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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】付加価値バイオ生成物、例えば特別の糖類、活性化糖類、ヌクレオシド、グリコ
シド、糖脂質または糖タンパク質の生成のための遺伝子操作された生物、特に微生物、例
えば細菌および酵母の提供。
【解決手段】炭水化物ホスホリラーゼ，炭水化物キナーゼと組み合わせた炭水化物加水分
解酵素，又は炭水化物合成酵素をコードする遺伝子を導入することにより、二糖類，オリ
ゴ糖類，多糖類又はそれらの混合物をフラクトースと活性化糖類とに分割し、さらに他の
遺伝子機能を低下させることにより、フラクトースをバイオマスに変換が可能である、代
謝改変された生物。
【選択図】なし



(2) JP 2017-18093 A 2017.1.26

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単糖類、二糖類、三糖類、四糖類、五糖類、オリゴ糖類、多糖類および活性化炭水化物
からなる群より選択される少なくとも１つの特別の生成物の生成のための代謝操作された
生物であって、
a)前記生物が、少なくともi)炭水化物ホスホリラーゼをコードする遺伝子、ii)炭水化物
キナーゼをコードする遺伝子と組み合わせた炭水化物加水分解酵素をコードする遺伝子、
またはiii)炭水化物合成酵素をコードする遺伝子の導入により遺伝子改変されていること
により、前記生物が、前記生物内で二糖類、オリゴ糖類、多糖類またはそれらの混合物を
フラクトースと活性化糖類とに分割でき、
b)前記生物が、前記生物のステップa)で導入される遺伝子のいずれでもない少なくとも１
つの他の遺伝子の機能が低下するかまたは非機能的になるようにさらに遺伝子改変され、
前記他の遺伝子が、前記フラクトースをバイオマスに変換する酵素をコードする
ことを特徴とし、
　前記フラクトースが前記特別の生成物へ変換され、
　前記生物が、細菌、酵母、真菌細胞からなる群より選択される微生物であるか、または
植物細胞もしくは動物細胞である、
前記生物。
【請求項２】
　前記生物が、炭水化物ホスホリラーゼをコードする少なくとも１つの遺伝子の導入によ
り遺伝子改変されていることにより、前記生物が、前記生物内でスクロースをフラクトー
スとグルコース-1-ホスフェートとに分割できる請求項１に記載の代謝操作された生物。
【請求項３】
　前記生物が、グルコキナーゼをコードする遺伝子と組み合わせたスクラーゼをコードす
る少なくとも１つの遺伝子の導入により遺伝子改変されていることにより、前記生物が、
前記生物内でスクロースをフラクトースとグルコース-6-ホスフェートとに分割できる請
求項１に記載の代謝操作された生物。
【請求項４】
　前記生物が、グルコキナーゼをコードする遺伝子と組み合わせたベータ-ガラクトシダ
ーゼをコードする少なくとも１つの遺伝子の導入により遺伝子改変されていることにより
、前記生物が、前記生物内でラクツロースをフラクトースとガラクトース-1-ホスフェー
トとに分割できる請求項１に記載の代謝操作された生物。
【請求項５】
　前記生物が、スクロース合成酵素をコードする少なくとも１つの遺伝子の導入により遺
伝子改変されていることにより、前記生物が、前記生物内でスクロースをフラクトースと
UDP-グルコースとに分割できる請求項１に記載の代謝操作された生物。
【請求項６】
　前記フラクトースをバイオマスに変換する酵素をコードする少なくとも１つの遺伝子が
、ホスホグルコースイソメラーゼをコードする遺伝子および／またはホスホフルクトキナ
ーゼをコードする遺伝子を含む請求項１～５のいずれか１項に記載の代謝操作された生物
。
【請求項７】
　前記フラクトースをバイオマスに変換する酵素をコードする少なくとも１つの遺伝子が
、pgi、pfkAおよび／またはpfkBを含み、且つ、前記生物が大腸菌である請求項６に記載
の代謝操作された生物。
【請求項８】
　前記フラクトースをバイオマスに変換する酵素をコードする少なくとも１つの遺伝子が
、PGI、PFK1、PFK2、PFK26および／またはPFK27を含み、且つ、前記生物がサッカロミセ
ス・セレビシエである請求項６に記載の代謝操作された生物。
【請求項９】
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　前記生物が、フラクトースをフラクトース-6-ホスフェートに変換する酵素をコードす
る少なくとも１つの遺伝子の導入によりさらに遺伝子改変されているか、またはフラクト
ースをフラクトース-6-ホスフェートに変換する酵素をコードする前記生物の少なくとも
１つの内因性遺伝子が過剰発現されている請求項１～８のいずれか１項に記載の代謝操作
された生物。
【請求項１０】
　前記フラクトースをフラクトース-6-ホスフェートに変換する酵素をコードする少なく
とも１つの遺伝子が、フルクトキナーゼである請求項９に記載の代謝操作された生物。
【請求項１１】
　前記特別の生成物が、フラクトース-6-ホスフェートを含む請求項９または10に記載の
代謝操作された生物。
【請求項１２】
　前記生物が、フラクトース-6-ホスフェートを三糖類に変換する酵素をコードする少な
くとも１つの遺伝子の導入によりさらに遺伝子改変されているか、またはフラクトース-6
-ホスフェートを三糖類に変換する酵素をコードする前記生物の少なくとも１つの内因性
遺伝子が過剰発現されている請求項９または10に記載の代謝操作された生物。
【請求項１３】
　前記特別の生成物が、三糖類を含む請求項12に記載の代謝操作された生物。
【請求項１４】
　前記三糖類が、フコシルラクトースである請求項13に記載の代謝操作された生物。
【請求項１５】
　前記フラクトース-6-ホスフェートを三糖類に変換する酵素をコードする少なくとも１
つの遺伝子が、マンノース-6-ホスフェートイソメラーゼ(manA)、ホスホマンノムターゼ(
cpsG)、マンノース-1-ホスフェートグアニリルトランスフェラーゼ(cpsB)、GDP-マンノー
ス脱水酵素(gmd)、GDP-フコース合成酵素(fcl)および／またはフコシルトランスフェラー
ゼを含む請求項13または14に記載の代謝操作された生物。
【請求項１６】
　三糖類の生成のための代謝操作された生物であって、
a)前記生物が、スクロースホスホリラーゼをコードする少なくとも１つの遺伝子の導入に
より遺伝子改変されていることにより、前記生物が、前記生物内でスクロースをグルコー
ス-1-ホスフェートとフラクトースとに分割でき、
b)前記生物が、前記生物のステップa)で導入される遺伝子のいずれでもない少なくとも１
つの他の遺伝子の機能が低下するかまたは非機能的になるようにさらに遺伝子改変され、
前記他の遺伝子が、前記フラクトースをバイオマスに変換する酵素をコードする
ことを特徴とし、
　前記フラクトースが前記三糖類へ変換され、
　前記生物が、細菌、酵母、真菌細胞からなる群より選択される微生物であるか、または
植物細胞もしくは動物細胞である、
前記生物。
【請求項１７】
　前記三糖類が、フコシルラクトースである請求項16に記載の代謝操作された生物。
【請求項１８】
　前記フラクトースをバイオマスに変換する酵素をコードする少なくとも１つの遺伝子が
、ホスホグルコースイソメラーゼをコードする遺伝子および／またはホスホフルクトキナ
ーゼをコードする遺伝子を含む請求項16または17に記載の代謝操作された生物。
【請求項１９】
　前記生物が、フラクトースを三糖類に変換する酵素をコードする少なくとも１つの遺伝
子の導入によりさらに遺伝子改変されているか、またはフラクトースを三糖類に変換する
酵素をコードする前記生物の少なくとも１つの内因性遺伝子が過剰発現されている請求項
16～18のいずれか１項に記載の代謝操作された生物。
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【請求項２０】
　前記フラクトースを三糖類に変換する酵素をコードする少なくとも１つの遺伝子が、フ
ルクトキナーゼ(frk)、マンノース-6-ホスフェートイソメラーゼ(manA)、ホスホマンノム
ターゼ(cpsG)、マンノース-1-ホスフェートグアニリルトランスフェラーゼ(cpsB)、GDP-
マンノース脱水酵素(gmd)、GDP-フコース合成酵素(fcl)および／またはフコシルトランス
フェラーゼを含む請求項19に記載の代謝操作された生物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、付加価値バイオ生成物(added value bio-products)、例えば特別の(special
ty)糖類、糖脂質および糖タンパク質の生成のための遺伝子操作された(engineered)生物
、特に微生物、例えば細菌および酵母に関する。より具体的には、本発明は、生体触媒ま
たは発酵による生成プロセスにおいて出現する従来の技術的問題を回避することにより、
上記の価値のある特別の生成物を大量にそして高い割合で生成できる、代謝操作された(m
etabolically engineered)宿主細胞に関する。
【背景技術】
【０００２】
　石油資源のコストの上昇により、生物学的生成プロセスの可能性に対する意識が大きく
なっている。このことにより、企業および研究センターは、ますます増加している数のバ
イオ生成物、例えばバイオ燃料、バイオ化学物質およびバイオポリマーの生成のための経
済的に実行可能であり、環境に優しい技術の開発に対してより大きい研究努力を行ってい
る。これらは、容易に分解でき、最小限のエネルギーの必要性および廃棄物の流れで生成
される。工業的バイオテクノロジーに基づく生成プロセスについての好ましい状況にもか
かわらず、既に確立された化学合成経路の代替の開発は、経済的に実行可能であるために
は時間および費用がかかりすぎる。その結果、新しい生成株をより早く、より安価に開発
することに対する明確な要求が存在する。
【０００３】
　最近では、オリゴ糖は、バイオ変換プロセスにより典型的に合成されている。単離およ
び精製された酵素(いわゆるインビトロバイオ変換)ならびに全細胞生体触媒が一般的に用
いられる。本質において、これらは、１以上の前駆体を所望のバイオ生成物に変換する。
　しかし、インビトロバイオ変換を用いることは、頻繁に阻害される。なぜなら、生成物
の合成は、多重の酵素ステップを必要とするか、またはさらなる補因子が要求され(NADH
、NADPH、UTPなど)、これらが高価であるからである。
【０００４】
　インビトロ合成の別の問題点は、多くの酵素の発現および精製が面倒であり、それらの
精製プロセスが、酵素活性の減少をもたらしうるということである。さらに、このような
多重酵素バイオ変換プロセスにおける各酵素は、それぞれの最適プロセスパラメータを有
し、非常に複雑な最適化スキームをもたらす。このようなプロセスにおいて、反応平衡も
重要な役割を演じる。例えば、ホスホリラーゼを用いる場合、生成物収率を制限する、定
められた基質／生成物比率が考慮される。このことは、生成物を基質から分離するための
複雑な下流のプロセシングスキームを導く(33, 35)。
【０００５】
　代謝操作は、付加価値バイオ生成物、例えば特別の炭水化物の生成を最適化するための
別のアプローチである。一般的に、全細胞を代謝操作して、供給する前駆体から開始して
付加価値バイオ生成物を生成する。この状況において、細胞は、前駆体の分解に関与する
全ての代謝経路が排除されるように操作される(3, 45, 70, 77, 100)。このようにするこ
とにより、前駆体は、所望の生成物に効率的かつ直接的に変換される。
【０００６】
　後者のアプローチの主な問題点は、バイオマス合成および構想されるバイオ生成物バイ
オ合成が、異なる開始代謝物を要求することである。例えば、大腸菌(E. coli)は、グル
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コースから開始して２-デオキシ-シロ(scyllo)-イノソースを効率的に生成するために代
謝操作された。この方策により、代謝操作された大腸菌はグルコース上で成長できなくな
り、バイオマス合成を可能にするために他の基質、例えばグリセロールの添加を必要とす
る(45)。
【０００７】
　全細胞生成系の第２の問題点は、バイオマスが形成される(またはバイオマス合成)成長
段階と、構想する生成物のその後の生成段階との２段階を必要とすることである。このこ
とは、成長段階と生成段階とが時間的に分かれている(逐次的段階)ことを意味する。この
ことにより、所望の生成物の全体的な生成速度は非常に低い。さらに、この型のプロセス
は、最適化するのが非常に難しい。実際に、生成経路遺伝子を過剰発現する代謝操作され
た細胞を利用して発酵プロセスが開発されている。多量の基質がバイオマスに変換され、
生成物に向かう基質のわずかな流れだけをもたらしている(13)。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、高い生産性および保証された高い収率で所望の生成物を生成できる代謝操作
された生物を提供することにより、上記の欠点を克服する(図１)。このことは、生物の代
謝を２つの部分、すなわち１)いわゆる「生成部分」または「生成経路」と２)「バイオマ
スおよび補因子補充」部分または「バイオマスおよび/または生体触媒酵素形成経路」と
に明確に分割することにより達成される。上記の２つの部分は、糖(sugar)を、ａ)活性化
糖類(saccharide)とｂ) (非活性化)糖類とに分割することにより創出される。上記の糖類
ａ)またはｂ)のそれぞれは、生成経路ａ)またはバイオマスおよび/もしくは生体触媒酵素
形成経路ｂ)のいずれかの最初の前駆体であるかまたは前駆体であることができ、細胞に
おけるプル/プッシュ機構を可能にする。
【０００９】
　実際に、細胞の主なゴールであるバイオマス合成は、活性化糖類または糖類をバイオマ
スに変換し、糖を分割する反応の平衡を、活性化糖類および糖類に向かってシフトさせる
。このようにして、細胞の生命維持駆動力は、生成物経路のための引張り機構として作用
する。この引張り効果は、バイオマス合成により創出される。なぜなら、このことにより
、生成経路の最初の基質分子の蓄積が確実になり、これが、そのままでそして次に生成経
路を押すことにもなるからである。この方策は、従来技術に記載されるような２段階生成
方策において出現する生成速度の問題を解決する。さらに、糖部分の一部分を異化するこ
とにより、細胞には、特別のバイオ生成物の生成のために必要な補因子および必要とされ
るエネルギーの要件が常に供給される。本発明の方策は、よって、従来技術に記載される
ような生体触媒生成において必要とされる補因子補充の問題も解決する。さらに、生成経
路において必要な酵素は、本発明の操作方策により常に効率的に合成され、容易に維持さ
れる
【００１０】
　さらに、本発明は、キイロタマホコリカビ(Dictyostellium discoideum)を起源とする2
-フコシルトランスフェラーゼの、本発明の代謝操作された生物により2-フコシルラクト
ースを生成するための使用を開示する。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】(a)本発明の生成技術において出現する通常の平衡反応、(b)プル/プッシュ原理
：平衡は、糖類および活性化糖類に向かってシフトする。細胞の主なゴールは成長するこ
とであるので、これは、糖類(例えば)を引っ張ってバイオマスを形成し(「バイオマスお
よび/または生体触媒酵素形成経路」)、生命維持の次に生成経路に必要な補因子を補充す
る。この引張り効果により、活性化糖類は、細胞内に蓄積し、生成経路を押す。
【図２】スクロースホスホリラーゼをコードするプラスミドを有する、最少培地上の大腸
菌形質転換体の成長速度(略称は表２に示す)。
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【図３】野生型株における計画される炭素の流れ。小さい矢印：代謝における反応を示す
。太い矢印：増進されたまたは新規に導入された反応を示す。バツ印は、遺伝子のノック
アウトまたは機能をより低くした遺伝子を示す。
【図４】基本株１における計画される炭素の流れ。基本株１におけるαグルコース-1-ホ
スフェート(αG1P)プールは、増加する。なぜなら、αG1Pを細胞成分に変換する主な反応
が排除されるからである。小さい矢印：代謝における反応を示す。太い矢印：増進された
または新規に導入された反応を示す。バツ印は、遺伝子のノックアウトまたは機能をより
低くした遺伝子を示す。
【図５】グルコース上で成長した野生型大腸菌MG1655 (WT)、スクロース上で成長した大
腸菌MG1655 P22-BaSPおよびスクロース上で成長したプラグ株(plug strain) MG1655Δglg
CΔpgmΔlacZ P22-BaSPにおけるαグルコース-1-ホスフェートプール：振とうフラスコ実
験および1.5 Lバッチ実験。
【図６】緩衝LB培地上でのΔpgmΔlacZΔglgC (3KO) P22-BaSPの培養中のスクロース、ア
セテートおよびバイオマス濃度の進展。
【図７】緩衝LB培地上でのΔpgmΔlacZΔglgC (3KO) P22-BaSPの培養中のαグルコース-1
-ホスフェート、フラクトース、グルコースおよびピルベート濃度の進展。
【図８】セロビオース生成株ΔpgmΔlacZΔglgC (3KO) P22-BaSP-CuCPの概略図。
【図９】ΔpgmΔlacZΔglgCΔagp (4KO) P22-BaSP-CuCPのセロビオース生成および収率。
高ホスフェートは、0.2 Mホスフェートのホスフェート濃度を示し、低ホスフェートは、1
3 mM ホスフェートの濃度を示す。
【図１０】基本株５から開始して、フコシル化糖誘導体、例えばフコシルラクトースおよ
びより具体的には 1,2-フコシルラクトースを生成できる。株は、細胞がGDP-フコースの
合成における中間体であるフルコース(frucose)-6-ホスフェートを生成するように改変さ
れている。グルコースまたはグルコース-1-ホスフェート(開始酵素がスクラーゼまたはス
クロースホスホリラーゼのいずれかであるならば)は、次いで、ペントースリン酸経路を
介して中心的な炭素代謝に供給される。図10は、生成物およびバイオマスに向かう経路と
、これを達成するために必要とされるノックアウトとを示し、左の経路は、スクロースホ
スホリラーゼを用いる最適経路を示し、右の経路は、グルコキナーゼと組み合わせてイン
ベルターゼを用いる最適経路を示す。
【図１１】pgm遺伝子の位置での野生型染色体の部分ゲノム配列。pgm遺伝子配列に、太字
/斜体で印を付ける。
【図１２】pgm遺伝子の位置にて痕跡だけが残る変異株の部分ゲノム配列。痕跡配列に、
太字/斜体で印を付ける。
【図１３】pgm遺伝子がGFPタンパク質配列の一部で置き換えられたpgm変異株の部分ゲノ
ム配列。新しく導入した配列に、太字/斜体で印を付ける。
【図１４】pgm遺伝子がカナマイシンカセットで置き換えられたpgm変異株の部分ゲノム配
列。新しく導入した配列に、太字/斜体で印を付ける。
【図１５】ビフィドバクテリウム・アドレセンティス(Bifidobacterium adolescentis)を
起源とする異種スクロースホスホリラーゼで形質転換した野生型株、およびビフィドバク
テリウム・アドレセンティスを起源とする異種スクロースホスホリラーゼとストレプトコ
ッカス・ニューモニエ(Streptococcus pneumoniae)を起源とする異種遺伝子ttsとを有す
る変異株ΔpgmΔagpΔglgCΔlacZΔglkΔptsGについての多糖類加水分解後に放出された
グルコースの量。
【図１６】遺伝子型ΔlacZΔglgCΔagpΔptsGΔmalPQΔycjU pCXp22MPp22KPを有するコウ
ジビオース生成株の経時的なコウジビオース、マルトースおよび光学密度の進展。
【図１７】スクロースベースの培地におけるΔpgiΔpfkAΔpfkB変異株の成長プロフィー
ルおよびF6P蓄積。
【図１８】異なるグリコシルトランスフェラーゼファミリーからのフコシルトランスフェ
ラーゼの系統樹(系統樹は、MCoffeeを用いて構築した(58))。
【図１９】キイロタマホコリカビ(Dictyostelium discoideum)およびヘリコバクター・ピ
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ロリ(Helicobacter pylori)のフコシルトランスフェラーゼのアラインメント、色で印を
付けたアミノ酸は、GTファミリー11の2-フコシルトランスフェラーゼ中で見いだされる保
存モチーフである。赤色はモチーフ１を、青色はモチーフ２を、そして緑色はモチーフ３
を示す(67)。
【図２０】フェノールレッドを用いるフコシルトランスフェラーゼアッセイのLC-MSの結
果。上のクロマトグラムは、GDP-フコースを含まないブランクであり、下のものは、キイ
ロタマホコリカビのフコシルトランスフェラーゼアッセイの試料である。2FLの13.5分の
ピークが、クロマトグラム中に現れた。
【図２１】部分的フコシルトランスフェラーゼ酵素の2-フコシルラクトースLC MSMS分析
。上のクロマトグラムは、2-フコシルラクトースの100mg/l標準物質を示し、下のクロマ
トグラムは、酵素アッセイの2-フコシルラクトースピークを示す。この分析において、2-
フコシルラクトースの質量だけが、質量分析計を用いて走査された。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明は、付加価値バイオ生成物を高い生産性および保証された高い収率で生成できる
代謝操作された生物、特に微生物を開示する。本発明の生物は、生成物と成長/バイオマ
スとに導く２つの異なる経路が構築されるように代謝的に操作されている。このことは、
「バイオマスおよび/または生体触媒酵素および/または補因子補充部分」からの代謝物を
、「生成物経路」部分からの代謝物に、そしてその逆に変換する反応を触媒する酵素の活
性を低減または排除することにより、例えば生成物経路中間体をバイオマス前駆体に変換
する反応を行う酵素をコードする少なくとも１つ、いくつかまたは全ての遺伝子を低減ま
たは排除/ノックアウトすることにより、かつ/あるいは生成物経路中間体を分解する反応
を行う酵素をコードする少なくとも１つ、いくつかまたは全ての遺伝子を低減または排除
/ノックアウトすることにより、達成される。さらに、これらの代謝的/遺伝子的変化は、
操作された細胞の成長を損なわない。例えば、炭水化物加水分解酵素を、炭水化物キナー
ゼ、炭水化物合成酵素および炭水化物ホスホリラーゼと組み合わせて細胞に導入できる。
後者の酵素は、糖部分および活性化糖部分(例えばリン酸化糖類部分、UDP、CMP、GDP、AD
P、TDPまたはdTDPなどにより活性化された糖部分)中に糖類、オリゴ糖類、多糖類または
それらの混合物を含む基質を変換する。細胞のさらなる代謝操作は、活性化糖部分から開
始してバイオマス構成要素に向かう経路をブロックすることを含む。このようにして、(
非活性化)糖部分が「燃料」(またはエネルギー源)ならびにバイオマス、所望の生成物(=
例えば特別の炭水化物)への活性化糖部分の変換を行う多数の生体触媒酵素および必要な
補因子(NADH、ATP、UTPなど)の合成のための基礎単位として用いられる。逆に、活性化糖
部分は「燃料」として用いることもできるが、糖部分は炭水化物キナーゼにより活性化さ
れ、所望の特別の生成物の生成経路に向かって「押される」。
【００１３】
　本発明の操作された生物を用いて、活性化糖の変換による生成物の形成は、他の糖部分
により燃料補給される(またはその逆)成長と連結できる。このようにして、増殖のための
細胞の自然な駆動は、所望のバイオ生成物の生成を押すための資産として用いられる。こ
のことは、バイオ生成物の実際の生成が始まる前にバイオマスを生成しなければならない
以前の問題点 が、本発明において利点に変わることを意味する。この方法論により、多
重酵素系および２段階発酵系に伴う固有の問題点なしで高い生産速度が得られる。さらに
、本発明の生物は、高い速度での成長またはバイオマス生成と、所望の生成物の生成との
両方のために上記のような同じ基質を用いることができ、この代謝操作方策の背後にある
全体的な原理は、よって、上でも説明するようなプル/プッシュ原理である。バイオマス
および補因子に導く中心的炭素代謝は、糖部分の一部分を成長のために引張り、その他の
部分は、細胞に蓄積し、生成物経路を押す。
【００１４】
　後者のアプローチは、所望の特別の炭水化物または活性化炭水化物を生成するためだけ
に用いることはできないが、広い範囲のグリコシル化化合物、例えば糖類、ヌクレオシド
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、グリコシルホスフェート、糖タンパク質および糖脂質の合成に用いることもできる。
【００１５】
　複数の開始酵素を細胞に導入して、遺伝子ノックアウトと組み合わせて代謝を２つの部
分に分割できる。糖を活性化糖類および糖類に分割するために用いることができる酵素の
非限定的な例は、スクロースホスホリラーゼ、スクロース合成酵素、グルコキナーゼおよ
び/またはフルクトキナーゼと組み合わせたスクラーゼ(インベルターゼ)、グルコキナー
ゼと組み合わせたトレハラーゼ、グルコキナーゼと組み合わせたマルターゼ、フルクトキ
ナーゼと組み合わせたスクロース-6-ホスフェート加水分解酵素、マルトースホスホリラ
ーゼ、マルトース合成酵素、ホスホリラーゼもしくは合成酵素もしくは加水分解酵素と組
み合わせたアミラーゼ、ラクトース合成酵素、ラクトースホスホリラーゼ、ガラクトキナ
ーゼおよび/またはグルコキナーゼと組み合わせたラクターゼ(またはベータ-ガラトシダ
ーゼ)である。
【００１６】
　本発明は、
a) 生物が、少なくともi)炭水化物キナーゼをコードする遺伝子と組み合わせた炭水化物
加水分解酵素をコードする遺伝子、ii)炭水化物合成酵素をコードする遺伝子、またはiii
)炭水化物ホスホリラーゼをコードする遺伝子の導入により遺伝子改変されていることに
より、前記生物が、二糖類、オリゴ糖類、多糖類またはそれらの混合物を活性化糖類と糖
類とに分割でき、
b)生物が、前記生物のステップa)で導入される遺伝子のいずれでもない少なくとも１つの
他の遺伝子の機能が低下するかまたは非機能的になるようにさらに遺伝子改変され、前記
他の遺伝子が、活性化糖類をバイオマスおよび/または生体触媒酵素に変換する酵素をコ
ードする
ことを特徴とする、糖類、活性化糖類、ヌクレオシド、グリコシド、糖脂質および糖タン
パク質からなる群より選択される少なくとも１つの特別の生成物の生成のための代謝操作
された生物に関する。
【００１７】
　用語「糖類」は、単糖類、例えばそれらに限定されないが、カルボニル、カルボキシル
、アミノ基のいずれかを有するかもしくは有さないか、またはヒドロキシル基が、それら
に限定されないが水素、アミノ、チオール、ホスフェートおよび/もしくは同様の基また
はこれらの基の誘導体で置き換えられているアルドース、ケトース、ペントース、メチル
ペントース、ヘキソース、ポリオールに関する。用語「糖類」は、互いにグリコシド結合
で連結された上記のような１以上の単糖類で構成された二糖類、オリゴ糖類および多糖類
にも関する。
【００１８】
　用語「ヌクレオシド」は、例えばそれらに限定されないがUDP、GDP、ADP、TDP、CMPま
たはdTDPであるヌクレオチドで置換された各単糖類に関する。
【００１９】
　用語「グリコシド」は、他の化学的化合物、例えばそれらに限定されないが、ステロー
ル、フェノール、脂肪酸、ホスファチジルイノシトール、ビタミンＣ、カロテノイド(car
tenoides)およびアルテミシニン(artimisinine)とグリコシド結合を形成している糖類に
関する。
【００２０】
　用語「糖脂質」は、脂肪酸または脂質とグリコシド結合を形成している糖類に関する。
【００２１】
　用語「糖タンパク質」は、タンパク質とグリコシド結合を形成している糖類に関する。
【００２２】
　用語「グリコシルホスフェート」は、リン酸化糖類に関する。
【００２３】
　本発明は、上記の生物が、上記の活性化糖類を特別の生成物に変換する少なくとも１つ
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の他の遺伝子の導入によりさらに遺伝子改変されているか、または上記の活性化糖類を特
別の生成物に変換する上記の生物の少なくとも１つの他の内因性遺伝子が、過剰発現され
ている、上記の生物にさらに関する。
【００２４】
　さらに、本発明は、上記の生物が、主な炭素源として二糖類、オリゴ糖類、多糖類また
はそれらの混合物上で成長できる、上記の生物に関する。用語「主な」は、バイオマス形
成のために最も重要な炭素源を意味し、すなわち要求される全ての炭素の75、80、85、90
、95、98、99%が、上記の炭素源に由来することを意味する。本発明の一実施形態におい
て、上記の炭素源は、上記の生物にとって唯一の炭素源であり、すなわち、要求される全
ての炭素の100%が、上記の炭素源に由来する。
【００２５】
　用語「代謝操作される」は、ある所望の物質または生成物の生物による生成を増加させ
るように、上記の生物内での遺伝子および調節プロセスを最適化することをいう。後者の
生成物は、これにより「特別の生成物」と呼ばれ、所望の糖類(活性化または非活性化)、
ヌクレオシド、グリコシド、糖脂質または糖タンパク質に具体的に関する。このような生
成物のいくつかの非限定的な例は、糖誘導体、例えば1,2-フコシルラクトース、1,3-フコ
シルラクトース、1,4-フコシルラクトース、1,6-フコシルラクトース、ガラクチノール、
スタキオース、グロボトリオース、ガラクトース(ベータ1-4)ラムノース、ソホロース、
セロビオース、UDP-グルコース、ソホロリピド、ミオ-イノシトール、L-アラビノース、
シロ-イノソース、グリコシルホスファチジルイノシトール、ラクト-N-ビオース、ラクト
-N-テトラオース、ラクトサミン、フコシル化ガラクトシルオリゴ糖類、L-フコース、N-A
cグルコサミン、シアル酸、シアリルラクトース、キトサンおよびキチンである。
【００２６】
　用語「操作される(する)」は、例えば(9, 17, 19, 21, 22, 42)に記載されるような、
生物を遺伝子改変するために用いることができる任意の公知の技術に関する。
【００２７】
　用語「主な炭素源として二糖類、オリゴ糖類、多糖類またはそれらの混合物上で成長で
きる生物」は、本発明の生物が、成長(またはバイオマス生成)および所望の生成物の生成
の両方のために同じ二糖類、オリゴ糖類、多糖類またはそれらの混合物を用いることがで
き、これらが、後者の糖類を、増殖するためおよび/または代謝的に活性になるための唯
一の炭素源として用いることができることを意味する。簡単に言うと、本発明の生物は、
上記の糖類を唯一の炭素源として含む培地中または培地上で増殖および代謝できる。
【００２８】
　用語「活性化糖類および糖類に分割する(または変換)」は、炭素源として用いられる後
者の糖類が、本発明の生物により、活性化糖部分(活性化糖部分のいくつかの非限定的な
例は、ホスフェート、UDP、GDP、ADP、TDPまたはdTDP基を有する糖部分である)および非
活性化糖部分(後者の基を有さないかまたは後者の基に結合していない)に分割される(ま
たは変換される)ことを意味する。
【００２９】
　用語「生体触媒酵素」は、特別の炭水化物の生成に必要とされる全ての酵素のことを言
う。
【００３０】
　用語「バイオマス」は、全ての細胞成分のことをいう(すなわち改変された特別の炭水
化物生成株において、特別の炭水化物(および他の付加価値生成物)生成経路に用いられな
い糖部分から合成できるタンパク質、DNA、RNA、ホスファチジルセリン, ホスファチジル
エタノールアミン、カルジオリピン、ホスファチジルグリセロール、プトレシン、スペル
ミジン、ペプチドグリカン、グリコーゲンおよび/またはリポ多糖類(63))。
【００３１】
　用語「機能が低下するかまたは非機能的にされた遺伝子」は、遺伝子が、機能的最終生
成物を生成する能力がより低い(すなわち機能的野生型遺伝子と比較して統計学的に有意
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に能力がより低い)かまたは完全に生成できない(例えばノックアウト遺伝子)ように遺伝
子を変化させるために用いられる、当業者に公知の技術(例えばsiRNA、RNAi、miRNA、asR
NA、変異遺伝子、ノックアウト遺伝子、トランスポゾン突然変異誘発など)のことをいう(
2, 4, 5, 7, 8, 14, 19, 37, 40, 47, 73, 79, 80, 85, 93, 98)。
　用語「(遺伝子)ノックアウト」は、よって、非機能的にされた遺伝子のことをいう。
【００３２】
　用語「多糖類」は、６以上の単糖類サブユニットを含有する糖類のことをいう。
【００３３】
　本発明は、ステップa)の遺伝子改変が任意選択であるか、または少なくともi)炭水化物
キナーゼをコードする内因性もしくは異種遺伝子と組み合わせた炭水化物加水分解酵素を
コードする内因性遺伝子、ii)炭水化物合成酵素をコードする内因性遺伝子もしくはiii)
炭水化物ホスホリラーゼをコードする内因性遺伝子を過剰発現することで置き換えられ、
上記の生物が、二糖類、オリゴ糖類、多糖類またはそれらの混合物を活性化糖類と糖類と
に分割できる、上記の代謝操作された生物にさらに関する。
【００３４】
　本発明の好ましい炭水化物加水分解酵素は、ラクターゼ、インベルターゼ、スクロース
、トレハラーゼ、スクロース-6-ホスフェート加水分解酵素、マルターゼまたはアミラー
ゼである。本発明の好ましい炭水化物キナーゼは、ガラクトキナーゼ、フルクトキナーゼ
、グルコキナーゼまたはマンノキナーゼである。
【００３５】
　本発明は、ステップb)の上記の活性化糖類が、上記の糖類で置き換えられた、上記の代
謝操作された生物にさらに関する。よって、本実施形態における「活性化糖部分」は、「
燃料」として用いられるが、「糖部分」は、キナーゼにより活性化され、所望の特別の生
成物の生成経路に向かって押される。
【００３６】
　本発明は、ステップa)の上記の遺伝子が、二糖類、オリゴ糖類または多糖類を、２つの
同様もしくは異なる活性化糖類または２つの同様もしくは異なる糖類に分割する、上記の
代謝操作された生物にも関する。
【００３７】
　上記の用語「生物」は、細菌、酵母もしくは真菌細胞からなるリストから選択される微
生物のことをいうか、または植物もしくは動物細胞のことをいう。後者の細菌は、好まし
くは、大腸菌の種に属する。後者の酵母は、好ましくは、サッカロミセス・セレビシエ(S
accharomyces cereviseae)の種に属する。
【００３８】
　より具体的には、本発明は、上記の活性化糖類が、アルファグルコース-1-ホスフェー
ト、アルファガラクトース-1-ホスフェート、ベータグルコース-1-ホスフェート、ベータ
ガラクトース-1-ホスフェート、フラクトース-6-ホスフェート、グルコース-6-ホスフェ
ート、UDP-グルコースおよびUDP-ガラクトースからなる群より選択され、上記の糖類が、
フラクトース、グルコースおよび/またはガラクトースからなる群より選択される、上記
の代謝操作された生物に関する。
【００３９】
　本発明は、上記のように、上記の炭水化物加水分解酵素が、ラクターゼ、インベルター
ゼ、スクラーゼ、マルターゼ、トレハラーゼ、スクロース-6-ホスフェート加水分解酵素
および/またはアミラーゼであり、上記の炭水化物キナーゼが、ガラクトキナーゼ、フル
クトキナーゼ、グルコキナーゼおよび/またはマンノキナーゼである、上記の代謝操作さ
れた生物にさらに関する。
【００４０】
　さらにより具体的には、本発明は、
- ステップa)の上記の遺伝子が、スクロースホスホリラーゼをコードし、かつ/または
- ステップb)の以下の遺伝子：ベータ-ガラクトシダーゼをコードする遺伝子および/もし
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くはホスホグルコムターゼをコードする遺伝子および/もしくはグルコース-1-ホスフェー
トアデニリルトランスフェラーゼをコードする遺伝子および/もしくはホスファターゼ(例
えば、限定されないが、グルコース-1-ホスファターゼ)をコードする遺伝子および/もし
くはグルコース-1-ホスフェートウリジルトランスフェラーゼをコードする遺伝子および/
もしくはUDP-グルコース-4-エピメラーゼをコードする遺伝子および/もしくはUDP-グルコ
ース:ガラクトース-1-ホスフェートウリジルトランスフェラーゼをコードする遺伝子およ
び/もしくはUDP-ガラクトピラノースムターゼをコードする遺伝子および/もしくはUDP-ガ
ラクトース:(グルコシル)リポ多糖-1,6-ガラクトシルトランスフェラーゼをコードする遺
伝子および/もしくはUDP-ガラクトシルトランスフェラーゼをコードする遺伝子および/も
しくはUDP-グルコシルトランスフェラーゼをコードする遺伝子および/もしくはUDP-グル
クロネートトランスフェラーゼをコードする遺伝子および/もしくはUDP-グルコースリピ
ドキャリアトランスフェラーゼをコードする遺伝子および/もしくはUDP-糖加水分解酵素
をコードする遺伝子および/もしくはインベルターゼをコードする遺伝子および/もしくは
マルターゼをコードする遺伝子および/もしくはトレハラーゼをコードする遺伝子および/
もしくは糖輸送ホスホトランスフェラーゼをコードする遺伝子および/もしくはヘキソキ
ナーゼをコードする遺伝子が非機能的にされる、
上記の代謝操作された生物に関する。
【００４１】
　後者の代謝操作された生物の例は、
- ステップa)の上記の遺伝子が、乳酸菌、例えばビフィドバクテリウム・アドレセンティ
ス、ロイコノストック・メセンテロイデス(Leuconostoc mesenteroides)、ラクトバチル
ス・アシドフィラス(Lactobacillus acidophilus)および/もしくはストレプトコッカス・
ミュータンス(Streptococcus mutans)を起源とする可能性がある(しかしそれだけでない)
スクロースホスホリラーゼをコードする遺伝子であり、かつ/または
- ステップb)の上記の遺伝子が、遺伝子lacZ、遺伝子pgm、遺伝子ycjU、遺伝子glgC、遺
伝子agp、遺伝子ptsG、遺伝子glk、遺伝子glf、遺伝子waaB、遺伝子ushA、遺伝子wcaA、
遺伝子wcaC、遺伝子wcaE、遺伝子wcaI、遺伝子wcaL、遺伝子wcaJ、遺伝子galU、遺伝子ga
lF、遺伝子galE、遺伝子malP、遺伝子malQおよび/もしくは遺伝子galTである(20, 25, 27
, 28, 32, 46, 48, 49, 52, 54, 62, 82, 86, 87, 96, 97)
生物である。
【００４２】
　上記の代謝操作された生物の別の例は、
- ステップa)の上記の遺伝子が、乳酸菌、例えばビフィドバクテリウム・アドレセンティ
ス、ロイコノストック・メセンテロイデス、ラクトバチルス・アシドフィラスおよび/も
しくはストレプトコッカス・ミュータンスを起源とする可能性がある(しかしそれだけで
ない)スクロースホスホリラーゼをコードし、かつ/または
- ステップb)の上記の遺伝子が、遺伝子PGM1、遺伝子PGM2、遺伝子GLG1、遺伝子GLG2、遺
伝子INM1、遺伝子INM2、遺伝子GLK1、遺伝子HXK1、遺伝子HXK2、遺伝子GAL10、遺伝子GAL
7、遺伝子YHL012W、遺伝子UGP1、遺伝子GSY1、遺伝子GSY2、遺伝子DIE2、遺伝子ALG8、遺
伝子ATG26、遺伝子SUC2、遺伝子MAL32、遺伝子MAL12、遺伝子YJL216Cおよび/もしくは遺
伝子YGR287Cおよび/もしくはFEN1および/もしくはFKS1および/もしくはGSC2および/もし
くはTPS1である(10, 12, 15, 16, 18, 24, 30, 31, 36, 41, 51, 56, 57, 59, 61, 66, 7
6, 81, 84, 89-91, 99)
生物である。
【００４３】
　後者の操作された生物は、例えば、それらに限定されないが、セロビオース、コウジビ
オース、トレハロース(threhalose)、L-アラビノース、ミオ-イノシトール、ラフィノー
ス、スタキオース、L-ラムノースまたはL-リボースを特別の生成物として生成するために
用いることができる。
【００４４】
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　本発明のさらなる態様は、ステップa)の上記のスクロースホスホリラーゼが、スクロー
ス合成酵素、マルトースホスホリラーゼもしくはマルトース合成酵素で置き換えられるか
、またはステップa)の上記のスクロースホスホリラーゼが、ラクトースホスホリラーゼも
しくはラクトース合成酵素で置き換えられる、上記の代謝操作された生物に関する。
　後者の生物は、例えば、それらに限定されないが、ソホロース、UPD-グルコース、糖脂
質、フラボン3-O-β-D-グルコシド(ステップaにおいてスクロース合成酵素)、ガラクトー
ス(ベータ1-4)ラムノース(ステップaにおいてラクトースホスホリラーゼ)または UDP-ガ
ラクトース、ガラクチノール、スタキオースまたはグロボトリオース、サイコシン(ステ
ップaにおいてラクトース合成酵素)を特別の生成物として生成するために用いることがで
きる。
【００４５】
　本発明は、ステップb)の上記の活性化糖類が、上記の糖類で置き換えられ、
- ステップa)の上記の遺伝子が、スクロースホスホリラーゼをコードし、かつ/または
- ステップb)の以下の遺伝子：ベータ-ガラクトシダーゼをコードする遺伝子および/もし
くはグルコース-6-ホスフェートイソメラーゼをコードする遺伝子および/もしくはグルコ
ース-1-ホスフェートアデニリルトランスフェラーゼをコードする遺伝子および/もしくは
ホスファターゼ(例えばグルコース-1-ホスファターゼ)をコードする遺伝子および/もしく
はホスホフルクトキナーゼAをコードする遺伝子および/もしくはホスホフルクトキナーゼ
Bをコードする遺伝子および/もしくはホスホグルコネート脱水酵素をコードする遺伝子お
よび/もしくは2-ケト-3-デオキシグルコネート-6-ホスフェート アルドラーゼをコードす
る遺伝子および/もしくはグルコース-1-ホスフェートウリジルトランスフェラーゼをコー
ドする遺伝子および/もしくはUDP-グルコース-4-エピメラーゼをコードする遺伝子および
/もしくはUDP-グルコース:ガラクトース-1-ホスフェートウリジルトランスフェラーゼを
コードする遺伝子および/もしくはUDP-ガラクトピラノースムターゼをコードする遺伝子
および/もしくはUDP-ガラクトース:(グルコシル)リポ多糖-1,6-ガラクトシルトランスフ
ェラーゼをコードする遺伝子および/もしくはUDP-ガラクトシルトランスフェラーゼをコ
ードする遺伝子および/もしくはUDP-グリコシルトランスフェラーゼをコードする遺伝子
および/もしくはUDP-グルクロネートトランスフェラーゼをコードする遺伝子および/もし
くはUDP-グルコースリピドキャリアトランスフェラーゼをコードする遺伝子および/もし
くはGDP-マンノース加水分解酵素をコードする遺伝子および/もしくはUDP-糖加水分解酵
素をコードする遺伝子および/もしくはマンノース-6-ホスフェートイソメラーゼをコード
する遺伝子および/もしくはUDP-N-アセチルグルコサミンエノイルピルボイルトランスフ
ェラーゼをコードする遺伝子および/もしくはUDP-Nアセチルグルコサミンアセチルトラン
スフェラーゼをコードする遺伝子および/もしくはUDP-N-アセチルグルコサミン-2-エピメ
ラーゼをコードする遺伝子および/もしくはウンデカプレニル-ホスフェート-アルファ-N-
アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼをコードする遺伝子および/もしくはグルコ
ース-6-ホスフェート-1-脱水素酵素をコードする遺伝子および/もしくはL-グルタミン:D-
フラクトース-6-ホスフェートアミノトランスフェラーゼをコードする遺伝子および/もし
くはマンノース-6-ホスフェートイソメラーゼをコードする遺伝子および/もしくはソルビ
トール-6-ホスフェート脱水素酵素をコードする遺伝子および/もしくはマンニトール-1-
ホスフェート5-脱水素酵素をコードする遺伝子および/もしくはアルロース-6-ホスフェー
ト3-エピメラーゼをコードする遺伝子および/もしくはインベルターゼをコードする遺伝
子および/もしくはマルターゼをコードする遺伝子および/もしくはトレハラーゼをコード
する遺伝子および/もしくは糖輸送ホスホトランスフェラーゼをコードする遺伝子および/
もしくはヘキソキナーゼをコードする遺伝子が非機能的にされる、
上記の代謝操作された生物にさらに関する。
【００４６】
　より具体的には、本発明は、
-ステップa)の上記の遺伝子が、乳酸菌、例えばビフィドバクテリウム・アドレセンティ
ス、ロイコノストック・メセンテロイデス、ラクトバチルス・アシドフィラスもしくはス
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トレプトコッカス・ミュータンスを起源とするスクロースホスホリラーゼであり、かつ/
または
- ステップb)の上記の遺伝子が、遺伝子lacZ、遺伝子pgi、遺伝子glgC、遺伝子agp、遺伝
子pfkA、遺伝子pfkB、遺伝子waaB、遺伝子ushA、遺伝子eda、遺伝子edd、遺伝子wcaA、遺
伝子wcaC、遺伝子wcaE、遺伝子wcaI、遺伝子wcaL、遺伝子wcaJ、遺伝子wcaB、遺伝子wcaF
、遺伝子wcaK、遺伝子wcaD、遺伝子galU、遺伝子galF、遺伝子galE、遺伝子gmm、遺伝子g
alT、遺伝子manA、遺伝子murA、遺伝子lpxA、遺伝子rffEおよび/もしくは遺伝子rfe、遺
伝子glmS、遺伝子 srlD、遺伝子mtlD、遺伝子alsEおよび/もしくはzwfである(6, 20, 25,
 28, 29, 32, 43, 44, 46, 49, 52-55, 62, 65, 75, 78, 82, 86, 87, 96, 97, 101)、
上記の代謝操作された生物に関する。
【００４７】
　本発明による別の代謝操作された生物は、
-ステップa)の上記の遺伝子が、乳酸菌、例えばビフィドバクテリウム・アドレセンティ
ス、ロイコノストック・メセンテロイデス、ラクトバチルス・アシドフィラスもしくはス
トレプトコッカス・ミュータンスを起源とするスクロースホスホリラーゼをコードする遺
伝子であり、かつ/または
- ステップb)の上記の遺伝子が、遺伝子PGI1、遺伝子PFK1、遺伝子PFK2、遺伝子PFK26、
遺伝子PFK26、遺伝子PFK27、遺伝子GND1、遺伝子GND2、遺伝子PMI40、遺伝子ZWF1、遺伝
子GFA1、遺伝子GLG1、遺伝子GLG2、遺伝子INM1、遺伝子INM2、遺伝子GLK1、遺伝子HXK1、
遺伝子HXK2、遺伝子GAL10、遺伝子GAL7、遺伝子YHL012W、遺伝子UGP1、遺伝子GSY1、遺伝
子GSY2、遺伝子DIE2、遺伝子ALG8、遺伝子ATG26、遺伝子SUC2、遺伝子MAL32、遺伝子MAL1
2、遺伝子YJL216Cおよび/もしくは遺伝子YGR287Cおよび/もしくはFEN1および/もしくはFK
S1および/もしくはGSC2および/もしくはTPS1である(12, 15, 16, 24, 26, 30, 31, 34, 3
6, 38, 39, 41, 51, 56, 57, 59-61, 64, 66, 74, 76, 83, 84, 89, 90, 95, 99)
生物である。
【００４８】
　後者の操作された生物は、例えば、フコシル化糖誘導体、例えばフコシルラクトース、
より具体的にはα-1,2-フコシルラクトース、α-1,3-フコシルラクトース、α-1,4-フコ
シルラクトース、α-1,6-フコシルラクトースを、特別の生成物として、例えば、それら
に限定されないが、ヘリコバクター・ピロリ、バクテロイデス種(Bacteroides sp.)、ヒ
ト(Homo sapiens)、マウス(Mus musculus)、ウシ(Bos taurus)およびキイロタマホコリカ
ビを起源とする特定のフコシルトランスフェラーゼを用いて生成するために用いることが
できる。さらに、上記の操作された生物は、キトサンを、キチン合成酵素およびキチン脱
アセチル化酵素により生成するか、またはミオ-イノシトールを、イノシトール-1-ホスフ
ェート合成酵素をイノシトールモノホスファターゼと組み合わせて導入することにより生
成するために用いることができる。
【００４９】
　上記の活性化糖類を特別の生成物に変換する遺伝子の具体例は、エピメラーゼ、トラン
スフェラーゼ、還元酵素、(ピロ)ホスホリラーゼ、(デ)カルボキシラーゼ、脱水酵素、パ
ーミアーゼ、合成酵素および/またはイソメラーゼをコードする遺伝子である。よって、
本発明は、上記の活性化糖類を特別の生成物に変換する遺伝子が、エピメラーゼ、トラン
スフェラーゼ、還元酵素、脱水素酵素、酸化酵素、ピロホスホリラーゼ、(デ)カルボキシ
ラーゼ、脱水酵素、パーミアーゼ、合成酵素および/またはイソメラーゼをコードする、
上記の代謝操作された生物に関する。本発明は、さらにより具体的に、上記のエピメラー
ゼが、UDP-ガラクトース-4-エピメラーゼもしくはUDP-N-アセチルグルコサミンエピメラ
ーゼであり、かつ/または上記のトランスフェラーゼが、グリコシルトランスフェラーゼ
、シアリルトランスフェラーゼもしくはスルホトランスフェラーゼである、後者の代謝操
作された生物に関する。
【００５０】
　本発明は、さらに、上記の特別の生成物が、単糖類、二糖類、三糖類、四糖類、五糖類
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、オリゴ糖類、多糖類、ヌクレオシド、O-グリコシド、S-グリコシド、N-グリコシド、C-
グリコシド、糖タンパク質、糖脂質または活性化炭水化物、例えば、それらに限定されな
いが、ミオ-イノシトール、L-アラビノース、シロ-イノソース、グリコシルホスファチジ
ルイノシトール、ラクト-N-ビオース、ラクト-N-テトラオース、ラクトサミン、フコシル
化ガラクトシルオリゴ糖類(GOS) 、L-フコース、N-Acグルコサミン、シアル酸、シアリル
ラクトース、キトサン、キチン、1,2-フコシルラクトース、1,3-フコシルラクトース、1,
4-フコシルラクトース、1,6-フコシルラクトース、ガラクチノール、スタキオース、グロ
ボトリオース、ガラクトース(ベータ1-4)ラムノース、ソホロース、セロビオース、UDP-
グルコースおよびソホロリピドである、上記の代謝操作された生物に関する。
【００５１】
　本発明は、さらに、
i)微生物を上記のようにして代謝的に操作することと、
ii)上記の代謝操作された微生物を培養することと、
iii)特別の生成物を抽出して精製することと
を含む、上記の特別の生成物を生成する方法に関する。
　微生物を培養するため、および上記の培養物から特別の生成物を抽出および精製するた
めに、当該技術において知られる任意の方法を本発明において用いることができることが
明確である。
【００５２】
　さらに、本発明は、キイロタマホコリカビを起源とし、配列番号１に示すアミノ酸配列
を有する2-フコシルトランスフェラーゼ、または2-フコシルトランスフェラーゼ活性を有
するその断片、または少なくとも75%の配列同一性を有し、2-フコシルトランスフェラー
ゼ活性を有するそのバリアントの、2-フコシルラクトース(α1,2-フコシルラクトース)を
生成するための使用に関する。上記の2-フコシルトランスフェラーゼ活性を有する具体的
な断片を、配列番号４に示す。
【００５３】
　上記の2-フコシルトランスフェラーゼをコードする核酸、具体的には、配列番号２また
は配列番号３(これらはともに配列番号１をコードする)に示す核酸の、フコシルラクトー
スを生成するための使用は、本発明の一部である。配列番号４をコードする核酸を、配列
番号５および配列番号６に示し、これらも本発明の一部である。
　用語「断片」は、配列番号１に示すアミノ酸配列よりも少ないアミノ酸を含有し、上記
の2-フコシルトランスフェラーゼ活性を保持するタンパク質(またはペプチドまたはポリ
ペプチド)のことをいう。このような断片は、例えば、Ｃおよび/もしくはＮ末端にてアミ
ノ酸の総数の10%以下の欠失を有するタンパク質であり得るか、配列番号４に相当し得る
。用語「バリアント」は、配列番号１またはその断片と少なくとも75%の配列同一性、好
ましくは少なくとも76～85%の配列同一性、より好ましくは少なくとも86～90%の配列同一
性、最も好ましくは少なくとも91、92、93、94、95、96、97、98もしくは99%の配列同一
性を有するタンパク質、および上記の2-フコシルトランスフェラーゼ活性を保持するタン
パク質をコードするもののことをいう。
【００５４】
　よって、少なくとも75%の同一性をアミノ酸レベルで有し、記載される機能を有するオ
ルソログまたは(配列番号１が由来するキイロタマホコリカビ以外の)他の属および種にお
ける遺伝子は、本発明の一部である。アミノ酸配列同一性のパーセンテージは、２つの配
列のアラインメント、および配列が短いほうのアミノ酸の数で除した同一アミノ酸の位置
の数×100の同定により決定される。後者の「バリアント」は、配列番号１に示すタンパ
ク質から保存置換および/または改変だけが異なって、2-フコシルトランスフェラーゼ活
性を有するタンパク質の能力は保持されることもできる。「保存置換」は、アミノ酸が、
同様の特性を有する別のアミノ酸で置換されて、タンパク質化学における当業者が、タン
パク質の性質が実質的に変化しないと予期できるものである。一般的に、以下のアミノ酸
の群は、保存変化を表す：(1) ala、pro、gly、glu、asp、gln、asn、ser、thr; (2) cys



(15) JP 2017-18093 A 2017.1.26

10

20

、ser、tyr、thr; (3) val、ile、leu、met、ala、phe; (4) lys、arg、his;および(5) p
he、tyr、trp、his。
【００５５】
　バリアントは、例えば、上記の2-フコシルトランスフェラーゼ活性、２次構造および酵
素の水治療(hydropathic)の性質に対して最小限の影響を有するアミノ酸の欠失または付
加により改変された本明細書に記載するタンパク質でもあり得る(または代わりに該タン
パク質であり得る)。
【００５６】
　以下の具体的な配列は、上記のように、本発明の一部である。
　配列番号１：キイロタマホコリカビの2-フコシルトランスフェラーゼの完全アミノ酸配
列：
【化１】

【００５７】
　配列番号２：大腸菌における発現のための配列番号１をコードするコドン最適化ヌクレ
オチド配列：
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【００５８】
　配列番号３：配列番号１：キイロタマホコリカビの2-フコシルトランスフェラーゼをコ
ードする天然ヌクレオチド配列：
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【００５９】
　配列番号４：フコシルトランスフェラーゼ活性を有する配列番号１の断片のアミノ酸配
列：
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【化４】

【００６０】
　配列番号５：ATGを付加した配列番号４をコードするコドン最適化核酸配列
【化５】

【００６１】
　配列番号６：配列番号４をコードする天然核酸配列
【化６】

【００６２】
　本発明を、具体的な実施例により以下に説明する。
【実施例】
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【００６３】
実施例１．材料および方法
培地
　１%トリプトンペプトン(Difco, Erembodegem, Belgium)、0.5%酵母エキス(Difco)およ
び0.5%塩化ナトリウム(VWR, Leuven, Belgium)からなるLuria Broth (LB)培地。振とうフ
ラスコ実験用の培地は、2.00 g/l NH4Cl、5.00 g/l (NH4)2SO4、2.993 g/l KH2PO4、7.31
5 g/l K2HPO4、8.372 g/l MOPS、0.5 g/l NaCl、0.5 g/l MgSO4・7H2O、14.26 g/l スク
ロースまたは実施例に明記する場合に別の炭素源、１ml/lビタミン溶液、100μl/lモリブ
デン酸塩溶液および１ml/lセレン溶液を含有した。培地は、1M KOHを用いてpHを７に設定
した。
　ビタミン溶液は、3.6 g/l FeCl2・4H2O、５g/l CaCl2・2H2O、1.3 g/l MnCl2・2H2O、0
.38 g/l CuCl2・2H2O、0.5 g/l CoCl2・6H2O、0.94 g/l ZnCl2、0.0311 g/l H3BO4、0.4 
g/l Na2EDTA・2H2Oおよび1.01 g/lチアミンHClからなった。モリブデン酸塩溶液は、0.96
7 g/l Na2MoO4・2H2Oを含有した。セレン溶液は、42 g/l SeO2を含有した。
【００６４】
　発酵用の最少培地は、6.75 g/l NH4Cl、1.25 g/l (NH4)2SO4、1.15 g/l KH2PO4 (低ホ
スフェート培地)または2.93 g/l KH2PO4および7.31 g/l KH2PO4 (高ホスフェート培地)、
0.5 g/l NaCl、0.5 g/l MgSO4・7H2O、14.26 g/lスクロース１ml/lビタミン溶液、100μl
/lモリブデン酸塩溶液および１ml/lセレン溶液(上記と同じ組成)を含有した。
【００６５】
　複合培地は、オートクレーブ(121℃、21分)により滅菌し、最少培地はろ過(0.22μm Sa
rtorius)により滅菌した。必要であれば、培地は、抗生物質(アンピシリン、クロラムフ
ェニコール、カナマイシン)を加えることにより選択的にした。
【００６６】
培養条件
　LBプレート上の単一コロニーからの５ml LB培地中での前培養物を、オービタルシェー
カー上で200 rpmにて37℃で８時間インキュベートした。この培養物から、２mlを500 ml
振とうフラスコ中の 100 mlの最少培地に移し、オービタルシェーカー上で200 rpmにて37
℃で16時間インキュベートした。４%の接種材料を、1.5 lの作業容量を有する ２lのBios
tat B Plus培養容器(Sartorius Stedim Biotech, Melsungen, Germany)で用いた。培養条
件は、37℃、800 rpmでの攪拌、1.5 l/分の気流速度であった。空気を散布することによ
り、好気条件を維持した。PHは、0.5 M H2SO4および４M KOHを用いて７に維持した。排気
は、排気冷却機(Frigomix 1000, Sartorius Stedim Biotech, Melsungen, Germany)によ
り４℃に冷却した。シリコーン消泡剤の10%溶液(BDH 331512K, VWR Int Ltd., Poole, En
gland)を、発酵中に泡形成が上昇した場合に加えた(およそ10μl)。発生気体を、EL3020
発生気体分析器(ABB Automation GmbH, 60488 Frankfurt am Main, Germany)を用いて測
定した。全てのデータを、Sartorius MFCS/win v3.0システム(Sartorius Stedim Biotech
, Melsungen, Germany)に入力した。
　全ての株は、少なくとも２回培養し、収率および速度について示す標準偏差は、反復実
験中に採取した少なくとも10のデータ点に基づく。
【００６７】
サンプリング
　バイオリアクタは、その内部に、採集パイプ(BD Spinal Needle, 1.2×152 mm (BDMedi
cal Systems, Franklin Lakes, NJ - USA) (外部でMasterflex-14配管(Cole-Parmer, Ant
werpen, Belgium)に連結しているリアクタ口とつながっている)と、その後に、サンプリ
ングのための隔壁を有する採集口とを含有する。この採集口の反対側は、Masterflex-16
配管を用いてリアクタ容器とつながって戻る。このシステムは、迅速サンプリングループ
とよばれる。サンプリング中に、リアクタブロスは、サンプリングループ中を回ってポン
ピングされる。150 ml/分の流速にて、リアクタブロスは、採集口に到達するために0.04
秒、リアクタに再浸入するために3.2秒必要であると見積もられた。50%のpO2レベルにて
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、37℃にて液体中に約３mg/lの酸素が存在する。pO2レベルは、微好気条件を回避するた
めに、20%未満には決してなるべきでない。よって、1.8 mg/lの酸素が、採集ループを通
して運搬される間に消費され得る。酸素取り込み速度が0.4 g酸素/gバイオマス/時間(μm

axにて見出された最大酸素取り込み速度)であると仮定すると、これは、５g/l バイオマ
スについて２g/l/hまたは0.56 mg/l/sの酸素取り込み速度を与え、これに3.2秒(ループ中
の滞留時間)を乗じると、1.8 mg/lの酸素消費が得られる。
【００６８】
　サンプリング中の細胞の代謝を消すために、-20℃に予め冷却した62 gのステンレス鋼
ビーズを充填したシリンジ中に採集口を通してリアクタブロスを吸引して、５mlのブロス
を直ちに４℃に冷却した。サンプリングの直後に冷却遠心分離を行った(15000 g、５分、
４℃)。バッチ実験中に、OD600nm、CDWおよび細胞外代謝物についての試料を、毎時間、
迅速サンプリングループおよび冷却ステンレスビーズサンプリング法を用いて採取した。
指数増殖に到達した場合に、サンプリング頻度を20～30分毎に増やした。
【００６９】
ブロスサンプリング
　発酵槽とつながった迅速サンプリングを用いて、１mlブロスの試料を0.5秒以内に発酵
槽から抜き出した。試料は、-40℃に予め冷却した冷却溶液５mlを含有する試験管中に直
接抜き出し、サンプリング後にボルテックスにより直ちに混合した。正確な試料サイズを
、サンプリングの前後に試験管を秤量することにより、重量測定により定量した。
【００７０】
ろ過物サンプリング
　細胞外培養流体の試料は、ビーズを用いずに室温にてシリンジろ過(ポアサイズ0.45μm
、酢酸セルロース)を用いて得た(ブロス試料の直接ろ過)。細胞を除去した後に、得られ
たろ過物または上清を５mlの冷却溶液と直ちに混合して、これらの試料をブロス試料と同
じ方法で処理した。この場合でも、得られた試料の正確な量を、重量測定により定量した
。
【００７１】
冷却手順
　用いた冷却溶液は、60% (v/v)メタノール水溶液であった。-40℃に予め冷却した冷却溶
液中でブロス試料を冷却した後に、試料/冷却溶液混合物を、冷却遠心分離機(-20℃)中で
、-40℃に予め冷却したローターを用いて8000gにて５分間遠心分離した。デカントした後
に、上清(QS)を抽出まで-40℃にて貯蔵した。その後、細胞ペレットを、５mlの-40℃冷却
溶液に再懸濁し、再び遠心分離した。この２回目の上清(WS)も、抽出まで-40℃にて貯蔵
した。全ブロスおよび培養ろ過物中の代謝物の測定のために、同じ冷却手順を用いた。し
かし、冷却した全ブロス混合物(B)または冷却した培養ろ過物(F)は遠心分離しなかったが
、十分にボルテックスした後に、500μlのこれらの混合物を、代謝物抽出のために抜き出
した。
【００７２】
代謝物抽出手順
　細胞ペレットからおよび冷却した全ブロスからの500μl試料からの代謝物の抽出は、熱
エタノール法を用いて行った[34]。代謝物を、75%沸騰エタノール中で抽出した(３分、90
℃)。冷却した後に、そのようにして得られた抽出物を、RapidVap (Labconco Corporatio
n, Kansas, Missouri, USA)中で、真空下に110分間、乾燥蒸発させた。各残渣を500μLの
H2Oに再懸濁した後に、細胞破片を、5000gにて５分間の遠心分離により除去した。デカン
トの後に、上清を、さらなる分析まで-80℃にて貯蔵した。
【００７３】
分析方法
　培養物の細胞密度を、600 nmにて光学密度を測定することにより(Uvikom 922分光光度
計、BRS、Brussel、Belgium)頻繁にモニタリングした。細胞乾燥重量を、予め乾燥させ、
秤量したファルコン中の20 gのリアクタブロスの遠心分離(15分、5000 g、GSAローター、
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Sorvall RC-5B, Goffin Meyvis, Kapellen, Belgium)により得た。ペレットを、その後、
20 mlの生理的溶液(９g/l NaCl)を用いて１回洗浄し、一定重量まで70℃にて乾燥させた
。OD600nm測定をバイオマス濃度に変換できるようにするために、バイオマス濃度に対す
るOD600nmの相関曲線を作成した。グルコースおよび有機酸の濃度を、Varian Prostar HP
LCシステム(Varian, Sint-Katelijne-Waver, Belgium)上で、65℃に加熱し、１cmのプレ
カラムを備えるAminex HPX-87Hカラム(Bio-Rad, Eke, Belgium)を用い、５mM H2SO4 (0.6
 ml/分)を移動相として用いて決定した。２重波長UV-VIS (210 nmおよび265 nm)検出器(V
arian Prostar 325)および示差屈折計(Merck LaChrom L-7490, Merck, Leuven, Belgium)
を、ピーク検出のために用いた。265および210 nmの両方でのピークの吸収を分割するこ
とにより、ピークを同定できた。分割は、ある種の化合物について典型的な一定の値をも
たらす(Beer-Lambertの公式)。
【００７４】
炭水化物測定
　グルコース、フラクトース、スクロースおよびグルコース-1-ホスフェートを、Hyperca
rbカラム(100×4.6 mm; ５μm粒子サイズ)を用いるHPLCにより測定し、ELSD検出器または
質量分析計を用いて検出した(Antonioら, 2007; Nielsenら, 2006)。スクロースおよびG1
PのLOQは、それぞれ30および20 mg/lであった。全ての試料を、検出器の直線の範囲内で
希釈し、これは、LOQとおよそ100mg/lの代謝物との間であった。複数のリン酸化およびヌ
クレオチド糖がブロス中に存在する場合、Bucholzらの方法を用いた(11)。この場合、mil
liQ水(A)と20mM酢酸アンモニウム(B)との勾配を用いて分析物を分離した。勾配は、100%
Ａにて１ml/分の流速で開始し、10分間で100%Ｂに１ml/分にて変化させた。100%Ｂの溶離
液組成を、次いで、１ml/分にて４分間保持し、１分間で100%Ａに１ml/分にて変化させ、
その後、流速を1.2 ml/分に増やし、３分間保持して、カラムの平衡化時間を低減させた
。この３分間の後に、流速を２分間で１ml/分に再び低減した。全ての分析物は、ELSD検
出器または質量分析計のいずれかで検出した。
【００７５】
　単糖類、二糖類およびオリゴ糖類の分析のために、Prevail炭水化物 ES(５μ; 250×4.
6 mm)カラムを、100%アセトン(A)、100%アセトニトリル(B)および100%水(C)の勾配ととも
に用いた。勾配を、20%Ａ、60%Ｂおよび20%Ｃにて開始する。これを、15分間で15%Ａ、45
%Ｂおよび40%Ｃに変化させ、１分以内で20%Ａ、60%Ｂおよび20%Ｃに変えて戻した。カラ
ムを、次いで、その初期条件にて６分間平衡化する。全ての分析物は、ELSDまたは質量分
析計のいずれかを用いて測定した。
【００７６】
細胞乾燥重量の測定
　ブロス試料について、４×10 gを遠心管に移し、細胞をスピンダウンし(5000g、４℃、
５分)、細胞を0.9% NaCl溶液で２回洗浄した。細胞ペレットを含有する遠心管をオーブン
中で70℃にて48時間、一定重量まで乾燥させた。細胞乾燥重量を、重量測定により得た。
遠心管は、秤量前にデシケータ中で冷却した。
【００７７】
ソホロース多糖類測定
　異種tts遺伝子(50)を発現する変異株により生成されたソホロース多糖類の量を決定す
るために、この変異体および野生型株のおよそOD６での100mlの培養物を遠心分離した(55
00 rpm、４℃、５分、Heraus Biofuge stratos)。80mlの上清を、次いで、２容量の冷エ
タノール(100%、-20℃)を用いて沈殿させ、６℃にて一晩貯蔵した。沈殿物を、遠心分離(
5500 rpm、４℃、５分、Hereaus Biofuge stratos)により上清から分け、25mlの蒸留水に
再懸濁した(88)。２mlのこの多糖類溶液を、次いで、pyrexのケイ酸ボリウム( boriumsil
icate)試験管(26×100 mm)中で105℃にて2.25 M HCl (最終濃度)を４時間用いて加水分解
した。グルコース測定のために溶液を中和するために、等モル量のNaOHを、インキュベー
ションおよび冷却の後に溶液に加えた。溶液中のグルコースの量を、YSI生化学分析器(YS
I (UK) Ltd.)を用いて決定した。
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【００７８】
キイロタマホコリカビα1,2-フコシルトランスフェラーゼ特徴決定のために用いた株およ
びプラスミド
　キイロタマホコリカビを起源とするコドン最適化α1,2-フコシルトランスフェラーゼを
、Aertsら(1)に記載されるようにして構築したプラスミド上に遺伝子型ΔlacZΔglgCΔma
nAΔCAを有する大腸菌において異種的に発現させた。CAは、Stevensonら(86)に記載され
るコラン酸生合成経路をコードする遺伝子クラスタ中の全ての遺伝子を示す。
【００７９】
酵素単離方法
　株を、LB (10 g/lトリプトン、5g/l酵母エキスおよび10 g/l NaCL)中で一晩培養(500ml
振とうフラスコ中の 100ml)にて37℃および200 rpmで成長させた。細胞を、遠心分離(750
0 rpmおよび４℃にて15分間)により採集した。このペレットを、５ml PBSバッファーに再
懸濁し、氷水上で４分間にわたって３回音波処理した(サイクル50%、強度３)。細胞破片
を15分間、7500 rpmおよび４℃にて再び遠心分離した。上清を、粗細胞抽出物として用い
た。
【００８０】
タンパク質の測定
　酵素抽出物のタンパク質含量を、Pierce BCAタンパク質アッセイキット(Thermo)を、製
品マニュアルに記載されるようにして用いて測定した。
【００８１】
異種および相同遺伝子の発現のためのプラスミド構築
　構築したプラスミドは、Aertsら(1)に記載されたとおりであった。
【００８２】
遺伝子的方法
　プラスミドを、宿主大腸菌DH5α(F-, φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, r
ecA1, endA1, hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1)で維持し
た。
　プラスミド。pKD46 (Redヘルパープラスミド、アンピシリン耐性)、pKD3 (FRTに挟まれ
たクロラムフェニコール耐性(cat)遺伝子を含有する)、pKD4 (FRTに挟まれたカナマイシ
ン耐性(kan)遺伝子を含有する)およびpCP20 (FLPリコンビナーゼ活性を発現する)プラス
ミドを、教授であるJ-P Hernalsteens博士(Vrije Universiteit Brussel, Belgium)から
得た。プラスミドpBluescript (Fermentas, St. Leon-Rot, Germany)を用いて、プロモー
ターライブラリーまたは点突然変異を有する遺伝子座を有する誘導体pKD3およびpKD4を構
築した。
【００８３】
　変異。変異は、それぞれ遺伝子破壊(ノックアウト、KO)、人工プロモーターによる内因
性プロモーターの置き換え(ノックイン、KI)からなった。これらを、DatsenkoおよびWann
er (19)の概念を用いて導入した。
　Redヘルパープラスミドを有する形質転換体を、アンピシリン(100 mg/l)およびL-アラ
ビノース (10 mM)を含有する10 ml LB培地中で30℃にて0.6のOD600nmまで成長させた。細
胞を１回目は50 mlの氷水で、そして２回目は１mlの氷水で洗浄することによりエレクト
ロコンピテントにした。次いで、細胞を、50μlの氷水に再懸濁した。エレクトロポレー
ションを、50μlの細胞および10～100 ngの直鎖上２本鎖DNA生成物を用いて、GenePulser
(商標) (BioRad) (600Ω、25μFDおよび250ボルト)を用いることにより行った。
　エレクトロポレーションの後に、細胞に１ml LB培地を加え、37℃にて１時間インキュ
ベートし、最後に、25 mg/lのクロラムフェニコールまたは50 mg/lのカナマイシンを含有
するLB寒天上に広げて、抗生物質耐性形質転換体を選択した。選択した変異体を、改変領
域の上流および下流のプライマーを用いるPCRにより確認し、ヘルパープラスミドの喪失
について42℃にてLB寒天で成長させた。変異体は、アンピシリン感受性について試験した
。
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【００８４】
抗生物質耐性遺伝子の排除
　選択した変異体(クロラムフェニコールまたはカナマイシン耐性)に、温度感受性複製お
よびFLP合成の熱誘導を示すアンピシリンおよびクロラムフェニコール耐性プラスミドで
ある pCP20プラスミドを形質転換した。アンピシリン耐性形質転換体を30℃にて選択し、
その後、いくつかをLB中で42℃にてコロニー精製し、次いで、全ての抗生物質耐性および
FLPヘルパープラスミドの喪失について試験した。遺伝子ノックアウトおよびノックイン
を、対照プライマーを用いて確認し、配列決定した。
【００８５】
　様々なノックアウトおよびノックイン変異体を構築するために用いたプライマーを、表
１に列挙する。
【００８６】
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【表１－１】

【００８７】
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【表１－２】

【００８８】
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【表１－３】

【００８９】
実施例２．基本株１の操作および使用(炭素源：スクロース；スクロースホスホリラーゼ
によりグルコース-1-ホスフェートおよびフラクトースに変換) - 異なるスクロースホス
ホリラーゼのスクリーニング
　「基本株１」の成功のための重要な要件は、効力のあるスクロースホスホリラーゼの存
在である。しかし、大腸菌は推定上のスクロースホスホリラーゼ(SP)を有するものの、こ
れは、スクロースを唯一の炭素源として含有する最少培地上で成長しない。よって、様々
な微生物供給源からの６つのスクロースホスホリラーゼをスクリーニングした(表２)。
【００９０】
　このために、表２に列挙するスクロースホスホリラーゼ (SP)のうちの１つをコードす
るプラスミド[pCX-プロモーター-SP]をそれぞれ有する野生型大腸菌の６つの形質転換体
を構築した。これらの株の性能を、振とうフラスコにおいて、スクロースを唯一の炭素源
として用いて評価した。野生型株(WT)を、対照として実験設計に組み込んだ(μWT =０)。
【００９１】

【表２】

　このスクリーニング実験において、様々な形質転換体の成長速度をモニタリングし、ス
クロースホスホリラーゼの性能と関連付けた。この理由により、最もよく成長する株が、
最良の性能のスクロースホスホリラーゼを有する。
　様々な形質転換体の成長速度を図２に示し、特別の炭水化物の生成のために用いた原理
を図１に示す。(a)本発明の生成技術において出現する通常の平衡反応、(b)プル/プッシ
ュ原理：平衡は、糖類および活性化糖類に向かってシフトする。細胞の主なゴールは、成



(27) JP 2017-18093 A 2017.1.26

10

20

30

40

50

長することであるので、これは、この図において糖類を、バイオマスを形成するように引
っ張る。この引張り効果により、活性化糖類は、細胞内に蓄積し、生成経路を押す。
【００９２】
実施例３．ビフィドバクテリウム・アドレセンティスのスクロースホスホリラーゼの特徴
決定
　様々な人工の構成性プロモーターを挿入して、成長速度に対するプロモーターの影響を
評価した。このために、The Centre of Expertise - Industrial Biotechnology and Bio
catalysis (Ghent University)にて入手可能なプロモーターライブラリーからの弱い、中
程度および強いプロモーターを導入した。最高の成長速度を示した中程度の強度のプロモ
ーターを最終的に保持した。
　ビフィドバクテリウム・アドレセンティスのスクロースホスホリラーゼをコードするプ
ラスミドを有する大腸菌株の親和性定数および最大成長速度を決定した。このために、バ
ッチおよびケモスタット実験を行った。これらのパラメータに対するホスフェート濃度の
影響も確認した(表３)。
【００９３】
　操作された株の動態特性を表３に列挙する。操作された株の動態特性が、将来の工業的
な応用の観点で適当であることが明らかである。
【００９４】
【表３】

【００９５】
実施例４．αグルコース-1-ホスフェートの供給の増加のための操作方策
　操作方策の合理性を確認するために、変異株においてαグルコース-1-ホスフェートの
プールが(図３)、野生型におけるαグルコース-1-ホスフェートプールと比較して(図４)
増加することを証明することが重要である。「基本株１」において、微生物代謝は、２つ
の不連続部分に分割される。なぜなら、αグルコース-1-ホスフェートをバイオマス生成
に変換できる主な反応が排除されたからである。代謝の一部分は、フラクトース部分をバ
イオマスおよび多数の生体触媒酵素に変換する(従来の中心的な代謝)。他の部分は、スク
ロースのαグルコース-1-ホスフェート部分を変換する。
　αグルコース-1-ホスフェート濃度を、野生型およびいくつかの操作された株の両方に
ついて決定した。このために、バッチ実験を、スクロースを唯一の炭素源として用いて行
った。
【００９６】
αグルコース-1-ホスフェートプール：野生型とプラグ株との比較
　構想される代謝操作方策の可能性を評価するために、αグルコース-1-ホスフェートプ
ールを：
・　　グルコース上で成長した野生型大腸菌MG1655、
・　　スクロース上で成長した大腸菌MG1655 p22BaSP、
・　　スクロース上で成長した大腸菌MG1655ΔglgCΔpgmΔlacZ  p22BaSP
において決定した。
【００９７】
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　このプールのサイズは、大きく重要である。なぜなら、生成される様々な特別の炭水化
物の代謝操作された経路は、全て、αグルコース-1-ホスフェートを第１の前駆体として
用いるからである。よって、αグルコース-1-ホスフェートプールが大きいほど、様々な
特別の炭水化物の生成のためにより多くの前駆体が利用可能である。
【００９８】
　振とうフラスコの結果を図５に示す。細胞内グルコース-1-ホスフェート濃度は、それ
ぞれ4.03 10-3 mmol/gcDW、0.26 mmol/gcDWおよび1.27 mmol/gcDWである。よって、G1Pプ
ールの＞20000%の増加が既に達成される。この増加したプールは、様々な特別の炭水化物
の効率的な生成を可能にする。
　野生型大腸菌MG1655株において、グルコース-1-ホスフェートは、細胞壁関連成分、グ
リコーゲンなどの前駆体である。αグルコース-6-ホスフェートに典型的に由来する炭素
の限定的な流れは、これらのマイナーなバイオマス画分を生成するために十分なαグルコ
ース-1-ホスフェートを細胞に供給するために十分である。よって、αグルコース-1-ホス
フェートプールは、サイズが限定されている(4.03 10-3 mmol/gcDW)。
【００９９】
　これは、スクロースを炭素源として用いる提案する方策とは対照的である。野生型大腸
菌MG1655株と比較して、グルコース-1-ホスフェートプールの増加が、安価な糖であるス
クロースをフラクトースとαグルコース-1-ホスフェートとに効率的に分割する、効力の
あるスクロースホスホリラーゼを含有する変異株において示されている。
　1.5Lバッチリアクタで得られた結果を図６に示す。細胞内αグルコース-1-ホスフェー
ト濃度は、それぞれ4.03 10-3 mmol/gcDW、0.65 mmol/gcDWおよび0.89 mmol/gcDWである
。
【０１００】
リアクタスケールにて緩衝LB培地上でのΔpgmΔlacZΔglgC (3KO) P22-BaSPによるαグル
コース-1-ホスフェートの生成
　ΔpgmΔlacZΔglgC P22-BaSPがαグルコース-1-ホスフェートを生成する能力を確認し
た。このために、約15 g/Lスクロースを含有する緩衝LB培地を用いる培養を行った。約15
時間にて、ホスフェートを含有する濃縮スクロース溶液を加えた。図６および図７におい
て、最も重要な(副)生成物の濃度を示す。バッチ段階の間の最大成長速度は、約0.552 h-
1である。
【０１０１】
　バッチ段階の間に、分解されたスクロース１モルあたり、0.74モルのグルコース-1-ホ
スフェートが生じる。理想的には、１モルのαグルコース-1-ホスフェートが生じること
ができる。しかし、研究した3KOは、その生成物がαグルコース-1-ホスフェートを変換で
きる遺伝子、例えばagpをまだ含有する。
　全てのスクロースが消費された瞬間から、グルコース-1-ホスフェートの濃度は減少し
、グルコースの濃度は増加し、これは、Agpの活性による。
　約15時間後に、さらなるスクロースを加え、これは、グルコース-1-ホスフェートに再
び変換されて培地中に蓄積する。フラクトースも培地中に蓄積し、このことは、細胞が、
この化合物をさらに代謝するための限定された手段を有することを示す(スクロース１モ
ルあたり0.64モルのフラクトース)。
　その後の実験において、スクロースおよびホスフェートを、発酵の経過中に一定の時間
間隔で加えた。約57 g/の最大αグルコース-1-ホスフェート濃度が達成された。
【０１０２】
実施例５．ホスホグルコムターゼをコードする遺伝子の不活性化
　実施例１～４による代謝を分割するために、ホスホグルコムターゼをコードする遺伝子
をノックアウトしなければならない。DatsenkoおよびWanner (19)により記載される従来
の方法により、ノックアウトは、およそ84塩基対の染色体痕跡をもたらす。この遺伝子を
この様式で欠失した株は、複合培地で成長するように観察されたが、驚くべきことに、材
料および方法の項に記載した最少培地上で成長しなかった。しかし、この株は、カナマイ
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シンカセットを残した場合に最少培地上で成長した。明らかに、この染色体位置での元の
配列の除去は、最少培地上での成長に干渉することがわかったが、ホスホグルコムターゼ
をコードするこの特定の配列(pgm遺伝子)を同様の長さの配列で置き換えると、干渉しな
かった。この事実は、pgm遺伝子を、pgm遺伝子と全く同じサイズを有するGFP遺伝子の一
部分で置き換えることにより確認した。このことも、最少培地上で成長できる変異株をも
たらした。pgmの染色体位置でのこれらの株の配列を、図11、図12、図13および図14に示
す。
【０１０３】
実施例６．大腸菌におけるセロビオース生成
　セロビオース生成株を、「基本株１」から開始して構築した(図８)。このために、スク
ロースホスホリラーゼ(ビフィドバクテリウム・アドレセンティス)およびセロビオースホ
スホリラーゼ(セルロモナス・ウダ(Cellulomonas uda))の両方を含有するプラスミドを野
生型、大腸菌MG1655ΔΔglgCΔpgmΔlacZ (3KO)および大腸菌MG1655ΔagpΔglgCΔpgmΔl
acZ (4KO)に挿入した(表４)。ノックアウトするさらなる遺伝子は、glkおよびptsGである
。なぜなら、これらはともにグルコースをグルコース-6-ホスフェートに変換するからで
ある。
【０１０４】
【表４】

【０１０５】
野生型とプラグ株との比較
　特別の炭水化物を生成するための構想される代謝操作方策の可能性を評価するために、
セロビオースの生成を、様々な操作された株において調べた：
・　　大腸菌MG1655 (WT) P22-BaSP P22-CuCP 
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・　　大腸菌MG1655ΔglgCΔpgmΔlacZ  (3KO) P2- BaSP P22-CuCP
・　　大腸菌MG1655ΔglgCΔpgmΔlacZΔagp (4KO) P22-BaSP P22-CuCP
【０１０６】
このために、振とうフラスコ実験を行った。培地は緩衝LB培地を含有し、スクロースおよ
びグルコースを振とうフラスコに等量加えて、1.978 gのセロビオース/Lの最終濃度を振
とうフラスコ中で達成した(表５)。振とうフラスコの結果を図５に示す。所望の生成物セ
ロビオースの(細胞外)濃度は、導入された変異の数とともに増加する。
【０１０７】
【表５】

【０１０８】
リアクタスケールにて緩衝LB培地上でのΔpgmΔlacZΔglgCΔagp (4KO) P22-BaSP P22-Cu
CPによるセロビオースの生成
　ΔpgmΔlacZΔglgCΔagp P22-BaSP P22-CuCPがセロビオースを生成する能力を、予備的
実験においてリアクタスケールで確認した。このために、緩衝LB培地を用いる培養を行っ
た。約９時間および特定の時点にて、500 g/Lスクロースおよび250 g/Lグルコースを含有
する溶液を培養に加えた。
【０１０９】
　約30%の変換効率(mol生成されたセロビオース/mol消費されたスクロース)が達成され、
スクロースの約40%のグルコース部分が、セロビオースまたはグルコース-1-ホスフェート
になった。約15 g/Lのセロビオースの力価が、培養の最後に達成された。
　次に、セロビオースの生成を、高濃度のホスフェートおよび低濃度のホスフェートを用
いて70 g/l スクロースから開始するバッチ培養において確認した。高ホスフェートは、0
.2 Mホスフェートのホスフェート濃度を表し、低ホスフェートは、13 mMホスフェートの
濃度を表す。これは、生成に著しく影響した。高濃度のホスフェートは、およそ20 g/lの
最終力価と0.33 g/gの収率をもたらしたが、低ホスフェート濃度は、42 g/lの最終力価と
、0.84 g/gの消費されたスクロースに対する収率をもたらした(図９)。
【０１１０】
実施例７．基本株２(スクロース-スクロース合成酵素)の操作およびその使用
　大腸菌を代謝的に操作することにより、特別の炭水化物およびそれらの誘導体(それら
の経路は、UDP-グルコースから開始する)の効率的な生産株である基本株を構築する。
　スクロース合成酵素(例えばジャガイモ(Solanum tuberosum)由来)を導入することによ
り、スクロースをフラクトースとUDP-グルコースとに分割する。UDP-グルコース4エピメ
ラーゼ(galE)、UDP-グルコースガラクトース-1-Pウリジリルトランスフェラーゼ(galT)、
グルコース-1-Pウリジリルトランスフェラーゼ(galU、galF)、5'-ヌクレオチダーゼ/UDP-
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糖加水分解酵素(ushA)、コラン酸オペロン(ca)に属するUDP-グルコース6-脱水素酵素(ugd
)をコードする遺伝子をさらにノックアウトすることにより、UDP-グルコースを蓄積する
変異体を構築する(表６)。
【０１１１】
【表６】

【０１１２】
実施例８．大腸菌におけるスクロース合成酵素の発現
　スクロース合成酵素の活性を、インビトロアッセイを用いて決定した。ジャガイモから
のスクロース合成酵素を、大腸菌BL21において異種発現させた。この培養物から酵素抽出
物を調製し、これを500mMスクロースおよび２mM UDPとインキュベートした。生成されたU
DP-グルコースの量の進展を、表７に示す。
【０１１３】
【表７】
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【０１１４】
実施例９．ソホロース生成
　基本株２(UDP-グルコース)から開始して、ソホロース単位のポリマーとして大量のソホ
ロースを生成する株を構築する。このことは、ストレプトコッカス・ニューモニエからの
遺伝子ttsをさらに導入することにより達成される(50)。ソホロース単位は、２つの方法
、すなわち酸加水分解または酵素変換によりソホロースポリマーから分解して作製できる
。このような酵素は、生産株において(過剰)発現させることもできる。
　代謝操作方策の可能性を評価するために、ソホロースポリマーを、 大腸菌MG1655 P22-
BaSP P22-ttsおよび6KO P22-BaSP P22-tts株(大腸菌MG1655ΔglgCΔpgmΔlacZΔagpΔpts
GΔglk)について、これらの株を、単一炭素源としてラクトースを含有する最少培地上で
成長させることにより決定した。この結果を図15に示す。これらの結果は、変異株が、野
生型株と比較して、著しくより多くのソホロースポリマーを生成することを示す。
【０１１５】
実施例10．基本株３(ラクトース-ラクトースホスホリラーゼ)の操作およびその使用
　ラクトースホスホリラーゼを導入することにより(20)、ラクトースをグルコースとガラ
クトース-１-Ｐとに分割する。agp、galE、galT、lacZをコードする遺伝子をさらにノッ
クアウトすることにより、代謝は、２つの不連続の部分に分割される。しかし、これらの
遺伝子の全ての可能な組み合わせは、ガラクトース-１-ホスフェートの蓄積の増加をもた
らす。これらの遺伝子をノックアウトする代わりに、このゴールは、それらを機能不全に
するかまたはそれらの発現を低減することによっても達成できる(表８)。
【０１１６】

【表８】

【０１１７】
実施例11．ガラクトース(β1-4)Ｌ-ラムノース生成：
　基本株３から開始して、Gal(β1-4)L-Rha生産株を、(ガ)ラクト-N-ビオース D-ガラク
トシル-(β1-4)-L-ラムノースホスホリラーゼ(これは、ガラクトース-１-ホスフェートお
よびラムノースをGal(β1-4)L-Rhaおよびホスフェートに変換する)をコードする遺伝子を
さらに導入することにより構築する。
　発酵は、多量のGal(β1-4)L-Rhaを生産する主な炭素源としてラクトースを用いて行う
。Ｌ-ラムノースを培地に加える。ラムノースの望ましくない分解は、ラムノースの分解
に関与する遺伝子(rhaA、rhaB、rhaC、rhaD)をノックアウトすることにより妨げる。
【０１１８】
実施例12．基本株4(ラクトース-ラクトース合成酵素)の操作およびその使用
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　ラクトース合成酵素を導入することにより(71、72)、ラクトースをグルコースとUDP-ガ
ラクトースとに分割する。コラン酸オペロン(ca)に属するベータ-ガラクトシダーゼ(lacZ
)、UDP-グルコース、ガラクトース-1-Pウリジリルトランスフェラーゼ(galT) UDP-グルコ
ース４エピメラーゼ(galE)、５'-ヌクレオチダーゼ/UDP-糖加水分解酵素(ushA)、UDP-グ
ルコース６-脱水素酵素(ugd)をコードする遺伝子をさらにノックアウトすることにより、
UDP-ガラクトースを蓄積する変異体を構築する(表9)。
【０１１９】
【表９】

【０１２０】
実施例13．ガラクチノール生成：
　基本株４から開始して、ガラクチノール生産株を、イノシトール 3-アルファ-ガラクト
シルトランスフェラーゼ(以下の変換：
UDP-ガラクトース+ミオ-イノシトール = UDP + O-α-D-ガラクトシル-(1→3)-1D-ミオ-イ
ノシトール
を触媒する)をコードする遺伝子をさらに導入することにより構築する。
　発酵は、多量のガラクチノールを生産する主な炭素源としてラクトースを用い、ミオ-
イノシトールを培地に加えて行う。
【０１２１】
実施例14．グロボトリオース生成：
　基本株４から開始して、グロボトリオース生産株を、α-1,4-Galトランスフェラーゼ(
これは、UDP-Gal+ラクトース→UDP+グロボトリオースの変換を触媒する)をコードする髄
膜炎菌(Neisseria meningitidis)からの遺伝子lgtC (3)をさらに導入することにより構築
する。発酵は、多量のグロボトリオースを生産する主な炭素源としてラクトースを用いて
行う。
【０１２２】
実施例15．基本株５の操作およびフコシル化糖の生成
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　フラクトース-6-ホスフェートを蓄積する基本株５(実施例20および実施例28に記載する
)から開始して、フコシルラクトースおよびより具体的には1,2-フコシルラクトースのよ
うなフコシル化糖誘導体を生成できる。このために、GDP-フコースの前駆体であるフラク
トース-6-ホスフェートを細胞に強制的に生成させるように株を改変する。グルコースま
たはグルコース-1-ホスフェート(開始酵素がスクラーゼまたはスクロースホスホリラーゼ
のいずれかであるならば)を、次いで、ペントースリン酸経路を介する中心的炭素代謝に
供給する。図10は、生成物およびバイオマスに向かう経路およびこれを達成するために必
要なノックアウトを示す。解糖によるフラクトース-6-ホスフェートの喪失を回避するた
めに、pfkA、pfkBおよびpgiをノックアウトする。ピルベートの蓄積を回避するために、E
ntner Douderoff経路をノックアウトする(eddおよびeda)。
【０１２３】
　GDP-フコースは、コラン酸生合成経路の中間体であるので、この経路を改変する必要が
ある。生成物収率を低減させる可能性があるコラン酸オペロンからの遺伝子をノックアウ
トする。これらの遺伝子は、gmm、wcaA、wcaBi、wcaC、wcaD、wcaE、wcaF、wcaI、wcaJ、
wcaK、wcaLおよび/またはwcaMである。遺伝子manA、cpsG、cpsB、gmdおよびfcl (それぞ
れマンノース-6-ホスフェートイソメラーゼ、ホスホマンノムターゼ、マンノース-1-ホス
フェートグアニリルトランスフェラーゼ、GDP-マンノース4,6-脱水酵素およびGDP-フコー
ス合成酵素をコードする)の発現を増進させて、GDP-フコースに向かう流れを増加させる
。プロモーターライブラリーからの人工的プロモーターを用いて過剰発現させる必要な遺
伝子の再導入によりコラン酸オペロンを完全にノックアウトするか、または上記の遺伝子
が１つずつノックアウトされ、オペロン中の残りの遺伝子の発現が、オペロンのプロモー
ターを人工的構成性プロモーター(23)に変更することにより増進されるようにオペロンを
改変するかのいずれかである。最終的に、α-1,2-フコシルトランスフェラーゼにより、G
DP-フコースをラクトースにつなげてα-1,2-フコシルラクトースにする。試験したフコシ
ルトランスフェラーゼは、ヘリコバクター・ピロリ、バクテロイデス種、ヒト、マウス、
ウシおよびキイロタマホコリカビを起源とする。
【０１２４】
実施例16．大腸菌基本株３(ガラクトース-１-Ｐ)の操作およびその使用
　ホスファターゼ(agp)、UDP-グルコース、ガラクトース-1-P ウリジリルトランスフェラ
ーゼ(galT)、UDP-グルコース-4-エピメラーゼ(galE)をコードする遺伝子をノックアウト
することにより、ガラクトース-1-Pを蓄積する変異体を構築する。ガラクトキナーゼ(gal
K)および/またはガラクトース-1-エピメラーゼ(galM)をコードする遺伝子をさらに過剰発
現させることにより、ガラクトース-1-Pの形成を増進する(表10)。
【０１２５】
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【表１０】

【０１２６】
実施例17．基本株３(ガラクトース-1P)の操作およびその使用
　ホスファターゼ(agp)、UDP-グルコース、ガラクトース-1-P ウリジリルトランスフェラ
ーゼ(galT)、UDP-グルコース-4-エピメラーゼ(galE)をコードする遺伝子をノックアウト
し、ガラクトキナーゼ(galK)をコードする遺伝子をさらに過剰発現させることにより、ガ
ラクトース-1-Pを蓄積する変異体を構築する(表11)。
【０１２７】
【表１１】

【０１２８】
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　代謝操作方策の可能性を評価するために、ガラクトース-1-ホスフェート濃度を、野生
型、大腸菌MG1655ΔgalET P22 galK、大腸菌MG1655ΔgalETKMΔagp P22 galK、大腸菌MG1
655ΔgalET P22 galKおよび大腸菌MG1655ΔgalETKMΔagp P22 galK + オロチン酸塩(２g/
L)について、これらの株を、ラクトース(15 g/L)を主な炭素源として含有する最少培地上
で成長させることにより決定した。結果を表12に示す。
【０１２９】
【表１２】

【０１３０】
実施例18．大腸菌においてスクロースホスホリラーゼを用いるグルコース-6-ホスフェー
トの生成
　スクロースホスホリラーゼを導入することにより、スクロースは、グルコース-1-Pとフ
ラクトースとに分割される。ホスファターゼ(agp)、グルコース 6-ホスフェート-1-脱水
素酵素(zwf)、ホスホグルコースイソメラーゼ(pgi)、グルコース-1-ホスフェートアデニ
リルトランスフェラーゼ(glgC)をコードする遺伝子をさらにノックアウトすることにより
、グルコース-6-Pを蓄積する変異体を構築する。
【０１３１】
　KO変異体は、代謝が２つの不連続の部分に分割されるような様式で選択する。しかし、
これらの遺伝子の全ての可能な組み合わせは、供給の増加をもたらす。これらの遺伝子を
ノックアウトする代わりに、ゴールは、これらの機能不全にするかまたはこれらの発現を
低減することによっても達成される。
　大腸菌を代謝的に操作することにより、特別の炭水化物およびそれらの誘導体（その経
路がグルコース-6-Pから開始する）の効率的な生産株である基本株が構築される(表13)。
【０１３２】
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【表１３】

【０１３３】
実施例19．大腸菌においてインベルターゼを用いるグルコース-6-ホスフェートの生成
　スクロース加水分解酵素/インベルターゼを導入することにより、スクロースは、グル
コースとフラクトースとに分割される。ホスファターゼ(agp)、グルコース6-ホスフェー
ト-1-脱水素酵素(zwf)、ホスホグルコースイソメラーゼ(pgi)、グルコース-1-ホスフェー
トアデニリルトランスフェラーゼ(glgC)、ホスホグルコムターゼ(pgm)をコードする遺伝
子をさらにノックアウトすることにより、グルコース-6-Pを蓄積する変異体を構築する(
表14)。
【０１３４】
【表１４】

【０１３５】
実施例20．大腸菌においてインベルターゼを用いるフラクトース-6-ホスフェートの生成
　スクロース加水分解酵素/インベルターゼを導入することにより、スクロースをグルコ
ースとフラクトースとに分割する。ホスファターゼ(agp)、ホスホフルクトキナーゼ(pfkA
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リルトランスフェラーゼ(glgC)、ホスホグルコムターゼ(pgm)をコードする遺伝子をさら
にノックアウトすることにより、フラクトース-6-ホスフェートを蓄積する変異体を構築
する(表15)。
【０１３６】
【表１５】

【０１３７】
実施例21．大腸菌においてマルトースホスホリラーゼを用いるβ-グルコース-1-ホスフェ
ートの生成
　マルトースホスホリラーゼを導入することにより、マルトースをβ-D-グルコース1-ホ
スフェートとグルコースとに分割する。ホスファターゼ(agp、yfbT)、ホスホグルコムタ
ーゼ(ycjU)、マルトース加水分解酵素(malPQ)をコードする遺伝子をさらにノックアウト
することにより、β-グルコース-1-Pを蓄積する変異体を構築する。KO変異体は、代謝が
２つの不連続の部分に分割されるような様式で選択する。しかし、これらの遺伝子の全て
の可能な組み合わせは、供給の増加をもたらす。これらの遺伝子をノックアウトする代わ
りに、このゴールは、これらを機能不全にするかまたはこれらの発現を低減させることに
よっても達成される(表16)。
【０１３８】
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【０１３９】
実施例22．大腸菌においてトレハロースホスホリラーゼを用いるβ-グルコース-1-ホスフ
ェートの生成
　トレハロースホスホリラーゼを導入することにより、トレハロースをβ-D-グルコース1
-ホスフェートとグルコースとに分割する。ホスファターゼ(agp、yfbT)、ホスホグルコム
ターゼ(ycjU)、望ましくない本来のトレハロース分解酵素(treABC、treC、treE、treF)を
コードする遺伝子をさらにノックアウトすることにより、β-グルコース-1-ホスフェート
を蓄積する変異体を構築する(表17)。
　KO変異体は、代謝が２つの不連続の部分に分割されるような様式で選択する。しかし、
これらの遺伝子の全ての可能な組み合わせは、生産性の増加をもたらす。これらの遺伝子
をノックアウトする代わりに、このゴールは、これらを機能不全にするかまたはこれらの
発現を低減させることによって達成される。
【０１４０】
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【表１７】

【０１４１】
実施例23．コウジビオースの生成
　β-D-グルコース1-ホスフェートを蓄積する株にコウジビオースホスホリラーゼをさら
に導入し、グルコキナーゼ(glk)およびホスホトランスフェラーゼ系(ptsG)をコードする
遺伝子をさらにノックアウトすることにより、コウジビオースを生成する変異体を構築す
る。
　発酵は、大腸菌変異株(ΔlacZΔglgCΔagpΔptsGΔmalPQΔycjU pCXp22MPp22KP)を用い
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う(図16)。
【０１４２】
実施例24．スクロースホスホリラーゼによるスクロースからのUDPグルコースの生成
　スクロースホスホリラーゼ(例えばビフィドバクテリウム・アドレセンティスを起源と
する)を導入することにより、スクロースをフラクトースとグルコース-1-Pとに分割する
。グルコース-1-ホスフェート蓄積株(上の実施例を参照)から開始し、UDP-グルコース4エ
ピメラーゼ(galE)、UDP-グルコースガラクトース-1-Pウリジリルトランスフェラーゼ(gal
T)、５'-ヌクレオチダーゼ/UDP-糖加水分解酵素(ushA)、UDP-グルコース6-脱水素酵素(ug
d)をコードする遺伝子をさらにノックアウトすることにより、UDP-グルコースピロホスホ
リラーゼ(例えばビフィドバクテリウム・ビフィダム(Bifidobacterium bifidum)に由来す
る)をコードする遺伝子をさらに過剰発現させることによりUDP-グルコースを蓄積する変
異体を構築する(表18)。
【０１４３】
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【表１８】

【０１４４】
実施例25．スクロース-6-ホスフェート合成酵素とスクロースPTSとを組み合わせて大腸菌
において用いるUDP-グルコースの生成
　スクロースPTS (94)およびスクロース-6-ホスフェート合成酵素(69)を導入することに
より、スクロースは、フラクトース-6-ホスフェートおよびUDP-グルコースに変換される
。実施例４に記載する株から開始して、スクロースホスホリラーゼを用いずに、そしてホ
スファターゼ(agp)、UDP-グルコース4エピメラーゼ(galE)、UDP-グルコースガラクトース
-1-P ウリジリルトランスフェラーゼ(galT)、５'-ヌクレオチダーゼ/UDP-糖加水分解酵素
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(ushA)、UDP-グルコース6-脱水素酵素(ugd)をコードする遺伝子をさらにノックアウトす
ることにより、UDP-グルコースを蓄積する変異体を、UDP-グルコースピロホスホリラーゼ
(ビフィドバクテリウム・ビフィダム)をコードする遺伝子をさらに過剰発現させることに
より、構築する(表19)。
【０１４５】
【表１９】

【０１４６】
実施例26．ガラクトキナーゼによるUDPガラクトースの生成
　ガラクトキナーゼ(galK)およびガラクトース-1-ホスフェートウリジリルトランスフェ
ラーゼ(例えばビフィドバクテリウム・ビフィダムを起源とする)をコードする遺伝子を過
剰発現させることにより、UDP-ガラクトースの形成を増進する。ホスファターゼ(agp)、U
DP-グルコース、ガラクトース-1-Pウリジリルトランスフェラーゼ(galT)、UDP-グルコー
ス-4-エピメラーゼ(galE)をコードする遺伝子をさらにノックアウトすることにより、ガ
ラクトース-1-Pを蓄積する変異体を構築する(表20)。
【０１４７】
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【表２０】

【０１４８】
実施例27．ラクトースホスホリラーゼによるUDPガラクトースの生成
　ラクトースホスホリラーゼ(20)を導入することにより、ラクトースをグルコースとガラ
クトース-1-Pとに分割する。ホスファターゼ(agp)、UDP-グルコース、ガラクトース-1-P
ウリジリルトランスフェラーゼ(galT)、UDP-グルコース-4-エピメラーゼ(galE)をコード
する遺伝子をノックアウトすることにより、ガラクトース-1-Pを蓄積する変異体を構築す
る。ガラクトース-1-ホスフェートウリジリルトランスフェラーゼをコードする遺伝子(例
えばビフィドバクテリウム・ビフィダムに由来する)をさらに過剰発現させることにより
、UDP-ガラクトースの形成を増進する(表21)。
　KO変異体は、代謝が２つの不連続の部分に分割されるような様式で選択する。しかし、
これらの遺伝子の全ての可能な組み合わせは、生産性の増加をもたらす。これらの遺伝子
をノックアウトする代わりに、このゴールは、これらの機能不全にするかまたはこれらの
発現を低減することにより達成される。
【０１４９】
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【０１５０】
実施例28．大腸菌におけるフラクトース-6-ホスフェートの蓄積
　代謝を、フラクトース-6-ホスフェートを蓄積させるために分割する。このことは、ホ
スホグルコースイソメラーゼおよびホスホフルクトキナーゼ活性をコードする遺伝子をノ
ックアウトすることにより達成される。大腸菌では、これらの活性は、遺伝子pgi、pfkA
およびpfkBによりコードされる。これらの活性を有さない株の成長速度を、グルコースお
よびスクロース上での成長について表22に記載する。野生型株の成長速度は、スクロース
ホスホリラーゼの導入後にスクロース上で成長させた場合に、グルコース上での成長と比
較していくらか影響されたが、pgiノックアウトならびにpfkAおよびpfkB二重変異の導入
は、成長速度の著しい低下を導き、後者は、グルコース上では著しく低い(0.02 h-1)。驚
くべきことに、変異株ΔpgiΔpfkAΔpfkBは、Δpgi単一変異体のものと同様の成長速度を
有する。
【０１５１】
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【表２２】

【０１５２】
　ΔpgiΔpfkAΔpfkB変異株だけが、スクロース上で成長させた場合に培地中にフラクト
ース-6-ホスフェートを蓄積し、他の株は、いずれのF6P蓄積も示さなかった。この株によ
る成長プロフィールおよびF6P蓄積を図17に示す。
【０１５３】
実施例29．サッカロミセス・セレビシエにおけるαグルコース-1-ホスフェートの蓄積
　サッカロミセス・セレビシエは天然でスクロースを分割するので、遺伝子SUC2、MAL32
、MAL12、YJL216C、YGR287cによりコードされる全ての代替スクロース分解反応(インベル
ターゼ)をノックアウトする。α-グルコース-1-ホスフェートの資化を回避するために、
この活性化炭水化物を変換する酵素の機能を低下させるかまたは非機能的にする。これら
の酵素は、PGM1およびPGM2によりコードされるホスホグルコムターゼと、INM1およびINM2
によりコードされるグルコース-1-ホスファターゼである。スクロースホスホリラーゼ(例
えばビフィドバクテリウム・アドレセンティスを起源とする)を導入することにより、大
腸菌の分割代謝と同様(上記の実施例を参照)。サッカロミセス・セレビシエ代謝を２つの
部分に分割して、αグルコース-1-ホスフェートの蓄積をもたらす。
【０１５４】
実施例30．サッカロミセス・セレビシエを用いるセロビオース生成
　サッカロミセス・セレビシエは天然でスクロースを分割するので、遺伝子SUC2、MAL32
、MAL12、YJL216C、YGR287cによりコードされる全ての代替スクロース分解反応(インベル
ターゼ)をノックアウトする。α-グルコース-1-ホスフェートの資化を回避するために、
この活性化炭水化物を変換する酵素の機能を低下させるかまたは非機能的にする。これら
の酵素は、PGM1およびPGM2によりコードされるホスホグルコムターゼと、INM1およびINM2
によりコードされるグルコース-1-ホスファターゼである。スクロースホスホリラーゼ(例
えばビフィドバクテリウム・アドレセンティスを起源とする)を導入することにより、大
腸菌の分割代謝と同様(上記の実施例を参照)。サッカロミセス・セレビシエ代謝を２つの
部分に分割して、αグルコース-1-ホスフェートの蓄積をもたらす。セルロモナス・ウダ
を起源とするセロビオースホスホリラーゼ遺伝子を導入することにより、サッカロミセス
・セレビシエは、セロビオースを生成できる。
　グルコースの分解を回避するために、GLK1によりコードされるグルコキナーゼ活性もノ
ックアウトする。サッカロミセス・セレビシエにおけるヘキソキナーゼは特異的でないの
で、これらを、特定の異種基質特異的ヘキソキナーゼに置きかえる。大腸菌またはビフィ
ドバクテリウム・アドレセンティスを起源とするフルクトキナーゼは、グルコースについ
てより低い活性を示し、HXK1およびHXK2によりコードされる天然ヘキソキナーゼをコード
する遺伝子を置き換えることができる。
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【０１５５】
実施例31．スクロースホスホリラーゼの導入によるサッカロミセス・セレビシエにおける
フラクトース-6-ホスフェートの蓄積
　サッカロミセス・セレビシエは天然でスクロースを分割するので、遺伝子SUC2、MAL32
、MAL12、YJL216C、YGR287cによりコードされる全ての代替スクロース分解反応(インベル
ターゼ)をノックアウトする。ビフィドバクテリウム・アドレセンティスからのスクロー
スホスホリラーゼを導入することにより、スクロースをフラクトースとグルコース-1-ホ
スフェートとに分割する。フラクトース-6-ホスフェートがバイオマスに変換されること
を回避するために、酵素ホスホグルコースイソメラーゼおよびホスホフルクトキナーゼの
活性を、遺伝子PGM1、PFK1およびPFK2の機能を低下させるかまたは非機能的にすることに
より、それぞれ低減または排除する。
【０１５６】
実施例32．サッカロミセス・セレビシエにおけるガラクトース-1-ホスフェートの蓄積
　ガラクトース-1-ホスフェートは、二糖類ラクトースに由来する。サッカロミセス・セ
レビシエは天然でラクトースを分割しないので、異種β-ガラクトシダーゼ(例えば大腸菌
から)を導入する。このことにより、ラクトースがガラクトースおよびグルコースに分解
される。ゴールは、特別の炭水化物の生合成経路へのガラクトース-1-ホスフェートの供
給を増やすことである。よって、ガラクトース-1-ホスフェートはバイオマスにもはや変
換されない可能性がある(このことは、UDP-グルコース-ヘキソース-1-ホスフェートウリ
ジリルトランスフェラーゼ、アルドース還元酵素により触媒される)。このことは、UDP-
グルコース-ヘキソース-1-ホスフェートウリジリルトランスフェラーゼならびにアルドー
ス還元酵素、GAL7およびGRE3をそれぞれコードする遺伝子をノックアウトすることにより
達成される。上記のガラクトース-1-ホスフェートの分解を回避するために、ガラクトー
ス-1-ホスファターゼをコードする遺伝子をノックアウトする。これらは、INM1およびINM
2である。ガラクトキナーゼは、ガラクトースからのガラクトース-1-ホスフェートの形成
を増進するために過剰発現させる。
【０１５７】
実施例33．その天然のインベルターゼによるサッカロミセス・セレビシエでのグルコース
-6-ホスフェート蓄積
　サッカロミセス・セレビシエの代謝を２つの部分に分割するために(グルコース-6-ホス
フェートの供給を増進させて、特別の炭水化物のために基本単位として用いることができ
るようにする)、それぞれ遺伝子ZWF1、PGM1およびPGM2、ならびにPGI1によりコードされ
るグルコース-6-ホスフェート脱水素酵素、ホスホグルコムターゼおよびホスホグルコー
スイソメラーゼをノックアウトする。このような株において、スクロースは、天然のイン
ベルターゼによりフラクトースとグルコースとに分割され、天然のヘキソキナーゼにより
フラクトース-6-ホスフェートとグルコース-6-ホスフェートとにリン酸化される。グルコ
ース-6-ホスフェートは、次いで、特別の炭水化物生合成経路に供給され、フラクトース-
6-ホスフェートがバイオマスに変換される。
【０１５８】
実施例34．スクロースホスホリラーゼによるサッカロミセス・セレビシエでのグルコース
-6-ホスフェートの蓄積
　サッカロミセス・セレビシエを改変して、ビフィドバクテリウム・アドレセンティスを
起源とするスクロースホスホリラーゼを用いてスクロースからグルコース-6-ホスフェー
トを生成する。スクロースホスホリラーゼは、インベルターゼとスクロースについて競合
するので、インベルターゼ活性をコードする遺伝子をノックアウトする。これらの遺伝子
は、SUC2、MAL32、MAL12、YJL216CおよびYGR287cである。グルコース-1-ホスフェートは
、次いで、PGM1およびPGM2によりコードされるホスホグルコムターゼを用いてグルコース
-6-ホスフェートへさらに変換される。グルコース-1-ホスフェートがグルコースに分解さ
れることを回避するために、INM1およびINM2によりコードされるグルコース-1-ホファタ
ーゼをコードする遺伝子をノックアウトする。この活性化糖類の資化を、遺伝子YHL012W
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およびUGP1の機能を低下させるかまたは非機能的にすることにより細胞におけるUTPグル
コース-1-ホスフェートウリジリルトランスフェラーゼ活性を排除することによりさらに
低減する。フラクトース部分は、HXK1およびHXK2によりコードされる天然のヘキソキナー
ゼによりリン酸化され、バイオマスに変換される。
【０１５９】
実施例35．スクロース合成酵素によるサッカロミセス・セレビシエでのUDP-グルコース形
成の増進
　サッカロミセス・セレビシエは天然でスクロースを分割するので、遺伝子SUC2、MAL32
、MAL12、YJL216C、YGR287cによりコードされる全ての代替スクロース分解反応(インベル
ターゼ)をノックアウトする。例えばジャガイモを起源とするスクロース合成酵素を導入
して、スクロースをUDP-グルコースとフラクトースとに分割する。UDP-グルコースがバイ
オマスに変換されることを回避するために、酵素UDP-グルコースジホスホリラーゼ、UDP-
グルコース4-エピメラーゼ、UDP-グルコース-ヘキソース-1-ホスフェートウリジリルトラ
ンスフェラーゼ、UDP-グルコース-グリコーゲングルコシルトランスフェラーゼ、UDP-グ
ルコース-1,3-ベータ-D-グルカングルコシルトランスフェラーゼ、UDP-グルコース-グル
コースホスフェートグルコシルトランスフェラーゼの活性を、機能を低下させるかまたは
非機能的にし、これらの酵素は、それぞれ遺伝子UGP1およびYHL012W、GAL10、GAL7、GSY1
およびGSY2、FEN1およびFKS1およびGSC2ならびにTPS1によりコードされる。フラクトース
部分は、HXK1およびHXK2によりコードされる天然ヘキソキナーゼによりリン酸化され、バ
イオマスに変換される。
【０１６０】
実施例36．スクローススクロースホスホリラーゼによるサッカロミセス・セレビシエでの
UDP-グルコース形成の増進
　サッカロミセス・セレビシエにおけるUDP-グルコース供給を増進するために、実施例29
に記載する株を、UTP-グルコース-1-ホスフェートウリジリルトランスフェラーゼ(これは
、UDP-グルコースへのα-グルコース-1-ホスフェートの変換を触媒する)をコードする遺
伝子GAL7を過剰発現させることによりさらに改変する。
【０１６１】
実施例37．β-ガラクトシダーゼによるサッカロミセス・セレビシエでのUDP-ガラクトー
ス形成の増進
　サッカロミセス・セレビシエにおけるUDP-ガラクトース供給を増進するために、実施例
32に記載する株を、UTP-ガラクトース-1-ホスフェートウリジリルトランスフェラーゼ(例
えばビフィドバクテリウム・ビフィダムに由来する) (これは、UDP-ガラクトースへのα-
ガラクトース-1-ホスフェートの変換を触媒する)をコードする遺伝子を過剰発現させるこ
とによりさらに改変する。
【０１６２】
実施例38．キイロタマホコリカビα1,2-フコシルトランスフェラーゼ活性
導入
　キイロタマホコリカビα1,2-フコシルトランスフェラーゼ(FT)は、比較的新しいグリコ
シルトランスフェラーゼクラスの一部分である。全ての既知のFTはクラスGT11に属するが
、キイロタマホコリカビFTはクラスGT74に属する。このようなFTは、現在まで、２つの他
の生物、すなわちデスルホコッカス・オレオボランス(Desulfococcus oleovorans)および
デスルホトマキュラム・レデュセンス(Desulfotomaculum reducens)だけで見出されてい
た。第３のクラスはGT37であり、これは、植物FTだけを含有する(図18)。clustalWおよび
Tcoffeeアラインメントは、エイチ・ピロリとの同一性が、それぞれ9.7%および15.5%だけ
であることを示した。GT11の保存モチーフを図19に示し、これらは、タマホコリカビタン
パク質では全く生じない(67)。これらのドメインは、トランスフェラーゼのフコシル化活
性について区別する。最初の２つのモチーフはα-1,2-フコシルトランスフェラーゼおよ
びα-6-フコシルトランスフェラーゼについて同じであるが、第３のモチーフにより、酵
素は互いに区別される。α-1,3-フコシルトランスフェラーゼは、２つの完全に異なる保
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【０１６３】
　キイロタマホコリカビFTは、しかし、ラクト-N-ビオース上でだけ活性であり、ガラク
トースフェニル-β-ガラクトシド、Galβ1-6-GlcNac、ラクトース、Galβ1-6Gal、Xyl、G
lc、GlcNAcおよびGalNac上では活性でないことが記載された(92)。
【０１６４】
　図20において、キイロタマホコリカビフコシルトランスフェラーゼアッセイのLC MSMS
分析を示す。このアッセイは、驚くべきことに、この異種発現されたフコシルトランスフ
ェラーゼが、受容体としてのラクトースおよびフコース供与体としてのGDP-フコースを用
いて活性であることを示した。この酵素の活性は0.19±0.01 U/mgタンパク質であり、Per
ssonおよびPalcicの方法(68)に従って決定された。
【０１６５】
　キイロタマホコリカビの酵素の半分だけがそのα1,2-フコシルトランスフェラーゼ活性
を担うので、この部分を、完全酵素と同じ様式で、しかしヌクレオチド配列の前に追加の
開始コドン(ATGによりコードされる)を加えてクローニングした。この新しい酵素をΔlac
ZΔglgCΔmanAΔCA変異株で生成し、α1,2-フコシルトランスフェラーゼ活性についてLC 
MSMSを用いてアッセイした。図21は、この部分的酵素が、GDP-フコースおよびラクトース
から2-フコシルラクトースをまだ生成できることを示す。
【０１６６】
実施例39．大腸菌におけるミオ-イノシトール生成
　グルコース-6-ホスフェートを蓄積する基本株から開始して、ミオ-イノシトール-1-ホ
スフェート合成酵素(INO1、サッカロミセス・セレビシエを起源とする)およびミオ-イノ
シトール-1(または4)-モノホスファターゼ(INM1およびINM2、サッカロミセス・セレビシ
エを起源とする)をコードする遺伝子をさらに導入することにより、ミオ-イノシトール生
産株を構築する。
【０１６７】
実施例40．大腸菌におけるラクト-N-ビオース生成
　ガラクトース-1-ホスフェートを蓄積する基本株から開始して、ラクト-N-ビオースホス
ホリラーゼ(lnbp、ビフィドバクテリウム・ロンガム(Bifidobacterium longum))をコード
する遺伝子をさらに導入することにより、ラクト-N-ビオース生産株を構築する。発酵は
、炭素源としてラクトースおよびN-アセチルグルコサミンを用いて行う。N-アセチルグル
コサミンの分解は、生産株において、N-アセチル-D-グルコサミンキナーゼ活性(nagK)お
よびN-アセチルグルコサミンPTS活性(nagE、ptsH、ptsI、manXYZ)を排除することにより
阻害される。
【０１６８】
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