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【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第１部門第１区分
【発行日】平成27年4月2日(2015.4.2)

【公表番号】特表2014-506466(P2014-506466A)
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【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ   1/19     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/15     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)
   Ｃ１２Ｐ   7/52     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ    1/19     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    1/15     ＺＮＡ　
   Ｃ１２Ｎ    1/21     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    5/00     １０１　
   Ｃ１２Ｐ    7/52     　　　　
   Ｃ１２Ｎ   15/00     　　　Ａ

【手続補正書】
【提出日】平成27年2月10日(2015.2.10)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　野生型対照と比較して、増加したイソ酪酸の生合成を示すために改変された組み換え微
生物細胞であって、前記細胞がイソブチルアルデヒドのイソブチレートへの変換を触媒す
るポリペプチドをコードする少なくとも１つの異種ＤＮＡ分子を含む、細胞。
【請求項２】
　前記細胞が、サッカロミセス科（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ）のメンバー
（例えば、サッカロミセス セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉ
ａｅ））などの真菌細胞；又は前記細胞が、プロトバクテリア門（ｐｈｙｌｕｍ Ｐｒｏ
ｔｏｂａｃｔｅｒｉａ）のメンバー、腸内細菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａ
ｅ）のメンバー（例えば、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ））、シュードモ
ナス科（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｃｅａｅ）のメンバー（例えば、シュードモナス プチダ
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｕｔｉｄａ））、ファーミキューテス門（ｐｈｙｌｕｍ Ｆ
ｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）のメンバー、バチルス科（Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）のメンバー（
例えば、バチルス ズブチリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ））、若しくはスト
レプトコッカス科（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）のメンバー（例えば、ラクトコ
ッカス ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｌａｃｔｉｓ））などの細菌細胞である、
請求項１に記載の組み換え微生物細胞。
【請求項３】
　前記イソブチルアルデヒドのイソブチレートへの変換を触媒するポリペプチドが、アル
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デヒドデヒドロゲナーゼを含み；任意によりここで、前記アルデヒドデヒドロゲナーゼが
、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）フェニルアセトアルデヒドデヒドロゲナーゼ（ＰａｄＡ）を含
み；又は任意によりここで、前記アルデヒドデヒドロゲナーゼが、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ
）アセトアルデヒドデヒドロゲナーゼ（ＡｌｄＢ）、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）３‐ヒドロ
キシプロピオンアルデヒドデヒドロゲナーゼ（ＡｌｄＨ）、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）コハ
ク酸セミアルデヒドデヒロドゲナーゼ（ＧａｂＤ）、若しくは大腸菌（Ｅ．ｃｏｉｌ）γ
‐アミノブチルアルデヒドデヒドロゲナーゼ（ＹｄｃＷ）を含み；又は任意によりここで
、前記アルデヒドデヒドロゲナーゼが、Ｂ．アンビファリア（Ｂ．ａｍｂｉｆａｒｉａ）
α‐ケトグルタル酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ（ＫＤＨba）を含み；又は任意によ
りここで、前記アルデヒドデヒドロゲナーゼが、Ｐ．プチダ（ｐｕｔｉｄａ）α‐ケトグ
ルタル酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ（ＫＤＨpp）を含む、請求項２に記載の組み換
え微生物細胞。
【請求項４】
　前記細胞が、イソブチルアルデヒドのイソブタノールへの変換を触媒するポリペプチド
の遺伝子的に改変されたバージョンをさらに含み、ここで前記遺伝子的に改変されたバー
ジョンのポリペプチドが、野生型ポリペプチドと比較して、触媒活性の低下を示し；任意
によりここで、前記遺伝子的に改変されたポリペプチドが、アルコールデヒドロゲナーゼ
、例えば、遺伝子的に改変されたａｄｈＥ若しくは遺伝子的に改変されたａｄｈＰによっ
てコードされるポリペプチドを含むものなどを含み；又は任意によりここで、前記遺伝子
的に改変されたポリペプチドが、エタノールアミン利用タンパク質、例えば、遺伝子的に
改変されたｅｕｔＧによってコードされるポリペプチドを含むものなどを含み；又は任意
によりここで、前記遺伝子的に改変されたポリペプチドが、遺伝子的に改変されたｙｉａ
Ｙ、遺伝子的に改変されたｙｑｈＤ、若しくは遺伝子的に改変されたｙｉｇＢによってコ
ードされるポリペプチドを含む、請求項１～３のいずれか１項に記載の組み換え微生物細
胞。
【請求項５】
　前記触媒活性の低下が、野生型と比較して、少なくとも５０％低下を含む、請求項４に
記載の組み換え微生物細胞。
【請求項６】
　前記細胞が、ピルビン酸の、乳酸塩、ギ酸塩、及び酢酸塩の任意の１つ以上への変換を
触媒するポリペプチドの遺伝子的に改変されたバージョンをさらに含み、ここで前記遺伝
子的に改変されたバージョンのポリペプチドが、野生型のポリペプチドと比較して、触媒
活性の低下を示し、任意によりここで、遺伝子的に改変されたポリペプチドが、乳酸デヒ
ドロゲナーゼ、例えば、遺伝子的に改変されたｌｄｈＡによってコードされるポリペプチ
ドを含むものなどを含み；又は任意によりここで、前記遺伝子的に改変されたポリペプチ
ドが、ピルビン酸ギ酸リアーゼＩ、例えば、遺伝子的に改変されたｐｆｌＢによってコー
ドされるポリペプチドを含むものなどを含み；又は任意によりここで、前記遺伝子的に改
変されたポリペプチドが、ピルビン酸オキシダーゼ、例えば、遺伝子的に改変されたｐｏ
ｘＢによってコードされるポリペプチドを含むものなどを含む、請求項１～５のいずれか
１項に記載の組み換え微生物細胞。
【請求項７】
　前記細胞が、アセチル‐ＣｏＡのエタノール又はアセチル‐Ｐへの変換を触媒するポリ
ペプチドの遺伝子的に改変されたバージョンをさらに含み、ここで前記遺伝子的に改変さ
れたバージョンのポリペプチドが、野生型のポリペプチドと比較して、触媒活性の低下を
示し、；任意によりここで、遺伝子的に改変されたポリペプチドが、アルコールデヒドロ
ゲナーゼ、例えば、遺伝子的に改変されたａｄｈＥによってコードされるポリペプチドを
含むものなどを含み；又は任意によりここで、遺伝子的に改変されたポリペプチドが、リ
ン酸アセチルトランスフェラーゼ、例えば、遺伝子的に改変されたｐｔａによってコード
されるポリペプチドを含むものなどを含む、請求項１～６のいずれか１項に記載の組み換
え微生物細胞。
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【請求項８】
　２‐ケトイソ吉草酸のイソブチルアルデヒドへの変換を触媒するポリペプチドをさらに
含み、任意によりここで、前記ポリペプチドが、２‐ケト酸デカルボキシラーゼを含む、
請求項１～７のいずれか１項に記載の組み換え微生物細胞；又はピルビン酸の２‐ケトイ
ソ吉草酸への変換を連続して触媒する複数のポリペプチドをさらに含み、任意によりここ
で、前記複数のポリペプチドが、ジヒドロキシ酸デヒドラターゼ、ケトール酸レダクトイ
ソメラーゼ、及びアセト乳酸シンターゼの１つ以上を含む、請求項１～７のいずれか１項
に記載の組み換え微生物細胞。
【請求項９】
　イソブチレートを生成するために組み換え細胞に有効な条件下、炭素源を含む培地にお
いて、請求項１～８のいずれか１項に記載の組み換え微生物細胞をインキュベートするこ
とを含む方法であって、ここで前記炭素源が、グルコース、図１の化合物６、図１の化合
物７、図１の化合物８、図１の化合物９、及び図１の化合物１０の１つ以上を含む、方法
。
【請求項１０】
　改変された宿主細胞が、イソブチルアルデヒドのイソブチレートへの変換を触媒するよ
うに、プロモーターと作動可能に連結した、イソブチルアルデヒドのイソブチレートへの
変換を触媒するポリペプチドをコードする異種ポリヌクレオチドを宿主細胞中に導入する
ことを含む方法。
【請求項１１】
　前記宿主細胞が、サッカロミセス科（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ）のメン
バー（例えば、サッカロミセス セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉ
ｓｉａｅ））などの真菌細胞；又は前記細胞が、プロトバクテリア門（ｐｈｙｌｕｍ Ｐ
ｒｏｔｏｂａｃｔｅｒｉａ）のメンバー、腸内細菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃ
ｅａｅ）のメンバー（例えば、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ））、シュー
ドモナス科（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｃｅａｅ）のメンバー（例えば、シュードモナス プ
チダ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｕｔｉｄａ））、ファーミキューテス門（ｐｈｙｌｕ
ｍ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）のメンバー、バチルス科（Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）のメン
バー（例えば、バチルス ズブチリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ））、若しく
はストレプトコッカス科（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）のメンバー（例えば、ラ
クトコッカス ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｌａｃｔｉｓ））などの細菌細胞で
ある、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記宿主細胞が、請求項１～８に記載の組み換え微生物細胞の１つ以上を含む、請求項
１０又は１１に記載の方法。
【請求項１３】
　イソブチレートを他の化合物に変換する１つ以上のステップをさらに含む、請求項９～
１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　イソブチルアルデヒドをイソブチレートに変換する能力を増加するために改変されたイ
ソブチルアルデヒドのイソブチレートへの変換を触媒する少なくとも１つの内因性酵素を
含み、さらに、イソブチルアルデヒドのイソブチレート以外の産物への変換を触媒するポ
リペプチドの遺伝子的に改変されたバージョンを含む、遺伝子的に改変された微生物細胞
であって、ここで前記遺伝子的に改変されたバージョンのポリペプチドが、野生型のポリ
ペプチドと比較して、触媒活性の低下を示す、細胞。
【請求項１５】
　前記遺伝子的に改変されたバージョンのポリペプチドが、遺伝子的に改変されたバージ
ョンのアルコールデヒドロゲナーゼである、請求項１４に記載の遺伝的に改変された微生
物細胞。
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