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明 細 書

発明の名称 ：

g n t R を破壊することによって生産性が向上 したイソプロピルアル コ ー

ル生産細菌

技術分野

[0001 ] 本発明は、イソプロピルアル コール生産細菌及び これを用いたイソプロピ

ルアル コール生産方法に関する。

背景技術

[0002] プロピレンは、ポ リプロピレンなどの合成樹脂や石油化学製品の重要な基

礎原料であ り、 自動車用バ ンバ 一や食品容器、 フ イル ム、 医療機器などに幅

広 く使われている。

植物由来原料か ら製造されたィソプロピルアル コールは、脱水工程 を経て

プロピレンに変換できることか ら、 力一ボンニュー 卜ラルなプロピレンの原

料 と して有望である。 またアセ トンも溶剤、 プラスチ ックの原料 と して幅広

く使われている。京都議定書 によって 2 0 0 8 年か ら2 0 1 2 年の間に先進

国全体で二酸化炭素排出量を 1 9 9 0 年比で 5 % 削減することが義務付けら

れている現在、 力一ボンニュー 卜ラルなプロピレンはその汎用性か ら地球環

境上極めて重要である。

[0003] 植物由来原料を資化 してィソプロピルアル コールを生産する細菌は既 に知

られている。例えば国際公開 2 0 0 9 / 0 0 8 3 7 7 号 には、 グル コースを

原料 と してイソプロピルアル コールを生産するように改変された細菌が開示

されてお り、ィソプロピルアル コールの選択性が高いことか ら工業生産用生

体触媒 と して優れた性質を持つと記載 されている。

[0004] イソプロピルアル コール製造大腸菌 においては、イソプロピルアル コール

の原料がグル コースであるため、解糖および異化によって得 られる夥 しい数

の化合物全てが副生成物 とな り得 る。一方 これ らの化合物は大腸菌が生育す

るために必須な物質 となっている場合があるため、 これ らの副反応で消費さ



れるグルコースの量を完全に抑制することはできない。このため、副生成物

を最小化 し且つィソプロピルアルコールの生産量を上げるために、種々の検

討が為されている。

[0005] 例えば、国際公開 2 0 0 9 / 0 0 8 3 7 7 号パンフレットには、ァセ 卜酢

酸デカルボキシラ一ゼ、イソプロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼ、C o A

トランスフェラ一ゼ及びチオラ一ゼの各遺伝子が導入され、植物由来原料か

らイソプロピルアルコールを生成 しうるイソプロピルアルコール生成細菌が

開示されている。このイソプロピルアルコール生産細菌の能力は、生産速度

0 . 6 g / L / h r 、蓄積量 2 8 . 4 g / L であると記載されている。

[0006] 国際公開 2 0 0 9 / 0 4 9 2 7 4 号及びA p p I . Ε η ν ί r ο η . Β i

o t e c h n o に ， 7 3 ( 2 4 ) , p p . 7 8 4 - 7 8 8 , ( 2 0 0

7 ) には、ァセチルC o A ァセチル トランスフェラ一ゼ、ァセ 卜ァセチルC

o A トランスフェラ一ゼ、ァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼ及び、セカンダリ

—アルコールデヒドロゲナ一ゼの各遺伝子が導入され、イソプロピルアルコ

—ルを製造する大腸菌が開示されている。これらの細菌の能力は生産速度 0

. 4 g / L / h r 、収率 4 3 . 5 %、蓄積量 4 . 9 g / L であると記載され

ている。

[0007] 国際公開 2 0 0 9 / 0 2 8 5 8 2 号には、ァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼ

、イソプロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼ、ァセチルC o A ：アセテー ト

C o A - トランスフェラ一ゼ及びァセチルC o A ァセチル トランスフェラ一

ゼの各遺伝子が導入され、イソプロピルアルコールを製造する大腸菌が開示

されている。この細菌の能力は、蓄積量 9 . 7 g / L であると記載されてい

る。

[0008] A p p I . M i c o b i o l . B i o t e c h n o l . , 7 7 ( 6 ) ，

p p . 9 - 4 , ( 2 0 0 8 ) には、チオラ一ゼ、C o A — トラ

ンスフェラ一ゼ、ァセ 卜アセテー トデカルボキシラ一ゼ、プライマリ一一セ

カンダリ一アルコールデヒドロゲナ一ゼの各遺伝子が導入され、イソプロピ

ルアルコールを製造する大腸菌が開示されている。この細菌の能力は生産速



度 0 . 6 g / L / h r 、収率 5 1 %、蓄積量 1 3 . 6 g / L であると記載さ

れている。

[0009] 国際公開 2 0 0 9 / 0 3 0 2 6 号には、ァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼ

、ァセチル C o A ：ァセテ一 卜C o A — トランスフェラ一ゼ及びァセチル C

o A ァセチル トランスフェラ一ゼ及びィソプロピルアルコールデヒドロゲナ

—ゼの各遺伝子が導入され、イソプロピルアルコールを製造 し得る大腸菌が

開示されている。この細菌の能力は、収率 5 0 %、生産速度 0 . 4 g / L /

h r 、最終生産量 1 4 g / L と期待されると記載されている。

[001 0] 国際公開 2 0 0 9 / 2 4 7 2 1 7 号には、ァセ 卜アセテー トデカルボキシ

ラ一ゼ、 C o A トランスフェラ一ゼ、チオラ一ゼ及び 2 _ プロピルアルコ一

ルデヒドロゲナ一ゼの各遺伝子が導入され、イソプロピルアルコールを製造

し得る大腸菌が開示されている。この細菌の能力は、最終生産量 2 g / L と

記載されている。

[001 1] ここで、イソプロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼ、セカンダリーアルコ

—ルデヒドロゲナ一ゼ、プライマリ一—セカンダリーアルコールデヒドロゲ

ナ一ゼ及び 2 _ プロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼは、名称が異なるもの

の同 じ反応を触媒する酵素であり、 C o A トランスフェラ一ゼ、ァセ 卜ァセ

チル C o A トランスフェラ一ゼ、ァセチル C o A ：ァセテ一 卜C o A — トラ

ンスフェラ一ゼ及び C o — トランスフェラ一ゼは、名称が異なるものの同

じ反応を触媒する酵素である。また、ァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼとァセ

卜アセテー トデカルボキシラ一ゼは名称が異なるものの同 じ反応を触媒する

酵素であり、チオラ一ゼとァセチル C o A ァセチル トランスフェラ一ゼも名

称が異なるものの同 じ反応を触媒する酵素である。従って、これらの文献に

よるイソプロピルアルコール生産大腸菌は、生産性に種々違いはあるものの

ィソプロピルアルコールを製造するために利用 している酵素は、国際公開第

2 0 0 9 / 0 0 8 3 7 7 号に記載されている、ァセ 卜酢酸デカルボキシラー

ゼ、イソプロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼ、 C o A トランスフェラ一ゼ

及びチ才ラ一ゼの 4 種と同様のものであり、生産性や収率を向上させるなど



を目的 とする場合、従来 は、 これ ら4 種 の酵素 を検討 していた。

[001 2] 特 開平 5 _ 2 6 0 9 7 9 号 には、 B a c i l l u s s u b t i I I i s

において、該大腸菌 が保有 するG n t R 遺伝子 を破壊 すると D — リボースの

生産性 が上がると記載 されている。

[001 3] またイソプロピル アル コール をアセ トンに変換 する方法 と しては、特 開平

7 - 5 3 4 3 3 号及び特 開平 1 1 — 3 3 5 3 1 5 号 に、 ィソプロピル アル コ

—ル を脱水素 によ りァセ トンを製造する固体触媒 と して銅系の触媒が使用 さ

れている。 また英 国特許第 6 6 5 3 7 6 号 には酸化亜鉛微粒子 と酸化 ジル コ

ニ ゥ厶微粒子 を物理 的に混ぜ合わせた触媒が使用 されている。一般 に微生物

を用いて物質 を生産 すると不純物 が含 まれ ることが知 られている。 この点で

、 これ らの技術 はいずれ も、微生物 を用いた製造方法ではないので、不純物

を含むィソプロパ ノール を原料 と して用いた との記載 はない。

[0014] アセ トンは、水添することによ り容易 にイソプロパ ノールへ変換 で き、 こ

のィソプロパ ノール をさ らに脱水反応 によ りプロピレンと した後 にベ ンゼ ン

と反応 させ クメンを得 るプロセス。 すなわち、 アセ トンを二段階の反応 によ

り、 プロピレンへ と変換 することによ り、 クメン法の原料 と して再使用する

プロセスが提案 されている （例 えば、特 開平 2 — 1 7 4 7 3 7 号公報参照）

上記のような再使用 においては、 ァセ トンか ら高選択的にプロピレンを製

造する方法 を工業上、実用的に確立することが必要 とされている。 また、 C

u ( 2 5 % ) —酸化亜鉛 （3 5 % ) —酸化 アル ミニ ウム （4 0 % ) 触媒の存

在下、 4 0 0 °C でアセ トンの水素化反応 を行 い、 プロピレンを得 る方法 も知

られている （例 えば、東 ドイツ特許 D D 8 4 3 7 8 号公報参照）。 しか し

、 この方法では、反応温度 が 4 0 0 °C と高温であるにも関わ らず、 アセ トン

転化率 が 8 9 % と低 い。 また該方法ではプロピレンが水添 され ることによ り

プロパ ンが生成 する副反応のため、 プロピレン選択性 も 8 9 % と不充分であ

る。

発明の概要



発明が解決 しょうとする課題

[001 5] しか しなが ら、 イ ソプロ ピル アル コール を生産可能 な上記大腸菌 のいずれ

も、 充分 な生産能力 を有 している とは言 い難 く、 イ ソプロ ピル アル コール生

産 大腸菌 においてィ ソプロ ピル アル コール の生産性 を向上 させ る ことは、解

決 すべ き大 きな課題 であ った。 また、得 られたイ ソプロ ピル アル コール を効

果 的 に利用す る方法 を提供 す る ことも求め られていた。

本発 明は、 ィ ソプロ ピル アル コール の生産性 を大幅 に向上 させた大腸菌、

該大腸菌 を用 いたィ ソプロ ピル アル コール生産方法及び ァセ トン生産方法、

更 には該大腸菌 を用 いて得 られた ァセ トンを含有 す るイ ソプロ ピル アル コ 一

ル か ら、 プロ ピレンを生産 す る方法 を提供 す る ことを 目的 とす る。

課題を解決するための手段

[001 6] 本 発 明は上記状況 を鑑 みてな された ものであ り、本発 明のイ ソプロ ピル ァ

ル コ一ル生産 大腸菌、 イ ソプロ ピル アル コール生産方法及び ァセ トン生産方

法 は、以下の とお りであ る。

〔 〕 転写抑制 因子 G n t R の活性 が不活化 されている と共 に、 ィ ソプ

口 ピル アル コール生産 系 と、該 G n t R の活性 の不活化 に伴 うイ ソプロ ピル

アル コ ー ル 生産能 を維持又 は強化 す る酵素活性パ ター ンの補助酵素群 とを備

えたイ ソプロ ピル アル コール生産 大腸菌。

〔 〕 前記補助酵素群 の酵素活性パ ター ンが、

( 1 ) グル コース — 6 — リン酸 ィ ソメラ一ゼ （P g i ) 活性、 ダル コ一

ス — 6 — リン酸 — 1 —デ ヒ ドロゲナ一ゼ （Z w f ) 活性 及びホスホ ダル コン

酸 デ ヒ ドロゲナ一ゼ （G n d ) 活性 の野生型 の維持、

( 2 ) グル コース _ 6 _ リン酸 イ ソメラ一ゼ （P g ί ) 活性 の不活化 と

、 グル コース — 6 — リン酸 — 1 —デ ヒ ドロゲナ一ゼ （Z w f ) 活性 の強化、

( 3 ) グル コース _ 6 _ リン酸 イ ソメラ一ゼ （P g ί ) 活性 の不活化 と

、 グル コース — 6 — リン酸 — 1 —デ ヒ ドロゲナ一ゼ （Z w f ) 活性 の強化 と

、 ホスホ ダル コン酸 デ ヒ ドロゲナ一ゼ （G n d ) 活性 の不活化、

か ら選択 された ものであ る [ 1 ] 記載 のイ ソプロ ピル アル コール生産 大腸



菌。

〔3 〕 前記 グル コース— 6 — リン酸 — 1 —デ ヒ ドロゲナ一ゼ （Z w f )

活性 が、ェシエ リヒア属細菌 由来のグル コース— 6 - リン酸 — 1 —デ ヒ ドロ

ゲナ一ゼ （Z w f ) をコー ドする遺伝子に由来するものである [ 2 ] に記載

のイソプロピル アル コール生産大腸菌。

〔4 〕 前記イソプロピル アル コール生産系が、 ァセ 卜酢酸デカルボキシ

ラ一ゼ、 イソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ、 C o A トランスフェラ

—ゼ及びチオラ一ゼの各酵素遺伝子によ り構築 されたものである [ 1 ] ~ [

3 ] のいずれかに記載のィソプロピル アル コール生産大腸菌。

〔5 〕 前記イソプロピル アル コール生産系が、前記 ァセ 卜酢酸デカルボ

キシラ一ゼ、 イソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ、 C o A 卜ランスフ

ェラ一ゼ及びチ才ラ一ゼの各酵素遺伝子によ り構築 されたものであ り、かつ

各酵素遺伝子が、 それぞれ独立 に、 クロス トリジゥ厶属細菌、バチルス属細

菌及びェシエ リヒア属細菌か らなる群 よ り選択 された少な くとも 1 種 の原核

生物 に由来するものである [ 1 ] ~ [ 4 ] のいずれかに記載のイソプロピル

アル コール生産大腸菌。

〔6 〕 前記 ァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼ活性が、 クロス トリジゥ厶

ァセ 卜プチ リカ厶由来の酵素 をコ一 ドする遺伝子に由来するものであ り、前

記ィソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ活性がクロス 卜リジゥ厶 べィ

ジェ リンキ由来の酵素 をコ一 ドする遺伝子に由来するものであ り、前記 C o

A トランスフェラ一ゼ活性及びチオラ一ゼ活性がェシエ リヒア コ リ由来の

各酵素 をコー ドする遺伝子に由来するものである [ 4 ] 又 は [ 5 ] 記載 のィ

ソプロピル アル コール生産大腸菌。

〔7 〕 前記イソプロピル アル コ一ルデ ヒ ドロゲナ一ゼ及び前記 ァセ 卜酢

酸デカルボキシラーゼの少な くとも 1 つの活性が遺伝子改変体 と して導入さ

れた遺伝子に由来する [ 4 ] に記載のイソプロピル アル コール生産大腸菌。

〔8 〕 前記ィソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼの遺伝子改変体が

配列番号 4 0 で表 される塩基配列であ り、前記 ァセ 卜酢酸デカルボキシラ一



ゼの遺伝子改変体が配列番号 4 3 で表 される塩基配列である [ 7 ] に記載の

イソプロピル アル コール生産大腸菌。

〔9 〕 さ らに、 スクロース非 P T S 遺伝子群の うちスクロース加水分解

酵素遺伝子を少な くとも有する [ 4 ] 〜 [ 8 ] のいずれかに記載のイソプロ

ピル アル コール生産大腸菌。

〔1 0 〕 [ 1 ] ~ [ 9 ] のいずれかに記載のイソプロピル アル コール生

産大腸菌 を用いて植物 由来原料か らイソプロピル アル コール を生産すること

を含むィソプロピル アル コール生産方法。

〔1 1 〕 [ 1 ] ~ [ 9 ] のいずれかに記載のイソプロピル アル コール生

産大腸菌 を用いて植物 由来原料か らイソプロピル アル コール を得 ること、及

び

得 られたイソプロピル アル コール に、触媒 と して、酸化亜鉛 と、第 4 族 の

元素 を含む少な くとも 1 種 の酸化物 とを含有 し且つ共沈法で調製 された複合

酸化物 を接触 させることを含む、 アセ トン生産方法。

〔1 2 〕 [ 1 ] ~ [ 9 ] のいずれかに記載の記載のイソプロピル アル コ

—ル生産大腸菌 を用いて植物 由来原料か ら得 られ且つアセ トンを含有するィ

ソプロピル アル コール に、反応温度 5 0 ~ 3 0 0 °C の範囲で、触媒 と して固

体酸物質および C u を含む水添触媒 を接触 させることを含む、 プロピレンの

製造方法。

〔1 3 〕 前記 C u を含む水添触媒が、 さ らに第 6 族、第 1 2 族、 および

第 1 3 族 の うち少な くとも一つの元素 を含む触媒である [ 1 2 ] に記載のプ

ロピレンの製造方法。

〔1 4 〕 前記固体酸物質がゼ才ライ 卜である [ 1 2 ] 又 は [ 1 3 ] に記

載のプロピレンの製造方法。

発明の効果

本発明によれば、 イソプロピル アル コール を高生産で きる大腸菌、該大腸

菌 を用いたイソプロピル アル コール生産方法及びァセ トン生産方法、更には

該大腸菌 を用いて得 られたァセ トンを含有するイソプロピル アル コールか ら



、 プロピレンを生産 する方法 を提供 することがで きる。

発明を実施するための形態

[001 8] 本発 明のイソプロピル アル コール生産大腸菌 は、転写抑制 因子 G n t R の

活性 が不活化 されていると共 に、 イソプロピル アル コール生産系 と、該 G n

t R の活性 の不活化 に伴 うィソプロピル アル コール生産能 を維持又 は強化す

る酵素活性パ ター ンの補助酵素群 とを備 えたイソプロピル アル コール生産大

月 囷 で め る。

本発明のイソプロピル アル コール生産大腸菌 では、 G n t R 活性 が不活化

されていると共 に、上記所定の酵素活性パ ター ンの補助酵素群 を備 えている

ため、 ィソプロピル アル コール を高生産 することがで きる。

[001 9] 即 ち本発明は、 イソプロピル アル コールの生産性 を高め るため に種 々検討

した結果、 ダル コン酸代謝 の負の制御 因子であるG n t R の活性 を不活化す

ることによって、該大腸菌 による生成物 であるイソプロピル アル コールの生

産性 が上がることを見出 したものである。

また、 この際、 G n t R の活性 の不活化 によ り向上 したイソプロピル アル

コ一ル生産能 に影響 する酵素が存在 することが見出された。 これ らの酵素の

活性 のパ ター ンによって、 G n t R の活性 の不活化 によ り向上 したイソプロ

ピル アル コール生産能が維持又 は強化 され る。

[0020] 本発 明における 「補助酵素群」 とは、 このようなイソプロピル アル コール

生産能 に影響 する 1 つ又 は 2 つ以上の酵素 を指す。 また、補助酵素群 のそれ

ぞれの酵素活性 は、不活化、活性化又 は強化 されてお り、本発明における 「

補助酵素群 の酵素活性パ ター ン」 とは、 G n t R の活性 を不活化 した ことの

み によって得 られ る向上 したィソプロピル アル コール生産量が、維持又 は増

加 し得 る各酵素の酵素活性パ ター ンを指 し、 1 つ又 は 2 つ以上の酵素の組み

合わせ を包含する。

[0021 ] 前記補助酵素群 は、 イソプロピル アル コール生産系 を備 え且つ G n t R 活

性 を不活化 した以外 は生来の酵素 （本発明では、除外することを特 に断 らな

い限 り 「酵素」 には単独では酵素活性 を示 さない 「因子」 も含 まれ る）のみ



で構成された酵素群であつてもよい。

例えば、所定のィソプロピルアルコール生産能を発揮するイソプロピルァ

ルコ一ル生産系を備え、且つ遺伝子組み換え技術によりG n t R を不活化 し

た以外は、何 ら人為的に変更 していないィソプロピルアルコール生産大腸菌

、及び、イソプロピルアルコールの生産能を高めるための改変が付与された

イソプロピルアルコール生産系を備え、且つ、遺伝子組み換え技術によりG

n t R を不活化 した以外は、何 ら人為的に変更 していないイソプロピルアル

コール生産大腸菌は、前記ィソプロピルアルコール生産大腸菌に包含される

[0022] 補助酵素群の酵素活性パターンとしては、好ましくは、以下のパターンを

挙げることができる ：

( 1 ) グルコース—6 —リン酸ィソメラ一ゼ （P g i ) 活性、ダルコ一

ス—6 —リン酸— 1 —デヒドロゲナ一ゼ （Z w f ) 活性及びホスホダルコン

酸デヒドロゲナ一ゼ （G n d ) 活性の野生型の維持、

( 2 ) グルコース_ 6 _ リン酸イソメラ一ゼ （P g ί ) 活性の不活化と

、グルコース—6 —リン酸— 1 —デヒドロゲナ一ゼ （Z w f ) 活性の強化、

( 3 ) グルコース_ 6 _ リン酸イソメラ一ゼ （P g ί ) 活性の不活化と

、グルコース—6 —リン酸— 1 —デヒドロゲナ一ゼ （Z w f ) 活性の強化と

、ホスホダルコン酸デヒドロゲナ一ゼ （G n d ) 活性の不活化。

なかでも、上記 （3 ) の補助酵素群の酵素活性パターンがイソプロピルァ

ルコール生産能の観点からより好ましい。

[0023] なお、本発明にかかる補助酵素群及びその酵素活性パターンは、これらに

限定されず、G n t Rの活性の不活化を含み、イソプロピルアルコール生産

大腸菌におけるイソプロピルアルコール生産量が増加 し得る補助酵素群及び

その酵素活性パターンであれば、いずれも本発明に包含される。また、補助

酵素群は、必ず しも複数の酵素で構成されている必要はなく、 1 の酵素で構

成 していてもよい。

[0024] なお、本発明における 「不活化」とは、既存のあらゆる測定系によっても



測定された当該因子又は酵素の活性が、不活化前の大腸菌での活性を 1 0 0

としたとき、その 1 / 1 0 以下の状態を指す。

本発明における 「遺伝子組換え技術により」との文言は、生来の遺伝子の

塩基配列に対する別のD N A の揷入、あるいは遺伝子のある部分の置換、欠

失又はこれらの組み合わせによつて塩基配列上の変更が生じているものであ

れば全て包含し、例えば、突然変異が生じた結果得られたものであってもよ

い。

[0025] 本発明において因子又は酵素の活性が不活化された大腸菌とは、菌体外か

ら菌体内への何らかの方法によって、生来の活性が損なわれた細菌を指す。

これらの細菌は、例えば該蛋白質又は酵素をコ一ドする遺伝子を破壊するこ

と （遺伝子破壊）により作出することができる。

[0026] 本発明における遺伝子破壊としては、ある遺伝子の機能が発揮できないよ

うにするために、その遺伝子の塩基配列に変異を入れる、別のD N A を揷入

する、及び、遺伝子のある部分を欠失させることを挙げることができる。遺

伝子破壊の結果、例えばその遺伝子がm R N A へ転写できなくなり、構造遺

伝子が翻訳されなくなる。あるいは、転写されたm R N A が不完全なために

翻訳された構造蛋白質のアミノ酸配列に変異又は欠失が生じて本来の機能の
発揮が不可能になる。

[0027] 遺伝子破壊株の作製は、当該酵素又は蛋白質が発現しない破壊株が得られ

ればいかなる方法も用いることが可能である。遺伝子破壊の方法は種々の方

法 （自然育種、変異剤添加、紫外線照射、放射線照射、ランダム突然変異、

トランスポゾン、部位特異的遺伝子破壊）が報告されているが、ある特定の

遺伝子のみ破壊できるという点で、相同組換えによる遺伝子破壊が好ましい

。相同組換えによる手法は丄Bac t e r i o L. , 161, 1219- 1221( 1985 )々 J . Bac t e r i o L

. , 177, 1511- 1519 ( 1995) やPr oc. Nat L. Acad. Sc i . U. S. A, 97, 6640-6645 (2000) に

記載されており、これらの方法及びその応用によって同業技術者であれば容

易に実施可能である。

[0028] 本発明における 「活性」の 「強化」とは、強化前のイソプロピルアルコ一



ル生産大腸菌での各種酵素活性が強化後 に高まることを広 く意味する。

強化の方法 と しては、イソプロピルアル コール生産大腸菌が有 している各

種酵素の活性が高まれば、特 に制限はな く、菌体外か ら導入された酵素遺伝

子による強化、菌体内の酵素遺伝子の発現増強による強化、及び これ らの組

み合わせを挙げることができる。

[0029] 菌体外か ら導入された酵素遺伝子による強化 と しては、具体的には、宿主

由来の酵素よりも高活性の酵素をコー ドする遺伝子を宿主細菌の菌体外か ら

菌体内に導入 して、導入された酵素遺伝子による酵素活性 を追加するあるい

はこの酵素活性 に宿主が本来有する酵素活性 と置換すること、更には宿主由

来の酵素遺伝子又は菌体外か らの酵素遺伝子の数 を 2 以上に増加させること

、又はこれ らの組み合わせを挙げることができる。

[0030] 菌体内の酵素遺伝子の発現増強による強化 と しては、具体的には、酵素遺

伝子の発現 を増強する塩基配列を宿主細菌の菌体外か ら菌体内に導入するこ

と、宿主細菌がゲノム上に保有する酵素遺伝子のプロモータ一を他のプロモ

—タ一と置換することによって酵素遺伝子の発現 を強化させること、及び こ

れ らの組み合わせを挙げることができる。

本発明において 「宿主」 とは、ひ とつ以上の遺伝子を菌体外か ら導入され

た結果、本発明のィソプロピルアル コール生産大腸菌 となる当該大腸菌 を意

味する。

以下に、本発明について説明する。

[0031 ] 本発明におけるG n t R とは、ェン 卜ナ一 ドウ ドロフ経路 を経由 したダル

コン酸代謝 に関与するオペ ロンを負に制御する転写因子を指す。 ダル コン酸

の取 り込み と代謝 を担 う二つの遺伝子群 （G n t I とG n t Π ) の働 きを抑

制するG n t R転写抑制因子の総称 を指す。

本発明におけるグル コース _ 6 _ リン酸イソメラ一ゼ （P g ί ) とは、国

際生化学連合 （に U . Β . ) 酵素委員会報告に準拠 した酵素番号 5 . 3 .

. 9 に分類 され、 D — グル コース _ 6 _ リン酸か らD —フル ク 卜一ス一 6

一 リン酸 を生成する反応を触媒する酵素の総称 を指す。



本発明におけるグル コース— 6 — リン酸 — 1 —デ ヒ ドロゲナ一ゼ （Z w f

) とは、国際生化学連合 （に U . B . ) 酵素委員会報告に準拠 した酵素番

号 1 . 1 . 1 . 4 9 に分類 され、 D — グル コース _ 6 _ リン酸か ら D — ダル

コノ _ 1 ， 5 —ラク トン _ 6 — リン酸 を生成する反応 を触媒する酵素の総称

を指す。

そのようなもの と しては、例 えば、 D e i n o c o c c u s r a d i o

P h i I u s の D e i n o c o c c u s 囷 、 A s p e r g i I I u s

n i g e r 、 A s p e r g i I I u s a c u I e a t u s 等の A s p e r

i I I u s 囷 、 A c e t o b a c t e r h a n s e n i i 等の A c

e t o b a c t e r 属囷、 T h e r m o t o a m a i t i m a 等の T

h e r m o t o g a 禺 囷 、 C r y P t o c o c c u s n e o f o r m a n

s 等の C r y P t o c o c c u s 属 fe|、 D i c t y o s t e I i u m d i

s c o i d e u m 等の D i c t y o s t e I i u m 属囷、 P s e u d o m o

n a s f I u o r e s c e n s 、 P s e u d o m o n a s a e r u g i

n O S 等 の P s e u d o m o n a s 、 S a c c h a o m y c e s c

e r e v i s i a e 等の S a c c h a o m y c β s 属、 B a c i I I u s

m e g a t e r i u m 等の B a c i I I u s 崖囷、 E s c h e r i c h i

a c o I i 等の E s c h e r i c h i a 属菌 由来のものが挙 げ られる。

本発明において用い られるグル コース ― 6 ― リン酸 ー ーデ ヒ ドロゲナ ―

ゼ （Z w f ) の遺伝子 と しては、上述 した各由来生物か ら得 られるチオラ一

ゼをコ一 ドする遺伝子の塩基配列を有する D N A 又はその公知の塩基配列に

基づいて合成 された合成 D N A 配列を利用することがで きる。好適なもの と

しては、 D e i n o c o c c u s r a d i o P h i I u s 等の D e i n o

C O C C u s 囷 、 A s P e r I u s n i g e r 、 A s p e r g i

I I u s a c u I e a t u s 等の A s p e r i I I u s 胸囷 、 A c e

t o b a c t e r h a n s e n i i 等の A c e t o b a c t e 禺 囷 、 T

h e r m o t o g a m a r i t i m a 等の T h e r m o t o g a 禺 囷 、 c

y P t o c o c c u s n e o f o r m a n s 等の c r y p t o c o c c



u s i 囷、 D i c t y o s t e I i u m d i s c o i d e u m等のD i e

t y o s t e I i u m 囷、 P s e u d o m o n a s f l u o r e s c e

n s 、 P s e u d o m o n a s a e r u g i n o s a 等の P s e u d o m

o n a s 属、 S a c c h a r o m y c e s c e r e v i s i a e 等のS a

c c h a r o m y c e s 属、 B a c i I I u s m e g a t e r i u m等の

B a c i I I u s i 囷、 E s c h e r i c h i a c o l i 等の E s c h e

r i c h i a 属菌由来の遺伝子の塩基配列を有するD N A が例示される。よ

りヌナ適なものとしては、 D e i n o c o c c u s h 囷、 A s p e r g i I I

u s i 囷 、 A c e t o b a c t e r i 囷、 T h e r m o t o g a i 囷、 P

s e u d o m o n a s 属、 B a c i I I u s i 囷、 E s c h e r i c h i a

属などの原核生物に由来するものを挙げることができ、特に好ましくは、 E

s c h e r i c h i a c o I i 由来の遺伝子の塩基配列を有するD N A で

ある。

[0034] 本発明におけるホスホダルコン酸デヒドロゲナ一ゼ （G n d ) とは、国際

生化学連合 （に U . B . ；) 酵素委員会報告に準拠 した酵素番号 1 . 1 .

4 4 に分類され、 6 —ホスホ—D —ダルコン酸からD —リブロース—5 —

リン酸とC O 2を生成する反応を触媒する酵素の総称を指す。

[0035] 本発明におけるイソプロピルアルコール生産大腸菌は、イソプロピルアル

コール生産系を備えた大腸菌であり、遺伝子組換え技術により導入又は改変

されたィソプロピルアルコール生産能力を保有する大腸菌をいう。このよう

なィソプロピルアルコール生産系は、対象となる大腸菌にィソプロピルアル

コールを生産させるものであればいずれのものであってもよい。

好ましくは、ィソプロピルアルコールの生産に関与する酵素活性の強化を

挙げることができる。本発明におけるイソプロピルアルコール生産大腸菌は

、ァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼ活性、イソプロピルアルコールデヒドロゲ

ナ一ゼ活性、C o A トランスフェラ一ゼ活性及び前述 したチオラ一ゼ活性の

4 種類の酵素活性が、菌体外から付与され若 しくは菌体内において発現増強

され、又はこれら双方がなされていることが更に好ましい。



[0036] 本発明におけるチオラ一ゼとは、国際生化学連合 （に U . B . ) 酵素委

員会報告に準拠 した酵素番号 2 . 3 . 1 . 9 に分類され、ァセチルC o A か

らァセ 卜ァセチルC o A を生成する反応を触媒する酵素の総称を指す。

そのようなものとしては、例えば、クロス トリジゥ厶 ァセ 卜プチリカ厶

( C l o s t r i d i u m a c e t o b u t y I i c u m ) クロス 卜リ

ジゥ厶 ベイジエリンキ ( C I o s t r i d i u m b e i j e r i n c k

i i ) 等のクロス 卜リジゥ厶属細菌、ェシエリヒア コリ （E s c h e r ί

c h i a c o I i ) 等のェシエリヒア属細菌、 ノヽ ロバクテ リゥ厶種 （H a

l o b a c t e i u m s p . ) 糸田囷、ズ一クロア - ラミケラ ( Z o o g

l o e a r a m i g e r a ) 等のズ一グロァ属細菌、 リゾビゥ厶種 （R h

i z o b i u m s p . ) 細菌、ブラディリゾビゥ厶 ジャポニカ厶 （B r

a d y r h i z o b i u m j a p o n i c u m ) 等のプラティリゾビゥ厶

属細菌、カンジダ 卜ロピカリス （C a n d i d a t o i c a l i s

) 等のカンジダ属細菌、カウロバクタ一 クレセンタス （C a u I o b a c

t e r c r e s c e n t u s ) 等のカウロバクタ一属細菌、ス トレプ トマ

イセス - コリナス ( S t r e p t o m y c e s c o I I i n u s ) 等のス

トレプ トマイセス属細菌、ェンテロコッカス ' ファカリス （E n t e r o c

o c c u s f a e c a l i s ) 等のェンテロコッカス属細菌由来のものが

挙げられる。

[0037] 本発明において用いられるチオラ一ゼの遺伝子としては、上述 した各由来

生物から得 られるチオラ一ゼをコ 一 ドする遺伝子の塩基配列を有するD N A

又はその公知の塩基配列に基づいて合成された合成 D N A 配列を利用するこ

とができる。好適なものとしては、クロス トリジゥ厶 ァセ 卜プチリカ厶、

クロス トリジゥ厶 ベイジェリンキ等のクロス 卜リジゥ厶属細菌、ェシエリ

ヒア コリ等のェシエリヒア属細菌、ハロバクテ リゥ厶種の細菌、ズ一グロ

ァ ラミゲラ等のズ一グロァ属細菌、 リゾビゥ厶種の細菌、プラディリゾビ

ゥ厶 ジャポニカ厶等のブラディリゾビゥ厶属細菌、カンジダ トロピカリ

ス等のカンジダ属細菌、カウロバクタ— クレセンタス等のカウロバクタ一



属細菌、ス トレブ トマイセス コリナス等のス トレブ トマイセス属細菌、ェ

ンテロコッカス ファカリス等のェンテロコッカス属細菌由来の遺伝子の塩

基配列を有するD N A が例示される。より好適なものとしては、クロス トリ

ジゥ厶属細菌又はェシエリヒア属細菌などの原核生物に由来するものを挙げ

ることができ、特に好ましくは、クロス トリジゥ厶 ァセ 卜プチリカ厶又は

ェシエリヒア コリ由来の遺伝子の塩基配列を有するD N A である。

[0038] 本発明におけるァセ 卜酢酸デカルボキシラーゼとは、国際生化学連合 （I

. U . B . ；) 酵素委員会報告に準拠 した酵素番号 4 . . 1 . 4 に分類され

、ァセ 卜酢酸からアセ トンを生成する反応を触媒する酵素の総称を指す。

そのようなものとしては、例えば、クロス トリジゥ厶 ァセ 卜プチリカ厶

( C l o s t r i d i u m a c e t o b u t y I i c u m ) クロス 卜リ

ジゥ厶 ベイジエリンキ ( C I o s t r i d i u m b e i j e r i n c k

i ί ) 等のクロス トリジゥ厶属細菌、ノくチルス ポリミクサ （B a c ί I I

u s p o l y m y x a ) 等のバチルス属細菌由来のものが挙げられる。

[0039] 本発明の宿主細菌に導入されるァセ 卜酢酸デカルボキシラーゼの遺伝子と

しては、上述 した各由来生物から得 られるァセ 卜酢酸デカルボキシラーゼを

コ一 ドする遺伝子の塩基配列を有するD N A 又はその公知の塩基配列に基づ

いて合成された合成 D N A 配列を利用することができる。好適なものとして

は、クロス 卜リジゥ厶属細菌又はバチルス属細菌に由来するものを挙げるこ

とができ、例えばクロス トリジゥ厶 ァセ 卜プチリカ厶、バチルス ポリミ

クサ由来の遺伝子の塩基配列を有するD N A が例示される。特に好ましくは

、クロス トリジゥ厶 ァセ 卜プチリカ厶由来の遺伝子の塩基配列を有するD

N A である。

[0040] 本発明におけるイソプロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼとは、国際生化

学連合 （に U . B . ；) 酵素委員会報告に準拠 した酵素番号 1 . . 1 . 8

0 に分類され、ァセ トンからイソプロピルアルコールを生成する反応を触媒

する酵素の総称を指す。

そのようなものとしては、例えば、クロス トリジゥ厶 ベイジエリンキ （



C l o s t r i d i u m b e i j e r i n c k i i ) 等のクロス トリジゥ

厶属細菌由来のものが挙げられる。

[0041 ] 本発明の宿主細菌 に導入されるイソプロピルアル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ

の遺伝子 と しては、上述 した各由来生物か ら得 られるイソプロピルアル

ルデ ヒ ドロゲナ一ゼをコ一 ドする遺伝子の塩基配列を有する D N A 又はその

公知の塩基配列に基づいて合成 された合成 D N A 配列を利用することができ

る。好適なものと しては、 クロス トリジゥ厶属細菌 に由来するものを挙げる

ことができ、例えばクロス 卜リジゥ厶 ベイジェ リンキ由来の遺伝子の塩基

配列を有する D N A である。

[0042] 本発明におけるC o A トランスフェラ一ゼとは、国際生化学連合 （に U

. B . ) 酵素委員会報告に準拠 した酵素番号 2 . 8 . 3 . 8 に分類 され、 ァ

セ 卜ァセチル C o A か らァセ 卜酢酸 を生成する反応を触媒する酵素の総称 を

指す。

そのようなものと しては、例えば、 クロス トリジゥ厶 ァセ 卜プチ リカ厶

( C l o s t r i d i u m a c e t o b u t y I i c u m ) クロス 卜リ

ジゥ厶 ベイジエ リンキ ( C I o s t r i d i u m b e i j e r i n c k

i ί ) 等のクロス トリジゥ厶属細菌、 セプ リア インテスチナ リス （R

o s e b u r i a i n t e s t i n a l i s ) 等の セプ リァ属細菌、

ファカ クテ リウ厶 ' プラウセンッ ( F a e c a I i b a c t e r i u m

p r a u s n i t z i ί ) 等 ファカ リバ クテ リゥ厶属細菌、 コプロコッカ

ス （C o p r o c o c c u s ) 属細菌、 《ノソ一 プルセィ （T r y

p a n o s o m a b r u c e i ) 等の 《ノソ一 ェシェ ヒア

リ （E s c h e r i c h i a c o I i ：大腸菌）等ェシエ リヒア属細菌由

来のものが挙げられる。

[0043] 本発明において用い られるC o A トランスフェラ一ゼの遺伝子 と しては、

上述 した各由来生物か ら得 られるC o A トランスフェラ一ゼをコ一 ドする遺

伝子の塩基配列を有する D N A 又はその公知の塩基配列に基づいて合成 され

た合成 D N A 配列を利用することができる。好適なものと しては、 クロス 卜



リジゥ厶 ァセ 卜プチリカ厶等のクロス トリジゥ厶属細菌、 セプリア

インテスチナリス等の セプリア属細菌、ファカリバクテ リウ厶 ブラウ

センッ等のファカリバクテ リゥ厶属細菌、コプロコッカス属細菌、 《ノ

ソ一マ プルセィ等の 卜 《ノソ一マ、ェシエリヒア コリ等のェシエリヒ

ァ属細菌由来の遺伝子の塩基配列を有するD N A が例示される。より好適な

ものとしては、クロス トリジゥ厶属細菌又はェシエリヒア属細菌に由来する

ものを挙げることができ、特に好ましくは、クロス トリジゥ厶 ァセ 卜プチ

リカ厶又はェシエリヒア コリ由来の遺伝子の塩基配列を有するD N A であ

る。

[0044] 上記 4 種類の酵素はそれぞれ、クロス トリジゥ厶属細菌、バチルス属細菌

及びェシエリヒア属細菌からなる群より選択された少なくとも 1種由来のも

のであることが酵素活性の観点から好ましく、なかでも、ァセ 卜酢酸デカル

ボキシラーゼ及びィソプロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼがクロス 卜リジ

ゥ厶属細菌由来であり、C o A トランスフェラ一ゼ活性及びチオラ一ゼ活性

がェシエリヒア属細菌由来である場合が更に好ましい。

[0045] なかでも本発明にかかる4 種類の酵素はそれぞれ、クロス 卜リジゥ厶 ァ

セ 卜プチリカム、クロス 卜リジゥ厶 ベイジュリンキ又はェシエリヒア コ

リのいずれか由来のものであることが酵素活性の観点から好ましく、ァセ 卜

酢酸デカルボキシラ一ゼがクロス トリジゥ厶 ァセ 卜プチリカ厶由来の酵素

であり、C o A トランスフェラ一ゼ及びチオラ一ゼが、それぞれクロス トリ

ジゥ厶 ァセ 卜プチリカ厶又はェシエリヒア コリ由来の酵素であり、ィソ

プロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼが、クロス トリジゥ厶 ベイジェリン

キ由来の酵素であることがより好ましく、上記 4 種類の酵素は、酵素活性の

観点から、ァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼ活性がクロス 卜リジゥ厶 ァセ 卜

プチリカ厶由来であり、前記イソプロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼ活性

がクロス 卜リジゥ厶 ベイジェリンキ由来であり、C o A トランスフェラ一

ゼ活性及びチオラ一ゼ活性がェシエリヒア コリ由来であることが特に好ま

しい。



[0046] 本発明におけるこれ らの酵素の活性は、菌体外から菌体内へ導入されたも

の又は、宿主細菌がゲノム上に保有する酵素遺伝子のプロモータ一活性を強

化又は他のプロモーターと置換することによって酵素遺伝子を強発現させた

ものとすることができる。

酵素活性の導入は、例えば酵素をコー ドする遺伝子を遺伝子組換え技術を

用いて宿主細菌の菌体外から菌体内に導入することにより行うことができる

。 このとき、導入される酵素遺伝子は、宿主細胞に対 して同種又は異種のい

ずれであつてもよい。菌体外から菌体内へ遺伝子を導入する際に必要なゲノ

厶 D N A の調製、 D N A の切断及び連結、形質転換、 P C R (Po lymerase Ch

a i n React i on) 、プライマ一として用いるオ リゴヌクレオチ ドの設計、合成

等の方法は、当業者によく知 られている通常の方法で行うことができる。 こ

れ の力）：は、Sambrook, 丄, et a L. , Mo Lecu Lar CLon i ng A Laboratory

Manua l , Second Ed i t i on" , Co Ld Spr i ng Harbor Laboratory Press, ( 1989)

などに記載されている。

[0047] 本発明において酵素の活性を強化 した大腸菌 とは、何 らかの方法によって

該酵素活性が強化された大腸菌を指す。 これ らの大腸菌は、例えば該酵素及

び蛋白質をコ一 ドする遺伝子を、前述 したものと同様の遺伝子組換え技術を

用いて菌体外から菌体内にプラスミ ドを用いて導入する又は、宿主大腸菌が

ゲノム上に保有する酵素遺伝子のプロモータ一活性を強化又は他のプロモ一

タ一と置換することによって酵素遺伝子を強発現させる、等の方法を用いて

作出することができる。

[0048] 本発明における遺伝子のプロモータ一とは、上記いずれかの遺伝子の発現

を制御可能なものであればよいが、恒常的に微生物内で機能する強力なプロ

モータ一で、かつグルコース存在下でも発現の抑制を受けにくいプロモータ

—がよい。具体的にはダリセルアルデ ヒ ド3 —リン酸デ ヒ ドロゲナ一ゼ （以

下 G A P D H と呼ぶ ことがある）のプロモータ一ゃセ リンヒ ドロキシメチル

トランスフェラ一ゼのプロモータ一を例示することができる。

本発明におけるプロモータ一とはシグマ因子を有する R N A ポ リメラ一ゼ



が結合 し、転写 を開始する部位 を意味する。例 えばェシエ リヒア コ リ由来

の G A P D H プロモ一タ一は G e n B a n k a c c e s s i o n n u m

b e r X 0 2 6 6 2 の塩基配列情報 において、塩基番号 3 9 7 — 4 4 0 に

記 されている。

[0049] 大腸菌 由来の C o A トラ ンス フ ェ ラ 一 ゼ遺伝子 （a t o D 及び a t o A )

とチオ ラ一ゼ遺伝子 （a t o B ) は、 a t o D 、 a t o A 、 a t o B の順番

で大腸菌 ゲ ノム上でオペ ロンを形成 しているため （Journa L of Baceter i o Log

y Vo L. 169 p 42-52 Lauren Sa LLus Jenk i ns ら）、 a t o D の プロモータ一

を改変することによって、 C o A トラ ンスフェラ一ゼ遺伝子 とチオ ラ一ゼ遺

伝子の発現 を同時 に制御 することが可能である。

この ことか ら、 C o A トラ ンスフエラ一ゼ活性及びチ才 ラ一ゼ活性 が宿主

大腸菌 のゲ ノム遺伝子 よ り得 られたものである場合、充分なィソプロピル ァ

ル コール生産能力 を獲得 する観点か ら、両酵素遺伝子の発現 を担 うプロモー

ターを他 の プロモーター と置換 する等 によって両酵素遺伝子の発現 を増強す

ることが好 ま しい。 C o A トラ ンスフエラ一ゼ活性及びチ才 ラ一ゼ活性 の発

現 を増強するため に用い られ るプロモータ一 と しては、前述のェシエ リヒア

コ リ由来 G A P D H プロモータ一等 を挙 げることがで きる。

[0050] 本発 明 において、 イソプロピル アル コール生産系 を備 えているイソプロピ

ル アル コール生産大腸菌 の例 と して、W O 2 0 0 9 / 0 0 8 3 7 7 号 に記載

の p I P A / B 株 又 は p I a a a / B 株 を例示で きる。 また、該大腸菌 には、

ィソプロピル アル コールの生産 に関与する酵素の うち、 C o A トラ ンスフエ

ラ一ゼ活性 とチオ ラ一ゼ活性 の増強 は該大腸菌 のゲ ノム上の各遺伝子の発現

を強化することで行 い、 イソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ活性 とァ

セ 卜酢酸デ カルボキシラ一ゼ活性 の増強 は各遺伝子の発現 をプラス ミ ドで強

化 した株 （p I a / B ： : a t o D A B 株 と呼ぶ ことがある） を含む。

[0051 ] 本発 明では、 イソプロピル アル コール生産性 をよ り効果的に向上 させ る観

点か ら、不活化 された G n t R 活性 が含 まれ ることが好 ま しい。不活化 され

た G n t R と共 に不活化 された グル コース一 6 — リン酸 イソメラ一ゼ （P g



i ) 活性と強化されたグルコース—6 —リン酸— 1 —デヒドロゲナ一ゼ （Z

w f ) 活性が含まれることが更に好ましく、不活化されたG n t R活性、不

活化されたグルコース—6 - リン酸ィソメラ一ゼ （P g i ) 活性、不活化さ

れたホスホダルコン酸デヒドロゲナ一ゼ （G n d ) 活性と強化されたダルコ

—ス—6 —リン酸— 1 —デヒドロゲナ一ゼ （Z w f ) 活性が含まれることが

最も好ましい。これらの組み合わせにより、これ以外の各因子又は酵素の組

み合わせと比 してィソプロピルアルコールの生産性を驚異的に向上させるこ

とできる。

[0052] 本発明におけるイソプロピルアルコール生産大腸菌の好ましい態様として

は、上記 p I P A / B株、 I a a / 株又は 卩 l a / B : ：a t o D A B株

のG n t R活性を不活化 した株である。

更に好ましい態様としては、上記 p I P A / B株、 I / 株又は ロ

l a / B : ：a t o D A B株のG n t R活性とグルコース—6 - リン酸ィソメ

ラ一ゼ （P 9 ί ) 活性を不活化 し、グルコース—6 - リン酸— 1 —デヒドロ

ゲナ一ゼ （Z w f ) 活性を強化 した株である。

[0053] 特に好ましい態様としては、上記 p I P A / B株、 I / 株又は ロ

l a / B : ：a t o D A B株のG n t R活性とグルコース—6 - リン酸ィソメ

ラ一ゼ （P g i ) 活性とホスホダルコン酸デヒドロゲナ一ゼ （G n d ) 活性

を不活化 し、グルコース—6 —リン酸— 1 —デヒドロゲナ一ゼ （Z w f ) 活

性を強化 した株である。

[0054] 更に本発明におけるイソプロピルアルコール生産大腸菌は、にスクロース

資化酵素をコー ドする遺伝子群を導入することができる。これにより、スク

ロースからイソプロピルアルコールを生産することが可能となる。

スクロース資化酵素をコ一 ドする遺伝子としては、微生物のスクロース資

化経路のうち、 ？丁㊀系と非 ？丁㊀系に関与する酵素群をコー ドする遺伝子

が含まれる。

具体的にスクロース P T S に関与する酵素群をコ一 ドする遺伝子としては

、 S c r A ( ス クロースの取り込みを行う）、 S c r Y ( ス クロースの リン



酸 化 を行 う）、 S c r B (微 生物 内部 で ス ク ロー スの分解 を行 う）、 S c r

R ( S c r A , Y , B を コー ドす る遺伝 子 の発現 を制 御 す る）、 S c r K (

フル ク 卜一 スの リン酸 化 を行 う） を コー ドす る遺伝 子 が挙 げ られ る。

[0055] また、 具 体 的 にス ク ロー ス非 P T S に関与 す る酵 素群 を コー ドす るス ク ロ

— ス非 P T S 遺 伝 子群 は、 C s c B ( ス ク ロー ス透 過 酵 素 ：ス ク ロー スの取

り込 み を行 う）、 C s c A ( ス ク ロー ス加 水 分解 酵 素 ：微 生物 内部 で ス ク ロ

— スの分解 を行 う）、 C s c K ( フル ク 卜キナ ー ゼ ：フル ク 卜一 スの リン酸

化 を行 う）、 C s c R ( リプ レッサ 一蛋 白質 ：C s c B 、 A 、 及 び K を コ一

ドす る遺伝 子 の発現 を制 御 す る） を コ一 ドす る遺伝 子 で構 成 され る遺伝 子群

で あ る。

[0056] 本 発 明 にお け るィ ソ プ ロ ピル アル コ一ル 生産 大腸 菌 に導 入 す るス ク ロー ス

資 化 酵 素 遺伝 子 と して は、 この うち非 P T S 系 に関与 す る酵 素群 を コ一 ドす

る遺伝 子 を挙 げ る こ とが で き、 中で も C s c Α を少 な くとも含 む一種 以 上 の

酵 素 の組 み合 わ せ の遺伝 子 を挙 げ る こ とが で きる。 例 え ば、 c s c A の み、

c s c A 及 び c s c K の組 み合 わ せ、 c s c A 及 び c s c B の組 み合 わ せ、

c s c A 及 び c s c R の組 み合 わ せ、 c s c A 、 c s c R 及 び c s c K の組

み合 わ せ、 c s c A 、 c s c R 及 び c s c B の組 み合 わ せ等 が挙 げ られ る。

中で も、 イ ソ プ ロ ピル アル コール を効 率 よ く生産 す る観 点 か ら、 C s c A を

コ 一 ドす る遺伝 子 のみ を導 入 す る こ とも選 択 で きる。

[0057] 前 記 ス ク ロー ス加 水 分解 酵 素 （イ ンベ ル タ一 ゼ、 C s c A ) の遺 伝 子 と し

て は、 この酵 素 を保 有 す る生物 か ら得 られ るス ク ロー ス加 水 分解 酵 素 （イ ン

ベ ル タ一 ゼ、 C s c A ) を コー ドす る遺伝 子 の塩 基 配 列 を有 す る D N A 、 又

は その公知 の塩 基 配 列 に基 づ いて合成 され た合成 D N A 配 列 を利 用 す る こ と

が で きる。 好適 な もの と して は、 ァ一 ウ イ二 ァ属菌 （Erwi n i a ) 、 ポル テ ウス

属菌 （Proteus) 、 ビプ リ才属菌 （V i b r i o ) 、 ァ グ ロバ クテ リウ厶属菌 （Agro

bacter i um) 、 リヒゾ ピウ厶属菌 （Rh i zob i um) 、 ス タ フ イロコ ッカス属菌 （S

taphy Lococcus) ， ビフ ィ ドノ クヾテ リゥ厶 囷 (B i f i dobacter i um) 、 ェ シ ェ

リヒア属菌 （Escher i c h i a ) に 由来 す る もの を挙 げ る こ とが で き、 例 え ばェ シ



エ リヒア コ リ0 1 5 7 株 由来 の遺伝 子 の塩 基 配 列 を有 す る D N A が例 示 さ

れ る。 特 に好 ま しくは、 ェ シ エ リヒア コ リ0 1 5 7 株 由来 の遺伝 子 の塩 基

配 列 を有 す る D N A で あ る。 また c s c A には、 c s c A を菌 体 のペ リプラ

ズ厶へ移 行 させ るため の シ グナル 配 列 が付 加 され て い る こ とが好 ま しい。

[0058] 前 記 リブ レッサ 一蛋 白質 （C s c R ) の遺伝 子 と して は、 この酵 素 を保 有

す る生物 か ら得 られ る リブ レッサ 一 タ ンパ ク質 （C s c R ) を コー ドす る遺

伝 子 の塩 基 配 列 を有 す る D N A 、 又 は その公知 の塩 基 配 列 に基 づ いて合成 さ

れ た合成 D N A 配 列 を利 用 す る こ とが で きる。 好適 な もの と して は、 ァ一 ゥ

ィニ ァ属 囷 (Erwi n i a) 、 ホリレテ ウス属 囷 (Proteus) 、 ビプ リ才属 囷 (V i b r i

0 ) 、 ァ グ ロバ クテ リウ厶属菌 （Agrobacter i um) 、 リヒゾ ピウ厶属菌 （Rh i zo

b i urn) 、 ス タ フ イロコ ッカス属菌 （Staphy Lococcus) ， ビフ ィ ドバ クテ リウ

厶属 囷 (B i f i dobacter i um) 、 ェ シ エ リヒア属 囷 (Escher i c h i a ; に 由来 す る

もの を挙 げ る こ とが で き、 例 え ばェ シ エ リヒア コ リ0 1 5 7 株 由来 の遺伝

子 の塩 基 配 列 を有 す る D N A が例 示 され る。 特 に好 ま しくは、 ェ シ エ リヒア

- コ リ0 1 5 7 株 由来 の遺伝 子 の塩 基 配 列 を有 す る D N A で あ る。

[0059] 前 記 フル ク 卜キナ ー ゼ （C s c K ) の遺伝 子 と して は、 この酵 素 を保 有 す

る生物 か ら得 られ る フル ク 卜キナ ー ゼ （C s c K ) を コー ドす る遺伝 子 の塩

基 配 列 を有 す る D N A 、 又 は その公知 の塩 基 配 列 に基 づ いて合成 され た合成

D N A 配 列 を利 用 す る こ とが で きる。 好適 な もの と して は、 ァ一 ウ イニ ァ属

m (Erwi n i a) 、 ポリレテ ウス属 (Proteus) 、 ビプ リ才属 囷 （V i b r i o 、 ァ

グ ロバ クテ リウ厶属菌 (Agrobacter i um) 、 リヒゾ ビゥ厶属菌 (Rh i zob i um)

、 ス タ フ イロコ ッカス属菌 （Staphy Lococcus) ， ビフ ィ ドバ クテ リウ厶属菌

(B i f i dobacter i um) 、 工 シ エ リヒア属 囷 (Escher i c h i a) に 由来 す る もの を

挙 げ る こ とが で き、 例 え ばェ シ エ リヒア コ リ0 1 5 7 株 由来 の遺伝 子 の塩

基 配 列 を有 す る D N A が例 示 され る。 特 に好 ま しくは、 ェ シ エ リヒア コ リ

0 1 5 7 株 由来 の遺伝 子 の塩 基 配 列 を有 す る D N A で あ る。

[0060] 前 記 ス ク ロー ス透 過 酵 素 （C s c B ) の遺伝 子 と して は、 この酵 素 を保 有

す る生物 か ら得 られ る、 ス ク ロー ス透 過 酵 素 （C s c B ) を コー ドす る遺伝



子の塩基配列 を有 す る D N A 、又 はその公知 の塩基配列 に基 づいて合成 され

た合成 D N A 配列 を利用す る ことがで きる。 好適 な もの と しては、 ァ一 ウ イ

二 ァ属 囷 （Erwi n i a ) 、 不リレテ ウス属 囷 (Proteusj 、 ビプ リ才属 囷 ( V i b r i o

) 、 ァ グロバ クテ リウ厶属菌 （Agrobacter i um) 、 リヒゾ ピウ厶属菌 （Rh i zob

i um) 、 スタフ イロコ ッカス属菌 （Staphy Lococcus) ， ビフ ィ ドバ クテ リゥ厶

属 囷 ( B i f i dobacter i um) 、 ェシ エ リヒア属翻 (Escher i c h i a ) に由来 す るも

の を挙 げる ことがで き、例 えばェシ エ リヒア コ リ 0 1 5 7 株 由来 の遺伝 子

の塩基配列 を有 す る D N A が例示 され る。特 に好 ま しくは、 ェシ エ リヒア -

コ リ 0 1 5 7 株 由来 の遺伝 子の塩基配列 を有 す る D N A であ る。

[0061 ] 本発 明 にかか るイ ソプロ ピル アル コール生産 大腸菌 では、前記 イ ソプロ ピ

ル アル コール生産 系 にかか る各酵素、 好 ま しくは上記 ィ ソプロ ピル アル コ一

ル生産 系の酵素 の うち、 イ ソプロ ピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ及び ァセ

卜酢酸 デ ヒ ドロゲナ一ゼの少な くとも一方 の酵素 の活性 が、遺伝 子改変体 と

して導 入 された導 入遺伝 子 に由来 して もよい。

本発 明 において 「遺伝 子改変体」 とは、 当該酵素遺伝 子の塩基配列 に、 欠

失、置換、付加等 の改変 を加 えた ものすべ てが含 まれ る。具体 的 には、 当該

酵素遺伝 子の塩基配列の うち、 コ ドンのみ に変更 を加 え、 当該 コ ドンのみ に

変更 を加 えた塩基配列 を基 に合成 され るァ ミノ酸配列 には変更がないものや

、 当該酵素遺伝 子の プロモー タ一領域 のみ に変更 を加 え、 当該 プロモー タ一

領域 のみ に変更 を加 えた塩基配列 を基 に合成 され るァ ミノ酸配列 には変更が

ないものな どが挙 げ られ る。

改変 され る酵素遺伝 子 は、宿主本来 の遺伝 子であ って もよ く、他種 の微 生

物 由来 の酵素遺伝 子であ つて もよい。

またィ ソプロ ピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ をコ一 ドす る酵素遺伝 子の

み又 はァセ 卜酢酸 デ ヒ ドロゲナ一ゼ酵素遺伝 子のみが、遺伝 子改変 されてい

て もよ く、 これ らが同時 に遺伝 子改変 されていて もよい。

[0062] 遺伝 子改変体 と しては、遺伝 子改変 の上記 いずれかの酵素遺伝 子 に対 す る

変更の結果、宿主 に対 して対応 す る酵素 の酵素活性 が付与 され又 は強化 され



て、目的の物質生産能が増強するものであれば、どのような改変を加えても

よい。

好ましくは、遺伝子改変体は、大腸菌のコ ドン使用頻度に基づいて使用コ

ドンを改変 した改変体遺伝子である。このような遺伝子改変体とすることに

より、ィソプロピルアルコールの生産性を上げることができる。

[0063] 本発明において 「使用コ ドンを改変する」とは、アミノ酸配列をコー ド規

定する塩基配列上において、各アミノ酸に対応する3 塩基の並びであるコ ド

ンを改変することを意味する。本発明において 「コ ドン改変」とは、ァミノ

酸配列を変えずに塩基配列のみを改変することを意味 している。

[0064] 前記ィソプロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼの遺伝子改変体としては、

好ましくは、配列番号 4 0 で示される塩基配列を有する。また、前記ァセ 卜

酢酸デヒドロゲナ一ゼの遺伝子改変体としては、好ましくは、配列番号 4 3

で示される塩基配列を有する。これらの遺伝子改変体を用いることにより、

イソプロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼ及びァセ 卜酢酸デヒドロゲナ一ゼ

の各酵素活性をそれぞれ好ましく増強することができる。

[0065] 本発明において大腸菌とは、本来、植物由来原料からイソプロピルアルコ

—ルを生産する能力を有するか否かに関わらず、何 らかの手段を用いること

により植物由来原料からイソプロピルアルコールを生産する能力を有 し得る

大月昜囷 な 思 味する。

[0066] ここで上記の遺伝子組換えの対象となる大腸菌としては、イソプロピルァ

ルコール生産能を有 しないものであってもよく、上記の各遺伝子の導入及び

変更が可能であればいずれの大腸菌であつてもよい。

より好ましくは、ィソプロピルアルコール生産能が予め付与された大腸菌

であることができ、これにより、より効率よくイソプロピルアルコールを生

産させることができる。

[0067] このようなイソプロピルアルコール生産大腸菌としては、例えばW O 2 0

0 9 / 0 0 8 3 7 7 号パンフレツ卜に記載されているァセ 卜酢酸デカルボキ

シラーゼ活性、イソプロピルアルコ一ルデヒドロゲナ一ゼ活性、C o A トラ



ンスフェラ一ゼ活性、及びチオラ一ゼ活性 を付与され、植物由来原料か らィ

ソプロピルアル コールを生成 しうるイソプロピルアル コール生成大腸菌など

を挙げることができる。

[0068] 本発明のイソプロピルアル コール生産方法は、上記イソプロピルアル コ一

ル生産大腸菌 を用いて植物由来原料か らイソプロピルアル コールを生産 させ

ることを含むものであ り、即ち、上記イソプロピルアル コール生産大腸菌 と

植物由来原料 とを接触 させて、培養すること （以下、培養工程） と、接触 に

より得 られたイソプロピルアル コールを回収すること （以下、回収工程） と

を含むものである。

[0069] 上記イソプロピルアル コール生産方法に用い られる植物由来原料は、植物

か ら得 られる炭素源であ り、植物由来原料であれば特 に制限されない。本発

明においては、植物由来原料 とは、根、茎、幹、枝、葉、花、種子等の器官

、それ らを含む植物体、及びそれ ら植物器官の分解産物 を指 し、更に植物体

、植物器官、及びそれ らの分解産物か ら得 られる炭素源のうち、微生物が培

養 において炭素源 と して利用 し得 るものも、植物由来原料に包含される。

[0070] このような植物由来原料に包含される炭素源 には、一般的なものと してデ

ンプン、スクロース、 グル コース、 フル ク 卜一ス、キシロース、 ァラビノー

ス等の糖類、及び これ ら成分を多 く含む草木質分解産物、セル ロース加水分

解物など、並びにこれ らの組み合わせを挙げることができ、更には植物油由

来のグ リセ リン又は脂肪酸 も、本発明における炭素源 に含んでもよい。

[0071 ] 本発明における植物由来原料の例示 と しては、穀物等の農作物、 トウモロ

コシ、米、小麦、大豆、サ トウキ ビ、 ビ一 卜、綿等、及び これ らの組み合わ

せを好ま しく挙げることができ、その原料 と しての使用形態は、未加工品、

絞 り汁、粉砕物等、特 に限定されない。 また、上記の炭素源のみの形態であ

つてもよい。

[0072] 培養工程 におけるイソプロピルアル コール生産大腸菌 と植物由来原料 との

接触は、一般 に、植物由来原料を含む培地でイソプロピルアル コール生産大

腸菌 を培養することにより行われる。



[0073] 植物由来原料とイソプロピルアルコール生産大腸菌との接触密度は、イソ

プロピルアルコール生産大腸菌の活性によって異なるが、一般に、培地中の

植物由来原料の濃度として、グルコース換算で初発の糖濃度を混合物の全質

量に対 して 2 0 質量％以下とすることができ、大腸菌の耐糖性の観点から好

ましくは、初発の糖濃度を 1 5 質量％以下とすることができる。この他の各

成分は、微生物の培地に通常添加される量で添加されればよく、特に制限さ

れない。

[0074] また培地中のイソプロピルアルコール生産大腸菌の含有量としては、大腸

菌の種類及び活性によって異なるが一般に、培養開始時に投入する前培養の

菌液 （O D 6 6 0 n m = 4 ~ 8 ) の量を培養液に対 して 0 . 1 質量％~ 3 0

質量％、培養条件制御の観点から好ましくは 1質量％~ 1 0 質量％とするこ

とができる。

[0075] イソプロピルアルコール生産大腸菌の培養に用いられる培地としては、炭

素源、窒素源、無機イオン、及び乳酸を生産するために微生物が要求する有

機微量元素、核酸、 ビタミン類等が含まれた通常用いられる培地であれば特

に制限はない。

[0076] 本発明の培養に際 して、培養条件は特別の制限はなく、例えば好気条件下

で p H 4 ~ 9 、好ましくは p H 6 ~ 8 、温度 2 0 °〇~ 5 0 °〇、好ましくは 2

5 °C ~ 4 2 °Cの範囲内で p H と温度を適切に制御 しながら培養することがで

きる。

[0077] 前記混合物中への気体の通気量は、特に制限はないが、気体として空気の

みを用いる場合には、一般的に0 . 0 2 v v m~ 2 . O v v m ( v v m ; 通

気容量 〔m L 〕/ 液容量 〔m L 〕/ 時間 〔分〕）であり、大腸菌への物理的

ダメ一ジを抑制する観点から0 . 1 v v m~ 1 . 5 v v mで行うことが好ま

しい。

[0078] 培養工程は、培養開始から混合物中の植物由来原料が消費されるまで、又

はィソプロピルアルコール生産大腸菌の活性がなくなるまで継続させること

ができる。培養工程の期間は、混合物中のイソプロピルアルコール生産大腸



菌の数及び活性並びに、植物由来原料の量により異なるが、一般に、 1 時間

以上、好ましくは4 時間以上であればよい。一方、植物由来原料又はイソプ

口ピルアルコール生産大腸菌の再投入を行うことによって、培養期間は無制

限に連続することができるが、処理効率の観点から、一般に 5 日間以下、好

ましくは 7 2 時間以下とすることができる。その他の条件は、通常の培養に

用いられる条件をそのまま適用すればよい。

[0079] 培養液中に蓄積 したイソプロピルアルコールを回収する方法としては、特

に制限はないが、例えば培養液から菌体を遠心分離などで除去 した後、蒸留

や膜分離等通常の分離方法でィソプロピルアルコールを分離する方法が採用

できる。

[0080] なお、本発明のイソプロピルアルコールの生産方法は、イソプロピルアル

コール生産のための培養工程の前に、使用するイソプロピルアルコール生産

大腸菌を適切な菌数又は適度な活性状態とするための前培養工程を含んでい

てもよい。前培養工程は、イソプロピルアルコール生産細菌の種類に応 じた

通常用いられる培養条件による培養であればよい。

[0081 ] 本発明のイソプロピルアルコールの生産方法は、好ましくは、前記イソプ

口ピルアルコール生産細菌及び植物由来原料を含む混合物中に気体を供給 し

ながら、該イソプロピルアルコール生産大腸菌を培養する培養工程と、前記

培養により生成 したィソプロピルアルコールを混合物から分離 し回収する回

収工程とを含む。

[0082] この方法によれば、混合物に気体を供給 しながら生産大腸菌を培養する （

通気培養）。この通気培養により、生産されたイソプロピルアルコールは混

合物中に放出されると共に、混合物から蒸散 し、この結果、生成 したイソプ

口ピルアルコールを混合物から容易に分離することができる。また、生成 し

たィソプロピルアルコールが混合物から連続的に分離するため、混合物中の

ィソプロピルアルコールの濃度の上昇を抑制することができる。これにより

、ィソプロピルアルコール生産大腸菌のィソプロピルアルコールに対する耐

性を特に考慮する必要がない。



なお、本方法における混合物とは、大腸菌の培養に一般的に用いられる基

本培地を主体とすればよい。培養条件については、前述 した事項がそのまま

適用される。

[0083] 回収工程では、培養工程で生成され、混合物から分離 したイソプロピルァ

ルコ一ルを回収する。この回収方法としては、通常培養により混合物から蒸

散 したガス状又は飛沫状のィソプロピルアルコールを収集することができる

ものであればよい。このような方法としては、一般に用いられる密閉容器等

の収集部材へ収容すること等を挙げることができるが、なかでも、イソプロ

ピルアルコールのみを純度高く回収できる観点から、ィソプロピルアルコ一

ルを捕捉するための捕捉液と、混合物から分離 したィソプロピルアルコール

とを接触することを含むものであることが好ましい。

[0084] 本方法では、イソプロピルアルコールは、捕捉液又は混合物に溶解 した態

様として回収することができる。そのような回収方法としては、例えば国際

公開 2 0 0 9 / 0 0 8 3 7 7 号パ ンフ レツ 卜に記載された方法などが挙げら

れる。回収されたイソプロピルアルコールは、 H P L C 等の通常の検出手段

を用いて確認することができる。回収されたイソプロピルアルコールは、必

要に応 じて更に精製することができる。このような精製方法としては、蒸留

等をあげることができる。

回収されたィソプロピルアルコールが水溶液の状態である場合には、本ィ

ソプロピルアルコールの生産方法は、回収工程に加えて、脱水工程を更に含

んでいてもよい。イソプロピルアルコールの脱水は、常法により行なうこと

ができる。

[0085] 捕捉液又は混合物に溶解 した態様として回収可能なィソプロピルアルコ一

ルの生産方法に適用可能な装置としては、例えば、国際公開 2 0 0 9 / 0 0

8 3 7 7 号パ ンフ レッ トの図 1 に示される生産装置を挙げることができる。

この生産装置では、ィソプロピルアルコール生産細菌と植物由来原料とを

含む培地が収容された培養槽に、装置外部から気体を注入するための注入管

が連結され、培地に対 してエアレ一シヨンが可能となっている。



また、培養槽には、連結管を介 して、捕捉液としての トラップ液が収容さ

れた トラップ槽が連結されている。このとき、 トラップ槽へ移動 した気体又

は液体が トラップ液と接触 してバプリングが生 じる。

これにより、培養槽で通気培養により生成 したィソプロピルアルコールは

、エアレ一シヨンによって蒸散 して培地から容易に分離される共に、 トラッ

プ槽において トラップ液に補足される。この結果、イソプロピルアルコール

を、より精製された形態で連続的に且つ簡便に生産することができる。

[0086] 本発明のイソプロピルアルコールの生産方法では、イソプロピルアルコ一

ルを高生産することができ、同様の方法で通常得 られる生産量は本発明を適

用 しない場合と比較 して多い。生産方法の条件や用いられるイソプロピルァ

ルコール生産大腸菌の状態によって異なるが、生産性が 5 0 ~ 1 0 0 g / L

/ 7 2 h r 、好ましくは 5 5 ~ 8 0 g / L / 7 2 h r とすることができる。

[0087] このように本発明のイソプロピルアルコール生産大腸菌は、イソプロピル

アルコールを高生産することができるため、例えば、本発明の大腸菌触媒を

用いてイソプロピルアルコールの製造を行った場合、培養 7 2 時間で 7 5 g

/ L 以上のィソプロピルアルコールを蓄積することができ、従来触媒と比較

してはるかに高い生産性を獲得することができる。

[0088] また、本発明のイソプロピルアルコール生産大腸菌では、イソプロピルァ

ルコールの前駆体であるァセ トンも同時に生産される。得 られたァセ トンは

、公知の方法で精製後に、公知の方法 （例えば特許第 2 7 8 6 2 7 2 号公報

記載の方法）を用いることによって、イソプロピルアルコールに変換するこ

とが好ましい。これにより、糖原料からイソプロピルアルコールへの変換効

率を更に高めることができる。

[0089] 本発明に係るアセ トン生産方法は、前記イソプロピルアルコール生産大腸

菌を用いて植物由来原料からイソプロピルアルコールを得ること （以下、ィ

ソプロピルアルコール生産工程という）、及び、得 られたイソプロピルアル

コールに、触媒として、酸化亜鉛と、第4 族の元素を含む少なくとも 1種の

酸化物とを含有 し且つ共沈法で調製された複合酸化物を接触させること （以



下、 アセ トン生産工程 という）を含むアセ トン生産方法である。

前記ィソプロピルアル コール生産大腸菌 を用いて得 られたィソプロピルァ

ル コールに、共沈法で調製 された前記複合酸化物 を接触 させることにより、

脱水素反応が生 じて、イソプロピルアル コールか らァセ トンが生産できる。

これにより、前記ィソプロピルアル コール生産大腸菌 を用いて生産 されたィ

ソプロピルアル コールを効果的に利用 して、効率 よ く物質生産 を行 うことが

できる。

[0090] ィソプロピルアル コール生産工程で用い られるイソプロピルアル コール生

産大腸菌及び植物由来原料並びに、ィソプロピルアル コール生産の条件等に

ついては、ィソプロピルアル コールの生産 に関 して前述 した事項がそのまま

適用で さる。

[0091 ] アセ トン生産工程では、酸化亜鉛 と、第 4 族の元素を含む少な くとも 1 種

の酸化物 とを含有 し且つ共沈法で調製 された複合酸化物 を触媒 と して使用す

る。

第 4 族の元素 とは、周期律表の第 4 族の元素を意味 し、チタン、ジル コ二

ゥ厶及びハ フハニゥ厶等を挙げることができる。 ァセ トンを高選択的に生産

するとの点で、ジル コニウムであることが好ま しい。

[0092] 触媒 と して用い られ得 る複合酸化物 と しては、 Z n O : Z r 0 2、 Z n 0 ：

Τ ί 0 2、 C u 0 ：Ζ η 0 ：A I 2 0 3等を挙げることができ、触媒活性、及び

ァセ 卜ンの選択性の点で、 Z n 0 ：Z r 0 2が好ま しい。

酸化亜鉛 と、第 4 族元素を含む少な くとも 1 種の酸化物 との比率 について

は、特 に制限はないが、 5 0 : 5 0 ~ 9 9 : 1 とすることが、触媒活性及び

ァセ 卜ン選択性の点で好ま しく、 6 5 ：3 5 9 5 ：5 とすることがより好

ま しい。酸化亜鉛の比率が 5 0 以上であればより高い触媒活性 を示すことが

でき、 9 9 以下であればより高いァセ トン選択性 を示すことができるため好

ま しい。

[0093] 複合酸化物は、共沈法で調製 されたものである。触媒 と して用いうる複合

酸化物は、共沈法で調製 されたものであるため、触媒組成の均一性、触媒調



製のコン トロールの し易さ等の利点を有する。

共沈共沈法とは、多成分系の複合酸化物を製造する方法として一般的に用

いられる調製法であり、 2 種類以上の金属塩の混合水溶液にアル力リ水溶液

のような沈殿剤を加えることで、固体として均一に沈殿させることができる

[0094] 具体的な触媒の調製方法としては、硝酸亜鉛等の水溶性の亜鉛塩水溶液と

、硝酸ジルコニゥ厶等の水溶性のジルコニゥ厶塩水溶液とを、所望の金属酸

化物の組成となるように混合 し、この水溶液を炭酸ナ 卜リゥ厶等のアル力リ

水溶液中に滴下 しアル力リ性にすることで水酸化物として固体が沈殿する。

この生成 した沈殿物をろ別 し、水洗、乾燥 した後、焼成することで製造でき

る。

[0095] また本発明を実施するに際 し、使用する触媒量は特に限定されないが、例

えば、固定床流通装置を用いて反応を行う場合、原料 （イソプロピルアルコ

—ル）の時間あたりの供給量 （質量）を触媒の質量で割った値、即ちW H S

V で示すと、 0 . 0 1 ~ 2 0 O / h の範囲であることが望ましく、より好ま

しくは0 . 0 2 ~ 1 0 O / h の範囲が好適である。

[0096] 本発明における脱水素の反応は、回分式や連続式等の反応形式で行うこと

ができる。連続式の場合、例えば触媒を充填 した管状の反応器に原料を流通

させ反応器から出てきた反応生成物を回収する。

脱水素反応を行う際の反応温度は通常 1 0 0 °C ~ 5 0 0 °C、好ましくは 1

5 0 °C ~ 4 5 0 °C、さらに好ましくは 2 0 0 °C ~ 4 0 0 °C とすることができ

る。アセ トンとイソプロピルアルコール、水素には平衡関係があり、反応温

度が高いほうがアセ トンの平衡組成が高くなる。このため、反応温度が 1 0

0 °C以上であればィソプロピルアルコールが大量に残存することなく、好ま

しい。また 5 0 0 °C以下であれば、望ましくない副反応の増大を招 くことが

なく好ましい。反応圧力には特に限定はなく、反応温度にも依存するが、好

ましくは0 . 1 M P a ~ 1 . 0 M P a とすることができる。

反応生成物の回収後には、必要に応 じて、適宜、精製等を追加的に行って



もよい。アセトンの精製方法等については、当業界で周知又は公知の精製方

法を適用することができる。

[0097] 本発明にかかるプロピレン生産方法は、前記イソプロピルアルコール生産

大腸菌を用いて植物由来原料からァセトンを含むィソプロピルアルコールを

得ること （以下、イソプロピルアルコール生産工程という）、及び、得られ

たアセトンを含むイソプロピルアルコールに、触媒として、C u を含む水添

触媒および固体酸物質の存在下で、反応温度 5 0 ~ 3 0 0 °Cの範囲でァセ卜

ンと水素とを反応させること （以下、触媒反応工程という）を含む。なお、

C u を含む水添触媒を、明細書において以下、単に 「水添触媒」とも記す。

前記プロピレン生産方法では、前記ィソプロピルアルコール生産大腸菌に

より得られたイソプロピルアルコールが、前記固体酸物質により、イソプロ

ピルアルコールが脱水されてプロピレンおよび水が生成する。

[0098] ィソプロピルアルコール生産工程で用いられるイソプロピルアルコール生

産大腸菌及び植物由来原料並びに、ィソプロピルアルコール生産の条件等に

ついては、ィソプロピルアルコールの生産に関して前述した事項がそのまま

適用でさる。

前記触媒反応工程では、イソプロピルアルコール生産工程で得られたァセ

トンを含むィソプロピルアルコールを原料として、C u を含む水添触媒およ

び固体酸物質を用いて所定の条件下で、ァセトンと水素を反応させる。

[0099] 前記触媒反応工程で使用される水素としては、分子状の水素ガスを用いて

もよく、反応条件により水素を発生するシクロへキサン等の炭化水素に由来

する水素であってもよい。水素は原理的にはァセトンに対して等モル以上あ

ればよく、分離回収の点からはアセトンに対して好ましくは 1 ~ 1 0 倍モル

、より好ましくは 1 ~ 5 倍モルあればよい。例えば、アセトンの時間あたり

の供給量に対する水素の時間当たりの供給量を前記範囲に設定すればよい。

ァセトンの転化率を 1 0 0 %以下に抑えたい場合は、水素の量をァセトンの

量に対して 1倍モルから低減させることで対応できる。

[01 00] 前記触媒反応工程において、供給された水素は、アセトンの酸素原子と結



合 して水 とな り、反応器出口か ら取 り出す ことが可能である。 またアセ トン

の当量以上の水素は、予想外の副反応が進行 しない限 り、本質的には消費さ

れないことになる。

反応器へ水素 ガスを供給する場合 には、通常は連続的に供給するが、 この

方法 に特 に限定されるものではない。水素の供給の形態 と しては、反応開始

時に水素 ガスを供給 した後、反応中供給 を停止 し、ある一定時間経過後 に再

度供給する間欠的な供給でもよい し、液相反応の場合 には溶媒 に水素 ガスを

溶解 させて供給 してもかまわない。

[01 0 1 ] また、水素は、水素 を反応器か ら取 り出 して再利用することがで きる。 こ

のような水素の リサイクル プロセスと しては、例 えば、反応器後部で気液分

離器 によ り反応液 と反応 ガスに分離 し、反応 ガスか ら分離膜等で水素 ガスを

分離 し、反応器の入 り口に再度供給 してもよい。 この リサイクル プロセスの

場合では、軽沸留分 とともに塔頂か ら回収 される水素 ガスを、反応器 に供給

することがで きる。供給 される水素の圧力は、反応器の圧力 と同等であるこ

とが一般的であるが、水素の供給方法 に応 じて適宜変更すればよい。

[01 02] 本発明を実施する際には、反応系内に触媒および出発物質 （アセ トン、 ィ

ソプロピル アル コール、 および水素）に対 して不活性な溶媒 または気体 を供

給 して、前記反応 を希釈 した状態で行 うことも可能である。

前記触媒反応工程 に適用される反応温度 は、 5 0 °C ~ 3 0 0 °Cである。 5

0 °C未満では、充分なアセ トン、又はイソプロピル アル コールの転化率が得

られず、 また 3 0 0 °C を超 えると予想外の副反応や プロピレンの重合等が生

じて充分なプロピレンの選択率が維持で きない。経済性の点で、反応温度 は

、好 ま しくは 1 5 0 °C ~ 2 5 0 °C、 よ り好 ま しくは 1 5 0 ~ 2 0 0 °Cの範囲

である。

[01 03] 前記反応 を行 う場合、 その他の方法および条件 と しては特 に制限はな く、

例 えば、以下に示すような条件および方法が採用で きる。 出発物質であるァ

セ トン、 イソプロピル アル コール と水素 との接触や、水素の供給方法は、気

液向流および気液併流の何れでもよ く、 また液 およびガスの方向 と して、液



下降 —ガス上昇、液上昇 —ガス下降、液 ガス上昇、液 ガス下降の何れでもよ

し、。 また実施圧力は、好 ま しくは 0 . 1 気圧〜 5 0 0 気圧、更に好 ま しくは

0 . 5 気圧〜 1 0 0 気圧である。

[ 0 104] 前記固体酸物質 と しては、通常の固体酸である、ゼ才ライ ト、 シ リカ、 ァ

ル ミナ、 シ リカアル ミナ、 ァアル ミナ、酸化チタン、酸化亜鉛、酸化ジル コ

ニゥ厶な どの金属酸化物な どが挙 げ られる。 これ らの中では、高い触媒活性

、及び高いプロピレン選択性の点でゼ才ライ トが好 ま しい。

[01 05] ゼ才 ライ トと しては、前記反応 において原料および中間体 と して存在する

と考 え られるイソプロピル アル コールおよび 目的 とするプロピレンの分子径

によ り、好適なゼ才ライ トを選択すればよい。

特 にゼ才ライ 卜と しては、 イソプロピル アル コールや プロピレンの分子径

に近いことか ら、酸素 1 0 ~ 1 2 員環 の細孔 を有するゼ才ライ 卜が好 ま しい

。酸素 1 0 ~ 1 2 員環 を有するゼ才ライ トと しては、 フェ リエライ ト、 ヒュ

—ランダイ ト、 Z S M _ 5 、 Z S M _ 1 1 、 Z S M _ 1 2 、 N U _ 8 7 、 シ

—タ一 1 、 ウェイネベ アイ ト、 X 型ゼ才ライ ト、 Y 型ゼ才ライ ト、 U S Y 型

ゼ才ライ 卜、 モルデナィ 卜、脱 アル ミニウムモルデナィ 卜、 —ゼ才ライ 卜

、 M C M _ 2 2 、 M C M — 5 6 な どが挙 げ られる。 これ らの中でも —ゼ才

ライ 卜が好 ま しい。

[01 06] ゼ才 ライ 卜におけるケィ素 とアル ミニウム との組成比 （ケィ素 / アル ミニ

ゥ厶）は、高い活性 を得 るため、 2 / 1 ~ 2 0 0 / 1 の範 囲にあることが好

ま しく、活性 および熱安定性の面か ら 5 / 1 ~ 1 0 0 / 1 の範 囲にあること

が特 に好 ま しい。 さ らにゼ才ライ ト骨格 に含 まれるアル ミニウムを、 G a 、

Τ ί 、 F e 、 M n 、 B な どのアル ミニウム以外の金属で置換 した、 いわゆる

同型置換 したゼ才ライ トを用いることもで きる。 また、ゼ才ライ トと しては

、 自身を金属イオ ンで修飾 したものも用いることがで きる。

[01 07] 固体酸物質の形状 は特 に制限は無 く、球状、 円柱状、押 し出 し状、破砕状

の何れでもよい。 また、 その粒子の大 きさも特 に制限は無 く、通常は 0 . 0

1 m m 0 0 m m の範囲のものを反応器の大 きさに応 じて選択すればよい



。固体酸物質は、一種単独で用いてもよ く、二種以上 を用いてもよい。

[01 08] 前記 C u を含む水添触媒 と しては、 C u を金属そのもの と して含むもの、

金属化合物の形で含むものな どが挙 げ られる。前記金属化合物 と しては、例

えば、 C u 0 、 C u 2 0 な どの金属酸化物 ；及び、 C u C I 2な どの金属塩化

物な どが挙 げ られる。 また、 これ らの触媒 を担体 に担持 させてもよい。

[01 09] 前記 C u を含む水添触媒は、 さ らに周期律表の第 6 族、第 1 2 族 および第

1 3 族 の うち少な くとも一つの元素 を含む ことが、 よ り高い選択性、又はよ

り長い触媒 ライフを得 る点で、好 ま しい。第 6 族 と しては C r 、 M o な ど ；

第 1 2 族 と しては Z n な ど ；第 1 3 族 と しては A I 、 I n な どが好 ま しい元

素 と して挙 げ られる。 このような水添触媒 と しては、銅 一クロム、 ラネ一銅

、銅 —亜鉛な どの銅系の触媒が挙 げ られる。

また、前記 C u を含む水添触媒 には、 P b S 0 4、 F e C I 2、 S n C I 2な

どの金属塩 ；K 、 N a な どのアル 力 リ金属やアル 力 リ金属塩 ；B a S 0 4 ；な

どを添加 してもよ く、 これによ り、前記 C u を含む水添触媒の活性や プ口ピ

レンの選択率が向上する場合がある。前記金属塩、 アル カ リ金属又はアル 力

リ金属塩の前記水添触媒への添加量 と しては、特 に制限はないが、主に選択

性の点で、 0 . 0 1 質量％ ~ 1 0 . 0 0 質量％であることが好 ま しい。

市場で入手で きるC u を含む水添触媒 と しては、例 えば、 C u 0 _ Z n 0

_ A I 2 0 3、 C u O - C r 2 0 3 - B a 0 な どが挙 げ られる。

[01 10] 水添触媒の形状 は特 に制限は無 く、球状、 円柱状、押 し出 し状、破砕状の

何れでもよい。 また、 その粒子の大 きさも特 に制限は無 く、通常は 0 . 0 1

m m ~ 1 0 0 m m の範囲のものを反応器の大 きさに応 じて選択すればよい。

[01 11] 本発明にかかるプロピレンの製造方法では、前記水添触媒および固体酸物

質が充填 された反応器 に、前記 アセ トンおよび水素 を供給 し、 アセ トンと水

素 とを反応 させることがで きる。反応器 に充填 された水添触媒および固体酸

物質の合計量 （以下 「触媒量」 とも記す）は特 に限定されないが、例 えば、

固定床反応器 を備 えた固定床流通装置 を用いて反応 を行 う場合、 出発物質で

あるアセ トンの時間あた りの供給量 （質量）を触媒量 （重量）で割 った値、



すなわちW H S V で示す と、好 ま しくは 0 . 1 ~ 2 0 0 / h 、更 に好 ま しく

は 0 . 2 ~ 1 0 O / h の範 囲である。

固体酸物質 と水添触媒 との量比は特 に限定されないが、固体酸物質 ：水添

触媒 （質量比）が、通常は 1 : 0 . 0 1 ~ 1 ：1 0 0 、好 ま しくは 1 : 0 .

0 5 : 5 0 であることが好 ま しい。固体酸物質 ：水添触媒の量比が 1 ：

0 . 0 1 以上であれば、十分なアセ トンの転化率 となる傾向があ り、 また固

体酸物質 ：水添触媒の量比が 1 ：1 0 0 以 内であれば、脱水反応が十分 に行

われてプロピレンの収率が十分 となる傾向がある。

[01 12] 前記反応がある時間経過 した後 において触媒の活性が低下する場合 には、

公知の方法で再生を行い、水添触媒および固体酸物質の活性 を回復すること

がで きる。

本発明においては、触媒 と して固体酸物質 と、水添触媒 との 2 成分 を用い

ればよい。 また、 その触媒の使用方法 と しては、特 に限定はな く、例 えば、

酸触媒成分である、固体酸物質 と、水添触媒 とをセ ンチメ一 トルサイズの触

媒粒子 レベルで物理混合 したものを用いてもよい し、両者 を微細化 し混合 し

た後 に、改めてセ ンチメー トルサイズの触媒粒子へ成形 してもよい し、固体

酸物質を担体 と して、 その上 に水添触媒 を担持 してもよい し、水添触媒 を担

体 と して、 その上 に固体酸物質を担持 してよい。 また、水添触媒 と、固体酸

物質 とを混合等することな く、各 々を用いてもよい。

[01 13] 特 に、高活性、及び高選択的で工業的に入手可能なの点で、水添触媒 を用

し、、かつ固体酸物質を構成するゼ才ライ 卜と して —ゼ才ライ 卜を用いるこ

とが好 ま しい。例 えば、水添触媒は、ゼ才ライ トに担持 されていてもよい。

その調製方法 と しては、 C u の硝酸塩な どの水溶液 にゼ才ライ 卜を含浸 させ

、焼成する方法 ；C u を有機溶媒 に可溶 にするため、配位子 とよばれる有機

分子をC u と結合 させた錯体 と して、有機溶媒中に添加 し、溶液 を調製 し、

該溶液 にゼ才ライ 卜を含浸 させ、焼成する方法 ；さ らに錯体の うちあるもの

は真空下で気化するため、蒸着な どでゼ才ライ 卜に担持 させる方法な どが挙

げ られる。



[01 14] また、水添触媒は、ゼ才ライ 卜以外の担体 に担持 されていてもよい。水添

触媒 を担持 しうる担体 と しては、 シ リカ、 アル ミナ、 シ リカアル ミナ、チタ

ニァ、マグネシア、 シ リカマグネシア、 ジル コニァ、酸化亜鉛、 力一ボ ン （

活性炭）、酸性 白土、 けいそう土な どが挙 げ られる。 これ らの中でも、 シ リ

力、 アル ミナ、 シ リカアル ミナ、チタニア、マグネシア、 シ リカマグネシア

、 ジル コニァ、酸化亜鉛、 力一ボ ン （活性炭）の うち少な くとも 1 つを選択

することが、 よ り高活性、及びよ り高選択性の点で好 ま しい。

[01 15 ] 本発明において使用される反応器 と しては、固定床反応器、流動床反応器

な どが挙 げ られるが、触媒の磨耗や粉化 を防止するという観点か ら、固定床

反応器が好 ま しい。

本発明において、反応器 に水添触媒および固体酸物質を充填する方法は特

に限定されない。反応器 と して固定床反応器 を用いる場合、水添触媒および

固体酸物質の充填方法は反応成績 に大 きな影響 を与えることがある。前述の

ように、本発明では水素化 と脱水反応 とが段階的に起 こつていると考 え られ

る。従 って、反応の各段階に応 じた適当な触媒種 を順番 に反応器 に充填する

ことは、触媒 を効率 よ く使用するという意味で、 また 目的 と しない副反応 を

抑制するという意味で好 ま しい充填方法である。

[01 16 ] 特 に反応速度 を上 げるために水素圧や反応温度 を上昇 させる場合、低 い水

素圧や低 い反応温度では見 られなか った予想外の副反応が起 こることは、一

般的な化学反応 においてよ く見 られる挙動である。 このような場合 において

は、特 に触媒の充填方法が反応成績 に大 きな影響 を与える可能性がある。

[01 17 ] 従 って、反応の各段階に応 じた適当な触媒種 を順番 に反応器 に充填 しても

よ く、水添触媒 と固体酸物質 との混合比 に傾斜 をつけて反応器 に充填 しても

よい。水添触媒 と固体酸物質 とを反応器 に充填する方法 と しては、例 えば、

反応器 に、 （1 ) 水添触媒および固体酸物質を混合 して充填する方法、 （2

) 水添触媒か らなる層 （上流側即ち、入 口側） と、固体酸物質か らなる層 （

下流側即ち、 出口側） とを形成するように充填する方法、 （3 ) 水添触媒 を

担持 した固体酸物質を充填する方法、 （4 ) 水添触媒か らなる層 （上流側即



ち、入 口側） と、固体酸物質および水添触媒か らなる層 （下流側即ち、 出口

側） とを形成するように充填する方法、 （5 ) 水添触媒か らなる層 （上流側

即ち、入 口側） と、水添触媒 を担持 した固体酸物質か らなる層 （下流側即ち

、 出口側） とを形成するように充填する方法、 （6 ) 水添触媒および固体酸

物質か らなる層 （上流側即ち、入 口側） と、固体酸物質か らなる層 （下流側

即ち、 出口側） とを形成するように充填する方法、 （7 ) 水添触媒 を担持 し

た固体酸物質か らなる層 （上流側即ち、入 口側） と、固体酸物質か らなる層

(下流側即ち、 出口側） とを形成するように充填する方法が挙 げ られる。な

お、上流側 とは、反応器の入 口側、すなわち出発物質が反応の前半 に通過す

る層 を示 し、下流側 とは、反応器の出口側、すなわち出発物質、 中間体およ

び反応生成物な どが反応の後半 に通過する層 を示す。なお、 出発物質 とは、

アセ トンおよび水素 を意味するが、気液向流でアセ トンおよび水素 を反応器

に供給する場合 には、前記上流側 （入 口側） とは、 アセ トンが反応の前半 に

通過する層 を意味する。

[01 18 ] プロピレンの生産量 を維持するために、反応器 を 2 つまたは 3 つ並列に並

ベ、 1 つの反応器内の触媒が再生 している間に、残 った 1 つまたは 2 つの反

応器で反応 を実施するメ リ一ゴ一ラン ド方式をとることがで きる。 さ らに反

応器が 3 つある場合 には、他の反応器 2 つを直列につな ぎ、生産量の変動 を

少な くする方法 をとることがで きる。 また、流動床流通反応方式や移動床反

応方式で実施する場合 には、反応器か ら連続的または断続的に、一部 または

全部の触媒 を抜 き出 して相 当する分 を補充することによ り、一定の活性 を維

持することが可能である。

実施例

[01 19 ] 以下に、本発明の実施例 を記載するが、本発明はこれ らによって制限され

るものではない。なお、記載 中の 「％」は特 に断 らない限 り、質量基準であ

る。

(イソプロピル アル コール生産株の作製）

本実施例で使用 した大腸菌株 とプラスミ ドの一覧表 を表 1 及び表 2 に示 し



た。

[表 1]

プラスミド 特徴 由来又は参照先

pB gapP pB 322 . GAPDH プロモータ一含有 実施例 :2

pia pBRgapP-! PAd -ad 実施例2

pl z pBRgapP-I Pftdh-adc-zwf 実施例 2

plaaa pBRgapP-I PAdh-adc-atoB-atoD-atoA 実施例4

pTH cs 1 温度感受性プラスミド GanBank A B 1 6 10

[ 表 2 ]

大腸菌 特徴 由来文は参照先 ·

B wild type ATCC1 3 3

G 655 w d type ATGC

B株，atoDAB. のプロモータ一をGAPDH プロ
B : :atoDAB 実施例 1モータ一と置換

BApgi B株 ,A pg 実施例3

¾ ataDAB のプロモータ一をGAPDH プロ
B : :atoDABApgi モーターと置換 ' g i 実施例5

株，atoDAB のプロモータ一をGAPDH プロ
B : :at A ntR 実施例6

モータ一と置換， g t

B株，atoDAB のプロモータ一をGAPDH プロ
B : :atoDABApgiAgntR 実施例9

モーターと置換，Apgi, A g t R

B株，atoDAB のプロモ一タ一をGAPDH プロ
B : :atoDABAgnd 実施例12

モータ一と置換， g

B株，atoDAB のプロモータ一をGAPDH プロ
B :：atoDABApg iAg nd 実施例 15

モ一ターと置換，Apgi, n

B株，atoDAB のプロモータ一をGAPDH プロ
B : :atoDABAgndAgntR 実施例はモータ一と 換 .， gn , AgntR,

B株，atoDAB のプロモータ一をGAPDH プロ
B :：atoDABApgiAg ndAg nt 実施例.21

モ一タ一と置換 .：Apgi, g n , t ,

[ 実施例 1 ]

< B ：：a t o D A B 株の作製>

ェシエリヒア コリM G 1 6 5 5 株のゲノム D N A の全塩基配列は公知で

あ り ( G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r U 0 0 0 9 6

) 、ェシエリヒア コリM G 1 6 5 5 株のC o A トランスフェラ一ゼ サ

プユニッ トをコー ドする遺伝子 （以下、 a t o D と略することがある）の塩



基配列も報告されている。すなわち a t o D は G e n B a n k a c c e s s

i o n n u m b e r U 0 0 0 9 6 に記載のェシエ リヒア コ リM G 1 6 5

5 株 ゲ ノム配列の 2 3 2 1 4 6 9 2 3 2 2 3 に記載 されている。

[01 22] 上記の遺伝子を発現 させるために必要なプロモーターの塩基配列 と して、

G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r X 0 2 6 6 の塩

配列情報 において、 3 9 7 — 4 4 0 に記 されているェシエ リヒア ' コ リ由来

のグ リセル アルデ ヒ ド3 — リン酸デ ヒ ドロゲナ一ゼ （以下 G A P D H と呼ぶ

ことがある）のプロモータ一配列を使用することがで きる。 G A P D H プロ

モータ一を取得するためェシエ リヒア . コ リM G 1 6 5 5 株 のゲ ノム D N A

をテ ンプ レ一 卜に用し、て c g c t c a a t t g c a a t g a t t g a c a c

g a t t c c g (酉己歹番号 ) 、及び a c a g a a t t c g c t a t t t g

t t a g t g a a t a a a a g g (配列番号 2 ) によ り P C R 法で増幅 し、

得 られた D N A フラグメン 卜を制限酵素 M f e I 及び E c o R I で消化する

ことで約 1 0 0 b p の G A P D H プロモータ一をコー ドする D N A フラグメ

ン 卜を得た。得 られた D N A フラグメン 卜とプラスミ ドp U C 1 9 ( G e n

B a n k a c c e s s i o n n u m b e r X 0 2 5 1 4 ) を制 限酵素

E c o R I で消化 し、 さ らにアル カ リフ ォス ファタ一ゼ処理 したもの とを混

合 し、 リガ一ゼを用いて結合 した後、ェシエ リヒア コ リD H 5 株 コンビ

テ ン トセル （東洋紡績株式会社 D N A — 9 0 3 ) に形質転換 し、 ア ン ピシ リ

ン 5 0 g / m L を含む L B 寒天 プ レー 卜に生育する形質転換体 を得た。得

られたコロニー 1 0 個 をそれぞれ ア ン ピシ リン 5 0 g m L を含む L B 液

体培地で 3 7 °C で一晩培養 し、 プラスミ ドを回収 し、制限酵素 E c o R I 及

び K p n I で消化 した際、 G A P D H プロモータ一が切 り出されないものを

選抜 し、 さ らに、 D N Α 配列を確認 しG A P D H プロモータ一が正 しく揷入

されたものを p U C g a p P と した。得 られた p U C g a p P を制限酵素 E

c o R I 及び K p n I で消化 した。

[01 23] さ らに a t o D を取得するために、ェシエ リヒア . コ リM G 1 6 5 5 株 の

ゲ ノム D N A をテ ンプ レー トに用いて c g a a t t c g c t g g t g g a a



c a t a t g a a a a c a a a a t t g a t g a c a t t a c a a g a c (

酉己歹番号 3 ) 、及び g c g g t a c c t t a t t t g c t c t c c t g t g

a a a c g (配列番号 4 ) によ り P C R 法で増幅 し、得 られた D N A フラグ

メン 卜を制限酵素 E c o R I 及び K p n I で消化することで約 6 9 0 b p の

a t o D フラグメン 卜を得た。 この D N A フラグメン 卜を先 に制限酵素 E c

o R I 及び K p n I で消化 した p U C g a p P と混合 し、 リガーゼを用いて

結合 した後、ェシエ リヒア コ リD H 5 株 コンビテ ン トセル （東洋紡績株

式会社 D N A _ 9 0 3 ) に形質転換 し、 アンピシ リン 5 0 g / m L を含む

L B寒天 プ レー 卜に生育する形質転換体 を得た。得 られた菌体か らプラスミ

ドを回収 し、 a t o D が正 しく揷入されていることを確認 し、 このプラスミ

ドを p G A P a t o D と命名 した。

なおェシエ リヒア コ リM G 1 6 5 5 株 はァメ リカンタイプカルチャーコ

レクシ ヨンよ り入手することがで きる。

[01 24] 上述 した通 り、ェシエ リヒア コ リM G 1 6 5 5 株 のゲ ノム D N A におけ

る a t o D の塩基配列も報告されている。ェシエ リヒア ' コ リM G 1 6 5 5

株 の a t o D の 5 ' 近傍領域の遺伝子情報 に基づいて作成 された、 g c t c

t a g a t g c t g a a a t c c a c t a g t c t t g t c (酉己列番号 )

と t a c t g c a g c g t t c c a g c a c c t t a t c a a c c (酉己歹番

号 6 ) を用いて、ェシエ リヒア コ リM G 1 6 5 5 株 のゲ ノム D Ν Α を錶型

と して P C R を行 うことによ り約 1 . 1 k b p の D N A 断片を増幅 した。

[01 25] また、ェシエ リヒア 〕 M G 1 6 5 5 株 の G A P D H プロモータ一の配

列情報 に基づいて作製 された g g t c t a g a g c a a t g a t t g a c a

c g a t t c c g (配列番号 7 ) とェシエ リヒア . コ リM G 1 6 5 5 株 の a

t o D の配列情報 に基づいて作製 された配列番号 4 の プライマ一を用いて、

先 に作製 した発現べ クタ一 P G A P a t o D を錶型 と して P C R を行い、 G

A P D H プロモータ一 と a t o D か らなる約 7 9 0 b p の D N A フラグメン

卜を得た。

[01 26] 上記 によ り得 られたフラグメン トをそれぞれ、制限酵素 P s t I とX b a



し X b a I と K p n I で消 化 し、 この フラ グメ ン 卜を温度 感 受性 プラス ミ

ドp T H 1 8 c s 1 ( G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r

A B 0 9 6 1 0 ) [Hash i moto-Gotoh, T. , Gene, 241 , 185-1 9 1 (2000)

〕 を P s t I と K p n I で消 化 して得 られ る フラ グメ ン 卜と混合 し、 リガ一

ゼ を用 いて結 合 した後、 D H 5 株 に形 質転換 し、 ク ロラム フエニ コ一ル 1

O g / m I を含 む L B 寒 天 プ レー 卜に 3 0 °C で生育 す る形 質転換 体 を得 た

。得 られ た コ ロニー を ク ロラム フエニ コ一ル 1 0 g / m I を含 む L B 液 体

培地 で 3 0 °C で一晩培養 し、得 られ た菌 体 か らプラス ミ ドを回収 した。 この

プラス ミ ドをェ シ エ リヒア ' コ リ B 株 （A T C C 1 1 3 0 3 ) に形 質転換 し

、 ク ロラム フエニ コ一ル 1 0 g / m I を含 む L B 寒天 プ レー 卜に 3 0 °C で

—晩培養 し、形 質転換 体 を得 た。得 られ た形 質転換 体 を ク ロラム フエニ コ一

ル 1 I を含 む L B 液 体培地 に接種 し、 3 0 °C で一晩培養 した。得

られ た培養菌 体 を ク ロラム フエニ コ一ル 1 0 g / m I を含 む L B 寒 天 プ レ

— 卜に塗布 し、 4 2 °C で培養 しコ ロニー を得 た。得 られ た コ ロニー を抗 生物

質 を含 まな い L B 液 体培地 で 3 0 °C で 2 時 間培養 し、 抗 生物 質 を含 まな い L

B 寒 天 プ レー 卜に塗布 して 4 2 °C で生育 す る コ ロニー を得 た。

[01 27] 出現 した コ ロニーの 中か ら無作為 に 1 0 0 コ ロニー を ピックア ップ して そ

れ ぞれ を、 抗 生物 質 を含 まな い L B 寒 天 プ レー 卜とク ロラム フエニ コ一ル 1

0 g / m I を含 む L B 寒 天 プ レー 卜に生育 させ、 ク ロラム フエニ コ一ル感

受性 の ク ロー ンを選 んだ。 さ らには これ らの ク ロー ンの染色体 D N A か ら P

C R に よ りG A P D H プ ロモー タ一 と a t o D を含 む約 7 9 0 b p 断 片 を増

幅 させ、 a t o D プ ロモー タ一領 域 が G A P D H プ ロモー タ一 に置換 され て

い る株 を選抜 し、 以上 を満 足 す る ク ロー ンをェ シ エ リヒア コ リ、 B : : a

t o D A B と命 名 した。

な お、 ェ シ ェ リシ ァ コ リ B 株 （A T C C 1 3 0 3 ) は細胞 微 生物

遺伝 子バ ンクであ るァメ リカ ンタイ プカル チ ャー コ レクシ ョンょ り入手 す る

ことがで きる。

[01 28] [ 実 施 例 2 ]



< プラスミ ドp I a z の作製 >

クロス トリジゥ厶属細菌のァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼはG e n B a n

k a c c e s s i o n n u m b e r M 5 5 3 9 2 に、 イソプロピリレアリレコ

—リレデ ヒ ドロゲナ一ゼ G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r

A F 5 7 3 0 7 に記載 されている。

上記の遺伝子群 を発現 させるために必要なプロモーターの塩基配列 と して

、 G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r X 0 2 6 6 の塩

基配列情報 において、 3 9 7 — 4 4 0 に記 されているェシエ リヒア ' コ リ由

来のダ リセル アルデ ヒ ド3 _ リン酸デ ヒ ドロゲナ一ゼ （以下 G A P D H と呼

ぶ ことがある）のプロモータ一配列を使用することがで きる。

[01 29] G A P D H プロモータ一を取得するためェシエ リヒア . コ リM G 1 6 5 5

株 のゲ ノム D N A をテ ンプ レー 卜に用いて c g a g c t a c a t a t g c a

a t g a t t g a c a c g a t t c c g (酉己歹番号 1 8 ) 、及び c g c g c

g c a t g c t a t t t g t t a g t g a a t a a a a g g (酉己歹番号 9

) によ り P C R 法で増幅 し、得 られた D N A フラグメン トを制限酵素 N d e

し S p h I で消化することで約 1 1 0 b p の G A P D H プロモータ一にあ

たる D N A フラグメン 卜を得た。得 られた D N A フラグメン 卜とプラスミ ド

p B R 3 2 2 ( G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r J O

7 4 9 ) を制 限酵素 N d e I 及び S p h I で消化することで得 られるフラ

グメン 卜を混合 し、 リガーゼを用いて結合 した後、ェシエ リヒア コ リD H

5 株 コンビテ ン トセル （東洋紡績株式会社 D N A — 9 0 3 ) に形質転換 し

、 アンピシ リン 5 0 g m L を含む L B 寒天 プ レー 卜に生育する形質転換

体 を得た。得 られたコロニーをアンピシ リン 5 0 g m L を含む L B 液体

培地で 3 7 °C で一晩培養 し、得 られた菌体か らプラスミ ドp B R g a p P を

回収 した。

[01 30] イ ソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ遺伝子を取得するために、 C I

o s t r i d i u m b e i j e r i n c k i i N R R L B - 5 9 3 のゲ ノ

厶 D N A をテ ンプ レー トに用し、て、 a a t a t g c a t g e t g g t g g a



a c a t a t g a a a g g t t t t g c a a t g c t a g g (酉己歹番号 8 )

、及び g c g g a t c c t t a t a a t a t a a c t a c t g c t t t a a

t t a a g t c (配列番号 9 ) によ り P C R 法で増幅 し、得 られた D N A フ

ラグメン 卜を制限酵素 S p h し B a m H I で消化することで約 1 . 1 k b

p のィソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼフラグメン 卜を得た。得 られ

た D N A フラグメン トとプラスミ ドp B R g a p P を制限酵素 S p h I 及び

B a m H I で消化することで得 られるフラグメン トを混合 し、 リガ一ゼを用

いて結合 した後、ェシエ リヒア コ リD H 5 株 コンビテ ン トセル （東洋紡

績株式会社 D N A _ 9 0 3 ) に形質転換 し、 アンピシ リン 5 0 g / m L を

含む L B 寒天 プ レー 卜に生育する形質転換体 を得た。得 られたコロニーをァ

ンピシ リン 5 0 g / m L を含む L B 液体培地で 3 7 °C で一晩培養 し、得 ら

れた菌体か らプラスミ ドを回収 し I P A d h が正 しく揷入されていることを

確認 し、 このプラスミ ドを p G A P - I P A d h と命名 した。

ァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼ遺伝子を取得するために、 C I o s t r ί

d i u m a c e t o b u t y l i c u m A T C C 8 2 4 のゲ ノム D N A を

テ ンプ レ一 卜に用し、て、 c a g g a t c c g c t g g t g g a a c a t a t

g t t a a a g g a t g a a g t a a t t a a a c a a a t t a g c (酉己歹

番号 1 0 ) 、及び g g a a t t c g g t a c c t t a c t t a a g a t a a

t c a t a t a t a a c t t c a g c (配列番号 1 1 ) によ り P C R 法で増

幅 し、得 られた D N A フラグメン 卜を制限酵素 B a m H し E c o R I で消

化することで約 7 0 0 b p のァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼフラグメン 卜を

得た。得 られた D N A フラグメン トと先 に作成 したプラスミ ドp G A P - I P

A d h を制 限酵素 B a m H I 及び E c o R I で消化することで得 られるフラ

グメン 卜を混合 し、 リガーゼを用いて結合 した後、ェシエ リヒア コ リD H

5 株 コンビテ ン トセル （東洋紡績株式会社 D N A — 9 0 3 ) に形質転換 し

、 アンピシ リン 5 0 g m L を含む L B 寒天 プ レー 卜に生育する形質転換

体 を得た。得 られたコロニーをアンピシ リン 5 0 g m L を含む L B 液体

培地で 3 7 °C で一晩培養 し、得 られた菌体か らプラスミ ドを回収 し、 a d c



が正 しく揷入されていることを確認 し、 このプラスミ ドを p I a と命名 した

[01 32] グル コース 6 リン酸 — 1 —デ ヒ ドロゲナ一ゼ遺伝子 （z w f ) を取得する

ためにェシエ リヒア ' コ リB 株 のゲ ノム D N A ( G e n B a n k a c c e

s s i o n N o . C P 0 0 0 8 1 9 ) をテ ンプ レー 卜に用いて c a g g a

t c c c g g a g a a a g t c t t a t g g c g g t a a c g c a a a c a

g c c c a g g (酉己歹番号 1 2 ) 、及ひ c g t c t a g a t t a c t c a a

a c t c a t t c c a g g a a c g a c (配列番号 1 3 ) を用いて P C R 法

で増幅 し、得 られた D N A フラグメン 卜を制限酵素 B a m H し X b a l で

消化することで約 1 5 0 0 b p の グル コース 6 リン酸 1 —デ ヒ ドロゲナ一ゼ

フラグメン 卜を得た。得 られた D N A フラグメン 卜と先 に作成 したプラスミ

I a を制限酵素 B a m H I 及び X b a I 消化することで得 られるフラグ

メン 卜を混合 し、 リガ一ゼを用いて結合 した後、ェシエ リヒア ' 〕 D H 5

株 コンビテ ン トセル （東洋紡績株式会社 D N A — 9 0 3 ) に形質転換 し、

アンピシ リン 5 0 g m L を含む L B 寒天 プ レー 卜に生育する形質転換体

を得た。得 られたコロニーをアンピシ リン 5 0 g m L を含む L B 液体培

地 にて 3 7 °C で一晩培養 し、得 られたプラスミ ドを p I a z と した。

[01 33] この プラスミ ドp I a z を実施例 1 で作製 したェシエ リヒア コ リB ：：

a t o D A B コンビテ ン 卜セル に形質転換 し、 アンピシ リン 5 O g / m L を

含む L B B o t h , M i I I e r 寒天 プ レー 卜で 3 7 °C で一晩培養する

ことによ り、ェシエ リヒア - 〕 p l a z B : ：a t o D A B を得た。

[01 34] [ 実施例 3 ]

< ェシエ リヒア コ リB 株 ∆ p g i 株 の作製 >

ェシエ リヒア コ リM G 1 6 5 5 のゲ ノム D N A の全塩基配列は公知であ

り ( G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r U 0 0 0 9 6 )

、 ェシエ リヒア コ リのホスホグル コースィソメラ一ゼ （以下 p g i と呼ぶ

ことがある）をコー ドする遺伝子の塩基配列も報告されている （G e n B a

n k a c c e s s i o n n u m b e r X 1 5 1 9 6 ) 。 p g i をコ一



ドする遺伝子 （1 ， 6 5 0 b p ) の塩基配列近傍領域 をクロ一ニ ングするた

め、 c a g g a a t t c g c t a t a t c t g g c t c t g c a c g (酉己歹

番号 ) 、 c a g t c t a g a g c a a t a c t c t t c t g a t t t t

g a g (酉己歹番号 1 5 リ、 c a g t c t a g a t c a t c g t c g a t a t

g t a g g c c (酉己歹番号 6 ) 及ひ g a c c t g c a g a t c a t c c g

t c a g c t g t a c g c (配列番号 1 7 ) に示す才 リゴヌク レオチ ドプラ

イマ—を 4 種合成 した。配列番号 1 4 の プライマ一は 5 ' 末端側 に E c o R

I 認識部位 を、配列番号 1 5 および 1 6 の プライマ一は 5 ， 末端側 にX b a

I 認識部位 を、配列番号 1 7 の プライマ一は 5 ' 末端側 に P s t I 認識部位

をそれぞれ有 している。

ェシエ リヒア - 〕 M G 1 6 5 5 株 （A T C C 7 0 0 9 2 6 ) のゲ ノム D

N A を調製 し、得 られたゲ ノム D N A を錶型 と し、配列番号 1 4 と配列番号

1 5 の プライマ一ペ アで、 P C R を行 うことによ り約 1 . 0 1 の 八断

片を増幅 した （以下 p g i _ L 断片 と呼ぶ ことがある）。 また、配列番号 1

6 と配列番号 1 7 の プライマ一ペ アで、 P C R を行 うことによ り約 1 . O k

b の D N A 断片を増幅 した （以下 p g ί _ R 断片と呼ぶ ことがある）。 これ

らの D N Α 断片をァガロース電気泳動 にて分離、回収 し、 p g ί — L 断片を

E c o R I 及び X b a I で、 p g ί _ R 断片をX b a I 及び P s t I でそれ

ぞれ消化 した。 この消化断片 2 種 と、温度感受性 プラスミ ドp T H 1 8 c s

( G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r A B 0 1 9 6 1

0 ) の E c o R I 及び P s t l 消化物 とを混合 し、 T 4 D N A リガーゼで反

応 した後、ェシエ リヒア コ リD H 5 コンビテ ン トセル （東洋紡績社製）

に形質転換 し、 クロラムフエニコ一ル 1 0 g m I を含む L B 寒天 プ レー

卜に 3 0 °C で生育する形質転換体 を得た。得 られた形質転換体か らプラスミ

ドを回収 し、 p g ί をコー ドする遺伝子の 5 ' 上流近傍断片と 3 ' 下流近傍

断片の 2 つの断片が ρ Τ Η 8 c s に正 しく揷入されていることを確認 し

た。得 られたプラスミ ドをX b a I で消化 した後、 T 4 D N A ポ リメラ一ゼ

によ り平滑末端化処理 を行 った。本 D N A 断片と、 p U C 4 K プラスミ ド （



G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r X 0 6 4 0 4 ) ( P

h a r m a c i a ) を E c o R I で消化することで得 られるカナマイシン耐

性遺伝子をさ らに T 4 D N A ポ リメラ一ゼによ り平滑末端化処理 を行 った D

N A 断片とを T 4 D N A リガ一ゼを用いて連結 した。 その後、ェシエ リヒア

コ リD H 5 コンビテ ン 卜セル に形質転換 し、 クロラムフエニコ一ル 1 0

g / m I とカナマイシン 5 0 g / m I を含む L B 寒天 プ レー 卜に 3 0 °C

で生育する形質転換体 を得た。得 られた形質転換体か らプラスミ ドを回収 し

、 g ί をコー ドする遺伝子の 5 ' 上流近傍断片と 3 ' 下流近傍断片の間に

カナマイシン耐性遺伝子が正 しく揷入されていることを確認 し、 ρ Τ Η 1 8

c s 1 — g ί と し/こ。

[01 36] こう して得 られたプラスミ ドp T H 1 8 c s 1 — p g i をェシエ リヒア

コ リB 株 （A T C C 1 3 0 3 ) に形質転換 し、 クロラムフエニコ一ル 1 0

g / m I とカナマイシン 5 0 g / m I を含む L B 寒天 プ レー 卜に 3 0 °C

で一晩培養 し、形質転換体 を得た。得 られた形質転換体 をカナマイシン 5 0

g / m I を含む L B 液体培地 に接種 し、 3 0 °C で一晩培養 した。次 にこの

培養液の一部 をカナマイシン 5 0 g / m I を含む L B 寒天 プ レー 卜に塗布

し、 4 2 °C で生育するコロニーを得た。得 られたコロニーをカナマイシン 5

0 g / m I を含む L B 液体培地で、 3 0 °C で 2 4 時間培養 し、更にカナマ

イシン 5 0 g m I を含む L B 寒天 プ レー 卜に塗布 して 4 2 °C で生育する

コロニーを得た。

[01 37] 出現 したコロニーの中か ら無作為 に 1 0 0 コロニーを ピックアップ して、

それぞれをカナマイシン 5 0 g / m I を含む L B 寒天 プ レー 卜と、 クロラ

厶フエニコ一ル 1 O g m I を含む L B 寒天 プ レー 卜に生育 させ、 カナマ

イシンを含む L B 寒天 プ レー 卜にのみ生育するクロラムフエニコ一ル感受性

のクロ一 ンを選んだ。更にこれ らの 目的クロ一 ンの染色体 D N A か ら P C R

によ り、 P 9 ί 遺伝子がカナマイシン耐性遺伝子に置換 されていることで約

3 . 3 k b ρ 断片の増幅がえ られる株 を選抜 し、得 られた株 を B 株 p g ί 遺

伝子欠失株 （以下 B A p g ί 株 と略することがある） と命名 した。



[01 38] なおェシエリヒア コリM G 1 6 5 5 株およびェシエリヒア コリB株は

アメリカンタイプカルチヤ一コレクションより入手することができる。

[01 39] [ 実施例 4 ]

< p I a a a / Β ∆ p g i 株の作製>

ェシエリヒア コリのチオラ一ゼおよびェシエリヒア コリのC o A トラ

ンスフェラ一ゼのァミノ酸配列と遺伝子の塩基配列は既に報告されている。

すなわち、チオラ一ゼをコ一 ドする遺伝子はG e n B a n k a c c e s s i

o n n u m b e r U 0 0 0 9 6 に記載のェシエリヒア コリM G 1 6 5 5

株ゲノム配列の 2 3 2 4 3 1 2 3 2 5 3 5 に記載されている。またC

o A トランスフェラ一ゼをコ一 ドする遺伝子は上記ェシエリヒア コリM G

6 5 5 株ゲノム配列の 2 3 2 1 4 6 9 2 3 2 2 7 8 に記載されている

。これらと共に、後述するクロス トリジゥ厶属細菌由来のァセ 卜酢酸デカル

ボキシラーゼ遺伝子、イソプロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼ遺伝子を発

現させることでィソプロピルアルコールの生産が可能である。

[0140] イソプロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼ遺伝子を取得するために、C I

o s t r i d i u m b e i j e r i n c k i i N R R L B - 5 9 3 のゲノ

厶D N A をテンプレー トに用し、て、 a a t a t g c a t g e t g g t g g a

a c a t a t g a a a g g t t t t g c a a t g c t a g g (酉己歹番号 0

) 、及び g c g g a t c c g g t a c c t t a t a a t a t a a c t a c t

g c t t t a a t t a a g t c (配列番号 2 ) によりP C R法で増幅 し、

得 られたD N A フラグメン トを制限酵素 S p h し B a m H I で消化するこ

とで約 1 . 1 k b p のイソプロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼフラグメン

卜を得た。得 られたD N A フラグメン トと実施例 2 で作製 したブラスミ ドp

B R g a p P を制限酵素 S p h I 及び B a m H I で消化することで得 られる

フラグメン 卜を混合 し、 リガーゼを用いて結合 した後、ェシエリヒア コリ

D H 5 株コンビテン トセル （東洋紡績株式会社 D N A _ 9 0 3 ) に形質転

換 し、アンピシリン5 0 g m L を含む L B 寒天プレー 卜に生育する形質

転換体を得た。得 られたコロニーをアンピシリン5 0 g m L を含む L B



液体培地で 3 7 °C で一晩培養 し、得 られた菌体か らプラスミ ドp G A P - I P

A d h を回収 した。

[0141 ] ェシエ リヒア コ リ由来のチオラ一ゼ遺伝子を取得するためェシエ リヒア

コ リM G 1 6 5 5 株 のゲ ノム D N A をテ ンプ レー 卜に用いて a t g g a t

c c g c t g g t g g a a c a t a t g a a a a a t t g t g t c a t c g

t c a g (酉己歹番号 2 2 ) 、及び g c a g a a g c t t g t c t a g a t t

a a t t c a a c c g t t c a a t c a c c a t c (酉己歹番号 3 ) によ り

P C R 法で増幅 し、得 られた D Ν Α フラグメン トを制限酵素 B a m Η し H

i n d I I I で消化することで約 1 . 2 k b p のチオラ一ゼフラグメン トを得

た。得 られた D N A フラグメン 卜と先 に作成 したプラスミ ドp G A P - I P A

d h を制限酵素 B a m H I 及び H i n d I I I で消化することで得 られるフ

ラグメン 卜を混合 し、 リガーゼを用いて結合 した後、ェシエ リヒア コ リD

H 5 株 コンビテ ン トセル （東洋紡績株式会社 D N A — 9 0 3 ) に形質転換

し、 アンピシ リン 5 0 g m L を含む L B 寒天 プ レー 卜に生育する形質転

換体 を得た。得 られたコロニーをアンピシ リン 5 0 g m L を含む L B 液

体培地で 3 7 °C で一晩培養 し、得 られた菌体か らプラスミ ドp G A P - l P A

d h - a t o B を回収 した。

[0142] ェシエ リヒア コ リ由来の C o A トランスフェラ一ゼ遺伝子を取得するた

めェシエ リヒア ' 〕 M G 1 6 5 5 株 のゲ ノム D N A をテ ンプ レー 卜に用い

T g c t c t a g a g c t g g t g g a a c a t a t g a a a a c a a a a

t t g a t g a c a t t a c a a g a c (酉己歹番号 2 4 ) 、及ひ t a g c a

a g c t t c t a c t c g a g t t a t t t g c t c t c c t g t g a a a

e g (配列番号 2 5 ) によ り P C R 法で増幅 し、得 られた D N A フラグメン

卜を制限酵素 X b a し H i n d i I I で消化することで約 6 0 0 b p の C

o A トランスフェラ一ゼ サ プュニ ッ 卜フラグメン 卜を得た。得 られた D Ν

Α フラグメン 卜と先 に作成 したプラスミ ドp G A P - I P A d h - a t o B を

制限酵素 X b a I 及び H i n d I I I で消化することで得 られるフラグメン

卜を混合 し、 リガ一ゼを用いて結合 した後、ェシエ リヒア コ リD H 5 株



コンビテン トセル （東洋紡績株式会社 D N A —9 0 3 ) に形質転換 し、アン

ピシリン5 0 g m L を含む L B 寒天プレー 卜に生育する形質転換体を得

た。得 られたコロニーをアンピシリン5 0 g m L を含む L B液体培地で

3 7 °Cで一晩培養 し、得 られた菌体からプラスミ ドp G A P - I P A d h - a

t o B - a t o D を回収 した。

[0143] さらにェシエリヒア コリM G 1 6 5 5 株のゲノムD N A をテンプレー 卜

に用し、て a a g t c t c g a g c t g g t g g a a c a t a t g g a t g c

g a a a c a a c g t a t t g (酉己歹番号 2 6 ) 、及び g g c c a a g c t

t c a t a a a t c a c c c c g t t g c (配列番号 2 7 ) によりP C R法

で増幅 し、得 られたD N A フラグメン トを制限酵素X h o し H i n d i I

I で消化することで約 6 O O b p のC o A トランスフェラ一ゼ サプュニッ

卜フラグメン 卜を得た。得 られたD N A フラグメン 卜と先に作成 したプラス

ミ ドp G A P - l P A d h - a t o B - a t o D を制限酵素X h o I 及び H i

n d I I I で消化することで得 られるフラグメン トを混合 し、 リガ一ゼを用

いて結合 した後、ェシエリヒア コリD H 5 株コンビテン トセル （東洋紡

績株式会社 D N A _ 9 0 3 ) に形質転換 し、アンピシリン5 0 g / m L を

含む L B 寒天プレー 卜に生育する形質転換体を得た。得 られたコロニーをァ

ンピシリン5 0 g / m L を含む L B液体培地で 3 7 °Cで一晩培養 し、得 ら

れた菌体からプラスミ ドp G A P — I P A d h - a t o B - a t o D - a t

o A を回収 した。

[0144] ァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼ遺伝子を取得するために、C I o s t r ί

d i u m a c e t o b u t y l i c u m A T C C 8 2 4 のゲノムD N A を

テンプレ一 卜に用し、て、 c a g g t a c c g c t g g t g g a a c a t a t

g t t a a a g g a t g a a g t a a t t a a a c a a a t t a g c (酉己歹

番号 2 8 ) 、及び g c g g a t c c t t a c t t a a g a t a a t c a t a

t a t a a c t t c a g c (配列番号 2 9 ) によりP C R法で増幅 し、得 ら

れたD N A フラグメン 卜を制限酵素 K p n し B a m H I で消化することで

約 7 0 0 b p のァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼフラグメン 卜を得た。得 られ



たD N A フラグメン 卜と先に作成 したプラスミ ドp G A P - I P A d h - a t

0 B - a t o D - a t o A を制限酵素 K p n I 及び B a m H I で消化するこ

とで得 られるフラグメン トを混合 し、 リガ一ゼを用いて結合 した後、ェシェ

リヒア コリD H 5 株コンビテン トセル （東洋紡績株式会社 D N A _ 9 0

3 ) に形質転換 し、アンピシリン5 0 g m L を含む L B 寒天プレー 卜に

生育する形質転換体を得た。得 られたコロニーをアンピシリン5 0 g / m

L を含む L B液体培地で 3 7 °Cで一晩培養 し、得 られた菌体からプラスミ ド

p G A P - I P A d h - A d c - a t o B - a t o D - a t o A を回収 し、 p

1 a a a とした。

[0145] このプラスミ ドp I a a a を実施例 3 で作製 したェシエリヒア コリΒ ∆

p g ί コンビテン トセルに形質転換 し、アンピシリン5 O g m L を含む

L B B o t h , M i I I e r 寒天プレー 卜で 3 7 °Cで一晩培養すること

により、ェシエリヒア コリp I a a a / Β ∆ p g i 株を得た。

[0146] [ 実施例 5 ]

< B ：：a t o D A Β ∆ p g i 株の作製>

実施例 1 で作製 した B ：：a t o D A B に実施例 3 で作製 した p T H 1 8

c s - g i を形質転換 し、クロラムフエニコ一ル 1 O g m I とカナ

マイシン5 0 g / m I を含む L B 寒天プレー 卜に3 0 °Cで一晩培養 し、形

質転換体を得た。得 られた形質転換体をカナマイシン5 O g m I を含む

L B液体培地に接種 し、 3 0 °Cで一晩培養 した。次にこの培養液の一部を力

ナマイシン5 0 g / m I を含む L B 寒天プレー 卜に塗布 し、 4 2 °Cで生育

するコロニーを得た。得 られたコロニーをカナマイシン5 0 g / m I を含

む L B液体培地で、 3 0 °Cで 2 4 時間培養 し、更にカナマイシン5 O g

m I を含む L B 寒天プレー 卜に塗布 して4 2 °Cで生育するコロニーを得た。

[0147] 出現 したコロニーの中から無作為に 1 0 0 コロニーをピックアップして、

それぞれをカナマイシン5 0 g / m I を含む L B 寒天プレー 卜と、クロラ

厶フエニコ一ル 1 O g m I を含む L B 寒天プレー 卜に生育させ、カナマ

イシンを含む L B 寒天プレー 卜にのみ生育するクロラムフエニコ一ル感受性



のクロ一ンを選んだ。更にこれらの目的クロ一ンの染色体D N AからP C R

により、 P 9 ί 遺伝子がカナマイシン耐性遺伝子に置換されていることで約

3 . 3 k b p断片の増幅がえられる株を選抜し、得られた株をB株a t o Dゲ

ノ厶強化、 P g i 遺伝子欠失株 （以下B ：: a t o D A Β ∆ p g i 株と略す

ることがある）と命名した。

[0148] なおェシエリヒア コリM G 1 6 5 5株およびェシエリヒア コリB株は

アメリカンタイプカルチヤ一コレクションより入手することができる。

[0149] [実施例 6 ]

< B ：：a t o D A BA g n t R株の作製>

ェシエリヒア コリB株のゲノムD N Aの全塩基配列は公知であり （G e

n B a n k a c c e s s i o n N o . C P 0 0 0 8 1 9 ) 、G n t Rを

コ一ドする塩基配列はG e n B a n k a c c e s s i o n N o . C P O

0 0 8 9 に記載のェシエリヒア コリB株ゲノム配列の3 5 0 9 8 4 ~

3 5 0 7 9 に記載されている。G n t Rをコ一ドする塩基配列 （g n t

R) の近傍領域をクロ一ニングするため、 g g a a t t c g g g t c a a t

t t t c a c c c t c t a t c (酉己列番号3 0 ) 、 g t g g g c c g t c c

t g a a g g t a c a a a a g a g a t a g a t t c t c (酉己列番号3 1 )

、 c t c t t t t g t a c c t t c a g g a c g g c c c a c a a a t t t

g a a g (酉己列番号3 2 ) 、 g g a a t t c c c a g c c c c g c a a g g

c c g a t g g c (配列番号3 3 ) に示す才リゴヌクレオチドプライマ一を

4 種合成した。配列番号3 0 および3 3 のプライマ一は5 ' 末端側にE c o

R I 認識部位をそれぞれ有している。

[01 50] ェシエリヒア コリB株のゲノムD N A (G e n B a n k a c c e s s

1 o n N o . C P 0 0 0 8 9 ) を調製し、得られたゲノムD N A を錶型

とし、配列番号3 0 と配列番号3 1のプライマ一ペアで、P C Rを行うこと

により約 1 . 0 k b のD N A断片を増幅した （以下g n t R _ L 断片と呼ぶ

ことがある）。また、配列番号3 2 と配列番号3 3 のプライマ一ペアで、P

C Rを行うことにより約 1 . 0 k b のD N A断片を増幅した （以下g n t R



_ R 断片と呼ぶ ことがある）。 これ らの D N A 断片をァガ口一ス電気泳動 に

て分離、回収 し、 g n t R — L と g n t R — R 断片を錶型 に配列番号 3 0 と

配列番号 3 3 の プライマ一ペ アで、 P C R を行 うことによ り約 2 . O k b の

D N A 断片を増幅 した （以下 g n t R _ L R 断片と呼ぶ ことがある）。 この

g n t R _ L R 断片をァガロース電気泳動 にて分離、回収 し、 E c o R I で

消化 し、温度感受性 プラスミ ドp T H 1 8 c s 1 ( G e n B a n k a c c

e s s i o n n u m b e r A B 0 1 9 6 1 0 ) の E c o R I 消化物 とを

混合 し、 T 4 D N A リガーゼで反応 した後、ェシエ リヒア ' 〕 D H 5 コ

ンピテ ン トセル （東洋紡績社製）に形質転換 し、 クロラムフヱニコ一ル 1 0

g / m I を含む L B 寒天 プ レー 卜に 3 0 °C で生育する形質転換体 を得た。

得 られた形質転換体か らプラスミ ドを回収 し、 g n t L R 断片が p T H 8

c s に正 しく揷入されていることを確認 し、 このプラスミ ドを p T H 1 8

c s 1 _ g n t R と した。

[01 5 1 ] こう して得 られたプラスミ ドp T H 1 8 c s 1 _ g n t R を実施例 1 で作

製 したェシエ リヒア コ リ、 B : ：a t o D A B 株 に形質転換 し、 クロラム

フエニコ一ル 1 0 g / m I を含む L B 寒天 プ レー 卜に 3 0 °C で一晩培養 し

、形質転換体 を得た。得 られた形質転換体 をクロラムフエニコ一ル 1 O g

/ m I を含む L B 液体培地 に接種 し、 3 0 °C で一晩培養 した。次 にこの培養

液の一部 をカナマイシンクロラムフエニコ一ル 1 O g m I を含む L B 寒

天 プ レー 卜に塗布 し、 4 2 °C で生育するコロニーを得た。得 られたコロニー

を L B 液体培地で、 3 0 °C で 2 4 時間培養 し、更に L B 寒天 プ レー トに塗布

して 4 2 °C で生育するコロニーを得た。

[01 52] 出現 したコロニーの中か ら無作為 に 1 0 0 コロニーを ピックアップ して、

それぞれを L B 寒天 プ レー 卜と、 クロラムフエニコ一ル 1 I を含

む L B 寒天 プ レー 卜に生育 させ、 クロラムフエニコ一ル感受性のクロー ンを

選んだ。更にこれ らの 目的クロー ンの染色体 D N A か ら P C R によ り、 g n

t R 遺伝子が欠失 していることで約 2 . O k b p 断片の増幅がえ られる株 を

選抜 し、得 られた株 を B 株 a t o D ゲ ノム強化、 g n t R 遺伝子欠失株 （以下



B ：：a t o D A B A g n t R株 と略することがある） と命名 した。

[01 53] [ 実施例 7 ]

< p G A P - I a / B ：：a t o D A B A g n t R株の作成 >

実施例 6 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : ：a t o D A B A g n t R

株 コンビテ ン トセル に実施例 2 で作製 したプラスミ ドp I a を形質転換 し、

アンピシ リン 5 0 g / m L を含む L B B o t h , M i I I e r 寒天 プ レ

- 卜で 3 7 °C で一晩培養することによ り、ェシエ リヒア ' コ リ p I a / B ：

：a t o D A B A g n t R株 を得た。

[01 54] [ 実施例 8 ]

< p I a z / B ：：a t o D A B A g n t R株の作成 >

実施例 6 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : ：a t o D A B A g n t R

株 コンビテ ン トセル に実施例 2 で作製 したプラスミ ドp I a z を形質転換 し

、 アンピシ リン 5 0 g / m L を含む L B B o t h , M i I I e r 寒天 プ

レ一 卜で 3 7 °C で一晩培養することによ り、ェシエ リヒア ' コ リ p I a z /

B ：：a t o D A B A g n t R株 を得た。

[01 55] [ 実施例 9 ]

< B ：：a t o D A B A p g i A g n t R株の作製 >

実施例 5 で作製 したェシエ リヒア ' コ リB : ：a t o D A Β ∆ p g ί 株 に

実施例 6 で作製 したプラスミ ドp T H 1 8 c s 1 _ g n t R を形質転換 し、

クロラムフエニコ一ル 1 0 g / m I を含む L B 寒天 プ レー 卜に 3 0 °C で一

晩培養 し、形質転換体 を得た。得 られた形質転換体 をクロラム フ エニコ一ル

1 O g / m I を含む L B 液体培地 に接種 し、 3 0 °C で一晩培養 した。次 に

この培養液の一部 をカナマイシンクロラムフエニコ一ル 1 I を含

む L B 寒天 プ レー 卜に塗布 し、 4 2 °C で生育するコロニーを得た。得 られた

コロニーを L B 液体培地で、 3 0 °C で 2 4 時間培養 し、更に L B 寒天 プ レー

卜に塗布 して 4 2 °C で生育するコロニーを得た。

[01 56] 出現 したコロニーの中か ら無作為 に 1 0 0 コロニーを ピックアップ して、

それぞれを L B寒天 プ レー 卜と、 クロラムフエニコ一ル 1 I を含



む L B 寒天 プ レー 卜に生育 させ、 クロラムフエニコ一ル感受性のクロー ンを

選んだ。更にこれ らの 目的クロー ンの染色体 D N A か ら P C R によ り、 g n

t R 遺伝子が欠失 していることで約 2 . 0 k b p 断片の増幅がえ られる株 を

選抜 し、得 られた株 を B 株 a t o D ゲ ノム強化、 p g i 遺伝子欠失、 g n t R

遺伝子欠失株 （以下 B ： : a t o D A B A p g i A g n t R 株 と略すること

がある） と命名 した。

[01 57] なおェシエ リヒア ' コ リM G 1 6 5 5 株 およびェシエ リヒア ' コ リB 株 は

アメ リカンタイプカルチヤ一コ レクシ ョンよ り入手することがで きる。

[01 58] [ 実施例 1 0 ]

< p I a / B ：：a t o D A Β ∆ p g i ∆ g n t R 株 の作成 >

実施例 9 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : ：a t o D A B A g ί ∆

g n t R 株 コンビテ ン トセル に実施例 2 で作製 したプラスミ ドp I a を形質

転換 し、 アンピシ リン 5 0 g / m L を含む L B B r o t h , M i l l e r

寒天 プ レー 卜で 3 7 °C で一晩培養することによ り、ェシエ リヒア ' コ リ p I

a / B ：：a t o D A B A p g i ∆ g n t R を得 た。

[01 59] [ 実施例 1 ]

< p I a z / B ：：a t o D A Β ∆ p g i ∆ g n t R 株 の作成 >

実施例 9 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : ：a t o D A B A g ί ∆

g n t R 株 コンビテ ン トセル に実施例 2 で作製 したプラスミ ドp I a z を形

質転換 し、 アンピシ リン 5 0 g / m L を含む L B B o t h , M i I I e

r 寒天 プ レー 卜で 3 7 °C で一晩培養することによ り、ェシエ リヒア ' コ リ p

I a z / B ：：a t o D A B A p g i ∆ g n t R 株 を得た。

[01 60] [ 実施例 1 ]

< B ：：a t o D A B A g n d 株 の作製 >

ホスホダル コン酸デ ヒ ドロゲナ一ゼをコ一 ドする遺伝子 （g n d ) の塩基

配列近傍領域 をクロ一ニ ングするため、 c g c c a t a t g a a t g g c g

c g g c g g g g c c g g t g g (酉己歹番号 3 4 リ、 t g g a g c t c t g

t t t a c t c c t g t c a g g g g g (酉己歹番号 3 5 ) 、 t g g a g c t



c t c t g a t t t a a t c a a c a a t a a a a t t g (酉己歹番号 3 6 )

、 g g g a t c c a c c a c c a t a a c c a a a c g a c g g (酉己歹番

号 3 7 ) に示すオ リゴヌク レオチ ドプライマ一を 4 種合成 した。配列番号 3

4 の プライマ一は 5 ' 末端側 に N d e I 認識部位 を有 し、配列番号 3 5 およ

び配列番号 3 6 の プライマ一は 5 ' 末端側 に S a c I 認識部位 を有 している

。 また、配列番号 3 7 の プライマ一は 5 ' 末端側 に B a m H I 認識部位 を有

している。

[01 6 1 ] ェシエ リヒア コ リB 株のゲ ノム D N A ( G e n B a n k a c c e s s

i o n N o . C P 0 0 0 8 9 ) を調製 し、配列番号 3 4 と配列番号 3 5

の プライマ一ペ アで、 P C R を行 うことによ り約 1 . 。 に匕の り〜八断片を

増幅 した （以下 g n d _ L 断片 と呼ぶ ことがある）。 また、配列番号 3 6 と

配列番号 3 7 の プライマ一ペ アで、 P C R を行 うことによ り約 1 . O k b の

D N A 断片を増幅 した （以下 g n d _ R 断片と呼ぶ ことがある）。 これ らの

D N A 断片をァガロース電気泳動 にて分離、回収 し、 g n d _ L 断片を N d

e I 及び S a c I で、 g n d _ R 断片を S a c I 及び B a m H I でそれぞれ

消化 した。 この消化断片 2 種 と、温度感受性 プラスミ ドp T H 1 8 c s 1 (

G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r A B 0 1 9 6 ι 0 )

の N d e I 及び B a m H I 消化物 とを混合 し、 T 4 D N A リガーゼで反応 し

た後、ェシエ リヒア コ リD H 5 コンビテ ン トセル （東洋紡績社製）に形

質転換 し、 クロラムフエニコ一ル 1 O g m I を含む L B 寒天 プ レー 卜に

3 0 °C で生育する形質転換体 を得た。得 られた形質転換体か らプラスミ ドを

回収 し、 g n d をコー ドする遺伝子の 5 ' 上流近傍断片と 3 ' 下流近傍断片

の 2 つの断片が p T H 8 c s に正 しく揷入されていることを確認 し、 p

T H 1 8 c s 1 _ g n d と した。

[01 62] こう して得 られたプラスミ ドp T H 1 8 c s 1 _ g n d を実施例 1 で作製

したェシエ リヒア ' コ リ、 B : ：a t o D A B 株 に形質転換 し、 クロラムフ

ェニコ一ル 1 0 g / m I を含む L B 寒天 プ レー 卜に 3 0 °C で一晩培養 し、

形質転換体 を得た。得 られた形質転換体 をクロラムフエニコ一ル 1 O g



m I を含む L B 液体培地 に接種 し、 3 0 °C で一晩培養 した。次 にこの培養液

の一部 をカナマイシンクロラムフエニコ一ル 1 O g m I を含む L B 寒天

プ レー 卜に塗布 し、 4 2 °C で生育するコロニーを得た。得 られたコロニーを

L B 液体培地で、 3 0 °C で 2 4 時間培養 し、更に L B 寒天 プ レー トに塗布 し

て 4 2 °C で生育するコロニーを得た。

[01 63] 出現 したコロニーの中か ら無作為 に 1 0 0 コロニーを ピックアップ して、

それぞれを L B 寒天 プ レー 卜と、 クロラムフエニコ一ル 1 I を含

む L B 寒天 プ レー 卜に生育 させ、 クロラムフエニコ一ル感受性のクロー ンを

選んだ。更にこれ らの 目的クロー ンの染色体 D N A か ら P C R によ り、 g n

d 遺伝子が欠失 していることで約 2 . 0 k b p 断片の増幅がえ られる株 を選

抜 し、得 られた株 を B ：：a t o D A B A g n d 株 と命名 した。

[01 64] なおェシエ リヒア コ リB 株 はァメ リカンタイプカルチャーコ レクシ ョン

よ り入手することがで きる。

[01 65] [ 実施例 1 3 ]

< p I a / B ：：a t o D A B A g n d 株 の作製 >

実施例 1 2 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : ：a t o D A B g n d

株 コンビテ ン トセル に実施例 2 で作製 したプラスミ ドp I a を形質転換 し、

アンピシ リン 5 0 g / m L を含む L B B o t h , M i I I e r 寒天 プ レ

- 卜で 3 7 °C で一晩培養することによ り、ェシエ リヒア ' コ リ p I a / B ：

：a t o D A B A g n d 株 を得た。

[01 66] [ 実施例 1 4 ]

< p I a z / B ：：a t o D A B A g n d 株 の作製 >

実施例 1 2 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : ：a t o D A B A g n d

株 コンビテ ン トセル に実施例 2 で作製 したプラスミ ドp I a z を形質転換 し

、 アンピシ リン 5 0 g / m L を含む L B B o t h , M i I I e r 寒天 プ

レ一 卜で 3 7 °C で一晩培養することによ り、ェシエ リヒア ' コ リ p I a z /

B ：：a t o D A B A g n d を得 た。

[01 67] [ 実施例 1 5 ]



< B ： : a t o D A B A p g i A g n d 株 の作製 >

実施例 5 で作製 したェシエ リヒア ' コ リB 株、 B : ：a t o D A Β ∆ p g

i 株 に実施例 1 2 で作製 したプラスミ ドp T H 1 8 c s 1 _ g n d を形質転

換 し、 クロラムフエニコ一ル 1 0 g / m I を含む L B 寒天 プ レー 卜に 3 0

°C で一晩培養 し、形質転換体 を得た。得 られた形質転換体 をクロラムフエ二

コール 1 0 g / m I を含む L B液体培地 に接種 し、 3 0 °C で一晩培養 した

。次 にこの培養液の一部 をカナマイシンクロラムフエニコ一ル 1

I を含む L B 寒天 プ レー 卜に塗布 し、 4 2 °C で生育するコロニーを得た。得

られたコロニーを L B 液体培地で、 3 0 °C で 2 4 時間培養 し、更に L B 寒天

プ レー 卜に塗布 して 4 2 °C で生育するコロニーを得た。

[01 68] 出現 したコロニーの中か ら無作為 に 1 0 0 コロニーを ピックアップ して、

それぞれを L B 寒天 プ レー 卜と、 クロラムフエニコ一ル 1 I を含

む L B 寒天 プ レー 卜に生育 させ、 クロラムフエニコ一ル感受性のクロー ンを

選んだ。更にこれ らの 目的クロー ンの染色体 D N A か ら P C R によ り、 g n

d 遺伝子が欠失 していることで約 2 . 0 k b p 断片の増幅がえ られる株 を選

抜 し、得 られた株 を B ： : a t o D A B A p g i A g n d 株 と命名 した。

[01 69] [ 実施例 1 6 ]

< p I a / B ：：a t o D A Β ∆ p g i ∆ g n d 株 の作製 >

実施例 1 5 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : : a t o D A B A p g i

△ g n d 株 コンビテ ン トセル に実施例 2 で作製 したプラスミ ドp I a を形質

転換 し、 アンピシ リン 5 0 g / m L を含む L B B r o t h , M i l l e r

寒天 プ レー 卜で 3 7 °C で一晩培養することによ り、ェシエ リヒア ' コ リ p I

a / B ：：a t o D A B A p g i ∆ g n d を得 た。

[01 70] [ 実施例 1 7 ]

< p I a z / B ：：a t o D A Β ∆ p g i , ∆ g n d 株 の作製 >

実施例 1 5 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : : a t o D A B A p g i

△ g n d 株 コンビテ ン トセル に実施例 2 で作製 したプラスミ ドp I a z を形

質転換 し、 アンピシ リン 5 0 g / m L を含む L B B o t h , M i I I e



r 寒天 プ レー 卜で 3 7 °C で一晩培養することによ り、ェシエ リヒア ' コ リ p

I a z / B : ：a t o D A B A p g i ∆ g n d 株 を得た。

[01 7 1 ] [ 実施例 1 8 ]

< B ：：a t o D A B A g n d A g n t R 株 の作製 >

実施例 1 2 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : ：a t o D A B A g n d

株 コンビテ ン 卜セル に実施例 6 で作製 したプラスミ ドp T H 1 8 c s 1 _ g

n t R を形質転換 し、 クロラムフエニコ一ル 1 0 g m I を含む L B 寒天

プ レー 卜に 3 0 °C で一晩培養 し、形質転換体 を得た。得 られた形質転換体 を

クロラムフエニコ一ル 1 I を含む L B 液体培地 に接種 し、 3 0 °C

で一晩培養 した。次 にこの培養液の一部 をカナマイシンクロラムフエニコ一

ル 1 0 g / m I を含む L B 寒天 プ レー 卜に塗布 し、 4 2 °C で生育するコロ

二一を得た。得 られたコロニーを L B 液体培地で、 3 0 °C で 2 4 時間培養 し

、更に L B 寒天 プ レー 卜に塗布 して 4 2 °C で生育するコロニーを得た。

[01 72] 出現 したコロニーの中か ら無作為 に 1 0 0 コロニーを ピックアップ して、

それぞれを L B 寒天 プ レー 卜と、 クロラムフエニコ一ル 1 I を含

む L B 寒天 プ レー 卜に生育 させ、 クロラムフエニコ一ル感受性のクロー ンを

選んだ。更にこれ らの 目的クロー ンの染色体 D N A か ら P C R によ り、 g n

t R 遺伝子が欠失 していることで約 2 . 0 k b p 断片の増幅がえ られる株 を

選抜 し、得 られた株 を B ：：a t o D A B A g n d A g n t R 株 と命名 した

[01 73] [ 実施例 1 9 ]

< I a / B ：：a t o D A B A g n d A g n t R 株 の作製 >

実施例 1 8 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : ：a t o D A B A g n d

△ g n t R 株 コンビテ ン トセル に実施例 2 で作製 したプラスミ ドp I a を形

質転換 し、 アンピシ リン 5 0 g / m L を含む L B B o t h , M i I I e

r 寒天 プ レー 卜で 3 7 °C で一晩培養することによ り、ェシエ リヒア ' コ リ p

I a / B ：：a t o D A B A g n d A g n t R 株 を得た。

[01 74] [ 実施例 2 0 ]



< p I a z / B ：：a t o D A B A g n d A g n t R 株 の作成 >

実施例 1 8 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : ：a t o D A B A g n d

△ g n t R 株 コンビテ ン トセル に実施例 2 で作製 したプラスミ ドp I a z を

形質転換 し、 ア ン ピシ リ ン 5 0 从 g / m L を含む L B B o t h , M i I I

e r 寒天 プ レー 卜で 3 7 °C で一晩培養することによ り、ェシエ リヒア ' コ リ

p I a z / B ： ： a t o D A B A g n d A g n t R 株 を得た。

[01 75] [ 実施例 2 1 ]

< B ：：a t o D A Β ∆ p g i A g n d A g n t R 株 の作製 >

実施例 1 5 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : : a t o D A B A p g i

△ g n d 株 コンビテ ン 卜セル に実施例 6 で作製 したプラスミ ドp T H 1 8 c

s - g n t R を形質転換 し、 クロラムフエニコ一ル 1 O g m I を含む

L B 寒天 プ レー 卜に 3 0 °C で一晩培養 し、形質転換体 を得た。得 られた形質

転換体 をクロラムフエニコ一ル 1 O g m I を含む L B 液体培地 に接種 し

、 3 0 °C で一晩培養 した。次 にこの培養液の一部 をカナマイシンクロラムフ

ェニコ一ル 1 0 g / m I を含む L B 寒天 プ レー 卜に塗布 し、 4 2 °C で生育

するコロニーを得た。得 られたコロニーを L B 液体培地で、 3 0 °〇で 2 4 時

間培養 し、更に L B 寒天 プ レー 卜に塗布 して 4 2 °C で生育するコロニーを得

た。

[01 76] 出現 したコロニーの中か ら無作為 に 1 0 0 コロニーを ピックアップ して、

それぞれを L B 寒天 プ レー 卜と、 クロラムフエニコ一ル 1 I を含

む L B 寒天 プ レー 卜に生育 させ、 クロラムフエニコ一ル感受性のクロー ンを

選んだ。更にこれ らの 目的クロー ンの染色体 D N A か ら P C R によ り、 g n

t R 遺伝子が欠失 していることで約 2 . 0 k b p 断片の増幅がえ られる株 を

選抜 し、得 られた株 を B : ：a t o D A Β ∆ p g i ∆ g n d ∆ g n t R 株 と

命名 した。

[01 77] [ 実施例 2 2 ]

< p I a / B ：：a t o D A Β ∆ p g i A g n d A g n t R 株 の作製 >

実施例 2 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : : a t o D A B A p g i



A g n d A g n t R 株 コンビテ ン 卜セル に実施例 2 で作製 したプラスミ ドp

I a を形質転換 し、 アンピシ リン 5 O g / m L を含む L B B o t h , M

i I I e r 寒天 プ レー 卜で 3 7 °C で一晩培養することによ り、ェシエ リヒア

コ リ p I a / B ：：a t o D A B A p g i A g n d A g n t R 株 を得た。

[01 78] [ 実施例 2 3 ]

< p I a z / B : ：a t o D A Β ∆ p g i A g n d A g n t R 株 の作製 >

実施例 2 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : : a t o D A B A p g i

A g n d A g n t R 株 コンビテ ン 卜セル に実施例 2 で作製 したプラスミ ドp

I a z を形質転換 し、 アンピシ リン 5 0 g / m L を含む L B B o t h ,

M i I I e r 寒天 プ レー 卜で 3 7 °C で一晩培養することによ り、ェシエ リヒ

ァ - コ リ p I a z / B : ：a t o D A B A p g i A g n d A g n t R 株 を得

た。

[01 79] [ 実施例 2 4 ]

< p I a / B ：：a t o D A B 株 の作製 >

実施例 1 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B ：：a t o D A B 株 コンビテ

ン 卜セル に実施例 2 で作製 したプラスミ ドp I a を形質転換 し、 アンピシ リ

ン 5 g / m L を含む L B B o t h , M i I I e r 寒天 プ レー 卜で 3 7

°C で一晩培養することによ り、ェシエ リヒア コ リ p I a / B ：：a t o D

A B 株 を得た。

[01 80] [ 実施例 2 5 ]

< p I a z / B ： : a t o D A B A p g i 株 の作製 >

実施例 5 で作製 したェシエ リヒア ' コ リ、 B : ：a t o D A B 株 A p g i

コンビテ ン トセル に実施例 2 で作製 したプラスミ ドp I a z を形質転換 し、

アンピシ リン 5 0 g m L を含む L B B o t h , M i I I e r 寒天 プ

レ一 卜で 3 7 °C で一晩培養することによ り、ェシエ リヒア ' コ リ p I a z /

B : : a t o D A B A g i 株 を得た。

[01 8 1 ] [ 試験例 1 ]

( ィ ソプロピル アル コールの生産）



本実施例 で は、 W O 2 0 0 9 / 0 0 8 3 7 7 号 パ ン フ レ ツ 卜図 1 に示 され

る生産装 置 を用 いて イ ソプ ロ ピル アル コール の生産 を行 った。 培養槽 は 3 リ

ッ トル容 の ガラス製 の もの を使 用 し、 トラ ップ槽 は 1 O L 容 のポ リプ ロ ピ レ

ン製 の もの を使 用 した。 トラ ップ槽 には、 トラ ップ液 と しての水 （トラ ップ

水 ） を 1 槽 あた り 9 L の量 で注入 し、 2 台連結 して使 用 した。 な お、 培養槽

には廃液管 を設置 して、糖 や 中和剤 の流加 によ り増 量 した培養液 を適宜培養

槽 外 に排 出 した。

ィ ソプ ロ ピル アル コール 生産 評価 に用 いた株 の一覧 を表 3 と して示 した。

[01 82] [ 表 3 ]

名 特徴 参 照先

pIa/B::atoDAB IPA 生産 系含有 実施例24

pIaz/B::atoDAB IPA 生産 系含有 , zw纖 現 実施例2

plaaa/B gi IPA 生産 系含有 , 実施例 4

pIaz/B::atoDAB gi IPA 生産 系含有 , zwf¾ 発現， gi 実 施例 25

pIa/B::atoDABA gntR IPA 生産 系含有 , nt R 実施例 7

pIaz/B::atoDAB gntR IPA 生産 系含有 , zw f 象発現 ， gntR 実施例 8

pIa/B::atoDAB ∆ pgi ∆ gntR IPA 生産 系含有 , △ pgi, t R 実 施例 10

pIaz/B::atoDAB ∆ pgi ∆ gntR IPA 生産 系含有 , zwf¾ 発現， gi, gntR 実施例 11

pIa/B::atoDAB 厶pgi ∆ gnd IPA 生産 系含有 , ∆ pgi, ∆ gnd 実 施例 16

pIa/B::atoDABA gndA gntR IPA 生産 系含有 , nd , nt R 実 施例 19

pIaz/B::atoDAB ∆ gnd ∆ gntR IPA 生産 系含有,:：wf¾ 発現， gnd, gntR 実施例 20

pIa/B::atoDAB ∆ pgi ∆ gnd ∆ gntR IPA 生産 系含有 , pgi, gnd, gntR 実施例 22

IPA 生産 系含有,:：wf¾ 発現 ，A pgi, Agnd,pIaz/B::atoDAB ∆ pgi厶gnd ∆ gntR 実施例 23
△ gntR

IPA = イソプ ロビル ア ル コー ル

[01 83] 前 培養 と して ア ン ピシ リ ン 5 0 从 g / m L を含 む L B B o t h , M

i I I e 培養 液 （D i f c o 2 4 4 6 2 0 ) 5 0 m L を入れ た 5 0 0 m L

容 三角 フ ラ ス コ に各評価株 を植菌 し、 一晩、 培養 温度 3 0 °C 、 0 r p m

で攪 拌培養 を行 った。前 培養 4 5 m L を、 以 下 に示 す組成 の培地 8 5 5 g の

入 った 3 L 容 の培養槽 （A B L E 社 製 培養装 置 B M S _ P I ) に移 し、 培養

を行 った。 培養 は大気圧 下、 通 気量 0 . 9 L / m i n 、 撹 拌速度 5 5 0 r p

m 、 培養 温度 3 0 °C 、 p H 7 . 0 ( N H 3水溶液 で調整 ） で行 った。 培養 開始



か ら 8 時間後 までの間、 5 0 w t / w t % の グル コース水溶液 を 1 0 g L

/ 時間の流速で添加 した。 その後 は 5 0 w t / w t % の グル コース水溶液 を

0 g / L / 時間の流速で、培養槽 内にグル コースがなるべ く残存 しないよ

うに適宜添加 した。培養開始か ら 7 2 時間までに数回、菌体培養液 をサ ンプ

リング し、遠心操作 によって菌体 を除いた後、得 られた培養上 清中及び トラ

ップ水中のイソプロピル アル コールおよびァセ トンの蓄積量 を H P L C で定

法 に従 って測定 した。なお、測定値 は、培養後の培養液 と トラップ槽 2 台 中

の合算値である。結果 を表 4 に示 した。

< 培地組成 >

コー ンステ ィ一プ リカ一 （日本食品化工製） ：2 0 g / L

S 0 7 H 2 0 ：0 . g / L

K 2 H P 0 4 ：2 g / L

K H 2 P 0 4 ： g / L

M g S 0 4 H 2 0 ：2 g / L

( N H 4 ) 2 S 0 4 ：2 g / L

アデ カノ一ル L G 1 2 6 (株 式会社 A D E K A ) 0 . g / L

(残部 ：水）



[ 表 4 ]

IPA 生産量 (g/L/72h> ア セ トン生産量 (g/L/72h)

pIa/B::atoDAB (瞎性対照） 48.7 27.

pIaz/B;:atoDAB 39.4 20.2

plaaa/BApgi 0.0 0.0

pIaz/B::atoDABA pgi 4 1 .1 3.0

pIa/B::atoDAB A g t R 57.3 23.7

pIaz/B::atoDAB gr t 33.3 25.0

pIa/B::atoDAB ∆ nt 9.6 0.8

pIaz/B::atoDAB g A g t 70.2 10.6

pIa/B::atoDAB ∆ pgi n 2.6 0.2

pIa/B::atoDAB AgndAgntR 2B.& 28.

pIaz/B;:atoDABA g d △ g t R 33.9 25.3

pIa/B::atoOABApgi ∆ gndAgntR 0.8 0.0

pIaz/B::atoDAB Apgi n ∆ nt R 75.& 14,1

[01 85] 評 価 の 結 果 、 陰 性 対 照 （p l a / B : : a t o D A B ) の イ ソ プ ロ ピル ァ

ル コ ー ル 生 産 量 は 4 8 . 7 g / L / 7 2 h で あ り、 g n t R を破 壊 した 株 （

p l a / B : ： a t o D A B g n t R ) の 生 産 量 は 5 7 . 3 g / L / 7 2

h で あ った 。 これ に よ り、 g n t R を破 壊 す る と陰 性 対 照 と比 較 して 生 産 性

が 約 1 . 2 倍 に 向 上 す る こ とが 分 か つた 。

ま た 、 g n t R と p g i を 破 壊 し且 つ z w f の 発 現 を強 化 した 株 （p I a

z / B ： ： a t o D A B p g i ∆ g n t R ) の 生 産 量 は 7 0 . 2 g / L /

7 2 h で あ り陰 性 対 照 と比 較 して 生 産 性 が 約 1 . 4 倍 と な った 。 こ の こ とか

ら、 g n t R の み を破 壊 した と き よ りも g n t R と p g i を 両 方 破 壊 し且 つ

w f の 発 現 を強 化 した 方 が 生 産 性 が 更 に 向 上 す る こ とが 分 か った 。

[01 86] — 方 、 p g ί の み を破 壊 した 場 合 （p I a a a / Β ∆ p g i ) で は イ ソ プ

口 ピル アル コ ー ル は 全 く生 産 さ れ ず 、 z w f を 強 化 した だ け の 場 合 （p I a

z / B ： ：a t o D A B ) は 生 産 量 が 3 9 . 4 g / L / 7 2 h で あ って 、 生

産 性 は増 加 せ ず に む しろ低 下 した 。

g n t R を破 壊 し且 つ z w f を 強 発 現 した 場 合 （p l a z / B : ：a t o

D Α Β ∆ g n t R ) p g i を 破 壊 し且 つ z w f を 強 発 現 した 場 合 （p I a



z / B : ：a t o D A B p g i ) 及び p g ί と g n t R を両方破壊 した場

合 （p I a / B ：：a t o D A B p g i ∆ g n t R ) で も生産量が各 々 3

3 . 3 g / L / 7 2 h 4 1 . g / L / 7 2 h 9 . 6 g / L / 7 2 h と

な り、 ィソプロピル アル コールの生産性 は増加せずにむ しろ低下 した。

[01 87] 従 って、 g n t R の破壊 に加えて他の因子の破壊又は強発現 を行 う場合、

p I a z / B ：：a t o D A B p g i ∆ g n t R 株 においてみ られる生産

性向上の効果は、 g n t R と p g i を両方破壊 し且つ z w f を強発現 させた

ときに得 られるといえる。

また、生産性の向上が見 られた p l a z / B : : a t o D A B A p g i A

g n t R 株 に更に g n d 破壊 を施 した場合、即ち p g ί と g n t R と g n d

を破壊 し且つ z w f を強発現 させた場合 （p l a z / B : ：a t o D A Β ∆

p g ί ∆ g n d ∆ g n t R ) のイソプロピル アル コール生産量は 7 5 . 6 g

L 7 2 h とな り、 p I a z / B ：：a t o D A B p g i A g n t R 株

を上回る高い生産性 を示 した。

[01 88] —方で、 g n d のみを破壊 した場合ではイソプロピル アル コール生産量は

陰性対照 よ り低 い 4 5 . 5 g / L / 7 2 h であ り、 g n d 破壊のみではィソ

プロピル アル コール生産性向上の効果はみ られなか った。 また、 g n t R と

g n d を破壊 した場合 ( I a / B ：：a t o D A B g n d g n t R )

、 p g ί と g n d を破壊 した場合 （p l a / B : : a t o D A B A p g i A

g n d ) 及び p g ί と g n t R と g n d を破壊 した場合 （p I a B ：：a

t o D Α Β ∆ p g i g n d g n t R ) の生産量は各 々 2 8 . 6 g / L /

7 2 h 、 2 . 6 g / L / 7 2 h 0 . 8 g / L / 7 2 h であ り、 これ らの株

ではィソプロピル アル コールの生産性が増加せずにむ しろ低下 した。更には

g n d を破壊 し且つ z w f を強発現 させた場合 （p l a z / B : ：a t o D

A Β ∆ g n d ) g n t R と g n d を破壊 し且つ z w f を強発現 させた場合

( I a z / B ：：a t o D A B g n d g n t R ) 及び g ί と g n d

を破壊 し且つ z w f を強発現 させた場合 （p l a z / B : ：a t o D Α Β ∆

p g i ∆ g n d ) においてもイソプロピル アル コールの生産性 は増加せずに



む しろ低下 していた （生産性 は各 々、 4 0 . 7 g / L / 7 2 h 3 3 . 9 g

/ L / 7 2 h 、 3 4 . 9 g / L / 7 2 h であ った）。

従 って、 P I a z B ：：a t o D A B p g i g n d g n t R 株 に

おいてみ られる生産性向上の効果は、 g n t R と p g ί と g n d を同時に破

壊 しかつ z w f を強発現 させた ときのみに得 られるといえる。

また、得 られたアセ トンは、精製 した後 に、 イソプロピル アル コール生産

の原料 と して用いることがで きる。

[01 89] ( アセ トンの製造）

[ 実施例 2 6 ]

< イソプロピル アル コール、 アセ トンの取 り出 し>

上言己p I a z / B ：：a t o D A B p g i g n d g n t (実施

例 2 3 ) の培養評価時の トラップ水 をG C 分析 した結果、 アセ トンが 1 . 2

g / L 、 イソプロピル アル コールは 4 . 3 g / L 含有 されていることがわか

つた。上記イソプロピル アル コールおよびアセ トンを含む水溶液 （培養開始

7 2 時間後の トラップ水）か ら蒸留 によ り、 イソプロピル アル コール及びァ

セ トンを高濃度化 し取 り出 した。

具体的には最初 に上記水溶液 2 L を、陽イオ ン交換樹脂 （オル ガノ製、 ァ

ンバ一 リス ト3 1 W E T ) 2 5 0 m l を充填 したカラムに流速 5 0 0 m l

h で通液 し、残存するアンモニア等 を除去 した。 この処理液 を常圧下蒸留 し

た。沸点 5 3 ~ 8 1 . 6 °C の留分 を取 り出 し、 G C 分析 した結果、 アセ トン

1 8 . 7 質量 0/ 0、 イソプロピル アル コール 6 2 . 6 質量 0/ 0、 不明成分が 0 .

2 質量％、残 りは水であ った。 これを以下の脱水素反応の原料 と して用いた

[01 90] < 脱水素触媒 Z n O ：Z r 0 2 ( 9 4 : 6 ) の調製 >

5 0 0 m I の攪拌羽付 き丸底 フラスコに、炭酸ナ トリウム 1 5 . 9 4 g (

0 . 5 m o I ) 及び水 1 3 0 m l を入れ溶解 させた。得 られた水溶液 に、

硝酸亜鉛六水和物 3 4 . 3 6 g ( 0 . m o I ) 及び酸化二硝酸 ジル コ二

ゥムニ水和物 1 . 3 0 g ( 0 . 0 5 m o l ) を 1 5 0 m l の水 に溶解 させた



水溶液 を、 1 時間半かけて滴下 した。 そのまま 5 日間熟成 させた後、 ろ過 し

、 よ く水洗 した。得 られた白色物 を 1 2 0 °C で 2 時間、 4 0 0 °C で 1 時間乾

燥 し、最後 に 6 0 0 °C で 2 時間焼成 した。複合酸化物触媒 Z n O ：Z r 0 2 (

9 4 : 6 ) を白色の粉末 と して 9 . 5 0 g を得 た。

[01 9 1 ] < ァセ トンの生産 >

直径 1 c m、長 さ 4 O c m の S U S 製反応器 に、前記の複合酸化物触媒 Z

n 0 ：Z r 0 2 ( 9 4 : 6 ) 1 . 0 g ( 2 0 M P a で圧縮成型後、 2 5 0 ~ 5

0 0 mへ分級 したもの）を充填 し、 1 0 m l / m ί η の窒素気流下、 3 5

0 °C で上記蒸留液 （アセ トン 1 8 . 7 質量 0/ 0、 イソプロピル アル コール 6 2

. 6 質量％、不明成分 0 . 2 質量％、残 りは水）を 1 . 5 0 g / h r の割合

で流通 させた。反応器の出口を冷却 し反応液 と反応 ガスとを捕集 した。反応

開始 5 時間後の生成物 をガスクロマ トグラフィ一で分析 した結果、表 5 に示

したように高濃度でアセ トンが生成 していた。なお、表 5 中 「I P A 」はィ

ソプロピル アル コール を表す （以下、同様）。

[01 92] [ 実施例 2 7 ]

反応温度 を 4 0 0 °C と した以外は実施例 2 6 と同様 に行 った。結果は表 5

に示 した。表 5 に示 したように高濃度でァセ トンが生成 していた。

[01 93] [ 実施例 2 8 ]

< 脱水素触媒 Z η θ ：Z r 0 2 ( 8 8 ： ) の調製 >

5 0 O m I の攪拌羽付 き丸底 フラスコに、炭酸ナ トリウム 1 5 . 9 4 g (

0 . 5 m o I ) 及び水 1 3 0 m l を入れ溶解 させた。得 られた水溶液 に、

硝酸亜鉛六水和物 3 2 . 8 6 g ( 0 . m o I ) 及び酸化二硝酸 ジル コ二

ゥムニ水和物 2 . 6 6 g ( 0 . 1 0 m o I ) を 1 5 0 m I の水 に溶解 させた

水溶液 を、 1 時間半かけて滴下 した。 そのまま 5 日間熟成 させた後、 ろ過 し

、 よ く水洗 した。得 られた白色物 を 1 2 0 °C で 2 時間、 4 0 0 °C で 1 時間乾

燥 し、最後 に 6 0 0 °C で 2 時間焼成 した。複合酸化物触媒 Z n O ：Z r 0 2 (

8 8 ：1 2 ) を白色の粉末 と して 9 . 9 4 g を得 た。

[01 94] < ァセ トンの生産 >



直径 1 c m、長 さ 4 O c m の S U S 製反応器 に、前記の複合酸化物触媒 Z

n O : Z r 0 2 ( 8 8 : 1 2 ) 1 . 0 g ( 2 O M P a で圧縮成型後、 2 5 0 ~

5 0 0 mへ分級 したもの）を充填 し、 1 O m l / m ί η の窒素気流下、 3

5 0 °C で上記蒸留液 （アセ トン 1 8 . 7 質量 0 イソプロピル アル コール 6

2 . 6 質量％、不明成分 0 . 2 質量％、残 りは水）を 1 . 5 0 g / h r の割

合で流通 させた。反応器の出口を冷却 し反応液 と反応 ガスとを捕集 した。反

応開始 5 時間後の生成物 をガスクロマ トグラフィ一で分析 した結果、表 5 に

示 したように高濃度でアセ トンが生成 していた。

[01 95] [ 実施例 2 9 ]

反応温度 を 4 0 0 °C と した以外は実施例 2 8 と同様 に行 った。結果は表 5

に示 した。表 5 に示 したように高濃度でァセ トンが生成 していた。

[01 96] [ 表 5]

[01 97] ( イ ソプロピル アル コール生産大腸菌 に含 まれる遺伝子のコ ドン改変）

本発明のィソプロピル アル コール生産大腸菌 に含 まれるイソプロピル アル

コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ遺伝子 とァセ 卜酢酸デ ヒ ドロゲナ一ゼ遺伝子のコ ド

ン配列を変更 して、 イソプロピル アル コール及びァセ トンの生産性 を以下に

示す とお りに確認 した。

[ 実施例 3 0 ]

< プラスミ ドp I * a * z の作製 >

クロス トリジゥ厶属細菌のァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼ遺伝子 （a d c

) は G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r M 5 5 3 9 2 に、 ィ



ソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ遺伝子 （I P A d h ) は G e n B a

n k a c c e s s i o n n u m b e r A F 1 5 7 3 0 7 【こ 載 されて し、る

上記の遺伝子群 を発現 させるために必要なプロモーターの塩基配列 と して

、 G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r X 0 2 6 6 の塩

基配列情報 において、 3 9 7 — 4 4 0 に記 されているェシエ リヒア ' コ リ由

来のダ リセル アルデ ヒ ド3 _ リン酸デ ヒ ドロゲナ一ゼ （以下 G A P D H と呼

ぶ ことがある）のプロモータ一配列を使用することがで きる。

G A P D H プロモータ一を取得するためェシエ リヒア . コ リM G 1 6 5 5

株 のゲ ノム D N A をテ ンプ レー 卜に用いて c g a g c t a c a t a t g c a

a t g a t t g a c a c g a t t c c g (酉己歹番号 3 8 ) 、及び c g c g c

g c a t g c t a t t t g t t a g t g a a t a a a a g g (酉己歹番号 3 9

) によ り P C R 法で増幅 し、得 られた D N A フラグメン トを制限酵素 N d e

し S p h I で消化す る ことで約 1 1 0 b p の G A P D H プロモータ一にあ

たる D N A フラグメン 卜を得た。得 られた D N A フラグメン 卜とプラスミ ド

p B R 3 2 2 ( G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r J O

7 4 9 ) を制 限酵素 N d e I 及び S p h I で消化することで得 られるフラ

グメン 卜を混合 し、 リガーゼを用いて結合 した後、ェシエ リヒア コ リD H

5 株 コンビテ ン トセル （東洋紡績株式会社 D N A — 9 0 3 ) に形質転換 し

、 アンピシ リン 5 0 g m L を含む L B 寒天 プ レー 卜に生育する形質転換

体 を得た。得 られたコロニーをアンピシ リン 5 0 g m L を含む L B 液体

培地で 3 7 °C で一晩培養 し、得 られた菌体か らプラスミ ドp B R g a p P を

回収 した。

コ ドン改変 したイソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ遺伝子 （I P A

d h * ) を取得するために、 C l o s t r i d i u m b e i j e r i n c k

i i N R R L B _ 5 9 3 のイソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ遺伝

子のアミノ酸配列をもとにコ ドン改変 したィソプロピル アル コールデ ヒ ドロ

ゲナ一ゼ遺伝子を設計 し、 D N A 合成 によ り以下の D N A フラグメン ト （配
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C C A A A A G A C C T G A T T A A A G C A G T A G T T A T A T T A T

A A

[01 99] 作成 したD N A フラグメン トをテンプレー トに用いて、 a c a t g c a t

g c a t g a a a g g t t t t g c a a t g c t g (酉己歹番号 4 1 ) 、及び

a c g c g t c g a c t t a t a a t a t a a c t a c t g e t t t a a (

配列番号 4 2 ) によりP C R法で増幅 し、得 られたD N A フラグメン トを制

限酵素 S p h し S a l I で消化することで約 1 1 k b p のコ ドン改変ィ

ソプロピルアルコールデヒドロゲナ一ゼフラグメン トを得た。得 られたD N

A フラグメン 卜とプラスミ ドp U C 1 9 を制限酵素 S p h I 及び S a I I

で消化することで得 られるフラグメン 卜を混合 し、 リガーゼを用いて結合 し

た後、ェシヱ リヒア コリD H 5 株コンピテ ン 卜セル （東洋紡績株式会社

D N A —9 0 3 ) に形質転換 し、アンピシリン 5 g m L を含む L Β 寒

天プレー 卜に生育する形質転換体を得た。得 られたコロニーをアンピシリン

5 0 g / m L を含む L B液体培地で 3 7 °Cで一晩培養 し、得 られた菌体か

らプラスミ ドを回収 してコ ドン改変 した I P A d h * が正 しく揷入されている

ことを確認 し、このプラスミ ドを p U C _ I * と命名 した。

[0200] プラスミ ドp U C _ I * を制限酵素 S p h I 及び E c o R I で消化すること

で得 られる I P A d h * を含むフラグメン 卜、とプラスミ ドp B R g a p P を

制限酵素 S p h I 及び E c o R I で消化することで得 られるフラグメン 卜を

混合 し、 リガ一ゼを用いて結合 した後、ェシエリヒア コリD H 5 株コン

ピテ ン トセル （東洋紡績株式会社 D N A —9 0 3 ) に形質転換 し、アンピシ

リン 5 0 g m L を含む L B 寒天プレー 卜に生育する形質転換体を得た。

得 られたコロニーをアンピシリン 5 0 从 9 1_ を含む 1_ B液体培地で 3 7

°Cで一晩培養 し、得 られた菌体からプラスミ ドを回収 しコ ドン改変 した I P

A d h * が正 しく揷入されていることを確認 し、このプラスミ ドを p G A P -



* と命名 した。

コ ドン改変 したァセ 卜酢酸デカルボキシラーゼ遺伝子 （a d c * ) を取得す

るために、 C l o s t r i d i u m a c e t o b u t y I i c u m A T C

C 8 2 4 のァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼ遺伝子のアミノ酸配列をもとにコ

ドン改変 したァセ 卜酢酸デカルボキシラーゼ遺伝子を設計 し、 D N A 合成 に

よ り以下の D N A フラグメン ト （配列番号 4 3 ) を作成 した。配列を以下に

記す。

A T G C T G A A A G A T G A A G T G A T T A A A C A G A T T A G C A
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[0202] 作成 したD N A フラグメン トをテンプレー トに用いて、 a c g c g t c g

a c g c t g g t t g g t g g a a c a t a t g c t g a a a g a t g a a

g t g a t t a (酉己歹番号 4 4 ) 、及ひ g c t c t a g a t t a c t t g a

g a t a a t c g t a t a t g a (配列番号 4 5 ) によりP C R法で増幅 し

、得 られたD N A フラグメン トを制限酵素 S a I し X b a I で消化するこ

とで約 7 O O b p のコ ドン改変 したァセ 卜酢酸デカルボキシラ一ゼフラグメ

ン 卜を得た。得 られたD N A フラグメン 卜と先に作成 したプラスミ ドp G A

P - I * を制限酵素 B a m H I 及び E c o R I で消化することで得 られるフラ

グメン 卜を混合 し、 リガーゼを用いて結合 した後、ェシエリヒア コリD H

5 株コンビテン トセル （東洋紡績株式会社 D N A —9 0 3 ) に形質転換 し

、アンピシリン5 0 g m L を含む L B 寒天プレー 卜に生育する形質転換

体を得た。得 られたコロニーをアンピシリン5 0 g m L を含む L B液体

培地で 3 7 °Cで一晩培養 し、得 られた菌体からプラスミ ドを回収 し、 a d c *

が正 しく揷入されていることを確認 し、このプラスミ ドを p l * a * と命名 し

た。

[0203] グルコース 6 リン酸— 1 —デヒドロゲナ一ゼ遺伝子 （z w f ) を取得する

ためにェシエリヒア ' コリB株のゲノムD N A ( G e n B a n k a c c e

s s i o n N o . C P 0 0 0 8 1 9 ) をテンプレー 卜に用いて g c t c t

a g a c g g a g a a a g t c t t a t g g c g g t a a c g c a a a c a

g c c c a g g (酉己歹番号 4 6 ) 、及ひ c g g g a t c c t t a c t c a a

a c t c a t t c c a g g a a c g a c (配列番号 4 7 ) を用いて P C R法

で増幅 し、得 られたD N A フラグメン 卜を制限酵素 B a m H し X b a l で

消化することで約 1 5 0 0 b p のグルコース 6 リン酸 1 —デヒドロゲナ一ゼ

フラグメン 卜を得た。得 られたD N A フラグメン 卜と先に作成 したプラスミ

ドp I * a * を制限酵素X b a I 及び B a m H I 消化することで得 られるフラ

グメン 卜を混合 し、 リガーゼを用いて結合 した後、ェシエリヒア コリD H

5 株コンビテン トセル （東洋紡績株式会社 D N A —9 0 3 ) に形質転換 し



、アンピシリン5 0 g m L を含む L B 寒天プレー 卜に生育する形質転換

体を得た。得 られたコロニーをアンピシリン5 0 g m L を含む L B液体

培地にて 3 7 °Cで一晩培養 し、得 られた菌体からプラスミ ドp l * a * z を回

リ又した。

[0204] [ 実施例 3 1 ]

< p I * a * / B ：：a t o D A Β ∆ g n t R株の作成>

実施例 6 で作製 したェシエリヒア ' コリ、 B : ：a t o D A B A g n t R

株コンビテン トセルに実施例 3 0 で作製 したプラスミ ドp I * a * を形質転換

し、アンピシリン5 0 g / m L を含む L B B o t h , M i I I e 「寒天

プレー 卜で 3 7 °Cで一晩培養することにより、ェシエリヒア ' コリp I * a *

/ B ：：a t o D A B A g n t R株を得た。

[0205] [ 実施例 3 2 ]

< p I * a * z / B ：：a t o D A Β ∆ p g i ∆ g n t R株の作成>

実施例 9 で作製 したェシエリヒア ' コリ、 B : ：a t o D A B A g ί ∆

g n t R株コンビテン トセルに実施例 3 0 で作製 したプラスミ ドp I a * を形

質転換 し、アンピシリン5 0 g / m L を含む L B B o t h , M i I I e

r 寒天プレー 卜で 3 7 °Cで一晩培養することにより、ェシエリヒア ' コリp

I * a * z / B ：：a t o D A B A p g i ∆ g n t R を得た。

[0206] [ 実施例 3 3 ]

< p I * a * z / B ：：a t o D A B A p g i A g n d A g n t R株の作製

>
実施例 2 で作製 したェシエリヒア ' コリ、 B : : a t o D A B A p g i

A g n d A g n t R株コンビテン 卜セルに実施例 3 0 で作製 したプラスミ ド

p I * a * z を形質転換 し、アンピシリン5 0 g / m L を含む L B B r o t

h , M i I I e r 寒天プレー 卜で 3 7 °Cで一晩培養することにより、ェシェ

リヒア コリp I * a * z / B ：：a t o D A B A p g i A g n d A g n t R

株を得た。

[0207] [ 実施例 3 4 ]



< p I * a * / B ：：a t o D A B株の作製>

実施例 1 で作製 したェシエリヒア ' コリ、 B ：：a t o D A B株コンビテ

ン 卜セルに実施例 3 0 で作製 したプラスミ ドp I * a * を形質転換 し、アンピ

シリン5 0 g / m L を含む L B B o t h , M i I I e r 寒天プレー 卜で

3 7 °Cで一晩培養することにより、ェシエリヒア . コリp I * a * / B ：：a

t o D A B株を得た。

[0208] [ 試験例 2 ]

(ィソプロピルアルコールの生産）

上記 [試験例 1 ] と同様にイソプロピルアルコールの生産評価を行った。

評価に用いた株の一覧を表 6 に示 した。また、評価結果を表 7 に示 した。

[0209] [表6]

株名 特徴 参照先

pl*a*/B: :ataDAB
4 * ¾ ( PAd i adG ¾ 実施例34·有

PA.生産系（IPAdh とadc のコドン改¾ 含
pra*/B: :atoDABAgntR 実施 .例31有，AgntR

IPA 生産系（IPAdh とadc のコドン改変).含
p l- a z B :：atoDABApgiAgntR 実施例32.有，z f強発 , Apgi, AgntR

IPA 生産系 (:l PAdh とadc のコドン改変）含
p *a*z/B: ：t ΑΒ∆ i g nd q ntR 実施例33有., f強発現，Apgi, g n , AgntR

IPA=イソプロピルアルコ

[021 0] [表7]

IPA 生産量 アセトン生産量
株·¾ (g/L/72h) (g/L/72h)

pra'/B^atoDAB 64. 1 36.3

pra*/B: :atGDABAgntR 75.5 3 1.2

p *a*z/B: :ato DA Β∆ρα iAg t R 92.5 4.0

p !*a*z/B: ato DA pg A g g ntR 99.7 .6

[021 1 表 7 の結果を表 4 の結果と比較 したところ、イソプロピルアルコールデヒ

ドロゲナ一ゼ遺伝子とァセ 卜酢酸デヒドロゲナ一ゼ遺伝子のコ ドンを改変す

ると、ィソプロピルアルコールの生産性が大きく向上することが分かった。

[021 2] [ 実施例 3 5 ]

(スクロースからのィソプロピルアルコール生産）

p I * a * z / B ：：a t o D A B A p g i A g n d A g n t R株に更にス



ク ロ ー ス を 分 解 す る た め の 酵 素 イ ン ベ ル タ 一 ゼ 遺 伝 子 （c s c A ) を 導 入 し

、 ス ク ロ ー ス か ら の イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル 発 酵 生 産 を 行 っ た 。 更 に 得 ら れ

た 発 酵 液 か ら ア セ ト ン 又 は プ ロ ピ レ ン を 製 造 し た 。

< p l * a * z - c s c A B : ： a t o D A B A p g i A g n d A g n t

R 株 の 作 製 >

ェ シ エ リ ヒ ア コ リ 0 1 5 7 株 の ゲ ノ ム D N A の 全 塩 基 配 列 は 公 知 で あ り

G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r A E 0 0 5 ι / 4

) 、 ェ シ エ リ ヒ ア コ リ 0 1 5 7 株 の ィ ン ベ ル タ 一 ゼ を コ 一 ドす る 遺 伝 子 （

以 下 、 c s c A と 略 す る こ と が あ る ） の 塩 基 配 列 も 報 告 さ れ て い る 。 す な わ

ち c s c A は G e n B a n k a c c e s s i o n n u m b e r A t 0

0 5 7 4 に 記 載 の ェ シ エ リ ヒ ア コ リ 0 1 5 7 株 ゲ ノ ム 配 列 の 3 2 7 4 3

8 3 3 2 7 5 8 6 に 記 載 さ れ て い る 。

c s c A を 取 得 す る た め に 、 ェ シ エ リ ヒ ア . コ リ 0 1 5 7 株 の ゲ ノ ム D N

A を テ ン プ レ ー トに 用 し、て g e t g g t g g a a c a t a t g a c g c a a

t c t c g a t t g c a t g ( 酉己歹 番 号 4 8 ) 、 及 び t t a a c c c a g t

t g c c a g a g t g c ( 配 列 番 号 4 9 ) に よ り P C R 法 で 増 幅 し、 得 ら れ

た D N A フ ラ グ メ ン トを T 4 ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ で 末 端 リ ン 酸 化 す る

こ と で 約 1 4 7 0 b p の c s c A フ ラ グ メ ン トを 得 た 。 こ の D N A フ ラ グ メ

ン 卜 と 実 施 例 3 0 で 作 成 し た p I * a * z を 制 限 酵 素 BamH I で 消 化 の 後 、 T 4

D N A ポ リ メ ラ 一 ゼ で 平 滑 末 端 と し、 さ ら に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ 一 ゼ で 末

端 を 脱 リ ン 酸 化 し た も の と を 混 合 し、 リ ガ 一 ゼ を 用 い て 結 合 し た 後 、 ェ シ ェ

リ ヒ ア コ リ D H 5 株 コ ン ビ テ ン トセ ル （東 洋 紡 績 株 式 会 社 D N A _ 9

0 3 ) に 形 質 転 換 し、 ア ン ピ シ リ ン 5 0 g m L を 含 む L B 寒 天 プ レ ー ト

に 生 育 す る 形 質 転 換 体 を 得 た 。 得 ら れ た 菌 体 か ら プ ラ ス ミ ドを 回 収 し、 ダ ル

コ ー ス 6 リ ン 酸 — 1 — デ ヒ ド ロ ゲ ナ 一 ゼ 遺 伝 子 （z w f ) の 3 ' 末 端 側 と c

s c A の 5 ' 末 端 側 が 連 結 さ れ c s c A が 正 し く揷 入 さ れ て い る こ と が 確 認

さ れ た プ ラ ス ミ ドを p I * a * z - c s c A と 命 名 し た 。

な お ェ シ エ リ ヒ ア コ リ 0 1 5 7 の ゲ ノ ム は 標 準 物 質 及 び 計 量 技 術 研 究 所



より入手することができる。

[0214] 実施例 2 で作製 したェシエリヒア ' コリ、 B : : a t o D A B A p g i

∆ g n d ∆ g n t R株 コンビテン 卜セルに作製 したプラスミ ドp I * a * z -

c s c A を形質転換 し、アンピシ リン5 O g / m L を含む L B B o t h

, M i I I e r 寒天プレー 卜で 3 7 °Cで一晩培養することにより、ェシエリ

ヒア コリp l * a * z - c s c A B ：：a t o D A B A p g i ∆ g n d ∆

g n t R株を得た。

[021 5] [ 試験例 3 ]

(ィソプロピルアルコールおよびァセ トンの製造）

ェシェリヒア コリp l * a * z _ c s c A / B ：：a t o D A B A p g i

△ g n d △ g n t R株を用いた以外は上記 [試験例 1 ] と同様に して、ィソ

プロピルアルコールおよびァセ トンの製造を行った。ただ し培地は 5 0 w t

/ w t % グルコース水溶液の代わ りに4 0 w t / w t % スクロース水溶液を

用いて行った。その結果、培養 7 2 時間目で 8 2 . O g / L のイソプロピル

アルコールと2 3 . 7 g / L のアセ トンが生成 した。1台目の トラップ水をH

P L C 分析 した結果、アセ トンが 0 . 1 4 質量 0/ 0、イソプロピルアルコール

は 0 . 5 5 質量％含有されていることが分かった。

[021 6] (イソプロピルアルコール、アセ トンの取 り出 し）

上記ィソプロピルアルコールおよびァセ トンを含む トラップ水から蒸留に

より、イソプロピルアルコール及びァセ トンを高濃度化 し取 り出 した。

具体的には最初に上記水溶液 9 L を、陽イオン交換樹脂 （オルガノ製、ァ

ンバ一 リス ト3 1 W E T ) 2 5 0 m l を充填 したカラムに流速 5 0 0 m l

h で通液 し、残存するアンモニア等を除去 した。 この処理液を常圧下蒸留 し

た。沸点 5 3 °C ~ 8 1 . 6 °Cの留分を取 り出 し、 G C 分析 した結果、ァセ 卜

ン 1 9 . 1 質量％、イソプロピルアルコール 6 0 . 5 質量％、不明成分が 0

. 5 質量％、残 りは水であった。 これを以下の実施例 3 6 〜実施例 3 9 の脱

水素反応、及び実施例 4 0 のプロピレン生産の原料として用いた。

[021 7] [ 実施例 3 6 ]



( アセ トンの製造）

< 脱水素触媒 Z n O ：Z r 0 2 ( 9 4 : 6 ) の調製>

5 0 O m I の攪拌羽付き丸底フラスコに、炭酸ナ トリウム 1 5 . 9 4 g (

0 . 5 m o I ) 及び水 1 3 0 m l を入れ溶解させた。得 られた水溶液に、

硝酸亜鉛六水和物 3 4 . 3 6 g ( 0 . m o I ) 及び酸化二硝酸ジルコ二

ゥムニ水和物 1 . 3 0 g ( 0 . 0 5 m o l ) を 1 5 0 m l の水に溶解させた

水溶液を、 1時間半かけて滴下 した。そのまま5 日間熟成させた後、ろ過 し

、よく水洗 した。得 られた白色物を 1 2 0 °Cで 2 時間、 4 0 0 °Cで 1 時間乾

燥 し、最後に6 0 0 °Cで 2 時間焼成 した。複合酸化物触媒 Z n O ：Z r 0 2 (

9 4 : 6 ) を白色の粉末として 9 . 5 0 g を得た。

[021 8] < ァセ トンの生産>

直径 1 c m、長さ4 O c mのS U S 製反応器に、前記の複合酸化物触媒 Z

n 0 ：Z r 0 2 ( 9 4 : 6 ) 1 . 0 g ( 2 O M P a で圧縮成型後、 2 5 0 ~

5 0 0 mへ分級 したもの）を充填 し、 1 O m l / m ί η の窒素気流下、 3

5 0 °Cで上記蒸留液 （アセ トン 1 9 . 1 質量 0/ 0、イソプロピルアルコール 6

0 . 5 質量％、不明成分 0 . 5 質量％、残りは水）を 1 . 5 0 g / h r の割

合で流通させた。反応器の出口を冷却 し反応液と反応ガスとを捕集 した。反

応開始 5 時間後の生成物をガスクロマ トグラフィ一で分析 した結果、表 8 に

示 したように大量の水、およびバイオ由来の不純物を含んだァセ トンとイソ

プロピルアルコールを用いた場合でも高濃度でァセ トンが生成 していた。な

お、表 8 中 「I P A 」はイソプロピルアルコールを表す （以下、同様）。

[021 9] [ 実施例 3 7 ]

反応温度を4 0 0 °C とした以外は実施例 3 6 と同様に行った。結果は表 8

に示 した。表 8 に示 したように高濃度でァセ トンが生成 していた。

[0220] [ 実施例 3 8 ]

< 脱水素触媒 Z η θ ：Z r 0 2 ( 8 8 ： ) の調製>

5 0 O m I の攪拌羽付き丸底フラスコに、炭酸ナ トリウム 1 5 . 9 4 g (

0 . 5 m o I ) 及び水 1 3 0 m l を入れ溶解させた。得 られた水溶液に、



硝酸亜鉛六水和物 3 2 . 8 6 g ( 0 . m o I ) 及び酸化二硝酸ジル コ二

ゥムニ水和物 2 . 6 6 g ( 0 . 1 0 m o I ) を 1 5 0 m I の水に溶解 させた

水溶液 を、 1 時間半かけて滴下 した。そのまま 5 日間熟成 させた後、 ろ過 し

、 よ く水洗 した。得 られた白色物 を 1 2 0 °C で 2 時間、 4 0 0 °C で 1 時間乾

燥 し、最後 に 6 0 0 °C で 2 時間焼成 した。複合酸化物触媒 Z n O ：Z r 0 2 (

8 8 ：1 2 ) を白色の粉末 と して 9 . 9 4 g を得た。

[0221 ] < ァセ トンの生産>

直径 1 c m、長さ4 0 c mの S U S 製反応器に、前記の複合酸化物触媒 Z

n O : Z r 0 2 ( 8 8 : 1 2 ) 1 . 0 g ( 2 0 M P a で圧縮成型後、 2 5 0 ~

5 0 0 mへ分級 したもの）を充填 し、 1 O m l / m ί η の窒素気流下、 3

5 0 °C で上記蒸留液 （アセ トン 1 9 . 1 質量 0
/ 0 、 イソプロピルアル コール 6

0 . 5 質量％、不明成分 0 . 5 質量％、残 りは水）を 1 . 5 0 g / h r の割

合で流通させた。反応器の出口を冷却 し反応液 と反応ガスとを捕集 した。反

応開始 5 時間後の生成物 をガスクロマ トグラフィ一で分析 した結果、表 8 に

示 したように高濃度でアセ トンが生成 していた。

[0222] [ 実施例 3 9 ]

反応温度 を4 0 0 °C と した以外は実施例 3 8 と同様 に行 った。結果は表 8

に示 した。表 8 に示 したように高濃度でァセ トンが生成 していた。

[0223] [ 表8]

[0224] [ 実施例 4 0 ]

( プロピレンの製造 )



実施例 3 5 の試験例 3 に記載の培養液より得られた蒸留液を原料とし、高

圧用フィー ドポンプ、高圧用水素マスフ口 一 、 高圧用窒素マスフ口 一 、 電気

炉、触媒充填部分を有する反応器、背圧弁を設置 した固定床反応装置を用い

、ダウンフローによる加圧液相流通反応を行つた。

内径 1 0 の3 1 3 3 6 製反応器に、反応器の出口側からまず、銅—亜

鉛触媒 （S u d C h e m ί e 社製、製品名S h i f t M a x 0 元素質

量％C u 3 2 3 5 % Z n 3 5 4 0 % A I 6 ~ 7 % ) 粉末 （2

5 0 5 0 0 へ分級 したもの）を上流側の触媒層として 1 . 0 g 充填 した

。触媒層を分離するため石英ウールを詰めた後、 —ゼ才ライ ト （触媒化成

社製、 2 OM P a で圧縮成型後、 2 5 0 ~ 5 0 0 へ分級 したもの） 1 . 0

9 を下流側の触媒層として充填 した。

[0225] 水素で2 . 5 M p a まで加圧 した後、反応器入口側より2 0 m I / 分の水

素気流下、 1 8 0 °Cで、反応器入口側より上記蒸留液 （アセ トン 1 9 . 1 質

量％、イソプロピルアルコール 6 0 . 5 質量％、不明成分 0 . 5 質量％、残

りは水）を0 . 6 0 g / H r で流通させた。 反応器出口と背圧弁の中間に

高圧窒素マスフローにより2 0 O m I / 分の窒素を導入した。背圧弁直後の

ラインに気液分離管を設置 し、採取 したガス成分、液成分をそれぞれG C分

析 して生成物を定量 した。反応結果を表 9 に示 したように大量の水、および

バイオ由来の不純物を含んだァセ トンとイソプロピルアルコールを用いた場

合でも、高転化率でプロピレンが生成することがわかった。なお、表 9 中 「

D I P E」はジイソプロピルエーテルを表す。

[0226] [表9]

2 0 1 0 年 8 月 1 2 日に出願された日本国特許出願第 2 0 0 - 8

5 0 号の開示及び 2 0 年 3 月 7 日に出願された日本国特許出願第 2 0



1 - 0 4 9 5 3 号の開示は、 その全体が参照 によ り本明細書 に取 り込 まれ

る。

本明細書 に記載 された全ての文献、特許出願、 および技術規格 は、個 々の

文献、特許出願、 および技術規格が参照 によ り取 り込 まれることが具体的か

つ個 々に記 された場合 と同程度 に、本明細書 中に援用されて取 り込 まれる。



請求の範囲

転写抑制因子 G n t R の活性が不活化 されていると共 に、 イソプロ

ピル アル コール生産系 と、該 G n t R の活性の不活化 に伴 うイソプロ

ピル アル コール生産能 を維持又は強化する酵素活性発現パ ター ンの補

助酵素群 とを備 えたイソプロピル アル コール生産大腸菌。

前記補助酵素群の酵素活性発現パ ター ンが、

( 1 ) グル コース— 6 — リン酸 ィソメラ一ゼ （P g i ) 活性、 グ

ル コース— 6 - リン酸 — 1 —デ ヒ ドロゲナ一ゼ （Z w f ) 活性及びホ

スホダル コン酸デ ヒ ドロゲナ一ゼ （G n d ) 活性 の野生型の維持、

( 2 ) グル コース _ 6 _ リン酸 イソメラ一ゼ （P g ί ) 活性 の不

活化 と、 グル コース— 6 — リン酸 — 1 —デ ヒ ドロゲナ一ゼ （Z w f )

活性 の強化、

( 3 ) グル コース _ 6 _ リン酸 イソメラ一ゼ （P g ί ) 活性 の不

活化 と、 グル コース— 6 — リン酸 — 1 —デ ヒ ドロゲナ一ゼ （Z w f )

活性 の強化 と、ホスホダル コン酸デ ヒ ドロゲナ一ゼ （G n d ) 活性 の

不活化、

か ら選択 されたものである請求項 1 記載のィソプロピル アル コール

生産大腸菌。

前記 グル コース— 6 — リン酸 — 1 —デ ヒ ドロゲナ一ゼ （Z w f ) 活

性 が、ェシエ リヒア属細菌 由来のグル コース— 6 - リン酸 — 1 —デ ヒ

ドロゲナ一ゼ （Z w f ) をコー ドする遺伝子に由来するものである請

求項 2 記載のィソプロピル アル コール生産大腸菌。

前記ィソプロピル アル コール生産系が、 ァセ 卜酢酸デカルボキシラ

—ゼ、 イソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ、 C o A 卜ランスフ

ェラ一ゼ及びチ才ラ一ゼの各酵素遺伝子によ り構築 されたものである

請求項 1 〜請求項 3 のいずれか 1 項記載のイソプロピル アル コール生

産大腸 囷。

前記ィソプロピル アル コール生産系が、前記 ァセ 卜酢酸デカルボキ



シラーゼ、 イソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ、 C o A 卜ラン

スフエラ一ゼ及びチ才ラ一ゼの各酵素遺伝子によ り構築 されたもので

あ り、かつ各酵素遺伝子が、 それぞれ独立 に、 クロス トリジゥ厶属細

菌、バチルス属細菌及びェシエ リヒア属細菌か らなる群 よ り選択 され

た少な くとも 1 種 の原核生物 に由来するものである請求項 1 〜請求項

4 のいずれか 1 項記載のィソプロピル アル コール生産大腸菌。

[ 請求項 6] 前記 ァセ 卜酢酸デカルボキシラーゼ活性が、 クロス トリジゥ厶 ァ

セ 卜プチ リカ厶由来の酵素 をコ一 ドする遺伝子に由来するものであ り

、前記ィソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ活性がクロス 卜リジ

ゥ厶 ベイジェ リンキ由来の酵素 をコ一 ドする遺伝子に由来するもの

であ り、前記 C o A トランスフェラ一ゼ活性及びチ才ラ一ゼ活性がェ

シエ リヒア コ リ由来の各酵素 をコ一 ドする遺伝子に由来するもので

ある請求項 4 又 は請求項 5 記載のィソプロピル アル コール生産大腸菌

[ 請求項7] 前記 ィソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼ及び前記 ァセ 卜酢酸

デカルボキシラーゼの少な くとも 1 つの活性が、遺伝子改変体 と して

導入された遺伝子に由来する請求項 4 に記載のィソプロピル アル コ一

ル生産大腸菌。

[ 請求項8] 前記 ィソプロピル アル コールデ ヒ ドロゲナ一ゼの遺伝子改変体が配

列番号 4 0 で表 される塩基配列であ り、前記 ァセ 卜酢酸デカルボキシ

ラーゼの遺伝子改変体が配列番号 4 3 で表 される塩基配列である請求

項 7 に記載のィソプロピル アル コール生産大腸菌。

[ 請求項 9] さ らに、 スクロース非 P T S 遺伝子群の うちスクロース加水分解酵

素遺伝子を少な くとも有する請求項 4 〜請求項 8 のいずれか 1 項記載

のイソプロピル アル コール生産大腸菌。

[ 請求項 10] 請求項 1 〜請求項 9 のいずれか 1 項記載のィソプロピル アル コール

生産大腸菌 を用いて植物 由来原料か らイソプロピル アル コール を生産

することを含むィソプロピル アル コール生産方法。



請求項 1 〜請求項 9 のいずれか 1 項記載のィソプロピル アル コール

生産大腸菌 を用いて植物 由来原料か らイソプロピル アル コール を得 る

こと、及び

得 られたイソプロピル アル コール に、触媒 と して、酸化亜鉛 と、第

4 族 の元素 を含む少な くとも 1 種 の酸化物 とを含有 し且つ共沈法で調

製 された複合酸化物 を接触 させることを含む、 アセ トン生産方法。

請求項 1 〜請求項 9 のいずれかの 1 項記載のィソプロピル アル コ一

ル生産大腸菌 を用いて植物 由来原料か ら得 られ且つアセ トンを含有す

るイソプロピル アル コール に、反応温度 5 0 ~ 3 0 0 °C の範囲で、触

媒 と して固体酸物質および C u を含む水添触媒 を接触 させることを含

む、 プロピレンの製造方法。

前記 C u を含む水添触媒が、 さ らに第 6 族、第 1 2 族、 および第 1

3 族 の うち少な くとも一つの元素 を含む触媒である請求項 1 2 に記載

のプロピレンの製造方法。

前記固体酸物質がゼ才ライ 卜である請求項 1 2 又 は請求項 1 3 に記

載のプロピレンの製造方法。
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