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(57)【要約】
　本発明では、L-セリン産生の増加のために、アミノ酸
産生生物における葉酸濃度を低下させるかまたは完全に
除去する。葉酸の生合成に関与する酵素および遺伝子の
活性を完全に排除するか、または少なくとも低下させる
ことができる。好ましい実施態様においては、配列番号
1～7が使用される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アミノ酸産生生物における葉酸濃度を減少させることを特徴とする、L-セリンの製造方
法。
【請求項２】
　葉酸合成の低下または葉酸の分解によって、葉酸濃度を低下させることを特徴とする、
請求項1記載の方法。
【請求項３】
　葉酸の生合成に関与している遺伝子の直接的または間接的な突然変異によって葉酸濃度
を低下させることを特徴とする、請求項1または2のいずれか1つに記載の方法。
【請求項４】
　葉酸の生合成に関与している遺伝子の欠失突然変異、挿入突然変異、点突然変異および
／または置換突然変異により葉酸産生を低下させるかまたは排除することを特徴とする、
請求項3記載の方法。
【請求項５】
　葉酸の生合成に関与している遺伝子の発現を低下または減少させることを特徴とする、
請求項1～4のいずれか1つに記載の方法。
【請求項６】
　プロモーター、シグナル構造、リプレッサー遺伝子、アクチベーター、オペレーター、
アテニュエーター、リボソーム結合部位、開始コドン、ターミネーター、レギュレーター
、転写物の安定性の改変、減弱化または排除により発現を低下させるか、または制御可能
なプロモーターを使用することを特徴とする、請求項5記載の方法。
【請求項７】
　GTPシクロヒドロラーゼ、ネオプテリン三リン酸ピロホスファターゼ、ネオプテリンア
ルドラーゼ、6-ヒドロキシメチルプテリンピロホスホキナーゼ、4-アミノ-4-デオキシ-コ
リスミ酸シンターゼ、4-アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸リアーゼ、プテロイン酸シンター
ゼ、葉酸シンターゼまたはジヒドロ葉酸リダクターゼをコードする遺伝子を改変すること
を特徴とする、請求項3～6のいずれか1つに記載の方法。
【請求項８】
　アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸シンターゼをコードする遺伝子を欠失させることを特徴
とする、請求項7記載の方法。
【請求項９】
　配列番号1に記載のDNSを用いて欠失させることを特徴とする、請求項8記載の方法。
【請求項１０】
　配列番号2に記載のベクターを使用することを特徴とする、請求項8または9のいずれか1
つに記載の方法。
【請求項１１】
　4-アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸リアーゼをコードする遺伝子を欠失させることを特徴
とする、請求項3～10のいずれか1つに記載の方法。
【請求項１２】
　配列番号3に記載のDNSを用いて欠失させることを特徴とする、請求項11記載の方法。
【請求項１３】
　欠失のために配列番号4に記載のベクターを使用することを特徴とする、請求項11また
は12のいずれか1つに記載の方法。
【請求項１４】
　アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸シンターゼおよび4-アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸リア
ーゼを欠失させることを特徴とする、請求項3～13のいずれか1つに記載の方法。
【請求項１５】
　配列番号5に記載のDNA配列を用いて欠失させることを特徴とする、請求項14記載の方法
。
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【請求項１６】
　配列番号6に記載のベクターを使用することを特徴とする、請求項14または15のいずれ
か1つに記載の方法。
【請求項１７】
　改変前から既にL-セリンを産生する生物をL-セリンの合成に使用することを特徴とする
、請求項1～16のいずれか1つに記載の方法。
【請求項１８】
　微生物が配列番号7に記載のプラスミドを有することを特徴とする、請求項1～17のいず
れか1つに記載の方法。
【請求項１９】
　葉酸の生合成に関与している酵素の触媒的活性を減弱化するかまたは排除することを特
徴とする、請求項1～18のいずれか1つに記載の方法。
【請求項２０】
　安定性を低下させることにより減弱化または排除を行うことを特徴とする、請求項19記
載の方法。
【請求項２１】
　アロステリック中心の改変により低下させるかまたは排除することを特徴とする、請求
項19または20のいずれか1つに記載の方法。
【請求項２２】
　酵素活性をリン酸化またはアデニル化により低下させるかまたは排除することを特徴と
する、請求項19～21のいずれか1つに記載の方法。
【請求項２３】
　酵素の活性を蛋白質分解的な分解により低下させるかまたは排除することを特徴とする
、請求項19～22のいずれか1つに記載の方法。
【請求項２４】
　GTPシクロヒドロラーゼ、ネオプテリン三リン酸ピロホスファターゼ、ネオプテリンア
ルドラーゼ、6-ヒドロキシメチルプテリンピロホスホキナーゼ、4-アミノ-4-デオキシ-コ
リスミ酸シンターゼ、4-アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸リアーゼ、プテロイン酸シンター
ゼ、葉酸シンターゼおよびジヒドロ葉酸リダクターゼからなる群から選択される少なくと
も1種の酵素の活性を低下させるかまたは排除することを特徴とする、請求項19～23のい
ずれか1つに記載の方法。
【請求項２５】
　以下の群：
－3-ホスホグリセリン酸デヒドロゲナーゼをコードするserA遺伝子、
－ホスホセリントランスアミナーゼをコードするserC遺伝子、
－ホスホセリンホスファターゼをコードするserB遺伝子、
から選択される1種またはそれ以上の遺伝子を、単独でまたは組み合わせて亢進させるこ
と、特に過剰発現させることを特徴とする、請求項1～24のいずれか1つに記載の方法。
【請求項２６】
　これらの遺伝子の対立遺伝子、特にフィードバック耐性の3-ホスホグリセリン酸デヒド
ロゲナーゼをコードするserA遺伝子を、単独でまたは組み合わせて亢進させるか、または
過剰発現させることを特徴とする、請求項25記載の方法。
【請求項２７】
　以下の群：
－シスタチオニンリアーゼをコードするaecD遺伝子、
－シスタチオニンリアーゼをコードするmetC遺伝子、
－セリンデヒドラターゼをコードするsdaA遺伝子、
－セリンヒドロキシメチルトランスフェラーゼをコードするglyA遺伝子、
－トリプトファンシンターゼのベータサブユニットをコードするtrpB遺伝子、
－スレオニンデヒドラターゼをコードするilvA遺伝子、
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－ピルビン酸キナーゼをコードするpyk遺伝子、
から選択される1種またはそれ以上の遺伝子の活性を、単独でまたは組み合わせて減少ま
たは欠失させることを特徴とする、請求項1～15のいずれか1つに記載の方法。
【請求項２８】
　微生物コリネバクテリウム、ブレビバクテリウム、バシラス、腸内細菌として、メタノ
ール利用細菌または酵母を使用することを特徴とする、請求項1～27のいずれか1つに記載
の方法。
【請求項２９】
　以下：
コリネバクテリウム・グルタミカム ATCC13032、
コリネバクテリウム・アセトグルタミカム ATCC15806、
コリネバクテリウム・アセトアシッドフィラム ATCC13870、
コリネバクテリウム・サーモアミノゲン FERM BP-1539、
ブレビバクテリウム・フラバム ATCC14067、
ブレビバクテリウム・ラクトフェルメンタム ATCC13869、または
ブレビバクテリウム・ディバリカタム ATCC14020、
からなる群から選択される生物を使用することを特徴とする、請求項28記載の方法。
【請求項３０】
　システイン、トリプトファンまたはメチオニンの合成に使用することを特徴とする、請
求項1～29のいずれか1つに記載の方法。
【請求項３１】
　配列番号1、3または5と少なくとも85%の相同性を示す遺伝子配列。
【請求項３２】
　配列番号1、3または5と同一であることを特徴とする、請求項31記載の遺伝子配列。
【請求項３３】
　遺伝子配列が配列番号2、4または6と少なくとも85%の相同性を示すベクター。
【請求項３４】
　配列番号2、4または6のベクターと同一であることを特徴とする、請求項33記載のベク
ター。
【請求項３５】
　配列番号7と少なくとも85%の相同性を示すベクター。
【請求項３６】
　配列番号7と同一であることを特徴とする、請求項34記載のベクター。
【請求項３７】
　請求項1～27に記載の方法の少なくとも1つの手段で改変されることを特徴とする微生物
。
【請求項３８】
　コリネバクテリウム、ブレビバクテリウム、バシラス、腸内細菌または酵母であること
を特徴とする微生物。
【請求項３９】
　以下：
コリネバクテリウム・グルタミカム ATCC13032、
コリネバクテリウム・アセトグルタミカム ATCC15806、
コリネバクテリウム・アセトアシッドフィラム ATCC13870、
コリネバクテリウム・サーモアミノゲン FERM BP-1539、
ブレビバクテリウム・フラバム ATCC14067、
ブレビバクテリウム・ラクトフェルメンタム ATCC13869、または
ブレビバクテリウム・ディバリカタム ATCC14020、
からなる群から選択される微生物であることを特徴とする、請求項38記載の微生物。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明はL-セリンの製造方法、およびそれに好適な遺伝子配列、ベクターおよび微生物
に関する。
【背景技術】
【０００２】
　アミノ酸L－セリンは、ヒト用の薬剤、医薬工業、食品工業、および動物用食品に使用
されている。　
【０００３】
　アミノ酸がコリネ型（coryneformer）の細菌株、特にコリネバクテリウム・グルタミカ
ム（Corynebacterium glutamicum）の発酵により製造されることが知られている。非常に
重要な方法であるため、製造方法の改善が継続的に研究されている。方法の改善は、例え
ば、撹拌および酸素の供給のような発酵技術的な方法、または例えば発酵の間の糖濃度の
ような培養基の組成、または例えばイオン交換クロマトグラフィーによる生成物形態の処
理、または微生物自体の内因的性能特性に関するものである。
【０００４】
　これらの微生物の性能特性の改善には、突然変異誘発、選択および突然変異体選択の方
法が用いられる。このような方法により、代謝拮抗物質に対して抵抗性であるか、または
調節性の重要な代謝産物に関して栄養要求性であって、そして、L-アミノ酸、例えばL-セ
リンを産生する株が得られる。例えば、アザセリンまたはベータ-(2-チエニル)-DL-アラ
ニンに対する耐性を示し、L-セリンを産生するコリネ型細菌が記載されている（特許文献
1）。さらに、遺伝子工学的方法によって生合成経路の活性を増加させることができ、ア
ミノ酸生成を増加させることができることは技術常識である。例えば、特許文献2には、
生合成酵素ホスホセリンホスファターゼおよびホスホセリントランスアミナーゼの増加が
L-セリン生成に有利であることが記載されている。さらに、D-3-ホスホグリセリン酸デヒ
ドロゲナーゼをコードする遺伝子をL-セリン生成のために使用できることが記載されてい
る（特許文献2、特許文献3）。
【０００５】
　さらに、L-アミノ酸合成経路の酵素の活性の増加に加えて、L-アミノ酸の分解反応に関
与する酵素の減少またはさらには排除によってもまた、L-アミノ酸の蓄積を改善できるこ
とが知られている。例えば、酵素L-セリンデヒドラターゼを排除することにより、L-セリ
ンの蓄積を増加させることが見出されている（特許文献4）。さらに、酵素セリンヒドロ
キシメチルトランスフェラーゼの活性の減少によってもまた、L-セリンの分解が低下する
（特許文献5；非特許文献1）。
【特許文献１】欧州特許第0943687号明細書
【特許文献２】欧州特許出願公開第0931833号明細書
【特許文献３】国際公開第93/12235号パンフレット
【特許文献４】PCT/DE 2004/000248
【特許文献５】米国特許第6,596,516号明細書
【非特許文献１】Simic et al. (2002) Appl. Environ Microbiol. 68:3321-3327
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明の目的は、L-セリンの産生を増加させることができる方法、ならびにそれに好適
な微生物およびそれに使用できるベクターを提供することにある。さらに、システイン、
トリプトファンおよびメチオニンの産生の増加させることが可能な方法、ならびにそれに
使用できる微生物およびベクターが提供される。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　驚くべきことに、葉酸合成をコードする遺伝子を改変または排除することによって、コ
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リネ型細菌のL-セリン産生が改善されることが見出された。本発明の方法、本発明の細菌
、および、葉酸合成を触媒するかまたは葉酸合成の制御に関与している酵素またはレギュ
レーターに関する本発明の遺伝子配列を用いることにより、本発明のような改変を施して
いない株と比較して著しく高い収量でL-セリンを産生することが可能である。L-セリン産
生の増加量を表2に示す。
【０００８】
　以下に本発明の概要を説明する：
　本発明においては、アミノ酸産生生物における葉酸濃度が低下することにより、L-セリ
ン産生およびシステイン、トリプトファンおよびメチオニンの産生が増加する。好ましく
は、該生物は本発明による改変の前から既にL-セリンを産生する。
【０００９】
　例えば、葉酸合成の低下または葉酸の分解によって、葉酸濃度を低下させることができ
る。
【００１０】
　葉酸の生合成に関与する遺伝子の直接的または間接的な突然変異によって、葉酸合成を
低下させるかまたは妨げることができる。
【００１１】
　葉酸産生を低下させるかまたは排除する突然変異の例としては、葉酸の生合成に関与し
ている遺伝子の欠失突然変異、挿入突然変異、置換突然変異または点突然変異が挙げられ
る。
【００１２】
　さらに、葉酸の生合成に関与する蛋白質の遺伝的に改変されたまたは　改変されていな
い遺伝子の場合に、葉酸の生合成に関与する遺伝子の発現を低下させるかまたは妨げるこ
とにより、葉酸産生を低下させるかまたは排除することができる。　
【００１３】
　葉酸の生合成に関与する遺伝子の発現の低下または排除は、プロモーター、例えばシグ
ナル構造、リプレッサー遺伝子、アクチベーター、オペレーター、アテニュエーター、リ
ボソーム結合部位または開始コドン、ターミネーターの改変、好ましくは減弱化、特に好
ましくは排除により、あるいはさらに、レギュレーターまたは転写物の安定性の改変、好
ましくは減弱化、特に好ましくは排除または減少によって達成することができる。さらに
、制御可能なプロモーター、特に弱化プロモーターを使用することができる。
【００１４】
　葉酸の生合成に関与する酵素の活性は、酵素の触媒的活性および安定性の低下または排
除により、上記酵素レベルに達する。同一の効果は、アロステリック中心の改変または酵
素のフィードバック阻害によって達成することができる。酵素の活性を減少させるかまた
は排除するための典型的な手段は、例えばリン酸化またはアデニル化による蛋白質の修飾
である。葉酸の生合成経路に関与する酵素の蛋白質分解的な分解を増加させることもでき
る。
【００１５】
　上記の方法で活性を低下させるかまたは排除することができる典型的な酵素としては、
GTPシクロヒドロラーゼ、ネオプテリン三リン酸ピロホスファターゼ、ネオプテリンアル
ドラーゼ、6-ヒドロキシメチルプテリンピロホスホキナーゼ、4-アミノ-4-デオキシ-コリ
スミ酸シンターゼ、4-アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸リアーゼ、プテロイン酸シンターゼ
、葉酸シンターゼおよびジヒドロ葉酸リダクターゼが挙げられる。
【００１６】
　本発明はまた、産生生物において本発明の遺伝的改変を生じさせるのに好適な手段を含
有するベクターを提供する。
【００１７】
　本発明のベクターは、4-アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸シンターゼおよび／または4-ア
ミノ-4-デオキシ-コリスミ酸リアーゼの合成に関する遺伝子を欠失させるのに好適な手段
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を含有する。
【００１８】
　4-アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸シンターゼ遺伝子の欠失用の配列を配列番号1に示す
。配列番号2は、配列番号1を有するベクターの構造を示す。
【００１９】
　4-アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸リアーゼ遺伝子の欠失用の配列を配列番号3に示す。
配列番号4は、配列番号3を有するベクターの構造を示す。
【００２０】
　4-アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸シンターゼ遺伝子および4-アミノ-4-デオキシ-コリス
ミ酸リアーゼ遺伝子の欠失用の配列を配列番号5に示す。配列番号6は、4-アミノ-4-デオ
キシ-コリスミ酸シンターゼ遺伝子および4-アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸リアーゼ遺伝
子の欠失用の配列番号5を有するベクターの構造を示す。
【００２１】
　配列番号7に、L-セリン産生をさらに増加させるのに好適なプラスミドを表す。これは
図4に示されるpEC-T18mob2-serAfbrCB-という名称のプラスミドである。
【００２２】
　欠失に重要な構造はまた、適当な生物に好適な別のベクター骨格に組み込むこともでき
る。ベクターとしては、頻繁に使用される環状ベクターのほかに、直鎖状ベクターまたは
ファージもまた好適である。
【００２３】
　図は、L-セリン産生生物の本発明による改変に使用することができるベクターを例示的
に示す。
【００２４】
　図1：配列番号2に対応するpK19mobsacB_pabAB
　図2：配列番号4に対応するpK19mobsacB_pabC
　図3：配列番号6に対応するpK19mobsacB_pabABC
　図4：配列番号7に対応するpEC-T18mob2-serAfbrCB
　好ましくは、改変前から既にL-セリンを産生するL-セリン産生生物に、配列1、3および
5による手段をベクターによって導入する。
【００２５】
　上記の配列は全て、90%、好ましくは95%の相同性を有するバリアントも包含するもので
ある。
【００２６】
　好適な生物は、例えば、コリネ型細菌、例えば、コリネバクテリウム・グルタミカムま
たはブレビバクテリウム（Brevibacterium）である。腸内細菌、バシラス、または低い葉
酸濃度を示すタイプの酵母もまた産生生物として使用することができる。
【００２７】
　以下、本発明をより詳細に説明する：
　本発明は、葉酸合成をコードする遺伝子が改変され、排除されまたはその発現が改変さ
れているか、あるいは、天然において葉酸要求性の細菌で葉酸の欠乏が生じているか、ま
たは葉酸合成の調節が葉酸欠乏が生じるように影響を受けているコリネ型細菌を使用する
、L-セリンの発酵的製造方法を提供する。葉酸合成は、ヌクレオチド合成の中間体からお
よび芳香族アミノ酸合成の中間体から出発するので、基本的には、ヌクレオチドおよび芳
香族アミノ酸自身を例えば外部から追加する場合と同じようになおも十分に利用できるこ
とを前提として、これらの適当な反応を改変または排除することもできる。さらに、葉酸
の欠乏はまた、葉酸またはそれに関連する代謝経路の遺伝子の発現を調節するレギュレー
ターの欠失または改変によってももたらされる。　
【００２８】
　従属請求項には好ましい実施態様が記載されている。
【００２９】
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　使用される株は、好ましくは葉酸合成の改変の前から既にL-セリンを産生する。
【００３０】
　「改変」という語句には、葉酸合成遺伝子の減弱化および葉酸合成遺伝子の完全な欠失
が含まれる。ここには、間接的な突然変異誘発および直接的な組換えDNA技術が含まれる
。これらの方法により、例えば、染色体中の葉酸合成の遺伝子を欠失させることができる
。これに関して適当な方法は、Schaefer等（Gene (1994) 145: 69-73）またはLink等（J.
 Bacteriology (1998) 179: 6228-6237）によって記載されている。遺伝子の一部分のみ
を欠失させるか、または遺伝子の突然変異断片を交換することも可能である。欠失または
交換により、葉酸合成活性の欠失または低下が達成される。本発明の方法の1つの有利な
実施態様は、例えば、本発明によって改変したC.グルタミカム株ATCC13032DpykDsdaADpab
ABpserABCであり、これは特にpabAB遺伝子に欠失を有する。
【００３１】
　葉酸合成の活性を減弱化するかまたは排除する別の方法は、突然変異誘発法である。こ
こには、化学試薬、例えばN-メチル-N-ニトロ-N-ニトロソグアニジンまたはUV照射を突然
変異誘発のために使用し、続いて葉酸合成活性の減少または欠失に関して所望の微生物を
探索する間接的な方法が含まれる。突然変異を誘発する方法および突然変異を探索する方
法は公知であり、特にMillerの「A Short Course in Bacterial Genetics, A Laboratory
 Manual and Handbook for Escherichia coli and Related Bacteria (Cold Spring Harb
or Laboratory Press, 1992)」にまたは「“Manual of Methods for General Bacteriolo
gy”der American Society for Bacteriology (Washington D.C., USA, 1981)」に記載さ
れている。
【００３２】
　さらに、葉酸合成の遺伝子の発現もまた、遺伝子発現のためのシグナル構造の改変によ
り減少させることができる。シグナル構造としては、例えば、リプレッサー遺伝子、アク
チベーター遺伝子、オペレーター、プロモーター、アテニュエーター、リボソーム結合部
位、開始コドンおよびターミネーターが挙げられる。当業者であれば、これらに関する記
載は例えば、国際公開第96/15246号パンフレット、「Boyd und Murphy (J. Bacteriol. 1
988. 170: 5949)」、「Voskuil und Chambliss (Nucleic Acids Res. 1998. 26: 3548」
、「Jensen und Hammer (Biotechnol. Bioeng. 1998 58: 191)」、「Patek et al. (Micr
obiology (1996) 142: 1297)」において、および遺伝学および分子生物学の公知の教科書
、例えば、「Knippers (“Molekulare Genetik”, 8. Auflage, Georg Thieme Verlag, S
tuttgart, Deutschland, 2001) 」または「Winnacker (“Gene und Klone”, VCH Verlag
sgesellschaft, Weinheim, Deutschland, 1990)」
によって得ることができる。構造遺伝子の上流にあるプロモーター領域および調節領域に
突然変異を生じさせることもできる。
【００３３】
　制御可能なプロモーターにより、発酵的L－セリン生成の進行中に発現を減少させるこ
とも可能である。さらに、例えばmRNAの安定性を減少させることによって、翻訳を制御す
ることも可能である。これは、遺伝子の5’端または3’端の追加および／または改変配列
によって安定性を減少させることにより達成することができる。この例が枯草菌（Microb
iology (2001) 147:1331-41）または酵母（Trends Biotechnol. 1994, 12:444-9）由来の
遺伝子に関して記載されている。記載されているように、内因性の蛋白質分解活性によっ
て酵素活性に影響を及ぼすことも可能である（Mol Microbiol. (2005) 57:576-91）。
【００３４】
　さらに、活性の低い対応の葉酸合成酵素をコードする遺伝子を使用することができる。
酵素蛋白質の触媒的活性を改変しまたは減少させる突然変異は公知である。これに関する
例は、「Qiu and Goodman (J Biological Chemistry (1997) 272: 8611-8617)」、「Sugi
moto et al. (Bioscience Biotechnology and Biochemistry (1997) 61: 1760-1762)」、
「Moeckel (“Die Threonindehydratase aus Corynebacterium glutamicum: Aufhebung d
er allosterischen Regulation und Struktur des Enzyms”, Reports from the Juelich
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 Research Centre, Juel-2906, ISSN09442952, Juelich, Germany, 1994」に記載されて
いる。概略的な記載は、遺伝学および分子生物学の教科書、例えば「Hagemann (“Allgem
eine Genetik”, Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1986)」において見ることができ
る。あるいは、培地組成および培養の改変によって葉酸合成酵素の発現および活性を減少
させることができる。当業者は、特に「Martin et al. (Bio/Technology 5, 137-146 (19
87))」、「Guerrero et al. (Gene 138, 35-41 (1994))」、「Tsuchiya und Morinaga (B
io/Technology 6, 428-430 (1988))」、「Eikmanns et al. (Gene 102, 93-98 (1991))」
、欧州特許出願公開第0 472 869号明細書、米国特許第4,601,893号明細書、「Schwarzer 
und Puehler (Bio/Technology 9, 84-87 (1991)」、「Reinscheid et al. (Applied and 
Environmental Microbiology 60, 126-132 (1994))」、「LaBarre et al. (Journal of B
acteriology 175, 1001-1007 (1993))」および国際公開第96/15246号パンフレットによっ
てマニュアルを参照することができる。
【００３５】
　これらの方法により、C.グルタミカムの葉酸合成の遺伝子の発現を減少または欠失させ
るか、または酵素活性を減少させることができる。
【００３６】
　さらに、葉酸の欠乏を誘導することに加えて、以下の群：
・3-ホスホグリセリン酸デヒドロゲナーゼをコードするserA遺伝子、
・ホスホセリントランスアミナーゼをコードするserC遺伝子
・ホスホセリンホスファターゼをコードするserB遺伝子
から選択される1種またはそれ以上の遺伝子を、単独でまたは組み合わせて亢進させるこ
と、特に過剰発現させること、あるいは、これらの遺伝子の対立遺伝子、特に
・フィードバック耐性の3-ホスホグリセリン酸デヒドロゲナーゼをコードするserA遺伝子
を、単独でまたは組み合わせて亢進させること、特に過剰発現させることが、L-セリンの
産生に有利である。
【００３７】
　さらに、葉酸の欠乏を誘導することに加えて、以下の群：
・シスタチオニンリアーゼをコードするaecD遺伝子、
・シスタチオニンリアーゼをコードするmetC遺伝子、
・セリンデヒドラターゼをコードするsdaA遺伝子、
・セリンヒドロキシメチルトランスフェラーゼをコードするglyA遺伝子、
・トリプトファンシンターゼのベータサブユニットをコードするtrpB遺伝子、
・スレオニンデヒドラターゼをコードするilvA遺伝子、
・ピルビン酸キナーゼをコードするpyk遺伝子、
から選択される1種またはそれ以上の遺伝子を、単独でまたは組み合わせて減少または欠
失させることが、L-セリンの産生に有利である。
【００３８】
　本発明の微生物では、代謝の流れがアミノ酸またはその誘導体の生合成の方向に亢進す
るように古典的および／または分子遺伝学的方法によって改変されたコリネバクテリウム
属またはブレビバクテリウム属の細菌が、本発明の範囲内に含まれる。本発明には、全て
の公知のアミノ酸産生株が含まれる。さらに本発明においては、当業者が他の微生物、例
えば腸内細菌、バシラスまたは酵母からの知見と同様に、慣用の方法に従って製造できる
産生株も含まれる。さらに本発明には、L-セリンの分解が改変または減弱化されたアミノ
酸産生株もまた含まれる。これに関しては、例えば、L-セリンを分解する酵素または対応
する遺伝子に狙いを定めた遺伝子工学的改変が行われる。本発明に好適な微生物のうちの
いくつかを以下に例示する。しかしながら、これらのリストは限定を意図するものではな
い：
コリネバクテリウム・グルタミカム ATCC13032、
コリネバクテリウム・アセトグルタミカム ATCC15806、
コリネバクテリウム・アセトアシッドフィラム（Corynebacterium acetoacidophilum） A
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TCC13870、
コリネバクテリウム・サーモアミノゲン FERM BP-1539、
ブレビバクテリウム・フラバム ATCC14067、
ブレビバクテリウム・ラクトフェルメンタム ATCC13869、または
ブレビバクテリウム・ディバリカタム ATCC14020。
【００３９】
　本発明はまた、不活化されたまたは減弱化したアミノデオキシコリスミ酸シンターゼま
たはアミノデオキシコリスミ酸リアーゼ活性が得られるように、配列の一部分が定義され
た欠失によって切断されていることを特徴とする、pabABおよびpabC遺伝子配列番号1、3
および5を提供する。pabABおよびpabC遺伝子配列は、好ましくは、コリネバクテリウム属
またはブレビバクテリウム属の微生物から単離される。ここに、より詳細に特定された微
生物をいくつか挙げる：
コリネバクテリウム・グルタミカム ATCC13032、
コリネバクテリウム・アセトグルタミカム ATCC15806、
コリネバクテリウム・アセトアシッドフィラム ATCC13870、
コリネバクテリウム・サーモアミノゲン FERM BP-1539、
ブレビバクテリウム・フラバム ATCC14067、
ブレビバクテリウム・ラクトフェルメンタム ATCC13869、または
ブレビバクテリウム・ディバリカタム ATCC14020。
【実施例】
【００４０】
　実施例1：
　プラスミドpK19mobsacBDpabABの構築
　C.グルタミカムのpabAB遺伝子を、公知の方法により、染色体において1734 bpの短くし
たpabAB遺伝子で置換した（J. Bacteriol. (1997) 179:6228-37；Gene (1994) 145: 69-7
3）。遺伝子交換に使用するベクターの構築に下記のプライマーを合成した。これらは公
共に利用可能なゲノム配列（NCBIアクセッション番号YP_225287；NC_006958）に由来する
ものである。
pabAB-del-A
5’-CGGGATCCTCAGGCTCGCACGTTGGAGGG-3’
pabAB-del-B:
5’-CCCATCCACTAAACTTAAACAAAACGTGAAAGAATCATAATT-3’
pabAB-del-C:
5’-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGAGTGGGAGGAAATCCGCGTT-3’
pabAB-del-D:
5’- GTGGATCCGCCCAAAACACCACGGTGGCGT-3’
【００４１】
　プライマーpabAB-del-AはpabAB遺伝子の翻訳開始より522 bp前に開始し、pabAB-del-D
は翻訳終止の436 bp後で開始する。プライマーpabAB-del-Bは翻訳開始の21 bp後にあり、
プライマーpabAB-del-Cは翻訳終止の66 bp前にあり、両者とも「Link et al. angegeben 
(J. Bacteriol. (1997) 179:6228-37)」に記載されるような相補的なリンカー領域をそれ
ぞれ有する。pabAB-del-AおよびpabAB-del-Bのプライマーの組み合わせ、ならびにpabAB-
del-BおよびpabAB-del-Cのプライマーの組み合わせで、C.グルタミカムATCC13032の染色
体DNAを用いるPCR増幅を平行して行った。PCR反応を、サーマルサイクラー（PTC-100、MJ
 Research, Inc.、ウォータータウン、USA）において、200μMのデオキシヌクレオチド三
リン酸（dATP、dCTP、dGTP、dTTP）、600 nMの各対応オリゴヌクレオチド、100 ngのコリ
ネバクテリウム・グルタミカムATCC13032の染色体DNA、1／10容量の10倍反応バッファー
および2.6ユニットの熱安定性Taq-/Pwo DNAポリメラーゼ混合物（Expand High Fidelity 
PCR System、Roche Diagnostics、マンハイム、独国）の存在下で、以下の条件で30サイ
クル行った：
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　94℃で30秒、50℃で30秒、および72℃で40秒。10サイクル後は、72℃での伸張段階を1
サイクルあたり5秒延長した。PCR反応の後に、得られた5’-側末端領域の563 bpの断片お
よび3’-側末端領域の528 bpの断片を、QIAExII gel extraction kit（Qiagen製）を用い
て製造者の指示に従って0.8%アガロースゲルから単離し、プライマーpabAB-del-Aおよびp
abAB-del-Dを用いる第二のPCRにおいて両断片を鋳型として使用した。200μMのデオキシ
ヌクレオチド三リン酸、600 nMの各対応オリゴヌクレオチド、第一のPCRから単離したそ
れぞれ20 ngの鋳型DNA、1／10容量の10倍反応バッファーおよび2.6ユニットのTaq-/Pwo D
NAポリメラーゼ混合物の存在下で、増幅を以下の条件で35サイクル行った：
　94℃で30秒、50℃で30秒、および72℃で80秒。10サイクル後は、伸張段階をそれぞれ5
秒延長した。PCR反応の後に、得られた1122 bpのDNA断片（これは、中心に1734 bpの欠失
を有する不活化されたpabAB遺伝子を含む）を0.8%アガロースゲルから単離し、pK19mobsa
cBベクターにクローニングした（Gene 145: 69-73 (1994)）。得られたプラスミドpK19mo
bsacBDpabAB（図1）は、塩基配列決定によって正しいことを確認した。
【００４２】
　実施例2：
　プラスミドpK19mobsacBDpabCの構築
　実施例1に記載された方法と同様に、C.グルタミカムのpabC遺伝子を欠失させるための
遺伝子交換に好適なベクターpK19mobsacBDpabCを構築した。これに必要なPCR増幅用プラ
イマーもまた、公共に利用可能なゲノム配列（NCBIアクセッション番号YP_225288.1；NC_
006958）に由来するものである。それらは以下の通りである：
pabC-del-A:
5’-GAGGATCCAATCATTGCTGAGCTGCGCAG-3’
pabC-del-B:
5’-CCCATCCACTAAACTTAAACAATCAACAACTGTGGGTGTTGA-3’
pabC-del-C:
5’-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGTCGGTGAAGCCCTGGAATGAA-3’
pabC-del-D:
5’-AGGGATCCGTGATGAGTCCGATCTCGGAA-3’
【００４３】
　プライマーpabC-del-AはpabC遺伝子の翻訳開始より500 bp前に開始し、pabC-del-Dは翻
訳終止の500 bp後で開始する。プライマーpabC-del-Bは翻訳開始の51 bp後にあり、pabC-
del-Cは翻訳終止の48 bp前にある。後者の2つのプライマーは相補的なリンカー領域をそ
れぞれ有する。pabC-del-AおよびpabC-del-Bのプライマーの組み合わせで602 bpの5’-末
端領域を増幅し、pabC-del-CおよびpabC-del-Dのプライマーの組み合わせで、欠失される
断片の597 bpの3’-末端領域を増幅した。PCR反応を、例えば実施例1におけるような標準
的な方法で、C.グルタミカム ATCC13032の染色体DNAを用いて行った。PCR反応の後に、得
られたDNA断片をQIAExII gel extraction kit（Qiagen製）を用いて単離し、2つの断片を
鋳型としてさらなるPCRに使用した。プライマーとしてはpabC-del-AおよびpabC-del-Dを
使用した。PCR反応を、例えば実施例1におけるような標準的な方法で、C.グルタミカム A
TCC13032の染色体DNAを用いて行った。PCR反応後、得られた1178 bp長のDNA断片（中心に
585 bp長の欠失を有する不活化されたpabC遺伝子を含む）を0.8%アガロースゲルから単離
し、ベクターpK19mobsacBとのライゲーションを行った（Schaefer et al. Gene 145: 69-
73 (1994)）。ライゲーション液を用いて大腸菌株DH5αmcr（Grant et al., Proceedings
 of the National Academy of Sciences of the United States of America USA (1990) 
87: 4645-4649）の形質転換を行った。制限酵素消化および配列決定により、得られたプ
ラスミドpK19mobsacBDpabC（図2）が正しいことを確認した。
【００４４】
　実施例3：プラスミドpK19mobsacBDpabABCの構築
　実施例1に記載された方法と同様に、C.グルタミカムのpabABC遺伝子を欠失させるため
の遺伝子交換に好適なベクターpK19mobsacBDpabABCを構築した。これに必要なPCR増幅用
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プライマーは、公共に利用可能なゲノム配列（NCBIアクセッション番号YP_225287；YP_22
5288.1；NC_006958）に由来するものである。それらは以下の通りである：
pabABC-del-A：
5’- CGGGATCCTCAGGCTCGCACGTTGGAGGG-3’
pabABC-del-B：
5’-CCCATCCACTAAACTTAAACAAAACGTGAAAGAATCATAATT-3’
pabABC-del-C：
5’-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGTCGGTGAAGCCCTGGAATGAA-3’
pabABC-del-D：
5’-AGGGATCCGTGATGAGTCCGATCTCGGAA-3’
【００４５】
　プライマーpabABC-del-AはpabABC遺伝子の翻訳開始より500 bp前に開始し、pabABC-del
-Dは翻訳終止の500 bp後で開始する。プライマーpabABC-del-BはpabABの翻訳開始の51 bp
後にあり、pabABC-del-CはpabCの翻訳終止の48 bp前にある。最後に挙げた2つのプライマ
ーは相補的なリンカー領域をそれぞれ有する。pabABC-del-AおよびpabABC-del-Bのプライ
マーの組み合わせで593 bpの5’-末端領域を増幅し、pabABC-del-CおよびpabABC-del-Dの
プライマーの組み合わせで、欠失される断片の597 bpの3’-末端領域を増幅した。PCR反
応を、例えば実施例1におけるような標準的な方法で、C.グルタミカム ATCC13032の染色
体DNAを用いて行った。PCR反応の後に、得られたDNA断片をQIAExII gel extraction kit
（Qiagen製）を用いて単離し、2つの断片を鋳型としてさらなるPCRに使用した。プライマ
ーとしてはpabABC-del-AおよびpabABC-del-Dを使用した。PCR反応を、例えば実施例1にお
けるような標準的な方法で、C.グルタミカムATCC13032の染色体DNAを用いて行った。PCR
反応後、得られた1169 bp長のDNA断片（中心に2475 bp長の欠失を有する不活化されたpab
ABC遺伝子を含む）を0.8%アガロースゲルから単離し、ベクターpK19mobsacBとのライゲー
ションを行った（Schaefer et al. Gene 145: 69-73 (1994)）。ライゲーション液を用い
て大腸菌株DH5αmcr（Grant et al., Proceedings of the National Academy of Science
s of the United States of America USA (1990) 87: 4645-4649）の形質転換を行った。
制限酵素消化および配列決定により、得られたプラスミドpK19mobsacBDpabC（図3）が正
しいことを確認した。
【００４６】
　実施例4：葉酸に関する栄養要求性突然変異株C.グルタミカムDsdaADpabAB、C.グルタミ
カムDsdaADpabC、C.グルタミカムDsdaADpabABCの構築
　プラスミドpK19mobsacBDpabAB、またはpK19mobsacBDpabCおよびpK19mobsacBDpabABCを
エレクトロポレーションによってC.グルタミカムDsdaA（特許出願PCT/DE2004/000248に記
載されている）に導入し、カナマイシン耐性によって選択した。プラスミドが相同組換え
によって染色体に組み込まれたクローンのみがカナマイシン耐性であった。試験において
プラスミドによって付与されたサッカロース感受性を示すクローンを、それぞれ選択した
（Gene (1994) 145: 69-73）。これを50 mlのBHI培地（Brain-Heart-Infusion-Medium、D
ifco Laboratories、デトロイト、USA）において、カナマイシンおよびサッカロースなし
で培養した。その後、それぞれ10-2倍、10-3倍または10-4倍希釈した培養液100μlを10%
（w/v）サッカロースと一緒にBHIS-プレート（0.5 Mソルビトールを含むBHI培地）に播種
した（FEMS Microbiol Lett. (1989) 53:299-303）。その後、得られたサッカロース耐性
クローンをカナマイシン感受性に関して試験を行い、PCR解析で確認を行った。以下のプ
ライマーの組み合わせを使用した：
pabABの欠失：
pabAB-del-pr-u2 5’-TGGCTCACTTCGCTGGTCTTGTTG-3’
pabAB-del-pr-l2 5’-GAATGGTTGCGGCGAGTGTCA-3’
pabCの欠失：
pabC-del-pr-u2 5’-GTTGGGGGAGCAGGACGAGTGGT-3’
pabC-del-pr-l2 5’-TACGCGCATCTGGAAGCCTGGTTA-3’
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pabABC-del-pr-u2 5’-CGTTCCGGCATCATTCTGGCTAAG-3’
pabABC-del-pr-l2 5’-GCGACTCCGGGTTGTTCCTGATAA-3’
【００４７】
　欠失の結果、pabAB遺伝子部位に関しては1426 bpのバンド、pabC遺伝子部位に関しては
1663 bpのバンド、そしてpabABC遺伝子部位に関しては1447 bpのバンドが得られた。この
方法により、それぞれが葉酸合成の遺伝子に特異的な欠失を有する出発株クローンを得る
ことができた。これらの株を、C.グルタミカムDsdaADpabAB、C.グルタミカムDsdaADpabC
またはC.グルタミカムDsdaADpabABCと命名した。
【００４８】
　これらの3つの株を最小培地CGXII（J Bacteriol. (1993) 175:5595-603）、および1 mM
葉酸を含む同一の培地に播種した。表1に結果を示す。
【００４９】
　表1：
　製造したコリネバクテリウム・グルタミカム突然変異体の葉酸要求性
【００５０】
【表１】

【００５１】
　実施例5：
　C.グルタミカムDsdaADpabAB pserABCの構築およびL-セリン生成
　プラスミドpEC-T18mob2-serAfbrserCserBをエレクトロポレーションによってC.グルタ
ミカムDsdaADpabABに導入した。プラスミド（図4）は、ベクターpEC-T18mob2（Curr. Mic
robiol. (2002) 45, 362-367）、コリネバクテリウムの遺伝子serAfbr（Appl Microbiol 
Biotechnol. (2002) 60:437-41）およびserCおよびserB（独国特許出願100 44 831.3）を
含有する。公知の標準的方法によって、プラスミドpEC-T18mob2-serAfbrserCserBの存在
および完全性についてテトラサイクリン耐性クローンの試験を行い（Sambrook et al. (1
989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press
）、1つのクローンをC.グルタミカムDsdaADpabAB pserABCと命名した。
【００５２】
　L-セリン生成のために、C.グルタミカムのDsdaADpabAB pserABC株を複合培地（2%グル
コース、5μg／lテトラサイクリンを含むCgIII）で培養し、そこから発酵培地CGXII（J B
acteriol (1993) 175: 5595-5603）に播種した。発酵培地CGXIIは0.1または1 mMの葉酸を
含んでいた。コントロールとして、C.グルタミカムDsdaA pserABC株を同様の方法で培養
した。それぞれ少なくとも2回ずつ、独立して発酵を実施した。30℃で30時間培養した後
（回転振とう機において120 rpm）、培地中に蓄積したL-セリン量を測定した。アミノ酸
濃度の解析は高圧液体クロマトグラフィーにより行った（J Chromat (1983) 266: 471-48
2）。発酵の結果を表2に示す。構築した上記の突然変異体を葉酸合成において使用するこ
とにより、L-セリン生成が著しく改善することがわかる。
【００５３】
　表2：
　C.グルタミカムDsdaADpabAB pserABCおよびC.グルタミカムDsdaA pserABCの培養上清に
おけるL-セリンの蓄積
【００５４】
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【表２】

【００５５】
　実施例6：
　C.グルタミカムDpykDsdaADpabAB pserABCの構築およびL-セリン生成　
　プラスミドpK19mobsacBDpyk（Arch Microbiol. (2004) 182:354-63）をエレクトロポレ
ーションによってC.グルタミカム13032DsdaADpabABC株に導入し、カナマイシン耐性によ
って選択した。プラスミドが相同組換えによって染色体のpyk遺伝子座に組み込まれたク
ローンのみがカナマイシン耐性であった。プラスミドによって付与されたサッカロース感
受性を試験において示すクローンを選択し、50 mlのBHI培地（Brain-Heart-Infusion-Med
ium、Difco Laboratories、デトロイト、USA）において、カナマイシンおよびサッカロー
スなしで培養した。その後、それぞれ10-2倍、10-3倍または10-4倍希釈した培養液100μl
を10%（w/v）サッカロースと一緒にBHIS-プレート（0.5 Mソルビトールを含むBHI培地）
に播種した（FEMS Microbiol Lett. (1989) 53:299-303）。その後、得られたサッカロー
ス耐性クローンをカナマイシン感受性に関して試験を行い、PCR解析で欠失されているこ
とを確認した。この方法により、出発株からC.グルタミカムDpykDsdaADpabAB株を得るこ
とができた。この株を実施例5に記載されるようにpEC-T18mob2-serAfbrserCserBを用いて
形質転換することにより、C.グルタミカムDpykDsdaADpabAB pserABC株が得られた。C.グ
ルタミカムDsdaADpabAB pserABCと比較してL-セリンを生成させるためにこの株を、実施
例5に記載されるように培養した。結果を表3に示す。
【００５６】
　表3：
　C.グルタミカムDpykDsdaADpabAB pserABCおよびC.グルタミカムDsdaADpabAB pserABCの
培養上清におけるL-セリンの蓄積
【００５７】
【表３】

【図面の簡単な説明】
【００５８】
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【図１】配列番号2に対応するpK19mobsacB_pabABを示す。
【図２】配列番号4に対応するpK19mobsacB_pabCを示す。
【図３】配列番号6に対応するpK19mobsacB_pabABCを示す。
【図４】配列番号7に対応するpEC-T18mob2-serAfbrCBを示す。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【配列表】
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【手続補正書】
【提出日】平成19年7月13日(2007.7.13)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アミノ酸産生生物における葉酸濃度を減少させることを特徴とする、L-セリンの製造方
法。
【請求項２】
　葉酸合成の低下または葉酸の分解によって、葉酸濃度を低下させることを特徴とする、
請求項1記載の方法。
【請求項３】
　葉酸の生合成に関与している遺伝子の直接的または間接的な突然変異によって葉酸濃度
を低下させることを特徴とする、請求項1または2のいずれか1つに記載の方法。
【請求項４】
　葉酸の生合成に関与している遺伝子の欠失突然変異、挿入突然変異、点突然変異および
／または置換突然変異により葉酸産生を低下させるかまたは排除することを特徴とする、
請求項3記載の方法。
【請求項５】
　葉酸の生合成に関与している遺伝子の発現を低下または減少させることを特徴とする、
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請求項1～4のいずれか1つに記載の方法。
【請求項６】
　プロモーター、シグナル構造、リプレッサー遺伝子、アクチベーター、オペレーター、
アテニュエーター、リボソーム結合部位、開始コドン、ターミネーター、レギュレーター
、転写物の安定性の改変、減弱化または排除により発現を低下させるか、または制御可能
なプロモーターを使用することを特徴とする、請求項5記載の方法。
【請求項７】
　GTPシクロヒドロラーゼ、ネオプテリン三リン酸ピロホスファターゼ、ネオプテリンア
ルドラーゼ、6-ヒドロキシメチルプテリンピロホスホキナーゼ、4-アミノ-4-デオキシ-コ
リスミ酸シンターゼ、4-アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸リアーゼ、プテロイン酸シンター
ゼ、葉酸シンターゼまたはジヒドロ葉酸リダクターゼをコードする遺伝子を改変すること
を特徴とする、請求項3～6のいずれか1つに記載の方法。
【請求項８】
　アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸シンターゼを欠失させることを特徴とする、請求項7記
載の方法。
【請求項９】
　配列番号1に記載のDNSを用いて欠失させることを特徴とする、請求項8記載の方法。
【請求項１０】
　配列番号2に記載のベクターを使用することを特徴とする、請求項8または9のいずれか1
つに記載の方法。
【請求項１１】
　4-アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸リアーゼをコードする遺伝子を欠失させることを特徴
とする、請求項3～10のいずれか1つに記載の方法。
【請求項１２】
　配列番号3に記載のDNSを用いて欠失させることを特徴とする、請求項11記載の方法。
【請求項１３】
　欠失のために配列番号4に記載のベクターを使用することを特徴とする、請求項11また
は12のいずれか1つに記載の方法。
【請求項１４】
　アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸シンターゼおよび4-アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸リア
ーゼを欠失させることを特徴とする、請求項3～13のいずれか1つに記載の方法。
【請求項１５】
　配列番号5に記載のDNA配列を用いて欠失させることを特徴とする、請求項14記載の方法
。
【請求項１６】
　配列番号6に記載のベクターを使用することを特徴とする、請求項14または15のいずれ
か1つに記載の方法。
【請求項１７】
　改変前から既にL-セリンを産生する生物をL-セリンの合成に使用することを特徴とする
、請求項1～16のいずれか1つに記載の方法。
【請求項１８】
　微生物が配列番号7に記載のプラスミドを有することを特徴とする、請求項1～17のいず
れか1つに記載の方法。
【請求項１９】
　葉酸の生合成に関与している酵素の触媒的活性を減弱化するかまたは排除することを特
徴とする、請求項1～18のいずれか1つに記載の方法。
【請求項２０】
　安定性を低下させることにより減弱化または排除を行うことを特徴とする、請求項19記
載の方法。
【請求項２１】



(18) JP 2009-511076 A 2009.3.19

　アロステリック中心の改変により低下させるかまたは排除することを特徴とする、請求
項19または20のいずれか1つに記載の方法。
【請求項２２】
　酵素活性をリン酸化またはアデニル化により低下させるかまたは排除することを特徴と
する、請求項19～21のいずれか1つに記載の方法。
【請求項２３】
　酵素の活性を蛋白質分解的な分解により低下させるかまたは排除することを特徴とする
、請求項19～22のいずれか1つに記載の方法。
【請求項２４】
　GTPシクロヒドロラーゼ、ネオプテリン三リン酸ピロホスファターゼ、ネオプテリンア
ルドラーゼ、6-ヒドロキシメチルプテリンピロホスホキナーゼ、4-アミノ-4-デオキシ-コ
リスミ酸シンターゼ、4-アミノ-4-デオキシ-コリスミ酸リアーゼ、プテロイン酸シンター
ゼ、葉酸シンターゼおよびジヒドロ葉酸リダクターゼからなる群から選択される少なくと
も1種の酵素の活性を低下させるかまたは排除することを特徴とする、請求項19～23のい
ずれか1つに記載の方法。
【請求項２５】
　以下の群：
－3-ホスホグリセリン酸デヒドロゲナーゼをコードするserA遺伝子、
－ホスホセリントランスアミナーゼをコードするserC遺伝子、
－ホスホセリンホスファターゼをコードするserB遺伝子、
から選択される1種またはそれ以上の遺伝子を、単独でまたは組み合わせて亢進させるこ
と、特に過剰発現させることを特徴とする、請求項1～24のいずれか1つに記載の方法。
【請求項２６】
　これらの遺伝子の対立遺伝子、特にフィードバック耐性の3-ホスホグリセリン酸デヒド
ロゲナーゼをコードするserA遺伝子を、単独でまたは組み合わせて亢進させるか、または
過剰発現させることを特徴とする、請求項25記載の方法。
【請求項２７】
　以下の群：
－シスタチオニンリアーゼをコードするaecD遺伝子、
－シスタチオニンリアーゼをコードするmetC遺伝子、
－セリンデヒドラターゼをコードするsdaA遺伝子、
－セリンヒドロキシメチルトランスフェラーゼをコードするglyA遺伝子、
－トリプトファンシンターゼのベータサブユニットをコードするtrpB遺伝子、
－スレオニンデヒドラターゼをコードするilvA遺伝子、
－ピルビン酸キナーゼをコードするpyk遺伝子、
から選択される1種またはそれ以上の遺伝子の活性を、単独でまたは組み合わせて減少ま
たは欠失させることを特徴とする、請求項1～15のいずれか1つに記載の方法。
【請求項２８】
　微生物コリネバクテリウム、ブレビバクテリウム、バシラス、腸内細菌として、メタノ
ール利用細菌または酵母を使用することを特徴とする、請求項1～27のいずれか1つに記載
の方法。
【請求項２９】
　以下：
コリネバクテリウム・グルタミカム ATCC13032、
コリネバクテリウム・アセトグルタミカム ATCC15806、
コリネバクテリウム・アセトアシッドフィラム ATCC13870、
コリネバクテリウム・サーモアミノゲン FERM BP-1539、
ブレビバクテリウム・フラバム ATCC14067、
ブレビバクテリウム・ラクトフェルメンタム ATCC13869、または
ブレビバクテリウム・ディバリカタム ATCC14020、
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からなる群から選択される生物を使用することを特徴とする、請求項28記載の方法。
【請求項３０】
　システイン、トリプトファンまたはメチオニンの合成に使用することを特徴とする、請
求項1～29のいずれか1つに記載の方法。
【請求項３１】
　配列番号1、3または5に記載の配列を示すことを特徴とする遺伝子配列。　
【請求項３２】
　遺伝子配列が配列番号2、4または6と少なくとも85%の相同性を示すベクター。
【請求項３３】
　配列番号2、4または6のベクターと同一であることを特徴とする、請求項32記載のベク
ター。
【請求項３４】
　配列番号7と少なくとも85%の相同性を示すベクター。
【請求項３５】
　配列番号7と同一であることを特徴とする、請求項33記載のベクター。
【請求項３６】
　請求項1～27に記載の方法の少なくとも1つの手段で改変されることを特徴とする微生物
。
【請求項３７】
　コリネバクテリウム、ブレビバクテリウム、バシラス、腸内細菌または酵母であること
を特徴とする微生物。
【請求項３８】
　以下：
コリネバクテリウム・グルタミカム ATCC13032、
コリネバクテリウム・アセトグルタミカム ATCC15806、
コリネバクテリウム・アセトアシッドフィラム ATCC13870、
コリネバクテリウム・サーモアミノゲン FERM BP-1539、
ブレビバクテリウム・フラバム ATCC14067、
ブレビバクテリウム・ラクトフェルメンタム ATCC13869、または
ブレビバクテリウム・ディバリカタム ATCC14020、
からなる群から選択される微生物であることを特徴とする、請求項37記載の微生物。
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