
(57)【要約】

　【課題】効率よくＬ－グルタミン酸を製造する。

　【解決手段】Ｌ－グルタミン酸生産能を有するコリネ

型細菌であって、生育が非改変株または野生株と同等以

上であり、かつ染色体上のα－ケトグルタル酸デヒドロ

ゲナーゼのサブユニットをコードするodhA遺伝子のコー

ド領域内、または発現制御領域内に変異が導入されたこ

とにより、菌体内α－ケトグルタル酸デヒドロゲナーゼ

活性が、非改変株または野生株の菌体内α－ケトグルタ

ル酸デヒドロゲナーゼ活性の二分の一以下に低下したこ

とを特徴とするコリネ型細菌を培地で培養して、Ｌ－グ

ルタミン酸を該培地中又は菌体内に生成蓄積させ、該培

地又は菌体よりＬ－グルタミン酸を回収する。

　【選択図】図５
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 を 有 す る コ リ ネ 型 細 菌 で あ っ て 、 生 育 が 非 改 変 株 ま た は 野 生 株 と
同 等 以 上 で あ り 、 か つ 染 色 体 上 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E1oサ ブ ユ ニ ッ
ト を コ ー ド す る odhA遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 内 、 ま た は 発 現 制 御 領 域 内 に 変 異 が 導 入 さ れ た こ
と に よ り 、 菌 体 内 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 が 、 非 改 変 株 ま た は 野 生 株 の
菌 体 内 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 の 二 分 の 一 以 下 に 低 下 し た こ と を 特 徴 と
す る コ リ ネ 型 細 菌 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 odhA遺 伝 子 が 以 下 の （ Ａ ） ～ （ Ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝
子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の コ リ ネ 型 細 菌 ：
　 （ Ａ ） 配 列 番 号 １ ０ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 、
　 （ Ｂ ） 配 列 番 号 １ ０ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠
失 、 挿 入 、 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ の E1oサ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 を 示 す タ ン パ ク 質 。
　 （ Ｃ ） 配 列 番 号 １ ０ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る タ ン パ ク 質 、
　 （ Ｄ ） 配 列 番 号 １ ０ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列
に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 し 、 か つ α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E1oサ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 を 示 す タ ン パ
ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 数 個 が ２ ～ ２ ０ 個 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の コ リ ネ 型 細 菌 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 odhA遺 伝 子 が 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記
載 の コ リ ネ 型 細 菌 ：
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ９ に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ３ の 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝
子 、
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ９ に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ３ の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 又 は 同 塩 基 配 列 か ら 調 製 さ れ 得 る プ ロ ー ブ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E1oサ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 を 示
す タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ９ に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ３ の 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝
子 、
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ９ に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ３ の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 又 は 同 塩 基 配 列 か ら 調 製 さ れ 得 る プ ロ ー ブ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E1oサ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 を 示
す タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 変 異 が 前 記 odhA遺 伝 子 の チ ア ミ ン ピ ロ リ ン 酸 結 合 領 域 を コ ー ド す る 領 域 に 導 入 さ れ た
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の コ リ ネ 型 細 菌 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 変 異 が 、 配 列 番 号 ９ に 記 載 の 塩 基 配 列 に お い て 、 2534-2548番 目 の 領 域 に 導 入 さ れ た
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の コ リ ネ 型 細 菌 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 変 異 が 、 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 698－ 702番 目 の ア ミ ノ 酸 残 基
の う ち い ず れ か １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ る 変 異 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の コ リ ネ 型 細 菌 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 変 異 が 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 698番 目 の Lys残 基 、 699番 目 の L
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eu残 基 、 700番 目 の Arg残 基 , 702の Tyr残 基 か ら 選 択 さ れ る 残 基 を 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る
変 異 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 1項 に 記 載 の コ リ ネ 型 細 菌 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 変 異 が 、 配 列 番 号 ９ に 記 載 の 塩 基 配 列 に お い て 、 1094-1111番 目 の 領 域 に 導 入 さ れ た
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の コ リ ネ 型 細 菌 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 変 異 が 、 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 218～ 224番 目 の ア ミ ノ 酸 残 基
の う ち の １ ま た は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ る 変 異 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の コ リ ネ 型 細 菌 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の コ リ ネ 型 細 菌 を 培 地 で 培 養 し て 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン
酸 を 該 培 地 中 又 は 菌 体 内 に 生 成 蓄 積 さ せ 、 該 培 地 又 は 菌 体 か ら Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 を 回 収 す
る こ と を 特 徴 と す る Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 の 製 造 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
下 記 （ ｅ ） ～ （ ｆ ） の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 で あ る 、 変 異 型 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 ：
　 （ ｅ ） 配 列 番 号 １ １ 、 １ ３ 、 も し く は １ ５ の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ３ 、 ま た は 配 列 番
号 ４ ４ 、 ４ ６ 、 も し く は ４ ８ の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ０ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子
、
　 （ ｆ ） 配 列 番 号 １ １ 、 １ ３ 、 も し く は １ ５ の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ３ 、 ま た は 配 列 番
号 ４ ４ 、 ４ ６ 、 も し く は ４ ８ の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ０ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 又 は 同 塩 基 配 列 か ら 調 製 さ れ 得 る プ ロ ー ブ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 、 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E2o及 び E3サ ブ ユ ニ ッ ト タ
ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ り 、 野 生 株 ま た は 非 改 変 株 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 複 合 体 の 二 分 の 一 以 下 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 示 す
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
　 （ ｇ ） 配 列 番 号 １ １ 、 １ ３ 、 も し く は １ ５ の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ３ 、 ま た は 配 列 番
号 ４ ４ 、 ４ ６ 、 も し く は ４ ８ に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ０ の 塩 基 配 列 を 有
す る 遺 伝 子 、 又 は
　 （ ｈ ） 配 列 番 号 １ １ 、 １ ３ 、 も し く は １ ５ の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ３ 、 ま た は 配 列 番
号 ４ ４ 、 ４ ６ 、 も し く は ４ ８ に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ０ の 塩 基 配 列 を 有
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 同 塩 基 配 列 か ら 調 製 さ れ 得 る プ ロ ー ブ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 、 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E2o及 び E3サ ブ
ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ り 、 野 生 株 ま た は 非 改 変 株 の α － ケ ト グ
ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 複 合 体 の 二 分 の 一 以 下 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
活 性 を 示 す タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
下 記 （ Ｅ ） ～ （ Ｈ ） の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 で あ る 変 異 型 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ
ド ロ ゲ ナ ー ゼ ：
　 （ Ｅ ） 配 列 番 号 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 又 は ４ ９ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ
ン パ ク 質 、
　 （ Ｆ ） 配 列 番 号 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 又 は ４ ９ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、
１ ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 、 α
－ ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E2o及 び E3サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成
す る こ と に よ り 、 野 生 株 ま た は 非 改 変 株 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 複 合 体 の
二 分 の 一 以 下 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 示 す タ ン パ ク 質 、
　 （ Ｇ ） 配 列 番 号 １ ２ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 又 は ４ ９ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １
２ ５ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 １ ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ５
の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ４
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 、

10

20

30

40

50

(3) JP 2006-101875 A 2006.4.20



　 （ Ｈ ） 配 列 番 号 １ ２ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 又 は ４ ９ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １
２ ５ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 １ ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ５
の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ４
の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 、 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E2o及 び E3サ ブ ユ ニ ッ ト
タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ り 、 野 生 株 ま た は 非 改 変 株 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 複 合 体 の 二 分 の 一 以 下 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 示
す タ ン パ ク 質 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 発 酵 工 業 に 関 し 、 詳 し く は 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 の 製 造 法 及 び そ れ に 用 い る 細
菌 に 関 す る 。 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 は 調 味 料 原 料 等 と し て 広 く 用 い ら れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 従 来 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 は 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 を 有 す る ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム 属 や
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 に 属 す る コ リ ネ 型 細 菌 を 用 い て 発 酵 法 に よ り 工 業 生 産 さ れ て い る 。
こ れ ら の コ リ ネ 型 細 菌 は 、 生 産 性 を 向 上 さ せ る た め に 、 自 然 界 か ら 分 離 し た 菌 株 ま た は 該
菌 株 の 人 工 変 異 株 が 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ま た 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 の 生 合 成 酵 素 の 活 性 を 増 強 す る こ と に
よ っ て 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 の 生 産 能 を 増 加 さ せ る 種 々 の 技 術 が 開 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、
ク エ ン 酸 シ ン タ ー ゼ 遺 伝 子 を 増 幅 し た コ リ ネ 型 細 菌 （ 特 許 文 献 １ ） 、 グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ な ど の 遺 伝 子 を 増 幅 し た コ リ ネ 型 細 菌 （ 特 許 文 献 ２ ） が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 発 酵 法 に よ る 物 質 生 産 に お い て 、 目 的 物 質 を 充 分 量 確 保 す る た め に は 、 微 生 物 の 菌 体 量
を 確 保 す る 必 要 が あ り 、 微 生 物 の 生 育 を 低 下 さ せ ず 、 目 的 物 質 の 生 合 成 を 強 化 し た 菌 株 を
育 種 す る 必 要 が あ る 。 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 に お い て は 、 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ
ナ ー ゼ を 低 下 さ せ る こ と が 好 適 な こ と が 明 ら か に な っ て い る が （ 特 許 文 献 ３ 、 特 許 文 献 ４
） 、 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ る と 、 TCAサ イ ク ル に よ り 得
ら れ る 生 体 エ ネ ル ギ ー が 減 少 し 生 育 が 遅 延 す る こ と に よ っ て 、 充 分 な 菌 体 量 が 得 ら れ ず 、
結 果 と し て 十 分 な Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 の 収 量 が 得 ら れ な い と い う 改 善 す べ き 点 が あ っ た 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 公 平 ７ － １ ２ １ ２ ２ ８ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － １ ０ ６ ８ ６ ９ 号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 平 ６ － ２ ３ ７ ７ ７ ９ 号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 国 際 公 開 ９ ５ ／ ３ ４ ６ ７ ２ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 コ リ ネ 型 細 菌 を 用 い た Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 の 製 造 に お い て 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸
生 産 性 を 向 上 さ せ る 新 規 な 技 術 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 は 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 分 解 活 性 が 低 下 し 、 か つ 、 通 常 の 増 殖 能 を 有 す る 変 異 体
を 得 る こ と が で き れ ば 、 そ の よ う な 変 異 体 を 用 い る こ と に よ り 効 率 よ く Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸
を 生 産 で き る と 考 え た 。 こ の よ う な 考 え に 基 い て 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 本 発 明 者 ら は 、 コ リ
ネ 型 細 菌 の 染 色 体 上 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E1oサ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド
す る odhA遺 伝 子 に 変 異 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活
性 が 低 下 し 、 か つ 、 野 生 株 同 等 の 生 育 能 を 保 持 し た 変 異 株 を 取 得 し た 。 こ の よ う な 変 異 株
が 高 い Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 を 有 す る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の と お り で あ る 。
　 （ １ ） Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 を 有 す る コ リ ネ 型 細 菌 で あ っ て 、 生 育 が 非 改 変 株 ま た は
野 生 株 と 同 等 以 上 で あ り 、 か つ 染 色 体 上 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E1oサ
ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る odhA遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 内 、 ま た は 発 現 制 御 領 域 内 に 変 異 が 導 入
さ れ た こ と に よ り 、 菌 体 内 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 が 、 非 改 変 株 ま た は
野 生 株 の 菌 体 内 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 の 二 分 の 一 以 下 に 低 下 し た こ と
を 特 徴 と す る コ リ ネ 型 細 菌 。
（ ２ ） 前 記 odhA遺 伝 子 が 以 下 の （ Ａ ） ～ （ Ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 で あ る 、 （ １ ） の コ リ ネ 型 細 菌 ：
　 （ Ａ ） 配 列 番 号 １ ０ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 、
　 （ Ｂ ） 配 列 番 号 １ ０ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠
失 、 挿 入 、 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ の E1oサ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 を 示 す タ ン パ ク 質 。
　 （ Ｃ ） 配 列 番 号 １ ０ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る タ ン パ ク 質 、
　 （ Ｄ ） 配 列 番 号 １ ０ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列
に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 し 、 か つ α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E1oサ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 を 示 す タ ン パ
ク 質 。
（ ３ ） 前 記 数 個 が ２ ～ ２ ０ 個 で あ る 、 （ ２ ） の コ リ ネ 型 細 菌 。
（ ４ ） 前 記 odhA遺 伝 子 が 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 で あ る 、 （ １ ）
の コ リ ネ 型 細 菌 ：
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ９ に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ３ の 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝
子 、
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ９ に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ３ の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 又 は 同 塩 基 配 列 か ら 調 製 さ れ 得 る プ ロ ー ブ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E1oサ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 を 示
す タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ９ に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ３ の 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝
子 、
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ９ に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ３ の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 又 は 同 塩 基 配 列 か ら 調 製 さ れ 得 る プ ロ ー ブ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E1oサ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 を 示
す タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
（ ５ ） 前 記 変 異 が 前 記 odhA遺 伝 子 の チ ア ミ ン ピ ロ リ ン 酸 結 合 部 位 を コ ー ド す る 領 域 に 導 入
さ れ た こ と を 特 徴 と す る （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か の コ リ ネ 型 細 菌 。
（ ６ ） 前 記 変 異 が 、 配 列 番 号 ９ に 記 載 の 塩 基 配 列 に お い て 、 2534-2548番 目 の 領 域 に 導 入
さ れ た こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か の コ リ ネ 型 細 菌 。
（ ７ ） 前 記 変 異 が 、 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 698－ 702番 目 の ア ミ ノ
酸 残 基 の う ち い ず れ か １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ る 変 異 で あ る 、 （ １ ） ～ （ ４ ） の
い ず れ か の コ リ ネ 型 細 菌 。
（ ８ ） 前 記 変 異 が 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 698番 目 の Lys残 基 、 699
番 目 の Leu残 基 、 700番 目 の Arg残 基 , 702の Tyr残 基 か ら 選 択 さ れ る 残 基 を 他 の ア ミ ノ 酸 に
置 換 す る 変 異 で あ る 、 （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か の コ リ ネ 型 細 菌 。
（ ９ ） 前 記 変 異 が 、 配 列 番 号 ９ に 記 載 の 塩 基 配 列 に お い て 、 1094-1111番 目 の 領 域 に 導 入
さ れ た こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か の コ リ ネ 型 細 菌 。
（ １ ０ ） 前 記 変 異 が 、 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 218～ 224番 目 の ア ミ
ノ 酸 残 基 の う ち の １ ま た は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ る 変 異 で あ る 、 （ １ ） ～ （ ４
） の い ず れ か の コ リ ネ 型 細 菌 。
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（ １ １ ） （ １ ） ～ （ １ ０ ） の い ず れ か の コ リ ネ 型 細 菌 を 培 地 で 培 養 し て 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン
酸 を 該 培 地 中 又 は 菌 体 内 に 生 成 蓄 積 さ せ 、 該 培 地 又 は 菌 体 か ら Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 を 回 収 す
る こ と を 特 徴 と す る Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 の 製 造 法 。
（ １ ２ ） 下 記 （ ｅ ） ～ （ ｆ ） の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 で あ る 、 変 異 型 α － ケ ト グ ル タ ル
酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 ：
　 （ ｅ ） 配 列 番 号 １ １ 、 １ ３ 、 も し く は １ ５ の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ３ 、 ま た は 配 列 番
号 ４ ４ 、 ４ ６ 、 も し く は ４ ８ の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ０ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子
、
　 （ ｆ ） 配 列 番 号 １ １ 、 １ ３ 、 も し く は １ ５ の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ３ 、 ま た は 配 列 番
号 ４ ４ 、 ４ ６ 、 も し く は ４ ８ の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ０ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 又 は 同 塩 基 配 列 か ら 調 製 さ れ 得 る プ ロ ー ブ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 、 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E2o及 び E3サ ブ ユ ニ ッ ト タ
ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ り 、 野 生 株 ま た は 非 改 変 株 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 複 合 体 の 二 分 の 一 以 下 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 示 す
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
　 （ ｇ ） 配 列 番 号 １ １ 、 １ ３ 、 も し く は １ ５ の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ３ 、 ま た は 配 列 番
号 ４ ４ 、 ４ ６ 、 も し く は ４ ８ に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ０ の 塩 基 配 列 を 有
す る 遺 伝 子 、 又 は
　 （ ｈ ） 配 列 番 号 １ １ 、 １ ３ 、 も し く は １ ５ の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ３ 、 ま た は 配 列 番
号 ４ ４ 、 ４ ６ 、 も し く は ４ ８ に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ０ の 塩 基 配 列 を 有
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 同 塩 基 配 列 か ら 調 製 さ れ 得 る プ ロ ー ブ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 、 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E2o及 び E3サ ブ
ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ り 、 野 生 株 ま た は 非 改 変 株 の α － ケ ト グ
ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 複 合 体 の 二 分 の 一 以 下 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
活 性 を 示 す タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
（ １ ３ ） 下 記 （ Ｅ ） ～ （ Ｈ ） の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 で あ る 変 異 型 α － ケ ト グ ル タ
ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ：
　 （ Ｅ ） 配 列 番 号 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 又 は ４ ９ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ
ン パ ク 質 、
　 （ Ｆ ） 配 列 番 号 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 又 は ４ ９ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、
１ ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 、 α
－ ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E2o及 び E3サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成
す る こ と に よ り 、 野 生 株 ま た は 非 改 変 株 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 複 合 体 の
二 分 の 一 以 下 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 示 す タ ン パ ク 質 、
　 （ Ｇ ） 配 列 番 号 １ ２ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 又 は ４ ９ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １
２ ５ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 １ ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ５
の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ４
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 、
　 （ Ｈ ） 配 列 番 号 １ ２ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 又 は ４ ９ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １
２ ５ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 １ ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ５
の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ４
の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 、 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の E2o及 び E3サ ブ ユ ニ ッ ト
タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ り 、 野 生 株 ま た は 非 改 変 株 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 複 合 体 の 二 分 の 一 以 下 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 示
す タ ン パ ク 質 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 変 異 株 を 用 い る こ と に よ り 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 を 効 率 よ く 生 産 す る こ と が で き
る 。
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【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
＜ １ ＞ 本 発 明 の コ リ ネ 型 細 菌
　 本 発 明 の コ リ ネ 型 細 菌 は 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 を 有 す る コ リ ネ 型 細 菌 で あ っ て 、 生
育 が 非 改 変 株 ま た は 野 生 株 と 同 等 以 上 で あ り 、 か つ 染 色 体 上 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ （ 以 下 、 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ と も 呼 ぶ ） の E1oサ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る odhA遺 伝 子
の コ ー ド 領 域 内 、 ま た は 発 現 制 御 領 域 内 に 変 異 が 導 入 さ れ た こ と に よ り 、 菌 体 内 α － Ｋ Ｇ
Ｄ Ｈ 活 性 が 、 非 改 変 株 ま た は 野 生 株 の 菌 体 内 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 活 性 の 二 分 の 一 以 下 に 低 下 し た
こ と を 特 徴 と す る コ リ ネ 型 細 菌 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 コ リ ネ 型 細 菌 」 と は 、 従 来 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム 属 に 分 類 さ れ て い た
が 、 現 在 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 に 分 類 さ れ た 細 菌 も 含 み （ Int. J. Syst. Bacteriol., 41
, 255(1991)） 、 ま た コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 と 非 常 に 近 縁 な ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム 属 細 菌 を
含 む 。 こ の よ う な コ リ ネ 型 細 菌 の 例 と し て 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア セ ト ア シ ド フ ィ ラ ム
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア セ ト グ ル タ ミ カ ム
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ル カ ノ リ テ ィ カ ム
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ル ナ エ
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル タ ミ カ ム
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ リ ウ ム
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ メ ラ セ コ ー ラ
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ サ ー モ ア ミ ノ ゲ ネ ス  (コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ エ フ ィ シ エ ン ス )
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ハ ー キ ュ リ ス
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ デ ィ バ リ カ タ ム
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ラ バ ム
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ イ ン マ リ オ フ ィ ラ ム
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ ラ ク ト フ ァ ー メ ン タ ム (コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル タ ミ カ ム )
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ゼ ウ ム
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ サ ッ カ ロ リ テ ィ カ ム
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ チ オ ゲ ニ タ リ ス
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ン モ ニ ア ゲ ネ ス
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ル バ ム
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ セ リ ヌ ム
　 ミ ク ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ン モ ニ ア フ ィ ラ ム
　 具 体 的 に は 、 下 記 の よ う な 菌 株 を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア セ ト ア シ ド フ ィ ラ ム  ATCC13870
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア セ ト グ ル タ ミ カ ム  ATCC15806
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ル カ ノ リ テ ィ カ ム  ATCC21511
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ル ナ エ  ATCC15991
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル タ ミ カ ム  ATCC13020, ATCC13032, ATCC13060, ATCC13869
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ リ ウ ム  ATCC15990
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ メ ラ セ コ ー ラ  ATCC17965
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ サ ー モ ア ミ ノ ゲ ネ ス  AJ12340(FERM BP-1539)
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ハ ー キ ュ リ ス  ATCC13868
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ デ ィ バ リ カ タ ム  ATCC14020
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ラ バ ム  ATCC13826, ATCC14067, AJ12418(FERM BP-2205)
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　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ イ ン マ リ オ フ ィ ラ ム  ATCC14068
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ ラ ク ト フ ァ ー メ ン タ ム  (コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル タ ミ カ ム )
ATCC13869
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ ロ ゼ ウ ム  ATCC13825
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ サ ッ カ ロ リ テ ィ カ ム  ATCC14066
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ チ オ ゲ ニ タ リ ス  ATCC19240
　 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ン モ ニ ア ゲ ネ ス  ATCC6871、 ATCC6872
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ル バ ム  ATCC15111
　 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ セ リ ヌ ム  ATCC15112
　 ミ ク ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ン モ ニ ア フ ィ ラ ム  ATCC15354
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ れ ら を 入 手 す る に は 、 例 え ば ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン よ り 分
譲 を 受 け る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 各 菌 株 毎 に 対 応 す る 登 録 番 号 が 付 与 さ れ て お り 、 こ
の 登 録 番 号 を 利 用 し て 分 譲 を 受 け る こ と が で き る 。 各 菌 株 に 対 応 す る 登 録 番 号 は ア メ リ カ
ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン の カ タ ロ グ に 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 AJ12340株
は 、 1987年 10月 27日 付 け で 通 商 産 業 省 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研 究 所 （ 現 独 立 行 政 法
人  産 業 技 術 総 合 研 究 所  特 許 微 生 物 寄 託 セ ン タ ー ） （ 〒 305-5466 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市
東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 　 中 央 第 ６ ） に FERM　 BP-1539の 受 託 番 号 で ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ い て
寄 託 さ れ て い る 。 ま た 、 AJ12418株 は 、 1989年 １ 月 ５ 日 付 け で 通 商 産 業 省 工 業 技 術 院 生 命
工 学 工 業 技 術 研 究 所 に FERM　 BP-2205の 受 託 番 号 で ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ い て 寄 託 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 」 と は 、 本 発 明 の コ リ ネ 型 細 菌 を 培 養 し た
と き に 、 培 地 中 に Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 を 蓄 積 す る 能 力 を い う 。 こ の Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能
は 、 コ リ ネ 型 細 菌 の 野 生 株 の 性 質 と し て 有 す る も の で あ っ て も よ く 、 育 種 に よ っ て 付 与 ま
た は 増 強 さ れ た 性 質 で あ っ て も よ い 。 さ ら に 、 後 述 す る よ う に し て α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の サ ブ ユ ニ ッ ト E1oを コ ー ド す る odhAに 変 異 が 導 入 さ れ る こ と に よ っ て 、
Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 が 付 与 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 育 種 に よ っ て Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 を 付 与 す る た め の 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 Ｌ － グ
ル タ ミ ン 酸 生 合 成 に 関 与 す る 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 が 増 強 す る よ う に 改 変 す る 方
法 を 挙 げ る こ と が で き る 。 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 合 成 に 関 与 す る 酵 素 と し て は 、 例 え ば 、 グ
ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル タ ミ ン シ ン テ タ ー ゼ 、 グ ル タ ミ ン 酸 シ ン タ ー ゼ 、 イ ソ
ク エ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ア コ ニ ッ ト 酸 ヒ ド ラ タ ー ゼ 、 ク エ ン 酸 シ ン タ ー ゼ 、 ホ ス ホ エ
ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 デ ヒ ド ロ
ゲ ナ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 シ ン タ ー ゼ 、 エ ノ ラ ー ゼ 、 ホ
ス ホ グ リ セ ル ム タ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド － ３ － リ ン 酸
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 フ ル ト ー ス ビ ス リ ン 酸 ア ル ド ラ ー ゼ
、 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 を 増 強 す る た め の 方 法 と し て は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断
片 を 、 適 当 な プ ラ ス ミ ド 、 例 え ば コ リ ネ 型 細 菌 内 で プ ラ ス ミ ド の 複 製 増 殖 機 能 を 司 る 遺 伝
子 配 列 を 少 な く と も 含 む プ ラ ス ミ ド に 組 込 み 、 該 プ ラ ス ミ ド を 菌 体 内 に 導 入 す る こ と 、 ま
た は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 を 染 色 体 上 で 接 合 、 転 移 等 に よ り 多 コ ピ ー 化 す る こ と 、 ま た こ れ ら
の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り 達 成 す る こ と も で き る （ 国 際 公
開 パ ン フ レ ッ ト WO/0018935号 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 記 プ ラ ス ミ ド を 用 い る か 、 ま た は 染 色 体 上 で 多 コ ピ ー 化 さ せ る 場 合 、 こ れ ら の 遺 伝 子
を 発 現 さ せ る た め の プ ロ モ ー タ ー は コ リ ネ 型 細 菌 に お い て 機 能 す る も の で あ れ ば い か な る
プ ロ モ ー タ ー で あ っ て も 良 く 、 例 え ば 、 ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー 、 ｔ ｒ ｐ プ ロ モ ー タ ー 、 ｔ ｒ
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ｃ プ ロ モ ー タ ー 、 ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー 、 PS2プ ロ モ ー タ ー な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 用 い
る 遺 伝 子 自 身 の プ ロ モ ー タ ー で あ っ て も よ い 。 プ ロ モ ー タ ー を 適 宜 選 択 す る こ と に よ っ て
も 、 遺 伝 子 の 発 現 量 の 調 節 が 可 能 で あ る 。
　 以 上 の よ う な 方 法 に よ り 、 ク エ ン 酸 シ ン タ ー ゼ 遺 伝 子 、 フ ォ ス フ ォ エ ノ ー ル ピ ル ベ ー ト
カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 及 び ／ 又 は グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 が 増 強
す る よ う に 改 変 さ れ た 微 生 物 と し て は 、 特 開 平 2001-333769号 公 報 、 特 開 2000-106869号 公
報 、 特 開 2000-189169号 公 報 、 特 開 2001-333769等 に 記 載 さ れ た 微 生 物 が 例 示 で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 を 付 与 す る た め の 改 変 は 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 の 生 合 成 経 路 か ら
分 岐 し て 他 の 化 合 物 を 生 成 す る 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 の 活 性 を 低 下 ま た は 欠 損 さ せ る こ と に
よ り 行 っ て も よ い 。 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 の 生 合 成 経 路 か ら 分 岐 し て Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 以 外 の
化 合 物 を 生 成 す る 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 と し て は 、 イ ソ ク エ ン 酸 リ ア ー ゼ 、 リ ン 酸 ア セ チ ル
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 酢 酸 キ ナ ー ゼ 、 ア セ ト ヒ ド ロ キ シ 酸 シ ン タ ー ゼ 、 ア セ ト 乳 酸 シ ン タ
ー ゼ 、 ギ 酸 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル タ ミ ン 酸 デ カ ル ボ
キ シ ラ ー ゼ 、 １ － ピ ロ リ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 上 記 の よ う な 酵 素 の 活 性 を 低 下 ま た は 欠 損 さ せ る に は 、 通 常 の 変 異 処 理 法 に よ っ て 、 染
色 体 上 の 上 記 酵 素 の 遺 伝 子 に 、 細 胞 中 の 当 該 酵 素 の 活 性 が 低 下 ま た は 欠 損 す る よ う な 変 異
を 導 入 す れ ば よ い 。 例 え ば 、 遺 伝 子 組 換 え に よ っ て 、 染 色 体 上 の 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子
を 欠 損 さ せ た り 、 プ ロ モ ー タ ー や シ ャ イ ン ダ ル ガ ル ノ （ SD） 配 列 等 の 発 現 調 節 配 列 を 改 変
し た り す る こ と な ど に よ っ て 達 成 さ れ る 。 ま た 、 染 色 体 上 の 酵 素 を コ ー ド す る 領 域 に ア ミ
ノ 酸 置 換 （ ミ ス セ ン ス 変 異 ） を 導 入 す る こ と 、 ま た 終 始 コ ド ン を 導 入 す る こ と （ ナ ン セ ン
ス 変 異 ） 、 １ ～ ２ 塩 基 を 付 加 ま た は 欠 失 さ せ る フ レ ー ム シ フ ト 変 異 を 導 入 す る こ と 、 遺 伝
子 の 一 部 分 を 欠 失 さ せ る こ と に よ っ て も 達 成 出 来 る 。 （ Journal of biological Chemistr
y 272:8611-8617（ 1997） ） ま た 、 コ ー ド 領 域 が 欠 失 し た よ う な 変 異 酵 素 を コ ー ド す る 遺
伝 子 を 構 築 し 、 相 同 組 換 え な ど に よ っ て 、 該 遺 伝 子 で 染 色 体 上 の 正 常 遺 伝 子 を 置 換 す る こ
と に よ っ て も 酵 素 活 性 を 低 下 ま た は 欠 損 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 を 付 与 ま た は 増 強 す る 別 の 方 法 と し て 、 有 機 酸 ア ナ ロ グ や 呼 吸 阻
害 剤 な ど へ の 耐 性 を 付 与 す る 方 法 や 細 胞 壁 合 成 阻 害 剤 に 対 す る 感 受 性 を 付 与 す る 方 法 も 挙
げ ら れ る 。 例 え ば 、 ベ ン ゾ ピ ロ ン ま た は ナ フ ト キ ノ ン 類 に 耐 性 を 付 与 す る 方 法 （ 特 開 昭 56
－ 1889） 、 HOQNO耐 性 を 付 与 す る 方 法 （ 特 開 昭 56－ 140895） 、 α － ケ ト マ ロ ン 酸 耐 性 を 付
与 す る 方 法 （ 特 開 昭 57－ 2689） 、 グ ア ニ ジ ン 耐 性 を 付 与 す る 方 法 （ 特 開 昭 56－ 35981） 、
ペ ニ シ リ ン に 対 す る 感 受 性 を 付 与 す る 方 法 （ 特 開 平 4－ 88994） な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 こ の よ う な 耐 性 菌 の 具 体 例 と し て は 、 下 記 の よ う な 菌 株 が 挙 げ ら れ る 。
ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ラ バ ム AJ11355(FERM P－ 5007； 特 開 昭 56－ 1889号 公 報 参 照 )
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル タ ミ カ ム AJ11368(FERM P－  P－ 5020； 特 開 昭 56－ 1889号 公 報 参
照 )
ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ラ バ ム AJ11217(FERM P－ 4318； 特 開 昭 57－ 2689号 公 報 参 照 )
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル タ ミ カ ム AJ11218(FERM－ P4319； 特 開 昭 57－ 2689号 公 報 参 照 )
ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ラ バ ム AJ11564(FERM P－ 5472； 特 開 昭 56－ 140895公 報 参 照 )
ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ラ バ ム AJ11439(FERM P－ 5136； 特 開 昭 56－ 35981号 公 報 参 照 )
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル タ ミ カ ム H7684(FERM BP－ 3004； 特 開 平 04－ 88994号 公 報 参 照 )
　
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の コ リ ネ 型 細 菌 は 、 上 記 の よ う な Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 を 有 す る コ リ ネ 型 細 菌 に
お い て 、 染 色 体 上 の α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ の E1oサ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る odhA遺 伝 子 に 変 異 を 導
入 し 、 変 異 が 導 入 さ れ た コ リ ネ 型 細 菌 の 中 か ら 、 生 育 が 非 改 変 株 ま た は 野 生 株 と 同 等 以 上
で あ り 、 か つ 、 菌 体 内 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 活 性 が 、 非 改 変 株 ま た は 野 生 株 の 菌 体 内 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ
活 性 の 二 分 の 一 以 下 に 低 下 し た も の を 選 択 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 な お 、 本
発 明 の コ リ ネ 型 細 菌 の 育 種 に 際 し て は 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 の 付 与 と 染 色 体 上 の odhA
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遺 伝 子 へ の 変 異 導 入 は ど ち ら を 先 に 行 っ て も よ く 、 ま た 、 本 発 明 の コ リ ネ 型 細 菌 は 、 染 色
体 odhA遺 伝 子 へ の 変 異 導 入 に よ り 、 上 記 性 質 と Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 の 両 方 を 有 す る よ
う に な っ た も の で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 、 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ α － Ｋ Ｄ Ｇ Ｈ ） 活 性 と は 、 α
－ ケ ト グ ル タ ル 酸 （ ２ － オ キ ソ グ ル タ ル 酸 ） を 酸 化 的 に 脱 炭 酸 し 、 サ ク シ ニ ル － CoA(succ
inyl-CoA)を 生 成 す る 反 応 を 触 媒 す る 活 性 を 意 味 す る 。 上 記 反 応 は 、 α － ケ ト グ ル タ ル 酸
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ E1o EC1.2.4.2） 、 ジ ヒ ド ロ リ ポ ア ミ ド Ｓ － サ ク シ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ （ E2o dihydrolipoamide-S-succinyltransferase　  EC:2.3.1.61） 、 ジ ヒ ド ロ リ ポ
ア ミ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ E3 dihydrolipoamide dehydrogenase　  EC:1.8.1.4） の 3種 の
酵 素 に よ っ て 触 媒 さ れ る 。 す な わ ち 、 こ れ ら の 3種 類 の サ ブ ユ ニ ッ ト は そ れ ぞ れ 以 下 の 反
応 を 触 媒 し 、 こ れ ら 3つ の 反 応 を あ わ せ た 反 応 を 触 媒 す る 活 性 を α － Ｋ Ｄ Ｇ Ｈ 活 性 と い う
。
E1o: 2-oxoglutarate + [dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase]lipoyllys
ine = [dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase]S-succinyldihydrolipoylly
sine + CO 2
E2o： CoA + enzymeN6-(S-succinyldihydrolipoyl)lysine=succinyl-CoA + enzyme N6-(di
hydrolipoyl)lysine
E3: protein N6-(dihydrolipoyl)lysine + NAD+  = protein N6-(lipoyl)lysine+ NADH + 
H +

　 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ 等 で は 、 こ の 3種 そ れ ぞ れ の 酵 素 活 性 を 有 す る サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ
ク 質 が 複 合 体 を 形 成 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 コ リ ネ 型 細 菌 で は 、 E1oサ ブ ユ ニ ッ ト は odhA遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ 、 E3サ ブ ユ ニ ッ
ト は lpd遺 伝 子 （ GenBank Accession No. Y16642;配 列 番 号 １ ７ ） に よ っ て コ ー ド さ れ て い
る 。 一 方 、 E2oサ ブ ユ ニ ッ ト は 、 E1oサ ブ ユ ニ ッ ト と と も に 2機 能 性 タ ン パ ク 質 と し て odhA
遺 伝 子 に コ ー ド さ れ て い る か （ Usuda et al., Microbiology 1996 142, 3347-3354参 照 ）
、 あ る い は odhA遺 伝 子 と は 別 の GenBank Accession No. NC_003450の NCgl2126と し て 登 録
さ れ て い る 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 27） に よ っ て コ ー ド さ れ て い る と 推 測 さ れ て い る 。 従 っ て 、
本 発 明 の odhA遺 伝 子 は 、 E1oサ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る が 、 併 せ て E2oを コ ー
ド し て い て も よ い 。
　 な お 、 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ は 、 オ キ ソ グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （
oxoglutarate dehydrogenase） 、 ２ -オ キ ソ グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ 2-oxoglutarat
e dehydrogenase） と も 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の コ リ ネ 型 細 菌 は 、 染 色 体 上 の odhA遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 内 あ る い は 発 現 制 御 領 域
内 に 変 異 が 導 入 さ れ て い る 。 odhA遺 伝 子 と し て は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 配 列 番 号 １ ０
の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ の Valは 、 コ ド ン は gtg（ 配 列 番 号 ９ の 塩 基 番 号 ５ ５ １
～ ５ ５ ３ ） で あ る も の の 、 Metと し て 翻 訳 さ れ 、 こ こ か ら E1oサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の 翻
訳 が 開 始 す る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 odhA遺 伝 子 は 配 列 番 号 １ ０ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列
の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で
あ っ て も よ い 。 な お 、 開 始 コ ド ン が い ず れ で あ る に し て も 、 odhA遺 伝 子 は 少 な く と も 配 列
番 号 １ ０ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 部 分 を 含 ん で い れ ば よ い 。 ま た 、 odhA遺 伝 子 は 配 列 番 号 ５ １ の ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。
　 ま た 、 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ の E1oサ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 を 示 す タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 配 列 番 号 １ ０
、 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ５ １ の ア
ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。 こ こ で 、 数 個 と は 、 ２ ～ ２ ０ 個 が 好 ま し く 、 ２
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～ １ ０ 個 が よ り 好 ま し く 、 ２ ～ ５ 個 が 特 に 好 ま し い 。
　 よ り 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ９ に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ３ 、 配 列 番 号 ９
に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ３ の 塩 基 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ５ ０ の 塩 基 配 列
を 有 す る 遺 伝 子 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 Genbankや ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ
て い る コ リ ネ 型 細 菌 の odhA遺 伝 子 あ る い は 、 sucA遺 伝 子 を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。 （ Genban
k Accession No.NCgl1084, CE1190）
　 ま た 、 コ リ ネ 型 細 菌 の 種 や 菌 株 に よ っ て odhA遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に 差 異 が 存 在 す る こ と が
あ る た め 、 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ の E1oサ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 を 示 す タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 限 り 、 配
列 番 号 ９ に 示 す 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ３ 、 配 列 番 号 ９ の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４
２ １ ３ 、 も し く は 配 列 番 号 ５ ０ の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 塩 基 配 列 の
一 部 を 有 す る プ ロ ー ブ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 遺 伝 子 で あ っ て
も よ い 。 こ こ で ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と し て は 例 え ば 、 通 常 の サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 洗 い の 条 件 が 挙 げ ら れ 、 具 体 的 に は 、 ６ ０ ℃ 、 １ × Ｓ Ｓ Ｃ ， ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 好
ま し く は 、 ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ に 相 当 す る 塩 濃 度 で 、 １ 回 よ り 好 ま し く は ２
～ ３ 回 洗 浄 す る 条 件 が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ の E1oサ ブ ユ ニ ッ ト 単 独 の 活 性 は
、 Masseyら の 方 法 （ Biochim. Biophys. Acta 38,447-460） に よ っ て 測 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 「 染 色 体 上 の odhA遺 伝 子 に 変 異 が 導 入 さ れ た 」 と は 、 染 色 体 上 の odhA遺
伝 子 が 変 異 型 odhA遺 伝 子 と 置 換 さ れ る こ と に よ り 、 染 色 体 上 の odhA遺 伝 子 に 変 異 が 導 入 さ
れ た 状 態 と 実 質 的 に 同 じ 状 態 に な っ た 場 合 も 含 む 。
　 上 記 の よ う な 変 異 は odhA遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 だ け で な く 、 発 現 調 節 領 域 に 導 入 さ れ て も
よ い 。 発 現 調 節 領 域 と は 、 プ ロ モ ー タ ー や オ ペ レ ー タ ー な ど の 領 域 を 含 む 。 odhAの 発 現 を
直 接 支 配 す る 発 現 制 御 領 域 は 、 odhAの 開 始 コ ド ン 直 前 の 領 域 で あ り 、 配 列 番 号 ９ に 示 す 塩
基 配 列 の 塩 基 番 号 １ ～ ４ ４ ２ の 領 域 が 挙 げ ら れ 、 中 で も プ ロ モ ー タ ー や SD配 列 に 変 異 を 導
入 す る こ と が 有 効 で あ る 。 プ ロ モ ー タ ー 領 域 や Ｓ Ｄ 配 列 は 、 GENETYX等 の 遺 伝 子 解 析 ソ フ
ト を 用 い る こ と や 、 Prokaryotic promoters in biotechnology. Biotechnol. Annu. Rev.
, 1995, 1, 105-128等 に 記 載 さ れ て い る 方 法 で 検 索 で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 が 非 改 変 株 、 野 生 株 の 二 分 の 一 以 下 に 低 下
す る よ う に 改 変 さ れ た 」 と は 、 例 え ば 、 細 胞 当 た り （ 単 位 タ ン パ ク 質 重 量 当 た り ） の 前 記
活 性 が 、 同 条 件 で 培 養 さ れ た 非 改 変 株 、 野 生 型 の コ リ ネ 型 細 菌 の そ れ よ り も 二 分 の 一 以 下
に 低 下 す る よ う に 改 変 さ れ た こ と を い う 。 例 え ば 、 細 胞 当 た り の α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 分 子 の 数 が
減 少 し た 場 合 や 、 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 分 子 当 た り の 活 性 が 減 少 し た 場 合 な ど が 該 当 す る 。 ま た 、
比 較 対 象 と な る 野 生 型 の コ リ ネ 型 細 菌 と は 、 例 え ば ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ ラ ク ト フ ァ ー メ
ン タ ム ATCC13869で あ る 。 活 性 は 、 改 変 株 の 生 育 を 低 下 さ せ な い 活 性 で あ れ ば い ず れ も よ
い が 、 完 全 に 消 失 し な い こ と が 望 ま し く 、 親 株 あ る い は 野 生 株 に 対 し て ５ ０ ～ ９ ９ ％ 、 望
ま し く は ６ ０ ～ ９ ９ ％ 、 さ ら に 望 ま し く は ７ ０ ～ ９ ９ ％ 低 下 し て い る こ と が 好 ま し い 。
　 な お 、 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ （ 複 合 体 ） 活 性 は 、 Shiioら の 方 法 （ Isamu Shiio and Kyoko Ujiga
wa-Takeda, Agric.Biol.Chem.,44(8),1897-1904,1980） に 従 っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 コ リ ネ 型 細 菌 の α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 活 性 が 減 少 す る と 、 同 コ リ ネ 型 細 菌 の Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生
産 能 が 向 上 す る 。 本 発 明 に お い て 、 「 コ リ ネ 型 細 菌 の Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 が 向 上 す る
」 と は 、 具 体 的 に は 、 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 活 性 が 野 生 株 又 は 非 改 変 株 の 二 分 の 一 以 下 に 低 下 す る
よ う な 変 異 が 導 入 さ れ た コ リ ネ 型 細 菌 の 菌 株 を 培 地 で 培 養 し た と き に 、 野 生 株 又 は 非 改 変
株 よ り も 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 の 培 地 中 の 蓄 積 量 が 多 い か 、 又 は 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 の 生 産
速 度 が 高 い こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 生 育 が 野 生 株 ま た は 非 改 変 株 と 同 等 と は 、 好 ま し く は 、 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ ラ ク ト フ
ァ ー メ ン タ ム ATCC13869株 な ど の 野 生 株 ま た は 非 改 変 株 と 同 等 の 生 育 を 示 す こ と を 言 う 。
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こ こ で 「 同 等 」 と は 、 ８ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 で あ る こ と を い う 。 野 生 株
と の 生 育 の 比 較 は 、 例 え ば 、 変 異 を 導 入 し た 株 及 び 野 生 株 を そ れ ぞ れ 培 地 に 同 じ 細 胞 数 、
接 種 し 、 一 定 時 間 経 過 後 の 生 菌 数 を 比 較 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 生 菌 数 は 、
液 体 培 地 を 用 い る 場 合 、 一 定 時 間 経 過 後 の 波 長 ６ ０ ０ の 光 学 密 度 （ Ｏ Ｄ ） ま た は 菌 体 重 量
な ど に 基 い て 算 出 す る こ と が で き 、 プ レ ー ト な ど の 固 体 培 地 を 用 い る 場 合 、 一 定 時 間 経 過
後 に 出 現 す る コ ロ ニ ー の 数 に 基 い て 算 出 す る こ と が で き る 。
　 な お 、 本 発 明 の コ リ ネ 型 細 菌 の 生 育 は 少 な く と も あ る 特 定 の 温 度 （ 例 え ば 低 温 ） に お い
て 野 生 株 ま た は 非 改 変 株 と 同 等 で あ れ ば よ い 。 す な わ ち 、 後 述 の 実 施 例 で 示 す GN2-2株 の
よ う に 、 低 温 （ 例 え ば 25～ 30℃ ） で 野 生 株 ま た は 非 改 変 株 と 同 等 の 生 育 を 示 す が 、 高 温 （
例 え ば 、 34～ 40℃ ） で は 野 生 株 ま た は 非 改 変 株 よ り も 生 育 が 低 下 し た コ リ ネ 型 細 菌 も 、 本
発 明 の コ リ ネ 型 細 菌 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 上 記 の よ う な 染 色 体 上 の odhA遺 伝 子 に 変 異 を 導 入 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 コ リ ネ 型
細 菌 に Ｘ 線 や 紫 外 線 を 照 射 す る 方 法 、 ま た は コ リ ネ 型 細 菌 を Ｎ － メ チ ル － Ｎ '－ ニ ト ロ －
Ｎ － ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン 等 の 変 異 剤 で 処 理 す る 方 法 等 が あ る 。 ま た エ ラ － プ ロ － ン PCR 、
DNA shuffling, StEP－ PCRに よ っ て 、 遺 伝 子 組 換 え に よ り 人 工 的 に odhAに 変 異 を 導 入 し て
odhA遺 伝 子 を 取 得 す る こ と も 出 来 る 。 （ Firth AE, Patrick WM;Bioinformatics. 2005 Ju
n 2; Statistics of protein library construction.）
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 変 異 型 odhA遺 伝 子 に 上 述 の よ う な 変 異 を 導 入 す る た め に は 、 例 え ば 、 変 異 型 遺 伝 子 を 作
製 し 、 該 遺 伝 子 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ で コ リ ネ 型 細 菌 を 形 質 転 換 し 、 変 異 型 遺 伝 子 と 染 色 体 上 の 野
生 型 遺 伝 子 で 相 同 組 換 え を 起 こ さ せ る こ と に よ り 、 染 色 体 上 の 野 生 型 遺 伝 子 を 変 異 型 遺 伝
子 に お き か え る こ と に よ っ て 達 成 で き る 。 こ の よ う な 相 同 組 換 え を 利 用 し た 遺 伝 子 置 換 に
よ る 遺 伝 子 破 壊 は 既 に 確 立 し て お り 、 Datsenkoと Wannerに よ っ て 開 発 さ れ た 「 Redド リ ブ
ン イ ン テ グ レ － シ ョ ン (Red－ driven integration)」 と 呼 ば れ る 方 法 （ Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA, 2000, vol. 97, No. 12, p6640－ 6645） の 直 鎖 状 Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る 方 法 や 温 度
感 受 性 複 製 起 点 を 含 む プ ラ ス ミ ド を 用 い る 方 法 な ど が あ る （ 米 国 特 許 第 6303383号 明 細 書
、 ま た は 特 開 平 05－ 007491号 公 報 ） 。 ま た 、 上 述 の よ う な 相 同 組 換 え を 利 用 し た 遺 伝 子 置
換 に よ る 遺 伝 子 破 壊 は 、 宿 主 で 複 製 能 力 を 持 た な い プ ラ ス ミ ド や 、 コ リ ネ 型 細 菌 に 接 合 伝
達 可 能 な プ ラ ス ミ ド を 用 い て 行 う こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 例 え ば 、 コ リ ネ 型 細 菌 で 温 度 感 受 性 を 示 す プ ラ ス ミ ド と し て は 、 コ リ ネ 型 細 菌 の 温 度 感
受 性 プ ラ ス ミ ド と し て は 、 p48K及 び pSFKT2（ 以 上 、 特 開 2000-262288号 公 報 参 照 ） 、 pHSC4
（ フ ラ ン ス 特 許 公 開 1992年 2667875号 公 報 、 特 開 平 5-7491号 公 報 参 照 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。
こ れ ら の プ ラ ス ミ ド は 、 コ リ ネ 型 細 菌 中 で 少 な く と も 25℃ で は 自 律 複 製 す る こ と が で き る
が 、 37℃ で は 自 律 複 製 で き な い 。 pHSC4を 保 持 す る エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ AJ12571は 、 1990年
10月 11日 に 通 商 産 業 省 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研 究 所 （ 現 独 立 行 政 法 人  産 業 技 術 総
合 研 究 所  特 許 微 生 寄 託 セ ン タ ー ） （ 〒 305-5466 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １
 中 央 第 ６ ） に 受 託 番 号 FERM P-11763と し て 寄 託 さ れ 、 1991年 8月 26日 に ブ ダ ペ ス ト 条 約 に
基 づ く 国 際 寄 託 に 移 管 さ れ 、 FERM BP-3524の 受 託 番 号 で 寄 託 さ れ て い る
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 コ リ ネ 型 細 菌 内 で 複 製 能 を 持 た な い プ ラ ス ミ ド は 、 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ で 複 製 能 力 を 持
つ プ ラ ス ミ ド が 好 ま し く 、 例 え ば 、 pHSG299(宝 バ イ オ 社 製 ) pHSG399( 宝 バ イ オ 社 製 )等 が
挙 げ ら れ る 。 ま た 接 合 伝 達 可 能 な プ ラ ス ミ ド と し て は 、 pK19mobsacB(J.Bacteriology 174
:5462-65(1992))が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 変 異 型 odhA遺 伝 子 の 導 入 は 以 下 の よ う な 方 法 で 行 う 。 変 異 型 odhA遺 伝 子 は 以 下 の 方 法 に
よ っ て 取 得 出 来 る 。 odhA遺 伝 子 は 、 コ リ ネ 型 細 菌 か ら 例 え ば 、 斎 藤 、 三 浦 の 方 法 （ H. Sai
to and K.Miura, Biochem.B iophys. Acta, 72, 619 (1963)、 生 物 工 学 実 験 書 、 日 本 生 物
工 学 会 編 、 ９ ７ ～ ９ ８ 頁 、 培 風 館 、 １ ９ ９ ２ 年 参 照 ） で 染 色 体 DNAを し 、 Genbank等 、 公 知
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の デ － タ ベ － ス を 用 い て 構 築 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し た PCR法 に よ っ て 取 得 出
来 る 。 変 異 型 遺 伝 子 は 、 オ ー バ ー ラ ッ プ エ ク ス テ ン シ ョ ン PCR法 に よ っ て 取 得 で き る 。 （ U
rban, A., Neukirchen, S. and Jaeger, K. E., A rapid and efficient method for sit
e-directed mutagenesis using one-step overlap extension PCR. Nucleic Acids Res, 
25, 2227-8. (1997)） .
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 次 に 変 異 型 遺 伝 子 を コ リ ネ 型 細 菌 で 温 度 感 受 性 を 示 す プ ラ ス ミ ド や コ リ ネ 型 細 菌 で 複 製
で き な い プ ラ ス ミ ド に 導 入 し 、 組 換 え プ ラ ス ミ ド で コ リ ネ 型 細 菌 を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転
換 は 、 こ れ ま で に 報 告 さ れ て い る 形 質 転 換 法 に 従 っ て 行 え ば よ い 。 例 え ば 、 エ シ ェ リ ヒ ア
・ コ リ Ｋ － １ ２ に つ い て 報 告 さ れ て い る よ う な 、 受 容 菌 細 胞 を 塩 化 カ ル シ ウ ム で 処 理 し て
Ｄ Ｎ Ａ の 透 過 性 を 増 加 さ せ る 方 法 （ Mandel,M.and Higa,A., J.Mol.Biol.,53 ,159 (1970)
 ） が あ り 、 バ チ ル ス ・ ズ ブ チ ル ス に つ い て 報 告 さ れ て い る よ う な 、 増 殖 段 階 の 細 胞 か ら
コ ン ピ テ ン ト セ ル を 調 整 し Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る 方 法 （ Dancan,C.H., Wilson,G.A and Young,
F.E , Gene ,1,153（ 1977）  ） が あ る 。 あ る い は 、 バ チ ル ス ・ ズ ブ チ ル ス 、 放 線 菌 類 及 び
酵 母 に つ い て 知 ら れ て い る よ う な Ｄ Ｎ Ａ 受 容 菌 の 細 胞 を 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を Ｄ Ｎ Ａ 受 容 菌 に 導
入 す る 方 法 （ Chang.S. and Choen,S.N., Molec. Gen. Genet., 168, 111 (1979); Bibb,M
.J., Ward,J.M. and Hopwood,O.A., Nature, 274, 398 (1978); Hinnen,A., Hicks,J.B. 
and Fink,G.R., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75 1929 (1978)） も 応 用 で き る 。 ま た 、
コ リ ネ 型 細 菌 の 形 質 転 換 は 、 電 気 パ ル ス 法 （ 杉 本 ら 、 特 開 平 2－ 207791号 公 報 ） に よ っ て
も 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
上 記 の よ う に し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 は 、 コ リ ネ 型 細 菌 で 複 製 能 を 持 た な い プ ラ ス ミ ド で
形 質 転 換 し た 場 合 に は 、 プ ラ ス ミ ド 上 の 変 異 型 odhA遺 伝 子 と 染 色 体 上 の 野 生 型 odhA遺 伝 子
と 組 換 え を 起 こ し て い る 。 ま た 、 温 度 感 受 性 プ ラ ス ミ ド を 用 い た 場 合 に は 、 形 質 転 換 体 を
温 度 感 受 性 複 製 起 点 が 機 能 し な い 温 度 （ 25℃ ） で 培 養 し 、 プ ラ ス ミ ド を 導 入 し た 株 を 取 得
す る 。 プ ラ ス ミ ド 導 入 株 を 高 温 で 培 養 し 、 温 度 感 受 性 プ ラ ス ミ ド を 脱 落 さ せ 、 抗 生 物 質 を
含 有 す る プ レ － ト に 本 菌 株 を 塗 布 す る 。 温 度 感 受 性 プ ラ ス ミ ド は 高 温 で 複 製 で き な い の で
、 プ ラ ス ミ ド が 脱 落 し た 菌 株 は 、 抗 生 物 質 を 含 有 し た プ レ － ト で は 生 育 出 来 な い が 、 ご く
わ ず か の 頻 度 で あ る が 、 プ ラ ス ミ ド 上 の 変 異 型 odhA遺 伝 子 と 染 色 体 上 の odhA遺 伝 子 と 組 換
え を 起 こ し た 菌 株 が 出 現 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ う し て 染 色 体 に 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ が 組 み 込 ま れ た 株 は 、 染 色 体 上 に も と も と 存 在 す る odhA
遺 伝 子 配 列 と の 組 換 え を 起 こ し 、 染 色 体 の 変 異 型 odhA遺 伝 子 と 野 生 型 odhA遺 伝 子 と の 融 合
遺 伝 子 ２ 個 が 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ の 他 の 部 分 （ ベ ク タ ー 部 分 、 温 度 感 受 性 複 製 起 点 及 び 薬 剤 耐 性
マ － カ － ） を 挟 ん だ 状 態 で 染 色 体 に 挿 入 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 次 に 、 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 上 に 変 異 型 odhA遺 伝 子 の み を 残 す た め に 、 ベ ク タ ー 部 分 （ 温 度 感 受
性 複 製 起 点 及 び 薬 剤 耐 性 マ － カ － を 含 む ） と と も に 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ か ら 脱 落 さ せ る 。 そ の 際
、 正 常 な 変 異 型 odhA遺 伝 子 が 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 上 に 残 さ れ 、 野 生 型 odhA遺 伝 子 が 切 り 出 さ れ る
場 合 と 、 反 対 に 変 異 型 odhA遺 伝 子 が 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 上 に 残 さ れ 、 野 生 型 odhA遺 伝 子 が 切 り 出
さ れ る 場 合 が あ る 。 PCRま た は サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ － シ ョ ン 等 に よ り 、 染 色 体 上 に 変 異
型 odhA遺 伝 子 が 残 っ た 株 を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 変 異 型 odhA遺 伝 子 が 導 入 さ れ た 株 を 取
得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
ま た コ リ ネ 型 細 菌 で 致 死 的 に 機 能 す る レ バ ン シ ュ － ク ラ － ゼ を コ ー ド す る sacB遺 伝 子 を 相
同 組 換 え の マ ー カ ー と し て 用 い て も よ い 。 （ Schafer,A.et al.Gene 145 (1994)69－ 73）
。 す な わ ち 、 コ リ ネ 型 細 菌 で は 、 レ バ ン シ ュ － ク ラ － ゼ を 発 現 さ せ る と 、 シ ュ － ク ロ － ス
を 資 化 す る こ と に よ っ て 生 成 し た レ バ ン が 致 死 的 に 働 き 、 生 育 す る こ と が 出 来 な い 。 従 っ
て 、 レ バ ン シ ュ － ク ラ － ゼ を 搭 載 し た ベ ク タ ー が 染 色 体 上 に 残 っ た ま ま の 菌 株 を シ ュ － ク
ロ － ス 含 有 プ レ － ト で 培 養 す る と 生 育 で き ず 、 ベ ク タ ー が 脱 落 し た 菌 株 の み シ ュ － ク ロ －
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ス 含 有 プ レ － ト で 選 択 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 sacB遺 伝 子 又 は そ の 相 同 遺 伝 子 は 、 以 下 の よ う な 配 列 の 遺 伝 子 を 用 い る こ と が 出 来 る 。
バ チ ル ス ・ ズ ブ チ ル ス ： sacB　 GenBank Accession Number X02730　 （ 配 列 番 号 19）
バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ キ ュ フ ァ シ エ ン ス ： sacB　 GenBank Accession Number X52988
ザ イ モ モ ナ ス ・ モ ビ リ ス ： sacB　 GenBank Accession Number L33402
バ チ ル ス ・ ス テ ア ロ サ － モ フ ィ ラ ス ： surB　 GenBank Accession Number U34874
ラ ク ト バ チ ル ス ・ サ ン フ ラ ン シ セ ン シ ス ： frfA　 GenBank Accession Number AJ508391
ア セ ト バ ク タ － ・ キ シ リ ナ ス ： lsxA　 GenBank Accession Number AB034152
グ ル コ ン ア セ ト バ ク タ － ・ ジ ア ゾ ト ロ フ ィ カ ス ： lsdA GenBank Accession Number L41732
【 ０ ０ ４ ０ 】
＜ ２ ＞ 本 発 明 の 変 異
　 染 色 体 上 の α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ の サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る odhA遺 伝 子 に お け る 変 異 は 、 菌 体
内 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 活 性 を 、 非 改 変 株 ま た は 野 生 株 の 菌 体 内 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ 活 性 の 二 分 の 一 以 下 に 低 下 さ せ る 変 異 で あ っ て 、 該 変 異 を 含 む α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 を
保 持 す る 細 菌 が 野 生 株 と 同 等 に 生 育 で き る 変 異 で あ る 。 本 発 明 の 変 異 型 odhA遺 伝 子 が コ ー
ド す る 変 異 型 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ  E1oサ ブ ユ ニ ッ ト は 、 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ の E2oサ ブ ユ ニ ッ ト お よ び E
3サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ り 、 野 生 型 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ （ 複 合 体
） ま た は 非 改 変 型 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ （ 複 合 体 ） の 二 分 の 一 以 下 の α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 活 性 を 示 す 。 さ
ら に 、 変 異 型 odhAが コ ー ド す る 該 タ ン パ ク 質 を コ リ ネ 型 細 菌 に 保 持 さ せ た 場 合 に 、 該 コ リ
ネ 型 細 菌 が 野 生 株 と 同 等 の 生 育 を 示 す よ う な タ ン パ ク 質 が 好 ま し い 。
例 え ば 、 具 体 例 に は 以 下 の よ う な 変 異 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
（ １ ） チ ア ミ ン ピ ロ リ ン 酸 結 合 領 域 の 変 異
　 こ の 変 異 は 、 補 酵 素 で あ る チ ア ミ ン ピ ロ リ ン 酸 の 結 合 領 域 に 導 入 さ れ た 変 異 で あ り 、 チ
ア ミ ン ピ ロ リ ン 酸 結 合 領 域 と は 、 odhA遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ９ ） の 2498番 目 ～ 2584番 目 の 塩 基
に よ っ て コ ー ド さ れ る 領 域 （ 配 列 番 号 10の 686G-714D） を い う 。 配 列 番 号 10の 686～ 688番
目 の Gly-Leu-Gly残 基 、 お よ び 713-714番 目 の Asn-Asn残 基 が チ ア ミ ン ピ ロ リ ン 酸 結 合 部 位
で あ り 、 こ の チ ア ミ ン ピ ロ リ ン 酸 結 合 部 位 や 、 チ ア ミ ン ピ ロ リ ン 酸 結 合 部 位 の 間 の 配 列 に
変 異 を 導 入 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 チ ア ミ ン ピ ロ リ ン 酸 結 合 領 域 の 変 異 は 、 odhA遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ９ ） に お い て 、 2534-254
8番 目 の 領 域 に 変 異 が 導 入 さ れ た も の で あ っ て も よ い （ こ の 変 異 を Ｇ Ｎ 型 変 異 と 呼 ぶ ） 。
Ｇ Ｎ 型 変 異 は 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 698-702番 目 に 記 載 の
ア ミ ノ 酸 残 基 （ Lys,Leu,Arg,Gly,Tyr） の う ち 、 い ず れ か １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 及
び /又 は 、 １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 を 伴 う 変 異 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ア ミ ノ 酸 の 欠 失 を 伴 う 変 異 の 一 例 と し て は 、 配 列 番 号 10に 記 載 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 701番
目 の Gly残 基 を 欠 失 さ せ る 変 異 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 変 異 が 導 入 さ れ た 変 異 型 odhA遺 伝 子 の
塩 基 配 列 を 配 列 番 号 １ ３ の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ３ 、 配 列 番 号 ４ ４ 、 ４ ６ 、 ４ ８ の 塩 基
番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ０ （ ま た は 配 列 番 号 １ ３ の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ３ 、 配 列 番 号 ４ ４
、 ４ ６ 、 ４ ８ の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ０ ） に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 １ ４ 、 ４ ５ 、 ４
７ 、 ４ ９ （ ま た は 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ５ 、 配 列 番 号 ４ ５ 、 ４ ７ 、 ４
９ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ６ ） に 示 す 。 こ こ で 、 配 列 番 号 １ ３ の 配 列 に お い て は 、 配
列 番 号 ９ の 2538番 の ｔ 、 2543－ 2547番 の ggctaが 欠 失 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 を 伴 う 変 異 と し て は 、 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、
698番 目 の Lys残 基 、 699番 目 の Leu残 基 、 700番 目 の Arg残 基 、 702番 目 の Tyrか ら 選 択 さ れ る
１ 又 は そ れ 以 上 の 残 基 を 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る 変 異 が 望 ま し い 。 こ こ で 他 の ア ミ ノ 酸 と
は 、 天 然 型 ア ミ ノ 酸 で あ れ ば い ず れ の ア ミ ノ 酸 で も よ く 、 Lys,Glu,Thr,Val,Leu,Ile,Ser,
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Asp,Asn,Gln,Arg,Cys,Met,Phe,Trp,Tyr,Gly,Ala,Pro,Hisか ら 選 択 さ れ る 残 基 に 置 換 す れ
ば よ い 。 特 に 、 698番 目 の Lys残 基 は 、 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 残 基 （ Arg,His） 以 外 の ア ミ ノ 酸 に
、 699番 目 の Leu残 基 は 、 脂 肪 族 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 基 （ Ile,Val） 以 外 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 、
700番 目 の Arg残 基 は 、 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 残 基 以 外 （ Lys,His） 以 外 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 、 702番
目 の Tyr残 基 は 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 有 す る ア ミ ノ 酸 以 外 （ Ser,Thr） の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換
す る こ と が 望 ま し い 。
中 で も 、 698番 目 の Lys残 基 は 、 脂 肪 族 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 基 （ Ile,Leu,Val） に 置 換 す る こ
と が 望 ま し く 、 699番 目 の Leu残 基 は 、 側 鎖 に ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 持 つ Ser,Thr,Tyr残 基 に 置
換 す る こ と が 望 ま し く 、 700番 目 の Arg残 基 は 、 側 鎖 に Ｓ 原 子 を 有 す る Cys,Met残 基 に 置 換
す る こ と が 望 ま し く 、 ま た 、 702番 目 の Tyr残 基 は 、 脂 肪 族 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 （ Ile,Leu,Va
l） に 置 換 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ま た 、 Ｇ Ｎ 型 変 異 は 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 701番 目 の Gly残 基 の 欠
失 と 698番 目 の Lys残 基 、 699番 目 の Leu残 基 、 700番 目 の Arg残 基 、 702番 目 の Tyrか ら 選 択 さ
れ る １ 又 は そ れ 以 上 の 残 基 を 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る 変 異 と を 組 み 合 わ せ て も よ い 。
こ れ ら の 残 基 が 置 換 さ れ た 変 異 型 odhA遺 伝 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ４
４ ， ４ ６ ， ４ ８ の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ０ に （ ま た は 配 列 番 号 ４ ４ 、 ４ ６ 、 ４ ８ の 塩 基
番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ０ ） 、 変 異 型 OdhAの ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ４ ５ ,４ ７ ,４ ９ （ ま た は
配 列 番 号 ４ ５ 、 ４ ７ 、 ４ ９ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ６ ） に 示 す 。 該 Ｇ Ｎ 型 変 異 と 同 じ
ア ミ ノ 酸 置 換 及 び ア ミ ノ 酸 欠 失 を 生 じ さ せ る 変 異 、 す な わ ち 、 染 色 体 上 の odhA遺 伝 子 塩 基
配 列 を 、 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 に す る そ の 他 の 変 異 も 本 発 明
の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
（ ２ ） 2-2型 変 異
　 こ の 変 異 は 、 odhA遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ９ ） の 1094-1111番 目 の 領 域 に 導 入 さ れ た も の で あ
り 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 10に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 218-224番 目 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ Asp-V
al-Ile-Asp-Gly-Lys-Pro） の う ち １ ま た は 2以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ る 変 異 及 び /又
は 1ま た は 2以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 置 換 す る 変 異 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 odhA遺 伝 子 （ 配
列 番 号 ９ ） の 1094－ 1098番 目 の gacgtを 欠 失 さ せ 、 か つ 、 1110－ 1111番 の agを ggccに 置 換
す る 変 異 で あ る 。 こ の 変 異 を 有 す る odhA遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 １ １ の 塩 基 番 号 ４ ４
３ ～ ４ ２ １ ３ （ ま た は 配 列 番 号 １ １ の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ３ ） に 示 す 。 該 遺 伝 子 に コ
ー ド さ れ る 変 異 型 odhAの ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 １ ２ （ ま た は 配 列 番 号 １ ２ の ア ミ ノ 酸 番
号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ６ ） に 示 す 。
　 　 ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 を 伴 う 変 異 と し て は 、 配 列 番 号 10に 記 載 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 218番
目 の Asp残 基 を 欠 失 さ せ る 変 異 が 好 ま し い 。 こ の 変 異 を 有 す る odhA遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 配
列 番 号 １ １ の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ３ （ ま た は 配 列 番 号 １ １ の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １
３ ） に 示 す 。 該 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 変 異 型 odhAの ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 １ ２ （ ま た は
配 列 番 号 １ ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ６ ） に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 を 伴 う 変 異 と し て は 、 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 21
9番 目 の Val残 基 、 220番 目 の Ile残 基 、 221番 目 の Asp残 基 、 222番 目 の Gly残 基 、 223番 目 の L
ys残 基 か ら 選 択 さ れ る １ 又 は そ れ 以 上 の 残 基 を 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る 変 異 が 望 ま し い 。
こ こ で 他 の ア ミ ノ 酸 と は 、 天 然 型 ア ミ ノ 酸 で あ れ ば い ず れ の ア ミ ノ 酸 で も よ Lys,Glu,Thr,
Val,Leu,Ile,Ser,Asp,Asn,Gln,Arg,Cys,Met,Phe,Trp,Tyr,Gly,Ala,Pro,Hisか ら 選 択 さ れ
る 残 基 に 置 換 す れ ば よ い 。 特 に 、 219番 目 の Val残 基 は 、 脂 肪 族 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 基 （ Ile,
Leu） 以 外 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 、 220番 目 の Ile残 基 も 脂 肪 族 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 基 （ Ile,Val）
以 外 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 、 221番 目 の Asp残 基 は 、 酸 性 ア ミ ノ 酸 残 基 以 外 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ Gl
u） 、 222番 目 の Gly残 基 は 単 純 構 造 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ Ala） 以 外 に 置 換 す る こ と が 望 ま し い
。
置 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 219-221番 目 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 残 基 へ の 置
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換 （ His,Arg,Lys） が 望 ま し く 、 222番 目 の Gly残 基 は 、 側 鎖 に ア ミ ド 基 を 持 つ ア ミ ノ 酸 残
基 （ Asp,Gln） 、 223番 目 の Lys残 基 は 単 純 構 造 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ Gly,Ala） に 置 換 す る こ と
が 望 ま し い 。
　 な お 、 該 2-2型 変 異 と 同 じ ア ミ ノ 酸 置 換 及 び ア ミ ノ 酸 欠 失 を 生 じ さ せ る 変 異 、 す な わ ち
、 染 色 体 上 の odhA遺 伝 子 塩 基 配 列 を 、 配 列 番 号 １ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列
に す る そ の 他 の 変 異 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ ３ ） GN＋ 2-2型 変 異
　 こ の 変 異 は 上 記 GN型 変 異 と 2-2型 変 異 の 両 方 を 含 む 変 異 で あ る 。 こ の 変 異 を 有 す る α －
Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 及 び 該 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 変 異 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 例 を
、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ５ の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ３ （ ま た は 配 列 番 号 １ ５ の 塩 基 番 号 ５
５ １ ～ ４ ２ １ ３ ） に 示 す 。 該 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 変 異 型 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ の ア ミ ノ 酸 配 列 を
配 列 番 号 １ ６ （ ま た は 配 列 番 号 １ ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ４ ） に 示 す 。
　 な お 、 該 Ｇ Ｎ ＋ ２ － ２ 型 変 異 と 同 じ ア ミ ノ 酸 置 換 及 び ア ミ ノ 酸 欠 失 を 生 じ さ せ る 変 異 、
す な わ ち 、 染 色 体 上 の odhA遺 伝 子 塩 基 配 列 を 、 配 列 番 号 １ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る
塩 基 配 列 に す る そ の 他 の 変 異 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 そ の 他 の 変 異 型 odhA遺 伝 子 に つ い て も 、 後 述 の 実 施 例 ５ に 示 す ATCC13869-L株 の よ う な y
gg遺 伝 子 変 異 株 な ど を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 odhA遺 伝 子 に
ラ ン ダ ム に 変 異 を 導 入 し 、 得 ら れ た 変 異 型 odhA遺 伝 子 で ygg遺 伝 子 変 異 株 を 形 質 転 換 し 、
形 質 転 換 株 の 中 か ら 生 育 が 非 改 変 株 ま た は 野 生 株 と 同 等 以 上 で あ り 、 か つ 、 菌 体 内 α － Ｋ
Ｇ Ｄ Ｈ 活 性 が 、 非 改 変 株 ま た は 野 生 株 の 菌 体 内 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 活 性 の 二 分 の 一 以 下 に 低 下 し
た 株 を 選 択 し 、 選 択 さ れ た 株 に お い て 導 入 さ れ て い る odhA遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 決 定 す れ ば
よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 な お 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 上 述 の 変 異 箇 所 以 外 の 領 域 に 、 酵 素 活 性 に 影 響 を
与 え な い ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ た り 、 ア ミ ノ 酸 が 同 種 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ る 変 異 が 導 入 さ
れ て い て も 、 上 記 の 性 質 が 維 持 さ れ る と 考 え ら れ る た め 、 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ の E2oサ ブ ユ ニ ッ
ト お よ び E3サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ り 、 野 生 株 ま た は 非 改 変
株 の α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 複 合 体 の 二 分 の 一 以 下 の α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 活 性 を 示 す 限 り に お い て 、 上 述 の
変 異 型 遺 伝 子 、 例 え ば 配 列 番 号 １ ２ ， １ ４ ， １ ６ ， ４ ５ ， ４ ７ ,も し く は ４ ９ （ ま た は 配
列 番 号 １ ２ ， ４ ５ ， ４ ７ ,も し く は ４ ９ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ６ ， 配 列 番 号 １ ４ の
ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ５ ， 配 列 番 号 １ ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ５ ４ ） の ア ミ ノ 酸
配 列 に お い て 、 上 述 の Ｇ Ｎ 型 変 異 、 ２ － ２ 型 変 異 以 外 の 領 域 に 、 １ ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸
が 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。 こ こ で 、 数 個 と は 、 ２ ～
２ ０ 個 が 好 ま し く 、 ２ ～ １ ０ 個 が よ り 好 ま し く 、 ２ ～ ５ 個 が 特 に 好 ま し い 。 ま た 、 こ の よ
う な ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 付 加 、 ま た は 逆 位 等 に は 、 odhA遺 伝 子 を 保 持 す る 微 生
物 の 個 体 差 、 種 の 違 い に 基 づ く 場 合 な ど の 天 然 に 生 じ る 変 異 （ mutant又 は variant） に よ
っ て 生 じ る も の も 含 ま れ る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 51の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 上 記 GN型 変 異 や
2-2型 変 異 に 対 応 す る 位 置 に 変 異 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 変 異 型 odhA遺 伝 子 も 本
発 明 に お い て 使 用 で き る 。 な お 、 配 列 番 号 51の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て ど の 位 置 が GN型 変 異
や 2-2型 変 異 に 相 当 す る か は 、 配 列 番 号 10と 配 列 番 号 51の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る こ と で
容 易 に 理 解 で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
上 記 置 換 は 機 能 的 に 変 化 し な い 中 性 変 異 で あ る 保 存 的 置 換 が 好 ま し い 。 保 存 的 変 異 と は 、
置 換 部 位 が 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 で あ る 場 合 に は 、 phe,trp,tyr間 で 、 置 換 部 位 が 疎 水 性 ア ミ ノ
酸 で あ る 場 合 に は 、 leu,ile,val間 で 、 極 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 場 合 に は 、 gln,asn間 で 、 塩 基
性 ア ミ ノ 酸 で あ る 場 合 に は 、 lys,arg,his間 で 、 酸 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 場 合 に は 、 asp,glu間
で 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 持 つ ア ミ ノ 酸 で あ る 場 合 に は 、 ser,thr間 で お 互 い に 置 換 す る 変 異
で あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 　 alaか ら ser又 は thrへ の 置 換 、 argか ら gln、 his又 は lysへ の
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置 換 、 asnか ら glu、 gln、 lys、 his又 は aspへ の 置 換 、 aspか ら asn、 glu又 は glnへ の 置 換 、
cysか ら ser又 は alaへ の 置 換 、 glnか ら asn、 glu、 lys、 his、 asp又 は argへ の 置 換 、 gluか
ら asn、 gln、 lys又 は aspへ の 置 換 、 glyか ら proへ の 置 換 、 hisか ら asn、 lys、 gln、 arg又
は tyrへ の 置 換 、 ileか ら leu、 met、 val又 は pheへ の 置 換 、 leuか ら ile、 met、 val又 は phe
へ の 置 換 、 lysか ら asn、 glu、 gln、 his又 は argへ の 置 換 、 metか ら ile、 leu、 val又 は phe
へ の 置 換 、 pheか ら trp、 tyr、 met、 ile又 は leuへ の 置 換 、 serか ら thr又 は alaへ の 置 換 、 t
hrか ら ser又 は alaへ の 置 換 、 trpか ら phe又 は tyrへ の 置 換 、 tyrか ら his、 phe又 は trpへ の
置 換 、 及 び 、 valか ら met、 ile又 は leuへ の 置 換 が 例 示 さ れ る 。
　 な お 、 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 複 合 体 と は 、 E1oサ ブ ユ ニ ッ ト と E2oサ ブ ユ ニ ッ ト が odhA遺 伝 子 に コ
ー ド さ れ て い る 場 合 、 配 列 番 号 １ ０ の タ ン パ ク 質 及 び 配 列 番 号 １ ８ の タ ン パ ク 質 か ら な る
複 合 体 を 挙 げ る こ と が で き 、 E1oサ ブ ユ ニ ッ ト が odhA遺 伝 子 に 、 E2oサ ブ ユ ニ ッ ト が 配 列 番
号 ２ ７ の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ て い る 場 合 、 配 列 番 号 １ ０ の タ ン パ ク 質 、 配 列 番 号 １ ８ の タ
ン パ ク 質 及 び 配 列 番 号 ２ ８ の タ ン パ ク 質 か ら な る 複 合 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 変 異 型 odhA遺 伝 子 は 、 上 述 の 変 異 を 有 し 、 α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ の E2oサ ブ ユ ニ ッ ト お
よ び E3サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ り 、 野 生 株 ま た は 非 改 変 株 の
α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 複 合 体 の 二 分 の 一 以 下 の α － Ｋ Ｇ Ｄ Ｈ 活 性 を 示 す 限 り に お い て 、 配 列 番 号 １
１ ， １ ３ ， も し く は １ ５ の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ３ ， ま た は 配 列 番 号 ４ ４ ， ４ ６ ， も し
く は ４ ８ の 塩 基 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ２ １ ０ （ ま た は 配 列 番 号 １ １ ， １ ３ ， も し く は １ ５ の 塩 基
番 号 ５ ５ １ ～ ４ ２ １ ３ ， ま た は 配 列 番 号 ４ ４ ， ４ ６ ， も し く は ４ ８ の 塩 基 番 号 ５ ５ １ ～ ４
２ １ ０ ） の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。 こ こ で ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と し て は 例 え ば 、 通 常 の
サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 洗 い の 条 件 が 挙 げ ら れ 、 具 体 的 に は 、 ６ ０ ℃ 、 １ × Ｓ Ｓ
Ｃ ， ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 好 ま し く は 、 ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ に 相 当 す る 塩 濃 度 で
、 １ 回 よ り 好 ま し く は ２ ～ ３ 回 洗 浄 す る 条 件 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
＜ ３ ＞ 本 発 明 の Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 の 製 造 方 法
　 本 発 明 の コ リ ネ 型 細 菌 を 培 地 に 培 養 し 、 培 地 中 に Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 を 生 成 蓄 積 せ し め 、
Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 を 該 培 地 か ら 採 取 す る こ と に よ り 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 を 製 造 す る こ と が
出 来 る 。 本 発 明 の 製 造 方 法 に お い て は 、 本 発 明 の コ リ ネ 型 細 菌 を 、 例 え ば 、 20～ 45℃ で 、
8～ 120時 間 培 養 す る 。 な お 、 実 施 例 に 示 す GN2-2株 の よ う な 低 温 で は 野 生 株 と 同 等 の 生 育
を 示 す が 、 高 温 で は 生 育 が 低 下 し た 本 発 明 の コ リ ネ 型 細 菌 を 用 い る 場 合 、 該 コ リ ネ 型 細 菌
を 低 温 、 例 え ば 、 ２ ５ ～ ３ ０ ℃ で ８ ～ ３ ０ 時 間 培 養 し て 増 殖 さ せ 、 つ い で 、 得 ら れ た 菌 体
を 、 高 温 、 例 え ば 、 ３ ４ ～ ４ ０ ℃ で 、 １ ６ ～ ４ ８ 時 間 保 持 す る こ と に よ っ て Ｌ － グ ル タ ミ
ン 酸 を 生 産 さ せ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 培 養 に 用 い る 培 地 は 、 炭 素 源 、 窒 素 源 、 無 機 塩 類 、 そ の 他 必 要 に 応 じ て ア ミ ノ 酸 、 ビ タ
ミ ン 等 の 有 機 微 量 栄 養 素 を 含 有 す る 通 常 の 培 地 を 用 い る こ と が で き る 。 合 成 培 地 ま た は 天
然 培 地 の い ず れ も 使 用 可 能 で あ る 。 培 地 に 使 用 さ れ る 炭 素 源 お よ び 窒 素 源 は 培 養 す る 菌 株
が 利 用 可 能 で あ る も の な ら ば い ず れ の 種 類 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 炭 素 源 と し て は 、 グ ル コ ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 フ ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 マ ル ト ー ス
、 マ ン ノ ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 澱 粉 加 水 分 解 物 、 糖 蜜 等 の 糖 類 が 使 用 で き 、 そ の 他 、 酢 酸
、 ク エ ン 酸 等 の 有 機 酸 、 エ タ ノ ー ル 等 の ア ル コ ー ル 類 も 単 独 あ る い は 他 の 炭 素 源 と 併 用 し
て 用 い る こ と が で き る 。 窒 素 源 と し て は 、 ア ン モ ニ ア 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 炭 酸 ア ン モ ニ
ウ ム 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 り ん 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 等 の ア ン モ ニ ウ ム 塩 ま
た は 硝 酸 塩 等 が 使 用 す る こ と が で き る 。 有 機 微 量 栄 養 素 と し て は 、 ア ミ ノ 酸 、 ビ タ ミ ン 、
脂 肪 酸 、 核 酸 、 更 に こ れ ら の も の を 含 有 す る ペ プ ト ン 、 カ ザ ミ ノ 酸 、 酵 母 エ キ ス 、 大 豆 た
ん 白 分 解 物 等 が 使 用 で き 、 生 育 に ア ミ ノ 酸 な ど を 要 求 す る 栄 養 要 求 性 変 異 株 を 使 用 す る 場
合 に は 要 求 さ れ る 栄 養 素 を 補 添 す る こ と が 好 ま し い 。 無 機 塩 類 と し て は り ん 酸 塩 、 マ グ ネ
シ ウ ム 塩 、 カ ル シ ウ ム 塩 、 鉄 塩 、 マ ン ガ ン 塩 等 が 使 用 で き る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 培 養 は 、 好 ま し く は 、 ｐ Ｈ を ３ ～ ９ に 制 御 し 、 通 気 培 養 を 行 う 。 培 養 中 に ｐ Ｈ が 下 が る
場 合 に は 、 例 え ば 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム を 加 え る か 、 ア ン モ ニ ア ガ ス 等 の ア ル カ リ で 中 和 す る
。 こ の よ う な 条 件 下 で 、 好 ま し く は １ ０ 時 間 ～ １ ２ ０ 時 間 程 度 培 養 す る こ と に よ り 、 培 養
液 中 に 著 量 の Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 が 蓄 積 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 が 析 出 す る よ う な 条 件 に 調 整 さ れ た 液 体 培 地 を 用 い て 、 培 地 中
に Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 を 析 出 さ せ な が ら 培 養 を 行 う こ と も 出 来 る 。 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 が 析 出
す る 条 件 と し て は 、 例 え ば 、 ｐ Ｈ ５ ． ０ ～ ４ ． ０ 、 好 ま し く は ｐ Ｈ ４ ． ５ ～ ４ ． ０ 、 さ ら
に 好 ま し く は ｐ Ｈ ４ ． ３ ～ ４ ． ０ 、 特 に 好 ま し く は ｐ Ｈ ４ ． ０ を 挙 げ る こ と が で き る (例
え ば EP1233069, EP1233070参 照 )。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 培 養 終 了 後 の 培 養 液 か ら Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 を 採 取 す る 方 法 は 、 公 知 の 回 収 方 法 に 従 っ て
行 え ば よ い 。 例 え ば 、 培 養 液 か ら 菌 体 を 除 去 し た 後 に 濃 縮 晶 析 す る 方 法 あ る い は イ オ ン 交
換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 に よ っ て 採 取 さ れ る 。 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 が 析 出 す る よ う な 条 件 下
で 培 養 し た 場 合 、 培 養 液 中 に 析 出 し た Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 は 、 遠 心 分 離 又 は 濾 過 等 に よ り 採
取 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 培 地 中 に 溶 解 し て い る Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 を 晶 析 し た 後 に
、 併 せ て 単 離 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
［ 実 施 例 ］
　 以 下 、 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る 。 た だ し 、 本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に 限
定 さ れ な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
＜ １ ＞ sacB搭 載 遺 伝 子 置 換 用 ベ ク タ ー の 構 築
（ A） pBS3の 構 築
　 sacB遺 伝 子 （ 配 列 番 号 １ ９ ） を バ チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス の 染 色 体 DNAを 鋳 型 と し て 配 列 番
号 ２ １ と ２ ２ を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て 、 PCRに よ り 取 得 し た 。 PCR反 応 は 、 LA taq(TaKaR
a)を 用 い 、 94 ℃ で 5分 保 温 を 1サ イ ク ル 行 っ た 後 、 変 性 94℃  30秒 、 会 合 49℃  30秒 、 伸 長 7
2℃  2分 か ら な る サ イ ク ル を 25回 繰 り 返 し た 。 生 成 し た PCR産 物 を 常 法 に よ り 精 製 後 BglII
と BamHIで 消 化 し 、 平 滑 化 し た 。 こ の 断 片 を pHSG299の AvaIIで 消 化 後 、 平 滑 化 し た 部 位 に
挿 入 し た 。 こ の DNAを 用 い て 、 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ JM109の コ ン ピ テ ン ト セ ル （ 宝 バ イ オ 社
製 ） を 用 い て 形 質 転 換 を 行 い 、 カ ナ マ イ シ ン （ 以 下 、 Kmと 略 す ） 25μ g/mlを 含 む LB培 地 に
塗 布 し 、 一 晩 培 養 し た 。 そ の 後 、 出 現 し た コ ロ ニ ー を 釣 り 上 げ 、 単 コ ロ ニ ー を 分 離 し 形 質
転 換 体 を 得 た 。 得 ら れ た 形 質 転 換 体 よ り プ ラ ス ミ ド を 抽 出 し 、 目 的 の PCR産 物 が 挿 入 さ れ
て い た も の を pBS3と 命 名 し た 。 pBS3の 構 築 過 程 を 図 1に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
（ B） pBS4Sの 構 築
　 pBS3上 に 存 在 す る カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 配 列 中 の SmaI部 位 を ア ミ ノ 基 置 換 を 伴 わ な い
塩 基 置 換 に よ り カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 破 壊 し た プ ラ ス ミ ド を ク ロ ス オ ー バ ー PCRで 取
得 し た 。 ま ず 、 pBS3を 鋳 型 と し て 配 列 番 号 23， 24の 合 成 DNAを プ ラ イ マ ー と し て PCRを 行 い
、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 の N末 端 側 の 増 幅 産 物 を 得 る 。 一 方 Km耐 性 遺 伝 子 の C末 端 側 の 増
幅 産 物 を 得 る た め に pBS3を 鋳 型 と し て 配 列 番 号 25， 26の 合 成 DNAを 鋳 型 と し て PCRを 行 っ た
。 PCR反 応 は Pyrobest DNA Polymerase(宝 バ イ オ 社 製 )を 用 い 、 98 ℃ で 5分 保 温 を 1サ イ ク
ル 行 っ た 後 、 変 性 98℃  10秒 、 会 合 57℃  30秒 、 伸 長 72℃  1分 か ら な る サ イ ク ル を 25回 繰 り
返 す こ と に よ り 目 的 の PCR産 物 を 得 る こ と が で き る 。 配 列 番 号 24と 25は 部 分 的 に 相 補 的 で
あ り 、 ま た こ の 配 列 内 に 存 在 す る SmaI部 位 は ア ミ ノ 酸 置 換 を 伴 わ な い 塩 基 置 換 を 施 す こ と
に よ り 破 壊 さ れ て い る 。 次 に SmaI部 位 が 破 壊 さ れ た 変 異 型 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 断 片 を
得 る た め に 、 上 記 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 N末 端 側 及 び C末 端 側 の 遺 伝 子 産 物 を 、 そ れ ぞ れ
ほ ぼ 等 モ ル と な る よ う に 混 合 し 、 こ れ を 鋳 型 と し て 配 列 番 号 23， 26の 合 成 DNAを プ ラ イ マ
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ー と し て PCRを 行 い 変 異 導 入 さ れ た Km耐 性 遺 伝 子 増 幅 産 物 を 得 た 。 PCR反 応 は Pyrobest DNA
 Polymerase(宝 バ イ オ 社 )を 用 い 、 98 ℃ で 5分 保 温 を 1サ イ ク ル 行 っ た 後 、 変 性 98℃  10秒
、 会 合 57℃  30秒 、 伸 長 72℃  1.5分 か ら な る サ イ ク ル を 25回 繰 り 返 す こ と に よ り 目 的 の PCR
産 物 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 PCR産 物 を 常 法 に よ り 精 製 後 BanIIで 消 化 し 、 上 記 の pBS3の BanII部 位 に 挿 入 し た 。 こ の D
NAを 用 い て 、 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ JM109の コ ン ピ テ ン ト セ ル （ 宝 バ イ オ 社 製 宝 バ イ オ 社 製
） を 用 い て 形 質 転 換 を 行 い 、 カ ナ マ イ シ ン 25μ g/mlを 含 む LB培 地 に 塗 布 し 、 一 晩 培 養 し た
。 そ の 後 、 出 現 し た コ ロ ニ ー を 釣 り 上 げ 、 単 コ ロ ニ ー 分 離 し 、 形 質 転 換 体 を 得 た 。 得 ら れ
た 形 質 転 換 体 よ り プ ラ ス ミ ド を 抽 出 し 、 目 的 の PCR産 物 が 挿 入 さ れ て い た も の を pBS4Sと 命
名 し た 。 pBS4Sの 構 築 過 程 を 図 2に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
＜ ２ ＞ C. glutamicum ATCC13869へ の odhA変 異 点 （ GN型 ） の 導 入
　 コ リ ネ 型 細 菌 の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を コ ー ド し て い る odhAの 配 列 は 既
に 明 ら か に な っ て い る （ Microbiology 142, 3347-3354, (1996)、 GenBank accession No.
D84102） 。
　 本 発 明 者 ら が 育 種 に 成 功 し た Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 菌 GN株 は 、 odhA遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ９
） 内 の 遺 伝 子 番 号 2538番 、 2543－ 2547番 の 遺 伝 子 が 欠 失 し て い る こ と が 塩 基 配 列 の 解 析 に
よ り わ か っ た （ 表 １ ） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 そ こ で 、 こ の 2538番 、 2543－ 2547番 の 塩 基 の 欠 失 変 異 を C. glutamicum 2256（ ATCC1386
9） へ 導 入 す る た め の 変 異 導 入 用 プ ラ ス ミ ド を 作 製 し た 。 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 菌 GN株 か
ら Bacterial Genomic DNA Purif.Kit（ （ 株 ） エ ム エ ス テ ク ノ シ ス テ ム ズ 製 ） を 用 い て 染
色 体 を 抽 出 し 、 こ の 染 色 体 を 鋳 型 と し て 配 列 番 号 1、 2に 記 載 の プ ラ イ マ ー を 用 い た PCRを
行 い （ 反 応 条 件 は 、 Pyrobest polymerase（ タ カ ラ バ イ オ 製 ） を 用 い て 、 変 性 98℃  10秒 、
会 合 50℃  30秒 、 伸 張 反 応 72℃  3minの 条 件 で 30サ イ ク ル ） 、 約 2.75kbの 断 片 を 増 幅 し た 。
な お 、 プ ラ イ マ ー は 5'側 に BamHI配 列 を 連 結 し 、 GenBank accession No.D84102記 載 の 遺 伝
子 番 号 1521－ 4270の 領 域 が 増 幅 さ れ る よ う に 設 計 し て い る 。 増 幅 し た 断 片 を BamHIに よ る
完 全 分 解 を 行 い 、 同 じ く BamHIに よ っ て 完 全 分 解 し た pBS4Sベ ク タ ー と 連 結 反 応 を 行 い （ Li
gation kit Ver.2、 タ カ ラ バ イ オ 製 を 使 用 ） 、 pBSOAGNを 構 築 し た （ 構 築 図 は 図 ３ に 記 載
） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 電 気 パ ル ス 法 （ 特 開 平 2-207791） に て C.glutamicum  ATCC13869へ pBSOAGNを 導 入 し 、 カ
ナ マ イ シ ン 25μ g/mlを 含 む CM-Dex寒 天 培 地 （ グ ル コ ー ス  5g/l、 ポ リ ペ プ ト ン  10g/l、 酵
母 エ キ ス  10g/l、 KH 2 PO 4 1g/l、 MgSO 4 ・ 7H 2 O 0.4g/l、 FeSO 4 ・ 7H 2 O 0.01g/l、 MnSO 4 ・ 4-5H

2 O 0.01g/l、 尿 素  3g/l、 大 豆 蛋 白 加 水 分 解 液 1.2g/l、 寒 天  20g/l、 NaOHを 用 い て pH7.5に
調 整 ） 上 に 塗 布 し た 。 25℃ に て 培 養 後 、 生 育 し て き た 株 を 、 PCRを 用 い て 、 染 色 体 上 に 相
同 組 換 え に よ っ て pBSOAGNが 組 み 込 ま れ た 1回 組 換 え 株 で あ る こ と を 確 認 し た 。 な お 1回 組
換 え 株 で あ る こ と の 確 認 は 、 候 補 株 の 染 色 体 を 鋳 型 に し 、 pBS4S上 の 特 異 的 配 列 （ 配 列 番
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号 3） と 染 色 体 上 の 配 列 （ 配 列 番 号 4） を プ ラ イ マ ー に し た PCRを 行 う こ と に よ っ て 、 容 易
に 確 認 す る こ と が 出 来 る （ 非 組 み 換 え 株 の 染 色 体 上 に は pBS4Sの 配 列 が 存 在 し て い な い た
め 、 PCRに よ っ て 増 幅 さ れ る 断 片 が 出 現 し な い こ と か ら 判 別 可 能 と な る ） 。 取 得 し た 1回 組
換 え 株 を カ ナ マ イ シ ン 25μ g/ml を 含 む CM-Dex液 体 培 地 に て 25℃ 、 一 昼 夜 培 養 し 、 こ の 培
養 液 を 適 宜 希 釈 し て S10プ レ ー ト （ 上 記 記 載 の CM-Dex培 地 の グ ル コ ー ス  5g/lを シ ュ ー ク ロ
ー ス 10g/lに 変 更 し た 組 成 ） に 塗 布 し た 。 S10プ レ ー ト 上 で 生 育 し 、 且 つ カ ナ マ イ シ ン 感 受
性 を 示 す 株 を 数 株 選 択 後 、 こ れ ら 株 の odhA配 列 に 目 的 通 り の 変 異 が 導 入 さ れ て い る の か 、
Sangerの 方 法 （ J.Mol.Biol.,143, 161, (1980)） に て 確 認 を 行 っ た 。 具 体 的 な 塩 基 配 列 の
決 定 は BigDye terminator sequencing kit（ Applied Biosystems製 ） を 用 い て 、 genietic
 Analyzer ABI310（ Applied Biosystems製 ） で 解 析 し た 。 こ の よ う に し て 取 得 し た 変 異 導
入 株 を ATCC13869 OAGNと 命 名 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
＜ ３ ＞ C.glutamicum  ATCC13869へ の odhA変 異 点 （ 2-2型 ） の 導 入
　 本 発 明 者 ら が 育 種 に 成 功 し た Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 菌 2-2株 は 、 odhA遺 伝 子 内 の 遺 伝 子
番 号 1094－ 1098番 の 塩 基 が 欠 失 し 、 1110－ 1111番 の agが ggccに 置 換 さ れ た 配 列 を 保 持 し て
い る こ と が 塩 基 配 列 の 解 析 に よ り わ か っ た （ 表 ２ ） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 そ こ で 、 こ の 変 異 を C.glutamicum 2256（ ATCC13869） へ 導 入 す る た め の 変 異 導 入 用 プ ラ
ス ミ ド を 作 製 し た 。 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 菌 2-2株 か ら Bacterial Genomic DNA Purif.Kit
（ （ 株 ） エ ム エ ス テ ク ノ シ ス テ ム ズ 製 ） を 用 い て 染 色 体 を 抽 出 し 、 こ の 染 色 体 を 鋳 型 と し
て 配 列 番 号 5、 6に 記 載 の プ ラ イ マ ー を 用 い た PCRを 行 い （ 反 応 条 件 は 、 TaKaRa Ex Taq（ タ
カ ラ バ イ オ 製 ） を 用 い て 、 変 性 94℃  30秒 、 会 合 55℃  10秒 、 伸 張 反 応 72℃  2minの 条 件 を 2
5サ イ ク ル ） 、 約 2.0kbの 断 片 を 増 幅 し た 。 な お 、 プ ラ イ マ ー は 5'側 に BamHI配 列 を 連 結 し
、 GenBank accession No.D84102記 載 の 遺 伝 子 番 号 51－ 2150の 領 域 が 増 幅 さ れ る よ う に 設
計 し て い る 。 増 幅 し た 断 片 を BamHIに よ る 完 全 分 解 を 行 い 、 同 じ く BamHIに よ っ て 完 全 分 解
し た pBS4Sベ ク タ ー と 連 結 反 応 を 行 い （ Ligation kit Ver.2、 タ カ ラ バ イ オ 製 を 使 用 ） 、 p
BSOA2-2を 構 築 し た （ 構 築 図 は 図 ４ に 記 載 ） 。 実 施 例 1の ＜ ２ ＞ に 示 し た 手 順 と 同 様 の 操 作
を 行 い 、 odhA変 異 導 入 株 を 取 得 し た （ ATCC13869 OA2-2と 命 名 ） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
＜ ４ ＞ ATCC13869 OAGNへ の odhA変 異 点 （ 2-2型 ） の 導 入
　 実 施 例 １ の ＜ ２ ＞ に て 作 製 し た ATCC13869 OAGN株 に 、 実 施 例 １ の ＜ ３ ＞ に て 構 築 し た プ
ラ ス ミ ド pBSOA2-2を 用 い て 、 実 施 例 1１ の ＜ ２ ＞ に 記 載 し た 手 順 と 同 様 の 操 作 を 行 い 、 2-2
型 変 異 が 導 入 さ れ た ATCC13869 OAGN2-2株 を 取 得 し た 。 以 下 、 2-2変 異 と GN変 異 の 二 重 変 異
を GN2-2変 異 と も 言 う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 な お 、 実 施 例 1の ＜ ２ ＞ ～ ＜ ４ ＞ に お い て 作 製 し た 変 異 株 は 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 菌 G
N株 も し く は 2-2株 を 鋳 型 に し た PCRを 行 う こ と に よ っ て 作 製 し た 変 異 導 入 用 プ ラ ス ミ ド を
用 い て 作 製 し た が 、 タ カ ラ バ イ オ 製 Mutan-Super Express Kmに よ っ て 作 製 し た 変 異 導 入 用
プ ラ ス ミ ド を 用 い て も 作 製 可 能 で あ る 。 例 え ば 実 施 例 1の ＜ ２ ＞ で 作 製 し た pBSOAGNと 同 様
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の 構 成 の プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る た め に は 、 ま ず 配 列 番 号 2と 配 列 番 号 5に 示 す 合 成 DNAを プ
ラ イ マ ー と し て PCRを 行 い odhA断 片 を 調 製 し 、 Mutan-Super Express Kmに 付 属 の プ ラ ス ミ
ド pKF19kの BamHI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 後 、 5'末 端 が リ ン 酸 化 さ れ た 配 列 番 号 7の 合 成 DN
Aと Mutan-Super Express Kmに 添 付 さ れ て い る セ レ ク シ ョ ン プ ラ イ マ ー を 用 い て PCRを 行 い
、 得 ら れ た PCR産 物 で sup0の E.coli例 え ば MV1184株 を 形 質 転 換 す る こ と で 変 異 型 odhA断 片
を 含 む プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る 。 次 に こ の 断 片 を BamHIで 切 り 出 し pBS4Sベ ク タ ー に 搭 載 す れ
ば pBSOAGNと 同 様 の プ ラ ス ミ ド を 構 築 出 来 る 。
　 同 様 に 、 2-2変 異 を 導 入 す る た め に は 、 上 記 と 同 様 の 方 法 で ５ '末 端 が リ ン 酸 化 さ れ た 配
列 番 号 ７ の 合 成 DNAの 代 わ り に ５ '末 端 が リ ン 酸 化 さ れ た 配 列 番 号 8の 合 成 DNAを 用 い る こ と
で pBSOA2-2と 同 様 の プ ラ ス ミ ド が 構 築 で き る 。 ま た GN2-2変 異 を 導 入 す る 為 に は 、 前 述 の
方 法 で 構 築 し た pBSOAGNも し く は pBSOA2-2よ り 変 異 型 odhA断 片 を 切 り 出 し て 再 度 pKF19kに
ク ロ ー ニ ン グ し 、 も う 一 方 の 変 異 を さ ら に 導 入 す れ ば よ い 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ７ １ 】
ATCC13869 OAGN、 OA2-2、 OAGN2-2の グ ル タ ミ ン 酸 分 解 能 力 の 比 較
　 野 生 型 odhAを 保 持 す る 株 は 、 培 地 中 の グ ル タ ミ ン 酸 を 資 化 す る が 、 odhA遺 伝 子 が コ ー ド
し て い る α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 が 弱 化 あ る い は 欠 失 株 で は 、 そ の グ ル
タ ミ ン 酸 分 解 能 力 が 低 下 す る こ と が 推 定 さ れ る 。 こ の 性 質 を 利 用 し 、 実 施 例 1の ＜ ２ ＞ ～
＜ ４ ＞ に お い て 作 製 し た odhA変 異 株 ATCC13869 OAGN、 OA2-2、 OAGN2-2の グ ル タ ミ ン 酸 分 解
能 を 測 定 し た 。 各 菌 株 を CM-Dexプ レ ー ト で 一 昼 夜 25℃ に て 培 養 し 、 グ ル タ ミ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム  20g/l、 (NH 4 ) 2 SO 4  2.64g/l、 KH 2 PO 4  0.5g/l、 K 2 HPO 4  0.5g/l、 MgSO 4 ・ 7H 2 O 0.25g/l、
FeSO 4 ・ 7H 2 O 0.01g/l、 MnSO 4 ・ 4-5H 2 O 0.01g/l、 CaCl 2  0.01g/l、 CuSO 4  0.02mg/l、 MOPS 
40g/l、 プ ロ ト カ テ ク 酸  0.03g/l、 ビ タ ミ ン B1 200μ g/l、 ビ オ チ ン  300μ g/l（ NaOHを 用
い て pH6.7に 調 整 ） の 組 成 か ら な る 液 体 培 地 に 接 種 後 、 25℃ 及 び 34℃ に て 50時 間 培 養 を 行
っ た 。 培 養 開 始 前 、 25、 50時 間 後 の グ ル タ ミ ン 酸 量 を 測 定 し 、 グ ル タ ミ ン 酸 の 分 解 量 を 25
℃ 、 34℃ で 培 養 し た 菌 体 で 比 較 し た 。 そ の 結 果 を 表 ３ に 記 載 し た 。 特 に GN2-2変 異 株 は 培
養 温 度 を 34℃ に 上 げ る こ と に よ り グ ル タ ミ ン 酸 の 分 解 量 は 低 下 し た こ と か ら 、 GN2-2変 異
の 導 入 に よ り α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 が 高 温 で よ り 弱 化 す る 性 質 を 付 与
で き る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
ATCC13869 OAGN、 OA2-2、 OAGN2-2の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 の 比 較
　 後 述 の 実 施 例 ４ に て 培 養 し た 培 養 液 （ 培 養 開 始 ４ 時 間 後 ） を 用 い て ATCC13869 OAGN、 OA
2-2、 OAGN2-2の α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 の 測 定 を 行 っ た 。 活 性 測 定 方 法
に つ い て は 、 Agric.Biol.Chem.,44(8), p1897 (1980)に 従 っ た 。 具 体 的 に は 、 菌 体 を 0.2%
 塩 化 カ リ ウ ム に て 洗 浄 後 、 100mM TES-NaOH(pH7.5)、 30%グ リ セ ロ ー ル 溶 液 に 懸 濁 し た 。 B
ioruptorを 用 い て 超 音 波 破 砕 後 、 遠 心 分 離 （ 1000xg、 30分 ） を 行 っ て 未 破 砕 菌 体 を 取 り 除
き 、 Sephadex-G25を 用 い て 同 バ ッ フ ァ ー に て ゲ ル ろ 過 し た 。 こ の よ う に し て 調 製 し た も の
を 粗 酵 素 液 と し た 。 100mM TES-NaOH(pH7.7)、 5mM MgCl2、 0.2mM CoA、  0.3mMコ カ ル ボ キ
シ ラ ー ゼ 、 1mM α － ケ ト グ ル タ ル 酸 、 3mM L-シ ス テ イ ン 、 1mM ア セ チ ル ピ リ ジ ン － ア デ ニ
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ン － ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 反 応 系 に 粗 酵 素 液 を 添 加 し 、 31.5℃ に お け る 365nmの 吸 収 を 日
立 分 光 光 度 計 U-2001に て 測 定 し た 。 粗 酵 素 液 の タ ン パ ク 質 濃 度 の 測 定 に は 、 Protein Assa
y（ Bio-Rad製 ） を 用 い 、 標 準 タ ン パ ク 質 に は 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 用 い た 。
　 活 性 測 定 の 結 果 を 表 ４ に 記 載 し た 。 GN型 変 異 、 2-2型 変 異 、 GN2-2型 変 異 を 導 入 す る こ と
に よ り 、 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 は ATCC13869と 比 較 し て 低 下 し 、 特 に G
N2-2変 異 導 入 株 に お い て は 、 顕 著 な 活 性 低 下 が 認 め ら れ た 。 以 上 の こ と か ら GN型 変 異 、 2-
2型 変 異 、 GN2-2型 変 異 は α － ケ ト グ ル タ ル 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 弱 化 さ せ る 変 異 で あ
る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
ATCC13869 OAGN、 OA2-2、 OAGN2-2の Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 の 比 較
　 ATCC13869 OAGN、 OA2-2、 OAGN2-2の Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 を ジ ャ ー フ ァ ー メ ン タ ー で
検 証 し た 。 ま ず 、 上 記 ４ 株 を CM-Dex寒 天 培 地 で 25℃ で 一 昼 夜 培 養 を 行 い 、 滅 菌 し た シ ー ド
培 地 (グ ル コ ー ス 60g/l、 H 3 PO 4  1.54g/l、 KOH 1.45g/l、 MgSO 4 ・ 7H 2 O 0.9g/l、 FeSO 4 ・ 7H 2
O 0.01g/l、 ビ タ ミ ン B1 670μ g/l、 ビ オ チ ン  3200μ g/l、 DL-Met 0.28g/L、 大 豆 蛋 白 加 水
分 解 液 1.54g/l、 消 泡 剤 AZ-20R 0.1ml/l)300mlに 接 種 し 、 25℃ で 糖 を 完 全 に 消 費 す る ま で
培 養 し た 。 な お 、 培 養 中 は 1/1VVM通 気 で 溶 存 酸 素 濃 度 が 5%以 下 と な ら な い よ う に 攪 拌 し 、
培 養 時 の pHは ア ン モ ニ ア ガ ス を 用 い て pH7.2と な る よ う に 制 御 し た 。 次 に 、 得 ら れ た シ ー
ド 培 養 液 30mlを 滅 菌 し た 本 培 養 培 地 (グ ル コ ー ス 80g/l、 KH 2 PO 4  3.46g/l、 MgSO 4 ・ 7H 2 O 1.
0g/l、 FeSO 4 ・ 7H 2 O 0.01g/l、 MnSO 4 ・ 4-5H 2 O 0.01g/l、 ビ タ ミ ン B1 230μ g/l、 ビ オ チ ン  
525μ g/l、 大 豆 蛋 白 加 水 分 解 液 0.35g/l、 消 泡 剤 AZ-20R 0.2ml/l)270mlに 接 種 し 25℃ ま た
は 34℃ で 培 養 し た 。 な お 、 通 気 は 1/1VVMで 行 い 、 溶 存 酸 素 濃 度 が 5%以 下 と な ら な い よ う に
攪 拌 し 、 培 養 時 の pHは ア ン モ ニ ア ガ ス を 用 い て pH7.3と な る よ う に 制 御 し た 。
　 培 養 開 始 後 約 7.5時 間 目 の Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 蓄 積 を 表 ５ に 、 培 養 経 時 の Ｌ － グ ル タ ミ ン
酸 蓄 積 、 菌 体 量 、 残 糖 の 変 化 を 図 ５ ， ６ ， ７ に そ れ ぞ れ 示 し た 。 ATCC13869は ど の 培 養 温
度 に お い て も Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 を 蓄 積 し な い が 、 OAGN、 OAGN2-2変 異 導 入 株 で は Ｌ － グ ル
タ ミ ン 酸 を 蓄 積 す る よ う に な り 、 特 に 34℃ で 培 養 を 行 う と 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 蓄 積 量 が 増
大 し た 。 ま た 、 各 変 異 導 入 株 の 低 温 で の 生 育 は 野 生 型 と 同 程 度 で あ っ た 。
　 以 上 よ り 、 GN型 変 異 、 2-2型 変 異 、 GN2-2型 変 異 は Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 成 向 上 に 効 果 が あ
り 、 特 に GN2-2型 変 異 は 、 最 も 高 い Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 生 成 向 上 効 果 を 付 与 す る 変 異 で あ る
こ と を 確 認 出 来 た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ７ ７ 】
yggB変 異 株 を 用 い た odhA変 異 株 の ス ク リ ー ニ ン グ
＜ Ｌ ３ ０ 型 YggB変 異 株 の 構 築 ＞
ま ず 、 ATCC13869株 よ り yggB遺 伝 子 に 変 異 を も つ 株 を 構 築 し た 。 yggB遺 伝 子 の Ｌ ３ ０ 型 変
異 は 、 野 生 型 yggB遺 伝 子 （ C.glutamicumの 野 生 型 遺 伝 子 を 配 列 番 号 ２ ９ に 示 す ） の １ ７ ６
８ 番 目 の Ｃ が Ｔ に 置 換 さ れ た 変 異 で あ る 。 こ の 変 異 が 導 入 さ れ た 変 異 型 yggB遺 伝 子 の 塩 基
配 列 を 配 列 番 号 ３ １ に 、 該 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 変 異 型 YggBの ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ３
２ に 示 す 。
　 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法 に て 、 Ｌ ３ ０ 型 変 異 が 導 入 さ れ た yggB変 異 株 を 構 築 し た 。 具 体 的
に は 、 配 列 番 号 ３ ３ に 示 す 合 成 DNAと 配 列 番 号 ３ ４ に 示 す 合 成 DNAを プ ラ イ マ ー と し て 、 AT
CC13869株 の 染 色 体 DNAを 鋳 型 と し て PCRを 行 い 、 yggB遺 伝 子 の N末 端 側 断 片 を 調 製 し た 。 同
様 に 配 列 番 号 ３ ５ と 配 列 番 号 ３ ６ の 合 成 DNAを プ ラ イ マ ー と し て 、 yggB遺 伝 子 の C末 端 側 断
片 を 調 製 し た 。 続 い て N末 端 側 断 片 と C末 端 側 断 片 を 等 量 混 合 し た も の を 鋳 型 と し て 、 配 列
番 号 ３ ７ と 配 列 番 号 ３ ５ の 合 成 DNAを プ ラ イ マ ー と し て PCRを 行 う こ と に よ り Ｌ ３ ０ 型 yggB
遺 伝 子 の 部 分 断 片 を 取 得 し た 。 得 ら れ た 変 異 型 yggB遺 伝 子 断 片 を SacIで 処 理 し て pBS4Sの S
acI部 位 に 挿 入 す る こ と に よ り 、 変 異 導 入 用 の プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た 。 こ の よ う に し て 得
ら れ た pBS4 YggB-Lを 実 施 例 １ 記 載 の 方 法 と 同 様 に ATCC13869株 の 染 色 体 に 挿 入 し た 後 、 脱
落 さ せ た 。 得 ら れ た カ ナ マ イ シ ン 感 受 性 株 の yggB遺 伝 子 の 配 列 を 決 定 し 、 L30型 に 置 換 さ
れ た 株 を 選 択 す る こ と に よ り 、 L30型 変 異 を 有 す る 株 を 得 た 。 配 列 番 号 ３ １ の yggB遺 伝 子
の 配 列 を 持 つ 株 を ATCC13869-L株 と し た 。
　 こ の ATCC13869-L株 は 変 異 型 odhA遺 伝 子 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 評 価 に 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
＜ yggB odhA二 重 変 異 株 の 構 築 ＞
　 次 に 、 ATCC13869-L株 の odhA遺 伝 子 に 表 ６ に 示 す 変 異 を 導 入 し た 株 を 構 築 し た 。 な お 、
表 ６ で は 、 配 列 番 号 ９ の 塩 基 番 号 ２ ５ ２ ８ ～ ２ ５ ６ ２ に 相 当 す る 領 域 の 配 列 を 示 し た 。 ま
た 、 表 ７ で は 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 番 号 ６ ９ ６ ～ ７ ０ ７ に 相 当 す る 領 域 の 配 列 を 示 し た
。
　 配 列 番 号 ４ ２ の 塩 基 配 列 を 有 す る 変 異 型 odhA遺 伝 子 が 導 入 さ れ た L30sucA8株 を 構 築 す る
に は 以 下 の よ う に す れ ば よ い 。 ま ず 配 列 番 号 ２ と 配 列 番 号 ５ に 示 す 合 成 DNAを プ ラ イ マ ー
と し て PCRを 行 い 、 odhA断 片 を 調 整 す る 。 得 ら れ た odhA断 片 を BamHI処 理 し て 、 タ カ ラ バ イ
オ 製 Mutan-Super Express Kmに 付 属 の プ ラ ス ミ ド pKF19mの BamHI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た
後 、 5'末 端 が リ ン 酸 化 さ れ た 配 列 番 号 ３ ８ の 合 成 DNAと Mutan-Super Express Kmに 添 付 さ
れ て い る セ レ ク シ ョ ン プ ラ イ マ ー を 用 い て PCRを 行 い 、 得 ら れ た PCR産 物 で sup0の E.coli例
え ば MV1184株 を 形 質 転 換 す る こ と で 変 異 型 odhA断 片 を 含 む プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る 。 次 に こ
の 断 片 を BamHIで 切 り 出 し 、 pBS4Sの BamHI部 位 に 挿 入 す る こ と で 変 異 導 入 用 プ ラ ス ミ ド が
構 築 で き る 。 こ の プ ラ ス ミ ド を 用 い て 実 施 例 １ 記 載 の 方 法 と 同 様 に し て ATCC13869-L株 を
形 質 転 換 し 、 染 色 体 に 変 異 導 入 用 プ ラ ス ミ ド が 挿 入 さ れ た 株 を 取 得 す る 。 次 に 、 こ れ ら の
染 色 体 に プ ラ ス ミ ド が 挿 入 さ れ た 株 か ら 、 ス ク ロ ー ス に 耐 性 を 示 し 、 か つ カ ナ マ イ シ ン に
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感 受 性 を 示 す 株 を 分 離 す る 。 さ ら に odhAの 配 列 を 確 認 し 、 目 的 フ レ ー ム シ フ ト が 導 入 さ れ
た 株 を 選 択 す る こ と に よ り odhA遺 伝 子 が 欠 損 し た L30sucA8(odhA8)株 が 構 築 で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ま た 、 以 下 の 方 法 で yggB変 異 株 を 用 い て 、 他 の odhA変 異 株 を 得 る こ と が で き る 。
　 配 列 番 号 ４ ４ の 塩 基 配 列 を 有 す る 変 異 型 odhA遺 伝 子 が 導 入 さ れ た L30sucA801株 の 取 得 に
は 、 5'末 端 が リ ン 酸 化 さ れ た 配 列 番 号 ３ ８ の 合 成 DNAの 代 わ り に 5'末 端 が リ ン 酸 化 さ れ た
配 列 番 号 ３ ９ の 合 成 DNAを 用 い て 上 記 方 法 を 適 用 す れ ば よ い 。
　 配 列 番 号 ４ ６ の 塩 基 配 列 を 有 す る 変 異 型 odhA遺 伝 子 が 導 入 さ れ た L30sucA805株 の 取 得 に
は 、 5'末 端 が リ ン 酸 化 さ れ た 配 列 番 号 ３ ８ の 合 成 DNAの 代 わ り に 5'末 端 が リ ン 酸 化 さ れ た
配 列 番 号 ４ ０ の 合 成 DNAを 用 い て 上 記 方 法 を 適 用 す れ ば よ い 。
　 配 列 番 号 ４ ８ の 塩 基 配 列 を 有 す る 変 異 型 odhA遺 伝 子 が 導 入 さ れ た L30sucA77株 の 取 得 に
は 、 5'末 端 が リ ン 酸 化 さ れ た 配 列 番 号 ３ ８ の 合 成 DNAの 代 わ り に 5'末 端 が リ ン 酸 化 さ れ た
配 列 番 号 ４ １ の 合 成 DNAを 用 い て 上 記 方 法 を 適 用 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 L30sucA8株 の odhA遺 伝 子 は フ レ ー ム シ フ ト 変 異 で あ る た め に 、 α KGDH活 性 を 有 さ な い 。
し か し 、 L30sucA801株 、 L30sucA805株 、 L30sucA77株 は odhA遺 伝 子 に 欠 失 が あ る も の の 、
フ レ ー ム シ フ ト が 起 こ ら な い 変 異 と な っ て お り 、 α KGDH活 性 を 有 し て い る （ デ ー タ は 示 さ
ず ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
＜ odhA改 変 株 の L-グ ル タ ミ ン 酸 生 産 培 養 ＞
　 こ れ ら の odhA改 変 株 の L-グ ル タ ミ ン 酸 生 産 能 を 、 坂 口 フ ラ ス コ を 用 い た 培 養 を 行 う こ と
に よ り 検 証 し た 。 表 ４ に 示 し た 株 を CM-Dex寒 天 培 地 で 31.5℃ で 一 昼 夜 培 養 を 行 い 、 フ ラ ス
コ 培 地 （ グ ル コ ー ス 60g/l、 硫 安 22.5g/l、 KH 2 PO 4 　 1g/l、 MgSO 4 ・ 7H 2 O　 0.4g/l、 FeSO 4 ・
7H 2 O　 0.01g/l、 MnSO 4 ・ 4-5H 2 O　 0.01g/l、 ビ タ ミ ン B1　 200μ g/l、 大 豆 蛋 白 加 水 分 解 液 0
.48g/l、 ビ オ チ ン 300μ g/l、 KOHを 用 い て pH8.0に 調 整 ） 20mlに 1/6プ レ ー ト 分 の 菌 体 を 接
種 し 、 予 め 乾 熱 滅 菌 し て お い た 炭 酸 カ ル シ ウ ム 1gを 添 加 し た 後 、 31.5℃ 、 速 度 115rpmで 振
と う 培 養 を 行 っ た 。 培 養 開 始 19時 間 目 の L-グ ル タ ミ ン 酸 蓄 積 を 表 ８ に 示 し た 。 odhA改 変 株
の 中 に は 、 ATCC13869-L株 と ほ ぼ 同 等 の L-グ ル タ ミ ン 酸 蓄 積 の も の も 含 ま れ て い た が 、 suc
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A801, sucA805,sucA77株 は sucA8株 よ り も 高 い L-グ ル タ ミ ン 酸 蓄 積 を 示 し た 。 こ れ ら の 結
果 か ら 、 L-グ ル タ ミ ン 酸 の 効 率 よ い 生 産 に は α KGDH活 性 の フ ァ イ ン チ ュ ー ニ ン グ が 有 効 で
あ り 、 そ の た め に は odhA遺 伝 子 の チ ア ミ ン ピ ロ リ ン 酸 結 合 部 位 近 傍 に 変 異 を 導 入 す る 方 法
が 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ５ 】
【 図 １ 】 プ ラ ス ミ ド pBS3の 構 築 手 順 を 示 す 図 。
【 図 ２ 】 プ ラ ス ミ ド pBS4Sの 構 築 手 順 を 示 す 図 。
【 図 ３ 】 プ ラ ス ミ ド pBSOAGNの 構 築 を 示 す 図 。
【 図 ４ 】 プ ラ ス ミ ド pBSOA2-2の 構 築 を 示 す 図 。
【 図 ５ 】 各 菌 株 の 培 養 時 の Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 濃 度 の 変 化 を 示 す 図 。
【 図 ６ 】 各 菌 株 の 菌 体 量 の 変 化 を 示 す 図 。
【 図 ７ 】 各 菌 株 の 培 養 時 の 残 糖 量 の 変 化 を 示 す 図 。
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 配 列 表 】
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