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아이소프로판올 경로를 갖는 예시적인 비-천연 미생물 유기체는 아이소프로판올을 생성시키기에 충분한 양으로

발현된 아이소프로판올 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하고 숙시닐-CoA:3-케토산-CoA 트

랜스퍼라제를 포함한다.  4-하이드록시부티레이트 경로를 갖는 또 다른 유기체는 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-

하이드록시부티릴-CoA 데하이드로게나제, 크로토나제, 크로토닐-CoA 하이드라타제, 4-하이드록시부티릴-CoA 트랜

스퍼라제, 포스포트랜스-4-하이드록시부티릴라제 및 4-하이드록시부티레이트 키나제를 포함하는 하나 이상의 외

래 핵산을 포함한다.  1,4-부탄다이올 경로를 갖는 예시적인 유기체는 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드록시

부티릴-CoA 데하이드로게나제, 크로토나제, 크로토닐-CoA 하이드라타제, 4-하이드록시부티릴-CoA 리덕타제(알콜

형성),  4-하이드록시부티릴-CoA  리덕타제(알데하이드 형성),  및 1,4-부탄다이올 데하이드로게나제를 포함한다.

상기와 같은 유기체는 아세틸-CoA 경로를 추가로 포함한다.  상기 언급한 유기체들 중 어느 하나를 배양하여 아

이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트 또는 1,4-부탄다이올을 생성시킨다.

대 표 도

공개특허 10-2011-0097951

- 1 -



특허청구의 범위

청구항 1 

비-천연 미생물 유기체로서, 아이소프로판올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아이소프로판올 경로 효소를

암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 아이소프로판올 경로를 갖는 미생물 유기체를 포함하되, 상기 아

이소프로판올 경로 효소가 숙시닐-CoA:3-케토산-CoA 트랜스퍼라제를 포함하는 유기체.

청구항 2 

제 1 항에 있어서,

숙시닐-CoA:3-케토산-CoA 트랜스퍼라제가 HPAG1_0676, HPAG1_0677, ScoA, ScoB, OXCT1 및 OXCT2로 이루어진 군

으로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 3 

제 1 항에 있어서,

아세토아세틸-CoA 티올라제, 아세토아세테이트 데카복실라제 및 아이소프로판올 데하이드로게나제를 추가로 포

함하는 유기체.

청구항 4 

제 3 항에 있어서,

아세토아세틸-CoA 티올라제가 atoB, thlA, thlB 및 erg10으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호

화된 유기체.

청구항 5 

제 3 항에 있어서,

아세토아세테이트 데카복실라제가 유전자 adc에 의해 암호화된 유기체.

청구항 6 

제 3 항에 있어서,

아이소프로판올  데하이드로게나제가  adh  및  ipdh로  이루어진  군으로부터  선택된  유전자에  의해  암호화된

유기체.

청구항 7 

제 1 항에 있어서,

코리노이드 단백질, 메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 철-황 단백

질, 니켈-단백질 조립 단백질, 페레독신, 아세틸-CoA 신타제, 일산화 탄소 데하이드로게나제, 피루베이트 페레

독신 옥시도리덕타제 및 하이드로게나제로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 효소 또는 폴리펩타이드를

추가로 포함하는 유기체.

청구항 8 

제 7 항에 있어서,

코리노이드 단백질이 mtaC, mtaC1, mtaC2 및 mtaC3으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유

기체.

청구항 9 

제 7 항에 있어서,
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메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제가 mtaA, mtaA1 및 mtaA2로 이루어진 군으로부

터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 10 

제 7 항에 있어서,

메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제가 유전자 acsE에 의해 암호화된 유기체.

청구항 11 

제 7 항에 있어서,

코리노이드 철-황 단백질이 유전자 acsD에 의해 암호화된 유기체.

청구항 12 

제 7 항에 있어서,

니켈-단백질 조립 단백질이 acsF 및 cooC로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된

유기체.

청구항 13 

제 7 항에 있어서,

페레독신이 유전자 orf7에 의해 암호화된 유기체.

청구항 14 

제 7 항에 있어서,

아세틸-CoA 신타제가 acsB 및 acsC로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 15 

제 7 항에 있어서,

일산화 탄소 데하이드로게나제가 유전자 acsA에 의해 암호화된 유기체.

청구항 16 

제 7 항에 있어서,

피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제가 por 및 ydbK로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유

기체.

청구항 17 

제 7 항에 있어서,

하이드로게나제가 로  이루어진 군으로부

터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된 유기체.
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청구항 18 

제 7 항에 있어서,

유전자 acsEps에 의해 암호화된 폴리펩타이드 AcsEps를 추가로 포함하는 유기체.

청구항 19 

제 7 항에 있어서,

codh, codh-I, cooF, hypA, cooH, cooU, cooX, cooL, cooK, cooM, cooT, cooJ 및 codh-II로 이루어진 군으로

부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 하나 이상의 효소 또는 폴리펩타이드를 추가로 포함하는 유기체.

청구항 20 

제 7 항에 있어서,

메탄올 메틸트랜스퍼라제를 추가로 포함하는 유기체.

청구항 21 

제 20 항에 있어서,

메탄올 메틸트랜스퍼라제가 mtaB, mtaB1, mtaB2 및 mtaB3으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호

화된 유기체.

청구항 22 

제 20 항에 있어서,

(1) 메탄올 및 CO, (2) 메탄올, CO2 및 H2, (3) 메탄올, CO, CO2 및 H2, (4) 메탄올, 및 CO 및 H2를 포함하는 합

성가스, 및 (5) 메탄올, 및 CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스로 이루어진 군으로부터 선택된 공급원료를 이용

하는 유기체.

청구항 23 

제 7 항에 있어서,

포메이트 데하이드로게나제, 포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제, 메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이

드롤라제, 메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제 및 메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제를 추가로

포함하는 유기체.

청구항 24 

제 23 항에 있어서,

포메이트  데하이드로게나제가  moth_2312,  moth_2313,  moth_2314,  sfum_2703,  sfum_2704,  sfum_2705,

sfum_2706, chy_0731, chy_0732 및 chy_0733으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 25 

제 23 항에 있어서,

포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제가 moth_0109,  chy_2385  및 fhs로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에

의해 암호화된 유기체.

청구항 26 

제 23 항에 있어서,

메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이드롤라제가 moth_1516, folD 및 chy_1878로 이루어진 군으로부터 선

택된 유전자에 의해 암호화된 유기체.

공개특허 10-2011-0097951

- 4 -



청구항 27 

제 23 항에 있어서,

메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제가 moth_1516, folD 및 chy_1878로 이루어진 군으로부터 선택된

유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 28 

제 23 항에 있어서,

메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제가 moth_1191, metF 및 chy_1233으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전

자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 29 

제 23 항에 있어서,

(1) CO, (2) CO2 및 H2, (3) CO 및 CO2, (4) CO 및 H2를 포함하는 합성가스, 및 (5) CO, CO2 및 H2를 포함하는

합성가스로 이루어진 군으로부터 선택된 공급원료를 이용하는 유기체.

청구항 30 

비-천연 미생물 유기체로서, 4-하이드록시부티레이트를 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 4-하이드록시부티레

이트 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 4-하이드록시부티레이트 경로를 갖는 미생물

유기체를 포함하되, 상기 4-하이드록시부티레이트 경로 효소가 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드록시부티릴

-CoA 데하이드로게나제, 크로토나제, 크로토닐-CoA 하이드라타제, 4-하이드록시부티릴-CoA 트랜스퍼라제, 포스

포트랜스-4-하이드록시부티릴라제 및 4-하이드록시부티레이트 키나제를 포함하는 유기체.

청구항 31 

제 30 항에 있어서,

아세토아세틸-CoA 티올라제가 atoB, thlA, thlB 및 erg10으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호

화된 유기체.

청구항 32 

제 30 항에 있어서,

3-하이드록시부티릴-CoA 데하이드로게나제가 hbd, msed_1423, msed_0399, msed_0389 및 msed_1933으로 이루어

진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 33 

제 30 항에 있어서,

크로토나제가 crt, paaA, paaB, phaA, phaB, maoC, paaF 및 paaG로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해

암호화된 유기체.

청구항 34 

제 30 항에 있어서,

크로토닐-CoA 하이드라타제가 abfD, msed_1321 및 msed_1220으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암

호화된 유기체.

청구항 35 

제 30 항에 있어서,

4-하이드록시부티릴-CoA 트랜스퍼라제가 cat2, abfT-2, abfT-1 및 abfT로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에
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의해 암호화된 유기체.

청구항 36 

제 30 항에 있어서,

포스포트랜스-4-하이드록시부티릴라제가 pta 및 ptb로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유

기체.

청구항 37 

제 30 항에 있어서,

4-하이드록시부티레이트 키나제가 ackA, buk1, buk2 및 proB로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호

화된 유기체.

청구항 38 

제 30 항에 있어서,

코리노이드 단백질, 메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 철-황 단백

질, 니켈-단백질 조립 단백질, 페레독신, 아세틸-CoA 신타제, 일산화 탄소 데하이드로게나제, 피루베이트 페레

독신 옥시도리덕타제 및 하이드로게나제로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 효소 또는 폴리펩타이드를

추가로 포함하는 유기체.

청구항 39 

제 38 항에 있어서,

코리노이드 단백질이 mtaC, mtaC1, mtaC2 및 mtaC3으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유

기체.

청구항 40 

제 38 항에 있어서,

메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제가 mtaA, mtaA1 및 mtaA2로 이루어진 군으로부

터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 41 

제 38 항에 있어서,

메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제가 유전자 acsE에 의해 암호화된 유기체.

청구항 42 

제 38 항에 있어서,

코리노이드 철-황 단백질이 유전자 acsD에 의해 암호화된 유기체.

청구항 43 

제 38 항에 있어서,

니켈-단백질 조립 단백질이 acsF 및 cooC로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된

유기체.

청구항 44 

제 38 항에 있어서,

페레독신이 유전자 orf7에 의해 암호화된 유기체.
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청구항 45 

제 38 항에 있어서,

아세틸-CoA 신타제가 acsB 및 acsC로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 46 

제 38 항에 있어서,

일산화 탄소 데하이드로게나제가 유전자 acsA에 의해 암호화된 유기체.

청구항 47 

제 38 항에 있어서,

피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제가 por 및 ydbK로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유

기체.

청구항 48 

제 38 항에 있어서,

하이드로게나제가 로  이루어진 군으로부

터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 49 

제 38 항에 있어서,

유전자 acsEps에 의해 암호화된 폴리펩타이드 AcsEps를 추가로 포함하는 유기체.

청구항 50 

제 38 항에 있어서,

codh, codh-I, cooF, hypA, cooH, cooU, cooX, cooL, cooK, cooM, cooT, cooJ 및 codh-II로 이루어진 군으로

부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 하나 이상의 효소 또는 폴리펩타이드를 추가로 포함하는 유기체.

청구항 51 

제 38 항에 있어서,

메탄올 메틸트랜스퍼라제를 추가로 포함하는 유기체.

청구항 52 

제 51 항에 있어서,

메탄올 메틸트랜스퍼라제가 mtaB, mtaB1, mtaB2 및 mtaB3으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호

화된 유기체.

청구항 53 
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제 51 항에 있어서,

(1) 메탄올 및 CO, (2) 메탄올, CO2 및 H2, (3) 메탄올, CO, CO2 및 H2, (4) 메탄올, 및 CO 및 H2를 포함하는 합

성가스, 및 (5) 메탄올, 및 CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스로 이루어진 군으로부터 선택된 공급원료를 이용

하는 유기체.

청구항 54 

제 38 항에 있어서,

포메이트 데하이드로게나제, 포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제, 메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이

드롤라제, 메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제 및 메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제를 추가로

포함하는 유기체.

청구항 55 

제 54 항에 있어서,

포메이트  데하이드로게나제가  moth_2312,  moth_2313,  moth_2314,  sfum_2703,  sfum_2704,  sfum_2705,

sfum_2706, chy_0731, chy_0732 및 chy_0733으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 56 

제 54 항에 있어서,

포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제가 moth_0109,  chy_2385  및 fhs로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에

의해 암호화된 유기체.

청구항 57 

제 54 항에 있어서,

메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이드롤라제가 moth_1516, folD 및 chy_1878로 이루어진 군으로부터 선

택된 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 58 

제 54 항에 있어서,

메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제가 moth_1516, folD 및 chy_1878로 이루어진 군으로부터 선택된

유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 59 

제 54 항에 있어서,

메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제가 moth_1191, metF 및 chy_1233으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전

자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 60 

제 54 항에 있어서,

(1) CO, (2) CO2 및 H2, (3) CO 및 CO2, (4) CO 및 H2를 포함하는 합성가스, 및 (5) CO, CO2 및 H2를 포함하는

합성가스로 이루어진 군으로부터 선택된 공급원료를 이용하는 유기체.

청구항 61 

비-천연 미생물 유기체로서, 1,4-부탄다이올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 1,4-부탄다이올 경로 효소를

암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 1,4-부탄다이올 경로를 갖는 미생물 유기체를 포함하되, 상기

1,4-부탄다이올 경로 효소가 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드록시부티릴-CoA 데하이드로게나제, 크로토나
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제, 크로토닐-CoA 하이드라타제, 알콜을 형성하는 4-하이드록시부티릴-CoA 리덕타제, 알데하이드를 형성하는 4-

하이드록시부티릴-CoA 리덕타제, 및 1,4-부탄다이올 데하이드로게나제를 포함하고; 아세틸-CoA를 생성시키기에

충분한 양으로 발현된 아세틸-CoA 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 아세틸-CoA 경로

를 추가로 포함하되, 상기 아세틸-CoA 경로 효소가 코리노이드 단백질, 메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드

단백질 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 철-황 단백질, 니켈-단백질 조립 단백질, 페레독신, 아세틸-CoA 신타제,

일산화 탄소 데하이드로게나제, 피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제 및 하이드로게나제를 포함하는 유기체.

청구항 62 

제 61 항에 있어서,

아세토아세틸-CoA 티올라제가 atoB, thlA, thlB 및 erg10으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호

화된 유기체.

청구항 63 

제 61 항에 있어서,

3-하이드록시부티릴-CoA 데하이드로게나제가 hbd, msed_1423, msed_0399, msed_0389 및 msed_1933으로 이루어

진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 64 

제 61 항에 있어서,

크로토나제가 crt, paaA, paaB, phaA, phaB, maoC, paaF 및 paaG로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해

암호화된 유기체.

청구항 65 

제 61 항에 있어서,

크로토닐-CoA 하이드라타제가 abfD, msed_1321 및 msed_1220으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암

호화된 유기체.

청구항 66 

제 61 항에 있어서,

알콜을  형성하는  4-하이드록시부티릴-CoA  리덕타제가  adhE,  adhE2,  mcr,  rcas_2929,  nap1_02720  및

mgp2080_00535로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 67 

제 61 항에 있어서,

알데하이드를  형성하는  4-하이드록시부티릴-CoA  리덕타제가  acrl,  sucD,  bphG,  msed_0709,  mcr,  asd-2  및

saci_2370으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 68 

제 61 항에 있어서,

1,4-부탄다이올 데하이드로게나제가 alrA, adh2, yqhD, bdh I, bdh II 및 4hbd로 이루어진 군으로부터 선택된

유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 69 

제 61 항에 있어서,

코리노이드 단백질이 mtaC, mtaC1, mtaC2 및 mtaC3으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유

기체.
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청구항 70 

제 61 항에 있어서,

메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제가 mtaA, mtaA1 및 mtaA2로 이루어진 군으로부

터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 71 

제 61 항에 있어서,

메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제가 유전자 acsE에 의해 암호화된 유기체.

청구항 72 

제 61 항에 있어서,

코리노이드 철-황 단백질이 유전자 acsD에 의해 암호화된 유기체.

청구항 73 

제 61 항에 있어서,

니켈-단백질 조립 단백질이 acsF 및 cooC로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된

유기체.

청구항 74 

제 61 항에 있어서,

페레독신이 유전자 orf7에 의해 암호화된 유기체.

청구항 75 

제 61 항에 있어서,

아세틸-CoA 신타제가 acsB 및 acsC로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 76 

제 61 항에 있어서,

일산화 탄소 데하이드로게나제가 유전자 acsA에 의해 암호화된 유기체.

청구항 77 

제 61 항에 있어서,

피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제가 por 및 ydbK로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유

기체.

청구항 78 

제 61 항에 있어서,
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하이드로게나제가 로 이루어진 군으로부터

선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 79 

제 61 항에 있어서,

유전자 acsEps에 의해 암호화된 폴리펩타이드 AcsEps를 추가로 포함하는 유기체.

청구항 80 

제 61 항에 있어서,

codh, codh-I, cooF, hypA, cooH, cooU, cooX, cooL, cooK, cooM, cooT, cooJ 및 codh-II로 이루어진 군으로

부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 하나 이상의 효소 또는 폴리펩타이드를 추가로 포함하는 유기체.

청구항 81 

제 61 항에 있어서,

메탄올 메틸트랜스퍼라제를 추가로 포함하는 유기체.

청구항 82 

제 81 항에 있어서,

메탄올 메틸트랜스퍼라제가 mtaB, mtaB1, mtaB2 및 mtaB3으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호

화된 유기체.

청구항 83 

제 81 항에 있어서,

(1) 메탄올 및 CO, (2) 메탄올, CO2 및 H2, (3) 메탄올, CO, CO2 및 H2, (4) 메탄올, 및 CO 및 H2를 포함하는 합

성가스, 및 (5) 메탄올, 및 CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스로 이루어진 군으로부터 선택된 공급원료를 이용

하는 유기체.

청구항 84 

비-천연 미생물 유기체로서, 1,4-부탄다이올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 1,4-부탄다이올 경로 효소를

암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 1,4-부탄다이올 경로를 갖는 미생물 유기체를 포함하되, 상기

1,4-부탄다이올 경로 효소가 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드록시부티릴-CoA 데하이드로게나제, 크로토나

제, 크로토닐-CoA 하이드라타제, 알콜을 형성하는 4-하이드록시부티릴-CoA 리덕타제, 알데하이드를 형성하는 4-

하이드록시부티릴-CoA 리덕타제, 및 1,4-부탄다이올 데하이드로게나제를 포함하고; 아세틸-CoA를 생성시키기에

충분한 양으로 발현된 아세틸-CoA 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 아세틸-CoA 경로

를 추가로 포함하되, 상기 아세틸-CoA 경로 효소가 아세틸-CoA 신타제, 포메이트 데하이드로게나제, 포밀테트라

하이드로폴레이트 신시타제, 메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이드롤라제, 메틸렌테트라하이드로폴레이

트 데하이드로게나제 및 메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제를 포함하는 유기체.

청구항 85 
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제 84 항에 있어서,

포메이트  데하이드로게나제가  moth_2312,  moth_2313,  moth_2314,  sfum_2703,  sfum_2704,  sfum_2705,

sfum_2706, chy_0731, chy_0732 및 chy_0733으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 86 

제 84 항에 있어서,

포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제가 moth_0109,  chy_2385  및 fhs로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에

의해 암호화된 유기체.

청구항 87 

제 84 항에 있어서,

메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이드롤라제가 moth_1516, folD 및 chy_1878로 이루어진 군으로부터 선

택된 유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 88 

제 84 항에 있어서,

메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제가 moth_1516, folD 및 chy_1878로 이루어진 군으로부터 선택된

유전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 89 

제 84 항에 있어서,

메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제가 moth_1191, metF 및 chy_1233으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전

자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 90 

제 84 항에 있어서,

(1) CO, (2) CO2 및 H2, (3) CO 및 CO2, (4) CO 및 H2를 포함하는 합성가스, 및 (5) CO, CO2 및 H2를 포함하는

합성가스로 이루어진 군으로부터 선택된 공급원료를 이용하는 유기체.

청구항 91 

비-천연 미생물 유기체로서, 아이소프로판올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아이소프로판올 경로 효소를

암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 아이소프로판올 경로를 갖는 미생물 유기체를 포함하되, 상기 아

이소프로판올 경로 효소가 아세토아세틸-CoA 티올라제, 아세토아세틸-CoA:아세테이트:CoA 트랜스퍼라제, 아세토

아세테이트 데카복실라제 및 아이소프로판올 데하이드로게나제를 포함하고; 아세틸-CoA를 생성시키기에 충분한

양으로 발현된 아세틸-CoA 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 추가로 포함하되, 상기 아세틸-CoA 경로

효소가 메탄올 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 단백질, 메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜

스퍼라제, 코리노이드 철-황 단백질, 니켈-단백질 조립 단백질, 페레독신, 아세틸-CoA 신타제, 일산화 탄소 데

하이드로게나제, 피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제 및 하이드로게나제를 포함하는 유기체.

청구항 92 

제 91 항에 있어서,

아세토아세틸-CoA:아세테이트:CoA 트랜스퍼라제가 atoA, atoD, ctfA 및 ctfB로 이루어진 군으로부터 선택된 유

전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 93 

비-천연 미생물 유기체로서, 아이소프로판올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아이소프로판올 경로 효소를
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암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 아이소프로판올 경로를 갖는 미생물 유기체를 포함하되, 상기 아

이소프로판올 경로 효소가 아세토아세틸-CoA 티올라제, 아세토아세틸-CoA:아세테이트:CoA 트랜스퍼라제, 아세토

아세테이트 데카복실라제 및 아이소프로판올 데하이드로게나제를 포함하고; 아세틸-CoA를 생성시키기에 충분한

양으로 발현된 아세틸-CoA 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 추가로 포함하되, 상기 아세틸-CoA 경로

효소가 아세틸-CoA 신타제, 포메이트 데하이드로게나제, 포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제, 메테닐테트라하

이드로폴레이트 사이클로하이드롤라제, 메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제 및 메틸렌테트라하이드

로폴레이트 리덕타제를 포함하는 유기체.

청구항 94 

제 93 항에 있어서,

아세토아세틸-CoA:아세테이트:CoA 트랜스퍼라제가 atoA, atoD, ctfA 및 ctfB로 이루어진 군으로부터 선택된 유

전자에 의해 암호화된 유기체.

청구항 95 

아이소프로판올 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 배양함을 포함하는 아이소프로판올의 제조 방법으로서,

상기 경로가 아이소프로판올을 생성시키는 조건 하에서 상기 생성에 충분한 시간 동안 아이소프로판올을 생성시

키기에 충분한 양으로 발현된 아이소프로판올 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하되, 상기

아이소프로판올 경로가 숙시닐-CoA:3-케토산-CoA 트랜스퍼라제를 포함하는 제조 방법.

청구항 96 

제 95 항에 있어서,

숙시닐-CoA:3-케토산-CoA 트랜스퍼라제가 HPAG1_0676, HPAG1_0677, ScoA, ScoB, OXCT1 및 OXCT2로 이루어진 군

으로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 97 

제 95 항에 있어서,

아세토아세틸-CoA 티올라제, 아세토아세테이트 데카복실라제 및 아이소프로판올 데하이드로게나제를 추가로 포

함하는 제조 방법.

청구항 98 

제 95 항에 있어서,

아세토아세틸-CoA 티올라제가 atoB, thlA, thlB 및 erg10으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호

화된 제조 방법.

청구항 99 

제 95 항에 있어서,

아세토아세테이트 데카복실라제가 유전자 adc에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 100 

제 95 항에 있어서,

아이소프로판올 데하이드로게나제가 adh 및 ipdh로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제조

방법.

청구항 101 

제 95 항에 있어서,

유기체가 코리노이드 단백질, 메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 철

-황 단백질, 니켈-단백질 조립 단백질, 페레독신, 아세틸-CoA 신타제, 일산화 탄소 데하이드로게나제, 피루베이
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트 페레독신 옥시도리덕타제 및 하이드로게나제로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 효소 또는 폴리펩타

이드를 추가로 포함하는 제조 방법.

청구항 102 

제 101 항에 있어서,

코리노이드 단백질이 mtaC, mtaC1, mtaC2 및 mtaC3으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제

조 방법.

청구항 103 

제 101 항에 있어서,

메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제가 mtaA, mtaA1 및 mtaA2로 이루어진 군으로부

터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 104 

제 101 항에 있어서,

메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제가 유전자 acsE에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 105 

제 101 항에 있어서,

코리노이드 철-황 단백질이 유전자 acsD에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 106 

제 101 항에 있어서,

니켈-단백질 조립 단백질이 acsF 및 cooC로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된

제조 방법.

청구항 107 

제 101 항에 있어서,

페레독신이 유전자 orf7에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 108 

제 101 항에 있어서,

아세틸-CoA 신타제가 acsB 및 acsC로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된 제조 방

법.

청구항 109 

제 101 항에 있어서,

일산화 탄소 데하이드로게나제가 유전자 acsA에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 110 

제 101 항에 있어서,

피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제가 por 및 ydbK로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제

조 방법.

청구항 111 
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제 101 항에 있어서,

하이드로게나제가 로 이루어진 군으로부터

선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 112 

제 101 항에 있어서,

유전자 acsEps에 의해 암호화된 폴리펩타이드 AcsEps를 추가로 포함하는 제조 방법.

청구항 113 

제 101 항에 있어서,

codh, codh-I, cooF, hypA, cooH, cooU, cooX, cooL, cooK, cooM, cooT, cooJ 및 codh-II로 이루어진 군으로

부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 하나 이상의 효소 또는 폴리펩타이드를 추가로 포함하는 제조 방법.

청구항 114 

제 101 항에 있어서,

메탄올 메틸트랜스퍼라제를 추가로 포함하는 제조 방법.

청구항 115 

제 114 항에 있어서,

메탄올 메틸트랜스퍼라제가 mtaB, mtaB1, mtaB2 및 mtaB3으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호

화된 제조 방법.

청구항 116 

제 114 항에 있어서,

유기체가 (1) 메탄올 및 CO, (2) 메탄올, CO2 및 H2, (3) 메탄올, CO, CO2 및 H2, (4) 메탄올, 및 CO 및 H2를 포

함하는 합성가스, 및 (5) 메탄올, 및 CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스로 이루어진 군으로부터 선택된 공급원

료를 이용하는 제조 방법.

청구항 117 

제 101 항에 있어서,

유기체가 포메이트 데하이드로게나제, 포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제, 메테닐테트라하이드로폴레이트 사

이클로하이드롤라제, 메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제 및 메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타

제를 추가로 포함하는 제조 방법.

청구항 118 

제 117 항에 있어서,

포메이트  데하이드로게나제가  moth_2312,  moth_2313,  moth_2314,  sfum_2703,  sfum_2704,  sfum_2705,

sfum_2706, chy_0731, chy_0732 및 chy_0733으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제조 방
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법.

청구항 119 

제 117 항에 있어서,

포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제가 moth_0109,  chy_2385  및 fhs로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에

의해 암호화된 제조 방법.

청구항 120 

제 117 항에 있어서,

메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이드롤라제가 moth_1516, folD 및 chy_1878로 이루어진 군으로부터 선

택된 유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 121 

제 117 항에 있어서,

메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제가 moth_1516, folD 및 chy_1878로 이루어진 군으로부터 선택된

유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 122 

제 117 항에 있어서,

메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제가 moth_1191, metF 및 chy_1233으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전

자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 123 

제 117 항에 있어서,

유기체가 (1) CO, (2) CO2 및 H2, (3) CO 및 CO2, (4) CO 및 H2를 포함하는 합성가스, 및 (5) CO, CO2 및 H2를

포함하는 합성가스로 이루어진 군으로부터 선택된 공급원료를 이용하는 제조 방법.

청구항 124 

4-하이드록시부티레이트 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 배양함을 포함하는 4-하이드록시부티레이트의 제

조 방법으로서, 상기 경로가 4-하이드록시부티레이트를 생성시키는 조건 하에서 상기 생성에 충분한 시간 동안

4-하이드록시부티레이트를 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 4-하이드록시부티레이트 경로 효소를 암호화하는

하나 이상의 외래 핵산을 포함하되, 상기 4-하이드록시부티레이트 경로가 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드

록시부티릴-CoA 데하이드로게나제, 크로토나제, 크로토닐-CoA 하이드라타제, 4-하이드록시부티릴-CoA 트랜스퍼

라제, 포스포트랜스-4-하이드록시부티릴라제 및 4-하이드록시부티레이트 키나제를 포함하는 제조 방법.

청구항 125 

제 124 항에 있어서,

아세토아세틸-CoA 티올라제가 atoB, thlA, thlB 및 erg10으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호

화된 제조 방법.

청구항 126 

제 124 항에 있어서,

3-하이드록시부티릴-CoA 데하이드로게나제가 hbd, msed_1423, msed_0399, msed_0389 및 msed_1933으로 이루어

진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 127 
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제 124 항에 있어서,

크로토나제가 crt, paaA, paaB, phaA, phaB, maoC, paaF 및 paaG로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해

암호화된 제조 방법.

청구항 128 

제 124 항에 있어서,

크로토닐-CoA 하이드라타제가 abfD, msed_1321 및 msed_1220으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암

호화된 제조 방법.

청구항 129 

제 124 항에 있어서,

4-하이드록시부티릴-CoA 트랜스퍼라제가 cat2, abfT-2, abfT-1 및 abfT로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에

의해 암호화된 제조 방법.

청구항 130 

제 124 항에 있어서,

포스포트랜스-4-하이드록시부티릴라제가 pta 및 ptb로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제

조 방법.

청구항 131 

제 124 항에 있어서,

4-하이드록시부티레이트 키나제가 ackA, buk1, buk2 및 proB로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호

화된 제조 방법.

청구항 132 

제 124 항에 있어서,

유기체가 코리노이드 단백질, 메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 철

-황 단백질, 니켈-단백질 조립 단백질, 페레독신, 아세틸-CoA 신타제, 일산화 탄소 데하이드로게나제, 피루베이

트 페레독신 옥시도리덕타제 및 하이드로게나제로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 효소 또는 폴리펩타

이드를 추가로 포함하는 제조 방법.

청구항 133 

제 132 항에 있어서,

코리노이드 단백질이 mtaC, mtaC1, mtaC2 및 mtaC3으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제

조 방법.

청구항 134 

제 132 항에 있어서,

메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제가 mtaA, mtaA1 및 mtaA2로 이루어진 군으로부

터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 135 

제 132 항에 있어서,

메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제가 유전자 acsE에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 136 
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제 132 항에 있어서,

코리노이드 철-황 단백질이 유전자 acsD에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 137 

제 132 항에 있어서,

니켈-단백질 조립 단백질이 acsF 및 cooC로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된

제조 방법.

청구항 138 

제 132 항에 있어서,

페레독신이 유전자 orf7에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 139 

제 132 항에 있어서,

아세틸-CoA 신타제가 acsB 및 acsC로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된 제조 방

법.

청구항 140 

제 132 항에 있어서,

일산화 탄소 데하이드로게나제가 유전자 acsA에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 141 

제 132 항에 있어서,

피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제가 por 및 ydbK로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제

조 방법.

청구항 142 

제 132 항에 있어서,

하이드로게나제가 로 이루어진 군으로부터

선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 143 

제 132 항에 있어서,

유전자 acsEps에 의해 암호화된 폴리펩타이드 AcsEps를 추가로 포함하는 제조 방법.

청구항 144 

제 132 항에 있어서,

codh, codh-I, cooF, hypA, cooH, cooU, cooX, cooL, cooK, cooM, cooT, cooJ 및 codh-II로 이루어진 군으로
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부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 하나 이상의 효소 또는 폴리펩타이드를 추가로 포함하는 제조 방법.

청구항 145 

제 132 항에 있어서,

메탄올 메틸트랜스퍼라제를 추가로 포함하는 제조 방법.

청구항 146 

제 145 항에 있어서,

메탄올 메틸트랜스퍼라제가 mtaB, mtaB1, mtaB2 및 mtaB3으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호

화된 제조 방법.

청구항 147 

제 145 항에 있어서,

유기체가 (1) 메탄올 및 CO, (2) 메탄올, CO2 및 H2, (3) 메탄올, CO, CO2 및 H2, (4) 메탄올, 및 CO 및 H2를 포

함하는 합성가스, 및 (5) 메탄올, 및 CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스로 이루어진 군으로부터 선택된 공급원

료를 이용하는 제조 방법.

청구항 148 

제 132 항에 있어서,

유기체가 포메이트 데하이드로게나제, 포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제, 메테닐테트라하이드로폴레이트 사

이클로하이드롤라제, 메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제 및 메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타

제를 추가로 포함하는 제조 방법.

청구항 149 

제 148 항에 있어서,

포메이트  데하이드로게나제가  moth_2312,  moth_2313,  moth_2314,  sfum_2703,  sfum_2704,  sfum_2705,

sfum_2706, chy_0731, chy_0732 및 chy_0733으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제조 방

법.

청구항 150 

제 148 항에 있어서,

포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제가 moth_0109,  chy_2385  및 fhs로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에

의해 암호화된 제조 방법.

청구항 151 

제 148 항에 있어서,

메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이드롤라제가 moth_1516, folD 및 chy_1878로 이루어진 군으로부터 선

택된 유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 152 

제 148 항에 있어서,

메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제가 moth_1516, folD 및 chy_1878로 이루어진 군으로부터 선택된

유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 153 
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제 148 항에 있어서,

메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제가 moth_1191, metF 및 chy_1233으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전

자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 154 

제 148 항에 있어서,

유기체가 (1) CO, (2) CO2 및 H2, (3) CO 및 CO2, (4) CO 및 H2를 포함하는 합성가스, 및 (5) CO, CO2 및 H2를

포함하는 합성가스로 이루어진 군으로부터 선택된 공급원료를 이용하는 제조 방법.

청구항 155 

1,4-부탄다이올 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 배양함을 포함하는, 1,4-부탄다이올의 제조 방법으로서,

상기 경로가 1,4-부탄다이올을 생성시키는 조건 하에서 상기 생성에 충분한 시간 동안 1,4-부탄다이올을 생성시

키기에 충분한 양으로 발현된 1,4-부탄다이올 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하되, 상기

1,4-부탄다이올 경로가 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드록시부티릴-CoA 데하이드로게나제, 크로토나제, 크

로토닐-CoA 하이드라타제, 알콜을 형성하는 4-하이드록시부티릴-CoA 리덕타제, 알데하이드를 형성하는 4-하이드

록시부티릴-CoA 리덕타제, 및 1,4-부탄다이올 데하이드로게나제를 포함하고; 상기 유기체가 아세틸-CoA를 생성

시키기에 충분한 양으로 발현된 아세틸-CoA 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 아세틸-

CoA 경로를 추가로 포함하되, 상기 아세틸-CoA 경로 효소가 코리노이드 단백질, 메틸테트라하이드로폴레이트:코

리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 철-황 단백질, 니켈-단백질 조립 단백질, 페레독신, 아세틸-CoA

신타제, 일산화 탄소 데하이드로게나제, 피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제 및 하이드로게나제를 포함하는 제

조 방법.

청구항 156 

제 155 항에 있어서,

아세토아세틸-CoA 티올라제가 atoB, thlA, thlB 및 erg10으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호

화된 제조 방법.

청구항 157 

제 155 항에 있어서,

3-하이드록시부티릴-CoA 데하이드로게나제가 hbd, msed_1423, msed_0399, msed_0389 및 msed_1933으로 이루어

진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 158 

제 155 항에 있어서,

크로토나제가 crt, paaA, paaB, phaA, phaB, maoC, paaF 및 paaG로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해

암호화된 제조 방법.

청구항 159 

제 155 항에 있어서,

크로토닐-CoA 하이드라타제가 abfD, msed_1321 및 msed_1220으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암

호화된 제조 방법.

청구항 160 

제 155 항에 있어서,

알콜을  형성하는  4-하이드록시부티릴-CoA  리덕타제가  adhE,  adhE2,  mcr,  rcas_2929,  nap1_02720  및

mgp2080_00535로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제조 방법.
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청구항 161 

제 155 항에 있어서,

알데하이드를  형성하는  4-하이드록시부티릴-CoA  리덕타제가  acrl,  sucD,  bphG,  msed_0709,  mcr,  asd-2  및

saci_2370으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 162 

제 155 항에 있어서,

1,4-부탄다이올 데하이드로게나제가 alrA, adh2, yqhD, bdh I, bdh II 및 4hbd로 이루어진 군으로부터 선택된

유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 163 

제 155 항에 있어서,

코리노이드 단백질이 mtaC, mtaC1, mtaC2 및 mtaC3으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제

조 방법.

청구항 164 

제 155 항에 있어서,

메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제가 mtaA, mtaA1 및 mtaA2로 이루어진 군으로부

터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 165 

제 155 항에 있어서,

메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제가 유전자 acsE에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 166 

제 155 항에 있어서,

코리노이드 철-황 단백질이 유전자 acsD에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 167 

제 155 항에 있어서,

니켈-단백질 조립 단백질이 acsF 및 cooC로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된

제조 방법.

청구항 168 

제 155 항에 있어서,

페레독신이 유전자 orf7에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 169 

제 155 항에 있어서,

아세틸-CoA 신타제가 acsB 및 acsC로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된 제조 방

법.

청구항 170 

제 155 항에 있어서,
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일산화 탄소 데하이드로게나제가 유전자 acsA에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 171 

제 155 항에 있어서,

피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제가 por 및 ydbK로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제

조 방법.

청구항 172 

제 155 항에 있어서,

하이드로게나제가 로 이루어진 군으로부터

선택된 하나 이상의 유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 173 

제 155 항에 있어서,

유기체가 유전자 acsEps에 의해 암호화된 폴리펩타이드 AcsEps를 추가로 포함하는 제조 방법.

청구항 174 

제 155 항에 있어서,

codh, codh-I, cooF, hypA, cooH, cooU, cooX, cooL, cooK, cooM, cooT, cooJ 및 codh-II로 이루어진 군으로

부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 하나 이상의 효소 또는 폴리펩타이드를 추가로 포함하는 제조 방법.

청구항 175 

제 155 항에 있어서,

메탄올 메틸트랜스퍼라제를 추가로 포함하는 제조 방법.

청구항 176 

제 175 항에 있어서,

메탄올 메틸트랜스퍼라제가 mtaB, mtaB1, mtaB2 및 mtaB3으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호

화된 제조 방법.

청구항 177 

제 175 항에 있어서,

유기체가 (1) 메탄올 및 CO, (2) 메탄올, CO2 및 H2, (3) 메탄올, CO, CO2 및 H2, (4) 메탄올, 및 CO 및 H2를 포

함하는 합성가스, 및 (5) 메탄올, 및 CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스로 이루어진 군으로부터 선택된 공급원

료를 이용하는 제조 방법.

청구항 178 

1,4-부탄다이올 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 배양함을 포함하는 1,4-부탄다이올의 제조 방법으로서,
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상기 경로가 1,4-부탄다이올을 생성시키는 조건 하에서 상기 생성에 충분한 시간 동안 1,4-부탄다이올을 생성시

키기에 충분한 양으로 발현된 1,4-부탄다이올 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하되, 상기

1,4-부탄다이올 경로가 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드록시부티릴-CoA 데하이드로게나제, 크로토나제, 크

로토닐-CoA 하이드라타제, 알콜을 형성하는 4-하이드록시부티릴-CoA 리덕타제, 알데하이드를 형성하는 4-하이드

록시부티릴-CoA 리덕타제, 및 1,4-부탄다이올 데하이드로게나제를 포함하고; 상기 유기체가 아세틸-CoA를 생성

시키기에 충분한 양으로 발현된 아세틸-CoA 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 아세틸-

CoA 경로를 추가로 포함하되, 상기 아세틸-CoA 경로 효소가 아세틸-CoA 신타제, 포메이트 데하이드로게나제, 포

밀테트라하이드로폴레이트 신시타제, 메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이드롤라제, 메틸렌테트라하이드

로폴레이트 데하이드로게나제 및 메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제를 포함하는 제조 방법.

청구항 179 

제 178 항에 있어서,

포메이트  데하이드로게나제가  moth_2312,  moth_2313,  moth_2314,  sfum_2703,  sfum_2704,  sfum_2705,

sfum_2706, chy_0731, chy_0732 및 chy_0733으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에 의해 암호화된 제조 방

법.

청구항 180 

제 178 항에 있어서,

포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제가 moth_0109,  chy_2385  및 fhs로 이루어진 군으로부터 선택된 유전자에

의해 암호화된 제조 방법.

청구항 181 

제 178 항에 있어서,

메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이드롤라제가 moth_1516, folD 및 chy_1878로 이루어진 군으로부터 선

택된 유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 182 

제 178 항에 있어서,

메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제가 moth_1516, folD 및 chy_1878로 이루어진 군으로부터 선택된

유전자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 183 

제 178 항에 있어서,

메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제가 moth_1191, metF 및 chy_1233으로 이루어진 군으로부터 선택된 유전

자에 의해 암호화된 제조 방법.

청구항 184 

제 178 항에 있어서,

유기체가 (1) CO, (2) CO2 및 H2, (3) CO 및 CO2, (4) CO 및 H2를 포함하는 합성가스, 및 (5) CO, CO2 및 H2를

포함하는 합성가스로 이루어진 군으로부터 선택된 공급원료를 이용하는 제조 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 일반적으로 생합성 방법, 및 메탄올, 합성가스 및 다른 기상 탄소원을 보다 고가의 화학물질로 전환[0001]

시킬 수 있는 유기체에 관한 것이다.  보다 구체적으로, 본 발명은 범용 화학물질들인 아이소프로판올, 4-하이
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드록시부티레이트 및 1,4-부탄다이올을 생산할 수 있는 비-천연 유기체에 관한 것이다.

본 출원은 2008년 12월 16일자로 출원된 미국 가출원 제 61/138,108 호의 우선권의 이점을 청구하며, 상기 출원[0002]

의 전체 내용은 본 발명에 참고로 인용된다.

배 경 기 술

저렴하고 쉽게 입수할 수 있는 공급원료의 융통성의 증가 및 화학적 생산의 환경영향의 최소화는 환경 파괴 없[0003]

이 지속될 수 있는 화학 산업에 유리하다.  공급원료의 융통성은, 접근할 수 있고 화학제품 제조를 위한 주 공

급원료로서 광범위한 물질을 사용할 수 있는 방법들의 도입에 의존한다.

아이소프로판올(IPA)은 물을 포함한 대부분의 용매와 완전히 혼합되는 무색의 가연성 액체이다.  IPA의 가장 큰[0004]

용도는 IPA와 물의 혼합물인 "소독용 알콜"로서 널리 알려진, 그러나 소규모 용도인 용매로서의 용도이다.  용

매로서 IPA는 도료, 래커, 희석제, 잉크, 접착제, 범용 세척제, 소독제, 화장품, 세면용 화장품, 제빙제 및 약

품 등의 많은 범용 제품들에서 발견된다.  저급 IPA가 또한 자동차용 오일에 사용된다.  두 번째로 큰 용도는

아이소프로필아민(예를 들어 농산물 중에서), 아이소프로필에테르 및 아이소프로필 에스터의 제조를 위한 화학

적 중간체로서의 용도이다.

아이소프로판올은 2 가지 석유화학 경로에 의해 제조된다.  주공정은 황산 촉매반응의 존재 또는 부재 하의 프[0005]

로필렌의 수화를 수반한다.  부수적으로, IPA는 페놀과 산화 프로필렌의 제조 시 형성되는 부산물인 아세톤의

수소화를 통해 생성된다.  고가의 프로필렌은 현재 화학 산업 전체를 통해 비용은 올리고 마진은 내리고 있어,

확대된 범위의 저렴한 공급원료의 필요성이 촉구되는 바이다.

4-하이드록시부탄산(4-하이드록시부타노에이트, 4-하이드록시부티레이트, 4-HB)은 다양한 범용 및 전문 화학제[0006]

품용 구성요소로서 산업적인 가능성을 갖는 4-탄소 카복실산이다.  특히, 4-HB는 용매, 수지, 중합체 전구체 및

전문 화학제품을 포함한 1,4-부탄다이올 계 화학제품으로의 새로운 시작점으로서 작용할 가능성이 있다.

BDO는 고성능 중합체, 용매 및 정제 화학제품의 제조에 귀중한 화학물질이다.  상기 물질은 테트라하이드로퓨란[0007]

(THF) 및 감마-부티로락톤(GBL) 등의 다른 고가 화학물질의 제조에 기초가 된다.  BDO의 용도는 (1) 중합체,

(2) THF 유도체, 및 (3) GBL 유도체를 포함한다.  중합체의 경우, BDO는 폴리부틸렌 테레프탈레이트(PBT) 제조

를 위한 공-단량체이다.  PBT는 자동차, 전기, 수계, 및 소형 가전 용품에 사용되는, 듀퐁(DuPont) 및 제네랄

일렉트릭(General  Electric)  등의  회사에  의해  제조된  중간  성능  공업용  열가소성  중합체이다.   THF로

전환되고, 후속적으로 폴리테트라메틸렌 에테르 글리콜(PTMEG)로 전환될 때, 상기 공급되는 시장에 스판덱스 및

라이크라 섬유 의류 산업이 추가된다.  PTMEG는 또한 특수 폴리에스터 에테르(COPE)의 제조 시 BDO와 병용된다.

COPE는 탁월한 기계적 강도 및 오일/환경 내성을 갖고, 이에 의해 극단의 고온 및 저온에서 작용할 수 있게 되

는 고 탄성 탄성중합체이다.  PTMEG 및 BDO는 또한 표준 열가소성 압출, 캘린더링 및 성형 장비 상에서 가공되

는 열가소성 폴리유레탄을 제조하며, 현저한 인성 및 내마모성을 특징으로 한다.  BDO로부터 생성된 GBL은 피롤

리돈의 제조뿐만 아니라, 자체가 농약 시장에 사용되는 공급원료를 제공한다.  상기 피롤리돈은 전자 산업뿐만

아니라 약품 생산에서 용도가 증가하고 있는 추출 공정용 고성능 용매로서 사용된다.

BDO는 또한 상업적인 공정에서 몇몇 추가적인 경로와 함께 2 가지 주요 석유화학 경로에 의해 생산된다.  한 가[0008]

지 경로는 아세틸렌을 폼알데하이드와 반응시킨 다음 수소화를 수행함을 포함한다.  보다 최근에, 말레산 무수

물로의 부탄 또는 부타다이엔 산화에 이어 수소화를 수반하는 BDO 공정이 도입되었다.  BDO는 다른 화학물질 및

중합체의 합성에 중간체로서 거의 독점적으로 사용된다.

합성가스(syngas)는 주로, 임의의 유기 공급원료, 예를 들어 석탄, 석유, 천연 가스, 바이오매스, 또는 폐 유기[0009]

물의 가스화를 통해 수득할 수 있는 CO와 H2의 혼합물이다.  다수의 가스화 공정들이 개발되었으며, 대부분의 디

자인은 고온(500 내지 1500 ℃)에서 유기 물질을 부분 산화시켜(이때 산소 제한이 완전 연소를 피한다), 예를

들어 0.5:1 내지 3:1 H2/CO 혼합물로서 합성가스를 제공하는 것을 기본으로 한다.  때때로 증기를 가하여 수소

함량을 증가시키며, 전형적으로는 이때 수성 가스 이동 반응을 통해 CO2 생산이 증가된다.

오늘날, 통상적으로 난방 및 전력에 사용되고 메탄올 및 액체 탄화수소의 피셔-트로프쉬 합성용 공급원료로서[0010]

사용되는 합성가스의 산업적인 생산에 사용되는 주요 기질은 석탄이다.  다수의 큰 화학 에너지 회사들은 대규

모 석탄 가스화 공정을 사용하며 상기 산업에서 상기 기술을 사용하는 경험이 존재한다.
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일반적으로, 현재 실질적으로 전세계 임의의 장소에서 석탄, 바이오매스, 폐 물질, 중합체 등을 포함한 과잉의[0011]

물질로부터 합성가스를 비용-효과적으로 생산하기 위한 기술이 존재한다.  바이오매스 가스화 기술은 특히 열

및 에너지 생산을 위해 상업적으로 실시 중이다.

합성가스를 이용하는 유기체의 유효성에도 불구하고, 상기와 같은 유기체들은 일반적으로 불충분하게 특성화되[0012]

어 있으며 상업적인 개발에 그다지 적합하지도 않다.  예를 들어 클로스트리듐 및 관련 세균은 부탄올과 같은

일부 고 농도 생성물에 허용성이지 않고, 따라서 역가 및 상업화 가능성을 제한하는 엄격한 혐기성 미생물이다.

상기 클로스트리듐은 또한 다수의 생성물을 생산하며, 이는 목적하는 생성물의 단리 시 분리 문제를 일으킨다.

최종적으로, 클로스트리듐 유전자를 조작하기 위한 간편한 유전자 도구의 개발은 초기 단계에 있으며, 따라서

현재는 목적하는 생성물의 수율 또는 생산 특성을 개선하기 위한 신속한 유전 공학을 이용할 수 없다.

따라서, 목적하는 화학물질 및 연료의 생산을 위해 합성가스 또는 다른 기상 탄소원을 이용하는 미생물 및 그의[0013]

사용 방법을 개발할 필요가 있다.  보다 구체적으로, 귀중한 생성물을 유용한 속도 및 양으로 생산하는 신속한

유전 공학을 가능하게 하는 기존의 효율적인 유전자 도구를 또한 갖는, 합성가스를 이용하는 미생물을 개발할

필요가 있다.  본 발명은 상기 필요성을 충족시키며 관련된 이점들을 또한 제공한다.

발명의 내용

일부 실시태양에서, 본 발명은 아이소프로판올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아이소프로판올 경로 효소[0014]

를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 아이소프로판올 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 제공한

다.  상기 아이소프로판올 경로 효소는 숙시닐-CoA:3-케토산-CoA 트랜스퍼라제를 포함한다.

다른 태양에서, 본 발명은 4-하이드록시부티레이트를 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 4-하이드록시부티레이[0015]

트 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 4-하이드록시부티레이트 경로를 갖는 비-천연 미

생물 유기체를 제공한다.  상기 4-하이드록시부티레이트 경로 효소는 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드록시

부티릴-CoA 데하이드로게나제, 크로토나제, 크로토닐-CoA 하이드라타제, 4-하이드록시부티릴-CoA 트랜스퍼라제,

포스포트랜스-4-하이드록시부티릴라제, 및 4-하이드록시부티레이트 키나제를 포함한다.

더욱 다른 태양에서, 본 발명은 1,4-부탄다이올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 1,4-부탄다이올 경로 효[0016]

소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 1,4-부탄다이올 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 제공

한다.  상기 1,4-부탄다이올 경로 효소는 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드록시부티릴-CoA 데하이드로게나

제, 크로토나제, 크로토닐-CoA 하이드라타제, 4-하이드록시부티릴-CoA 리덕타제(알콜 형성), 4-하이드록시부티

릴-CoA 리덕타제(알데하이드 형성), 및 1,4-부탄다이올 데하이드로게나제를 포함한다.  상기와 같은 유기체는

또한 아세틸-CoA를 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아세틸-CoA 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래

핵산을 갖는 아세틸-CoA 경로를 포함한다.  상기 아세틸-CoA 경로 효소는 코리노이드 단백질, 메틸테트라하이드

로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 철-황 단백질, 니켈-단백질 조립 단백질, 페레독

신, 아세틸-CoA 신타제, 일산화 탄소 데하이드로게나제, 피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제, 및 하이드로게나

제를 포함한다.

더욱 다른 태양에서, 본 발명은 1,4-부탄다이올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 1,4-부탄다이올 경로 효[0017]

소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 1,4-부탄다이올 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 제공

한다.  상기 1,4-부탄다이올 경로 효소는 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드록시부티릴-CoA 데하이드로게나

제, 크로토나제, 크로토닐-CoA 하이드라타제, 4-하이드록시부티릴-CoA 리덕타제(알콜 형성), 4-하이드록시부티

릴-CoA 리덕타제(알데하이드 형성), 및 1,4-부탄다이올 데하이드로게나제를 포함한다.  상기와 같은 유기체는

또한 아세틸-CoA를 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아세틸-CoA 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래

핵산을 갖는 아세틸-CoA 경로를 포함한다.  상기 아세틸-CoA 경로 효소는 아세틸-CoA 신타제, 포메이트 데하이

드로게나제, 포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제, 메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이드롤라제, 메틸

렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제, 및 메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제를 포함한다.

더욱 추가의 태양에서, 본 발명은 아이소프로판올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아이소프로판올 경로[0018]

효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 아이소프로판올 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 제

공한다.  상기 아이소프로판올 경로 효소는 아세토아세틸-CoA 티올라제, 아세토아세틸-CoA:아세테이트:CoA 트랜

스퍼라제, 아세토아세테이트 데카복실라제, 및 아이소프로판올 데하이드로게나제를 포함한다.  상기와 같은 유

기체는 또한 아세틸-CoA를 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아세틸-CoA 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래
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핵산을 포함한다.  상기 아세틸-CoA 경로 효소는 메탄올 메틸 트랜스퍼라제, 코리노이드 단백질, 메틸테트라하

이드로-폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 철-황 단백질, 니켈-단백질 조립 단백질, 페

레독신, 아세틸-CoA 신타제, 일산화 탄소 데하이드로게나제, 피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제, 및 하이드로

게나제를 포함한다.

더욱 추가의 태양에서, 본 발명은 아이소프로판올 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 배양함을 포함하는 아[0019]

이소프로판올 제조 방법을 제공한다.  상기 경로는 아이소프로판올을 생성시키기에 충분한 시간 동안 상기 생성

조건 하에서 아이소프로판올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아이소프로판올 경로 효소를 암호화하는 하

나 이상의 외래 핵산을 포함한다.  상기 아이소프로판올 경로는 숙시닐-CoA:3-케토산-CoA 트랜스퍼라제를 포함

한다.

더욱 더 추가의 태양에서, 본 발명은 4-하이드록시부티레이트 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 배양함을[0020]

포함하는 4-하이드록시부티레이트 제조 방법을 제공한다.  상기 경로는 4-하이드록시부티레이트를 생성시키기에

충분한 시간 동안 상기 생성 조건 하에서 4-하이드록시부티레이트를 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 4-하이

드록시부티레이트 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함한다.  상기 4-하이드록시부티레이트

경로는 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드록시부티릴-CoA 데하이드로게나제, 크로토나제, 크로토닐-CoA 하이

드라타제,  4-하이드록시부티릴-CoA  트랜스퍼라제,  포스포트랜스-4-하이드록시부티릴라제, 및 4-하이드록시부티

레이트 키나제를 포함한다.

더욱 다른 태양에서, 본 발명은 1,4-부탄다이올 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 배양함을 포함하는 1,4-[0021]

부탄다이올 제조 방법을 제공한다.  상기 경로는 1,4-부탄다이올을 생성시키기에 충분한 시간 동안 상기 생성

조건 하에서 1,4-부탄다이올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 1,4-부탄다이올 경로 효소를 암호화하는 하

나 이상의 외래 핵산을 포함한다.  상기 1,4-부탄다이올 경로는 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드록시부티

릴-CoA 데하이드로게나제, 크로토나제, 크로토닐-CoA 하이드라타제, 4-하이드록시부티릴-CoA 리덕타제(알콜 형

성), 4-하이드록시부티릴-CoA 리덕타제(알데하이드 형성), 1,4-부탄다이올 데하이드로게나제를 포함한다.  상기

와 같은 유기체는 또한 아세틸-CoA를 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아세틸-CoA 경로 효소를 암호화하는

하나 이상의 외래 핵산을 갖는 아세틸-CoA 경로를 포함한다.  상기 아세틸-CoA 경로 효소는 코리노이드 단백질,

메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 철-황 단백질, 니켈-단백질 조립

단백질, 페레독신, 아세틸-CoA  신타제, 일산화 탄소 데하이드로게나제, 피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제,

및 하이드로게나제를 포함한다.

최종적으로, 일부의 태양에서, 본 발명은 1,4-부탄다이올 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 배양함을 포함[0022]

하는 1,4-부탄다이올 제조 방법을 제공한다.  상기 경로는 1,4-부탄다이올을 생성시키기에 충분한 시간 동안 상

기 생성 조건 하에서 1,4-부탄다이올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 1,4-부탄다이올 경로 효소를 암호화

하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함한다.  상기 1,4-부탄다이올 경로는 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드록

시부티릴-CoA 데하이드로게나제, 크로토나제, 크로토닐-CoA 하이드라타제, 4-하이드록시부티릴-CoA 리덕타제(알

콜 형성), 4-하이드록시부티릴-CoA 리덕타제(알데하이드 형성), 및 1,4-부탄다이올 데하이드로게나제를 포함한

다.  상기와 같은 유기체는 또한 아세틸-CoA를 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아세틸-CoA 경로 효소를 암

호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 갖는 아세틸-CoA 경로를 포함한다.  상기 아세틸-CoA 경로 효소는 아세틸-

CoA 신타제, 포메이트 데하이드로게나제, 포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제, 메테닐테트라하이드로폴레이트

사이클로하이드롤라제, 메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제, 및 메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕

타제를 포함한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 아세테이트 및 에탄올의 나무-엘정달(Wood-Ljungdahl) 경로 및 형성 경로를 묘사하는 다이어그램을 도시[0023]

한다.  합성가스상에서 증식할 수 있는 유기체에 전형적으로 독특한 형질전환은 (1) CO 데하이드로게나제, (2)

하이드로게나제, (3) 에너지-보존 하이드로게나제(ECH), 및 (4) 이작용성 CO 데하이드로게나제/아세틸-CoA 신타

제이다.  수소의 2[H]로의 산화 또는 H2O와 CO의 CO2 및 2[H]로의 산화는 CO2의 포메이트로의, 메테닐-테트라하

이드로폴레이트(메테닐-THF)의  메틸렌-테트라하이드로폴레이트(메틸렌-THF)로의,  메틸렌-THF의  메틸테트라하이

드로폴레이트(메틸-THF)로의, CO2의 CO로의 환원 당량을 제공한다.
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도 2a는 CO, CO2 및/또는 H2를 포함한 기체의 아세틸-CoA(후속적으로 세포 매스 및 에탄올 또는 아세테이트와 같

은 생성물로 전환된다)로의 전환에 대한 완전한 나무-엘정달 경로를 도시한다.  도 2b는 CO, CO2 및/또는 H2를

포함한 기체, 및 메탄올의 아세틸-CoA 및 추가로 아이소프로판올로의 전환에 대한 합성 대사 경로를 도시한다.

도 2c는 CO, CO2 및/또는 H2를 포함한 기체, 및 메탄올의 아세틸-CoA 및 추가로 4-하이드록시부티레이트로의 전

환에 대한 합성 대사 경로를 도시한다.  도 2d는 CO, CO2 및/또는 H2를 포함한 기체, 및 메탄올의 아세틸-CoA 및

추가로 1,4-부탄다이올로의 전환에 대한 합성 대사 경로를 도시한다.  도 2a 내지 d에서, 생산 숙주 내로 조작

될 수 있는 특정한 효소 형질전환들에 번호를 매긴다.  약어: 10FTHF: 10-포밀테트라하이드로폴레이트, 5MTHF:

5-메틸테트라하이드로폴레이트, ACTP:  아세틸 포스페이트, CFeSp:  코리노이드 철 황 단백질, FOR:  포메이트,

MeOH: 메탄올, METHF: 메틸테트라하이드로폴레이트, MLTHF: 메테닐테트라하이드로폴레이트, THF: 테트라하이드

로폴레이트.

도 3a는 CO, CO2 및/또는 H2를 포함한 기체의 아세틸-CoA 및 추가로 아이소프로판올로의 전환에 대한 합성 대사

경로를 도시한다.  도 3b는 CO, CO2 및/또는 H2를 포함한 기체의 아세틸-CoA 및 추가로 4-하이드록시부티레이트

로의 전환에 대한 합성 대사 경로를 도시한다.  도 3c는 CO, CO2 및/또는 H2를 포함한 기체의 아세틸-CoA 및 추

가로 1,4-부탄다이올로의 전환에 대한 합성 대사 경로를 도시한다.  도 3a 내지 c에서, 생산 숙주 내로 조작될

수 있는 특정한 효소 형질전환들에 번호를 매긴다.  약어: 10FTHF: 10-포밀테트라하이드로폴레이트, 5MTHF: 5-

메틸테트라하이드로폴레이트,  ACTP:  아세틸  포스페이트,  CFeSp:  코리노이드  철  황  단백질,  FOR:  포메이트,

MeOH: 메탄올, METHF: 메틸테트라하이드로폴레이트, MLTHF: 메테닐테트라하이드로폴레이트, THF: 테트라하이드

로폴레이트.

도 4는 크기 기준(레인 5) 및 엠 써모아세티카(M. thermoacetica) CODH(Moth_1202/1203) 또는 Mtr(Mo th_1197)

단백질(50, 150, 250, 350, 450, 500, 750, 900 및 1000 ng)의 대조군들과 함께 10 개 미생물 ACS90(레인 1),

ACS91(레인 2), Mta98/99(레인 3 및 4) 세포 추출물의 웨스턴 블럿을 도시한다.

도 5는 메틸 바이올로젠 분석에 사용된 큐벳을 도시한다.  블랭크는 오른쪽에 있고 환원된 메틸 바이올로젠이

있는 큐벳은 왼쪽에 있다.  각각의 상부에 마개 및 진공 그리스를 사용하여 반응이 혐기성을 유지하도록 한다.

도 6은 첨가된 CH3-THF로부터 정제된 엠 써모아세티카 코리노이드 단백질로의 CH3의 이동에 대해 분석된 ACS90

세포 추출물의 스펙트럼 사진을 도시한다.

도 7은 37℃에서 36 시간 동안 N2 및 CO 중에서의 재조합 이 콜라이 MG1655의 혐기성 증식을 도시한다.  왼쪽에

서부터 오른쪽으로: 빈 벡터, ACS90, 및 ACS91을 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 부분적으로, MtaABC형 메틸트랜스퍼라제 시스템과 함께 나무-엘정달 경로의 카보닐-가지를 촉매화하[0024]

는 효소를 암호화하는 유전자를 발현하는 비-천연 미생물에 관한 것이다.  상기와 같은 유기체는 합성가스로부

터 유래할 수 있는 비교적 저렴한 유기 공급원료인 메탄올, 및 CO, CO2 및/또는 H2를 포함한 기체를 아세틸-CoA,

세포 매스, 및 아이소프로판올(IPA),  4-하이드록시부티레이트(4-HB)  및 1,4-부탄다이올(BDO)과 같은 생성물로

전환시킬 수 있다.  본 발명은 또한 부분적으로, 상기 나무-엘정달 경로의 카보닐 및 메틸-가지를 촉매화하는

효소를 암호화하는 유전자를 발현하는 비-천연 미생물에 관한 것이다.  상기와 같은 유기체는 CO, CO2 및/또는

H2를 포함한 기체를 아세틸-CoA, 세포 매스, 및 IPA, 4-HB 및 BDO와 같은 생성물로 전환시킬 수 있다.

하나의  실시태양에서,  본  발명은  메탄올  및  기상  공급원료,  예를  들어  합성가스의  혼합물로부터[0025]

아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올을 생산할 수 있는 비-천연 미생물 유기체를 제

공한다.  다른 실시태양에서, 본 발명은 메탄올의 필요 없이, 합성가스의 혼합물로부터 아이소프로판올, 4-하이

드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올을 생산할 수 있는 비-천연 미생물 유기체를 제공한다.

또 다른 실시태양에서, 본 발명은 상기 비-천연 미생물 유기체의 배양을 통해 아이소프로판올, 4-하이드록시부[0026]

티레이트, 또는 1,4-부탄다이올을 제조하는 방법을 제공한다.

이들 유기체를 이용하는 생물공학적 방법들은 다양한 공급원료들에 근거한 최저 공정 비용을 보증하고 임의로[0027]

오일 및 천연 가스와 같은 공급원료의 시장 주도 상품 가격의 변동성을 상쇄하기 위해 아이소프로판올, 4-하이
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드록시부티레이트 및 1,4-부탄다이올 제조사들에게 공정 융통성을 제공할 것이다.  더욱 또한, 이들 방법은 재

생가능한 공급원료를 이용하고, 에너지 강도를 감소시키며 온실가스 방출을 낮추는 환경 파괴 없이 지속될 수

있는 제조 실행을 전달할 것이다.

무어렐라(Moorella  thermoacetica),  씨  엘정달리이(C.  ljungdahlii)  및  씨  카르복시디보란스(C.[0028]

carboxidivorans)와 같은 아세토젠들은 헥소오스 당에서부터 일산화 탄소에 이르는 다수의 탄소원 상에서 증식

할 수 있다.  글루코스 등의 헥소오스는 먼저 엠덴-마이어호프-파르나스(Embden-Meyerhof-Parnas)(EMP) 해당작

용을  통해  피루베이트로  대사되고,  이는  이어서  피루베이트:페레독신  옥시도리덕타제(PFOR)를  통해  아세틸-

CoA로 전환된다.  아세틸-CoA를 사용하여 바이오매스 전구체를 형성시키거나 또는 아세테이트 키나제 및 포스포

트랜스아세틸라제를 통해 에너지를 생성시키는 아세테이트로 전환시킬 수 있다.  글루코스에서 아세테이트, 에

너지 및 환원 당량으로의 전체 전환을 하기 식 1로 나타낸다:

[식 1][0029]

C6H12O6 + 4 ADP + 4 Pi → 2 CH3COOH + 2 CO2 + 4 ATP + 8 [H][0030]

아세토젠은 상기 방출된 CO2를 나무-엘정달 경로를 통해 아세테이트로 추가로 전환시킴으로써 산화환원 균형을[0031]

또한 유지하면서 상기 글루코스에서 아세테이트로의 전환으로부터 훨씬 더 많은 에너지를 추출한다

[식 2][0032]

2 CO2 + 8 [H] + n ADP + n Pi → CH3COOH + n ATP[0033]

상기 식에서 계수 n은, 수소가 상기 필수 환원 당량을 공급하기 위해 제공되는 한 많은 아세토젠이 글루코스의[0034]

부재 하에서조차 상기 나무-엘정달 경로를 통해 CO2의 존재 하에서 증식할 수 있으므로, 상기 전환이 에너지 발

생 시도임을 의미한다.

[식 3][0035]

2 CO2 + 4 H2 + n ADP + n Pi → CH3COOH + 2 H2O + n ATP[0036]

도 1에 예시된 나무-엘정달 경로를 Na
+
 또는 H

+
 이온 구배(각각 Na

+
- 또는 H

+
-의존성 ATP 신타제를 통해 ATP를[0037]

생성시킬 수 있다)의 생성에 결합시킨다(Muller, V. Appl Environ Microbiol 69:6345-6353(2003)).  이들 공지

된 형질전환들을 기본으로, 아세토젠은 또한 유일한 탄소 및 에너지원으로서 CO를 이용하는 능력을 갖는다.  구

체적으로, CO를 산화시켜 환원 당량 및 CO2를 생성시키거나, 또는 아세틸-CoA로 직접 동화시킬 수 있으며, 이는

후속적으로 바이오매스 또는 아세테이트로 전환된다.

[식 4][0038]

4 CO + 2 H2O → CH3COOH + 2 CO2[0039]

그러나, 상기 환원 당량에 대한 요구를 충족시키기 위해 충분한 수소가 제공되는 경우 훨씬 더 높은 아세테이트[0040]

수율이 획득될 수 있다.

[식 5][0041]

2 CO + 2 H2 → CH3COOH[0042]

도 1에 따라, 아세틸-CoA를 통한 아세테이트의 생성은 하나의 ATP 분자를 생성시키는 반면, 아세틸-CoA로부터[0043]

에탄올의 생성은 그렇지 않고 2 개의 환원 당량을 필요로 한다.  따라서 합성가스로부터 에탄올의 생성은 아세

테이트 생성의 부재 하에서 세포 증식에 충분한 에너지를 생성시키지 않을 것임을 추측할 수 있다.  그러나, 몇

몇 조건 하에서, 클로스트리듐 엘정달리이는 대개 합성가스로부터 에탄올을 생성시키며(Klasson et al., Fuel

72:1673-1678(1993)), 이는 하기 경로들의 일부 조합이 실제로 세포 증식을 지원하기에 충분한 에너지를 생성시

킴을 가리킨다:

[식 6][0044]

2 CO2 + 6 H2 → CH3CH2OH + 3 H2O[0045]
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[식 7][0046]

6 CO + 3 H2O → CH3CH2OH + 4 CO2[0047]

[식 8][0048]

2 CO + 4 H2 → CH3CH2OH + H2O[0049]

알 루브룸(R. rubrum)과 같은 수소 세균은 또한 CO 및 물의 수소로의 전환으로부터 에너지를 생성시킬 수 있다[0050]

(도 1 참조)(Simpma et al., Critical Reviews in Biotechnology 26:41-65(2006)).  한 가지 중요한 기전은 에

너지 전환 하이드로게나제(ECH)와 CO 데하이드로게나제와의 동조 작용이다.  상기 CO 데하이드로게나제는 CO로

부터 전자를 공급하며 이어서 이는 ECH(그의 활성은 에너지-발생 양자 전위에 결합된다)에 의해 사용되어 양자

를 H2로 환원시킨다.  최종 결과는 수-기체 이동 반응을 통한 에너지의 발생이다.

본 발명의 실시태양은 (1) 메탄올의 존재 및 부재 하에서 합성가스의 아세틸-CoA로의 전환 경로 및 (2) 아세틸-[0051]

CoA의 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트 또는 1,4-부탄다이올로의 전환 경로의 조합을 개시한다.  그 자

체로서, 본 발명은 탄수화물 공급원료로부터 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올을

생산하도록 조작된 유기체에 비해 고유의 수율 이점을 갖는 생산 유기체 및 전환 경로를 제공한다.  예를 들어

글루코스로부터 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트 및 1,4-부탄다이올의 최대 이론 수율은 본 발명에 개

시된 바와 같이 아세틸-CoA로부터 진행하는 대사 경로를 사용하여 몰당 1몰이다.  구체적으로, 글루코스 몰당 2

몰의 아세틸-CoA가 해당작용을 통해 유도되며 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트 또는 1,4-부탄다이올 몰

당 2 몰의 아세틸-CoA가 요구된다.  최종 전환을 하기의 화학량론 식에 의해 개시한다:

아이소프로판올: C6H12O6 + 1.5 O2 → C3H8O + 3 CO2 + 2 H2O[0052]

4-하이드록시부티레이트: C6H12O6 + 1.5 O2 → C4H8O3 + 2 CO2 + 2 H2O[0053]

1,4-부탄다이올: C6H12O6 → C4H10O2 + CH2O2 + CO2[0054]

한편으로, 본 발명에 개시된 경로를 사용하는 글루코스의 그의 보다 간단한 성분인 CO 및 H2로의 가스화, 이어서[0055]

아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트 및 1,4-부탄다이올로의 전환은 하기의 최대 이론 수율을 생성시킨다:

아이소프로판올: 6 CO + 6 H2 → 1.333 C3H8O + 2 CO2 + 0.667 H2O[0056]

4-하이드록시부티레이트: 6 CO + 6 H2 → 1.333 C4H8O3 + 0.667 CO2 + 0.667 H2O[0057]

1,4-부탄다이올: 6 CO + 6 H2 → 1.091 C4H10O2 + 1.636 CO2 + 0.545 H2O[0058]

상기 글루코스의 가스화는 기껏해야 6 몰의 CO와 6 몰의 H2를 제공할 수 있음에 주목한다.  합성가스로부터의[0059]

아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트 및 1,4-부탄다이올의 최대 이론 수율을 하기 개시되는 바와 같이 메탄

올의 첨가에 의해 더욱 향상시킬 수 있다:

아이소프로판올: CH4O + 6 CO + 6 H2 → 1.667 C3H8O + 2 CO2 + 1.333 H2O[0060]

4-하이드록시부티레이트: CH4O + 6 CO + 6 H2 → 1.667 C4H8O3 + 0.333 CO2 + 1.333 H2O[0061]

1,4-부탄다이올: CH4O + 6 CO + 6 H2 → 1.364 C4H10O2 + 1.545 CO2 + 1.182 H2O[0062]

아이소프로판올: 2 CH4O + 6 CO + 6 H2 → 2 C3H8O + 2 CO2 + 2 H2O[0063]

4-하이드록시부티레이트: 2 CH4O + 6 CO + 6 H2 → 2 C4H8O3 + 2 H2O[0064]

1,4-부탄다이올: 2 CH4O + 6 CO + 6 H2 → 1.636 C4H10O2 + 1.455 CO2 + 1.818 H2O[0065]

따라서,  본 발명에 개시된 유기체 및 전환 경로가 탄수화물의 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트 또는[0066]

1,4-부탄다이올로의 효율적인 전환 수단을 제공함은 분명하다.

본 발명에 사용된 바와 같은 "비-천연(non-naturally occuring)"이란 용어는 본 발명의 미생물 유기체 또는 미[0067]
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생물에 관하여 사용될 때 상기 미생물 유기체가 기준 종의 야생형 균주를 포함하여 상기 기준 종의 천연 균주에

서 통상적으로 발견되지 않는 하나 이상의 유전자 변형을 가짐을 의미한다.  유전자 변형은 예를 들어 대사 폴

리펩타이드를 암호화하는 발현 가능한 핵산의 도입, 다른 핵산 첨가, 핵산 결실 및/또는 미생물 유전 물질의 다

른 작용 붕괴 변형들을 포함한다.  상기와 같은 변형들은 예를 들어 상기 기준 종의 이종, 동종, 또는 이종 및

동종 폴리펩타이드 모두에 대한 암호화 부위 및 그의 작용성 단편을 포함한다.  추가적인 변형은 예를 들어 상

기 변형이 유전자 또는 오페론의 발현을 변경시키는 비-암호화 조절 부위를 포함한다.  예시적인 대사 폴리펩타

이드는 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생합성 경로 내의 효소 또는 단백질을

포함한다.

대사 변형은 천연 상태가 변형된 생화학 반응을 지칭한다.  따라서, 비-천연 미생물은 대사 폴리펩타이드 또는[0068]

그의 작용성 단편을 암호화하는 핵산에 대한 유전자 변형을 가질 수 있다.  예시적인 대사 변형은 본 발명에 개

시되어 있다.

본 발명에 사용된 바와 같은 "단리된"이란 용어는 미생물 유기체에 관하여 사용될 때 기준 미생물 유기체가 자[0069]

연에서 발견될 때의 하나 이상의 성분이 실질적으로 없는 유기체를 의미한다.  상기 용어는 자연 환경에서 발견

될 때의 성분들이 일부 또는 전부 제거된 미생물 유기체를 포함한다.  상기 용어는 또한 상기 미생물 유기체가

비-천연 환경에서 발견될 때의 성분의 일부 또는 전부가 제거된 미생물 유기체를 포함한다.  따라서, 단리된 미

생물 유기체는 자연에서 발견될 때 또는 비-천연 환경에서 증식, 보관 또는 생존할 때 다른 물질들로부터 부분

적으로 또는 완전히 분리된다.  단리된 미생물 유기체의 구체적인 예로는 부분적으로 순수한 미생물, 실질적으

로 순수한 미생물 및 비-천연 배지에서 배양된 미생물이 있다.

본 발명에 사용된 바와 같은 "미생물"이란 용어는 고세균류, 세균류 또는 진핵생물류의 영역 내에 포함되는 미[0070]

시적인 세포로서 존재하는 임의의 유기체를 의미한다.  따라서, 상기 용어는 미시적인 크기를 갖는 원핵 또는

진핵 세포 또는 유기체를 포함함을 의미하고 모든 종의 세균류, 고세균류 및 진정세균류 뿐만 아니라 효모 및

진균 등의 진핵 미생물을 포함한다.  상기 용어는 생화학 물질의 제조를 위해 배양할 수 있는 임의의 종의 세포

배양물을 추가로 포함한다.

본 발명에 사용된 바와 같은 "CoA" 또는 "조효소 A"란 용어는 활성 효소계를 형성하기 위해 다수 효소들(아포효[0071]

소)의 활성에 그 존재가 필요한 유기 보조인자 또는 보결분자단(효소의 비단백질 부분)을 의미한다.  조효소 A

는 몇몇 축합 효소에서 기능하며, 아세틸 또는 다른 아실 기 이동 및 지방산 합성 및 산화, 피루베이트 산화 및

다른 아세틸화에서 작용한다.

본 발명에 사용된 바와 같은 "실질적으로 혐기성인"이란 용어는 배양 또는 증식 조건에 관하여 사용될 때 산소[0072]

의 양이 액체 배지 중에 용해된 산소 포화의 약 10% 미만임을 의미한다.  상기 용어는 또한 약 1% 미만의 산소

분위기로 유지되는 액체 또는 고체 배지의 밀폐된 챔버를 포함함을 의미한다.

본 발명에 사용된 바와 같은 "외래(exogenous)"는 기준 분자 또는 기준 활성이 숙주 미생물 유기체 내로 도입됨[0073]

을 의미한다.  상기 분자를 예를 들어 플라스미드와 같은 비-염색체 유전 물질로서 또는 숙주 염색체 내로의 통

합 등에 의한 숙주 유전 물질 내로의 암호화 핵산의 도입에 의해 도입시킬 수 있다.  따라서, 상기 용어는 암호

화 핵산의 발현에 관하여 사용될 때 상기 암호화 핵산을 발현 가능한 형태로 상기 미생물 유기체 내로 도입시킴

을 가리킨다.  상기 용어는 생합성 활성에 관하여 사용될 때 숙주 기준 유기체 내로 도입되는 활성을 가리킨다.

상기 공급원은 예를 들어 상기 숙주 미생물 유기체 내로의 도입에 따라서 상기 기준 활성을 발현하는 동종 또는

이종 암호화 핵산일 수 있다.  따라서, "내생적인"이란 용어는 상기 숙주 중에 존재하는 기준 분자 또는 활성을

지칭한다.  유사하게, 상기 용어는 암호화 핵산의 발현에 관하여 사용될 때 상기 미생물 유기체 내에 함유된 암

호화 핵산의 발현을 지칭한다.  "이종"이란 용어는 상기 기준 종 이외의 공급원으로부터 유래한 분자 또는 활성

을 지칭하는 반면 "동종"이란 용어는 상기 숙주 미생물 유기체로부터 유래한 분자 또는 활성을 지칭한다.  따라

서, 본 발명의 암호화 핵산의 외부 발현은 이종 또는 동종 암호화 핵산, 또는 이둘 모두를 이용할 수 있다.

본 발명의 비-천연 미생물 유기체는 안정한 유전자 변형을 함유할 수 있으며, 이는 상기 변형의 손실 없이 5 세[0074]

대를 초과하는 동안 배양할 수 있는 미생물을 지칭한다.  일반적으로, 안정한 유전자 변형은 10 세대를 초과하

여 지속하는 변형을 포함하며, 특히 안정한 변형은 약 25 세대를 초과하여 지속할 것이고, 보다 특히 안정한 유

전자 변형은 무기한을 포함하여, 50 세대를 초과할 것이다.

당해 분야의 숙련가들은 본 발명에 예시된 대사 변형을 포함한 상기 유전자 변형이 이 콜라이 등의 적합한 숙주[0075]

유기체 및 그의 상응하는 대사 반응 또는 목적하는 대사 경로에 대한 유전자와 같은 목적하는 유전 물질에 적합
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한 공급원 유기체에 관하여 개시됨을 이해할 것이다.  그러나, 광범위하게 다양한 유기체의 완전한 게놈 서열화

및 유전체학 분야의 높은 기술 수준의 제공으로, 당해 분야의 숙련가들은 본 발명에 제공된 교시 및 지침을 필

수적으로 모든 다른 유기체에도 쉽게 적용할 수 있을 것이다.  예를 들어, 본 발명에 예시된 이 콜라이 대사 변

형을 상기 기준 종 이외의 종으로부터의 동일하거나 유사한 암호화 핵산을 통합시킴으로써 다른 종들에게 쉽게

적용할 수 있다.  상기와 같은 유전자 변형으로는 예를 들어 일반적으로 상동성 및 특히 이종상동성, 유사 또는

비이종상동성 유전자 치환 종들의 유전자 변형이 있다.

이종상동성 유전자는 수직 혈통에 의해 연관되고 상이한 유기체에서 실질적으로 동일하거나 동일한 작용에 기여[0076]

하는 유전자 또는 유전자들이다.  예를 들어, 마우스 에폭사이드 하이드롤라제 및 인간 에폭사이드 하이드롤라

제는 에폭사이드의 가수분해의 생물학적 작용에 대해 이종상동성인 것으로 간주될 수 있다.  유전자들은 예를

들어 이들이 상동성이거나 공통의 조상으로부터 진화에 의해 관련됨을 가리키기에 충분한 양의 서열 유사성을

공유할 때 수직 혈통에 의해 관련된다.  유전자들은 또한 이들이 3차원 구조는 공유하지만 이들이 주요 서열 유

사성을 식별할 수 없을 정도로 공통의 조상으로부터 진화되었음을 가리키기에 충분한 양의 서열 유사성을 반드

시 공유하지는 않는 경우 이종상동성인 것으로 간주될 수 있다.  이종상동성인 유전자들은 단백질을 약 25% 내

지 100% 아미노산 서열 일치성의 서열 유사성으로 암호화할 수 있다.  25% 미만의 아미노산 유사성을 공유하는

단백질을 암호화하는 유전자들을 또한, 이들의 3차원 구조가 또한 유사성을 나타내는 경우, 수직 혈통에 의해

발생한 것으로 간주할 수 있다.  조직 플라스미노겐 활성제 및 엘라스타제를 포함하여, 세린 프로테아제 과 효

소의 구성원은 공통의 조상으로부터 수직 혈통에 의해 발생한 것으로 간주된다.

이종상동성 유전자는 예를 들어 진화를 통해 구조 또는 전체 활성이 분기된 유전자 또는 그의 암호화된 유전자[0077]

산물을 포함한다.  예를 들어, 하나의 종이 2 개의 작용을 나타내는 유전자 산물을 암호화하고 상기와 같은 작

용이 두 번째 종에서 별개의 유전자들로 분리된 경우, 상기 3 개의 유전자 및 이들의 상응하는 산물은 이종상동

성인 것으로 간주된다.  생화학 제품의 제조를 위해서, 당해 분야의 숙련가들은 비-천연 미생물의 제작을 위해

대사 활성이 도입되거나 붕괴된 이종상동성 유전자를 선택해야함을 이해할 것이다.  분리할 수 있는 활성을 나

타내는 이종상동성의 예는 별개의 활성들이 2 개 이상의 종들 사이에서 또는 단일 종 내에서 별개의 유전자 산

물로 분리된 경우이다.  구체적인 예는 세린 프로테아제 활성의 2 가지 유형인 엘라스타제 단백질분해 및 플라

스미노겐 단백질분해의, 플라스미노겐 활성제와 엘라스타제로서의 별개 분자로의 분리이다.  두 번째 예는 마이

코플라스마 5'-3' 엑소뉴클레아제와 드로소필라 DNA 폴리머라제 III 활성의 분리이다.  상기 첫 번째 종으로부

터의 DNA 폴리머라제를 두 번째 종으로부터의 엑소뉴클레아제 또는 폴리머라제 또는 이둘 모두에 대한 이종상동

체인 것으로 간주할 수 있으며 이와 역의 경우로도 간주할 수 있다.

대조적으로, 유사체(paralog)는 예를 들어 중복에 이어서 진화적 분기에 의해 관련된 상동체이며 유사하거나 공[0078]

통이지만 동일하지는 않은 작용을 갖는다.  유사체는 예를 들어 동일한 종으로부터 또는 상이한 종으로부터 기

원하거나 유래할 수 있다.  예를 들어, 마이크로솜 에폭사이드 하이드롤라제(에폭사이드 하이드롤라제 I) 및 용

해성 에폭사이드 하이드롤라제(에폭사이드 하이드롤라제 II)는 별개의 반응을 촉매화하고 동일한 종에서 별개의

작용을 갖는, 공통의 조상으로부터 함께 진화한 2 개의 별개의 효소를 나타내므로 유사체로 간주될 수 있다.

유사체는 서로에 대해 현저한 서열 유사성을 갖는 동일한 종들로부터의 단백질이며, 이는 이들이 상동성이거나

또는 공통의 조상으로부터 공 진화를 통해 관련됨을 암시한다.  유사 단백질 계열의 군은 HipA 상동체, 루시페

라제 유전자, 펩티다제 등을 포함한다.

비이종상동성 유전자 치환은 상이한 종에서 기준 유전자 작용을 대체할 수 있는 하나의 종으로부터의 비이종상[0079]

동성 유전자이다.  치환은 예를 들어 상이한 종에서의 기준 작용에 비해 기원 종에서 실질적으로 동일하거나 유

사한 작용을 수행할 수 있음을 포함한다.  일반적으로, 비이종상동성 유전자 치환은 상기 기준 작용을 암호화하

는 공지된 유전자와 구조적으로 관련될 때 식별될 수 있지만, 그럼에도 불구하고 구조적으로 관련이 적지만 작

용적으로 유사한 유전자 및 그의 상응하는 유전자 산물은 본 발명에 사용될 때 여전히 상기 용어의 의미 내에

있을 것이다.  작용 유사성은 예를 들어 대체하고자 하는 작용을 암호화하는 유전자에 비해 비이종상동성 유전

자 산물의 활성 부위 또는 결합 부위에 적어도 약간의 구조 유사성을 필요로 한다.  따라서, 비이종상동성 유전

자는 예를 들어 유사 유전자 또는 관련없는 유전자를 포함한다.

따라서, 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생합성 능력을 갖는 본 발명의 비-천연[0080]

미생물 유기체의 확인 및 제작에서, 당해 분야의 숙련가들은 대사 변형의 확인이 이종상동체의 확인 및 포함 또

는 불활성화를 포함할 수 있다는 본 발명에 제공된 교시 및 지침을 특정 종에게 적용함을 이해할 것이다.  당해

분야의 숙련가들은 유사성 및/또는 비이종상동성 유전자 치환이 유사하거나 실질적으로 유사한 대사 반응을 촉

매화하는 효소를 암호화하는 기준 미생물 중에 존재하는 한도까지 상기 진화적으로 관련된 유전자들을 또한 이
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용할 수 있다.

이종상동성, 유사성 및 비이종상동성 유전자 치환은 당해 분야의 숙련가들에게 널리 공지된 방법들에 의해 측정[0081]

될 수 있다.  예를 들어, 두 폴리펩타이드의 핵산 또는 아미노산 서열의 검사는 비교 서열들간의 서열 일치성

및 유사성을 밝힐 것이다.  상기와 같은 유사성을 근거로, 당해 분야의 숙련가들은 상기 유사성이 공통의 조상

으로부터의 진화를 통해 단백질들이 관련됨을 가리키기에 충분히 높은지를 결정할 수 있다.  당해 분야의 숙련

가들에게 널리 공지된 연산, 예를 들어 얼라인(Align), BLAST, 클러스탈(Clustal) W 등은 원 서열 유사성 또는

일치성을 비교하고 측정하며, 중량 또는 점수를 할당할 수 있는 서열 중 틈의 존재 또는 유의수준을 또한 측정

한다.  상기와 같은 연산은 또한 당해 분야에 공지되어 있으며 뉴클레오타이드 서열 유사성 또는 일치성의 측정

에 유사하게 적용될 수 있다.  관련성 측정에 충분한 유사성에 대한 매개변수들을 통계학적 유사성, 또는 랜덤

폴리펩타이드 중 유사한 짝의 발견 기회의 계산에 널리 공지된 방법 및 상기 측정된 짝의 유의수준을 근거로 계

산한다.  2 개 이상 서열의 컴퓨터 비교를, 필요한 경우, 또한 당해 분야의 숙련가들에 의해 가시적으로 최적화

할 수 있다.  관련된 유전자 산물 또는 단백질들은 높은 유사성, 예를 들어 25% 내지 100% 서열 일치성을 가질

것을 예상할 수 있다.  관련되지 않은 단백질들은, 충분한 크기의 데이터베이스를 스캐닝하는 경우, 우연히 발

생할 것으로 예상되는 바와 필수적으로 동일한 일치성을 가질 수 있다(약 5%).  5% 내지 25%의 서열은 비교 서

열이 관련 있다는 결론을 내리기에 충분한 상동성을 나타낼 수도 나타내지 않을 수도 있다.  데이터 세트의 크

기가 제공된 상기와 같은 짝의 유의수준을 측정하기 위한 추가적인 통계 분석을 수행하여 상기 서열들의 관련성

을 측정할 수 있다.

예를 들어 BLAST 연산을 사용하여 2 개 이상 서열의 관련성을 측정하기 위한 예시적인 매개변수들은 하기에 나[0082]

타낸 바와 같을 수 있다.  간단히, 아미노산 서열 정렬을 BLASTP 버전 2.0.8(Jan-05-1999) 및 하기의 매개변수

들을 사용하여 수행할 수 있다: 행렬: 0 BLOSUM62; 틈 개방: 11; 틈 연장: 1; x_드롭오프: 50; 예상: 10.0; 워

드사이즈: 3; 필터: 온.  핵산 서열 정렬을 BLASTN 버전 2.0.6(Sept-16-1998) 및 하기의 매개변수들을 사용하여

수행할 수 있다: 매치: 1; 미스매치: -2; 틈 개방: 5; 틈 연장: 2; x_드롭오프: 50; 예상: 10.0; 워드사이즈:

11; 필터: 오프.  당해 분야의 숙련가들은 예를 들어 상기 비교의 엄격성을 증가시키거나 감소시키고, 2 개 이

상 서열의 관련성을 측정하기 위해 상기 매개변수들에 대해 무슨 변형이 이루어질 수 있는지를 알 것이다.

에스케리키아 콜라이는 잘 연구된 이용 가능한 유전자 도구 세트를 갖는 통상적인 유기체이다.  합성가스를, 세[0083]

포 매스 성분 및 다수의 귀중한 생성물들이 유래될 수 있는 중심 대사산물인 아세틸-CoA로 전환시키는 능력의

조작을 상기 나무-엘정달 경로의 다양한 단백질들을 암호화하는 외래 유전자의 발현에 따라 이 콜라이 등의 외

래 숙주 내로 수행할 수 있다.  상기 경로는, 1942년 단리 이래로 상기 나무-엘정달 경로를 설명하기 위한 모델

유기체였던 무어렐라 써모아세티카(종전에는 클로스트리듐 써모아세티쿰)와 같은 아세트산 생성 유기체에서 활

성이다(Fontaine et al., J Bacteriol. 43:701-715(1942)).  상기 나무-엘정달 경로는 2 개의 가지, 즉 도 2a

에 도시된 바와 같이 CO2를 메틸테트라하이드로폴레이트(Me-THF)로 전환시킬 수 있는 이스턴(또는 메틸) 가지

및 메틸-THF, CO 및 조효소-A를 아세틸-CoA로 전환시킬 수 있는 웨스턴(또는 카보닐) 가지를 포함한다.  일부

실시태양에서, 본 발명은 MtaABC-유형 메틸트랜스퍼라제 시스템과 함께 상기 나무-엘정달 경로의 카보닐-가지를

촉매화하는 효소를 암호화하는 유전자를 발현하는 비-천연 미생물을 제공한다.  상기와 같은 유기체는 합성가스

로부터 유래할 수 있는 비교적 저렴한 유기 공급원료인 메탄올, 및 CO, CO2 및/또는 H2를 포함한 가스를 아세틸-

CoA, 세포 매스 및 산물로 전환시킬 수 있다.

일부 실시태양에서 본 발명의 유기체들은 도 2b에 도시된 바와 같은 하기의 능력들을 갖는다: (1) 메탄올 및[0084]

THF로부터 5-메틸-테트라하이드로폴레이트(Me-THF)를 생성시킬 수 있는 작용성 메틸트랜스퍼라제 시스템, (2)

CO, 조효소 A 및 Me-THF의 메틸 기를 결합시켜 아세틸-CoA를 형성시키는 능력, 및 (3) 아세틸-CoA로부터 IPA를

합성하는 능력.  다른 실시태양에서, 본 발명의 유기체는 도 2c에 도시된 바와 같은 작용성 메틸트랜스퍼라제

시스템, 아세틸-CoA를 합성하는 능력, 및 아세틸-CoA로부터 4-HB를 합성하는 능력을 갖는다.  본 발명에 개시된

더욱  다른  유기체들은  도  2d에  도시된  바와  같은  작용성  메틸트랜스퍼라제  시스템,  아세틸-CoA를  합성하는

능력, 및 아세틸-CoA로부터 BDO를 합성하는 능력을 갖는다.

일부 실시태양에서, 본 발명의 유기체는 외래 CO  및/또는 CO2  및 메탄올로부터의 탄소를 '고정'시켜 아세틸-[0085]

CoA, 세포 매스 및 산물을 합성할 수 있다.  합성가스의 아세테이트로의 직접 전환은 원기왕성한 중성 공정이다

(도 1 및 2a 참조).  구체적으로, 포밀-THF 신타제에 의해 포밀-THF의 형성 중에 하나의 ATP 분자가 소모되고

아세테이트  키나제를  통해  아세테이트의  생성  중에  하나의  ATP가  생성된다.   ATP  소모는  상기  메틸  가지

생성물, 메틸-THF 상의 메틸 기를 CO2보다는 메탄올로부터 확실히 수득함으로써 회피된다.  이는 아세테이트 형
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성이 세포 증식과 유지를 지지하는데 일조할 수 있는 양의 ATP 수율을 갖도록 보장한다.  또한 상기 능력을 갖

도록 조작된, 자연적으로 보충대사반응의 능력을 또한 갖는 숙주 유기체(예를 들어 이 콜라이)는 나이트레이트

와 같은 적합한 외부 전자 수용체의 존재 하에서 상기 메탄올 및 합성가스-생성된 아세틸-CoA 상에서 증식할 수

있다.  상기 전자 수용체를 사용하여 숙시네이트 데하이드로게나제를 통해 형성된 환원된 퀴논으로부터 전자를

수용한다.  외부 전자 수용체를 첨가하는 한 가지 이점은 세포 증식, 유지, 및 생성물 형성을 위한 추가의 에너

지가 아세틸-CoA의 호흡으로부터 발생할 수 있다는 것이다.  다른 실시태양에서, 피루베이트 페레독신 옥시도리

덕타제(PFOR) 효소를 상기 균주에 삽입하여 외부 전자 수용체 부재 하에서 바이오매스 전구체의 합성을 제공할

수 있다.  본 발명 유기체의 추가적인 특징은 분자 수소로부터 환원 당량을 추출하는 능력이다.  이는 고 수율

의 환원 산물, 예를 들어 에탄올, 부탄올, 아이소부탄올, 아이소프로판올, 1,4-부탄다이올, 숙신산, 퓨마르산,

말산, 4-하이드록시부티르산, 3-하이드록시프로피온산, 락트산, 아디프산, 3-하이드록시아이소부티르산, 2-하이

드록시아이소부티르산, 메트아크릴산 및 아크릴산을 가능하게 한다.

본 발명의 유기체는 (1) 메탄올 및 CO, (2) 메탄올, CO2 및 H2, (3) 메탄올, CO, CO2 및 H2, (4) 메탄올, 및 CO[0086]

및 H2를 포함하는 합성가스, 및 (5) 메탄올, 및 CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스로부터 아세틸-CoA, 세포 매

스, 및 표적 화학물질, 보다 구체적으로 IPA, 4-HB, 또는 BDO를 생성시킬 수 있다.

유기체 내로의 성공적인 조작 경로는 적합한 효소 조합을 식별하고, 그의 상응하는 유전자를 생산 숙주 내로 클[0087]

로닝하고, 상기 유전자의 안정성 및 발현을 최적화하고, 발효 조건을 최적화하고, 발효에 따른 생성물 형성을

분석함을 포함한다.  다수의 효소가 합성가스 및 메탄올의 아세틸-CoA로의, 및 추가로 아이소프로판올, 4-하이

드록시부티레이트 또는 1,4-부탄다이올로의 전환 경로의 각 단계를 촉매화한다.  합성가스 및 메탄올의 이용을

위해 생산 숙주를 조작하기 위해서, 상기 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 DNA 서열을 상기 미생물 중에 발

현시킬 수 있다.

일부 실시태양에서, 본 발명은 아이소프로판올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아이소프로판올 경로 효소[0088]

를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 아이소프로판올 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 제공한

다.  상기 아이소프로판올 경로 효소는 아세토아세틸-CoA 티올라제, 아세토아세틸-CoA:아세테이트:CoA 트랜스퍼

라제, 아세토아세테이트 데카복실라제, 및 아이소프로판올 데하이드로게나제를 포함한다.  본 발명의 추가적인

아이소프로판올 경로는 숙시닐-CoA:3-케토산-CoA 트랜스퍼라제(SCOT), 아세토아세테이트 데카복실라제, 및 아이

소프로판올 데하이드로게나제를 포함한다.

상기와 같은 유기체는 또한 하나 이상의 효소 또는 폴리펩타이드, 예를 들어 코리노이드 단백질, 메틸테트라하[0089]

이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 철-황 단백질, 니켈-단백질 조립 단백질, 페

레독신, 아세틸-CoA 신타제, 일산화 탄소 데하이드로게나제, 피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제, 및 하이드로

게나제를 포함한다.

일부 실시태양에서, 아이소프로판올 경로를 갖는 유기체는 메탄올 메틸트랜스퍼라제를 갖는다.  상기와 같은 실[0090]

시태양에서, 상기 유기체는 (1) 메탄올 및 CO, (2) 메탄올, CO2 및 H2, (3) 메탄올, CO, CO2 및 H2, (4) 메탄올,

및 CO 및 H2를 포함하는 합성가스, 및 (5) 메탄올, 및 CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스와 같은 공급원료를 이

용한다.

다른 실시태양에서, 본 발명의 유기체는 포메이트 데하이드로게나제, 포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제, 메[0091]

테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이드롤라제, 메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제, 및 메틸렌

테트라하이드로폴레이트 리덕타제를 갖는다.  상기와 같은 유기체는 (1) CO, (2) CO2 및 H2, (3) CO, 및 CO2,

(4) CO 및 H2를 포함하는 합성가스, 및 (5) CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스로 이루어진 군으로부터 선택된

공급원료를 이용한다.

본 발명은 또한 4-하이드록시부티레이트를 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 4-하이드록시부티레이트 경로 효[0092]

소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 4-하이드록시부티레이트 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기

체를 제공한다.  상기 4-하이드록시부티레이트 경로 효소는 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드록시부티릴-

CoA 데하이드로게나제, 크로토나제, 크로토닐-CoA 하이드라타제, 4-하이드록시부티릴-CoA 트랜스퍼라제, 포스포

트랜스-4-하이드록시부티릴라제, 및 4-하이드록시부티레이트 키나제를 포함한다.

상기와 같은 유기체는 또한 하나 이상의 효소 또는 폴리펩타이드, 예를 들어 코리노이드 단백질, 메틸테트라하[0093]

이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 철-황 단백질, 니켈-단백질 조립 단백질, 페
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레독신, 아세틸-CoA 신타제, 일산화 탄소 데하이드로게나제, 피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제, 및 하이드로

게나제를 포함할 수 있다.

일부 실시태양에서, 4-하이드록시부티레이트 경로를 갖는 유기체는 메탄올 메틸트랜스퍼라제를 포함할 수 있다.[0094]

상기와 같은 유기체는 (1) 메탄올 및 CO, (2) 메탄올, CO2 및 H2, (3) 메탄올, CO, CO2 및 H2, (4) 메탄올, 및

CO 및 H2를 포함하는 합성가스, 및 (5) 메탄올, 및 CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스와 같은 공급원료를 이용

한다.

4-하이드록시부티레이트 경로를 갖는 다른 유기체는 포메이트 데하이드로게나제,  포밀테트라하이드로폴레이트[0095]

신시타제, 메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이드롤라제, 메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나

제, 및 메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제를 가질 수 있다.  상기와 같은 유기체는 (1) CO, (2) CO2 및 H2,

(3) CO 및 CO2, (4) CO 및 H2를 포함하는 합성가스, 및 (5) CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스와 같은 공급원료

를 이용한다.

본 발명은 또한 1,4-부탄다이올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 1,4-부탄다이올 경로 효소를 암호화하는[0096]

하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 1,4-부탄다이올 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 제공한다.  상기 1,4-

부탄다이올 경로 효소는 예를 들어 아세토아세틸-CoA 티올라제, 3-하이드록시부티릴-CoA 데하이드로게나제, 크

로토나제, 크로토닐-CoA 하이드라타제, 4-하이드록시부티릴-CoA 리덕타제(알콜 형성), 4-하이드록시부티릴-CoA

리덕타제(알데하이드 형성), 및 1,4-부탄다이올 데하이드로게나제를 포함한다.

상기와 같은 유기체는 또한 하나 이상의 효소 또는 폴리펩타이드, 예를 들어 코리노이드 단백질, 메틸테트라하[0097]

이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 철-황 단백질, 니켈-단백질 조립 단백질, 페

레독신, 아세틸-CoA 신타제, 일산화 탄소 데하이드로게나제, 피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제, 및 하이드로

게나제를 포함할 수 있다.

일부 실시태양에서, 1,4-부탄다이올 경로를 갖는 유기체는 메탄올 메틸트랜스퍼라제를 포함할 수 있다.  상기와[0098]

같은 유기체는 (1) 메탄올 및 CO, (2) 메탄올, CO2 및 H2, (3) 메탄올, CO, CO2 및 H2, (4) 메탄올, 및 CO 및 H2

를 포함하는 합성가스, 및 (5) 메탄올, 및 CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스와 같은 공급원료를 이용한다.

다른 실시태양에서, 1,4-부탄다이올 경로를 갖는 유기체는 포메이트 데하이드로게나제, 포밀테트라하이드로폴레[0099]

이트 신시타제, 메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이드롤라제, 메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로

게나제, 및 메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제를 가질 수 있다.  상기와 같은 유기체는 (1) CO, (2) CO2

및 H2, (3) CO 및 CO2, (4) CO 및 H2를 포함하는 합성가스, 및 (5) CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스로 이루어

진 군으로부터 선택된 공급원료를 이용한다.

아세틸-CoA를 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아세틸-CoA 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을[0100]

포함하는 아세틸-CoA 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 또한 본 발명에 개시한다.  상기 아세틸-CoA 경로

효소는 메탄올 메틸트랜스퍼라제 및 아세틸-CoA 신타제를 포함한다.

더욱 추가의 실시태양에서, 본 발명은 아이소프로판올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아이소프로판올 경[0101]

로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산을 포함하는 아이소프로판올 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를

제공하며, 상기 아이소프로판올 경로 효소는 메탄올 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 단백질, 메틸테트라하이드로

폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼라제, 코리노이드 철-황 단백질, 니켈-단백질 조립 단백질, 페레독신,

아세틸-CoA 신타제, 일산화 탄소 데하이드로게나제, 피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제, 및 하이드로게나제를

포함한다.

일부  실시태양에서,  상기와  같은  유기체는  외래  폴리펩타이드  또는  효소,  예를  들어  아세토아세틸-CoA[0102]

티올라제, 아세토아세틸-CoA:아세테이트:CoA 트랜스퍼라제, 아세토아세테이트 데카복실라제, 및 아이소프로판올

데하이드로게나제를 포함한다.  추가의 실시태양에서, 상기와 같은 유기체는 외래 폴리펩타이드 또는 효소, 예

를 들어 숙시닐-CoA:3-케토산-CoA 트랜스퍼라제(SCOT), 아세토아세테이트 데카복실라제, 및 아이소프로판올 데

하이드로게나제를 포함할 수 있다.

외래 숙주 중의 변형된 나무-엘정달 경로의 발현(도 2b 참조)은 메탄올에 의해 제공된 탄소 및 수소 및 CO 및/[0103]

또는 CO2에 의해 제공된 탄소를 이용하는 일련의 메틸트랜스퍼라제를 필요로 한다.  3 개의 메틸트랜스퍼라제 단
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백질(MtaA, MtaB 및 MtaC로 표시함)의 복합체는 목적하는 메탄올 메틸트랜스퍼라제 활성을 수행한다(Naidu and

Ragsdale,  J  Bacteriol.  183:3276-3281(2001);  Ragsdale,  S.W.,  Crit  Rev.Biochem.Mol.Biol  39:165-

195(2004);  Sauer  et  al.,  Eur.  J  Biochem.  243:670-677(1997);  Tallant  and  Krzycki,  J  Bacteriol.

178:1295-1301(1996);  Tallant  and  Krzycki,  J  Bacteriol.  179:6902-6911(1997);  Tallant  et  al.,  J  Biol

Chem. 276:4485-4493(2001)).

MtaB는 메탄올로부터의 메틸 기의 코리노이드 단백질인 MtaC로의 이동을 촉매화하는 아연 단백질이다.  MtaB 및[0104]

MtaC를 암호화하는 예시적인 유전자들은 메탄 생성 고세균류, 예를 들어 메타노사르시나 발케리(Methanosarcina

barkeri)(Maeder et al., J Bacteriol. 188:7922-7931(2006)) 및 메타노사르시나 아세티보란스(Methanosarcina

acetivorans)(Galagan  et  al.,  Genome  Res  12:532-542(2002))뿐만 아니라 아세토젠,  무어렐라 써모아세티카

(Das et al., Proteins 67:167-176(2007))에서 발견될 수 있다.  일반적으로, 상기 MtaB 및 MtaC 유전자는 이

들의 활성이 긴밀하게 상호의존적이므로 염색체상에서 서로 인접해 있다.  엠 발케리, 엠 아세티보란스 및 엠

써모아세티쿰 중의 다양한 MtaB 및 MtaC 암호화 유전자들의 단백질 서열은 이들의 하기 젠뱅크(GenBank) 수탁

번호에 의해 확인될 수 있다.

표 1

[0105]

엠 발케리로부터의 MtaB1 및 MtaC1 유전자, YP_304299 및 YP_304298은 이 콜라이 내로 클로닝되었고 서열화되었[0106]

다(Sauer et al., Eur. J Biochem. 243:670-677(1997)).  상기 메탄올-코발라민 메틸트랜스퍼라제 복합체의 결

정 구조를 또한 입수할 수 있다(Hagemeier et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A 103:18917-18922(2006)).  엠 발

케리 중의 MtaB 유전자, YP_307082 및 YP_304612는 YP_304299에 대한 서열 상동성에 의해 동정되었다.  일반적

으로, 상동성 조사는 MtaB 암호화 유전자가 또 다른 기질, 예를 들어 트라이메틸아민, 다이메틸아민, 모노메틸

아민, 또는 다이메틸설파이드 상에서 작용하는 메틸 트랜스퍼라제에 대해 유사성을 거의 또는 전혀 나타내지 않

기 때문에 메탄올 메틸트랜스퍼라제의 동정에 유효한 수단이다.  MtaC 유전자, YP_307081 및 YP_304611은 상기

MtaB 유전자에 대한 근접성 및 또한 YP_304298에 대한 상동성을 근거로 동정되었다.  엠 아세티보란스로부터의

3 개의 MtaB 및 MtaC 유전자 세트가 유전적으로, 생리학적으로, 및 생화학적으로 특성화되었다(Pritchett and

Metcalf, Mol. Microbiol 56:1183-1194(2005)).  상기 세트 중 2 개가 결여된 돌연변이 균주는 메탄올 상에서

증식할 수  있는  반면,  3  개의  MtaB  및  MtaC  유전자 세트가 모두 결여된 균주는 메탄올 상에서 증식할 수

없었다.  이는 각 유전자 세트가 메탄올 이용에 한 역할을 함을 가리킨다.  상기 엠 써모아세티카 MtaB 유전자

는 메탄생성 MtaB 유전자에 대한 상동성을 근거로, 및 또한 메탄올-유도된 코리노이드 단백질, MtaC[상기는 결

정화되었고(Zhou et al., Acta Crystallogr. Sect. F Struct. Biol Cryst. Commun. 61:537-540(2005)) 노던

하이드리드화 및 웨스턴 블럿팅에 의해 추가로 특성화되었다(Das et al., Proteins 67:167-176(2007))]에 대한

인접한 염색체 근접성에 의해 동정되었다.
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MtaA는 MtaC로부터의 메틸 기의, 메타노젠에서 조효소 M 또는 아세토젠에서 메틸테트라하이드로폴레이트로의 이[0107]

동을 촉매화하는 아연 단백질이다.  MtaA는 또한 메틸 공여체로서 메틸코발라민을 이용할 수 있다.  MtaA를 암

호화하는  예시적인  유전자들은  메탄생성  고세균류,  예를  들어  메타노사르시나  발케리(Maeder  et  al.,  J

Bacteriol.  188:7922-7931(2006))  및  메타노사르시나  아세티보란스(Galagan  et  al.,  Genome  Res  12:532-

542(2002))뿐만 아니라 아세토젠, 무어렐라 써모아세티카(Das et al., Proteins 67:167-176(2007))에서 발견될

수 있다.  일반적으로, CH3-MtaC로부터의 메틸 기의 이동을 촉매화하는 MtaA 단백질들은 다른 코리노이드 단백

질 메틸트랜스퍼라제에 대한 유사성을 공유하고 염색체상에서 MtaB 및 MtaC에 인접하여 배향되지 않으므로 생물

정보에 의해 동정하기가 어렵다.  그럼에도 불구하고, 다수의 MtaA 암호화 유전자들이 특성화되었다.  엠 발케

리 및 엠 아세티보란스 중의 상기 유전자들의 단백질 서열을 하기의 젠뱅크 수탁 번호에 의해 확인할 수 있다.

표 2

[0108]

엠 발케리로부터의 MtaA 유전자, YP_304602는 클로닝되었고, 서열화되었으며, 이 콜라이 중에 작용적으로 과발[0109]

현되었다(Harms and Thauer, Eur. J Biochem. 235:653-659(1996)).  엠 아세티보란스에서, MtaA1은 메탄올 상

에서의 증식에 필요한 반면, MtaA2는 메탄올로부터의 메탄 생성이 MtaA2 돌연변이체에서 감소된다 하더라도 중

요치않다(Bose et al., J Bacteriol. 190:4017-4026(2008)).  아직 특성화되지 않았지만 코리노이드 단백질 메

틸트랜스퍼라제 활성을 또한 촉매화할 수 있는 다수의 추가적인 MtaA 상동체들이 엠 발케리 및 엠 아세티보란스

중에 존재한다.

엠 써모아세티카 중의 추정적인 MtaA 암호화 유전자들은 상기 특성화된 메탄생성 MtaA 유전자에 대한 그들의 서[0110]

열 유사성에 의해 동정되었다.  구체적으로, 3 개의 엠 써모아세티카 유전자들이 엠 발케리로부터의 YP_304602

에 대해 높은 상동성(>30% 서열 일치성)을 보인다.  CH3-MtaC로부터의 메틸 기의 조효소 M으로의 이동을 자연적

으로 촉매화하는 메탄생성 MtaA 단백질과 달리, 엠 써모아세티카 MtaA는 상기 메틸 기를 메틸테트라하이드로폴

레이트로 운반하여 각각 메타노젠 및 아세토젠에서 메틸테트라하이드로폴레이트 및 조효소 M의 유사한 역할들을

제공하는 듯하다.  엠 써모아세티카로부터의 추정적인 MtaA 암호화 유전자의 단백질 서열을 하기의 젠뱅크 수탁

번호에 의해 확인할 수 있다.

표 3

[0111]

ACS/CODH는 상기 나무-엘정달 경로의 카보닐 가지의 중심 효소이다.  상기 물질은 이산화탄소의 일산화 탄소로[0112]

의 가역적인 환원 및 또한 일산화 탄소, 조효소 A, 및 메틸화된 코리노이드-철-황 단백질로부터의 메틸 기로부

터 아세틸-CoA의 합성을 촉매화한다.  상기 코리노이드-철-황-단백질은 메틸트랜스퍼라제를 통해 메틸테트라하

이드로폴레이트에 의해 메틸화된다.  외래 숙주에서 ACS/CODH의 발현을 하기 단백질들 중 하나 이상 및 이들의

상응하는 활성을 도입시킴으로써 수행할 수 있다: 메틸테트라하이드로폴레이트:코리노이드 단백질 메틸트랜스퍼

라제(AcsE), 코리노이드 철-황 단백질(AcsD), 니켈-단백질 조립 단백질(AcsF), 페레독신(Orf7), 아세틸-CoA 신

타제(AcsB 및 AcsC), 일산화 탄소 데하이드로게나제(AcsA) 또는 니켈-단백질 조립 단백질(CooC).

일산화 탄소 데하이드로게나제/아세틸-CoA 신타제 활성에 사용되는 유전자는 전형적으로는 연장된 오페론일 수[0113]

도 있는 고유 게놈의 제한된 부위에 존재한다(Morton et al., J Biol Chem. 266:23824-23828(1991); Ragsdale,
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S.W.,  Crit  Rev.Biochem.Mol.Biol  39:165-195(2004);  Roberts  et  al.,  Proc  Natl  Acad  Sci  U.S.A  86:32-

36(1989)).  아세토젠, 엠 써모아세티카로부터의 상기 오페론 중의 유전자들은 각각 이미 클로닝되었고 이 콜라

이에서 능동적으로 발현되었다(Lu  et  al.,  J  Biol  Chem.  268:5605-5614(1993);  Roberts  et  al.,  Proc  Natl

Acad Sci U.S.A 86:32-36(1989)).  이들 유전자의 단백질 서열을 하기의 젠뱅크 수탁 번호에 의해 확인할 수 있

다.

표 4

[0114]

수소생성 세균인 카르복시도써무스 하이드로게노포르만스(Carboxydothermus hydrogenoformans)는 아세틸-CoA 신[0115]

타제에 의해 증식 기질로서 일산화 탄소를 이용할 수 있다(Wu et al., PLoS Genet. 1:e65(1995)).  균주 Z-

2901에서, 상기 아세틸-CoA 신타제 효소 복합체는 틀 이동 돌연변이로 인해 일산화 탄소 데하이드로게나제가 없

는 반면(Wu et al., PLoS Genet. 1:e65(1995)), 균주 DSM 6008에서는 상기 단백질의 틀 이동되지 않은 작용성

완전-길이 버전이 정제되었다(Svetlitchnyi et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A 101:446-451(2004)).  균주 Z-

2901로부터 씨 하이드로게노포르만스 유전자의 단백질 서열을 하기의 젠뱅크 수탁 번호에 의해 확인한다.  카르

복시도써무스 하이드로게노포르만스 DSM 6008에 대한 서열은 공개적으로 입수할 수 있는 데이터베이스 중에서

아직 입수할 수가 없다.

표 5

[0116]

메탄생성 고세균, 메타노사르시나 아세티보란스(Methanosarcina acetivorans)가 또한 일산화 탄소 상에서 증식[0117]

할 수 있고, 아세틸-CoA 신타제/일산화 탄소 데하이드로게나제 활성을 나타내며, 아세테이트와 포메이트를 모두

생산한다(Lessner et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A 103:17921-17929(2006)).  상기 유기체는 ACS/CODH 활성

을 암호화하는 2  개의 유전자 세트를 함유한다(Rother  and  Metcalf  Proc  Natl  Acad  Sci  U.S.A  101:16929-

16934(2004)).  상기 두 엠 아세티보란스 유전자 세트 모두의 단백질 서열을 하기의 젠뱅크 수탁 번호에 의해

확인할 수 있다.
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표 6

[0118]

상기 AcsC, AcsD, AcsB, AcsEps 및 AcsA 단백질들을 통상적으로 메탄생성 CODH/ACS의 감마, 델타, 베타, 엡실[0119]

론 및 알파 서브유닛이라 칭한다.  상기 엡실론 암호화 유전자에 대한 상동체는 엠 써모아세티카와 같은 아세토

젠 또는 씨 하이드로게노포르만스와 같은 수소생성 세균 중에는 존재하지 않는다.  엠 아세티보란스 중의 2 개

의 활성 CODH/ACS 오페론의 존재에 대한 가설은 CODH/ACS 발현을 유도하는 다양한 자극들을 가능하게 하는 카복

시영양성(carboxidotrophic) 또는 아세테이트 분해성(aceticlastic) 증식 또는 분화 유전자 조절을 촉진하는 촉

매 성질(즉, Km, Vmax, Kcat)을 포함한다(Rother et al., Arch. Microbiol 188:463-472(2007)).

엠 써모아세티카 및 씨 하이드로게노포르만스 모두에서, 추가의 CODH 암호화 유전자들이 상기 ACS/CODH 오페론[0120]

의 외부에 위치한다.  이들 효소는 일산화 탄소에서 이산화탄소로의 전환으로부터 전자(또는 환원 당량)를 추출

하는 수단을 제공한다.  이어서 상기 환원 당량은 산화된 페레독신, NADP+, 물 또는 과산화수소 등의 수용체로

가서 각각 환원된 페레독신, NADPH, H2 또는 물을 형성한다.  일부의 경우, 하이드로게나제 암호화 유전자들이

CODH에 인접하여 위치한다.  로도스피릴룸 루브룸(Rhodospirillum rubrum)에서, 상기 암호화된 CODH/하이드로게

나제 단백질은, 에너지가 양자 구배의 형태로 CO에서 CO2 및 H2로의 전환으로부터 발생하는 부위인 것으로 제안

된 막-결합된 효소 복합체를 형성한다(Fox et al., J Bacteriol. 178:6200-6208(1996)).  상기 씨 하이드로게

노포르만스의 CODH-1 및 그의 인접 유전자들은 상기 알 루브룸 CODH/하이드로게나제 유전자 클러스터에 대한 그

들의  유사성을  근거로  유사한  작용  역할을  촉매화하는  것으로  제안되었다(Wu  et  al.,  PLoS  Genet.

1:e65(2005)).  상기 씨 하이드로게노포르만스 CODH-1은 또한 전극에 결합될 때 집중적인 CO 산화 및 CO2 환원

활성을 발휘하는 것으로 나타났다(Parkin et al., J Am. Chem. Soc. 129:10328-10329(2007)).  상기 씨 하이드

로게노포르만스  CODH-II  및  이웃하는  단백질인  CooF를  암호화하는  유전자들이  클로닝되고  서열화되었다

(Gonzalez and Robb, FEMS Microbiol Lett. 191:243-247(2000)).  생성되는 복합체는, CODH-II의 세포질 분획

이  NADPH의  형성을  촉매화하는  것으로  나타났지만(이는  동화작용  역할을  암시한다),  막-결합되었다

(Svetlitchnyi et al., J Bacteriol. 183:5134-5144(2001)).  상기 CODH-II의 결정 구조를 또한 입수할 수 있

다(Dobbek et al., Science 293:1281-1285(2001)).  예시적인 CODH 및 하이드로게나제 유전자의 단백질 서열을

하기의 젠뱅크 수탁 번호에 의해 확인할 수 있다.

공개특허 10-2011-0097951

- 38 -



표 7

[0121]

외부 전자 수용체 부재 하에 합성가스 및 메탄올 상에서의 혐기성 증식은 피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제[0122]

(PFOR)를 통한 피루베이트 합성을 제공함으로써 MTR 및 ACS/CODH 활성을 갖는 숙주 유기체에 부여된다.  데술포

비브리오 아프리카누스(Desulfovibrio africanus)로부터의 PFOR이 클로닝되고 이 콜라이에서 발현되었으며, 그

결과  산소의  존재  하에서  수일간  안정한  활성  재조합  효소가  생성되었다(Pieulle  et  al.,  J  Bacteriol.

179:5684-5692(1997)).  산소 안정성은 PFOR에서 비교적 드물며 상기 디 아프리카누스 효소의 폴리펩타이드 쇄

중의 60 잔기 연장에 의해 부여되는 것으로 보고되고 있다.  상기 엠 써모아세티카 PFOR도 또한 잘 특성화되었

으며(Menon and Ragsdale, Biochemistry 36:8484-8494(1997)) 독립영양성 증식 중에 피루베이트 합성의 방향으

로 높은 활성을 갖는 것으로 나타났다(Furdui and Ragsdale, J Biol Chem. 275:28494-28499(2000)).  더욱이,

이 콜라이는 특성화되지 않은 개방 판독 프레임 ydbK(상기 엠 써모아세티카 PFOR과 51% 일치하는 단백질을 암호

화한다)를 갖는다.  이 콜라이에서의 피루베이트 옥시도리덕타제 활성에 대한 증거가 개시되었다(Blaschkowski

et al., Eur J. Biochem. 123:563-569(1982)).  이들 예시적인 PFOR 효소들의 단백질 서열은 하기 표 8에 나타

낸 젠뱅크 수탁 번호에 의해 확인된다.  여러 가지 추가의 PFOR 효소들이 문헌[Ragsdale, S.W., Chem. Rev.

103:2333-2346(2003)]에 개시되어 있다.

표 8

[0123]

CO 및 MeOH의 아세틸-CoA 또는 아세테이트로의 산화환원 중성 전환과 달리, 보다 고도로 환원된 생성물들, 예를[0124]

들어 에탄올, 부탄올, 아이소부탄올, 아이소프로판올, 1,4-부탄다이올, 숙신산, 퓨마르산, 말산, 4-하이드록시

공개특허 10-2011-0097951

- 39 -



부티르산, 3-하이드록시프로피온산, 락트산, 아디프산, 3-하이드록시아이소부티르산, 2-하이드록시아이소부티르

산, 메트아크릴산, 및 아크릴산의 최고로 가능한 수율의 생산은 CO 및 H2 모두로부터 추가적인 환원 당량의 추출

을 필요로 한다(예를 들어 도 2a에서 에탄올 형성 참조).  구체적으로, 환원 당량(예를 들어 도 2에서 2[H])을

일산화 탄소 데하이드로게나제를 통해 CO 및 물에서 CO2로의 전환에 의해서 또는 H2로부터의 전자를 페레독신,

플라보독신, FAD
+
, NAD

+
, 또는 NADP

+
 등의 수용체로 운반하는 수소-이용 하이드로게나제의 활성으로부터 직접 획

득한다.

이 콜라이 및 다른 장내 세균 원산의, 4 개 이하의 하이드로게나제를 암호화하는 다수의 유전자들이 존재한다[0125]

(Sawers, G., Antonie Van Leeuwenhoek 66:57-88(1994); Sawers et al., J Bacteriol. 164:1324-1331(1985);

Sawers and Boxer, Eur. J Biochem. 156:265-275(1986); Sawers et al., J Bacteriol. 168:398-404(1986)).

가지각색의 효소 활성들이 제공되지만 이 콜라이 및 또 다른 숙주 유기체는 유입되는 분자 수소를 분할하고 상

응하는 수용체를 환원시키기에 충분한 하이드로게나제 활성을 제공할 수 있다.  이 콜라이의 내생적인 하이드로

게나제 효소들 중에는 수용체로서 페레독신을 사용하는 막-결합된 효소 복합체인 하이드로게나제 3, 및 페레독

신 수용체를 또한 사용하는 하이드로게나제 4가 있다.  하이드로게나제 3 및 4는 각각 hyc 및 hyf 유전자 클러

스터에 의해 암호화된다.  이 콜라이에서 하이드로게나제 활성은 또한 상기 하이드로게나제 복합체의 조립에 관

여하는 상응하는 단백질들을 갖는 hyp 유전자의 발현에 따라 변한다(Jacobi et al., Arch. Microbiol 158:444-

451(1992); Rangarajan et al., J Bacteriol. 190:1447-1458(2008)).  상기 엠 써모아세티카 하이드로게나제는

충분한 내생적인 하이드로게나제 활성이 결여된 숙주에 적합하다.  엠 써모아세티카는 독점 탄소원으로서 CO2를

사용하여 증식할 수 있으며, 이는 환원 당량이 H2로부터 추출되어 상기 나무-엘정달 경로를 통해 아세틸-CoA 합

성을  가능하게  함을  가리킨다(Drake,  H.L.,  J  Bacteriol.  150:702-709(1982);  Drake  and  Daniel,  Res

Microbiol 155:869-883(2004); Kellum and Drake, J Bacteriol. 160:466-469(1984))(도 2a 참조).  엠 써모아

세티카는 이 콜라이로부터의 여러 hyp, hyc 및 hyf 유전자들에 대한 상동체들을 갖는다.  이들 유전자에 의해

암호화된 상기 단백질 서열들은 하기의 젠뱅크 수탁 번호에 의해 확인된다.  또한, 하이드로게나제 작용성을 암

호화하는 여러 유전자 클러스터들이 엠 써모아세티카 중에 존재하며, 이들의 상응하는 단백질 서열이 또한 하기

표 9에 제공된다.

표 9

[0126]

이 콜라이 hyp 유전자에 상동성인 유전자들을 갖는 엠 써모아세티카 중의 단백질들을 하기 표 10에 나타낸다.[0127]

하이드로게나제 3 단백질들을 표 11에 열거한다.  하이드로게나제 4 단백질들을 표 12에 열거한다.

표 10

[0128]
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표 11

[0129]

표 12

[0130]

이 콜라이 hyc 및/또는 hyf 유전자에 상동성인 유전자들을 갖는 엠 써모아세티카 중의 단백질들을 하기 표 13에[0131]

나타낸다.  엠 써모아세티카 중의 추가적인 하이드로게나제-암호화 유전자 클로스터들을 표 14에 나타낸다.

표 13

[0132]

공개특허 10-2011-0097951

- 41 -



표 14

[0133]

아세토아세틸-CoA:아세테이트:CoA 트랜스퍼라제 활성을 암호화하는 고유 atoA 및 atoD 유전자의 증가된 발현과[0134]

함께, 씨 아세토부틸리쿰(C. acetobutylicum)으로부터의 2 개의 이종 유전자(각각 아세토아세틸-CoA 티올라제

및 아세토아세테이트 데카복실라제를 암호화하는 thl 및 adc) 및 씨 베이제린키이(C. beijerinckii)로부터의 하

나의 유전자(2차 알콜 데하이드로게나제를 암호화하는 adh)의 발현에 따라 재조합 이 콜라이에서 아이소프로판

올 생산을 성취한다(Hanai et al., Appl Environ Microbiol 73:7814-7818(2007)).

아세토아세틸-CoA  티올라제는  아세틸-CoA의  2  개  분자를  각각  아세토아세틸-CoA  및  CoA의  한  분자로[0135]

전환시킨다.   예시적인  아세토아세틸-CoA  티올라제  효소는  이  콜라이로부터  atoB(Martin  et  al.,

Nat.Biotechnol  21:796-802(2003)),  씨  아세토부틸리쿰으로부터 thlA  및  thlB(Hanai  et  al.,  Appl  Environ

Microbiol 73:7814-7818(2007); Winzer et al., J Mol. Microbiol Biotechnol 2:531-541(2000)), 및 에스 세

레비지아에로부터 ERG10(Hiser et al., J. Biol. Chem. 269:31383-31389(1994))의 유전자 산물들을 포함한다.

표 15

[0136]
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아세토아세틸-CoA:아세테이트:CoA 트랜스퍼라제는 아세토아세틸-CoA 및 아세테이트를 아세토아세테이트 및 아세[0137]

틸-CoA로  전환시킨다.   예시적인  효소는  이  콜라이로부터  atoAD(Hanai  et  al.,  Appl  Environ  Microbiol

73:7814-7818(2007)), 씨 아세토부틸리쿰으로부터 ctfAB(Jojima et al., Appl Microbiol Biotechnol 77:1219-

1224(2008)),  및  클로스트리듐  사카로페르부틸아세토니쿰(Clostridium  saccharoperbutylacetonicum)으로부터

ctfAB(Kosaka et al., Biosci. Biotechnol Biochem. 71:58-68(2007))의 유전자 산물들을 포함하며 이를 하기

표 16에 나타낸다.  숙시닐-CoA:3-케토산 CoA 트랜스퍼라제(SCOT)가 또한 상기 3-케토아실-CoA, 아세토아세틸-

CoA의 3-케토산, 아세토아세테이트로의 전환을 촉매화할 수 있다.  아세토아세틸-CoA:아세테이트:CoA 트랜스퍼

라제와  상반되게,  SCOT는  CoA  수용체로서  아세테이트  대신에  숙시네이트를  사용한다.   예시적인  숙시닐-

CoA:3:케토산-CoA  트랜스퍼라제는  헬리코박터  파이로리(Helicobacter  pylori)(Corthesy-Theulaz,  et  al.,  J

Biol  Chem  272:25659-25667(1997)),  바실러스 서브틸리스(Bacillus  subtilis)(Stols,  L.,  et  al.,  Protein

Expr  Purif  53:396-403(2007)),  및  호모  사피엔스(Homo  sapiens)(Fukao,  T.,  et  al.,  Genomics  68:144-

151(2000); Tanaka, H., et al., Mol Hum Reprod 8:16-23(2002)) 중에 존재한다.  상기 전환을 할 수 있는 더

욱 또 다른 트랜스퍼라제는 부티릴-CoA:아세토아세테이트 CoA-트랜스퍼라제이다.  예시적인 효소를 푸소박테리

움 뉴클레아툼(Fusobacterium nucleatum)(Barker H.A., et al., J Bacteriol 152(1):201-7(1982)), 클로스트리

듐  SB4(Barker  H.A.,  et  al.,  J  Biol  Chem  253(4):1219-25(1978)),  및  클로스트리듐  아세토부틸리쿰

(Wiesenborn D.P., et al., Appl Environ Microbiol 55(2):323-9(1989))에서 발견할 수 있다.  다수의 트랜스

퍼라제들이 광범위한 특이성을 가지며 따라서 특히 아세테이트, 숙시네이트, 프로피오네이트, 부티레이트, 2-메

틸아세토아세테이트, 3-케토헥사노에이트, 3-케토펜타노에이트, 발레레이트, 크로토네이트, 3-머캅토프로피오네

이트, 프로피오네이트, 비닐아세테이트, 부티레이트만큼 다양한 CoA 수용체들을 이용할 수 있다.  한편으로, 아

세토아세틸-CoA  하이드롤라제를 사용하여 아세토아세틸-CoA를 아세토아세테이트로 전환시킬 수 있다.  상기와

같은 효소들은 다양한 포유동물 종들 중에 통상적이다(Patel, T.B., et al., Biochem J., 176 951-958(1978);

Rous,  S.,  Biochem  Biophys  Res  Commun  69  74-78(1976);  Baird,  G.D.,  et  al.,  Biochem  J  117  703-

709(1970)).

표 16

[0138]

아세토아세테이트 데카복실라제는 아세토아세테이트를 이산화탄소와 아세톤으로 전환시킨다.  예시적인 아세토[0139]

아세테이트  데카복실라제  효소들은  씨  아세토부틸리쿰으로부터  adc(Petersen  and  Bennett,  Appl  Environ.

Microbiol  56:3491-3498(1990))  및  클로스트리듐  사카로페르부틸아세토니쿰으로부터  adc(Kosaka,  et  al.,

Biosci.  Biotechnol  Biochem.  71:58-68(2007))의 유전자 산물에 의해 암호화된다.  씨 베이제린키이로부터의

효소는 서열 유사성으로부터 추리될 수 있다.  이들 단백질은 하기 표 17에서 확인된다.
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표 17

[0140]

상기 아이소프로판올 합성 경로의 최종 단계는 아세톤의 아이소프로판올로의 환원을 포함한다.  상기 형질전환[0141]

을 수행할 수 있는 예시적인 알콜 데하이드로게나제 효소는 씨 베이제린키이로부터 adh(Hanai  et  al.,  Appl

Environ Microbiol 73:7814-7818(2007); Jojima et al., Appl Microbiol Biotechnol 77:1219-1224(2008)) 및

써모아나에로박터 브로키이(Thermoanaerobacter  brockii)로부터 adh(Hanai  et  al.,  Appl  Environ  Microbiol

73:7814-7818(2007); Peretz et al, Anaerobe 3:259-270(1997))를 포함한다.  추가의 특성화된 효소는 랄스토

니아  유트로파(Ralstonia  eutropha)(이전에는  Alcaligenes  eutrophus)(Steinbuchel  and  Schlegel  et  al.,

Eur.  J.  Biochem.  141:555-564(1984))  및  피토모나스(Phytomonas)  종(Uttaro  and  Opperdoes  et  al.,  Mol.

Biochem. Parasitol. 85:213-219(1997))으로부터의 알콜 데하이드로게나제를 포함한다.

표 18

[0142]

아세토아세틸-CoA를  3-하이드록시부티릴-CoA로  전환시키는  예시적인  3-하이드록시아실 데하이드로게나제는 씨[0143]

아세토부틸리쿰으로부터 hbd(Boynton et al., Journal of Bacteriology 178:3015-3024(1996)), 씨 베이제린키

이로부터 hbd(Colby and Chen et al., Appl Environ. Microbiol 58:3297-3302(1992)), 및 메탈로스파에라 세둘

라(Metallosphaera sedula)로부터의 다수의 유사한 효소들(Berg et al., 2007 Science 318:1782-1786(2007))을

포함한다.

표 19

[0144]

씨 아세토부틸리쿰으로부터의 crt의 유전자 산물은 3-하이드록시부티릴-CoA의 크로토닐-CoA로의 탈수 반응을 촉[0145]

매화한다(Atsumi et al., Metab Eng(2007); Boynton et al., Journal of Bacteriology 178:3015-3024(1996)).

더욱이, 에노일-CoA 하이드라타제는 가역적인 효소이며 따라서 3-하이드록시부티릴-CoA의 크로토닐-CoA로의 탈

수 반응을 촉매화하기에 적합한 후보이다.  피 푸티다의 에노일-CoA 하이드라타제, phaA 및 phaB는 페닐아세테

이트 이화작용 중 이중 결합의 하이드록실화를 수행하는 것으로 여겨진다(Olivera et al., Proc Nat Acad Sci

U.S.A.  95:6419-6424(1998)).   피 플루오레센스(P. fluorescens)로부터의 paaA 및 paaB는 유사한 형질전환을

촉매화한다(Olivera et al., Proc Nat Acad Sci U.S.A. 95:6419-6424(1998)).  마지막으로, 다수의 에스케리키

아 콜라이 유전자들은 maoC, paaF 및 paaG를 포함하여 에노일-CoA 하이드라타제 작용성을 입증하는 것으로 나타

났다(Ismail et al., European Journal of Biochemistry 270:3047-3054(2003); Park and Lee, J Bacteriol.

185:5391-5397(2003);  Park  and  Lee,  Appl  Biochem.Biotechnol  113-116:335-346(2004);  Park  and  Yup,
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Biotechnol Bioeng 86:681-686(2004)).

표 20

[0146]

생체 내에서 가역 반응(즉 4-하이드록시부티릴-CoA의 크로토닐-CoA로의 탈수 반응)을 자연적으로 촉매화하는 여[0147]

러  효소들이  다수의  종들에서  동정되었다.   이러한  형질전환은  클로스트리듐  아미노부티리쿰(Clostridium

aminobutyricum)에 의한 4-아미노부티레이트 발효(Scherf and Buckel, Eur. J Biochem. 215:421-429(1993)) 및

클로스트리듐  클루이베리(Clostridium  kluyveri)에  의한  숙시네이트-에탄올  발효(Scherf  et  al.,  Arch.

Microbiol 161:239-245(1994))에 사용된다.  상기 형질전환은 또한 고세균류, 예를 들어 메탈로스파에라 세둘라

에서 3-하이드록시프로피오네이트/4-하이드록시부티레이트 독립영양성 이산화 탄소 동화 경로의 부분으로서 한

단계이다(Berg et al., Science 318:1782-1786(2007)).  상기 경로는 크로토닐-CoA의 수화를 사용하여 4-하이

드록시부티릴-CoA를 형성시킨다.  상기 4-하이드록시부티릴-CoA 데하이드라타제의 가역성은 문서에 잘 입증되어

있으며(Friedrich et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 47:3254-3257(2008); Muh et al., Eur. J. Biochem.

248:380-384(1997); Muh et al., Biochemistry 35:11710-11718(1996)) 평형 상수는 크로토닐-CoA의 쪽에서 약

4인 것으로 보고되었다(Scherf and Buckel, Eur. J Biochem. 215:421-429(1993)).  이는 하류의 4-하이드록시

부티릴-CoA 데하이드로게나제가 크로토닐-CoA에서 열역학적 병목을 생성시키지 않도록 상기 4-하이드록시부티릴

-CoA 농도를 낮게 유지함을 가리킨다.

표 21

[0148]

4-하이드록시부티릴-CoA 트랜스퍼라제는 4-하이드록시부티릴-CoA로부터 CoA 부분을 아세테이트로 운반하고, 차[0149]

례로 4-하이드록시부티레이트 및 아세틸-CoA를 형성시킨다.  일례로 4-하이드록시부티릴-CoA 트랜스퍼라제는 클

로스트리듐 클루이베리의 cat2  유전자에 의해 암호화된다(Seedorf  et  al.,  Porc.  Natl.  Acad.  Sci.  U.S.A.

105:2128-2133(2008); Sohling and Gottschalk J Bacteriol. 178:871-880(1996)).  포르피로모나스 진지발리스

(Porphyromonas gingivalis)로부터의 abfT-2 유전자가 또한 4-하이드록시부티레이트 및 1,4-부탄다이올의 생성

경로의 일부로서 실행될 때 4-하이드록시부티릴-CoA 트랜스퍼라제 활성을 발휘하는 것으로 나타났다(Burk, et

al., WO/2008/115840(2008)).  피 진지발리스로부터의 abfT-1에 의해 암호화된 추가적인 후보 효소를 서열 상동

성에 의해 추리할 수 있다.  또 다른 4-하이드록시부티릴-CoA 트랜스퍼라제는 클로스트리듐 아미노부티리쿰으로

부터의 abfT의 유전자 산물에 의해 암호화된다(Gerhardt et al., Arch. Microbiol 174:189-199(2000)).
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표 22

[0150]

예시적인 포스페이트 운반 아실트랜스퍼라제는 pta에 의해 암호화된 포스포트랜스아세틸라제, 및 ptb에 의해 암[0151]

호화된  포스포트랜스부티릴라제를  포함한다.   이  콜라이로부터의  pta  유전자는  아세틸-CoA를

에틸-포스페이트로, 또한 이와 역으로 전환시킬 수 있는 효소를 암호화한다(Suzuki, T. 1969 Biochim. Biophys.

Acta 191:559-569(1969)).  상기 효소는 또한 상기 과정에서 아세틸-CoA 대신에 프로피오닐-CoA를 이용하여 프

로피오네이트를 형성시킬 수 있다(Hesslinger et al., Mol. Microbiol 27:477-492(1998)).  유사하게, 상기 씨

아세토부틸리쿰으로부터의 ptb 유전자는 부티릴-CoA를 부티릴-포스페이트로 전환시킬 수 있는 효소를 암호화한

다(Huang  et  al,  J.  Mol.  Microbiol  Biotechnol  2:33-38(2000);(Walter  et  al.,  Gene  134:107-111(1993)).

상기 동일 효소는 1,4-부탄다이올 생성 경로의 일부로서 실행될 때 4-하이드록시부티릴-CoA에 대한 활성을 갖는

것으로  나타났다(WO/2008/115840(2008)).   추가적인  ptb  유전자들을  부티레이트-생산  세균  L2-50(Ljungdahl

and Andreesen, Methods Enzymol. 53:360-372(1978)) 및 바실러스 메가테리움(Bacillus megaterium)(Vazquez

et al., Curr. Microbiol 42:345-349(2001))에서 발견할 수 있다.

표 23

[0152]

예시적인 키나제는 ackA에 의해 암호화된 이 콜라이 아세테이트 키나제(Skarstedt and Silverstein, J. Biol.[0153]

Chem. 251:6775-6783(1976)), buk1 및 buk2에 의해 암호화된 씨 아세토부틸리쿰 부티레이트 키나제(Huang et

al., 2000 J. Mol. Microbiol Biotechnol 2:33-38(2000); Walter et al., Gene 134:107-111(1993)), 및 proB

에 의해 암호화된 이 콜라이 감마-글루타밀 키나제(Smith et al., J. Bacteriol. 157:545-551(1984))를 포함한

다.  이들 효소는 각각 아세테이트, 부티레이트 및 글루타메이트를 인산화한다.  이 콜라이로부터의 ackA 유전

자 산물은 또한 프로피오네이트를 인산화한다(Hesslinger et al. Mol. Microbiol 27:477-492(1998)).  씨 아세

토부틸리쿰으로부터의 buk1의 유전자 산물은 1,4-부탄다이올 생성 경로의 일부로서 실행될 때 4-하이드록시부티

릴-CoA에 대한 활성을 갖는 것으로 나타났다(Burk et al., WO/2008/115840(2008)).

표 24

[0154]

알콜-형성-4-하이드록시부티릴-CoA  리덕타제 효소는 4-하이드록시부티릴-CoA로부터 1,4-부탄다이올을 형성하는[0155]

데 필요한 2 개의 환원 단계를 촉매화한다.  아실-CoA를 알콜로 전환시키는 예시적인 2-단계 옥시도리덕타제는

기질들,  예를  들어  아세틸-CoA를  에탄올로(예를  들어  이  콜라이로부터  adhE(Kessler  et  al,  FEBS.  Lett.
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281:59-63(1991)) 및 부티릴-CoA를 부탄올로(예를 들어 씨 아세토부틸리쿰으로부터 adhE2(Fontaine et al., J.

Bacteriol. 184:821-830(2002)) 형질전환시키는 것들을 포함한다.  4-하이드록시부티릴-CoA로부터 BDO를 생성

시키는 상기 씨 아세토부틸리쿰으로부터의 adhE2 효소를 벌크(Burk) 등의 WO/2008/115840(2008)에 구체적으로

나타내었다.  류코노스톡 메센테로이데스(Leuconostoc mesenteroides)에 의해 암호화된 효소가 아세틸-CoA의 에

탄올로의 환원 이외에, 분지쇄 화합물 아이소부티르알데하이드를 아이소부티릴-CoA로 산화시키는 것으로 나타났

다(Kazahaya  et  al.,  J.  Gen.  Appl.  Microbiol.  18:43-55(1972);  Koo  et  al.,  Biotechnol  Lett.  27:505-

510(2005)).

표 25

[0156]

또 다른 예시적인 효소는 말로닐-CoA를 3-HP로 전환시킬 수 있다.  상기 활성을 갖는 NADPH-의존성 효소는 3-하[0157]

이드록시프로피오네이트 주기에 관여하는 클로로플렉수스 아우란티아쿠스(Chloroflexus aurantiacus)에서 특성

화되었다(Hugler  et  al.,  J.  Bacteriol.  184:2404-2410(2000);  Strauss  and  Fuchs,  Eur.  J.  Biochem.

215:633-643(1993)).  300 kDa의 질량을 갖는 상기 효소는 고도로 기질-특이성이며 다른 공지된 옥시도리덕타제

와 서열 유사성이 거의 없다(Hugler et al., J. Bacteriol. 184:2404-2410(2002)).  다른 유기체들 중에 상기

특이 반응을 촉매화하는 것으로 입증된 효소들이 없으나; 다른 유기체들이 유사한 경로를 가질 수도 있다는 생

물정보학적 증거가 존재한다(Klatt et al., Environ. Microbiol. 9:2067-2078(2007)).  로세이플렉수스 카스텐

홀지이(Roseiflexus castenholzii), 에리쓰로박터 스페시즈(Erythrobacter sp.) NAP1 및 해양 감마 프로테오박

테리움 HTCC2080을 포함한 다른 유기체들 중의 효소 후보들을 서열 유사성에 의해 추리할 수 있다.

표 26

[0158]

4-하이드록시부티릴-CoA로부터 BDO로의 또 다른 경로는 먼저 상기 화합물을 4-하이드록시부탄알로 환원시킴을[0159]

포함한다.  여러 가지 아실-CoA 데하이드로게나제들이 아실-CoA를 그의 상응하는 알데하이드로 환원시킬 수 있

다.   상기와  같은  효소를  암호화하는  예시적인  유전자는  지방  아실-CoA  리덕타제(Reiser  and  Somerville,

Journal  of  Bacteriology  179:2969-2975(1997)),  아시네토박터 스페시즈 M-1 지방 아실-CoA 리덕타제(Ishige

et al., Appl. Environ. Microbiol. 68:1192-1195(2002)), 및 클로스트리듐 클루이베리 중의 sucD 유전자에 의

해 암호화된 CoA-  및  NADP-의존성 숙시네이트 세미알데하이드 데하이드로게나제(Sohling  and  Gottschalk,  J

Bacteriol.  178:871-880(1996))를  암호화하는  아시네토박터  칼코아세티쿠스(Acinetobacter  calcoaceticus)

acr1을  포함한다.   피  진지발리스의  sucD는  또  다른  숙시네이트  세미알데하이드  데하이드로게나제이다

(Takahashi et al., J. Bacteriol. 182:4704-4710(2000)).  상기 숙시네이트 세미알데하이드 데하이드로게나제

는 1,4-부탄다이올 생산 경로의 일부로서 4-하이드록시부티릴-CoA를 4-하이드록시부탄알로 전환시키는 것으로

벌크 등의 WO/2008/115840(2008)에 구체적으로 나타나있다.  bphG에 의해 암호화된, 슈도모나스 스페시즈 중의

아세트알데하이드 데하이드로게나제를 아실화하는 효소는 아세트알데하이드, 프로피온알데하이드, 부티르알데하

이드, 아이소부티르알데하이드 및 폼알데하이드를 산화시키고 아실화시키는 것으로 입증된 더욱 또 다른 유능한

효소이다(Powlowski et al., J Bacteriol. 175:377-385(1993)).
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표 27

[0160]

아실-CoA를 그의 상응하는 알데하이드로 전환시키는 추가의 효소 유형은 말로닐-CoA 리덕타제이며, 이는 말로닐[0161]

-CoA를 말로닉 세미알데하이드로 형질전환시킨다.  말로닐-CoA 리덕타제는 온열호산성 고세균에서 3-하이드록시

프로피오네이트  주기를  통한  독립영양성  탄소  고정에  중요  효소이다(Berg  et  al.,  Science  318:1782-

1786(2007); Thauer, R.K. Science 318:1732-1733(2007)).  상기 효소는 보조인자로서 NADPH를 이용하며 메탈

로스파에라  및  설포로부스  스페시즈에서  특성화되었다(Alber  et  al.,  J.  Bacteriol.  188:8551-8559(2006);

Hugler et al., J. Bacteriol. 184:2404-2410(2002)).  상기 효소는 메탈로스파에라 세둘라에서 Msed_0709에

의해  암호화된다(Alber  et  al.,  J.  Bacteriol.  188:8551-8559(2006);  Berg  et  al.,  Science  318:1782-

1786(2007)).  설포로부스 토코다이이로부터의 말로닐-CoA 리덕타제를 암호화하는 유전자가 클로닝되었으며 이

콜라이에서 이종으로 발현되었다(Alber et al., J. Bacteriol. 188:8551-8559(2006)).  이들 효소의 알데하이

드 데하이드로게나제 작용성은 클로로플렉수스 아우란티아쿠스(Chloroflexus aurantiacus)로부터의 이작용성 데

하이드로게나제와 유사하지만, 서열 유사성은 거의 없다.  상기 두 말로닐-CoA 리덕타제 효소 후보들은 모두 아

스파틸-4-포스페이트에서 아스파테이트 세미알데하이드로의 환원 및 동시적인 탈인산화를 촉매화하는 효소인 아

스파테이트-세미알데하이드 데하이드로게나제와 높은 서열 유사성을 갖는다.  추가적인 유전자 후보들을 설포로

부스 솔파타리쿠스(Sulfolobus  solfataricus)  및 설포로부스 아시도칼다리우스(Sulfolobus  acidocaldarius)를

포함한 다른 유기체 중의 단백질들에 대한 서열 상동성에 의해 찾을 수 있다.

표 28

[0162]

1,4-부탄다이올 데하이드로게나제 활성을 발휘하는 효소들은 4-하이드록시부탄알로부터 1,4-부탄다이올을 형성[0163]

할 수 있다.  알데하이드의 알콜로의 전환을 촉매화하는 효소(즉 알콜 데하이드로게나제 또는 등가의 알데하이

드  리덕타제)를  암호화하는  예시적인  유전자는  C2-C14에  대한  중간쇄  알콜  데하이드로게나제를  암호화하는

alrA(Tani  et  al.,  Appl.Environ.Microbiol.  66:5231-5235(2000)),  사카로마이세스  세레비지아에로부터의

ADH2(Atsumi  et  al.,  Nature  451:86-89(2008)),  C(3)보다  긴  분자를  선호하는  이  콜라이로부터의

yqhD(Sulzenbacher et al., Journal of Molecular Biology 342:489-502(2004)), 및 부티리알데하이드를 부탄올

로  전환시키는  씨  아세토부틸리툼으로부터의  bdh  I  및  bdh  II(Walter  et  al.,  Journal  of  Bacteriology

174:7149-7158(1992))를 포함한다.
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표 29

[0164]

4-하이드록시부티레이트 데하이드로게나제 활성을 발휘하는 효소들(EC 1.1.1.61)이 또한 상기 범주 안에 있다.[0165]

상기와 같은 효소들은 랄스토니아 유트로파(Bravo et al., J. Forensic Sci. 49:379-387(2004)), 클로스트리듐

클루이베리(Wolff  and  Kenealy,  Protein  Expr.Purif.  6:206-212(1995))  및  아라비도프시스  탈리아나

(Breitkreuz et al., J. Biol. Chem. 278:41552-41556(2003))에서 특성화되었다.

표 30

[0166]

상기 클로닝 및 발현 과정의 첫 번째 단계는 메탄올로부터 Me-THF를 생성시키는데 필요한 최소 유전자 세트(예[0167]

를 들어 MtaA, MtaB 및 MtaC)를 이 콜라이에서 발현시키는 것이다.  상기 메틸트랜스퍼라제 활성은 보조인자로

서 조효소 B12(코발아민)를 사용한다.  무어렐라 써모아세티카에서, 메틸트랜스퍼라제 단백질의 캐스케이드는 아

세틸-CoA 신타제 경로 내로 메탄올 유래된 메틸 기의 통합을 매개한다.  최근의 연구(Das et al., Proteins

67:167-176(2007))는 MtaABC가 Moth_1208-09 및 Moth_2346에 의해 암호화됨을 가리킨다.  상기 유전자들은 교

정 PCR을 통해 클로닝되고 억제할 수 있는 PA1-lacO1 프로모터의 조절 하에서 pZE22-S와 같은 고 사본수 벡터에

서 발현을 위해 함께 결합된다(Lutz and Bujard, Nucleic Acids Res 25:1203-1210(1997)).  클로닝된 유전자를

PCR 및/또는 제한효소 지도화에 의해 확인하여 상기 3-유전자 세트의 제작 및 발현 벡터 내로의 삽입을 입증한

다.  상기 추정 클론들의 DNA 서열화를 수행하여 각 유전자의 예상 서열을 확인한다.  일단 확인되었으면, 최종

구조물을 0.05 내지 1 mM 최종 농도의 IPTG 유도물질의 첨가에 의해 이 콜라이 K-12(MG1655) 세포에서 발현시킨

다.  상기 클로닝된 유전자의 발현을 완전 세포 추출물의 SDS-PAGE를 사용하여 모니터한다.  용해성 대 펠릿(잠

재적으로 봉입체 기원) 단백질의 수준을 최적화하기 위해서, 상기 수준에 대한 프로모터의 적정 영향을 검사할

수 있다.  허용 가능한 발현이 획득되지 않는 경우, 프로모터 강도에 대해 보다 높거나 보다 낮은 사본수의 벡

터 또는 변체를 시험한다.

엠 써모아세티카로부터의 MtaABC 단백질의 발현이 이 콜라이에 대해 메탄올로부터의 메틸 기를 테트라하이드로[0168]

폴레이트(THF)로 운반하는 능력을 부여하는지를 측정하기 위해서, 재조합 균주에게 다양한 농도의 메탄올을 공

급한다.  상기 메틸트랜스퍼라제 시스템의 활성을 엠 써모아세티카에서 메틸 공급원으로서 바닐레이트에 대해

(Naidu and Ragsdale, J Bacteriol. 183:3276-3281(2001)) 또는 메타노사르시나 발케리 메탄올 메틸트랜스퍼라

제에  대해서(Sauer  et  al.;  Eur.  J  Biochem.  243:670-677(1997);  Tallant  and  Krzycki,  J  Bacteriol.

178:1295-1301(1996);  Tallant  and  Krzycki,  J  Bacteriol.  179:6902-6911(1997);  Tallant  et  al.,  J  Biol

Chem. 276:4485-4493(2001)) 개시된 바와 같이 혐기적으로 분석하였다.  양성 대조군을 위해서, 엠 써모아세티

카 세포들을 평행하게 배양하고 혐기적으로 분석하여 내생적인 메틸트랜스퍼라제 활성을 확인한다.  외부적으로

첨가된  조효소  B12에  대한  의존성의  논증은  이  콜라이에서  메탄올:코리노이드  메틸트랜스퍼라제  활성을

입증한다.

일단 메틸트랜스퍼라제 발현이 성취되면, 상기 발현을 최적화하는 것에 대한 추가의 연구를 수행한다.  발현 벡[0169]

터에서 프로모터의 적정은 발현 수준의 범위를 시험할 수 있게 한다.  이어서 이는 단일-복사에 필요한 발현에

대한 지침으로서 사용되거나, 또는 상기 유전자의 단일-복사가 충분한 발현을 허용하는지에 대한 여부를 결정할
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수 있게 한다.  허용한다면, 상기 메틸트랜스퍼라제 유전자를 단일의 합성 오페론으로서 염색체 내에 통합시킨

다.  이는 RecET-계 '리컴비니어링(recombineering)'을 사용하는 표적화된 통합을 수반한다(Angrand  et  al.,

Nucleic  Acids  Res  27:e16(1999);  Muyrers  et  al., Nucleic Acids Res 27:1555-1557(1999); Zhang et al.,

1998 Nat.Genet. 20:123-128(1998)).  카세트의 RecET-계 통합 및 FLP 또는 Cre에 의한 FRT 또는 loxP-결합된

선택성 마커의 제거에 대한 잠재적인 논쟁은 각 통합 부위에서 재조합 흔적의 생성이다.  이에 의해 야기된 문

제들을 다수의 방법들에 의해 최소화할 수 있지만, 게놈 흔적을 남기지 않는 다른 수단들을 이용할 수 있다.

표준적인 대안은 바실러스 sacB 유전자에 의해 허용된 바와 같은 반대-선택에 결합된 통합적인 '자살' 플라스미

드를 사용하여 목적하는 유전자를 도입하는 것이며(Link et al., J Bacteriol. 179:6228-6237(1997)); 이렇게

하여, 이 콜라이 염색체 중의 임의의 위치에서 마커가 없고 흔적이 없는 삽입을 생성시킬 수 있다.  최종 목표

는 유도성 프로모터 하에서 단일 복사(염색체 통합된)로 메탄올:코리노이드 메틸트랜스퍼라제 활성을 발현하는

이 콜라이 K-12의 균주이다.

표준 PCR 방법을 사용하여, 전체 ACS/CODH 오페론을 pZA33-S(P15A-계) 또는 pZS13-S(pSC101-계)와 같은 낮거나[0170]

중간 사본 수의 벡터 내로 조립한다.  메틸트랜스퍼라제 유전자에 대해 개시된 바와 같이, 상기 클로닝된 유전

자의 구조 및 서열을 확인한다.  발현을 제공된 필수 금속(Ni, Zn, Fe) 및 조효소 B12와 함께 엄격한 혐기 조건

하에서 증식된 완전 세포 용해물의 단백질 젤 전기영동을 통해 모니터한다.  필요에 따라, 유전자 클러스터를

이 콜라이에서 유효한 것으로 공지된 부위로부터 선택된 공통 리보솜 결합 부위의 도입 및 임의의 명백한 종결

자의 동정 및 제거에 의해 이 콜라이 발현을 위해 변형시킨다(Barrick et al., Nucleic Acids Res 22:1287-

1295(1994); Ringquist et al., Mol. Microbiol 6:1219-1229(1992)).  그러나, 각 유전자 클러스터를 클로닝하

고 그의 고유 구조 및 발현에 평행한 방식으로 발현시킨다.  이는 다양한 유전자 산물들(이들의 대부분은 서로

상호작용한다)간의 목적하는 화학량론의 보장에 일조한다.  혐기 조건 하에서 상기 CODH/ACS 유전자 클러스터의

만족스러운 발현이 성취되면, CO 및/또는 CO2를 세포 탄소로 고정시키는 상기 세포의 유전자 발현 능력을 분석한

다.  초기 조건은 전자 수용체로서 나이트레이트와 함께 기질-수준 인산화 또는 혐기성 호흡을 통해 탄소 및 에

너지원으로서 외부 글루코스가 제공된 엄격하게 혐기적으로 증식된 세포를 사용한다.  또한, 외부에서 제공된

CH3-THF를 상기 배지에 가한다.

상기 ACS/CODH  유전자를 클로닝하고 메탄올-메틸트랜스퍼라제 시스템을 또한 발현하는 세포에서 발현시킨다.[0171]

이는 ACS/CODH를 발현하는 적합한 플라스미드의 MTR-발현 세포 내로의 도입에 의해 성취된다.  부가된 장기 안

정성을 위해서, 상기 ACS/CODH 및 MTR 유전자를 또한 염색체에 통합시킬 수 있다.  메탄올을 이용하여 Me-THF를

생산하고 활성 CDOH/ACS 유전자를 발현할 수 있는 이 콜라이 균주를 제조한 후에, 이를 아세틸-CoA, 아세테이트

및 세포 매스 내로의 통합에 메탄올 및 합성가스를 모두 이용하는 능력에 대해 분석한다.  초기 조건은 탄소 및

에너지원으로서 외부 글루코스가 제공된 엄격하게 혐기적으로 증식된 세포를 사용한다.  한편으로, 또는 글루코

스 이외에, 나이트레이트가 발효 브로쓰에 첨가되어 전자 수용체 및 증식 개시제로서 작용할 것이다.  지방산

(최종적으로 아세틸-CoA로 대사된다) 상에서 이 콜라이의 혐기적 증식이 나이트레이트의 존재 하에서 입증되었

다(Campbell et al., Molecular Microbiology 47:793-805(2003)).  산소가 또한, 그의 세포 내 수준이 상기 조

작된 효소의 임의의 억제 한계 아래에서 유지되는 한, 제공될 수 있다.  상기 실험에 적합한 조성물의 '합성가

스'를 메탄올과 함께 사용한다.  
13
C-표지된 메탄올 또는 

13
C-표지된 CO를 상기 세포에 제공하고 분석학적 질량

분광학을 사용하여 아세테이트 및 세포 매스(예를 들어 단백질 생성 아미노산) 내로 상기 표지된 탄소의 통합을

측정한다.

엠 써모아세티카, 디 아프리카누스 및 이 콜라이로부터 피루베이트 페레독신 옥시도리덕타제 유전자를 클로닝하[0172]

고 MTR 및 ACS/CODH 활성을 발휘하는 균주에서 발현시킨다.  조건, 프로모터 등은 상기에 개시되어 있다.  큰

크기의 PFOR 유전자 및 상응하는 효소의 산소 감도가 제공되면, 낮은 또는 단일 사본 플라스미드 벡터 또는 단

일  사본  염색체  통합을  사용하여  시험을  수행할  것이다.   참고  문헌[Furdui  and  Ragsdale,  J  Biol  Chem.

275:28494-28499(2000)]에 개시된 활성 분석을 적용하여 활성을 입증할 것이다.  또한, 외부 전자 수용체의 부

재 하에서 기상 탄소원 및 메탄올 상에서의 증식에 대한 입증은 생체 내 PFOR 활성에 대한 추가의 증거를 제공

할 것이다.

숙주 유기체의 내생적인 수소-이용 하이드로게나제 활성을 수소의 존재 및 부재 하에서 세포를 상술한 바와 같[0173]

이 증식시킴으로써 시험한다.  발효 중 더 많은 환원 산물의 형성을 향한 극적인 이동이 관찰되면(예를 들어 아

세테이트와 상반되게 증가된 에탄올), 이는 내생적인 하이드로게나제 활성이 충분히 활성임을 가리킨다.  이 경

우에, 이종 하이드로게나제를 클로닝 및 발현시키지 않는다.  고유 효소가 충분한 활성을 갖지 않거나 필요한
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수용체를  환원시키지  않는  경우,  개별적인  하이드로게나제  복합체를  암호화하는  유전자를  클로닝하고  MTR,

ACS/CODH 및 PFOR 활성을 발휘하는 균주에서 발현시킨다.  조건, 프로모터 등은 상기에 개시되어 있다.

아이소프로판올 합성에 필요한 고유하지 않은 유전자를 앞서 개시한 바와 같이 발현 플라스미드 상에 클로닝시[0174]

킨다.  상기 숙주 균주는 메탄올 메틸트랜스퍼라제 활성, CODH/ACS 활성, 및 가능하게는 PFOR 및 하이드로게나

제 활성을 또한 발현한다.  이 시점에서, 이들(CODH/ACS 등) 유전자를 게놈 내로 통합시키고 구성적으로 또는

유도물질과 함께(즉 PA1-lacO1은 lacI을 함유하는 세포에서 유도성이거나 그렇지 않으면 구성적이다) 사용될 수

있는 프로모터로부터 발현시킨다.  일단 아이소프로판올의 발현 및 수율이 최적화되면, 상기 기본 균주를 중성

유전자좌에서 상기 유전자의 단일 사본의 통합에 의해 추가로 변형시킨다.  비교적 제한된 수의 유전자(최소한

3 개 및 6 개 이하)가 제공되면, 출원인들은 필요한 유전자를 암호화하는 인위적인 오페론을 제작한다.  상기

오페론을 통합 플라스미드를 사용하여 도입하고 바실러스 sacB 유전자에 의해 허용되는 것과 같은 반대-선택 방

법에 결합시킨다(Link et al., J Bacteriol. 179:6228-6237(1997)).  이렇게 하여, 상기 이 콜라이 염색체 중

의 임의의 위치에 마커가 없고 흔적이 없는 삽입이 생성될 수 있다.  최적화는 유전자 순서뿐만 아니라 리보솜

결합 부위 및 프로모터의 변경을 포함한다.

임의의 고유 유전자, 예를 들어 아이소프로판올 생산에 필요한 씨 아세토부틸리쿰 아세틸-조효소 A[CoA] 아세틸[0175]

트랜스퍼라제에 대한 대안으로서 작용할 수 있는 이 콜라이의 고유 atoB(b2224) 유전자를 과발현시키기 위해서,

RecET-계 방법을 적용시켜 보다 강한 상류 프로모터를 통합시킨다.  atoB의 경우에, 상기 유전자는 오페론에서

마지막이며 다음 하류 유전자(yfaP)는 불 필수이면서 반대 배향이다.  따라서, 극성이 쟁점이어서는 안 된다.

FRT 또는 loxP 부위에 의해 인접된 스펙티노마이신 내성 또는 클로람페니콜 내성과 같은 선택성 마커를 함유하

는 카세트를 강한 구성 프로모터(예를 들어 pL)의 도입을 위한 선택에 사용한다.  일단 정확한 클론이 수득되고

확인되면, qRT-PCR, FLP 또는 Cre 발현의 사용을 상기 FRT- 또는 loxP-결합된 마커의 제거를 위한 선택에 사용

한다.

4-하이드록시부티레이트 합성에 필요한 비-고유 유전자를 앞서 개시한 바와 같이 발현 플라스미드 상에 클로닝[0176]

시킨다.  상기 숙주 균주는 메탄올 메틸트랜스퍼라제 활성, CODH/ACS 활성, 및 가능하게는 PFOR 및 하이드로게

나제 활성을 또한 발현한다.  이 시점에서, 이들(CODH/ACS 등) 유전자를 게놈 내로 통합시키고 구성적으로 또는

유도물질과 함께(즉 PA1-lacO1은 lacI을 함유하는 세포에서 유도성이거나 그렇지 않으면 구성적이다) 사용될 수

있는 프로모터로부터 발현시킨다.  일단 4-하이드록시부티레이트의 발현 및 수율이 최적화되면, 상기 기본 균주

를 중성 유전자좌에서 상기 유전자의 단일 사본의 통합에 의해 추가로 변형시킨다.  비교적 제한된 수의 유전자

(최소한 5 개 및 6 개 이하)가 제공되면, 필요한 유전자를 암호화하는 인위적인 오페론을 제작할 수 있다.  상

기 오페론을 통합 플라스미드를 사용하여 도입하고 바실러스 sacB 유전자에 의해 허용되는 것과 같은 반대-선택

방법에 결합시킨다(Link et al., J Bacteriol. 179:6228-6237(1997)).  이렇게 하여, 상기 이 콜라이 염색체

중의 임의의 위치에 마커가 없고 흔적이 없는 삽입이 생성될 수 있다.  최적화는 유전자 순서뿐만 아니라 리보

솜 결합 부위 및 프로모터의 변경을 포함한다.

1,4-부탄다이올 합성에 필요한 비-고유 유전자를 앞서 개시한 바와 같이 발현 플라스미드 상에 클로닝시킨다.[0177]

상기 숙주 균주는 메탄올 메틸트랜스퍼라제 활성, CODH/ACS 활성, 및 가능하게는 PFOR 및 하이드로게나제 활성

을 또한 발현한다.  이 시점에서, 이들(CODH/ACS 등) 유전자를 게놈 내로 통합시키고 구성적으로 또는 유도물질

과 함께(즉 PA1-lacO1은 lacI을 함유하는 세포에서 유도성이거나 그렇지 않으면 구성적이다) 사용될 수 있는 프

로모터로부터 발현시킨다.  일단 1,4-부탄다이올의 발현 및 수율이 최적화되면, 상기 기본 균주를 중성 유전자

좌에서 상기 유전자의 단일 사본의 통합에 의해 추가로 변형시킨다.  비교적 제한된 수의 유전자(최소한 5 개

및 6 개 이하)가 제공되면, 필요한 유전자를 암호화하는 인위적인 오페론을 제작할 수 있다.  상기 오페론을 통

합 플라스미드를 사용하여 도입하고 바실러스 sacB 유전자에 의해 허용되는 것과 같은 반대-선택 방법에 결합시

킨다(Link et al., J Bacteriol. 179:6228-6237(1997)).  이렇게 하여, 상기 이 콜라이 염색체 중의 임의의 위

치에 마커가 없고 흔적이 없는 삽입이 생성될 수 있다.  최적화는 유전자 순서뿐만 아니라 리보솜 결합 부위 및

프로모터의 변경을 포함한다.

합성가스를, 모든 세포 매스 성분 및 많은 귀중한 산물들이 유래될 수 있는 중심 대사산물인 아세틸-CoA로 전환[0178]

시키는 능력을 이 콜라이 등의 외래 숙주 내로 조작하는 것을 나무-엘정달 경로의 다양한 단백질을 암호화하는

외래 유전자의 발현에 이어서 수행할 수 있다.  상기 경로는 무어렐라 써모아세티카(이전에는 클로스트리듐 써

모아세티쿰)(1942년 단리된 이래로 나무-엘정달 경로를 설명하기 위한 모델 유기체였다)(Fontaine  et  al.,  J

Bacteriol. 43:701-715(1942))와 같은 아세트산 생성 유기체에서 매우 활성이다.  상기 나무-엘정달 경로는 2
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개의 가지, 즉 CO2를 메틸테트라하이드로폴레이트(Me-THF)로 전환시킬 수 있는 이스턴(또는 메틸) 가지 및 메틸

-THF, CO 및 조효소-A를 아세틸-CoA로 전환시킬 수 있는 웨스턴(또는 카보닐) 가지를 포함한다.  일부 실시태양

에서, 본 발명은 상기 나무-엘정달 경로의 메틸 및 카보닐-가지를 촉매화하는 효소를 암호화하는 유전자를 발현

하는 비-천연 미생물을 제공한다.  상기와 같은 유기체는 CO, CO2 및/또는 H2를 아세틸-CoA, 세포 매스 및 산물

로 전환시킬 수 있다.

본 발명의 또 다른 유기체는 도 3a에 묘사된 3 가지 능력을 함유한다: (1) THF 및 CO2를 5-메틸-테트라하이드로[0179]

폴레이트로 전환시킬 수 있는 나무-엘정달 경로의 작용성 메틸 가지, (2) CO, 조효소 A, 및 Me-THF의 메틸 기를

결합시켜 아세틸-CoA를 형성하는 능력, 및 (3) 아세틸-CoA로부터 아이소프로판올을 합성하는 능력.  도 3b에 묘

사된, 본 발명에 개시된 다섯 번째 유기체는 나무-엘정달 경로의 작용성 메틸 가지, 아세틸-CoA를 합성하는 능

력, 및 아세틸-CoA로부터 4-하이드록시부티레이트를 합성하는 능력을 함유한다.  도 3c에 묘사된, 본 발명에 개

시된 여섯 번째 유기체는 나무-엘정달 경로의 작용성 메틸 가지, 아세틸-CoA를 합성하는 능력, 및 아세틸-CoA로

부터 1,4-부탄다이올을 합성하는 능력을 함유한다.

이들 3 개의 유기체는 외래 CO 및/또는 CO2로부터의 탄소를 '고정'시켜 아세틸-CoA, 세포 매스 및 산물을 합성[0180]

할 수 있다.  상기 능력을 갖도록 조작된, 자연적으로 보충대사반응의 능력을 또한 갖는 숙주 유기체(예를 들어

이 콜라이)는 나이트레이트와 같은 적합한 외부 전자 수용체의 존재 하에서 상기 합성가스-생성된 아세틸-CoA

상에서 증식할 수 있다.  상기 전자 수용체는 숙시네이트 데하이드로게나제를 통해 형성된 환원된 퀴논으로부터

전자를 수용하기 위해 필요하다.  외부 전자 수용체를 첨가하는 한 가지 이점은 세포 증식, 유지, 및 산물 형성

을 위한 추가의 에너지가 아세틸-CoA의 호흡으로부터 발생할 수 있다는 것이다.  또 다른 전략은 피루베이트 페

레독신 옥시도리덕타제(PFOR) 효소를 상기 균주 내로 조작하여 외부 전자 수용체 부재 하에서 바이오매스 전구

체의 합성을 가능하게 함을 포함한다.  상기 조작된 유기체의 추가적인 특징은 분자 수소로부터 환원 당량을 추

출하는 능력이다.  이는 고 수율의 환원 산물, 예를 들어 에탄올, 부탄올, 아이소부탄올, 아이소프로판올, 1,4-

부탄다이올, 숙신산, 퓨마르산, 말산, 4-하이드록시부티르산, 3-하이드록시프로피온산, 락트산, 아디프산, 2-하

이드록시아이소부티르산, 3-하이드록시아이소부티르산, 메트아크릴산 및 아크릴산을 가능하게 한다.

본 발명에 제공된 유기체는 (1) CO, (2) CO2 및 H2, (3) CO, CO2 및 H2, (4) CO 및 H2를 포함하는 합성가스, 및[0181]

(5) CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스로부터 아세틸-CoA, 세포 매스, 및 표적 화학물질, 보다 구체적으로 아이

소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 및 1,4-부탄다이올을 생성시킬 수 있다.

유기체 내로의 상기 경로들 중 임의의 경로의 성공적인 조작은 적합한 효소 조합을 동정하고, 그의 상응하는 유[0182]

전자를 생산 숙주 내로 클로닝하고, 상기 유전자의 안정성 및 발현을 최적화하고, 발효 조건을 최적화하고, 발

효에 따른 생성물 형성을 분석함을 포함한다.  도 3a 내지 3c에 묘사된 경로의 단계 1 내지 5를 촉매화하는 효

소들을 하기에 개시한다.  이들 효소는 합성가스의 아세틸-CoA로의 전환을 가능하게 하는데 필요하다.  도 3a의

단계 6 내지 17 및 도 3b 및 3c의 단계 6 내지 20에 대한 효소들을 하기에 개시하였다.  합성가스의 이용을 위

해 생산 숙주를 조작하기 위해서, 상기 필요 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 DNA 서열을 상기 미생물 중에

발현시킬 수 있다.

포메이트 데하이드로게나제는 무어렐라 써모아세티카에서 CO2의 포메이트 내로의 통합을 촉매화하는 2 서브유닛[0183]

셀레노시스테인-함유 단백질이다(Andreesen and Ljungdahl, J. Bacteriol. 116:867-873(1973); Li et al., J.

Bacteriol.  92:405-412(1966);  Yamamoto  et  al.,  J.  Biol.  Chem.  258:1826-1832(1983)).   유전자좌,

Moth_2312 및 Moth_2313은 포메이트 데하이드로게나제의 알파 서브유닛을 암호화는데 책임이 있는 실제 하나의

유전자인 반면, 베타 서브유닛은 Moth_2314에 의해 암호화된다(Pierce et al., Environ. Microbiol. (2008)).

CO2 환원 성질과 함께 포메이트 데하이드로게나제 활성을 암호화하는 또 다른 유전자 세트는 신트로포박터 퓨마

록시단스(Syntrophobacter  fumaroxidans)에서 Sfum_2703  내지 Sfum_2706에 의해 암호화된다(de  Bok  et  al.,

Eur.  J.  Biochem.  270:2476-2485(2003));  Reda  et  al.,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  U.S.A.  105:10654-

10658(2008)).  Sfum_2705 및 Sfum_2706은 이들의 엠 써모아세티카 대응물과 유사하게 실제 하나의 유전자이다.

동일한  작용을  수행하는  것으로  추정되는  유사한  유전자  세트는  씨  하이드로게노포르만스에서  CHY_0731,

CHY_0732 및 CHY_0733에 의해 암호화된다(Wu et al., PLoS Genet. 1:e65(2005)).
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표 31

[0184]

포밀테트라하이드로폴레이트 신타제는 1 ATP의 대가로 포메이트를 테트라하이드로폴레이트에 연결한다.  상기[0185]

반응은 엠 써모아세티카 중의 Moth_0109(Lovell et al., Arch. Microbiol 149:280-285(1988); Lovell et al.,

Biochemistry 29:5687-5694(1990); O'brien et al., Experientia.Suppl. 26:249-262(1976)), 클로스트리듐 애

시듀리시(Clostridium  acidurici)  중의  FHS(Whitehead  and  Rabinowitz,  J.  Bacteriol.  167:205-209(1986);

Whitehead  and  Rabinowitz,  J.  Bacteriol.  170:3255-3261(1988)),  및  씨  하이드로게노포르만스  중의

CHY_2385(Wu et al., PLoS Genet. 1:e65(2005))의 유전자 산물에 의해 촉매화된다.

표 32

[0186]

엠 써모아세티카, 이 콜라이 및 씨 하이드로게노포르만스에서, 메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이드롤[0187]

라제 및 메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제는 각각 Moth_1516, folD 및 CHY_1878의 이작용성 유전

자 산물에 의해 수행된다(D'Ari  and  Rabinowitz,  J.  Biol.  Chem.  266:23953-23958(1991);  Pierce  et  al.,

Environ. Microbiol(2008); Wu et al., PLoS Genet. 1:e65(2005)).

표 33

[0188]

나무-엘정달 경로의 메틸 가지의 최종 단계는 메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제에 의해 촉매화된다.  엠[0189]

써모아세티카에서,  상기  효소는  산소-감수성이고  철-황  클러스터를  함유한다(Clark  and  Ljungdahl,  J  Biol

Chem. 259:10845-10849(1984)).  상기 효소는 이 콜라이 중의 matF(Sheppard et al., J. Bacteriol. 181:718-

725(1999)) 및 씨 하이드로게노포르만스 중의 CHY_1233(Wu et al., PLoS Genet. 1:e65(2005))에 의해 암호화된

다.  상기 엠 써모아세티카 유전자 및 그의 씨 하이드로게노포르만스 대응물은 CODH/ACS 유전자 클러스터 부근

에 위치하며 추정적인 하이드로게나제 및 헤테로다이설파이드 리덕타제 유전자에 의해 분리된다.
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표 34

[0190]

이 콜라이는 필요한 형질전환 중 일부에 대한 능력(즉 메테닐테트라하이드로폴레이트 사이클로하이드롤라제, 메[0191]

틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제, 메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타제)을 갖지만, 아세토젠들

로부터의 메틸 가지 효소들은 비-아세토젠들로부터의 효소들보다 현저하게 더 높은(50 내지 100X) 특이 활성을

가질 수도 있는 것으로 생각된다(Morton et al., Genetics and molecular biology of anaerobic bacteria, p.

389-406, Springer Verlag, New York(1992)).  상기 포메이트 데하이드로게나제는 또한 혐기성 조건에 대해 특

이적인 것으로 보인다(Ljungdahl and Andreesen, FEBS Lett. 54:279-282(1975)).  따라서, 이들 각각의 다양한

비-고유 버전들을 메탄올 및 합성가스 이용이 가능한 이 콜라이 균주에서 발현시킨다.  구체적으로, 상기 유전

자들을 클로닝하고 조합으로서 이들을 발현하도록 고안된 발현 벡터에 합체시킨다.  처음에, 높거나 중간 사본

수의 벡터를 선택한다(ColE1 또는 P15A 리플리콘 사용).  사용될 수 있는 하나의 프로모터는 강한 구성 프로모

터,  예를  들어  람다  pL  또는  이의  IPTG-유도성  버전인  pL-lacO이다(Lutz  and  Bujard,  Nucleic  Acids  Res

25:1203-1210(1997)).  인위적인 오페론을 제조하기 위해서, 하나의 5' 말단 프로모터를 상기 유전자 세트의 상

류에 놓고 각 유전자는 공통서열 rbs 요소를 수용한다.  상기 유전자들의 순서는 가능할 때면 언제든지 자연적

인 순서에 근거한다.  최종적으로, 상기 유전자들을 이 콜라이 염색체에 통합시킨다.  효소 분석을 문헌[Clark

and  Ljungdahl,  J  Biol  Chem.  259:10845-10849(1984)];  [Clark  and  Ljungdahl,  Methods  Enzymol.  122:392-

399(1986)]; [D'Ari and Rabinowitz, J. Biol. Chem. 266:23953-23958(1991)]; [de Mata and Rabinowitz, J.

Biol.  Chem.  255:2569-2577(1980)];  [Ljungdahl  and  Andreesen,  Methods  Enzymol.  53:360-372(1978)];

[Lovell  et  al.,  1988  Arch.Microbiol  149:280-285(1988)];  [Yamamoto  et  al.,  J.  Biol.  Chem.  258:1826-

1832(1983)]에 개시된 바와 같이 수행한다.

나무-엘정달 경로의 카보닐 및 메틸 가지 모두를 발현하는 이 콜라이의 균주를 제작한 후에, 이를 CO, CO2 및 H2[0192]

로 이루어진 합성가스를 이용하는 능력, 아세틸-CoA, 세포 매스 및 아이소프로판올 또는 1,4-부탄다이올에의 결

합에 대해 분석한다.  초기 조건은 탄소 및 에너지원으로서 외부 글루코스가 제공된 엄격하게 혐기적으로 증식

된 세포를 사용한다.  한편으로, 또는 글루코스 이외에, 전자 수용체 및 증식 개시제로서 작용하도록 나이트레

이트를 발효 브로쓰에 첨가할 것이다.  지방산(최종적으로 아세틸-CoA로 대사된다) 상에서 이 콜라이의 혐기적

증식이 나이트레이트의 존재 하에서 입증되었다(Campbell et al., Molecular Microbiology 47:793-805(2003)).

산소가 또한 그의 세포 내 수준이 상기 조작된 효소의 임의의 억제 한계 아래에서 유지되는 한 제공될 수 있다.

상기 실험에 적합한 조성의 '합성가스'를 사용한다.  
13
C-표지된 CO 및 CO2를 상기 세포에 제공하고 분석학적 질

량 분광학을 사용하여 아세테이트, 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 1,4-부탄다이올, 및 세포 매스(예

를 들어 단백질 생성 아미노산) 내로 상기 표지된 탄소의 통합을 측정한다.

본 발명을 대사 반응, 그의 반응물 또는 생성물을 일반적으로 참고하거나, 또는 상기 참고한 대사 반응, 반응물[0193]

또는 생성물과 관련된 효소 또는 단백질을 암호화하거나 또는 촉매화하는 하나 이상의 핵산 또는 유전자를 특별

히 참고하여 본 원에 개시한다.  본 원에 달리 특별히 서술하지 않는한, 당해 분야의 숙련가들은 반응에 대한

참고가 또한 상기 반응의 반응물 및 생성물에 대한 참고를 구성함을 이해할 것이다.  유사하게, 본 원에 달리

특별히 서술하지 않는 한, 반응물 또는 생성물에 대한 참고가 또한 상기 반응을 참고하며, 이들 대사 구성성분

들 중 어느 하나에 대한 참고가 또한 상기 참고한 반응, 반응물 또는 생성물에 관련된 단백질 또는 촉매화하는

효소를 암호화하는 유전자 또는 유전자들을 참고한다.  마찬가지로, 널리 공지된 대사 생화학, 효소학 및 게놈

학 분야에 제공된 바와 같이, 유전자 또는 암호화 핵산에 대한 본 발명의 참고는 또한 상기를 촉매화하는 상응

하는 암호화된 효소 및 반응 또는 상기 반응뿐만 아니라 상기 반응의 반응물 및 생성물과 관련된 단백질에 대한

참고를 구성한다.

본 발명의 비-천연 미생물 유기체를, 하나 이상의 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트 또는 1,4-부탄다이[0194]

올 생합성 경로에 관여하는 효소들 또는 단백질들 중 하나 이상을 암호화하는 발현 가능한 핵산을 도입시킴으로
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써 생성시킬 수 있다.  생합성을 위해 선택된 숙주 미생물 유기체에 따라, 특정한 아이소프로판올, 4-하이드록

시부티레이트 또는 1,4-부탄다이올 생합성 경로 중 일부 또는 전부에 대한 핵산을 발현시킬 수 있다.  예를 들

어, 선택된 숙주에 목적하는 생합성 경로에 대한 하나 이상의 효소 또는 단백질이 결핍된 경우, 상기 결핍 효소

또는 단백질에 대해 발현 가능한 핵산을 후속의 외부 발현을 위해 상기 숙주에 도입시킨다.  한편으로, 상기 선

택된 숙주가 일부 경로 유전자들의 내생 발현을 나타내지만 다른 것들은 결핍된 경우, 아이소프로판올, 4-하이

드록시부티레이트 또는 1,4-부탄다이올 생합성을 성취하기 위해서는 상기 결핍 효소 또는 단백질에 대한 암호화

핵산이 필요하다.  따라서, 본 발명의 비-천연 미생물 유기체를, 목적하는 생합성 경로를 획득하기 위한 외래

효소 또는 단백질 활성을 도입시킴으로써 생성시키거나, 또는 목적하는 생합성 경로를, 하나 이상의 내생 효소

또는 단백질과 함께, 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 등의 목적하는 생성물을

생성시키는 하나 이상의 외래 효소 또는 단백질 활성을 도입시킴으로써 획득할 수 있다.

선택된 숙주 미생물 유기체의 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생합성 경로 구성[0195]

성분에 따라, 본 발명의 비-천연 미생물 유기체는 하나 이상의 외부적으로 발현된 아이소프로판올, 4-하이드록

시부티레이트,  또는  1,4-부탄다이올  경로-암호화  핵산  및  하나  이상의  아이소프로판올,

4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생합성 경로에 대한 모든 암호화 핵산들까지 포함할 것이다.  예

를 들어 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생합성을 상응하는 암호화 핵산의 외부

발현을 통해 경로 효소 또는 단백질이 결핍된 숙주에서 확립시킬 수 있다.  아이소프로판올, 4-하이드록시부티

레이트, 또는 1,4-부탄다이올 경로의 모든 효소 또는 단백질이 결핍된 숙주에서, 상기 숙주가 상기 경로 효소

또는 단백질 중 하나 이상을 함유한다 하더라도 상기 경로의 모든 효소 또는 단백질을 발현시킬 수 있음을 알지

만, 상기 경로 중의 모든 효소 또는 단백질의 외부 발현을 포함시킬 수 있다.  예를 들어, 아이소프로판올, 4-

하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생성 경로 중의 모든 효소 또는 단백질의 외부 발현을 포함시킬 수

있다.

본 발명에 제공된 교시 및 지침에 따라, 당해 분야의 숙련가들은 발현 가능한 형태로 도입되는 암호화 핵산의[0196]

수가 최소한 상기 선택된 숙주 미생물 유기체의 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올

경로 결핍에 필적함을 알 것이다.  따라서, 본 발명의 비-천연 미생물 유기체는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 내지 본 발명에 개시된 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다

이올  생합성  경로를  구성하는  효소  또는  단백질을  암호화하는  모든  핵산들을  가질  수  있다.   일부

실시태양에서, 상기 비-천연 미생물 유기체는 또한 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다

이올 생합성을 촉진 또는 최적화하거나 상기 숙주 미생물 유기체에 다른 유용한 작용들을 부여하는 다른 유전자

변형을 포함할 수 있다.  하나의 상기와 같은 다른 작용성은 예를 들어 아세틸-CoA와 같은 아이소프로판올, 4-

하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 경로 전구체 중 하나 이상의 합성의 증대를 포함할 수 있다.

일반적으로, 숙주 미생물 유기체를 상기 유기체가 자연적으로 생성된 분자로서, 또는 목적하는 전구체의 드 노[0197]

보 생산 또는 상기 숙주 미생물 유기체에 의해 자연적으로 생산된 전구체의 증가된 생산을 제공하는 조작된 생

성물로서 상기 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 경로의 전구체를 생산하도록 선

택한다.  예를 들어, 아세틸-CoA는 이 콜라이와 같은 숙주 유기체에서 자연적으로 생산된다.  숙주 유기체를 본

발명에 개시된 바와 같이, 전구체의 생산을 증가시키도록 조작할 수 있다.  또한, 목적하는 전구체를 생산하도

록 조작된 미생물 유기체를 숙주 유기체로서 사용하고 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄

다이올 경로의 효소 또는 단백질을 발현하도록 추가로 조작할 수 있다.

일부 실시태양에서, 본 발명의 비-천연 미생물 유기체는 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부[0198]

탄다이올을 생합성하는 효소적 능력을 함유하는 숙주로부터 생성된다.  상기 특정한 실시태양에서, 아이소프로

판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 경로 생성물의 합성 또는 축적을 증가시켜, 예를 들어 아

이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 경로 반응을 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레

이트, 또는 1,4-부탄다이올 생성을 향해 몰아가는 것이 유용할 수 있다.  증가된 합성 또는 축적은 예를 들어

상술한 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 경로 효소 또는 단백질 중 하나 이상을

암호화하는 핵산의 과발현에 의해 수행될 수 있다.  상기 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-

부탄다이올 경로의 효소 또는 효소들 및/또는 단백질 또는 단백질들의 과발현은 예를 들어 내생 유전자 또는 유

전자들의 외부 발현을 통해서 또는 이종 유전자 또는 유전자들의 외부 발현을 통해 일어날 수 있다.  따라서,

천연 유기체를, 예를 들어 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 내지 아이소프로판올, 4-

하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생합성 경로 효소 또는 단백질을 암호화하는 모든 핵산들의 과발현

을 통해, 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올을 생산하는 본 발명의 비-천연 미생물
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유기체로 쉽게 생성시킬 수 있다.  또한, 비-천연 유기체를, 상기 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또

는 1,4-부탄다이올 생합성 경로에서 효소의 활성을 증가시키는 내생 유전자의 돌연변이에 의해 생성시킬 수 있

다.

특히 유용한 실시태양에서, 상기 암호화 핵산의 외부 발현을 사용한다.  외부 발현은 발현 및/또는 조절 요소를[0199]

주문에 따라 변경하는 능력을 상기 숙주 및 출원인에 부여하여 사용자에 의해 조절되는 목적하는 발현 수준을

성취한다.  그러나, 내생적인 발현을 또한 예를 들어 음의 조절 효과기의 제거 또는 유도성 프로모터 또는 다른

조절 요소에 결합 시 상기 유전자의 프로모터의 유도에 의해서 다른 실시태양에서 사용할 수 있다.  따라서, 천

연의 유도성 프로모터를 갖는 내생 유전자를 적합한 유도제의 제공에 의해 상향 조절하거나, 또는 내생 유전자

의 조절 부위를 유도성 조절 요소를 통합하도록 조작하여 목적하는 시기에 내생 유전자의 증가된 발현의 조절을

허용할 수 있다.  유사하게, 유도성 프로모터는 비-천연 미생물 유기체 내로 도입된 외래 유전자의 조절 요소로

서 포함될 수 있다.

본 발명의 방법에서, 상기 하나 이상의 외래 핵산들 중 어느 하나를 미생물 유기체에 도입하여 본 발명의 비-천[0200]

연 미생물 유기체를 생성시킬 수 있음은 물론이다.  상기 핵산을 예를 들어 상기 미생물 유기체 상으로 아이소

프로판올,  4-하이드록시부티레이트,  또는  1,4-부탄다이올  생합성  경로를  부여하도록  도입할  수  있다.

한편으로, 암호화 핵산을 도입하여 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생합성 능력

을 부여하기에 필요한 반응들 중 일부를 촉매화하는 생합성 능력을 갖는 중간 미생물 유기체를 생성시킬 수 있

다.  예를 들어, 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생합성 경로를 갖는 비-천연

미생물 유기체는 목적하는 효소 또는 단백질을 암호화하는 2 개 이상의 외래 핵산을 포함할 수 있다.  따라서,

생합성 경로의 2 개 이상의 효소 또는 단백질의 임의의 조합을 본 발명의 비-천연 미생물 유기체에 포함시킬 수

있음은 물론이다.  유사하게, 생합성 경로의 3 개 이상의 효소 또는 단백질의 임의의 조합을, 경우에 따라, 상

기 목적하는 생합성 경로의 효소 및/또는 단백질의 조합이 상응하는 목적하는 생성물을 생성하는 한 본 발명의

비-천연 미생물 유기체 중에 포함시킬 수 있음은 물론이다.  유사하게, 본 발명에 개시된 바와 같은 생합성 경

로의 4 개 이상의 효소 또는 단백질의 임의의 조합을, 경우에 따라, 상기 목적하는 생합성 경로의 효소 및/또는

단백질의 조합이 상응하는 목적하는 생성물을 생성하는 한 본 발명의 비-천연 미생물 유기체 중에 포함시킬 수

있다.

본 발명에 개시된 바와 같은 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 생합성 이외에,[0201]

본 발명의 비-천연 미생물 유기체 및 방법들을 또한 서로 및 당해 분야에 널리 공지된 다른 미생물 유기체 및

방법과 다양한 조합으로 사용하여 다른 경로들에 의해 생성물 생합성을 성취할 수 있다.  예를 들어, 상기 아이

소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생산자의 사용 외에 아이소프로판올, 4-하이드록시

부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올을 생성시키는 하나의 대안은 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는

1,4-부탄다이올 경로 중간체를 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올로 전환시킬 수

있는 또 다른 미생물 유기체의 첨가를 통해서이다.  하나의 상기와 같은 과정은 예를 들어 아이소프로판올, 4-

하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 경로 중간체를 생산하는 미생물 유기체의 발효를 포함한다.  이어

서 상기 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 경로 중간체를, 상기 아이소프로판올,

4-하이드록시부티레이트,  또는 1,4-부탄다이올 경로 중간체를 아이소프로판올,  4-하이드록시부티레이트,  또는

1,4-부탄다이올로 전환시키는 두 번째 미생물 유기체에 대한 기질로서 사용할 수 있다.  상기 아이소프로판올,

4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 경로 중간체를 상기 두 번째 유기체의 또 다른 배양물에 직접 가

하거나, 또는 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 경로 중간체 생산자의 원 배양물

을 예를 들어 세포 분리에 의해 상기 미생물 유기체로부터 빼앗을 수 있으며, 이어서 발효 브로쓰에 상기 두 번

째 유기체를 후속 첨가하여 중간체 정제 단계 없이 최종 생성물을 생성시킬 수 있다.

다른 실시태양에서, 본 발명의 비-천연 미생물 유기체 및 방법을 광범위하게 다양한 하위 경로들에서 조합하여[0202]

예를 들어 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 생합성을 성취할 수 있다.  이들

실시태양에서, 본 발명의 목적하는 생성물에 대한 생합성 경로들을 상이한 미생물 유기체들로 분리시킬 수 있으

며, 상기 상이한 미생물 유기체들을 함께 배양하여 최종 생성물을 생성시킬 수 있다.  상기와 같은 생합성 설계

에서, 하나의 미생물 유기체의 산물은 최종 생성물이 합성될 때까지 두 번째 미생물 유기체에 대한 기질이다.

예를 들어 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 생합성을, 하나의 경로 중간체를

또 다른 경로 중간체 또는 생성물로 전환시키기 위한 생합성 경로를 함유하는 미생물 유기체를 제작함으로써 성

취할 수 있다.  한편으로, 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올을 또한 동일한 용기

에서 2 개의 유기체를 사용하는 공동 배양 또는 공동 발효를 통해 미생물 유기체로부터 생합성에 의해 생성시킬
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수 있으며, 이때 상기 첫 번째 미생물 유기체는 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올

중간체를  생산하고  두  번째  미생물  유기체는  상기  중간체를  아이소프로판올,  4-하이드록시부티레이트,  또는

1,4-부탄다이올로 전환시킨다.

본 발명에 제공된 교시 및 지침에 따라, 당해 분야의 숙련가들은 광범위하게 다양한 조합 및 변경이, 다른 미생[0203]

물 유기체, 하위경로를 갖는 다른 비-천연 미생물 유기체의 공동 배양 및 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레

이트, 또는 1,4-부탄다이올을 생성시키는 것으로 당해 분야에 널리 공지된 다른 화학적 및/또는 생화학적 과정

의 조합과 함께 본 발명의 비-천연 미생물 유기체 및 방법에 대해서 존재함을 알 것이다.

아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 경로 효소 또는 단백질에 대한 암호화 핵산의[0204]

공급원은 예를 들어 상기 암호화된 유전자 산물이 기준 반응을 촉매화할 수 있는 임의의 종을 포함할 수 있다.

상기와 같은 종은 원핵 및 진핵 유기체 모두, 예를 들어 비 제한적으로 세균, 예를 들어 고세균 및 진정세균,

및 진핵생물, 예를 들어 효모, 식물, 곤충, 동물, 및 인간을 포함한 포유동물을 포함한다.  상기와 같은 공급원

에 대해 예시적인 종은 예를 들어 에스케리키아 콜라이뿐만 아니라 본 발명에 개시되거나 상응하는 유전자에 대

한 공급원 유기체로서 이용될 수 있는 다른 예시적인 종들을 포함한다.  그러나, 395 개의 미생물 게놈 및 여러

가지 효모, 진균, 식물 및 포유동물 게놈을 포함하여, 현재 550 개 초과의 종들에 대해 입수할 수 있는(NCBI 등

의 공개 데이터베이스 상에서 입수할 수 있는 것들 중 절반을 초과하는) 완전한 게놈 서열과 함께, 예를 들어

공지된 유전자의 상동성, 이종 상동성, 유사 및 비 이종 상동성 유전자 치환, 및 유기체들 간의 유전자 변경의

교환을 포함하여, 관련되거나 먼 종의 하나 이상의 유전자에 필요한 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트,

또는 1,4-부탄다이올 생합성 활성을 암호화하는 유전자의 동정은 통상적이며 당해 분야에 널리 공지되어 있다.

따라서, 이 콜라이 등의 특정 유기체와 관련하여 본 발명에 개시된 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트,

또는 1,4-부탄다이올의 생합성을 가능하게 하는 대사적 변경을 원핵 및 진핵 유기체를 포함하여 다른 미생물에

도 똑같이 쉽게 적용할 수 있다.  본 발명에 제공된 교시 및 지침에 따라, 당해 분야의 숙련가들은 하나의 유기

체에 예시된 대사 변경을 다른 유기체에도 똑같이 적용할 수 있음을 알 것이다.

일부의 경우, 예를 들어 또 다른 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생합성 경로가[0205]

관련되지 않은 종들 중에 존재하는 경우, 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생합

성은, 예를 들어 기준 반응을 대체하기 위해서 유사하지만 동일하지는 않은 대사 반응을 촉매화하는 관련되지

않은 종들로부터의 유사체 또는 유사체들의 외부 발현에 의해 숙주 종들 상에 부여될 수 있다.  대사 네트워크

중의 몇몇 차이가 상이한 유기체들 간에 존재하므로, 당해 분야의 숙련가들은 상이한 유기체들 간의 실제 유전

자 사용이 상이할 수도 있음을 알 것이다.  그러나, 본 발명에 제공된 교시 및 지침에 따라, 당해 분야의 숙련

가들은 또한 본 발명의 교시 및 방법을 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올을 합성

하는 관심 종들 중의 미생물 유기체를 제작하기 위해 본 발명에 예시된 것들에 대한 동일 기원의 대사적 변경을

사용하여 모든 미생물 유기체에 적용할 수 있음을 알 것이다.

숙주 미생물 유기체를 예를 들어 세균, 효모, 진균, 또는 발효 과정에 적용할 수 있는 다양한 다른 미생물들 중[0206]

어느 하나 중에서 선택할 수 있으며, 이 중에서 비-천연 미생물 유기체를 생성시킬 수 있다.  예시적인 세균으

로는 에스케리키아 콜라이, 클렙시엘라 옥시토카(Klebsiella oxytoca), 안아에로비오스피릴룸 숙시니시프로듀센

스(Anaerobiospirillum succiniciproducens), 액티노바실러스 숙시노제네스(Actinobacillus succinogenes), 만

헤이미아 숙시니시프로듀센스(Mannheimia succiniciproducens), 리조븀 에틀리(Rhizobium etli), 바실러스 서

브틸리스(Bacillus subtilis), 코리네박테리움 글루타미쿰(Corynebacterium glutamicum), 글루코노박터 옥시단

스(Gluconobacter  oxydans),  자이모모나스  모빌리스(Zymomonas  mobilis),  락토코커스  락티스(Lactococcus

lactis),  락토바실러스  플란타룸(Lactobacillus  plantarum),  스트렙토마이세스  코엘리콜로(Streptomyces

coelicolor), 클로스트리듐 아세토부틸리쿰, 슈도모나스 플루오레센스, 및 슈도모나스 푸티다 중에서 선택된 종

들이  있다.   예시적인  효모  또는  진균으로는  사카로마이세스  세레비지아에,  시조사카로마이세스  폼베

(Schizosaccharomyces pombe), 클루이베로마이세스 락티스(Kluyveromyces lactis), 클루이베로마이세스 마르시

아누스(marxianus), 아스퍼질루스 테레우스(Aspergillus terreus), 아스퍼질루스 니거(niger) 및 피키아 파스

토리스(Pichia pastoris)가 있다.  이 콜라이가 특히 유용한 숙주 유기체인데, 그 이유는 상기 미생물이 유전

공학에 적합한 잘 특성화된 미생물 유기체이기 때문이다.  다른 특히 유용한 숙주 유기체들로는 사카로마이세스

세레비지아에 등의 효모가 있다.

비-천연 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올-생산 숙주를 제작하고 이의 발현 수준[0207]

을 시험하기 위한 방법을 예를 들어 당해 분야에 널리 공지된 재조합 및 검출 방법에 의해 수행할 수 있다.  상

기와 같은 방법을 예를 들어 문헌[Sambrook  et  al.,  Molecular  Cloning:  A  Laboratory  Manual,  Third  Ed.,
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Cold  Spring  Harbor  Laboratory,  New  York(2001)]  및  [Ausubel  et  al.,  Current  Protocols  in  Molecular

Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, MD(1999)]에서 찾을 수 있다.

아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 생산 경로에 관여하는 외래 핵산 서열을 당해[0208]

분야에 널리 공지된 기법, 예를 들어 비 제한적으로 접합, 일렉트로포레이션, 화학적 형질전환, 형질도입, 형질

감염, 및 초음파 형질변환을 사용하여 숙주 세포에 안정하게 또는 일시적으로 도입시킬 수 있다.  이 콜라이 또

는 다른 원핵 세포에서 외부 발현을 위해, 상기 유전자 중의 일부 핵산 서열 또는 진핵생물 핵산의 cDNA는 N-말

단 미토콘드리아와 같은 표적 신호 또는 다른 표적 신호(경우에 따라 원핵 숙주 세포 내로 형질전환 전에 제거

될 수 있다)를 암호화할 수 있다.  예를 들어, 미토콘드리아 선도 서열의 제거는 이 콜라이에서 발현의 증가를

유도하였다(Hoffmeister et al., J. Biol. Chem. 280:4329-4338(2005)).  효모 또는 다른 진핵 세포에서의 외

부 발현을 위해, 유전자를 선도 서열의 첨가 없이 시토솔에서 발현시키거나, 또는 숙주 세포에 적합한 미토콘드

리아 표적화 또는 분비 신호와 같은 적합한 표적화 서열의 첨가에 의해 미토콘드리아 또는 다른 세포소기관을

표적화하거나 또는 분비를 표적화할 수 있다.  따라서, 표적화 서열을 제거하거나 포함시키기 위한 핵산 서열의

적합한 변경을 외래 핵산 서열에 통합시켜 바람직한 성질들을 제공할 수 있음은 물론이다.  더욱 또한, 유전자

들을 당해 분야에 널리 공지된 기법에 의해 코돈 최적화시켜 상기 단백질의 최적화된 발현을 성취할 수 있다.

발현 벡터 또는 벡터들을, 숙주 유기체에서 작용성인 발현 조절 서열에 작동적으로 결합된 본 발명에 예시된 바[0209]

와 같은 하나 이상의 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생합성 경로 암호화 핵산

을 포함하도록 제작할 수 있다.  본 발명의 미생물 숙주 유기체에 사용하기 위해 적용할 수 있는 발현 벡터로는

예를 들어 플라스미드, 파지 벡터, 바이러스 벡터, 에피솜, 및 숙주 염색체 내로의 안정한 통합을 위해 작동할

수 있는 벡터 및 선택 서열 또는 마커를 포함하는 인공 염색체가 있다.  또한, 상기 발현 벡터는 하나 이상의

선택성 마커 유전자 및 적합한 발현 조절 서열을 포함할 수 있다.  예를 들어 항생제 또는 독소에 대한 내성,

보충적인 독립영양 결핍을 제공하거나, 또는 배양 배지 중에 없는 한계 영양분을 공급하는 선택성 마커 유전자

를 추가로 포함시킬 수 있다.  발현 조절 서열은 당해 분야에 널리 공지된 구성 및 유도성 프로모터, 전사 향상

물질, 전사 종결자 등을 포함할 수 있다.  2 개 이상의 외래 암호화 핵산을 함께 발현시켜야 하는 경우, 상기

두 핵산을 모두, 예를 들어 단일 발현 벡터에 또는 별도의 발현 벡터들에 삽입할 수 있다.  단일 벡터 발현의

경우,  상기 암호화 핵산을 하나의 공통 발현 조절 서열에 작동적으로 결합시키거나 또는 상이한 발현 조절

서열, 예를 들어 하나의 유도성 프로모터 및 하나의 구성 프로모터에 결합시킬 수 있다.  대사 또는 합성 경로

에 관여하는 외래 핵산 서열의 형질전환을 당해 분야에 널리 공지된 방법을 사용하여 확인할 수 있다.  상기와

같은 방법은 예를 들어 mRNA의 노던 블럿 또는 폴리머라제 쇄 반응(PCR) 증폭, 또는 유전자 산물의 발현을 위한

면역블럿팅, 또는 도입된 핵산 서열 또는 그의 상응하는 유전자 산물의 발현을 시험하기 위한 다른 적합한 분석

방법과 같은 핵산 분석을 포함한다.  당해 분야의 숙련가들은 외래 핵산이 목적하는 생성물의 생성에 충분한 양

으로 발현됨을 알고, 발현 수준을 당해 분야에 널리 공지되고 본 발명에 개시된 바와 같은 방법을 사용하여 충

분한 발현을 획득하기 위해 최적화할 수 있음을 또한 안다.

본 발명은 아이소프로판올 경로를 갖는 비-천연 미생물 유기체를 배양함을 포함하는 아이소프로판올의 제조 방[0210]

법을 제공한다.  상기 경로는 아이소프로판올을 생성시키기에 충분한 시간 동안 상기 생성 조건 하에서 아이소

프로판올을 생성시키기에 충분한 양으로 발현된 아이소프로판올 경로 효소를 암호화하는 하나 이상의 외래 핵산

을 포함한다.  상기 아이소프로판올 경로는 아세토아세틸-CoA 티올라제, 아세토아세틸-CoA:아세테이트:CoA 트랜

스퍼라제, 아세토아세테이트 데카복실라제, 및 아이소프로판올 데하이드로게나제를 포함한다.  또 다른 아이소

프로판올 경로는 숙시닐-CoA:3-케토산 CoA  트랜스퍼라제, 아세토아세테이트 데카복실라제, 및 아이소프로판올

데하이드로게나제를 포함한다.

유기체가  메탄올  메틸트랜스퍼라제를  갖는  실시태양에서,  (1)  메탄올  및  CO,  (2)  메탄올,  CO2  및  H2,  (3)[0211]

메탄올, CO, CO2 및 H2, (4) 메탄올, 및 CO 및 H2를 포함하는 합성가스, 및 (5) 메탄올, 및 CO, CO2 및 H2를 포

함하는 합성가스 등의 공급원료를 이용하는 배양을 수행할 수 있다.

유기체가 포메이트 데하이드로게나제, 포밀테트라하이드로폴레이트 신시타제, 메테닐테트라하이드로폴레이트 사[0212]

이클로하이드롤라제, 메틸렌테트라하이드로폴레이트 데하이드로게나제, 및 메틸렌테트라하이드로폴레이트 리덕타

제를 갖는 실시태양에서, 상기 유기체는 (1) CO, (2) CO2 및 H2, (3) CO 및 CO2, (4) CO 및 H2를 포함하는 합성

가스, 및 (5) CO, CO2 및 H2를 포함하는 합성가스와 같은 공급원료를 이용할 수 있다.

유사하게, 4-하이드록시부티레이트 또는 1,4-부탄다이올을 또한 상기 본 발명에 개시된 바와 같이 적합한 유기[0213]
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체를 배양함으로써 생성시킬 수 있다.

아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 생성을 시험하기에 적합한 정제 및/또는 분석[0214]

을 널리 공지된 방법을 사용하여 수행할 수 있다.  시험하려는 각각의 조작된 균주에 대해 삼중 배양물과 같은

적합한 복제물을 증식시켰다.  예를 들어, 상기 조작된 생산 숙주 중의 생성물 및 부산물 형성을 모니터할 수

있다.  최종 생성물 및 중간체, 및 다른 유기 화합물을 당해 분야에 널리 공지된 통상적인 과정을 사용하여

HPLC(고성능 액체 크로마토그래피), GC-MS(기체 크로마토그래피-질량 분광분석법) 및 LC-MS(액체 크로마토그래

피-질량 분광분석법) 또는 다른 적합한 분석 방법 등의 방법에 의해 분석할 수 있다.  발효 브로쓰 중의 생성물

의 방출을 또한 배양 상등액을 사용하여 시험할 수 있다.  부산물 및 잔류 글루코스를, 예를 들어 글루코스 및

알콜의  경우  굴절률  검출기,  및  유기산의  경우  UV  검출기(Lin  et  al.,  Biotechnol.  Bioeng.  90:775-

779(2005))를 사용하는 HPLC, 또는 당해 분야에 널리 공지된 다른 적합한 분석 및 검출 방법에 의해 정량분석할

수 있다.  상기 외래 DNA 서열로부터 개별적인 효소 또는 단백질 활성을 또한 당해 분야에 널리 공지된 방법을

사용하여 분석할 수 있다(예를 들어 WO/2008/115840 및 문헌[Hanai et al., Appl Environ Microbiol 73:7814-

7818(2007)]을 참조하시오).

상기 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올을 당해 분야에 널리 공지된 다양한 방법들[0215]

을 사용하여 상기 배양물 중의 다른 성분들로부터 분리시킬 수 있다.  상기와 같은 분리 방법으로는 예를 들어

추출  과정뿐만  아니라  연속적인  액체-액체  추출,  투석증발,  막  여과,  막  분리,  역삼투,  전기투석,  증류,

결정화, 원심분리, 추출 여과, 이온 교환 크로마토그래피, 크기 배제 크로마토그래피, 흡착 크로마토그래피, 및

한외여과를 포함하는 방법이 있다.  상기 방법들은 모두 당해 분야에 널리 공지되어 있다.

본 발명에 개시된 비-천연 미생물 유기체들 중 어느 하나를 배양하여 본 발명의 생합성 생성물을 생성 및/또는[0216]

분비시킬 수 있다.  예를 들어, 상기 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생산자를

아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 생합성 생성을 위해 배양할 수 있다.

상기 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 생성을 위해서, 재조합 균주를 탄소원[0217]

및 다른 필수 영양소를 갖는 배지에서 배양한다.  전체 공정의 비용을 줄이기 위해서 발효기에 혐기 조건을 유

지시키는 것이 매우 바람직하다.  상기와 같은 조건은 예를 들어 먼저 상기 배지에 질소를 살포하고 이어서 상

기 플라스크를 격막 및 크림프-캡으로 밀봉함으로써 획득될 수 있다.  증식이 혐기적으로 관찰되지 않는 균주의

경우, 상기 격막을 제한 통기를 위해 작은 구멍으로 천공시킴으로써 미세호기성 조건을 적용할 수 있다.  예시

적인 혐기 조건들은 앞서 개시되었으며 당해 분야에 널리 공지되어 있다.  예시적인 호기 및 혐기 조건들이 예

를 들어 2007년 8월 10일자로 출원된 미국 특허 출원 제 11/891,602 호에 개시되어 있다.  발효를 본 발명에 개

시된 바와 같이 배치식, 첨가식, 또는 연속적인 방식으로 수행할 수 있다.

경우에 따라, 상기 배지의 pH를, 상기 배양 배지를 목적하는 pH에서 유지시키는 것이 필요할 때, 염기, 예를 들[0218]

어 NaOH 또는 다른 염기, 또는 산의 첨가에 의해, 목적하는 pH, 특히 중성 pH, 예를 들어 7 부근의 pH에서 유지

시킬 수 있다.  증식률을 분광광도계(600 ㎚)를 사용하여 광학 밀도를 측정함으로써 측정하고, 글루코스 흡수율

을 시간에 따른 탄소원 고갈을 모니터하여 측정할 수 있다.

상기 예시된 것들과 같은 재생 공급원료 이외에,  본  발명의 아이소프로판올,  4-하이드록시부티레이트,  또는[0219]

1,4-부탄다이올 미생물 유기체를 또한 그의 탄소원으로서 합성가스상에서 증식시키기 위해 변형시킬 수 있다.

본 특정 실시태양에서, 하나 이상의 단백질 또는 효소를 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부

탄다이올 생산 유기체에서 합성가스 또는 다른 기상 탄소원의 이용을 위한 대사 경로를 제공하도록 발현시킨다.

본 발명의 유기체를 증식 원으로서 합성가스 및/또는 메탄올을 이용하도록 디자인하지만, 상기 유기체는 또한[0220]

예를 들어 상기 비-천연 미생물에게 탄소원을 공급할 수 있는 임의의 탄수화물 공급원을 이용할 수 있다.  상기

와 같은 공급원으로는 예를 들어 당, 예를 들어 글루코스, 자일로스, 아라비노스, 갈락토스, 만노스, 프럭토스

및 전분이 있다.  탄수화물의 다른 공급원은 예를 들어 재생 공급원료 및 바이오매스를 포함한다.  본 발명의

방법에서 공급원료로서 사용될 수 있는 바이오매스의 예시적인 유형으로는 셀룰로스 바이오매스, 헤미셀룰로스

바이오매스 및 리그닌 공급원료 또는 공급원료의 일부가 있다.  상기와 같은 바이오매스 공급원료는 예를 들어

탄소원으로서 유용한 탄수화물 기질, 예를 들어 글루코스, 자일로스, 아라비노스, 갈락토스, 만노스, 프럭토스

및 전분을 포함한다.  본 발명에 제공된 교시 및 지침에 따라, 당해 분야의 숙련가들은 상기 예시된 것들 외의

재생 공급원료 및 바이오매스를 또한 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 생산을

위해 본 발명의 미생물 유기체를 배양하는데 사용할 수 있다.
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따라서, 본 발명에 제공된 교시 및 지침에 따라, 당해 분야의 숙련가들은 CO 및/또는 CO2 등의 탄소원 상에서[0221]

증식 시 본 발명의 생합성된 화합물을 분비하는 비-천연 미생물 유기체를 생성시킬 수 있음을 알 것이다.  상기

와 같은 화합물은 예를 들어 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올, 및 아이소프로판

올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 경로 중의 중간 대사산물들 중 어느 하나를 포함한다.  필요

한 것은 오직, 예를 들어 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생합성 경로 중 일부

또는 전부를 포함하여, 목적하는 화합물 또는 중간체의 생합성을 성취하도록 상기 필요한 효소 또는 단백질 활

성들 중 하나 이상을 조작하는 것이다.  따라서, 본 발명은 탄수화물 또는 다른 탄소원 상에서 증식 시 아이소

프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올을 생산 및/또는 분비하고 탄수화물 또는 다른 탄소원

상에서 증식 시 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 중에 나타난 중간 대사산물들

중 어느 하나를 생산 및/또는 분비하는 비-천연 미생물 유기체를 제공한다.  본 발명의 아이소프로판올, 4-하이

드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생산 미생물 유기체는 중간체, 예를 들어 아세틸-CoA로부터 합성을 개

시시킬 수 있다.

본 발명의 비-천연 미생물 유기체를 본 발명에 예시된 바와 같이 당해 분야에 널리 공지된 방법들을 사용하여[0222]

제조하여 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올을 생성시키기에 충분한 양으로 아이소

프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 경로 효소 또는 단백질을 암호화하는 하나 이상의 핵

산을 외부적으로 발현시킨다.  본 발명의 미생물 유기체를 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-

부탄다이올을 생성시키기에 충분한 조건 하에서 배양함은 물론이다.  본 발명에 제공된 교시 및 지침에 따라,

본 발명의 비-천연 미생물 유기체는 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 생합성을

성취하여 약 0.1 내지 2000 mM 이상의 세포 내 농도를 생성시킬 수 있다.  일반적으로, 아이소프로판올, 4-하이

드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 세포 내 농도는 약 3 내지 1800 mM, 특히 약 5 내지 1700 mM, 및 보

다 특히 약 8 내지 1600 mM, 예를 들어 약 100 mM, 200 mM, 500 mM, 800 mM 이상이다.  이들 전형적인 범위들

사이 및 그 이상의 세포 내 농도를 또한 본 발명의 비-천연 미생물 유기체로부터 성취할 수 있다.

일부 실시태양에서, 배양 조건은 혐기성 또는 실질적으로 혐기성 증식 또는 유지 조건을 포함한다.  예시적인[0223]

혐기성 조건은 앞서 개시되었으며 당해 분야에 널리 공지되어 있다.  발효 공정에 예시적인 혐기성 조건은 본

발명에 개시되어 있으며 예를 들어 2007년 8월 10일자로 출원된 미국 특허 출원 제 11/891,602 호에 개시되어

있다.  이들 조건 중 어느 하나를 상기 비-천연 미생물 유기체뿐만 아니라 당해 분야에 널리 공지된 다른 혐기

성 조건들과 함께 사용할 수 있다.  상기와 같은 혐기성 조건 하에서, 상기 아이소프로판올, 4-하이드록시부티

레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생산자는 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올을 5 내

지 10 mM 이상의 세포 내 농도뿐만 아니라 본 발명에 예시된 모든 다른 농도로 합성할 수 있다.  상기 설명이

세포 내 농도를 언급하지만, 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생산 미생물 유기

체가 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올을 세포 내에서 생산하고/하거나 상기 생성

물을 배양 배지에 분비할 수 있음은 물론이다.

상기 배양 조건은 예를 들어 액체 배양 과정뿐만 아니라 발효 및 다른 대규모 배양 과정을 포함할 수 있다.  본[0224]

발명에 개시된 바와 같이, 본 발명의 생합성 생성물들의 특히 유용한 수율을 혐기성 또는 실질적으로 혐기성인

배양 조건 하에서 획득할 수 있다.

본 발명에 개시된 바와 같이, 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 생합성을 성취[0225]

하기 위한 하나의 예시적인 증식 조건은 혐기성 배양 또는 발효 조건을 포함한다.  몇몇 실시태양에서, 본 발명

의 비-천연 미생물 유기체를 혐기성 또는 실질적으로 혐기성인 조건 하에서 기르거나, 배양하거나 발효시킬 수

있다.  간단히, 혐기성 조건은 산소가 없는 환경을 지칭한다.  실질적으로 혐기성인 조건은 예를 들어 배지 중

의 용존 산소 농도가 0 내지 10%의 포화를 유지하도록 하는 배양, 배치 발효 또는 연속 발효를 포함한다.  실질

적으로 혐기성인 조건은 또한 1% 미만의 산소 분위기로 유지되는 밀폐된 챔버 내의 액체 배지 중에서 또는 고체

아가 상에서 세포를 증식시키거나 방치시킴을 포함한다.  상기 산소 퍼센트를 예를 들어 상기 배양물에 N2/CO2

혼합물 또는 다른 적합한 비-산소 기체 또는 기체들을 살포함으로써 유지시킬 수 있다.

본 발명에 개시된 배양 조건을 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 제조를 위해[0226]

규모 확대하고 연속적으로 증대시킬 수 있다.  예시적인 증식 과정은 예를 들어 첨가식(fed-batch) 발효 및 배

치식 분리; 첨가식 발효 및 연속 분리, 또는 연속 발효 및 연속 분리를 포함한다.  이들 공정은 모두 당해 분야

에 널리 공지되어 있다.  발효 과정은 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 상업적

인 양의 생합성 생산에 특히 유용하다.  일반적으로, 비-연속적인 배양 과정을 사용하는 경우와 같이, 아이소프
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로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 연속 및/또는 거의 연속 생산은 지수 증식기를 유지시

키고/시키거나 거의 유지시키기에 충분한 영양소 및 배지 중에서 본 발명의 비-천연 아이소프로판올, 4-하이드

록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생산 유기체를 배양함을 포함할 것이다.  상기와 같은 조건 하에서의 연

속 배양은 예를 들어 1 일, 2, 3, 4, 5, 6 또는 7 일 이상을 포함할 수 있다.  또한, 연속 배양은 1 주, 2, 3,

4, 또는 5 주 이상 수 개월 이하를 포함할 수 있다.  한편으로, 본 발명의 유기체를 특정 용도에 적합한 경우

수 시간 동안 배양할 수 있다.  상기 연속 및/또는 거의 연속 배양 조건은 또한 이들 예시적인 기간들 사이의

모든 시간 간격을 포함할 수 있음은 물론이다.  본 발명의 미생물 유기체의 배양 시간이 원하는 목적에 충분한

양의 생성물을 생성시키기에 충분한 시간 동안임은 또한 물론이다.

발효 과정은 당해 분야에 널리 공지되어 있다.  간단히, 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부[0227]

탄다이올의 생합성 생산을 위한 발효를 예를 들어 첨가식 발효 및 배치식 분리; 첨가식 발효 및 연속 분리, 또

는 연속 발효 및 연속 분리에 사용할 수 있다.  배치식 및 연속식 발효 과정의 예는 당해 분야에 널리 공지되어

있다.

상당량의 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 연속적인 생산을 위한 본 발명의 아[0228]

이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생산자를 사용하는 상기 발효 과정 이외에, 상기

아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올 생산자에 또한 예를 들어 화학 합성 과정을 동

시에 가하여 상기 생성물을 다른 화합물로 전환시키거나 또는 상기 생성물을 상기 발효 배양물로부터 분리시키

고 경우에 따라 후속적으로 화학적 전환을 수행하여 상기 생성물을 다른 화합물로 전환시킬 수 있다.

합성가스 발효에 중요한 공정 고려사항들은 높은 바이오매스 농도 및 양호한 기체-액체 물질 이동이다(Bredwell[0229]

et al., Biotechnol Prog. 15:834-844(1999)).  수중 CO 용해도는 산소의 용해도보다 다소 적다.  연속적으로

기체-살포된 발효를 질량 분광측정 및 주기적인 액체 샘플링에 의한 일정한 오프가스 분석 및 GC 및 HPLC에 의

한 분석과 함께 조절된 발효기에서 수행할 수 있다.  액체 상은 배치식으로 작용할 수 있다.  발효 생성물, 예

를 들어 알콜, 유기산, 및 잔류 메탄올과 함께 잔류 글루코스를 예를 들어 HPLC 컬럼의 애미넥스(Aminex)(등록

상표) 시리즈(예를 들어 HPX-87 시리즈)(BioRad, Hercules CA)를 사용하는 HPLC(Shimadzu, Columbia MD)에 의

해, 글루코스 및 알콜의 경우 굴절률 검출기 및 유기산의 경우 UV 검출기를 사용하여 정량분석한다.  증식률을

분광광도계(600 ㎚)를 사용하여 광학 밀도를 측정함으로써 측정한다.  상기 시스템들에서 모든 배관은 혐기성

조건을 유지시키기 위해 유리 또는 금속이다.  상기 기체 살포를 유리 프릿을 사용하여 수행하여 기포 크기를

감소시키고 물질 이동을 개선시킨다.  약 0.1 내지 1 vvm(증기 부피/분) 범위의 다양한 살포율을 시험한다.  기

체 흡수율의 정확한 측정을 얻기 위해서, 기류를 일시적으로 중단시키고 기체 상 조성을 시간의 함수로서 모니

터하는 주기적인 도전을 수행한다.

전체 표적 생산성을 성취하기 위해서, 세포 체류 또는 재순환 방법을 사용한다.  미생물 농도를 증가시키기 위[0230]

한 한 가지 방법은 세포를 측류로부터 접선 유동막을 통해 재순환시키는 것이다.  반복된 배치식 배양을 또한

앞서  무어렐라에  의한  아세테이트의  생산에  대해  개시한  바와  같이  사용할  수  있다(Sakai  et  al.,  J

Biosci.Bioeng 99:252-258(2005)).  다양한 다른 방법들도 또한 사용할 수 있다(Bredwell et al., Biotechnol

Prog. 15:834-844(1999); Datar et al., Biotechnol Bioeng 86:587-594(2004)).  물질 이동을 개선시키기 위한

추가적인  최적화,  예를  들어  1.5  atm에서  과발현을  시험할  수  있다(Najafpour  and  Younesi,  Enzyme  and

Microbial Technology 38[1-2], 223-228(2006)).

일단 만족스러운 성능이 공급물로서 H2/CO를 사용하여 성취되면, 상업적인 합성가스 중에 존재할 듯한 억제제들[0231]

을 함유하는 합성가스 혼합물이 발생한다.  예를 들어, 전형적인 불순물 프로파일은 4.5% CH4, 0.1% C2H2, 0.35%

C2H6, 1.4% C2H4 및 150 ppm 산화 질소이다(Datar et al., Biotechnol Bioeng 86:587-594(2004)).  벤젠, 톨루

엔, 에틸벤젠, p-자일렌, o-자일렌 및 나프탈렌 등의 화합물에 의해 대표되는 타르를 ppm 수준으로 첨가하여 생

산에 대한 임의의 효과를 시험한다.  예를 들어, 40 ppm NO는 씨 카르복시디보란스에 억제성인 것으로 나타났다

(Ahmed and Lewis, Biotechnol Bioeng 97:1080-1086(2007)).  배양물을 발효기로 옮기기 전에 진탕-플라스크

배양물에서 시험한다.  또한, 상이한 수준의 이들 잠재적인 억제성 화합물들을 시험하여 세포 증식에 미치는 영

향을 정량분석한다.  이러한 사실을 사용하여 합성가스 순도에 대한 명세서를 개발하고, 이를 규모확대 연구 및

생산에 이용한다.  임의의 특정 성분이 규모 확대에 사용되는 합성가스로부터 감소시키거나 제거하기에 어려운

것으로 밝혀지면, 적합한 진화 과정을 이용하여 하나 이상의 불순물을 허용하도록 세포를 적응시킨다.

보다 양호한 생산자를 생성시키기 위해서, 대사 모델링을 이용하여 증식 조건을 최적화시킬 수 있다.  모델링을[0232]
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또한 상기 경로의 이용을 추가로 최적화하는 유전자 녹아웃을 디자인하기 위해 사용할 수 있다(예를 들어 미국

특허 공보 US  2002/0012939, US 2003/0224363, US 2004/0029149, US 2004/0072 723, US 2003/0059792, US

2002/0168654 및 US 2004/0009466, 및 미국 특허 제 7,127,379 호를 참조하시오).  모델링 분석은 상기 물질대

사를 아이소프로판올, 4-하이드록시부티레이트, 또는 1,4-부탄다이올의 보다 효율적인 생성을 향해 이동시키는

세포 증식에 대한 효과의 신뢰할만한 예견을 허용한다.

목적하는 생성물의 생합성에 유리한 대사 변경의 확인 및 디자인을 위한 한 가지 계산 방법은 옵트녹(OptKnock)[0233]

계산 구성체제이다(Burgard et al., Biotechnol. Bioeng. 84:647-657(2003)).  옵트녹은 표적 생성물을 과생산

하는 유전적으로 안정한 미생물을 생성시키는 유전자 결실 전략을 시사하는 물질대사 모델링 및 시뮬레이션 프

로그램이다.  구체적으로, 상기 구성체제는 목적하는 생화학이 세포 증식의 필수 부산물을 생기게 하는 유전자

조작을 제안하기 위해서 미생물의 완전한 물질대사 및/또는 생화학적 네트워크를 검사한다.  생화학적 생산을

전략적으로 배치된 유전자 결실 또는 다른 작용적 유전자 붕괴를 통해 세포 증식과 결합시킴으로써, 생물 반응

기에서 장시간 후에 상기 조작된 균주에 부과된 증식 선택 압력은 상기 강제적인 증식-결합된 생화학적 생산의

결과로서 성능의 개선을 도출시킨다.  마지막으로, 유전자 결실이 구성되면, 옵트녹에 의해 선택된 유전자가 게

놈으로부터 완전히 제거되기 때문에 상기 고안된 균주가 그의 야생형 상태로 복귀될 가능성은 무시할만하다.

따라서, 상기 계산적 방법을 사용하여 목적하는 생성물의 생합성을 도출시키는 또 다른 경로를 확인하기 위해

사용하거나 또는 목적하는 생성물의 생합성의 추가적인 최적화를 위해 상기 비-천연 미생물 유기체와 관련하여

사용할 수 있다.

간단히, 옵트녹은 세포 물질대사의 모델링을 위한 계산적 방법 및 시스템을 지칭하기 위해 본 발명에서 사용되[0234]

는 용어이다.  상기 옵트녹 프로그램은 플럭스 균형 분석(FBA) 모델에 특정의 구속을 통합시키는 모델 및 방법

의 구성체제에 관한 것이다.  상기 구속은 예를 들어 정성적인 동역학 정보, 정성적인 조절 정보, 및/또는 DNA

미세배열 실험 데이터를 포함한다.  옵트녹은 또한 예를 들어 플럭스 균형 모델을 통해 유도된 플럭스 경계를

강화하고 후속적으로 유전자 첨가 또는 결실의 존재 하에서 물질대사 네트워크의 성능 한계를 탐침함으로써 다

양한 물질대사 문제들에 대한 해법을 추정한다.  옵트녹 계산적 구성체제는 물질대사 네트워크의 성능 한계에

대한 효과적인 질문을 가능하게 하는 모델 제형의 제작을 허용하고 생성되는 혼합 정수 선형 프로그램화 문제를

해결하기 위한 방법을 제공한다.  본 발명에서 옵트녹이라 지칭되는 상기 물질대사 모델링 및 시뮬레이션 방법

은 예를 들어 2002년 1월 10일자로 출원된 미국 공보 2002/0168654, 2002년 1월 10일자로 출원된 국제 특허

PCT/US02/00660, 및 2007년 8월 10일자로 출원된 미국 특허 출원 제 11/891,602 호에 개시되어 있다.

생성물의  생합성  생산을  촉진하는  물질대사  변경의  확인  및  디자인을  위한  또  다른  계산적  방법은  심페니[0235]

(SimPheny)(등록상표)라 칭하는 물질대사 모델링 및 시뮬레이션 시스템이다.  이러한 계산적 방법 및 시스템은

예를 들어 2002년 6월 14일자로 출원된 미국 공보 2003/0233218 및 2003년 6월 13일자로 출원된 국제 특허 출원

PCT/US03/18838에 개시되어 있다.  심페니(등록상표)는 인실리코 네트워크 모델을 생성시키고 물질, 에너지 또

는 전하를 생물계의 화학 반응을 통해 시뮬레이션하여 상기 계의 화학 반응의 임의의 및 모든 가능한 작용성들

을 함유하는 해법 공간을 한정함으로써 상기 생물계에 대해 허용된 활성 범위를 측정하는데 사용될 수 있는 추

정 시스템이다.  이러한 접근법을, 상기 해법 공간이 상기 포함된 반응의 공지된 화학량론 뿐만 아니라 반응을

통해 최대 플럭스와 관련된 반응 열역학 및 용량 구속 등의 구속에 의해 한정되므로, 구속-기준 모델링이라 칭

한다.  이러한 구속들에 의해 한정된 공간에 대한 정보를 컴퓨터로부터 얻어 상기 생물계 또는 그의 생화학적

성분들에 대한 표현적 능력 및 반응을 측정할 수 있다.

이러한 계산적 접근법은 생물계가 융통성이 있고 다수의 상이한 방식들에서 동일한 결과에 도달할 수 있기 때문[0236]

에 생물학적 현실과 일치한다.  생물계를 모든 살아있는 계통들이 직면해야 하는 근본적인 구속들에 의해 제한

되어 온 진화 기전들을 통해 디자인한다.  따라서, 구속-기준 모델링 전략은 이러한 일반적인 현실을 포용한다.

더욱이, 상기 구속의 강화를 통해 네트워크 모델에 추가의 제한들을 연속적으로 부과하는 능력은 상기 해법 공

간의 크기를 감소시키고, 이에 의해 생리학적 성능 또는 표현형을 예견할 수 있는 정확성을 향상시킨다.

본 발명에 제공된 교시 및 지침에 따라, 당해 분야의 숙련가들은 물질대사 모델링 및 시뮬레이션을 위한 다양한[0237]

계산적 구성체제를 적용시켜 숙주 미생물 유기체에서의 목적하는 화합물의 생합성을 디자인하고 실행시킬 수 있

을 것이다.  상기와 같은 물질대사 모델링 및 시뮬레이션 방법은 예를 들어 심페니(등록상표) 및 옵트녹으로서

상기 예시된 계산 시스템을 포함한다.  본 발명의 예시를 위해서, 모델링 및 시뮬레이션을 위한 옵트녹 계산 구

성체제와 관련하여 일부의 방법들을 본 발명에 개시한다.  당해 분야의 숙련가들은 옵트녹을 사용하는 상기 물

질대사 변경의 확인, 디자인 및 실행을 당해 분야에 널리 공지된 상기와 같은 다른 물질대사 모델링 및 시뮬레
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이션 계산 구성체제 및 방법들 중 어느 하나에 어떻게 적용하는지를 알 것이다.

상기 개시된 방법들은 붕괴하는 하나의 물질대사 반응 세트를 제공할 것이다.  상기 세트 또는 물질대사 변경[0238]

내 각 반응의 제거 결과 상기 유기체가 증식하는 동안 필수 산물로서 목적하는 생성물을 생성시킬 수 있다.  상

기 반응들은 공지되어 있기 때문에, 상기 이중적인(bilevel) 옵트녹 문제에 대한 해법은 또한 상기 반응 세트

내의 각 반응을 촉매화하는 하나 이상의 효소를 암호화하는 관련 유전자 또는 유전자들을 제공할 것이다.  일련

의 반응 및 각 반응에 관여하는 효소를 암호화하는 상응하는 유전자의 확인은 일반적으로 자동화된 과정이며,

상기 반응과, 효소와 암호화 유전자 간에 관계가 있는 반응 데이터베이스와의 상관성을 통해 수행된다.

일단 확인되었으면, 목적하는 생성물의 생산을 성취하기 위해서 붕괴하고자 하는 반응 세트를, 상기 세트 내의[0239]

각  물질대사  반응을  암호화하는  하나  이상의  유전자의  작용  붕괴에  의해  표적  세포  또는  유기체에서

실행시킨다.  상기 반응 세트의 작용 붕괴를 성취하기 위한 하나의 특히 유용한 수단은 각 암호화 유전자의 결

실에 의한 것이다.  그러나, 일부의 경우, 상기 반응을 다른 유전자 이상, 예를 들어 돌연변이, 프로모터 등의

조절 부위 또는 조절 인자에 대한 시스 결합 부위의 결실에 의해, 또는 다수의 위치들 중 임의의 위치에서 상기

암호화 서열의 절두에 의해 붕괴하는 것이 유리할 수 있다.  상기 후자의 이상(상기 유전자 세트의 전체 미만의

결실을 생성시킨다)은 예를 들어 생성물의 결합에 대한 빠른 평가가 요구되거나 또는 유전자 돌연변이가 덜 있

음 직한 경우에 유용할 수 있다.

추가적인 반응 세트를 붕괴시키는 상술한 이중적인 옵트녹 문제, 또는 목적하는 생성물의 증식-결합된 생합성을[0240]

포함하여, 생합성을 생성시킬 수 있는 물질대사 변형에 대한 추가적인 생산적 해법을 확인하기 위해서, 정수 컷

(integer cut)이라 칭하는 최적화 방법을 실행할 수 있다.  상기 방법은 상기 예시된 옵트녹 문제를 각각의 반

복 시 정수 컷이라 지칭되는 추가적인 구속의 통합과 함께 반복적으로 해결함으로써 진행된다.  정수 컷 구속은

상기 해결 과정이, 생성물 생합성이 증식과 필수적으로 결합하는 임의의 선행 반복에서 확인된 정확히 동일한

반응 세트를 선택하는 것을 효과적으로 방지한다.  예를 들어, 앞서 확인된 증식-결합된 대사물질 변형이 붕괴

를 위한 반응 1, 2 및 3을 지정하는 경우, 하기의 구속은 동일한 반응들이 후속 해법에서 동시에 고려되는 것을

방지한다.   상기  정수  컷  방법은  당해  분야에  널리  공지되어  있으며  예를  들어  문헌[Burgard  et  al.,

Biotechnol. Prog. 17:791-797(2001)]에서 찾을 수 있다.  물질대사 모델링 및 시뮬레이션에 대한 상기 옵트녹

계산 구성체제와 함께 용도와 관련하여 본 발명에 개시된 모든 방법들처럼, 반복 계산 분석의 중복성을 줄이는

상기 정수 컷 방법을 또한 예를 들어 심페니(등록상표)를 포함하여 당해 분야에 널리 공지된 다른 계산적 구성

체제와 함께 적용할 수 있다.

본 발명에 예시된 방법들은 확인된 유전자 변경을 갖도록 조작된 세포 또는 유기체의 증식에 표적 생화학 생성[0241]

물의 생성을 필수적으로 결합시킴을 포함하여, 목적하는 생성물을 생합성적으로 생산하는 세포 및 유기체의 제

작을 허용한다.  따라서, 본 발명에 개시된 계산적 방법들은 옵트녹 및 심페니(등록상표) 중에서 선택된 인실리

코 방법에 의해 확인된 물질대사 변형의 확인 및 실행을 허용한다.  상기 물질대사 변형 세트는 예를 들어 하나

이상의 생합성 경로 효소의 첨가 및/또는 예를 들어 유전자 결실에 의한 붕괴를 포함하여 하나 이상의 물질대사

반응의 작용 붕괴를 포함할 수 있다.

상술한 바와 같이, 상기 옵트녹 방법은 돌연변이 미생물 네트워크가 장기간의 증식 선택이 가해졌을 때 계산상[0242]

예견되는 최대-증식 표현형을 향해 진화될 수 있다는 전제 하에 개발되었다.  즉, 상기 접근법은 선택적인 압력

하에서 자가-최적화하는 유기체의 능력에 지레의 작용을 도입시킨다.  상기 옵트녹 구성체제는 생화학적 생산과

네트워크 화학량론에 근거한 세포 증식 간의 결합을 강제하는 유전자 결실 조합의 총망라된 열거를 허용한다.

최적 유전자/반응 녹아웃의 확인은 생성되는 네트워크에 대한 최적 증식 해법이 관심 생화학을 과잉생성하도록

활성  반응  세트를  선택하는  이중의  최적화  문제에  대한  해법을  필요로  한다(Burgard  et  al.,  Biotechnol.

Bioeng. 84:647-657(2003)).

이  콜라이  대사의  인실리코  화학량론  모델을  사용하여  앞서  예시되고  예를  들어  미국  특허  공보  US[0243]

2002/0012939, US 2003/0224363, US 2004/0029149, US 2004/0072723, US 2003/0059792, US 2002/0168654 및

US 2004/0009466, 및 미국 특허 제 7,127,379 호에 개시된 바와 같은 대사 경로에 필수적인 유전자를 동정할 수

있다.  본 발명에 개시된 바와 같이, 상기 옵트녹 계산 구성체제를 정확하게 겨냥된 유전자 결실에 적용하여 목

적하는 생성물의 증식-결합된 생산을 유도할 수 있다.  더욱이, 상기 이중의 옵트녹 문제에 대한 해법은 오직

하나의 결실 세트만을 제공한다.  모든 의미 있는 해법들, 즉 증식-결합된 생산 형성을 유도하는 모든 녹아웃

세트들을 열거하기 위해서, 정수 컷이라 칭하는 최적화 기법을 실행할 수 있다.  이는 상기 옵트녹 문제를 상기

논의된 바와 같이, 각 반복부에서 정수 컷이라 지칭되는 추가적인 구속의 통합으로 반복적으로 해결함을 포함한
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다.

본 발명의 다양한 실시태양들의 활성에 실질적으로 영향을 미치지 않는 변형들이 본 원에 제공된 본 발명의 정[0244]

의 내에 포함됨은 물론이다.  따라서, 하기의 실시예들은 본 발명을 예시하고자 하는 것이며 제한하는 것은 아

니다.

실시예 I[0245]

이 콜라이에서 ACS/CODH 유전자 삽입[0246]

본 실시예는 CODH, ACS, 메틸트랜스퍼라제, 및 코리노이드 철-황 단백질에 필요한 것들을 포함하여 엠 써모아세[0247]

티카 ACS/CODH 오페론 유전자를 발현하는 이 콜라이 플라스미드의 생성을 개시한다.  본 실시예는 관찰 가능한

CO 산화 활성, 메틸트랜스퍼라제 활성, 및 코리노이드 철-황 단백질 활성을 생성시키는 이 콜라이에서의 상기

플라스미드의 발현을 추가로 개시한다.  최종적으로, 본 실시예는 이 콜라이가 높은 CO 농도를 허용하며, 심지

어 엠 써모아세티카로부터의 CO-이용 유전자 산물이 발현될 때 CO를 소비할 수도 있음을 입증한다.

발현 벡터들을 문헌[Lutz and Bujard, Nucleic Acids Res 25:1203-1210(1997)]에 개시된 세트로부터 선택하였[0248]

으며; 이들은 일련의 사본 수를 망라하는 적합한 레플리콘에 부속돼있다.  또한, 각각의 벡터는 prA1-laco1을

함유하며; 상기 T7 초기 유전자 프로모터는 IPTG에 의해 유도가능하고 IPTG의 존재 하에서 매우 높은 수준의 전

사를 유도할 수 있으며 다른 조건 하에서는 억제한다.   ACS/CODH-암호화 오페론을 Moth_1204(cooC)에서부터

Moth_1197까지 클로닝하였으며; 오직 Moth_1203 내지 Moth_1197만을 함유하는 두 번째 버전을 또한 제작하였다.

이러한 2 개의 단편(10 내지 11 kbp)을 모두 DNA 서열 분석에 의해 확인하였다.  이들을 중간 내지 높은 사본수

를 위해 p15A 및 ColE1-계 벡터 모두 중에 제작하였다.

상기 최종 농도 재조합 단백질을 평가하기 위해서, SDS-PAGE에 이어 웨스턴 블럿 분석을 상기 CO 산화, ACS, 메[0249]

틸트랜스퍼라제, 및 코리노이드 Fe-S 분석에 사용된 동일한 세포 추출물 상에서 수행하였다.  상기 사용된 항혈

청은 정제된 엠 써모아세티카 ACS/CODH 및 Mtr 단백질에 대해 다클론성이었으며 이를 알칼리성 포스파타제-결합

된 염소-항-토끼 2차 항체를 사용하여 가시화하였다.  상기 웨스턴 블럿들을 도 4A 및 4B에 도시한다.  ACS90

및 ACS91 중의 CODH의 양을 50 ng에서 대조용 레인들과의 비교에 의해 평가하였다.

일산화 탄소 산화 분석(Seravalli et al., Biochemistry 43:3944-3955(2004))을 사용하여 엠 써모아세티카로부[0250]

터의 CODH-암호화 유전자의 작용성 발현이 성취되었는지의 여부를 시험하였다.  빈 벡터, 또는 "Acs90" 또는

"Acs91"을 발현하는 벡터를 함유하는 이 콜라이 MG1655의 배양물을 배지가 중간 내지 높은 밀도에 도달할 때까

지(이  시점에서  IPTG를  0.2  mM의  최종  농도로  가하여  상기  프로모터를  유도하였다)  혐기성

조건(시아노코발아민, 제 1 철, 및 환원제를 보충하면서) 하에서 테리픽 브로쓰(Terrific Broth)에서 증식시켰

다.  37 C에서 3.5 시간 증식 후에, 세포를 수확하고 회전시킨 후에 리소자임 및 순한 세제로 용해시켰다.  엠

써모아세티카 CODH 특이 활성, 55C에서 500 U 내지 25C에서 60 U의 기준 도면이 존재한다.  상기 분석은 CO 존

재 하에 메틸 비올로젠의 환원을 사용하였다.  이를 마개를 한 혐기적 유리 큐벳 중에서 578 ㎚에서 측정한다.

CODH에 의한 CO 산화에 대해 양성인 반응이 짙은 보라색으로 변하였다(도 5 참조).  상기 세포 단백질의 약

0.5%는 웨스턴 블럿팅에 의해 평가 시 CODH이었으며; 따라서 표 35 중의 데이터는 순수한 엠 써모아세티카 CODH

의 500 U/㎎ 활성보다 대략 50X 미만이다.  그럼에도 불구하고, 상기 실험은 재조합 이 콜라이에서 CO 산화 활

성을 명백히 입증하였으며, 이때 음성 대조군에서는 양이 훨씬 더 적었다.  상기 음성 대조군에서 나타난 소량

의 CO 산화(CH3 비올로젠 환원)는 이 콜라이가 제한된 CH3 비올로젠 환원 능력을 가질 수도 있음을 가리킨다.
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표 35

[0251]

상기 분석은 ACS/CODH, 메틸트랜스퍼라제 및 CFeSP를 사용하여 메틸-테트라하이드로폴레이트, CO 및 CoA로부터[0252]

아세틸-CoA를 합성하는 시험관 내 반응이다(Raybuck et al., Biochemistry 27:7698-7702(1988)).  관련된 효소

들을 각각 첨가하거나 남겨둠으로써, 상기 분석을, 하나 이상의 정제된 효소 또는 세포 추출물을 활성에 대해

시험하는 것에서부터 다양한 조건 하에서 또는 제한된 양의 기질 또는 효소를 사용하여 반응의 동역학을 측정하

기까지의 광범위한 실험에 사용할 수 있다.  다양한 시점들에서 취한 상기 반응 샘플들을 1M HCl(상기 아세틸-

CoA 최종 생성물로부터 아세테이트를 유리시킨다)로 급냉시킨다.  다우엑스(Dowex) 컬럼으로 정제 후에, 상기

아세테이트를 크로마토그래피, 질량 분광측정에 의해, 또는 방사능을 측정함으로써 분석할 수 있다.  정확한 방

법은 상기 반응에 사용된 특정 기질들에 의해 결정될 것이다.

상기 분석을 이 콜라이에서 발현된 ACS/CODH 오페론이 Fe-S 코리노이드 단백질 활성을 발현하는지를 측정하기[0253]

위해서 실행하였다.  따라서, 14C-표지된 메틸-THF를 표지된 기질로서 사용하여 단리된 아세테이트 샘플에의 방

사능 통합에 의해 아세테이트 합성을 측정하였다.  6 개의 상이한 조건들을 시험하였다:

양성 대조군으로서 정제된 ACS/CODH, MeTr, 및 CFeSP[0254]

ACS90 세포 추출물을 갖는 정제된 ACS/CODH[0255]

ACS91 세포 추출물을 갖는 정제된 ACS/CODH[0256]

ACS90 세포 추출물을 갖는 정제된 ACS/CODH, MeTr[0257]

ACS91 세포 추출물을 갖는 정제된 ACS/CODH, MeTr[0258]

가능한 한 많은 ACS91 세포 추출물을 갖는 정제된 ACS/CODH, MeTr(MES 완충액 제외)[0259]

상기 반응을 CO가 충전된 분석 바이알 중에서 혐기성 챔버에서 조립하였다.  전체 반응 부피는 상기 바이알 부[0260]

피에 비해 적었으며, 시약을 CO 충전에 앞서 첨가하고, 기밀한 해밀튼 주사기를 사용하며 상기 시약들은 혐기성

으로 유지시켰다.  상기 반응(총 약 60 ㎕)은 세포 추출물(#1 제외), CoA, Ti(III)시트레이트, MES(#6 제외),

정제된 ACS/CODH, 14C-메틸-테트라하이드로폴레이트, 메틸-비올로젠, 및 페레독신으로 이루어졌다.  또한, 정제

된 MeTr을 #1, #4 내지 6에 가하고, 정제된 CFeSP를 #1에 가하였다.

상기 반응을 55°에서 모래욕 중에서 혐기성 챔버에서 수행하였다.  상기 첨가된 최종 시약은 14C-메틸-테트라[0261]

하이드로폴레이트이며, 이는 상기 반응을 출발시켰다(t=0s).  처음 샘플을 바로 취하고, 이어서 30 분, 1 시간

및 2 시간째에 샘플들을 취하였다.  이러한 시점들은 상기 6 개의 조건들이 동시에 실행되었으므로(상기 실험은

주로 정성적인 것이기 때문에) 정확하지 않다.  상기 15 ㎕ 샘플을 섬광 바이알 중의 1M HCl 15 ㎕에 가하였다.

상기 반응 혼합물을 카운트한 후에, ACS90 추출물 중의 코리노이드 Fe-S 단백질은 활성이고, 이때 전체 활성은

양성 대조군의 대략 1/5에 접근하는 것으로 측정되었다.
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상기 ACS/CODH  오페론 내에서 메틸-테트라하이드로폴레이트로부터의 CH3의 아세틸-CoA의 합성 부분으로서 ACS[0262]

복합체로의 운반(즉 이는 상기 메틸 및 카보닐 경로를 함께 연결하는 단계이다)을 촉매화하는 필수 메틸트랜스

퍼라제 활성이 암호화된다.  엠 써모아세티카 중의 오페론 내에서, 상기 Mtr-암호화 유전자는 Moth_1197이고,

주요 CODH 및 ACS 서브유닛 다음에 온다.  따라서, Mtr 활성은 보다 많은 인접 유전자들이 발현될 수 있다는 간

접적인 증거를 구성할 것이다.

Mtr 활성을 분광학에 의해 분석하였다.  구체적으로, Co(III)를 갖는 메틸화된 CFeSP는 약 450 ㎚에서 작은 흡[0263]

수 피크를 갖는 반면, Co(I)을 갖는 비-메틸화된 CFeSP는 약 390 ㎚에서 큰 피크를 갖는다.  상기 스펙트럼은

코발트 및 철-황 클러스터 발색단 모두에 기인한다.  또한, 상기 CFeSP가 Co(II)(이는 약 470 ㎚에서 넓은 흡수

피크를  생성시킨다)로  자발적으로  산화할  수  있음에  특히  주의해야  한다(Seravalli  et  al.,  Biochemistry

38:5728-5735(1999)).  ACS90을 함유하는 이 콜라이 세포로부터의 결과에 대해 도 6을 참조하시오.

이 콜라이가 포화량의 CO의 존재 하에서 혐기적으로 증식할 수 있는 지의 여부를 시험하기 위해서, 테리픽 브로[0264]

쓰 배지(+NiCl2, Fe(II)NH4SO4, 및 시아노코발아민) 50 ㎖이 있는 120 ㎖ 혈청 병을 혐기성 조건 하에서 제조하

였다.  상기 병의 절반을 30 분간 질소 가스로 평형화하고, 절반을 30 분간 CO 가스로 평형화하였다.  빈 벡터

(pZA33)를 대조군으로서 사용하였으며 상기 및 ACS90 및 ACS91 모두를, N2 및 CO 모두를 사용하여 시험하였다.

모두 37C에서 진탕하면서(250 rpm) 36 시간 동안 증식시켰다.  상기 36 기간의 끝에서, 상기 플라스크의 검사는

모두에서 다량의 증식을 나타내었다(도 7).  상기 관찰된 증식의 대부분은 일부(낮지만 가시적인) 밀도의 긴 지

체와 함께 밤새 일어났다.  접종물 크기는 이 콜라이 모액으로부터 약 0.5 ㎖이었다.

최종 CO 농도를, CO에 노출 시 미오글로빈의 스펙트럼 이동 분석을 사용하여 측정한다.  나트륨 다이티오나이트[0265]

에 의해 환원된 미오글로빈은 435 ㎚에서 흡수 피크를 가지며; 상기 피크는 CO에 의해 423 ㎚로 이동한다.  낮

은 파장(및 300 ㎚로부터 위로 전체 스펙트럼을 기록할 필요성)으로 인해 석영 큐벳을 사용해야 한다.  CO 농도

를 표준 곡선에 대해 측정하며 상기 농도는 20 C 및 1 atm에서 최대 수 용해도 = 970 마이크로몰의 CO에 대한

헨리의 법칙 상수에 따라 변한다.

표 36에 나타낸 결과들은 매우 고무적이다.  균주를 CO의 존재 하에서 배양했든지 CO 없이 배양했든지 간에 증[0266]

식은 유사한 수준에 도달하였다(가시적인 검사에 의해).  더욱 또한, 음성 대조군은 930 마이크로몰의 최종 CO

농도를 가진 반면 상기 ACS/CODH 오페론 발현 균주의 경우는 688 및 728 마이크로몰을 가졌다.  분명히, 상기

측정 시 오차가 커서 큰 표준 편차를 제공한다.  그럼에도 불구하고, 상기 시험은 2 개의 가설적인 결론을 허용

한다: (1) 이 콜라이는 혐기성 조건 하에서 CO에 대한 노출을 허용한다, 및 (2) 상기 ACS/CODH 오페론을 발현하

는 이 콜라이 세포는 상기 CO의 일부를 대사할 수도 있다.  상기 두 번째 결론은 상기 첫 번째보다 현저하게 덜

확실하다.

표 36

[0267]

본 출원 전체를 통해 다양한 공보들을 괄호 안에 참고하였다.  이들 공보의 전체 내용을 본 발명이 속하는 분야[0268]
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의 현재의 발달 상태를 보다 충분히 개시하기 위해서 본 출원에 참고로 인용한다.

본 발명을 상기 개시된 실시태양들을 참고로 개시하였지만, 당해 분야의 숙련가들은 상기 열거된 특정 실시예[0269]

및 연구들이 단지 본 발명을 예시한다는 것을 쉽게 알 것이다.  다양한 변경들이 본 발명의 진의로부터 이탈됨

없이 수행될 수 있음은 물론이다.  따라서, 본 발명은 오직 하기의 청구의 범위에 의해서만 제한된다.
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