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(57)【要約】
本発明は２個のシステイン間のジスルフィド結合により
形成される６員環を含むペプチドの、光合成生物バイオ
マスの増量における使用であって、木材産業、再生可能
源由来のエネルギーの取得、および農業に適用される。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　光合成生物のバイオマスの増量方法であって、以下を含むペプチドの存在下に当該光合
成生物を培養することを特徴とする方法：
　（i）アミノ酸配列：
　　　Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ［配列番号：１］
（Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３およびＸａａ４は独立してアミノ酸を表す）および
　（ii）（i）において示されるアミノ酸配列のシステイン残基がそれらの間でジスルフ
ィド架橋を形成する。
【請求項２】
　前記ペプチドが、アミノ酸配列：
　　　Ｘ１－Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ－Ｘ２

（Ｘ１は、該ペプチドのアミノ末端側のアミノ酸配列を表わし；また
　Ｘ２は、該ペプチドのカルボキシル末端側のアミノ酸配列を表わす）
を含む請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記Ｘ２のアミノ酸配列が、配列ＧＲＲＲＲ（配列番号：７）を含む請求項２記載の方
法。
【請求項４】
　アミノ酸配列ＧＲＲＲＲ（配列番号：７）が、配列Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａ
ａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓの最末端Ｃｙｓから１０個ないし５０個のアミノ酸を隔てた位置
にある請求項３記載の方法。
【請求項５】
　Ｘ２のＣ－末端がアミド化されている請求項１記載の方法。
【請求項６】
　Ｘ１が１個ないし２５０個のアミノ酸からなる長さを有し、および／またはＸ２が１個
ないし２５０個のアミノ酸からなる長さを有する請求項２ないし５のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項７】
　前記ペプチドがアドレノメジュリンである請求項１記載の方法。
【請求項８】
　前記ペプチドが、アミノ酸配列の配列番号：２、配列番号：３、配列番号：４、配列番
号：５、配列番号：６、配列番号：８、配列番号：９、配列番号：１０および配列番号：
１１で示されるペプチド、およびその組合せからなる群より選択されるものである請求項
１記載の方法。
【請求項９】
　前記光合成生物が植物または藻類である請求項１ないし８のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項１０】
　前記光合成生物が植物であり、当該ペプチドが水耕栽培システムにおいて当該植物に供
すべき栄養溶液を補強するための添加剤として投与されるか、または当該植物の潅水に投
与されるものである請求項１ないし９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記植物が、再生可能エネルギーの生産に使用する植物、ヒトもしくは動物の栄養のた
めの植物、木材種、および観賞用植物から選択されるものである請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　遺伝子構築物であって、以下の（ａ）および（ｂ）を含む遺伝子構築物：
　（ａ）下記（i）および（ii）を含むペプチドをエンコードする核酸：
　　（i）アミノ酸配列：
　　　　Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ［配列番号：１］
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（Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３およびＸａａ４は独立してアミノ酸を表す）および
　　（ii）（i）で示されるアミノ酸配列のシステイン残基がそれらの間でジスルフィド
架橋を形成する；および
　（ｂ）光合成生物においてその発現を制御する制御要素；
　ただし、当該核酸配列（ａ）が配列番号：４、配列番号：５および配列番号：６で示さ
れるアミノ酸配列のタンパク質からなる群より選択されるタンパク質をエンコードする場
合には、当該核酸配列（ａ）は植物中のその発現を調節する制御要素の制御下にあるが、
その制御要素はアラビドプシス（Arabidopsis sp.）中で当該タンパク質の発現を天然で
調節する制御要素とは異なる；
　ただし、当該核酸配列（ａ）が配列番号：８、配列番号：９および配列番号：１０で示
されるアミノ酸配列のタンパク質からなる群より選択されるタンパク質をエンコードする
場合には、当該核酸配列（ａ）は植物中のその発現を調節する制御要素の制御下にあるが
、その制御要素はイネ（Oryza sativa sp.）中で当該タンパク質の発現を天然で調節する
制御要素とは異なる；
　ただし、当該核酸配列（ａ）が配列番号：１１で示されるアミノ酸配列のタンパク質を
エンコードする場合には、当該核酸配列（ａ）は藻類中のその発現を調節する制御要素の
制御下にあるが、その制御要素はタラッシオシラ・シュードナナ（Thalassiosira pseudo
nana；珪藻）中で当該タンパク質の発現を天然で調節する制御要素とは異なる。
【請求項１３】
　前記ペプチドが、アミノ酸配列：
　　　Ｘ１－Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ－Ｘ２

（Ｘ１は、該ペプチドのアミノ末端側のアミノ酸配列を表わし；また
　Ｘ２は、該ペプチドのカルボキシル末端側のアミノ酸配列を表わす）
を含む請求項１２記載の遺伝子構築物。
【請求項１４】
　前記Ｘ２のアミノ酸配列が、配列ＧＲＲＲＲ（配列番号：７）を含む請求項１３記載の
遺伝子構築物。
【請求項１５】
　アミノ酸配列ＧＲＲＲＲ（配列番号：７）が、配列Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａ
ａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓの最末端Ｃｙｓから１０個ないし５０個のアミノ酸を隔てた位置
にある請求項１２記載の遺伝子構築物。
【請求項１６】
　前記ペプチドがアドレノメジュリンである請求項１２記載の遺伝子構築物。
【請求項１７】
　当該ペプチドが、アミノ酸配列の配列番号：２、配列番号：３、配列番号：４、配列番
号：５、配列番号：６、配列番号：８、配列番号：９、配列番号：１０および配列番号：
１１で示されるペプチドからなる群より選択されるものである請求項１２記載の遺伝子構
築物。
【請求項１８】
　請求項１２ないし１７のいずれか１項に記載の遺伝子構築物を含むベクター。
【請求項１９】
　宿主細胞であって、アミノ酸配列：Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４

－Ｃｙｓ［配列番号：１］（Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３およびＸａａ４は独立してア
ミノ酸を表わし、該アミノ酸配列のシステイン残基はそれらの間でジスルフィド架橋を形
成する）を含むペプチドをエンコードする核酸、または請求項１３ないし１７のいずれか
１項に記載の遺伝子構築物または請求項１８記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項２０】
　トランスジェニック光合成生物細胞であって、アミノ酸配列：Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａ
ａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ［配列番号：１］（Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３お
よびＸａａ４は独立してアミノ酸を表わし、該アミノ酸配列のシステイン残基はそれらの
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間でジスルフィド架橋を形成する）を含むペプチドをエンコードする核酸、または請求項
１２ないし１７のいずれか１項に記載の遺伝子構築物をそのゲノムに組み込んで含むトラ
ンスジェニック光合成生物細胞。
【請求項２１】
　請求項２０に記載の少なくとも１つのトランスジェニック光合成生物細胞を含むトラン
スジェニック光合成生物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生物工学の分野、取り分け植物バイオマスの生産において成立する。本発明
は、従って、２つのシステイン間のジスルフィド結合により形成される６員環を含むペプ
チドの、植物バイオマスの増量における使用に関する；本発明は、木材産業、再生可能資
源に由来するエネルギーの取得、および農業において利用価値を有する。
【背景技術】
【０００２】
　植物および動物双方における細胞増殖は、ホルモンまたは成長因子として知られる一連
の細胞外シグナルにより組織化されており（非特許文献１）、それらは特異的な膜受容体
を介して作用する（非特許文献２、３）。これらのホルモン類は植物内で合成されるか、
またはそれらの共生植物の生長を促進する根粒バクテリアの場合同様に、外部生物に由来
し得る（非特許文献４）。
【０００３】
　植物では５つのグループの成長因子が確立されている：オーキシン類、ジベレリン類、
サイトカイニン類、アブシシン酸およびその誘導体、およびエチレン。これらの物質は広
く分布しており、実際に、すべての高等植物に見出し得る。それらはそれらの作用の面で
特異的であり、極めて低い濃度でその活性を発揮して、細胞増殖、細胞分裂と分化、並び
に器官形成、老化および休眠状態を調節する。余り頻度は高くないが、全く未知というも
のでもない事例として、成長因子の構造が保存されており、植物および動物の双方におい
て、当該成長因子が機能的であるような場合が見出される。典型的な例は、グラヌリンと
して知られる糖タンパク質であるが、このものは真菌から哺乳動物に至るまで発現されて
、植物においては栄養成長の調節因子として、また動物においては癌の制御因子として様
々な機能を発揮する（非特許文献５）。
【０００４】
　植物の生長を調節し、植物バイオマスの増殖を目的として、化学化合物を使用すること
によりその増殖を制御する多くの試みがなされてきた；例えば、特許文献１に記載されて
いるもの、または肥料などである。特許文献２は、植物の種子と花の数を増加させる方法
であって、グルタミン酸塩の存在下に植物を栽培する方法について記載している。特許文
献３は、（i）微粉化した天然方解石鉱物；（ii）微粉化ゼオライト；および（iii）１種
以上の添加物を含む植物の成長を刺激し、収穫量を改善するための組成物について記載し
ている。しかし、鉱物の施肥は農業生産に否定的な影響を及ぼす；その理由は、高濃度の
肥料が土壌を損ない、収穫量という意味での所望の結果がいつも得られるとは限らないか
らである。
【０００５】
　近年、また遺伝子操作の進歩によって、新しい戦略が植物バイオマス増量のために開発
されており、その戦略は、植物の細胞代謝を制御することが確定された遺伝子の発現を制
御することからなる。その意味で、特許文献４は、植物バイオマスの増量法であって、Ｗ
Ｄ４０ドメインを６コピー有するタンパク質（ＦＥＶ）をエンコードするｆｖｅ遺伝子の
発現を操作することからなる方法について記載している。ＦＶＥ発現の阻害は、植物に農
学上の性質の改善を提供するが、取り分け、該植物により生産されるバイオマスの収率は
、対照植物に比較して向上している。さらに、特許文献５は、植物の形態、生理作用およ
び成長の制御に有用なタンパク質を発現する組換えＤＮＡの使用について記載している。
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当該組換えＤＮＡは、Ｐｆａｍファミリーのタンパク質の少なくとも１つのドメインを有
するタンパク質をエンコードするヌクレオチド配列に共有結合した植物機能プロモーター
を含む。特許文献６は、植物におけるバイオマス生産を調節する方法であって、ｃｋｉｌ
遺伝子の発現またはそのオルソログもしくは相同体の発現を修飾することからなる方法に
ついて記載している。特許文献７は、ホスホリパーゼＤε（ＰＬＤε）をエンコードする
遺伝子の植物における過剰発現により、植物バイオマスの増量、およびそれと共に、高浸
透圧ストレス下に植物の収量を増量することについて記載している。それにも拘わらず、
植物の遺伝子操作は通常費用が嵩み、社会が受け容れない。
【０００６】
　特許文献８は、Ｅ２Ｆａ／ＤＰａを過剰発現するトランスジェニック植物において上方
制御されるか、または下方制御される遺伝子の同定について、また植物の特性を変えるた
めのその使用について記載している；特に、配列番号：１８４８のタンパク質は、開示さ
れてはいるが、植物成長因子としての実際の使用については示されていない。
【０００７】
　さらに、特許文献８は、対応する野生型植物に比較して収率の上昇した植物を生産する
方法であって、配列番号４６５９および４６６０のタンパク質を含む一群のタンパク質の
活性を少なくとも増大させることからなる方法を一般的に開示しているが、植物バイオマ
スを増量する当該タンパク質の能力については開示していない。
【０００８】
　それ故、技術の現況に照らして、既存の方法に変わり得る方法であって、植物バイオマ
スを増量し、それとともに収穫収率を増大させて、上記のような欠点は有しない方法を開
発する必要がある。
【０００９】
　ここでこれまでに見出されたことは、植物および藻類にアドレノメジュリンを投与する
と、それらのバイオマスが増量することである。アドレノメジュリン（ＡＭ）、およびプ
ロアドレノメジュリン（ＰＡＭＰ）のＮ－末端領域の２０個のアミノ酸のペプチドは、ａ
ｄｍ遺伝子によりエンコードされる同じタンパク質、プレプロアドレノメジュリンの翻訳
後のプロセシングに由来するものである。何ら構造上の類似性がないにも拘わらず、両方
のペプチドは同種のまた多数の生理的応答を生じる。中でも、血管拡張作用、気管支拡張
作用、細胞運動と増殖の制御因子作用、他のホルモン類の分泌に対する修飾因子作用、お
よび腸内吸収調節作用である（非特許文献６）。癌細胞に関しては、ＡＭが成長因子同様
に作用し、細胞運動を促進し、アポトーシスを低下させ、そして血管形成を誘発する（非
特許文献７）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】欧州特許出願公開第０９３４９５１号明細書
【特許文献２】米国特許出願公開第２０１０／００１６１６６号明細書
【特許文献３】国際公開第２０１０／００１１８４号
【特許文献４】米国特許出願公開第２００９／００９４７１６号明細書
【特許文献５】国際公開第２００７／０２７８６６号
【特許文献６】国際公開第２００９／００３４２９号
【特許文献７】米国特許出願公開第２０１０／００３７３５１号明細書
【特許文献８】国際公開第２００４／０３５７９８号
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Galinha et al., 2009, Semin Cell Dev Biol. 20: 1149-1156
【非特許文献２】Santner and Estelle 2009, Nature 459: 1071-1078
【非特許文献３】De, I et al., 2009, Nat Cell Biol 11: 1166-1173
【非特許文献４】Lugtenberg and Kamilova 2009, Annu Rev Microbiol 63: 541-556



(6) JP 2013-529902 A 2013.7.25

10

20

30

40

50

【非特許文献５】Bateman and Bennett 2009, Bioessays 31: 1245-1254
【非特許文献６】Lopez, J and Martinez, A. 2002, Int Rev Cytol 221: 1-92
【非特許文献７】Martinez et al., 2002, J Natl Cancer Inst 94: 1226-1237
【発明の概要】
【００１２】
　本発明の著者らは、驚くべきことに、アドレノメジュリンを植物および藻類（微細藻類
を含む）、一般的には“光合成生物”に投与すると、当該生物においてそれらのバイオマ
スの増殖を生じることを発見し、その結果、植物と藻類における成長因子としての当該タ
ンパク質の新規利用を発見した。
【００１３】
　実施例１に示すように、ニンジンとタバコのカルスを濃度の増大するアドレノメジュリ
ンの存在下に置き、対照サンプルと比較すると、用量依存的応答に続いてカルス成長の上
昇の起こることが観察された（図１）。さらに、実施例２はアドレノメジュリンで処理し
た微細藻類（クロレラ）が、未処理の微細藻類よりもより早く成長することを示す。
【００１４】
　それ故、これらの発見に基づき、本発明は、ホルモン（ジベレリン、オーキシン、サイ
トカインなど）または農薬製品を投与することなしに、植物または藻類の植物バイオマス
の増量を可能とする。さらに、それが光合成生物に無関係の因子（すなわち、植物または
藻類により天然に産生されるものではない）であるため、それは植物生理（スナップフロ
ー、気孔開口、膨張、共生真菌との関係など）または藻類生理に副作用を示さないであろ
うし、また観察されたように植物もしくは藻類の成長にのみ影響することになろう。さら
に、それが植物または藻類において自然に産生されるものではないという事実が、環境上
の制御と遺伝的に修飾した物質の拡散の制御を容易なものとする。
【００１５】
　他方、アドレノメジュリンは、受容体の認識に関与するそのアミノ酸配列に特徴的なモ
チーフ（または同一と認められる特徴）を有し、２つのシステイン間のジスルフィド結合
によって形成される６個のアミノ酸の環から構成される［Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－
Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ］。それ故、いかなる理論にも拘束されることを望むもので
はないが、アミノ酸配列中に当該モチーフをもつ任意のタンパク質は、その受容体を認識
し、当該光合成生物（例えば、植物または藻類）のバイオマスを増量に導くプロセスの弾
きがねを引き、成長因子としてのその役割を遂行すると考えられる。
【００１６】
　従って、光合成生物（例えば、植物または藻類）に対するアドレノメジュリンのこの新
しい作用に基づき、またそのアミノ酸配列に存在するモチーフを考慮に入れて、以下の本
発明の態様が展開された：
　－光合成生物、例えば、植物または藻類のバイオマスの増量方法であって、以下を含む
ペプチドの存在下に当該光合成生物を培養することを特徴とする方法：
　（i）アミノ酸配列：
　　　Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ［配列番号：１］
（式中、Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３およびＸａａ４は独立してアミノ酸を表す）およ
び
　（ii）（i）において示されるアミノ酸配列のシステイン残基がそれらの間でジスルフ
ィド架橋を形成する。
【００１７】
　－以下を含む遺伝子構築物：
　（ａ）以下を含むペプチドをエンコードする核酸：
　　（i）アミノ酸配列：
　　　Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ［配列番号：１］
（Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３およびＸａａ４は独立してアミノ酸を表す）および
　　（ii）（i）において示されるアミノ酸配列のシステイン残基がそれらの間でジスル
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フィド架橋を形成する；および
　（ｂ）光合成生物においてその発現を調節する制御要素。
【００１８】
　－ベクター、宿主細胞、トランスジェニック光合成生物細胞、およびトランスジェニッ
ク光合成生物（例えば、植物または藻類）であって、上記定義のものなどの遺伝子構築物
、またはペプチドをエンコードする核酸を含んでなり、該ペプチドは、（i）アミノ酸配
列：Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ［配列番号：１］（式中
、Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３およびＸａａ４は独立してアミノ酸を表す）を含んでな
り、（ii）（i）において示されるアミノ酸配列のシステイン残基はそれらの間でジスル
フィド架橋を形成する。
【００１９】
　これらの本発明の態様並びに異なる特定の実施形態については、下記の発明を実施する
ための形態において詳細に説明する。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】媒体中に存在するアドレノモジュリンのモル濃度に依存する植物バイオマスの相
対成長を示す棒グラフである。各棒は８回の独立繰返しの統計平均および標準偏差を示す
。
【図２】微細藻類（クロレラ）に対するアドレノモジュリンの作用を示すグラフである；
アドレノモジュリンで処理した微細藻類は、未処理微細藻類よりも早く成長することを示
す。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　本発明方法
　一態様において、本発明は光合成生物のバイオマスを増量する方法であって（以下、本
発明方法という）、以下を含むペプチド（以下、本発明の成長因子という）の存在下に当
該光合成生物を培養することを特徴とする方法に関する：
　（i）アミノ酸配列：
　　　Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ［配列番号：１］
（Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３およびＸａａ４は独立してアミノ酸を表す）および
　（ii）（i）において示されるアミノ酸配列のシステイン残基がそれらの間でジスルフ
ィド架橋を形成する。
【００２２】
　アミノ酸、Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３およびＸａａ４は、互いに同一であっても、
または異なっていてもよい。特定の実施形態において、Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３お
よび／またはＸａａ４は、Ｃｙｓとは異なるアミノ酸である。
【００２３】
　本明細書にて使用する場合、“光合成生物”という用語は、光合成を遂行し得るすべて
の生物、すなわち、太陽光からのエネルギーを使用して、二酸化炭素を有機化合物、特に
糖類に変換する工程を有する生物を包含する。光合成は、植物、藻類、および多くの種の
バクテリア（例えば、シアノバクテリアなど）で起こるが、古生細菌では起こらない。光
合成生物は自らの食物を創生し得るので、光合成独立栄養生物とも称される。
【００２４】
　本明細書にて使用する場合、“植物”という用語は、植物界に属する生物、例えば、樹
木、花、草本、灌木、芝草、蔓性植物、シダ類、コケ類、緑藻類などである。現在、植物
は３つのグループに分類される：すなわち、（i）陸上植物または有胚植物、より正式に
は有胚植物または多細胞植物であって、これらは最もよく知られた植物群を構成し、非維
管束陸上植物またはコケ植物類、種子植物または顕花植物である維管束植物類（トラキオ
ファイツ；tracheophytes）を含む；（ii）緑色植物－ビリディプランテ（Viridiplantae
）、ビリディフィタ（Viridiphyta）またはクロロビオント（Chlorobiont）としても知ら
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れる；および（iii）アーケプラスチダ（Archaeplastida）、プラスチダ（Plastida）ま
たは一次植物。
【００２５】
　本明細書にて使用する場合、“藻類”という用語は、単純な典型的に独立栄養性の生物
の大きく多様な一群であり、単細胞型から多細胞型までに及ぶ。特定の実施形態において
、該藻類は微細藻類、すなわち、淡水系および海水系に一般に見出される微視的藻類であ
る。
【００２６】
　本明細書にて使用する場合、“シアノバクテリア”という用語は、一般的にラン藻類を
いい、古い教科書では伝統的に藻類に含まれていたが、これらは現在ではバクテリアとみ
なされているので、現今の多くの原典はこれを時代遅れとみなしている。
【００２７】
　本発明との関連では、“光合成生物のバイオマス”とは、光合成生物体を構成する生体
物質もしくは有機体の量、および生物学的過程において自然発生的に、または非自発的に
（すなわち、誘発されて）生成する生体物質もしくは有機体の両方であると理解される。
一実施形態において、バイオマスはエネルギー源として使用可能な、例えば、木材、廃棄
物、（水素）ガス、アルコール燃料などである。
【００２８】
　一実施形態において、光合成生物が維管束植物である場合、当該植物のバイオマスは植
物中に存在する生体物質もしくは有機体の量、すなわち、該植物の気生部分、すなわち、
茎、幹、葉、枝、果実、花頭など（気生バイオマス）、およびその地下部分、すなわち、
根、カルス、塊茎など（地下バイオマス）の両方を構成する生体物質もしくは有機体の量
である。該“植物バイオマス”は植物の乾燥質量または重量（または適切な場合には“新
鮮物重量”）として多くの場合測定される。
【００２９】
　本発明において、“光合成生物のバイオマスの増量”という表現は、成長率（ＧＲ）を
式：
　　　　ＧＲ＝最終重量／初期重量
と定義した場合に、１よりも大きい成長率を得る光合成生物に対する効果と理解される。
【００３０】
　光合成生物のバイオマスの増量を測定する別の方法は、相対成長率（ＲＧＲ）またはバ
イオマスと時間の単位当たりのバイオマス得量を計算することに基づくものであり、式：
　　　　ＲＧＲ＝（ＬｎＷ２－ＬｎＷ１）／（ｔ１－ｔ２）
（式中、Ｗ１およびＷ２は時間２および１（それぞれｔ２－ｔ１）における植物の重量で
ある）［Valladares, F. 2004, Ecologia del bosque medterraneo en un mundo cambian
te, pp. 191-227. Ministerio de Medio Ambiente （環境省）, EGRAF, S.A., マドリッ
ド］
によって定義される。
【００３１】
　当業者も理解するように、維管束植物の場合には、現在の技術水準においてＧＲに直接
もしくは間接に関連した他のパラメータが存在し、このパラメータは、当該植物の植物バ
イオマスの増殖を決定するために使用することができる。当該パラメータを説明する非制
限的例は以下のとおりである：
【００３２】
　－葉面積比（ＬＡＲ）または葉の面積と全植物重量比。これはｍ２（葉）ｋｇ－１（植
物）で表される。葉の面積はいくつもの方法で測定し得る。自動葉面積測定装置が存在す
るが、この装置は、ビデオカメラ、デジタルカードとコンピュータ画像分析ソフトウエア
を備え、多数の葉の正しく迅速な面積測定（幅、長さなどの他の寸法も加わる）を可能と
する。別のシステムは葉を写真複写または走査し、画像分析ソフトウエアにより表面を見
積もることからなる。別の簡単な代替法は、写真複写した葉の輪郭を切り取り、重量／面
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積比を換算するために、既知面積をもつ同じ紙の切片を用いて、それらの重量を測定する
ことからなる。葉の表面を測定した後、識別できる紙の封筒に葉を保存し、オーブン上で
乾燥し、重量測定して“乾燥重量”を得る；
【００３３】
　－比葉面積（ＳＬＡ）または葉面積と葉重量との比。ｍ２（葉）ｋｇ－１（植物）で表
される；
　－葉の平均フラクション（ＬＭＦ）または葉バイオマスと全植物バイオマスとの比。ｋ
ｇ（葉）ｋｇ－１（植物）で表される；または
　－純同化率（ＮＡＲ）または葉面積単位当たりの植物重量の増加率。ｋｇ（植物）ｍ－

２（葉）日－１で表される。相対成長率はＮＡＲ掛けるＬＡＲの積に等しい。
【００３４】
　その他の成長分析パラメータは以下のとおりである：
　－茎質量分率（ＳＭＦ）または茎バイオマスと全植物バイオマスの比。ｋｇ（茎）ｋｇ
－１（植物）で表される；
　－根質量分率（ＲＭＦ）または根バイオマスと全植物バイオマスの比。ｋｇ（根）ｋｇ
－１（植物）で表される；
　－乾燥物（ＤＭ）または乾燥植物重量と採集したての植物重量の比。ｋｇ（乾燥重量）
ｋｇ－１（採集したての重量）。
【００３５】
　本発明方法は、いかなる型の光合成生物にも適用可能である；例えば、植物、藻類など
である。それ故、本発明によると、実際にいずれかの光合成生物を本発明の成長因子と接
触させた場合、当該光合成生物のバイオマスの増量が達成される。
【００３６】
　本明細書の初めに述べたように、本発明の成長因子はモチーフ［Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘ
ａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ］を含むペプチドである。しかし、特定の実施形態
において、本発明の成長因子はモチーフ［Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａ
ａ４－Ｃｙｓ］を含むペプチドではあるが、条件として、当該ペプチドは配列番号：４の
ペプチドまたは配列番号：６のペプチドではない。
【００３７】
　当業者も理解するように、任意選択で当該モチーフの末端に、他のアミノ酸配列をつな
げたものも本発明の成長因子とみなされる。
【００３８】
　従って、特定の実施形態において、当該ペプチド（本発明の成長因子）は、アミノ酸配
列：
　　　Ｘ１－Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ－Ｘ２

（Ｘ１は、該ペプチドのアミノ末端側のアミノ酸配列を表わし；また
　Ｘ２は、該ペプチドのカルボキシル末端側のアミノ酸配列を表わす）
を含む。
【００３９】
　本明細書にて使用される場合、“ペプチド”という用語は、ペプチド結合によるアミノ
酸の結合によって形成される分子に関し、分かりやすくするために、ペプチド、ポリペプ
チド、およびタンパク質とするが、一般的に、安定なコンホメーションをもつ完全な生物
分子には“タンパク質”という用語を適用することが受け容れられている；一方、安定な
三次元構造をしばしば欠く短鎖アミノ酸オリゴマーについては“ペプチド”という用語が
一般に使用される；同様に、“ポリペプチド”という用語は、アミノ酸のいずれもの側鎖
について、（一般に）それらの長さに関係なく、しばしば確たるコンホメーションを欠く
場合に典型的に使用される。
【００４０】
　ペプチドのアミノ末端側のアミノ酸配列（Ｘ１）の長さは広い範囲で変わり得るが、特
定の実施形態において、Ｘ１は１個ないし２５０個のアミノ酸からなる長さ、またはさら
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、より一般的には１個ないし５０個のアミノ酸、さらにより一般的には２個ないし４０個
のアミノ酸、なおさらにより一般的には５個ないし３５個のアミノ酸からなる長さを有す
る。
【００４１】
　同様に、ペプチドのＣ－末端側（またはカルボキシル末端）のアミノ酸配列（Ｘ２）の
長さは広い範囲で変わり得るが、特定の実施形態において、Ｘ２は１個ないし２５０個の
アミノ酸からなる長さ、またはさらにより典型的には１個ないし１７５個のアミノ酸、通
常は１個ないし１００個のアミノ酸、より一般的には１個ないし５０個のアミノ酸、さら
により一般的には２個ないし４０個のアミノ酸からなる長さを有する。
【００４２】
　特定の実施形態において、ペプチド（Ｘ２）のＣ－末端側のアミノ酸配列は、アミノ酸
配列ＧＲＲＲＲ（配列番号：７）を含んでなり、このものはさらに特定の実施形態におい
て、配列Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓの最後のＣｙｓから
１０個ないし５０個のアミノ酸だけ隔てられて位置する；すなわち、当該配列の最後のア
ミノ酸（Ｃｙｓ）と配列ＧＲＲＲＲ（配列番号：７）の最初のアミノ酸（Ｇ）との間に１
０個ないし５０個のアミノ酸が存在する。
　特定の実施形態において、Ｘ２のＣ－末端側はアミド化されている。
【００４３】
　当該モチーフ［Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ］を含むペ
プチドを説明する例は、限定されるものではないが、アドレノメジュリン、アラビドプシ
ス（Arabidopsis）タンパク質類（そのアミノ酸配列は、配列番号：４；配列番号：５お
よび配列番号：６で示される）、イネ（コメ）タンパク質（そのアミノ酸配列は、配列番
号：８；配列番号：９および配列番号：１０で示される）、およびタラッシオシラ・シュ
ードナナ（Thalassiosira pseudonana；海洋性珪藻）タンパク質（そのアミノ酸配列は、
配列番号：１１で示される）である。
【００４４】
　それ故、本発明方法の特定の実施形態において、本発明の成長因子は、アドレノメジュ
リン、アミノ酸配列が配列番号：２、配列番号：３、配列番号：４、配列番号：５、配列
番号：６、配列番号：８、配列番号：９、配列番号：１０および配列番号：１１で示され
るペプチド、およびその組合せからなる群より選択される。その詳細は下記に示す。
【００４５】
アドレノメジュリン
　アドレノメジュリン（ＡＭ）は、当初ヒトの褐色細胞腫に見出された５２個のアミノ酸
からなる降圧ペプチドであって、分子内ジスルフィド架橋（Ｃｙｓ－Ｃｙｓ）を有し、カ
ルシトニン遺伝子関連ペプチドと高い相同性を有する。前駆体タンパク質、プレプロアド
レノメジュリン（配列番号：２）は、細胞内で処理された後に、５２個のアミノ酸をもつ
成熟タンパク質（アドレノメジュリンであろう）を生成する１８５個のアミノ酸鎖長を有
する（ＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＡＡＣ６０６４２．１）。本発明方法の特定の実施形態に
おいて、ＡＭは配列番号：３により定義されるヒトのアドレノメジュリンである。いずれ
の理論にも拘束されることを望むものではないが、ヒトのＡＭが植物組織上で活性を示す
という事実は、植物に、またはそれらと関連する微生物に同様の因子が存在するためであ
ると考えられる。
【００４６】
配列番号：２（プレプロアドレノメジュリン）
【００４７】
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【化１】

【００４８】
［アドレノメジュリンのアミノ酸配列に下線を付し、またモチーフＧＲＲＲＲのアミノ酸
配列には二重下線を付し、太字とした］
【００４９】
配列番号：３（ヒトのアドレノメジュリン）
【００５０】

【化２】

【００５１】
［アドレノメジュリンの特徴的なモチーフ（Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘ
ａａ４－Ｃｙｓ）を太字とした；ジスルフィド架橋を形成する２個のシステインに下線を
付す］
【００５２】
　当業者も理解するように、光合成生物のバイオマスを増量する能力を有する配列番号：
３のいずれの変異体も、本発明の範囲に包含される。
【００５３】
　本明細書にて使用される場合、“配列番号：３の変異体”という用語は、アミノ酸配列
の保存的アミノ酸置換により配列番号：３から得られるペプチドであって、得られた変異
体が上記のパラメータのいずれかの測定により、光合成生物のバイオマスを増量する能力
を有することの確認されるいずれものペプチドに関係する。保存的アミノ酸置換は、類似
の側鎖をもつ残基の互換性に関係する。例えば、脂肪族側鎖をもつ一群のアミノ酸は、グ
リシン、アラニン、バリン、ロイシン、およびイソロイシンからなり；脂肪族ヒドロキシ
ル側鎖をもつ一群のアミノ酸は、セリンおよびスレオニンからなり；アミド基含有側鎖を
もつ一群のアミノ酸は、アスパラギンおよびグルタミンからなり；芳香族側鎖をもつ一群
のアミノ酸は、フェニルアラニン、チロシンおよびトリプトファンからなり；塩基性側鎖
をもつ一群のアミノ酸は、リジン、アルギニン、およびヒスチジンからなり；またイオウ
含有側鎖をもつ一群のアミノ酸は、システインおよびメチオニンからなる。好適な保存的
アミノ酸置換群は、バリン－ロイシン－イソロイシン、フェニルアラニン－チロシン、リ
ジン－アルギニン、アラニン－バリン、およびアスパラギン－グルタミンである。
【００５４】
　アドレノメジュリンの機能的に等価の変異体の例は、天然のアドレノメジュリンに実質
的に相同であるポリペプチドである（配列番号：３）。本明細書にて使用される場合、“
実質的に相同”という表現は、配列番号：３に示されるアミノ酸配列に関して、少なくと
も５０％、有利には少なくとも６０％、好ましくは少なくとも７０％、より好ましくは少
なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９５％の同一性度を有するアミノ酸配
列のいずれかに関する。２つのペプチド間の同一性度は、コンピュータアルゴリズムおよ
び当業者周知の方法により決定し得る。２つのペプチドの２つのアミノ酸配列間の同一性
は、好ましくは、ＢＬＡＳＴＰアルゴリズムにより決定する（ＢＬＡＳＴマニュアル、Al
tschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894, Altschul, S., et al., J., 
1990, Mol. Biol. 215: 403-410）。
【００５５】
　他方、アドレノメジュリンはそのアミノ酸配列に特徴的なモチーフ（または確認可能な
特徴）を有し、そのアミノ酸配列はアドレノメジュリン受容体の認識に関与し、また２個
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のシステイン間のジスルフィド結合により形成される６個のアミノ酸の環からなる［Ｃｙ
ｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ］。さらに、アドレノメジュリン
は約２０～４０個のアミノ酸によりモチーフから隔てられて、アミド化されたカルボキシ
ル末端（ＣＯＮＨ２）を有する。そのアミノ酸配列中にＣｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘ
ａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓモチーフを有するアドレノメジュリン変異体はいずれもがアド
レノメジュリン受容体を認識し、光合成生物のバイオマスを増量に導く過程の弾きがねを
引くと考えられる。従って、本発明は２個のシステイン間のジスルフィド結合により形成
される当該６個のアミノ酸の環を含んでなり、光合成生物のバイオマスを増量させる能力
をもつそれらのアドレノメジュリンをも意図するものである。配列番号：３の変異体は、
さらにアミド化されたカルボキシル末端を有し得る。
【００５６】
　最終的に、アドレノメジュリンの、または先に定義したその変異体のフラグメントも、
それらが光合成生物のバイオマスを増量する能力を維持する限り、本発明の範囲に包含さ
れる。当該能力は先の段落で説明したパラメータにより決定し得る。
【００５７】
アラビドプシス（Arabidopsis）タンパク質
　本発明の成長因子の他の特定の実施形態は、配列番号：４、配列番号：５および配列番
号：６に記載したアラビドプシス（Arabidopsis）タンパク質を含む。
【００５８】
　配列番号：４
【００５９】

【化３】

【００６０】
にて同定されるタンパク質は、ＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＮＰ＿５６４９１０をもつ名称未
知のタンパク質である。
【００６１】
　配列番号：５
【００６２】

【化４】

【００６３】
にて同定されるタンパク質は、ＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＮＰ＿１８０９６７をもつ亜鉛フ
ィンガーファミリー（Ｃ３ＨＣ４－型リングフィンガー）のタンパク質である。
【００６４】
　配列番号：６
【００６５】

【化５】
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【００６６】
にて同定されるタンパク質は、ＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＮＰ＿５６７２２２をもつピッチ
オウン（pitchoun）１（ＰＩＴ１）と称されるタンパク質である。
［すべての事例において、本発明の成長因子の特徴的モチーフ（Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａ
ａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ）は、太字で示し、ジスルフィド架橋を形成する２個
のシステインには下線を付し、モチーフＧＲＲＲＲのアミノ酸配列は二重下線と太字で示
す］
【００６７】
　当業者も理解するように、当該タンパク質の変異体およびフラグメントもまた、それら
が本発明成長因子の特徴的モチーフを保存し、光合成生物に投与したときに、そのバイオ
マスを増量する限りにおいて、本発明に関連して包含される。光合成生物のバイオマスの
増量は上記のパラメータのいずれかにより、例えば、実施例１に記載するような植物バイ
オマス増量アッセイ法により、または実施例２に記載するような藻類バイオマス増量アッ
セイ法により確認することができる。本発明に関連しての用語変異体およびその意味につ
いては、先の段落に定義したとおりである。
【００６８】
オリザ・サティバ（イネ；Oryza sativa）タンパク質
　該モチーフ［Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ］を含むペプ
チドの例は、限定されるものではないが、そのアミノ酸配列が配列番号：８、配列番号：
９および配列番号：１０で示されるオリザ・サティバ（コメ）のタンパク質である。
【００６９】
配列番号：８：
【００７０】
【化６】

【００７１】
配列番号：９（タンパク質受容体様タンパク質キナーゼ２前駆体、推定、発現）：
【００７２】
【化７】
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【００７３】
配列番号：１０：
【００７４】
【化８】

【００７５】
［すべての事例において、本発明の成長因子の特徴的モチーフ（Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａ
ａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ）は、太字で示し、ジスルフィド架橋を形成する２個
のシステインには下線を付し、モチーフＧＲＲＲＲのアミノ酸配列は二重下線と太字で示
す］
【００７６】
タラッシオシラ・シュードナナ（Thalassiosira pseudonana；珪藻）タンパク質
配列番号：１１：
【００７７】
【化９】

【００７８】
［本発明の成長因子の特徴的モチーフ（Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ

４－Ｃｙｓ）は、太字で示し、ジスルフィド架橋を形成する２個のシステインには下線を
付し、モチーフＧＲＲＲＲのアミノ酸配列は二重下線と太字で示す］
【００７９】
　本発明の成長因子が所望の効果、すなわち、光合成生物のバイオマスを増量する効果を
もつためには、当該成長因子を当該光合成生物と接触させる必要がある。技術の現状にお
いては、有効成分（本発明においては本発明の成長因子）を光合成生物、取り分け植物へ
投与することを可能とする多くの方法が存在する。同様に、該有効成分は使用する投与方
法に適した方式で製剤化される。
【００８０】
　通常、光合成生物へのその投与のために、本発明の成長因子は、固体形状で、または液
体形状のいずれかで、例えば、水和剤の形状で、または常套の希釈剤と合体する乳化可能
な濃縮物の形状で使用し得る組成物の一部とする。当該組成物は、伝統的な方法で、例え
ば、本発明の成長因子を希釈剤と、また選択肢として他の成分もしくは組成と混合するこ
とにより得られる。特定の実施形態において、光合成生物は植物であり、本発明の成長因
子を含む組成物は、常套の手段によって、本発明の成長因子と希釈剤とを、また選択肢と
しての他の成分もしくは組成とを混合することにより得られる；該成分は通常使用される
農業用組成物に使用されるものであり、当業者既知のものである；例えば、限定されるも
のではないが、溶剤、活性因子もしくはｐＨ調整剤、肥料などである。特定の実施形態に
おいて、本発明の成長因子は水耕栽培システムにおいて植物に供すべき栄養溶液を補強す
るための添加剤として投与されるか、または当該植物の潅水に投与される。
【００８１】
　該組成物中の本発明成長因子の濃度は、広い範囲で、典型的には少なくとも１０－２な
いし１０－１６Ｍ、通常少なくとも１０－４ないし１０－１２Ｍ、さらに一般的には少な
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くとも１０－６ないし１０－１１Ｍ、なおさらに一般的には少なくとも１０－８ないし１
０－１０Ｍである。当該組成物の他の技術的特徴は、例えば、農業にて許容される担体を
使用し得ること、さらなる組成を加え得ること、その提示する形状、それを得るための工
程などである。
【００８２】
　本明細書にて使用されるという意味で、“農業にて許容される担体”という用語は、農
業部門にて使用し得る任意の物質または物質の組合せを含み、また農業にて許容される液
体もしくは固体材料をも含み、それらは、それをより簡単なもしくは改善された適用形状
とするためまたは適用可能なもしくは望ましい活性化強度にするために、本発明の成長因
子を加え得るか、および／またはそれと混合し得るものである。
【００８３】
　本明細書に記載された組成物は、さらに所望により、農業用組成物に通常使用される他
の成分または組成、例えば、限定されるものではないが、溶剤、活性因子もしくはｐＨ調
整剤、肥料などを含み得るが、それらは植物の植物バイオマスを増量する本発明の成長因
子の能力を可能とするか、または危険にさらすことがないか、または損なうことのないも
のとする。農業用組成物に通常使用される当該成分または組成は、一般に当業者既知のも
のである。
【００８４】
　本発明が提供する組成物は、一般に、適量の組成物の異なる成分の混合物に基づき、常
套の方法により得ることができる。
【００８５】
　上記のように、本発明方法はいずれの光合成生物に対しても使用することができる。特
定の実施形態において、本発明方法はバイオマスの増量が特に望ましい光合成生物に適用
される；例えば、任意の産業で工業的に使用される植物および藻類である。従って、特定
の実施形態において、光合成生物は植物、例えば、エネルギー（例えば、再生可能エネル
ギー）の生産に使用する植物、ヒトもしくは動物の栄養、木材種、観賞用植物などの植物
である。
【００８６】
　燃料または再生可能エネルギーの生産に使用されるバイオマス用植物の例は、限定され
るものではないが、以下のものである：
　（i）電気エネルギーの生産に使用する植物：成長の早い木材エネルギー作物、例えば
、ポプラ、ヤナギ、ユーカリ、ニセアカシア、針葉樹、アカシア、バナナの木など、およ
び草本植物、例えば、アザミ、ススキ、ダンチク、トウダイグサ科植物、サボテン類など
；および
　（ii）バイオ燃料の生産に使用する植物：ビート、トウモロコシ、サトウモロコシ、サ
トウキビ、ポテト、キクイモなどから得られるバイオアルコールの生産、およびナタネ、
ヒマワリ、ダイズなどからのバイオ－オイル。
【００８７】
　当業者も理解するように、熱エネルギーの取得および燃料ガスの生産に植物バイオマス
を使用することも可能である。しかし、これらのプロセスの特性により（熱エネルギーは
直接燃焼システムに適用して熱を得ることからなり、また燃料ガスの生産は蒸解ガマ中で
バイオマスを分解しガスを得ることからなる）、当該エネルギーの生産に使用されるバイ
オマスはいずれの植物からのものでもよい。
【００８８】
　木材植物の例は、限定されるものではないが、マツ、ユーカリ、コルクガシ、レバノン
スギ、オーク、セイヨウヒイラギカシなどである。
【００８９】
　対象となる観賞植物の説明用の非限定例は、エスキナンサス属、カンナ、コルムネア属
、アネモネ、アザレア、ベゴニア、キンチャクソウ、カメリア、ナデシコ属、フリージア
、ガーベラ、ハイビスカス、ヒポエステス属、カランコエ、タバコ属、ペラルゴニューム
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属、ツクバネアサガオ、サクラソウ属、キンポウゲ属、イースターカクタス、バラ、セン
トポーリア、イワタバコ科グロキシニア、ウシノシタ、トラユリ、ビジョザクラ、または
ヒャクニチソウ属である。その他の観賞植物としては、ラン（ラン科）および観賞用低木
であって、ゲッケイジュ（ローラス・ノビリス）、スイカズラ（ロニセラ・フラグランチ
ッシマ）、シデコブシ（モクレン属）、アジサイ（ヒドランジア・マクロフィラ）、キン
グサリ（ラブルナムｘウォータエリ）、ノイバラもしくはヤマブキ（ケリス・ヤポニカ）
などである。
【００９０】
　ヒトまたは動物の栄養に使用される植物の説明用の非限定例は、果樹：限定されるもの
ではないが、サクランボの木、プラムの木、モモの木、アンズの木、オリーブの木、マン
ゴーの木、ナシの木、リンゴの木、ビワの木、マルメロの木、オレンジの木、レモンの木
、イチジクの木、パパイヤの木、クリの木、オークの木、トキワガシの木、アカミガシの
木、ヘーゼルナッツの木、アーモンドの木、クルミの木など；飼料用植物：限定されるも
のではないが、マメ科植物（例えば、クローバー、アルファルファ、クリトリアス、落花
生、ギンゴウカン属、ホタルブクロウ属など）、牧草（例えば、ドクムギ属、フェストゥ
ーカ属、カモガヤ、グラーマグラス、アフリカヒゲシバ、ブッフェルグラス、ウシクサ属
、イネ科ビロードキビ属、牧草とされるギョウギシバ、およびガマ、ネビアグラス、サト
ウキビ、タイワングラスおよびコーングラス（これらは刈取り牧草である）など）；穀類
（例えば、モロコシ属、コムギ、ライムギ、オオムギなど）；ヒトの消費用植物（レタス
、キャベツ、ホウレンソウ、フダンソウ、インゲンマメ、トマト植物など）などである。
【００９１】
　別の特定の実施形態において、光合成生物は藻類である；例えば、微細藻類：クロレラ
、ボツリオコッカス（Botryococcus）、ナンノクロロプシス（Nannochloropsisi）、ヘマ
トコッカス（Haematococcus）、ネオクロリス（Neochloris）またはテトラセルミス（Tet
raselmis）属などの微細藻類；さらに、本発明の範囲内の説明用の非限定的藻類の例は、
アオノリ（エンテロモルファ・インテスチナリス；Enteromorpha intestinalis）（数種
の緑藻；モノストローマ（Monostroma））（日本）、アレーム海草（エイセニア・ビシク
リス；Eisenia bicyclis）、バダーロックスｊａｐ．サルメン（アラリア・エスキュレン
タ；Alaria esculenta）、カローラ（カロフィリス・バリエガタ；Callophyllis variega
ta）（南アメリカ）、トチャカコケ（マストカルプス・ステラタス；Mastocarpus stella
tus）、クロレラ、コンブ属海草（Laminaria saccharina）、ダービレア・アンタークチ
カ（Durvillea antarctica）、パルマリア・パルマタ（Palmaria palmata）、ユーキマ・
コットニイ（Euchema cottonii）、カウレルパ・レンティリフェラ（Caulerpa lentillif
era）、グラマン、グラマン－ダガット（アガードヒーラ・テネラ；Agardhiella tenera
）、ヒジキ（Sargassum fusiforme）、ホンダワラ（Sargassum enerve）、コンドラス・
クリスパス（Chondrus crispus）、ポルフィラ・ラシニアタ／ポルフィラ・アンビリカリ
ス（Porphyra laciniata/Porphyra umbilicalis）、ウルバ・ラクツカ（Ulva lactuca）
、サルガッサム・エキノカルパム（Sargassum echinocarpum）、マコンブ（Saccharina j
aponica）、ミル（Codium sp.）、モズク（Cladosiphon okamuranus）、ノリ（Porphyra
；数種の紅藻）、大型褐藻（コンブ）（Laminaria digitata）、オゴノリ（Gracilaria；
数種の紅藻）、ヒバマタ属褐藻（Fucus vesiculosus）、シートロン（Nereocystis luetk
eana）、スラック（Porphyra purpurea, syn. Porphyra laciniata）、アースロスピラ・
プラテンシス（Arthrospira platensis）、アースロスピラ・マキシマ（Arthrospira max
ima）、ソングウイード（Himanthalia elongata）、ツノマト（Chondrus；数種の紅藻）
、ワカメ（Undaris pinnatifida）など。
【００９２】
本発明の遺伝子構築物
　本発明の成長因子が光合成生物のバイオマスの増量を達成するために本発明が意図した
別の可能性は、当該光合成生物のゲノムに増殖因子をエンコードするヌクレオチド配列を
挿入することからなり、それによって当該ヌクレオチド配列が発現されたときに、それが
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光合成生物において所望の効果を示すようにすることである。
【００９３】
　それ故、別の態様において、本発明は遺伝子構築物（以下、本発明の遺伝子構築物とい
う）に関し、該遺伝子構築物は以下の（ａ）および（ｂ）を含む：
　（ａ）下記（i）および（ii）を含むペプチドをエンコードする核酸：
　　（i）アミノ酸配列：
　　　　Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ［配列番号：１］
（Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３およびＸａａ４は独立してアミノ酸を表す）および
　　（ii）（i）で示されるアミノ酸配列のシステイン残基がそれらの間でジスルフィド
架橋を形成する；および
　（ｂ）光合成生物においてその発現を調節する制御要素。
【００９４】
　特定の実施形態において、当該制御要素は藻類中で当該ペプチドをエンコードする核酸
配列の発現を制御するために適している；当該要素は当業者既知である。
【００９５】
　別の特定の実施形態において、当該制御要素は植物中で当該ペプチドをエンコードする
核酸配列の発現を制御するために適している；当該要素は当業者既知である。
【００９６】
　特定の実施形態において、当該ペプチドをエンコードする核酸配列の発現を調節する制
御要素は、当該核酸配列に関して異種である；すなわち、当該核酸配列がアラビドプシス
（Arabidopsis）タンパク質（例えば、配列番号：４、配列番号：５または配列番号：６
）をエンコードする場合には、当該核酸配列は植物中のその発現を調節する制御要素の制
御下にあるが、その制御要素は当該植物中では当該アラビドプシス（Arabidopsis）タン
パク質の発現を天然で調節する制御要素とは異なるということ、または当該核酸配列がイ
ネ（Oryza sativa）タンパク質（例えば、配列番号：８、配列番号：９または配列番号：
１０）をエンコードする場合には、当該核酸配列は植物中のその発現を調節する制御要素
の制御下にあるが、その制御要素は当該植物中では当該イネ（Oryza sativa）タンパク質
の発現を天然で調節する制御要素とは異なるということである；あるいは、当該核酸配列
がタラッシオシラ・シュードナナ（Thalassiosira pseudonana；珪藻）タンパク質（例え
ば、配列番号：１１）をエンコードする場合には、当該核酸配列は藻類中のその発現を調
節する制御要素の制御下にあるが、その制御要素は当該藻類中では当該タラッシオシラ・
シュードナナ（Thalassiosira pseudonana；珪藻）タンパク質の発現を天然で調節する制
御要素とは異なるということである。
【００９７】
　該アミノ酸、Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３およびＸａａ４は互いに同一でもよいし、
または異なっていてもよい。特定の実施形態において、Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３お
よび／またはＸａａ４は、Ｃｙｓとは異なるアミノ酸である。
【００９８】
　それ故、特定の実施形態において、当該本発明の遺伝子構築物は以下の（ａ）および（
ｂ）を含む：
　（ａ）下記（i）および（ii）を含むペプチドをエンコードする核酸：
　　（i）アミノ酸配列：
　　　　Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ［配列番号：１］
（Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３およびＸａａ４は独立してアミノ酸を表す）および
　　（ii）（i）で示されるアミノ酸配列のシステイン残基がそれらの間でジスルフィド
架橋を形成する；および
　（ｂ）光合成生物でのその発現を制御する制御要素；
　ただし、当該核酸配列（ａ）が配列番号：４、配列番号：５および配列番号：６で示さ
れるアミノ酸配列のタンパク質からなる群より選択されるタンパク質をエンコードする場
合には、当該核酸配列（ａ）は植物中のその発現を調節する制御要素の制御下にあるが、
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その制御要素はアラビドプシス（Arabidopsis sp.）中で当該タンパク質の発現を天然で
調節する制御要素とは異なる；
【００９９】
　ただし、当該核酸配列（ａ）が配列番号：８、配列番号：９および配列番号：１０で示
されるアミノ酸配列のタンパク質からなる群より選択されるタンパク質をエンコードする
場合には、当該核酸配列（ａ）は植物中のその発現を調節する制御要素の制御下にあるが
、その制御要素はイネ（Oryza sativa sp.）中で当該タンパク質の発現を天然で調節する
制御要素とは異なる；
【０１００】
　ただし、当該核酸配列（ａ）が配列番号：１１で示されるアミノ酸配列のタンパク質を
エンコードする場合には、当該核酸配列（ａ）は藻類中のその発現を調節する制御要素の
制御下にあるが、その制御要素はタラッシオシラ・シュードナナ（Thalassiosira pseudo
nana；珪藻）中で当該タンパク質の発現を天然で調節する制御要素とは異なる。
【０１０１】
　本発明の遺伝子構築物の特定の実施形態において、当該ペプチドはアミノ酸配列：
　　　Ｘ１－Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ－Ｘ２

（－Ｘ１は、該ペプチドのアミノ末端側のアミノ酸配列を表わし；また
　－Ｘ２は、該ペプチドのカルボキシル末端側のアミノ酸配列を表わす）
を含む。
【０１０２】
　ペプチドのアミノ末端側のアミノ酸配列（Ｘ１）の長さは広範囲に変わり得るものであ
るが、特定の実施形態においては、Ｘ１が１個ないし２５０個のアミノ酸からなる長さ、
またはさらにより典型的には１個ないし１７５個のアミノ酸、通常は１個ないし１００個
のアミノ酸、より一般的には１個ないし５０個のアミノ酸、さらにより一般的には２個な
いし４０個のアミノ酸、なおさらにより一般的には５個ないし３５個のアミノ酸からなる
長さを有する。
【０１０３】
　同様に、ペプチドのＣ－末端側（またはカルボキシル末端）のアミノ酸配列（Ｘ２）の
長さは広い範囲で変わり得るが、特定の実施形態において、Ｘ２は１個ないし２５０個の
アミノ酸からなる長さ、またはさらにより典型的には１個ないし１７５個のアミノ酸、通
常は１個ないし１００個のアミノ酸、より一般的には１個ないし５０個のアミノ酸、さら
により一般的には２個ないし４０個のアミノ酸からなる長さを有する。
【０１０４】
　特定の実施形態において、該ペプチドのＣ－末端側のアミノ酸配列（Ｘ２）は、アミノ
酸配列ＧＲＲＲＲを含んでなり（配列番号：７）、さらに特定の実施形態において、この
ものは配列Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓの最後のＣｙｓか
ら１０個ないし５０個のアミノ酸を隔てた位置にある。
　特定の実施形態において、Ｘ２のＣ－末端側はアミド化されている。
【０１０５】
　別の特定の実施形態において、当該ペプチドは、アドレノメジュリン、およびアミノ酸
配列が配列番号：２、配列番号：３、配列番号：４、配列番号：５、配列番号：６、配列
番号：８、配列番号：９、配列番号：１０、および配列番号：１１の配列で示されるタン
パク質、並びにそれらの機能的に等価の変異体およびフラグメントからなる群より選択さ
れる。
【０１０６】
　本発明の遺伝子構築物は、現在の技術において周知の技法により取得し得る［サムブル
ークら（Sambrock et al.）２００１、“モレキュラークローニング；実験室マニュアル
”（“Molecular cloning: a Laboratory Manual”）、第３版、コールドスプリングハー
バーラボラトリープレス（Cold Spring Harbor Laboratory Press）、ニューヨーク、第
１～３巻］。当該本発明の遺伝子構築物は、光合成生物でのその発現を調節する制御要素
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を機能的に結合して組み込んでいる。本明細書にて使用される場合、“機能的に結合”と
いう表現は、本発明の成長因子［すなわち、アミノ酸配列Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－
Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓを含むペプチド］をエンコードする核酸が制御調節要素また
は発現調節配列の制御のもとで、正しい読み枠で発現されることを意味する。制御調節要
素は転写を制御調節し、適切な場合にはタンパク質の翻訳をも制御する配列であり、プロ
モーター配列、転写制御因子をエンコードする配列、リボソーム－結合配列（ＲＢＳ）お
よび／または転写終結配列を含む。
【０１０７】
　本発明の遺伝子構築物は、光合成生物の細胞（例えば、植物細胞もしくは組織、または
藻類細胞）のゲノム中に、形質転換光合成生物を得るための適切な方法により、挿入する
ことができる。当該方法は、例えば、リポソームの使用、エレクトロポレーション、拡散
、粒子衝撃、マイクロインジェクション、遺伝子銃、遊離ＤＮＡ摂取を増加する化合物（
例えば、リン酸カルシウム共沈殿）、ウイルスベクターなどを含み得る。
【０１０８】
　従って、別の態様において、本発明は本発明の遺伝子構築物を含むベクターに関する。
　特定の実施形態において、当該ベクターは藻類の形質転換に適するベクターである；当
該ベクターは当業者既知である（例えば、国際公開第２００９１４９４７０号は、ベクタ
ー－形質転換藻類細胞用の方法と組成物について開示しており、その場合のベクターは藻
類細胞において抗生物質耐性遺伝子の発現を駆動するＶｃｐプロモーターを含む）。
【０１０９】
　別の特定の実施形態において、当該ベクターは植物の形質転換に適するベクターである
；当該ベクターもまた当業者既知である。さらに特定の実施形態において、植物の形質転
換に適するベクターは、欧州特許ＥＰ１２０５１６に記載されているようなアグロバクテ
リウム・ツメファシエンス（Agrobacterium tumefaciens）Ｔｉプラスミドに由来するベ
クターを包含する。アグロバクテリウムＴｉまたはＲｉプラスミドに由来する形質転換ベ
クターに加えて、それに替り得る方法が植物細胞もしくは組織に遺伝子構築物を挿入する
ために使用し得る；例えば、限定されるものではないが、真空浸透プロトコールによる方
法である。
【０１１０】
　他方、（i）アミノ酸配列Ｃｙｓ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｃｙｓ
［配列番号：１］（Ｘａａ１、Ｘａａ２、Ｘａａ３、およびＸａａ４は独立してアミノ酸
を表す）および（ii）それらの間でジスルフィド架橋を形成する（i）に示すアミノ酸配
列のシステイン残基を含むペプチドをエンコードする核酸（以下、核酸（ａ）という）、
および本発明の構築物の両方もまた原核生物レプリコンを含む１つのベクターに取り込む
ことができる；すなわち、該レプリコンは自律性の複製を指向し、バクテリアなどの原核
宿主細胞に導入されたときに、組換えＤＮＡ分子を染色体外に保持することができるもの
である。該レプリコンは技術上既知である。原核生物レプリコンを含むベクターは、さら
に一般に、遺伝子構築物挿入のための制限部位を含む。これらのベクターは、例えば、米
国特許ＵＳ６，２６８，５５２に記載されているように、現在の技術水準において既知で
ある。
【０１１１】
　同様に、該ベクターはまた、形質転換された光合成生物、例えば、植物細胞および／ま
たは組織、または藻類細胞中に、異種ＤＮＡの存在をチェックするためのマーカーを含み
得る。当該光合成生物、例えば、植物細胞中の異種ＤＮＡの選択を可能とする遺伝子マー
カーの例は、抗生物質（例えば、アンピシリン、テトラサイクリン、カナマイシン、ハイ
グロマイシン、ゲンタマイシンなど）に対する耐性を付与する遺伝子である。ネオマイシ
ンホスホトランスフェラーゼ遺伝子は、原核細胞と真核細胞の両方で発現され得る利点を
有する。このマーカーは、条件を満たして形質転換された光合成生物、例えば、植物の選
択を可能とする；当該生物は、それらが適切な耐性遺伝子を取り込んでいるために、相当
する抗生物質を含有する培地中でも増殖し得る。
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【０１１２】
　光合成生物（例えば、植物細胞もしくは組織、または藻類細胞）を形質転換し、トラン
スジェニック光合成生物（例えば、トランスジェニック植物またはトランスジェニック藻
類）を生成させるための当該核酸（ａ）の導入並びに当該遺伝子構築物の導入は、上に述
べたように、現在の技術水準において既知の手段により実施し得る；例えば、限定される
ものではないが、Ａ．ツメファシエンス（A. tumefaciens）が仲介するＤＮＡ転移、好ま
しくは、非武装化Ｔ－ＤＮＡベクター、エレクトロポレーション、直接的ＤＮＡ転移、粒
子衝撃などによって実施し得る（これらのトピックスに関する改訂版については、例えば
、以下を参照：Marta Izquierdo Rojo in “Ingenieria Genetica y Transferencia Geni
ca”, 1999, Ediciones Piramide, S.A. Madrid）。
【０１１３】
　別の態様において、本発明は、当該核酸（ａ）、本発明による遺伝子構築物または上記
したようなベクターを含む宿主細胞に関する。本発明による遺伝子構築物または上に記載
のベクターを含有するために適する宿主細胞は、限定されるものではないが、原核生物細
胞、酵母または真核生物細胞、例えば、昆虫細胞などである。当業者も理解するように、
形質転換すべき宿主細胞により、本発明の遺伝子構築物またはそれを含有するベクターは
、原核生物細胞および生物体（例えば、バクテリアなど）において機能的であり得るか、
または真核生物細胞および生物体（例えば、昆虫細胞、哺乳動物細胞など）において機能
的であり得る発現制御配列を含み得る。
【０１１４】
　別の態様において、本発明は、当該核酸（ａ）、または本発明の当該遺伝子構築物をそ
のゲノムに組み込んで含むトランスジェニック植物細胞または藻類に関する。形質転換植
物細胞もしくは組織、または藻類を培養し、トランスジェニック植物または藻類を再生す
るための技術は、当該植物または藻類の培養および増殖条件と同じく、現在の技術水準で
周知である（参照例：上記のＭａｒｔａ　Ｉｚｑｕｉｅｒｄｏ（１９９９））。
【０１１５】
　このように、本発明の遺伝子構築物で形質転換した植物細胞から得られるトランスジェ
ニック植物、または本発明の遺伝子構築物で形質転換した藻類は、本発明のさらなる発明
の態様を構成する。
【０１１６】
本発明成長因子の使用
　光合成生物のバイオマスを増量する本発明の成長因子の能力は、光合成生物に依存する
異なる産業での利用性を有する。従って、先の発明の態様にて述べたように、本発明の成
長因子は、エネルギーの生産において、木材の取得において、ヒトもしくは動物の栄養に
おいて、または草花栽培において観賞植物の外観改善法として使用されつつある珪藻また
は植物のバイオマスを増量する際に使用し得る。
【実施例】
【０１１７】
　以下の実施例は、本発明を説明するものであって、本発明の範囲を限定するものと見做
してはならない。
【０１１８】
［実施例１］
ニンジンおよびタバコ植物における植物バイオマスの増量
材料と方法
　ニンジン（ダウカス・カロタ；Daucus carota）およびタバコ（ニコチアナ・タバクム
；Nicotiana tabacum）のカルスは、カロライナ・バイオロジカル・サプライ・カンパニ
ー（Carolina Biological Supply Company）（バーリントン、ノースカロライナ、米国）
から供給され、それぞれについてニンジンまたはタバコ用の固体カルス開始培地（同様に
、カロライナ・バイオロジカルから調達）にて、無菌状態で保存された。その特定の組成
物は同社のカタログにて入手し得る。
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【０１１９】
　無菌条件下に１個のカルスを小片に分割して重量を測定し、合成ペプチド・ヒトアドレ
ノメジュリン（ＡＭ）（フェニックス・ファーマシューティカルス（Phoenix Pharmaceut
icals）、バーリンゲーム、カリフォルニア、米国）を異なる濃度で含む新鮮な培地（カ
ロライナ・バイオロジカルから調達した固体カルス開始培地）に播種した。暗所での増殖
の３０日後に、カルスを再度秤量し、成長率は最終重量を開始重量で割って得た商として
計算した。
　各サンプルの乾燥重量は、カルスを２５０℃で２４時間、オーブン乾燥工程に付すこと
により算出した。
【０１２０】
結果
　ニンジンおよびタバコの両方において、用量依存的応答に続いてカルスの成長増量が認
められた（図１）。細胞増殖を促進するＡＭの最も有効な濃度は１０－１０Ｍであった。
より緩やかな増殖の増加はより低いか、またはより高い濃度で起こった。対照と比較した
場合、バイオマスの６０％増量が、ＡＭの最適用量で得られた。
【０１２１】
　この質量の増加が組織の水和増加によるものではないことを証明するために、組織の乾
燥重量を測定し、その差が維持されていることを見出し、バイオマスの増加が関係する組
織の正味の増殖に相当することを示した。
【０１２２】
　カルス細胞に観察される効果は、カルス細胞成長（細胞増殖）の増加からなり、全植物
に完全に伝達される。時には、細胞増殖の増加が植物の感応受容性または物理的性質に影
響するであろう。しかし、バイオマスの増量はそれがカルス細胞にて生じるように、植物
においても生じるであろう。
【０１２３】
［実施例２］
クロレラ属の微細藻類における藻類バイオマスの増量
材料と方法
　ギラード（Guillard）Ｆ／２培地中、２つの同一のクロレラ培養物［Guillard, R.R.L.
 1975. 海洋無脊椎動物の飼育用植物プランクトンの培養、pp 26-60；In Smith W.L. and
 Chanley M.H (Eds.), 海洋無脊椎動物の培養。Plenum Press, New York, USA；Guillard
, R.R.L. and Ryther, J.H. 1962.  Cyclotella nana Hustedt and Detonula confervace
a Cleve. Can. J. Microbiol. 8: 229-239］（それぞれ２５０ｍｌ）を２つの別個のガラ
スフラスコにて調製した。次いで、当該ギラードＦ／２培地１００μｌを１つのフラスコ
に加え、他方のフラスコには最終濃度１０－８Ｍとなる十分な量の合成ペプチド・ヒトア
ドレノメジュリン（ＡＭ）（フェニックス・ファーマシューティカルス、バーリンゲーム
、カリフォルニア、米国）を含むギラードＦ／２培地を加えた。
【０１２４】
　５％ＣＯ２含有空気を連続的に培養液に吹き込んだ。フラスコには１２時間の光／１２
時間の暗所の光周期で光照射した。
【０１２５】
　培地の一部を定期的に採取し、微細藻類の増殖を評価した。吸光度はパーキンエルマー
・ラムダ３５ＵＶ／可視スペクトロホトメターにより６８０ｎｍにて測定した。
【０１２６】
結果
　ＡＭ－処理した微細藻類は未処理の微細藻類よりもより急速に増殖し、より早く定常期
に到達する。
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