンターゼおよび１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホ
スフェートレダクトイソメラーゼを含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　上記少なくとも１つの外因性核酸が異種性の核酸である、請求項２７に記載の方法。
【請求項３５】
　テレフタル酸を産生するに十分な量で発現されたテレフタル酸経路酵素をコードする少
なくとも１つの外因性核酸を含む、テレフタル酸経路を有する微生物を含み、
　上記テレフタル酸経路が、ｐ－トルエートメチル－モノオキシゲナーゼレダクターゼ；
４－カルボキシベンジルアルコールデヒドロゲナーゼ；または４－カルボキシルベンジル
アルデヒドデヒドロゲナーゼを含み、
　上記微生物が、ｐ－トルイル酸経路をさらに含み、
　上記ｐ－トルイル酸経路が、２－デヒドロ－３－デオキシホスホヘプトン酸シンターゼ
；３－デヒドロキネートシンターゼ；３－デヒドロキネートデヒドラターゼ；シキミ酸デ
ヒドロゲナーゼ；シキミ酸キナーゼ；３－ホスホシキメート－２－カルボキシビニルトラ
ンスフェラーゼ；コリスメートシンターゼ；またはコリスメートリアーゼを含む、非天然
の微生物。
【請求項３６】
　２個の外因性核酸を含み、該２個の外因性核酸の各々がテレフタル酸経路酵素をコード
する、請求項３５に記載の非天然の微生物。
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【請求項３７】
　３個の外因性核酸を含み、該３個の外因性核酸の各々がテレフタル酸経路酵素をコード
する、請求項３５に記載の非天然の微生物。
【請求項３８】
　上記３個の外因性核酸が、ｐ－トルエートメチル－モノオキシゲナーゼレダクターゼ；
４－カルボキシベンジルアルコールデヒドロゲナーゼ；および４－カルボキシルベンジル
アルデヒドデヒドロゲナーゼをコードする、請求項３７に記載の非天然の微生物。
【請求項３９】
　上記ｐ－トルイル酸経路が、２－デヒドロ－３－デオキシホスホヘプトン酸シンターゼ
；３－デヒドロキネートシンターゼ；３－デヒドロキネートデヒドラターゼ；シキミ酸デ
ヒドロゲナーゼ；シキミ酸キナーゼ；３－ホスホシキメート－２－カルボキシビニルトラ
ンスフェラーゼ；コリスメートシンターゼ；およびコリスメートリアーゼを含む、請求項
３５に記載の非天然の微生物。
【請求項４０】
　（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路をさらに含む
、請求項３５に記載の非天然の微生物。
【請求項４１】
　上記（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路が、２－
Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデヒドラターゼ、１－デオキシキシ
ルロース－５－ホスフェートシンターゼまたは１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホ
スフェートレダクトイソメラーゼを含む、請求項４０に記載の非天然の微生物。
【請求項４２】
　上記（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路が、２－
Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデヒドラターゼ、１－デオキシキシ
ルロース－５－ホスフェートシンターゼおよび１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホ
スフェートレダクトイソメラーゼを含む、請求項４１に記載の非天然の微生物。
【請求項４３】
　上記少なくとも１つの外因性核酸が異種性の核酸である、請求項３５に記載の非天然の
微生物。
【請求項４４】
　実質的に嫌気性である培養媒体中にある、請求項３５に記載の非天然の微生物。
【請求項４５】
　テレフタル酸を製造するための条件下でテレフタル酸を製造するに十分な期間にわたっ
て請求項３５に記載の非天然の微生物を培養する工程を含む、テレフタル酸を製造する方
法。
【請求項４６】
　上記非天然の微生物が実質的に嫌気性である培養媒体中にある、請求項４５に記載の方
法。
【請求項４７】
　上記微生物が３個の外因性核酸を含み、該３個の外因性核酸の各々がテレフタル酸経路
酵素をコードする、請求項４５に記載の方法。
【請求項４８】
　上記３個の外因性核酸が、ｐ－トルエートメチル－モノオキシゲナーゼレダクターゼ；
４－カルボキシベンジルアルコールデヒドロゲナーゼ；または４－カルボキシルベンジル
アルデヒドデヒドロゲナーゼをコードする、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　上記ｐ－トルイル酸経路が、２－デヒドロ－３－デオキシホスホヘプトン酸シンターゼ
；３－デヒドロキネートシンターゼ；３－デヒドロキネートデヒドラターゼ；シキミ酸デ
ヒドロゲナーゼ；シキミ酸キナーゼ；３－ホスホシキメート－２－カルボキシビニルトラ
ンスフェラーゼ；コリスメートシンターゼ；およびコリスメートリアーゼを含む、請求項
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４５に記載の方法。
【請求項５０】
　上記微生物が（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路
をさらに含む、請求項４５に記載の方法。
【請求項５１】
　上記（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路が、２－
Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデヒドラターゼ、１－デオキシキシ
ルロース－５－ホスフェートシンターゼまたは１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホ
スフェートレダクトイソメラーゼを含む、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　上記（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路が、２－
Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデヒドラターゼ、１－デオキシキシ
ルロース－５－ホスフェートシンターゼおよび１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホ
スフェートレダクトイソメラーゼを含む、請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
　上記少なくとも１つの外因性核酸が異種性の核酸である、請求項４５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　〔背景技術〕
　本発明は、一般に生合成プロセスに関する。より詳細には、本発明は、ｐ－トルイル酸
、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネー
トの生合成能力を有する生物に関する。
【０００２】
　テレフタル酸（ｔｅｒｅｐｈｔｈａｌａｔｅ）（テレフタル酸（ｔｅｒｅｐｈｔｈａｌ
ｉｃ　ａｃｉｄ）およびＰＴＡとしても知られている。）は、衣類、樹脂、プラスチック
ボトル、飼鳥類の飼料添加物を生産するために使われているポリエチレンテレフタル酸（
ＰＥＴ）の直接的な前駆体である。ほとんど全てのＰＴＡは、Ｍｉｄ　Ｃｅｎｔｕｒｙ　
Ｐｒｏｃｅｓｓとして知られているプロセスにおける空気中での酸化により、パラキシレ
ンから生産される。この酸化は、酢酸溶媒中にて、コバルト塩および／またはマンガン塩
から構成される触媒を用いて高温で行われる。パラキシレンは、石油化学資源から得られ
、そして触媒反応によるナフサの高度に厳密な改質によって形成される。キシレンもまた
、ナフサスチームクラッカーにおけるガソリンの熱分解ストリームから、そしてトルエン
を不均衡にすることによって得る。
【０００３】
　再生可能なＰＴＡを生成するための、コスト面で効果的な方法は、現在まで開発されて
いなかった。ＰＴＡ、トルエン、および他の芳香族の前駆体は、天然には、いくつかの細
菌によって分解される。これらの分解経路は、典型的には、分解の方向に不可逆的に作用
するモノオキシゲナーゼを含んでいる。よって、これまで、ＰＴＡに対する生合成経路は
、既知の酵素の特性によって厳密に制限されていた。
【０００４】
　ＰＴＡについての有望な前駆体は、ｐ－メチル安息香酸としても知られているｐ－トル
イル酸である。ｐ－トルイル酸は、ｐ－キシレンをＰＴＡに酸化するためのいくつかの工
業的なプロセスにおける中間生成物である。ｐ－トルイル酸はまた、ポリマーの安定剤、
農薬、光感受性化合物、動物飼料サプリメントおよび他の有機化合物についての中間生成
物である。水溶液中にてほんのわずかに可溶性であるｐ－トルイル酸は、生理的な温度に
おいて固体であり、２７５℃の融点を有する。糖の供給原料からこの化合物を合成するた
めの微生物の触媒は、これまでに記載されていない。
【０００５】
　よって、商業的な量の、ｐ－トルイル酸またはテレフタル酸のような化合物を効果的に
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生産するための代替方法が必要とされる。本発明はこの要求を満たし、そして、関連して
いる利点を提供する。
【０００６】
　〔発明の概要〕
　本発明は、（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路、
ｐ－トルイル酸経路および／またはテレフタル酸経路を有する非天然的の微生物を提供す
る。本発明はさらに、（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネー
ト経路、ｐ－トルイル酸経路またはテレフタル酸経路を生成するために上記生物を使用す
る方法を提供する。
【０００７】
　〔図面の簡単な説明〕
　図１は、グリセルアルデヒド－３－ホスフェ－トおよびピルビン酸から（２－ヒドロキ
シ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート（２Ｈ３Ｍ４ＯＰ）への例示的な経
路の概略図を示している。Ｇ３Ｐはグリセルアルデヒド－３－ホスフェ－トであり、ＤＸ
Ｐは１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートであり、２ＭＥ４ＰはＣ－メチ
ル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートである。酵素は、（Ａ）ＤＸＰシンターゼ；
（Ｂ）ＤＸＰレダクトイソメラーゼ；および（Ｃ）２ＭＥ４Ｐデヒドロラターゼである。
【０００８】
　図２は、ｐ－トルイル酸へのシキミ酸経路の例示的な代替の概略図を示している。酵素
は、（Ａ）２－デヒドロ－３－デオキシホスホヘプトン酸シンターゼ；（Ｂ）３－デヒド
ロキネートシンターゼ；（Ｃ）３－デヒドロキネートデヒドラターゼ；（Ｄ）シキミ酸デ
ヒドロゲナーゼ；（Ｅ）シキミ酸キナーゼ；（Ｆ）３－ホスホシキメート－２－カルボキ
シビニルトランスフェラーゼ；（Ｇ）コリスメートシンターゼ；および（Ｈ）コリスメー
トリアーゼである。化合物は、（１）（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキ
シ）ホスホネート；（２）２，４－ヒドロキシ－５－メチル－６－［（ホスホノオキシ）
メチル］オキサン－２－カルボキシレート；（３）１，３－ヒドロキシ－４－メチル－５
－オキソシクロヘキサン－１－カルボキシレート；（４）５－ヒドロキシ－４－メチル－
３－オキソシクロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート；（５）３，５－ジヒドロキ
シ－４－メチルシクロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート；（６）５－ヒドロキシ
－４－メチル－３－（ホスホノオキシ）シクロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート
；（７）５－［（１－カルボキシエ－１－エン－１－イル）オキシ］－４－メチル－３－
（ホスホノオキシ）シクロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート；（８）３－［（１
－カルボキシエ－１－エン－１－イル）オキシ］－４－メチルシクロヘキサ－１，５－ジ
エン－１－カルボキシレート；および（９）ｐ－トルイル酸である。
【０００９】
　図３は、ｐ－トルイル酸をテレフタル酸（ＰＴＡ）へ転換するための例示的な経路を示
している。反応Ａ、ＢおよびＣはそれぞれ、ｐ－トルエートメチル－モノオキシゲナーゼ
レダクターゼ、４－カルボキシベンジルアルコールデヒドロゲナーゼおよび４－カルボキ
シルベンジルアルデヒドデヒドロゲナーゼによって触媒される。示されている化合物は、
（１）ｐ－トルイル酸；（２）４－カルボキシベンジルアルコール；（３）４－カルボキ
シベンズアルデヒドおよび（４）テレフタル酸である。
【００１０】
　〔発明の詳細な説明〕
　本発明は、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－
オキソブトキシ）ホスホネートを生合成にて産生する能力を有する細胞および生物の設計
および生成を指向する。本明細書に記載されている結果は、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃ
ｏｌｉおよび他の細胞または生物において、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－
ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの生合成を達成するように
、代謝経路が設計され得かつ組換え的に操作され得ることを示す。設計された代謝性遺伝
子型を有する系統を構築することによって、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－
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ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの生合成による産生を確立
し得る。これらの代謝的に操作された細胞または生物はまた、ｐ－トルイル酸、テレフタ
ル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの生合成
をさらに増強するために、理論的最大増殖に近づける条件を含む適応進化に供され得る。
【００１１】
　Ｅ.ｃｏｌｉにおけるシキミ酸生合成経路は、エリトロース－４－ホスフェートをコリ
スメートに転換する。コリスメートは、重要な中間生成物であり、４－ヒドロキシ安息香
酸を含む多くの必須代謝産物の生合成を導く。４－ヒドロキシ安息香酸は、テレフタル酸
の工業的な前駆体であるｐ－トルイル酸と構造的に類似している。本明細書にて開示され
るように、シキミ酸経路酵素は、代替基質である（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オ
キソブトキシ）ホスホネート（２Ｈ３Ｍ４ＯＰ）を受容するために利用され、（２－ヒド
ロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートをｐ－トルイル酸に変換する。
さらに、イソプレノイド生合成についての非メバロン酸経路からの酵素を用いる経路が、
２Ｈ３Ｍ４ＯＰ前駆体を合成するために利用される。
【００１２】
　炭水化物の供給原料からｐ－トルイル酸またはテレフタル酸（ＰＴＡ）を再生可能に生
成するように微生物を操作するための戦略が、本明細書中に開示される。初めに、グリセ
ルアルデヒド－３－ホスフェ－トおよびピルビン酸が、酵素による３つのステップにおい
て（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート（２Ｈ３Ｍ４ＯＰ
）に変換される（実施例１および図１参照）。続いて、２Ｈ３Ｍ４ＯＰ中間生成物が、シ
キミ酸経路における酵素によってｐ－トルイル酸に変換される（実施例２および図２参照
）。ｐ－トルイル酸がさらに、微生物によってＰＴＡに変換され得る（実施例３および図
３参照）。
【００１３】
　下記に示す正価反応（ｎｅｔ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）によると、Ｇ３Ｐのｐ－トルイル酸
への転換は、１つのＡＴＰ、２つの還元当量（ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ）およびホスホエノールピ
ルビン酸２分子を必要とする。
【００１４】
　Ｇ３Ｐ＋２ＰＥＰ＋ＡＴＰ＋２ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ＋２Ｈ＋→ｐ－トルイル酸＋４Ｐｉ＋Ａ
ＤＰ＋２ＮＡＤ（Ｐ）＋＋ＣＯ２＋ Ｈ２Ｏ
　グルコースからＧ３Ｐを合成するために、さらなるＡＴＰが必要とされる。ｐ－トルイ
ル酸の理論的最大収量は、エネルギーに必要とされる炭素なしで、グルコースから０．６
７ｍｏｌ／ｍｏｌ（０．５１ｇ／ｇ）である。合成されるｐ－トルイル酸１分子あたり２
つのＡＴＰが消費されると仮定して、グルコースからのｐ－トルイル酸推定収量は０．６
２ｍｏｌ／ｍｏｌ（０．４６ｇ／ｇ）ｐ－トルイル酸である。
【００１５】
　実施例３に記載されているような酵素によってｐ－トルイル酸がＰＴＡにさらに変換さ
れる場合、ＰＴＡ推定収量は０．６４ｍｏｌ／ｍｏｌ（０．５８ｇ／ｇ）である。この場
合、正価反応によると、ＰＴＡへのｐ－トルイル酸の酸化は、付加的な正価還元当量（ｎ
ｅｔ　ｒｅｄｕｃｉｎｇ　ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ）を生成する。
【００１６】
　ｐ－トルイル酸＋Ｏ２＋ＮＡＤ＋→ＰＴＡ＋ＮＡＤＨ＋２Ｈ＋

　提案した経路の各ステップを触媒するための酵素候補が、以下の項に記載されている。
【００１７】
　本明細書で用いられている「非天然」という用語は、本発明の微生物（ｍｉｃｒｏｂｉ
ａｌ　ｏｒｇａｎｉｓｍ）又は微生物（ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ）を参照して用いら
れている場合、その微生物が、参照種の野生型系統を含む参照種の天然の系統において正
常には見出されない、少なくとも１つの遺伝的変更を有しているということを意味するこ
とが意図される。遺伝的変更としては、例えば、発現可能な核酸を導入する改変、他の核
酸の付加、核酸の欠失、及び／又は微生物の遺伝材料の、他の機能性崩壊が挙げられる。
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上記の改変としては、例えば、参照種に対して異種性のポリペプチド、同種のポリペプチ
ド、又は異種性のポリペプチド及び同種のポリペプチドの両方についての、コーディング
領域及びその機能性フラグメントが挙げられる。さらなる改変としては、例えば、改変が
遺伝子又はオペロンの発現を変更する非コーディング調節領域が挙げられる。例示的な代
謝性ポリペプチドとしては、ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロ
キシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート生合成経路における酵素またはタ
ンパク質が挙げられる。
【００１８】
　代謝性改変は、天然に存在する状態から変更されている生化学的な反応をいう。したが
って、非天然の微生物は、代謝性ポリペプチド又はその機能的フラグメントをコードする
核酸に対して遺伝的な改変を有し得る。例示的な代謝性改変は、本明細書に開示されてい
る。
【００１９】
　本明細書に用いられている「単離された」という用語は、微生物を参照して用いられる
場合、参照微生物が天然に見出されるときの少なくとも１つの成分が実質的にない生物を
意味することが意図される。上記の用語は、その天然の環境にて見出されるときのいくつ
かの成分又は全ての成分から取り出された微生物を含む。上記の用語はまた、その微生物
が非天然の環境にて見出されるときのいくつかの成分又は全ての成分から取り出されてい
る微生物を含む。したがって、単離された微生物は、天然にて見出される場合または増殖
しているときの他の物質から部分的に又は完全に分離されている。単離された微生物の特
定の例は、部分的に精製された微生物、実質的に精製された微生物、および非天然の媒体
中にて培養されている微生物を含む。
【００２０】
　本明細書で用いられている「微生物（ｍｉｃｒｏｂｉａｌ）」、「微生物（ｍｉｃｒｏ
ｂｉａｌ ｏｒｇａｎｉｓｍ）」及び「微生物（ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ）」という
用語は、始原細菌、細菌又は真核生物のドメイン内に含まれる微小細胞として存在する任
意の生物を意味することが意図される。したがって、上記の用語は、原核生物細胞若しく
は真核生物細胞、又は微小サイズを有する原核生物若しくは真核生物を含むことが意図さ
れており、酵母及び真菌のような真核生物微生物と同様に、全ての種の細菌、始原細菌及
び真正細菌を含む。また、上記の用語は、生化学的な生成のために培養され得る任意の種
の細胞培養を含む。
【００２１】
　本明細書で用いられている「ＣｏＡ」又は「補酵素Ａ」という用語は、その存在が、活
性酵素系を形成するための多くの酵素（アポ酵素）の活性に必要である有機性の補因子又
は補助群（酵素の非タンパク質部位）の意味が意図される。特定の縮合酵素における補酵
素Ａ機能は、アセチル基転移又は他のアシル基転移に作用し、脂肪酸の合成及び酸化、ピ
ルビン酸酸化における活性に作用し、そして他のアセチル化に作用する。
【００２２】
　本明細書で用いられる場合、本明細書中にて２Ｈ３Ｍ４ＯＰと略される用語「（２－ヒ
ドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート」は、図１に示されているよ
うな化学式を有する。このような化合物はまた、３－ヒドロキシ－２－メチルブタナール
－４－ホスフェートと記載され得る。
【００２３】
　本明細書で用いられている、Ｃ８Ｈ７Ｏ２－（図２、化合物９参照）（ＩＵＰＡＣ名　
４－メチルベンゾエート）の分子式を有する「ｐ－トルイル酸（ｐ－ｔｏｌｕａｔｅ）」
という用語は、ｐ－トルイル酸のイオン化形態であり、そして、中性の形態またはイオン
化された形態（任意の塩の形態を含む。）のいずれかにある化合物を参照して、ｐ－トル
イル酸（ｐ－ｔｏｌｕａｔｅ）およびｐ－トルイル酸（ｐ－ｔｏｌｕｉｃ　ａｃｉｄ）が
、本明細書全体を通して交換可能に使用され得ることが理解される。特定の形態がｐＨに
依存することは、当業者によって理解される。
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【００２４】
　本明細書で用いられている、Ｃ８Ｈ４Ｏ４

-２（図３、化合物４参照）（ＩＵＰＡＣ名
　テレフタラート）の分子式を有する「テレフタル酸（ｔｅｒｅｐｈｔｈａｌａｔｅ）」
という用語は、テレフタル酸のイオン化形態であり、ｐ－フタル酸またはＰＴＡともいわ
れ、そして、中性またはイオン化形態（任意の塩の形態を含む。）のいずれかにある化合
物を参照して、テレフタル酸（ｔｅｒｅｐｈｔｈａｌａｔｅ）およびテレフタル酸（ｔｅ
ｒｅｐｈｔｈａｌｉｃ　ａｃｉｄ）が、本明細書全体を通して交換可能に使用され得るこ
とが理解される。特定の形態がｐＨに依存することは、当業者によって理解される。
【００２５】
　本明細書で用いられている「実質的嫌気性」という用語は、培養条件又は増殖条件を参
照して用いられている場合、酸素の量は、液体媒体中での溶解酸素についての飽和の約１
０％未満である。上記の用語はまた、酸素が約１％未満である雰囲気を用いて維持される
液体媒体又は固体媒体の密閉チャンバを含むことが意図される。
【００２６】
　本明細書で用いられて場合の「外因性」は、参照分子又は参照活性が宿主微生物に導入
されることを意味することが意図される。分子は、例えば、宿主染色体への組込みによっ
て、又は、プラスミドのような非染色体遺伝物質として、コーディング核酸を宿主遺伝物
質へ導入されることによって、導入され得る。したがって、コーディング核酸の発現を参
照して用いられる場合、この用語は、発現可能な形態にてそのコーディング核酸を微生物
へ導入することをいう。生合成の活性を参照して用いられる場合、上記の用語は、宿主参
照生物へ導入された活性をいう。その供給源は、例えば、宿主微生物への導入に続いて参
照活性を発現する、同種又は異種性のコーディング核酸であり得る。したがって、「内因
性」という用語は、宿主中に存在する参照分子又は参照活性をいう。同様に、上記の用語
は、コーディング核酸の発現を参照して用いられる場合、微生物内に含まれるコーディン
グ核酸の発現をいう。「同種」という用語は、宿主微生物に由来する分子又は活性をいう
一方、「異種性」という用語は、参照種以外の供給源に由来する分子又は活性をいう。し
たがって、本発明のコーディング核酸の外因性の発現は、異種性のコーディング核酸又は
同種のコーディング核酸のどちらか一方又は両方を利用し得る。
【００２７】
　１つよりも多くの外因性核酸が微生物に含まれている場合、上述されているように、１
つよりも多くの外因性核酸が、参照されたコーディング核酸又は生合成の活性をいうとい
うことが理解される。さらに、本明細書中にて開示されているように、このような１つよ
りも多くの外因性核酸は、宿主微生物に、別々の核酸分子上に、ポリシストロン性の核酸
分子上に、又は、これらの組合せに導入され得るということが理解される。例えば、本明
細書中にて開示されているように、微生物は、所望の経路の酵素又はタンパク質をコード
する２つ又はそれ以上の外因性核酸を発現するように操作され得る。所望の活性をコード
する２つの外因性核酸が宿主微生物に導入される場合、この２つの外因性核酸が、例えば
単一のプラスミド上に単一の核酸として導入され得、別々のプラスミド上に導入され得、
そして、単一の部位又は複数の部位にて宿主染色体に組み込まれ得、さらには２つの外因
性核酸とみなされるということが理解される。同様に、２つよりも多くの外因性核酸（例
えば３つの外因性核酸）が、所望の任意の組合せ（例えば単一のプラスミド、別々のプラ
スミド）にて宿主生物へ導入され得、そして、単一の部位又は複数の部位にて宿主染色体
に組み込まれ得、さらには２つまたはそれ以上の外因性核酸（例えば３つの外因性核酸）
としてみなされるということが理解される。したがって、参照された外因性核酸又は生合
成の活性の数は、コーディング核酸の数又は生合成の活性の数をいい、宿主生物に導入さ
れた別々の核酸の数をいわない。
【００２８】
　本発明の非天然の微生物は、安定的な遺伝的変更を含み得、これは、組換え損失なしで
５世代よりも長期にわたって培養することができる微生物をいう。一般に、安定的な遺伝
的変更としては、１０世代よりも長期にわたって持続する改変が挙げられ、好ましくは、



(11) JP 2013-517796 A 2013.5.20

10

20

30

40

50

安定的な改変が約２５世代よりも長期間持続し、より好ましくは、安定的な遺伝的改変が
５０世代よりも長期間（無制限を含む。）持続する。
【００２９】
　本明細書中にて例証されている代謝性改変を含む遺伝的変更が、Ｅ．ｃｏｌｉのような
好適な宿主生物、及び、上記遺伝的変更に対応する代謝性反応、又は、所望の代謝経路に
ついての遺伝子のような所望の遺伝材料に好適な供給源生物を参照して記載されていると
いうことを、当業者は理解する。しかしながら、広範な種々の生物の完全なゲノム配列、
及び、ゲノム分野の高い技術レベルを前提として、当業者は、本質的に全ての他の生物に
、本明細書中にて提供された教示及びガイダンスを容易に適用することができ得る。例え
ば、本明細書中にて例証されたＥ．ｃｏｌｉの代謝性変更は、参照種以外の種からの同一
又は類似のコーディング核酸を取り込ませることによって容易に他の種に適用することが
できる。このような遺伝的変更としては、例えば、一般的には、種のホモログの遺伝的変
更、特に、オルソログ、パラログ又は非オルソロガス遺伝子の置換が挙げられる。
【００３０】
　オルソログは、垂直血統（ｖｅｒｔｉｃａｌ　ｄｅｓｃｅｎｔ）によって関連される遺
伝子（単数または複数）であり、異なる生物にて実質的に同じ（ｓａｍｅ）又は同一（ｉ
ｄｅｎｔｉｃａｌ）の機能を担う。例えば、マウスのエポキシドヒドロラーゼ、及び、ヒ
トのエポキシドヒドロラーゼは、エポキサイドの加水分解の生物学的機能についての考慮
されたオルソログであり得る。遺伝子は、例えば、それらが同種であることまたは共通祖
先からの進化によって関連することを示すに十分な量の配列類似性を共有する場合、垂直
血統によって関連される。遺伝子はまた、一次配列の類似性が特定可能でないという範囲
にまで共通の祖先から進化したことを示すに十分な量の三次元構造（必然的な配列類似性
でない。）を共有する場合、考慮されたオルソログであり得る。オルソログである遺伝子
は、約２５％～１００％のアミノ酸配列同一性の、配列類似性を有するタンパク質をコー
ドすることができる。２５％未満のアミノ酸類似性を共有するタンパク質をコードする遺
伝子は、その三次元構造もまた類似性を示す場合、垂直血統によって生じたとみなすこと
もできる。組織プラスミノゲンアクティベータ及びエラスターゼを含むセリンプロテアー
ゼファミリーのメンバーの酵素は、共通の祖先から垂直血統によって生じたとみなすこと
ができる。
【００３１】
　オルソログとしては、例えば、進化を通じて、構造及び全体的活性が枝分かれした遺伝
子又は当該遺伝子にコードされる遺伝子産物が挙げられる。例えば、ある種が２つの機能
を示す遺伝子産物をコードし、このような機能が第２の種において別個の遺伝子に分離し
た場合、これらの３つの遺伝子及びこれらに対応する産物は、オルソログであるとみなさ
れる。生化学的な生成物の生成に関して、導入又は破壊されるべき代謝活性を有するオル
ソログ遺伝子が、非天然の微生物の構成に関して選択されるべきであるということを、当
業者は理解する。分離可能な活性を示すオルソログの例は、別個の活性が、２つ又はそれ
以上の種の間で、又は、単一種の間で、別個の遺伝子産物に分離されている場合である。
特定の例は、エラスターゼ蛋白質分解及びプラスミノーゲン蛋白質分解（２つのタイプの
セリンプロテアーゼ活性）のプラスミノーゲン活性剤及びエラスターゼとしての別個の分
子への分離である。第２の例は、マイコプラズマ５’－３’エクソヌクレアーゼ及びＤｒ
ｏｓｏｐｈｉｌａ　ＤＮＡポリメラーゼＩＩＩ活性の分離である。第１の種からのＤＮＡ
ポリメラーゼは、第２の種からのエクソヌクレアーゼ又はポリメラーゼのどちらか一方又
は両方に対するオルソログとみなされ得、そしてその逆も同様である。
【００３２】
　対照的に、パラログは、例えば、複製（duplication）、引き続く進化的な分岐によっ
て関連されるホモログであり、類似または共通の（同一でない）機能を有する。パラログ
は、例えば、同一の種又は異なる種を起源としても、同一の種又は異なる種に由来しても
よい。例えば、ミクロソームエポキシドヒドロラーゼ（エポキシドヒドロラーゼＩ）、及
び、可溶性エポキシドヒドロラーゼ（エポキシドヒドロラーゼＩＩ）は、別個の２つの酵
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素を示すので共通の祖先から同時進化したパラログとみなされ得る。上記２つの酵素は、
異なる反応を触媒し、同一の種において別個の機能を有する。パラログは、互いに顕著な
配列類似性を有する同一の種からのタンパク質であり、このことは、パラログが同種であ
るか、あるいは共通の祖先からの同時進化を通じて関連されることを示唆する。パラログ
タンパク質ファミリーのグループとしては、ＨｉｐＡホモログ、ルシフェラーゼ遺伝子、
ペプチダーゼ等が挙げられる。
【００３３】
　非オルソロガス遺伝子の置換は、異なる種における参照遺伝子機能を代替し得る、ある
種からの非オルソロガス遺伝子である。代替としては、例えば、異なる種における参照機
能と比較して、起源の種にて実質的に同一又は類似の機能を行うことができるものが挙げ
られる。一般に、非オルソロガス遺伝子の置換は、参照機能をコードする既知の遺伝子に
構造的に関連される場合に識別可能であるが、構造的に関連されないが機能的に類似の遺
伝子及びその対応する遺伝子産物は、いうまでもなくなお、本明細書中にて使用される場
合の上記用語の意味の範囲内に含まれる。機能的類似性は、例えば、代替されるために探
索される機能をコードする遺伝子と比較して、非オルソロガス遺伝子産物の活性部位又は
結合領域にて、少なくともいくつかの構造的類似性が必要とされる。したがって、非オル
ソロガス遺伝子としては、例えば、パラログ又は関連しない遺伝子が挙げられる。
【００３４】
　したがって、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４
－オキソブトキシ）ホスホネートの生合成能力を有する本発明に係る非天然の微生物を同
定及び構築するに際し、当業者は、代謝性改変の同定が、オルソログの同定及び封入又は
不活性化を含み得るという、本明細書に提供された教示及びガイダンスを、特定の種に適
用することによって理解する。同様な又は実質的に同様な代謝性反応を触媒する酵素をコ
ードするパラログ及び／又は非オルソロガス遺伝子置換が、参照微生物中に存在している
という範囲で、当業者はまた、進化的に関連する遺伝子を利用することができる。
【００３５】
　オルソログ、パラログ、及び非オルソロガス遺伝子置換は、当業者に周知の方法によっ
て決定され得る。例えば、２つのポリペプチドについての核酸配列又はアミノ酸配列を調
べることによって、比較される配列の間での配列同一性及び配列類似性が示される。この
ような類似性に基づいて、当業者は、その類似性が、これらのタンパク質が共通の祖先か
らの進化を通じて関係することを示すに十分高いかどうかを決定することができる。Ａｌ
ｉｇｎ、ＢＬＡＳＴ、Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗなどのような当業者に周知のアルゴリズムは、
未処理の配列の類似性又は同一性を比較及び決定し、そして、重み又はスコアが割り当て
られ得る配列での、ギャップの存在及び頻度をまた決定する。このようなアルゴリズムは
また、当業者に公知であり、ヌクレオチド配列の類似性又は同一性の決定のために同様に
適用可能である。関連していることを決定するための十分な類似性に関するパラメータは
、統計学的類似性、すなわち、ランダムポリペプチドにおける類似の一致を見出す見込み
、及び、決定された一致の頻度、を算出するための周知の方法に基づいてコンピュータ計
算される。２つ又はそれ以上の配列のコンピュータ比較はまた、所望される場合、当業者
によって視覚的に最適化され得る。関連する遺伝子産物又はタンパク質は、高い類似性を
有することが期待され得る（例えば２５％～１００％の配列同一性）。関連しないタンパ
ク質は、十分なサイズのデータベースがスキャンされる場合（約５％）に偶然起こること
が期待される程度と本質的に同程度の同一性を有している。５％～２４％の間の配列は、
比較される配列が関連していると結論付けるに十分な相同性を示しても示さなくてもよい
。データセットのサイズを与える上記の一致の頻度を決定するためのさらなる統計学的分
析は、上記の配列の関連性を決定するために実行され得る。
【００３６】
　ＢＬＡＳＴアルゴリズムを用いる２つ又はそれ以上の配列の関連性を決定するための典
型的なパラメータは、例えば、以下で説明するようなものであり得る。簡潔には、アミノ
酸配列アラインメントは、BLASTP version 2.0.8.(Jan-05-1999)及び以下のパラメータ（
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Matrix: 0 BLOSUM62; gap open: 11; gap extension: 1; x_dropoff: 50; expect: 10.0;
 wordsize: 3; filter: on）を用いて実行され得る。核酸配列アラインメントは、BLASTN
 version 2.0.6 (Sept-16-1998) 及び以下のパラメータ（Match: 1; mismatch: -2; gap 
open: 5; gap extension: 2; x_dropoff: 50; expect: 10.0; wordsize: 11; filter: of
f）を用いて実行され得る。当業者は、比較のストリンジェンシーを増加させるか又は減
少させて、例えば、２つ又はそれ以上の配列の関連性を決定するために、どのような改変
が上記パラメータに対してなされ得るのかを知っている。
【００３７】
　本発明は、（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを生成
するに十分な量にて発現された（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホ
スホネート経路酵素をコードする少なくとも１つの外因性核酸を含む、（２－ヒドロキシ
－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路を有する非天然の微生物を提供す
る。上記（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路は、２
－Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデヒドラターゼを含む（実施例１
および図1、ステップＣ参照）。（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）
ホスホネート経路を含む非天然の微生物は、１－デオキシキシルロース-５-ホスフェート
シンターゼまたは１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートレダクトイソメラ
ーゼをさらに含むことができる（実施例１および図１、ステップＡおよびＢ参照）。
【００３８】
　本発明はまた、ｐ－トルイル酸を生産するに十分な量にて発現されたｐ－トルイル酸経
路酵素をコードする少なくとも１つの外因性核酸を含む、ｐ－トルイル酸経路を有する非
天然の微生物を提供する。上記ｐ－トルイル酸経路は、２－デヒドロ－３－デオキシホス
ホヘプトン酸シンターゼ；３－デヒドロキネートシンターゼ；３－デヒドロキネートデヒ
ドラターゼ）；シキミ酸デヒドロゲナーゼ；シキミ酸キナーゼ；３－ホスホシキメート－
２－カルボキシビニルトランスフェラーゼ；コリスメートシンターゼ；またはコリスメー
トリアーゼを含む（実施例２および図２、ステップＡ～Ｈ参照）。ｐ－トルイル酸経路を
有する非天然の微生物は、（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホ
ネート経路を含むことができる（図１）。（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブ
トキシ）ホスホネート経路は、例えば、２－Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホス
フェートデヒドラターゼ、１－デオキシキシルロース－５－ホスフェートシンターゼまた
は１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートレダクトイソメラーゼをさらに含
むことができる（図１）。
【００３９】
　本発明はさらに、テレフタル酸を生産するに十分な量にて発現されたテレフタル酸経路
酵素をコードする少なくとも１つの外因性核酸を含む、テレフタル酸経路を有する非天然
の微生物を提供する。上記テレフタル酸経路は、ｐ－トルエートメチル－モノオキシゲナ
ーゼレダクターゼ；４－カルボキシベンジルアルコールデヒドロゲナーゼ；または４－カ
ルボキシルベンジルアルデヒドデヒドロゲナーゼを含む（実施例３および図３参照）。テ
レフタル酸経路を含む上記の生物は、２－デヒドロ－３－デオキシホスホヘプトン酸シン
ターゼ；３－デヒドロキネートシンターゼ；３－デヒドロキネートデヒドラターゼ；シキ
ミ酸デヒドロゲナーゼ；シキミ酸キナーゼ；３－ホスホシキメート－２－カルボキシビニ
ルトランスフェラーゼ；コリスメートシンターゼ；またはコリスメートリアーゼを含むｐ
－トルイル酸経路をさらに含むことができる（実施例２および３ならびに図２および３参
照）。テレフタル酸経路およびｐ－トルイル酸経路を有する非天然の微生物は、（２－ヒ
ドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路をさらに含むことができ
る（実施例１および図１参照）。（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）
ホスホネート経路は、例えば、２－Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェート
デヒドラターゼ、１－デオキシキシルロース－５－ホスフェートシンターゼまたは１－デ
オキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートレダクトイソメラーゼを含むことができる
（実施例１および図１参照）。
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【００４０】
　さらなる実施形態において、本発明は、ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または
（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路を有する非天然
の微生物を提供する。上記非天然の微生物は、基質を生成物に変換する少なくとも１つの
酵素またはタンパク質をコードする外因性核酸を含む。例えば、（２－ヒドロキシ－３－
メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路において、上記基質と上記生成物は、グ
リセルアルデヒド－３－ホスフェ－トおよびピルビン酸と１－デオキシ－Ｄ－キシルロー
ス－５－ホスフェート；１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートとＣ－メチ
ル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェート；およびＣ－メチル－Ｄ－エリトリトール－
４－ホスフェートと（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート
からなる群より選択され得る（実施例１および図１参照）。別の実施形態において、ｐ－
トルイル酸経路は、（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート
と２，４－ヒドロキシ-５－メチル－６－［（ホスホノオキシ）メチル］オキサン－２－
カルボキシレート；２，４－ヒドロキシ-５－メチル－６－［（ホスホノオキシ）メチル
］オキサン－２－カルボキシレートと１，３－ヒドロキシ－４－メチル－５－オキソシク
ロヘキサン－１－カルボキシレート；１，３－ヒドロキシ－４－メチル－５－オキソシク
ロヘキサン－１－カルボキシレートと５－ヒドロキシ－４－メチル－３－オキソシクロヘ
キサ－１－エン－１－カルボン酸；５－ヒドロキシ－４－メチル－３－オキソシクロヘキ
サ－１－エン－１－カルボン酸と３，５－ジヒドロキシ－４－メチルシクロヘキサ－１－
エン－１－カルボキシレート；３，５－ジヒドロキシ－４－メチルシクロヘキサ－１－エ
ン－１－カルボキシレートと５－ヒドロキシ－４－メチル－３－（ホスホノオキシ）シク
ロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート；５－ヒドロキシ－４－メチル－３－（ホス
ホノオキシ）シクロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレートと５－［（１－カルボキシ
エ－１－エン－１－イル）オキシ］－４－メチル－３－（ホスホノオキシ）シクロヘキサ
－１－エン－１－カルボキシレート；５－［（１－カルボキシエ－１－エン－１－イル）
オキシ］－４－メチル－３－（ホスホノオキシ）シクロヘキサ－１－エン－１－カルボキ
シレートと３－［（１－カルボキシエ－１－エン－１－イル）オキシ］－４－メチルシク
ロヘキサ－１，５－ジエン－１－カルボキシレート；および３－［（１－カルボキシエ－
１－エン－１－イル）オキシ］－４－メチルシクロヘキサ－１，５－ジエン－１－カルボ
キシレートとｐ－トルイル酸から選択される基質と生産物を含むことができる（実施例２
および図２参照）。さらに別の実施形態においては、テレフタル酸経路は、ｐ－トルイル
酸と４－カルボキシベンジルアルコール；４－カルボキシベンジルアルコールと４－カル
ボキシベンズアルデヒド；および４－カルボキシベンズアルデヒドとテレフタル酸から選
択される基質と生産物を含むことができる（実施例３および図３参照）。当業者は、これ
らが単なる例示であること、そして以下の事項を理解する：所望の生成物を生成するに好
適な、本明細書中に開示された基質－生成物のペアであって、適切な活性が上記ペアにつ
いての基質から生成物への変換に利用可能である、ペアのいずれかが、当業者に容易に決
定され得ること。したがって、本発明は、酵素又はタンパク質をコードする少なくとも１
つの外因性核酸を含む非天然の微生物を提供することである。ここで、酵素又はタンパク
質は、図１－３に示すようなｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロ
キシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路の基質及び生成物を変換する
。
【００４１】
　ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オ
キソブトキシ）ホスホネート経路を含む微生物として本明細書中に広く記載されているが
、本発明がさらに、ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３
－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路の中間体を生成するに十分な量にて発
現された、ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル
－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路の酵素又はタンパク質をコードする少なくとも
１つの外因性核酸を含む非天然の微生物を提供するということが理解される。例えば、本
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明細書中で開示される場合、（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホス
ホネート経路が図１に例示されている（実施例１参照）。したがって、（２－ヒドロキシ
－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを生成する（２－ヒドロキシ－３－メ
チル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路を含む微生物に加えて、本発明はさらに、
（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路酵素をコードす
る少なくとも１つの外因性核酸を含む非天然の微生物を提供し、ここで、上記微生物は、
（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路の中間体、例え
ば、１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートまたはＣ－メチル－Ｄ－エリト
リトール－４－ホスフェートを生成する。同様に、本発明はまた、ｐ－トルイル酸を生成
するｐ－トルイル酸経路を含む非天然の微生物を提供し、ここで、上記非天然の微生物は
、ｐ－トルイル酸経路酵素をコードする少なくとも１つの外因性核酸を含み、上記微生物
は、以下のｐ－トルイル酸経路の中間体を生成する：例えば、２，４－ヒドロキシ-５－
メチル－６－［（ホスホノオキシ）メチル］オキサン－２－カルボキシレート、１，３－
ヒドロキシ－４－メチル－５－オキソシクロヘキサン－１－カルボキシレート、５－ヒド
ロキシ－４－メチル－３－オキソシクロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート、３，
５－ジヒドロキシ－４－メチルシクロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート、５－ヒ
ドロキシ－４－メチル－３－（ホスホノオキシ）シクロヘキサ－１－エン－１－カルボキ
シレート、５－［（１－カルボキシエ－１－エン－１－イル）オキシ］－４－メチル－３
－（ホスホノオキシ）シクロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート、または３－［（
１－カルボキシエ－１－エン－１－イル）オキシ］－４－メチルシクロヘキサ－１，５－
ジエン－１－カルボキシレート。さらに、本発明は、テレフタル酸経路を含む非天然の微
生物をさらに提供し、ここで、上記微生物は、テレフタル酸経路の中間体（例えば、４－
カルボキシベンジルアルコールまたは４－カルボキシベンズアルデヒド）を生成する。
【００４２】
　実施例に示されたような、そして図面（図１－３の経路を含む。）に例示されたような
、本明細書に開示された経路のいずれかが、所望される場合、任意の経路の中間体又は生
成物を生成する非天然の微生物を生成するために利用され得るということが理解される。
本明細書中に開示されているように、中間体を生成する上記微生物は、所望の生成物を生
成するための下流経路酵素を発現する他の微生物と組み合わせて利用され得る。しかしな
がら、ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４
－オキソブトキシ）ホスホネート経路の中間体を生成する非天然の微生物が、上記中間体
を所望の生成物として生成するために利用され得るということが理解される。
【００４３】
　本発明は、代謝性反応、その反応物もしくは生成物についての一般的な参考文献を用い
て、あるいは、参照の代謝性反応、その反応物もしくは生成物に関連するかまたはこれら
を触媒する酵素、あるいはこれらに関連するタンパク質、をコードする１つ以上の核酸ま
たは遺伝子についての特定の参考文献を用いて、本明細書中に記載される。本明細書中に
おいて他で明確に示されない限り、当業者は、反応に対する参照がまた、上記反応の反応
物および生成物に対する参照を構成することを理解する。同様に、本明細書中において他
で明確に示されない限り、反応物または生成物に対する参照がまた、その反応を参照し、
これらの代謝性構成成分のいずれかに対する参照がまた、参照した反応、反応物もしくは
生成物を触媒する酵素またはこれらに関連するタンパク質をコードする遺伝子（単数また
は複数）を参照する。同様に、代謝の生化学、酵素学およびゲノム学の分野で周知である
事項を考慮して、遺伝子またはコーディング核酸に対する本明細書中での参照はまた、対
応するコードされた酵素およびこの酵素が触媒する反応、あるいは反応ならびにこの反応
の反応物および生成物に関連するタンパク質に対する参照を構成する。
【００４４】
　本発明の非天然の微生物は、１つ以上のｐ－トルイル酸生合成経路、テレフタル酸生合
成経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート生合成
経路に関連する酵素またはタンパク質の１つ以上をコードする核酸を発現可能に導入する
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ことによって産生され得る。生合成について選択された宿主微生物に依存して、特定のｐ
－トルイル酸生合成経路、テレフタル酸生合成経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル
－４－オキソブトキシ）ホスホネート生合成経路のいくつかまたは全てについての核酸が
発現され得る。例えば、選択された宿主が、所望の生合成経路についての１つ以上の酵素
またはタンパク質を欠失している場合、欠失した酵素またはタンパク質についての発現可
能な核酸が、引き続く外因性発現のためにその宿主へ導入される。あるいは、選択された
宿主が経路の遺伝子のいくつかの外因性の発現を示すが、他を欠失している場合、コーデ
ィング核酸が、ｐ－トルイル酸生合成経路、テレフタル酸生合成経路または（２－ヒドロ
キシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート生合成を達成するために、欠失し
た酵素またはタンパク質が必要とされる。よって、本発明の非天然の微生物は、所望の生
合成経路を得るために外因性の酵素活性またはタンパク質活性を導入することによって産
生され得る。あるいは、所望の生合成経路は、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２
－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートのような所望の生成物を
、１つ以上の内因性の酵素またはタンパク質と共に、生成する１つ以上の外因性の酵素活
性またはタンパク質活性を導入することによって取得され得る。
【００４５】
　宿主微生物は、例えば、細菌、酵母、真菌、または発酵プロセスに供し得る種々の他の
微生物のいずれかより選択され得、そして非天然の微生物が生成され得る。例示的な細菌
としては、以下より選択される種が挙げられる：Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ、Ｋ
ｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａ、Ａｎａｅｒｏｂｉｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ　ｓｕｃ
ｃｉｎｉｃｉｐｒｏｄｕｃｅｎｓ、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｃｃｉｎｏｇｅ
ｎｅｓ、Ｍａｎｎｈｅｉｍｉａ　ｓｕｃｃｉｎｉｃｉｐｒｏｄｕｃｅｎｓ、Ｒｈｉｚｏｂ
ｉｕｍ　ｅｔｌｉ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ　ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ、Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒ　ｏｘｙｄａｎｓ、Ｚｙｍｏ
ｍｏｎａｓ　ｍｏｂｉｌｉｓ、Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ、Ｌａｃｔｏｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ
、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ、およびＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐｕｔｉｄａ。例示的な酵母
または真菌としては、以下より選択される種が挙げられる：Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ、Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ、Ｋｌ
ｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｌａｃｔｉｓ、Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｍａｒｘｉａｎ
ｕｓ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｔｅｒｒｅｕｓ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ
、Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ、Ｒｈｉｚｏｐｕｓ　ａｒｒｈｉｚｕｓ、Ｒｈｉｚｏ
ｂｕｓ　ｏｒｙｚａｅなど。Ｅ．ｃｏｌｉは特に有用な宿主微生物である。なぜなら、Ｅ
．ｃｏｌｉは十分に特徴付けられた、遺伝子操作に好適な微生物だからである。他の特に
有用な宿主微生物は、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅのような酵母
を含む。任意の好適な微生物宿主を使用して代謝性および／または遺伝的な改変を導入し
て所望の生成物を産生することが理解される。
【００４６】
　選択された宿主微生物のｐ－トルイル酸生合成経路構成成分、テレフタル酸生合成経路
構成成分または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート生合
成経路構成成分に依存して、本発明の非天然の微生物は、少なくとも１つの外因性に発現
したｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－
オキソブトキシ）ホスホネート経路をコードする核酸を含み、１つ以上のｐ－トルイル酸
生合成経路、テレフタル酸生合成経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソ
ブトキシ）ホスホネート生合成経路についてのコーディング核酸を全て以下含む。例えば
、経路の酵素またはタンパク質を欠く宿主において、ｐ－トルイル酸生合成、テレフタル
酸生合成または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート生合
成は、対応するコーディング核酸の外因性の発現を介して確立され得る。ｐ－トルイル酸
経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホ
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スホネート経路の酵素またはタンパク質の全てを欠く宿主において、この経路における酵
素またはタンパク質の全ての外因性の発現が含まれ得る。これは、宿主が経路の酵素また
はタンパク質の少なくとも１つを含む場合であっても、経路の酵素またはタンパク質の全
てが発現され得ることが理解される。例えば、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２
－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの生成のための経路にお
ける酵素またはタンパク質の全ての外因性の発現が含まれ得る。例えば、ｐ－トルイル酸
経路における以下の酵素の全てが含まれ得る：例えば、２－デヒドロ－３－デオキシホス
ホヘプトン酸シンターゼ；３－デヒドロキネートシンターゼ；３－デヒドロキネートデヒ
ドラターゼ；シキミ酸デヒドロゲナーゼ；シキミ酸キナーゼ；３－ホスホシキメート－２
－カルボキシビニルトランスフェラーゼ；コリスメートシンターゼ；またはコリスメート
リアーゼ。さらに、テレフタル酸経路における以下の酵素の全てが含まれ得る：例えば、
ｐ－トルエートメチル－モノオキシゲナーゼレダクターゼ；４－カルボキシベンジルアル
コールデヒドロゲナーゼ；または４－カルボキシルベンジルアルデヒドデヒドロゲナーゼ
。さらに、（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路にお
ける以下の酵素の全てが含まれ得る：例えば、２－Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４
－ホスフェートデヒドラターゼ、１－デオキシキシルロース－５－ホスフェートシンター
ゼまたは１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートレダクトイソメラーゼ。
【００４７】
　本明細書中にて提供される教示およびガイダンスによって、当業者は、発現可能な形態
にて導入されるコーディング核酸の数が、少なくとも、選択された宿主微生物のｐ－トル
イル酸経路欠損、テレフタル酸経路欠損または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキ
ソブトキシ）ホスホネート経路欠損と対応することを、理解する。よって、本発明の非天
然の微生物は、特定の経路に依存した、本明細書中で開示されるｐ－トルイル酸生合成経
路、テレフタル酸生合成経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ
）ホスホネート生合成経路を構成する酵素またはタンパク質をコードする核酸を、全て以
下（１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個または８個）有する。いくつかの実施形
態において、非天然の微生物はまた、他の遺伝的改変を含み得る。これは、１，３－ブタ
ンジオール生合成を促進するかまたは最適化する、あるいは、宿主微生物に有用な機能を
付与する。このような他の機能の１つとしては例えば、グリセルアルデヒド－３－ホスフ
ェ－ト、ピルビン酸、（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネー
トまたはｐ－トルイル酸のようなｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ
－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート前駆体の１つ以上の合成の増大が挙げ
られ得る。さらに、本明細書中に開示されるように、所望される場合、ｐ－トルイル酸（
図２）、テレフタル酸（図３）および（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキ
シ）ホスホネート（図１）を生成する経路のような複数の経路が単一の生物に含まれ得る
。
【００４８】
　一般に、宿主微生物は、ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキ
シ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路の前駆体を、天然に生成される
分子または操作された生成物として生成するように選択される。これらは、所望の前駆体
のｄｅ　ｎｏｖｏ生成、あるいは、宿主微生物によって天然に生成される前駆体の増加し
た生成のいずれかを提供する。例えば、グリセルアルデヒド－３－ホスフェートおよびホ
スホエノールピルビン酸は、Ｅ．ｃｏｌｉのような宿主微生物にて天然に生成される。宿
主微生物は、本明細書中に開示されるような前駆体の生成を増加するように操作され得る
。さらに、所望の前駆体を産生するように操作されている微生物は、宿主生物として使用
され得、ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－
４－オキソブトキシ）ホスホネート経路の酵素またはタンパク質を発現するようにさらに
操作され得る。
【００４９】
　いくつかの実施形態において、本発明の非天然の微生物は、ｐ－トルイル酸、テレフタ
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ル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを合成す
る酵素的能力を含む宿主から生成される。この特定の実施形態において、本発明の非天然
の微生物は、ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチ
ル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路の生成物の合成または集積を増大させて、例
えば、ｐ－トルイル酸経路反応、テレフタル酸経路反応または（２－ヒドロキシ－３－メ
チル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路反応をｐ－トルイル酸生成、テレフタル酸
生成または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート産生へ向
けて駆動するに有用であり得る。増大した合成または集積は、例えば、上記ｐ－トルイル
酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）
ホスホネート経路の酵素またはタンパク質の１つ以上をコードする核酸の過剰発現によっ
て達成され得る。ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－
メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路の酵素および／またはタンパク質の過剰
発現は、例えば内因性の遺伝子の外因性の発現を介して、あるいは、異種性の遺伝子の外
因性の発現を介して、生じ得る。よって、天然の微生物は、ｐ－トルイル酸生合成経路、
テレフタル酸生合成経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホ
スホネート生合成経路の酵素またはタンパク質をコードする核酸の、全て以下（１個、２
個、３個、４個、５個など）の過剰発現を介して、例えば、ｐ－トルイル酸、テレフタル
酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを産生する
本発明の非天然の微生物として容易に生成され得る。さらに、非天然の微生物は、ｐ－ト
ルイル酸生合成経路、テレフタル酸生合成経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４
－オキソブトキシ）ホスホネート生合成経路における酵素の活性増加を生じる内因性遺伝
子の変異誘発によって生成され得る。
【００５０】
　特に有用な実施形態において、コーディング核酸の外因性の発現が使用される。外因性
の発現は、発現エレメントおよび／または調節エレメントを特別に調整する能力、ならび
に、使用者によって制御される所望の発現レベルを達成するための適用を、宿主に付与す
る。しかし、内因性の発現はまた、誘導性プロモータまたは他の調節エレメントに連結さ
れた場合に、ネガティブな調節エフェクタを除去することまたは遺伝子のプロモータを誘
導することによって、他の実施形態にて利用され得る。よって、天然の誘導性プロモータ
を有する内因性遺伝子は、適切な誘導剤を供給することによって上方制御され得、また内
因性の遺伝子の調節領域は、誘導性の調節エレメントを組み込むように操作され得、これ
により、内因性の遺伝子の発現増大を所望の時点で調節することを可能にする。同様に、
誘導性のプロモータは、非天然の微生物に導入された外因性の遺伝子についての調節エレ
メントとして含まれ得る。
【００５１】
　本発明の方法において、１つ以上の外因性核酸のいずれかが、本発明の非天然の微生物
を生成するために微生物へ導入され得ることが理解される。核酸は、例えば、ｐ－トルイ
ル酸生合成経路、テレフタル酸生合成経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オ
キソブトキシ）ホスホネート生合成経路を微生物に付与するように導入され得る。あるい
は、コーディング核酸は、生合成能を有する中間体微生物を生成して、必要とされる反応
のいくつかを触媒してｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチ
ル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの生合成能を付与するために導入され得る。例え
ば、ｐ－トルイル酸生合成経路、テレフタル酸生合成経路または（２－ヒドロキシ－３－
メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート生合成経路を有する非天然の微生物は、所望
の酵素またはタンパク質をコードする少なくとも２つの外因性核酸を含み得る。例えば、
（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路において、発現
される酵素の組合せは、２－Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデヒド
ラターゼおよび１－デオキシキシルロース－５－ホスフェートシンターゼ、または２－Ｃ
－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデヒドラターゼおよび１－デオキシ－
Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートレダクトイソメラーゼの組合せであり得る。ｐ－ト
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ルイル酸経路において、発現される酵素の組合せは、２－デヒドロ－３－デオキシホスホ
ヘプトン酸シンターゼおよび３－デヒドロキネートデヒドラターゼ；シキミ酸キナーゼお
よび３－ホスホシキメート－２－カルボキシビニルトランスフェラーゼ；シキミ酸キナー
ゼおよびシキミ酸デヒドロゲナーゼなどの組合せであり得る。同様に、テレフタル酸経路
において、発現される酵素の組合せは、ｐ－トルエートメチル－モノオキシゲナーゼレダ
クターゼおよび４－カルボキシベンジルアルコールデヒドロゲナーゼ；または４－カルボ
キシベンジルアルコールデヒドロゲナーゼおよび４－カルボキシベンジルアルデヒドデヒ
ドロゲナーゼなどの組合せであり得る。よって、生合成経路の２つ以上の酵素またはタン
パク質の任意の組合せが、本発明の非天然の微生物に含まれ得ることが理解される。同様
に、生合成経路の３つ以上の酵素またはタンパク質の任意の組合せが、例えば、３－デヒ
ドロキネートシンターゼ、シキミ酸デヒドロゲナーゼおよびシキミ酸キナーゼ；シキミ酸
キナーゼ、コリスメートシンターゼおよびコリスメートリアーゼ；３－デヒドロキネート
デヒドラターゼ、コリスメートシンターゼおよびコリスメートリアーゼなど、所望される
ように、所望の生合成経路の酵素および／またはタンパク質の組合せが対応する所望の生
成物の産生を生じる限り、本発明の非天然の微生物に含まれ得ることが理解される。同様
に、所望される場合、所望の生合成経路の酵素および／またはタンパク質の組合せが対応
する所望の生成物の産生を生じる限り、本明細書に開示されているような経路に依存し、
生合成経路の４個、５個、６個、７個またはそれ以上の酵素またはタンパク質の任意の組
合せが、本発明の非天然の微生物に含まれ得る。
【００５２】
　本明細書中に記載される場合、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ
－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの生合成に加えて、本発明の非天然の
微生物および方法はまた、互いに、あるいは当該分野にて周知の他の微生物および方法と
の種々の組合せにて、他の経路による生成物生合成を実現するために利用され得る。例え
ば、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブ
トキシ）ホスホネートプロデューサの使用以外にｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（
２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを産生するための代替
の１つは、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オ
キソブトキシ）ホスホネート経路の中間体をｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－
ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートへ変換し得る別の微生物の
添加を介するものである。このような手順の１つとしては、例えば、ｐ－トルイル酸経路
、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホ
ネート経路の中間体を産生する微生物の発酵が挙げられる。次いで、ｐ－トルイル酸経路
、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホ
ネート経路の中間体は、ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ
－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路の中間体をｐ－トルイル酸、テレ
フタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートへ変
換する第２の微生物についての基質として使用され得る。ｐ－トルイル酸経路、テレフタ
ル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路
の中間体は、第２の生物の別の培養物へ直接的に添加され得るか、あるいは、ｐ－トルイ
ル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ
）ホスホネート経路の中間体のプロデューサの元々の培養物は、これらの微生物から例え
ば細胞分離によって枯渇され得、次いで、第２の生物の発酵ブロスへの添加は、中間体を
精製する工程を行うことなく最終生成物を産生するために利用され得る。
【００５３】
　他の実施形態において、本発明の非天然の微生物および方法は、例えばｐ－トルイル酸
、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネー
トの生合成を実現するために、広範な種々の副経路にアセンブリされ得る。これらの実施
形態において、本発明の所望の生成物についての生合成経路は、異なる微生物へ分離され
得、異なる微生物は、最終生成物を産生するために同時培養され得る。このような生合成
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スキームにおいて、特定の微生物の生成物は、最終の生成物が合成されるまで、第２の微
生物についての基質である。例えば、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロ
キシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの生合成は、特定の経路の中間体
から別の経路の中間体または生成物への変換のための生合成経路を含む微生物を構築する
ことによって達成され得る。あるいは、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒド
ロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートはまた、同一の容器内での２つ
の微生物を用いる同時培養または同時発酵を介して、微生物から生合成的に産生され得る
。ここで、第１の微生物は、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３
－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート中間体を産生し、第２の微生物は、その中
間体をｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソ
ブトキシ）ホスホネートへ変換する。
【００５４】
　本明細書中にて提供される教示およびガイダンスによって、当業者は、副経路を有する
他の非天然の微生物の同時培養を用い、そして、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（
２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを生成するために当該
分野にて周知の他の化学的および／または生化学的な手順の組合せを用いる、本発明の非
天然の微生物および方法についての、広範な種々の組合せおよび順列、ならびに他の微生
物が存在することを、理解する。
【００５５】
　ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オ
キソブトキシ）ホスホネート経路の酵素またはタンパク質についてのコーディング核酸の
供給源は、例えば、任意の種を含み、ここで、コードされる遺伝子産物が参照された反応
を触媒し得る。このような種としては、原核生物および真核生物（細菌（始原細菌、真正
細菌を含む。）、真核生物（酵母、植物、昆虫、動物、ヒトを含む哺乳動物を含む。）を
含むが、これらに限定されない。）が挙げられる。このような供給源のための例示的な種
としては、例えば、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ,Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ、Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓ　ｓｐｅｃｉｅｓ、Ａｒ
ａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ、Ｚｙｍｏｍｏｎａｓ　ｍｏｂｉｌｉｓ、Ｋｌｅ
ｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａ、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ、Ｓ
ａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉ、Ｌａｃｔｏｂａｃｕｌｌｕｓ　ｃｏｌｌｉｎｏｉｄｅ
ｓ、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐａｓｔ
ｅｕｒａｎｕｍ、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉ、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
　ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ、Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ　ｉｎｕｌｉｎｉｖｏｒａｎｓ、Ｓｕｌｆｏ
ｌｏｂｕｓ　ｓｏｌｆａｔａｒｉｃｕｓ、Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ　ｃｒａｓｓａ,Ｓｉｎ
ｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｆｒｅｄｉｉ、Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ、Ｐｙｒ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ｆｕｒｉｏｓｕｓ、Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ、
Ｅｒｗｉｎｉａ　ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｉ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅ
ｕｓ、Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａ　ｓａｌｉｎａ、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍ
ｏｎｉａｅ、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌ
ｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ、Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ　ｃａｒｉｎｉｉ、Ｓｔｒｅｐｔｏ
ｍｙｃｅｓ　ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒならびにＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ属、Ａｌｃａｌｉ
ｇｅｎｅｓ属、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ属、Ｓｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ属およびＣｏｍａｍ
ｏｎａｓ属からの種（例えば、Ｃｏｍａｍｏｎａｓ　ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｉ）、なら
びに本明細書中に開示される他の例示的な種または対応する遺伝子についての供給源生物
として利用可能なものが挙げられる。しかし、現在では、３９５以上の微生物のゲノムお
よび種々の酵母、真菌、植物および哺乳動物のゲノムを含む５５０種を超える完全なゲノ
ム配列が利用可能である（これらの利用可能なものの半分以上がＮＣＢＩのような公的な
データベースにある）ので、関連種または異なる種における１つ以上の遺伝子について、
必要なｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソ
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ブトキシ）ホスホネート生合成活性をコードする遺伝子の同定（例えば、公知の遺伝子の
、ホモログ、オルソログ、パラログ、および非パラログ遺伝子の置換を含む。）、および
生物間での遺伝的変更の置換えは、日常的な作業であり、当該分野において周知である。
よって、Ｅ．ｃｏｌｉのような特定の生物を参照して本明細書中にて記載されるｐ－トル
イル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホス
ホネートの生合成を可能にする代謝性変更は、他の微生物（原核生物、真核生物など）に
容易に適用され得る。本明細書中にて提供される教示およびガイダンスによって、当業者
は、特定の生物において例証される代謝性変更が他の生物に等価に適用され得ることを、
理解する。
【００５６】
　いくつかの例において、例えば、関連しない種において代替のｐ－トルイル酸生合成経
路、テレフタル酸生合成経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ
）ホスホネート生合成経路が存在する場合、ｐ－トルイル酸生合成、テレフタル酸生合成
または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート生合成は、例
えば、関連しない種からのパラログの外因性発現によって、宿主種に付与され得る。上記
パラログは、参照された反応を置換するために、同様であるが同一でない代謝性反応を触
媒する。代謝性ネットワーク中の特定の相違が異なる生物間に存在するので、当業者は、
異なる生物間での実際の遺伝子の使用法が異なるかもしれないことを理解する。しかし、
本明細書中にて提供される教示およびガイダンスによって、当業者はまた、目的の種にお
いてｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブ
トキシ）ホスホネートを合成する微生物を構築するために、本明細書中に例証されたもの
への同系の代謝性変更を用いて本発明の教示および方法が全ての微生物に適用され得るこ
とを理解する。
【００５７】
　非天然のｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オ
キソブトキシ）ホスホネート産生宿主を構築しかつその発現レベルを試験するための方法
は、例えば、当該分野において周知の組換え法および検出法によって実行され得る。この
ような方法は、例えば以下に記載されていることが見出され得る：例えば、Sambrook et 
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Third Ed., Cold Spring Harbor Labor
atory, New York (2001)；およびAusubel et al., Current Protocols in Molecular Bio
logy, John Wiley and Sons, Baltimore, MD (1999)。
【００５８】
　ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブト
キシ）ホスホネートの産生のための経路に関連する外因性の核酸配列は、当該分野におい
て周知の技術を用いて宿主細胞へ安定的にまたは一過性に導入され得る。上記技術として
は以下が挙げられるが、これらに限定されない：接合（ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ）、エレ
クトロポレーション、化学的形質転換、トランスダクション、トランスフェクション、お
よび超音波形質転換。Ｅ.ｃｏｌｉまたは他の原核生物細胞における外因性発現のために
、真核生物の核酸の遺伝子またはｃＤＮＡにおけるいくつかの核酸配列は、標的化シグナ
ル（例えばＮ末端ミトコンドリア標的化シグナルまたは他の標的化シグナル）をコードし
得る。これは、所望される場合、原核生物宿主細胞への形質転換の前に除去され得る。例
えば、Ｅ.ｃｏｌｉにおいて、ミトコンドリアリーダー配列の除去は発現の増加を導いた
（Hoffmeister et al., J. Biol. Chem. 280:4329-4338 (2005)）。酵母または他の真核
生物細胞における外因性発現のために、遺伝子は、リーダー配列を付加することなく細胞
質中に発現され得るか、あるいはミトコンドリアまたは他の器官に標的化され得るか、あ
るいは好適な標的化配列（例えば、宿主細胞に好適なミトコンドリア標的化シグナルまた
は分泌シグナル）を付加することによって分泌に標的化され得る。よって、核酸配列に対
する、標的化配列を除去するかまたは含ませるための好適な改変が、外因性核酸配列に組
み込まれて所望の特性を付与するということが、理解される。さらに、タンパク質の発現
の最適化を達成するために、当該分野において周知の技術を用いて、遺伝子はコドンの最
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適化に供され得る。
【００５９】
　発現ベクターが、１つ以上のｐ－トルイル酸生合成経路、テレフタル酸生合成経路また
は（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート生合成経路のコー
ディング核酸（例えば本明細書中に例示されているもの）を、宿主生物において機能的な
発現制御配列に作動可能に連結されて含むように構築され得る。本発明の宿主微生物にお
ける使用に適用可能な発現ベクターとしては、例えば、プラスミドベクター、ファージベ
クター、ウイルスベクター、エピソームおよび人工染色体が挙げられ、ベクターおよび分
泌配列または宿主染色体への安定的な組込みに作動可能なマーカーを含む。さらに、発現
ベクターは、１つ以上の選択マーカー遺伝子および適切な発現制御配列を含み得る。選択
マーカー遺伝子はまた、例えば、抗生物質または毒素に対する抵抗性、栄養要求性欠損の
相補性を付与するもの、あるいは培養培地以外にて必須の栄養素を供給するものが含まれ
得る。発現制御配列は、構成的かつ誘導性のプロモータ、転写エンハンサ、転写ターミネ
ータなどを含み得、これらは当該分野において周知である。２つ以上の外因性のコーディ
ング核酸が同時発現される場合、両方の核酸が、例えば、単一の発現ベクター中に、ある
いは別々の発現ベクター中に挿入され得る。単一のベクターでの発現のために、コーディ
ング核酸は、特定の共通の発現制御配列に作動可能に連結され得るか、あるいは異なる発
現制御配列（例えば、特定の誘導性プロモータおよび１つの構成的プロモータ）に連結さ
れ得る。代謝性経路すなわち合成経路に関連する外因性の核酸配列の形質転換は、当該分
野において周知の方法を用いて確認される。このような方法としては、例えば、核酸分析
（例えばｍＲＮＡのノザンブロッティングまたはポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）増幅、あ
るいは遺伝子産物の発現についてのイムノブロッティング）、あるいは導入した核酸配列
またはその対応する遺伝子産物の発現を試験するに好適な他の分析方法を用いて確認され
得る。外因性の核酸が所望の生成物を産生するに十分量にて発現されることが、当業者に
理解され、当該分野において周知の方法および本明細書中に開示された方法を用いて十分
な発現を得るように発現レベルが最適化され得ることが、さらに理解される。
【００６０】
　さらに、本発明は、２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート
を産生するための条件下にて２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホ
ネートを産生するに十分な期間にわたって（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブ
トキシ）ホスホネート経路を含む非天然の微生物を培養する工程を含む、（２－ヒドロキ
シ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを産生するための方法を提供する。
このような微生物は、（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネー
トを産生するに十分量にて発現された（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキ
シ）ホスホネート経路酵素をコードする少なくとも１つの外因性核酸を含む２－ヒドロキ
シ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路を有し得る。上記の（２－ヒド
ロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路は、２－Ｃ－メチル－Ｄ－
エリトリトール－４－ホスフェートデヒドラターゼを含む（実施例１および図１、ステッ
プＣ参照）。（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路は
、必要に応じて、１－デオキシキシルロース－５－ホスフェートシンターゼおよび／また
は１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートレダクトイソメラーゼをさらに含
み得る（実施例１および図１、ステップＡおよびＢ参照）。
【００６１】
　別の実施形態において、本発明は、ｐ－トルイル酸を産生するための条件下にてｐ－ト
ルイル酸を産生するに十分な期間にわたってｐ－トルイル酸経路を含む非天然の微生物を
培養する工程を含む、ｐ－トルイル酸を産生するための方法を提供する。ｐ－トルイル酸
経路は、ｐ－トルイル酸を産生するに十分量にて発現されたｐ－トルイル酸経路酵素をコ
ードする少なくとも１つの外因性核酸を含むｐ－トルイル酸経路を有し得る。上記のｐ－
トルイル酸経路は、２－デヒドロ－３－デオキシホスホヘプトン酸シンターゼ；３－デヒ
ドロキネートシンターゼ；３－デヒドロキネートデヒドラターゼ；シキミ酸デヒドロゲナ
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ーゼ；シキミ酸キナーゼ；３－ホスホシキメート－２－カルボキシビニルトランスフェラ
ーゼ；コリスメートシンターゼ；および／またはコリスメートリアーゼを含む（実施例２
および図２、ステップＡ－Ｈ参照）。別の実施形態において、本発明の方法は、（２－ヒ
ドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路をさらに含む非天然の微
生物を利用し得る（実施例１および図１参照）。このような（２－ヒドロキシ－３－メチ
ル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路は、２－Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－
４－ホスフェートデヒドラターゼ、１－デオキシキシルロース－５－ホスフェートシンタ
ーゼおよび／または１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートレダクトイソメ
ラーゼを含み得る（実施例１および図１参照）。
【００６２】
　本発明はさらに、テレフタル酸を産生するための条件下にてテレフタル酸を産生するに
十分な期間にわたってテレフタル酸経路を含む非天然の微生物を培養する工程を含む、テ
レフタル酸を生産するための方法を提供する。上述のようなテレフタル酸経路は、テレフ
タル酸を産生するに十分量にて発現されたテレフタル酸経路酵素をコードする少なくとも
１つの外因性核酸を含むテレフタル酸経路を有し得る。上記のテレフタル酸経路は、ｐ－
トルエートメチル－モノオキシゲナーゼレダクターゼ；４－カルボキシベンジルアルコー
ルデヒドロゲナーゼ；および／または４－カルボキシルベンジルアルデヒドデヒドロゲナ
ーゼを含む。このような微生物は、ｐ－トルイル酸経路をさらに含み、ここで、上記ｐ－
トルイル酸経路は、２－デヒドロ－３－デオキシホスホヘプトン酸シンターゼ；３－デヒ
ドロキネートシンターゼ；３－デヒドロキネートデヒドラターゼ；シキミ酸デヒドロゲナ
ーゼ；シキミ酸キナーゼ；３－ホスホシキメート－２－カルボキシビニルトランスフェラ
ーゼ；コリスメートシンターゼ；および／またはコリスメートリアーゼを含む。別の実施
形態においては、非天然の微生物は、（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキ
シ）ホスホネート経路をさらに含み得る（実施例１および図１参照）。したがって、特定
の実施形態において、本発明は、非天然の微生物およびその使用方法を提供し、ここで、
上記微生物は、ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メ
チル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路を含む。
【００６３】
　ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブト
キシ）ホスホネートの好適な精製および／あるいはｐ－トルイル酸、テレフタル酸または
（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの産生について試験
するためのアッセイは、周知の方法を用いて行われ得る。好適な複製物（例えば、三連の
培養物）は、試験されるための操作された系統の各々について増殖され得る。例えば、操
作された生産宿主における生成物および副生成物の形成がモニタリングされ得る。最終生
成物および中間体、ならびに他の有機化合物が、ＨＰＬＣ（高速液体クロマトグラフィ）
、ＧＣ－ＭＳ（ガスクロマトグラフィ－質量分析）、ＬＣ－ＭＳ（液体クロマトグラフィ
－質量分析）および紫外可視分光測定のような方法、あるいは、当該分野において周知の
慣用的な手順を用いる好適な他の分析方法によって分析され得る。発酵ブロスにおける生
成物の放出はまた、培養上清を用いて試験され得る。副生成物および残留グルコースが、
例えば、グルコースおよびアルコールについての屈折指標検出器、ならびに、有機酸につ
いてのＵＶ検出器（Lin et al., Biotechnol. Bioeng. 90:775-779 (2005)）を用いるＨ
ＰＬＣによって、あるいは、当該分野において周知の他の好適なアッセイおよび検出法を
用いて、定量される。例えば、ｐ－トルエートメチル－モノオキシゲナーゼ活性は、精製
された酵素を、ウオターバスにてＮＡＤＨ、ＦｅＳＯ４およびｐ－トルイル酸の基質とと
もにインキュベートすること、タンパク質の沈降による反応を停止すること、およびＨＰ
ＬＣによって上清における生成物を分析すること、によってアッセイされ得る(Locher et
 al., J. Bacteriol. 173:3741-3748 (1991))。
【００６４】
　ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブト
キシ）ホスホネートは、当該分野において周知の広範な方法を用いて、培養物中の他の成
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分から分離され得る。このような分離方法としては、例えば、抽出手順、ならびに、連続
的液体－液体抽出、浸透気化、膜濾過、膜分離、逆浸透法、電気透析、蒸留、結晶化、遠
心分離、抽出濾過（ｅｘｔｒａｃｔｉｖｅ　ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ）、イオン交換クロマ
トグラフィ、サイズ排除クロマトグラフィ、吸着クロマトグラフィ、および限外濾過を含
む方法が挙げられる。これらの方法の全てが当該分野において周知である。
【００６５】
　本明細書中に記載された非天然の微生物のいずれかが培養されて、本発明の生合成生成
物が産生および／または分泌され得る。例えば、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（
２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートのプロデューサが、ｐ
－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ
）ホスホネートの生合成性の産生のために培養され得る。
【００６６】
　ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブト
キシ）ホスホネートの産生のために、組換え系統が、炭素源および他の必須栄養素を有す
る培地中で培養される。プロセス全体のコストを低減するために発酵槽において嫌気性条
件を維持することが非常に望ましい。このような条件は、例えば、先ず、培地を窒素と共
に噴霧すること、次いで、フラスコを中隔およびクリンプキャンプでシールすることによ
って得られ得る。増殖が嫌気的に観察されない系統のために、制限された換気のための小
さな孔で中隔に穴を開けることによって、微小好気性条件が適用され得る。例示的な嫌気
性条件は、これまでに記載されており、当該分野において周知であり、例えば、米国特許
公開ＵＳ　２００９／００４７７１９号（２００７年８月１０日出願）に記載されている
。発酵は、本明細書中に記載されたようなバッチ様式、フェドバッチ様式または連続的様
式にて行われ得る。
【００６７】
　所望される場合、培地のｐＨが、培養媒体を所望のｐＨで維持することが必要とされる
場合、塩基（例えばＮａＯＨまたは他の塩基）または酸を添加することによって所望のｐ
Ｈ（特に中性のｐＨ（例えばｐＨ約７））で維持され得る。増殖速度は、分光光度計（６
００ｎｍ）を用いて吸光度を測定することによって測定され得、グルコース取り込み速度
は炭素源の枯渇を長時間にわたってモニタリングすることによって測定され得る。
【００６８】
　増殖培地は、例えば、非天然の微生物に対して炭素源を供給し得る任意の炭水化物源を
含み得る。上記供給源としては、例えば、グルコース、キシロース、アラビノース、ガラ
クトース、マンノース、フルクトース、スクロースおよびデンプンのような糖が挙げられ
る。炭水化物の他の供給源としては、例えば、再生可能な供給原料およびバイオマスが挙
げられる。本発明の方法において供給原料として用いられ得る例示的なバイオマスの型と
しては、セルロースバイオマス、ヘミセルロースバイオマスおよびリグニン供給原料また
は供給原料のタンパク質が挙げられる。このようなバイオマス供給原料は、例えば、グル
コース、キシロース、アラビノース、ガラクトース、マンノース、フルクトースおよびデ
ンプンのような炭素源として有用な炭水化物基質を含む。本明細書中にて提供される教示
およびガイダンスによって、当業者は、上記例示以外の再生可能な供給原料およびバイオ
マスもまた、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－
オキソブトキシ）ホスホネートを産生するために本発明の微生物の培養に使用され得るこ
とを、理解する。
【００６９】
　上述の例示のような再生可能な供給原料に加え、本発明のｐ－トルイル酸、テレフタル
酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート微生物もま
た、炭素源としての合成ガスにおける増殖に対して改変され得る。この特定の実施形態に
おいて、合成ガスまたは他のガス性炭素源を利用するための代謝性経路を提供するために
、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブト
キシ）ホスホネート生成生物において、１つ以上のタンパク質または酵素が発現される。
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【００７０】
　合成ガス（ｓｙｎｇａｓ）またはプロデューサガスとしても知られている合成ガス（ｓ
ｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｇａｓ）は、石炭のガス化、ならびに、農作物および農業廃棄物を含
むバイオマス材料のような炭素材料のガス化の主な生成物である。合成ガスは、主に、Ｈ

２およびＣＯの混合物であり、制限するわけではないが、石炭、石油、天然ガス、バイオ
マスおよび廃棄有機物質を含む任意の有機材料のガス化によって得ることができる。ガス
化は、一般に、酸素に対する高い燃料比下で実行される。また、大部分がＨ２およびＣＯ
であるものの、合成ガスは、微量のＣＯ２およびその他のガスを含み得る。したがって、
合成ガスは、ＣＯ（さらにはＣＯ２）のようなガス状炭素の費用効率的な資源を提供する
。
【００７１】
　Ｗｏｏｄ－Ｌｊｕｎｇｄａｈｌ経路は、ＣＯおよびＨ２をアセチルＣｏＡおよび酢酸の
ようなその他の生成物への変換を触媒する。また、ＣＯおよび合成ガスを利用することが
できる生物は、一般に、同一の基本的な酵素一式、および、Ｗｏｏｄ－Ｌｊｕｎｇｄａｈ
ｌ経路に含まれる変換を通じて、ＣＯ２およびＣＯ２／Ｈ２混合物も利用することができ
る。微生物によるＣＯ２の酢酸へのＨ２依存変換は、ＣＯが同一の生物によって利用され
ること、および、同一経路を必要とすることが示されるよりもかなり前に認められた。多
くのアセトゲンは、必要な還元等量を供給するために水素が存在する限り、ＣＯ２存在下
で成長し、酢酸のような化合物を生成することを示す（例えば、Drake, Acetogenesis, p
p. 3-60 Chapman and Hall, New York, (1994)参照）。
このことは、以下の式によってまとめることができる：
　２ＣＯ２＋４Ｈ２＋ｎＡＤＰ＋ｎＰｉ→ＣＨ３ＣＯＯＨ＋２Ｈ２Ｏ＋ｎＡＴＰ
したがって、Ｗｏｏｄ－Ｌｊｕｎｇｄａｈｌ経路を有する非天然の微生物は、アセチルＣ
ｏＡおよび他の望ましい生成物を生成するために、ＣＯ２およびＨ２の混合物を利用し得
る。
【００７２】
　Ｗｏｏｄ－Ｌｊｕｎｇｄａｈｌ経路は、周知であり、２つの分枝に分けることができる
１２の反応からなる：（１）メチル分枝および（２）カルボニル分枝。カルボニル分枝が
、メチル－ＴＨＦをアセチルＣｏＡへ変換するのに対して、メチル分枝は、合成ガスをメ
チルテトラヒドロフルオレート（メチル－ＴＨＦ）へ変換する。メチル分枝における反応
は、以下の酵素またはタンパク質によって適切に触媒される；フェレドキシン酸化レダク
ターゼ、ギ酸デヒドロゲナーゼ、ホルミルテトラヒドロ葉酸シンセターゼ、メテニルテト
ラヒドロ葉酸環化デヒドロゲナーゼ、メチレンテトラヒドロ葉酸デヒドロゲナーゼ、およ
び、メチレンテトラヒドロ葉酸レダクターゼ。カルボニル分枝における反応は、以下の酵
素またはタンパク質によって適切に触媒される：メチルテトラヒドロ葉酸：コリノイドタ
ンパク質メチルトランスフェラーゼ（例えばＡｃｓＥ）、コリノイド鉄－硫黄タンパク質
、ニッケル－タンパク質アセンブリタンパク質（例えばＡｃｓＦ）、フェレドキシン、ア
セチルＣｏＡシンセターゼ、一酸化炭素デヒドロゲナーゼ、および、ニッケル－タンパク
質アセンブリタンパク質（例えばＣｏｏＣ）。ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路ま
たは（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路を生成する
に十分な数のコーディング核酸を導入するために本明細書中に提供された教示およびガイ
ダンスに従って、少なくとも、宿主生物に存在しないＷｏｏｄ－Ｌｊｕｎｇｄａｈｌ酵素
またはタンパク質をコードする核酸を導入することに関して、当業者は、同一の操作設計
が行われ得ることを理解する。したがって、改変された生物が、完全なＷｏｏｄ－Ｌｊｕ
ｎｇｄａｈｌ経路を含むように、１つ以上のコーディング核酸を本発明の微生物に導入す
ることによって、合成ガス利用能力を付与する。
【００７３】
　一酸化炭素デヒドロゲナーゼおよび／またはヒドロゲナーゼ活性を結合した還元トリカ
ルボン酸回路もまた、ＣＯ、ＣＯ２および／またはＨ２をアセチルＣｏＡおよび他の生成
物（例えば酢酸）へ変換することを可能にする。還元ＴＣＡ経路を介して炭素固定し得る
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生物は、１つ以上の以下の酵素を利用し得る：ＡＴＰクエン酸－リアーゼ、クエン酸リア
ーゼ、アコニターゼ、イソクエン酸デヒドロゲナーゼ、アルファケトグルタル酸：フェレ
ドキシンオキシドレダクターゼ、スクシニルＣｏＡシンセターゼ、スクシニルＣｏＡトラ
ンスフェラーゼ、フマル酸レダクターゼ、フマラーゼ、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、ＮＡ
Ｄ（Ｐ）Ｈ：フェレドキシンオキシドレダクターゼ、一酸化炭素デヒドロゲナーゼ、およ
びヒドロゲナーゼ。具体的には、一酸化炭素デヒドロゲナーゼおよびヒドロゲナーゼによ
ってＣＯおよび／またはＨ２から抽出される還元等量は、アセチルＣｏＡまたは酢酸への
還元ＴＣＡ経路を介したＣＯ２固定に利用される。酢酸は、アセチルＣｏＡトランスフェ
ラーゼ、アセテートキナーゼ／ホスホトランスアセチラーゼおよびアセチルＣｏＡシンセ
ターゼのような酵素によってアセチルＣｏＡに変換され得る。アセチルＣｏＡは、ピルビ
ン酸：フェレドキシンオキシドレダクターゼおよび糖新生の酵素によってｐ－トルイル酸
、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネー
トの前駆体、グリセルアルデヒド－３－ホスフェート、ホスホエノールピルビン酸、なら
びにピルビン酸に変換され得る。ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒ
ドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路を生成するに十分な数の
コーディング核酸を導入するために本明細書中に提供された教示およびガイダンスに従っ
て、少なくとも、宿主生物に存在しない還元ＴＣＡ経路の酵素またはタンパク質をコード
する核酸を導入することに関して、当業者は、同一の操作設計がまた行われ得ることを理
解する。したがって、改変された生物が、完全な還元ＴＣＡ経路を含むように、１つ以上
のコーディング核酸を本発明の微生物に導入することによって、合成ガス利用能力を付与
する。
【００７４】
　したがって、本明細書中に提供された教示およびガイダンスによって、当業者は、炭水
化物のような炭素源に対して増殖する場合に本発明の生合成された化合物を分泌する非天
然の微生物が生産され得ることを、理解する。このような化合物としては、例えば、ｐ－
トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）
ホスホネートならびにｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－
３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路における中間体代謝物のいずれかが
挙げられる。所望の化合物または中間体の生合成を達成するために必要とされる酵素また
はタンパク質の活性の１つ以上において操作されることは、必要とされることの全てであ
り、例えば、ｐ－トルイル酸生合成経路、テレフタル酸生合成経路または（２－ヒドロキ
シ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート生合成経路のいくつかまたは全てを
包含することを含む。したがって、本発明は、炭水化物または他の炭素源に対して増殖す
る場合にｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキ
ソブトキシ）ホスホネートを産生および／または分泌し、かつ、炭水化物または他の炭素
源に対して増殖する場合にｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキ
シ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路にて見られる中間代謝産物のい
ずれかを生産および／または分泌する非天然の微生物を提供する。ｐ－トルイル酸、テレ
フタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを産
生する本発明の微生物は、中間生成物から合成を開始することが可能である。例えば、（
２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路の中間生成物は、
１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートまたはＣ－メチル－Ｄ－エリトリト
ール－４－ホスフェートであり得る（実施例１および図１参照）。ｐ－トルイル酸経路の
中間生成物は、例えば、２，４－ヒドロキシ－５－メチル－６－［（ホスホノオキシ)メ
チル］オキサン－２－カルボキシレート、１，３－ヒドロキシ－４－メチル－５－オキソ
シクロヘキサン－１－カルボキシレート、５－ヒドロキシ－４－メチル－３－オキソシク
ロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート、３，５－ジヒドロキシ－４－メチルシクロ
ヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート、５－ヒドロキシ－４－メチル－３－（ホスホ
ノオキシ)シクロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート、5－［（１－カルボキシエ－
１－エン－１－イル）オキシ］－４－メチル－３－（ホスホノオキシ）シクロヘキサ－１
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－エン－１－カルボキシレート、または３－［（１－カルボキシエ－１－エン－１－イル
）オキシ］－４－メチルシクロヘキサ－１，５－ジエン－１－カルボキシレートであり得
る（実施例２および図２参照）。
【００７５】
　本発明の非天然の微生物は、本明細書中に例示されるような当該分野において周知の方
法を用いて、ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチ
ル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路の酵素またはタンパク質をコードする少なく
とも１つの核酸を、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル
－４－オキソブトキシ）ホスホネートを産生するに十分な量にて外因性に発現するように
構築される。本発明の微生物が、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ
－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを産生するに十分な条件下で培養され
ることが、理解される。本明細書中に提供された教示およびガイダンスにしたがって、本
発明の非天然の微生物は、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－
メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの生合成を達成し得、約０．１～２００ｍＭ
またはそれ以上の細胞内濃度を生じる。一般に、ｐ－トルエン酸、テレフタル酸または（
２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの細胞内濃度は、約３
～１５０ｍＭであり、特に約５～１２５ｍＭであり、より詳細には約８～１００ｍＭであ
り、約１０ｍＭ、２０ｍＭ、５０ｍＭ、８０ｍＭまたはそれ以上を含む。これらの例示し
た範囲内およびそれ以上の細胞内濃度はまた、本発明の非天然の微生物によって達成され
得る。
【００７６】
　いくつかの実施形態において、培養条件は、嫌気性の増殖条件、または実質的に嫌気性
の増殖条件、または維持条件を含む。例示的な嫌気性条件は、上述したものおよび当該分
野にて周知のものである。発酵プロセスのための例示的な嫌気性条件は、本明細書中に記
載されており、例えば、米国特許公開ＵＳ　２００９／００４７７１９号（２００７年８
月１０日出願）に記載されている。これらの条件のいずれか、ならびに当該分野にて周知
の嫌気性条件が、非天然の微生物とともに使用され得る。このような嫌気性条件の下で、
ｐ－トルイル酸プロデューサ、テレフタル酸プロデューサまたは（２－ヒドロキシ－３－
メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートプロデューサが、細胞内濃度５～１０ｍＭま
たはそれ以上、ならびに本明細書中で例示した全ての他の濃度のｐ－トルイル酸、テレフ
タル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを合成
し得る。上記では細胞内濃度を言及したが、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－
ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート産生微生物は、ｐ－トルイ
ル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホ
ネートを産生し得る、および／または細胞媒体中に生成物を分泌し得ることが理解される
。
【００７７】
　本明細書中に開示された培養条件および発酵条件に加えて、ｐ－トルイル酸、テレフタ
ル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの生合成
を達成するための増殖条件は、培養条件に対する浸透圧保護剤の添加を含み得る。特定の
実施形態において、本発明の非天然の微生物は、浸透圧保護剤の存在下にて本明細書中に
記載されたように維持され、培養され、または発酵され得る。簡単には、浸透圧保護剤は
、浸透圧調節物質（ｏｓｍｏｌｙｔｅ）として作用する化合物をいい。本明細書中に記載
されるような微生物が浸透圧ストレスを生き延びることを補助する。浸透圧保護剤として
は、ベタイン、アミノ酸および糖トレハロースが挙げられるがこれらに限定されない。こ
のようなものの非限定的な例は、グリシンベタイン、プラリンベタイン、ジメチルセチン
、ジメチルスルホニオプロピオネート、３－ジメチルスルホニオ－２－メチルプロピオネ
ート、ピペコリン酸、ジメチルスルホニオアセテート、コリン、Ｌ－カルニチンおよびエ
クトインである。１つの局面において、浸透圧保護剤は、グリシンベタインである。本明
細書中に記載の微生物を浸透圧ストレスから保護するに好適な浸透圧保護剤の量および型
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が、使用される微生物に依存することは、当業者に理解される。培養条件下での浸透圧保
護剤の量は、例えば、約０．１ｍＭ以下、約０．５ｍＭ以下、約１．０ｍＭ以下、約１．
５ｍＭ以下、約２．０ｍＭ以下、約２．５ｍＭ以下、約３．０ｍＭ以下、約５．０ｍＭ以
下、約７．０ｍＭ以下、約１０ｍＭ以下、約５０ｍＭ以下、約１００ｍＭ以下または約５
００ｍＭ以下であり得る。
【００７８】
　培養条件としては、例えば、液体培養手順および発酵ならびに他の大規模培養手順が挙
げられ得る。本明細書中に記載されるように、特に有用な収量の本発明の生合成生成物が
、嫌気性条件下または実質的に嫌気性の条件下で取得され得る。
【００７９】
　本明細書中に記載されるように、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキ
シ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの合成を達成するための特定の例示
的増殖条件は、嫌気性培養または発酵培養を含む。特定の実施形態において、本発明の非
天然の微生物は、嫌気性条件下または実質的に嫌気性の条件下にて維持され、培養され、
または発酵され得る。簡単には、嫌気性条件は、酸素を欠く環境をいう。実質的に嫌気性
の条件は、例えば、培地中に溶解した酸素の濃度が０～１０％飽和を維持するような培養
、バッチ発酵または連続的発酵を含む。実質的に嫌気性の条件はまた、酸素１％未満の雰
囲気で維持されたシールされたチャンバの内部の液体培地中または固体アガー上での増殖
期または静止期の細胞を含む。酸素の割合は、例えば、培養物を、Ｎ２／ＣＯ２混合物ま
たは好適な非酸素ガスで噴霧することによって維持され得る。
【００８０】
　本明細書中に記載された培養条件は、スケールアップされ得、ｐ－トルイル酸、テレフ
タル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを製造
するために連続的に増殖され得る。例示的な増殖手順としては、例えばフェドバッチ発酵
およびバッチ分離（フェドバッチ発酵および連続的分離、または連続的発酵および連続的
分離）が挙げられる。これらの手順の全てが当該分野にて周知である。発酵手順は、市販
品質のｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソ
ブトキシ）ホスホネートの生合成的な生産に特に有用である。一般に、そして非連続的な
培養手順を用いる場合、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メ
チル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの連続的および／またはほぼ連続的な生産は、
本発明の非天然のｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－
４－オキソブトキシ）ホスホネート産生微生物を、対数増殖期にて増殖を維持するおよび
／またはほぼ維持するために十分な栄養素および培地にて培養することを含む。このよう
な条件下での連続的な培養としては、１日、２日、３日、４日、５日、６日、７日または
それ以上にわたって増殖させることを含み得る。あるいは、連続的な培養は、１週間、２
週間、３週間、４週間、５週間またはそれ以上、から数ヶ月までの長期間を含む。あるい
は、本発明の微生物は、特定の適用に好適である場合、数時間にわたって培養され得る。
連続的および／またはほぼ連続的な培養条件がまた、これらの例示的な期間における間隔
の全ての時点を含み得ることは、理解されるべきである。さらに、本発明の微生物を培養
する時間が、所望の目的に十分量の生成物を産生するために十分な期間にわたることも、
理解される。
【００８１】
　発酵手順は、当該分野にて周知である。簡単には、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸また
は（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの生合成的な生産
のための発酵は、例えば、フェドバッチ発酵およびバッチ分離（フェドバッチ発酵および
連続的分離、または連続的発酵および連続的分離）において利用され得る。バッチ発酵手
順および連続的発酵手順の例は当該分野にて周知である。
【００８２】
　実質的な量のｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４
－オキソブトキシ）ホスホネートの連続的生産のための本発明のｐ－トルイル酸プロデュ
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ーサ、テレフタル酸プロデューサまたは（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブト
キシ）ホスホネートプロデューサを用いる上記発酵手順に加えて、ｐ－トルイル酸プロデ
ューサ、テレフタル酸プロデューサまたは（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブ
トキシ）ホスホネートプロデューサはまた、例えば、生成物を他の化合物へ変換するため
の化学的な合成手順に同時に供され得るか、あるいは、生成物は、発酵培養物から分離さ
れて、所望される場合、生成物を他の化合物へ変換する化学的変換に同時に供され得る。
【００８３】
　よりよいプロデューサを生成するために、増殖条件を最適化するための代謝性モデリン
グが利用され得る。モデリングはまた、経路の利用をさらに最適化する遺伝子ノックアウ
トを設計するために使用され得る（例えば、米国特許公開ＵＳ　２００２／００１２９３
９号、ＵＳ　２００３／０２２４３６３号、ＵＳ　２００４／００２９１４９号、ＵＳ　
２００４／００７２７２３号、ＵＳ　２００３／００５９７９２号、ＵＳ　２００２／０
１６８６５４号およびＵＳ　２００４／０００９４６６号、ならびに米国特許第７，１２
７，３７９号参照）。モデリング分析は、ｐ－トルイル酸、テレフタル酸または（２－ヒ
ドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートのより効率的な生産へ向けて
代謝をシフトすることによる細胞増殖に対する効果の信頼し得る予測を可能にする。
【００８４】
　所望の生成物の生合成に都合よい代謝性の変更を同定および設計するための、コンピュ
ータ利用方法は、ＯｐｔＫｎｏｃｋコンピュータ利用フレームワークである（Burgard et
 al., Biotechnol. Bioeng. 84:647-657 (2003)）。ＯｐｔＫｎｏｃｋは、遺伝子欠失戦
略または遺伝子破壊戦略を示唆する代謝性モデリングおよびシミュレーションプログラム
であり、これは、標的生成物を過剰産生する遺伝的に安定な微生物を生じさせる。詳細に
は、このネットワークは、遺伝子操作を示唆するために微生物の完全な代謝および／また
はバイオケミカルのネットワークを試験する。上記遺伝子操作は、所望のバイオケミカル
が細胞増殖の必須の副生成物となることを強いる。戦略的に配置した遺伝子欠失または他
の機能的な遺伝子破壊を介してバイオケミカル生産を細胞増殖と結合することによって、
バイオリアクタ内に長期間置かれた操作された系統に強いられた増殖選択圧は、強制的な
増殖結合バイオケミカル生産の結果としてパフォーマンスの改善を導く。最終的には、遺
伝子欠失が構築される場合、設計された系統がその野生型系統へ戻る可能性がわずかにあ
る。なぜなら、ＯｐｔＫｎｏｃｋによって選択された遺伝子は、ゲノムから完全に除かれ
るべきだからである。したがって、このコンピュータ利用方法論は、所望の生成物の生合
成を導く代替の経路を同定するために使用され得るか、あるいは、所望の生成物の生合成
をさらに最適化するために非天然の微生物と組み合わせて使用される。
【００８５】
　簡単には、ＯｐｔＫｎｏｃｋは、細胞性代謝をモデリングするためのコンピュータ方法
およびコンピュータシステムを参照して本明細書中で使用される用語である。ＯｐｔＫｎ
ｏｃｋプログラムは、特定の構成要素をフラックスバランス分析（ＦＢＡ）モデルに組み
込むモデルおよび方法のフレームワークに関する。これらの構成要素は、例えば、質的な
動力学的情報、質的な調節情報、および／またはＤＮＡマイクロアレイ実験データを含む
。ＯｐｔＫｎｏｃｋはまた、例えば、フラックスバランスを介して得られるフラックスバ
ウンダリを厳しく制限すること、および引き続いて、遺伝子の付加または欠失の存在下で
の代謝性ネットワークのパフォーマンス制限を探ることによって種々の代謝性問題に対す
る解決策を算出する。ＯｐｔＫｎｏｃｋコンピュータフレームワークは、モデル処方の構
築を可能にする。これは、代謝性ネットワークのパフォーマンス制限の効率的なクエリを
可能にし、生じた混合整数線形プログラミング問題を解決するための方法を提供する。本
明細書中にてＯｐｔＫｎｏｃｋというこの代謝性モデリング方法およびシミュレーション
方法は、例えば、米国特許公開ＵＳ　２００２／０１６８６５４号（２００２年１月１０
日出願）、国際特許出願ＰＣＴ／ＵＳ０２／００６６０号（２００２年１月１０日出願）
、および米国特許公開ＵＳ　２００９／００４７７１９号（２００７年８月１０日出願）
に記載される。



(30) JP 2013-517796 A 2013.5.20

10

20

30

40

50

【００８６】
　生成物の生合成的な生産に都合よい代謝性の変更を同定および設計するための、別のコ
ンピュータ利用方法は、ＳｉｍＰｈｅｎｙ（登録商標）と称される代謝性モデリングおよ
びシミュレーションシステムである。このコンピュータ方法およびシステムは、例えば、
米国特許公開ＵＳ　２００３／０２３３２１８号（２００２年１月１４日出願）、および
国際特許出願ＰＣＴ／ＵＳ０３／１８８３８８号（２００３年６月１３日出願）に記載さ
れる。ＳｉｍＰｈｅｎｙ（登録商標）は、ネットワークモデルをインシリコで生成するた
め、および、生物学的システムの化学反応を介して質量、エネルギーまたはチャージのフ
ラックスをシミュレーションするために使用され得、システム中の化学反応に起こり得る
機能のいずれかまたは全て含む解決スペースを規定し、これにより、生物学的システムに
対して許された活性の範囲を決定する。このアプローチは、制限ベースのモデリングとい
われる。なぜなら、解決スペースが、制限（例えば、含まれる反応の化学量論、ならびに
反応を介する最大限のフラックスに関連する反応熱力学および性能制限）によって規定さ
れるからである。これらの制限によって規定されるスペースは、表現型の能力、および生
物学的システムの挙動またはそのバイオケミカル成分の挙動を決定するために質問され得
る。
【００８７】
　これらのコンピュータアプローチは、生物学的な現実と一致する。なぜなら、生物学的
システムはフレキシブルであり、そして多くの種々の方法において同一の結果に達し得る
からである。生物学的システムは、進化メカニズムを介して設計される。これは、全ての
生活システムが向き合わねばならない基本的な制約によって制限されている。したがって
、制約ベースのモデリング戦略は、これらの一般的な現実を受け入れる。さらに、制約を
厳しくすることを介してネットワークモデルにさらなる制限を連続的に強いる能力は、解
決スペースのサイズにおける削減を生じ、これにより、物理的パフォーマンスまたは表現
型が予測され得る精度を増強する。
【００８８】
　本明細書中に提供される教示およびガイダンスによれば、当業者は、代謝性モデリング
およびシミュレーションについての種々のコンピュータフレームワークを適用して、宿主
微生物中での所望の化合物の生合成を設計および実行し得る。このような代謝性モデリン
グ方法およびシミュレーション方法としては、例えば、ＳｉｍＰｈｅｎｙ（登録商標）お
よびＯｐｔＫｎｏｃｋとして上記で例示したコンピュータシステムが挙げられる。本発明
を例証するために、いくつかの方法が、モデリングおよびシミュレーションのためのＯｐ
ｔＫｎｏｃｋコンピュータフレームワークを参照して本明細書中に記載される。当業者は
、ＯｐｔＫｎｏｃｋや、当該分野にて周知の任意の他の代謝性モデリングおよびシミュレ
ーションのコンピュータフレームワークおよび方法を用いて、代謝性の変更の同定、設計
および実行をどのように適用するのかを理解する。
【００８９】
　上記方法は、破壊するための代謝性反応の１セットを提供する。このセットまたは代謝
性改変の内の各反応を消去することは、生物の増殖期の間に所望の生成物を必須の生成物
として生じ得る。反応が公知であるので、ビレベル（ｂｉｌｅｖｅｌ）ＯｐｔＫｎｏｃｋ
問題に対する解決策はまた、反応セット内の各反応を触媒する１つ以上の酵素をコードす
る関連遺伝子を提供する。１セットの反応、およびこれらに対応する、各反応に関連する
酵素をコードする遺伝子の同定は、一般に自動化プロセスであり、酵素とコード遺伝子と
の間の関係を有する反応データベースとの反応の相関を介して達成される。
【００９０】
　一旦同定されると、所望の生成物の生産を達成するために除去されるべき反応セットは
、セット内の各代謝性反応をコードする少なくとも１つの遺伝子の機能的破壊によって、
標的細胞または標的器官に関連される。この反応セットの機能的破壊を達成するための１
つの特定の有用手段は、各コード遺伝子の欠失による。しかし、いくつかの例において、
他の遺伝的異常（例えば、調節領域（例えばプロモータまたは調節因子のためのｃｉｓ結
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合部位）の変位、欠失）によって、あるいは多数の遺伝子座のいずれかにおけるコード配
列の短縮によって、その反応を破壊することは有利であり得る。後者の異常は、その遺伝
子セットの総欠失よりも少なく生じて、例えば、生成物のカップリングの迅速な評価が望
まれる場合または遺伝的転位がほとんど生じていない場合に有用であり得る。
【００９１】
　上記のビレベルＯｐｔＫｎｏｃｋ問題は、破壊するためのさらなる反応セット、および
生合成（所望の生成物の増殖結合生合成）を生じ得る代謝性改変を導く。上記問題に対す
るさらなる生産的解決策を同定するために、整数カットと称される最適化方法が実行され
る。この方法は、各反復にて整数カットとして称されるさらなる制約の組込みを用いて、
上記で例示したＯｐｔＫｎｏｃｋ問題を繰り返して解決することによって進行する。整数
カットの制約は、任意の繰り返しにおいて同定された正確に同一の反応セットを選択する
ことから解決手順を効率的に妨げる。これは、増殖するために生成物生合成を必然的に結
合する。例えば、以前に同定した増殖結合代謝性改変は、破壊のために反応１、２および
３を特徴付け、次いで、引き続く制約が、同一の反応を次の解決策において同時に考慮さ
れることから妨げる。整数カット法は、当該分野にて周知であり、例えば、Burgard et a
l., Biotechnol. Prog. 17:791-797 (2001)に記載されることが見出され得る。代謝性モ
デリングおよびシミュレートのためのＯｐｔＫｎｏｃｋコンピュータフレームワークと組
み合わせる使用を参照して本明細書中に記載された方法の全てと同様に、繰り返しコンピ
ュータ分析におけるリダンダンシーを低減する整数カット方法はまた、当該分野にて周知
のほかのコンピュータフレームワーク（例えばＳｉｍＰｈｅｎｙ（登録商標）を含む）を
用いて適用され得る。
【００９２】
　本明細書中に例証される方法は、所望の生成物を生合成的に産生する細胞および器官の
構成を可能にする。これは、標的バイオケミカル生成物の産生を、同定された遺伝的変更
を保有するように操作された細胞または器官の増殖に、不可欠に結合することを含む。し
たがって、本明細書中に記載されるコンピュータ法は、代謝性改変の同定および実施を可
能にする。これは、ＯｐｔＫｎｏｃｋまたはＳｉｍＰｈｅｎｙ（登録商標）より選択され
るインシリコ法によって同定される。代謝性改変のセットは、例えば、１つ以上の生合成
経路の酵素の付加、および／または、１つ以上の代謝性反応の破壊（例えば遺伝子欠失に
よる破壊を含む）を含み得る。
【００９３】
　上述したように、ＯｐｔＫｎｏｃｋ方法論は、長期間の増殖選択に供される場合にコン
ピュータによって予測される最大増殖表現型へ向けて変異体微生物ネットワークが進化さ
れ得ることを前提に発展される。すなわち、このアプローチは、選択圧下にて自己で最適
化する生物の能力を利用する。ＯｐｔＫｎｏｃｋフレームワークは、遺伝子欠失組合せの
網羅的な算出を可能にする。これは、ネットワーク化学量論に基づいてバイオケミカル産
生と細胞増殖との間の結合を強いる。最適な遺伝子／反応ノックアウトの同定は、ビレベ
ル最適化問題の解決を必要とする。上記問題は、活性な反応のセットを選択し、その結果
、生じるネットワークについての最適な増殖解決策が目的のバイオケミカルを過剰産生す
ることである（Burgard et al., Biotechnol. Bioeng. 84:647-657 (2003)）。
【００９４】
　Ｅ．ｃｏｌｉ代謝のインシリコ化学量論モデルを使用して、これまでに例示し以下に記
載されるような代謝経路に必須の遺伝子を同定し得る：例えば、米国特許公開　ＵＳ　２
００２／００１２９３９号、ＵＳ　２００３／０２２４３６３号、ＵＳ　２００４／００
２９１４９号、ＵＳ　２００４／００７２７２３号、ＵＳ　２００３／００５９７９２号
、ＵＳ　２００２／０１６８６５４号、およびＵＳ　２００４／０００９４６６号、なら
びに米国特許第７，１２７，３７９号。本明細書中に開示されるように、ＯｐｔＫｎｏｃ
ｋ数学的フレームワークは、ピンポイントの遺伝子欠失に適用され得る。上記欠失は所望
の生成物の増殖結合産生を導く。さらに、ビレベルＯｐｔＫｎｏｃｋ問題の解決は、唯一
の欠失セットを提供する。意味のある解決策の全て、すなわち、増殖結合産生形成を導く
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ノックアウトの全てのセットを挙げるために、整数カットと称される最適化技術が実行さ
れ得る。これは、上述したように、各反復時に、整数カットといわれるさらなる制約の取
込みを用いてＯｐｔＫｎｏｃｋ問題を解決することを反復して必要とする。
【００９５】
　本明細書中に開示されるように、ｐ－トルイル酸経路、テレフタル酸経路または（２－
ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート経路の所望の活性をコード
する核酸が、宿主生物へ導入され得る。いくつかの場合において、ｐ－トルイル酸経路、
テレフタル酸経路または（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネ
ート経路の酵素またはタンパク質の活性を改変してｐ－トルイル酸、テレフタル酸または
（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートの産生を増加するこ
とが所望され得る。例えば、タンパク質または酵素の活性を増加させる公知の変位が、コ
ーディング核酸分子へ導入され得る。さらに、最適化方法が、酵素またはタンパク質の活
性を増加するために、および／または、阻害活性を低減させる（例えば、ネガティブ調節
因子の活性を低減させる）ために、適用され得る。
【００９６】
　このような最適化方法の１つが有向（ｄｉｒｅｃｔｅｄ）進化である。有向進化は、強
力な手段である。これは、酵素の特性を改善および／または変更するために標的化された
変位を特定の遺伝子へ導入することを含む。改善および／または変更された酵素は、多く
の酵素改変体（例えば、＞１０４）の自動化されたスクリーニングを可能にする高感度な
ハイスループットスクリーニングアッセイの開発および実行を介して同定され得る。変位
誘発およびスクリーニングの反復ラウンドが、最適化された特性を有する酵素を産生する
ために実行される。変位誘発についての遺伝子の領域を同定することを補助し得るコンピ
ュータアルゴリズムがまた開発されて、生成されることおよびスクリーニングされること
を必要とする酵素改変体の数を顕著に減少させ得る。多様な改変体ライブラリを生成する
際に効果的である多くの有向進化技術（レビューのために以下を参照のこと：Hibbert et
 al., Biomol.Eng 22:11-19 (2005); Huisman and Lalonde, In Biocatalysis in the ph
armaceutical and biotechnology industries pgs. 717-742 (2007), Patel (ed.), CRC 
Press; Otten and Quax. Biomol.Eng 22:1-9 (2005).; and Sen et al., Appl Biochem.B
iotechnol 143:212-223 (2007)）が開発されており、これらの方法は、多くの酵素クラス
にわたる広範な特性の改善に首尾よく適用されている。有向進化技術によって改善および
／または変更された酵素の特徴としては、例えば以下が挙げられる：選択性／特異性（非
天然の基質の変換にのために）；温度安定性（非常に高い温度でのプロセッシングのため
に）；ｐＨ安定性（より低いまたはより高いｐＨ条件下でのバイオプロセッシングのため
に）基質または生成物の体制（高い生成物力価を得るために）；結合（Ｋｍ）（非天然の
基質に結合する基質を広げることを含む。）；阻害（Ｋｉ）（生成物、基質または重要な
中間体による阻害を除くために）；活性（ｋｃａｔ）（所望のフラックスを達成するため
に酵素反応速度を上昇させるために）；発現レベル（タンパク質収量および経路全体のフ
ラックスを増加させるために）；酸素安定性（好気性条件下での空気感受性の酵素の操作
のために）；および、嫌気性活性（酸素の非存在下での好気性酵素の操作のために）。
【００９７】
　特定の酵素の所望の特性を標的化するための遺伝子の変位誘発および多様化について、
多くの例示的な方法が、開発されている。このような方法は、当該分野にて周知である。
これらのいずれかを使用して、ｐ－トルイル酸生合成経路、テレフタル酸生合成経路また
は（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート生合成経路の酵素
またはタンパク質の活性を変更および／または最適化し得る。このような方法としては、
以下が挙げられるがこれらに限定されない：ｅｐＰＣＲ（ＰＣＲ反応におけるＤＮＡポリ
メラーゼの忠実度を低減することによってランダムな点変位を導入する。）（Pritchard 
et al., J Theor.Biol. 234:497-509 (2005)）；Ｅｒｒｏｒ－ｐｒｏｎｅ　Ｒｏｌｌｉｎ
ｇ　Ｃｉｒｃｌｅ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ｅｐＲＣＡ）（全体が環状のプラスミ
ドをテンプレートとして使用し、ランダムな６ｍｅｒ（最後の２つのヌクレオチドにエン
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ドヌクレアーゼ耐性チオリン酸が連結している。）を使用してプラスミドを増幅し（ここ
で、プラスミドはタンデムリピートにて再度環状化される。）、続いて細胞に形質転換す
るということを除いてｅｐＰＣＲと同様である。）（Fujii et al., Nucleic Acids Res.
 32:e145 (2004); and Fujii et al., Nat. Protoc. 1:2493-2497 (2006)）；ＤＮＡまた
はファミリーのシャッフリング（典型的には、ヌクレアーゼ（例えばＤＮａｓｅまたはＥ
ｎｄｏＶ）を用いた、ランダムフラグメントのプールを生成するための２つ以上の改変体
遺伝子の消化を含む。上記フラグメントは、ＤＮＡポリメラーゼの存在下にてアニーリン
グおよび伸長のサイクルによってリアセンブリされてキメラ遺伝子のライブラリを生成す
る。）（Stemmer, Proc Natl Acad Sci USA 91:10747-10751 (1994); and Stemmer, Natu
re 370:389-391 (1994)）；時差伸長（Ｓｔａｇｇｅｒｅｄ　Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ）（Ｓ
ｔＥＰ）（テンプレートのプライミングを行い、続いて、変性および非常に短いアニーリ
ング／伸長の期間（約５秒間）の２ステップＰＣＲの反復サイクルを行う。）（Zhao et 
al., Nat. Biotechnol. 16:258-261 (1998)）；ランダムプライミングリコンビネーショ
ン（ＲＰＲ）（ランダムな配列のプライマーを使用して、テンプレートの種々のセグメン
トに相補的な多くの短いＤＮＡフラグメントを生成する。）（Shao et al., Nucleic Aci
ds Res 26:681-683 (1998)）。
【００９８】
　さらなる方法としては以下が挙げられる：ヘテロ二重鎖リコンビネーション（線状プラ
スミドＤＮＡを用いてミスマッチリペアによって修復されたヘテロ二重鎖を形成する。）
（Volkov et al, Nucleic Acids Res. 27:e18 (1999); and Volkov et al., Methods Enz
ymol. 328:456-463 (2000)）；一時的なテンプレートに対するランダムなキメラ誘発（Ｒ
ａｎｄｏｍ　Ｃｈｉｍｅｒａｇｅｎｅｓｉｓ　ｏｎ　Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ　Ｔｅｍｐｌａ
ｔｅｓ）（ＲＡＣＨＩＴＴ）（一本鎖ＤＮＡの、ＤＮａｓｅ　Ｉフラグメンテーションお
よびサイズ分画を使用する。）（Coco et al., Nat. Biotechnol. 19:354-359 (2001)）
；短縮化したテンプレートに対するリコンビナント伸長（Recombined Extension on Trun
cated templates）（ＲＥＴＴ）（フラグメントのプールとして使用される一方向ｓｓＤ
ＮＡフラグメントの存在下で、プライマーから一方向に成長する鎖のテンプレートスイッ
チを引き起こす。）（Lee et al., J. Molec. Catalysis 26:119-129 (2003)）；変性オ
リゴヌクレオチド遺伝子シャッフリング（ＤＯＧＳ）（変性プライマーを使用して分子間
のリコンビネーションを制御する）（Bergquist and Gibbs, Methods Mol.Biol 352:191-
204 (2007); Bergquist et al., Biomol.Eng 22:63-72 (2005); Gibbs et al., Gene 271
:13-20 (2001)）；ハイブリッド酵素の生成のための増大した短縮化（Ｉｎｃｒｅｍｅｎ
ｔａｌ　Ｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｃｒｅａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｈｙｂｒｉ
ｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ）（ＩＴＣＨＹ）（目的の遺伝子または遺伝子フラグメントの１塩基
対欠失を有するコンビナトリアルライブラリの生成）（Ostermeier et al., Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA 96:3562-3567 (1999); and Ostermeier et al., Nat. Biotechnol. 17:
1205-1209 (1999)）；ハイブリッド酵素の生成のためのチオ増大した（Ｔｈｉｏ－Ｉｎｃ
ｒｅｍｅｎｔａｌ）短縮化（ＴＨＩＯ－ＩＴＣＨＹ）（ホスホチオネートｄＮＴＰを用い
て短縮化を生成することを除いてＩＴＣＨＹと同様である。）（Lutz et al., Nucleic A
cids Res 29:E16 (2001)）；ＳＣＲＡＴＣＨＹ（遺伝子を再結合させるための、ＩＴＣＨ
ＹおよびＤＮＡシャッフリングの２つの方法を結合する。）（Lutz et al., Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA 98:11248-11253 (2001)）；ランダムドリフト変位誘発（ＲＮＤＭ）（
ｅｐＰＣＲを介して作製した変位に続いて、残存する利用可能な活性をスクリーニング／
選択する。）（Bergquist et al., Biomol. Eng. 22:63-72 (2005)）；配列飽和変位誘発
（ＳｅＳａＭ）（ホスホチオネートヌクレオチドのランダム組込みおよび消化を用いてラ
ンダムな長さのフラグメントのプールを生成するランダム変位誘発法であり、上記フラグ
メントをテンプレートとして用いて、「ユニバーサル」塩基（例えば、イノシン）の存在
下で伸長させ、イノシン含有相補体の複製がランダムな塩基の組込みを生じ、結果として
変位誘発を生じる。）（Wong et al., Biotechnol. J. 3:74-82 (2008); Wong et al., N
ucleic Acids Res. 32:e26 (2004); and Wong et al., Anal. Biochem. 341:187-189 (20
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05)）；合成シャッフリング（「標的中の遺伝的多様性の全て」をコードするように設計
された重複オリゴヌクレオチドを用い、シャッフルした子孫について非常に高い多様性を
可能にする。）（Ness et al., Nat. Biotechnol. 20:1251-1255 (2002)）；ヌクレオチ
ド交換および切除技術（ＮｅｘＴ）（ｄＵＴＰ組込み、引き続くウラシルＤＮＡグリコシ
ラーゼでの処理、次いでピペリジンでの処理の組合せを使用して、末端でのＤＮＡフラグ
メント化を実行する。）（Muller et al., Nucleic Acids Res. 33:e117 (2005)）。
【００９９】
　さらなる方法は、配列相同性非依存的タンパク質組換え（ＳＨＩＰＲＥＣ）（ここで、
線形を使用して、距離的に関連するかまたは関連しない２つの遺伝子の間での融合を容易
にし、この２つの遺伝子の間で特定の範囲のキメラを生成し、単一のクロスオーバーハイ
ブリッドのライブラリを生じる（Sieber et al., Nat. Biotechnol. 19:456-460 (2001)
。）；遺伝子部位飽和変位誘発（ＧＳＳＭＴＭ）（ここで、出発物質は、インサートを含
むスーパーコイルの二本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）プラスミド、および所望の部位の変位誘
発を生成する２つのプライマーを含む（Kretz et al., Methods Enzymol. 388:3-11 (200
4)。）；コンビナトリアルカセット変位誘発（ＣＣＭ）（これは、制限された領域を多数
のアミノ酸配列変更と置換する短いオリゴヌクレオチドカセットの使用を含む（Reidhaar
-Olson et al. Methods Enzymol. 208:564-586 (1991)およびReidhaar-Olson et al. Sci
ence 241:53-57 (1988)。）；コンビナトリアルマルチカセット変位誘発（ＣＭＣＭ）（
これは、ＣＣＭと実質的に同様であり、ホットスポットおよびホットリージョンを同定す
るために高変異率でｅｐＰＣＲを使用し、次いで、タンパク質配列スペースの規定された
領域をカバーするためにＣＭＣＭによる伸長を使用する（Reetz et al., Angew. Chem. I
nt. Ed Engl. 40:3589-3591 (2001)。）；変位系統技術（Ｍｕｔａｔｏｒ　Ｓｔｒａｉｎ
ｓ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）（ここで、コンビナトリアルｔｓミューテータプラスミド、Ｄ
ＮＡポリメラーゼＩＩＩの変位体サブユニットをコードするｍｕｔＤ５遺伝子を利用し、
選択の間のランダムかつ天然の変位頻度を２０～４０００×に増加することを可能にし、
選択が必要とされない場合、有害な変位の集積をブロックする（Selifonova et al., App
l. Environ. Microbiol. 67:3645-3649 (2001)); Low et al., J. Mol. Biol. 260:359-3
680 (1996)。）を含む。
【０１００】
　さらなる例示的方法としては、Ｌｏｏｋ－Ｔｈｒｏｕｇｈ変位誘発（ＬＴＭ）（これは
、選択されたアミノ酸の変位を評価しかつ最適化する多次元の変位誘発方法である（Rajp
al et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:8466-8471 (2005)。）；遺伝子リアセンブ
リ（これは、複数の遺伝子に一時に適用され得るか、単一遺伝子のキメラ（複数の変位）
の大きなライブラリを生成するためのＤＮＡシフト法である（Ｔｕｎａｂｌｅ　Ｇｅｎｅ
ＲｅａｓｓｅｍｂｌｙＴＭ（ＴＧＲＴＭ）。この技術はＶｅｒｅｎｉｕｍ　Ｃｏｒｐｏｒ
ａｔｉｏｎによって供給される。)、インシリコタンパク質設計自動化（ＰＤＡ）（これ
は、特定のフォールドを処理する構造的に規定されたタンパク質骨格をアンカリングする
最適化アルゴリズムであり、タンパク質エネルギー論の全体を安定化し得るアミノ酸置換
についての配列スペースを探索し、一般に三次元構造とともにタンパク質に対して最も効
率的に作用する（Hayes et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:15926-15931 (2002)。
）；ならびに、反復飽和変位誘発（ＩＳＭ）（これは、酵素改善のための類似部位を選択
するための構造／機能の知識を用いること、変位誘発法（例えば（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ
；Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ　ＣＡ））を用いて選択した部位で飽和変位誘発を行うこと、所望
の特性についてスクリーニング／選択すること、そして改善したクローンを用いること、
別の部位で開始して所望の活性が達成されるまで連続して反復すること（Reetz et al., 
Nat. Protoc. 2:891-903 (2007); and Reetz et al., Angew. Chem. Int. Ed Engl. 45:7
745-7751 (2006))）を含む。
【０１０１】
　変位誘発について上述した方法のいずれかが、単独でかまたは任意の組合せにて使用さ
れ得る。さらに、有向進化のいずれか１つまたは組合せが、本明細書中に記載されるよう
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な適応性の進化技術と組み合わせて使用され得る。
【０１０２】
　本発明の種々の実施形態の活性に実質的に影響を与えない改変もまた、本明細書中で提
供される本発明の規定の範囲内に含まれることが理解される。したがって、以下の実施例
は、本発明の例が意図とされ、本発明を限定しない。
【０１０３】
　〔実施例１〕
　（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネートを生成するための
例示的経路
　本実施例は、テレフタル酸（ＰＴＡ）前駆体（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキ
ソブトキシ）ホスホネート（２Ｈ３Ｍ４ＯＰ）を生成するための例示的経路を記載する。
【０１０４】
　ｐ－トルイル酸経路およびＰＴＡ経路に対する前駆体は２Ｈ３Ｍ４ＯＰである。この化
学物質は、図１に示すような３つの酵素ステップにおける主要な代謝物であるグリセルア
ルデヒド－３－ホスフェ－ト（Ｇ３Ｐ）およびピルビン酸から誘導され得る。最初の２つ
のステップは、Ｅ. ｃｏｌｉ、および他の生物に対して天然であり、上記生物は、イソプ
レンの生合成のためのメチルエリトリトールホスフェート（非メバロン酸）経路を利用す
る。ピルビン酸およびＧ３Ｐは、まず、ＤＸＰシンターゼによって１－デオキシ－Ｄ－キ
シルロース５－ホスフェート（ＤＸＰ）を形成するために縮合される。その後の炭素骨格
の還元および再構成は、ＤＸＰレダクトイソメラーゼによって触媒される。最後に、新規
なジオールデヒドラターゼは、２－Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェート
をｐ－トルイル酸前駆体である２Ｈ３Ｍ４ＯＰへ転換する。
【０１０５】
　Ａ．１－デオキシキシルロース－５－ホスフェート（ＤＸＰ）シンターゼ。ピルビン酸
およびＧ３Ｐは、ＤＸＰシンターゼ（ＥＣ　２．２．１．７）によってＤＸＰを形成する
ため縮合される。この酵素は、イソプレンの生合成のための非メバロン酸経路における最
初のステップを触媒する。上記酵素は、補因子としてチアミンジホスフェートを必要とし
、正価レドックス変化は存在しないが、還元型ＦＡＤもまた必要とする。Ｅ.ｃｏｌｉ酵
素の結晶構造は利用可能である(Xiang et al., J. Biol. Chem. 282:2676-2682 (2007)(d
oi:M610235200, pii;10.1074/jbc.M610235200 doi)。Ｍ． ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ（B
ailey et al., Glycobiology 12:813-820 (2002)）およびＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 
ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ（Lee et al., J. Biotechnol. 128:555-566 (2007)(doi:S0168-
1656(06)00966-7, pii;10.1016/j.jbiotec.2006.11.009, doi）において、他の酵素がク
ローニングされ、特徴付けられている。Ｂ.ｓｕｂｔｉｌｉｓおよびＳｙｎｅｃｈｏｃｙ
ｓｔｉｓ　ｓｐ．ＰＣＣ　６８０３由来のＤＸＰシンターゼ酵素が、Ｅ.ｃｏｌｉにクロ
ーニングされている(Harker and Bramley, FEBS Lett. 448:115-119 (1999)(doi:S0014-5
793(99)00360-9, pii)。
【０１０６】
【表１】

【０１０７】
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　Ｂ．１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートレダクトイソメラーゼ（ＥＣ
　１．１．１．２６７）。第２のステップにおいて、１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－
５－ホスフェート（ＤＸＰ）の２－Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェート
へのＮＡＤ（Ｐ）Ｈ依存性の還元および再構成は、ＤＸＰレダクトイソメラーゼ（ＤＸＲ
，ＥＣ　１．１．１．２６７）によって触媒される。ＮＡＤＰＨ依存性のＥ．ｃｏｌｉ酵
素はｄｘｒによってコードされる(Takahashi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:9
879-9884 (1998))。Ｅ.ｃｏｌｉにおいて、Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ
由来のリコンビナント酵素は、機能的に発現させられた(Carretero-Paulet et al., Plan
t Physiol. 129:1581-1591 (2002)(doi:10.1104/pp.003798 (doi)。Ｚｙｍｏｍｏｎａｓ
　ｍｏｂｉｌｉｓおよびＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ由来の
ＤＸＲ酵素は特徴付けられ、結晶構造が利用可能である(Grolle et al., FEMS Microbiol
. Lett. 191:131-137 (2000)(doi:S0378-1097(00)00382-7, pii); Henriksson et al., A
cta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 62:807-813 (2006)(doi:S0907444906019196, 
pii;10.1107/S0907444906019196, doi)。特徴付けられたＤＸＲ酵素のほとんどが、厳密
にＮＡＤＰＨ依存性である。しかし、Ａ．ｔｈａｌｉａｎａおよびＭ．ｔｕｂｅｒｃｕｌ
ｏｓｉｓからの酵素は、低減した速度でＮＡＤＨと反応する(Argyrou and Blanchard, Bi
ochemistry 43:4375-4384 (2004)(doi:10.1021/bi049974k, doi); Rohdich et al., FEBS
 J. 273:4446-4458 (2006)(doi:EJB5446, pii;10.1111/j.1742-4658.2006.05446.x, doi.
）。
【０１０８】
【表２】

【０１０９】
　Ｃ．２－Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートデヒドラターゼ。２－Ｃ
－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートをｐ－トルイル酸前駆体に転換するた
めに、ジオールデヒドラターゼが必要とされる(Altmiller and Wagner, Arch. Biochem. 
Biophys. 138:160-170 (1970))。この変換は、実験的に実証されていないが、ジヒドロキ
シ酸デヒドラターゼ（ＥＣ　４．２．１．９）、プロパンジオールデヒドラターゼ（ＥＣ
　４．２．１．２８）、グリセロールデヒドラターゼ（ＥＣ　４．２．１．３０）および
ミオイノシトースデヒドラターゼ（ＥＣ　４．２．１．４４）を含むいくつかの酵素が、
同様の転換を触媒する。
【０１１０】
　二級ジオール２，３－ブタンジオールを２－ブタノンへ転換し得るジオールデヒドラタ
ーゼまたはプロパンジオールデヒドラターゼ酵素（ＥＣ　４．２．１．２８）は、この転
換のための優秀な候補である。アデノシルコバラミン依存性のジオールデヒドラターゼは
、αサブユニット、βサブユニットおよびγサブユニットを含む。これらのサブユニット
の全てが、酵素機能に必要とされる。例示的な遺伝子候補は、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐ
ｎｅｕｍｏｎｉａｅ(Tobimatsu et al., Biosci. Biotechnol. Biochem. 62:1774-1777 (
1998); Toraya et al.,. Biochem. Biophys. Res. Commun. 69:475-480 (1976))、Ｓａｌ
ｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ(Bobik et al., J. Bacteriol. 179:6633-6639
 (1997))、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａ(Tobimatsu et al., J. Biol. Chem. 
270:7142-7148 (1995)およびＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｏｌｌｉｎｏｉｄｅｓ(Sau
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けるジオールデヒドラターゼ遺伝子候補を単離するための方法は、当該分野にて周知であ
る（例えば、米国特許第５，６８６，２７６号参照）。
【０１１１】
【表３】

【０１１２】
　グリセロールデヒドラターゼファミリーにおける酵素（ＥＣ　４．２．１．３０）はま
た、２－Ｃ－メチル－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートを脱水するために使われ得
る。例示的な遺伝子候補は、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅにおいてｇｌ
ｄＡＢＣおよびｄｈａＢ１２３（（ＷＯ ２００８／１３７４０３）および(Toraya et al
., Biochem. Biophys. Res. Commun. 69:475-480 (1976))、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐ
ａｓｔｅｕｒａｎｕｍにおいてｄｈａＢＣＥ(Macis et al., FEMS Microbiol Lett. 164:
21-28 (1998))ならびにＣｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉにおいてｄｈａＢＣ
Ｅによってコードされる(Seyfried et al., J. Bacteriol. 178:5793-5796 (1996))。Ｋ
．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅに由来する、８０倍～３３６倍増強された活性を有するＢ１２依
存性ジオールデヒドラターゼの改変体は、最近、βサブユニットの２残基に変異を導入す
ることによって操作された(Qi et al., J. Biotechnol. 144: 43-50 (2009) (doi: S0168
-1656(09)00258-2, pii; 10.1016/j.jbiotec.2009.06.015, doi）。不活性化の動力学を
減少させられたジオールデヒドラターゼ酵素が、ｅｒｒｏｒ－ｐｒｏｎｅ　ＰＣＲを用い
て、デュポン（ＤｕＰｏｎｔ）によって開発した（ＷＯ　２００４／０５６９６３）。
【０１１３】
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【表４】

【０１１４】
　Ｂ１２依存性ジオールデヒドラターゼを利用する場合、対応する再活性化因子の異種性
の発現が推奨される。Ｂ１２依存性ジオールデヒドラターゼは、基質およびいくつかの下
流産物による、メカニズムベースの自殺活性に供される。不活性化コバラミンとの強い結
合によって生じる不活性化は、ＡＴＰ依存的なプロセスにおけるジオールデヒドラターゼ
再活性化因子によって部分的に克服され得る。Ｂ１２補因子の再生は、さらなるＡＴＰを
必要とする。ジオールデヒドラターゼ再生因子は、２つのサブユニットのタンパク質であ
る。Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａ(Mori et al., J. Biol. Chem. 272:32034-3
2041 (1997))、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ(Bobik et al., J. Bact
eriol. 179:6633-6639 (1997); Chen et al., J. Bacteriol. 176:5474-5482 (1994))、
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｏｌｌｉｎｏｉｄｅｓ(Sauvageot et al., FEMS Microb
iol. Lett. 209:69-74 (2002))およびＫｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ（ＷＯ
　２００８／１３７４０３）において例示的な候補が見出される。
【０１１５】

【表５】

【０１１６】
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　Ｂ１２依存性ジオールデヒドラターゼ酵素は、補因子としてＳ－アデノシルメチオニン
（ＳＡＭ）を利用する(Frey et al., Chem. Rev. 103:2129-2148 (2003))。グリセロール
デヒドロゲナーゼ、およびＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｕｔｙｒｉｃｕｍの対応する活性
化因子（ｄｈａＢ１およびｄｈａＢ２にコードされる）が、十分に特徴付けられている(O
'Brien et al., Biochemistry 43:4635-4645 (2004); Raynaud et al., Proc. Natl. Aca
d. Sci USA 100:5010-5015 (2003))。この酵素は、最近、Ｅ．ｃｏｌｉの１，３－プロパ
ンジオールを過剰に産生する系統において使用され、産物の非常に高い力価を達成し得た
(Tang et al., Appl. Environ. Microbiol. 75:1628-1634 (2009)(doi:AEM.02376-08, pi
i;10.1128/AEM.02376-08, doi)。Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ　ｉｎｕｌｉｎｉｖｏｒａｎｓ由来
のさらなるＢ１２非依存性ジオールデヒドラターゼ酵素および活性化因子が、２，３－ブ
タンジオールの２－ブタノンへの転換を触媒することが示された（米国特許公開ＵＳ　２
００９／０９１５５８７０号）。
【０１１７】
【表６】

【０１１８】
　ジヒドロキシ酸デヒドラターゼ（ＤＨＡＤ，　ＥＣ　４．２．１．９）は、分枝鎖アミ
ノ酸の生合成に関与するＢ１２非依存性の酵素である。この酵素の天然の役割において、
２，３－ジヒドロキシ－３－メチルバレラートをイソロイシンの前駆体である２－ケト－
３－メチル－バレラートへ転換する。バリンの生合成において、上記酵素は、２，３－ジ
ヒドロキシ－イソバレラートの２－オキソイソバレラートへの脱水を触媒する。Ｓｕｌｆ
ｏｌｏｂｕｓ　ｓｏｌｆａｔａｒｉｃｕｓ由来のＤＨＡＤは、広い基質範囲を有する。Ｅ
．ｃｏｌｉに発現されたリコンビナント酵素の活性が、種々のアルドン酸に対して実証さ
れた(Kim and Lee, J. Biochem. 139:591-596 (2006)(doi:139/3/591, pii;10.1093/jb/m
vj057, doi)。Ｓ．ｓｏｌｆａｔａｒｉｃｕｓの酵素は、多くのジオールデヒドラターゼ
酵素と異なり、酸素に耐性である。Ｅ．ｃｏｌｉ酵素（ｉｌｖＤにコードされた）は、酸
素に感受性であり、その鉄－硫黄クラスターを不活性化する(Flint et al., J. Biol. Ch
em. 268:14732-14742 (1993))。同様の酵素が、Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ　ｃｒａｓｓａ(Al
tmiller and Wagner, Arch. Biochem. Biophys. 138:160-170 (1970))およびＳａｌｍｏ
ｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ(Armstrong et al., Biochim. Biophys. Acta 498:
282-293 (1977))において特徴付けられている。
【０１１９】
【表７】

【０１２０】
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　ジオールデヒドラターゼｍｙｏ－イノソース－２－デヒドラターゼ（ＥＣ　４．２．１
．４４）は別の例示的候補である。ｍｙｏ－イノソースは、近接したアルコール基を含む
六員環である。ｍｙｏ－イノソース－２－デヒドラターゼをコードする精製された酵素は
、ｍｙｏ－イノソースの崩壊の観点で、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓにお
いて機能的に研究されているが、今日まで、遺伝子と関連付けられていない(Berman and 
Magasanik, J. Biol. Chem. 241:800-806 (1966))。Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｆｒ
ｅｄｉｉのｍｙｏ－イノソース－２－デヒドラターゼがクローニングされており、Ｅ．ｃ
ｏｌｉに機能的に発現されている(Yoshida et al., Biosci .Biotechnol. Biochem. 70:2
957-2964 (2006)(doi:JST.JSTAGE/bbb/60362, pii)。Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ由来の同様の
酵素（iolEにコードされる）もまた、研究されている(Yoshida et al., Microbiology 15
0:571-580 (2004))。
【０１２１】
【表８】

【０１２２】
　〔実施例２〕
　シキミ酸経路酵素によって（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホス
ホネートからｐ－トルイル酸を合成するための例示的経路。
【０１２３】
　本実施例は、シキミ酸経路酵素を用いたｐ－トルイル酸の合成のための例示的な経路を
記載する。
【０１２４】
　ｐ－トルイル酸の化学構造は、ｐ－ヒドロキシ安息香酸（電子キャリアユビキノンの前
駆体）と非常に近似している。４－ヒドロキシ安息香酸は、シキミ酸経路における酵素に
よって主要代謝性前駆体から合成され、細菌、植物および真菌に見出される。シキミ酸経
路は、Ｄ－エリトロース－４－ホスフェート（Ｅ４Ｐ）およびホスホエノールピルビン酸
（ＰＥＰ）をコリスメートに転換する７つの酵素ステップから構成される。経路酵素とし
ては、２－デヒドロ－３－デオキシホスホヘプトン酸シンターゼ（ＤＡＨＰ）シンターゼ
、デヒドロキネート（ＤＨＱ）シンターゼ、ＤＨＱデヒドラターゼ、シキミ酸デヒドロゲ
ナーゼ、シキミ酸キナーゼ、５－エノルピルビニルシキミ酸－３－リン酸（ＥＰＳＰ）シ
ンターゼおよびコリスメートシンターゼが挙げられる。上記経路の最初のステップにおい
て、ＤＡＨＰシンターゼによってＤ－エリトロース－４－ホスフェートおよびホスホエノ
ールピルビン酸が結合されて、３－デオキシ－Ｄ－アラビノ－ヘプツロン酸－７－ホスフ
ェートが形成される。この化合物は、次いで、脱リン酸、脱水および還元されて、シキミ
酸が形成される。シキミ酸は、以下の３つの酵素の作用によってコリスメートに転換され
る：シキミ酸キナーゼ、３－ホスホシキメート－２－カルボキシビニルトランスフェラー
ゼおよびコリスメートシンターゼ。引き続く、コリスメートの４－ヒドロキシ安息香酸へ
の変換は、コリスメートリアーゼによって触媒される。
【０１２５】
　ｐ－トルイル酸の合成は、図２に示すような類似した様式で進行する。この経路は、Ｐ
ＥＰおよび２Ｈ３Ｍ４ＯＰ（Ｅ４Ｐの３－ヒドロキシル基の代わりにメチル基を有するＥ
４Ｐに類似した化合物）を用いて開始する。Ｅ４Ｐのヒドロキシル基は、シキミ酸経路の
反応の化学作用に直接的に関与しない。よって、メチルに置換された２Ｈ３Ｍ４ＯＰ前駆
体は、代替の基質として反応することが予想される。有向進化すなわち適応性進化を用い
て、基質としての２Ｈ３Ｍ４ＯＰおよび下流の派生物に対する嗜好を改良し得る。このよ
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【０１２６】
　シキミ酸経路酵素を介したフラックスの効率を改善するための系統操作戦略もまた、本
実施例において適用可能である。経路前駆体であるＰＥＰのアベイラビリティを、グルコ
ース輸送システムを変更することにより、増加し得る(Yi et al., Biotechnol. Prog. 19
:1450-1459 (2003)(doi:10.1021/bp0340584, doi)。フィードバック非感受性アイソザイ
ムである３－デオキシ－Ｄ－アラビノヘプツロン酸－７－ホスフェートシンターゼの過剰
発現によって、４－ヒドロキシ安息香酸過剰産生系統を操作して、シキミ酸経路を介した
フラックスを改良した(Barker and Frost, Biotechnol. Bioeng. 76:376-390 (2001)(doi
:10.1002/bit.10160, pii)。さらに、シキミ酸経路酵素およびコリスメートリアーゼの発
現レベルを増強した。同様の戦略が、ｐ－トルエン酸の過剰産生のための系統において使
用され得る。
【０１２７】
　Ａ．２－デヒドロ－３－デオキシホスホヘプツロン酸シンターゼ（ＥＣ　２．５．１．
５４）。Ｄ－エリトロース－４－ホスフェートおよびホスホエノールピルビン酸の縮合は
、２－デヒドロ－３－デオキシホスホヘプツロン酸（ＤＡＨＰ）シンターゼ（ＥＣ　２．
５．１．５４）によって触媒される。この酵素の３つのイソ酵素は、Ｅ．ｃｏｌｉのゲノ
ムにおいて、ａｒｏＧ、ａｒｏＦおよびａｒｏＨによってコードされ、それぞれフェニル
アラニン、チロシンおよびトリプトファンによってフィードバック阻害を受ける。最小限
の培地上にて増殖された野生型細胞において、ａｒｏＧ、ａｒｏＦおよびａｒｏＨの遺伝
子産物はそれぞれ、ＤＡＨＰシンターゼ活性の８０％、２０％および１％に寄与した(Hud
son and Davidson, J. Mol. Biol. 180:1023-1051 (1984)(doi:0022-2836(84)90269-9, p
ii)。ＡｒｏＧの２つの残基は、フェニルアラニンによる阻害を除去することが見出され
た(Kikuchi et al., Appl. Environ. Microbiol. 63:761-762 (1997))。チロシンによる
ＡｒｏＦのフィードバク阻害が、１塩基対交換によって除去された(Weaver and Herrmann
, J. Bacteriol. 172:6581-6584 (1990))。Ｅ．ｃｏｌｉの４－ヒドロキシ安息香酸を過
剰産生する系統において、チロシン非感受性ＤＡＨＰシンターゼを過剰発現させた(Barke
r and Frost, Biotechnol. Bioeng. 76:376-390 (2001)(doi:10.1002/bit.10160, pii)。
ａｒｏＧ遺伝子産物が、種々の代替の４－炭素鎖（ｃａｒｂｏｎ　ｌｅｎｇｔｈ）基質お
よび５－炭素鎖基質を受容することが示された(Sheflyan et al., J. Am. Chem. Soc. 12
0(43):11027-11032 (1998); Williamson et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 15:2339-23
42 (2005)(doi:S0960-894X(05)00273-8, pii;10.1016/j.bmcl.2005.02.080, doi)。上記
酵素は、Ｄ－エリトロース－４－ホスフェートと類似した基質（しかし２位におけるアル
コールを欠く。）である（３Ｓ）－２－デオキシエリトロース－４－ホスフェートと効率
的に反応する(Williamson et al., supra 2005)。Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏ
ｒｉおよびＰｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆｕｒｉｏｓｕｓに由来する酵素もまた、この代替の
基質を受容し(Schofield et al., Biochemistry 44:11950-11962 (2005)(doi:10.1021/bi
050577z, doi; Webby et al., Biochem. J. 390:223-230　2005)(doi:BJ20050259, pii;1
0.1042/BJ20050259, doi)、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて発現されている。ＤＡＨＰシンターゼ
の進化した改変体（野生種Ｅ．ｃｏｌｉのＡｒｏＧ酵素と７つのアミノ酸異なる。）は、
Ｋｃａｔ／ＫＭが６０倍改善することを示すことが示されている(Ran and Frost, J. Am.
 Chem. Soc. 129:6130-6139 (2007)(doi:10.1021/ja067330p, doi)。
【０１２８】
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【表９】

【０１２９】
　Ｂ．３－デヒドロキネートシンターゼ（ＥＣ　４．２．３．４）。図２に示すような基
質（２）（２，４－ヒドロキシ-５－メチル－６－［[（ホスホノオキシ）メチル］オキサ
ン－２－カルボキシレート）の基質（３）（１，３－ジヒドロキシ－４－メチルシクロヘ
キサ－１－エン－１－カルボキシレート）への脱リン酸化は、３－デヒドロキネートシン
ターゼによる３－デオキシ－アラビノ－ヘプツロン酸－７－ホスフェートの脱リン酸化に
類似している。上記酵素は、Ｅ．ｃｏｌｉ(Mehdi et al., Methods Enzymol. 142:306-31
4 (1987)、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ(Hasan and Nester, J. Biol. Chem. 253:4999-5004 (1
978))、およびＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ　Ｈ３７Ｒｖ(de
 Mendonca et al., J. Bacteriol. 189:6246-6252 (2007)(doi:JB.00425-07, pii;10.112
8/JB.00425-07, doi)において特徴付けられている。上記Ｅ．ｃｏｌｉ酵素は、Ｌ－チロ
シンによって阻害を受ける(Barker and Frost, Biotechnol. Bioeng. 76:376-390 2001)(
doi:10.1002/bit.10160, pii)。
【０１３０】

【表１０】

【０１３１】
　Ｃ。３－デヒドロキネートデヒドラターゼ（ＥＣ　４．２．１．１０）。３－デヒドロ
キネートデヒドラターゼ（「３－デヒドロキナーゼ（ＤＨＱａｓｅ）」とも称される。）
は、図２のｐ－トルエンサン経路におけるステップＣに類似する、３－デヒドロキネート
の３－デヒドロシキミ酸への脱水を天然に触媒する。ＤＨＱａｓｅ酵素は、メカニズム、
立体化学および配列相同性に基づいて２つのクラスに分けられ得る(Gourley et al., Nat
. Struct. Biol. 6:521-525. (1999)(doi:10.1038/9287, doi)。一般に、１型酵素が生合
成に関与し、２型酵素が逆（崩壊的）方向に作用する。Ｅ．ｃｏｌｉ（Kinghorn et al.,
 Gene 14:73-80. 1981)(doi:0378-1119(81)90149-9, pii)、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙ
ｐｈｉ(Kinghorn et al., supra 1981; Servos et al., J. Gen. Microbiol. 137:147-15
2 (1991))、およびＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ(Warburg et al., Gene 32:57-66 1984)(doi:03
78-1119(84)90032-5, pii)に由来する１型酵素が、クローニングされ、特徴付けられてい
る。例示的な３－デヒドロキネートデヒドラターゼ２型酵素は、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ(E
vans et al., FEBS Lett. 530:24-30 (2002))およびＨｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌ
ｏｒｉ(Lee et al., Proteins 51:616-7 (2003))に見出される。
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【０１３２】
【表１１】

【０１３３】
　Ｄ．シキミ酸デヒドロゲナーゼ（ＥＣ　１．１．１．２５）。シキミ酸デヒドロゲナー
ゼは、図２のステップＤに類似した、３－デヒドロシキミ酸のシキミ酸へのＮＡＤ（Ｐ）
Ｈ依存性の還元を触媒する。Ｅ．ｃｏｌｉのゲノムは、シキミ酸デヒドロゲナーゼの２つ
のパラログをコードし、これらは異なる補因子特性を有する。ａｒｏＥによってコードさ
れる酵素は、ＮＡＤＰＨ特異的であり、ｙｄｉＢ遺伝子産物は補因子としてＮＡＤＨまた
はＮＡＤＰＨを利用するキネート／シキミ酸デヒドロゲナーゼであり、ここで補因子とし
てＮＡＤＨが好ましい(Michel et al., J. Biol. Chem. 278:19463-19472 (2003)(doi:10
.1074/jbc.M300794200, doi;M300794200, pii)。Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅ
ｒｃｕｌｏｓｉｓ(Zhang et al., J. Biochem. Mol. Biol. 38:624-631 (2005))、Ｈａｅ
ｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ(Ye et al., J. Bacteriol. 185:4144-4151 (2
003))、およびＨｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ(Han et al., FEBS J. 273:4682
-4692 (2006)(doi:EJB5469, pii;10.1111/j.1742-4658.2006.05469.x, doi)に由来するＮ
ＡＤＰＨ依存性酵素が、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて機能的に発現されている。
【０１３４】

【表１２】

【０１３５】
　Ｅ．シキミ酸キナーゼ（ＥＣ　２．７．１．７１）。シキミ酸キナーゼは、図２のステ
ップＥに類似した、シキミ酸の３－ヒドロキシル基のＡＴＰ依存性のリン酸化を触媒する
。Ｅ．ｃｏｌｉにおいて、２つのシキミ酸キナーゼ酵素が、ａｒｏＫ（ＳＫ１）およびａ
ｒｏＬ（ＳＫ２）によってコードされる(DeFeyter and Pittard, J. Bacteriol. 165: 33
1-333 (1986); Lobner-Olesen and Marinus, J. Bacteriol. 174: 525-529 (1992))。ａ
ｒｏＬによってコードされるＳＫ２のＫｍは、ＳＫ１のＫｍよりも１００倍低い。このこ
とは、この酵素が芳香族の生合成を担っているということを示している(DeFeyter et al.
, supra 1986)。Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ(Gu et al., J
. Mol. Biol. 319:779-789 (2002)(doi:10.1016/S0022-2836(02)00339-X, doi;S0022-283
6(02)00339-X, pii); Oliveira et al., Protein Expr. Purif. 22:430-435 (2001)(doi:
10.1006/prep.2001.1457, doi;S1046-5928(01)91457-3, pii), Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅ
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ｒ　ｐｙｌｏｒｉ(Cheng et al., J. Bacteriol. 187:8156-8163 (2005)(doi:187/23/815
6, pii;10.1128/JB.187.23.8156-8163.2005, doi)、およびＥｒｗｉｎｉａ　ｃｈｒｙｓ
ａｎｔｈｅｍｉ(Krell et al., Protein Sci. 10:1137-1149 (2001)(doi:10.1110/ps.525
01, doi)に由来するさらなるシキミ酸キナーゼ酵素が、Ｅ．ｃｏｌｉにおいてクローニン
グされている。
【０１３６】
【表１３】

【０１３７】
　Ｆ．３－ホスホシキメート－２－カルボキシビニルトランスフェラーゼ（ＥＣ　２．５
．１．１９）。３－ホスホシキメート－２－カルボキシビニルトランスフェラーゼ（５－
エノルピルビニルシキミ酸－３－リン酸シンターゼ（ＥＰＳＰＳ）としても知られている
。）は、ホスホエノールピルビン酸のエノールピルビン酸部分を、シキミ酸－３－リン酸
の５－ヒドロキシルへの移動を触媒する。上記酵素は、Ｅ．ｃｏｌｉにおいてａｒｏＡに
よってコードされる(Anderson et al., Biochemistry 27:1604-1610 (1988))。Ｍｙｃｏ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ(Oliveira et al., Protein Expr. Puri
f. 22:430-435 (2001)(doi:10.1006/prep.2001.1457, doi;S1046-5928(01)91457-3, pii)
、Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａ　ｓａｌｉｎａ(Yi et al., J. Microbiol. 45:153-157 (2007)(
doi:2519, pii)、およびＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ(Priestman et al
., FEBS Lett. 579:728-732 (2005)(doi:S0014-5793(05)00012-8, pii;10.1016/j.febsle
t.2004.12.057, doi)に由来するＥＰＳＰＳ酵素は、Ｅ．ｃｏｌｉにおいてクローニング
され、機能的に発現されている。
【０１３８】
【表１４】

【０１３９】
　Ｇ．コリスメートシンターゼ（ＥＣ　４．２．３．５）。コリスメートシンターゼは、
シキミ酸経路における７番目の酵素であり、５－エノルピルビニルシキミ酸－３－リン酸
のコリスメートへの変換を触媒する。上記酵素の正価反応は、レドックスの変化を含まな
いが、上記酵素は、補因子として還元型フラビンモノヌクレオチド（ＦＭＮ）を必要とす
る。植物および細菌においてみられる酵素とは対照的に、真菌におけるコリスメートシン
ターゼはまた、ＮＡＤＰＨを消費してＦＭＮを還元し得る(Macheroux et al., Planta 20
7:325-334 (1999))。Ｅ．ｃｏｌｉ(White et al., Biochem. J. 251:313-322 (1988))、
およびSｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ(Maclean and Ali, Structure
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 11:1499-1511 (2003) (doi:S0969212603002648, pii)のａｒｏＣによって、代表的な一
官能性の酵素がコードされる。Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ　ｃｒａｓｓａ(Kitzing et al., J
. Biol. Chem. 276:42658-42666 (2001)(doi:10.1074/jbc.M107249200, doi;M107249200,
 pii)およびＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ (Jones et al., Mol. 
Microbiol. 5:2143-2152 (1991))において、二官能性の真菌酵素が見出される。
【０１４０】
【表１５】

【０１４１】
　Ｈ．コリスメートリアーゼ（ＥＣ　４．１．３．４０）。コリスメートリアーゼは、ユ
ビキノン生合成の最初の重要な（ｃｏｍｍｉｔｔｅｄ）ステップを触媒する：４－ヒドロ
キシ安息香酸を形成するためのコリスメートからのピルビン酸の除去。この酵素反応は、
４－ヒドロキシ安息香酸生成物の徐放によって速度が制限されている(Gallagher et al.,
 Proteins 44:304-311 (2001)(doi:10.1002/prot.1095, pii)。これは、下流の膜結合酵
素へ４－ヒドロキシ安息香酸を送達する役割を担っていると考えられる。Ｅ．ｃｏｌｉの
コリスメートリアーゼが、クローニングされ、特徴付けられており、上記酵素は、結晶化
されている(Gallagher et al., supra 2001; Siebert et al., FEBS Lett. 307:347-350 
(1992)(doi:0014-5793(92)80710-X, pii)。構造面での研究は、Ｇ９０残基を生成物阻害
に寄与するものとして関連付けている(Smith et al., Arch. Biochem. Biophys. 445:72-
80 (2006)(doi:S0003-9861(05)00446-7, pii;10.1016/j.abb.2005.10.026, doi)。表面活
性な２つのシステイン残基の改変は、タンパク質の凝集を低減する(Holden et al., Bioc
him. Biophys. Acta 1594:160-167 (2002)(doi:S0167483801003028, pii)。Ｍｙｃｏｂａ
ｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓのコリスメートリアーゼのリコンビナント形
態が、Ｅ．ｃｏｌｉにおいてクローニングされ、特徴付けられている(Stadthagen et al.
, J. Biol. Chem. 280:40699-40706 2005)(doi:M508332200, pii;10.1074/jbc.M50833220
0, doi)。
【０１４２】
【表１６】

【０１４３】
　Ｂ～Ｆ．多機能性ＡＲＯＭタンパク質。ほとんどの細菌において、シキミ酸経路の酵素
は、別々のポリペプチドによってコードされる。真核生物の微生物において、５つの酵素
機能が、５官能性の超遺伝子（ｓｕｐｅｒｇｅｎｅ）によってコードされる多機能性タン
パク質によって触媒される(Campbell et al., Int. J. Parasitol. 34:5-13 (2004)(doi:
S0020751903003102, pii)。多機能性のＡＲＯＭタンパク質複合体は、図２の反応Ｂ～Ｆ
に類似した反応を触媒する。ＡＲＯＭタンパク質複合体は、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎ
ｉｄｕｌａｎｓ、Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ　ｃｒａｓｓａ、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ、およびＰｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ　ｃａｒｉｎｉｉを含む真菌に
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おいて特徴付けられている(Banerji et al., J. Gen. Microbiol. 139:2901-2914 (1993)
; Charles et al., Nucleic Acids Res. 14:2201-2213 (1986); Coggins et al., Method
s Enzymol. 142:325-341 (1987); Duncan, K., Biochem. J. 246:375-386 (1987))。ＡＲ
ＯＭのいくつかの成分が、個々のポリペプチドとして独立して機能することを示している
。例えば、デヒドロキネートシンターゼ（ＤＨＱＳ）は、ＡＲＯＭのアミノ末端ドメイン
を形成し、Ｅ．ｃｏｌｉにクローニングされると、独立して機能し得る(Moore et al., B
iochem. J. 301 ( Pt 1):297-304 (1994))。Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ
由来のＡＲＯＭの成分のいくつかの結晶構造は、触媒機構に対する洞察を提供する(Carpe
nter et al., Nature 394:299-302 (1998)(doi:10.1038/28431, doi)。
【０１４４】
【表１７】

【０１４５】
　〔実施例３〕
　ｐ－トルイル酸のテレフタル酸への酵素的な転換のための例示的経路。
【０１４６】
　本実施例は、ｐ－トルイル酸のテレフタル酸（ＰＴＡ）への転換のための例示的経路を
記載する。
【０１４７】
　図３に示すように、ｐ－トルイル酸は、３つの酵素ステップにおいて、メチル基の酸へ
の酸化によってＰＴＡへ、さらに転換され得る。上記経路は、ｐ－トルエートメチル－モ
ノオキシゲナーゼレダクターゼ、４－カルボキシベンジルアルコールデヒドロゲナーゼお
よび４－カルボキシルベンジルアルデヒドデヒドロゲナーゼから構成される。最初のステ
ップにおいて、ｐ－トルエートメチル－モノオキシゲナーゼレダクターゼは、Ｏ２の存在
下でｐ－トルイル酸を４－カルボキシベンジルアルコールに酸化する。Ｃｏｍａｍｏｎａ
ｓ　ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｉ酵素（ｔｓａＢＭ）（この酵素は基質としての４－トルエ
ンスルホナートとも反応する。）が精製されており、特徴付けられている(Locher et al.
, J. Bacteriol. 173:3741-3748 (1991))。４－カルボキシベンジルアルコールは、引き
続いて、４－カルボキシベンジルアルコールデヒドロゲナーゼ（ｔｓａＣ）によってアル
デヒドに変換される。酸転換に対するアルデヒドは、４－カルボキシベンズアルデヒドデ
ヒドロゲナーゼ（ｔｓａＤ）によって触媒される。これらの反応を触媒する酵素は、Ｃｏ
ｍａｍｏｎａｓ　ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｉ　Ｔ－２（炭素およびエネルギーの唯一の供
給源としてｐ－トルイル酸を利用し得る生物）において見出される（Junker et al., J. 
Bacteriol. 179:919-927 (1997)）。ｐ－トルイル酸をＰＴＡに転換するためのさらなる
遺伝子は、特に、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ属、Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ属、Ｐｓｅｕｄ
ｏｍｏｎａｓ属、Ｓｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ属およびＣｏｍａｍｏｎａｓ属のプロテオバク
テリアにおいて、配列相同性によって見出され得る（米国特許第６，１８７，５６９およ
び米国特許公開ＵＳ　２００３／０１７０８３６号）。Ｃｏｍａｍｏｎａｓ　ｔｅｓｔｏ
ｓｔｅｒｏｎi酵素に関連するＧｅｎｂａｎｋの識別子を以下にリスト化する。
【０１４８】
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【表１８】

【０１４９】
　本願を通して、種々の刊行物が参照されている。本発明に関与する技術水準をより十分
に記載するために、これらの刊行物の開示（ＧｅｎＢａｎｋおよびＧＩ番号の公開を含む
。）は、その全体が参考としてこの出願にて援用される。本発明は、上記にて提供された
実施例を参照して記載されているが、本発明の精神から逸脱することなく、種々の改変が
なされ得ることが理解されるべきである。
【図面の簡単な説明】
【０１５０】
【図１】グリセルアルデヒド－３－ホスフェ－トおよびピルビン酸から（２－ヒドロキシ
－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホスホネート（２Ｈ３Ｍ４ＯＰ）への例示的な経路
の概略図を示している。Ｇ３Ｐはグリセルアルデヒド－３－ホスフェ－トであり、ＤＸＰ
は１－デオキシ－Ｄ－キシルロース－５－ホスフェートであり、２ＭＥ４ＰはＣ－メチル
－Ｄ－エリトリトール－４－ホスフェートである。酵素は、（Ａ）ＤＸＰシンターゼ；（
Ｂ）ＤＸＰレダクトイソメラーゼおよび（Ｃ）２ＭＥ４Ｐデヒドロラターゼである。
【図２】ｐ－トルイル酸へのシキミ酸経路の例示的な代替の概略図を示している。酵素は
、（Ａ）２－デヒドロ－３－デオキシホスホヘプトン酸シンターゼ；（Ｂ）３－デヒドロ
キネートシンターゼ；（Ｃ）３－デヒドロキネートデヒドラターゼ（Ｄ）シキミ酸デヒド
ロゲナーゼ；（Ｅ）シキミ酸キナーゼ；（Ｆ）３－ホスホシキメート－２－カルボキシビ
ニルトランスフェラーゼ；（Ｇ）コリスメートシンターゼ；および（Ｈ）コリスメートリ
アーゼである。化合物は（１）（２－ヒドロキシ－３－メチル－４－オキソブトキシ）ホ
スホネート；（２）２，４－ヒドロキシ－５－メチル－６－［（ホスホノオキシ）メチル
］オキサン－２－カルボキシレート；（３）１，３－ヒドロキシ－４－メチル－５－オキ
ソシクロヘキサン－１－カルボキシレート；（４）５－ヒドロキシ－４－メチル－３－オ
キソシクロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート；（５）３，５－ジヒドロキシ－４
－メチルシクロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート；（６）５－ヒドロキシ－４－
メチル－３－（ホスホノオキシ）シクロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート；（７
）５－［（１－カルボキシエ－１－エン－１－イル）オキシ］－４－メチル－３－（ホス
ホノオキシ）シクロヘキサ－１－エン－１－カルボキシレート；（８）３－［（１－カル
ボキシエ－１－エン－１－イル）オキシ］－４－メチルシクロヘキサ－１，５－ジエン－
１－カルボキシレート；および（９）Ｐ－トルイル酸である。
【図３】ｐ－トルイル酸をテレフタル酸（ＰＴＡ）へ転換するための例示的な経路を示し
ている。反応Ａ、ＢおよびＣはそれぞれ、ｐ－トルエートメチル－モノオキシゲナーゼレ
ダクターゼ、４－カルボキシベンジルアルコールデヒドロゲナーゼおよび４－カルボキシ
ルベンジルアルデヒドデヒドロゲナーゼによって触媒される。示されている化合物は、（
１）ｐ－トルイル酸；（２）４－カルボキシベンジルアルコール；（３）４－カルボキシ
ベンズアルデヒドおよび（４）テレフタル酸である。



(48) JP 2013-517796 A 2013.5.20

【図１】 【図２】

【図３】



(49) JP 2013-517796 A 2013.5.20

10

20

30

40

【国際調査報告】



(50) JP 2013-517796 A 2013.5.20

10

20

30

40



(51) JP 2013-517796 A 2013.5.20

10

20

30

40



(52) JP 2013-517796 A 2013.5.20

10

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,T
M),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,RO,R
S,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,BB,
BG,BH,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,HU,I
D,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI,NO
,NZ,OM,PE,PG,PH,PL,PT,RO,RS,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,
ZA,ZM,ZW

Ｆターム(参考) 4B064 AD28  BJ04  CA02  CA06  CA10  CA11  CA19  CC24  DA01  DA16 
　　　　 　　  4B065 AA01X AA01Y AA58X AA58Y AA72X AA72Y AA87X AA87Y AB01  AC14 
　　　　 　　        BA02  BC06  CA10  CA44  CA60 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	search-report
	overflow

