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DESCRIPCION
Transformante y procedimiento para la producciéon del mismo, y procedimiento para la produccion de acido lactico
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un transformante y su proceso de produccién, y a un procedimiento para producir
acido lactico. Especificamente, 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
parte de un grupo de genes que codifican la piruvato descarboxilasa esta eliminado o inactivado, un proceso de
produccion del transformante, y un procedimiento para producir acido lactico mediante el cultivo del transformante en
un caldo de cultivo y la recuperacion del acido lactico a partir del caldo de cultivo.

Estado de la técnica

El acido lactico es ampliamente utilizado en alimentos y materias primas quimicas utilizadas para la medicina,
cosméticos, etc. Ademas, el acido polilactico obtenido utilizando acido lactico ha atraido la atencion como un plastico
biodegradable que se degrada finalmente en diéxido de carbono y agua por microorganismos. Por lo tanto, es
necesario producir acido lactico a un bajo costo con una alta productividad.

Como procedimiento para producir acido lactico, un procedimiento de produccién biolégica en el que un sacarido es
fermentado por bacterias del acido lactico. Sin embargo, dado que la resistencia a los acidos del acido lactico es
baja, con el fin de lograr una alta productividad de este procedimiento, se requiere que el acido lactico producido por
fermentacion se convierta en una sal de &cido lactico mediante la neutralizacién con un alcali. Tal neutralizacion con
un alcali requiere una etapa para la restauracion del acido lactico a partir de la sal de acido lactico, por lo que los
pasos de produccion se complican y el coste de produccion se eleva.

Como procedimiento para la obtencion de éacido lactico sin llevar a cabo la neutralizacién con un élcali, un
procedimiento que utiliza un transformante preparado mediante la introduccion de un gen que codifica LDH en un
huésped de levadura. Por ejemplo, el Documento de Patente 1 describe que el acido lactico se puede producir con
una alta productividad, sin llevar a cabo una etapa de neutralizacion con un alcali, mediante el cultivo de un
transformante que contiene un gen de LDH que deriva de mamiferos, 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 esta eliminado o inactivado. Ademas, el Documento de Patente 2 da a
conocer que el acido lactico 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.

Ademas, el Documento de Patente 3 describe que un transformante que contiene un gen de LDH de Lactobacillus
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 esta eliminado o inactivado, tiene una
capacidad de produccion de acido lactico 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 introduccién de un gen de LpLDH en
combinacion con un gen de LDH derivado de ser humano (gen de HsLDH), la capacidad de produccién de acido
lactico puede ser mejorada significativamente en comparaciéon 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

Bibliografia de Patentes

[Documento de patente 1] Publicacién Internacional PCT N° W02011/021629

[Documento de patente 2] Traduccion de la publicacién japonesa No. 2007-512018 de la Publicacion Internacional
PCT

[Documento de patente 3] Publicacion Internacional PCT N° W02014/030655

Caracteristicas de la invencion

Problema técnico

Para producir acido lactico de manera eficiente, se prefiere un excelente transformante en la capacidad de
produccion de acido lactico 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 introduccion de un gen de LDH exégeno
es que tenga una alta capacidad de produccion de acido lactico y una baja capacidad de crecimiento.
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La presente invencidn proporciona un transformante de S. pombe que puede producir acido lactico con una elevada
productividad sin requerir neutralizacion con un alcali y es excelente en la capacidad de produccién de acido lactico
y capacidad de crecimiento, y el proceso de produccion del mismo.

Ademas, la presente invencién proporciona un procedimiento para producir acido lactico, con una alta productividad
sin requerir neutralizacién con un alcali, mediante el uso del transformante.

En el presente documento, el acido lactico segln la presente invencion significa acido L-lactico que se obtiene
mediante un procedimiento biolégico.

Solucién 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
descarboxilasa 2 del huésped de Schizosaccharomyces pombe esta eliminado o inactivado, y el proceso de
produccién, 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
un gen que es una parte de un grupo de genes que codifican la piruvato descarboxilasa del huésped de
Schizosaccharomyces pombe esta eliminado o inactivado.

Ademas, la presente solicitud también describe un transformante caracterizado por proporcionar una concentracion
celular de al menos 4,0 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro de un caldo de cultivo preparado mediante
inoculacion de células, a una concentracion 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 liquido que incluye 1% de extracto
de levadura, 2% de peptona y 6% de glucosa, y a continuacion el cultivo durante 20 horas a una temperatura de 32
°C con condiciones de agitacion de 110 rpm y 7 cm de recorrido, y disposicién de una concentracion de acido lactico
de por lo menos 80 g/l de un licor de fermentacién preparado mediante inoculacién de las células, a una
concentracién 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 liquido que incluye 1% de extracto de levadura, 2% de peptona y
6% de glucosa, y a continuacion el cultivo durante 20 horas a una temperatura de 32 °C con condiciones de
agitacion de 110 rpm y 7 cm de recorrido, seguido de la inoculacién de las células obtenidas de este modo, a una
concentracion celular inicial de 36 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro en un tubo de ensayo que tiene
un diametro de 18 mm y una longitud de 150 mm y que contiene 4,5 ml de una solucién acuosa de glucosa al 11,1%
y, a continuacion, la fermentacion durante 3 horas a una temperatura de 32 °C con condiciones de agitacién con un
angulo de agitacion 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
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 esta eliminado o
inactivado.

El gen que codifica la piruvato descarboxilasa eliminado o inactivado es preferiblemente un gen de PDC2. Ademas,
el gen de LDH esta integrado preferiblemente en un cromosoma de Schizosaccharomyces pombe.

Ademas, 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 delecién o inactivacion de un gen que es una parte de un grupo de genes que codifican la
piruvato descarboxilasa, caracterizado por la introducciéon de un casete de expresién 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 utilizacion de un huésped en el que un gen que es una parte de un grupo de genes que codifica la piruvato
descarboxilasa esta eliminado o inactivado como el huésped de Schizosaccharomyces pombe o la eliminacién o
inactivacion 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 expresion se introduce
preferiblemente en una region seleccionada de una region que comprende de 10.000 pb en direcciéon 5’ a 10.000 pb
en direccién 3’ de un locus del gen eno101, una regién que comprende de 10.000 pb en direcciéon 5’ a 10.000 pb en
direccion 3’ de un locus del gen leul, y una region que comprende de 10.000 pb en direccién 5 a 10.000 pb en
direccion 3’ de un locus del gen gpml.

Ademas, en el procedimiento para producir el transformante descrito en este documento, el gen que codifica piruvato
descarboxilasa eliminado o inactivado es preferiblemente un gen de PDC2.
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Ademas, el procedimiento para producir acido lactico de la presente invencion estd compuesto de cultivar el
transformante, y recuperar acido lactico a partir de un caldo de cultivo.

En el procedimiento para producir &cido lactico de la presente invencién, se usa preferiblemente un caldo de cultivo
gue tiene una concentracion de glucosa del 1 al 50 % en masa para el cultivo del transformante. Ademas, se
continda el cultivo preferiblemente después de que el pH del caldo de cultivo sea de 3,5 0 menor debido al acido
lactico producido por el transformante.

Ademas, el cultivo se continda preferiblemente sin neutralizar el acido lactico producido por el transformante en el
caldo de cultivo, y el acido lactico se separa preferiblemente del caldo de cultivo sin neutralizar el acido lactico
producido por el transformante en el caldo de cultivo.

La presente invencién se define por las reivindicaciones.
Efectos ventajosos de la invencion

El transformante de S. pombe de la presente invencion es excelente en capacidad de crecimiento, y puede producir
acido lactico con una elevada productividad sin requerir neutralizacion con un alcali. Ademas, es adecuado para la
produccion de acido lactico en presencia de alta concentracion de sacaridos, en particular glucosa, fructosa,
sacarosa y maltosa, y también es adecuado para un cultivo de alta densidad. Ademas, también es excelente en la
capacidad de produccién de acido lactico a largo plazo en un cultivo continuo bajo condiciones de oxigeno elevado.

El transformante se puede producir convenientemente de acuerdo con el proceso de produccién de transformante de
la presente invencion.

Ademas, el procedimiento de produccion de acido lactico de la presente invencion puede producir acido lactico con
una elevada productividad sin llevar a cabo una etapa de neutralizacién con un alcali.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es una figura esquematica que ilustra la estructura del vector recombinante PSM-HsLDH.

La Fig. 2 es una figura esquematica que ilustra la estructura del vector recombinante PSN-HsSLDH.

La Fig. 3 es un diagrama de dispersion que muestra la concentracién de acido lactico (g/litro) después de la
fermentacién de 3 horas (eje vertical) y una concentracion de células (g (sobre una base de peso celular en seco
(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 gréafico que muestra los resultados de medicién de DO660 de un caldo de cultivo después del cultivo
durante 60 horas y una concentracion de &acido lactico (g/litro) de un licor de fermentacién después de la
fermentacién de 3 horas, de cada transformante en el Ejemplo 2.

La Fig. 5 es un grafico que muestra los cambios en el transcurso del tiempo en una concentracion de acido lactico
(g/litro) de un licor de fermentacion en la fermentacion continua de cada transformante en el Ejemplo 3.

Descripcion de las realizaciones
[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
huésped de Schizosaccharomyces pombe esta eliminado o inactivado. El primer transformante tiene una capacidad
suficientemente alta de crecimiento, a pesar de que tiene una capacidad de produccién elevada de &cido lactico. Por
lo tanto, es muy adecuado como bacteria de acido lactico para la produccién de acido lactico a escala industrial.

El gen que codifica la piruvato descarboxilasa eliminado o inactivado es preferiblemente un gen de PDC2. Ademas,
el gen de LDH esta integrado preferiblemente en un cromosoma de Schizosaccharomyces pombe.

El segundo transformante descrito en este documento se caracteriza por proporcionar una concentracion de células
de al menos 4,0 g (sobre una base de peso celular seco)/litro de un caldo de cultivo preparado mediante la
inoculacion de células, a una concentracion celular inicial de 0,04 g (sobre una base de peso celular seco)/litro, en
un matraz de Sakaguchi de 500 ml que contiene 100 ml de un caldo de cultivo liquido que incluye 1% de extracto de
levadura, 2% de peptona y 6% de glucosa, y a continuacion el cultivo durante 20 horas a una temperatura de 32 °C
con condiciones de agitacion de 110 rpm y 7 cm de recorrido, y disposicion de una concentracién de acido lactico de
por lo menos 80 g/l de un licor de fermentacién preparado mediante inoculacién de las células, a una concentracion
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 liquido que incluye 1% de extracto de levadura, 2% de peptona y 6% de
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glucosa, y a continuacion el cultivo durante 20 horas a una temperatura de 32 °C con condiciones de agitacion de
110 rpm y 7 cm de recorrido, seguido de la inoculacion de las células obtenidas de este modo, a una concentracion
celular inicial de 36 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro en un tubo de ensayo que tiene un didametro de
18 mm y una longitud de 150 mm y que contiene 4,5 ml de una solucién acuosa de glucosa al 11,1% vy, a
continuacion, la fermentaciéon durante 3 horas a una temperatura de 32 °C con condiciones de agitacion con un
angulo de agitacion de 43,5 °, 110 rpm y 7 cm de recorrido. Como se describié anteriormente, el segundo
transformante n tiene una capacidad suficientemente alta de crecimiento, a pesar de que tiene una capacidad de
produccién de acido lactico elevada. Por lo tanto, es muy adecuado como bacteria de acido lactico para la
produccién de acido lactico a escala industrial.

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 esta eliminado o inactivado. El primer transformante descrito en este
documento es particularmente preferido como dicho segundo transformante.

<S. pombe>

S. pombe como huésped es una levadura del género Schizosaccharomyces (levadura de fision), y es un
microorganismo que es particularmente excelente en resistencia a los acidos en comparacion con otras
levaduras. Ademas, se ha sabido que S. pombe es excelente en la productividad de &cido lactico bajo una alta
concentracion de glucosa y también es adecuado para un cultivo de alta densidad (cultivo utilizando una gran
cantidad de levadura), en comparacion con otras levaduras, tales como Saccharomyces cerevisiae. Por lo tanto,
mediante el uso de un transformante de S. pombe, el acido lactico puede producirse con una productividad
significativamente alta.

Aqui, la secuencia de nucleétidos completa de los cromosomas de S. pombe se almacena y se abre al publico 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 estan disponibles a partir de la base de datos mediante la busqueda con un nombre de gen o la
ID sistematica mencionada anteriormente.

<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 estd 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
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 sistematicas de los respectivos genes de PDC son los siguientes.

Gen de PDC 1 (Pdc 1): SPAC13A11.06

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
anteriormente mediante la bdsqueda con los nombres de genes o los ID sistematicos.

En el caso de S. pombe de tipo salvaje, la glucosa se metaboliza en acido pirdvico por la via glicolitica, el acido
piravico se convierte en acetaldehido por la piruvato descarboxilasa expresada a partir del gen de PDC mencionado
anteriormente, y a continuacion el acetaldehido se convierte en etanol por una alcohol deshidrogenasa, con lo cual
se lleva a cabo la fermentacién del etanol. Ademas, dado que S. pombe de tipo salvaje no tiene un gen de LDH
funcional, no tiene una ruta para la produccién de acido lactico a partir de acido piravico.

Por otro lado, la LDH expresada a partir del gen de LDH introducido produce &cido lactico mediante la reduccion de
acido pirtvico a acido lactico. Por lo tanto, incluso cuando S. pombe de tipo salvaje esta activado para producir acido
lactico mediante la introduccién de un gen de LDH al mismo, su productividad de acido lactico no resulta
suficientemente alta porque la fermentacion del etanol y la fermentacion del acido lactico se llevan a cabo como si
fueran tal cual.

El transformante de la presente invencion tiene un cromosoma en el que una parte del grupo de genes que codifican
la piruvato descarboxilasa esta eliminada o inactivada. Mediante la eliminacion o inactivacién de un gen que es una
parte del grupo de genes de PDC del transformante, la eficiencia de la fermentaciéon en etanol del transformante
disminuye y la cantidad de acido pirvico a convertir en etanol disminuye, con lo que aumenta la productividad del
acido lactico. Sin embargo, cuando todos los genes del grupo de genes de PDC son eliminados o inactivados, el
crecimiento se inhibe debido a que la fermentacién en etanol no puede llevarse a cabo en absoluto. Por lo tanto, la
delecion o inactivacion 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 funcion particularmente principal.

Como se ha descrito anteriormente, si todos los genes de PDC son eliminados o inactivados, el crecimiento del
transformante se inhibe porque no puede llevar a cabo la fermentaciéon del etanol. Por lo tanto, la delecion o
inactivacion de genes de PDC deben llevarse a cabo de manera que la eficiencia de la fermentacion de acido lactico
se pueda incrementar mediante la disminucion de la capacidad de fermentacién del etanol, mientras se mantiene la
capacidad de fermentacion 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
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 fermentacién en etanol para la obtenciéon de suficiente cantidad del
transformante y la produccion de acido lactico a una alta eficiencia de fermentacion.

La delecién o inactivacion de genes de PDC se puede llevar a cabo mediante procedimientos conocidos
publicamente. Por ejemplo, se puede utilizar el sistema de Latour (Nucleic Acids Res., 2006, vol. 34, pagina ell, y
W02007/063919) para eliminar un gen de PDC.

Ademas, el gen de PDC puede ser inactivado al causar una delecion, insercién, sustitucion o adicion en una parte de
la secuencia de nucledtidos del gen de PDC. El gen puede mutarse por una sola de delecién, insercion, sustitucion y
adicion, o por dos o mas de ellas.

Como procedimiento para introducir la mutacion descrita anteriormente a una parte del gen de PDC, se pueden
utilizar los procedimientos publicamente conocidos. Por ejemplo, un procedimiento de cribado de mutantes usando
mutagenos (Koubo Bunshi Idengaku Jikken-Hou, 1996, Japdén Scientific Sociedades Press), mutaciones al azar
utilizando PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) (PCR Methods Appl., 1992, vol. 2, pag. 28- 33) y similares.

Ademas, el gen de PDC en el que se introdujo una mutacion 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
a una cierta temperatura de cultivo, pero muestra la desaparicion o la reduccion de la actividad cuando la
temperatura de cultivo alcanza una temperatura especifica o superior.

La cepa mutante que expresa dicha piruvato descarboxilasa de tipo mutante se puede obtener mediante la seleccion
de una cepa que muestra una tasa de crecimiento equivalente a la de la levadura de tipo salvaje bajo una condicién
de temperatura a la que la actividad no se limita, mientras que muestra una significativa disminucion de la tasa de
crecimiento bajo una condicién de temperatura especifica en la que la actividad es limitada.

<Gen de LDH>

El transformante de la presente invencion tiene al menos un gen de LDH. Tal como se describié anteriormente, S.
pombe no tiene esencialmente un gen de LDH que muestra una fuerte actividad enzimatica. Por lo tanto, el
transformante se obtiene mediante la introduccién de un gen de LDH de un organismo distinto de S. pombe en S.
pombe mediante procedimientos de ingenieria genética.

El origen biolégico del gen de LDH introducido en el segundo transformante descrito en el presente documento no
esta particularmente limitado. Ademas, el nUmero 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 biolégica o se puede introducir una combinacién de
genes de LDH derivados de diferentes especies bioldgicas. Ajustando adecuadamente las especies bioldgicas y el
numero de copias de genes de LDH introducidos en un huésped de S. pombe, se puede obtener un transformante
que tiene una alta capacidad de produccion de acido lactico 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
gen de HsLDH (nimero 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 esta
eliminado o inactivado (es decir, el primero transformante descrito anteriormente). El nimero de copias del gen de
HsLDH contenidas en el transformante es mas preferiblemente de 3 a 4, lo mas preferiblemente 3. Como se muestra
en el siguiente Ejemplo 1, la capacidad de crecimiento de un transformante, preparado mediante la introduccion de 2
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 esta eliminada o inactivada, se redujo en cierta medida, en comparacién con un
transformante preparado mediante la introduccién de una sola copia del gen de HsLDH en el huésped de S. pombe,
mientras se aumenté su capacidad de produccion de acido lactico. Mientras, la capacidad de crecimiento de un
transformante preparado mediante la introduccién de 3 copias del gen de HsLDH en el huésped de S. pombe era
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casi idéntica a la del transformante preparado mediante la introduccién de una sola copia del gen de HsLDH, y su
capacidad de produccion de acido lactico fue significativamente elevada.

[Produccién de transformante]

El transformante de la presente invencién 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 esta eliminado o inactivado, y la introducciéon de un gen de LDH al
mismo mediante un procedimiento de ingenieria genética. Ademas, el transformante de la presente invencion
también se puede preparar mediante el uso de un huésped de S. pombe que no tiene delecién o inactivacion de
genes de PDC en el mismo, y la introduccion de un gen de LDH en el huésped de S. pombe mediante un
procedimiento de ingenieria genética, seguida por la eliminacién o la inactivacion de un gen que es una parte del
grupo de genes de PDC del transformante asi obtenido. En los siguientes Ejemplos, se emple6 el primer
procedimiento para producir un transformante deseado, pero se pueden producir también transformantes casi
equivalentes mediante el Gltimo procedimiento.

A continuacion, el procedimiento de produccion de un transformante se describira 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
esta eliminado o inactivado, y la introduccién de 3 copias del gen de HsLDH en el mismo mediante un procedimiento
de ingenieria genética.

<Huésped>

El huésped de S. pombe puede ser de tipo salvaje o de tipo mutante en el que un gen especifico esta eliminado o
inactivado, seguln la aplicacién. Para la eliminacion o inactivacion de un gen especifico, pueden utilizarse
procedimientos publicamente conocidos. Especificamente, el sistema Latour (Nucleic Acids Res., 2006, vol. 34,
pagina ell, y W02007/063919) se puede utilizar para suprimir el gen. Ademas, el gen puede inactivarse mediante
mutacion del gen en una determinada posicion mediante seleccién usando mutagenos mutante (koubo Bunshi
Idengaku Jikken-Hou, 1996, Japon Sociedades Cientificas Press), mutaciones al azar utilizando PCR (PCR Methods
Appl., 1992, vol. 2, pag. 28-33) y similares. Como levadura del huésped del género Schizosaccharomyces en la que
se elimina o inactiva un gen especifico, se pueden utilizar las descritas en los documentos W02002/101038,
W02007/015470, etc.

Ademas, la regién a eliminar o inactivar puede ser un ORF (marco de lectura abierto) o una region reguladora de la
expresion de un gen especifico. Un procedimiento particularmente preferido es la recombinacién homéloga mediada
por PCR (Yeast, vol. 14, pag. 943-951, 1998) en el que un ORF de un gen estructural se sustituye por un gen
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 invenciéon. Ademas, se puede utilizar un huésped de S. pombe en el que un gen
especifico distinto de genes de PDC esta eliminado o inactivado, ademas de un gen de PDC. Dado que la eficacia
de la expresion de una proteina heteréloga puede aumentar mediante la supresion o inactivacién de un gen de la
proteasa o similar, se puede esperar la mejora en la eficiencia de la produccién de &cido lactico cuando se aplica al
huésped de la presente invencion.

Ademas, el S. pombe para ser utilizado como huésped es preferiblemente aquel que tiene un marcador para
seleccionar un transformante. Por ejemplo, se prefiere utilizar un huésped que esencialmente requiera un factor
nutriente especifico para el crecimiento debido a la eliminacion 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 auxotrofia del huésped mediante el uso de un vector que lleva el gen suprimido (marcador de
complementacion auxotréfico). Es posible seleccionar el transformante mediante el uso de la diferencia en la
auxotrofia entre el huésped y el transformante.

Por ejemplo, un huésped de S. pombe que se ha hecho auxotréfico para uracilo por delecion o inactivacion de la
orotidina fosfato descarboxilasa (gen de ura4) se transforma con un vector que contiene el gen de ura4 (marcador de
complementacion auxotréfico), y los transformantes que contienen el vector se obtienen mediante la seleccién de los
gue carecen de auxotrofia de uracilo. El gen a eliminar para obtener un huésped auxotrofico no se limita a un gen de
ura4 cuando se utiliza para la selecciéon de un transformante, y puede ser, por ejemplo, un gen de isopropil malato
deshidrogenasa (gen leul).

Ademas, una cepa de S. pombe que no tiene delecion o inactivacién de genes de PDC puede usarse como huésped
para la produccion de un transformante. En este caso, se puede utilizar como un huésped una que tenga una
delecion o inactivacion de los genes distintos de los genes de PDC anteriormente mencionados (marcador
auxotréfico, gen de la proteasa, etc.). Después de producir un transformante mediante el uso de este huésped, y la
eliminacion o inactivacion 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 invencion.
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<Procedimiento de introduccién de genes de HsLDH>

Como procedimiento para introducir genes de HsLDH en un huésped mediante un procedimiento de ingenieria
genética, se pueden utilizar procedimientos publicamente conocidos. Como procedimiento para introducir un gen
estructural de una proteina heteréloga en un huésped de S. pombe, se pueden utilizar los procedimientos descritos
en los documentos JP-A-5-15380, WQ095/09914, JP-A-10-234.375, JP-A-2000 a 262.284, JP-A-2005-198612,
W02011/021629, etc.

<Casete de expresion>

El casete de expresion es una combinacion de ADN necesarios para la expresion de una proteina 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 invencion, el casete de expresion del gen de
HsLDH contiene el gen de HsSLDH, un promotor capaz de funcionar en S. pombe y un terminador capaz de funcionar
en S. pombe. El casete de expresion puede contener al menos uno de una regién 5' no traducida y una regiéon 3' no
traducida. Ademas, puede contener un marcador de complementacion auxotréfico. El casete de expresion es
preferiblemente un casete de expresién que contiene el gen de HsLDH, un promotor, un terminador, una regién 5’ no
traducida, una regién 3’ no traducida, y un marcador de complementacién auxotréfico. Multiples copias del gen de
HsLDH pueden estar presentes en un solo casete de expresiéon. Por ejemplo, el casete de expresion Unico puede
contener de 2 a 5 copias del gen de HsLDH.

Como secuencia del gen del gen de HsLDH contenido en el casete de expresion, se puede utilizar como tal un gen
del tipo salvaje. Sin embargo, para aumentar la expresion 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.

El promotor y el terminador capaz de funcionar en S. pombe pueden ser los que pueden mantener la expresion de
LDH al funcionar en el transformante incluso si se vuelve acido (incluso cuando resulta en pH 6 o inferior) debido a la
acumulacion de acido lactico por el transformante de la presente invencién. Como promotor capaz de funcionar en
S. pombe, se pueden utilizar un promotor endégeno de S. pombe (preferiblemente uno que tiene una alta actividad
transcripcional), o un promotor exégeno a S. pombe (tal como un promotor derivado de un virus). Ademas, dos o
mas tipos de promotores pueden estar contenidos en el vector.

Como promotor endégeno de S. pombe, se pueden mencionar, por ejemplo, un promotor del gen de alcohol
deshidrogenasa, un promotor del gen nmtl 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
en la represion del catabolito (documento W099/23223) o un promotor del gen de proteina de choque térmico
(documento W0O2007/26617).

Como promotor exégeno 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
prefieren un promotor de hCMV y un promotor de SV40.

Como terminador capaz de funcionar en S. pombe, se pueden utilizar un terminador endégeno de S. pombe o un
terminador exégeno de S. pombe. Ademas, dos 0 mas tipos de terminadores pueden estar contenidos en el vector.

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 | humana.

<Vector>

El transformante de la presente invencién tiene un casete de expresion que contiene el gen de HsLDH en su
cromosoma 0 como un gen extracromosémico. Aqui, tener el casete de expresion en su cromosoma significa que el
casete de expresion esta integrado en al menos una posicion del cromosoma de una célula huésped, y tener un gen
extracromosémico significa que un plasmido que contiene el casete de expresion esta contenido en la célula. El
transformante que tiene un casete de expresion que contiene el gen de HsLDH se puede obtener mediante la
transformacion de un huésped de S. pombe con un vector que contiene el casete de expresion del gen de HsLDH.

El vector puede producirse mediante la integracion del casete de expresién en un vector que tiene una estructura de
ADN circular o una estructura de ADN lineal. En el caso de la preparacion de un transformante en el que el casete
de expresion se mantiene en la célula huésped como un gen extracromosémico, el vector es preferiblemente un
plasmido que contiene una secuencia necesaria para la replicacién en la célula huésped, es decir, secuencia de
replicacién auténoma (ARS). Por otro lado, en el caso de la preparacion de un transformante en el que el casete de
expresion esta 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
reconocimiento por enzimas de restriccion para el corte abierto a ADN lineal en el momento de su introduccién en la
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célula huésped. Cuando el vector es un plasmido que contiene ARS, se puede introducir en un huésped después de
la eliminacién de la porcién de ARS para formar una estructura de ADN lineal, o después de que la porcién de ARS
se corte abierta a una estructura de ADN lineal en la que se inactiva la funcion de ARS.

El vector de expresion preferiblemente tiene un marcador para la seleccién de un transformante. Como marcador, se
pueden mencionar, por ejemplo, el gen de ura4 (marcador de complementacién auxotréfico) y el gen de isopropil
malato deshidrogenasa (gen leul).

Se prefiere introducir gen de HsLDH en el cromosoma de S. pombe. Mediante la introduccién del gen de HsLDH en
un cromosoma, se puede obtener un transformante que tiene una alta estabilidad de pase. Ademas, el transformante
de la presente invencion 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 posicion del cromosoma, o uno que contiene la introduccién de una
copia del gen de HsLDH en de 3 a 5 posiciones del cromosoma.

Como procedimiento para introducir genes de HsSLDH en un cromosoma, pueden utilizarse procedimientos
publicamente conocidos. Por ejemplo, mediante el procedimiento descrito en el documento JP-A-2000-262284,
multiples copias del gen de HsLDH pueden introducirse en un cromosoma. Ademas, puede introducirse una sola
copia del gen de HsLDH en un cromosoma. Ademas, como se describe a continuacion, pueden introducirse una o
varias copias del gen de LDH en multiples posiciones en un cromosoma.

El procedimiento para introducir el gen de HSLDH en el cromosoma de S. pombe es preferiblemente un
procedimiento de recombinacién homologa usando un vector que contiene un casete de expresion que contiene el
gen de HsLDH y una regién de recombinacion.

La region de recombinacion del vector es una regidn que tiene una secuencia de nucleétidos que puede inducir la
recombinacién homdloga con un sitio diana en el cromosoma de S. pombe en el que se quire conseguir la
recombinacién homdloga. Ademas, el sitio diana es un sitio para convertirse en diana para la integraciéon de un
casete de expresion en el cromosoma de S. pombe. El sitio diana puede disefiarse libremente dejando que la regién
de recombinacion del vector tenga una secuencia de nucleétidos que induce la recombinacion homéloga con el sitio
diana.

Se requiere que la regién de recombinacion tenga una homologia de secuencia de nucleétidos de al menos 70% con
la secuencia de nucleétidos del sitio diana. Ademas, la homologia de secuencia de nucledtidos entre la regién de
recombinacién y el sitio diana es preferiblemente de al menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%, en vista del
aumento de la eficiencia de la recombinacion homéloga. Mediante el uso de un vector que tiene dicha regién de
recombinacion, el casete de expresion se integra en el sitio diana mediante recombinacién homdloga.

La longitud (nimero de pares de bases) de la region de recombinacion tiene preferiblemente de 20 a 2000
pb. Cuando la longitud de la region de recombinacién tiene al menos 20 pb, es probable que la recombinacion
homéloga sea inducida. Ademas, cuando la longitud de la regién de recombinacién es como maximo de 2000 pb, es
probable que se impida la reduccién de la eficiencia de recombinacién homdloga debido a un tamafio de vector
demasiado grande. La longitud de la region de recombinacién es preferiblemente de al menos 100 pb, mas
preferiblemente de al menos 200 pb. Ademas, la longitud de la regiéon de recombinacion es preferiblemente de como
maximo 800 pb, mas preferiblemente como maximo 400 pares de bases.

El vector puede contener otra region de ADN, ademas del casete de expresion y la region de recombinacion
descritos anteriormente. Por ejemplo, se pueden mencionar una region de origen de replicacion llamado "ori", que es
necesaria para la replicacion en E. coli, un gen de resistencia a los antibidticos (gen de resistencia a neomicina o
similares), etc. Estos son genes en general necesarios para la construccion de un vector que utiliza E. coli. La region
de origen de replicacion se elimina preferiblemente cuando se integra el vector en el cromosoma del huésped, tal
como se describe a continuacion.

En un caso en el que el gen de LDH estéa 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 plasmido habitual, el vector se corta preferiblemente abierto a una
forma lineal por una enzima de restriccion antes de su introduccion en la célula de S. pombe.

En este caso, el vector que tiene una estructura de ADN circular se corta abierto en una posicion dentro de la region
de recombinacién. El vector resultante tiene partes de las regiones de recombinacion que existen en ambos
extremos y esta integrado completamente en el sitio diana de un cromosoma mediante recombinaciéon homologa.

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 regiéon de
recombinacion en ambos extremos.
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Como vector, puede utilizarse adecuadamente un plasmido derivado de E. coli, tal como pBR322, pBR325, pUC118,
pUC119, pUC18, pUC19 o similares.

En este caso, se prefiere que la region de origen de replicacion llamada "ori" requerida para la replicacion en E. coli
se elimine del vector plasmido a utilizar para la recombinacién homéloga. Por lo tanto, puede aumentar la eficiencia
de la integracion en el momento de la integracién del vector descrito anteriormente en un cromosoma.

El procedimiento para construir el vector en el que se elimina la region de origen de replicacion no esta
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 regién de origen de replicacién en
una posicion a cortar dentro de la regién de recombinaciéon, de manera que la regiéon de origen de replicaciéon se
cortara del vector en el momento de la preparacion de una estructura de ADN lineal. Por lo tanto, se puede obtener
facilmente un vector en el que se elimina la region de origen de replicacion.

Ademas, puede ser un procedimiento en el que se construye un vector precursor que contiene un casete de
expresion y una region de recombinacion mediante el uso de los vectores de expresion y sus procedimientos de
construccién descritos en JP-A-5-15380, JP-A-7-163373 , W096/23890, JP-A-10-234375, y a continuacion se
elimina la regién de origen de replicacion del vector precursor mediante el uso de un procedimiento de ingenieria
genética habitual para obtener un vector para ser utilizado para la recombinacién homéloga.

<Sitio diana>

El sitio diana para la integracion del vector puede estar presente en s6lo una posicién del cromosoma de S. pombe,
0 puede estar presente en dos 0 mas posiciones del mismo. Cuando el sitio diana esta presente en dos 0 mas
posiciones, el vector puede estar integrado en dos 0 mas posiciones del cromosoma de S. pombe. Ademas, cuando
estan contenidas mdultiples copias de gen de HsLDH en un solo vector, las multiples copias del gen de HsLDH se
pueden integrar en una posicion del sitio diana. Ademas, el casete de expresion puede integrarse en dos 0 mas tipos
de sitios diana mediante el uso de dos o mas tipos de vectores que tienen regiones de recombinacion
correspondientes a los respectivos sitios diana. De acuerdo con este procedimiento, se pueden integrar multiples
copias de gen de LDH en el cromosoma de S. pombe, aumentando asi la cantidad de expresion de LDH y
mejorando la productividad de acido lactico.

Cuando el casete de expresion esta 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 mas tipos de vectores que tienen diferentes regiones de
recombinacién, cada uno de los vectores se puede integrar en diferentes sitios diana. Sin embargo, este
procedimiento se complica en el caso de integrar vectores en dos o mas posiciones del cromosoma.

Suponiendo que las secuencias de nucleétidos que son sustancialmente idénticas entre si 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 mas posiciones del
cromosoma mediante el uso de un Unico tipo de vector. Las secuencias de nucleétidos que son sustancialmente
idénticas entre si significa que la homologia entre las secuencias de nucleétidos es al menos del 90%. La homologia
entre los sitios diana es preferiblemente al menos del 95%. Ademas, la longitud de las secuencias de nucleétidos
gue son sustancialmente idénticas entre si es una longitud que abarca la regiéon de recombinacién de un vector, y es
preferiblemente de al menos 1.000 pb. En comparacién con un caso en el que mdltiples copias del gen de HsLDH
estan integradas en un sitio diana, incluso si los nimeros de integracion del gen de HsLDH son los mismos, cuando
el gen de HsLDH esta 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.

Cuando la integracion de un casete de expresion 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 expresion,
se pueden mencionar, por ejemplo, tres posiciones seleccionadas de una region cerca del locus del gen de ura4,
una regién cerca del locus del gen leul, una region cerca del locus del gen de adhl, una regién cerca del locus del
gen de gpdl, una region cerca del locus del gen eno101, una region cerca del locus del gen leul, y una regién cerca
del locus del gen de gmpl.

Aqui, "una region cerca del locus del gen X" significa que una region que va desde 10 kpb (10000 pb) en direccion 5’
del extremo en direccién 5’ de un ORF del gen X a 10 kpb (10000 pb) en direccion 3’ del extremo en direccion 3’ del
ORF, y que no tiene ORF de otro gen.

El transformante de la presente invencién es preferiblemente uno en el que se introduce el gen de HsLDH en un sitio
diana seleccionado de una region cerca del locus del gen enol101, una region cerca del locus del gen leul y una
region cerca del locus del gen gpml. El transformante de la presente invencién es preferiblemente uno en el que se
introduce el gen de HsLDH en una regién seleccionada de una region que comprende de 10.000 pb en direccién 5’ a
10.000 pb en direcciéon 3’ del locus del gen enol01, una regién que comprende de 10.000 pb en direcciéon 5’ a
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10.000 pb en direccién 3’ del locus del gen leul y una region que comprende de 10.000 pb en direccién 5" a 10.000
pb en direccion 3’ del locus del gen gpml del cromosoma de S. pombe, y es mas preferiblemente uno en el que se
introduce el gen en una regién seleccionada entre una region que comprende de 5.000 pb en direccion 5’ a 5.000 pb
en direccién 3’ del locus del gen enol01, una region que comprende de 5.000 pb en direccion 5’ a 5.000 pb en
direccion 3’ del locus del gen leul, y una regién que comprende de 5.000 pb en direccién 5’ a 5.000 pb en direccién
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 transposén Tf2. Tf2 es un
gen transposon que existe en cada tres cromosomas (monoploide) de S. pombe en 13 posiciones en total y tiene
una longitud (nimero de pares de bases) de aproximadamente 4.900 pb, con una homologia de secuencia de
nucleétidos del 99,7% (se hace referencia a la referencia identificada a continuacion).

Nathan J. Bowen et al, "Retrotransposons and their Recognition of pol Il promoters: A comprehensive Survey of the
Transposable Elements from the complete genome Sequence of Schizosaccharomyces pombe”, Genome Res, 2003
13: 1984-1997.

Es posible integrar un vector en una sola posicion de Tf2 que existe en 13 posiciones del cromosoma. En tal caso,
mediante la integracion de un vector que contiene dos o mas copias del gen de LDH, se puede obtener un
transformante que tiene dos o mas copias del gen de LDH. Ademas, mediante la integracion de un vector en dos o
mas posiciones de Tf2, se puede obtener un transformante que tiene dos o mas copias de gen de LDH. En este
caso, mediante la integracion de un vector que contiene dos o mas copias del gen de LDH, se puede obtener un
transformante que tiene incluso méas copias del gen de LDH.

<Procedimiento de transformacion>

Como procedimiento de transformacion, se puede utilizar cualquier procedimiento de transformacion conocido
publicamente. Dicho procedimiento de transformacion puede ser, por ejemplo, un procedimiento convencional como
un procedimiento de acetato de litio, procedimiento de electroporacién, procedimiento de esferoplastos,
procedimiento de perlas de cristal o similares, y un procedimiento descrito en JP-A-2005-198612. Ademas, puede
utilizarse un kit de transformacion de levadura comercialmente disponible.

Como procedimiento para transformar un huésped de S. pombe mediante un procedimiento de recombinacion
homéloga, se puede utilizar un procedimiento de recombinacion homéloga conocido publicamente. El procedimiento
de transformacién para producir el transformante de la presente invencién 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
anteriormente esta eliminado o inactivado, y la integracién de un casete de expresiéon en el cromosoma utilizando el
vector descrito anteriormente. De acuerdo con este procedimiento, el transformante de la presente invencion se
puede producir convenientemente.

Para la produccién de un transformante, por lo general, después de llevar a cabo la recombinacion homologa, los
transformantes obtenidos se someten a la seleccion. La seleccion 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 auxotréfico mencionado anteriormente y se seleccionan dos o mas colonias entre las colonias
obtenidas. A continuacién, después de cultivarlas por separado en un caldo liquido, la cantidad de expresion de una
proteina heter6loga (en la presente invencion, HsLDH) en cada caldo liquido se mide a fin de seleccionar un
transformante que muestre mayor cantidad de expresion de la proteina heteréloga. Se puede identificar la cantidad
de vector y de casete de expresion integrados en los cromosomas sometiendo los transformantes seleccionados a
un andlisis gendmico 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
condiciones de integracion, etc., pero la eficiencia de integracion y la cantidad de integracion también cambian
debido al tamafio (nUmero de pares de bases) y la estructura del vector.

En general, a medida que aumenta la cantidad de casete de expresion, se espera que aumente la eficacia de la
expresion de LDH, y, ademas, también se espera que aumente la eficiencia de la produccion de acido lactico. Por lo
tanto, se considera que la cantidad de expresion de LDH se puede aumentar y la productividad de acido lactico
puede mejorarse mediante la integracion de mdltiples copias del gen de LDH en el cromosoma de S. pombe. Sin
embargo, también se considera que cuando el nimero de casetes de expresion es demasiado grande, la carga
sobre la supervivencia y el crecimiento de las células resulta grande y la eficiencia de la produccién de acido lactico
puede de ese modo reducirse. Por otro lado, mediante el uso de un vector de expresion unico que contiene multiples
copias de genes, pueden ser integrarse multiples copias del gen de LDH en el cromosoma, mientras que se reduce
la cantidad de casete de expresion integrado en el cromosoma. Sin embargo, se considera que la eficiencia de la
integracion cromosémica disminuye a medida que aumenta el tamafio de un vector, por lo que se hace dificil
aumentar la cantidad de integracion de un vector, y como resultado, la propia produccién de un transformante resulta
dificil.
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Los presentes inventores han considerado que es necesario seleccionar un gen de LDH exdgeno que tiene una alta
eficacia de expresion en S. pombe y expresa una LDH de alta actividad, para la obtencién de un transformante de S.
pombe que tiene una eficacia de produccion de acido lactico mayor incluso en el caso de la integracion de una
cantidad relativamente pequefia de casete de expresibn que tiene un tamafio adecuado en un
cromosoma. Entonces, han encontrado que se puede obtener un transformante que tiene una eficiencia la
produccion de acido lactico significativamente mayor, en comparacion 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 delecidn o inactivacion de un gen que es una parte
del grupo de genes de PDC.

[Procedimiento de produccion de acido lactico]

El procedimiento para producir acido lactico de la presente invencién es un procedimiento para cultivar el
transformante de la presente invencion en un caldo de cultivo, y a continuacion recuperar el acido lactico a partir del
caldo de cultivo.

Mediante el cultivo del transformante de la presente invencién en un caldo de cultivo que contiene un sacarido, se
reduce el &cido pirtvico obtenido a partir del sacéarido por la via glucolitica mediante LDH para generar acido lactico,
y el &cido lactico generado en el caldo de cultivo se recupera del caldo de cultivo para producir acido lactico.

Como caldo de cultivo para la produccion de acido lactico, se puede utilizar un medio de cultivo de levadura
convencional que contiene un sacéarido, y puede contener, ademas, fuentes de nitrogeno, sales inorganicas 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.

Como fuentes de carbono, se pueden mencionar, por ejemplo, sacaridos, tales como glucosa, fructosa y
sacarosa. Como fuentes de nitrégeno, se pueden mencionar, por ejemplo, acidos inorganicos o sales de amonio
inorganicas, tales como amoniaco, cloruro de amonio y acetato de amonio, peptona, casaminoacidos y extracto de
levadura. Como sales inorganicas, se pueden mencionar, por ejemplo, fosfato de magnesio, sulfato de magnesio y
cloruro de sodio. Ademas, un acelerador de la fermentacién, tal como un proteolipido o similar, puede estar
contenido.

Segun el procedimiento de produccion de acido lactico de la presente invencion, se prefiere utilizar un caldo de
cultivo que contiene especialmente la glucosa como sacarido. La concentracion de glucosa del caldo de cultivo
(100% en masa) en la etapa inicial del cultivo es preferiblemente al menos del 1% en masa, mas preferiblemente de
1 a 50% en masa, mas preferiblemente de 2 a 16% en masa. Dado que la concentracién de glucosa disminuye a
medida que avanza el cultivo, se prefiere continuar el cultivo mediante la adicion de glucosa, segun requiera el
caso. La concentracién de glucosa en la etapa final de cultivo puede ser como maximo el 1% en masa. Ademas, en
un caso en el que el cultivo se realiza en continuo haciendo circular el caldo de cultivo mientras se separa el acido
lactico, se prefiere mantener la concentracién de glucosa anteriormente mencionada. Cuando se hace que la
concentracion de glucosa sea al menos del 2% en masa, la productividad de &cido lactico aumenta adn
mas. Ademas, cuando la glucosa en el caldo de cultivo se hace para que sea como maximo del 16% en masa, la
eficiencia de la produccion de acido lactico aumenta adicionalmente.

Ademas, con el fin de aumentar la productividad del acido lactico, se prefiere llevar a cabo el cultivo de alta
densidad. En el cultivo de alta densidad, se hace que la concentracion 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 concentracion inicial de
células del transformante en el caldo de cultivo se hace que sea mas preferiblemente de 0,2 a 2 g/litro, sobre una
base de peso celular en seco. Al aumentar la concentracién celular inicial, se puede lograr una alta productividad en
un corto periodo de tiempo. Ademas, si la concentracién celular inicial es demasiado alta, es probable que se
produzca un problema, tal como la aglomeracion de las células o una disminucidn en la eficiencia de purificacion.

Ademas, la concentracion celular que se muestra en los Ejemplos proporcionados a continuaciéon es un valor
calculado a partir de la absorbancia de luz a una longitud de onda de 660 nm (DO660) medida mediante un
espectrometro visible-ultravioleta V550 fabricado por JASCO corporacion. DO660 = 1 corresponde a 0,2 g/litro de
peso seco de levadura y 0,8 g/litro del peso en himedo.

Para el cultivo, se puede utilizar un procedimiento de cultivo de levadura convencional y por ejemplo, el cultivo
puede llevarse a cabo con agitacién o mezcla.

La temperatura de cultivo es preferiblemente de 23 a 37 °C. 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
de cultivo que contiene acido lactico. 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 acido lactico del caldo de cultivo extraido; se afiade glucosa o un caldo de cultivo fresco al
sobrenadante de cultivo y a continuacion se devuelve al tanque de cultivo. Esta operacién se repite para llevar a
cabo de forma continua el cultivo. Al llevar a cabo el cultivo continuo, la productividad de acido lactico aumenta adn
mas.

Dado que se utiliza un S. pombe particularmente excelente en la resistencia al acido en el procedimiento para
producir acido lactico usando el transformante de la presente invencion, incluso en un caso donde el pH es bajo
(aproximadamente un pH de 2 a 4) debido a la acumulacion de acido lactico, el acido lactico puede producirse sin
llevar a cabo la neutralizacion. Por lo tanto, incluso después de que el pH del caldo de cultivo llega a 3,5 0 mas bajo,
el acido lactico puede producirse mediante cultivo continuo que continta adicionalmente el cultivo. El pH en la etapa
final del cultivo o el pH durante el cultivo continuo son preferiblemente como maximo 3,5, con especial preferencia
de 2,3 a 3,5. Con el fin de aumentar la productividad de acido lactico, 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
invencion es excelente en resistencia a los acidos, su cultivo puede continuarse sin neutralizar el acido lactico
producido por el transformante en el caldo de cultivo.

La recuperacion de acido lactico a partir de un caldo de cultivo se puede llevar a cabo mediante un procedimiento
convencional. Particularmente, se prefiere recuperar el acido lactico, sin llevar a cabo la neutralizaciéon del acido
lactico en el caldo de cultivo, mediante la separacion del acido lactico del caldo de cultivo. Por ejemplo, un
procedimiento en el que las células se separan a partir de un caldo de cultivo después de la finalizacién del cultivo
por centrifugacién y a continuacién se realiza la extraccion con éter dietilico, 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 adsorcién a un
intercambio de iones y posterior lavado, se lleva a cabo la elucion, un procedimiento en el que las impurezas se
eliminan mediante el uso de carbon activado, un procedimiento en el que la destilacidn se lleva a cabo después de
permitir que reaccione con un alcohol en presencia de un catalizador acido, y un procedimiento en el que la
separacion se lleva a cabo mediante el uso de una membrana de separacion. Ademas, en algunos casos, la
recuperacion de acido lactico puede llevarse a cabo mediante la neutralizacion del acido lactico en un caldo de
cultivo y la separacion del caldo de cultivo y la sal de acido lactico. Por ejemplo, la recuperacién del acido lactico
puede llevarse a cabo mediante un procedimiento en el que el acido lactico en un caldo de cultivo se convierte en
una sal de calcio o una sal de litio y, a continuacion, se cristaliza la sal neutralizada.

Dado que se utiliza un S. pombe particularmente excelente en la resistencia al acido en el procedimiento para
producir acido lactico de la presente invencién, la produccién de acido lactico puede llevarse a cabo
convenientemente con una alta productividad sin llevar a cabo la neutralizacion con un alcali. Ademas, puesto que la
eficiencia de la fermentacién en etanol se reduce debido a la delecién o inactivacion de un gen que es una parte del
grupo de genes de PDC, aumenta el rendimiento de acido lactico a base de sacarido (relacion de la cantidad de
acido lactico producido con respecto a la cantidad de sacarido consumido). En la presente invencion, el rendimiento
de acido lactico a base de sacéarido puede aumentar facilmente hasta el 50% o superior. En algunos casos, el
rendimiento de acido lactico a base de sacérido alcanza el 70% o superior. Ademas, el procedimiento para producir
acido lactico de la presente invencion también es adecuado para un cultivo de alta densidad en el que el cultivo se
lleva a cabo bajo una alta concentracion de glucosa y por una alta concentracion de transformante.

Ejemplos

A continuacion, la presente invencion se describira con mas detalle con referencia a los Ejemplos y Ejemplos
Comparativos. Sin embargo, se debe entender que la presente invencién no esta en modo alguno restringida a los
mismos. Ademas, en los siguientes Ejemplos, el término "%" significa "% en masa" a menos que se indique lo
contrario.

[Ejemplo 1]

Mediante el uso de un huésped de S. pombe, se prepard un transformante en el que un gen de PDC2 esta eliminado
y se introducen 3 copias del gen de HsLDH.

<Preparacion de la cepa de delecion del gen de PDC2 de S. pombe>

Se transformé una cepa ARC010 de S. pombe auxotrofico de uracilo (genotipo: h-, leul-32 ura4-D18) (referencia al
documento WO 2007/015470) con un fragmento de deleciéon 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
se introduce el fragmento en una region cerca del locus del gen de pdc2 del genoma de S. pombe. El transformante
se someti6 a un tratamiento FOA de conformidad con el sistema de Latour (Nucleic Acids Res., 2006, vol. 34, pagina
ell, y WO2007/063919) para preparar una cepa con delecion (cepa IGF 543) en el que el gen de PDC2 esta
eliminado (ID sistematica: SPAC1F8.07c).
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Para la preparacion del fragmento de delecién de pdc2 (2811 pb, SEQ ID NO: 11), el ADN gendémico 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 utilizd como plantilla y se utilizaron los 8 tipos de oligo-ADN sintético
(fabricado por Operon) que tenian las secuencias de nucleé6tidos mostradas en la Tabla 1.

[Tabla 1]
Oligo ADN para la preparacion de fragmento de delecién de pdc2
Oligo ADN Secuencia de nucleétidos SEQ ID NO.
UF 5-CTCTCCAGCTCCATCCATAAG-3’ 1
UR 5GACACAACTTCCTACCAAAAAGCCTTITCTGCCCATGTTTTC 2
TGTC-3'
OF 5-GCTTTTTGGTAGGAAGTTGTGTC-3 3
OR 5-AGTGGGATTTGTAGCTAAGCTGTATCCATTTCAGCCGTTTG 4
TG-3'
DF 5" AAGTTTCGTCAATATCACAAGCTGACAGAAAACATGGGCAG 5
AAAG-Y
DR 5-GTTCCTTAGAAAAAGCAACTTTGG-3 6
FF 5-CATAAGCTTGCCACCACTTC-3 7
FR 5-GAAAAAGCAACTTTGGTATTCTGC-3’ 8

Especificamente, cada una de la regién UP, la regiéon OL y la regiéon DN se preparé mediante una amplificacion por
PCR utilizando KOD-Dash (fabricado por Toyobo Co. Ltd.) con UF y UR, OF y OR, y DF y DR, respectivamente. A
conyinuacion, utilizando estas regiones como plantillas respectivas, se prepararon fragmentos de delecion de
longitud completa mediante una amplificaciéon por PCR similar utilizando FF y FR. En el momento de la preparacion
de los fragmentos de delecion de longitud completa, se utilizaron los dos tipos de oligo-ADN sintético (fabricados por
Operon) que se muestran en la Tabla 2, el ADN gendémico completo preparado de forma similar a partir de la cepa
ARCO032 se utiliz6 como plantilla y un fragmento de la region de ura4 preparado mediante una amplificacion por PCR
similar también fue utilizado como una plantilla.

[Tabla 2]
Oligo ADN para la preparacion de fragmento de ura4
Oligo ADN Secuencia de nucledtidos SEQ ID NO:
F 5-AGCTTAGCTACAAATCCCACT-3 9
R 5-AGCTTGTGATATTGACGAAACTT-3 10

Se encontré que la velocidad de crecimiento de la cepa de deleccién del gen de PDC2 de S. pombe asi obtenido
(cepa IGF543, h-, leul-32 ura4-D18 pdc2-D23) era lenta. Por lo tanto, a fin de restablecer su velocidad de
crecimiento, se sembro la cepa IGF543 sobre placa YES (extracto de levadura al 0,5%/glucosa al 3%/suplemento de
SP) y se cultivd a 25 °C y, a continuacion, las colonias asi obtenidas se subcultivaron en medio YPD ( xtracto de
levadura 1%/peptona 2%/glucosa 2%) y se cultivaron a 25 °C. A continuacion, mediante el uso de un caldo de cultivo
gue tenia células suficientemente crecidas, se prepard una solucion madre de glicerol y se conservé a -80 °C. El
procedimiento mencionado anteriormente se repitié hasta que se obtuvo una velocidad de crecimiento apropiada, y
se seleccioné una cepa restaurado con velocidad de crecimiento restaurada (el nombre IGF543 tuvo éxito).

<Preparacion de la cepa de introduccién de una sola copia del gen de HsLDH de S. pombe>

En primer lugar, se prepard un vector recombinante de tipo de integraciéon de un solo locus vector PSM-HsLDH
(4.562 pares de bases, figura 1) que contiene un casete de expresion HsLDH. El vector pSM-HsLDH fue preparado
mediante sintesis de ADN como un fragmento de ADN que tiene una secuencia de nucle6tidos representada por
SEQ ID NO: 12.

A continuacion, la cepa IGF543 se transform6 por el vector PSM-HsLDH. Mediante esta operacion, el casete de
expresion HsLDH se introdujo en una region cerca del locus del gen gpml del genoma. La cepa transformante asi
obtenida (cepa de introduccionde una sola copia del gen de HsLDH) se denominé como cepa ASP3494.

<Preparacion de la cepa de introduccién de dos copias del gen de HsLDH de S. pombe>

La cepa ASP3494 se transformd de acuerdo con el procedimiento de Bahler et al. (Yeast, 1998, vol. 14, pag. 943-
951) con un digesto BsiWI de enzimas de restriccion de un vector recombinante de tipo integracién sw un solo locus
pSL17-HsLDH que contiene el promotor ihcl (referencia al documento de patente 3). Mediante esta operacion, se
introdujo el casete de expresion en una region cerca del locus del gen leul 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
en la region cerca del locus del gen gpml y se introduce otra copia Unica del gen de HsLDH regulado por el promotor
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de ihc en la regién cerca del locus del gen leul (2 copias del gen de HsSLDH en total). La cepa transformante
obtenida de este modo (cepa de introduccion de 2 copias del gen de HsLDH) fue nombrads como cepa ASP4121.

<Restauracion de auxotrofia de uracilo>

El gen de ura4 introducido en el genoma de S. pombe por el vector pSM-HsLDH es probable que abandone el
genoma por recombinacién homoéloga, ya que se pone entre dos secuencias de promotor de hCMV.

Por lo tanto, la cepa ASP4121 se sometio a tratamiento FOA para restaurar su auxotrofia de uracilo.
<Preparacion de la cepa de introduccién de 3 copias del gen de HsLDH de S. pombe>

En primer lugar, se preparé un vector recombinante de tipo integracion de un solo locus pSN-HsLDH (4535 pb,
Figura 2) que contiene un casete de expresién HsLDH. El vector pSN-HsLDH se preparé mediante la sintesis de
ADN como un fragmento de ADN que tiene una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 13.

A continuacion, la cepa ASP4121 se sometio 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 operacion, el
casete de expresién HsLDH se introdujo en una region 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
promotor de hCMV en la regién cerca del locus del gen gpml, se introduce una sola copia del gen de HsLDH
regulado por el promotor ihc en la regién cerca del locus del gen leul, y se introduce una sola copia del gen de
HsLDH regulado por el promotor de hCMV en la region cerca del locus del gen eno101 (3 copias del gen de HsLDH
en total). La cepa transformante obtenida (cepa de introduccién de 3 copias del gen de HsLDH) se nombré como
cepa ASP4956.

<Restauracion de auxotrofia de uracilo >

De la misma manera que para el caso de uso del vector pSM-HsSLDH, el gen de ura4 introducido en el genoma de S.
pombe mediante el vector pSN-HsLDH es probable que abandone el genoma por recombinacién homologa, ya que
se intercala por dos secuencias del promotor de hCMV.

Por lo tanto, la cepa ASP4956 se sometio a tratamiento FOA para restaurar su auxotrofia de uracilo.
<Complementacién de auxotrofia de uracilo >

La cepa ASP4956 se sometio a tratamiento FOA para restaurar su auxotrofia de uracilo, y la cepa transformante asi
obtenida se transformoé con un fragmento de ADN que contenia 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 introduccién de 3 copias del gen de HsLDH y que carece de auxotrofia) fue denominada como cepa
ASP5019.

<Prueba de cultivo>

En términos de la capacidad de crecimiento y la capacidad de producciéon de acido lactico, la cepa ASP5019 se
comparé 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
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 HsSLDH 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
ASP3623 era una cepa preparada introduciendo una sola copia del gen de HsSLDH y una sola copia del gen de
PaLDH (gen de LDH de Pediococcus acidilactici) en la cepa IGF543.

Cada cepa transformante se inocul6 en 100 ml de medio liquido 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
concentracion celular inicial de 0,04 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro y se cultivdé durante 20 horas a
una temperatura de 32 °C bajo condiciones de agitacién de 110 rpm velocidad de agitacion y 7 cm de recorrido en la
agitacion. El cultivo se dio por terminado después de medir DO660 del caldo de cultivo, y se recogieron las células a
continuacion. Las células asi obtenidas se inocularon en 4,5 ml de una solucién acuosa de glucosa al 11,1%
contenida en un tubo de ensayo con un diametro de 18 mm y una longitud de 150 mm a una concentracion inicial de
células de 36 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro y se cultivaron durante 3 horas a una temperatura de
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32 °C bajo condiciones de agitacion de 43,5 ° de angulo de agitacion, 110 rpm y 7 cm de recorrido. Al final del
cultivo, se midié la concentracion de acido lactico (g/litro) del licor de fermentacion. La concentraciéon 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
concentracién de acido lactico (g/litro) después de la fermentacion de 3 horas de cada transformante se muestran en
la Tabla 3.

[Tabla 3]
Nombre de la cepa Origen de LDH Concentracion celular Concentracion de acido
después de cultivo durante | Ilactico [g/litro] después de
20 horas [g-dcw/l] fermentar durante 3 horas
ASP Hs 4.5 76,1
3509
ASP Hs/Hs 3,7 78,3
2914
ASP Hs/Lb 4,6 72,2
3619
ASP Hs/Sa 4.6 72,5
3621
ASP Hs/Lp 2,1 91,5
3631
ASP Hs/Lpl 4,0 64,8
3622
ASP Hs/Pa 3,1 73,1
3623
ASP Hs/Hs/Hs 4.5 91,0
5019

Cuando la cepa ASP3509 preparada introduciendo una sola copia del gen de HsLDH se compar6 con la cepa
ASP2914 preparada mediante la introduccién de 2 copias de gen de HsLDH, se encontré que la cepa ASP2914
tenia una concentracion de acido lactico méas elevada después de una fermentacion de 3 horas, y se encontré que
ASP3509 tenia un valor de DO660 mayor después de cultivar 20 horas. Ademas, la concentracion celular después
de cultivar 20 horas la cepa ASP3631, que mostré6 una concentracion de acido lactico significativamente alta
después de la fermentacion de 3 horas, se encontré que era muy baja. Los resultados de la Tabla 3 se representan
como un diagrama de dispersiéon (Figura 3) que muestra una concentracion de &cido lactico (g/litro) después de
fermentacién de 3 horas (eje vertical) y una concentracion 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 produccién de &cido lactico de un transformante aumenta,
la capacidad de crecimiento disminuye. La linea recta que se encuentra en la Figura 3 es una linea recta que
conecta las representaciones de la cepa ASP3509 y la cepa ASP3631. A partir de la tendencia, se puede esperar
gue una cepa de transformante preparada mediante la introducciéon de 3 copias de gen de HsLDH muestre una
capacidad de produccion de acido lactico superior y una capacidad de crecimiento menor en comparacion con una
cepa de transformante preparada introduciendo 2 copias del gen de HsLDH (cepa ASP2914), y que si la capacidad
de produccién de acido lactico de una cepa de transformante preparada mediante la introduccién de 3 copias del
gen de HsLDH es mas alta que la de la cepa ASP3631, la capacidad de crecimiento de la cepa es mas baja que la
de la cepa ASP3631. Sin embargo, a pesar de esta expectativa, la cepa ASP5019 preparada introduciendo 3 copias
del gen de HsLDH se encontro que tenia una alta capacidad de produccién de acido lactico en el casi mismo nivel
gue la cepa ASP3631 y tenia una capacidad de crecimiento suficiente a casi el mismo nivel que la cepa ASP3509.

[Ejemplo 2]

Cada una de la cepa ASP5019 y la cepa ASP3631 utilizadas en el Ejemplo 1 se cultivd en un matraz para comparar
la capacidad de crecimiento y la capacidad de produccién de &cido lactico de las respectivas cepas.

Especificamente, cada cepa transformante se inoculé en medio de cultivo liquido YES (extracto de levadura 5 g/litro,
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 °C bajo una condicién de agitacion 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 tenia la composicion mostrada en la Tabla 4 y se afiadieron al mismo cantidades
apropiadas de elementos traza y vitaminas, y a continuacion se cultivaron mediante cultivo por lotes alimentado
durante 60 horas a una temperatura de 32 °C bajo un control de DO en cascada. Al final del cultivo, se midi6 la
DO660 del caldo de cultivo.

A continuacién, a partir del caldo de cultivo obtenido al final del cultivo, las células se separaron mediante

centrifugacién y a continuaciéon se inocularon en una solucién acuosa al 11,1% de glucosa a una concentracion
celular inicial de 36 g (sonre una base de peso celular seco)/litro (DO660 = 180) para preparar un licor de
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fermentacién. A partir de entonces, la fermentacion se llevé a cabo durante 7 horas en un tubo de ensayo. Al final de
la fermentacion, se midié la concentracion de acido lactico (g/litro) del licor de fermentacion.

[Tabla 4]
Componente Concentracién
Extracto de levadura 20 gllitro
Glucosa acuosa (contenido de humedad: 8-9%) 33 gllitro
(NH4)2SO4 15 gllitro
KH2PO4 8 gllitro
MgSO4-7H.0 5,34 gllitro
Naz2HPO4 0,04 gllitro
CacClz:2H:0 0,2 gllitro

Con respecto a cada transformante, se midieron la DO660 del caldo de cultivo después de cultivar durante 60 horas
y la concentracion de acido lactico (g/litro) del licor de fermentacion después de la fermentacion durante 7 horas, y
los resultados se muestran en la Figura 4. Se encontré6 que la cepa ASP5019 tenia una alta capacidad de
produccion de acido lactico como cepa ASP3631, y se confirmd que su capacidad de crecimiento era
significativamente mayor que la de la cepa ASP3631.

[Ejemplo 3]

La cepa ASP5019 y la cepa ASP3631 utilizadas en el Ejemplo 1, se cultivaron mediante cultivo continuo para
comparar sus capacidades de produccién de acido lactico.

Especificamente, 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 fermentacién que
tenia la composicion de la Tabla 5 y se afiadieron las cantidades apropiadas de elementos traza y vitaminas al
mismo, a una concentracion inicial de células de 36 g (sobre una base de peso celular en seco)/litro (DO660 = 180),
para preparar un licor de fermentacion. Se transfirieron 0,5 litros de caldo de fermentacion a un fermentador de jarra
de 1 litro, y se hizo circular a través de una membrana de microfiltracién de flujo cruzado. A continuacion, se llevo a
cabo una fermentaciéon continua durante 200 horas o mas a 28 °C mediante el suministro de un medio de
fermentacion con un caudal constante y la extraccion de un filtrado de membrana. En ese momento, se emple6 una
velocidad de dilucion de 0,066 (1/h). En la fermentacién continua, se utilizd una membrana de microfiltracién que
tenia un tamafio de poro mas pequefio que el tamafio de cada célula, mediante lo cual las células se devolvieron al
tanque y se reciclaron durante la fermentacion continua durante 200 horas 0 mas. La neutralizacién del pH utilizando
un alcali no se llevé a cabo.

[Tabla 5]
Componente Concentracién
Extracto de levadura 5 gllitro
Glucosa acuosa (contenido de humedad: 8-9%) 136,4 gllitro
CsHsKO4 (hidrégeno ftalato de potasio) 3 gllitro
Na>HPO4 2,2 gllitro
MgClz-6H20 1,05 g/litro
KCI 1 g/litro
Na2S04 0,04 gllitro

Los cambios con el tiempo en la concentracién de acido lactico (g/litro) del licor de fermentacién en la fermentacion
continua se muestran en la Figura 5. Como resultado de la fermentacion continua durante 200 horas o mas, desde el
principio de la fermentacion hasta el punto de 120 horas después de la fermentacion, la cepa ASP5019 y la cepa
ASP3631 fueron casi idénticas en términos de sus concentraciones de acido lactico y mostraron valores
constantes. Después del punto de 150 horas después de la fermentacion, se observd una tendencia de
disminucion. Sin embargo, la tendencia de disminucion de la cepa ASP5019 fue mas suave que la de la cepa
ASP3631. Estos resultados indican que la cepa ASP5019 tiene una capacidad de produccion de acido lactico
significativamente alta en condiciones de operacion a largo plazo y de oxigeno elevado.

Aplicabilidad industrial

Dado que el transformante de la presente invencion y el procedimiento de produccion de &cido lactico utilizando el
transformante pueden producir &cido lactico con una elevada productividad, incluso a un pH bajo, sin llevar a cabo la
neutralizacion con un alcali, se pueden utilizar convenientemente para un procedimiento de produccion industrial de
acido lactico.

Listado de Secuencias
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<110> ASAHIGLASS COMPANY, LIMITED

<120> TRANSFORMANTE Y PROCESO PARA LA PRODUCCION DEL MISMO, Y PROCESO PARA LA

PRODUCCION DE ACIDO LACTICO

<130> K20140709

<160> 14

<210>1

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: UF
<400>1

ctctccagct ccatccataa g 21

<210>2

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: UR
<400> 2

gacacaactt cctaccaaaa agcctttctg cccatgtttt ctgtc 45
<210>3

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: OF
<400> 3

gctttttggt aggaagttgt gtc 23

<210>4

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: OR
<400> 4

agtgggattt gtagctaagc tgtatccatt tcagccgttt gtg 43
<210>5

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: DF
<400> 5

aagtttcgtc aatatcacaa gctgacagaa aacatgggca gaaag 45
<210>6

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: DR
<400> 6

gttccttaga aaaagcaact ttigg 24

<210>7

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: FF
<400>7

cataagcttg ccaccacttc 20

<210>8

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de secuencia artificial: FR
<400> 8

gaaaaagcaa ctttggtatt ctgc 24

<210>9

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: F para fragmento de ura4
<400>9

agcttagcta caaatcccac t 21

<210>10

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: R para fragmento de ura4
<400> 10

agcttgtgat attgacgaaa ctt 23

<210>11

<211> 2811

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: fragmento de ADN para la delecion de pdc2

<400> 11

cataagcttg
aaatttcctt
gcaaagtggt
aaggagtgtt
aagagataga
cggataacac
tttgagttte
tttggtagga
cttttetttt
ataaataata
ggatatttac
tgtatgcatt
ctaaatagga
tttgtatact
gaaaaagata
atgceccttge
tattttagat
tttataaatt
cacatgtcgt
aattaaaggt
goctgagggga

agcaacttgt
aaaattggac
caggatatgyg
gatcgcaaat
aaaattgoctt
caaggoctca
tectteocaaag
aagcataccg
gactacataa
caatatcegta
cgtggagtot
ggttggaagg
ttttggttgg
tgtcagaagg
taaaatatta
ttattaaaca
gaaaagagtg
tatgtagatg
ggtgttggaa
aaaacatggyg
cacatttett
ttttgacgat
gaatgtgatc
tgtatttaca
agcacaacgg
tatatatata

ccaccactteo
ccaagtcttg
acttctaagt
cgggaaattt
tgaccaatag
acaaccaatg
caatgactca
agttgtgtca
gttataaatg
ttttgtagte
acaaacggct
tgtgttaaaa
atttgttact
cacgtttaat
atcagcctta
tttaaattaa
agttectgtga
cttaattgat
gttttecttac
ttaaaagcaa
tgaaaaatcc

cagtcgcggt
ccotatgtetg
tagaaaaact
tcgcagacat
cttgggoctca
aagaagttgg
gctetttgge
atttttgctt
ctatgtcocece
ctoctgaaga
atggagctgg
catatcagca
ttattgaaaa
catttagaat
actattatag
tgctcctaca
aattttttta
aatgtaaaat
cagaataaat
cagaaagtecg
gaaaaaagtyg
attctattte
gttttgagaa
acccgagaaa
caaaaataat
cacacgtgco

tttoccaagtg
gcttggetta
atgttcgcat
cctocaacga
caatagagaa
aacgttccec
taaatgcaca
ttataaatag
ttagtgtggt
atatggattt
gaaatggata
aagtttgtat
taatggagaa
ttcaaacate
taatctttac
aatggttctt
ggtataatta
tttaccatcc
cgtattgtec
agttatggat
cattgccaag

cgatttgacg
tgttatcaag
ggtggcoctta
tggaaatacc
tatcacaaat
tttacctttg
tactggttec
tggctttata
tggtatcgge
agtgattgta
tegtaatecct
aagactttet
agtcgatgec
tagtatacaa
ataaacacct
acattacacac
gacttgtaat
accatgtaga
tagatgtcaa
caaagatgaa
gtgtteccac
ctcagaaaaa
ttagcagagc
gacattttte
gtgagtctecg
atoctggggca

tggaagatgt
atttggcctg
attcttattg
taatagattt
taggettett
acacattcta
acaggacaga
cgagatgtat
acaagagaaqg
gaacatgaaa
caagcttagec
agattattta
aaaaatgttt
cattctatet
aaaagtaaga
tttcatgata
agatgtttta
cagtttaact
taccaagaac
gctagagtat
gaattgttgg

aagaaatccg
acacatattg
ggtaaaaagc
gtcaagctac
tgccatacag
ggacgtggte
tacacagaga
gctggtcgtc
ttggatgtta
aactgocggta
gttgteogaag
cagcattaaa
ttgtttgegt
gtactetttyg
tgggaataaa
aatcttttet
gataactatg
caaacaagat
aaagtttegt
cagcatceocog
tgtatttegt
atgatttttt
tactcgagtg
cgagtggecat
attttgtceca
gaataccaaa

19

tgacggtgta
gocctggcoctga
ccaacaaagt
gocgagecett
atttgtttaa
agaaatcgga
aaacatgggc
tataactteg
tgaagggtta
ttagcgatte
tacaaatccc
atctactcag
cgatttacct
tgtgtaattt
aattectgtaa
atgtttgcac
gagacttata
atgcttegtco
ctottttttg
ttcaaagcta
ctttgatgga

aaatcttaga
acgttgtoga
atcgttttet
aatatgcatc
tgoccaggocga
tettgetttt
aaaccttaga
gatttcctaa
aaggagacgg
gogatatcat
ccaagagata
aaaagactaa
ttgtttteet
gtaaaatttt
aagtaatttg
cttggattga
tacaaagcca
aaaacttggt
caatatcaca
cttgtagaca
ggtattaaat
catgttgtta
ttgtggtttc
ttgctatecac
agttgoctga
gttgottttt

gtaaaaacgt
tatgccacct
caagtatacg
cgattagecat
gaagctttaa
atgagaagtc
agaaaggctt
acaaatttecc
cgtagtaage
ttcagtaatt
actggctata
cattetttet
agtgtatttg
ttggcatggt
ataagcctta
tttgtgaata
caattttgte
ggcatctectg
cttggatcga
ttcagctaga
agaaaagcaa

attggtagat
ggatttogac
tatctttgag
tggtgtgtac
gggtattata
ggctgaaatg
atggtttgag
ccttcaaage
gcetgggacag
cattgttggt
tagagaagct
tgtaaaattt
aggegtttta
atgtagcgac
ctatagtaat
cattgaataa
atgaaagatg
tataaacatt
agcttgacag
tgcgttaaac
aattctgacce
ctgttttogg
accgggaagc
accgtatttg
ctcaaaaaca
c

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2811
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<210> 12

<211> 4562

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: pPSM-HsLDH

<400> 12
gtgggtgacc aaattgtcaa gegtgagett geocactggtg tccccattgt ctaccacttg 60
gacaaggacg gcaagtacgt cteocaaggag ctecattgaca actagattte ctactagatt 120
ttagtecgeect attttaacga catatacact gtttttctac actaactcat ttectatgatg 180
ttgtataatg caatttcttt ttttgaaatc aaatcaaact acaaggtaga cgaaataata 240
gagtaattat gagggagtaa caagggagta acggggtggt ggaagaagtg agtgagttgg 300
tagtgeaagyg agagagaatc gtaccaatac attaggagga agaaaaagta tcgatttagt 360
agaaagaaat agcattatcg tactgtgtga agagtttaca gtcttgctag ttattaatag 420
taatcaatta cggggtcatt agttcatage ccatatatgg agttccgegt tacataactt 480
acggtaaatg gccegoectgg ctgaccgecc aacgaccoecc goccattgac gtcaataatg 540
acgtatgtte ccatagtaac geocaataggg actttceccatt gacgtcaatg ggtggagtat 600
ttacggtaaa ctgcccactt ggecagtacat caagtgtate atatgecaag tacgeccect 660
attgacgtca atgacggtaa atggcccgec tggecattttg cccagtacat gaccttatgg 720
gactttccta cttggecagta catctacgta ttagtcateg ctattaccat ggtgatgegg 780
ttttggcagt acatcaatgg gegtggatag cggtttgact cacggggatt tccaagtete 840
caccccattg acgtcaatgg gagtttgttt tggcaccaaa atcaacggga ctttccaaaa 900
tgtogtaaca acteccgeccce attgacgcaa atgggecggta ggcecgtgtacg gtgggaggtce 960
tatataagca gatttetctt tagttetttg caagaaggta gagataaaga cactttttca 1020
aatatggatg ctagagtatt tcaaagctat tcagetagag ctgaggggat gaaaaatcceco 1080
attgeccaagg aattgttgge tttgatggaa gaaaagcaaa gcaacttgte agtcgeggte 1140
gatttgacga agaaatccga aatcttagaa ttggtagata aaattggace ctatgtetgt 1200
gttatcaaga cacatattga cgttgtcgag gatttcgace aggatatggt agaaaaactg 1260
gtggeettag gtaaaaageca tegttttett atctttgagg atcgecaaatt cgcagacatt 1320
ggaaataccg tcaagctaca atatgecatct ggtgtgtaca aaattgette ttgggeteat 1380
atcacaaatt gcecatacagt gccaggcgag ggtattatac aaggectcaa agaagttggt 1440
ttacctttgg gacgtggtct cttgcttttg gectgaaatgt cttoccaaagg ctetttgget 1500
actggttcet acacagagaa aaccttagaa tggtttgaga agcataccga tttttgettt 1560
ggctttatag ctggtcegteg atttectaac cttcaaageg actacataac tatgtceccect 1620
ggtategget tggatgttaa aggagacggg ctgggacage aatategtac toctgaagaa 1680
gtgattgtaa actgcggtag cgatatcatc attgttggte gtggagtcta tggagectggt 1740
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cgtaatcectg ttgtcgaage caagagatat agagaagetg gttggaagge atatcagcecaa 1800
agactttcte agcattaaaa aaagactaat gtaaaatttt tttggttggt tattgaaaaa 1860
gtegatgeet tgtttgegtt tgttttecta ggegttttat gtcagaagge atttagaatt 19820
agtatacaag tactctttgg taaaatttta tgtagcgact aaaatattaa ctattataga 1980
taaacacctt gggaataaaa agtaatttgc tatagtaatt tattaaacat gctcctacaa 2040
cattacctet agttattaat agtaatcaat tacggggtca ttagttcata gcoccatatat 2100
ggagttccge gttacataac ttacggtaaa tggcccgect ggetgaccge ccaacgacce 2160
cogeccattg acgtcaataa tgacgtatgt teccatagta acgeccaatag ggactttcoca 2220
ttgacgtcaa tgggtggagt atttacggta aactgcccac ttggecagtac atcaagtgta 2280
tcatatgeoca agtacgecce ctattgacgt caatgacggt aaatggeceg ccoctggeattt 2340
tgeoccagtac atgaccttat gggactttec tacttggeag tacatctacg tattagtceat 2400
cgctattace atggtgatge ggttttggeca gtacatcaat gggecgtggat ageggtttga 2460
ctcacgggga tttcecaagte tccacceccat tgacgtcaat gggagtttgt tttggeaccea 2520
aaatcaacgg gactttccaa aatgtcgtaa caactcecgee ccattgacge aaatgggegg 2580
taggcecgtgta cggtgggagg tctatataag cagatttcte tttagttctt tgcaagaagg 2640
tagagataaa gacacttttt caaacatggc aactctaaag gatcagcectga tttataatct 2700
tetaaaggaa gaacagaccece ccecagaataa gattacagtt gttggggttyg gtgetgttgg 2760
catggectgt gocatcagta tcottaatgaa ggacttggea gatgaacttg ctettgttga 2820
tgtcatcgaa gacaaattga agggagagat gatggatcte caacatggea gecttttect 2880
tagaacacca aagattgtct ctggcaaaga ctataatgta actgcaaact ccaagetggt 2940
cattatcacg gectggggeac gtcagcaaga gggagaaage cgtcettaatt tggtcocageg 3000
taacgtgaac atatttaaat tcatcattcc taatgttgta aaatacagcc cgaactgcaa 3060
gttgettatt gtttcaaatec cagtggatat cttgacctac gtggettgga agataagtgg 3120
ttttecccaaa aaccgtgtta ttggaagtgg ttgecaatctg gattcagecce gattecegtta 3180
cctgatgggg gaaaggctgg gagttcaccc attaagetgt catgggtggg tccttgggga 3240
acatggagat tccagtgtge ctgtatggag tggaatgaat gttgetggtg totetetgaa 3300
gactctgecac ccagatttag ggactgataa agataaggaa cagtggaaag aggttcacaa 3360
gecaggtggtt gagagtgett atgaggtgat caaactcaaa ggctacacat cetgggetat 3420
tggactctet gtagcagatt tggcagagag tataatgaag aatcttagge gggtgcacce 3480
agtttccacc atgattaagg gtctttacgg aataaaggat gatgtcttcocc ttagtgttcco 3540
ttgecattttg ggacagaatyg gaatctcaga ccttgtgaag gtgactetga cttetgagga 3600
agaggcccgt ttgaagaaga gtgcagatac actttggggg atccaaaagg agctgcaatt 3660
ttaacatgtg aattcgagcet cggtacccgg ggatcctcta gagtcgacct gecaggeatge 3720
aagcttaaat aggaaagttt cttcaacagg attacagtgt agctacctac atgetgaaaa 3780
atatagcctt taaatcattt ttatattata actctgtata atagagataa gtcocattttt 3840
taaaaatgtt ttcecccaaac cataaaacce tatacaagtt gttctagtaa caatacatga 3900
gaaagatgte tatgtagetg aaaataaaat gacgtcacaa gacgatctge ctegegegtt 3960
teggtgatga cggtgaaaac ctetgacaca tgecagetcce ggagacggte acagettgte 4020
tgtaagegga tgoocgggage agacaagecce gtcagggege gtcagegggt gttggegggt 4080
gtcggggege agccatgacc cagtcacgta gecgatagcgg agtgtaatcg tttgtgaaga 4140
gtttacagte ttgcagcaag tttctcaatg ctttagagtg cctatgtcta cgatggatge 4200
tacgtcttee tetgaatagt ctattaaaaa tcaacaatac ctttttgtta caaggtgttg 4260
agtgtcatta aaagacaaag tgaaatacaa ggggattatt aagaaattat agtgcocggegg 4320
agcaaagtag actagtagte cattttetat gecacagtaga aaacaaaaag tattcaacaa 4380
aaaaaaaaaa aaacagaata cattgecaagg attagaaage aaacaacccet tctttacaag 4440
gatgtaatga agcatatttt tattatcaaa aacattgatg atgaaattgg tatgcttttg 4500
gatactacta ttgettttta ctectacgaca atgacattte acattcaatt ggtttaaacc 4560
ac 4562

<210> 13

<211> 4535

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: pSN-HsLDH

<400> 13

21



gtgcaagtac
tggtgcecat
aattttacta
tttttgegtt
aactgttgtt
ttttttagat
tttttttgga

aacgagctte
getggeaagt
atgtttacaa
ttggattaat
gtagtagaag
gatcatttta
atgtgtgecat
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tcocgtataega
acatcaaggc
tacatgttta
ttgecaggtt
tagctgatat
gttttegttt
ctgetgtaaa

ggaggaactc
tgetaagttt
tttttataga
gegtgtttat
aattgttttg
atatagtgtt
acacagaaat

22

ggttccgagg
taaactectga
atgcaatgaa
ttattattag
tgetaatttg
tttttttecaa
ttgetagtta

gtgtttacge
gcatacatta
atttttatce
tattaaagta
catccttttt
tcatcttaat
ttaatagtaa

60
120
1€0
240
300
360
420
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tcaattacgg
gtaaatggece
tatgttceoca
cggtaaactg
gacgtcaatg
tttecctactt
tggcagtaca
cccattgacg
cgtaacaact
ataagcagat
atggatgcta
gccaaggaat
ttgacgaaga
atcaagacac
gccttaggta
aataccgteca
acaaattgecce
cetttgggac
ggttcctaca
tttatagetg
atceggcttgg
attgtaaact
aatcctgttg
ctttectcage
gatgeccttgt
atactacaag
taaacacctt
cattacctct
ggagttccge
ceogeccattg
ttgacgtcaa
tcatatgcca
tgcccagtac
cgetattace
ctcacgggga
aaatcaacgg
taggcgtgta
tagagataaa
tctaaaggaa
catggeoetgt
tgtecatcgaa
tagaacacca
cattatcacg
taacgtgaac
gttgettatt
tttteccaaa
cctgatgggg
acatggagat
gactctgeac
gcaggtggtt
tggactctet
agtttccacc
ttgecattttg
agaggcccgt
ttaacggtac
gtttcttcaa
atttttatat
aaaccataaa
gctgaaaata
aaacctctga
gagcagacaa
gacccagtca
ttgacctagt

ggtcattagt
cgectggetg
tagtaacgece
cccacttgge
acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggeg
tcaatgggag
cocgeocccatt
ttetetttag
gagtatttca
tgttggettt
aatccgaaat
atattgacgt
aaaagcatcg
agctacaata
atacagtgce
gtggtctett
cagagaaaac
gtegtegatt
atgttaaagg
goggtagega
tcgaagccaa
attaaaaaaa
ttgaegtttgt
tactctttgyg
gggaataaaa
agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgccce
atgaccttat
atggtgatgce
ttteccaagte
gactttccaa
cggtgggagg
gacacttttt
gaacagaccc
gccatcagta
gacaaattga
aagattgtct
gectggggcac
atatttaaat
gttteoaaate
aaccgtgtta
gaaaggctgg
tccagtgtge
ccagatttag
gagagtgett
gtagcagatt
atgattaagg
ggacagaatg
ttgaagaaga
ccggggatce
caggattaca
tataactctg
accctataca
aaatgacgtc
cacatgcage
gcccgtcagg
cgtagcgata
acatattttt
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tecatagecca
accgoccaac
aatagggact
agtacatcaa
gcecogectgg
ctacgtatta
tggatagegg
tttgttttgg
gacgcaaatg
ttctttgeaa
aagctattca
gatggaagaa
cttagaattg
tgtcgaggat
ttttettate
tgecatctggt
aggcgagggt
gettttgget
cttagaatgg
toctaacctt
agacgggctyg
tatecatcatt
gagatataga
gactaatgta
tttaectagge
taaaatttta
agtaatttge
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttcc
ggttttggca
tccaccecat
aatgtecgtaa
tctatataag
caaacatggc
cccagaataa
tcttaatgaa
agggagagat
ctggcaaaga
gtcagcaaga
tcatcattcc
cagtggatat
ttggaagtgg
gagttcaccc
ctgtatggag
ggactgataa
atgaggtgat
tggcagagag
gtctttacgg
gaatctcaga
gtgcagatac
tctagagtcg
gtgtagctac
tataatagag
agttgttcta
acaagacgat
tcceggagac
gcgegtcage
gcggagtgta
atgtgtagcce

tatatggagt
gaccoocged
tteocattgac
gtgtatcata
cattttgeece
gtecatcgeta
tttgactecac
caccaaaatc
ggcggtagge
gaaggtagag
gctagagetg
aagcaaagca
gtagataaaa
ttegaccagg
tttgaggatc
gtgtacaaaa
attatacaag
gaaatgtett
tttgagaagce
caaagcgact
ggacagcaat
gttggtcgtyg
gaagctggtt
aaattttttt
gttttatgte
tgtagcgact
tatagtaatt
tacggggtca
tggcccgect
tccecatagta
aactgcccac
caatgacggt
tacttggecag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactcecgee
cagatttecte
aactctaaag
gattacagtt
ggacttggca
gatggatecte
ctataatgta
gggagaaagc
taatgttgta
cttgacctac
ttgcaatctg
attaagctgt
tggaatgaat
agataaggaa
caaactcaaa
tataatgaag
aataaaggat
ccttgtgaag
actttggggg
acctgcagge
ctacatgetg
ataagtccat
gtaacaatac
ctgectegeg
ggtecacaget

gggtgttgge
atcgtttctg

aaaatttttg
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tecegegttac
cattgacgte
gtcaatgggt
tgoccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttee
aacgggactt
gtgtacggtg
ataaagacac
aggggatgaa
acttgtcagt
ttggacccta
atatggtaga
gcaaattecge
ttgecttcttg
gectcaaaga
ccaaaggcte
atacecgattt
acataactat
atcgtactee
gagtctatgg
ggaaggcata
ggttggttat
agaaggcatt
aaaatattaa
tattaaacat
ttagttcata
ggctgaccge
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcccg
tacatctacg

gggegtggat
gggagtttgt
ccattgacge
tttagttett
gatcagctga
gttggggttg
gatgaacttg
caacatggeca
actgcaaact
cgtcttaatt
aaatacagcc
gtggecttgga
gattcagecece
catgggtggg
gttgetggtyg
cagtggaaag
ggctacacat
aatcttagge
gatgtcttce
gtgactctga
atccaaaagg
atgcaagctt
aaaaatatag
tttttaaaaa
atgagaaaga
cgttteggtg
tgtetgtaag
gggtgteggg
taaaacacag
gatacctttg

ataacttacg
aataatgacg
ggagtattta
goccoccctatt
cttatgggac
gatgecggttt
aagtctececac
tccaaaatgt
ggaggtctat
tttttcaaat
aaatcccatt
cgeggtcogat
tgtctgtgtt
aaaactggtg
agacattgga
ggctcatate
agttggttta
tttggctact
ttgetttgge
gteccctggt
tgaagaagtyg
agctggtegt
tcagcaaaga
tgaaaaagtc
tagaattagt
ctattataga
gctoctacaa
gccecatatat
ccaacgacce
ggacttteca
atcaagtgta
cctggeattt
tattagtcat
ageggtttga
tttggecacca
aaatgggcgy
tgcaagaagg
tttataatct
gtgctgttgg
ctettgttga
gcettttect
ccaagectggt
tggtecageg
cgaactgcaa
agataagtgg
gattcegtta
teccttgggga
tctetetgaa
aggttcacaa
cctgggctat
gggtgcacce
ttagtgttce
cttetgagga
agctgcaatt
aaataggaaa
cctttaaate
tgtttteecce
tgtctatgta
atgacggtga
cggatgcegy
gcgcagccat
aaatttgtct
ctetttatea

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
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15

gtcactttac
atttataata
attacaatag
aatcatttgt
ctttatgcecat
taaacaacaa

<210> 14
<211> 3277
<212> ADN

tactactaac
ttcatcaacg
taaaatattg
acagaaaagt
ttaagtaaaa
gggaaatcaa

<213> Secuencia artificial

<220>
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actggaaaat
tagaatgaaa
aaccagaaaa
catgaacgaa
aaaaaaaaaa
agccgtttaa

gttctattece
ataacaatat
gccaaaaaaa
aaacatgtca
aaagaacagc
accac

<223> Descripcion de secuencia artificial: fragmento de ADN de ura4

<400> 14

24

tcagcatctt
tattaacata
aaaaagcata
taaattaagg
attaaagtgg

acctactagt
attcatctac
tagaaaagga

accgtatagg
tgaaacaaat

4260
4320
4380
4440
4500
4535
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gtgtgtactt
tatcttteeca
ttttaataaa
cctaactatg
cagaagaaca
cctectacca
actttggett
ggaggaatta
attggagcaa
atactagttt
tetgttecaa
cattcatcta
aattcactect
agcatgttta
tagttaatat
aatgecttet
ataaccaacc
tatgecttee
c¢catagacte
ggagtacgat
atagttatgt
aaatcggtat
gagectttgg
tectttgagge
caagaagcaa
gcgaatttge
tctaccatat
tagggtocaa
actgacaagt
ttecatcccct
ttaaacecttt
daacacgaca
taagaattta
aactatctaa
taaagcaagg
tgattatett
cgtgagtata
aaattcctat
cacaaatgca
taatgtatgg
aaatcaaatc
CcCacCaaaagc
gaccagtata
caaatgeget
taaaaattce
tgtcaaatect
acatattaaa
gcocggtacgaa
agtgaatttt

tgagaaatgg
gccagggaag
atcgaagatg
gagattttga
gaagacgced
tgatacattg

tgaaagtcta
cacttgetet
ccaacatgcce
tettttagac
ttactegteg
agatteocteg
gtgtttcata
ttttgggaat
ttttaaaacc
tgaataataa
caccaatgtt
catacatctt
tttettatte
ataaattact
tttagteoget
gacataaaac
aaaaaaattt
aaccagcttc
cacgaccaac
attgctgtece
agtegeotttg
gcttctcaaa
aagacatttc
cttgtataat
ttttgtacac
gatcctcaaa
cctggtcgaa
ttttatctac
tgetttgett
cagectectage
aatttecgatc
tgtgcagaga
taaagacaaa
aatatattca
gcattaaggce
tttecaccatg
caaacaaata
ttagagaaag
tacatatagc
aatcaaaatt
ttccatgecga
agtttgctca
teccaatacge
aaaaagagtg
ttgggcaaaa
gacatggcat
atctatacaa
gatgattttg
ttttacaata

aggatgaagc
aagcagcaat
aaatacaaat
aaatttaaag
ccaactgtgg

aaggtgtget
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gctttacage

gtacacgtat
tgtaagtagt
ggttcaaact
tgtaaaaaca
taacattgec
ctgacaatgc
acttagattt
tatttgeacc
agcttgtgat
tataaccaag
tcattggett
aatgtcaatc
atagcaaatt
acataaaatt
gcctaggaaa
tacattagtc
tctatatcte
aatgatgata
cagcccgtet
aaggttagga
ccattctaag
agccaaaage
accctegect
accagatgca
gataagaaaa
atecctcgaca
caattctaag
ttetteecate
tgaatagett
caagcaaaaa
tgocgacgaa
attgtataag
caaagtgcaa
ttatttacag
ccaaaaatta
cactaggtaa
aatgctgagt
cagtgggatt
taaagcttct
ttaagaagat
tgggtacaac
atcctagaat
gatataaatt
caaaagttec
tcctcaataa
getgttttgt
cacacggata
ctcaattaac

tgtctceoctg
aattgcagca
gagtaaaaag
gttgaggtaa
ccaacgtttt
tacatcttte

ttggecattgt
tetttecete
tttatecttta
cecteteoage
aattcaaaag
agtaagtaag
atcttagtgt
cttttgacgt
gatattgtgt
attgacgaaa
ttttatettg
tgtacatagt
caagagaaaa
actttttatt
ttaccaaaga
acaaacgcaa
tttttttaat
ttggettega
tegetacege
cctttaacat
aatcgacgac
gttttectetg
aagagaccac
ggcactgtat
tattgtagcet
cgatgetttt
acgtcaatat
attteggatt
aaagccaaca
tgaaatacte
agaggttcett
gcatagttaa
tctctaaaac
acattatcat
aatttecttac
cacaagatag
atcgaaacat
agattaaata
tgtagctaag
gtcaaagttt
agatgctgaa
catgaatttt
ctagtcaaag
caatatcatt
aatcataaaa
tgacactcac
cattacggte
accaattett
tgtttttttg

gaattgtctg
aacgataaag
aacccaaaaa
agaacggttg
tcattaccca
tagtcat
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tcatacaaac
ttatcattec
gaaatctgtg
gtcgtgcaaa
aacgttatgt
aattgatcct
tttttattet
ttttttctta
attatactce
ctttttgaca
tttgtctaca
tatcattaca
gattgtggta

cccaaggtgt
gtacttgtat

acaaggcatc
gotgagaaag
caacaggatt
agtttacaat
ccaagccgat
cagctataaa
tgtaggaacc
gtcccaaagg
ggcaatttgt
tgacggtatt
tacctaagge
gtgtettgat
tcttegteaa
attcottgge
tagcatccat
ggtaggacaa
actgggatgg
atcttaatta
gaaaaagaac
ttttgtaaag
aatggatgtt
ttttttetee
atctatacaa
cttcaggagt
aacaatattt
caaaagaagc
tttttecgaca
aagaacctaa
tataaaacaa
agttaataag
tcattatgta
tggecatcaac
catgagatcec
accattgact

tgataggact
ttaagacatt
tgaaaactgt
tagaagacga
aattcatctg

gtecttecagea
tgtttttett
catcatggat
cacacagttt
tgeccaaacat
attgttageca
tetecatgtca
agaacatgtg
gagaaaaagt
tctaatttat
tggtatttta
agtctaaaaa
atgttgtagg
ttatctataa
actaattcta
gactttttea
tetttgetga
acgaccagct
cacttettca
accaggggac
gccaaagcaa
agtagccaaa
taaaccaact
gatatgagcc
tccaatgtct
caccagtttt
aacacagaca
atcgaccgeg
aatgggattt
aactttgett
tacggtaaga
taaaatcaat
tacctcacag
cattttaatt
attataaggce
tgaaattaaa
attaagtaac
acttttttaa
tttatccatt
cttttggttt
acatggataa
atgattcaaa
agtagagatg
cttecttecat
ttetgagttg
agcatcgaaa
ttttttagag
gctagtttta
aggaggactt

aactacaacc
agctatttte
tattaaaaag
gcatctagag
acattgatta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000
3060
3120
3180
3240
3277
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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 estan integradas en el cromosoma de
Schizosaccharomyces pombe, y en el que un gen que codifica piruvato descarboxilasa 2 del huésped de
Schizosaccharomyces pombe esta 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 delecion o inactivacion de un gen que codifica piruvato descarboxilasa 2, comprendiendo el procedimiento:

al) proporcionar un huésped de Schizosaccharomyces pombe en que un gen que codifica piruvato descarboxilasa 2
esta eliminado o inactivado, y

bl) integrar, en el huésped proporcionado en la etapa al), tres casetes de expresion, 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;

o]

a2) proporcionar un huésped de Schizosaccharomyces pombe,

b2) integrar, en el huésped proporcionado en la etapa a2), tres casetes de expresion, 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

c2) eliminar o inactivar un gen que codifica la piruvato descarboxilasa 2 del transformante obtenido.

3. Procedimiento para producir el transformante de Schizosaccharomyces pombe, segun la reivindicacion 2, en el
que los tres casetes de expresidn se integran respectivamente en una region que comprende de 10.000 pb en
direccién 5’ a 10.000 pb en direccién 3’ de un locus del gen eno101, una regiéon que comprende de 10.000 pb en
direccién 5’ a 10.000 pares de bases en direccién 3’ de un locus del gen leul y una regién que comprende de 10.000
pb en direccién 5’ a 10.000 pb en direccion 3’ de un locus del gen gpml.

4. Procedimiento para producir acido lactico, que comprende cultivar el transformante de Schyzosaccharomyces
pombe, tal como se define en la reivindicacién 1, y recuperar el acido lactico a partir del caldo de cultivo.

5. Procedimiento para producir acido lactico, segun la reivindicacién 4, en el que se utiliza un caldo de cultivo que
tiene una concentracion de glucosa del 1 al 50% en masa para cultivar el transformante.

6. Procedimiento para producir acido lactico, segun la reivindicacion 4 o 5, en el que el cultivo continda
adicionalmente después de que el pH del caldo de cultivo llega a 3,5 o inferior debido al acido lactico producido por
el transformante.

7. Procedimiento para producir &cido lactico, segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que el cultivo se
continda sin neutralizar el acido lactico producido por el transformante en el caldo de cultivo.

8. Procedimiento para producir acido lactico, segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en el que el acido

lactico se separa del caldo de cultivo sin neutralizar el acido lactico producido por el transformante en el caldo de
cultivo.
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FIG. 1
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FIG. 3

120

1001~

<«—ASP3631 ® <— ASP5019

80 X
§ \%X\
60 T T

0 2 4 6

Concentraciéon celular después de cultivo durante 20
horas (g-dcw/l)

Concentracion de acido lactico después de

fermentar durante 3 horas (g/litro)

FIG. 4

DOgs0
€ Concentracion de acido lactico (g/litro)
i

250 80
® 4 L 70

200 0

g 150 - 50
& % - 40
0O 100 L 30
50 ;;;;; - 20
//// - 10

0 ’4?; 2 0

ASP3631  ASP5019

28



Concentracion de acido lactico (g/litro)
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FIG. 5
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