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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
  （ｉ）配列番号１のアミノ酸配列を含むホスファターゼ（phosphatase）の活性が不活
性化されるように変異されたエシェリキア属微生物を培地で培養する段階；及び
  （ｉｉ）前記培養による培地または前記微生物からＬ－トリプトファンを回収する段階
を含む、Ｌ－トリプトファンの製造方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はホスファターゼの活性が不活性化されるように変異された、Ｌ－トリプトファ
ン生産能を有するエシェリキア属微生物、及び前記微生物を用いてＬ－トリプトファンを
製造する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　Ｌ－トリプトファン（L-tryptophan）は、必須アミノ酸の一つで飼料添加剤、輸液剤な
どの医薬品原料及び健康食品素材などで広く使用されてきた。このような、Ｌ－トリプト
ファンは化学合成法、酵素反応法、発酵法などを介して生産されうるが、現在は微生物を
利用した直接発酵法が主に利用されている。
【０００３】
　Ｌ－トリプトファン生産菌株の開発方向は初期では突然変異の選別として行ったり（特
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許文献１）、遺伝工学の発達と共に生合成経路酵素のトリプトファンフィードバック阻害
を克服する方法、またはトリプトファン生合成酵素の発現強化のように代謝過程の酵素合
成強化を通じてトリプトファン生産菌株の開発が進行された。しかし、まだ産業上に利用
しようとする高効率の生産量を有するトリプトファン生産菌株の開発の必要性が要求され
ている。
【０００４】
　一方、微生物によるトリプトファン生合成において最終段階の反応に参与するトリプト
ファンシンターゼ（tryptophan synthase, EC 4.2.1.20）は、ＰＬＰ（Pyridoxal Phosph
ate）を補酵素として使用すると知られている。また、トリプトファンシンターゼ反応に
基質として使用されるセリンの場合も、ｓｅｒＣによりコードされるホスホヒドロキシト
レオニンアミノトランスフェラーゼ（phosphohydroxythreonine aminotransferase, EC 2
.6.1.52）がＰＬＰを補酵素として使用していて、トリプトファン生合成においてＰＬＰ
は、重要な補酵素とすることができる。
【０００５】
　したがって、ＰＬＰの適切な濃度維持は当該当酵素の効率的反応及び目的産物の生合成
反応に重要な役割をすると期待できる。しかし、前記補酵素はトリプトファン生産の他に
も多様な反応に関与するため、適合にＰＬＰを維持させる方法はまだなかった。また、Ｐ
ＬＰを適切にトリプトファン生産の微生物内で維持するとしてもＬ－トリプトファンの生
産能が増加されるかどうかは不明である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】韓国特許登録第１９８７‐０００１８１３号
【特許文献２】韓国特許登録第１０‐０７９２０９５号
【特許文献３】韓国特許公開第１０‐２０１３‐００８２１２１号
【特許文献４】韓国特許公開第１０‐２００９‐００７５５４９号
【特許文献５】韓国特許登録第１０‐１２６１１４７号
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】J. Gen. Appl. Microbiol., (2005) V51, pp 93-103
【非特許文献２】J. Bacteriol. (2013) V195,pp 4804-4815)
【非特許文献３】Proc Natl Acad Sci USA, (2000) V97, pp6640-6645
【非特許文献４】Gene, (2000) V247, pp255-264
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明者らはＬ－トリプトファンを高効率で生産するための方法を開発するために鋭意
努力した結果、補酵素であるＰＬＰの分解を防ぎ、細胞内ＰＬＰの濃度を適切に維持して
、トリプトファン生産能を増加させるため、その機能がまだ明確でないｙｉｇＬ遺伝子に
よりコードされる配列番号１のアミノ酸で記載されたタンパク質の活性を不活性化させた
結果、トリプトファン生成能が向上されたことを確認して、本発明を完成した。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明の一つの目的は、Ｌ－トリプトファン生産能を有するエシェリキア属微生物を提
供することにある。
【００１０】
　本発明のもう一つの目的は、前記Ｌ－トリプトファン生産能を有する微生物を用いてＬ
－トリプトファンを製造する方法を提供することにある。
【発明の効果】
【００１１】
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　本発明は、配列番号１のアミノ酸配列を有するホスファターゼの活性が不活性化される
ように変異された、Ｌ－トリプトファン生産能を有するエシェリキア属微生物を提供し、
これを利用してＬ－トリプトファンをより効率的かつ経済的に高数率と製造しうるという
効果を示す。これにより製造されたＬ－トリプトファンは動物飼料または飼料添加剤だけ
でなく、ヒトの食品または食品添加剤、医薬品など多様な製品に応用されうる。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　前記目的を達成するための本発明の一つの様態として、配列番号１のアミノ酸配列を含
むホスファターゼ（phosphatase）の活性が不活性化されるように変異された、Ｌ－トリ
プトファン生産能を有するエシェリキア属（Escherichia）微生物を提供する。例えば、
前記Ｌ－トリプトファン生産能を有するエシェリキア属微生物は、ホスファターゼの活性
が不活性化されるように変異されないＬ－トリプトファン生産能を有するエシェリキア属
微生物に比べてトリプトファン生産能が増加された微生物であってもよい。
【００１３】
　本発明において用語、「Ｌ－トリプトファン（L-tryptophan）」は、α‐アミノ酸の一
つであって、体内で合成されない必須アミノ酸であり、化学式がＣ１１Ｈ１２Ｎ２Ｏ２で
ある芳香族Ｌ－アミノ酸をいう。微生物におけるＬ－トリプトファンの生産能を増加させ
るため、既存にはトリプトファン生産経路上の生合成酵素の発現を強化させたり、側枝経
路を遮断させる方法などが利用されてきた。
【００１４】
　本発明において用語、「ホスファターゼ（phosphatase）」は、基質からリン酸基を除
去する反応を触媒するタンパク質であってもよい。本発明での「配列番号１のアミノ酸配
列を有するホスファターゼ」は、遺伝子ｙｉｇＬによりコードされるタンパク質としてＰ
ＬＰを基質とし、ピリドキサル及びリン酸に分解する反応を触媒するものと推定される。
前記ｙｉｇＬによりコードされるタンパク質の場合、ＮＣＢＩ（http://www.ncbi.nlm.ni
h.gov）ＤＢではＰＬＰホスファターゼ（pyridoxal phosphate phsphatase）と命名され
ており（NCBI gene ID: 12930615）、ＥｃｏＣｙｃ　ＤＢ（http://www.ecocyc.org）上
では糖リン酸ホスファターゼ（phosphosugar phosphatase）と命名されていて、どちらが
より主要な機能なのかは明らかにされていない。最近の研究によると、ｙｉｇＬの発現が
熱ショックにより誘導されると報告されており（非特許文献１）、ｓＲＮＡの一種である
ｓｇｒＳによりｙｉｇＬの翻訳（translation）が活性化されて細胞内糖リン酸（phospho
sugar）を分解するという研究結果もあるが（非特許文献２）、まだ明確な機能が明らか
にされたことはない。
【００１５】
　ここで、前記酵素は配列番号１に記載のアミノ酸配列だけでなく、前記配列と７０％以
上、具体的には８０％以上、より具体的には９０％以上、さらに具体的には９５％以上、
もっと具体的には９８％以上、もっとも具体的には９９％以上の相同性を示すアミノ酸配
列として実質的に前記酵素と同一または相応する効能を現す酵素であれば、制限なく含む
ことができる。また、このような相同性を有しながら各酵素に相応する効能を現すアミノ
酸配列であれば、一部配列が欠失、変形、置換または付加されたアミノ酸配列を有する酵
素変異体も、本発明の範囲内に含まれるのは自明である。
【００１６】
　前記アミノ酸配列番号１に記載のホスファターゼをコードする遺伝子は、前記酵素をコ
ードすることができる配列であれば、制限なく含まれることができ、ｙｉｇＬ遺伝子と表
すことができる。具体的に、前記酵素をコードする遺伝子は配列番号２に記載の塩基配列
だけでなく、前記配列と８０％以上、具体的には９０％以上、より具体的には９５％以上
、さらに具体的には９８％以上、もっと具体的には９９％以上の相同性を示す塩基配列と
して実質的に前記酵素と同一または相応する効能を現す酵素をコードする遺伝子配列であ
れば、制限なく含むことができる。また、このような相同性を有する塩基配列であれば、
一部配列が欠失、変形、置換または付加された塩基配列も本発明の範囲内に含まれるのは
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自明である。
【００１７】
　本発明において用語、「相同性」は、二つのポリヌクレオチドまたはポリペプチド部分
（moiety）間の同一性のパーセントをいう。一つの部分からもう一つの部分までの配列間
の相同性は知られている当該技術により決定されうる。例えば、相同性は配列情報を整列
して容易に入手可能なコンピュータプログラムを利用して、二つのポリヌクレオチド分子
または二つのポリペプチド分子間の配列情報、例えば、スコア（score）、同一性（ident
ity）及び類似度（similarity）などのパラメータ（parameter）を直接整列して決定され
うる（例： BLAST 2.0）。また、ポリヌクレオチド間相同性は、相同領域間の安定した二
本鎖を構成する条件下でポリヌクレオチドの混成化した後、一本鎖特異的ヌクレアーゼで
分解させ、分解された断片のサイズを決定することにより、決定することができる。
【００１８】
　本発明において用語、「内在的活性」は、微生物が天然の状態または該当酵素の変形前
に有していた酵素の活性状態を意味する。
【００１９】
　前記「活性が不活性化されるように変異された」は、酵素をコードする遺伝子の発現が
天然型菌株または変形前の菌株に比べて全く発現されない場合及び/または発現されても
その活性がないか、減少されたことを意味する。
【００２０】
　このように活性が内在的活性に比べて不活性化されたことは、本来微生物が天然の状態
または変形前の状態で有していた酵素の活性と比較する時、その活性がないか、減少され
たことを意味する。前記減少は、前記酵素をコードする遺伝子の変異などにより酵素自体
の活性が本来微生物が有していた酵素の活性に比べて低い場合と、これをコードする遺伝
子の発現阻害または翻訳（translation）阻害などによい細胞内で全体的な酵素活性程度
が天然型菌株または変形前の菌株に比べて低い場合、それらの組み合わせも含む概念であ
る。
【００２１】
　このような酵素活性が不活性化されるように変異させる方法は、当該分野によく知られ
ている多様な方法の適用により達成されうる。前記方法の例として、前記酵素の活性が除
去された場合を含み、前記酵素の活性が減少されるように突然変異された遺伝子で、染色
体上の前記酵素をコードする遺伝子を代替する方法；酵素をコードする遺伝子の一部また
は全体を欠失する方法；前記酵素をコードする遺伝子の発現調節配列を活性が弱いか、ま
たはない配列に交替する方法；前記酵素をコードする染色体上の遺伝子の発現調節配列に
変異を導入する方法；前記酵素をコードする染色体上の遺伝子の全体または一部を欠失さ
せる方法；前記染色体上の遺伝子の転写体に相補的に結合して前記ｍＲＮＡから酵素への
翻訳を阻害するアンチセンスオリゴヌクレオチド（例えば、アンチセンスＲＮＡ）を導入
する方法；前記酵素をコードする遺伝子のＳＤ配列の上流にＳＤ配列と相補的な配列を人
為的に付加して２次構造物を形成させリボソーム（ribosome）の付着が不可能にする方法
及び該当配列のＯＲＦ（open reading frame）の３’末端にプロモーターを付加して逆転
写させるＲＴＥ（Reverse transcription engineering）方法などがあり、これらの組み
合わせによっても達成できるが、前記例により特別に制限されるものではない。
【００２２】
　具体的に、酵素をコードする遺伝子の一部または全体を欠失する方法は、細菌内染色体
挿入用ベクターを介して染色体内の内在的目的タンパク的を暗号化するポリヌクレオチド
を一部核酸配列が欠失されたポリヌクレオチドまたはマーカー遺伝子に交替することによ
り実行されうる。このような遺伝子の一部または全体を欠失する方法の一例として、相同
組換えにより遺伝子を欠失させる方法を使用してもよい。
【００２３】
　前記において「一部」とは、ポリヌクレオチドの種類に応じて相異するが、具体的には
１～３００個、具体的には１～１００個、より具体的には１～５０個であってもよいが、
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特にこれに制限されるものではない。
【００２４】
　前記において「相同組換え（homologous recombination）」とは、互いに相同性を有す
る遺伝子鎖の座位で連結交換を介して起こる遺伝子組換えを意味する。
【００２５】
　具体的に、発現調節配列を変形する方法は、前記発現調節配列の核酸配列に欠失、挿入
、非保存的または保存的置換またはこれらの組み合わせで発現調節配列上の変異を誘導し
て行うか、より弱いプロモーターに交替するなどの方法により実行することができる。前
記発現調節配列には、プロモーター、オペレーター配列、リボゾーム結合部位をコードす
る配列、及び転写と解読の終結を調節する配列を含む。
【００２６】
　また、染色体上の遺伝子配列を変形する方法は、前記酵素の活性がさらに減少されるよ
うに遺伝子配列を欠失、挿入、非保存的または保存的置換またはこれらの組み合わせで配
列上の変異を誘導して実行したり、さらに弱い活性を有するように改良された遺伝子配列
または活性がないように改良された遺伝子配列に交替することにより実行することができ
る。
【００２７】
　本発明の具体的な実施例によると、配列番号１のアミノ酸配列を有するホスファターゼ
の内在的活性を不活性させるため、当該ホスファターゼをコードする遺伝子であるｙｉｇ
Ｌを欠失させたトリプトファン生産能を有する多様な大腸菌が、ｙｉｇＬを欠失させない
親菌株に比べてＬ－トリプトファンの生産能が増加することを確認して、内在的ホスファ
ターゼの活性を不活性化させた変異されたＬ－トリプトファン生産能を有するエシェリキ
ア属微生物が、Ｌ－トリプトファンを効率的に生産することを確認した。
【００２８】
　本発明で前記Ｌ－トリプトファン生産能を有する微生物は、前記培地中の炭素源からＬ
－トリプトファンを生産することができる微生物をいう。また、前記Ｌ－トリプトファン
を生産する微生物は組換え微生物であってもよい。具体的に、Ｌ－トリプトファンを生産
することができれば、その種類が特に制限されないが、エンテロバクター（Enterbacter
）属、エシェリキア（Escherichia）属、エルウィニア（Erwinia）属、セラチア（Serrat
ia）属、プロビデンシア（Providencia）属、コリネバクテリウム（Corynebacterium）属
、及びブレビバクテリウム（Brevibacterium）属に属する微生物であってもよく、具体的
にはエシェリキア（Escherichia）属に属する微生物であってもよい。
【００２９】
　より具体的にはエシェリキア属（Escherichia）微生物は具体的に大腸菌（Escherichia
 coli）であってもよいが、ホスファターゼ活性が不活性化されてＬ－トリプトファン生
産能が増加されうるエシェリキア属に属する微生物は制限なく含まれてもよい。
【００３０】
　具体的に本発明における前記ホスファターゼの活性の不活性化によりＬ－トリプトファ
ン生産能を有するエシェリキア属微生物の親菌株はトリプトファン生産能を有する微生物
であれば、特に制限されない。トリプトファン生産能を有する微生物は、その例として、
トリプトファン生合成経路を強化するために、競争経路の遺伝子、トリプトファンオペロ
ンの方向性経路の調節因子、トリプトファン流入遺伝子、トリプトファン流入及び分解遺
伝子の活性を弱化または不活性化させたり、及び/またはトリプトファンオペロンの活性
を過発現させた微生物であってもよい。前記活性の弱化または不活性化する方法は、前記
で説明したとおりであり、公知の方法は制限なく含まれうる。また、トリプトファンオペ
ロン活性の過発現は公知の方法は制限なく含まれるが、その例としてオペロン遺伝子の塩
基配列一部または全部のそれ自体または外部から導入された発現調節部位を含むポリヌク
レオチドをさらに染色体に挿入する方法、ベクターシステムに導入する方法によってコピ
ー数を増加させる方法、遺伝子の発現を調節する発現調節部位を他の調節配列に置換、発
現調節部位の塩基配列全体または一部突然変異が誘発された変形、遺伝子自体の変異導入
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によるオペロン活性強化などによる方法などを含むことができるが、それに限定されるも
のではない。具体的には、ｐｈｅＡ、ｔｒｐＲ、ｍｔｒ及び/またはｔｎａＡＢ遺伝子の
全体または一部が欠失、及び/またはトリプトファンオペロンが過発現された大腸菌であ
ってもよい。
【００３１】
　本発明におけるｐｈｅＡ、ｔｒｐＲ、ｍｔｒ、ｔｎａＡＢ遺伝子及びトリプトファンオ
ペロン及びこれらがコードするタンパク質配列を始めに、本発明で使用される遺伝子及び
タンパク質配列は、公知のデータベースから得ることができ、その例としてＮＣＢＩのＧ
ｅｎＢａｎｋなどから得ることができるが、これに制限されない。また、ｐｈｅＡ、ｔｒ
ｐＲ、ｍｔｒ及びｔｎａＡＢ遺伝子などに対する具体的な内容は特許文献２、特許文献３
に記載された内容を参考することができ、前記特許の明細書全体は本発明の参考資料とし
て含まれることができる。
【００３２】
　本発明の具体的な実施例に照らして、多様な親菌株で前記ホスファターゼの活性を不活
性化させた結果、トリプトファン生産能を有しているエシェリキア属微生物であれば、親
菌株の種類に関係なく前記ホスファターゼ活性を不活性化させる場合はＬ－トリプトファ
ンの生産能が有意に向上されることを確認した。
【００３３】
　本発明のもう一つの様態として、本発明の配列番号１のアミノ酸配列を含むホスファタ
ーゼの活性が不活性化されるように変異された、Ｌ－トリプトファン生産能を有するエシ
ェリキア属微生物を培地で培養する段階；及び前記培養による培地または前記微生物から
Ｌ－トリプトファンを回収する段階を含む、Ｌ－トリプトファンの製造方法を提供する。
【００３４】
　本発明の微生物の培養に使用される培地及びその他の培養条件は、通常のエシェリキア
属微生物の培養に使用される培地であれば、特に制限なくいずれも使用してもよいが、具
体的には、本発明の微生物を適当な炭素源、窒素源、リン源、無機化合物、アミノ酸及び
/またはビタミンなどを含有した通常の培地内における好気性条件下で温度、ｐＨなどを
調節しながら培養してもよい。
【００３５】
　本発明における前記炭素源としては、グルコース、フルクトース、スクロース、マルト
ース、マンニトール、ソルビトールなどのような炭水化物；糖アルコール、グリセロール
、ピルビン酸、乳酸、クエン酸などのようなアルコール；有機酸、グルタミン酸、メチオ
ニン、リジンなどのようなアミノ酸などが含まれてもよい。また、デンプン加水分解物、
糖蜜、ブラックストラップ糖蜜、米糠、キャッサバ、バガス及びトウモロコシ浸漬液など
の天然の有機栄養源を使用してもよく、具体的には、グルコース及び殺菌された前処理糖
蜜(すなわち、還元糖に転換された糖蜜)などの炭水化物を使用してもよく、その他の滴定
量の炭素源を制限なく多様に利用してもよい。これらの炭素源は、単独または２種以上を
組み合わせて使用してもよいが、これに限定されるものではない。
【００３６】
　前記窒素源としては、アンモニア、硫酸アンモニウム 、塩化アンモニウム、酢酸アン
モニウム、リン酸アンモニウム、炭酸アンモニウム、硝酸アンモニウムなどの無機窒素源
；グルタミン酸、メチオニン、グルタミンなどのアミノ酸；ペプトン、ＮＺ-アミン、肉
類抽出物、酵母抽出物、麦芽抽出物、トウモロコシ浸漬液、カゼイン加水分解物、魚類ま
たはその分解生成物、脱脂大豆ケーキまたはその分解生成物などの有機窒素源を使用して
もよい。これらの窒素源は、単独または２種以上を組み合わせて使用してもよいが、これ
に限定されるものではない。
【００３７】
　前記リン源には、リン酸第一カリウム、リン酸第二カリウム、またはこれに対応するナ
トリウム含有塩などが含まれてもよい。無機化合物としては、塩化ナトリウム、塩化カル
シウム、塩化鉄、硫酸マグネシウム、硫酸鉄、硫酸マンガン、炭酸カルシウムなどが使用
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されてもよく、その他にアミノ酸、ビタミン及び/または適切な前駆体などが含まれても
よい。これらの培地または前駆体は培養物に回分式または連続式で添加することができる
。
【００３８】
　本発明において、微生物の培養中に水酸化アンモニウム、水酸化カリウム、アンモニア
、リン酸、硫酸などの化合物を培養物に適切な方法で添加し、培養物のｐＨを調整しても
よい。また、培養中には、脂肪酸ポリグリコールエステルなどの消泡剤を使用して気泡の
生成を抑制することができる。また、培養物の好気状態を維持するため、培養物内に酸素
または酸素含有気体を注入したり、嫌気及び微好気状態を維持するため、気体の注入なし
に、あるいは窒素、水素または二酸化炭素ガスを注入してもよい。
【００３９】
　培養物の温度は、具体的には２７℃～４０℃、より具体的には３０℃～３７℃であって
もよいが、これに限定されない。培養期間は、有用物質の所望の生成量が得られるまで継
続されてもよく、具体的には１０時間～１００時間であってもよいが、これに限定されな
い 。
【００４０】
　前記Ｌ－トリプトファンを回収する段階は、本発明の微生物の培養方法、例えば、回分
式、連続式または流加式培養方法などにより、当該技術分野において公知となった適切な
方法を用いて培養液から目的とするＬ－トリプトファンを回収することができる。
【００４１】
 前記回収段階は、精製工程を含むことができる。前記精製工程は当該技術分野で公知と
なった適合した方法を利用して、回収されたＬ－トリプトファンを精製することができる
。
【００４２】
　（実施例）
　以下、実施例を挙げて本発明をより詳しく説明する。これらの実施例は、単に本発明を
例示するためのもので、本発明の範囲がこれら実施例により限定されると解釈されてはな
らない。
【００４３】
　実施例１：ホスファターゼ（phosphatase）が欠損された野生型菌株の製作
　本実施例ではトリプトファン生産能を有する菌株でホスファターゼ活性が不活性化され
た菌株を製作しようとした。
【００４４】
　代表的なエシェリキア属微生物である大腸菌野生型菌株のＷ３１１０菌株に、トリプト
ファン生産能を強化させるためにコリスミ酸ムターゼ（chorismate mutase）/プレフェン
酸脱水酵素（prephenate dehydratase、CM-PDT）をコードするｐｈｅＡ遺伝子（NCBI gen
e ID: 12934467）とトリプトファン分解酵素（Tryptophanase）をコードするｔｎａＡ遺
伝子（NCBI gene ID: 12933600）、トリプトファンインポーター（importer）をコードす
るｔｎａＢ遺伝子（NCBI gene ID: 12933602）のオペロン形態であるｔｎａＡＢ遺伝子が
欠失されたＷ３１１０ ｔｒｐΔ２菌株（特許文献３）から、ホスファターゼ（phosphota
se）をコードするものと推定されるｙｉｇＬ遺伝子を相同組換えにより欠失させた。
【００４５】
　具体的に、配列番号２の塩基配列を有する遺伝子ｙｉｇＬの欠失のために、 Ｄａｔｓ
ｅｎｋｏ ＫＡなどが開発したラムダレッド組換え酵素（lambda Red recombinase）を用
いた、１－段階不活性化（one step inactivation）方法を使用した（非特許文献３）。
遺伝子内部への挿入を確認するためのマーカーとして、ｐＵＣ１９（New England Biolab
s (USA)）にｒｍｆプロモーターをライゲーションさせて、ｐＡＣＹＣ１８４（New Engla
nd Biolab）から収得された突然変異ｌｏｘＰ－ＣｍＲ－ｌｏｘＰカセットをライゲーシ
ョンさせて収得されたｐＵＣｐｒｍｆｍｌｏｘＰのクロラムフェニコール遺伝子を使用し
た（特許文献４）。
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【００４６】
　まず、ｙｉｇＬ遺伝子の一部とｐＵＣｐｒｍｆｍｌｏｘＰ遺伝子のクロラムフェニコー
ル（chloramphenicol）耐性遺伝子の一部塩基配列を有する配列番号３及び４のプライマ
ー組み合わせを用いてｐＵＣｐｒｍｆｍｌｏｘＰを鋳型とし、９４℃で３０秒間変性、５
５℃で３０秒間アニーリング、７２℃で１分間伸長させたものからなるサイクルを３０回
繰り返す一次ポリメラーゼ連鎖反応（以下、「ＰＣＲ」）により約１．２ｋｂのＰＣＲ産
物ΔｙｉｇＬ１ｓｔを収得した。その後、ＰＣＲを介して収得された１．２ｋｂのＰＣＲ
産物ΔｙｉｇＬ１ｓｔを０．８％アガロースゲルでの電気泳動後に溶離して２次ＰＣＲの
鋳型として使用した。２次ＰＣＲは１次ＰＣＲから収得されたＰＣＲ産物の５’及び３’
領域の２０ｂｐの塩基配列を含む配列番号５及び６のプライマー組み合わせを用いて溶離
された１次ＰＣＲ産物を鋳型とし、９４℃で３０秒間変性、５５℃で３０秒間アニーリン
グ、７２℃で１分間伸長させるものからなるサイクルを３０回繰り返すことにより行い、
約１．３ｋｂのＰＣＲ産物ΔｙｉｇＬを収得した。収得されたＰＣＲ産物を０．８％アガ
ロースゲルでの電気泳動後、溶離して組換えに使用した。
【００４７】
　Ｄａｔｓｅｎｋｏ ＫＡなどが開発した１－段階不活性化方法（非特許文献３）により
ｐＫＤ４６ベクターで形質転換された大腸菌Ｗ３１１０ｔｒｐΔ２をコンピテント（comp
etent）の状態に製造した後、１次及び２次ＰＣＲを介して収得された１．３ｋｂの断片
ΔｙｉｇＬを導入して形質転換させた。以後、クロラムフェニコールを含むＬＢ培地で培
養してクロラムフェニコール耐性を有する１次形質転換体を選別した。
【００４８】
　前記で収得されたクロラムフェニコール耐性を有する１次組換え菌株からｐＫＤ４６を
除去した後、ｐＪＷ１６８ベクター（非特許文献４）を導入してクロラムフェニコールマ
ーカー遺伝子を菌体から除去した（非特許文献４）。最終的に収得された菌体から配列番
号７と８のプライマーを用いたＰＣＲを介して収得された約０．６ｋｂＰＣＲ産物により
ｙｉｇＬ遺伝子が欠失されたことを確認して、Ｗ３１１０　ｔｒｐΔ２ｙｉｇＬと命名し
た。
【００４９】
　本実施例で使用したプライマー配列は下記表１に示した。
【００５０】
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【表１】

【００５１】
　実施例２：ホスファターゼが不活性化されたトリプトファン生産菌株の製作
　本実施例ではトリプトファンを生産するもう一つの代表的な大腸菌であるＫＣＣＭ１１
１６６Ｐ（特許文献５）を親菌株とし、ホスファターゼをコードするものと推定されるｙ
ｉｇＬ遺伝子を前記実施例１記述した方法と同様に相同組換えにより欠失させた。
【００５２】
　最終的に収得された菌体から配列番号７と８のプライマーを用いたＰＣＲを介して収得
された約０．６ｋｂＰＣＲ産物によりｙｉｇＬ遺伝子が欠失されたことを確認し、ＣＡ０
４－２８０３と命名した。
【００５３】
　実施例３：ｙｉｇＬ遺伝子が欠失された野生型菌株のトリプトファン生成能の評価
　前記実施例１で製造したＷ３１１０ ｔｒｐΔ２ ｙｉｇＬと親菌株であるＷ３１１０ 
ｔｒｐΔ２のトリプトファン生成能を比較するためにそれぞれの菌株にｐＣＬ－Ｄｔｒｐ
_ａｔｔ－ｔｒｐＥＤＣＢＡとｐＢＡＣ－Ｄｔｒｐ_ａｔｔ－ｔｒｐＤＣＢＡを形質転換方
法により導入した。導入されたベクターはトリプトファンオペロン調節部位の調節機序が
解除され、トリプトファンを過量生産することができるようにトリプトファンオペロン発
現が強化されたベクターである（特許文献３）。ベクターが導入された菌株は下記表２の
組成のとおりに製造されたトリプトファン評価培地で培養してＬ－トリプトファン生産能
を比較した。
【００５４】
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【表２】

【００５５】
　３７℃培養器（incubator）でＬＢ固体培地上に一晩培養した菌株をそれぞれ前記表２
の２５ｍｌ評価培地に一白金耳ずつ接種した後、これを３７℃、２００ｒｐｍの培養器で
４８時間培養してトリプトファン濃度を比較した（表３）。
【００５６】
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【表３】

【００５７】
　前記のような結果は、遺伝子ｙｉｇＬによりコードされるホスファターゼの活性が不活
性化された菌株のトリプトファン生成能が前記ホスファターゼの活性が不活性化されない
菌株に比べて６０％増加したもので、ｙｉｇＬによりコードされるホスファターゼの不活
性化によりトリプトファン生成能が向上されうることを確認した。これはｙｉｇＬにより
コードされるホスファターゼの不活性によりトリプトファン生合成に重要な補酵素の役割
をするＰＬＰの濃度が高くなってトリプトファン生合成が増加された結果と解釈されうる
。
【００５８】
　実施例４：ｙｉｇＬ遺伝子が欠失された菌株のトリプトファン生成能評価
　前記実施例２で製造したｙｉｇＬ欠損株（ＣＡ０４-２８０３）と親菌株であるＫＣＣ
Ｍ１１１６６Ｐとのトリプトファン力価を測定するために、下記表４の組成のとおりに製
造されたトリプトファン力価培地で培養してＬ－トリプトファン生産効率の向上を確認し
た。
【００５９】
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【表４】

【００６０】
　３７℃培養器（incubator）でＬＢ固体培地上に一晩培養した大腸菌ＫＣＣＭ１１１６
６Ｐ及びＣＡ０４－２８０３をそれぞれ前記表４の２５ｍｌ力価培地に一白金耳ずつ接種
した後、これを３７℃、２００ｒｐｍの培養器で４８時間培養して糖消耗の速度及びトリ
プトファン濃度を比較した。
【００６１】
　その結果、下記表５に記載されたように、対照群であるＫＣＣＭ１１１６６Ｐに比べて
遺伝子ｙｉｇＬによりコードされるホスファターゼの活性が不活性化された菌株であるＣ
Ａ０４－２８０３のトリプトファン濃度が約３０％増加する結果を示した。
【００６２】

【表５】

【００６３】
　本発明者らはＫＣＣＭ１１１６６Ｐ菌株を基盤とする、ホスファターゼをコードするｙ
ｉｇＬが欠損された不活性化された菌株でトリプトファン生産能力が増加されたことを確
認し、前記菌株を「ＣＡ０４－２８０３」または「ＣＡ０４－２８０３（ＫＣＣＭ１１１
６６Ｐ_ΔｙｉｇＬ）」と命名した後、ブダペスト条約の下、国際寄託機関である韓国微
生物保存センター（ＫＣＣＭ）に２０１４年１２月５日に寄託し、受託番号ＫＣＣＭ１１
６３５Ｐを与えられた。
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　前記のような結果は、本発明のトリプトファン生産エシェリキア属微生物におけるホス
ファターゼの活性を不活性化させた菌株が、前記酵素を不活性化させない菌株よりＬ－ト
リプトファン生産能が増加されたことを示唆する。また、このようにトリプトファン生成
量が増加した結果は、ｙｉｇＬによりコードされるホスファターゼの不活性化によるもの
であって、前記遺伝子によりコードされるホスファターゼの予想機能中の一つと推定され
るＰＬＰホスファターゼとしての機能が不活性化されたことによると推論され、これは細
胞内の高まったＰＬＰ濃度による可能性が高い。
【００６５】
　以上の説明から、本発明が属する技術分野の当業者は本発明がその技術的思想や必須の
特徴を変更せず、他の具体的な形で実施されることができることを理解できるだろう。こ
れに関連し、以上で記述した実施例は、すべての面で例示的なものであり、限定的なもの
ではないと理解するべきである。本発明の範囲は、前記の詳細な説明ではなく、後述する
特許請求の範囲の意味及び範囲、そしてその等価概念から導出されるすべての変更または
変形された形態が本発明の範囲に含まれるものと解釈されるべきである。
【受託番号】
【００６６】
　　寄託機関名： 韓国微生物保存センター（国外）
　　受託番号：ＫＣＣＭ１１６３５Ｐ
　　受託日付：２０１４年１２月０５日
【配列表】
0006596105000001.app
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