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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　発現するとキシロースをキシルロースに直接異性化する能力を細胞に与えるか、又は増
加させるヌクレオチド配列を含む真核微生物細胞であって、ヌクレオチド配列がキシロー
ス異性化酵素活性を備えたポリペプチドをコードし、そのポリペプチドのアミノ酸配列は
：
　ｉ）配列番号１、２及び３５のアミノ酸配列の少なくとも一つと少なくとも８０％の配
列同一性を有し、
　ｉｉ）１８７～１９５位のキシロース異性化酵素シグネチャ配列ＶＸＷ［ＧＰ］ＧＲＥ
Ｇ［ＹＳＴＡ］及び２３２～２３９位のキシロース異性化酵素シグネチャ配列［ＬＩＶＭ
］ＥＰＫＰＸ［ＥＱ］Ｐを含み、
　ｉｉｉ）保存的触媒アミノ酸残基Ｈｉｓ－１０２、Ａｓｐ－１０５及びＡｓｐ－３４０
を
含み、
　ｉｖ）９１位のメチオニン残基を含み；及び、
　ｖ）下記からなる群から選択される１つ又は２つ以上のアミノ酸配列要素を含み、
　（ａ）１３４～１３９位のアミノ酸配列ＴＧＩＫＬＬ、
　（ｂ）２３０位のフェニルアラニン残基、
　（ｃ）２６４位及び２６５位それぞれのアミノ酸フェニルアラニン及びリシン、
　（ｄ）２７４～２７８位のアミノ酸配列ＴＬＡＧＨ、
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　（ｅ）３８７～３９１位のアミノ酸配列ＲＹＡＳＦ、
　（ｆ）３９４位のグリシン残基、並びに
　（ｇ）４３１位のアラニン残基、
　ポリペプチドのアミノ酸配列を配列番号３にアラインするとき、アミノ酸配列中のii）
～v）及び（ａ）～（ｇ）位は、配列番号３の参照アミノ酸配列中の位置に相当し、及び
前記ポリペプチドは配列番号３～７の１つとの配列同一性が８０％を上回るアミノ酸配列
を含まず、ヌクレオチド配列が、クロストリジウム（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）属の細菌
、フソバクテリウム（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）属の細菌又はユウレイボヤ（Ｃｉｏ
ｎａ）属の尾索類から得られるアミノ酸配列をコードする、真核微生物細胞。
【請求項２】
　細胞が、サッカロミセス（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、クリベロマイセス（Ｋｌｕ
ｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）、カンジダ（Ｃａｎｄｉｄａ）、ピキア（Ｐｉｃｈｉａ）、シゾ
サッカロミセス（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、ハンゼヌラ（Ｈａｎｓｅ
ｎｕｌａ）、クロエケラ（Ｋｌｏｅｃｋｅｒａ）、シワニオマイセス（Ｓｃｈｗａｎｎｉ
ｏｍｙｃｅｓ）、ヤロウイア（Ｙａｒｒｏｗｉａ）、アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌ
ｌｕｓ）、トリコデルマ（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、フミコラ（Ｈｕｍｉｃｏｌａ）、
アクレモニウム（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ）、フザリウム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）及びペニシ
リウム（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）からなる群から選択される属の酵母又は糸状菌である
、請求項１に記載の細胞。
【請求項３】
　細胞が、嫌気性アルコール発酵できる酵母である、請求項２に記載の細胞。
【請求項４】
　酵母が、Ｓ．セレビシエ（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、Ｓ．イグジグース（Ｓ．ｅｘ
ｉｇｕｕｓ）、Ｓ．バヤヌス（Ｓ．ｂａｙａｎｕｓ）、Ｋ．ラクティス（Ｋ．ｌａｃｔｉ
ｓ）、Ｋ．マルキシアヌス（Ｋ．ｍａｒｘｉａｎｕｓ）及びシゾサッカロミセス・ポンベ
（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）からなる群から選択される種
に属する、請求項３に記載の細胞。
【請求項５】
　キシロース異性化酵素活性を備えたポリペプチドをコードするヌクレオチド配列が、キ
シロースをキシルロースに異性化する能力を細胞に与えるために、細胞においてヌクレオ
チド配列の十分な発現を引き起こすプロモーターに作動可能に連結している、請求項１か
ら４までのいずれかに記載の細胞。
【請求項６】
　細胞がさらに、特異的キシルロースキナーゼ活性を増加させる遺伝子改変を含む、請求
項１から５までのいずれかに記載の細胞。
【請求項７】
　細胞が、ペントースリン酸経路の流量を増加させる遺伝子改変を含む、請求項１から６
までのいずれかに記載の細胞。
【請求項８】
　宿主細胞が、細胞における非特異的アルドース還元酵素活性を減少させる遺伝子改変を
含む、請求項１から７までのいずれかに記載の細胞。
【請求項９】
　細胞が、Ｌ－アラビノースをＤ－キシルロース５－リン酸に変換する能力を示す、請求
項１から８までのいずれかに記載の細胞。
【請求項１０】
　細胞が、以下からなる群から選択される特性を生じる少なくとも１つの他の遺伝子改変
を含む、請求項１から９までのいずれかに記載の細胞：
　（ａ）宿主細胞へのキシロース及びアラビノースの少なくとも１つの輸送の増加、
　（ｂ）異化代謝産物抑制に対する感受性の減少、
　（ｃ）エタノール、浸透圧又は有機酸に対する耐性の増加、並びに
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　（ｄ）副産物生成の減少。
【請求項１１】
　細胞が、エタノール、乳酸、３－ヒドロキシ－プロピオン酸、アクリル酸、酢酸、コハ
ク酸、クエン酸、アミノ酸、１，３－プロパン－ジオール、エチレン、グリセロール、酪
酸、カプロエート、ブタノール、グリオキシレート、β－ラクタム抗生物質及びセファロ
スポリンからなる群から選択される少なくとも１種の発酵産物を生成する能力を有する、
請求項１から１０までのいずれかに記載の細胞。
【請求項１２】
　エタノール、乳酸、３－ヒドロキシ－プロピオン酸、アクリル酸、酢酸、コハク酸、ク
エン酸、アミノ酸、１，３－プロパン－ジオール、エチレン、グリセロール、酪酸、カプ
ロエート、ブタノール、グリオキシレート、β－ラクタム抗生物質及びセファロスポリン
からなる群から選択される発酵産物を生成する方法であって、
　キシロース源、及び場合によってアラビノース源を含有する培地を、請求項１から１１
までのいずれか一項で定義した細胞で発酵し、それによって前記細胞がキシロースを発酵
産物に発酵するステップを含む方法。
【請求項１３】
　さらに発酵産物を回収するステップを含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　培地がグルコース源も含有する、請求項１２又は１３に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、キシロースをキシルロースに異性化する能力を真核微生物宿主細胞に与える
、宿主細胞の形質転換における、キシロース異性化酵素をコードする核酸配列の使用に関
する。形質転換宿主細胞は、ペントース含有培地の発酵によるエタノール及びその他の発
酵産物の生産方法で使用される。
【０００２】
　発明の背景
　植物バイオマスのヘミセルロース画分からの経済的に実行可能なエタノール生産には、
ペントース及びヘキソースの両方を相互に匹敵する速度及び高収率で同時に変換すること
が必要である。酵母、特にサッカロミセス属種（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．
）は、好気的にも嫌気的にもヘキソースで迅速に増殖できるので、この方法に最も適切な
候補である。さらに、（遺伝子改変された）細菌よりも、リグノセルロース加水分解物の
毒性環境に対する耐性がずっと高い。
【０００３】
　野生型Ｓ．セレビシエ（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）株はペントース糖キシルロースを
ゆっくり代謝することができるが、キシロースを代謝することはできない。１９８０年代
に既に、キシロースを利用するために酵母を代謝操作するには、キシロースをキシルロー
スに変換する異種性のキシロース還元酵素及びキシリトール脱水素酵素を発現させるより
もキシロース異性化酵素（ＸＩ、ＥＣ５．３．１．５）を導入することに基づくべきであ
ることが示唆された。残念ながら、Ｔ．サーモフィラス（Ｔ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ
）異性化酵素を注目すべき例外として、細菌性キシロース異性化酵素をＳ．セレビシエに
導入して、機能的に発現したキシロース異性化酵素を生成する試みは全て失敗した。この
Ｔ．サーモフィラス異性化酵素は、Ｓ．セレビシエで機能的に発現したが、増殖の可能な
温度で非常に低い活性しか認められなかった。この状況は、嫌気性真菌ピロミセス属種（
Ｐｉｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐ．）Ｅ２から新たに発見されたキシロース異性化酵素のＳ．セ
レビシエへの導入によって劇的に変化し、高レベルの酵素活性が認められ、この株は嫌気
的に増殖し、キシロースからエタノールを生成できるようになった（ＷＯ０３／０６２３
４０及びＷＯ０６／００９４３４）。このような酵母株は初めて、商用規模のエタノール
生産に適合したキシロース消費及びエタノール生成の比速度を実現した。
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【０００４】
　酵母におけるピロミセスキシロース異性化酵素の機能的発現が発見されて以来、いくつ
かの報告で、酵母におけるその他のキシロース異性化酵素の機能的発現が明らかとなり、
それらは全てピロミセス酵素と７０％を上回るアミノ酸配列同一性を共有していた。例え
ば、バクテロイド（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）の細菌性キシロース異性化酵素（ＷＯ０４
／０９９３８１、ＷＯ０６／００９４３４、ＷＯ０９／１０９６３３）並びにシラマイセ
ス（Ｃｙｌｌａｍｙｃｅｓ）（ＷＯ０４／０９９３８１）及びオルピノマイセス（Ｏｒｐ
ｉｎｏｍｙｃｅｓ）（Ｍａｄｈａｖａｎ他、２００８、ＤＯＩ　１０．１００７／ｓ００
２５３－００８－１７９４－６）の真菌性キシロース異性化酵素である。
【０００５】
　しかし、２００８年１２月２４日より以前には、ピロミセス酵素とのアミノ酸配列同一
性が７０％未満のキシロース異性化酵素の、酵母における機能的な発現の報告はなかった
。ごく最近、２００９年２月に、Ｂｒａｔ他（２００９、Ａｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍ
ｉｃｒｏｂｉｏｌ．７５：２３０４～２３１１）が、ピロミセス酵素とのアミノ酸配列の
同一性が５２％しかない嫌気性細菌クロストリジウム・フィトフェルメンタンス（Ｃｌｏ
ｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｈｙｔｏｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ）のキシロース異性化酵素の酵母Ｓ
．セレビシエにおける機能的発現を公表した。
【０００６】
　現在では、ピロミセス、シラマイセス・アベレンシス（Ｃｙｌｌａｍｙｃｅｓ　ａｂｅ
ｒｅｎｓｉｓ）、ニセツリガネゴケ（Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ　ｐａｔｅｎｓ）、
シロイヌナズナ（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ）、ヘモフィラス・ソムナ
ス（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｓｏｍｎｕｓ）、カタユウレイボヤ（Ｃｉｏｎａ　ｉｎｔ
ｅｓｔｉｎａｌｉｓ）、クロストリジウム・ディフィシレ（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｄ
ｉｆｆｉｃｉｌｅ）、サーモトガ・マリティマ（Ｔｈｅｒｍoｔｏｇａ　ｍａｒｉｔｉｍa
）、バクテロイデス・フラギリス（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｆｒａｇｉｌｉｓ）、バー
クホルデリア・フィトフィルマンス（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｐｈｙｔｏｆｉｒｍａ
ｎｓ）、アルスロバクター・アウレッセンス（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｕｒｅｓｃ
ｅｎｓ）及びフソバクテリウム・モルティフェラム（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｍｏ
ｒｔｉｆｅｒｕｍ）のキシロース異性化酵素配列を含むおよそ４５０キシロース異性化酵
素アミノ酸配列がジェンバンク及びその他の配列データベースで公的に利用可能である。
【０００７】
　しかしながら、Ｓ．セレビシエのような宿主細胞を形質転換してキシロースをキシルロ
ースに異性化する能力を与え、ペントースを含有する供給材料を発酵することによってエ
タノール又はその他の発酵産物を生産する方法において、このような形質転換宿主細胞の
使用を可能にするため使用できるその他のキシロース異性化酵素をコードするヌクレオチ
ド配列は、未だに本技術分野では必要とされている。
【０００８】
　本発明の説明
　定義
　本明細書では、酵素「キシロース異性化酵素」（ＥＣ５．３．１．５）とは、Ｄ－キシ
ロースからＤ－キシルロースへ、及びその逆の直接異性化を触媒する酵素と定義する。こ
の酵素は、Ｄ－キシロースケト異性化酵素としても公知である。いくつかのキシロース異
性化酵素は、Ｄ－グルコースとＤ－フルクトースとの間の変換を触媒することもできるの
で、時にはグルコース異性化酵素と呼ばれる。キシロース異性化酵素は補因子としてマグ
ネシウムを必要とする。本発明のキシロース異性化酵素はさらに、本明細書で後述するよ
うにアミノ酸配列によって定義することができる。同様に、キシロース異性化酵素は、こ
の酵素をコードするヌクレオチド配列並びに本明細書で後述するようにキシロース異性化
酵素をコードする参照ヌクレオチド配列にハイブリッド形成するヌクレオチド配列によっ
て定義することができる。本明細書では、キシロース異性化酵素活性の１単位（Ｕ）は、
リン酸緩衝液５０ｍＭ（ｐＨ７．０）、キシロース１０ｍＭ及びＭｇＣｌ２　１０ｍＭを
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含有する反応混合物中において、３７℃で、１分間に１ｎｍｏｌのキシルロースを生成す
る酵素の量と定義する。生成したキシルロースは、Ｄｉｓｃｈｅ　ａｎｄ　Ｂｏｒｅｎｆ
ｒｅｕｎｄ（１９５１、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．１９２：５８３～５８７）の方法又は
例において記載したＨＰＬＣによって測定した。
【０００９】
　本明細書では、配列同一性とは、配列比較により決定される、２つ以上のアミノ酸（ポ
リペプチド若しくはタンパク質）配列又は２つ以上の核酸（ポリヌクレオチド）配列の間
の関係と定義する。当業界では、「同一性」はまた、場合によって、アミノ酸配列又は核
酸配列の文字列間の一致によって決定されるアミノ酸配列又は核酸配列の間の配列関連性
の程度を意味している。２つのアミノ酸配列の間の「類似性」は、１つのポリペプチドの
アミノ酸配列及びその保存的アミノ酸置換を第２のポリペプチドの配列と比較することに
よって決定する。「同一性」及び「類似性」は、公知の方法によって容易に計算すること
ができる。「配列同一性」又は「配列類似性」という用語は、２つの（ポリ）ペプチド又
は２つのヌクレオチド配列が好ましくは（比較する少なくとも最短の配列の）全体の長さ
について最適に整列され、例えば、プログラムＣｌｕｓｔａｌＷ（１．８３）、ＧＡＰ又
はＢＥＳＴＦＩＴなどによって初期設定のパラメータを使用して、一致の数を最大限にし
、ギャップの数を最小限にしたとき、本明細書の他のところで定義した配列同一性の少な
くとも一定の割合を共有することを意味する。ＧＡＰは、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　
Ｗｕｎｓｃｈグローバルアラインメントアルゴリズムを使用して、２つの配列を全体の長
さについて整列し、一致の数を最大限にし、ギャップの数を最小限にする。一般的に、Ｇ
ＡＰ初期設定パラメータは、ギャップクリエーションペナルティ＝５０（ヌクレオチド）
／８（タンパク質）及びギャップエクステンションペナルティ＝３（ヌクレオチド）／２
（タンパク質）を用いて使用した。ヌクレオチドでは、使用した初期設定のスコアリング
マトリクスはｎｗｓｇａｐｄｎａで、タンパク質では、初期設定のスコアリングマトリク
スはＢｌｏｓｕｍ６２である（Ｈｅｎｉｋｏｆｆ　＆　Ｈｅｎｉｋｏｆｆ、１９９２、Ｐ
ＮＡＳ　８９、９１５～９１９）。本発明のタンパク質配列を整列させるために好ましい
マルチプルアラインメントプログラムは、ＣｌｕｓｔａｌＷ（１．８３）で、ｂｌｏｓｕ
ｍマトリクス及び初期設定（ギャップオープンペナルティ：１０、ギャップエクステンシ
ョンペナルティ：０．０５）を使用する。ＲＮＡ配列がＤＮＡ配列と本質的に類似である
か、又はＤＮＡ配列と一定程度の配列同一性を有するというとき、ＤＮＡ配列のチミン（
Ｔ）がＲＮＡ配列のウラシル（Ｕ）と等しいと見なされることは明らかである。配列の整
列及びパーセント配列同一性のスコアは、コンピュータプログラム、例えば、Ａｃｃｅｌ
ｒｙｓ　Ｉｎｃ．、９６８５　Ｓｃｒａｎｔｏｎ　Ｒｏａｄ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ
　９２１２１－３７５２　ＵＳＡから入手可能なＧＣＧウィスコンシンパッケージ、バー
ジョン１０．３又はウインドウズ用オープンソースソフトウェアＥｍｂｏｓｓ（最新バー
ジョン２．７．１－０７）を使用して決定することができる。或いは、パーセント類似性
又は同一性は、ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴなどのデータベースに対して検索することによっ
て決定することができる。
【００１０】
　同一性を決定するために好ましい方法は、試験配列間に最大の一致が得られるように設
計される。同一性及び類似性を決定する方法は、公的に利用可能なコンピュータプログラ
ムに体系化される。２つの配列間の同一性及び類似性を決定するための好ましいコンピュ
ータプログラム法には、例えば、ＧＣＧプログラムパッケージ（Ｄｅｖｅｒｅｕｘ，Ｊ．
他、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１２（１）：３８７（１９８４）
）、ＢｅｓｔＦｉｔ、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ及びＦＡＳＴＡ（Ａｌｔｓｃｈｕｌ，
Ｓ．Ｆ．他、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３～４１０（１９９０））が含まれる
。ＢＬＡＳＴ　ＸプログラムはＮＣＢＩ及びその他の情報源から公的に入手できる（ＢＬ
ＡＳＴ　Ｍａｎｕａｌ、Ａｌｔｓｃｈｕｌ，Ｓ．他、ＮＣＢＩ　ＮＬＭ　ＮＩＨ　Ｂｅｔ
ｈｅｓｄａ、ＭＤ　２０８９４；Ａｌｔｓｃｈｕｌ，Ｓ．他、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２
１５：４０３～４１０（１９９０））。よく知られたＳｍｉｔｈ　Ｗａｔｅｒｍａｎアル
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ゴリズムも同一性決定に使用することができる。
【００１１】
　ポリペプチド配列比較のための好ましいパラメータには以下の、アルゴリズム：Ｎｅｅ
ｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３～４５３（
１９７０）；比較マトリクス：Ｈｅｎｔｉｋｏｆｆ　ａｎｄ　ＨｅｎｔｉｋｏｆｆのＢＬ
ＯＳＳＵＭ６２、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：１０９１５～
１０９１９（１９９２）；ギャップペナルティ：１２；及びギャップ長ペナルティ：４が
含まれる。これらのパラメータを使用して有用なプログラムはＭａｄｉｓｏｎ，ＷＩにあ
るＧｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐの「Ｏｇａｐ」プログラムとして公
的に利用可能である。前述のパラメータはアミノ酸比較（エンドギャップに対するペナル
ティ無し）のための初期設定パラメータである。
【００１２】
　核酸配列比較のための好ましいパラメータには以下の、アルゴリズム：Ｎｅｅｄｌｅｍ
ａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３～４５３（１９７０
）；比較マトリクス：一致＝＋１０、不一致＝０；ギャップペナルティ：５０；ギャップ
長ペナルティ：３が含まれる。Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷｉｓにあるＧｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍ
ｐｕｔｅｒ　ＧｒｏｕｐのＧａｐプログラムとして利用可能である。前記したものは核酸
比較のための初期設定パラメータである。
【００１３】
　場合によって、アミノ酸類似性の程度の決定において、当業者には明らかなように、い
わゆる「保存的」アミノ酸置換を考慮に入れることもできる。保存的アミノ酸置換とは、
類似の側鎖を有する残基の互換性を意味する。例えば、脂肪族側鎖を有するアミノ酸の群
はグリシン、アラニン、バリン、ロイシン及びイソロイシン；脂肪族ヒドロキシル側鎖を
有するアミノ酸の群はセリン及びトレオニン；アミドを含有する側鎖を有するアミノ酸の
群はアスパラギン及びグルタミン；芳香族側鎖を有するアミノ酸の群はフェニルアラニン
、チロシン及びトリプトファン；塩基性側鎖を有するアミノ酸の群はリシン、アルギニン
及びヒスチジン；硫黄を含有する側鎖を有するアミノ酸の群はシステイン及びメチオニン
である。好ましい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、リシン－アルギニン、アラニン－バリン、及びアスパラギン－グル
タミンである。本明細書において開示したアミノ酸配列の置換変種は、開示した配列の少
なくとも１つの残基が除去され、その場所に異なる残基が挿入されたものである。好まし
くは、アミノ酸の変化は保存的である。天然に生じるアミノ酸それぞれの好ましい保存的
置換は以下の通りである:Ａｌａからｓｅｒへ；Ａｒｇからｌｙｓへ；Ａｓｎからｇｌｎ
又はｈｉｓへ；Ａｓｐからｇｌｕへ；Ｃｙｓからｓｅｒ又はａｌａへ；Ｇｌｎからａｓｎ
へ；Ｇｌｕからａｓｐへ；Ｇｌｙからｐｒｏへ；Ｈｉｓからａｓｎ又はｇｌｎへ；Ｉｌｅ
からｌｅｕ又はｖａｌへ；Ｌｅｕからｉｌｅ又はｖａｌへ；Ｌｙｓからａｒｇへ；ｇｌｎ
又はｇｌｕ；Ｍｅｔからｌｅｕ又はｉｌｅへ；Ｐｈｅからｍｅｔ、ｌｅｕ又はｔｙｒへ；
Ｓｅｒからｔｈｒへ；Ｔｈｒからｓｅｒへ；Ｔｒｐからｔｙｒへ；Ｔｙｒからｔｒｐ又は
ｐｈｅへ；及びＶａｌからｉｌｅ又はｌｅｕへ。
【００１４】
　本発明のキシロース異性化酵素をコードするヌクレオチド配列はまた、中等度の、又は
好ましくは厳密なハイブリッド形成条件下において、それぞれ配列番号２のヌクレオチド
配列とハイブリッド形成する能力によって定義することができる。本明細書では、厳密な
ハイブリッド形成条件とは、少なくとも約２５、好ましくは約５０ヌクレオチド、７５又
は１００及び最も好ましくは約２００以上のヌクレオチドの核酸配列を、約６５℃の温度
で、塩１Ｍを含む溶液中、好ましくは６×ＳＳＣ又は同程度のイオン強度を有する任意の
その他の溶液中でハイブリッド形成させ、６５℃で、塩約０．１Ｍ以下を含む溶液中、好
ましくは０．２×ＳＳＣ又は同程度のイオン強度を有する任意のその他の溶液中で洗浄す
る条件と定義する。好ましくは、ハイブリッド形成は一晩、すなわち少なくとも１０時間
行い、好ましくは、洗浄は洗浄液を少なくとも２回交換して少なくとも１時間行う。これ
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らの条件により、約９０％以上の配列同一性を有する配列の特異的ハイブリッド形成が通
常可能であろう。
【００１５】
　本明細書では、中等度の条件とは、少なくとも５０ヌクレオチド、好ましくは約２００
以上のヌクレオチドの核酸配列を、約４５℃の温度で、塩約１Ｍを含む溶液中、好ましく
は６×ＳＳＣ又は同程度のイオン強度を有する任意のその他の溶液中でハイブリッド形成
させ、室温で、約１Ｍの塩を含む溶液中、好ましくは６×ＳＳＣ又は同程度のイオン強度
を有する任意のその他の溶液中で洗浄する条件と定義する。好ましくは、ハイブリッド形
成は一晩、すなわち少なくとも１０時間行い、好ましくは、洗浄は洗浄液を少なくとも２
回交換して少なくとも１時間行う。これらの条件により、最大５０％の配列同一性を有す
る配列の特異的ハイブリッド形成が通常可能であろう。当業者であれば、同一性が５０％
と９０％の間で変動する配列を特異的に同定するためにこれらのハイブリッド形成条件を
変更できるであろう。
【００１６】
　本明細書では、「核酸構築物」又は「核酸ベクター」とは、組換えＤＮＡ技術の使用に
よって生じた人工の核酸分子を意味するものと理解される。したがって、「核酸構築物」
という用語は、天然に生じる核酸分子を含まないが、核酸構築物は天然に生じる核酸分子
（の一部）を含んでいてもよい。「発現ベクター」又は「発現構築物」という用語は、宿
主細胞又はこのような配列に適合した宿主生物における遺伝子の発現に影響を及ぼすこと
ができるヌクレオチド配列を意味する。これらの発現ベクターは一般的に、少なくとも適
切な転写制御配列及び場合により３’転写終結シグナルを含む。発現に影響を及ぼすのに
必要であるか、又は役立つ他の因子、例えば発現エンハンサー配列も存在することができ
る。発現ベクターは適切な宿主細胞に導入されると、宿主細胞のインビトロ細胞培養にお
いてコーディング配列の発現に影響を及ぼすことができる。発現ベクターは、本発明の宿
主細胞又は生物における複製に適している。
【００１７】
　本明細書では、「プロモーター」又は「転写制御配列」という用語は、１つ又は複数の
コーディング配列の転写を制御するように機能し、転写方向に関してコーディング配列の
転写開始部位の上流に位置する核酸断片を意味しており、ＤＮＡ依存性ＲＮＡポリメラー
ゼのための結合部位、転写開始部位並びに限定はしないが、転写因子結合部位、抑制因子
及び活性化タンパク質結合部位を含む任意のその他のＤＮＡ配列並びにプロモーターから
の転写量を直接的若しくは間接的に調節するように作用することが当業者には公知の任意
のその他のヌクレオチド配列の存在によって構造的に同定される。「構成的」プロモータ
ーとは、ほとんどの生理学的及び発生的条件においてほとんどの組織で活性であるプロモ
ーターである。「誘導的」プロモーターとは、生理学的又は発生的に、例えば化学誘発剤
の適用によって調節されるプロモーターである。
【００１８】
　「選択的マーカー」という用語は、当業者によく知られた用語で、本明細書では任意の
遺伝子実体を記載するために使用されており、発現したときこの選択的マーカーを含有す
る細胞（単数又は複数）を選択するように使用できる。「リポーター」という用語は、マ
ーカーと同義に使用することができるが、目に見えるマーカー、例えば、緑色蛍光蛋白質
（ＧＦＰ）を意味するために主に使用される。選択的マーカーは、優性又は劣性又は双方
向性であってもよい。
【００１９】
　本明細書で使用される場合、「作動可能に連結した」という用語は、機能的に関連する
ポリヌクレオチド要素の連結を意味する。ある核酸が別の核酸配列と機能的関連に配置さ
れている場合に、その核酸は「作動可能に連結している」。例えば、転写制御配列が、コ
ーディング配列の転写に影響を及ぼすならば、転写制御配列はコーディング配列に作動可
能に連結している。作動可能に連結したとは、連結されているＤＮＡ配列が一般的に隣接
しており、２つのタンパク質コード領域を結合する必要がある場合には、連続して、リー
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ディングフレーム内にあることを意味する。
【００２０】
　「タンパク質」又は「ポリペプチド」という用語は同義に使用され、特異的な作用様式
、大きさ、３次元構造又は起源に関係なく、アミノ酸鎖からなる分子を意味する。
【００２１】
　本明細書では、「真菌（ｆｕｎｇｉ）（単数ｆｕｎｇｕｓ）」とは、外部の食物を消化
し、栄養分子を細胞内に吸収する従属栄養真核微生物と理解される。真菌は、真核生物の
独立した界であり、酵母、カビ及びキノコを含む。本明細書で使用した真菌（単数及び複
数）（ｆｕｎｇｉ　ａｎｄ　ｆｕｎｇｕｓ）及び真菌の（ｆｕｎｇａｌ）という用語は、
したがって明確に酵母並びに糸状菌を含む。
【００２２】
　「遺伝子」という用語は、細胞内でＲＮＡ分子（例えば、ｍＲＮＡ）に転写される領域
（転写された領域）を含み、適切な制御領域（例えば、プロモーター）に作動可能に連結
したＤＮＡ断片を意味する。遺伝子は通常、いくつかの作動可能に連結した断片、例えば
、プロモーター、５’リーダー配列、コーディング領域及びポリアデニル化部位を含む３
’非翻訳配列（３’末端）を含む。「遺伝子の発現」とは、適切な制御領域、特にプロモ
ーターに作動可能に連結したＤＮＡ領域がＲＮＡに転写され、ＲＮＡが生物学的に活性で
ある、すなわち、生物学的に活性のあるタンパク質又はペプチドに翻訳され得るプロセス
を意味する。
【００２３】
　「同種」という用語は、所与の（組換え）核酸又はポリペプチド分子と所与の宿主生物
又は宿主細胞との間の関係を示すために使用するとき、天然ではその核酸又はポリペプチ
ド分子が、同種、好ましくは同変種若しくは同株の宿主細胞又は生物によって生成される
ことを意味するものと理解される。もし宿主細胞と同種ならば、ポリペプチドをコードす
る核酸配列は通常（必須ではないが）、自然な環境におけるものとは別の（異種の）プロ
モーター配列、並びに、もし適切ならば、別の（異種の）分泌シグナル配列及び／又はタ
ーミネーター配列に作動可能に連結されるであろう。制御配列、シグナル配列、ターミネ
ーター配列などはまた、宿主細胞と同種であってもよいと理解される。この場合、「同種
の」配列要素のみを使用することが「自己クローニングした」遺伝子改変生物（ＧＭＯ）
の構築を可能にする（自己クローニングは、本明細書ではＥｕｒｏｐｅａｎ　Ｄｉｒｅｃ
ｔｉｖｅ　９８／８１／ＥＣ　Ａｎｎｅｘ　ＩＩのように定義する）。２つの核酸配列の
関連性を示すために使用するとき、「同種」という用語は、１つの１本鎖核酸配列が相補
的な１本鎖核酸配列にハイブリッド形成できることを意味する。ハイブリッド形成の程度
は、配列間の同一性の量並びに後に論じるような温度及び塩濃度などのハイブリッド形成
条件を含むいくつかの因子に左右され得る。
【００２４】
　「異種」という用語は、核酸（ＤＮＡ若しくはＲＮＡ）又はタンパク質に関して使用す
るとき、その核酸（ＤＮＡ若しくはＲＮＡ）又はタンパク質が存在する生物、細胞、ゲノ
ム又はＤＮＡ若しくはＲＮＡ配列の一部として天然では生じない核酸又はタンパク質、或
いは天然に見出されるものとは異なる細胞或いはゲノム又はＤＮＡ若しくはＲＮＡ配列に
おける位置（単数又は複数）に見出される核酸又はタンパク質を意味する。異種核酸又は
タンパク質は、導入された細胞には内在していないが、別の細胞から得られたか、又は合
成によって、若しくは組換えによって生成された。一般的に、必須ではないが、このよう
な核酸は、ＤＮＡが転写又は発現する細胞によって通常生成されないタンパク質をコード
する。同様に、外来性ＲＮＡは、外来性ＲＮＡが存在する細胞では通常発現しないタンパ
ク質をコードする。異種核酸及びタンパク質はまた、外来性核酸又はタンパク質を意味す
ることができる。当業者が、発現する細胞にとって異種又は外来性であると認識する任意
の核酸又はタンパク質は、本明細書では、異種核酸又はタンパク質という用語によって包
含される。異種という用語は、核酸又はアミノ酸配列の非天然の組合せ、すなわち、一緒
にした配列の少なくとも２つが互いに関して外来性である組合せにも適用される。
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【００２５】
　本発明の詳細な説明
　現在では、およそ４５０キシロース異性化酵素アミノ酸配列がジェンバンク及びその他
の配列データベースで公的に利用可能である。それらの中でも、例えば、ピロミセス、シ
ラマイセス及びオルピノマイセスなどの嫌気性真菌のキシロース異性化酵素並びにバクテ
ロイドの細菌性キシロース異性化酵素を含む、酵母で機能的に発現する能力が知られてい
るキシロース異性化酵素のアミノ酸配列がいくつかあり、それらは全てピロミセス酵素と
７０％を上回るアミノ酸配列同一性を共有している。本発明者らは今や驚くべきことに、
ピロミセス酵素のアミノ酸配列とのアミノ酸配列同一性が７０％未満であるという意味で
ピロミセス酵素と関連はないが、それにも関わらず酵母で機能的に（すなわち、活性）発
現する能力を有するキシロース異性化酵素のアミノ酸配列を発見した。さらに、本発明者
らは、酵母で機能的に発現する能力を備えたキシロース異性化酵素全てにおいて共通のい
くつかのアミノ酸配列要素を同定した。本明細書では、酵母におけるキシロース異性化酵
素の機能的発現とは、Ｓ．セレビシエの２μベースプラスミド上の解糖系プロモーターか
らのキシロース異性化酵素のコドン最適化コーディング配列の発現と理解される。これに
よって、好ましくはキシロースを消費してエタノールを生成する嫌気性条件下で、より好
ましくは増殖率、バイオマス及びエタノール収率の少なくとも１つがコドンを最適化した
ピロミセスキシロース異性化酵素コーディング配列によって実現されるものの少なくとも
１０、２０、５０又は８０％で、それ以外は同一の条件下で、単一炭素源としてキシロー
スによって酵母の検出可能な増殖が可能である。好ましくは、機能的発現とは、３５、３
３、３０又は２８℃を下回り、２０、２２又は２５℃を上回る温度で、単一炭素源として
キシロースで、酵母の検出可能な増殖を可能にする発現である。
【００２６】
　第１の側面では、本発明はキシロースをキシルロースに異性化する能力を有する形質転
換宿主細胞に関する。キシロースをキシルロースに異性化する能力は、キシロース異性化
酵素をコードするヌクレオチド配列を含む核酸構築物で宿主細胞を形質転換することによ
って宿主細胞に与えられる。形質転換宿主細胞の、キシロースをキシルロースに異性化す
る能力は、キシロース還元酵素及びキシリトール脱水素酵素それぞれによって触媒されて
キシリトール中間体を介してキシロースをキシルロースにする２段階変換とは対照的に、
キシロース異性化酵素によって触媒された単一の反応においてキシロースをキシルロース
に直接異性化することを意味するものと理解される。
【００２７】
　一態様では、キシロース異性化酵素をコードするヌクレオチド配列は、
　（ａ）キシロース異性化酵素活性を備えたポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
であって、ポリペプチドが配列番号１（Ｃ．ディフィシレ）のアミノ酸配列と少なくとも
４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６、５７、５
８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、６８、６９、７０、７１
、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、
８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９５、９６、９
７、９８又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むヌクレオチド配列、
　（ｂ）キシロース異性化酵素活性を備えたポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
であって、ポリペプチドが配列番号２（ユウレイボヤ）のアミノ酸配列と少なくとも４５
、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６、５７、５８、
５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、６８、６９、７０、７１、７
２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５
、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９５、９６、９７、
９８又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むヌクレオチド配列、
　（ｃ）キシロース異性化酵素活性を備えたポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
であって、ポリペプチドが配列番号３５（Ｆ．モルティフェラム）のアミノ酸配列と少な
くとも４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６、５
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７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、６８、６９、７０
、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、
８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９５、９
６、９７、９８又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むヌクレオチド配列、
　（ｄ）（ａ）、（ｂ）又は（ｃ）のヌクレオチド配列とハイブリッド形成する相補鎖の
ヌクレオチド配列、及び
　（ｅ）遺伝子コードの縮重のため、（ｄ）のヌクレオチド配列の配列とは異なる配列の
ヌクレオチド配列からなる群から選択される。
【００２８】
　一態様では、キシロース異性化酵素をコードするヌクレオチド配列は、酵母で機能的に
発現する能力を備えたキシロース異性化酵素において共通の１つ又は２つ以上のアミノ酸
配列要素を含むアミノ酸配列をコードする。この態様では、キシロース異性化酵素をコー
ドするヌクレオチド配列は、
　（ａ）９１位のメチオニン残基、
　（ｂ）１３４～１３９位のアミノ酸配列ＴＧＩＫＬＬ、
　（ｃ）２３０位のフェニルアラニン残基、
　（ｄ）２６４位及び２６５位それぞれのアミノ酸フェニルアラニン及びリシン、
　（ｅ）２７４～２７８位のアミノ酸配列ＴＬＡＧＨ、
　（ｆ）３８７～３９１位のアミノ酸配列ＲＹＡＳＦ、
　（ｇ）３９４位のグリシン残基、並びに
　（ｈ）４３１位のアラニン残基からなる群から選択される１つ又は２つ以上のアミノ酸
配列要素を含むアミノ酸配列をコードする。
【００２９】
　この態様では、コードされたキシロース異性化酵素は、要素（ａ）～（ｈ）の少なくと
も１、２、３、４、５、６、７又は８つ全てを、可能性のある全組合せで含んでもよい。
したがって、この態様では、コードされたキシロース異性化酵素は、以下の要素又は要素
の組合せを含んでもよい。
（ａ）；（ｂ）；（ｃ）；（ｄ）；（ｅ）；（ｆ）；（ｇ）；（ｈ）；（ａ）及び（ｂ）
；（ａ）及び（ｃ）；（ａ）及び（ｄ）；（ａ）及び（ｅ）；（ａ）及び（ｆ）；（ａ）
及び（ｇ）；（ａ）及び（ｈ）；（ｂ）及び（ｃ）；（ｂ）及び（ｄ）；（ｂ）及び（ｅ
）；（ｂ）及び（ｆ）；（ｂ）及び（ｇ）；（ｂ）及び（ｈ）；（ｃ）及び（ｄ）；（ｃ
）及び（ｅ）；（ｃ）及び（ｆ）；（ｃ）及び（ｇ）；（ｃ）及び（ｈ）；（ｄ）及び（
ｅ）；（ｄ）及び（ｆ）；（ｄ）及び（ｇ）；（ｄ）及び（ｈ）；（ｅ）及び（ｆ）；（
ｅ）及び（ｇ）；（ｅ）及び（ｈ）；（ｆ）及び（ｇ）；（ｆ）及び（ｈ）；（ｇ）及び
（ｈ）；（ａ）、（ｂ）及び（ｃ）；（ａ）、（ｂ）及び（ｄ）；（ａ）、（ｂ）及び（
ｅ）；（ａ）、（ｂ）及び（ｆ）；（ａ）、（ｂ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｂ）及び（ｈ
）；（ａ）、（ｃ）及び（ｄ）；（ａ）、（ｃ）及び（ｅ）；（ａ）、（ｃ）及び（ｆ）
；（ａ）、（ｃ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｃ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｄ）及び（ｅ）；
（ａ）、（ｄ）及び（ｆ）；（ａ）、（ｄ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｄ）及び（ｈ）；（
ａ）、（ｅ）及び（ｆ）；（ａ）、（ｅ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｅ）及び（ｈ）；（ａ
）、（ｆ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｂ）
、（ｃ）及び（ｄ）；（ｂ）、（ｃ）及び（ｅ）；（ｂ）、（ｃ）及び（ｆ）；（ｂ）、
（ｃ）及び（ｇ）；（ｂ）、（ｃ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｄ）及び（ｅ）；（ｂ）、（
ｄ）及び（ｆ）；（ｂ）、（ｄ）及び（ｇ）；（ｂ）、（ｄ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｅ
）及び（ｆ）；（ｂ）、（ｅ）及び（ｇ）；（ｂ）、（ｅ）及びｈ）；（ｂ）、（ｆ）及
び（ｇ）；（ｂ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｃ）、（ｄ）及び
（ｅ）；（ｃ）、（ｄ）及び（ｆ）；（ｃ）、（ｄ）及び（ｇ）；（ｃ）、（ｄ）及び（
ｈ）；（ｃ）、（ｅ）及び（ｆ）；（ｃ）、（ｅ）及び（ｇ）；（ｃ）、（ｅ）及び（ｈ
）；（ｃ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ｃ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ｃ）、（ｇ）及び（ｈ）
；（ｄ）、（ｅ）及び（ｆ）；（ｄ）、（ｅ）及び（ｇ）；（ｄ）、（ｅ）及び（ｈ）；
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（ｄ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ｄ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ｄ）、（ｇ）及び（ｈ）；（
ｅ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ｅ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｆ
）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）及び（ｄ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）及
び（ｅ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）及び（ｆ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）及び（ｇ）；（
ａ）、（ｂ）、（ｃ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び（ｅ）；（ａ）、（ｂ）
、（ｄ）及び（ｆ）；（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び
（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｅ）及び（ｆ）；（ａ）、（ｂ）、（ｅ）及び（ｇ）；（ａ
）、（ｂ）、（ｅ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｂ）、
（ｆ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｃ）、（ｄ）及び（
ｅ）；（ａ）、（ｃ）、（ｄ）及び（ｆ）；（ａ）、（ｃ）、（ｄ）及び（ｇ）；（ａ）
、（ｃ）、（ｄ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｃ）、（ｅ）及び（ｆ）；（ａ）、（ｃ）、（
ｅ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｃ）、（ｅ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｃ）、（ｆ）及び（ｇ
）；（ａ）、（ｃ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｃ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、
（ｄ）、（ｅ）及び（ｆ）；（ａ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｄ）、（ｅ
）及び（ｈ）；（ａ）、（ｄ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｄ）、（ｆ）及び（ｈ）
；（ａ）、（ｄ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ａ）、（
ｅ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｅ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｆ）、（ｇ）
及び（ｈ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）及び（ｆ）；
（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）及び（ｇ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｃ
）、（ｅ）及び（ｆ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｅ）及び（ｇ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｅ）及
び（ｈ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｆ）及び（ｈ）；（
ｂ）、（ｃ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｆ）；（ｂ）、（ｄ）
、（ｅ）及び（ｇ）；（ｂ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｄ）、（ｆ）及び
（ｇ）；（ｂ）、（ｄ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｄ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｂ
）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ｂ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｅ）、
（ｇ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）及び（
ｆ）；（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｇ）；（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｈ）；（ｃ）
、（ｄ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ｃ）、（ｄ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ｃ）、（ｄ）、（
ｇ）及び（ｈ）；（ｃ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ｃ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ
）；（ｃ）、（ｅ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｃ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｄ）、
（ｅ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ｄ）、（ｅ）、（ｇ
）及び（ｈ）；（ｄ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）
；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）及び（
ｆ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）及
び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｅ）及び（ｆ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｅ
）及び（ｇ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｅ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、
（ｆ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ
）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｆ）；（ａ）、（ｂ）、
（ｄ）、（ｅ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｂ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ
）、（ｄ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｂ）、（ｄ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ａ）、
（ｂ）、（ｄ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ａ
）、（ｂ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｅ）、（ｇ）及び（ｈ）；
（ａ）、（ｂ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｆ
）；（ａ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）及び
（ｈ）；（ａ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｆ）
及び（ｈ）；（ａ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｃ）、（ｅ）、（
ｆ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｃ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｃ）、（ｅ）
、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｃ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｄ）、（
ｅ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｄ）
、（ｅ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｄ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（
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ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｆ）；（ｂ）
、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｇ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｈ）；（
ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｆ）及び（ｈ）
；（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｅ）、（ｆ）及び（
ｇ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｅ）、（ｇ）及
び（ｈ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ
）及び（ｇ）；（ｂ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｄ）、（ｅ）、
（ｇ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｄ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｅ）、（ｆ
）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ｃ）、（ｄ）、
（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｃ）、（ｄ
）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｃ）、（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｄ）、
（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｆ
）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（
ｄ）、（ｅ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ａ）
、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｇ
）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｂ）、
（ｃ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｅ）、（ｇ）及び（ｈ
）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｄ）、（
ｅ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｂ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ａ）
、（ｂ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｄ）、（ｆ）、（ｇ
）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｃ）、
（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ
）；（ａ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｃ）、（ｄ）、（
ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｃ）、（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）
、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ
）及び（ｇ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｃ）、
（ｄ）、（ｅ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ
）；（ｂ）、（ｃ）、（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｂ）、（ｄ）、（ｅ）、（
ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）
、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｇ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ
）、（ｅ）、（ｆ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｇ）及び
（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）
、（ｃ）、（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｂ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ
）、（ｇ）及び（ｈ）；（ａ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）；
並びに最後に、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）。
さらに、（ｂ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｆ）のアミノ酸配列の位置に対応する位置のアミ
ノ酸配列は好ましくは、（ｂ）、（ｄ）、（ｅ）及び（ｆ）のアミノ酸配列と１、２又は
３つしかアミノ酸が異なっていなくてもよい。好ましくは、要素（ｂ）は少なくとも１３
６位のＩからなり、要素（ｄ）は少なくとも２６４位のＦからなり、要素（ｆ）は少なく
とも３９１位のＦ又はＹからなる。好ましい一態様では、コードされたキシロース異性化
酵素は要素（ａ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）の少なくとも１つを含む。より好ましくは
、コードされたキシロース異性化酵素はさらに、要素（ｂ）及び（ｃ）の少なくとも１つ
を含み、最も好ましくはコードされたキシロース異性化酵素はさらに、要素（ｄ）及び（
ｅ）の少なくとも１つを含む。好ましい一態様では、コードされたキシロース異性化酵素
は少なくとも要素（ａ）を含み、より好ましくはさらに異性化酵素は少なくとも要素（ｂ
）、（ｃ）及び／又は（ｇ）を含み、さらにより好ましくはさらに異性化酵素は少なくと
も要素（ｄ）、（ｆ）及び／又は（ｈ）を含み、最も好ましくは異性化酵素はさらに要素
（ｅ）を含む。
【００３０】
　前記配列要素（ａ）～（ｈ）のアミノ酸の位置は、配列番号３のピロミセスキシロース
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異性化酵素の参照アミノ酸配列における位置を意味する。配列番号３以外の本発明のアミ
ノ酸配列では、好ましくは、配列要素（ａ）～（ｈ）のアミノ酸の位置は、配列番号３に
おける、好ましくは初期設定を使用したＣｌｕｓｔａｌＷ（１．８３）配列アラインメン
トにおける配列要素（ａ）～（ｈ）の位置に対応するアミノ酸の位置に存在する。当業者
は、前記において定義したようなアミノ酸配列アラインメントアルゴリズムを使用して、
配列番号３以外のキシロース異性化酵素アミノ酸配列において対応するアミノ酸の位置を
同定する方法を理解している。このようなアラインメントの一例を表４に表し、左に示し
た生物のキシロース異性化酵素アミノ酸配列のＣｌｕｓｔａｌ　Ｗ（１．８３）多重配列
アラインメントを示している。表４の網掛けしたアミノ酸ピロミセス配列（配列番号３）
は、酵母で機能的に発現する能力を有するキシロース異性化酵素において共有される配列
要素を示している。
【００３１】
　一態様では、キシロース異性化酵素をコードするヌクレオチド配列は、配列番号３～７
の１つ又は複数ではないアミノ酸配列をコードする。好ましくは、キシロース異性化酵素
をコードするヌクレオチド配列は、配列番号３～７からなる群から選択される少なくとも
１つのアミノ酸配列との配列同一性が９９、９８、９７、９６、９５、９４、９３、９２
、９１、９０、８９、８８、８７、８６、８５、８４、８３、８２、８１、８０、７９、
７８、７７、７６、７５、７４、７３、７２、７１若しくは７０％を上回るアミノ酸配列
を有さない（又は未満のアミノ酸配列を有する）。
【００３２】
　一態様では、キシロース異性化酵素をコードするヌクレオチド配列は、配列番号３５の
１つ又は複数ではないアミノ酸配列をコードする。好ましくは、キシロース異性化酵素を
コードするヌクレオチド配列は、配列番号３５からなる群から選択される少なくとも１つ
のアミノ酸配列との配列同一性が９９、９８、９７、９６、９５、９４、９３、９２、９
１、９０、８９、８８、８７、８６、８５、８４、８３、８２、８１、８０、７９、７８
、７７、７６、７５、７４、７３、７２、７１若しくは７０％を上回るアミノ酸配列を有
さない（又は未満のアミノ酸配列を有する）。
【００３３】
　一態様では、キシロース異性化酵素をコードするヌクレオチド配列は、
　（ａ）ＷＯ０３／０６２３４０で開示されたピロミセスキシロース異性化酵素、
　（ｂ）ＷＯ０４／０９９３８１及びＷＯ０６／００９４３４で開示されたバクテロイデ
ス・テタイオタオミクロン（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｔｈｅｔａｉｏｔａｏｍｉｃｒｏ
ｎ）キシロース異性化酵素、
　（ｃ）ＷＯ０４／０９９３８１で開示されたシラマイセスキシロース異性化酵素、及び
　（ｄ）Ｍａｄｈａｖａｎ他（２００８、前述）で開示されたオルピノマイセスキシロー
ス異性化酵素からなる群から選択されるアミノ酸配列ではないアミノ酸配列をコードする
。
【００３４】
　好ましくは、キシロース異性化酵素をコードするヌクレオチド配列は、
　（ａ）ＷＯ０３／０６２３４０で開示されたピロミセスキシロース異性化酵素、
　（ｂ）ＷＯ０４／０９９３８１及びＷＯ０６／００９４３４で開示されたバクテロイデ
ス・テタイオタミクロンキシロース異性化酵素、
　（ｃ）ＷＯ０４／０９９３８１で開示されたシラマイセスキシロース異性化酵素、
　（ｄ）Ｍａｄｈａｖａｎ他（２００８、前述）で開示されたオルピノマイセスキシロー
ス異性化酵素からなる群から選択される少なくとも１つのアミノ酸配列との配列同一性が
９９、９８、９７、９６、９５、９４、９３、９２、９１、９０、８９、８８、８７、８
６、８５、８４、８３、８２、８１、８０、７９、７８、７７、７６、７５、７４、７３
、７２、７１若しくは７０％を上回るアミノ酸配列を有さない（又は未満のアミノ酸配列
を有する）。
【００３５】
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　一態様では、キシロース異性化酵素をコードするヌクレオチド配列は、ネオカリマステ
ィクス（Ｎｅｏｃａｌｌｉｍａｓｔｉｇａｃｅａｅ）科の嫌気性真菌、例えば、アナエロ
マイセス（Ａｎａｅｒｏｍｙｃｅｓ）、カエコマイセス（Ｃａｅｃｏｍｙｃｅｓ）、シラ
マイセス、ネオカリマスティクス（Ｎｅｏｃａｌｌｉｍａｓｔｉｘ）、オルピノマイセス
、ピロミセス及びルミノマイセス（Ｒｕｍｉｎｏｍｙｃｅｓ）からなる群から選択される
属の真菌のキシロース異性化酵素のアミノ酸ではないアミノ酸配列をコードする。
【００３６】
　一態様では、キシロース異性化酵素をコードするヌクレオチド配列は、バクテロイド属
又はパラバクテロイド（Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）属の細菌のキシロース異性化
酵素のアミノ酸ではないアミノ酸配列をコードする。
【００３７】
　本発明のヌクレオチド配列は、以下に定義したような本発明の真核微生物宿主細胞で機
能的に発現することができる新たなクラスのキシロース異性化酵素をコードする。本発明
のヌクレオチド配列は、ある種の真菌、細菌及び尾索類で天然に生じるキシロース異性化
酵素をコードすることが好ましい。
【００３８】
　したがって、本発明の好ましいヌクレオチド配列は、クロストリジウム（Ｃｌｏｓｔｒ
ｉｄｉａｃｅａｅ）科の細菌、より好ましくはクロストリジウム属の細菌から得られる（
又は、天然に生じる）キシロース異性化酵素、最も好ましくはＣ．ディフィシレのキシロ
ース異性化酵素のアミノ酸配列と同一のアミノ酸配列を有するキシロース異性化酵素をコ
ードする。
【００３９】
　したがって、本発明の好ましいヌクレオチド配列は、フソバクテリア（Ｆｕｓｏｂａｃ
ｔｅｒｉａｃｅａｅ）科の細菌、より好ましくはフソバクテリア属の細菌から得られる（
又は、天然に生じる）キシロース異性化酵素、最も好ましくはＦ．モルティフェラムのキ
シロース異性化酵素のアミノ酸配列と同一のアミノ酸配列を有するキシロース異性化酵素
をコードする。
【００４０】
　したがって、本発明の好ましいヌクレオチド配列は、尾索類、好ましくはキオナ（Ｃｉ
ｏｎｉｅａｅ）科の尾索類、より好ましくはユウレイボヤ（Ｃｉｏｎａ）属の尾索類から
得られる（又は、天然に生じる）キシロース異性化酵素、最も好ましくはカタユウレイボ
ヤ（Ｃ．ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｓ）のキシロース異性化酵素アミノ酸配列と同一のアミ
ノ酸配列を有するキシロース異性化酵素をコードする。
【００４１】
　他の態様では、キシロース異性化酵素をコードするヌクレオチド配列は、
　（ａ）キシロース異性化酵素活性を備えたポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
であって、ポリペプチドが配列番号８、９、１１又は１３の少なくとも１種のアミノ酸配
列と少なくとも４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、
５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、６８、６
９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２
、８３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、
９５、９６、９７、９８又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むヌクレオチ
ド配列、
　（ｂ）（ａ）又は（ｂ）のヌクレオチド配列にハイブリッド形成する相補鎖のヌクレオ
チド配列、及び
　（ｃ）遺伝子コードの縮重のため（ｂ）のヌクレオチド配列の配列とは異なる配列のヌ
クレオチド配列からなる群から選択される。
【００４２】
　しかし、前記において定義したキシロース異性化酵素のいずれかの遺伝子操作された形
態をコードし、対応する天然に生じるキシロース異性化酵素と比較して１つ又は複数のア
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ミノ酸置換、挿入及び／又は欠失を含むが、本明細書で定義したような同一性又は類似性
の範囲内であるヌクレオチド配列は、本発明に明白に含まれると理解される。したがって
、一態様では、本発明のヌクレオチド配列は、Ｍｅａｄｅｎ他（１９９４、Ｇｅｎｅ、１
４１：９７～１０１）によって定義されたキシロース異性化酵素シグネチャ配列：ＶＸＷ
［ＧＰ］ＧＲＥＧ［ＹＳＴＡ］（１８７～１９５位に存在する）及び［ＬＩＶＭ］ＥＰＫ
ＰＸ［ＥＱ］Ｐ（２３２～２３９位に存在する）（配列中、「Ｘ」は任意のアミノ酸であ
ることができ、括弧内のアミノ酸は、括弧付きアミノ酸の１つがシグネチャ配列のその位
置に存在し得ることを示す）を含むキシロース異性化酵素アミノ酸配列をコードする。本
発明のキシロース異性化酵素アミノ酸配列はさらに、触媒に直接関与する３連構造を構成
する保存的アミノ酸残基Ｈｉｓ－１０２、Ａｓｐ－１０５及びＡｓｐ－３４０、構造的及
び機能的に触媒の役割を担うＬｙｓ－２３５、並びにマグネシウムの結合に関与するＧｌ
ｕ－２３３を含むことが好ましい（Ｖａｎｇｒｙｓｐｅｒｒｅ他、１９９０、Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．Ｊ．２６５：６９９～７０５；Ｈｅｎｒｉｃｋ他、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２０８
：１２９～１５７；Ｂｈｏｓａｌｅ他、１９９６　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｒｅｖ．６０：
２８０～３００）。前記シグネチャ配列及び保存された残基のアミノ酸の位置は、配列番
号３のピロミセスキシロース異性化酵素の参照アミノ酸配列における位置を意味する。配
列番号３以外の本発明のアミノ酸配列では、好ましくは、前記シグネチャ配列及び保存さ
れた残基のアミノ酸の位置は、好ましくは初期設定を使用したＣｌｕｓｔａｌＷ（１．８
３又は１．８１）配列アラインメントにおける配列番号３のシグネチャ配列及び保存され
た残基の位置に対応するアミノ酸の位置に存在する。当業者は、前記において定義したよ
うなアミノ酸配列アラインメントアルゴリズムを使用して、配列番号３以外のキシロース
異性化酵素アミノ酸配列において対応するアミノ酸の位置を同定する方法を理解している
。このようなアラインメントの一例を表４に表す。さらに、現在では、キシロース異性化
酵素のおよそ４５０アミノ酸は当業界では公知で、新たなものが続々と追加されている。
配列番号３とこれら公知のキシロース異性化酵素アミノ酸配列及び新たなキシロース異性
化酵素アミノ酸配列を備えた本発明のキシロース異性化酵素との配列アラインメントはさ
らに、保存された領域及びアミノ酸の位置を示し、それらの保存が構造及び酵素活性に重
要であることを示すだろう。これらの領域及び位置は、保存的アミノ酸置換を許容しない
か、又はそれのみを許容する。これらの領域及び位置の外側のアミノ酸置換が、キシロー
ス異性化酵素活性に大きな影響を及ぼす可能性はない。
【００４３】
　ヌクレオチド配列は、形質転換宿主細胞において活性型で発現することが好ましいキシ
ロース異性化酵素をコードする。したがって、宿主細胞においてヌクレオチド配列が発現
すると、２５℃でタンパク質１ｍｇ当たり比活性が少なくとも１０Ｕのキシロース異性化
酵素活性、好ましくは２５℃で１ｍｇ当たり少なくとも２０、２５、３０、５０、１００
、２００又は３００Ｕのキシロース異性化酵素活性を備えたキシロース異性化酵素が生じ
る。本明細書では、形質転換宿主細胞において発現したキシロース異性化酵素の比活性は
、宿主細胞の無細胞溶解物、例えば、酵母無細胞溶解物のタンパク質１ｍｇ当たりのキシ
ロース異性化酵素活性単位の量と定義する。キシロース異性化酵素活性、無細胞溶解物の
タンパク質及び調製物の量の測定は、例で記載した通りである。好ましくは、宿主細胞に
おいてヌクレオチド配列が発現すると、キシロースに対するＫｍが５０、４０、３０又は
２５ｍＭ未満、より好ましくは、キシロースに対するＫｍが約２０ｍＭ以下のキシロース
異性化酵素が生じる。
【００４４】
　キシロース異性化酵素活性を備えたポリペプチドをコードする本発明のヌクレオチド配
列は、前述の門、綱又は属に属する真菌、酵母又は細菌のゲノムＤＮＡ及び／若しくはｃ
ＤＮＡから、当業界でそれ自体周知のヌクレオチド配列単離のための方法を使用して得る
ことができる（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ（２００１）「Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　（３ｒｄ
　ｅｄｉｔｉｏｎ）」、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
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、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ参照）。本発明のヌクレオチド配列は、例えば、ａ）縮重ＰＣＲプライマー（
例えば、配列番号１４及び１５におけるプライマー）を適切な生物（例えば、前記したよ
うな真菌、細菌又は尾索類）のゲノムＤＮＡ及び／若しくはｃＤＮＡに使用し、キシロー
ス異性化酵素活性を備えたポリペプチドをコードするヌクレオチド配列の一部を含むＰＣ
Ｒ断片を作製し、ｂ）ａ）で得られたＰＣＲ断片をこの生物のｃＤＮＡ及び／又はゲノム
ライブラリーのスクリーニングのためのプローブとして使用し、且つｃ）キシロース異性
化酵素活性を備えたポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡ又はゲノ
ムＤＮＡを生成するプロセスで得ることができる。
【００４５】
　キシロース異性化酵素が本発明の形質転換宿主細胞において十分なレベルで、活性型で
発現する可能性を高めるために、これらの酵素並びに本発明のその他の酵素（以下参照）
をコードするヌクレオチド配列は、関心のある宿主細胞のコドン使用頻度にそれらのコド
ン使用頻度が最適化するように適合させることが好ましい。宿主細胞のコドン使用頻度へ
の酵素をコードするヌクレオチド配列の適合性は、コドン適合係数（ＣＡＩ）として表す
ことができる。本明細書では、コドン適合係数は、特定の宿主細胞又は生物において高度
に発現した遺伝子のコドン使用頻度に対するある遺伝子のコドン使用頻度の相対的適合性
の尺度と定義する。各コドンの相対的適合性（ｗ）は、同じアミノ酸の最も大量にあるコ
ドンの使用頻度に対する各コドンの使用頻度の比である。ＣＡＩ係数は、これらの相対的
適合性の値の相乗平均と定義する。非同義コドン及び終止コドン（遺伝子コードに左右さ
れる）は除外する。ＣＡＩ値は、０～１の範囲で、値が高いほど最も多いコドンの割合が
高いことを示している（Ｓｈａｒｐ　ａｎｄ　Ｌｉ、１９８７、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉ
ｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１５：１２８１～１２９５参照；Ｊａｎｓｅｎ他、２００３、
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３１（８）：２２４２～５１も参照）。好ましく
は、適合したヌクレオチド配列のＣＡＩは少なくとも０．２、０．３、０．４、０．５、
０．６、０．７、０．８又は０．９である。最も好ましいのは、Ｓ．セレビシエ細胞での
発現に最適化されたコドンであった配列番号１６、１７及び３８に挙げた配列である。
【００４６】
　本発明のキシロース異性化酵素をコードするヌクレオチド配列を含む核酸構築物で形質
転換する宿主細胞は、好ましくは真核微生物宿主、より好ましくは真菌宿主細胞、例えば
、酵母又は糸状菌宿主細胞である。好ましくは宿主細胞は培養細胞である。本発明の宿主
細胞は好ましくは、細胞内に能動的又は受動的にペントース（キシロース及び、好ましく
はアラビノースもまた）輸送できる宿主である。宿主細胞は活性解糖系を含有することが
好ましい。宿主細胞は内在性ペントースリン酸経路を含有することができることがさらに
好ましく、キシロースから異性化したキシルロースがピルビン酸に代謝され得るように内
在性キシルロースキナーゼ活性を含有することができる。宿主は、ペントースを（好まし
くはピルビン酸を介して）所望する発酵産物、例えば、エタノール、乳酸、３－ヒドロキ
シ－プロピオン酸、アクリル酸、酢酸、コハク酸、クエン酸、アミノ酸、１，３－プロパ
ン－ジオール、エチレン、グリセロール、β－ラクタム抗生物質及びセファロスポリンに
変換するための酵素を含有することがさらに好ましい。特に好ましい宿主細胞は、天然に
アルコール発酵、好ましくは嫌気性アルコール発酵できる宿主細胞である。宿主細胞は、
エタノールに対して高い耐性を有し、低ｐＨに高い耐性を有し（すなわち、５、４又は３
を下回るｐＨで増殖することができる）、有機酸、例えば乳酸、酢酸又はギ酸、並びに糖
分解産物、例えばフルフラール及びヒドロキシ－メチルフルフラールに高い耐性を有し、
且つ高温に高い耐性を有することがさらに好ましい。宿主細胞のこれらの特性又は活性の
いずれも宿主細胞に天然に存在していてもよく、或いは遺伝子改変、好ましくは自己クロ
ーニング若しくは以下に説明した本発明の方法によって導入又は改変されていてもよい。
適切な細胞は培養細胞、すなわち、発酵プロセスにおいて、例えば、深部発酵又は固形状
態の発酵において培養することができる細胞である。特に適切な細胞は、例えば、真菌の
ような真核微生物であるが、本発明での使用に最も適切なのは酵母又は糸状菌である。
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【００４７】
　本明細書では、酵母とは真核微生物と定義し、単細胞型で主に増殖するユーミコチナ（
Ｅｕｍｙｃｏｔｉｎａ）亜門の全種を含む（Ｙｅａｓｔｓ：ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉ
ｃｓ　ａｎｄ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏ、Ｊ．Ａ．Ｂａｒｎｅｔｔ、Ｒ．Ｗ．Ｐａｙ
ｎｅ、Ｄ．Ｙａｒｒｏｗ、２０００、３版、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
　Ｐｒｅｓｓ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　ＵＫ；及びＴｈｅ　ｙｅａｓｔｓ，ａ　ｔａｘｏｎ
ｏｍｉｃ　ｓｔｕｄｙ、Ｃ．Ｐ．Ｋｕｒｔｚｍａｎ　ａｎｄ　Ｊ．Ｗ．Ｆｅｌｌ（編）１
９９８、４版、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌ．Ｂ．Ｖ．、Ａｍｓｔｅｒ
ｄａｍ、Ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）。酵母は単細胞葉状体の出芽によって増殖す
るか、又は生物の分裂によって増殖することができる。宿主細胞として好ましい酵母は、
サッカロミセス属、クリベロマイセス（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）属、カンジダ（Ｃ
ａｎｄｉｄａ）属、ピキア（Ｐｉｃｈｉａ）属、シゾサッカロミセス（Ｓｃｈｉｚｏｓａ
ｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）属、ハンゼヌラ（Ｈａｎｓｅｎｕｌａ）属、クロエケラ（Ｋｌ
ｏｅｃｋｅｒａ）属、シワニオマイセス（Ｓｃｈｗａｎｎｉｏｍｙｃｅｓ）属及びヤロウ
イア（Ｙａｒｒｏｗｉａ）属に属する。好ましくは、酵母は嫌気性発酵、より好ましくは
嫌気性アルコール発酵ができる。何年も、穀物糖からバイオエタノールを生産するために
様々な生物の導入が示唆されてきた。しかし、実際には、主要なバイオエタノール生産プ
ロセスは全て、エタノール産生株としてサッカロミセス属の酵母が使用され続けてきた。
これは、サッカロミセス種の産業プロセスに魅力的な多くの特性、すなわち、酸、エタノ
ール及び浸透圧に対する高い耐性、嫌気的増殖の可能性、及びもちろんその高いアルコー
ル発酵能力のためである。真菌宿主細胞として好ましい酵母種には、Ｓ．セレビシエ、Ｓ
．イグジグース（Ｓ．ｅｘｉｇｕｕｓ）、Ｓ．バヤヌス（Ｓ．ｂａｙａｎｕｓ）、Ｋ．ラ
クティス（Ｋ．ｌａｃｔｉｓ）、Ｋ．マルキシアヌス（Ｋ．ｍａｒｘｉａｎｕｓ）及びシ
ゾサッカロミセス・ポンベ（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）が
含まれる。
【００４８】
　本明細書では、糸状菌はユーミコチナ亜門の糸状型全てを含む真核微生物と定義する。
これらの真菌の特徴は、キチン、セルロース及びその他の複合多糖類から構成される栄養
菌糸体である。本発明の糸状菌は、酵母とは形態学的、生理学的及び遺伝子的に異なる。
糸状菌は菌糸の伸長によって栄養成長し、ほとんどの糸状菌の炭素代謝は偏性嫌気性であ
る。宿主細胞として好ましい糸状菌は、アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）属、
トリコデルマ（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）属、フミコラ（Ｈｕｍｉｃｏｌａ）属、アクレ
モニウム（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ）属、フザリウム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）属及びペニシリ
ウム（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）属に属する。
【００４９】
　本発明の形質転換宿主細胞では、前記において定義したキシロース異性化酵素をコード
するヌクレオチド配列は、キシロースをキシルロースに変換する能力を細胞に与えるため
に、細胞においてヌクレオチド配列の十分な発現を引き起こすプロモーターに作動可能に
連結していることが好ましい。より好ましくは、このプロモーターは、最も好ましくは嫌
気性条件下で、単一炭素源及び／又はエネルギー源としてキシロースで増殖する能力を細
胞に与えるために、ヌクレオチド配列の十分な発現を引き起こす。前記において定義した
ヌクレオチド配列の発現に適したプロモーターには、異化代謝産物（グルコース）抑制に
非感受性であり、及び／又は誘導にキシロースを必要とするプロモーターが含まれる。こ
れらの特性を有するプロモーターは広く入手可能であり、当業者には公知である。このよ
うなプロモーターの適切な例には、例えば、解糖系遺伝子、例えば、ホスホフルクトキナ
ーゼ（ＰＰＫ）、トリオースリン酸異性化酵素（ＴＰＩ）、グリセルアルデヒド－３－リ
ン酸脱水素酵素（ＧＰＤ、ＴＤＨ３又はＧＡＰＤＨ）、ピルビン酸キナーゼ（ＰＹＫ）、
ホスホグリセリン酸キナーゼ（ＰＧＫ）のプロモーター、グルコース－６－リン酸異性化
酵素プロモーター（ＰＧＩＩ）、酵母又は糸状菌のプロモーターが含まれ、酵母のこのよ
うなプロモーターに関する詳細は（ＷＯ９３／０３１５９）に見出すことができる。その
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他の有用なプロモーターは、リボソームタンパク質をコードする遺伝子プロモーター、ラ
クターゼ遺伝子プロモーター（ＬＡＣ４）、アルコール脱水素酵素プロモーター（ＡＤＨ
１、ＡＤＨ４など）、エノラーゼプロモーター（ＥＮＯ）、ヘキソース（グルコース）輸
送体プロモーター（ＨＸＴ７）及びチトクロームｃ１プロモーター（ＣＹＣ１）である。
その他の保存性及び誘導性の両方のプロモーター、並びにエンハンサー又は上流の活性化
配列は当業者には公知である。好ましくは、前記において定義したヌクレオチド配列に作
動可能に連結したプロモーターは宿主細胞と同種である。
【００５０】
　本発明の形質転換宿主細胞は、キシロースから異性化したキシルロースがピルビン酸に
代謝され得るようにキシルロースキナーゼ活性を含むことがさらに好ましい。好ましくは
、細胞は内在性キシルロースキナーゼ活性を含有する。より好ましくは、本発明の細胞は
、特異的キシルロースキナーゼ活性を増大させる遺伝子改変を含む。好ましくは、この遺
伝子改変は、例えば、キシルロースキナーゼをコードするヌクレオチド配列を過剰発現す
ることによって、キシルロースキナーゼの過剰発現を引き起こす。キシルロースキナーゼ
をコードする遺伝子は、細胞にとって内在性であってもよく、又は細胞にとって異種のキ
シルロースキナーゼであってもよい。本発明の細胞においてキシルロースキナーゼの過剰
発現に使用できるヌクレオチド配列は、例えば、Ｄｅｎｇ及びＨｏによって記載されたＳ
．セレビシエのキシルロースキナーゼ遺伝子（ＸＫＳ１）である（１９９０、Ａｐｐｌ．
Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２４～２５：１９３～１９９）。他の好ましい
キシルロースキナーゼは、ピロミセスのキシルロースキナーゼに関連するキシロースキナ
ーゼ（ｘｙｌＢ；ＷＯ０３／０６２４４３０参照）である。このピロミセスのキシルロー
スキナーゼは、実際には、酵母のキナーゼなどの公知の真核生物キナーゼのいずれよりも
原核生物キナーゼに関連が深い。真核生物キシルロースキナーゼは、キシルロースを含む
広い基質範囲を有する非特異的糖キナーゼとして示唆されてきた。対照的に、ピロミセス
キナーゼが最も密接に関連する原核生物キシルロースキナーゼは、キシルロースにより特
異的キナーゼで、すなわち、より狭い基質範囲を有するものと示唆されてきた。本発明の
細胞では、過剰発現するべきキシルロースキナーゼは、過剰発現を引き起こす遺伝子改変
以外は遺伝子的に同一である株と比較して少なくとも１．１、１．２、１．５、２、５、
１０又は２０倍過剰発現する。過剰発現のこれらのレベルは、酵素活性の定常状態レベル
、酵素タンパク質の定常状態レベル並びに酵素をコードする転写物の定常状態レベルに適
用することができるものと理解されるべきである。
【００５１】
　本発明の細胞は、ＷＯ０６／００９４３４で記載されたようなペントースリン酸経路の
流量を増加させる遺伝子改変を含むことがさらに好ましい。特に、この遺伝子改変は、ペ
ントースリン酸経路非酸化的部分の流量の増加を引き起こす。ペントースリン酸経路の非
酸化的部分の流量の増加を引き起こす遺伝子改変は、本明細書では、流量増加を引き起こ
す遺伝子改変以外は遺伝子的に同一である株の流量と比較して少なくとも１．１、１．２
、１．５、２、５、１０又は２０倍流量を増加させる改変を意味するものと理解される。
ペントースリン酸経路の非酸化的部分の流量は、ＷＯ０６／００９４３４で記載されたよ
うに測定することができる。
【００５２】
　ペントースリン酸経路の流量を増加させる遺伝子改変は、様々な方法で本発明の細胞に
導入することができる。これらには、例えば、キシルロースキナーゼ及び／又はペントー
スリン酸経路の非酸化的部分の酵素の１種若しくは複数のより高い定常状態活性レベルの
実現並びに／或いは非特異的アルドース還元酵素活性の定常状態レベルの減少の実現が含
まれる。定常状態活性レベルのこれらの変化は、変異体（自然発生、又は化学物質若しく
は照射による誘導）の選択によって、及び／或いは組換えＤＮＡ技術、例えば、酵素をコ
ードする遺伝子若しくはこれらの遺伝子を調節する因子の過剰発現又は不活性化のそれぞ
れによって、達成することができる。
【００５３】
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　本発明の好ましい細胞では、遺伝子改変は、（非酸化的部分の）ペントースリン酸経路
の少なくとも１種の酵素の過剰発現を含む。好ましくは、この酵素は、リブロース－５－
リン酸異性化酵素、リブロース－５－リン酸３－エピメラーゼ、トランスケトラーゼ及び
トランスアルドラーゼをコードする酵素からなる群から選択される。（非酸化的部分の）
ペントースリン酸経路の酵素の様々な組合せを過剰発現することができる。例えば、過剰
発現する酵素は、少なくとも酵素リブロース－５－リン酸異性化酵素及びリブロース－５
－リン酸３－エピメラーゼ、又は少なくとも酵素リブロース－５－リン酸異性化酵素及び
トランスケトラーゼ、又は少なくとも酵素リブロース－５－ン酸異性化酵素及びトランス
アルドラーゼ、又は少なくとも酵素リブロース－５－リン酸３－エピメラーゼ及びトラン
スケトラーゼ、又は少なくとも酵素リブロース－５－リン酸３－エピメラーゼ及びトラン
スアルドラーゼ、又は酵素トランスケトラーゼ及びトランスアルドラーゼ、又は少なくと
も酵素リブロース－５－リン酸３－エピメラーゼ、トランスケトラーゼ及びトランスアル
ドラーゼ、又は少なくとも酵素リブロース－５-リン酸異性化酵素、トランスケトラーゼ
及びトランスアルドラーゼ、又は少なくとも酵素リブロース－５－リン酸異性化酵素、リ
ブロース－５－リン酸３－エピメラーゼ及びトランスアルドラーゼ、又は少なくとも酵素
リブロース－５－リン酸異性化酵素、リブロース－５－リン酸３－エピメラーゼ及びトラ
ンスケトラーゼであってもよい。本発明の一態様では、酵素リブロース－５－リン酸異性
化酵素、リブロース－５－リン酸３－エピメラーゼ、トランスケトラーゼ及びトランスア
ルドラーゼのそれぞれは、本発明の細胞で過剰発現する。好ましいのは、遺伝子改変が少
なくとも酵素トランスアルドラーゼの過剰発現を含む細胞である。より好ましいのは、遺
伝子改変が少なくとも酵素トランスアルドラーゼ及びトランスアルドラーゼの両方の過剰
発現を含む細胞で、このような宿主細胞は既にキシロースで嫌気的に増殖できるからであ
る。実際に、いくつかの条件下で、トランスケトラーゼ及びトランスアルドラーゼのみを
過剰発現する細胞は既に、４種の酵素全て、すなわちリブロース－５－リン酸異性化酵素
、リブロース－５－リン酸３－エピメラーゼ、トランスケトラーゼ及びトランスアルドラ
ーゼを過剰発現する細胞のように、キシロースに対して同じ嫌気的増殖速度を有すること
を発見した。さらに、酵素リブロース－５－リン酸異性化酵素及びリブロース－５－リン
酸３－エピメラーゼの両方を過剰発現する本発明の細胞は、これらの酵素の１つのみの過
剰発現は代謝の不均衡をもたらし得るので、異性化酵素のみ又は３－エピメラーゼのみを
過剰発現する細胞よりも好ましい。
【００５４】
　本発明の細胞における酵素の過剰発現については、様々な手段が当業界では利用可能で
ある。特に、細胞内における酵素をコードする遺伝子のコピー数を増加させることによっ
て、例えば、細胞ゲノムに遺伝子のコピー数をさらに統合することによって、エピゾーム
のマルチコピー発現ベクターから遺伝子を発現することによって、又は遺伝子の複数のコ
ピーを含むエピゾームの発現ベクターを導入することによって、酵素を過剰発現すること
ができる。酵素の過剰発現に使用されるコーディング配列は、本発明の宿主細胞と同種で
あることが好ましい。しかし、本発明の宿主細胞とは異種のコーディング配列も、同様に
適用することができる。
【００５５】
　或いは、本発明の細胞における酵素の過剰発現は、過剰発現すべき酵素をコードする配
列にとって天然ではないプロモーター、すなわち、作動可能に連結したコーディング配列
に異種であるプロモーターを使用することによって実現することができる。このプロモー
ターは、作動可能に連結したコーディング配列に異種であることが好ましいが、このプロ
モーターは本発明の細胞にとって同種、すなわち内在性であることも好ましい。好ましく
は、異種プロモーターは、好ましくはキシロース又はキシロース及びグルコースが炭素源
として、より好ましくは主要な炭素源として（すなわち、利用可能な炭素源の５０％超が
キシロース又はキシロース及びグルコースからなる）、最も好ましくは単一の炭素源とし
て利用可能である条件下で、コーディング配列にとって天然であるプロモーターよりもコ
ーディング配列を含む転写物のより高い定常状態レベルを生じることができる（又は時間
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単位当たりより多くの転写物分子、すなわちｍＲＮＡ分子を生じることができる）。この
場合に適切なプロモーターには、前記において定義したようなキシロース異性化酵素をコ
ードするヌクレオチド配列の発現について前述したプロモーターが含まれる。
【００５６】
　本発明のさらに好ましい細胞は、細胞における非特異的アルドース還元酵素活性を減少
させる遺伝子改変を含む。好ましくは、非特異的アルドース還元酵素活性は、非特異的ア
ルドース還元酵素をコードする遺伝子の発現を減少させるか、又は遺伝子を不活性化する
１つ又は複数の遺伝子改変によって、宿主細胞において減少する。好ましくは、遺伝子改
変は、細胞のゲノムにおける、キシロース、キシルロース及びアラビノースを含むアルド
ペントースを減少させることができる非特異的アルドース還元酵素をコードする遺伝子の
内在的コピーそれぞれの発現を減少させるか、又は不活性化する。所与の細胞は、２倍性
、倍数性若しくは異数性の結果として、非特異的アルドース還元酵素をコードする遺伝子
の複数のコピーを含むことができ、及び／又は細胞は、アミノ酸配列が異なり、それぞれ
異なる遺伝子によってコードされたアルドース還元酵素活性を備えたいくつかの異なる（
イソ）酵素を含有してもよい。また、このような場合、非特異的アルドース還元酵素をコ
ードする遺伝子それぞれの発現は減少しているか、又は不活性化していることが好ましい
。好ましくは、遺伝子は、遺伝子の少なくとも一部を欠失することによって、又は遺伝子
を破壊することによって不活性化し、この場合、遺伝子という用語はまた、コーディング
配列の上流又は下流の非コーディング配列を含み、その（部分的）欠失又は不活性化によ
って宿主細胞における非特異的アルドース還元酵素活性の発現の減少がもたらされる。活
性が本発明の細胞において減少しているべきアルドース還元酵素をコードするヌクレオチ
ド配列及びこのようなアルドース還元酵素のアミノ酸配列は、ＷＯ０６／００９４３４に
記載されており、例えば、Ｓ．セレビシエＧＲＥ３遺伝子の（非特異的）アルドース還元
酵素遺伝子（Ｔｒａｆｆ他、２００１、Ａｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎｍ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏ
ｌ．６７：５６６８～５６７４）及びその他の種のそれらの相同分子種が含まれる。
【００５７】
　さらに好ましい態様では、前述のようなキシロースをキシルロースに異性化する能力を
有する本発明の形質転換細胞はさらに、例えば、Ｗｉｓｓｅｌｉｎｋ他（２００７、ＡＥ
Ｍ　Ａｃｃｅｐｔｓ、２００７年６月１日に出版に先駆けてオンラインで公表された；Ａ
ｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．ｄｏｉ：１０．１１２８／ＡＥＭ．００
１７７～０７）及びＥＰ１４９９７０８に記載されたように、Ｌ－アラビノースをＤ－キ
シルロース５－リン酸に変換する能力を備えている。Ｌ－アラビノースをＤ－キシルロー
ス５－リン酸に変換する能力は、ａ）アラビノース異性化酵素、ｂ）リブロキナーゼ、好
ましくはＬ－リブロキナーゼキシロース異性化酵素、及びｃ）リブロース－５－Ｐ－４－
エピメラーゼ、好ましくはＬ－リブロース－５－Ｐ－４－エピメラーゼをコードするヌク
レオチド配列を含む核酸構築物（単数又は複数）で形質転換することによって、細胞に与
えられることが好ましい。好ましくは、本発明の細胞では、Ｌ－アラビノースをＤ－キシ
ルロース５－リン酸に変換する能力は、その後の１）アラビノースのリブロースへの異性
化、２）リブロースのリブロース５－リン酸へのリン酸化、及び３）リブロース５－リン
酸のＤ－キシルロース５－リン酸へのエピマー化の反応によってＬ－アラビノースをＤ－
キシルロース５－リン酸に変換する能力である。アラビノース異性化酵素、リブロキナー
ゼ及びリブロース－５－Ｐ－４－エピメラーゼをコードする適切なヌクレオチド配列は、
枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃ
ｏｌｉ）（例えば、ＥＰ１４９９７０８参照）、乳酸菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）、
例えば、ラクトバチルス・プランタルム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒ
ｕｍ）（例えば、Ｗｉｓｓｅｌｉｎｋ他、前述参照）又はクラビバクター（Ｃｌａｖｉｂ
ａｃｔｅｒ）属種、アルスロバクター（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）属種及びグラメラ（
Ｇｒａｍｅｌｌａ）属種、好ましくは、クラビバクター・ミシガネンシス（Ｃｌａｖｉｂ
ａｃｔｅｒ　ｍｉｃｈｉｇａｎｅｎｓｉｓ）、アルスロバクター・アウレッセンス（Ａｒ
ｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｕｒｅｓｃｅｎｓ）及びグラメラ・フォルセッティ（Ｇｒａｍ
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ｅｌｌａ　ｆｏｒｓｅｔｉｉ）から得ることができる。
【００５８】
　本発明によるさらに好ましい形質転換宿主細胞は、（ａ）細胞へのキシロース及び／又
はアラビノースの輸送の増加、（ｂ）異化代謝産物抑制に対する感受性の減少、（ｃ）エ
タノール、浸透圧又は有機酸に対する耐性の増加、及び（ｄ）副産物生成の減少からなる
群から選択される特性の１つ又は複数を生じるさらなる遺伝子改変を含むことができる。
副産物は、所望する発酵産物以外の炭素含有分子を意味するものと理解され、例えば、キ
シリトール、アラビニトール、グリセロール及び／又は酢酸が含まれる。本明細書で記載
した任意の遺伝子改変は、古典的な突然変異誘発及び所望する変異体のスクリーニング及
び／若しくは選択、又は単純に、所望する特性を備えた自然突然変異体のスクリーニング
及び／若しくは選択によって導入することができる。或いは、遺伝子改変は、内在性遺伝
子の過剰発現及び／又は内在性遺伝子の不活性化からなることができる。過剰発現するこ
とが細胞へのアラビノース及び／又はキシロースの輸送増加に望ましい遺伝子は、ヘキソ
ース又はペントース輸送体をコードする遺伝から選択することが好ましい。Ｓ．セレビシ
エ及びその他の酵母では、これらの遺伝子には、ＨＸＴ１、ＨＸＴ２、ＨＸＴ４、ＨＸＴ
５、ＨＸＴ７及びＧＡＬ２が含まれるが、ＨＸＴ７、ＨＸＴ５及びＧＡＬ２が最も好まし
い（Ｓｅｄｌａｃｋ　ａｎｄ　Ｈｏ、Ｙｅａｓｔ　２００４；２１：６７１～６８４参照
）。酵母における発現に好ましい他の輸送体は、Ｐ．スティピティス（Ｐ．ｓｔｉｐｉｔ
ｉｓ）ＳＵＴ１遺伝子によってコードされたグルコース輸送体である（Ｋａｔａｈｉｒａ
他、２００８、Ｅｎｚｙｍｅ　Ｍｉｃｒｏｂ．Ｔｅｃｈｎｏｌ．４３：１１５～１１９）
。同様にして、その他の種においてこれらの輸送体遺伝子の相同分子種を過剰発現させて
もよい。本発明の細胞において過剰発現してもよいその他の遺伝子には、解糖系酵素及び
／又はエタノール生成酵素、例えば、アルコール脱水素酵素をコードする遺伝子が含まれ
る。不活性化に好ましい内在性遺伝子には、ヘキソースキナーゼ遺伝子、例えば、Ｓ．セ
レビシエＨＸＫ２遺伝子（Ｄｉｄｅｒｉｃｈ他、２００１、Ａｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．６７：１５８７～１５９３参照）、Ｓ．セレビシエＭＩＧ１若しく
はＭＩＧ２遺伝子、グリセロール代謝に関与する酵素をコードする遺伝子、例えば、Ｓ．
セレビシエグリセロール－リン酸脱水素酵素１及び／若しくは２遺伝子、又は（ハイブリ
ッド形成する）その他の種のこれらの遺伝子の相同分子種が含まれる。キシロース発酵の
ための宿主細胞のその他の好ましいさらなる改変は、ｖａｎ　Ｍａｒｉｓ他（２００６、
Ａｎｔｏｎｉｅ　ｖａｎ　Ｌｅｅｕｗｅｎｈｏｅｋ　９０：３９１～４１８）、ＷＯ２０
０６／００９４３４、ＷＯ２００５／０２３９９８、ＷＯ２００５／１１１２１４及びＷ
Ｏ２００５／０９１７３３に記載されている。本明細書で記載した本発明の細胞の遺伝子
改変のいずれも、可能な限り、自己クローニング遺伝子改変によって導入されるか、又は
改変されることが好ましい。
【００５９】
　本発明による好ましい形質転換宿主細胞では、核酸構築物は宿主細胞に、好ましくは嫌
気性条件下で、すなわち、嫌気性発酵プロセスのために本明細書で以下に定義した条件下
で、炭素源／エネルギー源として、好ましくは単一の炭素源／エネルギー源としてキシロ
ースで増殖する能力を与える。好ましくは、炭素源／エネルギー源としてキシロースで増
殖するとき、形質転換宿主は本質的にキシリトールを生成せず、例えば、生成したキシリ
トールは検出限界未満、又は、例えば、モルをベースにして消費される炭素の５、２、１
、０．５若しくは０．３％未満である。好ましくは、炭素源／エネルギー源がまたアラビ
ノースを含む場合、細胞は本質的にアラビニトールを生成せず、例えば、生成したアラビ
ニトールは検出限界未満、又は、例えば、モルをベースにして消費される炭素の５、２、
１、０．５若しくは０．３％未満である。
【００６０】
　本発明の形質転換宿主細胞は、嫌気性条件下で少なくとも０．０１、０．０２、０．０
５、０．１、０．２、０．２５若しくは０．３ｈ－１の速度で、又は、より好ましくは嫌
気性条件下で少なくとも０．００５、０．０１、０．０２、０．０５、０．０８、０．１
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、０．１２、０．１５若しくは０．２ｈ－１の速度で、単一の炭素源／エネルギー源とし
てキシロースで増殖する能力を有することが好ましい。本発明の細胞は、嫌気性条件下で
少なくとも０．０１、０．０２、０．０５、０．１、０．２、０．２５若しくは０．３ｈ
－１の速度で、又は、より好ましくは、嫌気性条件下で少なくとも０．００５、０．０１
、０．０２、０．０５、０．０８、０．１、０．１２、０．１５若しくは０．２ｈ－１の
速度で、単一の炭素源／エネルギー源として（重量比１：１の）グルコース及びキシロー
スの混合物で増殖する能力を有することが好ましい。したがって、本発明による好ましい
形質転換宿主細胞では、核酸構築物は、最終的にピルビン酸を電子（及び水素受容体）と
して使用し、発酵産物、例えば、エタノール、乳酸、３－ヒドロキシ－プロピオン酸、ア
クリル酸、酢酸、コハク酸、クエン酸、アミノ酸、１，３－プロパン－ジオール、エチレ
ン、グリセロール、β－ラクタム抗生物質及びセファロスポリンに還元するプロセスで、
単一炭素源としてキシロースを嫌気的に発酵する能力を宿主細胞に与える。
【００６１】
　好ましくは、本発明の細胞の特異的キシロース消費速度は、少なくとも２００、３００
、４００、６００、７００、８００、９００又は１０００ｍｇｈ－１（ｇ乾燥重量）－１
である。好ましくは、本発明の細胞のキシロースに対する発酵産物（例えば、エタノール
）の収率は、細胞のグルコースに対する発酵産物（例えば、エタノール）の収率の少なく
とも２０、４０、５０、６０、８０、９０、９５又は９８％である。より好ましくは、改
変宿主細胞のキシロースに対する発酵産物（例えば、エタノール）の収率は、宿主細胞の
グルコースに対する発酵産物（例えば、エタノール）の収率と等しい。同様に、改変宿主
細胞のキシロースに対するバイオマス収率は、好ましくは宿主細胞のグルコースに対する
バイオマス収率の少なくとも５５、６０、７０、８０、８５、９０、９５又は９８％であ
る。より好ましくは、改変宿主細胞のキシロースに対するバイオマス収率は、宿主細胞の
グルコースに対するバイオマス収率と等しい。グルコース及びキシロースに対する収率の
比較において、いずれの収率も好気性条件下で比較するか、又は両方とも嫌気性条件下で
比較するものと理解される。
【００６２】
　他の側面では、本発明は、エタノール、乳酸、３－ヒドロキシ－プロピオン酸、アクリ
ル酸、酢酸、コハク酸、クエン酸、アミノ酸、１，３－プロパン－ジオール、エチレン、
グリセロール、β－ラクタム抗生物質及びセファロスポリンからなる群から選択される発
酵産物を生成するための方法に関する。この方法は好ましくは、ａ）キシロース源、場合
によってはアラビノース源を含有する培地を前記において定義した細胞で発酵し、細胞が
キシロース及び場合によってアラビノースを発酵産物に発酵するステップと、場合によっ
てｂ）発酵産物を回収するステップとを含む。
【００６３】
　キシロース源に加えて、発酵培地中の炭素源はまた、グルコース源を含んでいてもよい
。当業者であればさらに、発酵培地はさらにまた、例えば、特にアラビノース源などのそ
の他の種類の炭水化物を含むことができることを理解するだろう。キシロース、グルコー
ス及びアラビノース源は、キシロース、グルコース及びアラビノース自体（すなわち、単
糖）であってもよく、又はキシロース、グルコース及び／若しくはアラビノース単位を含
む任意の炭水化物オリゴマー若しくはポリマーの形態、例えば、リグノセルロース、アラ
ビナン、キシラン、セルロース、澱粉などであってもよい。このような炭水化物からのキ
シロース、グルコース及び／若しくはアラビノース単位を遊離するために、適切なカルボ
ヒドラーゼ（例えば、アラビナーゼ、キシラナーゼ、グルカナーゼ、アミラーゼ、セルラ
ーゼ、グルカナーゼなど）を発酵培地に添加してもよく、又は改変された宿主細胞によっ
て生成されてもよい。後者の場合、改変された宿主細胞は、このようなカルボヒドラーゼ
を生成し、排出するように遺伝子操作されていてもよい。グルコースのオリゴマー若しく
はポリマー源を使用する他の利点は、例えば、好ましくは発酵中にカルボヒドラーゼの律
速段階量を使用することによって、発酵中に遊離グルコースの濃度を（より）低く維持す
ることができることである。これによって、次に、非グルコース糖、例えば、キシロース
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及びアラビノースなどの代謝及び輸送に必要な系の抑制が阻止される。好ましい方法では
、改変された宿主細胞はキシロースとグルコースの両方、及び場合によってアラビノース
を好ましくは同時に発酵し、この場合、ジオーキシー増殖を防ぐためにグルコース抑制に
非感受性である改変された宿主細胞を使用することが好ましい。炭素源としてのキシロー
ス（及びグルコース）源に加えて、発酵培地はさらに、改変された宿主細胞の増殖に必要
な適切な成分を含んでいてもよい。酵母及び糸状菌などの真核微生物の増殖のための発酵
培地の組成物は、当業界では周知である。
【００６４】
　発酵方法は、好気的又は嫌気的発酵方法であってもよい。本明細書では、嫌気的発酵方
法とは、酸素無しで、又は実質的に酸素の消費無しで、好ましくは消費が５、２．５若し
くは１ｍｍｏｌ／Ｌ／ｈ未満、より好ましくは０ｍｍｏｌ／Ｌ／ｈ（すなわち、酸素消費
が検出できない）で実行され、有機分子が電子供与体及び電子受容体の両方として役立つ
発酵方法と定義する。酸素無しで、解糖系及びバイオマス生成で生成するＮＡＤＨは、酸
化的リン酸化によって酸化することができない。この問題を解決するために、多くの微生
物は電子及び水素受容体としてピルビン酸又はその誘導体の１つを利用し、それによって
ＮＡＤ＋を再生する。したがって、好ましい嫌気的発酵方法において、ピルビン酸は、電
子（及び水素受容体）として使用され、エタノールなどの発酵産物、並びに非エタノール
発酵産物、例えば、乳酸、３－ヒドロキシ－プロピオン酸、アクリル酸、酢酸、コハク酸
、クエン酸、アミノ酸、１，３－プロパン－ジオール、エチレン、グリセロール、酪酸、
カプロエート、ブタノール、グリオキシレート、β－ラクタム抗生物質及びセファロスポ
リンに還元される。嫌気的方法は通気のための投資及びエネルギーを必要とせず、さらに
、嫌気的方法では好気的方法よりも高い産物収率が得られるので、本発明の嫌気的方法は
好気的方法よりも好ましい。或いは、本発明の発酵方法は、好気的酸素を制限した条件下
で実行することができる。好ましくは、酸素を制限した条件下での好気的方法では、酸素
消費速度は、少なくとも５．５、より好ましくは少なくとも６、さらにより好ましくは少
なくとも７ｍｍｏｌ／Ｌ／ｈである。
【００６５】
　発酵方法は、本発明の改変された細胞に最適な温度で実行することが好ましい。したが
って、ほとんどの酵母又は真菌細胞の場合、発酵方法は４２℃未満、好ましくは３８℃未
満の温度で実施する。酵母又は糸状菌細胞の場合、発酵方法は、３５、３３、３０又は２
８℃を下回り、且つ２０、２２又は２５℃を上回る温度で実施することが好ましい。
【００６６】
　好ましくは、本発明の発酵方法では、細胞は、キシロースをキシルロースに異性化し、
場合によってアラビノースをＤ－キシルロース５－リン酸に変換する能力を細胞に与える
核酸構築物を安定的に保持する。好ましくは、この方法では、好ましくは産業的発酵条件
下で、５０世代増殖後も細胞の少なくとも１０、２０、５０又は７５％が、キシロースを
キシルロースに異性化し、場合によってアラビノースをＤ－キシルロース５－リン酸に変
換する能力を保持する。
【００６７】
　本発明による好ましい発酵方法は、エタノールを生成するための方法で、この方法は、
ａ）キシロース源、場合によってはアラビノース源を含有する培地を前記において定義し
た細胞で発酵し、細胞がキシロース及び場合によってアラビノースをエタノールに発酵す
るステップと、場合によってｂ）エタノールを回収するステップとを含む。発酵培地はさ
らに、前述のように実施することができる。この方法では、容積エタノール生産性は、好
ましくは１時間当たり１リットル当たり少なくとも０．５、１．０、１．５、２．０、２
．５、３．０、５．０又は１０．０ｇエタノールである。この方法におけるキシロース及
び／又はグルコース及び／又はアラビノースに対するエタノール収率は、好ましくは少な
くとも５０、６０、７０、８０、９０、９５又は９８％である。本明細書では、エタノー
ル収率とは、キシロース、グルコース及びアラビノースではキシロース、グルコース又は
アラビノースのｇ当たり０．５１ｇエタノールである理論的最大収率のパーセントと定義
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する。
【００６８】
　本発明によるさらに好ましい発酵方法は、キシロース源及びアラビノース源を含有する
培地を発酵することを含む方法であるが、２種類の異なる株の細胞を使用する。第一の株
の細胞はアラビノースをＤ－キシルロース５－リン酸に変換する能力を有さないこと以外
は前記において定義した通りの細胞の第一の株であり、この第一の株の細胞がキシロース
を発酵産物に発酵する。そして、第２の株の細胞はキシロースをキシルロースに（直接）
異性化する能力を有さないこと以外は前記において定義した通りの細胞の第２の株であり
、この第２の株の細胞がアラビノースを発酵産物に発酵する。この方法は、場合によって
発酵産物を回収するステップを含む。第１及び第２の細胞はさらに、それ以外は前述した
通りである。
【００６９】
　この文書及びその特許請求の範囲では、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」という動詞及び
その活用型は、この語に続く事項は含まれるが、特に言及しなかった事項も排除されない
ことを意味するために非限定的意味で使用される。さらに、不定冠詞「ａ」又は「ａｎ」
によって要素を示す場合、文脈が明確に１つ及び１つだけの要素があることを必要として
いなければ、その要素の複数が存在する可能性は排除されない。不定冠詞「ａ」又は「ａ
ｎ」は、したがって通常「少なくとも１つ」を意味する。
【００７０】
　本明細書で引用した全特許及び参照文献は、全体が参考として本明細書に組み込まれる
。
【００７１】
　以下の例は、例示の目的のためのみに提供されており、本発明の範囲を決して制限する
ものではない。
【図面の簡単な説明】
【００７２】
【図１】酵母での発現について試験したキシロース異性化酵素の系統樹である。
【００７３】
例
１．酵母における本発明のキシロース異性化酵素の機能的発現
１．１宿主生物
　酵母宿主株はＲＮ１０００であった。この株は、ＲＷＢ２１８株（Ｋｕｙｐｅｒ他、Ｆ
ＥＭＳ　Ｙｅａｓｔ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５、２００５、３９９～４０９）の派生体であ
る。ピロミセスＸｙｌＡをコードするプラスミドｐＡＫＸ００２はＲＮ１０００にはない
。宿主株の遺伝子型は、ＭａｔＡ、ｕｒａ３－５２、ｌｅｕ２－１１２、ｇｒｅ３：：ｈ
ｐｈＭＸ、ｌｏｘＰ－Ｐｔｐｉ：：ＴＡＬ１、ｌｏｘＰ－Ｐｔｐｉ：：ＲＫＩ１、ｐＵＧ
Ｐｔｐｉ－ＴＫＬ１、ｐＵＧＰｔｐｉ－ＲＰＥ１、｛ｐ４１５　Ｐａｄｈ１ＸＫＳ１Ｔｃ
ｙｃ１－ＬＥＵ２｝である。
【００７４】
１．２合成ＸＩ遺伝子による発現構築物
　（サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
）に）最適化された合成コドンＸＩ遺伝子は、ＸｂａＩ（合成遺伝子の５’末端）及びＢ
ａｍＨＩ（合成遺伝子の３’末端）制限部位を使用して、サッカロミセス・セレビシエの
ＴＰＩ１プロモーター（８９９ｂｐ）及びＣＹＣ１ターミネーター（２８８ｂｐ）配列を
含むｐＲＳ３０６（Ｓｉｋｏｒｓｋｉ　Ｒ．Ｓ．、Ｈｉｅｔｅｒ　Ｐ．、１９８９、「Ａ
　ｓｙｓｔｅｍ　ｏｆ　ｓｈｕｔｔｌｅ　ｖｅｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｙｅａｓｔ　ｈｏｓ
ｔ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｄｅｓｉｇｎｅｄ　ｆｏｒ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｍａｎｉｐｕｌ
ａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｉｎ　Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
」Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１２２：１９～２７）の派生体にクローニングした。ＡＴＧの前の
最初の３つのヌクレオチドは、発現を最適化するためにＡＡＡに改変した。表１は、試験
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したＸＩ配列及び合成配列を示す対応配列番号のリストである。遺伝子は、ＧｅｎＳｃｒ
ｉｐｔ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（ｚｉｅ　ｗｗｗ．ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ．ｃｏｍ）によ
って合成され、輸送されて、ｐＵＣ５７：
ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｅｎｔｒｅｚ／ｖｉｅｗｅ
ｒ．ｆｃｇｉ？ｄｂ＝ｎｕｃｃｏｒｅ＆ｉｄ＝２４４０１６２にクローニングされた。Ｔ
ＰＩプロモーターは、ＰＣＲにおいて鋳型として酵母ゲノムＤＮＡを使用し、プライマー
：フォワード：ＡＡＡＣＣＧＧＴＴＴＣＴＴＣＴＴＣＡＧＡＴＴＣＣＣＴＣ
リバース：ＴＴＡＧＡＴＣＴＣＴＡＧＡＴＴＴＡＴＧＴＡＴＧＴＧＴＴＴＴＴＴＧＴＡＧ
Ｔを用いて得られた。
ＣＹＣ１ターミネーターは、ＰＣＲにおいて鋳型として酵母ゲノムＤＮＡを使用し、プラ
イマー：フォワード：ＡＡＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣＣＣＣＴＴＴＴＣＣＴＴＴＧＴＣＧＡ
リバース：ＡＡＣＴＣＧＡＧＣＣＴＡＧＧＡＡＧＣＣＴＴＣＧＡＧＣＧＴＣを用いて得ら
れた。
【００７５】
１．３宿主生物の形質転換及び形質転換体の選択
　ＲＮ１０００は、「Ｇｉｅｔｚ法」（Ｇｉｅｔｚ他、１９９２、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９９２　Ｍａｒ　２５；２０（６）：１４２５）を使用してプラスミ
ドで形質転換した。形質転換体の１次選択は、無機質培地（ＹＮＢ＋２％グルコース）上
でウラシルを補足して実施した。
【００７６】
１．４酵素測定法
　キシロース異性化酵素活性は、３７℃で、リン酸緩衝液５０ｍＭ（ｐＨ７．０）、キシ
ロース１０ｍＭ、ＭｇＣｌ２　１０ｍＭ及び適量の無細胞抽出物を含有する反応混合液中
で測定する。活性１単位は、測定条件下で１分当たりキシルロース１ｎｍｏｌを生成する
酵素量と定義する。生成したキシルロースは、Ｄｉｓｃｈｅ　ａｎｄ　Ｂｏｒｅｎｆｒｅ
ｕｎｄの方法（Ｄｉｓｃｈｅ　ａｎｄ　Ｂｏｒｅｎｆｒｅｕｎｄ、１９５１、Ｊ．Ｂｉｏ
ｌ．Ｃｈｅｍ．１９２：５８３～５８７）又は８０℃で操作したＢｉｏｒａｄ　ＨＰＸ－
８７Ｎカラムを使用し、溶出液としてＮａ２ＨＰＯ４　０．０１Ｍを使用して０．６ｍｌ
／分で溶出したＨＰＬＣにより測定する。キシロース及びキシルロースは、屈折率検出器
によって６０℃の内部温度で検出する。
【００７７】
　比活性はタンパク質ｍｇ当たりの単位で表す。タンパク質は、Ｂｉｏ－Ｒａｄタンパク
質試薬（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｒｉｃｈｍｏｎｄ、ＣＡ、ＵＳＡ
）で標準としてウシγ－グロブリンを用いて測定する。
【００７８】
１．５形質転換細胞の生理学的特性
　形質転換細胞は、単一炭素源としてグルコースを用いた無機質培地で数回コロニー精製
した。その後、コロニー精製した形質転換細胞は、炭素源／エネルギー源として２％（ｗ
／ｖ）キシロースを含む合成培地で酸素存在下で振盪フラスコ内で増殖させる。結果は、
表２に示しており、「＋」は細胞が顕著に増殖していることを示す。「－」の印は、顕著
な増殖が生じなかったことを示す。
【００７９】
　キシロースを消費して増殖する株はその後、キシロースを消費してエタノールを付随生
成しながら嫌気的に増殖する能力について試験した。シラマイセス・アベレンシス、カタ
ユウレイボヤ、クロストリジウム・ディフィシレ、バクテロイデス・フラギリス及びフソ
バクテリウム・モルティフェラムのキシロース異性化酵素で形質転換した株は、従来技術
のピロミセス酵素と同程度、例えば、Ｋｕｙｐｅｒ他によって以前に記載されたＲＷＢ２
１８（２００５、ＦＥＭＳ　Ｙｅａｓｔ　Ｒｅｓ．５：９２５～９３４）と同程度の増殖
率、バイオマス及びエタノール収率で、嫌気的にキシロースで増殖することができた。し
かし、Ｃ．ディフィシレＸＩで形質転換した細胞は、増殖率に関してはキシロース発酵で
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最良の能力を示した。
【００８０】
　同様に、本発明の形質転換細胞はまた、混合基質を利用することができる。形質転換細
胞がグルコース及びキシロースの混合物（各２０ｇｌ－１）で増殖するとき、両糖は完全
に消費されるが、グルコースが好ましい基質であった。キシロース消費は、グルコースの
約８０％が消費された後でのみ開始する。シラマイセス・アベレンシス、カタユウレイボ
ヤ、クロストリジウム・ディフィシレ、バクテロイデス・フラギリス及びフソバクテリウ
ム・モルティフェラムのキシロース異性化酵素で形質転換した株それぞれの場合において
、生成したエタノールは、グルコース及びキシロース全体が消費されたことを明らかにす
る。
【００８１】
【表１】

【００８２】
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【表２】

【００８３】
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【表３】

【００８４】
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【表４－１】

【００８５】
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【表４－２】

【００８６】
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【表４－３】

【００８７】
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【表４－４】

【００８８】
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【表４－５】
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