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(57)【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 以 下 の 工 程 ：

　 コ リ ス ミ 酸 か ら 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 を 生 合 成 す る 機 能 を 有 す る 微 生 物 に 、 少 な

く と も ３ つ の 外 来 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 所 定 培 養 条 件 下 、 1.8g/L以 上 の 4-ア ミ

ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4 A Phe)を 生 産 す る こ と が で き る 微 生 物 を 作 製 し ； そ し て

　 該 微 生 物 の 生 育 及 び ／ 又 は 維 持 に 適 し た 条 件 下 、 該 微 生 物 を 炭 素 源 と 接 触 さ せ て 、 4-ア

ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4 A Phe)、 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4 A C A )、 2-(4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） ア ル デ

ヒ ド 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢 酸 、 及 び 4-ア ミ ノ フ ェ ネ チ ル エ タ ノ ー ル (4 A P E)か ら な る 群 か ら

選 ば れ る 少 な く と も １ つ の ア ニ リ ン 誘 導 体 を 製 造 す る ；

を 含 む 、 前 記 ア ニ リ ン 誘 導 体 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 前 記 少 な く と も ３ つ の 外 来 遺 伝 子 は 、

シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ ン ス ( P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n c e ) 由 来 の p a p A 、 p a p B 、 及 び

p a p C で あ る 、 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

　 前 記 pap A 、 papB、 及 び papCは 、 そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ７ 、 ９ 、 ５ で 示 す 塩 基 配 列 か ら な る

、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

　 前 記 微 生 物 を 作 製 す る 工 程 に お い て 、 さ ら に 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 合 成 酵 素 を コ ー ド す る

少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 を 破 壊 す る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】
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　 前 記 破 壊 さ れ た 遺 伝 子 は 、 pheAで あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

　 前 記 微 生 物 を 作 製 す る 工 程 に お い て 、 aroG、 aro10及 び palか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な

く と も １ つ の 外 来 遺 伝 子 を さ ら に 導 入 す る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 前 記 微 生 物 は 、 大 腸 菌 、 バ チ ル ス 属 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 属 又 は ザ

イ モ モ ナ ス 属 の 細 菌 、 及 び サ ッ カ ロ ミ ケ ス （ Saccharomyces） 属 又 は シ ゾ サ ッ カ ロ ミ ケ ス

（ Schizosaccharomyces） 属 の 酵 母 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １

項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 前 記 微 生 物 は 大 腸 菌 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 前 記 炭 素 源 は 、 D-グ ル コ ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 オ リ ゴ 糖 、 多 糖 、 で ん ぷ ん 、 セ ル ロ ー ス 、

米 ぬ か 、 廃 糖 蜜 、 ト ウ モ ロ コ シ 分 解 液 、 及 び セ ル ロ ー ス 分 解 液 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、

請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 炭 素 源 か ら 発 酵 法 に よ り ア ニ リ ン 誘 導 体 を 製 造 す る 方 法 に 関 す る 。 よ り 詳 し

く は 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 を 用 い て 、 コ リ ス ミ 酸 か ら 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン

酸 を 生 合 成 す る 機 能 を 付 与 さ れ た 微 生 物 を 作 製 し 、 か か る 微 生 物 を 用 い た 発 酵 法 に よ り 、

グ ル コ ー ス の 如 き 炭 素 源 か ら 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)、 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4ACA

)、 2-(4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） ア ル デ ヒ ド 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢 酸 、 及 び 4-ア ミ ノ フ ェ ネ チ ル

エ タ ノ ー ル (4APE)か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の ア ニ リ ン 誘 導 体 を 製 造 す る 方

法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 近 年 、 石 油 由 来 の 二 酸 化 炭 素 に よ る 地 球 温 暖 化 問 題 を 引 き 金 と し て 、 石 油 に 依 存 し す ぎ

た 社 会 構 造 を 変 え て い こ う と い う 機 運 が 世 界 中 で 高 ま っ て い る 。 こ の 流 れ に 伴 い 、 バ イ オ

プ ロ セ ス 技 術 を 活 用 し た 「 バ イ オ リ フ ァ イ ナ リ ー 」 の 動 き が 活 発 化 し て お り 、 世 界 各 国 で

研 究 が 加 速 さ れ て い る が 、 残 念 な が ら 、 ア ニ リ ン 誘 導 体 を 含 む 芳 香 族 化 合 物 の バ イ オ 合 成

に 関 す る 研 究 成 果 は 未 だ ほ と ん ど 得 ら れ て い な い の が 実 情 で あ る が 、 化 学 産 業 に お け る 芳

香 族 化 合 物 の 重 要 性 に 鑑 み 、 芳 香 族 ポ リ マ ー 合 成 な ど の 研 究 が 鋭 意 進 め ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 例 え ば 、 以 下 の 特 許 文 献 １ に は 、 天 然 分 子 で あ る 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4ACA)を 用 い た ポ リ

マ ー 合 成 に 関 す る 技 術 が 開 示 さ れ 、 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 か ら 高 耐 熱 ポ リ マ ー が 得 ら れ る こ と

が 報 告 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 ま た 、 以 下 の 非 特 許 文 献 １ に 開 示 さ れ る よ う に 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)の

バ イ オ 合 成 に つ い て は 、 シ キ ミ 酸 を 経 由 す る 代 謝 経 路 が 明 ら か に な っ て い る （ 同 書 第 2818

頁 Fig.1参 照 ） が 、 ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ が 生 体 内 で 機 能 し 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン か

ら 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 へ と 変 換 さ れ る と い う こ と は 開 示 さ れ て お ら ず 、 教 示 も さ れ て い な い

。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 以 下 の 非 特 許 文 献 ２ に は 、 酵 母 ロ ド ト ル ラ ・ グ ル チ ニ ス JN-1 (Rhodotorula glutinis)

の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ・ ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ (以 下 、 Rgpalと 略 記 す る 。 )の 遺 伝 子 が 単 離 さ

れ 、 該 酵 母 は 寄 託 番 号 M2011490と し て CCTCC (China Center For Type Culture Collectio

n)に 寄 託 さ れ た こ と 、 ま た 、 該 遺 伝 子 の 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ り 最 適 pH変 異 体 を 作

製 し た こ と が 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 非 特 許 文 献 ２ の 著 者 ら を 発 明 者 と す る 中 国 特 許 出

願 明 細 書 （ 以 下 の 特 許 文 献 ２ ） は 2013年 4月 24日 に 公 表 さ れ て い る の で 、 か か る Rgpalの 配
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列 自 体 は 公 知 で は あ る 。 し か し な が ら 、 か か る 酵 素 が 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 基 質 と

し て 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 を 生 成 し う る こ と は 開 示 さ れ て い な い 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 こ の よ う に 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)は 、 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4ACA)の 前 駆 体

で あ る 点 で 、 重 要 な 物 質 で あ る 。

　 ま た 、 以 下 の 非 特 許 文 献 ３ に は 、 図 １ に 示 す よ う に 、 コ リ ス ミ 酸 が 、 PapA（ 4-ア ミ ノ -4

-デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 シ ン タ ー ゼ ） に よ り 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 (A DC)に 変 換 さ

れ 、 A DCが 、 PapB（ 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 ム タ ー ゼ ） に よ り 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ

シ プ レ フ ェ ネ ー ト (A DP)に 変 換 さ れ 、 A DPが 、 PapC（ 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ プ レ フ ェ ネ ー ト

脱 水 素 酵 素 ） に よ り 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 に 変 換 さ れ る こ と が 開 示 さ れ て い る 。

　 ま た 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 は 、 微 生 物 の 内 因 性 酵 素 の 働 き に よ っ て 4-ア ミ ノ フ

ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)に 変 換 さ れ る と 考 え ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 ま た 、 以 下 の 特 許 文 献 ３ に は 、 ア ミ ノ デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 シ ン タ ー ゼ の ク ラ ス に 属 す る

酵 素 に よ っ て 少 な く と も 触 媒 さ れ る 、 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 （ A DC） の 生 合 成 が

、 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 （ A DC） 及 び 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ プ レ フ ェ ネ ー ト （ A DP

） を 含 む 発 酵 培 養 液 を 得 な が ら 、 高 め ら れ た レ ベ ル の 活 性 で 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ コ リ ス

ミ 酸 シ ン タ ー ゼ を 持 っ た 宿 主 微 生 物 中 イ ン ビ ボ で 発 酵 に よ り 行 わ れ る こ と 、 か つ 、 こ れ ら

の 化 合 物 が 、 一 緒 に か 又 は 個 別 に か の ど ち ら か で 、 発 酵 培 養 液 か ら 回 収 さ れ る こ と が 開 示

さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 し か し な が ら 、 従 来 知 ら れ て い た pap系 遺 伝 子 、 す な わ ち 、 抗 生 物 質 生 産 経 路 に お い て

知 ら れ て い た ３ 種 の キ ー 酵 素 （ 例 え ば 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ベ ネ ズ エ ラ エ （ Streptomyc

es venezuelae） の PapA、 PapB、 PapC） を 単 純 に 用 い た 場 合 、 発 酵 法 に よ る 4-ア ミ ノ フ ェ

ニ ル ア ラ ニ ン （ 4APhe） の 生 産 性 は 0.2g/L程 度 に 過 ぎ ず 、 従 来 知 ら れ て い た pap系 の 組 み 合

わ せ を 種 々 検 討 し て も せ い ぜ い 0.9g/L程 度 に 留 ま る も の で あ っ た 。

　 こ の よ う な 低 い 生 産 量 は 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)、 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4ACA

)、 2-(4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） ア ル デ ヒ ド 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢 酸 、 及 び 4-ア ミ ノ フ ェ ネ チ ル

エ タ ノ ー ル (4APE)を 含 む ア ニ リ ン 誘 導 体 を グ ル コ ー ス 等 の 炭 素 源 か ら 発 酵 法 に よ り 工 業 的

に 大 量 に 製 造 し よ う と す る 際 の 障 害 で あ っ た （ 図 １ 参 照 ） 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 以 上 の よ う に 、 発 酵 法 に よ り 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)、 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4A

CA)、 2-(4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） ア ル デ ヒ ド 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢 酸 、 及 び 4-ア ミ ノ フ ェ ネ チ

ル エ タ ノ ー ル (4APE)を 含 む ア ニ リ ン 誘 導 体 を グ ル コ ー ス 等 の 炭 素 源 か ら 発 酵 法 に よ り 工 業

的 に 大 量 に 得 る こ と が 可 能 な 製 造 方 法 は 未 だ 確 立 さ れ て お ら ず 、 そ の 開 発 が 強 く 望 ま れ て

い る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ ０ 】

【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 2013/073519号

【 特 許 文 献 ２ 】 CN103060352A明 細 書

【 特 許 文 献 ３ 】 特 表 2008-501326号 公 報

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 He, et al. , Microbiology (2001)

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Zhou, et al. , Biotechnol Lett (2013) 35:751-756

【 非 特 許 文 献 ３ 】 J. A M. CHE M. SOC. 2003, 125, 935-939

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ２ 】
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　 前 記 し た よ う に 、 従 来 知 ら れ て い た pap系 遺 伝 子 、 す な わ ち 、 抗 生 物 質 生 産 経 路 に お い

て 知 ら れ て い た ３ 種 の キ ー 酵 素 （ 例 え ば 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ベ ネ ズ エ ラ エ （ Streptom

yces venezuelae） の PapA、 PapB、 PapC） を 単 純 に 用 い た 場 合 、 発 酵 法 に よ る 4-ア ミ ノ フ

ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ 4APhe） の 生 産 性 は 0.2g/L程 度 に 過 ぎ ず 、 従 来 知 ら れ て い た pap系 の 組 み

合 わ せ を 種 々 検 討 し て も せ い ぜ い 0.9g/L程 度 に 留 ま る も の で あ っ た 。 本 願 発 明 者 ら は 、 従

来 の pap系 遺 伝 子 を 用 い た 0.2～ 0.9g/Lの 4APheを 生 産 し た 形 質 転 換 体 に 、 4-ア ミ ノ ケ イ 皮

酸 (4ACA)合 成 に 関 与 す る 酵 素 遺 伝 子 を 導 入 し た が 、 4ACAを 合 成 す る こ と は で き な か っ た 。

　 か か る 従 来 技 術 の 現 状 に 鑑 み 、 本 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 は 、 グ ル コ ー ス の 如 き 炭

素 源 か ら 発 酵 法 に よ り 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)、 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4ACA)、 2-(

4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） ア ル デ ヒ ド 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢 酸 、 及 び 4-ア ミ ノ フ ェ ネ チ ル エ タ ノ

ー ル (4APE)を 含 む ア ニ リ ン 誘 導 体 を 工 業 的 に 大 量 に 得 る こ と が 可 能 な 製 造 方 法 を 提 供 す る

こ と で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 願 発 明 者 ら は 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ 4APhe） の 生 産 性 を 高 め る べ く 、 ゲ ノ ム

デ ー タ ベ ー ス を 用 い て ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ベ ネ ズ エ ラ エ （ Streptomyces venezuelae）

の PapA、 PapB、 PapCと 相 同 性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る 新 規 pap様 遺 伝 子 を 探 索 し た と

こ ろ 、 大 腸 菌 と 同 じ プ ロ テ オ バ ク テ リ ア 門 に 属 す る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ ン ス (P

seudomonas fluorescence)SB W25株 （ De Leij F et al.(1995) Appl Environ Microbiol 6

1:3443-3453） PFLU1770、 PFLU1771、 PFLU1772が 、 そ れ ぞ れ 、 前 記 34%(PapC)、 44%(PapA)

、 28%(PapB)の 相 同 性 を 示 し 、 こ れ ら の 遺 伝 子 を 発 現 さ せ た 組 換 え 大 腸 菌 を 作 製 し て ４ －

ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)の 発 酵 に 供 し た と こ ろ 、 飛 躍 的 に 生 産 性 が 向 上 し 、 1.8g/

Lの 4APheを 生 産 す る こ と が で き た 。 す な わ ち 、 4APheの グ ラ ム オ ー ダ ー の 生 産 は 従 来 技 術

で は 達 成 で き な か っ た も の で あ っ た 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 驚 く べ き こ と に 、 前 記 し た よ う に 、 従 来 の pap系 遺 伝 子 を 用 い た 0.2～ 0.9g/Lの 4APheを

生 産 し た 形 質 転 換 体 に 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4ACA)合 成 に 関 与 す る 酵 素 遺 伝 子 を 導 入 し た と し

て も 、 4ACAを 合 成 す る こ と は で き な か っ た も の の 、 1.8g/Lの 4APheを 生 産 し た 形 質 転 換 体

に 当 該 酵 素 遺 伝 子 を 導 入 し た 場 合 に 、 4ACAを 初 め て 合 成 す る こ と が で き た 。 本 願 発 明 者 ら

は 、 大 腸 菌 に お け る コ リ ス ミ 酸 か ら 4-ア ミ ノ ピ ル ビ ン 酸 ま で の 変 換 が 、 従 来 技 術 に お い て

は 効 率 よ く 進 ん で い な か っ た と こ ろ 、 か か る 遺 伝 子 改 変 に よ り が 、 こ れ を 効 率 よ く 進 め る

こ と が で き 、 そ の 結 果 、 4APheの 生 産 量 が 高 ま り 、 4APheの 生 産 量 が し き い 値 を 超 え る こ と

で 、 従 来 達 成 さ れ て い な か っ た 4ACAの 製 造 が 可 能 に な っ た も の と 推 定 し て い る 。 か か る 発

見 に 基 づ き 、 本 発 明 者 ら は 、 鋭 意 研 究 し 実 験 を 繰 り 返 し た 結 果 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ

た も の で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 通 り の も の で あ る 。

　 ［ １ ］ 以 下 の 工 程 ：

　 コ リ ス ミ 酸 か ら 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 を 生 合 成 す る 機 能 を 有 す る 微 生 物 に お い て

、 少 な く と も ３ つ の 外 来 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 所 定 培 養 条 件 下 、 1.8g/L以 上 の

4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)を 生 産 す る こ と が で き る 微 生 物 を 作 製 し ； そ し て 該 微

生 物 の 生 育 及 び ／ 又 は 維 持 に 適 し た 条 件 下 、 該 微 生 物 を 炭 素 源 と 接 触 さ せ て 、 4-ア ミ ノ フ

ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)、 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4ACA)、 2-(4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） ア ル デ ヒ ド 、

4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢 酸 、 及 び 4-ア ミ ノ フ ェ ネ チ ル エ タ ノ ー ル (4APE)か ら な る 群 か ら 選 ば れ

る 少 な く と も １ つ の ア ニ リ ン 誘 導 体 を 製 造 す る ；

を 含 む 、 前 記 ア ニ リ ン 誘 導 体 の 製 造 方 法 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 ［ ２ ］ 前 記 少 な く と も ３ つ の 外 来 遺 伝 子 は 、 papA、 papB、 及 び papCで あ る 、 前 記 ［ １ ］

に 記 載 の 方 法 。

【 ０ ０ １ ７ 】
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　 ［ ３ ］ 前 記 papA、 papB、 及 び papCが 、 そ れ ぞ れ 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ ン ス (P

seudomonas fluorescence)由 来 で あ る 、 前 記 ［ ２ ］ に 記 載 の 方 法 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 ［ ４ ］ 前 記 papA、 papB、 及 び papCは 、 そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ７ 、 ９ 、 ５ で 示 す 配 列 か ら な

る 、 前 記 ［ ３ ］ に 記 載 の 方 法 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 ［ ５ ］ 前 記 微 生 物 を 作 製 す る 工 程 に お い て 、 さ ら に 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 合 成 酵 素 を コ ー

ド す る 少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 を 破 壊 す る 、 前 記 ［ １ ］ ～ ［ ４ ］ の い ず れ か に 記 載 の 方 法

。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 ［ ６ ］ 前 記 破 壊 さ れ た 遺 伝 子 は 、 pheAで あ る 、 前 記 ［ ５ ］ に 記 載 の 方 法 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 ［ ７ ］ 前 記 微 生 物 を 作 製 す る 工 程 に お い て 、 aroG、 aro10及 び palか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ

る 少 な く と も １ つ の 外 来 遺 伝 子 を さ ら に 導 入 す る 、 前 記 ［ １ ］ ～ ［ ６ ］ の い ず れ か に 記 載

の 方 法 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 ［ ８ ］ 前 記 微 生 物 は 、 大 腸 菌 、 バ チ ル ス 属 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 属

又 は ザ イ モ モ ナ ス 属 の 細 菌 、 及 び サ ッ カ ロ ミ ケ ス （ Saccharomyces） 属 又 は シ ゾ サ ッ カ ロ

ミ ケ ス （ Schizosaccharomyces） 属 の 酵 母 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 、 前 記 ［ １ ］ ～ ［ ７ ］

の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 ［ ９ ］ 前 記 微 生 物 は 大 腸 菌 で あ る 、 前 記 ［ ８ ］ に 記 載 の 方 法 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 ［ １ ０ ］ 前 記 炭 素 源 は 、 D-グ ル コ ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 オ リ ゴ 糖 、 多 糖 、 で ん ぷ ん 、 セ ル

ロ ー ス 、 米 ぬ か 、 廃 糖 蜜 、 ト ウ モ ロ コ シ 分 解 液 、 及 び セ ル ロ ー ス 分 解 液 か ら な る 群 か ら 選

ば れ る 、 前 記 ［ １ ］ ～ ［ ９ ］ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 に 係 る 方 法 に よ り 炭 素 源 か ら 発 酵 法 に よ り 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)、 4

-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4ACA)、 2-(4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） ア ル デ ヒ ド 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢 酸 、 及

び 4-ア ミ ノ フ ェ ネ チ ル エ タ ノ ー ル (4APE)か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の ア ニ リ

ン 誘 導 体 を 工 業 的 に 大 量 に 製 造 す る こ と が 可 能 と な る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ６ 】

【 図 １ 】 グ ル コ ー ス か ら コ リ ス ミ 酸 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 を 経 て 、 4-ア ミ ノ フ ェ

ニ ル ア ラ ニ ン （ 4APhe） 、 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4ACA)、 2-(4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル )ア ル デ ヒ ド 、 4

-ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢 酸 、 4-ア ミ ノ フ ェ ネ チ ル エ タ ノ ー ル (4APE)に 至 る 経 路 を 示 す 概 略 図 。

【 図 ２ 】 発 酵 培 地 の 組 成 を 示 す 表 で あ る 。

【 図 ３ 】 PFABCΔ Aro株 に よ る 4APhe生 産 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 形 態 を 詳 細 に 説 明 す る 。

　 別 段 の 定 め な き 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る す べ て の 技 術 的 又 は 科 学 的 用 語 は 、 本 開 示

が 属 す る 技 術 分 野 の 当 業 者 に 一 般 に 理 解 さ れ る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ

れ る も の と 同 様 又 は 等 価 な 方 法 又 は 物 質 を 、 開 示 さ れ る 方 法 又 は 組 成 物 の 実 施 に お い て 使

用 す る こ と が で き る が 、 例 示 的 な 方 法 、 装 置 、 物 質 等 を 本 明 細 書 に 記 載 す る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 用 語 「 微 生 物 」 に は 、 古 細 菌 ド メ イ ン 、 細 菌 ド メ イ ン 、 及 び 真 核 生 物 ド メ イ ン に 由 来 す

る 原 核 微 生 物 種 及 び 真 核 微 生 物 種 が 含 ま れ 、 後 者 に は 、 酵 母 、 糸 状 菌 、 原 虫 、 藻 類 、 又 は

よ り 高 度 な 原 生 生 物 が 含 ま れ る 。
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　 本 実 施 形 態 に お い て は 、 コ リ ス ミ 酸 か ら 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 を 生 合 成 す る 機 能

を 有 す る 微 生 物 で あ れ ば い ず れ で も 構 わ な い が 、 大 腸 菌 、 バ チ ル ス 属 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ

ム 属 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 属 又 は ザ イ モ モ ナ ス 属 の 細 菌 、 及 び サ ッ カ ロ ミ ケ ス （ Saccharomyce

s） 属 又 は シ ゾ サ ッ カ ロ ミ ケ ス （ Schizosaccharomyces） 属 の 酵 母 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る

も の が 好 ま し く 、 迅 速 な 生 育 能 力 や 発 酵 管 理 の 容 易 さ の 観 点 か ら 、 大 腸 菌 が 特 に 好 ま し い

。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 用 語 「 組 換 え 微 生 物 」 と 「 組 換 え 宿 主 細 胞 」 は 、 本 明 細 書 中 互 換 的 に 使 用 さ れ 、 内 因 性

の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 若 し く は 過 剰 発 現 し 、 又 は ベ ク タ ー 中 に 含 め ら れ る も の な ど の

異 種 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る よ う に 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 微 生 物 、 あ る い は 内 在 性 遺

伝 子 の 発 現 の 変 化 を 有 す る 微 生 物 を 指 す 。 「 変 化 」 と は 、 遺 伝 子 の 発 現 、 又 は １ つ 若 し く

は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る RN A分 子 若 し く は

等 価 な RN A分 子 の レ ベ ル 、 又 は １ つ 若 し く は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド サ

ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 が 上 方 制 御 又 は 下 方 制 御 さ れ 、 そ の 結 果 、 発 現 、 レ ベ ル 、 又 は 活 性 が 、

変 化 の な い 状 態 で 観 察 さ れ る も の よ り 大 き い 又 は 小 さ い こ と を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 遺 伝 子 配 列 に 関 し て 、 用 語 「 発 現 」 は 、 遺 伝 子 の 転 写 、 及 び 適 切 な 場 合 、 得 ら れ た ｍ RN

A転 写 産 物 の タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 を 指 す 。 し た が っ て 、 脈 絡 か ら 明 ら か と な る よ う に 、 タ

ン パ ク 質 の 発 現 は 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 配 列 の 転 写 及 び 翻 訳 か ら 生 じ る 。 宿 主

細 胞 に お け る 所 望 の 産 物 の 発 現 レ ベ ル は 、 細 胞 中 に 存 在 す る 対 応 す る ｍ RN Aの 量 、 又 は 選

択 さ れ た 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 所 望 の 産 物 の 量 に 基 づ い て 求 め る こ と が で き る 。 例 え

ば 、 選 択 さ れ た 配 列 か ら 転 写 さ れ た mRN Aは 、 PCR又 は ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に

よ っ て 定 量 化 す る こ と が で き る （ Sambrook et al. , Molecular Cloning: A Laboratory M

anual, Cold Spring Harbor Laboratory Press （ 1989） 参 照 ） 。 選 択 さ れ た 配 列 に よ っ

て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 様 々 な 方 法 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 に 反 応 し て 認 識 し 、 結 合

す る 抗 体 を 使 用 し て 、 ELISAに よ っ て 、 タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を ア ッ セ イ す る こ と に よ っ

て 、 ま た は そ の よ う な 活 性 に 依 存 し な い ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ も

し く は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ な ど を 使 用 す る こ と に よ っ て 定 量 化 す る こ と が で き る 。 Samb

rook et al.上 掲 参 照 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 に 、 所 望 の 代 謝 産 物 を 産 生 す る た め の

代 謝 経 路 に 関 与 す る 標 的 酵 素 を コ ー ド す る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 用 語 「 組 換 え 微 生 物 」 及 び 「 組 換 え 宿 主 細 胞 」 は 、 特 定 の 組 換 え 微 生 物 を 指 す だ け で な

く 、 そ の よ う な 微 生 物 の 子 孫 又 は 潜 在 的 な 子 孫 を も 指 す と 理 解 さ れ る 。 突 然 変 異 又 は 環 境

的 な 影 響 の た め に 、 世 代 を 継 ぐ う ち に あ る 特 定 の 改 変 が 起 こ り 得 る の で 、 そ の よ う な 子 孫

は 、 実 際 に は 親 細 胞 と 同 一 で な い 場 合 が あ る が 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 こ の 用 語 の 範

囲 内 に 依 然 と し て 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 用 語 「 操 作 す る 」 は 、 微 生 物 に お い て 検 出 可 能 な 変 化 を 生 じ る 、 微 生 物 の 任 意 の 処 置 を

指 し 、 こ の 処 置 は 、 そ れ だ け に 限 ら な い が 、 微 生 物 に 対 し て 異 種 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び

／ 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 挿 入 す る こ と 、 並 び に 微 生 物 に 固 有 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ／ 又 は

ポ リ ペ プ チ ド を 突 然 変 異 さ せ る こ と を 含 む 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 用 語 「 代 謝 的 に 操 作 さ れ た 」 ま た は 「 代 謝 的 な 操 作 」 は 、 所 望 の 代 謝 産 物 の 産 生 の た め

の 、 生 合 成 遺 伝 子 、 オ ペ ロ ン に 関 連 す る 遺 伝 子 、 及 び そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 制 御

要 素 の 合 理 的 な 経 路 設 計 及 び ア セ ン ブ リ ー を 伴 う 。 「 代 謝 的 に 操 作 さ れ た 」 は 、 所 望 の 経

路 に 至 る 中 間 体 と 競 合 す る 競 合 代 謝 経 路 の 低 下 、 破 壊 又 は ノ ッ ク ア ウ ト を 含 め た 遺 伝 子 操

作 及 び 適 切 な 培 養 条 件 を 使 用 し た 、 転 写 、 翻 訳 、 タ ン パ ク 質 の 安 定 性 、 及 び タ ン パ ク 質 の

機 能 性 の 調 節 お よ び 最 適 化 に よ る 、 代 謝 フ ラ ッ ク ス の 最 適 化 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 用 語 「 代 謝 的 に 操 作 さ れ た 微 生 物 」 及 び 「 改 変 さ れ た 微 生 物 」 は 、 本 明 細 書 で 互 換 的 に
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使 用 さ れ 、 特 定 の 対 象 細 胞 を 指 す だ け で な く 、 そ の よ う な 細 胞 の 子 孫 又 は 潜 在 的 な 子 孫 も

指 す 。 突 然 変 異 ま た は 環 境 的 な 影 響 の た め に 、 世 代 を 継 ぐ う ち に あ る 特 定 の 改 変 が 起 こ り

得 る の で 、 そ の よ う な 子 孫 は 、 実 際 に は 親 細 胞 と 同 一 で な い 場 合 が あ る が 、 本 明 細 書 で 使

用 す る 場 合 、 こ の 用 語 の 範 囲 内 に 依 然 と し て 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 用 語 「 生 合 成 経 路 」 は 、 「 代 謝 経 路 」 と も 呼 ば れ 、 １ つ の 化 学 種 を 別 の 化 学 種 に 変 換 す

る た め の 一 連 の 同 化 又 は 異 化 の 生 化 学 反 応 を 指 す 。 遺 伝 子 産 物 が 、 並 行 し て 、 又 は 連 続 し

て 、 同 じ 基 質 上 で 作 用 し 、 同 じ 産 物 を 産 生 す る か 、 又 は 同 じ 基 質 と 代 謝 産 物 最 終 生 成 物 と

の 間 の 代 謝 中 間 体 （ す な わ ち 、 代 謝 産 物 ） 上 で 作 用 し 、 若 し く は こ の 代 謝 中 間 体 を 産 生 す

る 場 合 、 こ の 遺 伝 子 産 物 は 同 じ 「 代 謝 経 路 」 に 属 す る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 用 語 「 異 種 の （ 外 来 ） 」 は 、 分 子 、 特 に 、 酵 素 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 参 照 し て 本 明 細

書 で 使 用 す る 場 合 、 分 子 が 由 来 し た 生 物 、 又 は 自 然 に お い て 見 出 さ れ る 生 物 以 外 の 生 物 に

お い て 発 現 さ れ る 分 子 を 示 し 、 発 現 レ ベ ル と は 無 関 係 で あ り 、 こ の 発 現 レ ベ ル は 、 天 然 の

微 生 物 に お け る 分 子 の 発 現 レ ベ ル よ り 低 く 、 等 し く 、 又 は 高 く な り 得 る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 用 語 「 天 然 の 」 又 は 「 内 因 性 の 」 は 、 分 子 、 特 に 、 酵 素 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 参 照 し

て 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 分 子 が 由 来 し た 生 物 、 又 は 自 然 に お い て 見 出 さ れ る 生 物 に お

い て 発 現 さ れ る 分 子 を 示 し 、 発 現 レ ベ ル と は 無 関 係 で あ り 、 こ の 発 現 レ ベ ル は 、 天 然 の 微

生 物 に お け る 分 子 の 発 現 レ ベ ル よ り 低 く 、 等 し く 、 又 は 高 く な り 得 る 。 天 然 の 酵 素 又 は ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 は 、 組 換 え 微 生 物 に お い て 改 変 す る こ と が で き る こ と が 理 解 さ れ る

。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 用 語 「 供 給 原 料 」 は 、 微 生 物 又 は 発 酵 過 程 に 供 給 さ れ る 原 料 、 又 は 原 料 の 混 合 物 と し て

定 義 さ れ 、 こ れ か ら 他 の 産 物 を 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 バ イ オ マ ス 又 は バ イ オ マ

ス に 由 来 す る 炭 素 化 合 物 な ど の 炭 素 源 は 、 発 酵 過 程 に お い て 生 物 燃 料 を 産 生 す る 微 生 物 の

た め の 供 給 原 料 で あ る 。 供 給 原 料 は 、 炭 素 源 以 外 の 栄 養 分 を 含 有 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 用 語 「 炭 素 源 」 は 一 般 に 、 原 核 生 物 増 殖 又 は 真 核 細 胞 増 殖 の た め に 、 炭 素 の 供 給 源 と し

て 使 用 さ れ る の に 適 し た 物 質 を 指 す 。 炭 素 源 と し て 、 そ れ だ け に 限 ら な い が 、 バ イ オ マ ス

加 水 分 解 産 物 、 デ ン プ ン 、 ス ク ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 ヘ ミ セ ル ロ ー ス 、 キ シ ロ ー ス 、 リ グ

ニ ン 、 並 び に こ れ ら の 基 質 の 単 量 体 成 分 が 挙 げ ら れ る 。 炭 素 源 は 、 そ れ だ け に 限 ら な い が

、 ポ リ マ ー 、 炭 水 化 物 、 酸 、 ア ル コ ー ル 、 ア ル デ ヒ ド 、 ケ ト ン 、 ア ミ ノ 酸 、 ペ プ チ ド な ど

を 含 め た 、 様 々 な 形 態 で の 様 々 な 有 機 化 合 物 を 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら と し て 、 例 え ば

、 様 々 な 単 糖 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス 、 デ キ ス ト ロ ー ス （ D-グ ル コ ー ス ） 、 マ ル ト ー ス 、 オ

リ ゴ 糖 、 多 糖 、 飽 和 若 し く は 不 飽 和 脂 肪 酸 、 コ ハ ク 酸 、 乳 酸 、 酢 酸 、 エ タ ノ ー ル 、 米 ぬ か

、 廃 糖 蜜 、 ト ウ モ ロ コ シ 分 解 液 、 セ ル ロ ー ス 分 解 液 、 又 は こ れ ら の 混 合 物 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 用 語 「 基 質 」 又 は 「 適 当 な 基 質 」 は 、 酵 素 の 作 用 に よ っ て 別 の 化 合 物 に 変 換 さ れ 、 又 は

変 換 さ れ る こ と を 意 味 す る 任 意 の 物 質 又 は 化 合 物 を 指 す 。 こ の 用 語 は 、 １ 種 の 化 合 物 だ け

で は な く 、 化 合 物 の 組 合 せ 、 例 え ば 、 少 な く と も １ つ の 基 質 、 又 は そ の 誘 導 体 を 含 有 す る

溶 液 、 混 合 物 、 他 の 物 質 な ど も 含 む 。 さ ら に 、 用 語 「 基 質 」 は 、 任 意 の バ イ オ マ ス 由 来 の

糖 な ど の 出 発 材 料 と し て 使 用 す る の に 適 し た 炭 素 源 を 提 供 す る 化 合 物 だ け で な く 、 本 明 細

書 に 記 載 さ れ る よ う な 代 謝 的 に 操 作 さ れ た 微 生 物 と 関 連 す る 経 路 に お い て 使 用 さ れ る 中 間

体 及 び 最 終 生 成 物 代 謝 産 物 も 包 含 す る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 用 語 「 発 酵 」 又 は 「 発 酵 法 」 は 、 微 生 物 が 、 供 給 原 料 及 び 栄 養 分 な ど の 原 料 を 含 有 す る

培 地 中 で 培 養 さ れ る 過 程 と し て 定 義 さ れ 、 微 生 物 は 、 供 給 原 料 な ど の 原 料 を 産 物 に 変 換 す

る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 用 語 「 所 定 培 養 条 件 」 と は 、 以 下 の 実 施 例 に お い て 定 義 す る 発 酵 培 養 条 件 を い う 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 用 語 「 核 酸 」 と 互 換 的 に 本 明 細 書 で 使 用 さ れ 、 ヌ ク レ オ

チ ド 、 ヌ ク レ オ シ ド 、 又 は こ れ ら の 類 似 体 を 含 め た ２ つ 以 上 の 単 量 体 か ら な る 有 機 ポ リ マ

ー を 指 し 、 こ れ ら は 、 そ れ だ け に 限 ら な い が 、 任 意 の 長 さ の 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 の 、 セ ン ス

又 は ア ン チ セ ン ス デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ D N A） 、 及 び 適 切 な 場 合 、 siRN Aを 含 め た 、 任 意 の 長

さ の 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 の 、 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス リ ボ 核 酸 （ RN A） を 含 む 。 用 語 「 ヌ ク

レ オ チ ド 」 は 、 プ リ ン 又 は ピ リ ミ ジ ン 塩 基 及 び リ ン 酸 基 に 結 合 し た リ ボ ー ス 又 は デ オ キ シ

リ ボ ー ス 糖 か ら な り 、 核 酸 の 塩 基 構 造 単 位 で あ る 、 任 意 の い く つ か の 化 合 物 を 指 す 。 用 語

「 ヌ ク レ オ シ ド 」 は 、 デ オ キ シ リ ボ ー ス 又 は リ ボ ー ス と 結 合 し た プ リ ン 又 は ピ リ ミ ジ ン 塩

基 か ら な り 、 特 に 核 酸 中 に 見 出 さ れ る 化 合 物 （ グ ア ノ シ ン 又 は ア デ ノ シ ン ） を 指 す 。 用 語

「 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 」 又 は 「 ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 」 は そ れ ぞ れ 、 １ つ 又 は 複 数 の 個 々 の

原 子 が 、 異 な る 原 子 又 は 異 な る 官 能 基 で 置 換 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 又 は ヌ ク レ オ シ ド を 指 す

。 し た が っ て 、 用 語 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 任 意 の 長 さ の 核 酸 、 D N A、 RN A、 こ れ ら の 類 似 体

及 び 断 片 を 含 む 。 ３ つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヌ ク レ オ チ ド オ リ ゴ マ

ー 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と も 呼 ば れ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 「 遺 伝 子 」 が 含 ま れ 、 本 明 細 書 に 記 載 さ

れ る 核 酸 分 子 に は 、 「 ベ ク タ ー 」 又 は 「 プ ラ ス ミ ド 」 が 含 ま れ る こ と が 理 解 さ れ る 。 し た

が っ て 、 用 語 「 遺 伝 子 」 は 、 「 構 造 遺 伝 子 」 と も 呼 ば れ 、 １ つ 又 は 複 数 の タ ン パ ク 質 、 又

は 酵 素 の 全 て 又 は 一 部 を 構 成 す る 、 ア ミ ノ 酸 の 特 定 の 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

を 指 し 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 な ど の 制 御 （ 転 写 さ れ て い な い ） D N A配 列 を 含 む こ と が で き 、

こ の 配 列 は 、 例 え ば 、 遺 伝 子 が 発 現 さ れ る 条 件 を 決 定 す る 。 遺 伝 子 の 転 写 さ れ た 領 域 は 、

イ ン ト ロ ン 、 ５ ＇ － 非 翻 訳 領 域 （ UTR） 、 及 び 3＇ -UTR、 並 び に コ ー ド 配 列 を 含 め た 非 翻 訳

領 域 を 含 む こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 用 語 「 ベ ク タ ー 」 は 、 核 酸 が 、 生 物 、 細 胞 、 又 は 細 胞 成 分 間 を 伝 搬 及 び ／ 又 は 移 動 す る

こ と が で き る 任 意 の 手 段 で あ る 。 ベ ク タ ー と し て 、 ウ イ ル ス 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ロ

－ ウ イ ル ス 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 、 及 び 人 工 の 染 色 体 、 例 え ば 、

Y AC（ 酵 母 人 工 染 色 体 ） 、 BAC（ 細 菌 性 人 工 染 色 体 ） 、 及 び PLAC（ 植 物 人 工 染 色 体 ） な ど が

挙 げ ら れ 、 こ れ は 「 エ ピ ソ ー ム 」 で あ り 、 す な わ ち 、 自 発 的 に 複 製 し 、 宿 主 細 胞 の 染 色 体

に 組 み 込 む こ と が で き る 。 ベ ク タ ー は 、 裸 の RN Aポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 裸 の D N Aポ リ ヌ ク レ オ

チ ド 、 同 じ 鎖 内 に D N A及 び RN Aの 両 方 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ リ シ ン 結 合 D N A若 し

く は RN A、 ペ プ チ ド 結 合 D N A若 し く は RN A、 リ ポ ソ ー ム 結 合 D N Aな ど で あ っ て も よ く 、 こ れ は

、 本 質 的 に エ ピ ソ ー ム で は な く 、 又 は ベ ク タ ー は 、 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ン ス ト ラ ク ト

の う ち の １ つ 又 は 複 数 を 含 む 生 物 、 例 え ば 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 又 は 細 菌 な ど と す る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 用 語 「 形 質 転 換 」 は 、 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る 過 程 を 指 す 。 形 質 転 換 （ 又 は

ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 、 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ） は 、 化 学 物 質 形 質 転 換 （ 例 え ば 、 酢 酸

リ チ ウ ム 形 質 転 換 ） 、 電 気 穿 孔 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 微 粒 子 銃 （ 又 は 粒 子 ボ ン バ

ー ド メ ン ト 媒 介 送 達 ） 、 又 は ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 媒 介 形 質 転 換 を 含 め た い く つ か の 手 段 の

う ち の 任 意 の １ つ に よ っ て 実 現 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 用 語 「 酵 素 」 は 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 １ つ 又 は 複 数 の 化 学 的 又 は 生 化 学 的 な 反 応

を 触 媒 又 は 促 進 す る 任 意 の 物 質 を 指 し 、 こ れ は 通 常 、 完 全 又 は 部 分 的 に ポ リ ペ プ チ ド か ら

な る 酵 素 を 含 む が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 異 な る 分 子 か ら な る 酵 素 を 含 む こ と が で き る

。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 用 語 「 タ ン パ ク 質 」 又 は 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 ２ つ 以 上 の ア
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ミ ノ 酸 単 量 体 及 び ／ 又 は そ の 類 似 体 か ら な る 有 機 ポ リ マ ー を 示 す 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 場

合 、 用 語 「 ア ミ ノ 酸 」 又 は 「 ア ミ ノ 酸 単 量 体 」 は 、 グ リ シ ン 及 び D又 は Lの 両 光 学 異 性 体 を

含 め た 任 意 の 天 然 及 び ／ 又 は 合 成 ア ミ ノ 酸 を 指 す 。 用 語 「 ア ミ ノ 酸 類 似 体 」 は 、 １ つ 又 は

複 数 の 個 々 の 原 子 が 、 異 な る 原 子 、 又 は 異 な る 官 能 基 で 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 指 す 。 し た

が っ て 、 用 語 ポ リ ペ プ チ ド は 、 全 長 の タ ン パ ク 質 、 及 び ペ プ チ ド 、 並 び に こ れ ら の 類 似 体

及 び 断 片 を 含 め た 、 任 意 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 ポ リ マ ー を 含 む 。 ３ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ

プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 オ リ ゴ マ ー 又 は オ リ ゴ ペ プ チ ド と も 呼 ば れ る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 前 記 し た よ う に 、 本 発 明 の 第 一 の 態 様 は 、 以 下 の 工 程 ：

　 コ リ ス ミ 酸 か ら 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 を 生 合 成 す る 機 能 を 有 す る 微 生 物 に お い て

、 少 な く と も ３ つ の 外 来 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 所 定 培 養 条 件 下 、 1.8g/L以 上 の

4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)を 生 産 す る こ と が で き る 微 生 物 を 作 製 し ； そ し て

　 該 微 生 物 の 生 育 及 び ／ 又 は 維 持 に 適 し た 条 件 下 、 該 微 生 物 を 炭 素 源 と 接 触 さ せ て 、 4-ア

ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)、 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4ACA)、 2-(4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） ア ル デ

ヒ ド 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢 酸 、 及 び 4-ア ミ ノ フ ェ ネ チ ル エ タ ノ ー ル (4APE)か ら な る 群 か ら

選 ば れ る 少 な く と も １ つ の ア ニ リ ン 誘 導 体 を 製 造 す る ；

を 含 む 、 前 記 ア ニ リ ン 誘 導 体 の 製 造 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 前 記 少 な く と も ３ つ の 外 来 遺 伝 子 は 、 好 ま し く は papA、 papB、 及 び papCで あ り 、 よ り 好

ま し く は 該 papA、 papB、 及 び papCは 、 そ れ ぞ れ 、 シ ュ ー ド モ ナ ス フ ル オ レ ッ セ ン ス (Pseud

omonas fluorescence)由 来 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 該 papA、 papB、 及 び papCは 、 そ れ ぞ

れ 、 配 列 番 号 ７ 、 ９ 、 ５ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 。

　 但 し 、 本 発 明 に お い て は 、 前 記 少 な く と も ３ つ の 外 来 遺 伝 子 が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列

は 、 そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ８ 、 １ ０ 、 ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 配 列 同 一

性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 PapA、 PapB、 及 び PapC酵 素 活 性 を 有 す る 蛋 白 質

が 包 含 さ れ 、 か か る 配 列 同 一 性 は 、 少 な く と も ９ １ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９ ５ ％

、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 又 は ９ ９ ％ で あ る こ と が で き る 。

　 こ こ で 、 「 配 列 同 一 性 」 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 若 し く は ア ミ ノ 酸 配 列 ） 又 は ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド 配 列 （ 若 し く は 塩 基 配 列 ） に お け る ２ 本 の 鎖 の 間 で 該 鎖 を 構 成 し て い る 各 ア ミ

ノ 酸 残 基 同 士 又 は 各 塩 基 同 士 の 互 い の 適 合 関 係 に お い て 同 一 で あ る と 決 定 で き る よ う な も

の の 量 （ 数 ） を 意 味 し 、 二 つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又 は 二 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 間 の

配 列 相 関 性 の 程 度 を 意 味 す る も の で あ る 。 同 一 性 は 容 易 に 算 出 で き る 。 二 つ の ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド 配 列 又 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 同 一 性 を 測 定 す る 方 法 は 数 多 く 知 ら れ て お り 、 「 配

列 同 一 性 」 な る 用 語 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 に お い て は 、 前 記 少 な く と も ３ つ の 外 来 遺 伝 子 が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配

列 に は 、 配 列 番 号 ８ 、 １ ０ 、 ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠

失 、 置 換 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 PapA、 PapB、 及 び PapC酵 素

活 性 を 有 す る 蛋 白 質 が 包 含 さ れ る 。 こ こ で 、 「 数 個 」 と は 、 多 く と も １ ０ 個 、 ９ 個 、 ８ 個

、 ７ 個 、 ６ 個 、 ５ 個 、 ４ 個 、 ３ 個 又 は ２ 個 で あ る こ と が で き る 。

　 変 異 Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 、 化 学 合 成 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 、 突 然 変 異 誘 発 な ど の 当 業 者 に 既

知 の 任 意 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ８ 、 １ ０ 、 ６ に 示 す

ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る D N Aに 対 し 、 変 異 原 と な る 薬 剤 と 接

触 作 用 さ せ る 方 法 、 紫 外 線 を 照 射 す る 方 法 、 遺 伝 子 工 学 的 な 手 法 等 を 用 い て 、 こ れ ら D N A

に 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り 、 変 異 D N Aを 取 得 す る こ と が で き る 。 こ こ で 、 遺 伝 子 工 学 的

手 法 の 一 つ で あ る 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 は 特 定 の 位 置 に 特 定 の 変 異 を 導 入 で き る 手 法 で あ

る こ と か ら 有 用 で あ り 、 Sambrook,J. et al. , Molecular Cloning: A Laboratory Manual

, 2
n d
 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989等

に 記 載 の 方 法 に 準 じ て 行 う こ と が で き る 。 こ の 変 異 D N Aを 適 切 な 発 現 系 を 用 い て 発 現 さ せ

る こ と に よ り 、 １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か
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ら な る 蛋 白 質 を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 さ ら に ま た 、 本 発 明 に お い て は 、 前 記 少 な く と も ３ つ の 外 来 遺 伝 子 は 、 配 列 番 号 ７ 、 ９

、 ５ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る 核 酸 と 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件

下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 、 PapA、 PapB、 及 び PapC酵 素 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す

る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 核 酸 が 包 含 さ れ る 。

　 本 明 細 書 に お い て 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト （ stringent） 条 件 」 と は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

と 、 ゲ ノ ム D N Aと の 選 択 的 か つ 検 出 可 能 な 特 異 的 結 合 を 可 能 と す る 条 件 で あ る 。 ス ト リ ン

ジ ェ ン ト 条 件 は 、 塩 濃 度 、 有 機 溶 媒 （ 例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド ） 、 温 度 、 そ の 他 公 知 の 条 件

の 適 当 な 組 み 合 わ せ に よ っ て 定 義 さ れ る 。 す な わ ち 、 塩 濃 度 を 減 じ る か 、 有 機 溶 媒 濃 度 を

増 加 さ せ る か 、 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 を 上 昇 さ せ る か に よ っ て ス ト リ ン ジ ェ ン

シ ー は 増 加 す る 。 更 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 の 条 件 も ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に

影 響 す る 。 こ の 洗 浄 条 件 も ま た 、 塩 濃 度 と 温 度 に よ っ て 定 義 さ れ 、 塩 濃 度 の 減 少 と 温 度 の

上 昇 に よ っ て 洗 浄 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 増 加 す る 。 従 っ て 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 」

と は 、 各 塩 基 配 列 間 の 同 一 性 の 程 度 が 、 例 え ば 、 全 体 の 平 均 で 約 ９ ０ ％ 以 上 で あ る よ う な

、 高 い 同 一 性 を 有 す る 塩 基 配 列 間 の み で 、 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド が 形 成 さ れ る よ う な 条 件

を 意 味 す る 。 具 体 的 に は 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 」 と は 、 約 ４ ５ ℃ に て ６ ． ０ × Ｓ Ｓ Ｃ

で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 に 、 ５ ０ ℃ で ２ ． ０ × Ｓ Ｓ Ｃ で 洗 浄 す る こ と を 指 す

。 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 選 択 の た め 、 洗 浄 工 程 に お け る 塩 濃 度 を 、 例 え ば 、 低 ス ト リ ン ジ

ェ ン ト と し て の 約 ２ ． ０ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ ０ ℃ か ら 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ト と し て の 約 ０ ． １

× SSC、 ５ ０ ℃ ま で 選 択 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 洗 浄 工 程 の 温 度 を 低 ス ト リ ン ジ ェ ン

ト 条 件 の 室 温 、 約 ２ ２ ℃ か ら 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 の 約 ６ ５ ℃ ま で 増 大 さ せ る こ と が

で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 当 業 界 で 公 知 の 方 法 や そ れ に 準 じ る 方 法 に 従 っ て 行

な う こ と が で き る 。 ま た 、 市 販 の ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 場 合 、 添 付 の 使 用 説 明 書 に 記 載

の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 本 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 微 生 物 を 作 製 す る 工 程 に お い て 、 さ ら に 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ

ン 合 成 酵 素 を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 、 例 え ば 、 pheAを 破 壊 す る こ と が 好 ま し

い 。 ま た 、 aroG、 aro10及 び palか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 外 来 遺 伝 子 を さ

ら に 導 入 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 以 下 、 発 明 に 係 る 代 謝 経 路 に 関 係 す る 酵 素 に つ い て 説 明 す る 。

　 コ リ ス ミ 酸 か ら 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 （ A DC） の 生 合 成 は 、 K.S. Anderson et

 al. , JACS 113 (1991) 3198-3200か ら 公 知 で あ る 。 Parsons et al. , Biochem 42(2003)

5684-5693の 第 5690頁 に は 、 そ れ に と っ て A DCが 明 ら か に 不 満 足 な 基 質 で あ る フ ェ ナ ジ ン 生

合 成 PhzDタ ン パ ク 質 の 影 響 下 で A DCが 辛 う じ て 加 水 分 解 さ れ る に す ぎ な い と 記 載 さ れ て い

る 。 ま た 、 A DC合 成 は 自 然 界 で コ リ ス ミ 酸 か ら の フ ォ レ ー ト (folate)合 成 で の 第 １ 工 程 で

あ る の で 、 ア ミ ノ デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 シ ン タ ー ゼ 酵 素 は 自 然 界 で 豊 富 に 入 手 可 能 で あ る 。

そ れ ら は す べ て の フ ォ レ ー ト 原 栄 養 株 有 機 体 中 に 、 例 え ば 、 バ ク テ リ ア 、 酵 母 、 植 物 、 及

び 低 級 真 核 生 物 中 に 存 在 す る と 推 測 さ れ る 。 ア ミ ノ デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 シ ン タ ー ゼ 酵 素 は

、 p-ア ミ ノ ベ ン ゾ エ ー ト 合 成 に も 関 与 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。

　 本 発 明 に お い て は 、 コ リ ス ミ 酸 か ら 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 （ A DC） へ の 変 換 活

性 が 確 認 さ れ て い な か っ た papA様 遺 伝 子 （ PfpapA） を 用 い た 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 （ A DC） か ら 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ プ レ フ ェ ネ ー ト （ A DP

） へ の 生 合 成 経 路 は 、 例 え ば 、 Teng et al. , J. A m. Chem. Soc. 107(1985) 5008-5009か

ら 公 知 で あ る が 、 A DPの 生 合 成 及 び 回 収 は 、 そ れ が A DCに つ い て 公 知 で あ る よ う に 、 恐 ら く

生 成 物 A DPが 不 安 定 で あ る と 考 え ら れ る の で 、 記 載 さ れ た こ と が な か っ た 。 こ の 文 献 は 、 B

lanc et al. , Mol. Mic. 23(1997) 191-202の 開 示 と 同 様 に 、 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ コ リ ス

ミ 酸 （ A DC） と 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ プ レ フ ェ ネ ー ト （ A DP） の 、 そ れ ぞ れ 、 4-ア ミ ノ フ ェ
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ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)へ の 可 能 な 生 合 成 経 路 を 示 し て い る が 、 生 成 物 A DC及 び A DPの 、 そ れ

ぞ れ 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ 4APhe） へ の 発 酵 経 路 及 び 回 収 は 全 く 示 唆 さ れ て い な

い 。 前 記 し た よ う に 、 特 許 文 献 ３ に は 、 ア ミ ノ デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 シ ン タ ー ゼ の ク ラ ス に

属 す る 酵 素 に よ っ て 少 な く と も 触 媒 さ れ る 、 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 （ A DC） の 生

合 成 が 、 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 （ A DC） 及 び 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ プ レ フ ェ ネ ー

ト （ A DP） を 含 む 発 酵 培 養 液 を 得 な が ら 、 高 め ら れ た レ ベ ル の 活 性 で 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ

コ リ ス ミ 酸 シ ン タ ー ゼ を 持 っ た 宿 主 微 生 物 中 イ ン ビ ボ で 発 酵 に よ り 行 わ れ る こ と 、 か つ 、

こ れ ら の 化 合 物 が 、 一 緒 に 又 は 個 別 に 、 発 酵 培 養 液 か ら 回 収 さ れ る こ と が 開 示 さ れ て い る

。

　 本 発 明 に お い て は 、 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ コ リ ス ミ 酸 （ A DC） か ら 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ

プ レ フ ェ ネ ー ト （ A DP） へ の 変 換 活 性 が 確 認 さ れ て い な か っ た papB様 遺 伝 子 （ PfpapB） を

用 い た 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ プ レ フ ェ ネ ー ト （ A DP） か ら 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 へ の 生 合

成 経 路 に は 、 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ プ レ フ ェ ネ ー ト 脱 水 素 酵 素 が 関 与 す る 。 4-ア ミ ノ -4-デ

オ キ シ プ レ フ ェ ネ ー ト 脱 水 素 酵 素 と は 、 A DPの 酸 化 的 な 脱 炭 酸 を 行 う 酵 素 で あ り 、 A DPの 1

位 の カ ル ボ キ シ 基 を 脱 離 さ せ 、 芳 香 環 を 有 す る 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 を 生 成 す る 酵

素 で あ る 。 本 発 明 に お い て は 、 4-ア ミ ノ -4-デ オ キ シ プ レ フ ェ ネ ー ト （ A DP） か ら 4-ア ミ ノ

フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 へ の 変 換 活 性 が 確 認 さ れ て い な か っ た papC様 遺 伝 子 （ PfpapC） を 用 い

た 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 か ら 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)へ の 生 合 成 経 路 に

は 、 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ が 関 与 す る 。 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と は 、 ア ミ ノ 酸 の

ア ミ ノ 基 を α -ケ ト 酸 に 転 移 す る 酵 素 で あ り 、 チ ロ シ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ス

パ ラ ギ ン 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ な ど が 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 の 生 合 成 に 関 与 す る こ と が 明

ら か と な っ て い る 。 こ の 際 、 ア ミ ノ 基 供 与 体 と し て グ ル タ ミ ン 酸 を 利 用 す る 。 本 発 明 に お

い て は 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 か ら 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)へ の 変 換 に

お い て 、 宿 主 微 生 物 の 内 因 性 酵 素 を 使 用 し た 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)か ら 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4ACA)へ の 生 合 成 経 路 に は 、

ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ が 関 与 す る 。 ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ と は 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ア ン モ ニ ア

リ ア ー ゼ 、 チ ロ シ ン ア ン モ ニ リ ア ー ゼ 、 ヒ ス チ ヂ ン ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ な ど の 芳 香 族 ア ミ

ノ 酸 の α -ア ミ ノ 基 を 脱 離 さ せ α -β 不 飽 和 カ ル ボ ン 酸 と ア ン モ ニ ア を 生 じ る 酵 素 を さ す も

の で あ り 、 NCBI（ http://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/gene/） 寄 託 番 号 NP_187645.1、 NCBI寄 託

番 号 D Q013364.1、 NCBI寄 託 番 号 EG U13302.1、 NCBI寄 託 番 号 KF770992.1な ど の 植 物 や 微 生 物

に 由 来 す る も の が 望 ま し い 。

　 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ （ Pal） は 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を ケ イ 皮 酸 に 変 換

す る 活 性 を 有 す る 酵 素 で あ り 、 こ れ ま で に ア ラ ビ ド プ シ ス ・ サ リ ア ナ （ Arabidopsis thal

iana） の Pal4遺 伝 子 (野 生 型 、 及 び 変 異 型 の F126E、 F126D)、 又 は ロ ド ト ル ラ ・ グ ル チ ニ ス

（ Rhodotorula glutinis） 由 来 の PAL遺 伝 子 （ RgPal） を 発 現 さ せ た 大 腸 菌 を 用 い て 休 止 菌

体 反 応 を 行 い 、 4APheを 4ACAに 変 換 す る こ と に 成 功 し て い る 。

　 本 発 明 に お い て は 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)か ら 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4ACA)へ

の 変 換 に お い て RgPalを 使 用 し た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 か ら 2-(4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル )ア ル デ ヒ ド へ の 生 合 成 経 路 に は

、 脱 炭 酸 酵 素 が 関 与 す る 。 脱 炭 酸 酵 素 と は 、 ピ ル ビ ン 酸 誘 導 体 の カ ル ボ キ シ ル 基 を 脱 離 さ

せ ア ル デ ヒ ド 誘 導 体 と 二 酸 化 炭 素 を 生 じ る 酵 素 を さ し 、 特 に 、 フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 を は じ

め と す る 芳 香 族 ピ ル ビ ン 酸 誘 導 体 を 基 質 と し て 利 用 可 能 な も の が 用 い ら れ る 。 酵 母 由 来 の

フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 脱 炭 酸 酵 素 （ NCBI寄 託 番 号 N M_001180688.3） が こ の 目 的 の た め に 用 い

ら れ 、 NCBI寄 託 番 号 XP_002498188、 NCBI寄 託 番 号 XP_444902.1な ど の 類 縁 の 酵 素 を 利 用 す
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る こ と も 可 能 で あ る 。

　 本 発 明 に お い て は 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 か ら 2-(4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル )ア ル デ ヒ ド

へ の 変 換 に お い て 、 フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 を フ ェ ニ ル ア セ ト ア ル デ ヒ ド に 変 換 す る フ ェ ニ ル

ピ ル ビ ン 酸 脱 炭 酸 酵 素 で あ る こ と が 明 ら か と な っ て い る 酵 母 の Aro10を 用 い た 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 2-(4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル )ア ル デ ヒ ド か ら 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢 酸 へ の 生 合 成 経 路 に は 、 ア ル

デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 が 関 与 す る 。 ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 と は 、 N A D
+
又 は N A DP

+
を 補 酵 素 と し

て ア ル デ ヒ ド を 酸 化 し カ ル ボ ン 酸 を 与 え る も の で あ り 、 原 核 生 物 や 真 核 生 物 に 由 来 す る も

の が 用 い ら れ る 。 特 に 、 フ ェ ニ ル ア セ ト ア ル デ ヒ ド を は じ め と す る 芳 香 族 ア ル デ ヒ ド を 基

質 と し て 利 用 可 能 な も の が 用 い ら れ る 。 特 に 、 酵 母 由 来 の フ ェ ニ ル ア セ ト ア ル デ ヒ ド 脱 水

素 酵 素 で あ る NCBI寄 託 番 号 NP_013893.1、 NCBI寄 託 番 号 NP_013892.1、 こ れ ら と 類 縁 の 酵 素

が こ の 目 的 の た め に 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 2-(4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル )ア ル デ ヒ ド か ら 4-ア ミ ノ フ ェ ネ チ ル エ タ ノ ー ル (4APE)へ の 生 合 成

経 路 に は 、 ア ル コ ー ル 脱 水 素 酵 素 が 関 与 す る 。 ア ル コ ー ル 脱 水 素 酵 素 と は 、 N A D H又 は N A DP

Hを 補 酵 素 と し て ア ル デ ヒ ド を 還 元 し ア ル コ ー ル を 与 え る も の で あ り 、 原 核 生 物 や 真 核 生

物 に 由 来 す る も の が 用 い ら れ る 。 特 に 、 フ ェ ニ ル ア セ ト ア ル デ ヒ ド を は じ め と す る 芳 香 族

ア ル デ ヒ ド を 基 質 と し て 利 用 可 能 な も の が 用 い ら れ る 。 特 に 、 酵 母 由 来 の ア ル コ ー ル 脱 水

素 酵 素 で あ る NCBI寄 託 番 号 NP_014555.1、 NCBI寄 託 番 号 NP_014032.1、 NCBI寄 託 番 号 NP_013

800.1、 NCBI寄 託 番 号 NP_011258.1、 NCBI寄 託 番 号 NP_009703.1、 こ れ ら と 類 縁 の 酵 素 が こ

の 目 的 の た め に 用 い ら れ る 。 ア ニ リ ン 誘 導 体 の 生 産 宿 主 が 発 現 し て い る 生 産 宿 主 由 来 の も

の も 利 用 可 能 で あ る 。

　 本 発 明 に お い て は 、 2-(4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル )ア ル デ ヒ ド か ら 4-ミ ノ フ ェ ネ チ ル エ タ ノ ー ル

(4APE)へ の 変 換 に お い て 、 宿 主 微 生 物 の 内 因 性 酵 素 を 使 用 し た 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 ま た 、 大 腸 菌 の AroGお よ び AroFは 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 の 生 合 成 経 路 に お い て 初 発 の 反 応 を 触

媒 す る 酵 素 の 一 つ で あ り 、 ３ － デ オ キ シ ア ラ ビ オ ノ ヘ プ ツ ロ ソ ン 酸 ７ － リ ン 酸 の 合 成 に お

い て 使 用 さ れ る 酵 素 で あ る 。 AroGの 酵 素 活 性 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ り 阻 害 さ れ る こ と が

知 ら れ る 。 フ ィ ー ド バ ッ ク 阻 害 に 耐 性 を 示 す 変 異 型 の AroGは 、 大 腸 菌 を 用 い た 芳 香 族 ア ミ

ノ 酸 及 び そ の 類 縁 体 の 高 生 産 に 利 用 さ れ て い る が 、 AroG4は こ の 変 異 型 の AroGの ひ と つ で

あ る 。 そ こ で 、 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 AroG4を 導 入 し た 。

　 ま た 、 大 腸 菌 の PheAは フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 合 成 系 の 酵 素 で あ り 、 コ リ ス ミ 酸 （ chorismate

） を フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 （ phenylpyruvate） に 変 換 す る 活 性 を 有 す る 。 コ リ ス ミ 酸 は PapA

の 基 質 で も あ る こ と か ら 、 pheA遺 伝 子 を 破 壊 す る こ と で PapAの 基 質 で あ る コ リ ス ミ 酸 の 宿

主 細 胞 内 濃 度 が 上 昇 す る と 予 想 さ れ る 。 そ こ で 、 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 pheA遺 伝 子 を 破

壊 し た 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 以 下 の 実 施 例 等 に よ り 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る 。

[発 酵 培 地 の 組 成 ]

　 発 酵 培 地 の 組 成 を 図 ２ に 示 す 。 発 酵 に は 、 以 下 の 培 養 条 件 を 使 用 し 、 こ れ を 本 明 細 書 に

お け る 「 所 定 培 養 条 件 」 と し た 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

[所 定 培 養 条 件 ]

（ 前 培 養 ）

　 4 ml の 液 体 以 下 の LB培 地 を 試 験 管 に 加 え 、 こ れ に 大 腸 菌 の グ リ セ ロ ー ル ス ト ッ ク を 100

μ l添 加 し 、 37
o
C、 120 rpm で 6時 間 培 養 し た 。

(培 地 組 成 （ ／ L） )

　 LB培 地 組 成 を 以 下 の 表 １ に 示 す 。 オ ー ト ク レ ー ブ を 用 い て 121℃ 、 15分 間 滅 菌 し た 培 地

を 使 用 し た 。
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ６ ５ 】

（ 本 培 養 ）

　 50 ml の 試 験 管 に 5 mlの 前 記 発 酵 培 地 を 加 え 、 こ れ に 前 培 養 液 を 500μ l添 加 し 37
o
C、 12

0 rpm で 12 時 間 培 養 し た 。 そ の 後 、 IPTGを 終 濃 度 0.1 m Mと な る よ う 添 加 し 、 さ ら に 12 時

間 培 養 し た 。 フ ラ ス コ を 用 い た 培 養 は 、 500 ml の 羽 根 つ き フ ラ ス コ に 、 終 濃 度 10 g/l と

な る よ う グ ル コ ー ス を 添 加 し た 100 ml の 前 記 発 酵 培 地 を 加 え 、 こ れ に 前 培 養 液 を 500μ l

添 加 し 30
o
Cで 培 養 し た 。 尚 、 発 現 用 宿 主 と し て 大 腸 菌 NST37(DE3)[ATCC 31882、 米 国 特 許

第 4,681,852号 、 遺 伝 子 型 aroG, aroF, pheA, tyrR, tyrA, trpE]又 は そ の 誘 導 体 を 使 用 し

た 際 に は 、 培 地 に チ ロ シ ン 及 び ト リ プ ト フ ァ ン を 0.05 g/l と な る よ う に 添 加 し た 。 IPTG

に よ る 発 現 誘 導 後 、 培 養 12時 間 ご と に 5 g/l と な る よ う グ ル コ ー ス を 添 加 し た 。 培 養 36時

間 後 に 評 価 対 象 化 合 物 で あ る 4APheの 生 産 量 を 調 べ た 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

[菌 株 の 作 製 ]

（ pheA遺 伝 子 破 壊 株 の 作 製 ）

　 Baba, T. et al. Mol. Syst. Biol. 2, 2006.0008 (2006)に 報 告 さ れ た 手 順 に 従 っ て 、

pheA遺 伝 子 の ORFの 外 側 50bpと 相 同 な 配 列 及 び FRT配 列 を 含 む プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ 配 列 番 号

４ ： 5'-gtgaaaacagtacgggtactgtactaaagtcacttaaggaaacaaacatggaagttcctattctctagaaagt

ataggaacttctggacagcaagcgaaccggaattgc-3'； 及 び 配 列 番 号 ３ ： 5'-gatgattcacatcatccggc

accttttcatcaggttggatcaacaggcacgaagttcctatactttctagagagaataggaacttctcagaagaactcgt

caagaaggcg -3'） を 用 い て 、 pZE21M CS（ Lutz and Bujard, Nucl. Acids Res. (1997) 25

(6): 1203-1210） を 鋳 型 と し て カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 増 幅 し た 。 得 ら れ た 遺 伝 子 断 片

を 破 壊 用 カ セ ッ ト と し た 。 NST37株 [ATCC 31882、 米 国 特 許 第 4,681,852号 、 遺 伝 子 型 aroG,

 aroF, pheA, tyrR, tyrA, trpE]の ゲ ノ ム 上 の pheA遺 伝 子 を 含 む 領 域 を Red（ 登 録 商 標 ） /

ET（ 登 録 商 標 ） Recombinationに よ り 破 壊 用 カ セ ッ ト に 置 き 換 え る こ と で pheA遺 伝 子 破 壊

株 を 取 得 し た 。 遺 伝 子 破 壊 株 の ゲ ノ ム 上 の カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 は FLP-FRT recombinat

ion system に よ り 取 り 除 い た 。 得 ら れ た pheA遺 伝 子 破 壊 株 を NST37(DE3)/Δ pheA株 と 命 名

し た 。 ま た 、 こ の 株 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 含 ま な い M9培 地 で は 生 育 で き な か っ た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

（ aroG4、 aroF発 現 用 プ ラ ス ミ ド の 構 築 ）

　 GeneScript社 の 人 工 遺 伝 子 合 成 サ ー ビ ス を 利 用 し 、 末 端 に EcoRIと HindIII切 断 部 位 を 有

す る aroG4遺 伝 子 を 含 む D N A断 片 （ 配 列 番 号 １ 、 APPL. EN VIRO N. MICROBIOL, 63, 761-762(

1997)） を 合 成 し た 。 こ れ を T4 D N A Polymeraseを 用 い て 平 滑 化 し た 後 、 予 め EcoRVで 切 断

し た ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 遺 伝 子 を 有 す る pACYC184（ ニ ッ ポ ン ・ ジ ー ン 社 ） に 連 結 し

た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を pACYC-aroG4と し た 。 こ れ を NST37(DE3)/Δ pheAに 導 入 し 、 NST3

7(DE3)/Δ pheA/pACYC-aroG4株 を 作 製 し た 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

（ PFLU1770、 PFLU1771、 PFLU1772発 現 用 プ ラ ス ミ ド の 構 築 ）

　 ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス を 用 い て ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ベ ネ ズ エ ラ エ （ Streptomyces venez

uelae） の PapABCと 相 同 性 を 示 す タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 探 索 し た と こ ろ 、 大 腸

菌 と 同 じ プ ロ テ オ バ ク テ リ ア 門 に 属 す る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ ン ス (Pseudomonas

 fluorescence)SB W25株 （ De Leij F et al.(1995) Appl Environ Microbiol 61:3443-345

3） の PFLU1770、 PFLU1771、 PFLU1772が そ れ ぞ れ 34% (PapC)、 44% (PapA)、 28% (PapB)の
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相 同 性 を 示 し た 。 そ こ で 、 こ れ ら の 遺 伝 子 を 発 現 さ せ た 組 み 換 え 大 腸 菌 を 作 製 し 、 4APhe

の 生 産 量 を 調 べ る こ と と し た 。

　 GeneScript社 の 人 工 遺 伝 子 合 成 サ ー ビ ス を 利 用 し 、 大 腸 菌 と 同 じ プ ロ テ オ バ ク テ リ ア 門

に 属 す る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ ン ス (Pseudomonas fluorescence)SB W25株 の PFLU1

770遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ５ 、 PfPapC遺 伝 子 ） 、 PFLU1771遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ７ 、 PfPapA遺 伝 子

） 、 及 び PFLU1772遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ９ 、 PfPapB遺 伝 子 ） を 合 成 し た 。 そ の 際 、 各 遺 伝 子 の

塩 基 配 列 の コ ド ン を 大 腸 菌 で の 発 現 用 に 最 適 化 し た 。 pUC57（ Genescript社 ） に 連 結 さ れ

た 各 遺 伝 子 を 、 各 種 制 限 酵 素 を 用 い て 切 り 出 し 、 pETduet-1（ Novagen社 ） 、 pRSFduet-1（

Novagen社 ） 又 は pCDFduet-1（ Novagen社 ） に 連 結 す る こ と で 、 pET-PFLU1771、 pRSF-PFLU1

771、 pCDF-PFLU1771、 pET-PFLU1770_1772、 pRSF-PFLU1770_1772、 及 び pCDF-PFLU1770_177

2を 構 築 し た 。 す な わ ち 、 PFLU1771(PfpapA)を 人 工 遺 伝 子 合 成 し 、 pETduet-1に 導 入 し て pE

T-PFLU1771を 作 製 し た 。 ま た 、 PFLU1770(PfpapC)と PFLU1772(PfpapB)を 人 工 遺 伝 子 合 成 し

、 pCDFduet-1に 挿 入 し て pCDF-PFLU1770_1772を 作 製 し た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

（ SvpapABC、 SppapBC発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築 ）

　 以 下 の ３ つ の プ ラ ス ミ ド を 作 製 し た 。 こ の 際 、 PCRの 鋳 型 と し て は 、 ス ト レ プ ト マ イ セ

ス ・ ベ ネ ズ エ ラ エ （ Streptomyces venezuelae） (ATCC寄 託 番 号 10712)及 び ス ト レ プ ト マ イ

セ ス ・ プ リ ス チ ナ エ ス ピ ラ リ ス （ Streptomyces pristinaespiralis） (ATCC寄 託 番 号 25486

)の 全 D N Aを 用 い た 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 pET-svpapA： 以 下 の プ ラ イ マ ー 対 (配 列 番 号 １ １ ： 5＇ -gacacatatgcgcacgcttctgatcgac-

3＇ と 配 列 番 号 １ ２ ： 5＇ -gacgatatcatcgggcgcccgccacggc-3＇ )を 用 い て PCRに よ り svPapA

の 遺 伝 子 （ He et al. , Microbiol, 147: 2817-2829 (2001)） を 含 む D N A断 片 を 増 幅 し た 。

こ れ を 制 限 酵 素 NdeIと EcoRVを 用 い て 消 化 し 、 同 じ 酵 素 で 処 理 し た pETduet-1と 連 結 し て pE

T-svpapAを 得 た 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 pRSF-svpapBC： 以 下 の プ ラ イ マ ー 対 (配 列 番 号 １ ３ ： 5＇ -gagccatgggcaccgagcagaacgagc

tg -3＇ と 配 列 番 号 １ ４ ： 5＇ -cagaagcttcaccgccggtcctcggccgtc -3＇ )を 用 い て PCRに よ り

svPapBの 遺 伝 子 （ He et al. , Microbiol, 147: 2817-2829 (2001)） を 含 む D N A断 片 を 増 幅

し た 。 こ れ を 制 限 酵 素 NcoIと HindIIIを 用 い て 消 化 し 、 同 じ 酵 素 で 処 理 し た pRSFduet-1と

連 結 し て プ ラ ス ミ ド を 得 た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド の NdeI-XhoI部 位 に 、 以 下 の プ ラ イ マ ー

対 (配 列 番 号 １ ５ ： 5＇ -cagagacatatgagcggcttcccccgcag -3＇ と 配 列 番 号 １ ６ ： 5＇ -gactc

gagtcatcggtccttctcgccttcg -3＇ )を 用 い て PCRに よ り 増 幅 し て 得 た svPapCの 遺 伝 子 （ He e

t al. , Microbiol, 147: 2817-2829 (2001)） を 含 む D N A断 片 を 連 結 し て 、 pRSF-svpapBCを

得 た 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 pRSF-sppapBC： 以 下 の プ ラ イ マ ー 対 (配 列 番 号 １ ７ ： 5＇ -cagccatgggcaccccgcccgccatcc

cc -3＇ と 配 列 番 号 １ ８ ： 5＇ - cagaagcttcacgacacggccccccgcg-3＇ )を 用 い て PCRに よ り sp

PapBの 遺 伝 子 （ Blanc et al. , Mol. Nicrobiol. 23: 191-202 (1997)） を 含 む D N A断 片 を

増 幅 し た 。 こ れ を 制 限 酵 素 NcoIと HindIIIを 用 い て 消 化 し 、 同 じ 酵 素 で 処 理 し た pRSFduet-

1と 連 結 し て プ ラ ス ミ ド を 得 た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド の NdeI-EcoRV部 位 に 、 以 下 の プ ラ イ

マ ー 対 (配 列 番 号 １ ９ ： 5＇ -cagagacatatgaggggtggttcggtgttcg -3＇ と 配 列 番 号 ２ ０ ： 5＇

-cagatatcagtgcagggcggtgaacatc -3＇ )を 用 い て PCRに よ り 増 幅 し て 得 た spPapCの 遺 伝 子 （

Blanc et al. , Mol. Nicrobiol. 23: 191-202 (1997)） を 含 む D N A断 片 を 連 結 し て pRSF-sp

papBCを 得 た 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

(Aro10発 現 用 プ ラ ス ミ ド の 構 築 )

　 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） S288C（ ATCC 204508） の ゲ

ノ ム を 鋳 型 と し て 、 以 下 の プ ラ イ マ ー 対 （ 配 列 番 号 ２ １ ： 5＇ -gagccatggcacctgttacaattg

a-3＇ と 配 列 番 号 ２ ２ ： 5＇ -gacggatcctattt t t tatt tcttt taaagtgc -3＇ )を 用 い て PCRに よ
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り Aro10の 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ２ ３ ） を 増 幅 し た 。 こ れ を 制 限 酵 素 NcoIと Bam HIを 用 い て 消 化

し 、 同 じ 酵 素 で 処 理 し た pRSF-duet1に 連 結 し て pRSF-aro10を 得 た 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

（ pET-PFLU1771_Rgpalの 作 製 ）

　 以 下 の プ ラ イ マ ー 対 (配 列 番 号 ２ ５ ： 5＇ -gacggatccgatggccccctccgtcgactc-3＇ と 配 列

番 号 ２ ６ ： 5＇ -gctgaattcttatgccatcatcttgacgag-3＇ )を 用 い て PCRに よ り 用 い て 酵 母 ロ ド

ト ル ラ ・ グ ル チ ニ ス (Rhodotorula glutinis)由 来 の PAL遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ２ ７ ） （ RgPAL遺

伝 子 ） を 含 む D N A断 片 を 増 幅 し た 。 こ れ を 制 限 酵 素 Bam HIと EcoRIを 用 い て 消 化 し 、 同 じ 酵

素 で 処 理 し た pET-PFLU1771に 連 結 し て pET-PFLU1771_Rgpalを 得 た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

（ pRSF-Rgpalの 作 製 ）

　 以 下 の プ ラ イ マ ー 対 (配 列 番 号 ２ ５ と 配 列 番 号 ２ ６ )を 用 い て PCRに よ り RgPAL遺 伝 子 を 含

む D N A断 片 を 増 幅 し た 。 こ れ を 制 限 酵 素 Bam HIと EcoRIを 用 い て 消 化 し 、 同 じ 酵 素 で 処 理 し

た pRSFduet-1に 連 結 し て pRSF-Rgpalを 得 た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

［ ジ ャ ー フ ァ ー メ ン タ ー を 用 い た 培 養 ］

　 4APhe生 産 用 培 地 を 500 ml 含 む 、 1.0 L 容 ジ ャ ー フ ァ ー メ ン タ ー (B MJ-1:Biotto) に 、

LB培 地 で 培 養 し た 前 培 養 液 を 1/10 量 接 種 し た 。 空 気 を 0.6 L/min で 通 気 し 、 撹 拌 速 度 は 5

00 r.p.m に 設 定 し た 。 O. D.が 0.4-0.5に 達 し た 時 点 で 終 濃 度 0.1 m Mと な る よ う IPTGを 添

加 し た 。 フ ィ ー ド 制 御 シ ス テ ム BF510 (エ イ ブ ル ・ バ イ オ ッ ト 社 )を 用 い グ ル コ ー ス ス タ ッ

ト で の 培 養 を 行 っ た 。 こ の 際 、 1時 間 ご と に グ ル コ ー ス 濃 度 を 測 定 し 、 測 定 値 が 1.5 g/l

を 下 回 わ る と 培 養 槽 に グ ル コ ー ス が 1 g、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム が 0.2 g 添 加 さ れ る よ う に BF5

10を 設 定 し た 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

[試 料 の 各 種 分 析 法 ]

　 細 胞 濃 度 は 、 分 光 光 度 計 (U V mini-1240) を 用 い て 600 nm で 測 定 し た 。 グ ル コ ー ス 濃 度

の 測 定 は グ ル コ ー ス テ ス ト キ ッ ト (Wako) を 用 い て 、 比 色 定 量 に よ り 行 っ た 。 培 地 中 の 4A

Pheの 濃 度 測 定 に は 、 HPLC (1200 infinity series: Hewlett Packerd)を 用 い 、 210、 254

及 び 280 nm の 波 長 の 吸 光 度 を 指 標 に 測 定 し た 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

［ 実 施 例 １ ］

　 前 記 pET-PFLU1771と 前 記 pCDF-PFLU1770_1772を 、 大 腸 菌 NST37(DE3)/Δ pheA/pACYC-aroG

4に 導 入 し て PFABCΔ Aro株 を 得 た 。 IPTG濃 度 を 0.1 m Mと し て 各 株 を 上 述 の 「 所 定 培 養 条 件

」 の 下 で 培 養 し 、 培 養 36時 間 後 の 4APheの 生 産 量 を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 PFABCΔ Aro株 は 1.8

 g/Lの 4APheを 生 産 し た 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

［ 比 較 例 １ ］

　 実 施 例 １ と 同 様 の 手 法 で 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ プ リ ス チ ナ エ ス ピ ラ リ ス （ Streptomyc

es pristinaespiralis） の papABC（ pET-spPapAと pRSF-spPapBC） を 用 い た 場 合 に は 、 0.2

g/Lの 4APheが 得 ら れ た 。 ま た 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ベ ネ ズ エ ラ エ （ Streptomyces venez

uelae） の papA（ pET-svpapA） と ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ プ リ ス チ ナ エ ス ピ ラ リ ス の papBC（

pRSF-sppapBC） を 用 い た 場 合 に 、 0.9 g/Lの 4APheが 得 る こ と は で き た が 、 実 施 例 １ の 結 果

に 及 ば な か っ た 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

[実 施 例 ２ ： PFABCΔ Aro株 の ジ ャ ー フ ァ ー メ ン タ ー で の 培 養 ]

　 上 述 の ［ ジ ャ ー フ ァ ー メ ン タ ー を 用 い た 培 養 ］ に 示 し た 方 法 を 用 い て 、 PFABCΔ Aro株 を

用 い て 培 養 を 行 っ た と こ ろ 、 図 ３ に 示 す よ う に 、 最 大 4.0 g/L の 4APhe (対 糖 収 率 ： 15％ )

を 生 産 す る こ と に 成 功 し た 。 生 産 量 が 変 化 し な く な る 培 養 44時 間 で の 対 糖 収 率 は 13%で あ

っ た 。

【 ０ ０ ８ １ 】
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[実 施 例 ３ ： 4-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 （ 4ACA） の 生 産 ]

　 前 記 pET-PFLU1771_Rgpal、 前 記 pCDF-PFLU1770_1772、 前 記 pRSF-Rgpalの 3つ の プ ラ ス ミ

ド を 大 腸 菌 NST37(DE3)/Δ pheA/pACYC-aroG4に 導 入 し た 。 得 ら れ た 株 を 、 ジ ャ ー フ ァ ー メ

ン タ ー を 用 い て 培 養 し た と こ ろ 、 3 mg/Lの 4ACAが 生 産 さ れ て い た 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

[比 較 例 ２ ]

　 こ れ に 反 し 、 実 施 例 ３ と 同 一 培 養 条 件 下 で 、 従 来 の pap系 遺 伝 子 を 用 い た 場 合 、 4ACAを

生 産 す る こ と は で き な か っ た 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

[実 施 例 ４ ： 4-ア ミ ノ フ ェ ネ チ ル エ タ ノ ー ル (4APE)の 生 産 ]

　 酵 母 の Aro10を 用 い て 4APEを 発 酵 生 産 さ せ る こ と を 試 み た 。 pRSF-aro10を PFABCΔ Aroに

導 入 し て 得 ら れ た 株 を 培 養 し た 。 こ の 際 、 IPTG濃 度 0.1 m M又 は 0.3 m Mの い ず れ に お い て も

、 培 養 24時 間 後 に 4APEの 蓄 積 が 確 認 さ れ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 本 発 明 に 係 る 方 法 に よ り 炭 素 源 か ら 発 酵 法 に よ り 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (4APhe)、 4

-ア ミ ノ ケ イ 皮 酸 (4ACA)、 2-(4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） ア ル デ ヒ ド 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢 酸 、 及

び 4-ア ミ ノ フ ェ ネ チ ル エ タ ノ ー ル (4APE)か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の ア ニ リ

ン 誘 導 体 を 工 業 的 に 大 量 に 製 造 す る こ と が 可 能 と な る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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