
ES
 2

 7
59

 2
69

 T
3

11 2 759 269

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

51 Int. CI.:

C12N 15/09 (2006.01)

C12N 1/19 (2006.01)

C12P 7/56 (2006.01)

C12R 1/645 (2006.01)

C12N 9/04 (2006.01)

C12N 1/16 (2006.01)

C12N 15/81 (2006.01)

C12N 9/88 (2006.01)

12 TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA T3

86 Fecha de presentación y número de la solicitud internacional: 06.10.2015 PCT/JP2015/078394

87 Fecha y número de publicación internacional: 14.04.2016 WO16056566

96 Fecha de presentación y número de la solicitud europea: 06.10.2015 E 15849633 (1)
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: 28.08.2019 EP 3205721

Transformante y procedimiento para la producción del mismo, y procedimiento para la
producción de ácido láctico

 Título:54

30 Prioridad:

10.10.2014 JP 2014209048

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
08.05.2020

73 Titular/es:

JMTC ENZYME CORPORATION (100.0%)
8-17-5, Ginza, Chuo-ku
Tokyo 104-0061, JP

72 Inventor/es:

HARA, FUTOSHI;
KASHIMA, AYAKO y
KIMURA, SHUICHIRO

74 Agente/Representante:

SALVÀ FERRER, Joan

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por
la Oficina Europea de Patentes

Observaciones:

Aviso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín Europeo de Patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesión de Patentes Europeas).



 
 

 2

DESCRIPCIÓN 
 

Transformante y procedimiento para la producción del mismo, y procedimiento para la producción de ácido láctico 
 
Campo técnico 5 
 
La presente invención se refiere a un transformante y su proceso de producción, y a un procedimiento para producir 
ácido láctico. Específicamente, un transformante que contiene un gen de lactato deshidrogenasa (un gen que 
codifica lactato deshidrogenasa (LDH), y en lo sucesivo también referido como gen de LDH) introducido en 
Schizosaccharomyces pombe (en lo sucesivo también denominado como S. pombe), en el que un gen que es una 10 
parte de un grupo de genes que codifican la piruvato descarboxilasa está eliminado o inactivado, un proceso de 
producción del transformante, y un procedimiento para producir ácido láctico mediante el cultivo del transformante en 
un caldo de cultivo y la recuperación del ácido láctico a partir del caldo de cultivo. 
 
Estado de la técnica 15 
 
El ácido láctico es ampliamente utilizado en alimentos y materias primas químicas utilizadas para la medicina, 
cosméticos, etc. Además, el ácido poliláctico obtenido utilizando ácido láctico ha atraído la atención como un plástico 
biodegradable que se degrada finalmente en dióxido de carbono y agua por microorganismos. Por lo tanto, es 
necesario producir ácido láctico a un bajo costo con una alta productividad. 20 
 
Como procedimiento para producir ácido láctico, un procedimiento de producción biológica en el que un sacárido es 
fermentado por bacterias del ácido láctico. Sin embargo, dado que la resistencia a los ácidos del ácido láctico es 
baja, con el fin de lograr una alta productividad de este procedimiento, se requiere que el ácido láctico producido por 
fermentación se convierta en una sal de ácido láctico mediante la neutralización con un álcali. Tal neutralización con 25 
un álcali requiere una etapa para la restauración del ácido láctico a partir de la sal de ácido láctico, por lo que los 
pasos de producción se complican y el coste de producción se eleva. 
 
Como procedimiento para la obtención de ácido láctico sin llevar a cabo la neutralización con un álcali, un 
procedimiento que utiliza un transformante preparado mediante la introducción de un gen que codifica LDH en un 30 
huésped de levadura. Por ejemplo, el Documento de Patente 1 describe que el ácido láctico se puede producir con 
una alta productividad, sin llevar a cabo una etapa de neutralización con un álcali, mediante el cultivo de un 
transformante que contiene un gen de LDH que deriva de mamíferos, tales como seres humanos y se introduce en 
un huésped de S. pombe, en el que un gen que es una parte de un grupo de genes que codifican la piruvato 
descarboxilasa del huésped de S. pombe está eliminado o inactivado. Además, el Documento de Patente 2 da a 35 
conocer que el ácido láctico se puede obtener mediante el uso de un transformante preparado introduciendo un gen 
de L-lactato deshidrogenasa de Lactobacillus plantarum en un Saccharomyces cerevisiae que no produce 
esencialmente etanol cuando se cultiva en un medio de cultivo. 
 
Además, el Documento de Patente 3 describe que un transformante que contiene un gen de LDH de Lactobacillus 40 
pentosus (gen de LpLDH) introducido en un huésped de S. pombe, en el que un gen que es una parte de un grupo 
de genes que codifican la piruvato descarboxilasa del huésped de S. pombe está eliminado o inactivado, tiene una 
capacidad de producción de ácido láctico al mismo nivel que o un nivel mayor que el transformante descrito en el 
Documento de Patente 1. Y, particularmente, se describe que, mediante la introducción de un gen de LpLDH en 
combinación con un gen de LDH derivado de ser humano (gen de HsLDH), la capacidad de producción de ácido 45 
láctico puede ser mejorada significativamente en comparación con un transformante transformado con una sola 
copia del gen de HsLDH o un transformante transformado con una sola copia del gen de HsLDH y una sola copia de 
un gen de LDH derivado de otras especies. 
 
Lista de citas 50 
 
Bibliografía de Patentes 
 
[Documento de patente 1] Publicación Internacional PCT Nº WO2011/021629 
[Documento de patente 2] Traducción de la publicación japonesa No. 2007-512018 de la Publicación Internacional 55 
PCT 
[Documento de patente 3] Publicación Internacional PCT Nº WO2014/030655 
 
Características de la invención 
 60 
Problema técnico 
 
Para producir ácido láctico de manera eficiente, se prefiere un excelente transformante en la capacidad de 
producción de ácido láctico y en la capacidad de crecimiento. Sin embargo, tal como se describe en el siguiente 
Ejemplo 1, la tendencia general de una cepa mutante preparada mediante introducción de un gen de LDH exógeno 65 
es que tenga una alta capacidad de producción de ácido láctico y una baja capacidad de crecimiento. 
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La presente invención proporciona un transformante de S. pombe que puede producir ácido láctico con una elevada 
productividad sin requerir neutralización con un álcali y es excelente en la capacidad de producción de ácido láctico 
y capacidad de crecimiento, y el proceso de producción del mismo. 
 5 
Además, la presente invención proporciona un procedimiento para producir ácido láctico, con una alta productividad 
sin requerir neutralización con un álcali, mediante el uso del transformante. 
 
En el presente documento, el ácido láctico según la presente invención significa ácido L-láctico que se obtiene 
mediante un procedimiento biológico. 10 
 
Solución al problema 
 
Un transformante de Schizosaccharomyces pombe que comprende 3 copias de un gen de lactato deshidrogenasa 
humano e introducido en un huésped de Schizosaccharomyces pombe, en el que un gen que codifica piruvato 15 
descarboxilasa 2 del huésped de Schizosaccharomyces pombe está eliminado o inactivado, y el proceso de 
producción, tal como se define en las reclamaciones. 
 
La presente solicitud da a conocer un transformante que contiene de 3 a 5 copias de un gen de lactato 
deshidrogenasa derivado de ser humano e introducido en un huésped de Schizosaccharomyces pombe, en el que 20 
un gen que es una parte de un grupo de genes que codifican la piruvato descarboxilasa del huésped de 
Schizosaccharomyces pombe está eliminado o inactivado. 
 
Además, la presente solicitud también describe un transformante caracterizado por proporcionar una concentración 
celular de al menos 4,0 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro de un caldo de cultivo preparado mediante 25 
inoculación de células, a una concentración celular inicial de 0,04 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro, 
en un matraz de Sakaguchi de 500 ml que contiene 100 ml de un caldo de cultivo líquido que incluye 1% de extracto 
de levadura, 2% de peptona y 6% de glucosa, y a continuación el cultivo durante 20 horas a una temperatura de 32 
°C con condiciones de agitación de 110 rpm y 7 cm de recorrido, y disposición de una concentración de ácido láctico 
de por lo menos 80 g/l de un licor de fermentación preparado mediante inoculación de las células, a una 30 
concentración celular inicial de 0,04 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro en un matraz de Sakaguchi de 
500 ml que contiene 100 ml de un caldo de cultivo líquido que incluye 1% de extracto de levadura, 2% de peptona y 
6% de glucosa, y a continuación el cultivo durante 20 horas a una temperatura de 32 °C con condiciones de 
agitación de 110 rpm y 7 cm de recorrido, seguido de la inoculación de las células obtenidas de este modo, a una 
concentración celular inicial de 36 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro en un tubo de ensayo que tiene 35 
un diámetro de 18 mm y una longitud de 150 mm y que contiene 4,5 ml de una solución acuosa de glucosa al 11,1% 
y, a continuación, la fermentación durante 3 horas a una temperatura de 32 °C con condiciones de agitación con un 
ángulo de agitación de 43,5 °, 110 rpm y 7 cm de recorrido. 
 
El transformante es, preferiblemente, un transformante que contiene al menos un gen de lactato deshidrogenasa 40 
introducido en un huésped de Schizosaccharomyces pombe, en el que un gen que es una parte de un grupo de 
genes que codifican piruvato descarboxilasa del huésped de Schizosaccharomyces pombe está eliminado o 
inactivado. 
 
El gen que codifica la piruvato descarboxilasa eliminado o inactivado es preferiblemente un gen de PDC2. Además, 45 
el gen de LDH está integrado preferiblemente en un cromosoma de Schizosaccharomyces pombe. 
 
Además, el procedimiento para producir el transformante descrito en el presente documento es un proceso para 
producir un transformante que contiene de 3 a 5 copias de un gen de lactato deshidrogenasa derivado de ser 
humano y que presenta la deleción o inactivación de un gen que es una parte de un grupo de genes que codifican la 50 
piruvato descarboxilasa, caracterizado por la introducción de un casete de expresión que comprende un promotor y 
un terminador capaz de funcionar en Schizosaccharomyces pombe y un gen de lactato deshidrogenasa en de las 
posiciones 3 a 5 del cromosoma de un huésped de Schizosaccharomyces pombe para obtener un transformante, y 
la utilización de un huésped en el que un gen que es una parte de un grupo de genes que codifica la piruvato 
descarboxilasa está eliminado o inactivado como el huésped de Schizosaccharomyces pombe o la eliminación o 55 
inactivación de un gen que es una parte de un grupo de genes que codifican la piruvato descarboxilasa del 
transformante obtenido. 
 
En el proceso para producir el transformante descrito en el presente documento, el casete de expresión se introduce 
preferiblemente en una región seleccionada de una región que comprende de 10.000 pb en dirección 5’ a 10.000 pb 60 
en dirección 3’ de un locus del gen eno101, una región que comprende de 10.000 pb en dirección 5’ a 10.000 pb en 
dirección 3’ de un locus del gen leu1, y una región que comprende de 10.000 pb en dirección 5’ a 10.000 pb en 
dirección 3’ de un locus del gen gpml. 
 
Además, en el procedimiento para producir el transformante descrito en este documento, el gen que codifica piruvato 65 
descarboxilasa eliminado o inactivado es preferiblemente un gen de PDC2. 
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Además, el procedimiento para producir ácido láctico de la presente invención está compuesto de cultivar el 
transformante, y recuperar ácido láctico a partir de un caldo de cultivo. 
 
En el procedimiento para producir ácido láctico de la presente invención, se usa preferiblemente un caldo de cultivo 5 
que tiene una concentración de glucosa del 1 al 50 % en masa para el cultivo del transformante. Además, se 
continúa el cultivo preferiblemente después de que el pH del caldo de cultivo sea de 3,5 o menor debido al ácido 
láctico producido por el transformante. 
 
Además, el cultivo se continúa preferiblemente sin neutralizar el ácido láctico producido por el transformante en el 10 
caldo de cultivo, y el ácido láctico se separa preferiblemente del caldo de cultivo sin neutralizar el ácido láctico 
producido por el transformante en el caldo de cultivo. 
 
La presente invención se define por las reivindicaciones. 
 15 
Efectos ventajosos de la invención 
 
El transformante de S. pombe de la presente invención es excelente en capacidad de crecimiento, y puede producir 
ácido láctico con una elevada productividad sin requerir neutralización con un álcali. Además, es adecuado para la 
producción de ácido láctico en presencia de alta concentración de sacáridos, en particular glucosa, fructosa, 20 
sacarosa y maltosa, y también es adecuado para un cultivo de alta densidad. Además, también es excelente en la 
capacidad de producción de ácido láctico a largo plazo en un cultivo continuo bajo condiciones de oxígeno elevado. 
 
El transformante se puede producir convenientemente de acuerdo con el proceso de producción de transformante de 
la presente invención. 25 
 
Además, el procedimiento de producción de ácido láctico de la presente invención puede producir ácido láctico con 
una elevada productividad sin llevar a cabo una etapa de neutralización con un álcali. 
 
Breve descripción de los dibujos 30 
 
La Fig. 1 es una figura esquemática que ilustra la estructura del vector recombinante PSM-HsLDH. 
La Fig. 2 es una figura esquemática que ilustra la estructura del vector recombinante PSN-HsLDH. 
La Fig. 3 es un diagrama de dispersión que muestra la concentración de ácido láctico (g/litro) después de la 
fermentación de 3 horas (eje vertical) y una concentración de células (g (sobre una base de peso celular en seco 35 
(dcw))/litro) de un caldo de cultivo después del cultivo durante 20 horas (eje horizontal), de cada transformante en el 
Ejemplo 1. 
La Fig. 4 es un gráfico que muestra los resultados de medición de DO660 de un caldo de cultivo después del cultivo 
durante 60 horas y una concentración de ácido láctico (g/litro) de un licor de fermentación después de la 
fermentación de 3 horas, de cada transformante en el Ejemplo 2. 40 
La Fig. 5 es un gráfico que muestra los cambios en el transcurso del tiempo en una concentración de ácido láctico 
(g/litro) de un licor de fermentación en la fermentación continua de cada transformante en el Ejemplo 3. 
 
Descripción de las realizaciones 
 45 
[Transformante] 
 
El primer transformante descrito en el presente documento se caracteriza por que contiene de 3 a 5 copias de un 
gen de lactato deshidrogenasa derivado de ser humano e introducido en un huésped de Schizosaccharomyces 
pombe, en el que un gen que es una parte de un grupo de genes que codifican la piruvato descarboxilasa del 50 
huésped de Schizosaccharomyces pombe está eliminado o inactivado. El primer transformante tiene una capacidad 
suficientemente alta de crecimiento, a pesar de que tiene una capacidad de producción elevada de ácido láctico. Por 
lo tanto, es muy adecuado como bacteria de ácido láctico para la producción de ácido láctico a escala industrial. 
 
El gen que codifica la piruvato descarboxilasa eliminado o inactivado es preferiblemente un gen de PDC2. Además, 55 
el gen de LDH está integrado preferiblemente en un cromosoma de Schizosaccharomyces pombe. 
 
El segundo transformante descrito en este documento se caracteriza por proporcionar una concentración de células 
de al menos 4,0 g (sobre una base de peso celular seco)/litro de un caldo de cultivo preparado mediante la 
inoculación de células, a una concentración celular inicial de 0,04 g (sobre una base de peso celular seco)/litro, en 60 
un matraz de Sakaguchi de 500 ml que contiene 100 ml de un caldo de cultivo líquido que incluye 1% de extracto de 
levadura, 2% de peptona y 6% de glucosa, y a continuación el cultivo durante 20 horas a una temperatura de 32 °C 
con condiciones de agitación de 110 rpm y 7 cm de recorrido, y disposición de una concentración de ácido láctico de 
por lo menos 80 g/l de un licor de fermentación preparado mediante inoculación de las células, a una concentración 
celular inicial de 0,04 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro en un matraz de Sakaguchi de 500 ml que 65 
contiene 100 ml de un caldo de cultivo líquido que incluye 1% de extracto de levadura, 2% de peptona y 6% de 
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glucosa, y a continuación el cultivo durante 20 horas a una temperatura de 32 °C con condiciones de agitación de 
110 rpm y 7 cm de recorrido, seguido de la inoculación de las células obtenidas de este modo, a una concentración 
celular inicial de 36 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro en un tubo de ensayo que tiene un diámetro de 
18 mm y una longitud de 150 mm y que contiene 4,5 ml de una solución acuosa de glucosa al 11,1% y, a 
continuación, la fermentación durante 3 horas a una temperatura de 32 °C con condiciones de agitación con un 5 
ángulo de agitación de 43,5 °, 110 rpm y 7 cm de recorrido. Como se describió anteriormente, el segundo 
transformante n tiene una capacidad suficientemente alta de crecimiento, a pesar de que tiene una capacidad de 
producción de ácido láctico elevada. Por lo tanto, es muy adecuado como bacteria de ácido láctico para la 
producción de ácido láctico a escala industrial. 
 10 
El segundo transformante es, preferiblemente, un transformante que contiene un gen de LDH introducido en un 
huésped de S. pombe, en el que un gen que es una parte de un grupo de genes que codifican la piruvato 
descarboxilasa del huésped de S. pombe está eliminado o inactivado. El primer transformante descrito en este 
documento es particularmente preferido como dicho segundo transformante. 
 15 
<S. pombe> 
 
S. pombe como huésped es una levadura del género Schizosaccharomyces (levadura de fisión), y es un 
microorganismo que es particularmente excelente en resistencia a los ácidos en comparación con otras 
levaduras. Además, se ha sabido que S. pombe es excelente en la productividad de ácido láctico bajo una alta 20 
concentración de glucosa y también es adecuado para un cultivo de alta densidad (cultivo utilizando una gran 
cantidad de levadura), en comparación con otras levaduras, tales como Saccharomyces cerevisiae. Por lo tanto, 
mediante el uso de un transformante de S. pombe, el ácido láctico puede producirse con una productividad 
significativamente alta. 
 25 
Aquí, la secuencia de nucleótidos completa de los cromosomas de S. pombe se almacena y se abre al público en la 
base de datos "PomBase (http://www.pombase.org/)". Los datos de la secuencia de genes de S. pombe descritos en 
la presente memoria están disponibles a partir de la base de datos mediante la búsqueda con un nombre de gen o la 
ID sistemática mencionada anteriormente. 
 30 
<Gen que codifica la piruvato descarboxilasa> 
 
Hay 4 tipos de genes en el grupo de genes que codifican la piruvato descarboxilasa (gen de piruvato descarboxilasa, 
en lo sucesivo denominado "gen de PDC") de S. pombe, y el grupo está compuesto de un gen que codifica piruvato 
descarboxilasa 1 (en lo sucesivo denominado "gen de PDC 1"), un gen que codifica piruvato descarboxilasa 2 (en lo 35 
sucesivo denominado "gen de PDC 2"), un gen que codifica piruvato descarboxilasa 3 (en lo sucesivo denominado 
"gen de PDC 3") y un gen que codifica piruvato descarboxilasa 4 (en lo sucesivo denominado "gen de PDC 4"). Entre 
ellos, el gen de PDC 2 y el gen de PDC 4 son los genes de PDC que tienen importantes funciones en S. pombe. Las 
ID sistemáticas de los respectivos genes de PDC son los siguientes. 
Gen de PDC 1 (Pdc 1): SPAC13A11.06 40 
Gen de PDC 2 (Pdc 2): SPAC1F8.07c 
Gen de PDC 3 (Pdc 3): SPAC186.09 
Gen de PDC 4 (Pdc 4): SPAC3G9.11c 
 
Los datos de secuencia de cada gen de PDC se pueden obtener de la base de datos del gen de S. pombe descrito 45 
anteriormente mediante la búsqueda con los nombres de genes o los ID sistemáticos. 
 
En el caso de S. pombe de tipo salvaje, la glucosa se metaboliza en ácido pirúvico por la vía glicolítica, el ácido 
pirúvico se convierte en acetaldehído por la piruvato descarboxilasa expresada a partir del gen de PDC mencionado 
anteriormente, y a continuación el acetaldehído se convierte en etanol por una alcohol deshidrogenasa, con lo cual 50 
se lleva a cabo la fermentación del etanol. Además, dado que S. pombe de tipo salvaje no tiene un gen de LDH 
funcional, no tiene una ruta para la producción de ácido láctico a partir de ácido pirúvico. 
 
Por otro lado, la LDH expresada a partir del gen de LDH introducido produce ácido láctico mediante la reducción de 
ácido pirúvico a ácido láctico. Por lo tanto, incluso cuando S. pombe de tipo salvaje está activado para producir ácido 55 
láctico mediante la introducción de un gen de LDH al mismo, su productividad de ácido láctico no resulta 
suficientemente alta porque la fermentación del etanol y la fermentación del ácido láctico se llevan a cabo como si 
fueran tal cual. 
 
El transformante de la presente invención tiene un cromosoma en el que una parte del grupo de genes que codifican 60 
la piruvato descarboxilasa está eliminada o inactivada. Mediante la eliminación o inactivación de un gen que es una 
parte del grupo de genes de PDC del transformante, la eficiencia de la fermentación en etanol del transformante 
disminuye y la cantidad de ácido pirúvico a convertir en etanol disminuye, con lo que aumenta la productividad del 
ácido láctico. Sin embargo, cuando todos los genes del grupo de genes de PDC son eliminados o inactivados, el 
crecimiento se inhibe debido a que la fermentación en etanol no puede llevarse a cabo en absoluto. Por lo tanto, la 65 
deleción o inactivación se limita a una parte del grupo de genes de PDC. 
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Se prefiere particularmente que el gen de PDC que sea eliminado o inactivado sea el gen de PDC2. El gen de PDC2 
es un gen de PDC que tiene una función particularmente principal. 
 
Como se ha descrito anteriormente, si todos los genes de PDC son eliminados o inactivados, el crecimiento del 5 
transformante se inhibe porque no puede llevar a cabo la fermentación del etanol. Por lo tanto, la deleción o 
inactivación de genes de PDC deben llevarse a cabo de manera que la eficiencia de la fermentación de ácido láctico 
se pueda incrementar mediante la disminución de la capacidad de fermentación del etanol, mientras se mantiene la 
capacidad de fermentación en etanol necesaria para el crecimiento para obtener una cantidad suficiente de 
transformantes. Los presentes inventores llevaron a cabo extensos estudios sobre este tema, y como resultado, han 10 
encontrado que cuando se elimina o inactiva el gen de PDC 2, el gen de PDC 4 es activado en un cierto grado, con 
lo que resulta posible lograr la capacidad de fermentación en etanol para la obtención de suficiente cantidad del 
transformante y la producción de ácido láctico a una alta eficiencia de fermentación. 
 
La deleción o inactivación de genes de PDC se puede llevar a cabo mediante procedimientos conocidos 15 
públicamente. Por ejemplo, se puede utilizar el sistema de Latour (Nucleic Acids Res., 2006, vol. 34, página e11, y 
WO2007/063919) para eliminar un gen de PDC. 
 
Además, el gen de PDC puede ser inactivado al causar una deleción, inserción, sustitución o adición en una parte de 
la secuencia de nucleótidos del gen de PDC. El gen puede mutarse por una sola de deleción, inserción, sustitución y 20 
adición, o por dos o más de ellas. 
 
Como procedimiento para introducir la mutación descrita anteriormente a una parte del gen de PDC, se pueden 
utilizar los procedimientos públicamente conocidos. Por ejemplo, un procedimiento de cribado de mutantes usando 
mutágenos (Koubo Bunshi Idengaku Jikken-Hou, 1996, Japón Scientific Sociedades Press), mutaciones al azar 25 
utilizando PCR (reacción en cadena de la polimerasa) (PCR Methods Appl., 1992, vol. 2, pág. 28- 33) y similares. 
 
Además, el gen de PDC en el que se introdujo una mutación en una parte del mismo puede expresar una piruvato 
descarboxilasa de tipo mutante sensible a la temperatura. La piruvato descarboxilasa de tipo mutante sensible a la 
temperatura es una enzima que muestra una actividad equivalente a la de la piruvato descarboxilasa de tipo salvaje 30 
a una cierta temperatura de cultivo, pero muestra la desaparición o la reducción de la actividad cuando la 
temperatura de cultivo alcanza una temperatura específica o superior. 
 
La cepa mutante que expresa dicha piruvato descarboxilasa de tipo mutante se puede obtener mediante la selección 
de una cepa que muestra una tasa de crecimiento equivalente a la de la levadura de tipo salvaje bajo una condición 35 
de temperatura a la que la actividad no se limita, mientras que muestra una significativa disminución de la tasa de 
crecimiento bajo una condición de temperatura específica en la que la actividad es limitada. 
 
<Gen de LDH> 
 40 
El transformante de la presente invención tiene al menos un gen de LDH. Tal como se describió anteriormente, S. 
pombe no tiene esencialmente un gen de LDH que muestra una fuerte actividad enzimática. Por lo tanto, el 
transformante se obtiene mediante la introducción de un gen de LDH de un organismo distinto de S. pombe en S. 
pombe mediante procedimientos de ingeniería genética. 
 45 
El origen biológico del gen de LDH introducido en el segundo transformante descrito en el presente documento no 
está particularmente limitado. Además, el número de genes de LDH introducidos en el segundo transformante puede 
ser 1 o al menos 2. En el caso de introducir una pluralidad de genes de LDH en un huésped, se puede introducir una 
pluralidad de genes de LDH derivados de la misma especie biológica o se puede introducir una combinación de 
genes de LDH derivados de diferentes especies biológicas. Ajustando adecuadamente las especies biológicas y el 50 
número de copias de genes de LDH introducidos en un huésped de S. pombe, se puede obtener un transformante 
que tiene una alta capacidad de producción de ácido láctico sin perjudicar su capacidad de crecimiento de manera 
significativa. 
 
El transformante descrito en este documento es preferiblemente un transformante que contiene de 3 a 5 copias de 55 
gen de HsLDH (número de acceso GenBank: X02152.1) introducidas en un huésped de S. pombe, en el que un gen 
que es una parte de un grupo de genes que codifican piruvato descarboxilasa del huésped de S. pombe está 
eliminado o inactivado (es decir, el primero transformante descrito anteriormente). El número de copias del gen de 
HsLDH contenidas en el transformante es más preferiblemente de 3 a 4, lo más preferiblemente 3. Como se muestra 
en el siguiente Ejemplo 1, la capacidad de crecimiento de un transformante, preparado mediante la introducción de 2 60 
copias de gen de HsLDH en un huésped de S. pombe en las que un gen que es una parte del grupo de genes que 
codifican la piruvato descarboxilasa está eliminada o inactivada, se redujo en cierta medida, en comparación con un 
transformante preparado mediante la introducción de una sola copia del gen de HsLDH en el huésped de S. pombe, 
mientras se aumentó su capacidad de producción de ácido láctico. Mientras, la capacidad de crecimiento de un 
transformante preparado mediante la introducción de 3 copias del gen de HsLDH en el huésped de S. pombe era 65 
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casi idéntica a la del transformante preparado mediante la introducción de una sola copia del gen de HsLDH, y su 
capacidad de producción de ácido láctico fue significativamente elevada. 
 
[Producción de transformante] 
 5 
El transformante de la presente invención se prepara mediante el uso de un huésped de S. pombe en el que un gen 
que es una parte del grupo de genes de PDC está eliminado o inactivado, y la introducción de un gen de LDH al 
mismo mediante un procedimiento de ingeniería genética. Además, el transformante de la presente invención 
también se puede preparar mediante el uso de un huésped de S. pombe que no tiene deleción o inactivación de 
genes de PDC en el mismo, y la introducción de un gen de LDH en el huésped de S. pombe mediante un 10 
procedimiento de ingeniería genética, seguida por la eliminación o la inactivación de un gen que es una parte del 
grupo de genes de PDC del transformante así obtenido. En los siguientes Ejemplos, se empleó el primer 
procedimiento para producir un transformante deseado, pero se pueden producir también transformantes casi 
equivalentes mediante el último procedimiento. 
 15 
A continuación, el procedimiento de producción de un transformante se describirá haciendo referencia a un 
procedimiento de uso de un huésped de S. pombe en el que un gen que es una parte del grupo de genes de PDC 
está eliminado o inactivado, y la introducción de 3 copias del gen de HsLDH en el mismo mediante un procedimiento 
de ingeniería genética. 
 20 
<Huésped> 
 
El huésped de S. pombe puede ser de tipo salvaje o de tipo mutante en el que un gen específico está eliminado o 
inactivado, según la aplicación. Para la eliminación o inactivación de un gen específico, pueden utilizarse 
procedimientos públicamente conocidos. Específicamente, el sistema Latour (Nucleic Acids Res., 2006, vol. 34, 25 
página e11, y WO2007/063919) se puede utilizar para suprimir el gen. Además, el gen puede inactivarse mediante 
mutación del gen en una determinada posición mediante selección usando mutágenos mutante (koubo Bunshi 
Idengaku Jikken-Hou, 1996, Japón Sociedades Científicas Press), mutaciones al azar utilizando PCR (PCR Methods 
Appl., 1992, vol. 2, pág. 28-33) y similares. Como levadura del huésped del género Schizosaccharomyces en la que 
se elimina o inactiva un gen específico, se pueden utilizar las descritas en los documentos WO2002/101038, 30 
WO2007/015470, etc. 
 
Además, la región a eliminar o inactivar puede ser un ORF (marco de lectura abierto) o una región reguladora de la 
expresión de un gen específico. Un procedimiento particularmente preferido es la recombinación homóloga mediada 
por PCR (Yeast, vol. 14, pág. 943-951, 1998) en el que un ORF de un gen estructural se sustituye por un gen 35 
marcador. 
 
El tipo mutante en el que se elimina o inactiva un gen de PDC se utiliza preferiblemente como huésped para producir 
el transformante de la presente invención. Además, se puede utilizar un huésped de S. pombe en el que un gen 
específico distinto de genes de PDC está eliminado o inactivado, además de un gen de PDC. Dado que la eficacia 40 
de la expresión de una proteína heteróloga puede aumentar mediante la supresión o inactivación de un gen de la 
proteasa o similar, se puede esperar la mejora en la eficiencia de la producción de ácido láctico cuando se aplica al 
huésped de la presente invención. 
 
Además, el S. pombe para ser utilizado como huésped es preferiblemente aquel que tiene un marcador para 45 
seleccionar un transformante. Por ejemplo, se prefiere utilizar un huésped que esencialmente requiera un factor 
nutriente específico para el crecimiento debido a la eliminación de un gen determinado. Cuando se prepara un 
transformante utilizando un vector que contiene una secuencia de gen diana, se puede obtener un transformante 
que carece de la auxotrofía del huésped mediante el uso de un vector que lleva el gen suprimido (marcador de 
complementación auxotrófico). Es posible seleccionar el transformante mediante el uso de la diferencia en la 50 
auxotrofia entre el huésped y el transformante. 
 
Por ejemplo, un huésped de S. pombe que se ha hecho auxotrófico para uracilo por deleción o inactivación de la 
orotidina fosfato descarboxilasa (gen de ura4) se transforma con un vector que contiene el gen de ura4 (marcador de 
complementación auxotrófico), y los transformantes que contienen el vector se obtienen mediante la selección de los 55 
que carecen de auxotrofia de uracilo. El gen a eliminar para obtener un huésped auxotrófico no se limita a un gen de 
ura4 cuando se utiliza para la selección de un transformante, y puede ser, por ejemplo, un gen de isopropil malato 
deshidrogenasa (gen leu1). 
 
Además, una cepa de S. pombe que no tiene deleción o inactivación de genes de PDC puede usarse como huésped 60 
para la producción de un transformante. En este caso, se puede utilizar como un huésped una que tenga una 
deleción o inactivación de los genes distintos de los genes de PDC anteriormente mencionados (marcador 
auxotrófico, gen de la proteasa, etc.). Después de producir un transformante mediante el uso de este huésped, y la 
eliminación o inactivación de un gen que es una parte del grupo de genes de PDC del transformante obtenido de 
este modo, se puede obtener el transformante de la presente invención. 65 
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<Procedimiento de introducción de genes de HsLDH> 
 
Como procedimiento para introducir genes de HsLDH en un huésped mediante un procedimiento de ingeniería 
genética, se pueden utilizar procedimientos públicamente conocidos. Como procedimiento para introducir un gen 
estructural de una proteína heteróloga en un huésped de S. pombe, se pueden utilizar los procedimientos descritos 5 
en los documentos JP-A-5-15380, WO95/09914, JP-A-10-234.375, JP-A-2000 a 262.284, JP-A-2005-198612, 
WO2011/021629, etc. 
 
<Casete de expresión> 
 10 
El casete de expresión es una combinación de ADN necesarios para la expresión de una proteína deseada, y 
contiene un gen estructural que codifica el gen deseado, y un promotor y un terminador capaz de funcionar en un 
huésped. En el caso de producir el transformante de la presente invención, el casete de expresión del gen de 
HsLDH contiene el gen de HsLDH, un promotor capaz de funcionar en S. pombe y un terminador capaz de funcionar 
en S. pombe. El casete de expresión puede contener al menos uno de una región 5' no traducida y una región 3' no 15 
traducida. Además, puede contener un marcador de complementación auxotrófico. El casete de expresión es 
preferiblemente un casete de expresión que contiene el gen de HsLDH, un promotor, un terminador, una región 5’ no 
traducida, una región 3’ no traducida, y un marcador de complementación auxotrófico. Múltiples copias del gen de 
HsLDH pueden estar presentes en un solo casete de expresión. Por ejemplo, el casete de expresión único puede 
contener de 2 a 5 copias del gen de HsLDH. 20 
 
Como secuencia del gen del gen de HsLDH contenido en el casete de expresión, se puede utilizar como tal un gen 
del tipo salvaje. Sin embargo, para aumentar la expresión en un huésped de S. pombe, se prefiere modificar la 
secuencia del gen de tipo salvaje cambiando sus codones a unos altamente utilizados en S. pombe. 
 25 
El promotor y el terminador capaz de funcionar en S. pombe pueden ser los que pueden mantener la expresión de 
LDH al funcionar en el transformante incluso si se vuelve ácido (incluso cuando resulta en pH 6 o inferior) debido a la 
acumulación de ácido láctico por el transformante de la presente invención. Como promotor capaz de funcionar en 
S. pombe, se pueden utilizar un promotor endógeno de S. pombe (preferiblemente uno que tiene una alta actividad 
transcripcional), o un promotor exógeno a S. pombe (tal como un promotor derivado de un virus). Además, dos o 30 
más tipos de promotores pueden estar contenidos en el vector. 
 
Como promotor endógeno de S. pombe, se pueden mencionar, por ejemplo, un promotor del gen de alcohol 
deshidrogenasa, un promotor del gen nmt1 involucrado en el metabolismo de tiamina, un promotor del gen de 
fructosa-1,6-bisfosfatasa implicado en el metabolismo de la glucosa, un promotor de gen de la invertasa implicado 35 
en la represión del catabolito (documento WO99/23223) o un promotor del gen de proteína de choque térmico 
(documento WO2007/26617). 
 
Como promotor exógeno a S. pombe, se pueden mencionar, por ejemplo, promotores derivados de un virus de 
célula animal que se describen en JP-A-5-15380, JP-A-7-163373 y JP-A-10-234375. Entre estos promotores, se 40 
prefieren un promotor de hCMV y un promotor de SV40. 
 
Como terminador capaz de funcionar en S. pombe, se pueden utilizar un terminador endógeno de S. pombe o un 
terminador exógeno de S. pombe. Además, dos o más tipos de terminadores pueden estar contenidos en el vector. 
 45 
Como terminador, se pueden mencionar, por ejemplo, los terminadores derivados de ser humano que se describen 
en JP-A-5-15.380, JP-A-7-163.373 y JP-A-10-234375 y es preferente el terminador de la lipocortina I humana. 
 
<Vector> 
 50 
El transformante de la presente invención tiene un casete de expresión que contiene el gen de HsLDH en su 
cromosoma o como un gen extracromosómico. Aquí, tener el casete de expresión en su cromosoma significa que el 
casete de expresión está integrado en al menos una posición del cromosoma de una célula huésped, y tener un gen 
extracromosómico significa que un plásmido que contiene el casete de expresión está contenido en la célula. El 
transformante que tiene un casete de expresión que contiene el gen de HsLDH se puede obtener mediante la 55 
transformación de un huésped de S. pombe con un vector que contiene el casete de expresión del gen de HsLDH. 
 
El vector puede producirse mediante la integración del casete de expresión en un vector que tiene una estructura de 
ADN circular o una estructura de ADN lineal. En el caso de la preparación de un transformante en el que el casete 
de expresión se mantiene en la célula huésped como un gen extracromosómico, el vector es preferiblemente un 60 
plásmido que contiene una secuencia necesaria para la replicación en la célula huésped, es decir, secuencia de 
replicación autónoma (ARS). Por otro lado, en el caso de la preparación de un transformante en el que el casete de 
expresión está integrado en el cromosoma de una célula huésped, el vector se introduce preferiblemente en la célula 
huésped como uno que tiene una estructura de ADN lineal y no contiene ARS. Por ejemplo, el vector puede ser un 
vector que consiste en ADN lineal, o un vector que tiene una estructura de ADN circular y que contiene un sitio de 65 
reconocimiento por enzimas de restricción para el corte abierto a ADN lineal en el momento de su introducción en la 
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célula huésped. Cuando el vector es un plásmido que contiene ARS, se puede introducir en un huésped después de 
la eliminación de la porción de ARS para formar una estructura de ADN lineal, o después de que la porción de ARS 
se corte abierta a una estructura de ADN lineal en la que se inactiva la función de ARS. 
 
El vector de expresión preferiblemente tiene un marcador para la selección de un transformante. Como marcador, se 5 
pueden mencionar, por ejemplo, el gen de ura4 (marcador de complementación auxotrófico) y el gen de isopropil 
malato deshidrogenasa (gen leu1). 
 
Se prefiere introducir gen de HsLDH en el cromosoma de S. pombe. Mediante la introducción del gen de HsLDH en 
un cromosoma, se puede obtener un transformante que tiene una alta estabilidad de pase. Además, el transformante 10 
de la presente invención que contiene de 3 a 5 copias del gen de HsLDH puede ser aquel que contiene de 3 a 5 
copias del gen de HsLDH introducidas en una posición del cromosoma, o uno que contiene la introducción de una 
copia del gen de HsLDH en de 3 a 5 posiciones del cromosoma. 
 
Como procedimiento para introducir genes de HsLDH en un cromosoma, pueden utilizarse procedimientos 15 
públicamente conocidos. Por ejemplo, mediante el procedimiento descrito en el documento JP-A-2000-262284, 
múltiples copias del gen de HsLDH pueden introducirse en un cromosoma. Además, puede introducirse una sola 
copia del gen de HsLDH en un cromosoma. Además, como se describe a continuación, pueden introducirse una o 
varias copias del gen de LDH en múltiples posiciones en un cromosoma. 
 20 
El procedimiento para introducir el gen de HsLDH en el cromosoma de S. pombe es preferiblemente un 
procedimiento de recombinación homóloga usando un vector que contiene un casete de expresión que contiene el 
gen de HsLDH y una región de recombinación. 
 
La región de recombinación del vector es una región que tiene una secuencia de nucleótidos que puede inducir la 25 
recombinación homóloga con un sitio diana en el cromosoma de S. pombe en el que se quire conseguir la 
recombinación homóloga. Además, el sitio diana es un sitio para convertirse en diana para la integración de un 
casete de expresión en el cromosoma de S. pombe. El sitio diana puede diseñarse libremente dejando que la región 
de recombinación del vector tenga una secuencia de nucleótidos que induce la recombinación homóloga con el sitio 
diana. 30 
 
Se requiere que la región de recombinación tenga una homología de secuencia de nucleótidos de al menos 70% con 
la secuencia de nucleótidos del sitio diana. Además, la homología de secuencia de nucleótidos entre la región de 
recombinación y el sitio diana es preferiblemente de al menos 90%, más preferiblemente al menos 95%, en vista del 
aumento de la eficiencia de la recombinación homóloga. Mediante el uso de un vector que tiene dicha región de 35 
recombinación, el casete de expresión se integra en el sitio diana mediante recombinación homóloga. 
 
La longitud (número de pares de bases) de la región de recombinación tiene preferiblemente de 20 a 2000 
pb. Cuando la longitud de la región de recombinación tiene al menos 20 pb, es probable que la recombinación 
homóloga sea inducida. Además, cuando la longitud de la región de recombinación es como máximo de 2000 pb, es 40 
probable que se impida la reducción de la eficiencia de recombinación homóloga debido a un tamaño de vector 
demasiado grande. La longitud de la región de recombinación es preferiblemente de al menos 100 pb, más 
preferiblemente de al menos 200 pb. Además, la longitud de la región de recombinación es preferiblemente de como 
máximo 800 pb, más preferiblemente como máximo 400 pares de bases. 
 45 
El vector puede contener otra región de ADN, además del casete de expresión y la región de recombinación 
descritos anteriormente. Por ejemplo, se pueden mencionar una región de origen de replicación llamado "ori", que es 
necesaria para la replicación en E. coli, un gen de resistencia a los antibióticos (gen de resistencia a neomicina o 
similares), etc. Estos son genes en general necesarios para la construcción de un vector que utiliza E. coli. La región 
de origen de replicación se elimina preferiblemente cuando se integra el vector en el cromosoma del huésped, tal 50 
como se describe a continuación. 
 
En un caso en el que el gen de LDH está integrado en un cromosoma, el vector se introduce preferiblemente en una 
célula de S. pombe en la forma de una estructura de ADN lineal. Es decir, en el caso de utilizar un vector que tiene 
una estructura de ADN circular como un ADN plásmido habitual, el vector se corta preferiblemente abierto a una 55 
forma lineal por una enzima de restricción antes de su introducción en la célula de S. pombe. 
 
En este caso, el vector que tiene una estructura de ADN circular se corta abierto en una posición dentro de la región 
de recombinación. El vector resultante tiene partes de las regiones de recombinación que existen en ambos 
extremos y está integrado completamente en el sitio diana de un cromosoma mediante recombinación homóloga. 60 
 
El vector se puede construir mediante otros procedimientos sin cortar un vector que tiene una estructura de ADN 
circular, siempre que se pueda obtener una estructura de ADN lineal que tengas partes de la región de 
recombinación en ambos extremos. 
 65 
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Como vector, puede utilizarse adecuadamente un plásmido derivado de E. coli, tal como pBR322, pBR325, pUC118, 
pUC119, pUC18, pUC19 o similares. 
 
En este caso, se prefiere que la región de origen de replicación llamada "ori" requerida para la replicación en E. coli 
se elimine del vector plásmido a utilizar para la recombinación homóloga. Por lo tanto, puede aumentar la eficiencia 5 
de la integración en el momento de la integración del vector descrito anteriormente en un cromosoma. 
 
El procedimiento para construir el vector en el que se elimina la región de origen de replicación no está 
particularmente limitado, pero es preferiblemente el procedimiento descrito en el documento JP-A-2000-262284. Es 
decir, es preferible construir preliminarmente un vector precursor que contiene la región de origen de replicación en 10 
una posición a cortar dentro de la región de recombinación, de manera que la región de origen de replicación se 
cortará del vector en el momento de la preparación de una estructura de ADN lineal. Por lo tanto, se puede obtener 
fácilmente un vector en el que se elimina la región de origen de replicación. 
 
Además, puede ser un procedimiento en el que se construye un vector precursor que contiene un casete de 15 
expresión y una región de recombinación mediante el uso de los vectores de expresión y sus procedimientos de 
construcción descritos en JP-A-5-15380, JP-A-7-163373 , WO96/23890, JP-A-10-234375, y a continuación se 
elimina la región de origen de replicación del vector precursor mediante el uso de un procedimiento de ingeniería 
genética habitual para obtener un vector para ser utilizado para la recombinación homóloga. 
 20 
<Sitio diana> 
 
El sitio diana para la integración del vector puede estar presente en sólo una posición del cromosoma de S. pombe, 
o puede estar presente en dos o más posiciones del mismo. Cuando el sitio diana está presente en dos o más 
posiciones, el vector puede estar integrado en dos o más posiciones del cromosoma de S. pombe. Además, cuando 25 
están contenidas múltiples copias de gen de HsLDH en un solo vector, las múltiples copias del gen de HsLDH se 
pueden integrar en una posición del sitio diana. Además, el casete de expresión puede integrarse en dos o más tipos 
de sitios diana mediante el uso de dos o más tipos de vectores que tienen regiones de recombinación 
correspondientes a los respectivos sitios diana. De acuerdo con este procedimiento, se pueden integrar múltiples 
copias de gen de LDH en el cromosoma de S. pombe, aumentando así la cantidad de expresión de LDH y 30 
mejorando la productividad de ácido láctico. 
 
Cuando el casete de expresión está integrado en un sitio diana, se puede usar, por ejemplo, el sitio diana que se 
describe en JP-A-2000-262284. Mediante el uso de dos o más tipos de vectores que tienen diferentes regiones de 
recombinación, cada uno de los vectores se puede integrar en diferentes sitios diana. Sin embargo, este 35 
procedimiento se complica en el caso de integrar vectores en dos o más posiciones del cromosoma. 
 
Suponiendo que las secuencias de nucleótidos que son sustancialmente idénticas entre sí y presentes en las 
posiciones plurales de un cromosoma se pueden utilizar como sitios diana y los vectores pueden integrarse en las 
respectivas posiciones plurales de los sitios diana, los vectores se pueden integrar en dos o más posiciones del 40 
cromosoma mediante el uso de un único tipo de vector. Las secuencias de nucleótidos que son sustancialmente 
idénticas entre sí significa que la homología entre las secuencias de nucleótidos es al menos del 90%. La homología 
entre los sitios diana es preferiblemente al menos del 95%. Además, la longitud de las secuencias de nucleótidos 
que son sustancialmente idénticas entre sí es una longitud que abarca la región de recombinación de un vector, y es 
preferiblemente de al menos 1.000 pb. En comparación con un caso en el que múltiples copias del gen de HsLDH 45 
están integradas en un sitio diana, incluso si los números de integración del gen de HsLDH son los mismos, cuando 
el gen de HsLDH está integrado en sitios diana plurales de manera dispersa, es menos probable que ocurra el 
abandono de cada gen de HsLDH del cromosoma durante el cultivo, por lo que la aumenta estabilidad de 
mantenimiento durante el cultivo de transformantes. 
 50 
Cuando la integración de un casete de expresión que contiene una sola copia del gen de LDH en cada uno de los 
sitios diana presentes en tres posiciones de la cromosoma, como sitio diana a integrar con el casete de expresión, 
se pueden mencionar, por ejemplo, tres posiciones seleccionadas de una región cerca del locus del gen de ura4, 
una región cerca del locus del gen leu1, una región cerca del locus del gen de adh1, una región cerca del locus del 
gen de gpd1, una región cerca del locus del gen eno101, una región cerca del locus del gen leu1, y una región cerca 55 
del locus del gen de gmpl. 
 
Aquí, "una región cerca del locus del gen X" significa que una región que va desde 10 kpb (10000 pb) en dirección 5’ 
del extremo en dirección 5’ de un ORF del gen X a 10 kpb (10000 pb) en dirección 3’ del extremo en dirección 3’ del 
ORF, y que no tiene ORF de otro gen. 60 
 
El transformante de la presente invención es preferiblemente uno en el que se introduce el gen de HsLDH en un sitio 
diana seleccionado de una región cerca del locus del gen eno101, una región cerca del locus del gen leu1 y una 
región cerca del locus del gen gpml. El transformante de la presente invención es preferiblemente uno en el que se 
introduce el gen de HsLDH en una región seleccionada de una región que comprende de 10.000 pb en dirección 5’ a 65 
10.000 pb en dirección 3’ del locus del gen eno101, una región que comprende de 10.000 pb en dirección 5’ a 
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10.000 pb en dirección 3’ del locus del gen leu1 y una región que comprende de 10.000 pb en dirección 5’ a 10.000 
pb en dirección 3’ del locus del gen gpml del cromosoma de S. pombe, y es más preferiblemente uno en el que se 
introduce el gen en una región seleccionada entre una región que comprende de 5.000 pb en dirección 5’ a 5.000 pb 
en dirección 3’ del locus del gen eno101, una región que comprende de 5.000 pb en dirección 5’ a 5.000 pb en 
dirección 3’ del locus del gen leu1, y una región que comprende de 5.000 pb en dirección 5’ a 5.000 pb en dirección 5 
3’ del locus del gen gpml de cromosoma de S. pombe. 
 
El sitio diana presente en las posiciones plurales del cromosoma es preferiblemente el gen transposón Tf2. Tf2 es un 
gen transposón que existe en cada tres cromosomas (monoploide) de S. pombe en 13 posiciones en total y tiene 
una longitud (número de pares de bases) de aproximadamente 4.900 pb, con una homología de secuencia de 10 
nucleótidos del 99,7% (se hace referencia a la referencia identificada a continuación). 
 
Nathan J. Bowen et al, "Retrotransposons and their Recognition of pol II promoters: A comprehensive Survey of the 
Transposable Elements from the complete genome Sequence of Schizosaccharomyces pombe”, Genome Res, 2003 
13: 1984-1997. 15 
 
Es posible integrar un vector en una sola posición de Tf2 que existe en 13 posiciones del cromosoma. En tal caso, 
mediante la integración de un vector que contiene dos o más copias del gen de LDH, se puede obtener un 
transformante que tiene dos o más copias del gen de LDH. Además, mediante la integración de un vector en dos o 
más posiciones de Tf2, se puede obtener un transformante que tiene dos o más copias de gen de LDH. En este 20 
caso, mediante la integración de un vector que contiene dos o más copias del gen de LDH, se puede obtener un 
transformante que tiene incluso más copias del gen de LDH. 
 
<Procedimiento de transformación> 
 25 
Como procedimiento de transformación, se puede utilizar cualquier procedimiento de transformación conocido 
públicamente. Dicho procedimiento de transformación puede ser, por ejemplo, un procedimiento convencional como 
un procedimiento de acetato de litio, procedimiento de electroporación, procedimiento de esferoplastos, 
procedimiento de perlas de cristal o similares, y un procedimiento descrito en JP-A-2005-198612. Además, puede 
utilizarse un kit de transformación de levadura comercialmente disponible. 30 
 
Como procedimiento para transformar un huésped de S. pombe mediante un procedimiento de recombinación 
homóloga, se puede utilizar un procedimiento de recombinación homóloga conocido públicamente. El procedimiento 
de transformación para producir el transformante de la presente invención es preferiblemente un procedimiento de 
uso de un huésped de S. pombe en el que un gen que es una parte del grupo de genes de PDC mencionados 35 
anteriormente está eliminado o inactivado, y la integración de un casete de expresión en el cromosoma utilizando el 
vector descrito anteriormente. De acuerdo con este procedimiento, el transformante de la presente invención se 
puede producir convenientemente. 
 
Para la producción de un transformante, por lo general, después de llevar a cabo la recombinación homóloga, los 40 
transformantes obtenidos se someten a la selección. La selección puede llevarse a cabo, por ejemplo, de la 
siguiente manera. El cribado se lleva a cabo mediante un caldo de cultivo que puede seleccionar los transformantes 
por el marcador auxotrófico mencionado anteriormente y se seleccionan dos o más colonias entre las colonias 
obtenidas. A continuación, después de cultivarlas por separado en un caldo líquido, la cantidad de expresión de una 
proteína heteróloga (en la presente invención, HsLDH) en cada caldo líquido se mide a fin de seleccionar un 45 
transformante que muestre mayor cantidad de expresión de la proteína heteróloga. Se puede identificar la cantidad 
de vector y de casete de expresión integrados en los cromosomas sometiendo los transformantes seleccionados a 
un análisis genómico usando electroforesis en gel de campo pulsado. 
 
La cantidad de vector integrado en los cromosomas se puede ajustar en cierta medida mediante el ajuste de las 50 
condiciones de integración, etc., pero la eficiencia de integración y la cantidad de integración también cambian 
debido al tamaño (número de pares de bases) y la estructura del vector. 
 
En general, a medida que aumenta la cantidad de casete de expresión, se espera que aumente la eficacia de la 
expresión de LDH, y, además, también se espera que aumente la eficiencia de la producción de ácido láctico. Por lo 55 
tanto, se considera que la cantidad de expresión de LDH se puede aumentar y la productividad de ácido láctico 
puede mejorarse mediante la integración de múltiples copias del gen de LDH en el cromosoma de S. pombe. Sin 
embargo, también se considera que cuando el número de casetes de expresión es demasiado grande, la carga 
sobre la supervivencia y el crecimiento de las células resulta grande y la eficiencia de la producción de ácido láctico 
puede de ese modo reducirse. Por otro lado, mediante el uso de un vector de expresión único que contiene múltiples 60 
copias de genes, pueden ser integrarse múltiples copias del gen de LDH en el cromosoma, mientras que se reduce 
la cantidad de casete de expresión integrado en el cromosoma. Sin embargo, se considera que la eficiencia de la 
integración cromosómica disminuye a medida que aumenta el tamaño de un vector, por lo que se hace difícil 
aumentar la cantidad de integración de un vector, y como resultado, la propia producción de un transformante resulta 
difícil. 65 
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Los presentes inventores han considerado que es necesario seleccionar un gen de LDH exógeno que tiene una alta 
eficacia de expresión en S. pombe y expresa una LDH de alta actividad, para la obtención de un transformante de S. 
pombe que tiene una eficacia de producción de ácido láctico mayor incluso en el caso de la integración de una 
cantidad relativamente pequeña de casete de expresión que tiene un tamaño adecuado en un 
cromosoma. Entonces, han encontrado que se puede obtener un transformante que tiene una eficiencia la 5 
producción de ácido láctico significativamente mayor, en comparación con un transformante integrado con una sola 
copia o 2 copias del gen de HsLDH, sin perjudicar su capacidad de crecimiento, cuando se introducen 3 copias del 
gen de HsLDH en un transformante de S. pombe que tiene una deleción o inactivación de un gen que es una parte 
del grupo de genes de PDC. 
 10 
[Procedimiento de producción de ácido láctico] 
 
El procedimiento para producir ácido láctico de la presente invención es un procedimiento para cultivar el 
transformante de la presente invención en un caldo de cultivo, y a continuación recuperar el ácido láctico a partir del 
caldo de cultivo. 15 
 
Mediante el cultivo del transformante de la presente invención en un caldo de cultivo que contiene un sacárido, se 
reduce el ácido pirúvico obtenido a partir del sacárido por la vía glucolítica mediante LDH para generar ácido láctico, 
y el ácido láctico generado en el caldo de cultivo se recupera del caldo de cultivo para producir ácido láctico. 
 20 
Como caldo de cultivo para la producción de ácido láctico, se puede utilizar un medio de cultivo de levadura 
convencional que contiene un sacárido, y puede contener, además, fuentes de nitrógeno, sales inorgánicas y 
similares que pueden ser utilizados por S. pombe y pueden llevar a cabo el cultivo de S. pombe de manera 
eficiente. Como caldo de cultivo, puede utilizarse un medio natural o un medio sintético. 
 25 
Como fuentes de carbono, se pueden mencionar, por ejemplo, sacáridos, tales como glucosa, fructosa y 
sacarosa. Como fuentes de nitrógeno, se pueden mencionar, por ejemplo, ácidos inorgánicos o sales de amonio 
inorgánicas, tales como amoniaco, cloruro de amonio y acetato de amonio, peptona, casaminoácidos y extracto de 
levadura. Como sales inorgánicas, se pueden mencionar, por ejemplo, fosfato de magnesio, sulfato de magnesio y 
cloruro de sodio. Además, un acelerador de la fermentación, tal como un proteolípido o similar, puede estar 30 
contenido. 
 
Según el procedimiento de producción de ácido láctico de la presente invención, se prefiere utilizar un caldo de 
cultivo que contiene especialmente la glucosa como sacárido. La concentración de glucosa del caldo de cultivo 
(100% en masa) en la etapa inicial del cultivo es preferiblemente al menos del 1% en masa, más preferiblemente de 35 
1 a 50% en masa, más preferiblemente de 2 a 16% en masa. Dado que la concentración de glucosa disminuye a 
medida que avanza el cultivo, se prefiere continuar el cultivo mediante la adición de glucosa, según requiera el 
caso. La concentración de glucosa en la etapa final de cultivo puede ser como máximo el 1% en masa. Además, en 
un caso en el que el cultivo se realiza en continuo haciendo circular el caldo de cultivo mientras se separa el ácido 
láctico, se prefiere mantener la concentración de glucosa anteriormente mencionada. Cuando se hace que la 40 
concentración de glucosa sea al menos del 2% en masa, la productividad de ácido láctico aumenta aún 
más. Además, cuando la glucosa en el caldo de cultivo se hace para que sea como máximo del 16% en masa, la 
eficiencia de la producción de ácido láctico aumenta adicionalmente. 
 
Además, con el fin de aumentar la productividad del ácido láctico, se prefiere llevar a cabo el cultivo de alta 45 
densidad. En el cultivo de alta densidad, se hace que la concentración inicial de células del transformante en el caldo 
de cultivo sea preferiblemente de 0,1 a 5 g/litro, sobre una base de peso celular en seco. La concentración inicial de 
células del transformante en el caldo de cultivo se hace que sea más preferiblemente de 0,2 a 2 g/litro, sobre una 
base de peso celular en seco. Al aumentar la concentración celular inicial, se puede lograr una alta productividad en 
un corto período de tiempo. Además, si la concentración celular inicial es demasiado alta, es probable que se 50 
produzca un problema, tal como la aglomeración de las células o una disminución en la eficiencia de purificación. 
 
Además, la concentración celular que se muestra en los Ejemplos proporcionados a continuación es un valor 
calculado a partir de la absorbancia de luz a una longitud de onda de 660 nm (DO660) medida mediante un 
espectrómetro visible-ultravioleta V550 fabricado por JASCO corporación. DO660 = 1 corresponde a 0,2 g/litro de 55 
peso seco de levadura y 0,8 g/litro del peso en húmedo. 
 
Para el cultivo, se puede utilizar un procedimiento de cultivo de levadura convencional y por ejemplo, el cultivo 
puede llevarse a cabo con agitación o mezcla. 
 60 
La temperatura de cultivo es preferiblemente de 23 a 37 ºC. El tiempo de cultivo se puede determinar 
adecuadamente. 
 
El cultivo puede llevarse a cabo mediante cultivo discontinuo o cultivo continuo. Por ejemplo, después de llevar a 
cabo el cultivo mediante cultivo discontinuo, las células pueden separarse del caldo de cultivo para obtener un caldo 65 
de cultivo que contiene ácido láctico. Mientras que, en el procedimiento de cultivo continuo, por ejemplo, una parte 
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del caldo de cultivo se extrae del tanque de cultivo durante el cultivo; un sobrenadante de cultivo se recoge mientras 
que se separa el ácido láctico del caldo de cultivo extraído; se añade glucosa o un caldo de cultivo fresco al 
sobrenadante de cultivo y a continuación se devuelve al tanque de cultivo. Esta operación se repite para llevar a 
cabo de forma continua el cultivo. Al llevar a cabo el cultivo continuo, la productividad de ácido láctico aumenta aún 
más. 5 
 
Dado que se utiliza un S. pombe particularmente excelente en la resistencia al ácido en el procedimiento para 
producir ácido láctico usando el transformante de la presente invención, incluso en un caso donde el pH es bajo 
(aproximadamente un pH de 2 a 4) debido a la acumulación de ácido láctico, el ácido láctico puede producirse sin 
llevar a cabo la neutralización. Por lo tanto, incluso después de que el pH del caldo de cultivo llega a 3,5 o más bajo, 10 
el ácido láctico puede producirse mediante cultivo continuo que continúa adicionalmente el cultivo. El pH en la etapa 
final del cultivo o el pH durante el cultivo continuo son preferiblemente como máximo 3,5, con especial preferencia 
de 2,3 a 3,5. Con el fin de aumentar la productividad de ácido láctico, se prefiere continuar el cultivo, incluso 
después de que el pH del caldo de cultivo llegue ser 3,5 o inferior. Dado que el transformante de la presente 
invención es excelente en resistencia a los ácidos, su cultivo puede continuarse sin neutralizar el ácido láctico 15 
producido por el transformante en el caldo de cultivo. 
 
La recuperación de ácido láctico a partir de un caldo de cultivo se puede llevar a cabo mediante un procedimiento 
convencional. Particularmente, se prefiere recuperar el ácido láctico, sin llevar a cabo la neutralización del ácido 
láctico en el caldo de cultivo, mediante la separación del ácido láctico del caldo de cultivo. Por ejemplo, un 20 
procedimiento en el que las células se separan a partir de un caldo de cultivo después de la finalización del cultivo 
por centrifugación y a continuación se realiza la extracción con éter dietílico, acetato de etilo y similares después de 
ajustar el pH a 1 o menor, se puede mencionar un procedimiento en el que, después de la adsorción a un 
intercambio de iones y posterior lavado, se lleva a cabo la elución, un procedimiento en el que las impurezas se 
eliminan mediante el uso de carbón activado, un procedimiento en el que la destilación se lleva a cabo después de 25 
permitir que reaccione con un alcohol en presencia de un catalizador ácido, y un procedimiento en el que la 
separación se lleva a cabo mediante el uso de una membrana de separación. Además, en algunos casos, la 
recuperación de ácido láctico puede llevarse a cabo mediante la neutralización del ácido láctico en un caldo de 
cultivo y la separación del caldo de cultivo y la sal de ácido láctico. Por ejemplo, la recuperación del ácido láctico 
puede llevarse a cabo mediante un procedimiento en el que el ácido láctico en un caldo de cultivo se convierte en 30 
una sal de calcio o una sal de litio y, a continuación, se cristaliza la sal neutralizada. 
 
Dado que se utiliza un S. pombe particularmente excelente en la resistencia al ácido en el procedimiento para 
producir ácido láctico de la presente invención, la producción de ácido láctico puede llevarse a cabo 
convenientemente con una alta productividad sin llevar a cabo la neutralización con un álcali. Además, puesto que la 35 
eficiencia de la fermentación en etanol se reduce debido a la deleción o inactivación de un gen que es una parte del 
grupo de genes de PDC, aumenta el rendimiento de ácido láctico a base de sacárido (relación de la cantidad de 
ácido láctico producido con respecto a la cantidad de sacárido consumido). En la presente invención, el rendimiento 
de ácido láctico a base de sacárido puede aumentar fácilmente hasta el 50% o superior. En algunos casos, el 
rendimiento de ácido láctico a base de sacárido alcanza el 70% o superior. Además, el procedimiento para producir 40 
ácido láctico de la presente invención también es adecuado para un cultivo de alta densidad en el que el cultivo se 
lleva a cabo bajo una alta concentración de glucosa y por una alta concentración de transformante. 
 
Ejemplos 
 45 
A continuación, la presente invención se describirá con más detalle con referencia a los Ejemplos y Ejemplos 
Comparativos. Sin embargo, se debe entender que la presente invención no está en modo alguno restringida a los 
mismos. Además, en los siguientes Ejemplos, el término "%" significa "% en masa" a menos que se indique lo 
contrario. 
 50 
[Ejemplo 1] 
 
Mediante el uso de un huésped de S. pombe, se preparó un transformante en el que un gen de PDC2 está eliminado 
y se introducen 3 copias del gen de HsLDH. 
 55 
<Preparación de la cepa de deleción del gen de PDC2 de S. pombe> 
 
Se transformó una cepa ARC010 de S. pombe auxotrófico de uracilo (genotipo: h-, leu1-32 ura4-D18) (referencia al 
documento WO 2007/015470) con un fragmento de deleción de pdc2 de acuerdo con el procedimiento de Tohoda 
(referencia a la patente de Estados Unidos No. 6,235,499), para obtener de este modo un transformante en el que 60 
se introduce el fragmento en una región cerca del locus del gen de pdc2 del genoma de S. pombe. El transformante 
se sometió a un tratamiento FOA de conformidad con el sistema de Latour (Nucleic Acids Res., 2006, vol. 34, página 
e11, y WO2007/063919) para preparar una cepa con deleción (cepa IGF 543) en el que el gen de PDC2 está 
eliminado (ID sistemática: SPAC1F8.07c). 
 65 
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Para la preparación del fragmento de deleción de pdc2 (2811 pb, SEQ ID NO: 11), el ADN genómico completo 
preparado a partir de la cepa ARC032 (genotipo: h-) de S. pombe (referencia a WO 2007/015470) mediante el uso 
de DNeasy (fabricado por QIAGEN) se utilizó como plantilla y se utilizaron los 8 tipos de oligo-ADN sintético 
(fabricado por Operon) que tenían las secuencias de nucleótidos mostradas en la Tabla 1. 
 5 

[Tabla 1] 
Oligo ADN para la preparación de fragmento de deleción de pdc2 

Oligo ADN Secuencia de nucleótidos SEQ ID NO. 
UF 5’-CTCTCCAGCTCCATCCATAAG-3’ 1 
UR 

 

2 

OF 5’-GCTTTTTGGTAGGAAGTTGTGTC-3’ 3 
OR 

 

4 

DF 

 

5 

DR 5’-GTTCCTTAGAAAAAGCAACTTTGG-3’ 6 
FF 5’-CATAAGCTTGCCACCACTTC-3’ 7 
FR 5’-GAAAAAGCAACTTTGGTATTCTGC-3’ 8 

 

Específicamente, cada una de la región UP, la región OL y la región DN se preparó mediante una amplificación por 
PCR utilizando KOD-Dash (fabricado por Toyobo Co. Ltd.) con UF y UR, OF y OR, y DF y DR, respectivamente. A 
conyinuación, utilizando estas regiones como plantillas respectivas, se prepararon fragmentos de deleción de 10 
longitud completa mediante una amplificación por PCR similar utilizando FF y FR. En el momento de la preparación 
de los fragmentos de deleción de longitud completa, se utilizaron los dos tipos de oligo-ADN sintético (fabricados por 
Operon) que se muestran en la Tabla 2, el ADN genómico completo preparado de forma similar a partir de la cepa 
ARC032 se utilizó como plantilla y un fragmento de la región de ura4 preparado mediante una amplificación por PCR 
similar también fue utilizado como una plantilla. 15 
 

[Tabla 2] 
Oligo ADN para la preparación de fragmento de ura4 

Oligo ADN Secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 
F 5’-AGCTTAGCTACAAATCCCACT-3’ 9 
R 5’-AGCTTGTGATATTGACGAAACTT-3’ 10 

 

Se encontró que la velocidad de crecimiento de la cepa de delección del gen de  PDC2 de S. pombe así obtenido 
(cepa IGF543, h-, leu1-32 ura4-D18 pdc2-D23) era lenta. Por lo tanto, a fin de restablecer su velocidad de 20 
crecimiento, se sembró la cepa IGF543 sobre placa YES (extracto de levadura al 0,5%/glucosa al 3%/suplemento de 
SP) y se cultivó a 25 ºC y, a continuación, las colonias así obtenidas se subcultivaron en medio YPD ( xtracto de 
levadura 1%/peptona 2%/glucosa 2%) y se cultivaron a 25 ºC. A continuación, mediante el uso de un caldo de cultivo 
que tenía células suficientemente crecidas, se preparó una solución madre de glicerol y se conservó a -80 ºC. El 
procedimiento mencionado anteriormente se repitió hasta que se obtuvo una velocidad de crecimiento apropiada, y 25 
se seleccionó una cepa restaurado con velocidad de crecimiento restaurada (el nombre IGF543 tuvo éxito). 
 
<Preparación de la cepa de introducción de una sola copia del gen de HsLDH de S. pombe> 
 
En primer lugar, se preparó un vector recombinante de tipo de integración de un solo locus vector PSM-HsLDH 30 
(4.562 pares de bases, figura 1) que contiene un casete de expresión HsLDH. El vector pSM-HsLDH fue preparado 
mediante síntesis de ADN como un fragmento de ADN que tiene una secuencia de nucleótidos representada por 
SEQ ID NO: 12. 
 
A continuación, la cepa IGF543 se transformó por el vector PSM-HsLDH. Mediante esta operación, el casete de 35 
expresión HsLDH se introdujo en una región cerca del locus del gen gpml del genoma. La cepa transformante así 
obtenida (cepa de introducciónde una sola copia del gen de HsLDH) se denominó como cepa ASP3494. 
 
<Preparación de la cepa de introducción de dos copias del gen de HsLDH de S. pombe> 
 40 
La cepa ASP3494 se transformó de acuerdo con el procedimiento de Bahler et al. (Yeast, 1998, vol. 14, pág. 943-
951) con un digesto BsiWI de enzimas de restricción de un vector recombinante de tipo integración sw un solo locus 
pSL17-HsLDH que contiene el promotor ihc1 (referencia al documento de patente 3). Mediante esta operación, se 
introdujo el casete de expresión en una región cerca del locus del gen leu1 del genoma, para preparar de este modo 
una cepa transformante en el que se introduce una sola copia del gen de HsLDH regulado por el promotor de hCMV 45 
en la región cerca del locus del gen gpml y se introduce otra copia única del gen de HsLDH regulado por el promotor 
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de ihc en la región cerca del locus del gen leu1 (2 copias del gen de HsLDH en total). La cepa transformante 
obtenida de este modo (cepa de introducción de 2 copias del gen de HsLDH) fue nombrads como cepa ASP4121. 
 
<Restauración de auxotrofia de uracilo> 
 5 
El gen de ura4 introducido en el genoma de S. pombe por el vector pSM-HsLDH es probable que abandone el 
genoma por recombinación homóloga, ya que se pone entre dos secuencias de promotor de hCMV. 
 
Por lo tanto, la cepa ASP4121 se sometió a tratamiento FOA para restaurar su auxotrofia de uracilo. 
 10 
<Preparación de la cepa de introducción de 3 copias del gen de HsLDH de S. pombe> 
 
En primer lugar, se preparó un vector recombinante de tipo integración de un solo locus pSN-HsLDH (4535 pb, 
Figura 2) que contiene un casete de expresión HsLDH. El vector pSN-HsLDH se preparó mediante la síntesis de 
ADN como un fragmento de ADN que tiene una secuencia de nucleótidos representada por SEQ ID NO: 13. 15 
 
A continuación, la cepa ASP4121 se sometió a tratamiento FOA para restaurar su auxotrofia de uracilo, y la cepa 
transformante obtenida de este modo fue transformada por el vector pSN-HsLDH. Mediante esta operación, el 
casete de expresión HsLDH se introdujo en una región cerca del locus del gen eno101 del genoma, para preparar de 
este modo una cepa transformante en la que se introduce una sola copia del gen de HsLDH regulado por el 20 
promotor de hCMV en la región cerca del locus del gen gpml, se introduce una sola copia del gen de HsLDH 
regulado por el promotor ihc en la región cerca del locus del gen leu1, y se introduce una sola copia del gen de 
HsLDH regulado por el promotor de hCMV en la región cerca del locus del gen eno101 (3 copias del gen de HsLDH 
en total). La cepa transformante obtenida (cepa de introducción de 3 copias del gen de HsLDH) se nombró como 
cepa ASP4956. 25 
 
<Restauración de auxotrofia de uracilo > 
 
De la misma manera que para el caso de uso del vector pSM-HsLDH, el gen de ura4 introducido en el genoma de S. 
pombe mediante el vector pSN-HsLDH es probable que abandone el genoma por recombinación homóloga, ya que 30 
se intercala por dos secuencias del promotor de hCMV. 
 
Por lo tanto, la cepa ASP4956 se sometió a tratamiento FOA para restaurar su auxotrofia de uracilo. 
 
<Complementación de auxotrofia de uracilo > 35 
 
La cepa ASP4956 se sometió a tratamiento FOA para restaurar su auxotrofia de uracilo, y la cepa transformante así 
obtenida se transformó con un fragmento de ADN que contenía el gen de ura4 (3277 pb, SEQ ID NO: 14), para 
preparar de este modo una cepa transformante que carece de auxotrofia de uracilo. La cepa transformante obtenida 
(cepa de introducción de 3 copias del gen de HsLDH y que carece de auxotrofia) fue denominada como cepa 40 
ASP5019. 
 
<Prueba de cultivo> 
 
En términos de la capacidad de crecimiento y la capacidad de producción de ácido láctico, la cepa ASP5019 se 45 
comparó con la cepa ASP3509, la cepa ASP2914, la cepa ASP3619, la cepa ASP3621, la cepa ASP3631, la cepa 
ASP3622 y la cepa ASP3623 descritas en el Documento de Patente 3. La cepa ASP3509 era una cepa preparada 
introduciendo una sola copia del gen de HsLDH en la cepa IGF543, la cepa ASP2914 era una cepa preparada 
introduciendo 2 copias del gen de HsLDH en la cepa IGF543, la cepa ASP3619 era una cepa preparada 
introduciendo una sola copia del gen de HsLDH y una sola copia de gen de LbLDH (gen de LDH de Lactobacillus 50 
bulgaricus) en la cepa IGF543, la cepa ASP3621 era una cepa preparada introduciendo una sola copia del gen de 
HsLDH y una sola copia del gen de SaLDH (gen de LDH de Staphylococcus aureus) en la cepa IGF543, la cepa 
ASP3631 era una cepa preparada introduciendo una sola copia del gen de HsLDH y una sola copia del gen de 
LpLDH en la cepa IGF543, la cepa ASP3622 era una cepa preparada introduciendo una sola copia del gen de 
HsLDH y una sola copia del gen de LplLDH (gen de LDH de Lactobacillus plantarum) en cepa IGF543, y la cepa 55 
ASP3623 era una cepa preparada introduciendo una sola copia del gen de HsLDH y una sola copia del gen de 
PaLDH (gen de LDH de Pediococcus acidilactici) en la cepa IGF543. 
 
Cada cepa transformante se inoculó en 100 ml de medio líquido YPD6 (extracto de levadura 1%, peptona 2% y 
glucosa 6%) contenido en un matraz de Sakaguchi de 500 ml (fabricado por AGC Techno Glass, Co. Ltd.) a una 60 
concentración celular inicial de 0,04 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro y se cultivó durante 20 horas a 
una temperatura de 32 ºC bajo condiciones de agitación de 110 rpm velocidad de agitación y 7 cm de recorrido en la 
agitación. El cultivo se dio por terminado después de medir DO660 del caldo de cultivo, y se recogieron las células a 
continuación. Las células así obtenidas se inocularon en 4,5 ml de una solución acuosa de glucosa al 11,1% 
contenida en un tubo de ensayo con un diámetro de 18 mm y una longitud de 150 mm a una concentración inicial de 65 
células de 36 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro y se cultivaron durante 3 horas a una temperatura de 

E15849633
27-11-2019ES 2 759 269 T3

 



 
 

 16 

32 ºC bajo condiciones de agitación de 43,5 ° de ángulo de agitación, 110 rpm y 7 cm de recorrido. Al final del 
cultivo, se midió la concentración de ácido láctico (g/litro) del licor de fermentación. La concentración de células (g 
(sobre una base de peso celular en seco (dcw))/litro) del caldo de cultivo después del cultivo durante 20 horas y la 
concentración de ácido láctico (g/litro) después de la fermentación de 3 horas de cada transformante se muestran en 
la Tabla 3. 5 
 

[Tabla 3] 
Nombre de la cepa Origen de LDH Concentración celular 

después de cultivo durante 
20 horas [g-dcw/l] 

Concentración de ácido 
láctico [g/litro] después de 
fermentar durante 3 horas 

ASP 
3509 

Hs 4,5 76,1 

ASP 
2914 

Hs/Hs 3,7 78,3 

ASP 
3619 

Hs/Lb 4,6 72,2 

ASP 
3621 

Hs/Sa 4,6 72,5 

ASP 
3631 

Hs/Lp 2,1 91,5 

ASP 
3622 

Hs/LpI 4,0 64,8 

ASP 
3623 

Hs/Pa 3,1 73,1 

ASP 
5019 

Hs/Hs/Hs 4,5 91,0 

 
Cuando la cepa ASP3509 preparada introduciendo una sola copia del gen de HsLDH se comparó con la cepa 
ASP2914 preparada mediante la introducción de 2 copias de gen de HsLDH, se encontró que la cepa ASP2914 10 
tenía una concentración de ácido láctico más elevada después de una fermentación de 3 horas, y se encontró que 
ASP3509 tenía un valor de DO660 mayor después de cultivar 20 horas. Además, la concentración celular después 
de cultivar 20 horas la cepa ASP3631, que mostró una concentración de ácido láctico significativamente alta 
después de la fermentación de 3 horas, se encontró que era muy baja. Los resultados de la Tabla 3 se representan 
como un diagrama de dispersión (Figura 3) que muestra una concentración de ácido láctico (g/litro) después de 15 
fermentación de 3 horas (eje vertical) y una concentración celular (g (sobre una base de peso celular en seco 
(dcw))/L) de un caldo de cultivo después de cultivo durante 20 horas (eje horizontal). Tal como se ilustra en la Figura 
3, hay una tendencia a que a medida que la capacidad de producción de ácido láctico de un transformante aumenta, 
la capacidad de crecimiento disminuye. La línea recta que se encuentra en la Figura 3 es una línea recta que 
conecta las representaciones de la cepa ASP3509 y la cepa ASP3631. A partir de la tendencia, se puede esperar 20 
que una cepa de transformante preparada mediante la introducción de 3 copias de gen de HsLDH muestre una 
capacidad de producción de ácido láctico superior y una capacidad de crecimiento menor en comparación con una 
cepa de transformante preparada introduciendo 2 copias del gen de HsLDH (cepa ASP2914), y que si la capacidad 
de producción de ácido láctico de una cepa de transformante preparada mediante la introducción de 3 copias del 
gen de HsLDH es más alta que la de la cepa ASP3631, la capacidad de crecimiento de la cepa es más baja que la 25 
de la cepa ASP3631. Sin embargo, a pesar de esta expectativa, la cepa ASP5019 preparada introduciendo 3 copias 
del gen de HsLDH se encontró que tenía una alta capacidad de producción de ácido láctico en el casi mismo nivel 
que la cepa ASP3631 y tenía una capacidad de crecimiento suficiente a casi el mismo nivel que la cepa ASP3509. 
 
[Ejemplo 2] 30 
 
Cada una de la cepa ASP5019 y la cepa ASP3631 utilizadas en el Ejemplo 1 se cultivó en un matraz para comparar 
la capacidad de crecimiento y la capacidad de producción de ácido láctico de las respectivas cepas. 
 
Específicamente, cada cepa transformante se inoculó en medio de cultivo líquido YES (extracto de levadura 5 g/litro, 35 
glucosa 30 g/litro, adenina 1 g/litro, histidina 1 g/litro, leucina 1 g/litro, uracilo 1 g/litro y ricina 1 g/litro), y se cultivaron 
durante 30 horas a una temperatura de 32 ºC bajo una condición de agitación de 110 rpm. Al final del cultivo, se 
recogieron las células. Las células recogidas de este modo se inocularon en un fermentador de tarro de 3 litros lleno 
de un medio de cultivo que tenía la composición mostrada en la Tabla 4 y se añadieron al mismo cantidades 
apropiadas de elementos traza y vitaminas, y a continuación se cultivaron mediante cultivo por lotes alimentado 40 
durante 60 horas a una temperatura de 32 ºC bajo un control de DO en cascada. Al final del cultivo, se midió la 
DO660 del caldo de cultivo. 
 
A continuación, a partir del caldo de cultivo obtenido al final del cultivo, las células se separaron mediante 
centrifugación y a continuación se inocularon en una solución acuosa al 11,1% de glucosa a una concentración 45 
celular inicial de 36 g (sonre una base de peso celular seco)/litro (DO660 = 180) para preparar un licor de 
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fermentación. A partir de entonces, la fermentación se llevó a cabo durante 7 horas en un tubo de ensayo. Al final de 
la fermentación, se midió la concentración de ácido láctico (g/litro) del licor de fermentación. 
 

[Tabla 4] 
Componente Concentración 

Extracto de levadura 20 g/litro 
Glucosa acuosa (contenido de humedad: 8-9%) 33 g/litro 
(NH4)2SO4 15 g/litro 
KH2PO4 8 g/litro 
MgSO4·7H2O 5,34 g/litro 
Na2HPO4 0,04 g/litro 
CaCl2·2H2O 0,2 g/litro 

 5 
Con respecto a cada transformante, se midieron la DO660 del caldo de cultivo después de cultivar durante 60 horas 
y la concentración de ácido láctico (g/litro) del licor de fermentación después de la fermentación durante 7 horas, y 
los resultados se muestran en la Figura 4. Se encontró que la cepa ASP5019 tenía una alta capacidad de 
producción de ácido láctico como cepa ASP3631, y se confirmó que su capacidad de crecimiento era 
significativamente mayor que la de la cepa ASP3631. 10 
 
[Ejemplo 3] 
 
La cepa ASP5019 y la cepa ASP3631 utilizadas en el Ejemplo 1, se cultivaron mediante cultivo continuo para 
comparar sus capacidades de producción de ácido láctico. 15 
 
Específicamente, se recogieron las células obtenidas mediante cultivo por lotes alimentado de 60 horas de la misma 
manera que en el Ejemplo 2, y las células recogidas de este modo se inocularon en un medio de fermentación que 
tenía la composición de la Tabla 5 y se añadieron las cantidades apropiadas de elementos traza y vitaminas al 
mismo, a una concentración inicial de células de 36 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro (DO660 = 180), 20 
para preparar un licor de fermentación. Se transfirieron 0,5 litros de caldo de fermentación a un fermentador de jarra 
de 1 litro, y se hizo circular a través de una membrana de microfiltración de flujo cruzado. A continuación, se llevó a 
cabo una fermentación continua durante 200 horas o más a 28 ºC mediante el suministro de un medio de 
fermentación con un caudal constante y la extracción de un filtrado de membrana. En ese momento, se empleó una 
velocidad de dilución de 0,066 (1/h). En la fermentación continua, se utilizó una membrana de microfiltración que 25 
tenía un tamaño de poro más pequeño que el tamaño de cada célula, mediante lo cual las células se devolvieron al 
tanque y se reciclaron durante la fermentación continua durante 200 horas o más. La neutralización del pH utilizando 
un álcali no se llevó a cabo. 
 

[Tabla 5] 30 
Componente Concentración 

Extracto de levadura 5 g/litro 
Glucosa acuosa (contenido de humedad: 8-9%) 136,4 g/litro 
C8H5KO4 (hidrógeno ftalato de potasio) 3 g/litro 
Na2HPO4 2,2 g/litro 
MgCl2·6H2O 1,05 g/litro 
KCl 1 g/litro 
Na2SO4 0,04 g/litro 

 
Los cambios con el tiempo en la concentración de ácido láctico (g/litro) del licor de fermentación en la fermentación 
continua se muestran en la Figura 5. Como resultado de la fermentación continua durante 200 horas o más, desde el 
principio de la fermentación hasta el punto de 120 horas después de la fermentación, la cepa ASP5019 y la cepa 
ASP3631 fueron casi idénticas en términos de sus concentraciones de ácido láctico y mostraron valores 35 
constantes. Después del punto de 150 horas después de la fermentación, se observó una tendencia de 
disminución. Sin embargo, la tendencia de disminución de la cepa ASP5019 fue más suave que la de la cepa 
ASP3631. Estos resultados indican que la cepa ASP5019 tiene una capacidad de producción de ácido láctico 
significativamente alta en condiciones de operación a largo plazo y de oxígeno elevado. 
 40 
Aplicabilidad industrial 
 
Dado que el transformante de la presente invención y el procedimiento de producción de ácido láctico utilizando el 
transformante pueden producir ácido láctico con una elevada productividad, incluso a un pH bajo, sin llevar a cabo la 
neutralización con un álcali, se pueden utilizar convenientemente para un procedimiento de producción industrial de 45 
ácido láctico. 
 
Listado de Secuencias 
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<110> ASAHIGLASS COMPANY, LIMITED 
<120> TRANSFORMANTE Y PROCESO PARA LA PRODUCCIÓN DEL MISMO, Y PROCESO PARA LA 
PRODUCCIÓN DE ÁCIDO LÁCTICO 
<130> K20140709 
<160> 14 5 
<210> 1 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 10 
<223> Descripción de secuencia artificial: UF 
<400> 1 
ctctccagct ccatccataa g 21 
<210> 2 
<211> 45 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: UR 
<400> 2 20 
gacacaactt cctaccaaaa agcctttctg cccatgtttt ctgtc 45 
<210> 3 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: OF 
<400> 3 
gctttttggt aggaagttgt gtc 23 
<210> 4 30 
<211> 43 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: OR 35 
<400> 4 
agtgggattt gtagctaagc tgtatccatt tcagccgttt gtg 43 
<210> 5 
<211> 45 
<212> ADN 40 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: DF 
<400> 5 
aagtttcgtc aatatcacaa gctgacagaa aacatgggca gaaag 45 45 
<210> 6 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 50 
<223> Descripción de secuencia artificial: DR 
<400> 6 
gttccttaga aaaagcaact ttgg 24 
<210> 7 
<211> 20 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: FF 
<400> 7 60 
cataagcttg ccaccacttc 20 
<210> 8 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
<220> 
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<223> Descripción de secuencia artificial: FR 
<400> 8 
gaaaaagcaa ctttggtatt ctgc 24 
<210> 9 
<211> 21 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: F para fragmento de ura4 
<400> 9 10 
agcttagcta caaatcccac t 21 
<210> 10 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: R para fragmento de ura4 
<400> 10 
agcttgtgat attgacgaaa ctt 23 
<210> 11 20 
<211> 2811 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: fragmento de ADN para la deleción de pdc2 25 
<400> 11 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
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<210> 12 
<211> 4562 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: pSM-HsLDH 
<400> 12 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

E15849633
27-11-2019ES 2 759 269 T3

 



 
 

 21 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
<210> 13 
<211> 4535 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 55 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: pSN-HsLDH 
<400> 13 
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 10 
<210> 14 
<211> 3277 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 15 
<223> Descripción de secuencia artificial: fragmento de ADN de ura4 
<400> 14 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Transformante de Schizosaccharomyces pombe que comprende 3 copias de un gen de lactato deshidrogenasa 
humano, en el que las 3 copias del gen de lactato deshidrogenasa humano están integradas en el cromosoma de 
Schizosaccharomyces pombe, y en el que un gen que codifica piruvato descarboxilasa 2 del huésped de 5 
Schizosaccharomyces pombe está eliminado o inactivado. 
 
2. Procedimiento para producir un transformante de Schizosaccharomyces pombe que comprende 3 copias de un 
gen de lactato deshidrogenasa humano integrado en el cromosoma de Schizosaccharomyces pombe y que tiene 
una deleción o inactivación de un gen que codifica piruvato descarboxilasa 2, comprendiendo el procedimiento: 10 
a1) proporcionar un huésped de Schizosaccharomyces pombe en que un gen que codifica piruvato descarboxilasa 2 
está eliminado o inactivado, y 
b1) integrar, en el huésped proporcionado en la etapa a1), tres casetes de expresión, que comprenden cada uno un 
promotor y un terminador capaces de funcionar en Schizosaccharomyces pombe y un gen de lactato 
deshidrogenasa humano, en 3 posiciones del cromosoma de dicho huésped para obtener el transformante; 15 
o 
a2) proporcionar un huésped de Schizosaccharomyces pombe, 
b2) integrar, en el huésped proporcionado en la etapa a2), tres casetes de expresión, que comprenden cada uno un 
promotor y un terminador capaces de funcionar en Schizosaccharomyces pombe y un gen de lactato 
deshidrogenasa humano, en 3 posiciones del cromosoma de dicho huésped para obtener el transformante y 20 
c2) eliminar o inactivar un gen que codifica la piruvato descarboxilasa 2 del transformante obtenido. 
 
3. Procedimiento para producir el transformante de Schizosaccharomyces pombe, según la reivindicación 2, en el 
que los tres casetes de expresión se integran respectivamente en una región que comprende de 10.000 pb en 
dirección 5’ a 10.000 pb en dirección 3’ de un locus del gen eno101, una región que comprende de 10.000 pb en 25 
dirección 5’ a 10.000 pares de bases en dirección 3’ de un locus del gen leu1 y una región que comprende de 10.000 
pb en dirección 5’ a 10.000 pb en dirección 3’ de un locus del gen gpml. 
 
4. Procedimiento para producir ácido láctico, que comprende cultivar el transformante de Schyzosaccharomyces 
pombe, tal como se define en la reivindicación 1, y recuperar el ácido láctico a partir del caldo de cultivo. 30 
 
5. Procedimiento para producir ácido láctico, según la reivindicación 4, en el que se utiliza un caldo de cultivo que 
tiene una concentración de glucosa del 1 al 50% en masa para cultivar el transformante. 
 
6. Procedimiento para producir ácido láctico, según la reivindicación 4 o 5, en el que el cultivo continúa 35 
adicionalmente después de que el pH del caldo de cultivo llega a 3,5 o inferior debido al ácido láctico producido por 
el transformante. 
 
7. Procedimiento para producir ácido láctico, según cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que el cultivo se 
continúa sin neutralizar el ácido láctico producido por el transformante en el caldo de cultivo. 40 
 
8. Procedimiento para producir ácido láctico, según cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en el que el ácido 
láctico se separa del caldo de cultivo sin neutralizar el ácido láctico producido por el transformante en el caldo de 
cultivo. 
 45 
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