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(54)【発明の名称】エリスリトールをバイオ技術的に生産する方法

(57)【要約】

本発明は、エリスリトールのバイオ技術による生産のた

めの方法、特に、窒素源及び高濃度の炭素原を含む培地

中で少なくとも1種の腐生菌を培養することによるエリ

スリトールのバイオ技術による生産のための方法に関す

る。

【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
エリスリトールを生産する方法であって、
a)少なくとも40 g/Lの濃度の炭素源及び窒素源を含む培地中で少なくとも1種の腐生菌を
培養して、培地中でエリスリトールを得る工程、
b)培地からエリスリトールを回収する工程、
を含む方法。
【請求項２】
培地が40～200g/L、好ましくは70～90g/Lの濃度の炭素源を含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項３】
培地が、少なくとも50mM、好ましくは少なくとも60mM、好ましくは少なくとも70mMの濃度
の窒素源を含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
培地がリグノセルロースを含む加水分解物を含む、請求項１から３のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項５】
炭素源がグルコース又はキシロースである、請求項１から４のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項６】
炭素源が、セルロース、ヘミセルロース及び/又はデンプンを含む原材料の熱水処理によ
り得られる加水分解物を含む、請求項１から４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
窒素源が尿素である、請求項１から５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
少なくとも1種の腐生菌が、ボタンタケ属(Hypocrea)、トリコデルマ属(Trichoderma)、ジ
ベレラ属(Gibberella)、フザリウム属(Fusarium)、アスペルギルス属(Aspergillus)又は
ペニシリウム属(Penicillium)に由来する糸状菌である、請求項１から７のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項９】
腐生菌が、ボタンタケ(Hypocrea jecorina)(トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reese
i))、赤カビ(ジベレラ・ゼアエ(Gibberella zeae))、麦類赤カビ(フザリウム・グラミネ
アラム(Fusarium graminearum))、クロコウジカビ(アスペルギルス・ニガー(Aspergillus
niger))、コウジカビ(アスペルギルス・ニデュランス(Aspergillus nidulans))、黄麹菌
(アスペルギルス・オリゼ(Aspergillus oryzae))及びアオカビ(ペニシリウム・クリソゲ
ナム(Penicillium chrysogenum))からなる群から選択される、請求項１から８のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１０】
腐生菌が、ボタンタケ(Hypocrea jecorina)(トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reese
i))である、請求項１から９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
工程a)において、少なくとも1種の腐生菌が、培地が少なくとも250mg/L、好ましくは少な
くとも500mg/L、好ましくは少なくとも1g/Lの濃度のエリスリトールを含有するまで培地
中で培養される、請求項１から１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
工程a)において、少なくとも1種の腐生菌が、2～7、好ましくは3～5.5の範囲のpHの培地
中で培養される、請求項１から１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
エリスリトールが結晶化によって工程b)において回収される、請求項１から１２のいずれ
か一項に記載の方法。
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【請求項１４】
工程b)におけるエリスリトールの回収が、
i)バイオマスの除去、好ましくは、遠心分離及び膜濾過によるバイオマスの除去、
ii)培地の脱色、好ましくは活性炭による培地の脱色、
iii)培地の脱塩、好ましくは電気透析による培地の脱塩及び脱色、
iv)分取クロマトグラフィー、好ましくは、イオン排除及びサイズ排除機構を使用した逆
相クロマトグラフィー、並びに
v)エリスリトールの濃縮及び結晶化
の工程を含む、請求項１から１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
熱変性工程が、工程i)の前、間又は後に行われる、請求項１４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、エリスリトールをバイオ技術的に生産する方法、特に、窒素源及び高濃度の炭
素原を含む培地中で少なくとも1種の腐生菌を培養することによるエリスリトールをバイ
オ技術的に生産する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
近年、人々のライフスタイルや糖分を多く含む食品の摂取の増加により、2型糖尿病(DMT2
)等の血糖に関連する疾患や障害が急激に増加している。今日、低GI食品を摂取すること(
low-glycaemic nutrition)及び血糖値の過度の上昇を避けることは、特定の慢性疾患の発
症リスクを低減し、健康の維持及び増進、並びに多くの血糖関連疾患や障害の治療及び/
又は予防に有益であると考えられている。
【０００３】
エリスリトールは、自然界に存在する炭素数4個の糖アルコールで、その特異な性質と多
様な応用範囲から、食品産業において重要性が高まっている。エリスリトールは、梨、ぶ
どう及びメロン等の数種の果物、きのこ類、アルコール飲料(ビール、ワイン及び日本酒
等)、並びに醤油及び味噌等の発酵食品に含まれるが、水晶体組織、血清、血漿、胎脂(fe
tal fluid)及び尿等のヒトや動物の生体液(biofluid)にも天然に含まれている。エリスリ
トールは分子量が小さいため、腸上部で吸収されやすく、そのため食品産業で使用される
他の糖アルコールに比べて消化不良を起こすことが少ない。摂取されたエリスリトールの
大部分は人体内で代謝されず、血糖値やインスリン値を変化させることなく尿中にそのま
ま排泄される(Regnat et al., Erythritol as sweetener-wherefrom and whereto?, 2018
, Applied Microbiology and Biotechnology, Vol.102)。更に、エリスリトールは、非齲
食原性で、熱に安定で、よく結晶化し、ショ糖よりも吸湿性が低い。エリスリトールは負
の溶解エンタルピーを持つため、摂取すると口腔内で冷却感が得られる。エリスリトール
の10%(w/v)溶液は、同じ濃度のショ糖の60～80%の甘味を持つ。
【０００４】
しかし、ソルビトール、キシリトール、マンニトール、ラクチトール、及びマルチトール
等の他の糖アルコールが長年にわたり砂糖の代替物として確立されているのとは対照的に
、今のところエリスリトールは商業的に価値のある方法で化学的に製造することができな
い。高温でのニッケル触媒を用いたジアルデヒドデンプンからのエリスリトールの製造は
、満足できない低い収率に留まる(Moon et al. Biotechnological production of erythr
itol and its applications, 2010, Appl. Microbiol. Biotechnol., Vol.86)。
【０００５】
酵母や菌類では、エリスリトールはいわゆるペントースリン酸経路で産生される。これは
、D-エリスロース-4-リン酸からエリスロースの脱リン酸化とそれに続く還元を経て合成
されるものである。これに基づき、バイオ技術によるエリスリトールの製造には、オーレ
オバシジウム属(Aureobasidium sp.)、トリコスポロノイデス属(Trichosporonoides sp.)
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、及びカンジダ・マグノリアエ(Candida magnoliae)等の浸透性酵母が適しているかどう
か、幾つかの研究で検討されている(Ishizuka et al., Breeding of a mutant of Aureob
asidium sp. with high erythritol production, 1989, J. Ferm. Bioeng., Vol. 68(5);
US4939091A; US5962287 A; Oh et al., Increased erythritol production in fedbatch
cultures of Torula sp. by controlling glucose concentration, 2001, JIM&B, Vol.2
6; Koh et al., Scale-up of erythritol production by an osmophilic mutant of Cand
ida magnoliae, 2003, Biotechnol. Lett., Vol.25; Ryu et al., Optimization of eryt
hritol production by Candida magnoliae in fed-batch culture, 2000, JIM&B, Vol.25
)。より最近の研究では、糸状菌によるエリスリトール製造の可能性が検討された(Jovano
vic et al., 2013)。しかし、種々の菌株(the different strains)から得られたエリスリ
トールの収量は、工業規模の製造には満足できるものではなかった。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
従って、バイオ技術による収量の高いエリスリトールの製造方法が必要とされている。本
発明は、独立請求項の主題によって、具体的には本発明によるエリスリトールの製造方法
によって、先行技術の方法の欠点を克服するものである。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
本発明は、特に、エリスリトールを生産する方法であって、
a)少なくとも40g/Lの濃度の炭素源及び窒素源を含む培地中で少なくとも1種の腐生菌を培
養して、培地中でエリスリトールを得る工程、
b)培地からエリスリトールを回収する工程、
を含む方法に関する。
【０００８】
本発明の好ましい実施形態では、培地は、少なくとも50g/L、好ましくは少なくとも60g/L
、好ましくは少なくとも70g/Lの濃度の炭素源を含む。
【０００９】
本発明の更に好ましい実施形態では、培地は、多くとも150g/L、好ましくは多くとも125g
/L、好ましくは多くとも100g/L、好ましくは多くとも95g/L、好ましくは多くとも90g/Lの
濃度の炭素源を含む。
【００１０】
本発明の好ましい実施形態によれば、培地は、40g/L～200g/L、好ましくは45～175g/L、
好ましくは50～150g/L、好ましくは55～125g/L、好ましくは60～100g/L、好ましくは65～
95g/L、好ましくは70～90g/Lの濃度の炭素源を含む。
【００１１】
好ましくは、培地は、40～160g/L、好ましくは40～150g/L、好ましくは40～140g/L、好ま
しくは45～130g/L、好ましくは45～120g/L、好ましくは45～110g/L、好ましくは50～100g
/L、好ましくは50～95g/L、好ましくは50～90g/L、好ましくは60～90g/L、好ましくは65
～90g/L、好ましくは70～90g/Lの濃度の炭素源を含む。
【００１２】
本発明の更に好ましい実施形態では、培地は、少なくとも50mM、好ましくは少なくとも55
mM、好ましくは少なくとも60mM、好ましくは少なくとも65mM、好ましくは少なくとも70mM
の濃度の窒素源を含む。
【００１３】
好ましくは、培地は、多くとも150mM、好ましくは多くとも140mM、好ましくは多くとも13
0mM、好ましくは多くとも120mM、好ましくは多くとも110mM、好ましくは多くとも100mMの
濃度の窒素源を含む。
【００１４】
特に好ましくは、培地は、50～140mM、好ましくは55～130mM、好ましくは60～120mM、好
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ましくは65～110mM、好ましくは70～100mMの濃度の窒素源を含む。
【００１５】
本発明の好ましい実施形態によれば、培地は、合成培地である。好ましくは、培地は、合
成培地ではない。
【００１６】
本発明の更に好ましい実施形態では、培地は、セルロース、ヘミセルロース及び/又はデ
ンプンを含む原材料の熱水処理により得られる加水分解物を含む。
【００１７】
特に好ましくは、培地は、リグノセルロースを含む加水分解物を含む。
【００１８】
本発明の更に好ましい実施形態では、加水分解物、好ましくは、セルロース、ヘミセルロ
ース及び/又はデンプンを含む原材料の熱水処理により得られる加水分解物、特に、リグ
ノセルロースを含む加水分解物は、農工業残渣に由来する。
【００１９】
本発明の好ましい実施形態によれば、培地は、藁の加水分解物、特に、麦藁の加水分解物
を含む。更に好ましい実施形態では、培地は、ふすまの加水分解物を含む。好ましくは、
培地は、ジャガイモ果肉の加水分解物を含む。
【００２０】
本発明の好ましい実施形態では、炭素源は、モノマー又はオリゴマーC-5及び/又はC-6糖
又はその混合物である。好ましくは、炭素源は、アラビノース、キシロース、グルコース
、ガラクトース、マンノース及びフルクトースから選択されるモノマー又はオリゴマーC-
5及び/又はC-6糖である。更に好ましい実施形態によれば、炭素源は、モノマー及びオリ
ゴマーC-5及び/又はC-6糖の混合物、好ましくは、アラビノース、キシロース、グルコー
ス、ガラクトース、マンノース及びフルクトースから選択されるモノマー及びオリゴマー
C-5及び/又はC-6糖の混合物である。
【００２１】
更に好ましい実施形態では、炭素源は、グルコース又はキシロースである。特に好ましく
は、炭素源は、グルコースである。好ましくは、炭素源は、キシロースである。
【００２２】
好ましい実施形態によれば、培地中のC-5糖の含量は、少なくとも5%、好ましくは少なく
とも10%、好ましくは少なくとも15%、好ましくは少なくとも20%、好ましくは少なくとも2
5%、好ましくは少なくとも30%、好ましくは少なくとも40%、好ましくは少なくとも50%、
好ましくは少なくとも60%、好ましくは少なくとも70%、好ましくは少なくとも80%、好ま
しくは少なくとも85%、好ましくは少なくとも90%、好ましくは少なくとも95%に達する(培
地中の合計炭水化物に基づく)。
【００２３】
好ましくは、培地中のC-6糖の含量は、少なくとも10%、好ましくは少なくとも15%、好ま
しくは少なくとも20%、好ましくは少なくとも25%、好ましくは少なくとも30%、好ましく
は少なくとも40%、好ましくは少なくとも50%、好ましくは少なくとも60%、好ましくは少
なくとも70%、好ましくは少なくとも80%、好ましくは少なくとも85%、好ましくは少なく
とも90%、好ましくは少なくとも95%に達する(培地中の合計炭水化物に基づく)。
【００２４】
本発明の好ましい実施形態によれば、培地中のグルコース含量は、少なくとも10%、好ま
しくは少なくとも15%、好ましくは少なくとも20%、好ましくは少なくとも25%、好ましく
は少なくとも30%、好ましくは少なくとも40%、好ましくは少なくとも50%、好ましくは少
なくとも60%、好ましくは少なくとも70%、好ましくは少なくとも80%、好ましくは少なく
とも85%、好ましくは少なくとも90%、好ましくは少なくとも95%に達する(培地中の合計炭
水化物に基づく)。
【００２５】
別の好ましい実施形態によれば、培地中のキシロース含量は、少なくとも10%、好ましく
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は少なくとも15%、好ましくは少なくとも20%、好ましくは少なくとも25%、好ましくは少
なくとも30%、好ましくは少なくとも40%、好ましくは少なくとも50%、好ましくは少なく
とも60%、好ましくは少なくとも70%、好ましくは少なくとも80%、好ましくは少なくとも8
5%、好ましくは少なくとも90%、好ましくは少なくとも95%に達する(培地中の合計炭水化
物に基づく)。
【００２６】
好ましくは、培地中のモノマーC-5及びC-6糖の含量は、少なくとも1%、好ましくは少なく
とも2%、好ましくは少なくとも3%、好ましくは4%、好ましくは少なくとも5%、好ましくは
少なくとも6%、好ましくは少なくとも7%、好ましくは少なくとも8%、好ましくは少なくと
も9%、好ましくは少なくとも10%、好ましくは少なくとも15%、好ましくは少なくとも20%
、好ましくは少なくとも30%、好ましくは少なくとも40%、好ましくは少なくとも50%、好
ましくは少なくとも60%、好ましくは少なくとも70%、好ましくは少なくとも80%、好まし
くは少なくとも85%、好ましくは少なくとも90%、好ましくは少なくとも95%、好ましくは
少なくとも96%、好ましくは少なくとも97%、好ましくは少なくとも98%、好ましくは少な
くとも99%に達する(培地中の合計炭水化物に基づく)。
【００２７】
本発明の好ましい実施形態によれば、培地中のオリゴマーC-5及びC-6糖の含量は、少なく
とも10%、好ましくは少なくとも20%、好ましくは少なくとも30%、好ましくは少なくとも4
0%、好ましくは少なくとも50%、好ましくは少なくとも60%、好ましくは少なくとも70%、
好ましくは少なくとも75%、好ましくは少なくとも80%、好ましくは少なくとも85%、好ま
しくは少なくとも90%、好ましくは少なくとも95%、好ましくは少なくとも96%、好ましく
は少なくとも97%、好ましくは少なくとも98%、好ましくは少なくとも99%に達する(培地中
の合計炭水化物に基づく)。
【００２８】
本発明の好ましい実施形態によれば、窒素源は、アンモニウム塩、硝酸塩、酵母抽出物及
び尿素から選択される。特に好ましくは、窒素源は、アンモニウム塩又は尿素である。好
ましくは、アンモニウム塩は、硫酸アンモニウム、硝酸アンモニウム、クエン酸アンモニ
ウム、コハク酸アンモニウム、炭酸アンモニウム、シュウ酸アンモニウム、及びリンゴ酸
アンモニウムから選択される。
【００２９】
本発明の特に好ましい実施形態では、窒素源は尿素である。
【００３０】
好ましくは、培地は、少なくとも8mM、好ましくは少なくとも10mM、好ましくは少なくと
も15mM、好ましくは少なくとも20mM、好ましくは少なくとも25mM、好ましくは少なくとも
30mM、好ましくは少なくとも35mM、好ましくは少なくとも40mM、好ましくは少なくとも45
mM、好ましくは少なくとも50mM、好ましくは少なくとも55mM、好ましくは少なくとも60mM
、好ましくは少なくとも65mM、好ましくは少なくとも70mM、好ましくは少なくとも80mMの
濃度の尿素を含む。
【００３１】
本発明の好ましい実施形態によれば、培地は、多くとも160mM、好ましくは多くとも150mM
、好ましくは多くとも140mM、好ましくは多くとも130mM、好ましくは多くとも120mM、好
ましくは多くとも110mM、好ましくは多くとも100mM、好ましくは多くとも90mMの濃度の尿
素を含む。
【００３２】
好ましい実施形態では、培地は、8～160mM、好ましくは10～150mM、好ましくは20～140mM
、好ましくは30～130mM、好ましくは40～120mM、好ましくは50～110mM、好ましくは60～1
00mM、好ましくは65～100mM、好ましくは70～100mM、最も好ましくは70～90mMの濃度の尿
素を含む。
【００３３】
本発明の更に好ましい実施形態によれば、少なくとも1種の腐生菌は、糸状菌である。好
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ましくは、糸状菌は、ボタンタケ属(Hypocrea)、トリコデルマ属(Trichoderma)、ジベレ
ラ属(Gibberella)、フザリウム属(Fusarium)、アスペルギルス属(Aspergillus)、及びペ
ニシリウム属(Penicillium)からなる群から選択される。
【００３４】
好ましい実施形態では、腐生菌は、ボタンタケ(Hypocrea jecorina)(トリコデルマ・リー
ゼイ(Trichoderma reesei))、赤カビ(ジベレラ・ゼアエ(Gibberella zeae))、麦類赤カビ
(フザリウム・グラミネアラム(Fusarium graminearum))、クロコウジカビ(アスペルギル
ス・ニガー(Aspergillus niger))、コウジカビ(アスペルギルス・ニデュランス(Aspergil
lus nidulans))、黄麹菌(アスペルギルス・オリゼ(Aspergillus oryzae))及びアオカビ(
ペニシリウム・クリソゲナム(Penicillium chrysogenum))からなる群から選択される。特
に好ましくは、腐生菌は、ボタンタケ(Hypocrea jecorina)(トリコデルマ・リーゼイ(Tri
choderma reesei))である。
【００３５】
本発明の好ましい実施形態によれば、少なくとも1種の腐生菌は、天然に存在する腐生菌
であり、特に、遺伝子改変された腐生菌ではない。
【００３６】
本発明の別の好ましい実施形態では、少なくとも1種の腐生菌は、遺伝子改変されている
。
【００３７】
本発明の特に好ましい実施形態では、遺伝子改変された腐生菌は、ボタンタケ(Hypocrea
jecorina)(トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei))である。好ましくは、遺伝子
改変された腐生菌は、トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)株QM6aΔtmus53をベ
ースとするものである。
【００３８】
好ましくは、少なくとも1種の遺伝子改変された腐生菌は、少なくとも1つの膜結合型アル
ジトールトランスポーターをコードする少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのエリス
ロースレダクターゼをコードする少なくとも1つの遺伝子及びマンニトール-1-リン酸-5-
デヒドロゲナーゼをコードする少なくとも1つの不活化された遺伝子を含む。
【００３９】
本発明の更に好ましい実施形態では、少なくとも1つの膜結合型アルジトールトランスポ
ーターをコードする遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子は、fps1、特にコドン
最適化fps1(codon-optimized fps1)である。好ましくは、少なくとも1つの膜結合型アル
ジトールトランスポーターをコードする遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子は
、サッカロミセス・セレビシエ(Saccharomyces cerevisiae)由来のfps1、特にサッカロミ
セス・セレビシエ(Saccharomyces cerevisiae)由来のコドン最適化fps1である。
【００４０】
更なる好ましい実施形態では、少なくとも1つの膜結合型アルジトールトランスポーター
をコードする遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子は、配列番号1のヌクレオチド
配列を含み、特に配列番号1のヌクレオチド配列からなる。
【００４１】
本発明の好ましい実施形態では、少なくとも1つの膜結合型アルジトールトランスポータ
ーをコードする遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子は、配列番号1に対して少な
くとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なく
とも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくと
も98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む。好ま
しくは、少なくとも1つの膜結合型アルジトールトランスポーターをコードする遺伝子組
換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子は、配列番号1に対して少なくとも80％、好ましくは
少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少
なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少な
くとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列からなる。
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【００４２】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌の膜結合型アルジトールトランスポーターは、配列番号
2のアミノ酸配列を含み、特に配列番号2のアミノ酸配列からなる。
【００４３】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌の膜結合型アルジトールトランスポーターは、配列番号
2に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好
ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ま
しくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
含む。更なる好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌の膜結合型アルジトールトラン
スポーターは、配列番号2に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好まし
くは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましく
は少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性
を有するアミノ酸配列からなる。
【００４４】
本発明の別の好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌の膜結合型アルジトールトラン
スポーターは、配列番号2に定義されるアミノ酸配列において1個、好ましくは2個、好ま
しくは3個、好ましくは5個、好ましくは6個、好ましくは7個、好ましくは8個、好ましく
は9個、好ましくは10個のアミノ酸が、他の天然に生じる(naturally occurring)アミノ酸
により置換されている配列を含む。特に好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌の膜
結合型アルジトールトランスポーターは、配列番号2に定義されるアミノ酸配列において
多くとも10個、好ましくは多くとも9個、好ましくは多くとも8個、好ましくは多くとも7
個、好ましくは多くとも6個、好ましくは多くとも5個、好ましくは多くとも4個、好まし
くは多くとも3個、好ましくは多くとも2個、好ましくは多くとも1個のアミノ酸が、他の
天然に生じるアミノ酸により置換されている配列を含む。
【００４５】
本発明の好ましい実施形態では、少なくとも1つのエリスロースレダクターゼをコードす
る遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子は、err1、特にコドン最適化err1である
。好ましくは、少なくとも1つのエリスロースレダクターゼをコードする遺伝子組換え腐
生菌の少なくとも1つの遺伝子は、トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)、アス
ペルギルス・ニガー(Aspergillus niger)又は赤カビ病菌(フザリウム・グラミネアラム(F
usarium graminearum))由来のerr1、特にコドン最適化err1である。
【００４６】
好ましい実施形態において、少なくとも1つのエリスロースレダクターゼをコードする遺
伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子は、配列番号3のヌクレオチド配列を含み、特
に配列番号3のヌクレオチド配列からなる。
【００４７】
好ましくは、少なくとも1つのエリスロースレダクターゼをコードする遺伝子組換え腐生
菌の少なくとも1つの遺伝子は、配列番号3に対して少なくとも80％、好ましくは少なくと
も85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも
96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99
％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む。本発明の別の好ましい実施形態では、
少なくとも1つのエリスロースレダクターゼをコードする少なくとも1つの遺伝子をコード
する遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子は、配列番号3に対して少なくとも80％
、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、
好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好
ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列からなる。
【００４８】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌のエリスロースレダクターゼは、配列番号4のアミノ酸
配列を含み、特に、配列番号4のアミノ酸配列からなる。
【００４９】
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好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌のエリスロースレダクターゼは、配列番号4
に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ま
しくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好まし
くは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
む。特に好ましくは、遺伝子組換え腐生菌のエリスロースレダクターゼは、配列番号4に
対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好まし
くは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましく
は少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列からな
る。
【００５０】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌のエリスロースレダクターゼは、配列番号4に定義され
るアミノ酸配列において1個、好ましくは2個、好ましくは3個、好ましくは5個、好ましく
は6個、好ましくは7個、好ましくは8個、好ましくは9個、好ましくは10個のアミノ酸が、
他の天然に生じるアミノ酸により置換されている配列を含む。本発明の好ましい実施形態
では、遺伝子組換え腐生菌のエリスロースレダクターゼは、配列番号4で定義されるアミ
ノ酸配列において多くとも10個、好ましくは多くとも9個、好ましくは多くとも8個、好ま
しくは多くとも7個、好ましくは多くとも6個、好ましくは多くとも5個、好ましくは多く
とも4個、好ましくは多くとも3個、好ましくは多くとも2個、好ましくは多くとも1個のア
ミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により置換されている配列を含む。
【００５１】
本発明の好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌のマンニトール-1-リン酸-5-デヒド
ロゲナーゼをコードする少なくとも1つの不活性化された遺伝子は、mpdhである。
【００５２】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌のマンニトール-1-リン酸-5-デヒドロゲナーゼをコード
する少なくとも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号9のヌクレオチド配列を含んでいた
ものであり、特に不活性化前に配列番号9のヌクレオチド配列からなっていた。
【００５３】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌のマンニトール-1-リン酸-5-デヒドロゲナーゼをコード
する少なくとも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号9に対して少なくとも80％、好まし
くは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましく
は少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは
少なくとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含んでいた。別の好ましい実施
形態では、遺伝子組換え腐生菌のマンニトール-1-リン酸-5-デヒドロゲナーゼをコードす
る少なくとも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号9に対して少なくとも80％、好ましく
は少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは
少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少
なくとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列からなっていた。
【００５４】
好ましくは、不活性化前の配列番号9のヌクレオチド配列によってコードされるマンニト
ール-1-リン酸-5-デヒドロゲナーゼは、配列番号10のアミノ酸配列を含み、特に配列番号
10のアミノ酸配列からなる。
【００５５】
好ましい実施形態では、不活性化前の配列番号9のヌクレオチド配列によってコードされ
るマンニトール-1-リン酸-5-デヒドロゲナーゼは、配列番号10に対して少なくとも80％、
好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好
ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ま
しくは少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む。特に好ましくは、不活
性化前の配列番号9のヌクレオチド配列によってコードされるマンニトール-1-リン酸-5-
デヒドロゲナーゼは、配列番号10に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、
好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好
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ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列
同一性を有するアミノ酸配列からなる。
【００５６】
好ましくは、不活性化前の配列番号9のヌクレオチド配列によってコードされるマンニト
ール-1-リン酸-5-デヒドロゲナーゼは、配列番号10で定義されるアミノ酸配列において1
個、好ましくは2個、好ましくは3個、好ましくは5個、好ましくは6個、好ましくは7個、
好ましくは8個、好ましくは9個、好ましくは10個のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ
酸により置換されている配列を含む。本発明の好ましい実施形態では、不活性化前の配列
番号9番のヌクレオチド配列によってコードされるマンニトール-1-リン酸-5-デヒドロゲ
ナーゼは、配列番号10で定義されるアミノ酸配列において多くとも10個、好ましくは多く
とも9個、好ましくは多くとも8個、好ましくは多くとも7個、好ましくは多くとも6個、好
ましくは多くとも5個、好ましくは多くとも4個、好ましくは多くとも3個、好ましくは多
くとも2個、好ましくは多くとも1個のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により置換
されている配列を含む。
【００５７】
本発明の更に好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌のマンニトール-1-リン酸-5-デ
ヒドロゲナーゼをコードする少なくとも1つの不活性化された遺伝子は欠失している。
【００５８】
本発明の好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌のマンニトール-1-リン酸-5-デヒド
ロゲナーゼをコードする少なくとも1つの不活性化された遺伝子は、非機能性である。
【００５９】
特に好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌のマンニトール-1-リン酸-5-デヒドロゲ
ナーゼをコードする少なくとも1つの不活性化された遺伝子は、遺伝子ノックアウト、特
に遺伝子置換により不活性化される。好ましくは、遺伝子組換え腐生菌のマンニトール-1
-リン酸-5-デヒドロゲナーゼをコードする少なくとも1つの不活性化された遺伝子は、欠
失カセットを用いた遺伝子置換により不活性化される。
【００６０】
本発明の好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌のマンニトール-1-リン酸-5-デヒド
ロゲナーゼをコードする少なくとも1つの遺伝子は、ゲノム編集によって、特にメガヌク
レアーゼ、ジンクフィンガーヌクレアーゼ(ZFNs)、転写活性化因子様エフェクターヌクレ
アーゼ(TALENs)によって、又はクラスター化された規則的な間隔の短いパリンドローム反
復(CRISPR)系によって不活性化される、特に非機能化される。
【００６１】
特に好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌は、少なくとも1つ、好ましくは少なく
とも2つ、好ましくは少なくとも3つ、好ましくは少なくとも4つ、好ましくは少なくとも5
つの、更なる不活性化された遺伝子を含む。好ましくは、遺伝子組換え腐生菌の少なくと
も1つの更なる不活性化された遺伝子は、ホスホ-2-デヒドロ-3-デオキシヘプトン酸アル
ドラーゼ1(phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase 1)(Dhaps-1)をコードする遺
伝子、エリスリトール利用因子(erythritol utilization factor(EUF))をコードする遺伝
子、エリスルロースキナーゼ(EYK1)をコードする遺伝子、エリスリトールデヒドロゲナー
ゼ(EYD1)をコードする遺伝子、エリスリトールイソメラーゼ1(EYI1)をコードする遺伝子
、及びエリスリトールイソメラーゼ2(EYI2)をコードする遺伝子からなる群より選択され
る。
【００６２】
本発明の好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの更なる不活性化
された遺伝子は、ホスホ-2-デヒドロ-3-デオキシヘプトン酸アルドラーゼ1(Dhaps-1)をコ
ードする遺伝子である。好ましくは、遺伝子組換え腐生菌のホスホ-2-デヒドロ-3-デオキ
シヘプトン酸アルドラーゼ1(Dhaps1)をコードする少なくとも1つの遺伝子は、不活性化前
に配列番号11のヌクレオチド配列を含んでいたものであり、特に、不活性化前に配列番号
11のヌクレオチド配列からなっていた。
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【００６３】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌のホスホ-2-デヒドロ-3-デオキシヘプトン酸アルドラー
ゼ1(Dhaps1)をコードする少なくとも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号11に対して少
なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少な
くとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なく
とも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含んでい
た。更なる好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌のホスホ-2-デヒドロ-3-デオキシ
ヘプトン酸アルドラーゼ1(Dhaps1)をコードする少なくとも1つの遺伝子は、不活性化前に
配列番号11に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも
90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97
％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するヌクレ
オチド配列からなっていた。
【００６４】
好ましくは、不活性化前の配列番号11のヌクレオチド配列によってコードされるホスホ-2
-デヒドロ-3-デオキシヘプトン酸アルドラーゼ1(Dhaps1)は、配列番号12のアミノ酸配列
を含み、特に配列番号12のアミノ酸配列からなる。
【００６５】
好ましい実施形態では、不活性化前の配列番号11のヌクレオチド配列によってコードされ
るホスホ-2-デヒドロ-3-デオキシヘプトン酸アルドラーゼ1(Dhaps1)は、配列番号12に対
して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましく
は少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは
少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む。
特に好ましくは、不活性化前の配列番号11のヌクレオチド配列によってコードされるホス
ホ-2-デヒドロ-3-デオキシヘプトン酸アルドラーゼ1(Dhaps1)は、配列番号12と少なくと
も80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも
95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98
％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列からなる。
【００６６】
好ましくは、不活性化前の配列番号11のヌクレオチド配列によってコードされるホスホ-2
-デヒドロ-3-デオキシヘプトン酸アルドラーゼ1(Dhaps1)は、配列番号12で定義されるア
ミノ酸配列において1個、好ましくは2個、好ましくは3個、好ましくは5個、好ましくは6
個、好ましくは7個、好ましくは8個、好ましくは9個、好ましくは10個のアミノ酸が、他
の天然に生じるアミノ酸により置換されている配列を含む。本発明の好ましい実施形態で
は、不活性化前の配列番号11のヌクレオチド配列によってコードされるホスホ-2-デヒド
ロ-3-デオキシヘプトン酸アルドラーゼ1(Dhaps1)は、配列番号12で定義されるアミノ酸配
列において多くとも10個、好ましくは多くとも9個、好ましくは多くとも8個、好ましくは
多くとも7個、好ましくは多くとも6個、好ましくは多くとも5個、好ましくは多くとも4個
、好ましくは多くとも3個、好ましくは多くとも2個、好ましくは多くとも1個のアミノ酸
が、他の天然に生じるアミノ酸により置換されている配列を含む。
【００６７】
本発明の別の実施形態では、遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの更なる不活性化され
た遺伝子は、エリスリトール利用因子(EUF)をコードする遺伝子である。好ましくは、遺
伝子組換え腐生菌のエリスリトール利用因子(Euf1)をコードする少なくとも1つの遺伝子
は、不活性化前に配列番号13のヌクレオチド配列を含んでおり、特に不活性化前の配列番
号13のヌクレオチド配列からなっていた。
【００６８】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌のエリスリトール利用因子(Euf1)をコードする少なくと
も1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号13に対して少なくとも80％、好ましくは少なく
とも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくと
も96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも
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99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含んでいた。特に好ましくは、遺伝子組換
え腐生菌のエリスリトール利用因子(Euf1)をコードする少なくとも1つの遺伝子は、不活
性化前に配列番号13に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少
なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少な
くとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有す
るヌクレオチド配列からなっていた。
【００６９】
好ましくは、不活性化前の配列番号13のヌクレオチド配列によってコードされるエリスリ
トール利用因子(Euf1)は、配列番号14のアミノ酸配列を含み、特に配列番号14のアミノ酸
配列からなる。
【００７０】
好ましい実施形態では、不活性化前の配列番号13のヌクレオチド配列によってコードされ
るエリスリトール利用因子(Euf1)は、配列番号第14に対して少なくとも80％、好ましくは
少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少
なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少な
くとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む。特に好ましくは、不活性化前の配
列番号13のヌクレオチド配列によってコードされるエリスリトール利用因子(Euf1)は、配
列番号14に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90
％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％
、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸
配列からなる。
【００７１】
好ましくは、不活性化前の配列番号13のヌクレオチド配列によってコードされるエリスリ
トール利用因子(Euf1)は、配列番号14に定義されるアミノ酸配列において1個、好ましく
は2個、好ましくは3個、好ましくは5個、好ましくは6個、好ましくは7個、好ましくは8個
、好ましくは9個、好ましくは10個のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により置換
されている配列を含む。本発明の好ましい実施形態では、不活性化前の配列番号13のヌク
レオチド配列によってコードされるエリスリトール利用因子(Euf1)は、配列番号14に定義
されるアミノ酸配列において多くとも10個、好ましくは多くとも9個、好ましくは多くと
も8個、好ましくは多くとも7個、好ましくは多くとも6個、好ましくは多くとも5個、好ま
しくは多くとも4個、好ましくは多くとも3個、好ましくは多くとも2個、好ましくは多く
とも1個のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により置換されている配列を含む。
【００７２】
本発明の特に好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの更なる不活
性化された遺伝子は、エリスルロースキナーゼ(EYK1)をコードする遺伝子である。好まし
くは、遺伝子組換え腐生菌のエリスルロースキナーゼ(Eyk1)をコードする少なくとも1つ
の遺伝子は、不活性化前に配列番号15のヌクレオチド配列を含んでおり、特に不活性化前
の配列番号15のヌクレオチド配列からなっていた。
【００７３】
本発明の別の好ましい実施形態によれば、遺伝子組換え腐生菌のエリスルロースキナーゼ
(Eyk1)をコードする少なくとも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号15に対して少なく
とも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくと
も95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも
98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含んでいた。
特に好ましくは、遺伝子組換え腐生菌のエリスルロースキナーゼ(Eyk1)をコードする少な
くとも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号15に対して少なくとも80％、好ましくは少
なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少な
くとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なく
とも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列からなっていた。
【００７４】

10

20

30

40

50



(13) JP　2025-500941　A　2025.1.15

好ましくは、不活性化前の配列番号15のヌクレオチド配列によってコードされるエリスル
ロースキナーゼ(Eyk1)は、配列番号16のアミノ酸配列を含み、特に配列番号16のアミノ酸
配列からなる。
【００７５】
好ましい実施形態では、不活性化前の配列番号15のヌクレオチド配列によってコードされ
るエリスルロースキナーゼ(Eyk1)は、配列番号16に対して少なくとも80％、好ましくは少
なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少な
くとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なく
とも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む。特に好ましくは、不活性化前の配列
番号15のヌクレオチド配列によってコードされるエリスルロースキナーゼ(Eyk1)は、配列
番号16に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％
、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、
好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配
列からなる。
【００７６】
好ましくは、不活性化前の配列番号15のヌクレオチド配列によってコードされるエリスル
ロースキナーゼ(Eyk1)は、配列番号16に定義されるアミノ酸配列において1個、好ましく
は2個、好ましくは3個、好ましくは5個、好ましくは6個、好ましくは7個、好ましくは8個
、好ましくは9個、好ましくは10個のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により置換
されている配列を含む。本発明の好ましい実施形態では、不活性化前の配列番号15のヌク
レオチド配列によってコードされるエリスルロースキナーゼ(Eyk1)は、配列番号16に定義
されるアミノ酸配列において多くとも10個、好ましくは多くとも9個、好ましくは多くと
も8個、好ましくは多くとも7個、好ましくは多くとも6個、好ましくは多くとも5個、好ま
しくは多くとも4個、好ましくは多くとも3個、好ましくは多くとも2個、好ましくは多く
とも1個のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により置換されている配列を含む。
【００７７】
本発明の好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの更なる不活性化
された遺伝子は、エリスリトールデヒドロゲナーゼ(EYD1)をコードする遺伝子である。好
ましくは、遺伝子組換え腐生菌のエリスリトールデヒドロゲナーゼ(Eyd1)をコードする少
なくとも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号17のヌクレオチド配列を含んでおり、特
に不活性化前に配列番号17のヌクレオチド配列からなっていた。
【００７８】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌のエリスリトールデヒドロゲナーゼ(Eyd1)をコードする
少なくとも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号17に対して少なくとも80％、好ましく
は少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは
少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少
なくとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含んでいた。本発明の別の好まし
い実施形態では、遺伝子組換え腐生菌のエリスリトールデヒドロゲナーゼ(Eyd1)をコード
する少なくとも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号17に対して少なくとも80％、好ま
しくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好まし
くは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましく
は少なくとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列からなっていた。
【００７９】
好ましくは、不活性化前に配列番号17のヌクレオチド配列によってコードされるエリスリ
トールデヒドロゲナーゼ(Eyd1)は、配列番号18のアミノ酸配列を含み、特に配列番号18の
アミノ酸配列からなる。
【００８０】
好ましい実施形態では、不活性化前の配列番号17のヌクレオチド配列によってコードされ
るエリスリトールデヒドロゲナーゼ(Eyd1)は、配列番号18に対して少なくとも80％、好ま
しくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好まし
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くは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましく
は少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む。特に好ましくは、不活性化
前の配列番号17のヌクレオチド配列によってコードされるエリスリトールデヒドロゲナー
ゼ(Eyd1)は、配列番号18に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましく
は少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは
少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を
有するアミノ酸配列からなる。
【００８１】
好ましくは、不活性化前の配列番号17のヌクレオチド配列によってコードされるエリスリ
トールデヒドロゲナーゼ(Eyd1)は、配列番号18で定義されるアミノ酸配列において1個、
好ましくは2個、好ましくは3個、好ましくは5個、好ましくは6個、好ましくは7個、好ま
しくは8個、好ましくは9個、好ましくは10個のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸に
より置換されている配列を含む。本発明の好ましい実施形態では、不活性化前の配列番号
17のヌクレオチド配列によってコードされるエリスリトールデヒドロゲナーゼ(Eyd1)は、
配列番号18で定義されるアミノ酸配列において多くとも10個、好ましくは多くとも9個、
好ましくは多くとも8個、好ましくは多くとも7個、好ましくは多くとも6個、好ましくは
多くとも5個、好ましくは多くとも4個、好ましくは多くとも3個、好ましくは多くとも2個
、好ましくは多くとも1個のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により置換されてい
る配列を含む。
【００８２】
本発明の好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの更なる不活性化
された遺伝子は、エリスリトールイソメラーゼ1(EYI1)をコードする遺伝子である。好ま
しくは、遺伝子組換え腐生菌のエリスリトールイソメラーゼ1(Eyi1)をコードする少なく
とも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号19のヌクレオチド配列を含んでおり、特に不
活性化前に配列番号19のヌクレオチド配列からなっていた。
【００８３】
特に好ましくは、遺伝子組換え腐生菌のエリスリトールイソメラーゼ1(Eyi1)をコードす
る少なくとも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号19に対して少なくとも80％、好まし
くは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましく
は少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは
少なくとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含んでいた。本発明の更に好ま
しい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌のエリスリトールイソメラーゼ1(Eyi1)をコード
する少なくとも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号19に対して少なくとも80％、好ま
しくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好まし
くは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましく
は少なくとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列からなっていた。
【００８４】
好ましくは、不活性化前の配列番号19のヌクレオチド配列によってコードされるエリスリ
トールイソメラーゼ1(Eyi1)は、配列番号20のアミノ酸配列を含み、特に配列番号20のア
ミノ酸配列からなる。
【００８５】
好ましい実施形態では、不活性化前の配列番号19のヌクレオチド配列によってコードされ
るエリスリトールイソメラーゼ1(Eyi1)は、配列番号20に対して少なくとも80％、好まし
くは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましく
は少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは
少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む。特に好ましくは、不活性化前
の配列番号19のヌクレオチド配列によってコードされるエリスリトールイソメラーゼ1(Ey
i1)は、配列番号20に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少
なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少な
くとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有す
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るアミノ酸配列からなる。
【００８６】
好ましくは、不活性化前の配列番号19のヌクレオチド配列によってコードされるエリスリ
トールイソメラーゼ1(Eyi1)は、配列番号20で定義されるアミノ酸配列において1個、好ま
しくは2個、好ましくは3個、好ましくは5個、好ましくは6個、好ましくは7個、好ましく
は8個、好ましくは9個、好ましくは10個のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により
置換されている配列を含む。本発明の好ましい実施形態では、不活性化前の配列番号19の
ヌクレオチド配列によってコードされるエリスリトールイソメラーゼ1(Eyi1)は、配列番
号20で定義されるアミノ酸配列において多くとも10個、好ましくは多くとも9個、好まし
くは多くとも8個、好ましくは多くとも7個、好ましくは多くとも6個、好ましくは多くと
も5個、好ましくは多くとも4個、好ましくは多くとも3個、好ましくは多くとも2個、好ま
しくは多くとも1個のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により置換されている配列
を含む。
【００８７】
本発明の別の好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの更なる不活
性化された遺伝子は、エリスリトールイソメラーゼ2(EYI2)をコードする遺伝子である。
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌のエリスリトールイソメラーゼ2(Eyi2)をコードする少
なくとも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号21のヌクレオチド配列を含んでおり、特
に不活性化前に配列番号21のヌクレオチド配列からなっていた。
【００８８】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌のエリスリトールイソメラーゼ2(Eyi2)をコードする少
なくとも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号21に対して少なくとも80％、好ましくは
少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少
なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少な
くとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含んでいた。本発明の好ましい実施
形態では、遺伝子組換え腐生菌のエリスリトールイソメラーゼ2(Eyi2)をコードする少な
くとも1つの遺伝子は、不活性化前に配列番号21に対して少なくとも80％、好ましくは少
なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少な
くとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なく
とも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列からなっていた。
【００８９】
好ましくは、不活性化前の配列番号21のヌクレオチド配列によってコードされるエリスリ
トールイソメラーゼ2(Eyi2)は、配列番号22のアミノ酸配列を含み、特に配列番号22のア
ミノ酸配列からなる。
【００９０】
好ましい実施形態では、不活性化前の配列番号21のヌクレオチド配列によってコードされ
るエリスリトールイソメラーゼ2(Eyi2)は、配列番号22に対して少なくとも80％、好まし
くは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましく
は少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは
少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む。特に好ましくは、不活性化前
の配列番号21のヌクレオチド配列によってコードされるエリスリトールイソメラーゼ2(Ey
i2)は、配列番号22に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少
なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少な
くとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有す
るアミノ酸配列からなる。
【００９１】
好ましくは、不活性化前の配列番号21のヌクレオチド配列によってコードされるエリスリ
トールイソメラーゼ2(Eyi2)は、配列番号22に定義されるアミノ酸配列において1個、好ま
しくは2個、好ましくは3個、好ましくは5個、好ましくは6個、好ましくは7個、好ましく
は8個、好ましくは9個、好ましくは10個のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により

10

20

30

40

50



(16) JP　2025-500941　A　2025.1.15

置換されている配列を含む。本発明の好ましい実施形態では、不活性化前の配列番号21の
ヌクレオチド配列によってコードされるエリスリトールイソメラーゼ2(Eyi2)は、配列番
号22で定義されるアミノ酸配列において多くとも10個、好ましくは多くとも9個、好まし
くは多くとも8個、好ましくは多くとも7個、好ましくは多くとも6個、好ましくは多くと
も5個、好ましくは多くとも4個、好ましくは多くとも3個、好ましくは多くとも2個、好ま
しくは多くとも1個のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により置換されている配列
を含む。
【００９２】
本発明の更に好ましい実施形態では、ホスホ-2-デヒドロ-3-デオキシヘプトン酸アルドラ
ーゼ1(Dhaps-1)をコードする遺伝子、エリスリトール利用因子(EUF)をコードする遺伝子
、エリスルロースキナーゼ(EYK1)をコードする遺伝子、エリスリトールデヒドロゲナーゼ
(EYD1)をコードする遺伝子、エリスリトールイソメラーゼ(EYI1)をコードする遺伝子、及
び遺伝子組換え腐生菌のエリスリトールイソメラーゼ(EYI2)をコードする遺伝子からなる
群より選択される少なくとも1つの更なる不活性化された遺伝子は、欠失している。
【００９３】
好ましくは、ホスホ-2-デヒドロ-3-デオキシヘプトン酸アルドラーゼ1(Dhaps-1)をコード
する遺伝子、エリスリトール利用因子(EUF)をコードする遺伝子、エリスルロースキナー
ゼ(EYK1)をコードする遺伝子、エリスリトールデヒドロゲナーゼ(EYD1)をコードする遺伝
子、エリスリトールイソメラーゼ(EYI1)をコードする遺伝子、及び遺伝子組換え腐生菌の
エリスリトールイソメラーゼ(EYI2)をコードする遺伝子からなる群より選択される少なく
とも1つの更なる不活性化された遺伝子は、非機能性である。
【００９４】
特に好ましい実施形態では、ホスホ-2-デヒドロ-3-デオキシヘプトン酸アルドラーゼ1(Dh
aps-1)をコードする遺伝子、エリスリトール利用因子(EUF)をコードする遺伝子、エリス
ルロースキナーゼ(EYK1)をコードする遺伝子、エリスリトールデヒドロゲナーゼ(EYD1)を
コードする遺伝子、エリスリトールイソメラーゼ(EYI1)をコードする遺伝子、及び遺伝子
組換え腐生菌のエリスリトールイソメラーゼ(EYI2)をコードする遺伝子からなる群より選
択される少なくとも1つの更なる不活性化された遺伝子は、遺伝子ノックアウト、特に遺
伝子置換によって不活性化される。好ましくは、ホスホ-2-デヒドロ-3-デオキシヘプトン
酸アルドラーゼ1(Dhaps-1)をコードする遺伝子、エリスリトール利用因子(EUF)をコード
する遺伝子、エリスルロースキナーゼ(EYK1)をコードする遺伝子、エリスリトールデヒド
ロゲナーゼ(EYD1)をコードする遺伝子、エリスリトールイソメラーゼ(EYI1)をコードする
遺伝子、及び遺伝子組換え腐生菌のエリスリトールイソメラーゼ(EYI2)をコードする遺伝
子からなる群より選択される少なくとも1つの更なる不活性化された遺伝子は、欠失カセ
ットを用いた遺伝子置換によって不活性化される。
【００９５】
本発明の好ましい実施形態では、ホスホ-2-デヒドロ-3-デオキシヘプトン酸アルドラーゼ
1(Dhaps-1)をコードする遺伝子、エリスリトール利用因子(EUF)をコードする遺伝子、エ
リスルロースキナーゼ(EYK1)をコードする遺伝子、エリスリトールデヒドロゲナーゼ(EYD
1)をコードする遺伝子、エリスリトールイソメラーゼ(EYI1)をコードする遺伝子、及び遺
伝子組換え腐生菌のエリスリトールイソメラーゼ(EYI2)をコードする遺伝子からなる群よ
り選択される少なくとも1つの更なる不活性化された遺伝子は、ゲノム編集によって、特
にメガヌクレアーゼ、ジンクフィンガーヌクレアーゼ(ZFNs)、転写活性化因子様エフェク
ターヌクレアーゼ(TALENs)、又はクラスター化された規則的な間隔の短いパリンドローム
反復(CRISPR)系によって不活性化、特に非機能化される。
【００９６】
本発明の更に好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌は、少なくとも1つのトランス
ケトラーゼをコードする少なくとも1つの遺伝子を更に含む。好ましくは、少なくとも1つ
のトランスケトラーゼをコードする少なくとも1つの遺伝子は、tkl1、特にコドン最適化
されたtkl1である。好ましくは、遺伝子組換え腐生菌は、T. reesei由来のtkl1、特にT.
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reesei由来のコドン最適化されたtkl1をコードする少なくとも1つの遺伝子を更に含む。
好ましい実施形態では、少なくとも1つのトランスケトラーゼをコードする少なくとも1つ
の遺伝子は、配列番号5のヌクレオチド配列を含み、特に配列番号5のヌクレオチド配列か
らなる。
【００９７】
本発明の更なる好ましい実施形態では、少なくとも1つのトランスケトラーゼをコードす
る少なくとも1つの遺伝子は、配列番号5に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも
85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96
％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％
の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む。好ましくは、少なくとも1つのトランス
ケトラーゼをコードする少なくとも1つの遺伝子は、配列番号5に対して少なくとも80％、
好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好
ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ま
しくは少なくとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列からなる。
【００９８】
好ましくは、少なくとも1つのトランスケトラーゼは、配列番号6のアミノ酸配列を含み、
特に配列番号6のアミノ酸配列からなる。
【００９９】
本発明の別の好ましい実施形態では、少なくとも1つのトランスケトラーゼは、配列番号6
に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ま
しくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好まし
くは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
む。特に好ましくは、少なくとも1つのトランスケトラーゼは、配列番号6に対して少なく
とも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくと
も95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも
98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列からなる。
【０１００】
本発明の更に好ましい実施形態では、少なくとも1つのトランスケトラーゼは、配列番号6
で定義されたアミノ酸配列において1個、好ましくは2個、好ましくは3個、好ましくは5個
、好ましくは6個、好ましくは7個、好ましくは8個、好ましくは9個、好ましくは10個のア
ミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により置換されている配列を含む。特に好ましい実
施形態では、少なくとも1つのトランスケトラーゼは、配列番号6に定義されるアミノ酸配
列において多くとも10個、好ましくは多くとも9個、好ましくは多くとも8個、好ましくは
多くとも7個、好ましくは多くとも6個、好ましくは多くとも5個、好ましくは多くとも4個
、好ましくは多くとも3個、好ましくは多くとも2個、好ましくは多くとも1個のアミノ酸
が、他の天然に生じるアミノ酸により置換されている配列を含む。
【０１０１】
本発明の好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌は、少なくとも1つのトランスアル
ドラーゼをコードする少なくとも1つの遺伝子を更に含む。好ましくは、少なくとも1つの
トランスアルドラーゼをコードする少なくとも1つの遺伝子は、tal1、特にコドン最適化
されたtal1である。好ましくは、遺伝子組換え腐生菌は、T. reesei由来のtal1、特にT.
reesei由来のコドン最適化されたtal1をコードする少なくとも1つの遺伝子を更に含む。
好ましい実施形態では、少なくとも1つのトランスアルドラーゼをコードする少なくとも1
つの遺伝子は、配列番号7のヌクレオチド配列を含み、特に配列番号7のヌクレオチド配列
からなる。
【０１０２】
別の好ましい実施形態では、少なくとも1つのトランスアルドラーゼをコードする少なく
とも1つの遺伝子は、配列番号7に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好
ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ま
しくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同
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一性を有するヌクレオチド配列を含む。好ましくは、少なくとも1つのトランスアルドラ
ーゼをコードする少なくとも1つの遺伝子は、配列番号7に対して少なくとも80％、好まし
くは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましく
は少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは
少なくとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列からなる。
【０１０３】
好ましくは、少なくとも1つのトランスアルドラーゼは、配列番号8のアミノ酸配列を含み
、特に配列番号8のアミノ酸配列からなる。
【０１０４】
特に好ましくは、少なくとも1つのトランスアルドラーゼは、配列番号8に対して少なくと
も80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも
95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98
％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む。好ましくは、
少なくとも1つのトランスアルドラーゼは、配列番号8に対して少なくとも80％、好ましく
は少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは
少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少
なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列からなる。
【０１０５】
本発明の別の好ましい実施形態では、少なくとも1つのトランスアルドラーゼは、配列番
号8に定義されるアミノ酸配列において1個、好ましくは2個、好ましくは3個、好ましくは
5個、好ましくは6個、好ましくは7個、好ましくは8個、好ましくは9個、好ましくは10個
のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により置換されている配列を含む。特に好まし
い実施形態では、少なくとも1つのトランスアルドラーゼは、配列番号8に定義されるアミ
ノ酸配列において多くとも10個、好ましくは多くとも9個、好ましくは多くとも8個、好ま
しくは多くとも7個、好ましくは多くとも6個、好ましくは多くとも5個、好ましくは多く
とも4個、好ましくは多くとも3個、好ましくは多くとも2個、好ましくは多くとも1個のア
ミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により置換されている配列を含む。
【０１０６】
本発明の更に好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌は、少なくとも1つのエリスリ
トール利用因子(EUF)をコードする少なくとも1つの遺伝子を更に含む。好ましくは、少な
くとも1つのエリスリトール利用因子をコードする少なくとも1つの遺伝子は、euf1、特に
、コドン最適化されたeuf1である。好ましくは、遺伝子組換え腐生菌は、T. reesei由来
のeuf1、特にT. reesei由来のコドン最適化されたeuf1をコードする少なくとも1つの遺伝
子を更に含む。好ましい実施形態において、少なくとも1つのエリスリトール利用因子(EU
F)をコードする少なくとも1つの遺伝子は、配列番号13のヌクレオチド配列を含み、特に
配列番号13のヌクレオチド配列からなる。
【０１０７】
好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つのエリスリトール利用因子
をコードする少なくとも1つの遺伝子は、配列番号13に対して少なくとも80％、好ましく
は少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、好ましくは
少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少なくとも98％、好ましくは少
なくとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む。好ましくは、少なくとも1
つのエリスリトール利用因子をコードする少なくとも1つの遺伝子は、配列番号13に対し
て少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは
少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少
なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するヌクレオチド配列からな
る。
【０１０８】
好ましくは、少なくとも1つのエリスリトール利用因子(EUF)は、配列番号14のアミノ酸配
列を含み、特に配列番号14のアミノ酸配列からなる。
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【０１０９】
更なる好ましい実施形態において、少なくとも1つのエリスリトール利用因子は、配列番
号14に対して少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、
好ましくは少なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好
ましくは少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列
を含む。好ましくは、少なくとも1つのエリスリトール利用因子は、配列番号14に対して
少なくとも80％、好ましくは少なくとも85％、好ましくは少なくとも90％、好ましくは少
なくとも95％、好ましくは少なくとも96％、好ましくは少なくとも97％、好ましくは少な
くとも98％、好ましくは少なくとも99％の配列同一性を有するアミノ酸配列からなる。
【０１１０】
本発明の更に好ましい実施形態では、少なくとも1つのエリスリトール利用因子は、配列
番号14に定義されるアミノ酸配列において1個、好ましくは2個、好ましくは3個、好まし
くは5個、好ましくは6個、好ましくは7個、好ましくは8個、好ましくは9個、好ましくは1
0個のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により置換されている配列を含む。特に好
ましい実施形態では、少なくとも1つのエリスリトール利用因子は、配列番号14に定義さ
れるアミノ酸配列において多くとも10個、好ましくは多くとも9個、好ましくは多くとも8
個、好ましくは多くとも7個、好ましくは多くとも6個、好ましくは多くとも5個、好まし
くは多くとも4個、好ましくは多くとも3個、好ましくは多くとも2個、好ましくは多くと
も1個のアミノ酸が、他の天然に生じるアミノ酸により置換されている配列を含む。
【０１１１】
本発明の好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの膜結合型アルジ
トールトランスポーターをコードする少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのエリスロ
ースレダクターゼをコードする少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのトランスケトラ
ーゼをコードする少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのトランスアルドラーゼをコー
ドする少なくとも1つの遺伝子、及び/又は少なくとも1つのエリスリトール利用因子(EUF)
をコードする少なくとも1つの遺伝子は、外来ポリヌクレオチド配列である。
【０１１２】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの膜結合型アルジトールトランスポー
ターをコードする少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのエリスロースレダクターゼを
コードする少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのトランスケトラーゼをコードする少
なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのトランスアルドラーゼをコードする少なくとも1
つの遺伝子、及び/又は少なくとも1つのエリスリトール利用因子(EUF)をコードする少な
くとも1つの遺伝子は、内因性ポリヌクレオチド配列である。
【０１１３】
更なる好ましい実施形態において、遺伝子組換え腐生菌は、少なくとも1つの膜結合型ア
ルジトールトランスポーターをコードする少なくとも1つの外来遺伝子を含む。好ましく
は、遺伝子組換え腐生菌は、少なくとも1つの膜結合型アルジトールトランスポーターを
コードする少なくとも1つの内因性遺伝子を含む。
【０１１４】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌は、少なくとも1つのエリスロースレダクターゼをコー
ドする少なくとも1つの外来遺伝子を含む。別の好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐
生菌は、少なくとも1つのエリスロースレダクターゼをコードする少なくとも1つの内因性
遺伝子を含む。
【０１１５】
更に好ましくは、遺伝子組換え腐生菌は、少なくとも1つのトランスケトラーゼをコード
する少なくとも1つの外来遺伝子を含む。本発明の好ましい実施態様では、遺伝子組換え
腐生菌は、少なくとも1つのトランスケトラーゼをコードする少なくとも1つの内因性遺伝
子を含む。
【０１１６】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌は、少なくとも1つのトランスアルドラーゼをコードす
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る少なくとも1つの外来遺伝子を含む。好ましくは、遺伝子組換え腐生菌は、少なくとも1
つのトランスアルドラーゼをコードする少なくとも1つの内因性遺伝子を含む。
【０１１７】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌は、少なくとも1つのエリスリトール利用因子(EUF)をコ
ードする少なくとも1つの外来遺伝子を含む。好ましくは、遺伝子組換え腐生菌は、少な
くとも1つのエリスリトール利用因子(EUF)をコードする少なくとも1つの内因性遺伝子を
含む。
【０１１８】
本発明の好ましい実施形態では、少なくとも1つの膜結合型アルジトールトランスポータ
ーをコードする少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのエリスロースレダクターゼをコ
ードする少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのトランスケトラーゼをコードする少な
くとも1つの遺伝子、少なくとも1つのトランスアルドラーゼをコードする少なくとも1つ
の遺伝子、及び/又は少なくとも1つのエリスリトール利用因子(EUF)をコードする少なく
とも1つの遺伝子は、遺伝子組換え腐生菌のゲノム内に安定的に又は一時的に導入される
。
【０１１９】
本発明の特に好ましい実施形態では、少なくとも1つの膜結合型アルジトールトランスポ
ーターをコードする少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのエリスロースレダクターゼ
をコードする少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのトランスケトラーゼをコードする
少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのトランスアルドラーゼをコードする少なくとも
1つの遺伝子、及び/又は少なくとも1つのエリスリトール利用因子(EUF)をコードする少な
くとも1つの遺伝子は、過剰発現する。
【０１２０】
好ましくは、遺伝子組換え腐生菌の、少なくとも1つの膜結合型アルジトールトランスポ
ーターをコードする少なくとも1つの遺伝子、特に少なくとも1つの膜結合型アルジトール
トランスポーターをコードする少なくとも1つの外来若しくは内因性遺伝子は、過剰発現
する。更なる好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌の、少なくとも1つのエリスロ
ースレダクターゼをコードする少なくとも1つの遺伝子、特に少なくとも1つのエリスロー
スレダクターゼをコードする少なくとも1つの外来若しくは内因性遺伝子は、過剰発現す
る。好ましくは、遺伝子組換え腐生菌の、少なくとも1つのトランスケトラーゼをコード
する少なくとも1つの遺伝子、特に少なくとも1つのトランスケトラーゼをコードする少な
くとも1つの外来若しくは内因性遺伝子は、過剰発現する。更に好ましくは、遺伝子組換
え腐生菌の、少なくとも1つのトランスアルドラーゼをコードする少なくとも1つの遺伝子
、特に少なくとも1つのトランスアルドラーゼをコードする少なくとも1つの外来若しくは
内因性遺伝子は、過剰発現する。好ましくは、遺伝子組換え腐生菌の、少なくとも1つの
エリスリトール利用因子(EUF)をコードする少なくとも1つの遺伝子、特に少なくとも1つ
のエリスリトール利用因子(EUF)をコードする少なくとも1つの外来若しくは内因性遺伝子
は、過剰発現する。
【０１２１】
本発明の更に好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの膜結合型ア
ルジトールトランスポーターをコードする少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのエリ
スロースレダクターゼをコードする少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのトランスケ
トラーゼをコードする少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのトランスアルドラーゼを
コードする少なくとも1つの遺伝子、及び/又は少なくとも1つのエリスリトール利用因子(
EUF)をコードする少なくとも1つの遺伝子は、構成的若しくは誘導性プロモーターの制御
下にある。好ましい実施形態では、構成的若しくは誘導性プロモーターは、天然に生じる
プロモーターである。更なる好ましい実施形態では、構成的若しくは誘導性プロモーター
は、合成プロモーターである。好ましくは、構成的プロモーターは、pki、tef、gpdから
選択される。好ましくは、誘導性プロモーターは、bga1、bxl1、cbh1、cbh2、xyn1、xyn2
から選択される。好ましくは、少なくとも1つの膜結合型アルジトールトランスポーター
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をコードする遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子は、pki、tef、gpdから選択さ
れるプロモーターの制御下にあり、好ましくはpkiプロモーターの制御下にある。好まし
くは、少なくとも1つのエリスロースレダクターゼをコードする遺伝子組換え腐生菌の少
なくとも1つの遺伝子は、pki、tef、gpdから選択されるプロモーターの制御下にあり、好
ましくは、tefプロモーターの制御下にある。好ましくは、少なくとも1つのトランスケト
ラーゼをコードする遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子は、pki、tef、gpdから
選択されるプロモーターの制御下にあり、好ましくは、tefプロモーターの制御下にある
。好ましくは、少なくとも1つのトランスアルドラーゼをコードする遺伝子組換え腐生菌
の少なくとも1つの遺伝子は、pki、tef、gpdから選択されるプロモーターの制御下にあり
、好ましくはtefプロモーターの制御下にある。好ましくは、少なくとも1つのエリスリト
ール利用因子(EUF)をコードする遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子は、pki、t
ef、gpdから選択されるプロモーターの制御下にあり、好ましくは、tefプロモーターの制
御下にある。
【０１２２】
本発明の更に好ましい実施形態では、少なくとも1つの膜結合型アルジトールトランスポ
ーターをコードする遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのエリ
スロースレダクターゼをコードする遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子、少な
くとも1つのトランスケトラーゼをコードする遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝
子、少なくとも1つのトランスアルドラーゼをコードする遺伝子組換え腐生菌の少なくと
も1つの遺伝子、及び/又は少なくとも1つのエリスリトール利用因子(EUF)をコードする遺
伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子は、プラスミド上に存在する。好ましくは、
少なくとも1つの膜結合型アルジトールトランスポーターをコードする遺伝子組換え腐生
菌の少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのエリスロースレダクターゼをコードする遺
伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのトランスケトラーゼをコー
ドする遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子、少なくとも1つのトランスアルドラ
ーゼをコードする遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺伝子、及び/又は少なくとも1
つのエリスリトール利用因子(EUF)をコードする遺伝子組換え腐生菌の少なくとも1つの遺
伝子はそれぞれ、別個のプラスミド上に存在する。
【０１２３】
本発明の特に好ましい実施形態では、遺伝子組換え腐生菌は、ウェステルダイク真菌多様
性研究所(Westerdijk Fungal Biodiversity Institute)にCBS番号146708で寄託されてい
るトリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)株である。
【０１２４】
本発明の好ましい実施形態によれば、少なくとも1種の腐生菌は、工程a)において、少な
くとも5L、好ましくは少なくとも10L、好ましくは少なくとも25L、好ましくは少なくとも
50L、好ましくは少なくとも100L、好ましくは少なくとも250L、好ましくは少なくとも500
L、好ましくは少なくとも1,000L、好ましくは少なくとも2,500L、好ましくは少なくとも7
,500L、好ましくは少なくとも10,000L、好ましくは少なくとも25,000L、好ましくは少な
くとも50,000L、好ましくは少なくとも75,000L、好ましくは少なくとも100,000Lの容積で
培養される。
【０１２５】
本発明の更に好ましい実施形態では、少なくとも1種の腐生菌は、工程a)において、培地
が少なくとも250mg/L、好ましくは少なくとも300mg/L、好ましくは少なくとも350mg/L、
好ましくは少なくとも400mg/L、好ましくは少なくとも450mg/L、好ましくは少なくとも50
0mg/L、好ましくは少なくとも600mg/L、好ましくは少なくとも700mg/L、好ましくは少な
くとも800mg/L、好ましくは少なくとも900mg/L、好ましくは少なくとも1g/L、好ましくは
少なくとも2g/L、好ましくは少なくとも3g/L、好ましくは少なくとも4g/L、好ましくは少
なくとも5g/L、好ましくは少なくとも6g/L、好ましくは少なくとも7g/L、好ましくは少な
くとも8g/L、好ましくは少なくとも9g/L、好ましくは少なくとも10g/L、好ましくは少な
くとも15g/L、好ましくは少なくとも20g/L、好ましくは少なくとも25g/L、好ましくは少
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なくとも30g/L、好ましくは少なくとも35g/L、好ましくは少なくとも40g/Lの濃度のエリ
スリトールを含有するまで培地中で培養される。
【０１２６】
特に好ましくは、少なくとも1種の腐生菌は、培地が250mg/L～40g/L、好ましくは500mg/L
～40g/L、好ましくは750mg/L～40g/L、好ましくは1g/L～40g/Lの濃度のエリスリトールを
含有するまで培地中で培養される。
【０１２７】
更に好ましい実施形態では、少なくとも1種の腐生菌は、培地が5g/L～40g/L、好ましくは
10g/L～40g/L、好ましくは15g/L～40g/L、好ましくは20g/L～40g/L、好ましくは25g/L～4
0g/L、好ましくは30g/L～40g/Lの濃度のエリスリトールを含有するまで培地中で培養され
る。
【０１２８】
本発明の好ましい実施形態によれば、エリスリトールの収量は、少なくとも3mg/g、好ま
しくは少なくとも4mg/g、好ましくは少なくとも5mg/g、好ましくは少なくとも6mg/g、好
ましくは少なくとも7mg/g、好ましくは少なくとも8mg/g、好ましくは少なくとも9mg/g、
好ましくは少なくとも10mg/g、好ましくは少なくとも11mg/g、好ましくは少なくとも12mg
/g、好ましくは少なくとも13mg/g、好ましくは少なくとも14mg/g、好ましくは少なくとも
15mg/g、好ましくは少なくとも17.5mg/g、好ましくは少なくとも20mg/g、好ましくは少な
くとも25mg/g、好ましくは少なくとも30mg/g、好ましくは少なくとも40mg/g、好ましくは
少なくとも50mg/g、好ましくは少なくとも75mg/g、好ましくは少なくとも100mg/gである(
それぞれ消費された炭素源1gあたりのエリスリトールのmg数、特に、消費されたグルコー
ス1gあたりのエリスリトールのmg数に基づく)。
【０１２９】
好ましい実施形態では、エリスリトールの収量は、3～100mg/g、好ましくは4～100mg/g、
好ましくは5～100mg/g、好ましくは6～100mg/g、好ましくは7～75mg/g、好ましくは8～75
mg/g、好ましくは9～75mg/g、好ましくは10～75mg/g、好ましくは15～50mg/gである(それ
ぞれ消費された炭素源1gあたりのエリスリトールのmg数、特に、消費されたグルコース1g
あたりのエリスリトールのmg数に基づく)。
【０１３０】
本発明の特に好ましい実施形態では、少なくとも1種の腐生菌は、工程a)において、2～7
、好ましくは2.5～6.5、好ましくは2.5～6、好ましくは3～5.5の範囲のpHの培地中で培養
される。特に好ましくは、少なくとも1種の腐生菌は、多くとも7、好ましくは多くとも6.
5、好ましくは多くとも6、好ましくは多くとも5.5、好ましくは多くとも5のpHの培地中で
培養される。
【０１３１】
本発明の好ましい実施形態によれば、少なくとも1種の腐生菌は、工程a)において、25～3
5℃、好ましくは26～34℃、好ましくは27～33℃、好ましくは28～32℃、好ましくは29～3
1℃、好ましくは30℃の温度の培地中で培養される。
【０１３２】
本発明の好ましい実施形態では、少なくとも1種の腐生菌は、工程a)において、少なくと
も15℃、好ましくは少なくとも20℃、好ましくは少なくとも25℃、好ましくは少なくとも
26℃、好ましくは少なくとも27℃、好ましくは少なくとも28℃の温度の培地中で培養され
る。
【０１３３】
更に好ましい実施形態では、少なくとも1種の腐生菌は、工程a)において、多くとも35℃
、好ましくは多くとも34℃、好ましくは多くとも33℃、好ましくは多くとも32℃、好まし
くは多くとも31℃の温度の培地中で培養される。
【０１３４】
好ましくは、少なくとも1種の腐生菌は、工程a)において、少なくとも24時間、好ましく
は少なくとも36時間、好ましくは少なくとも48時間、好ましくは少なくとも60時間、好ま
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しくは少なくとも72時間、好ましくは少なくとも84時間、好ましくは少なくとも96時間、
好ましくは少なくとも108時間、好ましくは少なくとも120時間、好ましくは少なくとも13
2時間、好ましくは少なくとも144時間、好ましくは少なくとも156時間、好ましくは少な
くとも168時間にわたって培地中で培養される。
【０１３５】
本発明の更に好ましい実施形態では、少なくとも1種の腐生菌は、工程a)において、多く
とも240時間、好ましくは多くとも216時間、好ましくは多くとも192時間、好ましくは多
くとも180時間、好ましくは多くとも168時間、好ましくは多くとも156時間、好ましくは
多くとも144時間、好ましくは多くとも132時間、好ましくは多くとも120時間、好ましく
は多くとも108時間、好ましくは多くとも96時間、好ましくは多くとも84時間、好ましく
は多くとも72時間にわたって培地中で培養される。
【０１３６】
本発明の好ましい実施形態によれば、工程a)における少なくとも1種の腐生菌の培養は、
培養中に浸透圧的に有効な薬剤を添加せずに、特に、培養中に少なくとも1種の塩を添加
せずに行われる。特に好ましくは、工程a)における少なくとも1種の腐生菌の培養は、培
養中に塩化ナトリウム(NaCl)を添加せずに行われる。
【０１３７】
本発明の好ましい実施形態では、工程a)における少なくとも1種の腐生菌の培養は、バッ
チモードで行われる。好ましくは、工程a)における少なくとも1種の腐生菌の培養は、フ
ェドバッチモードで行われる。別の好ましい実施形態では、工程a)における少なくとも1
種の腐生菌の培養は、連続モードで行われる。
【０１３８】
本発明の更に好ましい実施形態では、エリスリトールは、結晶化によって工程c)において
回収される。
【０１３９】
本発明の特に好ましい実施形態では、工程b)におけるエリスリトールの回収は、
i)バイオマスの除去、好ましくは、遠心分離及び膜濾過によるバイオマスの除去、
ii)培地の脱色、好ましくは活性炭による培地の脱色、
iii)培地の脱塩、好ましくは電気透析による培地の脱塩及び脱色、
iv)分取クロマトグラフィー、好ましくは、イオン排除及びサイズ排除機構を使用した逆
相クロマトグラフィー、並びに
v)エリスリトールの濃縮及び結晶化
の工程を含む。
【０１４０】
本発明の好ましい実施形態によれば、熱変性工程は、工程i)の前、間又は後に行われる。
好ましくは、熱変性工程は、工程i)の前に行われる。更に好ましい実施形態では、熱変性
工程は、工程i)の間に行われる。好ましくは、熱変性工程は、工程i)の後に行われる。
【０１４１】
特に好ましくは、熱変性工程は、少なくとも45℃、好ましくは少なくとも50℃、好ましく
は少なくとも55℃、好ましくは少なくとも60℃、好ましくは少なくとも65℃、好ましくは
少なくとも70℃、好ましくは75℃、好ましくは少なくとも80℃、好ましくは少なくとも85
℃、好ましくは少なくとも90℃、好ましくは少なくとも95℃の温度に培地を加熱すること
を含む。
【０１４２】
本発明の好ましい実施形態では、培地は、少なくとも10秒、好ましくは少なくとも20秒、
好ましくは少なくとも30秒、好ましくは少なくとも40秒、好ましくは少なくとも50秒、好
ましくは少なくとも1分、好ましくは少なくとも2分、好ましくは少なくとも3分、好まし
くは少なくとも4分、好ましくは少なくとも5分、好ましくは少なくとも6分、好ましくは
少なくとも7分、好ましくは少なくとも8分、好ましくは少なくとも9分、好ましくは少な
くとも10分にわたって熱変性にかけられる。
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【０１４３】
熱変性工程は主に、更なる回収工程を行う前に培地中のタンパク質及び酵素を熱不活化す
るのに役立つ。
【０１４４】
本発明の特に好ましい実施形態では、工程b)において回収されるエリスリトール、特に、
工程v)において得られるエリスリトールは、少なくとも90%、好ましくは少なくとも92%、
好ましくは少なくとも94%、好ましくは少なくとも96%、好ましくは少なくとも97%、好ま
しくは少なくとも97.5%、好ましくは少なくとも98%、好ましくは少なくとも98.5%、好ま
しくは少なくとも99%、好ましくは少なくとも99.5%の純度を有する。
【０１４５】
本明細書で使用する用語「遺伝子組換え」及びその文法的同等物は、核酸(例えば、生物
のゲノム内、特に腐生菌のゲノム内の核酸)の1つ以上の改変を意味する。「遺伝子組換え
」腐生菌は、(特に不活性化された)遺伝子において、付加、欠失及び/又は改変された腐
生菌を指すことができる。
【０１４６】
本発明の文脈において、用語「エリスロースレダクターゼ」は、アルドースのアルジトー
ルへの可逆的還元を触媒する任意の酵素であって、エリスロースのエリスリトールへの還
元に対して主に特異的活性を有する酵素に関する。そのため、本発明による「エリスロー
スレダクターゼ」は、基質であるエリスロースに対して高い特異性及び親和性を示す。特
に、「エリスロースレダクターゼ」は、グリセロール等の任意の他の基質に対するよりも
エリスロースに対して高い特異性を有する。
【０１４７】
本明細書で使用する「膜結合型アルジトールトランスポーター」という用語は、外膜を透
過してアルジトールを可逆的に輸送するのに適した、特に細胞内で生成されたアルジトー
ルを培地へと輸送するのに適した、膜タンパク質を指す。本発明によれば、「膜結合型ア
ルジトールトランスポーター」は、細胞内で生成されたエリスリトールを、膜を透過して
培地へと輸送するのに適している。
【０１４８】
本発明の文脈では、「トランスケトラーゼ」という用語は、ケトース供与体から受容体ア
ルドペントースへのC-2ユニットのチアミン依存的可逆的転移を触媒する、ペントースリ
ン酸経路の酵素を指す。特に、「トランスケトラーゼ」は、キシルロース-5-リン酸から
リボース-5-リン酸へのC-2ユニットの転移を触媒し、セドヘプツロース-7-リン酸(seduhe
ptulose-7-phosphate)及びグリセルアルデヒド-3-リン酸を形成する。
【０１４９】
「トランスアルドラーゼ」という用語は、ケトース供与体から受容体アルドースへのC-3
ユニットの可逆的転移を触媒する、ペントースリン酸経路の非酸化的過程の酵素を指す。
特に、「トランスケトラーゼ」は、セドヘプツロース-7-リン酸からグリセルアルデヒド-
3-リン酸へのC-3ユニットの転移を触媒し、エリスロース-4-リン酸及びフルクトース-6-
リン酸を形成する。
【０１５０】
本発明の文脈では、「不活性化された」遺伝子は、一時的又は永久的に転写されることが
できない遺伝子、或いは転写され得るがその転写物が遺伝子翻訳のためにアクセスできな
い遺伝子である。本発明によれば、遺伝子の不活性化には、部分的又は完全な遺伝子欠失
、部分的又は完全な遺伝子置換、遺伝子抑制、遺伝子挿入、及び遺伝子の突然変異による
不活性化が含まれるが、これらに限定されない。本発明の文脈における「不活性化」は、
転写物が遺伝子産物へと翻訳されるのを阻害する、(特にRNAi又はsiRNAによる)任意の転
写後遺伝子調節を更に含む。
【０１５１】
本発明の文脈では、「非機能性」遺伝子は、生物のゲノム又は生物中のプラスミドに存在
する遺伝子であって、その遺伝子は転写されないか、又は転写されるがその転写物は遺伝
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子産物へと翻訳されないものである。
【０１５２】
本発明の文脈では、「削除された」遺伝子とは、以前は生物のゲノム又は生物中のプラス
ミドに存在していたが、生物のゲノム又は生物中のプラスミドから完全に欠失している遺
伝子である。
【０１５３】
本発明の文脈では、「過剰発現させる」という動詞は、遺伝子を人工的に増量して発現さ
せることを意味する。これには、誘導性プロモーターを用いた制御可能な遺伝子の誘導性
過剰発現と、構成的プロモーターを用いた遺伝子の常時過剰発現とが含まれる。
【０１５４】
「オリゴマー糖」又は「オリゴマーC-5及びC-6糖」という用語は、本明細書中、少なくと
も2つのモノマーで構成される、好ましくはC-5及びC-6糖から選択される少なくとも2つの
モノマーで構成される二糖、オリゴ糖、及び多糖について使用される。
【０１５５】
本発明の文脈において、「1つの」という用語は、「1つの」又は「1つ以上の」という意
味を包含する。
【０１５６】
本発明の文脈では、「含む(comprising)」という用語は、好ましくは「含有する(contain
ing)」又は「含む(including)」の意味を有し、更なる要素の存在を排除することなく、
具体的に特定された要素を含むことを意味する。しかしながら、好ましい実施形態では、
「含む(comprising)」という用語は、「から本質的になる(consisting essentially of)
」の意味も有すると理解され、更に好ましい実施形態では、「からなる(consisting of)
」の意味も有すると理解される。
【０１５７】
本明細書では、「及び/又は」という用語は、リスト内に連ねられた個々の要素の任意の
組み合わせの開示を表現するために使用される。単なる例として、「A、B、及び／又はC
」という表現は、Aのみ、Bのみ、Cのみ、(A及びB)、(B及びC)、(A及びC)、並びに(A、B及
びC)を意味し得る。
【０１５８】
本発明の更に好ましい実施形態は、従属項の主題である。
【０１５９】
以下の実施例及び添付の図面によって、本発明を更に説明する。
【図面の簡単な説明】
【０１６０】
【図１】図1は、炭素源として50g/L、70g/L又は90g/Lのグルコース及び窒素源として80mM
の尿素を含む培地中での168時間のインキュベーション後のトリコデルマ・リーゼイ(Tric
hoderma reesei)によるエリスリトール産生に対する、培地中の炭素源濃度の影響を示す
。
【図２】図2は、炭素源として70g/Lのグルコース及び窒素源として20mM、60mM又は80mMの
尿素を含む培地中での168時間のインキュベーション後のトリコデルマ・リーゼイ(Tricho
derma reesei)によるエリスリトール産生に対する、培地中の窒素源濃度の影響を示す。
【図３】図3は、炭素源として10g/L、50g/L又は100g/Lのグルコース及び窒素源として20m
Mの硫酸アンモニウムを含む培地中での24、48、72、96及び120時間のインキュベーション
後の、遺伝子改変された株QM6a△tmus53 fps1(Reasl1) err1(Repyr4) △mpdh(「改変株」
)及び対応する親株QM6a△tmus53(「PS」)によるエリスリトール産生に対する初期炭素源
濃度の影響を示す。
【図４】図4は、炭素源として50g/Lのグルコースを含む培地中での96時間の培養後の、ト
リコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)(QM6a△tmus53)のエリスリトール産生に対す
る、20mM又は80mMの濃度の異なる窒素源の効果を示す。
【図５】図5は、炭素源として50g/Lのグルコース及び20mM又は80mMのそれぞれの窒素源を
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含む培地中で96時間の培養後のトリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)(QM6a△tmu
s53)のバイオマス生成(乾燥重量)に対する窒素源の影響を示す。
【図６】図6は、70g/Lのグルコース及び60mM、70mM、80mM、90mM、100mM、110mM若しくは
120mMの尿素を含む培地又は50g/Lのグルコース及び80mMの尿素を含む培地(右側のバー)中
での168時間の培養後のトリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)(QM6a△tmus53)の
エリスリトール産生に対する尿素濃度の影響を示す。
【０１６１】
(実施例)
1.エリスリトールのバイオ技術による生産
1.1 エリスリトール産生に対する炭素源濃度の影響
トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)を、炭素源として50g/L、70g/L又は90g/L
のグルコース及び窒素源として80mMの尿素を含有する100mLの培地をそれぞれ含む250mLの
フラスコ中で培養した。
【０１６２】
168時間の培養後、エリスリトール濃度を、試料の培地中で測定した。試料中のエリスリ
トールの平均濃度は、0.733g/L(50g/Lグルコース)、0.978g/L(70g/Lグルコース)、及び0.
952g/L(90g/Lグルコース)であった(図1を参照されたい)。
【０１６３】
1.2 エリスリトール産生に対する窒素源濃度の影響
同様の実験において、トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)を、炭素源として70
g/Lのグルコース及び窒素源として20mM、60mM又は80mMの尿素を含有する100mLの培地を
それぞれ含む250mLのフラスコ中で培養した。
【０１６４】
168時間の培養後、試料の培地中のエリスリトール濃度を測定した。試料中のエリスリト
ールの平均濃度は、0.051g/L(20mM尿素)、0.55g/L(60mM尿素)、及び0.978g/L(80mM尿素)
であった(図2を参照されたい)。
【０１６５】
1.3 遺伝子改変された株及び対応する親株によるエリスリトールの産生に対する初期グル
コース濃度の影響
トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)株QM6a△tmus53 fps1(Reasl1) err1(Repyr
4) △mpdh(「改変株」)及び対応する親株QM6a△tmus53(「PS」)を、炭素源として10g/L、
50g/L又は100g/Lのグルコース及び窒素源として20mMの硫酸アンモニウムを含有する100mL
の培地をそれぞれ含む250mLのフラスコ中で培養した。
【０１６６】
24、48、72、96、及び120時間の培養後、エリスリトール濃度を、試料の培地中で測定し
た(表1及び図3を参照されたい)。10g/Lのグルコースを含有する培地中でのみ、エリスリ
トールを検出することができなかった。
【０１６７】
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【表１】

【０１６８】
1.4 トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)によるエリスリトール産生に対する異
なる窒素源の影響
トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)のエリスリトール産生に対する異なる窒素
源の効果を調査するために、炭素源として50g/Lのグルコース及び窒素源として20mM又は8
0mMの硫酸アンモニウム、硝酸ナトリウム、又は尿素のいずれかを含む100mLの培地を含む
250mLのフラスコ中で、QM6a△tmus53株を培養した。
【０１６９】
96時間の培養後、エリスリトール濃度を、試料の培地中で測定した。試料中のエリスリト
ールの平均濃度は、0.018g/L(50g/Lグルコース、20mM NH4

+)、0.028g/L(50g/Lグルコース
、80mM NH4

+)、及び0.03g/L(50g/Lグルコース、20mM尿素)、0.301g/L(50g/Lグルコース、
80mM尿素)であった。窒素源として20又は80mMのNO3

-を用いた場合において96時間後に培
地中でエリスリトールを検出することができなかった(図4を参照されたい)。
【０１７０】
1.5 トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)の増殖に対する異なる窒素源の影響
炭素源として50g/Lのグルコース及び窒素源として20mM又は80mMの硫酸アンモニウム、硝
酸ナトリウム、又は尿素のいずれかを含有する100mLの培地をそれぞれ含む250mLのフラス
コ中で、トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)(QM6a△tmus53)を培養した。
【０１７１】
96時間の培養後、トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)の乾燥重量を、異なる試
料中で測定した。平均重量は、0.384g(50g/Lグルコース、20mM NH4

+)、0.417g(50g/Lグル
コース、80mM NH4

+)、0.107g(50g/Lグルコース、20mM NO3
-)、0.117g(50g/Lグルコース、

80mM NO3
-)、0.557g(50g/Lグルコース、20mM尿素)、及び1.007g(50g/Lグルコース、80mM

尿素)であった(図5を参照されたい)。
【０１７２】
1.6 エリスリトールの収量に対する培地中の尿素濃度の効果
培養の間にトリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)(QM6a△tmus53)によって消費さ
れるグルコースの量を参照した、エリスリトールの収量に対する培地中の尿素濃度の影響
を調査した。この目的のために、トリコデルマ・リーゼイ(Trichoderma reesei)を、炭素
源として70g/Lのグルコース及び窒素源として60mM、70mM、80mM、90mM、100mM、110mM又
は120mMの尿素を含む100mLの培地を含む250mLのフラスコ中で培養した。炭素源として50g
/Lのグルコース及び窒素源として80mMの尿素を含む100mLの培地の存在下でのトリコデル
マ・リーゼイ(Trichoderma reesei)の培養についても、エリスリトールの収量を測定した
。
【０１７３】
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168時間の培養後、培地中のエリスリトール濃度及びグルコース濃度の低下を、異なる試
料中で測定した。エリスリトールの平均収量(消費されたグルコース1ｇあたりのエリスリ
トールのmg数)は、3.03mg/g(70g/Lグルコース、60mM尿素)、18.59mg/g(70g/Lグルコース
、70mM尿素)、15.2mg/g(70g/Lグルコース、80mM尿素)、14.3mg/g(70g/Lグルコース、90mM
尿素)、9.92mg/g(70g/Lグルコース、100mM尿素)、8.47mg/g(50g/Lグルコース、110mM尿素
)、5.23mg/g(70g/Lグルコース、120mM尿素)及び15.43mg/g(50g/Lグルコース、80mM尿素)
であった(図6を参照されたい)。
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