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(57)【要約】
　シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビン、およびカノクラ
ビンアルデヒドなどのクラビン類アルカロイドを、組換え技術により製造するための微生
物およびプロセス、ならびに、クラビン類アルカロイドを製造するための方法に適用する
ことができるポリペプチド、ポリヌクレオチド、およびそうしたポリヌクレオチドを含有
するベクターを提供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　a) 少なくとも1つのEasH活性、または
b) 少なくとも1つのEasHおよびEasD活性、または
c) 少なくとも1つのEasHおよびEasA活性、または
d) 少なくとも1つのEasH、EasD,およびEasA活性、または
e) 少なくとも1つのEasHおよびEasD、EasAレダクターゼおよびEasG活性、または
f) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasA、およびEasG活性、また
は
g) 少なくとも1つのEasD、EasA、およびEasG活性、または
h) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性
、または
i) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性
、または
j) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、およびEasC活性、または
k) a)～j)のうち少なくとも2つの組み合わせ
を含む、組換え微生物であって、
その組換え微生物が、天然麦角アルカロイド生産生物ではない、
前記組換え微生物。
【請求項２】
　DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasA、およびEasG活性からなる一群の活性から
選択される、少なくとも1つのアップレギュレートされた活性を有する、組換え型天然麦
角アルカロイド生産生物であって、このEasA活性が、EasAレダクターゼであるか、EasAイ
ソメラーゼであるか、またはEasAレダクターゼおよびEasAイソメラーゼ活性である、前記
組換え型天然麦角アルカロイド生産生物。
【請求項３】
　請求項2に記載の組換え型天然麦角アルカロイド生産生物であって、少なくとも1つのア
ップレギュレートされた活性が、
a) 少なくとも1つのEasH活性、または
b) 少なくとも1つのEasHおよびEasD、または
c) 少なくとも1つのEasHおよびEasAレダクターゼ活性、または
d) 少なくとも1つのEasH、EasD、およびEasA活性、または
e) 少なくとも1つのEasH、およびEasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性、または
f) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasA、およびEasG活性、また
は
g) 少なくとも1つのEasD、EasA、およびEasG活性、または
h) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性
、または
i) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性
、または
j) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、およびEasC活性
の1つもしくは複数のグループの活性から選択される、前記組換え型天然麦角アルカロイ
ド生産生物。
【請求項４】
　EasD、EasH、EasAレダクターゼ、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性からなる一群から
選択される、少なくとも1つのダウンレギュレートされた活性を有する、請求項2または3
に記載の組換え型天然麦角アルカロイド生産生物。
【請求項５】
　DMAPPの供給拡大、および/またはMe-DMATの供給拡大を含み、好ましくは、少なくとも1
つのダウンレギュレートされたERG9もしくはERG20活性、または少なくとも1つのアップレ
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ギュレートされたHMG-CoAレダクターゼ活性を含み、あるいは、少なくとも1つのダウンレ
ギュレートされたERG9もしくはERG20活性、および少なくとも1つのアップレギュレートさ
れたHMG-CoAレダクターゼ活性を含む、請求項1～4のいずれか1つに記載の組換え微生物ま
たは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物。
【請求項６】
　a) 少なくとも1つのEasH活性、または
b) 少なくとも1つのEasHおよびEasD活性、または
c) 少なくとも1つのEasAレダクターゼ、もしくは少なくとも1つのEasAイソメラーゼ活性
、または
d) 少なくとも1つのEasD、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性、または
e) 少なくとも1つのEasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性、または
f) 少なくとも1つのEasH、EasD、EasAレダクターゼ、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性
、または
g) 少なくとも1つのEasH、EasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性、または
h) 少なくとも1つのEasH、EasD、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性、または
i) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、およびEasC活性、または
j) a) からi) までのうち少なくとも2つの組み合わせ
をコードする少なくとも1つの組換えポリヌクレオチドを含有する、請求項1～5のいずれ
か1つに記載の組換え微生物または組換え型天然麦角アルカロイド生産生物。
【請求項７】
　a) 少なくとも1つのEasH活性、または
b) 少なくとも1つのEasHおよびEasD活性、または
c) 少なくとも1つのEasAレダクターゼ、もしくは少なくとも1つのEasAイソメラーゼ活性
、または
d) 少なくとも1つのEasD、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性、または
e) 少なくとも1つのEasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性、または
f) 少なくとも1つのEasH、EasD、EasAレダクターゼ、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性
、または
g) 少なくとも1つのEasH、EasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性、または
h) 少なくとも1つのEasH、EasD、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性、または
i) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、およびEasC活性、または
j) a) からi) までのうち少なくとも2つの組み合わせ
をコードする組換えポリヌクレオチド。
【請求項８】
　DmaW活性が、
a) 配列番号145および146に対して少なくとも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
有するポリペプチド、または
b) 配列番号147および/または190に対して少なくとも90%の配列同一性を有するアミノ酸
配列を含有するポリペプチド、または
c) 配列番号1、19、20、179、および/または180に対して少なくとも40%の配列同一性を有
するアミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号1、19、20、21、22、23、24、25、26、27、および/または28に対して少なく
とも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
e) 配列番号102、122、123に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチ
ドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号129および/または137に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌク
レオチドによってコードされるポリペプチド、または
g) 配列番号102、122、123、129、および/または137に記載の配列の一群から選択される
ポリヌクレオチド配列の中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有す
る、2つのPCRプライマーによって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプ
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チド、または
h) ストリンジェントな条件下で配列番号102、122、123、129、および/または137とハイ
ブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
i) a) からh) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともb) およびc) に記載のポ
リペプチド、または
j) 天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からi) までのうち少なくとも1つに
記載のポリペプチド
によるものである、請求項1～6のいずれか1つに記載の組換え微生物もしくは組換え型天
然麦角アルカロイド生産生物、または請求項7に記載の組換えポリヌクレオチド。
【請求項９】
　EasF活性が
a) 配列番号154に対して少なくとも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポ
リペプチド、または
b) 配列番号6、75、および/または76に対して少なくとも40%の配列同一性を有するアミノ
酸配列を含有するポリペプチド、または
c) 配列番号6、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、および/または85に対して少
なくとも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号107および/または120に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌク
レオチドによってコードされるポリペプチド、または
e) 配列番号134および/または142に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌク
レオチドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号107、120、134、および/または142に記載の配列の一群から選択されるポリヌ
クレオチド配列の中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2
つのPCRプライマーによって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド
、または
g) ストリンジェントな条件下で配列番号107、120、134、および/または142とハイブリダ
イズするポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
h) a) からg) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともa) およびb) に記載のポ
リペプチド、または
i) 天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのうち少なくとも1つに
記載のポリペプチド
によるものである、請求項1～6、もしくは8のいずれか1つに記載の組換え微生物もしくは
組換え型天然麦角アルカロイド生産生物、または請求項7に記載の組換えポリヌクレオチ
ド。
【請求項１０】
　EasE活性が
a) 配列番号153、185、および/または191に対して少なくとも90%の配列同一性を有し、好
ましくは配列番号191に対して少なくとも90%の配列同一性を有する、アミノ酸配列を含有
するポリペプチド、または
b) 配列番号5および/または64に対して少なくとも40%の配列同一性を有するアミノ酸配列
を含有するポリペプチド、または
c) 配列番号5、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、および/または74に対して少
なくとも90%の配列同一性を有するか、もしくは配列番号5、64、175、66、67、68、69、1
76、71、177、73、および/または178に対して少なくとも90%の配列同一性を有する、アミ
ノ酸配列を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号106に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによって
コードされるポリペプチド、または
e) 配列番号133および/または141に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌク
レオチドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号106、133、もしくは141に記載の配列の一群から選択されるポリヌクレオチド
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配列の中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2つのPCRプラ
イマーによって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
g) ストリンジェントな条件下で配列番号106、133、もしくは141とハイブリダイズするポ
リヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
h) a) からg) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともa) およびb) に記載のポ
リペプチド、または
i) 天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのうち少なくとも1つに
記載のポリペプチド
によるものである、請求項1～6、もしくは8、もしくは9のいずれか1つに記載の組換え微
生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物、または請求項7に記載の組換えポ
リヌクレオチド。
【請求項１１】
　EasC活性が
a) 配列番号151および/または192に対して少なくとも90%の配列同一性を有する、アミノ
酸配列を含有するポリペプチド、または
b) 配列番号3および/または41に対して少なくとも40%の配列同一性を有するアミノ酸配列
を含有するポリペプチド、または
c) 配列番号3、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、および/または52に対し
て少なくとも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号104に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによって
コードされるポリペプチド、または
e) 配列番号131および/または139に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌク
レオチドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号104、131、および/または139に記載の配列の一群から選択されるポリヌクレ
オチド配列の中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2つのP
CRプライマーによって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、また
は
g) ストリンジェントな条件下で配列番号104、131、および/または139とハイブリダイズ
するポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
h) a) からg) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともa) およびb) に記載のポ
リペプチド、または
i) 天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのうち少なくとも1つに
記載のポリペプチド
によるものである、請求項1～6、もしくは8～10のいずれか1つに記載の組換え微生物もし
くは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物、または請求項7に記載の組換えポリヌクレ
オチド。
【請求項１２】
　EasD活性が
a) 配列番号152に対して少なくとも90%の配列同一性を有する、アミノ酸配列を含有する
ポリペプチド、または
b) 配列番号4および/または53に対して少なくとも40%の配列同一性を有するアミノ酸配列
を含有するポリペプチド、または
c) 配列番号4、53、54、55、56、57、58、59、60、62、および/または63に対して少なく
とも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号105に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによって
コードされるポリペプチド、または
e) 配列番号132および/または140に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌク
レオチドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号105、132、および/または140に記載の配列の一群から選択されるポリヌクレ
オチド配列の中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2つのP
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CRプライマーによって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、また
は
g) ストリンジェントな条件下で配列番号105、132、および/または140とハイブリダイズ
するポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
h) a) からg) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともa) およびb) に記載のポ
リペプチド、または
i) 天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのうち少なくとも1つに
記載のポリペプチド
によるものである、請求項1～6、もしくは8～11のいずれか1つに記載の組換え微生物もし
くは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物、または請求項7に記載の組換えポリヌクレ
オチド。
【請求項１３】
　EasH活性が
a) 配列番号156に対して少なくとも90%の配列同一性を有する、アミノ酸配列を含有する
ポリペプチド、または
b) 配列番号8および/または95に対して少なくとも60%の配列同一性を有し、配列番号156
に対して少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%
の配列同一性を有する、アミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
c) 配列番号8および/または95に対して少なくとも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列
を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号109および/または157に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌク
レオチドによってコードされるポリペプチド、または
e) 配列番号109、136、144、および/または157に対して少なくとも70%の配列同一性を有
するポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号109、136、144、および/または157に記載の配列の一群から選択されるポリヌ
クレオチド配列の中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2
つのPCRプライマーによって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド
、または
g) ストリンジェントな条件下で配列番号109、136、144、および/または157とハイブリダ
イズするポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
h) a) からg) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともa) およびb) に記載のポ
リペプチド、または、
i) 天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのうち少なくとも1つに
記載のポリペプチド
によるものである、請求項1～6、もしくは8～12のいずれか1つに記載の組換え微生物もし
くは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物、または請求項7に記載の組換えポリヌクレ
オチド。
【請求項１４】
　EasAレダクターゼ活性が
a) 配列番号148、149、および150に対して少なくとも90%の配列同一性を有し、配列番号1
49のアミノ酸18位にチロシンを有する、アミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
b) 配列番号193、194、および195に対して少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96
%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、配列番号194のアミノ酸18位にチ
ロシンを有する、アミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
c) 配列番号2および/または31に対して少なくとも40%の配列同一性を有するアミノ酸配列
を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号2、31、32、33、34、35、36、37、38、39、および/または40に対して少なく
とも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
e) 配列番号103に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによって
コードされるポリペプチド、または
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f) 配列番号130および/または138に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌク
レオチドによってコードされるポリペプチド、または
g) 配列番号103、130および/または138に記載の配列の一群から選択されるポリヌクレオ
チド配列の中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2つのPCR
プライマーによって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
h) ストリンジェントな条件下で配列番号103、130および/または138とハイブリダイズす
るポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
i) a) からh) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともb) およびc) に記載のポ
リペプチド、または
j) 天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からi) までのうち少なくとも1つに
記載のポリペプチド
によるものである、請求項1～6、もしくは8～13のいずれか1つに記載の組換え微生物もし
くは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物、または請求項7に記載の組換えポリヌクレ
オチド。
【請求項１５】
　EasAイソメラーゼ活性が
a) 配列番号148、149、および150に対して少なくとも90%の配列同一性を有し、配列番号1
49のアミノ酸18位にフェニルアラニンを有する、アミノ酸配列を含有するポリペプチド、
または
b) 配列番号193、194、および195に対して少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96
%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、配列番号194のアミノ酸18位にチ
ロシンを有する、アミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
c) 配列番号2および/または31に対して少なくとも40%の配列同一性を有するアミノ酸配列
を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号2、31、32、33、34、35、36、37、38、39、および/または40に対して少なく
とも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
e) 配列番号103に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによって
コードされるポリペプチド、または
f) 配列番号130および/または138に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌク
レオチドによってコードされるポリペプチド、または
g) 配列番号103、130、および/または138に記載の配列の一群から選択されるポリヌクレ
オチド配列の中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2つのP
CRプライマーによって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、また
は
h) ストリンジェントな条件下で配列番号103、130、および/または138とハイブリダイズ
するポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
i) a) からg) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともa) およびb) に記載のポ
リペプチド、または
j) 天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのうち少なくとも1つに
記載のポリペプチド
によるものである、請求項1～6、もしくは8～14のいずれか1つに記載の組換え微生物もし
くは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物、または請求項7に記載の組換えポリヌクレ
オチド。
【請求項１６】
　EasG活性が
a) 配列番号155および/または183に対して少なくとも90%の配列同一性を有し、好ましく
は配列番号183に対して少なくとも90％の配列同一性を有する、アミノ酸配列を含有する
ポリペプチド、または
b) 配列番号7および/または86に対して少なくとも39%の配列同一性を有する、アミノ酸配
列を含有するポリペプチド、または
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c) 配列番号7、86、87、88、89、90、181、92、93、および/または94に対して少なくとも
70%の配列同一性を有する、アミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号108に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによって
コードされるポリペプチド、または
e) 配列番号135および/または143に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌク
レオチドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号108、135、および/または143に記載の配列の一群から選択されるポリヌクレ
オチド配列の中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2つのP
CRプライマーによって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、また
は
g) ストリンジェントな条件下で配列番号108、135、および/または143とハイブリダイズ
するポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
h) a) からg) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともa) およびb) に記載のポ
リペプチド、または、
i) 天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのうち少なくとも1つに
記載のポリペプチド
によるものである、請求項1～6、もしくは8～15のいずれか1つに記載の組換え微生物もし
くは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物、または請求項7に記載の組換えポリヌクレ
オチド。
【請求項１７】
　組換え微生物が酵母であって、以下の発現カセットを含有する、すなわち
a) 配列番号8および/または95に対して、少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%
、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%
の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有する、EasH活性を有するポリペプチドであるが
、好ましくは配列番号8および/または95に対して、少なくとも70%、72%、74%、76%、78%
、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、も
しくは100%の配列同一性を有し、かつ配列番号156に対して少なくとも90%、好ましくは少
なくとも95%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有する、前記EasH活性を有するポリ
ペプチドであって、さらにより好ましくは、配列番号8および/または95に対して、少なく
とも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、9
5%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、かつ図8に示すアラインメ
ントにおいて100%保存されているすべてのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含有する、前
記EasH活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含有する、少なくとも
1つの発現カセット、
b) 配列番号2、31、32、33、34、35、36、37、38、39、および/または40に対して、少な
くとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有す
る、EasAレダクターゼ活性を有するポリペプチドであるが、好ましくは配列番号2、31、3
2、33、34、35、36、37、38、39、および/または40に対して、少なくとも70%、72%、74%
、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%
、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、かつ配列番号148、149、および150に対して少
なくとも95%、好ましくは100%の配列同一性を有し、しかも配列番号149のアミノ酸18位に
チロシンを有するアミノ酸配列を含有する、前記EasAレダクターゼ活性を有するポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチドを含有する、少なくとも1つの発現カセット、
c) 配列番号7、86、87、88、89、90、181、92、93、および/または94に対して、少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有する、Ea
sG活性を有するポリペプチドであるが、好ましくは配列番号7、86、87、88、89、90、181
、92、93、および/または94に対して、少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、
84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の
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配列同一性を有し、かつ配列番号183に対して少なくとも90%、好ましくは少なくとも95%
の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有する、前記EasG活性を有するポリペプチドであ
って、さらにより好ましくは、配列番号7、86、87、88、89、90、181、92、93、および/
または94に対して、少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90
%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、
かつ図10a～10cに示すアラインメントにおいて100%保存されているすべてのアミノ酸を有
するアミノ酸配列を含有する、前記EasG活性を有するポリペプチドをコードするポリヌク
レオチドを含有する、少なくとも1つの発現カセット、
d) 配列番号4、53、54、55、56、57、58、59、60、62、および/または63に対して、少な
くとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有す
る、EasD活性を有するポリペプチドであるが、好ましくは配列番号4、53、54、55、56、5
7、58、59、60、62、および/または63に対して、少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、8
0%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしく
は100%の配列同一性を有し、かつ配列番号152に対して少なくとも80%、好ましくは少なく
とも81%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有する、前記EasD活性を有するポリペプ
チドであって、さらにより好ましくは、配列番号4、53、54、55、56、57、58、59、60、6
2、および/または63に対して、少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86
%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一
性を有し、かつ図7a～7bに示すアラインメントにおいて100%保存されているすべてのアミ
ノ酸を有するアミノ酸配列を含有する、前記EasD活性を有するポリペプチドをコードする
ポリヌクレオチドを含有する、少なくとも1つの発現カセット、
e) 配列番号3、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、および/または52に対し
て、少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、9
3%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を
含有する、EasC活性を有するポリペプチドであるが、好ましくは配列番号3、41、42、43
、44、45、46、47、48、49、50、51、および/または52に対して、少なくとも70%、72%、7
4%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、9
8%、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、かつ配列番号192に対して少なくとも85%、
好ましくは少なくとも87%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有する、前記EasC活性
を有するポリペプチドであって、さらにより好ましくは、配列番号3、41、42、43、44、4
5、46、47、48、49、50、51、および/または52に対して、少なくとも70%、72%、74%、76%
、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%
、もしくは100%の配列同一性を有し、かつ図6a～6dに示すアラインメントにおいて100%保
存されているすべてのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含有する、前記EasC活性を有する
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含有する、少なくとも1つの発現カセット
、
f) 配列番号5、64、175、66、67、68、69、176、71、177、73、および/または178に対し
て、少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、9
3%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を
含有する、EasE活性を有するポリペプチドであるが、好ましくは配列番号5、64、175、66
、67、68、69、176、71、177、73、および/または178に対して、少なくとも70%、72%、74
%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98
%、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、かつ配列番号191に対して少なくとも70%、好
ましくは少なくとも73%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有する、前記EasE活性を
有するポリペプチドであって、さらにより好ましくは、配列番号5、64、175、66、67、68
、69、176、71、177、73、および/または178に対して、少なくとも70%、72%、74%、76%、
78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、
もしくは100%の配列同一性を有し、かつ図5a～5eに示すアラインメントにおいて100%保存
されているすべてのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含有する、前記EasE活性を有するポ
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リペプチドをコードするポリヌクレオチドを含有する、少なくとも1つの発現カセット、
g) 配列番号6、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、および/または85に対して、
少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、
94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有
する、EasF活性を有するポリペプチドであるが、好ましくは配列番号6、75、76、77、78
、79、80、81、82、83、84、および/または85に対して、少なくとも70%、72%、74%、76%
、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%
、もしくは100%の配列同一性を有し、かつ配列番号154に対して少なくとも75%、好ましく
は少なくとも79%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有する、前記EasF活性を有する
ポリペプチドであって、さらにより好ましくは、配列番号6、75、76、77、78、79、80、8
1、82、83、84、および/または85に対して、少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、
82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは10
0%の配列同一性を有し、かつ図4a～4cに示すアラインメントにおいて100%保存されている
すべてのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含有する、前記EasF活性を有するポリペプチド
をコードするポリヌクレオチドを含有する、少なくとも1つの発現カセット、
h) 配列番号1、19、20、21、22、23、24、25、26、27、および/または28に対して、少な
くとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有す
る、DmaW活性を有するポリペプチドであるが、好ましくは配列番号1、19、20、21、22、2
3、24、25、26、27、および/または28に対して、少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、8
0%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしく
は100%の配列同一性を有し、かつ配列番号190に対して少なくとも85%、好ましくは少なく
とも89%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有する、前記DmaW活性を有するポリペプ
チドであって、さらにより好ましくは、配列番号1、19、20、21、22、23、24、25、26、2
7、および/または28に対して、少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86
%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一
性を有し、かつ図3a～3dに示すアラインメントにおいて100%保存されているすべてのアミ
ノ酸を有するアミノ酸配列を含有する、前記DmaW活性を有するポリペプチドをコードする
ポリヌクレオチドを含有する、少なくとも1つの発現カセット、
を含有する、請求項1～6、もしくは8～16のいずれか1つに記載の組換え微生物。
【請求項１８】
　ERG9活性が、配列番号9に対して少なくとも70%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
有するポリペプチドによるものである、請求項5～6または8～17のいずれか1つに記載の組
換え微生物または組換え型天然麦角アルカロイド生産生物。
【請求項１９】
　ERG20活性が、配列番号10に対して少なくとも70%の配列同一性を有するアミノ酸配列を
含有するポリペプチドによるものである、請求項5～6または8～17のいずれか1つに記載の
組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物、または請求項7に記載の
組換えポリヌクレオチド。
【請求項２０】
　HMG-CoAレダクターゼ活性が、配列番号11に対して少なくとも70%の配列同一性を有する
アミノ酸配列を含有するポリペプチドによるものである、請求項5～6または8～17のいず
れか1つに記載の組換え微生物または組換え型天然麦角アルカロイド生産生物。
【請求項２１】
　ERG9、ERG20、およびHMG-CoAレダクターゼ活性のうち少なくとも2つが、配列番号9、10
、または11に対して少なくとも70%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペ
プチドによるものである、請求項20に記載の組換え微生物または組換え型天然麦角アルカ
ロイド生産生物。
【請求項２２】
　ERG9、ERG20、およびHMG-CoAレダクターゼ活性が、配列番号9、10、および11に対して
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少なくとも70%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチドによるもので
ある、請求項21に記載の組換え微生物または組換え型天然麦角アルカロイド生産生物。
【請求項２３】
　a) シクロクラビン
b) フェスツクラビン
c) アグロクラビン
d) カノクラビンアルデヒド、および
e) カノクラビンI
からなる化合物群から選択される、少なくとも1つの化合物を含有する組換え微生物であ
って、その組換え微生物が天然麦角アルカロイド生産生物ではない、前記組換え微生物。
【請求項２４】
　シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、およ
びカノクラビンIからなる一群から選択される化合物の少なくとも1つを、同一条件下で増
殖させたときに、非組換え野生型生物より大量に含有および/または生産する、組換え型
天然麦角アルカロイド生産生物。
【請求項２５】
　a) シクロクラビン
b) フェスツクラビン
c) アグロクラビン
d) カノクラビンアルデヒド、および
e) カノクラビンI
からなる化合物群から選択される少なくとも1つの化合物を含有する、請求項１～6のいず
れか1つ、または請求項8～22のいずれか1つに記載の組換え微生物または組換え型天然麦
角アルカロイド生産生物。
【請求項２６】
　請求項7～16のいずれか1つに記載のポリペプチドをコードする少なくとも1つのポリヌ
クレオチドを発現するための少なくとも2つの発現カセットを含有する、組換えポリヌク
レオチド、好ましくはベクター。
【請求項２７】
　シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もし
くはカノクラビンIのうち少なくとも1つを生産するための方法であって、
a) 請求項1～6のいずれか1つ、または請求項8～25のいずれか1つに記載の組換え微生物ま
たは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物を、その組換え微生物または組換え型天然麦
角アルカロイド生産生物においてシクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、
カノクラビンアルデヒド、もしくはカノクラビンIのうち少なくとも1つの生産を可能にす
る条件下で培養すること；ならびに
b) 組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物、および/または培養培
地から、前記シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデ
ヒド、および/またはカノクラビンIを取得すること
を含む前記方法。
【請求項２８】
　シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もし
くはカノクラビンIのうち少なくとも1つを生産するための方法であって、
a) 請求項1～6のいずれか1つ、または請求項8～25のいずれか1つに記載の組換え微生物ま
たは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物を、その組換え微生物または組換え型天然麦
角アルカロイド生産生物においてシクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、
カノクラビンアルデヒド、カノクラビンIのうち少なくとも1つの生産を可能にする条件下
で培養すること；
b) 前記組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物に、培養培地を介
して、IPP、トリプトファン、DMAPP、DMAT、Me-DMAT、またはカノクラビンIからなる一群
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から選択される少なくとも1つの化合物を与えること；ならびに
c) 前記シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド
、もしくはカノクラビンIを、組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産
生物、および/またはその培養培地から取得すること
を含む前記方法。
【請求項２９】
　シクロクラビンが生産および取得される、請求項27または28に記載の方法。
【請求項３０】
　カノクラビンアルデヒドが培地に提供され、シクロクラビンが生産および取得される、
請求項27～29のいずれか1つに記載の方法。
【請求項３１】
　カノクラビンIが培地に提供され、シクロクラビンが生産および取得される、請求項27
～30のいずれか1つに記載の方法。
【請求項３２】
　Me-DMATが培地に提供され、シクロクラビンが生産および取得される、請求項27～31の
いずれか1つに記載の方法。
【請求項３３】
　DMATが培地に提供され、シクロクラビンが生産および取得される、請求項27～32のいず
れか1つに記載の方法。
【請求項３４】
　組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物が、10℃から40℃の間の
温度で培養される、請求項27～33のいずれか1つに記載の方法。
【請求項３５】
　組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物が、10℃から32℃の間の
温度で培養される、請求項27～34のいずれか1つに記載の方法。
【請求項３６】
　組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物が、最初に25℃から40℃
、好ましくは25℃から35℃、の間の温度で培養され、続いて10℃から25℃、好ましくは15
℃から25℃、の間の温度で培養されるか、または、組換え微生物もしくは組換え型天然麦
角アルカロイド生産生物が、最初に10℃から25℃、好ましくは15℃から25℃、の間の温度
で培養され、続いて25℃から40℃、好ましくは25℃から35℃、の間の温度で培養される、
請求項27～35のいずれか1つに記載の方法。
【請求項３７】
　生産されたシクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデ
ヒド、もしくはカノクラビンIのうち少なくとも1つが、抽出によって取得される、請求項
27～36のいずれか1つに記載の方法。
【請求項３８】
　シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もし
くはカノクラビンIのうち少なくとも1つが、酢酸エチル（EA）、tert‐ブチルメチルエー
テル（TBME）、クロロホルム（CHCl3）、およびジクロロメタン（DCM）からなる一群から
選択される化合物による抽出を含む、抽出法によって取得される、請求項27、28、または
37に記載の方法。
【請求項３９】
　シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もし
くはカノクラビンIのうち少なくとも1つが、pH = 10における酢酸エチルによる液/液抽出
、好ましくは、pHをNaOHで調製したpH = 10における酢酸エチルによる液/液抽出を含む、
抽出法によって取得される、請求項27、28、37、または38に記載の方法。
【請求項４０】
　シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もし
くはカノクラビンIのうち少なくとも1つが、好ましくは、HLB樹脂（pH=3）、ダイヤイオ
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ン樹脂（pH=3）、Amberlite 1180樹脂（pH=3）、Amberlite 1180樹脂（pH=10）、Amberli
te 16N樹脂（pH=3）、またはAmberlite 16N樹脂（pH=10）からなる一群から選択される、
シリカ系樹脂材を用いた固相抽出による抽出を含む、抽出法によって取得される、請求項
27、28、37、38、または39に記載の方法。
【請求項４１】
　シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もし
くはカノクラビンIのうち少なくとも1つの生産を目的とする、請求項1～6のいずれか1つ
、もしくは請求項8～25のいずれか1つに記載の組換え微生物もしくは組換え型天然麦角ア
ルカロイド生産生物、または請求項7～16のいずれか1つに記載の組換えポリヌクレオチド
、または請求項26に記載のベクターの使用。
【請求項４２】
　請求項27～40のいずれか1つに記載の方法における、請求項1～6のいずれか1つ、もしく
は請求項8～25のいずれか1つに記載の組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイ
ド生産生物、または請求項7～16のいずれか1つに記載の組換えポリヌクレオチド、または
請求項26に記載のベクターの使用。
【請求項４３】
　請求項27～40のいずれか1つに記載の方法によって生産される、シクロクラビン、フェ
スツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカノクラビンI。
【請求項４４】
　シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もし
くはカノクラビンIのうち少なくとも1つを含有するが、他の麦角アルカロイドはまったく
、または小量しか含まない、請求項27～40のいずれか1つに記載の方法で生じる培養培地
。
【請求項４５】
　シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もし
くはカノクラビンIのうち少なくとも1つを含有するが、他の麦角アルカロイドはまったく
、または小量しか含まない、培養培地。
【請求項４６】
　a) 配列番号129、130、131、132、133、134、135、もしくは136に示すヌクレオチド配
列を有する核酸配列；
b) 配列番号20、31、41、53、64、75、86、95、もしくは180に示すアミノ酸配列を有する
ポリペプチドをコードする核酸配列；
c) 配列番号129、130、131、132、133、134、135、もしくは136に示す核酸配列に対して
少なくとも70%同一である核酸配列であって、前記核酸配列がDmaW、EasF、EasE、EasC、E
asD、EasH、EasAレダクターゼ、EasAイソメラーゼ、またはEasG活性を有するポリペプチ
ドをコードする、前記核酸配列；
d) DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAレダクターゼ、EasAイソメラーゼ、また
はEasG活性を有し、かつ配列番号20、31、41、53、64、75、86、もしくは180に示すアミ
ノ酸配列に対して少なくとも70%同一であるアミノ酸配列を有する、ポリペプチドをコー
ドする核酸配列；ならびに
e) ストリンジェントな条件下で、a) からd) のいずれか1つとハイブリダイズすることが
できる核酸配列であって、前記核酸配列が、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasA
レダクターゼ、EasAイソメラーゼ、またはEasG活性を有するポリペプチドをコードする、
前記核酸配列
からなる一群から選択される、1つもしくは複数の核酸配列を含有するポリヌクレオチド
。
【請求項４７】
　a) 配列番号175、176、177、もしくは178に示すアミノ酸配列を有するポリペプチドを
コードする核酸配列；
b) EasE活性を有し、かつ配列番号175、176、177、もしくは178に示すアミノ酸配列に対
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して、少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%
、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%同一であるアミノ酸配列を有する、
ポリペプチドをコードする核酸配列；
c) 配列番号181に示すアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする核酸配列；ならび
に
d) DmaW活性を有し、かつ配列番号181に示すアミノ酸配列に対して少なくとも70%、72%、
74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、
98%、99%、または100%同一であるアミノ酸配列を有する、ポリペプチドをコードする核酸
配列；
からなる一群から選択される、1つもしくは複数の核酸配列を含有するポリヌクレオチド
。
【請求項４８】
　請求項46または47に記載のポリヌクレオチドであって、前記ポリヌクレオチドが、請求
項8～17のいずれか1つに記載のポリペプチドをコードする核酸配列を追加して含有する、
前記ポリヌクレオチド。
【請求項４９】
　請求項46もしくは47に記載のポリヌクレオチドを含有するか、または請求項48に記載の
ポリヌクレオチドを含む発現カセットを含有する、ベクターまたは発現カセット。
【請求項５０】
　前記ベクターが発現ベクターである、請求項49に記載のベクター。
【請求項５１】
　請求項46～48のいずれか1つに記載のポリヌクレオチド、または請求項49もしくは50に
記載のベクターを含有する宿主細胞。
【請求項５２】
　前記宿主細胞が、細菌細胞、真菌細胞、または酵母細胞である、請求項51に記載の宿主
細胞。
【請求項５３】
　前記宿主細胞が、細菌細胞、真菌細胞、または酵母細胞、好ましくはAspergillus japo
nicus、Aspergillus fumigatus、Claviceps purpurea、Claviceps paspali、Claviceps a
fricanus、または酵母細胞である、請求項51または52に記載の宿主細胞。
【請求項５４】
　DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAレダクターゼ、EasAイソメラーゼ、または
EasG活性を有し、かつ配列番号20、31、41、53、64、75、86、もしくは180に示すアミノ
酸配列に対して少なくとも70%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドを過剰発現
する、および/または
EasE活性を有し、かつ配列番号175、176、177、もしくは178に示すアミノ酸配列に対して
、少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%
、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプ
チド、および/または
DmaW活性を有し、かつ配列番号181に示すアミノ酸配列に対して少なくとも70%、72%、74%
、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%
、99%、または100%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチド
を過剰発現する、Paecilomyces divaricatus。
【請求項５５】
　請求項46もしくは47に記載のポリヌクレオチドによってコードされる少なくとも1つの
ポリペプチドを製造するための方法であって、
a) 前記ポリペプチドの生産を可能にする条件下で、請求項51～53のいずれか1つに記載の
宿主細胞、またはPaecilomyces divaricatusを培養すること；ならびに
b) ステップa)の宿主細胞もしくはPaecilomyces divaricatusからポリペプチドを取得す
ること
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を含む、前記方法。
【請求項５６】
　請求項46もしくは47に記載のポリヌクレオチドによってコードされる、または請求項55
に記載の方法によって得られる、ポリペプチド。
【請求項５７】
　請求項56に記載のポリペプチドに特異的に結合する抗体。
【請求項５８】
　シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もし
くはカノクラビンIを製造するための、またはこれらを組み合わせて製造するための方法
であって、
a) 請求項51～53のいずれか1つに記載の宿主細胞、またはPaecilomyces divaricatus、ま
たは請求項54に記載のPaecilomyces divaricatusを、前記宿主細胞においてシクロクラビ
ン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカノクラビ
ンIのうち少なくとも1つの生産を可能にする条件下で培養すること；ならびに
b) 前記宿主細胞もしくはPaecilomyces divaricatus細胞、または培養培地から、シクロ
クラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカノ
クラビンIのうち少なくとも1つを取得すること
を含む前記方法。
【請求項５９】
　シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、およ
びカノクラビンIからなる1群から選択される少なくとも1つの化合物を製造するための、
請求項46もしくは47に記載のポリヌクレオチド、または請求項49もしくは50に記載のベク
ター、または請求項51、52、もしくは53に記載の宿主細胞、またはPaecilomyces divaric
atusの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本明細書は、出願番号US 61/691848、EP 12181388.5、US 61/786841、EP 13159444.2、
およびEP 13178008.2の優先権を主張するものであり、上記はすべて、その全体を参考と
して本明細書に含めるものとする。
【０００２】
　本発明は、原則として、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノク
ラビン、およびカノクラビンアルデヒドなどのクラビン類アルカロイドの、組換え技術に
よる製造の分野に関する。本発明は、クラビン類アルカロイドを製造するための微生物お
よびプロセス、ならびに、クラビン類アルカロイドの製造方法に適用することができるポ
リペプチド、ポリヌクレオチド、およびそうしたポリヌクレオチドを含むベクターを提供
する。
【背景技術】
【０００３】
　麦角アルカロイドは、多様な構造および生物活性を有する、複雑なインドール誘導体群
であって（Flieger 1997, Folia Microbiol (Praha) 42:3-30; Schardl 2006, Chem Biol
 63:45-86）、バッカクキン科（Clavicipitaceae）（たとえば、バッカクキン属（Clavic
eps）およびネオティホディウム属（Neotyphodium）もしくはエピクロエ属（Epichloe）
）およびトリココマ科（Trichocomaceae）（アスペルギルス属（Aspergillus）およびペ
ニシリウム属（Penicillium）など）の真菌によって産生される。重要な天然の生産菌は
、バッカクキン属（Claviceps）、ペニシリウム属（Penicillium）、およびアスペルギル
ス属（Aspergillus）の真菌であるが（Flieger 1997, loc cit.; Schradl loc cit.）、S
phacelia属、Balansia属、またはPeriglandula属にも見いだされる（Pazoutova, S. et a
l, 2008, Fungal Diversity, 31: 95-110 and Steiner, U. 2011, Mycologia, 103(5):11
33-1145）。天然麦角アルカロイドおよびそれらの半合成誘導体はいずれも、現代医学に
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おいて広く用いられており、子宮収縮作用、血圧調整、下垂体ホルモンの分泌制御、偏頭
痛予防、ならびにドーパミン作動性および神経遮断性の作用を含めて、広範囲の薬理作用
を示す（de Groot 1998, Drugs 56:523-535; Haarmann 2009, Mol Plant Pathol 10:563-
577; Schardl 2006, loc cit.）。麦角アルカロイドは、構造的特徴によって2つの種類、
すなわちD-リゼルギン酸のアミド誘導体、およびクラビン類アルカロイド、に分けること
ができる（Flieger 1997, loc cit.) Groger 1998, Alkaloids Chem Biol 50:171-218）
。第1のグループのメンバーは、通常、リゼルギン酸およびペプチド部分からなる。それ
らはエルゴペプチン（ergopeptine）とも呼ばれる。エルゴペプチンの重要なメンバーは
、たとえば、エルゴタミンおよびエルゴバリンである。クラビン類アルカロイド、たとえ
ば、シクロクラビン、アルゴクラビン、フミガクラビン、および類似物質、エリモクラビ
ン、ピロクラビン、コスタクラビン、もしくはエピコスタクラビンなど、ならびにそれら
の前駆体、カノクラビン-Iおよびカノクラビンアルデヒドは、エルゴペプチンと同様に、
同一の、または類似した、三環系もしくは四環系でのみ構成されており、ペプチド部分を
欠いている。しかしながら、クラビン類アルカロイドは、追加の置換基を含んでいてもよ
いので、上記のクラビン類アルカロイドに限定されない。このような誘導体の例は、フミ
ガクラビンA、B、もしくはC、イソフミガクラビンAもしくはB、または9-デアセチルフミ
ガクラビンのような、フミガクラビン類であって（Wallwey, C. and Li, S.M. 2011, Nat
. Prod. Rep., 28:496-510）、これらは基本構造をフェスツクラビンと共有しているが、
追加の置換基を含んでいる。フミガクラビン類は、たとえば、ペニシリウム属およびアス
ペルギルス属、例としてはA.fumigatus（A. fumigatus）（Flieger 1997, loc cit.）に
よって産生される。しかしながら、バッカクキン科の真菌、たとえばC. purpurea (Flieg
er 1997, loccit)は、エルゴペプチンを産生する能力を有しており、エルゴペプチンはリ
ゼルギン酸の誘導体と見なすことができるので、エルゴペプチンの前駆体の一つは、クラ
ビン類アルカロイド、アグロクラビンである。エルゴペプチン前駆体とクラビン類アルカ
ロイドを比較すると、それらの生合成経路の初期段階は非常に類似しており、たとえば、
A.fumigatusとC. purpureaとでおそらく共有されているが、経路の後の段階は二つの菌種
で異なることが示された（Li 2006, Chembiochem 7:158-164; Panaccione 2005, FEMS Mi
crobiol Lett 251:9-17; Schardl 2006, loc cit.）。
【０００４】
　クラビン類アルカロイドおよび麦角アルカロイドの発酵生産は一般に、天然の麦角アル
カロイド生産菌が大規模に培養し難い傾向があるという問題に対処しなければならない。
この理由の１つは、液内培養で糸状菌を発酵させることに関する技術的な問題である。一
部の天然麦角アルカロイド生産菌は、サツマイモ属（Ipomoea）、Turbina、Argyreia、お
よびStrictocardiaのような植物属の内生植物（たとえば、Periglandula属の各種）、ま
たはドクムギ属（Lolium）、モロコシ属（Sorghum）、もしくはウシノケグサ属（Festuca
）のような特定の草種の内生植物（たとえば、ネオティホディウム属およびエピクロエ属
の各種）でもある。さらに、多くの天然麦角アルカロイド生産菌は、上記アルカロイドを
、特定の条件下または一定の発達段階でのみ生産するが、その場合にも、通常は低い生産
率で産生する。多くの天然麦角アルカロイド生産菌は、さまざまな麦角アルカロイドの一
群を産生するので、そのことが、所定のアルカロイドを費用効果の高い方法で単離すると
いう問題を引き起こし、目的とする特定のアルカロイドの生産をさらに低下させる。
【０００５】
　麦角アルカロイドの化学的な全合成は、比較的複雑でないクラビン類アルカロイドの化
学的全合成であっても、これまでのところ、依然として大きな挑戦であり、通常はラセミ
混合物の合成に終わっている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Flieger 1997, Folia Microbiol (Praha) 42:3-30;
【非特許文献２】Schardl 2006, Chem Biol 63:45-86
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【非特許文献３】Pazoutova, S. et al, 2008, Fungal Diversity, 31: 95-110
【非特許文献４】Steiner, U. 2011, Mycologia, 103(5):1133-1145
【非特許文献５】de Groot 1998, Drugs 56:523-535;
【非特許文献６】Haarmann 2009, Mol Plant Pathol 10:563-577
【非特許文献７】Groger 1998, Alkaloids Chem Biol 50:171-218
【非特許文献８】Wallwey, C. and Li, S.M. 2011, Nat. Prod. Rep., 28:496-510
【非特許文献９】Li 2006, Chembiochem 7:158-164;
【非特許文献１０】Panaccione 2005, FEMS Microbiol Lett 251:9-17
【発明の概要】
【０００７】
　これらの問題を克服するために、本発明は、組換え微生物、および組換え型天然麦角ア
ルカロイド生産生物、ならびにポリヌクレオチド、ポリペプチド、ベクターを提供し、加
えて、上記の組換え微生物、および組換え型天然麦角アルカロイド生産生物、ならびにポ
リヌクレオチド、ポリペプチド、およびベクターを使用してクラビン類アルカロイドを生
産するための方法を提供する。
【０００８】
　本発明は、
a) 少なくとも1つのEasH活性、または
b) 少なくとも1つのEasHおよびEasD活性、または
c) 少なくとも1つのEasHおよびEasAレダクターゼ活性、または
d) 少なくとも1つのEasH、EasD、およびEasA活性、または
e) 少なくとも1つのEasH、およびEasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性、または
f) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasA、およびEasG活性、また
は
g) 少なくとも1つのEasD、EasA、およびEasG活性、または
h) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性
、または
i) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性
、または 
j) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、およびEasC活性、
k) a) からj) までのうち少なくとも2つの組み合わせ
を含む組換え微生物を提供するが、
この組換え微生物は天然の麦角アルカロイド生産生物ではない。
【０００９】
　本発明はさらに、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasA、およびEasG活性からな
る活性の一群から選択される、少なくとも1つのアップレギュレートされた活性を有する
、組換え型天然麦角アルカロイド生産生物を与えるが、このEasA活性は、EasAレダクター
ゼ活性、EasAイソメラーゼ活性、またはEasAレダクターゼおよびEasAイソメラーゼ活性で
ある。
【００１０】
　組換え型天然麦角アルカロイド生産生物は、
a) 少なくとも1つのEasH活性、または
b) 少なくとも1つのEasHおよびEasD、または
c) 少なくとも1つのEasHおよびEasAレダクターゼ活性、または
d) 少なくとも1つのEasH、EasD、およびEasA活性、または
e) 少なくとも1つのEasH、およびEasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性、または
f) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasA、およびEasG活性、また
は
g) 少なくとも1つのEasD、EasA、およびEasG活性、または
h) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性
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、または
i) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性
、または
j) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、およびEasC活性
の1つもしくは複数のグループの活性から選択される、少なくとも1つのアップレギュレー
トされた活性を含む。
【００１１】
　さらに、EasD、EasH、EasAレダクターゼ、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性からなる
一群から選択される、少なくとも1つのダウンレギュレートされた活性を有する、上記の
ような組換え型天然麦角アルカロイド生産生物が与えられる。本発明のもう1つの実施形
態は、DMAPPの供給増加、および/またはMe-DMATの供給増加を含み、好ましくは、少なく
とも1つのダウンレギュレートされたERG9もしくはERG20活性、または少なくとも1つのア
ップレギュレートされたHMG-CoAレダクターゼ活性を含み、あるいは、少なくとも1つのダ
ウンレギュレートされたERG9もしくはERG20活性、および少なくとも1つのアップレギュレ
ートされたHMG-CoAレダクターゼ活性を含む、本明細書に記載の組換え微生物もしくは組
換え型天然麦角アルカロイド生産生物である。
【００１２】
　本発明の他の実施形態は、
a) 少なくとも1つのEasH活性、または
b) 少なくとも1つのEasHおよびEasD活性、または
c) 少なくとも1つのEasAレダクターゼ、もしくは少なくとも1つのEasAイソメラーゼ活性
、または
d) 少なくとも1つのEasD、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性、または
e) 少なくとも1つのEasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性、または
f) 少なくとも1つのEasH、EasD、EasAレダクターゼ、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性
、または
g) 少なくとも1つのEasH、EasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性、または
h) 少なくとも1つのEasH、EasD、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性、または
i) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、およびEasC活性
j) a) からi) までのうち少なくとも2つの組み合わせ
をコードする少なくとも1つの組換えポリヌクレオチドを含有する、上記の組換え微生物
もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物を含んでなる。
【００１３】
　本発明はまた、
a) 少なくとも1つのEasH活性、または
b) 少なくとも1つのEasHおよびEasD活性、または
c) 少なくとも1つのEasAレダクターゼ、もしくは少なくとも1つのEasAイソメラーゼ活性
、または
d) 少なくとも1つのEasD、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性、または
e) 少なくとも1つのEasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性、または
f) 少なくとも1つのEasH、EasD、EasAレダクターゼ、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性
、または
g) 少なくとも1つのEasH、EasD、EasAレダクターゼ、およびEasG活性、または
h) 少なくとも1つのEasH、EasD、EasAイソメラーゼ、およびEasG活性、または
i) 少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、およびEasC活性
j) a) からi) までのうち少なくとも2つの組み合わせ
をコードする組換えポリヌクレオチドを提供する。
【００１４】
　さらに、DmaW活性が、
a) 配列番号145および146に対して少なくとも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
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有するポリペプチド、または
b) 配列番号147もしくは190に対して少なくとも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列を
含有するポリペプチド、または
c) 配列番号1、19、20、179、もしくは180に対して少なくとも40%の配列同一性を有する
アミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号1、19、20、21、22、23、24、25、26、27、もしくは28に対して少なくとも90
%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
e) 配列番号102、122、もしくは123に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌ
クレオチドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号129もしくは137に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチ
ドによってコードされるポリペプチド、または
g) 配列番号102、122、もしくは123に記載の配列の一群から選択されるポリヌクレオチド
配列の中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2つのPCRプラ
イマーによって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
h) ストリンジェントな条件下で配列番号102、122、もしくは123とハイブリダイズするポ
リヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
i) a) からh) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともb) およびc) に記載のポ
リペプチド、または天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からi) までのうち
少なくとも1つに記載のポリペプチド
によるものである、上記の組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物
、または上記の組換えポリヌクレオチドが与えられる。
【００１５】
　さらに他の実施形態は、EasF活性が
a) 配列番号154に対して少なくとも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポ
リペプチド、または
b) 配列番号6、75、もしくは76に対して少なくとも40%の配列同一性を有するアミノ酸配
列を含有するポリペプチド、または
c) 配列番号6、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、もしくは85に対して少なくと
も90%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号107もしくは120に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチ
ドによってコードされるポリペプチド、または
e) 配列番号134もしくは142に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチ
ドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号107もしくは120に記載の配列の一群から選択されるポリヌクレオチド配列の
中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2つのPCRプライマー
によって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
g) ストリンジェントな条件下で配列番号107もしくは120とハイブリダイズするポリヌク
レオチドによってコードされるポリペプチド、または
h) a) からg) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともa) およびb) に記載のポ
リペプチド、または天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのうち
少なくとも1つに記載のポリペプチド
によるものである、本明細書に記載の組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイ
ド生産生物、または上記の組換えポリヌクレオチドを含んでなる。
【００１６】
　本発明は他に、EasE活性が
a) 配列番号153、185、もしくは191に対して少なくとも90%の配列同一性を有し、好まし
くは配列番号191に対して少なくとも90%の配列同一性を有する、アミノ酸配列を含有する
ポリペプチド、または
b) 配列番号5もしくは64に対して少なくとも40%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
有するポリペプチド、または
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c) 配列番号5、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73もしくは74に対して少なくとも
90%の配列同一性を有するか、または配列番号5、64、175、66、67、68、69、176、71、17
7、73、もしくは178に対して少なくとも90%の配列同一性を有する、アミノ酸配列を含有
するポリペプチド、または
d) 配列番号106に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによって
コードされるポリペプチド、または
e) 配列番号133もしくは141に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチ
ドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号106、133、もしくは141に記載の配列の一群から選択されるポリヌクレオチド
配列の中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2つのPCRプラ
イマーによって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
g) ストリンジェントな条件下で配列番号106、133、もしくは141とハイブリダイズするポ
リヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
h) a) からg) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともa) およびb) に記載のポ
リペプチド、または
i) 天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのうち少なくとも1つに
記載のポリペプチド
によるものである、上記の組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物
、または上記の組換えポリヌクレオチドを、その一部として含んでなる。
【００１７】
　また他に、EasC活性が
a) 配列番号151もしくは192に対して少なくとも90%の配列同一性を有する、アミノ酸配列
を含有するポリペプチド、または
b) 配列番号3もしくは41に対して少なくとも40%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
有するポリペプチド、または
c) 配列番号3、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、もしくは52に対して少な
くとも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号104に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによって
コードされるポリペプチド、または
e) 配列番号131もしくは139に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチ
ドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号104、131、もしくは139に記載の配列の一群から選択されるポリヌクレオチド
配列の中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2つのPCRプラ
イマーによって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
g) ストリンジェントな条件下で配列番号104、131、もしくは139とハイブリダイズするポ
リヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
h) a) からg) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともa) およびb) に記載のポ
リペプチド、または、天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのう
ち少なくとも1つに記載のポリペプチド
によるものである、上記の組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物
、または上記の組換えポリヌクレオチドを、その一部として含んでなる。
【００１８】
　本発明はさらに、EasD活性が
a) 配列番号152に対して少なくとも90%の配列同一性を有する、アミノ酸配列を含有する
ポリペプチド、または
b) 配列番号4もしくは53に対して少なくとも40%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
有するポリペプチド、または
c) 配列番号4、53、54、55、56、57、58、59、60、62、もしくは63に対して少なくとも90
%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号105に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによって
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コードされるポリペプチド、または
e) 配列番号132もしくは140に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチ
ドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号105、132、もしくは140に記載の配列の一群から選択されるポリヌクレオチド
配列の中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2つのPCRプラ
イマーによって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
g) ストリンジェントな条件下で配列番号105、132、もしくは140とハイブリダイズするポ
リヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
h) a) からg) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともa) およびb) に記載のポ
リペプチド、または、天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのう
ち少なくとも1つに記載のポリペプチド
によるものである、上記の組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物
、または上記の組換えポリヌクレオチドを含んでなる。
【００１９】
　本発明は他に、EasH活性が
a) 配列番号156に対して少なくとも90%の配列同一性を有する、アミノ酸配列を含有する
ポリペプチド、または
b) 配列番号8および/または95に対して少なくとも60%の配列同一性を有し、配列番号156
に対して少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%
の配列同一性を有する、アミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
c) 配列番号8および/または95に対して少なくとも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列
を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号109および/または157に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌク
レオチドによってコードされるポリペプチド、または
e) 配列番号109、136、144、および/または157に対して少なくとも70%の配列同一性を有
するポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号109、136、144、および/または157に記載の配列の一群から選択されるポリヌ
クレオチド配列の中の、少なくとも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2
つのPCRプライマーによって得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド
、または
g) ストリンジェントな条件下で配列番号109、136、144、および/または157とハイブリダ
イズするポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
h) a) からg) までのうち少なくとも2つに記載のポリペプチド、または、
i) 天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのうち少なくとも1つに
記載のポリペプチド
によるものである、上記の組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物
、または上記の組換えポリヌクレオチドを、その一部として含んでなる。
【００２０】
　また他の実施形態は、EasAレダクターゼ活性が
a) 配列番号148、149、および150に対して少なくとも90%の配列同一性を有し、配列番号1
49のアミノ酸の18位にチロシンを有する、アミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
b) 配列番号2もしくは31に対して少なくとも40%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
有するポリペプチド、または
c) 配列番号2、31、32、33、34、35、36、37、38、39、もしくは40に対して少なくとも90
%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号103に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによって
コードされるポリペプチド、または
e) 配列番号130もしくは138に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチ
ドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号103に記載の配列の一群から選択されるポリヌクレオチド配列の中の、少なく
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とも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2つのPCRプライマーによって得ら
れるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
g) ストリンジェントな条件下で配列番号103とハイブリダイズするポリヌクレオチドによ
ってコードされるポリペプチド、または
h) a) からg) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともa) およびb) に記載のポ
リペプチド、または
i) 天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのうち少なくとも1つに
記載のポリペプチド
によるものである、上記の組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物
、または上記の組換えポリヌクレオチドを含んでなる。
【００２１】
　別の実施形態は、EasAイソメラーゼ活性が
a) 配列番号148、149、および150に対して少なくとも90%の配列同一性を有し、配列番号1
49のアミノ酸の18位にフェニルアラニンを有する、アミノ酸配列を含有するポリペプチド
、または
b) 配列番号2もしくは31に対して少なくとも40%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
有するポリペプチド、または
c) 配列番号2、31、32、33、34、35、36、37、38、39、もしくは40に対して少なくとも90
%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチド、または
d) 配列番号103に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによって
コードされるポリペプチド、または
e) 配列番号130もしくは138に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチ
ドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号103に記載の配列の一群から選択されるポリヌクレオチド配列の中の、少なく
とも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2つのPCRプライマーによって得ら
れるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
g) ストリンジェントな条件下で配列番号103とハイブリダイズするポリヌクレオチドによ
ってコードされるポリペプチド、または
h) a) からg) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともa) およびb) に記載のポ
リペプチド、または
i) 天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのうち少なくとも1つに
記載のポリペプチド
によるものである、上記の組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物
、または上記の組換えポリヌクレオチドを含んでなる。
【００２２】
　さらに他の実施形態は、EasG活性が
a) 配列番号155もしくは183に対して少なくとも90%の配列同一性を有し、好ましくは配列
番号183に対して少なくとも90％の配列同一性を有する、アミノ酸配列を含有するポリペ
プチド、または
b) 配列番号7もしくは86に対して少なくとも39%の配列同一性を有する、アミノ酸配列を
含有するポリペプチド、または
c) 配列番号7、86、87、88、89、90、91、92、93、もしくは94に対して少なくとも70%の
配列同一性を有し、好ましくは、配列番号7、86、87、88、89、90、181、92、93、もしく
は94に対して少なくとも70%の配列同一性を有する、アミノ酸配列を含有するポリペプチ
ド、または
d) 配列番号108に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによって
コードされるポリペプチド、または
e) 配列番号135もしくは143に対して少なくとも70%の配列同一性を有するポリヌクレオチ
ドによってコードされるポリペプチド、または
f) 配列番号108に記載の配列の一群から選択されるポリヌクレオチド配列の中の、少なく
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とも15個の連続したヌクレオチドをそれぞれ含有する、2つのPCRプライマーによって得ら
れるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
g) ストリンジェントな条件下で配列番号108とハイブリダイズするポリヌクレオチドによ
ってコードされるポリペプチド、または
h) a) からg) までのうち少なくとも2つ、好ましくは少なくともa) およびb) に記載のポ
リペプチド、または、
i) 天然麦角アルカロイド生産生物から得られる、a) からh) までのうち少なくとも1つに
記載のポリペプチド
によるものである、上記の組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物
、または上記の組換えポリヌクレオチドを含んでなる。
【００２３】
　本発明は、さらに、ERG9活性が、配列番号9に対して少なくとも70%の配列同一性を有す
るアミノ酸配列を含有するポリペプチドによるものであり、または、ERG20活性が、配列
番号10に対して少なくとも70%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチ
ドによるものであり、または、HMG-CoAレダクターゼ活性が、配列番号11に対して少なく
とも70%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチドによるものであり、
または、ERG9、ERG20、およびHMG-CoAレダクターゼ活性が、配列番号9、10、もしくは11
に対して少なくとも70%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペプチドによ
るものであり、または、ERG9、ERG20、およびHMG-CoAレダクターゼ活性が、配列番号9、1
0、および11に対して少なくとも70%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含有するポリペ
プチドによるものである、上記の組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生
産生物、または上記の組換えポリヌクレオチドを提供する。他の実施形態は、
a) シクロクラビン、
b) フェスツクラビン、
c) アグロクラビン、
d) カノクラビンアルデヒド、
e) カノクラビンI、
からなる化合物群から選択される、少なくとも1つの化合物を含有する組換え微生物を含
んでなるが、この組換え微生物は天然の麦角アルカロイド生産生物ではない。
【００２４】
　本発明はまた、同一条件で増殖させたときに非組換え野生型の生物よりも大量に、シク
ロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、およびカノ
クラビンIからなる一群から選択される、少なくとも1つの化合物を含有および/または生
産する、組換え型天然麦角アルカロイド生産生物を提供する。さらに他の実施形態は、
a) シクロクラビン、
b) フェスツクラビン、
c) アグロクラビン、
d) カノクラビンアルデヒド、
e) カノクラビンI、
からなる化合物群から選択される少なくとも1つの化合物を含有する、上記の本発明の一
部および実施形態のいずれか1つに記載の、組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アル
カロイド生産生物を含んでなる。
【００２５】
　本発明は他に、本発明の一部および実施形態のいずれか1つに記載のポリペプチドをコ
ードする、少なくとも1つのポリヌクレオチドを発現させるための組換え発現カセット、
またはそうした発現カセットの少なくとも1つを含有するポリヌクレオチドを、その一部
として含んでなる。さらに本発明の一部をなすのは、シクロクラビン、フェスツクラビン
、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカノクラビンIのうち少なくとも1
つを生産するための方法であって、その方法は、
a) 上記の組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物においてシクロ
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クラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカノ
クラビンIのうち少なくとも1つの生産を可能にする条件下で、その組換え微生物もしくは
組換え型天然麦角アルカロイド生産生物を培養すること；ならびに
b) 組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物、および/またはその培
養培地から、前記のシクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビン
アルデヒド、および/またはカノクラビンIを取得（採取）すること
を含む。
【００２６】
　本発明の他の方法は、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラ
ビンアルデヒド、もしくはカノクラビンIのうち少なくとも1つの生産を提供するものであ
って、それは、
a) 上記の組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物においてシクロ
クラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、カノクラビン
Iのうち少なくとも1つの生産を可能にする条件下で、その組換え微生物もしくは組換え型
天然麦角アルカロイド生産生物を培養すること；
b) 前記組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物に、培養培地を介
して、IPP、トリプトファン、DMAPP、DMAT、Me-DMAT、またはカノクラビンIからなる一群
から選択される少なくとも1つの化合物を与えること；ならびに
c) 前記シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド
、もしくはカノクラビンIを、組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産
生物、および/またはその培養培地から取得すること
を含む。
【００２７】
　前記方法の一部変更された形は、シクロクラビンが生産および取得される方法、または
フェスツクラビンが生産および取得される方法、またはアグロクラビンが生産および取得
される方法、またはカノクラビンIが培地に与えられてカノクラビンが生産および取得さ
れる方法、またはカノクラビンIが生産および取得される方法、またはカノクラビンアル
デヒドが生産および取得される方法を含む。上記方法はさまざまな培養温度を採用するこ
とができる。したがって、本発明のさらに他の一部をなすのは、組換え微生物もしくは組
換え型天然麦角アルカロイド生産生物が、10℃から40℃の間、好ましくは15℃から35℃の
間、より好ましくは18℃から32℃の間、さらにもっと好ましくは20℃から30℃の間の温度
で培養される方法である。その方法は、10℃から32℃の間、13℃から32℃の間、15℃から
32℃の間、16℃から32℃の間、17℃から32℃の間、18℃から32℃の間、19℃から32℃の間
、20℃から32℃の間、15℃から31℃の間、15℃から30℃の間、15℃から29℃の間、15℃か
ら28℃の間、15℃から27℃の間、15℃から26℃の間、15℃から25℃の間の温度で培養され
た、組換え微生物もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物を用いてもよい。本方
法の一部変更された形は、培養温度の変化を含む。したがって、本発明は、組換え微生物
もしくは組換え型天然麦角アルカロイド生産生物が、最初に25℃から40℃の間、好ましく
は25℃から35℃の間の温度で培養され、続いて10℃から25℃の間、好ましくは15℃から25
℃の間の温度で培養される上記の方法、または、組換え微生物もしくは組換え型天然麦角
アルカロイド生産生物が、最初に10℃から25℃の間、好ましくは15℃から25℃の間の温度
で培養され、続いて25℃から40℃の間、好ましくは25℃から35℃の間の温度で培養される
上記の方法を提供する。本発明はまた、生産されたシクロクラビン、フェスツクラビン、
アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカノクラビンIのうち少なくとも1つ
が抽出によって得られる、上記の方法を提供する。これらの方法は、シクロクラビン、フ
ェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカノクラビンIの
うち少なくとも1つが、酢酸エチル（EA）、tert‐ブチルメチルエーテル（TBME）、クロ
ロホルム（CHCl3）、およびジクロロメタン（DCM）からなる一群から選択される化合物に
よる抽出を含む、抽出法によって得られるような方法、ならびに、シクロクラビン、フェ
スツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカノクラビンIのう
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ち少なくとも1つが、pH = 10における酢酸エチルによる液/液抽出、好ましくは、pHをNaO
Hで調製したpH = 10における酢酸エチルによる液/液抽出を含む、抽出法によって得られ
るような方法を含んでなる。これらの方法のさらに変更された形は、シクロクラビン、フ
ェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカノクラビンIの
うち少なくとも1つが、好ましくは、HLB樹脂（pH=3）、ダイヤイオン樹脂（pH=3）、Ambe
rlite 1180樹脂（pH=3）、Amberlite 1180樹脂（pH=10）、Amberlite 16N樹脂（pH=3）、
またはAmberlite 16N樹脂（pH=10）からなる一群から選択される、シリカ系樹脂材を用い
た固相抽出による抽出を含む、抽出法によって得られるような方法を含んでなる。本発明
のさらに他の一部をなすのは、上記の任意の方法で、シクロクラビン、フェスツクラビン
、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカノクラビンIからなる一群から
選択される少なくとも1つの化合物を生産するための、上記の組換え微生物もしくは組換
え型天然麦角アルカロイド生産生物の使用、または、上記の組換えポリヌクレオチドもし
くは上記のベクターの使用である。本発明はさらに、上記の任意の方法により生産された
、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もし
くはカノクラビンIを含んでなる。他に本発明の一部をなすのは、シクロクラビン、フェ
スツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカノクラビンIのう
ち少なくとも1つを含有するが、他の麦角アルカロイドをまったく、もしくは小量しか含
まない、上記の方法で作製された培養培地であり、シクロクラビン、フェスツクラビン、
アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカノクラビンIのうち少なくとも1つ
を含有するが、他の麦角アルカロイドをまったく、もしくは小量しか含まない培養培地で
ある。本発明はさらに、上記の本発明の部分および実施形態のいずれにおいても使用する
ことができる、追加のポリヌクレオチドを提供する。
【００２８】
　したがって、本発明は、
a) 配列番号129もしくは130、131、132、133、134、135、もしくは136に示すヌクレオチ
ド配列を有する核酸配列；
b) 配列番号20、31、41、53、64、75、86、もしくは95に示すアミノ酸配列を有するポリ
ペプチドをコードする核酸配列；
c) 配列番号129もしくは130、131、132、133、134、135、もしくは136に示す核酸配列に
対して少なくとも70%同一である核酸配列であって、前記核酸配列がDmaW、EasF、EasE、E
asC、EasD、EasH、EasAレダクターゼ、EasAイソメラーゼ、またはEasG活性を有するポリ
ペプチドをコードする、前記核酸配列；
d) DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAレダクターゼ、EasAイソメラーゼ、また
はEasG活性を有し、配列番号20、31、41、53、64、75、86、もしくは95に示すアミノ酸配
列に対して少なくとも70%同一であるアミノ酸配列を有する、ポリペプチドをコードする
核酸配列；ならびに
e) ストリンジェントな条件下で、a) からd) のうちいずれか1つとハイブリダイズするす
ることができる核酸配列であって、前記核酸配列が、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、Ea
sH、EasAレダクターゼ、EasAイソメラーゼ、またはEasG活性を有するポリペプチドをコー
ドする、前記核酸配列
からなる一群から選択される、1つもしくは複数の核酸配列を含有するポリヌクレオチド
を含んでなる。
【００２９】
　本発明はまた他に、上記のポリヌクレオチドを含んでなるが、当該ポリヌクレオチドは
、上記の本発明の中で任意の部分もしくは実施形態に記載のポリペプチドをコードする、
少なくとも1つの核酸配列を追加して含有する。本発明のさらに他の実施形態は、上記ポ
リヌクレオチドを含有するベクターもしくは発現カセット、ならびにこれらの発現カセッ
トを含有する、および/または本発明に記載のポリペプチドのうちいずれか1つのための発
現カセットを含有する、ベクターを含んでなる。さらに本発明に含まれるのは、本発明に
含まれるポリペプチドのうちいずれか1つを発現させるための発現ベクター、ならびに、
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そうしたベクターを含有する、または上記の少なくとも1つのポリペプチドをコードする
ポリヌクレオチドを含有する、宿主細胞である。こうした宿主細胞は、細菌細胞、真菌細
胞、特に糸状菌細胞、または酵母細胞とすることができる。本発明はさらに、上記のポリ
ヌクレオチドによってコードされるポリペプチドの製造方法を提供するが、その方法は、
a) 上記宿主細胞、またはPaecilomyces divaricatus細胞を、前記ポリペプチドの生産を
可能にする条件下で培養すること；ならびに
b) ステップa) の宿主細胞からポリペプチドを取得すること
を含んでなる。
【００３０】
　したがって、本発明は、上記ポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、ま
たは、そのようなポリペプチドを生産するための方法によって得ることができるポリペプ
チドを含んでなる。本発明の他の部分は、上記のポリペプチドに特異的に結合する抗体を
含んでなる。本発明の他の実施形態は、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラ
ビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカノクラビンIを製造するための方法、または
これらを組み合わせて製造するための方法を含んでなるが、その方法は、
a) 上記宿主細胞、またはPaecilomyces divaricatus細胞を、前記宿主細胞においてシク
ロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカ
ノクラビンIのうち少なくとも1つの生産を可能にする条件下で培養すること；ならびに
b) 前記宿主細胞もしくはPaecilomyces divaricatus細胞、または培養培地から、シクロ
クラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、もしくはカノ
クラビンIのうち少なくとも1つを取得すること
を含む。
【００３１】
　本発明はまた、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンア
ルデヒド、もしくはカノクラビンIからなる1群から選択される少なくとも1つの化合物を
製造するための、上記ポリヌクレオチド、または上記ベクター、または上記宿主細胞、ま
たはPaecilomyces divaricatus細胞の使用を含む。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】シクロクラビン、または経路の他の分岐上のアグロクラビンおよび/もしくはフ
ェスツクラビンをもたらす代謝経路の様々なステップの略図である。経路の分岐点は、カ
ノクラビンIが合成された後に位置し、次いで、EasH、EasD、EasAおよびEasG活性の組合
せによってシクロクラビンをもたらすようにさらに改変されるか、またはカノクラビンI
がEasD活性によりカノクラビンアルデヒドに変換され、存在するEasA活性に応じて、EasA
とEasG活性の組合せによりアグロクラビンおよび/もしくはフェスツクラビンにさらに改
変される。EasA活性は、アグロクラビンの場合はEasAイソメラーゼ活性、またはフェスツ
クラビンの場合はEasAリダクターゼ活性であってもよい。
【図２】カノクラビンIから、EasD、EasH、EasAおよびEasG活性の組合せによりシクロク
ラビンをもたらすか、またはカノクラビンから、EasD活性によりカノクラビンアルデヒド
をもたらし、カノクラビンアルデヒドから、「EasA(Tyr176)」により媒介されるEasGおよ
びEasAリダクターゼ活性の組合せによりフェスツクラビンをもたらすか、またはカノクラ
ビンアルデヒドから、「EasA(Phe176)」により媒介されるEasGおよびEasAイソメラーゼ活
性の組合せによりアグロクラビンをもたらす代謝経路のステップに含まれる様々なステッ
プおよび様々なEas活性の略図である。図2はまた、クラビン型アルカロイドを産生するい
くつかの例示的な天然麦角産生生物の名称を挙げる。そのような天然麦角産生生物は、シ
クロクラビンの場合はアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus(A.japonic
us))、アグロクラビンの場合はクラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea(C.purpur
ea))およびフェスツクラビンの場合はアスペルギルス・フミガタス(Aspergillus fumigat
us(A.fumigatus))である。
【図３ａ】図3a～図3dは、DmaW活性を有するアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus
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 japonicus)のポリペプチドに対するいくつかの相同体ポリペプチドのアミノ酸配列アラ
インメントの連続部分を表す。アミノ酸は、標準的な一文字アミノ酸コードに従って表さ
れる。異なる配列の名称は、これらの相同体ポリペプチドを得ることができる生物の名称
、ならびにこれらの配列が配列表に列挙される配列番号を含む。アミノ酸配列アラインメ
ントは、この配列群において保存された、あまり保存されていない、およびさらにより保
存されていないアミノ酸も示し、黒色の影付きのアミノ酸位置は強い保存、すなわち、10
0%保存されていることを表し、灰色の影付きのアミノ酸位置はあまり保存されていないこ
とを表し、白色の背景を有するアミノ酸はさらにより保存されていないアミノ酸位置を表
す。アラインメント中のアミノ酸配列における短線は、特定の配列中に含まれないアミノ
酸位置を表す。アミノ酸位置群の上または下にある黒色のバーは、保存された配列モチー
フである強い配列保存の領域を示す。アラインメントは、対応するアミノ酸位置で高度に
保存されたアミノ酸を同定するための、この遺伝子群のコンセンサス配列(配列番号190)
も含む。このアミノ酸配列アラインメントにより与えられる保存されたアミノ酸およびあ
まり保存されていないアミノ酸に関する情報を用いて、アミノ酸配列アラインメントによ
って含まれないアミノ酸配列がアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)
のポリペプチドの真の相同体であるかどうかを決定することができる。潜在的な相同体ま
たは天然に存在するか、もしくは人工的に生成された突然変異体のアミノ酸配列は、DmaV
活性を有する可能性が最も高く、より保存されたアミノ酸位置は問題のアミノ酸配列によ
って含まれるであろう。
【図３ｂ】図３ａの続きである。
【図３ｃ】図３ａの続きである。
【図３ｄ】図３ａの続きである。
【図４ａ】図4a～図4cは、EasF活性を有するアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus
 japonicus)のポリペプチドに対するいくつかの相同体ポリペプチドのアミノ酸配列アラ
インメントの連続部分を表す。配列の名称および記号、例えば、黒色もしくは灰色の影付
きまたはコンセンサス配列(配列番号154)は、図3a～図3dで用いられた配列の名称および
記号について説明されたものと同じ意味を有する。
【図４ｂ】図４ａの続きである。
【図４ｃ】図４ａの続きである。
【図５ａ】図5a～図5eは、EasE活性を有するアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus
 japonicus)のポリペプチドに対するいくつかの相同体ポリペプチドのアミノ酸配列アラ
インメントの連続部分を表す。配列の名称および記号、例えば、黒色もしくは灰色の影付
きまたは(配列番号191)に記載のコアコンセンサスを含むコンセンサス配列(配列番号185)
は、図3a～図3dで用いられた配列の名称および記号について説明されたものと同じ意味を
有する。
【図５ｂ】図５ａの続きである。
【図５ｃ】図５ａの続きである。
【図５ｄ】図５ａの続きである。
【図５ｅ】図５ａの続きである。
【図６ａ】図6a～図6dは、EasC活性を有するアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus
 japonicus)のポリペプチドに対するいくつかの相同体ポリペプチドのアミノ酸配列アラ
インメントの連続部分を表す。配列の名称および記号、例えば、黒色もしくは灰色の影付
きまたはコンセンサス配列(配列番号151)は、図3a～図3dで用いられた配列の名称および
記号について説明されたものと同じ意味を有する。
【図６ｂ】図６ａの続きである。
【図６ｃ】図６ａの続きである。
【図６ｄ】図６ａの続きである。
【図７ａ】図7a～図7bは、EasD活性を有するアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus
 japonicus)のポリペプチドに対するいくつかの相同体ポリペプチドのアミノ酸配列アラ
インメントの連続部分を表す。配列の名称および記号、例えば、黒色もしくは灰色の影付
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きまたはコンセンサス配列(配列番号152)は、図3a～図3dで用いられた配列の名称および
記号について説明されたものと同じ意味を有する。図7a中の4個の黒色の矢印および図7b
中の2個の黒色の矢印は、EasD活性を有するタンパク質のコファクター結合モチーフTGxxx
GxG(配列番号188)の保存されたアミノ酸および活性部位モチーフYxxxK(配列番号198)の保
存されたアミノ酸を示す(Kavanagh 2008、Cell Mol Life Sci 65: 3895-3906)。
【図７ｂ】図７ａの続きである。
【図８】EasH活性を有するアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)のポ
リペプチドに対する相同体ポリペプチドのアミノ酸配列アラインメントを表す。配列の名
称および記号、例えば、黒色もしくは灰色の影付きまたはコンセンサス配列(配列番号183
)は、図3a～図3dで用いられた配列の名称および記号について説明されたものと同じ意味
を有する。
【図９ａ】図9a～図9dは、EasA活性を有するアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus
 japonicus)のポリペプチドに対するいくつかの相同体ポリペプチドのアミノ酸配列アラ
インメントの連続部分を表す。配列の名称および記号、例えば、黒色もしくは灰色の影付
きまたはコンセンサス配列(配列番号184)は、図3a～図3dで用いられた配列の名称および
記号について説明されたものと同じ意味を有する。図9bは、アミノ酸チロシンを表すY、
またはアミノ酸フェニルアラニンを表すFを含むアミノ酸位置を示すさらなる黒色の矢印
を含む。この位置にYを有するアミノ酸配列はEasAリダクターゼ活性を有するポリペプチ
ドを表すが、この位置にFを有するアミノ酸配列はEasAイソメラーゼ活性を有するポリペ
プチドを表す。これらの活性は、それぞれ、EasAリダクターゼおよびEasAイソメラーゼ活
性について、EasA(Tyr176)およびEasA(Phe176)とも記載され、番号176は、それぞれ、Eas
AリダクターゼまたはEasAイソメラーゼ活性を有する、アスペルギルス・ジャポニカスの
ポリペプチド中のYまたはFを有する対応するアミノ酸位置を指す(Chengら、2010, J.AM.C
HEM.SOC, 132: p12835-12837)。
【図９ｂ】図９ａの続きである。
【図９ｃ】図９ａの続きである。
【図９ｄ】図９ａの続きである。
【図１０ａ】図10a～図10cは、EasG活性を有するアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergi
llus japonicus)のポリペプチドに対するいくつかの相同体ポリペプチドのアミノ酸配列
アラインメントの連続部分を表す。配列の名称および記号、例えば、黒色もしくは灰色の
影付きまたはコンセンサス配列(配列番号183)は、図3a～図3dで用いられた配列の名称お
よび記号について説明されたものと同じ意味を有する。
【図１０ｂ】図１０ａの続きである。
【図１０ｃ】図１０ａの続きである。
【図１１】上から下に向かって、酵母株の上清のクロマトグラム：EYS1849全イオンクロ
マトグラム；m/z=239.1543+/-0.01DaのEYS1849抽出イオンクロマトグラム；m/z=241.1699
+/-0.01DaのEYS1849抽出イオンクロマトグラム；EYS1851全イオンクロマトグラム；m/z=2
39.1543+/-0.01DaのEYS1851抽出イオンクロマトグラム；m/z=241.1699+/-0.01DaのEYS185
1抽出イオンクロマトグラムを示す図である。
【図１２】LC-MSにより分析された、CEY2871およびCEY3631株の上清の分析を示す図であ
る。カノクラビンIの質量(m/z=257.164+/-0.01Da)を、CEY2871中には存在しないCEY3631
において2.0min +/-0.1minの保持時間でピークを示すTIC(全イオンクロマトグラム)から
抽出した。
【図１３】LC-MSにより分析された、CEY3631およびCEY3645株の上清の分析を示す図であ
る。カノクラビンIの質量(m/z=257.164+/-0.01Da)を、CEY3631およびCEY3645の両方にお
いて2.0min +/-0.1minの保持時間でピークを示すTIC(全イオンクロマトグラム)から抽出
した。EY3631と比較してCEY3645中でのカノクラビンIの増加を示すピーク下面積を組込ん
だ(挿入した)。
【図１４】LC-MSにより分析されたCEY2557およびCEY2625株を示す図である。両方の株の
おいて、7.8min +/-0.2minの保持時間にピークが見られ、Me-DMATの予測された質量(m/z=
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Y2625におけるMe-DMATの2倍を超える増加を示すピーク下面積を組込んだ。
【図１５】LC-MSにより分析されたCEY2557およびCEY2625株を示す図である(図6を参照さ
れたい)。CEY2557と比較してCEY2625におけるMe-DMATの2倍を超える増加を示すピーク下
面積を組込んだ。DMATの面積も示す。
【図１６】LC-MSにより分析されたCEY2557、CEY2563およびCEY2575株を示す図である。全
ての株において、7.8min +/-0.2minの保持時間にピークが見られ、Me-DMATの予測された
質量(m/z=287.175 +/-0.01Da)を有していた。3つ全ての株において同様のレベルの化合物
(挿入)を示すピーク下面積を組込んだ。化合物の同一性を、NMRにより確認した。
【図１７】ERG20遺伝子への組込みのために用いられるPCR産物、および酵母ゲノム中の標
的領域の概略を示す図である。HR1およびHR2はゲノム配列と相同であり、NatR-ScKex2プ
ロモーター構築物の、相同組換えによる組込み、およびそれにより、天然ERG20プロモー
ターの破壊を可能にする。
【図１８】LC-MSにより分析されたEYS1538およびEYS1926株を示す図である。EYS1538と比
較してEYS1926においてMe-DMATの2倍を超える増加を示すピーク下面積を組込んだ。
【図１９】EYS2098およびEYS2099株により産生される、カノクラビンIおよびシクロクラ
ビンの相対量(曲線下面積)を示す、これらの株からの培養上清の分析を示す図である。
【図２０】図20aおよび図20bは、EYS2055およびEYS2056におけるDMATおよびMe-DMATの産
生を示す図である。両方ともMe-DMATに向かう2ステップの異種経路を発現する。さらに、
EYS2056は、追加の、Scldi1の構成的に発現されたコピーを含有する。
【図２１】EYS1934(対照)およびEYS2206(EasC)におけるシクロクラビン(CCL)およびフェ
スツクラビン(MW241)の産生を分析したところ、遺伝子AjEasCのさらなるコピーの発現に
起因してEYS2206における産生の増加を示した。
【図２２】EYS2124(A.japonicus由来EasE)およびEYS2125(N.lolli由来EasE)株により産生
される、シクロクラビンおよびフェスツクラビン(MW241)の相対量(曲線下面積)を示す、
これらの株からの培養上清の分析を示す図である。
【図２３】それぞれ、異なるDNAコドン使用のEasE遺伝子を有するが、全てA.japonicusに
由来する対応する酵素をコードする、完全長シクロクラビン経路を含む酵母株からの培養
上清の分析を示す図である。異なるコドン使用は、これらの株により産生されるシクロク
ラビンおよびフェスツクラビン(MW241)の量の変化(曲線下面積として示される)をもたら
す。
【図２４】EYS2006を、それぞれ、2.5%、5%および10%のグリセロールと共に増殖させたか
、またはそれを用いずに増殖させた(対照)図を示す。シクロクラビンおよびフェスツクラ
ビン(MW241)の産生は、グリセロール濃度の増加と共に増加した。
【図２５】EYS2209と比較したEYS1934(左)、およびEYS2297と比較したEYS2209におけるシ
クロクラビンの産生を示す図である。
【図２６】フェドバッチ式発酵におけるCCLおよびFCLの産生を示す図である。化合物の濃
度(mg/L)、および測定されたOD600を、発酵期間にわたって示す。
【図２７】様々な遺伝子背景(表58を参照されたい)を有する7つの酵母株サッカロミセス
・セレビジア(Saccharomyces cerevisiae)におけるCCLおよびFCLの産生を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
(一般的定義)
　用語「シクロクラビン」は、式(I)：
【００３４】
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【化１】

の化合物を意味する。
【００３５】
　用語「フェスツクラビン」は、式(II)：
【００３６】
【化２】

の化合物を意味する。
【００３７】
　用語「アグロクラビン」は、式(III)：
【００３８】
【化３】

の化合物を意味する。
【００３９】
　用語「カノクラビンアルデヒド」は、式(IV)：
【００４０】

【化４】

の化合物を意味する。
【００４１】
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　用語「カノクラビンI」は、式(V)：
【００４２】
【化５】

の化合物を意味する。
【００４３】
　用語「ME-DMAT」は、式(VI)：
【００４４】

【化６】

の化合物を意味する。
【００４５】
　用語「DMAT」は、式(VII)：
【００４６】

【化７】

の化合物を意味する。
【００４７】
　用語「DMAPP」は、式(VIII)：
【００４８】
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【化８】

の化合物を意味する。
【００４９】
　用語「トリプトファン」は、アミノ酸トリプトファン、好ましくは、L-トリプトファン
、またはその塩の1つを意味する。
【００５０】
　用語「IPP」は、イソペンチルピロリン酸、式(IX)の化合物またはその塩の1つを意味す
る。
【００５１】
　用語「DmaW活性」は、ポリペプチドまたはそのようなポリペプチドを含む微生物が、配
列番号1のポリペプチドと同じか、または類似する機能を満たす、すなわち、ジメチルア
リルトリプトファン合成酵素活性を有し、位置C4でのL-トリプトファンのプレニル化を触
媒し、4-ジメチルアリルトリプトファン((S)-4-(3-メチル-2-ブテニル)-トリプトファン
、またはDMAT)の形成をもたらす能力を意味する。
【００５２】
　用語「EasF活性」は、ポリペプチドまたはそのようなポリペプチドを含む微生物が、配
列番号6のポリペプチドと同じか、または類似する機能を満たす、すなわち、N-メチルト
ランスフェラーゼ活性を有し、DMATからMe-DMATへのメチル化を触媒する能力を意味する
。
【００５３】
　用語「EasE活性」は、ポリペプチドまたはそのようなポリペプチドを含む微生物が、配
列番号5のポリペプチドと同じか、または類似する機能を満たす、すなわち、EasC活性も
存在する場合、Me-DMATからカノクラビンIへの変換を触媒する能力を意味する。
【００５４】
　用語「EasC活性」は、ポリペプチドまたはそのようなポリペプチドを含む微生物が、配
列番号3のポリペプチドと同じか、または類似する機能を満たす、すなわち、EasE活性も
存在する場合、Me-DMATからカノクラビンIへの変換を触媒する能力を意味する。
【００５５】
　用語「EasD活性」は、ポリペプチドまたはそのようなポリペプチドを含む微生物が、配
列番号4のポリペプチドと同じか、または類似する機能を満たす、すなわち、オキシドリ
ダクターゼ活性を有し、カノクラビンIからカノクラビンアルデヒドへの変換を触媒する
能力を意味する。
【００５６】
　用語「EasH活性」は、ポリペプチドまたはそのようなポリペプチドを含む微生物が、配
列番号8のポリペプチドと同じか、または類似する機能を満たす、すなわち、EasD、EasA
およびEasG活性も存在する場合、カノクラビンIからシクロクラビンへの変換を触媒する
能力を意味する。
【００５７】
　用語「EasAリダクターゼ活性」は、ポリペプチドまたはそのようなポリペプチドを含む
微生物が、配列番号2のポリペプチドと同じか、または類似する機能を満たす、すなわち
、EasG活性が存在する場合、リダクターゼ活性を有し、カノクラビンアルデヒドからフェ



(33) JP 2015-530879 A 2015.10.29

10

20

30

40

50

スツクラビンへの変換を触媒する能力を意味する。
【００５８】
　用語「EasAイソメラーゼ活性」は、ポリペプチドまたはそのようなポリペプチドを含む
微生物が、配列番号37のポリペプチド(C.purpureaのEasA)と同じか、または類似する機能
を満たす、すなわち、EasG活性が存在する場合、イソメラーゼ活性を有し、カノクラビン
アルデヒドからアグロクラビンへの変換を触媒する能力を意味する。
【００５９】
　用語「EasA活性」は、ポリペプチドまたはそのようなポリペプチドを含む微生物が、配
列番号2または37のポリペプチドと同じか、または類似する機能を満たす、すなわち、Eas
AリダクターゼもしくはEasAイソメラーゼ活性のいずれかを有するか、または例えば、配
列番号149の位置18にYからFへの突然変異を含む、配列番号33のネオティフォジウム・ロ
リ(Neotyphodium lolli)のポリペプチドとして、両方の活性を有する能力を意味する。
【００６０】
　用語「EasG活性」は、ポリペプチドまたはそのようなポリペプチドを含む微生物が、配
列番号7のポリペプチドと同じか、または類似する機能を満たす、すなわち、存在するEas
A活性に応じて、オキシドリダクターゼ活性を有し、カノクラビンアルデヒドからアグロ
クラビンおよび/もしくはフェスツクラビンへの変換を触媒する、ならびに/またはEasA、
EasDおよびEasH活性も存在する場合、カノクラビンIからシクロクラビンへの変換を触媒
する能力を意味する。
【００６１】
　用語「ERG9活性」は、ポリペプチドまたはそのようなポリペプチドを含む微生物が、2
つのファルネシルピロリン酸(FPP)部分を連結して、ステロール生合成経路におけるスク
アレンを形成する能力を意味する。ERG9活性は通常、スクアレン合成酵素によって提供さ
れる。
【００６２】
　用語「ERG20活性」は、ポリペプチドまたはそのようなポリペプチドを含む微生物が、
イソプレノイドおよびステロール生合成のためのC15ファルネシルピロリン酸単位の形成
を触媒する能力を意味する。
【００６３】
　用語「HMG-CoAリダクターゼ活性」は、ポリペプチドまたはそのようなポリペプチドを
含む微生物が、HMG-CoAからメバロネートへの変換を触媒する能力を意味する。
【００６４】
　本明細書で用いられる用語「約」は、およそ、大まかに、周囲、または領域を意味する
。用語「約」が数値範囲と共に用いられる場合、それは、記載の数値より上および下の境
界を延長することによってその範囲を修飾する。一般に、本明細書で用いられる用語「約
」は、20%上方または下方(より高いか、またはより低い)、好ましくは15%、より好ましく
は10%および最も好ましくは5%の変動によって、記述された値の上および下の数値を修飾
する。
【００６５】
　用語「ゲノム」または「ゲノムDNA」は、宿主生物の遺伝性の遺伝子情報を言う。前記
ゲノムDNAは、核のDNA(染色体DNA)、染色体外DNA、およびオルガネラDNA(例えば、ミトコ
ンドリアの)などの、細胞または生物の全遺伝物質を含む。好ましくは、用語ゲノムまた
はゲノムDNAは、核の染色体DNAを言う。
【００６６】
　用語「染色体DNA」または「染色体DNA配列」は、細胞周期状態と無関係な細胞核のゲノ
ムDNAと理解されるべきである。従って、染色体DNAは、染色体または染色分体中で編成さ
れていてもよく、それらは凝縮しているか、または非コイル状であってもよい。染色体DN
Aへの挿入を、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)分析、サザンブロット分析、蛍光in s
ituハイブリダイゼーション(FISH)、in situ PCRおよび次世代配列決定(NGS)などの当業
界で公知の様々な方法によって証明および分析することができる。
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【００６７】
　用語「プロモーター」とは、mRNAを生成するように構造遺伝子の転写を指令するポリヌ
クレオチドを指す。典型的には、プロモーターは、構造遺伝子の開始コドンに近接する、
遺伝子の5'領域に位置する。プロモーターが誘導的プロモーターである場合、転写の速度
は誘導剤に応答して増大する。対照的に、プロモーターが構成的プロモーターである場合
、転写の速度は、誘導剤により調節されない。
【００６８】
　用語「エンハンサー」とは、ポリヌクレオチドを指す。エンハンサーは、転写の開始部
位と関連するエンハンサーの距離または向きに関係なく、特定の遺伝子がmRNAに転写され
る効率を増大させることができる。通常、エンハンサーは、プロモーター、5'非翻訳配列
に近いところに、またはイントロン中に位置する。
【００６９】
　ポリヌクレオチド配列は、それが外来種を起源とする場合、生物もしくは第2のポリヌ
クレオチド配列に対して「異種」であり、または同じ種に由来する場合、その起源となる
形態から改変される。例えば、異種コード配列に機能し得る形で連結されたプロモーター
は、そのプロモーターが誘導される種とは異なる種に由来するコード配列、または同じ種
に由来する場合、そのプロモーターと自然では会合しないコード配列(例えば、遺伝子操
作されたコード配列または異なる生態型もしくは多様性に由来する対立遺伝子)を指す。
【００７０】
　「トランスジーン」、「トランスジェニック」または「組換え」とは、人によって操作
されたポリヌクレオチドまたは人によって操作されたポリヌクレオチドのコピーもしくは
相補体を指す。例えば、第2のポリヌクレオチドに機能し得る形で連結されたプロモータ
ーを含むトランスジェニック発現カセットは、その発現カセットを含む単離された核酸の
人による操作(例えば、Sambrookら、Molecular Cloning-A Laboratory Manual, Cold Spr
ing Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, (1989)またはCurrent Protoco
ls in Molecular Biology Volumes 1-3, John Wiley & Sons, Inc. (1994-1998)に記載の
方法による)の結果として、第2のポリヌクレオチドに対して異種であるプロモーターを含
んでもよい。別の例では、組換え発現カセットは、ポリヌクレオチドが自然に見出される
可能性が極端に低いような方法で組合わされたポリヌクレオチドを含んでもよい。例えば
、人によって操作された制限部位またはプラスミド配列は、第2のポリヌクレオチドにフ
ランキングするか、またはそれからプロモーターを分離してもよい。当業者であれば、ポ
リヌクレオチドを多くの方法で操作することができ、上記の例に限定されないことを認識
できる。用語「組換え」が生物または細胞、例えば、微生物を特定するように用いられる
場合、それは、生物または細胞が、通常は後に特定される少なくとも1つの「トランスジ
ーン」、「トランスジェニック」または「組換え」ポリヌクレオチドを含むことを表すた
めに用いられる。
【００７１】
　個々の生物に対して「外因性」であるポリヌクレオチドは、性的交雑以外の任意の手段
によって生物中に導入されるポリヌクレオチドである。
【００７２】
　用語「機能し得る形での連結」または「機能し得る形で連結された」は、遺伝子制御配
列、例えば、プロモーター、エンハンサーまたはターミネーターが、それに機能し得る形
で連結されるポリヌクレオチド、例えば、ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドに
関してその機能を発揮することができる配置を意味すると一般に理解される。機能とは、
この文脈においては、例えば、核酸配列の発現、すなわち、転写および/または翻訳の制
御を意味してもよい。制御は、この文脈においては、例えば、発現、すなわち、転写およ
び必要に応じて、翻訳を開始させること、増加させること、支配すること、または抑制す
ることを包含する。制御することは、同様に、例えば、組織特異的および/または時間特
異的であってもよい。それはまた、例えば、特定の化学物質、ストレス、病原体などによ
り誘導できるものであってもよい。好ましくは、機能し得る形での連結は、例えば、それ
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ぞれの調節エレメントが、核酸配列が発現される時にその機能を実行することができるよ
うな方法での、プロモーター、発現させようとする核酸配列、および必要に応じて、例え
ば、ターミネーターなどのさらなる調節エレメントの連続的配置を意味するものと理解さ
れる。機能し得る形での連結は、化学的な意味での直接の結合を必要とするとは限らない
。例えば、エンハンサー配列などの遺伝子制御配列はまた、機能し得る形で連結されたポ
リヌクレオチドと離れて位置する位置に由来する標的配列に対してその機能を発揮するこ
ともできる。好ましい配置は、発現させようとする核酸配列がプロモーターとして作用す
る配列の後に位置し、2つの配列が互いに共有的に連結されるものである。発現カセット
中のプロモーター配列と、核酸配列との距離は、好ましくは、200塩基対未満、特に好ま
しくは、100塩基対未満、非常に特に好ましくは、50塩基対未満である。当業者であれば
、そのような発現カセットを得るための様々な方法に精通している。しかしながら、例え
ば、相同組換えまたは他に無作為の挿入により、発現させようとする核酸配列が内因性遺
伝子制御エレメント、例えば、内因性プロモーターの制御下に置かれるような方法で、発
現カセットを構築することもできる。そのような構築物も同様に、本発明の目的のための
発現カセットであると理解される。
【００７３】
　用語「発現カセット」は、発現させようとするポリヌクレオチド配列が、その発現(す
なわち、転写および/または翻訳)を可能にするか、または調節する少なくとも1つの遺伝
子制御エレメントに機能し得る形で連結された構築物を意味する。発現は、例えば、安定
的または一過的、構成的または誘導的であってもよい。
【００７４】
　用語「発現する」、「発現すること」、「発現された」および「発現」とは、遺伝子産
物(例えば、本出願で定義および記載される経路または反応の遺伝子の生合成酵素)の、こ
のタンパク質の得られる酵素活性がコードするレベルでの発現、または経路もしくは反応
がこの遺伝子/経路が発現される生物中でのこの経路もしくは反応を介する代謝流動を可
能にすることを指す経路もしくは反応の発現を指す。発現を、出発生物として用いられる
微生物の遺伝子変化により行うことができる。いくつかの実施形態においては、微生物を
遺伝子変化させて(例えば、遺伝子操作して)、出発生物により、または変化させなかった
同等の微生物中で産生されるレベルと比較して増大したレベルで遺伝子産物を発現させる
ことができる。遺伝子変化としては、限定されるものではないが、特定の遺伝子の発現と
関連する調節配列もしくは部位の変化もしくは改変(例えば、強力なプロモーター、誘導
的プロモーターもしくは複数のプロモーターの付加による、または発現が構成的であるよ
うに調節配列を除去することによる)、特定の遺伝子の染色体での位置の改変、リボソー
ム結合部位もしくは転写ターミネーターなどの特定の遺伝子に隣接する核酸配列の変化、
特定の遺伝子のコピー数の増加、特定の遺伝子の転写および/もしくは特定の遺伝子産物
の翻訳に関与するタンパク質(例えば、調節タンパク質、サプレッサー、エンハンサー、
転写アクチベーターなど)の改変、または当業界で日常的な方法を用いる特定の遺伝子の
発現を脱調節させる任意の他の従来の手段(限定されるものではないが、例えば、リプレ
ッサータンパク質の発現を遮断するためのアンチセンス核酸分子の使用)が挙げられる。
【００７５】
　いくつかの実施形態においては、微生物を物理的または環境的に変化させて、未変化の
微生物の遺伝子産物の発現レベルと比較して増大したか、またはそれより低いレベルで遺
伝子産物を発現させることができる。例えば、微生物を、特定の遺伝子の転写および/ま
たは特定の遺伝子産物の翻訳を増加させることが知られるか、または疑われる薬剤で処理
するか、またはその存在下で培養して、転写および/または翻訳を増強するか、または増
加させることができる。あるいは、微生物を、特定の遺伝子の転写および/または特定の
遺伝子産物の翻訳を増加させるように選択された温度で培養して、転写および/または翻
訳を増強するか、または増加させることができる。
【００７６】
　用語「脱調節する」、「脱調節された」および「脱調節」とは、微生物中での少なくと
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も1つの遺伝子の変化または改変を指し、変化または改変は、その変化または改変の非存
在下での産生と比較して微生物中での所与の化合物の産生の効率の増加をもたらす。いく
つかの実施形態においては、変化または改変された遺伝子は、微生物中の生合成酵素のレ
ベルまたは活性が変化もしくは改変されるか、または輸送特異性もしくは効率が変化もし
くは改変されるような、生合成経路における酵素、または輸送タンパク質をコードする。
いくつかの実施形態においては、生合成経路における酵素、すなわち、生合成経路におけ
る特異的活性、例えば、EasH活性をもたらすポリペプチドをコードする少なくとも1つの
遺伝子は、酵素のレベルまたは活性が、未変化の遺伝子または野生型遺伝子の存在下での
レベルと比較して増強されるか、または増加するように変化または改変される。脱調節は
また、例えば、フィードバック耐性であるか、またはより高いか、もしくはより低い特異
的活性を有する酵素を得るために、1つ以上の遺伝子のコード領域を変化させることも含
む。また、脱調節は、酵素または輸送タンパク質をコードする遺伝子の発現を調節する転
写因子(例えば、アクチベーター、リプレッサー)をコードする遺伝子の遺伝子変化をさら
に包含する。用語「脱調節する」、「脱調節された」および「脱調節」は、存在する脱調
節の種類に関してさらに特定することができる。特定の活性、例えば、EasH活性が、酵素
のレベルまたは活性が未変化の遺伝子または野生型遺伝子の存在下でのレベルと比較して
増強されるか、または増加するように変化または改変される場合、用語「上方調節」が用
いられる。特定の活性、例えば、ERG9活性が、酵素のレベルまたは活性が未変化の遺伝子
または野生型遺伝子の存在下でのレベルと比較して低下するか、または減少するように変
化または改変される場合、用語「下方調節」が用いられる。
【００７７】
　用語「過剰発現する」、「過剰発現すること」、「過剰発現された」および「過剰発現
」とは、遺伝子産物の発現、特に、出発微生物の遺伝子変化より以前に存在したものより
も高いレベルで遺伝子産物の発現を増強することを指す。いくつかの実施形態においては
、微生物を遺伝子変化させて(例えば、遺伝子操作して)、出発微生物により産生されるレ
ベルと比較して増大したレベルで遺伝子産物を発現させることができる。遺伝子変化とし
ては、限定されるものではないが、特定の遺伝子の発現と関連する調節配列もしくは部位
の変化もしくは改変(例えば、強力なプロモーター、誘導的プロモーターもしくは複数の
プロモーターの付加による、または発現が構成的であるように調節配列を除去することに
よる)、特定の遺伝子の染色体での位置の改変、リボソーム結合部位もしくは転写ターミ
ネーターなどの特定の遺伝子に隣接する核酸配列の変化、特定の遺伝子のコピー数の増加
、特定の遺伝子の転写および/もしくは特定の遺伝子産物の翻訳に関与するタンパク質(例
えば、調節タンパク質、サプレッサー、エンハンサー、転写アクチベーターなど)の改変
、または当業界で日常的な方法を用いる特定の遺伝子の発現を脱調節させる任意の他の従
来の手段(限定されるものではないが、例えば、リプレッサータンパク質の発現を遮断す
るためのアンチセンス核酸分子の使用)が挙げられる。遺伝子産物を過剰発現させる別の
方法は、その寿命を増加させるために遺伝子産物の安定性を増強することである。
【００７８】
　用語「脱調節された」は、微生物の操作より以前に、または操作されていない同等の微
生物において発現されたものよりも低いか、または高いレベルでの遺伝子産物の発現を含
む。一実施形態においては、微生物を遺伝子操作して(例えば、遺伝子工学的に操作して)
、微生物の操作より以前に、または操作されていない同等の微生物において発現されたも
のよりも低いか、または高いレベルで遺伝子産物のレベルを発現させることができる。遺
伝子操作としては、限定されるものではないが、特定の遺伝子の発現と関連する調節配列
もしくは部位の変化もしくは改変(例えば、強力なプロモーター、誘導的プロモーターも
しくは複数のプロモーターを除去することによる)、特定の遺伝子の染色体での位置の改
変、リボソーム結合部位もしくは転写ターミネーターなどの特定の遺伝子に隣接する核酸
配列の変化、特定の遺伝子のコピー数の減少、特定の遺伝子の転写および/もしくは特定
の遺伝子産物の翻訳に関与するタンパク質(例えば、調節タンパク質、サプレッサー、エ
ンハンサー、転写アクチベーターなど)の改変、または当業界で日常的な特定の遺伝子の



(37) JP 2015-530879 A 2015.10.29

10

20

30

40

50

発現を脱調節させる任意の他の従来の手段(限定されるものではないが、例えば、アンチ
センス核酸分子の使用、または標的タンパク質の発現をノックアウトもしくは遮断するた
めの他の方法)が挙げられる。用語「脱調節された遺伝子活性」はまた、例えば、1コピー
以上の、組換え遺伝子、例えば、異種遺伝子を、好ましくは遺伝子工学的操作により微生
物中に導入することによって、対応する遺伝子活性、例えば、リシンデカルボキシラーゼ
活性が以前に観察されていない微生物中に、遺伝子活性を導入することを意味する。
【００７９】
　語句「脱調節された経路または反応」とは、生合成経路または反応における酵素をコー
ドする少なくとも1つの遺伝子が、少なくとも1つの生合成酵素のレベルまたは活性が変化
または改変されるように変化または改変される生合成経路または反応を指す。語句「脱調
節された経路」は、2つ以上の遺伝子が変化または改変され、それによって、対応する遺
伝子産物/酵素のレベルおよび/または活性を変化させた生合成経路を含む。いくつかの場
合、微生物中の経路を「脱調節する」(例えば、所与の生合成経路において2つ以上の遺伝
子を同時に脱調節する)能力は、2つ以上の酵素(例えば、2つまたは3つの生合成酵素)が、
「クラスター」または「遺伝子クラスター」と呼ばれる遺伝物質の連続片上に互いに隣接
して存在する遺伝子によりコードされる、生物の特定の現象から生じる。他の場合、経路
を脱調節するために、いくつかの遺伝子を、一連の連続的操作ステップにおいて脱調節し
なければならない。
【００８０】
　本発明による脱調節された遺伝子を発現させるために、ポリペプチドをコードするDNA
配列を、発現ベクター中での転写発現を制御する調節配列に機能し得る形で連結した後、
いずれかの微生物に導入しなければならない。プロモーターおよびエンハンサーなどの転
写調節配列に加えて、発現ベクターは、翻訳調節配列および発現ベクターを担持する細胞
の選択にとって好適であるマーカー遺伝子を含んでもよい。
【００８１】
　本明細書で用いられる場合、「実質的に純粋なタンパク質」または化合物は、所望の精
製されたタンパク質または化合物が、ポリアクリルアミド-ドデシル硫酸ナトリウムゲル
電気泳動(SDS-PAGE)後に単一のバンドによってタンパク質について示されるように、夾雑
する細胞成分を本質的に含まないことを意味する。用語「実質的に純粋」は、当業者によ
って用いられる1つ以上の純度または均一性特性によって均一である分子を記述すること
をさらに意味する。例えば、実質的に純粋なタンパク質または化合物は、以下のもの：分
子量、クロマトグラフィー移動度、アミノ酸組成、アミノ酸配列、遮断されたか、または
遮断されていないN末端、HPLC溶出プロファイル、生物活性、および他のそのようなパラ
メータなどのパラメータに関する標準的な実験偏差内の一定的で再現性のある特性を示す
。しかしながら、この用語は、タンパク質の人工もしくは合成変異体または2つ以上の選
択された化合物の人工的な混合物を排除することを意味するものではない。特に、この用
語は、組換え宿主から単離された融合タンパク質、例えば、親和性精製のためのタグとの
タンパク質の融合物を排除することを意味するものではない。
【００８２】
　2つの核酸配列間の用語「配列同一性」は、それぞれ、プログラムアルゴリズムGAP(Wis
consin Package Version 10.0, University of Wisconsin, Genetics Computer Group (G
CG), Madison, USA)を援用して、以下のパラメータ：ギャップ重量:12、長さ重量:4、平
均一致:2,912、平均不一致:-2,003に設定するアラインメントにより算出される全配列長
にわたる核酸配列の同一性パーセントを意味すると理解される。
【００８３】
　2つのアミノ酸配列間の用語「配列同一性」は、それぞれ、プログラムアルゴリズムGAP
(Wisconsin Package Version 10.0, University of Wisconsin, Genetics Computer Grou
p (GCG), Madison, USA)を援用して、以下のパラメータ：ギャップ重量:8、長さ重量:2、
平均一致:2,912、平均不一致:-2,003に設定するアラインメントにより算出される全配列
長にわたるアミノ酸配列の同一性パーセントを意味すると理解される。
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【００８４】
　用語「ドメイン」とは、進化的に関連するタンパク質の配列のアラインメントに沿って
特定の位置で保存されたアミノ酸のセットを指す。他の位置のアミノ酸は相同体間で変化
してもよいが、特定の位置で高度に保存されたアミノ酸は、タンパク質の構造、安定性ま
たは機能において必須である可能性が高いことを示す。タンパク質相同体のファミリーの
整列された配列中でその高い程度の保存によって同定されたら、問題のポリペプチドが以
前に同定されたポリペプチドファミリーに属するかどうかを決定するための識別子として
それらを用いることができる。
【００８５】
　用語「モチーフ」または「コンセンサス配列」または「シグナチャー」とは、進化的に
関連するタンパク質の配列中の短い保存された領域を指す。モチーフはドメインの高度に
保存された部分であることが多いが、ドメインの一部のみを含むか、または保存されたド
メインの外側に位置してもよい(モチーフの全てのアミノ酸が規定のドメインの外側にあ
る場合)。
【００８６】
　ドメインの同定のための専門家用データベース、例えば、SMART(Schultzら(1998) Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 95, 5857-5864; Letunicら(2002) Nucleic Acids Res 30, 242-
244)、InterPro (Mulderら(2003) Nucl. Acids. Res. 31, 315-318)、Prosite (Bucher a
nd Bairoch (1994), A generalized profile syntax for biomolecular sequences motif
s and its function in automatic sequence interpretation. (In) ISMB-94; Proceedin
gs 2nd International Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology. Al
tman R., Brutlag D., Karp P., Lathrop R., Searls D.(編)、pp53-61, AAAI Press, Me
nlo Park; Huloら、Nucl. Acids. Res. 32:D134-D137, (2004))、またはPfam (Batemanら
、Nucleic Acids Research 30(1): 276-280 (2002) & The Pfam protein families datab
ase: R.D. Finn, J. Mistry, J. Tate, P. Coggill, A. Heger, J.E. Pollington, O.L. 
Gavin, P. Gunesekaran, G. Ceric, K. Forslund, L. Holm, E.L. Sonnhammer, S.R. Edd
y, A. Bateman Nucleic Acids Research (2010) Database Issue 38:D211-222)が存在す
る。タンパク質配列のin silico分析のためのツールのセットが、ExPASyプロテオミクス
サーバー(Swiss Institute of Bioinformatics (Gasteigerら、ExPASy: the proteomics 
server for in-depth protein knowledge and analysis, Nucleic Acids Res. 31:3784-3
788(2003))上で利用可能である。ドメインまたはモチーフを、配列アラインメントなどに
よる日常的な技術を用いて同定することもできる。
【００８７】
　比較のための配列のアラインメントのための方法は当業界で周知であり、そのような方
法としては、GAP、BESTFIT、BLAST、FASTAおよびTFASTAが挙げられる。GAPは、一致数を
最大化し、ギャップ数を最小化する2つの配列の全体的(すなわち、完全な配列に及ぶ)ア
ラインメントを発見するためのNeedlemanおよびWunschのアルゴリズム((1970)J Mol Biol
 48:443-453)を用いる。BLASTアルゴリズム(Altschulら(1990) J Mol Biol 215: 403-10)
は、配列同一性パーセントを算出し、2つの配列間の類似性の統計分析を行うものである
。BLAST分析を行うためのソフトウェアは、National Centre for Biotechnology Informa
tion(NCBI)を介して公共的に利用可能である。例えば、ClustalW多配列アラインメントア
ルゴリズム(バージョン1.83)を、デフォルトペアワイズアラインメントパラメータ、パー
センテージにおけるスコアリング方法と共に用いて、相同体を容易に同定することができ
る。類似性および同一性の全体的なパーセンテージを、MatGATソフトウェアパッケージ(C
ampanellaら、BMC Bioinformatics. 2003 Jul 10;4:29. MatGAT: an application that g
enerates similarity/identity matrices using protein or DNA sequences)中で利用可
能な方法の1つを用いて決定することもできる。当業者には明らかであるように、少しの
手動での編集を行って、保存されたモチーフ間のアラインメントを最適化することができ
る。さらに、相同体の同定のために完全長配列を用いる代わりに、特定のドメインを用い
ることもできる。配列同一性の値を、核酸もしくはアミノ酸配列全体にわたって、または
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選択されたドメインもしくは保存されたモチーフにわたって、デフォルトパラメータを用
いる上記のプログラムを用いて決定することができる。部分的アラインメントついては、
Smith-Watermanのアルゴリズムが特に有用である(Smith TF, Waterman MS (1981) J. Mol
. Biol 147(1);195-7)。
【００８８】
　典型的には、これは、公共的に利用可能なNCBIデータベースなどの任意の配列データベ
ースに対して問い合わせ配列をBLASTすることを含む第1のBLASTを含む。ヌクレオチド配
列から出発する場合、BLASTNまたはTBLASTX(標準的なデフォルト値を用いる)が、タンパ
ク質配列から出発する場合、BLASTPまたはTBLASTN(標準的なデフォルト値を用いる)が一
般に用いられる。BLASTの結果は、場合によりフィルタリングしてもよい。次いで、フィ
ルタリングされた結果またはフィルタリングされていない結果の完全長配列を、問い合わ
せ配列が誘導される生物に由来する配列に対して戻ってBLASTを行う(第2のBLAST)。次い
で、第1および第2のBLASTの結果を比較する。第1のBLASTからの高順位ヒットが、問い合
わせ配列が誘導されるのと同じ種に由来し、次いで、戻りBLASTが理想的には最も高いヒ
ットの間で問い合わせ配列をもたらす場合、パラログが同定される；第1のBLAST中の高順
位ヒットが、問い合わせ配列が誘導されるのと同じ種に由来せず、好ましくは、戻りBLAS
Tの際に、最も高いヒットの間で問い合わせ配列をもたらす場合、オルトログが同定され
る。
【００８９】
　高順位ヒットは、低いE値を有するものである。E値が低くなるほど、スコアはより有意
になる(または換言すれば、ヒットが偶然見出される機会が少なくなる)。E値の計算は当
業界で周知である。E値に加えて、比較はまた、同一性パーセンテージによってスコア化
される。同一性パーセンテージとは、特定の長さにわたる2つの比較される核酸(またはポ
リペプチド)配列間の同一のヌクレオチド(またはアミノ酸)の数を指す。大きいファミリ
ーの場合、ClustalWを用いた後、隣接結合樹を用いて、関連する遺伝子のクラスタリング
を可視化するのを助け、オルトログおよびパラログを同定することができる。
【００９０】
　本明細書で定義される用語「ハイブリダイゼーション」は、実質的に相同な相補的ヌク
レオチド配列が互いにアニーリングするプロセスである。ハイブリダイゼーションプロセ
スは、全て溶液中で行ってもよい、すなわち、両方の相補的核酸は溶液中にある。ハイブ
リダイゼーションプロセスは、相補的核酸の一方を磁気ビーズ、セファロースビーズまた
は任意の他の樹脂などのマトリックスに固定して行ってもよい。ハイブリダイゼーション
プロセスはさらに、相補的核酸の一方をニトロセルロースもしくはナイロン膜などの固相
支持体に固定するか、または例えば、シリカガラス支持体へのフォトリソグラフィーによ
り固定して行ってもよい(後者は核酸アレイもしくはマイクロアレイまたは核酸チップと
して知られる)。ハイブリダイゼーションを起こさせるために、一般には核酸分子を熱的
または化学的に変性させて、二本鎖を2つの一本鎖に融解させる、および/または一本鎖核
酸からヘアピンもしくは他の二次構造を除去する。
【００９１】
　用語「ストリンジェンシー」とは、ハイブリダイゼーションが起こる条件を指す。ハイ
ブリダイゼーションのストリンジェンシーは、温度、塩濃度、イオン強度およびハイブリ
ダイゼーションバッファー組成などの条件によって影響される。一般に、低ストリンジェ
ンシー条件は、規定のイオン強度およびpHで特定の配列の融点(Tm)よりも約30℃低いよう
に選択される。中ストリンジェンシー条件は、温度がTmより20℃下である場合であり、高
ストリンジェンシー条件は、温度がTmより10℃下である場合である。高ストリンジェンシ
ーのハイブリダイゼーション条件は、典型的には、標的核酸配列に対する高い配列類似性
を有するハイブリダイズする配列を単離するために用いられる。しかしながら、核酸は、
遺伝子コードの縮重性のため、配列において外れていてもよく、さらに実質的に同一のポ
リペプチドをコードしてもよい。従って、中ストリンジェンシーのハイブリダイゼーショ
ン条件が、そのような核酸分子を同定するために必要となることもあってよい。
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【００９２】
　Tmは、標的配列の50%が完全に一致したプローブにハイブリダイズする、規定のイオン
強度およびpHの下での温度である。Tmは、溶液条件および塩基組成およびプローブの長さ
に依存する。例えば、より長い配列は、より高い温度で特異的にハイブリダイズする。ハ
イブリダイゼーションの最大速度は、Tmより約16℃から32℃下で得られる。ハイブリダイ
ゼーション溶液中の一価陽イオンの存在は、2つの核酸鎖間の静電反発力を低下させ、そ
れによって、ハイブリッド形成を促進する；この効果は、最大0.4Mのナトリウム濃度で可
視的である(より高い濃度については、この効果は無視され得る)。ホルムアミドは、DNA-
DNAおよびDNA-RNA二本鎖の融点を、それぞれのホルムアミドのパーセントあたり0.6～0.7
℃低下させ、50%ホルムアミドの添加により30～45℃でハイブリダイゼーションを行うこ
とができるが、ハイブリダイゼーションの速度は低下する。塩基対の不一致は二本鎖のハ
イブリダイゼーション速度および熱安定性を低下させる。平均して、および大きいプロー
ブについて、Tmは塩基不一致の1%あたり約1℃低下する。Tmは、ハイブリッドの型に応じ
て、以下の式を用いて算出することができる：
　1) DNA-DNAハイブリッド(MeinkothおよびWahl, Anal. Biochem., 138: 267-284, 1984)
:
Tm= 81.5℃ + 16.6xlog10[Na

+]a + 0.41x%[G/Cb] - 500x[Lc]-1 - 0.61x%ホルムアミド
　2) DNA-RNAまたはRNA-RNAハイブリッド:
Tm= 79.8℃+ 18.5 (log10[Na

+]a) + 0.58 (%G/Cb) + 11.8 (%G/Cb)2 - 820/Lc

　3) オリゴ-DNAまたはオリゴ-RNAdハイブリッド:
20個未満のヌクレオチドについて: Tm= 2 (ln)
20～35個のヌクレオチドについて: Tm= 22 + 1.46 (ln)
a または他の一価陽イオンについて、0.01～0.4Mの範囲でのみ正確である
b 30%～75%の範囲でのみ%GCについて正確である
c L = 塩基対中の二本鎖の長さ
d オリゴ、オリゴヌクレオチド; ln, = 有効なプライマーの長さ = 2ラ(G/C数)+(A/T数)
。
【００９３】
　例えば、タンパク質を含有する溶液を用いる膜の遮断、ハイブリダイゼーションバッフ
ァーへの異種RNA、DNAおよびSDSの添加、ならびにRnaseを用いる処理などのいくつかの公
知の技術のいずれか1つを用いて、非特異的結合を制御することができる。非相同的プロ
ーブのために、一連のハイブリダイゼーションを、
　(i)アニーリング温度を次第に低下させること(例えば、68℃から42℃へ)または
　(ii)ホルムアミド濃度を次第に低下させること(例えば、50%から0%へ)
の1つを変化させることにより実施することができる。
【００９４】
　当業者であれば、ハイブリダイゼーションの間に変化させることができ、ストリンジェ
ンシー条件を維持するか、または変化させる様々なパラメータを知っている。ハイブリダ
イゼーション条件の他に、ハイブリダイゼーションの特異性は、典型的には、ハイブリダ
イゼーション後の洗浄の関数にも依存する。非特異的ハイブリダイゼーションの結果生じ
るバックグラウンドを除去するために、試料を希釈した塩溶液で洗浄する。そのような洗
浄の重要な因子としては、最終的な洗浄溶液のイオン強度および温度が挙げられる：塩濃
度が低く、洗浄温度が高くなるほど、洗浄のストリンジェンシーは高くなる。洗浄条件は
、典型的には、ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーで、またはそれより下で行
われる。陽性のハイブリダイゼーションは、バックグラウンドのシグナルの少なくとも2
倍のシグナルを与える。一般に、核酸ハイブリダイゼーションアッセイまたは遺伝子増幅
検出手順のための好適なストリンジェント条件は、上記の通りである。より高いか、また
はより低いストリンジェント条件を選択することもできる。当業者であれば、洗浄の間に
変化させることができ、ストリンジェンシー条件を維持するか、または変化させる様々な
パラメータを知っている。例えば、50ヌクレオチドよりも長いDNAハイブリッドのための
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SCおよび50%ホルムアミド中42℃でのハイブリダイゼーション、次いで、0.3x SSC中65℃
での洗浄を包含する。50ヌクレオチドよりも長いDNAハイブリッドのための中ストリンジ
ェンシーハイブリダイゼーション条件の例は、4x SSC中50℃または6x SSCおよび50%ホル
ムアミド中40℃でのハイブリダイゼーション、次いで、2x SSC中50℃での洗浄を包含する
。ハイブリッドの長さは、ハイブリダイズする核酸の予測される長さである。既知の配列
の核酸がハイブリダイズされる場合、ハイブリッドの長さは、配列を整列させ、本明細書
に記載の保存された領域を同定することにより決定することができる。1x SSCは、0.15M 
NaClおよび15mMクエン酸ナトリウムである；ハイブリダイゼーション溶液および洗浄溶液
は、5x Denhardt試薬、0.5～1.0%SDS、100μg/ml変性断片化サケ精子DNA、0.5%ピロリン
酸ナトリウムをさらに含んでもよい。ストリンジェンシーのレベルを規定するために、Sa
mbrookら(2001) Molecular Cloning: a laboratory manual、第3版、Cold Spring Harbor
 Laboratory Press, CSH, New YorkまたはCurrent Protocols in Molecular Biology, Jo
hn Wiley & Sons, N.Y. (1989および毎年のアップデート)を参照することができる。
【００９５】
　タンパク質の「相同体（ホモログ）」は、問題の非改変タンパク質と比較したアミノ酸
置換、欠失および/または挿入を有し、それらが誘導される非改変タンパク質と類似する
生物活性および機能的活性を有するペプチド、オリゴペプチド、ポリペプチド、タンパク
質および酵素を包含する。
【００９６】
　欠失とは、タンパク質からの1個以上のアミノ酸の除去を指す。
【００９７】
　挿入とは、タンパク質中の所定の部位に導入される1個以上のアミノ酸残基を指す。挿
入は、N末端および/またはC末端融合物ならびに1個または複数のアミノ酸の配列内挿入を
含んでもよい。一般に、アミノ酸配列内の挿入は、約1～10残基のオーダーのNまたはC末
端融合物よりも小さい。NまたはC末端融合タンパク質またはペプチドの例としては、酵母
2ハイブリッド系において用いられる転写アクチベーターの結合ドメインまたは活性化ド
メイン、ファージ外被タンパク質、(ヒスチジン)-6-タグ、グルタチオンS-トランスフェ
ラーゼ-タグ、プロテインA、マルトース-結合タンパク質、ジヒドロ葉酸リダクターゼ、T
ag・100エピトープ、c-mycエピトープ、FLAG(登録商標)-エピトープ、lacZ、CMP(カルモ
ジュリン-結合ペプチド)、HAエピトープ、プロテインCエピトープおよびVSVエピトープが
挙げられる。
【００９８】
　置換とは、タンパク質のアミノ酸の、類似する特性(類似する疎水性、親水性、抗原性
、α-ヘリックス構造またはβ-シート構造を形成または破壊する傾向など)を有する他の
アミノ酸による置き換えを指す。アミノ酸置換は、典型的には単一の残基のものであるが
、ポリペプチドに置かれた機能的制約に応じてクラスターであってもよく、1～10個のア
ミノ酸であってもよい；挿入は通常、約1～10アミノ酸残基のオーダーのものである。ア
ミノ酸置換は、好ましくは、保存的アミノ酸置換である。保存的置換表は当業界で周知で
ある(例えば、Creighton (1984) Proteins. W.H. Freeman and Company(編)および以下の
表1を参照されたい)。
【００９９】
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【表１】

　本明細書における「内因性」遺伝子に対する参照は、その天然形態で生物中に見出され
る(すなわち、いかなる人による介入も存在しない)問題の遺伝子を指すだけでなく、微生
物中にその後(再)導入される単離された形態の同じ遺伝子(または実質的に相同な核酸/遺
伝子)(トランスジーン)も指す。例えば、そのようなトランスジーンを含有するトランス
ジェニック微生物は、トランスジーン発現の実質的な減少および/または内因性遺伝子の
発現の実質的な減少に遭遇し得る。単離された遺伝子は、生物から単離されたものである
か、または例えば、化学合成による人造のものであってもよい。
【０１００】
　用語「オルトログ」および「パラログ」は、遺伝子の先祖関係を記述するために用いら
れる進化概念を包含する。パラログは、先祖遺伝子の複製により生じた同じ種内の遺伝子
である；オルトログは、種形成により生じた異なる生物に由来する遺伝子であり、共通の
先祖遺伝子からも誘導される。
【０１０１】
　本明細書で用いられる用語「スプライス変異体（スプライスバリアント）」は、選択さ
れたイントロンおよび/またはエクソンが切り出された、置き換えられた、取り替えられ
た、もしくは付加された、またはイントロンが短縮もしくは伸長された核酸配列の変異体
を包含する。そのような変異体は、タンパク質の生物活性が実質的に保持されるものであ
る；これは、タンパク質の機能的セグメントを選択的に保持することによって達成するこ
とができる。そのようなスプライス変異体は、自然に見出されるものであるか、または人
造のものであってもよい。そのようなスプライス変異体を予測し、単離するための方法は
、当業界で周知である(例えば、FoissacおよびSchiex (2005) BMC Bioinformatics 6: 25
を参照されたい)。
【０１０２】
　対立遺伝子（アレル）または対立遺伝子変異体（アレルバリアント）は、同じ染色体位
置に位置する、所与の遺伝子の代替形態である。対立遺伝子変異体は、単一ヌクレオチド
多型(SNP)、ならびに小挿入/欠失多型(INDEL)を包含する。INDELのサイズは通常、100bp
未満である。SNPおよびINDELは、多くの生物の自然に存在する多型株において最大のセッ
トの配列変異体を形成する。
(好ましい実施形態の詳細な説明)
　第1の態様において、本発明は、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAおよびEas
G活性の群から選択される活性の少なくとも1つを含む組換え微生物であって、EasA活性が
EasAリダクターゼもしくはEasAイソメラーゼ活性であってもよく、またはEasAリダクター
ゼおよびEasAイソメラーゼ活性であってもよく、組換え微生物が天然麦角アルカロイド産
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生生物ではない、上記組換え微生物を提供する。
【０１０３】
　好ましくは、組換え微生物は、少なくとも1つのEasHおよびEasD活性を含むか、または
少なくとも1つのEasHおよびEasAリダクターゼ活性を含むか、または少なくとも1つのEasH
、EasAリダクターゼ活性およびEasD活性を含むか、または少なくとも1つのEasHおよびEas
D、EasAおよびEasG活性、さらにより好ましくは少なくとも1つのEasH、EasD、EasAリダク
ターゼおよびEasG活性を含む。
【０１０４】
　別の実施形態においては、組換え微生物は、少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC
、EasD、EasH、EasAおよびEasG活性、好ましくは少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、Eas
C、EasD、EasH、EasAリダクターゼおよびEasG活性を含む。
【０１０５】
　さらなる実施形態においては、組換え微生物は、少なくとも1つのEasD、EasAおよびEas
G活性、または少なくとも1つのEasD、EasAリダクターゼおよびEasG活性、または少なくと
も1つのEasD、EasAイソメラーゼおよびEasG活性、または少なくとも1つのEasD、EasAリダ
クターゼ、EasAイソメラーゼおよびEasG活性を含む。
【０１０６】
　組換え微生物はまた、少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAリダクタ
ーゼおよびEasG活性、または1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAイソメラーゼお
よびEasG活性、または少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAリダクター
ゼ、EasAイソメラーゼおよびEasG活性を含んでもよい。
【０１０７】
　さらなる実施形態においては、組換え微生物は、少なくとも1つのDmaW、EasF、EasEお
よびEasC活性、または少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasCおよびEasD活性を含む。
【０１０８】
　一実施形態において、組換え微生物は、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAお
よびEasG活性の群から選択される活性の少なくとも2つを含み、ここでEasA活性はEasAリ
ダクターゼもしくはEasAイソメラーゼ活性であってもよく、またはEasAリダクターゼおよ
びEasAイソメラーゼ活性であってもよく、これらの活性は、同じか、または異なる天然麦
角アルカロイド産生生物から取得することができるポリペプチドによって媒介され、例え
ば、一実施形態においては、組換え微生物は、1種の天然麦角アルカロイド産生生物また
は異なる天然麦角アルカロイド産生生物から得られる少なくともEasHおよびEasD、または
少なくともEasHおよびEasA、または少なくともEasH、EasDおよびEasA活性を含む。さらな
る例示的な実施形態においては、組換え生物は、1種の天然麦角アルカロイド産生生物か
ら得られる少なくともEasFおよびEasE、または少なくともEasFおよびEasC、または少なく
ともEasF、EasEおよびEasC活性を含む。
【０１０９】
　天然麦角アルカロイド産生生物は、自然に存在し、少なくとも1種の麦角アルカロイド
を産生する能力を有する生物である。天然麦角アルカロイド産生生物は、クラビシピタセ
ア(Clavicipitaceae)、アルトロデルマタセア(Arthrodermataceae)およびトリココマセア
(Trichocomaceae)、特に、アルトロデルマ・ベンハミア(Arthroderma benhamiae)、クラ
ビケプス(Claviceps)種、ネオティフォジウム(Neotyphodium)種、エピクロエ(Epichloee)
種、スファセリア(Sphacelia)種、バランシア(Balansia)種またはペリグランデュラ(Peri
glandula)種、アスペルギルス(Aspergillus)種およびペニシリウム(Penicillium)種、ペ
シロミセス(Paecylomyces)種、トリコフィトン(Trichophyton)種、アルトデルマ(Arthode
rma)種、メタリジウム(Metarhizium)種、ハイポクレア(Hypocrea)種、アジェロミセス(Aj
ellomyces)種、ニューロスポラ(Neurospora)種、パラコクシジオイデス(Paracoccidioide
s)種、ボトリオチニア(Botryotinia)種に属する。天然麦角アルカロイド産生生物の個々
の種の例は、本発明の開示を通して記載される。
【０１１０】
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　天然麦角アルカロイド産生生物ならびに麦角アルカロイド産生のための遺伝子クラスタ
ーに関する情報は、例えば、Schardl CL, Young CA, Hesse U, Amyotte SG, Andreeva K
ら(2013) Plant-Symbiotic Fungi as Chemical Engineers: Multi-Genome Analysis of t
he Clavicipitaceae Reveals Dynamics of Alkaloid Loci. PLoS Genet 9(2): e1003323.
 doi:10.1371/journal.pgen.1003323、およびSchardl CLら、「The epichloae: alkaloid
 diversity and roles in symbiosis with grasses」、Curr Opin Plant Biol (2013),16
:1-9に見出すことができる。
【０１１１】
　好ましくは、前記組換え微生物は、天然麦角アルカロイド産生生物ではない、細菌、酵
母、放線菌、または糸状菌である。そのような糸状菌は、子嚢菌、不完全菌類、または担
子菌であってもよく、好ましい種は、シゾフィルム・コミュン(Schizophyllum commune)
である。
【０１１２】
　本発明の宿主細胞として用いられる好ましい細菌は、大腸菌(Escherichia coli)および
バチルス・サブチリス(Bacilus subtilis)からなる群より選択される。
【０１１３】
　好ましい酵母は、クルイベロミセス(Kluyveromyces)、サッカロミセス(Saccharomyces)
、シゾサッカロミセス(Schizosaccharomyces)、ヤロウイア(Yarrowia)およびピチア(Pich
ia)からなる群より選択される。
【０１１４】
　より好ましいのは、クルイベロミセス・ラクチス(Kluyveromyces lactis)、サッカロミ
セス・セレビジア(Saccharomyces cerevisiae)、シゾサッカロミセス・ポンベ(Schizosac
charomyces pombe)、ヤロウイア・リポリティカ(Yarrowia lipolytica)およびピチア・ス
チピテス(Pichia stipites)からなる群より選択される組換え微生物である。
【０１１５】
　さらにより好ましくは、組換え微生物は、サッカロミセス・セレビジア(Saccharomyces
 cerevisiae)である。
【０１１６】
　本発明は、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAリダクターゼ、EasAイソメラー
ゼおよびEasG活性からなる群より選択される少なくとも1つの上方調節された活性を有す
る組換え天然麦角アルカロイド産生生物も包含する。
【０１１７】
　一実施形態において、組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、少なくとも上方調節さ
れたEasHおよびEasD、EasAおよびEasG活性、さらにより好ましくは、上方調節されたEasH
、EasD、EasAリダクターゼおよびEasG活性を含む。
【０１１８】
　別の実施形態においては、組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、少なくとも上方調
節されたDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAおよびEasG活性、好ましくは少なく
とも上方調節されたDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAリダクターゼおよびEasG
活性を含む。
【０１１９】
　さらなる実施形態においては、組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、少なくとも上
方調節されたEasD、EasAおよびEasG活性、または少なくとも上方調節されたEasD、EasAリ
ダクターゼおよびEasG活性、または少なくとも上方調節されたEasD、EasAイソメラーゼお
よびEasG活性、または少なくとも上方調節されたEasD、EasAリダクターゼ、EasAイソメラ
ーゼおよびEasG活性を含む。
【０１２０】
　組換え天然麦角アルカロイド産生生物はまた、少なくとも上方調節されたDmaW、EasF、
EasE、EasC、EasD、EasAリダクターゼおよびEasG活性、または上方調節されたDmaW、EasF
、EasE、EasC、EasD、EasAイソメラーゼおよびEasG活性、または上方調節されたDmaW、Ea
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sF、EasE、EasC、EasD、EasAリダクターゼ、EasAイソメラーゼおよびEasG活性を含んでも
よい。
【０１２１】
　さらなる実施形態において、組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、少なくとも上方
調節されたDmaW、EasF、EasEおよびEasC活性、または上方調節されたDmaW、EasF、EasE、
EasCおよびEasD活性を含む。
【０１２２】
　さらなる実施形態において、組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、EasD、EasH、Ea
sAリダクターゼ、EasAイソメラーゼおよびEasG活性の群から選択される少なくとも1つの
下方調節された活性を含む。
【０１２３】
　一実施形態においては、組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、DmaW、EasF、EasE、
EasC、EasD、EasH、EasAおよびEasG活性の群から選択される少なくとも1つの上方調節さ
れた活性を含み、EasA活性はEasAリダクターゼもしくはEasAイソメラーゼ活性であっても
よく、またはEasAリダクターゼおよびEasAイソメラーゼ活性であってもよく、これらの活
性は、同じか、または異なる天然麦角アルカロイド産生生物から得られるポリペプチドに
より媒介され、例えば、一実施形態においては、組換え微生物は、1種の天然麦角アルカ
ロイド産生生物または異なる天然麦角アルカロイド産生生物から得られる少なくともEasH
およびEasD、または少なくともEasHおよびEasA、または少なくともEasH、EasDおよびEasA
活性を含む。さらに例示的な実施形態においては、組換え生物は、1種の天然麦角アルカ
ロイド産生生物または異なる天然麦角アルカロイド産生生物から得られる少なくともEasF
およびEasE、または少なくともEasFおよびEasC、または少なくともEasF、EasEおよびEasC
を含む。
【０１２４】
　好ましくは、組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、クラビシピタセア(Clavicipita
ceae)、アルトロデルマタセア(Arthrodermataceae)およびトリココマセア(Trichocomacea
e)、特に、アルトロデルマ・ベンハミア(Arthroderma benhamiae)、クラビケプス(Clavic
eps)種、ネオティフォジウム(Neotyphodium)種、エピクロエ(Epichloee)種、スファセリ
ア(Sphacelia)種、バランシア(Balansia)種もしくはペリグランデュラ(Periglandula)種
、アスペルギルス(Aspergillus)種およびペニシリウム(Penicillium)種、ペシロミセス(P
aecylomyces)種、トリコフィトン(Trichophyton)種、アルトデルマ(Arthoderma)種、メタ
リジウム(Metarhizium)種、ハイポクレア(Hypocrea)種、アジェロミセス(Ajellomyces)種
、ニューロスポラ(Neurospora)種、パラコクシジオイデス(Paracoccidioides)種、ボトリ
オチニア(Botryotinia)種の群から選択されるか、またはアスペルギルス属、特に、アス
ペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、アスペルギルス・ニガー(Aspergil
lus niger)、アスペルギルス・オリザエ(Aspergillus oryzae)、アスペルギルス・ニデュ
ランス(Aspergillus nidulans)、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus fumigatus)
、アスペルギルス・アクレアタス(Aspergillus aculeatus)、アスペルギルス・ケシエル
ス(Aspergillus caesiellus)、アスペルギルス・カンジダス(Aspergillus candidus)、ア
スペルギルス・カルネウス(Aspergillus carneus)、アスペルギルス・クラバタス(Asperg
illus clavatus)、アスペルギルス・デフレクタス(Aspergillus deflectus)、アスペルギ
ルス・フィシェリアヌス(Aspergillus fischerianus)、アスペルギルス・フラバス(Asper
gillus flavus)、アスペルギルス・グラウカス(Aspergillus glaucus)、アスペルギルス
・オクラセウス(Aspergillus ochraceus)、アスペルギルス・パラシチクス(Aspergillus 
parasiticus)、アスペルギルス・ペニシロイデス(Aspergillus penicilloides)、アスペ
ルギルス・レストリクタス(Aspergillus restrictus)、アスペルギルス・ソジャエ(Asper
gillus sojae)、アスペルギルス・タマリ(Aspergillus tamari)、アスペルギルス・テレ
ウス(Aspergillus terreus)、アスペルギルス・ウスタス(Aspergillus ustus)、アスペル
ギルス・ベルシコロル(Aspergillus versicolor)からなる群より選択される; より好まし
くは、組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、アスペルギルス・フミガタス(Aspergill
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us fumigatus)、アスペルギルス・ジャポニカス(Apergillus japonicus)、アスペルギル
ス・ニデュランス(Aspergillus nidulans)およびアスペルギルス・オリザエ(Aspergillus
 oryzae)からなる群より選択されるか、または
ペニシリウム(Penicillium)属、例えば、ペニシリウム・オーランティオグリセウム(Peni
cillium aurantiogriseum)、ペニシリウム・ビライエ(Penicillium bilaiae)、ペニシリ
ウム・カメンベルティ(Penicillium camemberti)、ペニシリウム・カンジダム(Penicilli
um candidum)、ペニシリウム・クリソゲナム(Penicillium chrysogenum)、ペニシリウム
・クラビフォルム(Penicillium claviforme)、ペニシリウム・コミュン(Penicillium com
mune)、ペニシリウム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コリロフィ
ナム(Penicillium corylophinum)、ペニシリウム・コミュン(Penicillium comune)、ペニ
シリウム・フェルタナム(Penicillium fellutanum)、ペニシリウム・ワクスマニ(Penicil
lium waksmanii)、ペニシリウム・クルストサム(Penicillium crustosum)、ペニシリウム
・ジギタタム(Penicillium digitatum)、ペニシリウム・エクスパンサム(Penicillium ex
pansum)、ペニシリウム・フニクロサム(Penicillium funiculosum)、ペニシリウム・グラ
ブラム(Penicillium glabrum)、ペニシリウム・グラウカム(Penicillium glaucum)、ペニ
シリウム・イタリカム(Penicillium italicum)、ペニシリウム・ラクサルミエンテイ(Pen
icillium lacussarmientei)、ペニシリウム・マルネフェイ(Penicillium marneffei)、ペ
ニシリウム・プルプロゲナム(Penicillium purpurogenum)、ペニシリウム・ロケフォルテ
ィ(Penicillium roqueforti)、ペニシリウム・ストロニフェルム(Penicillium stolonife
rum)、ペニシリウム・ウライエンス(Penicillium ulaiense)、ペニシリウム・ベルコサム
(Penicillium verrucosum)、ペニシリウム・ビリジカタム(Penicillium viridicatum); 
または
クラビケプス(Claviceps)属、例えば、クラビケプス・アフリカーナ(Claviceps africana
)、クラビケプス・ギガンテア(Claviceps gigantea)、クラビケプス・グロヒイ(Clavicep
s grohii)、クラビケプス・シペリ(Claviceps cyperi)、クラビケプス・フシフォルミス(
Claviceps fusiformis)、クラビケプス・ヒルテラ(Claviceps hirtella)、クラビケプス
・ニグリカンス(Claviceps nigricans)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、
クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケプス・ソルギ(Claviceps sor
ghi)、クラビケプス・ジザニア(Claviceps zizaniae)、好ましくは、クラビケプス・アフ
リカーナ(Claviceps africana)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、もしく
はクラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、または
ペシロミセス(Paecilomyces)属、例えば、ペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces di
varicatus)、アルトロデルマ(Arthroderma)属、例えば、アルトロデルマ・ベンハミア(Ar
throderma benhamiae)、もしくはトリコフィトン(Trichophyton)属、例えば、トリコフィ
トン・ベルコサム(Trichophyton verrucosum)、もしくはミクロスポルム(Microsporum)属
、例えば、ミクロスポルム・カニス(Microsporum canis)からなる群より選択される。
【０１２５】
　さらにより好ましいのは、アスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、
アスペルギルス・ニガー(Aspergillus niger)、アスペルギルス・オリザエ(Aspergillus 
oryzae)、アスペルギルス・ニデュランス(Aspergillus nidulans)、アスペルギルス・フ
ミガタス(Aspergillus fumigatus)、クラビケプス・アフリカーナ(Claviceps africana)
、クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケプス・フシフォルミス(Cla
viceps fusiformis)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、クラビケプス・ジ
ザニア(Claviceps zizaniea)、ペニシリウム・クリソゲナム(Penicillium chrysogenum)
、ペニシリウム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コリロフィナム(P
enicillium corylophinum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fellutanum)、ペ
ニシリウム・ワクスマニ(Penicillium waksmanii)、ペニシリウム・ロケフォルティ(Peni
cillium roqueforti)、およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divaricatus)
からなる群より、好ましくは、アスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)
、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus fumigatus)、クラビケプス・プルプレア(Cl
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aviceps purpurea)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、クラビケプス・アフ
リカーナ(Claviceps africana)およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divari
catus)からなる群より選択される組換え天然麦角アルカロイド産生生物である。
【０１２６】
　組換え天然麦角アルカロイド産生生物を用いて、シクロクラビン、フェスツクラビン、
アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、またはカノクラビンIの少なくとも1つを産生
させることができる。より多くのシクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、
カノクラビンアルデヒド、および/またはカノクラビンIを提供するために活性を上方調節
および/または下方調節するべきであることに関するさらなる指針は、図1および図2に含
まれる。
【０１２７】
　例えば、組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、上方調節されたEasH活性を有する、
好ましくは、上方調節されたEasHおよびEasAリダクターゼ活性ならびに下方調節されたEa
sAイソメラーゼ活性を有する、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、クラビケ
プス・プルプレア(Claviceps purpurea)、またはクラビケプス・アフリカーナ(Claviceps
 aricana)の細胞である。
【０１２８】
　上記の組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物は全て、好ましくは、
トリプトファンおよび/もしくはDMAPPの拡大された細胞内供給ならびに/またはMe-DMATの
拡大された細胞内供給を含む。DMAPPおよび/またはMe-DMATのこの拡大された細胞内供給
を、組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物のメバロネート経路の遺伝
子またはポリペプチドの活性を上方調節することによって提供することができる。サッカ
ロミセス・セレビジア(Sacharromyces cerevisiae)のメバロネート経路の遺伝子およびポ
リペプチドの例は、配列番号12、13、14、15、16、17、または18により記載される。これ
らの遺伝子の相同体およびその配列変異体は、当業者には容易に利用可能である。
【０１２９】
　例えば、組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、ERG9、およびER
G20活性の群より選択される少なくとも1つの下方調節された活性を含んでもよく、または
少なくとも1つの上方調節されたHMG-CoAリダクターゼ活性を含んでもよいか、またはERG9
およびERG20活性の群より選択される少なくとも1つの下方調節された活性ならびに少なく
とも1つの上方調節されたHMG-CoAリダクターゼ活性を含んでもよい。
【０１３０】
　従って、本発明は、好ましくは、本発明のポリヌクレオチドに加えて、本明細書に記載
されるクラビン型アルカロイドの合成のための出発材料としてのトリプトファンの合成に
必要とされるか、またはそれを容易にするポリヌクレオチドを含む組換え微生物または組
換え天然麦角アルカロイド産生生物を想定する。より好ましくは、そのような酵素は、ト
リプトファン合成酵素である。トリプトファンの生合成に関するさらなる詳細は、例えば
、Radwanski 1995, Plant Cell 7(7): 921-934に見出すことができる。
【０１３１】
　本発明の一実施形態においては、上記の組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイ
ド産生生物は、少なくとも1つのEasH活性をコードする、または少なくとも1つのEasHおよ
びEasD活性をコードする、または少なくとも1つのEasAリダクターゼもしくは少なくとも1
つのEasAイソメラーゼ活性をコードする、または少なくとも1つのEasD、EasAイソメラー
ゼおよびEasG活性をコードする、または少なくとも1つのEasD、EasAリダクターゼおよびE
asG活性をコードする、または少なくとも1つのEasH、EasD、EasAリダクターゼ、EasAイソ
メラーゼおよびEasG活性をコードする、または少なくとも1つのEasH、EasD、EasAリダク
ターゼおよびEasG活性をコードする、または少なくとも1つのEasH、EasD、EasAイソメラ
ーゼおよびEasG活性をコードする、または少なくとも1つのDmaW、EasF、EasEおよびEasC
活性をコードする、または少なくとも2つの上記の代替物をコードする、少なくとも1つの
組換えポリヌクレオチドを含む。
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【０１３２】
　従って、本発明のさらなる実施形態は、少なくとも1つのEasH活性をコードする、また
は少なくとも1つのEasHおよびEasD活性をコードする、または少なくとも1つのEasAリダク
ターゼもしくは少なくとも1つのEasAイソメラーゼ活性をコードする、または少なくとも1
つのEasD、EasAイソメラーゼおよびEasG活性をコードする、または少なくとも1つのEasD
、EasAリダクターゼおよびEasG活性をコードする、または少なくとも1つのEasH、EasD、E
asAリダクターゼ、EasAイソメラーゼおよびEasG活性をコードする、または少なくとも1つ
のEasH、EasD、EasAイソメラーゼおよびEasG活性をコードする、または少なくとも1つのD
maW、EasF、EasEおよびEasC活性をコードする、または少なくとも2つの上記の代替物をコ
ードする、組換えポリヌクレオチドである。
【０１３３】
　本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物ま
たは組換えポリヌクレオチドのいずれか1つのDmaW活性は、好ましくは、
　a)配列番号145および146に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%
、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　b)配列番号147および/または190に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、9
6%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド
、
　c)配列番号1、19、20、179および/または180に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、
48%、50%、52%、54%、56%、58%、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、
80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、また
は100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　d)配列番号1、19、20、21、22、23、24、25、26、27および/または28に対する少なくと
も90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有す
るアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　e)配列番号102、122および/または123に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、8
0%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または
100%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　f)配列番号129および/または137に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、8
2%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%
の配列同一性を有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　g)配列番号102、122、123、129および/または137により記載される配列群から選択され
るポリヌクレオチド配列の少なくとも15個の連続するヌクレオチドをそれぞれ含む、2つ
のPCRプライマーを用いて得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　h)配列番号102、122、123、129および/または137にストリンジェントな条件下でハイブ
リダイズするポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　i)a)～h)の少なくとも2つに記載の、好ましくは少なくともb)およびc)に記載のポリペ
プチド、ならびに
　j)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～i)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリペプチド
をコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドの活性に起因するものである。
【０１３４】
　DmaW活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、原理的には、本明細
書に記載の任意の天然麦角アルカロイド産生生物から取得することができる。一実施形態
においては、前記ポリヌクレオチドは、アスペルギルス・テレウス(Aspergillus terreus
)、バランシア・アンドロポゴニス(Balansia andropogonis)、バランシア・シペリ(Balan
sia cyperi)、バランシア・オブテクタ(Balansia obtecta)、バランシア・ピルラフォル
ミス(Balansia pilulaeformis)、クラビケプス・アフリカーナ(Claviceps africana)、ク
ラビケプス・フシフォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・ヒルテラ(Clavice
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ps hirtella)、スファセリア・エリオクロア(Sphacelia eriochloae)、スファセリア・テ
キセンシス(Sphacelia texensis)、スファセリア・ロベレッシ(Sphacelia lovelessii)、
ネオティフォジウム(Neotyphodium)種Lp1、ネオティフォジウム・コエノフィアルム(Neot
yphodium coenophialum)、ネオティフォジウム・ロリ(Neotyphodium lolii)、ペニシリウ
ム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コミュン(Penicillium commune
)、ペニシリウム・コリロフィルム(Penicillium corylophillum)、ペニシリウム・クルス
トサム(Penicillium crustosum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fellutanum
)およびペニシリウム・パリタンス(Penicillium palitans)からなる群より選択される、
またはアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、アスペルギルス・ニガ
ー(Aspergillus niger)、アスペルギルス・オリザエ(Aspergillus oryzae)、アスペルギ
ルス・ニデュランス(Aspergillus nidulans)、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus
 fumigatus)、クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケプス・フシフ
ォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、クラ
ビケプス・ジザニア(Claviceps zizaniae)、ペニシリウム・クリソゲナム(Penicillium c
hrysogenum)、ペニシリウム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コリ
ロフィナム(Penicillium corylophinum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fel
lutanum)、ペニシリウム・ワクスマニ(Penicillium waksmanii)、ペニシリウム・ロケフ
ォルティ(Penicillium roqueforti)およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces di
varicatus)からなるか、またはアルトロデルマ・ベンタミア(Arthroderma benthamiae)、
アルトロデルマ・オタ(Arthroderma otae)、エピクロエ・ブラキエリトリ(Epichloe brac
hyelytri)、エピクロエ・フェスツカエ(Epichloe festucae)、エピクロエ・グリセリア(E
pichloe glyceriae)、エピクロエ・ティフィナ(Epichloe typhina)、マルブランシェア・
オーランティアカ(Malbranchea aurantiaca)、ミクロスポルム・カニス(Microsporum can
is)、メタリジウム・アクリダム(Metarhizium acridum)、メタリジウム・ロベルトシ(Met
arhizium robertsii)、ペリグランデュラ・イポメア(Periglandula ipomoeae)、トリコフ
ィトン・エクイナム(Trichophyton equinum)、およびトリコフィトン・トンスランス(Tri
chophyton tonsurans)からなるか、またはアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus j
aponicus)、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus fumigatus)、クラビケプス・プル
プレア(Claviceps purpurea)、およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divari
catus)からなるか、またはこれらの群のいずれか1つの組合せである群からなる、天然麦
角アルカロイド産生生物から得られる。
【０１３５】
　DmaW活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、本明細書に開示され
るDmaW活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドに関する配列情報により
提供される配列情報に基づいて設計された、PCRプライマーを用いるPCR法を介してゲノム
断片またはcDNA断片を増幅することにより、上記に列挙された生物から取得することがで
きる。通常、これらの方法において用いられるPCRプライマーのセットは、DmaW活性を有
し、本明細書に開示されるポリペプチドをコードする配列の少なくとも15、16、17、18、
19、20、21、22、23、24、28個であるが、100、90、80、70、60、50、40または30個未満
の連続するヌクレオチドをそれぞれ含む、2つのPCRプライマーからなる。好ましくは、PC
Rプライマーは、増幅されるポリヌクレオチドの配列に、ヌクレオチドの不一致なく結合
する。同じ方法は、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAおよびEasG活性を有するポリペ
プチドをコードするポリヌクレオチドの、対応する活性を有するポリペプチドに関する本
明細書で提供される配列情報を用いた増幅にも適用される。
【０１３６】
　好ましくは、DmaW活性を有する少なくとも1つのポリペプチドは、表2に列挙される配列
、またはこれらのものに対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86
%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一
性を有するポリペプチドから選択される。
【０１３７】
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【表２】

　好ましくは、DmaW活性を有するポリペプチドは、以下に記載のDmaWシグナチャー配列の
少なくとも1つを含むか、またはそれらはDmaWコンセンサス配列を含む。好ましくは、そ
れらは両方のDmaWシグナチャー配列を含み、さらにより好ましくは、それらは両方のDmaW
シグナチャー配列およびDmaWコンセンサス配列を含む。DmaWシグナチャー配列およびコン
センサス配列は、連続するアミノ酸配列を記述し、ここで、それぞれ個々のアミノ酸は、
当業界で用いられる一文字アミノ酸コードに従って特定される。「X」で特定されるアミ
ノ酸は、任意のアミノ酸を表し、好ましくは、それは表2で特定され、図3a～図3dに示さ
れる配列のDmaW配列アラインメントの少なくとも1つのアミノ酸配列中の同じ位置を有す
るアミノ酸を表す。
【０１３８】
　DmaWシグナチャー配列1(配列番号124)：
IXTQNKLALDLXXXXFXXKXYXYPXLKXXTG。
【０１３９】
　DmaWシグナチャー配列2(配列番号125)：
RLXSCDLXXPXSRXKIYXXEXXVXLXXXEDLWTXGGXXXDXXTXXGLXXLRELWXLXXXXXXXXXYPXXXLXXGXXPXEX
LPXMXNXTXXH。
【０１４０】
　DmaWコンセンサス配列(配列番号126)：
MXXXNXXXXXVYXTLSXXFDFXXXXQXLWWHSTAPMFAXMLQTAXYXXHXQYXHLGIYKKXXIPFLGVYPTXXXXRWLSI
LTRYGTPFELSLNCSXSXVRYTYEPINAATGTXKDPFNTXAIWXSLXXLXXXQXGIDLEWFXYFKXXLTLXXXESAYLXX
NNXLVXXQIKTQNKLALDLKGXXFVLKTYIYPALKSXATGKSXHELXFGSVXRLSXXXPSIXXPLXXLEXYVXSRGXXXX
XXXXXXSTXSPRLLSCDLXDPXKSRVKIYLLERMVSLXAMEDLWTLGGRRXDXSTLXGLEMIRELWXLXXLPXGLXXYPX
PYLXLGXIPXEQLPLMANYTLHHXDPXPEPQVYFTXFGMNDXXXXXALTTFFERRGWXXMAXXYKXXLXXXYPHXDXEXL
NYLHAYISFSYRXNKPYLSVYLHSFETGDWPXXXXXXXXFXXXR。
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【０１４１】
　DmaWコンセンサス配列2(配列番号190)：
MXTXNXSXXEVYXTLSXXFDFPNXDQXLWWHSTAPMFAXMLQTANYXXHXQYXHLGIYKKHVIPFLGVYPTXXKXRWLSI
LTRYGTPFELSLNCSXSXVRYTYEPINAATGTXKDPFNTXAIWXSLQXLXXXQXGIDLEWFXYFKXELTLXXXESAYLXX
NNXLVXXQIKTQNKLALDLKGXXFVLKTYIYPALKSXATGKSIHELXFGSVXRLSXXXPSIRXPLXXLEXYVXSRNXXXX
XXXXXXXXLSPRLLSCDLXDPXKSRVKIYLLERMVSLXAMEDLWTLGGRRXDXSTXXGLXMIRELWXLLXXPXGLXXYPX
PYLPLGXIPXEQLPSMANYTLHHXDPXPEPQVYFTVFGMNDMXVXDALTTFFERRGWXXMAXKYKAXLXXSYPHXDHEXL
NYLHAYISFSYRXNKPYLSVYLHSFETGDW。
【０１４２】
　好ましくは、本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイ
ド産生生物または組換えポリヌクレオチドのDmaW活性は、
　a)配列番号19に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するア
ミノ酸配列を含むポリペプチド、
　b)配列番号19に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配
列番号190に対する少なくとも85%、好ましくは少なくとも89%の配列同一性を有し、さら
により好ましくは、図3に示されるアラインメントにおいて100%保存された全てのアミノ
酸を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　c)配列番号180に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58
%、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90
%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するア
ミノ酸配列を含むポリペプチド、
　d)配列番号180に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58
%、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90
%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配
列番号190に対する少なくとも85%、好ましくは少なくとも89%の配列同一性を有し、さら
により好ましくは、図3に示されるアラインメントにおいて100%保存された全てのアミノ
酸を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、および
　e)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～d)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリペプチド
をコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドの活性に起因するものである。
【０１４３】
　本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物ま
たは組換えポリヌクレオチドのいずれか1つのEasF活性は、好ましくは、
　a)配列番号154に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99
%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　b)配列番号6、75および/もしくは76に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%
、52%、54%、56%、58%、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%
、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%
の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　c)配列番号6、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84および/もしくは85に対する少
なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一
性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　d)配列番号107および/もしくは120に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%
、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは
100%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、



(52) JP 2015-530879 A 2015.10.29

10

20

30

40

50

　e)配列番号134および/もしくは142に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%
、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは
100%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　f)配列番号107、120、134および/もしくは142により記載される配列群から選択される
ポリヌクレオチド配列の少なくとも15個の連続するヌクレオチドをそれぞれ含む、2つのP
CRプライマーを用いて得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、また
は
　g)配列番号107、120、134および/もしくは142にストリンジェントな条件下でハイブリ
ダイズするポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　h)a)～g)の少なくとも2つに記載の、好ましくは少なくともa)およびb)に記載のポリペ
プチド、ならびに
　i)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～h)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリペプチド
をコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドの活性に起因するものである。
【０１４４】
　EasF活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、原理的には、本明細
書に記載の任意の天然麦角アルカロイド産生生物から取得することができる。一実施形態
においては、前記ポリヌクレオチドは、アスペルギルス・テレウス(Aspergillus terreus
)、バランシア・アンドロポゴニス(Balansia andropogonis)、バランシア・シペリ(Balan
sia cyperi)、バランシア・オブテクタ(Balansia obtecta)、バランシア・ピルラフォル
ミス(Balansia pilulaeformis)、クラビケプス・アフリカーナ(Claviceps africana)、ク
ラビケプス・フシフォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・ヒルテラ(Clavice
ps hirtella)、スファセリア・エリオクロア(Sphacelia eriochloae)、スファセリア・テ
キセンシス(Sphacelia texensis)、スファセリア・ロベレッシ(Sphacelia lovelessii)、
ネオティフォジウム(Neotyphodium)種Lp1、ネオティフォジウム・コエノフィアルム(Neot
yphodium coenophialum)、ネオティフォジウム・ロリ(Neotyphodium lolii)、ペニシリウ
ム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コミュン(Penicillium commune
)、ペニシリウム・コリロフィルム(Penicillium corylophillum)、ペニシリウム・クルス
トサム(Penicillium crustosum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fellutanum
)およびペニシリウム・パリタンス(Penicillium palitans)からなる群より選択される、
またはアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、アスペルギルス・ニガ
ー(Aspergillus niger)、アスペルギルス・オリザエ(Aspergillus oryzae)、アスペルギ
ルス・ニデュランス(Aspergillus nidulans)、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus
 fumigatus)、クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケプス・フシフ
ォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、クラ
ビケプス・ジザニア(Claviceps zizaniae)、ペニシリウム・クリソゲナム(Penicillium c
hrysogenum)、ペニシリウム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コリ
ロフィナム(Penicillium corylophinum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fel
lutanum)、ペニシリウム・ワクスマニ(Penicillium waksmanii)、ペニシリウム・ロケフ
ォルティ(Penicillium roqueforti)およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces di
varicatus)からなるか、またはアルトロデルマ・ベンタミア(Arthroderma benthamiae)、
アルトロデルマ・ジプセウム(Arthroderma gypseum)、アルトロデルマ・オタ(Arthroderm
a otae)、エピクロエ・ブラキエリトリ(Epichloe brachyelytri)、エピクロエ・フェスツ
カエ(Epichloe festucae)、エピクロエ・グリセリア(Epichloe glyceriae)、エピクロエ
・ティフィナ(Epichloe typhina)、マルブランシェア・オーランティアカ(Malbranchea a
urantiaca)、ミクロスポルム・カニス(Microsporum canis)、メタリジウム・アクリダム(
Metarhizium acridum)、メタリジウム・ロベルトシ(Metarhizium robertsii)、ペリグラ
ンデュラ・イポメア(Periglandula ipomoeae)、トリコフィトン・エクイナム(Trichophyt
on equinum)、トリコフィトン・ルブルム(Trychophyton rubrum)、トリコフィトン・トン
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スランス(Trichophyton tonsurans)およびトリコフィトン・ベルコサム(Trichophyton ve
rrucosum)からなるか、またはアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、
アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus fumigatus)、クラビケプス・プルプレア(Clav
iceps purpurea)、およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divaricatus)から
なるか、またはこれらの群のいずれか1つの組合せである群からなる、天然麦角アルカロ
イド産生生物から得られる。
【０１４５】
　好ましくは、EasF活性を有する少なくとも1つのポリペプチドは、表3に列挙される配列
、またはこれらのものに対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86
%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一
性を有するポリペプチドから選択される。
【０１４６】
【表３】

　好ましくは、EasF活性を有するポリペプチドは、EasFコンセンサス配列を含む。EasFコ
ンセンサス配列は、連続するアミノ酸配列を記述し、ここで、それぞれ個々のアミノ酸は
、当業界で用いられる一文字アミノ酸コードに従って特定される。「X」で特定されるア
ミノ酸は、任意のアミノ酸を表し、好ましくは、それは表3で特定され、図4a～図4cに示
される配列のEasF配列アラインメントの少なくとも1つのアミノ酸配列中の同じ位置を有
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するアミノ酸を表す。
【０１４７】
　EasFコンセンサス配列(配列番号154)：
MXXPXVIDIRXSXFEDSIPDQVIXGLXSXPKTLPALLFYSNEGLXHWNHHSHQPDFYPRHQEIXILKXKAXEMAASIAXN
SVVVDLGSASLDKVIHLLEALEAQXKXVTYYALDLSASQLXSTLXAIPTXQXFRHVRFAGLHGTFDDGLXWLXETPEIRD
LPHCVLLFGLTIGNFSRPNAAAFLRNIAXHALXGXSXXQSSILLSLDSCKVPTQVLRAYTAEGVVPFALQSLTYANTLFX
XKXXXXXXXXXXXXVFNPDDWYYLSEWNFVLGRHEASLIPRSKDIXLGAPLDXIVVRKDEKVRFGCSYKYDXXERXELFX
AAGLKDEXXWSXEGCDVAFYQLKL。
【０１４８】
　好ましくは、本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイ
ド産生生物または組換えポリヌクレオチドのいずれか1つのEasF活性は、
　a)配列番号6に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するア
ミノ酸配列を含むポリペプチド、
　b)配列番号6に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配
列番号154に対する少なくとも75%、好ましくは少なくとも79%の配列同一性を有し、さら
により好ましくは、図4に示されるアラインメント中で100%保存された全てのアミノ酸を
有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　c)配列番号75に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するア
ミノ酸配列を含むポリペプチド、
　d)配列番号6に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配
列番号154に対する少なくとも75%、好ましくは少なくとも83%の配列同一性を有し、さら
により好ましくは、図4に示されるアラインメント中で100%保存された全てのアミノ酸を
有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　e)配列番号76に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するア
ミノ酸配列を含むポリペプチド、
　f)配列番号76に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配
列番号154に対する少なくとも75%、好ましくは少なくとも78%の配列同一性を有し、さら
により好ましくは、図4に示されるアラインメント中で100%保存された全てのアミノ酸を
有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、ならびに
　g)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～f)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリペプチド
をコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドの活性に起因するものである。
【０１４９】
　本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物ま
たは組換えポリヌクレオチドのいずれか1つのEasE活性は、好ましくは、
　a)配列番号153、185および/もしくは191に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有する、好ましくは、配列番
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号191に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしく
は100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　b)配列番号5および/もしくは64に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52
%、54%、56%、58%、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84
%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配
列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　c)配列番号5、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73および/もしくは74に対する少
なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一
性を有するか、または配列番号5、64、175、66、67、68、69、176、71、177、73および/
もしくは178に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、
もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　d)配列番号106に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88
%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を
有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　e)配列番号133および/もしくは141に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%
、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは
100%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　f)配列番号106、133および/もしくは141により記載される配列群から選択されるポリヌ
クレオチド配列の少なくとも15個の連続するヌクレオチドをそれぞれ含む、2つのPCRプラ
イマーを用いて得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　g)配列番号106、133および/もしくは141にストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　h)a)～g)の少なくとも2つに記載の、好ましくは少なくともa)およびb)に記載のポリペ
プチド、ならびに
　i)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～h)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリヌクレオ
チドの活性に起因するものである。
【０１５０】
　好ましくは、コードされるポリペプチドは、小胞体への選別シグナルとして機能するこ
とができるN末端配列を有する。
【０１５１】
　EasE活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、原理的には、本明細
書に記載の任意の天然麦角アルカロイド産生生物から取得することができる。一実施形態
においては、前記ポリヌクレオチドは、アスペルギルス・テレウス(Aspergillus terreus
)、バランシア・アンドロポゴニス(Balansia andropogonis)、バランシア・シペリ(Balan
sia cyperi)、バランシア・オブテクタ(Balansia obtecta)、バランシア・ピルラフォル
ミス(Balansia pilulaeformis)、クラビケプス・アフリカーナ(Claviceps africana)、ク
ラビケプス・フシフォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・ヒルテラ(Clavice
ps hirtella)、スファセリア・エリオクロア(Sphacelia eriochloae)、スファセリア・テ
キセンシス(Sphacelia texensis)、スファセリア・ロベレッシ(Sphacelia lovelessii)、
ネオティフォジウム(Neotyphodium)種Lp1、ネオティフォジウム・コエノフィアルム(Neot
yphodium coenophialum)、ネオティフォジウム・ロリ(Neotyphodium lolii)、ペニシリウ
ム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コミュン(Penicillium commune
)、ペニシリウム・コリロフィルム(Penicillium corylophillum)、ペニシリウム・クルス
トサム(Penicillium crustosum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fellutanum
)およびペニシリウム・パリタンス(Penicillium palitans)からなる群より選択される、
またはアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、アスペルギルス・ニガ
ー(Aspergillus niger)、アスペルギルス・オリザエ(Aspergillus oryzae)、アスペルギ
ルス・ニデュランス(Aspergillus nidulans)、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus
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 fumigatus)、クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケプス・フシフ
ォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、クラ
ビケプス・ジザニア(Claviceps zizaniae)、ペニシリウム・クリソゲナム(Penicillium c
hrysogenum)、ペニシリウム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コリ
ロフィナム(Penicillium corylophinum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fel
lutanum)、ペニシリウム・ワクスマニ(Penicillium waksmanii)、ペニシリウム・ロケフ
ォルティ(Penicillium roqueforti)およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces di
varicatus)からなるか、またはアルトロデルマ・ベンタミア(Arthroderma benthamiae)、
アルトロデルマ・ジプセウム(Arthroderma gypseum)、アルトロデルマ・オタ(Arthroderm
a otae)、エピクロエ・ブラキエリトリ(Epichloe brachyelytri)、エピクロエ・フェスツ
カエ(Epichloe festucae)、エピクロエ・グリセリア(Epichloe glyceriae)、エピクロエ
・ティフィナ(Epichloe typhina)、マルブランシェア・オーランティアカ(Malbranchea a
urantiaca)、ミクロスポルム・カニス(Microsporum canis)、メタリジウム・アクリダム(
Metarhizium acridum)、メタリジウム・ロベルトシ(Metarhizium robertsii)、ペリグラ
ンデュラ・イポメア(Periglandula ipomoeae)、トリコフィトン・エクイナム(Trichophyt
on equinum)、トリコフィトン・ルブルム(Trychophyton rubrum)、トリコフィトン・トン
スランス(Trichophyton tonsurans)およびトリコフィトン・ベルコサム(Trichophyton ve
rrucosum)からなるか、またはアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、
アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus fumigatus)、クラビケプス・プルプレア(Clav
iceps purpurea)、およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divaricatus)から
なるか、またはこれらの群のいずれか1つの組合せである群からなる、天然麦角アルカロ
イド産生生物から得られる。
【０１５２】
　好ましくはEasE活性を有する少なくとも1つのポリペプチドは、表4に列挙される配列、
またはこれらのものに対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%
、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性
を有するポリペプチドから選択される。
【０１５３】
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【表４】

　好ましくは、EasE活性を有するポリペプチドは、EasEコンセンサス配列を含む。EasEコ
ンセンサス配列は、連続するアミノ酸配列を記述し、ここで、それぞれ個々のアミノ酸は
、当業界で用いられる一文字アミノ酸コードに従って特定される。「X」で特定されるア
ミノ酸は、任意のアミノ酸を表し、好ましくは、それは表4で特定され、図5a～図5eに示
される配列のEasE配列アラインメントの少なくとも1つのアミノ酸配列中の同じ位置を有
するアミノ酸を表す。
【０１５４】
　EasEコンセンサス配列(配列番号153)：
MXXLVXXXXXXXLXXXLXXXXXXXXXCRCRPWEXCWPSXXXWXSXNXSIDGXLXXLRPIAXVCHXPXFDXSACXXLLXLS
RDSGWRASNPGXLQDWVWEAGXTANESCPVGSXRXXSXXXSCHQGRIPLYSAAVESTXQVQXAVRFARRHNLRLVIRNTG
HDXAGRSSAPDSFQIHTHRLQEIXFHXNFRLXGSXXXXTSLGXPAVTVGAGVMMGELYAXGARXGYMVLGGECPTVGVVG
GFLQGGGVSSFLSFXXGLAVDNVLEYEVVTAXGELVVANAHQNQDLFWALRGGGGGTFGVVTRATMRVFPDVPVVVSEIL
LXAXXAXSSFWTXGLSXLLTALQSLNQDNVGGQLVIXXXXKDAVQASIXLFFLNMTEXAXIDXRMKPXLTXLSXXNIXYT
XSSKXLPXXSSXLRXXPDIHPDNXYGILXSSVLISQXLFXSSEGPXKVAXXLAXLPMSPXDLLFTSNLGGRVIANGXXEL
AETSMHPAWRSAAQLINYVRTVXEPSIEGKAXALEXLTNXQMPILYAIDPXFKLSYRNLGDPNEKDFQQVYWGXNXYGRL
SXIKKKWDPDDLFFSKLGVGSEXWDSEGMCRKXXXXQXXLXQXLXXLXS。
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【０１５５】
　EasEコンセンサス配列2(配列番号153)：
LLTXGLVALLSWXIYTXXTXXXSCRCRPWESCWPSEEXWXSLNTSIDGXLVRLRPIAHVCHGPXFDXSACDNLLXLSRDS
GWRASNPGXLQDWVWEAGXTANESCPVGSXRXXSXXXSCHQGRIPLYSAAVESTXQVQXAVRFARRHNLRLVIRNTGHDX
AGRSSAPDSFQIHTHRLQEIXFHXNFRLXGSXXXXTSLGXPAVTVGAGVMMGELYAXGARXGYMVLGGECPTVGVVGGFL
QGGGVSSFLSFXXGLAVDNVLEYEVVTAXGELVVANAHQNQDLFWALRGGGGGTFGVVTRATMRVFPDVPVVVSEILLXA
XXAXSSFWTXGLSXLLTALQSLNQDNVGGQLVIXXXXKDAVQASIXLFFLNMTEXAXIDXRMKPXLTXLSXXNIXYTXSS
KXLPXXSSXLRXXPDIHPDNXYGILXSSVLISQXLFXSSEGPXKVAXXLAXLPMSPXDLLFTSNLGGRVIANGXXELAET
SMHPAWRSAAQLINYVRTVXEPSIEGKAXALEXLTNXQMPILYAIDPXFKLSYRNLGDPNEKDFQQVYWGXNXYGRLSXI
KKKWDPDDLFFSKLGVGSEXWDSEGMCRKXXXXQ XXLXQXLXXLXS。
【０１５６】
　EasEコアコンセンサス配列(配列番号191)：
CRCRPWESCWPSEEXWXSLNTSIDGXLVRLRPIAHVCHGPXFDXSACDNLLXLSRDSGWRASNPGXLQDWVWEAGXTANE
SCPVGSXRXXXXXXSCHQGRIPLYSAAVESTXQVQXAVRFARRHNLRLVIRNTGHDXAGRSSAPDSFQIHTHRLQEIXFH
XNFRLXGSXXXXTSLGXPAVTVGAGVMMGELYAXGARXGYMVLGGECPTVGVVGGFLQGGGVSSFLSFXXGLAVDNVLEY
EVVTAXGELVVANAHQNQDLFWALRGGGGGTFGVVTRATMRVFPDVPVVVSEILLXAXXAXSSFWTXGLSXLLTALQSLN
QDNVGGQLVIXXXXKDAVQASIXLFFLNMTEXAXIDXRMKPXLTXLSXXNIXYTXSSKXLPXXSSXLRXXPDIHPDNXYG
ILXSSVLISQXLFXSSEGPXKVAXXLAXLPMSPXDLLFTSNLGGRVIANGXXELAETSMHPAWRSAAQLINYVRTVXEPS
IEGKAXALEXLTNXQMPILYAIDPXFKLSYRNLGDPNEKDFQQVYWGXNXYGRLSXIKKKWDPDDLFFSKLGVGSEXWDS
EGMCRK。
【０１５７】
　好ましくは、本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイ
ド産生生物または組換えポリヌクレオチドのEasE活性は、
　a)配列番号5に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するア
ミノ酸配列を含むポリペプチド、
　b)配列番号5に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配
列番号191に対する少なくとも70%、好ましくは少なくとも73%の配列同一性を有し、さら
により好ましくは、図5に示されるアラインメントにおいて100%保存された全てのアミノ
酸を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　c)配列番号64に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するア
ミノ酸配列を含むポリペプチド、
　d)配列番号64に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配
列番号191に対する少なくとも75%、好ましくは少なくとも79%の配列同一性を有し、さら
により好ましくは、図5に示されるアラインメントにおいて100%保存された全てのアミノ
酸を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、および
　e)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～d)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリペプチド
をコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドの活性に起因するものである。
【０１５８】
　本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物ま
たは組換えポリヌクレオチドのいずれか1つのEasC活性は、好ましくは、
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　a)配列番号151および/もしくは192に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプ
チド、または
　b)配列番号3および/もしくは41に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52
%、54%、56%、58%、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84
%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配
列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　c)配列番号3もしくは41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51および/もしくは52
に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%
の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　d)配列番号104に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88
%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を
有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　e)配列番号131もしくは139に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、8
4%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配
列同一性を有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　f)配列番号104、131および/もしくは139により記載される配列群から選択されるポリヌ
クレオチド配列の少なくとも15個の連続するヌクレオチドをそれぞれ含む、2つのPCRプラ
イマーを用いて得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　g)配列番号104、131および/もしくは139にストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　h)a)～g)の少なくとも2つに記載の、好ましくは少なくともa)およびb)に記載のポリペ
プチド、ならびに
　i)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～h)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリヌクレオ
チドの活性に起因するものである。
【０１５９】
　EasC活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、原理的には、本明細
書に記載の任意の天然麦角アルカロイド産生生物から取得することができる。一実施形態
においては、前記ポリヌクレオチドは、アスペルギルス・テレウス(Aspergillus terreus
)、バランシア・アンドロポゴニス(Balansia andropogonis)、バランシア・シペリ(Balan
sia cyperi)、バランシア・オブテクタ(Balansia obtecta)、バランシア・ピルラフォル
ミス(Balansia pilulaeformis)、クラビケプス・アフリカーナ(Claviceps africana)、ク
ラビケプス・フシフォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・ヒルテラ(Clavice
ps hirtella)、スファセリア・エリオクロア(Sphacelia eriochloae)、スファセリア・テ
キセンシス(Sphacelia texensis)、スファセリア・ロベレッシ(Sphacelia lovelessii)、
ネオティフォジウム(Neotyphodium)種Lp1、ネオティフォジウム・コエノフィアルム(Neot
yphodium coenophialum)、ネオティフォジウム・ロリ(Neotyphodium lolii)、ペニシリウ
ム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コミュン(Penicillium commune
)、ペニシリウム・コリロフィルム(Penicillium corylophillum)、ペニシリウム・クルス
トサム(Penicillium crustosum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fellutanum
)およびペニシリウム・パリタンス(Penicillium palitans)からなる群より選択される、
またはアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、アスペルギルス・ニガ
ー(Aspergillus niger)、アスペルギルス・オリザエ(Aspergillus oryzae)、アスペルギ
ルス・ニデュランス(Aspergillus nidulans)、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus
 fumigatus)、クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケプス・フシフ
ォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、クラ
ビケプス・ジザニア(Claviceps zizaniae)、ペニシリウム・クリソゲナム(Penicillium c
hrysogenum)、ペニシリウム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コリ
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lutanum)、ペニシリウム・ワクスマニ(Penicillium waksmanii)、ペニシリウム・ロケフ
ォルティ(Penicillium roqueforti)およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces di
varicatus)からなるか、またはアルトロデルマ・ベンタミア(Arthroderma benthamiae)、
アルトロデルマ・ジプセウム(Arthroderma gypseum)、アルトロデルマ・オタ(Arthroderm
a otae)、エピクロエ・ブラキエリトリ(Epichloe brachyelytri)、エピクロエ・フェスツ
カエ(Epichloe festucae)、エピクロエ・グリセリア(Epichloe glyceriae)、エピクロエ
・ティフィナ(Epichloe typhina)、メタリジウム・アクリダム(Metarhizium acridum)、
メタリジウム・ロベルトシ(Metarhizium robertsii)、ペリグランデュラ・イポメア(Peri
glandula ipomoeae)、トリコフィトン・エクイナム(Trichophyton equinum)、トリコフィ
トン・ルブルム(Trychophyton rubrum)およびトリコフィトン・ベルコサム(Trichophyton
 verrucosum)からなるか、またはアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus
)、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus fumigatus)、クラビケプス・プルプレア(C
laviceps purpurea)、およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divaricatus)か
らなるか、またはこれらの群のいずれか1つの組合せである群からなる、天然麦角アルカ
ロイド産生生物から得られる。
【０１６０】
　好ましくはEasC活性を有する少なくとも1つのポリペプチドは、表5に列挙される配列、
またはこれらのものに対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%
、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性
を有するポリペプチドから選択される。
【０１６１】
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【表５】

　好ましくは、EasC活性を有するポリペプチドは、EasCコンセンサス配列を含む。EasCコ
ンセンサス配列は、連続するアミノ酸配列を記述し、ここで、それぞれ個々のアミノ酸は
、当業界で用いられる一文字アミノ酸コードに従って特定される。「X」で特定されるア
ミノ酸は、任意のアミノ酸を表し、好ましくは、それは表5で特定され、図6a～図6dに示
される配列のEasC配列アラインメントの少なくとも1つのアミノ酸配列中の同じ位置を有
するアミノ酸を表す。
【０１６２】
　EasCコンセンサス配列(配列番号151)：
AXXXSXXYTTSNGCPVXXPEGXXXXGXXXXLXLXDXHLIDXLAHFNREKIPERAVHAKGAGAYGEFEVTXDISDICXIDM
LLGVGKKTXCVTRFSTTGLERGSADSVRDLKGMAVKFYTXEGNWDWVXLNXPMFFIRDPSKFPXLIHAQRRDPQTNLXNP
SMFWDFVTXNHEALHMVMXQFSDFGTMFXYRSMSGYVGHAYKWVMPDGSFKYVHIFLSSDQGPNFXXGXXAXXIAXXDPD
XATRDLYEAIERGEYPSWTANVQVVDPEDAXKLGFNILDVTKHWNLGXYPXDLXXIPSRXFGKLTLNKNPXNYFAEIEQL
AFSPSHLVPGVEPSEDPILQARLFAYPDAQRYRLGXNHXXIPVNXXKXXFXPXXRDGXXXXXGNYGAXPXYXSXXXXMXF
AXXKSXXXPEHXXWLSXVXSXSWXXXXEXDYKFAREFWXXLPXXRXQEFQDXMVXNMAXSVAQXXXELRKKVYXTFXLVA
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XDLAXRVKXGTEXLVA。
【０１６３】
　EasCコンセンサスコア配列(配列番号192)：
LAHFNREKIPERAVHAKGAGAYGEFEVTXDISDICXIDMLLGVGKKTXCVTRFSTTGLERGSADSVRDLKGMAVKFYTXE
GNWDWVXLNXPMFFIRDPSKFPXLIHAQRRDPQTNLXNPSMFWDFVTXNHEALHMVMXQFSDFGTMFXYRSMSGYVGHAY
KWVMPDGSFKYVHIFLSSDQGPNFXXXXXXXXXXXXDPDXATRDLYEAIERGEYPSWTANVQVVDPEDAXKLGFNILDVT
KHWNLGXYPXDLXXIPSRXFGKLTLNKNPXNYFAEIEQLAFSPSHLVPGVEPSEDPILQARLFAYPDAQRYRLG。
【０１６４】
　好ましくは、本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイ
ド産生生物または組換えポリヌクレオチドのEasC活性は、
　a)配列番号3に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するア
ミノ酸配列を含むポリペプチド、
　b)配列番号3に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配
列番号192に対する少なくとも85%、好ましくは少なくとも87%の配列同一性を有し、さら
により好ましくは、図6に示されるアラインメントにおいて100%保存された全てのアミノ
酸を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　c)配列番号41に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するア
ミノ酸配列を含むポリペプチド、
　d)配列番号41に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配
列番号192に対する少なくとも85%、好ましくは少なくとも90%の配列同一性を有し、さら
により好ましくは、図6に示されるアラインメントにおいて100%保存された全てのアミノ
酸を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、および
　e)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～d)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリペプチド
をコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドの活性に起因するものである。
【０１６５】
　本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物ま
たは組換えポリヌクレオチドのいずれか1つのEasD活性は、好ましくは、
　a)配列番号152に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99
%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　b)配列番号4および/もしくは53に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52
%、54%、56%、58%、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84
%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配
列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　c)配列番号4、53、54、55、56、57、58、59、60、62および/もしくは63に対する少なく
とも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を
有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　d)配列番号105に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88
%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を
有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　e)配列番号132および/もしくは140に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%
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、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは
100%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　f)配列番号105、132および/もしくは140により記載される配列群から選択されるポリヌ
クレオチド配列の少なくとも15個の連続するヌクレオチドをそれぞれ含む、2つのPCRプラ
イマーを用いて得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　g)配列番号105、132および/もしくは140にストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　h)a)～g)の少なくとも2つに記載の、好ましくは少なくともa)およびb)に記載のポリペ
プチド、ならびに
　i)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～h)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリヌクレオ
チドの活性に起因するものである。
【０１６６】
　EasD活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、原理的には、本明細
書に記載の任意の天然麦角アルカロイド産生生物から取得することができる。一実施形態
においては、前記ポリヌクレオチドは、アスペルギルス・テレウス(Aspergillus terreus
)、バランシア・アンドロポゴニス(Balansia andropogonis)、バランシア・シペリ(Balan
sia cyperi)、バランシア・オブテクタ(Balansia obtecta)、バランシア・ピルラフォル
ミス(Balansia pilulaeformis)、クラビケプス・アフリカーナ(Claviceps africana)、ク
ラビケプス・フシフォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・ヒルテラ(Clavice
ps hirtella)、スファセリア・エリオクロア(Sphacelia eriochloae)、スファセリア・テ
キセンシス(Sphacelia texensis)、スファセリア・ロベレッシ(Sphacelia lovelessii)、
ネオティフォジウム(Neotyphodium)種Lp1、ネオティフォジウム・コエノフィアルム(Neot
yphodium coenophialum)、ネオティフォジウム・ロリ(Neotyphodium lolii)、ペニシリウ
ム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コミュン(Penicillium commune
)、ペニシリウム・コリロフィルム(Penicillium corylophillum)、ペニシリウム・クルス
トサム(Penicillium crustosum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fellutanum
)およびペニシリウム・パリタンス(Penicillium palitans)からなる群より選択される、
またはアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、アスペルギルス・ニガ
ー(Aspergillus niger)、アスペルギルス・オリザエ(Aspergillus oryzae)、アスペルギ
ルス・ニデュランス(Aspergillus nidulans)、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus
 fumigatus)、クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケプス・フシフ
ォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、クラ
ビケプス・ジザニア(Claviceps zizaniae)、ペニシリウム・クリソゲナム(Penicillium c
hrysogenum)、ペニシリウム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コリ
ロフィナム(Penicillium corylophinum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fel
lutanum)、ペニシリウム・ワクスマニ(Penicillium waksmanii)、ペニシリウム・ロケフ
ォルティ(Penicillium roqueforti)およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces di
varicatus)からなるか、またはアルトロデルマ・ベンタミア(Arthroderma benthamiae)、
アルトロデルマ・ジプセウム(Arthroderma gypseum)、アルトロデルマ・オタ(Arthroderm
a otae)、エピクロエ・ブラキエリトリ(Epichloe brachyelytri)、エピクロエ・フェスツ
カエ(Epichloe festucae)、エピクロエ・グリセリア(Epichloe glyceriae)、エピクロエ
・ティフィナ(Epichloe typhina)、ミクロスポルム・カニス(Microsporum canis)、メタ
リジウム・アクリダム(Metarhizium acridum)、メタリジウム・ロベルトシ(Metarhizium 
robertsii)、ペリグランデュラ・イポメア(Periglandula ipomoeae)、トリコフィトン・
エクイナム(Trichophyton equinum)、トリコフィトン・ルブルム(Trychophyton rubrum)
、トリコフィトン・トンスランス(Trichophyton tonsurans)、トリコフィトン・ベルコサ
ム(Trichophyton verrucosum)およびトリコデルマ・ビレンス(Trichoderma virens)から
なるか、またはアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、アスペルギル
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ス・フミガタス(Aspergillus fumigatus)、クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpur
ea)、およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divaricatus)からなるか、また
はこれらの群のいずれか1つの組合せである群からなる、天然麦角アルカロイド産生生物
から得られる。
【０１６７】
　好ましくはEasD活性を有する少なくとも1つのポリペプチドは、表6に列挙される配列、
またはこれらのものに対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%
、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性
を有するポリペプチドから選択される。
【０１６８】
【表６】

　好ましくは、EasD活性を有するポリペプチドは、EasDコンセンサス配列を含む。EasDコ
ンセンサス配列は、連続するアミノ酸配列を記述し、ここで、それぞれ個々のアミノ酸は
、当業界で用いられる一文字アミノ酸コードに従って特定される。「X」で特定されるア
ミノ酸は、任意のアミノ酸を表し、好ましくは、それは表6で特定され、図7a～図7bに示
される配列のEasD配列アラインメントの少なくとも1つのアミノ酸配列中の同じ位置を有
するアミノ酸を表す。
【０１６９】
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　EasDコンセンサス配列(配列番号152)：
MASVSSKIFAITGGASGIGAATCRLLAXRGAAVICVGDVSSXNFXSLXKSIKEINPSTKVHCTVLDVSSSSEVDXWLXDI
ISTFGDLHGAANVAGIAQGAGLRQTPTILEEXDXEWXRIFXVNLDGVFYSTRAQVRAMKDLPXXXGXDRSIVNVASIAAF
SHMPDVYAYGTSKAACAYFTTXCVAADVFPXGIRVNXVSPGXITNTPLLPQFXPXAKSLDEVXEXYKKEGFSVIEADDVA
RTIVWLLSEDSRPVYGANINVGACMP。
【０１７０】
　好ましくは、本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイ
ド産生生物または組換えポリヌクレオチドのEasD活性は、
　a)配列番号4に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するア
ミノ酸配列を含むポリペプチド、
　b)配列番号4に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配
列番号152に対する少なくとも80%、好ましくは少なくとも81%の配列同一性を有し、さら
により好ましくは、図7に示されるアラインメントにおいて100%保存された全てのアミノ
酸を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　c)配列番号53に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するア
ミノ酸配列を含むポリペプチド、
　d)配列番号53に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52%、54%、56%、58%
、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配
列番号152に対する少なくとも85%、好ましくは少なくとも86%の配列同一性を有し、さら
により好ましくは、図7に示されるアラインメントにおいて100%保存された全てのアミノ
酸を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、および
　e)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～d)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリペプチド
をコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドの活性に起因するものである。
【０１７１】
　本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物ま
たは組換えポリヌクレオチドのいずれか1つのEasH活性は、好ましくは、
　a)配列番号156に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99
%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　b)配列番号8および/もしくは95に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52
%、54%、56%、58%、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84
%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配
列同一性を有し、配列番号156に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、
97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
または
　c)配列番号8および/もしくは95に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96
%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド
、または
　d)配列番号109および/もしくは157に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%
、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは
100%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　e)配列番号109、136もしくは144および/もしくは157に対する少なくとも70%、72%、74%



(66) JP 2015-530879 A 2015.10.29

10

20

30

40

50

、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%
、99%、もしくは100%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペ
プチド、または
　f)配列番号109、136、144および/もしくは157により記載される配列群から選択される
ポリヌクレオチド配列の少なくとも15個の連続するヌクレオチドをそれぞれ含む、2つのP
CRプライマーを用いて得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、また
は
　g)配列番号109、136、144および/もしくは157にストリンジェントな条件下でハイブリ
ダイズするポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　h)a)～g)の少なくとも2つに記載のポリペプチド、ならびに
　i)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～h)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリヌクレオ
チドの活性に起因するものである。
【０１７２】
　EasH活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、原理的には、本明細
書に記載の任意の天然麦角アルカロイド産生生物から取得することができる。一実施形態
においては、前記ポリヌクレオチドは、アスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus jap
onicus)およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divaricatus)からなる群より
選択される天然麦角アルカロイド産生生物から得られる。
【０１７３】
　EasH活性を有するさらなるポリペプチドは、Stauffacher D.ら(1969)Tetrahedron Vol.
25: p5879-5887に開示されたようなイポメア・ヒルデブランディ(Ipomoea hildebrandtii
)Vatkeの種子に含まれる内生植物に含まれる。
【０１７４】
　好ましくは、EasH活性を有するポリペプチドは、EasHコンセンサス配列を含む。EasHコ
ンセンサス配列は、連続するアミノ酸配列を記述し、ここで、それぞれ個々のアミノ酸は
、当業界で用いられる一文字アミノ酸コードに従って特定される。「X」で特定されるア
ミノ酸は、任意のアミノ酸を表し、好ましくは、それは配列番号8および95により記載さ
れ、図8に示される配列のEasH配列アラインメントの少なくとも1つのアミノ酸配列中の同
じ位置を有するアミノ酸を表す。
【０１７５】
　EasHコンセンサス配列(配列番号156)：
MTXTXTSKPXLRRXPXSAGXXAIFQVLQEDGVXXIEGFXXXXQVXXFNXEXDPHXKXWELGQXSXQEXYLAXMXQLSSLP
LFSKXFRDXLMNXXLLHGXCKXXFGPXSGDYWLTTSSVLETXPGYXGQXLHREHDGIPICTTLGRXSPEXMLNFLTALTD
FTXENGATRVLPGSHLWEDXSXXXXXXDXAIPAXMNPGDAVLFXGKTLHGAGKNXXXDFLRRGFPLIMQSCQFTPVEASV
AXPRXLVETMTPLAQKMVGWRXVSAKGVXIWTYDLKDLAXGXXLK。
【０１７６】
　好ましくは、本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイ
ド産生生物または組換えポリヌクレオチドのEasH活性は、
　a)配列番号8に対する少なくとも80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポ
リペプチド、
　b)配列番号8に対する少なくとも60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%
、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、も
しくは100%の配列同一性を有し、配列番号156に対する少なくとも90%、好ましくは少なく
とも95%の配列同一性を有し、さらにより好ましくは、図8に示されるアラインメントにお
いて100%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　c)配列番号95に対する少なくとも80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポ
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リペプチド、
　d)配列番号95に対する少なくとも60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%
、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、も
しくは100%の配列同一性を有し、配列番号156に対する少なくとも90%、好ましくは少なく
とも95%の配列同一性を有し、さらにより好ましくは、図8に示されるアラインメントにお
いて100%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　e)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～d)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリペプチド
をコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドの活性に起因するものである。
【０１７７】
　本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物ま
たは組換えポリヌクレオチドのいずれか1つのEasA活性は、好ましくは、
　a)配列番号148、149および150に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%
、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、配列番号149のアミノ酸位置18にチ
ロシンを有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　b)配列番号193、194および195に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%
、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、配列番号194の位置18にチロシンを
有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　c)配列番号2および/もしくは31に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52
%、54%、56%、58%、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84
%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配
列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　d)配列番号2、31、32、33、34、35、36、37、38、39および/もしくは40に対する少なく
とも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を
有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　e)配列番号103に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88
%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を
有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　f)配列番号130および/もしくは138に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%
、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは
100%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　g)配列番号103、130および/もしくは138により記載される配列群から選択されるポリヌ
クレオチド配列の少なくとも15個の連続するヌクレオチドをそれぞれ含む、2つのPCRプラ
イマーを用いて得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または(配
列表に含まれる相同体)
　h)配列番号103、130および/もしくは138にストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　i)a)～h)の少なくとも2つに記載の、好ましくは少なくともb)およびc)に記載のポリペ
プチド、ならびに
　j)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～i)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリヌクレオ
チドの活性に起因するものである。
【０１７８】
　EasA活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、原理的には、本明細
書に記載の任意の天然麦角アルカロイド産生生物から取得することができる。一実施形態
においては、前記ポリヌクレオチドは、アスペルギルス・テレウス(Aspergillus terreus
)、バランシア・アンドロポゴニス(Balansia andropogonis)、バランシア・シペリ(Balan
sia cyperi)、バランシア・オブテクタ(Balansia obtecta)、バランシア・ピルラフォル
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ラビケプス・フシフォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・ヒルテラ(Clavice
ps hirtella)、スファセリア・エリオクロア(Sphacelia eriochloae)、スファセリア・テ
キセンシス(Sphacelia texensis)、スファセリア・ロベレッシ(Sphacelia lovelessii)、
ネオティフォジウム(Neotyphodium)種Lp1、ネオティフォジウム・コエノフィアルム(Neot
yphodium coenophialum)、ネオティフォジウム・ロリ(Neotyphodium lolii)、ペニシリウ
ム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コミュン(Penicillium commune
)、ペニシリウム・コリロフィルム(Penicillium corylophillum)、ペニシリウム・クルス
トサム(Penicillium crustosum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fellutanum
)およびペニシリウム・パリタンス(Penicillium palitans)からなる群より選択される、
またはアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、アスペルギルス・ニガ
ー(Aspergillus niger)、アスペルギルス・オリザエ(Aspergillus oryzae)、アスペルギ
ルス・ニデュランス(Aspergillus nidulans)、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus
 fumigatus)、クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケプス・フシフ
ォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、クラ
ビケプス・ジザニア(Claviceps zizaniae)、ペニシリウム・クリソゲナム(Penicillium c
hrysogenum)、ペニシリウム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コリ
ロフィナム(Penicillium corylophinum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fel
lutanum)、ペニシリウム・ワクスマニ(Penicillium waksmanii)、ペニシリウム・ロケフ
ォルティ(Penicillium roqueforti)およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces di
varicatus)からなるか、またはアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)
、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus fumigatus)、クラビケプス・プルプレア(Cl
aviceps purpurea)、およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divaricatus)か
らなるか、またはこれらの群のいずれか1つの組合せである群からなる、天然麦角アルカ
ロイド産生生物から得られる。
【０１７９】
　好ましくはEasA活性を有する少なくとも1つのポリペプチドは、表7に列挙される配列、
またはこれらのものに対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%
、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性
を有するポリペプチドから選択される。
【０１８０】
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【表７】

　好ましくは、EasA活性を有するポリペプチドは、少なくとも1つの以下に記載のEasAシ
グナチャー配列を含む。好ましくは、それらは、少なくとも2つのEasAシグナチャー配列
を含み、さらにより好ましくは、それらは3つ全部のEasAシグナチャー配列を含む。
【０１８１】
　EasAシグナチャーおよびコンセンサス配列は、連続するアミノ酸配列を記述し、ここで
、それぞれ個々のアミノ酸は、当業界で用いられる一文字アミノ酸コードに従って特定さ
れる。「X」で特定されるアミノ酸は、任意のアミノ酸を表し、好ましくは、それは表7で
特定され、図9a～図9dに示される配列のEasA配列アラインメントの少なくとも1つのアミ
ノ酸配列中の同じ位置を有するアミノ酸を表す。さらにより好ましくは、EasA活性を有す
るポリペプチドは、図9a、9bおよび9cにおいて黒色のバーで印を付けられる完全なアミノ
酸配列を含み、図9bにおいて黒色の矢印で印を付けられるアミノ酸位置にフェニルアラニ
ン(F)またはチロシン(Y)のいずれかを含む。
【０１８２】
　EasAシグナチャー配列1.1(配列番号148)：
YXQRXXXXGTLLXXXAXXIXXXXXGXXXXPXXXXXXXXXXWXXXXXXVHXXXXXIXXQLXXXGR。
【０１８３】
　EasAシグナチャー配列2.1(配列番号149)：
AXXXXFDGXEXHXXANGXLXDQFXQXXXNXRXDXXGGXXXXRXRF。
【０１８４】
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　EasAシグナチャー配列3.1(配列番号150)：
GRXXXSXPDLPF。
【０１８５】
　EasAシグナチャー配列1.2(配列番号193)：
YAQRASVPGTLLITEATXISPRAGGFPNVPGIWXEAQIAAWKXVVDAVHAKGSFIFLQLWATGR。
【０１８６】
　EasAシグナチャー配列2.2(配列番号194)：
AVXAGXFDGVEIHGANGYLIDQFTQXSCNXRTDXWGGSIENRARF。
【０１８７】
　EasAシグナチャー配列3.2(配列番号195)：
GRHFISNPDLPF。
【０１８８】
　好ましくは、本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイ
ド産生生物または組換えポリヌクレオチドのEasA活性は、
　a)配列番号2に対する少なくとも80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号149のアミノ酸位
置18にチロシンを有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　b)配列番号2に対する少なくとも60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%
、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、ま
たは100%の配列同一性を有し、配列番号148、149および150に対する少なくとも95%、好ま
しくは100%の配列同一性を有し、配列番号149のアミノ酸位置18にチロシンを有するアミ
ノ酸配列を含むポリペプチド、
　c)配列番号31に対する少なくとも80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号149のアミノ酸位
置18にチロシンを有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　d)配列番号31に対する少なくとも60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%
、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、ま
たは100%の配列同一性を有し、配列番号148、149および150に対する少なくとも95%、好ま
しくは100%の配列同一性を有し、配列番号149のアミノ酸位置18にチロシンを有するアミ
ノ酸配列を含むポリペプチド、ならびに
　e)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～d)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリペプチド
をコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドの活性に起因するものである。
【０１８９】
　EasAリダクターゼ活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、好まし
くは、アスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、アスペルギルス・フミ
ガタス(Aspergillus fumigatus)、アスペルギルス・フラブス(Aspergillus flavus)、ア
スペルギルス・テレウス(Aspergillus terreus)、クラビケプス・ヒルテラ(Claviceps hi
rtella)、クラビケプス・アフリカーナ(Claviceps africana)、ペニシリウム・クリソゲ
ナム(Penicillium chrysogenum)、およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces div
aricatus)からなる群より選択される天然麦角アルカロイド産生生物群から得られる。
【０１９０】
　本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物ま
たは組換えポリヌクレオチドのいずれか1つのEasAイソメラーゼ活性は、好ましくは、
　a)配列番号148、149および150に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%
、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、配列番号149のアミノ酸位置18にフ
ェニルアラニンを有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　b)配列番号193、194および195に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%
、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、配列番号194のアミノ酸位置18にフ
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ェニルアラニンを有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　c)配列番号2および/もしくは31に対する少なくとも40%、42%、44%、46%、48%、50%、52
%、54%、56%、58%、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84
%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配
列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　d)配列番号2、31、32、33、34、35、36、37、38、39および/もしくは40に対する少なく
とも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を
有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、または
　e)配列番号103に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88
%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を
有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　f)配列番号130および/もしくは138に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%
、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは
100%の配列同一性を有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　g)配列番号103、130および/もしくは138により記載される配列群から選択されるポリヌ
クレオチド配列の少なくとも15個の連続するヌクレオチドをそれぞれ含む、2つのPCRプラ
イマーを用いて得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　h)配列番号103、130および/もしくは138にストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、または
　i)a)～h)の少なくとも2つに記載のポリペプチド、ならびに
　j)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～i)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリヌクレオ
チドの活性に起因するものである。
【０１９１】
　好ましくは、本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイ
ド産生生物または組換えポリヌクレオチドのEasA活性は、
　a)配列番号2に対する少なくとも80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号149のアミノ酸位
置18にフェニルアラニンを有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　b)配列番号2に対する少なくとも60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%
、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、ま
たは100%の配列同一性を有し、配列番号148、149および150に対する少なくとも95%、好ま
しくは100%の配列同一性を有し、配列番号149のアミノ酸位置18にフェニルアラニンを有
するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　c)配列番号31に対する少なくとも80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号149のアミノ酸位
置18にフェニルアラニンを有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　d)配列番号31に対する少なくとも60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%
、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、ま
たは100%の配列同一性を有し、配列番号148、149および150に対する少なくとも95%、好ま
しくは100%の配列同一性を有し、配列番号149のアミノ酸位置18にフェニルアラニンを有
するアミノ酸配列を含むポリペプチド、ならびに
　e)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～d)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリペプチド
をコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドの活性に起因するものである。
【０１９２】
　EasAイソメラーゼ活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、好まし
くは、アスペルギルス・テレウス(Aspergillus terreus)、バランシア・アンドロポゴニ
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ス(Balansia andropogonis)、バランシア・シペリ(Balansia cyperi)、バランシア・オブ
テクタ(Balansia obtecta)、クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケ
プス・ヒルテラ(Claviceps hirtella)、クラビケプス・フシフォルミス(Claviceps fusif
ormis)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、クラビケプス・ジザニア(Clavic
eps zizaniae)、スファセリア・エリオクロア(Sphacelia eriochloae)、スファセリア・
テキセンシス(Sphacelia texensis)、スファセリア・ロベレッシ(Sphacelia lovelessii)
、ネオティフォジウム(Neotyphodium)種Lp1、ネオティフォジウム・コエノフィアルム(Ne
otyphodium coenophialum)、ネオティフォジウム・ロリ(Neotyphodium lolii)、ペニシリ
ウム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コミュン(Penicillium commu
ne)、ペニシリウム・コリロフィルム(Penicillium corylophillum)、ペニシリウム・フェ
ルタナム(Penicillium fellutanum)およびペリグランデュラ・イポメア(Periglandula ip
omoeae)からなるか、またはクラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケ
プス・フシフォルミス(Claviceps fusiformis)、ネオティフォジウム・ロリ(Neotyphodiu
m lolii)およびペリグランデュラ・イポメア(Periglandula ipomoeae)からなる群より選
択される天然麦角アルカロイド産生生物群から得られる。
【０１９３】
　本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物ま
たは組換えポリヌクレオチドのいずれか1つのEasG活性は、好ましくは、
　a)配列番号155および／または183に対する少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、
96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、好ましくは、配列番号183に対す
る少なくとも90%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　b)配列番号7および/または86に対する少なくとも39%、40%、42%、44%、46%、48%、50%
、52%、54%、56%、58%、60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%
、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の
配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド
　c)配列番号7、86、87、88、89、90、91、92、93および/または94に対する少なくとも70
%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96
%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　d)配列番号108に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88
%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有
するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　e)配列番号135および/または143に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、8
2%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%
の配列同一性を有するポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　f)配列番号108、135および/または143により記載される配列群から選択されるポリヌク
レオチド配列の少なくとも15個の連続するヌクレオチドをそれぞれ含む、2つのPCRプライ
マーを用いて得られるポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　g)配列番号108、135および/または143にストリンジェントな条件下でハイブリダイズす
るポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド、
　h)a)～g)の少なくとも2つに記載のポリペプチド、好ましくは、少なくともa)およびb）
に記載のポリペプチド、ならびに
　i)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～h)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリヌクレオ
チドの活性に起因するものである。
【０１９４】
　EasG活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、原理的には、本明細
書に記載の任意の天然麦角アルカロイド産生生物から取得することができる。一実施形態
においては、前記ポリヌクレオチドは、アスペルギルス・テレウス(Aspergillus terreus
)、バランシア・アンドロポゴニス(Balansia andropogonis)、バランシア・シペリ(Balan
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sia cyperi)、バランシア・オブテクタ(Balansia obtecta)、バランシア・ピルラフォル
ミス(Balansia pilulaeformis)、クラビケプス・アフリカーナ(Claviceps africana)、ク
ラビケプス・フシフォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・ヒルテラ(Clavice
ps hirtella)、スファセリア・エリオクロア(Sphacelia eriochloae)、スファセリア・テ
キセンシス(Sphacelia texensis)、スファセリア・ロベレッシ(Sphacelia lovelessii)、
ネオティフォジウム(Neotyphodium)種Lp1、ネオティフォジウム・コエノフィアルム(Neot
yphodium coenophialum)、ネオティフォジウム・ロリ(Neotyphodium lolii)、ペニシリウ
ム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コミュン(Penicillium commune
)、ペニシリウム・コリロフィルム(Penicillium corylophillum)、ペニシリウム・クルス
トサム(Penicillium crustosum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fellutanum
)およびペニシリウム・パリタンス(Penicillium palitans)からなる群より選択される、
またはアスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、アスペルギルス・ニガ
ー(Aspergillus niger)、アスペルギルス・オリザエ(Aspergillus oryzae)、アスペルギ
ルス・ニデュランス(Aspergillus nidulans)、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus
 fumigatus)、クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケプス・フシフ
ォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、クラ
ビケプス・ジザニア(Claviceps zizaniae)、ペニシリウム・クリソゲナム(Penicillium c
hrysogenum)、ペニシリウム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コリ
ロフィナム(Penicillium corylophinum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fel
lutanum)、ペニシリウム・ワクスマニ(Penicillium waksmanii)、ペニシリウム・ロケフ
ォルティ(Penicillium roqueforti)およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces di
varicatus)からなるか、またはエピクロエ・フェスツカエ(Epichloe festucae)、エピク
ロエ・グリセリア(Epichloe glyceriae)、メタリジウム・アクリダム(Metarhizium acrid
um)、メタリジウム・ロベルトシ(Metarhizium robertsii)およびトリコフィトン・ベルコ
サム(Trichophyton verrucosum)からなるか、またはアスペルギルス・ジャポニカス(Aspe
rgillus japonicus)、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus fumigatus)、クラビケ
プス・プルプレア(Claviceps purpurea)、およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomy
ces divaricatus)からなるか、またはこれらの群のいずれか1つの組合せである群からな
る、天然麦角アルカロイド産生生物から得られる。
【０１９５】
　好ましくは、EasG活性を有する少なくとも1つのポリペプチドは、表8に列挙される配列
、またはこれらのものに対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86
%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一
性を有するポリペプチドから選択される。
【０１９６】
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【表８】

　好ましくは、EasG活性を有するポリペプチドは、EasGコンセンサス配列を含む。EasGコ
ンセンサス配列は、連続するアミノ酸配列を記述し、ここで、それぞれ個々のアミノ酸は
、当業界で用いられる一文字アミノ酸コードに従って特定される。「X」で特定されるア
ミノ酸は、任意のアミノ酸を表し、好ましくは、それは表8で特定され、図10a～図10bに
示される配列のEasG配列アラインメントの少なくとも1つのアミノ酸配列中の同じ位置を
有するアミノ酸を表す。
【０１９７】
　EasGコンセンサス配列(配列番号155)：
XMTILLTGGRGKTASHIASLLXXAXXXVPFIVASRSSSXXXXSPYRXXXFDWLDEXTYGNXLSXXDXXXXXGMXPISAVW
LVXPPIXDLAPPMIKFIDFARSKGVKRFVLLSASTIEKGGPAMGXIHAHLDSLXEGIXYXVLRPTWFMENFSXXXELQWI
XIRXENKIYSATGDGKIPFISVXDIARVAFRALTDEXSXNTXDYVLLGPELLTYDDVXXXXXXXXXXXXXXXXXXXAEIL
STVLGRKITHVKLTEAELAXKLXXEXGMPXDDAXMLASMDTXVKXGAEERLNXXXVKXVTGXXPRTFLDFASXEKXXWL
。
【０１９８】
　好ましくは、本発明のために記載された組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイ
ド産生生物または組換えポリヌクレオチドのEasG活性は、
　a)配列番号7に対する少なくとも80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリ
ペプチド、
　b)配列番号7に対する少なくとも60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%
、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、ま
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たは100%の配列同一性を有し、配列番号183に対する少なくとも90%、好ましくは少なくと
も95%の配列同一性を有し、さらにより好ましくは、図10に示されるアラインメント中で1
00%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、
　c)配列番号86に対する少なくとも80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリ
ペプチド、
　d)配列番号86に対する少なくとも60%、62%、64%、66%、68%、70%、72%、74%、76%、78%
、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、ま
たは100%の配列同一性を有し、配列番号183に対する少なくとも90%、好ましくは少なくと
も95%の配列同一性を有し、さらにより好ましくは、図10に示されるアラインメント中で1
00%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含むポリペプチド、ならびに
　e)天然麦角アルカロイド産生生物から得られるa)～d)の少なくとも1つに記載のポリペ
プチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチドまたは少なくとも1つのポリペプチド
をコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドの活性に起因するものである。
【０１９９】
　本明細書に記載の全ての組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、
好ましくは、上記のように、トリプトファンおよび/もしくはDMAPPの拡大された細胞内供
給ならびに/またはMe-DMATの拡大された細胞内供給を含む。拡大された細胞内供給を提供
するために、多くの場合、それぞれの組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産
生生物の内因性遺伝子を脱調節することが必要である。
【０２００】
　組換え微生物が酵母、好ましくは、サッカロミセス種から選択される場合、さらにより
好ましくは、組換え微生物がサッカロミセス・セレビジア(Saccharomyces cerevisiae)で
ある場合、配列番号9に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%
、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性
を有するアミノ酸配列を含む、この組換え微生物の内因性ポリペプチドを下方調節するこ
とにより、ERG9活性(EC2.5.1.21)を下方調節することが、本発明の1つの好ましい実施形
態である。
【０２０１】
　あるいは、またはそれに加えて、酵母、好ましくは、サッカロミセス種、さらにより好
ましくは、サッカロミセス・セレビジア(Saccharomyces cerevisiae)細胞のDMAPPの内部
供給を、EGR20活性(EC2.5.1.1/2.5.1.10)を有するポリペプチド、特に、配列番号10に対
する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、9
3%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
むポリペプチドを下方調節することにより拡大することができる。
【０２０２】
　さらに、酵母、好ましくは、サッカロミセス種、さらにより好ましくは、サッカロミセ
ス・セレビジア(Saccharomyces cerevisiae)細胞のDMAPPの内部供給を、この生物のメバ
ノレート経路の遺伝子を上方調節することにより、例えば、配列番号11に対する少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチ
ドに起因するものであるHMG-CoAリダクターゼ活性を調節することにより拡大することも
できる。
【０２０３】
　細胞中のクラビン型アルカロイドの前駆体の内部供給を拡大するための別の手法は、培
地中へのMe-DMATの輸出を制限することである。これは、メバロネート経路の細胞内因性
ポリペプチドの活性を上方調節することにより達成することができる。組換え微生物が酵
母、好ましくは、サッカロミセス種、さらにより好ましくは、サッカロミセス・セレビジ
ア(Saccharomyces cerevisiae)細胞である場合、これを、配列番号12、13、14、15または
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16に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、
92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配
列を含む1つまたは複数のポリペプチドの活性を下方調節することにより達成することが
できる。
【０２０４】
　本発明は、麦角アルカロイドを産生する能力を有さない生物を、本発明のポリヌクレオ
チド、発現カセットおよび/またはベクターで形質転換することにより、新しい麦角アル
カロイド産生生物、特に、クラビン型アルカロイドを産生することができる新しい麦角ア
ルカロイド産生生物を作出する可能性を提供する。
【０２０５】
　多くの場合、組換え発現されるポリペプチドの適切な発現、折畳みおよび安定性を、対
応する組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物中のこれらの機能を支援
する遺伝子の過剰発現により支援することも有利である。
【０２０６】
　これらの機能を支援することができる遺伝子は、例えば、Scldi1(配列番号158)、ScPdi
1(配列番号166)およびScFad1(配列番号167)である。
【０２０７】
　従って、さらなる実施形態は、本明細書に記載のシクロクラビン、フェスツクラビン、
アグロクラビン、カノクラビンアルデヒドまたはカノクラビンIの産生のためのポリペプ
チドを発現し、それに加えて、配列番号158、166または167に対する少なくとも70%、72%
、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%
、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む少なくとも1つのポリ
ペプチドの上方調節された活性を含む、好ましくは、配列番号166および167に対する少な
くとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む少な
くとも1つのポリペプチドの上方調節された活性を有する、組換え微生物または組換え天
然麦角アルカロイド産生生物である。
【０２０８】
　一実施形態においては、組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、
シクロクラビンの産生のために、本明細書に記載のように、DmaW、EasF、EasE、EasC、Ea
sD、EasH、EasAおよびEasG活性が上方調節された、ならびに/またはフェスツクラビンも
しくはアグロクラビンの少なくとも1つの産生のために、本明細書に記載のように、DmaW
、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAおよびEasG活性が上方調節された、酵母、好まし
くはサッカロミセス・セレビジア(S.cerevisiae)である。好ましくは、この組換え微生物
または組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、上記のように、DMAPPの拡大された内部
供給も有する。
【０２０９】
　本発明のさらなる実施形態は、シクロクラビンの産生のために、本明細書に記載のよう
に、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAおよびEasG活性が上方調節され、ならび
に/またはフェスツクラビンもしくはアグロクラビンの少なくとも1つの産生のために、本
明細書に記載のように、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAおよびEasG活性が上
方調節され、ならびに配列番号158、166および/もしくは167に対する少なくとも70%、72%
、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%
、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む少なくとも1つのポ
リペプチドの活性が上方調節され、好ましくは、配列番号166および167に対する少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む少なくと
も1つのポリペプチドの活性が上方調節された、組換えサッカロミセス・セレビジア(S.ce
revisiae)である。
【０２１０】
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　好ましくは、シクロクラビン、フェスツクラビンおよび/またはアグロクラビンの産生
のために、本明細書に記載のように、少なくともEasE活性が上方調節されたサッカロミセ
ス・セレビジア(S.cerevisiae)はまた、配列番号187に対する少なくとも70%、72%、74%、
76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、
99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む少なくとも1つのポリペプチド
の上方調節された活性を有し、好ましくは、配列番号187に対する少なくとも70%、72%、7
4%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、9
8%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチドは、配列番
号186に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91
%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するヌクレ
オチド配列を有するポリヌクレオチドによりコードされる。
【０２１１】
　好ましくは、この組換えサッカロミセス・セレビジア(S.cerevisiae)はまた、好ましく
は、配列番号9もしくは10に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%
、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列
同一性を有するアミノ酸配列を含む内因性ポリペプチドを下方調節することにより、また
は配列番号9に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、9
0%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有す
るアミノ酸配列を含む内因性ポリペプチドを下方調節し、配列番号10に対する少なくとも
70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、
96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む内因性ポリ
ペプチドを下方調節することにより、上記のように、DMAPPの内部供給が拡大されている
。
【０２１２】
　従って、本発明のさらなる実施形態は、
a)シクロクラビン、
b)フェスツクラビン、
c)アグロクラビン、
d)カノクラビンアルデヒド、および
e)カノクラビンI
の化合物の群より選択される少なくとも1つの化合物を含む組換え微生物であって、天然
麦角アルカロイド産生生物ではない、上記組換え微生物である。
【０２１３】
　好ましくは、前記組換え微生物は、天然麦角アルカロイド産生生物ではない、細菌、酵
母、放線菌、または糸状菌である。そのような糸状菌は、子嚢菌、不完全菌類、または担
子菌であってもよい。
【０２１４】
　本発明の宿主細胞として用いられる好ましい細菌は、大腸菌(Escherichia coli)および
枯草菌(Bacillus subtilis)からなる群より選択される。
【０２１５】
　好ましい組換え微生物は、以下からなる群より選択される。好ましい酵母は、クルイベ
ロミセス(Kluyveromyces)、サッカロミセス(Saccharomyces)、シゾサッカロミセス(Schiz
osaccharomyces)、ヤロウイア(Yarrowia)およびピチア(Pichia)からなる群より選択され
る。
【０２１６】
　より好ましくは、クルイベロミセス・ラクティス(Kluyveromyces lactis)、サッカロミ
セス・セレビジア(Saccharomyces cerevisiae)、シゾサッカロミセス・ポンベ(Schizosac
charomyces pombe)、ヤロウイア・リポリティカ(Yarrowia lipolytica)およびピチア・ス
チピテス(Pichia stipites)からなる群より選択される組換え微生物である。
【０２１７】
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　さらにより好ましくは、組換え微生物は、サッカロミセス・セレビジア(Saccharomyces
 cerevisiae)である。これらの生物の様々な株が、当業者には容易に入手可能であり、例
えば、公共の株収集物に寄託されている。サッカロミセス・セレビジア(Saccharomyces c
erevisiae)の好適な株は、例えば、限定されるものではないが、BY4742、cGY 1585、エタ
ノールレッド、CEN.PK 111-61A、FY1679-06C、BMA64 (W303)、SEY 6210である。
【０２１８】
　組換え微生物が細菌、特に、大腸菌である場合、メバロネート経路の遺伝子を過剰発現
させることが有利であり得る。メバロネート経路の上方調節された遺伝子を含む大腸菌は
当業界で公知であり、例えば、US7172886、US7192751、US7667017、US7622282、US773688
2、US7622283、US7915026、およびUS8288147に記載されている。
【０２１９】
　シクロクラビンを含む組換え微生物は、好ましくは、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、
EasH、EasAおよびEasG活性のそれぞれ、より好ましくは、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD
、EasH、EasAリダクターゼおよびEasG活性のそれぞれのための少なくとも1つのポリペプ
チドを含む。
【０２２０】
　フェスツクラビンを含む組換え微生物は、好ましくは、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD
、EasAリダクターゼおよびEasG活性のそれぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを
含む。
【０２２１】
　アグロクラビンを含む組換え微生物は、好ましくは、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、
EasAイソメラーゼおよびEasG活性のぞれぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含
む。
【０２２２】
　カノクラビンアルデヒドを含む組換え微生物は、好ましくは、DmaW、EasF、EasE、EasC
およびEasD活性のぞれぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含む。
【０２２３】
　カノクラビンIを含む組換え微生物は、好ましくは、DmaW、EasF、EasEおよびEasC活性
のぞれぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含む。
【０２２４】
　Me-DMATを含む組換え微生物は、好ましくは、DmaWおよびEasF活性のぞれぞれのための
少なくとも1つのポリペプチドを含む。
【０２２５】
　DMATを含む組換え微生物は、好ましくは、DmaW活性のための少なくとも1つのポリペプ
チドを含む。
【０２２６】
　また、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド
、もしくはカノクラビンIまたはこれらの化合物の少なくとも2つの組合せを含むが、トリ
プトファンおよびDMAPPの細胞内プールから対応する化合物または複数の化合物を生成す
るのに必要なものよりも低い活性を有する組換え微生物を製造することもできる。失われ
る活性は、他の手段により組換え微生物に必要な前駆体を提供することにより、例えば、
増殖培地に前駆体を提供することにより、補うことができる。
【０２２７】
　従って、本発明の一実施形態は、DMATと共に提供され、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH
、EasAおよびEasG活性のそれぞれ、より好ましくは、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、Ea
sAリダクターゼおよびEasG活性のそれぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含む
、シクロクラビンを含む組換え微生物である。
【０２２８】
　さらなる実施形態は、Me-DMATと共に提供され、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAおよびE
asG活性のそれぞれ、より好ましくは、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAリダクターゼおよ
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びEasG活性のそれぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含む、シクロクラビンを
含む組換え微生物である。
【０２２９】
　さらなる実施形態は、カノクラビンIと共に提供され、EasD、EasH、EasAおよびEasG活
性のそれぞれ、より好ましくは、EasD、EasH、EasAリダクターゼおよびEasG活性のそれぞ
れのための少なくとも1つのポリペプチドを含む、シクロクラビンを含む組換え微生物で
ある。
【０２３０】
　さらなる実施形態は、DMATと共に提供され、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAおよびEasG
活性のそれぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含む、フェスツクラビンを含む
組換え微生物である。
【０２３１】
　Me-DMATと共に提供され、EasE、EasC、EasD、EasAリダクターゼおよびEasG活性のそれ
ぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含む、フェスツクラビンを含む組換え微生
物。
【０２３２】
　カノクラビンIと共に提供され、EasD、EasAリダクターゼおよびEasG活性のそれぞれの
ための少なくとも1つのポリペプチドを含む、フェスツクラビンを含む組換え微生物。
【０２３３】
　カノクラビンアルデヒドと共に提供され、EasAリダクターゼおよびEasG活性のそれぞれ
のための少なくとも1つのポリペプチドを含む、フェスツクラビンを含む組換え微生物。
【０２３４】
　DMATと共に提供され、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAイソメラーゼおよびEasG活性のそ
れぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含む、アグロクラビンを含む組換え微生
物。
【０２３５】
　Me-DMATと共に提供され、EasE、EasC、EasD、EasAイソメラーゼおよびEasG活性のそれ
ぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含む、アグロクラビンを含む組換え微生物
。
【０２３６】
　カノクラビンIと共に提供され、EasD、EasAイソメラーゼおよびEasG活性のそれぞれの
ための少なくとも1つのポリペプチドを含む、アグロクラビンを含む組換え微生物。
【０２３７】
　カノクラビンアルデヒドと共に提供され、EasAイソメラーゼおよびEasG活性のぞれぞれ
のための少なくとも1つのポリペプチドを含む、アグロクラビンを含む組換え微生物。
【０２３８】
　DMATと共に提供され、EasF、EasE、EasCおよびEasD活性のそれぞれのための少なくとも
1つのポリペプチドを含む、カノクラビンアルデヒドを含む組換え微生物。
【０２３９】
　Me-DMATと共に提供され、EasE、EasCおよびEasD活性のそれぞれのための少なくとも1つ
のポリペプチドを含む、カノクラビンアルデヒドを含む組換え微生物。
【０２４０】
　カノクラビンIと共に提供され、EasD活性のそれぞれのための少なくとも1つのポリペプ
チドを含む、カノクラビンアルデヒドを含む組換え微生物。
【０２４１】
　DMATと共に提供され、EasF、EasEおよびEasC活性のそれぞれのための少なくとも1つの
ポリペプチドを含む、カノクラビンIを含む組換え微生物。
【０２４２】
　Me-DMATと共に提供され、EasEおよびEasC活性のそれぞれのための少なくとも1つのポリ
ペプチドを含む、カノクラビンIを含む組換え微生物。



(80) JP 2015-530879 A 2015.10.29

10

20

30

40

50

【０２４３】
　細胞により含まれるさらなる活性に応じて、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグ
ロクラビン、カノクラビンアルデヒドもしくはカノクラビンIまたはこれらの化合物の少
なくとも2つの組合せの含量は低いか、または高くてもよい。
【０２４４】
　例えば、アグロクラビンを含むが、生成物、例えば、エリモクラビンもしくはセトクラ
ビンを生成する遊離体としてアグロクラビンを用いる活性をも含むか、または周囲の培地
へのアグロクラビンの輸出を容易にする活性を含む組換え微生物は、低含量のアグロクラ
ビンを含んでもよい。
【０２４５】
　同様に、フェスツクラビンを含むが、生成物、例えば、フミクラビンB、AもしくはCを
生成するか、またはジヒドロ麦角アルカロイドを生成する遊離体としてフェスツクラビン
を用いる活性をも含むか、または周囲の培地へのフェスツクラビンの輸出を容易にする活
性を含む組換え微生物は、低含量のフェスツクラビンを含んでもよい。
【０２４６】
　カノクラビンアルデヒドを含むが、生成物、例えば、フェスツクラビンもしくはアグロ
クラビンを生成する遊離体としてカノクラビンアルデヒドを用いる活性をも含むか、また
は周囲の培地へのカノクラビンアルデヒドの輸出を容易にする活性を含む組換え微生物は
、低含量のカノクラビンアルデヒドを含んでもよい。
【０２４７】
　カノクラビンIを含むが、生成物、例えば、シクロクラビン、カノクラビンアルデヒド
もしくは6,7-セコリエルギンを生成する遊離体としてカノクラビンIを用いる活性をも含
むか、または周囲の培地へのカノクラビンIの輸出を容易にする活性を含む組換え微生物
は、低含量のカノクラビンIを含んでもよい。
【０２４８】
　しかしながら、対応する化合物を遊離体として用いるか、または周囲の培地へのこの化
合物の輸出を容易にする活性が下方調節される場合、組換え微生物中の化合物の含量は高
くてもよい。
【０２４９】
　本発明は、その非組換え形態と比較した場合、１つ以上の麦角アルカロイドの産生が増
強された組換え天然麦角アルカロイド産生生物を作出する可能性をさらに提供する。また
、麦角アルカロイド産生のための内因性遺伝子を下方調節するか、または本明細書に開示
されるDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAおよびEasG活性の1つ以上を導入する
ことにより、通常は天然麦角アルカロイド産生生物により産生される麦角アルカロイドの
種類を変化させる、特に、天然麦角アルカロイド産生生物により産生されるクラビン型ア
ルカロイドの産生を変化させることもできる。
【０２５０】
　1つ以上の麦角アルカロイドの産生の増強は、好ましくは、本発明のポリヌクレオチド
の発現を欠き、好ましくは、組換え天然麦角アルカロイド産生生物を構築するのに用いた
ものと同じ種、好ましくは同じ株の野生型生物、すなわち、非組換え生物である対照生物
と比較した場合、また、対照生物として用いた場合、組換え天然麦角アルカロイド産生生
物と同じ条件下で増殖させた場合、統計的に有意である。
【０２５１】
　増加が有意であるかどうかを、例えば、Studentのt検定などの当業界で周知の統計学的
検定によって決定することができる。より好ましくは、増加は、前記対照生物と比較して
少なくとも5%、少なくとも10%、少なくとも15%、少なくとも20%または少なくとも30%の対
応する麦角アルカロイドの量の増加である。麦角アルカロイドの量を測定するための好適
なアッセイは、添付の実施例に記載されており、当業界で公知である。
【０２５２】
　従って、本発明のさらなる実施形態は、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロク
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ラビン、カノクラビンアルデヒドおよび/またはカノクラビンIの化合物の群から選択され
る少なくとも1つの化合物を含む組換え天然麦角アルカロイド産生生物であって、この化
合物を自然では産生しない天然麦角アルカロイド産生生物の種のものである、上記組換え
天然麦角アルカロイド産生生物である。
【０２５３】
　それに加えて、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAおよびEasG活性の群から選
択される活性の少なくとも1つが上方調節されたか、または少なくとも1つが下方調節され
たか、または少なくとも1つが上方調節され、少なくとも1つが下方調節された、組換え天
然麦角アルカロイド産生生物を作出することにより、本発明のポリペプチドおよびポリヌ
クレオチドを用いて、天然麦角アルカロイド産生生物のシクロクラビン、フェスツクラビ
ン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒドおよび/またはカノクラビンIの産生を増強
することもできる。
【０２５４】
　従って、本発明のさらなる実施形態は、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロク
ラビン、カノクラビンアルデヒドおよび/もしくはカノクラビンIの群から選択される少な
くとも1つの化合物を、同じ条件下で増殖させた場合に非組換え野生型生物と比較してよ
り多い量で含む、および/または産生する組換え天然麦角アルカロイド産生生物である。
【０２５５】
　比較のために用いられる対応する野生型生物は、好ましくは、対応する組換え天然麦角
アルカロイド産生生物を作出するのに用いられたものと同じ種のものであり、好ましくは
、同じ株のものである。
【０２５６】
　シクロクラビンを含むか、またはシクロクラビンを産生する組換え天然麦角アルカロイ
ド産生生物は、少なくとも1つの上方調節されたEasH活性を含み、好ましくは、少なくと
も1つの上方調節されたEasH活性ならびに少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD
、EasAおよび/もしくはEasG活性を含み、より好ましくは、少なくとも1つの上方調節され
たEasH活性ならびに少なくとも1つのDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAリダクターゼ
および/もしくはEasG活性を含み、さらにより好ましくは、少なくとも1つの上方調節され
たEasH活性ならびに少なくとも1つの上方調節されたDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、Eas
Aリダクターゼおよび/もしくはEasG活性ならびに少なくとも1つの下方調節されたEasAイ
ソメラーゼ活性を含む。
【０２５７】
　フェスツクラビンを含むか、またはフェスツクラビンを産生する組換え天然麦角アルカ
ロイド産生生物は、少なくとも1つの上方調節されたDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、Eas
AリダクターゼまたはEasG活性、好ましくは少なくとも1つの上方調節されたDmaW、EasF、
EasE、EasC、EasD、EasAリダクターゼまたはEasG活性ならびに/または少なくとも1つの下
方調節されたEasAイソメラーゼおよび/もしくはEasH活性を含む。
【０２５８】
　アグロクラビンを含むか、またはアグロクラビンを産生する組換え天然麦角アルカロイ
ド産生生物は、少なくとも1つの上方調節されたDmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAイ
ソメラーゼおよび/もしくはEasG活性、好ましくは少なくとも1つの上方調節されたDmaW、
EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAイソメラーゼおよび/もしくはEasG活性ならびに少
なくとも1つの下方調節されたEasAリダクターゼおよび/もしくはEasH活性を含む。
【０２５９】
　カノクラビンアルデヒドを含むか、またはカノクラビンアルデヒドを産生する組換え天
然麦角アルカロイド産生生物は、少なくとも1つの上方調節されたDmaW、EasF、EasE、Eas
Cおよび/もしくはEasD活性または少なくとも1つの下方調節されたEasA、EasGおよび/もし
くはEasH活性を含み、好ましくは少なくとも1つの上方調節されたDmaW、EasF、EasE、Eas
Cおよび/もしくはEasD活性ならびに少なくとも1つの下方調節されたEasA、EasGおよび/も
しくはEasH活性を含む。
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【０２６０】
　カノクラビンIを含むか、またはカノクラビンIを産生する組換え天然麦角アルカロイド
産生生物は、少なくとも1つの上方調節されたDmaW、EasF、EasEおよび/もしくはEasC活性
、または少なくとも1つの下方調節されたEasD、EasA、EasGおよび/もしくはEasH活性を含
むか、または少なくとも1つの上方調節されたDmaW、EasF、EasEおよび/もしくはEasC活性
ならびに少なくとも1つの下方調節されたEasD、EasA、EasGおよび/もしくはEasH活性を含
む。
【０２６１】
　また、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド
、カノクラビンIまたはこれらの化合物の少なくとも2つの組合せを含む、および/または
産生するが、トリプトファンおよびDMAPPの細胞内プールから対応する化合物または複数
の化合物を生成するのに必要なものよりも低い活性を有する組換え天然麦角アルカロイド
産生生物を製造することもできる。失われる活性は、他の手段により組換え天然麦角アル
カロイド産生生物に必要な前駆体を提供することにより、例えば、増殖培地に前駆体を提
供することにより、補うことができる。
【０２６２】
　従って、本発明の一実施形態は、DMATと共に提供され、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH
、EasAおよびEasG活性のそれぞれのため、より好ましくは、EasF、EasE、EasC、EasD、Ea
sH、EasAリダクターゼおよびEasG活性のそれぞれのための少なくとも1つのポリペプチド
を含む、シクロクラビンを含む組換え天然麦角アルカロイド産生生物である。
【０２６３】
　さらなる実施形態は、Me-DMATと共に提供され、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAおよびE
asG活性のそれぞれのため、より好ましくは、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAリダクター
ゼおよびEasG活性のそれぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含む、シクロクラ
ビンを含む組換え天然麦角アルカロイド産生生物である。
【０２６４】
　さらなる実施形態は、カノクラビンIと共に提供され、EasD、EasH、EasAおよびEasG活
性のそれぞれのため、より好ましくは、EasD、EasH、EasAリダクターゼおよびEasG活性の
それぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含む、シクロクラビンを含む組換え天
然麦角アルカロイド産生生物である。
【０２６５】
　さらなる実施形態は、DMATと共に提供され、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAリダクター
ゼおよびEasG活性のそれぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含む、フェスツク
ラビンを含む組換え天然麦角アルカロイド産生生物である。
【０２６６】
　Me-DMATと共に提供され、EasE、EasC、EasD、EasAリダクターゼおよびEasG活性のそれ
ぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含む、フェスツクラビンを含む組換え天然
麦角アルカロイド産生生物。
【０２６７】
　カノクラビンIと共に提供され、EasD、EasAリダクターゼおよびEasG活性のそれぞれの
ための少なくとも1つのポリペプチドを含む、フェスツクラビンを含む組換え天然麦角ア
ルカロイド産生生物。
【０２６８】
　カノクラビンアルデヒドと共に提供され、EasAリダクターゼおよびEasG活性のそれぞれ
のための少なくとも1つのポリペプチドを含む、フェスツクラビンを含む組換え天然麦角
アルカロイド産生生物。
【０２６９】
　DMATと共に提供され、EasF、EasE、EasC、EasD、EasAイソメラーゼおよびEasG活性のそ
れぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含む、アグロクラビンを含む組換え天然
麦角アルカロイド産生生物。
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【０２７０】
　Me-DMATと共に提供され、EasE、EasC、EasD、EasAイソメラーゼおよびEasG活性のそれ
ぞれのための少なくとも1つのポリペプチドを含む、アグロクラビンを含む組換え天然麦
角アルカロイド産生生物。
【０２７１】
　カノクラビンIと共に提供され、EasD、EasAイソメラーゼおよびEasG活性のそれぞれの
ための少なくとも1つのポリペプチドを含む、アグロクラビンを含む組換え天然麦角アル
カロイド産生生物。
【０２７２】
　カノクラビンアルデヒドと共に提供され、EasAイソメラーゼおよびEasG活性のそれぞれ
のための少なくとも1つのポリペプチドを含む、アグロクラビンを含む組換え天然麦角ア
ルカロイド産生生物。
【０２７３】
　DMATと共に提供され、EasF、EasE、EasCおよびEasD活性のそれぞれのための少なくとも
1つのポリペプチドを含む、カノクラビンアルデヒドを含む組換え天然麦角アルカロイド
産生生物。
【０２７４】
　Me-DMATと共に提供され、EasE、EasCおよびEasD活性のそれぞれのための少なくとも1つ
のポリペプチドを含む、カノクラビンアルデヒドを含む組換え天然麦角アルカロイド産生
生物。
【０２７５】
　カノクラビンIと共に提供され、EasD活性のための少なくとも1つのポリペプチドを含む
、カノクラビンアルデヒドを含む組換え天然麦角アルカロイド産生生物。
【０２７６】
　DMATと共に提供され、EasF、EasEおよびEasC活性のそれぞれのための少なくとも1つの
ポリペプチドを含む、カノクラビンIを含む組換え天然麦角アルカロイド産生生物。
【０２７７】
　Me-DMATと共に提供され、EasEおよびEasC活性のための少なくとも1つのポリペプチドを
含む、カノクラビンIを含む組換え天然麦角アルカロイド産生生物。
【０２７８】
　好ましくは、組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、アスペルギルス属、例えば、ア
スペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、アスペルギルス・ニガー(Asperg
illus niger)、アスペルギルス・オリザエ(Aspergillus oryzae)、アスペルギルス・ニデ
ュランス(Aspergillus nidulans)、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus fumigatus
)、アスペルギルス・アクレアタス(Aspergillus aculeatus)、アスペルギルス・ケシエル
ス(Aspergillus caesiellus)、アスペルギルス・カンジダス(Aspergillus candidus)、ア
スペルギルス・カルネウス(Aspergillus carneus)、アスペルギルス・クラバタス(Asperg
illus clavatus)、アスペルギルス・デフレクタス(Aspergillus deflectus)、アスペルギ
ルス・フィシェリアヌス(Aspergillus fischerianus)、アスペルギルス・フラバス(Asper
gillus flavus)、アスペルギルス・グラウカス(Aspergillus glaucus)、アスペルギルス
・ニデュランス(Aspergillus nidulans)、アスペルギルス・オクラセウス(Aspergillus o
chraceus)、アスペルギルス・パラシチクス(Aspergillus parasiticus)、アスペルギルス
・ペニシロイデス(Aspergillus penicilloides)、アスペルギルス・レストリクタス(Aspe
rgillus restrictus)、アスペルギルス・ソジャエ(Aspergillus sojae)、アスペルギルス
・タマリ(Aspergillus tamari)、アスペルギルス・テレウス(Aspergillus terreus)、ア
スペルギルス・ウスタス(Aspergillus ustus)、アスペルギルス・ベルシコロル(Aspergil
lus versicolor)；
ペニシリウム属、例えば、ペニシリウム・オーランティオグリセウム(Penicillium auran
tiogriseum)、ペニシリウム・ビライエ(Penicillium bilaiae)、ペニシリウム・カメンベ
ルティ(Penicillium camemberti)、ペニシリウム・カンジダム(Penicillium candidum)、
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ペニシリウム・クリソゲナム(Penicillium chrysogenum)、ペニシリウム・クラビフォル
ム(Penicillium claviforme)、ペニシリウム・コミュン(Penicillium commune)、ペニシ
リウム・クルストサム(Penicillium crustosum)、ペニシリウム・ジギタタム(Penicilliu
m digitatum)、ペニシリウム・エクスパンサム(Penicillium expansum)、ペニシリウム・
フニクロサム(Penicillium funiculosum)、ペニシリウム・グラブラム(Penicillium glab
rum)、ペニシリウム・グラウカム(Penicillium glaucum)、ペニシリウム・イタリカム(Pe
nicillium italicum)、ペニシリウム・ラクサルミエンテイ(Penicillium lacussarmiente
i)、ペニシリウム・マルネフェイ(Penicillium marneffei)、ペニシリウム・プルプロゲ
ナム(Penicillium purpurogenum)、ペニシリウム・ロケフォルティ(Penicillium roquefo
rti)、ペニシリウム・ストロニフェルム(Penicillium stoloniferum)、ペニシリウム・ウ
ライエンス(Penicillium ulaiense)、ペニシリウム・ベルコサム(Penicillium verrucosu
m)、ペニシリウム・ビリジカタム(Penicillium viridicatum)；
クラビケプス属、例えば、クラビケプス・アフリカーナ(Claviceps africana)、クラビケ
プス・フシフォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・ヒルテラ(Claviceps hir
tella)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、クラビケプス・プルプレア(Clav
iceps purpurea)、クラビケプス・ソルギ(Claviceps sorghi)、クラビケプス・ジザニア(
Claviceps zizaniae)；ペシロミセス属、例えば、ペシロミセス・ジバリカタス(Paecilom
yces divaricatus)からなる群より選択される。
【０２７９】
　さらにより好ましくは、アスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、ア
スペルギルス・ニガー(Aspergillus niger)、アスペルギルス・オリザエ(Aspergillus or
yzae)、アスペルギルス・ニデュランス(Aspergillus nidulans)、アスペルギルス・フミ
ガタス(Aspergillus fumigatus)、ペニシリウム・クリソゲナム(Penicillium chrysogenu
m)、ペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divaricatus)、ペニシリウム・ロケフォ
ルティ(Penicillium roqueforti)からなる群より選択される組換え天然麦角アルカロイド
産生生物である。
【０２８０】
　本発明のさらなる実施形態は、シクロクラビンを含む、および/または産生する組換え
天然麦角アルカロイド産生生物であって、アスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus j
aponicus)種もしくはペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divaricatus)種のもの
ではないか、またはアスペルギルス・フミガタス(Aspergillus fumigatus)種、もしくは
クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)種のものである、上記組換え天然麦角ア
ルカロイド産生生物である。
【０２８１】
　本発明のさらなる実施形態は、フェスツクラビンを含む、および/または産生する組換
え天然麦角アルカロイド産生生物であって、アスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus
 japonicus)、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus fumigatus)、アスペルギルス・
フラバス(Aspergillus flavus)、アスペルギルス・テレウス(Aspergillus terreus)、ク
ラビケプス・ヒルテラ(Claviceps hirtella)、クラビケプス・アフリカーナ(Claviceps a
fricana)、ペニシリウム・クリソゲナム(Penicillium chrysogenum)、およびペシロミセ
ス・ジバリカタス(Paecilomyces divaricatus)の種のものではないか、
またはアスペルギルス・テレウス(Aspergillus terreus)、バランシア・アンドロポゴニ
ス(Balansia andropogonis)、バランシア・シペリ(Balansia cyperi)、バランシア・オブ
テクタ(Balansia obtecta)、バランシア・ピルラフォルミス(Balansia pilulaeformis)、
クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケプス・ヒルテラ(Claviceps h
irtella)、クラビケプス・フシフォルミス(Claviceps fusiformis)、クラビケプス・パス
パリ(Claviceps paspali)、ビケプス・ジザニア(Claviceps zizaniae)、スファセリア・
エリオクロア(Sphacelia eriochloae)、スファセリア・テキセンシス(Sphacelia texensi
s)、スファセリア・ロベレッシ(Sphacelia lovelessii)、ネオティフォジウム(Neotyphod
ium)種Lp1、ネオティフォジウム・コエノフィアルム(Neotyphodium coenophialum)、ネオ
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ティフォジウム・ロリ(Neotyphodium lolii)、ペニシリウム・シトリナム(Penicillium c
itrinum)、ペニシリウム・コリロフィルム(Penicillium corylophillum)、ペニシリウム
・フェルタナム(Penicillium fellutanum)およびペリグランデュラ・イポメア(Perigland
ula ipomoeae)の種のものであるか、またはクラビケプス・プルプレア(Claviceps purpur
ea)、クラビケプス・フシフォルミス(Claviceps fusiformis)、ネオティフォジウム・ロ
リ(Neotyphodium lolii)およびペリグランデュラ・イポメア(Periglandula ipomoeae)か
らなる、上記組換え天然麦角アルカロイド産生生物である。
【０２８２】
　本発明のさらなる実施形態は、アグロクラビンを含む、および/または産生する組換え
天然麦角アルカロイド産生生物であって、アスペルギルス・テレウス(Aspergillus terre
us)、バランシア・アンドロポゴニス(Balansia andropogonis)、バランシア・シペリ(Bal
ansia cyperi)、バランシア・オブテクタ(Balansia obtecta)、バランシア・ピルラフォ
ルミス(Balansia pilulaeformis)、クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、ク
ラビケプス・ヒルテラ(Claviceps hirtella)、クラビケプス・フシフォルミス(Claviceps
 fusiformis)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspali)、ビケプス・ジザニア(Clav
iceps zizaniae)、スファセリア・エリオクロア(Sphacelia eriochloae)、スファセリア
・テキセンシス(Sphacelia texensis)、スファセリア・ロベレッシ(Sphacelia lovelessi
i)、ネオティフォジウム(Neotyphodium)種Lp1、ネオティフォジウム・コエノフィアルム(
Neotyphodium coenophialum)、ネオティフォジウム・ロリ(Neotyphodium lolii)、ペニシ
リウム・シトリナム(Penicillium citrinum)、ペニシリウム・コリロフィルム(Penicilli
um corylophillum)、ペニシリウム・フェルタナム(Penicillium fellutanum)およびペリ
グランデュラ・イポメア(Periglandula ipomoeae)の種のものではないか、
またはクラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケプス・フシフォルミス
(Claviceps fusiformis)、ネオティフォジウム・ロリ(Neotyphodium lolii)およびペリグ
ランデュラ・イポメア(Periglandula ipomoeae)からなるか、またはアスペルギルス・ジ
ャポニカス(Aspergillus japonicus)、アスペルギルス・フミガタス(Aspergillus fumiga
tus)、アスペルギルス・フラバス(Aspergillus flavus)、アスペルギルス・テレウス(Asp
ergillus terreus)、クラビケプス・ヒルテラ(Claviceps hirtella)、クラビケプス・ア
フリカーナ(Claviceps africana)、ペニシリウム・クリソゲナム(Penicillium chrysogen
um)、およびペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divaricatus)の種のものである
、上記組換え天然麦角アルカロイド産生生物である。
【０２８３】
　好ましくは、上記の組換え天然麦角アルカロイド産生生物のいずれか1つの少なくとも1
つの上方調節された、または下方調節されたDmaW、EasF、EasE、EasC、EasH、EasD、EasA
またはEasG活性は、
　a)配列番号1、2、3、4、5、6、7、8、20、31、41、53、64、75、86、および/もしくは9
5に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、9
2%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸
配列を含むポリペプチド、
　d)配列番号102、122もしくは123、129、130、131、132、133、134、135および/もしく
は136に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91
%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するポリ
ヌクレオチドによりコードされるポリペプチドまたは
　e)配列番号102、122、123、129、130、131、132、133、134、135および/もしくは136に
より記載される配列群から選択されるポリヌクレオチド配列の少なくとも15個の連続する
ヌクレオチドをそれぞれ含む、2つのPCRプライマーを用いて得られるポリヌクレオチドに
よりコードされるポリペプチドまたは
　f)配列番号102、122もしくは123、123、129、130、131、132、133、134、135および/も
しくは136にストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによりコ
ードされるポリペプチドならびに
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　g)アスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)もしくはペシロミセス・ジ
バリカタス(Paecilomyces divaricatus)から得られるa)～f)の少なくとも1つに記載のポ
リペプチド
の群から選択される、少なくとも1つのポリペプチド、または少なくとも1つのポリペプチ
ドをコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドにより提供される。
【０２８４】
　表9～14は、対応するDmaW、EasF、EasE、EasC、EasA、EasG、EasDまたはEasH活性を有
し、表中に記載の生物源により含まれるポリペプチド配列に対する少なくとも70%、72%、
74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、
98%、99%、または100%の配列同一性を有する、列挙されたDmaW、EasF、EasE、EasC、EasA
、EasG、EasDまたはEasH活性を有するポリペプチドをコードする組換えポリヌクレオチド
の組合せの例示的な非限定例を列挙する。表中のXはそれぞれ、組換え微生物または組換
え天然麦角アルカロイド産生生物により含まれる1コピーの組換えポリヌクレオチドを表
す。
【０２８５】
【表９】

【０２８６】
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【０２８７】
【表１１】

【０２８８】
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【表１２】

【０２８９】
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【表１３】

【０２９０】
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【表１４】

　当業者であれば、表9～14に列挙されたものと類似するさらなる実施形態を作出するこ
とができる。
【０２９１】
　特定の好ましい実施形態は、酵母、好ましくは、S.cerevisiae、およびシクロクラビン
の産生のための組換え微生物としてのその使用であり、ここで、酵母、好ましくは、S.ce
revisiaeは、
　a)配列番号8および/または95に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%
、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の
配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、好ましくは、配列番号8および/または95に対す
る少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%
、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号156に対す
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る少なくとも90%、好ましくは少なくとも95%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、
さらにより好ましくは、配列番号8および/または95に対する少なくとも70%、72%、74%、7
6%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、9
9%、または100%の配列同一性を有し、図8に示されるアラインメント中で100%保存された
全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含む、EasH活性を有するポリペプチドをコードす
るポリヌクレオチドを含む少なくとも1つの発現カセット、
　b)配列番号2、31、32、33、34、35、36、37、38、39および/または40に対する少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、好ましく
は、配列番号2、31、32、33、34、35、36、37、38、39および/または40に対する少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号148、149および150に
対する少なくとも95%、好ましくは100%の配列同一性を有し、配列番号149のアミノ酸位置
18にチロシンを有するアミノ酸配列を含む、EasAリダクターゼ活性を有するポリペプチド
をコードするポリヌクレオチドを含む少なくとも1つの発現カセット、
　c)配列番号7、86、87、88、89、90、181、92、93および/または94に対する少なくとも7
0%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、9
6%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、好ましくは
、配列番号7、86、87、88、89、90、181、92、93および/または94に対する少なくとも70%
、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%
、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号183に対する少なくとも90%
、好ましくは少なくとも95%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、より好ましくは
、配列番号7、86、87、88、89、90、181、92、93および/または94に対する少なくとも70%
、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%
、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、図10に示されるアラインメント中で1
00%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含む、EasG活性を有するポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチドを含む少なくとも1つの発現カセット、
　d)配列番号4、53、54、55、56、57、58、59、60、62および/または63に対する少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、好ましく
は、配列番号4、53、54、55、56、57、58、59、60、62および/または63に対する少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号152に対する少なくと
も80%、好ましくは少なくとも81%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、より好まし
くは、配列番号4、53、54、55、56、57、58、59、60、62および/または63に対する少なく
とも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、9
5%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、図7に示されるアラインメン
ト中で100%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含む、EasD活性を有するポ
リペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む少なくとも1つの発現カセット、
　e)配列番号3または41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51および/または52に対
する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、9
3%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
む、好ましくは、配列番号3または41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51および/
または52に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配
列番号192に対する少なくとも85%、好ましくは少なくとも87%の配列同一性を有するアミ
ノ酸配列を含む、より好ましくは、配列番号3もしくは41、42、43、44、45、46、47、48
、49、50、51および/または52に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、
84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配
列同一性を有し、図6に示されるアラインメント中で100%保存された全てのアミノ酸を有
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するアミノ酸配列を含む、EasC活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
を含む少なくとも1つの発現カセット、
　f)配列番号5、64、175、66、67、68、69、176、71、177、73および/または178に対する
少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、
94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、
好ましくは、配列番号5、64、175、66、67、68、69、176、71、177、73および/または178
に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92
%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号191
に対する少なくとも70%、好ましくは少なくとも73%の配列同一性を有するアミノ酸配列を
含む、より好ましくは、配列番号5、64、175、66、67、68、69、176、71、177、73および
/または178に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90
%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、図
5に示されるアラインメント中で100%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を
含む、EasE活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む少なくとも1
つの発現カセット、
　g)配列番号6、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84および/または85に対する少な
くとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、好
ましくは、配列番号6、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84および/または85に対す
る少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%
、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号154に対す
る少なくとも75%、好ましくは少なくとも79%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、
より好ましくは、配列番号6、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84および/または85
に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92
%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、図4に示され
るアラインメント中で100%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含む、EasF
活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む少なくとも1つの発現カ
セット、
　h)配列番号1、19、20、21、22、23、24、25、26、27および/または28に対する少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、好ましく
は、配列番号1、19、20、21、22、23、24、25、26、27および/または28に対する少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号190に対する少なくと
も85%、好ましくは少なくとも89%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、さらにより
好ましくは、配列番号1、19、20、21、22、23、24、25、26、27および/または28に対する
少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、
94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、図3に示されるアライ
ンメント中で100%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含む、DmaW活性を有
するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む少なくとも1つの発現カセット
を含む。
【０２９２】
　好ましくは、EasE活性を提供するポリペプチドは、酵母中で小胞体への選別シグナルと
して機能することができるN末端配列を有する。組換え微生物がS.cerevisiaeである場合
、EasE活性を提供するポリペプチドは、好ましくは、S.cerevisiae中で小胞体への選別シ
グナルとして機能することができるN末端配列を含む。
【０２９３】
　好ましくは、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAリダクターゼおよび/またはE
asG活性を提供するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、天然麦角アルカロイ
ド産生生物から得ることができるポリヌクレオチド配列を有する。これらの酵母の好まし
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い変異体は、表12に記載の実施形態である。
【０２９４】
　これらの酵母のさらなる変異体を用いて、アグロクラビン、フェスツクラビンを産生さ
せることができる。これらの酵母は、好ましくは、EasH活性を有するポリペプチドをコー
ドするポリヌクレオチドを含む発現カセットを含まない。
【０２９５】
　これらの酵母の好ましい変異体は、表13および表14に記載の実施形態である。
【０２９６】
　これらの酵母のさらなる変異体を用いてカノクラビンIを産生させることができるが、
これはEasH、EasA、EasGまたはEasD活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオ
チドを含む発現カセットを含まない。
【０２９７】
　これらの酵母のさらなる変異体は、EasH、EasA、EasGおよびEasD活性を有するポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチドを含む発現カセットを含むが、DmaW、EasF、EasEまた
はEasC活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む発現カセットを含
まない。これらの酵母を用いて、カノクラビンIと共に提供した場合、シクロクラビンを
産生させることができる。
【０２９８】
　これらの酵母のさらなる変異体は、EasA、EasGおよびEasD活性を有するポリペプチドを
コードするポリヌクレオチドを含む発現カセットを含むが、DmaW、EasF、EasE、EasCまた
はEasH活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む発現カセットを含
まない。これらの酵母を用いて、カノクラビンIと共に提供した場合、フェスツクラビン
またはアグロクラビンを産生させることができる。
【０２９９】
　特定の好ましい実施形態は、酵母、好ましくは、S.cerevisiae、およびシクロクラビン
の産生のための組換え微生物としてのその使用であり、ここで、酵母、好ましくは、S.ce
revisiaeは、
　a)配列番号8および/または95に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%
、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の
配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、好ましくは、配列番号8および/または95に対す
る少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%
、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号156に対す
る少なくとも90%、好ましくは少なくとも95%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、
さらにより好ましくは、配列番号8および/または95に対する少なくとも70%、72%、74%、7
6%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、9
9%、または100%の配列同一性を有し、図8に示されるアラインメント中で100%保存された
全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含む、EasH活性を有するポリペプチドをコードす
るポリヌクレオチドを含む少なくとも1つの発現カセット、
　b)配列番号2、31、32、33、34、35、36、37、38、39および/または40に対する少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、好ましく
は、配列番号2、31、32、33、34、35、36、37、38、39および/または40に対する少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号148、149および150に
対する少なくとも95%、好ましくは100%の配列同一性を有し、配列番号149のアミノ酸位置
18にチロシンを有するアミノ酸配列を含む、EasAリダクターゼ活性を有するポリペプチド
をコードするポリヌクレオチドを含む少なくとも1つの発現カセット、
　c)配列番号7、86、87、88、89、90、181、92、93および/または94に対する少なくとも7
0%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、9
6%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、好ましくは
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、配列番号7、86、87、88、89、90、181、92、93および/または94に対する少なくとも70%
、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%
、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号183に対する少なくとも90%
、好ましくは少なくとも95%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、より好ましくは
、配列番号7、86、87、88、89、90、181、92、93および/または94に対する少なくとも70%
、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%
、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、図10に示されるアラインメント中で1
00%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含む、EasG活性を有するポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチドを含む少なくとも1つの発現カセット、
　d)配列番号4、53、54、55、56、57、58、59、60、62および/または63に対する少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、好ましく
は、配列番号4、53、54、55、56、57、58、59、60、62および/または63に対する少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号152に対する少なくと
も80%、好ましくは少なくとも81%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、より好まし
くは、配列番号4、53、54、55、56、57、58、59、60、62および/または63に対する少なく
とも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、9
5%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、図7に示されるアラインメン
ト中で100%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含む、EasD活性を有するポ
リペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む少なくとも1つの発現カセット、
　e)配列番号3または41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51および/または52に対
する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、9
3%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
む、好ましくは、配列番号3または41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51および/
または52に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配
列番号192に対する少なくとも85%、好ましくは少なくとも87%の配列同一性を有するアミ
ノ酸配列を含む、より好ましくは、配列番号3もしくは41、42、43、44、45、46、47、48
、49、50、51および/または52に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、
84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配
列同一性を有し、図6に示されるアラインメント中で100%保存された全てのアミノ酸を有
するアミノ酸配列を含む、EasC活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
を含む少なくとも1つの発現カセット、
　f)配列番号5、64、175、66、67、68、69、176、71、177、73および/または178に対する
少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、
94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、
好ましくは、配列番号5、64、175、66、67、68、69、176、71、177、73および/または178
に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92
%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号191
に対する少なくとも70%、好ましくは少なくとも73%の配列同一性を有するアミノ酸配列を
含む、より好ましくは、配列番号5、64、175、66、67、68、69、176、71、177、73および
/または178に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90
%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、図
5に示されるアラインメント中で100%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を
含む、EasE活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む少なくとも1
つの発現カセット、
　g)配列番号6、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84および/または85に対する少な
くとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、好
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ましくは、配列番号6、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84および/または85に対す
る少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%
、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号154に対す
る少なくとも75%、好ましくは少なくとも79%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、
より好ましくは、配列番号6、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84および/または85
に対する少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92
%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、図4に示され
るアラインメント中で100%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含む、EasF
活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む少なくとも1つの発現カ
セット、
　h)配列番号1、19、20、21、22、23、24、25、26、27および/または28に対する少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、好ましく
は、配列番号1、19、20、21、22、23、24、25、26、27および/または28に対する少なくと
も70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、配列番号190に対する少なくと
も85%、好ましくは少なくとも89%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、より好まし
くは、配列番号1、19、20、21、22、23、24、25、26、27および/または28に対する少なく
とも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、9
5%、96%、97%、98%、99%、または100%の配列同一性を有し、図3に示されるアラインメン
ト中で100%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含む、DmaW活性を有するポ
リペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む少なくとも1つの発現カセット
を含む。
【０３００】
　好ましくは、これらの酵母は、
　a)配列番号28に対する少なくとも80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、
好ましくは、配列番号28に対する少なくとも80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、
93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、配列番号190に
対する少なくとも85%、好ましくは少なくとも89%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
む、より好ましくは、配列番号28に対する少なくとも80%、82%、84%、86%、88%、90%、91
%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、図3に
示されるアラインメント中で100%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含む
、DmaW活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む少なくとも1つの
発現カセットおよび/または
　b)配列番号76に対する少なくとも80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、
好ましくは、配列番号76に対する少なくとも80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、
93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、配列番号154に
対する少なくとも75%、好ましくは少なくとも79%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
む、より好ましくは、配列番号76に対する少なくとも80%、82%、84%、86%、88%、90%、91
%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%の配列同一性を有し、図4に
示されるアラインメント中で100%保存された全てのアミノ酸を有するアミノ酸配列を含む
、EasF活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む少なくとも1つの
発現カセット
を含む。
【０３０１】
　これらの酵母のさらなる変異体を用いて、アグロクラビン、フェスツクラビンを産生さ
せることができる。これらの酵母は、好ましくは、EasH活性を有するポリペプチドをコー
ドするポリヌクレオチドを含む発現カセットを含まない。
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【０３０２】
　これらの酵母のさらなる変異体を用いて、カノクラビンIを産生させることができるが
、これはEasH、EasA、EasGまたはEasD活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレ
オチドを含む発現カセットを含まない。
【０３０３】
　本明細書に開示される組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物を、当
業界で用いられる標準的な形質転換および/または突然変異プロトコールにより作製する
ことができる。それぞれ対応する種のための最も効率的な方法が、文献中で、例えば、Tu
rgeon (2010) Molecular and cell biology methods for fungi, p3-9、Koushki, MMら(2
011), AFRICAN JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY Vol.10 (41): p7939-7948、Coyleら(2010) Ap
pl Environ Microbiol 76:3898-3903、Current Protocols in Molecular Biology, Chapt
er 13. Ausubel F.M.ら(編）Wiley & Sons, U.K.、およびGenome Analysis: A Laborator
y Manual, Cloning Systems. Volume 3. Birren B, Green ED, Klapholz S, Myers RM, R
iethman H, Roskams J.(編) New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 1999:29
7-565で容易に利用可能である。
【０３０４】
　これらの方法は、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAまたはEasG活性の少なく
とも1つを含むポリペプチドをコードする組換えポリヌクレオチドを含む。これらのポリ
ヌクレオチドを、目的の微生物の既に存在する発現カセット中に組込むように標的化する
か、または対応する微生物中でのポリヌクレオチドの転写および翻訳を可能にする組換え
発現カセット中に含有させることができる。発現カセットは、DmaW、EasF、EasE、EasC、
EasD、EasH、EasAおよびEasG活性を提供するポリペプチドの少なくとも1つをコードする
ポリヌクレオチドに機能し得る形で連結されたプロモーターおよびターミネーターを含む
。ポリペプチドの少なくとも1つをコードするポリヌクレオチドは、好ましくは、対応す
る微生物のコドン使用に適合させることができる。プロモーター、ターミネーターおよび
特定の微生物のために用いられるのに好適なコドン使用に関する情報は、当業者には公知
である。
【０３０５】
　酵母のための好適な構成的プロモーターは、実施例に列挙されるものに加えて、特に、
サッカロミセス・セレビジア(Saccharomyces cerevisiae)のためのものであり、例えば、
trpC、gpdA、tub2およびTef1プロモーターである。
【０３０６】
　酵母、特に、サッカロミセス・セレビジア(Saccharomyces cerevisiae)のための好適な
誘導的プロモーターは、例えば、Gal1、Gal10、Cup1、Pho5、およびMet25プロモーターで
ある。
【０３０７】
　さらなるプロモーターおよびターミネーター、ならびにクローニング戦略は、例えば、
Shaoら(2009) Nucleic Acids Research, Vol. 37, No. 2 e16 (10 pages)に記載されてい
る。
【０３０８】
　上記の発現カセットは、形質転換のために用いることができるか、またはあるゲノム遺
伝子座への、もしくはその近くでのいくつかの構築物の標的化された組込みにより作出す
ることができる、より大きいポリヌクレオチドを含んでも、または含まなくてもよい。こ
れらのより大きいポリヌクレオチドは、同じ活性を提供する1つ以上のポリペプチドのた
めの発現カセットを含んでもよく、もしくは異なる活性を提供する1つ以上のポリペプチ
ドのための発現カセットを含んでもよいか、または同じ活性を提供する1つ以上のポリペ
プチドのための発現カセットを含み、異なる活性を提供する1つ以上のポリペプチドのた
めの発現カセットを含んでもよい。あるいは、または上記の方法およびポリヌクレオチド
に加えて、組換え微生物を数回形質転換するか、または同時にいくつかの異なるポリヌク
レオチドで形質転換し、かくして、組換え微生物のゲノム中の2つ以上の遺伝子座に発現
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カセットを含んでもよい。
【０３０９】
　かくして、本発明のさらなる実施形態は、上記の実施形態のいずれか1つに記載のポリ
ペプチドをコードする組換えポリヌクレオチドおよび上記の実施形態のいずれか1つに記
載のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの発現のための発現カセットおよびその
ようなポリヌクレオチドまたは発現カセットの少なくとも1つを含む、発現および形質転
換ベクターなどのベクターである。
【０３１０】
　上記の実施形態のいずれかに記載の組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産
生生物を、本発明によって含まれるシクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン
、カノクラビンアルデヒド、Iおよびカノクラビンの少なくとも1つの産生のために用いる
ことができる。かくして、さらなる実施形態は、シクロクラビン、フェスツクラビン、ア
グロクラビン、カノクラビンアルデヒドおよびカノクラビンIの少なくとも1つの産生のた
めの方法であって、
　a)組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物中でのシクロクラビン、フ
ェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒドおよびカノクラビンIの少な
くとも1つの産生を可能にする条件下で、上記の実施形態のいずれか1つに記載の組換え微
生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物を培養すること；ならびに
　b)前記組換え微生物もしくは組換え天然麦角アルカロイド産生生物および/または培養
培地から、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒ
ドおよびカノクラビンIの少なくとも1つを取得すること
を含む、上記方法を含む。
【０３１１】
　本発明の組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物を、意図される目的
に適合する、表面培養、液内培養、固体状態培養、腐栄養性培養中で、振とうフラスコ培
養中で、または任意の他の方法で増殖させることができる。好ましくは、組換え微生物ま
たは組換え天然麦角アルカロイド産生生物は、液内培養で培養される。
【０３１２】
　組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物のための増殖条件および増殖
培地は、当業者には公知であり、例えば、非組換え微生物および天然麦角産生生物を培養
するために用いられる条件を適用することができる。そのようなプロトコールおよび方法
は、例えば、Bacon CW (1985) Mycologia Vol 77:418-423、Schulz Bら(1993) Mycol Res
 97:1447-1450、Banksら(1974) Journal of General Microbiology Vol 82: p345-361、F
lieger, M.ら(1997) Folia Microbiologica Vol. 42: p3-30、Pazoutova, S.ら(1981) Jo
urnal of Natural Products Vol. 44: p225-235に開示されている。
【０３１３】
　培養方法および天然麦角アルカロイド産生生物による麦角アルカロイドの産生を誘導ま
たは増強するための方法は、例えば、Keller, U.およびTudzynski, P. (2002) in: Osiew
acz, H.D. (編), The Mycota, Vol. X.「Industrial Applications」、Springer, Berlin
, pp. 157-181、Haarmann, T.ら(2005), Phytochemistry Vol. 66, p1312-1320、またはF
uruta, Tら(1982) Agricultural and Biological Chemistry, Vol 46 (7): p1921-1922、
Tudzynski P.ら(2001) Applied Microbiology and Biotechnology, Vol. 57 (5-6) p593-
605、Kantorova, M.ら(2002) Journal of Natural Products, Vol. 65 (7): p1039-1040
、Kozlovsky, A. G.; (2010) Applied Biochemistry and Microbiology, Vol. 46 (5): p
525-529、Kozlovsky, A. G.; (1999) Applied Biochemistry and Microbiology Vol. 35 
(5): p477-485、Narayan V.およびRao K.K., (1982) Biotechnology Letters Vol. 4 (3)
: p193-196、Rehacek, Z.ら(1970) Folia Microbiologica Vol 15 (3): p210-213、Naray
an V.およびRao K.K., (1982) Biotechnology Letters Vol. 4 (3): p193-196、Rehacek,
 Z.ら(1971) Folia Microbiologica Vol 15 (3): p35-40、Janardhanan K.およびHusain 
A. (1990) Indian Journal of Experimental Biology, Vol. 28(11): p1054-1057、Herna
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ndesz M.ら(1992) Letters in Applied Microbiology Vol. 15(4):p 156-159、Hernandes
z M.ら(1993) Process Biochemistry Vol. 28(1): p23-27、Sarkisova M.ら(1991) Antib
iotiki I Khimioperapiya Vol 36(12): p8-10、Samdani Gら(1998) Asian Journal of Ch
emistry Vol.10(2): p373-374に開示されている。
【０３１４】
　例えば、クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)による麦角アルカロイドの産
生を、好ましくは、高浸透圧および低リン酸レベルを有する増殖培地に前駆体および誘導
因子としてトリプトファンを添加することにより改善することができる。
【０３１５】
　さらに、感染したライムギの穂上で増殖したクラビケプス・プルプレア(Claviceps pur
purea)、クラビケプス・フシフォルミス(Claviceps fusiformis)またはクラビケプス・パ
スパリ(Claviceps paspali)による麦角アルカロイドの産生を、麦角アルカロイド前駆体
を添加することにより改善することができる。
【０３１６】
　麦角アルカロイドの産生のためにクラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)を用
いる方法に関するさらなる指針を、Hulvova H.ら、「Parasitic fungus Claviceps as a 
source for biotechnological production of ergot alkaloids」、Biotechnology Advan
ces 31 (2013) 79-89に見出すことができる。
【０３１７】
　組換え微生物および組換え天然麦角アルカロイド産生生物を、例えば、培養培地のため
の炭素源としてグルコース、スクロース、ハチミツ、デキストリン、デンプン、グリセロ
ール、糖蜜、動物油または植物油などを用いて培養することができる。さらに、大豆粉末
、小麦胚芽、コーンスティープリカー、綿実くず、肉エキス、ポリペプトン、モルトエキ
ス、酵母エキス、硫酸アンモニウム、硝酸ナトリウム、尿素などを、窒素源として用いる
ことができる。必要に応じて、ナトリウム、カリウム、カルシウム、マグネシウム、コバ
ルト、塩素、リン酸(リン酸水素二カリウムなど)、硫酸(硫酸マグネシウムなど)および他
のイオンを生成することができる無機塩の添加も有効である。さらに、チアミン(塩酸チ
アミンなど)などの様々なビタミン、グルタミン(グルタミン酸ナトリウムなど)、アスパ
ラギン(DL-アスパラギンなど)などのアミノ酸、ヌクレオチドなどの微量栄養素、および
抗生物質などの選択薬剤を必要に応じて添加してもよい。さらに、有機物質および無機物
質を好適に添加して、生物の増殖を支援し、麦角アルカロイドの産生、特に、シクロクラ
ビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、および/またはカ
ノクラビンIの産生を促進することができる。培養培地のpHは、例えば、pH5.5～pH8のオ
ーダーである。培養を、好気的条件下での固体培養法、振とう培養法、通気撹拌培養法ま
たは深好気的培養法などの方法を用いて実行することができるが、深好気的培養法が最も
好適である。培養のための適切な温度は、10℃～40℃であるが、多くの場合、増殖は22℃
～30℃の範囲で起こる。シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラ
ビンアルデヒド、および/またはカノクラビンIの産生は、培養培地および培養条件、また
は用いられる宿主に応じて異なるが、いずれの培養法を用いた場合でも、シクロクラビン
、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、および/またはカノク
ラビンIの産生の蓄積は、一般に2～10日で最大に達するが、それよりかなり長い時間、例
えば、15、20、25、30、40、50日またはさらに長く続けてもよい。培養は、培養物中のシ
クロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、および/
またはカノクラビンIの産生の量がその最高レベルに達した時に停止され、標的材料は培
養物から単離され、培養材料からそのシクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビ
ン、カノクラビンアルデヒド、および/またはカノクラビンIの産生物を単離するために精
製される。シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒ
ド、および/またはカノクラビンIの産生物を単離するために用いられる標的材料は、任意
の有用な材料、例えば、全生物もしくは生物により産生される胞子のみもしくは生物の任
意の他の部分であってもよい生物自体、または生物を培養するのに用いられる培養培地で
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あってもよい。例えば、組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物に、前
駆体が好ましくは、IPP、トリプトファン、DMAPP、DMAT、Me-DMATおよびカノクラビンIの
群から選択される、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビン
アルデヒド、および/またはカノクラビンIの1つ以上の前駆体を提供することにより、シ
クロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒド、および/
またはカノクラビンIの産生を増強するために培養条件を適合させることができる。
【０３１８】
　かくして、本発明のさらなる実施形態は、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロ
クラビン、カノクラビンアルデヒド、およびカノクラビンIの少なくとも1つの産生のため
の方法であって、
　a)組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物中でのシクロクラビン、フ
ェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒドおよびカノクラビンIの少な
くとも1つの産生を可能にする条件下で、上記の実施形態のいずれか1つに記載の組換え微
生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物を培養すること；
　b)前記組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物に、培養培地を介して
IPP、トリプトファン、DMAPP、DMAT、Me-DMATまたはカノクラビンIの群から選択される化
合物の少なくとも1つを提供すること；ならびに
　c)前記組換え微生物もしくは組換え天然麦角アルカロイド産生生物および/または培養
培地から、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒ
ドおよびカノクラビンIの少なくとも1つを取得すること
を含む、上記方法である。
【０３１９】
　上記方法は、好ましくは、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノ
クラビンアルデヒドおよびカノクラビンIの群から選択される化合物の少なくとも1つを取
得するために用いられる。好ましくは、この方法は、シクロクラビンを取得するために用
いられる。
【０３２０】
　しかしながら、特に、組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物が、ピ
ロクラビン、フミクラビンAもしくはC、またはエルゴタミンなどの、他の麦角アルカロイ
ドの産生のための遊離体として、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアル
デヒドまたはカノクラビンIの少なくとも1つを用いるさらなる遺伝子を含む場合、フェス
ツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒドおよびカノクラビンIを取得する
方法ステップを省略してもよい。次いで、生物または培養培地からこれらの化合物を取得
することが有利であり得る。例えば、組換え天然麦角アルカロイド産生生物がアスペルギ
ルス・フミガタス(Aspergillus fumigatus)である場合、フミガクラビンB、フミガクラビ
ンAまたはフミガクラビンなどの麦角アルカロイドを産生および取得することが可能であ
る。さらに、組換え天然麦角アルカロイド産生生物がクラビケプス種、好ましくは、クラ
ビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケプス・パスパリ(Claviceps paspa
li)またはクラビケプス・アフリカーナ(Claviceps africana)である場合、エリモクラビ
ン、パスパル酸、リゼルギン酸、エルゴペプタムおよびエルゴペプチンの群から選択され
る化合物の1つ以上を産生および取得することが可能である。同じ原理は、1つ以上の麦角
アルカロイドを産生し、その産生のための前駆体としてフェスツクラビン、アグロクラビ
ン、カノクラビンアルデヒドまたはカノクラビンIの少なくとも1つを用いる他の組換え天
然麦角産生生物にも適用される。好ましくは、天然麦角アルカロイド産生生物は、対応す
る天然麦角アルカロイド産生生物を作出するために用いられたのと同じ種および株と比較
した場合、より多い量で、より高い速度で、これらの他の麦角アルカロイドの少なくとも
1つを産生する。より高い速度、またはより多い量とは、両方とも同じ条件下で培養され
た場合、対応する天然麦角アルカロイド産生生物を作出するために用いられたのと同じ種
および株と比較した場合、少なくとも5%、10%、15%、30%、40%、50%、60%、70%、80%、90
%、または少なくとも100%多いか、または速いことを意味する。
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【０３２１】
　培養条件は、用いられる組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物に関
して変化してもよい。好適な増殖条件または酵母、特に、サッカロミセス・セレビジア(S
accharomyces cerevisiae)は、実施例に提供される。しかしながら、これらの増殖条件を
さらに適合させることができる。例えば、増殖温度を、生物の遅いか、または速い増殖の
ために適合させることができる。従って、本発明は、組換え微生物もしくは組換え天然麦
角アルカロイド産生生物が、10℃～40℃、好ましくは、15℃～35℃、より好ましくは、18
℃～32℃、さらにより好ましくは、20℃～30℃の温度で培養されるか、または組換え微生
物もしくは組換え天然麦角アルカロイド産生生物が10℃～32℃、13℃～32℃、15℃～32℃
、16℃～32℃、17℃～32℃、18℃～32℃、19℃～32℃、20℃～32℃、15℃～31℃、15℃～
30℃、15℃～29℃、15℃～28℃、15℃～27℃、15℃～26℃、15℃～25℃の温度で培養され
るか、または組換え微生物もしくは組換え天然麦角アルカロイド産生生物が、25℃～40℃
、好ましくは25℃～35℃の温度で最初に培養された後、10℃～25℃、好ましくは15℃～25
℃の温度で培養されるか、または組換え微生物もしくは組換え天然麦角アルカロイド産生
生物が、10℃～25℃、好ましくは15℃～25℃の温度で最初に培養された後、25℃～40℃、
好ましくは25℃～35℃の温度で培養される、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロ
クラビン、カノクラビンアルデヒドおよびカノクラビンIの少なくとも1つの産生のための
方法を包含する。
【０３２２】
　通常、増殖条件は、対応する組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物
の選択性に従って選択されるが、しかしながら、それから逸脱することが有利であり得る
。例えば、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒ
ドおよび/またはカノクラビンIの産生のために、15℃～25℃、好ましくは20℃の温度でS.
cerevisiaeを増殖させることが有利であってもよい。
【０３２３】
　いくつかの実施形態においては、対応する組換え微生物または組換え天然麦角アルカロ
イド産生生物、例えば、S.cerevisiaeの増殖条件は、増殖を遅くするように選択される。
これは、例えば、グリセロール、トリメチルアミンN-オキシド(TMAO)またはプロリン、例
えば、2.5%、5%もしくは10%の濃度のグリセロール、250mMもしくは500mMの濃度のTMAOま
たは200mMの濃度のプロリンを増殖培地に添加することにより達成することができる。
【０３２４】
　さらに好ましい実施形態は、高い細胞密度を生成する、および/または発酵を延長する
ために用いることができる、供給バッチ式培養条件を用いる。
【０３２５】
　本明細書に記載の方法により産生されるシクロクラビン、フェスツクラビン、アグロク
ラビン、カノクラビンアルデヒドおよび/またはカノクラビンIは、好ましくは、抽出によ
り得られるが、原理的には、他の方法により得ることもできる。
【０３２６】
　一実施形態においては、抽出は、酢酸エチル(EA)、tert-ブチルメチルエーテル(TBME)
、クロロホルム(CHCl3)およびジクロロメタン(DCM)の群から選択される化合物を用いる抽
出により行われる。
【０３２７】
　好ましくは、抽出方法は、pH=10の酢酸エチルを用いる液体/液体抽出、より好ましくは
、pHがNaOHを用いて調整される、pH=10の酢酸エチルを用いる液体/液体抽出を含む。
【０３２８】
　しかしながら、好ましくはpH=3のHLB樹脂、pH=3のDiaion樹脂、好ましくはpH=3のAmber
lite 1180樹脂、好ましくはpH=10のAmberlite 1180樹脂、好ましくはpH=3のAmberlite 16
N樹脂またはpH=10のAmberlite 16N樹脂の群から好ましく選択される、シリカに基づく樹
脂材料を用いる固相抽出を用いる抽出を含む抽出方法により、シクロクラビン、フェスツ
クラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒドおよび/またはカノクラビンIを取得



(101) JP 2015-530879 A 2015.10.29

10

20

30

40

50

することもできる。
【０３２９】
　シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒドおよび
/もしくはカノクラビンI、または他のクラビン型アルカロイドもしくは他の麦角アルカロ
イドを取得するのに好適な方法は、当業者には公知である。例えば、シクロクラビンを取
得するための方法は、Furutaら(1982), Agricultural and Biological Chemistry Vol. 4
6 (7): p1921-1922またはStauffacher D.ら(1969) Tetrahedron Vol.25: p5879-5887に開
示されている。
【０３３０】
　麦角アルカロイドを分析するための方法は、例えば、Flieger, M.ら(1997) Folia Micr
obiolgica, Vol. 42 (1) p 3-29およびHalada, P.ら(1998) Chemicke Listy Vol.92 (7) 
p538-547に記載されている。
【０３３１】
　本発明は、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデ
ヒドおよびカノクラビンIの少なくとも1つの産生のための、または上記方法のいずれか1
つにおける、上記実施形態のいずれか1つに記載の組換え微生物または組換え天然麦角ア
ルカロイド産生生物、組換えポリヌクレオチド、ベクターの使用を含む。
【０３３２】
　本発明のさらなる実施形態は、上記方法のいずれか1つにより産生されたシクロクラビ
ン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒドおよび/またはカノク
ラビンIならびに本発明の組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物の培
養により産生されるシクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビン
アルデヒドおよびカノクラビンIの群から選択される化合物の少なくとも1つを含む培養培
地を含む。
【０３３３】
　好ましくは、培養培地は、シクロクラビンを含むが、フェスツクラビン、アグロクラビ
ン、カノクラビンアルデヒドおよびカノクラビンIの少なくとも1つを含有しないか、また
は比較的低い含量で含む。同様に好ましくは、培養培地は、フェスツクラビンを含むが、
シクロクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒドおよびカノクラビンIの少な
くとも1つを含有しないか、または比較的低い含量で含む。同様に好ましくは、培養培地
は、アグロクラビンを含むが、シクロクラビン、フェスツクラビン、カノクラビンアルデ
ヒドおよびカノクラビンIの少なくとも1つを含有しないか、または比較的低い含量で含む
。また同様に好ましくは、培養培地は、カノクラビンアルデヒドを含むが、シクロクラビ
ン、フェスツクラビン、アグロクラビンおよびカノクラビンIの少なくとも1つを含有しな
いか、または比較的低い含量で含む。また同様に好ましくは、培養培地は、カノクラビン
Iを含むが、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビンおよびカノクラビンア
ルデヒドの少なくとも1つを含有しないか、または比較的低い含量で含む。
【０３３４】
　比較的低い含量とは、問題の組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物
の対応する対照生物を培養することによって産生された培養培地中の含量と比較した場合
、少なくとも10%、20%、30%、40%、50%、60%、70%、80%、100%低い対応する化合物の含量
を意味する。
【０３３５】
　本発明はさらに、上記の組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド産生生物を作
出するために用いることができる、ペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divarica
tus)から単離されたポリヌクレオチドおよびその配列変異体を含む。
【０３３６】
　従って、本発明の一実施形態は、
　a)配列番号129、130、131、132、133、134、135または136に示されるヌクレオチド配列
を有する核酸配列；
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　b)配列番号20、31、41、53、64、75、86、95または180に示されるアミノ酸配列を有す
るポリペプチドをコードする核酸配列；
　c)配列番号129、130、131、132、133、134、135または136に示される核酸配列と少なく
とも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、9
5%、96%、97%、98%、99%、または100%同一である核酸配列であって、DmaW、EasF、EasE、
EasC、EasD、EasH、EasAリダクターゼ、EasAイソメラーゼまたはEasG活性を有するポリペ
プチドをコードする上記核酸配列；
　d)DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAリダクターゼ、EasAイソメラーゼまたは
EasG活性を有し、配列番号20、31、41、53、64、75、86、95または180に示されるアミノ
酸配列と少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92
%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%同一であるアミノ酸配列を有するポ
リペプチドをコードする核酸配列；および
　e)a)～d)のいずれか1つにストリンジェントな条件下でハイブリダイズすることができ
る核酸配列であって、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAリダクターゼ、EasAイ
ソメラーゼまたはEasG活性を有するポリペプチドをコードする上記核酸配列
からなる群より選択される1つ以上の核酸配列を含むポリヌクレオチドである。
【０３３７】
　本発明のさらなる実施形態は、上記の組換え微生物または組換え天然麦角アルカロイド
産生生物を作出するために用いることができる、ポリペプチドおよびその配列変異体を含
む。
【０３３８】
　従って、本発明の一実施形態は、
　a)配列番号175、176、177または178に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコ
ードする核酸配列；
　b)EasE活性を有し、配列番号175、176、177または178に示されるアミノ酸配列と少なく
とも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、9
5%、96%、97%、98%、99%、または100%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコ
ードする核酸配列；
　c)配列番号181に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする核酸配列；
および
　d)DmaW活性を有し、配列番号181に示されるアミノ酸配列と少なくとも70%、72%、74%、
76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、
99%、または100%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする核酸配列
からなる群より選択される1つ以上の核酸配列を含むポリヌクレオチドである。
【０３３９】
　ペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divaricatus)から単離されたこれらのポリ
ヌクレオチドおよびその配列変異体ならびにEasEまたはDmaW活性を有し、配列番号175、1
76、177、178、または181に示されるアミノ酸配列と少なくとも70%、72%、74%、76%、78%
、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、ま
たは100%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする核酸配列を、本明細
書に記載の実施形態のいずれか1つに記載のポリヌクレオチドのいずれか1つ、好ましくは
、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAリダクターゼ、EasAイソメラーゼまたはEa
sG活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドと組合わせることができる。
【０３４０】
　ポリヌクレオチドをさらにプロモーターおよびターミネーター配列と機能し得る形で連
結して、コードされたポリペプチドの転写および翻訳のための発現カセットを作出するこ
とができる。さらに、これらのポリヌクレオチドおよび発現カセットを、形質転換および
/または発現ベクター中に導入し、例えば、本発明の組換え微生物もしくは組換え天然麦
角アルカロイド産生生物を作出するため、および例えば、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD
、EasH、EasAリダクターゼ、EasAイソメラーゼもしくはEasG活性を有するコードされたポ
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リペプチドを認識する抗体を製造するため、もしくはそのようなポリペプチドのタンパク
質結晶を製造するためのさらなる精製のために、これらのポリペプチドを産生させるため
に用いることができるか、またはin vitro試験および製造方法のために前記ポリペプチド
を用いることができる。従って、本発明は、そのようなポリヌクレオチドを含む原核およ
び真核宿主細胞を包含する。好ましくは、そのような宿主細胞は、細菌細胞、真菌細胞、
または酵母細胞である。本発明のさらなる実施形態は、a)DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD
、EasH、EasAリダクターゼ、EasAイソメラーゼもしくはEasG活性を有し、配列番号20、31
、41、53、64、75、86、もしくは95に示されるアミノ酸配列と少なくとも70%、72%、74%
、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%
、99%、もしくは100%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする核酸配
列のための発現カセットを含む宿主細胞を培養すること、または前記ポリペプチドの産生
を可能にする条件下でペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces divaricatus)細胞を培
養すること；およびb)ステップa)の宿主細胞またはペシロミセス・ジバリカタス(Paecilo
myces divaricatus)細胞からポリペプチドを取得することを含む、ポリペプチドの製造の
ための方法である。
【０３４１】
　また、a)シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒ
ドまたはカノクラビンIの産生を可能にする条件下でペシロミセス・ジバリカタス(Paecil
omyces divaricatus)細胞を培養すること；ならびにb)ペシロミセス・ジバリカタス(Paec
ilomyces divaricatus)細胞および/または培養培地から、シクロクラビン、フェスツクラ
ビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒドまたはカノクラビンIの少なくとも1つを
取得することを含む、シクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビ
ンアルデヒドもしくはカノクラビンI、またはこれらの組合せの製造のための方法も、本
発明により包含される。
【０３４２】
　本発明の他の部分は、
　a)配列番号129、130、131、132、133、134、135もしくは136に示されるヌクレオチド配
列を有する核酸配列；
　b)配列番号20、31、41、53、64、75、86もしくは95に示されるアミノ酸配列を有するポ
リペプチドをコードする核酸配列；
　c)配列番号129、130、131、132、133、134、135もしくは136に示される核酸配列と少な
くとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%同一である核酸配列であって、DmaW、EasF、E
asE、EasC、EasD、EasH、EasAリダクターゼ、EasAイソメラーゼもしくはEasG活性を有す
るポリペプチドをコードする上記核酸配列；
　d)DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAリダクターゼ、EasAイソメラーゼもしく
はEasG活性を有し、配列番号20、31、41、53、64、75、86もしくは95に示されるアミノ酸
配列と少なくとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%
、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%同一であるアミノ酸配列を有する
ポリペプチドをコードする核酸配列；および
　e)a)～d)のいずれか1つにストリンジェントな条件下でハイブリダイズすることができ
る核酸配列であって、DmaW、EasF、EasE、EasC、EasD、EasH、EasAリダクターゼ、EasAイ
ソメラーゼもしくはEasG活性を有するポリペプチドをコードする上記核酸配列
からなる群より選択される1つ以上の核酸配列を含むポリヌクレオチドの使用、
またはシクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒドお
よびカノクラビンIの群から選択される化合物の少なくとも1つの製造のため、もしくは前
駆体としてシクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒ
ドおよびカノクラビンIの群から選択される化合物の少なくとも1つを用いることにより産
生される少なくとも1つの麦角アルカロイドの製造のための、これらのポリヌクレオチド
を含むベクター、もしくは宿主細胞もしくはペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces 



(104) JP 2015-530879 A 2015.10.29

10

20

30

40

50

divaricatus)細胞の使用である。
【０３４３】
　本発明の他の部分は、
　a)配列番号175、176、177もしくは178に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチドを
コードする核酸配列；
　b)EasE活性を有し、配列番号175、176、177もしくは178に示されるアミノ酸配列と少な
くとも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%
、95%、96%、97%、98%、99%、もしくは100%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチ
ドをコードする核酸配列；
　c)配列番号181に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする核酸配列；
および
　d)DmaW活性を有し、配列番号181に示されるアミノ酸配列と少なくとも70%、72%、74%、
76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、
99%、もしくは100%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする核酸配列
からなる群より選択される1つ以上の核酸配列を含むポリヌクレオチドの使用、
またはシクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒドお
よびカノクラビンIの群から選択される化合物の少なくとも1つの製造のため、もしくは前
駆体としてシクロクラビン、フェスツクラビン、アグロクラビン、カノクラビンアルデヒ
ドおよびカノクラビンIの群から選択される化合物の少なくとも1つを用いることにより産
生される少なくとも1つの麦角アルカロイドの製造のための、これらのポリヌクレオチド
を含むベクター、もしくは組換え微生物もしくは組換え天然麦角アルカロイド産生生物、
好ましくは、アスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、アスペルギルス
・フミガタス(Aspergillus fumigatus)、ペシロミセス・ジバリカタス(Paecilomyces div
aricatus)、クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケプス・パスパリ(
Claviceps paspali)、クラビケプス・アフリカーナ(Claviceps africana)もしくは酵母細
胞の使用を含む。
【０３４４】
　本発明のさらなる実施形態は、
　a)配列番号175、176、177または178に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチド；
　b)EasE活性を有し、配列番号175、176、177または178に示されるアミノ酸配列と少なく
とも70%、72%、74%、76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、9
5%、96%、97%、98%、99%、または100%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチド；
　c)配列番号181に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチド；および
　d)DmaW活性を有し、配列番号181に示されるアミノ酸配列と少なくとも70%、72%、74%、
76%、78%、80%、82%、84%、86%、88%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、
99%、または100%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチド
からなる群より選択される少なくとも1つのポリペプチドを発現する組換え微生物または
組換え天然麦角アルカロイド産生生物を指す。
【０３４５】
　好ましくは、そのようなポリペプチドを発現する組換え微生物または組換え天然麦角ア
ルカロイド産生生物は、アスペルギルス・ジャポニカス(Aspergillus japonicus)、アス
ペルギルス・フミガタス(Aspergillus fumigatus)、ペシロミセス・ジバリカタス(Paecil
omyces divaricatus)、クラビケプス・プルプレア(Claviceps purpurea)、クラビケプス
・パスパリ(Claviceps paspali)、クラビケプス・アフリカーナ(Claviceps africana)ま
たは酵母細胞である。
（実施例）
【実施例１】
【０３４６】
パン酵母（Saccharomyces cerevisiae）におけるシクロクラビンの生産
材料および方法：
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　本実験に使用した基本の酵母菌株EYS1456は、以下の遺伝子型を有した：
CEN.PK 111-61A (MATα MAL2-8C SUC2 his3Δ1 leu2-3_112 ura3-52)
実施例１で使用した遺伝子を表15に示す：
【０３４７】
【表１５】

遺伝子のクローニング：
　酵母での発現のためにコドン最適化された合成遺伝子を作製した。遺伝子は、アミノ酸
配列（配列番号102-108）に加えて、翻訳終止コドンをコードする。合成の際に、すべて
の遺伝子に、5'末端においてHindIII制限認識部位を含むDNA配列AAGCTTAAAを与え、3'末
端においてSacII認識部位を含むDNA配列CCGCGGを与えた。遺伝子は、HindIIIおよびSacII
を含む多重クローニング部位で隔てられた、天然の酵母プロモーターおよびターミネータ
ーを含有する酵母発現カセット（配列番号110および111）に、HindIIIおよびSacIIを用い
てクローニングされた。すべてのカセットは両端にAscI制限部位を有した。遺伝子発現カ
セット（配列番号110および111）は、pUC18に基づくプラスミドベクター（配列番号112）
上に含まれたが、このベクター中には、発現カセットをクローニングするためのAscI部位
を提供するために、リンカー（配列番号113）が挿入されていた。
【０３４８】
　1つもしくは2つのカセットを指定の組込み型ベクター（配列番号114-118）にサブクロ
ーニングするために、遺伝子発現カセットを使用したが、このベクターは、酵母の選択可
能マーカー遺伝子も含有していた。2つの発現カセットの場合、クローニングの方向は、
ヘッドトゥーヘッドであって、それは、プロモーターが逆方向の翻訳を可能にすることを
意味する。マーカーおよび1つもしくは複数の発現カセットには、宿主のゲノムDNAに対し
て相同性を有する配列が隣接して配置された（配列番号114-118）。相同配列が隣接して
配置された、1つもしくは複数の発現カセットおよび選択マーカーを含有する、完全な組
込み型構築物は、組込み型ベクターをNotIおよびSbfI制限酵素で消化することによって、
pUC18に基づく骨格から切り離され、酵母の形質転換のために使用された。標準的な酢酸
リチウム形質転換プロトコールを使用した（Current Protocols; Chapter 13）。正しい
組込みをPCRで検証し、Sauer, 1987に記載のCreリコンビナーゼを発現するプラスミドに
よる細胞の形質転換後に、選択マーカーをloxP部位で組換えて除去した。組込みの標的部
位はFlagfeldt, 2009によって記載されている。組込み型ベクターの配列番号、およびそ
の組込み型構築物を表16aおよび表16bに示す。
【０３４９】
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【表１６－ａ】

【０３５０】

【表１６－ｂ】

経路の構築（アセンブリ）：
　完全なシクロクラビン経路、またはEasH遺伝子を欠いた経路のいずれかをEYS1456に組
み込むことによって、2つの酵母菌株を調製した。EYS1849は、pEVE2294、pEVE2312、pEVE
2343、およびpEVE2344（表16aおよび16b）に由来する構築物を組み込むことによって調製
されたが、EYS1851は、pEVE2294、pEVE2312、pEVE2342、およびpEVE2344（表16aおよび16
b）由来の構築物を組み込むことによって調製された。こうして得られた菌株は、以下の
遺伝子の発現カセットを含有した：
EYS1849: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE、AjEasC、AjEasD、AjEasA、AjEasG、およびAjEa
sH
EYS1851: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE、AjEasC、AjEasD、AjEasA、およびAjEasG
増殖条件：
　改変酵母菌株EYS1849およびEYS1851は、2%グルコースを含有する標準的なSCブロス（Fo
rMedium, Hunstanton, U.K.）中で増殖させた。培養物は、培地25 mlを入れた250 ml振盪
フラスコ内で20℃にて72時間、一定の振盪を加えながら増殖させた。
分析手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
これ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
 Germany)と連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） Ultra Performance LC, Wa
ters, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、Acquity UPLC（登録商標）
Bridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液体クロマトグラフィー法
：移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% ギ酸。溶出条件：
【０３５１】
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【表１７】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
調製手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
10 M NaOHを用いて上清をpH=10に調整し、等量の酢酸エチルで液液抽出により抽出した。
粗抽出物を真空下で乾燥し、100 mg/mlの濃度が得られるようにジメチルスルホキシド（D
MSO）で溶液に戻した。それを次に調製用HPLCシステム（Waters, Milford, Mass, USA）
で精製した。固定相：カラムは、XBridge（商標名）preparative C18、5μm、19x250 mm
カラムとした。
【０３５２】
　液体クロマトグラフィー法：移動相A：H2O + 0.1%トリフルオロ酢酸。移動相B：アセト
ニトリル+ 0.1%トリフルオロ酢酸。溶出条件：
【０３５３】

【表１８】

ESIパラメーター：イオン源電圧：キャピラリ-：3.00 kV。コーン：30 V。エクストラク
タ：3 V。RFレンズ：0.1 V。 　
イオン源温度：150℃。脱溶媒和温度：350℃。
結果：
　EYS1849、EYS1851、およびEYS1456は、上記のように20℃で増殖させた。上清をLC-MSで
分析し、EYS1849のシクロクラビン予想質量の抽出クロマトグラム（m/z=239.1543 +/-0.0
1Da）は、保持時間5.5分（+/- 0.2）のピークを示したが、EYS1851株にはそれは見られな
かった（EYS1456にも見られなかったが、データは示さない）。もう１つ顕著なピークが
、EYS1849およびEYS1851に存在し、それは保持時間5.91分においてm/z=241.1699 +/- 0.0
1Daの質量を有していた（図11を参照されたい）。
【０３５４】
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　保持時間5.49分におけるピークは、上記のように精製し、LC-MSおよびNMR分光法で分析
して、構造が解明され、その化合物がシクロクラビンであるという同一性を確認した。
【０３５５】
　EYS1849の上清中の、5.49分に溶出された精製化合物のNMRデータ： 1H NMR (600 MHz, 
CHLOROFORM-d)・ppm 0.70 (d, J=6.02 Hz, 1 H) 1.72 (s, 3 H) 1.81 (d, J=5.83 Hz, 1 
H) 2.83 (br. s., 3 H) 3.02 (d, J=10.40 Hz, 1 H) 3.09 - 3.17 (m, 1 H) 3.27 (d, J=
13.69 Hz, 1 H) 3.63 (d, J=11.67 Hz, 1 H) 3.99 (t, J=9.60 Hz, 1 H) 6.76 (d, J=7.2
0 Hz, 1 H) 6.88 (br. s., 1 H) 7.05 (t, J=7.65 Hz, 1 H) 7.19 (d, J=8.71 Hz, 1 H) 
11.79 - 12.55 (m, 1 H)。
【実施例２】
【０３５６】
A.fumigatusEasF、およびA. japonicus DmaW_altC、EasE、およびEasCを用いたパン酵母
（Saccharomyces cerevisiae）におけるカノクラビンIの生産
材料および方法：
　本実験に使用した基本の酵母菌株EYS1456は、以下の遺伝子型を有した：
CEN.PK 111-61A (MATα MAL2-8C SUC2 his3Δ1 leu2-3_112 ura3-52)
遺伝子配列：
実施例2で使用した遺伝子を表19に示す。
【０３５７】
【表１９】

遺伝子のクローニング：
　酵母での発現のためにコドン最適化された合成遺伝子を作製した。遺伝子は、アミノ酸
配列（配列番号102、107、106、および104）に加えて、翻訳終止コドンをコードする。合
成の際に、すべての遺伝子に、5'末端においてHindIII制限認識部位を含むDNA配列AAGCTT
AAAを与え、3'末端においてSacII認識部位を含むDNA配列CCGCGGを与えた。遺伝子は、Hin
dIIIおよびSacIIを含む多重クローニング部位で隔てられた、天然の酵母プロモーターお
よびターミネーターを含有する酵母発現カセット（配列番号110および111）に、HindIII
およびSacIIを用いてクローニングされた。すべてのカセットは両端にAscI制限部位を有
した。遺伝子発現カセット（配列番号110および111）は、pUC18に基づくプラスミドベク
ター（配列番号112）上に含まれたが、このベクター中には、発現カセットをクローニン
グするためのAscI部位を提供するために、リンカー（配列番号113）が挿入されていた。
【０３５８】
　AjDmaW_altC（配列番号102）およびAfEasF（配列番号107）を含有する遺伝子発現カセ
ットを、組込み型ベクターpEVE2294（配列番号114）へのサブクローニングのために使用
したが、このベクターは、酵母の選択可能マーカー遺伝子も含有していた（表16aおよび1
6bを参照されたい）。2つの発現カセットの方向はヘッドトゥーヘッドであって、それは
、プロモーターが逆方向の翻訳を可能にすることを意味する。マーカーおよび発現カセッ
トには、宿主のゲノムDNAに対して相同性を有する配列が隣接して配置された。ゲノム相
同配列が隣接して配置された、発現カセットおよび選択マーカーを含有する、完全な組込
み型構築物は、NotIおよびSbfI制限酵素で消化することによって、pUC18に基づく骨格か
ら切り離され、酵母の形質転換のために使用された。標準的な酢酸リチウム形質転換プロ
トコールを使用した（Current Protocols; Chapter 13）。正しい組込みをPCRで検証し、
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Sauer, 1987に記載のCreリコンビナーゼを発現するプラスミドによる細胞の形質転換後に
、選択マーカーをloxP部位で組換えて除去した。組込みの標的部位はFlagfeldt, 2009に
よって記載されている。組込み型構築物および配列番号を表16aおよび表16bに示す（実施
例1を参照されたい）。
【０３５９】
　遺伝子AjEasE（配列番号106）およびAjEasC（配列番号104）をPAおよびGC発現カセット
（それぞれ、配列番号110および111）にクローニングした後、それぞれ、酵母ベクターpR
S315およびpRS313の骨格に挿入して、ベクターpCCL254およびpCCL256が与えられた。pRS
ベクターpRS315およびpRS313は、マルチクローニング部位リンカー（配列番号113）をこ
れらの元のベクターのPvuII部位間に挿入することによって、すでに改変されていたので
、このリンカーのAscI部位に発現カセットをクローニングすることが可能であった。pRS
ベクターはSikorski, 1989によって記載されている。
経路の構築：
　酵母菌株は、カノクラビンIの生合成経路をEYS1456に導入することによって調製した。
初めに、pEVE2294（配列番号114）から得られる構築物をEYS1456に組み込むことによって
、中間的な菌株を調製した（実施例1の表16aおよび16bを参照されたい）。得られた菌株
をさらに、空のベクターpRS315およびpRS313の両方で形質転換してCEY2871が与えられ、
ベクターpCCL254およびpCCL256で形質転換してCEY3631が与えられた。その結果得られた2
つの菌株は、したがって、以下の遺伝子の発現カセットを含有した：
CEY2871: AjDmaW_altC、およびAfEasF
CEY3631: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE、およびAjEasC
増殖条件：
　改変酵母菌株CEY2871およびCEY3631は、2%グルコースを含有し、Leu（ロイシン）およ
びHis（ヒスチジン）を除いた、標準的なSCブロス（ForMedium, Hunstanton, U.K.）中で
増殖させた。培養物は、培地25 mlを入れた250 ml振盪フラスコ内で30℃にて72時間、一
定の振盪を加えながら増殖させた。
分析手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
これ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
 Germany)と連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） Ultra Performance LC, Wa
ters, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、Acquity UPLC（登録商標）
Bridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液体クロマトグラフィー法
：移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% ギ酸。溶出条件：
【０３６０】
【表２０】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
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調製手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
10 M NaOHを用いて上清をpH=10に調整し、等量の酢酸エチルで液液抽出により抽出した。
粗抽出物を真空下で乾燥し、100 mg/mlの濃度が得られるようにジメチルスルホキシド（D
MSO）で溶液に戻した。それを次に調製用HPLCシステム（Waters, Milford, Mass, USA）
で精製した：固定相：カラムは、XBridge（商標名）preparative C18、5μm、19x250 mm
カラムとした。
【０３６１】
　液体クロマトグラフィー法：移動相A：H2O + 0.1%トリフルオロ酢酸。移動相B：アセト
ニトリル+ 0.1%トリフルオロ酢酸。溶出条件：
【０３６２】
【表２１】

ESIパラメーター：イオン源電圧：キャピラリ-：3.00 kV。コーン：30 V。エクストラク
タ：3 V。RFレンズ：0.1 V。 　
イオン源温度：150℃。脱溶媒和温度：350℃。
結果：
　CEY2871およびCEY3631の上清をLC-MSで分析した。カノクラビンI予想質量の抽出クロマ
トグラム（m/z= 257.164 +/-0.01Da）は、CEY3631株では保持時間4.4分（+/- 0.2）のピ
ークを示したが、CEY2871株にはそれは見られなかった（図12を参照されたい）。
【０３６３】
　保持時間4.4分におけるピークを、上記のように精製し、LC-MSおよびNMR分光法で分析
した。対応する化合物の構造が解明され、その化合物がカノクラビンであるという同一性
を確認した。
【０３６４】
　CEY3631から得られた、4.4分+/- 0.2分に溶出される精製化合物のNMRデータ：1H NMR (
600 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.82 (s, 3 H) 2.67 (t, J=5.22 Hz, 3 H) 3.11 (dd, J=15.6
5, 7.79 Hz, 1 H) 3.32 (dd, J=15.58, 4.00 Hz, 1 H) 3.54 (m, J=7.20, 3.60, 3.60 Hz
, 1 H) 3.95 (s, 2 H) 4.25 (dd, J=9.39, 7.60 Hz, 1 H) 5.36 (dd, J=9.74, 0.89 Hz, 
1 H) 6.71 (d, J=7.11 Hz, 1 H) 7.08 (t, J=7.60 Hz, 1 H) 7.16 (s, 1 H) 7.25 (d, J=
8.09 Hz, 1 H) 8.48 (br. s., 1 H) 8.73 (br. s., 1 H) 11.01 (s, 1 H)。
【実施例３】
【０３６５】
A.fumigatusのEasF、およびA. japonicusのDmaW_altCおよびEasC、ならびにA. japonicus
のEasEもしくはSUMO-EasEのいずれか一方を用いたカノクラビンIの生産
材料および方法：
　本実験に使用した基本の酵母菌株EYS1456は、以下の遺伝子型を有した：
CEN.PK 111-61A (MATα MAL2-8C SUC2 his3Δ1 leu2-3_112 ura3-52)
遺伝子配列：
実施例3で使用した遺伝子を表22に示す。
【０３６６】
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【表２２】

遺伝子のクローニング：
　酵母での発現のためにコドン最適化された合成遺伝子を作製した。遺伝子は、アミノ酸
配列（配列番号102、107、106、119、および104）に加えて、翻訳終止コドンをコードす
る。合成の際に、すべての遺伝子に、5'末端においてHindIII制限認識部位を含むDNA配列
AAGCTTAAAを与え、3'末端においてSacII認識部位を含むDNA配列CCGCGGを与えた。遺伝子
は、HindIIIおよびSacIIを含む多重クローニング部位で隔てられた、天然の酵母プロモー
ターおよびターミネーターを含有する酵母発現カセット（配列番号110および111）に、Hi
ndIIIおよびSacIIを用いてクローニングされた。すべてのカセットは両端にAscI制限部位
を有した。遺伝子発現カセット（配列番号110および111）は、pUC18に基づくプラスミド
ベクター（配列番号112）上に含まれたが、このベクター中には、発現カセットをクロー
ニングするためのAscI部位を提供するために、リンカー（配列番号113）が挿入されてい
た。
【０３６７】
　AjDmaW_altC（配列番号102）およびAfEasF（配列番号107）を含有する遺伝子発現カセ
ットを、組込み型ベクターpEVE2294（配列番号114）にサブクローニングするために使用
したが、このベクターは、酵母の選択可能マーカー遺伝子も含有していた（実施例１の表
16aおよび16bを参照されたい）。2つの発現カセットの方向はヘッドトゥーヘッドであっ
て、それは、プロモーターが逆方向の翻訳を可能にすることを意味する。マーカーおよび
発現カセットには、宿主のゲノムDNAに対して相同性を有する配列が隣接して配置された
。ゲノム相同配列が隣接して配置された、発現カセットおよび選択マーカーを含有する、
完全な組込み型構築物は、NotIおよびSbfI制限酵素で消化することによって、pUC18に基
づく骨格から切り離され、酵母の形質転換のために使用された。標準的な酢酸リチウム形
質転換プロトコールを使用した（Current Protocols; Chapter 13）。正しい組込みをPCR
で検証し、Sauer, 1987に記載のCreリコンビナーゼを発現するプラスミドで細胞を形質転
換した後、選択マーカーをloxP部位で組換えて除去した。組込みの標的部位はFlagfeldt,
 2009によって記載されている。組込み型構築物および配列番号を表16aおよび表16bに示
す（実施例1を参照されたい）。
【０３６８】
　遺伝子AjEasE（配列番号106）およびAjEasC（配列番号104）をPAおよびGC発現カセット
（それぞれ、配列番号110および111）にクローニングした後、それぞれ、酵母ベクターpR
S315およびpRS313の骨格に挿入して、ベクターpCCL254およびpCCL256が与えられた。SUMO
タグを含有し、したがってEasE酵素のN末端SUMO化型を与える、合成DNA配列（配列番号11
9）を、ベクターpCCL254の唯一のHindIII部位に挿入することによって、ベクターpCCL255
が作製された。SUMOタグの使用は、たとえばPeroutka, 2008に記載されている。
pRSベクターpRS315およびpRS313は、マルチクローニング部位リンカー（配列番号113）を
これらの元のベクターのPvuII部位間に挿入することによって、すでに改変されていたの
で、このリンカーのAscI部位に発現カセットをクローニングすることが可能であった。pR
SベクターはSikorski, 1989によって記載されている。
経路の構築：
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　酵母菌株は、カノクラビンIの生合成経路をEYS1456に導入することによって調製した。
pEVE2294（配列番号114）から得られる構築物をEYS1456に組み込むことによって、中間的
な菌株を調製した。得られた菌株をさらに、ベクターpCCL254およびpCCL256で形質転換し
てCEY3631が与えられ、ベクターpCCL254およびpCCL255で形質転換してCEY3645が与えられ
た。その結果得られた2つの菌株は、したがって、以下の遺伝子の発現カセットを含有し
た：
CEY3631: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE、およびAjEasC
CEY3645: AjDmaW_altC、AfEasF、SUMO-AjEasE、およびAjEasC
増殖条件：
　改変酵母菌株CEY3631およびCEY3645は、2%グルコースを含有し、LeuおよびHisを除いた
、標準的なSCブロス（ForMedium, Hunstanton, U.K.）中で増殖させた。培養物は、培地2
5 mlを入れた250 ml振盪フラスコ内で30℃にて72時間、一定の振盪を加えながら増殖させ
た。
分析手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
これ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
 Germanyと連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） Ultra Performance LC, Wat
ers, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、Acquity UPLC（登録商標）B
ridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液体クロマトグラフィー法：
移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% ギ酸。溶出条件：
【０３６９】

【表２３】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
結果：
　CEY3631およびCEY3645の上清をLC-MSで分析した。カノクラビンIの質量（m/z= 257.164
 +/-0.01Da）は、TIC（全イオンクロマトグラム）から抽出された。以前に（実施例2を参
照されたい）解明されたカノクラビンIに相当する、保持時間2.0分（+/- 0.1）を有する
ピークが検出された（図13を参照されたい）。
【０３７０】
　カノクラビンIに相当するピーク下の面積を積分で求めると、非SUMO化型を有する菌株
（CEY3631）と比べて、SUMO化型のEasEを有する菌株（CEY3645）では約27%の増加が示さ
れたが、それについては図13の挿入図を参照されたい。
【実施例４】
【０３７１】
A.fumigatusまたはA. japonicus由来のEasFと組み合わせてAjDmaW_altCを使用するMe-DMA
Tの生産
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材料および方法：
　本実験に使用した基本の酵母菌株EYS1456は、以下の遺伝子型を有した：
CEN.PK 111-61A (MATα MAL2-8C SUC2 his3Δ1 leu2-3_112 ura3-52)
実施例4で使用した遺伝子を表24に示す：
【０３７２】
【表２４】

遺伝子のクローニング：
　酵母での発現のためにコドン最適化された合成遺伝子。遺伝子は、アミノ酸配列（配列
番号102、107、および120）に加えて、翻訳終止コドンをコードする。合成の際に、すべ
ての遺伝子に、5'末端においてHindIII制限認識部位を含むDNA配列AAGCTTAAAを与え、3'
末端においてSacII認識部位を含むDNA配列CCGCGGを与えた。遺伝子は、HindIIIおよびSac
IIを含む多重クローニング部位で隔てられた、天然の酵母Cup1プロモーターおよびAdh1タ
ーミネーターを含有する酵母CA発現カセット（配列番号121）に、HindIIIおよびSacIIを
用いてクローニングされた。すべてのカセットは両端にAscI制限部位を有した。遺伝子発
現カセット（配列番号121）は、pUC18に基づくプラスミドベクター（配列番号112）上に
含まれたが、このベクター中には、発現カセットをクローニングするためのAscI部位を提
供するために、リンカー（配列番号113）が挿入されていた。
【０３７３】
　遺伝子AjDmaW_altC（配列番号102）をCA発現カセット（配列番号121）にクローニング
した後、酵母ベクターpRS316の骨格に挿入して、ベクターpCCL100が与えられた。遺伝子A
fEasF（配列番号107）およびAjEasF（配列番号120）をCA発現カセット（配列番号121）に
クローニングした後、個別に、酵母ベクターpRS315の骨格に挿入して、ベクターpCCL98お
よびpCCL91がそれぞれ与えられた。pRSベクターpRS316およびpRS315は、マルチクローニ
ング部位リンカー（配列番号113）をこれらの元のベクターのPvuII部位間に挿入すること
によって、すでに改変されていたので、このリンカーのAscI部位に発現カセットをクロー
ニングすることが可能であった。pRSベクターはSikorski, 1989によって記載されている
。
経路の構築：
　酵母菌株は、Me-DMATの生合成経路をEYS1456に導入することによって調製した。EYS145
6を、ベクターpCCL100およびpCCL98で形質転換してCEY2557が与えられ、ベクターpCCL100
およびpCCL91で形質転換してCEY2625が与えられた。その結果得られた2つの菌株は、した
がって、以下の遺伝子の発現カセットを含有した：
CEY2557: AjDmaW_altCおよびAjEasF
CEY2625: AjDmaW_altCおよびAfEasF
増殖条件：
　改変酵母菌株CEY2557およびCEY2625は、2%グルコースを含有し、Leu（ロイシン）およ
びUra（ウラシル）を除いた、標準的なSCブロス（ForMedium, Hunstanton, U.K.）中で増
殖させた。硫酸銅を終濃度200μMとなるよう添加した。培養物は、培地25 mlを入れた250
 ml振盪フラスコ内で30℃にて72時間、一定の振盪を加えながら増殖させた。
分析手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
これ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
 Germanyと連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） Ultra Performance LC, Wat
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ers, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、Acquity UPLC（登録商標）B
ridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液体クロマトグラフィー法：
移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% ギ酸。溶出条件：
【０３７４】
【表２５】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
調製手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
10 M NaOHを用いて上清をpH=10に調整し、等量の酢酸エチルで液液抽出により抽出した。
粗抽出物を真空下で乾燥し、100 mg/mlの濃度が得られるようにジメチルスルホキシド（D
MSO）で溶液に戻した。それを次に調製用HPLCシステム（Waters, Milford, Mass, USA）
で精製した：固定相：カラムは、XBridge（商標名）preparative C18、5μm、19x250 mm
カラムとした。
【０３７５】
　液体クロマトグラフィー法：移動相A：H2O + 0.1%トリフルオロ酢酸。移動相B：アセト
ニトリル+ 0.1%トリフルオロ酢酸。溶出条件：
【０３７６】
【表２６】

ESIパラメーター：
　イオン源電圧：キャピラリ-：3.00 kV。コーン：30 V。エクストラクタ：3 V。RFレン
ズ：0.1 V。 　
イオン源温度：150℃。脱溶媒和温度：350℃。
結果：
　CEY2557およびCEY2625の上清をLC-MSで分析した。Me-DMATの予想質量の抽出クロマトグ
ラム（m/z=287.175 +/-0.01Da）は、保持時間7.8 +/-0.2分にピークを示した（図14を参
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照されたい）。このピークを上記のように精製し、LC-MSおよびNMR分光法で分析して、構
造が解明され、その化合物がMe-DMATであるという同一性を確認した。
【０３７７】
　Me-DMATに相当するピーク下の面積を積分で求めると、A. japonicus型を有する菌株（C
EY2557）と比べて、A.fumigatus型のEasFを有する菌株（CEY2625）では2倍を超える増加
が示されたが、それについては図15を参照されたい。
【０３７８】
　CEY2557上清中の、5.49分に溶出される精製化合物のMe-DMAT;;NMRデータ：1H NMR (600
 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.61 (s, 3 H) 1.63 (s, 3 H) 2.45 (s, 3 H) 3.19 (dd, J=16.2
8, 8.33 Hz, 1 H) 3.42 (dd, J=16.00, 4.94 Hz, 1H) 3.57 - 3.63 (m, 3 H) 5.13 - 5.2
1 (m, 1 H) 6.74 (d, J=7.15 Hz, 1 H) 6.98 (t, J=7.50 Hz, 1 H) 7.14 (s, 1H) 7.16 -
 7.21 (m, 1 H)。
【実施例５】
【０３７９】
A.fumigatus由来EasFをCpDmaW、AjDmaW_altC、またはAjDmaW_trcCとともに使用するMe-DM
ATの生産
材料および方法：
　本実験に使用した基本の酵母菌株EYS1456は、以下の遺伝子型を有した：
CEN.PK 111-61A (MATα MAL2-8C SUC2 his3Δ1 leu2-3_112 ura3-52)
実施例5で使用した遺伝子を表27に示す：
【０３８０】

【表２７】

遺伝子のクローニング：
　酵母での発現のためにコドン最適化された合成遺伝子。遺伝子は、アミノ酸配列（配列
番号102～107および配列番号122～123）に加えて、翻訳終止コドンをコードする。合成の
際に、すべての遺伝子に、5'末端においてHindIII制限認識部位を含むDNA配列AAGCTTAAA
を与え、3'末端においてSacII認識部位を含むDNA配列CCGCGGを与えた。遺伝子は、HindII
IおよびSacIIを含む多重クローニング部位で隔てられた、天然の酵母Cup1プロモーターお
よびAdh1ターミネーターを含有する酵母CA発現カセット（配列番号121）に、HindIIIおよ
びSacIIを用いてクローニングされた。すべてのカセットは両端にAscI制限部位を有した
。遺伝子発現カセット（配列番号121）は、pUC18に基づくプラスミドベクター（配列番号
112）上に含まれたが、このベクター中には、発現カセットをクローニングするためのAsc
I部位を提供するために、リンカー（配列番号113）が挿入されていた。
【０３８１】
　遺伝子AjDmaW_altC（配列番号102）、AjDmaW_trcC（配列番号122）、およびCpDmaW（配
列番号123）をCA発現カセット（配列番号121）にクローニングした後、酵母ベクターpRS3
16の骨格に挿入して、それぞれベクターpCCL100、pCCL99、およびpCCL95が与えられた。
遺伝子AfEasFをCA発現カセット（配列番号121）にクローニングした後、酵母ベクターpRS
315の骨格に挿入して、ベクターpCCL98が与えられた。pRSベクターpRS316およびpRS315は
、マルチクローニング部位リンカー（配列番号113）をこれらの元のベクターのPvuII部位
間に挿入することによって、すでに改変されていたので、このリンカーのAscI部位に発現
カセットをクローニングすることが可能であった。pRSベクターはSikorski, 1989によっ
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て記載されている。
経路の構築：
　酵母菌株は、Me-DMATの生合成経路をEYS1456に導入することによって調製した。EYS145
6を、ベクターpCCL100およびpCCL98で形質転換してCEY2557が与えられ、ベクターpCCL99
およびpCCL98で形質転換してCEY2563が与えられ、またはベクターpCCL95およびpCCL98で
形質転換してCEY2575が与えられた。その結果得られた3つの菌株は、したがって、以下の
遺伝子の発現カセットを含有した：
CEY2557: AjDmaW_altCおよびAfEasF
CEY2563: AjDmaW_trcCおよびAfEasF 
CEY2575: CpDmaWおよびAfEasF
増殖条件：
　改変酵母菌株CEY2557、CEY2563およびCEY2575は、2%グルコースを含有し、Leu（ロイシ
ン）およびUra（ウラシル）を除いた、標準的なSCブロス（ForMedium, Hunstanton, U.K.
）中で増殖させた。硫酸銅を終濃度200μMとなるよう添加した。培養物は、培地25 mlを
入れた250 ml振盪フラスコ内で30℃にて72時間、一定の振盪を加えながら増殖させた。
分析手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
これ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
 Germanyと連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） Ultra Performance LC, Wat
ers, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、Acquity UPLC（登録商標）B
ridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液体クロマトグラフィー法：
移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% ギ酸。溶出条件：
【０３８２】
【表２８】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
調製手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
10 M NaOHを用いて上清をpH=10に調整し、等量の酢酸エチルで液液抽出により抽出した。
粗抽出物を真空下で乾燥し、100 mg/mlの濃度が得られるようにジメチルスルホキシド（D
MSO）で溶液に戻した。それを次に調製用HPLCシステム（Waters, Milford, Mass, USA）
で精製した：固定相：カラムは、XBridge（商標名）preparative C18、5μm、19x250 mm
カラムとした。
【０３８３】
　液体クロマトグラフィー法：移動相A：H2O + 0.1%トリフルオロ酢酸。移動相B：アセト
ニトリル+ 0.1%トリフルオロ酢酸。溶出条件：
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【０３８４】
【表２９】

ESIパラメーター：
　イオン源電圧：キャピラリ-：3.00 kV。コーン：30 V。エクストラクタ：3 V。RFレン
ズ：0.1 V。 　
イオン源温度：150℃。脱溶媒和温度：350℃。
結果：
　CEY2557、CEY2563、およびCEY2575の上清をLC-MSで分析した。抽出イオンクロマトグラ
ムのピークは、Me-DMATの予想質量を有する化合物を示した（m/z= 257.164 +/-0.01Da）
（図16を参照されたい）。保持時間7.8分におけるこのピークを上記のように精製し、LC-
MSおよびNMR分光法で分析して、構造が解明され、その化合物がMe-DMATであるという同一
性を確認した。Me-DMATに相当するピーク下の面積を積分で求めると（図16、挿入図）、3
つの菌株のすべてについて同様のレベルのMe-DMAT生産が示された。
【実施例６】
【０３８５】
ピロリン酸ファルネシルシンターゼ活性が低下した宿主菌株においてA. japonicus由来の
DmaW_altCおよびA.fumigatus由来EasFを用いたMe-DMATの生産
材料および方法：
　本実験に使用した基本の酵母菌株EYS1456は、以下の遺伝子型を有した：
CEN.PK 111-61A (MATα MAL2-8C SUC2 his3Δ1 leu2-3_112 ura3-52)
実施例6で使用した遺伝子を表30に示す：
【０３８６】

【表３０】

遺伝子のクローニング：
　酵母での発現のためにコドン最適化された合成遺伝子は、GeneArt AG, Regensburg, Ge
rmanyにより製造された。遺伝子は、アミノ酸配列（配列番号102および107）に加えて、
翻訳終止コドンをコードする。合成の際に、すべての遺伝子に、5'末端においてHindIII
制限認識部位を含むDNA配列AAGCTTAAAを与え、3'末端においてSacII認識部位を含むDNA配
列CCGCGGを与えた。AjDmaW（配列番号102）は、HindIIIおよびSacIIを含む多重クローニ
ング部位で隔てられた、天然の酵母Pgk1プロモーターおよびAdh2ターミネーターを含有す
る酵母PA発現カセット（配列番号110）に、HindIIIおよびSacIIを用いてクローニングさ
れた。AfEasFは、HindIIIおよびSacIIを含む多重クローニング部位で隔てられた、天然の
酵母Tef1プロモーターおよびEno2ターミネーターを含有する酵母TE発現カセット（配列番
号124）に、HindIIIおよびSacIIを用いてクローニングされた。2つのカセットはいずれも
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両端にAscI制限部位を有した。遺伝子発現カセット（配列番号110および124）は、pUC18
に基づくプラスミドベクター（配列番号112）上に含まれたが、このベクター中には、発
現カセットをクローニングするためのAscI部位を提供するために、リンカー（配列番号11
3）が挿入されていた。
【０３８７】
　遺伝子AjDmaWおよびAfEasFを、その後、ベクターpESC-Ura (Agilent Technologies (Sc
hweiz) AG, Basel, Switzerland)に基づく単一の2μMベクターにクローニングした：Pgk1
プロモーターおよびAfEasFコード配列を含有する、PA発現カセットのBgl II / Sac II断
片を、BglIIおよびSacIIで消化したpESC-Uraに挿入した。これはAdh2ターミネーターをpE
SC-UraのCyc1ターミネーターに置き換えている。得られたベクターをBglIIおよびSacIで
消化し、そのベクター骨格を、TE発現カセット由来のTef1プロモーターを含有する、同様
に消化したPCR産物に連結した。PCR産物は、PCRプライマーを用いて、5'末端にBglII部位
を、3'末端にAarI、PmeI、およびSacI の3つの部位を組み込んで、調製された。最終的に
、得られたベクターをAarIおよびPmeIで消化した。AarIは、BglII消化された配列と適合
するオーバーハングを残すようにデザインされていたが、PmeIは平滑末端を残す。AjDmaW
_altCを有するTE発現カセットを次にSacIIで消化し、これをT4 DNAポリメラーゼを用いて
平滑末端とした後、BglIIで消化した。この断片は、Tef 1 プロモーターおよびAjDmaW_al
tCコード配列を含んでいるが、これを次に、上記のAarIおよびPmeIで消化した骨格に連結
した。これはEno2ターミネーターをpESC-UraのAdh1ターミネーターに置き換えている。pE
VE2075と名付けられた最終的なベクター（配列番号125）は、Tef1プロモーターとAdh1タ
ーミネーターの間にAjDmaWを、Pgk1プロモーターとCyc1ターミネーターの間にAfEasFを含
有する。
ERG20活性の低下した酵母宿主の調製
　ERG20制御領域の一部を欠失させて、それを、ScKex2遺伝子の比較的弱い構成的な天然
プロモーターで置き換えることによって、酵母菌株EYS1456を改変した。初めに、ベクタ
ーpEVE2049（配列番号126）を調製したが、これは選択可能なNourseothricin耐性マーカ
ー遺伝子NatRに続いてScKex2プロモーターを含有する。NatR-ScKex2断片を次に、2つのプ
ライマー、配列番号127および128を用いてPCRで増幅した。配列番号127の5'末端は、ERG2
0翻訳開始部位と関連する768位から724位までの酵母宿主のゲノム配列と同一であり（図1
7のHR1）、3'末端は、NatR選択可能マーカーの上流のpEVE2049内の配列と同一である。配
列番号128の5'末端は、ERG20コード配列の逆向きの相補配列と一致し（図17のHR2）、3'
末端は、ScKex2プロモーターの3'末端の逆向きの相補配列と同じである。PCR産物を用い
てEYS1456を形質転換し、ERG20プロモーター領域がScKEX2プロモーターで置き換えられる
結果となった。NatR選択可能マーカーを用いて、組込みに成功したクローンを選択した。
図17は、組込み型構築物およびゲノム標的領域の概略を示す。このクローン、およびEYS1
456を、プラスミドpEVE2075でさらに形質転換して、菌株EYS1538（天然ERG20プロモータ
ー領域を有する対照菌株）およびEYS1926を作製したが、これは天然ERG20プロモーターを
ScKex2プロモーターで置き換えたものである。
経路の構築
　プラスミドpEVE2075を保有する2つの酵母菌株EYS1538およびEYS1926は、上記のように
調製され、いずれにおいてもMe-DMATの生合成経路を与えた。その結果得られた菌株は、
したがって、2つとも以下の遺伝子の発現カセットを含有した：
EYS1538およびEYS1926: AjDmaW_altCおよびAfEasF
増殖条件：
　改変酵母菌株EYS1538およびEYS1926は、2%グルコースを含有し、Ura（ウラシル）を除
いた、標準的なSCブロス（ForMedium, Hunstanton, U.K.）中で増殖させた。培養物は、
培地25 mlを入れた250 ml振盪フラスコ内で30℃にて72時間、一定の振盪を加えながら増
殖させた。
分析手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
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それ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
 Germanyと連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） Ultra Performance LC, Wat
ers, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、Acquity UPLC（登録商標）B
ridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液体クロマトグラフィー法：
移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% ギ酸。溶出条件：
【０３８８】
【表３１】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
結果：
　EYS1538およびEYS1926の上清をLC-MSで分析した。抽出イオンクロマトグラムは、Me-DM
ATの予想質量に相当するピーク(m/z= 257.164 +/-0.01Da)を、保持時間7.8分に示した。
このピークを、すでに精製された化合物と対照してMe-DMATと同定した（実施例4を参照さ
れたい）。Me-DMATに相当するピーク下の面積を積分で求めると、EYS1538と比べてEYS192
6では2倍を超えるMe-DMATの増加が示された（図18を参照されたい）。この増加は、EYS19
26におけるプロモーターの置き換えに起因するとみなされ、それがERG20のダウンレギュ
レーションをもたらし、したがって、Me-DMAT生合成のためのDMAPPの利用可能性を高めた
。
【実施例７】
【０３８９】
P. divaricatus EasHを含む8段階異種経路の発現によるパン酵母（Saccharomyces cerevi
siae）におけるシクロクラビンの生産
材料および方法：
　本実験に使用した基本の酵母菌株EYS1456は、以下の遺伝子型を有した：
CEN.PK 111-61A (MATα MAL2-8C SUC2 his3Δ1 leu2-3_112 ura3-52)
実施例7で使用した遺伝子を表32に示す：
【０３９０】
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【表３２】

遺伝子のクローニング：
　酵母での発現のためにコドン最適化された合成遺伝子は、DNA2.0 Inc., Menlo Park, C
A, USAまたはGeneArt AG, Regensburg, Germanyにより製造された。遺伝子は、アミノ酸
配列（配列番号102～109および157）に加えて、翻訳終止コドンをコードする。合成の際
に、すべての遺伝子に、5'末端においてHindIII制限認識部位を含むDNA配列AAGCTTAAAを
与え、3'末端においてSacII認識部位を含むDNA配列CCGCGGを与えた。遺伝子は、HindIII
およびSacIIを含む多重クローニング部位で隔てられた、天然の酵母プロモーターおよび
ターミネーターを含有する酵母発現カセット（配列番号110および111）に、HindIIIおよ
びSacIIを用いて、クローニングされた。すべてのカセットは両端にAscI制限部位を有し
た。遺伝子発現カセット（配列番号110および111）は、pUC18に基づくプラスミドベクタ
ー（配列番号112）上に含まれたが、このベクター中には、発現カセットをさらにクロー
ニングするためのAscI部位を提供するために、リンカー（配列番号113）が挿入されてい
た。
【０３９１】
　指定の組込み型ベクター（配列番号114～118）中に1つもしくは2つのカセットをサブク
ローニングするために、遺伝子発現カセットを使用したが、このベクターは酵母の選択可
能マーカー遺伝子も含有していた。2つの発現カセットの場合、クローニングの方向はヘ
ッドトゥーヘッドであって、それは、プロモーターが逆方向の翻訳を可能にすることを意
味する。マーカーおよび1つもしくは複数の発現カセットには、宿主のゲノムDNAに対して
相同性を有する配列が隣接して配置された（配列番号114～118）。ゲノム相同配列が隣接
して配置された、1つもしくは複数の発現カセットおよび選択マーカーを含有する、完全
な組込み型構築物は、組込み型ベクターをSbfI制限酵素で消化することによって、pUC18
に基づく骨格から切り離され、酵母の形質転換のために使用された。標準的な酢酸リチウ
ム形質転換プロトコールを使用した（Current Protocols; Chapter 13）。正しい組込み
をPCRで検証し、Sauer, 1987に記載のようにCreリコンビナーゼを発現するプラスミドで
細胞を形質転換した後、選択マーカーをloxP部位で組換えて除去した。組込みの標的部位
はFlagfeldt, 2009によって記載されている。組込み型ベクターおよびそれらの組込み型
構築物の配列番号を表33に示す。
【０３９２】
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【表３３】

　さらに、2つのプラスミドを構築したが、これはAspergillus japonicus遺伝子由来のAj
EasH遺伝子（配列番号109）またはPaecilomyces divaricatus由来のPdEasH遺伝子（配列
番号028）のいずれか一方を含有しており、発現カセット（配列番号111）を備えたpR315
ベクターにクローニングされたものであって、それにはGPD1プロモーターおよびCYC1ター
ミネーターが使用されている。クローニングは実施例2に記載のように実施された。
経路の構築：
酵母菌株EYS1851は、EYS1456に、pEVE2294、pEVE2312、pEVE2342、およびpEVE2344（表33
）から構築物を組み込むことによって調製した。2つの菌株、EYS2098 およびEYS2099は、
EYS1851を、それぞれPdEasHまたはAjEasHを含有するpRSベクター（上記を参照されたい）
で形質転換することによって調製した。その結果得られた菌株は、したがって、以下の遺
伝子の発現カセットを含有した：
EYS2098: AjDmaW_altC, AfEasF, AjEasE, AjEasC, AjEasD, AjEasA, AjEasG, PdEasH
EYS2099: AjDmaW_altC, AfEasF, AjEasE, AjEasC, AjEasD, AjEasA, AjEasG, AjEasH
増殖条件：
　改変酵母菌株EYS2098およびEYS2099は、2%グルコースを含有し、ロイシンを除いた、標
準的なSCブロス（ForMedium, Hunstanton, U.K.）中で増殖させた。培養物は、培地25 ml
を入れた250 ml振盪フラスコ内で20℃にて72時間、一定の振盪を加えながら増殖させた。
分析手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
それ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
 Germanyと連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） Ultra Performance LC, Wat
ers, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、Acquity UPLC（登録商標）B
ridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液体クロマトグラフィー法：
移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% ギ酸。溶出条件：
【０３９３】

【表３４】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
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： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
結果：
　EYS2098およびEYS2099から得られた上清は、LC-MSで分析し、カノクラビンI（微量）お
よびシクロクラビンの生産を、純粋化合物を基準として評価した（化合物同定については
実施例1および2を参照されたい）。2つの菌株におけるシクロクラビンの生産はいずれも
（図19を参照されたい）、親株EYS1851がシクロクラビンを生産しない（実施例1を参照さ
れたい）ので、P. divaricatusもしくはA. japonicusに由来するEasH遺伝子がいずれもこ
の化合物の生産をもたらしうることを示す。
【実施例８】
【０３９４】
イソペンテニル二リン酸：ジメチルアリル二リン酸イソメラーゼ活性（Idi1）が増加した
宿主菌株においてA. japonicus由来のDmaW_altCおよびA.fumigatus由来EasFを用いたMe-D
MAT生産の増加
材料および方法：
　本実験に使用した基本の酵母菌株EYS1456は、以下の遺伝子型を有した：
CEN.PK 111-61A (MATα MAL2-8C SUC2 his3Δ1 leu2-3_112 ura3-52)
実施例8で使用した遺伝子を表35に示す：
【０３９５】
【表３５】

遺伝子のクローニング：
　酵母での発現のためにコドン最適化された2つの合成遺伝子は、GeneArt AG, Regensbur
g, Germanyにより製造されたが、これらの遺伝子は、翻訳終止コドンを含めて、AjDmaW_a
ltC (配列番号102)およびAfEasF (配列番号107)のアミノ酸配列をコードするものである
。ScIdi1（イソペンテニル二リン酸：ジメチルアリル二リン酸イソメラーゼ）をコードす
る遺伝子（配列番号158）を、テンプレートとしてS. cerevisiaeのゲノムDNAを用いたPCR
によって増幅した。合成（AjDmaW_altCおよびAfEasF）の際に、または、PCR増幅（ScIdi1
）の際に、すべての遺伝子に、5'末端においてHindIII制限認識部位を含むDNA配列AAGCTT
AAAを与え、3'末端においてSacII認識部位を含むDNA配列CCGCGGを与えた。
【０３９６】
　遺伝子は、HindIIIおよびSacIIを含む多重クローニング部位で隔てられた、天然の酵母
プロモーター（Gpd1、Tef1、およびTef2）およびターミネーター（それぞれCyc1、Eno2、
およびPgi1）を含有する酵母発現カセット（それぞれ配列番号110、124、および159）に
、HindIIIおよびSacIIを用いてクローニングされた。すべてのカセットは両端にAscI制限
部位を有した。遺伝子発現カセットは、pUC18に基づくプラスミドベクター（配列番号112
）上に含まれたが、このベクター中には、発現カセットをクローニングするためのAscI部
位を提供するために、リンカー（配列番号113）が挿入されていた。最終的に、遺伝子を
含有する発現カセットを、AscI断片として、それぞれ酵母ベクターpRS316、pRS315、およ
びpRS313の骨格にクローニングした。pRSベクターpRS316、pRS315、およびpRS313は、こ
れらの元のベクターのPvuII部位間にマルチクローニング部位リンカー（配列番号113）を
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挿入することによって、すでに改変済みであったので、このリンカーのAscI部位に発現カ
セットをクローニングすることが可能であった。pRSベクターはSikorski, 1989により記
載されている。
経路の構築：
　酵母菌株EYS2055は、EYS1456に、遺伝子AjDmaW_altCおよびAfEasFを含有する上記pRSベ
クターを用いて、Me-DMATの生合成経路を導入することによって調製した。この菌株をさ
らに、ScIdi1遺伝子を含有する第3のpRSベクターで形質転換して、菌株EYS2056を作製し
た。その結果得られた2つの菌株は、したがって、以下の遺伝子の発現カセットを含有し
た：
EYS2055: AjDmaW_altC、およびAfEasF
EYS2056: AjDmaW_altC、AfEasF、およびScIdi1
増殖条件：
　改変酵母菌株EYS2055およびEYS2056は、2%グルコースを含有し、His（ヒスチジン）、L
eu（ロイシン）、およびUra（ウラシル）を除いた、標準的なSCブロス（ForMedium, Huns
tanton, U.K.）中で増殖させた。培養物は、培地25 mlを入れた250 ml振盪フラスコ内で2
0℃または30℃にて72時間、一定の振盪を加えながら増殖させた。
分析手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
それ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
 Germanyと連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） Ultra Performance LC, Wat
ers, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、Acquity UPLC（登録商標）B
ridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液体クロマトグラフィー法：
移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% ギ酸。溶出条件：
【０３９７】
【表３６】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
結果：
　EYS2055およびEYS2056の上清をLC-MSで分析した。DMAT (m/z=273.159 +/-0.01Da) およ
びMe-DMAT (m/z=287.175 +/-0.01Da)の予想質量のイオンクロマトグラムを抽出し、ピー
ク下の面積を積分で求めた。その結果（図20aおよび20bを参照されたい）、2つの温度の
どちらでも、EYS2055株と比べて、EYS2056株ではMe-DMAT生産が増加することが示された
。この増加は、通常の野生型のEYS2055の発現レベルと比較して、ScIdi1の過剰発現に相
当するものであった。
【実施例９】
【０３９８】
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材料および方法：
　本実験に使用した基本の酵母菌株EYS1456は、以下の遺伝子型を有した：
CEN.PK 111-61A (MATα MAL2-8C SUC2 his3Δ1 leu2-3_112 ura3-52)
実施例9で使用した遺伝子を表37に示す：
【０３９９】
【表３７】

遺伝子のクローニング：
　酵母での発現のためにコドン最適化された合成遺伝子は、DNA2.0 Inc., Menlo Park, C
A, USA、またはGeneArt AG, Regensburg, Germanyにより製造された。遺伝子は、アミノ
酸配列（配列番号102～109）に加えて、翻訳終止コドンをコードする。合成の際に、すべ
ての遺伝子に、5'末端においてHindIII制限認識部位を含むDNA配列AAGCTTAAAを与え、3'
末端においてSacII認識部位を含むDNA配列CCGCGGを与えた。遺伝子は、HindIIIおよびSac
IIを含む多重クローニング部位で隔てられた、天然の酵母プロモーターおよびターミネー
ターを含有する酵母発現カセット（配列番号110および111）に、HindIIIおよびSacIIを用
いてクローニングされた。すべてのカセットは両端にAscI制限部位を有した。遺伝子発現
カセット（配列番号110および111）は、pUC18に基づくプラスミドベクター（配列番号112
）上に含まれたが、このベクター中には、発現カセットをクローニングするためのAscI部
位を提供するために、リンカー（配列番号113）が挿入されていた。
【０４００】
　指定の組込み型ベクター（配列番号114、115、117、118、および160）中に1つもしくは
2つのカセットをサブクローニングするために、遺伝子発現カセットを使用したが、この
ベクターは酵母の選択可能マーカー遺伝子も含有していた。クローニングの方向はヘッド
トゥーヘッドであって、それは、プロモーターが逆方向の翻訳を可能にすることを意味す
る。マーカーおよび1つもしくは複数の発現カセットには、宿主のゲノムDNAに対して相同
性を有する配列が隣接して配置された。相同配列が隣接して配置された、1つもしくは複
数の発現カセットおよび選択マーカーを含有する、最終的な組込み型構築物（配列番号11
4、115、117、118、および160）は、組込み型ベクターをSbfI制限酵素で消化することに
よって、pUC18に基づく骨格から切り離され、酵母の形質転換のために使用された。標準
的な酢酸リチウム形質転換プロトコールを使用した（Current Protocols; Chapter 13）
。正しい組込みをPCRで検証し、Sauer, 1987に記載のようにCreリコンビナーゼを発現す
るプラスミドで細胞を形質転換した後、選択マーカーをloxP部位で組換えて除去した。組
込みの標的部位はFlagfeldt, 2009によって記載されている。組込み型ベクターおよびそ
れらの組込み型構築物の配列番号を表38に示す。
【０４０１】
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【表３８】

経路の構築：
　2つの酵母菌株は、EYS1456に、完全なシクロクラビン経路のシングルコピーを組み込む
ことによって（EYS1934）、または完全な経路に加えて遺伝子AjEasCの追加コピーを組み
込むことによって（EYS2206）、調製した。EYS1934は、pEVE2294、pEVE2312、pEVE2343、
およびpEVE2344（表38）から構築物を組み込むことによって調製されたのに対して、EYS2
206は、pEVE2294、pEVE2312、pEVE2343、pEVE2344、およびpEVE2656（表38）から構築物
を組み込むことによって調製された。その結果得られた菌株は、したがって、以下の遺伝
子の発現カセットを含有した：
EYS1934: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE、AjEasC、AjEasD、AjEasA、AjEasG、およびAjEa
sH
EYS2206: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE、2 x AjEasC、AjEasD、AjEasA、AjEasG、および
AjEasH
増殖条件：
　改変酵母菌株EYS1934およびEYS2206は、2%グルコースを含有する標準的なSCブロス（Fo
rMedium, Hunstanton, U.K.）中で増殖させた。培養物は、培地25 mlを入れた250 ml振盪
フラスコ内で30℃にて72時間、一定の振盪を加えながら増殖させた。
分析手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
それ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
 Germanyと連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） Ultra Performance LC, Wat
ers, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、Acquity UPLC（登録商標）B
ridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液体クロマトグラフィー法：
移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% ギ酸。溶出条件：
【０４０２】
【表３９】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
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： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
結果：
　EYS1934およびEY2206は30℃で上記のように増殖させた。上清をLC-MSで分析し、シクロ
クラビンの予想質量（m/z=239.1543 +/-0.01Da）のイオンクロマトグラムを抽出した。ま
た、約241のm/z（m/z=241.1699 +/-0.01Da）にちなんでMW241と名付けられた、その経路
の第2産物のクロマトグラムも抽出した。ピーク下の面積を積分して求め、その結果を比
較すると、EYS1934に比べてEYS2206では、シクロクラビン(CCL)生産も、フェスツクラビ
ン(MW241)生産も、増加していることが示された。図21を参照されたいが、この増加は、E
YS1934に比べてEYS2206において、AjEasCの追加コピーが発現されていることの影響であ
ると見なされた。
【実施例１０】
【０４０３】
N. lolii EasEを含む8段階異種経路の発現によるパン酵母（Saccharomyces cerevisiae）
におけるシクロクラビンの生産
材料および方法：
　本実験に使用した基本の酵母菌株EYS1456は、以下の遺伝子型を有した：
CEN.PK 111-61A (MATα MAL2-8C SUC2 his3Δ1 leu2-3_112 ura3-52)
実施例10で使用した遺伝子を表40に示す：
【０４０４】
【表４０】

遺伝子のクローニング：
　酵母での発現のためにコドン最適化された合成遺伝子。遺伝子は、アミノ酸配列（配列
番号102～109および161）に加えて、翻訳終止コドンをコードする。合成の際に、すべて
の遺伝子に、5'末端においてHindIII制限認識部位を含むDNA配列AAGCTTAAAを与え、3'末
端においてSacII認識部位を含むDNA配列CCGCGGを与えた。遺伝子（配列番号102、107、10
5、109、103、および108）は、HindIIIおよびSacIIを含む多重クローニング部位で隔てら
れた、天然の酵母プロモーターおよびターミネーターを含有する酵母発現カセット（配列
番号110および111）に、HindIIIおよびSacIIを用いてクローニングされた。すべてのカセ
ットは両端にAscI制限部位を有した。遺伝子発現カセット（配列番号110および111）は、
pUC18に基づくプラスミドベクター（配列番号112）上に含まれたが、このベクター中には
、発現カセットをクローニングするためのAscI部位を提供するために、リンカー（配列番
号113）が挿入されていた。
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【０４０５】
　指定の組込み型ベクター（配列番号114、117、および118）中にカセットを対にしてサ
ブクローニングするために、遺伝子発現カセットを使用したが、このベクターは酵母の選
択可能マーカー遺伝子も含有していた。クローニングの方向はヘッドトゥーヘッドであっ
て、それは、プロモーターが逆方向の翻訳を可能にすることを意味する。マーカーおよび
1つもしくは複数の発現カセットには、宿主のゲノムDNAに対して相同性を有する配列が隣
接して配置された。相同配列が隣接して配置された、1つもしくは複数の発現カセットお
よび選択マーカーを含有する、完全な組込み型構築物（配列番号114、117、および118）
は、組込み型ベクターをSbfI制限酵素で消化することによって、pUC18に基づく骨格から
切り離され、酵母の形質転換のために使用された。標準的な酢酸リチウム形質転換プロト
コールを使用した（Current Protocols; Chapter 13）。正しい組込みをPCRで検証し、Sa
uer, 1987に記載のようにCreリコンビナーゼを発現するプラスミドで細胞を形質転換した
後、選択マーカーをloxP部位で組換えて除去した。組込みの標的部位はFlagfeldt, 2009
によって記載されている。組込み型ベクターおよびそれらの組込み型構築物の配列番号を
表41に示す。
【０４０６】
【表４１】

　さらに、3つのプラスミドを構築した：1つは、pRS313にクローニングされたAjEasC遺伝
子（配列番号104）を含有した。pR313はすでに、C/A発現カセット（配列番号121）を備え
ており、それは天然の酵母Cup1プロモーターおよびAdh1ターミネーターを含有する。他の
2つのプラスミドは、Aspergillus japonicus由来AjEasE遺伝子(配列番号106)またはNeoty
phodium lolii由来NlEasE遺伝子(配列番号161)のいずれか一方を含有するものであって、
それぞれの遺伝子を、やはりC/A発現カセット（配列番号121）を備えたpRS315ベクターに
クローニングすることによって調製された。クローニングは実施例2に記載のように実施
された。
経路の構築：
　酵母菌株EYS1937は、EYS1456に、pEVE2294、pEVE2343、およびpEVE2344から構築物を組
み込むことによって調製した（表41）。2つの菌株、EYS2124およびEYS2125は、その後、E
YS1937を、それぞれAjEasEまたはNlEasEのいずれか一方とともにAjEasCを含有するpRSベ
クター（上記参照）で形質転換することにより調製した。その結果得られた菌株は、した
がって、以下の遺伝子の発現カセットを含有した：
EYS2124: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE、AjEasC、AjEasD、AjEasA、AjEasG、AjEasH
EYS2125: AjDmaW_altC、AfEasF、NlEasE、AjEasC、AjEasD、AjEasA、AjEasG、AjEasH
増殖条件：
　改変酵母菌株EYS2124およびEYS2125は、2%グルコースを含有し、ロイシン、およびヒス
チジンを除いた、標準的なSCブロス（ForMedium, Hunstanton, U.K.）中で増殖させた。
硫酸銅を、終濃度200μMとなるよう添加した。培養物は、培地25 mlを入れた250 ml振盪
フラスコ内で20℃にて72時間、一定の振盪を加えながら増殖させた。
分析手順：



(128) JP 2015-530879 A 2015.10.29

10

20

30

40

サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
それ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
 Germanyと連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） Ultra Performance LC, Wat
ers, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、Acquity UPLC（登録商標）B
ridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液体クロマトグラフィー法：
移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% ギ酸。溶出条件：
【０４０７】
【表４２】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
結果：
　EYS2124およびEYS2125の上清をLC-MSで分析し、シクロクラビンの予想質量（m/z=239.1
543 +/-0.01Da）のイオンクロマトグラムを抽出した。また、約241のm/z（m/z=241.1699 
+/-0.01Da）にちなんでMW241と名付けられた、フェスツクラビンである、その経路の第2
産物のクロマトグラムも抽出した。ピーク下の面積を積分して求めたが、その結果の比較
は、2つの菌株においてシクロクラビン（CCL）およびフェスツクラビンがともに生産され
ることを示し、生産レベルは、EYS2125よりもEYS2124で高かった（図22を参照されたい）
。このことは、使用した条件下では、A. japonicus由来EasE遺伝子のほうが、N. lolii由
来EasEよりも効率的であるが、2つのEasEホモログはいずれも、機能的であって、結果的
にCCLおよびMW241の生産をもたらすことを示している。
【実施例１１】
【０４０８】
異なるコドンを使用した合成EasE遺伝子を含む8段階異種経路の発現によるパン酵母（Sac
charomyces cerevisiae）におけるシクロクラビンの生産
材料および方法：
　本実験に使用した基本の酵母菌株EYS1456は、以下の遺伝子型を有した：
CEN.PK 111-61A (MATα MAL2-8C SUC2 his3Δ1 leu2-3_112 ura3-52)
実施例11で使用した遺伝子を表43に示す：
【０４０９】
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【表４３】

遺伝子のクローニング：
　酵母での発現のためにコドン最適化された合成遺伝子。遺伝子は、アミノ酸配列（配列
番号102～109および162～165）に加えて、翻訳終止コドンをコードする。合成の際に、す
べての遺伝子に、5'末端においてHindIII制限認識部位を含むDNA配列AAGCTTAAAを与え、3
'末端においてSacII認識部位を含むDNA配列CCGCGGを与えた。遺伝子（配列番号102、107
、105、109、103、および108）は、HindIIIおよびSacIIを含む多重クローニング部位で隔
てられた、天然の酵母プロモーターおよびターミネーターを含有する酵母発現カセット（
配列番号110および111）に、HindIIIおよびSacIIを用いてクローニングされた。すべての
カセットは両端にAscI制限部位を有した。遺伝子発現カセット（配列番号110および111）
は、pUC18に基づくプラスミドベクター（配列番号112）上に含まれたが、このベクター中
には、発現カセットをクローニングするためのAscI部位を提供するために、リンカー（配
列番号113）が挿入されていた。
【０４１０】
　指定の組込み型ベクター（配列番号114、117、および118）中にカセットを対にしてサ
ブクローニングするために、遺伝子発現カセットを使用したが、このベクターは酵母の選
択可能マーカー遺伝子も含有していた。クローニングの方向はヘッドトゥーヘッドであっ
て、それは、プロモーターが逆方向の翻訳を可能にすることを意味する。マーカーおよび
1つもしくは複数の発現カセットには、宿主のゲノムDNAに対して相同性を有する配列が隣
接して配置された。相同配列が隣接して配置された、1つもしくは複数の発現カセットお
よび選択マーカーを含有する、完全な組込み型構築物（配列番号114、117、および118）
は、組込み型ベクターをSbfI制限酵素で消化することによって、pUC18に基づく骨格から
切り離され、酵母の形質転換のために使用された。標準的な酢酸リチウム形質転換プロト
コールを使用した（Current Protocols; Chapter 13）。正しい組込みをPCRで検証し、Sa
uer, 1987に記載のようにCreリコンビナーゼを発現するプラスミドで細胞を形質転換した
後、選択マーカーをloxP部位で組換えて除去した。組込みの標的部位はFlagfeldt, 2009
によって記載されている。組込み型ベクターおよびそれらの組込み型構築物の配列番号を
表44に示す。
【０４１１】
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【表４４】

　さらに、6つのプラスミドを構築した：1つは、pRS313にクローニングされたAjEasC遺伝
子（配列番号104）を含有する。pR313はすでに、C/A発現カセット（配列番号121）を備え
ていたが、それは天然の酵母Cup1プロモーターおよびAdh1ターミネーターを含有する。他
の5つは、5つの代替可能なコドン使用で合成されたAspergillus japonicus由来AjEasE遺
伝子のバリアント（配列番号106および162～165）を含有するものであって、やはりC/A発
現カセット（配列番号121）を備えたpRS315ベクターにクローニングすることによって調
製された。クローニングは実施例2に記載のように実施された。
経路の構築：
　酵母菌株EYS1937は、EYS1456に、pEVE2294、pEVE2343、およびpEVE2344から構築物を組
み込むことによって調製した（表44）。5つの菌株、EYS2124、EYS2127、EYS2147、EYS214
8、およびEYS2149は、その後、EYS1937を、それぞれ1つの型のAjEasE遺伝子とともにAjEa
sCを含有するpRSベクター（上記参照）で形質転換することにより調製した。その結果得
られた菌株は、したがって、以下の遺伝子の発現カセットを含有した：
EYS2124: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE (配列番号106)、AjEasC、AjEasD、AjEasA、AjEa
sG、AjEasH
EYS2127: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE (配列番号162)、AjEasC、AjEasD、AjEasA、AjEa
sG、AjEasH
EYS2147: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE (配列番号163)、AjEasC、AjEasD、AjEasA、AjEa
sG、AjEasH
EYS2148: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE (配列番号164)、AjEasC、AjEasD、AjEasA、AjEa
sG、AjEasH
EYS2149: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE (配列番号165)、AjEasC、AjEasD、AjEasA、AjEa
sG、AjEasH
増殖条件：
　改変酵母菌株EYS2124、EYS2127、EYS2147、EYS2148、およびEYS2149は、2%グルコース
を含有し、ロイシンおよびヒスチジンを除いた、標準的なSCブロス（ForMedium, Hunstan
ton, U.K.）中で増殖させた。硫酸銅を、終濃度200μMとなるよう添加した。培養物は、
培地25 mlを入れた250 ml振盪フラスコ内で30℃にて72時間、一定の振盪を加えながら増
殖させた。
分析手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
それ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
 Germanyと連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） Ultra Performance LC, Wat
ers, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、Acquity UPLC（登録商標）B
ridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液体クロマトグラフィー法：
移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% ギ酸。溶出条件：
【０４１２】



(131) JP 2015-530879 A 2015.10.29

10

20

30

40

【表４５】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
結果：
　EYS2124、EYS2127、EYS2147、EYS2148、およびEYS2149の上清をLC-MSで分析し、シクロ
クラビンの予想質量（m/z=239.1543 +/-0.01Da）のイオンクロマトグラムを抽出した。ま
た、約241のm/z（m/z=241.1699 +/-0.01Da）にちなんでMW241と名付けられた、その経路
の第2産物のクロマトグラムも抽出した。ピーク下の面積を積分して求めたが、その結果
は、5つすべての菌株においてシクロクラビン（CCL）およびフェスツクラビン（MW241）
がいずれもさまざまなレベルで生産されることを示した（図23を参照されたい）。検討し
たすべての型のEasE遺伝子は、同じアミノ酸配列をコードしているので、化合物生産レベ
ルのばらつきは、これらの合成EasE遺伝子で使用されるDNAコドン選択の相違を反映して
いる。
【実施例１２】
【０４１３】
パン酵母（Saccharomyces cerevisiae）における8段階異種経路の発現によるシクロクラ
ビン生産の増加ならびにオスモライト存在下での酵母の増殖
　場合によっては、オスモライトの存在がタンパク質の正確なフォールディングを増進す
ることが示されている（Bandyopadhyay 2012, Burkewitz 2012）。ここで、本発明者らは
、オスモライトであるグリセロールが、酵母での異種発現経路に基づくシクロクラビン生
産を向上させることができることを示す。
材料および方法：
　本実験に使用した基本の酵母菌株EYS1456は、以下の遺伝子型を有した：
CEN.PK 111-61A (MATα MAL2-8C SUC2 his3Δ1 leu2-3_112 ura3-52)
実施例12で使用した遺伝子を表46に示す：
【０４１４】
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【表４６】

遺伝子のクローニング：
　酵母での発現のためにコドン最適化された合成遺伝子は、DNA2.0 Inc., Menlo Park, C
A, USA、またはGeneArt AG, Regensburg, Germanyにより製造された。遺伝子は、アミノ
酸配列（配列番号102～109）に加えて、翻訳終止コドンをコードする。合成の際に、すべ
ての遺伝子に、5'末端においてHindIII制限認識部位を含むDNA配列AAGCTTAAAを与え、3'
末端においてSacII認識部位を含むDNA配列CCGCGGを与えた。遺伝子は、HindIIIおよびSac
IIを含む多重クローニング部位で隔てられた、天然の酵母プロモーターおよびターミネー
ターを含有する酵母発現カセット（配列番号110および111）に、HindIIIおよびSacIIを用
いてクローニングされた。すべてのカセットは両端にAscI制限部位を有した。遺伝子発現
カセット（配列番号110および111）は、pUC18に基づくプラスミドベクター（配列番号112
）上に含まれたが、このベクター中には、発現カセットをクローニングするためのAscI部
位を提供するために、リンカー（配列番号113）が挿入されていた。
【０４１５】
　指定の組込み型ベクター（配列番号114、115、117、および118）中に2つのカセットを
それぞれサブクローニングするために、遺伝子発現カセットを使用したが、このベクター
は酵母の選択可能マーカー遺伝子も含有していた。クローニングの方向はヘッドトゥーヘ
ッドであって、それは、プロモーターが逆方向の翻訳を可能にすることを意味する。マー
カーおよび1つもしくは複数の発現カセットには、宿主のゲノムDNAに対して相同性を有す
る配列が隣接して配置された。相同配列が隣接して配置された、1つもしくは複数の発現
カセットおよび選択マーカーを含有する、最終的な組込み型構築物（配列番号114、115、
117、および118）は、組込み型ベクターをSbfI制限酵素で消化することによって、pUC18
に基づく骨格から切り離され、酵母の形質転換のために使用された。標準的な酢酸リチウ
ム形質転換プロトコールを使用した（Current Protocols; Chapter 13）。正しい組込み
をPCRで検証し、Sauer, 1987に記載のようにCreリコンビナーゼを発現するプラスミドで
細胞を形質転換した後、選択マーカーをloxP部位で組換えて除去した。組込みの標的部位
はFlagfeldt, 2009によって記載されている。組込み型ベクターおよびそれらの組込み型
構築物の配列番号を表47に示す。
【０４１６】
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【表４７】

経路の構築：
　酵母菌株（EYS2006）は、pEVE2294、pEVE2312、pEVE2343、およびpEVE2344由来の構築
物（表47）を用いて、完全なシクロクラビン経路のシングルコピーをEYS1456に組み込む
こと、ならびにそれに加えて、3つの空のプラスミドpRS313、pRS315、およびpRS316 (上
記)を導入することによって、調製した。その結果得られた菌株は、したがって、以下の
遺伝子の発現カセットを含有した：
EYS2006: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE、AjEasC、AjEasD、AjEasA、AjEasG、およびAjEa
sH
増殖条件：
　改変酵母菌株EYS2006は、2%グルコースを含有し、ロイシン、ヒスチジン、およびウラ
シルを除いた、標準的なSCブロス（ForMedium, Hunstanton, U.K.）中で増殖させた。EYS
2006の培養物は、グリセロールなし、または2.5%、5%、および10%グリセロールありで増
殖させた。0.8 mLの培養物を、30℃にて72時間、BioLector発酵槽(M2P-labs, Baesweiler
, Germany)で培養した。
分析手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
それ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
 Germanyと連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） Ultra Performance LC, Wat
ers, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、Acquity UPLC（登録商標）B
ridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液体クロマトグラフィー法：
移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% ギ酸。溶出条件：
【０４１７】
【表４８】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
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ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
結果：
　EYS2006は上記のように30℃にて増殖させた。その上清をLC-MSで分析し、シクロクラビ
ンの予想質量（m/z=239.1543 +/-0.01Da）のイオンクロマトグラムを抽出した。また、約
241のm/z（m/z=241.1699 +/-0.01Da）に帰すべき、その経路の第2産物、フェスツクラビ
ン（MW241）のクロマトグラムも抽出した。ピーク下の面積を積分して求め、比較した（
図24を参照されたい）。対照（グリセロールなしで増殖したEYS2006）と比較すると、グ
リセロールありで増殖させた培養物は、より多くのシクロクラビンおよびフェスツクラビ
ンを生産した。検討した条件下で、化合物の生産レベルは、グリセロール濃度の増加につ
れて増大し、最高の生産レベルは10%グリセロールで得られた。
【実施例１３】
【０４１８】
異種CCL経路由来遺伝子の複数コピーの発現ならびに宿主Pdi1およびFad1の過剰発現によ
るシクロクラビン生産の増加
材料および方法：
　本実験に使用した基本の酵母菌株EYS1456は、以下の遺伝子型を有した：
CEN.PK 111-61A (MATα MAL2-8C SUC2 his3Δ1 leu2-3_112 ura3-52)
実施例13で使用した遺伝子を表49に示す：
【０４１９】
【表４９】

遺伝子のクローニング：
　酵母での発現のためにコドン最適化された合成遺伝子。遺伝子は、アミノ酸配列（配列
番号102～109）に加えて、翻訳終止コドンをコードする。天然の酵母(S. cerevisiae)遺
伝子Pdi1 (配列番号166)およびFad1 (配列番号167)をゲノムDNAから増幅した。合成の際
に、すべての遺伝子に、5'末端においてHindIII制限認識部位を含むDNA配列AAGCTTAAAを
与え、3'末端においてSacII認識部位を含むDNA配列CCGCGGを与えた。遺伝子は、HindIII
およびSacIIを含む多重クローニング部位で隔てられた、天然の酵母プロモーターおよび
ターミネーターを含有する酵母発現カセット（配列番号110、111、159、および168）に、
HindIIIおよびSacIIを用いてクローニングされた。すべてのカセットは両端にAscI制限部
位を有した。遺伝子発現カセット（配列番号110、111、159、および168）は、pUC18に基
づくプラスミドベクター（配列番号112）上に含まれたが、このベクター中には、発現カ
セットをクローニングするためのAscI部位を提供するために、リンカー（配列番号113）
が挿入されていた。
【０４２０】
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　指定の組込み型ベクター（配列番号114、115、117、118、160、169、170、および171）
中に、1、2、または3つのカセットをサブクローニングするために、遺伝子発現カセット
を使用したが、これらのベクターは酵母の選択可能マーカー遺伝子も含有していた。マー
カーおよび1つもしくは複数の発現カセットには、宿主のゲノムDNAに対して相同性を有す
る配列が隣接して配置された。相同配列が隣接して配置された、1つもしくは複数の発現
カセットおよび選択マーカーを含有する、最終的な組込み型構築物（配列番号114、115、
117、118、160、169、170、および171）は、組込み型ベクターをSbfI制限酵素で消化する
ことによって、pUC18に基づく骨格から切り離され、酵母の形質転換のために使用された
。標準的な酢酸リチウム形質転換プロトコールを使用した（Current Protocols; Chapter
 13）。正しい組込みをPCRで検証した。組込みの標的部位はFlagfeldt, 2009によって記
載されている。組込み型ベクターおよびそれらの組込み型構築物の配列番号を表50aおよ
び50bに示す。
【０４２１】
【表５０－ａ】

【０４２２】
【表５０－ｂ】

経路の構築：
　3つの酵母菌株は、EYS1456に、完全なシクロクラビン経路のシングルコピーを組み込む
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ことによって（EYS1934）、または完全な経路に加えてCCL経路遺伝子および宿主遺伝子の
追加コピーを組み込むことによって調製した。したがって、EYS1934は、pEVE2294、pEVE2
312、pEVE2343、およびpEVE2344 (表50)由来の構築物を組み込むことによって調製され、
EYS2209は、pEVE2294、pEVE2312、pEVE2343、pEVE2344、pEVE2656、およびpEVE2658 (表5
0aおよび50b)由来の構築物を組み込むことによって調製され、EYS2297は、pEVE2294、pEV
E2312、pEVE2343、pEVE2344、pEVE2656、pEVE2658、pEVE2682、およびpEVE2723 (表50aお
よび50b)由来の構築物を組み込むことによって調製された。EYS1934は、その選択マーカ
ーがCreリコンビナーゼ(Sauer, 1987に記載)の発現により、loxP部位で組換えて除去され
ており、EYS2209およびEYS2297を調製するための中間体としての役割を果たした。その結
果得られた菌株は、したがって、以下の遺伝子の発現カセットを含有した：
EYS1934: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE、AjEasC、AjEasD、AjEasA、AjEasG、およびAjEa
sH
EYS2209: AjDmaW_altC、AfEasF、AjEasE、2 x AjEasC、AjEasD、AjEasA、AjEasG、AjEasH
、ScPdi1、およびScFad1
EYS2325: 2 x AjDmaW_altC、AfEasF、2 x AjEasE、3 x AjEasC、AjEasD、AjEasA、AjEasG
、3 x AjEasH、ScPdi1、およびScFad1
増殖条件：
　改変酵母菌株EYS1934およびEYS2209は、2%グルコースを含有する標準的なSC+allブロス
（ForMedium, Hunstanton, U.K.）中で、BioLector (M2P labs, Baesweiler, Germany)に
おいて増殖させた。増殖期を延ばすために、増殖培地に10%グリセロールを添加した。培
養物は、30℃にて72時間、一定の振盪を加えながら増殖させた。その後、EYS2209およびE
YS2297を同一条件で増殖させた。
分析手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
それ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
 Germanyと連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） Ultra Performance LC, Wat
ers, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、Acquity UPLC（登録商標）B
ridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液体クロマトグラフィー法：
移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% ギ酸。溶出条件：
【０４２３】
【表５１】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
結果：
　EYS1934およびEYS2209の培養上清をLC-MSで分析し、シクロクラビンの予想質量（m/z=2
39.1543 +/-0.01Da）のイオンクロマトグラムを抽出した。ピーク下の面積を積分して求
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め、その結果を比較すると、EYS1934と比べてEYS2209では、シクロクラビン生産が増加し
、上記の条件下では約12 mg/Lの力価に達したことが示された。この増加は、EYS1934と比
べてEYS2209では、Aj_EasC、Sc_Pdi1、およびSc_Fad1の追加コピーが発現されることの影
響であると見なされた。
【０４２４】
　同一の増殖条件、ならびに抽出および分析法を用いて、EYS2209およびEYS2297を比較し
たが、これは、EYS2209と比べてEYS2297では、CCL力価が22 mg/Lへとさらに増加すること
を示した（図25、右）。この増加は、EYS2209と比べてEYS2297では、Aj_DmaW_altC、Aj_E
asC、Aj_EasE、およびAj_EasH (x2) の追加コピーが発現されることの影響であると見な
された。
【実施例１４】
【０４２５】
グルコースの連続供給によるシクロクラビン生産の増加
材料および方法：
　本実験に使用した酵母菌株EYS2325は、以下の遺伝子型を有した：
MATαMAL2-8C SUC2 his3Δ1 leu2-3_112 ura3-52 YERCΔ8::AjEasC/KanMX YHRCΔ14::ScP
di1/ ScFad1/BleR YMRWΔ15::AjEasH/AjDmaW/HygR YNRCΔ9::AjEasH/AjEasC/AjEasE/Nat 
YORWΔ17::AjDmaW/AfEasF YORWΔ22::AjEasH/AjEasD YPRCt3::AjEasG/AjEasA YPRCΔ15::
AjEasE/AjEasC [ARS/CEN/URA3] [ARS/CEN/HIS3] [ARS/CEN/LEU2]
　この菌株は、菌株EYS2297（実施例3に記載）を原栄養株にするために、その菌株を3つ
の空のプラスミドpRS313、pRS315、およびpRS316 (Sikorski, 1989)で形質転換すること
によって調製された。
【０４２６】
　EYS2325株によるCCL生産は、生物体量の生産に連関する（社内での観察）ので、生物体
量の高生産を目指す流加培養発酵プロセスを設定した。従来の流加法を選択し、通気およ
び撹拌法は、発酵代謝を回避し、グルコースの蓄積ならびにエタノールおよび/または酢
酸の形成を最小限にすることを目指した。
【０４２７】
　プロセスは、合成完全培地（SC）を用いた回分培養として開始し、その後、グルコース
、塩類、ビタミン類、微量金属、およびアミノ酸を含有する流加を開始した。記載されて
いる発酵プロセスのために使用された基本システムは、最大作業容量1 Lの容器を用いたM
ultifors 2（Infors AG, Bottmingen, Switzerland製）である。出発容量は0.32 Lとし、
流加段階の間に、全部で435.6 mLの供給を、所定の指数的流加方式を用いて添加した結果
、発酵ブロスの最終容量は約755 mLとなった。
シード培養
　発酵槽の植菌の前に、2段階シードトレインを選択した。最初のシード培養は、新たに
増殖させたプレートから始め、4つのバッフル（くぼみ）を有する500 mL振盪フラスコ内
の培地100 mLに植菌することによって、調製された。培地は、20 g/L グルコースを含有
するSC-His-Leu-Ura培地（ForMedium, Hunstanton, U.K.）からなるものとした。振盪フ
ラスコを30℃にて160 rpmの振盪台に載せた。OD600が約0.5になるまで、細胞を対数期へ
と増殖させたが、それはグルコースが消費しつくされるより前であった。この最初のシー
ド培養物を用いて、次に第2の100 mL SC-His-Leu-Ura培地シード培養を、初発OD600が0.0
25に達するのに十分な接種菌液により、4つのバッフル（くぼみ）を有する500 mL振盪フ
ラスコ内で調製した。細胞は、OD600が3.2に達するまで、対数期へと増殖させたが、それ
はグルコースが消費しつくされるより前であった。
発酵の回分培養段階
　発酵は、最大作業容量1 LのMultifors 2発酵槽(Infors AG, Bottmingen, Switzerland)
で行った。発酵槽は、2つのRushton 6枚ブレードおよび4つのバッフルを備えていた。空
気は、発酵槽を曝気するために使用した。温度、pH、撹拌、および通気速度は、培養中終
始、管理された。温度は20℃に維持した。pHは5M NH4OHもしくは0.5M HClの自動添加によ
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り5.85に保持された。スターラー速度は、800 rpmに設定し、通気速度は1 vvm [L 気体/(
L 液体 x 分)]に保持した。発酵は、開始容量0.32 L SC-His-Leu-Ura、20 g/Lグルコース
、および0.01% 消泡剤溶液(AF204, Sigma)で、38時間の回分培養として開始された。植菌
の前に、発酵槽内の培地10 mLを取り出した。次に、第2段階シード培養（上記参照）の一
部10 mLを用いて発酵槽に植菌し、最終容量0.32 Lとした。したがって、植菌率は3 % (v/
v)となり、初発OD600 = 0.1を与えた。
流加組成物および一般的な条件
　38時間の回分培養発酵時間の後、グルコース、ビタミン類、微量金属、および塩類から
なり、さらにアミノ酸で強化された混合物を用いて流加を開始した（表52、53、および54
を参照されたい）。
【０４２８】
【表５２】

【０４２９】
【表５３】

【０４３０】
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【表５４】

　前記の流加段階の間、水酸化アンモニウム（5M NH4OH）は、窒素源としても、pH調整用
の塩基としても使用された。pH調整用の酸は0.5M HClとした。空気を用いてバイオリアク
ターを曝気した。温度、pH、撹拌、および通気速度は、培養中終始、管理された。温度は
20℃に維持した。pHは5M NH4OHもしくは0.5M HClの自動添加により5.85に保持された。ス
ターラー速度は、最初に800 rpmに設定し、通気速度は最初は1.0 vvmに設定した。スター
ラー速度は、工程（下記参照）にしたがって、手動で次第に高速化し、最大1200 rpmに達
した。通気は、容量および生物体量の増加中、十分な通気速度を維持するように、手動で
次第に増加させた（下記参照）。通気および撹拌の管理は、溶存酸素（DO）が10 - 20 %
を下回らないことを目指した。流加培養段階の間の全般的な運転条件は、液体量：0.32 -
　0.755 L、温度20℃、pH 5.85、撹拌速度800-1200 rpm、ならびに気流速度1-2 vvmであ
った。
【０４３１】
　以下に概説する流加方式によれば、予想される流加追加分の合計は72時間で435.6 mLで
あった。ガスホールドアップは過大ではなかったが、それでも実量を10%も増加させると
予想された。気泡形成およびガスホールドアップは、流加培養の最初の回分培養段階で使
用される「SC-His-Leu-Ura」培地への消泡剤の添加によって制御された。サンプルを1日2
回抜き取って、CCL生産について分析した。生物体量の増加はおもにOD600の増加により追
跡した。
流加方式
　流加段階に所定の指数的流加法を用いたが、これは溶存酸素その他のいかなる種類の設
定値によっても制御されなかった。指数的流加プロファイルを表55に示し、撹拌および通
気速度を表56に示す。
【０４３２】
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【表５５】

【０４３３】
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【表５６】

分析手順：
　サンプル調製：発酵中に採取された酵母サンプルは、1000 x gで10分間遠沈した。ペレ
ットと上清を分離した。それ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II（Bruker 
Daltonik GmbH, Bremen, Germany）と連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） U
ltra Performance LC, Waters, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、A
cquity UPLC（登録商標）Bridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液
体クロマトグラフィー法：移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% 
ギ酸。溶出条件：
【０４３４】
【表５７】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
結果：
　CCLおよびフェスツクラビン（FCL）の生産を測定し、化合物濃度／時間を細胞密度（OD
600）に対してプロットした（図26を参照されたい）。細胞量の増加に相関して2つの化合
物がいずれも増加することが示された。生物体量の増加は、Ultrospec 10 Cell Density 
Meter, Amersham Biosciences において係数0.49を掛けてOD600を細胞乾重量（CDW）に変
換することにより見積もられた。
【０４３５】
　このプロセスによって得られたCCLの濃度は、清澄化されたブロスで（すなわち細胞除
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去後に）測定され、約789 mg/Lであった（図26を参照されたい）。CCLのごく一部は細胞
内で同様に検出されたが、それでも清澄化ブロスからCCLの大部分を単離することが出来
た。それに加えて、約114 mg/LのFCLが生産された。
【０４３６】
　要約すると、結果は、管理された流加培養発酵プロセス中のEYS2325の細胞量の増加が
、CCLおよびFCLの生産を増大させることを示している。
【実施例１５】
【０４３７】
さまざまな遺伝的背景を有する酵母菌株におけるシクロクラビンの生産
材料および方法：
　この実験に使用した酵母菌株を表58に示す：
【０４３８】
【表５８】

実施例15で使用された遺伝子を表59に示す：
【０４３９】

【表５９】

遺伝子のクローニング：
　酵母での発現のためにコドン最適化された合成遺伝子。遺伝子は、アミノ酸配列（配列
番号123および102～109）に加えて、翻訳終止コドンをコードする。合成の際に、すべて
の遺伝子に、5'末端においてHindIII制限認識部位を含むDNA配列AAGCTTAAAを与え、3'末
端においてSacII認識部位を含むDNA配列CCGCGGを与えた。遺伝子は、HindIIIおよびSacII
を含む多重クローニング部位で隔てられた、天然の酵母プロモーターおよびターミネータ
ーを含有する酵母発現カセット（配列番号110、111、124、および172）に、HindIIIおよ
びSacIIを用いてクローニングされた。すべてのカセットは両端にAscI制限部位を有した
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。遺伝子発現カセット（配列番号110、111、124、および172）は、pUC18に基づくプラス
ミドベクター（配列番号112）上に含まれたが、このベクター中には、発現カセットをク
ローニングするためのAscI部位を提供するために、リンカー（配列番号113）が挿入され
ていた。
【０４４０】
　遺伝子発現カセットは、pUC18に基づく組換えベクターにサブクローニングしたが、そ
れらはそれぞれ、120 bp相同組換えタグ（HRT）配列を有しており、その両側にAscI部位
が配置され、中央にMluI部位を有した。これらのHRTは、第1のタグの後半が第2のタグの
前半と同一であり、他も同様であるようにデザインされた。
【０４４１】
　3つのヘルパー断片を用いて2つのプラスミドを構築したが、これらは完全なCCL経路を
合わせて含有した：1つのヘルパー断片は、酵母の栄養要求性マーカー、および細菌のpMB
1複製開始点を含有した。第2のヘルパー断片は、酵母での複製のためのARS4/CEN6配列、
および細菌のクロラムフェニコール耐性マーカーを含有した。いずれの断片も隣接するHR
Tを有した。第3の断片は、HRTが短い600 bpスペーサー配列で隔てられることだけを考慮
してデザインされた。すべてのヘルパー断片は、大腸菌（E. coli）での増幅のために、p
UC18に基づく骨格にクローニングされていた。すべての断片は、それらを切り出すことが
出来るAscI部位にクローニングされた。
【０４４２】
　2つのプラスミド、CCL-HRT1およびCCL-HRT5（配列番号173および174)を調製するために
、3つのヘルパープラスミド由来のプラスミドDNAを、CCL-HRT1についてはCpDmaW、AfEasF
、AjEasE、およびAjEasCを含有するプラスミドDNAと混合し、CCL-HRT5についてはAjEasD
、AjEasG、AjEasH、およびAjEasAを含有するプラスミドDNAと混合した。プラスミドDNAの
混合物をAscIで消化した。これはプラスミド骨格からすべての断片を切り離し、末端にHR
Tを有する断片を作り出すが、これらの断片は順を追って次の断片のHRTと部分的に重複す
る。酵母菌株EYS1456を、消化された混合物のそれぞれで形質転換し、プラスミドCCL-HRT
1およびCCL-HRT5はin vivoで、Shao 2009により記載のように、相同組換えによって構築
された。2つのプラスミドは酵母形質転換体から単離され、プラスミドDNAの容易な増幅お
よび精製を可能にする大腸菌（E. coli）に戻して形質転換した。2つのプラスミドCCL-HR
T1およびCCL-HRT5を、リストに挙げた酵母菌株（表58）に、同時形質転換した。
増殖条件：
　2つのベクターCCL-HRT1およびCCL-HRT5を含有する改変酵母菌株は、2%グルコースを含
有し、ロイシンおよびウラシルを除いた、標準的なSCブロス（ForMedium, Hunstanton, U
.K.）3 mL中で増殖させた。培養物は20℃にて96b時間、一定の振盪を加えながら増殖させ
た。
分析手順：
サンプル調製：酵母培養物は、1000 x gで10分間遠沈した。ペレットと上清を分離した。
それ以上精製することなく、上清5μlをmicrOTOF-Q II (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
 Germany)と連動させたUPLC-TOF (Waters Acquity（商標名） Ultra Performance LC, Wa
ters, Milford, Mass., USA)に注入した。固定相：カラムは、Acquity UPLC（登録商標）
Bridged Ethyl Hybrid (BEH) C18 1.7μm 2.1x100mmとした。液体クロマトグラフィー法
：移動相A：H2O + 0.1% ギ酸。移動相B:アセトニトリル + 0.1% ギ酸。溶出条件：
【０４４３】
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【表６０】

　PDAパラメーター：λレンジ：210 nm～500 nm。解像度：1.2 nm。サンプリングレート
： 5ポイント/秒。ELSDパラメーター：ゲイン：50、ガス圧：40 psi、ネブライザーモー
ド：加熱、パワーレベル：80%、ドリフトチューブ：80℃。TOFパラメーター：イオン源：
エンドプレートオフセット：-500 V。キャピラリー：-4500 V。ネブライザー：1.6 bar。
ドライガス流量：8.0 L/分。ドライガス温度：180℃。スキャンモード：MSスキャン。質
量範囲：80～1000 m/z。
結果：
　全菌株の培養上清をLC-MSで分析し、シクロクラビンの予想質量（m/z=239.1543 +/-0.0
1Da）およびフェスツクラビンの予想質量（m/z=241.1699 +/-0.01 Da）のイオンクロマト
グラムを抽出した。ピーク下の面積を積分して求め、CCLおよびFCLの生産を内部標準に基
づいて算出した。CCLおよびFCLの量を比較すると（図27）、すべての菌株において2つの
化合物がともに生産されるが量にばらつきがあることが判明した。こうした結果は、CCL
およびFCL生産がS. cerevisiaeの特定の菌株にも遺伝子型にも依存しないことを示してい
る。
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